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บทคัดย่อ 

การโคลนและหาล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน cyp19a (Cytochrome P450 Aromatase A) ใน
ปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ท าโดยการสกัดดีเอ็นเอจากตับของปลากะพงขาวตัวเต็มวัย เพิม่ปริมาณใน
ส่วนของยีน cyp19a ด้วยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) ได้ผลผลิตมีขนาดเท่ากับ 629 คู่เบส 
เมื่อท าการโคลน อ่านและวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ พบวา่ส่วนของยีนที่เพิ่มจ านวนได้ประกอบด้วยแอกซอน 
(exon) จ านวน 3 แอกซอน ขนาด 90, 154 และ 162 คู่เบส ตามล าดับ และอินทรอน (intron) จ านวน 2 อินทรอน 
ขนาด 96 และ 127 คู่เบส ตามล าดับ เมือ่น าเฉพาะส่วนของแอกซอนไปเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล GenBank 
(ณ วันที่ 25 ธันวาคม 2555) พบว่ามีความเหมือนสูงสุด 92% กับ mRNA ของยีน cyp19a ของปลา 
Dicentrachus labrax (GenBank accession no. AJ311177) เมื่อวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ร่วมกับยีน cyp19a 
ของปลาชนิดอื่นด้วยแผนผัง Phylogenetic tree สามารถระบุว่ายีนที่เพิ่มจ านวนได้เป็นบางส่วนของยีน cyp19a 
ผลจากการศึกษาในคร้ังนี้จะสามารถน าไปใช้ศึกษาหาล าดบันิวคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์และประยุกต์ ใช้เป็นตัวบ่งชี้
ทางชีวภาพในแหล่งน้ าที่มีการปนเปื้อนของสารในกลุ่ม polycyclic aromatic hydrocarbons และสารเอสโตรเจนได ้
 
ABSTRACT 
 Cloning and partial sequencing of cyp19a (Cytochrome P450 Aromatase A) of sea bass 
(Lates calcarifer) were studied. DNA was extracted from liver tissue of adult sea bass and cyp19a 
was then amplified by PCR (Polymerase Chain Reaction). The cyp19a amplicons were cloned and 
subsequently sequenced revealing that the obtained cyp19a gene was 629 bp in length. The 
partial cyp19a gene structure comprises 3 exons (90, 154 and 162 bp, respectively) and 2 introns 
(96 and 127 bp, respectively). The amplified exonic DNA regions compared to the GenBank 
database revealed highly similarity (92% identity) with the cyp19a mRNA of Dicentrachus labrax 
(GenBank accession no. AJ311177; retrieved on December 25, 2012). Analysis of the cyp19a and 
those of the other teleosts by phylogenetic tree confirmed that the amplified DNA fragment is 
cyp19a. The result from this study provides information that will lead in further analysis of the 
complete cyp19a gene structure. The cyp19a gene segment can also be applied to use as a 
molecular biomarker for screening of the estrogenic compounds and polycyclic aromatic 
hydrocarbons contamination in the aquatic environment. 
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บทน า 
ปลากะพงขาว (Lates calcarifer Bloch; Sea bass) เป็นปลาน้ ากร่อยชนดิหน่ึงที่อาศัยอยู่ในบริเวณ

ปากแม่น้ า จึงมีโอกาสสัมผัสกับสารที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ าโดยเฉพาะสารเคมีบางชนิด เช่น polycyclic aromatic 
hydrocarbons (PAHs) และสารในกลุ่มเอสโตรเจน (Humphrey et al., 2007) ซึ่งสาร PAHs เป็นสารเริ่มต้น
ของสารกอ่มะเรง็ (Precarcinogen) และเป็นสารเคมีที่จัดอยูใ่นกลุ่ม Endocrine Disruptor Compounds (EDCs) 
ที่ส่งผลกระทบต่อสิ่งมีชีวิตโดยเฉพาะในสัตว์น้ าที่อาศัยในแหล่งปนเปื้อน คือ ยับยั้งการเจริญเติบโต และท าให้
การแบ่งเซลล์ผิดปกต ิมนุษย์ที่ได้รับสัมผัสสารดังกล่าวที่ผิวหนังและปอดจะเป็นมะเร็งได้ (วิสิฐศักดิ์ วุฒิอดิเรก, 
2543) ดังนั้นจึงสามารถใช้ปลากะพงขาวที่อาศัยอยู่ในน้ าเป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพเมื่อมีการปนเปื้อนของสารชนิด
ดังกล่าวในแหล่งน้ าได้  

