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บทคัดย่อ 
 
การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาเทคโนโลยกีารปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุ ในปลา

กลุ่ม Pangasiid ในขั้นแรกไดท้  าการพฒันายีนเคร่ืองหมายท่ีใช้ในการจ าแนกเซลล์สืบพนัธ์ุในปลาบึก 
(Pangasianodon gigas) การศึกษาน้ีไดท้  าการโคลนและศึกษาโครงสร้างของยีน vasa ในปลาบึก และให้
ช่ือวา่ Pgi-vasa โดยยีน Pgi-vasa ประกอบดว้ยกลุ่มของโมทีฟของกรดอะมิโนท่ีเป็นคุณลกัษณะของยีน 
vasa ในปลาชนิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ ชุดซ ้ าของกรดอะมิโน RG และ RGG กรดออะมิโน ATPase motifs และ
กรดออะมิโน DEAD-box การวิเคราะห์แผนภาพ Phylogenetic เปรียบเทียบกบัโปรตีนของกลุ่ม DEAD-
box family พบว่าโปรตีนของยีน Pgi-vasa จดัอยู่ในกลุ่มโปรตีน Vasa การวิเคราะห์การแสดงออกของ
ยีนด้วยวิธี Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) พบว่ายีน Pgi-vasa-vasa มีการ
แสดงออกท่ี รังไข่และอัณฑะ ผลการศึกษาเน้ือเยื่อวิทยาร่วมกับ in situ hybridization โดยโพรบ 
Antisense พบวา่ยีน Pgi-vasa มีการแสดงออกเฉพาะท่ีเซลล์สืบพนัธ์ุ (Germ cell) และสามารถใช้ในการ
จ าแนกโอโอไซท์ (oocyte) ไพรมารีโอโอไซท์ (primary oocyte) และ โอโอโกเนีย (oogonia) ในรังไข่ 
และจ าแนก สเปริมมาโตไซท์ (spermatocytes) และ สเปริมาโตโกเนีย (spermatogonia) ในอณัฑะได ้ 
การศึกษาต่อมาท าการพฒันาเทคนิคการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธ์ุโดยใชป้ลาบึกเป็นปลาผูใ้ห ้และปลาสวาย 
(Pangasianodon hypophthalmus) เป็นปลาผูรั้บ  การศึกษาถึงระยะท่ีเหมาะสมของปลาบึกต่อการเป็น
ปลาผูใ้ห้ พบวา่ปลาบึกท่ีระยะ Immature หรือท่ีน ้ าหนกัตวัตั้งแต่ 1 - 10 กิโลกรัม เหมาะสมท่ีจะเป็นปลา
ผูใ้ห้ เน่ืองจากพบจ านวนของ spermatogonia หรือ oogonia สูงท่ีสุด ระยะของลูกปลาสวายวยัอ่อนท่ี
เหมาะสมส าหรับเป็นปลาผู ้รับ คือ ท่ีระยะ 4 dph (day post hatching; dph) เอ็นไซม์ (Dissociation 
enzyme) ท่ีเหมาะสมในการสกดัเซลล์จากอณัฑะปลาบึกคือ 0.4 % Collagenase IV และ 0.03 % Dispase 
II โดยให้จ  านวนเซลล์ Spermatogonia 1.4 x 106 เซลล์ ต่อเน้ือเยื่ออัณฑะ 100 มิลลิกรัม เอ็นไซม ์
(Dissociation enzyme) ท่ีเหมาะสมในการสกัดเซลล์จากรังไข่ปลาบึกคือ 0.4 % Collagenase IV และ 
0.03 % Dispase II เช่นเดียวกัน โดยให้จ  านวนเซลล์ Oogonia 5.3 x 105 เซลล์ ต่อเน้ือเยื่อรังไข่  100 
มิลลิกรัม การปลูกถ่ายเซลลท่ี์สกดัไดจ้ากอณัฑะของปลาบึก เขา้สู่ลูกปลาสวายวยัอ่อน พบวา่มีอตัราการ
เขา้อาศยัของเซลล์ Spermatogonia เท่ากบั 90 % การปลูกถ่ายเซลล์ท่ีสกดัไดจ้ากรังไข่ของปลาบึก เขา้สู่
ลูกปลาสวายวยัอ่อน พบวา่มีอตัราการเขา้อาศยัของเซลล์ oogonia เท่ากบั 80 %  ปลาสวายผูรั้บวยัอ่อนท่ี
ไดรั้บการปลูกถ่ายเซลล์ มีอตัราการรอดเท่ากบั 26 % ซ่ึงอตัราการรอดของลูกปลาสวายไม่แตกต่างจาก
กลุ่มควบคุมท่ีไมไ่ดรั้บบการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธ์ุ 
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Abstract 
 

This study aimed to develop germ cell transplantation technology in Pangasiid. First, 
development of gene marker for identification of germ cell in giant catfish (Pangasianodon gigas) was 
performed. Cloning and expression analysis of vasa cDNA of giant catfish was conducted and 
designated this as Pgi-vasa. The Pgi -vasa contained all of the predicted consensus motifs that are 
shared among the vasa genes in other fish species, including RG and RGG repeats, ATPase motifs, and 
a DEAD-box, and phylogenetic analysis using various DEAD-box family proteins demonstrated that 
the Pgi-vasa protein clustered within the Vasa family. Reverse transcription polymerase chain reaction 
(RT-PCR) indicated that Pgi-vasa mRNA only occurred in ovary and testis. Histological 
characterization and in situ hybridization showed that the antisense probe of Pgi-vasa was able to 
identify oocyte, primary oocyte and oogonia in ovary as well as spermatocytes and spermatogonia in 
testis. Secondly, in order to develop germ cell transplantation, the giant catfish was used as donor fish, 
and the striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus) was used as recipient. The optimum growth 
stage of giant catfish to be used as donor fish was the fish as size of 1 – 10 kg body weight since the 
high proportion of spermatogonia or oogonia were highest. The optimum stage of recipient larvae of 
the striped catfish were 4 dph (day post hatching; dph). The optimum enzyme for dissociation of testis 
was 0.4 % Collagenase IV and 0.03 % Dispase II which resulted in isolated Spermatogonia 1.4 x 106 

cells/ 100 mg of testis. Similarly, 0.4 % Collagenase IV and 0.03 % Dispase II were the suitable 
enzyme to dissociate ovary which could isolate oogonia 5.3 x 105 cells/ 100 mg of ovary. Germ cell 
transplantation was developed by microinjection of the spermatogonial of giant catfish into the 
recipient larvae of striped catfish. The colonization rate of spermatogonia was 90 %. In addition, germ 
cell transplantation of dissociated cell of ovary into striped catfish larvae resulted in the colonization of 
80 %. The survival rate of transplanted larvae was 26 % which was not significantly different 
comparing to control un-injected fish (P>0.05).  
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บทที ่1 
บทน ำ 

 
ที่มำและควำมส ำคัญ 
 

สัตวน์ ้ำโดยเฉพำะปลำเป็นแหล่งอำหำรโปรตีนคุณภำพดีท่ีส ำคญัของประเทศไทย ปลำ และกุง้ 
เป็นอำหำรโปรตีนท่ีส ำคญัส ำหรับคนทุกชั้น ผลผลิตปลำในประเทศไทยส่วนหน่ึงไดจ้ำกกำรจบัจำกธรรมชำติ 
(Capture) และกำรเพำะเล้ียง (Culture) ภำพท่ี 1.1 แสดงปริมำณปลำท่ีไดจ้ำกกำรจบัจำกธรรมชำติค่อนขำ้งคงท่ี 
และมีแนวโนม้จะลดลง กำรพฒันำกำรเพำะเล้ียงปลำในประเทศไทยในช่วง 10 ปีท่ีผ่ำนมำ ส่งผลให้ผลผลิตปลำ
ท่ีไดจ้ำกกำรเพำะเล้ียงปลำเพิ่มปริมำณมำกขึ้นอยำ่งต่อเน่ือง ดงันั้นกำรเพำะเล้ียงปลำจึงช่วยชดเชยผลผลิตปลำท่ี
ไดจ้ำกกำรจบัจำกธรรมชำติได ้(สถิติกำรประมงแห่งประเทศไทย พ.ศ. 2553) กำรเพำะเล้ียงปลำจึงเป็นกิจกรรมท่ี
ส ำคญัท่ีท ำให้เกิดควำมมัน่คงทำงดำ้นอำหำรจำกสัตวน์ ้ ำ (Aquaculture for Food Security) อย่ำงไรก็ตำมจะเห็น
ได้ว่ำ 2 - 3 ปีท่ีผ่ำนมำ ผลผลิตปลำท่ีได้จำกกำรเพำะเล้ียงเร่ิมมีแนวโน้มลดลง ซ่ึงเป็นสัญญำณเตือนถึงควำม
มัน่คงท่ีลดลงทำงดำ้นอำหำรจำกสัตวน์ ้ำ  

ปัญหำหน่ึงของกำรเล้ียงปลำ คือกำรขำดแคลนลูกพนัธุ์ปลำ พนัธุ์ปลำหลำยชนิดมีปัญหำดำ้น
กำรเพำะพนัธุ์ โดยเฉพำะปลำท่ีเล้ียงในฟำร์ม เม่ือเล้ียงปลำในฟำร์มหรือในบ่อดินซ่ึงเป็นท่ีจ ำกดัในระยะเวลำ
หน่ึง มักเกิดปัญหำเร่ืองกำรเพำะลูกพนัธุ์ปลำ กำรศึกษำวิจัยทั้งด้ำนวิทยำศำสตร์พื้นฐำนและวิทยำศำสตร์
ประยุกต์ในดำ้นระบบสืบพนัธุ์ปลำยงัมีอยู่อย่ำงจ ำกดั กำรวิจยัส่วนใหญ่เน้นไปท่ีกำรเล้ียงเพื่อเพิ่มผลผลิต กำร
ประสบปัญหำดำ้นเทคโนโลยกีำรสืบพนัธุ์ปลำเป็นอุปสรรคท่ีส ำคญัในกำรสร้ำงควำมมัน่คงทำงดำ้นอำหำรท่ีได้
จำกปลำ กำรศึกษำวิจัยด้ำนเทคโนโลยีกำรสืบพนัธุ์ในปลำ ต้องกำรเทคโนโลยีใหม่ ๆ เพื่อน ำมำใช้ในกำร
พฒันำกำรเพำะพนัธุ์ปลำ หำกไม่มีกำรศึกษำและพฒันำเทคโนโลยีใหม่เตรียมกำรส ำหรับอุตสำหกรรมกำรเล้ียง
ปลำ กำรเล้ียงปลำในอนำคตจะประสบปัญหำกำรขำดแคลนพนัธุ์ปลำท่ีดี ส ำหรับน ำมำใชใ้นกำรเพำะเล้ียงปลำ 

เทคโนโลยีกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำ (Germ cell transplantation) ไดพ้ฒันำขึ้นในปลำ
ทดลองและในปลำท่ีมีควำมส ำคญัทำงเศรษฐกิจ (Yoshizaki et al., 2002) เทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เป็น
กำรน ำเอำเซลลต์น้ก ำเนิดของเซลลสื์บพนัธุ์ ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์ยงัไม่สมบูรณ์พนัธุ์ ไดแ้ก่ เซลลต์น้ก ำเนิดของระบบ
สืบพนัธุ์ เซลลต์น้ก ำเนิดของเซลลสื์บพนัธุ์เพศผู ้(Spermatogonia) และ เซลลต์น้ก ำเนิดของเซลลสื์บพนัธุ์เพศเมีย 
(Oogonia) จำกปลำผู ้ให้ (Donor fish) น ำไปฉีด (Microinjection) เข้ำสู่ช่องว่ำงในล ำตัวของลูกปลำผู ้รับ 
(Recipient fish larvae) จำกนั้นเซลลต์น้ก ำเนิดของเซลลสื์บพนัธุ์จะเคล่ือนไปฝังตวัยงั Genital ridge ของปลำตวั
ผูรั้บ และพฒันำไปพร้อมกบัอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บ ถำ้ปลำผู ้รับเป็นเพศผูท้ำงพนัธุกรรม เซลลต์น้ก ำเนิด
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ของเซลลสื์บพนัธุ์ท่ีไดถ้่ำยเขำ้ไปก็จะพฒันำเป็นเซลลสื์บพนัธุ์เพศผู ้และถำ้ปลำผูรั้บเป็นเพศเมียทำงพนัธุกรรม 
เซลลต์น้ก ำเนิดของเซลลสื์บพนัธุ์ท่ีไดถ้่ำยเขำ้ไปก็จะพฒันำเป็นเซลลสื์บพนัธุ์เพศเมีย เม่ือปลำผูรั้บเจริญเติบโต
เต็มวยั และพร้อมจะสืบพนัธุ์ (Maturation) ก็จะเป็นพ่อแม่ปลำอุม้บุญ (Surrogate broodstock) เม่ือน ำมำผสม
พนัธุ์กนัก็จะผลิตลูกของปลำผูใ้ห้ (Donor-derive offspring) เน่ืองจำกปลำให้ลูกคร้ังละจ ำนวนมำก จึงท ำให้ได้
ลูกปลำท่ีมำจำกกำรปลูกถ่ำยเซลลจ์ ำนวนไม่น้อย และเทคนิคกำรฉีด หรือ Microinjection ก็ไม่ซับซ้อน ดงันั้น
เทคนิคกำรปลูกถ่ำยอวยัวะสืบพนัธุ์จึงเหมำะสมท่ีจะน ำมำใชใ้นปลำ นอกจำกน้ีระบบภูมิคุม้กนัในปลำในระยะท่ี
เป็นลูกปลำวยัอ่อนยงัไม่พฒันำสมบูรณ์ ดว้ยเหตุน้ีกำรปลูกถ่ำยเซลลต์น้ก ำเนิดของเซลลสื์บพนัธุ์ในระยะลูกปลำ
วยัอ่อน จึงไม่ถูกปฏิเสธ (Rejection) ดงันั้นเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในตวัปลำจึงเป็นกำรสร้ำง พ่อแม่
ปลำอุม้บุญของปลำท่ีตอ้งกำรเพิ่มจ ำนวนลูกพนัธุ์ และรักษำพนัธุ์ 

งำนวิจยักำรพฒันำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลใ์นระยะเร่ิมตน้ จึงจะเร่ิมกำรพฒันำเทคโนโลยีกำร
ปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำกลุ่มปลำสวำย เน่ืองจำกปลำสวำยเป็นปลำท่ีกำรเพำะพนัธุ์โดยวิธีกำรฉีดฮอร์โมน
ผสมเทียมสำมำรถไดโ้ดยทัว่ไป ฤดูกำลกำรผสมพนัธุ์ประมำณ 6 - 8 เดือนต่อปี ปลำท่ีจะเจริญเป็นพ่อแม่พนัธุ์ใช้
ระยะเวลำ 2 - 3 ปี ซ่ึงไม่นำนจนเกินไป ปลำสวำยจดัอยู่ในกลุ่มปลำหนัง (Pangasius) กลุ่มปลำหนังในสกุล 
Pangasius เป็นกลุ่มปลำท่ีมีควำมหลำกหลำยสูง มีจ ำนวนสปีชีส์อยู่ในปลำสกุลน้ี 21 สปีชีส์ มีทั้งปลำท่ีมีกำร
เพำะพนัธุ์และเพำะเล้ียงอย่ำงแพร่ปลำย เช่น ปลำสวำย (Pangasianodon hypophthalamus) ปลำท่ีมีขนำดใหญ่
อย่ำงปลำบึก (Pangasianodon gigas) และปลำท่ีอยู่ในสภำวะท่ีใกล้จะสูญพันธ์เช่น ปลำเทพำ (Pangasius 
sanitwongsei) จึงน่ำจะเป็นกลุ่มปลำท่ีเหมำะสมท่ีจะน ำมำพฒันำเทคโนโลยีกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ เพื่อเพิ่ม
องคค์วำมรู้ในกำรน ำไปประยกุตใ์ชใ้นปลำต่ำง ๆ ในประเทศต่อไป  
 

 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 

1. เพื่อโคลนและศึกษำโครงสร้ำงคุณลกัษณะของยีน vasa ในปลำบึก ซ่ึงใชเ้ป็นปลำผูใ้ห ้(Donor fish) 
เพื่อพฒันำกำรใชย้ีน vasa ในปลำบึกเป็นยีนเคร่ืองหมำยติดตำมกำรพฒันำของอวยัวะสืบพนัธุ์ใน
ปลำบึก ในกำรหำระยะของปลำผูใ้ห้ส ำหรับกำรสกัดเซลล์สืบพนัธุ์ เพื่อใช้ในกำรปลูกถ่ำยเซลล์
สืบพนัธุ์   

2. เพื่อพฒันำกำรเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ โดยใชป้ลำสวำยวยัอ่อนเป็นปลำผูรั้บ และใชป้ลำ
บึกเป็นปลำผูใ้ห ้
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ขอบเขตของกำรวิจัย 
 

งำนวิจยัในคร้ังน้ีเป็นกำรโคลนยีน vasa ซ่ึงเป็นยีนท่ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงและแสดงออกท่ี
อวยัวะสืบพนัธุ์เท่ำนั้นในปลำบึก และท ำกำรพฒันำโดยกำรใช้ยีน vasa เป็นยีนเคร่ืองหมำย (Gene marker) ใน
กำรศึกษำและติดตำมกำรพฒันำกำรของรังไข่และอณัฑะในปลำบึก  และน ำมำใชเ้ป็นแหล่งของเซลลผ์ูใ้หใ้นกำร
ปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ และกำรพฒันำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ โดยใช้ปลำบึกเป็นปลำผูใ้ห้ (Donor 
fish) และลูกปลำสวำยวยัอ่อนเป็นปลำผูรั้บ (Recipient fish) โดยกำรพฒันำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์
นอกจำกศึกษำกำรพฒันำของอณัฑะและรังไข่ของปลำผูใ้หแ้ลว้ ยงัตอ้งมีกำรศึกษำในส่วนของปลำผูรั้บดว้ย โดย
งำนวิจยัน้ีใชป้ลำสวำยเป็นปลำผูรั้บ จึงตอ้งท ำกำรศึกษำถึงระยะท่ีเหมำะสมของปลำสวำยท่ีจะใช้เป็นปลำผูรั้บ 
จำกนั้นท ำกำรติดตำมกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ของเซลล์ Spermatogonia หรือเซลล์ Oogonia ท่ีสกดัไดจ้ำก
อณัฑะและรังไข่ของปลำผูใ้หใ้นอวยัวะสืบพนัธุ์ (Genital ridges) ของปลำผูรั้บ 

 
ประโยชน์ท่ีได้รับจำกกำรวิจัย 
  

ผลกำรวิจยัท่ีไดจ้ำกโครงกำรน้ี จะเป็นประโยชน์ในแง่ของทำงวิชำกำร เป็นกำรโคลนยีนท่ีมี
ควำมจ ำเพำะต่ออวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำบึก (ปลำผูใ้ห้) เพื่อใชเ้ป็นยีนเคร่ืองหมำยในกำรศึกษำและติดตำมกำร
พฒันำกำรของเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำสวำย (ปลำผูรั้บ) ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ในกำรน ำไปประยุกตใ์ชใ้นกำรวิจยัท่ี
จะศึกษำในเชิงชีววิทยำของระบบสืบพนัธุ์ของปลำต่อไป   

นอกจำกน้ีงำนวิจยัในคร้ังน้ียงัสำมำรถใชเ้ป็นงำนตน้แบบในกำรพฒันำกำรใชเ้ทคนิคกำรปลูก
ถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ในปลำชนิดอ่ืน ๆ เน่ืองจำกเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เร่ิมมีกำรใชอ้ยำ่งแพร่หลำย และ
มีควำมจ ำเป็นอย่ำงมำกส ำหรับกำรเพำะขยำยพนัธุ์ปลำท่ีมีควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจท่ีมีปัญหำในเร่ืองกำร
เพำะพนัธุ์เองตำมธรรมชำติ หรือยงัสำมำรถใชส้ ำหรับกำรขยำยพนัธ์ปลำท่ีมีพนัธุกรรมดี และปลำบำงชนิดท่ีกำร
เพำะขยำยพนัธุ์ในแต่ละคร้ังตอ้งใชต้น้ทุนสูง เป็นตน้   
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บทที ่2 
กำรตรวจเอกสำรทำงวิชำกำร 

 
ปลำบึก (Pangasianodon gigas) 
 

 
ภำพท่ี 1.1 ปลำบึก 

 
กำรศึกษำทำงอนุกรมวิธำนไดย้ดึเอำกำรจำแนกชนิดของ Nelson (1994) มำเป็นหลกักำรลำดบั

ชั้นของปลำบึกและไดเ้อำกำรจ ำแนกของ Chevey (1930) ในกำรจำแนกชนิดของปลำบึก ดงัน้ี 
Kingdom Animalia 

Phylum  Chordata 
Class  Actinopterygii 

Order  Siluriformes 
Family  Pangasiidae 

Genus  Pangasianodon 
Species  Pangasianodon gigas 

 
ปลำบึก (Mekong giant catfish) มีช่ือวิทยำศำสตร์ คือ Pangasianodon gigas (ภำพท่ี 1.1) เป็น

