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บทคัดย่อ 
งานวิจยันีท้ าการแปลงเพศปลานิลให้เป็นเพศผู้ เพื่อประโยชน์เชิงพาณิชย์โดยวิธีกระตุ้นเอ็มบริโอสายพนัธุ์จิตรลดา 

(Oreochromis niloticus L., Chitralada) ระยะพัฒนาการ “segmentation” ถึง “pharyngula” (2-3 วันหลังปฏิสนธิ) ด้วย
สนามไฟฟ้าพลัส์รูปคลื่นสี่เหลี่ยม ชุดเง่ือนไขศกัย์ไฟฟ้า 100-500 โวลต์ (ความเข้มสนามไฟฟ้า 25-125  กิโลโวลต์ เมตร-1) 
อตัราสว่นสญัญาณบวกและศนูย์ 50:50 ไมโครวินาที (mark space ratio) คาบสญัญาณ 100 ไมโครวินาที จ านวนสญัญาณ
พลัส์ 3 ลกูคลืน่ สารละลายที่ใช้กระตุ้นเอ็มบริโอผสมฮอร์โมนเพศผู้  17 -Methyltestosterone (MT) เข้มข้น 1,000 – 100,000 
ไมโครกรัม ลิตร-1 ผลการวิจยัพบว่าเอ็มบริโอที่ผ่านการกระตุ้นด้วยเง่ือนไขศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ ความเข้มข้นสารละลาย MT 
ที5่,000 ไมโครกรัม ลติร-1 ให้ผลอตัราเพศผู้สงูสดุ (male-sex reversal rate, MSR) ที ่89.42%±2.28% อตัราการฟัก (hatching 
rate, HR) 93.33%±0.58% และอตัราการรอด (survival rate, SR) 87.49%±1.71% ตามล าดบั โดยชุดควบคมุมีอตัราเพศผู้
และเมีย (off-spring rate, OSR) คือ 59.71%±3.00% และ 46.33%%±1.53% ตามล าดบั มีอตัราการฟัก (hatching rate, HR) 
91.33%±1.53% และอตัราการรอด (survival rate, SR) 85.08%±4.16% (เพิ่มอตัราเพศผู้ ได้มากกว่าเดิม 29.71%) ท าการ
ตรวจสอบปริมาณฮอร์โมน MT ที่น าส่งเข้าสู่เอ็มบริโอด้วยเทคนิค LC-MS/MS และการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค 
“Quantitative real-time PCR” (qRT-PCR) ได้แก่ ยีนพัฒนาเพศผู้  (up-regulated genes) amh, ar, dmrt1, bmp15, gfd9 
ยีนพฒันาเพศเมีย (down-regulated genes) gsdf และยีนที่แสดงออกต่อเนื่อง (housekeeping gene) rpl13a ตามล าดบั 
ทัง้นีช้ดุเอ็มบริโอที่ผา่นการกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพร้อมสารฮอร์โมนเพศ MT พบการแสดงออกของกลุม่ยีนพฒันาเพศผู้     
ค าส าคัญ  :  ปลานิล ; อตัราแปลงเพศผู้  ; สนามไฟฟ้าแบบพลัส์ ; 17แอลฟ่า-เมทธิลเทสโทสเตอโรน ; ยีน  
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Abstract 

 The present study proposes an alternative technique of electrical sex reversal to enhance all-male sex 
reversal (MSR)  of Nile tilapia using transient square pulse-electric fields for commercial benefits focusing on the 
study of mechanisms of electro-permibilization of 17 -Methyltestosterone (MT)  androgen hormones through 
induced membrane of tilapia’s embryo (Oreochromis niloticus L., Chitralada), during segmentation-pharyngula (2-
3 days post fertilization) .  The technique were carried out for large-scale inductions of embryos suspensions with 
MT concentrations of 1,000 – 100,000 µg l-1using square-pulse electric fields of amplitudes 100-500 volts (electric 
field intensities of 25-125 kV m-1), 100 µs pulse-period (50:50 mark space ratio) and 3 square pulses, respectively. 
It was found that the most suitable conditions of 350 V with MT concentration of 5,000 µg l-1 gave the maximum rate 
of male-sex reversal rate (MSR) of 89.42%±2.28%, hatching rate (HR) of 93.33%±0.58% and survival rate (SR) of 
87.49%±1.71%, respectively. The off-spring rate (OSR) of male and female in the control group were 59.71%±3.00% 
and 46.33%%±1.53%, respectively, with hatching rate (HR) of 91.33%±1.53% and survival rate (SR) of 85.08% ± 
4.16% (increasing MSR of 29.71%). Verifications of MT delivery were carried out through LC-MS/MS technique and 
RNA expression profiles by extraction of total RNA from induced MT embryos. Genes of male-sex development (up-
regulated genes) of amh, ar, dmrt1, bmp15, gfd9 and down-regulated genes of gsdf (where house keeping genes 
of rpl13a) were investigated by Quantitative real-time PCR. The induced MT embryos with transient square pulse-
electric fields showed expression of male-sex development genes. 
  

