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บทคัดย่อ 
 
 ศกึษาผลของสารสกดัหยาบจากต้นลกูใต้ใบ (Phyllanthus amarus) ต่อการแสดงออกของยีน Complement 
C3 ในตบัและม้ามของปลานิล (Oreochromis niloticus) ด้วยเทคนิค Real Time Reverse Transcriptase Polymerase 
Chain Reaction (Real Time RT-PCR) โดยเลีย้งปลานิลน า้หนักเฉลี่ยเร่ิมต้น 15-20 g เป็นเวลา 3 สัปดาห์ โดย
เปรียบเทียบระหว่างปลานิลที่ได้ รับอาหารเม็ดส าเร็จรูปเคลือบสารสกัดหยาบจากต้นลูกใต้ใบ ความเข้มข้น                      
0 (กลุม่ควบคมุ), 1, 5 และ 10 g/kg เมื่อท าการวิเคราะห์ข้อมลูทางสถิติพบวา่ปลานิลที่ได้รับสารสกดัต้นลกูใต้ใบในแต่ละ
ระดบัความเข้มข้นมีการแสดงออกของยีน Complement C3 ไม่แตกต่างกนั อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) แต่มี
แนวโน้มที่ความเข้มข้น 5 g/kg จะสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยนี Complement C3 ได้มากกวา่ที่ระดบัความเข้มข้น
อื่น ๆ จากผลที่ได้นา่จะเป็นประโยชน์ในการศกึษาและพฒันาระบบภมูิคุ้มกนัในปลานิลตอ่ไป 
 
ค าส าคัญ :  ปลานิล / ยีน Complement C3 / ลกูใต้ใบ / 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 
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1. บทน า 

ปลานิล (Oreochromis niloticus)  เป็นปลาน า้จืดชนิดหนึ่งซึ่งมีความส าคัญมากต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลาน า้จืดใน
ประเทศไทย  และยังเป็นที่นิยมเพาะเลีย้งกันอย่างกว้างขวางในทั่วภูมิภาคของโลก เน่ืองจากสามารถเลี ย้งได้ในทุกสภาพ  และเนือ้ปลา          
มีรสชาติดี  ปัจจุบันอุตสาหกรรมการเพาะเลีย้งปลานิลในประเทศไทยมีอัตราการขยายตัวอย่างรวดเร็ว ร้อยละ 90 เป็นการเพาะเลีย้ง          
เพื่อบริโภคภายในประเทศ จากรายงานของ FAO เดือนสิงหาคม  2555 ประเทศไทยสามารถผลิตปลานิลได้เป็นอนัดบั 4 ของเอเชีย รองจาก 
จีน อินโดนีเซีย และฟิลิปปินส์ ตามล าดบั (กรมประมง, 2553) การเพาะเลีย้งปลานิลที่แพร่ขยายขึน้ทัว่โลกก็ควบคูม่ากบัการระบาดของเชือ้โรค
หลายชนิดและส่งผลต่อผลผลิตปลานิลที่ได้ ซึ่งสาเหตมุาจากการที่เกษตรกรผู้ เลีย้งปลานิล  เลีย้งปลาให้อยู่กันอย่างหนาแน่น และขาดการ
จดัการสภาพแวดล้อมที่ดี ท าให้ปลานิลติดเชือ้แล้วก่อให้เกิดโรคในปลานิลได้ โรคในปลานิลสามารถแบ่งได้เป็น 2 ชนิดหลกั คือ โรคไม่ติดเชือ้ 
(Non-infectious diseases) และโรคติดเชือ้ (Infectious diseases) (ชนกันต์, 2556) เชือ้ส าคัญที่เกิดการระบาดในปลานิล ได้แก่               
เชือ้แบคทีเรีย Streptococcus agalactiae และ  Aeromonas hydrophila เป็นต้น (Milan et al., 2009)  ดงันัน้เพื่อเป็นการลดความเสียหาย
จากจ านวนผลผลิตที่ลดลงท าให้เกษตรกรจ าเป็นต้องใช้ยาปฏิชีวนะและสารเคมีเพ่ือลดอตัราการเจ็บป่วยและการตายในปลานิล แม้ว่าการใช้
ยาปฏิชีวนะและสารเคมีจะชว่ยลดผลกระทบจากความเสียหายที่เกิดจากปลาติดเชือ้ได้ แต่การใช้สารเคมียงัก่อให้เกิดการสะสมของสารเคมี  
ในผู้บริโภค และมีการตกค้างในสิ่งแวดล้อมตามธรรมชาติอีกด้วย จากสาเหตดุงักล่าวการใช้สารสกัดจากพืชสมนุไพรจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง
ในการแก้ไขปัญหายาปฏิชีวนะและสารเคมีซึง่ไมเ่ป็นที่ต้องการของผู้บริโภค (ชนกันต์, 2556) โดยสมนุไพรต้นลกูใต้ใบ (Phyllanthus amarus) 
เป็นพืชล้มลกุอยูใ่นตระกลู Euphorbiaceae ที่มีผลเป็นลกูกลมขนาดเล็กเรียงใต้ใบไปตลอดก้าน สามารถพบได้ง่ายในท้องถ่ินทัว่ทกุภาคของ
ประเทศไทย จากการตรวจสอบสารกลุ่มพฤกษเคมีในต้นลกูใต้ใบพบว่าประกอบด้วย  Alkaloids, Tannins, Lignans, Flavonoids, Saponins 
และ Glycosides (Islam et al., 2008) มีรายงานวา่ต้นลกูใต้ใบมีสรรพคณุในต้านไวรัสตบัอกัเสบบี (Yeh et al., 1993) มีฤทธ์ิต้านอนมุลูอิสระ 
(Amin et al., 2012) มีฤทธ์ิต้านการกระจายตวัของเซลล์มะเร็ง (Rajeshkumar et al., 2002) และสามารถยบัยัง้เชือ้แบคทีเรียได้หลายชนิด 
เช่น Staphylococcus aureus, S. albus, Bacillus subtilis, Escherichia coli (Dhandapani et al., 2007) อีกทัง้ยงัสามารถยบัยัง้เชือ้        
S. agalactiae ที่ท าให้เกิดโรคในปลานิลได้อีกด้วย (Amin et al., 2012)   

