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niloticus

Nile tilapia (Oreochromis niloticus) is an economically important freshwater

fish. Fatty acid delta 6 desaturase enzyme (A6), which converts linoleic acid (C18:2n6)

and alpha-linolenic acid (C18:3n3) to gamma-linolenic acid (C18:3n6) and stearidonic

acid (Cl8:4n3), respectively, is the first enzyme in the biosynthesis pathway of long

chain pol1'unsaturated fatty acids (LC-PUFA). This study aimed to investigate A6

mRNA expression during embryogenesis. In addition, its biological functions were

determined using recombinant Saccharomyces cerevisiae (RY). Furthermore, the

potential use of RY as probiotic was investigated.

Cloned A6 gene from Nile tilapia comprised of 1,338 bp coding sequence

which encoded L6 of 445 amino acid residues. RT-PCR was performed to evaluate the

expression of A6 in unfertilized egg and embryos during middle blastula, late blastula,

gastrula, body segment formation, pharyngula, and hatching stages. The expression of

A6 was detected in all stages tested, indicating that A6 is essential for embryo

development.

RY was generated by transformation of S.cerevisiae with a plasmid containing

A6 driven by Gall promoter. The expression of A6 in RY was detected by RT-PCR

after 24 h induction with galactose. It exhibited 39o/o and 7o/o of A6 activity toward

 

 

 

 

 

 

 

 



Cl8:2n6 and C18:3n3, respectively. It also displayed 4Yo of fatty acid delta 5

desaturase (A5) toward dihomo-gamma-linolenic acid (C20:3n6), indicating that Nile

tilapia A6 had A5 and A6 bifunction.

In order to investigate whether RY could increase A6 activity when used as

feed additive, Nile tilapia was fed with basal diet (B) supplemented with RY or

nontransformed yeast (NT) for 12 weeks. Completely randomized designed

experiment with five treatments consisting of the basal diet (T1), every day B+NT-

feeding (T2), every other day B+NT-feeding (T3), every day B+RY-feeding (T4),

every other day B+RY-feeding (T5) was carried out. The growth performance and

survival rate of fish were not significantly different among treatments. There were no

significant variations in body composition, hematological blood parameters and blood

glucose among experimental groups. Fish fed with diet supplemented with RY or NT

showed significant reduction in Vibrio spp., demonstrating that both RY and NT could

have probiotic effect. RY could be isolated from the intestine of Nile tilapia, which

suggested that RY survived in the intestinal environment of the fish. Fish fed with the

RY supplemented diet had higher C18:4n3 and C18:3n6 than that fed with B and

B+NT. The result suggested that RY could increase A6 activity when it was used as

feed additive in Nile tilapia. Moreover, the amount of docosahexaenoic acid (C22:6n3)

in fish fed with the RY supplemented diet was higher when compared with that in fish

fed with the NT supplemented diet, indicating that dietary RY could also increase

other LC-PUFA in fish.
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1  ความส าคญัและที่มาของปัญหาในการท าวจิยั 
 

  ปลานิล (Oreochomis niloticus) เป็นปลาน้้าจืดที่เล้ียงง่าย สามารถเล้ียงได้ในทุกสภาพ 
เจริญเติบโตเร็ว รสชาติดี  ปลานิลจึงเป็นปลาเนื้อขาวที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย 
ที่มีการขยายตัวในดา้นการผลิตอย่างต่อเนื่องในตลาดโลก มีปริมาณการเพาะเล้ียงเป็นอันดับหนึ่งใน
ปริมาณการเพาะเล้ียงปลาน้้าจืดทั้งหมด และมีปริมาณและมูลค่าการส่งออกไปขายยังต่างประเทศ
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับผลผลิตสัตว์น้้าจืดของประเทศไทย 

 

  ปลาเป็นเนื้อสัตว์ที่คนทั่วโลกทุกเพศทุกวัยนิยมบริโภค เพราะว่ามีโปรตีนคุณภาพดีที่คน
สามารถน้าไปใช้ได้มากเมื่อเทียบกับเนื้อสัตว์อ่ืน ๆ เนื่องจากมีองค์ประกอบเป็นกรดอะมิโนที่จ้าเป็น
ต่อร่างกายมนุษย์หลายชนิด มนุษย์สามารถดูดซึมกรดอะมิโนไปใช้ประโยชนไ์ด้มาก นอกจากนี้เนื้อ
ปลาเป็นแหล่งของกรดไขมันที่จ้าเป็นต่อร่างกาย ได้แก่ กรดไขมันไม่อ่ิมตัว (unsaturated fatty acid) 
โดยเฉพาะกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาว (Long chain polyunsaturated fatty acid; LC-PUFA) ได้แก่ 
eicosapentaenoic acid (EPA; 20 : 5n-3), docosahexaenoic acid (DHA; 22 : 6n-3) และ arachidonic 
acid (AA; 20 : 4n-6) ที่จะพบในเนื้อปลาหลายชนิด แต่จะมีมากในปลาทะเล และปลาที่จับจากธรรมชาติ 
  กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูง เป็นกรดไขมันจ้าเป็นที่ร่างกายไม่สามารถสร้างเองได้ต้องได้รับจาก
อาหาร กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงมีบทบาทส้าคัญต่อโครงสร้างและการท้างานของสมอง ตับ และ
ระบบประสาทเกี่ยวกับการพัฒนาการเรียนรู้ ช่วยในการมองเห็น ช่วยลดระดับโคเลสเตอรอล และไตร
เอธิล กลีเซอรอล (triethylglycerol) ในพลาสมา ควบคุมระดับไลโปโปรตีน (lipoprotein) และมีผล
ต่อการเปล่ียนแปลงองค์ประกอบและหน้าที่ของเกล็ดเลือด (Mozaffarian and Rimm, 2006; วันเพ็ญ, 
2541) โดยทั่วไปอาหารที่เป็นแหล่งส้าคัญของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาว คือ ปลาทะเลและปลา
น้้าจืดบางชนิด แต่เนื่องจากปลาทะเลมีราคาสูง และไม่สามารถเพาะเล้ียงในปริมาณมากให้เพียงพอ
ต่อการบริโภค ดังนั้นจึงมีการพยายามท้าให้ปลาน้้าจืดมีปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวเพิ่ม
สูงขึ้น การเพิ่มกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวในปลาน้้าจืดปัจจุบันท้าไดโ้ดยเสริมน้้ามันปลาทะเลลง
ในอาหารปลาท่ีใช้เล้ียงปลาน้้าจืด ท้าให้ปลาน้้าจืดมีปริมาณกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวเพิ่มสูงขึน้ 
(บัณฑิต, 2546) ซ่ึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยเพิ่มแหล่งกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวให้กับ
ผู้บริโภคมากขึ้นโดยเฉพาะผู้ที่อยู่ห่างไกลทะเล กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวพบมากใน
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น้้ามันจากปลาทะเล จึงมีการน้าน้้ามันปลาทะเลมาเสริมในอาหารสัตว์ แต่เนื่องจากกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวสูงสายยาวเป็นกรดไขมันที่สลายตัวได้ง่ายด้วยปฏิกิริยาออกซิเดชัน ท้าให้เกิดความยุ่งยากใน
การจัดการ และนอกจากนี้การใช้น้้ามันปลาทะเลซ่ึงมีราคาสูงมาใช้เสริมในอาหารส่งผลให้มีต้นทุน
สูง ดังนั้นการใช้น้้ามันปลาทะเลเป็นแหล่งเพิ่มกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวให้กับเนื้อสัตว์ ไม่
สามารถจะพัฒนาไปเป็นกิจกรรมการเพาะเล้ียงสัตว์น้้าแบบยั่งยืนได้ การศึกษาวิจัยในปัจจุบันจึงเริ่ม
ให้ความส้าคัญการน้าเอาองค์ความรู้พื้นฐานในด้านกระบวนการเปล่ียนกรดไขมันอ่ิมตัวไปเป็นกรด
ไขมันไม่อ่ิมตัว โดยการเพิ่มพันธะคู่ในอะตอมของคาร์บอน  (desaturation) โดยการท้างานของเอ็นไซม์ 
desaturase ต่าง ๆ และกระบวนการเพิ่มสายยาวของกรดไขมัน (elongation) โดยการท้างานของ
เอ็นไซม์ elongase มาใช้เพื่อต่อยอดถึงปัจจัยต่าง ๆ ที่มีผลต่อการเพิ่มปฏิกิริยาต่าง ๆ เหล่านี้ 
  ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) เป็นจุลินทรีย์ที่จัดอยู่ในกลุ่มท่ีมีประโยชน์ต่อร่างกายของ
มนุษย์และสัตว์ซ่ึงในปัจจุบันนี้ได้มีการน้ายีสต์มาเป็นส่วนผสมของอาหารสัตว์  ยีสต์เป็นแหล่ง
โปรตีนที่เราเรียกว่า โปรตีนเซลล์เดียว  (single cell protein) เนื่องจากมีโปรตีนทั้งหมดปริมาณสูง
และมีกรดอะมิโนจ้าเป็นครบถ้วน โดยเฉพาะมีไลซีน ปริมาณสูง  นอกจากนั้นเซลล์ของยีสต์ยังประกอบ    
ด้วยเกลือแร่หลายชนิด เช่น โครเมียม ซีลีเนียม โมลิบดีนัม และสังกะสี รวมทั้งวิตามินหลายชนิด
โดยเฉพาะวิตามินบีรวม ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อสัตว์ ยิ่งกว่านั้นยีสต์ยังมีกล่ินหอม รสชาติดี ช่วยเพิ่ม
ความน่าบริโภคของอาหาร และอีกในแง่หนึ่งคือเป็นตัวช่วยเสริมสุขภาพของสัตว์หรือที่เราเรียกว่า
เป็นโปรไบโอติค (probiotic) ให้กับสัตว์เล้ียง ซ่ึงจะท้าให้สัตว์แข็งแรง มีภูมิต้านทานโรคสูงขึ้น 
(Jonewell, 1993) ยีสต์เป็นส่ิงมีชีวิตชั้นสูงเซลล์เดียวที่มีกลไกลภายในเซลล์เช่นเดียวกับสัตว์ ยังมี
คุณสมบัติในการน้ามาใช้เป็นจุลินทรีย์เซลล์เจ้าบ้าน เพื่อผลิตโปรตีนที่สนใจซ่ึงคงคุณสมบัติทาง
ชีวภาพเหมือนโปรตีนธรรมชาติ โดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาตัดต่อยีนของโปรตีน และ
น้าเข้าดีเอ็นเอพาหะเข้าไปในยีสต์ เพื่อยีสต์ผลิตโปรตีนที่ต้องการให้มีปริมาณสูงในระยะเวลาอันส้ัน        
  ในงานวิจัยนี้จึงจะน้าเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ ในการตัดต่อยีนเอ็นไซม์ delta 6 desaturase 
ของปลานิลที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการเปล่ียน C18-PUFA เป็น LC-PUFA ไปเชื่อมต่อกับดีเอ็นเอ
พาหะ แล้วน้าดีเอ็นเอพาหะเข้าสู่เซลล์ยีสต์เพ่ือให้เกิดการแสดงออกของเอ็นไซม์ในยีสต์ และศึกษา
การใช้ประโยชน์ของรีคอมบีแนนท์ยีสต์โดยการเสริมในรูปสารเสริมชีวนะ เพื่อให้รีคอมบีแนนท์
ยีสต์ผลิตเอ็นไซม์ที่มีบทบาทในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัว สูงสายยาวในระบบทางเดิน
อาหารของปลา โดยคาดหวังว่า delta 6 desaturase ซ่ึงเป็นเอ็นไซม์ตัวแรกในปฏิกิริยาการสังเคราะห์
กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูง จะส่งผลต่อปฏิกิริยาในขั้นตอนต่อไปเพื่อให้ได้กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสาย
ยาวยาวเพิ่มขึ้นและการเพิ่มการท้างานของเอ็นไซม์ดังกล่าวนี้น่าจะเป็นการเพิ่มความสามารถในการ
ใช้ประโยชน์ไขมันจากพืชในอาหารปลา ซ่ึงน่าจะส่งผลต่อการเพิ่มสัดส่วนของกรดไขมันไม่อ่ิมตัว
สูงในเนื้อปลานิลเพิ่มขึ้น   
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1.2 วตัถุประสงค์การวจิยั 
 1.2.1 เพื่อโคลนยีน Delta 6 desaturase ของปลานิล 

1.2.2 เพื่อผลิตรีคอมบิแนนต์ยีสต์ S. cerevisiae ทีม่ีความสามารถในการผลิตเอ็นไซม์ Delta 6 
desaturase ของปลานิล 

1.2.3 เพื่อศึกษาผลของการเสริมรีคอมบิแนนตย์ีสต์ในอาหารปลานิล และผลต่อองค์ประกอบ
ของกรดไขมันในเนื้อปลานิลที่บริโภคอาหารผสมรีคอมบิแนนต์ยีสต์ 
 

1.3 สมมตฐิานของงานวจิยั 
1.3.1 เมื่อน้ายีน Detla 6 desaturase ที่ได้จากปลานิลมาตัดต่อพันธุกรรมเข้าสู่ยีสต์ S. cerevisiae 

แล้วยีสต์สามารถผลิตเอนไซม์ Detla 6 desaturase 
1.3.2  เมื่อน้ายีสต์ที่มีการผลิตเอนไซม์มาเสริมในอาหารปลานิลแล้ว ปลานิลมีการสะสมของ

กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงเพิ่มขึ้น 
 

1.4 ขอบเขตของการวจิยั 
การวิจัยในครั้งนี้มุ่งเน้นที่จะท้าการโคลน cDNA ของยีน delta 6 desaturase จากปลานิลและ

น้ามาเชื่อมต่อกับพลาสมิดเวกเตอร์ pYES2.1/V5-His-TOPO® ซ่ึงเป็น Expression vector จากนั้นท้าการ
ถ่ายโอนเข้าสู่ยีสต์ S. cerevisiae แล้วจึงน้ายีสต์ดังกล่าวไปเสริมในอาหารปลานิลเพื่อดูองค์ประกอบ
ของกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงในเนื้อปลานิล  
 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.5.1 สามารถพัฒนายีสต ์S. cerevisiae ให้มีการผลิตเอนไซม์ Delta 6 desaturase ที่มีบทบาท

ในการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงในระบบทางเดินอาหารของปลา 
 1.5.2  เมื่อน้ารีคอมบิแนนท์ยีสต์ไปใช้เสริมในอาหารปลานิลสามารถเพิ่มองค์ประกอบของ
กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงในเนื้อปลานิล 
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บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  ชีววทิยาของปลานิล 
  ปลานิล (Nile tilapia) เป็นปลาน้้าจืด เนื้อขาว รสชาติดี สามารถเล้ียงได้ทุกสภาพ จัดอยู่ใน
ครอบครัวปลาหมอสี มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Oreochromis niloticus  

 

 
 

ภาพที่ 2.1  ปลานิล (Nile tilapia) ชื่อวิทยาศาสตร์ Oreochromis niloticus 
ที่มา : www.thaikasetsart.com. 

 

 2.1.1  ลกัษณะทางด้านอนุกรมวธิาน (Nelson, 2006)       
  Kingdom : Animalia 
  Phylum : Chordata 
  Class : Actinopterygii 
  Order : Perciformes 
  Family : Cichlidae  
  Genus : Oreochromis 
  Species : niloticus   

 2.1.2 ความเป็นมา 
  ปลานิลได้ถูกน้าเข้ามาในประเทศไทยครั้งแรกโดยสมเด็จพระอิสริยยศมกุฎราชกุมาร

แห่งประเทศญี่ปุ่น ทรงจัดส่งปลานิลขนาดความยาว ประมาณ 9 เซนติเมตร น้้าหนักประมาณ 14 
กรัม จ้านวน 50 ตัว มาทูลเกล้าฯ ถวายแด่พระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวภูมิพลอดุลยเดช เมื่อวันที่ 25
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มีนาคม 2508 ในระยะแรกได้ทรงพระกรุณา โปรดเกล้าฯ ให้ปล่อยลงเล้ียง ในบ่อดินในบริเวณสวน
จิตรลดา พระราชวังดุสิต เมื่อเล้ียงมา 5 เดือนเศษ ปรากฏว่ามีลูกปลาเกิดขึ้นเป็นจ้านวน ทรงพระ
กรุณาโปรดเกล้าฯ ให้กรมประมง จัดส่งเจ้าหน้าที่วิชาการมาตรวจสอบการเจริญเติบโต เป็นประจ้า
ทุกเดือน โดยในระยะเวลา 1 ปี จะมีน้้าหนักประมาณครึ่งกโิลกรัม และมีความยาวประมาณ 1 ฟุต จึง
ได้มีพระราชประสงค์ที่จะให้ปลาชนิดนี้แพร่ขยายพันธ์ุ อันจะเป็นประโยชน์แก่พสก นิกรของ
พระองค์ต่อไป ดังนั้นเม่ือวันที่ 17 มีนาคม 2509 จึงทรงพระกรุณาโปรดเกล้าฯ พระราชทานชื่อปลา
ชนิดนี้ว่า "ปลานิล" และได้พระราชทานปลานิล ขนาดยาว 3-5 เซนติเมตร จ้านวน 10,000 ตัว ให้แก่
กรมประมงน้าไปเพาะเล้ียงขยายพันธ์ุ ท่ีแผนกทดลองและเพาะเล้ียง ในบริเวณเกษตรกลางบางเขน
และที่สถานีประมงต่าง ๆ ทั่วพระราชอาณาจักร รวม 15 แห่ง เพื่อด้าเนินการเพาะเล้ียงขยายพันธ์ุ
พร้อมกัน ซ่ึงเมื่อปลานิลแพร่ขยายพันธ์ุออกไปได้มากเพียงพอแล้ว จึงได้แจกจ่ายให้แก่ราษฎรน้าไป
เพาะเล้ียงตามความต้องการต่อไป (ประเทือง เชาว์วันกลาง, 2536) 
 2.1.3  ลกัษณะทั่วไปและพฤตกิรรมของปลานิล 

  มีลักษณะล้าตัวแบนข้าง รูปร่างลักษณะของปลานิลคล้ายกับปลาหมอเทศ แต่ลักษณะ
พิเศษของปลานิลมีดังนี้คือ ริมฝีปากบนและร่างเสมอกัน ที่บริเวณแก้มมีเกล็ด 4 แถว ตามล้าตัวมีลาย
พาดขวางจ้านวน 9-10 แถบ ล้าตัวมีสีเขียวปนน้้าตาล ปลานิลมีนิสัยชอบอยู่รวมกันเป็นฝูง (ยกเว้น
เวลาสืบพันธ์ุ) มีความอดทนและปรับตัวเข้ากับ สภาพแวดล้อมได้ดี ปลานิลทนต่อความเค็มได้ถึง 20 
ส่วนในพัน ทนต่อค่าความเป็น กรด-ด่าง (pH) ได้ดีในช่วง 6.5-8.3 และสามารถทนต่ออุณหภูมิได้ถึง 
40 องศาเซลเซียส ปลานิลกินอาหารได้ทุกประเภทตั้งแต่อาหารธรรมชาติจนถึงอาหารส้าเร็จรูป กิน
ได้ทั้งบนผิวน้้า กลางน้้า และก้นบ่อ ปลานิลเป็นปลาที่กินอาหารตลอดเวลา ปลานิลสามารถผสม
พันธ์ุได้ตลอดปีโดยใช้เวลา  2-3 เดือน/ครั้ง ขนาดอายุและช่วง การสืบพันธ์ุของปลาแต่ละตัวจะ
แตกต่างกันไปตามสภาพแวดล้อม และสภาพทางสรีรวิทยาของปลาเอง โดยปกติปลานิลที่ยังโต
ไม่ได้ขนาดผสมพันธ์ุหรือสภาพแวดล้อมไม่เหมาะสมเพื่อการวางไข่ ปลาจะรวมกันอยู่เป็นฝูง แต่
ภายหลังท่ีปลามีขนาดที่จะสืบพันธ์ุได้ปลาตัวผู้จะแยกออกจากฝูงแล้วเริ่มสร้างรัง ตัวเมียจะวางไข่
ครั้งละประมาณ 50-600 ฟอง โดยตัวผู้จะปล่อยน้้าเช้ือลงไปในไข่ แล้วปลาตัวเมียเก็บไข่ที่ได้รับการ
ผสมโดยการอมไว้ในปาก ไข่ปลาท่ีอมไว้โดยปลาตัวเมียจะวิวัฒนาการขึ้นตามล้าดับ แมป่ลาจะขยับ
ปากให้น้้าไหลเข้าออกในช่องปากอยู่เสมอ ระยะเวลาฟักไข่ที่ใช้แตกต่างกันตามอุณหภูมิของน้้า ไข่
จะมีวิวัฒนาการเป็นลูกปลาวัยอ่อนภายใน 8 วัน ซ่ึงในระยะเวลาดังกล่าวถุงอาหารยังไม่ยุบ และจะ
ยุบเมื่อลูกปลามีอายุครบ 13-14 วัน นับจากวันที่แม่ปลาวางไข่ เมื่อถุงอาหารยุบลงลูกปลานิลจะเริ่ม
กินอาหารจ้าพวกพืชและไรน้้าขนาดเล็กได้ และหลังจาก 3 สัปดาห์แล้วลูกปลาก็จะสามารถหากิน
ด้วยตัวเองได้ (Philippart and Ruwat, 1982) 
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 2.1.4  การเพาะเลีย้งปลานิลในประเทศไทย 
  ประเทศไทยเป็นแหล่งการผลิตปลานิลที่ส้าคัญประเทศหนึ่งของโลก โดยมีการผลิต

เป็นอันดับท่ี 3 รองจากประเทศจีนและประเทศอียิปต์ (FAO, 2002) การเพาะเล้ียงปลานิลในประเทศ
ไทยนั้น มีอัตราการขยายตัวเพิ่มมากขึ้น โดยมีการขยายตัวเพิ่มขึ้นอย่างค่อยเป็นค่อยไปจากปี 2540-
2545 และมีการขยายตัวอย่างรวดเร็วในปี 2546 โดยในปี 2551 มีผลผลิตปลานิลที่ได้จากการ
เพาะเล้ียงมากถึง 195,900 ตัน เพิ่มขึ้นจากปี 2546 ร้อยละ 99 ซ่ึงมีมูลค่าผลผลิตปลานิลที่ได้จากการ
เพาะเล้ียงมากถึง 5,770 ล้านบาท เพิ่มขึ้นจากปี 2546 ร้อยละ 110 (ภาพท่ี 2.2) 

