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บทคัดย่อ 
 ปลานิลเป็นสตัวน์ ้ าเศรษฐกิจท่ีมีการเล้ียงทุกภาคของประเทศไทย ดงันั้นปลานิลจึงเป็นตวัอยา่งท่ีดีในการศึกษาสาร
ตกคา้งโลหะหนักในแหล่งน ้ า Metallothionein (MT) เป็นโปรตีนท่ีสามารถจบักบัโลหะหนักไดห้ลายชนิด การศึกษาน้ีมี
วตัถุประสงคเ์พื่อเปรียบเทียบผลของแคดเมียมและคอปเปอร์ท่ีความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนัต่อการแสดงออกของ
ยีน MT ในปลานิล โดยแช่ปลาในน ้ าผสมแคดเมียม (0.25 และ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร) และคอปเปอร์ (25 และ 250 
ไมโครกรัมต่อลิตร) นาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง เก็บเน้ือเยือ่ตบั สกดั Total RNA แลว้สังเคราะห์ First strand cDNA เพื่อศึกษา
การแสดงออกของยีนดว้ยเทคนิค RT-PCR พบว่าแคดเมียม 0.25 ไมโครกรัมต่อลิตรสามารถกระตุน้ให้เกิดการแสดงออก
ของยีนภายใน 1 ชัว่โมง ขณะท่ีคอปเปอร์ 25 ไมโครกรัมต่อลิตร จะมีการแสดงออกของยีนเม่ือไดรั้บนาน 2 ชัว่โมง ผลการ
ทดลองแสดงใหเ้ห็นวา่ยีน MT สามารถใชเ้ป็นตวับ่งช้ีทางชีววทิยาเพ่ือประเมินการปนเป้ือนของแคดเมียมและคอปเปอร์ใน
แหล่งน ้ าได ้โดยการแสดงออกของยนี MT มีความไวต่อแคดเมียมมากกวา่คอปเปอร์ 
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Abstract 
 Nile Tilapia (Oreochromis niloticus) is the economic aquaculture which is widely cultured in Thailand. 
Therefore, it is suitable as a test animal for detecting heavy metal contamination in natural waters. Metallothionein (MT) 
is a metal-binding protein and its expression is stimulated by essential metal as well as toxic metals. The purpose of this 
study was to compare cadmium and copper exposure at different concentrations and time periods on expression of MT 
gene in tilapia. Fish were exposed to cadmium (0.25 and 2.50 µg/L) and copper (25 and 250 µg/L) for 1, 2, 4 and 8 hrs. 
Liver tissues were collected at each time point for total RNA extraction. Subsequently, first strand cDNA was synthesized 
and used as template in the PCR reaction. Expression of MT gene was detected using RT-PCR technique. Results 
indicated that gene expression was induced within 1 hour of exposure to cadmium (0.25 µg/L), while that for copper 
exposure (25 µg/L) was 2 hrs.  In conclusion, MT gene can be used as biomarker for detecting cadmium and copper 
contamination in natural waters. MT expression is more sensitive to cadmium than copper exposure.  
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บทน า 
 ปัจจุบนัโลหะหนกัมีการปนเป้ือนลงสู่ธรรมชาติส่ิงแวดลอ้มในทุก ๆ วนั จากการขยายตวัของภาคอุตสาหกรรม ซ่ึง
มีผลกระทบอยา่งมากต่อส่ิงมีชีวติและระบบนิเวศ แคดเมียมและคอปเปอร์จดัเป็นโลหะหนกัท่ีมีความเป็นพิษสูง และมีการ
ปนเป้ือนในแหล่งน ้ าหลายพ้ืนท่ีทัว่โลก [1] ในประเทศไทยพบวา่ตะกอนดินบริเวณชายฝ่ังทะเลของอ่าวไทยตอนบนมีการ
ปนเป้ือนของโลหะหนกัแคดเมียมและคอปเปอร์เกินค่ามาตรฐาน มีค่าเฉล่ีย 2.05 และ 16.21 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ตามล าดบั 
โดยแคดเมียมพบมากบริเวณปากน ้ าท่าจีน และคอปเปอร์พบมากบริเวณปากน ้ าเจา้พระยา [2] แคดเมียมและคอปเปอร์
สามารถสะสมอยู่ในสัตวน์ ้ าท่ีอาศยัอยู่ในแหล่งท่ีมีการปนเป้ือนของโลหะหนักทั้งสองชนิดได ้ซ่ึงปลาเป็นสัตวน์ ้ าที่มี
ความไวสูงต่อการเปล่ียนแปลงระดบัแคดเมียมและคอปเปอร์ในน ้ า โดยโลหะหนักเหล่าน้ีมีผลกระทบท าให้ปลามีการ
เจริญเติบโตท่ีผิดปกติ อตัราการสืบพนัธ์ุลดลง เกิดโรคไดง่้าย มีผลต่อพฤติกรรม และอตัราเมตาบอลิซึม [3-6] ในประเทศ
ไทยปลานิล (Oreochromis niloticus) เป็นสตัวน์ ้ าเศรษฐกิจท่ีมีการเล้ียงอยา่งกวา้งขวางในแหล่งน ้ าทัว่ทุกภูมิภาค ดงันั้นปลา
นิลจึงนบัเป็นตวัอยา่งท่ีดีในการใชเ้พื่อตรวจสอบการปนเป้ือนโลหะหนกัในแหล่งน ้ า  
 ปัจจุบนัการศึกษาทางดา้นการแสดงออกของยนี (Gene Expression) ท่ีไดรั้บผลกระทบจากส่ิงแวดลอ้มเป็นวธีิหน่ึง
ท่ีสามารถน ามาใชใ้นการตรวจสอบการปนเป้ือนได ้ซ่ึงให้ผลรวดเร็วและใชต้วัอยา่งปริมาณไม่มากในการตรวจสอบ ใน
ส่ิงมีชีวิตยีนท่ีมีการแสดงออกเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยโลหะหนกัคือ ยนี Metallothionein (MT) ซ่ึงเป็นโปรตีนน ้ าหนกัโมเลกุลต ่า 
6 – 7 kDa มีหมู่ thiol (-SH) อยู่ใน cysteine ท าให้สามารถจบักบัโลหะหนักได ้[7] ดงันั้นจึงเก่ียวขอ้งกบัการควบคุมสมดุล
ของโลหะหนกัท่ีมีความจ าเป็นต่อเซลล ์(Essential Metals) ก าจดัโลหะท่ีเป็นพิษ (Toxic metals) ป้องกนัการเกิดความเครียด 
และปกป้องเซลล์ประสาท [8] ในสัตว์น ้ ายีน MT ถูกค้นพบคร้ังแรกในปลา Sebastes seboides [9] ส าหรับปลาในสกุล 
Oreochromis มีรายงานแลว้วา่ คอปเปอร์ แคดเมียม ปรอท นิกเกิล ตะกัว่ สังกะสี เหล็ก แมงกานีส และ โครเม่ียม สามารถ
กระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของยนี MTในตบัของปลาได ้ [10-12] และมีการแสดงออกของยนีมากกวา่ในกลา้มเน้ือ [13-14] 
นอกจากน้ียงัมีรายงานว่า ตบัเป็นอวยัวะท่ีมีความไวต่อโลหะหนักมากกวา่ไตและเหงือก [15] ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึง
เลือกเน้ือเยื่อตบัในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน MT และจากรายงานการวิจยัท่ีผ่านมาโดยมากแลว้จะศึกษาถึงชนิด
ของโลหะหนกัท่ีมีผลต่อการแสดงออกของยนี MT แต่ยงัไม่มีรายงานการศึกษาเปรียบเทียบผลของแคดเมียมและคอปเปอร์ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนัต่อการแสดงออกของยนี MT ในตบัปลานิล 
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วธีิการวจัิย 
1. การทดสอบสัตว์ทดลองด้วยแคดเมยีมและคอปเปอร์ 
 ปลานิลท่ีใช้ในการทดลองมีน ้ าหนักล าตวัเฉล่ีย 115.50 ± 0.31 กรัม น ามาเล้ียงในตู ้กระจกขนาด 40 x 90 x 45 
เซนติเมตร จ านวน 4 ตู ้ๆ  ละ 8 ตวั แต่ละตูบ้รรจุน ้ า 90 ลิตร พร้อมให้อากาศอยา่งเพียงพอ จากนั้นเติมแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.25 และ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร และ คอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 และ 250 ไมโครกรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ละ 1 ตู ้
 

