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Abstract: The aims of this study were to amplify the partial cDNA sequence of vitellogenin gene (VTG) for 
determination the VTG seasonal expression and gonadosomatic index (GSI) of female Pristolepis fasciata. The 
sample fishes were collected from Kwan Phayao for 1 year period between June 2012 and May 2013. The 320-
bp fragment of P. fasciata VTG (called PfVTG) type Ab was amplified from the liver tissue of female fish using 
RT-PCR technique and VF1 and VR1 primers. A phylogenetic tree based on three types of VTG, including Aa, 
Ab and C from other teleost fishes was constructed for relationship analysis. The nodes were separated into 3 
major branches following the type of VTG. The PfVTG was grouped into the VTG type Ab. The seasonal 
expression levels of VTG were determined using real-time PCR. The VTG expression levels and GSI were 
significantly (P<0.05) peaked in 2 periods, July and January. This result showed that the P. fasciata in Kwan 
Phayao could spawn one more time per year. The correlation analysis showed the VTG expression levels have a 
significant (rs = 0.58; P<0.01) direct relation with the GSI. From these results indicated that apart from the GSI, 
the seasonal expression of VTG could also reflect the spawning season of P. fasciata in Kwan Phayao. 
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ค าน า 
 

กว๊านพะเยาเป็นแหลง่น า้จืดที่มีขนาดใหญ่ที่สดุ
ในภาคเหนือ และใหญ่เป็นอันดับ 4 ของประเทศไทย 
รองลงมาจากบึงบอระเพ็ด หนองหาน และบึงละหาน 
ตามล าดบั กว๊านพะเยามีความส าคัญต่อคนพะเยาเป็น
อยา่งมาก ทัง้เพื่อการอปุโภคและบริโภค การใช้เป็นแหลง่
น า้ดิบเพื่อการผลิตน า้ประปา การเกษตรและการประมง 
ตลอดจนเป็นแหล่งท่องเที่ยวที่ส าคญัของจังหวัดพะเยา 
แต่อย่างไรก็ตามน า้เสียจากกิจกรรมเหลา่นีถ้กูปลอ่ยลงสู่
กว๊านพะเยาโดยตรงโดยไม่ผ่านขบวนการบ าบดัแต่อย่าง
ใด ท าให้คุณภาพน า้ในกว๊านพะเยาอยู่ในสภาพพอใช้ 
(กรมควบคมุมลพิษ, 2557) มีการปนเปือ้นของโลหะหนกั
บางชนิด (Tupwongse et al., 2007) และสารฆ่าแมลง 
(Sapbamrer and Hongsibsong, 2014) ซึ่งสารเหลา่นี ้
สามารถสง่ผลกระทบตอ่ระบบสืบพนัธุ์ของสตัว์น า้ที่อาศยั
อยู่ในแหล่งน า้นัน้ได้ (Hanson et al., 2007; Ebrahimi 
and Taherianfard, 2011) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ยีนไวเทลโลจีนิน (vitellogenin; VTG) มีบทบาท

ส าคญัอยา่งยิ่งตอ่การสงัเคราะห์โปรตีนที่เป็นสารตัง้ต้นใน
ขบวนการสร้างไข่แดงในสตัว์มีกระดกูสนัหลงั รวมถึงปลา
ด้วยเช่นกัน เพื่อใช้เป็นแหล่งอาหารระหว่างการพัฒนา
ของตัวอ่อน มีมวลโมเลกุลประมาณ 300-700 kDa 
(Johnsen et al., 1999) โดยทัว่ไปถกูสงัเคราะห์ขึน้ในตบั
ของปลาเพศเมียตัวโตเต็มวัยที่พร้อมวางไข่ภายใต้การ
ควบคมุของฮอร์โมนเอสโตรเจน โดยเฉพาะ 17-estradiol 
(E2) (Wallace, 1985) นอกจากนีค้่าดชันีความสมบรูณ์
เพศ (gonadosomatic index; GSI) มกันิยมใช้เป็นตวับ่งชี ้
ที่ดีของการพฒันาอวยัวะสืบพนัธุ์ในปลาด้วยเช่นกนั โดย
มีสมมติฐานวา่ ช่วงที่สตัว์น า้เร่ิมวางไข่จะมีค่า GSI สงูสดุ 
แล้วหลังจากนัน้จะลดลงภายหลังจากวางไข่ไปแล้ว 
(ธนิษฐา และอมรศกัดิ์, 2550) 

ปลาหมอช้างเหยียบ (Pristolepis fasciata) เป็น
ปลาเศรษฐกิจชนิดหนึ่งในท้องถ่ินของจงัหวดัพะเยา นิยม
บริโภคทัง้เนือ้และไข่ปลา เนื่องจากเป็นปลาที่มีรสชาติดี 
และมกัน าไข่ปลาชนิดนีไ้ปประกอบอาหาร จึงเป็นสาเหตุ
หนึง่ที่ท าให้ปลาหมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยาลดน้อยลง 
(ศิริลกัษณ์ และณัฐวุฒิ, 2557) นอกจากนีป้ลาหมอ