Keywords : tilapia ; sex reversal rate ; pulse electric fields ; 17 -Methyltestosterone ; gene  
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บทน า   
 ปลานิลเป็นสตัว์น า้สง่ออกส าคญัของประเทศและเป็นปลาเศรษฐกิจหลกัของโลก ปัจจุบนัความต้องการบริโภคปลา
นิลในตลาดโลกโดยเฉพาะในประเทศกลุม่ตะวนัออกกลาง สหรัฐอเมริกา และยโุรป มีแนวโน้มเพิ่มสงูขึน้ ประเทศไทยสง่ออก
ปลานิลไมน้่อยกวา่ 4,000 ตนัตอ่ปี คิดเป็น 52.7% ของผลผลติการเลีย้งสตัว์น า้จืด (Department of Fisheries, 2017) ปลานิล
ที่มีขนาดน า้หนักตวัมากจึงได้เปรียบในเชิงมูลค่า ทัง้นีป้ลาเพศผู้มีอตัราแลกเนือ้สงูและเจริญเติบโตเร็วกว่าเพศเมีย 25% 
(McAndrew, 1993) กอปรกับตวัเมียหยุดชะงักการเจริญเติบโตในขณะที่วางไข่ เกษตรกรจึงไม่เลีย้งปลานิลรวมเพศในบ่อ
เดียวกันเพราะท าให้เจริญเติบโตช้าและเกิดโรคง่าย การเพาะเลีย้งปลานิลเชิงพาณิชย์ในปัจจุบันทัง้หมดใช้วิธีบังคับ         
เปลีย่นเพศปลาให้เป็นเพศผู้ ล้วน (ปลานิลหมนั “monosex”) ทัง้นีข้้อมลูปัจจบุนัฟาร์มปลานิลเชิงพาณิชย์จ านวน 300,000 แหง่
ทัว่ประเทศ มีเพียงจ านวน 2,800 ฟาร์มที่ได้รับการรับรองมาตรฐานการเพาะเลีย้ง GAP (Good Agricultural Practice) และ
จ านวน 24,500 ฟาร์มที่ได้รับมาตรฐาน SL (Safety Level) คิดเป็น 9.1% ด้วยเหตุนีผู้้ ประกอบการส่วนใหญ่จึงเร่งปรับตวั
พฒันาวิธีการเพาะเลีย้งปลานิลแปลงเพศให้ได้ตามมาตรฐานโดยเฉพาะประเด็นลดการใช้สารฮอร์โมนเพศสงัเคราะห์และยา
ปฏิชีวนะในกระบวนการเพาะเลีย้ง   
 ในอดีตถึงปัจจุบนักระบวนการเปลี่ยนเพศปลานิลให้เป็นเพศผู้ เชิงพาณิชย์มีหลายวิธีได้แก่ (1) การแยกเพศด้วยมือ 
(hand sexing) อาศยัผู้ที่มีความช านาญและประสบการณ์ในการดเูพศปลาเพื่อคดัแยกเพศผู้ ออกจากเพศเมีย วิธีนีก้่อให้เกิด
การสญูเสียในระหว่างคดัแยกประมาณ 50% ของผลผลิตและมีข้อผิดพลาด 2.7%-10% (Chervinski and Rothbard, 1982) 
(2) การผสมข้ามพนัธุ์ (hybridization) คือการผสมข้ามชนิดของปลาในตระกลูปลานิล เป็นวิธีให้ผลไมส่ม ่าเสมอและไมส่ะดวก
ต่อการควบคมุความบริสุทธ์ิของสายเลือดปลาและลกูปลาแต่ละรุ่น กอปรกบัต้องอาศยัการติดเคร่ืองหมายด้วยเทคนิค “gel 
electrophoresis” และ HPLC ในการแยกหาการเรียงตวัของยีนหรือ DNA เพื่อการจ าแนกชนิดจากสารพนัธุกรรมของปลา                  
จึงใช้ต้นทุนการด าเนินการสงู และ (3) การใช้ฮอร์โมนแปลงเพศ เป็นวิธีการที่เกษตรกรนิยมใช้อยู่ในปัจจุบนั เพราะไม่ต้อง               
เสียค่าใช้จ่ายในการเก็บพนัธ์ุปลานิล ไม่ต้องค านึงถึงสารพนัธุกรรมหรือความบริสทุธ์ิของสายพนัธ์ุปลา แบ่งเป็น 2 วิธีย่อย 
กลา่วคือ การให้ฮอร์โมนทางตรงและการให้ฮอร์โมนทางอ้อม วิธีทางตรงเป็นการให้ฮอร์โมนเพศเพศผู้สงัเคราะห์แอนโดรเจน 
(synthetic androgen hormone) 17 -Methyltestosterone (MT) ผสมในอาหารให้ลูกปลากินในช่วงที่ยังไม่ปรากฏเพศ              
วนัละ 5 มือ้ ด้วยอตัราสว่นฮอร์โมนเพศ 60 มิลลกิรัมตอ่อาหารปลา 1 กิโลกรัม ท าซ า้ตอ่เนื่องเป็นระยะเวลา 21-28 วนั สามารถ
เปลี่ยนเพศปลานิลให้เป็นเพศผู้ ล้วนได้ไมน้่อยกวา่ 86% ส าหรับวิธีทางอ้อมเป็นวิธีที่ไม่ให้ลกูปลานิลสมัผสักบัฮอร์โมนโดยตรง 
ในอดีตใช้เพื่อรองรับการสง่ออกคู่ค้าในบางประเทศที่มีข้อกีดกนัทางการค้าประเด็นเร่ืองการปนเปือ้นสารฮอร์โมนในเนือ้ปลา 
วิธีนีม้ีข้อเสียเพราะอาศยักระบวนการที่ซบัซ้อน ค่าใช้จ่ายสงู ต้องใช้ผู้ เช่ียวชาญเฉพาะทาง ซึ่งมีโอกาสได้พ่อพนัธุ์ปลาที่ดีมี
เพียง 25% เทา่นัน้  (McAndrew, 1993)    
 วิธีด าเนินการแปลงเพศกบัลกูปลานิลในปัจจบุนันิยมใช้สารฮอร์โมนเพศผู้สงัเคราะห์ MT ผสมโดยตรงในอาหารปลา 
อย่างไรก็ดีวิธีดงักล่าวมีข้อด้อยบางประการ กล่าวคือกระบวนวิธีจัดเตรียมอาหารปลาเม็ดที่คลกุเคล้ากับสารฮอร์โมนเพศ                
ต้องมีการเก็บรักษาเพื่อหลีกเลี่ยงแสงแดดและอณุหภมูิ การให้อาหารผสมฮอร์โมนเพศแก่ลกูปลาต้องท าวนัละ 5 รอบ ท าซ า้
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สม ่าเสมอตอ่เนื่องกนั 21-28 วนั ซึง่วิธีหวา่นสุม่อาหารเช่นนีไ้มส่ามารถควบคมุผลการแปลงเพศกบัปลาแตล่ะตวัได้ ถือเป็นการ
แปลงเพศแบบกลุม่ ประกอบกบัการล้างท าความสะอาดบ่อเพื่อเปลี่ยนถ่ายน า้ต้องใช้แรงงานและค่าใช้จ่าย ทัง้นีร้ะบบน า้ทิง้
จากฟาร์มส่วนมากเป็นระบบเปิด ประเด็นสารฮอร์โมนเพศสงัเคราะห์ที่ตกค้างในน า้ทิง้ฟาร์มปลาก่อนระบายสู่แหล่งน า้
ภายนอกจึงเป็นเร่ืองที่ต้องพิจารณา ในบางประเทศมีข้อบงัคบักรณีสารฮอร์โมนเพศตกค้างในน า้ทิง้ไม่เกิน 1 ไมโครกรัม ลิตร-1 
ต้องมีบ่อบ าบัดน า้แบบตกตะกอนและแบบผึ่งเพื่อลดปริมาณสารฮอร์โมนในน า้ก่อนน ากลบัมาใช้ใหม่หรือทิง้สู่ภายนอก 
(Green and Teichert, 2000) ผลจากการค านวณเชิงสถิติการผลิตลกูปลานิลแปลงเพศรวมจ านวน 600 ล้านตวัในประเทศ             
ต่อปีพบการใช้สารฮอร์โมน MT โดยเฉลี่ย 0.02 มิลลิกรัมต่อการผลิตปลานิลเพศผู้  1 ตัว เกษตรกรจึงต้องใช้สารฮอร์โมน                 
MT ปริมาณสูงถึง 12 กิโลกรัม (สารฮอร์โมนเพศ MT เฉลี่ย 400 บาท/กรัม คิดเป็นมูลค่า 4.8 ล้านบาทต่อ 12 กิโลกรัม)                  
หากพิจารณาในภาพรวมสารเคมีที่มีมลูค่าเหลา่นีถ้กูผสมลงไปในอาหารเพาะเลีย้ง มีโอกาสปนเปือ้นสูส่ิ่งแวดล้อม แม้วา่ MT 
จะสลายตวัในน า้ได้ภายใน 7 วัน หลงัสิน้สุดการให้อาหาร MT แต่การเร่ิมใช้อาหารผสม MT เพื่อการแปลงเพศลกูปลาใน                
แต่ละชุดกระชงันัน้เร่ิมไม่พร้อมกนั ท าให้ระยะสิน้สดุการให้ MT จึงไม่พร้อมกนั อตัราการตกค้างและสลายตวัของ MT จึงเป็น
วงจรที่ไมส่ิน้สดุตลอดระยะเวลาการเพาะเลีย้งทัง้ปี (Srisakultiew, 2003) 
 จากประเด็นปัญหาดงักล่าว ผู้ วิจัยได้น าเสนอแนวทางการแปลงเพศปลานิลรูปแบบใหม่ด้วยวิธีไฟฟ้า (Bunthawin           
et al., 2015) ซึง่เป็นจดุเร่ิมต้นครัง้แรกในการปรับเปลีย่นรูปแบบการแปลงเพศปลานิลด้วยจดุประสงค์หลกัเพื่อลดปริมาณการ
ใช้ฮอร์โมนเพศผู้สงัเคราะห์ 17 -Methyltestosterone (MT) ลดระยะเวลาการแปลงเพศ และลดลดต้นทนุการผลติลกูปลานิล
แปลงเพศให้น้อยลงอยา่งมีนยัส าคญั ทัง้นีเ้พื่อให้สอดคล้องตามแนวทางการรับรองมาตรฐาน GAP โดยเร่ิมศกึษาจากตวัอยา่ง
ปลานิลที่เพาะเลีย้งในฟาร์มภาคใต้สายพนัธุ์จิตรลดา ทดลองที่ระยะเอ็มบริโออาศยัหลกัการขยายรูที่ผิวเยื่อหุ้มเซลล์ให้เปิด
กว้างขึน้ชัว่ขณะด้วยสนามไฟฟ้าแบบพลัส์สี่เหลี่ยมเพื่อน าสง่สารฮอร์โมนเพศผู้  MT ความเข้มข้นต ่าระดบัไมโครกรัม/ลิตร น า
ร่องในงานวิจยัเฟสแรกโครงการ “การแปลงเพศปลานิลและปลาเศรษฐกิจด้วยเทคนิคขยายรูเยื่อหุ้มเซลล์ในสนามไฟฟ้าแบบ
พัลส์” ได้รับทุนสนับสนุนจากศูนย์เทคโนโลยีอิเล็กทรอนิกส์และคอมพิวเตอร์แห่งชาติ ส านักงานพัฒนาวิทยาศาสตร์และ
เทคโนโลยีแห่งชาติ (รหสัโครงการ NT-FD-B-22-EDS-19-56-02) ต่อมาได้รับทุนสนบัสนุนจากโปรแกรมเซนเซอร์ของฝ่าย
บริหารคลัสเตอร์และโปรแกรมวิจัยโครงการ “การแปลงเพศปลานิลด้วยเทคนิคไฟฟ้าจากต้นแบบสู่ระดับพร้อมใช้งาน              
เชิงพาณิชย์” (รหัสโครงการ P15-50561) ได้รับการคัดเลือกเป็นผลงานเด่นของ สวทช. ประจ าปี 2560 และได้รับรางวัล
ระดับชาติ “ผลงานที่น่าลงทุนที่สุด” (The most interesting technology for investment) งาน Thailand Tech Show 2017 
จัดโดย สวทช. ร่วมกับกระทรวงวิทยาศาสตร์ โดยมีชุดต้นแบบ “อุปกรณ์แปลงเพศปลานิลด้วยวิธีไฟฟ้า” (Fish X-Change)             
ซึง่กระตุ้นเอ็มบริโอในขัว้ไฟฟ้าระบบปิด ใช้สนามไฟฟ้าพลัส์ซึง่เป็นเทคโนโลยีสะอาด (green technology) สามารถควบคมุการ
ปนเปือ้นสารเคมีสูส่ิง่แวดล้อม ลดต้นทนุการผลติลกูปลานิลแปลงเพศ ลดปริมาณการใช้ฮอร์โมนน้อยลงกวา่วิธีที่เกษตรกรนยิม
ใช้กันอยู่ในปัจจุบนั 3,600 เท่า และลดระยะเวลาการแปลงเพศปลานิลจากวิธีเดิม 21-28 วนั เหลือเพียง 5-15 นาที (ลดลง 
6,000 เทา่) ตอ่ชดุการทดลอง ตวัเทคโนโลยีในขณะนีอ้ยูใ่นระหวา่งการตรวจสอบและปรับปรุงประสทิธิภาพ 
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  โครงการวิจัยนีท้ าการศึกษาผลการน าส่งสารฮอร์โมนเพศ 17 -Methyltestosterone (MT) ที่เข้าสู่ภายในเซลล์
เอ็มบริโอด้วยวิธีไฟฟ้าเพื่อตรวจสอบปริมาณสารฮอร์โมนที่ถกูน าสง่ ศกึษาความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาณฮอร์โมนกบัตวัแปรทาง
ไฟฟ้าเทียบกบัอตัราการแปลงเพศผู้  อตัราการฟัก และอตัราการรอด โดยพิจารณาจาก “RNA expression profile” ของยีนที่
เก่ียวข้องด้วยวิธีสกดั total RNA จากเอ็มบริโอที่ได้รับฮอร์โมนเพศ MT ผา่นการกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ ทัง้นีย้ีนทีพ่ิจารณา
ได้แก่ กลุม่ยีนที่มีปริมาณการแสดงออกแปรผลตามปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ที่ถกูน าสง่เข้าเซลล์ ได้แก่ กลุม่ยีนที่พบการ
แสดงออกมากขึน้เก่ียวข้องกับพฒันาการเพศผู้  กลุ่มยีนเก่ียวกับการสงัเคราะห์ฮอร์โมนเพศ  และกลุ่มยีนที่ลดการท างาน
เก่ียวข้องกบัการสร้างรังไข่ ตามล าดบั ยีนสองกลุ่มแรกเป็นยีนที่สมัพนัธ์กับการพฒันาเพศผู้ ในปลานิล และยีนกลุ่มสดุท้าย
สมัพนัธ์กบัการพฒันาเพศเมีย การแสดงออกของยีนทัง้หมดถกูน ามาวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Quantitative real-time PCR (qRT-
PCR) เพื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์และสารฮอร์โมนเพศ โดยในส่วนของการ
ตรวจสอบเชิงปริมาณของสารฮอร์โมนเพศที่ถกูน าส่งเข้าสู่เอ็มบริโอด าเนินการด้วยเทคนิค Liquid Chromatography Mass 
Spectrometry/Mass Spectrometry (LC-MS/MS) เพื่อเปรียบเทียบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ที่อยูภ่ายในเอ็มบริโอทัง้ก่อน
และหลังการกระตุ้ นด้วยสนามไฟฟ้าชุดเง่ือนไขต่างๆ ทัง้นีเ้มื่อทราบกลไกการน าส่งสารฮอร์โมนเพศแล้วจึงขยายผลสู่
กระบวนการพฒันาผลงานเพิ่มประสิทธิภาพการแปลงเพศผู้ ด้วยเง่ือนไขที่เหมาะสมโดยพิจารณาจากการเพิ่มอตัราเพศผู้ และ
อตัราการเปิดขยายรูที่ผิวเซลล์ที่สอดคล้องกบัผลการตรวจสอบเป็นล าดบัถดัไป  
แบบจ าลองทางไฟฟ้าของไข่ปลานิล (เอ็มบริโอ) และทฤษฎีทีเ่กี่ยวข้อง                                                                                                                                                   
 ไข่ปลานิลสายพนัธุ์ จิตรลดา (Oreochromis niloticus L., Chitralada) ระยะเอ็มบริโอช่วงอาย ุ2-3 วนัหลงัปฏิสนธิ            
มีสณัฐานทรงรี (ภาพที่ 1a) ระยะกึ่งแกนเอก (semi-major axis) ตามแนวแกน x มีค่าเฉลี่ย a =1.49 ± 0.07 มิลลิเมตร และ
ระยะกึ่งแกนโท 2 ตามแนวแกน y (semi-minor axis) มีคา่ b =1.05 ± 0.06 มิลลเิมตร (ภาพท่ี 1b) ตามล าดบั 
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(a)                                                                         (b) 
 
