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บทคัดยอ 
 
 ศึกษาผลของสารสกัดหยาบจากตนลูกใตใบ (Phyllanthus amarus) ตอการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับ
และมามของปลานิล (Oreochromis niloticus) ดวยเทคนิค Real Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain 
Reaction (Real Time RT-PCR) โดยเล้ียงปลานิลน้ําหนักเฉลี่ยเริ่มตน 15-20 g เปนเวลา 3 สัปดาห โดยเปรียบเทียบระหวาง
ปลานิลท่ีไดรับอาหารเม็ดสําเร็จรูปเคลือบสารสกัดหยาบจากตนลูกใตใบ ความเขมขน 0 (กลุมควบคุม), 1, 5 และ 10 g/kg เม่ือ
ทําการวิเคราะหขอมูลทางสถิติพบวาปลานิลที่ไดรับสารสกัดตนลูกใตใบในแตละระดับความเขมขน มีการแสดงออกของยีน 
Complement C3 ไมแตกตางกัน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตมีแนวโนมที่ความเขมขน 5 g/kg จะสามารถกระตุน
การแสดงออกของยีน Complement C3 ไดมากกวาที่ระดับความเขมขนอื่นๆ จากผลที่ไดนาจะเปนประโยชนในการศึกษาและ
พัฒนาระบบภูมิคุมกันในปลานิลตอไป 
 
คําสําคัญ : ปลานิล / ยีน Complement C3 / ลูกใตใบ / เทคนิค Real Time RT-PCR 
 
 
Abstract 
 
 Effect of the crude extract from Egg woman (Phyllanthus amarus) on Complement C3 gene expression in liver 
and spleen of Nile tilapia (Oreochromis niloticus) by Real Time Reverse Transcriptase Polymerase Chain Reaction 
(Real Time RT-PCR). Experimental fish, 15-20 g initial weight, were fed for 3 weeks on diet containing P. amarus 
crude extract at 0 (control), 1, 5, and 10 g/kg feed. The analysis of data by ANOVA showed non-significant in every 
groups (p>0.05). The results indicated that 5 g/kg feed of Egg woman extract tend to stimulate the Complement C3 
gene expression higher than other dose. The result from this study showed the benefit of Egg woman extract that 
can be used to improve the immune system of Nile tilapia.  
 
Keywords : Nile tilapia (Oreochromis niloticus) / Complement C3 gene / Egg woman (Phyllanthus amarus) / Real 

Time RT-PCR 
 
 
 
 
 
 
 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - 

*Corresponding author. E-mail: nonglak_yim@yahoo.com

 
 
 



64 วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที่ 6 วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557

 
 

 

1. บทนํา 
 ปลานิล (Oreochromis niloticus) เปนปลาน้ําจืดชนิดหนึ่งซึ่งมีความสําคัญมากตออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงปลานํ้าจืด
ในประเทศไทย และยังเปนที่นิยมเพาะเล้ียงกันอยางกวางขวางในท่ัวภูมิภาคของโลก เนื่องจากสามารถเล้ียงไดในทุกสภาพ  และ
เนื้อปลามีรสชาติดี ปจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงปลานิลในประเทศไทยมีอัตราการขยายตัวอยางรวดเร็ว รอยละ 90 เปน
การเพาะเลี้ยงเพ่ือบริโภคภายในประเทศ จากรายงานของ FAO เดือนสิงหาคม 2555 ประเทศไทยสามารถผลิตปลานิลไดเปน
อันดับ 4 ของเอเชีย รองจาก จีน อินโดนีเซีย และฟลิปปนส ตามลําดับ (กรมประมง, 2553) การเพาะเล้ียงปลานิลที่แพรขยายขึ้น
ทั่วโลกก็ควบคูมากับการระบาดของเชื้อโรคหลายชนิดและสงผลตอผลผลิตปลานิลที่ได ซึ่งสาเหตุมาจากการท่ีเกษตรกรผูเล้ียง
ปลานิล  เล้ียงปลาใหอยูกันอยางหนาแนน และขาดการจัดการสภาพแวดลอมที่ดี ทําใหปลานิลติดเชื้อแลวกอใหเกิดโรคในปลา
นิลได โรคในปลานิลสามารถแบงไดเปน 2 ชนิดหลัก คือ โรคไมติดเชื้อ (Non-infectious diseases) และโรคติดเช้ือ (Infectious 
diseases) (ชนกันต, 2556) เชื้อสําคัญที่เกิดการระบาดในปลานิล ไดแก เชื้อแบคทีเรีย Streptococcus agalactiae และ 
Aeromonas hydrophila เปนตน (Milan et al., 2009) ดังนั้นเพื่อเปนการลดความเสียหายจากจํานวนผลผลิตที่ลดลงทําให
เกษตรกรจําเปนตองใชยาปฏิชีวนะและสารเคมีเพื่อลดอัตราการเจ็บปวยและการตายในปลานิล แมวาการใชยาปฏิชีวนะและ
สารเคมีจะชวยลดผลกระทบจากความเสียหายที่เกิดจากปลาติดเช้ือได แตการใชสารเคมียังกอใหเกิดการสะสมของสารเคมี    
ในผูบริโภค และมีการตกคางในส่ิงแวดลอมตามธรรมชาติอีกดวย จากสาเหตุดังกลาวการใชสารสกัดจากพืชสมุนไพรจึงเปนอีก
ทางเลือกหนึง่ในการแกไขปญหายาปฏิชีวนะและสารเคมีซึ่งไมเปนที่ตองการของผูบริโภค (ชนกันต, 2556) โดยสมุนไพรตนลูกใตใบ 
(Phyllanthus amarus) เปนพืชลมลุกอยูในตระกูล Euphorbiaceae ที่มีผลเปนลูกกลมขนาดเล็กเรียงใตใบไปตลอดกาน สามารถพบ
ไดงายในทองถ่ินทั่วทุกภาคของประเทศไทย จากการตรวจสอบสารกลุมพฤกษเคมีในตนลูกใตใบพบวาประกอบดวย Alkaloids, 
Tannins, Lignans, Flavonoids, Saponins และ Glycosides (Islam et al., 2008) มีรายงานวาตนลูกใตใบมีสรรพคุณในตาน
ไวรัสตับอักเสบบี (Yeh et al., 1993) มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ (Amin et al., 2012) มีฤทธิ์ตานการกระจายตัวของเซลลมะเร็ง 
(Rajeshkumar et al., 2002) และสามารถยับย้ังเชื้อแบคทีเรียไดหลายชนิด เชน Staphylococcus aureus, S. albus, Bacillus 
subtilis, Escherichia coli (Dhandapani et al., 2007) อีกทั้งยังสามารถยับยั้งเชื้อ S. agalactiae ที่ทําใหเกิดโรคในปลานิลได
อีกดวย (Amin et al., 2012)   