บทคัดย่อ: การศึกษาครัง้นีม้ีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มปริมาณยีนไวเทลโลจีนิน (vitellogenin; VTG) บางส่วน ส าหรับ
การศึกษาระดบัการแสดงออกของยีนตามฤดกูาล และดชันีความสมบรูณ์เพศ (gonadosomatic index; GSI) ของปลา
หมอช้างเหยียบเพศเมียที่รวบรวมได้จากกว๊านพะเยา จงัหวดัพะเยา เป็นเวลา 1 ปี ตัง้แต่เดือนมิถนุายน 2555 ถึงเดือน
พฤษภาคม 2556 โดยน าเนือ้เยื่อตับของปลาเพศเมียมาเพิ่มปริมาณยีน VTG ด้วยเทคนิค Reverse transcription 
polymerase chain reaction (RT-PCR) พบวา่ สามารถเพิ่มปริมาณยีน VTG ชนิด Ab ได้ โดยมีความยาว 320 คู่เบส ด้วย
ไพรเมอร์ VF1 และ VR1 และจากการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของยีน VTG ทัง้สามชนิด ได้แก่ Aa, Ab และ C 
ของปลากระดกูแข็งชนิดตา่ง ๆ ด้วยการสร้างแผนภมูิต้นไม้ พบว่า สามารถแบ่งปลาออกเป็น 3 กลุม่ตามชนิดของยีน VTG 
และยีน VTG ที่เพิ่มปริมาณได้ของปลาหมอช้างเหยียบถูกจัดอยู่ในกลุ่มของยีน VTG ชนิด Ab เมื่อศึกษาระดบัการ
แสดงออกตามฤดกูาลของยีน VTG และ GSI ของปลาหมอช้างเหยียบ พบว่า ค่าทัง้สองนีม้ีระดบัสงูสดุใน 2 ช่วงเวลา คือ 
ในเดือนกรกฎาคมและมกราคมอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แสดงให้เห็นว่า ปลาหมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยา
สามารถวางไข่ได้มากกว่า 1 ครัง้ในรอบปี นอกจากนีก้ารศึกษาความสมัพนัธ์ระหว่างระดบัการแสดงออกตามฤดกูาลของ
ยีน VTG และ GSI ด้วยการวิเคราะห์สหสมัพนัธ์ พบว่า ระดบัการแสดงออกของยีน VTG มีความสมัพนัธ์โดยตรงกบัค่า 
GSI อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (rs = 0.58; P<0.01) จากผลการศึกษาครัง้นีจ้ะเห็นได้ว่า นอกจากการใช้ค่า GSI แล้ว ยงั
สามารถใช้ระดบัการแสดงออกตามฤดกูาลของยีน VTG ในการบ่งบอกถึงฤดกูาลวางไข่ของปลาหมอช้างเหยียบในกว๊าน
พะเยาได้อีกด้วย 
 
ค าส าคัญ: ยีนไวเทลโลจีนิน ดชันีความสมบรูณ์เพศ ปลาหมอช้างเหยียบ กว๊านพะเยา 
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ช้างเหยียบยังเป็นปลากินเนือ้และสัตว์น า้ขนาดเล็ก          
(สธิุดา และเมธา, 2548) ซึ่งมีความส าคญัต่อความสมดลุ
ของระบบนิเวศในกว๊านพะเยาอีกด้วย 

ดงันัน้การศกึษาครัง้นีจ้ึงมีวตัถปุระสงค์เพื่อเพิ่ม
ปริมาณยีนไวเทลโลจีนินบางสว่นส าหรับการศึกษาระดบั
การแสดงออกตามฤดูกาลของยีนดงักลา่วและดชันีความ
สมบรูณ์เพศของปลาหมอช้างเหยียบเพศเมียที่รวบรวมได้
จากกว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา ตลอดจนศึกษา
ความสมัพนัธ์ระหวา่งระดบัการแสดงออกของยีนไวเทลโล
จีนินและดชันีความสมบรูณ์เพศ ซึ่งผลที่ได้จากการศึกษา
ครัง้นีส้ามารถใช้เป็นข้อมลูพืน้ฐานในการจดัการทรัพยากร
สตัว์น า้ในกว๊านพะเยาตอ่ไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 
 

ตัวอย่างปลาและการสกัด Total RNA 
ท าการรวบรวมปลาหมอช้างเหยียบเพศเมียใน

กว๊านพะเยา จังหวดัพะเยา ด้วยเคร่ืองมือประมงประเภท
ขา่ย ตัง้แตเ่ดือนมิถนุายน 2555 ถึงเดือนพฤษภาคม 2556 
โดยรวบรวมปลาทกุเดือน เดือนละ 6 ตวัอย่าง ท าการสลบ
ปลาด้วยสารละลาย MS-222 (Sigma, Saint Louis, 
Missouri, USA) ที่ระดบัความเข้มข้น 0.2 g/l จากนัน้ชัง่
น า้หนกัปลา และรังไข่เพื่อค านวณหาดชันีความสมบูรณ์
เพศ (%GSI: น า้หนกัรังไข่ / น า้หนกัปลา x 100) (Htun-
Han, 1978) แล้วน าเนือ้เยื่อตับบางส่วนมาสกัด Total 
RNA โดยใช้ TRI Reagent® (Molecular Research 
Center, Cincinnati, OH, USA) และก าจดัดีเอ็นเอที่อาจ
ปนเปื้อนใน Total RNA ด้วย DNase I, RNase-free 
(Thermo Scientific, Darmstadt, Germany) จากนัน้ท า
การตรวจสอบคณุภาพและปริมาณของ Total RNA ที่สกดั
ได้ ด้วยวิ ธี  1.0% formaldehyde-agarose gel 
electrophoresis และวดัค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer ที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร 
ตามล าดบั 
 
การสังเคราะห์ first-strand cDNA 

น า Total RNA ที่สกดัได้จากเนือ้เยื่อตบัของปลา
แต่ละตัวอย่าง ปริมาณอย่างละ 1 ไมโครกรัม มา

