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บทคัดย่อ 
งานวจิัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศกึษาล าดับนวิคลีโอไทด์และโครงสร้างบางสว่นของยีนไวเทลโลจีนิน (vtg) 

ในปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ที่เพิ่มจ านวนได้ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) ผ่าน
การโคลนและอ่านล าดับนิวคลีโอไทด์ พบว่ายนี vtg ที่เพิ่มจ านวนได้นั้นมีขนาดเท่ากับ 733 คู่เบส โครงสร้าง
ของยีนประกอบด้วย 4 exon และ 3 intron เมื่อเปรียบเทียบกับยีน vtg ที่สมบูรณ์ของปลาเรนโบว์เทราต ์
(Oncorhynchus mykiss) ตรงกับ exon ที่ 29, 30, 31 และ 32 ตามล าดับ และมีความเหมือนสูงสุด 90% 
(360/400; E-value = 5e-52) กับ vitellogenin Ab mRNA ของปลา Dicentrarchus labrax (GenBank 
accession no. JQ283442) (ข้อมูล ณ วันที่ 25 กุมภาพันธ์ 2556) และยืนยันชนิดของยีนได้เป็น vtg B จาก
แผนผัง phylogenetic tree ข้อมูลที่ได้จากการศึกษานี้สามารถน าไปประยุกต์ใชใ้นการเพาะและขยายพันธุ์
ปลากะพงขาว รวมถึงการวัดระดับการแสดงออกของยีน และประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพติดตามการ
ปนเปื้อนของสารในกลุ่มฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogenic Endocrine Disrupting Chemicals; e-EDCs) ใน
แหล่งน้ าได้ 
 

ABSTRACT  
 The aim of the present work was to study partial nucleotide sequences and structure of the 
amplified vitellogenin gene (vtg) of sea bass (Lates calcarifer) by Polymerase Chain Reaction 
(PCR). The vtg amplicons were cloned and then sequenced revealing that the obtained vtg gene 
was 733 bp in length. The partial vtg gene structure comprises 4 exons and 3 introns compared to 
the complete vtg gene of the rainbow trout (Oncorhynchus mykiss). The amplified exonic DNA 
regions were correlately revealed in exons 29, 30, 31 and 32 of the rainbow trout vtg gene. The sea 
bass L. calcarifer vtg sequences showed highly similarity (90% identity (360/400; E-value = 5e-52)) 
with the vitellogenin Ab mRNA of the European sea bass, Dicentrarchus labrax (GenBank 
accession no. JQ283442; retrieved on February 25, 2013). The vtg gene of sea bass was later 
confirmed by phylogenetic tree showing the obtained gene is vtg B. This study can be applied to 
improve fish breeding and propagation of cultivated fish and gene expression studies. The vtg 
gene can be used as a genetic biomarker for early screening of the estrogenic Endocrine 
Disrupting Chemicals (e-EDCs) contamination in the aquatic environment. 
 

ค าส าคัญ: ปลากะพงขาว, ไวเทลโลจีนิน, vtg 
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บทน า 
โปรตีนไวเทลโลจีนิน (vitellogenin; VTG) เป็นองค์ประกอบตั้งต้นในการสร้างโปรตีนไข่แดงหรือ

โปรตีนโยล์ค (yolk protein) ในสิ่งมีชีวิตที่ออกลูกเป็นไข่โปรตีน VTG สังเคราะห์ขึ้นที่เนื้อเยื่อตับภายใต้การ
ควบคุมของฮอร์โมนเอสโตรเจน  โปรตีนที่ถูกสร้างขึ้นนี้จะล าเลียงผ่านกระแสเลือดไปสะสมที่เซลล์ไข่เพื่อใช้เป็น
แหล่งอาหารส าหรับการพัฒนาของเอมบริโอ กระบวนการสร้างและสะสมโปรตีนโยล์คจะท าให้เซลล์ไข่มีขนาด
ใหญ่ขึ้นเมื่อถึงสภาวะที่เหมาะสมจึงท าการวางไข่ (Wang and Lou, 2006) ดังน้ันโปรตีน VTG จึงมี
ความส าคัญอย่างมากส าหรับการสืบพันธุ์ของปลาโดยปลากะพงขาว (Latescal carifer Bloch; Sea bass) 
เป็นปลากระดูกแข็งจัดอยู่ในครอบครัว Latidae เป็นปลาน้ ากร่อยที่มีความส าคัญทางเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของ
ประเทศไทย เนื่องจากว่าปลากะพงขาวเลี้ยงง่าย โตเร็ว เนื้อมีรสชาดดีและขายได้ราคา ดังน้ันในปัจจุบันจึงมี
ผู้สนใจท าการเพาะเลี้ยงปลากะพงขาวเป็นจ านวนมาก ท าให้ลูกพันธุ์ปลาที่รวบรวมได้จากแหล่งน้ าธรรมชาติ
ไม่เพียงพอกับความต้องการและไม่สามารถควบคุมคุณภาพได้ (กรมประมง, 2531) ดังนั้นการศึกษาข้อความ
ทางพันธุกรรมในส่วนของยีน vtg ในปลากะพงขาวจะสามารถน าไปประยุกต์ใช้ทั้งในด้านการเพาะและขยาย 
พันธุ์และใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพในแหล่งน้ าที่มีการปนเปื้อนของสาร e-EDCs (estrogenic Endocrine 
Disrupting Chemicals) ได ้
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
1.  การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอย่างปลากะพงขาว 