 

 
 

ภาพที่ 2.2  ผลผลิตและมูลค่าปลานิล ปี 2540-2551 
ที่มา : กลุ่มวิเคราะห์การค้าสินค้าประมงระหว่างประเทศ กองประมงต่างประเทศ กรมประมง 

(รวบรวมข้อมูลจากกรมศุลกากร) 
  

 2.1.5  การเพาะเลีย้งปลานลิในระดับโลก 
  การเพาะเล้ียงปลานิลนั้นมีการเพาะเล้ียงมายาวนานและได้มีการเพาะเล้ียงไปทั่วโลก 

พ.ศ. 2549 มีผลผลิตของปลานิลจ้านวน 1,988,726 ตัน โดยประเทศจีนเป็นผู้น้าทางด้านการผลิต
ปลานิลในระดับโลก มูลค่าผลผลิตของปลานิลในระดับโลกนั้นมีแนวโน้มเพิ่มมากขึ้น โดยในปี 
พ.ศ. 2549 มีมูลค่าผลผลิตของกลุ่มปลานิล 2,451 ล้านเหรียญสหรัฐ ซ่ึงแยกเป็นปลานิลจากการ
เพาะเล้ียงมูลค่า 2,220 ล้านเหรียญสหรัฐ คิดเป็นร้อยละ 90.58 และเป็นปลานิลที่มาจากการจับจาก
ธรรมชาติมูลค่าประมาณ 231 ล้านเหรียญสหรัฐ คิดเป็นร้อยละ 9.42 ของมูลค่าผลผลิตปลานิล
ทั้งหมด  
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ภาพที่ 2.3  มูลค่าผลผลิตของสัตว์น้้าในกลุ่มปลานิลระดับโลก ระหว่างปีพ.ศ. 2540-2549 
ที่มา : กลุ่มวิเคราะห์การค้าสินค้าประมงระหว่างประเทศ กองประมงต่างประเทศ กรมประมง 
 (รวบรวมข้อมูลจากกรมศุลกากร) 
 

2.2  กระบวนการผลิตกรดไขมัน LC-PUFA (Long chain polyunsaturated fatty acid) 
กระบวนการเปล่ียนกรดไขมัน C18-Polyunsaturated Fatty Acid (C18-PUFA) ได้แก่ linoleic 

acid (18 : 2n-6) และ linolenic acid (18 : 3n-3) ไปเป็น LC-PUFA ได้แก่ eicosapentaenoic acid 
(EPA; 20 : 5n-3), docosahexaenoic acid (DHA; 22 : 6n-3) และ arachidonic acid (AA; 20 : 4n-6) 
ซ่ึงเป็นกรดไขมันที่มีบทบาทส้าคัญต่อสรีรวิทยาระบบต่างของร่างกายสัตว์ โดยจะมีเอ็นไซม์เข้ามา
เกี่ยวข้องหลัก ๆ 4 ชนิดด้วยกัน (ภาพที่ 2.4) ได้แก่ delta 4 desaturase (4), delta 5 desaturase 
(5), delta 6 desaturase (6) และ elongase กลไกการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อ่ิมตัวสูงสายยาว
จะแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม เป็นกรดไขมันในกลุ่ม -6 มีกรดไขมันต้นแบบคอื Linoleic acid (18 : 2n-6) 
และกลุ่ม -3 มีกรดไขมันต้นแบบคือ α-Linolenic acid (18 : 3n-3) ในการสังเคราะห์กรดไขมันที่
ไม่อ่ิมตัวในเนื้อเยื่อของสัตว์ เริ่มแรกเอนไซม์ delta 6 desaturase จะเข้าไปเปล่ียน Linoleic acid ได้ 
grama-linolenic acid (GLA) ต่อจากนั้นจะเข้าสู่ elongation ซ่ึงจะมีการเติมคาร์บอนเข้าไป 2 ตัว ท า
ให้เกิดสังเคราะห์ dihomo grama-linolenic acid (DGLA) ส่วนกรดไขมันในกลุ่ม -3 เริ่มแรก
เอนไซม์ delta 6 desaturase จะเข้าไปเติมพันธะคู่ α-Linolenic acid ได้ stearidonic acid (STA) 
ต่อจากนั้นจะเข้าสู่ elongation ซ่ึงจะมีการเติมคาร์บอนเข้าไป   2 ตัว ท าให้เกิดสังเคราะห์ 
eicosatetraenoic acid (ETA) หลังจากเอนไซม์ delta 5 desaturase จะเข้าไปเปล่ียน DGLA และ ETA 
จะได้ Arachidonic acid (AA) และ eicosapentaenoic acid (EPA) ตามล าดับ ต่อจากนั้นจะเข้าสู่
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กระบวนการ elongation โดยจะมีการเติมคาร์บอนเข้าไป  2 ตัว ซ่ึงจะมีการสังเคราะห์  3-
docosapentaenoic acid (DPA) เกิดขึ้น และ DPA จะถูกเติมพันธะคู่ดว้ยเอนไซม์ delta 4 desaturase ท้า
ให้ได้ DHA และมีทางเลือกอีกทางที่จะสามารถสังเคราะห์ DHA ได้ โดยมีกระบวนการ elongation 2 
steps จาก EPA ไปยัง DPA และจาก DPA ไปยัง 3-tetracosapentaenoic acid (TPA) หลังจากนั้น 
TPA จะถูกเติมพันธะคู่ด้วยเอนไซม์ delta 6 desaturase ได้ 3-tetracosahexaenoic acid (THA) และ
ในที่สุด THA ก็จะเปล่ียนกลับไปเป็น DHA โดยกระบวนการ β-oxidation ใน peroxisome ส่วนกรด
ไขมันในกลุ่ม -6 ก็เช่นเดียวกัน AA จะเข้าสู่กระบวนการ elongation โดยมีการเติมคาร์บอนเขา้ไป 2 
ตัว ซ่ึงจะมีการสังเคราะห์ adrenic acid (ADA) เกิดขึ้น และ ADA จะถูกเติมพันธะคู่ด้วยเอนไซม์ delta 
4 desaturase ท้าให้ได้ 6-docosapentaenoic acid (DPA) และได้มีทางเลือกอีกทางท่ีจะสามารถ
สังเคราะห์ DPA ได้ โดยมีกระบวนการ elongation 2 steps จาก AA ไปยัง ADA และจาก ADA ไปยัง 
6-tetracosatetraenoic acid (TTA) หลังจากนั้น TTA จะถูกเติมพันธะคู่ด้วยเอนไซม์ delta 6 desaturase ได้ 
6-tetracosapentaenoic acid (TPA) และสุดท้าย TPA ก็จะเปล่ียนกลับไปเป็น DPA โดยกระบวนการ β-
oxidation เหมือนกัน (Sprecher, 2000) (ภาพที ่2.4) 
 

 
 

ภาพที่ 2.4 แสดงกลไกลการสังเคราะห์กรดไขมันที่ไม่อ่ิมตวัสูง 
ที่มา : (Sprecher, 2000) 
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2.3  โครงสร้างของยีนและโปรตนีของยีน delta 6 desaturase ในปลาต่าง ๆ  
เอนไซม์ delta 6 desaturase เป็นเอนไซม์ตัวแรกในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่

อ่ิมตัวสูงสายยาวจงึไดม้ีการศึกษาล้าดบันวิคลีโอไทด์และล้าดับกรดอะมิโนของยีน delta 6 desaturase 
โดยพบว่า ส่วนของ Coding sequence (CDS) มีนิวคลีโอไทป์อยู่ในช่วง 1,329-1,365 bp มีส่วนของ 
5’untranslated region (5’UTR) อยู่ในช่วง 261-284 bp และส่วนของ 3’untranslated region (3’UTR) 
อยู่ในช่วง 375-494 bp และมีล้าดับกรดอะมิโนของยีน delta 6 desaturase อยู่ในช่วง 442-454 
residues (ตารางท่ี 2.1) 
 

2.4  ชีววทิยาของยีสต์ 
 

 

ภาพที่ 2.5 ยีสต ์Saccharomyces cerevisiae 
ที่มา : www.bakeinfo.co.nz/school/images/yeast. 

 
ยีสต์เป็นจุลินทรีย์พวกยูคาริโอต มีการด้ารงชีวิตเป็นเซลล์เดี่ยว (unicellular form) มีหลาย

รูปแบบ คือ กลม (round, spheroidal, spherical) รี (ellipsoidal) รูปไข่ (oval, ovoidal) รูปเลมอน (apiculate) 
สามเหล่ียม (triangular) ยาว (elongated) และเป็นสาย (filamentous) ขนาดของยีสต์แตกต่างกันในแต่ละ
ชนิด ในยีสต์ที่ได้มีการศึกษานั้น Saccharomyces cerevisiae เป็นเซลล์ที่มีรูปร่างรี ความกว้าง
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ประมาณ  1-7 ไมโครเมตร และความยาวของเซลล์  5-10 ไมโครเมตร เซลล์ยีสต์ประกอบด้วย
โครงสร้างต่าง ๆ เช่น ผนังเซลล์ (Cell wall) ส่วนใหญ่เป็นกลูแคน (glucan) และ แมนแนน (mannan) 
เยื่อหุ้มเซลล์ (Cell membrane) ส่วนใหญ่เป็นพวกไขมันและโปรตีน คาร์โบไฮเดรตในปริมาณเล็ก   
น้อยมีบางส่วนของเยื่อหุ้มเซลล์ที่ยื่นเข้าไป (invagination) ในไซโทพลาสซึม นิวเคลียส (Nucleus) 
มีรูปร่างกลมรี ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1.5 ไมโครเมตร จะเห็นนิวเคลียสของยีสต์ได้ในเซลล์ 
ที่ก้าลังมีการแตกหน่อ ไมโทคอนเดรีย (Mitochondria) มีรูปร่างกลมหรือรูปท่อน หน้าที่ส้าคัญของ
ไมโทคอนเดรีย คือการสร้างพลังงานในรูปของ ATP จากการหายใจในสภาวะที่มีออกซิเจน เอน
โดพลาสมิกเรทิคิวลัม (Endoplasmic reticulum) เป็นโครงสร้างภายในไซโทพลาสซึม มีหน้าที่ช่วย
ในช่วงเริ่มต้นของการแตกหน่อโดยการสร้างเวซิเคิล (vesicle) ที่บรรจุเอนไซม์ชนิดต่าง ๆ และ
องค์ประกอบต่าง ๆ ของเซลล์ แวคิวโอล (Vacuole) ขนาดของแวคิวโอลเปล่ียนแปลงตามการเจริญ
ของเซลล์ ท้าหน้าท่ีคล้ายไลโซโซม (lysosome) ในการย่อยโปรตีนทั่ว ๆ ไปในเซลล์ ไซโทพลาสซึม 
(Cytoplasm) เป็นของเหลวที่มีลักษณะคล้ายวุ้นและมีความเป็นกรด ส่วนที่พบแขวนลอยอยู่ใน     
ไซโทพลาซึมคือ ไมโครบอดี (microbody) ไรโบโซม (ribosome) โปรทีโซม (proteasome) อนุภาค
ลิพิด  (lipid particle) (สาวิตรี, 2549) 

ยีสต์ (S. cerevisiae) เป็นจุลินทรีย์ที่จัดอยู่ในกลุ่มที่มีประโยชน์ต่อร่างกายของมนุษย์และ
สัตว์ซ่ึงในปัจจุบันนี้ได้มีการน้ายีสต์มาเป็นส่วนผสมของอาหารสัตว์  ยีสต์เป็นแหล่งโปรตีนที่เรา
เรียกว่า โปรตีนเซลล์เดียว (single cell protein) เนื่องจากมีโปรตีนทั้งหมดปริมาณสูงและมีกรดอะมิโน
จ้าเปน็ครบถ้วน โดยเฉพาะมีไลซีนปริมาณสูง  นอกจากนั้นเซลล์ของยีสต์ยังประกอบด้วยเกลือแร่
หลายชนิด เช่น โครเมียม ซีลีเนียม โมลิบดีนัม และสังกะสี รวมทั้งวิตามินหลายชนิดโดยเฉพาะ
วิตามินบีรวม ซ่ึงเป็นประโยชน์ต่อสัตว ์ยิ่งกว่านั้นยีสต์ยังมีกล่ินหอม รสชาติดี ช่วยเพิ่มความน่าบริโภค
ของอาหารและ  อีกในแง่หนึ่งคือเป็นตัวช่วยเสริมสุขภาพของสัตว์หรือที่เราเรียกว่าเป็น โปรไบโอติค 
(probiotic) ให้กับสัตว์เล้ียง ซ่ึงจะท้าให้สัตว์แข็งแรง มีภูมิต้านทานโรคสูงขึ้น (Jonewell, 1993)  
 2.4.1  การเสริมยสีต์ในอาหารต่อสมรรถนะการเจริญเตบิโต 

  การศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต ซ่ึงการ
เจริญเติบโตเป็นพารามิเตอร์หนึ่งที่มีความส้าคัญต่อการประเมินประสิทธิภาพของการใช้อาหาร
พบว่า การใช้ยีสต์เสริมในอาหารปลานั้นส่งผลท้าให้ปลามีสมรรถนะการเจริญเติบโตสูงขึ้น แต่ไม่
ส่งผลต่ออัตราการรอดของปลา (Ebrahim and Abou-seif, 2008; Tawwab, Rahman and Ismael, 
2008 and Osman, Ibrahim, Soliman and Monier, 2010) (ตารางท่ี 2.2)  
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ตารางที่ 2.1 ตารางเปรียบเทียบขนาดของ Coding Sequence (CDS) ของยีน delta 6 desturase ในปลาชนิดต่าง ๆ   
 

เอกสารอ้างองิ ชนิดปลา CDS จ านวนกรดอะมโิน  Cytochrome b5 
Fatty acid 

desaturase  domain 
% Identities 

 

Morais et al. (2011) 
 

Atlantic Bluefin tuna 
(Thunnus thynnus) 

 

1,338 bp 
 

445 
 

21-95 
 

158-417 
 

89 

Zheng et al. (2009) Cobia(Rachycentron canadum) 1,329 bp 442 18-92 155-413 83 
González-Rovira et al. 
(2009) 

Sea bass 
(Dicentrarchus labrax) 

1,338 bp 445 21-95 158-416 84 

Tocher et al. (2006a) Atlantic Cod (Gadus morhua) 1,344 bp 447 23-97 161-419 76 
Zheng et al. (2004a) Rainbow trout 

(Oncorhynchus mykiss) 
1,365 bp 454 30-104 167-425 75 

Zheng et al. (2004a) Seabream (Sparus aurata) 1,338 bp 445 21-95 158-416 83 
Zheng et al. (2004a) Turbot (Scophthalmus maximus) 1,338 bp 445 21-95 158-416 82 
Zheng et al. (2005b) Atlantic salmon (Salmo salar) 1,365 bp 454 30-104 167-425 75 
Gen bank 
XM_003440470 

Nile tilapia (O. niloticus) 1,338 bp 445 21-95 158-417 99 

Zheng et al. (2004a) Common Carp 
(Cyprinus carpio) 

1,335 bp 444 20-94 157-416 70 

Hastings et al. (2001) 
 

Zebrafish (Danio rerio) 1,590 bp 444 21-94 157-416 71 

หมายเหตุ : a, b, c และ d ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวตั้ง (P < 0.05) 11 
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ตารางที่ 2.2  การใช้ยีสต์ชนดิต่างๆเสริมในอาหารปลานิลตอ่สมรรถนะการเจริญเติบโต  

เอกสารอ้างองิ 
ชนิดของ
ยสีต์ 

Yeast Level 
(%) 

Initial weight 
(g) 

Final 
weight (g) 

Weight gain 
(g) 

SGR (%/day) FCR 
 Survival rate 

(%) 

Ebrahim and Seif 
(2008) 

Brewer’s yeast 

0 1.57±0.18 10.17±0.53b 8.60±0.53b 1.67±0.16b - 90.00±0.52 
25 1.57±0.24 10.00±0.52b 8.43±0.52b 1.65±0.20b - 88.33±0.40 
50 1.50±0.17 12.33±0.40a 10.83±0.40a 1.82±0.15a - 91.65±0.56 
75 1.53±0.25 12.33±0.65a 10.80±0.65a 1.82±0.19a - 93.33±0.40 

100 1.53±0.20 9.87±0.53b 8.34±0.53b 1.64±0.16b - 86.65±0.40 

Osman et al. 
(2010) 

Beaker's yeast 

0 77.39±15.46 82.79±4.14 5.4±0.27c 0.17±0.017c - 96.7±4.83  
10 76.93±15.38 86.23±4.31 8.1±0.40b 0.29±0.015a - 95.0±4.75 
20 77.20±15.44 86.58±4.33 9.3±0.47b 0.26±0.013b - 100.0±5.0 
30 77.10±15.42 87.78±4.39 10.68±0.53a 0.29±0.015a - 98.2±4.91 
60 77.30±15.46 86.80±4.34 9.5±0.48b 0.26±0.013b - 99.1±4.95 

Tawwab et al. 
(2008) 

Beaker's yeast 

Control 0.33±0.088 7.22±0.11d 6.89±0.098d 3.673 ± 0.015c 1.72 ± 0.028a 96.7 ± 1.7 
2.5 0.34±0.033 8.00±0.06c 7.66±0.061c 3.760 ± 0.019bc 1.61 ± 0.073ab 95.0 ± 2.9 
5 0.34±0.033 8.50±0.23bc 8.16±0.228bc 3.832 ± 0.023b 1.55 ± 0.052b 100.0 ± 0.0 

10 0.33±0.088 9.90±0.29a 9.57±0.028a 4.049 ± 0.011a 1.48 ± 0.034c 95.0 ± 2.9 
20 0.33±0.012 10.05±0.11a 9.72±0.089a 4.067 ± 0.030a 1.39 ± 0.045cd 100.0 ± 0.0 

หมายเหตุ : a, b, c และ d ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวตั้ง (P < 0.05) 
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 2.4.2  การเสริมยสีต์ในอาหารต่อค่าทางโลหิตวทิยา และค่ากลูโคลในเลอืดปลา 
  นอกจากนี้การศึกษาการเสริมยีสต์ในอาหารปลาต่อค่าทางโลหิตวิทยา ซ่ึงค่าทางโลหิต

วิทยาเป็นตัวแปรที่มีความส าคัญที่ใช้ประเมินสภาพทางกายภาพและชีวภาพของปลา การเปล่ียน   
แปลงองค์ประกอบของเลือดขึ้นอยู่กับชนิด สายพันธ์ุ อายุ ระยะเจริญพันธ์ุและสุขภาพของปลาการ
เปล่ียนแปลงของส่ิงแวดล้อม ไม่ว่าจะเป็นอุณหภูมิ  สารพิษที่ปนเปื้อน การให้อาหารหรือวิตามิน
เสริมหรือความผิดปกติในระบบใดระบบหนึ่งของร่างกายจะส่งผลกระทบต่อองค์ประกอบของ
เลือด (Puangkaew et al., 2004 and Hrubec, Cardinale, and Smith, 2000) ดังนั้นการศึกษาค่าโลหิต
วิทยาบางประการจึงสามารถใช้เป็นข้อมูลบ่งชี้ถึงการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของปลา และ
สุขภาพของปลาได้ พบว่าการเสริมยีสต์ในอาหารปลานั้นส่งผลท้าให้ค่าโลหิตวิทยาได้แก่ จ้านวน
เม็ดเลือด ค่าฮีโมโกลบิน ค่าฮีมาโตคริต และค่ากลูโคสในเลือดปลาสูงขึ้นตามระดับการเสริมยีสต์ 
และค่ากลูโคสในเลือดโลหิตวิทยา (Tawwab et al., 2008 and Osman et al., 2010) (ตารางท่ี 2.3) 
 

ตารางที่ 2.3 การใช้ยีสต์ชนดิต่าง ๆ เสริมในอาหารปลานิลต่อโลหิตวิทยาและค่ากลูโคสในเลือดปลา 

เอกสารอ้างองิ 
ชนิดของ
ยสีต์ 

Yeast Level 
(%) 

RBC 
(cell× 1012/L) 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Hematocrit 
(%) 

Glucose 
(mg/L) 

Tawwab et al. 
(2008) 

Brewer’s 
yeast 

Control 1.74±0.138b  50.3±2.93b  12.67±0.917b  122.0±9.8d  
0.25 1.81±0.087b 54.3±2.89b 13.43±0.921b 196.3±9.8c 
0.5 1.59±0.045b 48.0±3.21b 12.23±0.984b 231.7±16.3b 
1.0 2.54±0.142a 75.0±4.07a 16.90±0.322a 399.0±18.8a 
2.0 2.58±0.170a 77.8±3.05a 16.70±0.153a 241.7±11.7b 
5.0 2.41±0.058a 84.3±4.88a 16.87±0.406a 258.0±11.1b 

Osman et al. 
(2010) 

Beaker's 
yeast 

0 1.43±0.15c 4.30±0.15c 12.45±0.75d - 
10 1.89±0.09b 5.43±0.15b 17.51±0.90c - 
20 1.85±0.11b 5.43±0.15b 21.62±0.90b - 
30 2.39±0.15a 6.95±0.26a 23.23±0.93a - 
60 2.00±0.14a 6.51±0.24a 21.45±1.03b - 

หมายเหตุ : a, b, c และ d ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวตั้ง (P < 0.05) 
 

 2.4.3  การเสริมยสีต์ในอาหารต่อค่าองค์ประกอบทางเคมขีองปลา 
  จากการศึกษาการใช้ยีสต์เสริมในอาหารปลาต่อค่าองค์ประกอบทางเคมีของปลา 

พบว่าการใช้ยีสต์เสริมในอาหารปลานั้นไม่ส่งผลกระทบต่อค่าองค์ประกอบโภชนะของปลานิล 
(Ebrahim and Abou-seif, 2008 and Tawwab et al., 2008) (ตารางท่ี 2.4) 
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ตารางที่ 2.4  การใช้ยีสต์ชนดิต่าง ๆ เสริมในอาหารปลานิลต่อค่าองค์ประกอบโภชนะของปลานิล 

เอกสารอ้างองิ 
ชนิดของ
ยสีต์ 

Yeast Level 
(%) 