ในปัจจุบันความรู้ทางด้านพันธุศาสตร์ระดับโมเลกุลมีบทบาทส าคัญในการศึกษาวิจัยทางด้านระบบภูมิคุ้มกันโรคของสัตว์น า้ 
การศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวข้องกับระบบภมิูคุ้มกันของปลานิลจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่ง เพื่อเป็นข้อมลูพืน้ฐานในการศึกษาการ
ตอบสนองทางภูมิคุ้ มกันต่อไป โดยระบบคอมพลีเมนท์ (Complement system) เป็นภูมิคุ้ มกันที่มีมาแต่ก าเนิด (Innate immunity)             
หรือภูมิคุ้ มกันแบบไม่จ าเพาะ (Non-specific immunity) การท างานอาศัยกลุ่มของโปรตีนประมาณ 35 ชนิด ในการเกิดปฏิกิริยา 
ระบบคอมพลีเมนท์จะถกูกระตุ้นได้จากจลุชีพหรือจาก Antigen-antibody complex  (Ag-Ig) ท าให้โปรตีนถกูกระตุ้นและเปลี่ยนจาก Inactive 
form เป็น  Active form ซึง่โปรตีน Complement C3 เป็นตวักลางในระบบคอมพลีเม้นท์ จงึมีบทบาทส าคญัในการป้องกันและการท าลายเชือ้
โรค (Claire et al., 2002)  

ดงันัน้ผู้วิจยัจงึมีความสนใจที่จะศกึษาการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวยัวะตา่ง ๆ ของปลานิล และศกึษาเปรียบเทยีบ
การแสดงออกของยีน Complement C3 ในตบัและม้ามของปลานิลที่ได้รับสารสกัดหยาบต้นลกูใต้ใบในปริมาณที่แตกต่างกัน ด้วยเทคนิค 
Real Time RT-PCR ซึ่งข้อมลูที่ได้จะมีความส าคญัอย่างยิ่งในการหาแนวทางในการป้องกันโรคในปลานิลได้อย่างมีประสิทธิภาพต่อไป        
ในอนาคต 