ยีน cyp19a (Cytochrome P450 Aromatase A) เป็นยีนที่ควบคุมการสังเคราะห์สารสเตียรอยด์ที่พบได้
ในสัตวม์ีกระดูกสันหลัง ซึ่งแสดงออกในรปูของเอนไซม์อะโรมาเตส (aromatase) เอนไซม์ตัวสุดท้ายในวิถีของการ
สร้างสารสเตียรอยด ์ มีท าหน้าที่เปลี่ยนแอนโดรเจน (androgen) ไปเป็นเอสโตรเจน (estrogen) (Kanda et al., 
2006) ดังนั้นการเริ่มศึกษาล าดับนิวคลีโอไทด์และโครงสร้างของยีน cyp19a ในปลากะพงขาว จึงเป็นขั้นเริ่มต้น
ก่อนทีจ่ะทราบล าดับนิวคลโีอไทด์ที่สมบูรณ ์ ซึ่งยงัไม่มีรายงานการศึกษามากอ่น เพื่อที่จะน าไปใช้ประโยชน์
ส าหรับการศึกษาหนา้ที่และการแสดงออกของยีน และประยกุต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพของแหล่งน้ าต่อไปได ้
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
สกัดดีเอ็นเอจากเนื้อเยื่อตับของปลากะพงขาว โดยใช ้ GF-I tissue DNA extraction kit (Vivantis, 

Malaysia) จากนั้นเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยเทคนิค PCR ปฏิกิริยา PCR เร่ิมจากขั้นตอน predenature ที่
อุณหภูมิ 94 ºC นาน 3 นาที, denature ที่ 94 ºC, 30 วินาที, annealing ที่ 50 ºC, 50 วินาที, extension ที ่ 
72 ºC, 30 วินาที จ านวน 35 รอบและ final extention ที่อุณหภูมิ 72 ºC นาน 15 นาท ีตรวจสอบผลผลิต PCR 
ด้วย agarose gel electrophoresis แล้วบันทึกภาพ จากนั้นน าผลผลิต PCR มาท าการเชื่อมต่อกับพลาสมิด 
pGEM®T-Easy (Promega, USA) แล้วน าไปทรานสฟอร์มเข้าเซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli DH5α สกัด 
พลาสมิดแลว้ส่งอ่านล าดับเบสกับบริษัท 1st BASE (Malaysia) เปรียบเทียบความเหมือนของล าดับนวิคลีโอไทด์
กับฐานข้อมูล GenBank จากนั้นน าล าดับเบสที่เทียบเคียงมาศึกษาความสัมพันธ์โดยสร้าง phylogenetic tree 
ด้วยโปรแกรม MEGA version 5.05 วิธี Neighbor-Jioning โดยใช้โมเดล Kimura-2 parameter และสุ่มข้อมูล 
(bootstrap) จ านวน 1,000 ครั้ง 
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
ท าการเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอของปลากะพงขาวด้วยเทคนิค PCR ได้ผลผลิตขนาดเท่ากับ 629 คู่เบส  

(รูปที่ 1) เมื่อวิเคราะห์ล าดับเบสเทียบเคียงกับฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีความเหมือนสูงสุด 92% กับยีน 
cyp19a ของปลา Dicentrachus labrax (GenBank accession No. AJ311177)  (ไม่ได้แสดงผล) โครงสร้าง
ของยีน cyp19a ที่เพิ่มจ านวนได้ประกอบด้วยแอกซอนจ านวน 3 แอกซอนมีขนาด 90, 154 และ 162 คู่เบส 
ตามล าดับ และอินทรอนจ านวน 2 อินทรอน มีขนาด 96 และ 127 คู่เบสตามล าดับ ทั้งนี้ปรากฎรายงานล าดับนิ
วคลีโอไทด์ที่สมบูรณ์ (genomic DNA) ของยีน cyp19a ซึ่งมีขนาดเท่ากับ 1,822 คู่เบส ในปลา D. labrax ซึ่งอยู่
ในอันดับ Perciformes เช่นเดียวกันกับปลากะพงขาว (Valle et al., 2002) มีจ านวนแอกซอน 9 แอกซอนและ 8 
อินทรอน เมื่อเทียบเคียงกันพบวา่ยีนของปลากะพงขาวที่ศึกษาเป็นบริเวณของแอกซอน 2-4 (รปูที่ 2) ซึ่งล าดับนิ
วคลีโอไทด์ภายในแอกซอนมีลักษณะเป็นแบบอนุรักษ์ที่สามารถออกแบบไพรเมอร์ที่เหมาะสมส าหรบัการทดสอบ
ในขั้นตอนต่อไปได้ ทั้งนี้เมื่อเปรียบเทียบโครงสร้างของยีน cyp19a ของปลาทั้งสองชนิด พบว่าล าดับเบสใน
บริเวณอินทรอนนั้นมีความแตกต่างกันซึ่งอาจจะสามารถน ามาใช้ในการจัดจ าแนกในระดับสกุลหรือบ่งชี้ชนิด
ของปลาในอันดับ Perciformes ได้  



