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บทคัดย่อ 
 

 การพัฒนารังไข่ของปลาดุกอุยในรอบปีจะมีช่วงเวลาที่รังไข่พักตัวเช่นเดียวกับในปลาดุกชนิด
อื่นๆ ในการศกึษานี้ผู้วิจัยได้ตรวจสอบพัฒนาการรังไข่และการเปลี่ยนแปลงค่าดัชนีการเจริญพันธ์ุ 
(GSI) แต่ละเดอืนของแม่ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในบ่อดินเป็นเวลา 1 ปี (เมษายน 2551 ถึงมนีาคม 2552) 
ในเดือนตุลาคม 2551 เมื่อปลามีอายุ 14 เดือน ได้สุ่มตัวอย่างปลาจากบ่อดินและนํามาเลี้ยงในตู้
กระจกที่ควบคมุอุณหภูมิที ่30°C และ 35°C นาน 6 สัปดาห์ และตรวจรงัไข่ปลาทุก 2 สัปดาห์ พบว่า
แม่ปลาที่เลี้ยงในบ่อดินมีค่า GSI สูงสุดในเดือนกรกฎาคม (13.91±3.63%) ส่วนแม่ปลาทีเ่ลี้ยงในตู้
กระจกควบคุมอุณหภูมิปรากฏว่าพัฒนาการของไข่ระยะ 4 และ 5 เพิ่มจาก 0.5% และ 4.7% ใน
สัปดาห์ที่ 2 เป็น 4.6% และ 19.7% ในสัปดาห์ที่ 6 และการตรวจแม่ปลาในบ่อดินในเวลาเดียวกันนั้น
พบว่ารังไข่ยังอยู่ในระยะพักมีเฉพาะไข่ระยะ 2 และ 3 แม้ว่าในการทดลองไม่สามารถทําให้ไข่ปลา
พัฒนาเข้าสู่ระยะที่ 6 ซึ่งเป็นระยะสุดท้ายเนื่องจากปลาเกิดความเครียด แต่ผลการทดลองแสดงให้
เห็นว่าการเพิ่มอุณหภูมิน้ําเป็นวิธีการที่ง่ายในการกระตุ้นให้รังไข่ปลาดุกอุยมีพัฒนาการนอกฤดูการ
เพาะพันธ์ุ  

 
การโคลน cDNA ของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 พบว่าทั้งสองยีนมีจํานวนนิวคลิโอไทด์

เท่ากัน (2,278 คู่เบส) ประกอบด้วย Open reading frame (ORF) จํานวน 1,950 คู่เบสซึ่งแปลรหัส
ได้กรดอะมิโนจํานวน 649 หน่วย ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีนทั้งสองมีความเหมือนกัน 94% มี
กรดอะมิโนต่างกัน 38 หน่วย และโปรตีน HSC70-1 และ HSC70-2 มีความเหมือนกับปลากระดูก
แข็งและสัตว์บกอื่นๆประมาณ 82-95% ภายใต้สภาวะปกติยีน HSC70-1 และ HSC70-2 มีการ
แสดงออกในระดับเท่าๆกันในเนื้อเยื่อตับ เหงือก สมองและกล้ามเนื้อสนัหลังของปลาดุกอุย เมื่อปลา
ได้รับการฉีดเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila ยีนทั้งสองมีการแสดงออกที่แตกต่างกันใน
เนื้อเยื่อและช่วงเวลาที่ทดสอบ 48 ช่ัวโมง โดยพบว่ายีน HSC70-1 มีการแสดงออกในระดับตํ่าในทุก
เนื้อเยื่อ ขณะที่ยีน HSC70-2 มีการแสดงออกสูงกว่าในตับและกล้ามเนือ้ ซึ่งการแสดงออกที่เพิ่มขึ้น
ของยีน HSC70-2 อาจมีความสัมพันธ์กับระบบภูมิคุ้มกันของปลาดุกอุย 

 
 ลําดับนิวคลิโอไทด์ที่สมบูรณ ์(cDNA) ของยีน MSTN ในปลาดุกอุยมีจํานวน 1,784 คู่เบส 
ประกอบด้วยปลาย 5′ที่ไม่ได้แปลรหัส 147 คูเ่บส ส่วนของ Open reading frame (ORF) จํานวน 
1,191 คู่เบสซึง่แปลรหัสได้กรดอะมิโน 396 หน่วย ปลาย 3′ ที่ไม่ได้แปลรหัส 446 คู่เบส และ 
poly(A) tail จํานวน 27 คู่เบส ลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความเหมือนกับ
ปลากระดูกแขง็อื่นๆเช่น ปลา channel catfish 94% ปลา common carp 78% ปลาเรนโบว์เทร้า 
75% และสัตว์บกช้ันสูง 60% ซึ่งลําดับนิวคลิโอไทด์และลาํดับกรดอะมิโนของยีน MSTN ในปลามี
ความหลากหลายมากกว่าในสัตว์บกช้ันสูง และการแสดงออกของยีน MSTN ในสัตว์บกช้ันสูงจะพบ
เฉพาะในกล้ามเนื้อสันหลัง แต่ในปลาดุกอุยยีน MSTN มกีารแสดงออกในเนื้อเยื่ออื่นๆด้วย เช่น สมอง 
เหงือก กระเพาะอาหาร และหนังปลา ในระหว่างพัฒนาการของปลาดุกอุยพบว่าในลูกปลาอายุ 1-3 
สัปดาห์ยีน MSTN มีการแสดงออกมากที่สุด และที่อาย ุ3 เดือน ยีนมีการแสดงออกต่ําสุดและการ
แสดงออกเพิ่มขึ้นเล็กน้อยในช่วงอายุ 3-6 เดือน 
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ABSTRACT 
 

Reproductive cycle of female walking catfish, Clarias macrocephalus is normally 
interrupted by the presence of a resting phase as observed in other catfish species. Ovarian 
development and monthly change in GSI of females held under pond conditions was monitored 
over a 1-year period from April 2008 to March 2009. In October, fourteen-month old female fish 
were randomly collected from earthen pond and exposed to elevated temperatures at 30°C and 
35°C under hatchery conditions for six weeks. Ovarian growth was determined at a 2-week 
interval. Significant variation of mean GSI values (P<0.05) was observed among months with the 
highest value (13.91±3.63%) in July. Histological examination of ovaries revealed that in females 
held under 30°C and 35°C, the number of vitellogenic oocytes progressively increased from 0.5 
and 4.7% at week 2 to 4.6 and 19.7% at week 6, whereas in the earthen pond, ovaries remained 
in resting stage. Although fully matured females could not be obtained, the present study 
suggested that temperature manipulation was probably the practical way to increase the number 
of maturing females outside the reproductive season for walking catfish. 

 Two different cDNAs encoding heat shock cognate protein 70 genes were isolated from 
liver of walking catfish. The length of complete cDNA sequences for walking catfish HSC70-1 and 
HSC70-2 were identical (2,278 bp), with the open reading frame of 1,950 bp and a predicted 649 
amino acid protein. Amino acid sequences of both proteins shared 94% similarity with 38 
substitutions. The walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 proteins shared 82-95% identity of amino 
acids with other teleosts, chicken and human. Under normal conditions, HSC70-1 and HSC70-2 
transcripts were expressed at similar levels in liver, gills, brain, and skeletal muscle of walking 
catfish. Bacterial infection by Aeromonas hydrophila differentially induced the expression of 
HSC70s in these tissues during 48 h. The HSC70-1 was constitutively expressed at low levels in 
most tissues, whereas, the HSC70-2 was up-regulated at moderate and high levels in liver and 
skeletal muscle respectively. The significant increase in the expression of HSC70-2 in these tissues 
may relate with the role of HSC70-2 in immune response of walking catfish.  

 The complete cDNA sequence of walking catfish myostatin (MSTN) (1,784 bp) contained 
147 bases of 5′-untranslated region, an open reading frame of 1,191 bp encoding 396 amino 
acids, 446 bases of 3′-untranslated region, and a poly(A) tail of 27 nucleotides. The deduced 
amino acid sequence of walking catfish MSTN shared 94%, 78%, 75%, and 60% identity with 
MSTNs of channel catfish, common carp, rainbow trout and higher vertebrates, including avians 
and mammals, respectively. Results indicated that nucleotide and amino acid sequence of fish 
were more variable than those in higher vertebrates. Unlike terrestrial animals in which MSTN 
transcripts were expressed only in skeletal muscle, walking catfish MSTN mRNA was detected in 
other tissues, including brain, gills, stomach and skin. Temporal expression of MSTN was 
determined in whole fish during one to three weeks post hatch and from skeletal muscle from 
one to six months. The MSTN mRNA showed highest levels of expression at 3 weeks and the 
expression was lowest in 3-month old fish.  
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EXECUTIVE SUMMARY 
 

การปรับปรุงพันธ์ุสัตว์บกและสัตว์น้ําปัจจุบันได้มีบูรณาการความรู้เกี่ยวกับจีโนมมากขึ้น 
โดยเฉพาะการศึกษายีนควบคุมลักษณะสําคัญในการผลิตสัตว์ เช่น ยีนทีเ่กี่ยวข้องกับการเจริญเติบโต 
ขบวนการเมตาบอลิซึม และระบบภูมิคุ้มกัน เป็นต้น ข้อมูลของยีนที่มคีวามสัมพันธ์กับลักษณะ
เป้าหมายจะนําไปใช้ร่วมกับการคัดเลือก (Selection) เพื่อเพิ่มความแม่นยําในการคดัเลือกพ่อแม่พันธ์ุ 
โครงการวิจัยนี้เป็นงานทดลองต่อเนื่องจากโครงการ “การพัฒนาเครื่องหมายดีเอ็นเอชนิด EST ใน
ปลาดุกอุย” ซึง่ได้รับการสนับสนุนจากฝ่ายวิชาการ สํานักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ระหว่างปี 
พ.ศ. 2547-50 ในงานวิจัยนั้นผู้วิจัยได้จําแนกลําดับนิวคลิโอไทด์บางส่วนในรูป cDNA จากเนื้อเยื่อตับ
รวม 303 ยีนและจากกล้ามเนื้อปลาดุกอุยจํานวน 234 ยีน ซึ่งตับเป็นอวัยวะที่สําคัญต่อระบบการ
ทํางานของร่างกายหลายระบบ เช่น การรักษาสมดุลและระบบภูมิคุ้มกัน ส่วนกล้ามเนือ้เป็น
องค์ประกอบหลักในการเจรญิเติบโตของปลา เป้าหมายของผู้เพาะเลี้ยงสัตว์น้ําและนักปรับปรุงพันธ์ุ
คือปลาที่โตดีและมีความทนทานโรค ปลาดุกอุยเป็นปลาน้ําจืดท้องถิ่นที่มีการเพาะเลี้ยงมายาวนาน 
เป็นที่นิยมของผู้บริโภคเนื่องจากเนื้อมีรสชาติดีและราคาขายปลีกค่อนข้างสูง แต่ปลาดุกอุยที่เลี้ยงใน
บ่อโตช้าและเป็นโรคง่าย การปรับปรุงพันธ์ุที่ผ่านมาเพื่อคัดเลือกปลาที่โตเร็วและทนทานโรคไม่
ประสบความสําเร็จ เกษตรกรจึงเปลี่ยนไปเลี้ยงปลาดุกลูกผสมหรือ“บ๊ิกอุย”ที่เกิดจากการผสมข้าม
ปลาดุกอุยกับปลาดุกอัฟริกัน ปลาดุกลูกผสมโตเร็วและทนโรค แต่คุณภาพเนื้อด้อยกว่าปลาดุกอุย 
การเลี้ยงปลาดุกอุยเพื่อบริโภคในปัจจุบันมปีริมาณลดลงมากซึ่งเกษตรกรยังคงเลี้ยงเพ่ือใช้เป็นแม่พันธ์ุ
ผลิตลูกผสมเทา่นั้น  

 
โครงการวิจัยนี้ได้ศึกษายีน Heat shock cognate protein 70 (HSC70) ซึ่งเกี่ยวข้องกับ

ระบบสมดุลและภูมิคุ้มกันของปลาดุกอุย และยีน Myostatin (MSTN) ซึ่งเกี่ยวข้องกับการ
เจริญเติบโตของกล้ามเนื้อ โดยผู้วิจัยได้โคลน cDNA ศึกษาโครงสร้างยีน วิเคราะห์โครงสร้างโปรตีน
จากลําดับกรดอะมิโน และวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในเนื้อเยื่อปลาดุกอุย ผลการทดลองพบว่า
ปลาดุกอุยมียีน HSC70 2 รูปแบบคือ HSC70-1 และ HSC70-2 ซึ่งโปรตีนของยีนทั้งสองมีความ
เหมือนกันของลําดับกรดอะมิโน 94% ยีน HSC70 ทั้งสองแบบมีการแสดงออกในเนื้อเยื่อปกติของ
ปลาดุกอุย แต่ในสภาวะติดเชื้อแบคทีเรียยีนทั้งสองมีการแสดงออกแตกต่างกันในเนื้อเยื่อที่ทดสอบ 
ยีน HSC70 ได้รับความสนใจและมีการศึกษาเพิ่มขึ้นในปลาหลายชนิด เนื่องจากผลการวิจัยแสดงว่า
การแสดงออกของยีนมีความสัมพันธ์กับระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ํา เพื่อให้เข้าใจบทบาทของยีน 
HSC70-1 และยีน HSC70-2 ให้สมบูรณ์ขึ้น ควรมีการศึกษาการตอบสนองความเครียดลักษณะอื่น 
เช่น ความร้อน การปนเปื้อนโลหะหนัก หรือสภาวะอ๊อกซิเจนในน้ําตํ่า ส่วนยีน MSTN ซึง่เกี่ยวข้องกับ
พัฒนาการและการเจริญของกล้ามเนื้อปลาดุกอุยพบว่า มีการแสดงออกของยีน MSTN สูงสุดในลูก
ปลาวัยอ่อนระยะ 1-4 สัปดาห์หลังฟัก และการแสดงออกของยีน MSTN ตํ่าสุดในปลาอายุ 3-6 เดือน
ซึ่งเป็นช่วงอายุที่ปลาดุกอุยมีอัตราการเจริญเติบโตต่อวันมากที่สุด การโคลน cDNA ของยีน MSTN 
เป็นประโยชน์สําหรับการทําความเข้าใจโครงสร้างการทํางานและวิวัฒนาการของยีน MSTN และใช้
ศึกษาหน้าที่ของยีน MSTN (Functional analysis) โดยเทคนิค RNA interference (RNAi) ได้ต่อไป
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บทนํา (INTRODUCTION) 
 
 ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) เป็นปลาน้ําจืดที่มีราคาค่อนข้างสูง และเป็นที่
ต้องการของผู้บริโภค เนื่องจากเนื้อมีรสชาติดี มีสีเหลืองสวยงาม เมื่อปริมาณปลาดุกอุยในธรรมชาติ
ลดลงได้มีการเพาะลี้ยงปลาดุกอุยมายาวนานกว่า 50 ปี แต่ปลาที่ได้จากการเพาะเลี้ยงโตช้าและเป็น
โรคง่ายเพราะมีความต้านทานโรคต่ํา ปัจจุบันการผลิตปลาดุกอุยเพื่อการบริโภคมีปริมาณลดลงอย่าง
มาก เกษตรกรส่วนใหญ่เปลี่ยนไปเลี้ยงปลาดุกบ๊ิกอุย ซึ่งเป็นลูกผสมระหว่างแม่ปลาดุกอุยและพ่อปลา
ดุกยักษ์ (C. macrocephalus x C. gariepinus) ปลาดุกลูกผสมโตเร็วและทนทานต่อโรคดีกว่าปลา
ดุกอุย ปัจจุบันผลผลิตประมาณ 90% ของปลาดุกในประเทศเป็นปลาดุกลูกผสม แต่อย่างไรก็ตามยังมี
ความจําเป็นที่ต้องใช้ปลาดุกอุยสายพันธ์ุแท้เพื่อเป็นแม่พันธ์ุในการผสมข้าม จึงมีเกษตรกรอีกจํานวน
หนึ่งที่ยังคงเลี้ยงปลาดุกอุยไว้เพื่อใช้ผลิตปลาดุกบ๊ิกอุยและเพื่อผลิตปลาดุกอุยจําหน่ายตามความ
ต้องการของตลาด พ่อแม่พันธ์ุปลาดุกอุยที่ใช้อยู่ในปัจจุบันส่วนใหญ่เป็นพอ่แม่พันธ์ุที่ได้จากการ
เพาะเลี้ยงเป็นหลัก ซึ่งเท่าทีผ่่านมามักพบปัญหาแม่พันธ์ุปลาดุกอุยโตช้า ความสมบูรณ์เพศลดลง และ
มักเป็นโรคง่ายในช่วงที่มีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ หรือในฤดูหนาวโดยเฉพาะในช่วงเดือน
ธันวาคมถึงกุมภาพันธ์ ที่มีอณุหภูมิลดตํ่าลงเฉลี่ย 5-10°C เกษตรกรส่วนใหญ่จึงหยุดเลีย้งปลาใน
ช่วงเวลาดังกล่าว เพื่อหลีกเลี่ยงปัญหาในระหว่างการเลี้ยง ทําให้การผลิตลูกปลาทําได้ไม่ต่อเนื่อง  
 

จากผลงานวิจัยในอดีตจะเห็นว่าถ้าสภาพแวดล้อมในการเลี้ยงปลามีการเปลี่ยนแปลงจาก
สภาพที่เหมาะสมปลาจะเกิดความเครียด ซึง่มีผลกระทบตอ่การเจริญเติบโต การรักษาสมดุลของ
ร่างกาย ระบบภูมิคุ้มกัน โดยเฉพาะอย่างยิ่งจะส่งผลกระทบต่อการควบคุมการทํางานของระบบ
สืบพันธ์ุในปลา ทําให้ไมม่ีการพัฒนาของไข่หรือรังไข่ หรือใช้เวลาในการพัฒนานานกว่าปกติ ส่งผลให้
การขยายพันธ์ุต้องล่าช้าตลอดจนเสียเวลาและค่าใช้จ่ายในการเพาะเลี้ยงเพ่ิมขึ้น แต่มผีลงานวิจัยใน
ระยะต่อมาที่แสดงให้เห็นว่าการจัดการสิ่งแวดล้อมทางกายภาพ เช่น เพิ่มอุณหภูมิน้ํา และ/หรือเพิ่ม
ช่วงแสง สามารถกระตุ้นพัฒนาการของเซลล์สืบพันธ์ุและยืดระยะเวลาการเพาะพันธ์ุในรอบปีได้ 
สําหรับปลาน้ําจืดในเขตร้อนชื้น เช่น ปลาดุกอุย การเพิ่มอุณหภูมิน้ําในช่วงฤดูหนาวน่าจะเป็นทาง
หนึ่งที่สามารถกระตุ้นพัฒนาการของรังไข่และแก้ปัญหาการขาดแคลนลกูปลา 

 
ในระหว่างการเลี้ยงปลาดุกอุยต้ังแต่ระยะวัยอ่อนถึงระยะโตเต็มวัย เกษตรกรจะพบปัญหา

โรคที่เกิดจากเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila คือโรคกกหูบวม หรือ โรคท้องบวม 
(Haemorrhagic septicemia) ซึ่งเป็นโรคสาํคัญในปลาน้ําจืดหลายชนิดที่ทําความเสียหายแก่ผู้เลี้ยง
ปลาเป็นอย่างมาก วิธีการรักษาโรคนี้คือการใช้ยาปฏิชีวนะ อย่างไรก็ตามมีงานวิจัยมากมายที่ระบุว่า
การใช้ยาปฏิชีวนะอย่างต่อเนื่องทําให้เช้ือเกิดการด้ือยาและมีการตกค้างของยาในบ่อที่สามารถทําลาย
เช้ือแบคทีเรียอ่ืนๆในบ่อเลี้ยงปลา ทําให้สมดุลของจุลินทรย์ีในบ่อเปลี่ยนไป การป้องกันและรักษาโรค
ด้วยวิธีอื่นนอกจากการใช้ยาปฏิชีวนะจึงเป็นที่ต้องการ เมื่อเร็วๆนี้มีผลงานวิจัยฉบับหนึ่งพบว่าการใช้ 
Recombinant heat shock protein (HSP) สามารถป้องกันโรคที่เกิดจากแบคทีเรียในปลา 
platyfish ความสําเร็จจากงานวิจัยนี้ทําให้การใช้โปรตีน HSP เป็นทางเลือกใหม่ในการป้องกันโรค
สัตว์น้ําในอนาคต ปัจจุบันมีงานวิจัยจํานวนมากเกี่ยวกับการศึกษายีนที่สร้างโปรตีน HSP ซึ่งเป็นกลุ่ม
โปรตีนที่มีความหลากหลายและมีการแบ่งกลุ่มย่อยตามน้ําหนักโมเลกุลและหน้าที่เฉพาะในการ
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ควบคุมระบบสมดุลของร่างกาย ยีนที่สร้างโปรตีน HSP เป็นยีนที่มีการอนุรักษ์ในระดับสูง จะพบยีน 
HSP ในสิ่งมีชีวิตทุกชนิดต้ังแต่แบคทีเรีย สตัว์ไม่มีกระดูกสันหลังช้ันตํ่า แมลง ปลา สัตว์ปีก จนถึงสัตว์
เลี้ยงลูกด้วยนมช้ันสูงรวมทั้งมนุษย์ ในโครงการนี้ผู้วิจัยได้เลือกโคลนยีน HSC70 (Heat shock 
cognate protein 70) ในปลาดุกอุยและศกึษาการแสดงออกของยีนนี้ในปลาดุกอุยที่ได้รับเชื้อ A. 
hydrophila เพื่อเข้าใจโครงสร้างยีนและการทําหน้าที่ของโปรตีนในเนื้อเยื่อต่างๆของปลาดุกอุย ซึ่ง
โปรตีน HSC70 ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มเดียวกับโปรตีน HSP70 ซึ่งเป็นกลุ่มโปรตีนที่ได้รับความสนใจและ
มีรายงานมากที่สุด 

 
 การปรับปรุงพันธ์ุปลาดุกอุยให้โตเร็วเป็นเป้าหมายหลักของผู้เลี้ยงปลาดุกอุย แต่เนื่องจาก
อัตราพันธุกรรม (Heritability) สําหรับการเจริญเติบโตมีค่าตํ่าในปลาดุกอุยสายพันธ์ุที่เลี้ยงในประเทศ 
ทําให้การคัดเลอืกด้วยวิธีดูลักษณะตัวเอง (Individual selection) ไม่ประสบผลสําเร็จเท่าที่ควร
เกษตรกรจึงเปลี่ยนไปเลี้ยงปลาดุกลูกผสมแทนการเลี้ยงปลาดุกอุยดังที่กล่าวข้างต้น การปรับปรุงพันธ์ุ
สัตว์บกและสัตว์น้ําในปัจจุบันส่วนหนึ่งมีเป้าหมายเพื่อศึกษายีนปริมาณที่มีผลมากต่อลักษณะปรากฏ 
(Major genes) หรือการศึกษายีนตัวแทน (Candidate genes) และนําข้อมูลยีนเหล่านี้มาใช้ร่วมกับ
การคัดเลือก (Selection) เพื่อเพิ่มความแม่นยําในการคดัพ่อแม่พันธ์ุ การค้นพบ Growth 
Differentiation factor 8 (GDF-8) หรือที่รู้จักกันดีในชื่อยีน Myostatin (MSTN) ซึ่งเป็น Major 
gene ที่ควบคุมการเจริญของกล้ามเนื้อที่ยึดเกาะกับกระดูกในหนูโดย McPherron and Lee (1997) 
ได้นําไปสู่การศึกษาคุณลักษณะและการแสดงออกของยีน MSTN ในสิ่งมีชีวิตอื่นๆอีกเป็นจํานวนมาก 
ในหนูที่ถูกยับย้ังการแสดงออกของยีน MSTN พบว่ามีการเพิ่มขึ้นของกล้ามเนื้ออย่างมีนัยสําคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับหนูปกติ นอกจากนี้การเกิดลักษณะ Double muscle ในวัวพบว่าเชื่อมโยงกับการ
กลายของยีน MSTN งานวิจัยโดย Acosta และคณะ (2005) พบว่าการยับย้ังการสังเคราะห์โปรตีน 
MSTN ด้วยเทคนิค RNAi ทําให้ปลา zebrafish มีน้ําหนักตัวเพิ่มขึ้น 45% และเมื่อเร็วๆนี ้Lee และ
คณะ (2010) รายงานว่า MSTN prodomain ของปลา Japanese flounder สามารถยับย้ังการ
แสดงออกของยีน MSTN ในปลาเรนโบว์เทร้าทําให้น้ําหนักตัวปลาเพิ่มขึ้น 40% 
 

วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 

1. ศกึษาผลของการเพิ่มอุณหภูมิต่อพัฒนาการของรังไข่แม่ปลาดุกอุยในโรงเรือน หลังฤดูการ
เพาะพันธ์ุเทียบกับพัฒนาการของรังไข่แม่ปลาในบ่อดิน 

 
2. ศึกษาคุณลักษณะ ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และโครงสร้างยีน HSC70 จากเนื้อเยื่อตับ

ปลาดุกอุย และศึกษาการแสดงออกของยีน HSC70 ในปลาที่ได้รับเชื้อ A. hydrophila 
 

3. ศกึษาคุณลักษณะ ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการ และโครงสร้างยีน MSTN จากกล้ามเนือ้
ปลาดุกอุย และศึกษาการแสดงออกของยีน MSTN ระหว่างพัฒนาการระยะต่างๆ 
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งานวิจัยและทฤษฎีที่เก่ียวข้อง (LITERATURE SURVEY AND RELATED THEORY) 
 
พัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุย 

ปลาดุกอุยมีช่ือสามัญคือ Günther’s walking catfish และมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Clarias 
macrocephalus (Günther, 1864)  พบแพร่กระจายทั่วไปเกือบทุกภูมิภาคของประเทศไทย และ
ยังพบในประเทศใกล้เคียง เช่น พม่า กัมพูชา เวียดนาม ฟิลิปปินส์  มาเลเซีย อินโดนีเซีย และ
บังกลาเทศ เป็นต้น ปลาดุกอุยเป็นปลาที่มีความสําคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย เนื่องจากเนื้อมี
รสชาติดี และขายได้ราคาสูงกว่าปลาดุกชนิดอ่ืนๆ การเพาะเลี้ยงปลาดุกอุยในประเทศไทยมีมากว่า 
50 ปี (Na-Nakorn et al. 1993) อย่างไรก็ตามการผลิตปลาดุกอุยมีปริมาณลดลงเรื่อยๆเนื่องจาก
ข้อจํากัดของปลาดุกอุยคือ เจริญเติบโตช้า และมีความต้านทานโรคต่ํา ในปัจจุบัน 90% ของ
เกษตรกรผู้เลี้ยงปลาดุกในประเทศไทยเปลี่ยนมาเลี้ยงปลาดุกลูกผสม หรอืปลาดุกบ๊ิกอุยที่เกิดจากแม่
ปลาดุกอุยกับพ่อปลาดุกยักษ์  (C. macrocephalus x C. gariepinus) เพิ่มขึ้นเนื่องจากปลาดุก
ลูกผสมมีการเจริญเติบโตเร็ว และมคีวามทนทานต่อโรคมากกว่า (Nukwan et al., 1991) ในปีพ.ศ. 
2551 ผลผลิตปลาดุกลูกผสมมีปริมาณมากเป็นอันดับสองของการผลิตปลาน้ําจืดในประเทศรองจาก
ปลานิล โดยมผีลผิต 130,064 ตัน มลูค่ารวม 4,900 ล้านบาท (Department of Fisheries, 2009) 
การขยายการเลี้ยงปลาดุกลูกผสมทําให้ความต้องการแม่ปลาดุกอุยเพิ่มขึ้น แต่ปัญหาที่เกษตรพบคือ
ไม่สามารถเพาะลูกปลาได้ตลอดปีเนื่องจากการขาดแคลนแม่ปลาทีม่ีไข่แก่หลังฤดูเพาะพันธ์ุ 
 
 ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในบ่อดินจะถึงวัยเจริญพันธ์ุเมื่ออายุ 1 ปี ฤดูการเพาะพันธ์ุในธรรมชาติจะ
เริ่มต้นในฤดูฝนราวเดือนพฤษภาคมต่อเนื่องถึงเดือนกันยายน (Jarimopas et al. 1995; 
Panprommin et al. 2008) ในโรงเพาะฟักการเพาะพันธ์ุปลาดุกอุยทําโดยการผสมเทียมฉีดฮอรโ์มน
เร่งให้ปลาตกไข่ รังไข่ปลาดุกมีพัฒนาการแบบ Asynchronous ซึ่งประกอบด้วยไข่ (Oocytes) ที่มี
ขนาดต่างๆเนื่องจากการเจริญเติบโตของไข่ที่ไม่พร้อมกัน แบ่งได้คร่าวๆ 4 ขนาด คือไข่ที่มีขนาดเล็ก 
(Immature oocyte) ไข่กําลงัเจริญเติบโต (Maturing oocyte) ไข่ขนาดใหญ่พร้อมที่จะผสมกับ
น้ําเชื้อ (Mature oocyte) และไข่ระยะที่สลายตัว (Atretic oocyte) ส่วนระบบสืบพันธ์ุของปลาดุก
อุยในรอบปีแบ่งได้เป็น 3 ช่วง คือ ช่วงก่อนการผสมพันธ์ุวางไข่ ช่วงเวลาผสมพันธ์ุวางไข่ และช่วงที่รัง
ไข่หยุดพัฒนาการ (Richter et al. 1987) ซึ่งรังไข่ในแต่ละช่วงจะมีสัดส่วนของไข่ขนาดต่างๆที่ไม่
เหมือนกัน ซึ่งการฉีดฮอร์โมนผสมเทียมในช่วงที่รังไข่หยุดพัฒนาการหรือนอกฤดูผสมพันธ์ุตาม
ธรรมชาติ ไม่ค่อยประสบความสําเร็จเนื่องจากรังไข่แม่ปลาดุกอุยมีไข่ขนาดเล็กจํานวนมาก (Tan-
Fermin et al. 1997; Panprommin et al. 2008) 
 
 เนื่องจากอุณหภูมิเป็นปัจจัยภายนอกที่มีอิทธิพลต่อพัฒนาการระบบสืบพันธ์ุของปลา มีราย
งานวิจัยที่แสดงว่าการเพิ่มอุณหภูมิน้ําในบ่อมีผลในการกระตุ้นให้รังไข่มพีัฒนาการที่ต่อเนื่อง และทํา
ให้ช่วงเวลาที่สามารถเพาะพันธ์ุปลายาวนานขึ้น เช่น ปลาดุกอัฟริกัน C. gariepinus (Richter et al. 
1987) ปลาช่อน Channa punctatus (Srivastava and Singh 1991) และปลา striped bass 
Morone saxatilis (Clark et al. 2005) อย่างไรก็ตามการจัดการสภาพแวดล้อมที่ต่างจากธรรมชาติ
อาจทําให้ปลาเกิดความเครียดและส่งผลต่อคุณภาพและพัฒนาการของรังไข่ เนื่องจากความเครียดทํา
ให้ระดับฮอร์โมนของระบบสืบพันธ์ุมีการเปลี่ยนแปลง (Pankhurst and Van Der Kraak 1997) เช่น 
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การเปลี่ยนแปลงของฮอร์โมนโกนาโดทรอปินส์ในเลือดทาํให้ระดับเทสโทสเตอโรนหรือเอสโตรเจนใน
ระบบหมุนเวียนลดลง ซึ่งการลดลงของเอสโตรเจนในเลือดปลาพบว่าทําให้รังไข่แม่ปลามีไข่ระยะที่
สลายตัวมากขึ้น นอกจากนี้ความเครียดยังทําให้ไข่มีขนาดลดลงและน้ําเชื้อมีคุณภาพลดลง การเพิ่ม
ระดับฮอร์โมนคอร์ติซอลในเลือดเนื่องจากความเครียดพบว่ามีผลกระทบต่อระบบสืบพันธ์ุของปลา
เช่นกัน  มีรายงานทดลองว่าแม่ปลาที่ได้รับการฉีดคอร์ติซอลจากภายนอกมีรังไข่ขนาดเล็กลง และเอส
โตรเจนในเลือดลดลง ซึ่งระดับเอสโตรเจนที่ลดลงทําให้ตับสังเคราะห์ไวเทลโลเจนินได้น้อยลง แม่ปลา
จึงมีไข่ขนาดเล็กกว่าปกติ 
 
การศึกษา Heat shock proteins 
 

ฮีทช็อคโปรตีน (HSP) เป็นกลุ่มโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญในการควบคุมระบบสมดุล 
(Homeostasis) ของเซลล์ และตอบสนองต่อความเครียดทุกรูปแบบ เช่น ความร้อน การปนเปื้อน
โลหะหนัก และการได้รับเชื้อโรค (Iwama et al. 1998) ความเครียดเหล่านี้ทําให้เกิดการสะสมของ
โปรตีนที่ผิดปกติหรือโปรตีนที่ถูกทําลายภายในเซลล์ (Krone et al. 1997) ฮีทช็อคโปรตีนทําหน้าที่
เป็น Molecular chaperone ช่วยโปรตีนตัวอื่นในการม้วนพับตัว (Protein folding) เพื่อให้มีรูปร่าง 
3 มิติทีท่ําหน้าที่ได้ มีการแบ่งกลุ่ม (Protein family) ของฮีทช็อคโปรตีนตามน้ําหนักโมเลกุลได้ 3 
กลุ่มใหญ่ คือ1) HSP90 น้ําหนักโมเลกุลระหว่าง 85-90 kDa 2) HSP70 น้ําหนักโมเลกลุระหว่าง 68-
73 kDa) และ 3) ฮีทช็อคโปรตีนที่มีน้ําหนักโมเลกุลระหว่าง 16-24 kDa (Iwama et al. 1998) ซึ่ง
โปรตีน HSC70 เป็นกลุ่มที่มผีู้รายงานและได้รับความสนใจมากที่สุด  (Feder and Hofmann 1999) 
ในสภาวะปกติโปรตีน HSC70 จะไม่มกีารแสดงออกแต่เมื่อเซลล์ได้รับความเครียดจะเหนี่ยวนําให้เกิด
การแสดงออกของโปรตีน HSC70 ในเนื้อเยื่อ อย่างไรก็ตามมีฮีทช็อคโปรตีนบางตัวที่จัดอยู่ในกลุ่ม 
HSP70 จะมีการแสดงออกในเซลล์ตลอดเวลา ซึ่งเรียกว่า Heat shock cognate protein 70 
(HSC70) ซึ่งมบีทบาทหลักในการช่วยการพับม้วนของโปรตีนอื่นที่สังเคราะห์ขึ้นใหม่ รวมทั้งช่วยการ
เคลื่อนย้ายและทําลายโปรตีนอื่นๆ (Feder and Hofmann 1999) (ภาพที่ 1) 

 
การศึกษาโปรตีน HSC70 ในปลาและสัตว์น้าํอ่ืนๆ ได้รับความสนใจมากขึ้นเนื่องจากมี

ผลงานวิจัยที่แสดงว่าโปรตีน HSC70 อาจจะเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ํา (Basu et al. 
2002; Robert 2003) ตัวอย่างเช่น งานวิจัยหลายเรื่องมีผลการทดลองที่สอดคล้องกันว่าระดับของ
โปรตีน HSC70 ในเนื้อเยื่อตับของปลาและกุ้งมีการเปลี่ยนแปลงหลังจากที่สัตว์เหล่านี้ได้รับเชื้อ
แบคทีเรียหรือไวรัส (Leung and Hightower 1997; Deane et al. 2004; Chuang et al. 2007; 
Ming et al. 2010; Rungrussamee et al. 2010; Yue et al. 2011) และมีรายงานต่อว่าโปรตีน 
HSC70 ช่วยทําหน้าที่ในการเคลื่อนย้ายโปรตีนของระบบภูมิคุ้มกันทีส่ร้างขึ้นเพื่อตอบสนองการติด
เชื้อโรค จากความสําคัญของโปรตีนชนิดนี้ได้มีการโคลนยีน HSC70 ในสตัว์น้ําหลายชนิด ได้แก่ ปลา 
zebrafish Danio rerio (Graser et al. 1996; Santacruz et al. 1997) ปลา common carp 
Cyprinus carpio (Ali et al. 2003) ปลา platyfish Xiphophorus maculatus (Yamashita et 
al. 2004) ปลา Wuchang bream Megalobrama amblycephala (Ming et al. 2010) ปลา 
grass carp Ctenopharyngodon idella (Zhang et al. 2011) และปลา yellowtail Seriola 
quinqueradiata (Yabu et al. 2010) 



 8 

 
 

 
ภาพที่ 1 แบบจําลองการทํางานของฮีทช็อคโปรตีน HSP70 และ HSC70 หน้าที่สําคัญคือช่วยโปรตีนอื่นในการ
 พับม้วน ช่วยย่อยโปรตีนที่เสียสภาพ ช่วยลําเลียงโปรตีนไปยังออร์กาแนลเป้าหมายภายในเซลล์ และ
 ลําเลียงโปรตีนผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ (ที่มา: Yamashita et al. 2010) 

 
การค้นพบยนี Myostatin (MSTN) 

 
ยีน Myostatin (MSTN) หรือ Growth-differentiation factor 8 (GDF-8) นี้จัดอยู่ในกลุ่ม

ของโปรตีน Transforming growth factor-β (TGF-β) ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมการพัฒนาและ
การเจริญของเนื้อเยื่อกล้ามเนื้อในสัตว์มีกระดูกสันหลังหลายชนิด ในตัวอ่อนระยะ Somites ที่เริ่ม
สร้างกล้ามเนื้อจะมีการแบ่งเซลล์ของ  Myoblasts ซึ่งเป็นเซลล์เริม่ต้นจํานวนมาก จากนั้น 
Myoblasts จะเปลี่ยนแปลงกลายเป็น Myotubes การทํางานของ Myostatin คือควบคุมไม่ใหม้ีการ
แบ่งเซลล ์Myoblasts มากจนเกินไป (Thomas et al. 2000) (ภาพที ่2) จากการทดลองเพื่อศึกษา
กลไกการทํางานของ Myostatin โดยการฉีด Recombinant myostatin เข้าเซลล์กลา้มเนื้อของตัว
อ่อนวัวอายุ 160 วัน พบว่าการแบ่งเซลล ์C2C12 Myoblasts จะถูกยับย้ัง โดย Myostatin ส่วนเกินที่
ฉีดเข้าเซลล์จะกระตุ้นในมีการสร้าง P21 ซึง่เป็น Cyclin-dependent kinase inhibitor ใน
ขณะเดียวกันจะไปลดปริมาณ cdk2 ซึ่งเป็นเอ็นไซม์ที่สําคญัต่อการเปลี่ยนระยะในวงจรเซลล ์(Cell 
cycle) จากระยะ G1/S เข้าสู่ระยะ G2/M ของเซลล์ C2C12 Myoblasts (Thomas et al. 2000) แต่
ถ้าการทํางานของ Myostatin ถูกยับย้ังจะทําให้เซลล์กลา้มเนื้อมีการเจริญอย่างไม่จํากัด ทั้งการเพิ่ม
จํานวนมัดกล้ามเนื้อ (Hyplasia) และการเพิ่มขนาดมัดกล้ามเนื้อ (Hypertrophy) 
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ภาพที่ 2  แบบจําลองการทํางานของ Myostatin ระหว่างพัฒนาการของกล้ามเนื้อ ภาพ A มี Myostatin 
ควบคุมการแบ่งเซลล์ Myoblasts และภาพ B: ไม่มี Myostatin (ท่ีมา: Thomas et al. 2000) 

 
McPherron and Lee (1997) เป็นผู้ค้นพบยีน MSTN ในหนู โดยผู้วิจัยได้ใช้เทคนิค Gene-

targeting ทําลายส่วนของยีน MSTN ที่สรา้งโปรตีนด้าน C-terminal ทําให้หนูสายพันธ์ุที่ได้รับยีนที่
เกิดการกลาย (Mutation) มีน้ําหนักตัวมากกว่าหนูปกติถึงสองเท่า โดยพบว่าหนูที่เกิดการกลายจะมี
จํานวนและขนาดของมัดกล้ามเนื้อมากกว่าหนูปกติ ต่อมานักวิจัยค้นพบการกลายตามธรรมชาติของ
ยีน MSTN ในสายพันธ์ุโคเนื้อ (Belgian blue) ซึ่งทําให้มกีล้ามเนื้อขนาดใหญ่กว่าโคเนื้อปกติ 20% 
และเรียกลักษณะนี้ว่า Double muscle จากการวิเคราะห์โครงสร้างยีนที่เกิดการกลายพบว่านิวคลิ
โอไทด์ในส่วน Exon ที ่3 ขาดหายไป 11 คู่เบส ทําให้เกิดการกลายที่เรียกว่า Frame-shift 
mutation ซึ่งมีรหัสหยุดการสังเคราะห์โปรตีน (Stop codon) ปรากฏขึ้นล่วงหน้า สายโพลีเปปไทด์
ที่สังเคราะห์ขึ้นจึงสั้นกว่าปกติ เพราะกรดอะมิโนด้าน C-terminal หายไป 102 หน่วย โปรตีน MSTN 
ที่ไม่สมบูรณ์จึงไม่สามารถทํางานได้ (Grobet et al. 1997; Kambadur et al. 1997; McPherron 
and Lee 1997) 