 
2. วิธีการ 
2.1 การศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวัยวะต่างๆ 
2.1.1  การเก็บตวัอยา่ง 

เก็บตวัอย่างเนือ้เยื่อจากปลานิล สายพันธุ์จิตรลดา 3 ทัง้เพศผู้และเพศเมียที่โตเต็มที่และมีสขุภาพดีไม่เป็นโรค ขนาดประมาณ      
400-500 g ซึง่ได้รับความอนเุคราะห์จากศนูย์วิจยัและพฒันาพนัธุกรรมสตัว์น า้ จงัหวดัอตุรดิตถ์ ท าให้สลบโดยน าปลาใส่ลงในน า้ที่ส่วนผสม
ของน า้มันกานพลู (Clove oil) ความเข้มข้น 80 mg/L รอจนปลาไม่มีการเคลื่อนไหว หลงัจากนัน้เก็บอวยัวะที่ต้องการ  ได้แก่ ตบั ไต ม้าม 
กล้ามเนือ้ หวัใจ ล าไส้ ถงุน า้เชือ้ และรังไข่ น าไปสกดั Total RNA ตอ่ไป 
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2.1.2  การสกดั Total RNA และการสงัเคราะห์ First-strand cDNA 

สกัด Total RNA จากตัวอย่างเนือ้เยื่อ โดยใช้  TRIzol reagent (Invitrogen) ปริมาตร 1 ml บดตัวอย่างให้ละเอียด ตัง้ทิง้ไว้           
ที่อณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 5 นาที เติม Chloroform 200 µl ผสมให้เข้ากัน ตัง้ทิง้ไว้ที่อณุหภมิูห้อง เป็นเวลา 3 นาที  ต่อจากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยง   
ที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อณุหภมิู 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที ย้ายสารละลายสว่นใสที่อยูด้่านบนใสล่งในหลอดใหม่ เติม Isopropanol  500 µl 
ผสมให้เข้ากันโดยกลับหลอดไปมาเบา ๆ แล้วตัง้ทิง้ไว้ที่อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 30 นาที น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,500 rpm อณุหภูมิ        
4 ºC เป็นเวลา 30 นาที ล้างตะกอนด้วย 80% Ethanol ที่แชเ่ย็น  ปริมาตร 1 ml จากนัน้น าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 12,500 rpm อณุหภมิู 4 ºC 
เป็นเวลา 5 นาที ดดูสารละลายทิง้ให้เหลือตะกอนสีขาว แล้วตากตะกอนให้แห้งที่อณุหภมิูห้อง ประมาณ 15 นาที ละลายตะกอนด้วย DEPC 
treated-water  น า Total RNA ที่สกดัได้วดัคา่ความเข้มข้นโดยใช้เคร่ือง Spectrophotometer  

ท าการสงัเคราะห์ First-strand cDNA จากตวัอย่าง Total RNA ที่สกัดได้ โดยใช้ Helix cript two-step RT PCR kit (Nanohelix) 
น า 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 แล้วผสมให้เข้ากัน บ่มที่
อณุหภูมิ 65°C เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนัน้วางบนน า้แข็งทันที 5 นาที เติมสารละลายผสม หลอดละ 6.5 µl ลงในสารละลายที่เตรียมไว้      
(มีสว่นประกอบดงันี ้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) จากนัน้น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 50 ºC เป็นเวลา 40 นาที ต่อด้วยที่อุณหภูมิ 42 ºC เป็นเวลา 10 นาที อุณหภูมิ 50 ºC       
เป็นเวลา 40 นาที และอณุหภมิู 70 °C เป็นเวลา 10 นาที ตามล าดบั เก็บสารละลาย cDNA ที่ได้ ไว้ที่อณุหภมิู -20 ºC เพื่อใช้เป็น Template 
ส าหรับท า Real Time RT-PCR ตอ่ไป 
2.1.3  การตรวจสอบการแสดงออกของยีน Complement C3 