ปลำน ้ ำจืดขนำดใหญ่ชนิดหน่ึง ไม่มีเกล็ด อำศยัอยู่ในแม่น ้ ำโขงตั้งแต่ประเทศจีน, ลำว, เมียนม่ำร์ และไทย 
เร่ือยมำตลอดควำมยำวของแม่น ้ ำรวมไปถึงสำขำต่ำง ๆ เช่น แม่น ้ำงึม, แม่น ้ำมูล และแม่น ้ำสงครำม แต่ไม่พบใน
ตอนปลำยของแม่น ้ ำโขงท่ีเป็นน ้ ำกร่อย ซ่ึงเป็นจุดท่ีไหลออกทะเลจีนใต ้ปลำบึกเป็นปลำท่ีเส่ียงต่อกำรสูญพนัธุ์
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เน่ืองจำกมีกำรจบัปลำมำกเกินไป คุณภำพน ้ ำท่ีแย่ลงจำกกำรพฒันำและกำรสร้ำงเขื่อนบริเวณตน้น ้ ำ ปัจจุบนั
สหภำพระหว่ำงประเทศเพื่อกำรอนุรักษ์ธรรมชำติจัดปลำบึกให้อยู่ในกลุ่มเส่ียงขั้นวิกฤติต่อกำรสูญพันธุ์ 
(Critically endangered) และติดอยูใ่นบญัชีไซเตส กลุ่ม 1 ชนิดสัตวป่์ำและซำกของสัตวป่์ำทำ้ยบญัชีอนุสัญญำว่ำ
ดว้ยกำรคำ้ระหวำ่งประเทศซ่ึงชนิดสัตวป่์ำ และพืชป่ำท่ีใกลสู้ญพนัธุ์ (ล ำดบัท่ี 909) 

ลักษณะทั่วไปของปลำปลำบึกเป็นปลำไม่มีเกล็ดท่ีมีขนำดใหญ่ท่ีสุด ขนำดโตเต็มท่ียำว
ประมำณ 3 เมตร มีน ้ ำหนักมำกกว่ำ 250 กิโลกรัม เป็นปลำท่ีกินพืชเป็นอำหำร ไม่มีฟันทั้งท่ีขำกรรไกรและ
เพดำนปำก มีรูปร่ำงเพรียวขำวแบนขำ้งเลก็นอ้ย ลูกปลำบึกขนำดเลก็มีสีคล ้ำเหลือบเหลือง ขำ้งล ำตวัมีแถบสีคล ้ำ
ตำมยำว 1 – 2 แถบ ครีบหำงตอนบนและล่ำงมีแถบสีคล ้ำตำมยำว ในปลำขนำดใหญ่ดำ้นหลงัของล ำตวัจะมีสีเทำ
อมน ้ำตำลแดง ดำ้นขำ้งเป็นสีเทำปนน ้ำเงินและจำงกวำ่ดำ้นหลงั เม่ือค่อนลงมำทำงทอ้งสีจะจำงลงเร่ือย ๆ จนเป็น
สีขำวเงิน ตำมล ำตวัมีจุดสีด ำค่อนขำ้งกลมกระจ่ำยอยู่ห่ำง ๆ กนัเกือบทัว่ตวั บริเวณจงอยปำกมีรูจมูก 2 คู่ ตั้งอยู่
บนริมผีปำกทำงดำ้นขำ้งจงอยปำก คู่หนำ้อยู่ชิดกนัมำกกว่ำคู่หลงั นยัตำของปลำบึกมีขนำดเล็กอยู่เป็นอิสระไม่
ติดกบัขอบตำมีเส้นผ่ำนศูนยก์ลำง 1 ใน 20 เท่ำ ของควำมยำวหัว ต ำแหน่งของนยัตำอยู่ต ่ำกว่ำระดบัมุมปำก ลูก
ตำมีหนงับำง ๆ คลุมดำ้นขอบเล็กน้อยเปิดเป็นช่องรูปกลมท่ีก่ึงกลำงกะโหลกมีจุดสีขำวขนำดเดียวกบัตำ  1 จุด 
ครีบหลงั มีสีเทำปนด ำ จุดเร่ิมตน้ของครีบหลงัอยูล่  ้ำหนำ้จุดเร่ิมตน้ของครีบทอ้ง แต่ไม่ถึงก่ึงกลำงของล ำตวั กำ้น
ครีบแข็งเป็นเง่ียงแต่สั้นและทู่ลงเม่ือมีขนำดใหญ่ขึ้น ครีบอก มีสีเทำปนด ำอยูค่่อนขำ้งต ่ำ ประกอบดว้ยกำ้นครีบ
แขง็ใหญ่ 1 อนั ซ่ึงปลำยโคง้งอไดไ้ม่แขง็เป็นเง่ียง หรือหยกัเป็นฟันเล่ือย กำ้นครีบอ่อนมีจ ำนวน 10 อนั ควำมยำว
ครีบอกมีขนำดเท่ำหรือเกือบเท่ำกบัควำมยำวครีบหลงั คือมีควำมยำวคร่ึงหน่ึงของหัว ครีบทอ้ง มีสีเทำอ่อน มี
กำ้นครีบโคง้งอได ้1 อนั มีกำ้นครีบอ่อนจ ำนวน 7 อนั ครีบกน้ มีสีเทำอ่อน มีกำ้นครีบแขง็ท่ีโคง้งอได ้5 อนั กำ้น
ครีบอ่อน 29 – 32 อนั ครีบไขมนั มีสีเทำปนด ำ มีขนำดเล็กอยู่ค่อนไปทำงครีบหำง ครีบหำง มีสีเทำปนด ำ ขนำด
อ่อนขำ้งสั้นเวำ้ลึก ส่วนของแพนหำงบนและล่ำงมีขนำดเท่ำกนั 

ถ่ินท่ีอยูอ่ำศยัปลำบึกชอบอำศยัอยูใ่นบริเวณท่ีมีระดบัน ้ำลึกกวำ่สิบเมตร พื้นทอ้งน ้ำเตม็ไปดว้ย
กอ้นหินและโขดหินสลบัซับซ้อนกนั ยิ่งมีถ ้ำใตน้ ้ ำดว้ยแลว้ปลำบึกจะชอบมำกท่ีสุด ปลำบึกขนำดใหญ่อำศยัอยู่
ในระดบัน ้ ำท่ีลึกและอำศยัถ ้ำใตน้ ้ ำเป็นท่ีหลบซ่อนตวั นอกจำกน้ียงัไดต้ะไคร่น ้ ำท่ีขึ้นตำมโขดหินกินเป็นอำหำร 
ปลำบึกมีเฉพำะในแม่น ้ ำโขงเพียงแห่งเดียวเท่ำนั้น แมว้่ำบำงคร้ังอำจจบัปลำบึกไดจ้ำกแม่น ้ ำสำยใหญ่ ๆ ท่ีเป็น
สำขำของแม่น ้ำโขง เช่น แม่น ้ำสงครำม จงัหวดันครพนม แม่น ้ำมูล จงัหวดัอุบลรำชธำนี แม่น ้ำงึม แขวงนครเวียง
จันทร์ ประเทศสำธำรณรัฐประชำธิปไตยประชำชนลำว เป็นต้น ปลำบึกอำศัยในแม่น ้ ำโขงตั้งแต่ประเทศ
สำธำรณรัฐประชำชนจีนลงมำจนถึงประเทศเมียนม่ำร์ สำธำรณรัฐประชำธิปไตยประชำชนลำว ประเทศไทย 
สำรธำรณรัฐประชำธิปไตยประชำชนกมัพูชำ และสำธำรณรัฐเวียดนำมตอนใต ้แต่ไม่เคยปรำกฏวำ่พบในบริเวณ
น ้ำกร่อยหรือบริเวณปำกแม่น ้ำโขงท่ีไหลออกสู่ทะเลจีนใต ้
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ประเทศไทยพบว่ำปลำบึกอำศัยอยู่ในแม่น ้ ำโขงบริเวณท่ีกั้นพรมแดนไทยโดยตลอด คือ
นบัตั้งแต่อ ำเภอเชียงแสน จงัหวดัเชียงรำย ลงไปจนถึงอ ำเภอโขงเจียม จงัหวดัอุบลรำชธำนี แหล่งท่ีพบปลำบึก
อำศยัอยูชุ่กชุมมำกท่ีสุดอยูใ่นเขตทอ้งท่ีจงัหวดัหนองคำย โดยเฉพำะวงัปลำบึกหรืออ่ำงปลำบึกบำ้นผำตั้ง อ ำเภอ
ศรีเชียงใหม่ ซ่ึงเป็นถ่ินท่ีอยู่ของปลำบึกมำตั้งแต่ในสมยัเม่ือ 40 ปีก่อน เฉพำะวงัปลำบึกเคยจบัปลำบึกไดไ้ม่ต ่ำ
กว่ำปีละ 40 – 50 ตวั ส่วนปลำบึกท่ีจบัไดท่ี้จงัหวดัเชียงรำย ชำวประมงเช่ือว่ำเป็นปลำท่ีอพยพยำ้ยถ่ินมำจำกวงั
ปลำบึกท่ีหลวงพระบำง 

จำกรำยละเอียดท่ีกล่ำวมำในขำ้งตน้ปลำบึกเป็นปลำท่ีมีขนำดใหญ่และใชร้ะยะเวลำนำนในกำร
เป็นพ่อแม่พนัธุ์และไม่สำมำรถผสมพนัธุ์เองไดต้ำมธรรมชำตินักวิจยัจึงเลือกใช้ปลำบึกเป็นปลำผูใ้ห้ (Donor 
fish) ในกำรศึกษำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในคร้ังน้ี 
 
ปลำสวำย (Pangasianodon hypophthalmus) 
 

 
ภำพท่ี 1.2 ปลำสวำย 

 
กำรจดัล ำดบัทำงอนุกรมวิธำน (Sauvage, 1878) ดงัน้ี 
Kingdom Animalia 

Phylum  Chordata 
Class  Actinopterygii 

Order  Siluriformes 
Family  Pangasiidae 

Genus  Pangasianodon 
Species  P. hypophthalmus 
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ปลำสวำย (Striped catfish) โดยมีช่ือวิทยำศำสตร์ คือ  Pangasianodon hypophthalmus (ภำพท่ี 
1.2) เป็นปลำน ้ำจืดประเภทท่ีไม่มีเกลด็เช่นเดียวกบั ปลำเทโพ ปลำเทพำ และปลำสังกะวำด ซ่ึงสำมำรถพบไดใ้น
แถบประเทศสำธำรณรัฐประชำธิปไตยประชำชนลำว กมัพูชำ เวียดนำม และประเทศไทย (ไทยเกษตรศำสตร์, 
2013) ปลำสวำยมีรูปร่ำงค่อนขำ้งเรียวยำว หัวค่อนขำ้งกวำ้ง แต่ ไม่แบนมำกนกั ปำกอยู่ต ่ำมีลกัษณะกวำ้งทู่ มีตำ
ขนำดเล็ก มีหนวด 2 คู่ คือ หนวดขำกรรไกรบน 1 คู่ และหนวดขำกรรไกรล่ำง 1 คู่ ซ่ึงหนวดคู่แรกมีควำมยำว
กว่ำหนวดคู่ท่ี 2 เส้นขำ้งล ำตวัมีลกัษณะเป็นเส้นสมบูรณ์ สัดส่วนของล ำตวัท่ีส ำคญัๆ คือ ควำมยำวสุดของล ำตวั
ประมำณ 4 เท่ำคร่ึง ของควำมยำวส่วนหัว ส่วนควำมยำวมำตรฐำนล ำตวัยำวประมำณเกือบ 4 เท่ำคร่ึงของควำม
กวำ้งล ำตวั ครีบหลงัมีก้ำนแข็ง 1 กำ้น มีลกัษณะฟันเล่ือย และมีก้ำนแขนง 6 ก้ำน มีครีบไขมนัขนำดเล็กอยู่
ระหว่ำงครีบหลงัและครีบหำง ครีบกน้มีกำ้นแข็ง 4 กำ้น และกำ้นแขนง 30 - 32 กำ้น ครีบหูมีกำ้นแข็ง 1 กำ้น 
และกำ้นแขนง 6 กำ้น ลกัษณะภำยในท่ีส ำคญั มีซ่ีเหงือก 20 ซ่ี มีฟันซ่ีเล็กๆ เรียงเป็นแถวบนขำกรรไกรบนทั้ง 2 
คู่ มีฟันบนเพดำนเรียงเป็น 2 แถว ปลำสวำยท่ีโตเต็มวยัจะมีล ำตวัเป็นสีเทำด ำบริเวณดำ้นหลงัและมีสีขำวบริเวณ
ตั้งแต่ดำ้นขำ้งของล ำตวั จำกส่วนหนำ้ ถึงโคนหำงขนำนไปกบัเส้นขำ้งตวัทั้งดำ้นบนและดำ้นล่ำงท ำใหดู้สวยงำม
มำก (กรมประมง, 2549) 

กำรแบ่งเพศปลำสวำย ควำมแตกต่ำงระหว่ำงเพศเมียและเพศผูข้องปลำสวำยนั้นในตอนเป็น
ปลำวยัอ่อนจนถึงยงัไม่โตเต็มวยัจะสังเกตไดย้ำก แต่พอถึงฤดูผสมพนัธุ์ปลำเพศเมียและเพศผูจ้ะสำมำรถแยก
ออกไดช้ดัเจนจำกลกัษณะภำยนอก ลกัษณะของปลำเพศเมีย ส่วนทอ้งพองป่อง กลมนูน พื้นท่ีของทอ้งน่ิมถึงน่ิม
มำก ลกัษณะของช่องเพศเป็นรูปวงรีใหญ่กวำ้งกว่ำตวัผู ้และช่องเพศยงัปวมพองเป่ง และมีสีแดงเขม้ และใน
กรณีท่ีปลำเพศเมียพร้อมมำกๆ จะเห็นไข่สีเหลืองไหลออกมำจำกช่องเพศ และเม่ือจบัโคนหำงงอพบัไข่ท่ีสุกแลว้
จะไหลออกมำพร้อมให้ผสม และลกัษณะของปลำเพศผู ้ส่วนทอ้งเรียบและไม่พองนูนเหมือนปลำตวัเมีย พื้นท่ี
ทอ้งแข็ง ช่องเพศเป็นรูปวงรีเช่นเดียวกบัตวัเมียแต่แคบและเล็กเรียวกว่ำ มีสีแดงอ่อน ซ่ึงปลำตวัผูท่ี้มีน ้ ำเช้ือท่ี
สมบูรณ์พร้อมแลว้นั้น เม่ือใชมื้อบีบบริเวณช่องเพศเบำ ๆ จะเห็นน ้ำเช้ือสีขำวขน้ไหลออกมำ  

ในปัจจุบนั ปลำในกลุ่ม Pangasiidae ไดมี้รำยงำนว่ำสูญพนัธุ์ไปแลว้ 1 สกุล คือ Cetopangasius 
(Ceopangasius chaetobranchus) (Roberts and Jumnonhthai, 1999) และในสกุล Pangsaius อีก 1 ชนิด คือ 
Pangasius indicus (Marck, 1876) และยงัมีปลำในกลุ่มน้ีอีกหลำกหลำยชนิดท่ีขึ้นบญัชีเป็นปลำใกลสู้ญพนัธุ์ของ 
IUCN Red List of Threatened Species (IUCN Red List หรือ Red Data List)  ได้แก่  ปลำบึก (Mekong Giant 
Catfish; Pangasianodon gigas) และ ปลำเทพำ (Chao phraya giant catfish;  Pangasius sanitwongsei) เป็นต้น 
(IUCN, 2017) และปลำในกลุ่มน้ีบำงชนิดเป็นปลำท่ีมีควำมส ำคญัทำงเศรษฐกิจ เช่น ปลำสวำย ท่ีคนในประเทศ
นิยมบริโภคและรู้จกักนัเป็นอยำ่งดี และนอกจำกน้ียงัพบวำ่เน้ือปลำในวงศป์ลำสวำยมีโอเมกำ 3 เทียบเท่ำกบัปลำ
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ทะเลบำงชนิด และมีปริมำณสูงถึง 2,570 มิลลิกรัม (milligram; mg) ต่อน ้ ำหนัก 100 กรัม (gram; g) (Carl and 
Ferraris, 2007) 

เน่ืองจำกปลำสวำยเป็นปลำท่ีสำมำรถเพำะพนัธุ์ไดง้่ำยใชร้ะยะเวลำในกำรเจริญเติบโตเป็นพ่อ
แม่พนัธุ์ท่ีสั้ นและวงจรชีวิตของปลำสวำยสำมำรถเพำะเล้ียงได้ในฟำร์มและอยู่ในสำยพนัธุ์เดียวกับปลำบึก 
ดังนั้นผูวิ้จยัจึงเลือกใช้ปลำสวำยเป็นปลำผูรั้บส ำหรับกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ของปลำบึกเพื่อเป็นกำรเก็บ
รักษำพนัธุ์ปลำบึกท่ีดีและช่วยลดระยะเวลำในกำรเจริญพนัธุ์ของปลำบึกได ้
 
