
 
บทความวิจัย 

 
 

สัตวแพทย์มหานครสาร 

JOURNAL OF MAHANAKORN VETERINARY MEDICINE 

Available online: www.tci-thaijo.org/index.php/jmvm/ 
 

 
การศึกษาขั้นต้นเกี่ยวกับการแสดงออกของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอบริเวณพีโอเอและเออาร์ซีของ 

สมองส่วนไฮโปทาลามัสในโคเนื้อ 
 

เตชภณ ทรงผาสุข1 นภสภรณ ์วรรณพงษ์1 นรุตม์ ทะนานทอง2 และสมชัย สัจจาพิทักษ์3,# 

 
1หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาคลินิกศึกษาทางสัตวแพทย์ คณะสัตวแพทยศาสตร์มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ นครปฐม 73140 

2ภาควิชาเวชศาสตร์และทรัพยากรการผลิตสัตว์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ นครปฐม 73140 
3ภาควิชาเวชศาสตร์คลินิกสัตว์ใหญ่และสัตว์ป่า คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ นครปฐม 73140 

 
 

บทคัดย่อ: ปัจจุบันมีการศึกษายีนคิสวันในสมองส่วนไฮโปทาลามัสโดยท าหน้าที่ผลิตโปรตีนที่เรียกว่า คิสเพปติน ซึ่งมี
บทบาทส าคัญในการควบคุมการท างานของระบบสืบพันธุ์ จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่ามีการแสดงออกของยีนคิสวัน
ในต าแหน่งที่แตกต่างกันในสัตว์แต่ละชนิด และแตกต่างกันในเพศผู้กับเพศเมีย ซึ่งในโคยังไม่มีการศึกษามากนัก ด้วย
เหตุนี้จึงท าการศึกษาเบื้องต้นของต าแหน่งการแสดงออกของยีนคิสวัน โดยวัดระดับการแสดงออกของเอ็มอาร์เอ็นเอ
ของยีนคิสวัน ด้วยวิธีโครโมจีนิคอินซิทูไฮบริไดเซชัน เพื่อดูการย้อมติดสีของเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์ประสาทคิสเพปติน
ที่บริเวณพีโอเอและเออาร์ซีในสมองส่วนไฮโปทาลามัส โดยศึกษาในโคเนื้อ 3 ตัว ได้แก่ โคเพศเมีย โคเพศผู้ที่ตอนแล้ว 
โคเพศผู้ที่ไม่ได้ตอน ผลการศึกษาพบว่าสมองส่วนพีโอเอ พบการติดสีของเอ็มอาร์เอ็นเอของยีนคิสวันในโคเพศเมีย
เท่านั้น จ านวน 64 เซลล์ และสมองส่วนเออาร์ซี พบการติดสีจ านวน 1,127, 1,064 และ 373 เซลล์ ในโคเพศเมีย โค
เพศผู้ที่ตอนแล้ว และโคเพศผู้ที่ไม่ได้ตอน ตามล าดับ ทั้งนี้การศึกษานี้เป็นเพียงการระบุต าแหน่งของคิสวันเอ็มอาร์เอ็น
เอในสมองส่วนไฮโปทาลามัสของโคเนื้อเท่านั้น มิได้พิจารณาปัจจัยที่อาจส่งผลต่อการแสดงออก เช่น ปัจจัยด้าน
สุขภาพ ความเครียด การเลี้ยงดู และอายุ จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อน าไปต่อยอดและประยุกต์ใช้ในการจัดการ
ระบบสืบพันธุ์ในโคต่อไป 
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Abstract: At present, there are more studies about the Kiss1 gene in the hypothalamus that produce 
the kisspeptin proteins and have an important role in the reproductive system. The previous research 
found the location of expression of Kiss1 gene is different about each species and sex. But, there 
are a few studies about the location of Kiss1 gene in cattle. Therefore, the objective of this study 
was a preliminary study to localize Kiss1 mRNA expression in the area of POA and ARC nucleus in 
the hypothalamus. By used a chromogenic in situ hybridization staining for Kiss1 gene in the cattle 
brain revealed that kisspeptin neuronal populations were localized in the POA and ARC of the 
hypothalamus. This study used three cattle brains including one female, one castrated male, and 
one intact male. And the result showed that the expression of kisspeptin mRNA-positive cells in the 
POA was about 64 cells that only expressed in female cattle. And the expression of kisspeptin mRNA-
positive cells in the ARC were 1,127, 1,064, and 373 in female, castrated male, and intact male cattle 
respectively. However, this study is only to specify the location of kisspeptin mRNA in cattle brains, 
without considering the factors that may affect the expression of kisspeptin mRNA including, health 
status, stress-induced, management and age. Therefore, further studies are required for developing 
and applying to reproductive management in cattle. 
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บทน า 
ร ะ บ บ สื บ พั น ธุ์ ข อ ง สั ต ว์ เ ลี้ ย ง ลู ก ด้ ว ย น ม