ศึกษาการแสดงออกของยีน Complement C3 โดยออกแบบ Gene-specific primers จากล าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมลู 

National Center for Biotechnology Information, NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (XM_003450016) และใช้ยีน -Actin            
เป็น internal control โดยใช้ Gene-specific primers จากรายงานการศกึษาของ Phumyu et al. (2012) (ตารางที่ 1) 
 
ตารางที่ 1  Gene-specific primers ส าหรับศกึษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค 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 
 

น า First-strand cDNA ที่สงัเคราะห์ได้จาก Total RNA ของแต่ละอวยัวะมาใช้เป็น Template ใช้สารละลายของ LightCycler® 
480 SYBR Green I Master (Roche) เตรียมสารละลายผสม (มีส่วนประกอบดงันี ้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 โดยปริมาตรของ
สารละลายทัง้หมดเท่ากับ 10 µl เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและตรวจสอบการแสดงออกของยีน Complement C3 ด้วยเคร่ือง Roche Light Cycler 
LC-480 Real Time PCR System (Roche) โดยตัง้โปรแกรมดงันี ้Pre-incubation 95 ºC เป็นเวลา 10 นาที, Amplification ที่อณุหภมิู 95 ºC 
เป็นเวลา 15 วินาที  ต่อด้วยอณุหภมิู 63 ºC  เป็นเวลา 15 วินาที และอุณหภมิู 72 ºC  เป็นเวลา 15 วินาที จ านวน 45 รอบ และ Cool             
ที่อณุหภมิู 40 ºC เป็นเวลา 30 วินาที ท าการวิเคราะห์  Melting temperature (TM) จ าแนก Specific และ Non- specific PCR product      
ซึ่งผลิตภัณฑ์ที่ถกูต้องมกัจะแสดง Peak เดียวที่อุณหภมิูสูง ในขณะที่ผลิตภณัฑ์ที่เกิดจากการจบัแบบไม่จ าเพาะ (Non-specific product) 
หรือ Primer-dimer จะให้ Peak ที่มีขนาดกว้างที่อณุหภมิูต ่า เม่ือปฏิกิริยาสมบูรณ์จะได้ค่า Crossing point (Cp) โดยโปรแกรมของเคร่ือง 
Roche Light Cycler LC-480 Real Time PCR System (Roche) จะแปลงค่า Cp เป็นค่า Real Time PCR Efficiency (E) ของยีน 

Complement C3 (Target gene) และ -Actin (Reference gene) เพื่อน าไปวิเคราะห์ผลการแสดงออกของยีนด้วย Pfaffl method          
โดยค านวณสดัสว่นระดบัการแสดงออกของยีนจากสมการ (Pfaffl, 2001) 
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โดย                            คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน -Actin ตวัอยา่งที่ 2, 3, 4, …n 
                                 คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน Complement C3 ตวัอยา่งที่ 2, 3, 4, …n 

                                                  คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน -Actin ตวัอยา่งที่ 1 
                                                  คือ Real Time PCR Efficiency ของยีน Complement C3 ตวัอยา่งที่ 1 
 
2.1.4  การวิเคราะห์ทางสถิติ 

เปรียบเทียบการแสดงออกของยีนในอวยัวะต่าง ๆ โดยใช้โปรแกรม SPSS ซึ่งวิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมลูแบบ One way 
ANOVA และวิเคราะห์ความแตกตา่งระหวา่งกลุม่ด้วยวิธี Duncan's multiple rang test ที่ระดบันยัส าคญั P<0.05 
 
2.2  การศึกษาผลของสารสกัดลูกใต้ใบต่อการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตับและม้ามของปลานิล 
2.2.1  การเตรียมสารสกดัหยาบจากต้นลกูใต้ใบ 