 
จากการค้นพบยีน MSTN ในหนูและโคเนื้อรวมทั้งบทบาทของโปรตีน MSTN ส่งผลใหม้ี

การศึกษายีน MSTN ในสัตว์บกอีกหลายชนิดตามมา เช่น สุนัข (Shelton and Engvall 2007) สุกร 
(Yu et al. 2007) ไก่ (Kim et al. 2007; Ye et al. 2007) และแกะ (Boman et al. 2009) เป็นต้น 
การศึกษายีน MSTN ในปลาก็ได้รับความสนใจมากขึ้นเชน่เดียวกัน มีรายงานการโคลนยีนและศึกษา
คุณลักษณะ รวมทั้งการแสดงออกของยีน MSTN ในระยะพัฒนาการจากตัวอ่อนเป็นระยะเต็มวัยใน
ปลาหลายชนิด เช่น ปลา Gilthead seabream (Maccatrozzo et al. 2001) ปลาเรนโบว์เทร้า 
(Ruscan et al. 2001) ปลา channel catfish (Kocabas et al. 2002) ปลา orange-spotted 
grouper (Ko et al. 2006) ปลา yellow catfish (Pan et al. 2007) ปลา Japanese sea perch 
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(Ye et al. 2007) และปลา Asian sea bass (De Santis and Jerry 2011) เป็นต้น งานวิจัยโดย 
Acosta และคณะ (2005) พบว่าด้วยเทคนิค RNAi (RNA interference) สามารถยับย้ังการสร้าง
โปรตีน MSTN ในปลา zebrafish ทําให้ปลามีน้ําหนักตัวเพิ่มขึ้น 45% เมื่อเปรียบเทียบกับปลาปกติ 
และเมื่อเร็วๆนี ้Lee และคณะ (2010) ได้ศึกษาการแสดงออกของ MSTN-1 prodomain จากปลา 
Japanese flounder ใน E. coli และเมื่อนํา MSTN prodomain ไปฉดีให้ปลาเรนโบว์เทร้าพบว่า
สามารถยับย้ังการแสดงออกของยีน MSTN ทําให้ปลามีน้าํหนักตัวเพิ่มขึ้นถึง 40% 
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ระเบียบวิธีวจิัย (MATERIALS AND METHODS) 
ผลของการเพิม่อุณหภูมิต่อพัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุย 

1. การเพาะพันธุป์ลาดุกอุย 
1.1 การเลี้ยงปลาดุกอุยในบ่อดนิ 

ปลาดุกอุยที่ใช้ในการทดลองได้รับความอนุเคราะห์จาก ศนูย์วิจัยประมงน้ําจืด กรม
ประมง จังหวัดปทุมธานี ในเดือนสิงหาคม 2550 ได้มีการเพาะปลาดุกอุยโดยวิธีฉีด
ฮอร์โมนผสมเทียมพ่อปลา 10 ตัว (น้ําหนักเฉลี่ย 202±12 กรัม) และแมป่ลา 40 ตัว 
(น้ําหนักเฉลี่ย 210±26 กรัม) อนุบาลลูกปลาที่ได้ในบ่อปูนขนาด 6 ตารางเมตร (2x3x1) 
ความหนาแน่น 3,000 ตัวต่อตารางเมตร เป็นเวลา 2 เดือน แล้วย้ายลูกปลาจํานวน 
3,000 ตัวลงเลี้ยงในบ่อดินขนาด 800 ตารางเมตร (20x40x1) ให้อาหารเม็ดสําเร็จรูปที่
มีโปรตีน 25% ปริมาณ 2% ของน้ําหนักตัว วันละ 2 ครั้ง เมื่อปลามีอายุ 8 เดือน สุ่ม
เก็บตัวอย่างปลาดุกอุยเพศเมีย จํานวน 15 ตัว ทุกเดือน เป็นระยะเวลา 1 ปี โดยเริ่ม
ต้ังแต่เดือนเมษายน 2551 ถงึเดือนมีนาคม 2552 ตรวจวัดคุณภาพน้ําในบ่อดินในเวลาที่
เก็บตัวอย่างปลาทุกเดือน และเก็บข้อมูลปริมาณฝนแต่ละเดือน ช่ังน้ําหนักตัวและวัด
ความยาวตัวอย่างปลา ผ่าตัดเก็บรังไข่ ช่ังน้ําหนักรังไข่และคํานวณค่าดัชนีการเจริญพันธ์ุ 
(Gonadosomatic index: GSI = [น้ําหนักรังไข่/น้ําหนักตัว] x 100) 

 
1.2 การศึกษาพัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุยในรอบป ี

ผ่าตัดรังไข่ปลาดุกอุยจากตัวอย่างแต่ละเดือน เก็บในสารละลาย Bouin เป็นเวลา 
24 ช่ัวโมง ล้างด้วยเอธานอล 79% ในเครื่อง Tissue Processor เพื่อตัดเนื้อเยื่อ และ
ย้อมเนื้อเยื่อด้วยสี Haematoxylin (สีน้ําเงิน) และ Eosin (สีแดง) ตรวจเนื้อเยื่อรังไข่
ภายใต้กล้องจุลทรรศน ์แบ่งระยะพัฒนาการของไข่เป็น 6 ระยะตามวิธีของ Groman 
(1982) ดังนี้ 

ระยะที่ 1 ไข่มสีภาพเป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissues) ที่ยังไมพ่ัฒนา 
บริเวณไซโตพลาสซึมย้อมติดสี Eosin นิวเคลียสมีขนาดใหญ่อยู่กลางเซลล์  

ระยะที่ 2 ไข่มขีนาดใหญ่ขึ้น (Primary oocytes) เป็นระยะเริ่มต้นการแบ่งเซลล์
แบบไมโอซิส ไข่ย้อมติดสี Haematoxylin นิวเคลียสมีขนาดใหญ่อยู่กลางเซลล์และมีการ
เช่ือมกันของโครมาติน 

ระยะที่ 3 ไข่มขีนาดใหญ่มากขึ้น มีพัฒนาการของเยื่อหุ้ม (Follicular epithelium) 
และไซโตพลาสซึมเพิ่มขนาดอย่างชัดเจนเมื่อเทียบกับไข่ระยะที่ 2 

ระยะที่ 4 ไซโตพลาสซึมย้อมติดสี Haematoxylin เริ่มปรากฏ Euvitelline 
nucleoli รอบเยื่อหุ้มนิวเคลียส และนิวเคลยีสย้อมติดสี Eosin แต่ยังไม่ปรากฏ 
Nucleolus ขบวนการ Vitellogenesis เกิดขึ้นในใข่ระยะนี้ มีการสร้าง Yolk-vesicles 
และ Yolk granules มี Fat vacuoles ปรากฏในไซโตพลาสซึมบริเวนเยื่อหุ้มเซลล์ 
สามารถแยกชัน้ Zona radiate ออกจาก Follicular epithelium  

ระยะที่ 5 Yolk vesicles ในไซโตพลาสซึมมีขนาดใหญม่ากขึ้น ยกเว้นบริเวณที่ติด
กับนิวเคลียส และ Euvitelline nucleoli ในนิวเคลียสมจีํานวนลดลง เยื่อหุ้มนิวเคลียส
เริ่มเสื่อมในระยะนี้ 
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ระยะที่ 6 ไข่ม ีFat vacuoles และ Yolk granules จํานวนมาก และไซโตพลาสซึม
ปรากฏเป็นชั้นบางๆติดกับ Zona radiate 

ระยะที่ 7 ไข่ระยะที่สลายตัว (Atresia) 
 

2. การเลี้ยงปลาดุกอุยในตู้กระจกที่เพิ่มอุณหภูมิเพื่อศึกษาพัฒนาการของรังไข ่
ในเดือนตุลาคม 2551 เมื่อปลาที่เลี้ยงไว้ในบ่อดินมีอายุ 14 เดือน คัดปลาดุกอุยเพศ

เมียจํานวน 300 ตัว ที่มขีนาดใกล้เคียงกัน (น้ําหนักเฉลี่ย 108±12.7 กรมั) แล้วนํามาพักไว้
ในบ่อปูนขนาด 50 ตารางเมตร (5x10x1) เพื่อปรับสภาพและเตรียมความพร้อมก่อนการ
ทดลอง 7 วัน จากนั้นสุ่มปลา 180 ตัวใส่ตู้กระจกความจุ 50 ลิตร (90x45x45 เซ็นติเมตร) 
จํานวน 15 ตู้ๆละ 12 ตัว แบ่งตู้ปลาเป็น 3 กลุ่ม (ชุดการทดลอง) แต่ละชุดการทดลอง
ประกอบด้วย 5 ซ้ํา(ตู้) ดังนี้ 

ชุดการทดลองที่ 1 อณุหภูมิน้ําตามธรรมชาติ (25-27°C) เป็นชุดควบคุม 
ชุดการทดลองที่ 2 ควบคุมอุณหภูมิน้ํา 30°C โดยใช้ฮีทเตอร์  
ชุดการทดลองที่ 3 ควบคุมอุณหภูมิน้ํา 35°C โดยใช้ฮีทเตอร์ 

สุ่มปลาจํานวน 15 ตัวต่อชุดการทดลอง หลงัจากเลี้ยงปลาเป็นเวลา 2, 4 และ 6 
สัปดาห์ ผ่าตัดเก็บรังไข่ช่ังน้ําหนักเพื่อคํานวณค่า GSI และศึกษาพัฒนาการของรังไข่ ตาม
วิธีการข้อ 1.2 
 

3. การเก็บเลือดปลาเพื่อวิเคราะห์ระดับคอรติ์ซอลและน้ําตาลกลูโคส 
เก็บตัวอย่างเลือดปลาโดยใช้ไซรินจ์ขนาด 1-ml และเข็มขนาด 23-G และใส่ Na2-

EDTA (Titriplex III, Merck, Darmstadt, Germany) เพื่อป้องกันการแข็งตัวของเลือด นํา
เลือดใส่ในหลอดพลาสติกและป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 1,500 g อุณหภูมิ 4°C นาน 10 นาที 
เก็บส่วนใสไว้ทีอุ่ณหภูมิ 20°C จนกว่าจะนํามาวิเคราะห์ 

วิเคราะห์ระดับคอร์ติซอลโดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป Cortisol Bridge kit 
(TKCO1, L&R enterpriser co. LTD, Thailand) วิเคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยชุดวิเคราะห์
สําเร็จรูป (no. 124 028, Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, Germany) 

 
4. การวิเคราะหท์างสถิติ 

คํานวณค่าเฉลีย่±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน สาํหรับค่า GSI สัดส่วนพัฒนาการไข่ระยะ
ต่างๆ ระดับนํ้าตาลกลูโคสและคอร์ติซอลในเลือด ทดสอบความแตกต่างค่าเฉลี่ยของ
พารามิเตอร์ในแต่ละเดือนสําหรับปลาดุกอุยที่เลี้ยงในบ่อดิน และระหวา่งกลุ่มทดลองในตู้
กระจกที่เพิ่มอุณหภูมิ โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) ด้วยโปรแกรม
คอมพิวเตอร์ SPSS 11.0 และเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉลี่ยของพารามิเตอร์ในแต่ละ
เดือน หรือชุดการทดลอง โดยวิธี Duncan’s multiple range tests กําหนดระดับนัยสําคัญ
ทางสถิติที่ P<0.05 วิเคราะห์รีเกรสชันเพื่อทดสอบความสัมพันธ์ระหว่างค่า GSI ของปลาดุก
อุยในบ่อดินและปริมาณน้ําฝน และความสมัพันธ์ระหว่างจํานวนไข่ระยะที่ 6 กับค่า GSI ด้วย
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ SPSS 11.0 และกําหนดระดับนัยสําคัญทางสถิติที่ P<0.05
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การโคลนยนี Heat shock protein 70 (HSC70) และการแสดงออกของยีนในการ
ตอบสนองการฉีดเชื้อแบคทเีรีย Aeromonas hydrophila 

1. การโคลนลําดบันิวคลิโอไทดท์ี่สมบูรณ์ของ cDNA สําหรบัยีน HSC70 โดยวิธี RACE 
1.1 การออกแบบไพรเมอร ์

เนื่องจากผู้วิจัยมีข้อมูลนิวคลิโอไทด์บางส่วนของยีน HSC70 ทางปลายด้าน 3′ 
(Expressed sequence tag ขนาด 371 คู่เบส Accession number EB360505) จาก
งานวิจัยของ Panprommin และคณะ (2007) การโคลน cDNA ของยีน HSC70 ในการ
ทดลองนี้จึงสังเคราะห์เฉพาะปลายด้าน 5′ ใช้ไพรเมอร์ที่ออกแบบจากลําดับนิวคลิโอไทด์
ของ EST ข้างต้น ดังแสดงในตารางที ่1 

 
1.2 การโคลน cDNA ปลายดา้น 5′ 

ผ่าตัดเก็บเนื้อเยื่อตับปลาดุกอุย 1 ตัว (น้ําหนักตัว 152 กรัม) และสกัด Total RNA 
ด้วยสารละลาย TRIzol reagent แล้วทําให้บริสุทธ์ิด้วยชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป 
QuickPrep™ Micro mRNA Purification kit (Amersham Biosciences, 
Buckinghamshire, UK) จากนั้นนํา mRNA มาสังเคราะห์ First-strand cDNA ปลาย
ด้าน 5′ (มีช่ือการค้าว่า 5′-RACE-ready cDNA) โดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป BD 
Smart™ RACE cDNA Amplification kit (BD Biosciences ClonTech, San Jose, 
CA, USA) ทําตามคู่มือผู้ผลิตดังนี้ ในปฏิกิริยาประกอบด้วย mRNA ปริมาณ 1 
ไมโครกรัม สารละลาย BD Smart II A oligo (5′-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3′) ปริมาตร 1 ไมโครลติร และไพร
เมอร์ 5′-CDS primer (5′-(T)25VN-3′, N = A, C, G or T; V = A, G or C) ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร ซึ่ง 5′-RACE-ready cDNA ใช้เป็นต้นแบบในการสังเคราะห์นิวคลิโอไทด์
ปลายด้าน 5′ ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 50 ไมโครลิตร ประกอบด้วย (1) 5′-
RACE-ready cDNA ปริมาตร 2.5 ไมโครลติร (2) 10x BD Advantage 2 PCR buffer 
ปริมาตร 5 ไมโครลิตร (3) dNTP Mix ปริมาตร 1 ไมโครลติร (4) 50x BD Advantage 
2 Polymerase Mix ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (5) 10x Universal Primer Mix (UPM) 
ซึ่งประกอบด้วย ไพรเมอร์ยาว (5′-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGT 
GGTATCAACGCAGAGT-3′ความเข้มข้น 0.4 ไมโครโมล่าร์) และไพรเมอร์สั้น (5′-
CTAATACGACTCACTATA GGGC-3′ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมล่าร)์ ปริมาตร 1 
ไมโครลิตร และ (6) ไพรเมอร์จําเพาะ (ตารางที ่1) ความเข้มข้น 10 ไมโครโมล่าร์ 
ปริมาตร 1 ไมโครลิตร  เพิ่มปริมาณในเครือ่งควบคุมอุณภูมิ 25 รอบ ภายใต้สภาวะดังนี้ 
1) อุณหภูมิ 94°C นาน 3 นาที 2) อุณหภูมิ 94°C นาน 30 วินาที 3) อุณหภูมิ 60°C 
นาน 30 วินาที และ 4) อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาที 30 วินาที แยกขนาดผลผลิตพีซีอาร์
บนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1% 
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ตารางที่ 1 รายชื่อไพรเมอร์จําเพาะ ลําดับนิวคลิโอไทด์ของไพรเมอร์และตําแหน่งของยีนในการโคลนยีน HSC70-1 
   และ HSC70-2 ในปลาดุกอุย 
 

ตําแหน่งนิวคลิโอไทด์* ชื่อไพรเมอร์ ลําดับนิวคลิโอไทด์ (5′-3′) 
HSC70-1 HSC70-2 

วัตถุประสงค์ 

HSC70-1R1 CCAATGCCTGGTTTGCCTTGAA 2210-2231  5′RACE 
HSC70-1R2 GTCTCTGCTGTTGACAAGAGC 1495-1515  5′RACE 
HSC70-1R3 CCAGTATTGAGATCGACTCCC 872-892  5′RACE 
HSC70-1R4 GCTCTGAGAGAAATGTCCTTATTTTCGA 602-629  5′RACE 
HSC70-2R1 CCAATGCCTGGTTTGCCTTGAA  2210-2232 5′RACE 
HSC70-2R2 GGAGTTCCTCAAATCGAAGTG  1441-1461 5′RACE 
HSC70-2R3 CTACAGCAGGAGACACTCACC  695-715 5′RACE 
HSC70-2R4 CTCAGCGTCAAGCCACAAAAGATGCTGG  491-518 5′RACE 
HSC70F1 CAGATTGAGGTCACATTTGAC 2085-2106 1820-1841 Genomic cloning 
HSC70R1 CCAATGCCTGGTTTGCCTTGAA 3088-3110 2822-2845 Genomic cloning 
HSC70F2 GCTATTGCCTATGGGTTG 800-818 800-818 Genomic cloning 
HSC70-1R2 GTCTCTGCTGTTGACAAGAGC 2119-2130  Genomic cloning 
HSC70-2R2 GGAGTTCCTCAAATCGAAGTG  1843-1865 Genomic cloning 
HSC70F3 CCAGCTGTTGGCATTGATCTG 46-67 46-67 Genomic cloning 
HSC70-1R3 CCAGTATTGAGATCGACTCCC 1169-1190  Genomic cloning 
HSC70-2R3 CTACAGCAGGAGACACTCACC  903-924 Genomic cloning 
RTHSC70-1F GCTATTGCCTATGGGTTGGAC   Semi-quantitative RT-PCR  
RTHSC70-1R GTCTCTGCTGTTGACAAGAGC   Semi-quantitative RT-PCR  
RTHSP70-2F GCTATTGCCTATGGGTTGGAC   Semi-quantitative RT-PCR  
RTHSP70-2R CAGAAACTTCTGCAGGACTTC   Semi-quantitative RT-PCR  
Ipβ-actin-F** AGAGAGAAATTGTCCGTGACATC   Semi-quantitative RT-PCR  
Ipβ-actin-R** CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG   Semi-quantitative RT-PCR  

 

 *ตําแหน่งนิวคลิโอไทด์อ้างอิงจากยีน HSC70-1 (Accession number JX273642) และยีน HSP70-2 (Accession 
number JX273643) ของปลาดุกอุย 
 **ไพรเมอร์ของยีน β-actin (Accession number AY555575)
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1.3 การวิเคราะหล์ําดับนิวคลิโอไทด์ 
ตัดช้ินส่วนเจลที่มีผลผลิตพีซอีาร์และทําใหบ้ริสุทธ์ิด้วยชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป 

GeneJET™ Plasmid Miniprep kit (Fermentas, Germany) เนื่องจากดีเอ็นเอ 
ปรากฏบนเจล 2 แถบ ผู้วิจัยจึงโคลนดีเอ็นเอทั้งสองแถบแยกกัน เช่ือมต่อดีเอ็นเอกับ
เวคเตอร์ pGEM®-T Easy Vector (Promega, Madison, WI, USA) และนําเข้าสู่
เซลลแ์บคทีเรยี E. coli สายพันธ์ุ JM109 คัดเลือกโคลนผลบวกและสกดัพลาสมิดด้วย
ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป GeneJET™ Plasmid Miniprep kit แล้วส่งตัวอย่างพลาสมิด
ปริมาตร 3 ไมโครลิตร ไปยังห้องปฏิบัติการของเอกชน เพื่อวิเคราะห์ลําดับนิวคลิโอไทด์ 

 
1.4 การวิเคราะหค์วามสัมพันธท์างวิวัฒนาการ 

นําลําดับนิวคลิโอไทด์มาวิเคราะห์ความเหมือนกับยีนในฐานข้อมูลและทํานายลําดับ
กรดอะมิโนด้วยโปรแกรม BLAST (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
เปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโนของยีน HSC70 ในปลาดุกอุยกับกรดอะมิโน
ของยีน HSC70 หรือ HSC71 ในปลาและสัตว์ชนิดอ่ืนด้วยโปรแกรม Clustal W 
(Thompson et al. 1994) และสร้างแผนผังความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน 
HSC70 ด้วยวีธี Neighbor-joining method (Saitou and Nei 1987) กําหนดค่าทําซ้ํา 
1000 ครั้ง ด้วยโปรแกรม MEGA v. 3.1 (Kumar et al. 2004) 

 
2. การโคลนจีโนมิกดีเอ็นเอ 

2.1 การออกแบบไพรเมอร ์
เนื่องจากการทดลองนี้ได้โคลน cDNA ของยีนสองยีนและตั้งช่ือว่า HSC70-1 และ 

HSC70-2 การโคลนจีโนมิกดีเอ็นเอของทั้งสองยีน จึงใช้ข้อมูลลําดับนิวคลโิอไทด์ของ 
cDNA ในการออกแบบไพรเมอร์ตามตารางที่ 1  

 
2.2 การสกัดจีโนมคิดีเอน็เอ 

นําเนื้อเยื่อตับปริมาณ 20-30 มลิลิกรมัมาสกัดจีโนมิคดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัดดีเอ็นเอ
สําเร็จรูป (Fermentas) ซึ่งมขีั้นตอนดังนี้ บดเนื้อเยื่อตับให้ละเอียด แล้วใส่สารละลาย 
Lysis solution ปริมาตร 400 ไมโครลิตร แล้วนําไปบ่มทีอุ่ณหภูมิ 65°C เป็นเวลา 5 
นาที นํามาใสค่ลอโรฟอร์มปริมาตร 600 ไมโครลิตร แล้วนําไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาท ีจากนั้นย้ายสารละลายส่วนใสมาเติม 
Precipitation solution ปริมาตร 800 ไมโครลิตร แล้วนาํไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่
ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาท ีนําตะกอนดีเอ็นเอละลายด้วย NaCl (ความ
เข้มข้น 1.2 M) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร แล้วนํามาเติมเอธานอลปริมาตร 300 
ไมโครลิตร นําสารละลายที่ได้ไปแช่เย็นไว้ที่อุณหภูมิ -20°C เป็นเวลา 10 นาที ก่อนจะ
นําไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 รอบต่อนาที นาน 4 นาท ีล้างตะกอนดี
เอ็นเอด้วยสารละลายเอธานอล 70% ละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยน้ําที่ไร้เช้ือปริมาตร 
100 ไมโครลิตร เก็บสารละลายไว้ที่อุณหภูมิ -20°C 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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2.3 การโคลนจีโนมิคดีเอ็นเอ 
ในปฏิกิริยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย (1) ดีเอ็นเอต้นแบบ

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร (2) 10x buffer ปริมาตร 0.75 ไมโครลิตร (3) dNTPs อย่างละ 
1.5 ไมโครลิตร (4) สารละลาย MgCl2 ปริมาณ 0.75 ไมโครลิตร (5) ไพรเมอร์ส่วนหน้า
และไพรเมอร์สว่นกลับอย่างละ 1 ไมโครลิตร และ (6) 1 U Taq DNA polymerase 
ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร  

 
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิจํานวน 26 รอบ ภายใต้สภาวะดังนี้ 

1) อุณหภูมิ 95°C นาน 5 นาที 2) อุณหภมูิ 95°C นาน 30 วินาท ี 3) อุณหภูมิ 58°C 
นาน 30 วินาท ีและ 4) อุณหภูมิ 72°C นาน 1 นาท ี30 วินาที นําผลผลติพีซีอาร์มา
ตรวจสอบบนอะกาโรสเจล 1.5 % โดยวิธีอิเลคโตรโฟรีซิสเปรียบเทียบขนาดกับ 
GeneRuler™ Express DNA Ladder (Fermentas) 

 
2.4 การสกัดดีเอน็เอจากเจลโดยใช้ GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas) 

นําผลผลิตพีซอีาร์มาแยกบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1%  ตัดเจลตรงบริเวณที่มี
แถบดีเอ็นเอที่ต้องการ ใส่ในหลอดพลาสติก แล้วใส่สารละลาย Binding buffer ใน
อัตราส่วนเท่ากับนํ้าหนักเจลที่ได้ จากนั้นนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 60°C เป็นเวลา 10 นาที 
แล้วนํามาเติมไอโซโพรพานอล ในปริมาณทีเ่ท่ากัน กรองสารละลายผ่านคอลัมน์ และ
นําไปหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาท ีล้างตะกอนใน
คอลัมน์ด้วยสารละลาย Wash buffer ปริมาตร 700 ไมโครลิตร นําไปหมุนเหวี่ยง
ตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ละลายดีเอ็นเอที่ได้โดย
ใส่สารละลาย Elution buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตรงกลางคอลัมน์ แล้วนําไปหมุน
เหว่ียงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที เก็บดีเอ็นเอที่สกัดได้ที่
อุณหภูมิ -20°C  

 
2.5 การสรา้ง Competent cells 

เลี้ยงแบคทีเรีย E. coli บนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar โดยนํามาบ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ 
37°C จากนั้นเลือกแบคทีเรียที่เป็นโคโลนีเด่ียวมาเลี้ยงต่อในอาหาร LB broth ปริมาณ 
3 มิลลิลิตร แลว้บ่มข้ามคืนทีอุ่ณหภูมิ 30°C และเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที 
เพิ่มปริมาณแบคทีเรียที่ได้โดยนํามาเลี้ยงในอาหาร LB broth ปริมาณ 10 มิลลลิิตร แล้ว
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C และเขย่าด้วยความเร็ว 150 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง 30 
นาที นําไปหมนุเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4°C นาน 3 
นาที ใสส่ารละลาย CaCl2 ความเข้มข้น 100 mM ไปบนตะกอนของแบคทีเรียปริมาตร 
3,750 ไมโครลติร ผสมสารที่ได้ให้เข้ากันแลว้นําไปแช่บนน้ําแข็งประมาณ  30 นาที แลว้
จึงนํามาหมุนเหวี่ยงตกตะกอนอีกครั้งที่ความเร็ว 5,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4°C 
นาน 3 นาที นาํตะกอนที่ได้มาเติม CaCl2 ความเข้มข้น 100 mM ทีม่ีกลีเซอรอล 15% 
ปริมาตร 2,250 ไมโครลิตร เก็บ Competent cells ไว้ที่อุณหภูมิ -80°C  
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2.6 การเชื่อมต่อดเีอ็นเอกับเวคเตอร์ (พลาสมดิ) 
เวคเตอร์ที่ใช้คือ pGEM®–T easy (Promega, USA) ประกอบด้วยโปรโมเตอร์ T7 

และ SP6 ที่สามารถควบคุมการแสดงออกของยีน LacZ และมีคุณสมบัติต้านทานยา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน เช่ือมต่อดีเอ็นเอเป้าหมายกับเวคเตอร์ โดยเตรียมสารละลายใน 
Ligation reaction ซึ่งประกอบด้วย 2X Rapid ligation buffer และ pGEM®–T 
easy vector สารละลายดีเอ็นเอ และเอ็นไซม์ T4 DNA ligase โดยมีปริมาตรสุดท้าย
เป็น 10 ไมโครลิตร จากนั้นนาํมาบ่มที่อุณหภูมิ 4°C นาน 16 ช่ัวโมง 
 

2.7 การนาํดีเอน็เอเข้าสูเ่ซลล์เจา้บ้าน 
นํา Ligation reaction ที่เตรียมไว้ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร มาใส่ใน Competent 

cells ปริมาตร 100 ไมโครลติร เขย่าให้สารทั้งสองเข้ากันเบาๆ นําไปแช่ไว้บนน้ําแข็ง 20 
นาที แล้วผ่านความร้อนอย่างรวดเร็วใน Water bath ที่อุณหภูมิ 42°C เป็นเวลา 50 
วินาที แล้วจึงนํากลับมาแช่ในน้ําแข็งทันทอีีก 2 นาที นํามาเติมอาหาร SOC medium 
ปริมาตร 700 ไมโครลติร แลว้นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมเขย่าด้วยความเร็ว 150 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที นาํสารละลายที่ได้ 100 ไมโครลิตร มาเกลี่ยบน
อาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar ที่มยีาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน แล้วบ่มข้ามคืนที่อุณหภูมิ 37°C 

 
2.8 การสกัดพลาดมิดดีเอ็นเอ 

คัดเลือกโคโลนีเด่ียวของแบคทีเรีย E. coli สีขาวจาก LB agar plate ทีม่ียา
ปฏิชีวนะแอมพิซิลิน ซึ่งแสดงว่ามีช้ินส่วนของดีเอ็นเอที่ต้องการมาเลี้ยงต่อในอาหาร LB 
Broth ปริมาตร 5 มิลลิลิตรทีผ่สมแอมพิซลินิ แล้วบ่มข้ามคืน ที่อุณหภูม ิ37°C และเขย่า
ด้วยความเร็ว 200 รอบต่อนาที แล้วจึงนํามาหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 8,000 
รอบต่อนาที นาน 2 นาที ละลายตะกอนที่ได้ด้วย Re-suspension Solution ปริมาตร 
250 ไมโครลิตร ใส ่Lysis Solution ปริมาตร 250 ไมโครลติร แล้วเขย่าเบาๆ ก่อนจะ
เติม Neutralization Solution ปริมาตร 350 ไมโครลิตร แลว้จึงนําไปหมุนเหวี่ยง
ตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 5 นาที นําสารละลายส่วนใสมาใส่ใน
คอลัมน์ แล้วนาํมาหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที 
จากนั้นนําคอลัมน์มาล้างด้วย Wash Solution ปริมาตร 500 ไมโครลิตร และนํามา
หมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 1 นาที ก่อนจะล้างด้วย 
Wash Solution ซ้ําอีกครั้ง ละลายพลาสมดิที่อยู่ในคอลัมน์โดยใช้สารละลาย Elution 
Buffer ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ทิ้งไว้นาน 2 นาที แล้วจึงนํามาหมุนเหวี่ยงตกตะกอนที่
ความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที นาน 2 นาท ีเก็บพลาสมิดไว้ที่อุณหภูมิ -20°C 
 

2.9 การตรวจสอบชิ้นดีเอน็เอด้วยเอ็นไซม์ตัดจาํเพาะ 
นําพลาสมิดมาตรวจสอบหาชิ้นดีเอ็นเอของยีนที่ต้องการที่แทรกอยู่ใน pGEM®–T 

easy vector โดยเตรียม Reaction mixture ซึ่งประกอบด้วย  (1) 10xFast Digest 
buffer (2) Fast Digest enzyme (EcoRI) (3) พลาสมิด และ (4) Nuclease-free 
water โดยมีปริมาตรสุดท้ายเป็น 20 ไมโครลิตร จากนั้นนาํไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 
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5 นาที หยุดปฏิกิริยาของเอ็นไซม์ที่อุณหภมูิ 80°C นาน 5 นาที นําสารละลายที่ได้มา
ตรวจสอบชิ้นดีเอ็นเอที่โคลนได้บนอะกาโรสเจล ความเข้มขน้ 1% เปรียบเทียบขนาด   
ดีเอ็นเอที่ได้กับ GeneRuler™Express DNA Ladder (Fermentas) 
 

2.10 การวิเคราะหล์ําดับนิวคลิโอไทด์และการศึกษาคณุลักษณะของยีน 
หลังจากตรวจสอบว่ามียีนที่ต้องการในพลาสมิด ส่งพลาสมิดไปห้องปฏิบัติการของ

บริษัทเอกชน เพื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ ค้นหาส่วน Intron และ Exon ของยีน 
HSC70 โดยนําลําดับนิวคลีโอไทด์ในรูปจีโนมิคดีเอ็นเอมาเปรียบเทียบกับลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ของ cDNA โดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ เปรียบเทียบความเหมือนของลําดับนิวคลิ
โอไทด์กับข้อมูลใน GenBank ด้วยโปรแกรม (BLASTn) ผ่านเว็บไซท์ 
http://www.ncbi.nih.gov

 
3. การแสดงออกของยีน HSC70 ในเนื้อเยื่อปลาดุกอุยภายใต้สภาวะปกตด้ิวยวิธี RT-PCR 

เก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อสมอง เหงือก ตับและกล้ามเนื้อสันหลงัจากปลาดุกอุยที่เลี้ยงใน
บ่อดินและสกดั Total RNA จากเนื้อเยื่อแต่ละชนิด แล้วนาํ RNA ปริมาณ 1 ไมโครกรมั
มาสังเคราะห์ First-strand cDNA โดยใช้  iScript™ Select cDNA Synthesis kit 
(BIO-RAD) ไพรเมอร์ที่ใช้ตรวจสอบการแสดงออกของยีน HSC70 ออกแบบจากลําดับ 
cDNA (ตารางที่ 1) ในปฏิกิรยิาพีซีอาร์ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย (1) 1x 
Taq buffer (2) MgCl2 ความเข้มข้น 0.75 mM (3) dNTPs แต่ละชนิดความเข้มข้น 0.2 
mM  (4) ไพรเมอร์ความเข้มข้น 0.4 ไมโครโมลาร์  (5) เอ็นไซม์ Taq DNA 
polymerase ความเข้มข้น 1 U (Fermentas) และ (6) First-strand cDNA ปริมาณ 
0.5 ไมโครลิตร เพิ่มปริมาณด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูม ิ26 รอบ ดังนี้ 1) อุณหภูม ิ95°C 
นาน 5 นาที 2) อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที 3) อุณหภูมิ 58°C นาน 30 วินาที และ 
4) อุณหภูมิ 72°C นาน 90 วินาที และรอบสุดท้ายต้ังอุณหภูมิ 72°C อีก 5 นาที และใช้
การแสดงออกของยีน β-actin เป็นตัวควบคุมภายใน นําผลผลิตพีซีอาร์จากเนื้อเยื่อแต่
ละชนิดประมาณ 10 ไมโครลติร มาแยกขนาดบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1.5% ใน
บัฟเฟอร์ (1xTBE) ผ่านกระแสไฟ 100 Volts และเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน  

 
4. การแสดงออกของยีน HSC70 ในการตอบสนองต่อเชื้อแบคทเีรีย 

4.1 การวางแผนการทดลอง 
คัดเลือกปลาดุกอุยอายุ 4 เดือน ที่ปราศจากโรคจํานวน 100 ตัว น้ําหนักเฉลี่ย 

29.7±6.4 กรัม จากบ่อดินของภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา คณะประมง 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ มาพักในถังพลาสติกความจุ 250 ลิตร จํานวน 5 ถัง ถังละ 
20 ตัว เพื่อปรับสภาพก่อนการทดลองเป็นเวลา 7 วันให้อาหารสําเร็จรูป 5% ของ
น้ําหนักตัวสองครั้งเช้าและเย็น และสุม่ปลาแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ดังนี้ 
กลุ่มที ่1 เป็นกลุ่มควบคุม ฉีดน้ําเกลือความเข้มข้น 0.85 % ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร

ทางช่องท้องปลาแต่ละตัว 

http://www.ncbi.nih.gov/
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กลุ่มที ่2 ฉีดเชื้อแบคทีเรีย A. hydrophila ความเข้มข้น 108 CFU/ml ปริมาตร 0.1 
มิลลลิิตรทางช่องท้องปลาแต่ละตัว 

 
4.2 การวิเคราะหก์ารแสดงออกของยีนด้วยเทคนคิ Semi-quantitative RT-PCR 

เก็บเนื้อเยื่อสมอง เหงือก ตับ และกล้ามเนื้อ จากปลาทั้ง 2 กลุ่ม กลุ่มละ 5 ตัว ที่
เวลา 6, 12, 24 และ 48 ช่ัวโมง หลังจากฉดีเชื้อหรือน้ําเกลือ นําเนื้อเยื่อมาสกัด Total 
RNA ด้วยสารละลาย TRIzol reagent และสังเคราะห์ First-strand cDNA โดยใช้ชุด
วิเคราะห์สําเร็จรูป RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas)  
นํา Total RNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร มาบ่มกับ Oligo (dT)18 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร ที่
อุณหภูมิ 70°C เป็นเวลา 5 นาที และผสม 5x Reaction buffer ปริมาตร 4 ไมโครลิตร
กับ  Ribonuclease inhibitor (RiboLock™) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ dNTP Mix 
ความเข้มข้น 10 mM ปริมาตร 2 ไมโครลิตร นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C นาน 5 นาที  
แล้วเติม RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
ผสมให้เข้ากัน นําไปบ่มที่อุณหภูมิ 42°C นาน 60 นาที ต่อด้วยอุณหภูมิ 70°C นาน 10 
นาที 

 
ในปฏิกริิยาพีซีอาร์ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร ประกอบด้วย (1) First-strand 

cDNA template ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร (2) dNTPs แต่ละชนิดความเข้มข้น 0.2 
mM (3) บัฟเฟอร์ (1x Taq buffer) (4) Taq DNA polymerase ความเข้มข้น 1 U (5) 
ไพรเมอร์ส่วนหน้าและไพรเมอร์ส่วนกลับอย่างละ 1 ไมโครโมล่าร ์โดยเพิ่มปริมาณภายใต้
สภาวะดังนี้ 1) อุณหภูม ิ95°C นาน 2 นาที 2) อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที 3) 
อุณหภูมิ 58°C นาน 30 วินาที และ 4) อุณหภูมิ 72°C นาน 90 วินาที จํานวน 26 รอบ 
ตามด้วยอุณหภูมิ 72°C อีก 5 นาที แยกขนาดผลผลิตพีซีอาร์บนอะกาโรสเจลความ
เข้มข้น 1.5% วัดความเข้มของแถบดีเอ็นเอโดยเครื่อง FluorChem™ 8000 
Advanced Fluorescence, Chemiluminescence and Visible Light Imaging 
(Alpha Innotech Corporation) ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์อ่านความเข้มแถบดีเอ็นเอ 
เป็นค่า Pixel density values (Integrated Density Value หรือ IDV) นําค่า IDV ไป
คํานวณอัตราส่วนการแสดงออกของยีนเป้าหมาย เปรียบเทียบกับการแสดงออกของยีน 
β-actin ซึ่งจะกําหนดค่า IVD เท่ากับ 100 
 

4.3 การวิเคราะหท์างสถิติ 
ข้อมูลการแสดงออกของยีน HSP70 จะแสดงในรูปของค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน วิเคราะห์ความแตกต่างการแสดงออกของยีนแต่ละยีนระหว่างช่วงเวลาด้วย
การวิเคราะห์ความแปรปรวน และวิเคราะหค์วามแตกต่างระหว่างการแสดงออกของยีน
ทั้งสองที่ช่วงเวลาเดียวกันด้วย t-test กําหนดระดับนัยสําคัญที ่P<0.05 
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การโคลนยนี Myostatin (MSTN) และการแสดงออกระหว่างการเจรญิเติบโตของปลาดุกอุย 
1. การโคลน cDNA ของยีน MSTN 

1.1 การออกแบบไพรเมอร ์
เนื่องจากยังไม่มีรายงานลําดับนิวคลิโอไทด์ของ cDNA ของยีน MSTN ในปลาดุกอุย 

จึงต้องออกแบบ Degenerate primers ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ นําลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
MSTN ในปลาดุกอเมริกัน Ictalurus punctatus (AF 396747.1) ซึ่งเป็นปลาที่มีความ
ใกล้ชิดทางวิวัฒนาการกับปลาดุกอุยมากที่สุด ใช้โปรแกรม BLASTn เปรียบเทียบกับ
ลําดับนิวคลีโอไทด์ของปลาชนิดอื่นๆที่มีการรายงานในฐานข้อมูล GenBank database 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ได้แก่ I. furcatus (AY540992.1) Ameiurus 
catus (AY540994.1) Pseudobagrus fulvidraco (DQ767966.1) Megalobrama 
pellegrini (GU553284.1) Gobiocypris rarus (FJ482232.1) Labeo rohita 
(GQ332409.1) Procypris rabaudi (GU553283.1) Cyprinus carpio 
(GQ214769.1) Ctenopharyngodon idella (EU555520.1) และ Pimephales 
promelas (EU714297.1) จากนั้นเปรียบเทียบลําดับนิวคลีโอไทด์ทั้งหมดโดยใช้
โปรแกรม ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html) 
หลังจากนั้น ออกแบบไพรเมอร์ (ตารางที ่2) และทดสอบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม 
FastPCR (http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.html) 