ในปจจุบันความรูทางดานพันธุศาสตรระดับโมเลกุลมีบทบาทสําคัญในการศึกษาวิจัยทางดานระบบภูมิคุมกันโรคของสัตวน้ํา 
การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับระบบภูมิคุมกันของปลานิลจึงมีความจําเปนอยางย่ิง เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานใน
การศึกษาการตอบสนองทางภูมิคุมกันตอไป โดยระบบคอมพลีเมนท (Complement system) เปนภูมิคุมกันที่มีมาแตกําเนิด 
(Innate immunity) หรือภูมิคุมกันแบบไมจําเพาะ (Non-specific immunity) การทํางานอาศัยกลุมของโปรตีนประมาณ 35 ชนิด 
ในการเกิดปฏิกิริยาระบบคอมพลีเมนทจะถูกกระตุนไดจากจุลชีพหรือจาก Antigen-antibody complex (Ag-Ig) ทําใหโปรตีน
ถูกกระตุนและเปล่ียนจาก Inactive form เปน Active form ซึ่งโปรตีน Complement C3 เปนตัวกลางในระบบคอมพลีเมนท    
จึงมีบทบาทสําคัญในการปองกันและการทําลายเชื้อโรค (Claire et al., 2002)  

ดังนั้นผูวิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะตางๆ ของปลานิล และศึกษา
เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและมามของปลานิลที่ไดรับสารสกัดหยาบตนลูกใตใบในปริมาณท่ี
แตกตางกัน ดวยเทคนิค Real Time RT-PCR ซึ่งขอมูลที่ไดจะมีความสําคัญอยางยิ่งในการหาแนวทางในการปองกันโรคในปลานิล
ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไปในอนาคต 

 
2. วิธีการ 
 2.1  การศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะตางๆ 
 2.1.1 การเก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อจากปลานิล สายพันธุจิตรลดา 3 ทั้งเพศผูและเพศเมียที่โตเต็มที่และมีสุขภาพดีไมเปนโรค ขนาด
ประมาณ 400-500 g ซึ่งไดรับความอนุเคราะหจากศูนยวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตวน้ํา จังหวัดอุตรดิตถ ทําใหสลบโดย       
นําปลาใสลงในน้ําท่ีสวนผสมของน้ํามันกานพลู (Clove oil) ความเขมขน 80 mg/L รอจนปลาไมมีการเคล่ือนไหว หลังจากนั้น
เก็บอวัยวะท่ีตองการ ไดแก ตับ ไต มาม กลามเนื้อ หัวใจ ลําไส ถุงน้ําเชื้อ และรังไข นําไปสกัด Total RNA ตอไป 
 
 

 
 

 

 2.1.2  การสกัด Total RNA และการสังเคราะห First-strand cDNA 
 สกัด Total RNA จากตัวอยางเน้ือเยื่อ โดยใช TRIzol reagent (Invitrogen) ปริมาตร 1 ml บดตัวอยางใหละเอียด ต้ังทิ้งไว           
ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เติม Chloroform 200 μl ผสมใหเขากัน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 นาที  ตอจากนั้น
นําไปปนเหวี่ยงทีค่วามเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เปนเวลา 5 นาที ยายสารละลายสวนใสที่อยูดานบนใสลงในหลอดใหม 
เติม Isopropanol 500 μl ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ แลวต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที นําไปปนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,500 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เปนเวลา 30 นาที ลางตะกอนดวย 80% Ethanol ที่แชเย็น ปริมาตร 1 ml จากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,500 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายทิ้งใหเหลือตะกอนสีขาว แลวตากตะกอนให
แหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 15 นาที ละลายตะกอนดวย DEPC treated-water นํา Total RNA ที่สกัดไดวัดคาความเขมขน 
โดยใชเครื่อง Spectrophotometer  
 ทําการสังเคราะห First-strand cDNA จากตัวอยาง Total RNA ที่สกัดได โดยใช Helix cript two-step RT PCR kit 
(Nanohelix) นํา Total RNA 1 μg เติม 10 μM dT-UPM 3 μl, dNTP Mix (each 10 mM) 2 μl และ Water (Free nuclease) 
7.5 μl แลวผสมใหเขากัน บมท่ีอุณหภูมิ 65°C เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นวางบนน้ําแข็งทันที 5 นาที เติมสารละลายผสม 
หลอดละ 6.5 μl ลงในสารละลายท่ีเตรียมไว (มีสวนประกอบดังน้ี 5X RT Reaction Buffer 4 μl, 0.1 M DTT 1 μl, 40 unit/μl 
RNase inhibitor 0.5 μl และ HelixCript Thermo Reverse Transcriptase 1 μl) จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 
40 นาที ตอดวยที่อุณหภูมิ 42 ºC เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 40 นาที และอุณหภูมิ 70 °C เปนเวลา 10 นาที 
ตามลําดับ เก็บสารละลาย cDNA ที่ได ไวที่อุณหภูมิ -20 ºC เพื่อใชเปน Template สําหรับทํา Real Time RT-PCR ตอไป 
 2.1.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน Complement C3 
 ศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 โดยออกแบบ Gene-specific primers จากลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมลู 
National Center for Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (XM_003450016) และใชยีน -
Actin เปน internal control โดยใช Gene-specific primers จากรายงานการศึกษาของ Phumyu et al. (2012) (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที่ 1 Gene-specific primers สําหรับศึกษาการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Real Time RT-PCR 
 