สงัเคราะห์ first-strand cDNA ด้วยชุดวิเคราะห์ส าเร็จรูป 
iScript™ Select cDNA Synthesis kit (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA) เพื่อใช้เป็นต้นแบบ (template) ใน
การเพิ่มปริมาณยีน VTG และ -actin และศึกษาระดบั
การแสดงออกของยีน VTG ตอ่ไป 
 
การเพิ่มปริมาณยีน VTG และ -actin บางส่วนด้วย
เทคนิค RT-PCR 

เนื่องจากในฐานข้อมูลต่าง  ๆ ยังไม่มีการ
รายงานล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VTG และ -actin ของ
ปลาหมอช้างเหยียบ ดงันัน้จึงต้องท าการเพิ่มปริมาณยีน
ทัง้สองด้วยเทคนิค Reverse transcription polymerase 
chain reaction (RT-PCR) ซึ่งในการเพิ่มปริมาณยีน VTG 
ใช้ไพรเมอร์ VF1 (5'-CAGGTNTTRGCWCARGAYTG-
3') และ VR1 (5'-CCYYTCATCCAGTCNRCAAC-3') ที่
ได้จากการท า alignment ของยีน VTG ของสิ่งมีชีวิต           
ต่าง ๆ จากฐานข้อมูล (Barucca et al., 2006) และยีน           
-actin ใ ช้ ไ พ ร เ ม อ ร์  actinf (5'-
CAGGGAGAAGATGACCCAGAT-3') และ actinr (5'-
GATACCGCAGGACTCCATACC-3') (Scholz and 
Gutzeit, 2000) โดยยีน -actin ใช้เป็นยีนอ้างอิงใน
การศกึษาระดบัการแสดงออกของยีน VTG 

ในปฏิกิริยา RT-PCR ที่มีปริมาตรรวม 25 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย 10x Taq buffer ปริมาตร 2.5 
ไมโครลิตร, 25 mM MgCl2 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 2.5 
mM dNTPs ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, 10 µM primers 
ปริมาตรอย่างละ 1 ไมโครลิตร, 1 U Taq DNA 
polymerase (Fermentas, Vilnius, Lithuania) ปริมาตร 
0.2 ไมโครลิตร และ first-strand cDNA ปริมาตร 0.5 
ไมโครลิตร จากนัน้น ามาใส่ในเคร่ืองเพิ่มปริมาณสาร
พนัธุกรรมที่มีสภาวะการควบคมุอณุหภมูิจ านวน 30 รอบ 
ดงันี ้อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที, 50 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และ 72 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1 นาที แล้วตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์โดยวิธี 
1.5% agarose gel electrophoresis และท าให้บริสทุธ์ิ
ด้วยชุดวิเคราะห์ส าเร็จรูป HiYield™ Gel/PCR DNA 
Fragments Extraction kit (RBC Bioscience Corp., 
Taiwan) 

ระดับการแสดงออกตามฤดูกาลของยีนไวเทลโลจีนินและดัชนีความสมบูรณ์เพศ 
ของปลาหมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา 
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การวิเคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ 
น าผลผลติพีซีอาร์ท่ีบริสทุธ์ิของยีน VTG และ -

actin ไปตรวจหาล าดบันิวคลีโอไทด์ทัง้ทางด้าน 5' และ 3' 
ด้วยชุดวิ เคราะห์ส าเ ร็จรูป Thermo Sequence 
Fluorescent Labeled Primer Cycle Sequencing kit 
(Amersham Pharmacia Biotech, USA) ที่บริษัท 
Macrogen ประเทศเกาหลีใต้ จากนัน้น าล าดบันิวคลีโอ
ไทด์ที่ได้ไปเปรียบเทียบความคล้ายคลงึกบัสิง่มีชีวิตต่าง ๆ 
ในฐานข้อมูล GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) 
โดยใช้โปรแกรม BLASTn และ BLASTx (Altschul et al., 
1990) ในการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงของล าดับ         
นิวคลโีอไทด์ และล าดบักรดอะมิโนที่เป็นไปได้ ตามล าดบั 
เพื่อให้ทราบชนิดของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VTG ของ
ปลาหมอช้างเหยียบ และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
VTG และ -actin ที่ได้ใสใ่นฐานข้อมลู GenBank 
 
การศึกษาความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับ          
นิวคลีโอไทด์ของยนี VTG 

ท าการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของ
ล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VTG ของปลาหมอช้างเหยียบ
กบัล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VTG ทัง้สามชนิดของปลา
กระดูกแข็งชนิดต่าง ๆ ในบริเวณเดียวกัน โดยสร้าง
แผนภมูิต้นไม้ (Phylogenetic tree) ด้วยโปรแกรม MEGA 
version 4.0 (Tamura et al., 2007) วิธี Neighbor joining 
(NJ) และก าหนดคา่ Bootstrap ที่ 1000 replicates 
 
การศึกษาระดับการแสดงออกของยีน VTG ด้วย
เทคนิค real-time PCR 

น าล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VTG และ -actin 
ทัง้ทางด้าน 5' และ 3' ที่ได้มาประกอบเข้าด้วยกันด้วย
โปรแกรม ClustalW (Thompson et al., 1994) จากนัน้
ออกแบบไพรเมอร์ด้วยโปรแกรม Primer3 บนฐานข้อมูล 
GenBank เพื่อใช้ในการศึกษาระดบัการแสดงออกของยีน 
VTG ดั ง นี ้  PfVTG-1fq (5'-
AGTAATCTGCCGTACCAGCACCCAG-3') และ 
PfVTG-1rq (5'-
GTTGGAAGCATGGAGAGCGATGCC-3') โดยใช้ยีน 
-actin เป็นยีนอ้างอิงที่มีไพรเมอร์ ดงันี ้PfACT-1fq (5'-