 
ตารางที่ 2 รายชื่อไพรเมอร์จําเพาะ ลําดับนิวคลิโอไทด์ของไพรเมอร์และตําแหน่งของยีนในการโคลนยีน 

    MSTN ในปลาดุกอุย 
ชื่อไพรเมอร์ ลําดับนิวคลิโอไทด์ (5′-3′) ตําแหน่งยีน* วัตถุประสงค์ 

MSTN1_F TGCAGATATCGCGACTCATGC  578-598 cDNA cloning 
MSTN1_R CTTGCCGTAGATGATCTGCTC  1132-1152 cDNA cloning 
3′RACE_MSTN CTGGTGAAGAGGGACTGCTTCCATTCTTGG  1-17 cDNA cloning 
5′RACE_MSTN GCACATAGTCACACACTCGCCCGAGCAGTAGT  411-431 cDNA cloning 
MSTN2_F ATCATGCATTTGGCGCAGGT  983-1012 5′RACE 
MSTN2_R GCCATGCTCATGACGGTCTC  794-823 3′RACE 
RTMSTN_F CAACGATCTGGCTATCACTTCTGC 765-789 Semi-quantitative RT-PCR 
RTMSTN_R CGAGCAGTAGTTAGCTTTGTAGCG 969-993 Semi-quantitative RT-PCR 
Ipβ-actin-F** AGAGAGAAATTGTCCGTGACATC  Semi-quantitative RT-PCR 
Ipβ-actin-R** CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG  Semi-quantitative RT-PCR 
*ตําแหน่งนิวคลิโอไทด์อ้างอิงจากยีน MSTN (Accession number JX456396) ของปลาดุกอุย 
**ไพรเมอร์ของยีน β-actin (Accession number AY555575) 

 
1.2 การสกัด Total RNA และการโคลนลําดบันิวคลิโอไทดบ์างส่วนของยนี MSTN  

สกัด Total RNA จากกล้ามเนื้อบริเวณลําดัวด้านบนของปลาดุกอุยโดยใช้ TRIzol 
reagent ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ โดยนําไปวัดค่าดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 
260 นาโนเมตร และตรวจสอบผลด้วยการแยก mRNA บนอะกาโรสเจล ความเข้มข้น 
1.5% จากนั้นสังเคราะห์ First strand cDNA โดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป 
RevertAid™ cDNA Synthesis Kit (Fermentas) ใช้ First-strand cDNA เป็น
ต้นแบบ เพื่อเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยกําหนดสภาวะการทํางาน 40 รอบ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.html
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ดังนี้ 1) อุณหภูมิ 94°C นาน 1 นาที 2) อุณหภูมิ 58°C นาน 1 นาที 3) อุณหภูมิ 72° 
นาน 1 นาที และรอบสุดท้ายต้ังอุณหภูมิ 72°C นาน 10 นาที แยกขนาดผลผลิตพีซีอาร์
บนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1% จากนั้นตัดเจลบริเวณแถบที่ต้องการทําให้บริสุทธ์ิโดย
ใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas) แล้วนํามา
โคลนโดยเชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับเวคเตอร์ pGEM®-T Easy Vector 
(Promega) แล้วย้ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH10B โดยใช้วิธี 
Electroporation และบ่มทีอุ่ณหภูมิ 37°C พร้อมเขย่านาน 90 นาที จากนั้นคัดเลือก 
Blue-white colony โดยนําเชื้อแบคทีเรียมาเกลี่ยบนจานอาหารเลี้ยงเช้ือ LB agar ที่
ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน สาร X-Gal และสาร IPTG แล้วบ่มที่อุณหภูมิ 37°C ข้ามคนื 
คัดเลือกเฉพาะแบคทีเรียที่มโีคโลนีสีขาวเขี่ยลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-Ampicillin แลว้
บ่มที่อุณหภูมิ 37°C นานข้ามคืน เพื่อใช้เป็น Master plate จากนั้นคัดเลือกโคลนของ
แบคทีเรียผลบวกโดยใช้เทคนิค Colony PCR โดยใช้ไพรเมอร์ 2 ชนิด คือ M13 และ 
Degenerate primers ที่ออกแบบข้างต้น โดยกําหนดสภาวะการทํางาน 40 รอบ ดังนี้ 
1) อุณหภูมิ 94°C นาน 45 วินาที 2) อุณหภูมิ 58°C นาน 45 วินาที และ 3) อุณหภมูิ 
72°C นาน 1 นาที หลังจากนั้นตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์บนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 
1.5% คัดเลือกโคลนผลบวกทีต้่องการ นํามาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-Ampicillin 
แบบเหลว ปริมาตร 5 มิลลลิติร บ่มที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมเขยา่ตลอดเวลา นาน
ประมาณ 12-16 ช่ังโมง แลว้นํามาสกัด พลาสมิดโดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป 
GeneJET™Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) จากนั้นส่งพลาสมิดไปตรวจสอบ
ลําดับนิวคลีโอไทด์ ที่บริษัทไบโอดีไซน์ จํากัด โดยใช้ Universal primer T7 

 
1.3 การวิเคราะหล์ําดับนิวคลิโอไทด์ 

นําลําดับนิวคลิโอไทด์บางส่วน (696 คู่เบส) ของยีน MSTN ในปลาดุกอุยไป
เปรียบเทียบความคล้ายคลึงกับปลาชนิดอ่ืน โดยใช้โปรแกรม BLASTN พบว่ามีความ
คล้ายคลึงมากที่สุดกับยีน MSTN ในปลาดุกอเมริกัน (I. punctatus) โดยมีค่าความ
คล้ายคลึง เท่ากับ 536 bits และ E-value เท่ากับ 0.0 ใชข้้อมูลลําดับนิวคลิโอไทด์ของ
ยีน MSTN ในปลาดุกอุยออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจําเพาะอีกครั้งหนึ่ง เพื่อใช้หาลําดับ
นิวคลิโอไทด์ที่สมบูรณ์ด้วยเทคนิค Rapid Amplification cDNA Ends (RACE) 
เนื่องจาก cDNA ของยีน MSTN ในปลาดุกอเมริกัน (I. punctatus) ซึ่งใช้เป็นข้อมูล
อ้างอิง มีความยาวประมาณ 1,170 คู่เบส แบ่งเป็น 3 ส่วน ส่วนที่ 1 เป็นปลายทางด้าน 
5′ และส่วนที ่3 เป็นปลายทางด้าน 3′ ซึ่งลาํดับนิวคลิโอไทด์ทางปลายทั้งสองด้านจะ
โคลนโดยเทคนิค RACE ส่วนที่ 2 ของยีนจะโคลนจากจีโนมิคดีเอ็นเอโดยใช้ไพรเมอร์ทีม่ี
ความจําเพาะ (ตารางที ่2) 
 

1.4 การโคลนยนีดว้ยเทคนิค Rapid Amplification cDNA Ends (RACE) 
สกัด Total RNA จากกล้ามเนื้อปลาดุกอุย อายุประมาณ 2 ปี จากภาควิชา

เพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา คณะประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ โดยใช้ TRIzol reagent แล้ว
ตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ โดยนําไปวัดค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโน
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เมตร และตรวจสอบผลด้วยการแยก mRNA บน Formaldehyde agarose gel ความ
เข้มข้น 1% จากนั้นนํา Total RNA ที่ได้มาแยก mRNA ด้วย QuickPrep mRNA 
Purification Kit (GE Healthcare) แล้วสังเคราะห์ First-strand cDNA โดยใช้ชุด
วิเคราะห์สําเร็จรูป SMARTer™RACE cDNA Amplification Kit (Clontech) โดย
แยกสังเคราะห์ 2 หลอดทดลอง หลอดแรกสังเคราะห์ 5′RACE Ready cDNA เพื่อใช้
เป็นต้นแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ทางปลาย 5′และหลอดที่สองสังเคราะห์ 3′RACE 
Ready cDNA เพื่อใช้เป็นต้นแบบสําหรับปฏิกิริยาพีซีอาร์ทางปลาย 3′ โดยกําหนด
สภาวะการทํางานแบบ Touchdown ซึ่งมีสภาวะการทํางานดังนี้ 1) อุณหภูมิ 94°C 30 
วินาที 2) อุณหภูมิ 72°C 3 นาที จํานวน 5 รอบ 3) อุณหภูมิ 94°C 30 วินาที 4) 
อุณหภูมิ 70°C 30 วินาที 5) อุณหภูมิ 72°C 3 นาที จํานวน 5 รอบ 6) อุณหภูมิ 94°C 
30 วินาที 7)อุณหภูมิ 68°C 30 วินาที และ 8) อุณหภูมิ 72°C °C 3 นาที จํานวน 25 
รอบ โดยในการทําปฏิกิริยาพีซีอาร์มีส่วนผสมของสารละลายในปฏิกิริยาดังนี้ (1) 
5′RACE Ready cDNA หรอื  3′RACE Ready cDNA ปริมาตร 1.25 ไมโครลิตร (2) 
10x LA PCR buffer ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร (3) dNTP Mix ความเข้มข้น 10 mM 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร (4) LA Taq polymerase ปริมาตร 0.25 ไมโครลิตร (5) MgCl2 
ความเข้มข้น 2.5 mM ปริมาตร 2.5 ไมโครลิตร (6) Universal Primer Mix (UPM) 5′ 
CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3′ ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร (7) ไพรเมอร์ทางด้านปลาย 5′  ใช้เป็นไพรเมอร์ส่วนกลับ และไพรเมอร์
ทางด้านปลาย 3′ ใช้เป็นไพรเมอร์ส่วนหน้า (ตารางที่ 2) อย่างละ 1 ไมโครลิตร และเติม
น้ํา 11 ไมโครลิตรเพื่อให้ได้ปริมาตรรวม 25 ไมโครลิตร แล้วนําผลผลิตพีซีอาร์ไปแยก
ขนาดบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1% 

 
จากนั้นตัดเจลบริเวณแถบที่ต้องการ นํามาทําให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป 

GeneJET™Gel Extraction Kit (Fermentas) แล้วนํามาโคลนเพื่อหาลําดับนิวคลิโอ
ไทด์ โดยเชื่อมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับเวคเตอร์ pGEM®-T Easy Vector (Promega) 
แล้วย้ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ DH5α โดยใช้วิธี Heat-shock แล้วนําไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมเขย่า นาน 90 นาที จากนั้นคัดเลือก Blue-white colony โดย
นําเชื้อแบคทีเรียมาเกลี่ยบนจานอาหารเลี้ยงเชื้อ LB agar  ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลิน 
สาร X-Gal และสาร IPTG แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C ข้ามคืน คัดเลอืกเฉพาะ
แบคทีเรียทีม่ีโคโลนีสีขาวลงบนอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-Ampicillin agar  แล้วนําไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C ข้ามคืน เพื่อใช้เป็น Master plate จากนั้นคัดเลือกโคลนผลบวกนํามา
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-Ampicillin แบบเหลว ปริมาตร 3 มิลลลิิตร บ่มที่อุณหภูม ิ
37°C พร้อมเขย่าตลอดเวลาประมาณ 12-16 ช่ัวโมง แลว้นํามาสกัดพลาสมิดโดยใช้ชุด
วิเคราะห์สําเร็จรูป GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) ตรวจสอบ
ขนาดของชิ้นส่วน cDNA ที่ต้องการด้วยเทคนิค Restriction enzyme digestion โดย
ใช้เอ็นไซม์ EcoRI ตัด Recombinant DNA เพื่อยืนยันผลที่ได้จากการโคลน ซึ่งส่วนผสม
ของสารละลายในปฏิกิริยาประกอบด้วย (1) พลาสมิด ปรมิาตร 2 ไมโครลิตร (2) 
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10xbuffer Eco RI ปริมาตร 2 ไมโครลิตร (3) เอ็นไซม์ EcoRI ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 
และ (4) น้ําปริมาตร 5.5 ไมโครลิตร จนได้ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร จากนั้นนําไปบ่ม
ที่อุณหภูมิ 37°C ประมาณ 2 ช่ัวโมง ตรวจสอบผลของปฏิกิริยาโดยแยกแถบบนอะกา
โรสเจล ความเข้มข้น 1% ในสารละลาย 1xTBE buffer  ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 
โวลต์ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยการย้อม ด้วย Ethidium bromide แล้วนําไปส่อง
ภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง Gel Documentation จากนั้นส่งไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอ
ไทด์ที่บริษัท Macrogen, Inc. 

 
การโคลนลําดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนที่ 2 จะโคลนจากจีโนมิคดีเอ็นเอที่สกัดจาก

ครีบหางปลาดุกอุยโดยวิธี Phenol/chloroform ดัดแปลงจากวิธีของ Taggart  และ
คณะ (1992) จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยกําหนดสภาวะการ
ทํางาน 30 รอบ ดังนี้ 1) อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที 2) อุณหภูมิ 58°C นาน 30 
วินาที 3) อุณหภูมิ 72°C นาน 90 วินาที และ 4) รอบสุดท้ายอุณหภูมิ 72°C นาน 5 
นาที นําผลผลติพีซีอาร์ไปแยกขนาดบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1% และทําให้บรสิทุธ์ิ
โดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป GeneJET™ Gel Extraction Kit (Fermentas) แล้ว
นํามาโคลนเพื่อหาลําดับนิวคลิโอไทด์ โดยเช่ือมต่อชิ้นส่วนดีเอ็นเอเข้ากับเวคเตอร์ 
pGEM®-T Easy Vector (Promega) แลว้ย้ายเข้าสู่แบคทีเรีย E. coli สายพันธ์ุ 
DH5α โดยใช้วิธี Heat-shock แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C พร้อมเขย่า นาน 90 นาที 
จากนั้นคัดเลือก Blue-white colony โดยนําเชื้อแบคทีเรียมาเกลี่ยบนจานอาหารเลี้ยง
เช้ือ LB agar  ที่ผสมยาปฏิชีวนะแอมพิซิลนิ สาร X-Gal และสาร IPTG แล้วนําไปบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C ข้ามคืนหลัง คดัเลือกเฉพาะแบคทีเรียที่มีโคโลนีสีขาวเขี่ยลงบนอาหาร
เลี้ยงเชื้อ LB-Ampicillin agar แล้วนําไปบ่มที่อุณหภูมิ 37°C นานข้ามคืน เพื่อใช้เป็น 
Master plate จากนั้นคัดเลอืกโคลนของแบคทีเรียผลบวกด้วยเทคนิค Colony PCR 
โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจําเพาะกับยีน MSTN ในปลาดุกอุย และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
ด้วยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ กําหนดสภาวะการทํางาน 30 รอบ ดังนี้ 1) อุณหภูมิ 95°C 
นาน 30 วินาที 2) อุณหภูมิ 56°C นาน 30 วินาที และ 3) อุณหภูมิ 72°C นาน 90 
วินาที ตรวจสอบผลผลิตพีซอีาร์บนอะกาโรสเจลความเขม้ข้น 1.5% คัดเลือกโคลน
ผลบวกมาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเชื้อ LB-Ampicillin แบบเหลว ปริมาตร 5 มิลลิลิตรบ่มที่
อุณหภูมิ 37°C พร้อมเขย่าตลอดเวลาประมาณ 12-16 ช่ัวโมง นํามาสกัดพลาสมิดของ
แบคทีเรียโดยใช้ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป GeneJET™ Plasmid Miniprep Kit 
(Fermentas) จากนั้นส่งไปตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ ที่บริษัท Macrogen Inc.  
 

1.5 การวิเคราะหล์ําดับนิวคลิโอไทด์ 
เมื่อตรวจสอบลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN ในปลาดุกอุยแล้ว นําไป

เปรียบเทียบความคล้ายคลึงของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนโดยใช้โปรแกรม 
BLAST (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) โดยในโปรแกรม BLAStn กําหนดให้
มีความคล้ายคลึงของนิวคลีโอไทด์มากกว่า 100 คู่เบส และต้องมีค่าความน่าจะเป็นของ
การเกิด Random matching (E-value) น้อยกว่า 10-4 ส่วนการเปรียบเทียบความ
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คล้ายคลึงกันของกรดอะมิโนใช้โปรแกรม BLASTx โดยบริเวณที่มีความคล้ายคลึงกันนั้น
ต้องมีจํานวนของกรดอะมิโนไม่น้อยกว่า 10 หน่วย มีความคล้ายคลึงกันไม่น้อยกว่า 45 
เปอร์เซ็นต์ และมีค่าความน่าจะเป็นของการเกิด Random matching (E-value) น้อย
กว่า 10-4  

 
ใช้โปรแกรม Genetyx version 7.0 ตัดส่วน 5′UTR และ 3′UTR ของ ยีน MSTN

ออกก่อน แล้วนําลําดับนิวคลิโอไทด์และลําดับของกรดอะมิโนทั้งหมด มาหาค่าความ
เหมือน (Identity) และ ความคล้ายคลึง (Similarity) เปรียบเทียบกับยีน MSTN ใน
สิ่งมีชีวิตอื่นๆ ด้วยโปรแกรม MatGAT2.01 จากนั้นหาตําแหน่ง Hydrophobic leader 
peptide และตัดส่วนนี้ออกโดยใช้โปรแกรม DAS Transmembrane prediction 
(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/)  

 
1.6 การวิเคราะหค์วามสัมพันธเ์ชิงวิวัฒนาการ 

เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน MSTN ของปลาดุกอุยกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ โดยใช้
โปรแกรม ClustalW จากนั้นสร้างแผนภูมิความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการ โดยใช้โปรแกรม 
MEGA version 5.1 โดยกําหนดค่าการสุ่ม (Bootstrap) เท่ากับ 1,000 ครั้ง สิ่งมีชีวิต 
(หมายเลขอ้างอิงของลําดับกรดอะมิโน) ที่ใช้ในการเปรียบเทียบคือ ปลา White catfish 
Ameiurus catus (AY540994.1) ปลา Common carp Cyprinus carpio 
(GQ214769.1) ปลา Zebrafish Danio rerio MSTN-1 (AF019626.1) และ MSTN-2 
(AY687474.1) ปลา Organe-spotted grouper Epinephelus coioides 
(AY856860.1) ปลา Blue catfish Ictalurus furcatus (AY540992.1) ปลา Channel 
catfish Ictalurus punctatus (AF396747.1) ปลา Wuchang bream 
Megalobrama amblycephala (JQ065336.1) ปลา White perch Morone 
americana (AF290911.1) ปลา White bass Morone chrysops (AF197194.1) 
ปลา Striped seabass Morone saxatilis (AF290910.1) ปลา Cutthroat trout 
Oncorhynchus clarkii MSTN-2a (JN990758.1) ปลา Rainbow trout 
Oncorhynchus mykiss MSTN-1 (AF273035.1) และ MSTN-2 (AF273036.1) ปลา 
Sockeye salmon Oncorhynchus nerka MSTN-2a (JN990761.1) ปลา Yellow 
catfish Pseudobagrus fulvidraco (DQ767966.1) ปลา Atlantic salmon Salmo 
salar MSTN-1a (AJ344158.3), MSTN-1b (AJ297267.3) และ MSTN-2a 
(JN990763.1) ปลา Brook trout Salvelinus fontinalis (AF247650.2) ปลา 
Gilthead seabream Sparus aurata (AF258448.1) ปลา Fugu rubripes 
Takifugu rubripes (AY445322.1) ปลา Grayling Thymallus thymallus MSTN-
2a (JN990766.1) ปลา Tilapia Tilapia mossambica (AF197193.3) ปลา Shi-
drum Umbrina cirrosa (AF316881.1) ห่าน Anser anser (AY448009.1)  
นกพิราบ Rock pigeon Columba livia (AF440863.1) นก Quail Coturnix 
coturnix (AF407340.1) ไก่ Gallus gallus (AY448007.1) ไก่งวง Meleagris 
gallopavo (AF019625.1) โค Cattle Bos taurus (AF019620.1) สนุัข Canis 

http://www.sbc.su.se/%7Emiklos/DAS/
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familiaris (AY367768.1) แพะ Capra hircus (GU377303.1) ม้า Equus caballus 
(AB033541.1) มนุษย์ Homo sapiens (AF019627.1) ลงิ macaque Macaca 
fascicularis (AY055750.1) หน ูMus musculus (BC105674.1) ลิง Baboon Papio 
hamadryas (AF019619.1) หนู Rat Rattus norvegicus (AF019624.1) และหอย 
Japanese scallop Chlamys farreri (DQ988329.3) เป็น out-group  
 

2. การแสดงออกของยีน Myostatin  
2.1 การแสดงออกของยีน MSTN ในเนื้อเยื่อปลาดุกอุยโดยเทคนิค RT-PCR 

ผ่าตัดเก็บเนื้อเยื่อสมอง เหงือก หัวใจ ลําไส้ ไต ตับ กระเพาะอาหาร กล้ามเนื้อ 
ผิวหนัง และมา้ม จากปลาดุกอุย อายุประมาณ 2 ปี (น้ําหนักตัว 183 กรัม) สกัด Total 
RNA โดยใช้ TRIzol reagent แล้วตรวจสอบปริมาณและคุณภาพ โดยนําไปวัดค่า
ดูดกลืนแสงทีค่วามยาวคลื่น 260 นาโนเมตรและตรวจสอบผลด้วยการแยก mRNA บน 
Formaldehyde agarose gel ความเข้มขน้ 1% นํา Total RNA 1 ไมโครกรัมย่อยด้วย
เอ็นไซม์ DNase I (Fermentas) แล้วสังเคราะห์ First-strand cDNA ด้วย ชุดวิเคราะห์
สําเร็จรูป RevertAid™ M-MuL Reverse Transcriptase (Fermentas) ด้วย 
oligo(dT)18 primers (Fermentas) ใช้ First-strand cDNA เป็นต้นแบบเพิ่มปริมาณ
ด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ โดยกําหนดสภาวะการทํางาน 30 รอบ ดังนี้ 1) อุณหภูมิ 95°C 
นาน 30 วินาที 2) อุณหภูมิ 58°C นาน 30 วินาที 3) อุณหภูมิ 72°C นาน 90 วินาที 
และ 4) รอบสดุท้ายต้ังอุณหภูมิ 72°C นาน 5 นาที โดยใช้ไพรเมอร์ที่มีความจําเพาะต่อ
ยีน MSTN (RT_MSTN-F 5′-CAACGATCTGGCTATCACTTCTGC-3′ และ 
RT_MSTN-F 5′-CGAGCAGTAGTT AGCTTTGTAGCG-3′) และใช้ไพรเมอร์ที่มี
ความจําเพาะต่อยีน β-actin  (β-actin-F 5′-AGAGAGAAA TTGTCCGTGACATC-3′ 
และ β-actin-R 5′-CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG-3′) เป็นตัวควบคุมภายใน นํา
ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ไปแยกขนาดบนอะกาโรสเจลความเข้มข้น 1.5% ใน 1xTBE buffer  
ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยการย้อม Ethidium 
bromide แลว้นําไปส่องภายใต้แสงยูวีด้วยเครื่อง Gel Documentation 
 

2.2 การแสดงออกของยีน MSTN ระหว่างพฒันาการระยะต่างๆ 
ปลาดุกอุยที่ใช้ในการทดลองนี้ผลิตที่โรงเพาะฟัก ภาควิชาเพาะเลี้ยงสัตว์น้ํา คณะ

ประมง มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ เลี้ยงปลาที่ความหนาแน่น 60 ตัวต่อตารางเมตร ใน
ถังไฟเบอร์กลาสขนาด 1,000 ลิตร เป็นระยะเวลา 6 เดือน ให้อาหารที่มีโปรตีน 32% 
วันละ 2 ครั้ง เก็บตัวอย่างปลาดุกอุยทั้งตัวที่ระยะ 1, 2 และ 3 สัปดาห์หลังจากการฟัก
เป็นตัวแล้ว ส่วนปลาดุกอุยอายุ 1–6 เดือน จะเก็บตัวอย่างเฉพาะเนื้อเยื่อกล้ามเนื้อ 
ระยะละ 5 ตัว ตัวอย่างทั้งหมดเก็บใน TRIzol reagent เพื่อสกัด Total RNA นํา Total 
RNA 1 ไมโครกรัม ย่อยด้วย เอ็นไซม์ DNase I (Fermentas) แล้วสังเคราะห์ First-
trand cDNA ด้วย ชุดวิเคราะห์สําเร็จรูป RevertAidTM M-MuL Reverse 
Transcriptase (Fermentas) และ oligo(dT)18 primers (Fermentas) ใช ้First-
trand cDNA เป็นต้นแบบเพิ่มปริมาณด้วยปฏิกิริยาพีซีอาร์ กําหนดสภาวะการทํางาน 
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30 รอบ ดังนี้ 1) อุณหภูมิ 95°C นาน 30 วินาที 2) 58°C นาน 30 วินาที 3) อุณหภูมิ 
72°C 90 วินาที และ 4) รอบสุดท้ายต้ังอุณหภูมิ 72°C นาน 5 นาที ใช้ไพรเมอร์ที่มี
ความจําเพาะต่อยีน MSTN (RT_MSTN-F 5′-CAACGATCTGGCTATCAC TTCTGC-3′ 
และ RT_MSTN-F 5′-CGAGCAGTAGTT AGCTTTGTAGCG-3′) และใชไ้พรเมอร์ที่มี
ความจําเพาะต่อยีน β-actin  (β-actin-F 5′-AGAGAGAAA TTGTCCGTGACATC-3′ 
และ β-actin-R 5′-CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG-3′) เป็นตัวควบคุมภายใน นาํ
ผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้ไปแยกขนาดบนอะกาโรสเจล ความเขม้ข้น 1.5% ใน 1xTBE buffer  
ที่ความต่างศักย์ไฟฟ้า 100 โวลต์ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอด้วยการย้อม Ethidium 
bromide แลว้นําไปส่องภายใต้แสงยูวีและวัดระดับความเข้มของแถบดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 
FluorchemTM 8000 Advanced  Fluorescence และใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์อ่าน
ความเข้มเจลเป็นค่า Pixel density values (Integrated Density Value หรือ IDV) 
นําค่า IDV ไปคํานวณอัตราส่วนการแสดงออกของยีนเป้าหมาย เปรียบเทียบกับการ
แสดงออกของยีน β-actin ซึง่จะกําหนดค่า IVD เท่ากับ 100 

 
คํานวณค่าเฉลีย่±ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของการแสดงออกของยีน MSTN เปรียบ

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยทกุระยะพัฒนาการโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of variance) โดยใช้โปรแกรม SAS (SAS, 2003) และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยการแสดงออกระหว่างช่วงพัฒนาการ ด้วยวิธี Duncan multiple 
range test กําหนดระดับนัยสําคัญที ่P<0.05 
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ผลลัพธ์ (RESULTS) 
ผลของการเพิม่อุณหภูมิต่อพัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุยหลังฤดูเพาะพันธุ ์  

1. พัฒนาการในรอบปีของรังไข่ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในบ่อดิน 
ระหว่างการเก็บตัวอย่างปลาดุกอุยที่เลี้ยงในบ่อดินเป็นเวลา 1 ปี ได้บันทึกปริมาณ

น้ําฝน และอุณหภูมิเฉลี่ยในแต่ละเดือน (ภาพที ่3) ปรากฏว่าอุณหภูมิน้ําในบ่อดินมีค่าเฉลี่ย
อยู่ระหว่าง 25-30°C โดยอุณหภูมิน้ําตํ่าสุดในเดือนธันวาคมและมกราคม ปริมาณน้ําฝนมีค่า 
0 มลิลิเมตร ต้ังแต่เดือนธันวาคมถึงกุมภาพันธ์และมากที่สดุ 313 มิลลิเมตร ในเดือน
กรกฎาคม ส่วนค่า GSI ในรอบปีมีการเปลี่ยนแปลงและมคีวามแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) ระหว่างเดือนเมษายนถึงสิงหาคม ค่าเฉลี่ย GSI อยู่ระหว่าง 5.7±2.0% ถึง 
11.3±6.3% โดยค่าเฉลี่ย GSI สูงสุดในเดือนกรกฎาคม (13.9±3.6%) ค่าเฉลี่ย GSI ลดลง
ต้ังแต่เดือนกันยายนถึงธันวาคม (0.4±0.2% ถึง 0.9±0.5%) และค่าเฉลี่ย GSI ค่อยๆเพิ่มขึ้น
ต้ังแต่เดือนมกราคมถึงมีนาคม (2.2±1.5% ถึง 9.3±2.1%) ผลการวิเคราะห์รีเกรสชันพบว่า
ค่า GSI และปริมาณน้ําฝนมคีวามสัมพันธ์อย่างมีนัยสําคัญยิ่ง (r=0.656, P<0.01) (ภาพที ่4) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

    

  

ภาพที่ 3 ค่า GSI ของแม่ปลาดุกอุย ปริมาณฝนและอุณหภูมิน้ําในบ่อดินในรอบปี 
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  ภาพที่ 4 สหสัมพันธ์ระหว่างค่า GSI กับปริมาณฝน 
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รังไข่ปลาดุกอุยแต่ละเดือนมีพัฒนาการแตกต่างกัน สามารถแบ่งระยะไข่ในรังไข่ได้ 6 ระยะ 
(ภาพที่ 5) ไข่ระยะต่างๆมีค่าเฉลี่ยเส้นผ่าศูนย์กลางดังนี้ ไข่ระยะที่ 2 (0.046 มิลลิเมตร) ไข่ระยะที่ 3 
(0.062 มิลลิเมตร) ไข่ระยะที่ 4 (0.185 มิลลเิมตร) ไข่ระยะที่ 5 (0.35 มิลลิเมตร) และไข่ระยะที่ 6 
(1.0 มิลลิเมตร) ในฤดูเพาะพันธ์ุปลาดุกอุยต้ังแต่เดือนเมษายนถึงกันยายน รังไข่จะมีสัดสว่นไข่ระยะที่ 
6 มากทีสุ่ด (34.1±0.7 ถึง 59.0±1.3%) (ภาพที ่6) หลังฤดูผสมพันธ์ุต้ังแต่เดือนตุลาคมถึง
พฤศจิกายน ไม่พบไข่ระยะที่ 5 และ 6 โดยพบว่ารังไข่จะมีสัดส่วนไข่ระยะที่ 3 มากทีสุ่ด (46.8±1.4 
ถึง 63.1±1.5%) ในเดือนธันวาคมไข่มีพัฒนาการเข้าสู่ระยะที่ 5 (12.8±1.6%) และระยะที่ 6 
(1.9±0.4%) และสัดส่วนไข่ระยะที่ 6 ค่อยๆเพิ่มมากขึ้นจนถึงเดือนมีนาคม (26.7±1.4%) และตรวจ
พบไข่ทุกระยะในรังไข่ ผลการวิเคราะห์รีเกรสชันพบว่าค่า GSI และสัดสว่นไข่ระยะที่ 6 มี
ความสัมพันธ์อย่างมีนัยสําคัญยิ่ง (r=0.803, P<0.001) (ภาพที ่7) 
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ภาพที่ 5 พัฒนาการของรังไข่ระยะต่างๆในปลาดุกอุยท่ีเลี้ยงในบ่อดิน 
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 ภาพที่ 6 สัดส่วนของไข่ระยะต่างๆที่พบในรังไข่ปลาดุกอุยท่ีเลี้ยงในบ่อดินเป็นเวลา 1 ปี 
 

y = 0.2093x + 1.0212

R2 = 0.6443

0

5

10

15

20

25

0 10 20 30 40 50 60 7

Percentage of stage-6 oocytes

%
G
S
I

0

 
 

  ภาพที่ 7 สหสัมพันธ์ระหว่างค่า GSI กับไข่ระยะที่ 6
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2. พัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในตูก้ระจกและเพิม่อุณหภูมิน้ํา 
ผลของการเพิ่มอุณหภูมิน้ําต่อพัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในตู้กระจกเป็น

เวลา 6 สัปดาห์แสดงในภาพที่ 8 ในสัปดาห์ที่ 2 รังไข่ปลาทั้ง 3 กลุ่มมีไข่ระยะ 2 ถึงระยะที่ 
4 ในสัดส่วนเทา่ๆกัน แต่ในสปัดาห์ที่ 4 ปลาที่เลี้ยงในตู้กระจกที่ควบคุมอุณหภูมิน้ํา 30 และ 
35°C  มีพัฒนาการของไข่เข้าสู่ระยะที่ 5 ในขณะที่รังไข่ของปลาชุดที่เลี้ยงในตู้กระจกที่
อุณหภูมิน้ําปกติและรังไข่ปลาดุกอุยในบ่อดินมีพัฒนาการอยู่เฉพาะระยะที่ 2 ถึงระยะที่ 4 
เท่านั้น ในสัปดาห์ที่ 6 ความแตกต่างของพัฒนาการของรังไข่มึความชัดเจนมากขึ้น โดยปลา
ที่เลี้ยงที่อุณหภูมิ 35°C มีไข่ระยะที่ 5 ประมาณ 19.7±1.1% (ภาพที ่9) ในขณะที่ปลาอีก
สองกลุ่มที่เลี้ยงในตู้กระจกมีสัดส่วนไข่ระยะที่ 5 เพียง 6.5±0.6 ถึง 4.6±1.7% และรังไข่ของ
ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในบ่อดินไม่มีการเปลี่ยนแปลงจากสัปดาห์ที่ 4 และตรวจพบเฉพาะไข่ระยะ 
2 ถึงระยะที ่4 เท่านั้น นอกจากนี้ค่าเฉลี่ย GSI ที่ระยะเวลา 6 สัปดาห์ของปลาที่เลี้ยงในตู้
กระจกและเพิม่อุณหภูมิน้ํามคี่าสูงกว่า (0.64-0.68 %) ปลาที่เลี้ยงที่อุณหภูมิปกติในบ่อดิน
และในตู้กระจก (0.42-0.47%) 

 

              25°C            30°C                   35°C 

             
14 d
 
 
   
 
 
 
 
 
28 d
 
 
  
 
 
 
 
42 d 

 
 ภาพที่ 8 เนื้อเยื่อรังไข่ระยะต่างๆในแม่ปลาดุกอุยท่ีเลี้ยงภายใต้การควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 6 สัปดาห์ 
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ภาพที่ 9 สัดส่วนของไข่ระยะต่างๆในแม่ปลาดุกอุยท่ีเลี้ยงภายใต้การควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 42 วัน 
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ผลการตรวจเลอืดพบว่าปลาดุกอุยที่เลี้ยงในตู้กระจกภายใต้อุณหภูมิ 35°C เป็นเวลา 
6 สัปดาห์ จะมีระดับคอร์ติซอลสูงกว่าปลาที่เลี้ยงที่อุณหภูมิปกติและที่ 30°C (ตารางที่ 3) ซึ่ง
ระดับคอร์ติซอลในปลาสองกลุ่มนี้มีการเปลีย่นแปลงเพียงเล็กน้อยในระยะเวลา 6 สัปดาห์ 
ปลาดุกอุยที่เลี้ยงที่อุณหภูมิ 35°C วัดระดับคอร์ติซอลได้สงูสุดในสัปดาห์ที่ 4 (313.6±30.5 
นาโนกรัมต่อมิลลิตร) และระดับคอร์ติซอลลดลงเล็กน้อยเมื่อวัดในสัปดาห์ที่ 6 (251.5±18.6 
นาโนกรัมต่อมิลลิตร) ผลการตรวจระดับน้ําตาลกลูโคสในเลือดพบว่ามีค่าสูงสุด (123.4±12.7 
มิลลิโมลต่อลิตร) ในกลุ่มปลาที่เลี้ยงภายใต้อุณหภูมิ 35°C ในสัปดาห์ที่ 6 ของการทดลอง แต่
ค่าระดับนํ้าตาลกลูโคสในทุกชุดการทดลองและทุกช่วงเวลาที่วัดไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
 
ตารางที่ 3 ค่าเฉลี่ย±S.E ของระดับคอร์ติซอลและน้ําตาลกลูโคสในแม่ปลาดุกอุยท่ีเลี้ยงในตู้กระจกที่ 

    ควบคุมอุณหภูมิ 3 ระดับ เป็นเวลา 42 วัน  
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 *แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญภายในสัปดาห์ (P<0.05) 

วัน-อุณหภูมิ คอร์ตซิอล (ng/ml) กลูโคส (mmol/l) 
14 วัน   
25°C    157.46±9.53       79.57±5.01
30°C    121.43±3.14       81.86±11.12
35°C    299.67±29.30*     101.25±8.17
28 วัน 
25°C    199.72±10.75       61.72±5.46
30°C    133.69±17.18       79.13±3.98
35°C    313.61±30.5*       92.67±3.83
42 วัน 
25°C    104.93±8.01       73.84±10.53
30°C    133.16±5.18       71.92±7.19
35°C    251.54±18.62*     123.41±12.70
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การโคลนยนี Heat shock protein 70 (HSC70) และการแสดงออกของยีนในการตอบสนอง
การฉีดเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila 

1. การโคลน cDNA ของยีน HSC70 
 ผลการโคลน cDNA ปรากฏว่าทั้งสองยีนมีจาํนวนนิวคลิโอไทด์เท่ากัน (2,278 คู่เบส) 
ประกอบด้วย Open reading frame (ORF) จํานวน 1,950 คู่เบสซึ่งแปลรหัสได้กรดอะมิโน
จํานวน 649 หน่วย และ cDNA ของทั้งสองยีนประกอบบริเวณนิวคลิโอไทด์ที่ไม่ได้แปลรหัส
ที่ปลายด้าน 5′ (5′ Untranslated region, UTR) จํานวน 33 คู่เบส และปลายด้าน 3′ (3′ 
UTR) จํานวน 295 คู่เบส นอกจากนี้ปลายด้าน 3′ จะปรากฏลําดับนิวคลิโอไทด์ TAA ซึ่งเป็น
รหัสสิ้นสุดการสังเคราะห์โปรตีน และลําดับ AATAAA ซึ่งเป็น Polyadenylation signal 
ปรากฏที่ตําแหน่งเบส 19 นิวคลิโอไทด์ก่อนถึงบริเวณปลาย poly(A)  (ภาพที่ 10 และ 11) 
น้ําหนักโมเลกุลของโปรตีน HSC70-1 และ HSC70-2 เท่ากับ 71.24 และ 71.27 กิโลดาลตัน 
ตามลําดับ ผลการค้นหาความเหมือนของโปรตีนทั้งสองชนิดด้วยโปรแกรม BLAST สามารถ
ระบุได้ว่าทั้งสองโปรตีนคือ HSC70  
 

การวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนพบว่าประกอบด้วยลําดับที่เป็น Signature 
sequence ของโปรตีน HSC70 ปรากฏอยู่ 3 ลําดับคือ ลําดับ IDLGTTYS ที่บริเวณ N-
terminus ถัดมาเป็นลําดับ IFDLGGGTFDVSIL และ IVLVGGSTRIPKIQK ปรากฏที่ช่วงกลาง
ของโมเลกุลโปรตีน และที่บรเิวณ C-terminus ปรากฏลําดับ EEVD (ภาพที่ 8 และ 9) เมื่อ
เปรียบเทียบกรดอะมิโนของทั้งสองโปรตีนพบว่า  บริเวณ C-terminus ของ HSC70-1 จะ
ปรากฏ Tetra-peptide motif (GGMP) 1 ซ้ํา ในขณะที ่C-terminus ของ HSC70-2 จะ
ปรากฏ Tetra-peptide motif (GGMP) 2 ซ้ํา เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนของลําดับ
กรดอะมิโน ปรากฏว่าทั้งสองโปรตีนมีกรดอะมิโนที่เหมือนกัน 94% และมีกรดอะมิโนที่
แตกต่างกัน 38 หน่วย (ภาพที่ 12) 

 
เมื่อเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของโปรตีน HSC70-1 และ HSC70-2 ของปลาดุก