ประกอบด้วยการท างานเป็นขั้นตอนต่อเนื่องกันของ
สมองส่วนไฮโปทาลามัส ต่อมใต้สมองส่วนหน้า อัณฑะ 

(เพศผู้) มดลูกและรังไข่ (เพศเมีย) โดยฮอร์โมนเอสโตร
เจน (estrogen) ที่สังเคราะห์มาจากรังไข่มีผลต่อการ
ควบคุมแบบย้อนกลับเชิงบวก (positive feedback) 
และการควบคุมแบบย้ อนกลับ เชิ งลบ ( negative 
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feedback) ต่อการผลิตและหลั่งสารสื่อประสาท โกนาโด
โทรปิน รีลิสซิ่ งฮอร์ โมน ( gonadotropin releasing 
hormone, GnRH) มากระตุ้นต่อมใต้สมองส่วนหน้าให้
สร้างและหลั่งฟอลลิเคิล สติมูเลติง ฮอร์โมน ( follicle 
stimulating hormone, FSH) และฮอร์โมนลูทิไนซิง 
(lutinizing hormone, LH) ซึ่งถูกควบคุมด้วยรูปแบบ 
pulse mode แ ล ะ  surge mode ( Chaikhun, 
Sotthibandhu, & Suadsong, 2013) 

จากการศึกษาในหนูพบว่า เซลล์ประสาท GnRH 
ไม่มีการแสดงออกของตัวรับต่อฮอร์โมนเอสโตรเจนชนิด
แอลฟ่า (alpha-estrogen receptor), ฮอร์โมนโปรเจส
เตอร์โรน และฮอร์โมนแอนโดรเจน แต่พบการแสดงออก
ของตัวรับต่อฮอร์โมนดังกล่าวบนเซลล์ประสาทคิสเพ
ปติน (kisspeptin neuron) และหากถูกกระตุ้นจะเกิด
การหลั่งเพปไทด์ฮอร์โมน คือ คิสเพปติน ไปจับกับตัวรับจี
พีอาร์54 (glycoprotein coupled receptor, GPR-54) 
ที่ อ ยู่ บ น เ ซ ล ล์ ป ร ะ ส า ท  GnRH ( Pinilla, Aguilar, 
Dieguez, Millar, & Tena-Sempere, 2012) ซึ่ ง เซลล์
ประสาทคิสเพปตินพบ อยู่ภายในสมองส่วนแอนเทอโร
เ ว น ท รั ล   เ พ อ ริ เ ว น ท ริ คิ ว ล า ร์  ( anteroventral 
periventricular nucleus, AVPV) เป็นกลุ่มนิวเคลียส
ของเซลล์ประสาททางด้านหน้าของสมองส่วนไฮโปธา
ลามัส และ อาร์คิวเอต (arcuate nucleus, ARC) เป็น
นิ ว เคลี ยสส่ วนท้ ายของสมองส่ วนไฮโปธาลามัส 
(d'Anglemont de Tassigny & Colledge, 2010) โดย
บริเวณที่พบเซลล์ประสาทคิสเพปตินจะเป็นบริเวณ ARC 
และ AVPV หรือ POA จะแตกต่างกันในสัตว์แต่ละชนิด 
เช่น ในสัตว์เคี้ยวเอ้ืองที่เคยมีการศึกษาในแกะเป็นหลัก 
บางส่วนในแพะและโค พบว่าในแกะมีการแสดงออก
ของคิ ส เพปติน ในอาร์ คิ ว เอตนิ ว เคลี ยส  เป็นต้น 
(Chaikhun et al., 2013) 