น าต้นลกูใต้ใบ ทัง้ต้นประกอบด้วย ราก ล าต้น ใบ ผล และดอก ล้างให้สะอาดแล้วหัน่ให้ละเอียด  น าไปอบแห้งที่อณุหภมิู 50 ºC 
เป็นเวลา 2  วนั หรือจนกวา่จะแห้ง บดให้ละเอียด น าไปชัง่น า้หนักแห้ง  จากนัน้น าผงลกูใต้ใบแห้ง 100 กรัม แช่ในน า้กลั่น ปริมาตร 1,000 ml 
เป็นเวลา 44   ชัว่โมง โดยเขย่าด้วยเคร่ือง Shaker ความเร็ว 200 rpm ที่อณุหภมิู 45 ºC  ตลอดเวลา กรองเศษพืชออกด้วยผ้าขาวบางและ
กระดาษกรองเบอร์ 1    อีกครัง้ แล้วน าส่วนใสไประเหยตัวท าละลายออกเพื่อให้สารสกัดเข้มข้นด้วยเคร่ือง Rotary evaporator ที่อณุหภูมิ       
50 ºC  และท าให้แห้งด้วยกระบวนการ Freeze dry ที่อณุหภมิู  -50 ºC  เป็นเวลา 24   ชัว่โมง น ามาบดให้ละเอียด เก็บไว้ในขวดสีชาเพื่อใช้     
ในการทดสอบตอ่ไป  
2.2.2  การเตรียมอาหารปลา 
 อาหารที่ใช้ในการทดลอง คือ อาหารเม็ดส าเร็จรูปลอยน า้ โปรตีนไม่น้อยกว่า 25% (ตรา ซีพี  มีส่วนประกอบดงันี ้ปลาป่น กากถั่ว
เหลือง ร าละเอียด ข้าวโพด ปลายข้าว และวิตามิน) อาหารเม็ดส าเร็จรูปจะถกูเคลือบด้วยสารสกัดจากต้นลกูใต้ใบ ในระดบัความเข้มข้น 0, 1, 
5 และ 10 g/kg feed ตามล าดบั โดยท าการสเปรย์สารสกดับนอาหารเม็ดส าเร็จรูป ผึ่งลมทิง้ไว้ประมาณ 6-8  ชัว่โมง แล้วเคลือบด้วยน า้มนัพืช 
ในอตัราสว่น น า้มนัพืช 30 ml ตอ่ อาหารส าเร็จรูป 1 kg เพ่ือป้องกนัการละลายของสารสกดั จากนัน้เก็บอาหารที่เตรียมไว้ที่ 4 ºC จนกว่าจะใช้
งาน  
2.2.3  การเตรียมปลานิล 
 ปลานิลอายุประมาณ 3 เดือน (น า้หนักประมาณ 15-20 g) ท าการพักฟื้นและปรับสภาพปลาให้ชินกับอาหารและวิธีการเลีย้ง     
เป็นเวลา 1 สัปดาห์ ให้อาหารเม็ดส าเร็จรูปที่ไม่ได้เคลือบสารสกัด วันละ 2 มือ้ เช้า-เย็น หลังจากนัน้สุ่มตัวอย่างปลานิลใส่ลงในตู้  ขนาด 
30"x16"x18” (ใส่น า้ตู้ละประมาณ 120 L) ตู้ ละ 10 ตัว เพื่อท าการทดลอง โดยปลานิลที่สุ่มลงในแต่ละตู้ มีขนาดไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(p>0.05) 
2.2.4  การเลีย้งปลานิลด้วยอาหารทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุม่สมบรูณ์ (CRD) ประกอบด้วย 4 ชดุการทดลอง ๆ ละ 3 ซ า้ (ตู้ ) คือ   
   ชดุการทดลองที่ 1 อาหารเม็ดส าเร็จรูป ไมเ่คลือบสารสกดัลกูใต้ใบ (ชดุควบคมุ)  

 ชดุการทดลองที่ 2 อาหารเม็ดส าเร็จรูป เคลือบสารสกดัลกูใต้ใบ 1 g/kg feed 
 ชดุการทดลองที่ 3 อาหารเม็ดส าเร็จรูป เคลือบสารสกดัลกูใต้ใบ 5 g/kg feed 