อุยกับโปรตีน HSC70 และ HSC71 ในสัตว์ช้ันสูงและปลาชนิดอ่ืนพบว่า บริเวณ Signature 
sequence และ EEVD เป็นส่วนที่มีการอนรุักษ์สูงสุด จํานวนกรดอะมิโนของโปรตีนในปลามี
ค่าต้ังแต่ 612 ถึง 650 หน่วย โดยจํานวนกรดอะมิโนของโปรตีน HSC70 ในปลาดุกอุย และ
ปลาดุกอเมริกันมีจํานวนเท่ากันคือ 649 หน่วย ในขณะทีจ่ํานวนกรดอะมิโนของโปรตีน 
HSC70 ในกบและมนุษยม์ีจํานวน 646 หนว่ย (ภาพที ่13 และตารางที ่4) โดยภาพรวม
ความเหมือนของลําดับกรดอะมิโนสําหรับ HSC70-1 และ HSC70-2 ในปลาดุกอุย กับปลา
ชนิดอ่ืนและสัตว์ช้ันสูงมีค่าระหว่าง 82-95% (ตารางที ่5) ผู้วิจัยได้ส่งลาํดับกรดอะมิโนของ
โปรตีน HSC70-1 และ โปรตีน HSC70-2 ในปลาดุกอุย เพื่อเผยแพร่ในฐานข้อมูลสาธารณะ 
GenBank และได้รับ Accession number เพื่อใช้อ้างอิงดังนี้ JX112294 สําหรับโปรตีน 
HSC70-1 และ JX112295 สําหรับ HSC70-2 
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ภาพที่ 10 ลําดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน HSC70-1 สําหรับปลาดุกอุย ลําดับ Signature 
  sequence ของโปรตีน HSC70 แสดงในกรอบสี่เหลี่ยม คือ ลําดับกรดอะมิโนท่ีขีดเส้นใต้คือ 
  Signal sequence และ EEVD คือ Consensus sequence ตัวเลขด้านขวาคือตําแหน่ง   
  นิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน ลําดับ AATAAA คือ Polyadenylation signal 
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ภาพที่ 11 ลําดับนิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน HSC70-2 สําหรับปลาดุกอุย ลําดับ Signature 
  sequence ของโปรตีน HSC70 แสดงในกรอบสี่เหลี่ยม คือ ลําดับกรดอะมิโนท่ีขีดเส้นใต้คือ 
  Signal sequence และ EEVD คือ Consensus sequence ตัวเลขด้านขวาคือตําแหน่ง 
  นิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน ลําดับ AATAAA คือ Polyadenylation signal 
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ภาพที่ 12 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในปลาดุกอุย โดย   
   เครื่องหมาย (*) แสดงกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน เครื่องหมาย (:) แสดงกรดอะมิโนท่ีมี   
   ความสัมพันธ์กันระดับสูง และเครื่องหมาย (.) แสดงกรดอะมิโนท่ีมีสัมพันธ์กัน  
   ตัวเลขด้านขวาแสดงตําแหน่งกรดอะมิโน Signature sequence ของโปรตีน HSC70   
   แสดงในกรอบสี่เหลี่ยม 
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ภาพที่ 13 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในปลาดุกอุยกับปลาและสัตว์ชนิดอื่น
      โดยเครื่องหมาย (*) แสดงกรดอะมิโนท่ีเหมือนกัน เครื่องหมาย (:) แสดงกรดอะมิโนท่ีมีสัมพันธ์ใน
     ระดับสูงและเครื่องหมาย (.) แสดงกรดอะมิโนท่ีมีสัมพันธ์กัน ตัวเลขด้านขวาแสดงตําแหน่งกรดอะมิโน 
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 ภาพที่ 13 ต่อ 
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 ภาพที่ 13 ต่อ 



 40 

 
 

ภาพที่ 13 ต่อ
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ตารางที่ 4 เปรียบเทียบจํานวนกรดอะมิโนของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในปลาดุกอุยกับปลากระดูก
   แข็งและสัตว์ชนิดอื่น 

สิ่งมีชีวิต ORF (คู่เบส) จํานวนกรดอะมิโน 

Clarias macrocephalus HSC70-1 1950 649 
Clarias macrocephalus HSC70-2 1950 649 
Ictalurus punctatus HSC71 1950 649 
Fundulus heteroclitus HSC70 1839 612 
Acanthopagrus schlegelii HSC70 1953 650 
Paralichthys olivaceus HSC71 1839 612 
Pimephales promelas HSC70 1953 650 
Megalobrama amblycephala HSC70 1950 649 
Danio rerio HSC70 1950 649 
Cyprinus carpio HSC70-2 1935 644 
Carassius auratus gibelio HSC70 1950 649 
Xenopus laevis HSC70 1953 650 
Gallus gallus HSC70 1941 646 
Homo sapiens HSC70 1941 646 

    
ตารางที่ 5 ค่าความเหมือน (Identity) และความคล้ายคลึงกัน (Similarity) ของกรดอะมิโนของยีน HSC70-1 และ
 HSC70-2 ในปลาดุกอุยกับปลากระดูกแข็งและสัตว์ชนิดอื่น  

 
HSC70-1 HSC70-2 สิ่งมีชีวิต 

Identity Similarity Identity Similarity 
หมายเลข
อา้งอิง 

Ictalurus punctatus HSC71 94 96 90 94 P47773 
Fundulus heteroclitus HSC70 95 91 90 89 DQ202278 
Salmo salar HSC70 95 91 90 89 BT059361 
Acanthopagrus schlegelii HSC70 94 83 89 80 AAX07833 
Paralichthys olivaceus HSC71 95 91 90 89 AB006814 
Pimephales promelas HSC70 93 95 89 93 AAS46619 
Megalobrama amblycephala HSC70 95 91 91 89 EU623471 
Danio rerio HSC70 91 94 87 91 CAA72216 
Cyprinus carpio HSC70-2 93 95 90 89 AAP51388 
Carassius auratus gibelio HSC70 94 97 91 95 AAO43731 
Gallus gallus HSC70 90 93 87 91 NP_990334 
Homo sapiens HSC70 91 94 87 91 NP_006588 
Xenopus laevis HSC70 93 96 89 93 AAH41201 
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2. โครงสรา้งยีน HSC70 

 ในการโคลนจีโนมิคดีเอ็นเอของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ผู้วิจัยได้ออกแบบไพร
เมอร์จากลําดับนิวคลิโอไทด์ของ EST (EB360505) ในปลาดุกอุย สําหรับยีน HSC70-1 เริ่ม
การโคลนด้วยไพรเมอร์คู่แรก (HSC70F1-R1) ได้ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1,048 คู่เบส ไพรเมอร์คู่ที่
สอง (HSC70F2-HSC70-1R2) ได้ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1,351 คู่เบส และไพรเมอร์คู่ที่สาม 
(HSC70F3-HSC70-1R3) ได้ช้ินดีเอ็นเอขนาด 1,165 คู่เบส จีโนมิคดีเอ็นเอของยีน HSC70-1 
มีลําดับนิวคลิโอไทด์รวม 3,179 คู่เบส ประกอบด้วยลําดับนิวคลิโอไทด์ที่เป็นรหัสโปรตีน 
(Exons) จํานวน 8 ช้ิน ขนาดต่างกันๆ (205, 206, 153, 556, 203, 199, 233, และ 195 คู่
เบส) และส่วนที่ไม่ได้สร้างโปรตีน (Introns) จํานวน 7 ช้ิน ขนาดต่างกันๆ (144, 85, 89, 
203, 199, 233, และ 195 คู่เบส) (ภาพที ่14) ซึ่งหมายเลขอ้างอิงของจีโนมิคดีเอ็นเอสําหรับ
ยีน HSC70-1 ของปลาดุกอุยในฐานข้อมลู GenBank คือ JX273642 
 
 การโคลนยีน HSC70-2 ใช้ไพรเมอร์ 3 คู่ คือ คู่ที่หนึ่ง (HSC70F1-R1) คู่ที่สอง 
(HSC70F2-HSC70-2R2) และคู่ที่สาม (HSC70F3-HSC70-2R3) ได้ช้ินดีเอ็นเอ 3 ช้ินขนาด
ต่างๆกัน (921, 1,094 และ 1,110 คู่เบส) ลําดับนิวคลิโอไทด์รวมของยีน HSC70-2 เท่ากับ 
2,980 คู่เบส ประกอบด้วยลําดับนิวคลิโอไทด์ที่เป็นรหัสโปรตีน (Exons) จํานวน 8 ช้ิน 
ขนาดต่างกันๆ (205, 206, 172, 539, 201, 213, 219 และ 195 คู่เบส) และส่วนที่ไม่ได้
สร้างโปรตีน (Introns) จํานวน 7 ช้ิน ขนาดต่างกันๆ (144, 85, 22, 64, 117, 126 และ 
144 คู่เบส) (ภาพที ่14) ซึ่งหมายเลขอ้างอิงของจีโนมิคดีเอ็นเอสําหรับยีน HSC70-2 ของ
ปลาดุกอุยในฐานข้อมูล GenBank คือ JX273643 
 
 เมื่อเปรียบเทียบจีโนมิคดีเอ็นเอทั้งสองยีนพบว่า Exon ช้ินที่ 3, 4, 5, 6 และ 7 ของ
ยีนทั้งสองมีขนาดต่างกัน และ Intron ช้ินที่ 3, 4, 5 และ 6 ของยีนทั้งสองมีขนาดต่างกัน 
 
  

HSC70-2 

 33 205       206     172      539      201       213        233     195   295

 5′ ATG   144      85      22         64     117        126       144     TAA   3′ 

HSC70-1 

   33 205       206    153        556            203     199     233      195   295 

 5′ ATG   144      85    89                198      119     122     144     TAA   3′ 

 
 

ภาพที่ 14 โครงสร้างของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในปลาดุกอุย กล่องสีขาวคือ Exon กล่องสีดําคือ 
  5′UTR และ3′UTR เส้นเชื่อมกล่องสีขาวคือ Intron ตัวเลขคือขนาดของ Exon และ Intron 
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3. ความสัมพันธท์างวิวัฒนาการ 
 การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ของ
ปลาดุกอุย โดยวิเคราะห์ลําดับกรดอะมิโนของทั้งสองยีนกับลําดับกรดอะมิโนของยีน HSC70 
และ/หรือ HSC71 ในปลากระดูกแข็งและสัตว์ชนิดอ่ืนๆ 15 ชนิด สามารถแยกกลุม่
ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการได้ 2 กลุ่มอยา่งชัดเจน กลุ่มแรกประกอบด้วยปลากระดูกแข็ง 
กลุ่มทีส่องประกอบด้วยสัตว์มีกระดูกสันหลังช้ันสูง คือ กบ ไก่ และมนษุย์ (ภาพที ่15) ใน
กลุ่มปลากระดกูแข็ง ปลาดุกอุยรวมอยู่ในกลุ่มย่อยเดียวกับปลาดุกอเมริกัน ซึ่งปลาทั้งสอง
ชนิดเป็นสมาชิก Order Siluriformes กลุ่มย่อยปลากระดูกแข็งกลุ่มที่สองประกอบด้วยปลา
ที่เป็นสมาชิก Family Cyprinidae ได้แก่ปลา common carp ปลา Wuchang bream 
ปลา zebrafish ปลา fathead minnow และปลา Japanese flounder 

 

 
 
 
ภาพที่ 15 ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน HSC70-1 และ HSC702 ในปลาดุกอุยกับปลากระดูกแข็งและ 
  สัตว์ชนิดอื่น ตัวเลขคือค่าการสุ่ม (%)
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4. การแสดงออกของยีน HSC70 ในการตอบสนองการฉีดเชื้อแบคทเีรีย 
ภายใต้สภาวะปกติยีน HSC70-1 และ HSC70-2 มีการแสองออกในระดับเท่าๆกัน

ในเนื้อเยื่อตับ เหงือก สมองและกล้ามเนื้อสนัหลังของปลาดุกอุย เมื่อปลาได้รับการฉีดเชื้อ
แบคทีเรีย A. hydrophila พบว่ายีนทั้งสองมีการแสดงออกที่แตกต่างกันในเนื้อเยื่อและ
ช่วงเวลาที่ทดสอบ ในเนื้อเยือ่สมองปลาที่ฉดีเชื้อพบว่าระดับ mRNA ของยีนทั้งสองมีปริมาณ
ไม่แตกต่างกับปลาชุดควบคุม ยกเว้นที่ 12 ชั่วโมง ปริมาณ mRNA ของยีน HSC70-1 สูงกว่า
ชุดควบคุมประมาณ 0.5-1 เทา่ และแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ  (ภาพที ่16) ในเหงือกของ
ปลาที่ฉีดเชื้อพบว่าปริมาณ mRNA ของ ยีน HSC70-1 เปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยใน
ระยะเวลา 48 ช่ัวโมงและไม่แตกต่างจากชุดควบคุม ขณะที่ mRNA ของยีน HSC70-2 มี
ระดับสูงขึ้นที่ 24 ช่ัวโมงและคงที่ถึง 48 ช่ัวโมง การวิเคราะห์เนื้อเยื่อตับพบว่าระดับ mRNA 
ทั้งสองยีนมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทุกช่วงเวลา ระดับการแสดงออกของยีน 
HSC70-1 เพิ่มขึ้นเล็กน้อยที ่12 ช่ัวโมงและไม่เปลี่ยนแปลงถึง 48 ช่ัวโมง ในขณะระดับ 
mRNA ของยีน HSC70-2 เพิ่มขึ้นที ่24 ช่ัวโมงและลดระดับอย่างชัดเจนที่ 48 ช่ัวโมง การ
วิเคราะห์กล้ามเนื้อสันหลังพบว่าระดับ mRNA ของยีน HSC70-2 ค่อยๆเพิ่มขึ้นจากเวลา 6 
ช่ัวโมงและสูงสุดที่ 48 ช่ัวโมง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมปรากฏว่าระดับการแสดงออกของ 
HSC70-2 ในปลาที่ฉีดเชื้อสูงกว่าปลาชุดควบคุมถึง 3 เท่า และพบว่า mRNA ของยีน 
HSC70-1 มีการเปลี่ยนแปลงเพียงเล็กน้อยตลอด 48 ช่ัวโมง (ภาพที่ 17) 
 

 

                                      Control                               Treated 
         0        6    12     24      48     0     6     12     24     48    hr 

HSC70-1 

   HSC70-2 

β-actin 

 
ภาพที่ 16 ปริมาณ mRNA ของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในเนื้อเยื่อสมองปลาดุกอุยท่ีได้รับเชื้อ 
   A. hydrophila เปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุม ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง 
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ภาพที่ 17 การแสดงออกของของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในเนื้อเยื่อปลาดุกอุยท่ีได้รับ
 เชื้อ A. hydrophila เปรียบเทียบกับปลาชุดควบคุม ในระยะเวลา 48 ชั่วโมง 

   A = สมอง   B= เหงือก   C = ตับ   D = กล้ามเนื้อสันหลัง 
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การโคลนยนี MSTN ในปลาดุกอุย 
1. การโคลน cDNA 
 จากการโคลนลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณข์องยีน MSTN ในปลาดุกอุยโดยใช้เทคนิค Rapid 
Amplification cDNA Ends (RACE) เริ่มต้นจากการออกแบบไพรเมอร์ที่มีความจําเพาะโดยใช้
ข้อมูลลําดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของ cDNA แต่เนื่องจากยังไม่มีรายงานลําดับนิวคลีโอไทด์ของ
ยีน MSTN ในปลาดุกอุย จึงจําเป็นต้องออกแบบ Degenerate primers คือ MSTN1_F และ 
MSTN1_R (ตารางที่ 6) เพื่อหาลําดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน MSTN ก่อน เมื่อทราบลําดับ 
นิวคลีโอไทด์จํานวน 575 คู่เบส จึงออกแบบไพรเมอร์ที่มคีวามจําเพาะต่อยีน MSTN คือไพรเมอร์
3′RACE_MSTN และ 5′RACE_MSTN ตามลําดับ (ตารางที่ 6) การโคลนยีนทางด้านปลาย 5′ 
ได้ส่วนของยีนจํานวน 821 คู่เบส และการโคลนยีนทางด้านปลาย 3′ ได้ส่วนของยีนจํานวน 845 
คู่เบส เมื่อนําลาํดับนิวคลีโอไทด์ทางด้านปลาย 5′ และปลาย 3′ มาเชื่อมต่อกันได้ความยาวรวม 
852 คู่เบส ซึ่งจากการศึกษาข้อมูลยีน MSTN ในสิ่งมีชีวิตอื่นๆพบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์
ของ cDNA มีความยาวประมาณ 1,100 คู่เบส และจากการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงกันของ
ลําดับนิวคลีโอไทด์โดยใช้โปรแกรม BlastN ทําให้ทราบว่าลําดับนิวคลีโอไทด์ทางด้านปลาย 5′ 
ขาดหายไปประมาณ 300 คู่เบส จึงออกแบบไพรเมอร์ MSTN2_F และ MSTN2_R (ตารางที่ 6) 
เพื่อโคลนลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ขาดหายไปนี้ ผลการโคลนได้ส่วนของยีนจํานวน 434 คู่เบส เมื่อนํา
ลําดับนิวคลีโอไทด์ทั้ง 3 ส่วนมาเชื่อมต่อกันจะได้ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ของยีน MSTN  
ของปลาดุกอุย ที่มีความยาวทั้งหมด 1,784 คู่เบส ประกอบด้วย ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่สามารถ
ถอดรหัสเป็นกรดอะมิโน (ORF) มีความยาวเท่ากับ 1,191 คู่เบสซึ่งแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้
เท่ากับ 396 หน่วย และลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ไม่เกี่ยวข้องกับการสร้างโปรตีน (Untranslated 
region) ทางด้านปลาย 5′ และปลาย 3′ มีความยาวเท่ากับ 147 และ 446 คู่เบส ตามลําดับ 
ลําดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น Start codon (ATG) อยู่ตําแหน่งที่ 147 และ ลาํดับนิวคลีโอไทด์ที่เป็น 
(TGA) อยู่ตําแหน่งที่ 1,338 (ภาพที ่18) 
 
 เมื่อพิจารณาลําดับของกรดอะมิโนพบกรดอะมิโน Cysteine ที่ตรงกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ จํานวน 
9 ตําแหน่ง ซึ่งเป็น Signal sequence ของยีน MSTN หลังบริเวณ Proteolytic processing 
(RXXR) (ภาพที่ 19) และพบตําแหน่งของ N-glycosylation sites (NXS หรือ NXT) 2 ตําแหน่ง 
ซึ่งตําแหน่ง N-linked เป็นการเติม Dolichol Phosphate ลงไปที่ Amide group ที่ Side 
chain ของ Asparagine บน ER membrane ซึ่ง N-linked นี้ เป็น Cotranslational Process 
ซึ่งจะช่วยในกระบวนการของม้วนพับของโปรตีน (Protein folding) ช่วยให้โปรตีนจับกับตัวรับที่
จําเพาะได้  
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10 ACATGGGATCAACGCAGAGTACATGGGGATGCCGTCTGCCGCTACCTGTCCGGTGTGCATGGCGCACGGTGTTATTGTTACTGCTGCCAC 90

91 ACAGAGACGCACCAGTTCCTCCGCACTCACTCACGCGCCGCTCTGACCGCGCTCATCATGCATTTGGCGCAGGTTCTCATCCCGCTGGGT 180

1 M  H  L  A  Q  V  L  I  P  L  G 11

181 TTCGTGGTGGCTTTCGGCCCGATGGCGCACACTGACACCGGAGCACCGGAGCACCAGCAGCAGCAGCAACACCCGCAACACCCGCAACAG 270

12 F  V V A  F  G  P  M  A  H  T  D  T  G  A  P  E  H  Q Q Q Q Q H  P  Q  H  P  Q Q 41 

271 CAGCAACCCACCGCCGTGACCGAGGAGGCGCAGTGTTCCGCCGCCAGCGTGTGCGCGTTCCGCCAGCACAGCAAGCAGCTCCGTCTGCAG 360

42 Q Q P  T  A  V  T  E E A  Q  C  S  A A S  V  C  A  F  R  Q  H  S  K  Q  L  R  L  Q 71

361 GCCATCAAGTCTCAGATCCTGAGCAAGCTGCGCCTGAAGCACGCGCCCAACGTGAGCCGAGACGTGGTCAAGCAGCTGCTGCCGAAAGCG 450

72 A  I  K  S  Q  I  L  S  K  L  R  L  K  H  A  P  N  V  S  R  D  V V K  Q  L L P  K  A 101

451 CCGCCCGTGCAGCAGCTGCTCGACCAGTACGACGTGCTCGGGGACGACGGCAAGCCGGGCACCGCGCTCCCGGACGACGAGGAGGACGAA 540

102 P P V  Q Q L L D  Q  Y  D  V  L  G  D D G  K  P  G  T  A  L  P  D D E E D  E 131

541 GAGGAGCGCGCCACCACCGAGACCGTCATGAGCATGGCGGCCGAGCCCAACCCCGACGTTCAAGTAGACCAAAAACCGAAGTGCTGTTTT 630

132 E E R  A  T T E  T  V  M  S  M  A A E  P  N  P  D  V  Q  V  D  Q  K  P  K  C C F 161

631 TTCTCCTTCAGCCCAAAGATCCAAGCGAGCCGCATTGTAAGGGCACAGCTTTGGGTGCACTTGCGCCCAACGGACGAAGCAACCACATTG 720

162 F  S  F S  P  K  I  Q  A  S  R  I  V  R  A  Q  L  W  V  H  L  R  P  T  D  E  A  T T L 191

721 TTCTTGCAGATATCACGACTCATGCCTATCAAAGATGGTAGAAGGCATGTAAGAATACGTTCGCTGAAAATCGACGTGGAGGCCGGTGTC 810

192 F  L  Q  I  S  R  L  M  P  I  K  D  G  R R H  V  R  I  R  S  L  K  I  D  V  E  A  G  V 221

811 AGGTCGTGGCAGAGCATCGATGTCAAGCAGGTGCTTGCGGTGTGGCTGAGGCAACCGGAAACCAACTGGGGGATCGAGATCAATGCGTTC 900

222 R  S  W  Q  S  I  D  V  K  Q  V  L  A  V  W  L  R  Q  P  E  T  N  W  G  I  E  I  N  A  F 251

901 GATTCCAAAAGCAACGATCTGGCTATCACTTCTGCAGAGCCTGGTGAAGAGGGACTGCTTCCATTCTTGGAGGTCAAAATTTCCGAAGTG 990

252 D  S  K  S  N  D  L  A  I  T  S  A  E  P  G  E E G  L L P  F  L  E  V  K  I  S  E  V 281 

991 CCCAAGCGAACCCGGAGAGAATCGGGACTGGACTGTGACGAGAATTCGTCCGAGTCCCGCTGCTGCCGCTACCCCCTTACGGTGGACTTT 1080

282 P  K  R  T  R   R E  S  G  L  D  C  D  E  N  S  S E  S  R  C C R  Y  P  L  T  V  D  F 311 

1081 GAAGACTTCGGCTGGGATTGGATTATTGCCCCGAAACGCTACAAAGCTAACTACTGCTCGGGCGAGTGTGACTATGTGCATTTGCAGAAG 1170

312 E  D  F  G  W  D  W  I I A  P  K  R  Y  K  A  N  Y  C  S  G  E  C  D  Y  V  H  L  Q  K 341 

1171 TATCCGCACACGCACTTGGTAAACAAAGCCAACCCGCGTGGCACTGCCGGTCCCTGCTGCACGCCCACCAAGATGTCTCCCATCAACATG 1260

342 Y  P  H  T  H  L  V  N  K  A  N  P  R  G  T  A  G  P  C C T  P  T  K  M  S  P  I  N  M 371

1261 CTCTACTTCAACGGAAAAGAGCAGATCATCTACGGCAAGATCCCTTCCATGGTGGTGGATCGCTGTGGCTGTTCGTGATCGATGTGCCCA 1350

372 L  Y  F  N  G  K  E  Q  I I Y  G  K  I  P  S  M  V V D  R  C  G  C  S  * 397

1351 TGCAGGGACTTGTGCCGTTCTGTTTCCAAACATTTCCCTCTGGACTTCTTTACGACACCTTACAACCATTATCCATGCTAACACTGTGCA 1440

1441 ATATGCAATAGAACCAGAATCGCAGCAAGCAAGGAACCATCCACAGAGCACCGCTTACTTTCACTGACTTTTTATTCGTTTACGCTTTAT 1530

1531 CTGCATCTTGGGGTCAGAGGTCTCATGGACGTACTGAAGGAATGTAATGCCGGTCCAACTTGGAGGAATGGACGAAAAAATAATCTATAC 1620

1621 AGTTCACGTAGTACCAAAAAAACACACGTTTTGTTCAAACCTGCTCGACAATATCCATTTAGTCATGTTCTCACTCCAAACAGCTGTTGA 1710

1710 GAGTCAAGTATCCAAGAGCAACAGAGAGGGACTCAAGGACACTTTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1784

 
ภาพที่ 18 ลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยีน MSTN ในปลาดุกอุย ATG คือ Start codon และ TGA 
 คือ Stop codon C คือกรดอะมิโน Cysteine ท่ีตรงกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ 9 ตําแหน่ง ลําดับกรดอะมิโน 
 NSS ในกรอบสี่เหลี่ยมเส้นประคือ N-glycosylation sites (NXS หรือ NXT) และลําดับกรดอะมิโน 
 RXXR ในกรอบสี่เหลี่ยมคือ Proteolytic processing sites ตัวเลขทางซ้ายและขวาคือตําแหน่ง 
 นิวคลิโอไทด์และกรดอะมิโน 
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Rat                        1:MIQKPQMYVYIYLFVLIAAGPVDLNEDSE------------------REANVEKEGLCNA---CAWRQNTRYSRIEAIKIQILSKLRLET 69 
Human                      1:-MQKLQLCVYIYLFMLIVAGPVDLNENSE------------------QKENVEKEGLCNA---CTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLET 68 
Dog                        1:-MQRLQICVYIYLFVLIVAGPVDLSENSE------------------QKENVEKEGLCNA---CMWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLET 68 
Cattle                     1:-MQKLQISVYIYLFMLIVAGPVDLNENSE------------------QKENVEKEGLCNA---CLWRENTTSSRLEAIKIQILSKLRLET 68 
Quail                      1:-MQKIVVYVYIYLFVQISVDPVALDGSSQ------------------PTENTEKDGLCNA---CTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLEQ 68 
Chicken                    1:-MQKLAVYVYIYLFMQIAVDPVALDGSSQ------------------PTENAEKDGLCNA---CTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLEQ 68 
Zebrafish                  1:---MHFTQVLISLSVLIACGPVGYGDITA--------------HQQPSTATE-ESELCST---CEFRQHSKLMRLHAIKSQILSKLRLKQ 69 
Common carp                1:---MHFTQVLISLSVLIACGSVGHGDITA--------------HQQPSTATE-ESEQCST---CEFRQHSKLMRLHAIKSQILSKLRLKQ 69 
Atlantic salmon            1:---MHLTQVLIYLSFMVAFGPVGLGDQTA--------------HHQPPATD--DGEQCPT---CEVRQQIKNMRLHAIKSQILSKLRLKQ 68 
Rainbow trout              1:---MHLTQVLIYLSFMVAFGPVGLGDQTA--------------HHQPPATD--DGEQCST---CEVRQQIKNMRLHAIKSQILSKLRLKQ 68 
Orange-spotted grouper     1:---MHLSQIVLYLGLLIALGPVVLSDQET--------------HQQPSATSPEDTEQCAT---CEVRQQIKTMRLNAIKSQILSKLRMKE 70 
Shi drum                   1:---MHLSQIVLYLSLLIVLGPVVLSDQET--------------HQQPSATSPEDTEQCAT---CEVRQQIKTMRLNAIKSQILSKLRMKE 70 
Tilapia                    1:---MHLSQIVLYLSLLIALGPVVLSDQEA--------------HQQPSVSTPVDTDQCAT---CEVRQQIKTMRLNAIKSQILSKLRMKE 70 
Blue catfish               1:---MHLAQVLISLGFVVAFGPMARTDTGAPEQQQ--------QQQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKH 79 
Channel catfish            1:---MHLAQVLISLGFVVAFGPMARTDTGAPEQQQ---------QQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKQ 78 
Yellow catfish             1:---MHLAQVVISLGFVVAFAPIARTDTGAPEHQQ-----QQQHQQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKH 82 
White catfish              1:---MHLAQVLISLGFVVAFGPMARTDTGAPEHQQ-----HHQQQQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKLQILSKLRLKH 82 
Walking catfish            1:---MHLAQVLIPLGFVVAFGPMAHTDTGAPEHQQQQQHPQHPQQQQPTAVTEE--AQCSAASVCAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKH 85 
                                ... .. ..*   .. ... . .  .               ...     .   .* .   *  *.  .  *. ***.*******..  
 
Rat                       70:APNISKDAIRQLLPRAPPLRELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLMQADGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 154 
Human                     69:APNISKDVIRQLLPKAPPLRELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLMQVDGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Dog                       69:APNISRDAVRQLLPRAPPLRELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETVIAMPAETDLLMQVEGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Cattle                    69:APNISKDAIRQLLPKAPPLLELIDQFDVQRDASS-----DGSLEDDDYHARTETVITMPTESDLLTQVEGKPKCCFFKFSSKIQYNKLVK 153 
Quail                     69:APNISRDVIKQLLPKAPPLQELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLVQMEGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Chicken                   69:APNISRDVIKQLLPKAPPLQELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLVQMEGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Zebrafish                 70:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDSK-----DGAVEEDDEHATTETIMTMATEPDPIVQVDRKPKCCFFSFSPKIQANRIVR 154 
Common carp               70:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDSK-----DGAMEEDDEHATTENIMTMATEPDPIVQVDRKPKCCFFSFSPKIQANRIVR 154 
Atlantic salmon           69:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNK-----DGVMEEDDEHAITETIMTMATEPQSIVQVDRKPKCCLFSFSSKIQVNRIVH 153 
Rainbow trout             69:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNK-----DGLMEEDDEHAITETIMTMATEPESIVQVDRKPKCCLFSFSSKIQVNRIVH 153 
Orange-spotted grouper    71:APNISRDIVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNK-----DVVMEEDDEHATTETIMMMATEPESVVQADGEPKCCLFSFTQKFQANRIVR 155 
Shi drum                  71:APNISRXIVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNR-----DVVMEEDDEHAITETIMMMATEPESIVQVDEEPKCCFFSFTQKFQANRIVR 155 
Tilapia                   71:APNISREIVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNR-----EEVLEDDDEHATTETIVMVATEPDPAVQVDGQPKCCFFSITQKFQASRVVR 155 
Blue catfish              80:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVLGDDGKPGTALQDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCLFSFSPKIQASRIVR 169 
Channel catfish           79:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVLGDDGKPGTALQDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 168 
Yellow catfish            83:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVVGDDGKPGAALPDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 172 
White catfish             83:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVLGDDGKPGTALQDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 172 
Walking catfish           86:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDQYDVLGDDGKPGTALPDDEEDEEERATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 175 
                             ***.*.....****.***...*.*..**..*. .     ..  *.....*.**... ...*.   .*.. .****.*... *.*....*. 
 
Rat                      155:AQLWIYLRAVKTPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMSPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPG 244 
Human                    154:AQLWIYLRPVETPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPG 243 
Dog                      154:AQLWIYLRPVKTPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPG 243 
Cattle                   154:AQLWIYLRPVKTPATVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPE 243 
Quail                    154:AQLWIYLRQVQKPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGNGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKAFDENGRDLAVTFPG 243 
Chicken                  154:AQLWIYLRQVQKPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKAFDETGRDLAVTFPG 243 
Zebrafish                155:AQLWVHLRPAEEATTVFLQISRLM-PVKDGGRH-RIRSLKIDVNAGVTSWQSIDVKQVLTVWLKQPETNRGIEINAYDAKGNDLAVTSTE 242 
Common carp              155:AQLWVHLRPAEEATTVFLQISRLM-PVADGGRHIRIRSLKIDVNAGVTSWQSIDVKQVLTVWLRQPETNWGIEINAYDAKGNDLAVTSAE 243 
Atlantic salmon          154:AQLWVHLLPADEVTTVFLQISRLM-PVTDGGRHIGIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLSVWLRQPETNWGIEINAFDSKGNDLAVTSAE 242 
Rainbow trout            154:AQLWVHLLPADEVTTVFLQISRLM-PVTDGGRHIGIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLSVWLRQPETNWGIEINAFDSKGNDLAVTSAE 242 
Orange-spotted grouper   156:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PVTDGNRHIRIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLTVWLRQPETNWGIEINAFDSRGNDLAVTSAE 244 
Shi drum                 156:AQLWVYLRSSDEATTVFLQISRLM-PVTDGSRHIRIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLSVWLRQPETNWGIEINAFDSRGNDLAVTSAE 244 
Tilapia                  156:AQLWVHLRPSEEVTTVFLQISRLI-PVTDGNRHIRSRSLKIDVNPGPASWQSIDVKQVLTVWLRQPETNWGIEINAFDSRGNDLAVTSAE 244 
Blue catfish             170:AQLWVHLRPADEATTVFLQISQLM-PIKDGKSNEQIRSLKIDVDAGVNSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 258 
Channel catfish          169:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVDAGVSSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 257 
Yellow catfish           173:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVDAGVKSWQSIDVKQVLVVWLRQPETNWGIEIKAFDSKSNDLAITSAE 261 
White catfish            173:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVDAGVNSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 261 
Walking catfish          176:AQLWVHLRPTDEATTLFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVEAGVRSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 264 
                             ****..*..  . .*.*.**..*. * .** ..  .****.*...*. .*******.** .**.***.*.****.*.*. ..***.*... 
 
Rat                      245:PGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 334 
Human                    244:PGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Dog                      244:PGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Cattle                   244:PGEDGLTPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Quail                    244:PGEDGLNPFLEVRVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Chicken                  244:PGEDGLNPFLEVRVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Zebrafish                243:TGEDGLLPFMEVKISEGPKRIRRDSGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYMYLQKYPHTHLVNKASPR 332 
Common carp              244:PGEDGLLPFMEVKISEGPKRIRRDSGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYMHLQKYPHTHLVNKANPR 333 
Atlantic salmon          243:AGE-GLQPFMEVTISEGPKRSRRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 331 
Rainbow trout            243:AGE-GLQPFMEVTISEGPKRFRRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 331 
Orange-spotted grouper   245:PGEDGLQPFMEVKISEGPRRVRRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 334 
Shi drum                 245:PGEEGLQPFMEVKISEGPRRARRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 334 
Tilapia                  245:PGEEGLQPFMEVKISEGPRRARRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 334 
Blue catfish             259:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 348 
Channel catfish          258:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 347 
Yellow catfish           262:PGEEGLLPFLEVKISDVPKRTKRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 351 
White catfish            262:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 351 
Walking catfish          265:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 354 
                             .** ** **.**.... *.* .*..******.* **************.*********************....**********..*.** 
 
Rat                      335:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 376 
Human                    334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Dog                      334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Cattle                   334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGEGQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Quail                    334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Chicken                  334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Zebrafish                333:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 374 
Common carp              334:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 375 
Atlantic salmon          332:GTAGPCCTPTKMSPVNMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 373 
Rainbow trout            332:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 373 
Orange-spotted grouper   335:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 376 
Shi drum                 335:GPAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 376 
Tilapia                  335:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 376 
Blue catfish             349:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 390 
Channel catfish          348:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 389 
Yellow catfish           352:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 393 
White catfish            352:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 393 
Walking catfish          355:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 396 
                             *.************.******...********.*********                                                 
 

ภาพที่ 19 เปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของยีน MSTN ของปลาดุกอุยกับปลาและสัตว์อื่น 
  เครื่องหมาย (*) แสดงกรดอะมิโนที่เหมือนกัน และเครื่องหมาย (.) แสดงกรดอะมิโนท่ีมีความสัมพันธ์กัน 
  ตัวเลขด้านขวาแสดงตําแหน่งกรดอะมิโน
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 เมื่อเปรียบเทียบความเหมือนและความคล้ายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน
ของยีน MSTN ของปลาดุกอุยกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ (ตารางที ่17) พบว่าค่าความเหมือนกันของลําดับ
นิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN อยู่ระหว่าง 47.7–90.3% โดยลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN ของ
ปลาดุกอุย มีลาํดับนิวคลีโอไทด์เหมือนกันกับ Ameiurus catus  มากทีสุ่ดถึง 90.3 % รองลงมา
คือ Ictalurus furcatus เท่ากับ 89.2% และ Pseudobagrus fulvidraco เท่ากับ 88.6% และ
ค่าความเหมือนกันของลําดับกรดอะมิโนของยีน MSTN อยู่ระหว่าง  27.4–94.5% โดยลําดับ
กรดอะมิโนของยีน MSTN ของปลาดุกอุย มีลําดับกรดอะมิโนเหมือนกันกับปลา white catfish 
(A. Catus)  มากท่ีสุดถึง 94.5% รองลงมาคือ ปลา channel catfish (I. Punctatus) เท่ากับ 
93.7% และ ปลา yellow catfish (P. Fulvidraco) เท่ากับ 93.2 % ซึ่งปลาทั้งสี่ชนิดนี้เป็น
สมาชิก Order Siluriformes 
 

ตารางที่ 17 เปรียบทียบค่าความเหมือน (Identity) และความคล้ายคลึงกัน (Similarity) ของลําดับนิวคลีโอไทด์
    และกรดอะมิโนของยีน MSTN ของปลาดุกอุยกับปลากระดูกแข็งและสัตว์ชนิดอื่น 
 

ความเหมือน (%) ชื่อวิทยาศาสตร์ Accession 
Number ลําดับนิวคลิโอไทด์ กรดอะมิโน 

ความคล้ายคลึงของ
กรดอะมิโน (%) 

ปลากระดูกแข็ง     
Ameiurus catus AY540994.1 90.3 94.5 96.2 
Ictalurus furcatus AY540992.1 89.2 92.5 95.5 
Ictalurus punctatus AF396747.1 81.8 93.7 95.7 
Pseudobagrus fulvidraco DQ767966.1 88.6 93.2 96.2 
Cyprinus carpio GQ214769.1 73.5 78.3 85.6 
Danio rerio MSTN-1 AF019626.1 72.0 77.3 83.6 
Danio rerio MSTN-2 AY687474.1 63.3 59.8 73.2 
Epinephelus coioides AY856860.1 71.9 74.1 83.6 
Megalobrama amblycephala JQ065336.1 62.8 60.1 74.0 
Morone americana AF290911.1 72.0 73.1 83.8 
Morone chrysops AF197194.1 71.8 71.9 83.1 
Morone saxatilis AF290910.1 71.9 73.1 83.8 
Oncorhynchus clarkii (MSTN-2a) JN990758.1 60.7 59.8 73.0 
Oncorhynchus mykiss (MSTN-1) AF273035.1 71.1 75.8 81.8 
Oncorhynchus mykiss (MSTN-2) AF273036.1 72.1 75.5 82.7 
Oncorhynchus nerka (MSTN-2a) JN990761.1 63.2 60.1 73.2 
Salmo salar (MSTN-1a) AJ344158.3 71.9 75.3 81.8 
Salmo salar (MSTN-1b) AJ297267.3 72.1 74.5 82.8 
Salmo salar (MSTN-2a) JN990763.1 52.3 46.2 60.4 
Salvelinus fontinalis AF247650.2 71.7 74.5 82.8 
Sparus aurata AF258448.1 73.6 74.0 84.3 
Takifugu rubripes (MSTN-1) AY445322.1 71.1 69.4 79.3 
Takifugu rubripes (MSTN-2) AY445321.1 63.4 61.8 74.2 
Thymallus thymallus (MSTN-2a) JN990766.1 63.0 59.4 74.0 
Tilapia mossambica AF197193.3 67.0 72.0 83.1 
Umbrina cirrosa AF316881.1 71.9 72.9 83.1 
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ตารางที่ 17 ต่อ 
 

ความเหมือน (%) ชื่อวิทยาศาสตร์ Accession 
Number ลําดับนิวคลิโอไทด์ กรดอะมิโน 

ความคล้ายคลึงของ
กรดอะมิโน (%) 

สัตว์ปีก     
Anser anser AY448009.1 61.1 60.8 76.5 
Columba livia AF440863.1 61.7 60.5 77.0 
Coturnix coturnix AF407340.1 61.1 60.5 76.5 
Gallus gallus AY448007.1 62.7 60.4 76.3 
Meleagris gallopavo AF019625.1 61.1 59.7 75.3 
สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม     
Bos taurus AF019620.1 60.6 58.9 73.8 
Canis familiaris AY367768.1 62.3 60.9 77.5 
Capra hircus GU377303.1 59.8 58.4 75.8 
Equus caballus AB033541.1 60.7 60.2 77.3 
Homo sapiens AF019627.1 60.1 60.7 77.8 
Macaca fascicularis AY055750.1 59.9 60.4 77.5 
Mus musculus BC105674.1 61.1 59.3 76.5 
Papio hamadryas AF019619.1 59.9 60.2 77.5 
Rattus norvegicus AF019624.1 61.8 59.3 76.3 