เซลล์ประสาทคิสเพปตินที่อยู่ภายในสมองส่วน 
ARC เก่ียวข้องกับการหลั่งฮอร์โมน GnRH, LH และ FSH 
ในรูปแบบ pulse mode ซึ่ งอยู่ภายใต้ อิทธิพลการ

ควบคุมแบบย้อนกลับเชิงลบ ของฮอร์โมนเอสโตรเจน 
และแอนโดรเจน ก่อให้เกิดการเจริญเติบโตของฟอลลิ
เคิล (follicle) ในรังไข่ของเพศเมีย และ กระตุ้นการ
ท างานของเซลล์เลย์ดิก (leydig cell) ในอัณฑะของเพศ
ผู้ ตามล าดับ ในขณะที่เซลล์ประสาทคิสเพปตินที่อยู่
ภายในสมองส่วน AVPV และ POA จะเกี่ยวข้องกับการ
หลั่งฮอร์โมน GnRH ในรูปแบบ surge mode ซึ่งอยู่
ภายใต้อิทธิพลการควบคุมแบบย้อนกลับเชิงบวก ของ
ฮอร์โมนเอสโตรเจน ท าให้เกิดการตกไข่ (ovulation) ใน
เพศเมีย (Chaikhun et al., 2013) 

จากที่กล่าวมาข้างต้น ได้มีการศึกษาในสัตว์
ประเภทกระบือ สุกร แกะ แพะ หนูบ้าน หนูหริ่ง และคน 
( Chaikhun- Marcou et al. , 2016; Chaikhun et al. , 
2013; Pinilla et al. , 2012; Sajapitak et al. , 2014) 
มาแล้ว ซึ่งยังไม่มีการศึกษาโดยเฉพาะตรงต าแหน่งของ 
POA ในสมองส่วนไฮโปทาลามัสในโค แต่บริเวณต าแหน่ง
ของ  ARC ได้ มี ก ารศึ กษามาบางส่ ว น  ( Sajapitak, 
Lertwatcharasarakul, Phattanakunanan, Moonjit, 
& Thanantong, 2016) ดังนั้นจุดประสงค์ของการศึกษา
ในครั้งนี้ เพื่อศึกษาเบื้องต้นถึงต าแหน่งการแสดงออกของ
ของคิสวันเอ็มอาร์เอ็นเอ (Kiss1 mRNA) ที่บริเวณของ 
POA และ ARC ด้วยวิธีโครโมจีนิคอินซิทูไฮบริไดเซชัน 
(chromogenic in situ hybridization) เพื่อดูการย้อม
ติดสีของ Kiss1 mRNA ในเซลล์ประสาทคิสเพปติน 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
การคัดเลือกโคและเก็บตัวอย่าง 

เก็บตัวอย่างสมองจากโคเนื้อพันธุ์ผสม 3 ตัว 
ได้แก่ โคเพศเมียที่อยู่ในระยะลูเทียล (luteal phase) 
ของวงรอบการเป็นสัด โคเพศผู้ที่ถูกตอนที่อายุประมาณ 
1 ปีและโคเพศผู้ที่มีความสมบูรณ์พันธุ์ (โคเพศผู้ที่ไม่ได้
ตอน) โดยโคทั้งสามตัวมีช่วงอายุ 1.5-2 ปี มาจากฟาร์ม
และโรงฆ่าสัตว์แห่งเดียวกัน ท าการเก็บตัวอย่างเลือดเพื่อ
ใช้ในการประเมินสุขภาพของโค และเก็บตัวอย่างสมอง 
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ไฮโปธาลามัส บริเวณที่เป็นส่วนขยายจากต าแหน่งของ
ออฟติกไคแอสมา (optic chiasma) จนถึงส่วนท้ายของ
แมมมิลลารีบอดี (nucleus of the mammillary body) 
(Salehi, 2013) หลังจากที่โคเสียชีวิตภายใน 15 นาที น า
ตัวอย่างมาเก็บรักษาในแม่พิมพ์ความเย็น (cryoblock) 
ที่มีสารรักษาชิ้นเนื้อ (embedded cryostat medium; 
Killik®) แล้วเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ก่อน
เข้าสู่กระบวนการถัดไป 
การเตรียมตัวอย่าง 