Dry matter 
(%) 

Crude 
protein (%) 

Crude lipid 
(%) 

Ash 
(%) 

Ebrahim and 
Seif (2008) 

Brewer’s 
yeast 

0 27.60± 0.53 56.70± 0.48 23.10 ±0.52 20.20± 0.60 
25 28.40 ±0.51 57.00± 0.49 22.71± 0.47 20.29±0.41 
50 27.97± 0.37 57.75± 0.43 23.04±0.18 19.21 ±0.38 
75 28.40± 0.39 57.40 ±0.41 23.16± 0.27 19.44 ±0.45 
100 27.80 ±0.53 56.60 ±0.33 23.04± 0.42 20.36± 0.57 

Tawwab et al. 
(2008) 

Brewer’s 
yeast 

Control 73.8±0.42   55.2±2.28 26.1±1.32 11.9±0.22 
0.25 74.4±0.50  56.1±1.37 25.1±0.75 12.1±0.28 
0.5 74.7±0.41  56.4±0.69 25.3±1.08 12.6±0.40 
1.0 74.2±0.71  57.2±0.61 25.5±0.67 13.0±1.09 
2.0 74.6±0.49  57.6±1.65 23.8±0.83 13.6±0.34 
5.0 74.3±0.4  57.7±1.19 23.9±0.58 14.4±0.34 

 

2.5  การสร้างรีคอมบิแนนท์ยีสต์ 
ยีสต์เป็นส่ิงมีชีวิตชั้นสูงเซลล์เดียวที่มีกลไกภายในเซลล์เช่นเดียวกับสัตว์ มีคุณสมบัติใน

การน้ามาใช้เป็นจุลินทรีย์เซลล์เจ้าบ้าน เพื่อผลิตโปรตีนที่สนใจซ่ึงคงคุณสมบัติทางชีวภาพเหมือน
โปรตีนธรรมชาติ โดยใช้เทคนิคทางพันธุวิศวกรรมมาตัดต่อยีนของโปรตีน และน้าเข้าดีเอ็น เอ
พาหะเข้าไปในเซลล์ยีสต์ เพ่ือยีสต์ผลิตโปรตีนที่ ต้องการให้มีปริมาณสูงขึ้นภายในระยะเวลาอันส้ัน 
จากการศึกษาของ Lu, Li, Chai and Zhang 2010; Zheng et al., 2009; González-Rovira et al., 2009; 
Zheng et al., 2005; และ Tocher et al.,2006 ได้ท้าการตัดต่อยีน delta 6 desaturase ในปลาต่าง ๆ 
พบว่ายีสต์มีการแสดงออกของยีน delta 6 desaturase และเอ็นไซม์ท่ีผลิตได้จากยีสต์สามารถท้างาน
ได้ (ตารางท่ี 2.5)  
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ตารางที่ 2.5   ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ delta 6 desaturase  ที่มีการเปล่ียนกรดไขมันสารตั้งต้นเป็นกรดไขมันผลผลิตในปลาต่าง ๆ  

เอกสารอ้างองิ 
ยนีที่น ามาสร้างรีคอมบแีนนท์ยสีต์ 

FA substrate Product Conversion (%) Activity 
ชนิดปลา ยีน 

Li et al. (2010) 
Whitespotted spinefoot 
Siganus canaliculatus 

fatty acyl desaturase 
18 : 3n3 18 : 4n3 59 D6 
18 : 2n6 18 : 3n6 35 D6 
20 : 3n6 20 : 4n6 12 D5 

Zheng et al.(2009) Cobia 
fatty acyl delta 6 

desaturase/ elovl5 elongase 

18 : 3n3 18 : 4n3 50.8 D6 
18 : 2n6 18 : 3n6 36.5 D6 
20 : 4n3 20 : 5n3 2.4 D5 
20 : 3n6 20 : 4n6 0.2 D5 

González-Rovira et al. (2009) Sea bass fatty acyl delta 6 desaturase 
18 : 3n3 18 : 4n3 14.5 D6 
18 : 2n6 18 : 3n6 5.6 D6 

Zheng et al. (2005b) Atlantic salmon fatty acyl delta 6 desaturase 
18 : 3n3 18 : 4n3 60 D6 
18 : 2n6 18 : 3n6 14 D6 

Tocher et al. (2006a) Atlantic Cod fatty acyl delta 6 desaturase 
18 : 3n3 18 : 4n3 33 D6 
18 : 2n6 18 : 3n6 18 D6 

หมายเหตุ : D6 คือ delta 6 desaturase 
     D5 คือ delta 5 desaturase 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

การศึกษาวจิยัคร้ังนี้แบ่งเป็น 2 การทดลองดังนี ้
 การทดลองท่ี 1 ผลิตยีสต์ S. cerevisiae ให้มีการผลิตเอนไซม์ Delta 6 desaturase ของปลานิล 
(O. niloticus) 
 การทดลองที ่2 ศึกษาผลของการเสริมยีสต์ที่มีการตัดต่อยีน Delta 6 desaturase ในอาหารปลานิล 
 

3.1  ปลานิลที่ใช้ท าการศึกษา  
  ปลานิลเพศผู้ขนาดประมาณ 30 g จากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (งานสัตว์น้้า) 
น้ามาพักเล้ียงเพื่อปรับสภาพในบ่อซีเมนต์เพื่อลดความเครียดเนื่องจากการขนย้ายเป็นเวลา 1 
สัปดาห์ โดยท้าการเล้ียงปลาในบ่อปูนซีเมนต์ขนาด 5×10×1 cm3 โดยให้กินอาหารวันละ 2 ครั้ง ท่ีเวลา 
10.00 น. และ 16.00 น. 
 

3.2  สถานทีท่ าการทดลอง  
  ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (งานสัตว์น้้า) และอาคารเครื่องมือ 3 ศูนย์เครื่องมือ
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
 

3.3 แผนการทดลองที่ 1 ผลิตยีตส์ S. cerevisiae ให้มีการผลิตเอนไซม์ Delta 6 desaturase 

ของปลานิล (O. niloticus) 
 3.3.1  การโคลน cDNA ของยนี Delta 6 desaturase 
    การเกบ็ตวัอย่างตบัปลานลิ 
    น้าปลานิลที่มีน้้าหนักประมาณ 50 g มาท้าการเก็บตับ โดยท้าการสลบปลานิลใน 2-
phenoxyethanol หลังจากนั้นท้าการเปิดช่องท้องและท้าการเก็บตับประมาณ 50-100 mg ใส่ใน
หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml แล้วน้าตัวอย่างตับไปเก็บในตู้ -80ºC 
    การสกดั Total RNA 
    น้าตัวอย่างตับของปลานิลที่เก็บในตู้ -80ºC มาพักในถังน้้าแข็ง โดยตัวอย่างตับปลานิล
มีน้้าหนักประมาณ 50-100 mg และใส่สาร Trizol 500-1000 µl แล้วท้าการบดตัวอย่างให้ละเอียด 
และตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที หลังจากนั้นใส่ chloroform 1 ส่วนต่อ 5 ส่วน ของสารละลายใน
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หลอด ท้าการผสม (vortex) และน้าไปป่ันเหวีย่ง (centrifuge) ด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 
4ºC เป็นเวลา   5 นาที สารละลายจะแยกชั้นโดยส่วนของอาร์เอ็นเอจะอยู่ชั้นบน ท้าการดูดสาร
ส่วนบนย้ายไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ หลังจากนั้นท้าการตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 
isopropanol โดยใส่สาร isopropanol เท่ากับสารละลายอาร์เอ็นเอที่ย้ายมา ท้าการ vortex สารละลาย 
และวางที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา  1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 
13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 30 นาท ีจากนั้นดูดสารละลายออกทิ้งเหลือไว้เฉพาะตะกอนของ
อาร์เอ็นเอ ต่อมาท้าการล้างตะกอนด้วย 80% ethanol ใส่เป็น 2 เท่าของสารละลายอาร์เอ็นเอ 
หลังจากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วท้าการดูด
สารละลายท้ิงอีกครั้ง และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อให้เอทานอล
ระเหยออกไป หลังจากนั้นละลายตะกอนอาร์เอ็นเอในน้้า DEPC 225 µl ท้าการผสมเบา ๆ เพื่อให้
ตะกอนละลาย จากนั้นใส่ DNase I (5 U/µl) 1 µl และ 10x DNase buffer 25 µl เพื่อก้าจัดดีเอ็นเอให้
เหลือไว้แต่อาร์เอ็นเอ น้าหลอดไปตั้งในอ่างควบคมุอุณหภูมิแบบแห้ง โดยตั้งอุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 
30 นาที และท้าลายเอนไซม์ DNase I ด้วยอุณหภูมิ 70 ºC เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นท้าให้บริสุทธ์ิโดย
ใส่ phenol : chloroform (1 ส่วนต่อ 1 ส่วนของสารละลายท่ีมีอยู่) ท้าการ vortex และน้าไปป่ันเหวี่ยง
ด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาท ีสารละลายจะแยกชั้นโดยส่วนของอาร์
เอ็นเอจะอยู่ชั้นบน ท้าการดูดสารส่วนบนย้ายไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ หลังจากนั้น
ท้าการตกตะกอนอาร์เอ็นเออีกครั้งด้วย 3M sodium acetate pH 5.2 ใส่ 0.1 ส่วนต่อ 1 ส่วนของ
สารละลายที่อยู่ในหลอด  และสาร absolute ethanol โดยใส่ 3  เท่าของสารในหลอด  และท้าการ
vortex สารละลาย น้าหลอดไปตั้งไว้ที่อุณหภูมิ -80ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมงหรือที่อุณหภูมิห้องเป็น
เวลาประมาณ 16-18 ชั่วโมง เพื่อเป็นการตกตะกอนอาร์เอ็นเอ เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปท้าการปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,226×g  ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดสารละลายออกทิ้ง
เหลือไว้เฉพาะตะกอนของอาร์เอ็นเอ และท้าการล้างตะกอนด้วย 80% ethanol 2 เท่าของสารละลาย
อาร์เอ็นเอ หลังจากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาที ท้าการ
ดูดสารละลายทิ้งอีกครั้ง และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อให้เอทา
นอลระเหยออกไป จากนั้นละลายตะกอนอาร์เอ็นเอทั้งหมด (total RNA) ในน้้า DEPC 30 µl และ
เก็บ total RNA ในตู้เย็น -80ºC โดยท้าการแบ่ง total RNA ออกเป็นส่วน ๆ เพื่อหลีกเล่ียงการแช่แข็ง
และละลายหลาย ๆ ครั้ง 
 

    การสังเคราะห์ First stand cDNA  

    น้า total RNA ของตับปลานิลที่ได้ส่วนหนึ่งไปวัดความเข้มข้นของ RNA ที่ค่าการ
ดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร (nm) หลังจากนั้นท้าการสังเคราะห์ first strand cDNA จาก total RNA 
โดยใช้ First-stand cDNA synthesis Kit (GE Healthcare) โดยมีการเตรียมสารละลายส้าหรับ
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สังเคราะห์ first strand cDNA ดังนี้ Total RNA ความเข้มข้น 1-5 µg/µl ใส่ bulk first-strand cDNA 
reaction mix 5 µl ใส่ 20 mM DTT solution 1 µl ใส่ Oliga-dT primer มีความเข้มข้น 0.2 µg ต่อ µl 
ใส่ 1 µl และน้้า Deionized เพื่อปรับปริมาตรให้สารละลายทั้งหมดเท่ากับ 15 µl ท้าการผสม Total 
RNA และน้้า Deionized ที่ค้านวณปริมาตรแล้วในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ผสมให้เข้ากันหลัง
จากนั้นน้าหลอดไปตั้งที่อุณหภูมิ 65ºC เป็นเวลา 10 นาที และแช่ลงในถังน้้าแข็งทันทีเป็นเวลา 10 
นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1,957×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 นาที 
หลังจากนั้นน้าหลอดไปตั้งที่อุณหภูมิ 3ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง 30 นาที และเก็บตัวอย่าง cDNA ไว้ที่
อุณหภูม ิ-20ºC 
    การออกแบบไพรเมอร์ 
    ท้าการการค้นข้อมูลล้าดับดีเอ็นเอของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล (O. niloticus) 
ในเวปไซด์ของ NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) เพื่อน้ามาเป็นข้อมูลในการออกแบบไพรเมอร์ 
(Primer) ส้าหรับการโคลน coding sequence (CDS) ของยีน delta 6 desaturase (ตารางท่ี 3.1) 
       การโคลน cDNA ยนี Delta 6 desaturase โดยวธิีการ PCR 
    น้า primer ที่ได้ออกแบบในขั้นต้นตามตารางที่  3.1 มาใช้ในการท้า PCR โดยแบ่ง
ออกเป็น 2 คู่ ได้แก่ คู่ที่ 1 ใช้ primer Nifad6F2 คู่กับ primer Nifad6R1 และใช้ primer Nifad6F2 คู่
กับ primer Nifad6R2 ซ่ึงมีการเตรียมปฏิกิริยาส้าหรับท้า PCR โดยใช้ LA Taq kit (Takara) โดยให้มี
ปริมาณทั้งหมดเท่ากับ 10 µl ซ่ึงประกอบไปด้วย 5 U/µl LA Taq (Takara Shuzo, Shiga, Japan),  10x 
buffer LA Taq, 25 mM MgCl2, 2.5 mM dNTP, 10 µM primer forward, 10 µM primer reverse โดยใช้ดี
เอ็นเอแม่แบบ (DNA template) ที่เป็น first strand cDNA จากตับปลานิล ส้าหรับการท้า PCR โดยมี
สภาวะการเพิ่มจ้านวนของดีเอ็นเอในเครื่อง PCR ดังนี้ 95ºC เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 1 รอบ ต่อมา 
95ºC เป็นเวลา 45 วินาที, 59 ºC 45 วินาที และ72ºC 90 วินาที ติดต่อกันจ้านวน 40 รอบ และเข้าสู่ 
72ºC 5 นาที จ้านวน 1 รอบ หลังจากนั้นน้า PCR product ที่ได้ไปวิเคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วย 
Agarose gel electrophoresis 
 

    การวเิคราะห์ขนาดดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis และการท าช้ินดีเอ็นเอ
ในอะกาโรสเจลให้บริสุทธิ์ 
 

    ท้าการเตรียม agarose gel ตามความเข้มข้นที่ต้องการแล้วเทลงในถาดส้าหรับเตรียม
เจล เมื่อเจลแข็งตัวแล้วน้ามาวางใน chamber และเท 0.5X TBE buffer ให้มีระดับสูงกว่าเจล 
หลังจากนั้นน้าดีเอ็นเอที่ได้จากการท้า PCR ผสมกับสีติดตาม (loading dye) ในอัตราส่วน 3 : 1 
จากนั้นจึงโหลดลงในหลุม (well) เมื่อโหลดตัวอย่างเสร็จแล้วจึงท้าการต่อขั้วไฟฟ้ากับเครื่องก้าเนิด
ไฟฟ้า (power supply) โดยตั้งความต่างศักย์ไฟฟ้าให้คงท่ี 100 โวลต์ ท้ิงไว้ประมาณ 30 นาที หรือ 1 
ชั่วโมง หรือจนสีน้้าเงินของโบรโมฟีนอลบลูเคล่ือนมาใกล้ถึงขอบเจลอีกด้านหนึ่ง หลังจากนั้นน้า
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ออกมาตรวจดูแถบดีเอ็นเอบนอะกาโรสเจล โดยดูภายใต้เครื่องก้าเนิดแสงอัลตราไวโอเลต และ
บันทึกผลการทดลองด้วยการถ่ายภาพ หลังจากนั้นการท้าชิ้นดีเอ็นเอในอะกาโรสเจลให้บริสุทธ์ิโดย
ในขั้นตอนนี้จะใช้ agarose gel ที่มีความเข้มข้นสูง เช่น 2% agarose gel เพื่อที่จะท้าให้สามารถแยก
ขนาดของดีเอ็นเอได้ดีและชัดเจนยิ่งขึ้น และเมื่อทราบขนาดของดีเอ็นเอเป็นไปตามที่คาดการณ์แล้ว 
จึงท้าการตัดเจลตรงบริเวณของดีเอ็นเอที่ต้องการ ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ เมื่อได้ชิ้นส่วนดี
เอ็นเอที่มีขนาดใกล้เคียงกับที่ต้องการ ท้าการแยกดีเอ็นเอจาก agarose gel ด้วย Ultra CleanTM 15 
DNA Purification Kit (Mo Bio Laboratories, Inc.) โดยการชั่งน้้าหนักเจลที่อยู่ในหลอดไมโครเซ
นทริฟิวจ์ หลังจากนั้นใส่สาร Ultra TBE melt 0.5 เท่าของน้้าหนักเจล และใส่ Ultra salt 0.5 เท่าของ
น้้าหนักเจล น้าหลอดไปตั้งที่อ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง ที่อุณหภูมิ 55ºC เป็นเวลา 10 นาที โดยท้า
การเขย่า (vortex) หลอดเป็นครั้งคราว หลังจากเจลละลายหมดแล้ว หลังจากนั้นใส่ Ultra bind 6 µl 
เขย่าสารให้เข้ากันและตั้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 นาที ท้าการดูดสารละลายทิ้ง แล้วเติม Ultra  Wash 1 ml แล้ว
น้าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 นาทีท้าการดูดสารละลายทิ้งอีก
ครั้ง และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้เอทานอลระเหยออกไป หลังจาก
นั้นใส่น้้า DI 12 µl วางไว้ที่อุณหภูมิประมาณ 5 นาที และน้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,226×g 
ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 นาท ีและน้าดีเอ็นที่ได้ไปตรวจสอบผลด้วย Agarose gel electrophoresis 
    การเช่ือมต่อช้ินดีเอน็เอเข้ากบัพลาสมดิเวคเตอร์ pGEM-T Easy 
    การเชื่อมต่อดีเอ็นเอเข้ากับเวคเตอร์ มีปฏิกิริยาประกอบไปด้วย pGEM®-T Easy vector 
50 ng/ µl, 2X Rapid ligation buffer, T4 DNA ligase 3 U/µl และชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (DNA fragment) 4 
ng/ µl หลังจากนั้นผสมเบาๆ และน้าไปป่ันเหวี่ยงให้สารตกลงมาท่ีก้นหลอด จากนั้นน้าหลอดไปตั้ง
ในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง ที่อุณหภูมิ 16ºC เป็นเวลา 4 ชั่วโมง และน้าหลอดไปตั้งในตู้ควบคุม
อุณหภูมิ ท่ีอุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง  
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 GGACATGGGAGGTGGAAGCCAGCAGACGG  
     ATGGGAGGTGGAAGCCAGCAGACGGTGCCGGGAGAGCCGGACAGCGGGAAAGCTAAAGGT       60 

     GTTTACACCTGGGAGGAGGTGCAGAGCCACTGCAGCAGGAATGATCAATGGCTGGTCATC       120 

     GATCGAAAGGTTTACAACATCACTCAGTGGGCCAAAAGGCATCCAGGAGGGTTTCAAGTC       180 

     ATCAGCTTCTATGCTGGAGAGGATGCCACGGAGGCATTCACTGCTTTTCATCCTGATCCT       240 

     AAGTTTGTGCATAAGTTTCTGAAGCCGCTGCTGATCGGAGAGTTGGCAACGACAGAGCCG       300 

     AGCCAGGACCGGGACAAAAATGCAGCCATCGTGCAGGATTTCGAAACATTACGAGCTCAG       360 

     GTGGAGAAAAGGGGTCTGTTTCGAGCTCAGCCTTTGTTTTTCTTCCTCCACCTCAGTCAC       420 

     ATCCTGCTGCTAGAAGCCCTCGGATGGCTGACCGTCTGGATGTGGGGCACAGGCTGGATA       480 

     CAAACACTTGTGTGCTCTGTGTTTCTCGCAACCGCTCAGGCACAGGCTGGATGGCTGCAG       540 

     CATGACTTTGGTCACCTGTCTGTCTTTAAAAAGTCCAGCTGGAATCACCTCGCCCACAAG       600 

     TTTGTCATTGGTCATTTAAAGGGAGCTTCTTCCAACTGGTGGAATCACCGACATCTCAGG       660 

     CATCACGCTAAACCCAACATTTTCATTAAGGACCCAGATATCAACACGTTGCACCTCTTC       720 

     GTACTTGGCCGAACTCAACCAGTGGAATACGGGATAAAGAAGATCAAACACATGCCTTAC       780 

     AATCGTCAGCACCATTACTTCTTTCTCGTGGGACCACCGCTGATCATTCCAGTTTTCTTC       840 

     AACATTCATGTAATGCAGACCATGGTATCCCGGCGTGACTGGGTGGATCTGGCTTGGTTC       900 

     ATCTCATTCTACCTTCGCTTCTTCTCCTGTTATTTACCCCTGTATGGCCTGGTTGGCTCA       960 

     TTGGTGCTCATAAGCATAGTCAGGTTTTTGGAGAGTCACTGGTTTGTGTGGGTGACTCAG       1020 

     ATGAATCACATACCGATGGACATCGATCATGAAAAGCACAAGGACTGGGTGACCATGCAG       1080 

     TTACAATCCACCTGTAATATCGAGCAGTCCTTCTTCAACGACTGGGTCAGTGGACACCTC       1140 

     AACTTTCAAATCGAGCACCACCTTGTTTCCAATGATGCCGCGGCACAACTACCACCTGGT       1200 

     GGCCCCGCAGTCCGTGCGCTCTGCGAGAAACACGGGATTCCTTACCAGGAGAAAACTTTG       1260 

                                                             CCTA 

     TGGCGAGGCTTCGCTGATATTGTCACGTCACTGAAAACCTCTGGGGACCTCTGGCTGGAT       1320 

     CGTATAGAGGTATTTACT 

     GCATATCTCCATAAATGA                                                 1338 

 
 

ภาพที่ 3.1  ล้าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน Delta 6 desaturase ของปลานิล และการออกแบบไพรเมอร์
ส้าหรับการโคลน cDNA  

หมายเหตุ : ตัวอักษรขีดเส้นใต้ = ส่วนที่ได้ท้าการออกแบบไพรเมอร์ 
                    กล่องสีด้า = ไพร์เมอร์ Nifad6F 
     กล่องสีเทา =ไพร์เมอร์ Nifad6R