 
 ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน MSTN ในปลาดุกอุยกับปลากระดูกแข็งและสัตว์อืน่ๆอีก 
42 ชนิด แบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่ คือ กลุ่มสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังและกลุม่สตัว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง 
โดยในกลุ่มสัตว์ที่มีกระดูกสันประกอบด้วย 2 กลุ่มย่อย คอืกลุ่มปลากระดูกแข็ง และกลุ่มสัตว์ปีก 
ที่รวมอยู่กับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เมื่อพิจารณาโปรตีน MSTN ในกลุ่มของปลาพบว่า มี 2 รูปแบบ 
(Isoforms) และในรูปแบบที ่1 (MSTN-1) แบ่งเป็น 2 กลุ่มย่อย คือกลุ่มปลามีเกล็ด และปลาไม่มี
เกล็ด ซึ่งวิวัฒนาการของยีน MSTN ของปลาดุกอุยถูกจัดอยู่ในกลุ่มปลาไม่มีเกล็ด (ภาพที่ 20)  
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AF290911.1 White perch MSTN

AF290910.1 Striped seabass MSTN

AF197194.1 White bass MSTN

AF316881.1 Shi drum MSTN

AY856860.1 Orange -spotted grouper MSTN

AF258448.1 Gilthead seabream MSTN

AF197193.3 Tilapia MSTN

AY445322.1 Fugu rubripes MSTN-1

GQ214769.1 Common carp MSTN

AF019626.1 Zebrafish MSTN-1

AF273035.1 Rainbow trout MSTN-1

AJ344158.3 Atlantic salmon MSTN-1a

AF247650.2 Brook trout MSTN

AF273036.1 Rainbow trout MSTN-2

AJ297267.3 Atlantic salmon MSTN-1b

 JX456396 Walking catfish MSTN

DQ767966.1 Yellow catfish MSTN

AY540992.1 Blue catfish MSTN

AY540994.1 White catfish MSTN

AF396747.1 Channel catfish MSTN

AY687474.1 Zebrafish MSTN-2

JQ065336.1 Wuchang bream MSTN

AY445321.1 Fugu rubripes MSTN-2

JN990766.1 Grayling MSTN-2a

JN990763.1 Atlantic salmon MSTN-2a

JN990758.1 Cutthroat trout MSTN-2a

JN990761.1 Sockeye salmon MSTN-2a

AY448007.1 Chicken MSTN

AF019625.1 Turkey MSTN

AF407340.1 Quail MSTN

AY448009.1 Goose MSTN

AF440863.1 Rock pigeon MSTN

AF019620.1 Cattle MSTN

GU377303.1 Goat MSTN

AY367768.1 Dog MSTN

BC105674.1 Mouse MSTN

AF019624.1 Rat MSTN

AB033541.1 Horse MSTN

AF019619.1 Baboon MSTN

AF019627.1 Human MSTN

AY055750.1 Crab-eating macaque MSTN

JN684903.1 Bay scallop MSTN

DQ988329.3 Japanese scallop MSTN

NM_182873.1 Zebrafish TGF-beta1

NM_021578.2 Rat TGF-beta1
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ภาพที่ 20 ความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน MSTN ในปลาดุกอุย เปรียบเทียบกับปลากระดูกแข็งและสัตว์อื่นๆ 
  ตัวเลขคือค่าการสุ่ม (%) 
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2. การแสดงออกของยีน MSTN 
ยีน MSTN มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อต่างๆ คือ สมอง เหงือก หัวใจ ลําไส้ กระเพาะ ผวิหนัง 

และกล้ามเนื้อ (ภาพที ่21) การแสดงออกของยีน MSTN ของปลาดุกอุยที่ระยะพัฒนาการ คือ
ต้ังแต่ลูกปลาดุกอุยฟักออกจากไข่เป็นตัวหนึ่งสัปดาห์ จนกระทั่งปลาดุกอุยอายุ 6 เดือน พบว่า
ค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกของยีน MSTN ที่ระยะต่างๆมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ
ยิ่ง (P<0.0001) โดยปลาดุกอุยที่ระยะ 3 สัปดาห์ และปลาดุกอุยอายุ 1 เดือน มีระดับการ
แสดงออกของยีน MSTN สูงสุด และปลาดุกอุยอายุ 3 เดือนมีระดับการแสดงออกของยีน MSTN 
ตํ่าสุด (ภาพที่ 22) 

 

 

 StdB G H I K L St Sk M Sp -ve  

MSTN 
 
β-actin 

 
ภาพที่ 21 การแสดงออกของยีน MSTN ในเนื้อเยื่อปลาดุกอุย B = สมอง; G = เหงือก; H = หัวใจ; I = 
ลําไส;้ K = ไต; L = ตับ; St = กระเพาะอาหาร; Sk = ผิวหนัง; M = กล้ามเนื้อสันหลัง; Sp = ม้าม; -ve 
คือ ตัวควบคุมผลลบ และ Std คือดีเอ็นเอขนาดมาตรฐาน 

 
 
 

 
ภาพที่ 22 การแสดงออกของยีน MSTN ท่ีพัฒนาการระยะต่างๆของปลาดุกอุย
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อภิปรายผล (Discussion) 
 

ผลของการเพิม่อุณหภูมิต่อพัฒนาการของรังไข่ปลาดุกอุยหลังฤดูเพาะพันธุ ์
 การผสมพันธ์ุของปลาในเขตร้อนชื้นจะเริ่มต้นเมื่อได้รับสัญญานจากสิ่งแวดล้อมโดยเฉพาะฝน 
(Freund et al. 1995; Tan-Fermin et al. 1997) สําหรบัปลาดุกอุยฤดูกาลของการเพาะพันธ์ุจะ
เริ่มในต้นฤดูฝนราวๆเดือนพฤษภาคมต่อเนื่องถึงเดือนตุลาคม ผลการทดลองครั้งนี้ช้ีให้เห็นว่าปลาดุก
อุยมีพัฒนาการของรังไข่สูงสุดในเดือนกรกฎาคม (GSI เท่ากับ 13.91±3.63%) ซึ่งเป็นเดือนที่มี
ปริมาณฝนมากที่สุดในรอบป ี(313 มิลลิเมตร) และเมื่อฤดูฝนสิ้นสุดต้ังแต่เดือนตุลาคมถึงมกราคม ค่า 
GSI ลดลงอย่างต่อเนื่องและมีค่าตํ่าสุดในเดือนพฤศจิกายน (0.41 ± 0.26%) ค่าGSI ของปลาดุกอุยใน
การทดลองครั้งนี้สอดคล้องกับรายงานของ Panprommin และคณะ (2008) เมื่อพิจารณาพัฒนาการ
ของรังไข่ช่วงเดือนกุมภาพันธ์ถึงเดือนกันยายน พบว่าค่า GSI เพิ่มขึ้น 115% โดยเฉพาะเดือน
กรกฎาคมที่มคี่า GSI สูงสุดนั้นในรังไข่จะมีสัดส่วนไข่ระยะที่ 6 มากทีสุ่ด (58.8±1.3%) และเมื่อสิน้สุด
ฤดูเพาะพันธ์ุระหว่างเดือนตุลาคมและพฤศจิกายน พบว่า GSI มีค่าตํ่าสุดและไม่พบไข่ระยะที่ 5 และ 
6 ในรังไขแ่ม่ปลา ถ้าใช้ค่า GSI และระยะพฒันาการของรังไข่เป็นเกณฑ์ในการเพาะพันธ์ุจะพบว่าการ
ผสมเทียมปลาดุกอุยโดยการฉีดฮอร์โมนสามารถเริ่มได้ต้ังแต่เดือนกุมภาพันธ์เรื่อยไปจนถึงเดือน
กันยายน แต่การผสมเทียมปลาดุกอุยต้ังแต่เดือนตุลาคมถึงมกราคมอาจจะไม่ได้ผลเนื่องจาก
พัฒนาการของไข่อยู่ในระยะที่ 2-3 เป็นส่วนมาก โดยทั่วไปเฉพาะไข่ระยะที่ 6 เท่านั้นทีส่ามารถเร่งให้
ตกไข่ด้วยการฉีดฮอร์โมนภายใน 16-18 ช่ัวโมง (Ngamvongchon et al. 1988) อย่างไรก็ตาม
รายงานของ Tan-Fermin และคณะ (1997) ระบุว่าการฉีดฮอร์โมนเพื่อเร่งการตกไข่ตลอดทั้งปี
สามารถทําได้ในแม่ปลาดุกอุยอายุ 2 ปีขึ้นไป เนื่องจากในรังไข่จะมีไข่ระยะที่ 6 จํานวนมาก 
 
 ระบบสืบพันธ์ุของปลาดุกอุยอยู่ภายใต้การควบคุมของกลไกภายใน เช่น ฮอร์โมน และ กลไก
ภายนอกร่างกายหรือสภาพแวดล้อม เช่น อุณหภูมิ ช่วงแสง และปริมาณฝน เป็นต้น 
(Ngamvongchon et al. 1988; Freund et al. 1995; Tan-Fermin et al. 1997) สําหรับปลาใน
เขตร้อนชื้นนั้น เป็นที่ยอมรับกันว่าปัจจัยสิ่งแวดล้อม เช่น อุณหภูมิน้ํามีความสําคัญต่อการเจริญพันธ์ุ
น้อยกว่าปลาในเขตหนาว อย่างไรก็ตามมีรายงานที่ศึกษาอิทธิพลของอุณหภูมิต่อพัฒนาการระบบ
สืบพันธ์ุของปลาดุกยักษ์ (C. gariepinus) และปลาช่อน (snakehead) ซึ่ง Richter และคณะ (1987) 
รายงานว่าการเลี้ยงแม่พันธ์ุปลาดุกยักษ์ในโรงเรือนที่ควบคุมอุณหภูมิน้ําให้มีระดับคงที ่25°C สามารถ
ยืดระยะเวลาการเพาะพันธ์ุและลดระยะเวลาที่รังไข่หยุดการเจริญเติบโตจาก 4-7 เดือนเหลือเพียง 2 
เดือนต่อฤดูกาล เมื่อเปรียบเทียบกับการเลี้ยงแม่พันธ์ุปลาในบ่อดินที่อุณหภูมิน้ําในรอบปีมีการ
เปลี่ยนแปลงระหว่าง 15-30°C และผู้วิจัยได้รายงานเพิ่มเติมว่าอุณหภูมิน้ําเป็นปัจจัยที่มีอิทธิพลใน
การควบคุมวงรอบพัฒนาการของรังไข่มากกว่าปัจจัยช่วงแสง สําหรับปลาช่อนนั้นผู้วิจัยรายงานว่าการ
เพิ่มอุณหภูมิน้ํา (30°C) และการใช้ช่วงแสงที่ยาวขึ้นสามารถกระตุ้นพัฒนาการรังไข่และขยาย
ช่วงเวลาการเพาะพันธ์ุปลาช่อน (Srivastava et al. 1991) การทดลองในปลาดุกอุยครั้งนี้ให้ผล
ทํานองเดียวกัน นั่นคือแม่พนัธ์ุปลาดุกอุยท่ีเลี้ยงในน้ําทีค่วบคุมอุณหภูมิ เป็นเวลา 6 สัปดาห์ จะมี
พัฒนาการของไข่ระยะที่ 6 เพิ่มขึ้น เมื่อเทยีบกับแม่ปลาที่เลี้ยงในบ่อดินที่มีอุณหภูมนิ้ําเฉลี่ย 
27±2.5°C ในเดือนตุลาคมและพฤศจิกายน ที่รังไข่มีเฉพาะไข่ระยะ 3 และระยะ 4 เท่านั้น ทั้งนี้ยังไม่
สามารถอธิบายได้ชัดเจนว่าอุณหภูมิน้ําที่สูงขึ้นส่งผลต่อกลไกการควบคุมการเจริญของรังไข่ปลาดุกอุย
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อย่างไร แต่มีรายงานอื่นๆระบุว่าอุณหภูมิอาจส่งผลโดยตรงหรือโดยทางอ้อมต่อการสร้างไข่ การสร้าง
ไวเทลโลเจนนิน และการหลัง่ฮอร์โมนระบบสืบพันธ์ุจากต่อมใต้สมอง (Lam 1983; Richter et al. 
1987) สําหรับปลาเขตร้อน Lam (1983) ระบุว่าอุณหภูมิที่สูงขึ้นกระตุ้นการสร้าง Yolk vesicle ใน
ไข่ระยะที่ 5 สว่นในปลาช่อนพบว่าอุณหภูมิที่เพ่ิมขึ้นเหนี่ยวนําให้เกิดการหลั่งฮอร์โมน 
Gonadotropin ซึ่งมีผลต่อการเจริญของรังไข่ระยะสุดท้าย (Srivastava et al. 1991) 
 
 ผลการวิเคราะห์เลือดแม่ปลาดุกอุยในตู้กระจกพบว่าปลาที่เลี้ยงภายใต้อุณหภูมิ 35°C ระดับ
คอร์ติซอลในเลือดสูงกว่าปลาอีก 2 กลุม่ ตลอดระยะเวลา 6 สัปดาห์ โดยทั่วไปปลาสามารถปรับตัว
เพื่อตอบสนองความเครียดที่เกิดจากสิ่งแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลงเมื่อต้องอาศัยในสภาพแวดล้อมนั้นๆ
เป็นระยะเวลานาน ดัชนีช้ีวัด ความเครียดต่างๆ เช่น ฮอร์โมนคอร์ติซอล และน้ําตาลกลโูคสในเลือด
ปลาจะมีระดับเพิ่มขึ้นในช่วงระยะเวลาเริ่มแรก หลังจากนั้นดัชนีความเครียดจะมีค่าลดลงเมื่อปลา
สามารถปรับสภาพให้เข้ากับสิ่งแวดล้อมนั้น สําหรับในงานทดลองนี้การเลี้ยงปลาดุกอุยที่อุณหภูมิน้ํา 
35°C เป็นเวลา 6 สัปดาห์ ทาํให้เกิดความเครียดอย่างต่อเนื่อง เห็นได้จากระดับคอร์ติซอลในเลือดที่
ลดลงเพียงเล็กน้อย ถ้าเลี้ยงแม่ปลาในสภาพนี้เกิน 6 สัปดาห์อาจมีผลกระทบต่อการเจริญเติบโต 
พัฒนาการของรังไข่และระบบภูมิคุ้มกันของปลา (Barton, 1997; Iwama et al. 1999) 
 
 คอร์ติซอลนอกจากมีบทบาทสําคัญในการตอบสนองความเครียดแล้ว มีการศึกษาที่รายงาน
บทบาทของคอร์ติซอลต่อระบบสืบพันธ์ุในปลา (Pankhurst and Van Der Kraak 1997) โดยผู้วิจัย
กล่าวว่าการหลั่งคอร์ติซอลเข้าสู่กระแสเลอืด ทําให้มีผลในการกระตุ้นหรือยับย้ังการเจริญของเซลล์
สืบพันธ์ุซึ่งจะขึ้นกับระยะพัฒนาการของเซลล์สืบพันธ์ุ Billard และคณะ (1981) รายงานว่าคอร์ติซอล
เป็นตัวเร่งกระบวนการ Vitellogenesis เนื่องจากแม่ปลาที่มีไข่ระยะ 4 และ 5 ในเลือดจะมีปริมาณ
คอร์ติซอลสูงกว่าแม่ปลาที่มีไข่ระยะสุดท้าย (ระยะ 6) ก่อนการตกไข่ แต่ในปลาบางชนิดพบว่าระดับ
คอร์ติซอลในเลือดที่เกิดจากความเครียดมีผลยับย้ังพัฒนาการของรังไข่ สําหรับในปลาดุกอุยระดับ 
คอร์ติซอลในกระแสเลือดที่เพิ่มขึ้นอาจมีผลกระตุ้นการสร้างไวเทลโลเจนิน ทําใหแ้ม่ปลาที่เลี้ยงที่
อุณหภูมิ 35°C ที่มีคอร์ติซอลในเลือดสูงสร้างไข่ระยะ 5 จํานวนมาก 
 
การโคลนยนี Heat shock protein 70 (HSC70) และการแสดงออกของยีนในการตอบสนอง
การฉีดเชื้อแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila 
 
 การโคลนยีน HSC70 ในงานวิจัยนี้เป็นรายงานครั้งแรกสําหรับปลาดุกอุยซึ่งเป็นปลาน้ําจืดที่
สําคัญสําหรับการเพาะเลี้ยงสัตว์น้ําจืดของประเทศไทย ผูวิ้จัยได้ใช้ข้อมูลเบื้องต้นของยีน HSC70 ของ
ปลาดุกอุยจากรายงานของ Panprommin และคณะ (2007) ซึ่งเป็นลําดับนิวคลิโอไทด์ของ EST ทาง
ปลายด้าน 3′ (หมายเลขอ้างอิง EB360505) ขนาด 371 คูเ่บส ซึ่งในการสร้าง cDNA library ของ
เนื้อเยื่อตับปลาดุกเพศเมียที่เลี้ยงในสภาวะปกติในครั้งนั้น ปรากฏว่าสามารถจําแนก EST ของยีน 
HSC70 ได้จํานวนมาก ในการโคลน cDNA และจีโนมิคดีเอ็นเอจึงได้ออกแบบไพรเมอร์จากลําดับ
นิวคลิโอไทด์ของ EST ที่กล่าวถึงข้างต้น และพบว่าในระหว่างการทําบริสุทธ์ิปรากฏแถบ cDNA ขนาด
ประมาณ 70 kDa จํานวน 2 แถบบนอะกาโรสเจล จึงได้โคลน cDNA ทั้งสองแถบแยกกนั ผู้วิจัย
สัณนิษฐานว่าในปลาดุกอุยมียีน HSC70 มากกว่า 1 ยีน จึงต้ังช่ือ cDNA ทั้งสองเป็น HSC70-1 และ 
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HSC70-2 เมื่อวิเคราะห์คุณลักษณะของทั้งสอง cDNA พบว่ามีความยาวเท่ากันคือ 2,278 คู่เบส และ 
Open reading frame (ORF) ขนาด 1,950 คู่เบสและแปรรหัสได้กรดอะมิโน 649 หน่วย ลําดับ
กรดอะมิโนทั้งสองสายมีความเหมือน 94% เมื่อเปรียบเทียบกับลําดับกรดอะมิโนของยีน HSC70 ใน
ปลากระดูกแขง็ชนิดอ่ืนๆ มีความเหมือนประมาณ 85-90% ทําให้ยืนยันได้ว่า cDNA ของปลาดุกอุย
ทั้งสองสายเป็นยีนที่ต่างกันและจัดอยู่ใน HSP70 gene family  
 
 การวิเคราะห์โครงสร้างของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ปรากฏว่าทั้งสองยีนประกอบด้วย 
Exon และ Intron จํานวนเท่ากัน คือ Exon 8 ช้ิน และ Intron 7 ช้ิน แต่มีขนาดต่างกัน ความ
แตกต่างที่ชัดเจนคือขนาด Intron ที่ 4 โดยมีขนาด 198 คู่เบสในยีน HSC70-1 และมีขนาด 64 คู่เบส
ในยีน HSC70-2 เนื่องจากรายงานโครงสร้างของยีน HSC70 ในปลายังมจีํานวนน้อยมากเมื่อเทียบกับ
รายงาน cDNA อย่างไรก็ตามพบว่าโครงสร้างยีน HSC70-1 และ HSC70-2 ในปลาดุกอุยมีความ
คล้ายกับยีน HSC70 ในปลาชนิดอ่ืน เช่น ปลา Rivulus marmoratus (Park et al. 2001) ปลา 
common carp (Ali et al. 2003) และปลา Wuchang bream (Ming et al. 2010) เป็นที่น่าสนใจ
ว่า Exon ของยีน HSC70-1 ในปลาดุกอุยมีขนาดเท่ากับ Exon ของยีน HSC70 ในปลา Wuchang 
bream แต่ Intron มีขนาดต่างกันในปลาทั้งสองชนิด การปรากฏของ Intron ในโครงสร้างยีนเป็น
คุณลักษณะสําคัญของยีน HSC70 ที่มีการแสดงออกในเซลล์ภายใต้สภาวะปกติ (Iwama et al. 
1998) ขณะที ่Intron จะไม่ปรากฏในโครงสร้างของยีน HSP70 ซึ่งจะมีแสดงออกเมื่อเซลล์อยู่ใน
สภาวะที่ต่างจากธรรมชาติ หรือเมื่อเซลล์ได้รับความเครียด ทําให้เซลลส์ามารถตอบสนองโดยการ
สร้างโปรตีน HSP70 อย่างรวดเร็วเนื่องจากไม่ต้องผ่านกระบวนการตัด Intron (Basu et al. 2002)  
 
 เนื่องจากความสําคัญของโปรตีน HSP70 ในการรักษาสมดุลร่างกาย จึงมีผู้สนใจศึกษาหน้าที่
ของยีน HSC70 ที่เกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของปลาและมีรายงานเรื่องนี้จํานวนหลายฉบับ แต่
บทบาทของยีน HSC70 ต่อภูมิคุ้มกันของปลาและสัตว์น้าํอ่ืนๆยังไม่ชัดเจนและมีรายงานค่อนข้างน้อย 
ตัวอย่างเช่น รายงานเกี่ยวกับการเปลี่ยนแปลงระดับ mRNA ของยีน HSC70 ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย
เช้ือแบคทีเรียในเนื้อเยื่อต่างๆของปลา กุ้งทะเลและหอยทะเล เช่น Ramaglia และคณะ (2004) 
รายงานว่าในเต่าทะเลที่ได้รับการฉีดเชื้อ Citrobacter จะมีระดับโปรตีน HSC73 สูงขึ้นในเนื้อเยื่อ
สมองและตับ Deane และคณะ (2004) รายงานว่าปลา Silver sea bream ที่ได้รับเชื้อ Vibrio 
alginolyticus จะมีการแสดงออกของยีน HCS70 ในเนื้อเยื่อตับเพิ่มข้น  เช่นเดียวกับปลา Wuchang 
bream ที่ได้รบัการฉีดเชื้อ A. hydrophila จะมีระดับ mRNA ของยีน HSC70 เพิ่มสูงสุดใน
ระยะเวลา 6 ช่ัวโมงหลังได้รับเชื้อและลดระดับลงในชั่วโมงที่ 12 (Ming et al. 2010) ในสัตว์น้ําอื่น 
เช่น กุ้งกุลาดําพบว่าการฉีดเชื้อ V. harveyi ทําให้ระดับโปรตีน HSC70 ในเนื้อเยื่อเหงือกเพิ่มขึ้นใน
เวลา 12 ช่ัวโมงหลังได้รับเชื้อและลดลงสู่ระดับปกติภายในเวลา 72 ช่ัวโมง (Rungrussamee et al. 
2010) และในหอยทะเล (Meretrix meretrix) ที่ได้รับเชื้อ จะมีระดับโปรตีน HSC71 เพิ่มขึ้นในตับ
และเหงือกภายใน 12 ช่ัวโมงและลดระดับที่เวลา 24 ช่ัวโมงหลังฉีดเชื้อ (Yue et al. 2011) 
 
 การแสดงออกของยีน HSC70-1 และ HSC70-2 สามารถตรวจพบในเนื้อเยื่อหลายชนิดใน
ปลาดุกอุยที่เลี้ยงในสภาวะปกติ แต่เมื่อปลาดุกอุยได้รับความเครียดจากการฉีดเชื้อแบคทีเรีย A. 
hydrophila พบว่ายีนทั้งสองมีการแสดงออกต่างกันในเนื้อเยื่อสมอง เหงือก ตับและกล้ามเนื้อสัน
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หลัง ในระยะเวลา 48 ช่ัวโมงหลังการฉีดเชื้อ ยีน HSC70-1 มีการแสดงออกระดับตํ่าในเนื้อเยื่อทั้ง 4 
อวัยวะในปลากลุ่มควบคุมและปลาที่ได้รับเชื้อ ขณะที่ปลาที่ได้รับเชื้อแบคทีเรียนั้น ยีน HSC70-2 มี
การแสดงออกเล็กน้อยในสมองและหงือก แต่มีระดับการแสดงออกระดับปานกลางในเนื้อเยื่อตับและ
กล้ามเนื้อสันหลังเมื่อเทียบกับปลาชุดควบคุม ในปลาชนิดอ่ืนที่มีการค้นพบยีน HSC70 สองยีนก็มี
รายงานว่ายีน HSC70 ทั้งสองยีนมีการตอบสนองเฉพาะเนื้อเยื่อและความเครียดที่แตกต่างกัน เช่น ใน
ปลา common carp พบว่าระดับ HSC70-1 ในตับเพิ่มขึน้เมื่อปลาสัมผสักับโลหะหนักแคดเมียม แต่
เมื่อปลาได้รับความเย็นอย่างรวดเร็วจะมีระดับการแสดงออกของยีน HSC70-2 เพิ่มขึ้นในกล้ามเนื้อ 
(Ali et al. 2003) การทดลองในการเลี้ยงเนื้อเยื่อส่วนหางของปลา yellowtail ผู้วิจัยรายงานว่ายีน 
HSC70-1 มีการแสดงออกทั้งในสภาวะปกติและสภาพที่ได้รับความร้อนอย่างฉับพลัน (Heat shock) 
แต่ยีน HSC70-2 แสดงออกเมื่อได้รับความร้อนอย่างฉับพลันเท่านั้น (Yabu et al. 2011) ซึ่งผลการ
ทดลองในปลาดุกอุยครั้งนี้สอดคลัองกับรายงานข้างต้น นั่นคือยีน HSC70-1 มีการแสดงออกใน
เนื้อเยื่อทุกอวัยวะในสภาวะปกติ ขณะที่ยีน HSC70-2 มีการแสดงออกเมื่อปลาได้รับการฉีดเชื้อเฉพาะ
บางอวัยวะเท่านั้น 
  
 แบคทีเรีย A. hydrophila เป็นเชื้อที่ทําให้เกิดโรค Hemorrhagic septicemia ในปลาน้ํา
จืดหลายชนิด ความรุนแรงของโรคทําให้ปลาตายภายใน 24-48 ช่ัวโมงหลังได้รับเชื้อ (Areerat 1987; 
Angka et al. 1995) ปลาดุกอุยที่เป็นโรคมีอาการภายนอกที่สังเกตได้คือ ปลามีการตกเลือดที่บริเวณ
ครีบหู ช่องท้องก็มีการตกเลือดเช่นเดียวกัน การที่ระดับการแสดงออกของยีน HSC70-2 เพิ่มขึ้นในตับ
และกล้ามเนื้อปลาดุกอุยที่ได้รับเชื้อ อาจเกี่ยวข้องกับบทบาทของ HSC70-2 ต่อระบบภูมิคุ้มกันของ
ปลาดุกอุย ซึ่งการแสดงออกของยีน HSC70-2 ในเนื้อเยื่อตับมีระดับสูงสุดที่เวลา 24 ช่ัวโมงและลด
ระดับการแสดงออกเท่ากับปลาชุดควบคุมที่เวลา 48 ช่ัวโมง ซึ่งผลการทดลองในปลาดุกอุยคล้ายกับ
การศึกษาของ Ming และคณะ (2010) ที่รายงานผลการฉดีเชื้อ A. hydrophila ให้ปลา Wuchang 
bream และพบว่าการแสดงออกของยีน HSC70 ในตับเพิ่มสูงกว่าปลาชุดควบคุมเมื่อเวลาผ่านไป 6 
ช่ัวโมงหลังการฉีดเชื้อ และการแสดงออกของยีนลดลงสู่ระดับเดียวกับชุดควบคุมในชั่วโมงที่ 24 
นอกจากนี้พบว่าการฉีดเชื้อให้ปลาดุกอุยกระตุ้นให้การแสดงออกของยีน HSC70-2 ในกล้ามเนื้อสัน
หลังเพิ่มสูงสุดที่ 48 ช่ัวโมง 
 
 การทดลองนี้พบว่าการฉีดเชื้อ A. hydrophila ให้ปลาดุกอุยไม่ได้กระตุ้นการแสดงออกของ
ทั้งสองยีนในเนื้อเยื่อสมองเมื่อเทียบกับปลาชุดควบคุม ทั้งนี้ยังไม่มีรายงานบทบาทของยีน HSC70 ใน
สมองของปลาที่ได้รับการฉีดเชื้อแบคทีเรีย แต่รายงานในเต่าทะเลโดย Ramaglia และคณะ (2004) 
พบว่าเมื่อเต่าทะเลได้รับเชื้อแบคทีเรียจะมกีารแสดงออกของยีน HSC73 ในเนื้อเยื่อสมองเพิ่มขึ้นซึ่ง
อาจมีส่วนเกี่ยงข้องกับบทบาทของโปรตีน HSC73 ในการทําหน้าที่เคลื่อนย้าย Synaptic vesicle 
เมื่อวิเคราะห์เนื้อเยื่อเหงือกของปลาดุกอุยที่ได้รับการฉีดเชื้อพบว่าระดับ mRNA ของยีน HSC70-2 
เพิ่มสูงกว่าปลาชุดควบคุมเล็กน้อยที่เวลา 24 ช่ัวโมง ซึ่งการแสดงออกของยีน HSC70-2 ในเหงือก
ปลาดุกอุยน่าจะเกี่ยวข้องกับระบบควบคุมสมดุลไอออน 
 
 



 57 

การโคลนยนี MSTN และการแสดงออกระหว่างพัฒนาการระยะตา่งๆของปลาดุกอุย   
 

ลําดับนิวคลีโอไทด์ในรูปของ cDNA ที่สมบูรณ์ของยีน MSTN ของปลาดุกอุย มีความยาว 
1,784 คู่เบส ถอดรหัสเป็นกรดอะมิโน 396 หน่วย ซึ่งมีจํานวนกรดอะมิโนมากกว่าสัตว์ชนิดอ่ืนๆ 
ยกเว้นแต่หอย Bay scallop (459 หน่วย) สําหรับยีน MSTN ในกลุ่มของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมมี
จํานวนกรดอะมิโน 375-376 หน่วย กลุ่มของสัตว์ปีกมีจํานวนกรดอะมิโน 362-375 หน่วย และใน
กลุ่มของปลาทีม่ียีน MSTN-1 จะมีจํานวนกรดอะมิโน 373-393 หน่วย สว่นกลุ่มของปลาที่มียีน 
MSTN-2 มีจํานวนกรดอะมิโน 307-365 หน่วยซึ่งน้อยกว่ากรดอะมิโนของยีน MSTN-1 สําหรับปลา
ดุกอุยยีน MSTN มีกรดอะมิโนจํานวนใกล้เคียงกับปลาในวงศ์  Siluriformes อื่นๆ คือ ปลา White 
catfish และ ปลา Yellow catfish คือ 393 หน่วย (Gregory et al. 2004; Pan et al. 2007) ปลา 
Blue catfish มีกรดอะมิโน 390 หน่วย (Gregory et al, 2004) และ ปลา Channel catfish มี
กรดอะมิโน 389 หน่วย (Kocabas et al. 2002) โดยภาพรวมยีน MSTN ของปลากลุ่มนี้จะมีจํานวน
กรดอะมิโนมากกว่าสัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดอ่ืน ทั้งนี้เนื่องจากใน Exon ลําดับที่หนึ่งของยีน MSTN 
ในปลากลุ่มนี ้มีการซ้ําของลาํดับนิวคลีโอไทด์ CAG ซึ่งแปลรหัสเป็นกรดอะมิโน Glutamine ลักษณะ
นี้จะไม่พบในสตัว์มีกระดูกสันหลังช้ันสูง จํานวนการซ้ําของลําดับนิวคลีโอไทด์ CAG ในปลาแต่ละชนิด
ก็ไม่เท่ากัน  

 
ยีน MSTN ในกลุ่มปลากระดกูแข็งมีลําดับนิวคลีโอไทด์ที่หลากหลายมากกว่ากลุ่มสัตว์เลี้ยง

ลูกด้วยนม อาจเนื่องจากการที่ยีน MSTN ในปลามีการแสดงออกในเนื้อเยื่ออื่นๆนอกจากกล้ามเนื้อ 
อีกท้ังหน้าที่ของยีน MSTN ในปลายังไม่ทราบแน่ชัด (Zhong et al. 2008) นอกจากนั้นยีน MSTNใน
ปลาบางชนิด มี 2 รูปแบบ เช่นยีน MSTN-1 และ MSTN-2 ในปลา Zebrafish (Biga et al. 2005; 
Kerr et al. 2005) และปลาในกลุ่ม Salmonids (Garikipati et al. 2007; Ostbye et al. 2007) มี
การแสดงออกที่แตกต่างกัน ตําแหน่งกรดอะมิโน Cysteine 9 ตําแหน่ง ซึ่งเป็น Signal peptide ของ
ยีน MSTN ในบริเวณต่อจากลําดับกรดอะมิโน RXXR (ซึ่งเป็นตําแหน่ง Proteolytic processing 
site) ไปทาง C-terminal ของโปรตีนและมีหน้าที่สําคัญในการควบคุมการทํางานของ Mature 
peptide มีรายงานว่าการแทนที่กรดอะมิโนที่บริเวณนี้จะยับย้ังการทําหน้าที่ของ Mature peptide 
และยับย้ังการเจริญเติบโตของกล้ามเนื้อ ตัวอย่างเช่น การเกิดลักษณะ Double muscle ในวัว
เนื่องจากการแทนที่กรดอะมิโน Cysteine ด้วย กรดอะมิโน Tyrosine ใน Exon ที่ 3 ทําให้ยีน 
MSTN เสียการทํางานไม่สามารถควบคุมการเจริญเติบโตของกล้ามเนื้อ (Kambadur et al. 1997)  

 
การโคลนหาลาํดับนิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณข์องยีน MSTN ในครั้งนี้ใช้เวลาค่อนข้างนาน 

เนื่องจากครั้งแรกผู้วิจัยใช้ปลาดุกอุยอายุ 6 เดือน ซึ่งเป็นระยะที่มีการแสดงออกของยีน MSTN ใน
ระดับค่อนข้างตํ่า ไม่สามารถสกัด mRNA ให้ได้ปริมาณเพียงพอสําหรับการโคลนยีน ผู้วิจัยจึงเปลี่ยน
มาใช้ปลาดุกอุยอายุ 2 ปีในการทดลอง ซึ่งในระยะเวลา 6 เดือนปลาดุกอุยมีอัตราการเจริญเติบโต
จําเพาะเท่ากับ 0.56 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน จากรายงานของ Coniza และคณะ (2003) พบว่าการเลี้ยง
ปลาดุกอุยด้วยอาหารที่มีโปรตีน 28.9 % เป็นเวลา 120 วัน ปลามีอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะ
เท่ากับ 2.9 เปอร์เซ็นต์ต่อวัน การเจริญเติบโตของปลาดุกอุยจะเป็นไปอย่างรวดเร็วใน 6 เดือนแรก 
ภายในระยะเวลา 1 ปี สามารถนํามาเพาะพันธ์ุได้ (Panprommin et al. 2008) และการเจริญเติบโต
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จะช้าลงเมื่อปลามีอายุมากขึ้น จากรายงานของ Kocabas และคณะ (2002) พบว่า ปลาchannel 
catfish อายุ 2 ปีมีการแสดงออกของยีน MSTN สูงสุด และการแสดงออกน้อยลงเมื่อปลามีอายุ 3 ปี
ขึ้นไป โครงสรา้งของยีน MSTN ในปลา channel catfish ประกอบไปด้วย Exon 3 ส่วน และ 
Intron 2 ส่วน และลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN ในปลา channel catfish มีความหลากหลาย
สูงโดยเฉพาะใน Exon ที่หนึง่มีการซ้ํากันของลําดับ CAG ซึ่งเมื่อแปลรหสัเป็นกรดอะมิโนจะได้ 
Glutamine หลายหน่วย (Polyglutamine) เช่นเดียวกับลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN ของปลา
ดุกอุย และปลา Catfish อื่นๆ (Gregory et al. 2004; Pan et al. 2007) การซ้ํากันของลําดับ CAG 
พบได้ในกลุ่มปลามีเกล็ดบางชนิด เช่น ปลา sea bream (Maccatrozzo et al. 2001) แต่ ในสัตว์มี
กระดูกสันหลังช้ันสูง เช่น มนุษย์, หนู, วัว และไก่ ไม่พบ Polyglutamine นอกจากนี้ยังมีรายงานว่า
พบ Microsatellite และ Single Nucleotide polymorphism (SNP) หลายตําแหนง่ในลําดับนิวคลี
โอไทด์ของยีน MSTN เช่น มกีารพบ Microsatellite 4 ตําแหน่ง และ SNP อีก 19 ตําแหน่งในปลา 
Japanese flounder (Zhong et al. 2008) และมีการพบ Microsatellite 5 ตําแหน่ง และ SNP 
11 ตําแหน่งในปลา Channel catfish (Kocabas et al. 2002) เป็นต้น ซึ่งเครื่องหมายดีเอ็นเอ
เหล่านี้มีประโยชน์ในงานวิจัยมากมาย 

  
จากการศึกษาความคล้ายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN เปรียบเทียบกับปลา

และสัตว์อื่นๆ พบว่า ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความคลา้ยคลึงกับกลุ่มปลา Catfish มากที่สุด 
(95.5-96.2%) ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของยีน MSTN ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิต
อื่นๆอีก 42 ชนิด แบ่งเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง และกลุม่สัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง 
โดยกลุ่มสัตว์มกีระดูกสันหลังยังสามารถแบง่ออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มของปลา (Fish)  และ กลุม่
ของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammals)  ซึ่งรวมอยู่กับสัตว์ปีก (Avians) เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์เชิง
วิวัฒนาการเฉพาะในกลุ่มของปลา จะพบว่ายีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความใกล้ชิดกับกลุ่มปลา 
catfish ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาความคลา้ยคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโน 
นอกจากนี้เมื่อดูความสัมพันธ์ในเชิงวิวัฒนาการของยีน MSTN ของปลาบางกลุ่มพบว่ายีน MSTN มี  
2 รูปแบบ ตัวอย่างคือยีน MSTN-1 และ MSTN-2 ในปลา Zebrafish (Biga et al. 2005; Kerr et 
al. 2005) ซึ่งยีนทั้งสองแบบมีจํานวนของกรดอะมิโนเท่ากับ 374 และ 366 หน่วยตามลําดับ และมี
การแสดงออกที่แตกต่างกัน Helterline และคณะ (2007) รายงานว่าในปลา zebrafish ยีน MSTN-
2 มีการแสดงออกสูงในระยะ Somitogenesis ข่วงต้นประมาณ 11 ช่ัวโมงหลังการปฏิสนธิ แต่ ยีน 
MSTN-1 มีการแสดงออกสูงในระยะ Somitogenesis ช่วงปลายประมาณ 15-19 ช่ัวโมงหลังการ
ปฏิสนธิ ส่วนในปลา zebrafish ตัวเต็มวัยพบว่าการแสดงออกของยีน MSTN-1 มากกว่า ยีน MSTN-
2 ในเนื้อเยื่อที่ศึกษาทุกเนื้อเยื่อ ยกเว้นเนื้อเยื่อตา และกระเพาะลม ในปลากระดูกแข็งชนิดอ่ืนๆพบ
การแสดงออกของยีน MSTN ในเนื้อเยื่ออื่นๆนอกเหนือจากกล้ามเนื้อเช่นเดียวกัน ในปลา Rainbow 
trout  มียีน MSTN-2 อยู่ 2 รูปแบบ (Orthologs) ที่มีการแสดงออกต่างกัน โดยยีน MSTN-2a จะ
แสดงออกเฉพาะที่สมอง ส่วน ยีน MSTN-2b มีการแสดงออกในทุกเนื้อเยื่อที่ศึกษา (Garikipati et 
al. 2007) 

 
ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมส่วนใหญ่พบการแสดงออกของยีน MSTN ที่กล้ามเนื้อสันหลัง 

(McPherron et al. 1997) และกล้ามเนื้อหัวใจ (Sharma et al. 1999) การแสดงออกของยีน 
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MSTN มีความสอดคล้องกับการพัฒนาของกล้ามเนื้อ แต่ในปลาการแสดงออกของยีน MSTN มีความ
ซับซ้อนมาก เช่น ปลานิล และ ปลา Gilthead seabream จะพบการแสดงออกของยีน MSTN ใน
ระยะหลังฟักเท่านั้น แต่ไม่พบในระยะตัวอ่อน (Maccatrozzo et al. 2001; Rodger et al. 2001) 
สําหรับปลา Japanese flounder มีรายงานโดย Zhong และคณะ (2008) ว่าสามารถตรวจพบการ
แสดงออกของยีน MSTN ในระยะตั้งแต่ไข่ยังไม่ปฏิสนธิ (Unfertilized eggs) ก่อนจะถึงระยะ 
Neurula ซึ่งการแสดงออกของยีน MSTN มีระดับคงที่ เนื่องจากในระยะนี้ยังไม่มีการสร้าง Somite 
หลังจากระยะ Neurula การแสดงออกของยีน MSTN เพิ่มขึ้นอย่างต่อเนื่อง จนถึงระยะสร้างหัวใจ 
การแสดงออกของยีน MSTN ลดลงเล็กน้อยหลังจากไข่ปลาฟักเป็นตัวมีการแสดงออกของยีน MSTN 
เพิ่มขึ้น ซึ่งการแสดงออกของยีน MSTN ในปลา Japanese flounder สอดคล้องกับกระบวนการ 
Somitogenesis เหมือนการแสดงออกของยีน MSTN-1 ในปลา Zebrafish และการศกึษาในปลาดุก
อุยครั้งนี้พบว่ายีน MSTN มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นในระยะหลังฟักเป็นตัว การเจริญเติบโตของลูกปลา
วัยอ่อนระยะนี้เป็นผลมาจากการเพิ่มจํานวนและขยายขนาดของมัดกล้ามเนื้อ (Koumans and 
Akster 1995)  
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สรุปผลและขอ้เสนอแนะ (CONCLUSIONS AND RECOMMENDATION) 
 