กำรโคลนยีน 
 
   กำรโคลนยนีเคร่ืองหมำยซ่ึงมีควำมจ ำเพำะต่อกำรแสดงออกของเซลลใ์นระยะต่ำง ๆ ในระบบ
สืบพันธุ์ เป็นข้อมูลท่ีส ำคัญในกำรพฒันำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ในปลำ กำรศึกษำยีนท่ีมีกำร
แสดงออกท่ีจ ำเพำะเจำะจงในเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำ มีหลำยยีน ไดแ้ก่ vasa, nanos, dazl, deadend, และ cxcr4b 
ซ่ึงยีนเหล่ำน้ีถือเป็นยีนท่ีมีศกัยภำพในกำรใชเ้ป็นยีนเคร่ืองหมำย (RAZ, 2004) กำรศึกษำส่วนใหญ่นิยมใชย้ีน 
vasa เป็นยีนเคร่ืองหมำย ในกำรจ ำแนกเซลล์ระยะต่ำง ๆ ในระบบสืบพันธุ์ ยกตัวอย่ำงเช่น กำรจ ำแนก 
Primordial germ cell ซ่ึงเป็นเซลล์ต้นก ำเนิดของเซลล์สืบพันธุ์ในส่ิงมีชีวิต และใช้ในกำรจ ำแนกเซลล์ 
Primordial germ cell ในระหว่ำงกระบวนกำรกำรเคล่ือนท่ีของเซลล์ไปยงับริเวณ Genital ridge โดยใช้ยีน
เคร่ืองหมำยร่วมกบักำรศึกษำเน้ือเยื่อ เพื่อใชใ้นกำรติดตำมกำรพฒันำของระบบสืบพนัธุ์ของตวัอ่อนปลำ เช่น มี
กำรรำยงำนกำรใช้ยีน vasa ในกำรจ ำแนก Primordial germ cell ในตัวอ่อนปลำ และใช้ในกำรจ ำแนก 
Spermatogonia และ Oogonia ในระบบสืบพนัธุ์ระยะต่ำง ๆ (Braat et al., 1999; Yoshizaki et al., 2002; Ubeda-
Manzanaro et al., 2014) และรำยงำนกำรศึกษำในแมลงหวี่, ปลำมำ้ลำย, ปลำเมดำกะ, ปลำเรนโบวเ์ทร้ำ และ
ปลำ Brown-marble grouper โดยกำรศึกษำกำรแสดงออกของ mRNA ของยีน vasa และน ำมำใช้ในกำรระบุ
ต ำแหน่งเพื่อจ ำแนกและติดตำมกำรเคล่ือนยำ้ยของ Primordial germ cell (Fujiwara et al., 1994; Braat et al., 
1999; Shinomiya et al. , 2000; Yoshizaki et al. , 2000; Ubed-Manzanaro et al. , 2014; Boonanuntanasarn et al. , 
2016)  
  ยีน vasa (มีอีกช่ือหน่ึงว่ำ Ddx4) จัดอยู่ในยีนกลุ่ม DEAD-box (Asp-Glu-Ala-Asp) protein 
family of ATP-dependent RNA helicase ไดถู้กคน้พบคร้ังแรกในแมลงหว่ี (Schupbach and Wieschaus, 1986; 
Hay et al., 1988) มีบทบำทหน้ำท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนกำร DNA splicing, RNA editing, rRNA processing, 
translation initiation, nuclear RNA export และ mRNA degradation ยีน vasa มีกำรศึกษำอย่ำงแพร่หลำยทั้งใน
สัตวไ์ม่มีกระดูกสันหลงัและในสัตวมี์กระดูกสันหลงั เน่ืองจำก ยนี vasa มีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อเซลลสื์บพนัธุ์ 
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เป็นยนีท่ีมีกำรแสดงออกท่ีอวยัวะสืบพนัธุ์ และไม่แสดงออกหรือมีกำรแสดงออกนอ้ยมำกท่ีเซลลช์นิดอ่ืน ๆ ยนี 
vasa จึงถูกน ำไปพฒันำในกำรใช้เป็นยีนเคร่ืองหมำย (Gene marker) ในกำรติดตำมและจ ำแนกกำรพฒันำกำร
ของเซลล์สืบพนัธุ์ ยีน vasa จดัอยู่ในกลุ่มของยีน DEAD box family protein of ATP-dependent RNA helicase 
พบคร้ังแรกในแมลงหว่ี  (Hay et al. , 1988; Schupbach and Wieschaus, 1986; Liang et al. , 1994)  ต่อมำ มี
กำรศึกษำและโคลนยีน vasa ในสัตว์หลำยชนิดรวมทั้ งในปลำ และได้มีกำรพัฒนำใช้ยีน vasa เป็นยีน
เคร่ืองหมำยในกำรติดตำม และศึกษำกำรพฒันำกำรของเซลลสื์บพนัธุ์ในสัตวต่์ำง ๆ รวมทั้งในปลำ  
   กำรศึกษำยนี vasa ในปลำนิลพบวำ่มียนี vasa 2 isoform ไดแ้ก่ ยนี  vas-s และยนี vas โดยท่ียีน 
vas-s จะมีส่วนของยนีบำงส่วนท่ีบริเวณ N-terminal ลดหำยไป ยนี vasa ทั้ง 2 isoforms มีกำรแสดงออกในรังไข่
และอณัฑะ และพบกำรแสดงออกท่ี Primordial germ cell และมีรำยงำนว่ำยีน vasa ทั้ง 2 isoforms มีระดบักำร
แสดงออกท่ีแตกต่ำงกนัขึ้นกบัระยะกำรพฒันำกำรของอวยัวะสืบพนัธุ์ (Kobayashi et al., 2002) กำรศึกษำใน
ปลำ Solea senegalensis พบกำรแสดงออกของยนี vasa 4 isoforms ไดแ้ก่ ยนี Ssvasa1, ยนี Ssvasa2, ยนี Ssvasa3 
และ ยีน Ssvasa4 โดยพบว่ำยีน vasa ทั้ง 4 isoforms แสดงออกในอวยัวะสืบพนัธุ์ และ ยีน Ssvasa3 และ ยีน 
Ssvasa4 จะแสดงออกเฉพำะในรังไข่ (Pacchiarini et al., 2013) รำยงำนกำรศึกษำในปลำ Half-smooth tongue 
sole (Cynoglossus semilaevis) พบว่ำยีน vasa มีกำรแสดงออกเฉพำะในอวยัวะสืบพนัธุ์ โดยในระหว่ำงกำร
พฒันำกำรของตวัอ่อนปลำ ยีน vasa จะแสดงออกมำกขึ้นในระยะท่ี Primordial germ cell มีกำรแบ่งเซลล ์และ
เม่ือปลำเจริญเติบโตขึ้นยีน vasa มีระดบักำรแสดงออกลดลง นอกจำกน้ีเม่ือน ำส่วนของอำร์เอ็นเอในส่วนของ 
3’-untranslated region ของยนี vasa มำต่อเช่ือมกบัอำร์เอ็นเอของยีนเรืองแสงสีเขียว แลว้ฉีดเขำ้สู่ลูกปลำวยัอ่อน 
จะท ำให้เห็น Primordial germ cell เป็นสีเขียวได ้ผลกำรศึกษำน้ีไดแ้สดงให้เห็นว่ำยีน vasa สำมำรถใชเ้ป็นยีน
เคร่ืองหมำยในกำรน ำไปใชใ้นกำรพฒันำทำงดำ้นเทคโนโลยีกำรสืบพนัธุ์ของปลำชนิดน้ี (Huang et al., 2014) 
กำรศึกษำในปลำ European sea bass พบว่ำ ยีน vasa มีกำรแสดงออกสูงในไข่ ท่ีย ังไม่ได้รับกำรผสม 
(Unfertilized eggs) และจะมีระดบักำรแสดงออกลดลงในระหว่ำงกำรพฒันำกำรของตวัอ่อนปลำ และพบวำ่ยนี 
vasa มีระดับกำรแสดงออกเพิ่มขึ้นอีกคร้ังในกระบวนกำรท่ี Primordial germ cell มีกำรแบ่งเซลล์เพื่อเพิ่ม
จ ำนวน และพบวำ่อุณหภูมิน ้ำมีผลต่อกำรแสดงออกของยนี vasa (Blazquez et al., 2011)  
  ยีน vasa มีกำรแสดงออกในเซลล์สืบพนัธุ์ในสัตว์ชนิดต่ำง ๆ ตั้งแต่ Metazoan ไฮดรำ จนถึง
สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม (Raz, 2000) และกำรแสดงออกของยีน vasa จดัเป็น Maternal expression gene เน่ืองจำก
พบกำรแสดงออกของ mRNA ของยีนชนิดน้ีตั้งแต่ช่วงกำรพฒันำของเอ็มบริโอ (Yoshizaki et al., 2000) ซ่ึงยีน 
vasa มีบทบำทหนำ้ท่ีเก่ียวขอ้งกบักำรพฒันำของ PGC (Primordial germ cell formation) และกำรเปล่ียนแปลง
ลกัษณะเฉพำะของเซลลสื์บพนัธุ์เพื่อท ำหนำ้ท่ีเฉพำะอย่ำง (Germ cell differentiation) (Hay et al., 1988; Liu et 
al., 2009) รำยงำนกำรศึกษำในหนูพบว่ำยีน vasa ท ำหน้ำท่ีเก่ียวข้องกับกระบวนกำรกำรเพิ่มจ ำนวนเซลล์
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สืบพันธุ์ และ Germ cell differentiation ในหนูเพศผู ้(Tanaka et al., 2000) รำยงำนในปลำซิวข้ำวสำรญ่ีปุ่ น 
(Japanese rice fish) พบวำ่ยนี vasa ไม่ไดมี้บทบำทเก่ียวขอ้งในกระบวนกำรเพิ่มจ ำนวนของ PGC ในปลำชนิดน้ี 
แต่มีบทบำทส ำคญัในกำรเคล่ือนท่ีของ PGC  (Li et al., 2010) ดงันั้นบทบำทหน้ำท่ีของยีน vasa ในสัตวช์นิด
ต่ำง ๆ ไดมี้รำยงำนกำรศึกษำยงัแตกต่ำงกนัในสัตวแ์ต่ละชนิด แต่รำยงำนกำรศึกษำยนี vasa ในสัตวต์่ำง ๆ พบวำ่
ยีน vasa มีกำรแสดงออกอย่ำงจ ำเพำะเจำะจงในอวยัวะสืบพันธุ์เท่ำนั้ น กำรศึกษำในปลำพบรำยงำนกำร
แสดงออกของยีนชนิดน้ีอย่ำงจ ำเพำะเจำะจงต่ออวยัวะสืบพนัธุ์ในปลำหลำยชนิด เช่น ปลำเรนโบว์เทร้ำ 
(Yoshizaki et al., 2000) ปลำเมดำกะ (Shinomiya et al., 2000) ปลำนิล (Kobayashi et al., 2002) ปลำ Gibel carp 
(Xu et al., 2005) ปลำไหล (Ye et al., 2007) ปลำ Pacific Bluefin tuna (Nagasawa et al., 2009) ปลำไน (Li et 
al.,2010) ปลำดุก (Raghuveer et al., 2010) ปลำ European sea bass (Blazquez et al., 2011) ปลำ  Rare minnow 
(Cao et al., 2012)  ปลำ Solea senegalensis (Pacchiarini et al., 2013) ปลำ Toadfish (Ubeda-Manzanaro et al., 
2014) ปลำฟลำวเดอร์ญ่ีปุ่ น (Wu et al., 2014) ปลำ Half-smooth tongue sole (Huang et al., 2014) และกำรศึกษำ
ในสัตวอ่ื์น ๆ ไดแ้ก่ ในแมลงหว่ี (Hay et al., 1988) คน (Fujiwara et al., 1994) ก็พบผลไปในทำงเดียวกนัคือ ยนี 
vasa จะแสดงออกในอวยัวะสืบพนัธุ์เท่ำนั้น 
   ไดมี้รำยงำนกำรศึกษำกำรน ำยีน vasa มำประยุกต์ใชใ้นดำ้นชีววิทยำและเทคโนโลยีทำงดำ้น
เซลล์สืบพนัธุ์ เช่น ในงำนของ Yoshizaki และคณะ (2000) ได้รำยงำนกำรศึกษำโดยกำรใช้เทคนิค Whole 
mount in situ hybridization จะท ำใหส้ำมำรถบ่งช้ี Primordial germ cell ของลูกปลำได ้และไดส้ร้ำงปลำเรนโบว์
เทร้ำดดัแปลงพนัธุกรรม (Genetically modified fish) โดยตดัต่อยีนเรืองแสงสีเขียว (Green fluorescent protein; 
GFP) เขำ้กบัโปรโมเตอร์ของยีน vasa (vasa-GFP) เน่ืองจำกยนี vasa จะแสดงออกเฉพำะท่ีบริเวณเซลลสื์บพนัธุ์ 
ดงันั้นปลำเรนโบวเ์ทร้ำดดัแปลงพนัธุกรรมท่ีไดรั้บยีน vasa-GFP จึงมีกำรแสดงออกของยีนเรืองแสงสีเขียวท่ี 
Primordial germ cell และรำยงำนกำรศึกษำกำรน ำยีน vasa ไปประยุกตใ์ชใ้นกำรศึกษำกำรเคล่ือนตวัของเซลล์ 
Primordial germ cell ในปลำมำ้ลำยอีกดว้ย (Krovel and Olsen, 2014)  
   กำรจ ำแนกเซลลสื์บพนัธุ์นิยมใชเ้ทคนิคกำรศึกษำเน้ือเยือ่ เพื่อศึกษำลกัษณะของเซลลสื์บพนัธุ์ 
เช่น Primordial germ cell จะเป็นเซลล์ท่ีมีขนำดใหญ่ และมีนิวเคลียสใหญ่ จึงท ำให้มีสัดส่วนนิวเคลียสต่อไซ
โตพลำสซึมน้อย (Nucleocytoplasmic) สำมำรถสังเกตเห็นเซลล์และนิวเคลียสไดช้ดัเจน (van Winkoop et al. 
1992; Patino and Takashima 1995) ซ่ึงกำรจ ำแนกเซลล์สืบพนัธุ์ในระยะเร่ิมตน้ของกำรพฒันำกำรท ำไดย้ำก 
ตอ้งใช้ควำมช ำนำญ กำรใช้ยีนเคร่ืองหมำยเขำ้มำช่วยในกำรศึกษำร่วมกับกำรศึกษำด้ำนเน้ือเยื่อจึงช่วยให้
สำมำรถจ ำแนกเซลลสื์บพนัธุ์ไดแ้ม่นย  ำยิง่ขึ้น โดยยีน vasa เป็นยีนท่ีมีควำมนิยมน ำมำใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมำยใน
กำรศึกษำจ ำแนกเซลล์สืบพันธุ์  ดังนั้ นในกำรพัฒนำกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพันธุ์ (Nagasawa et al., 2009; 
Boonanuntanasarn et al., 2016) จึงไดมี้กำรโคลนและกำรศึกษำคุณลกัษณะของยีน vasa เพื่อน ำมำประยุกต์ใช้
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เป็นยนีเคร่ืองหมำย เน่ืองจำกเทคนิคกำรจ ำแนกเซลลสื์บพนัธุ์ ทั้งในปลำผูรั้บ (Recipient) และปลำผูใ้ห ้(Donor) 
เป็นเคร่ืองมือท่ีจ ำเป็นส ำหรับกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ กำรใชย้นีเคร่ืองหมำย (Gene marker) เพื่อจ ำแนกเซลล์
สืบพนัธุ์ จะท ำให้กำรจ ำแนกเซลล์สืบพนัธุ์มีควำมแม่นย  ำสูง กำรจ ำแนกเซลล์สืบพันธุ์เป็นเคร่ืองมือท่ีจ ำเป็น
ส ำหรับปลำผูใ้ห้และปลำผูรั้บ ในปลำผูใ้ห้ (Donor fish) กำรใชย้ีนเคร่ืองหมำยเพื่อจ ำแนกระยะกำรพฒันำกำร
ของชนิดเซลลสื์บพนัธุ์ ไดแ้ก่ เซลล ์Oogonia และ Spermatogonia เพื่อหำระยะของปลำผูใ้ห้ท่ีเหมำะสมส ำหรับ
กำรเก็บตวัอยำ่งรังไข่ หรือ อณัฑะท่ีมีสัดส่วนของ เซลล ์Oogonia และ Spermatogonia สูง เพื่อใหป้ระสิทธิภำพ
กำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์สูงขึ้นเช่นเดียวกนั 

 ส ำหรับในปลำผูรั้บ (Recipient fish) ตอ้งมีกำรศึกษำระยะกำรพฒันำกำรของปลำวยัอ่อน ซ่ึง
ตอ้งใชย้นีเคร่ืองหมำยในกำรน ำมำใชจ้ ำแนกเซลลต์น้ตอของเซลลสื์บพนัธุ์ Primordial germ cell เพื่อศึกษำระยะ
กำรพฒันำของปลำวยัอ่อน โดยเฉพำะระยะพฒันำกำรท่ี Primordial germ cell ก ำลงัเคล่ือนตวัเขำ้มำท่ีบริเวณ 
Genital ridge ของปลำวยัอ่อน เพื่อหำระยะกำรพฒันำกำรท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์  ไดมี้
กำรศึกษำกำรใชย้ีนเคร่ืองหมำยในกำรศึกษำกำรพฒันำของอวยัวะสืบพนัธุ์ในปลำสวำยวยัอ่อน เพื่อใชเ้ป็นปลำ
ผูรั้บ โดยกำรโคลนยีน vasa และใชย้ีน vasa ในกำรสร้ำงโพรบ Antisense เพื่อท ำกำรวิเครำะห์ทำงเน้ือเยื่อวิทยำ
และ in situ hybridization เพื่อศึกษำกำรเคล่ือนตวัของเซลล ์Primordial germ cell ในปลำสวำยวยัอ่อน และใชใ้น
กำรศึกษำระยะท่ีเหมำะสมในกำรใชป้ลำสวำยเป็นปลำผูรั้บในกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ และผลกำรศึกษำพบวำ่
กระบวนกำรเคล่ือนยำ้ยของเซลลต์น้ก ำเนิด Primordial germ cell เกิดขึ้นในปลำวยัอ่อนท่ีอำยุ 2 - 10 วนันบัจำก
วนัหลงัผสม (days post fertilization; dpf) และในลูกปลำท่ีอำย ุ10 - 20 วนันบัจำกวนัหลงัผสม พบวำ่ Primordial 
germ cell ในอวยัวะสืบพนัธุ์เร่ิมมีเซลลโ์ซมำติก (Somatic cell) มำเจริญลอ้มรอบ และกระบวนกำรกำรแบ่งเซลล์
เพื่อเพิ่มจ ำนวนของ Primordial germ cell เร่ิมเกิดขึ้ นในปลำอำยุ 30 วนันับจำกวนัหลังผสม ดังนั้ นระยะท่ี
เหมำะสมส ำหรับกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำสวำยอยู่ในช่วง 2 - 10 วนันบัจำกวนัหลงัผสม (Duangkaew 
et al., 2019) 
 
กำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธ์ุ (Germ cell transplantation) 

 
ส่ิงมีชีวิตท่ีมีกำรสืบพนัธุ์แบบอำศยัเพศนั้นประกอบไปด้วยเซลล์พื้นฐำน 2 ชนิด คือ เซลล์

ร่ำงกำย (Somatic cells) และเซลลสื์บพนัธุ์ (Germ cells) (Lacerda et al., 2013) ซ่ึง Primordial germ cells (PGCs) 
หรือเซลลต์ั้งตน้ก่อนกำรพฒันำเป็นเซลลสื์บพนัธุ์เกิดขึ้นบริเวณใดบริเวณหน่ึงของตวัอ่อน (Embryo) และเม่ือตวั
อ่อนมีกำรเจริญเติบโต PGCs จะเคล่ือนท่ี (Migration) ไปยงัอวยัวะสืบพนัธุ์ท่ียงัไม่พฒันำ (Genital ridges) แลว้มี
กำรพฒันำไปเป็นเซลล์สืบพนัธุ์ท่ีสมบูรณ์ (Mature germ cells) ซ่ึงถำ้เป็นเพศผูจ้ะพฒันำไปเป็นอสุจิ (Sperm) 
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และเพศเมียจะพฒันำไปเป็นไข่ (Egg) ดงันั้นกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ (Germ cell transplantation) เป็นวิธีกำร
ปลูกถ่ำยเซลลจ์ำกปลำชนิดหน่ึงไปยงัปลำอีกชนิดหน่ึงท่ีมีสำยพนัธุ์ใกลเ้คียงกนั โดยกำรใช ้PGCs ของปลำผูใ้ห้ 
(Donor fish) ปลูกถ่ำยเขำ้สู่ปลำผูรั้บ (Recipient fish) โดยมีกำรคดัเลือก PGCs จำกอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้
ท ำกำรปลูกถ่ำยเขำ้สู่บริเวณช่องว่ำงกลำงล ำตวั (Peritoneal cavities) ของปลำผูรั้บ ซ่ึงเรียกเทคนิคน้ีว่ำ กำรผลิต
พ่อแม่พนัธุ์ปลำอุม้บุญ (Surrogate broodstock) เทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์มีกำรน ำมำประยกุตใ์ชก้นัอย่ำง
แพร่หลำยในดำ้นชีววิทยำ และดำ้นกำรปรับปรุงพนัธุกรรมสัตวร์วมไปถึงกำรศึกษำดำ้นกระบวนกำรพฒันำของ
เซลลสื์บพนัธุ์ จึงมีกำรน ำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ มำเพื่อช่วยในกำรขยำยพนัธุ์ปลำ และยงัสำมำรถช่วย
ลงควำมเส่ียงให้ปลำบำงชนิดท่ีใกลสู้ญพนัธุ์ไดโ้ดยกำรสร้ำงปลำพ่อแม่พนัธุ์อุม้บุญ โดยกำรศึกษำกำรปลูกถ่ำย
เซลลสื์บพนัธุ์นั้นเร่ิมตน้ท ำคร้ังแรกในไก่ โดยใช ้PGCs ท่ีเป็นเซลล ์Spermatogonia ฝำกเขำ้ไปในตวัอ่อนของไก่ 
พบว่ำไก่ตวัดงักล่ำวเม่ือถึงวยัเจริญพนัธุ์แลว้สำมำรถผลิตลูกออกมำเป็นไก่ตวัผู ้(Tajima et al., 1993) และต่อมำ
ไดมี้กำรศึกษำในหนู โดยใชเ้ซลล ์Spermatogonia มำท ำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ (Brinster and Zimmermann, 
1994) และไดมี้กำรพฒันำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ มำใชก้บัสัตวใ์นกลุ่ม Lower Vertebrate โดยกำรใช้
ทั้ง PGCs และ เซลล ์Spermatogonia ของปลำในกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ อีกทั้งยงัมีกำรศึกษำในสัตวเ์ล้ียงลูก
ด้วยนมโดยใช้เซลล์ Spermatogonia ของสัตว์ผู ้ให้  (Donor animal)  ปลูกถ่ำยเข้ำไปในท่อสร้ำงตัวอสุจิ 
(Seminiferous tubules) ท่ีอยู่ในอณัฑะ (Testis) ของสัตวผ์ูรั้บ (Recipient animal) ท่ียงัไม่สมบูรณ์พนัธุ์ ซ่ึงพบว่ำ
เซลล ์Spermatogonia ของสัตวผ์ูใ้ห้สำมำรถเขำ้ไปอำศยัและมีกำรแบ่งเซลลใ์นตวัของสัตวผ์ูรั้บได ้(Brinster and 
Zimmermann, 1994) ซ่ึงจำกกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ดงัท่ีกล่ำวขำ้งตน้น้ีมีควำมแตกต่ำงกบักระบวนกำรปลูก
ถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ในปลำท่ีเซลล์ Spermatogonia ของปลำผูใ้ห้นั้นจะถูกปลูกถ่ำยเขำ้ไปในช่องว่ำงกลำงล ำตวั 
ของลูกปลำผูรั้บวยัอ่อนโดยท่ีเซลลสื์บพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้มีกำรเคล่ือนท่ีเขำ้สู่บริเวณอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บ
และเซลลสื์บพนัธุ์มีกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บตำมล ำดบั ซ่ึงในบริเวณอวยัวะ
สืบพนัธุ์ ของปลำผูรั้บท่ีเป็นระยะปลำวยัอ่อนนั้นระบบภูมิคุม้กนัยงัไม่สมบูรณ์ ดงันั้นเซลลสื์บพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้ 
จึงสำมำรถเขำ้ไปมีชีวิตอยู่ได้ในปลำผูรั้บวยัอ่อนและสำมำรถมีกำรพฒันำไปเป็นเซลล์ Spermatogonia และ 
Oogonia ไดข้ึ้นอยูก่บัเพศของปลำผูรั้บ (Okutsu et al., 2006)  

เทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ณ ปัจจุบนัมีกำรพฒันำอยูห่ลำยประเทศทัว่โลก เทคโนโลยีน้ี
ได้พัฒนำในปลำ  Rainbow trout (Okutsu et al., 2006; Yoshizaki et al., 2010) จนใช้เป็นต้นแบบส ำหรับกำร
ฝึกฝนและกำรพัฒนำกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพันธุ์ในปลำอ่ืน ๆ ได้แก่ ปลำ Nibe croaker (Nibea mitsukurii) 
(Takeuchi et al., 2009) และปลำ Yellowtail (Seriola quinqueradiata) (Morita et al., 2012) นอกจำกน้ียงัมีกำร
วิจยัเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ในปลำท่ีมีควำมส ำคญัทำงเศรษฐกิจ แต่ระยะเวลำท่ีปลำจะเจริญเติบโต
จนถึงระยะสืบพนัธุ์ได้ใช้ระยะเวลำนำนมำก และมีข้อจ ำกัดในกำรเพำะพนัธุ์ปลำ เช่น ในปลำสเตอร์เจียน 
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(Sturgeon) ซ่ึงเป็นพนัธุ์ปลำท่ีใชใ้นกำรผลิตไข่ปลำคำร์เวีย โดยทัว่ไปปลำปลำสเตอร์เจียนโตจนถึงระยะโตเต็ม
วยัใชเ้วลำนำน เช่น ปลำสเตอร์เจียน ชนิด Beluga (Huso huso) เพศผู ้ใชเ้วลำ 10 - 16 ปี จึงจะสมบูรณ์พนัธุ์ และ
ปลำสเตอร์เจียนเพศเมียใชเ้วลำ 14 - 20 ปีจึงจะสมบูรณ์พนัธุ์ ดงันั้นนกัวิจยัอิหร่ำนจึงก ำลงัพฒันำเทคนิคกำรปลูก
ถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำชนิดน้ี เพื่อมุ่งหวงัหำปลำพนัธุ์อ่ืน ๆ ท่ีสำมำรถสมบูรณ์พนัธุ์ในระยะเวลำอนัสั้นกว่ำ
เป็นพ่อแม่ปลำอุม้บุญส ำหรับปลำสเตอร์เจียนดงักล่ำว ประเทศไทยเป็นแหล่งเพำะเล้ียงปลำท่ีส ำคญัประเทศหน่ึง
ของโลก กำรศึกษำวิจยัดำ้นกำรเพำะเล้ียงปลำ โดยเฉพำะดำ้นวิทยำศำสตร์และเทคโนโลยีกำรสืบพนัธุ์ปลำยงัมี
อยูน่อ้ย จึงควรมีกำรสนบัสนุนกำรวิจยัน้ี เพื่อเป็นกำรพฒันำเทคโนโลยใีนระยะยำวต่อไป 

เทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำ ในช่วงระยะเร่ิมตน้ของอวยัวะสืบพนัธุ์จะถูกสร้ำงขึ้น
โดยเซลลร่์ำงกำย และเซลลต์น้ก ำเนิด (PGCs) ท่ีมีกำรพฒันำขึ้นนอกอวยัวะสืบพนัธุ์ต่อมำ PGCs จะเคล่ือนท่ีโดย
เทำ้เทียม (Pseudopodia) ดว้ยกระบวนกำร Chemotaxis เพื่อเขำ้ไปสู่อวยัวะสืบพนัธุ์ (Raz, 2004) และหลงัจำกท่ี 
PGCs เคล่ือนท่ีเขำ้ไปสู่อวยัวะสืบพนัธุ์แลว้นั้นจะถูกเซลล์ร่ำงกำยเขำ้มำลอ้มรอบ PGCs และเร่ิมท ำกำรแบ่งตวั
เพื่อเพิ่มจ ำนวน (Yoshizaki et al., 2002) เทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เป็นกำรน ำ PGCs ของปลำผูใ้ห้ปลูก
ถ่ำยเขำ้ไปในช่องทอ้ง ของปลำผูรั้บวยัอ่อนต่อมำ PGCs ของปลำผูใ้หจ้ะเคล่ือนท่ี และเขำ้อำศยัในอวยัวะสืบพนัธุ์
ของปลำผูรั้บ จำกนั้นเม่ือ PGCs ของปลำผูใ้หเ้ขำ้มำอำศยัอยู่ในอวยัวะสืบพนัธุ์แลว้ เซลลร่์ำงกำยของปลำผูรั้บจะ
เขำ้มำจบัลอ้มรอบแลว้ท ำกำรแบ่งเซลลเ์พื่อเพิ่มจ ำนวน PGCs ของปลำผูใ้หท้ ำให ้PGCs มีกำรพฒันำเปล่ียนแปลง
ไปเป็นเซลล ์Spermatogonia หรือ Oogonia ขึ้นอยูก่บัเพศของปลำผูรั้บ โดยทัว่ไปแลว้กำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์
ในปลำท่ีมีสำยพนัธุ์หรือชนิดท่ีใกลเ้คียงกนัจะมีโอกำสประสบควำมส ำเร็จสูง และเม่ือปลำผู ้รับสำมำรถผลิตลูก
ปลำท่ีเกิดจำกกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้ (Donor-derived offspring) ได ้จะเรียกเทคนิคน้ีว่ำ เทคนิค
กำรผลิตพ่อแม่พนัธุ์ปลำอุม้บุญ (Surrogate broodstock technology) (ภำพท่ี 1.3) ซ่ึงเทคนิคน้ีสำมำรถน ำไปใช้ได้
กบัปลำหลำยชนิดท่ีมีขอ้จ ำกัดในกำรเล้ียงหรือในกำรผสมเทียม เช่น ปลำท่ีมีขนำดโตเต็มวยัใหญ่เกินไป หรือ
ปลำท่ีใกลสู้ญพนัธุ์ เป็นตน้ 
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ภำพท่ี 1.3 แผนภำพกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำ 
  

กำรศึกษำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปัจจุบัน เช่น กำรศึกษำโดยใชเ้ซลล ์Spermatogonia ซ่ึง
สกัดจำกอัณฑะของปลำ Rainbow trout (O. mykiss) เป็นปลำผูใ้ห้โดยปลูกถ่ำยเข้ำสู่ปลำ  Rainbow trout (O. 
mykiss) ว ัยอ่อนพบว่ำเซลล์  Spermatogonia สำมำรถเข้ำไปอำศัยอยู่ในอวัยวะสืบพันธุ์ของปลำผู ้รับได้ 
(Kobayashi et al., 2007) ในปลำ Rainbow trout (O. mykiss) อีกเช่นเดียวกันท ำกำรปลูกถ่ำยปลูกถ่ำยเซลล์ 
Spermatogonia ในปลำ Rainbow trout (O. mykiss) ท่ีเป็นปลำหมนั (Triploid fish) พบว่ำเซลล์ Spermatogonia 
สำมำรถเขำ้อำศยัอยู่ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บได ้(Lee et al., 2013) และจำกกำรศึกษำในปลำ Manchurian 
trout (B. lenok) โดยใชเ้ซลล ์Spermatogonia ปลูกถ่ำยเขำ้สู่ปลำ Manchurian trout (B. lenok) วยัอ่อนเช่นเดียวกนั
แต่เป็นปลำท่ีเป็นหมนั พบว่ำเซลล ์Spermatogonia ของปลำผูใ้ห้สำมำรถเขำ้ไปอำศยัอยู่ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของ
ปลำผูรั้บได้ (Lee and Yoshizaki, 2016) และในกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ของปลำน ้ ำจืดอย่ำงปลำ Siberian 
sturgeon (A. baerii) ท ำกำรปลูกถ่ำยเซลล ์Spermatogonia และ Oogonia ท่ีสกดัไดจ้ำกอณัฑะและรังไข่เขำ้สู่ปลำ 
Sterlet (Acipenser ruthenus) ท่ีเป็นหมนั พบว่ำเซลล ์Spermatogonia และ Oogonia ของปลำผูใ้ห้สำมำรถเขำ้ไป
อำศยัอยู่ในปลำผูรั้บไดเ้ช่นกัน (Psenicka et al., 2016) และในปลำ Rainbow trout (O. mykiss) ท ำกำรปลูกถ่ำย
เซลล ์Oogonia เขำ้สู่ปลำ Rainbow trout (O. mykiss) ท่ีเป็นปลำหมนัพบวำ่เซลล ์Oogonia สำมำรถเขำ้อำศยัอยู่ใน
อวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บได ้(Lee et al., 2016b) จำกตวัอย่ำงท่ีกล่ำวมำขำ้งตน้เป็นกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์
ในปลำชนิดเดียวกนัซ่ึงเรียกวำ่ Allogeneic transplantation และกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำต่ำงชนิดกนันั้น
ก็คือ Xenogeneic transplantation กำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ในปลำต่ำงชนิดกัน ยกตวัอย่ำงเช่น กำรปลูกถ่ำย
เซลล์ Spermatogonia ท่ีสกดัไดจ้ำกอณัฑะของปลำ Yellowtail (Seriola quinqueradiata) ปลูกถ่ำยในปลำ Nibe 
croaker (Nibea mitsukurii) วยัอ่อน พบว่ำเซลลข์องปลำผูใ้ห้สำมำรถเขำ้อำศยัในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บได ้
(Higuchi et al., 2011) และในปลำ Rainbow trout (O. mykiss) ท ำกำรปลูกถ่ำยเซลล์ Spermatogonia เขำ้สู่ปลำ 
Masu salmon (Oncorhynchus mason) พบว่ำเซลล์ Spermatogonia ของปลำผูใ้ห้สำมำรถเข้ำอำศัยในอวัยวะ
สืบพันธุ์ของปลำผูรั้บได้ (Yoshizaki et al., 2011 และ Lee et al., 2016a) ตำมล ำดับ และกำรปลูกถ่ำยเซลล์ 
Spermatogonia ของปลำ Tiger puffer (T. rubripe) เข้ำสู่ปลำ Grass puffer (Takifugu alboplumbeus) ว ัยอ่อน
พบว่ำเซลล์ Spermatogonia ของปลำผู ้ให้สำมำรถเข้ำอำศัยอยู่ในอวัยวะสืบพันธุ์ของปลำผู ้รับได้เช่นกัน 
(Yoshokawa et al., 2018) (ตำรำงท่ี 1.1) 

ในงำนวิจยัน้ีจึงท ำกำรศึกษำระยะของปลำบึกท่ีเหมำะสมส ำหรับเป็นปลำผูใ้ห้ และระยะของ
ปลำสวำยท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรเป็นปลำผูรั้บ รวมถึงวิธีกำรสกดัเซลล ์Spermatogonia และเซลล ์Oogonia จำก
อณัฑะและรังไข่ของปลำบึกผูใ้ห ้จำกนั้นน ำเซลลท่ี์สกดัไดม้ำท ำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เขำ้สู่ปลำผูรั้บวยัอ่อน 
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และขั้นตอนสุดทำ้ยคือท ำกำรตรวจสอบกำรเขำ้อำศยัของเซลลสื์บพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้ว่ำสำมำรถเขำ้อำศยัอยู่ใน
อวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บไดห้รือไม่ 

 
 

ตำรำงท่ี 1.1 กำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ 
Species fish 

Type of cell Colonization (%) Reference 
Donor Recipient 

Yellowtail  
(S. quinqueradiata) 

Nibe croaker 
(N. mitsukurii) 

Spermatogonia 63 
Higuchi et al. 

(2011) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Newly hatched (32 - 34 
dpf) of Rainbow trout 

(O. mykiss) 
Spermatogonia 12.5 ± 4.8 

Kobayashi et al. 
(2007) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Triploid hatchling of 
Masu salmon (O. 

mason) 
Spermatogonia 43 

Yoshizaki et al. 
(2011) 

Manchurian trout 
(B. lenok) 

Triploid hatchling of 
Manchurian trout 

(B. lenok) 
Spermatogonia 89.0 ± 5.5 

Lee and 
Yoshizaki. (2016) 

Siberian sturgeon 
(A. baerii) 

Triploid hatchling of 
Sterlet (A. ruthenus) 

Spermatogonia 55 
Psenicka et al. 

(2016) 

Tiger puffer 
(T. rubripe) 

Diploid and triploid 
hatchlings of Grass 

puffer (T. alboplumbeus) 
Spermatogonia 39.1 ± 6.6 

Yoshikawa et al. 
(2018)  

Siberian sturgeon 
(A. baerii) 

Triploid hatchling of 
Sterlet (A. ruthenus)  

Oogonia 70 
Psenicka et al. 

(2016) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Triploid hatchling of 
Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Oogonia 75 Lee et al. (2016b) 
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บทที ่ 3 
 

วธีิด ำเนินกำรวจิัย 
 

กำรด ำเนินกำรวิจัยของโครงกำรน้ีได้ประกอบด้วย กำรโคลนยีน vasa ของปลำบึก และ 
วิเครำะห์ควำมจ ำเพำะของกำรแสดงออกของยีน vasa ต่อเซลลสื์บพนัธุ์ และใชย้ีน vasa เป็นยีนเคร่ืองหมำยใน
กำรจ ำแนกเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำบึก เพื่อน ำไปใชเ้ป็นเซลลผ์ูใ้ห้ในกำรปลูกถ่ำยเขำ้สู่ลูกปลำสวำยวยัอ่อน (ปลำ
ผูรั้บ) 

  
กำรทดลองท่ี 1 กำรโคลนยีน vasa ในปลำบึกและกำรศึกษำควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อกำรแสดงออกในอวัยวะ
สืบพนัธ์ุ และกำรใช้เป็นยีนเคร่ืองหมำยในกำรจ ำแนกเซลล์สืบพนัธ์ุในปลำบึก 
 

 1. ปลำบึกท่ีใช้ในกำรศึกษำ  
 
ปลำบึกท่ีใชใ้นกำรศึกษำน้ี (อำยุ 1.5 ปี ขึ้นไป; น ้ ำหนกัตวั 0.3 – 10 กิโลกรัม) เป็นพนัธุ์ปลำบึก

ไดรั้บจำกฟำร์มปลำบึก และน ำมำเล้ียงในบ่อดินขนำด 1 งำน และในกระชงั (7 x 15 x 1.5 ลูกบำศกเ์มตร) ในบ่อ
ดิน (10 ไร่) ฟำร์มมหำวิทยำลยัเทคโนโลยสุีรนำรี โดยมีกำรใหอ้ำหำรส ำเร็จรูปทำงกำรคำ้ท่ีปริมำณ 3 เปอร์เซ็นต์
ของน ้ำหนกัตวั (28 % โปรตีน, 4 % ไขมนั) วนัละ 2 ม้ือ 

 
2. กำรออกแบบไพรเมอร์ และกำรโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยีน vasa ในปลำบึก 

 
2.1 ท ำกำรสืบคน้ขอ้มูลยีน vasa ของปลำต่ำง ๆ เพื่อน ำมำท ำกำร Alignment หำส่วนท่ีล ำดับ 

นิวคลีโอไทด์ ของยีน vasa มีควำมคลำ้ยคลึงกนัสูงท่ีสุด เพื่อใชบ้ริเวณนั้นในกำรออกแบบไพรเมอร์ (Degerate 
primers) 
  2.2 กำรสกดั Total RNA จำกตวัอย่ำงอณัฑะของปลำบึก (น ้ ำหนกัตวั 1 - 1.5 กิโลกรัม; อำยุ 1.5 
ปี; น ้ ำหนกัอณัฑะ 0.32 – 0.7 กรัม; ค่ำดชันีอวยัวะสืบพนัธุ์ (Gonadosomatic index; GSI) เท่ำกบั 0.05 %) โดยใช้
สำร Trizol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) ปริมำตร 1 มิลลิลิตร ตำมวิธีกำรท่ีแนะน ำโดยบริษทัผูผ้ลิต จำกนั้น
ท ำกำรยอ่ยดีเอน็เอท่ีอำจเหลืออยูด่ว้ย RNase free DNase I (Promega, Madison, WI, USA) ตำมวิธีกำรของบริษทั 
และท ำใหบ้ริสุทธ์ิดว้ย Phenol/Chloroform (1:1) และตกตะกอน RNA ดว้ยเอธำนอล หลงัจำกนั้นท ำกำรป่ันแยก
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ตะกอนแลว้ละลำยในน ้ ำปรำศจำก RNAse (DEPC water) แลว้วดัค่ำควำมเขม้ขน้ของ RNA เพื่อน ำไปใชใ้นกำร
สังเครำะห์ The first-strand cDNA โดย ใช ้total RNA ปริมำณ 2 ไมโครกรัมมำแปลงเป็น cDNA โดยใชชุ้ดน ้ ำยำ 
ImProm- IITM Reverse Transcription System Kit (Promega) ตำมวิธีกำรท่ีแนะน ำโดยบริษทัผูผ้ลิต 
  2.3 กำรโคลน cDNA ของยีน vasa ด้วยวิธี RT-PCR โดยใช้ cDNA ท่ีเตรียมจำกอัณฑะเป็น 
Template และไพรเมอร์ท่ีออกแบบจำกขอ้ท่ี 2.1  โคลนยีนดว้ยกำรเพิ่มปริมำณดีเอ็นเอในหลอดทดลอง  เตรียม
ปฏิกิริยำของ PCR ใช้ชุดน ้ ำยำ LA TaqTM (Takara Shuzo, Shiga, Japan) ในปริมำตรรวม 50 ไมโครลิตร น ำ
ผลผลิต PCR ท่ีมีขนำดท่ีคำดกำรณ์มำท ำให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุดน ้ ำยำส ำเร็จรูป Gelpure DNA Purification Kit 
(GeneMate, Kaysville, UT)  และน ำช้ินยีนท่ีโคลนได้มำเ ช่ือมต่อกับพลำสมิดเวกเตอร์ pGEM® T-Easy 
(Promega Madison WI, USA) และท ำกำรวิเครำะห์ล ำดบัเบสของช้ินส่วนของ cDNA ท่ีโคลนได ้ 

2.4 น ำข้อมูลล ำดับนิวคลีโอไทด์ท่ีได้จำกข้อ 2.3 มำใช้ในกำรออกแบบไพรเมอร์ท่ีมี
ควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อยีน vasa ในปลำบึก (Phi-vasa) และท ำกำรโคลน vasa cDNA ดำ้นปลำย 3’RACE โดย
วิธีกำร nested PCR โดยใชไ้พรเมอร์ Vasa-F1, Vasa-F2 ร่วมกบั Universal primer (UPM-L, UPM-S) และ vasa 
cDNA ด้ำนปลำย 5’RACE โดยใช้ไพรเมอร์ Vasa-R1, Vasa-R2 ร่วมกับ Universal primer (UPM-L, UPM-S) 
(ตำรำงท่ี 2.1) สภำวะท่ีใชใ้นกำรเพิ่มผลผลิต PCR (Vasa-1) (ตำรำงท่ี 2.2) เม่ือไดผ้ลผลิต PCR ท่ีคำดว่ำจะเป็น
ช้ินส่วนของยีน vasa มำท ำให้บริสุทธ์ิโดยใช้ชุดน ้ ำยำส ำเร็จรูป Gelpure DNA Purification Kit (GeneMate, 
Kaysville, UT) และน ำช้ินยีนท่ีโคลนไดม้ำเช่ือมต่อกบัพลำสมิดเวกเตอร์ pGEM® T-Easy (Promega Madison 
WI, USA) และท ำกำรวิเครำะห์ล ำดบัเบสของช้ินส่วนของ cDNA ท่ีโคลนได ้ 

2.5 ท ำกำรวิเครำะห์โครงสร้ำงของยีน vasa โดยกำรเปรียบเทียบกบัยีน vasa ในปลำชนิดอ่ืน 
โดยใช้โปรแกรม ClustalW 2 prgram (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) กำรวิเครำะห์แผนภูมิ 
Phylogenetic ท ำโดยวิธีกำร Neighbor-joining method (Saito and Nei 1987) โดยกำรใช้โปรแกรม MEGA5.2 
(http://www.megasoftware.net/mega.php) 

2.6 ท ำกำรโคลนช้ินยนีของเบตำ้แอคติน (β-actin) โดยใชชุ้ดน ้ำยำส ำเร็จรูป SMARTTM RACE 
cDNA Amplification Kit (Clontech) ดว้ยไพรเมอร์ β-actin-F และ β-actin-R (ตำรำงท่ี 2.1) สภำวะท่ีใชใ้นกำร
เพิ่มผลผลิต PCR (β-actin) (ตำรำงท่ี 2.2) ท ำกำรแยกผลผลิต PCR ท่ีคำดว่ำจะเป็นช้ินส่วนของยีนเบตำ้แอคติน 
มำท ำใหบ้ริสุทธ์ิโดยใชชุ้ดน ้ำยำส ำเร็จรูป Gelpure DNA Purification Kit (GeneMate, Kaysville, UT) และน ำช้ิน
ยีนท่ีโคลนได้มำเช่ือมต่อกับพลำสมิดเวกเตอร์ pGEM® T-Easy (Promega Madison WI, USA) และท ำกำร
วิเครำะห์ล ำดบัเบสของช้ินส่วนของ cDNA ท่ีโคลนได ้

 
 

http://www.megasoftware.net/mega.php
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ตำรำงท่ี 2.2 สภำวะท่ีใชใ้นกำรท ำปฏิกิริยำ Polymerase Chain Reaction 

โปรแกรม PCR  
Vasa-1 - 95 องศำเซลเซียส 3 นำที 

- 35 รอบประกอบดว้ย 
     95 องศำเซลเซียส 45 วินำที 
     62 องศำเซลเซียส 45 วินำที 
     72 องศำเซลเซียส 1.5 นำที 

- 72 องศำเซลเซียส 5 นำที 
β-actin - 95 องศำเซลเซียส 3 นำที 

- 35 รอบประกอบดว้ย 
     95 องศำเซลเซียส 45 วินำที 
     62 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
     72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