น าตัวอย่างสมองออกจากแม่พิมพ์ความเย็น  แล้ว
น ามาตัดด้วยเคร่ืองตัดชิ้นเนื้อแช่แข็ง (Semi-Automatic 
Cryostat Microtome) ที่ความหนา 20 ไมครอน ใน
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส โดยเริ่มเก็บตัวอย่างสมอง
ตรงต าแหน่งที่มีนิวเคลียสของ POA ด้วยการตัดขวางชิ้น
ตัวอย่างสมองตั้งแต่บริเวณที่พบโพรงสมองที่  3 (3rd 

ventricle) และออฟติกไคแอสมา (optic chiasma) จน
สิ้นสุดการตัดเมื่อไม่พบออฟติกไคแอสมาปรากฏบนหน้า
ตัดชิ้นตัวอย่าง ดังรูปที่ 2 (Salehi, 2013) จากนั้นท าการ
เก็บตัวอย่างสมองต าแหน่งที่มีนิวเคลียส ARC โดยตัด
ตัวอย่างสมองต่อจากกระบวนการก่อนหน้า และสิ้นสุด
การตัดเมื่อถึงต าแหน่งของแมมมิลลารีบอดี (nucleus of 
the mammillary body) ซึ่งถือเป็นต าแหน่งที่บ่งชี้ว่า
สิ้นสุดบริเวณที่มีนิวเคลียส ARC แล้วดังรูปที่ 3 อ้างอิง
ต าแหน่งจากแผนภาพแสดงต าแหน่งนิวเคลียสในสมองโค 
(Okamura, 2002) 

สุ่มเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อสมองด้วยวิธี systematic 
sampling โดยทุกๆความหนา 200 ไมครอน จะเก็บ
เนื้อเยื่อ 3 ชิ้น (ดังรูปที่ 1) โดยเนื้อเยื่อจะถูกวางลงบน
ส ไ ลด์ ที่ มี ป ร ะ จุ ไ ฟฟ้ า เ ป็ นบ วก  ( positive charge 
microscope slides) สไลด์ละ 2 ชิ้นเนื้อ ได้ทั้งหมด 18 
สไลด์ เป็นจ านวน 36 ชิ้นเนื้อต่อนิวเคลียส  จากนั้นน า
สไลด์เนื้อเยื่อสมองไปท าการตรวจหาเซลล์ประสาทที่มี
การแสดงออกของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอต่อไป 

 

 
รูปที่ 1 ภาพการสุ่มตัวอย่างสไลด์ของเนื้อเยื่อสมอง 

 

 
รูปที่ 2 แผนผังแสดงบริเวณพื้นที่การตัดขวางชิ้นตัวอย่าง
สมอง ตั้งแต่บริเวณขอบเขตของเพอริเวนทริคิวลาร์ 
นิวเคลียส (anteroventral periventricular nucleus, 
AVPV) ในตัวอย่างสมองโคเนื้อ (ลูกศร),  
ที่มา: Okamura (2002) 
 

 
รูปที่ 3 แผนผังแสดงบริเวณพื้นที่การตัดขวางชิ้นตัวอย่าง
สมองตั้งแต่บริเวณขอบเขตของอาร์คิวเอตนิวเคลียส 
( arcuate nucleus, ARC)  ในตั วอย่ า งสมอง โค เนื้ อ 
(ลูกศร),  
ที่มา: Okamura (2002) 

 
การวัดระดับการแสดงออกของ Kiss1 mRNA 

ด้ ว ย วิ ธี  Chromogenic in situ hybridization 
สังเคราะห์ RNA probe ซึ่งติดฉลากด้วย DIG (Digoxigenin, 
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DIG)  โ ด ย มี ล า เ บ ส ต า ม  GenBank accession No. 
AB466319.1 ณ ต าแหน่งเบสที่ 150 – 474 

ขั้นตอน pre-hybridization น าสไลด์มาแช่ใน
สารละลาย 4% PFA พร้อมเขย่า 65 RPM ที่อุณหภูมิห้อง 
ล้างด้วย 1xPBS แล้วน าสไลด์ที่ได้มา incubate ด้วย 
PBS ที่มี proteinaseK ที่มีความเข้มข้น 1 µg/mL ล้าง
ด้วย 1xPBS จากนั้นน ามาจุ่มลง 4% PFA อีกครั้ง ล้าง
ด้วย 1xPBS แล้วน าสไลด์มาแช่ลง 0.2 % Glycine และ
สุดท้ายน ามาแช่ในสารละลาย 0.2N HCl แล้วล้างด้วย 
1xPBS 