2. การเกบ็ตวัอย่างเน้ือเย่ือตบัและการสกดั Total RNA 
 เก็บเน้ือเยือ่ตบัโดยสุ่มปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมแคดเมียมและคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลานาน 1 2 
4 และ 8 ชัว่โมง ช่วงเวลาละ 2 ตวั (1 ตวั คือ 1 ซ ้ า) ใส่หลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Trizol reagent 
500 ไมโครลิตร แล้วบดเน้ือเยื่อด้วย Homogenizer เม่ือบดละเอียดแล้วจึงดูดเอาสารละลายดังกล่าวใส่ในหลอด 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Trizol reagent อีก 500 ไมโครลิตร จากนั้นสกดั Total RNA ตามวธีิของบริษทั 
Molecular center, Inc โดยมีรายละเอียดดงัน้ี ใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 24G และกระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร ดูดสารละลายของ
ตวัอยา่งทั้งหมดข้ึนลง 3 - 5 นาที เพื่อท าใหเ้ซลลแ์ตก จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 5 นาที เติม Chloroform 200 ไมโครลิตร 
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งอีก 3 นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที ดูดส่วนใสซ่ึงเป็นชั้นของ Total RNA ใส่ในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ แลว้เติม 
Isopropyl alcohol 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดสารละลายดา้นบนท้ิงแลว้เติม 75% Ethanol 1 มิลลิลิตร เพ่ือเก็บรักษา
ตะกอน Total RNA ใหไ้ดน้าน ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกระทัง่ใช ้
 น า Total RNA ท่ีเก็บใน 75% Ethanol ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที 4 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นดูดเอาส่วน 75% Ethanol ออก เหลือเฉพาะตะกอนสีขาว ตากให้แห้งแลว้เติม DEPC water 
เพื่อละลาย Total RNA ท่ีได ้โดยปริมาณ DEPC water ท่ีใส่แต่ละตวัอย่างจะแตกต่างกนัตามปริมาณ Total RNA ท่ีสกดัได ้
วดัปริมาณความเขม้ขน้ของ Total RNA ดว้ยเคร่ือง NanoDropTM Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร  
 