- 72 องศำเซลเซียส 5 นำที 
Vasa-RT 
β-actin-RT 

- 95 องศำเซลเซียส 3 นำที 
- 35 รอบประกอบดว้ย 

     95 องศำเซลเซียส 45 วินำที 
     62 องศำเซลเซียส 30 วินำที 
     72 องศำเซลเซียส 30 วินำที 

- 72 องศำเซลเซียส 5 นำที 
 

3. กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของ mRNA ของยีน Phi-vasa ในอวัยวะต่ำง ๆ ของปลำบึก ด้วยวิธี 
reverse transcription PCR (RT-PCR)  

 
น ำปลำบึกเพศผูแ้ละปลำบึกเพศเมีย (น ้ ำหนักตวั 1.38 กิโลกรัม; อำยุ 2 ปี; น ้ ำหนักรังไข่ 2.12 

กรัม; ค่ำดชันีอวยัวะสืบพนัธุ์ (Gonadosomatic index; GSI) เท่ำกบั 0.15%) มำท ำกำรเก็บตวัอย่ำงจำกอวยัวะต่ำง 
ๆ ประกอบดว้ย หวัใจ (Heart) ตบั (Liver) ไต (Kidney) กระเพำะ (Stomach) ล ำไส้ (Intestine) รังไข่ (Ovary) และ
อณัฑะ (Testis) และท ำกำรสกดั Total RNA แลว้จึงน ำ Total RNA ท่ีไดไ้ปสังเครำะห์ First stand cDNA ดว้ยชุด
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น ้ ำยำส ำเร็จรูป ImProm-IITM Reverse Transcription system kit (Promega) โดยใช้ oligodT เป็นไพรเมอร์ ใน
กำรศึกษำคร้ังน้ีใช ้β-actin เป็นยนีอำ้งอิง (internal reference) ในกำรวิเครำะห์เปรียบเทียบกำรแสดงออกของยีน 
Pgi-vasa ในปลำบึก ท ำกำรออกแบบไพรเมอร์ส ำหรับกำรท ำ RT-PCR ในยีน Pgi -vasa (Vasa-RT-F, Vasa-RT-
R) และ ในยนี β-actin (β-actin-F และ β-actin-R) (ตำรำงท่ี 2.1) ชุดสำรละลำยท่ีใชใ้นกำรท ำปฏิกิริยำ PCR คือ
ชุดสำรละลำย GoTaq® (Promega) และสภำวะท่ีใชใ้นกำรเพิ่มผลผลิต PCR (Vasa-RT และ β-actin-RT) (ตำรำง
ท่ี 2.2) หลงัจำกนั้นน ำ PCR product ท่ีไดไ้ปตรวจสอบขยำดดีเอน็เอดว้ย 2 % Agarose gel electrophoresis 

 

4. กำรวิเครำะห์เน้ือเย่ือและ in situ hybridization  
 
กำรเก็บตวัอย่ำงอวยัวะสืบพนัธุ์ในปลำบึก ในปลำบึกเพศเมีย (น ้ ำหนัก 1.4 กิโลกรัม; รังไข่

น ้ ำหนัก 2.51 กรัม; ค่ำ Gonadosomatic index (GSI) เท่ำกบั 0.16%) และปลำบึกเพศผู ้(น ้ ำหนัก 1.86 กิโลกรัม; 
อำยุ 2.4 ปี; อวยัวะสืบพนัธุ์น ้ ำหนัก 3.25 กรัม; ค่ำ Gonadosomatic index (GSI) เท่ำกบั 0.17%) โดยกำรดองใน
น ้ำยำ Bouin เป็นระยะเวลำ 6 - 8 ชัว่โมง ท่ี 4 องศำเซลเซียส แลว้ท ำกำรเปล่ียนเป็นแช่ใน เอธำนอล 75 เปอร์เซ็นต ์
ท่ี 4 องศำเซลเซียส บรรจุลงในกล่องใส่ตวัอยำ่ง น ำตวัอย่ำงมำท ำกำรดึงน ้ ำออก โดยใช ้Ethyl alcohol จำกนั้นใช ้
Xylene มำดึงแอลกอฮอลอ์อก ท ำกำรแทรกซึมโดยใชพ้ำรำฟิน น ำตวัอยำ่งมำตดัดว้ยเคร่ืองตดัช้ินเน้ือ Microtome 
โดยท ำกำรตดัเน้ือเยือ่ใหมี้ควำมหนำประมำณ 4 - 6 ไมโครเมตร น ำเอำ Section มำวำงบนกระจกสไลด ์ 

 

5. กำรพัฒนำกำรใช้ยีน vasa เป็นยีนเคร่ืองหมำยในกำรจ ำแนกเกซลล์สืบพันธ์ุในปลำบึก โดยกำรใช้
เทคนิค in situ hybridization  

 
5.1 กำรสังเครำะห์ Antisense probe ของยนี vasa 

น ำพลำสมิดท่ีไดจ้ำกกำรโคลนยีน vasa ของปลำบึก ในขอ้ท่ี 2.4 มำย่อยดว้ยเอนไซม์
ตดัจ ำเพำะเพื่อใหไ้ดเ้ป็น Linearized plasmid DNA เพื่อใชเ้ป็น Template ส ำหรับกำรท ำ in vitro transcription  

กำรท ำ  in vitro transcription โดยใช้ ส่ วนผสมของ  ATP, CTP, GTP, UTP และ 
Digoxigenin-UTP เอ็นไซม ์T7 RNA polymerase หรือ SP6 RNA polymerase ท่ีอุณหภูมิ 37 องศำเซลเซียส เป็น
ระยะเวลำ 2 ชั่วโมง หลังจำกนั้นท ำกำรย่อย Linearized plasmid DNA และเติม tRNA และตกตะกอน RNA 
probe ดว้ย Absolute ethanol ในปริมำตร 3 เท่ำ ท่ีอุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส เป็นระยะเวลำอย่ำงนอ้ย 1 ชัว่โมง 
จึงท ำกำรป่ันแยกตะกอน และลำ้งตะกอนดว้ย เอธำนอล 70 เปอร์เซ็นต์ท่ีปรำศจำก RNase แลว้จึงละลำย RNA 
probe ดว้ยน ้ำปรำศจำก RNase เก็บ RNA probe ท่ีอุณหภูมิ -80 องศำเซลเซียส จนกวำ่จะน ำไปใช ้

5.2 กำรเตรียมเน้ือเยื่อ 
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  น ำเน้ือเยื่ออณัฑะและรังไข่ บรรจุลงในกล่องใส่ตวัอย่ำง น ำตวัอย่ำงมำท ำกำรดึงน ้ ำ
ออก โดยใช ้Ethyl alcohol ท่ีปรำศจำก RNAse จำกนั้นใช ้Xylene มำดึงแอลกอฮอลอ์อก ท ำกำรแทรกซึมโดยใช้
พำรำฟฟิน น ำตวัอย่ำงมำตดัดว้ยเคร่ืองตดัช้ินเน้ือ Microtome ให้มีควำมหนำประมำณ 4 - 6 ไมโครเมตร สไลด์
ส่วนหน่ึงท่ีใชใ้นกำรเปรียบเทียบ จะยอ้มตวัอย่ำงดว้ยสี H&E แลว้น ำสไลด์ไปส่องกลอ้งจุลทรรศน์ใชแ้สงแบบ
ธรรมดำ ตวัอยำ่งเน้ือเยือ่อีก 1 ชุด จดัเตรียมเพื่อท ำ in situ hybridization 

5.3 กำรท ำ in situ hybridization 
น ำเน้ือเยื่อจำกขอ้ 5.2 มำท ำกำรแช่สำรละลำย Xylene เพื่อดึงพำรำฟินออก จำกนั้นท ำ

กำรตรึง RNA โดยกำรแช่ในสำรละลำยพำรำฟอร์มำลอีไฮด ์4 เปอร์เซ็นต ์และท ำกำรยอ่ยโปรตีนดว้ยเอน็ไซมโ์ป
รตินเนสเค (Proteinase K) และท ำกำรปรับ pH ด้วยกรดอะซิติก จำกนั้นน ำ RNA probe ท่ีตม้แลว้มำหยดบน
สไลด์ ปิดสไลด์ดว้ยกระจก Cover slip แลว้ท ำกำรอุ่นสไลด์ท่ีอุณหภูมิ 94 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 5 นำที จึงน ำ
สไลด์ไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 62 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 4 - 6 ชัว่โมง ท ำกำรลำ้ง RNA probe ออก ดว้ยสำรละลำย
บฟัเฟอร์ Sodium citrate แลว้ท ำกำรปรับ pH ให้เป็น 9.5 จึงน ำสไลด์ไปแช่ใน nitro-blue tetrazolium / 5-bromo-
4-chloro-3’-indolyphosphate p-toluidine salt (NBT/BCIP) และท ำกำรตรวจหำ RNA probe ท่ีบริเวณเน้ือเยื่อรัง
ไข่และอณัฑะ ดว้ยกำรส่องกลอ้งจุลทรรศน์ 
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ตำรำงท่ี 2.1 ไพร์เมอร์ท่ีใชใ้นกำรศึกษำ 
Primer Sequence (5’ – 3’) PCR 
vasa-f1 GAYGABATMHTKGTVGAGTBAGYGG 3ʹ RACE PCR 
vasa-f2 AAGCCBACYCCDGTVCAGAARYAYGG 3ʹ RACE PCR 
vasa-r1 CCABKWVGGMACYTCCTGYTG RGC 5ʹ RACE PCR 
vasa-r2 TTHCCRCAKCGDCCDGTKCKBCCRA 5ʹ RACE PCR 
UPM-L CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTG

GTATCAACGCAGAGT 
3ʹ and 5ʹ RACE PCR 

UPM-S CTAATACGACTCACTATAGGGC 3ʹ and 5ʹ RACE PCR 
vasa-RT-F CGGCAAACCCTTATGTTCAG RT-PCR 
vasa-RT-R CATTGTTCTCTGCGTACCTG RT-PCR 
β-actin-F ACTACCTCATCAAGATCCTG RT-PCR 
β-actin-R TTGCTGATCCACATCTGCTG RT-PCR 

 
กำรทดลองท่ี 2 กำรพฒันำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธ์ุ โดยใช้ปลำบึกเป็นปลำผู้ให้ และใช้ปลำสวำยวัยอ่อน
เป็นปลำผู้รับ 
 

1. กำรเกบ็ตัวอย่ำงอณัฑะและรังไข่ของปลำบึก 

 

ปลำบึก (Mekong giant catfish) โดยมีช่ือวิทยำศำสตร์คือ Pangasianodon gigas ซ่ึงปลำบึกท่ีใช้
ในกำรทดลองเป็นปลำบึกท่ีซ้ือจำกฟำร์มเกษตรกรและน ำมำเล้ียงท่ีบ่อดินขนำด 10 x 40 เมตร ณ ฟำร์มประมง 
ฟำร์มมหำวิทยำลยั มหำวิทยำลยัเทคโนโลยีสุรนำรี จงัหวดันครรำชสีมำ ซ่ึงใช้ปลำบึกระยะวยัรุ่น (Juvenile 
stage) โดยเก็บอณัฑะจำกปลำบึกเพศผูน้ ้ ำหนัก 5.7 ± 1.0 กิโลกรัม ควำมยำว 83.2 ± 4.3 เซนติเมตร น ้ ำหนัก
อัณฑะ 1.3 ± 0.4 กรัม และค่ำดัชนีควำมสัมพนัธ์ของอวยัวะสืบพนัธุ์ (Gonadosomatic index, GSI) 0.0215 ± 
0.0049 % และเก็บรังไข่จำกปลำเพศเมียน ้ ำหนกั 5.3 ± 1.0 กิโลกรัม ควำมยำว 78.2 ± 3.3 เซนติเมตร น ้ ำหนกัรัง
ไข่ 21.3 ± 9.6 กรัม และ  GSI เท่ำกบั 0.3926 ± 0.1113 % ขั้นตอนกำรเก็บตวัอย่ำงนั้นน ำปลำบึกขึ้นมำสลบโดย
ใช ้10 % น ้ำมนักำนพลู (Clove oil) อตัรำส่วน 40 มิลลิกรัม/ลิตร จำกนั้นท ำกำรตดักำ้นเหงือกเพื่อหยดุกำรท ำงำน
ของเลือดไม่ให้ไหลไปส่วนท่ีเป็นบริเวณช่องทอ้ง จำกนั้นท ำกำรเปิดช่องทอ้งเพื่อเก็บอณัฑะและรังไข่ ใส่ลงใน
สำรละลำย Leibovitz’s L-15 (L-15) และวำงบนน ้ำแขง็ส ำหรับใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
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2. กำรสกดัเซลล์ Spermatogonia หรือ Oogonia (Dissociation method) 

 

กำรตรวจสอบจ ำนวนเซลล์และกำรคัดเลือกเซลล์เพื่อน ำเซลล์ไปปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ ท่ี
เหมำะสมขึ้ นอยู่กับ Dissociation enzyme ท่ีใช้ในกำรสกัดคัดเลือกเซลล์ ซ่ึงท ำกำรคัดเลือกเฉพำะเซลล์ 
Spermatogonia หรือ Oogonia โดยใช้กำรสกัดเซลล์ดัดแปลงจำกวิธีกำรของ Morita et al. (2012) ในกำรสกัด
เซลลสื์บพนัธุ์ออกจำกอณัฑะและรังไข่ โดยใชต้วัอยำ่งอณัฑะหรือรังไข่น ้ ำหนกั 0.2 กรัม/Dissociation enzyme 1 
มิลลิลิตร ซ่ึงประกอบไปดว้ยเอม็ไซมท่ี์เหมำะสม ซ่ึง Dissociation enzyme ท่ีเหมำะสมในกำรศึกษำคร้ังน้ี คือ 0.4 
% Collagenase IV (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) , 0.03 % Dispase II (Sanko Junyaku Co. , Ltd. , 
Tokyo, Japan) , 10 %  Fetal bovine serum (FBS; Gibco Invitrogen Co. )  และ  900 U/ml DNase I (Roche 
Diagnostics) ในสำรละลำย L-15 (pH 7.8, Gibco Invitrogen Co., Grand Island NY, USA) จำกนั้นตดัตัวอย่ำง
เป็นช้ินเล็ก ๆ และ Incubate กบั Dissociation enzyme เพื่อท ำปฏิกิริยำเป็นเวลำ 180 นำที โดยท ำกำรผสมด้วย 
Pipet ทุก ๆ 30 นำที เพื่อให ้Dissociation enzyme ท ำปฏิกิริยำกบัตวัอยำ่งไดอ้ยำ่งทัว่ถึง จำกนั้นกรองเซลลโ์ดยใช้
ผำ้กรองขนำด 50 ไมโครเมตร (Tokyo Screen Co., Ltd.) กรองเพื่อให้ไดเ้ฉพำะเซลล์ท่ีตอ้งกำร และน ำไปป่ัน
เหวี่ยงท่ีควำมเร็วรอบ 200 xg อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียว เป็นเวลำ 10 นำที เพื่อลำ้ง Dissociation enzyme ออกจำก
เซลลด์ว้ยสำรละลำย L-15 จ ำนวน 3 คร้ัง หลงัจำกลำ้งเซลลร์อบสุดทำ้ยท ำกำรพกัเซลลโ์ดยใชส้ำรละลำย L-15 ท่ี
มีส่วนผสมของ 10 % FBS และ 900 U/ml DNase I เพื่อพกัเซลลส์ ำหรับใชใ้นขั้นตอนต่อไป (ภำพท่ี 2.1) 

 
3. กำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธ์ุ (Germ cell transplantation) 

 

3.1 กำรผลิตลูกปลำผูรั้บวยัอ่อน (Production of recipient larvae) 

ในกำรศึกษำคร้ังน้ีใช้ปลำสวำยเผือก (Striped catfish) โดยมีช่ือวิทยำศำสตร์คือ 
Pangasianodon hypophthalmus ท่ีเล้ียง ณ ฟำร์มประมง ฟำร์มมหำวิทยำลัย มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีสุรนำรี 
จงัหวดันครรำชสีมำ โดยท่ีพ่อแม่พนัธุ์ปลำจะให้อำหำรทำงกำรคำ้ท่ี 28 % โปรตีน และให้อำหำรจ ำนวน 2 ม้ือ 
คือเวลำ 09.30 และ 16.30 นำฬิกำทุกวนั ท่ีอตัรำกำรใหอ้ำหำร 3 % ต่อน ้ำหนกัตวัปลำ โดยขั้นตอนในกำรผลิตลูก
ปลำผูรั้บจะใชป้ลำพ่อแม่พนัธุ์จ  ำนวน 1 คู่ น ้ำหนกั 2 - 4 กิโลกรัม โดยวิธีกำรฉีด Hormone เพื่อเป็นกำรผสมเทียม
ในปลำสวำย ซ่ึงจะฉีด Hormone ในปลำสวำยเพศเมีย จ ำนวน 2 เขม็ เขม็แรก ท ำกำรฉีดโดยใชอ้ตัรำส่วนต่อมใต้
สมองของปลำสวำย (Fish’s pituitary extract; PE) 2 โดส (Dose) และ Human chorionic gonadotropin (HCG) 
200 IU/kg หลงัจำกนั้น 12 ชัว่โมง ฉีดเขม็ท่ีสองโดยใชอ้ตัรำส่วนเป็น 2 เท่ำของเขม็แรก คือ PE 4 โดส และ HCG 
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400 IU/ kg หลงัจำกฉีดเขม็ท่ี 2 เป็นเวลำ 10 - 12 ชัว่โมง ท ำกำรรีดไข่จำกปลำเพศเมียและรีดน ้ำเช้ือจำกปลำเพศผู ้
ผสมกนัใส่ลงในถงัเพำะปลำและรอลูกปลำแรกฟักภำยในเวลำ 24 - 36 ชัว่โมง  

3.2 ยอ้มสีเซลล ์Spermatogonia หรือ Oogonia ดว้ย Fluorescence dye PKH26 

น ำเซลล ์Spermatogonia และ Oogonia ท่ีผ่ำนกำรสกดัเซลลด์ว้ย Dissociation enzyme 
คือ Collagenase IV และ Dispase II แลว้นั้นมำท ำกำรยอ้มดว้ยสี Fluorescence dye PKH26 ท่ีอตัรำส่วน 20 ลำ้น
เซลล/์ 1 reaction (ภำพท่ี 2.2) และน ำไปป่ันเหว่ียงท่ีควำมเร็วรอบ 200 xg อุณหภูมิ 4 องศำเซลเซียส เป็นเวลำ 10 
นำที เพื่อลำ้งสำรละลำยสีส่วนเกินออกจำกเซลล์ด้วยสำรละลำย L-15 จ ำนวน 3 คร้ัง หลงัจำกลำ้งเซลล์รอบ
สุดทำ้ยท ำกำรพกัเซลลโ์ดยใชส้ำรละลำย L-15 ท่ีมีส่วนผสมของ 10 % FBS และ 900 U/ml DNase I เพื่อพกัเซลล์
ส ำหรับใชใ้นขั้นตอนต่อไป ซ่ึงเซลลท่ี์ผ่ำนกำรยอ้มดว้ยสี PKH26 แลว้นั้นเม่ือน ำไปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศ์แบบ
ฟลูออเรสเซนต ์(Fluorescent microscope) จะเห็นสีแดงติดบริเวณผนงัเซลล ์(ภำพท่ี 2.3) 

3.3 กำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ (Microinjection) 

น ำเซลลท่ี์ผ่ำนกำรยอ้มดว้ยสี Fluorescence dye PKH26 ท ำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ 
(Transplantation หรือ Microinjection) เขำ้สู่ลูกปลำสวำยผูรั้บวยัอ่อนท่ีอำยุ 4 วนัหลงัจำกท่ีลูกปลำฟักเป็นตวั
แลว้ (ภำพท่ี 2.4) โดยใช้เคร่ือง Microinjector ในกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ เขำ้สู่บริเวณช่องว่ำงกลำงล ำตัว 
(Peritoneal cavities) และน ำไปอนุบำลจนครบเวลำ 21 วนัเพื่อท ำกำรตรวจกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ของ
เซลล ์Spermatogonia หรือ Oogonia ของปลำบึกในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำสวำยผูรั้บ 

 
4. กำรตรวจสอบกำรเข้ำอำศัยของเซลล์ (Colonization) 

 

หลงัจำกปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เขำ้สู่ปลำผูรั้บวยัอ่อนเป็นระยะเวลำ 21 วนั น ำปลำมำท ำกำรเก็บ
อวยัวะสืบพนัธุ์ (Gonad) เพื่อติดตำมผลกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์โดยใช้กลอ้งจุลทรรศ์แบบฟลูออเรสเซนต์ 
(Fluorescence microscope) ในกำรตรวจสอบผลว่ำพบเซลล์สืบพนัธุ์ท่ีถูกยอ้มด้วยสี Fluorescence dye PKH26 
(สีแดง) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บหรือไม่ เน่ืองจำกเม่ือปลำอำยุครบ 30 วนั เป็นระยะท่ี Primordial germ 
cells หรือ PGCs เคล่ือนท่ีเขำ้สู่บริเวณ Genital ridges หรือ Gonad เรียบร้อยแลว้และสำมำรถเก็บเส้น Gonad มำ
ท ำกำรตรวจสอบหำเซลล ์Spermatogonia หรือ Oogonia ของปลำบึกท่ีท ำกำรปลูกถ่ำยเขำ้สู่ปลำผูรั้บได ้
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ภำพท่ี 2.1 ขั้นตอนกำรสกดัเซลล ์Spermatogonia หรือ Oogonia ออกจำกอณัฑะหรือรังไข่ของปลำบึก 