ภาพที่ 1  ลกัษณะทางกายภาพเอ็มบริโอ O.niloticus อายรุะหวา่ง “segmentation” ถึง “pharyngula” (2-3 วนัหลงัปฏิสนธิ)  

               (a) สณัฐานทรงรีมีขนาดระยะกึ่งแกนเอก a =1.49  0.07 มิลลเิมตร และกึ่งแกนโท b = 1.05  0.06 มิลลเิมตร  
               คา่เฉลีย่ SD) และ (b) แบบจ าลองทางไฟฟ้าของเอม็บริโอ “Hen-egg RC model” ส าหรับใช้ในการค านวณคา่ 
               ศกัย์ไฟฟ้าส าหรับกระตุ้น 
 

เมื่อเอ็มบริโออยู่ในสารละลายฮอร์โมนเพศและถกูกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ภายใต้เง่ือนไขทางไฟฟ้าที่เหมาะสม
จะเกิดศักย์ไฟฟ้าเหนี่ยวน าตกคร่อมบริเวณเยื่อหุ้ มเซลล์ ( induced transmembrane potential,  ) การแพร่ผ่านของ
สนามไฟฟ้าในสารละลายก่อให้เกิดการเคลื่อนที่ของไอออนที่อยู่ในสารละลายผ่านเข้าสู่เซลล์ด้วยแรงไดอิเล็กโทรฟอเรติก 
(dielectrophoretic force) (Pohl, 1978; Bunthawin et al., 2007; Bunthawin et al., 2011) ตามล าดบั เปรียบเสมือนเยื่อหุ้ม
เซลล์พฤติกรรมตวัเป็นเก็บประจุไฟฟ้าในขณะที่มีกระแสไฟฟ้าไหลผ่านวงจรที่ประกอบด้วยตวัต้านทาน (R) และตวัเก็บประจุ
ไฟฟ้า (C) ที่ตอ่ขนานกนัเป็นชัน้ (Bunthawin et al., 2007; Bunthawin et al., 2011; Bunthawin et al., 2015) โดยมีคา่ความ
ต้านทานรวม (อิมพิแดนซ์, impedance) ขึน้ตรงกบัสมบตัิไดอิเล็กทริกของเยื่อหุ้มเซลล์และไซโทพลาสซึม (cytoplasm) ของ
เอ็มบริโอ ทัง้นีเ้ยื่อหุ้มเซลล์มีลกัษณะโครงสร้างแบบ “phospholipid bilayer” ประกอบด้วยชัน้ไขมนัและโปรตีน จัดเป็นวสัดุ
ไดอิเล็กทริกที่มีสภาพน าไฟฟ้าต ่าเมื่อเทียบกบัสภาพน าไฟฟ้าของไซโทพลาสซมึและของสารละลายฮอร์โมนเพศที่อยูภ่ายนอก
เซลล์ ในสภาวะการณ์ที่เอ็มบริโอถกูกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ความเข้มสงูที่เหมาะสมจะท าให้เยื่อหุ้มเซลล์เกิดสภาวะไม่
เสถียรจนสญูเสยีสมบตัิไดอิเลก็ทริกชัว่ขณะ (dielectric breakdown) (Tsong, 1991) ผลของแรงทางไฟฟ้าท าให้เกิดการขยาย
รูที่ผิวเซลล์กว้างขึน้ (ภาพที่ 2) ซึ่งสมัพนัธ์ต่อการน าส่งสารฮอร์โมนเพศ MT ที่เป็นโมเลกุลขนาดใหญ่ที่อยู่ในสารละลายให้
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เคลื่อนที่รอดผ่านรูเข้าสู่ภายในเซลล์ได้โดยล าดบั ปรากฎการณ์ดงักล่าวเกิดขึน้ชั่วคราวภายใต้ห้วงระยะเวลาหนึ่งที่ได้รับ
ผลกระทบจากสนามไฟฟ้า ถ้าหากสนามไฟฟ้ามีความเข้มไมส่งูเกินขีดจ ากดัและมีคา่ศกัย์ไฟฟ้ากระตุ้นที่เหมาะสม รูที่ผิวเซลล์
จะคืนสภาพกลบัเมื่อไมม่ีสนามไฟฟ้า (resealing pore) (Chang et al., 1992)   

การค านวณค่าศกัย์ไฟฟ้าที่ใช้กระตุ้นให้เกิดการขยายรูที่ผิวเซลล์เอ็มบริโอเพื่อการน าสง่สารฮอร์โมนเพศ MT เข้าสู่
ภายในเซลล์มีความสมัพนัธ์กับค่าอิมพิแดนซ์เชิงซ้อน (complex impedance, *