ขั้ น ตอน  hybridization เ ต รี ย มส า รละลาย 
hybridization buffer น าไปให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 85 
องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 10 นาที หลังจากนั้นเติม 
probe ที่ได้ท าการติดฉลากด้วยสาร Digoxigenin โดย
จะใช้ปริมาณ 1 µg/slide และใช้สไลด์ละ 150 µl น า
สไลด์ไป hybridized ใน moist chamber ที่อุณหภูมิ 
64องศาเซลเซียส นาน 16 ชั่วโมง 

ขั้นตอน post-hybridization น าสไลด์มาล้าง
ด้วยสารละลาย 5xSSC / 50%formamide แล้วน าไป
ท าปฏิกิ ริ ยากับ  1 µg/mL RNase working solution 
จากนั้นล้างด้วย 2xSSC, และ 0.2xSSC ตามล าดับ เมื่อ
ล้างเสร็จน าสไลด์มา blocked ด้วย1.5% blocking 
reagent (Roche) หลังจากนั้น Incubate สไลด์ ด้วย 
Anti-Digoxigenin-AP, Fab fragments (1:250, Roche 
Applied Science) แล้วน ามาเติม Substrate โดยใช้ 
NBT/BCIP solution (Roche Applied Science) 
การตรวจการแสดงออกของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอ 

ใช้กล้องจุลทรรศน์ใช้แสง (light microscope) ดู
การติดสีของเอ็มอาร์เอ็นเอของคิสเพปตินนิวรอน โดย
เซลล์ที่พบมีลักษณะรูปร่างกลมรี (Crescent moon-
appearance ) ไซโทพลาสซึมติดสีน้ าเงินม่วงจากการท า
ปฏิกิริยาของเอนไซม์ Alkaline phosphatase ที่อยู่บน 
Anti-DIG antibody และ NBT/BCIP ท าการนับจ านวน
เซลล์และบันทึกผล 

ผลการทดลอง 
จากการทดลองตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของ

เซลล์ประสาทคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอที่บริเวณ POA 
และ ARC ด้วยวิธี Chromogenic in situ hybridization  
พบว่าบริเวณที่พบเซลล์ที่มีการแสดงออกของคิสเพปติน
เอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์ประสาทคิสเพปตินในสมองส่วนไฮ
โปทาลามัส มีลักษณะรูปร่างกลมรี ไซโทพลาสซึมติดสีน้ า
เงินม่วง และนิวเคลียสกลมไม่ติดสี กระจายตัวอยู่รอบ
โพรงสมองที่ 3 (รูปที่ 4-9) ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส ใน
โคเนื้อ ซึ่งมีจ านวนดังตารางที่ 1  

โดยพบว่าบริเวณสมองส่วนของ POA มีเพียงโค
เพศเมียเท่านั้นที่มีการแสดงออกของ Kiss1 mRNA บน
เซลล์ประสาทคิสเพปติน และบริเวณสมองส่วนของ ARC 
พบการแสดงออกของ Kiss1 mRNA ทั้งโคเพศเมีย โค
เพศผู้ที่ตอนแล้ว และโคเพศผู้ที่ไม่ได้ตอน ตามล าดับ โดย
ในโคเพศเมียมีการแสดงออกของ Kiss1 mRNA ในสมอง
ส่วน ARC มากที่สุด 
 
ตารางที่  1  จ านวนเซลล์ประสาทที่มีการแสดงออก
ของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอในสมองส่วนพีโอเอ (POA) 
และส่วนเออาร์ซี (ARC)  (โดยนับจ านวนรวมของเซลล์
ประสาทจาก 36  ชิ้นตัวอย่างเนื้อเยื่อสมองที่ตัดในแต่ละ
นิวเคลียสของสมองโคเนื้อ) 

Beef cattle Brain section (area) 

POA ARC 

Female 64 1,127 

Castrated male 0 1,064 

Intact male 0 373 

 

อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 
จากผลการศึกษาพบว่าในตัวอย่างสมองของโค