 การทดลองที่ 1 ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเพิ่มอุณหภูมิน้ํา (30-35°C) เป็นเวลา 6 
สัปดาห์ กระตุ้นให้รังไข่ปลาดุกอุยมีพัฒนาการต่อเนื่องใช่วงหลังจากฤดูผสมพันธ์ุปกติระหว่างเดือน
ตุลาคมถึงพฤศจิกายน ซึ่งรังไข่ปลาดุกจะมีพัฒนาการของไข่เข้าสู่ระยะ 4-5 ขณะที่รังไข่แม่ปลาดุกอุย
ที่เลี้ยงในบ่อดินและในตู้กระจกซึ่งเป็นชุดควบคุมอุณหภูมิจะหยุดที่ไข่ระยะที่ 3 เป็นส่วนใหญ ่
ขณะเดียวกันการเพิ่มอุณหภูมิน้ําและการเลี้ยงในตู้กระจกทําให้แม่ปลาเกิดความเครียดซึ่งวัดได้จาก
ระดับคอร์ติซอลที่เพิ่มขึ้นในแม่ปลาที่เลี้ยงในอุณหภูมิ 35°C และระดับคอร์ติซอลลดลงเพียงเล็กน้อย
เมื่อเสร็จสิ้นการทดลองที่ 6 สปัดาห์แสดงว่าแม่ปลายังไม่สามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาพแวดล้อมได้ดี
เท่าที่ควร ถ้ายังคงเลี้ยงปลาที่อุณหภูมินี้ต่อไปอาจส่งผลเสยีต่อการพัฒนารังไข่ ในทางปฏิบัติเพื่อ
กระตุ้นให้แม่ปลาสร้างไข่ตลอดฤดูการเพาะพันธ์ุนั้น ผู้วิจัยมีข้อเสนอแนะว่าควรเลี้ยงรวบรวมแม่ปลา
ดุกอุยจากบ่อดิน นํามาเลี้ยงในโรงเรือนที่ควบคุมอุณหภูมิน้าํที่ระดับ 30°C ติดต่อกันเป็นระยะ
ประมาณ 3 เดือนเริ่มต้ังแต่ปลายฤดูฝนต่อฤดูหนาว 

 
การทดลองที่ 2 ผู้วิจัยได้โคลนยีนฮีทช็อคโปรตีนคือยีน HSC70-1 และยนี HSC70-2 ในปลา

ดุกอุย ซึ่งฮีทช็อคโปรตีนมีบทบาทสําคัญยิ่งต่อระบบสมดุลของร่างกาย ซึ่งการสร้างฮีทช็อคโปรตีนจะ
เพิ่มมากกว่าปกติเมื่อเซลล์ได้รับความเครียด ฮีทช็อคโปรตีนจึงมีช่ือเรียกอีกช่ือว่า Stress proteins 
จากลําดับ cDNA พบว่าโปรตีนทั้งสองชนิดมีจํานวนกรดอะมิโนเท่ากันคือ 649 หน่วย และมีความ
เหมือนของกรดอะมิโน 94% และส่วนของ Signature sequence ในโปรตีนชนิดนี้มีการอนุรักษ์ใน
ระดับสูงเมื่อเทียบกับปลาและสิ่งมีชีวิตอื่นๆ โครงสร้างของยีน HSC70-1 และยีน HSC70-2 ในปลา
ดุกอุยมีความคล้ายกับโครงสร้างยีน HSC70 ในปลาและสัตว์อื่นๆ แม้ว่ายีนฮีทช็อคโปรตีนทั้งสองเป็น
ยีนที่มีการแสดงออกในสภาวะปกติ การฉีดเชื้อแบคทีเรียเข้าช่องท้องปลาดุกอุยเพื่อทดสอบการ
แสดงออกพบว่ายีนทั้งสองมีรูปแบบการแสดงออกของต่างกัน การติดเช้ือทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ของระดับ mRNA ของยีน HSC70-2 ในเนื้อเยื่อตับและกล้ามเนื้ออย่างมีนัยสําคัญในช่วงเวลา 48 
ช่ัวโมงหลังฉีดเชื้อ แสดงว่ายีน HSC70-2 อาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันของปลาดุกอุย 
ในขณะที่ระดบั mRNA ของ HSC70-1 ค่อนข้างคงที่ ผู้วิจัยมีข้อเสนอแนะว่าควรมีงานทดลองเพื่อ
ศึกษาการแสดงออกของยีน HSC70-1 และยีน HSC70-2 เพื่อเข้าใจบทบาทของยีนในการตอบสนอง
ความเครียดลักษณะอื่น เช่น ความร้อน การปนเปื้อนโลหะหนัก สภาวะอ๊อกซิเจนในน้าํตํ่า รวมทั้งการ
โคลนยีน Heat shock protein 70 (HSP70) ซึ่งเป็นยีนทีไ่ม่แสดงออกในเซลล์ปกติ แต่จะแสดงออก
เมื่อเซลล์ได้รับความเครียดเท่านั้น ด้วยคุณสมบัตินี้จึงมีการทดลองเพื่อศึกษาความเป็นไปได้สําหรับ
การใช้โปรตีน HSP70 เป็น Bioindicator สาํหรับความเครียดในสัตว์น้ํา เป้าหมายแรกเริ่มของ
โครงการวิจัยนี้คือการโคลนยีน HSP70 แต่เนื่องจากในการรวบรวมตัวอย่างเพื่อสกัด Total RNA นั้น
ผู้วิจัยใช้ตัวอย่างเนื้อเยื่อตับปลาดุกอุยที่เลี้ยงในสภาพปกติ เพราะคาดว่างยีน HSP70 น่าจะมีการ
แสดงออกในระดับตํ่า แต่เมื่อนํา mRNA มาทําบริสุทธ์ิปรากฏว่าได้เฉพาะ Transcript ของยีน Heat 
shock cognate protein (HSC70) ทําให้ต้องเปลี่ยนวัตถุประสงค์ของการทดลองเป็นการศึกษายีน 
HSC70 และในระหว่างการโคลน cDNA พบว่าปลาดุกอุยมียีน HSC70 2 ยีน จึงต้ังช่ือเป็น HSC70-1 
และยีน HSC70-2 
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 การทดลองที่ 3 การศึกษาการโคลนยีน Myostatin และศกึษาการแสดงออกของยีนระหว่าง
พัฒนาการระยะต่างๆของปลาดุกอุย ลําดับนิวคลิโอไทด์ของยีน MSTN ในรูป cDNA ของปลาดุกอุยมี
ความยาว 1,784 คู่เบส แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 396 หน่วย และพบตําแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิ
โน Cysteine จํานวน 9 ตําแหน่ง การศึกษาความคล้ายคลึงกันของลําดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN 
เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ พบว่า ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความคล้ายคลึงกับกลุม่ปลา catfish 
มากที่สุดประมาณ 95% การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน MSTN ของปลาดุกอุย
เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆอีก 42 ชนิด โดยการสร้าง Phylogenetic tree สามารถแบ่ง
ความสัมพันธ์ออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มสตัว์มีกระดูกสันหลังและกลุม่สตัว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง  โดย
กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุม่ปลากระดูกแข็ง (Teleost fish)  
และกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammals) ซึ่งรวมอยู่กับสตัว์ปีก (Avians) เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์
ทางวิวัฒนาการเฉพาะในกลุม่ของปลา จะพบว่ายีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับ
กลุ่มปลา catfish ด้วยกัน  ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีการแสดงออกมากในกล้ามเนื้อสันหลังและพบ
การแสดงออกของยีน MSTN เล็กน้อย ในสมอง เหงือก หัวใจ ลําไส ้กระเพาะ และผิวหนัง ส่วนการ
แสดงออกของยีน MSTN ของปลาดุกอุยที่ระยะการพัฒนาต่างๆ คือตั้งแต่ลูกปลาดุกอุยฟักออกจากไข่
เป็นตัวหนึ่งสัปดาห์จนกระทั่งปลาดุกอุยอายุ 6 เดือน พบว่าค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกของยีน 
MSTN ที่ระยะต่างๆมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญยิ่ง โดยปลาดุกอุยที่ระยะ 3 สัปดาห์ และปลา
ดุกอุยอายุ 1 เดือน มีระดับการแสดงออกของยีน MSTN สูงสุด และปลาดุกอุยอายุ 3 เดือนมีระดับ
การแสดงออกของยีน MSTN ตํ่าสุด  
 

การโคลน cDNA ของยีน MSTN เป็นประโยชน์สําหรับการทําความเข้าใจโครงสร้างการ
ทํางานและวิวัฒนาการของยีน MSTN และใช้ศึกษาหน้าทีข่องยีน MSTN (Functional analysis) 
โดยเทคนิค RNA interference (RNAi) เนื่องจาก ยีน Myostatin เป็น Major gene ที่มผีลมากต่อ
การเจริญเติบโตของกล้ามเนื้อ ซึ่งความรู้นีส้ามารถนํามาประยุกต์กับการคัดเลือกพ่อแม่พันธ์ุเพ่ือ
ปรับปรุงการเจริญเติบโตของปลาดุกอุย  
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Effects of Warm Temperatures on Ovarian Development of Walking Catfish 1 

Clarias macrocephalus (Günther, 1864) During Post-Spawning Season 2 

 3 

 4 
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 6 

ABSTRACT 7 

 8 

This study aimed to determine the possibility of using temperature 9 

manipulation to stimulate ovarian activities of Clarias macrocephalus during post-10 

spawning season. Ovarian development and monthly change in GSI of females held 11 

under pond conditions was monitored over a 1-year period from April 2008 to March 12 

2009. In October, 13 month-old female fish (weight = 108 ± 12.7 g) were randomly 13 

collected from earthen pond and exposed to different temperatures at 25, 30 and 35°C 14 

under hatchery conditions for six weeks. Results indicated that change of GSI 15 

appeared to be correlated with the amount of rainfall, but not to variation in seasonal 16 

temperature. Significant variation of mean GSI values (P < 0.05) was observed among 17 

months with the highest value (13.91 ± 3.63%) in July. Histological examination of 18 

ovaries revealed that in females held under 25, 30 and 35°C, the number of 19 

vitellogenic oocytes progressively increased from 0.5- 4.7% at week 2 to 4.6-19.7% at 20 

week 6, whereas in females held in the earthen pond, ovaries contained only immature 21 

oocytes. Exposure to warm temperatures resulted in significant elevations of plasma 22 

cortisol but not glucose concentrations. Although fully matured females could not be 23 

obtained, the present study suggested that temperature manipulation was probably the 24 
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practical way to increase the number of maturing females outside the reproductive 25 

season for walking catfish. 26 

 27 

Keywords: Clarias macrocephalus, GSI, ovarian development, reproductive season, 28 

vitellogenesis  29 

 30 

1 Department of Aquaculture, Faculty of Fisheries, Kasetsart University, Bangkok, 31 

10900, Thailand. 32 

2 Inland Fisheries Research and Development Bureau, Department of Fisheries, 33 

Ministry of Agriculture and Cooperative, Bangkok 10900, Thailand 34 

 35 

*Corresponding author, e-mail: supawadee.p@ku.ac.th 36 

 37 

INTRODUCTION 38 

 39 

Aquaculture of catfish Clarias macrocephalus (Clariidae) is well established 40 

in Thailand and has been the popular species for domestic consumption for more than 41 

40 years (Na-Nakorn et al., 1993). Since the early 1990s, hybrid catfish (C. 42 

macrocephalus x C. gariepinus) has replaced the culture of C. macrocephalus because 43 

they grow rapidly and are more resistant to diseases (Nukwan et al., 1991). In 2009, 44 

hybrid catfish production was ranked second behind tilapia production with a total of 45 

130,064 tons valued 4.9 billion Baht (Department of Fisheries, 2009). The expansion 46 

of hybrid catfish farming has led to increased demand for C. macrocephalus 47 

broodstock. Moreover, the availability of ripe females is low at the end of breeding 48 

season, precluding a year-round fry production.  49 

mailto:supawadee.p@ku.ac.th
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Female C. macrocephalus reach sexual maturity at about one year of age. In 50 

Thailand, the spawning season starts at the beginning of rainy season in May and 51 

continues through September (Jarimopas et al. 1995; Panprommin et al., 2008). It is 52 

well understood that induced spawning of catfish by hormone injection outside the 53 

natural breeding season is difficult due to low numbers of maturing oocytes (Tan-54 

Fermin et al., 1997b; Panprommin et al., 2008).  55 

Temperature is the important environmental factor influencing reproductive 56 

cycle and maturation in fish. Long-term manipulations of water temperature have 57 

been employed successfully to stimulate ovarian development and to extend the 58 

spawning period in African catfish C. gariepinus (Richter et al., 1987), snakehead 59 

Channa punctatus (Srivastava and Singh, 1991), and in cold water species such as 60 

striped bass Morone saxatilis (Clark et al., 2005). Temperature manipulations, 61 

however, have not been practiced to enhance reproduction capacity of C. 62 

macrocephalus. In the present study, we determined the possibility of using warm 63 

temperatures to stimulate oocyte development at the end of breeding season. In 64 

October 2008, 13 month old female walking catfish were randomly selected from the 65 

earthen pond and subjected to warm temperature at 30oC and 35oC in the hatchery for 66 

six weeks. Timing and duration of exposure coincided with the post-spawning period 67 

of catfish. Seasonal changes of reproductive development under pond conditions were 68 

monitored over a 1-year period from April 2008 to March 2009 by measuring gonado-69 

somatic index (GSI) and histological examination of ovaries. Because exposure to 70 

increased water temperatures may be stressful, therefore, plasma cortisol and glucose 71 

concentrations were measured and compared among different groups of females to 72 

determine their response to temperature stress.  73 

 74 
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MATERIALS AND METHODS 75 

 76 

Fish rearing 77 

Fish used in this study were produced by artificial fertilization of 40 females 78 

(weight 210 ± 26 g) and 10 males (weight 202 ± 12 g) in August 2007 and were 79 

obtained from the Pathumthani Inland Fisheries Research and Development Center, 80 

Pathumthani Province. Larvae were reared in concrete tanks (2 x 3 x 1 m) at stocking 81 

density of 3,000/m2 for two months (length = 5-7 ± 1.6 cm). Thereafter, 3,000 two-82 

month old juvenile females were stocked in a 20 x 40 x 1 m earthen pond. They were 83 

fed commercial catfish pellet with 25% protein (2% body weight) twice daily at 0700 84 

and 1600 hours. Water quality was measured every month throughout the experiment. 85 

Fifteen females were collected from the earthen pond monthly from April 2008 (age = 86 

8 months) to March 2009, measured and weighed. Ovaries were collected and 87 

weighed for calculating the gonadosomatic index (GSI = gonad weight/body weight x 88 

100).  89 

Ovarian tissues were fixed in Bouin solution for 24 hr, washed in 79% ethanol, 90 

and dehydrated using the automated tissue processor. The tissues were embedded in 91 

paraffin, sectioned to 5-10 μm, mounted on slides and stained with Haematoxylin and 92 

eosin. At least three hundred oocytes from the anterior, middle and posterior parts of 93 

the ovary of a female were examined using light microscope. Oocytes were classified 94 

into six stages of maturation according to Groman (1982) as follows: stage I: oocytes 95 

are undifferentiated and occur in nests with large nuclei and acidophilic cytoplasm; 96 

stage II: oocytes increase in size, each contains a large nucleus with basophilic 97 

chromatin; stage III: oocytes show a well defined follicular epithelium and basophilic 98 

cytoplasm; stage IV: oocytes are characterized by the appearance of euvitellin 99 
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nucleoli along the nuclear membrane, the presence of yolk granules in the cytoplasm, 100 

and a more distinct zona radiata in the cell membrane; stage V: oocytes are larger with 101 

abundant yolk vesicles, showing fewer euvitellin nucleoli in the nucleus and a 102 

degenerating nuclear membrane; stage VI: oocytes are fully grown, containing large 103 

amount of acidophilic yolk granules in the cytoplasm. Additionally, oocytes of C. 104 

macrocephalus can be classified as immature or pre-vitellogenic (stages I to III), 105 

maturing or vitellogenic (stages IV and V), and mature or post-vitellogenic (stage VI) 106 

(Richter et al., 1987).  107 

 108 

Ovarian development under warm temperatures  109 

Three hundred female fish (age = 13 months; weight = 108 ± 12.7 g) were 110 

collected from the earthen pond during October 2008 and transferred to 5 x 10 x 1 m 111 

concrete tanks seven days prior to the experiment. One hundred and eighty fish were 112 

stocked randomly over fifteen 50 L aquaria (length, 90 cm; width, 45 cm; depth, 45 113 

cm.) at a density of twelve fish per aquarium. The fish were divided into three groups. 114 

Fish in the first group were maintained at an ambient temperature of 25 ± 2oC. Fish in 115 

the second and third groups were raised in the aquaria containing aerated water heated 116 

by immersion heater to 30oC and 35oC respectively. The experimental fish were fed 117 

commercial pellets containing 25% protein at 2% body weight twice daily and 118 

maintained for six weeks. Dissolved oxygen and pH were measured daily. Blood 119 

samples and ovaries were collected from fifteen individuals from each group after 120 

two, four and six weeks of rearing. Based on information from our preliminary study, 121 

the range of temperature and duration of exposure were non-lethal for this species 122 

under hatchery conditions.  123 
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Before tissue and blood collection, fish were anesthetized with 2-124 

phenoxyethanol (0.75 mg.L-1). Blood samples were taken from the caudal vein using 125 

1-ml syringes coated with Na2-EDTA (Titriplex III, Merck, Darmstadt, Germany), 126 

placed into 1.5 ml microcentrifuge tubes, and centrifuged at 1,500 rpm at 4°C for 10 127 

min. Plasma was stored at -20°C until use. Cortisol levels were quantified by 128 

radioimmunoassay (RIA) using a commercial kit (Cortisol Bridge kit, TKCO1, L&R 129 

Enterprise Co. Ltd, Thailand). Plasma glucose was measured by colorimetric test 130 

using a commercial kit (no. RA 122-10: End point, BIOTECH, Bangkok, Thailand).  131 

 132 

Statistical analysis 133 

Data on GSI, percent of eggs in different stages, glucose and cortisol levels 134 

were presented as means ± S.E. Statistical differences between groups were analyzed 135 

by one-way analysis of variance (ANOVA), followed by Duncan’s multiple range 136 

tests for comparisons of means by stage of development. Simple linear regression 137 

analysis was used to evaluate the relationship between GSI and rainfall as well as 138 

between GSI and proportion of post-vitellogenic eggs. Analyses were performed 139 

using the Statistical Package for Social Sciences (SPSS 11.0). Results were tested for 140 

significance at the 95% level and highly significant results at the 99% level.  141 

 142 

RESULTS 143 

 144 

Reproductive cycle of walking catfish under pond conditions 145 

 Monthly changes in GSI of mature females, water temperature, and rainfall 146 

were monitored over a 1-year period (Fig. 1). Water temperatures varied from 25°C to 147 

30°C, with the lowest temperature in December and January. The amount of rainfall 148 
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varied from 0 mm during December to February to 313 mm in July. Significant 149 

variation of mean GSI values (P < 0.05) was observed among months. From April 150 

until August, mean GSI values ranged from 5.7 ± 2.0% to 11.3 ± 6.3% with the 151 

highest value (13.9 ± 3.6%) in July. The GSI decreased in September and October and 152 

remained low in November and December (0.4 ± 0.2% to 0.9 ± 0.5%). From January 153 

to March, the GSI gradually increased from 2.2 ± 1.5% to 9.3 ± 2.1%. There was 154 

significant relationship between GSI and rainfall (r = 0.656, P < 0.01) (Fig. 2).  155 

 Histological analysis of ovaries exhibited seasonal patterns of oocyte 156 

development and were classified into six stages. Mean oocyte diameters were 0.046, 157 

0.062, 0.185, 0.35, and 1.0 mm for stages 2 to 6 respectively (Fig. 3). During the 158 

natural breeding season from April to September, the ovaries contained large 159 

quantities of post-vitellogenic (stage 6) oocytes (34.1 ± 0.7 to 59.0 ± 1.3%) (Fig. 4). 160 

During the post-spawning season in October and November, no advanced oocytes 161 

(stages 5 and 6) were observed, but the ovaries contained high proportions of 162 

previtellogenic (stage 3) oocytes (46.8 ± 1.4 to 63.1 ± 1.5 %). In December, oocytes 163 

in stages 5 (12.8 ± 1.6%) and 6 (1.9 ± 0.4%) were observed and the proportions of 164 

stage 6 oocytes gradually increased until March (26.7 ± 1.4%) when ovaries of 165 

females contained oocytes at all stages. Positive correlation was found between GSI 166 

and the proportion of stage 6 oocytes (r = 0.803, P < 0.001, Fig. 5). 167 

 168 

Oocyte development under warm temperatures 169 

 Oocyte development was examined in fish exposed to different levels of warm 170 

temperatures and at ambient temperature of 25°C (Fig. 6). At week 2, percentage of 171 

oocytes at stages 2 to 4 was nearly identical among groups. At week 4, oocyte 172 

development of females in the treated groups proceeded into stage 5, while oocytes of 173 
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females held at 25°C as well as those of females in the pond remained at stages 2 to 4. 174 

The difference of ovarian growth was pronounced at week 6, with increased 175 

percentage of vitellogenic (stage 5) oocytes (19.7 ± 1.1%) in fish held at 35°C 176 

compared to 6.5 ± 0.6 and 4.6 ± 1.7% in the 25 and 30°C groups, but ovaries of 177 

females in earthen ponds were unchanged and contained only previtellogenic oocytes 178 

(Fig. 4). Similarly, at week 6 GSI values were higher (0.64-0.68 %) for fish in 30 and 179 

35°C groups, compared to 0.42-0.47% for those in the pond and fish held at 25°C.   180 

Plasma cortisol levels were higher at elevated temperatures during 6 weeks of 181 

exposure (Table 1). Cortisol concentration was unchanged at 25°C and 30°C. 182 

However, at 35°C, cortisol level was highest at week 4 (313.6 ± 30.5 ng.mL-1) and 183 

slightly decreased to 251.5 ± 18.5 ng.mL-1 at week 6. Although glucose 184 

concentrations (123.4 ± 12.7 mmol.L-1) were highest at 35°C of week 6, the values 185 

did not differ significantly across temperature levels throughout the experimental 186 

period.  187 

 188 

DISCUSSION 189 

 190 

Reproductive seasonality of tropical freshwater fishes – including walking 191 

catfish – is synchronized by environmental cues, particularly rainfall (Freund et al., 192 

1995; Tan-Fermin et al., 1997a). In Thailand, the onset of C. macrocephalus 193 

reproduction occurs at the beginning of rainy season (May) and continues through 194 

October. Results in this study indicated that the highest reproductive investment of 195 

female catfish reared in earthen ponds was in July (GSI = 13.91 ± 3.63%) when the 196 

amount of rainfall was highest (313 mm). At the end of the rainy season from October 197 

until January, the GSI significantly decreased, with the lowest value in November 198 
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(0.41 ± 0.26%). Our results were in agreement with those of Panprommin et al. 199 

(2007). However, the GSI values in this study were lower than those reported by, Tan-200 

Fermin et al., (1997a), likely due to the differences in age and size of females and 201 

culture conditions.  202 

During February to September, recruitment of ovarian follicles to maturation 203 

resulted in a 115% increase in GSI. The highest numbers of post-vitellogenic (stage 6) 204 

oocytes (58.8 ± 1.3%) were observed as the GSI value peaked in July. At the end of 205 

breeding between October and November, GSI was lowest, with the absence of 206 

advanced-stage eggs (stages 5 and 6) in the ovaries. Based on GSI values and 207 

distribution of oocytes, induced spawning by hormone injection can be performed as 208 

early as February and continues through September. Induced spawning, however, 209 

would be difficult from October to January, when pre-vitellogenic oocytes dominate 210 

the ovaries. Generally, only stage 6 eggs can be induced by hormone treatment in 211 

which ovulation occurs within 16-18 hr post injection (Ngamvongchon et al. 1988). A 212 

study by Tan-Fermin et al. (1997b) reported that induce spawning of 2 years old 213 

females throughout the reproductive cycle was possible, because the ovaries contain a 214 

large number of post-vitellogenic oocytes which development is arrest during the off-215 

season.  216 

As in other teleost species, endogenous mechanisms of reproduction are well 217 

understood in walking catfish, but little is known about environmental control of their 218 

reproductive cycle (Ngamvongchon et al., 1988; Freund et al., 1995; Tan-Fermin et 219 

al., 1997a; Tan-Fermin et al., 1997b). Nevertheless, results of the present study 220 

implied that endogenous mechanisms rather than environmental factors may suppress 221 

reproductive activity. The inference is based on the observation of reduced ovarian 222 

size in October and November despite favorable conditions to oocyte development, 223 
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i.e., moderate amount of rainfall and optimal temperature. In some species, ovarian 224 

regression coincides with the presence of a refractory period during which ovarian 225 

recrudescence is suppressed regardless of environmental conditions and their origin 226 

(Lam, 1983; Richter et al., 1987; Van Oordt et al., 1987; Freund et al., 1995).  227 

Although temperature is considered less important in tropical species (Lam, 228 

1983), several studies have documented the influences of temperature on reproductive 229 

maturation. For instance, in African catfish (C. gariepinus), ovarian development was 230 

enhanced and the resting period was shortened from 4-7 months to 2 months when the 231 

fish were kept at a constant 25°C water temperature compared to those kept in 232 

outdoor ponds with ambient temperature fluctuations (15° to 30°C) (Richter et al., 233 

1987). Additionally, the authors suggest that water temperature plays a more 234 

significant role in regulating the ovarian cycle than photoperiod. In snakehead, a 235 

combination of warm temperature (30°C) and long photoperiod stimulated 236 

reproduction and extended the spawning period during the annual reproductive cycle 237 

(Srivastava et al., 1991). In this study, increased quantities of vitellogenic eggs were 238 

observed in females held at warm temperatures after six weeks of exposure. 239 

Moreover, ovaries of fish held at 25°C also contained low proportions of vitellogenic 240 

eggs (6.5 ± 0.6%). In contrast, no vitellogenic oocytes were observed in fish held in 241 

earthen pond under seasonal temperature regime (27 ± 2.5°C) during October and 242 

November. It is not clear how elevated temperature exerts its effects on oocyte 243 

recruitment in walking catfish. Studies suggest that temperature may have direct or 244 

indirect effects on initiation of oogenesis, production of vitellogenin, or secretion of 245 

pituitary and reproductive hormones (Lam, 1983; Richter et al., 1987). For tropical 246 

species, warm temperatures were found to stimulate the formation of yolk vesicles in 247 

maturing oocytes (Lam, 1983). In snakehead, high temperatures were reported to 248 
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induce a release of gonadotropin, resulting in complete maturation of the ovary 249 

(Srivastava et al., 1991). 250 

Walking catfish exposed to constant temperature at 35°C had higher levels of 251 

cortisol compared to fish held at 25 and 30°C and the cortisol concentration in fish 252 

held at 35°C remained high throughout the experiment. Generally, a fish has the 253 

ability to adapt to altered environments caused by long-term stress (Barton, 1997). 254 

However, a slight reduction in cortisol levels after 6 weeks of heat exposure implied 255 

that stress due to high temperature may exceed the adjustment ability of walking 256 

catfish. In such a case, a longer period of thermal stress would severely affect growth, 257 

reproduction and immune response in fish (Iwama et al., 1997; Barton, 1997). 258 

Cortisol is known to mediate the effects of stress on fish reproduction in addition to its 259 

role in physiological stress response (Pankhurst and Van Der Kraak, 1997). The 260 

release of cortisol into the circulation can have either stimulatory or inhibitory effects 261 

on the reproductive capacity of fish, depending on the stage of gametic development 262 

(Pankhurst and Van Der Kraak, 1997). Cortisol is thought to accelerate vitellogenesis, 263 

which is inferred from a higher level of plasma cortisol in maturing females than in 264 

fully mature females (Billard et al., 1981). In some species, long-term elevation of 265 

cortisol suppressed the production of mature oocytes (Pankhurst and Van Der Kraak, 266 

1997). For walking catfish, increased levels of cortisol may enhance the production of 267 

vitellogenin, which was inferred by an increase in number of stage-5 oocytes in 268 

ovaries of females kept in the hatchery.  269 

 270 

 CONCLUSION 271 

 272 
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 The present study demonstrated the use of warm water temperatures to 273 

stimulate ovarian development of female catfish at the end of natural breeding season. 274 

Significant proportions of vitellogenic oocytes were observed, when females were 275 

kept in the hatchery at constant temperatures (30 and 35°C) for six weeks compared to 276 

fish held at 25°C. Increased plasma levels of cortisol in treated fish may have a 277 

stimulatory effect on yolk protein synthesis. Although post-vitellogenic eggs could 278 

not be obtained by short-term exposure to warm temperatures in the hatchery, this 279 

study suggested that temperature manipulation was probably the practical way to 280 

increase proportion of maturing oocytes during the off-season. It would be useful to 281 

determine whether long-term exposure, i.e., 3 months of heat stress during dry season 282 

can induce a formation of post-vitellogenic oocytes. However, factors such as 283 

stocking density and water quality also can cause additional stress in fish and may 284 

affect reproductive performance. Further research is required to determine the effects 285 

of cortisol on final maturation as well as the possibility of manipulations of other 286 

environmental factors to enhance year-round breeding for walking catfish.  287 

 288 
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Table 1 Cortisol and glucose data (mean ± S.E.) for female walking catfish exposed to 

  different temperatures for 14, 28, and 42 days. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

  
 
 Asterisk indicates significant difference (P<0.05) within week.

 Cortisol (ng/ml) Glucose (mmol/l) 

Week 2   

25°C    157.46 ± 9.53       79.57 ± 5.01

30°C    121.43 ± 3.14       81.86 ± 11.12

35°C    299.67 ± 29.30*     101.25 ± 8.17

Week 4 

25°C    199.72 ± 10.75       61.72 ± 5.46

30°C    133.69 ± 17.18       79.13 ± 3.98

35°C    313.61 ± 30.5*       92.67 ± 3.83

Week 6 

25°C    104.93 ± 8.01       73.84 ± 10.53

30°C    133.16 ± 5.18       71.92 ± 7.19

35°C    251.54 ± 18.62*     123.41 ± 12.70
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Captions for figures 

Fig. 1 GSI values, temperature and rainfall (mm) throughout the reproductive 

 seasonality of female walking catfish. GSI levels associated with histogram 

 bars with the same letters do not differ significantly. 

Fig. 2 Correlation between GSI in female walking catfish and rainfall. 

Fig. 3 Oocytes at different developmental stages (2-6) in the ovary of a mature female 

 walking catfish (scale bar = 0.5 mm).  

Fig. 4 Proportion of oocytes at different developmental stages through the 

 reproductive seasonality of female walking catfish. Values with different letter 

 for each stage indicate significant differences (P<0.05). 

Fig. 5 Correlation between GSI and stage 6 oocytes in female walking catfish. 

Fig. 6 Proportions of oocytes at different developmental stages (2-5) in females held 

 under elevated temperatures for different durations. Values with different 

 letter for each developmental stage indicate significant differences (P<0.05). 

 

. 
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ABSTRACT 21 

 Two different cDNAs encoding heat shock cognate protein 70 genes were 22 

isolated from liver of walking catfish. The complete cDNA sequences for walking 23 

catfish HSC70-1 and HSC70-2 were of identical length (2,278 bp), with an open 24 

reading frame of 1,950 bp and a predicted 649 amino acid protein. Genomic 25 

sequences of the walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 genes were composed of 26 

eight exons, and seven introns, but exon and intron sizes were different. Amino acid 27 

sequences of both proteins shared 94% similarity with 38 substitutions. The walking 28 

catfish HSC70-1 and HSC70-2 proteins shared 82-95% identity of amino acids with 29 

those of other teleosts, chicken and human. Phylogenetic analysis revealed that 30 

walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 clustered with channel catfish HSC71. Under 31 

normal conditions, HSC70-1 and HSC70-2 transcripts were expressed at similar levels 32 

in liver, gills, brain, and skeletal muscle of walking catfish. Bacterial infection by 33 

Aeromonas hydrophila differentially induced the expression of HSC70s in these 34 

tissues during 48 h. HSC70-1 was constitutively expressed at low levels in most 35 

tissues, whereas, HSC70-2 was up-regulated at moderate and high levels in liver and 36 

skeletal muscle respectively. The significant increase in the expression of HSC70-2 in 37 

these tissues may relate to the role of HSC70-2 in the immune response of walking 38 

catfish.  39 

Keywords: Clarias macrocephalus; HSC70; Aeromonas hydrophila; cDNA cloning; 40 

genomic cloning; bacterial infection 41 

 42 

 43 

 44 
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INTRODUCTION 45 

Exposure to stress causes protein disruption and results in an accumulation of 46 

denatured and aberrantly folded proteins within the cell (Krone et al. 1997). Heat 47 

shock or stress proteins (HSPs), are ubiquitous, highly-conserved proteins that play a 48 

central role in controlling cellular homeostasis in response to a wide range of stresses, 49 

including heat stress, oxidative stress, heavy metals and bacterial infection (Iwama et 50 

al. 1998). HSPs are found in all organisms from bacteria to fishes and mammals, 51 

among which heat shock protein 70 (HSP70) is the most widely studied group of 52 

HSPs (Feder and Hofmann 1999). HSP70 is not expressed in most tissues, but is 53 

highly inducible under stress conditions. However, some members of the HSP 54 

families are constitutively expressed in cells under normal conditions, such as the 70 55 

kDa heat shock cognate protein (HSC70) (Iwama et al. 1998). HSC70 acts primarily 56 

as molecular chaperone for other proteins to facilitate protein synthesis, folding, 57 

translocation, assembly, and degradation (Feder and Hofmann 1999).  HSC70s have 58 

received attention in fish and shellfish due to increasing evidence of the involvement 59 

of HSC70 in the immune system (Basu et al. 2002; Robert 2003). HSC70 and HSP70 60 

levels in liver and hepatopancreas tissues were modulated during bacterial and viral 61 

infections (Leung and Hightower 1997; Deane et al. 2004; Chuang et al. 2007; Ming 62 

et al. 2010; Rungrussamee et al. 2010; Yue et al. 2011). It has been suggested that the 63 

role of HSC70 during infection is associated with various pathways of protein 64 

translocation, whereas HSP70 is able to stimulate innate immune response through the 65 

nuclear factor (NF)κb signaling pathway (Basu et al. 2002; Robert 2003; Deane et al. 66 

2004). HSC70 genes have been cloned from several fish species, including platyfish 67 

(Yamashita et al. 2004), Wuchang bream (Ming et al. 2010), and grass carp (Zhang et 68 

al. 2011). In addition, two HSC70 genes were identified in zebrafish Danio rerio 69 
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(Graser et al. 1996; Santacruz et al. 1997), common carp Cyprinus carpio (Ali et al. 70 

2003) and yellowtail Seriola quinqueradiata (Yabu et al. 2010).  71 

Walking catfish Clarias macrocephalus (Clariidae) is an important species for 72 

domestic consumption in Thailand. It commands high retail prices due to its superior 73 

meat quality. Although C. macrocephalus is widely distributed throughout Southeast 74 

Asia, culture of this species is well established in Thailand for more than 50 years. 75 

However, during the culture period, walking catfish may suffer from hemorrhagic 76 

septicemia or ulcerative disease caused by the Gram-negative bacterium Aeromonas 77 

hydrophila (Angka et al. 1995). The outbreak of the disease appears to be secondary 78 

infection of stressed fish. A. hydrophila was reported to be the cause of high mortality 79 

in walking catfish from nursing to grow-out periods, resulting in heavy economic 80 

losses (Areerat 1987; Angka et al. 1995).  81 

In the present study, we cloned cDNA and genomic sequences of two cognate 82 

HSC70s from walking catfish in order to predict amino acid sequences and determine 83 

their evolutionary distances from those of other teleosts and higher vertebrates. The 84 

HSC70 EST clone obtained from previous work (Panprommin et al. 2007) was used 85 

to design primers for RACE techniques. To investigate the role of HSC70s in the 86 

walking catfish immune system, the fish were injected intraperitoneally with A. 87 

hydrophila. The expression profiles of the two HSC70 genes determined by semi-88 

quantitative RT-PCR were compared in brain, gill, liver and muscle tissues during 48 89 

h post injection. This is the first report describing the cloning and characterization of 90 

HSC70 genes in walking catfish.  91 

 92 

 93 

MATERIALS AND METHODS 94 
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Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) 95 

The 371-bp HSC70 EST clone (EB360505) containing the partial open reading 96 

frame and the 3′ untranslated region (UTR) was obtained from the previous work 97 

(Panprommin et al. 2007); therefore, only 5′ RACE was performed. Total RNA was 98 

extracted from liver tissue of an adult female (152 g) using TRIzol reagent (Molecular 99 

Research Center, Cincinnati, OH, USA) according to the manufacturer’s instructions. 100 

The extracted RNA was purified using a QuickPrep Micro mRNA Purification kit 101 

(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, UK). The 5′ RACE technique was 102 

utilized to recover the 5′ information of target cDNA using a BD Smart RACE 103 

cDNA Amplification kit (BD Biosciences ClonTech, San Jose, CA, USA) according 104 

to the manufacturer’s instructions. Approximately 1 µg of mRNA was used for first-105 

strand cDNA synthesis. For the 5′-RACE-ready cDNA, 1 µg of mRNA, 1 µl of BD 106 

Smart II A oligo (5′-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3′) and 1 µl 107 

of 5'-CDS primer (5′-(T)25VN-3′, N = A, C, G or T; V = A, G or C) were used to 108 

generate the nucleotide sequence at the 5′ end. After first-strand cDNA synthesis, the 109 

5'-RACE-ready cDNA was used as template to generate the nucleotide sequence at 110 

the 5′ end. For RACE PCR reactions, a 50-µl PCR reaction mixture consisted of 2.5 111 

µl of 5′-RACE-ready cDNA, 5 µl of 10x BD Advantage 2 PCR buffer, 1 µl of 10mM 112 

dNTP Mix (each at 2.5 mM), 1 µl of 50x BD Advantage 2 Polymerase Mix, 5 µl of 113 

10x Universal Primer Mix (UPM: Long (0.4 µM), 5′-114 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGT GGTATCAACGCAGAGT-3′ and 115 

Short (2 µM), 5′-CTAATACGACTCACTATA GGGC-3′), and 1 µl of 10 µM of gene 116 

specific primers, HSC70-1R1, HSC70-1R2, HSC70-1R3, HSC70-1R4 for HSC70-1 117 

and HSC70-2R1, HSC70-2R2, HSC70-2R3, HSC70-2R4 for HSC70-2 (Table 1), 118 
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under the following conditions for 25 cycles: 94°C for 3 min, 94°C for 30 s, 60°C for 119 

30 s, and 72°C for 3 min.  120 

 The RACE products were gel-purified using the GeneJET
™ 
Plasmid Miniprep 121 

kit (Fermentas, Germany) according to the manufacturer’s instructions. Band doubles 122 

at 1,000 bp were observed on the agarose gel; therefore, two bands were cloned 123 

separately. The DNA fragment was ligated into pGEM

-T Easy Vector (Promega, 124 

Madison, WI, USA) and transformed into E. coli strain JM109. The positive clones 125 

were selected for extraction of the plasmid using GeneJET
™ 
Plasmid Miniprep kit 126 

(Fermentas) according to the manufacturer’s instructions. Three µl of extracted 127 

plasmid DNA was sequenced using the Thermo Sequence Fluorescent Labeled Primer 128 

Cycle Sequencing kit (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). The M13 129 

forward and reverse primers were used for nucleotide sequencing of the inserts. 130 

 131 

Genomic cloning of two HSC70 cDNAs  132 

The two heat shock cognate cDNAs obtained in this study were called walking 133 

catfish HSC70-1 and HSC70-2. Primers for genomic cloning of walking catfish 134 

HSC70-1 and HSC70-2 were designed based on the full-length cDNAs (Table 1). 135 

Genomic DNA was extracted from liver tissue (20-30 mg) of a female fish using a 136 