Z ) ซึ่งค านวณจากแบบจ าลองไฟฟ้า “Hen-
egg RC model” (Bunthawin et al., 2015) ที่ขึน้กบัสมบตัิไดอิเลก็ทริกขององค์ประกอบสว่นตา่งๆ ของเอ็มบริโอ (ตารางที่ 1)  
ทัง้นีเ้อ็มบริโอมีเปลือกห่อหุ้ม (embryo shell หรือ chorion) บริเวณชัน้นอก 

om
 มีความหนาประมาณ 5-6 ไมโครเมตร และ

ชัน้ใน (plasma membrane) 
im

 มีความหนาประมาณ 6-8 นาโนเมตรตามล าดับ ลกัษณะรูที่ผิวเซลล์กระจายตัวอย่าง
สม ่าเสมอ ปากรูมีลกัษณะปากปล่องภูเขาไฟ (volcano-shape pores) (ภาพที่ 2) โดยมีรูเอมบริโอขนาดใหญ่ (main pore) 
จ านวน 1 รูตัง้อยู่บริเวณปลายยอดด้านแหลมของเอ็มบริโอ (ภาพที่ 1a) พารามิเตอร์ทางไฟฟ้าที่ใช้ก าหนดแบบจ าลองได้แก่ 
สภาพน าไฟฟ้าของเยื่อหุ้มเซลล์ชัน้นอก (

om
 ) สภาพน าไฟฟ้าของเยื่อหุ้มเซลล์ชัน้ใน ( im

 )  สภาพน าไฟฟ้าของไซโทพลาซึม
ชัน้นอก (

oc
 ) สภาพน าไฟฟ้าของไซโทพลาซมึชัน้ใน  ( ic

 ) สภาพน าไฟฟ้าของสารละลายฮอร์โมน (
s

 ) คา่ไดอิเลก็ทริกของ
เยื่อหุ้มเซลล์ชัน้นอก ( om

 ) คา่ไดอิเลก็ทริกของเยื่อหุ้มเซลล์ชัน้ใน ( im
 ) คา่ไดอิเลก็ทริกของไซโทพลาสซมึชัน้นอก ( oc

 ) คา่

ไดอิเล็กทริกของเยื่อไซโทพลาสซึมชัน้ใน (
ic

 ) และของสารละลายฮอร์โมน ( s
 ) ตามล าดบั ที่ซึ่งสมัพนัธ์กบัค่าอิมพิแดนซ์

เ ชิ ง ซ้อน   
1

i0i

*

k



  jZ ขององ ค์ประกอบแต่ละส่วนของ เซลล์ เอ็มบ ริ โอดังที่ ไ ด้อ ธิบาย ข้าง ต้น  ( เมื่ อ
soc,ic,om,im,k  ) เมื่อ 12

0
1085.8


 (ฟารัด เมตร-1) คือค่าไดอิเล็กทริกของสญุญากาศ นิพจน์ตวัแปรเหลา่นีใ้นรูป

สมการศกัย์ไฟฟ้าเหน่ียวน าเยื่อหุ้มเซลล์ MEM

RC
 ตามแบบจ าลอง (Bunthawin et al., 2015) ได้เป็น  
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เมื่อ 
ext

E คือขนาดของความเข้มสนามไฟฟ้าจากภายนอก (ปริมาณสเกลาร์หน่วยโวลต์ต่อเมตร) มีค่าขึน้กับ

ศกัย์ไฟฟ้าที่ป้อนให้แก่ขัว้ไฟฟ้า (
ext

V ) ซึ่งในการทดลองก าหนดระยะหา่งของแผ่นขัว้ไฟฟ้าคูข่นานที่ระยะ 4 มิลลิเมตร คือ 
“depolarization factor” (Bunthawin et al. , 2007; Bunthawin et al. , 2011)  มีค่าขึ น้กับระยะกึ่ งแกนเอก a และโท b

ตามล าดบั (ภาพที่ 1b) ทัง้นีศ้กัย์ไฟฟ้าเหนี่ยวน าตามสมการที่ 1 มีค่าสงูสดุที่บริเวณผิวเซลล์ปลายยอดของเอ็มบริโอสว่นท่ีอยู่
ใกล้กบัขัว้ไฟฟ้า (ภาพที่ 3) และมีค่าแปรเปลี่ยนตามค่ามมุตา่งๆ ที่บริเวณผิวเซลล์ (มมุวดัเทียบกบัแนวแกน x) ในทางปฏิบตัิ

เมื่อเพิ่มค่า 
ext

V จนท าให้
ext

E และ MEM

RC
 มีค่าสงูขึน้ หากปรับเพิ่มค่าให้สงูจนถึงสภาวะขีดเร่ิม “threshold pattern” รูที่ผิว

เซลล์จะตอบสนองตอ่สนามไฟฟ้าโดยเปิดขยายรูกว้างกวา่เดิมเป็นล าดบัเทา่ จนกระทัง่สิน้สดุในกรณีที่ศกัย์ไฟฟ้ามีคา่ไมเ่กินคา่
วิกฤติ (critical potential) ซึ่งรูที่ผิวเซลล์จะหดตวัคืนกลบัสู่สภาพเดิมภายหลงัจากที่ไม่มีสนามไฟฟ้าตามกระบวนการแบบ             
ผันกลบั (reversible pore) (Chang et al., 1992) ทัง้นีจ้ากการค านวณค่าศักย์วิกฤติของเยื่อหุ้มเซลล์จากแบบจ าลองทาง

k
L
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ไฟฟ้าโดยอาศยัข้อมลูในตารางที่ 1 และเง่ือนไขทางไฟฟ้าที่ท าให้เกิดสภาวะการขยายรูพบว่ามีค่า 0.21 โวลต์ ถึง 5.62 โวลต์ 
(Bunthawin et al., 2015) ซึ่งสมัพนัธ์กับศกัย์ไฟฟ้าที่ป้อนให้กับขัว้ไฟฟ้า

ext
V ในช่วงประมาณ 300-400 โวลต์ ตรงกับขนาด

ความเข้มสนามไฟฟ้าภายนอก
ext

E   75-100 กิโลโวลต์ เมตร-1 
 

 
                                                                                         
 

    
 
 
 
 
 

             (a)                                                 (b)                                                (c)                      
  ภาพที่ 2  ภาพถ่าย SEM ผิวเอ็มบริโอ O. niloticus ที่มีอายรุะหวา่ง “segmentation” ถึง “pharyngula” (2-3 วนัหลงัปฏิสนธิ)   
               (a) ลกัษณะกระจายตวัของรู (b) ความหนาแนน่รูตอ่หนว่ยพืน้ท่ี และ (c) ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางรูของเอ็มบริโอ  
               ของชดุศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ อตัราสว่นชว่งสญัญาณบวกและศนูย์ 50:50 ไมโครวินาที จ านวนพลัส์ 3 ลกูคลืน่  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3  ศกัย์ไฟฟ้าเหน่ียวน าทีผิ่วเซลล์เอ็มบริโอ MEM

RC
 ค านวณตามระยะกึ่งแกนเอก (แกน x) แปรผนัตามต าแหนง่มมุตา่งๆ 

               บริเวณผิวเซลล์ทีพ่ลอตโดยใช้พารามิเตอร์ทางไฟฟ้าจากตารางที ่1  
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ตารางที่ 1  คา่ไดอิเลก็ทริกและสภาพน าไฟฟ้าของเอ็มบริโอส าหรับค านวณ MEM

RC
 ในแบบจ าลองทางไฟฟ้า 

ตัวแปรทางไฟฟ้า (หน่วย) ค่าที่ใช้ค านวณ MEM

RC
 ตามแบบจ าลอง 

ic
 (ซีเมนส์ เมตร-1) 0.10-0.50 

im
 (ซีเมนส์ เมตร-1) 10-7-10-5 

oc
 (ซีเมนส์ เมตร-1) 10-7-10-5 

om
 (ซีเมนส์ เมตร-1) 10-7-10-5 

s
 (ซีเมนส์ เมตร-1 ) 0.001-0.500 

ocic
   50-60 

omim
   5-20 

s
  78-80 

im
 (นาโนเมตร) 6-8 

om
 (ไมโครเมตร) 5-6 

 