 
 

 
 

ภำพท่ี 2.2 ขั้นตอนกำรยอ้มสี Fluorescence dye PKH26 และ กำร Microinjection 
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ภำพท่ี 2.3 เซลลสื์บพนัธุ์หลงัผำ่นกำรยอ้มสี Fluorescence dye PKH26 

 
 
 

 
 

ภำพท่ี 2.4 ลูกปลำสวำยเผือกผูรั้บอำย ุ4 วนัหลงัจำกฟักเป็นตวั (N = Needle) 
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บทที ่ 3 
 

 

ผลกำรวิจัยและกำรอภิปรำยผล 
 

กำรโคลนยีน vasa จำกอวัยวะสืบพันธ์ุของปลำบึก และกำรวิเครำะห์ควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อกำรแสดงออกใน
อวัยวะสืบพนัธ์ุ 

 

ยีนเคร่ืองหมำยท่ีมีควำมจ ำเพำะต่อเซลลสื์บพนัธุ์ของปลำ เป็นเคร่ืองมือท่ีส ำคญัอนัหน่ึงในกำร
น ำไปใชใ้นกำรจ ำแนกเซลลสื์บพนัธุ์ และระยะกำรพฒันำกำรของเซลลสื์บพนัธุ์เป็นขอ้มูลทำงวิชำกำรท่ีส ำคญั 
ส ำหรับน ำไปใช้ในกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ กำรศึกษำน้ีได้ท ำกำรโคลนยีน vasa ท่ีมีควำมจ ำเพำะต่อเซลล์
สืบพนัธุ์ของปลำบึก โดยใหช่ื้อว่ำ Pgi-vasa (ภำพท่ี 3.1) ยีน Pgi-vasa มีล ำดบันิวคลีโอไทด์ มีควำมยำว 2,713 นิ
วคลีโอไทด์ ซ่ึงประกอบดว้ยส่วนของ 5’-untranslated region (5’UTR) 154 นิวคลีโอไทด์ ส่วนท่ีแปลรหัสเป็น
กรดอะมิโน (Coding sequence; CDS) 2,040 นิวคลีโอไทด์ และส่วนท่ีเป็น 3’-untranslated region (5’UTR) 519 
นิวคลีโอไทด ์และ ปลำย poly A โดยในส่วนของ CDS เม่ือแปลรหสัเป็นกรออะมิโนแลว้จะประกอบดว้ยกรดอะ
มิโน 680 กรดอะมิโน สำมำรถค ำนวณน ้ ำหนักโมเลกุลได ้73.56 กิโลดำลตนั (kDa) และมีค่ำ Isoelectric point 
(pI) เท่ำกบั 5.64  

ยนี Pgi-vasa ท่ีบริเวณ CDS เม่ือแปลรหสัเป็นกรดอะมิโน จะมีองคป์ระกอบส ำคญัของยนี vasa 
หรือโปรตีนในกลุ่ม DEAD (DEAD-box helicase proteins) 9 กลุ่มดงัน้ี บริเวณระหว่ำง N-terminus ของโปรตีน
จนถึงกรดอะมิโนต ำแหน่งท่ี 168 จะมีกรดอะมิโนไกลซีน (Glycine) จ ำนวนมำก ซ่ึงในโปรตีน PGI-VASA จะมี
ไกลซีน 28 % (กรดอะมิโนล ำดบัท่ี 1 – 168) มีคู่กรดอะมิโนอำร์จีนิน-ไกลซีน (arginine-glycine; RG) 5 ชุดซ ้ ำ 
และมีกลุ่มของกรดอะมิโนอำร์จีนิน-ไกลซีน-ไกลซีน (arginine-glycine-glycine; RGG) 7 ชุดซ ้ำ และท่ีบริเวณ N-
terminus และ C-terminus ของโปรตีน PGI-VASA มีกลุ่มกรดอะมิโนทริปโตฟำน และกลุ่มกรดอะมิโนชนิด
กรด (Acidic amino acid) ได้แก่ Glutamic acid และ Aspartic acid โปรตีน PGI-VASA มีองค์ประกอบของ
กรดอะมิโนท่ีตรงกบัโปรตีน VASA ของปลำอ่ืน ๆ ในฐำนขอ้มูลของ NCBI 70 - 97 % ภำพท่ี 3.2 แสดงควำม
ตรงกันและเปอร์เซนต์ควำมตรงกันของโปรตีน PGI-VASA กับโปรตีน VASA ในปลำอ่ืน ๆ  และโปรตีน 
VASA ของแมลงหวี่ โดยส่วนท่ีกรดอะมิโนท่ีมีควำมตรงกนักบัโปรตีน VASA อ่ืน ๆ จะพบท่ี บริเวณกรดอะมิ
โนท่ีเป็นลกัษณะส ำคญัของโปรตีนในกลุ่ม DEAD-box helicase ไดแ้ก่ RG และ RGG ตรงโปรตีนท่ีใกลก้บั N-
terminus กรดอะมิโนชนิดกรด (Acidic amino acid) รวมกบั Tryptophan ท่ีบริเวณ N-terminus และ C-terminus 
จะพบโมทีฟ (Motif) ต่ำง ๆ ไดแ้ก่ Motifs I, Ia, Ib, II, III, IV, V, และ VI (ภำพท่ี 3.2) ภำพท่ี 3.3 ซ่ึงแสดงกำร
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วิเครำะห์ในแผนภำพ Phylogenetic ระหว่ำงโปรตีน PGI-VASA ร่วมกับ โปรตีน VASA ของปลำอ่ืน ๆ และ 
โปรตีน PL10 ซ่ึงจำกแผนภำพจะเห็นไดว้ำ่โปรตีน VASA แยกจำกโปรตีน PL10 อยำ่งชดัเจน และ โปรตีน PGI-
VASA จดัอยูใ่นกลุ่มโปรตีน VASA ร่วมกบัปลำอ่ืน ๆ 

กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีน Pgi-vasa ท่ีอวยัวะต่ำง ๆ ของปลำบึกเพศผู ้(ค่ำดชันีอวยัวะ
สืบพนัธุ์ 0.0240 + 0.0025 %) และปลำบึกเพศเมีย (ค่ำดชันีอวยัวะสืบพนัธุ์ 0.4521 + 0.0757 %) ดว้ยวิธี Reverse 
Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ในอวยัวะต่ำง ๆ ได้แก่ หัวใจ ตับ ไต กระเพำะ ล ำไส้ 
อัณฑะ และรังไข่ และท ำกำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีนแอคติน (Pgi-actin) ในอวยัวะชุดเดียวกัน ผล
กำรศึกษำแสดงดงัภำพท่ี 3.4 พบว่ำยีน Pgi-actin แสดงออกทุกอวยัวะท่ีไดท้ ำกำรวิเครำะห์ ในขณะท่ียีน Pgi-
vasa จะแสดงออกเฉพำะอณัฑะและรังไข่เท่ำนั้น  ผลกำรศึกษำน้ีช้ีให้เห็นถึงควำมจ ำเพำะของยีน Pgi-vasa ต่อ
อวยัวะสืบพนัธุ์ ซ่ึงสำมำรถใชเ้ป็นยนีเคร่ืองหมำยส ำหรับอวยัวะสืบพนัธุ์ในปลำบึกได้ 
 
กำรวิเครำะห์ทำงเน้ือเย่ือและ in situ hybridization ของอวัยวะสืบพนัธ์ุของปลำบึก 
  

กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยนี Pgi-vasa ไดท้ ำร่วมกบักำรวิเครำะห์ทำงเน้ือเยื่อและ in situ 
hybridization ของอณัฑะและรังไข่ของปลำบึก (ภำพท่ี 3.5) โดยในขั้นแรกไดท้ ำกำรวิเครำะห์เน้ือเยื่อวิทยำใน
ปลำบึกเพศผูแ้ละปลำบึกเพศเมียท่ีขนำดน ้ ำหนักตวั 300 กรัม 1 กิโลกรัม และ 10 กิโลกรัม โดยในอณัฑะของ
ปลำบึกเพศผูท่ี้ขนำดน ้ำหนกัตวั 300 กรัม 1 กิโลกรัม และ 10 กิโลกรัม จะประกอบดว้ยเซลลสื์บพนัธุ์ระยะ Type 
A spermatogonia (ภำพท่ี 3.6) และในรังไข่ของปลำบึกเพศเมียท่ีขนำดน ้ ำหนกัตวั 300 กรัม ประกอบดว้ยเซลล์
สืบพนัธุ์ท่ียงัไม่พฒันำถึงระยะ Vitellogenic oocyte (ภำพท่ี 3.6) ในขณะท่ีรังไข่ของปลำบึกเพศเมียท่ีขนำด
น ้ำหนกัตวั 1 กิโลกรัม และ 10 กิโลกรัม ประกอบดว้ยเซลลสื์บพนัธุ์ท่ีพฒันำถึงระยะ Vitellogenic oocyte (ภำพท่ี 
3.6)  

กำรวิเครำะห์เน้ือเยื่อวิทยำร่วมกบั in situ hybridization โดยใช้ Antisense probe ของยีน Pgi-
vasa ถำ้ยีน Pgi-vasa มีกำรแสดงออกจะสำมำรถสังเกตสีน ้ ำเงินในเน้ือเยื่อได้ ผลกำรศึกษำพบว่ำ ในปลำบึก
ขนำด 10 กิโลกรัม พบควำมเขม้ของสีน ้ ำเงินท่ีเกิดขึ้นในส่วนของ Type A spermatogonia  แต่ไม่พบในสีน ้ ำเงิน
ในเซลล์ชนิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ Somatic cell ในอณัฑะปลำ ส ำหรับปลำบึกเพศเมียขนำด 1 กิโลกรัม พบสีน ้ ำเงินใน
เซลลสื์บพนัธุ์ของรังไข่ทุกระยะ แต่ไม่พบในสีน ้ ำเงินในเซลลช์นิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ Somatic cell ในรังไข่ปลำ (ภำพ
ท่ี 3.7) ภำพท่ี 3.8 แสดงกำรวิเครำะห์เน้ือเยื่อวิทยำร่วมกบั in situ hybridization โดยใช ้Sense probe ของยนี Pgi-
vasa โดยเซลลจ์ะไม่มีสีน ้ ำเงินเกิดขึ้น ผลกำรศึกษำน้ีช้ีให้เห็นถึงควำมจ ำเพำะของยนี Pgi-vasa ต่อเซลลสื์บพนัธุ์ 
ซ่ึงสำมำรถใช้เป็นยีนเคร่ืองหมำยส ำหรับจ ำแนกชนิดเซลล์สืบพนัธุ์ในปลำบึกได ้นอกจำกน้ีเม่ือน ำ Antisense 
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probe ของยนี Pgi-vasa ไปใชใ้นกำรศึกษำจ ำแนกเซลลสื์บพนัธุ์ของอณัฑะของปลำสวำย พบวำ่ Antisense probe 
ของยนี Pgi-vasa สำมำรถน ำไปศึกษำจ ำแนกระยะเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำสวำยไดด้ว้ยเช่นกนั  

ในกำรเตรียมเซลลเ์พื่อใชป้ลำบึกเป็นปลำผูใ้ห้ ไดท้ ำกำรย่อยรังไข่และอณัฑะปลำบึก เพื่อสกดั
น ำเซลลสื์บพนัธุ์ออกจำกรังไข่และอณัฑะปลำบึก และน ำมำท ำกำรศึกษำ in situ hybridization โดยใช ้Antisense 
probe ของยีน Pgi-vasa พบว่ำ เซลล์สืบพนัธุ์ท่ีสกัดได้จำกรังไข่และอัณฑะของปลำบึกติดสีน ้ ำเงินจำกกำร
วิเครำะห์ in situ hybridization โดยใช ้Antisense probe ของยนี Pgi-vasa (ภำพท่ี 3.8) 

 
กำรศึกษำกำรพฒันำกำรของอณัฑะและรังไข่ของปลำบึก 
  

ควำมส ำเร็จส ำหรับกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์นั้นขึ้นอยูก่บัหลำยปัจจยั ซ่ึงปัจจยัท่ีมีควำมส ำคญั
อยำ่งมำกประกำรหน่ึง คือ สัดส่วนของ Undifferentiated germ cells ไดแ้ก่ Primordial germ cells, Spermatogonia 
หรือ Oogonia ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้ (Donor fish) โดยท ำกำรศึกษำกำรพฒันำของอวยัวะสืบพนัธุ์  ทั้ง
อณัฑะและรังไข่ของปลำบึก (Histological analysis) เพื่อท ำใหท้รำบถึงระยะท่ีเหมำะสมของปลำผูใ้หท่ี้มีสัดส่วน
ของ Undifferentiated germ cells สูงท่ีสุด ซ่ึงพบว่ำในอณัฑะของปลำบึกประกอบไปดว้ย Spermatogonia (SG) 
และ Primary spermatocyte (PSC) และในรังไข่ของปลำสวำยประกอบไปดว้ย Oogonia (OG), Primary oocyte 
(PO) และ Previtellogenic oocyte (PVO) และจำกผลกำรศึกษำอณัฑะและรังไข่ของปลำบึกในคร้ังน้ีพบว่ำ ปลำ
บึกระยะ Immature หรือระยะท่ีปลำยงัไม่สร้ำงอสุจิและไข่  ซ่ึงทั้งเพศผูแ้ละเพศเมีย น ้ ำหนักตั้งแต่ 1 ถึง 10 
กิโลกรัม นั้นพบจ ำนวน Undifferentiated germ cells สูงท่ีสุด  
 
กำรทดสอบหำระยะท่ีเหมำะของปลำสวำยผู้รับวัยอ่อนต่ออัตรำกำรรอดและอัตรำกำรเข้ำอำศัยของเซลล์ 
Spermatogonia หรือ Oogonia ของปลำบึกผู้ให้ 
  

กำรทดสอบหำระยะท่ีเหมำะของปลำสวำยผูรั้บวยัอ่อนต่ออตัรำกำรรอดและอตัรำกำรเขำ้อำศยั
ของเซลล์ Spermatogonia หรือ Oogonia ของปลำบึก โดยท ำกำรศึกษำทั้งหมด 3 กลุ่มกำรทดลอง คือ กลุ่ม
ควบคุม (กลุ่มท่ีไม่ไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลลพ์นัธุ์) กลุ่มท่ีปลูกถ่ำยเซลล ์Spermatogonia และกลุ่มท่ีปลูกถ่ำยเซลล ์
Oogonia ศึกษำถึงอตัรำกำรรอด และอตัรำกำรเขำ้อำศยัของเซลลท่ี์ลูกปลำวยัอ่อนระยะ 4, 6 และ 8 dph พบวำ่ลูก
ปลำท่ีอำยุ 4 dpf มีอัตรำกำรเข้ำอำศัยของเซลล์ Spermatogonia และเซลล์ Oogonia เท่ำกับ 83 % และ 72 % 
ตำมล ำดบั ซ่ึงสูงท่ีสุดจำกระยะอ่ืนๆ และแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (P<0.05) กบัลูกปลำท่ีระยะอ่ืนๆ และ
ท่ีระยะเดียวกนัพบว่ำอตัรำกำรรอดชีวิตของลูกปลำไม่แตกต่ำงกนัอย่ำงมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (P<0.05) (ตำรำงท่ี 
3.1) (ภำพท่ี 3.9 และ 3.10) 
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ตำรำงท่ี 3.1 ผลของอำยลุูกปลำผูรั้บท่ีระยะต่ำง ๆ ต่ออตัรำกำรรอดและอตัรำกำรเขำ้ไปอำศยั (Colonization rate) 
ของเซลล์ Spermatogonia หรือ Oogonia ของปลำผู ้ให้ (Donor fish) ในอวัยวะสืบพันธุ์ของลูกปลำผู ้รับ 
(Recipient larvae)  

อำยุลูกปลำผู้รับ (dpf) อตัรำกำรรอด (%) อตัรำกำรเข้ำอำศัย (%) 

กลุ่มควบคุม (กลุ่มท่ีได้ได้รับกำรฉีด) 
4 dpf 28.5 + 7.1 - 
6 dpf 34.0 + 5.8 - 
8 dpf 38.0 + 5.1 - 

เซลล์ Spermatogonia 
4 dpf 23.5 + 6.4 83.9 + 17.7 c 
6 dpf 30.8 + 5.7 29.0 + 4.8 b 
8 dpf 36.8 + 4.6 0 a 

เซลล์ Oogonia 
4 dpf 26.8 + 4.9 72.2 + 8.5 c 
6 dpf 31.0 + 7.4 27.1 + 3.2 b 
8 dpf 36.0 + 8.8 0 a 
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อัตรำกำรรอด และอัตรำกำรเข้ำอำศัยของกำรปลูกถ่ำยเซลล์ Spermatogonia ของปลำบึกในอวัยวะสืบพันธ์ุของ
ปลำสวำยผู้รับวัยอ่อน 

 
ในกำรวิจยัคร้ังน้ีท ำกำรทดสอบเอ็นไซน์ท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรสกดัเซลล ์Spermatogonia และ

เซลล์ Oogonia จำกอณัฑะและรังไข่ของปลำบึก โดยใช้เอ็นไซน์ 3 ชนิดไดแ้ก่ 0.4 % Collagenase H + 0.03 % 
Dispase II, 0.4 % Collagenase IV +  0.03 % Dispase II และ  0.25 % Trypsin ผลกำรศึกษำพบว่ ำ  0.4 % 
Collagenase IV + 0.03 % Dispase II (1.4 x 106 เซลล์ต่อ 100 มิลลิกรัมอณัฑะ) เหมำะสมท่ีสุดในกำรเป็นเอ็ม
ไซม์ท่ีใช้ในกำรสกัดเซลล์จำกอวยัวะสืบพันธุ์ของปลำบึก  ดังนั้ นตลอดกำรศึกษำน้ีจึงใช้เอ็นไซม์ 0.4 % 
Collagenase IV + 0.03 % Dispase II ในกำรสกดัเซลลเ์พื่อท ำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ในกำรเตรียมเซลลเ์พื่อ
ปลูกถ่ำยเขำ้สู่ลูกปลำผูรั้บนั้น ไดน้ ำเซลล ์Spermatogonia ท่ีสกดัไดจ้ำกอณัฑะของปลำบึก มำปลูกถ่ำยเขำ้สู่ลูก
ปลำสวำยวยัอ่อน โดยเซลล ์Spermatogonia ท่ีสกดัมำไดจ้ะน ำไปยอ้มสำรเรืองแสงสีแดง (PKH26) และน ำไปใช้
ในกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพันธุ์เข้ำสู่ช่องท้องลูกปลำสวำยผู ้รับวยัอ่อน โดยมีกำรตรวจสอบกำรเข้ำอำศัย 
(Colonization) ของเซลลสื์บพนัธุ์จำกปลำผูใ้ห้ (Donor fish) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บ (Recipient fish) ซ่ึง
เป็นค่ำดชันีเบ้ืองตน้ท่ีส ำคญัท่ีใช้ในกำรตรวจสอบควำมส ำเร็จของกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ซ่ึงในกำรศึกษำ
คร้ังน้ีจึงไดท้ ำกำรตรวจสอบกำรเขำ้อำศยัของเซลล์สืบพนัธุ์จำกปลำผูใ้ห้ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บ โดย
พบว่ำเซลล์ Spermatogonia ท่ีสกดัจำกไดจ้ำกอณัฑะของปลำบึกสำมำรถปลูกถ่ำยเขำ้สู่ปลำสวำยผูรั้บวยั อ่อน 
(ภำพท่ี 3.11) ท่ีมีค่ำอตัรำกำรเขำ้อำศยัเท่ำกบั 80 % และปลำสวำยผูรั้บวยัอ่อนท่ีไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลล ์มีอตัรำ
กำรรอดเท่ำกบั 26 % ซ่ึงอตัรำกำรรอดของลูกปลำสวำยไม่แตกต่ำงจำกกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผ่ำนกำรปลูกถ่ำยเซลล์
สืบพนัธุ์ อยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (P<0.05) (ตำรำงท่ี 3.2) 
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ตำรำงท่ี 3.2 อตัรำกำรรอดของลูกปลำผูรั้บ (Survival rate) ท่ีปลูกถ่ำยโดยเซลล ์Spermatogonia ซ่ึงสกดัไดจ้ำกอณัฑะของปลำผูใ้ห้ (Donor testis) ท่ีเขำ้ไป
อำศยั (Colonization rate) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของลูกปลำผูรั้บ (Recipient larvae)  
 

Replication No. of transplanted No. of survived 
Survival rate 

(%) 
No. of colonized 

Colonization rate 
(%) 

Transplantation      
Transplanted 1 97 20 20.62 4/5 80 
Transplanted 2 105 21 20.00 5/5 100 
Transplanted 3 114 38 33.33 4/5 80 
Transplanted 4 86 27 31.40 3/5 60 