น าปลากะพงขาวเพศเมียตัวเต็มวัยมาตัดแยกเน้ือเยื่อตับแล้วบดให้ละเอียดจากนั้นสกัดดีเอ็นเอด้วย
ชุดสกัดส าเร็จรูป GF-1 tissue DNA extraction kit ตามวิธีของบริษัท Vivantis (Malaysia) 

2. การเพิ่มปริมาณบางส่วนของยีน vtg ด้วยเทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 
น าดเีอ็นเอที่สกัดได้มาท าปฏิกริิยา PCR ประกอบด้วยขั้นตอน predenature ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 3 

นาท,ี denature ที่อุณหภูมิ 94°C นาน 30 วนิาท,ี annealing ที่อุณหภูมิ 50°C นาน 50 วินาที, extension ที่
อุณหภูมิ 72°C นาน 30 วินาที จ านวน 35 รอบ และ final extension ที่อุณหภูมิ 72°C นาน 5 นาที  

3. การโคลนชิ้นส่วนดีเอ็นเอของยีน vtg และการวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าผลผลิต PCR มาเชื่อมตอ่กับพลาสมิด pGEM®-T easy ของบริษัท Promega (USA) จากนั้น 

ทรานสฟอร์มเข้าสู่เซลล์แบคทีเรีย Escherichia coli แล้วจึงคัดเลือกเซลล์แบคทีเรียที่ได้รับพลาสมิดสายผสม
มาสกัดดีเอ็นเอ โดยใช้ชุดสกดัส าเร็จ High speed plasmid mini kit ตามค าแนะน าของบริษัท Geneaid 
(Taiwan) แล้ววิเคราะห์ล าดับเบสโดยบริษัท 1st BASE (Malaysia) จากนั้นน าล าดับนิวคลีโอไทด์มาตรวจสอบ
เพื่อยืนยันผลและเปรียบเทียบกับขอ้มูลล าดับนิวคลีโอไทด์ของปลากระดูกแขง็ที่บันทึกไวใ้นฐานขอ้มูล  GenBank 
ด้วยโปรแกรม BLAST และสร้างแผนผังphylogenetic tree โดยใช้โปรแกรม MEGA version 5.05 ด้วยวิธี 
Neighbor-Joining โดยใช้โมเดล Kimura 2-parameter ด้วยการสุ่มข้อมูล (bootstrap) จ านวน 1,000 ครั้ง 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
เมื่อท าการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณยีน vtg ด้วยเทคนิค PCR ได้ผลผลิต PCR จ านวน 2 แถบ น า