3. การสังเคราะห์ first strand cDNA (Complementary DNA) 
 การสังเคราะห์ First strand cDNA ใช้ชุดส าเร็จรูป Revert Aid M-MuLV Reverse Transcriptase kit (Fermentas) 
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี เติม Oligo (dt)20 primer 0.5 ไมโครลิตร ลงในหลอด PCR จากนั้นเติมตวัอย่าง Total RNA และ Nuclease-free 
water ท่ีแปรผนัตามปริมาณความเขม้ขน้ของ Total RNA โดยปริมาณ Total RNA ก าหนดให้มีความเขม้ขน้เท่ากับ 
1 ไมโครกรัม จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้จึงแช่ในน ้ าแข็งนาน 1 นาที เติม iScript select 
reaction mix 2 ไมโครลิตร และ iScript reverse transcriptase 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส นาน 90 นาที และบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เก็บ First strand cDNA ท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกวา่น ามาใช ้
 

4. การท า Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 โดยใช ้First strand cDNA ของแต่ละตวัอยา่งเป็นตน้แบบ (Template) และใชไ้พรเมอร์ (primer) ท่ีมีความจ าเพาะ
ต่อยีน MT และ β -actin (ตารางท่ี 1) ซ่ึงสารเคมีท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ย First strand cDNA 1.0 ไมโครลิตร 10  
µM Forward Primer 1.0 ไมโครลิตร 10 µM Reverse Primer 1.0 ไมโครลิตร 10X Taq Buffer 2.5 ไมโครลิตร 2.5 mM MgCl2 0.8 
ไมโครลิตร 2.5 mM dNTP 2.5 ไมโครลิตร 5 unit Taq DNA Polymerase 0.1 ไมโครลิตร (Fermentas) และDistilled water 
17.0 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 25.9 ไมโครลิตร จากนั้นเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายดว้ยเคร่ือง Thermal cycler machine 