Average   26.34 ± 7.01  80.00 ± 16.33 
Non-transplanted      

Control 1 97 25 25.77 - - 
Control 2 105 24 22.86 - - 
Control 3 114 36 31.58 - - 
Control 4 86 25 29.07 - - 

Average   27.32 ± 3.81  - 
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อตัรำกำรรอด และอตัรำกำรเข้ำอำศัยของกำรปลูกถ่ำยเซลล์ Oogonia ของปลำบึกเข้ำสู่ปลำสวำยผู้รับวัยอ่อน 
  

ส ำหรับกำรปลูกถ่ำยเซลล์ Oogonia เข้ำสู่ลูกปลำสวำยผู ้รับวัยอ่อน ได้มีกำรศึกษำเพื่อ
ทดสอบเอ็มไซมท่ี์เหมำะสมต่อกำรสกดัเซลลอ์อกจำกอวยัวะสืบพนัธุ์เช่นเดียวกบักำรสกดัเซลล ์Spermatogonia 
ซ่ึงผลกำรศึกษำพบว่ำ 0.4 % Collagenase IV + 0.03 % Dispase II (5.3 x 105 เซลล์ต่อ 100 มิลลิกรัมอัณฑะ) 
เหมำะสมท่ีสุดในกำรเป็นเอ็มไซมท่ี์ใชใ้นกำรสกดัเซลล ์Oogonia จำกรังไข่ของปลำบึก ดงันั้นในกำรศึกษำน้ีจึง
ใชเ้อน็ไซม ์0.4 % Collagenase IV + 0.03 % Dispase II ในกำรสกดัเซลลเ์พื่อท ำกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ไดน้ ำ
เซลล์ Oogonia ยอ้มสำรเรืองแสงสีแดง (PKH26) และน ำไปใช้ในกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์เขำ้สู่ช่องทอ้งลูก
ปลำสวำยผูรั้บวยัอ่อน และตรวจสอบอตัรำกำรเขำ้อำศยัของเซลลสื์บพนัธุ์ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บพบวำ่
เซลล์ Oogonia สำมำรถเขำ้ไปอำศยัในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำสวำยผูรั้บได้ (ภำพท่ี 3.12) โดยมีอตัรำกำรเขำ้
อำศยัเท่ำกบั 90 % และมีอตัรำกำรรอดชีวิตของลูกปลำผูรั้บวยัอ่อนหลงัผ่ำนกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เท่ำกบั 26 
% ซ่ึงแตกต่ำงอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิติ (P<0.05) (ตำรำงท่ี 3.3) 
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ตำรำงท่ี 3.3 อัตรำกำรรอดของลูกปลำผูรั้บ (Survival rate) อัตรำของเซลล์ Oogonia ท่ีสกัดได้จำกอัณฑะของปลำผูใ้ห้ (Donor testis) ท่ีเข้ำไปอำศัย 
(Colonization rate) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของลูกปลำผูรั้บ (Recipient larvae)  
 

Replication No. of transplanted No. of survived 
Survival rate 

(%) 
No. of colonized 

Colonization rate 
(%) 

Transplantation      
Transplanted 1 116 30 25.86 5/5 100 
Transplanted 2 100 20 20.00 5/5 100 
Transplanted 3 96 22 22.92 3/5 60 
Transplanted 4 89 34 38.20 5/5 100 

Average   26.75 ± 8.00  90.00 ± 20.00 
Non-transplanted      

Control 1 116 39 33.62 - - 
Control 2 100 40 40.00 - - 
Control 3 96 37 38.54 - - 
Control 4 89 32 35.96 - - 

Average   37.03 ± 2.82  - 
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ภำพท่ี 3.1 ล ำดบันิวคลีโอไทดท่ี์สมบูรณ์ของ cDNA (ดำ้นบน) และล ำดบักรดอะมิโน (ดำ้นล่ำง) ของยนี vasa ใน
ปลำบึก (Pgi-vasa) กรอบส่ีเหล่ียมสีเทำแสดงหมู่อนุรักษ์กรดแอสพำติก (aspartic acid; D) กรดกลูตำมิก 
(glutamic acid; E) และ ทริปโตฟำน tryptophan (W) ท่ีอยู่ใกล้ Start และ Stop codons หมู่อำร์จินีน-ไกลซีน 
(Arginine–glycine; RG) แสดงโดยกำรขีดเส้นใต้ หมู่อำร์จินีน-ไกลซีน-ไกลซีน (arginine–glycine–glycine; 
RGG) แสดงโดยกำรขีดเส้นใตส้องเส้น กรอบสีด ำแสดงต ำแหน่งกรดอะมิโนอนุรักษ ์DEAD box protein family 
จ ำนวน 8 Domain กรอบสีขำวแสดง หมู่ไกลซีน-ไกลซีน (glycine-glycine; GG)  
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ภำพท่ี 3.2 Multiple alignment เปรียบเทียบหำต ำแหน่งของกรดอะมิโนท่ีแสดงโครงสร้ำงอนุรักษ์ในยีน vasa 
ของปลำบึกกับส่ิงมีชี วิตชนิดอ่ืน ๆ ล ำดับของกรดอะมิโนแสดงใน NCBI (http: / /www-ncbi-nlm-nih-
gov.libproxy1.nus.edu.sg/protein/?term=Vasa). หัวลูกศรด ำแสดง Arginine–glycine (RG) หัวลูกศรขำวแสดง 
arginine–glycine–glycine (RGG) กรอบสีด ำแสดงต ำแหน่งกรดอะมิโนอนุรักษ์ DEAD box protein family 
จ ำนวน 8 Domain  
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ภำพท่ี 3.3 กำรศึกษำควำมสัมพนัธ์เชิงวิวฒันำกำรของล ำดบักรดอะมิโนของยีน vasa จำกกำรสร้ำง Phylogenetic 
tree ตำมวิธี UPGMA (Sneath and Sokal, 1973) โดยกำรใช้โปรแกรม MEGA version 6 (Tamura et al., 2013) 
เปรียบเทียบกับล ำดับกรดอะมิโนของยีน vasa ในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ ท่ีมีรำยงำนไวใ้นฐำนขอ้มูล GenBank 
Database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) ซ่ึงประกอบดว้ยปลำกระดูกแข็งอ่ืน ๆ จ ำนวน 44 ชนิด และโปรตีน 
PL10 ในส่ิงมีชีวิตชนิดอ่ืน ๆ อีก 7 ชนิด จำกกำรศึกษำพบว่ำสำมำรถแบ่งควำมสัมพนัธ์เชิงวิวฒันำกำรของ
โปรตีนชนิดน้ีในปลำได ้2 กลุ่มใหญ่ โดย Phy-vasa มีควำมใกลชิ้ดกบัปลำ Silurus meridionalis มำกท่ีสุดและ
นอกจำกน้ียงัพบวำ่สำมำรถแยกกลุ่มของโปรตีน vasa รวมถึง Phy-vasa ออกจำกกลุ่มของโปรตีน PL10 ไดอ้ยำ่ง
ชั ด เ จ น  เ ล ข  GenBank accession numbers คื อ  Pangasianodon gigas; Pangasianodon hypophthalmus, 
MK134711. 1; Silurus meridionali, ACD62525; Ictalurus punctatus, AJE26193. 1; Astyanax mexicanus, 
XP_007255341; Ctenopharyngodon idella, ACR61400; Misgumus anguillicaudatus, BAJ19133; Kryptolebias 
marmoratus, AGA16734; Gobiocypris rarus, AFA45124; Chanodichthys ilishaeformis, AGG53839. 1; 
Carassius auratus, AAX22126; Carassius gibelio, AAV70960; Cyprinus carpio, AAL87139; Danio rerio, 
CAA72735; Seriola quinqueradiata, ADD91316; Trachurus japonicus, BAG72093; Nibea mitsukurii, 
ACV32355; Solea senegalensis, AFN89211; Osphronemus goramy, ACV69940; Sebastes schlegelii, 
AEP68013; Scophthalmus maximus, AFQ38974; Pagrus major, BAJ25759; Lateolabrax japonicus, AFI61840; 
Leucopsarion petersii, BAD04052; Auxis rochei, ADD81193; Auxis thazard, ADD81194; Euthynnus affinis, 
ADD81191; Katsuwonus pelamis, ADD81192; Paralichthys olivaceus, AEY68604; Oreochromis niloticus, 
BAL43034; Oreochromis aureus, AEO36953; Oryzias latipes, NP_001098146; Gadus morhua, ADV36250; 
Oreochromis mossambicus, ALM89053.1; Thunnus maccoyii; AKA59814.1; Thunnus orientalis, ABY77970; 
Scomber japonicus, ACV32356; Scomber australasicus, ADD81190; Salmo salar, NP_001266058; Salvelinus 
leucomaenis, ACA33927; Oncorhynchus mykiss, NP_001117665; Monopterus albus, ABA54551; Mus 
musculus, BC144760.1, and; Homo sapiens, AY004154.1.  The amino acid sequences of the PL10 homologs 
included in the phylogenetic analysis (with GenBank accession numbers) were: Mus musculus, AAA39942.1; 
Homo sapiens, AF061337. 1; Sinocyclocheilus rhinocerous, XM_016566372. 1; Astyanax mexicanus, 
XP_007227913; Pangasianodon hypophthalmus, XM_026945667. 2; Pygocentrus nattereri, 
XM_017684441. 1; Danio rerio, BC059794; Oryzias latipes, XP_011487782; Carassius auratus, 
XM_026271044.1; Lates calcarifer, XM_018697328.1, and; Oreochromis niloticus, XP_003449556.1. 
 
 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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ภำพท่ี 3.4 กำรแสดงออกของ mRNA ของยีน vasa ในเน้ือเยื่อต่ำง ๆ ของปลำบึก (P. gigas) เปรียบเทียบกบักำร
แสดงออกของยีน β-actin (actb) โดยใช้เทคนิค RT-PCR โดย P.C คือ ตวัควบคุมบวก (Positive control), N.C 
คือ ตัวควบคุมลบ (Negative control), หัวใจ (Heart), ตับ (Liver), ไต (Kidney), กระเพำะอำหำร (Stomach), 
ล ำไส้ (gut), รังไข่ (Ovary) และ อณัฑะ (Testis) 
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ภำพท่ี 3.5 ปลำบึกและอวยัวะสืบพนัธุ์ ปลำเพศผู ้(ภำพ A-C) และปลำเพศเมีย (ภำพ D-F) น ้ ำหนกัของปลำ 300 
กรัม (A-A’’ และ D-D’’), 1 กิโลกรัม (B-B’’ และ E-E’’), และ 10 กิโลกรัม (C-C’’ และ F-F’’) ในภำพปลำ Scale 
bars ขนำด 5 เซนติเมตร (A-F) ในภำพอวยัวะสืบพนัธุ์ Scale bars ขนำด 1 เซนติเมตร (A’-F’) และขนำด 200 µm 
(A’’-F’’) 
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ภำพท่ี 3.6 กำรวิเครำะห์เน้ือเยือ่วิทยำของปลำบึกเพศผู ้(A-C) และปลำบึกเพศเมีย (D-E) น ้ำหนกัของปลำท่ีศึกษำ 
300 g (A-A’’ และ D-D’’), 1 กิโลกรัม (B-B’’ และ E-E’’), และ 10 กิโลกรัม (C-C’’ และ F-F’’) Scale bars แสดง
ขนำด 20 ไมโครเมตร 
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ภำพท่ี 3.7 กำรวิเครำะห์เน้ือเยือ่และ in situ hybridization ในอณัฑะ (A-C) และรังไข่ (D-F) ช้ินเน้ือเยือ่ท่ีวิเครำะห์ 
in situ hybridization ดว้ย Sense vasa probe (A และ D) ช้ินเน้ือเยื่อท่ียอ้มสี Haematoxylin และ Eosin (B และ E) 
และช้ินเน้ือเยื่อท่ีวิเครำะห์ in situ hybridization ดว้ย Antisense vasa probe (C และ F) ภำพก ำลงัขยำยของ B, C, 
E, และ F แสดงดังภำพ B’, C’, E’, และ F’ ตำมล ำดับ โดยสีน ้ ำเงินท่ีตรวจพบแสดงบริเวณท่ี Pgi-vasa มีกำร
แสดงออกในเน้ือเยื่อ ลูกศรสีขำวแสดง  Type A Spermatogonia อักษรย่อ VO แสดง Vitellogenic oocytes 
เส้นประแสดง Oogonia และ Primary oocytes Scale bars แสดงขนำด 50 (B, C, E, และ F) และ 20 ไมโครเมตร 
(B’, C’, E’, และ F’)  
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ภำพท่ี 3.8 กำรวิเครำะห์เน้ือเยื่อและ in situ hybridization ในปลำอัณฑะของปลำสวำยโตเต็มวยัและเซลล์
สืบพนัธุ์ท่ีผ่ำนกำรสลดัเซลลข์องปลำบึก เน้ือเยื่ออณัฑะของปลำสวำยโตเต็มวยัท่ีผ่ำนกำรวิเครำะห์เน้ือเยื่อ และ 
in situ hybridization ด้วย  Sense Pgi-vasa probes (A)  ย ้อมสี  Haematoxylin และ  Eosin (B)  ห รือ  in situ 
hybridization ดว้ย Antisense Pgi-vasa probes (C) ภำพก ำลงัขยำยของ B และ C แสดงดงั B’ และ C’, ตำมล ำดบั 
เส้นประสีด ำแสดง Type A Spermatogonia เส้นประสีขำวแสดง Spermatocytes กำรวิ เครำะห์  in situ 
hybridization ด้วย Antisense Pgi-vasa probes ในเซลล์ท่ีย่อยจำกอณัฑะ (E) และ รังไข่ (F) ลูกศรสีขำวแสดง
เซลล์ท่ีติดสีน ้ ำเงินอนัเน่ืองมำจำกยีน Pgi-vasa มีกำรแสดงออก Scale bars แสดงขนำด 50 (B’ , C’, D, E) และ 
20 ไมโครเมตร (A,B,C)   
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ภำพท่ี 3.9 กำรตรวจผลกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ของเซลล์ Spermatogonia ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำสวำย
ผูรั้บท่ีระยะต่ำง ๆ ภำพ A,B และ C คือเส้นอวยัวะสืบพนัธุ์ท่ีไม่ผ่ำนกำรปลูกถ่ำยเซลล ์ภำพ D,E และ F ลูกปลำ
อำยุ 4 dpf ภำพ G,H และ I ลูกปลำอำยุ 6 dpf ท่ีได้รับกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพันธุ์ ลูกศรสีขำวแสดงเซลล์ 
Spermatogonia ของปลำบึก ท่ีเขำ้ไปอำศยัในวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำสวำย ภำพ C,F และ I อวยัวะสืบพนัธุ์ท่ีถ่ำย
ใต้กล้องจุลทรรศน์ด้วยแสง Bright field และ อวัยวะสืบพันธุ์ ท่ีถ่ำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ 
(A,B,D,E,G และ I) Scale bars แสดงขนำด 50 (D,E,F,G,H และ I) และ 20 ไมโครเมตร (A,B และ C) 
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ภำพท่ี 3.10 กำรตรวจผลกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ของเซลล ์Oogonia ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำสวำยผูรั้บท่ี
ระยะต่ำง ๆ ภำพ A,B และ C คือเส้นอวยัวะสืบพนัธุ์ท่ีไม่ผ่ำนกำรปลูกถ่ำยเซลล ์ภำพ D,E และ F ลูกปลำอำยุ 4 
dpf ภำพ G,H และ I ลูกปลำอำยุ 6 dpf ท่ีไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ลูกศรสีขำวแสดงเซลล ์Oogonia ของ
ปลำบึก ท่ีเขำ้ไปอำศยัในวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำสวำย ภำพ C,F และ I อวยัวะสืบพนัธุ์ท่ีถ่ำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์
ด้วยแสง Bright field และ ภำพ A,B,D,E,G และ I อวยัวะสืบพนัธุ์ท่ีถ่ำยใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์   
Scale bars แสดงขนำด 50 (D,E,F,G,H และ I) และ 20 ไมโครเมตร (A,B และ C) 
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ภำพท่ี 3.11 กำรตรวจผลกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ของเซลลสื์บพนัธุ์ท่ีสกดัจำกอณัฑะของปลำบึก และปลูก
ถ่ำยเขำ้สู่ลูกปลำสวำยเผือกวยัอ่อน ภำพ A,B Genital ridge ท่ีถ่ำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ดว้ยแสง Bright field และ 
Genital ridge ท่ีถ่ำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (C,D,E,F,G,H) โดยจะเห็นเซลล์ท่ีไดรั้บกำรยอ้มสีเรือง
แสง PKH 26 ของปลำบึกใน Genital ridge ของปลำสวำยเผือก (D) Scale bar แสดงขนำด 20 ไมโครเมตร 
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ภำพท่ี 3.12 กำรตรวจผลกำรเขำ้อำศยั (Colonization) ของเซลล์สืบพนัธุ์ท่ีสกดัจำกรังไข่ของปลำบึก และปลูก
ถ่ำยเขำ้สู่ลูกปลำสวำยเผือกวยัอ่อน ภำพ A Genital ridge ท่ีถ่ำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ด้วยแสง Bright field และ 
Genital ridge ท่ีถ่ำยใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนส์ (B,C,D) โดยจะเห็นเซลล์ท่ีได้รับกำรยอ้มสีเรืองแสง 
PKH 26 ของปลำบึกใน Genital ridge ของปลำสวำยเผือก (B) Scale bar แสดงขนำด 20 ไมโครเมตร 
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อภิปรำยผลกำรศึกษำ 
 

ในกำรประยุกต์ใช้กำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์เพื่อเพิ่มประสิทธิภำพกำรเพำะพนัธุ์ปลำในบ่อ
เล้ียงนั้น ขอ้มูลทำงชีววิทยำของกำรพฒันำกำรของเซลลสื์บพนัธุ์เป็นปัจจยัท่ีส ำคญัท่ีจะก ำหนดควำมส ำเร็จของ
กำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ขอ้มูลทำงชีววิทยำกำรพฒันำกำรของเซลลสื์บพนัธุ์ทั้งในปลำผูใ้ห้ (Donor fish) และ
ปลำผูรั้บ (Recipient fish) เป็นปัจจยัส ำคญั โดยขอ้มูลกำรพฒันำกำรของเซลล์สืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บเป็นปัจจยั
ส ำคญัท่ีจะใชก้ ำหนดระยะหรืออำยท่ีุเหมำะสมส ำหรับลูกปลำผูรั้บ (Recipient fish) ท่ีจะไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลล์
สืบพนัธุ์ และกำรศึกษำกำรพฒันำกำรของเซลล์สืบพนัธุ์ของปลำผูใ้ห้เป็นปัจจยัส ำคญัท่ีจะท ำกำรสกัดเซลล์ 
Spermatogonia หรือ Oogonia ซ่ึงเป็นเซลลท่ี์มีระยะเหมำะสมในกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์  

กำรศึกษำคร้ังน้ีใชป้ลำสวำยวยัอ่อนเป็นปลำผูรั้บ และใชป้ลำบึกเป็นปลำผูใ้ห้ กำรศึกษำท่ีผ่ำน
มำไดมี้กำรศึกษำกำรพฒันำกำรของเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำสวำยวยัอ่อน และผลกำรศึกษำพบว่ำปลำสวำยวยัอ่อน
ท่ีอำยุ 2 - 10 วนั ซ่ึงเป็นระยะท่ีเซลล ์Primordial germ cell ก ำลงัเคล่ือนเซลลเ์ขำ้ฝังตวัในบริเวณท่ีจะพฒันำเป็น
อวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำวยัอ่อน ซ่ึงระยะดงักล่ำวจึงเป็นระยะท่ีเหมำะสมส ำหรับกำรใชเ้ป็นปลำผูรั้บในกำรปลูก
ถ่ำยเซลล์สืบพันธุ์ (Duangkaew et al., 2019) ดังนั้ นกำรศึกษำน้ีจึงได้ท ำกำรศึกษำกำรพัฒนำกำรของเซลล์
สืบพนัธุ์ของปลำบึก ซ่ึงเป็นปลำผูใ้ห้ โดยกำรศึกษำจ ำเป็นตอ้งมียนีเคร่ืองหมำย (Gene marker) ท่ีมีควำมจ ำเพำะ
ต่อเซลลสื์บพนัธุ์ โดยเฉพำะเซลลสื์บพนัธุ์ท่ีมีควำมส ำคญัต่อกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ดงันั้นในกำรศึกษำน้ี ได้
ท ำกำรโคลนยนีท่ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อเซลลสื์บพนัธุ์ ไดแ้ก่ ยนี vasa ในปลำบึก และศึกษำเทคนิคในกำรปลูก
ถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ ไดแ้ก่ กำรสกดัเซลล ์กำรฉีดเซลลเ์ขำ้สู่ปลำผูรั้บ กำรเล้ียงอนุบำลลูกปลำสวำยวยัอ่อนท่ีไดรั้บ
กำรปลูกถ่ำยเซลล ์และกำรตรวจกำรเขำ้อำศยัของเซลลท่ี์ไดรั้บกำรปลูกถ่ำยจำกปลำผูใ้หสู่้ปลำผูรั้บ 