Name Sequences Primer order Product length (bp) 
nC3F 5’-TGT GAG TCT ACA GTG AGG AGC-3’ Sense 196 nC3R 5’-CCC AGA TCT AAA GCC ATT CTG C-3’ Antisense 
nActinF 5’-TGG CAA TGA GAG GTT CCG-3’ Sense 95 nActinR 5’TGC TGT TGT AGG TGG TTT CG-3’ Antisense 

 
 นํา First-strand cDNA ที่สังเคราะหไดจาก Total RNA ของแตละอวัยวะมาใชเปน Template ใชสารละลายของ 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) เตรียมสารละลายผสม (มีสวนประกอบดังน้ี 2x conc. LightCycler® 480 
SYBR Green I Master 5 μl, 10 μM Primer forward 0.25 μl, 10 μM Primer reverse 0.25 μl, Water PCR grade 2.5 μl) 
ผสมกับ cDNA 2 μl โดยปริมาตรของสารละลายทั้งหมดเทากับ 10 μl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
Complement C3 ดวยเคร่ือง Roche Light Cycler LC-480 Real Time PCR System (Roche) โดยตั้งโปรแกรมดังน้ี          
Pre-incubation 95 ºC เปนเวลา 10 นาที, Amplification ที่อุณหภูมิ 95 ºC เปนเวลา 15 วินาที  ตอดวยอุณหภูมิ 63 ºC เปนเวลา 
15 วินาที และอุณหภูมิ 72 ºC เปนเวลา 15 วินาที จํานวน 45 รอบ และ Cool ที่อุณหภูมิ 40 ºC เปนเวลา 30 วินาที ทําการ
วิเคราะห Melting temperature (TM) จําแนก Specific และ Non- specific PCR product ซึ่งผลิตภัณฑที่ถูกตองมักจะแสดง 
Peak เดียวที่อุณหภูมิสูง ในขณะที่ผลิตภัณฑที่เกิดจากการจับแบบไมจําเพาะ (Non-specific product) หรือ Primer-dimer    
จะให Peak ที่มีขนาดกวางที่อุณหภูมิตํ่า เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณจะไดคา Crossing point (Cp) โดยโปรแกรมของเครื่อง Roche 
Light Cycler LC-480 Real Time PCR System (Roche) จะแปลงคา Cp เปนคา Real Time PCR Efficiency (E) ของยีน 
Complement C3 (Target gene) และ -Actin (Reference gene) เพื่อนําไปวิเคราะหผลการแสดงออกของยีนดวย Pfaffl 
method โดยคํานวณสัดสวนระดับการแสดงออกของยีนจากสมการ (Pfaffl, 2001) 

 
 
 



65วารสารวิทยาศาสตร์บูรพา ฉบับพิเศษ การประชุมวิชาการระดับชาติ วิทยาศาสตร์วิจัย ครั้งที่ 6 วันที่ 20 – 21 มีนาคม พ.ศ. 2557

 
 

 

