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ปลาสลิด (Trichogaster pectoralis) เป็นปลาทีGมีความสําคญัทางเศรษฐกิจ และเป็นปลาทีG
นิยมเลีKยงเป็นปลาสวยงาม แต่การศึกษาทางดา้นลกัษณะทางพนัธุกรรมและทางอณูพนัธุวิทยาของ
ปลาสลิดยงัมีอยูน่อ้ยมาก ในการวิจยันีK ไดท้าํการโคลนยีนทีGเกีGยวขอ้งกบัการควบคุมการเจริญเติบโต 
hourse keeping gene และ ยีนทีGควบคุมการกินไดใ้นปลาสลิด ไดแ้ก่ cDNA ของ ยีนควบคุมการ
เจริญเติบโต (growth hormone gene), insulin like growth factor-1, insulin like growth factor-2, 

glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), elongation factor-1∞ และ β-actin 
นอกจากนีKการวิจยัทีGไดท้าํการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของ melanocortin 4 receptor (TpMC4R) 
และneuropepetide Y (TpNPY) และศึกษาการแสดงออกของยีนทัKงสองต่อการกินไดใ้นรอบวนัและ
สภาวะการอดอาหาร 

ยีนเมลาโนคอติน 4 รีเซปเตอร์ (melanocortin 4 receptor; MC4R) มีความเกีGยวข้องกับ
สมรรถภาพการเจริญเติบโต และการควบคุมสมดุลพลงังานในสัตว ์ การศึกษาลกัษณะโครงสร้าง
ข อ ง ยี น แ ล ะ โ ป ร ตี น  MC4R จ า ก ป ล า ส ลิ ด  (Trichogaster pectoralis) (TpMC4R) พ บ ว่ า
โปรตีน TpMC4R มีความคล้ายคลึงกับโปรตีน MC4R จากสัตว์มีกระดูกสันหลังอืGน ๆ ผลการ
วิเคราะห์โดยการสร้าง Phylogenetic tree ของโปรตีน TpMC4R กบั โปรตีน melanocortin receptor 
ชนิดต่าง ๆ ของสัตวมี์กระดูกสันหลงั พบวา่โปรตีน TpMC4R อยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบัโปรตีน MC4R 
ของสัตวม์ีกระดูกสันหลงั และโปรตีน TpMC4R มีความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการใกลเ้คียงกบั
ปลากระดูกแข็งมากทีGสุด การศึกษาการแสดงออกของยีน TpMC4R ในระหวา่งการพฒันาการของ
ตวัอ่อนทีGระยะ 5, 7, 11, 15, 21, 24 และ 48 ชัGวโมงหลงัจากทีGปลาสลิดวางไข่ (hours post spawning : hps) 
รวมไปถึงไข่ทีGไม่ได้รับการปฏิสนธิ พบว่ายีน TpMC4R มีการแสดงออกในทุกระยะของการ
พฒันาการของตวัอ่อน นอกจากนีK  TpMC4R ยงัมีการแสดงออกในไข่ทีGไม่ไดรั้บการปฏิสนธิด้วย 
แสดงให้เห็นวา่ยีน TpMC4R จดัเป็น maternal ยีนและจากการวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน 
TpMC4R ดว้ยเทคนิค Real time RT-PCR ในอวยัวะต่าง ๆ ของปลาสลิดทีGระยะโตเต็มวยั พบวา่ยีน 
TpMC4R มีการแสดงออกมากทีGสุด ในสมองทุกส่วนและในอณัฑะ (testis) อวยัวะทีGมีการแสดงออกของ
ยีน TpMC4R ในระดับปานกลาง คือ เหงือก (gill) ตับ (liver) ไตส่วนบน (head kidney) ไตส่วนล่าง
(trunk kidney) ลาํไส้ (intestine) กลา้มเนืKอ (muscle) และ รังไข่ (ovary) อวยัวะทีGมีการแสดงออกของ
ยีน TpMC4R ในระดับตํGา คือ กระเพาะอาหาร (stomach) และอวยัวะทีGมีการแสดงออกของยีน 
TpMC4R ในระดับตํGาทีGสุด คือ ม้าม (spleen) การศึกษาเปรียบเทียบระดับการแสดงออกของยีน 
TpMC4R ในสมองแต่ละส่วนของปลาสลิดในระหวา่งมืKออาหาร ไดท้าํการฝึกให้ปลาสลิดกินอาหาร
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วนัละ 2 มืKอ ในเวลา 10.00 และ 16.00 น. และทาํการวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน TpMC4R 
ทีGเวลา 9.00 11.00 13.00 และ 15.00 น. พบวา่ปลาสลิดมีการแสดงออกของยีน TpMC4R ลดลงอยา่ง
มีนยัสําคญัทางสถิติ ทีGเวลา 15.00 น. หรือ 1 ชัGวโมงก่อนอาหารเยน็ และเมืGอทาํการศึกษาผลของการ 
อดอาหารต่อการแสดงออกของยีน  TpMC4R โดยทําการวิเคราะห์ระดับของยีน  TpMC4R ทีG
ระยะเวลาการอดอาหาร 6, 12, 18 และ 24 ชัGวโมง พบวา่ทีG TpMC4R มีการแสดงออกสูงขึKนอยา่งมี
นยัสําคญั (P<0.05) ทีGระยะเวลาการอดอาหาร 18 และ 24 ชัGวโมง  ผลการศึกษานีK แสดงให้เห็นว่า
ยีน TpMC4R มีความสัมพนัธ์กับการกินอาหารในรอบวนัและสมดุลพลังงานในระหว่างการอด
อาหาร และการศึกษาผลของ MC4R antagonist (HS024) ต่อการกินไดใ้นปลาสลิด พบวา่ปลาสลิดทีG
ฉีดดว้ย antagonist HS024 มีการกินไดที้GเพิGมขึKนแต่ไม่แตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ (P>0.05) 
อยา่งไรก็ตามพบวา่ HS024 เพิGมการแสดงออกของ mRNA ของ TpMC4R ในสมองอยา่งมีนยัสําคญั
ทางสถิติ  

การวจิยันีK ไดท้าํการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของ neuropeptide Y จากสมองของปลาสลิด 
(TpNPY) และพบวา่ TpNPY มีความคลา้ยคลึงกบั neuropeptide Y ของปลาอืGน ๆ นอกจากนีK ได้
ทาํการศึกษาผลของการอดอาหารทีGระยะเวลา 6 12 18 และ 24 ชัGวโมง ต่อการแสดงออกของ 
TpNPY ในสมองของปลาสลิด ผลการศึกษาเป็นไปในทางตรงกนัขา้มกบั TpMC4R นัKนคือ TpNPY 
มีการแสดงออกลดลงเมืGอระยะเวลาการอดอาหารนานขึKน   
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Abstract 

 

Snakeskin gourami (Trichogaster pectoralis) has been not only important as 
commercial species but also popular as aquarium fish, but its genetic aspects including 
conventional and molecular genetic studies are limited.  In  this study, several cDNAs involved in 
regulation of growth, house keeping gene, and the central control of feed intake were cloned.  
Partial cDNAs of growth hormone (GH), insulin like growth factor-1 (IGF-1), and insulin like 
growth factor 2 (IGF-2) were isolated.  In addition, the partial cDNAs of the house keeping gene 
including Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH), Elongation factor -1∞ (EF-

1∞), and β-actin were cloned.  Full-length cDNA of melanocortin 4 receptor (MC4R) and 
neuropeptide Y (NPY) were characterized and designated as TpMC4R and TpNPY, respectively.  
Further, TpMC4R and TpNPY expression related to daily feed intake and fasting were 
investigated. 

  Melanocortin 4 receptor (MC4R) has been reported to involve with growth 
performance and control of energy homeostasis in animals. Characterization of MC4R from 
Snakeskin gourami (Trichogaster pectoralis) (TpMC4R) showed that its protein sequence is similar to 
that of vertebrates. Phylogenetic trees analysis of TpMC4R and other vertebrates melanocortin 
receptors showed that TpMC4R was MC4R orthologues, closely related to piscine MC4Rs. TpMC4R 
expression was determined during embryogenesis at 5, 7, 11, 15, 21, 24 and 48 hours post spawning 
(hps). The expression of TpMC4R was also analyzed in unfertilized egg. The TpMC4R transcripts 
were detected in embryo at all developmental stages. Its mRNA was also detected in unfertilized 
eggs, suggesting that TpMC4R could be classified as maternal mRNA. Real-time RT-PCR graded 
expression in each organ of adult fish indicated that TpMC4R expression was strong in all brain 
regions and testis; moderate in gill, liver, head kidney, trunk kidney, intestine, muscle and ovary; 
low in stomach; and rare in spleen. Fish were fed twice a day at 10:00 and 16:00, the expression 
profile of TpMC4R during daily feeding in each region of the brain was examined at 9:00, 11:00, 
13:00 and 15:00. Significant reduction of the TpMC4R expression was seen at 15:00 (1 h before 
dinner). Moreover, effects of short term fasting (6, 12, 18 and 24 h) on TpMC4R expression 
were determined. Significant increase in the expression of TpMC4R was observed at 18 and 24 
hour fasting periods (P<0.05). The findings revealed that TpMC4R was related to daily feed intake 
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and energy balance due to food deprivation. The effect of MC4R antagonist (HS024) on feed 
intake was also investigated. The result showed that the antagonist HS024 did not significantly 
increase the feed intake of the experimental fish (P>0.05).  However, HS024 affected to increase 
the mRNA level of TpMC4R. 

The full-length of TpNPY was cloned, and the deduced amino acid sequence 
showed high similarity to other piscine NPY cDNAs.  Effects of short term fasting (6, 12, 18 and 
24 h) on neuronal TpNPY expression were determined.  Conversely to the expression of TpMC4R, 
increased fasting times led to decrease the expression of TpNPY.
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บทที� 1 
บทนํา 

 
ความสําคัญและที�มาของปัญหาการวจัิย 
 

ปลาสลิด (Snakeskin gourami) หรือปลาใบไม ้มีชื!อวทิยาศาสตร์วา่ Trichogaster 

pectoralis เป็นปลานํ-าจืด  มีรูปร่างแบนขา้งคลา้ยใบไม ้ความลึกลาํตวั (body depth) เป็น  2.2-2.5 เท่าของ
ความยาวมาตรฐาน (standard length) ปลาสลิดมีอวยัวะพิเศษช่วยหายใจเรียกวา่ Labyrinth organ ช่วยให้
ปลาสลิดใชอ้อกซิเจนจากอากาศได ้ปลาสลิดชอบอาศยัอยูใ่นนํ-านิ!งตามบริเวณที!มีพรรณไมน้ํ-า เช่น ผกั
และสาหร่าย เพื!อใชเ้ป็นที!พกัอาศยั กาํบงัตวั และอาจจะใชเ้ป็นแหล่งก่อหวอดวางไข่ นอกจากนี-สามารถ
เจริญเติบโตอยูใ่นนํ-าที!มีความเป็นกรดถึง pH 5.6 - 6 และเป็นด่างไดถึ้ง pH 9 ปลาสลิดเป็นปลาที!มีความ
แตกต่างระหวา่งเพศผูก้บัเพศเมียอยา่งเด่นชดั โดยสังเกตจากลกัษณะภายนอกไดช้ดัเจน ตวัผูมี้ลาํตวัยาว
เรียว  ส่วนตวัเมียมีสันทอ้งยาวมนไม่ขนานกบัสันหลงั และครีบหลงัมนไม่ยาวจรดถึงโคนหาง ในฤดู
วางไข่ทอ้งจะอูมเป่งออกมาทั-งสองขา้งอยา่งเห็นไดช้ดั  ปลาจะสมบูรณ์พนัธ์ุที!อายปุระมาณ 7-12 เดือน
หรือมีขนาด 8-10 เซนติเมตร  (ประเทือง เชาวว์นักลาง, 2536) 

ปลาสลิดเป็นปลานํ-าจืดที!มีความสาํคญัทางเศรษฐกิจชนิดหนึ!งของประเทศไทย 
ถึงแมว้า่ปลาสลิดจะมีปริมาณการผลิตและมูลค่าของผลผลิตเป็นอนัดบัที! 4 ของผลผลิตสัตวน์ํ-าจืดใน
ประเทศรองลงมาจาก ปลานิล ปลาดุก และปลาตะเพียน แต่ปลาสลิดมีมูลค่าต่อหน่วยนํ- าหนกัสูงสุด 
(ตารางที! 1.1)  ปลาสลิดถูกนาํไปประกอบอาหารทั-งในรูปปลาสด ทาํเคม็และตากแหง้  โดยเฉพาะ
ผลิตภณัฑป์ลาสลิดตากแหง้เป็นที!นิยมบริโภคทั-งในประเทศ และส่งออกจาํหน่ายยงัต่างประเทศ  ในอดีต
แหล่งที!ผลิตปลาสลิดปริมาณมากคือ พื-นที!ในจงัหวดัสมุทรปราการ ซึ! งเป็นแหล่งผลิตปลาสลิดใหญ่ที!มี
ชื!อเสียงทั-งดา้นปริมาณและคุณภาพ ต่อมาไดมี้การขยายพื-นที!เลี-ยงไปยงัจงัหวดัอื!น ๆ ไดแ้ก่ สมุทรสาคร 
สมุทรสงคราม ฉะเชิงเทรา และสุพรรณบุรี ในการเลี-ยงปลาสลิดโดยทั!วไปจะไดผ้ลผลิตประมาณ 200-
500 กิโลกรัมต่อไร่ ระยะเวลาการเลี-ยงขึ-นกบัขนาดปลาที!ปล่อยเริ!มตน้ เช่น ถา้เริ!มเลี-ยงตั-งแต่ลูกปลาที!ได้
จากพอ่แม่ปลาสลิดจะใชเ้วลาการเลี-ยงเกือบปี หรือ 10-12 เดือน ถา้ปล่อยลูกปลาขนาด 5 เซนติเมตร หรือ 
10 เซนติเมตร จะใชร้ะยะเวลาการเลี-ยงนานถึง 7-8 เดือน หรือ 5-6 เดือน ตามลาํดบั จากขอ้มูลดงักล่าวนี-
จะเห็นไดว้า่รอบการเลี-ยงปลาสลิดใชร้ะยะเวลานานมากเมื!อเทียบกบัสัตวน์ํ-าชนิดอื!น  

รูปแบบหรือระบบการเลี-ยงปลาสลิดโดยส่วนใหญ่จะเป็นระบบการเลี-ยงแบบ
ธรรมชาติ (extensive system) โดยเป็นการเลี-ยงแบบอาศยัอาหารธรรมชาติ ไดแ้ก่ พวกแพลงกต์อนพืช 
แพลงกต์อนสัตว ์และพืชนํ-า เป็นหลกั โดยเกษตรกรใชว้ธีิการตดัหญา้ขา้ง ๆ บ่อไปหมกัเพื!อใหเ้กิดการ
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เน่าสลายและความอุดมสมบูรณ์ ต่อมารูปแบบการเลี-ยงไดมี้การพฒันาเป็นระบบการเลี-ยงแบบกึ!งพฒันา 
(semi-intensive system) กล่าวคือ มีการให้อาหารสมทบในช่วงทา้ยของการเลี-ยงเพื!อขุนปลาใหโ้ตเร็วขึ-น 
พื-นที!ที!ใชเ้ลี-ยงปลาสลิดมกัจะเป็นบ่อที!มีพื-นที!ขนาดใหญ่ตั-งแต่ 10 ไร่ขึ-นไป ถึง มากกวา่ 100 ไร่ จะเห็น
ไดว้า่การเพาะเลี-ยงปลาสลิดตอ้งใชพ้ื-นที!ขนาดใหญ่ รูปแบบการผลิตปลาสลิดที!เป็นแบบระบบการเลี-ยง
แบบธรรมชาติ และกึ!งพฒันา ทาํใหไ้ดผ้ลผลิตต่อหน่วยพื-นที!ต ํ!า ระยะเวลาการเลี-ยงนาน ซึ! งพื-นที!มีการ
เพาะเลี-ยงปลาสลิดกนัมาก จะอยูใ่นเขตจงัหวดัสมุทรปราการ สมุทรสาครนั-น เนื!องจากการขยายตวัของ
สังคมเมืองทาํใหมี้การเปลี!ยนพื-นที!ของการเลี-ยงปลาสลิดไปเป็นพื-นที!โรงงานอุตสาหกรรมและที!อยูอ่าศยั
มากขึ-นเรื!อย ๆ ทาํใหพ้ื-นที!เลี- ยงปลาสลิดมีแนวโนม้จะลดลงเรื!อย ๆ ถึงแมว้า่ปลาสลิดจะเป็นปลาที!มี
ความสาํคญัทางเศรษฐกิจและไดมี้การพฒันาเทคโนโลยกีารเพาะเลี-ยงและการเพาะพนัธ์ุปลาสลิดมาอยา่ง
ต่อเนื!อง แต่การศึกษาทางดา้นพนัธุกรรมปลาสลิด เพื!อนาํไปสู่การเพิ!มผลผลิตและการคดัเลือกพนัธ์ุปลา
ยงัมีอยูน่อ้ยมาก  

 
ตารางที� 1.1  ปริมาณและมูลค่าต่อหน่วยนํ-าหนกั ของปริมาณผลผลิตการเลี-ยงสัตวน์ํ-าจืด 5 อนัดบัแรก

ของประเทศ  (ปี 2548) 
 

อนัดบัของผลผลิต ปริมาณสัตวน์ํ-าจืดจาก
การเพาะเลี-ยง 

(1,000 ตนั) 

มูลค่าผลผลิตการเลี-ยง
สัตวน์ํ-า 

(พนับาท) 

มูลค่าผลผลิตต่อหน่วย
นํ-าหนกั 

(บาท/กิโลกรัม) 
1. ปลานิล 
2. ปลาดุก 
3. ปลาตะเพียน 
4. ปลาสลิด 
5. ปลาสวาย 

203.7 
142.2 
60.6 
35.9 
27.3 

5,883,668 
4,616,267 
1,776,610 
1,431,951 
564,383 

28.9 
32.5 
29.3 
39.9 
20.7 

ที!มา:  กลุ่มวเิคราะห์การคา้สินคา้ประมงระหวา่งประเทศ กองประมงต่างประเทศ กรมประมง  
(รวบรวมขอ้มูลจากกรมศุลกากร) 
 

การพฒันาเทคโนโลยทีางอณูพนัธุวทิยาทาํใหน้กัวทิยาศาสตร์ไดห้นัมาสนใจการศึกษา
ทางดา้นยนีที!เกี!ยวขอ้งกบั พฤติกรรมการกิน (feeding behavior) ดุลยภาพของพลงังาน (energy 
homeostasis)  การกินได ้(feed intake)  การควบคุมนํ-าหนกัตวั (body weight regulation) โดยเฉพาะสัตว์
เศรษฐกิจ เพราะการเพิ!มอตัราการกินไดใ้นสัตวแ์ละการควบคุมดุลยภาพของพลงังานที!เหมาะสมจะ
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ส่งผลใหส้ัตวที์!เลี-ยงมีอตัราการเจริญเติบโตสูงขึ-น ลดระยะเวลาการเลี-ยงสัตวใ์หส้ั-นลงได ้ ในสัตวมี์
กระดูกสันหลงันั-น อตัราการกินไดจ้ะถูกควบคุมโดยการทาํงานของสมอง ซึ! งจะเป็นศูนยก์ลางการรับ
ความรู้สึกและควบคุมการทาํงานการกินอาหาร การยอ่ยอาหาร โดยส่วนของสมองที!ทาํหนา้หลกัในการ
ควบคุมการกินไดใ้นสัตวมี์กระดูกสันหลงั คือสมองส่วนไฮโปธาลามสั (hypothalamus) สมองส่วนไฮ
โปธาลามสัจะสร้างสารนิวโรเปปไทด ์(neuropeptide) เพื!อควบคุมการกินในสัตว ์โดยนิวโรเปปไทดที์!ทาํ
หนา้ที!ในการกระตุน้การกิน เรียกวา่ orexigenic factors ส่วนนิวโรเปปไทดที์!ทาํหนา้ที!ในการยบัย ั-งการ
กินไดเ้รียกวา่ anorexigenic factors นิวโรเปปไทดที์!มีบทบาทควบคุมการกินได ้ไดแ้ก่ โปรตีนในระบบ

เมลาโนคอร์ติน (melanocortin system) (ไดแ้ก่ α-melanocortin stimulating hormone; α-MSH, 
agoutirelated protein; AgRP), neuropeptide Y (NPY), cocaine-and amphetamine-regulaed transcript 
(CART), corticotrophin-releasing hormone (CRH), melanin-concentrating hormone (MCH) and 
orexins เปปไทดเ์หล่านี- จะมีผลต่ออวยัวะอื!น ๆ ที!เกี!ยวขอ้งกบัการรักษาสมดุลยข์องพลงังาน ควบคุมการ
กินได ้และการใชพ้ลงังานในสัตว ์(Schwartz, 2001; Strader and Woods, 2005; Baile and Della-Fera, 
2009)) ในจาํนวนนิวโรเปปไทดท์ั-งหลายนั-น NPY เป็นนิวไรเปปไทดที์!ไดมี้รายงานถึงบทบาทหนา้ที!
หลกัต่อการกินไดใ้นสัตวมี์กระดูกสันหลงั นอกจากนี-  melanocortin receptor เป็นอีกยนีหนึ!งที!มีบทบาท
ต่อการกินไดแ้ละการควบคุมสมดุลยข์องพลงังาน และมีรายงานการศึกษาถึงการทาํงานในทางตรงกนั

ขา้มของ NPY และ αααα-MSH โดยการทาํงาน NPY ในหนู พบวา่เมื!อฉีด NPY มีผลกระตุน้การกินไดใ้น

หนู แต่การฉีด αααα-MSH ร่วมดว้ยทาํใหไ้ปลดผลของ NPY ต่อการกระตุน้การกินไดใ้นหนู และการฉีด 
antagonist ของ melanocortin receptor -4 (MC4R) มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้แต่ทวา่การฉีด NPY และ 
antagonist ของ MC4R ร่วมกนักลบัไม่ส่งผลต่อการเพิ!มการกินไดเ้มื!อเปรียบเทียบกบัการฉีด NPY เพียง
อยา่งเดียว (Hansen and Morris, 2002) ดงันั-นในการศึกษาวจิยัครั- งนี-  จึงไดมุ้่งเนน้ศึกษาที!จะโคลนยนี 
NPY และ MC4R และศึกษาถึงผลของการอดอาหารต่อการแสดงออกของยนีทั-งสอง นอกจากนี- ศึกษาถึง
การเปลี!ยนแปลงของการแสดงออกของยนีทั-งสองระหวา่งวนัที!ไดรั้บอาหารปกติ   

นิวโรเปปไทด์วาย (Neuropeptide Y; NPY) เป็นนิวโรเปปไทดที์!อยูใ่นกลุ่มของ NPY 
และในกลุ่มของ NPY ยงัมีนิวโรเปปไทด์อื!น เช่น peptide YY (PYY), pancreatic polypeptide (PP) และ 
peptide Y (PY) NPY ถูกพบครั- งในสมองของสุกร  เป็นเปปไทดที์!ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 36 ตวั เป็น
นิวโรเปปไทดที์!ควบคุมเกี!ยวกบัสมดุลของพลงังาน ควบคุมการกินได ้นอกจากนี-ยงัพบวา่ NPY เกี!ยวขอ้ง
กบัการหลั!ง growth hormone, gonadotropin ตอบสนองต่อฮอร์โมนเพศ ทาํหนา้ที!ร่วมกบัฮอร์โมน 
gonadotropin releasing hormone (Tatemoto et al., 1982; Volkoff, 2006; Kah et al., 1989; Cerda-
Reverter et al., 1999) 
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รีเซบเตอร์ของนิวโรเปปไทด์ในกลุ่ม NPY คือ รีเซบเตอร์ในกลุ่มของ G-protein 
coupled receptors ซึ! งในสัตวเ์ลี-ยงลูกดว้ยนมจะพบ Y1, Y2, Y4, Y5 และ Y6 ในสัตวเ์ลี- ยงลูกดว้ยนมนั-น 
NPY จดัเป็นเปปไทดที์!กระตุน้การกินไดที้!สาํคญั หรือจดัเป็น orexigenic agents และกระตุน้การกินได้
โดยจบักบัรีเซบเตอร์ Y1 และ Y5 (Pedrazzini et al., 2003) ในปลานั-นพบนิวโรเปปไทด ์3 ชนิด ไดแ้ก่ 
NPY, PYY และ PY การรวบรวมผลศึกษาในปลา พบวา่ ไดมี้การโคลนและการศึกษายนี NPY ใน ปลา
ดุก ปลา sea bass ปลาทอง ปลาเทร้า ปลาแอตแลนติกคอด ปลา flounder และปลามา้ลาย (Leonard et al., 
2001; Cerda-Reverter et al., 1999; Blonqvist et al., 1992; Jensen and Conlon, 1992; Kurowa and 
Suzuki, 2002; Sodenberg et al., 2000) โดย mRNA ของ NPY จะแสดงออกที!สมองของปลาเป็นหลกั 
และพบการแสดงออกของ NPY ในไต ต่อมใตส้มอง และระบบทางเดินอาหาร นอกจากนี-ยงัไดมี้การพบ
การแสดงออกของ รีเซบเตอร์ Y1 และ รีเซบเตอร์ Y2 ในสมองและอวยัวะในระบบทางเดินอาหารใน
ปลา (Carda-Reverter and Larhammar, 2000; Larhammar et al., 2001; Fredriksson et al., 2004; Larsson 
et al., 2005)  

การศึกษาทางดา้นอณูพนัธุศาสตร์ของ NPY ไดมี้การศึกษาขอ้มูลลาํดบักรดอะมิโนใน 
สุกร โค ปลาเทร้า ปลาแอตแลนติกคอด เป็นตน้ มีการศึกษาโดยการโคลน cDNA ใน คน หนู ไก่ ปลา
ทอล ปลาแลมเพรย ์และการศึกษาในระดบัยนี ไดแ้ก่ คน หนู ไก่ เป็นตน้ (Soderberg et al., 1993; 
Tatemoto et al., 1982; Minth et al, 1984; Minth et al, 1986; Corder et al., 1988; Higuchi et al., 1988; 
Larhammar et al., 1987; Blomqvist et al., 1992; Jansen and Conlon, 1992) 

   การศึกษาในปลาพบวา่ NPY กระตุน้การกินไดใ้นสัตวเ์ลี-ยงลูกดว้ยนม ปลาทอง และ
ปลาในกลุ่ม  catfish แต่ผลการศึกษายงัไม่อาจจะสรุปไดว้า่รีเซบเตอร์ใดทาํหนา้ที!ในการเป็นตวัรับของ 
NPY เพื!อกระตุน้การกินไดป้ลา ไดมี้รายงานการศึกษาวา่ เมื!อมีการฉีดแอนตาโกนิสตข์องรีเซบเตอร์ Y1 
เขา้สู่สมองส่งผลใหเ้กิดการลดการกินไดใ้นปลาทอง ในขณะที!เมื!อฉีด agonist ของ Y1 หรือ Y5 ส่งผลให้
เกิดการกระตุน้การกินได ้(Narnaware and Peter, 2001 Narnaware et al., 2000) อยา่งไรก็ตามใน
การศึกษาทางดา้นอณูพนัธุวทิยานั-นไม่พบการแสดงออกของยนี รีเซบเตอร์ Y1 และ รีเซบเตอร์ Y5 ใน
ปลาฟุกุ และปลามา้ลาย และอาจเป็นไปไดว้า่ปลาบางชนิดนั-นอาจจะไม่มียนีรีเซบเตอร์ Y1 และ รีเซบ
เตอร์ Y5 และการทาํงานของ NPY อาจทาํงานผา่นรีเซบเตอร์ตวัอื!น ๆ แทน (Larhammar and Salaneck, 
2004)  

ภาวะการอดอาหารกระตุน้การแสดงออกของยนี NPY ในปลาทองและปลาซาลมอน 
ในทางตรงกนัขา้มการที!ปลาทองอดอาหารกลบัมาไดรั้บอาหารอีกครั- งจะมีการแสดงออกของยนี NPY 
ลดลง และพบวา่มีการเปลี!ยนแปลงระดบัการแสดงออกของ NPY ในสมองในช่วงระหวา่งการกินอาหาร
ของปลาทอง นอกจากนี-ยงัพบวา่สารอาหารมีผลต่อการแสดงออกของยีน NPY โดยพบวา่ปลาทองที!
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ไดรั้บอาหารที!มีองคป์ระกอบของคาร์โบไฮเดรต หรือไขมนัสูง จะมีการเปลี!ยนแปลงการแสดงออกของ
ยนี NPY (Narnaware and Peter, 2002; Narnaware and Peter, 2001; Silverstein et al., 1999; Narnaware 
et al., 2000)  

ยนีอีกยนีหนึ!งที!ไดมี้การรายงานวา่แสดงผลเด่นชดัต่อการควบคุมการกินไดคื้อ เมลา
โนคอติน 4 รีเซปเตอร์ (melanocortin 4 receptor; MC4R)  ผลการศึกษาพบวา่เมื!อยนี MC4R มีการ
เปลี!ยนแปลงลาํดบัเบส (mutation) ส่งผลใหสุ้กรมีการเพิ!มการกินได ้(Kim et al., 2000; Kim et al., 2004) 
และยงัมีรายงานการศึกษาถึงการพฒันาการใชย้นี MC4R เป็นยนีเครื!องหมายสาํหรับการคดัเลือกพนัธ์ุ
สุกร (marker-assisted selection) (Kim et al., 2006) ดงันั-นในการศึกษาครั- งนี-  ผูว้ิจยัจึงมีความสนใจที!จะ
ใชเ้ทคนิคทางอณูพนัธุวทิยามาโคลนและศึกษาลาํดบัเบสของยนี MC4R ในปลาสลิด นอกจากนี-ไดมี้
รายงานการศึกษาการสังเคราะห์ non-peptide antagonists ของ MC4R โดยทดลองใหห้นูกิน ซึ! งพบวา่
สามารถเพิ!มอตัราการกินไดใ้นหนู (Tucci et al., 2005) ขอ้มูลทางวชิาการดงักล่าวนี- เป็นจุดเริ!มตน้ที!อาจ
นาํไปสู่การพฒันาการใช ้MC4R antagonist เป็นสารเสริมในอาหารปลา (feed additive) เพื!อเพิ!มอตัรา
การกินไดแ้ละการเจริญเติบโตในสัตวแ์ละในปลาสลิดต่อไป  

ระบบเมลาโนคอติน (Melanocortin system) ประกอบไปดว้ย เมลาโนคอร์ติน 
(Melanocortin peptide) ซึ! งเป็นสาร agonist ต่อ melanocortin receptor (Melanocortin receptors: MCRs) 
โดยที!สาร endogenous melanocortin antagonists  คือ Agouti signaling peptide (ASIP) และ Agouti-related 
protein (AgRP) (Bertile and Raclot, 2006) ซึ! งจะเขา้ไปจบักบั MCRs ได ้โดย ASIP จะจบักบั MC1R มีผล
ต่อการควบคุมจาํนวนเม็ดสีดาํ (eumelanin) และสีแดง/เหลือง (phaemelanin) บนขนหรือผิวหนงัในสัตว์
เลี-ยงลูกดว้ยนม (Rees, 2003) และ AgRP จบักบั MC4R มีผลทาํใหเ้พิ!มการกินไดใ้นสัตวมี์กระดูกสันหลงั
หลายชนิด (Metz et al.,  2006; Lasaga et al., 2008) ซึ! ง melanocortin system นั-นจะมีความเกี!ยวขอ้งกบัการ
ทาํหนา้ที!การควบคุมการใหสี้ (pigmentation), การสร้าง steroid hormone (steroidogenesis), การ
ตอบสนองต่อความเครียด, การควบคุมสมดุลของพลงังาน (energy homeostasis), การกินได ้(feed intake), 
การทาํหนา้ที!เกี!ยวกบัเพศ (sexual function) เป็นตน้  

Melanocortin peptide คือ neuromodulatory peptide ถูกสร้างมาจากโปรตีนตั-งตน้คือ pro-
opiomelanocortin (POMC) โดยผา่นกระบวนการ posttranslation ทาํใหผ้ลผลิตเป็น melanocyte-

stimulating hormone (α-, β- และ γ-MSH) และ adrenocorticotropic hormone (ACTH) ในสัตวมี์
กระดูกสันหลงั melanocortin peptide จะถูกผลิตที!ต่อมใตส้มองและระบบประสาทส่วนกลางเป็นหลกั 
นอกจากนี-ยงัสามารถพบการแสดงออกในเนื-อเยื!ออื!น ๆ ดว้ย melanocortin peptide ทุกตวัจะประกอบไป

ดว้ย 7 peptide เป็นหลกั (heptapeptide core) คือ Met4-Glu5-His6-Phe7-Arg8-Trp9-Gly10 แต่ใน γ-MSH ใน

ตาํแหน่ง Gly10 จะถูกแทนที!ดว้ย Asp9 ซึ! งในตาํแหน่งที! 4-9 ของ α-MSH จะมีความจาํเป็นต่อการจบักบั 
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MC1R ดงันั-นหาก Glu5 ถูกแทนที!ดว้ย Ala จะไม่มีผลทาํใหค้วามสามารถในการจบั (affinity) กบัรีเซป
เตอร์ลดลง แต่เมื!อมีการแทนที! His6 ในกลุ่มกรดอะมิโน Met4, His6, Phe7, Arg8 และ Trp9 ดว้ย Aln จะมี
ผลทาํใหค้วามสามารถในการจบั (affinity) กบัรีเซปเตอร์ลดลง ซึ! งจะเห็นไดว้า่ His6 มีความจาํเป็นต่อการ
จบักนัของ peptide และ MCRs นอกจากนี-  peptide ในตาํแหน่ง 4, 7, 8 และ 9 มีความสาํคญัต่อการ