ACTTGGCTGGTCGGGACCTCAC-3') และ PfACT-
1rq (5'-TTTCGGCTGTGGTGGTGAAGGAGT-3') 
จากนัน้ท าปฏิกิริยา real-time PCR โดยใช้เคร่ือง 
MiniOpticon Real-Time PCR System (Bio-Rad, 
Hercules, CA, USA) ด้วยชุดวิเคราะห์ส าเร็จรูป iQ™ 
SYBR® Green Supermix (Bio-Rad, Hercules, CA, 
USA) ซึ่งมีปริมาตรรวมทัง้หมด 25 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย 1x iQ™ SYBR® Green Supermix ปริมาตร 
13 ไมโครลิตร, 5 µM primers ปริมาตรอย่างละ 1 
ไมโครลิตร และ first-strand cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
โดยมีสภาวะการควบคุมอุณหภูมิจ านวน 40 รอบ ดงันี ้
อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 วินาที, 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 15 วินาที โดยท าปฏิกิริยาตวัอย่างละ 2 ซ า้ในแต่ละ
ยีน จากนัน้ท าการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน 
VTG ด้วยวิธี 2-CT (Livak and Schmittgen, 2001) โดย
ใช้คา่ระดบัการแสดงออกของยีน VTG ของเดือนที่สงูที่สดุ 
เป็น reference 
 
การศึกษาความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกของ
ยีน VTG และค่า GSI ตามฤดูกาลของปลาหมอ
ช้างเหยยีบ 

ท าการวิ เคราะห์สหสัมพัน ธ์  ( correlation 
analysis) เพื่อศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการ
แสดงออกของยีน VTG และค่า GSI ของปลาหมอ
ช้างเหยียบในแต่ละเดือน โดยทดสอบสหสัมพันธ์แบบ
เพียร์สนั (Pearson product moment correlation) หรือ
สหสัมพันธ์แบบสเปียร์แมน (Spearman rank 
correlation) ขึน้อยู่กับการกระจายตวัของข้อมลู ที่ระดบั
ความเช่ือมัน่ 99% (P<0.01) 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถติิ 

วิ เคราะห์ความแปรปรวนของระดับการ
แสดงออกของยีน VTG และค่า GSI ด้วยวิธี one-way 
analysis of variance (ANOVA) และเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยโดยใช้วิธี Duncan’s multiple range 
test ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P<0.05) 
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ผลการทดลอง 
 

ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VTG และ -actin 
บางส่วน 

จากการเพิ่มปริมาณยีน VTG และ -actin 
บางสว่นจากเนือ้เยื่อตบัของปลาหมอช้างเหยียบเพศเมีย 
พบวา่ มีความยาวเท่ากบั 320 และ 478 คู่เบส ตามล าดบั 
และน าล าดับนิวคลีโอไทด์ของทัง้สองยีนที่ ได้จาก
การศึกษาครัง้นีไ้ปเก็บไว้ในฐานข้อมลู GenBank ภายใต้ 
Accession number KU575010 และ KU575011 

เมื่อน าล าดบันิวคลีโอไทด์และล าดบักรดอะมิโน
ที่เป็นไปได้ของยีน VTG ของปลาหมอช้างเหยียบไป
เปรียบเทียบกับสิ่งมีชีวิตต่าง ๆ ในฐานข้อมูล GenBank 
ด้วยโปรแกรม BLASTn และ BLASTx ตามล าดบั พบว่า 
ยีน VTG ของปลาหมอช้างเหยียบที่ได้จากการศกึษาครัง้นี ้
เป็นชนิด Ab โดยล าดบันิวคลีโอไทด์มีความคล้ายคลงึกบั
ยีน VTG ของปลากะพงขาว (Dicentrarchus labrax; 
Accession number JQ283442) มากที่สุด โดยมีค่า
ความคล้ายคลงึเท่ากบั 85 และ 80 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดบั 
และเมื่อเปรียบเทียบกับล าดับกรดอะมิโนของยีน VTG 
ของปลาเรนโบว์เทราต์ (Oncorhynchus mykiss;                         
. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Accession number X92804) พบวา่ ตรงกบัล าดบักรดอะ
มิโนที่ 1416-1521 ซึง่อยูใ่นต าแหน่งของโดเมน lipovitellin 
II (LVII) 

จากการเปรียบเทียบความคล้ายคลึงและ
ตรวจสอบต าแหน่งของล าดับกรดอะมิโนท่ีเป็นไปได้ของ
ยีน -actin ของปลาหมอช้างเหยียบด้วยโปรแกรม 
BLASTx พบว่า ตรงกบัล าดบักรดอะมิโนที่ 116-274 ของ
ปลากา (Labeo calbasu; Accession number 
AF393832) 
 