 2.1.2  การสกัด Total RNA และการสังเคราะห First-strand cDNA 
 สกัด Total RNA จากตัวอยางเน้ือเยื่อ โดยใช TRIzol reagent (Invitrogen) ปริมาตร 1 ml บดตัวอยางใหละเอียด ต้ังทิ้งไว           
ที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 5 นาที เติม Chloroform 200 μl ผสมใหเขากัน ต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 3 นาที  ตอจากนั้น
นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เปนเวลา 5 นาที ยายสารละลายสวนใสที่อยูดานบนใสลงในหลอดใหม 
เติม Isopropanol 500 μl ผสมใหเขากันโดยกลับหลอดไปมาเบาๆ แลวต้ังทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที นําไปปนเหวี่ยง
ที่ความเร็ว 12,500 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เปนเวลา 30 นาที ลางตะกอนดวย 80% Ethanol ที่แชเย็น ปริมาตร 1 ml จากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,500 rpm อุณหภูมิ 4 ºC เปนเวลา 5 นาที ดูดสารละลายทิ้งใหเหลือตะกอนสีขาว แลวตากตะกอนให
แหงที่อุณหภูมิหอง ประมาณ 15 นาที ละลายตะกอนดวย DEPC treated-water นํา Total RNA ที่สกัดไดวัดคาความเขมขน 
โดยใชเครื่อง Spectrophotometer  
 ทําการสังเคราะห First-strand cDNA จากตัวอยาง Total RNA ที่สกัดได โดยใช Helix cript two-step RT PCR kit 
(Nanohelix) นํา Total RNA 1 μg เติม 10 μM dT-UPM 3 μl, dNTP Mix (each 10 mM) 2 μl และ Water (Free nuclease) 
7.5 μl แลวผสมใหเขากัน บมที่อุณหภูมิ 65°C เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นวางบนน้ําแข็งทันที 5 นาที เติมสารละลายผสม 
หลอดละ 6.5 μl ลงในสารละลายท่ีเตรียมไว (มีสวนประกอบดังนี้ 5X RT Reaction Buffer 4 μl, 0.1 M DTT 1 μl, 40 unit/μl 
RNase inhibitor 0.5 μl และ HelixCript Thermo Reverse Transcriptase 1 μl) จากนั้นนําไปบมที่อุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 
40 นาที ตอดวยที่อุณหภูมิ 42 ºC เปนเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 50 ºC เปนเวลา 40 นาที และอุณหภูมิ 70 °C เปนเวลา 10 นาที 
ตามลําดับ เก็บสารละลาย cDNA ที่ได ไวที่อุณหภูมิ -20 ºC เพื่อใชเปน Template สําหรับทํา Real Time RT-PCR ตอไป 
 2.1.3 การตรวจสอบการแสดงออกของยีน Complement C3 
 ศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 โดยออกแบบ Gene-specific primers จากลําดับนิวคลีโอไทดในฐานขอมลู 
National Center for Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (XM_003450016) และใชยีน -
Actin เปน internal control โดยใช Gene-specific primers จากรายงานการศึกษาของ Phumyu et al. (2012) (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที่ 1 Gene-specific primers สําหรับศึกษาการแสดงออกของยีนดวยเทคนิค Real Time RT-PCR 
 

Name Sequences Primer order Product length (bp) 
nC3F 5’-TGT GAG TCT ACA GTG AGG AGC-3’ Sense 196 nC3R 5’-CCC AGA TCT AAA GCC ATT CTG C-3’ Antisense 
nActinF 5’-TGG CAA TGA GAG GTT CCG-3’ Sense 95 nActinR 5’TGC TGT TGT AGG TGG TTT CG-3’ Antisense 

 
 นํา First-strand cDNA ที่สังเคราะหไดจาก Total RNA ของแตละอวัยวะมาใชเปน Template ใชสารละลายของ 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche) เตรียมสารละลายผสม (มีสวนประกอบดังน้ี 2x conc. LightCycler® 480 
SYBR Green I Master 5 μl, 10 μM Primer forward 0.25 μl, 10 μM Primer reverse 0.25 μl, Water PCR grade 2.5 μl) 
ผสมกับ cDNA 2 μl โดยปริมาตรของสารละลายทั้งหมดเทากับ 10 μl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
Complement C3 ดวยเคร่ือง Roche Light Cycler LC-480 Real Time PCR System (Roche) โดยตั้งโปรแกรมดังนี้          
Pre-incubation 95 ºC เปนเวลา 10 นาที, Amplification ที่อุณหภูมิ 95 ºC เปนเวลา 15 วินาที  ตอดวยอุณหภูมิ 63 ºC เปนเวลา 
15 วินาที และอุณหภูมิ 72 ºC เปนเวลา 15 วินาที จํานวน 45 รอบ และ Cool ที่อุณหภูมิ 40 ºC เปนเวลา 30 วินาที ทําการ
วิเคราะห Melting temperature (TM) จําแนก Specific และ Non- specific PCR product ซึ่งผลิตภัณฑที่ถูกตองมักจะแสดง 
Peak เดียวที่อุณหภูมิสูง ในขณะท่ีผลิตภัณฑที่เกิดจากการจับแบบไมจําเพาะ (Non-specific product) หรือ Primer-dimer    
จะให Peak ที่มีขนาดกวางที่อุณหภูมิตํ่า เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณจะไดคา Crossing point (Cp) โดยโปรแกรมของเครื่อง Roche 
Light Cycler LC-480 Real Time PCR System (Roche) จะแปลงคา Cp เปนคา Real Time PCR Efficiency (E) ของยีน 
Complement C3 (Target gene) และ -Actin (Reference gene) เพื่อนําไปวิเคราะหผลการแสดงออกของยีนดวย Pfaffl 
method โดยคํานวณสัดสวนระดับการแสดงออกของยีนจากสมการ (Pfaffl, 2001) 
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โดย                      คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน -Actin ตัวอยางที่ 2, 3, 4, …n 
                            คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน Complement C3 ตัวอยางที่ 2, 3, 4, …n 

                                           คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน -Actin ตัวอยางที่ 1 
                                           คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน Complement C3 ตัวอยางที่ 1 
 