เกิดปฏิกิริยาระหวา่ง melanocortin peptide กบั MCRs และหากมีการแทนที! Gly10 ของ α-MSH ดว้ย 
Asp และ Pro12 แทนดว้ย Ala จะมีผลทาํใหค้วามสามารถในการจบัของ peptide ลดลง (Sahm et al., 1994; 
Peng et al., 1997) 

ในการควบคุมการกินได ้เกิดจากการที! α-MSH จบักบั MC4R ในระบบประสาท
ส่วนกลาง  จึงมีผลทาํใหเ้กิดการยบัย ั-งการกินได ้(Irani and Haskell-Luevano, 2005)  การขดัขวางการ

ทาํงานของ MC4R เกิดเมื!อ MC4R antagonists จบักบั MC4R  จึงมีผลทาํให ้α-MSH ไม่สามารถเขา้จบั
กบั MC4R ได ้ จึงทาํใหเ้กิดการกระตุน้การกินได ้(Kawaguchi and Baker, 2004)  MC4R antagonists 
เป็นสารสังเคราะห์ melanocyte-stimulating hormone (MSH) analogs ซึ! งไดแ้ก่ SHU9119, HS014, 
HS024 และ agouti-related peptide (AgRP)   ซึ! ง MC4R antagonist มีทั-งแบบ nonselective antagonist 
(SHU9119)  และแบบ selective antagonist (HS014 , HS024) และ agouti-related peptide (AgRP) 
(Schjolden et al., 2008) การศึกษาการทาํงานของยนี MC4R ในปลา  สามารถทาํไดโ้ดยการฉีดสาร 
MC4R antagonist เขา้ไปในสมองของสัตว ์ เพื!อไปยบัย ั-งการทาํงานของ MC4R ซึ! งมีผลทาํใหส้ัตวมี์การ
กินไดเ้พิ!มขึ-น   จากการศึกษาของ Cerda-Reverter et al. (2003) ในปลาทอง เมื!อมีการฉีด MC4R antagonist 
(HS024) เขา้ทางสมอง cerebroventricular injection (ICV) ที!ระดบั 0.8, 1.6 และ 3.2 nmol พบวา่ในช่วง
ระยะเวลา 4 ชั!วโมงหลงัจากการฉีด MC4R antagonist  ที!ระดบั 1.6 และ 3.2 nmol ปลาทองมีการกินได้
สะสมเพิ!มขึ-นเมื!อเปรียบเทียบกบัปลาทอง ที!ฉีดดว้ยนํ-าเกลือ แต่การฉีด MC4R antagonist  ที!ระดบั 1.6 
และ 3.2 nmol ไม่มีผลแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั การศึกษาในปลา rainbow trout พบวา่การฉีด MC4R 
antagonist  ที!ระดบั 3.0 nmol ส่งผลใหมี้การกินไดเ้พิ!มขึ-นไม่แตกต่างจาก การฉีด MC4R antagonist  ที!
ระดบั 1.0 nmol และ 0.3 nmol แต่การฉีด MC4R antagonist  ทั-ง 3 ระดบัส่งผลให้ปลา rainbow trout มีการ
กินไดเ้พิ!มมากขึ-นเมื!อเปรียบเทียบกบักลุ่มที!ฉีดนํ-าเกลือ แต่การฉีด MC4R antagonist  ชนิด SHU9119 ที!
ระดบั 0.3, 1.0 และ 3.0 nmol ไม่มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้เมื!อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที!ฉีดนํ-าเกลือ 
ซึ! งจากการที! HS024 มีประสิทธิภาพต่อการเพิ!มการกินไดม้ากกวา่ SHU9119 เพราะ HS024 มี
ความสามารถในการจบักบั MC4R ของปลา rainbow trout ไดสู้ง (high affinity) กวา่ SHU9119 
(Schjolden, et al., 2008) ซึ! งในการศึกษาบทบาทการทาํงานของยนี MC4R ต่อการควบคุมการกินไดข้อง
ปลายงัมีการศึกษานอ้ย ดงันั-นจึงค่อนขา้งมีขอ้จาํกดัในการหาระดบัของการฉีด MC4R antagonist ที!จะ
ฉีดเพื!อยบัย ั-งการทาํงานของยีน MC4R ในปลาได ้ ดงันั-นจึงไดท้าํการรวบรวบระดบัของการฉีด MC4R 
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antagonist ในสัตวช์นิดอื!น ๆ เพื!อเป็นขอ้มูลประกอบในการหาระดบัที!เหมาะสมในการนาํไปศึกษา
ทดลองในปลาสลิด และนอกจากนี- มีรายงานการศึกษาของผลของการยบัย ั-งการทาํงานของ MC4R ใน
ระยะยาวในหนู โดยมีการฉีด MC4R antagonist  ชนิด HS014 ที!ระดบั 1 nmol เป็นระยะเวลา 6 วนั วนัละ 
2 ครั- ง พบวา่หนูที!ถูกฉีดดว้ย HS014 มีการการกินไดที้!เพิ!มตั-งแต่ในวนัที! 1-6 และมีนํ-าหนกัตวัที!เพิ!มขึ-น
ในวนัที! 4-6 เมื!อมีการหยดุฉีด HS014 หนูจะมีการกินไดล้ดลง (Kask, et al., 1999) และมีรายงาน
การศึกษาของ Jonsson และคณะ (2002) ซึ! งทาํการทดลองในหนู พบวา่เมื!อมีการฉีด HS024 ที!ระดบั 0.1 
nmol ต่อชั!วโมง โดยฉีดทาง ICV พบวา่หลงัจากการฉีดตลอดระยะเวลา 4 สัปดาห์ หนูที!ไดรั้บการฉีด 
HS024 มีการเพิ!มการกินไดแ้ละมีนํ-าหนกัตวัเพิ!มขึ-น ผลการศึกษาผลของการใช ้MC4R antagonist ต่อ
การเพิ!มอตัราการกินไดใ้นสัตวแ์สดงดงัตารางที! 1.2 

 ในสัตวเ์ลี-ยงลูกดว้ยนมและในปลากระดูกแขง็ส่วนใหญ่ มียนี MCRs ทั-งหมด 5 subtype 
ซึ! งยนี MCRs จะไม่มีส่วนของ intron และมีเพียง 1 exon อยา่งไรก็ตามปลาในกลุ่ม puffer fish ยกเวน้ใน
ปลา zebrafish (Danio rerio) ที!มียนี MC2R และ MC5R ที!ประกอบดว้ย 1 intron และ 3 intron 
ตามลาํดบั ซึ! ง MCRs ของปลาในกลุ่ม puffer fish จะมีทั-งหมด 4 subtype ซึ! งประกอบไปดว้ย MC1R, MC2R, 
MC4R และ MC5R ในปลา zebrafish มี MCRs ทั-งหมด 5 subtype ประกอบดว้ย MC1R, MC2R, MC4R, 
MC5Ra และ MC5Rb (Logan et al.,  2003) ยนี MCRs แต่ละตวันั-นมีบทบาทหนา้ที!ในการทาํงานที!แตกต่าง
กนัยนี MCRs 2 ตวั ที!มีความสาํคญัต่อการควบคุมการกินได ้คือยนี MC3R และยนี MC4R การศึกษาวจิยั
ทางดา้นเทคโนโลยกีารผลิตสัตวจึ์งใหค้วามสนใจกบัยนี MC4R เพราะมีรายงานวิจยับทบาทหนา้ที!สาํคญั
เกี!ยวขอ้งกบัอตัราการกินได ้(feed intake) และการควบคุมสมดุลของพลงังาน (energy homeostasis) ใน
สัตวเ์ลี-ยงลูกดว้ยนมและสัตวมี์กระดูกสันหลงัส่วนใหญ่มีการแสดงออกของยนี MC4R ที!บริเวณสมอง
เป็นหลกั ไดแ้ก่ สมองส่วน telencephalon, metencephalon, mesencephalon และ diencephalon 
นอกจากนี-พบวา่ในไก่และปลานั-น ยนี MC4R มีการแสดงออกในอวยัวะต่าง  ๆ(Takeuchi and Takahashi, 
1998; Kobayashi et al., 2008) ไดมี้การศึกษาการโคลนยนี MC4R ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัต่าง ๆ ดงัสรุป
ในตารางที! 1.3 
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ตารางที� 1.2 ผลของ MC4R antagonist ต่อการกินไดใ้นสัตว ์
 

ชนิด Antagonist ระดับ 
(หน่วย / กรัม 
นํ.าหนักตัว) 

วธิีการ ระยะเวลา 
(หลงัจาก
การฉีด) 

ผลการศึกษา ที�มา 

Goldfish HS024 0.8 nmol 
1.6 nmol 
3.2 nmol 

ICV 4 ชั!วโมง ที!ระดบัการฉีด 1.6 และ 3.2 nmol ปลามีระดบัการกินมากกวา่ในกลุ่ม
ควบคุม แต่ไม่มีความแตกต่างจากระดบั 0.8 nmol อยา่งมีนยัสาํคญั 

Cerda-Reverter 
et al. (2003) 

Rainbow 
trout 

HS024 0.3 nmol 
1.0 nmol 
3.0 nmol 

ICV 1 ชั!วโมง 
 

ที!ระดบัการฉีด 3.0 nmol ปลามีระดบัการกินมากที!สุด แต่การฉีด 
HS024 ในระดบัต่าง ๆไม่มีความแตกต่างจากอยา่งมีนยัสาํคญั  

Schjolden et al. 
(2008) 

SHU9119 0.3 nmol 
1.0 nmol 
3.0 nmol 

ICV 1 ชั!วโมง 
 

ไม่มีผลต่อการกินได ้เมื!อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

หมายเหตุ : BW =body weight, ICV = Intracerebroventricular injection (ฉีดเขา้ในสมองส่วน cerebroventricular)  
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ตารางที� 1.2 ผลของ MC4R antagonist ต่อการกินไดใ้นสัตว ์(ต่อ) 
 

ชนิด Antagonist ระดับ 
(หน่วย / กรัม 
นํ.าหนักตัว) 

วธิีการ ระยะเวลา 
(หลงัจากการฉีด) 

ผลการทดลอง ที�มา 

Ring  
dove  
 

AgRP 1 nmol ICV 10-12 ชั!วโมง มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้ 

Strader et al. 
 (2003) 

HS014 0.02 nmol 
0.2 nmol 
2.0 nmol 

ICV 4 ชั!วโมง ทุกระดบัการฉีด HS014 มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้
เมื!อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

8 ชั!วโมง ที!ระดบัการฉีด HS014 2.0 nmol มีผลต่อการเพิ!ม
ระดบัการกินได ้

SHU9119 0.02 nmol 
0.2 nmol 
2.0 nmol 

ICV 8-24 ชั!วโมง 
 

ทุกระดบัการฉีด HS014 มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้
เมื!อเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 

หนู (Rat) SHU9119 10 pmol 
50 pmol 
 

PVN 2-24 ชั!วโมง 
 

ที!ระดบัการฉีด 50 pmol มีระดบัการกินไดสู้งกวา่ที!
10 pmol และทั-งสองระดบัมีผลต่อการเพิ!มการกินไดสู้ง

กวา่ในกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญั 

Giraudo 
et al.   
(1998) 

หมายเหตุ : BW =body weight, ICV = Intracerebroventricular injection (ฉีดเขา้ในสมองส่วน cerebroventricular), PVN = Paraventricular nucleus injection  
(ฉีดเขา้ในสมอง paraventricular)
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ตารางที� 1.2 ผลของ MC4R antagonist ต่อการกินไดใ้นสัตว ์(ต่อ) 
 

ชนิด Antagonist ระดับ 
(หน่วย / กรัม 
นํ.าหนักตัว) 

วธิีการ ระยะเวลา 
(หลงัจากการฉีด) 

ผลการทดลอง ที�มา 

หนู
(Rat) 

SHU9119 0.3 nmol 
1.0 nmol 
3.0 nmol 
6 nmol  

ICV  1-4 ชั!วโมง ที!ระดบัการฉีด 1.0 nmol มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้ 

Kask et al. (1998) 

3-4 ชั!วโมง ที!ระดบัการฉีด 0.3 nmol มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้

 HS014 0.1 nmol 
0.33 nmol 
1.0 nmol 
3.3 nmol 
10.0 nmol 

ICV 1-4 ชั!วโมง ที!ระดบัการฉีด 1.0 nmol มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้และมี
การกินไดล้ดลงเมื!อมีระดบัการฉีดที!สูงขึ-น 

 HS024 0.1 nmol 
0.33 nmol 
1.0 nmol 

ICV 2-4 ชั!วโมง การฉีดที!ระดบั 1.0 nmol มีผลต่อการเพิ!มระดบัการกินได ้  

หมายเหตุ : BW =body weight, ICV = Intracerebroventricular injection (ฉีดเขา้ในสมองส่วน cerebroventricular) 
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ตารางที� 1.2 ผลของ MC4R antagonist ต่อการกินไดใ้นสัตว ์(ต่อ) 
 

ชนิด Antagonist ระดับ 
(หน่วย / กรัม  
นํ.าหนักตัว) 

วธิีการ ระยะเวลา 
(หลงัจากการ
ฉีด) 

ผลการทดลอง ที�มา 

หนู
(Rat) 

HS131 0.01 mg/kg 
0.1 mg/kg 

1.0 mg/kg 

IP 4 ชั!วโมง ไม่มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้ 

Schioth  
et al. (2003) 

  0.01 mg/kg 
0.1 mg/kg 

1.0 mg/kg 

SC 2 ชั!วโมง ที!ระดบัการฉีด 1.0 mg/kg มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้ 

  0.025 µg 
0.1 µg 
0.4 µg 
1.6 µg 

ICV 2 ชั!วโมง การฉีดที!ระดบั 0.1, 0.4 และ 1.6 µg มีผลต่อการเพิ!มระดบั
การกินได ้  

หมายเหตุ : BW =body weight, IP = Intraperitoneal injection (ฉีดเขา้ช่องทอ้ง), SC = Subcutaneous injection (ฉีดเขา้ใตผ้วิหนงั),  
ICV = Intracerebroventricular injection (ฉีดเขา้ในสมองส่วน cerebroventricular) 
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ตารางที� 1.3   ความยาวของโปรตีน MC4R ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ 
 

GenBank accession no. ชนิดสัตว ์ จาํนวนกรดอะมิโน 
NP_005903 
NP_037231 
NP_058673 
NP_776535, AAG17639 
NP_001119842 
NP_001074193 
NP_999338 
NP_001026685 
NP_775385 
NP_001027732,AA065551 
AAS45132 
CAD58853 

คน (human) 
หนู (rat) 

หนู ( mouse) 
ววั (cattle) 

แกะ (sheep) 
สุนขั (dog) 
สุกร (pig) 

ไก่ (chicken) 
ปลามา้ลาย (zebrafish) 

ปลาฟุกุ (Fugu) 
ปลาเทร้า (trout) 

ปลาทอง (goldfish) 

332 
332 
332 
332 
332 
332 
332 
331 
326 
322 
339 
326 
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การควบคุมสมดุลของพลงังานมี 2 แบบ คือ แบบ positive energy balance และแบบ 
negative energy balance ซึ! งการควบคุมสมดุลของพลงังานแบบ positive energy balance ในสภาวะปกติ

จะมีการเพิ!มการใชพ้ลงังาน (energy expenditure) และลดการกินได ้ซึ! งเป็นผลจากการที! α-MSH จบักบั 
MC4R ทาํใหมี้การยบัย ั-งการกินได ้และจะมีการใชพ้ลงังานเพิ!มขึ-น หากในสภาวะที!มีการเหนี!ยวนาํดว้ย
อาหารที!มีไขมนัสูง จะมีผลทาํใหมี้การเพิ!มนํ-าหนกัของ adipose tissue ซึ! งจะมีผลทาํใหร้ะดบั leptin ใน
พลาสมาเพิ!มขึ-น มีผลทาํใหมี้ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี POMC เพิ!มขึ-น (เนื!องจาก leptin จะ

เป็นตวัส่งสัญญาณไปที!สมองบริเวณ arcuate nucleus เพื!อกระตุน้ POMC มีการสังเคราะห์ α-MSH) แต่การ
แสดงออกของ AgRP ลดลง (ในบริเวณ arcuate nucleus ของสมองส่วน hypothalamus)   การควบคุมสมดุล
ของพลงังานแบบ negative energy balance ในสภาวะปกติจะมีการเพิ!มการกินไดแ้ละลดการใช้
พลงังาน ซึ! งเป็นผลจากการ AgRP ไปจบักบั MC4R ซึ!งมีผลทาํใหเ้กิดการกระตุน้การกินได ้จึงทาํใหมี้การ
ใชพ้ลงังานนอ้ยลง ในขณะเดียวกนัระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี AgRP เพิ!มขึ-น แต่การ

แสดงออกของ POMC ลดลง ทาํใหมี้การสังเคราะห์ α-MSH ลดลงดว้ย  (Schwartz  et al., 2000; Adan and 
Kas, 2003) ดงัแสดงในภาพที! 1.1  

  จากการศึกษาของ Balthasar และคณะ (2005) เมื!อมีการยบัย ั-งการทาํงานของ MC4R โดย
การ knockdown ยนี MC4R ในหนู พบวา่หนูที!ถูก knockdown ยนี MC4R มีการกินไดที้!เพิ!มขึ-น และมี
นํ-าหนกัไขมนัเพิ!มขึ-นเมื!อเปรียบเทียบกบัหนูปกติ (wild type) เนื!องจากมีการลดการทาํงานของยนี MC4R 
ก็จะมีผลต่อการเพิ!มการกินได ้ จึงทาํใหเ้กิดการสะสมเนื-อเยื!อของไขมนั และมีการศึกษาผลของการฉีด
สารกระตุน้การทาํงานของ MC4R (MC4R agonist เช่น MTII) ในหนู knockdown ยนี MC4R และหนู
ปกติ ซึ!ง agonist MC4R MTII เป็นสารสังเคราะห์ MSH analogs โดยจะเขา้จบักบั MC4R จึงทาํใหเ้กิดการ
ยบัย ั-งการกินได ้ซึ! งพบวา่หนูปกติ (wild type) มีการกินไดที้!ลดลงและมีการใชอ้อกซิเจน 
(oxygen consumption) เพิ!มขึ-น เมื!อเปรียบเทียบกบัหนู knockdown ยนี MC4R เนื!องจากในหนูปกตินั-นมี
การทาํงานของ MC4R ที!เป็นปกติจึงทาํใหเ้กิดการยบัย ั-งการกินได ้และเมื!อหนูมีการกินอาหารนอ้ยลงจึงมี
การนาํไขมนัที!สะสมมาเผาพลาญเป็นพลงังานสาํหรับการดาํรงชีวิต  

บทบาทของ MC4R ต่อการควบคุมการกินเกิดจากการที! POMC ที!อยูใ่นสมอง ทาํการ

สังเคราะห์ α-MSH แลว้หลั!งออกมา ซึ! ง α-MSH จะถูกส่งมาที!สมองบริเวณไฮดปธาลามสั เพื!อมาจบักบั 
MC4R ซึ!งจะมีผลทาํใหเ้กิดการยบัย ั-งการกินได ้(Irani and Haskell-Luevano, 2005) ในขณะที! AgRP ก็ถูก
หลั!งมาจากสมอง เพื!อเขา้มาจบั MC4R ซึ! งมีผลทาํใหเ้กิดการกระตุน้การกินไดใ้นสัตว ์เมื!อ α-MSH มาจบั
กบั MC4R จะมีการส่งสัญญาณมากระตุน้ให้เอนไซม ์adenylyl cyclase ใหมี้การเพิ!ม cyclic adenosine 
monophosphate (cAMP) ภายในเซลล ์ซึ! ง cAMP จะไปกระตุน้ให ้protein kinase A (PKA) ทาํงาน 
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โดย PKA จะเร่งการเกิดปฏิกิริยาการเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ของ gene regulartory protein ใน
การทาํงานดงักล่าวจะมีผลทาํใหเ้กิดการยบัย ั-งการกินได ้และในทางตรงกนัขา้มเมื!อ AgRP เขา้มาจบั 
MC4R  จะเหนี!ยวนาํให ้MC4R มีการเปลี!ยนโครงสร้าง ซึ! งจะทาํใหเ้กิดการทาํงานของเอนไซม ์
phosphodiesterase และทาํใหมี้การลดระดบั cAMP ภายในเซลล ์จึงมีผลทาํใหล้ดการทาํงานของ PKA ใน
การเร่งการเกิดปฏิกิริยาการเติมหมู่ฟอสเฟต (phosphorylation) ของ gene regulartory protein ในการ
ทาํงานดงักล่าวจะมีผลทาํใหเ้พิ!มการกินได ้(Sanchez et al., 2009) ดงัแสดงในภาพที! 1.2  

 
 
 

 
 

ภาพที� 1.1 ระบบ melanocortin ในสมองต่อการรักษาสมดุลพลงังาน เมื!อมีการกินอาหารที!มีไขมนัสูง 
 (A) และเมื!อมีการกินอาหารอยา่งจาํกดั (B) 
ที!มา : Adan and Kas (2003) 
 
 
 
 

B 

A 
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ภาพที� 1.2 การทาํงานของ MC4R ต่อการควบคุมการกินได ้
  
 

Paraventricular nucleus 

and 

Dorsomedial hypothalamus 

Arcuate nucleus 

 
 

POMC 
 AgRP 
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วตัถุประสงค์ของการวจัิย 
 

1. เพื!อโคลนยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการเจริญเติบโต ยีนในกลุ่ม house keeping gene  
2. เพื!อโคลนและศึกษาถึงบทบาทของยนีเมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ (melanocortin 4 receptor; 

MC4R) ต่อการกินอาหารและผลของภาวะการอดอาหารต่อการแสดงออกของยนีดงักล่าวใน
ปลาสลิด 

3. เพื!อโคลนและศึกษาถึงบทบาทของยนีนิวโรเปปไทดว์าย (neuropeptide Y, NPY) ผลของ
ภาวะการอดอาหารต่อการแสดงออกของยนีดงักล่าวในปลาสลิด 
 

ขอบเขตของงานวจัิย 
 

 การวจิยัในครั- งนี- มุ่งเนน้จะโคลนยนีที!จะเป็นประโยชน์ต่อการศึกษาทางพนัธุกรรมของ
ปลาสลิด โยไดท้าํการโคลนยีนที!เกี!ยวขอ้งกบัการเจริญเติบโตของปลาสลิด ยนีที!อยูใ่นกลุ่ม house 
keeping gene และยนีที!น่าจะมีบทบาทควบคุมการกินไดใ้นปลาสลิด โดยการวจิยันี-ไดโ้คลนชิ-นส่วนของ 
cDNA ของยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการเจริญเติบโตไดแ้ก่ growth hormone, insulin like growth 
factor-1, และ insulin like growth factor-2 และไดที้!โคลนชิ-นส่วนของ cDNA ของยนีในกลุ่ม house 

keeping gene ไดแ้ก่ β-actin, Eleongation factor 1, และ glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 
นอกจากนี-ในการวจิยันี-ไดด้าํเนินการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยนี MC4R รวมทั-งการวเิคราะห์
โครงสร้างโปรตีนและการเปรียบเทียบความเหมือนกนัของโปรตีน MC4R กบัสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิด
อื!น ๆ ทาํการศึกษาการแสดงออกของยีน TpMC4R ในระหวา่งการพฒันาการของตวัอ่อน, ในอวยัวะ
ต่าง ๆ และในระหวา่งมื-ออาหารและในสภาวะการอดอาหารของปลาสลิด ทาํการศึกษาผลของการ
ใช ้MC4R antagonist ต่อการเพิ!มอตัราการกินไดข้องปลาสลิด และไดท้าํการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์
ของยนี NPY และศึกษาผลของการอดอาหารต่อการเปลี!ยนแปลงการแสดงออกของยนี NPY ที!ระดบัการ
ทรานสคริบชนั 
 
ประโยชน์ที�คาดว่าจะได้รับ 
 

    ผลงานวจิยันี-จะทาํใหไ้ดข้อ้มูลเชิงวชิาการ โดยทราบขอ้มูลยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการ
เจริญเติบโตและการกินไดใ้นปลาสลิด และการนาํไปประยกุตใ์ชใ้นดา้นพนัธุศาสตร์ของปลาสลิด และ
อาจะนาํไปใชใ้นการพฒันาเทคโนโลยกีารเพาะเลี-ยงปลาสลิดใหมี้การเจริญเติบโตเร็วขึ-น มีระยะเวลาการ
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เลี-ยงที!สั-นลง  ขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของ cDNA ในงานวจิยันี-สามารถนาํไปใช้
เป็นขอ้มูลพื-นฐานในการศึกษาวจิยัในปลาอื!น ๆ ได ้ เป็นขอ้มูลสนบัสนุนดา้นความสัมพนัธ์ทาง
ววิฒันาการระหวา่งสิ!งมีชีวิต  
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บทที� 2 
วธีิดําเนินการวจิัย 

 
 การศึกษาการแสดงออกของยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการกินอาหารในปลาสลิด 

ไดด้าํเนินการทดลองที! ศูนยเ์ครื!องมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีอาคารเครื!องมือ 3 และฟาร์ม
มหาวทิยาลยั แผนกสัตวน์ํ-า เพื!อศึกษาผลของการแสดงออกของยนีต่อการกินอาหารในปลาสลิด อนั
จะมีผลต่อการเจริญเติบโตต่อไป จึงไดแ้บ่งการศึกษาวจิยัออกเป็น 3 การทดลองยอ่ย ไดแ้ก่  
 
การทดลองที! 1 การโคลนยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการกินอาหาร ยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัระบบควบคุมการ

เจริญเติบโต และยนี house keeping gene 
การทดลองที! 2 การศึกษาการแสดงออกของยนีเมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ (Melanocortin 4 

receptor) ต่อการกินอาหารในรอบวนัและการอดอาหาร  
การทดลองที! 3 การศึกษาการแสดงออกของยนีนิวโรเปปไทดว์าย (Neuropeptide Y) และผลของการ 

อดอาหารกต่อการแสดงออกของยนี Neuropeptide Y 
 
การทดลองที� 1 การโคลนยีนที�เกี�ยวข้องกบัการกินอาหาร ยนีที�เกี�ยวข้องกบัระบบควบคุมการ

เจริญเติบโต และยนี house keeping gene 
 

การโคลนยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการกินอาหาร ยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัระบบควบคุมการ
เจริญเติบโต และยนี house keeping gene ทาํโดยวธีิ 3’-Rapid Amplification cDNA Ends (3’-RACE) 
โดยการออกแบบไพรเมอร์ที!มีความจาํเพาะกบัยนีที!ตอ้งการโคลน แลว้ใชไ้พรเมอร์ที!จาํเพาะกบัยนี
และไพรเมอร์ที!ที!จาํเพาะกบั adaptor ที!ปลาย 3’ของปลาย cDNA (3’-RACE) ในการโคลนยนี จากนั-น
ทาํการวเิคราะห์ลาํดบันิวคลีโอไทด ์ดงัรายละเอียดดงัต่อไปนี-  

 
1. ปลาสลดิที�ใช้ในการศึกษา 
นาํปลาสลิดมาจากฟาร์มในเขตจงัหวดันครราชสีมา มาพกัเลี-ยงที!ฟาร์มประมงของ

มทส. โดยทาํการเลี-ยงปลาในบ่อปูนซีเมนตข์นาด 5 x 10 x 1 ลูกบาศกเ์มตร ทาํการฝึกปลาสลิดใหกิ้น
อาหารสาํเร็จรูปทางการคา้ (โปรตีน 40 %, ไขมนั 6%) โดยใหกิ้นอาหารวนัละ 2 ครั- ง ที!เวลา 10.00 น. 
และ 16.00 น. ตลอดการทดลอง 
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2. การเกบ็ตัวอย่างสมองและตับของปลาสลดิ 
 นาํปลาสลิดที!มีสุขภาพดีที!มีนํ-าหนกัประมาณ 60 กรัม มาทาํการเก็บสมอง โดยนาํปลา

สลิดไปแช่ใน 300 ppm 2-phenoxyethanol เพื!อทาํการสลบปลาสลิด หลงัจากนั-นทาํการเปิดกะโหลก
ปลาและใชคี้มปลายแหลมดึงสมองออกมาจากโพรงกะโหลก  การเก็บตวัอยา่งตบัปลาสลิดใชมี้ด
ผา่ตดัผา่ช่องทอ้งปลา เพื!อเก็บตวัอยา่งตบั   

  
3. การสกดั Total RNA และการสร้าง the first strand cDNA 
 สกดั total RNA โดยใชส้าร trizol (invritrogen) โดยใชต้วัอยา่งสมองหรือตบั 

ประมาณ 50-100 มิลลิกรัม ต่อสารละลาย Trizol 1 มิลลิลิตร ตามวธีิการที!แนะนาํโดยบริษทัผูผ้ลิต 
แลว้ทาํการยอ่ย DNA ดว้ย RNase-free Dnase จากนั-นทาํใหบ้ริสุทธิ� ดว้ย phenol/Chloroform 
ตกตะกอน total RNA ดว้ย 99.5 % เอธานอลปริมาตร 3 เท่าของปริมาตรสารละลาย ปั!นแยกตะกอน
และละลายตะกอนดว้ยนํ-าปราศจาก RNase (DEPC water) แลว้จึงทาํการสังเคราะห์ the firtst strand 
cDNA ดว้ยชุดนํ-ายาสาํเร็จรูป SMARTTM RACE cDNA amplification kit ตามวธีิการที!ระบุมากบัชุด
นํ-ายา  และเก็บตวัอยา่ง cDNA ไวที้!อุณหภูมิ -20oC 

   
4. การออกแบบไพรเมอร์ 
4.1 ไพรเมอร์สาํหรับการโคลนยนี เมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ ทาํการรวบรวมขอ้มูล

ของยนี MC4R ในสัตวช์นิดต่าง ๆ  โดยเฉพาะในปลาที!ไดมี้การรายงานไวใ้นฐานขอ้มูล
ของ GenBank database (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) จากนั-นทาํการเปรียบเทียบความตรงกนั 
(alignment) ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MC4R (ดงัภาพที! 2.1) โดยใชโ้ปรแกรม EBI Tools 
Clustal W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)  และทาํการออกแบบไพรเมอร์เพื!อนาํมาใช้
ในการโคลน cDNA ของยนี TpMC4R ดา้นปลาย 3’ (ดงัตารางที! 2.1) 

4.2 ไพรเมอร์สาํหรับการโคลนยนีนิวโรเปปไทดว์าย ทาํการออกแบบเช่นเดียวกบัขอ้ 
4.1 และมีรายละเอีดยของลาํดบันิวคลีโอไทดด์งัตารางที! 2.1 

4.3 ไพรเมอร์สาํหรับยีน growth hormone. Insulin like growth factor 1 และ 2, β-
actin, Eleongation factor 1, และ glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase ใชไ้พรเมอร์ที!มีอยู่
แลว้จากผลการวจิยัที!ผา่นมา 
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Goldfish   ---ATGAACACCTCACATCACCATGGACCGCATCATTCATACCGAAATCACAGCCAGGGGGCTTTG------ 63 

Zebrafish ---ATGAACACCTCACATCATCATGGACTGCATCATTCATTTCGGAACCACAGCCAAGGAGCTCTG------ 63

Karasu ---ATGAACGCCACCGATCCCCCTGGGAGGGTGCAGGACTTCAGCAACGGGAGCCAAACCCCGG-------- 61

Flounder   ---ATGAACACGACAGAACATCCTGGTCTGAGCCAAGGCTTCCACAACTGGAGCCAAACCGCG--------- 60

Saebass ---ATGAACACCACAGAGGCTCATGGATTGATCCATGGCTACCATAACCGGAGCCAAACCTCGGGC------ 63 

Trout      ATGATGAATTCCACAGACCACCAAGGGTTGATCTCTGTGGGCTATACCAGGAACCTCAGCACTGCTGGGACT 72 

Dogfish    ---ATGAACTCCTCGTTTCATCACAGGCTGCCGGAGACCCCGCAGCTCAGAAACCACAGCGTGGCG------ 63 

Human      ---ATGGTGAACTCCACCCACCGTGGGATGCACACTTCTCTGCACCTCTGGAACCGCAGCAGTTACAGACTG 69 

Chicken    ---ATGAATTTCACCCAGCATCGTGGGACACTCCAGCCTCTCCATTTCTGGAACCAGAGCA---ACGGACTG 66 

***       *       *   *                         * * *     

Goldfish   -----------CCAGTGGGAAAGCCTGATCAAGGTG-AGA GAGGATCAACCTCTGGATGTTACGAGCAGCTA 123

Zebrafish -----------CCGGTGGGAAAGCCCTCTCATGGTG-ACAGA GGATCAGCTTCTGGATGCTACGAGCAGTTG 123

Karasu -------------AGACGGACTTTCCAAACGAGGAG---AAGGAA TCGTCTACGGGATGCTACGAGCAGATG 117

Flounder   ---TCGCCACTGAACGAGGACTTTTCAGCCCAGGAC---AAGGACTCGTCGGCCGGATGTTACGAGCAGCTG 126

Saebass ATTTTGCCACTTAACAAAGACTTATCAGCAGAGGAG---AAGGACTCGTCCACAGGATGCTATGAACAGCTG 132

Trout      CTGGGAACCCTCAACAAAGACTCAGAGGGCGTTGGTATCAAGGACTCCTCAACAGGATGTTACGAGCAGCTC 144

Dogfish    -------AGATTCGCCAGCGCCAACGGCTCGCGCAG--TG ACGGCTTCTCTTCGGGATGCTACGAGCAACTC 126

Human      ---------CACAGCAATGCCAGTGAGTCCCTTGGAAAAG GCTACTCTGATGGAGGGTGCTACGAGCAACTT 132

Chicken    ---------CACAGGGGTGCCAGCGAGCCCAGTGCGAAGG GCCACTCCTCGGGAGGCTGCTATGAACAACTC 129

*        ** ** ** ** **  *  

Goldfish   CTCA TCTCCACAGAGGTCTTCCTCACACTCGGGCTCGTCAGTCTCCTGGAGAACATTTTAGTGATTGCTGCT 195

Zebrafish CTGA TCTCCACGGAGGTCTTCCTCACGCTCGGCCTGGTCAGCCTCCTGGAGAACATCCTTGTGATTGCAGCC 195

Karasu CTGATCTCCACGGAGGTGTTCCTGACTCTGGGAATCATCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTGGTCGCCGCT 189