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยนี VTG 

เนื่องจากยีน VTG มีทัง้หมด 3 ชนิด คือ Aa, Ab 
และ C จึงท าการศึกษาความสมัพนัธ์เชิงวิวฒันาการของ
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VTG ทัง้สามชนิดนีใ้นปลา
กระดูกแข็งชนิดต่าง ๆ โดยสร้างแผนภูมิต้นไม้ พบว่า 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน VTG แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม 
ใหญ่ ๆ ตามชนิดของยีน โดยล าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน 
VTG ของปลาหมอช้างเหยียบท่ีเพิ่มปริมาณได้ถูกจัดอยู่
ในกลุม่ของยีน VTG ชนิด Ab (ภาพที่ 1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 1. Phylogenetic tree of nucleotide sequences of three types of VTG, including Aa, Ab and C 
from other teleost fishes was constructed using the neighbor joining method. The VTGs 
sequences of fishes and their GenBank accession numbers are shown. The number 
presented the bootstrap value from 1000 replicates. The number of scale is shown the 
sequence divergence 

ระดับการแสดงออกตามฤดูกาลของยีนไวเทลโลจีนินและดัชนีความสมบูรณ์เพศ 
ของปลาหมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา 
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ระดับการแสดงออกตามฤดูกาลของยีน VTG ของ
ปลาหมอช้างเหยยีบ 

เมื่อท าการศึกษาระดับการแสดงออกของยีน 
VTG ของปลาหมอช้างเหยียบเพศเมียในกว๊านพะเยา เป็น
ระยะเวลา 1 ปี ตัง้แต่เดือนมิถุนายน 2555 ถึงเดือน
พฤษภาคม 2556 ด้วยเทคนิค real-time PCR พบว่า มี
ระดับการแสดงออกสูงสุดใน 2 ช่วงเวลา คือ ช่วงแรกมี
ระดับการแสดงออกของยีน VTG เพิ่มขึน้จากเดือน
พฤษภาคม (0.31 ± 0.09%) จนถึงเดือนกรกฎาคม (1.00 
± 0.19%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมี
ค่าสูงสุดในเดือนกรกฎาคม และช่วงที่สองมีระดับการ
แสดงออกของยีน VTG เพิ่มขึน้จากเดือนตลุาคม (0.03 ± 
0.02%) จนถึงเดือนมกราคม (0.99 ± 0.14%) อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยมีค่าสูงสุดในเดือน
มกราคม ซึ่งหลงัจากเดือนกรกฎาคมและมกราคมแล้ว 
ระดับการแสดงออกของยีนนี จ้ะลดลงทันทีอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพที่ 2A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ดัชนีความสมบูรณ์เพศตามฤดูกาลของปลาหมอ
ช้างเหยยีบ 

จากการศึกษาดชันีความสมบูรณ์เพศของปลา
หมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยา เป็นระยะเวลา 1 ปี โดย
รวบรวมปลาทุกเดือน เดือนละ 6 ตัวอย่าง ที่มีน า้หนัก
เฉลี่ย 58.85 ± 17.56 กรัม พบว่า มีค่าสูงสุด 2 ช่วง
เช่นเดียวกับการแสดงออกของยีน VTG ซึ่งช่วงแรกมี
ค่าสูงสุดในเดือนกรกฎาคม โดยเพิ่มจากเดือนมีนาคม 
(2.63 ± 0.15%) จนถึงเดือนกรกฎาคม (10.05 ± 2.61%) 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) และช่วงที่สองมี
คา่สงูสดุในเดือนมกราคม โดยเพิ่มจากเดือนตลุาคม (2.17 
± 0.58%) จนถึงเดือนมกราคม (6.83 ± 0.71%) อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งภายหลงัจากที่ปลาหมอ
ช้างเหยียบวางไข่แล้ว ค่า GSI จะลดลงทันทีอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพที ่2B) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Figure 2. Mean values of relative expression levels of vitellogenin gene (A) and gonadosomatic index 

(B) in Pristolepis fasciata (n = 6 in each month) in Kwan Phayao. Different letters indicate 
statistically significant differences (P<0.05) 
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ความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกตามฤดูกาล
ของยนี VTG และค่า GSI ของปลาหมอช้างเหยยีบ 

จากการทดสอบการกระจายตวัของข้อมลู พบว่า 
ข้อมูลครั ้งนี ม้ี การกระจายไม่ เ ป็นโค้ งปกติ  ดังนั น้
สหสมัพนัธ์แบบสเปียร์แมนมีความเหมาะสมส าหรับการ
วิเคราะห์สหสัมพันธ์ในการศึกษาครัง้นี  ้ซึ่งระดับการ
แสดงออกของยีน VTG มีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรงหรือ
โดยตรงกบัค่า GSI อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (rs = 0.58;  
P<0.01) เมื่อระดบัการแสดงออกของยีน VTG เพิ่มขึน้ ค่า 
GSI ก็จะเพิ่มขึน้เช่นเดียวกัน และในทางกลบักัน เมื่อ
ระดับการแสดงออกของยีน VTG ลดลง ค่า GSI ก็จะ
ลดลงด้วยเช่นเดียวกัน โดยระดับการแสดงออกของยีน 
VTG และค่า GSI จะมีค่าสงูเพิ่มขึน้ในช่วงฤดกูาลวางไข ่
และภายหลงัจากที่ปลาหมอช้างเหยียบวางไข่แล้วนัน้ ค่า
ทัง้สองจะลดลงทนัที 