 2.1.4  การวิเคราะหทางสถิติ 
 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในอวัยวะตางๆ โดยใชโปรแกรม SPSS ซึ่งวิเคราะหความแปรปรวนของขอมูลแบบ One 
way ANOVA และวิเคราะหความแตกตางระหวางกลุมดวยวิธี Duncan's multiple rang test ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 
 2.2 การศึกษาผลของสารสกัดลูกใตใบตอการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและมามของปลานิล 
 2.2.1  การเตรียมสารสกัดหยาบจากตนลูกใตใบ 
 นําตนลูกใตใบ ทั้งตนประกอบดวย ราก ลําตน ใบ ผล และดอก ลางใหสะอาดแลวหั่นใหละเอียด นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 
50 ºC เปนเวลา 2  วัน หรือจนกวาจะแหง บดใหละเอียด นําไปชั่งน้ําหนักแหง จากนั้นนําผงลูกใตใบแหง 100 กรัม แชในนํ้ากล่ัน 
ปริมาตร 1,000 ml เปนเวลา 48  ชั่วโมง โดยเขยาดวยเคร่ือง Shaker ความเร็ว 200 rpm ที่อุณหภูมิ 45 ºC ตลอดเวลา กรองเศษพืช
ออกดวยผาขาวบางและกระดาษกรองเบอร 1  อีกคร้ัง แลวนําสวนใสไประเหยตัวทําละลายออกเพื่อใหสารสกัดเขมขนดวยเคร่ือง 
Rotary evaporator ที่อุณหภูมิ 50 ºC และทําใหแหงดวยกระบวนการ Freeze dry ที่อุณหภูมิ -50 ºC เปนเวลา 2  ชั่วโมง นํามา
บดใหละเอียด เก็บไวในขวดสีชาเพื่อใชในการทดสอบตอไป  
 2.2.2  การเตรียมอาหารปลา 
 อาหารที่ใชในการทดลอง คือ อาหารเม็ดสําเร็จรูปลอยน้ํา โปรตีนไมนอยกวา 25% (ตรา ซีพี  มีสวนประกอบดังนี้ ปลาปน 
กากถ่ัวเหลือง รําละเอียด ขาวโพด ปลายขาว และวิตามิน) อาหารเม็ดสําเร็จรูปจะถูกเคลือบดวยสารสกัดจากตนลูกใตใบ       
ในระดับความเขมขน 0, 1, 5 และ 10 g/kg feed ตามลําดับ โดยทําการสเปรยสารสกัดบนอาหารเม็ดสําเร็จรูป ผ่ึงลมทิ้งไว
ประมาณ 6-8  ชั่วโมง แลวเคลือบดวยน้ํามันพืช ในอัตราสวน น้ํามันพืช 30 ml ตอ อาหารสําเร็จรูป 1 kg เพื่อปองกันการละลาย
ของสารสกัด จากนั้นเก็บอาหารที่เตรียมไวที่ 4 ºC จนกวาจะใชงาน  
 2.2.3  การเตรียมปลานิล 
 ปลานิลอายุประมาณ 3 เดือน (น้ําหนักประมาณ 15-20 g) ทําการพักฟนและปรับสภาพปลาใหชินกับอาหารและวิธีการ
เล้ียงเปนเวลา 1 สัปดาห ใหอาหารเม็ดสําเร็จรูปที่ไมไดเคลือบสารสกัด วันละ 2 ม้ือ เชา-เย็น หลังจากนั้นสุมตัวอยางปลานิล   
ใสลงในตู ขนาด 30"x16"x18” (ใสน้ําตูละประมาณ 120 L) ตูละ 10 ตัว เพื่อทําการทดลอง โดยปลานิลที่สุมลงในแตละตูมีขนาด
ไมแตกตางกันทางสถิติ (p>0.05) 
 2.2.4  การเล้ียงปลานิลดวยอาหารทดลอง 
 วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (CRD) ประกอบดวย 4 ชุดการทดลองๆ ละ 3 ซ้ํา (ตู) คือ   
   ชุดการทดลองที่ 1 อาหารเม็ดสําเร็จรูป ไมเคลือบสารสกัดลูกใตใบ (ชุดควบคุม)  

 ชุดการทดลองที่ 2 อาหารเม็ดสําเร็จรูป เคลือบสารสกัดลูกใตใบ 1 g/kg feed 
 ชุดการทดลองที่ 3 อาหารเม็ดสําเร็จรูป เคลือบสารสกัดลูกใตใบ 5 g/kg feed 

  ชุดการทดลองที่ 4 อาหารเม็ดสําเร็จรูป เคลือบสารสกัดลูกใตใบ 10 g/kg feed 
 ใหอาหารทดลองวันละ 2 มื้อ (เชาและเย็น) จนอิ่ม โดยเมื่อคํานวณปริมาณการกินอาหารของปลานิลในแตละชดุการทดลอง
พบวาไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.459) ดังนี้ ชุดการทดลองที่ไดรับสารสกัด 0, 1, 5, 10 g/kg feed 
มีอัตราการกิน เทากับ 0.94 ± 0.04, 0.92 ± 0.03, 0.89 ± 0.04, 0.93 ± 0.04 g/ตัว/วัน (ตามลําดับ) โดยปริมาณอาหารที่กินใน
แตละวันประมาณรอยละ 4 ของน้ําหนักตัว ระบบการเล้ียงมีการใหอากาศและเปลี่ยนถายนํ้าทุกวัน วันละ 20%  (ควบคุมใหคา 

 
 

 

Dissolved oxygen อยูในชวง 5-8 mg/L) เล้ียงเปนเวลา 3 สัปดาห เม่ือส้ินสุดการทดลองทําการเก็บขอมูลปริมาณอาหารที่ให
ในแตละตู น้าํหนักท่ีเพิ่มขึ้น จากน้ันนําไปหาคาเฉล่ียเพื่อประเมินคา น้ําหนักที่เพิม่ขึ้น (Weight Gain, WG) อัตราการเจริญเติบโต 
(Average Daily Growth, ADG) และอัตราการเปล่ียนอาหารเปนเนื้อ (Food Conversion Rate, FCR) โดยคํานวณจากสูตร 
ดังนี้ 