Primer Nifad6F2 

Primer Nifad6R1 
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ตารางที่ 3.1 ไพรเมอร์ที่ใช้ในการศกึษา 

Primer Sequence PCR Primer order 
 

Nifad6F1 
Nifad6F2 
Nifad6R1 
Nifad6R2 
FADd6_1 
ART_R1 
Sc-actin-F 
Sc-actin-R 
GAL1 
V5 c-term 
B6R1 
B6R2 
D6F1 
D6R1 
TiFAD6_F 
TiFAD6_R 
Actin-RT-F 
Actin_RT-R 

 

5’-ATGGGAGGTGGAAGCCAGCAGACGG-3’ 
5’-GGACATGGGAGGTGGAAGCCAGCAGACGG-3’ 
5’-TCATTTATGGAGATATGCATCC-3’ 
5’-TTTATGGAGATATGCATCC-3’ 
5’-TGCAGCATGACTTTGGCCACCTGTC-3’ 
5’-GTTGTGVCGNGGCATKGT-3’ 
5'-GACGACGCTCCTCGTGCTGTCTTC-3' 
5'-GGGGCAACTCTCAATTCGTTGTAGA-3' 
5'-AATATACCTCTATACTTTAACGTC-3' 
5’-ACCGAGGAGAGGGTTAGGGAT-3’ 
5’-CCACCCAGTCATGGCGGGAGATCA-3’ 
5’-GAGTTCGGCCAAGTACGAAGAGGT-3’ 
5’-CGAGCAGTCCTTCTTCAACGACTG-3’ 
5’-CTCTCCGATCAGCAGCGGCTTCAGA-3’ 
5'-CTATGCTGGAGAGGATGCCACGG-3' 
5'-CAGCAGGATGTGACTGAGGTGGAG-3' 
5'-TGCTATGTCGCCCTTGACTTC G-3' 
5'-GAGTATTTACGCTCAGGTGGGGC-3' 

 

RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 
RT-PCR 

 

Sense 
Sense 

Antisense 
Antisense 

Sense 
Antisense 

Sense 
Antisense 

Sense 
Antisense 

Sense 
Sense 
Sense 

Antisense 
Sense 

Antisense 
Sense 

Antisense 21 
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ภาพที่ 3.2  แผนภาพพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (A) และล้าดับนิวคลีโอไทด์และ Multi 
Cloning site ของพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (B) (Promega) 

A 

B 
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    การสร้างคอมพเีทนท์เซลล์ (Competent cell) 
    น้าเชื้อ E. coli JM109 (Promega) มา streak บน LB plate และน้าไปบ่มเชื้อในตู้
อุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ต่อมาน้าโคโลนีเดี่ยวจาก LB plate มาเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ 
SOB และน้าหลอดไปวางในตู้เล้ียงเชื้อแบบเขย่า (shaker) ที่อุณหภูมิ 37ºC ความเร็วรอบ 200 rpm 
เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ต่อมาน้าเช้ือแบคทีเรียจากหลอดทดลองมา 100 µl ลงเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ 
SOB ที่เตรียมอยู่ในขวดรูปชมพู่ 30 ml และน้าไปเล้ียงในตู้เล้ียงเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 37ºC 
ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 5-7 ชั่วโมง ซ่ึงจะเป็นเวลาท่ีเซลล์แบคทีเรียเจริญเติบโตถึงระยะ log 
phase หลังจากนั้นน้าเซลล์แบคทีเรียที่เล้ียงเทใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 50 ml และแช่ใน
น้้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 704×g ที่อุณหภูมิ 4ºC 
เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทส่วนของอาหารเล้ียงเชื้อทิ้งเหลือไว้เฉพาะส่วนของตะกอนแบคทีเรีย 
จากนั้นใส่สาร transformation buffer (ภาคผนวก ก) 1 ส่วนต่อ 3 ส่วนของอาหารเล้ียงเชื้อ ท้าการ
ละลายตะกอนแบคทีเรียโดยการเขย่าหลอดในน้้าแข็งเป็นเวลา 10 นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่น
เหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 704×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 15 นาที แล้วเทส่วนของสารละลายทิ้ง
เหลือไว้เฉพาะส่วนของตะกอนแบคทีเรีย และใส่สาร transformation buffer 1 ส่วนต่อ 12.5 ส่วน
ของอาหารเล้ียงเชื้อ จากนั้นท้าการละลายตะกอนแบคทีเรียโดยการเขย่าหลอดในน้้าแข็งเป็นเวลา 10 
นาที เมื่อครบเวลาใส่สาร DMSO 168 µl โดยท้าการหยดที่ละหยดและท้าการเขย่าตลอดเวลาเป็น
เวลา 10 นาที หลังจากนั้นท้าการแบ่งออกเป็นส่วน ๆ ใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml 
หลอดละ 100 µl เก็บ competent cell ในตู้ -80ºC  
 

    การเคลือ่นย้ายดเีอน็เอที่เช่ือมต่อกบัพลาสมดิเวคเตอร์เข้าสู่เช้ือเซลล์เจ้าบ้าน  
    น้า competent cell 100 µl ออกจากตู้ -80ºC วางในถังน้้าแข็ง และใส่ดีเอ็นเอที่มีการ
เชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ (recombinant DNA) แล้วใช้มือเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ และน้า
หลอดไปตั้งในถังน้้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน้าหลอดไปตั้งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบ
แห้งท่ีอุณหภูมิ 42ºC เป็นเวลา 90 วินาที และเมื่อครบเวลารีบน้าหลอดไปวางในน้้าแข็งทันทีตั้งทิ้ง
ไว้ 3 นาที จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเชื้อแบบเหลว SOC 900 µl ลงในหลอด และน้าหลอดไปวางในตู้
เล้ียงเชื้อแบบเขย่าที่มีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยภายในตู้มีอุณหภูมิ 37ºC 
หลังจากนั้นน้าเซลล์ที่อยู่ในหลอดออกมา 500 µl spread ลงในอาหารเล้ียงเชื้อ 2XYT agar ที่เป็น 
selective media (ที่มี X-gal, IPTG และ ampicillin) เพื่อท้าการแยกโคโลนีของเชื้อ E. coli ที่พลาสมิด
มีช้ินส่วนดีเอ็นเอ (insert) น้าจานอาหารเล้ียงเชื้อไปวางที่ตู้ควบคุมอุณหภูมิที่มีอุณหภูมิ 37ºC เป็น
เวลา 16-18 ชั่วโมง และจากการที่ spread เชื้อลงบน plate ที่มี amplicilin, IPTG และ X-gal จะท้าให้
สามารถคัดโคลนที่ต้องการได้ ซ่ึงโคโลนีของเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดที่ไม่มีชิ้นดีเอ็นเอที่
ต้องการจะเป็นโคโลนีสีฟ้า ส่วนโคโลนีสีขาว นั่นแสดงว่าเซลล์แบคทีเรียได้รับพลาสมิดที่มีชิน้ดีเอ็นเอ    
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ที่ต้องการ วันต่อมาท้าการคัดเลือกโคโลนีของเชื้อ E. coli ที่คาดการณ์ว่าไม่มีชิ้นดีเอ็นเอที่ต้องการ 
1-2 โคโลนี และเลือกโคโลนีที่คาดการณ์ว่ามีชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการมาท้าเป็น plate ต้นฉบับไว้ 
(master plate)  
    การวเิคราะห์ Recombinant DNA ด้วยวธิีการอย่างง่าย (Cracking) 
    น้าไม้จิ้มฟันที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว (autoclave)ไปเขี่ยเชื้อใน master plate น้าไปใส่ใน
หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ หลังจากนั้นใส่สาร CB และสาร 10 mM EDTA ในอัตรา 1 ต่อ 1 และหยด
สาร LB ลงบนฝาหลอดประมาณ 1 µl จากนั้นน้าหลอดไป vortex และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 5 
นาที จากนั้นน้าไปป่ันเหวี่ยง (spin down) เพื่อให้สาร LB ตกลงมาท่ีก้นหลอด จากนั้นน้าไป vortex 
และวางในน้้าแข็งเป็นเวลา 5 นาท ีเมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,226×g ที่
อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาท ีภายในหลอดจะมีส่วนของตะกอนเซลล์แบคทีเรีย และ recombinant 
DNA ที่อยู่ในส่วนของสารละลาย โดยน้าสารละลายในหลอด 7 µl มาตรวจสอบผลด้วย Agarose 
gel electrophoresis 
 

    การสกดัพลาสมดิด้วยวธิี Alkaline lysis  
    เมื่อทราบว่าโคโลนีของแบคทีเรียใดมีชิ้นส่วนของ recombinant DNA แล้ว จึงน้ามา
เล้ียงเชื้อเพื่อขยายจ้านวนแบคทีเรีย โดยน้าอาหารเล้ียงเชื้อแบบเหลว 2XYT 3 ml หลังจากนั้นน้าไป
เล้ียงในตู้เล้ียงเชื้อแบบเขย่า (shaker) ทีอุ่ณหภูมิ 37ºC ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
หลังจากนั้นน้ามาเก็บ glycerol stock และสกัดพลาสมิด การเก็บในส่วนของ glycerol stock น้าเซลล์
ที่อยู่ในอาหารเล้ียงเชื้อ 500 µl ใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ หลังจากนั้นใส่ 30% glycerol 700 
µl แล้วท้าการ vortex และเก็บรักษาเซลล์ในตู้ -80ºC หลังจากนั้นน้าเซลล์ที่อยู่ในอาหารเล้ียงเชื้อใน
ส่วนที่เหลือใส่ลงในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ และน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่
อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 นาที แล้วเทส่วนลอย (supernatant) ทิ้ง จากนั้นใส่สาร solution I 200 µl 
แล้วน้าไป vortex ให้ตะกอนละลายจะได้สารละลายสีขุ่น ต่อมาใส่สาร solution II 200 µl ท้าการ
ผสมเบาๆ ประมาณ 5-10 ครั้ง จะได้สารละลายสีใสและหนืด และใส่สาร solution III 200 µl ท้าการ
ผสมเบาๆ ประมาณ 5-10 ครั้ง จะได้สารละลายสีใสและมีตะกอนขาวขุ่น จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วท้าการย้ายส่วนของ supernatant 
ไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ และน้าไปป่ันเหวี่ยงอีกครั้งด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่
อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาท ีแล้วท้าการย้ายส่วนของ supernatant ไปยังหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์
หลอดใหม่อีกครั้ง หลังจากนั้นใส่ isopropanol 1 เท่าของสารละลายในหลอด และน้าไป vortex วาง
ตั้งในอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 นาที เพื่อท้าการตกตะกอนดีเอ็นเอ จากนั้นน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยง
ด้วยความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 30 นาที ท้าการดูดสารละลายออกทิ้งเหลือไว้
เฉพาะตะกอนของดีเอ็นเอ และเปิดฝาหลอดวางไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อให้ Isopropanol
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ระเหยออกไป หลังจากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วย 1X TE buffer ใส่ 1 ส่วนต่อ 2 ส่วนของ
สารละลายและตั้งทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที โดยในระหว่างนี้ท้าการผสม (mix) เบาๆ เพื่อให้ตะกอน
ละลาย จากนั้นใส่ RNase (10 mg/ml) 3 µl (ใส่ RNase 1 µl ต่อสารลายในหลอด 100 µl) และน้า
หลอดไปตั้งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง โดยตั้งอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 30 นาที โดยใน
ระหว่างนี้ท้าการผสม (mix) เบา ๆ ทุก 10 นาที เมื่อครบเวลาน้าหลอดมาตั้งที่อุณหภูมิห้องแล้วใส่ 
phenol และสาร chloroform ในอัตรา 0.5 ส่วนต่อ 0.5 ส่วนของสารละลายที่มีอยู่ในหลอด ท้าการ 
vortex และน้าไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 7,826×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาที สารละลาย
จะแยกชั้น โดยส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอจะอยู่ชั้นบนท้าการดูดสารส่วนบนย้ายไปยังหลอดไมโคร
เซนทริฟิวจ์หลอดใหม่ หลังจากนั้นท้าการตกตะกอนดีเอ็นเออีกครัง้ด้วย 3 M sodium acetate pH 4.8 
ใส่ 0.1 ส่วนต่อ 1 ส่วนของสารที่อยู่ในหลอด และสาร absolute ethanol โดยใส่ 3 เท่าของสารใน
หลอด ท้าการ vortex สารละลาย และตั้งไว้ที่อุณหภูมิ -80ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมงหรือเป็นเวลา
ประมาณ 16-18 ชั่วโมง เพื่อเป็นการตกตะกอนดีเอ็นเอ เมื่อครบเวลาจึงท้าการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว
รอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นดูดสารละลายออกทิ้งเหลือไว้เฉพาะ
ตะกอนของดีเอ็นเอ ท้าการล้างตะกอนด้วย 80% ethanol 1 ml หลังจากนั้นปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว
รอบ 13,226×g ทีอุ่ณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 5 นาที ท้าการดูดสารละลายท้ิงอีกครั้ง และเปิดฝาหลอดวาง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10-15 นาที เพื่อให้เอทานอลระเหยออกไป ท้าการละลายตะกอนดีเอ็นเอ
ในน้้า DI 30 µl น้าดีเอ็นเอมามาตรวจสอบผลด้วย agarose gel electrophoresis และน้าพลาสมิดดี
เอ็นเอส่วนหนึ่งไปวัดความเข้มข้นของ DNA ที่ค่าการดูดกลืนแสง 260 นาโนเมตร (nm) โดยใช้
เครื่องวัดความเข้มข้น (nanodrop) 
    การตรวจสอบพลาสมดิดีเอน็เอด้วยการตดัของเอน็ไซม์ตดัจ าเพาะ  
    การตัดพลาสมิดดีเอ็นเอด้วยเอ็นไซม์ตัดจ้าเพาะปฏิกิริยาประกอบด้วย 10X buffer 
RE®act, EcoRI enzyme 4 U/ µl, Plasmid DNA 1.5 µg และน้้า DI 5 µl เพื่อปรับปริมาตรให้
สารละลายเท่ากับ 10 µl หลังจากนั้นท้าการผสมสาร (mix) ด้วยมือเบา ๆ แล้ววางหลอดในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิแบบแห้งท่ีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 2 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่
ความเร็วรอบ 1,957×g อุณหภูมิ 4 C เป็นเวลา 1 นาที หลังจากนั้นตรวจสอบผลด้วย Agarose gel 
electrophoresis หลังจากที่ทราบผลว่าพลาสมิดใดที่มีช้ินส่วนของ recombinant DNA แล้วจึงท้าการ
ส่งตัวอย่างวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ 
  

    การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์   
    ท้าการวิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ โดยท้าการเปรียบเทียบล้าดับนิวคลีโอไทด์  และ
กรดอะมิโนของ cDNA ของยีน delta 6 desaturase กับข้อมูลที่ได้มีการรายงานไว้ในฐานข้อมูลของ 
GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) โดยใช้โปรแกรม BlastN และ BlastX และท้า

 

 

 

 

 

 

 

 

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


  26 

การเปรียบเทียบความตรงกัน (alignment) ของล้าดับนิวคลีโอไทด์ และล้าดับกรดอะมิโนโดยใช้
โปรแกรม EBI Tools Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 
 3.3.2  การผลติ recombinant yeast 
    การเช่ือมต่อช้ินดีเอ็นเอของยีน delta 6 desaturase เข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ 
pYES2.1/V5-His-TOPO  
    ท้าการเชื่อมต่อดีเอ็นเอของยีน delta 6 desaturase เข้ากับเวคเตอร์โดยใช้ pYES2.1 
TOPO® TA Expression Kit มีปฏิกิริยาประกอบไปด้วย 10 ng/µl pYES2.1/V5-His-TOPO 1 µl, Salt 
solution (1.2 M NaCl : 0.06 M MgCl2) 1 µl, ชิ้นส่วนดีเอ็นเอ (DNA fragment) ความเข้มข้น 1 ng/µl 
ใส่ปริมาตร 0.5-4 µl  และ Sterile Water โดยใช้ปรับปริมาตรของสารละลายทั้งหมดให้เท่ากับ 6 µl 
หลังจากนั้นผสมเบาๆ และน้าไปป่ันเหวี่ยงให้สารตกลงมาท่ีก้นหลอด จากนั้นน้าหลอดไปตั้งในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิแบบแห้ง ท่ีอุณหภูมิ 22ºC เป็นเวลา 30 นาท ีและเมื่อครบเวลารีบน้าหลอดไปวางใน
น้้าแข็งทันที เตรียมส้าหรับท้าการเคล่ือนย้ายดีเอ็นเอที่เชื่อมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์เข้าสู่เชื้อเซลล์เจ้า
บ้าน TOP10F´ cells (E. coli)   
    การเคลื่อนย้ายดีเอ็นเอที่ เ ช่ือมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์เ ข้าสู่เ ช้ือเซลล์เจ้าบ้าน  
TOP10F´ cells (E. coli) 
    การเคล่ือนย้ายดีเอ็นเอที่เชื่อมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์เข้าสู่เชื้อเซลล์เจ้าบ้าน  TOP10F´ 
cells (E. coli)โดยใช้ pYES2.1 TOPO® TA Expression Kit โดยน้า competent cell (TOP10 One 
Shot® Chemically Competent E. coli) ออกจากตู้ -80ºC วางในถังน้้าแข็ง และใส่ดีเอ็นเอที่มีการ
เชื่อมต่อกับพลาสมิดเวคเตอร์ (TOPO cloning reaction) 2 µl แล้วใช้มือเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ และ
น้าหลอดไปตั้งในถังน้้าแข็งเป็นเวลา 30 นาที หลังจากนั้นน้าหลอดไปตั้งในอ่างควบคุมอุณหภูมิ
แบบแห้งท่ีอุณหภูมิ 42ºC เป็นเวลา 1 นาที และเมื่อครบเวลารีบน้าหลอดไปวางในน้้าแข็งทันทีตั้งทิ้ง
ไว้ 5 นาท ีจากนั้นเติมอาหารเล้ียงเชื้อแบบเหลว SOC 270 µl ลงในหลอด และน้าหลอดไปวางในตู้
เล้ียงเชื้อแบบเขย่าที่มีความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 1 ชั่วโมง โดยภายในตู้มีอุณหภูมิ 37ºC 
หลังจากนั้นน้าเซลล์ที่อยู่ในหลอดออกมา 100 µl ใส่ลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อแบบวุ้น LB (ที่มี 
ampicillin) แล้วท้าการเกล่ียเชื้อ (spread) ให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเล้ียงเชื้อ น้าจานอาหารเล้ียงเชื้อไป
วางท่ีตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิ 37ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง หลังจากนั้นสุ่มเลือกโคโลนีมาท้า
เป็น plate ต้นฉบับไว้ (master plate) ต่อจากนั้นท้าการวิเคราะห์ Recombinant DNA ด้วยวิธีการอย่าง
ง่าย (Cracking) การสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis และวิเคราะห์ล้าดับนิว  คลีโอไทด์ตามขั้นตอน
ข้างต้น 
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ภาพที่ 3.3   แผนภาพพลาสมิดเวคเตอร์ pYES2.1/V5-His-TOPO® (A) และล้าดับนิวคลีโอไทด์

และ Multi Cloning site ของพลาสมิดเวคเตอร์ pYES2.1/V5-His-TOPO® (B) (Invitrogen) 
                      
    

A 

  B 
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การสร้างคอมพเีทนท์เซลล์ยสีต์ (Competent S. cerevisiae cells) 
    เตรียมคอมพีเทนท์เซลล์ยีสต์โดยใช้ S. c. EasyComp. Transformation Kit โดยน าเชื้อ 
S. cerevisiae มา streak บน YPD plate และน าไปบ่มเชื้อในตู้อุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
วันต่อมาน าโคโลนีเดี่ยวมาเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ YPD ที่เตรียมอยู่ในหลอดเล้ียงเชื้อ และน าหลอด
ไปวางในตู้เล้ียงเชื้อแบบเขย่า (shaker) อุณหภูมิ 30ºC ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง 
ต่อมาน าวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลืน 600 nm ให้ได้ค่า 3-5 แล้วน าเชื้อยีสต์ที่ได้มาเจือจาง
ให้เหลือค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลืน 600 nm เท่ากับ 0.2-0.4 และน าไปเล้ียงต่อในตู้เล้ียงเชื้อ
แบบเขย่าที่มีอุณหภูมิ 30ºC ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 3-6 ชั่วโมง ให้ได้เชื้อยีสต์ที่มีค่าการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน 600 nm เท่ากับ 0.6-1 หลังจากนั้นน าเซลล์ยีสต์ที่เล้ียงเทใส่หลอดไม
โครเซนทริฟิวจ์ขนาด 10 ml ไปป่ันเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 176×g ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที 
แล้วเทส่วนของอาหารเล้ียงเชื้อทิ้งเหลือไว้เฉพาะส่วนของตะกอนเซลล์ยีสต์ จากนั้นท าการละลาย
ตะกอนในสาร solution I (Wash solution) 10 ml แล้วน าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วรอบ 176×g ที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 5 นาที แล้วเทส่วนของสารละลายทิ้งเหลือไว้เฉพาะส่วนของตะกอนเซลล์
ยีสต์ และท้าการละลายตะกอนในสาร solution II (Lithium cation solution for making cells 
competent) 1 ml หลังจากนั้นท้าการแบ่งออกเป็นส่วน ๆ ใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 1.5 ml 
หลอดละ 50 µl เพื่อหลีกเล่ียงการแช่แข็งและการละลายหลาย ๆ  ครั้ง และเก็บ competent cell ในตู้   -80ºC 
 