 
วิจารณ์ 

 
ล าดับนิวคลีโอไทด์ของยนี VTG บางส่วน 

ในปลาโดยทัว่ไปพบยีน VTG ทัง้หมด 3 ชนิด 
ได้แก่ ชนิด Aa, Ab และ C (Yilmaz et al., 2015) หรือ
ชนิด I, II และ III (Wang et al., 2000) ซึ่งจากการศึกษา
ครัง้นีพ้บว่าสามารถเพิ่มปริมาณยีน VTG ของปลาหมอ
ช้างเหยียบเพศเมียได้เป็นชนิด Ab หรือชนิด II นัน่เอง 
นอกจากนีย้ีน VTG แต่ละชนิดยงัประกอบด้วย 3 โดเมน 
คือ โดเมน lipovitellin I (LVI), phosvitin (PV) และ 
lipovitellin II (LVII) (Wallace, 1985) ซึ่งยีน VTG ชนิด Ab 
ที่เพิ่มปริมาณได้นัน้อยูใ่นต าแหนง่ของโดเมน lipovitellin II 
โดยโดเมน lipovitellin ท าหน้าที่เป็นแหล่งสะสมอาหาร
จ าพวกกรดอะมิโนและไขมนัที่ส าคัญต่อการพฒันาของ
ตวัออ่น (Patiño and Sullivan, 2002) 
 
ความสัมพันธ์เชิงวิวัฒนาการของล าดับนิวคลีโอไทด์
ของยนี VTG 

จากแผนภูมิต้นไม้ที่แสดงความสัมพันธ์เชิง
วิวฒันาการของล าดบันิวคลีโอไทด์ของยีน VTG ทัง้สาม
ชนิดในปลากระดกูแข็งชนิดตา่ง ๆ พบว่า ยีน VTG ทัง้สาม
ชนิดถูกแยกออกจากกันอย่างชัดเจน โดยยีนที่ เพิ่ม

ปริมาณได้ของปลาหมอช้างเหยียบถูกจัดอยู่ในกลุ่มยีน 
VTG ชนิด Ab เป็นการยืนยันชนิดได้อย่างถูกต้อง 
นอกจากนีย้ีน VTG ชนิด C ถกูแยกต่างหากออกจากชนิด 
Aa และ Ab อย่างชดัเจน เนื่องจากชนิด C มีความยาวที่
สัน้ที่สดุ เพราะไมม่ีโดเมน phosvitin (Wang et al., 2000) 
 
ความสัมพันธ์ของระดับการแสดงออกตามฤดูกาล
ของยนี VTG และค่า GSI ของปลาหมอช้างเหยยีบ 

จากการศึกษาครัง้นีจ้ะเห็นได้ว่า ระดับการ
แสดงออกตามฤดกูาลของยีน VTG และค่า GSI ของปลา
หมอช้างเหยียบมีค่าสูงสุดใน 2 ช่วงเวลาเดียวกัน คือ 
ในช่วงเดือนกรกฎาคมซึ่งเป็นฤดฝูน โดยปลาสว่นใหญ่มกั
วางไข่ในช่วงนีแ้ละเดือนมกราคม แสดงว่าปลาหมอ
ช้างเหยียบในกว๊านพะเยามีการวางไข่ได้มากกว่า 1 ครัง้
ในรอบปี สอดคล้องกับการศึกษาของศิริลักษณ์ และ           
ณัฐวุฒิ (2557) ได้ศึกษาฤดูกาลวางไข่ของปลาหมอ
ช้างเหยียบในกว๊านพะเยา ระหว่างเดือนมิถุนายน 2555 
ถึงเดือนพฤษภาคม 2556 จากปลาเพศเมีย จ านวน 307 
ตวั พบว่า ค่า GSI มีค่าค่อนข้างสงูตลอดทัง้ปี โดยสงูสดุ
ในเดือนสิงหาคม แสดงให้เห็นว่า ปลาหมอช้างเหยียบใน
กว๊านพะเยามีการวางไข่ได้ตลอดทัง้ปีหรือมากกว่า 1 ครัง้
ในรอบปีเช่นเดียวกนั โดยน า้หนกัของปลาหมอช้างเหยียบ
เพศเมีย ทัง้ 72 ตวัที่ใช้ในการศึกษาครัง้นีม้ีน า้หนกัเฉลี่ย 
58.85 ±17.56 กรัม ซึ่งถือว่าอยู่ ในช่วงวัยเจริญพันธุ์ 
สามารถใช้เป็นตัวแทนในการศึกษานีไ้ด้ เนื่องจากมี
น า้หนกัใกล้เคียงกบัการศกึษาของสธิุดา และเมธา (2548) 
คือ 39.39 ± 29.93 กรัม นอกจากนีย้งัมีน า้หนกัอยู่ในช่วง 
18.00-170.00 กรัม ตามการศึกษาของศิริลกัษณ์ และ            
ณฐัวฒุิ (2557) อีกด้วย แต่อย่างไรก็ตามเดือนที่มีค่า GSI 
สงูสดุของการศึกษานีม้ีความแตกต่างจากการศึกษาของ 
ศิ ริ ลักษณ์  และณัฐวุฒิ  ( 2557)  ซึ่ ง อาจมี สา เหตุ
เนื่องมาจากจ านวนและน า้หนักของปลาตัวอย่างที่
แตกตา่งกนั 

เนื่องจาก VTG เป็นยีนที่เก่ียวข้องกบัการสร้าง
โปรตีนไข่แดงเพื่อเป็นอาหารส าหรับตวัอ่อน ดงันัน้ในช่วง
ฤดูกาลวางไข่ พบว่ามีระดบัการแสดงออกของยีน VTG 
และค่า GSI สูงสุดในปลาหลายชนิด ได้แก่ ปลาดุกอุย 
(Panprommin et al., 2008) ปลาสลาด และปลาไส้ตนั 
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ตาขาว (Panprommin et al., 2015) โดยระดับการ
แสดงออกของยีน VTG สามารถบ่งบอกได้ถึงระยะของ
พฒันาการของไขไ่ด้ (Mikawa et al., 2006) 