 
วิธีด าเนินการวิจัย   
การจดัเตรียมเอ็มบริโอเพือ่กระตุน้ดว้ยสนามไฟฟ้า  

ไข่ปลานิล (เอ็มบริโอ) ที่ใช้ในงานวิจยันีค้ือสายพนัธุ์ จิตรลดา (Oreochromis niloticus L., Chitralada) ได้รับความ
อนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัและพฒันาพนัธุ์สตัว์น า้เพชรบรีุ กองวิจยัและพฒันาพนัธุ์สตัว์น า้ กรมประมง และศนูย์วิจยัและพฒันา
ประมงน า้ จืดสงขลา มีระยะพัฒนาการช่วง “segmentation” ถึง “pharyngula” อายุ 2-3 วันหลังปฏิสนธิ  (day post 
fertirization, dpf) ซึ่งพิสจูน์แล้วว่าเป็นช่วงระยะพฒันาการที่ให้ผลดีที่สดุ (Bunthawin et al., 2015) คดัแยกเอ็มบริโอดีออก
จากเอ็มบริโอเสียจากกลุม่ตวัอยา่งและก าหนดขนาดรัศมีเซลล์เอ็มบริโอผ่านกล้องจุลทรรศน์เพื่อหาคา่เฉลี่ยและบนัทึกข้อมลู
เชิงสถิติ แบ่งชุดควบคุมส าหรับการทดลองที่ไม่เหนี่ยวน าด้วยไฟฟ้า (control) และชุดกระตุ้นด้วยศกัย์ไฟฟ้าเร่ิมต้นทดสอบ
ในช่วง 100-500 โวลต์ บรรจุเอ็มบริโอในสารละลายสูตร HEPES-buffered sucrose solution (EPM, จดสิทธิบัตร) ที่มี
ส่วนผสมของสารละลายฮอร์โมนเพศแอนโดรเจน 17 -Methyltestosterone (MT) (Aldamex, CAS No. 58-18-4, Lot 
201808002) สตูรส่วนผสม HEPES buffer (10 mM, pH 7.5 ปรับค่าด้วย NaOH) ความเข้มข้น 1,000 – 5,000 –100,000 
ไมโครกรัม ลิตร-1 บรรจุลงในช่องขัว้ไฟฟ้าที่จดัเตรียมไว้ (ขัว้ไฟฟ้าแบบแผ่นคู่ขนานหลายช่องวางห่างกนั 4 มิลลิเมตร ความจุ
เอ็มบริโอ 2,000 ฟอง) จ่ายสญัญาณไฟฟ้าพลัส์รูปคลื่นสี่เหลี่ยมที่มีคาบสญัญาณ (pulse duration) 100 ไมโครวินาที (ช่วง
สญัญาณบวกและศนูย์สว่นละ 50 ไมโครวินาที) จ านวน 3 ลกูคลื่น เมื่อท าการกระตุ้นแล้วเสร็จ แช่เอ็มบริโอไว้ในสารละลาย
เดิม 15 นาที (cooling down) เพื่อให้เกิดสภาพคืนตัว (resealing) จากนัน้แบ่งตัวอย่างไปถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด (Scanning Electron Microscope, SEM) เพื่อตรวจสอบลกัษณะรูและขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางรูที่
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ปรากฎบนผิวเซลล์เอ็มบริโอแล้วเข้าสูก่ระบวนการตรวจสอบปริมาณสารฮอร์โมนด้วยเทคนิค “Liquid chromatography mass 
spectrometry/mass spectrometry” (LC-MS/MS)  และตรวจสอบยีน  “Quantitative real- time PCR” (qRT-PCR)  โดย
แบง่กลุม่ตวัอยา่งออกเป็นชดุการทดลองควบคมุ (control) (จ านวน 700 ฟอง) และชดุศกัย์ไฟฟ้า (ชดุละ 700 ฟอง) เมื่อกระตุ้น
ด้วยสนามไฟฟ้าแล้วแบง่ตวัอยา่งไปตรวจสอบ SEM (จ านวน 50 ฟองตอ่ชดุ), qRT-PCR (จ านวน 50 ฟองตอ่ชดุ), LC-MS/MS 
(จ านวน 500 ฟองต่อชุด เทียบเท่าเอ็มบริโอที่มีมวลรวม 5 กรัม) เอ็มบริโอสว่นที่เหลือจ านวน 100 ฟอง ถกูน าไปเพาะเลีย้งให้
ฟักเป็นลกูปลาเพื่อติดตามผลอตัราการฟัก อตัราการรอด และอตัราการแปลงเพศ ตามล าดบั บนัทึกอตัราเพศผู้ โดยธรรมชาติ
ของชุดควบคุม (off-spring rate, OSR) อัตราการฟัก (hatching rate, HR) และอัตราการรอด (survival rate, SR) ท าการ
ทดลอง 3 ซ า้ แสดงผลข้อมลูเชิงสถิติโดยค านวณจากคา่เฉลีย่และคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของแตล่ะชดุ (mean ± SD) เพาะเลีย้ง
จนลกูปลามีอาย ุ2-3 เดือนแล้วตรวจสอบเพศโดยวิธีตรวจถงุน า้เชือ้เพื่อบนัทกึอตัราการแปลงเพศผู้  (male sex reversal rate, 
MSR) ทัง้นีชุ้ดอปุกรณ์กระตุ้นการขยายรูเยื่อหุ้มเซลล์ด้วยสญัญาณไฟฟ้าอยู่ในระหว่างกระบวนการจดอนสุิทธิบตัร (เลขที่ค า

ขอ 1503001629) และสตูรตัง้ต้นของสารละลายพร้อมกระบวนการควบคมุเพศเอ็มบริโอด้วยเทคนิคทางไฟฟ้าอยูใ่นระหว่าง
กระบวนการจดสทิธิบตัร (เลขที่ค าขอ 1501006035 และเลขที่ใบประกาศ 162164)        
 
การเตรียมตวัอย่างเอ็มบริโอส าหรบั qRT-PCR และ LC-MS/MS 

ตรวจสอบผลการน าสง่ของสารฮอร์โมน MT ที่เข้าสูเ่อ็มบริโอโดยพิจารณาจาก “RNA expression profile” ของยีนที่
เก่ียวข้องด้วยวิธีสกดั total RNA จากเอ็มบริโอที่ล้างด้วยสารละลาย Mannitol เข้มข้น 0.5 โมล จ านวน 1 ครัง้ เทสารละลาย 
Mannitol ออกแล้วเติมด้วย Trizol ในอตัราสว่น 500 มิลลิลิตร ต่อเอ็มบริโอจ านวน 5 ฟอง (เอ็มบริโอ 1 ฟองมีมวลเฉลี่ย 10.05 
± 0.79 มิลลิกรัม) แล้วบดเอ็มบริโอในแต่ละชุดเพื่อเก็บตวัอย่างรักษาไว้ในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจสอบยีนที่มี
ปริมาณการแสดงออกแปรผลตามปริมาณ MT ที่ถูกน าส่งเข้าสู่เซลล์ ด้วยเทคนิค Quantitative real-time PCR (qRT-PCR) 
เพื่อเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุที่ไม่ได้รับ MT ท าการตรวจสอบเชิงปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ที่ถกูน าสง่เข้าสู่เอ็มบริโอด้วย
เทคนิค Liquid chromatography mass spectrometry/mass spectrometry (LC-MS/MS) ซึ่งเป็นวิธีการตรวจวัดผลเชิง
ปริมาณโดยรายงานผลปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ในหน่วยไมโครกรัมตอ่มวลหน่วยเอ็มบริโอ โดยใช้ตวัอยา่งที่มีมวลรวม 5 
กรัมต่อชุดการทดสอบ (เทียบเท่าเอ็มบริโอจ านวน 500 ฟอง) ชุดที่เลือกท าการทดสอบได้แก่ชุดควบคุมและชุดการทดลอง
ศกัย์ไฟฟ้า 300-350-400 โวลต์ ตามล าดบั  
 
ผลการวิจัย                                                                 
ผลของสนามไฟฟ้าต่อการขยายรูทีผิ่วเซลล์เอ็มบริโอ  

ผลการตรวจสอบเอ็มบริโอสายพนัธุ์จิตรลดา (Oreochromis niloticus L., Chitralada) อายใุนระยะ “segmentation” 
ถึง “pharyngula” (2-3 วนั หลงัปฏิสนธิ) ของชุดควบคมุ (control) ที่ไม่ได้ผ่านการกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพบว่ารูที่ผิวเซลล์
เอ็มบริโอมีความหนาแน่นรู (pore density) 0.73±0.02 (รูต่อตารางไมครอน) เส้นผ่านศนูย์กลางรูเฉลี่ย 232±14 นาโนเมตร 
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ยอดขัว้ปลายด้านแหลมของเอ็มบริโอมีรูขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 11.1±0.4 ไมโครเมตร ซึง่มีขนาดใหญ่กวา่รูปกติที่กระจายอยู่
ตามผิวเอ็มบริโอ เมื่อกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพัลส์รูปคลื่นสี่เหลี่ยมชุดค่าศักย์ไฟฟ้าเร่ิมต้น 100-500 โวลต์ ความเข้มข้น
สารละลายฮอร์โมน 1,000 – 5,000 –100,000 ไมโครกรัม ลิตร-1 พบว่าชุดศักย์ไฟฟ้าในช่วง 300-400 โวลต์ ความเข้มข้น
สารละลายฮอร์โมน 5,000 ไมโครกรัม ลิตร-1 (ความเข้มสนามไฟฟ้าในช่วง 75-100 กิโลโวลต์ เมตร-1 คาบสญัญาณ 100 
ไมโครวินาที อตัราสว่นช่วงสญัญาณบวกและศนูย์ 50:50 ไมโครวินาที จ านวน 3 ลกูคลื่น) ให้อตัราการแปลงเพศผู้สงูอย่างมี
นยัส าคญั ทัง้นีรู้ที่ผิวเอ็มบริโอเมื่อถกูกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้ามีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางรู 662±24 นาโนเมตร ความหนาแนน่รู
ของชุดควบคมุและชุดกระตุ้นด้วยไฟฟ้าคา่ดงักลา่วมีคา่ใกล้เคียงกนักลา่วคือประมาณ 0.75 (รูต่อตารางไมครอน) โดยขนาด
เส้นผ่านศนูย์กลางรูเอมบริโอยงัคงเท่าเดิม โดยผลการทดลองของศกัย์ไฟฟ้าทุกชุดให้ผลอตัราการแปลงเพศผู้  อตัราการฟัก 
และอตัราการรอดแบบไมเ่ชิงเส้น (non-linear regressions) ที่สงูกวา่ชดุควบคมุ  
 