  ชดุการทดลองที่ 4 อาหารเม็ดส าเร็จรูป เคลือบสารสกดัลกูใต้ใบ 10 g/kg feed 
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ให้อาหารทดลองวนัละ 2 มือ้ (เช้าและเย็น) จนอ่ิม โดยเม่ือค านวณปริมาณการกินอาหารของปลานิลในแต่ละชดุการทดลองพบว่า
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p = 0.459) ดงันี ้ชดุการทดลองที่ได้รับสารสกัด 0, 1, 5, 10 g/kg feed มีอตัราการกิน 
เทา่กบั 0.94 ± 0.04, 0.92 ± 0.03, 0.89 ± 0.04, 0.93 ± 0.04 g/ตวั/วนั (ตามล าดบั) โดยปริมาณอาหารที่กินในแต่ละวนัประมาณร้อยละ 4 
ของน า้หนกัตวั ระบบการเลีย้งมีการให้อากาศและเปลี่ยนถ่ายน า้ทกุวนั วนัละ 20%  (ควบคมุให้ค่า Dissolved oxygen อยู่ในช่วง 5-8 mg/L) 
เลีย้งเป็นเวลา 3 สปัดาห์ เม่ือสิน้สดุการทดลองท าการเก็บข้อมลูปริมาณอาหารที่ให้ในแตล่ะตู้    น า้หนกัที่เพ่ิมขึน้ จากนัน้น าไปหาค่าเฉลี่ยเพื่อ
ประเมินค่า น า้หนักที่เพิ่มขึน้ (Weight Gain, WG) อตัราการเจริญเติบโต (Average Daily Growth, ADG) และอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็น
เนือ้ (Food Conversion Rate, FCR) โดยค านวณจากสตูร ดงันี ้

 
น า้หนกัที่เพ่ิมขึน้ (%)  =  [(น า้หนกัปลาเม่ือสิน้สดุการทดลอง – น า้หนกัปลาเม่ือเร่ิมการทดลอง) / น า้หนกัปลาเม่ือเร่ิมการทดลอง]  
                                     X 100  
อตัราการเจริญเติบโต (g/day)  =  (น า้หนกัปลาเม่ือสิน้สดุการทดลอง – น า้หนกัปลาเม่ือเร่ิมการทดลอง) / จ านวนวนัที่ทดลอง 
อตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้  =  น า้หนกัของอาหารที่ปลากิน / น า้หนกัปลาที่เพ่ิมขึน้ 

2.2.5  การศกึษาผลของสารสกดัลกูใต้ใบตอ่การแสดงออกของยีน Complement C3 ในตบัและม้ามของปลานิล 

เก็บตวัอยา่งปลานิล ตู้ละ 3 ตวั โดยลดระดบัน า้ในตู้ลง ลอ่ปลามาอยูเ่ป็นฝงูในมมุด้านหนึ่งของตู้ที่เลีย้ง แล้วสุ่มด้วยที่ตกัปลาให้ได้
จ านวนตู้ละ 3 ตวั โดยปลานิลแต่ละตวัจะถกูเก็บตวัอย่างทัง้ตบัและม้าม ดงันัน้ในแต่ละชดุการทดลองจะประกอบด้วยตวัอย่างตบัและม้าม 
อย่างละ 9 ตัวอย่าง ท าการสกัด Total RNA จากตัวอย่างและสังเคราะห์ First-strand cDNA จากนัน้ตรวจสอบการแสดงออกของยีน 
Complement C3 และท าการวิเคราะห์ทางสถิติ ตามข้อ 2.1.2-2.1.4 ตามล าดบั 
 