Flounder   CTGA TCTCCACCGAGGTGTTCCTCACTCTGGGCATCGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTGGTCGCTGCT 198

Saebass CTGATTTCCCCAGAGGTTTTCCTCACTCTGGGCATTGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTTGTTGCTGCT 204

Trout      CTCA TCTCTACCGAGGTCTTTCTCACACTGGGGATAGTCAGTTTATTAGAGAACATCCTGGTGATTGCTGCC 216

Dogfish    TGGA TCTCGACGGAGGTCTTCCTCACGCTGGGCATCTTCAGCCTCTTGGCAAATATTTTGGTCATTGCAGCT 198

Human      TTTG TCTCTCCTGAGGTGTTTGTGACTCTGGGTGTCATCAGCTTGTTGGAGAATATCTTAGTGATTGTGGCA 204

Chicken    TTTG TATCCCCTGAAGTGTTTGTGACTCTGGGCATCATCAGCTTGCTGGAAAACGTCTTGGTCATTGTGGCA 201

* **  * ** ** **  * ** ** **  *  ****  *  * *  **  *  * **  * *  ** 

TCTCCACGGAGGTSTTCCTSAC

Goldfish   ATTATCAAGAACAAGAACCTTCATTCTCCCATGTACTTCTTTATCTGCAGTTTAGCTGTAGCAGACTTGTTG 267
Zebrafish  ATCGTCAAAAACAAGAACCTACATTCCCCTATGTACTTCTTCATCTGCAGCTTGGCTGTAGCAGACTTGTTA 267
Karasu     ATAGTGAAGAACAAGAATCTCCACTCGCCCATGTACTTTTTCATCTGCAGCCTGGCCGTGGCCGACATGCTC 261
Flounder   ATAATCAAGAACAAGAACCTTCACTCGCCGATGTACTTCTTCATCTGCAGCCTTGCCGTCGCTGACATGCTC 270
Saebass    ATCATCAAAAACAAGAACCTTCACTCACCTATGTACTTCTTCATCTGTAGCCTCGCTGTTGCTGACATGCTC 276
Trout      ATCATCAAGAATAAGAATCTTCACTCTCCC ATGTACTTATTCATCTGTTCTTTGGCTGTGGCAGACATGCTG 288
Dogfish    ATTGTCAAAAACAAGAACCTGCACTCGCCGATGTATTTTTTCATCTGCAGCTTGGCAGTGGCTGACATGCTG 270
Human      ATAGCCAAGAACAAGAATCTGCATTCACCCATGTACTTTTTCATCTGCAGCTTGGCTGTGGCTGATATGCTG 276
Chicken    ATAGCCAAGAACAAGAACCTCCATTCGCCCATGTACTTCTTCATCTGTAGCTTGGCAGTGGCTGACATGCTA 273

**    ** ** ***** ** ** ** ** ******** ** *****     * ** *** * **  ** * 

TCAGCCTSYTGGAGAACATCCT

Goldfish   GTCAGTGTCTCAAATGCCTCCGAAACGGTAGTGATGGCACTCATCACGGGGGGCAACCTAACTTATCGCGAG 339
Zebrafish GTGAGTGTCTCCAATGCTTCGGAAACAGTTGTGATGGCGCTCATCACTGGAGGCAACCTGACCAACCGTGAG 339
Karasu GTGAGCGTCTCCAACGCCTCCGAGACGATCGTCATAGCGCTCATCAACAGCGGCACGCTGACCATCCCCGCC 333
Flounder   GTCAGCGTCTCCAACGCCTCTGAGACCATCGTCATCGCGCTCATCAATGGAGGCAACCTGACCATCCCCGTC 342
Saebass GTCAGTGTCTCCAATGCCTCTGAGACTATTGTCATAGCGCTCATCAACGGAGGCAAGCTGACCATCCCCGTC 348
Trout      GTCAGCGTCTCCAACGCCTCCGAGACCATCGTCATCGCCCTGATCAACGGCGGCAACTTGACCATCTCCGGG 360
Dogfish    GTTAGCGTGTCCAACGCGTGGGAGACGATCTTCATTGCCATGTTAAAAAGCAGGCACTTAACGGCCCCGGAA 342
Human      GTGAGCGTTTCAAATGGATCAGAAACCATTGTCATCACCCTATTAAACAG---TACAGATACGGATGCACAG 345
Chicken    GTGAGTGTATCTAATGGATCAGAAACTATTGTCATCACGCTTCTAAACAA---TATAGATACAGACGCACAG 342

** ** ** ** ** *  ** ** **  *  * **  *  *  * *              **          

ATGTACTTYTTCATCTGCAGCY

MC4R Forward 1 MC4R Forward 2

Primer MC4R Forward 3

 
 
ภาพที� 2.1 การ alignment ของลาํดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MC4R ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ  

และการออกแบบไพรเมอร์สาํหรับการโคลน cDNA ของยีน TpMC4R ดา้นปลาย 3’ 
 

Primer MC4R-F3 

Primer MC4R-F2 Primer MC4R-F1 
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Goldfish   AGCATCATCAAGAACATGGACAACATTTTTGACTCGATGATCTGCAGCTCACTGTTGGCCTCCATTTGGAGT 411 
Zebrafish AGCATCATTAAGAACATGGACAACGTGTTTGACTCTATGATCTGCAGCTCTCTGTTGGCCTCCATTTGGAGT 411
Karasu ACGCTGATCAAGAGCATGGACAACGTGTTTGACTCCATGATCTGCAGCTCTTTGCTGGCGTCCATCTGCAGC 405
Flounder   ACGTTGATTAAAAGCATGGACAACGTGTTTGACTCTATGATCTGCAGCTCCCTGCTGGCGTCCATCTGCAGC 414
Saebass CAGTTGATCAAAAGCATGGACAATGTGTTTGACTCTATGATCTGTAGTTCTCTGTTAGCATCCATCTGCAGC 420
Trout      TCGCTCATAAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGTAGCTCACTGCTGGCGTCAATCTGTAGT 432
Dogfish    AATTTAATCAAGAACATGGACAACGTGTTTGACTCGATGATCTGCAGCTCTCTTCTGGCTTCCATTTGCAGC 414
Human      AGTTTCACAGTGAATATTGATAATGTCATTGACTCGGTGATCTGTAGCTCCTTGCTTGCATCCATTTGCAGC 417
Chicken    AGCTTTACCATAAACATTGACAATGTCATTGACTCAGTGATTTGCAGTTCCCTGCTTGCATCAATTTGCAGT 414

* *     *  ** ** **  *  *******  **** ** ** **  *  * ** ** ** ** **
Goldfish   TTGTTGGCCATAGCGGTGGACCGCTACATCACGATCTTCTACGCCTTGCGCTACCACAACATCATGACCCAA 483 
Zebrafish TTGTTGGCCATCGCGGTGGACCGCTACATCACAATCTTCTACGCTTTGCGCTACCACAACATCATGACCCAG 483
Karasu CTGCTCGCCATCGCCGTCGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCCCTGCGCTACCACAACATCGTCACCCTG 477
Flounder   CTGCTCGCTATCGCAGTCGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGATACCACAACATCGTCACCCTG 486
Saebass TTGCTGGCCATCGCGGTTGATCGTTACATCACTATCTTCTACGCACTGCGATACCACAACATTGGCACCCTG 492
Trout      CTCTTGGCCATCGCCATAGACCGCTACATCACCATATTCTACGCGCTGCGCTACCATAACATTGTGACGGTA 504
Dogfish    TTGCTGGCCATCGCTATTGACAGGTACATCACCATCTTCTACGCTCTGCGGTACCATAACATCGTGACAGTG 486
Human      CTGCTTTCAATTGCAGTGGACAGGTACTTTACTATCTTCTATGCTCTCCAGTACCATAACATTATGACAGTT 489
Chicken    CTCCTCTCAATAGCAGTGGACAGGTATTTTACTATCTTTTATGCCCTCCAGTACCATAATATCATGACGGTC 486

*  *  * ** **  * **  * **  * ** ** ** ** **  * *  * **** ** **    **  
Goldfish   CGGCGGGCGGGCACCATCATCACCTGCATCTGGACCTTGTGTACGGTCTCTGGCGTGCTCTTTATTGTGTAC 555
Zebrafish CGGCGGGCGGGCACCATCATCACCTGCATCTGGACCTTCTGCACAGTCTCCGGCGTACTCTTTATCGTGTAT 555
Karasu CGGAGAGCCTCGCTGGTCATCAGCAGCATCTGGACGTGCTGCACCGTGTCCGGCGTGCTCTTCATCGTCTAC 549
Flounder   CGGCGGGCGATGCTGGTCATCACCAGCATCTGGACGTGCTGCATCGTGTCTGGCATCCTCTTCATCATCTAC 558
Saebass CGGAGAGCAATGTTGGTCATCAGCAGCATCTGGACATGCTGCATTGTGTCCGGCATCCTGTTTATCATCTAC 564
Trout      AAGCGAGCGATGGCGGTAATCGCGTGCATCTGGTCGTGTTGTGTGGCATCGGGCGTGCTCTTCATTATCTAC 576
Dogfish    CGGAGGGCCCTGATGATTATCGCCGCCATCTGGGCAGCCTGCACGGGCTCAGGGATCCTCTTCATCGTTTAT 558
Human      AAGCGGGTTGGGATCATCATAAGTTGTATCTGGGCAGCTTGCACGGTTTCAGGCATTTTGTTCATCATTTAC 561
Chicken    AAGCGTGTAGGGGTCATCATCACATGCATCTGGGCGCTTGCACTGTCTCAGGCATTTTGTTCATCATTTACT 558

* * *         * **       ****** *                *   *    *      *    

Goldfish   TCTGAGAGCACCACCGTTCTCATCTGCCTTATCAGCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTTATGGCCTCGCTC 627
Zebrafish TCAGAAAGCACCACTGTTCTCATCTGCCTCATCAGCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTCATGGCCTCACTC 627
Karasu TCGGAGAGCACCACCGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCCTCCCTC 621
Flounder   TCGGAGAGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGTGTCGCTG 630
Saebass TCAGAGAGCACCACAGTGCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGTTGGTGCTCATGGCGTCGCTG 636
Trout      TCTGAGAGCACCACGGTCCTCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGCGCTCATGGCCTCTCTC 648
Dogfish    TCCGAGAGCACCGCAGTCATCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCGCCATGCTCGCCCTCATGGCCTCGCTC 630
Human      TCAGATAGTAGTGCTGTCATCATCTGCCTCATCACCATGTTCTTCACCATGCTGGCTCTCATGGCTTCTCTC 633
Chicken    TCTGACAGCAGCGTTGTCATCATCTGCCTTATCAGCATGTTCTTCACCATGCTCATTCTCATGGCATCCCTT 630

** ** ** *     **  ********** **** ********** *****  *    ** ****  ** **
Goldfish   TACGTCCACATGTTTCTTCTAGCCCGGCTGCACATGAAGCGCATTGCCGCCCTCCCTGGCAACGGCCCTATC 699
Zebrafish TACGTCCACATGTTCCTTCTAGCCCGGCTGCACATGAAACGGATCGCCGCCTTACCTGGAAACGGCCCGATA 699
Karasu TACGTCCACATGTTCCTGCTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCGGCGATGCCGGGCAACGCGCCCATC 693
Flounder   TACGTGCACATGTTCCTGCTGGCGCGCTTGCACACGAAGCGTATCGCGGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATC 702
Saebass TACGTCCACATGTTCCTGCTGGCCCGTTTGCACATGAAGCGCATCGCAGCATTGCCAGGGAACGCGCCCATC 708
Trout      TACGTCCACATGTTCATGCTGGCCCGCCTGCACATAAAGAGGATTGCCGTGCTGCCCGGGAACGTTCCCATC 720
Dogfish    TACGTGCACATGTTCATGCTGGCCCGCTTGCACGTCAAGCGCATCGCCGCCCTGCCCGGCAACGGCGCCGTC 702
Human      TATGTCCACATGTTCCTGATGGCCAGGCTTCACATTAAGAGGATTGCTGTCCTCCCCGGCACTGGTGCCATC 705
Chicken    TATGTTCACATGTTCATGATGGCTCGAATGCATATCAAGAAGATAGCAGTTCTTCCAGGGACTGGCCCCATT 702

** ** ********  *  * **  *    **    **    ** ** *   * ** ** *  *   * **  
 

ภาพที� 2.1 (ต่อ) 
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Goldfish   TGGCAGGCGGCAAATATGAAAGGGGCCATCACTATCACTATCCTGCTGGGAGTATTCGTGGTGTGCTGGGCT 771
Zebrafish TGGCAGGCGGCGAATATGAAGGGCGCCATTACCATTACTATACTACTGGGGGTGTTTGTGGTGTGCTGGGCG 771
Karasu CACCAGAGAGCCAACCTGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTGGGAGTGTTTGTGGTCTGCTGGGCG 765
Flounder   CTTCAGCGAGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 774 
Saebass CATCAGCGGGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCATCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCG 780
Trout      CGCCAGCGTGCCAACATGAAGGGCGCCATCACCCTCACCATCCTCCTGGGTGTGTTCGTAGTGTGCTGGGCT 792
Dogfish    CGCCAAGCGGCGAACATGAAAGGGGCGATCACGCTGACCATCCTGCTGGGGGTCTTTGTCGTCTGCTGGGCG 774
Human      CGCCAAGGTGCCAATATGAAGGGAGCGATTACCTTGACCATCCTGATTGGCGTCTTTGTTGTCTGCTGGGCC 777
Chicken    CGCCAAGGGGCCAACATGAAAGGGGCCATCACTCTCACTATACTGATTGGAGTTTTTGTTGTGTGCTGGGCC 774

**    ** **  **** ** ** ** **  * ** ** **  * ** ** ** ** ** ********
Goldfish   CCCTTTTTTTTGCACCTCATCCTCATGATTTCTTGCCCCCGGAATCCCTATTGCATCTGTTTCATGTCCCAC 843  
Zebrafish CCCTTTTTCTTGCACCTCATCCTCATGATCTCCTGCCCGCGGAATCCTTATTGTGTCTGCTTCATGTCACAC 843
Karasu CCTTTCTTCCTTCACCTCATCCTCATGATCACCTGCCCCAAGAACCCATACTGCACGTGCTTCATGTCCCAC 837
Flounder   CCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTCATGATCACGTGCCCGAGGAACCCGTACTGCACCTGCTTCATGTCCCAC 846
Saebass CCCTTTTTCCTCCACCTCATCCTCATGATCACTTGCCCCAGGAACCCCTATTGCACCTGCTTCATGTCCCAA 852
Trout      CCCTTTTTCCTCCACCTCATCCTCATGATATCATGCCCCAGGAACCCCTACTGTGCCTGCTTCATGTCACAC 864
Dogfish    CCTTTCTTCATGCACCTCATTCTCATGATCTCCTGCCCGCAGAACCCGTACTGTGTCTGCTTCATGTCGCAC 846
Human      CCATTCTTCCTCCACTTAATATTCTACATCTCTTGTCCTCAGAATCCATATTGTGTGTGCTTCATGTCTCAC 849
Chicken    CCATTTTTTCTGCACCTCATTTTCTACATCTCCTGCCCCTACAATCCTTACTGTGTGTGCTTCATGTCTCAC 846

** ** **  * *** * **  **   **  * ** **    ** ** ** **    ** ********  *
Goldfish   TTCAACATGTATCTGATCCTCATTATGTGCAACTCGGTCATAGACCCTCTCATCTACGCATTCAGGAGCCAA 915 
Zebrafish TTCAACATGTATCTGATCCTCATTATGTGCAACTCGGTCATAGACCCGCTCATATATGCCTTCAGAAGCCAA 915
Karasu TTCAACATGTACCTCATCCTCATCATGTGCAACTCCGTCATCGACCCCATCATCTACGCCTTTCGCAGCCAG 909
Flounder   TTCAACATGTACCTCATTCTCATCATGTGCAACTCCGTCATCGACCCCATCATCTACGCCTTCCGCAGCCAG 918
Saebass TTCAACATGTACCTCATCCTTATCATGTGCAACTCTGTCATTGACCCCATCATCTACGCGTTTCGCAGCCAA 924
Trout      TTCAACATGTACCTCATCCTCATCATGTGTAACTCTGTCATCGACCCACTGATCTACGCCTTCAGGAGCCAA 936
Dogfish    TTCAACATGTACTTAATCCTCATCATGTGCAACTCGGTCATCGACCCCCTCATCTACGCTTTCCGCAGTCAA 918
Human      TTTAACTTGTATCTCATACTGATCATGTGTAATTCAATCATCGATCCTCTGATTTATGCACTCCGGAGTCAA 921
Chicken    TTTAACTTCTACCTCATCCTCATCATGTGTAATTCCATCATTGATCCACTTATCTATGCATTTCGGAGTCAG 918

** *** * **  * ** ** ** ***** ** **  **** ** **  * ** ** **  *  * ** ** 

Goldfish   GAGATGAGGAAAACCTTCAAGGAGATCTGCTGCTGCTGGTATGGACTGGCGTCTCTGTGTGTATGA------ 981 
Zebrafish GAAATGAGGAAGACCTTCAAGGAGATCTGCTGCTGCTGGTATGGACTTGCATCTCTGTGTGTATAA------ 981
Karasu GAGATGAGAAAAACCTTCAAGGAGATCTTCTGCTG------CTCCCAAATGCTGGTGTGCATGTGA------ 969
Flounder   GAAATGAGGAAAACCTTCAAAGAGATTTTCTGCTG----- -CTCTCACGCTCTGCTGTGTGTGTGA------ 978
Saebass GAGATGAGAAAAACCTTCAAAGAGATTTTCTGCTG------CTCACACGCTCTCTTGTGCGTGTGA------ 984
Trout      GAGATGAGGAAGACCTTTAAGGAAATCTTCTGCTGGT---ACAGTCTGCCAAACCTGTGTGTGTGCGAGCTG 1005
Dogfish    GAAATGCGGAAGACCTTCAAAGAAATAATCTGCTGCT---ACAGTCTGCCGGGGCTGTGTGACCTG------ 981
Human      GAACTGAGGAAAACCTTCAAAGAGATCATCTGTTGCT---ATCCCCTGGGAGGCCTTTGTGACTTG------ 984
Chicken    GAGCTCAGGAAAACATTCAAAGAAATTATATGCTGCT---GTAACTTGAGAGGGCTTTGTGATTTA------ 981

**  *  * ** ** ** ** ** **    ** **                    * **    
Goldfish   ---------------
Zebrafish ---------------
Karasu ---------------
Flounder   ---------------
Saebass ---------------
Trout      CCAGGGAAATATTGA 1020 
Dogfish    ACAAGTGAATATTAA 996 
Human      TCTAGCAGATATTAA 999 
Chicken    CCTGGCAAATATTAG 996 

 
 
ภาพที� 2.1 (ต่อ)
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ตารางที� 2.1 ไพรเมอร์ที!ใชใ้นการศึกษา 
 
Primer Sequence PCR Primer order 

MC4R 
MC4R-F1 
MC4R-F2 
MC4R-F3 
MC4R-R1 
MC4R-R2 
MC4R-R3 
MC4R-RT-F 
MC4R-RT-R 
 

 
5’-TCTCCACGGAGGTSTTCCTSAC-3’ 
5’-TCAGCCTSYTGGAGAACATCCT-3’ 
5’-ATGTACTTYTTCATCTGCAGCY-3’ 
5’-GTGCAGGCGCGCCAGCAGGAACATG-3’ 
5’-CCAGCGTGGCCCTGCGCAACGTCAC-3’ 
5’-GGGGATGCTCAGCGTGCCTCCATTG-3’ 
5’-GCATCCTCTTCATCATCTACTCGGA-3’ 
5’-GCAGTAGGGGTTCCGGGGGCAGGTG-3’ 

 
3’RACE 
3’RACE 
3’RACE 
5’RACE 
5’RACE 
5’RACE 

Real-time RT-PCR 
Real-time RT-PCR 

 
Sense  
Sense(nested) 
Sense(nested) 
Antisense 
Antisense(nested) 
Antisense(nested) 
Sense 
Antisense 

NPY 
NPY-F1 
NPY-F2 
NPY-R1 
NPY-R2 
NPY-RT-F 
NPY-RT-R 
 

 
5’-GCATCCTAACTTGGTGAN-3’ 
5’-AAACCVGAGAACCCCGGGGAGG-3’ 
5’-ATCTCAGGACTGGACCTCTTCCCGT-3’ 
5’-GATGTAGTGTCTCAGGGCTGAGTAG-3’ 
5’-GCCATCCGGTTTGGCTCGACCTCAC-3’ 
5’-GGGTTGAGTATACACAGAGGCGGAT-3’ 

 
3’RACE 
3’RACE 
5’RACE 
5’RACE 

Real-time RT-PCR 
Real-time RT-PCR 

 
Sense  
Sense(nested) 
Antisense 
Antisense(nested) 
Sense 
Antisense 

Actin 
Actin-F 
Actin-RT-F 
Actin-RT-R 
 

 
5’-ACTACCTCATCAAGATCCTG-3’ 
5’-TGGCAATGAGAGGTTCCG-3’ 
5’-TGCTGTTGTAGGTGGTTTCG-3’ 

 
Actin 3’RACE  
Real-time RT-PCR 
Real-time RT-PCR 

 
Sense 
Sense 
Antisence 

GH 
GH-F1 
GH-F2 

 
5’-GCCAGCGTTTGTTCTCCAT-3’ 
5’-CAGAGACTCTTCTCGGACT-3’ 

 
3’RACE 
3’RACE 

 
Sense  
Sense(nested) 
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ตารางที� 2.1 ไพรเมอร์ที!ใชใ้นการศึกษา 
 
Primer Sequence PCR Primer order 

GAPDH 
GAPDH-F1 
GAPDH-F2 
 

 
5’-GGTTGTGGCCATCAATGACCCCTTC-3’ 
5’-TACATGTTCAAGTACGACTCCACCC-3’ 

 
3’RACE 
3’RACE 

 
Sense  
Sense(nested) 

EF1αααα 
EF1-F1 
EF1-F2 
 

 
5’-ATGGGAAAGGAAAAGACCCACATCA-3’ 
5’-CATTGGCCATGTCGACTCCGGCAAG-3’ 

 
3’RACE 
3’RACE 

 
Sense  
Sense(nested) 

IGF-1 
IGF-1-F1 
IGF-1-R1 
 

 
5’-ATGTCTAGCGCTTTTTCCCTTC-3’ 
5’-GTGGCATTTATGTGATGTCTTC-3’ 

 
cDNA cloning 
cDNA cloning 

 
Sense 
Antisence 

IGF-2 
IGF-2-F1 
IGF-2-R1 
 

 
5’-ATGGAAACCCAGCAAAGATACG-3’ 
5’-AACAGCAGAATGAAGGTCAAGAGGA-3’ 

 
cDNA cloning 
cDNA cloning 

 
Sense 
Antisence 

UPM-L 
 
NUP 

5’-CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCA  
GTGGTATCAACGCAGAGT-3’ 
5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’ 
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5. การโคลนยนี 
5.1  การโคลน 3’ cDNA ของ MC4R ในปลาสลดิ   
ทาํการโคลน 3’ cDNA ของ MC4R ในปลาสลิด โดยวธีิ nested PCR ซึ! งประกอบดว้ย 

การทาํปฏิกิริยา PCR 2 ครั- ง (primary and nested PCR) ในการโคลน MC4R จากปลาสลิดในครั- งนี-  
ใช ้gene specific primer 3 เส้น (sense primer) และ ไพรเมอร์ (reverse primer) จากชุดนํ- ายา 
SMARTTM RACE cDNA amplification kit  

การทาํ primary PCR โดยใชชุ้ดเอ็นไซม ์La Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใช้
ในปฏิกิริยา PCR คือ primer MC4R-F1 และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA 
amplification kit ไดท้าํการเตรียมปฏิกิริยาสาํหรับทาํ PCR สาํหรับปริมาตรทั-งหมด 10 µl ซึ! งประกอบ
ไปดว้ย 1.0 x buffer LA Taq, 2.5 mM MgCl2, 2 mM dNTP Mix, 1.0 µM ของไพรเมอร์แต่ะละเส้น 1 U  
LA Taq  และใช ้the first strand cDNA 3’ RACE ของสมองปลาสลิด เป็นดีเอน็เอแม่แบบ (DNA 
template)  โดยมีสภาวะการเพิ!มจาํนวนของดีเอน็เอในเครื!อง PCR (PCR condition) ดงันี-  95oC เป็น
เวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมาเปลี!ยนเป็น 95oC เป็นเวลา 45 วนิาที, 53oC เป็นเวลา 45 วนิาที และ
72oC เป็นเวลา 90 วนิาที ติดต่อกนัจาํนวน 35 รอบ และเขา้สู่ 72oC เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 
หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์ขนาดดีเอ็นเอดว้ย Agarose gel electrophoresis (1 %) 

นาํผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือจาง 50 เท่า เพื!อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ 
ในการทาํ nested PCR ดว้ยไพรเมอร์ MC4R-F2 หรือ MC4R-F3 (primer forward) และ ไพรเมอร์ NUP 
จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit )  โดยใชชุ้ดเอน็ไซม ์La Taq polymerase 
(Takara) และมีการเตรียมปฏิกิริยา และสภาวะของการเปลี!ยนอุณหภูมิเพิ!มปริมาณยนีในหลอด
ทดลอง เช่นเดียวกบัที!กล่าวมาแลว้ใน primary PCR หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์
ขนาดดีเอน็เอดว้ย Agarose gel electrophoresis (1 %) 

 

5.2  การโคลน 3’ cDNA ของ ββββ-actin  ในปลาสลดิ   

ทาํการโคลน 3’ cDNA ของ β-actin  ในปลาสลิด โดยวธีิ PCR ใช ้gene specific 
primer (Acitn-F; sense primer) และ ไพรเมอร์ (UPM-L; reverse primer) (ตารางที! 2.1) จากชุดนํ-ายา 
SMARTTM RACE cDNA amplification kit การทาํ PCR โดยใชชุ้ดเอน็ไซม ์La Taq polymerase 
(Takara) ไพรเมอร์ที!ใชใ้นปฏิกิริยา PCR คือ Actin-F และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE 
cDNA amplification kit ไดท้าํการเตรียมปฏิกิริยาสาํหรับทาํ PCR สาํหรับปริมาตรทั-งหมด 10 µl ซึ! ง
ประกอบไปดว้ย 1.0 x buffer LA Taq, 2.5 mM MgCl2, 2 mM dNTP Mix, 1.0 µM ของไพรเมอร์แต่ละ
เส้น, 1 U  LA Taq  และใช ้the first strand cDNA 3’ RACE ของตบัปลาสลิด เป็นดีเอน็เอแม่แบบ (DNA 
template)  โดยมีสภาวะการเพิ!มจาํนวนของดีเอน็เอในเครื!อง PCR (PCR condition) ดงันี-  95oC เป็น



26 

 

 
 

เวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมาเปลี!ยนเป็น 95oC เป็นเวลา 45 วนิาที, 55oC เป็นเวลา 45 วนิาที และ
72oC เป็นเวลา 90 วนิาที ติดต่อกนัจาํนวน 35 รอบ และเขา้สู่ 72oC เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 
หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์ขนาดดีเอ็นเอดว้ย Agarose gel electrophoresis (1 %) 

 
5.3  การโคลน 3’ cDNA ของ NPY  ในปลาสลดิ   
ทาํการโคลน 3’ cDNA ของ NPY ในปลาสลิด โดยวธีิ nested PCR ซึ! งประกอบดว้ย 

การทาํปฏิกิริยา PCR 2 ครั- ง (primary and nested PCR) ในการทาํ primary PCR โดยใชชุ้ดเอ็นไซม ์
La Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใชใ้นปฏิกิริยา PCR คือ primer NPY-F1 (ตารางที! 2.1) และ 
UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit ไดท้าํการเตรียมปฏิกิริยาสาํหรับทาํ 
PCR สาํหรับปริมาตรทั-งหมด 10 µl ซึ! งประกอบไปดว้ย 1.0 x buffer LA Taq, 2.5 mM MgCl2, 2 mM 
dNTP Mix, 1.0 µM ของไพรเมอร์แต่ะละเส้น 1 U  LA Taq  และใช ้the first strand cDNA 3’ RACE ของ
สมองปลาสลิด เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template)  โดยมีสภาวะการเพิ!มจาํนวนของดีเอ็นเอใน
เครื!อง PCR (PCR condition) ดงันี-  95oC เป็นเวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมาเปลี!ยนเป็น 95oC เป็น
เวลา 45 วนิาที, 55oC เป็นเวลา 30 วนิาที และ72oC เป็นเวลา 90 วนิาที ติดต่อกนัจาํนวน 35 รอบ และ
เขา้สู่ 72oC เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์ขนาดดีเอ็น
เอดว้ย Agarose gel electrophoresis (1 %) 

นาํผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือจาง 50 เท่า เพื!อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ 
ในการทาํ nested PCR ดว้ยไพรเมอร์ NPY -F2 (primer forward) (ตารางที! 2.1) และ ไพรเมอร์ NUP 
จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit )  โดยใชชุ้ดเอน็ไซม ์La Taq polymerase 
(Takara) และมีการเตรียมปฏิกิริยา และสภาวะของการเปลี!ยนอุณหภูมิเพิ!มปริมาณยนีในหลอด
ทดลอง เช่นเดียวกบัที!กล่าวมาแลว้ใน primary PCR หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์
ขนาดดีเอน็เอดว้ย Agarose gel electrophoresis (1 %) 

 
5.4  การโคลน 3’ cDNA ของ growth hormone (GH)  ในปลาสลดิ   
ทาํการโคลน 3’ cDNA ของ growth hormone (GH)   ในปลาสลิด โดยวธีิ nested PCR 

ซึ! งประกอบดว้ย การทาํปฏิกิริยา PCR 2 ครั- ง (primary and nested PCR) ในการทาํ primary PCR โดย
ใชชุ้ดเอน็ไซม ์La Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใชใ้นปฏิกิริยา PCR คือ primer GH -F1 
(ตารางที! 2.1) และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit ดงัรายละเอียด
ในวธีิการทดลองที! 5.3 นาํผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือจาง 50 เท่า เพื!อใชเ้ป็นดีเอ็นเอ
ตน้แบบ ในการทาํ nested PCR ดว้ยไพรเมอร์ GH -F2 (primer forward) (ตารางที! 2.1) และ ไพรเมอร์ 
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NUP จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit )  ดงัรายละเอียดในวธีิการทดลองที! 
5.3  

 
5.5  การโคลน 3’ cDNA ของ glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase 

(GAPDH)  ในปลาสลดิ   
ทาํการโคลน 3’ cDNA ของ glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)     

ในปลาสลิด โดยวธีิ nested PCR ซึ! งประกอบดว้ย การทาํปฏิกิริยา PCR 2 ครั- ง (primary and nested 
PCR) ในการทาํ primary PCR โดยใชชุ้ดเอ็นไซม ์La Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใชใ้น
ปฏิกิริยา PCR คือ primer GAPDH -F1 (ตารางที! 2.1) และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE 
cDNA amplification kit  และใช ้the first strand cDNA 3’ RACE ของตบัปลาสลิด เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
(DNA template)  ดงัรายละเอียดในวธีิการทดลองที! 5.3 นาํผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือ
จาง 50 เท่า เพื!อใชเ้ป็นดีเอน็เอตน้แบบ ในการทาํ nested PCR ดว้ยไพรเมอร์ GAPDH -F2 (primer 
forward) (ตารางที! 2.1) และ ไพรเมอร์ NUP จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit
ดงัรายละเอียดในวธีิการทดลองที! 5.3  

 

5.6  การโคลน 3’ cDNA ของ Elongation factor 1-αααα (EF-1αααα)  ในปลาสลดิ   

ทาํการโคลน 3’ cDNA ของ Elongation factor 1-αααα (EF-1αααα) ในปลาสลิด โดยวธีิ 
nested PCR ซึ! งประกอบดว้ย การทาํปฏิกิริยา PCR 2 ครั- ง (primary and nested PCR) ในการทาํ 
primary PCR โดยใชชุ้ดเอน็ไซม ์La Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใชใ้นปฏิกิริยา PCR คือ 
primer EF1-F1 (ตารางที! 2.1) และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit 
และใช ้the first strand cDNA 3’ RACE ของสมองปลาสลิด เป็นดีเอ็นเอแม่แบบ (DNA template)  ดงั
รายละเอียดในวธีิการทดลองที! 5.3 นาํผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือจาง 50 เท่า เพื!อใช้
เป็นดีเอ็นเอตน้แบบ ในการทาํ nested PCR ดว้ยไพรเมอร์ EF1-F2 (primer forward) (ตารางที! 2.1) และ 
ไพรเมอร์ NUP จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit )  ดงัรายละเอียดในวธีิการ
ทดลองที! 5.3  