  การเคลือ่นย้ายดเีอน็เอที่เช่ือมต่อกบัพลาสมดิเวคเตอร์เข้าสู่เช้ือเซลล์ยสีต์ S. cerevisiae 
    น้า Competent S. cerevisiae cells 50 µl ออกจากตู้ -80ºC วางในถังน้้าแข็ง ใส่ดีเอ็นเอ
ที่มีการเชื่อมต่อเข้ากับพลาสมิดเวคเตอร์ (recombinant DNA) 1-5 µg และใส่สาร solution III 500 µl 
แล้วใช้มือเขย่า (mix) หลอดเบา ๆ หลังจากนั้นน้าหลอดไปตั้งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้งที่
อุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และท้าการเขย่า (mix) หลอดเบาๆ ทุก 15 นาที หลังจากนั้นน้า
เซลล์ที่อยู่ในหลอดออกมา 150 µl ใส่ลงในจานอาหารเล้ียงเชื้อแบบวุ้น SC-minimal medium agar ที่
ไม่มี Uracil  แล้วท้าการเกล่ียเชื้อ (spread) ให้ทั่วผิวหน้าของอาหารเล้ียงเชื้อ น้าจานอาหารเล้ียงเชื้อ
ไปวางท่ีตู้ควบคุมอุณหภูมิท่ีมีอุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 2-4 วัน ต่อมาท้าการคัดเลือกโคโลนีของเชื้อ
ยีสต์มาท้าเป็น plate ต้นฉบับไว้ (master plate)  
    การวเิคราะห์ Recombinant Yeast (ยสีต์ RY) ด้วยวธิีการ Colony lysate 
    ใช้ไม้จิ้มฟันที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว (autoclave) น้าไปเขี่ยเชื้อยีสต์ใน master plate น้าไป
ใส่ในหลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ หลังจากนั้นใส่ Zymolase buffer 50 µl และ Zymolase 1 µl (20 ยูนิต 
ต่อ µl) จากนั้นน้าหลอดไป vortex และน้าหลอดไปตั้งในอ่างควบคุมอุณหภูมิแบบแห้งที่อุณหภูมิ 
37ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าหลอดไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 13,226×g ที่อุณหภูมิ 
4ºC เป็นเวลา 3 นาที ภายในหลอดจะมีส่วนของตะกอนเซลล์ยีสต์และ recombinant DNA ที่อยู่ใน
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ส่วนของสารละลาย โดยน้าสารละลายมาเจือจางด้วยน้้า DI  ในอัตราส่วน 1 : 10 เท่า แล้วน้าไปท้า 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบในขั้นต้นตามตารางท่ี 3.1 มาใช้ในการท้า PCR ซ่ึงใช้ไพรเมอร์ 
3 คู่ คือ GAL1 คู่กับ V5 c-term, Nifad6F1 คู่กับ Nifad6R1 และ FADd6_1 คู่กับ ART_R2 ท้าการ
เตรียมสารละลายผสมส้าหรับการท้า PCR ประกอบด้วย 5X GoTaq® Flexi Buffer, 25 mM MgCl2,  
1 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer reverse, 5 U/µl GoTaq® DNA polymerase 
และน้้า DI เพื่อปรับปริมาตรสารละลายท้ังหมดเท่ากับ 10 µl โดยมีสภาวะการเพิ่มจ้านวนของดีเอ็น
เอในเครื่อง PCR (PCR condition) ดังนี้ 95ºC เป็นเวลา 3 นาที จ้านวน 1 รอบ ต่อมา 95ºC เป็นเวลา 
45 วินาที, 59ºC เป็นเวลา 45 วินาที และ 72ºC เป็นเวลา 90 วินาที ติดต่อกันจ้านวน 40 รอบ และเข้าสู่ 
72ºC เป็นเวลา 5 นาที จ้านวน 1 รอบ หลังจากนั้นน้า PCR product ทีไ่ด้ไปตรวจสอบขนาดดีเอ็นเอด้วย 
Agarose gel electrophoresis ต่อจากนั้นท้าการ การสกัดพลาสมิดด้วยวิธี Alkaline lysis และส่ง
วิเคราะห์ล้าดับนิวคลีโอไทด์ตามขั้นตอนข้างต้น 
 

 3.3.3  การวเิคราะห์การแสดงออกของยนี Delta 6 desaturase ใน ยสีต์ RY 
การตรวจสอบการแสดงออกของยนี Delta 6 desaturase ใน ยสีต์ RY                           
น้า ยีสต์ RY มาเล้ียงในอาหาร sc-minimal medium + 2% glucose  2 ml ในหลอดส้าหรับ 

เล้ียงเชื้อและน้าไปเล้ียงในตู้เล้ียงเชื้อแบบเขย่าท่ีอุณหภูมิ 30ºC ที่ความเร็วรอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-
18 ชั่วโมง จากนั้นน้าเช้ือยีสต์จากหลอดทดลองมาขยายเชื้อเพิ่มลงในอาหาร sc-minimal medium + 
2% glucose 60 ml ในขวดรูปชมพู่และน้าไปเล้ียงในตู้เล้ียงเชื้อแบบเขย่าที่อุณหภูมิ 30ºC ที่ความเร็ว
รอบ 200 rpm เป็นเวลา 16-18 ชั่วโมง ต่อมาน้าวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน 600 nm แล้วน้า
เชื้อยีสต์ที่ได้มาเจือจางให้เหลือค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน 600 nm เท่ากับ 0.4 หลังจากนั้น
น้าเซลล์ยีสต์ที่เล้ียงได้เทใส่หลอดไมโครเซนทริฟิวจ์ขนาด 50 ml แล้วน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว
รอบ 1,957×g ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 1 นาท ีแล้วเทส่วนของอาหารเล้ียงเชื้อทิ้งเหลือไว้เฉพาะส่วน
ของตะกอนเซลล์ยีสต์ จากนั้นล้างตะกอนด้วย อาหารเล้ียงเชื้อ sc-minimal medium + 2% galactose 
3 ml จากนั้นท้าการเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ sc-minimal medium + 2% galactose เพื่อให้น้้าตาล 
galactose induce ท้าให้เกิดการแสดงออกของเอนไซม์ delta 6 desaturase โดยท้าการเล้ียงที่
ระยะเวลา 0, 4, 8, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อครบตามระยะเวลาต่างๆ จะท้าการเก็บรวบรวม
เซลล์ยีสต์เพ่ือน้าไปท้า RT-PCR โดยการน้าไปสกัด Total RNA และ ท้าการสังเคราะห์ First stand 
cDNA ของยีน Delta 6 desaturase โดยใช้ Hexamers และ Specific primer (V5 c-term) ตามวิธีการ
ข้างต้น 
    Reverse transcription PCR (RT-PCR)  
    ในการศึกษาครัง้นี้ใช้ -actin เป็นยีนอ้างอิง (internal reference) เพื่อเป็นตัวมาตรฐาน
ในการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Delta 6 desaturase ในยีสต์ RY ที่ท้าการเล้ียงใน
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อาหารเล้ียงเชื้อ sc-minimal medium + 2% galactose ที่ระยะต่างๆ จากนั้นท้า PCR โดยใช้ไพรเมอร์
ที่ได้ออกแบบในขั้นต้นตามตารางท่ี 3.1 มาใช้ในการท้า RT-PCR ซ่ึงใช้ไพรเมอร์ 2 คู่ คือ FADd6_1 
คู่กับ ART_R2 ส้าหรับยีน Delta 6 desaturase และ Sc-actin-F คู่กับ Sc-actin-R ส้าหรับยีน β-actin 
ท้าการเตรียมสารละลายผสมส้าหรับการท้า PCR ประกอบด้วย 5X GoTaq® Flexi Buffer, 25 mM 
MgCl2, 1 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer reverse, 5 U/µl GoTaq® DNA 
polymerase, DNA template เป็น cDNA ของ recombinant yeast ที่ได้ท้าการเล้ียงในอาหารเล้ียงเชื้อ 
sc-minimal medium + 2% galactose ที่ระยะต่างๆ และน้้า DI เพื่อปรับปริมาตรสารละลายทั้งหมด
เท่ากับ 10 µl โดยมีสภาวะการเพิ่มจ้านวนของดีเอ็นเอในเครื่อง PCR (PCR condition) ดังนี้ 95ºC 
เป็นเวลา 4 นาที จ้านวน 1 รอบ ต่อมา 95ºC เป็นเวลา 45 วินาที, 59ºC เป็นเวลา 45 วินาที และ 72ºC 
เป็นเวลา 45 วินาที ติดต่อกันจ้านวน 40 รอบ และเข้าสู่ 72ºC เป็นเวลา 5 นาที จ้านวน 1 รอบ หลังจาก
นั้นน้า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอด้วย Agarose gel electrophoresis 
    การสกดักรดไขมนัจากยสีต์ RY                                                                                         
    ท้าการชั่งยีสต์ RY 5 g ลงโถปั่น ขนาด 30 ml เติม Chloroform : Methanol (2 : 1) 30 ml 
ปั่นละเอียด ท่ี 1,957×g 5 นาที แล้วน้าไปกรองผ่าน Buchner funnel ด้วย กระดาษกรองเบอร์ 1 ฉีด
ล้างส่วนที่ค้างอยู่ในโถปั่นและกระดาษกรองด้วย Chloroform : Methanol (2 : 1) แล้วน้าส่วนที่กรอง
ได้เทลงในกรวยแยก (Separatory funnel) แล้วเติม 0.03M MgCl2  24 ml แล้วเติม 1% BHT 1 ml ท้า
การเขย่าให้สารผสมเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วเปิดวาล์วเพื่อให้แก๊สออก แล้วตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้นอย่าง
น้อย 6 ชั่วโมง เก็บไว้ในที่ไม่มีแสงสว่าง เมื่อแยกชั้นแล้วจึงไขส่วน chloroform ชั้นล่างออกใส่ใน
ขวดแก้วก้นกลมที่ทราบน้้าหนักแน่นอน แล้วน้าไประเหย chloroform ออกใน Rotary evaporator 
จากนั้นน้าไปช่ังน้้าหนัก จดบันทึกน้้าหนัก แล้วใส่ Isooctane ลงไป 2 ml และ internal standard 1 ml 
เพื่อน้าไปท้า saponification โดยการไปท้าให้แห้ง ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน และเติม 0.5 N 
NaOH ใน methanol 1.5 ml เขย่าให้ผสมกันน้าไปต้มที่อุณหภูมิ 100ºC เป็นเวลา 7 นาที มีการเขย่า
เป็นครั้งคราว แล้วน้ามาท้าให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง แล้วเติม 14% BF3-MtOH 2 ml แล้วผสมให้เข้ากัน 
แล้วต้มที่ อุณหภูมิ 100ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้วทิ้งไว้ให้เย็นจนได้อุณหภูมิประมาณ 30-40ºC จึงเติม 
Isooctane 1 ml เขย่าให้ผสมกัน และดูดส่วนของ Isooctane ไปใส่ในขวดใหม่ แล้วน้าไปท้าให้แห้ง 
ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน จากนั้นเติม Hexane 1 ml แล้วน้าไปฉีด Gas Chromatography 
-  
 3.3.4  การวิเคราะห์การแสดงของ mRNA ของยีน delta 6 desaturase ในระหว่างการ

พฒันาการของตวัอ่อนระยะต่าง ๆ ของปลานิลโดยใช้เทคนิค Reverse transcription 
PCR (RT- PCR) 

    การเตรียมพ่อแม่พนัธ์ุ และการเกบ็ตวัอย่างของตวัอ่อนปลานิล   
 น้าปลานิลทีม่ีความสมบูรณ์พันธ์ุจากที่พักเล้ียงในบ่อดิน มาเล้ียงในบ่อปูนขนาด 2×2.5×0.8 
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ลูกบาศก์เซนติเมตร ซ่ึงมีอัตราการปล่อยคือ ปลานิลเพศผู้ 1 ตัว ต่อ ปลานิลเพศเมีย 2 ตัว หลังจาก
การปล่อยให้ปลาผสมพันธ์ุกัน หลังจากนั้นจึงท้าการเก็บตัวอย่างของไข่ปลานิลที่ไม่ได้รับการ
ปฏิสนธิ (unfertilized egg) และตัวอ่อนปลานิลในระยะ middle balstula (MB), late blastula (LB), 
gastrula (G), body segmentation (BS), pharyngula (P) และ hatching (H) จากนั้นน้าไปสกัด total 
RNA และสังเคราะห์ first stand cDNA ตามวิธีการข้างต้น  
    Reverse transcription PCR (RT-PCR)  
    ในการศึกษาครั้งนี้ใช้ -actin เป็นยีนอ้างอิง (internal reference) เพื่อเป็นตัว
มาตรฐานในการวิเคราะห์เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน  delta 6 desaturase ในไข่ปลานิลที่
ไม่ได้รับการปฏิสนธิ (unfertilized egg) และตัวอ่อนปลานิลในระยะ middle balstula (MB), late 
blastula (LB), gastrula (G), body segmentation (BS), pharyngula (P) และ hatching (H) จากนั้นท้า 
PCR โดยใช้ไพรเมอร์ที่ได้ออกแบบในขั้นต้นตามตารางที่ 3.1 มาใช้ในการท้า RT-PCR ซ่ึงใช้ไพร
เมอร์ 2 คู่ คือ TiFAD6 ส้าหรับยีน delta 6 desaturase และ Actin-RT-F คู่กับ Actin-RT-R ส้าหรับยีน 
β-actin ท้าการเตรียมสารละลายผสมส้าหรับการท้า PCR ประกอบด้วย 5X GoTaq® Flexi Buffer, 
25 mM MgCl2, 1 mM dNTP Mix, 10 µM primer forward, 10 µM primer reverse, 5 U/µl GoTaq® 
DNA polymerase, DNA template เป็น cDNA ตัวอ่อนระยะต่างๆ ของปลานิล และน้้า DI เพื่อปรับ
ปริมาตรสารละลายทั้งหมดเท่ากับ 10 µl โดยมีสภาวะการเพิ่มจ้านวนของดีเอ็นเอในเครื่อง PCR 
(PCR condition) ดังนี้ 95ºC เป็นเวลา 5 นาที จ้านวน 1 รอบ ต่อมา 95ºC เป็นเวลา 45 วินาที, 60ºC 
เป็นเวลา 45 วินาที และ 72ºC เป็นเวลา 45 วินาที ติดต่อกันจ้านวน 40 รอบ และเข้าสู่ 72ºC เป็นเวลา 
5 นาที จ้านวน 1 รอบ หลังจากนั้นน้า PCR product ที่ได้ไปตรวจสอบขนาด ดีเอ็นเอด้วย Agarose gel 
electrophoresis 

 

3.4  แผนการทดลองที่ 2 ศึกษาผลของการเสริมยีสต์ที่มีการตัดต่อยีน Delta 6 desaturase 
ต่อองค์ประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตวัสูง 

 3.4.1  การวางแผนการทดลอง 
    วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (Completely Randomized Design (CRD)) โดยมี
จ้านวนกลุ่มการทดลอง 5 กลุ่ม กลุ่มการทดลองมีจ้านวนละ 6 ซ้้า ซ้้าละ 16 ตัว ใช้ปลานิลเพศผู้
ขนาดประมาณ 30 กรัม โดยมรีะดับการเสริมยีสต์ NT และยีสต์ RY (ตารางที่ 3.2) ท าการเล้ียงปลา
นิลเป็นเวลาท้ังหมด 12 สัปดาห์  
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ตารางที่ 3.2 การจัดกลุ่มการทดลอง 

กลุ่มทดลอง 
ยสีต์ NT 

(เซลล์/กรัม
อาหาร) 

ยสีต์ RY 
(เซลล์/กรัม
อาหาร) 

จ านวนปลา (ตวั) 

ซ ้าที่ 

1 2 3 4 5 6 
กลุ่มท่ี 1 (T1) 0 0 16 16 16 16 16 16 
กลุ่มท่ี 2 (T2) 107 0 16 16 16 16 16 16 
กลุ่มท่ี 3 (T3) 107  (วันเวน้วัน) 0 16 16 16 16 16 16 
กลุ่มท่ี 4 (T4) 0 107 16 16 16 16 16 16 
กลุ่มท่ี 5 (T5) 0 107(วันเวน้วัน) 16 16 16 16 16 16 

 

 3.4.2  การเตรียมอาหาร 
    อาหารที่ใช้ในการทดลองนี้ค้านวณให้มีปริมาณโปรตีนไม่ต่้ากว่า 32 เปอร์เซ็นต์ ตาม
ส่วนผสมในตารางที่ 3.3 และท้าการวิเคราะห์องค์ประกอบทางเคมีดังตารางท่ี 3.4 จากนั้นน้าอาหาร
ที่อัดเม็ดแล้ว มาท้าการผสมเชื้อยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ตามกลุ่มการทดลองต่าง ๆ และผสมให้ทั่ว
แล้วผึ่งลมให้แห้ง จากนั้นน้าอาหารในสูตรพื้นฐาน(ไม่ได้เสริมยีสต์)  และอาหารที่ได้ผสมยีสต์ NT 
และ ยีสต์ RY มาเคลือบด้วยน้้ามันพืชปริมาณ 5 เปอร์เซ็นต์ของน้้าหนักอาหารโดยการฉีดพ่นบน
อาหารและผสมให้ทั่ว ผึ่งลมให้แห้ง เก็บอาหารที่อุณหภูมิ 4ºC 
 

ตารางที่ 3.3 ปริมาณวัตถุดิบที่ใช้ในการท้าอาหารปลา  

วตัถุดบิ ร้อยละของอาหารทั้งหมด 

ปลาป่น (%CP = 59) 
กากถ่ัวเหลือง(%CP = 42) 
ร้าข้าว 
ข้าวโพด 
มันส้าปะหลัง 
พรีมิกซ์ 
วิตามินซี 

30 
27 
15 

14.5 
12 
1 

0.5 
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ตารางที่ 3.4 องค์ประกอบทางเคมีในอาหารปลาท่ีใชใ้นการทดลอง 
 

 สูตรพืน้ฐาน เสริมยสีต์ NT เสริมยสีต์ RY 

Proximate Composition (%) 
Moisture 
Crude protein 
Ether extract 
Crude fiber 
Ash 

 
81.83±0.21 
32.91±0.34 
6.11±0.05 
3.55±0.21 
9.23±0.08 

 
81.37±0.51 
32.48±0.58 
6.21±0.12 
3.51±0.19 
9.57±0.11 

 
81.54±0.31 
32.10±0.25 
6.19±0.18 
3.48±0.32 
9.48±0.14 

Fatty acid (mg/g lipid)    
C16 : 0 1.12±0.12 1.49±0.22 1.76±0.31 
C16 : 1 0.67±0.03 0.58±0.03 0.65±0.03 
C18 : 0 1.29±0.13 0.93±0.13 1.66±0.15 
C18 : 1 23.93±1.25 24.76±1.53 21.37±1.46 
C18 : 2n6 41.4±5.87 43.67±7.17 43.3±7.23 
C18 : 3n6 0.30±0.05b 0.31±0.04b 28.72±1.25a 
C18 : 3n3 18.25±0.87 18.11±0.91 18.86±0.92 

C18 : 4n3 0. 025±0.001b 0.024±0.001b 1.55±0.001a 

C20 : 0 0.73±0.09 0.82±0.04 0.93±0.04 

C20 : 1 0.71±0.07 0.85±0.07 0.94±0.11 

C20 : 2 0.42±0.04 0.52±0.04 0.63±0.04 

C20 : 3N3 5.42±0.76 6.24±0.39 8.40±0.31 

C20 : 3N6 8.13±0.94 8.26±0.91 8.45±0.92 

C20 : 4N6 0.014±0.001b 0.014±0.001b 0.40±0.05a 

C20 : 5N3 0.08±0.005b 0.09±0.005b 0.12±0.005a 

C22 : 0 0.93±0.18 1.17±0.19 1.30±0.17 

C22 : 1 0.85±0.11 1.25±0.21 1.51±0.21 

C22 : 2 0.93±0.15 1.16±0.15 3.50±0.25 

C22 : 6N3 0.17±0.01 0.16±0.01 0.59±0.12 
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ตารางที่ 3.4 องค์ประกอบทางเคมีในอาหารปลาท่ีใชใ้นการทดลอง (ต่อ) 

 สูตรพืน้ฐาน เสริมยสีต์ NT เสริมยสีต์ RY 

Fatty acid (mg/g lipid)    
C24 : 0 0.73±0.11 0.67±0.11 0.68±0.11 
PUFA 74.69±8.23b 77.40±8.01b 112.10±11.02a 
MUFA 26.16±2.20 32.44±4.12 24.47±3.23 
SFA 4.80±1.12 5.28±1.53 6.63±2.01 
n6 50.44±6.56b 52.25±5.26b 80.87±6.56a 
n3 23.83±3.25 24.62±3.45 30.60±5.14 
n6/n3 2.12±0.21 2.12±0.23 2.64±0.31 
หมายเหตุ : a, b ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวนอน (P < 0.05) 
  

 3.4.3  การวเิคราะห์คุณภาพน า้ 
    ท้าการวัดอุณหภูมิอากาศ และอุณหภูมิน้้าทุกวัน ตรวจวัดค่าการละลายออกซิเจนในน้า้ 
และ pH ของน้้าสัปดาห์ละ 1 ครั้ง จากการบันทึกผลสามารถแสดงค่าเฉล่ียของค่าท่ีท้าการตรวจวัดดงั
ตารางท่ี 3.5 
 

ตารางที่ 3.5  คุณภาพน้้าระหว่างการทดลอง 

ข้อมูล ค่าที่วดัได้ 

อุณหภูมิอากาศ 
อุณหภูมิน้้า 
ค่าการละลายออกซิเจนในน้้า 
ค่า pH 

30.32 + 0.75ºC 
28.08 + 0.55ºC 

5.22 + 0.47 mg/L 
8.43 + 0.58 

 

 3.4.4  การเกบ็ข้อมูลวดัอตัราการเจริญเตบิโต และอตัราการรอด 
 

    ก่อนการทดลองจะท้าการชั่งน้้าหนักและวัดยาวของปลา เพื่อเก็บข้อมูลน้้าหนักและ
ความยาวของปลาเริ่มต้นการทดลอง ตลอดระยะเวลาการเล้ียง 12 สัปดาห์ ท้าการชั่งอาหารปลาที่ใช้
ไปในทุกวัน เพื่อเก็บข้อมูลน้้าหนักอาหารที่ใช้ไป และบันทึกการตายของปลาเพื่อเก็บข้อมูลอัตรา
การรอด โดยมีค่าท่ีใช้วัดอัตราการเจริญเติบโตในการทดลองดังนี้ 

Daily weight gain, DWG (g/day)     =    (น้้าหนักสุดท้าย – น้้าหนักเริ่มตน้)  
         ระยะเวลาการเล้ียง 
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Daily lenght gain, DLG (cm/day)    =   (ความยาวสุดท้าย – ความยาวเริ่มต้น)  
         ระยะเวลาการเล้ียง 

 
Specific growth rate, SGR (%/day) =   [(Lnน้้าหนักสุดท้าย – Lnน้้าหนกัเริ่มต้น)]×100 
                                                                               ระยะเวลาการเล้ียง 