 
 
ภาพที่ 4  อตัราการแปลงเพศผู้  (MSR) ของชดุการทดลองสารละลายฮอร์โมน MT เข้มข้น 1,000-100,000 ไมโครกรัม ลติร-1  
               เง่ือนไขศกัย์ไฟฟ้าเร่ิมต้นทดสอบที่ช่วง 100-500 โวลต์ (คาบสญัญาณ 100 ไมโครวินาท ีจ านวน 3 ลกูคลืน่)      
               เพื่อประเมินเง่ือนไขการทดลองที่เหมาะสมส าหรับอตัราการแปลงเพศ อตัราการฟัก และอตัราการรอดสงู 
               อยา่งมีนยัส าคญั   
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ภาพที่ 5  อตัราการแปลงเพศผู้  (MSR) อตัราการฟัก (HR) อตัราการรอด (SR) และของชดุศกัย์ไฟฟ้าช่วงที่ให้อตัราการแปลง 

                เพศสงูอยา่งมีนยัส าคญั 300-350-400 โวลต์ (คาบสญัญาณ 100 ไมโครวินาที จ านวน 3 ลกูคลืน่ สารละลาย  

                ฮอร์โมน MT เข้มข้น 5,000 ไมโครกรัม ลติร-1) เปรียบเทยีบผลกบัชดุควบคมุ (OSR)  

 

ผลการตรวจสอบอตัราแปลงเพศผู ้อตัราการฟัก และอตัราการรอด  

ผลการตรวจสอบการแปลงเพศปลานิล อตัราแปลงเพศผู้  (male-sex reversal rate, MSR) อตัราการฟัก (hatching 
rate, HR) และอัตราการรอด (survival rate, SR) ของชุดการทดลองควบคุม (control) และชุดการทดลองที่ใช้เง่ือนไข
ศักย์ไฟฟ้ากระตุ้น พบว่าชุดควบคุมมีอตัราเพศผู้ และเมียโดยธรรมชาติ (off-spring rate, OSR) คือ 59.71%±3.00% และ 
46.33%%±1.53% ตามล าดับ อัตราการฟัก (hatching rate, HR) 91.33%±1.53% และอัตราการรอด (survival rate, SR) 
85.08%±4.16% ส าหรับชุดการทดลองกระตุ้นด้วยศกัย์ไฟฟ้าพบว่าชุดการทดลอง 350 โวลต์ให้ผลอตัราแปลงเพศผู้สงูสุด 
(MSR) ที่  89.42%±2.28% อัตราการฟัก (hatching rate, HR) 93.33%±0.58% และอัตราการรอด (survival rate, SR) 
87.49%±1.71% ตามล าดบั โดยใช้เง่ือนไขคาบสญัญาณพลัส์ 100 ไมโครวินาที (อตัราสว่นช่วงสญัญาณบวกและศนูย์ 50:50 
ไมโครวินาที) จ านวนสัญญาณพัลส์ 3 ลูกคลื่น และสารละลายฮอร์โมน MT มีความเข้มข้น 5,000 ไมโครกรัม ลิตร -1 
ผลเปรียบเทียบแสดงดงัภาพท่ี 4 และ 5  

 



                           
                          วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่ 26 (ฉบบัที่ 2) พฤษภาคม – สิงหาคม พ.ศ. 2564 

                          BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 26 (No.2)  May – August   2021                                                                     บทความวิจยั 

 
 

 

 728 
 

ผลตรวจสอบการแสดงออกของยีนเพศ (qRT-PCR) 
ผลทดสอบแบ่งเป็น 4 ชุด ได้แก่ชุดที่ไม่กระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าแบบมีสารฮอร์โมนเพศ MT (ชุดการทดลอง A) และ

แบบไม่มีสารฮอร์โมนเพศ (ชุดการทดลอง B) ชุดที่กระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าและมีสารฮอร์โมนเพศ MT (ชุดทดลอง C) และชุดที่
กระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าและไมม่ีสารฮอร์โมนเพศ (ชดุทดลอง D) ผลการวิจยัพบวา่มีการแสดงออกของยีนควบคมุในทกุชุดการ
ทดลองแต่การแสดงออกของยีนเป้าหมายที่ใช้ในการพฒันาเพศในเอ็มบริโอของชดุทดสอบทัง้ 4 ให้ผลแตกต่างกนั โดยชดุการ
ทดลอง A และ B พบว่าให้ผลเหมือนกบักรณีชุดการทดลอง D เมื่อตรวจสอบ PCR products ของ up-regurated genes และ 
down-regurated genes พบว่าไม่สามารถตรวจพบการแสดงออกของยีนพฒันาเพศผู้  ซึ่งชุดการทดลองเอ็มบริโอชุดที่ไม่ถูก
กระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้า A และ B ไม่มีผลต่อการพฒันายีนเพศในเอ็มบริโอ ส่วนกรณีชุดที่กระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าและมีสาร
ฮอร์โมนเพศ MT (ชุดทดลอง C) เพียงชุดเดียวที่พบยีนแสดงออกเพิ่มขึน้ 5 ยีน และยีนที่แสดงออกลดลงจ านวน 1 ยีน โดยยีนที่
แสดงออกเพิ่มขึน้ 5 ยีนที่พบ ได้แก่ amh, ar, dmrt1, gsdf และ hsd11b2 ยีนที่ลดการแสดงออกตรวจพบ 1 ยีน ได้แก่ gsdf  
และยีนที่แสดงออกอยา่งตอ่เนื่อง (control) ได้แก่ rpl13a ตามล าดบั  
ผลการตรวจสอบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ 17 -Methyltestosterone (MT) ดว้ยวิธี LC-MS/MS 

ผลการตรวจสอบพบว่าชุดควบคุม (control) ไม่พบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT (0 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม, LOD 
10.00) ชดุการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 300 โวลต์ ตรวจพบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 51.87±1.11 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม 
(LOD 10.00) คิดเทียบเป็นปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 0.52 x 10-3 ไมโครกรัมต่อฟอง หรือ 0.52 นาโนกรัมต่อฟอง 
ชุดการทดลองศักย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ ตรวจพบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 155.50±0.75 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม                 
คิดเทียบเป็นปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 1.56 x 10-3 ไมโครกรัมต่อฟอง หรือ 1.56 นาโนกรัมต่อฟอง และชุดการ
ทดลองศกัย์ไฟฟ้า 400 โวลต์ ตรวจพบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 37.07±1.09  ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม คิดเทียบเป็น
ปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 0.37 x 10-3 ไมโครกรัมต่อฟอง หรือ 0.37 นาโนกรัมต่อฟอง ตามล าดบั ทัง้นีเ้อ็มบริโอ              
มีมวลเฉลี่ย 10.055 ± 0.79 มิลลิกรัมต่อฟอง และเอ็มบริโอจ านวน 1 กิโลกรัมเทียบเท่าจ านวน 99,502.49 ฟอง (±7.87%) 
ตามล าดบั 

 
วิจารณ์ผลการวิจัย   
ความสมัพนัธ์ระหว่างการขยายรูทีผิ่วเซลล์เอ็มบริโอกบัอตัราการแปลงเพศ  