เฉพาะแถบล่างซึ่งมีขนาดประมาณ 700 คู่เบส ไปวิเคราะห์ต่อ (รูปที่ 1) เมื่ออ่านล าดบัเบสแล้วเทียบเคียงกับ
ฐานข้อมูล GenBank พบว่ามีความเหมอืนสูงสุด 90% (360/400; E-value = 5e-52) กับ vitellogenin Ab 
mRNA ของปลา Dicentrarchus labrax ซึ่งโครงสร้างของยีน vtg ที่เพิ่มจ านวนได้ประกอบด้วย 4 exon และ 3 
intron ทั้งน้ี ในฐานข้อมูล GenBank มีรายงานโครงสร้างที่สมบูรณ์ของยีน vtg เฉพาะในปลาเรนโบว์เทราต์  
(O. mykiss) ประกอบด้วย 34 exon (GenBank accession no. X92804) เมื่อเทียบเคียงกับปลาเรนโบว์เทราต์ 
พบว่าโครงสร้างของยีน vtg ที่เพิ่มจ านวนได้ในปลากะพงขาวตรงกับ exon ที่ 29-32 ของปลาเรนโบว์เทราต์ (รูป
ที่ 2) และเมื่อยืนยันชนิดของยีนอีกครั้งด้วยการท า phylogenetic tree โดยใช้ล าดับนิวคลีโอไทด์ของปลากะพง
ขาวที่ศึกษาครั้งนี้ร่วมกับข้อมูลของยีน vtg ของปลากระดูกแข็งชนิดอื่นยืนยันได้ว่าในส่วนของยีน vtg ที่ศึกษานี้
เป็นยีน vtg B (รูปที่ 3)  
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รูปที่ 1 ผลผลิต PCR ในส่วนของยีน vtg ของปลากะพงขาวภายหลังท าอะกาโรสเจลอิเลคโทรโฟซีสที่ความ
เข้มข้น 0.7% ความต่างศักย์ 100 โวลต์ เป็นเวลา 30 นาท ี
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 โครงสร้างของยีน vtg ขนาด 733 bp ของปลากะพงขาว (L. calcarifer) ที่เพิ่มจ านวนได้ด้วยเทคนิค 
PCR ประกอบด้วย 4 exon และ 3 intron เทียบเคียงตรงกับ exon ที่ 29-32 ของยีน vtg ที่สมบูรณ์ของปลาเรน
โบว์เทราต์ (O. mykiss) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 3  Phylogenetic tree จากล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน vtg ของปลากะพงขาว (Lates calcarifer; Δ) กับ
ยีน vtg B ของปลากระดูกแข็งบนฐานข้อมลู GenBank โดยใช้ยีน vtg A ของปลา Ctenolabrus rupestris 
และ Poecilia reticulate เป็นตัวอย่างนอกกลุ่ม สร้างโดยใช้โปรแกรม MEGA version 5.05 วิธี Neighbor-
Joining โมเดล Kimura 2-prameter ตัวเลขบนกิ่ง = ค่าความเหมือนแสดงเป็น % ในการสบัเปลี่ยนข้อมูล 
1,000 ครั้ง  

vtg B 

vtg A 
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สรุปผลการทดลอง 
 สามารถเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบางส่วนของยีน vtg ของปลากะพงขาวด้วยเทคนิค PCR ได้ผลผลิตขนาด 
733 คู่เบส ประกอบด้วย 4 exon และ3 intron เป็นบริเวณที่ตรงกับ exon ที่ 29-32 ของปลาเรนโบว์เทราต์เมื่อ
เปรียบเทียบล าดับนิวคลีโอไทด์ในส่วนของ exon กับฐานข้อมูล GenBankพบว่ามีความเหมือนสูงสุด 90%  
(E-value = 5e-52) กับ vitellogenin Ab mRNA ของปลา D. labrax ทั้งนี้จากการศึกษาของ Reading et al. 
(2009) พบว่าโปรตีน VTG ที่พบในปลากระดูกแข็งมีหลายรูปแบบ เช่น VTG A, VTG B และ VTG C และมี
หน้าที่ต่างกัน ซึ่งผลจากการศึกษาในครั้งนี้พบว่าส่วนของยีนที่เพิ่มจ านวนได้เป็นยีน vtg B ซึ่งควบคุมการสร้าง
โปรตีน VTG B ชนิดทีพ่บได้ทั่วไปในสัตว์มีกระดูกสันหลัง มีหน้าที่ช่วยในการลอยตัวในน้ าของเซลล์ไข่ และจะ
สลายไปในระหว่างที่ไข่ก าลังพัฒนา ข้อมูลบางส่วนของล าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้สามารถ
น าไปประยุกต์ใช้ในการเพาะและขยายพันธุ์ปลากะพงขาว  นอกจากนี้ยังประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งชี้ทางชีวภาพหรือ 
biomarker ในการตรวจสอบติดตามการปนเปื้อนของสารในกลุ่ม e-EDCs ในแหล่งน้ า (ธนากร แสงสง่า และ 
ชูตา บุญภักดี, 2554) ดังที่มีการศึกษาแล้วในปลาคาร์พ (Cyprinus carpio) ซึ่งยีน vtg ถูกน ามาใช้เป็นตัวบ่งชี้
ทางชีวภาพของการปนเปื้อน e-EDCs ในแหล่งน้ าที่เป็นแหล่งรองรับน้ าทิ้งจากโรงบ าบัดน้ าเสีย โดยพบว่า  
e-EDCs ที่ปนเปื้อนท าให้ปลาคาร์พ มีระดับการแสดงออกของยีน vtg เพิ่มมากขึ้น (Solé et al., 2001) 
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