  
5.7  การโคลน 3’ cDNA ของ Insulin like growth factor 1 (IGF-1) และ Insulin like 

growth  factor 2 (IGF-2)  ในปลาสลดิ   
ทาํการโคลน coding sequence (CDS) ของ Insulin like growth factor 1 (IGF-1) และ 

Insulin like growth factor 2 (IGF-2) ในปลาสลิด โดยวธีิ PCR โดยใชชุ้ดเอน็ไซม ์La Taq polymerase 
(Takara) ไพรเมอร์ที!ใชใ้นปฏิกิริยา PCR สาํหรับการโคลน IGF-1 คือ primer IGF-1-F1 และ IGF-1-
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R1 (ตารางที! 2.1) และ IGF-2 คือ primer IGF-2-F1 และ IGF-2-R1 (ตารางที! 2.1) โดยใชชุ้ดเอ็นไซม ์
La Taq polymerase (Takara) ไดท้าํการเตรียมปฏิกิริยาสาํหรับทาํ PCR สาํหรับปริมาตรทั-งหมด 10 µl 
ซึ! งประกอบไปดว้ย 1.0 x buffer LA Taq, 2.5 mM MgCl2, 2 mM dNTP Mix, 1.0 µM ของไพรเมอร์แต่ะ
ละเส้น 1 U  LA Taq  และใช ้the first strand cDNA 3’ RACE ของตบัปลาสลิด เป็นดีเอน็เอแม่แบบ 
(DNA template)  โดยมีสภาวะการเพิ!มจาํนวนของดีเอ็นเอในเครื!อง PCR (PCR condition) ดงันี-  95oC 
เป็นเวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมาเปลี!ยนเป็น 95oC เป็นเวลา 45 วนิาที, 55oC เป็นเวลา 30 วนิาที 
และ72oC เป็นเวลา 90 วนิาที ติดต่อกนัจาํนวน 35 รอบ และเขา้สู่ 72oC เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 
หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์ขนาดดีเอ็นเอดว้ย Agarose gel electrophoresis (1 %) 

 
6.  การวเิคราะห์ขนาดดีเอน็เอด้วย Agarose gel electrophoresis  การทาํชิ.นดีเอน็เอ

ในอะกาโรสเจลให้บริสุทธิg และการเชื�อมต่อชิ.นดีเอน็เอที�ผ่านการทาํให้บริสุทธิgเข้า
กบัเวกเตอร์พาหะ 

ทาํการเตรียม agarose gel ตามความเขม้ขน้ที!ตอ้งการแลว้เทลงในถาดสาํหรับเตรียม
เจล โดยตั-งทิ-งไวใ้หเ้จลแขง็ตวั  โดยใชก้ารบฟัเฟอร์ 0.5X TBE buffer, 60 ng/L ethidium bromide  
เป็นบฟัเฟอร์สาํหรับการวิเคราะห์ดีเอ็นเอ ทาํการแยกดีเอน็เอตามขนาดโมเลกุล แลว้จึงใชมี้ดผา่ตดั 
ตดัชิ-นเจลที!มีผลผลิต PCR ที!คาดวา่จะมี ยนีที!ตอ้งการ เพื!อนาํไปทาํใหบ้ริสุทธิ� ดว้ยชุดนํ- ายา QIAquick 
Gel extraction Kit (Qiagen) นาํชิ-นดีเอน็เอที!ผา่นการทาํใหบ้ริสุทธิ� เชื!อม (ligation) ต่อเขา้กบัเวคเตอร์
พาหะ pGEM®-T Easy vector ดว้ยชุดนํ-ายาสาํเร็จรูป (Promega)  (ภาพที! 2.2) 
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ภาพที� 2.2   พลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (A) และลาํดบันิวคลีโอไทด์และ Multiple 
Cloning site ของพลาสมิดเวคเตอร์ pGEM®-T Easy (B) (Promega) 

 

A 

B 

A 
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7.  การเตรียมเซลล์แบคทีเรียเจ้าบ้านให้เป็น competent cell และการนําพลาสมิดเข้า

สู่ competent cell 
 เลี-ยงเซลลแ์บคทีเรีย Escherichia coli JM109 (Promega) บน LB agar (1 % bacto-

tryptone, 0.5 % yeast extract, 0.5 % NaCl, 1.5 % agar) ที! 37 องศาเซลเซียส 16-18 ชั!วโมง เลือก
โคโลนีเดี!ยวมา 1 โคโลนีลงเลี-ยงใน SOB (2.0 % bacto-tryptone, 0.5 % yeast extract, 10 mM NaCl, 
2.5 mM KCl,  10 mM MgCl2, 10 mM MgSO4) 2 มิลลิลิตร เขยา่ที! 37 องศาเซลเซียส 16-18 ชั!วโมง 

จากนั-นเติม 250 µl ของแบคทีเรียที!เลี-ยงไวล้งใน SOB 60 มิลลิลิตร เขยา่ที! 25 องศาเซลเซียส 

ประมาณ 5-7 ชั!วโมง (OD550 ∼ 03-0.4) นาํแบคทีเรียที!ไดม้าแช่ในนํ-าแขง็ 10 นาที นาํไปปั!นที!
ความเร็วรอบ 3000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที เก็บส่วนของตะกอนแบคทีเรีย แลว้เติม 
10 มิลลิลิตรของ TFB (10 mM PIPES, 15 mM CaCl2.2H2O, 25 mM KCl, 55 mM MnCl2.4H2O) เขยา่
แบคทีเรียให้เขา้กนั แช่ในนํ-าแขง็ 10 นาที นาํไปปั!นที!ความเร็วรอบ 3000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 15 นาที เก็บส่วนของตะกอนแบคทีเรีย แลว้เติม 2.4 มิลลิลิตรของ TFB เขยา่แบคทีเรียให้
เขา้กนั แช่ในนํ-าแขง็ 10 นาที แลว้ติม DMSO ใหมี้ความเขม้ขน้เท่ากบั 7 % เขยา่ใหเ้ขา้กนัแช่ใน
นํ-าแขง็ 10 นาที เก็บ competent cell ที! -80 องศาเซลเซียส จนกวา่จะนาํมาใช ้

หลงัจากทาํการเชื!อมต่อ ผลผลิต PCR เขา้สู่พลาสมิดเวกเตอร์ pGEM T easy แลว้ จึง
ทาํการเคลื!อนยา้ย พลาสมิดเวกเตอร์ที!มีการเชื!อมต่อกบั ผลผลิต PCR (transformation) เขา้สู่  
competent cell ทาํการคดัเลือกโคโลนีที!มีพลาสมิดที!เชื!อมต่อกบั ผลผลิต PCR เพื!อนาํไปสกดั พลาส
มิด (plasmid DNA isolation extraction-alkaline lysis method) ทาํพลาสมิดใหบ้ริสุทธิ� โดย 
phenol/Chloroform  เพื!อนาํไปใชใ้นการวเิคราะห์ลาํดบัเบส โดยส่งวเิคราะห์ที!บริษทั Macrogen 
(http://www.macrogen.com)  วเิคราะห์ผลลาํดบันิวคลีโอไทด ์โดยทาํการเปรียบเทียบลาํดบันิวคลีโอ
ไทดที์!ไดก้บัขอ้มูลลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละกรดอะมิโนของยนี MC4R ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิด
ต่าง ๆ ที!ไดมี้การรายงานไวใ้นฐานขอ้มูลของGenBank database  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)  โดย
ใชโ้ปรแกรม BlastN และ BlastX และทาํการเปรียบเทียบความตรงกนั (alignment) ของลาํดบันิวคลี
โอไทด์ และลาํดบักรดอะมิโนของยนี TpMC4R โดยใชโ้ปรแกรม EBI Tools Clustal 
W2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) 

  เก็บเซลลที์!มีพลาสมิดที!มีชิ-นส่วนของยนีต่าง ๆ ไดแ้ก่ 3’-RACE ของ MC4R (p-3-

TpMC4R), 3’-RACE ของ Actin (p-3-TpActin), NPY (p-3-TpNPY), EF-1αααα (p-3-TpEF1), GAPDH 
(p-3-TpGAPDH), GH (p-3-TpGH), IGF-1 (p-TpIGF-1) และ IGF-2 (p-TpIGF-2) เพื!อใชใ้น
การศึกษาอื!น ๆ ต่อไป 
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การทดลองที� 2 การศึกษาการแสดงออกของยนีเมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ (Melanocortin 4 

receptor) ต่อการกนิอาหารในรอบวนัและการอดอาหาร  
 

การศึกษานี- เป็นการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยนี MC4R และทาํการศึกษาการ
แสดงออกของยนี MC4R  ในระหวา่งการพฒันาการของตวัอ่อน ในอวยัะวะต่าง ๆ และการ
แสดงออกของยนี MC4R ในรอบวนัที!ไดรั้บอาหารเป็นปกติ และผลของการอดอาหารต่อการ
แสดงออกของยนี  MC4R นอกจากนี-ยงัไดศึ้กษาผลของการใช ้MC4R antagonist (HS024) ต่อการ
เพิ!มการกินไดใ้นปลาสลิด 
 

1. การโคลน cDNA ของยนี TpMC4R ด้านปลาย 5’ ด้วยเทคนิค 5’RACE                                
ทาํการสังเคราะห์ the First strand cDNA ของยนี TpMC4R ดา้นปลาย 5’ โดยใช ้total 

RNA ที!สกดัไดจ้ากการทดลองที! 1 ขอ้ 3 มาสังเคราะห์ the first strand cDNA for 5’ RACE โดยใช ้
SMARTTM RACE cDNA amplification kit  (Clontech) 

การออกแบบไพรเมอร์ทาํโดยใชข้อ้มูลลาํดบัเบสของ 3’ RACE ของ MC4R (p-3-
TpMC4R) แลว้ทาํการโคลน 5’ cDNA ของ TpMC4R โดยวธีิ nested PCR ไพรเมอร์ที!ใชใ้นการโคลน 
5’ cDNA ของ TpMC4R แสดงดงัตารางที! 2.1 

การทาํ primary PCR โดยใชชุ้ดเอ็นไซม ์Ex Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใช้
ในปฏิกิริยา PCR คือ primer MC4R-R1 และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA 
amplification kit ไดท้าํการเตรียมปฏิกิริยาสาํหรับทาํ PCR สาํหรับปริมาตรทั-งหมด 10 µl ซึ! งประกอบ
ไปดว้ย 1.0 x buffer Ex Taq, 2.5 mM MgCl2, 2 mM dNTP Mix, 1.0 µM ของไพรเมอร์แต่ะละเส้น 1 U  
Ex Taq  และใช ้the first strand cDNA 5’ RACE ของสมองปลาสลิด เป็นดีเอน็เอแม่แบบ (DNA 
template)  โดยมีสภาวะการเพิ!มจาํนวนของดีเอน็เอในเครื!อง PCR (PCR condition) ดงันี-  95oC เป็น
เวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมาเปลี!ยนเป็น 95oC เป็นเวลา 45 วนิาที, 53oC เป็นเวลา 30 วนิาที และ
72oC เป็นเวลา 45 วนิาที ติดต่อกนัจาํนวน 35 รอบ และเขา้สู่ 72oC เป็นเวลา 5 นาที จาํนวน 1 รอบ 
หลงัจากนั-นนาํผลผลิต PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์ขนาดดีเอ็นเอดว้ย Agarose gel electrophoresis (2 %) 

นาํผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือจาง 50 เท่า เพื!อใชเ้ป็นดีเอน็เอ
ตน้แบบ ในการทาํ nested PCR ดว้ยไพรเมอร์ MC4R-R2 หรือ MC4R-R3 (reverse primer) และ ไพร
เมอร์ NUP (forward primer) จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA amplification kit )  โดยใชชุ้ด
เอน็ไซม ์Ex Taq polymerase (Takara) และมีการเตรียมปฏิกิริยา และสภาวะของการเปลี!ยนอุณหภูมิ
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เพิ!มปริมาณยนีในหลอดทดลอง เช่นเดียวกบัที!กล่าวมาแลว้ใน primary PCR หลงัจากนั-นนาํผลผลิต 
PCR ที!ไดไ้ปวเิคราะห์ขนาดดีเอ็นเอดว้ย Agarose gel electrophoresis (2 %)  

 ทาํการแยกชิ-น PCR product ที!คาดวา่จะเป็น 5’ cDNA ของ TpMC4R ออกมาทาํให้
บริสุทธิ�  เพื!อเชื!อมต่อกบั pGEM T easy ดงัรายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ที! 6-7 ของการทดลองที! 1 
 

2. การวเิคราะห์การแสดงของ mRNA ของยนี TpMC4R ในระหว่างการพฒันาการ
ของ ตัวอ่อนระยะต่าง ๆ ของปลาสลดิ โดยใช้เทคนิค Reverse transcription PCR  (RT-PCR) 

 
2.1 การเตรียมพ่อแม่พนัธ์ุ และการเกบ็ตัวอย่างของตัวอ่อนปลาสลดิ 

 นาํปลาสลิดที!มีสุขภาพที!ดีและมีความสมบูรณ์พนัธ์ุ มาเลี-ยงในบ่อปูนขนาด 2 x 
2.5 x 0.8 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ที!มีพืชนํ-าเช่นผกับุง้ที!ผา่นการทาํความสะอาดแลว้ลอยไวใ้นบ่อ โดย
เตรียมไวส้าํหรับใหป้ลาสลิดผสมพนัธ์ุและก่อหวอด ซึ! งมีอตัราการปล่อยคือ ปลาสลิดเพศ
ผู ้2 ตวั ต่อ ปลาสลิดเพศเมีย 4 ตวั สาํหรับการผสมพนัธ์ุจะทาํการฉีดฮอร์โมน Lutinizing hormone 
releasisng hormone analog (Suprefact) ร่วมกบั domperidone (Motilium M) ตรงบริเวณโคนครีบ
หลงัของปลาสลิด (ปลาสลิดเพศเมีย: เขม็ที! 1; Suprefact 10 µg/kg และ Motiliun M 10 µg/kg, พกั
ปลาเป็นระยะเวลา 12 ชั!วโมง, เขม็ที! 2; Suprefact 20 µg/kg และ Motiliun M 10 µg/kg, ปลาสลิดเพศ
ผู ้Suprefact 10 µg/kg และMotiliun M 5 µg/kg ฉีดพร้อมปลาสลิดเพศเมีย เขม็ที! 1) หลงัจากการฉีด
ฮอร์โมนปล่อยปลาสลิดลงบ่อเพาะพนัธ์ุ ปลาจะเริ!มผสมพนัธ์ุกนัประมาณ 14 ชั!วโมงหลงัจากไดรั้บ
การฉีดฮอร์โมน ปลาจะเริ!มก่อหวอด ทาํการเก็บตวัอยา่งตวัอ่อนของปลาที!ไดมี้การวางไข่แลว้
ที! 5, 7, 11, 15, 21, 24 และ 48 ชั!วโมง (hours post spawning : hps) และทาํการเก็บตวัอยา่งรังไข่จากแม่
พนัธ์ุปลาสลิดที!มีความสมบูรณ์พนัธ์ุ ซึ! งก็คือไข่ปลาที!ไม่ไดรั้บการปฏิสนธิ 
(unfertilized egg) หลงัจากนั-นทาํการสกดั total RNA จากตวัอยา่งตวัอ่อนของปลาสลิด และไข่ปลาที!
ไม่ไดรั้บการผสม ดงัรายละเอียดที!กล่าวในขอ้ 3 ของการทดลองที! 1  และสังเคราะห์ the first stand 
cDNA ดว้ยชุดนํ-ายาสาํเร็จรูป ImProm-IITM Reverse Transcription system kit (Promega) โดใช ้oligo 
dT เป็นไพรเมอร์  

 
2.2 Reverse transcription PCR (RT- PCR) 

ในการศึกษาครั- งนี- ใช ้β-actin เป็นยนีอา้งอิง (internal reference) ในการวเิคราะห์
เปรียบเทียบการแสดงออกของยนี TpMC4R ในตวัอ่อนระยะต่างๆ ของปลาสลิด ทาํการออกแบบไพร

เมอร์สาํหรับ การทาํ RT-PCR ในยนี MC4R (MC4R-RT-F และ MC4R-RT-R) และ ในยนี β-
actin (Actin-RT-F และ Actin-RT-R) (ตารางที! 2.1) ชุดสารละลายที!ใชใ้นการทาํปฏิกิริยา PCR คือชุด
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สารละลาย GoTaq® (Promega) และสภาวะที!ใชใ้นการเพิ!มผลผลิต PCR มีรายละเอียดดงันี-   95oC เป็น
เวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมา 95oC เป็นเวลา 20 วนิาที, 60oC เป็นเวลา 20 วนิาที และ 72oC เป็น
เวลา 20 วนิาที ติดต่อกนัจาํนวน 40 รอบ และเขา้สู่ 72oC เป็นเวลา 3 นาที จาํนวน 1 รอบ หลงัจากนั-นนาํ 
PCR product ที!ไดไ้ปตรวจสอบขนาด  ดีเอน็เอดว้ย 2 % Agarose gel electrophoresis    
 

3. การวเิคราะห์ระดับการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในอวยัวะต่าง 
ๆ ของปลาสลดิ ด้วยวธีิ Real time reverse transcription PCR (Real time RT-
PCR) 
 
3.1 การเกบ็ตัวอย่างเนื.อเยื�อต่างๆ 

 นาํปลาสลิดโตเตม็วยัที!มีสุขภาพที!ดีจากบ่อเลี-ยงของฟาร์มมหาวทิยาลยั  มทส. มี
นํ-าหนกัประมาณ 60 กรัม เพศเมีย และเพศผูเ้พศละ 4 ตวั มาทาํการวางยาสลบดว้ย 300 ppm 2-
Phenoxy ethanol  และทาํการเก็บเนื-อเยื!อของอวยัวะ ไดแ้ก่สมอง 4 ส่วน (สมองส่วน telencephalon, 
ส่วน mesencephalon, ส่วน metencephalon และส่วน diencephalon รวมถึง pituitary gland), เหงือก 
(gill), ตบั (liver), ไตส่วนบน (head kidney), ไตส่วนล่าง (trunk kidney), กระเพาะอาหาร (stomach), 
ลาํไส้ (intestine), มา้ม (spleen), กลา้มเนื-อ (muscle), รังไข่ (ovary) และอณัฑะ (testis)  จากนั-นนาํไปสกดั 
total RNA (Invitrogen) ดงัรายละเอียดที!กล่าวในขอ้ 3 ของการทดลองที! 1 และสังเคราะห์ the first stand 
cDNA ดว้ยชุดนํ-ายาสาํเร็จรูป First Strand cDNA Synthesis Kit (GE healthcare) โดยใช ้oligo dT เป็น
ไพรเมอร์ 
 

3.2 การวดัระดับการแสดงออกของยนีโดยวธีิ Realtime reverse transcription 
PCR (Real time RT-PCR)  

 การวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน TpMC4R เป็นการใชเ้ทคนิค realtime-
RT-PCR โดยการวดัจาํนวนชุดของยนี โดยเทียบกบักราฟมาตรฐาน กราฟมาตรฐานของยนี TpMC4R 
สร้างโดยใชพ้ลาสมิด p-3-TpMC4R ที!ทราบจาํนวนชุดของพลาสมิดเป็น DNA template (รายละเอียด

การเตรียมพลาสมิดดีเอ็นเอเนสารมาตรฐาน แสดงดงัภาพผนวก ก) และในการศึกษาครั- งนี- ใช ้β-actin 

เป็นยนีอา้งอิง (internal reference) ซึ! งไดท้าํการวเิคราะห์ปริมาณการแสดงออกของ β-actin โดย

เทียบกบักราฟมาตรฐาน กราฟมาตรฐานของยนี β-actin สร้างโดยใชพ้ลาสมิด p-3-β-actin  ที!ทราบ
จาํนวนชุดของพลาสมิดเป็น DNA template  

การทาํ real time RT-PCR สาํหรับการแสดงออกของยนี MC4R (ไพรเมอร์: 

MC4R-RT-F; MC4R-RT-R) และสาํหรับการวดัปริมาณการแสดงออกของยนี β-actin  (ไพรเมอร์: 
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Actin-RT-F; Actin-RT-R)  (ตารางที! 2.1) โดยใชก้ารใชชุ้ดนํ-ายาสาํเร็จรูป LightCycler® 480 SYBR 
Green I Master (Roche Applied Science) และมีสภาวะการเพิ!มจาํนวนของดีเอน็เอ (PCR condition) 
ไดแ้ก่ predenature คือ 95oC เป็นเวลา 10 นาที จาํนวน 1 รอบ ต่อมาเขา้สู่กระบวนการ amplification 
คือ 95oC เป็นเวลา 15 วนิาที, 60oC เป็นเวลา 15 วนิาที และ 72oC เป็นเวลา 20 วนิาที ติดต่อกนั
จาํนวน 50 รอบ และเขา้สู่กระบวนการวเิคราะห์ melting curve คือ 95oC เป็นเวลา 5 วนิาที, 60oC เป็น
เวลา 10 วนิาที และ 95oC เป็นเวลา 1 วนิาที จาํนวน 1 รอบ และขั-นสุดทา้ยคือลดอุณหภูมิมาที! 40oC เป็น
เวลา 30 วนิาที จาํนวน 1 รอบ หลงัจากนั-นทาํการบนัทึกขอ้มูลเพื!อนาํไปวเิคราะห์การแสดงออกของยนี 
TpMC4R ในอวยัวะต่างๆ โดยทาํการวิเคราะห์ Melting curve ของ PCR products  หลงัจากนั-นทาํการ
เปรียบเทียบค่า Cycle threshold method (CT method) ซึ! งคา่ CT คือ จาํนวน cycle ที!สามารถตรวจพบ
แสงฟลูออเรสเซนตส่์องครั- งแรก (threshold value)  สร้างกราฟมาตรฐานของ จาํนวนชุดของพ

ลาสมิด (p-3-MC4R หรือ p3-β-actin) และ ค่า CT  และวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนีโดย
เปรียบเทียบค่า CT ของตวัอยา่งกบักราฟมาตรฐานของยีนนั-น  จากนั-นแปลงค่าจาํนวนชุดของยนีที!ทาํ
การวเิคราะห์เป็นค่าลอการิทึม แลว้หาค่า Normalized mRNA ของยนีที!ศึกษาดว้ยสูตรการคาํนวณ 
ดงันี-  

 

Normalizaed mRNA ของยนี TpMC4R/β-actin   =               log 10 mRNA ของยนี TpMC4R 
                                                log10 mRNA ของยนี  β-actin 

 
นอกจากนี-ไดท้าํการวเิคราะห์ผลผลิต  PCR ที!ไดด้ว้ย 2 % Agarose gel 

electrophoresis  
นาํขอ้มูลที!ไดจ้ากการวเิคราะห์ในขา้งตน้ มาทาํการวเิคราะห์สถิติโดยใชโ้ปรแกรม 

SPSS version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL) ซึ! งวเิคราะห์ค่าความแปรปรวนของขอ้มูลแบบ one way 
ANOVA และวเิคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่มดว้ยวธีิ Duncan’s multiple range test กาํหนดค่า
ความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั P<0.05 (P <0.05)  

 
4. การศึกษาการแสดงออกของยนี MC4R ในสมองส่วนต่าง ๆ ของปลาสลดิ 
ทาํการสร้างโพรบ โดยใชพ้ลาสมิดดีเอ็นเอ p-3-MC4R เป็น DNA template สาํหรับ 

sense และ antisense probe โดยทาํการตดั p-3-MC4R ดว้ยเอน็ไซม ์Pst I และ Apa I ตามลาํดบั และ
สร้างโพรบดว้ยปฏิกิริยา In vitro transcription โดยใช ้DIG-labeled uridine triphosphate (UTP) 
(Roche Diagnosis) และเอน็ไซม ์T7 RNA polymerase ในการสร้าง sense probe และ SP6 RNA 
polymerase ในการสร้าง antisense probe (Promega) 
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นาํสองแต่ละส่วน ไดแ้ก่ telecephalon, mesencephalon, metencepalon, 
diencephalon ติดกบั pituitary gland มาดองดว้ยนํ-ายาฟอร์มาลิน 10 เปอร์เซนต ์และฝังชิ-นเนื-อใน
พาราฟิน แลว้จึงการตดัเนื-อเยื!อหนาประมาณ 5 ไมครอน เพื!อนาํมาทาํ In situ hybridization กบั 
antisense probe หรือ sense probe 

 

5. การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในระหว่างมื.อ
อาหารของการกนิอาหารปกติ และผลของการอดอาหารระยะสั.นต่อการแสดงออก
ของ mRNA ของยนี TpMC4R   
 

5.1 การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยีน TpMC4R ในระหว่างมื.อ
อาหาร (Daily feeding) ของการกนิอาหารปกติ  

 
5.1.1 การเตรียมปลาสลดิสําหรับทดลอง 

 นาํปลาสลิดที!มีสุขภาพดี นํ-าหนกัประมาณ 60-65 กรัม ทาํการสุ่ม ปลาสลิดลงตู้
สาํหรับเลี-ยงปลา 60 x 30 x 45 (กวา้ง * ยาว * สูง) ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ตูล้ะ 10 ตวั จาํนวน 21 ตู ้ใน
การเลี-ยงปลามีการใหอ้อกซิเจนตลอดเวลาและควบคุมอุณหภูมิให้อยูใ่นช่วง 28oC-29oC ควบคุมช่วง
แสง 12 ชั!วโมง และช่วงมืด 12 ชั!วโมง (โดยช่วงแสงระหวา่ง 8.00-20.00 น.) การใหอ้าหารปลาสลิดให้
วนัละสองมื-อ โดยมื-อเชา้จะใหเ้วลา 10.00 น. และมื-อเยน็ใหเ้วลา 16.00 น. ซึ! งในการใหอ้าหารและ
การกินอาหารของปลาสลิดในแต่ละมื-อใชเ้วลาประมาณ 30 นาที อาหารที!ใหป้ลาสลิดเป็นอาหาร
สาํเร็จรูป (มีโปรตีนประมาณ 40%, ไขมนั 6%) ทาํการเลี-ยงในตูป้ลาประมาณ 1 เดือน เพื!อใหป้ลาสลิด
ปรับสภาพใหเ้ขา้กบัช่วงแสงและการกินอาหารสาํเร็จรูปอยา่งเป็นเวลา 

 
5.1.2 การเก็บตัวอย่างสมองของปลาสลิด และการศึกษาระดับการแสดงออก

ของ mRNA ของยีน TpMC4R  

  การศึกษาระดบัการแสดงออกของยนี TpMC4R ในระหวา่งมื-ออาหาร จะทาํ
การวเิคราะห์ที!เวลา 09.00 (ก่อนอาหารเชา้ 1 ชั!วโมง), 11.00, 13.00, และ 15.00 (ก่อนอาหารเยน็ 1 
ชั!วโมง) สุ่มปลาสลิดจาํนวน 5 ตวัในแต่ละช่วงเวลาที!เก็บตวัอยา่ง มาวางยาสลบ 300 ppm 2-
Phenoxy ethanol และทาํการเก็บเนื-อเยื!อสมอง 4 ส่วน ไดแ้ก่สมองส่วน telencephalon, 
mesencephalon, metencephalon และ diencephalon เพื!อนาํไป สกดั total RNA (Invitrogen) ดงั
รายละเอียดที!กล่าวในขอ้ 3 ของการทดลองที! 1 และ สังเคราะห์  the first stand cDNA โดยใช ้ImProm-
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IITM Reverse Transcription system kit (promega) วเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี TpMC4R ดว้ยเทคนิค real time RT-PCR ดงัรายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ 3.2 

 

5.2  การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสภาวะการอด
อาหาร (Fasting period) 

 หลงัจากที!ปลาสลิดไดรั้บอาหารอยา่งสมํ!าเสมอเป็นระยะเวลา 1 เดือน ทาํการศึกษา
ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสภาวะการอดอาหารของปลาสลิด โดยเก็บ
ตวัอยา่งหลงัจากมีการอดอาหาร 6, 12, 18 และ 24 ชั!วโมง โดยทาํการสุ่มปลาสลิดจากตูป้ลา จาํนวน 5 
ตวั ต่อระยะเวลาการอดอาหาร ทาํการวางยาสลบปลาดว้ย 300 ppm 2-Phenoxy ethanol และจึงทาํการ
เก็บเนื-อเยื!อสมอง 4 ส่วน ประกอบดว้ยสมองส่วน telencephalon, mesencephalon, metencephalon 
และ diencephalon และทาํสกดั total RNA (invitrogen) ดงัรายละเอียดที!กล่าวในขอ้ 3 ของการทดลองที! 
1เพื!อนาํไปสังเคราะห์ the first stand cDNA โดยใช ้ImProm-IITM Reverse Transcription system kit 
(promega)  และวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยีน TpMC4R โดยวธีิ Realtime-RT-PCR ดงั
รายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ 3.2 

 
6.  การศึกษาผลของ MC4R antagonist ต่ออตัราการกนิได้ของปลาสลดิ และผล

ของ MC4R antagonist ต่อการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R  
 

6.1 การศึกษาผลของ MC4R antagonist ต่ออตัราการกนิได้ของปลาสลดิ 
   

6.1.1 การเตรียมปลาสลดิสําหรับทดลอง 
      เลี-ยงปลาสลิด (นํ-าหนกัตวัประมาณ 80-90 กรัม) ในตูเ้ลี-ยงปลามีขนาด (60 

(กวา้ง) x 30 (ยาว) x 45 (สูง) ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ตูล้ะ 7 ตวั โดยในการเลี-ยงปลามีการใหอ้อกซิเจน
ตลอดเวลาควบคุมอุณหภูมิใหอ้ยูใ่นช่วง 28oC-29oC และมีการควบคุมช่วงแสงสวา่ง 12 ชั!วโมง และช่วง
มืด 12 ชั!วโมง (โดยช่วงแสงระหวา่ง 8.00-20.00 น.) การใหอ้าหารปลาสลิดใหว้นัละสองมื-อ โดยมื-อเชา้
จะใหเ้วลา 10.00 น. และมื-อเยน็ให้เวลา 16.00 น. ซึ! งในการให้อาหารและการกินอาหารของปลาสลิดใน
แต่ละมื-อใชเ้วลาประมาณ 30 นาที อาหารที!ให้ปลาสลิดเป็นอาหารสาํเร็จรูป (มีโปรตีนประมาณ 40%, 
ไขมนั 6%) ทาํการเลี-ยงในตูป้ลาประมาณ 1 เดือน เพื!อใหป้ลาสลิดปรับสภาพใหเ้ขา้กบัช่วงแสงและการ
กินอาหารสาํเร็จรูป  

   
6.1.2 การศึกษาผลของการของ HS024 ต่อการกนิได้ในปลาสลดิ 
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      กลุ่มทดลองในการศึกษานี-  มี 4 กลุ่มไดแ้ก่ กลุ่มที!ไม่ไดรั้บการฉีดสาร (กลุ่ม
ที! 1)  กลุ่มที!ไดรั้บการฉีดนํ-าเกลือ 0.9 % (กลุ่มที! 2) กลุ่มที!ไดรั้บการฉีด HS024 ที!ระดบั 1 µg/kg (กลุ่ม
ที! 3) กลุ่มที!ไดรั้บการฉีด HS024 ที!ระดบั 3 µg/kg (กลุ่มที! 4) แต่ละกลุ่มทดลองจะมีจาํนวนซํ- า 9 ซํ- า 
และทาํการเก็บขอ้มูลการกินไดข้องปลาสลิดเป็นระยะเวลาตั-งแต่ 1-12 ชั!วโมงหลงัจากปลาไดรั้บการ
ฉีดสารตามที!กาํหนดในแต่ละกลุ่มทดลอง 

 
6.2 การศึกษาผลของการใช้ MC4R antagonist (HS024) ต่อการแสดงออก

ของ mRNA ของยนี TpMC4R 
ปลาทดลอง การเลี-ยงปลาทดลอง แผนการทดลอง กลุ่มทดลอง (แต่ละกลุ่มทดลอง

มีจาํนวนซํ- า 6 ซํ- า) เป็นดงัรายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ที! 6.1.1 
    

6.2.1 ผลของการฉีด HS024 ต่อการแสดงออกของยนี MC4R ในสมอง 
การฉีด HS024 บริเวณโคนครีบหลงัของปลาสลิด ในระดบัต่าง ๆ ตามกลุ่มการ

ทดลองที!จดัไว ้ดงัที!กล่าวไวใ้นการขอ้ที! 6.1.1  ทาํการเก็บตวัอยา่งสมองที!เวลา 4, 8, 12 ชั!วโมงหลงั
การฉีด HS024  จาํนวนตวัอยา่งปลาที!เก็บแต่ละเวลา เท่ากบั 6 ตวั ทาํการวางยาสลบดว้ย 300 ppm 2-
Phenoxy ethanol และก่อนทาํการเก็บตวัอยา่งสมองมาสกดั total RNA (invitrogen) ดงัรายละเอียดที!
กล่าวในขอ้ 3 ของการทดลองที! 1เพื!อนาํไปสังเคราะห์ the first stand cDNA โดยใช ้ImProm-IITM Reverse 
Transcription system kit (promega)  และวเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนี TpMC4R โดยวธีิ 
Realtime-RT-PCR ดงัรายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ 3.2 