จากการศึกษาความสัมพันธ์ของระดับการ
แสดงออกตามฤดกูาลของยีน VTG และค่า GSI ของปลา
หมอช้างเหยียบโดยการวิเคราะห์สหสมัพนัธ์ พบว่า ระดบั
การแสดงออกของยีน VTG และค่า GSI มีความสมัพนัธ์
โดยตรงกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  เช่นเดียวกับ
การศึกษาของ Panprommin et al. (2015) พบว่า ระดบั
การแสดงออกตามฤดกูาลของยีน VTG และค่า GSI ของ
ปลาสลาดและปลาไส้ตนัตาขาวมีความสมัพนัธ์กนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติเช่นเดียวกนั 

จากการศกึษาครัง้นีจ้ะเห็นได้ว่านอกจากการใช้
ดชันีความสมบรูณ์เพศในการบง่บอกถึงฤดกูาลวางไข่ของ
ปลาหมอช้างเหยียบเพศเมียในกว๊านพะเยา จงัหวดัพะเยา
แล้ว ยงัสามารถใช้ระดบัการแสดงออกตามฤดกูาลของยีน 
VTG ได้อีกด้วย นอกจากนีก้รมประมงได้ก าหนดให้ตัง้แต่
วนัที่ 16 พฤษภาคม ถึง 15 กนัยายน ของทกุปีเป็นฤดปูลา
มีไขใ่นนา่นน า้จืดในท้องที่ทัว่ประเทศ ห้ามมิให้ผู้ ใดท าการ
ประมงด้วยเคร่ืองมือท าการประมง หรือด้วยวิธีใด ๆ ทัง้สิน้ 
เพื่อให้ปลาได้มีโอกาสผสมพันธุ์  วางไข่ และขยายพันธุ์
ต่อไปได้ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับฤดูกาลวางไข่ของปลา
หมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยาแล้ว พบว่า สอดคล้องกับ
ช่วงเวลาที่กรมประมงก าหนดบางช่วงเท่านัน้ แต่อย่างไรก็
ตามก็คาดว่าน่าจะเพียงพอให้ปลาชนิดนี ไ้ด้มีโอกาส
ขยายพนัธุ์ตอ่ไปได้ 
 

สรุป 
 

ยีน VTG ที่เพิ่มปริมาณได้จากเนือ้เยื่อตบัของ
ปลาหมอช้างเหยียบเพศเมียเป็นชนิด Ab ซึ่งระดบัการ
แสดงออกของยีนดังกล่าวมีศักยภาพในการบ่งบอกถึง
ความสมบูรณ์เพศและฤดูกาลวางไข่ได้เช่นเดียวกับค่า
ดัชนี ความสมบู รณ์ เพศ  เนื่ องจากค่ าทั ง้ สองนี ม้ี
ความสมัพนัธ์โดยตรงต่อกนั โดยปลาหมอช้างเหยียบเพศ
เมียในกว๊านพะเยาสามารถวางไข่ได้มากกว่า 1 ครัง้ใน
รอบปี คือ ในช่วงเดือนกรกฎาคมและมกราคม 
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ส า นั ก ง า น ค ณ ะ ก ร ร ม ก า ร ก า ร อุ ด ม ศึ ก ษ า 
กระทรวงศึกษาธิการ ขอขอบคุณหวัหน้าห้องปฏิบัติการ
กลาง และคณะเกษตรศาสตร์และทรัพยากรธรรมชาติ 
มหาวิทยาลยัพะเยา ที่เอือ้เฟือ้อปุกรณ์และสถานที่ในการ
ท าวิจยัครัง้นีจ้นส าเร็จลลุว่งได้ด้วยดี 
 

เอกสารอ้างอิง 
 

กรมควบคมุมลพิษ. 2557. รายงานประจ าปี ส านกัจดัการ
คุณภาพน า้ พ.ศ. 2557. กรมควบคุมมลพิษ, 
กรุงเทพฯ. 116 หน้า. 

ธนิษฐา ทรรพนันทน์ ใจดี และ อมรศักดิ์ สวัสดี. 2550. 
คูม่ือชีววิทยาประมงภาคปฎิบตัิ. บริษัท มิสเตอร์
ก๊อปปี ้(ประเทศไทย) จ ากดั, กรุงเทพฯ. 92 หน้า. 

ศิริลักษณ์ วลัญช์เพียร และ ณัฐวุฒิ งามสม. 2557. 
ฤดูกาลวางไข่ ของปลาหมอช้ าง เหยี ยบ 
(Pristolepis fasciata) ในกว๊านพะเยา จังหวดั
พะเยา. แก่นเกษตร 42(ฉบบัพิเศษ 1): 768-772. 

สธิุดา โส๊ะบีน และ เมธา คชาภิชาติ. 2548. ชีววิทยาบาง
ประการของปลาหมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยา 
จงัหวดัพะเยา. เอกสารวิชาการฉบบัที่ 25/2548. 
ส านกัวิจยัและพฒันาประมงน า้จืด, กรมประมง, 
กรุงเทพ. 

Altschul, S.F., W. Gish, W. Miller, E.W. Myers and 
D.J. Lipman. 1990. Basic local alignment 
search tool. Journal of Molecular Biology 
215: 403-410. 

Barucca, M., A. Canapa, E. Olmo and F. Regoli. 
2006. Analysis of vitellogenin gene 

วารสารเกษตร 33(1): 121 - 130 (2560) 



 

 129 

induction as a valuable biomarker of 
estrogenic exposure in various 
Mediterranean fish species. Environmental 
Research 101: 68-73. 