เ นื้ อ มี ก า ร แส ด งออก ขอ ง ยี น  Kisspeptin mRNA-
positive cell ภ า ย ใ น บ ริ เ ว ณ เ อ อ า ร์ ซี  ( Arcuate 
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รูปที่ 4 แผนผังแสดงต าแหน่ง (4A) ที่มาภาพ: 
(Okamura, 2002)และการแสดงออกของยีน 
Kisspeptin mRNA-positive cell บริเวณพี
โอเอ (Preoptic area; POA) ในสมองส่วนไฮ
โปทาลามัส ของโคเนื้อ เพศเมีย (4B) 
 
 
รูปที่ 5 แผนผังแสดงต าแหน่ง (5A) ที่มาภาพ: 
(Okamura, 2002)และการแสดงออกของยีน 
Kisspeptin mRNA-positive cell บริ เวณพี
โอเอ (Preoptic area; POA) ในสมองส่วนไฮ
โปทาลามัส ของโคเนื้อ เพศผู้ไม่ตอน (Intact 
male) (5B) 
 
  
รูปที่ 6 แผนผังแสดงต าแหน่ง  (6A) ที่มาภาพ: 
(Okamura, 2002)และการแสดงออกของยีน 
Kisspeptin mRNA-positive cell บริ เวณพี
โอเอ (Preoptic area; POA) ในสมองส่วนไฮ
โปทาลามัส ของโคเนื้อ เพศผู้ตอน (castrated 
male) (6B) 
 
 
รูปที่ 7 แผนผังแสดงต าแหน่ง (7A) ที่มาภาพ: 
(Okamura, 2002)และการแสดงออกของยีน 
Kisspeptin mRNA-positive cell บริเวณเอ
อาร์ซี  (Arcuate nucleus; ARC)  ในสมอง
ส่วนไฮโปทาลามัส ของโคเนื้ อ  เพศเมีย 
(Female) (7B) 
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รูปที่ 8 แผนผังแสดงต าแหน่ง (8A) ที่มาภาพ: 
(Okamura, 2002) และการแสดงออกของยีน 
Kisspeptin mRNA-positive cell บริเวณเอ
อาร์ ซี  ( Arcuate nucleus; ARC)  ในสมอง
ส่วนไฮโปทาลามัส ของโคเนื้อ เพศผู้ตอน 
(castrated male) (8B)  
 
 
รูปที่ 9 แผนผังแสดงต าแหน่ง (9A) ที่มาภาพ: 
(Okamura, 2002) และการแสดงออกของยีน 
Kisspeptin mRNA-positive cell บริเวณเอ
อาร์ ซี  ( Arcuate nucleus; ARC)  ในสมอง
ส่วนไฮโปทาลามัส ของโคเนื้อ เพศผู้ไม่ตอน 
(Intact male) (9B) 
 
 

nucleus; ARC) ในสมองส่วนไฮโปทาลามัส ซึ่งแสดงผล
เหมือนกันกับในแกะที่พบการแสดงออกดังกล่าวใน
บริเวณเดียวกัน และตัวอย่างส่วนของสมองไฮโปทา
ลามัสบริเวณ POA ของโคเนื้อทั้ง 3 ตัวอย่าง พบการ
แสดงออกของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์ประสาท
ของโคเพศเมียเท่านั้นจ านวน 64 เซลล์ (รูปที่  4-6) 
เนื่องจากโคเพศผู้ไม่มีกลไกการท างานของ GnRH และ 
LH แบบ surge mode และตัวอย่างสมองของโคเพศเมีย
ที่น ามาทดลอง เป็นโคที่อยู่ในระยะลูเทียลเฟส ด้วยการ
ตรวจพบคอร์ปัสลูเทียมบนรังไข่ของซากโค แต่หาก
พิจารณาจากการติดสีของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอใน
สมองส่วน POA เพียงอย่างเดียว ไม่สามารถบอกได้ว่า 
วงรอบการเป็นสัดของโคตัวนี้อยู่ในระยะลูเทียล (luteal 
phase) หรือ ระยะฟอลลิคูลาร์ (follicular phase) แต่
จากการศึกษาในแกะเพศเมียยังพบว่า การติดสีของเซลล์
ประสาทคิสเพปตินบริเวณ POA สามารถพบได้ตลอด
ระยะวงรอบการเป็นสัด เพียงแต่จะพบการติดสีของคิส
เพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอจ านวนมากกว่าในช่วงการเกิด LH 

surge ในช่วงท้ายของระยะฟอลลิคูลาร์ (late-follicular 
phase)  ( Smith, Li, Pereira, & Clarke, 2009)  ทั้ ง นี้
จ านวนเซลล์ประสาทที่ติดสีในการศึกษานี้ไม่สามารถ
บอกได้ว่าเป็นจ านวนที่มากหรือน้อย เนื่องจากการ
ทดลองนี้มีโคเพศเมียเพียงตัวเดียว  