  
6.2.2 ผลของการแช่สมองปลาสลดิใน HS024 ต่อการแสดงออกของยีน MC4R  

ระดบัความเขม้ขน้ของ MC4R antagonist (HS024) ที!ใชในการศึกษาครั- งนี-    
 
กลุ่มที! 1 สมองปลาสลิดที!แช่ใน buffer (Holtfreter’s solution) 
กลุ่มที! 2 สมองปลาสลิดที!แช่ใน HS024 ที!มีความเขม้ขน้ 0.1  nmol   
กลุ่มที! 3 สมองปลาสลิดที!แช่ใน HS024 ที!มีความเขม้ขน้   1   nmol   
กลุ่มที! 4 สมองปลาสลิดที!แช่ใน HS024 ที!มีความเขม้ขน้  10  nmol   

(หมายเหตุ : ระดบัความเขม้ขน้ของ HS024 ถูกเจือจางดว้ย Holtfreter’s solution 
buffer [1L; 3.46 g NaCl, 0.05 g KCl, 0.1 g CaCl2, 0.2 g NaHCO3]) 
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ทาํการสุ่มปลาลงในตูป้ลาขนาด 30 (กวา้ง) x 60 (ยาว) x45 (สูง) ลูกบาศก์
เซนติเมตร ตูล้ะ10 ตวั การให้อาหารปลาสลิดใหว้นัละสองมื-อ โดยมื-อเชา้จะให้เวลา 10.00 น. และมื-อ
เยน็ใหเ้วลา 16.00 น. ซึ! งในการใหอ้าหารและการกินอาหารของปลาสลิดในแต่ละมื-อใชเ้วลาประมาณ 
30 นาทีอาหารที!ใหป้ลาสลิดเป็นอาหารสาํเร็จรูป (มีโปรตีนประมาณ 40%, ไขมนั 6%) ทาํการเลี-ยงใน
ตูป้ลาประมาณ 1 เดือน เพื!อใหป้ลาสลิดปรับสภาพใหเ้ขา้กบัช่วงแสงและการกินอาหารสาํเร็จรูป  

ทาํการสุ่มปลาสลิดจากตูป้ลา จาํนวน 6 ตวั ต่อการเก็บหนึ!งช่วงเวลา มาทาํการวาง
ยาสลบดว้ย 300 ppm 2-Phenoxy ethanol และทาํการเก็บสมองและนาํ ไปแช่ในสารละลาย
Holtfreter’s solution หรือ HS024 ที!ระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ ตามที!กาํหนด โดยระยะเวลาในการแช่ 
คือ 2 และ 4 ชั!วโมง เมื!อครบตามช่วงเวลาจึงทาํการเก็บสมองของปลาสลิดในแต่ละช่วงเวลา เพื!อทาํ
การสกดั total RNA (invitrogen) ดงัรายละเอียดที!กล่าวในขอ้ 3 ของการทดลองที! 1 เพื!อนาํไป
สังเคราะห์ the first stand cDNA โดยใช ้ImProm-IITM Reverse Transcription system kit (promega)  และ
วเิคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนี TpMC4R โดยวธีิ Realtime-RT-PCR ดงัรายละเอียดที!กล่าวไว้
ในขอ้ 3.2 

       
7. การวเิคราะห์ข้อมูลในทางสถิต ิ
การวิเคราะห์ขอ้มูลในทางสถิติในการศึกษานี- ใชโ้ปรแกรม SPSS version 10  วิเคราะห์

ค่าความแปรปรวนของขอ้มูลแบบ one-way ANOVA และวเิคราะห์ความแตกต่างระหวา่งกลุ่ม
ทดลองดว้ยวธีิ Duncan’s multiple range test และยอมรับความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั 
P<0.05 (P<0.05) ตลอดการวิจยั 

  
การทดลองที� 3 การศึกษาการแสดงออกของยนีนิวโรเปปไทด์วาย (Neuropeptide Y) และผลของ    

การอดอาหารต่อการแสดงออกของยนี Neuropeptide Y 
 

การศึกษานี- เป็นการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยนี Neuropeptide Y (NPY) และ
ทาํการศึกษาผลของการอดอาหารต่อการแสดงออกของยนี  NPY  
 

1. การโคลน cDNA ของยนี NPY ด้านปลาย 5’ ด้วยเทคนิค 5’RACE                                
การออกแบบไพรเมอร์ทาํโดยใชข้อ้มูลลาํดบัเบสของ 3’ RACE ของ NPY (p-3- NPY) 

แลว้ทาํการโคลน 5’ cDNA ของ NPY โดยวธีิ nested PCR ไพรเมอร์ที!ใชใ้นการโคลน 5’ cDNA ของ 
NPY แสดงดงัตารางที! 2.1 
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การทาํ primary PCR โดยใชชุ้ดเอ็นไซม ์Ex Taq polymerase (Takara) ไพรเมอร์ที!ใช้
ในปฏิกิริยา PCR คือ primer NPY -R1 และ UPM-L จากชุดนํ-ายา SMARTTM RACE cDNA 
amplification kit ไดท้าํการเตรียมปฏิกิริยาสาํหรับทาํ PCR ดงัรายละเอียดขอ้ที! 1 ในการทดลองที! 2 
โดยใช ้5’ RACE cDNA ที!ไดจ้ากขอ้ที! 1 ของการทดลองที! 2 เป็นดีเอ็นเอตน้แบบ (DNA template) นาํ
ผลผลิต PCR จาก primary PCR มาทาํการเจือจาง 50 เท่า เพื!อใชเ้ป็นดีเอ็นเอตน้แบบ ในการทาํ nested 
PCR ดว้ยไพรเมอร์ NPY-R2 (reverse primer) และ ไพรเมอร์ NUP (forward primer) จากชุดนํ-ายา 
SMARTTM RACE cDNA amplification kit   ดงัรายละเอียดวธีิการในขอ้ที! 1 ของการทดลองที! 2 และ
ทาํการแยกชิ-น PCR product ที!คาดวา่จะเป็น 5’ cDNA ของ NPY ออกมาทาํใหบ้ริสุทธิ�  เพื!อเชื!อมต่อ
กบั pGEM T easy ดงัรายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ที! 6-7 ของการทดลองที! 1 
 

2. การศึกษาผลของการอดอาหารระยะสั.นต่อการแสดงออกของ mRNA ของยีน 
NPY 
 
2.1 การเตรียมปลาสลดิสําหรับทดลอง 

 เตรียมปลาทดลองเช่นเดียวกบัการทดลองที! 2 ขอ้ 5.1.1 
 

2.2  การศึกษาระดับการแสดงออกของ mRNA ของยนี NPY ในสภาวะการอด
อาหาร (Fasting period) 

 หลงัจากที!ปลาสลิดไดรั้บอาหารอยา่งสมํ!าเสมอเป็นระยะเวลา 1 เดือน ทาํการศึกษา
ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี NPY ในสภาวะการอดอาหารของปลาสลิด โดยเก็บตวัอยา่ง
หลงัจากมีการอดอาหาร 6, 12, 18 และ 24 ชั!วโมง โดยทาํการสุ่มตวัอยา่งปลา มาเก็บตวัอยา่งสมอง
ส่วนต่าง การวิเคราะห์ระดบัการแสดงออกของยนี NPY  ดงัรายละเอียดที!กล่าวไวใ้นขอ้ที! 5.2 ของ
การทดลองที! 2    
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บทที� 3 
ผลการศึกษา 

 
ผลการทดลอง 
 
การทดลองที� 1 การโคลนยีนที�เกี�ยวข้องกบัการควบคุมกินอาหาร ยีนที�เกี�ยวข้องกบัระบบควบคุมการ

เจริญเติบโต และยนีในกลุ่ม house keeping gene 
การโคลนยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมกินอาหาร ไดแ้ก่ การโคลน 3’ cDNA ของ

ยนีเมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ ในปลาสลิด (TpMC3R) และ การโคลน 3’ cDNA ของยนีนิวโรเปป
ไทดว์าย (TpNPY) ซึ! งในการศึกษาครั- งนี-จะไดท้าํการโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ และศึกษาถึงการ
เปลี!ยนแปลงของการแสดงออกของยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการกินอาหารและการอดอาหารใน
ผลการทดลองที! 2-3 

การวจิยันี-ทาํการโคลนยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการเจริญเติบโต ไดแ้ก่ การ
โคลน 3’ cDNA ของ growth hormone gene (TpGH) ลาํดบันิวคลีโอไทดแสดงดงั ภาพที! 3.1 และ
ส่วนของ coding sequence (CDS) ของ Insulinlike growth factor-1 (TpIGF-1) โดยลาํดบันิวคลีโอ
ไทดแ์สดงดงัภาพที! 3.2 และ ภาพที! 3.3 แสดงลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง CDS ของ IGF-2 ของปลาสลิด 
(TpIGF-2) 

House keeping gene ที!ไดจ้ากการศึกษาในครั- งนี-ไดแ้ก่  การโคลน 3’ cDNA ของ 

Elongation factor 1-αααα (TpEF-1αααα) (ภาพที! 3.4), การโคลน 3’ cDNA ของ Glyceraldehyde-3-

phosphate dehydrogenase (TpGAPDH) (ภาพที! 3.5) และ การโคลน 3’ cDNA ของ β-actin (Tpβ-
actin)  
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 ภาพที� 3.1  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง growth hormone cDNA ของปลาสลิด (TpGH) 
 
 
 
 

 
 ภาพที� 3.2  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Insulin like growth factor-1 cDNA ของปลาสลิด (TpIGF-1) 
 
 
 
 

 
  
 ภาพที� 3.3  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Insulin like growth factor-2 cDNA ของปลาสลิด (TpIGF-2) 
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ภาพที� 3.4  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Elongation factor 1-αααα cDNA ของปลาสลิด (TpEF-1αααα) 
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ภาพที� 3.5  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase cDNA ของ

ปลาสลิด (TpGAPDH) 
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การทดลองที� 2 การศึกษาการแสดงออกของยีนเมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ (Melanocortin 4 
receptor) ต่อการควบคุมการกนิอาหารในรอบวนัและการอดอาหาร  
 
1. การโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยีน MC4R ในปลาสลดิ (TpMC4R)  

 
การโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยนี MC4R ในปลาสลิด ทาํโดยวธีิ RACE 

(Random amplification of cDNA ends) โดยขั-นตน้ไดท้าํการโคลน cDNA ดา้นปลาย 3’ ไดผ้ลผลิต 
PCR ขนาดประมาณ 1100 คู่เบส เมื!อนาํไปวเิคราะห์ลาํดบัเบสของดีเอน็เอ พบวา่มีส่วนของยนีที!มี
ความคลา้ยคลึงกบั cDNA ของ MC4R ในปลาอื!น ๆ จึงไดใ้ชข้อ้มูลลาํดบัเบสนี-มาใชใ้นการออกแบบ
ไพรเมอร์ เพื!อทาํการโคลนยีน MC4R ดา้นปลาย 5’ ไดผ้ลผลิต PCR ขนาดประมาณ 400 คู่เบส และมี
ลาํดบัดีเอ็นเอส่วนหนึ!งตรงกบั MC4R ดา้นปลาย 3’ และ MC4R ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัอื!น ๆ จึง
ไดน้าํขอ้มูลของลาํดบัเบสของดีเอ็นเอทั-งปลาย 3’ และ ปลาย 5’ มาเชื!อมต่อกนั ไดล้าํดบัเบสของดี
เอน็เอ แสดงดงัภาพที! 3.6 โดย cDNA เส้นสมบูรณ์ของ MC4R ที!โคลนไดจ้ากปลาสลิดในการวจิยันี-  
จะเรียกวา่ TpMC4R มีขนาด 1311 คู่เบส เป็นส่วนของ open reading frame (ORF) ยาว 984 คู่เบส 
แปรรหสัไปเป็นกรดอะมิโนได ้327 กรดอะมิโน มีส่วนของ 5’-untranslated region (5’-UTR) ยาว 17 
คู่เบส และมีส่วนของ 3’-untranslated region (3’-UTR) 310 คู่เบส ตรงปลายของ 3’-UTR เป็นปลาย 
poly A tail  

 จากการแปลรหสัพนัธุกรรมของ cDNA เส้นสมบูรณ์ของ TpMC4R ไดล้าํดบัของ
กรดอะมิโน 327 กรดอะมิโน ผลการศึกษาโครงสร้างของ TpMC4R โดยใชโ้ปรแกรม Split 4.0 server 
(http://split.pmsft.hr/split/4/) ทาํนายตาํแหน่ง transmembrane (TM) domain 7 domain (ภาพที! 3.7) 
หลงัจากนั-นไดท้าํการเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงของกรดอะมิโนของ transmembrane 
(TM) domain ของ TpMC4R ทั-ง 7 domain กบัลาํดบักรดอะมิโนที!มีอยูใ่นแต่ละ TM อขงปลากระดูก
แขง็ชนิดต่าง ๆ ไก่ และคน ดงัแสดงผลในตารางที! 3.1 โครงสร้างโปรตีนของ TpMC4R มีส่วนของ 
extracellular loop (ECL) จาํนวน 3 loop และ intracellular loop (ICL) จาํนวน 3 loop โดย ECL ที! 1 
ซึ! งเป็น ECL ที!ใหญ่ที!สุด มีกรดอะมิโน 30 residues (กรดอะมิโนตาํแหน่งที! 97-126)  ECL ที! 2 มี
กรดอะมิโน 5 residues (กรดอะมิโนตาํแหน่งที! 188-192)  และ ECL ที! 3 มีกรดอะมิโน 4 residues 
(กรดอะมิโนตาํแหน่งที! 275-278) ส่วนของ ICL ที! 1 มีกรดอะมิโน 4 residues มีตาํแหน่งอยูที่! 188-
192 ส่วน ICL ที! 2 มีกรดอะมิโน 13 residues มีตาํแหน่งอยูที่! 154-166 และในส่วน ICL ที! 3 เป็นส่วน
ที!ยาวที!สุดเมื!อเปรียบเทียบกบั ICL ที! 1 และ ICL ที! 2 ซึ! ง ICL ที! 3 มีจาํนวนกรดอะมิโนเท่ากบั 
23 residues โดยอยูต่รงตาํแหน่งที! 222-244  
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ภาพที	 3.6 ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของ TpMC4R  
หมายเหตุ : แถบสีเทาแสดง Transmembrane (TM) domain ทาํนายโดยโปรแกรม Split 4.0 sever  

(http : //split.pmsft.hr/split/4/),  
แถบสีดาํ = N-linked glycosylation site 
กรอบสีขาว = Protein kinase C of phosphorylation site  
ตวัอกัษรหนาและขีดเส้นใต ้= PMY motif, DRY motif และ DPIIY (NPXXY) motif 

1     GCAACGAAGGAGGCATAATGAACACCACAGATCCCAGTGGATTAAGCCCGGGCTACCACAACCGAAGCCAAACCACAGCCACG  83  
1 M  N  T  T D  P  S  G  L  S  P  G  Y  H  N  R  S  Q   T  T A  T    22

84   CTGCCCACTAACAAGGACCTCCCCTCTGAGGAGAAGGACTCGTCTGCAGGGTGTTACGGCCAGCTGCTGATCTCCACTGAGGTT  167
23   L  P  T  N  K  D  L  P  S  E  E K  D  S  S A  G  C  Y  G  Q  L  L I  S  T  E  V    50

168  TTCCTCACTCTGGGCATCGTCAGCCTGCTGGAGAACATCCTGGTTGTGGCTGCCATAGTGAAAAACAAGAACCTCCACTCTCCC  251
51   F  L  T  L  G  I  V  S  L  L E  N  I  L  V  V A  A I  V  K  N  K  N  L  H  S  P    78
���� �� ��
252  ATGTACTTTTTCATCTGTAGCCTGGCGGTCGCCGACATGCTGGTGAGCGTCTCAAATGCCTCTGAGACCATTGTCATCGAGCTC  335
79   M  Y F  F I  C  S  L  A  V  A  D  M  L  V  S  V  S  N  A  S  E  T  I  V  I  E  L    106

336  ATCAATGGAGGCACGCTGAGCATCCCCATCACACTCATCAAGAGCATGGACAACGTGTTCGACTCCATGATCTGCAGCTCTCTG  419
107  I  N  G  G T  L  S  I  P  I  T  L  I  K  S  M  D  N  V  F  D  S  M  I  C  S  S L    134

420  CTGGCCTCCATCTGCAGCTTGCTGGCTATCGCTGTGGACCGCTACATCACCATCTTCTACGCGCTGCGTTACCACAACATCGTG  503
135  L  A  S  I  C  S  L  L A  I  A  V  D  R  Y  I  T  I  F  Y  A  L  R  Y  H  N  I  V    162
������ �� � ���
504  ACGTTGCGCAGGGCCACGCTGGTCATCAGCACCATCTGGACGTGCTGCACGGTGTCCGGCATCCTCTTCATCATCTACTCGGAG  587
163  T  L  R  R A  T  L  V  I  S  T  I  W  T  C  C T  V  S  G  I  L  F  I  I Y  S  E    190

588  AGCACCACGGTGCTCATCTGCCTCATTACCATGTTCTTCACCATGCTGGTGCTCATGGCGTCGCTCTACGTGCACATGTTCCTG  671
191  S  T  T V  L  I  C  L  I  T  M  F  F T  M  L  V  L  M  A  S  L  Y  V  H  M  F  L    218
������ � �  
672  CTGGCGCGCCTGCACATGAAGCGGATCGCAGCGCTGCCGGGCAACGCGCCCATCCAGCAGCGCGCCAACATGAAGGGCGCCATC  755
219  L  A  R  L  H  M  K  R  I  A  A L  P  G  N  A  P  I  Q  Q R  A  N  M  K  G  A  I    246
���� �� ��
756  ACCCTCACCATCCTGCTCGGGGTGTTCGTGGTGTGCTGGGCGCCGTTCTTCCTCCACCTCATCCTGATGATCACCTGCCCCCGG  839
246  T  L  T  I  L  L G  V  F  V  V C  W  A  P  F  F L   H  L  I  L  M  I  T  C  P  R    274

840  AACCCCTACTGCACCTGCTTCATGTCCCACTTCAACATGTACCTGATCCTCATCATGTGCAACTCCATCATCGATCCCATCATC  923
275  N  P  Y  C  T  C  F  M  S  H  F  N  M  Y  L  I   L  I  M  C  N  S  I  I D  P  I  I 302

924  TACGCCTTTCGCAGCCAGGAGATGCGGAAAACCTTCAAGGAGTTTTTCTGCTGCTCGCAGCCTCTCCTGTGCGTCTGAGTTTGT  1007
303  Y A  F  R  S  Q  E  M  R  K  T  F  K  E  F  F C  C S  Q   P  L  L C  V  *          327

1008 GTTTTGAGTAATTTAAACCCGCGGGTCACACTGTACTATTTAAGTGAAACCTGGTCAACAGGGAGTTTCAGAACTCTCATCACT  1091
1092 GTGGACAGATGTGGTTCTGTTGTGCTCCCTTGCTGGGCTGTAAAACTCTTAATGATGTAGGCGCCTGCCTCGGGTTTTGTAAAG  1175
1176 ACGTAGCTTTGTGATCACCGTGTATCACAGAGCATCACCGTGGAGACGAACGCAGCTTTTGTTTGTTCAGTGAAGCTTGTTGAA  1259
1260 ATGCAACTTAAGTAAATGTCGCCAGTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA                                  1311

N  T  T N  R  S

Q  L  L  I  S  T  E  V  

F  L  T  L  G  I  V  S  L  L  E  N  I  L  V  V  A  A  I  V  K H  S  P

M  Y F  F  I  C  S  L  A  V  A  D  M  L  V  S  V  S

D  S  M  I  C  S  S  L  

L  A  S  I  C  S  L  L  A  I  A  V  D  R  Y I  T  I  F

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

T  V  L  I  C  L  I  T  M  F  F T  M  L  V  L  M  A  S  L  Y  V  H  M  F  L  

N  A  S

T  L  R

T  L  T  I  L  L  G  V  F  V  V  C  W  A  P  F  F  L  H  L  I  L  M  I  T  C  P  R  

L  A  R

T  C  F  M  S  H  F  N  M  Y  L  I  L  I  M  C  N  S  I  I  D  P  I  I

A  I  

T  F  K

TM1

TM2

TM3

TM4

TM5

TM6

TM7
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ตารางที� 3.1 เปอร์เซ็นตค์วามคลา้ยคลึงกนัของลาํดบักรดอะมิโนที!สมบูรณ์ และ Transmembrane  
(TM) domain ระหวา่ง TpMC4R และ MC4R ของปลากระดูกแขง็ชนิดต่าง ๆ ไก่ และ
คน 

 

Vertebrate 

 species 
Full-length 

Transmembrane (TM) domain  References 

TM1 TM2 TM3 TM4 TM5 TM6 TM7 

Flounder 90 95 71 86 80 95 100 73 
Kobayashi et al. 
(2008) 

Seabass 90 91 100 100 85 100 96 91 Sanchez et al. (2009) 
Fugu 89 95 76 62 80 100 92 87 Klovins et al. (2004) 
Trout 80 95 71 65 61 95 88 83 Haitina et al. (2004) 

Goldfish 76 92 71 62 57 90 88 83 Cerda-Reverter et al. 
(2003) 

Zebrafish 77 96 71 62 57 90 88 83 
Ringholm et al. 
(2002) 

Dogfish 71 87 76 62 57 85 85 83 
Ringholm et al. 
(2003) 

Lamprey 61 71 71 66 38 95 92 63 Haitina et al. (2007) 
Chicken 66 69 71 75 61 80 84 79 Takeuchi and 

Takahashi (1998) 
Human 67 70 90 88 66 86 80 79 Tan et al. (2009) 
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TpMC4R    -MNTTDP--SGLS-PGYH-NRSQTTATLPTNKDLPSE-EKDSSAG-CYGQLLISTEVFLTLGIVSLLENILVVAAIVKNKNLHS  77
Flounder  -MNTTEH--PGLS-QGFH-NWSQTA--SPLNEDFSAQ-DKD SSAG-CYEQLLISTEVFLTLGIVSLLENILVVAAIIKNKNLHS  75
Seabass   -MNTTEA--HGLI-HGYH-NRSQTSGILPLNKDLSAE-EKD SSTG-CYEQLLISPEVFLTLGIVSLLENILVVAAIIKNKNLHS  77
Fugu      -MNATDP--PGRV-QDFS-NGSQTP-----ETDFPNE-EKE SSTG-CYEQMLISTEVFLTLGIISLLENILVVAAIVKNKNLHS  72
Trout     MMNSTDH--QGLISVGYTRNLSTAGTLGTLNKDSEGVGIKD SSTG-CYEQLLISTEVFLTLGIVSLLENILVIAAIIKNKNLHS  81
Goldfish  -MNTSHH--HGPH-HSYR-NHSQGA----LPVGKPDQGERG STSG-CYEQLLISTEVFLTLGLVSLLENILVIAAIIKNKNLHS  74
Zebrafish -MNTSHH--HGLH-HSFR-NHSQGA----LPVGKPSHGDRG SASG-CYEQLLISTEVFLTLGLVSLLENILVIAAIVKNKNLHS  74
Dogfish   -MNSSFH--HRLPETPQLRNHSVAR-----FASANGSRSDG FSSG-CYEQLWISTEVFLTLGIFSLLANILVIAAIVKNKNLHS  75
Lamprey   -MTFSAGGVGGVVNNHHHGANHQGG-----GNHSGHGNATGGGHGRPCEQVLIPIEVFLILGVISLLENILVITAILKNKNLHS  78
Chicken   -MNFTQH--RGTLQPLHFWNQS-NR----LHRGASEPSAKG HSSGGCYEQLFVSPEVFVTLGIISLLENVLVIVAIAKNKNLHS  76
Human     -MVNSTH--RGMHTSLHLWNRSSYR----RHSNASESLGKGYSDGGCYEQLFVSPEVFVTLGVISLLENILVIVAIAKNKNLHS  77

*                                          *    *    ***  **  *** * **  ** *******

TpMC4R    PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIELINGGTLSIPITL IKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  161 
Flounder  PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINGGNLTIPVTLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  159
Seabass   PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINGGKLTIPVQLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  161
Fugu      PMYFFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINSGTLTIPATLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  156
Trout     PMYLFICSLAVADMLVSVSNASETIVIALINGGNLTISGSLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAI DRYITIFYALRYHNI  165
Goldfish  PMYFFICSLAVADLLVSVSNASETVVMALITGGNLTYRESIIKNMDNIFDSMICSSLLASIWSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  158
Zebrafish PMYFFICSLAVADLLVSVSNASETVVMALITGGNLTNRESIIKNMDNVFDSMICSSLLASIWSLLAIAVDRYITIFYALRYHNI  158
Dogfish   PMYFFICSLAVADMLVSVSNAWETIFIAMLKSRHLTAPENLIKNMDNVFDSMICSSLLASICSLLAIAI DRYITIFYALRYHNI  159
Lamprey   PMYYFICSLAVADMLVSVSNAWETIIMALLQNGSLAMQEDTLKQMDNIMDSMICTSVVASMCSLLAIAVDRYVTIFYALRYHNI  162
Chicken   PMYFFICSLAVADMLVSVSNGSETIVITLLNN-TDTDAQSFTINIDNVIDSVICSSLLASICSLLSIAVDRYFTIFYALQYHNI  159
Human     PMYFFICSLAVADMLVSVSNGSETIVITLLNS-TDTDAQSFTVNIDNVIDSVICSSLLASICSLLSIAVDRYFTIFYALQYHNI  160

*** ********* ******  **                     **  **  ** *  **  *** ** *** ****** **** 

TpMC4R    VTLRRATLVISTIWTCCTVSGILFIIYSESTTVLICLITMF FTMLVLMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNAPIQQRANMKGA  245
Flounder  VTLRRAMLVITSIWTCCIVSGILFIIYSESTTVLICLITMF FTMLVLMVSLYVHMFLLARLHTKRIAALPGNAPILQRANMKGA  243
Seabass   GTLRRAMLVISSIWTCCIVSGILFIIYSESTTVLICLITMF FTMLVLMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNAPIHQRANMKGA  245
Fugu      VTLRRASLVISSIWTCCTVSGVLFIVYSESTTVLICLITMF FTMLVLMASLYVHMFLLARLHMKRIAAMPGNAPIHQRANLKGA  240
Trout     VTVKRAMAVIACIWSCCVASGVLFIIYSESTTVLICLITMF FTMLALMASLYVHMFMLARLHIKRIAVLPGNVPIRQRANMKGA  249
Goldfish  MTQRRAGTIITCIWTLCTVSGVLFIVYSESTTVLICLISMF FTMLALMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNGPIWQAANMKGA  242
Zebrafish MTQRRAGTIITCIWTFCTVSGVLFIVYSESTTVLICLISMF FTMLALMASLYVHMFLLARLHMKRIAALPGNGPIWQAANMKGA  242
Dogfish   VTVRRALMIIAAIWAACTGSGILFIVYSESTAVIICLITMF FAMLALMASLYVHMFMLARLHVKRIAALPGNGAVRQAANMKGA  243
Lamprey   MTVRRAASIIGAIWGTCTLCGVIFIVYSDSTAVIICLITMF FTMLVLMASLYVHMFMLARLHAKRIAALPASGIIQHKTSMRGA  246
Chicken   MTVKRVGVIITCIWAACTVSGILFIIYSDSSVVIICLISMF FTMLILMASLYVHMFMMARMHIKKIAVLPGTGPIRQGANMKGA  243
Human     MTVKRVGIIISCIWAACTVSGILFIIYSDSSAVIICLITMF FTMLALMASLYVHMFLMARLHIKRIAVLPGTGAIRQGANMKGA  244

*  *    *  **  *   *  ** ** *  * **** *** ** ** *** ****  ** * * **  *            **

TpMC4R    ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPRNPYCTCFMSHFNMYLILIMCNSII DPIIYAFRSQEMRKTFKEFFCC--SQPLLCV  327
Flounder  ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPRNPYCTCFMSHFN MYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQEMRKTFKEIFCC--SHALLCV  325
Seabass   ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLILMITCPRNPYCTCFMSQFN MYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQEMRKTFKEIFCC--SHALLCV  327
Fugu      ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPKNPYCTCFMSHFN MYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQEMRKTFKEIFCC--SQMLVCM  322
Trout     ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMISCPRNPYCACFMSHFN MYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEIFCWY-SLPNLCV  332
Goldfish  ITITILLGVFVVCWAPFFLHLILMISCPRNPYCICFMSHFN MYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEICCCWYGLASLCV  326
Zebrafish ITITILLGVFVVCWAPFFLHLILMISCPRNPYCVCFMSHFN MYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEICCCWYGLASLCV  326
Dogfish   ITLTILLGVFVVCWAPFFMHLILMISCPQNPYCVCFMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAFRSQEMRKTFKEIICCY-SLPGLCD  326
Lamprey   ITLTILLGVFIVCWAPFFLHLILIVSCPRSPYCVCYMSHFN LYLVLIMLSSVIDPIIYAFRSHEMRHTFKEIVCCY-SGSLYCA  329
Chicken   ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLIFYISCPYNPYCVCFMSHFN FYLILIMCNSIIDPLIYAFRSQELRKTFKEIICCC-NLRGLCD  326
Human     ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLIFYISCPQNPYCVCFMSHFN LYLILIMCNSIIDPLIYALRSQELRKTFKEIICCY-PLGGLCD  327

** *** *** ******* ***    **  *** * ** ** ** ***  *  *** *** ** * * ****  *        * 

TpMC4R    ------- 327
Flounder  ------- 325
Seabass   ------- 327
Fugu      ------- 322
Trout     CELPGKY 339
Goldfish  ------- 326
Zebrafish ------- 326
Dogfish   LTSEY-- 331
Lamprey   LPATWKY 336
Chicken   LPGKY–- 331
Human     LSSRY-- 332

PMYFFICSLAVADMLVSVS

ISTEVFLTLGIVSLLENILVIAAI

FMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAF

TM1

TM2 TM3

TM5TM4

TM6 TM7

PEVFVTLGVISLLENILVIVAIAK

ISTEVFLTLGIVSLLENILVIAAII
ISTEVFLTLGIVSLLENILVIAAIV

ISTEVFLTLGIISLLENILVVAAI
PEVFLTLGIVSLLENILVVAAIIK

QLLISTEVFLTLGIVSLLENILVVAAIVK HS

PMYFFICSLAVADMLVSV

NAS

NTT NRS

TLR

FFICSLAVADMLVSVSNASETIVI

FFICSLAVADLLVSVSNASETVVM
FFICSLAVADLLVSVSNASETVVM
LFICSLAVADMLVSVSNASETIVI

PMYFFICSLAVADMLVSVSNGSETIVIILL

DSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIF

FDSMICSSLLASICSLLAIAVDRYITIFYALR
TLIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLA

IIKNMDNVFDSMICSSLLASIWSLLAI
IIKNMDNIFDSMICSSLLASIWSLLAI
LIKSMDNVFDSMICSSLLASICSLLA

QSFTVNIDNVIDSVICSSLLASICSLLSIAVDRYFTIF

ATLVISTIWTCCTVSGILFII

RRAGTIITCIWTLCTVSGVLFIV
RRAGTIITCIWTFCTVSGVLFIV

RASLVISSIWTCCTVSGVLFIV
LRRAMLVISSIWTCCIVSGILFIIY

RAMAVIACIWSCCVASGVLFII

MTVKRVGIIISCIWAACTVSGILFIIY

TVLICLITMFFTMLVLMASLYVHMFLLAR

VIICLITMFFTMLALMASLYVHMFLMARLHIKRIA

TVLICLITMFFTMLVLMASLYVHMFLLARLH

CLISMFFTMLALMASLYVHMF

CLITMFFTMLVLMASLYVHMF

CLISMFFTMLALMASLYVHMF
CLITMFFTMLALMASLYVHMF

ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLILMITCPR

ITLTILIGVFVVCWAPFFLHLILMITCPR

TCFMSHFNMYLILIMCNSIIDPII

FMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAFITITILLGVFVVCWAPFFLHLIL

ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLIL

ITITILLGVFVVCWAPFFLHLI
ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLIL

ITLTILLGVFVVCWAPFFLHLIFYIS

FMSHFNMYLILIMCNSVIDPIIYAF

FMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAF
FMSHFNMYLILIMCNSVIDPLIYAF