โดยก าหนดให้สภาวะการท างานดังน้ี ช่วงแรก (Denaturing) ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ ช่วงท่ีสอง 
(Annealing) ใชอุ้ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
30 วนิาที 25 รอบ และช่วงท่ีสาม (Extension) ใชอุ้ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ 
 

ตารางที ่1 ล าดบันิวคลีโอไทด์และขนาดไพรเมอร์ของยนี MT และ β-actin 

ไพรเมอร์ ล าดบันิวคลโีอไทด์ 5’--------> 3’ ขนาดผลติภัณฑ์ 
(PCR product) (bp) 

อ้างองิ 
(Accession Number) 

MT-Forward 
MT-Reverse 

GCCAAGACTGGAACCTGC 
GCACACGCAGCCAGAGGC 

129 
 

EU005543 

β-actin-Forward 
β-actin-Reverse 

ACCACCACAGCCGAGAGGGA 
CCCAACCAAACGCCCAACAA 

500 EF206801 

 

5. การตรวจยืนยนัขนาดผลติภณัฑ์ด้วยวธีิ Agarose gel electrophoresis 
 ตรวจสอบผลการแสดงออกของยีน MT และ β-actin ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช้ Agarose gel 
ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ 1X TBE และใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์จากนั้นจึงตรวจสอบแถบผลิตภณัฑ์
ดว้ยการยอ้มใน Ethidium bromide ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และถ่ายภาพภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 
ประเมินและวิเคราะห์ความเขม้ของแถบผลิตภณัฑ์ดว้ยวิธีการ densitometry analysis โดยใชโ้ปรแกรมวิเคราะห์ภาพถ่าย 
image J (National Institutes of Health) และใช้ β-actin ในการ normalize การแสดงออกของยีนเป้าหมาย  น าข้อมูลการ
แสดงออกของยีนเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแคดเมียมหรือคอปเปอร์ท่ีชัว่โมงเดียวกนัแต่ต่างระดบัความเขม้ขน้มาวิเคราะห์ความ
แตกต่างค่าเฉล่ียดว้ย t-test และทดสอบความแตกต่างภายในกลุ่มท่ีแช่แคดเมียมหรือคอปเปอร์ท่ีชัว่โมงต่างกนั โดยวิเคราะห์
ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉล่ียในแต่ละช่วงเวลาดว้ยวธีิ DMRT โดยโปรแกรม The SAS 
system for window version 6.12 ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 

ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 

1. ผลการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือการยืนยนัขนาดผลติภณัฑ์ 
 จากการสกดั Total RNA แลว้สังเคราะห์ First strand cDNA จากเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีไดรั้บโลหะหนักแคดเมียม
และคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนั แลว้ใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน MT ในการเพ่ิมปริมาณ DNA 
เป้าหมายด้วยเคร่ือง Thermal cycler machine พบว่า มีการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบั ตามการทดลองของ Cheung et al. 
[10] และ Cheung et al. [11] ท่ีรายงานวา่ แคดเมียมและคอปเปอร์สามารถกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของยีน MT ในตบั
ของปลาสกุล Oreochromis ได ้โดยแถบผลิตภณัฑ์ของยีน MT ในทุกตวัอยา่งของการทดลองมีขนาด 129 bp ส่วนยีน β-actin 
ซ่ึงเป็น Housekeeping gene ท่ีใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมภายใน (Internal Control) ของการทดลองน้ีมีขนาด 500 bp ตรงตามท่ีได้
ออกแบบต าแหน่งไพรเมอร์ไว ้ส าหรับการท าปฏิกิริยา RT-PCR พบวา่ เกิดแถบ DNA บริเวณดา้นล่างของเจล ซ่ึงอาจเกิดจาก
การจบักนัเองของไพรเมอร์ (Primer Dimer) อนัเน่ืองจากอุณหภูมิท่ีใชช่้วงท่ีสอง (Annealing) อาจไม่เหมาะสม ท าให้การ
ท างานของไพรเมอร์เกิดความไม่จ าเพาะเจาะจงได ้หรืออาจเกิดจากความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ในปฏิกิริยามากเกินไปก็ท าให้
เกิดการจบักนัเองของไพรเมอร์ได ้
 