3. ผลและอภิปราย 

การศกึษาการแสดงออกของยีน Complement C3 (Target gene) ใน ตบั ม้าม ไต ล าไส้ กล้ามเนือ้ หวัใจ รังไข่ และถงุน า้เชือ้ ด้วย
เทคนิค Real Time RT-PCR โดยใช้ยีน β-Actin เป็น Internal control (Reference gene) และใช้รังไข่ซึ่งเป็นอวยัวะที่มีการแสดงออกน้อย
ที่สดุเป็นตวัเปรียบเทียบ (Calibrator) พบวา่ยีน Complement C3 มีการแสดงออกในทกุอวยัวะที่ท าการศกึษา ยกเว้นล าไส้ ซึ่งในแต่ละอวยัวะ
นัน้มีการแสดงออกของยีนที่แตกตา่งกนั โดยตบัเป็นอวยัวะที่มีการแสดงออกของยีนมากกวา่รังไข่ถึง 2,223 เทา่  รองลงมา คือ ม้าม เท่ากับ 25 
เทา่ สว่นในอวยัวะอ่ืน ๆ คือ ไต หวัใจ กล้ามเนือ้ และถงุน า้เชือ้ มีการแสดงออกของยีน Complement C3 ที่ใกล้เคียงกัน อยู่ระหว่าง 1.89 – 3 
เท่า (ภาพที่ 1) ให้ผลสอดคล้องกับการศึกษาในปลาชนิดอ่ืน ๆ เช่น ปลา Atlantic cod (Gadus morhua L.) พบว่า Complement C3 มีการ
แสดงออกในทกุ ๆ อวยัวะที่ท าการศกึษา ได้แก่ กล้ามเนือ้ ตบั ไต สมอง ตา กล้ามเนือ้ กระเพาะ และล าไส้ (Lange et al., 2004a) เชน่เดียวกับ
การศึกษาในปลา Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus L.) (Lange et al., 2004b) และปลา Spotted wolffish (Anarhichas 
minor Olafsen) (Ellingsen et al., 2005)  

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 1  เปรียบเทียบการแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวยัวะตา่ง ๆ ได้แก่ ตบั (l), ม้าม (sp), ไต (k), หวัใจ (h), กล้ามเนือ้ (m), 
   รังไข่ (o) และ ถงุน า้เชือ้ (t) แสดงข้อมลูอยูใ่นรูปของ log10 และก าหนดให้รังไข่เป็น Calibrator 
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ตารางที่ 2  น า้หนกัที่เพ่ิมขึน้  อตัราการเจริญเติบโต และอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ ของปลานิลที่ได้รับสารสกดัลกูใต้ใบที่ความเข้มข้น 
แตกตา่งกนั เป็นระยะเวลา 3 สปัดาห์ (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 

 
จากการทดลองเลีย้งปลานิลด้วยอาหารเคลือบสารสกัดหยาบต้นลูกใต้ใบ ที่ระดับความเข้มข้น 0, 1, 5 และ 10 g/kg feed         

เป็นระยะเวลา 3 สปัดาห์ พบวา่เปอร์เซ็นต์น า้หนกัที่เพ่ิมขึน้  อตัราการเจริญเติบโต และอตัราการเปลี่ยนอาหารเป็นเนือ้ ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคมุ (p>0.05) (ตารางที่ 2) 

ผลจากการศึกษาข้างต้นพบว่าตบัและม้ามเป็นอวัยวะที่มีการแสดงออกของยีน  Complement C3 มากที่สดุ ดังนัน้เม่ือท าการ
วิเคราะห์ผลของการได้รับสารสกดัลกูใต้ใบตอ่การแสดงออกของยีน Complement C3 ซึง่เป็นยีนที่เก่ียวข้องกบัระบบภมิูคุ้มกันโรคของปลานิล 
จงึเลือกที่จะศกึษาการแสดงออกของยีนที่ตบัและม้ามโดยใช้เทคนิค Real Time RT-PCR พบวา่การแสดงออกของยีน Complement C3 ในตบั
ทกุชดุทดลองมีการแสดงออกของยีนที่ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.161) แตใ่นชดุการทดลองที่ได้รับสารสกดัลกูใต้ใบความ
เข้มข้น 5 g/kg feed มีระดบัการแสดงออกของยีนมากที่สดุ เทา่กับ 3.05 ± 2.01 ในขณะที่ชดุควบคมุและชดุการทดลองที่ได้รับสารสกัดลกูใต้
ใบความเข้มข้น 1 g/kg feed มีระดบัการแสดงออกของยีน เท่ากับ 1.08 ± 0.52 และ 1.05 ± 0.67 ตามล าดบั ส่วนชดุการทดลองที่ได้รับสาร
สกดัลกูใต้ใบความเข้มข้น 10 g/kg feed มีระดบัการแสดงออกของยีนต ่าที่สดุ คือ 0.71 ± 0.49 (ภาพที่ 2) และพบว่าผลของสารสกัดลกูใต้ใบ
ตอ่การแสดงออกของยีน Complement C3 ในม้ามซึ่งเป็นอวยัวะที่มีการแสดงออกของยีนรองจากตบัก็ให้ผลการทดลองเช่นเดียวกัน โดยทกุ
ชดุการทดลองไมมี่แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P = 0.245) (ภาพที่ 3)  