MSHFNLYLILIMCNSII DPLIYALRSQELRKTFKEIIC

TEVFLTLGIVSLLENILVVAAII

ISTEVFLTLGIFSLLANILVIAAI

LFVSPEVFVTLGIISLLENVLVIVAI

FICSLAVADMLVSVSNASETIVI

FFICSLAVADMLVSVSNAWETIFI

FICSLAVADMLVSVSNGSETIVITL

NVFDSMICSSLLASICSLLAIAV

DNVIDSVICSSLLASICSLLSIAV

NLIKNMDNVFDSMICSSLLASICSLLA

VGVIITCIWAACTVSGILFII

RALMIIAAIWAACTGSGILFIV

AMLVITSIWTCCIVSGILFIIYS

VIICLISMFFTMLILMASLYVHMFMM

ICLITMFFAMLALMASLYVHMFMLARL

VLICLITMFFTMLVLMVSLYVHM

MKGA
KGA

GA

KGA

VFLILGVISLLENILVITAIL

YFICSLAVADMLVSVSNAWETIIMALL DNIMDSMICTSVVASMCSLLAIAV

ASIIGAIWGTCTLCGVIFIVYS VIICLITMFFTMLVLMASLYV

LTILLGVFVVCWAPFFLHLILMI

A

GA

KGA

LTILIGVFVVCWAPFFLHLIFYISCP

ITLTILLGVFVVCWAPFFMHLIL

MKGA

ITLTILLGVFIVCWAPFFLHLIL HFNLYLVLIMLSSVIDPIIYAF

FNMYLILIMCNSVIDPIIYAFRS

MSHFNFYLILIMCNSIIDPLIYAF

TCFMSQFNMYLILIMCNSVIDPIIYAFRSQ

ANMKGA

TFK

ดูคาํอธิบายหนา้ต่อไป 

    *             *  *  
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ภาพที� 3.7 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน และ transmemebrane (TM) ระหวา่ง TpMC4R และ
MC4R ของปลากระดูกแข็งชนิดต่าง ๆ ไก่ และคน  

หมายเหตุ : การจดัเรียงเพื!อเปรียบเทียบตาํแหน่งของกรดอะมิโนใชโ้ปรแกรม Clustal W2 software 
*    แสดงความตรงกนัของกรดอะมิโนของยนี MC4R  
     แสดงความตรงกนัของกรดอะมิโน cysteine ของยนี MC4R ของสัตวทุ์กชนิดที!ไดท้าํ   
     การเปรียบเทียบ 
     แสดงตาํแหน่ง cysteine residues ในปลาสลิด ซึ! งตรงกบัสัตวอื์!น ๆ ที!ไดท้าํการ 
     เปรียบเทียบบางชนิด  
ตวัอกัษรสีขาวพื-นดาํ แสดง N-linked glycosylation 
กรอบสีขาว             แสดง phosphorylation site 
ตวัอกัษรหนาและขีดเส้นใต ้แสดง PMY motif, DRY motif และ DPIIY (NPXXY) motif 

ทีaมา :  Flounder (Kobayashi et al., 2008), Seabass (Sanchez et al., 2009), Fugu (Klovins et al., 2004),  
  Trout (Haitina et al., 2004), Goldfish (Cerda-Reverter et al., 2003), Zebrafish (Ringholm et       
  al., 2002), Dogfish (Ringholm et al., 2003), Lamprey (Haitina et al., 2007), Chicken (Takeuchi        
  and Takahashi, 1998) และ Human (Tan et al., 2009) 
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ภาพที! 3.7 แสดงความคลา้ยคลึงของกรดอะมิโนของ TpMC4R กบั MC4R ของ
ปลากระดูกแขง็อื!น ๆ ไก่ และปลา เปอร์เซนตค์วามคลา้ยคลึงกรดอะมิโนของ TpMC4R กบั MC4R 
ปลากระดูกแขง็ชนิดอื!น ๆ มีค่าอยูใ่นช่วง 77 - 90 เปอร์เซนต ์ในขณะที!เปอร์เซนตค์วามคลา้ยคลึง
กรดอะมิโนของ TpMC4R กบั MC4R ในไก่ และ คน มีค่าเท่ากบั 66 และ 67 เปอร์เซนตต์ามลาํดบั 
(ตารางที! 3.1) TpMC4R มี N-linked glycosylation site 3 ตาํแหน่ง ดงันี-  พบ N-linked glycosylation 
site 2 ตาํแหน่งอยูที่!   N-terminal extracellular domain และ N-linked glycosylation site  อีก 1 
ตาํแหน่ง ที! ECL 1  ถึงแมว้า่ N-terminal extracellular domain จะเป็นบริเวณที!องคป์ระกอบของ
กรดอะมิโนใน MC4R ของปลาแต่ละชนิดจะแตกต่างกนัมากในสัตวมี์กระดูกสันหลงัส่วนใหญ่ แต่
จะเห็นวา่ N-linked glycosylation site จะพบอยูใ่นตาํแหน่งที! 2 และ 15 ของ MC4R ในสัตวส่์วนใหญ่ 
โปรตีน TpMC4R มี cysteine 15 residues อยูใ่นตาํแหน่งที! 40, 84, 131, 139, 177, 178, 197, 258, 272, 
278, 280, 294, 319, 320 และ 326 นอกจากนี-พบ protein kinase C of phosphorylation site อยูใ่น ICL 
ที! 2 ตรงตาํแหน่งที! 163 และพบอยูใ่นส่วนของ C-terminal domain ตรงตาํแหน่งที! 313 ของ 
TpMC4R และพบกลุ่ม PMY motif, DRY motif และ DPIIY (NPXXY) motif ในตาํแหน่งเดียวกนักบั 
motif ดงักล่าวของโปรตีน MC4R ในปลากระดูกแขง็ชนิดต่าง ๆ ในไก่ และคน (ภาพที! 3.7) 

 
2. ความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของยีน MC4R ของปลาสลิดและสัตว์มีกระดูกสันหลงัชนิดอื�น ๆ 

 ผลการศึกษาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของยนี TpMC4R โดยการสร้าง 
phylogenetic tree ซึ! งทาํการเปรียบเทียบระหวา่งกรดอะมิโนของ TpMC4R กบักรดอะมิโน
ของ melanocortin receptor (MCR) ทั-ง 5 subtype ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ พบวา่
ความสัมพนัธ์ทางวิวฒันาการของกรดอะมิโน MCR ถูกแบ่งออกเป็น 5 กลุ่มดงันี-  กลุ่มที! 1 เป็นกลุ่ม
ของลาํดบักรดอะมิโนของสิ!งมีชีวติต่าง ๆ ที!ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบั Malanocortin 1 receptor 
(MC1R)  กลุ่มที! 2 เป็นกลุ่มของลาํดบักรดอะมิโนของสิ!งมีชีวติต่าง ๆ ที!ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบั 
Malanocortin 2 receptor (MC2R) กลุ่มที! 3 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม Malanocortin 3 receptor (MC3R) กลุ่มที! 
4 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม Malanocortin 4 receptor (MC4R) และกลุ่มที! 5 ถูกจดัอยูใ่นกลุ่ม Malanocortin 5 
receptor (MC5R) ซึ! งกรดอะมิโนของ TpMC4R ถูกจดัอยูใ่นกลุ่มที! 4 จึงเป็นการยนืยนัอีกทางหนึ!งวา่ 
TpMC4R ที!ไดใ้นการศึกษานี- เป็น MC4R และมีความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการอยูใ่นกลุ่มของยนี 
MC4R ร่วมกบั MC4R ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ (ดงัภาพที! 3.8)  

ผลการศึกษาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการของยนี TpMC4R ของปลาสลิดกบักรดอะมิ
โนของ MC4R ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ (ภาพที! 3.9) พบวา่ TpMC4R มีววิฒันาการ
ใกลเ้คียงกบักรดอะมิโนของปลามากกวา่สัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดอื!น ๆ และกลุ่ม MC4R ของปลามี
ววิฒันาการใกลเ้คียงกบัสัตวปี์กมากที!สุดเมื!อเปรียบเทียบกบัสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดอื!น ๆ  
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3. การโคลน cDNA ด้านปลาย 3’ ของยีน ββββ-actin ในปลาสลดิ (Tp-ββββ-actin)  

การโคลน cDNA ดา้นปลาย 3’ ของยนี β-actin ในปลาสลิด ทาํโดยวธีิ RACE 
(Random amplification of cDNA ends) (ภาพที! 3.10) ไดผ้ลผลิต PCR ขนาดประมาณ 1200 คู่เบส 

เมื!อนาํไปวิเคราะห์ลาํดบัเบสของดีเอน็เอ พบวา่มีส่วนของยนีที!มีความคลา้ยคลึงกบั cDNA ของ β-

actin ในปลาอื!น ๆ ค่อนขา้งสูง จึงกาํหนดใหย้นีนี- ชื!อ Tp-β-actin จากนั-นทาํการแปลรหสัของกรดอะ

มิโนของ Tp-β-actin ได ้จากส่วนของ coding sequence (CDS) 567 คู่เบส ซึ! งจะแปลเป็นจาํนวน
กรดอะมิโน 188 กรดอะมิโน ส่วนของปลาย 3’ รวม poly A tail มีขนาด 677 คู่เบส การโคลนยนี Tp-

β-actin นี- เพื!อใชเ้ป็น internal standard ในการศึกษาการแสดงออกของยีนต่อไป และไดท้าํการ

เปรียบเทียบความคลา้ยคลึงของกรดอะมิโนของ Tp-β-actin กบั β-actin ในปลาอื!น ๆพบวา่จะมีความ
คลา้ยคลึงกนัค่อนขา้งสูงมาก (ภาพที! 3.11) 
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ภาพที	 3.8  Phylogenetic tree ของโปรตีน melanocortin receptor ทัbง 5 subtypes ของปลาสลิด และ 
สัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดอืaน ๆ โดยการสร้าง phylogenetic tree ตามวธีิการของ  
Neighbor-joining method (Saito and Nei, 1987)  
หมายเหตุ : Genbank database  ของกรดอะมิโนของ MCR ทัbง 5 subtype ของสัตวมี์กระดูก
สันหลงัชนิดต่าง ๆ แสดงดงัภาคผนวก ข 
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ภาพที� 3.9  Phylogenetic tree ของโปรตีน melanocortin 4 receptor ของปลาสลิดและสัตวมี์กระดูก

สันหลงัชนิดอื!น ๆ โดยการสร้าง phylogenetic tree ตามวิธีการของ Neighbor-joining   
method (Saita to and Nei, 1987)   
หมายเหตุ : Genbank database  ของกรดอะมิโนของ MC4R ที!นาํมาใชใ้นการสร้าง 
phylogenetic tree   แสดงดงัภาคผนวก ข 
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     10        20        30        40        50        60 
ACTACCTCATCAAGATCCTGACAGAGCGTGGCTACTCTTTCACCACCACAGCCGAGAGGG 
  Y  L  I  K  I  L  T  E  R  G  Y  S  F  T  T  T  A   E  R  E  
         70        80        90       100       110        120  
AAATCGTGCGTGACATCAAGGAGAAGCTGTGCTACGTCGCCCTGGACTTCGAGCAGGAGA 
  I  V  R  D  I  K  E  K  L  C  Y  V  A  L  D  F  E   Q  E  M  
                 130       140       150       160       170       1 80  
TGGGCACTGCAGCCTCCTCCTCTTCTCTGGAGAAGAGCTATGAGCTGCCCGACGGACAGG 
  G  T  A  A  S  S  S  S  L  E  K  S  Y  E  L  P  D   G  Q  V  
        190       200       210       220       230       240 
TCATCACCATTGGTAATGAGAGGTTCCGTTGCCCAGAGGCCCTCTTCCAGCCTTCCTTCC 
  I  T  I  G  N  E  R  F  R  C  P  E  A  L  F  Q  P   S  F  L  
        250       260       270       280       290       300 
TTGGTATGGAGTCCTGCGGAATCCATGAGACCACCTACAATAGTATCATGAAGTGCGACG 
  G  M  E  S  C  G  I  H  E  T  T  Y  N  S  I  M  K   C  D  V  
        310       320       330       340       350       360 
TTGACATCCGTAAGGACCTGTACGCCAACACCGTGCTGTCTGGTGGTACCACCATGTACC 
  D  I  R  K  D  L  Y  A  N  T  V  L  S  G  G  T  T   M  Y  P  
        370       380       390       400       410       420 
CCGGCATCGCCGACAGGATGCAGAAGGAGATCACAGCCCTGGCCCCATCCACCATGAAGA 
  G  I  A  D  R  M  Q  K  E  I  T  A  L  A  P  S  T   M  K  I  
        430       440       450       460       470       480 
TCAAGATCATTGCCCCACCTGAGCGTAAATACTCTGTCTGGATTGGAGGCTCCATCCTGG 
  K  I  I  A  P  P  E  R  K  Y  S  V  W  I  G  G  S   I  L  A  
        490       500       510       520       530       540 
CCTCCCTGTCCACCTTCCAGCAGATGTGGATCAGCAAGCAGGAGTACGATGAGTCCGGCC 
  S  L  S  T  F  Q  Q  M  W  I  S  K  Q  E  Y  D  E   S  G  P  
        550       560       570       580       590       600 
CCTCCATTGTCCACCGCAAATGCTTCTAAACGGACTGTTCCTTCTCCCTTCTCCCCAACC 
  S  I  V  H  R  K  C  F  *   
        610       620       630       640       650       660 
AAACACCCAACAACTTCAGCTCTGTGCAACGACCACAACACATTTATCATACACACTCGG 
        670       680       690       700       710       720 
GCGCAGAGCCTAGATGACCAACTCATTGGCATGGCTTCAGTTATTTTTGGCGCTTGACTC 
        730       740       750       760       770       780 
AGGATTTTAAAAAACTGGAACGATGAAGGATACAGTAATGTTTTTGGCTAGGTATAAAAG 
        790       800       810       820       830       840 
CACCCTAAGATTCTGCACCTGGGGTCTTAAAAAAAAATGTACATTTTTTTTTTTTTTTTT 
        850       860       870       880       890       900 
GAGTCATTCCAAATGTTTGTTAACTGCATTGTTCAGACACATGATTCCAAATGTTAACTG 
        910       920       930       940       950       960 
CATTGTTCAGACACGTATTTGCCTCTGTGAAGGCTCCCCAGTGGTTGGCGCATACTTAAA 
        970       980       990      1000      1010      1020 
CATTGTTGTAGTATCGCTTGTATGTAAATTATGTGTGGGTTTTTTGTACTTTCAGCCTTA 
   1030      1040      1050      1060      1070      1080 
AAAATCTTGGTCCTGTTTAATTTTTTTTTGTTTTTGTTATGCAAAACCCAATTGTGACCT 
       1090      1100      1110      1120      1130      1140 
CTCCTTCCCCCTGTTCAACCTGGGGCAGTGGGGAAAAGGGGTCTCAAAGTGAAGGGGTAA 
       1150      1160      1170      1180      1190      1200  
CAAGGGGTGCCAGACCGGTGGGGCCAACCTGTACACTGAATGAAACAATCCCAATAAAGT 
       1210      1220      1230      1240      1250  
GCACATGTGTTCCGAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 

 

ภาพที� 3.10  ลาํดบันิวคลีโอไทดข์อง β-Actin cDNA ของปลาสลิด (Tpβ-Actin) 
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Saebass MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLNYPIEHGI 75
Croaker         MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIV GRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75
Grouper         MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIV GRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75 
Sculpin MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75
Flounder    MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75 
Tilapia     MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75
Sillago MEDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75
Perch       MDDEIAALVVDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGI 75
Tpactin 3'RACE  ------------------------------------ ---------------------------------------
Tpactin GSP     ------------------------------------ ---------------------------------------

Saebass VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150
Croaker         VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPL NPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Grouper   VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Sculpin VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Flounder  VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Tilapia    VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Sillago VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Perch      VTNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNTPAMYVAIQAVLSLYASGRTTG 150 
Tpactin 3'RACE  ------------------------------------ ---------------------------------------
Tpactin GSP     ------------------------------------ ---------------------------------------

Saebass IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Croaker         IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDL TDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Grouper IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Sculpin IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Flounder    IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYL MKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Tilapia       IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTD YLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Sillago IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYLMKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Perch       IVMDSGDGVTHTVPIYEGYALPHAILRLDLAGRDLTDYL MKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 225
Tpactin 3'RACE  ------------------------------------ -YLIKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 38 
Tpactin GSP     ------------------------------------ -YLIKILTERGYSFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQ 38

** ***********************************

Saebass EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMXSCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Croaker         EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEA LFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Grouper   EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Sculpin EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Flounder  EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Tilapia   EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Sillago EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Perch     EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 300 
Tpactin 3'RACE  EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEALFQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 113
Tpactin GSP     EMGTAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPEAL FQPSFLGMESCGIHETTYNSIMKCDVDIRKDLYANTVLS 113 

******************************************** ****** ************************

Saebass GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375
Croaker         GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPER KYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Grouper  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Sculpin GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Flounder  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Tilapia    GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVW IGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Sillago GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Perch     GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWI GGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 375 
Tpactin 3'RACE  GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERK YSVWIGGSILASLSTFQQMWISKQEYDESGPSIVHRKCF 188 
Tpactin GSP     GGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERK YSVWIGGSILASLSTFQQMWISK---------------- 172

*************************************************** ******** 

 

ภาพที� 3.11   การเปรียบเทียบความคลา้ยคลึงของกรดอะมิโนของ Tpβ-actin กบั β-actin ของปลา
ต่าง ๆ 
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4. การศึกษาการแสดงออกของยนี TpMC4R ในระหว่างการพฒันาการของตัวอ่อน 
ในการศึกษาครั- งนี-ไดท้าํการเพาะผสมพนัธ์ุปลาสลิดโดยการฉีดฮอร์โมนและให้

ผสมแบบเลียนแบบธรรมชาติ และทาํการเก็บตวัอยา่งเอม็บริโอที!ระยะเวลาการพฒันาการที! 5, 7, 11, 
15, 21, 24, และ 48 ชั!วโมงหลงัจากที!ปลาไดผ้สมพนัธ์ุและวางไข่ (hours post spawning; hps) 
นอกจากนี-ไดท้าํการเก็บตวัอยา่งไข่ปลาที!ยงัไม่ไดรั้บการผสมพนัธ์ุเพื!อทาํการวเิคราะห์การแสดงออก

ของยนี TpMC4R โดยมี Tp-β-actin เป็น internal standard ผลการศึกษาพบวา่ยนี TpMC4R มีการ
แสดงออกในเอม็บริโอทุกระยะ และในไข่ที!ยงัไม่ไดป้ฏิสนธิ (ภาพที! 3.12) 

 
 

 
 

ภาพที	 3.12  การแสดงออกของ mRNA ของยีน TpMC4R และ Tpβ-actin ในระหวา่งการพฒันาการ
ของตวัอ่อนของปลาสลิดทีaระยะ 5, 7 , 11, 15, 21, 24, และ 28 ชัaวโมงหลงัจากปลาสลิด
วางไข่ (hours post spawning; hps) โดยใชเ้ทคนิค RT-PCR  

หมายเหตุ : M = DNA marker  
N = Negative control ซึa งใชน้ํbากลัaนทีaปราศจากอิออน (distilled water) 
P = Positive control ซึ! งใช้พลาสมิดดีเอ็นเอ p-3-TpMC4R สําหรับ MC4R หรือ p-3-

TpActin สาํหรับ β-actin ของปลาสลิด 
U = ไข่ทีaไม่ไดรั้บการปฏิสนธิ (unfertilized egg) 



56 

 

 
 

 
5. การเปรียบเทยีบระดับการแสดงออกของยีน TpMC4R ในอวยัวะต่าง ๆ ของปลาสลดิ 

การเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของยนี TpMC4R ในอวยัวะต่าง ๆ ของไปลา
สลิด ไดแ้ก่ สมองส่วน telencephalon, mesencephalon, metencephalon และ diencephalon รวมกบั
ต่อมใตส้มอง (pituitary gland) และส่วนของเหงือก (gill) ตบั (liver) ไตส่วนตน้ (head kidney) ไต
ส่วนปลาย (trunk kidney) กระเพาะอาหาร (stomach) ลาํไส้ (intestine) มา้ม (spleen) กลา้มเนื-อ 
(muscle) รังไข่ (ovary) อณัฑะ (testis) โดยใชว้ธีิ realtime-RT-PCR และการวเิคราะห์ผลผลิตพีซีอาร์
ดว้ย agarose gel electorphoresis 

จากการใชก้ารวเิคราะห์ผลความแตกต่างทางสถิติร่วมในการเปรียบเทียบระดบั 
mRNA ของ TpMC4R ในแต่ละอวยัะวะ สามารถจดัระดบัการแสดงออกของยนี TpMC4R ไดด้งันี-  
TpMC4R มีการแสดงออกที!ระดบัสูงใน สมองทุกส่วน อณัฑะ และ ตบั และ TpMC4R มีการ
แสดงออกระดบักลางที! เหลือก ไตส่วนตน้และส่วนปลา กระเพาะอาหาร ลาํไส้ มา้ม กลา้มเนื-อ และ 
รังไข่ นอกจากนี-พบวา่ TpMC4R มีการแสดงออกระดบัตํ!าที!มา้ม (ภาพที! 3.13 A) ผลการวเิคราะห์

ผลผลิตของ RT-PCR ของ TpMC4R และ Tp-β-actin (เป็น internal standard) พบวา่มีขนาดตรงตาม
ผลผลิต PCR ที!คาดวา่จะไดรั้บ (ภาพที! 3.13 B) 

การศึกษาการแสดงออกของยนีที!บริเวณสมองส่วน telencephalon ของปลาสลิด 
โดยวธีิ In situ hybridization โดยใชโ้พรบ antisense probe (ภาพที! 3.14 B และ D) ภาพที! 3.14 A 
แสดงภาพวาดตาํแหน่งต่าง ๆ ของสมองส่วน telencephalon ที!พบการแสดงออกของ TpMC4R ไดแ้ก่ 
medial dorsalis telecephalon (Dm), dorsal dorsalis telecephalon (Dd), central dorsalis telecephalon 
(Dc), lateral dorsalis telecephalon (Dl), และ ventralis telencephalon (Vv) การใช ้sense probe (ภาพ
ที! 3.14 C และ E) ไม่พบเซลลที์!มี signals ของ sense probe 

ภาพที! 3.15 A แสดงตาํแหน่งใน Diencephalon ที!มีการแสดงออกของ mRNA ของ 
TpMC4R พบการแสดงออกของ TpMC4R ในส่วนของ Lateral tuberal nucleus (LTN) (ภาพที! 3.15 
B และ D), preoptic nucleus (PVO) (ภาพที! 3.15 D), diffuse nucleus of inferior love (DNIL) (ภาพที! 
3.15 H), periventricular part (PPN), Torus lateralis (TL), Anterior tuberal nucleus (ATN), nucleus 
glomerulosus (GN) และ พบการแสดงออกของ TpMC4R อยา่งอ่อนที!ต่อมใตส้มอง (pituitary gland; 
PG) (ภาพที! 3.15 B) ไม่พบ signals ของ sense probe (ภาพที! 3.15 C, E และ G) 

การศึกษาการแสดงออกของ TpMC4R ในบริเวณสมองส่วน mesencephalon และ
metencephalon แสดงดงัภาพที! 3.16 ภาพที! 3.16 A แสดงสรุปการพบการแสดงออกของ mRNA ของ 
TpMC4R ในส่วนของ valbula cerebella (VC) (ภาพที! 3.16 C), torus longitudinalis (TL) (ภาพที! 3.16 
C), torus semicircularis (TS) (ภาพที! 3.16 C), optic tectum (OT) (ภาพที! 3.16 C), stratum griseum 
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periventricula (SGP) (ภาพที! 3.16 E) ไม่พบการแสดงออกของบริเวณดงักล่าวเมื!อใช ้sense probe 
(ภาพที! 3.16 D และ F) ภาพที! 3.16 B แสดงการพบการแสดงออกของ TpMC4R ในส่วนของ 
metencephalon โดยพบการแสดงออกของ mRNA ของ TpMC4R เมื!อใช ้antisense probe ที!บริเวณ 
cerebellar cortex (CC) และ Purkinje’s cell ในส่วนของ central acoustic lobe (CA) (ภาพที! 3.16 G) 
การใช ้sense probe จะไม่พบ signals (ภาพที! 3.16 D, F แล H) 
 
6. การศึกษาการแสดงออกของยนี TpMC4R ในรอบวนัของการกนิอาหารปกติ 

จากการไดน้าํปลาสลิดมาเลี-ยงและใหกิ้นอาหารที!เวลา 10.00 และ 16.00 นาฬิกา เป็น
ระยะเวลา 1 เดือน เพื!อศึกษาการเปลี!ยนแปลงของการแสดงออกของยนี TpMC4R ที!สมองส่วนต่าง ๆ 
ไดแ้ก่ telencephalon, Mesencephalon, Metencephalon และ Diencephalon ในระหวา่งรอบวนัของ

การกินอาหารของปลาสลิด ดว้ยวธีิ realtime-RT PCR โดยใช ้Tp-β-actin เป็น internal standard 
พบวา่ การเปลี!ยนแปลงของระดบั mRNA ของ TpMC4R ในสมองแต่ละส่วนที!ทาํการศึกษาจะเป็นไป
ในทางเดียวกนั (ภาพที! 3.17) โดยไม่มีการเปลี!ยนแปลงในเวลาที!เริ!มกินอาหารเชา้ และหลงัไดรั้บ
อาหารเชา้ แต่จะมีระดบัลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P < 0.05) เมื!อเวลาก่อนเริ!มไดรั้บอาหารเยน็ 

 
7. การศึกษาผลของการอดอาหารระยะสั.นต่อการเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของยีน TpMC4R 

หลงัจากไดศึ้กษาการเปลี!ยนแปลงการแสดงออกของยนี TpMC4R  ในวงจรรอบวนั
ของการกินอาหารปกติของปลาสลิดแลว้ จึงทาํการศึกษาการผลของการอดอาหาร ที!ระยะเวลา 24 
ชั!วโมง ต่อการเปลี!ยนแปลงการแสดงออกของยนี TpMC4R ในสมองส่วน telencephalon, 

Mesencephalon, Metencephalon และ Diencephalon ดว้ยวธีิ realtime-RT PCR โดยใช ้Tp-β-actin 
เป็น internal standard พบวา่ การเปลี!ยนแปลงของระดบั mRNA ของ TpMC4R ในสมองแต่ละส่วนที!
ทาํการศึกษาจะเป็นไปในทางเดียวกนั (ภาพที! 3.18) ระดบั mRNA ของ TpMC4R จะมีระดบัตํ!าที!
ช่วงเวลา 6 ชั!วโมง และ ระดบั mRNA ของ TpMC4R จะเพิ!มขึ-นจากการเพิ!มระยะเวลาการอดอาหาร
นานขึ-นถึง 12 ชั!วโมง แต่ไม่แตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญั  (P > 0.05) เริ!มพบความแตกต่างของการเพิ!มขึ-น
ของ ระดบั mRNA ของ TpMC4R ที!ระยะเวลาการอดอาหารนาน 18 ชั!วโมง (P < 0.05) และที!
ระยะเวลาการอดอาหารนาน 24 ชั!วโมง จะมี ระดบั mRNA ของ TpMC4R สูงขึ-นแต่ไม่แตกต่างอยา่ง
มีนยัสาํคญัทางสถิติเมื!อเที!ยบกบั ระดบั mRNA ของ TpMC4R ที!ระยะเวลาการอดอาหารนาน 18 
ชั!วโมง  (P > 0.05) 
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ภาพที	 3.13  การเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยีน TpMC4R ในสมอง 
   และอวยัวะต่าง ๆ  ของปลาสลิด ไดแ้ก่ สมองส่วน telencephalon (Tl), สมอง

ส่วน mesencephalon (Ms), สมองส่วน metencephalon (Mt), สมอง
ส่วน diencephalon & pituitary (DP), อวยัวะ
ต่าง ๆ ไดแ้ก่ gill (G), liver (L), head kidney (HK), trunk kidney (TK), stomach (S), 
intestine (I), spleen (Sp), muscle (Mu), ovary (O) และtestis (T)  

  
(A) แสดงผลของ Real-Time RT PCR เพืaอวดัระดบัการแสดงของ mRNA ของ MC4R  

ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของ MC4R เป็นค่าทีaไดจ้ากการเทียบระดบัของ 

MC4R mRNA ต่อการแสดงออกของยีนอา้งอิง β-actin mRNA แสดงค่าในรูปของ 
means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 4 ตวัอยา่ง) ตวัอกัษรกาํกบัทีaแตกต่างกนัแสดงความ
แตกต่างแสดงความแตกต่างกนัทางสถิติทีaระดบันยัสาํคญั P<0.05   

 
(B) ผลการตรวจสอบ PCR products ดว้ยเทคนิค agarose gel electrophoresis  

        หมายเหตุ :  M = DNA marker, N = Negative control ซึa งใชน้ํbากลัaนทีaปราศจากอิออน 
     (distilled water), P = Positive control ซึa งใชพ้ลาสมิดดีเอน็เอของ p-3-TpMC4R 

    หรือ p-3-TpActin ของปลาสลิด 
  

 



59 

 

 
 

 
ภาพที� 3.14 การแสดงออกของยนี TpMC4R ในสมองส่วน telencephalon  
    A: แสดงภาพสรุปของการพบการแสดงออกของ TpMC4R mRNA   

B: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ในบริเวณ ventralis 
telencephalon(Vv) 

    C: เนื!อเยื!อบริเวณเดียวกบัภาพ B ที!ไฮบริไดซ์ดว้ย sense probe 
D: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ในบริเวณ lateral dorsalis 

telencephalon (DL) 
    E: เนื!อเยื!อบริเวณเดียวกบัภาพ D ที!ไฮบริไดซ์ดว้ย sense probe 
หมายเหตุ: ตวัยอ่ medial dorsalis telencephalon (Dm), dorsal dorsalis telencephalon (Dd), central 

dorsalis telencephalon  
     Scale bar ภาพ B และ C = 100 µm; ภาพ D และ E = 10 µm 
     หวัลูกศรสีขาวแสดงเส้นเลือด 
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ภาพที� 3.15 การแสดงออกของยนี TpMC4R ในสมองส่วน Diencephalon และ pituitary gland (PG) 
   A: แสดงภาพสรุปของการพบการแสดงออกของ TpMC4R mRNA,  

B: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ในบริเวณ lateral tuberal nucleus 
(LTN) และ pituitary gland (PG) 

D: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ในบริเวณ preoptic nucleus (PVO) 
และ LTN  

F: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ในบริเวณ diffuse nucleus of inferior 
lobe (DNIL)  

C, E และ G: เนื!อเยื!อบริเวณเดียวกบัภาพ B, D และ F ตามลาํดบัที!ไฮบริไดซ์ sense probe 
 
หมายเหตุ: ตวัยอ่ periventricular part (PPN), anterior tuberal nucleus (ATN), nucleus glomerulosus 

(GN), inferior love (IL) 
      Scale bar ภาพ D และ E = 100 µm; ภาพ B, C, F และ G = 10 µm 
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ภาพที� 3.16 การแสดงออกของยนี TpMC4R ในสมองส่วน Mesencephalon (A) และ 

Metencephalon (B) 
C: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ของสมองส่วน mesencephalon ใน

บริเวณ valbula cerebelli (VC), torus longitudinalis (TL), torus semicircularis (TS) 
และ optic tectum (OT) 

E: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ของสมองส่วน mesencephalon ใน
บริเวณ stratum griseum periventricula (SGP)   

G: เซลลที์!มีการแสดงออกของ TpMC4R mRNA ของสมองส่วน metencephalon ใน
บริเวณ cerebellar cortex (CC) ลูกศรสีดาํแสดง Purkinje’s cell  

D, F และ H: เนื!อเยื!อบริเวณเดียวกบัภาพ C, E และ G ตามลาํดบัที!ไฮบริไดซ์ sense probe 
  
หมายเหตุ: ตวัยอ่ central acoustic lobe (CA) 
      Scale bar ภาพ C และ D = 1000 µm; ภาพ E, F, G และ H = 10 µm 
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ภาพที� 3.17 การเปลี!ยนแปลงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในระหวา่งมื-ออาหาร 

(daily feeding)  
   ปลาสลิดไดรั้บอาหารในมื-อเชา้เวลา 10.00 น. (breakfast : Bf) และมื-อเยน็

เวลา 16.00 น. (dinner : Dn) การศึกษาในครั- งนี-ทาํการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออก
ของ mRNA ของยนี TpMC4R ของสมองในแต่ละส่วน ไดแ้ก่ สมองส่วน Telencephalon, 

Mesencephalon, Metencephalon และ Diencephalon โดยใช ้mRNA ของยนี β-

actin เป็น internal standard  
หมายเหตุ : - การวเิคราะห์ผลทาํโดย เปรียบเทียบค่า Cp ของยนีที!ศึกษากบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่า 

Cp และจาํนวนชุดของพลาสมิด (p-3-TpMC4R) หรือพลาสมิด (p-3-TpActin) การ
คาํนวณทาํโดยการแปลงค่าจาํนวนชุดยนีให้อยูใ่นรูป log 10  
-  ค่าแสดงในรูป means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง) ตวัอกัษรกาํกบัที!แตกต่างแสดง

ความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั P < 0.05   
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ภาพที� 3.18  ผลของการอดอาหารต่อการเปลี!ยนแปลงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี 
TpMC4R  

   การศึกษาในครั- งนี-ทาํการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R 
ของสมองในแต่ละส่วน ไดแ้ก่ สมองส่วน Telencephalon, Mesencephalon, Metencephalon 

และ Diencephalon โดยใช ้mRNA ของยนี β-actin เป็น internal standard  
หมายเหตุ : - การวเิคราะห์ผลทาํโดย เปรียบเทียบค่า Cp ของยนีที!ศึกษากบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่า 

Cp และจาํนวนชุดของพลาสมิด (p-3-TpMC4R) หรือพลาสมิด (p-3-TpActin) การ
คาํนวณทาํโดยการแปลงค่าจาํนวนชุดยนีให้อยูใ่นรูป log 10  
-  ค่าแสดงในรูป means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง) ตวัอกัษรกาํกบัที!แตกต่างแสดง

ความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั P < 0.05   
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ภาพที� 3.19 ผลของการอดอาหารต่อการเปลี!ยนแปลงระดบักลูโคสในเลือด  
 