 น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (%)  =  [(น้ําหนักปลาเม่ือส้ินสุดการทดลอง – น้ําหนักปลาเม่ือเริ่มการทดลอง) / น้ําหนักปลาเมื่อเริ่มการ
ทดลอง] X 100  

 อัตราการเจริญเติบโต (g/day) = (น้ําหนักปลาเม่ือส้ินสุดการทดลอง – น้ําหนักปลาเม่ือเริ่มการทดลอง) / จํานวนวันที่ทดลอง 
 อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ  =  น้ําหนักของอาหารที่ปลากิน / น้ําหนักปลาที่เพิ่มขึ้น 
 2.2.5  การศึกษาผลของสารสกัดลูกใตใบตอการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและมามของปลานิล 
 เก็บตัวอยางปลานิล ตูละ 3 ตัว โดยลดระดับน้ําในตูลง ลอปลามาอยูเปนฝูงในมมุดานหนึ่งของตูที่เล้ียง แลวสุมดวยที่ตักปลา
ใหไดจํานวนตูละ 3 ตัว โดยปลานิลแตละตัวจะถูกเก็บตัวอยางทั้งตับและมาม ดังนั้นในแตละชุดการทดลองจะประกอบดวย
ตัวอยางตับและมาม อยางละ 9 ตัวอยาง ทําการสกัด Total RNA จากตัวอยางและสังเคราะห First-strand cDNA จากนั้น
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน Complement C3 และทําการวิเคราะหทางสถิติ ตามขอ 2.1.2-2.1.4 ตามลําดับ 
 
3. ผลและอภิปราย 
 การศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 (Target gene) ใน ตับ มาม ไต ลําไส กลามเนื้อ หัวใจ รังไข และ       
ถุงน้ําเชื้อ ดวยเทคนิค Real Time RT-PCR โดยใชยีน β-Actin เปน Internal control (Reference gene) และใชรังไขซึ่งเปน
อวัยวะท่ีมีการแสดงออกนอยที่สุดเปนตัวเปรียบเทียบ (Calibrator) พบวายีน Complement C3 มีการแสดงออกในทุกอวัยวะท่ี
ทําการศึกษา ยกเวนลําไส ซึ่งในแตละอวัยวะนั้นมีการแสดงออกของยีนที่แตกตางกัน โดยตับเปนอวัยวะท่ีมีการแสดงออกของ
ยีนมากกวารังไขถึง 2,223 เทา รองลงมา คือ มาม เทากับ 25 เทา สวนในอวัยวะอ่ืนๆ คือ ไต หัวใจ กลามเนื้อ และถุงน้ําเชื้อ      
มีการแสดงออกของยีน Complement C3 ที่ใกลเคียงกัน อยูระหวาง 1.89 – 3 เทา (ภาพที่ 1) ใหผลสอดคลองกับการศึกษาใน
ปลาชนิดอื่นๆ เชน ปลา Atlantic cod (Gadus morhua L.) พบวา Complement C3 มีการแสดงออกในทุกๆ อวัยวะท่ี
ทําการศึกษา ไดแก กลามเน้ือ ตับ ไต สมอง ตา กลามเนื้อ กระเพาะ และลําไส (Lange et al., 2004a) เชนเดียวกับการศึกษา 
ในปลา Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus L.) (Lange et al., 2004b) และปลา Spotted wolffish (Anarhichas 
minor Olafsen) (Ellingsen et al., 2005)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะตางๆ ไดแก ตับ (l), มาม (sp), ไต (k), หัวใจ (h), 

กลามเนื้อ (m), รังไข (o) และ ถุงน้ําเชื้อ (t) แสดงขอมูลอยูในรูปของ log10 และกําหนดใหรังไขเปน Calibrator 
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Dissolved oxygen อยูในชวง 5-8 mg/L) เล้ียงเปนเวลา 3 สัปดาห เม่ือส้ินสุดการทดลองทําการเก็บขอมูลปริมาณอาหารที่ให
ในแตละตู น้าํหนักท่ีเพิ่มขึ้น จากน้ันนําไปหาคาเฉล่ียเพื่อประเมินคา น้ําหนักที่เพิม่ขึ้น (Weight Gain, WG) อัตราการเจริญเติบโต 
(Average Daily Growth, ADG) และอัตราการเปล่ียนอาหารเปนเนื้อ (Food Conversion Rate, FCR) โดยคํานวณจากสูตร 
ดังนี้ 

 น้ําหนักที่เพิ่มขึ้น (%)  =  [(น้ําหนักปลาเม่ือส้ินสุดการทดลอง – น้ําหนักปลาเม่ือเริ่มการทดลอง) / น้ําหนักปลาเมื่อเร่ิมการ
ทดลอง] X 100  

 อัตราการเจริญเติบโต (g/day) = (น้ําหนักปลาเม่ือส้ินสุดการทดลอง – น้ําหนักปลาเม่ือเริ่มการทดลอง) / จํานวนวันที่ทดลอง 
 อัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ  =  น้ําหนักของอาหารที่ปลากิน / น้ําหนักปลาที่เพิ่มขึ้น 
 2.2.5  การศึกษาผลของสารสกัดลูกใตใบตอการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและมามของปลานิล 
 เก็บตัวอยางปลานิล ตูละ 3 ตัว โดยลดระดับน้ําในตูลง ลอปลามาอยูเปนฝูงในมมุดานหนึ่งของตูที่เล้ียง แลวสุมดวยที่ตักปลา
ใหไดจํานวนตูละ 3 ตัว โดยปลานิลแตละตัวจะถูกเก็บตัวอยางทั้งตับและมาม ดังนั้นในแตละชุดการทดลองจะประกอบดวย
ตัวอยางตับและมาม อยางละ 9 ตัวอยาง ทําการสกัด Total RNA จากตัวอยางและสังเคราะห First-strand cDNA จากนั้น
ตรวจสอบการแสดงออกของยีน Complement C3 และทําการวิเคราะหทางสถิติ ตามขอ 2.1.2-2.1.4 ตามลําดับ 
 