 
Feed conversion ratio, FCR           =   น้้าหนักอาหารทีป่ลากนิ 
                                                                น้้าหนักปลาท่ีเพิ่มขึ้น 

3.4.5  การเกบ็ตวัอย่าง 
    ที่ระยะเวลา 12 สัปดาห์ท้าการเก็บตัวอย่างเลือดปลา จากเส้นเลือด caudal vein ด้วย
เข็มขนาด 21G ความยาว 1 นิ้ว ใช้กระบอกฉีดยาขนาด 3 ml ใส่เลือดลงในหลอดที่มีสารป้องกันการ
แข็งตัวของเลือด Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) วางบนน้้าแข็งก่อนจะน้าไปวิเคราะห์ค่า
เคมีในเลือด เก็บตัวอย่างเนื้อปลาโดยใช้มีดผ่าตัดแล่เอาเฉพาะเนื้อปลา แล้วน้าไปบดให้ละเอียด เก็บ
ในตู้  -20ºC เพื่อน้าไปวิเคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมันในเนื้อปลา เก็บปลาทั้งตัว น้าไป
บดละเอียด เก็บในตู้ -20ºC เพื่อน้าไปวิเคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะของปลา และเก็บล้าไส้ปลา 
เพื่อน้าไปศึกษาประชากรจุลินทรีย์ในล้าไส้ปลา 
 3.4.6  การวเิคราะห์ค่าโลหิตวทิยา 
    การวดัค่ากลูโคส 
    ใช้ชุดทดสอบ Accutrend Glucose (Roche) ซ่ึงเป็นแถบทดสอบส้าหรับการตรวจหา
ปริมาณกลูโคส 
    การนับจ านวนเมด็เลอืดแดง  
    น้าเลือดที่มีสารป้องกันการแข็งตัวมาเจือจางด้วยสารละลาย Gower’s solution ในอัตรา 
ส่วน 1 : 200 เขย่าให้เข้ากัน 2-3 นาที จากนั้นหยดลงบนสไลด์นับเม็ดเลือด (hemocytometer 
chamber) สองดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ นับในช่องพื้นที่ใหญ่ตรงกลาง ซ่ึงมีพื้นที่เล็ก 25 ช่อง นับเพียง 
5 ช่อง ตรงมุมบน ล่าง ซ้าย ขวา และตรงกลาง ดังตัวอักษร R ในภาพที่ 3.4 
    การค านวณจ านวนเมด็เลอืดแดง 
    จ้านวนเม็ดเลือดแดงต่อลูกบาศก์มิลลิเมตร  
      = จ้านวนเม็ดเลือดแดงที่นับได้ทั้งหมดใน 5 ช่อง×10×5×200 
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ภาพที่ 3.4  ช่อง hemocytometer chamber ที่ใช้นับจ้านวนเม็ดเลือดแดง 
     

    การวดัค่าเมด็เลอืดแดงอดัแน่น  
    บรรจุเลือดปลาที่มีสารป้องกันการแข็งตัวใน microhematocrit capillary tube ประมาณ   4 
ใน 5 ของความยาว tube แล้วปิดปลายด้านหนึ่งด้วยดินน้้ามัน น้าไปปั่นตกตะกอนที่ความเร็ว 10,000 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที ค้านวณเปอร์เซ็นต์ฮีมาโตรคริตโดยวัดสัดส่วนของเม็ดเลือดแดงอัด
แน่นต่อปริมาตรของเลือดทั้งหมด (ภาพที่ 3.5) 
 
 

% ฮีมาโตคริต = ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนน่ (เซนติเมตร) × 100 
                        ปริมาตรเลือดทั้งหมด (เซนติเมตร) 

 

 

ภาพที่ 3.5  ปริมาตรเลือดทั้งหมด และปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแน่นใน microhematocrit capillary
  tube ที่ผ่านการปั่นเหวี่ยงแล้ว     
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การวดัค่าฮีโมโกลบิน  
    ใช้ชุด Hemoglobin set (Cyanmethemoglobin Method) เติมน้้ายา Drabkin Reagent ลง
ในหลอดแก้ว 5 ml ใส่เลือดที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือด (EDTA) ลงในหลอด 20 µl เขย่าให้
เข้ากัน ตั้งท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที น้าไปวัดค่าดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 540 นาโนเมตร
โดยใช้ Drabkin Reagent เป็น Blank ปรับ 0 จากนั้นน้าค่าดูดกลืนแสงไปค้านวณหาค่าฮีโมโกลบิน
จากกราฟมาตรฐานซ่ึงอยู่ในชุด Hemoglobin set 
 

 3.4.7  การวเิคราะห์องค์ประกอบของกรดไขมนัในเนือ้ปลา 
  ท้าการชั่งเนื้อปลาที่ท้าการบดละเอียดแล้ว 10 g ลงโถปั่น ขนาด 1000 ml เติม 

Chloroform : Methanol (2 : 1) 60 ml ปั่นละเอียด ที่ 1,957×g 5 นาที แล้วน้าไปกรองผ่าน Buchner 
funnel ด้วย กระดาษกรองเบอร์ 1 ฉีดล้างส่วนที่ค้างอยู่ในโถปั่นและกระดาษกรองด้วย Chloroform : 
Methanol (2 : 1) แล้วน้าส่วนที่กรองได้เทลงในกรวยแยก (Separatory funnel) แล้วเติม 0.03M 
MgCl2  24 ml แล้วเติม 1% BHT 1 ml ท้าการเขย่าให้สารผสมเป็นเนื้อเดียวกัน แล้วเปิดวาล์วเพื่อให้
แก๊สออก แล้วตั้งทิ้งไว้ให้แยกชั้นอย่างน้อย 6 ชั่วโมง เก็บไว้ในที่ไม่มีแสงสว่าง เมื่อแยกชั้นแล้วจึง
ไขส่วน chloroform ชั้นล่างออกใส่ในขวดแก้วก้นกลมที่ทราบน้้าหนักแน่นอน แล้วน้าไประเหย 
chloroform ออกใน Rotary evaporator จากนั้นน้าไปช่ังน้้าหนัก จดบันทึกน้้าหนัก แล้วใส่ Isooctane 
ลงไป 2 ml และ internal standard (C17 : 0) 1 ml เพื่อน้าไปท้า saponification โดยการไปท้าให้แห้ง 
ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน และเติม 0.5 N NaOH ใน methanol 1.5 ml เขย่าให้ผสมกันน้าไป
ต้มที่อุณหภูมิ  100ºC เป็นเวลา 7 นาที มีการเขย่าเป็นครั้งคราว แล้วน้ามาท้าให้เย็นที่อุณหภูมิห้อง 
แล้วเติม 14% BF3-MtOH 2 ml แล้วผสมให้เข้ากัน แล้วต้มที่ อุณหภูมิ 100ºC เป็นเวลา 5 นาที แล้ว
ทิ้งไว้ให้เย็นจนได้อุณหภูมิประมาณ 30-40ºC จึงเติม Isooctane 1 ml เขย่าให้ผสมกัน และดูดส่วน
ของ Isooctane ไปใส่ในขวดใหม่ แล้วน้าไปท้าให้แห้ง ภายใต้สภาวะที่มีแก๊สไนโตรเจน จากนั้นเติม 
Hexane 1 ml แล้วน้าไปฉีด Gas Chromatography (GC) โดยใช้เครื่อง GC รุ่น GC2014 (Shimadzu, 
Japan) โดยใช้คอลัมน์ RESTEK Rtx®-Wax (Restek, Bellefonts, PA, USA) ขนาด 30 m×0.25 mm 
ID×0.25 µm โดยใช้แก๊สไฮโดรเจนเป็น carrier gas ที่ความเร็ว 20 เซนติเมตรต่อวินาที อัตราส่วน
การปล่อยสาร 25 : 1 อุณหภูมิ injector เท่ากับ 230ºC อุณหภูมิ detector เท่ากับ 250ºC และมีสภาวะ
การเปล่ียนอุณหภูมิของคอลัมน์โดยเริ่มต้นที่ 140ºC เพิ่มอุณหภูมิเป็น 220ºC ด้วยอัตรา 4 ºC ต่อนาที
เป็นเวลา 40 นาที ปริมาณสารที่ฉีด 1 µl ดัดแปลงวิธีจาก Morrison and Smith (1964) ใช้ 37 
component FAME standard (Supelco, Sigma, USA) เป็น standard  ท้าการวิเคราะห์ fatty acid โดย
การเปรียบเทียบกับ standard  
 3.4.8  การวเิคราะห์องค์ประกอบทางโภชนะของปลา  
    น าตัวอย่างปลาท้ังตัวมาบดละเอียด แล้วท าการวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางโภชนะ 
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ได้แก่ ความชื้น (Moisture) โปรตีนหยาบ (Crude Protein) ไขมัน (Crude lipid) เยื่อใย (Crude fiber) 
และเถ้าท้ังหมด (Total Ash) โดยใช้วิธีการของ AOAC (1995)    

 

 3.4.9  การศึกษาประชากรจุลนิทรีย์ในล าไส้ปลา 
  ท้าการเปิดช่องท้องปลาและเก็บล้าไส้ปลา จากนั้นบดให้ละเอียดจนเป็นเนื้อเดียวกัน 

ชั่งล้าไส้ที่บดละเอียดแล้ว 0.5 g ใส่หลอดทดลองขนาด 15 ml ท้าการเจือจางด้วยสารละลาย 0.85% 
NaCl 4.5 ml เพื่อหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสม 2 ระดับ แล้วน้ามา spread บนอาหารเล้ียงเชื้อซ่ึง
เป็นอาหารเล้ียงเชื้อคัดเลือกเฉพาะ (Selective media) ได้แก่ อาหารเล้ียงเชื้อ de Man Regosa and 
Sharp (MRS) agar ส้าหรับแบคทีเรียที่ใช้กรดแลกติก โดยการท้า serial dilution ที่ 101 และ 102

อาหารเล้ียงเชื้อ Plate Count agar ส้าหรับตรวจวัดปริมาณของแบคทีเรียทั้งหมดของตัวอย่างท้า 
serial dilution ที่ 104 และ 105  อาหารเล้ียงเชื้อ Sabouraud agar ส้าหรับเชื้อยีสต์และราท้า serial 
dilution ที่ 101 และ 102 อาหารเล้ียงเชื้อ Thiosulfate Citrate Bile Salt Sucrose (TCBS) agar ส้าหรับ
เชื้อกลุ่ม Vibrio spp. ท้า serial dilution ที่ 102  และ 103 อาหารเล้ียงเชื้อ Bifidobacterium agar ส้าหรับ
เชื้อกลุ่ม Bifidobacterium spp. ท้า serial dilution ที่ 104 และ 105 อาหารเล้ียงเชื้อ SC minimal 
medium + Uracil และ อาหารเล้ียงเชื้อ SC minimal medium - Uracil ส้าหรับเชื้อยีสต์และ รีคอม
บิแนนท์ยีสต์ท้า serial dilution ที่ 103 และ 104 จากนั้นน้าจานอาหารเล้ียงเชื้อ MRS ใส่ในถุงพลาสติก 
และใส่ Anaerobic bag system (Merck) และน้าอาหารเล้ียงเชื้อทั้งหมดไปวางท่ีตู้ควบคุมอุณหภูมิที่มี
อุณหภูมิ 30ºC เป็นเวลา 48 ชั่วโมง  
 3.4.10  การวเิคราะห์ค่าทางสถิต ิ
    น้าข้อมูลที่ได้ มาท้าการวิเคราะห์สถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS version 10 ซ่ึงวิเคราะห์ค่า
ความแปรปรวนของข้อมูลแบบ one way ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มด้วยวิธี 
Duncan’s multiple range test และมีค่าแตกต่างกันทางสถิติทีร่ะดับนัยส้าคัญ P<0.05 
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บทที ่4 
ผลการทดลอง และการอภิปรายผล 

           
 4.1   การทดลองที่ 1 ผลิตยีสต์ S. cerevisiae ให้มีการผลิตเอนไซม์ Delta 6 desaturase 

ของปลานิล (O. niloticus) 
  4.1.1  การโคลน delta 6 desaturase cDNA จากปลานิล (O. niloticus) 

   การโคลน cDNA ของยีน delta 6 desaturase พบว่าได้ชิ้นส่วนของดีเอ็นเอที่มีขนาด
ใกล้เคียงกับช้ินดีเอ็นเอที่คาดการณ์ไวซ่ึ้งมีขนาดประมาณ 1,338 bp (ภาพท่ี 4.1) หลังจากนั้นท าดีเอ็น
เอให้บริสุทธ์ิจากอะกาโรสเจล (ภาพที่ 4.2B) และมาเชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pGEM-T easy และ
เคล่ือนย้ายเข้าสู่ competent cell (E. coli) และท าการคัดเลือกโคโลนีที่มีช้ินส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอ
ที่อยู่สูงกว่าโคโลนีที่พลาสมิดไม่มี recombinant DNA (ภาพที่ 4.3) หลังจากน าไปเล้ียงในอาหาร
เล้ียงเชื้อ 2XYT ที่ผสมยาปฏิชีวนะ ampicillin เพื่อเป็นการเพิ่มจ านวนของ E. coli แล้วน าไปสกัด 
พลาสมิดแล้วตรวจสอบผลด้วย agarose gel electrophoresis (ภาพที่ 4.4) หลังจากตัดพลาสมิดดีเอ็น
เอด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI พบว่าพลาสมิดที่มี recombinant DNA จะมีชิ้นส่วนดีเอ็นเอ 2 
ขนาด ได้แก่ ขนาดประมาณ 3,015 bp คือ ส่วนของเวคเตอร์ pGEM-T Easy และขนาดประมาณ 
1,338 bp คือส่วนของดีเอ็นเอที่คาดการณ์ว่าน่าจะเป็นยีน delta 6 desaturase (ภาพที่ 4.5) จากนั้นส่ง
ตัดพลาสมิดดีเอ็นเอเพื่อวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ และท าการเปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ และ
ท าการสรุปล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโน (ภาพท่ี 4.6)  สามารถสรุปได้ว่าจากการโคลน 
cDNA ของยีน delta 6 desaturase มีส่วนของ Coding sequence (CDS) เท่ากับ 1,338 bp ซ่ึงเมื่อท า
การแปรรหัสเป็นกรดอะมิโนจะมีจ านวนเท่ากับ 445 ซ่ึงยีน delta 6 desaturase ที่ได้จากปลานิลมี
ความคล้ายคลึงในส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์กับปลาชนิดต่าง ๆ อยู่ในช่วง 70-99 เปอร์เซ็นต์ 
(ตารางที่ 2.1) cDNA ที่โคลนได้ในครั้งนี้น่าจะเป็น cDNA ของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล
โดยมีโครงสร้างประกอบไปด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนของ Cytochrome b5 domain ซ่ึงท าหน้าที่ ขนส่ง
อิเล็กตรอน (electron transfer) เพื่อผลิตพลังงานในการกระบวนการ desaturation และ ส่วนของ 
Fatty acid desaturase domain ท าหน้าที่ในการเติมพันธะคู่ในขบวนการการสังเคราะห์กรดไขมันไม่
อ่ิมตัวสูงสายยาว 
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      M         N1        1          N2         2 bp 
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ภาพที่ 4.1   การโคลน cDNA ของยีน delta 6 desaturase ด้วยวิธี PCR 
หมายเหตุ :   M = DNA ladder, N1= negative control, หมายเลข 1 = cDNA ที่ได้จากตับปลานิลโดย

ใช้ primer NiFad6_F2 คู่กับ primer NiFad6_R1(D6), N2 = negative control, หมายเลข 2 = 
cDNA ที่ได้จากตับปลานิล โดยใช ้primer NiFad6_F2 คู่กับ primer NiFad6_R2 (D6-S) 

ภาพที่ 4.2 ผลการแยกและการท าดีเอ็นเอให้บริสุทธ์ิของ cDNA ของยีน delta 6 desaturase  
ภาพ A  ผลการแยกขนาดของดีเอ็นเอด้วยอิเล็กไตรโฟริซิสเจลเพื่อท าการตัดเจล  
 

ภาพ B  ผลการท าให้ดีเอ็นเอมีความบริสุทธ์ิ 
หมายเหตุ :  M = DNA marker, หมายเลข 1 = cDNA ที่ได้จากตับปลานิล โดยใช้ primer NiFad6_F2 คู่กับ

primer NiFad6_R1(D6), หมายเลข 2 = cDNA ที่ได้จากตับปลานิล ซ่ึงมีการใช้ primer 
NiFad6_F2 คู่กับ primer NiFad6_R2(D6-S) 
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ภาพที่ 4.3   การตรวจสอบโคโลนีที่มีพลาสมิด recombinant DNA ด้วยวิธีอย่างง่าย (cracking) 
หมายเหตุ : B คือโคโลนีที่ไม่มีชิ้นส่วนของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล, หมายเลข 1 ถึง 7 คือ 

โคโลนีที่มีชิ้นส่วนของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล (D6), หมายเลข 8 ถึง 13 คือ 
โคโลนีที่มีช้ินส่วนของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล (D6-S) 

 
 

ภาพที่ 4.4  พลาสมดิดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของ cDNA ของยนี delta 6 desaturas 
หมายเหตุ : M = DNA marker, หมายเลข 1 และ 2 คือ recombinant plasmid DNA (pGD6), หมายเลข 
   3 และ 4 คือ recombinant plasmid DNA (pGD6-S) 
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ภาพที่ 4.5 การตรวจสอบการเชื่อมต่อของพลาสมิดที่มี cDNA ของยีน delta 6 desaturaseโดยการ

ตัดพลาสมิดด้วยเอ็นไซม์ตัดจ าเพาะ EcoRI 
หมายเหตุ :   M = DNA marker, U1 และ U2 คือ Uncut recombinant plasmid DNA (pGD6), U3 

และU4 คือ Uncut recombinant plasmid DNA (pGD6-S), C1 และ C2 คือ Cut 
recombinant plasmid DNA (pGD6), C3 และ C4 คือ Cut recombinant plasmid DNA 
(pGD6-S)  
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ภาพที่ 4.6   ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนยีน delta 6 desaturase ของปลานิล 
หมายเหตุ :  ตัวอักษรขีดเส้นใต้ = Cytochrome b5 
                 ตัวอักษรขีดเส้นประ = Fatty acid desaturase domain 
                  กล่องสีเทา = Transmembrane domain  
                  กล่องสีขาว = Histidine rich area  
                  กล่องสีด า = Cytochrome b5–like haem-binding motif 
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ภาพที่ 4.7   ผลการท านายต าแหน่งโครงสร้างของยีน delta 6 desaturase ของปลานิลจากล าดับของ
กรดอะมิโน  

ภาพ A     ส่วนของ Cytochrome b5 และ fatty acid desaturase domains ท านายโดยการใช้โปรแกรม
IntroProScan software (http://www.ebi.ac.uk) 

ภาพ B     ส่วนของ Transmembrane ท านายโดยการใช้โปรแกรม SVMtm Transmembrane 
Domain Predictor (http://ccb.imb.uq.edu.au/svmtm/) 

 

 4.1.2 การศึกษาการแสดงออกของ mRNA delta 6 desaturase ในระหว่างการพัฒนาการที่
ระยะต่าง ๆ ของปลานิล โดยใช้เทคนิค Reverse transcription PCR (RT-PCR) 

    การศึกษาการแสดงของ mRNA ของยีน delta 6 desaturase ในตัวอ่อนระยะต่าง ๆ ของ
ปลานิล พบว่า mRNA ของยีน delta 6 desaturase มีการแสดงออกในไข่ที่ไม่ได้รับการปฏิสนธิและ
ในทุกระยะของการพัฒนาการของตัวอ่อนในปลานิล ได้แก่ ระยะmiddle balstula (MB) late blastula 
(LB) gastrula (G) body segmentation (BS) pharyngula (P) และ hatching (H) (ภาพที่ 4.8)โดย
อ้างอิงระยะการพัฒนาการดังกล่าวข้างต้นกับรายงานการศึกษาของ Fujimura และ Okada (2007) 
จากผลการศึกษาพบว่า ยีน delta 6 desaturase ซ่ึงเป็นยีนที่มีความส าคัญต่อการสร้างกรดไขมันไม่
อ่ิมตัวสูงสายยาว  มีการแสดงออกในทุกระยะของการพัฒนาการตัวอ่อนของปลานิลนั้น น่าจะ     
อธิบายได้ว่าในกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมสูงสายยาวเกิดขึ้นระหว่ างการพัฒนาการ
ของตัวอ่อน และผลการศึกษาท่ีพบการแสดงออกของยีน delta 6 desaturase ในไข่ที่ยังไม่ได้รับการ

A 

B 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://www.ebi.ac.uk/
http://ccb.imb.uq.edu.au/svmtm/


45 
 

ผสม น่าจะอธิบายได้ว่า delta 6 desaturase mRNA นี้จัดเป็น maternal  RNA ซ่ึงสร้างโดยแม่ปลาใน
ระหว่างกระบวนการพัฒนาการของไข่ปลา สร้างและเก็บสะสมไว้ในไข่ปลาเพื่อให้ลูกปลาน าไปใช้
ในระหว่างการพัฒนาการ จนถึงระยะ mid blastula ซ่ึงช่วงเวลาดังกล่าวนี้ ลูกปลาจะยังไม่มี
กระบวนการแสดงออกของยีน ซ่ึงจากผลการศึกษาท้ังหมดนี้น าไปสู้ข้อสรุปท่ีว่า กระบวนการสร้าง
กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาวนั้น เป็นกระบวนการที่เกิดขึ้นในปลานิลตั้งแต่ระยะการพัฒนาการ
ของตัวอ่อน 

 

 
ภาพที่ 4.8   การแสดงออกของ mRNA ของยีน delta 6 desaturase ในระหว่างการพัฒนาการของตัว

อ่อนที่ระยะต่าง ๆ ของปลานิลโดยใช้เทคนิค RT-PCR  
หมายเหตุ  :  M = DNA Marker, N = negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA template, 

P = positive control ซ่ึงใช้ recombinant plasmid DNA (pYD6) และ β-actin ของปลา
นิล U = ไข่ที่ไม่ได้รับการปฏิสนธิ (unfertilized egg), MB = middle blastula, LB = late 
blastula, G = gastrula, BS = body segmentation, P = pharyngula และ H = hatching 