หมายเหตุ :  ค่าแสดงในรูป means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง) ตวัอกัษรกาํกบัที!แตกต่างแสดง

ความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั P < 0.05   
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8. ผลของ MC4R antagonist ต่ออตัราการกนิได้ของปลาสลิด และการแสดงออกของ mRNA ของ 

TpMC4R ในสมองของปลาสลดิ 
  ก่อนเริ!มการศึกษานี-  ไดท้าํการทดสอบเบื-องตน้ถึงระดบัการฉีด HS024 หลาย

ระดบั (การฉีด HS024 ที!ระดบั 0.1 µg/kg, 0.5 µg/kg, 1 µg/kg, 10 µg/kg, 25 µg/kg, 50 µg/kg และ 
100 µg/kg) ต่อการการเพิ!มการกินได ้พบวา่รtดบัที!มีแนวโนม้ต่อการเพิ!มการกินไดอ้ยูใ่นช่วง 1 µg/kg 
(ไม่ไดแ้สดงผล) ดงันั-นจึงไดก้าํหนดระดบัของการทดลองนี-  เท่ากบั 1 และ 3 µg/kg 

การศึกษาครั- งนี- จึงไดท้าํการเปรียบเทียบการกินไดข้องปลาสลิดที!ไดรั้บการฉีด
HS024 ที!ระดบั 1 µg/kg และ 3 µg/kg กบัปลาสลิดที!ไดรั้บการฉีดนํ-าเกลือ (0.9 % NaCl) และปลาสลิด
กลุ่มที!ไม่ไดรั้บการฉีด (uninjected fish) ผลการทดลองพบวา่ระดบัการฉีด ฉีด HS024 ที!ระดบั 3 เพิ!ม
การกินไดใ้นปลาสลิดเมื!อเปรียบเทียบกบัปลากลุ่มที!ไดรั้บการฉีดนํ-าเกลือและ uninjected fish แต่
อยา่งไรก็ตามไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ และผลการกินไดที้!เพิ!มขึ-นจะพบใน
ช่วงเวลาตั-งแต่ 3 ชั!วโมงเป็นตน้ไป ระดบัการฉีด HS024 ที!ระดบั 1 µg/kg พบวา่ทาํใหป้ลามีการกินได้
เพิ!มขึ-นแต่ไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ เมื!อเทียบกบัปลากลุ่มที!ไดรั้บการฉีดนํ-าเกลือและ uninjected fish 
และพบวา่การกินไดเ้พิ!มขึ-นตั-งแต่ชั!วโมงที! 7 เป็นตน้ไป  (ภาพที! 3.20) 

การศึกษาผลของการใช ้MC4R antagonist (HS024) ต่อการแสดงออกของ mRNA 
ของยนี TpMC4R ในสมอง โดยทาํการแบ่งกลุ่มการทดลองทั-งหมด 4 กลุ่มการทดลอง คือปลาสลิดใน
กลุ่มควบคุม (uninjected) กลุ่มปลาสลิดที!มีการฉีด 0.9% saline ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 1 µg/kg 
และ 3 µg/kg เขา้สู่กลา้มเนื-อ และทาํการเก็บตวัอยา่งสมองของปลาสลิดที! 4, 8 และ 12 ชั!วโมงหลงัจาก
การฉีด พบวา่หลงัจากการฉีด 4 ชั!วโมง ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 3 µg/kg มีการแสดงออกของ 
mRNA ของยนี TpMC4R  สูงที!สุดเมื!อเปรียบเทียบกบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R 
ของปลาสลิดในกลุ่มการทดลองอื!น ๆ  แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ หลงัจากการ
ฉีด HS024 ในชั!วโมงที! 8 พบวา่ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 1 µg/kg มีการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี TpMC4R สูงกวา่การแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ของปลาสลิดในกลุ่มอื!น ๆ 
นอกจากนี-หลงัจากการฉีด HS024 ในชั!วโมงที! 12 พบวา่การแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R 
ของปลาสลิดทุกกลุ่มทดลองไม่แตกต่างกนั (P > 0.05) (ภาพที! 3.21) 

การศึกษาผลของการแช่สมองใน MC4R antagonist (HS024) ต่อการแสดงออก
ของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสมอง โดยทาํการแบ่งกลุ่มการทดลองทั-งหมด 4 กลุ่มการทดลอง 
คือ กลุ่มควบคุม (Holtfreter’s solution) กลุ่มของ Holtfreter’s solution ที!มี HS024 ที!ระดบั 0.1, 1, 
และ 10 nmol ตามลาํดบั ผลการทดลองพบวา่ ที!เวลา 2 ชั!วโมง ระดบั mRNA ของยนี TpMC4R ใน
สมองที!แช่ใน Holtfreter’s solution ที!มี HS024 ทุกระดบัไม่มีการเปลี!ยนแปลง แต่ที!เวลา 4 ชั!วโมง
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พบวา่ระดบั mRNA ของยนี TpMC4R ในสมองที!แช่ใน Holtfreter’s solution ที!มี HS024 ที!ระดบั 1, 
และ 10 nmol มีการเพิ!มขึ-นอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  (P < 0.05) (ภาพที! 3.22)  
 

 
 
 

 
 

ภาพที� 3.20  ผลของการฉีด (การฉีดเขา้สู่กลา้มเนื-อ) MC4R antagonist (HS024) ต่อการ
กินไดข้องปลาสลิด โดยทาํการฉีด HS024 ที!ความเขม้ขน้ 1 µg/kg, 3 µg/kg 
ซึ! งเปรียบเทียบกลุ่มปลาที!ไดรั้บการฉีด 0.9% saline และกลุ่มปลาสลิดที!
ไม่ไดรั้บการฉีด HS024 (uninjected)  
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ภาพที� 3.21  ผลของการฉีด (การฉีดเขา้สู่กลา้มเนื-อ) MC4R antagonist (HS024) ต่อการ
แสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R หลงัจากมีการฉีด antagonist 
HS024 ที! 4, 8 และ 12 ชั!วโมง  

   ปลาไดรั้บทาํการฉีด HS024 ที!ความเขม้ขน้ 1 µg/kg, 3 µg/kg เปรียบเทียบ
กลุ่มปลาที!ไดรั้บการฉีด 0.9% saline และกลุ่มปลาสลิดที!ไม่ไดรั้บการฉีด 
HS024 (uninjected)  

หมายเหตุ : ค่าแสดงในรูป means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 6 ตวัอยา่ง)  
ตวัอกัษรกาํกบัที!แตกต่างแสดงความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั  
P < 0.05   
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 ภาพที� 3.22 ผลของการแช่สมองปลาสลิดในสาร MC4R antagonist (HS024) ในระดบัต่าง 
ๆ ต่อการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R  

    โดยทาํการศึกษาผลของการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R สมองปลา
สลิดที!แช่ใน buffer (Holtfreter’s solution), HS024 ที!มีความเขม้ขน้ 0.1 nmol, 1 
nmol และ 10 nmol เป็นเวลาที! 2 และ 4 ชั!วโมง  

หมายเหตุ : ค่าแสดงในรูป means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 6 ตวัอยา่ง) 
 ตวัอกัษรกาํกบัที!แตกต่างแสดงความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั       
P < 0.05   
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การทดลองที� 3 การศึกษาการแสดงออกของยนีนิวโรเปปไทด์วาย (Neuropeptide Y) และผลของ    
การอดอาหารต่อการแสดงออกของยนี Neuropeptide Y 

 
1. การโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยีน NPY  ในปลาสลดิ (TpNPY)  

การโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยนี NPY ในปลาสลิด ทาํโดยวธีิ 3’ และ 5’ 
RACE (Random amplification of cDNA ends) ไดข้อ้มูลลาํดบัเบสของดีเอน็เอ แสดงดงัภาพที! 3.23 
โดย cDNA เส้นสมบูรณ์ของ MC4R ที!โคลนไดจ้ากปลาสลิดในการวจิยันี-  จะเรียกวา่ TpNPY มีขนาด 
735 คู่เบส เป็นส่วนของ open reading frame (ORF) ยาว 300 คู่เบส แปรรหสัไปเป็นกรดอะมิโนได ้
99 กรดอะมิโน มีส่วนของ 5’-untranslated region (5’-UTR) ยาว 90 คู่เบส และมีส่วนของ 3’-
untranslated region (3’-UTR) 345 คู่เบส ตรงปลายของ 3’-UTR เป็นปลาย poly A tail การ
เปรียบเทียบความคลา้นคลึงของกรดอะมิโนของยนี TpNPY กบัยนี NPY ของปลาและสัตวอื์!น ๆ 
แสดงดงัภาพที! 3.24 

  
2. การศึกษาผลของการอดอาหารระยะสั.นต่อการเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของยีน TpNPY 

การศึกษาการผลของการอดอาหาร ที!ระยะเวลา 24 ชั!วโมง ต่อการเปลี!ยนแปลงการ
แสดงออกของยนี TpNPY ในสมองส่วน telencephalon, mesencephalon, metencephalon และ 

diencephalon ดว้ยวธีิ realtime-RT PCR โดยใช ้Tp-β-actin เป็น internal standard พบวา่ การ
เปลี!ยนแปลงของระดบั mRNA ของ TpNPY ในสมองทุกส่วนจะลดลงอยา่งมีนยัสาํคญั ที!เวลา 24 
ชั!วโมงของการอดอาหาร ในสมองส่วน metencephalon จะมีการลดลงอยา่งต่อเนื!อง ตั-งแต่การอด
อาหาร ที! 12 ชั!วโมงเป็นตน้ไป ในสมองส่วน mesencephalon และ ส่วน Diencephalon พบการลดลง
ของ mRNA ของ TpNPY  อยา่งมีนยัสาํคญัที!ระยะเวลาการอดอาหารที!เวลา 18-24 ชั!วโมง   
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Filename         : Tp npy summary 
Sequence Size    : 735 
Sequence Position: 1 - 735 
 
Translation Position:     91 -    735;  
 
Genetic Code     : Universal 
 
 
          10        20        30        40        5 0        60 
  AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACGCGGGGAAGAGCAGAAGAGACGCCACGAGACAGCG 
 
          70        80        90       100       11 0       120 
  CGCAAATCTCCCCCTGACCCTCTGGGAAATATGCATCCTAACTTGGTGAGCTGGTTGGGG 
                                M  H  P  N  L  V  S   W  L  G    
         130       140       150       160       17 0       180 
  ACCCTGGGGTTCCTTCTGTGGGCTCTGCTCTGCCTGGGCGCCCTGACAGAGGGAAACCCG 
  T  L  G  F  L  L  W  A  L  L  C  L  G  A  L  T  E   G  N  P    
         190       200       210       220       23 0       240 
  GGGAAACCGGAGAACCCCGGAGAGGACGCCCCAGCCGAGGAACTGGCCAAGTACTACTCA 
  G  K  P  E  N  P  G  E  D  A  P  A  E  E  L  A  K   Y  Y  S    
         250       260       270       280       29 0       300 
  GCCCTGAGACACTACATCAACCTCATTACGAGGCAGAGGTACGGGAAGAGGTCCAGTCCT 
  A  L  R  H  Y  I  N  L  I  T  R  Q  R  Y  G  K  R   S  S  P    
         310       320       330       340       35 0       360 
  GAGATTCTGGACACGCTGGTCTCAGAGCTGTTGCTGAAGGAAAGCACAGACACGCTTCCA 
  E  I  L  D  T  L  V  S  E  L  L  L  K  E  S  T  D   T  L  P    
         370       380       390       400       41 0       420 
  CAGTCCAGATATGAACCAGCATTGTGGTGATGATGCCATCCGGTTTGGCTCGACCTCACT 
  Q  S  R  Y  E  P  A  L  W  *     
         430       440       450       460       47 0       480 
  GCCGCCCCATTACTGGTGACATTCTGACCTCTACACATTTGTCACTTCTCACCCTCCTAA 
 
         490       500       510       520       53 0       540 
  GCCAAATGACGACCCCCTGCCTCTGCCCCTTTTACCTCTATCCGCCTCTGTGTATACTCA 
 
         550       560       570       580       59 0       600 
  ACCCCCCCTGCCCCTCATCCTTACCCCTCCCGGCTGCAGCGAAAGCTTCTTAGAGTATGT 
 
         610       620       630       640       65 0       660 
  GCCATAAAACTGTAAATAGTTTATTCAGAGTTACCATGTGTGAAACATTACAGTGGGGGA 
 
         670       680       690       700       71 0       720 
  GGGGTACGTTGATTGTATTGTAAAATTGTGAATTAAAGATTCATTGTTTGAAAAAAAAAA 
 
         730       740 
  AAAAAAAAAAAAAAA 
 
 

ภาพที	 3.23 ลาํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของ TpNPY  
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TpNPY         MHPNLVSWLGTLGFLLWALLCLGALTEGNPGKPENPGEDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Flounder      MHPNLVSWLGTLGLLLWALLCLSALTEGYPVKPENPG DDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Seabass       MHPNLVSWLGTLGFLLWALLCLGALTEGYPVKPENPGEDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Mandarin      MHTSLVSWLGTLGFLLWALLCLGALTEGYPVKPENPGEDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Tilapia       MHPNLVSWLGTLGFLLWALVCLGALTEAYPVKPENPG EDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Medaka        MHPNLVSWLGTLGFLLWALLCLGALTEGYPMKPENPGEDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Golfish       MHPNMKMWTGWAACAFLLFVCLGTLTEGYPTKPDNPGEGAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Trout         MHPNLGTWLGAVTLLVWTFICIGTLAEGYPVKPENPG EDAPTEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Zebrafish     MNPNMKMWMSWAACAFLLFVCLGTLTEGYPTKPDNPGEDAPAEELAKYYSALRHYINLIT 60 
Chicken       MQGTMRLWVSVLTFALSLLICLGTLAEAYPSKPDSPG EDAPAEDMARYYSALRHYINLIT 60 
Pig           MLGSKRLGLSRLTLALSLLVCLCALAEAYPSKPDNPG EDAPAEDLARYYSALRHYINLIT 60 
Human         MLGNKRLGLSGLTLALSLLVCLGALAEAYPSKPDNPG EDAPAEDMARYYSALRHYINLIT 60 
              *                   *   * *  * **  **   ** *  * ************* 
 
TpNPY         RQRYGKRSSPEIL--DTLVSE-LLLKESTDTLPQSRY EP-ALW 99 
Flounder      RQRYGKRSSPEIL--DTLVSE-LLLKESTDTLPQSRY DP-SLW 99 
Seabass       RQRYGKRSSPEIL--DTLVSE-LLLKESTDQLPQSRY DP-SLW 99 
Mandarin      RQRYGKRSSPGIL--DTLVSE-LLLKESTDTIPQSRY DP-SLW 99 
Tilapia       RQRYGKRSSPEIL--DTLVSE-LLLKESTDTLPQSRY DP-SMW 99 
Medaka        RQRYGKRSSPEIL--DTLVSE-LLLKESKDTLPQSSY NP-YLW 99 
Golfish       RQRYGKRSSADTLISDLLIGE-TESHPQTRYEDQLVW ------ 96 
Trout         RQRYGKRSSPDTL--DTLISE-LLLKESTDTLPQSRY DEPSLW 100 
Zebrafish     RQRYGKRSSADTLISDLLIGE-TESRPQTRYEDHLAW ------ 96 
Chicken       RQRYGKRSSPETLISDLLLRESTENIPRSRFEDPSMW ------ 97 
Pig           RQRYGKRSSPETLISDLLMREGTENVPRTRLEDPSVW ------ 97 
Human         RQRYGKRSSPETLISDLLMRESTENVPRTRLEDPAMW------ 97 
              *********   *  * *  *                       
 

ภาพที� 3.24 การเปรียบเทียบลาํดบักรดอะมิโน TpNPY และNPY ของปลากระดูกแข็งชนิดต่าง ๆ 
ไก่ สุกร และคน  
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ภาพที� 3.25  ผลของการอดอาหารต่อการเปลี!ยนแปลงระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี 

TpNPY  
   การศึกษาในครั- งนี-ทาํการเปรียบเทียบระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpNPY 

ของสมองในแต่ละส่วน ไดแ้ก่ สมองส่วน Telencephalon, Mesencephalon, Metencephalon 

และ Diencephalon โดยใช ้mRNA ของยนี β-actin เป็น internal standard  
หมายเหตุ : - การวเิคราะห์ผลทาํโดย เปรียบเทียบค่า Cp ของยนีที!ศึกษากบักราฟมาตรฐานระหวา่งค่า 

Cp และจาํนวนชุดของพลาสมิด (p-3- TpNPY) หรือพลาสมิด (p-3-TpActin) การคาํนวณ
ทาํโดยการแปลงค่าจาํนวนชุดยนีใหอ้ยูใ่นรูป log 10  

-  ค่าแสดงในรูป means ± SE (จาํนวนตวัอยา่ง 5 ตวัอยา่ง)  
- ตวัอกัษรกาํกบัที!แตกต่างแสดงความแตกต่างกนัทางสถิติที!ระดบันยัสาํคญั P < 0.05   
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อภิปรายผลการศึกษา 
 
ปลาสลิดเป็นปลาที!มีความสาํคญัต่อการเพาะเลี-ยงสัตวน์ํ-าของประเทศไทย เป็นปลาที!มี

มูลค่าสูงเมื!อเปรียบเทียบกบัปลานํ-าจืดชนืดอื!น ๆ ปริมาณการผลิตนอ้ยกวา่ปลานํ-าจืดอื!น ๆ เนื!องจาก
ระยะเวลาการเพาะเลี-ยงใชเ้วลานาน ทาํใหเ้กษตรกรไม่นิยมเพาะเลี-ยง ปัจจุบนัการแปรรูปลาสลิด
ก่อใหเ้กิดมูลค่าเพิ!ม และสามารถพฒันาเป็นสินคา้ส่งออกไดอี้กชนิดหนึ!ง แมว้า่การพฒันาการ
เพาะเลี-ยงในดา้นต่าง ๆ เช่น การเพาะพนัธ์ุ การเพาะเลี-ยงไดพ้ฒันาจากแบบดั-งเดิมที!พึ!งพาแต่อาหาร
ธรรมชาติมาเป็นระบบที!มีการใหอ้าหารสมทบ แต่มีการพฒันาทางดา้นการปรับปรุงพนัธ์ุนอ้ย ผล
การศึกษาครั- งนี- จึงเป็นประโยชน์ในดา้นการใชเ้ป็นขอ้มูลพื-นฐานทางพนัธุกรรมอนัหนึ!งที!จะนาํไปสู่
การพฒันาพนัธ์ุปลาสลิดต่อไปในอนาคต 

ในการศึกษาครั- งนี-ไดมี้การโคลน cDNA ของยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมลกัษณะการ
เจริญเติบโต ไดแ้ก่ growth hormone และ insulin like growth factor 1  และ 2 ยนีทั-ง 3 ยนีนี-ไดมี้
รายงานวา่เกี!ยวขอ้งกบัเป็นยีนหลกัที!ควบคุมการเจริญเติบโตของสัตวมี์กระดูกสันหลงั (Canosa et al., 

2007) นอกจากนี-ไดมี้การโคลนยนีที!จดัอยูใ่นกลุ่ม house keeping gene ไดแ้ก่ β-actin, Elongation 

factor-1αααα, glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) ซึ! งเป็นยนีที!มีรายงานวา่นิยมใช้
เป็น ยนีอา้งอิง (reference gene) ในการศึกษาการแสดงออกของยนีในระบบทางสรีรวทิยาดา้นต่าง ๆ 
(MacDonald and Volkoff, 2009)  

อตัราการกินไดใ้นสัตวเ์ลี-ยงจดัเป็นพารามิเตอร์ที!สาํคญัอนัหนึ!งในการเลี-ยงสัตว ์สัตวที์!
มีการกินไดสู้งมกัจะมีการเจริญเติบโตที!สูง อตัราการกินไดใ้นสัตวมี์กระดูกสันหลงัถูกควบคุมโดยยนี
จากสมอง โดยเฉพาะสมองส่วนไฮโปธาลามสั ในการวิจยัครั- งนี-ไดมุ้่งเนน้ที!จะโคลนยนีที!ควบคุมการ
กินได ้ไดแ้ก่ ยนีเมลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ และศึกษาการเปลี!ยนแปลงของการแสดงออกของยีนเม
ลาโนคอร์ติน 4 รีเซบเตอร์ (melanocortin 4 receptor; MC4R) และยนีนิวโรเปปไทดว์าย 
(Neuropeptide Y, NPY) ซึ! งไดมี้รายงานการศึกษาวา่มีบทบาทสาํคญัต่อการลกัษณะการกิน การ
ควบคุมสมดุลพลงังานในสัตวมี์กระดูกสันหลงั และเกี!ยวขอ้งสภาวะโภชนาการของสัตว ์(Hansen 
and Morris, 2002; Cerda-Reverter et al., 1999; Narmaware and Peter, 2002; Metz et al., 2006; 
Lasaga et al., 2008)  

ยนี TpMC4R ของปลาสลิดมีลาํดบันิวคลีโอไทดที์!มีความคลา้ยคลึงกบัลาํดบันิวคลีโอ
ไทดข์องยนี MC4R ในสัตวมี์กระดูกสันหลงัต่าง ๆ (Takeuchi and Takashi, 1998; Ringholm et al., 
2002; Ringholm et al., 2003; Carda-Reverter et al., 2003; Klovins et al., 2004; Haitina et al., 2004; 
Haitina et al., 2007; Kobayashi et al., 2008; Sanchez et al., 2009; Tan et al., 2009) โดยบริเวณที!จะมี
ความคลา้ยคลึงของกรดอะมิโนค่อนขา้งสูงคือบริเวณ transmemebrane ซึ! งบริเวณ transmemebrane 
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เป็นบริเวณที!มีความสาํคญัต่อการจบักบัลิแกนด์และกระตุน้ในการทาํงานของ MC4R (Oosterom et 
al., 1999; Langstrom et al., 2003) บริเวณที!มีความแตกต่างของกรดอะมิโนมาก คือ extracellular 
loop (ECL)  ที!บริเวณปลาย N-terminal ของ MC4R ซึ! ง Srinivasan และคณะ (2004) ไดร้ายงานวา่
บริเวณดงักล่าวนี-ไม่มีบทบาทสาํคญัต่อการจบักนัระหวา่ง MSH และ เมลาโนคอร์ตินรีเซบเตอร์ 
(melanocortin receptor; MCR)  

NPY ที!โคลนไดจ้ากการศึกษานี- มีลาํดบักรดอะมิโนตรงบริเวณ mature NPY ขนาด 36 
กรดอะมิโน ที!มีความคลา้ยคลึงกบัโปรตีน NPY ที!ไดมี้การศึกษาในสัตวช์นิดต่าง ๆ โดยมี
องคป์ระกอบกรดอะมิโนคือ [*P*KP**PG**AP****A*Y**A*RHYIMLITRQRY] (Larhammar, 
1996) 

ยนี TpMC4R มีลกัษณะต่าง ๆ คลา้ยคลึงกบักบั MC4R อื!น ๆ ของสัตวมี์กระดูกสัน
หลงัที!ไดมี้การศึกษามาก่อนหนา้นี-  ยกตวัอยา่งเช่น ตาํแหน่งของ N-glucosylation และ 
phosphorylation, PMY, DPIIY ของจะตรงกนักบักลุ่มกรดอะมิโนดงักล่าวใน MC4R อื!น ๆ และ 
TpMC4R มีตาํแหน่งของ cysteine 15 ตาํแหน่ง ซึ! งส่วนใหญ่จะอยูใ่นบริเวณที!ตรงกบัตาํแหน่ง 
cysteine ที!พบใน MC4R ของสัตวอื์!น ๆ โดย cysteine เชื!อวา่มีความสาํคญัต่อการสร้างโครงสร้างทุติย
ภูมิที!จะสร้างพนัธะ disulphide bridge ระหวา่ง ECLs (Tarnow et al., 2003) และตาํแหน่งของ 
cysteine ของ TpMC4R ทั-งหมด 15 ตาํแหน่งนี-ตรงกบั cysteine ของปลาฟุกุและปลา seabass 
(Klovins et al., 2004; Sanchez et al., 2009) กลุ่ม DRY ซึ! งพบใน TpMC4R ในบริเวณที!ค่อนขา้งตรง
กบั MC4R ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัอื!น ๆ เป็นโมทิฟที!สาํคญัที!พบใน G protein-coupled receptor 
(GPCR) ซึ! งน่าจะมีบทบาทสาํคญัต่อการรักษาสภาพของ MCR เมื!ออยูส่ภาวะที!ยงัไม่ถูกกระตุน้ 
(inactivated form) หรือเมื!อยงัไม่มีลิแกนดม์าจบั (Schioth et al., 2005) บริเวณ phosphorylation ที!พบ
ใน intracellular loop (ICL) เชื!อวา่เป็นบริเวณที!สาํคญัต่อการจบัของ G-protein ซึ! งมีผลต่อการควบคุม
ระดบัการทาํงานของ MCRs (Shinyama et al., 2003)  

การศึกษาถึงหมู่อะมิโนที!มีความสาํคญัต่อการทาํงานของ MC4R ไดมี้การศึกษากนั
มากใน MC4R ของคนและปลาบางชนิด (OOsterom et al., 1999; Yang et al., 2000; Lee et al., 2001; 
Langerstrom et al., 2003; Haitina et al., 2004; Klovins et al., 2004)  TpMC4R ก็มีองคป์ระกอบ
กรดอะมิโนตรงกนักบักรดอะมิโนของปลาและคน ที!ไดมี้การรายงานวา่สาํคญัต่อการทาํงานของ 
MC4R ยกตวัอยา่งเช่น TpMC4R มีกรดอะมิโนที!ตรงกบั MC4R ของคน (hMC4R) Asp122, Asp126  

และ His264 ซึ!กรดอะมิโนในตาํแหน่งเหล่านี- มีความสาํคญัต่อการจบักบั αααα-MSH (Yang et al., 2000; 
Lee et al., 2001; Adan and Gispen, 2000)  และ TpMC4R มีกรดอะมิโนตรงกบั hMC4R ไดแ้ก่ 

Glu100, Met200, Trp258 และ Phe261 ซึ! งไดมี้รายงานวา่เกี!ยวขอ้งกบัการจบักบั αααα-MSH (Lee et al., 2001; 
Lagerstrom et al., 2003) ไดมี้รายงานวา่กรดอะมิโน Glu100, Asp126, Ser127, Ala192, Phe267และ Tyr187 
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เป็นบริเวณที!สาํคญัต่อ binding pocket ของ MC4R (Lee et al., 2001; Lagerstrom et al., 2003)  พบวา่
โปรตีน TpMC4R  มี Glu100, Asp126, Ser127, และ Tyr187 ที!เหมือนกบั hMC4R ในขณะที! TpMC4R 
กรดอะมิโน Thr และ Leu แทน Ala192, Phe267 ตามลาํดบั ซึ! ง Thr และ Leu ในตาํแหน่งดงักล่าวจะ
เหมือนกบั MC4R ในปลาส่วนใหญ่   ไดแ้ก่ปลา brafin flounder, ปลา saebass, ปลา fugu,
ปลา rainbow trout, ปลา goldfish, ปลา zebra fish และ ปลา spiny dogfish (Kobayashi et al., 2008; 
Sanchez et al., 2009; Klovins et al., 2004; Haitina et al., 2004; Cerda-Reverter et al., 2003; Ringholm et 
al., 2002; Ringholm et al., 2003)  โปรตีน MC4R ในคนจะมีกรดอะมิโน Tyr268 ซึ! งมีผลทาํให้

ความสามารถในการจบัของ MC4R กบั γ-MSH อยูใ่นระดบัตํ!า (Adan et al., 2000) โปรตีน MC4R ของ

ปลาจะมีกรดอะมิโน Met ในตาํแหน่งที! 268 จึงมีผลให ้MC4R มีความสามารถในการจบักบั γ-MSH 
(Haitina et al., 2004; Klovins et al., 2004) โปรตีน TpMC4R ในปลาสลิดมีกรดอะมิโน Met ใน

ตาํแหน่งที! 268 เช่นเดียวกนั ดงันั-นจึงเป็นไปไดว้า่ TpMC4R มีความสามารถในการจบักบั γ-
MSH เช่นเดียวกนักบั MC4R ของปลาอื!น ๆ ซึ! งเห็นไดว้า่โปรตีน TpMC4R มีกรดอะมิโนหลาย
ตาํแหน่งที!เป็นลกัษณะสาํคญัต่อการทาํหนา้ที!ของยนี MC4R นอกจากนี-  TpMC4R น่าจะมี
ความสามารถในการจบักบั MSH เช่นเดียวกบัยนี MC4R ของปลากระดูกแขง็ และของสัตวเ์ลี-ยงลูก
ดว้ยนม  

จากการพิจารณาถึงโครงสร้างความคลา้ยคลึงกนัของลาํดบันิวคลีโอไทด์ และลาํดบั
กรดอะมิโนของ TpMC4R ในขา้งตน้มีความสอดคลอ้งกนักบัการศึกษาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ
โดยการสร้าง Phylogenetic tree ทาํใหส้ามารถสรุปไดว้า่ยีน TpMC4R อยูใ่นกลุ่มเดียวกนักบั
ยนี MC4R ของสัตวมี์กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ และยนี TpMC4R มีค่าความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการ
ใกลเ้คียงกบัปลากระดูกแขง็มากที!สุด  

พบการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในระหวา่งการพฒันาการตวัอ่อนใน
ระยะต่าง ๆ ของปลาสลิด ไดแ้ก่ ตวัอ่อนที!ระยะ (ชั!วโมงหลงัจากที!แม่ปลาวางไข่; hours post 
spawning; hps ) 5 ชั!วโมง (ระยะ mid blastula), 7 ชั!วโมง (ระยะ gastrula ) , 11 ชั!วโมง (ตวัอ่อนที!มี
ลาํตวัมีลกัษณะเป็น body segment และอยูใ่นช่วงที!มีการสร้างเมด็สี (pigmentation)) , 15 ชั!วโมง (ตวั
อ่อนที!มีลาํตวัมีลกัษณะเป็น body segment และอยูใ่นช่วงที!มีการสร้างเมด็สี (pigmentation)),  21 
ชั!วโมง (ระยะการฟักเป็นตวั (hatching stage)) , 24 ชั!วโมง (ระยะที!ตามีการสร้างเมด็สี) และ 48 
ชั!วโมง (ตวัอ่อนปลาสลิดจะไดรั้บอาหารเป็นมื-อแรก (first feeding)) ซึ! งสังเกตไดจ้ากการที! ตวัอ่อน
ของปลาสลิดมีการดูดซึมถุงไข่แดง (yolk sack) จนเกือบหมดและปากของตวัอ่อนมีการเปิด ดงันั-นจึง
เรียกระยะนี-วา่ first feeding  แสดงวา่ MC4R น่าจะมีบทบาทสาํคญัต่อกระบวนการทางสรีรวทิยาใน
ระหวา่งการพฒันาการของตวัอ่อนปลา นอกจากนี-พบ mRNA ของ TpMC4R ในไข่ที!ไม่ไดรั้บการ
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ปฏิสนธิ ซึ! งแสดงใหเ้ห็นวา่ยนี TpMC4R mRNA นั-นเป็น maternal mRNA ที!มีสร้างในระหวา่งการ
พฒันาการของไข่ปลาแม่ปลา และนาํไปเก็บสะสมในเซลลไ์ข่ของลูกปลา   

อวยัวะที!พบวา่มีการแสดงออกของยนี MC4R นั-นจะแตกต่างในสัตวมี์กระดูกสันหลงั
แต่ละชนิด ในสัตวเ์ลี-ยงลูกดว้ยนมยนี MC4R จะมีการแสดงออกที!บริเวณสมองเป็นหลกั ซึ! ง
ยนี MC4R มีหนา้ที!สาํคญัในการควบคุมของระบบประสาทส่วนกลาง (Mountjoy et al., 1994)  และจาก
ผลการศึกษาของในปลากระดูกแขง็ส่วนใหญ่ก็ไดมี้รายงานวา่ MC4R มีการแสดงออกในสมองส่วน
ต่าง ๆ (Ringholm et al., 2002; Kobayashi et al., 2008; Sanchez et al., 2009)  ในการศึกษานี-  จากการ
วเิคราะห์การแสดงออกของ mRNA ของ TpMC4R โดยวิธี realtime-RT-PCR พบการแสดงออกของ 
TpMC4R ในสมองส่วนต่าง ๆ นอกจากนี-ผลการศึกษาการแสดงออกของ TpMC4R โดยวธีิ In situ 
hybridization ในสมองส่วน telencephalon, diencephalon และ mesencephalon พบวา่ผลการศึกษา
ส่วนใหญ่สอดคลอ้งกบัผลการศึกษา ในปลาทอง, ปลา trout, ปลาฟุกุ, และปลา seabass (Cerda-
REverter et al., 2003; Klovins et al, 2004; Haitina et al., 2004) นอกจากนี-บริเวณที!พบการแสดงออก
ของ TpMC4R ในสมองส่วน hypothalamus ไดแ้ก่ preoptic area และ tuberal hypothalamus เป็น
บริเวณที!ไดมี้การรายงานวา่มีบทบาทสาํคญัต่อาการควบคุมการกินไดใ้นสัตวมี์กระดูกสันหลงั 
(Cerda-Reverter et al., 2003) 