สมองไฮโปทาลามัสส่วน ARC พบจ านวนการติดสี
ของเซลล์ประสาทคิสเพปตินเรียงล าดับจากมากไปน้อย 
(รูปที่ 7-9) ได้แก่ โคเพศเมีย โคเพศผู้ที่ตอนแล้ว และโค
เพศผู้ที่ไม่ได้ตอน ตามล าดับ โดยคาดว่าโคเพศเมียตัวนี้
อยู่ในช่วงที่มีการควบคุมแบบย้อนกลับเชิงลบ (negative 
feedback) ต่อสมองไฮโปทาลามัสส่วน ARC กระตุ้นให้
มีการแสดงออกของ คิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอจึงพบเซลล์
ประสาทคิสเพปตินที่ติดสีจ านวนมาก ส่วนในโคเพศผู้ที่
ตอนแล้วจะไม่มีฮอร์โมนเทสโทสเตอโรนที่สร้างจาก
อัณฑะ จึงมีการควบคุมแบบย้อนกลับเชิงลบ (negative 
feedback) ต่อสมองไฮโปทาลามัสส่วน  ARC กระตุ้นให้
มีการแสดงออกของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอในเซลล์
ประสาทคิสเพปติน จึงพบเซลล์ที่ติดสีจ านวนมากในโค
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เพศผู้ที่ไม่ได้ตอน แต่จากผลการทดลองจ านวนเซลล์
ประสาทคิสเพปติน มีความคลาดเคลื่อนได้เนื่องมาจาก
สมองโคที่ได้มาจากโรงฆ่าสัตว์อาจมีปัจจัยด้านสุขภาพที่
แตกต่างกัน ซึ่งในการศึกษานี้ไม่ได้น าปัจจัยต่างๆ เช่น 
สุขภาพ ความเครียด การเลี้ยงดู สมดุลพลังงาน และอายุ 
ที่อาจส่งผลกระทบต่อการแสดงออกของเซลล์ประสาท
คิสเพปตินมาพิจารณาด้วย 

โคเพศผู้ที่ยังไม่ตอนจะมีความเข้มข้นของฮอร์โมน
เทสโทสเตอโรนในกระแสเลือดสูงกว่าโคเพศผู้ที่ตอนแล้ว 
และส่งผลต่อการควบคุมแบบย้อนกลับเชิงลบ (negative 
feedback) ท าให้พบการแสดงออกของคิสเพปตินเอ็ม
อาร์เอ็นเอในเซลล์ประสาทคิสเพปตินน้อย  จึงพบจ านวน
การติดสีในสมองน้อยกว่าวัวกลุ่มอื่น   

นอกจากนี้การศึกษานี้มีตัวอย่างเพียง 3 ตัวอย่าง 
ซึ่งผู้ท าการทดลองใช้เป็นตัวแทนของประชากรในแต่ละ
กลุ่มคือ โคเพศเมีย โคเพศผู้ที่ตอนแล้ว และโคเพศผู้ที่
ไม่ได้ตอน กลุ่มละ 1 ตัวอย่าง ผลการทดลองจึงบอกได้ถึง
ต าแหน่งการแสดงออกของคิสเพปตินเอ็มอาร์เอ็นเอ
เท่านั้นและแนวโน้มของจ านวน kisspeptin nueron 
ของแต่ละกลุ่มตัวอย่าง ซึ่งการศึกษาครั้งต่อไปอาจเพิ่ม
จ านวนตัวอย่างในแต่ละกลุ่มเพื่อวิเคราะห์ความแตกต่าง
ทางสถิติในแต่ละกลุ่ม ทั้งนี้ควรควบคุมปัจจัยที่อาจส่งผล
ต่อการแสดงออกของคิสเพปตินด้วย 
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