 
 
 
 
 
 



ผลของแคดเมียมและคอปเปอร์ต่อการแสดงออกของยนี  ฯ
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จากงานประชุมวชิาการระดบัชาติ มหาวทิยาลยัทกัษิณ คร้ังท่ี 27 ประจ�ำปี 2560

และการประชุมวิชาการระดบัชาติดา้นบริหารธุรกิจและเศรษฐศาสตร์ คร้ังท่ี 3

วธีิการวจัิย 
1. การทดสอบสัตว์ทดลองด้วยแคดเมยีมและคอปเปอร์ 
 ปลานิลท่ีใช้ในการทดลองมีน ้ าหนักล าตวัเฉล่ีย 115.50 ± 0.31 กรัม น ามาเล้ียงในตู ้กระจกขนาด 40 x 90 x 45 
เซนติเมตร จ านวน 4 ตู ้ๆ  ละ 8 ตวั แต่ละตูบ้รรจุน ้ า 90 ลิตร พร้อมให้อากาศอยา่งเพียงพอ จากนั้นเติมแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.25 และ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร และ คอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 และ 250 ไมโครกรัมต่อลิตร ความเขม้ขน้ละ 1 ตู ้
 

2. การเกบ็ตวัอย่างเน้ือเย่ือตบัและการสกดั Total RNA 
 เก็บเน้ือเยือ่ตบัโดยสุ่มปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมแคดเมียมและคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่างๆ เป็นเวลานาน 1 2 
4 และ 8 ชัว่โมง ช่วงเวลาละ 2 ตวั (1 ตวั คือ 1 ซ ้ า) ใส่หลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Trizol reagent 
500 ไมโครลิตร แล้วบดเน้ือเยื่อด้วย Homogenizer เม่ือบดละเอียดแล้วจึงดูดเอาสารละลายดังกล่าวใส่ในหลอด 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Trizol reagent อีก 500 ไมโครลิตร จากนั้นสกดั Total RNA ตามวธีิของบริษทั 
Molecular center, Inc โดยมีรายละเอียดดงัน้ี ใชเ้ขม็ฉีดยาขนาด 24G และกระบอกฉีดยาขนาด 3 มิลลิลิตร ดูดสารละลายของ
ตวัอยา่งทั้งหมดข้ึนลง 3 - 5 นาที เพื่อท าใหเ้ซลลแ์ตก จากนั้นบ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 5 นาที เติม Chloroform 200 ไมโครลิตร 
ผสมสารละลายใหเ้ขา้กนั บ่มท่ีอุณหภูมิหอ้งอีก 3 นาที น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส นาน 
15 นาที ดูดส่วนใสซ่ึงเป็นชั้นของ Total RNA ใส่ในหลอด Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร หลอดใหม่ แลว้เติม 
Isopropyl alcohol 500 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้บ่มท่ีอุณหภูมิห้องนาน 10 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
12,000 รอบต่อนาที 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ดูดสารละลายดา้นบนท้ิงแลว้เติม 75% Ethanol 1 มิลลิลิตร เพ่ือเก็บรักษา
ตะกอน Total RNA ใหไ้ดน้าน ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสจนกระทัง่ใช ้
 น า Total RNA ท่ีเก็บใน 75% Ethanol ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส มาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 7,500 รอบต่อนาที 4 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นดูดเอาส่วน 75% Ethanol ออก เหลือเฉพาะตะกอนสีขาว ตากให้แห้งแลว้เติม DEPC water 
เพื่อละลาย Total RNA ท่ีได ้โดยปริมาณ DEPC water ท่ีใส่แต่ละตวัอย่างจะแตกต่างกนัตามปริมาณ Total RNA ท่ีสกดัได ้
วดัปริมาณความเขม้ขน้ของ Total RNA ดว้ยเคร่ือง NanoDropTM Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 นาโนเมตร  
 