กำรโคลนยีน vasa ซ่ึงเป็นยีนท่ีไดมี้รำยงำนว่ำมีควำมจ ำเพำะเจำะจงต่อเซลลสื์บพนัธุ์ พบว่ำยนี 
vasa ท่ีโคลนได้จำกอวัยวะสืบพันธุ์ของปลำบึก แสดงออกสร้ำงโปรตีนท่ีมีองค์ระกอบกรดอะมิโน ท่ี
ประกอบด้วยกลุ่มของกรดอะมิโนท่ีเป็นลกัษณะท่ีส ำคัญของยีน DEAD-box protein 8 กลุ่ม คือ ยีนในกลุ่ม 
DEAD-box protein ท ำหน้ำท่ีส ำคัญในกำรจับกับ ATP และ RNA (binding ATP and RNA) ในกระบวนกำร 
ATP hydrolysis for unwinding RNA (Linder et al. , 1989; Schmid and Liner, 1992; Pause et al. , 1993; Tanner 
et al., 2003; Rocak and Linder, 2004; Cordin et al., 2006) โปรตีนท่ีสร้ำงจำกยีน Pgi-vasa ประกอบด้วยกลุ่ม
กรดอะมิโน Q-motif ซ่ึงเป็นกลุ่มของกรดอะมิโนท่ีพบในกลุ่มโปรตีน DEAD-box protein (Cordin et al., 2006) 
และพบกลุ่มกรดอะมิโนอำร์จีนีน (Arginine; R) และไกลซีน (Glycine; G) RGG RG ท่ีกระจำยตวัจ ำนวนมำกใน
บริเวณ N-terminal ซ่ึงกลุ่มยนีเหล่ำน้ีมีบทบำทส ำคญัต่อกระบวนกำรจบักบั RNA (RNA binding) (Kiledjian and 
Dreyfuss, 1992; Liang et al., 1994) นอกจำกน้ีกลุ่มกรดอะมิโน กรดแอสพำติก (Aspartic acid; D) กรดกลูตำมิก 
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(Glutamic acid; E) ทริปโตฟำน (Tryptophan; W) เป็นหมู่กรดอะมิโนท่ีพบบริเวณปลำยโปรตีน vasa ทั้งท่ีปลำย 
N-terminus และ C-terminus โดยพบอยู่ใกลก้บั Start codon และ Stop codon ของยีน Pgi-vasa (Castrillon et al., 
2000)  โปรตีน PGI-VASA มีควำมคลำ้ยคลึงของกรดอะมิโนกบัโปรตีน VASA ของปลำกระดูกแข็งอ่ืน ๆ และ
กำรวิเครำะห์แผนภูมิ Phylogenetic พบว่ำ ยีน Pgi-vasa จดัอยู่ในกลุ่มของยีน vasa ซ่ึงแยกจำกครอบครัวของยีน 
PL10 อย่ำงชัดเจน โดยสรุป ยีน Pgi-vasa ของปลำบึกซ่ึงแสดงออกโปรตีน VASA ท่ีประกอบด้วยกลุ่มของ
กรดอะมิโน หมู่ของกรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบท่ีส ำคัญของโปรตีน VASA และโปรตีน PGI-VASA มี
หมู่อะมิโนดังกล่ำวตรงกับโปรตีน VASA ท่ีพบในปลำกระดูกแข็งหลำยชนิด และแผนภำพ Phylogenetic ก็
แสดงว่ำโปรตีน PGI-VASA อยู่ในครอบครัว ยีน vasa ดังนั้นยีน Pgi-vasa ท่ีโคลนได้จำกกำรศึกษำคร้ังน้ีจึง
น่ำจะเป็นยนีท่ีสร้ำงโปรตีน VASA ของปลำบึก 

ผลกำรศึกษำกำรแสดงออกของยีน Pgi-vasa โดยเทคนิค RT-PCR พบว่ำ ยีน Pgi-vasa มีกำร
แสดงออกเฉพำะในอณัฑะและรังไข่ของปลำบึก ซ่ึงผลกำรศึกษำน้ี ท่ีสอดคลอ้งกบัรำยงำนกำรศึกษำในปลำ
หลำยชนิดได้แก่ ปลำเรนโบว์เทร้ำ (Yoshizaki et al. 2000) ปลำเมดำกะ (Shinomiya et al., 2000) ปลำนิล 
(Kobayashi et al., 2002) ปลำ Gibel carp (Xu et al., 2005) ปลำไหล (Rice field eel) (Ye et al., 2007) ปลำบลูฟิน
ทู น่ ำ  (Pacific Bluefin tuna)  (Nagasawa et al. , 2009)  ปลำไน (Li et al. , 2010)  ปลำ ดุก  (Raghuveer and 
Senthilkumaran, 2010) ปลำ European sea bass (Blazquez et al. , 2011) ปลำ Rare minnow (Cao et al. , 2012) 
ปลำ Solea senegalensis (Pacchiarini et al., 2013) ปลำ Toadfish (Ubeda-Manzanaro et al., 2014) ปลำ Japanese 
flounder (Wu et al., 2014) และปลำ Half-smooth tongue sole (Huang et al., 2014) นอกจำกน้ีกำรวิเครำะห์ in 
situ hybridization ด้วยโพรบท่ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงกับยีน Pgi-vasa พบว่ำยีน Pgi-vasa แสดงออกเฉพำะใน
เซลลสื์บพนัธุ์ ทั้งในรังไขแ่ละอณัฑะ และผลกำรศึกษำน้ีสอดคลอ้งกบัรำยงำนกำรศึกษำในปลำกระดูกแขง็อ่ืน ๆ 
และในแมลงหว่ี และในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม (Hay et al., 1988; Fujiwara et al., 1994; Raz, 2000; Yoshizaki et 
al., 2002) ดงันั้น ยีน Pgi-vasa เป็นยีนท่ีมีควำมเหมำะสมท่ีจะน ำมำใช้เป็นยีนเคร่ืองหมำยในกำรจ ำแนกเซลล์
สืบพนัธุ์ของปลำบึก เน่ืองจำกกำรหำตวัอย่ำงปลำบึกระยะสมบูรณ์พนัธุ์ท ำไดย้ำก (เน่ืองจำกเป็นปลำท่ีมีขนำด
ใหญ่มำก) กำรศึกษำคร้ังน้ีไดท้ ำกำรวิเครำะห์ in situ hybridization ดว้ยโพรบท่ีมีควำมจ ำเพำะเจำะจงกบัยีน Pgi-
vasa กับอัณฑะของปลำสวำย โดยพบว่ำยีน Pgi-vasa สำมำรถน ำมำใช้ในกำรศึกษำจ ำแนกชนิดของเซลล์
สืบพนัธุ์ของปลำสวำยเพศผูท่ี้สมบูรณ์พนัธุ์ได้เช่นเดียวกัน ทั้งน้ี ควรมีกำรศึกษำต่อไปว่ำ ยีน Pgi-vasa จะ
สำมำรถน ำไปประยกุตใ์ชส้ ำหรับเป็นยนีเคร่ืองหมำยส ำหรับเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำกลุ่ม Pangasiid อ่ืน ๆ หรือไม่ 

เอน็ไซมท่ี์น ำมำสกดัเซลล ์Spermatogonia จำกอณัฑะ และสกดัเซลล ์Oogonia จำกรังไข่มีหลำย
ชนิดขึ้นอยู่กบัชนิดของปลำ ยกตวัอย่ำงเช่น ในปลำ Yellowtail (Seriola quinqueradiata) 0.4 % Collagenase H 
และ 0.03 % Dispase II สำมำรถสกดัเซลล ์Spermatogonia ไดเ้ท่ำกบั 107 เซลล ์จำกอณัฑะท่ียงัไม่สมบูรณ์พนัธุ์ 
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(Immature testis) ของปลำเพศผูท่ี้มีอัณฑะขนำด 100 มิลลิกรัม (Morita et al., 2012) ในปลำ Jundia catfish 
(Rhamdia quelen)  และ Nibe croker (Nibea mitsukurii)  0.25 % Trypsin เหมำะสมส ำหรับกำรสกัด เซลล์ 
Spermatogonia เท่ำกบั 22 x 107 เซลล์ต่ออณัฑะน ้ ำหนัก 8 กรัม และ 9.4 x 104 เซลล์ต่อ 1 มิลลิกรัมของอณัฑะ 
(Silva et al., 2016; Takeuchi et al., 2009) ปลำ Siberian sturgeon (Acipenser baerii) เอ็นไซม์ท่ีเหมำะส ำหรับ
กำรสกดัเซลล ์Spermatogonia และเซลล ์Oogonia คือ 0.3 % Trypsin (Psenicka et al., 2015) และในปลำ Tench 
(Tinca tinca) ใช้เอ็นไซน์ 0.1 % Collagenase ในกำรสกัดเซลล์ Spermatogonia จำกอณัฑะน ้ ำหนัก 0.18 กรัม 
เท่ำกบั 2.06 x 106 เซลล ์(Linhartova et al., 2014) เป็นตน้ 

จำกกำรศึกษำของ Duangkaew และคณะ (2019) ซ่ึงท ำกำรศึกษำกำรพฒันำของเซลล์เร่ิมตนั
ของเซลล์สืบพนัธุ์ (Primordial germ cell ; PGC) ตั้งแต่ลูกปลำสวำยแรกฟักถึงระยะท่ีอวยัวะสืบพนัธุ์ (Genital 
ridge) พฒันำเรียบร้อยแลว้พบว่ำ ในช่วงแรกเร่ิมจะพบ PGC อยู่บริเวณในช่องทอ้งของปลำ แต่ไม่ใช่บริเวณ
ต ำแหน่งท่ีเป็นอวยัวะสืบพนัธุ์ จำกนั้นเม่ือปลำอำยุ 5 - 9 วนัหลงัจำกไข่และน ้ ำเช้ือได้รับกำรผสม (day post 
fertilization ; dpf) PGC จะเคล่ือนท่ีมำบริเวณท่ีเป็นต ำแหน่งของอวยัวะสืบพนัธุ์ดว้ยกระบวนกำร Chemokine ท่ี
จะหลงัสำร SDF1 และ CXCR4 ท่ีเป็นตวักลำงส ำคญัท ำให้ PGC เคล่ือนท่ีเขำ้มำท่ีอวยัวะสืบพนัธุ์ (Doitsidou et 
al., 2002; Kurokawa et al., 2006) และเม่ือปลำอำยุ 10 dpf เซลล์ร่ำงกำย (Somatic cells) จะเร่ิมเขำ้มำลอ้มรอบ 
PGC เพื่อเตรียมควำมพร้อมในกำรแบ่งเซลล์ของ PGC และเม่ือปลำอำยุ 15 dpf เซลลอ์วยัวะสืบพนัธุ์ไดรั้บกำร
พฒันำเรียบร้อยแลว้และ PGC ในอวยัวะสืบพนัธุ์จะเร่ิมท ำกำรแบ่งเซลล์เม่ือปลำอำยุครบ 25 dpf ซ่ึงงำนวิจยั
ดงักล่ำวน้ีไดส้รุปว่ำ ระยะของลูกปลำสวำยวยัอ่อนท่ีเหมำะสมต่อกำรใช้เป็นปลำผูรั้บวยัอ่อน คือท่ีอำยุ 2 – 10 
dpf ดงันั้นในกำรศึกษำน้ีไดท้ ำกำรทดสอบกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์เปรียบเทียบกนัท่ีระยะ 4, 6 และ 8 dpf  

ในงำนวิจยัในคร้ังน้ีไดท้ ำกำรปลูกถ่ำยเซลล์ Spermatogonia ท่ีสกดัไดจ้ำกอณัฑะของปลำบึก
เขำ้สู่ลูกปลำสวำยวยัอ่อน พบอตัรำกำรรอดของลูกปลำสวำย หลงัจำกไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพนัธุ์ เท่ำกบั 
26.34 % (กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลล์เท่ำกบั 27.32 %)  ทั้งน้ีมีรำยงำนกำรศึกษำถึงอตัรำกำรรอด
ของปลำท่ีไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลลช์นิดอ่ืน ๆ พบว่ำเทคนิคกำรปลูกถ่ำยเซลลส่์งผลกระทบนอ้ยต่ออตัรำกำรอด
ของลูกปลำ เช่นกำรศึกษำในปลำ Manchurian trout (B. lenok) ท่ีพบอตัรำกำรรอดของปลำท่ีไดรั้บกำรปลูกถ่ำย
เท่ำกับ 98 % และกลุ่มควมคุมเท่ำกับ 100 % (Lee and Yoshizaki, 2016) และงำนวิจัยของ Yoshikawa et al. 
(2018) ท่ีพบอตัรำกำรรอดของปลำ Grass puffer (T. alboplumbeus) เท่ำกบั 21 % และกลุ่มควบคุมเท่ำกบั 41 % 
โดยสรุปกำรพฒันำเทคโนโลยีกำรอนุบำลลูกเป็นส่ิงจ ำเป็นในกำรพฒันำเทคโนโลยีกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์
เช่นเดียวกนั 

ผลกำรตรวจสอบอตัรำกำรเขำ้อำศยัของเซลลสื์บพนัธุ์ Spermatogonia จำกปลำผูใ้ห้ ในอวยัวะ
สืบพันธุ์ของปลำผูรั้บ พบอัตรำกำรเข้ำอำศัยของเซลล์เท่ำกับ 80 % ซ่ึงมีค่ำใกล้เคียงเม่ือเปรียบเทียบกับ
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ผลงำนวิจยักำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำชนิดอ่ืน ๆ ไดแ้ก่ กำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ในปลำ Tiger puffer 
(T. rubripe) ท ำกำรปลูกถ่ำยเซลล์ Spermatogonia เขำ้สู่ปลำ Grass puffer (T. alboplumbeus) พบอตัรำกำรเขำ้
อำศยัของเซลลสื์บพนัธุ์เท่ำกบั 39 % (Yoshikawa et al., 2018) ในปลำ Manchurian trout (B. lenok) ท ำกำรปลูก
ถ่ำยเซลล ์Spermatogonia เขำ้สู่ปลำ Manchurian trout (B. lenok) ท่ีเป็นหมนัพบอตัรำกำรเขำ้อำศยัท่ี 89 % (Lee 
and Yoshizaki, 2016) และในปลำ Siberian sturgeon (A. baerii) ท ำกำรปลูกถ่ำยเซลล ์Spermatogonia เขำ้สู่ปลำ 
Sterlet (A. ruthenus) พบอตัรำกำรเขำ้อำศยัของเซลล์เท่ำกับ 55 % ตำมล ำดบั (Psenicka et al., 2016) ทั้งน้ีกำร
พฒันำเทคนิคกำรสกดัเซลลผ์ูใ้ห ้หรือกำรเตรียมเซลลผ์ูใ้ห ้เพื่อใหเ้ซลลผ์ูใ้หมี้สุขภำพดี น่ำจะเป็นเทคนิคท่ีจ ำเป็น
ในกำรเพิ่มอตัรำกำรเขำ้อำศยัของเซลลสื์บพนัธุ์จำกปลำผูใ้ห ้

งำนวิจยัในคร้ังน้ีไดท้ ำกำรปลูกถ่ำยเซลล ์Oogonia ท่ีสกดัไดจ้ำกรังไข่ของปลำบึกเขำ้สู่ลูกปลำ
สวำยวยัอ่อน พบอตัรำกำรรอดของลูกปลำสวำยเท่ำกับ 26.75 % (กลุ่มควบคุมเท่ำกับ 37.03 %) และผลกำร
ตรวจสอบอตัรำกำรเขำ้อำศยัของเซลลสื์บพนัธุ์ Oogonia จำกปลำผูใ้ห้ ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำผูรั้บ พบอตัรำ
กำรเข้ำอำศัยของเซลล์เท่ำกับ 90 % ซ่ึงไกล้เคียงกับกำรศึกษำท่ีผ่ำนมำของ Psenicka et al. (2016) ในปลำ 
Siberian sturgeon (A. baerii) ท ำกำรปลูกถ่ำยเซลล ์Oogonia เขำ้สู่ปลำ Sterlet (A. ruthenus) ท่ีเป็นหมนัพบอตัรำ
กำรเขำ้อำศยัท่ี 70 % และในกำรศึกษำของ Lee et al. (2016a) ในปลำ Rainbow trout (O. mykiss) ท ำกำรปลูกถ่ำย
เซลล ์Oogonia เขำ้สู่ปลำ Rainbow trout (O. mykiss) เช่นเดียวกนัแต่เป็นปลำท่ีเป็นหมนั (Triploid) พบอตัรำกำร
เขำ้อำศยัของเซลลเ์ท่ำกบั 75 % 
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บทที ่ 4 
 

บทสรุป 
 

ในกำรศึกษำคร้ังน้ีได้ท ำกำรพัฒนำเทคโนโลยีกำรปลูกถ่ำยเซลล์สืบพันธุ์ ในปลำกลุ่ม 
Pangasiid โดยให้ปลำบึก (P. gigas) เป็นปลำผูใ้ห้ (Donor fish) และใช้ปลำสวำย (P. hypophthalmus) วยัอ่อน 
เป็นปลำผูรั้บ (recipient larvae) เพื่อพฒันำเทคโนโลยีกำรปลูกถถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ปลำนั้น กำรศึกษำน้ีไดท้ ำกำร
พฒันำเทคนิคและองคค์วำมรู้ ดงัต่อไปน้ี 

 
1. กำรโคลนยีน vasa ของปลำบึก โดยให้ช่ือว่ำ Pgi-vasa เพื่อใชเ้ป็นยีนเคร่ืองหมำยท่ีจ ำเพำะเจำะจงกบั

อวยัวะสืบพนัธุ์ของปลำบึก หรือปลำผูใ้ห ้(Donor fish)  
2. ผลกำรวิเครำะห์ล ำดบัเบส แสดงใหเ้ห็นวำ่ Pgi-vasa มีองคป์ระกอบของกรดอะมิโนท่ีเป็นคุณลกัษณะ

ท่ีส ำคญัของยนี vasa ดงันั้น Pgi-vasa จึงน่ำจะเป็นยนี vasa ของปลำบึก 
3. ผลกำรวิเครำะห์โครงสร้ำง phylogenetic พบวำ่ Pgi-vasa จดัอยูใ่นกลุ่มยนี vasa 
4. ผลของ RT-PCR แสดงให้เห็นว่ำยีน Pgi-vasa มีกำรแสดงออกเฉพำะในอวยัวะสืบพนัธุ์ปลำบึก

เท่ำนั้น ไดแ้ก่ ท่ีอณัฑะ และรังไข่ 
5. ยีน Pgi-vasa เป็นยีนเคร่ืองหมำยส ำหรับใชใ้นกำรจดัจ ำแนกชนิดเซลลใ์นระบบสืบพนัธุ์ของปลำบึก 

โดยวิธี in situ hybridization  
6. กำรศึกษำถึงระยะท่ีเหมำะสมของปลำบึกต่อกำรเป็นปลำผูใ้ห ้พบวำ่ ปลำบึกท่ีระยะ Immature หรือท่ี

น ้ำหนกัตวัตั้งแต่ 1 - 10 กิโลกรัม เหมำะสมท่ีจะเป็นปลำผูใ้ห้ เน่ืองจำกพบจ ำนวนของ spermatogonia 
หรือ oogonia สูงท่ีสุด  

7. ระยะของลูกปลำสวำยวยัอ่อนท่ีเหมำะสมส ำหรับเป็นปลำผูรั้บ คือ ท่ีระยะ 4 dph (day post hatching; 
dph)  

8. เอ็นไซม์ (Dissociation enzyme) ท่ี เหมำะสมในกำรสกัดเซลล์จำกอัณฑะปลำบึกคือ 0.4 % 
Collagenase IV และ 0.03 % Dispase II ให้จ ำนวนเซลล์ Spermatogonia 1.4 x 106 เซลล์ ต่อเน้ือเยื่อ
อณัฑะ 100 มิลลิกรัม 

9. เอน็ไซม ์(Dissociation enzyme) ท่ีเหมำะสมในกำรสกดัเซลลจ์ำกรังไข่ปลำบึกคือ 0.4 % Collagenase 
IV และ 0.03 % Dispase II เช่นเดียวกนั ให้จ ำนวนเซลล ์Oogonia 5.3 x 105 เซลล ์เซลล ์ต่อเน้ือเยื่อรัง
ไข่ 100 มิลลิกรัม 
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10. กำรปลูกถ่ำยเซลล์ท่ีสกดัไดจ้ำกอณัฑะของปลำบึก เขำ้สู่ลูกปลำสวำยวยัอ่อน พบว่ำมีอตัรำกำรเขำ้
อำศยัของเซลล ์Spermatogonia เท่ำกบั 90 % 

11. กำรปลูกถ่ำยเซลลท่ี์สกดัไดจ้ำกรังไข่ของปลำบึก เขำ้สู่ลูกปลำสวำยวยัอ่อน พบวำ่มีอตัรำกำรเขำ้อำศยั
ของเซลล ์oogonia เท่ำกบั 80 %  

12. ปลำสวำยผูรั้บวยัอ่อนท่ีไดรั้บกำรปลูกถ่ำยเซลล ์มีอตัรำกำรรอดเท่ำกบั 26 % ซ่ึงอตัรำกำรรอดของลูก
ปลำสวำยไม่แตกต่ำงจำกกลุ่มควบคุมท่ีไม่ผำ่นกำรปลูกถ่ำยเซลลสื์บพนัธุ์ 
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