3. ผลและอภิปราย 
 การศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 (Target gene) ใน ตับ มาม ไต ลําไส กลามเนื้อ หัวใจ รังไข และ       
ถุงน้ําเชื้อ ดวยเทคนิค Real Time RT-PCR โดยใชยีน β-Actin เปน Internal control (Reference gene) และใชรังไขซึ่งเปน
อวัยวะท่ีมีการแสดงออกนอยที่สุดเปนตัวเปรียบเทียบ (Calibrator) พบวายีน Complement C3 มีการแสดงออกในทุกอวัยวะท่ี
ทําการศึกษา ยกเวนลําไส ซึ่งในแตละอวัยวะนั้นมีการแสดงออกของยีนที่แตกตางกัน โดยตับเปนอวัยวะท่ีมีการแสดงออกของ
ยีนมากกวารังไขถึง 2,223 เทา รองลงมา คือ มาม เทากับ 25 เทา สวนในอวัยวะอ่ืนๆ คือ ไต หัวใจ กลามเนื้อ และถุงน้ําเชื้อ      
มีการแสดงออกของยีน Complement C3 ที่ใกลเคียงกัน อยูระหวาง 1.89 – 3 เทา (ภาพที่ 1) ใหผลสอดคลองกับการศึกษาใน
ปลาชนิดอื่นๆ เชน ปลา Atlantic cod (Gadus morhua L.) พบวา Complement C3 มีการแสดงออกในทุกๆ อวัยวะท่ี
ทําการศึกษา ไดแก กลามเน้ือ ตับ ไต สมอง ตา กลามเนื้อ กระเพาะ และลําไส (Lange et al., 2004a) เชนเดียวกับการศึกษา 
ในปลา Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus L.) (Lange et al., 2004b) และปลา Spotted wolffish (Anarhichas 
minor Olafsen) (Ellingsen et al., 2005)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 1 เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะตางๆ ไดแก ตับ (l), มาม (sp), ไต (k), หัวใจ (h), 

กลามเนื้อ (m), รังไข (o) และ ถุงน้ําเชื้อ (t) แสดงขอมูลอยูในรูปของ log10 และกําหนดใหรังไขเปน Calibrator 
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ตารางที่ 2 น้ําหนักท่ีเพิ่มขึ้น  อัตราการเจริญเติบโต และอัตราการเปลี่ยนอาหารเปนเนื้อ ของปลานิลที่ไดรับสารสกัดลูกใตใบที่
ความเขมขนแตกตางกัน เปนระยะเวลา 3 สัปดาห (Mean ± SE, n = 3) 

 

Parameters Treatments 
0 g/kg (Control) 1 g/kg 5 g/kg 10 g/kg 

WG (%) 34.05 ± 6.75 34.43 ± 4.72 29.60 ± 7.48 30.80 ± 4.60 
ADG (g/day) 0.29 ± 0.05 0.31 ± 0.02 0.25 ± 0.06 0.26 ± 0.04 
FCR 1.38 ± 0.10 1.29 ± 0.08 1.32 ± 0.10 1.35± 0.12 

 
 จากการทดลองเล้ียงปลานิลดวยอาหารเคลือบสารสกัดหยาบตนลูกใตใบ ที่ระดับความเขมขน 0, 1, 5 และ 10 g/kg   
feed เปนระยะเวลา 3 สัปดาห พบวาเปอรเซ็นตน้ําหนักท่ีเพิ่มขึ้น อัตราการเจริญเติบโต และอัตราการเปล่ียนอาหารเปนเนื้อ            
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม (p>0.05) (ตารางที่ 2) 
 ผลจากการศึกษาขางตนพบวาตับและมามเปนอวัยวะท่ีมีการแสดงออกของยีน Complement C3 มากที่สุด ดังนั้นเมื่อ   
ทําการวิเคราะหผลของการไดรับสารสกัดลูกใตใบตอการแสดงออกของยีน Complement C3 ซึ่งเปนยีนที่เก่ียวของกับระบบ
ภูมิคุมกันโรคของปลานิล จึงเลือกที่จะศึกษาการแสดงออกของยีนที่ตับและมามโดยใชเทคนิค Real Time RT-PCR พบวา     
การแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับทุกชุดทดลองมีการแสดงออกของยีนที่ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P = 0.161) แตในชุดการทดลองที่ไดรับสารสกัดลูกใตใบความเขมขน 5 g/kg feed มีระดับการแสดงออกของยีนมากที่สุด เทากับ 
3.05 ± 2.01 ในขณะท่ีชุดควบคุมและชุดการทดลองที่ไดรับสารสกัดลูกใตใบความเขมขน 1 g/kg feed มีระดับการแสดงออก
ของยีน เทากับ 1.08 ± 0.52 และ 1.05 ± 0.67 ตามลําดับ สวนชุดการทดลองที่ไดรับสารสกัดลูกใตใบความเขมขน 10 g/kg 
feed มีระดับการแสดงออกของยีนตํ่าท่ีสุด คือ 0.71 ± 0.49 (ภาพท่ี 2) และพบวาผลของสารสกัดลูกใตใบตอการแสดงออกของ
ยีน Complement C3 ในมามซึ่งเปนอวัยวะที่มีการแสดงออกของยีนรองจากตับก็ใหผลการทดลองเชนเดียวกัน โดยทุกชุดการ
ทดลองไมมีแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P = 0.245) (ภาพที่ 3)  
 