3. การสังเคราะห์ first strand cDNA (Complementary DNA) 
 การสังเคราะห์ First strand cDNA ใช้ชุดส าเร็จรูป Revert Aid M-MuLV Reverse Transcriptase kit (Fermentas) 
โดยมีขั้นตอนดงัน้ี เติม Oligo (dt)20 primer 0.5 ไมโครลิตร ลงในหลอด PCR จากนั้นเติมตวัอย่าง Total RNA และ Nuclease-free 
water ท่ีแปรผนัตามปริมาณความเขม้ขน้ของ Total RNA โดยปริมาณ Total RNA ก าหนดให้มีความเขม้ขน้เท่ากับ 
1 ไมโครกรัม จากนั้นน าไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แลว้จึงแช่ในน ้ าแข็งนาน 1 นาที เติม iScript select 
reaction mix 2 ไมโครลิตร และ iScript reverse transcriptase 0.5 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนั น าไปบ่มที่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส นาน 90 นาที และบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 85 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เก็บ First strand cDNA ท่ีได้ท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียสจนกวา่น ามาใช ้
 

4. การท า Reverse transcription polymerase chain reaction (RT-PCR) 
 โดยใช ้First strand cDNA ของแต่ละตวัอยา่งเป็นตน้แบบ (Template) และใชไ้พรเมอร์ (primer) ท่ีมีความจ าเพาะ
ต่อยีน MT และ β -actin (ตารางท่ี 1) ซ่ึงสารเคมีท่ีใช้ในการท าปฏิกิริยาประกอบดว้ย First strand cDNA 1.0 ไมโครลิตร 10  
µM Forward Primer 1.0 ไมโครลิตร 10 µM Reverse Primer 1.0 ไมโครลิตร 10X Taq Buffer 2.5 ไมโครลิตร 2.5 mM MgCl2 0.8 
ไมโครลิตร 2.5 mM dNTP 2.5 ไมโครลิตร 5 unit Taq DNA Polymerase 0.1 ไมโครลิตร (Fermentas) และDistilled water 
17.0 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 25.9 ไมโครลิตร จากนั้นเพิ่มปริมาณ DNA เป้าหมายดว้ยเคร่ือง Thermal cycler machine 

โดยก าหนดให้สภาวะการท างานดังน้ี ช่วงแรก (Denaturing) ใช้อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ ช่วงท่ีสอง 
(Annealing) ใชอุ้ณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที 55 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และ 72 องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
30 วนิาที 25 รอบ และช่วงท่ีสาม (Extension) ใชอุ้ณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที 1 รอบ 
 

ตารางที ่1 ล าดบันิวคลีโอไทด์และขนาดไพรเมอร์ของยนี MT และ β-actin 

ไพรเมอร์ ล าดบันิวคลโีอไทด์ 5’--------> 3’ ขนาดผลติภัณฑ์ 
(PCR product) (bp) 

อ้างองิ 
(Accession Number) 

MT-Forward 
MT-Reverse 

GCCAAGACTGGAACCTGC 
GCACACGCAGCCAGAGGC 

129 
 

EU005543 

β-actin-Forward 
β-actin-Reverse 

ACCACCACAGCCGAGAGGGA 
CCCAACCAAACGCCCAACAA 

500 EF206801 

 