 
 
 
 
 
 

                           
 

               ภาพที่ 2  การแสดงออกของยีน Complement C 3  ในตบัของปลานิล ที่ได้รับสารสกดัหยาบต้นลกูใต้ใบในปริมาณที่แตกตา่งกนั  

                          และก าหนดให้ตวัอยา่งในกลุม่ควบคมุเป็น Calibrator (Mean ± SE, n = 9) 
 

 
 
 
 
 
 
 

         
              ภาพที่ 3  การแสดงออกของยีน Complement C3 ในม้ามของปลานิล ที่ได้รับสารสกดัหยาบต้นลกูใต้ใบในปริมาณที่แตกตา่งกนั  
                               และก าหนดให้ตวัอยา่งในกลุม่ควบคมุเป็น Calibrator (Mean ± SE, n = 9) 
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จากผลการทดลองจะเห็นได้วา่ทัง้ในการแสดงออกของยีน Complement C3 ในตบัและม้ามของปลานิลกลุม่ที่ได้รับสารสกดัหยาบ

ต้นลกูใต้ใบ 5 g/kg feed มีแนวโน้มวา่จะสามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีน Complement C3 ได้มากกวา่ชดุควบคมุ (0 g/kg feed)     
และชดุทดลองอ่ืน (1 และ 10 g/kg feed) ซึง่สอดคล้องกบังานวิจยัของสนัธิวฒัน์ พิทกัษ์ผล และคณะ (2553) รายงานวา่ผลของสารสกดัหญ้า
ใต้ใบที่ความเข้มข้น 5 g/kg feed ท าให้กุ้งก้ามกรามมีอตัราการเจริญเติบโตและการรอดตายจากการตดิเชือ้ A. hydrophila สงูที่สดุ อีกทัง้จาก
รายงานของปาริชาต ผาสกุ และ ปิยพร เจนการ (2553) พบวา่สารสกดัหยาบต้นลกูใต้ใบที่เคลือบอาหารเม็ดความเข้มข้น 1 g/kg feed 
สามารถเพ่ิมปริมาณ Total immunoglobulin ได้แตกตา่งอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบัชดุทดลองอ่ืน ดงันัน้สารสกดัหยาบต้นลกูใต้ใบ
จงึอาจเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการใช้เป็นอาหารเสริมเพ่ือกระตุ้นให้ปลานิลมีระบบภมิูคุ้มกนัเพ่ิมสงูขึน้ 
4. บทสรุป 
 การแสดงออกของยีน Complement C3 ในอวยัวะของปลานิลพบว่าตบัเป็นอวยัวะที่มีการแสดงออกมากที่สดุ รองลงมา คือ ม้าม 
และในกล้ามเนือ้ หวัใจ ไต รังไข่ และถงุน า้เชือ้ มีการแสดงออกของยีน Complement C3 ที่ใกล้เคียงกัน ส่วนปลานิลที่ได้รับสารสกัดหยาบต้น
ลูกใต้ใบในปริมาณ 5 g/kg feed มีแนวโน้มว่าจะสามารถกระตุ้ นการแสดงออกของยีน Complement C3 ได้มากที่สุด ข้อมูลที่ได้จาก
การศกึษาครัง้นีจ้ะมีประโยชน์อยา่งยิ่งตอ่การการศกึษาและหาแนวทางในการป้องกนัโรคในปลานิลได้อยา่งมีประสิทธิภาพตอ่ไปในอนาคต 
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