อยา่งไรก็ตามมีผลการศึกษาขดัแยง้กนับา้ง เช่น การแสดงออกของ MC4R ในสมอง
ส่วน metencephalon และ pituitary gland  โดยในการศึกษาครั- งนี-พบวา่ TpMC4R มีการแสดงออกใน
ส่วนของ metencephalon ซึ! งสอดคลอ้งกบักบัผลการศึกษาใน ปลาทอง และปลาฟุกุ แต่ในปลาเทร้า
กลบัไม่พบการแสดงออกของ MC4R ใน metencephalon (Cerda-REverter et al., 2003; Klovins et al, 
2004; Haitina et al., 2004)  ผลการศึกษาครั- งนี-พบการแสดงออกของ TpMC4R ที! pituitary gland ซึ! ง
ไดมี้รายงานการศึกษาวา่มีการพบการแสดงออกของ MC4R ในต่อมใตส้มองของปลา seabass 
เช่นเดียวกนั (Sanchez et al., 2009) แต่ทวา่ไม่พบการแสดงออกของ MC4R ในต่อมใตส้มองของปลา
ทอง (Cerda-Reverter et al., 2003)  

ถึงแมล้าํดบันิวคลีโอไทดแ์ละลาํดบักรดอะมิโนของยนี TpMC4R มีความคลา้ยคลึง
กนัและมีววิฒันาการใกลเ้คียงกนักบัยนี MC4R ของไก่ (Takeuchi and Takahashi, 1998) และปลาชนิด
ต่าง ๆ แต่กลบัพบวา่การแสดงออกของยีน MC4R ในอวยัวะต่าง ๆ นั-นแตกต่างกนั (ตารางที! 3.2) ผล
การศึกษาที!มีความหลากหลายในการแสดงออกของ MC4R ในอวยัวะต่าง ๆ ในปลาแต่ละชนิดที!
แตกต่างกนันั-น อาจเกิดเนื!องจากความแตกต่างของระยะการเจริญเติบโตของปลาทดลอง ผล
การศึกษาในครั- งนี-พบการแสดงออกของ mRNA ของ ยนี TpMC4R ในทุกอวยัวะของปลาสลิดที!ได้
ทาํการศึกษาในครั- งนี-  ปลาทดลองในการศึกษาครั- งนี- เป็นปลาสลิดที!โตเตม็วยั การพบการแสดงออก
ของ mRNA ของ TpMC4R ในทุกอวยัวะที!ทาํการตรวจเวิเคราะห์ อาจเนื!องมาจากเป็นอวยัวะของปลา
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โตเตม็วยัจึงมีการแสดงออกของยนี MC4R อยา่งเตม็ที! อยา่งไรก็ตามการแสดงออกของยนี MC4R ใน
ปลา zebrafish ที!โตเตม็วยักลบัใหผ้ลการแสดงออกของยนี MC4R ที!ขดัแยง้กนั ส่วนการศึกษาการ
แสดงออกของยนี MC4R ในอวยัวะต่าง ๆ ของปลา rainbow trout ปลา fugu ปลา seabass ปลา 
goldfish และปลา lamprey (Cerda-Reverter et al., 2003; Haitina et al., 2004; Haitina et al., 2007; 
Klovins et al., 2004; Scnchez et al., 2009)  นั-นไม่มีการใหข้อ้มูลวา่ปลาที!นาํมาศึกษามีการ
เจริญเติบโตอยูที่!ระยะใด ดงันั-นจึงมีหลกัฐานไม่เพียงพอต่อการสรุปวา่ความหลากหลายของการ
แสดงออกของ MC4R ในอวยัวะต่าง ๆ ของปลา เกิดจากปลาที!นาํมาศึกษามีการเจริญเติบที!ระยะ
แตกต่างกนั   

แต่ผลการศึกษาในครั- งนี- ที!พบการแสดงออกของ mRNA ของ ยนี TpMC4R ในทุก
อวยัวะของปลาสลิดนั-น น่าจะเป็นไปไดว้า่ TpMC4R นั-นน่าจะมีบทบาทหนา้ที!ในปลาสลิดในระบบ
สรีรวทิยาอื!น ๆ ดว้ย ซึ! งในความเป็นจริงนั-นเราจะพบอยูเ่สมอวา่ เมื!อปลาอยูใ่นภาวะต่างๆ เช่น ช่วง
สืบพนัธ์ุ ช่วงที!เกิดความเครียดนั-น ปลามกัจะไม่กินอาหาร ดงันั-นระบบควบคุมการกินไดจึ้งเกี!ยวขอ้ง
กบัสรีรวทิยาในระบบอื!น ๆ ของปลา   

ไดมี้รายงานการศึกษารูปแบบของการแสดงออกของยนีในสมองส่วน hypothalamus ที!
เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการกินได ้ไดแ้ก่ ยนี AgRP, Cocaine-and amphetamine-regulated transcript 

(CART), Leptin receptor (LR), Melanin concentrating hormone (MCH), Neuropeptide Y (NPY), 

Orexin และ POMC และพบวา่ยนีเหล่านี- เป็นยนีที!มีความเกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการกินอาหารในรอบ
วนั  (circadian rhythm) และมีความเกี!ยวขอ้งกบัสภาวะของการไดรั้บอาหาร (Saper et al., 2005; Stutz 
et al.,, 2007) แต่การศึกษาเกี!ยวกบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี MC4R ในรอบวนัของการกิน
อาหารยงัมีขอ้มูลอยูน่อ้ย จากการศึกษาครั- งนี-พบวา่ระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี 
TpMC4R ในระหวา่งมื-ออาหารของสมองส่วนต่างนั-น พบวา่มีรูปแบบการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี TpMC4R ไปในทิศทางเดียวกนั โดยมีระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R จะลดลง
เมื!อที!เวลา 1 ชั!วโมง ก่อนอาหารเยน็ (15.00 น.) ซึ! งจะเห็นไดว้า่การแสดงออกของ mRNA ของยนี 
TpMC4R มีการเปลี!ยนแปลงในรอบวนั ดงันั-นยีน TpMC4R น่าจะมีความสัมพนัธ์กบัวงรอบของการกิน
อาหารในช่วงวนัของปลา (circadian rhythm)  
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ตารางที� 3.2  การแสดงออกของยนี MC4R ในอวยัวะของปลาชนิดต่าง ๆ 

Species gill liver HK TK stomach intestine spleen muscle ovary testis Ref. 
Snakeskin Gourami + + + + + + + + + + - 
Zebrafish nd nd nd nd + (GI) + (GI) nd - + nd Ringholm et al., 2002 
Goldfish + - - - nd - + - + - Cerda-Reverter et al., 2003 
Trout nd - + nd nd - nd - - nd Haitina et al., 2004 
Fugu nd - + nd + - nd - nd nd Klovins et al., 2004b 
Lamprey (MCbR) nd + nd nd nd - nd + nd nd Haitina et al., 2007 
Flounder - + - - - - - - + + Kobayashi et al., 2008 
Seabass - + - - nd - - + (Wm) - + Sanchez et al., 2009 

หมายเหตุ :       (+)   =  มีการแสดงออก 
(-)   =  ไม่มีการแสดงออก 
(nd) =  ไม่ไดท้าํการศึกษา  
ตวัยอ่ : HK = head kidney; TK = trunk kidney; GI = gastrointestinal tract; Wm = white muscle
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นอกจากนี-ลกัษณะของการแสดงออกของ mRNA ของยีน MC4R ยงัมีความสัมพนัธ์กบัสภาวะของ
โภชนการ ในการศึกษาครั- งนี- มีวเิคราะห์ปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ใน
สภาวะการอดอาหาร 6, 12, 18 และ 24 ชั!วโมง ของสมองในแต่ละส่วน ไดแ้ก่ สมองส่วน 
Telencephalon, สมองส่วน Mesencephalon, สมองส่วน Metencephalon และสมองส่วน Diencephalon 
ซึ! งพบวา่การแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสมองแต่ละส่วนมีลกัษณะการแสดงออกไป
ในทิศทางเดียวกนั และที!เวลาการอดอาหาร 6 ชั!วโมงมีระดบัการแสดงออกของ mRNA ของยนี 
TpMC4R อยูใ่นระดบัตํ!า  ซึ! งเป็นช่วงเวลาอาหารเยน็ (16.00 น.) ซึ! งจะเห็นไดว้า่มีผลสอดคลอ้งกนักบั
ระดบัการแสดงออกของยีน TpMC4R ที!ลดลงในช่วงเวลา 1 ชั!วโมง ก่อนอาหารเยน็ (15.00 น.) และมี
การแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R เพิ!มขึ-น เมื!อระยะเวลาของการอดอาหารเพิ!มขึ-น (24 
ชั!วโมง) ซึ! งมีผลสอดคลอ้งกบัผลงานการศึกษาของ Higgins et al. (2010) ที!ไดมี้การศึกษาผลการ
แสดงออกของยีน MC4R ในไก่ที!อยูใ่นสภาวะการอดอาหาร ซึ! งพบวา่มีการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี MC4R เพิ!มขึ-นเมื!อมีช่วงเวลาการอดอาหารที!เพิ!มขึ-นถึง 48 ชั!วโมง ในปลา brafin flounder ใน
สภาวะการอดอาหารไม่มีผลต่อการแสดงออกของ mRNA ของยีน MC4R ในสมอง แต่มีผลต่อการเพิ!ม
การแสดงออกของ mRNA ของยนี MC4R ในตบั (Kobayashi et el., 2008)  

โดยทั!วไปปลาจะมีช่วงเวลาของการอดอาหารตามธรรมชาติ เช่นในช่วงฤดูการผสม
พนัธ์ุ การอพยพยา้ยถิ!น และในช่วงฤดูหนาว เมื!อปลามีการอดอาหารก็จะมีผลต่อการตอบสนองต่อการ
เปลี!ยนแปลงของ เมตาบอลิซึมโดยลกัษณะของการตอบสนองต่อการเปลี!ยนแปลงเมตาบอลิซึมจะ
ขึ-นอยูก่บัชนิดของปลา จากการศึกษาผลการอดอาหารในปลาสลิด พบวา่ปลาสลิดที!มีการอดอาหาร
เป็นระยะเวลานานจะมีระดบัของกลูโคสในเลือดลดลง สมองเป็นอวยัวะที!มีการใชก้ลูโคสมากที!สุด 
ระดบักลูโคสอาจจะเป็นตวัสื!อสารต่อระบบควบคุมการกินอาหารในสัตวใ์นสมอง นอกจากนี-สภาวะ
การอดอาหารที!มีผลต่อการแสดงออกของยนี MC4R อาจมีผลเชื!อมโยงต่อการแสดงออกของยนีหลาย
ยนี ซึ! งเมื!อพิจารณาถึงการรักษาสมดุลของพลงังาน เช่น รายงานการศึกษาถึงการทาํงานร่วมกนัระหวา่ง
ยนี leptin และการส่งสัญญาณของ melanocortin (Bertile and Raclot, 2006) ซึ! ง leptin จะถูกผลิตมาจาก 
adipose tissue เป็นหลกั ซึ! งมีหนา้ที!ในการรักษาสมดุลของพลงังาน ซึ! งมีผลต่อการควบคุมการ
แสดงออกของยีน เช่น ยนี POMC  (Schartz et al., 1997) และยนี MC4R (Dridi et al., 2005)  

ในการศึกษาครั- งนี-พบวา่เมื!อปลาสลิดอดอาหารนานขึ-นจะส่งผลใหร้ะดบั mRNA 
ของ NPY ลดลงเมื!อระยะเวลาการอดอาหารนานขึ-น ผลการศึกษาครั- งนี-สอคลอ้งกบัการศึกษาในสัตว์
เลี-ยงลูกดว้ยนม (Lambert et al., 1994; Schwartz et al., 1993) ผลการศึกษาครั- งนี-สอดคลอ้งกบั
การศึกษาในปลาทองและปลาซาลมอนที!พบวา่ระดบั  mRNA ของ NPY ที!ไฮโปธาลามสัลดลง
(Narnaware and Peter, 2001; Silverstein et al., 1999) อยา่งไรก็ตามในปลา winter flounder 
(Pseudopleuronectes americanus) ที!อดอาหารนาน 2 และ 4 สัปดาห์ พบวา่การแสดงออกของ 



80 
 

 
 

mRNA ของ NPY ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติเมื!อเทียบกบักลุ่มที!ไดรั้บอาหารปกติใน
ช่วงเวลาเดียวกนั และเมื!อปลาทองที!อดอาหารกลบัมาไดรับอาหารจะมีการเพิ!มการแสดงออกของ 
mRNA ของ NPY (Narnaware and Peter, 2001) ดงัจะเห็นไดว้า่ระดบัของ mRNA ของ NPY จะมี
รูปแบบตรงกนัขา้มกบั การแสดงออกของ mRNA ของ MC4R ขา้งตน้ ไดมี้รายงานการศึกษาวา่ ยนี 
NPY และ ยนี MC4R มีการทาํงานเกี!ยวขอ้งกนัในการควบคุมการกินได ้เช่นการศึกษาในหนูแรท 

พบวา่ αααα-MSH ขดัขวางการทาํงานของ NPY ในการเพิ!มการกินไดข้องหนูแรท และ MC4R 
antagonist  (HS014) เพิ!มการกินไดใ้นหนูแรท แต่อยา่งไรก็ตามการฉีด NPY ร่วมกบัการฉีด (MC4R 
antagonist) ไม่มีผลต่อการเพิ!มการกินไดเ้มื!อเทียบกบัหนูที!ไดรั้บการฉีด NPY เพียงอยา่งเดียว 
(Hansen and Morris, 2002) 

รายงานการศึกษาในหนู พบวา่การฉีด MC4R antagonist (HS014 และ SH9119) เขา้
ในสมองของหนู ที!ระดบัสูงเกินไปจะมีผลทาํใหห้นูมีการกินลดลง (Kash et al., 1998) ก่อนเริ!ม
การศึกษานี-  ไดท้าํการทดสอบเบื-องตน้ถึงระดบัการฉีด HS024 หลายระดบั (การฉีด HS024 ที!ระดบั 
0.1 µg/kg, 0.5 µg/kg, 1 µg/kg, 10 µg/kg, 25 µg/kg, 50 µg/kg และ 100 µg/kg) ต่อการเพิ!มการกินได ้
พบวา่ระดบัที!มีแนวโนม้ต่อการเพิ!มการกินไดอ้ยูใ่นช่วง 1 µg/kg (ไม่ไดแ้สดงผล) ดงันั-นการศึกษา
ครั- งนี- จึงไดเ้ลือกระดบัการฉีด HS024 ที!ระดบั 1 µg/kg และ 3 µg/kg พบการเพิ!มอตัราการกินได ้แต่
ไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัอนัเนื!องมากความแปรปรวนของค่าสังเกตที!ไดสู้ง   

ในการวจิยันี-พบวา่ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 3 µg/kg มีการกินไดที้!เพิ!มขึ-นตั-งแต่ใน
ชั!วโมงที! 3 เมื!อเปรียบเทียบกบัปลาสลิดในกลุ่มการทดลองอื!น ๆ และปลาสลิดที!มีการ
ฉีด HS024 1 µg/kg มีการกินไดที้!เพิ!มขึ-นตั-งแต่ในชั!วโมงที! 7 ถึงแมว้า่จะไม่พบความแตกต่างอยา่งมี
นยัสาํคญัทางสถิติ แต่จะเห็นไดว้า่ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 มีแนวโนม้ต่อการเพิ!มการกินได ้
เช่นเดียวกบัรายงานการทดลองของ Cerda-Reverter et al. (2003) ในปลา goldfish ที!มีการ
ฉีด MC4R antagonist (HS024) เขา้ทางสมอง ที!ระดบั 1.6 nmol และ 3.2 nmol มีการกินไดที้!เพิ!มขึ-น
หลงัจากการฉีด 4 ชั!วโมง นอกจากนี-ในหนูที!มีการฉีด MC4R antagonist (HS014, HS024 และ 
SH9119) เขา้ทางสมอง ทาํใหห้นูมีการกินไดที้!เพิ!มขึ-นหลงัจากการฉีด 3 และ 4 ชั!วโมง (Kash et al., 
1998) และในนก ring dove ที!มีการฉีด MC4R antagonist (HS014) เขา้ทางสมอง ทาํให้
นก ring dove มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้หลงัจากการฉีด 4 ชั!วโมง (Strader et al., 2003)  

ซึ! งจากผลการศึกษา HS024 ไม่มีผลแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติต่อการกินไดข้อง
ปลาสลิด เช่นเดียวกบัรายงานการวจิยัของ Schioth et al. (2003) ในหนูที!มีการฉีด MC4R antagonist 
(HS131) เขา้ในช่องทอ้ง พบวา่ไม่มีผลต่อการเพิ!มการกินได ้นอกจากนี-ในหนูที!มีการฉีด MC4R 
antagonist เขา้ใตผ้วิหนงัที!ระดบั 1 mg/kg จะมีผลต่อการเพิ!มการกินไดห้ลงัจากมีการฉีด 2 ชั!วโมง 
และมีผลการกินไดที้!ลดลงเมื!อมีระยะเวลาหลงัจากการฉีดเพิ!มขึ-น ซึ! งจากผลการทดลองดงักล่าวนี-  การ
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ฉีด HS024 ที!ไม่ใช่การฉีดเขา้สู่สมอง มีผลต่อการกินไดที้!ไม่ชดัเจน ซึ! งในทั-งนี-อาจเกิดไดจ้าก 2 สาเหตุ 
คือ 1) HS024 ไม่สามารถจบักบั MC4R ที!สมองของในปลาสลิดได ้จึงมีผลทาํให ้HS024 ไม่มีผลต่อ
การเพิ!มการกินไดใ้นปลาสลิด และ 2) จากการฉีด HS024 เขา้ไปในกลา้มเนื-อของปลาสลิด มีผลทาํให ้
HS024 ไปจบักบั MC4R ที!อยูใ่นอวยัวะต่าง ๆ ดว้ย จึงอาจมีผลทาํใหเ้กิดผลขา้งเคียงต่อระบบการ
ทาํงานต่างๆ ภายในร่างกายปลาสลิด ซึ! งอาจส่งผลต่อการกินได ้จึงมีผลทาํใหก้ารฉีด HS024 มีผลต่อ
การกินไดที้!ไม่ชดัเจน ดงันั-นจึงนาํไปสู่การศึกษาต่อไป คือการศึกษาผลของการใช ้HS024 ต่อการ
แสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสมองของปลาสลิด โดยมีการตั-งสมมุติฐาน
วา่ ถา้ HS024 สามารถจบักบั MC4R ในปลาสลิดได ้ก็น่าจะมีผลต่อการเปลี!ยนแปลงระดบัการ
แสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสมองของปลาสลิด 

 จากการศึกษาผลของการใช ้MC4R antagonist (HS024) ต่อการแสดงออกของ 
mRNA ของยนี TpMC4R ในสมอง โดยวธีิการฉีด HS024 เขา้กลา้มเนื-อ พบวา่หลงัจากการฉีด HS024  
4 ชั!วโมงนั-น ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 3 µg/kg มีการแสดงออกของ mRNA ของยีน TpMC4R 
สูงขึ-น หลงัจากการฉีด HS024 ในชั!วโมงที! 8 พบวา่ปลาสลิดที!มีการฉีด HS024 1 µg/kg มีการ
แสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R สูงขึ-น ซึ! งผลที!ไดย้งัไม่ชดัเจนเท่าไรนกั จึงไดท้าํการศึกษา
โดยการแช่สมองใน HS024 ต่อไป  

จากการศึกษาระดบัของการใช ้HS024 ต่อการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี TpMC4R ในสมอง โดยวิธีการแช่สมองในสาร HS024 ที!ระดบัต่าง ๆ พบวา่สมองของปลาสลิดที!
แช่ใน HS024 ที!มีความเขม้ขน้ 1 nmol และ 10 nmol เป็นเวลา 4 ชั!วโมงมีการแสดงออก
ของ mRNA ของยนี TpMC4R สูงกวา่การแสดงออก mRNA ของยนี TpMC4R ของสมองปลาสลิดที!
แช่ใน buffer และสมองที!แช่ใน HS024 ความเขม้ขน้ 0.1 nmol ซึ! งก็แสดงใหเ้ห็นวา่ HS024 สามารถ
จบักบั MC4R ในปลาสลิดได ้ดงันั-นผลของการฉีด MC4R antagonist (HS024) ต่อการกินไดข้องปลา
สลิดที!ไม่มีความแตกต่างทางสถิตินั-น อาจเกิดจาก HS024 ไปจบักบั MC4R ในอวยัวะอื!น ๆ ของ
ร่างกายของปลาสลิด  จึงมีผลทาํใหเ้กิดผลขา้งเคียงต่อการกินได ้ซึ! งทาํใหก้ารฉีด HS024 เขา้กลา้มเนื-อ
มีผลต่อการกินไดใ้นปลาสลิดที!ไม่ชดัเจน 
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บทที� 4 
บทสรุป 

 
สรุปผลการศึกษา 

1. การศึกษาครั- งนี-ไดมี้การโคลน cDNA เส้นสมบูรณ์ของยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการกิน
ไดจ้ากปลาสลิด คือ TpMC4R (melanocortin 4 receptor) และ TpNYP (neuropeptide Y)  
 

2. การศึกษาครั- งนี-ไดมี้การโคลนส่วนของ cDNA ยนีที!เกี!ยวขอ้งกบัการควบคุมการเจริญเติบโต
ไดแ้ก่ growth hormone และ Insulin like growth factor 1 และ Insulinlike growth factor 2 

 

3. การศึกษาครั- งนี-ไดมี้การโคลนส่วนของ cDNA ยนีที!จดัเป็น house keeping geneไดแ้ก่ β-

actin, glyceraldehypde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) และ Elongation factor-1αααα 

(EF-1αααα)  
 

4. โปรตีน TpMC4R ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 327 residues ประกอบดว้ย transmembrane 7 
transmemebrane มีความคลา้ยคลึงกบั โปรตีน MC4R ของสัตวอื์!น ๆ ค่อนขา้งสูง อยูใ่นช่วง 
61-90 เปอร์เซนต ์โดยเฉพาะในส่วนของ transmemebrane ซึ! งมีความคลา้ยคลึงกบั 
transmemebrane ของสัตวอื์!น ๆ ในช่วง 61-100 เปอร์เซนต ์

 
5. โปรตีน TpNPY ประกอบดว้ยกรดอะมิโน 99 residues ส่วนของ mature NPY มีความ

คลา้ยคลึงกบั mature NPY ของสัตวอื์!น ๆ ค่อนขา้งสูง  
 

6. โปรตีน TpMC4R ประกอบดว้ยกรดอะมิโนหลายตวัที!ไดมี้รายงานวา่มีบทบาทหนา้ที!สาํคญั
ในการทาํงานของ MC4R และ TpMC4R น่าจะมีความสามารถในการจบักบั MSH 
เช่นเดียวกบั MC4R ในปลามีกระดูกแขง็อื!น ๆ  เมื!อศึกษาความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการโดย
การสร้าง Phylogenetic tree พบวา่ยนี TpMC4R จดัอยูใ่นกลุ่มเดียวกบัยนี MC4R ในสตัวมี์
กระดูกสันหลงัชนิดต่าง ๆ และยนี TpMC4R มีค่าความสัมพนัธ์ทางววิฒันาการใกลเ้คียงกบั 
MC4R ของปลากระดูกแขง็มากที!สุด 
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7.  ยนี TpMC4R มีการแสดงออกในทุกระยะของการพฒันาการตวัอ่อนของปลาสลิดจนถึงระยะ
ที!เริ!มกินอาหาร รวมทั-งพบการแสดงออกในไข่ปลาที!ไม่ไดรั้บการผสม 
 

8. ยนี TpMC4R มีการแสดงออกในสมองทุกส่วนและในทุกอวยัวะของปลาสลิด ซึ! งอวยัวะที!มี
การแสดงออกมากที!สุดคือ ในสมองทุกส่วนและในอณัฑะ (testis) อวยัวะที!มีการแสดงออก
ของ mRNA ของยีน TpMC4R อยูใ่นระดบัปานกลาง คือ เหงือก (gill), ตบั (liver), ไตส่วนบน 
(head kidney), ไตส่วนล่าง (trunk kidney), ลาํไส้ (intestine), กลา้มเนื-อ (muscle) และ รังไข่ 
(ovary) อวยัวะที!มีการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R อยูใ่นระดบัตํ!า คือ กระเพาะ
อาหาร (stomach) และอวยัวะที!มีการแสดงออกของ mRNA ของยีน TpMC4R อยูใ่นระดบัตํ!า
ที!สุด คือ มา้ม (spleen)  

 
9. การแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R มีการเปลี!ยนแปลงในระหวา่งมื-ออาหารของ

ปลาสลิด โดยรูปแบบของการแสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ในสมองแต่ละส่วนมี
ลกัษณะการแสดงออกไปในทิศทางเดียวกนั โดยที!เวลา 1 ชั!วโมงก่อนอาหารเยน็มีระดบัการ
แสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R ลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เมื!อเทียบกบัเวลาอื!น 
ๆ    

 
10. การศึกษาผลของการอดอาหารระยะสั-นที!มีการอดอาหารปลาสลิดที!ระยะเวลา 6, 12, 18

และ 24 ชั!วโมง พบวา่การแสดงออกของ mRNA ของยีน TpMC4R ในสมองแต่ละส่วนมี
ลกัษณะการแสดงออกไปในทิศทางเดียวกนั เวลาการอดอาหาร 6 ชั!วโมงมีระดบัการ
แสดงออกของ mRNA ของยนี TpMC4R อยูใ่นระดบัตํ!าและมีการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี TpMC4R เพิ!มขึ-น เมื!อระยะเวลาของการอดอาหารเพิ!มขึ-น แต่ผลของการแสดงออกของ 
TpNPY จะมีรูปแบบที!ตรงกนัขา้ม คือมีการแสดงลดลงเมื!อเวลาการอดอาหารนานขึ-น  

 
11. ปลาสลิดที!มีการฉีด MC4R antagonist (HS024) 3 µg/kg มีแนวโนม้ของการกินไดที้!เพิ!มขึ-น 

(P>0.05) และการฉีด HS024 มีผลต่อการเพิ!มขึ-นของการแสดงออกของ mRNA ของ
ยนี TpMC4R   

 
12. การแช่สมองของปลาสลิดใน HS024 มีผลต่อการเพิ!มขึ-นของการแสดงออกของ mRNA ของ

ยนี TpMC4R   
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ข้อเสนอแนะ 

 
การวจิยันี- เป็นการสร้างขอ้มูลพื-นฐานทางพนัธุกรรมของยีนที!น่าจะมีบทบาทสาํคญัใน

การจะนาํไปใชใ้นการพฒันาการศึกษาการพฒันาการเลี-ยงปลาสลิด น่าจะมีความสาํคญัต่อการพฒันา
ไปใชเ้ป็นยนี marker ในการศึกษาทางพนัธุกรรมของปลาสลิด ผลการศึกษาในครั- งนี-สามารถใชเ้ป็น
ขอ้มูลพื-นฐานต่อการศึกษาการควบคุมลกัษณะการกินไดใ้นปลาสลิด และยนีที!ควบคุมลกัษณะการ
เจริญเติบโต ดงันั-นจึงควรมีการนาํขอ้มูลดงักล่าวไปใชใ้นการพฒันาพนัธ์ุปลาสลิดต่อไปได ้
นอกจากนี-ผลการศึกษาครั- งนี- แสดงใหเ้ห็นวา่ยนี TpMC4R และ TpNPY มีผลต่อการกินไดใ้นปลา
สลิด ดงันั-นการพฒันาการใช ้MC4R antagonist และ โปรตีน NPY ต่อการเพิ!มการกินไดใ้นปลาสลิด
จึง เป็นอีกแนวทางหนึ!งที!ควรมีการศึกษาเพิ!มเติมเพื!อใหไ้ดข้อ้มูลที!ควบคุมการกินไดส้มบูรณ์ยิ!งขึ-น
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ภาคผนวก ก 
 
การเตรียมสารมาตรฐานพลาสมิดดีเอ็นเอ สาํหรับ realtime RT-PCR   

 
การเตรียมดีเอน็เอมาตรฐานความเขม้ขน้ 1010 copies/µl  

 
DNA 1 bp   มีนํ-าหนกัเท่ากบั  1.1x10-15 µg 
p-3-MC4R  มีขนาดเท่ากบั (pGEM T easy + 3’-MC4R cDNA)   3015 + 1060 = 4075  bp

 p-3-MC4R  1 copies มีนํ-าหนกั    = 4075 bp x 1.1 x10-15 µg  = 4.4825 x 10-12 µg 
ดงันั-น p-3-MC4R  1010 copies มีนํ-าหนกั     =   4.4825 x 10-12 x 1010 µg 

     = 44.825 ng/µl 
การสร้างกราฟมาตรฐานโดยการเจือจาง p-3-MC4R ที!ความเขม้ขน้  
109 , 108 , 107, 106, 105, 104 ,103 …. 
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ภาคผนวก ข 
 

ชนิดสัตว ์ MC1R MC2R MC3R MC4R MC5R 
Human (Hs MCR) AF 153431 AY 225229 AY 227893 EF 080880 EF 444993 
Cattle (Bt MCR)  AF 445641 NM_174109 - NM_174110 NM_001015542 
Pig (Ss MCR)  EU 604026 - FJ 185221 AB 021664 - 
Chicken (Gg MCR)  NM_001031462 NM_001031515 AB 017137 AY 545057 AB 012868 
Fugu rubripes (Tr MCR) AY 161854 AY 225229 - AY 161856 AY 161855 
Spotted green pufferfish (Tn MCR) AY 332238 AY 332239 - AY 332240 AY 332241 
Zebrafish (Dr MCR) AY 161847 AY 161848 AY 161849 AY 161850 MC5Ra: NM_173279, MC5Rb: NM_173280 
Karasu (Tc MCR) AB 437784 - - AB 073675 - 
Southern platyfish (Xm MCR) DQ 866828 - - - - 
Moszambique tilapia (Omo MCR)  AJ 871147 - - - - 
Rainbow trout (Omy MCR)  NM_001195178 EU 119870  AY 534915 AY 534916 
Common carp (Cc MCR) - AJ 605725 - - MC5RI: AJ 783917, MC5RII: AJ 783918 
Spiny dogfish (Sa MCR)  - - AY 560605 AY 169401 AY 562212 
European seabass (Dl MCR) - - - FM 253127 - 
Goldfish (Ca MCR) - - - AJ 534337 AJ 576322 
Barfin flounder (Vm MCR) - - - AB 287975 - 
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ชนิดสัตว ์ GenBank accession no. 
Human (Hs MC4R)  
Cattle (Bt MC4R)  
Pig (Ss MC4R) 
Chicken (Gg MC4R)  
Fugu rubripes (Tr MC4R) 
Spotted green pufferfish (Tn MC4R)  
Zebrafish (Dr MC4R) 
Karasu (Tc MC4R)   
Rainbow trout (Omy MC4R) 
Spiny dogfish (Sa MC4R)  
European seabass (Dl MC4R)  
Goldfish (Ca MC4R)  
Barfin flounder (Vm MC4R)  
 Black howler monkey (B. Monkey MC4R) 
Domestic goose (D. Goose MC4R) 
White-bellied spider monkey (W. Monkey MC4R)  
Hazel grouse (H. Grouse MC4R) 
Domestic yak (Yak MC4R) 
White-tufted-earmarmoset (W.T. Ma rmoset MC4R) 
Dog (Dog MC4R) 
Domestic guinea pig (G. Pig MC4R) 
Common quail (C. Quail MC4R)  
Asiatic elephant (Elephant MC4R) 
Horse (Horse MC4R) 
Western Gorill (W. Gorilla MC4R) 
Crab-eating macaque (C-E. Macaque MC4R) 
Gray shorttailed opossum (G. S. Opossum MC4R)   
House mouse (H. Mouse MC4R)   
Western wild mouse (W. Mouse MC4R) 

EF 080880 
NM_174110 
AB 021664  
AY 545057 
AY 161856  
AY 332240 
AY 161850  
AB 073675 
AY 534915  
AY 169401 
FM 253127  
AJ 534337 
AB 287975  
FJ 373049  
DQ 482582 
FJ 373048  
EU 817502  
HM 051376  
FJ 373053 
DQ 084210 
EF 384234  
GU 165835  
DQ 684863 
XM_001489656  
FJ 373054  
FJ 373055 
EF 384264.1 
AY 684818  
AY 684821 

 



 
 

 
 

 
ชนิดสัตว ์ GenBank accession no. 
Raccoon dog (R. dog MC4R) 
Sheep (Sheep MC4R)  
Pygmy chimpanzee (P. Chimpanzee MC4R)   
Chimpanzee (Chimpanzee MC4R)  
Hamadryas baboon (H. Baboon MC4R)   
Ring-necked pheasant (R-N. Pheasant MC4R)   
Sumatran orangutan (S. Orangutan MC4R)  
Bornean  orangutan (B. Orangutan MC4R) 
Norway rat (N. Rat MC4R)  
Cotton-top tamarin (C-T. Tamarin MC4R)   
Semnopithecus entellus (S. entellus MC4R) 
Finepatterned puffer (F. puffer MC4R)   
Purple puffer   (P. puffer MC4R)  
Nashifugu (Nashifugu MC4R)   
Arctic fox (A. Fox MC4R)  
Red fox (R. Fox MC4R) 
European river lamprey (Lf MCaR) 
                                       (Lf MCbR)  

EF 450124  
EU 622853  
FJ 373050  
FJ 373057 
FJ 373056 
EU 817503  
FJ 373047  
FJ 373047  
NM_013099  
FJ 373052 
FJ 373051  
AB 073678 
AB 073677  
AB 073676  
EF 450125  
DQ 663625  
DQ 213059 
DQ 213060 
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