5. การตรวจยืนยนัขนาดผลติภณัฑ์ด้วยวธีิ Agarose gel electrophoresis 
 ตรวจสอบผลการแสดงออกของยีน MT และ β-actin ด้วยวิธี Agarose gel electrophoresis โดยใช้ Agarose gel 
ความเขม้ขน้ 1.5 เปอร์เซ็นต ์ในบฟัเฟอร์ 1X TBE และใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 100 โวลต ์จากนั้นจึงตรวจสอบแถบผลิตภณัฑ์
ดว้ยการยอ้มใน Ethidium bromide ท่ีความเขม้ขน้ 0.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และถ่ายภาพภายใตแ้สงอลัตราไวโอเลต 
ประเมินและวิเคราะห์ความเขม้ของแถบผลิตภณัฑ์ดว้ยวิธีการ densitometry analysis โดยใชโ้ปรแกรมวิเคราะห์ภาพถ่าย 
image J (National Institutes of Health) และใช้ β-actin ในการ normalize การแสดงออกของยีนเป้าหมาย  น าข้อมูลการ
แสดงออกของยีนเม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแคดเมียมหรือคอปเปอร์ท่ีชัว่โมงเดียวกนัแต่ต่างระดบัความเขม้ขน้มาวิเคราะห์ความ
แตกต่างค่าเฉล่ียดว้ย t-test และทดสอบความแตกต่างภายในกลุ่มท่ีแช่แคดเมียมหรือคอปเปอร์ท่ีชัว่โมงต่างกนั โดยวิเคราะห์
ความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉล่ียในแต่ละช่วงเวลาดว้ยวธีิ DMRT โดยโปรแกรม The SAS 
system for window version 6.12 ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 

ผลการวจัิยและอภิปรายผลการวจัิย 

1. ผลการออกแบบไพรเมอร์เพ่ือการยืนยนัขนาดผลติภณัฑ์ 
 จากการสกดั Total RNA แลว้สังเคราะห์ First strand cDNA จากเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีไดรั้บโลหะหนักแคดเมียม
และคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนั แลว้ใชไ้พรเมอร์ท่ีจ าเพาะต่อยีน MT ในการเพ่ิมปริมาณ DNA 
เป้าหมายด้วยเคร่ือง Thermal cycler machine พบว่า มีการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบั ตามการทดลองของ Cheung et al. 
[10] และ Cheung et al. [11] ท่ีรายงานวา่ แคดเมียมและคอปเปอร์สามารถกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของยีน MT ในตบั
ของปลาสกุล Oreochromis ได ้โดยแถบผลิตภณัฑ์ของยีน MT ในทุกตวัอยา่งของการทดลองมีขนาด 129 bp ส่วนยีน β-actin 
ซ่ึงเป็น Housekeeping gene ท่ีใชเ้ป็นกลุ่มควบคุมภายใน (Internal Control) ของการทดลองน้ีมีขนาด 500 bp ตรงตามท่ีได้
ออกแบบต าแหน่งไพรเมอร์ไว ้ส าหรับการท าปฏิกิริยา RT-PCR พบวา่ เกิดแถบ DNA บริเวณดา้นล่างของเจล ซ่ึงอาจเกิดจาก
การจบักนัเองของไพรเมอร์ (Primer Dimer) อนัเน่ืองจากอุณหภูมิท่ีใชช่้วงท่ีสอง (Annealing) อาจไม่เหมาะสม ท าให้การ
ท างานของไพรเมอร์เกิดความไม่จ าเพาะเจาะจงได ้หรืออาจเกิดจากความเขม้ขน้ของไพรเมอร์ในปฏิกิริยามากเกินไปก็ท าให้
เกิดการจบักนัเองของไพรเมอร์ได ้
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 และการประชุมวิชาการระดบัชาติดา้นบริหารธุรกิจและเศรษฐศาสตร์ คร้ังท่ี 3      