Genomic DNA purification kit (Fermentas). The extracted DNA was subjected to 137 

PCR amplification using eight primers (Table 1). A 25-µl PCR mixture consisted of 138 

1µl of genomic DNA, 2.5 µl of 10x Taq buffer, 0.75 µl of MgCl2, 1.5 µl each of 139 

dNTPs, 1 µl each of forward and reverse primers, 0.2 µl of 1 U Taq DNA polymerase, 140 

and 17.05 µl of sterile water under the following conditions for 25 cycles: 95 °C for 141 

30 s, 58 °C for 30 s, 72 °C for 1 min 30 s. PCR products were cloned and sequenced 142 
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as described above. The genomic nucleotide sequences were compared to cDNA 143 

sequences to determine the exon-intron boundaries of the genes. 144 

 145 

Sequence analysis and phylogenetic analysis 146 

 The nucleotide and deduced amino acid sequences were searched for homology 147 

and compared using the BLAST programs (NCBI, http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 148 

(Altschul et al. 1997). The Clustal W program (Thompson et al. 1994) was used for 149 

multiple sequence alignment of amino acids from HSC70 and HSC71 proteins of other 150 

teleost species. These amino acid sequences were used to construct the HSC70 151 

phylogenetic tree by the neighbor-joining method (Saitou and Nei 1987) and 152 

bootstrapped for 1000 replicates using MEGA version 3.1 (Kumar et al. 2004).  153 

 154 

Tissue distribution by RT-PCR 155 

Total RNA was extracted from gill, liver, brain and muscle tissues of five walking 156 

catfish (150±5.3 g in weight) using TRIzol reagent (Molecular Research Center) 157 

according to the manufacturer’s instructions. Approximately 1 µg of total RNA was 158 

used for first-strand cDNA synthesis using iScript Select cDNA Synthesis kit (Bio-159 

Rad) according to the manufacturer’s instructions. 160 

PCR amplifications were performed using the primers listed in Table 1. The level 161 

of expression of β-actin was used as an internal control. Primers for the β-actin gene 162 

was based on information obtained from channel catfish Ictalurus punctatus 163 

(AY555575). PCR was carried out in a 25-µl reaction mixture containing 1x Taq 164 

buffer, 0.75 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 µM of each forward and reverse 165 

primer, 1 U Taq DNA polymerase (Fermentas) and 0.5 µl of first-strand cDNA. The 166 

PCR was performed under the following conditions: pre-denaturation at 96°C for 3 167 
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min, and 26 cycles of denaturation at 95°C for 30 sec, annealing at 58°C for 30 sec 168 

and 72°C for 1 min. The last extension at 72°C was extended for 5 min. Ten µl of 169 

each PCR product was subjected to electrophoresis through a 1.5% agarose gel in 1x 170 

TBE buffer at 100 volts. A 100-bp DNA ladder was used to estimate molecular 171 

weight. The gel was stained with ethidium bromide (0.5 mg/ml) and amplification 172 

products were observed under UV light. 173 

 174 

Bacterial challenge 175 

One hundred four-month old healthy fish (body weight = 29.7±6.4 g) were 176 

collected from an earthen pond at the Department of Aquaculture, Kasetsart 177 

University, and transferred to a 6x4 m
2
 concrete tanks seven days prior to the 178 

experiment. The fish were stocked randomly into two 250-L fiberglass tanks at 26-28 179 

°C at fifty individuals each. Fish in the first group were injected intraperitoneally with 180 

0.1 ml of 0.85% NaCl and served as a control. Fish in the second group were injected 181 

with 0.1 ml of 10
9
 CFU/ml of A. hydrophila by the same route as control. The 182 

experimental fish were fed commercial pellets at 5% body weight twice daily. Tissue 183 

samples, including brain, gills, liver and skeletal muscle, were randomly collected 184 

from injected and control fish at 6, 12, 24 and 48 h post-injection for total RNA 185 

extraction.  186 

 187 

Expression of HSC70-1 and HSC70-2 mRNA by semi-quantitative RT-PCR 188 

Total RNA was extracted from brain, gills, liver and muscle tissues using the 189 

TRIzol reagent (Molecular Research Center) according to the manufacturer’s 190 

instructions. First-strand cDNA synthesis was carried out using a RevertAid First 191 

Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas) according to the manufacturer’s instructions. 192 
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Approximately 1µg of total RNA was incubated with 1 µl of oligo(dT)18 at 70°C for 5 193 

min. Four µl of 5x reaction buffer, 1 µl of RiboLock Ribonuclease inhibitor and 2 194 

µl of 10 mM dNTP mix was added and the reaction was incubated at 37°C for 5 min. 195 

One micro-liter of RevertAid M-MuLV Reverse Transcriptase was added and the 196 

mixture was incubated at 42°C for 60 min, followed by 70°C for 10 min. 197 

PCR reactions were performed using two sets of gene-specific primers, 198 

RTHSC70-1F, RTHSC70-1R, RTHSC70-2F, and RTHSC70-2R (Table 1). PCR 199 

amplification was carried out in a 25-µl reaction volume containing 0.5 µl of cDNA 200 

first-strand template, 0.2 mM of each dNTPs, 1x Taq buffer, 1 U of Taq DNA 201 

polymerase, 1 µM of forward primer, and 1 µM of reverse primer. PCR profiles for 202 

26 cycles were as follows: denaturation at 95°C for 30 sec, annealing at 58°C for 30 203 

sec and extension at 72°C for 1 min. The level of expression of β-actin was used as an 204 

internal control. 205 

The PCR products were separated and visualized on a 1.5% agarose gel 206 

containing ethidium bromide (0.5 mg/ml). The density of bands was measured by 207 

FluorChem 8000 Advanced Fluorescence, Chemiluminescence and Visible Light 208 

Imaging (Alpha Innotech Corporation) which corresponded to pixel density values 209 

(Integrated Density Value, or IDV). Expression of the HSC70-1 and HSC70-2 genes 210 

was measured as pixel density values. The pixel density value of each product was 211 

used to calculate the ratio of the selected gene’s expression relative to β-actin 212 

expression. The expression of β-actin was normalized to 100.  213 

 214 

Statistical analysis 215 

Data on relative expression levels of the two HSC70 genes at four time points 216 

were presented as means ± S.E. for each tissue, where n = 20 fish. Statistical 217 
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differences in gene expression levels between groups were analyzed by one-way 218 

analysis of variance (ANOVA) using SPSS 11.0. A student’s t-test was used to 219 

compare means between groups of HSC70 genes at the same time point. For all 220 

statistical tests, significance was set at P<0.05. 221 

 222 

RESULTS 223 

Cloning of two full-length HSC70 cDNAs 224 

 The full-length cDNA sequences of the walking catfish HSC70-1 and HSC70-225 

2 genes were 2,278 bp, with an open reading frame of 1,950 bp encoding 649 amino 226 

acids. Both cDNAs contained 33 and 295 bases of 5′- and 3′-untranslated regions 227 

(Figs 1 & 2). The 3′-untranslated region of both cDNAs included the termination 228 

signal (TAA) and a conserved polyadenylation signal (AATAAA) located 19 bases 229 

before the poly(A) tail. Molecular masses determined from the deduced amino acid 230 

sequences were approximately 71.24 and 71.27 kDa, respectively, for HSC70-1 and 231 

HSC70-2. A homology search of these proteins using the BLAST program revealed 232 

highest homology to the cytosolic and constitutively expressed HSC70 family. 233 

 Amino acid sequence analysis identified three signature sequences of the heat 234 

shock protein 70 family: IDLGTTYS in the N-terminal domain, IFDLGGGTFDVSIL, 235 

and IVLVGGSTRIPKIQK in the middle domain, and the EEVD cytoplasmic motif at 236 

the C-terminus for both HSC70-1 and HSC70-2 (Figs 1 & 2). One repeat of the 237 

tetrapeptide motif (GGMP) was present in the C-terminal region of HSC70-1, while 238 

HSC70-2 contained two GGMP motif repeats. Overall, HSC70-1 and HSC70-2 239 

sequences were 94% identical, with 38 substitutions between the two predicted 240 

proteins (Fig 3).  241 
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Alignment of the amino acid sequences of HSC70-1 and HSC70-2 with 242 

HSC70 and HSC71 from other species revealed that the three signature sequences of 243 

heat shock protein 70 family and the EEVD motif were highly conserved. The two 244 

HSC70 proteins of walking catfish contained 649 amino acids, similar to those of 245 

zebrafish HSC70, channel catfish HSC71 and Wuchang bream HSC70. The HSC70 246 

amino acid sequences of all fish species varied from 612 to 650 residues, whereas 247 

clawed frog HSC70 and human HSC70 contained 646 amino acids (Table 2). The 248 

HSC70-1 and HSC70-2 shared 82-95% identity of amino acids with other teleosts, 249 

chicken and human (Table 3). The amino acid sequences of HSC70-1 and HSC70-2 250 

were submitted to the GenBank data base with accession numbers JX112294 and 251 

JX112295 respectively. 252 

 253 

Genomic DNA structure of HSP70-1 and HSP70-2 254 

Initially, primers (HSC70F1-R1) were designed based on information of a 255 

371-bp EST clone (EB360505) of C. macrocephalus. These primers were used to 256 

clone a fragment of 1,048 bp. Subsequently, primers HSC70F2-HSC70-1R2 and 257 

HSC70F3-HSC70-1R3 were designed and were used to clone a 1,351-bp and a 1,165-258 

bp fragment, respectively. A genomic sequence of HSC70-1 (3,179 bp) was obtained. 259 

The coding region consisted of seven introns (144, 85, 89, 203, 199, 233, and 195 bp) 260 

and eight exons (205, 206, 153, 556, 203, 199, 233, and 195 bp) (Fig 4). The genomic 261 

sequence of the walking catfish HSC70-1 gene was deposited in GenBank under 262 

accession number JX273642.  263 

Primers HSC70F1-R1, HSC70F2-HSC70-2R2 and HSC70F3-HSC70-2R3 264 

were used to clone three genomic fragments (921 bp, 1,094 bp, and 1,110 bp 265 

respectively) of HSC70-2. A genomic sequence of HSC70-2 (2,980 bp) was obtained. 266 
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The coding region of HSC70-2 consisted of seven introns (144, 85, 22, 64, 117, 126, 267 

and 144 bp) and eight exons (205, 206, 172, 539, 201, 213, 219, and 195) (Fig 4). The 268 

genomic sequence of the walking catfish HSC70-2 gene was deposited in GenBank 269 

under accession number JX273643. Comparisons of genomic structure revealed that 270 

the exon and intron sizes of the two genes were different for exons 3, 4, 5, 6 and 7 and 271 

for introns 3, 4, 5 and 6.  272 

 273 

Phylogenetic analysis 274 

Phylogenetic analysis was performed based on 15 amino acid sequences of 275 

HSC70 and HSC71. A phylogenetic tree showed two distinct braches for fishes and 276 

clawed frog, chicken and human (Fig 5). Among teleosts, the HSC70-1 and HSC70-2 277 

sequences of walking catfish were clustered with channel catfish HSC71, which 278 

would be expected given their membership in Order Siluriformes. A second group of 279 

teleost sequences comprised members of Family Cyprinidae, including common carp, 280 

gibel carp, Wuchang bream, zebrafish, and fathead minnow, and sequences from 281 

Japanese flounder and killifish. The two clusters joined the sequence from Atlantic 282 

salmon. The second major branch consisted of sequences from higher vertebrates, 283 

including human, chicken and clawed frog. 284 

 285 

Expression analysis of HSC70-1 and HSC70-2 in response to A. hydrophila 286 

challenge 287 

 Under normal conditions, the mRNA levels of HSC70-1 and HSC70-2 were 288 

similar in liver, gills, brain, and skeletal muscle of walking catfish. The temporal 289 

expression of HSC70-1 and HSP70-2 after a bacterial challenge was analyzed in the 290 

same tissues. The A. hydrophila challenge resulted in differential expression of the 291 
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two genes in walking catfish tissues during a period of 48 h (Fig 6). The expression 292 

levels of the HSC70-1 and HSC70-2 in the brain were similar at each time point 293 

(P<0.05). However, slight but significant differences in HSC70-1 mRNA levels were 294 

observed in the brain at 12 h, with 0.5-1.0 fold increase (P<0.05) in comparison with 295 

the control. The HSC70-2 was up-regulated significantly in gills at 24 h post-injection 296 

and remained unchanged at 48 h, whereas the mRNA level of HSC70-1 changed only 297 

slightly during a 48-h period. In the liver, results of t-test showed that the expression 298 

levels of HSC70-1and HSC70-2 were significantly different at each time point. While 299 

the mRNA levels of HSC70-1 in liver tissue increased slightly at 12 h and remained 300 

unchanged at 48 h, the HSC70-2 was significantly up-regulated at 24 h and decreased 301 

markedly at 48 h post-injection. In skeletal muscle, the HSC70-2 concentration 302 

increased gradually from 6 h and peaked at 48 h post-injection, with 3-fold increase 303 

compared to that of the control. In contrast, the mRNA level of HSC70-1 changed 304 

only slightly during a 48-h period.   305 

 306 

DISCUSSION 307 

  In the present study, we isolated and characterized two cognate heat shock 308 

protein 70 cDNAs from liver of walking catfish. Band doubles at 70 kDa were 309 

observed on an agarose gel for purification of cDNA; therefore, the two bands were 310 

cloned separately. We obtained two complete cDNAs and were designated HSC70-1 311 

and HSC70-2. The lengths of HSC70-1 and HSC70-2 cDNAs were 2,278 bp, with 312 

ORFs of 1950 bp encoding 649 amino acids. The walking catfish HSC70-1 and 313 

HSC70-2 proteins shared high amino acid sequence identity (85-90%) with those of 314 

HSC70s from other fish species and, therefore, were placed in the HSP70 gene 315 

family. The amino acid sequences of fish HSC70s showed a high degree of similarity 316 

at the N-terminus, whereas the sequences at the C-terminus were more variable. 317 
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Characterization of genomic sequences revealed that the walking catfish HSC70-1 and 318 

HSC70-2 genes were composed of eight exons and seven introns. Differences in exon 319 

and intron sizes were observed between the two loci. The major difference was in the 320 

size of intron 4, which was larger (198 bp) in HSC70-1 than in HSC70-2 (64 bp). In 321 

common carp, the similarities of HSC70-1 and HSC70-2 were 88% and 78% at the 322 

protein and DNA levels respectively (Ali et al. 2003). There were 69 substitutions 323 

between the two common carp proteins, 31 of which located in the C-terminus. 324 

Walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 sequences were 94% identical, with 38 325 

substitutions between the two predicted proteins. Nucleotide sequences of the two 326 

cDNAs shared 91% identity. 327 

Genomic structures of the two loci were similar to those of other teleost fishes, 328 

including Rivulus marmoratus (Park et al. 2001), common carp (Ali et al. 2003), and 329 

Wuchang bream (Ming et al. 2010). Interestingly, exon sizes were identical between 330 

walking catfish HSC70-1 and Wuchang bream HSC70, but the intron sizes were 331 

different (Ming et al. 2010). The functional significance of this similarity, however, is 332 

not known (Basu et al. 2002). The presence of introns is a major characteristic of the 333 

constitutive forms of the HSP70 family, whereas the inducible forms do not contain 334 

introns (Iwama et al. 1998). The lack of introns in the inducible HSP70s allows rapid 335 

translation of mRNA into nascent protein during stress (Basu et al. 2002). It has been 336 

suggested that multiple forms of HSP70/HSC70 in fish genomes arose by gene 337 

duplication during vertebrate evolution (Yamashita at al. 2004; Yabu et al. 2011). 338 

 The heat shock protein (HSP70) family contains both inducible and 339 

constitutively expressed members. The role of inducible HSP70 in immune system of 340 

fish is well characterized, but the function of HSC70 during bacterial infection has yet 341 

to be elucidated. Until recently, studies reported that bacterial challenge modulated 342 
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the mRNA levels of the cognate HSC70 in various tissues of fishes and shellfishes. 343 

Ramaglia et al. (2004) reported an increase in protein levels of heat shock cognate, 344 

HSC73 in liver and brain of the western painted turtle infected with Citrobacter spp. 345 

the causative agent of septicemic cutaneous ulcerative dermatitis. Deane et al. (2004) 346 

reported an increase in expression of HSC70 in liver of silver sea bream after Vibrio 347 

alginolyticus challenge. Wuchang bream that received an injection of A. hydrophila 348 

showed that HSC70 levels in liver tissue peaked at 6 h and decreased to baseline after 349 

24 h (Ming et al. 2010). Tiger prawn (Penaeus monodon) exposed to V. harveyi had 350 

increased levels of heat shock cognate HSP70 in gill tissue after 12 h of treatment, 351 

and expression returned to the same levels as controls after 72 h (Rungrussamee et al. 352 

2010). In addition, Yue et al. (2011) reported that the HSC71 mRNA levels in 353 

hepatopancreas of gill of Asiatic hard clam (Meretrix meretrix) were significantly 354 

increased at 12 h post injection of V. parahaemolyticus and decreased to baseline at 355 

24 h.  356 

 In this study, the expression of HSC70-1 and HSC70-2 was detected in various 357 

tissues of walking catfish under normal conditions (data not shown). By contrast, 358 

bacterial infection differentially induced the expression of the two genes in brain, 359 

gills, liver and skeletal muscle of adult fish during a 48-h period after A. hydrophila 360 

challenge. HSC70-1 was constitutively expressed at low levels and was slightly 361 

induced in most tissues. HSC70-2, however, was slightly expressed in brain and gills 362 

and moderately up-regulated in liver and skeletal muscle. The mRNA levels of 363 

HSC70-2 peaked at 24 h and returned to the same levels as controls after 48 h. In 364 

contrast, the HSC70-2 transcript in skeletal muscle gradually increased after 6 h and 365 

its level was highest at 48 h. Stress-inducible HSC70 isoforms have been reported in 366 

zebrafish, common carp, and yellowtail. Expression patterns of these genes were 367 
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different under various stress conditions, e.g., heat stress, cold shock, and heavy metal 368 

treatment, and appeared to be tissue-specific. For instance, common carp HSC70-1 369 

was expressed at high levels in liver after cadmium exposure, while the expression of 370 

common carp HSC70-2 was induced by cold shock in muscle (Ali et al. 2003). In 371 

culture tailfin cells, yellowtail HSC70-1 was constitutively expressed under normal 372 

and heat-shock conditions, whereas HSC70-2 was up-regulated by heat shock 373 

treatment (Yabu et al. 2011). Our results showed similar findings, suggesting that 374 

HSC70-1 was constitutively expressed in most tissues, whereas the expression of 375 

HSC70-2 was induced by bacterial infection in a tissue-specific manner.   376 

The bacterium A. hydrophila is a causative agent of hemorrhagic septicemia, 377 

an important disease in freshwater fishes. Systemic infection results in mortality 378 

within 24-48 h (Areerat 1987; Angka et al. 1995). The most common clinical signs 379 

and lesions are hemorrhage in skin, fins, abdominal cavity and muscles (Rey et al. 380 

2009; Silva et al. 2012). Histological changes include focal cellular necrosis in the 381 

liver and haemopoietic cells, heart and skeletal muscles (Rey et al. 2009). In this 382 

study, the significant increase in the expression of HSC70-2 in walking catfish liver 383 

and muscle may relate to the role of HSC70-2 in immune response of these tissues 384 

after bacterial infection. Ming et al. (2010) reported that A. hydrophila injection 385 

modulated the expression of HSC70 and HSP70 in liver of Wuchang bream in a time-386 

dependent pattern. Both HSC70 and HSP70 mRNA levels significantly increased at 6 387 

h and returned to baseline at 24 h. A similar pattern of HSC70 expression was 388 

observed after walking catfish were infected with A. hydrophila in this study. The 389 

HSC70-2 mRNA concentrations peaked at 24 h and decreased to level of the control 390 

at 48 h. Unlike liver, the HSC70-2 mRNA level was very high in skeletal muscle at 48 391 

h. Because fish infected with A. hydrophila showed severe skin and muscle lesions at 392 

Page 16 of 31

Aquaculture Research

Aquaculture Research



For Review
 O

nly

 17

the injected site, the high level of HSC70-2 in muscle may suggest the involvement of 393 

HSC70-2 in cell protection and survival. 394 

 A. hydrophila infection did not modulate the expression of both HSC70 395 

isoforms in brain of walking catfish. There has been no report on the role of HSC70 in 396 

brain tissues of other teleosts under infectious challenge. Nevertheless, a study in 397 

western painted turtle (Chrysemys picta bellii) reported that bacterial infection 398 

induced significant mRNA levels of constitutive HSP73 in the brain (Ramaglia et al. 399 

2004); high levels of HSP73 in the brain may suggest the role of this protein in 400 

translocation and synaptic vesicle recycling.  401 

 The expression of HSP70-2 in gills of walking catfish slightly increased after 402 

injection with A. hydrophila at 24 h. It was likely that HSC70-2 was insensitive to the 403 

bacteria at the early hours following injection. The increased levels of HSC70-2 in 404 

gills may correlate with osmotic regulation in the walking catfish.  405 

 In conclusion, we cloned and characterized two cDNAs encoding 649 amino 406 

acid heat shock cognate proteins designated HSC70-1 and HSC70-2 in walking 407 

catfish. The two HSC70 genes showed high levels of similarity of protein products, 408 

but less similarity at the DNA level. Gene structure and deduced amino acid 409 

sequences of these heat shock cognate protein 70s in walking catfish were similar to 410 

those of homologous genes from other species. A. hydrophila infection caused a 411 

tissue-specific expression of HSC70-2. The mRNA levels of HSC70-2 were 412 

modulated in liver and skeletal tissues, but not in brain and gills. The expression of 413 

HSC70-2 might be associated with the immune response of walking catfish. Further 414 

research is needed to elucidate the role of the two copies of HSC70s in response to 415 

other stressors and to determine the functional significance of the two copies of 416 

HSC70 in the walking catfish genome.  417 
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Table 1 List of gene-specific primers, nucleotide sequences and positions of primers 

used in this study 

 

Primer Primer sequence (5′ to 3′) 
Positiona 

Objective 
HSC70-1 HSC70-2 

HSC70-1R1 CCAATGCCTGGTTTGCCTTGAA 2210-2231  5′RACE 

HSC70-1R2 GTCTCTGCTGTTGACAAGAGC 1495-1515  5′RACE 

HSC70-1R3 CCAGTATTGAGATCGACTCCC 872-892  5′RACE 

HSC70-1R4 GCTCTGAGAGAAATGTCCTTATTTTCGA 602-629  5′RACE 

HSC70-2R1 CCAATGCCTGGTTTGCCTTGAA  2210-2232 5′RACE 

HSC70-2R2 GGAGTTCCTCAAATCGAAGTG  1441-1461 5′RACE 

HSC70-2R3 CTACAGCAGGAGACACTCACC  695-715 5′RACE 

HSC70-2R4 CTCAGCGTCAAGCCACAAAAGATGCTGG  491-518 5′RACE 

HSC70F1 CAGATTGAGGTCACATTTGAC 2085-2106 1820-1841 Genomic cloning 

HSC70R1 CCAATGCCTGGTTTGCCTTGAA 3088-3110 2822-2845 Genomic cloning 

HSC70F2 GCTATTGCCTATGGGTTG 800-818 800-818 Genomic cloning 

HSC70-1R2 GTCTCTGCTGTTGACAAGAGC 2119-2130  Genomic cloning 

HSC70-2R2 GGAGTTCCTCAAATCGAAGTG  1843-1865 Genomic cloning 

HSC70F3 CCAGCTGTTGGCATTGATCTG 46-67 46-67 Genomic cloning 

HSC70-1R3 CCAGTATTGAGATCGACTCCC 1169-1190  Genomic cloning 

HSC70-2R3 CTACAGCAGGAGACACTCACC  903-924 Genomic cloning 

RTHSC70-1F GCTATTGCCTATGGGTTGGAC   Semi-quantitative RT-PCR  

RTHSC70-1R GTCTCTGCTGTTGACAAGAGC   Semi-quantitative RT-PCR  

RTHSP70-2F GCTATTGCCTATGGGTTGGAC   Semi-quantitative RT-PCR  

RTHSP70-2R CAGAAACTTCTGCAGGACTTC   Semi-quantitative RT-PCR  

Ipβ-actin-Fb AGAGAGAAATTGTCCGTGACATC   Semi-quantitative RT-PCR  

Ipβ-actin-Rb CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG   Semi-quantitative RT-PCR  
 

a
 Nucleotide positions are based on walking catfish DNA sequences submitted to 

GenBank (Accession number JX273642 for HSC70-1 and accession number 

JX273643 for HSP70-2). 
b
 Primers for β-actin are based on GenBank sequence (Accession number 

AY555575).
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Table 2 Comparison of HSC70 amino acid sequence of walking catfish with those of 1 

teleosts and other species. 2 

Species 
ORF 

(bp) 

Amino acid 

residues 

Clarias macrocephalus HSC70-1 1950 649 

Clarias macrocephalus HSC70-2 1950 649 

Ictalurus punctatus HSC71 1950 649 

Fundulus heteroclitus HSC70 1839 612 

Acanthopagrus schlegelii HSC70 1953 650 

Paralichthys olivaceus HSC71 1839 612 

Pimephales promelas HSC70 1953 650 

Megalobrama amblycephala HSC70 1950 649 

Danio rerio HSC70 1950 649 

Cyprinus carpio HSC70-2 1935 644 

Carassius auratus gibelio HSC70 1950 649 

Xenopus laevis HSC70 1953 650 

Gallus gallus HSC70 1941 646 

Homo sapiens HSC70 1941 646 
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Table 3 Percent identity and similarity of walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 3 

amino acid sequences to those of other fishes, clawed frog, chicken and human 4 

HSC70 and HSC71 amino acid sequences.  5 

 6 
Species HSC70-1 HSC70-2 Accession # 

Identity Similarity Identity Similarity 

Ictalurus punctatus HSC71 94 96 90 94 P47773 

Fundulus heteroclitus HSC70 95 91 90 89 DQ202278 

Salmo salar HSC70 95 91 90 89 BT059361 

Acanthopagrus schlegelii HSC70 94 83 89 80 AAX07833 

Paralichthys olivaceus HSC71 95 91 90 89 AB006814 

Pimephales promelas HSC70 93 95 89 93 AAS46619 

Megalobrama amblycephala HSC70 95 91 91 89 EU623471 

Danio rerio HSC70 91 94 87 91 CAA72216 

Cyprinus carpio HSC70-2 93 95 90 89 AAP51388 

Carassius auratus gibelio HSC70 94 97 91 95 AAO43731 

Gallus gallus HSC70 90 93 87 91 NP_990334 

Homo sapiens HSC70 91 94 87 91 NP_006588 

Xenopus laevis HSC70 93 96 89 93 AAH41201 
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Captions for figures 

Figure 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of walking catfish HSC70-

1. Three signatures of the heat shock protein 70 family are shown in boxes, a 

putative nuclear localization signal is underlined, and a consensus sequence 

EEVD at the C-terminus is indicated in italics. The numbers on the right are 

positions of the nucleotides and amino acids. The polyadenylation signal 

(AATAAA) is underlined.  

Figure 2 Nucleotide and deduced amino acid sequences of walking catfish HSC70-2. 

Three signatures of the heat shock protein 70 family are shown in boxes, a 

putative nuclear localization signal is underlined, and a consensus sequence 

EEVD at the C-terminus is indicated in italics. The numbers on the right are 

positions of the nucleotides and amino acids. The polyadenylation signal 

(AATAAA) is underlined.  

Figure 3 Alignment of amino acid sequences of HSC70-1 and HSP70-2. Identical 

 amino acids are marked with asterisk (*), highly related amino acids with a 

 colon (:), and related amino acids with single dot (.). Numbers refer to the 

 position in amino acid sequence. 

Figure 4 Predicted gene structures of walking catfish HSC70-1 and HSC70-2. White 

boxes represent exons, black boxes are 5′- and 3′untranslated regions, and 

lines represent introns. The sizes (base pairs) of each exon and intron are 

indicated. The start codon (ATG) and stop codon (TAA) are also indicated. 

 

Figure 5 Phylogenetic tree showing relationships of HSC70-1 and HSC70-2 deduced 

 amino acid sequences of walking catfish and amino acid sequences of 

 HSC70/HSC71 from other species. GenBank accession numbers are as 

 follows: Clarias macrocephalus HSC70-1 (JX112294), C. macrocephalus 
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 HSC70-2 (JX112295), Cyprinus carpio HSC70 (AAP51388), Carassius 

 auratus gibelio HSC70 (AAO43731), Danio rerio HSC70 (CAA72216), 

 Ictalurus punctatus HSC71 (P47773), Pimephales promelas HSC70 

 (AAS46619), Megalobrama amblycephala HSC70 (EU623471), Salmo salar 

 HSC70 (BT059361), Fundulus heteroclitus HSC70 (DQ202278), Paralichthys 

 olivaceus HSC71 (AB006814), Xenopus laevis HSC70 (AAH41201), X. 

 tropicalis HSC71 (XM002937528), Gallus gallus HSC70 (NP_990334), and 

 Homo sapiens HSC70 (NP_006588). The numbers at branches indicate 

 bootstrap values after 1000 replications.  

 

Figure 6 Relative expression of HSC70-1 and HSC70-2 in brain (A), gills (B), liver 

 (C) and muscle (D) after bacterial challenge. Levels associated with histogram 

 bars with the same letters do not differ significantly at P<0.05. Asterisks 

 indicate significant differences in expression levels between HSC70-1 and 

 HSC70-2 at the same time point. 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 

 

  

 

 

 

 

 

 

HSC70-2 

 33 205       206     172      539      201       213        233     195   295 

 5′ ATG   144      85      22         64     117        126       144     TAA   3′ 

HSC70-1 

   33 205       206    153        556            203     199     233      195   295  

 5′ ATG   144      85    89                198      119     122     144     TAA   3′ 
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Figure 5 
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Figure 6 
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ABSTRACT 21 

The complete cDAN sequence of walking catfish myostatin (MSTN) (1,784 22 

bp) contained 147 bases of 5′-untranslated region, an open reading frame of 1,191 bp 23 

encoding 396 amino acids, 446 bases of 3′-untranslated region, and a poly(A) tail of 24 

27 nucleotides. The deduced amino acid sequence of walking catfish MSTN shared 25 

94%, 78%, 75%, and 60% identity with MSTNs of channel catfish, common carp, 26 

rainbow trout and higher vertebrates, including avians and mammals, respectively. 27 

Results indicated that nucleotide and amino acid sequence of fish were more variable 28 

than those in higher vertebrates. Unlike terrestrial animals in which MSTN transcripts 29 

were expressed only in skeletal muscle, walking catfish MSTN mRNA was detected in 30 

other tissues, including brain, gills, stomach and skin. Temporal expression of MSTN 31 

was determined in whole fish during one to three weeks post hatch and in skeletal 32 

muscle of fish at one to six months. The MSTN mRNA showed highest levels of 33 

expression at 3 weeks and the expression was lowest in 3-month old fish. The MSTN 34 

expression profile of MSTN gene reflected specific growth rate of walking catfish 35 

which was lowest during larval stage and highest during 3 to 6 months. 36 

 37 

Keywords: Clarias macrocephalus; Myostatin; cDNA cloning; muscle growth; gene 38 

expression 39 

 40 

 41 
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INTRODUCTION 42 

Myostatin (MSTN) is a member of the Transforming Growth Factor-β (TGF-43 

β) family that plays an essential role in regulating skeletal muscle growth (McPherron 44 

and Lee, 1997). The gene was first discovered in mice. During embryogenesis of 45 

mouse, myostatin was found to express in the myotome compartment of developing 46 

somites. Myostatin continues to express throughout development and in adult animals. 47 

Adult mice that lack the gene were 25-30% heavier than the wild-type (McPherron 48 

and Lee 1997; McPherron et al. 1997). Myostatin also was found to express in 49 

developing and adult skeletal muscle in other higher vertebrates, including human, 50 

cattle, pig, chicken, and goat. The naturally occurred mutation of MSTN gene in cattle 51 

leads to hyperplasia and hypertrophy of skeletal muscle known as double muscling 52 

phenotype, resulting in 40% increase of body weight (Kambadur et al. 1997; 53 

McPherron et al. 1997; Grobet et al. 1997). The MSTN gene is highly conserved 54 

among terrestrial vertebrates. In particular, the predicted proteins of these species are 55 

identical in the carboxy-terminal region of mature protein (Kambadur et al. 1997; 56 

McPherron et al. 1997; Boman et al. 2009). Because of its relevant role in muscle 57 

growth regulation, myostatin is an important candidate locus for improvement of 58 

animal production (De-Santis & Jerry 2007). 59 

After the discovery of myostatin function in mice and other vertebrates, the 60 

MSTN genes have been cloned from several fish species, including zebrafish (Biga et 61 

al. 2005), orange-spotted grouper (Ko et al. 2007), channel catfish (Kocabas et al. 62 

2002), gilthead seabream (Maccatrozzo et al. 2002), rainbow trout (Garikipati et al. 63 

2007), Atlantic salmon (Ostbye et al. 2007), tilapia (Rodgers et al. 2001), and white 64 

bass (Rodgers et al. 2001). MSTN is a highly conserved protein of 373–376 amino 65 

acids. Unlike terrestrial vertebrates, the MSTN transcripts were detected in other 66 
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tissues, including eyes, brain, intestine, kidney, gill, heart, ovaries, spleen and testis. 67 

The expression of myostatin in these tissues suggests that myostatin of fish may have 68 

multiple functions.  69 

In the present study, we cloned cDNA of the myostatin locus from walking 70 

catfish (Clarias macrocephalus), an important freshwater species in Thailand. 71 

Walking catfish commands high retail prices due to its high meat quality. However, 72 

culture of walking catfish is diminishing due to its slow growth rate and susceptibility 73 

to diseases. Since the mid-1990s, hybrid catfish (C. macrocephalus x C. gariepinus) 74 

has replaced most of walking catfish production. Hybrid catfish grow faster and are 75 

more resistant to disease. Selection for growth in walking catfish in the past resulted 76 

in slight or no improvement (Na-Nakorn et al. 1993). Molecular characterization and 77 

expression analysis of the myostatin locus from walking catfish would be useful for 78 

understanding muscle growth and development. Myostatin may prove useful as 79 

candidate growth gene for this species.  80 

 81 

MATERIALS AND METHODS 82 

Experimental fish 83 

The fish used in this study were produced from a full-sib family in June 2010 84 

and were obtained from the hatchery of Department of Aquaculture, Kasetsart 85 

University. Larvae were reared in concrete tanks (2 x 3 x 1 m) at stocking density of 86 

3,000/m2 for two months (length = 5-7±1.4 cm). Thereafter, juveniles were reared in a 87 

1000 L fiberglass tank at stocking density of 60/m2 and reared until 6 months. They 88 

were fed commercial catfish pellet with 25% protein (2% body weight) twice daily at 89 

0700 and 1600 hours. Larvae were sampled at 1, 2, 3 and 4 weeks post hatch for 90 

measurement of length and body weight and samples of whole fish were kept in 91 
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TRIzol reagent (InvitrogenTM life technologies) for total RNA extraction. From one 92 

month to six months, fish were sampled every month for measurement and collection 93 

of skeletal muscle for total RNA extraction.  94 

Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE)  95 

All primers used in this experiment are listed in Table 1. Degenerate primers 96 

were designed from conserved sequences of MSTN from Ictalurus punctatus 97 

(AY540992.1), Ameiurus catus (AY540994.1), Pseudobagrus fulvidraco 98 

(DQ767966.1), Megalobrama pellegrini (GU553284.1), Gobiocypris rarus 99 

(FJ482232.1), Labeo rohita (GQ332409.1), Procypris rabaudi (GU553283.1), 100 

Cyprinus carpio (GQ214769.1), Ctenopharyngodon idella (EU555520.1) and 101 

Pimephales promelas (EU714297.1). Multiple sequence alignment of MSTN was 102 

performed using Clustal W (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). The 103 

program FastPCR (http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.html) was 104 

used for design of primers. 105 

 Total RNA was extracted from skeletal muscle of a 2-year old fish (220 g in 106 

weight) using Trizol reagent (Molecular Research Center) according to the 107 

manufacturer’s instructions. Approximately 1 μg of total RNA was used for first-108 

strand cDNA synthesis using RevertAid™ cDNA Synthesis Kit (Fermentas) 109 

according to the manufacturer’s instructions. PCR amplifications were performed 110 

using degenerated primers listed in Table 1. PCR was carried out in a 25 μl reaction 111 

mixture containing 1x Taq buffer, 0.75 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 μM of 112 

each forward and reverse primer, 1 U Taq DNA polymerase (Fermentas) and 0.5 μl of 113 

first-strand cDNA. The PCR was performed under the following conditions: 40 cycles 114 

of denaturation at 94°C for 1 min, annealing at 58°C for 1 min and 72°C for 1 min. 115 

The last extension at 72°C was extended for 10 min. Ten μl of each PCR product was 116 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html
http://www.biocenter.helsinki.fi/bi/Programs/download.html
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subjected to electrophoresis through a 1% agarose gel in 1x TBE buffer at 100 volts. 117 

A 100-bp DNA ladder was used to estimate molecular weight. The gel was stained 118 

with ethidium bromide (0.5 mg/ml). The PCR products were gel-purified using the 119 

GeneJET™ Gel Extraction kit (Fermentas, Germany) according to the manufacturer’s 120 

instructions. The DNA fragment was ligated into pGEM®-T Easy Vector (Promega, 121 

Madison, WI, USA) and transformed into E. coli strain DH10B and incubated at 122 

37°C. The positive clones were selected and colony PCR was performed using 123 

degenerate primers and condition as previously described. Positive clones were grown 124 

overnight in LB-ampicillin broth. Plasmid extraction was performed using 125 

GeneJET™ Plasmid Miniprep kit (Fermentas) according to the manufacturer’s 126 

instructions. Three μl of extracted plasmid DNA was sequenced using the Thermo 127 

Sequence Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing kit (Amersham Pharmacia 128 

Biotech, Uppsala, Sweden). The universal primer T7 was used for nucleotide 129 

sequencing of the inserts. The cDNA sequences were searched for homology using 130 

the BLAST programs (NCBI, http:// www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997) 131 

and were used to design gene-specific primers for the rapid amplification of cDNA 132 

ends (RACE) of MSTN. 133 

Total RNA was extracted from skeletal muscle of a 2-year old fish as 134 

previously described. The extracted RNA was purified using a QuickPrep mRNA 135 

Purification Kit (GE Healthcare). The RACE technique was utilized to clone full-136 

length cDNAs in the 5′ and 3′ ends using a SMARTer™ RACE cDNA Amplification 137 

Kit (Clontech) according to the manufacturer’s instructions. Approximately 1 μg of 138 

mRNA was used for first-strand cDNA synthesis. For the 5′-RACE-ready cDNA, 1 139 

μg of mRNA, 1 μl of BD Smart II A oligo (5′-140 

AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGG-3′) and 1 μl of 5′-CDS primer 141 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(5′-(T)25VN-3′, N = A, C, G or T; V = A, G or C) were used to generate the 142 

nucleotide sequences at the 5′end. In the other tube, the 3′-RACE-ready cDNA, 1 μg 143 

of mRNA and 1 μl of 3′-CDS primer 144 

(5′AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTAC(T)30 VN-3’, N = A, C, G or T; V = A, 145 

G or C) were used to generate the nucleotide sequences at the 3′end. After first-strand 146 

cDNA synthesis, the 5′ and 3′-RACE-ready cDNAs were used as templates to 147 

generate the nucleotide sequences at the 5′ and 3′ ends, respectively. For RACE PCR 148 

reactions, a 25-μl PCR reaction mixture consisted of 1.25 μl of 5′ or 3′-RACE-ready 149 

cDNA, 2.5 μl of 10x LA PCR buffer, 2.5μl of MgCl2, 1 μl of 10mM dNTP Mix, 0.25 150 

μl of LA Taq polymerase, 2.5 μl of 10x Universal Primer Mix (UPM), 5' 151 

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT 3' and 1 152 

μl of 10 μM gene-specific primer (GSP). 153 

The 5′-RACE was carried out using reverse primers, 5′RACE_MSTN and 154 

Universal Primer Mix (UPM) under the following touchdown conditions: 94°C for 30 155 

s and 72°C for 3 min for 5 cycles, 94°C for 30 s, 70°C for 30 s and 72°C for 3 min for 156 

5 cycles, and 94°C for 30 s, 68°C for 30 s, and 72°C for 3 min for 25 cycles. The 3′-157 

RACE was carried out using forward primers, 3′RACE_MSTN and UPM under the 158 

same conditions as the 5′-RACE amplification. 159 

The RACE products were gel-purified using the Wizard® SV Gel and PCR 160 

Clean-Up System kit (Promega, Madison, WI, USA), according to the manufacturer’s 161 

instructions. The DNA fragment was ligated into vector using pGEM®-T Easy Vector 162 