 
 

 4.1.3  การผลติ recombinant yeast 
    น ายีน delta 6 desaturase ของปลานิลเชื่อมต่อเข้ากับเวคเตอร์ pYES2.1/V5-His-TOPO 
และย้ายเข้าสู่  TOP10F´ cells (E. coli) คัดเลือกโคโลนีที่มีพลาสมิดด้วยวิธีอย่างง่าย (cracking)      
พบว่าโคโลนีที่พลาสมิดมี recombinant DNA จะมีช้ินส่วนของพลาสมิดดีเอ็นเอที่อยู่สูงกว่าโคโลนี
ที่พลาสมิดไม่มี recombinant DNA(ภาพท่ี 4.9) จากนั้นจึงน าไปสกัดพลาสมิดและน าพลาสมิดดีเอ็นเอ
ที่ได้ไปตรวจสอบผลด้วย Agarose gel electrophoresis (ภาพที่ 4.10) หลังจากนั้นท าการตรวจสอบ 
recombinant plasmid DNA โดยการท า PCR (ภาพที่ 4.11 และ 4.12) และส่งพลาสมิดดีเอ็นเอ
วิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอ สรุปล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับนิกรดอะมิโน (ภาพที่ 4.13) จากนั้น
น า recombinant plasmid DNA ที่ท าการตรวจสอบ sequence แล้วเข้าสู่ S. cerevisiae (ยีสต์ RY) ท า
การตรวจสอบอย่างง่ายด้วยวิธีการ Colony lysate แล้วท า PCR (ดังภาพท่ี 4.14 และ 4.15)  
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ภาพที่ 4.9  การตรวจสอบโคโลนีที่มีพลาสมิด recombinant DNA ด้วยวิธีอย่างง่าย (cracking) 
ภาพ A, B และ C คือ การตรวจสอบโคโลนีที่มีพลาสมิด recombinant DNA  

 

ภาพที่ 4.10   พลาสมิดดีเอ็นเอที่มีชิ้นส่วนของ cDNA ของยีน delta 6 desaturase เมื่อน ามาเชื่อต่อกับ
เวคเตอร์ pYES2.1/V5-His-TOPO 

หมายเหตุ :  M = DNA marker, หมายเลข 1 ถึง 4 คือ recombinant plasmid DNA (pYD6), 
หมายเลข 5 ถึง 8 คือ recombinant plasmid DNA (pYD6-S) 
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ภาพที่ 4.11  การตรวจสอบ recombinant plasmid DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ GAL1 คู่กับ
 V5 c-term จะได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,497 bp 
หมายเหตุ :  M = DNA marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA template,  
   P = positive control คือ PCR reaction ใช้ pGD6, หมายเลข 1 ถึง 4 = recombinant plasmid  
   DNA (pYD6), หมายเลข 5 ถึง 8 = recombinant plasmid DNA (pYD6-S) 
 

 

ภาพที่ 4.12  การตรวจสอบ recombinant plasmid DNA ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ FADd6_1 คู่ 
กับ ART_R2 จะได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 635 bp 

หมายเหตุ :  M = DNA marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA template, P 
= positive control คือ PCR reaction ใช้ pGD6, หมายเลข 1 ถึง 4 = recombinant 
plasmid DNA (pYD6), หมายเลข 5 ถึง 8 = recombinant plasmid DNA (pYD6-S) 
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          10        20        30        40        50        60 

ATGGGAGGTGGAAGCCAGCAGACGGTGCCGGGAGAACCGGACAGCGGGAAAGCTAAAGGT 

M  G  G  G  S  Q  Q  T  V  P  G  E  P  D  S  G  K  A  K  G    

          70        80        90       100       110       120 

GTTTACACCTGGGAGGAGGTGCAGAGCCACTGCAGCAGGAATGATCAATGGCTGGTCATC 

V  Y  T  W  E  E  V  Q  S  H  C  S  R  N  D  Q  W  L  V  I    

         130       140       150       160       170       180  

GATCGAAAGGTTTACAACATCACTCAGTGGGCCAAAAGGCATCCAGGAGGGTTTCAAGTC 
D  R  K  V  Y  N  I  T  Q  W  A  K  R  H  P  G  G  F  Q  V    

         190       200       210       220       230       240 

ATCAGCTACTATGCTGGAGAGGATGCCACGGAGGCATTCACTGCTTTTCATCCTGATCCT 

I  S  Y  Y  A  G  E  D  A  T  E  A  F  T  A  F  H  P  D  P    

           250       260       270       280       290       300 
AAATTTGTGCAAAAGTTTCTGAAGCCGCTGCTGATCGGAGAGTTGGCAACGACAGAGCCG 

K  F  V  Q  K  F  L  K  P  L  L  I  G  E  L  A  T  T  E  P    

         310       320       330       340       350       360 

AGCCAGGACCGGGACAAAAATGCAGCCATCGTGCAGGATTTCGAAACATTACGAGCTCAG 

S  Q  D  R  D  K  N  A  A  I  V  Q  D  F  E  T  L  R  A  Q    

         370       380       390       400       410       420 

GTGGAGAAAAGGGGTCTGTTTCGAGCTCAGCCTTTGTTTTTCTTCCTCCACCTCAGTCAC 

V  E  K  R  G  L  F  R  A  Q  P  L  F  F  F  L  H  L  S  H    

         430       440       450       460       470       480 

ATCCTGCTGCTAGAAGCCCTCGGATGGCTGACCGTCTGGATGTGGGGCACAGGCTGGATA 
I  L  L  L  E  A  L  G  W  L  T  V  W  M  W  G  T  G  W  I    

         490       500       510       520       530       540 

CAAACACTTGTGTGCTCTGTGTTTCTCGCAACCGCTCAGGCACAGGCTGGATGGCTGCAG 

Q  T  L  V  C  S  V  F  L  A  T  A  Q  A  Q  A  G  W  L  Q    

         550       560       570       580       590       600 

CATGACTTTGGTCACCTGTCTGTCTTTAAAAAGTCCAGCTGGAATCACCTCGCCCACAAG 

H  D  F  G  H  L  S  V  F  K  K  S  S  W  N  H  L  A  H  K    

         610       620       630       640       650       660 

TTTGTCATTGGTCATTTAAAGGGAGCTTCTTCCAACTGGTGGAATCACCGACATTTCAGG 

F  V  I  G  H  L  K  G  A  S  S  N  W  W  N  H  R  H  F  R                      

                             670       680       690       700       710       720   
CATCACGCTAAACCCAACATTTTCATTAAGGACCCAGATATCAACACGTTGCACCTCTTC 
H  H  A  K  P  N  I  F  I  K  D  P  D  I  N  T  L  H  L  F   

           730       740       750       760       770       780 
GTACTTGGCCAAACTCAACCAGTGGAATACGGGATAAAGAAGATCAAACACATGCCTTAC 

V  L  G  Q  T  Q  P  V  E  Y  G  I  K  K  I  K  H  M  P  Y    

         790       800       810       820       830       840 

AATCGTCAGCACCATTACTTCTTTCTCGTGGGACCACCGCTGATCATTCCAGTTTTCTTC 

N  R  Q  H  H  Y  F  F  L  V  G  P  P  L  I  I  P  V  F  F    

         850       860       870       880       890       900 
AACATTCATGTAATGCAGACCATGGTATCCCGGCGTGACTGGGTGGATCTGGCTTGGTTC 
N  I  H  V  M  Q  T  M  V  S  R  R  D  W  V  D  L  A  W  F    

         910       920       930       940       950       960 

ATCTCATTCTACCTTCGCTTCTTCTCCTGTTATTTACCCCTGTATGGCCTGGTTGGCTCA 

I  S  F  Y  L  R  F  F  S  C  Y  L  P  L  Y  G  L  V  G  S    

       970       980       990      1000      1010      1020 

TTGGTGCTCATAAGCATAGTCAGGTTTTTGGAGAGTCACTGGTTTGTGTGGGTGACTCAG 

L  V  L  I  S  I  V  R  F  L  E  S  H  W  F  V  W  V  T  Q 
 

ภาพที่ 4.13   ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล 
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     1030      1040      1050      1060      1070      1080 

ATGAATCACATACCGATGGACATCGATCATGAAAAGCACAGGGACTGGGTGACCATGCAG 

M  N  H  I  P  M  D  I  D  H  E  K  H  R  D  W  V  T  M  Q    

        1090      1100      1110      1120      1130      1140 

TTACAATCCACCTGTAATATCGAGCAGTCCTTCTTCAACGACTGGTTCAGTGGACACCTC 

L  Q  S  T  C  N  I  E  Q  S  F  F  N  D  W  F  S  G  H  L    

        1150      1160      1170      1180      1190      1200 

AACTTTCAAATCGAGCACCACTTGTTTCCAATGATGCCGCGGCACAACTACCACCTGGTG 

N  F  Q  I  E  H  H  L  F  P  M  M  P  R  H  N  Y  H  L  V    

        1210      1220      1230      1240      1250      1260 

GCCCCGCAGGTCCGTGCGCTCTGCGAGAAACACGGGATTCCTTACCAGGAGAAAACTTTG 

A  P  Q  V  R  A  L  C  E  K  H  G  I  P  Y  Q  E  K  T  L    

        1270      1280      1290      1300      1310      1320 

TGGCGAGGCTTCGCTGATATTGTCACGTCACTGAAAACCTCTGGGGACCTCTGGCTGGAT 

W  R  G  F  A  D  I  V  T  S  L  K  T  S  G  D  L  W  L  D    

        1330      1340 

GCATATCTCCATAAATGA 

A  Y  L  H  K  *    
 

 
ภาพที่ 4.13  ล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของยีน delta 6 desaturase ของปลานิล(ต่อ) 
 
 

 
ภาพที่ 4.14  ผลการตรวจสอบ recombinant yeast ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ NiFad6_F2 คู่กับ
       primer NiFad6_R1 ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,338 bp 
หมายเหตุ :   M = DNA marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้้ากล่ันแทน DNA template, P       

= positive control คือ PCR reaction ใช้ pGD6, หมายเลข 1ถึง 6 = recombinant 
plasmid DNA (pYD6), หมายเลข 7 ถึง 12 = recombinant plasmid DNA (pYD6-S) 
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ภาพที่ 4.15  ผลการตรวจสอบ recombinant yeast ด้วยวิธี PCR โดยใช้ไพร์เมอร์ FADd6_1 คู่กับ

primer ART_R2 ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 635 bp 
หมายเหตุ :  M = DNA marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA template, P 

= positive control คือ PCR reaction ใช้ pGD6, หมายเลข 1ถึง 6 = recombinant plasmid 
DNA (pYD6), หมายเลข 7 ถึง 12 = recombinant plasmid DNA (pYD6-S)  

     
 4.1.4   ตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม์ delta 6 desaturase ในยสีต์ RY 

  ตรรจสอบการแสดงออกของยีนเอนไซม์ delta 6 desaturase โดยได้ท าการเล้ียงที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 0, 4, 8, 12, 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เมื่อครบตามระยะเวลา
ต่างๆ จะท าการเก็บรวบรวมเซลล์ยีสต์เพื่อน าไปวิเคราะห์การแสดงออกของยีน delta 6 desaturase 
ด้วยวิธีท า RT-PCR พบว่ายีสต์ RY มีการแสดงออกของยีน delta 6 desaturase ที่ระยะเวลา 24 
ชั่วโมง โดยใช้ -actin เป็นยีนอ้างอิง (internal reference) เพื่อเป็นมาตรฐานในการวิเคราะห์
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Delta 6 desaturase ในยีสต์ RY (ภาพท่ี 4.16 และ 4.17)  
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ภาพที่ 4.16  การตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม์ delta 6 desaturas ของยีสต์ RY ใน D6  
หมายเหตุ :  M = DNA Marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA template, P 

= positive control, 0 = ยีสต์ RY เล้ียงที่ระยะเวลา 0 ชั่วโมง, 24 = ยีสต์ RY เล้ียงที่
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 4.17  การตรวจสอบการแสดงออกของเอนไซม์ delta 6 desaturase ของยีสต์ RY ใน D6-S 
หมายเหตุ :  M = DNA Marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA template, P 

= positive control, 0 = ยีสต์ RY เล้ียงที่ระยะเวลา 0 ชั่วโมง, 24 = ยีสต์ RY เล้ียงที่
ระยะเวลา 24 ชั่วโมง  

  

 4.1.5 ศึกษาองค์ประกอบของกรดไขมนัในยสีต์ RY 
    จากการศึกษาองค์ประกอบของกรดไขมัน พบว่ายีสต์ RY ที่ เล้ียงในอาหารที่มี 
galactose ท าให้มีสัดส่วนของ C18:4n3 สูงกว่ายีสต์ RY ที่เล้ียงในอาหารที่มี glucose อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (ตารางท่ี 4.1) และการตรวจสอบประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ delta 6 desaturase 
พบว่าสามารถเปล่ียน C18 : 3n3 เป็น C18 : 4n3 เท่ากับ 7.07 เปอร์เซ็นต์ และ C18 : 2n6 เป็น C18 : 3n6 
เท่ากับ 39.5 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับรายงานการศึกษาในปลาต่างๆ พบว่า เอนไซม์มี
การเปล่ียนกรดไขมันจาก C18 : 3n3 เป็น C18 : 4n3 อยู่ระหว่าง 14.5-60 เปอร์เซ็นต์ และจาก C18 : 2n6 
เป็น C18 : 3n6 อยู่ระหว่าง 14-36.5 เปอร์เซ็นต์ และจากผลการศึกษาที่พบว่าสามารถเปล่ียนกรด
ไขมัน C20 : 3n6 เป็น C20 : 4n6 ชี้ให้เห็นว่าเอนไซม์นี้สามารถท างานเช่นเดียวกับการท างานของ
เอนไซม์ delta 5 desaturase ซ่ึงชี้ให้เห็นว่า เอนไซม์ delta 6 desaturase เป็น Bifunctional enzyme
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(V5 c-term) 
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ตารางที่ 4.1  องค์ประกอบของกรดไขมันในยีสต์ RY (mg/g ไขมัน) ที่ท าการเล้ียงในอาหารที่ Glucose และ Galactose 
 

Growing medium C16 : 0 C16 : 1 C18 : 0 C18 : 1 C18 : 2n6 C18 : 3n6 C18 : 3n3 C18 : 4n3 

Glucose SC-Ura 252.49 + 34.25 310.10 + 22.36 70.35 + 5.67 213.09 + 23.39 7.10 + 0.47 0.36 + 0.11 1.00 + 0.20 0.32 + 0.09a 

Galactose SC-Ura 197.24 + 6.56 353.79 + 31.49 51.48 + 1.57 225.23 + 11.20 8.04 + 0.27 0.55 + 0.08 1.27 + 0.22 15.32 + 0.60b 

หมายเหตุ : a, b ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวตั้ง (P < 0.05) 

 

ตารางที่ 4.2  ประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ delta 6 desaturase ในยีสต์ RY 

Fatty acid  substrate Product Conversion (%) Activity 
C18 : 3n3 C18 : 4n3 7.07 D6 
C18 : 2n6 C18 : 3n6 39.5 D6 
C20 : 3n6 C20 : 4n6 4.5 D5 

หมายเหตุ : D6 = Delta 6 desaturase 
   D5 = Delta 5 desaturase
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4.2  การทดลองที่ 2  ศึกษาผลของการเสริมยีสต์ที่มีการตดัต่อยีน Delta 6 desaturaseใน
อาหารปลานิล 

    4.2.1  ผลของการเสริมยสีต์ NT และยสีต์ RY ในอาหารปลานิลต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต
และอตัราการรอด 

  จากการศึกษาการเสริมยีสต์ที่ไม่ได้มีการถ่ายยีน (ยีสต์ NT) และ ยีสต์ที่มีการถ่ายยีน 
(ยีสต์ RY) ในอาหารปลานิลต่อสมรรถนะการเจริญเติบโต และอัตราการรอด พบว่า การใช้ยีสต์ NT 
และ ยีสต์ RY เสริมในอาหารปลานิลนั้นไม่ส่งผลกระทบต่อสมรรถนะการเจริญเติบโตของปลา 
และอัตราการรอดของปลา ซ่ึงการเจริญเติบโตเป็นพารามิเตอร์หนึ่งที่มีความส าคัญต่อการประเมิน
ประสิทธิภาพของการใช้อาหารของปลา จึงแสดงให้เห็นว่า ปลาสามารถใช้อาหารจากอาหารสูตร
พื้นฐาน อาหารที่มีการเสริมยีสต์ NT และยีสต์ RY ได้ไม่แตกต่างกัน 
 (ตารางท่ี 4.3) 
 
ตารางที่ 4.3 ผลของการเสริมยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่ออัตราการเจรญิเติบโต และอัตราการรอด 

Experimental 
Diet 

Initial 
weight (g) 

Final weight 
(g) 

DWG 
(g/day) 

SGR 
(%/day) 

FCR 
Survival 

Rate 
(%) 

T1 34.29±0.09 130.28±17.27 1.14±0.09 1.58±0.08 1.98±0.16 83.33±2.64 
T2 34.50±0.49 143.06±13.43 1.29±0.06 1.69±0.05 1.57±0.04 82.29±1.04 
T3 35.71±1.62 150.00±15.20 1.36±0.06 1.71±0.03 1.58±0.06 86.46±1.04 
T4 34.13±1.21 140.28±22.79 1.26±0.10 1.67±0.06 1.73±0.13 85.42±1.32 
T5 33.55±0.32 144.17±20.65 1.32±0.10 1.73±0.07 1.63±0.13 86.46±1.04 

 
 4.2.2 ผลของการเสริมยสีต์ NT และยสีต์ RY ในอาหารปลานิลต่อค่าโลหิตวทิยา 

   จากการศึกษาการเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่อค่าโลหิตวิทยา 
พบว่าการเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลนั้นไม่ส่งผลกระทบต่อค่าค่าโลหิตวิทยา 
และค่ากลูโคสในเลือด ซ่ึงองค์ประกอบเลือดนั้น เป็นตัวแปรท่ีมีความส้าคัญที่ใช้ประเมินสภาพทาง
กายภาพและชีวภาพของปลา จึงแสดงให้เห็นว่าสภาพทางกายภาพและชีวภาพของปลาที่ใช้อาหาร
จากสูตรพื้นฐาน อาหารที่มีการเสริมยีสต์ NT และยีสต์ RY นั้นไม่แตกต่างกัน (ตารางท่ี 4.4) 
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ตารางที่ 4.4 ผลของการเสริมยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่อค่าโลหิตวิทยา 
Experimental 

Diet 
Glucose (mg/L) RBC (cell*1012/L) 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Hematocrit 
(%) 

T1 47.17±4.07 1.89±0.09 11.55±0.38 29.33±1.20 
T2 68.33±6.10 1.78±0.09 10.98±0.57 31.00±2.08 
T3 86.83±15.43 1.89±0.13 10.40±0.54 31.33±0.88 
T4 78.33±12.27 1.92±0.12 11.55±0.32 31.67±1.26 
T5 84.33±12.57 2.15±0.09 12.40±0.60 33.00±1.06 

 

 4.2.3  ผลของการศึกษาองค์ประกอบของกรดไขมนัในเนือ้ปลา 
    จากการศึกษาการเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลเพื่อศึกษากรดไขมันที่
สะสมในเนื้อปลานิลพบว่า การเสริมยีสต์ RY ท าให้กรดไขมัน C18 : 4n3 และ C18 : 3n6 ในเนื้อ
ปลาเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มการเสริมยีสต์ NT อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ น่าจะมีเหตุผลอัน
เนื่องจากปฏิกิริยาของเอนไซม์ delta 6 desaturase โดยการเปล่ียน กรดไขมัน C18 : 3n3 เป็น        
C18 : 4n3 และเปล่ียน กรดไขมัน C18 : 2n6 เป็น C18 : 3n6 นอกจากนี้ยังท าให้เพิ่มการเกิดปฏิกิริยา
ของกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันขั้นตอนต่อไป ดังจะเห็นได้จากปลาที่เสริมยีสต์ RY มีกรด
ไขมัน C22 : 6n3 (DHA) สูงกว่าปลาท่ีเสริมยีสต์ NT (ตารางท่ี 4.5) ซ่ึงช้ีให้เห็นว่าการเพิ่มกรดไขมัน
สารตั้งต้นของกระบวนการสังเคราะห์กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงในกลุ่ม n-3 pathway สามารถมีผลต่อ
การเพิ่มกรดไขมันผลผลิตตัวสุดท้ายได้ เช่นเดียวกับรายงานของ Justi, Hayashi, Visentainer, Souza 
and Matsushita, 2003 and  Visentainer, Souza, Makoto, Hayashi and Franco, 2005 ที่ท าการเสริม
น้ ามัน flaxseed  ในอาหารปลานิลซ่ึงมีองค์ประกอบของกรดไขมัน C18 : 3n3 สูง ส่งผลท าให้มี กรด
ไขมัน C20 : 5n3 (EPA) และ C22 : 6n3 (DHA) สูงกว่ากลุ่มควบคุม  
 

ตารางที่ 4.5 ผลของการเสริมยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่อองค์ประกอบของกรดไขมันในเนื้อปลา  
Fatty acid 
(mg/g) 

T1 T2 T3 T4 T5 

C16:0 42.61±5.87 43.93±7.17 44.93±7.69 45.33±7.23 41.36±7.17 
C16:1 0.70±0.14 0.76±0.13 0.85±0.17 0.71±0.16 0.70±0.15 
C18:0 13.20±1.83 13.25±2.36 14.83±1.37 13.26±2.22 14.17±1.41 
C18:1 52.95±7.31 49.04±6.64 55.49±7.02 49.45±9.01 51.85±6.76 
C18:2n6 15.34±0.73d 16.90±0.52c 16.90±0.97c 19.49±0.52a 17.93±0.83b 
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ตารางที่ 4.5   ผลของการเสริมยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่อองค์ประกอบของกรดไขมันในเนื้อปลา (ต่อ) 
Fatty acid 
(mg/g) 