Thai J. Genet. 2013, S(1): 361-364  พิจิตรา ศรพีัดยศ และคณะ 

พันธุศาสตร์ก้าวหน้าสู่อาเซียน (Genetics towards ASEAN) 
17-19 กรกฎาคม 2556 ณ โรงแรมแอมบาสเดอร์ สุขุมวิท กรุงเทพมหานคร 

363 

 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 1 ผลผลิต PCR บริเวณยีน cyp19a ของปลากะพงขาว (L. calcarifer) ตรวจสอบ ด้วยอะกาโรสเจล 
อิเล็กโตรโฟริซีส 0.7% ที่ความต่างศักย1์00 โวลต์ นาน 30 นาที (1 = cyp19a, 2 = negative control,  
M =100bp DNA ladder) 
 
 
cyp19a 
D. labrax 
 
 
 
  
 
 
cyp19a 
L. calcarifer 
                   
                  
 
รูปที่ 2 เปรียบเทียบส่วนของยีน cyp19a ของปลากะพงขาว (L. calcarifer) ที่ศึกษากับโครงสร้างท่ีสมบูรณ์
ของยีน cyp19a ของปลา D. labrax (GenBank accession no. AJ311177) 
 
  
 เมื่อยืนยันชนิดของยีน ด้วยการน าล าดับนิวคลีโอไทด์จากฐานข้อมูล GenBank ของยีน cyp19a ของ
ปลากระดูกแข็งชนิดอื่นจ านวน 11 ข้อมูลร่วมกับข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้และยีน cyp19b ของปลา Mugil 
cephalus สร้าง phylogenetic tree พบวา่ยนี cyp19a ของปลากะพงขาวจัดอยู่ในกลุ่มเดียวกับยีน cyp19a 
ของปลากระดกูแข็งทั้ง 11 ข้อมูล และแยกออกจากยีน cyp19b ของปลา M. cephalus อย่างชัดเจน (รูปที่ 3) 
ดังน้ันจึงยืนยันได้ว่าเป็นยีน cyp19a ทั้งน้ีล าดับนิวคลีโอไทด์บางส่วนของยีน cyp19a ทีท่ราบจากการศึกษาใน
ครั้งนี้จะสามารถน าไปหาล าดบันิวคลโีอไทดท์ี่สมบูรณ ์ และประยกุต์ใช้ศึกษาระดับการแสดงออกของยนีส าหรับ
เป็นตัวบ่งชี้การปนเปื้อนของสารในกลุม่เอสโตรเจนหรือ petroleum hydrocarbons, polycyclic aromatic 
hydrocarbons ในแหล่งน้ าดังรายงานการศึกษาของ Humphrey et al. (2007) ได้ เป็นต้น 
  

500 bp cyp19a 
1000 bp 
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รูปที ่3 แผนผัง phylogenetic tree แสดงความสัมพันธ์ของล าดับเบสในส่วนของยีน cyp19a ที่ศึกษา ตัวเลข
บนกิ่ง = ค่าความเหมือนในการสับเปลี่ยนข้อมูล 1,000 ครั้ง แสดงค่า >50%; = ข้อมลูของปลากะพงขาวที่
ได้จากศึกษา 
 
 

สรุปผลการทดลอง 
สามารถเพิ่มจ านวนดีเอ็นเอบางส่วนของยีน cyp19a จาก genomic DNA ของปลากะพงขาวมีขนาด

เท่ากับ 629 คู่เบส โครงสร้างของยีนประกอบไปด้วยแอกซอนจ านวน 3 แอกซอนที่มีขนาด 90, 154 และ 162 คู่
เบส ตามล าดับ และอินทรอนจ านวน 2 อินทรอน ที่มีขนาด 96 และ 127 คู่เบส ตามล าดับ 
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