 
 
 
 
 
 

                 
         

ภาพที่ 2 การแสดงออกของยีน Complement C 3  ในตับของปลานิล ที่ไดรับสารสกัดหยาบตนลูกใตใบในปริมาณท่ีแตกตางกัน
และกําหนดใหตัวอยางในกลุมควบคุมเปน Calibrator (Mean ± SE, n = 9) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3 การแสดงออกของยีน Complement C3 ในมามของปลานิล ที่ไดรับสารสกัดหยาบตนลูกใตใบในปริมาณที่แตกตางกัน 
และกําหนดใหตัวอยางในกลุมควบคุมเปน Calibrator (Mean ± SE, n = 9) 

 
 

 

 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาท้ังในการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและมามของปลานิลกลุมที่ไดรับสาร
สกัดหยาบตนลูกใตใบ 5 g/kg feed มีแนวโนมวาจะสามารถกระตุนการแสดงออกของยีน Complement C3 ไดมากกวาชุด
ควบคุม (0 g/kg feed) และชุดทดลองอื่น (1 และ 10 g/kg feed) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของสันธิวัฒน พิทักษผล และคณะ 
(2553) รายงานวาผลของสารสกัดหญาใตใบท่ีความเขมขน 5 g/kg feed ทําใหกุงกามกรามมีอัตราการเจริญเติบโตและการ 
รอดตายจากการติดเชื้อ A. hydrophila สูงที่สุด อีกทั้งจากรายงานของปาริชาต ผาสุก และ ปยพร เจนการ (2553) พบวาสาร
สกัดหยาบตนลูกใตใบที่เคลือบอาหารเม็ดความเขมขน 1 g/kg feed สามารถเพิ่มปริมาณ Total immunoglobulin ไดแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดทดลองอื่น ดังนั้นสารสกัดหยาบตนลูกใตใบจึงอาจเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการใชเปน
อาหารเสริมเพื่อกระตุนใหปลานิลมีระบบภูมิคุมกันเพิ่มสูงขึ้น 
 
4. บทสรุป 
 การแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะของปลานิลพบวาตับเปนอวัยวะท่ีมีการแสดงออกมากที่สุด รองลงมา 
คือ มาม และในกลามเนื้อ หัวใจ ไต รังไข และถุงน้ําเชื้อ มีการแสดงออกของยีน Complement C3 ที่ใกลเคียงกัน สวนปลานิล  
ท่ีไดรับสารสกัดหยาบตนลูกใตใบในปริมาณ 5 g/kg feed มีแนวโนมวาจะสามารถกระตุนการแสดงออกของยีน Complement 
C3 ไดมากที่สุด ขอมูลที่ไดจากการศึกษาคร้ังนีจ้ะมีประโยชนอยางย่ิงตอการการศึกษาและหาแนวทางในการปองกันโรคในปลานิล
ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไปในอนาคต 
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 จากผลการทดลองจะเห็นไดวาทั้งในการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและมามของปลานิลกลุมที่ไดรับสาร
สกัดหยาบตนลูกใตใบ 5 g/kg feed มีแนวโนมวาจะสามารถกระตุนการแสดงออกของยีน Complement C3 ไดมากกวาชุด
ควบคุม (0 g/kg feed) และชุดทดลองอื่น (1 และ 10 g/kg feed) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของสันธิวัฒน พิทักษผล และคณะ 
(2553) รายงานวาผลของสารสกัดหญาใตใบที่ความเขมขน 5 g/kg feed ทําใหกุงกามกรามมีอัตราการเจริญเติบโตและการ 
รอดตายจากการติดเชื้อ A. hydrophila สูงที่สุด อีกทั้งจากรายงานของปาริชาต ผาสุก และ ปยพร เจนการ (2553) พบวาสาร
สกัดหยาบตนลูกใตใบท่ีเคลือบอาหารเม็ดความเขมขน 1 g/kg feed สามารถเพิ่มปริมาณ Total immunoglobulin ไดแตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติเม่ือเทียบกับชุดทดลองอื่น ดังนั้นสารสกัดหยาบตนลูกใตใบจึงอาจเปนอีกทางเลือกหนึ่งในการใชเปน
อาหารเสริมเพื่อกระตุนใหปลานิลมีระบบภูมิคุมกันเพิ่มสูงขึ้น 
 
4. บทสรุป 
 การแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะของปลานิลพบวาตับเปนอวัยวะท่ีมีการแสดงออกมากที่สุด รองลงมา 
คือ มาม และในกลามเนื้อ หัวใจ ไต รังไข และถุงน้ําเชื้อ มีการแสดงออกของยีน Complement C3 ที่ใกลเคียงกัน สวนปลานิล  
ที่ไดรับสารสกัดหยาบตนลูกใตใบในปริมาณ 5 g/kg feed มีแนวโนมวาจะสามารถกระตุนการแสดงออกของยีน Complement 
C3 ไดมากท่ีสุด ขอมูลที่ไดจากการศึกษาครั้งนีจ้ะมีประโยชนอยางย่ิงตอการการศึกษาและหาแนวทางในการปองกันโรคในปลานิล
ไดอยางมีประสิทธิภาพตอไปในอนาคต 
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