T1 T2 T3 T4 T5 

C18:3n6 0.11±0.003c 0.12±0.002b 0.12±0.003b 0.16±0.002a 0.16±0.005a 
C18:3n3 1.29±0.14c 1.45±0.14b 1.52±0.10ab 1.68±0.05a 1.58±0.11a 
C18:4n3 0.0502±0.002c 0.0553±0.003b 0.0525±0.002b 0.0637±0.003a 0.0628±0.002a 
C20:0 0.66±0.09 0.53±0.07 0.54±0.08 0.53±0.09 0.54±0.09 
C20:1 2.94±0.23c 3.18±0.25ab 3.26±0.20b 3.56±0.13a 3.56±0.27a 
C20:2 1.54±0.28 1.78±0.48 1.17±0.48 1.16±0.69 1.33±0.51 
C20:3N6 1.41±0.24 1.38±0.24 1.52±0.18 1.66±0.21 1.61±0.24 
C20:3N3 3.07±0.75 3.14±0.35 3.56±0.69 3.24±0.44 3.74±0.45 
C20:4N6 0.34±0.05 0.35±0.04 0.32±0.07 0.33±0.07 0.35±0.05 
C20:5N3 0.51±0.09 0.45±0.04 0.39±0.11 0.44±0.14 0.51±0.11 
C22:0 0.27±0.04 0.29±0.08 0.28±0.04 0.27±0.04 0.24±0.03 
C22:1 0.17±0.06 0.17±0.04 0.18±0.04 0.150.04 0.14±0.03 
C22:2 0.25±0.04 0.26±0.03 0.27±0.09 0.25±0.11 0.34±0.09 
C22:6N3 6.50±0.56b 7.18±0.93b 7.16±0.37b 8.38±0.31a 7.91±0.56a 
C24:0 0.27±0.07 0.30±0.07 0.37±0.11 0.34±0.08 0.34±0.07 
PUFA 30.54±2.94c 33.20±2.83b 33.11±3.04b 36.94±2.58a 35.59±2.98a 

MUFA 3.94±0.45 4.25±0.45 4.45±0.45 4.58±0.39 4.54±0.48 
SFA 66.31±9.40 67.40±10.69 70.56±11.06 70.07±11.67 66.06±9.85 
n6 17.21±1.03d 18.76±0.80c 18.86±1.16c 21.63±0.81a 20.04±1.12b 

n3 11.42±1.54c 12.29±1.47b 12.68±1.28b 13.81±0.94a 13.79±1.24a 

n6/n3 1.51±0.67 1.53±0.55 1.49±0.91 1.57±0.86 1.45±0.91 
หมายเหตุ: a, b, c, d ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวนอน (P < 0.05)
  

 4.2.4 ผลของการศึกษาองค์ประกอบทางโภชนะของปลา 
 

  จากการศึกษาการเสริมยีสต์ NT และยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่อค่าองค์ประกอบ
โภชนะของปลานิลพบว่า การใช้ยีสต์ NT และยีสต์RY ที่เสริมในอาหารปลานั้นไม่ส่งผลกระทบต่อ
ค่าองค์ประกอบโภชนะของปลานิล (ตารางที่ 4.6) ซ่ึงผลการทดลองสอดคล้องกับการทดลองของ 
Ebrahim และ Seif (2008) (ตารางท่ี 2.4) การเสริมยีสต์มีชีวิต ไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงคุณค่าทาง
โภชนะอย่างมีนัยส าคัญ จากผลดังกล่าวนี้สามารถสรุปได้ว่าการเสริมยีสต์มีชีวิตในอาหารปลาไม่มี   
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ผลต่อการเพิ่มการใช้ประโยชน์จากอาหาร ดังนั้นการเสริมยีสต์เซลล์มีชีวิตจึงไม่ผลส่งต่อค่า
องค์ประกอบทางเคมีของปลา 
  
ตารางที่ 4.6  ผลของการเสริมยีสต์ RY ในอาหารปลานิลตอ่องค์ประกอบทางโภชนะของปลา 

Experimental Diet Dry matter Crude Protein Ether extract Ash 
T1 68.89±1.69 12.32±0.45 3.11±0.94 4.85±0.92 
T2 71.04±2.43 12.06±0.43 4.92±0.90 4.63±0.97 
T3 69.56±1.62 12.08±0.36 4.59±0.90 4.26±0.99 
T4 68.71±1.28 12.35±0.51 4.27±0.61 4.54±0.73 
T5 69.98±0.77 12.93±0.95 4.60±1.19 4.75±0.91 

 
4.2.5 ผลของการศึกษาประชากรจุลนิทรีย์ในล าไส้ปลา 

    ผลของการเสริมยีสต์ NT และยีสต์ RY ในอาหารปลานิล พบว่าไม่ส่งผลต่อประชากร
รวมของจุลินทรีย์ (Total aerobic bacteria )ในล าไส้ปลานิล แต่ส่งผลท าให้มีประชากรของยีสต์และ
เชื้อรา (Yeast and fungi) ในล าไส้ปลานิลเพิ่มสูงขึ้นแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติ 
และการเสริม recombinant yeast ยังส่งผลต่อจ านวนของแบคทีเรียที่ใช้กรดแลคติค (Lactic acid 
bacteria) และแบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacterium spp.ในล าไส้ปลานิลเพิ่มสูงขึ้นแตกต่างกับกลุ่มควบคมุ
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ อธิบายได้ว่า ยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ที่เสริมในอาหารปลามีองค์ประกอบ
ของ MOS ซ่ึงสามารถใช้เป็นสารอาหารของจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้ และดังจะเห็นได้จากรายงาน
การศึกษาถึงผลของ Mannan oligosaccharides (MOS) ต่อการเพิ่มจุลินทรีย์ในกลุ่มนี้นอกจากนี้การ
เสริมยีสต์ปกติ และ recombinant yeast ท าให้เชื้อกลุ่ม Vibrio spp. ซ่ึงเป็นกลุ่มของเชื้อก่อโรค มี
จ านวนลดลงแตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนยัส าคัญทางสถิติ และการตรวจสอบการมีชีวิตของยีสต์
ปกติ และ recombinant yeast ที่เสริมลงในอาหารปลาโดยการน าเช้ือจากล าไส้ปลามาเล้ียงบนอาหาร 
SC-agar พบว่ายีสต์ปกติ และ recombinant yeast ที่เสริมลงในอาหารปลานิลสามารถมีชีวิตอยู่ใน
ล าไส้ปลาได้ (ตารางท่ี 4.7) 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Mannan_Oligosaccharide_based_nutritional_supplements_(MOS)
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ตารางที่ 4.7  ผลของการเสริมยีสต์ NT และยีสต์ RY ในอาหารปลานิลตอ่ประชากรจุลินทรยี์ในล าไส้ปลานิล (CFU/g) 

Experimental Diet 
Total aerobic 

bacteria 
Yeast and fungi Lactic acid bacteria Bifidobacterium spp. Vibrio spp. SC-agar 

T1 6.30 ± 0.04 2.68 ± 0.19b 3.17 ± 0.06b 5.97 ± 0.03b 5.21 ± 0.04a nd 

T2 6.28 ± 0.06 3.06 ± 0.13a 3.21 ± 0.07ab 6.08 ± 0.10ab 4.98 ± 0.04b 6.25 ± 0.13a 
T3 6.27 ± 0.06 3.05 ± 0.22a 3.20 ± 0.08ab 6.07 ± 0.10ab 4.96 ± 0.03b 6.21 ± 0.04a 
T4 6.27 ± 0.03 3.08 ±.021a 3.28 ± 0.08a 6.10 ± 0.14a 4.98 ± 0.03b 5.96 ± 0.04b 
T5 6.26 ± 0.03 3.04 ±.021a 3.27 ± 0.06a 6.09 ± 0.05a 4.96 ± 0.06b 5.93 ± 0.07b 

หมายเหตุ : a, b ตัวอักษรที่แตกต่างกันมคีวามแตกต่างทางสถิติภายในแนวตั้ง (P < 0.05) 
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4.2.6 ผลของการตรวจสอบเช้ือยสีต์ที่เจริญบนอาหาร SC-agar 
  ผลการตรวจสอบเชื้อยีสต์ที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ SC-agar พบว่ายีสต์ที่ได้จากล าไส้

ปลานิลที่ได้รับการเสริมยีสต์ RY ที่เจริญบนอาหารเล้ียงเชื้อ SC-agar เป็น recombinant yeast โดย
แสดงผลได้จากการท า PCR ซ่ึงพบว่า เชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารเสริมยีสต์ RY จะ
ให้ผล PCR product ประมาณ 1,433 bp และ 1,398 bp ตามล าดับ ส่วนเชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่
ได้รับอาหารผสมยีสต์ปกติจะไม่แสดงผล PCR product (ภาพท่ี 4.18) 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 4.18  ผลการตรวจสอบเชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมยีสต์  NT และยีสต์ RY
ด้วยวิธี PCR 

หมายเหตุ :  M = DNA marker, N1 และ N2 = negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน 
DNA template, P1 และ P2 = positive control คือ PCR reaction ใช้ pGY6, หมายเลข 1 
และ 2 = เชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมยีสต์ปกติตรวจสอบโดยใช้ไพร์
เมอร์ GAL1 คู่กับ Nifad6_R1 ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,433 bp, หมายเลข 3 และ 4 = 
เชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารผสม recombinant yeast ตรวจสอบโดยใช้ไพร์
เมอร์ GAL1 คู่กับ Nifad6_R1 ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,433 bp, หมายเลข 5 และ 6 = 
เชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมยีสต์ปกติตรวจสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ 
Nifad6_F1 คู่กับ V5 c-term ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,398 bp, หมายเลข 7 และ 8 = 
เชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารผสม recombinant yeast ตรวจสอบโดยใช้ไพร์
เมอร์ Nifad6_F1 คู่กับ V5 c-term ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,398 bp 
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ภาพที่ 4.19  ผลการตรวจสอบเชื้อยีสต์ในล าไส้ปลานิลที่ได้รับอาหารผสมยีสต์  NT และยีสต์ RY 

ด้วยวิธี PCR 
ภาพ A  ตรวจสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ Nifad6_F1 กับ V5 c-term ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,398 bp 
ภาพ B  ตรวจสอบโดยใช้ไพร์เมอร์ GAL1 กับ Nifad6_R1 ได้ผลผลิต PCR ที่มีขนาด 1,433 bp 
หมายเหตุ : M = DNA marker, N= negative control คือ PCR reaction ใช้น้ ากล่ันแทน DNA 

template, P = positive control คือ PCR reaction ใช้ pGY6, หมายเลข 1 ถึง 8 = 
recombinant yeast  
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บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

5.1  สรุป 
1.  จากการศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์ cDNA ของยีน delta 6 desaturase มีความยาวเท่ากับ 

1,466 bp ประกอบไปด้วยส่วนของ Coding sequence (CDS) มีนิวคลีโอไทป์เท่ากับ 1,338 bp มีส่วน
ของ 5’ untranslated region (UTR) เท่ากับ 5 bp และส่วนของ 3’ untranslated region (UTR) เท่ากับ 
123 bp ซ่ึงเมื่อท าการแปรรหัสเป็นกรดอะมิโนจะมีจ านวนเท่ากับ 445 residues ยีน delta 6 
desaturase ที่ได้จากปลานิลมีความคล้ายคลึงในส่วนของละดับนิวคลีโอไทด์กับปลาชนิดต่างๆ อยู่
ในช่วง 70-99 เปอร์เซ็นต์ และมีความคล้ายคลึงในส่วนล าดับอะมิโนอยู่ในช่วง 63-99 เปอร์เซ็นต์ 
cDNA ของยีน delta 6 desaturase ของปลานิลโดยมีโครงสร้างประกอบไปด้วย 2 ส่วน คือ ส่วนของ 
Cytochrome b5 domain และ Fatty acid desaturase domain  
  2.  ยีน delta 6 desaturase มีการแสดงออกในทุกระยะการพัฒนาการของตัวอ่อนปลานิล 
ได้แก่ ไข่ปลาที่ไม่ได้รับการปฏิสนธิ (unfertilized egg) middle balstula (MB) late blastula (LB) 
gastrula (G) body segmentation (BS) pharyngula (P) และ hatching (H) ซ่ึงยีน delta 6 desaturase 
ซ่ึงเป็นยีนที่มีความส าคัญต่อการสร้างกรดไขมันไม่อ่ิมตัวสูงสายยาว และยีน delta 6 desaturase เป็น
ยีน maternal ซ่ึงสร้างโดยแม่ปลาในระหว่างกระบวนการพัฒนาการของไข่ปลา สร้างและเก็บสะสม
ไว้ในไข่ปลาเพื่อให้ลูกปลาน าไปใช้ในระหว่างการพัฒนาการ จนถึงระยะ mid blastula ซ่ึงช่วงเวลา
ดังกล่าวนี้ ลูกปลาจะยังไม่มีกระบวนการแสดงออกของยีน  

3.  ยีสต์ RY มีการแสดงออกของยีน delta 6 desaturase ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง จึงเลือก
ระยะเวลาที่ 24 ชั่วโมงในการผลิตยีสต์ RY ส าหรับการทดสอบการท างานของเอนไซม์ delta 6 
desaturase และการใช้ยีสต์ RY เป็นสารเสริมในอาหารปลา 

 4.  เอนไซม์ delta 6 desaturase ที่โคลนได้จากปลานิล มีอัตราการเปล่ียน C18 : 3n3 เป็น 
C18 : 4n3 เท่ากับ 7.07 เปอร์เซ็นต์ และ C18 : 2n6 เป็น C18 : 3n6 เท่ากับ 39.5 เปอร์เซ็นต์ และ
สามารถเปล่ียนกรดไขมัน C20 : 3n6 เป็น C20 : 4n6 ชี้ให้เห็นว่าเอนไซม์นี้สามารถท างานเช่นเดียว 
กับการท างานของเอนไซม์ delta 5 desaturase ซ่ึงชี้ให้เห็นว่า เอนไซม์ delta 6 desaturase เป็น 
Bifunctional enzyme 

5.  การเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลไม่ส่งผลกระทบต่อสมรรถนะการ
เจริญเติบโตของปลา อัตราการกินอาหาร FCR และ อัตราการรอดของปลา 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

  6.  การเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลต่อค่าโลหิตวิทยาไม่ส่งผลกระทบ
ต่อค่าโลหิตวิทยาได้แก่ จ านวนเม็ดเลือดแดง ฮีโมโกลบิน และ ค่าการอัดแน่นของเม็ดเลือดแดง และ
ค่ากลูโคสในเลือดปลา 

7.  การเสริมยีสต์ RY ในอาหารปลานิลท าให้มีกรดไขมัน C18 : 4n3, C22 : 6n3 (DHA) 
และ C18 : 3n6 สะสมในเนื้อปลาเพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มการเสริมยีสต์ NT อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ  

8.  การเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลไม่ส่งผลกระทบต่อค่าองค์ประกอบ
โภชนะของปลานิล   

9.  การเสริมยีสต์ NT และ ยีสต์ RY ในอาหารปลานิลมีผลท าให้ประชากรของยีสต์ 
แบคทีเรียที่ใช้กรดแลคติค (Lactic acid bacteria) แบคทีเรียกลุ่ม Bifidobacterium spp. ในล าไส้ปลา
เพิ่มขึ้น และลดแบคทีเรียที่เป็นโทษ คือเชื้อกลุ่ม Vibrio spp.  

 

5.2  ข้ อเสนอแนะ 
  จากการศึกษาในข้างต้นสามารถน าข้อมูลจากการศึกษานี้ไปใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานใน

การศึกษาวิจัยในอนาคตได้ ซ่ึงสามารถศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของ cDNA 
ของยีน  delta 6 desaturase ในปลาชนิดอ่ืน ๆ เพื่อทราบถึงความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการระหว่าง
ส่ิงมีชีวิต และสามารถท านายหน้าท่ีของโปรตีนจากล าดับนิวคลีโอไทด์และล าดับกรดอะมิโนของ
ปลาชนิดอ่ืน ๆ ได้ สามารถน ายีสต์ RY ไปเสริมในอาหารของปลาและสัตว์เศรษฐกิจชนิดอ่ืนๆเพื่อ
ศึกษาการสะสมกรดไขมันในเนื้อปลาและสัตว์เศรษฐกิจอ่ืนๆต่อไปสัตว์ นอกจากนี้ควรมีการศึกษา
ถึงระดับการเสริมยีสต์ RY ในระดับที่เพิ่มสูงขึ้นในปลานิล เพื่อหาแนวทางในการเพิ่มการสะสม
กรดไขมันในเนื้อปลานิลต่อไป 
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ส่วนประกอบของสารที่ใช้ในการทดลอง
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การเตรียมอาหารเลีย้งเช้ือ 
 

1.   LB (100 ml) 
 ประกอบด้วย NaCl   1 g 
     Tryptone   1 g 
     Yeast extract  0.5 g 
     Agar   1.5 g (ส าหรับ plate) 
 ใส่น้ า DI 100 ml ท าการผสมสารละลายให้เข้ากันและน าไป autoclave จากนั้นท าการเท plate 
ส าหรับอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง 
 

2.   2XYT (100 ml) 
 ประกอบด้วย NaCl   0.5 g 
     Tryptone   1.6 g 
     Yeast extract  1 g 
     Agar   1.5 g (ส าหรับ plate) 
 ใส่น้ า DI 100 ml ท าการผสมสารละลายให้เข้ากันและน าไป autoclave หลังจากนั้นวางรอให้
อุ่น ๆ แล้วใส่ IPTG 100 µl, X-gal 100 µl และ ampicillin 100 µl ผสมสารละลายให้เข้ากันและท า
การเท plate ส าหรับอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง 
 

3.   SOB (60 ml) 
 ประกอบด้วย  NaCl   0.0351 g 
      Tryptone  1.2 g 
      Yeast extract  0.3 g 
      KCl   0.0111 g 
 ใส่น้ า DI 60 ml ท าการผสมสารละลายให้เข้ากันและน าไป autoclave หลังจากนั้นวางรอให้
อุ่น ๆ แล้วใส่ 1 M MgSO4·7H2O 600 µl, 1 M MgCl2·6H2O 600 µl ผสมสารละลายให้เข้ากัน (หาก
ต้องการเตรียมสาร SOC มีกระบวนการและส่วนประกอบเหมือนกับ SOB ยกเว้นจะต้องมีการใส่
สาร 2 M glucose 600 µl) 
 

4.   SC-minimal medium plate (100 ml) 
 ประกอบด้วย         Yeast nitrogen base          0.67 g 
                                        (Without amino acids with ammonium sulfate)     
      Glucose or raffinose   2 g 
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Adenine   0.01 g   
     Arginine   0.01 g   

Cysteine   0.01 g   
Leucine   0.01 g   
Lysine   0.01 g   
Threonine   0.01 g   
Tryptophan   0.01 g   
Uracil    0.01 g (ส าหรับ SC-minimal medium + Uracil) 
Aspartic acid   0.005 g  
Histidine    0.005 g 
Isoleucine    0.005 g 
Methionine   0.005 g 
Phenylalanine   0.005 g 
Proline   0.005 g 
Serine   0.005 g 
Tyrosine   0.005 g 
Valine   0.005 g 
Agar     2 g (ส าหรับ plate) 
 

  ใส่น้ า DI 100 ml ท าการผสมสารละลายให้เข้ากันและน าไป autoclave ส าหรับการ
เตรียมอาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง จะไม่ผสม Glucose หรือ raffinose  ลงไปในอาหารที่น าไป 
autoclave เพราะจะท าให้อาหารเล้ียงเชื้อเหนียว จะผสมหลังจาก autoclave โดยรอให้อาหารเล้ียงเชื้อ
อุ่น ๆ แล้วเติม Glucose ที่ผ่านการฆ่าเชื้อแล้ว ผสมสารละลายให้เข้ากันจากนั้นท าการเท plate 

 

5.   Yeast Extract Peptone Dextrose Medium (YPD) (100 ml) 
 ประกอบด้วย  Yeast extract  1 g 

 Peptone   1 g 
 Dextrose (D-glucose) 1 g 
 

     ใส่น้ า DI 100 ml ท าการผสมสารละลายให้เข้ากันและน าไป autoclave ส าหรับการเตรียม
อาหารเล้ียงเชื้อแบบแข็ง จะไม่ผสม Glucose ลงไปในอาหารที่น าไป autoclave เพราะจะท าให้อาหาร
เล้ียงเชื้อเหนียว จะผสมหลังจาก autoclave โดยรอให้อาหารเล้ียงเชื้ออุ่น ๆ แล้วเติม Glucose ที่ผ่าน
การฆ่าเชื้อแล้ว ผสมสารละลายให้เข้ากันจากนั้นท าการเท plate 

 

 

 

 

 

 

 

 



68 

การเตรียมสารละลายและบัฟเฟอร์ 
1.  TE buffer (10 ml) 
 ประกอบด้วย 1 M Tris-HCl, pH 7.5 0.1 ml 
     0.5 M EDTA  0.02 ml 
 ผสมสารละลายให้เข้ากัน และปรับปริมาตรให้เท่ากับ 10 ml ด้วยน้ า DI 
2.   สาร Solution I (2 ml) 
 ประกอบด้วย 25% sucrose  0.8 ml 
     1 M Tris-HCl, pH 8  0.05 ml 
     0.5 M EDTA  0.04 ml 
 ผสมสารละลายให้เข้ากัน และปรับปริมาตรให้เท่ากับ 2 ml ด้วยน้ า DI 
3.   สาร Solution II (2 ml)  
 ประกอบด้วย  25% sucrose  0.8 ml 

25% SDS  0.16 ml  
 ผสมสารละลายให้เข้ากัน และปรับปริมาตรให้เท่ากับ 2 ml ด้วยน้ า DI 
4.   สาร Solution III (3 M potassium acetate pH 5.2) (100 ml) 
 ชั่งสาร potaaium acetate 29.46 g ละลายในน้ า DI 60 ml เติม glacial acetic acid 11.5 ml และ
ใส่น้ า DI 28.5 ml  
5.   สาร transformation buffer (100 ml) 
 ประกอบด้วย  PIPES   0.3 g 
      CaCl2·2H2O  0.22 g 
      KCl   1.86 g 
 ใส่น้ า DI (ที่ผ่านการ autoclave ฆ่าเชื้อแล้ว) 80 ml ท าการผสมสารละลายให้เข้ากัน และปรับ 
pH ให้เท่ากับ 6.7-6.8 ด้วย 5 N KOH และใส่ MnCl2·4H2O 1.09 g หลังจากนั้นท าการปรับปริมาตร
ให้เท่ากับ 100 ml ด้วยน้ า DI และท าการ sterilization ด้วยการกรอง   
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