ผลการวิจัยพบว่าชุดการทดลอง 350 โวลต์ ให้ผลอัตราเพศผู้  (male-sex reversal rate, MSR) และอัตราการฟัก 
(hatching rate, HR) มีค่าสงูกวา่ชุดควบคมุและมีคา่สงูที่สดุเมื่อเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 300 และ 400 โวลต์ 
กล่าวคือ MSR = 89.42%±2.28% และ HR = 93.33%±0.58% ตามล าดับ อย่างไรก็ดีอัตราการรอด (survival rate, SR) 
87.49%±1.71% มีค่าเป็นรองจากชุดการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 400 โวลต์ ทัง้นีเ้มื่อเปรียบเทียบผล MSR กับ off-spring rate 
(OSR = 29.71%) พบว่าชุดการทดลอง 350 โวลต์ สามารถเพิ่มสว่นต่างให้มีเพศผู้ ด้วยอตัราที่สงูขึน้มากกวา่ชดุควบคมุอยา่ง             
มีนยัส าคญั โดยมีอตัราการเพิ่มขึน้เพศผู้  (Increasing Male-Sex Reversal Rate, IMSR) 29.71% ซึ่งสงูที่สดุเมื่อเปรียบเทียบ
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กบัผลการทดลองชดุอื่น ทัง้นีช้ดุการทดลองศกัย์ไฟฟ้าดงักล่าวให้ผลอตัราการแปลงเพศผู้  (MSR) อตัราการฟัก (HR) และอตัรา
การรอด (SR) ที่มีความสมัพนัธ์แบบไม่เชิงเส้น (non-linear regressions) แบบสมการพหนุาม (ดีกรี 3) และพบว่าค่าทัง้ 3 มี
ความสัมพันธ์กับค่าศักย์ไฟฟ้าและขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางรู (นาโนเมตร) แบบไม่เชิงเส้นเช่น เดียวกัน เมื่อเช่ือมโยง
ความสมัพนัธ์เหล่านีพ้บว่ามีความสอดคล้องกับกลไกการเปิดขยายรูที่มีลกัษณะรูปแบบ “threshold pattern” หมายถึงเมื่อ
เพิ่มแรงดนัศกัย์ไฟฟ้าถึงค่าจ าเพาะที่ประมาณ 300 โวลต์ รูที่ผิวเซลล์เอ็มบริโอจึงเกิดการตอบสนองโดยขยายตวัเปิดกว้าง
กวา่เดิมเป็นล าดบัเทา่ โดยตอบสนองสงูสดุที่ศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ แล้วลดการตอบสนองลงสิน้สดุที่ประมาณ 400 โวลต์ (ภาพ
ที่ 4 และ 5) เมื่อพิจารณาอตัราการแปลงเพศที่ให้คา่สงูสดุซึง่ตรงกบัศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ พบวา่มีความสมัพนัธ์กบัขนาดของรู
ที่ผิวเซลล์เอ็มบริโอที่เปิดกว้างมากสดุ แต่อตัราสว่นระหวา่งอตัราแปลงเพศตอ่ขนาดรูไมไ่ด้เป็นสดัสว่นแปรผนัตรงกนักบัขนาด
ของรูที่ขยายใหญ่ขึน้ กลา่วคือรูที่ขยายใหญ่ขึน้จากเดิม 3 เทา่ไมไ่ด้ท าให้อตัราแปลงเพศผู้มีคา่เพิ่มจากเดิม 3 เทา่ แตผ่ลกลบัมี
ค่าสอดคล้องกบัปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ที่ถกูตรวจพบในเอ็มบริโอด้วยวิธี LC-MS/MS โดยขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางของรู
เอ็มบริโอที่ผิวเซลล์ของชุดควบคุมมีค่าเฉลี่ย 232±14 นาโนเมตร และเมื่อผ่านการกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพัลส์พบว่ามีค่า
เพิ่มขึน้เป็น 662±24 นาโนเมตร อย่างไรก็ดีผลของศกัย์ไฟฟ้าไม่มีความสมัพนัธ์กบัการเพิ่มจ านวนรูและความหนาแน่นรูที่ผิว
เซลล์เอ็มบริโอยงัคงเทา่เดิมในช่วง 0.73 – 0.78 (รูตอ่ตารางไมครอน) หมายถึงไมพ่บการเพิ่มจ านวนรูที่เกิดใหม ่เป็นท่ีนา่สนใจ
ว่าเมื่อพิจารณาจากภาพ SEM ภายหลงักระตุ้นเอ็มบริโอทกุชดุด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ตามเง่ือนไขไฟฟ้าพบวา่รูที่ผิวเอ็มบริโอมี
ความสะอาดมากกว่าเดิมโดยปราศจากเศษอนภุาคชีวภาพปกคลมุ มีนยัว่าสนามไฟฟ้าพลัส์เง่ือนไขดงักลา่วอาจมีผลต่อการ
ขจัดเศษอนุภาคชีวภาพที่ผิวเซลล์เอ็มบริโอ ลักษณะดังกล่าวอธิบายได้ด้วยหลักการแรงไฟฟ้าไดอิ เล็กโทรฟอเรติก 
(dielectrophoretic force) ที่กระท าต่ออนภุาคชีวภาพที่ปกคลมุที่ผิวเซลล์ชีวภาพเมื่อเอ็มบริโออยู่ในสารละลายฮอร์โมนเพศ 
MT ซึ่งมีสภาพน าไฟฟ้าต ่าเมื่อถกูแรงไฟฟ้ากระท าจะท าให้อนภุาคชีวภาพเหลา่นัน้เกิดการเคลื่อนที่ตามทิศของเกรเดียนต์ของ
สนามไฟฟ้า (electric field gradient) อนัเกิดจากเซลล์เอ็มบริโอมีลกัษณะทรงรีซึ่งเป็นกรณีที่ให้ผลคล้ายกับพฤติกรรมการ
เคลื่อนที่ของเซลล์ชีวภาพทรงรีในสนามไฟฟ้ากระแสสลบัด้วยแรงไดอิเล็กโทรฟอเรติก (Bunthawin et al., 2010; Bunthawin 
et al., 2011; Bunthawin et al., 2013) 
การแสดงออกของยีนพฒันาเพศและปริมาณสารฮอร์โมน MT ทีต่รวจพบในเอ็มบริโอ 

การแสดงออกของยีนที่พบในเอ็มบริโอชุดที่ถูกกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าและมีสารฮอร์โมนเพศ MT (ชุดทดลอง C) 
เพียงชุดเดียวที่พบยีนแสดงออกเพิ่มขึน้ 5 ยีน และยีนที่แสดงออกลดลงจ านวน 1 ยีน โดยยีนที่แสดงออกเพิ่มขึน้ 5 ยีนที่พบ
ได้แก่ amh, ar, dmrt1, bmp15, gfd9 และยีนที่ลดการแสดงออกตรวจพบ 1 ยีน ได้แก่ gsdf  ซึ่งผลการตรวจสอบมีความ
เพียงพอในเชิงคณุภาพที่ใช้อ้างอิงถึงผลการน าส่งสารฮอร์โมนเพศผู้  MT ที่เข้าสู่ภายในเซลล์เอ็มบริโอด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์            
ที่สมัพนัธ์กบัการแสดงออกของยีนพฒันาเพศผู้  ในสว่นของการตรวจสอบเชิงปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ด้วยวิธี LC-MS/MS 
พบว่าชดุเอ็มบริโอที่กระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ 300-350-400 โวลต์ บ่งชีใ้ห้เห็นวา่มีปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT สงูกวา่ของ
ชุดควบคมุอย่างมีนยัส าคญั การกระตุ้นเอ็มบริโอด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์จึงมีความสมัพนัธ์ต่อการน าสง่สารฮอร์โมนเพศเข้าสู่
เอ็มบริโอ โดยชุดควบคมุ (control) ตรวจไม่พบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ซึ่งเป็นไปตามที่คาดหมายเพราะชดุควบคมุไมไ่ด้
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ถูกกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าและไม่มีสารฮอร์โมนเพศ MT ส่วนชุดการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 300 โวลต์ และ 400 โวลต์ ตรวจพบ
ปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT น้อยลงตามล าดบั ทัง้นีป้ริมาณ MT ที่ตรวจพบชุดศกัย์ 350 โวลต์มีค่าสงูกว่าชุดอื่นถึง 3 เท่า 
สอดคล้องกบัขนาดรูที่ขยายเพิ่มขึน้ 3 เทา่ ซึง่ผลการตรวจสอบเชิงปริมาณด้วยวธีิ LC-MS/MS เป็นผลยืนยนัแสดงให้เห็นวา่สาร
ฮอร์โมนเพศ MT ได้ถกูน าสง่เข้าสูเ่อ็มบริโอด้วยปริมาณตา่งๆ ตามเง่ือนไขทางไฟฟ้าที่ระบ ุ 
กลไกการรอดผ่านรูของโมเลกลุสารฮอร์โมนเพศ MT และการแสดงออกของยีนพฒันาเพศในเอ็มบริโอ 