(Promega, Madison, WI, USA). The positive clones were selected for extraction of 163 

the plasmid using the Aurum™ Plasmid Mini kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) 164 

according to the manufacturer’s instructions. Three μl of extracted plasmid DNA was 165 
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sequenced using the Thermo Sequence Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing 166 

kit (Amersham Pharmacia Biotech, Uppsala, Sweden). The M13 forward and reverse 167 

primers were used for sequencing the 5’ and 3’ends of the cDNA. The cDNA 168 

sequences were searched for homology using the BLAST programs (NCBI, http:// 169 

www.ncbi.nlm.nih.gov) (Altschul et al., 1997). 170 

 171 

Sequence alignment and phylogenetic analysis 172 

The 5′ and 3′ UTR sequences of the full-length MSTN cDNA were removed 173 

using Genetyx version 7.0. The Clustal W program (Thompson et al., 1994) was used 174 

for multiple sequence alignment of amino acids from MSTN of Ameiurus catus 175 

(AY540994.1), Anser anser (AY448009.1), Bos Taurus (AF019620.1), Canis 176 

familiaris (AY367768.1), Capra hircus (GU377303.1), Chlamys farreri 177 

(DQ988329.3), Columba livia (AF440863.1), Coturnix coturnix (AF407340.1), 178 

Cyprinus carpio (GQ214769.1), Danio rerio MSTN-1(AF019626.1), Danio rerio 179 

MSTN-2 (AY687474.1), Epinephelus coioides (AY856860.1), Equus caballus 180 

(AB033541.1), Gallus gallus (AY448007.1), Homo sapiens (AF019627.1), Ictalurus 181 

furcatus (AY540992.1), Ictalurus punctatus (AF396747.1), Macaca fascicularis 182 

(AY055750.1), Megalobrama amblycephala (JQ065336.1), Meleagris gallopavo 183 

(AF019625.1), Morone Americana (AF290911.1), Morone chrysops (AF197194.1), 184 

Morone saxatilis (AF290910.1), Mus musculus (BC105674.1), Oncorhynchus clarkii 185 

MSTN-2a (JN990758.1), Oncorhynchus mykiss MSTN-1 (AF273035.1), 186 

Oncorhynchus mykiss MSTN-2 (AF273036.1), Oncorhynchus nerka MSTN-2a 187 

(JN990761.1), Papio hamadryas (AF019619.1), Pseudobagrus fulvidraco 188 

(DQ767966.1), Rattus norvegicus (AF019624.1), Salmo salar MSTN-1a 189 

(AJ344158.3), Salmo salar MSTN-1b (AJ297267.3), Salmo salar MSTN-2a 190 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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(JN990763.1), Salvelinus fontinalis (AF247650.2), Sparus aurata (AF258448.1), 191 

Takifugu rubripes (AY445322.1), Thymallus arcticus MSTN-2a (JN990765.1), 192 

Thymallus thymallus MSTN-2a (JN990766.1), Tilapia mossambica (AF197193.3) and 193 

Umbrina cirrosa (AF316881.1), which were used to construct the MSTN phylogenetic 194 

tree by the neighbor-joining method (Saitou and Nei 1987) and bootstrapped for 1000 195 

replicates using the MEGA version 5.1 (Kumar et al. 2001). The TGF-βa1 sequences 196 

from zebrafish (NM_182873.1) and rat (NM_021578.2) were used as out-groups.  197 

 198 

Tissue expression by RT-PCR 199 

Tissues were collected from different tissues of adult walking catfish (gills, heart, 200 

intestine, kidney, liver, ovary, skeletal muscle, skin, spleen and testis). Total RNA 201 

was extracted from these tissues using TRIzol reagent (InvitrogenTM life 202 

technologies). First strand cDNA was synthesized using RevertAid™ First Strand 203 

cDNA Synthesis kit (Fermentas). PCR amplifications were performed using the 204 

primers listed in Table 1. The level of expression of β-actin was used as an internal 205 

control. Primers for the β-actin gene was based on information obtained from channel 206 

catfish Ictalurus punctatus (AY555575). PCR was carried out in a 25-μl reaction 207 

mixture containing 1x Taq buffer, 0.75 mM MgCl2, 0.2 mM of each dNTP, 0.4 μM of 208 

each forward and reverse primer, 1 U Taq DNA polymerase (Fermentas) and 0.5 μl of 209 

first-strand cDNA. The PCR was performed under the following conditions: pre-210 

denaturation at 96°C for 3 min, and 26 cycles of denaturation at 95°C for 30 sec, 211 

annealing at 58°C for 30 sec and 72°C for 1 min. The last extension at 72°C was 212 

extended for 5 min. Ten μl of each PCR product was subjected to electrophoresis 213 

through a 1.5% agarose gel in 1x TBE buffer at 100 volts. A 100-bp DNA ladder was 214 
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used to estimate molecular weight. The gel was stained with ethidium bromide (0.5 215 

mg/ml) and amplification products were observed under UV light. 216 

Temporal expression of MSTN by semi-quantitative RT-PCR 217 

Total RNA was whole fish of 1-4 week old larvae and from skeletal muscle of 218 

five fish sampled every month for six months using the TRIzol reagent (Molecular 219 

Research Center) according to the manufacturer’s instructions. First-strand cDNA 220 

synthesis was carried out using a RevertAid™ First Strand cDNA Synthesis kit 221 

(Fermentas) according to the manufacturer’s instructions. Approximately 1μg of total 222 

RNA was incubated with 1 μl of oligo(dT)18 at 70°C for 5 min. Four μl of 5x reaction 223 

buffer, 1 μl of RiboLock™ Ribonuclease inhibitor and 2 μl of 10 mM dNTP mix was 224 

added and the reaction was incubated at 37°C for 5 min. One micro-liter of 225 

RevertAid™ M-MuLV Reverse Transcriptase was added and the mixture was 226 

incubated at 42°C for 60 min, followed by 70°C for 10 min. 227 

PCR reactions were performed using gene-specific primers, RTMSTN_F and 228 

RTMSTN_R (Table 1). PCR amplification was carried out in a 25-μl reaction volume 229 

containing 0.5 μl of cDNA first-strand template, 0.2 mM of each dNTPs, 1x Taq 230 

buffer, 1 U of Taq DNA polymerase, 1 μM of forward primer, and 1 μM of reverse 231 

primer. PCR profiles for 26 cycles were as follows: denaturation at 95°C for 30 sec, 232 

annealing at 58°C for 30 sec and extension at 72°C for 1 min. The level of expression 233 

of β-actin was used as an internal control. The PCR products were separated and 234 

visualized on a 1.5% agarose gel containing ethidium bromide (0.5 mg/ml). The 235 

density of bands was measured by FluorChem™ 8000 Advanced Fluorescence, 236 

Chemiluminescence and Visible Light Imaging (Alpha Innotech Corporation) which 237 

corresponded to pixel density values (Integrated Density Value, or IDV). Expression 238 
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of the MSTN gene was measured as pixel density values. The pixel density value of 239 

each product was used to calculate the ratio of the selected gene’s expression relative 240 

to β-actin expression. The expression of β-actin was normalized to 100.  241 

 242 

Statistical analysis  243 

Data on relative expression levels were presented as means ± S.E. Statistical 244 

differences in gene expression levels between groups were analyzed by one-way 245 

analysis of variance (ANOVA) using R program (R Development core team, 2008), 246 

and followed by Duncan’s multiple range tests for comparisons of means by month. 247 

All significance levels were set at P < 0.05. 248 

 249 

RESULTS and DISCUSSION 250 

 The complete cDNA sequence for walking catfish MSTN (GenBank accession 251 

number JX456396) is shown in Fig. 1, together with the deduced amino acid 252 

sequence. The 1,784 bp sequence contained 147 bases of 5′-untranslated region, the 253 

open reading frame of 1,191 bp encoding a 396 amino acid protein, 446 bases of 3′-254 

untranslated region and a poly(A) tail of approximately 27 nucleotides. The 3′-255 

untranslated region included the termination signal (TGA).  256 

The MSTN’s conserved RXXR proteolytic processing site and nine cystein 257 

residues were present. Mutations in the C-terminal part of mature peptide lead to the 258 

loss function of MSTN. For instance, a substitution of tyrosine for cystein resulted in a 259 

double muscled phenotype of the Belgian Blue cattle breed (Kambadur et al. 1997). 260 

The carboxy terminal region of MSTN was highly conserved among teleost species, 261 

with 241 identical amino acids. The conservation of this region was highest between 262 

catfishes (Order Siluriformes), with 356 amino acids (Fig 2). The amino acid 263 
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sequence of walking catfish was 396 residues, while those for white catfish, yellow 264 

catfish, blue catfish and channel catfish were 393, 393, 390, and 389 residues 265 

respectively. The variation of amino acid in catfishes was due to the different number 266 

of CAG, a codon encoded for glutamine (Gregory et al. 2004; Pan et al. 2007). This 267 

characteristic also was observed in gilthead seabream (Maccatrozzo et al. 2001), but 268 

not in higher vertebrates.  269 

The deduced amino acid sequence of walking catfish MSTN shared 94%, 78%, 270 

75%, and 60% identity with MSTNs of channel catfish, common carp, rainbow trout 271 

and higher vertebrates, including avians and mammals, respectively (Table 2). Results 272 

indicated that nucleotide and amino acid sequence of fish were more variable than 273 

those in higher vertebrates.  274 

Phylogenetic analysis was performed based on 42 amino acid sequences of 275 

MSTN. A phylogenetic tree showed two distinct groups for fishes and terrestrial 276 

vertebrates (Fig 3). Among teleosts, the MSTN sequence of walking catfish was 277 

clustered with sequences of yellow catfish, blue catfish, channel catfish, and white 278 

catfish which would be expected given their membership in Order Siluriformes. A 279 

second group of teleost sequences comprised members of Family Cyprinidae, 280 

including common carp and zebrafish, sequences from salmonids, and sequences from 281 

seabream, sea bass, and tilapia. The two clusters joined the sequence from Atlantic 282 

salmon. The second major group consisted of sequences from higher vertebrates, 283 

including mammals and avians.  284 

Tissue expression analyses of particular proteins are used to confirm that 285 

genes of interest are expressed in appropriate tissues and to determine their expression 286 

in tissues of other systems in fish body. In terrestrial vertebrates, the expression of 287 

MSTN is restricted to skeletal muscle (De-Santis and Jerry 2007). The role of MSTN 288 
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in regulating muscle growth and development is well understood. However, in 289 

walking catfish, expression of MSTN was expressed in various tissues, including 290 

brain, gills, heart, skeletal muscle, skin, stomach, and intestine. The MSTN mRNA 291 

levels varied among tissues, with highest in the skeletal muscle, intermediate in brain 292 

and skin. This suggested that MSTN may involve in other physiological processes in 293 

fish. Differential expression of MSTN in tissues of walking catfish was similar to 294 

those reported in other teleosts (Kocabas et al. 2002; Maccatrozzo et al., 2001; Rodger 295 

et al. 2001). In rainbow trout, two MSTN orthologs were identified (Rescan et al. 296 

2001). While the rtMSTN-2b was expressed in all tissues, the rtMSTN-2a was 297 

exclusively expressed in the brain. 298 

From larval, juvenile to adult stages, the expression of MSTN was highest at 299 

3-week post hatch and remained unchanged at 1-month old (Fig. 4). However, the 300 

levels of MSTN transcripts decreased dramatically at 2 month and remained low until 301 

fish were 6 month old. In walking catfish, from larval stage to fingerlings, the growth 302 

rate is slow. Fish grow faster during juvenile stage at 3-6 month old. In channel 303 

catfish, MSTN expression was detected in 1-day-old embryo and gradually increased 304 

and was highest in 2 weeks post fertilization (Kocabas et al. 2002). In older channel 305 

catfish, expression was high at 3 years of age and dropped three to five fold at 4-7 306 

years. Expression of MSTN during growth and development in fish differed across 307 

species. For instance, zebrafish was found to express two MSTN isoforms, zfMSTN-1 308 

and zfMSTN-2, encoding 374 and 366 amino acids respectively (Helterline et al. 309 

2007). While the zfMSTN-2 was highly expressed during early somitogenesis (11 310 

hours post fertilization), the expression of zfMSTN-1 was strong during late 311 

somitogenesis (15-19 hours post fertilization). In adult zebrafish, higher levels of the 312 

zfMSTN-1transcripts were detected in all tissues except eye and gall bladder 313 
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(Helterline et al. 2007). In other studies, the MSTN expression of tilapia and gilthead 314 

seabream was detected in post hatched larvae but undetectable in embryos 315 

(Maccatrozzo et al. 2001; Rodger et al., 2001). In Japanese flounder, MSTN was 316 

detected in unfertilized eggs and the transcript levels remained constant through the 317 

neurula stage and the expression increased steadily to the heart-beating stage and 318 

continued until hatching (Zhong et al. 2008). Similar expression of MSTN was also 319 

observed in the Chilean flounder (Paralichthys adspersus) (Delgado et al. 2008). 320 

 In conclusion, we cloned and characterized MSTN cDNA encoding 396 amino 321 

in walking catfish. Deduced amino acid sequence of MSTN in walking catfish was 322 

similar to those of homologous genes from other species. In contrast to land 323 

vertebrates, MSTN of walking catfish was expressed in other tissues, including brain, 324 

gills, stomach and skin. However, the functional significance of MSTN in these 325 

tissues was not known. The expression of MSTN was highest in 3-week old larva and 326 

lowest in 3-month old fish. The expression profile of MSTN was in agreement with 327 

muscle growth and development of walking catfish. However, further research in 328 

needed to elucidate the gene structure and evolution of MSTN in the walking catfish 329 

genome.  330 
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Table 1 List of gene-specific primers, nucleotide sequences and positions of primers 
used in this study 
 

Primer Primer sequence (5′ to 3′) Position* Objective 

MSTN1_F TGCAGATATCGCGACTCATGC 578-598 cDNA cloning 

MSTN1_R CTTGCCGTAGATGATCTGCTC 1132-1152 cDNA cloning 

3′RACE_MSTN CTGGTGAAGAGGGACTGCTTCCATTCTTGG 1-17 cDNA cloning 

5′RACE_MSTN GCACATAGTCACACACTCGCCCGAGCAGTAGT 411-431 cDNA cloning 

MSTN2_F ATCATGCATTTGGCGCAGGT 983-1012 5′RACE 

MSTN2_R GCCATGCTCATGACGGTCTC 794-823 3′RACE 

RTMSTN_F CAACGATCTGGCTATCACTTCTGC 765-789 Semi-quantitative RT-PCR 

RTMSTN_R CGAGCAGTAGTTAGCTTTGTAGCG 969-993 Semi-quantitative RT-PCR 

Ipβ-actin-F** AGAGAGAAATTGTCCGTGACATC  Semi-quantitative RT-PCR 

Ipβ-actin-R** CTCCGATCCAGACAGAGTATTTG  Semi-quantitative RT-PCR 
 

*Nucleotide positions are based on walking catfish sequence submitted to GenBank 
(Accession number JX456396 for MSTN). 
**Primers for β-actin are based on GenBank sequence (Accession number 

AY555575). 
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Table 2 Identity and similarity of nucleotide and amino acid sequences of walking 
catfish MSTN with other teleosts and higher vertebrates. 
 

Identity (%) 
Species 

Accession 
Number Nucleotides Amino acids 

Similarity of 
amino acids 

(%) 
Teleost fishes     
Ameiurus catus AY540994.1 90.3 94.5 96.2 
Ictalurus furcatus AY540992.1 89.2 92.5 95.5 
Ictalurus punctatus AF396747.1 81.8 93.7 95.7 
Pseudobagrus fulvidraco DQ767966.1 88.6 93.2 96.2 
Cyprinus carpio GQ214769.1 73.5 78.3 85.6 
Danio rerio MSTN-1 AF019626.1 72.0 77.3 83.6 
Danio rerio MSTN-2 AY687474.1 63.3 59.8 73.2 
Epinephelus coioides AY856860.1 71.9 74.1 83.6 
Megalobrama amblycephala JQ065336.1 62.8 60.1 74.0 
Morone americana AF290911.1 72.0 73.1 83.8 
Morone chrysops AF197194.1 71.8 71.9 83.1 
Morone saxatilis AF290910.1 71.9 73.1 83.8 
Oncorhynchus clarkii (MSTN-2a) JN990758.1 60.7 59.8 73.0 
Oncorhynchus mykiss (MSTN-1) AF273035.1 71.1 75.8 81.8 
Oncorhynchus mykiss (MSTN-2) AF273036.1 72.1 75.5 82.7 
Oncorhynchus nerka (MSTN-2a) JN990761.1 63.2 60.1 73.2 
Salmo salar (MSTN-1a) AJ344158.3 71.9 75.3 81.8 
Salmo salar (MSTN-1b) AJ297267.3 72.1 74.5 82.8 
Salmo salar (MSTN-2a) JN990763.1 52.3 46.2 60.4 
Salvelinus fontinalis AF247650.2 71.7 74.5 82.8 
Sparus aurata AF258448.1 73.6 74.0 84.3 
Takifugu rubripes (MSTN-1) AY445322.1 71.1 69.4 79.3 
Takifugu rubripes (MSTN-2) AY445321.1 63.4 61.8 74.2 
Thymallus thymallus (MSTN-2a) JN990766.1 63.0 59.4 74.0 
Tilapia mossambica AF197193.3 67.0 72.0 83.1 
Umbrina cirrosa AF316881.1 71.9 72.9 83.1 
Avians     
Anser anser AY448009.1 61.1 60.8 76.5 
Columba livia AF440863.1 61.7 60.5 77.0 
Coturnix coturnix AF407340.1 61.1 60.5 76.5 
Gallus gallus AY448007.1 62.7 60.4 76.3 
Meleagris gallopavo AF019625.1 61.1 59.7 75.3 
Mammals     
Bos taurus AF019620.1 60.6 58.9 73.8 
Canis familiaris AY367768.1 62.3 60.9 77.5 
Capra hircus GU377303.1 59.8 58.4 75.8 
Equus caballus AB033541.1 60.7 60.2 77.3 
Homo sapiens AF019627.1 60.1 60.7 77.8 
Macaca fascicularis AY055750.1 59.9 60.4 77.5 
Mus musculus BC105674.1 61.1 59.3 76.5 
Papio hamadryas AF019619.1 59.9 60.2 77.5 
Rattus norvegicus AF019624.1 61.8 59.3 76.3 
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Captions for figures 

Figure 1 Nucleotide and deduced amino acid sequences of walking catfish MSTN. 
ATG and TGA are start and stop codons. C represents the conserved amino 
acid cystein. NSS and RXXR represent N-glycosylation and proteolytic 
processing sites respectively. The numbers on the left and right are positions 
of the nucleotides and amino acids.  

 
 
Figure 2 Multiple alignment of amino acid sequences of MSTNs. Identical amino 

 acids are marked with asterisk (*), highly related amino acids with a 
 colon (:), and related amino acids with single dot (.). Numbers refer to the  
 position in amino acid sequence. 

 
 
Figure 3 Phylogenetic tree showing relationships of MSTN deduced amino acid    

sequence of walking catfish and amino acid sequences of MSTN from other 
species. 

 
 
Figure 4 Relative expression levels of walking catfish MSTN at various stages. Levels 

associated with histogram bars with the same letters do not differ 
significantly at P<0.05.
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Figure 1 
 

10 ACATGGGATCAACGCAGAGTACATGGGGATGCCGTCTGCCGCTACCTGTCCGGTGTGCATGGCGCACGGTGTTATTGTTACTGCTGCCAC 90

91 ACAGAGACGCACCAGTTCCTCCGCACTCACTCACGCGCCGCTCTGACCGCGCTCATCATGCATTTGGCGCAGGTTCTCATCCCGCTGGGT 180

1 M  H  L  A  Q  V  L  I  P  L  G 11

181 TTCGTGGTGGCTTTCGGCCCGATGGCGCACACTGACACCGGAGCACCGGAGCACCAGCAGCAGCAGCAACACCCGCAACACCCGCAACAG 270

12 F  V V A  F  G  P  M  A  H  T  D  T  G  A  P  E  H  Q Q Q Q Q H  P  Q  H  P  Q Q 41 

271 CAGCAACCCACCGCCGTGACCGAGGAGGCGCAGTGTTCCGCCGCCAGCGTGTGCGCGTTCCGCCAGCACAGCAAGCAGCTCCGTCTGCAG 360

42 Q Q P  T  A  V  T  E E A  Q  C  S  A A S  V  C  A  F  R  Q  H  S  K  Q  L  R  L  Q 71

361 GCCATCAAGTCTCAGATCCTGAGCAAGCTGCGCCTGAAGCACGCGCCCAACGTGAGCCGAGACGTGGTCAAGCAGCTGCTGCCGAAAGCG 450

72 A  I  K  S  Q  I  L  S  K  L  R  L  K  H  A  P  N  V  S  R  D  V V K  Q  L L P  K  A 101

451 CCGCCCGTGCAGCAGCTGCTCGACCAGTACGACGTGCTCGGGGACGACGGCAAGCCGGGCACCGCGCTCCCGGACGACGAGGAGGACGAA 540

102 P P V  Q Q L L D  Q  Y  D  V  L  G  D D G  K  P  G  T  A  L  P  D D E E D  E 131

541 GAGGAGCGCGCCACCACCGAGACCGTCATGAGCATGGCGGCCGAGCCCAACCCCGACGTTCAAGTAGACCAAAAACCGAAGTGCTGTTTT 630

132 E E R  A  T T E  T  V  M  S  M  A A E  P  N  P  D  V  Q  V  D  Q  K  P  K  C C F 161

631 TTCTCCTTCAGCCCAAAGATCCAAGCGAGCCGCATTGTAAGGGCACAGCTTTGGGTGCACTTGCGCCCAACGGACGAAGCAACCACATTG 720

162 F  S  F  S  P  K  I  Q  A  S  R  I  V  R  A  Q  L  W  V  H  L  R  P  T  D  E  A  T T L 191

721 TTCTTGCAGATATCACGACTCATGCCTATCAAAGATGGTAGAAGGCATGTAAGAATACGTTCGCTGAAAATCGACGTGGAGGCCGGTGTC 810

192 F  L  Q  I  S  R  L  M  P  I  K  D  G  R R H  V  R  I  R  S  L  K  I  D  V  E  A  G  V 221

811 AGGTCGTGGCAGAGCATCGATGTCAAGCAGGTGCTTGCGGTGTGGCTGAGGCAACCGGAAACCAACTGGGGGATCGAGATCAATGCGTTC 900

222 R  S  W  Q  S  I  D  V  K  Q  V  L  A  V  W  L  R  Q  P  E  T  N  W  G  I  E  I  N  A  F 251

901 GATTCCAAAAGCAACGATCTGGCTATCACTTCTGCAGAGCCTGGTGAAGAGGGACTGCTTCCATTCTTGGAGGTCAAAATTTCCGAAGTG 990

252 D  S  K  S  N  D  L  A  I  T  S  A  E  P  G  E E G  L L P  F  L  E  V  K  I  S  E  V 281 

991 CCCAAGCGAACCCGGAGAGAATCGGGACTGGACTGTGACGAGAATTCGTCCGAGTCCCGCTGCTGCCGCTACCCCCTTACGGTGGACTTT 1080

282 P  K  R  T  R   R E  S  G  L  D  C  D  E  N  S  S E  S  R  C C R  Y  P  L  T  V  D  F 311 

1081 GAAGACTTCGGCTGGGATTGGATTATTGCCCCGAAACGCTACAAAGCTAACTACTGCTCGGGCGAGTGTGACTATGTGCATTTGCAGAAG 1170

312 E  D  F  G  W  D  W  I I A  P  K  R  Y  K  A  N  Y  C  S  G  E  C  D  Y  V  H  L  Q  K 341 

1171 TATCCGCACACGCACTTGGTAAACAAAGCCAACCCGCGTGGCACTGCCGGTCCCTGCTGCACGCCCACCAAGATGTCTCCCATCAACATG 1260

342 Y  P  H  T  H  L  V  N  K  A  N  P  R  G  T  A  G  P  C C T  P  T  K  M  S  P  I  N  M 371

1261 CTCTACTTCAACGGAAAAGAGCAGATCATCTACGGCAAGATCCCTTCCATGGTGGTGGATCGCTGTGGCTGTTCGTGATCGATGTGCCCA 1350

372 L  Y  F  N  G  K  E  Q  I I Y  G  K  I  P  S  M  V V D  R  C  G  C  S  * 397

1351 TGCAGGGACTTGTGCCGTTCTGTTTCCAAACATTTCCCTCTGGACTTCTTTACGACACCTTACAACCATTATCCATGCTAACACTGTGCA 1440

1441 ATATGCAATAGAACCAGAATCGCAGCAAGCAAGGAACCATCCACAGAGCACCGCTTACTTTCACTGACTTTTTATTCGTTTACGCTTTAT 1530

1531 CTGCATCTTGGGGTCAGAGGTCTCATGGACGTACTGAAGGAATGTAATGCCGGTCCAACTTGGAGGAATGGACGAAAAAATAATCTATAC 1620

1621 AGTTCACGTAGTACCAAAAAAACACACGTTTTGTTCAAACCTGCTCGACAATATCCATTTAGTCATGTTCTCACTCCAAACAGCTGTTGA 1710

1710 GAGTCAAGTATCCAAGAGCAACAGAGAGGGACTCAAGGACACTTTTGAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 1784
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Rat                        1:MIQKPQMYVYIYLFVLIAAGPVDLNEDSE------------------REANVEKEGLCNA---CAWRQNTRYSRIEAIKIQILSKLRLET 69 
Human                      1:-MQKLQLCVYIYLFMLIVAGPVDLNENSE------------------QKENVEKEGLCNA---CTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLET 68 
Dog                        1:-MQRLQICVYIYLFVLIVAGPVDLSENSE------------------QKENVEKEGLCNA---CMWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLET 68 
Cattle                     1:-MQKLQISVYIYLFMLIVAGPVDLNENSE------------------QKENVEKEGLCNA---CLWRENTTSSRLEAIKIQILSKLRLET 68 
Quail                      1:-MQKIVVYVYIYLFVQISVDPVALDGSSQ------------------PTENTEKDGLCNA---CTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLEQ 68 
Chicken                    1:-MQKLAVYVYIYLFMQIAVDPVALDGSSQ------------------PTENAEKDGLCNA---CTWRQNTKSSRIEAIKIQILSKLRLEQ 68 
Zebrafish                  1:---MHFTQVLISLSVLIACGPVGYGDITA--------------HQQPSTATE-ESELCST---CEFRQHSKLMRLHAIKSQILSKLRLKQ 69 
Common carp                1:---MHFTQVLISLSVLIACGSVGHGDITA--------------HQQPSTATE-ESEQCST---CEFRQHSKLMRLHAIKSQILSKLRLKQ 69 
Atlantic salmon            1:---MHLTQVLIYLSFMVAFGPVGLGDQTA--------------HHQPPATD--DGEQCPT---CEVRQQIKNMRLHAIKSQILSKLRLKQ 68 
Rainbow trout              1:---MHLTQVLIYLSFMVAFGPVGLGDQTA--------------HHQPPATD--DGEQCST---CEVRQQIKNMRLHAIKSQILSKLRLKQ 68 
Orange-spotted grouper     1:---MHLSQIVLYLGLLIALGPVVLSDQET--------------HQQPSATSPEDTEQCAT---CEVRQQIKTMRLNAIKSQILSKLRMKE 70 
Shi drum                   1:---MHLSQIVLYLSLLIVLGPVVLSDQET--------------HQQPSATSPEDTEQCAT---CEVRQQIKTMRLNAIKSQILSKLRMKE 70 
Tilapia                    1:---MHLSQIVLYLSLLIALGPVVLSDQEA--------------HQQPSVSTPVDTDQCAT---CEVRQQIKTMRLNAIKSQILSKLRMKE 70 
Blue catfish               1:---MHLAQVLISLGFVVAFGPMARTDTGAPEQQQ--------QQQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKH 79 
Channel catfish            1:---MHLAQVLISLGFVVAFGPMARTDTGAPEQQQ---------QQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKQ 78 
Yellow catfish             1:---MHLAQVVISLGFVVAFAPIARTDTGAPEHQQ-----QQQHQQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKH 82 
White catfish              1:---MHLAQVLISLGFVVAFGPMARTDTGAPEHQQ-----HHQQQQQPTAVTEEREAQCSAASACAFRQHSKQLRLQAIKLQILSKLRLKH 82 
Walking catfish            1:---MHLAQVLIPLGFVVAFGPMAHTDTGAPEHQQQQQHPQHPQQQQPTAVTEE--AQCSAASVCAFRQHSKQLRLQAIKSQILSKLRLKH 85 
                                ... .. ..*   .. ... . .  .               ...     .   .* .   *  *.  .  *. ***.*******..  
 
Rat                       70:APNISKDAIRQLLPRAPPLRELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLMQADGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 154 
Human                     69:APNISKDVIRQLLPKAPPLRELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLMQVDGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Dog                       69:APNISRDAVRQLLPRAPPLRELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETVIAMPAETDLLMQVEGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Cattle                    69:APNISKDAIRQLLPKAPPLLELIDQFDVQRDASS-----DGSLEDDDYHARTETVITMPTESDLLTQVEGKPKCCFFKFSSKIQYNKLVK 153 
Quail                     69:APNISRDVIKQLLPKAPPLQELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLVQMEGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Chicken                   69:APNISRDVIKQLLPKAPPLQELIDQYDVQRDDSS-----DGSLEDDDYHATTETIITMPTESDFLVQMEGKPKCCFFKFSSKIQYNKVVK 153 
Zebrafish                 70:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDSK-----DGAVEEDDEHATTETIMTMATEPDPIVQVDRKPKCCFFSFSPKIQANRIVR 154 
Common carp               70:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDSK-----DGAMEEDDEHATTENIMTMATEPDPIVQVDRKPKCCFFSFSPKIQANRIVR 154 
Atlantic salmon           69:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNK-----DGVMEEDDEHAITETIMTMATEPQSIVQVDRKPKCCLFSFSSKIQVNRIVH 153 
Rainbow trout             69:APNISRDVVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNK-----DGLMEEDDEHAITETIMTMATEPESIVQVDRKPKCCLFSFSSKIQVNRIVH 153 
Orange-spotted grouper    71:APNISRDIVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNK-----DVVMEEDDEHATTETIMMMATEPESVVQADGEPKCCLFSFTQKFQANRIVR 155 
Shi drum                  71:APNISRXIVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNR-----DVVMEEDDEHAITETIMMMATEPESIVQVDEEPKCCFFSFTQKFQANRIVR 155 
Tilapia                   71:APNISREIVKQLLPKAPPLQQLLDQYDVLGDDNR-----EEVLEDDDEHATTETIVMVATEPDPAVQVDGQPKCCFFSITQKFQASRVVR 155 
Blue catfish              80:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVLGDDGKPGTALQDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCLFSFSPKIQASRIVR 169 
Channel catfish           79:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVLGDDGKPGTALQDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 168 
Yellow catfish            83:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVVGDDGKPGAALPDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 172 
White catfish             83:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDLYDVLGDDGKPGTALQDEEEDDEEHATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 172 
Walking catfish           86:APNVSRDVVKQLLPKAPPVQQLLDQYDVLGDDGKPGTALPDDEEDEEERATTETVMSMAAEPNPDVQVDQKPKCCFFSFSPKIQASRIVR 175 
                             ***.*.....****.***...*.*..**..*. .     ..  *.....*.**... ...*.   .*.. .****.*... *.*....*. 
 
Rat                      155:AQLWIYLRAVKTPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMSPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPG 244 
Human                    154:AQLWIYLRPVETPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPG 243 
Dog                      154:AQLWIYLRPVKTPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPG 243 
Cattle                   154:AQLWIYLRPVKTPATVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKALDENGHDLAVTFPE 243 
Quail                    154:AQLWIYLRQVQKPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGNGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKAFDENGRDLAVTFPG 243 
Chicken                  154:AQLWIYLRQVQKPTTVFVQILRLIKPMKDGTRYTGIRSLKLDMNPGTGIWQSIDVKTVLQNWLKQPESNLGIEIKAFDETGRDLAVTFPG 243 
Zebrafish                155:AQLWVHLRPAEEATTVFLQISRLM-PVKDGGRH-RIRSLKIDVNAGVTSWQSIDVKQVLTVWLKQPETNRGIEINAYDAKGNDLAVTSTE 242 
Common carp              155:AQLWVHLRPAEEATTVFLQISRLM-PVADGGRHIRIRSLKIDVNAGVTSWQSIDVKQVLTVWLRQPETNWGIEINAYDAKGNDLAVTSAE 243 
Atlantic salmon          154:AQLWVHLLPADEVTTVFLQISRLM-PVTDGGRHIGIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLSVWLRQPETNWGIEINAFDSKGNDLAVTSAE 242 
Rainbow trout            154:AQLWVHLLPADEVTTVFLQISRLM-PVTDGGRHIGIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLSVWLRQPETNWGIEINAFDSKGNDLAVTSAE 242 
Orange-spotted grouper   156:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PVTDGNRHIRIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLTVWLRQPETNWGIEINAFDSRGNDLAVTSAE 244 
Shi drum                 156:AQLWVYLRSSDEATTVFLQISRLM-PVTDGSRHIRIRSLKIDVNAGVSSWQSIDVKQVLSVWLRQPETNWGIEINAFDSRGNDLAVTSAE 244 
Tilapia                  156:AQLWVHLRPSEEVTTVFLQISRLI-PVTDGNRHIRSRSLKIDVNPGPASWQSIDVKQVLTVWLRQPETNWGIEINAFDSRGNDLAVTSAE 244 
Blue catfish             170:AQLWVHLRPADEATTVFLQISQLM-PIKDGKSNEQIRSLKIDVDAGVNSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 258 
Channel catfish          169:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVDAGVSSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 257 
Yellow catfish           173:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVDAGVKSWQSIDVKQVLVVWLRQPETNWGIEIKAFDSKSNDLAITSAE 261 
White catfish            173:AQLWVHLRPADEATTVFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVDAGVNSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 261 
Walking catfish          176:AQLWVHLRPTDEATTLFLQISRLM-PIKDGRRHVRIRSLKIDVEAGVRSWQSIDVKQVLAVWLRQPETNWGIEINAFDSKSNDLAITSAE 264 
                             ****..*..  . .*.*.**..*. * .** ..  .****.*...*. .*******.** .**.***.*.****.*.*. ..***.*... 
 
Rat                      245:PGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 334 
Human                    244:PGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Dog                      244:PGEDGLNPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Cattle                   244:PGEDGLTPFLEVKVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Quail                    244:PGEDGLNPFLEVRVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Chicken                  244:PGEDGLNPFLEVRVTDTPKRSRRDFGLDCDEHSTESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEFVFLQKYPHTHLVHQANPR 333 
Zebrafish                243:TGEDGLLPFMEVKISEGPKRIRRDSGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYMYLQKYPHTHLVNKASPR 332 
Common carp              244:PGEDGLLPFMEVKISEGPKRIRRDSGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEAFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYMHLQKYPHTHLVNKANPR 333 
Atlantic salmon          243:AGE-GLQPFMEVTISEGPKRSRRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 331 
Rainbow trout            243:AGE-GLQPFMEVTISEGPKRFRRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 331 
Orange-spotted grouper   245:PGEDGLQPFMEVKISEGPRRVRRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 334 
Shi drum                 245:PGEEGLQPFMEVKISEGPRRARRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 334 
Tilapia                  245:PGEEGLQPFMEVKISEGPRRARRDSGLDCDENSPESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECEYMHLQKYPHTHLVNKANPR 334 
Blue catfish             259:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 348 
Channel catfish          258:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 347 
Yellow catfish           262:PGEEGLLPFLEVKISDVPKRTKRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 351 
White catfish            262:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 351 
Walking catfish          265:PGEEGLLPFLEVKISEVPKRTRRESGLDCDENSSESRCCRYPLTVDFEDFGWDWIIAPKRYKANYCSGECDYVHLQKYPHTHLVNKANPR 354 
                             .** ** **.**.... *.* .*..******.* **************.*********************....**********..*.** 
 
Rat                      335:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 376 
Human                    334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Dog                      334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Cattle                   334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGEGQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Quail                    334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Chicken                  334:GSAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPAMVVDRCGCS                                                 375 
Zebrafish                333:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 374 
Common carp              334:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 375 
Atlantic salmon          332:GTAGPCCTPTKMSPVNMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 373 
Rainbow trout            332:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 373 
Orange-spotted grouper   335:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 376 
Shi drum                 335:GPAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 376 
Tilapia                  335:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNRKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 376 
Blue catfish             349:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 390 
Channel catfish          348:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 389 
Yellow catfish           352:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 393 
White catfish            352:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 393 
Walking catfish          355:GTAGPCCTPTKMSPINMLYFNGKEQIIYGKIPSMVVDRCGCS                                                 396 
                             *.************.******...********.*********                                                 
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AJ344158.3 Atlantic salmon MSTN-1a
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AF273036.1 Rainbow trout MSTN-2
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Figure 4 
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	2
	 Two different cDNAs encoding heat shock cognate protein 70 genes were isolated from liver of walking catfish. The length of complete cDNA sequences for walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 were identical (2,278 bp), with the open reading frame of 1,950 bp and a predicted 649 amino acid protein. Amino acid sequences of both proteins shared 94% similarity with 38 substitutions. The walking catfish HSC70-1 and HSC70-2 proteins shared 82-95% identity of amino acids with other teleosts, chicken and human. Under normal conditions, HSC70-1 and HSC70-2 transcripts were expressed at similar levels in liver, gills, brain, and skeletal muscle of walking catfish. Bacterial infection by Aeromonas hydrophila differentially induced the expression of HSC70s in these tissues during 48 h. The HSC70-1 was constitutively expressed at low levels in most tissues, whereas, the HSC70-2 was up-regulated at moderate and high levels in liver and skeletal muscle respectively. The significant increase in the expression of HSC70-2 in these tissues may relate with the role of HSC70-2 in immune response of walking catfish.  
	สรุปผลและข้อเสนอแนะ (CONCLUSIONS AND RECOMMENDATION) 
	 
	 การทดลองที่ 3 การศึกษาการโคลนยีน Myostatin และศึกษาการแสดงออกของยีนระหว่างพัฒนาการระยะต่างๆของปลาดุกอุย ลำดับนิวคลิโอไทด์ของยีน MSTN ในรูป cDNA ของปลาดุกอุยมีความยาว 1,784 คู่เบส แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้ 396 หน่วย และพบตำแหน่งอนุรักษ์ของกรดอะมิโน Cysteine จำนวน 9 ตำแหน่ง การศึกษาความคล้ายคลึงกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MSTN เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆ พบว่า ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความคล้ายคลึงกับกลุ่มปลา catfish มากที่สุดประมาณ 95% การศึกษาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการของยีน MSTN ของปลาดุกอุยเปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตอื่นๆอีก 42 ชนิด โดยการสร้าง Phylogenetic tree สามารถแบ่งความสัมพันธ์ออกได้เป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังและกลุ่มสัตว์ที่ไม่มีกระดูกสันหลัง  โดยกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังสามารถแบ่งออกเป็น 2 กลุ่มย่อย คือ กลุ่มปลากระดูกแข็ง (Teleost fish)  และกลุ่มสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Mammals) ซึ่งรวมอยู่กับสัตว์ปีก (Avians) เมื่อพิจารณาความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการเฉพาะในกลุ่มของปลา จะพบว่ายีน MSTN ของปลาดุกอุยมีความสัมพันธ์ใกล้ชิดกับกลุ่มปลา catfish ด้วยกัน  ยีน MSTN ของปลาดุกอุยมีการแสดงออกมากในกล้ามเนื้อสันหลังและพบการแสดงออกของยีน MSTN เล็กน้อย ในสมอง เหงือก หัวใจ ลำไส้ กระเพาะ และผิวหนัง ส่วนการแสดงออกของยีน MSTN ของปลาดุกอุยที่ระยะการพัฒนาต่างๆ คือตั้งแต่ลูกปลาดุกอุยฟักออกจากไข่เป็นตัวหนึ่งสัปดาห์จนกระทั่งปลาดุกอุยอายุ 6 เดือน พบว่าค่าเฉลี่ยของระดับการแสดงออกของยีน MSTN ที่ระยะต่างๆมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญยิ่ง โดยปลาดุกอุยที่ระยะ 3 สัปดาห์ และปลาดุกอุยอายุ 1 เดือน มีระดับการแสดงออกของยีน MSTN สูงสุด และปลาดุกอุยอายุ 3 เดือนมีระดับการแสดงออกของยีน MSTN ต่ำสุด  
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