Ebrahimi, M. and M. Taherianfard. 2011. The effects 
of heavy metals exposure on reproductive 
systems of cyprinid fish from Kor river. 
Iranian Journal of Fisheries Sciences 10(1): 
13-24. 

Hanson, R., D.K. Dodoo, D.K. Essumang, J. Blay, Jr., 
and K. Yankson. 2007. The effect of some 
selected pesticides on the growth and 
reproduction of fresh water Oreochromis 
niloticus, Chrysicthys nigrodigitatus and 
Clarias gariepinus. Bulletin of Environmental 
Contamination and Toxicology 79(5): 544-
547. 

Htun-Han, M. 1978. The reproductive biology of the 
dab Limanda limanda (L.) in the North Sea: 
gonosomatic index, hepatosomatic index 
and condition factor. Journal of Fish Biology 
13: 369-378. 

Johnsen, H.K., H. Tveiten, N.P. Willassen and A.M. 
Arnesen. 1999. Arctic charr (Salvelinus 
alpinus) vitellogenin: development and 
validation of an enzyme-linked 
immunosorbent assay. Comparative 
Biochemistry and Physiology 124 B: 355-
362. 

Livak, K.J. and T.D. Schmittgen. 2001. Analysis of 
relative gene expression data using real-
time quantitative PCR and the 2(-Delta Delta 
Ct) method. Methods 25: 402-408. 

Mikawa, N., T. Utoh, N. Horie, A. Okamura, Y. 
Yamada, A. Akazawa, S. Tanaka, K. 
Tsukamoto, I. Hirono and T. Aoki. 2006. 
Cloning and characterization of vitellogenin 
cDNA from the common Japanese conger 

Conger myriaster and vitellogenin gene 
expression during ovarian development. 
Comparative Biochemistry and Physiology 
B 143(4): 404-414. 

Mouchel, N., V. Trichet, A. Betz, J.-P.L. Pennec and 
L. Wolff. 1996. Characterization of 
vitellogenin from rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss). Gene 174: 59-64. 

Panprommin, D., S. Pithakpol, S. Valunpion and K. 
Soontomprasit. 2015. Correlation of 
spawning season and maturational 
parameters, expression levels of 
vitellogenin genes in Notopterus notopterus 
and Anematichthys armatus in Kwan 
Phayao, Thailand. Kasetsart University 
Fisheries Research Bulletin 39(3): 1-14. 

Panprommin, D., S. Poompuang and P. Srisapoome. 
2008. Molecular characterization and 
seasonal expression of the vitellogenin 
gene from Günther's walking catfish Clarias 
microcephalus. Aquaculture 276: 60-68. 

Patiño, R. and C.V. Sullivan. 2002. Ovarian follicle 
growth, maturation, and ovulation in teleost 
fish. Fish Physiology and Biochemistry 
26(1): 57-70. 

Sapbamrer, R. and S. Hongsibsong. 2014. 
Organophosphorus pesticide residues in 
vegetables from farms, markets, and a 
supermarket around Kwan Phayao Lake of 
Northern Thailand. Archives of 
Environmental Contamination and 
Toxicology 67: 60-67. 

Scholz, S. and H.O. Gutzeit. 2000. 17--
ethinylestradiol affects reproduction, sexual 
differentation and aromatase gene 
expression of the medaka (Oryzias latipes). 
Aquatic Toxicology 50: 363-373. 

ระดับการแสดงออกตามฤดูกาลของยีนไวเทลโลจีนินและดัชนีความสมบูรณ์เพศ 
ของปลาหมอช้างเหยียบในกว๊านพะเยา จังหวัดพะเยา 



 

 130 

Tamura, K., J. Dudley, M. Nei and S. Kumar. 2007. 
MEGA4: molecular evolutionary genetics 
analysis (MEGA) software version 4.0. 
Molecular Biology and Evolution 24: 1596-
1599. 

Thompson, J.D., D.G. Higgins and T.J. Gibson. 
1994. Clustal W: improving the sensitivity of 
progressive multiple sequence alignment 
through sequence weighting, positions-
specific gap penalties and weight matrix 
choice. Nucleic Acids Research 22: 4673-
4680. 

Tupwongse, V., P. Parkpian, P. Watcharasit and J. 
Satayavivad. 2007. Determination of levels 
of Mn, As, and other metals in water, 
sediment, and biota from Phayao Lake, 
Northern Thailand, and assessment of 
dietary exposure. Journal of environmental 
science and health. A Tox. Hazard. Subst. 
Environ. Eng. 42(8): 1029-1041. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Wallace, R.A. 1985. Vitellogenesis and oocyte 
growth in nonmammalian vertebrates. pp. 
127-177. In: L.W. Browder (ed.). 
Developmental Biology. vol. i. Plenum 
Press, New York. 

Wang, H., T. Yan, J.T. Tan and Z. Gong. 2000. A 
zebrafish vitellogenin gene (vg3) encodes a 
novel vitellogenin without a phosvitin 
domain and may represent a primitive 
vertebrate vitellogenin gene. Gene 256: 
303-310. 

Yilmaz, O., F. Prat, A.J. Ibañez, H. Amano, S. Koksoy 
and C.V. Sullivan. 2015. Estrogen-induced 
yolk precursors in European sea bass, 
Dicentrarchus labrax: Status and 
perspectives on multiplicity and functioning 
of vitellogenins. General and Comparative 
Endocrinology 221: 16-22. 

   

 

วารสารเกษตร 33(1): 121 - 130 (2560) 