สารสงัเคราะห์ฮอร์โมนเพศผู้  17 -Methyltestosterone (MT) (C20H30O2 ) ในสภาวะปกติเป็นกลางทางไฟฟ้า เมื่อ
อยู่ในสารละลายที่มีสภาพน าไฟฟ้าต ่าและถูกกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าจะเกิดประจุไฟฟ้าและถูกแรงผลกัท าให้เคลื่อนที่ด้วย
แรงอิเล็กโทรฟอเรติก (electrophoretic force) อันเกิดจากอิทธิพลของสนามไฟฟ้ากระท าต่อไดอิเล็กทริก (Pohl, 1978) 
เกิดปรากฎการณ์การเคลือ่นที่ผา่นรูที่เยื่อหุ้มเซลล์สิง่มีชีวิตที่เปิดขยายกว้างชัว่ขณะตามทิศทางของเกรเดียนต์ของสนามไฟฟ้า 
(electric field gradient) ที่ซึ่งได้รับอิทธิพลจากสนามไฟฟ้าแบบไม่เอกรูป (non-uniform electric field) อันเกิดจากเซลล์
เอ็มบริโอเป็นทรงรี (Bunthawin et al., 2010; Bunthawin et al., 2011) ทัง้นีเ้มื่อเยื่อหุ้มเซลล์เอ็มบริโอซึ่งมีโครงสร้างแบบ            
ฟอสโฟไลปิดไบเลเยอร์ (phospholipid bilayer) เกิดการขยายรูเมื่อถกูกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ สง่ผลให้เกิดการเคลื่อนท่ี
ของสารฮอร์โมนเพศรอดผ่านรูโดยง่ายกว่าสถานะปกติเมื่อไม่มีสิ่งเร้ามากระตุ้น โดยสมมติฐานเมื่อสารฮอร์โมนเพศเข้าสู่
ภายในเซลล์เอ็มบริโอจะเคลื่อนที่เข้าภายในและถงุไข่แดงที่อยู่ภายในไซโทพลาสซึมซึ่งมีตวัรับ (receptor) พาเข้าสูน่ิวเคลยีส
ตามล าดบั ทัง้นีเ้มื่อเซลล์ได้รับสารฮอร์โมนเพศ MT แล้วจะมีการตอบสนองโดยกระตุ้นการแสดงออกของยีนจ าเพาะบางกลุม่ที่
ท าหน้าที่กระตุ้นยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการพฒันาของอวยัวะสืบพนัธุ์เพศผู้ โดยอาศยัยีนเป็นสาย DNA ที่ใช้เป็นแมแ่บบ (template) 
ในการผลิต RNA (transcription) ซึ่งถูกใช้เป็นแม่แบบในการผลิตโปรตีน (translation) อย่างไรก็ตามการแสดงออกในระดบั 
“transcription” และ “translation” ของแต่ละยีนอาจไม่เท่ากนัขึน้กบัสิ่งเร้าที่กระตุ้นเซลล์ ซึ่งกระบวนการเปลี่ยนเพศที่เกิดขึน้
อาจเกิดขึน้ในภายหลงัจากที่เอ็มบริโอได้รับสารฮอร์โมนเพศมาสกัระยะหนึง่ ด้วยกลไกการจดจ าเป้าหมายที่ถกูน าสง่เข้าสูเ่ซลล์
ที่ซึ่งมีความเก่ียวเนื่องกบัการแสดงออกของยีนในระดบั RNA ของลกูปลานิลระยะแรกฟัก ทัง้นีห้ากเทียบเคียงผลการศึกษา
พบวา่ “receptors” ของสารฮอร์โมนเพศ MT ในลกูปลานิลที่มี 2 isoform คือ “Alpha” และ “Beta AR”  (androgen  receptors) 
เมื่อ receptor จบัตวักบัฮอร์โมนเพศ MT แล้วท าให้เกิด “conformational change” จบักนัเองเป็น “dimer” แล้วเคลือ่นท่ีเข้าไป
ในนิวเคลียสในเอ็มบริโอเพื่อท าหน้าที่เป็น “transcription factor” ของยีนจ าเพาะที่ซึ่งอาจเก่ียวข้องกบัการเปลี่ยนเพศปลาใน
ล าดบัถัดมา เมื่อเทียบผลการศึกษากบัรูปแบบการสงัเคราะห์ฮอร์โมนและกลไกการท างานในกรณีเอ็มบริโอม้าลาย (zebra 
fish) พบว่าสารฮอร์โมนเพศผู้  (androgen) ที่พบคือ 11-Ketotestosterone (11-KT) เป็นสารที่ได้จากตัวตัง้ ต้น 2 ตัวคือ 
“Androstenedione” และ “Testosterone” ด้วยการท างานร่วมกนัของเอนไซม์ 11 -Hydroxylase (Cyp11c1) และเอนไซม์ 
11 -Hydroxysteroid dehydrogenase (Hsd11b2) โดยมีความใกล้เคียงกับสารฮอร์โมนเพศ 17 -Methyltestosterone 
(MT), 17 -Methyldihydrotestosterone, 17 -Trenbolone, Mibolerone และ Mesterolone ตามล าดบั หากเปรียบเทียบ
ผลกบัการศึกษาลกูปลาม้าลายแรกฟักที่ได้รับผลจากสารฮอร์โมนเพศผู้  17 -Methyltestosterone (MT) พบการแสดงออก
ของยีนอื่นหลายตัวที่เก่ียวข้องกับการพัฒนาเพศและการก าหนดเพศผู้ ได้แก่ amh, dmrt1, gsdf  และ wt1a รวมถึงยีนที่
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เก่ียวข้องกบัการสงัเคราะห์ 11-Ketotestosterone ได้แก่ cyp11c1และ hsd11b2 ในขณะเดียวกนัพบวา่ยีนเพศเมียหลายตวัที่
ถกูกดการท างานลง สว่นใหญ่เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบัการพฒันาของรังไข ่เช่น bmp15, gdf9, figla, zp2.1 และ zp3b อยา่งไรก็
ดีการท างานของสารฮอร์โมนเพศผู้  MT ที่ตัวอ่อนปลาได้รับโดยหลักการเชิงทฤษฎีจ าเป็นต้องอาศัยโปรตีนเป็นตัวรับ 
(androgen receptor, AR) ที่ซึ่งตัง้อยู่ภายในไซโตพลาสซึมของเซลล์ เมื่อเกิดการจับตวัระหว่างกันจะกระตุ้นให้ AR มีการ
เปลี่ยนโครงสร้าง (conformational change) เกิดการจับกันเป็นคู่ (dimer) แล้วจึงเคลื่อนที่เข้าสู่นิวเคลียสพร้อมกันเพื่อท า
หน้าที่ใหมเ่ป็น “transcription factor” เพื่อกระตุ้นการสงัเคราะห์ยีนเป้าหมายเป็นล าดบัตอ่ไป  
 
สรุปผลการวิจัย 

เอ็มบริโอสายพนัธุ์จิตรลดา(Oreochromis niloticus L., Chitralada) ทีม่ีอายใุนชว่งพฒันาการ “segmentation” ถึง 
“pharyngula” (2-3 วนั หลงัปฏิสนธิ) คือระยะทีด่ีที่สดุในการแปลงเพศด้วยวิธีกระตุ้นด้วยสนามไฟฟ้าพลัส์ โดยชดุการทดลองที่
ให้ผลอตัราแปลงเพศผู้สงูสดุคือชดุศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ คาบสญัญาณ 100 ไมโครวินาที (อตัราสว่นช่วงสญัญาณบวกและศนูย์
สว่นละ 50 ไมโครวินาที) จ านวน 3 ลกูคลืน่ มีอตัราการแปลงเพศผู้  (MSR) 89.42%±2.28% อตัราการฟัก (hatching rate, HR) 
93.33%±0.58% และอตัราการรอด (survival rate, SR) 87.49%±1.71% ตามล าดบั ผลการตรวจสอบการแสดงออกของยีน
ด้วยเทคนิค qRT-PCR (Quantitative real-time PCR) พบวา่ชดุศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ เมื่อสกดั RNA พบยีนแสดงออกเพิม่ขึน้
ชดัเจน 5 ยีน และยีนที่แสดงออกลดลงจ านวน 1 ยีน โดยยีนที่แสดงออกเพิม่ขึน้ 5 ยีนที่พบ ได้แก่ amh, ar, dmrt1, bmp15, 
gfd9 ยีนที่ลดการแสดงออกตรวจพบ 1 ยีน ได้แก่ gsdf และยีนที่แสดงออกอยา่งตอ่เนื่อง (control) ได้แก่ rpl13a  ทัง้นีผ้ล
ตรวจสอบกบัชดุ 300 และ 400 โวลต์ พบการแสดงออกของยีนพฒันาเพศไมเ่ดน่ชดั ผลการตรวจสอบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ
ที่ถกูน าสง่ในเอม็บริโอด้วยเทคนคิ LC-MS/MS (Chromatography Mass Spectrometry/Mass Spectrometry) พบวา่ชดุ
ควบคมุ (control) ตรวจไมพ่บปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ชดุการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 300 โวลต์ ตรวจพบปริมาณสารฮอร์โมน
เพศ MT ปริมาณ 51.87±1.11 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม คิดเทียบเป็นปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 0.52 x 10-3 ไมโครกรัม
ตอ่ฟอง หรือ 0.52 นาโนกรัมตอ่ฟอง ชดุการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 350 โวลต์ ตรวจพบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 
155.50±0.75 ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม คิดเทียบเป็นปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 1.56 x 10-3 ไมโครกรัมตอ่ฟอง หรือ 
1.56 นาโนกรัมตอ่ฟอง และชดุการทดลองศกัย์ไฟฟ้า 400 โวลต์ ตรวจพบปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 37.07±1.09 
ไมโครกรัมตอ่กิโลกรัม คดิเทยีบเป็นปริมาณสารฮอร์โมนเพศ MT ปริมาณ 0.37 x 10-3 ไมโครกรัมตอ่ฟอง หรือ 0.37 นาโนกรัม
ตอ่ฟอง ตามล าดบั  
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