2. ผลของแคดเมยีมต่อการแสดงออกของยนี MT ในเน้ือเย่ือตบัปลานิลด้วยเทคนิค RT-PCR 
 ผลของแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนัต่อการแสดงออกของยนี MTในเน้ือเยือ่ตบัปลานิล 
พบว่า มีความสัมพนัธ์กับระยะเวลาการได้รับแคดเมียมท่ีนานข้ึน โดยการแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัท่ีได้รับ
แคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.25 ไมโครกรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง จะมีการแสดงออกของยนี MT นอ้ยกวา่ท่ี
ระยะเวลา 4 และ 8 ชัว่โมง และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Utarnpongsa 
[16] รายงานว่าการแสดงออกของ MT mRNAในตบัปลาตะเพียนขาวมีความสัมพนัธ์กับระยะเวลาการไดรั้บแคดเมียมท่ี
เพ่ิมข้ึน ซ่ึงอาจเกิดจากการยึดจับของเซลล์กับแคดเมียมท่ีสะสมมากข้ึนในเซลล์ตบั ส าหรับเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีได้รับ
แคดเมียมท่ีระดับความเขม้ขน้ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร ซ่ึงมีปริมาณมากข้ึน 10 เท่า พบว่า การแสดงออกของยีน MT ใน
เน้ือเยื่อตบัท่ีระยะเวลาต่างกนัไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P > 0.05) (ภาพท่ี 1) ซ่ึงอาจเกิดจากภาวะอ่ิมตวั
ของเน้ือเยื่อในการสะสมแคดเมียมหรือเกิดกลไกการขบัสารพิษท่ีมากเกินไปของตวัปลาจึงท าใหก้ารแสดงออกของยีน MT
ไม่แตกต่างกนั [17-18] และเม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีไดรั้บแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.25 และ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงเดียวกนั พบวา่ทุกช่วงเวลาของการไดรั้บแคดเมียมมีการแสดงออกของยีน MT 
ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P > 0.05) (ภาพท่ี 3)  

 

 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่1 การแสดงออกของยนี MT และ β-actin ดว้ยเทคนิค RT-PCR ในเน้ือเยือ่ตบัปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมแคดเมียม 

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.25 (1) และ 2.50 (2) ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นเวลานาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง (M = Marker,     = Primer dimer) 
และ กราฟการแสดงออกของยนี MT (จากการวดัความเขม้ของแถบผลิตภณัฑด์ว้ยวธีิการ densitometry analysis  

โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ภาพถ่าย image J) ในเน้ือเยือ่ตบัปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.25 (A)  
และ 2.50 (B) ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นเวลานาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนั 

แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
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และการประชุมวิชาการระดบัชาติดา้นบริหารธุรกิจและเศรษฐศาสตร์ คร้ังท่ี 3

2. ผลของแคดเมยีมต่อการแสดงออกของยนี MT ในเน้ือเย่ือตบัปลานิลด้วยเทคนิค RT-PCR 
 ผลของแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนัต่อการแสดงออกของยนี MTในเน้ือเยือ่ตบัปลานิล 
พบว่า มีความสัมพนัธ์กับระยะเวลาการได้รับแคดเมียมท่ีนานข้ึน โดยการแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัท่ีได้รับ
แคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.25 ไมโครกรัมต่อลิตร ท่ีระยะเวลา 1 และ 2 ชัว่โมง จะมีการแสดงออกของยนี MT นอ้ยกวา่ท่ี
ระยะเวลา 4 และ 8 ชัว่โมง และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Utarnpongsa 
[16] รายงานว่าการแสดงออกของ MT mRNAในตบัปลาตะเพียนขาวมีความสัมพนัธ์กับระยะเวลาการไดรั้บแคดเมียมท่ี
เพ่ิมข้ึน ซ่ึงอาจเกิดจากการยึดจับของเซลล์กับแคดเมียมท่ีสะสมมากข้ึนในเซลล์ตบั ส าหรับเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีได้รับ
แคดเมียมท่ีระดับความเขม้ขน้ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตร ซ่ึงมีปริมาณมากข้ึน 10 เท่า พบว่า การแสดงออกของยีน MT ใน
เน้ือเยื่อตบัท่ีระยะเวลาต่างกนัไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P > 0.05) (ภาพท่ี 1) ซ่ึงอาจเกิดจากภาวะอ่ิมตวั
ของเน้ือเยื่อในการสะสมแคดเมียมหรือเกิดกลไกการขบัสารพิษท่ีมากเกินไปของตวัปลาจึงท าใหก้ารแสดงออกของยีน MT
ไม่แตกต่างกนั [17-18] และเม่ือเปรียบเทียบการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีไดรั้บแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 
0.25 และ 2.50 ไมโครกรัมต่อลิตรท่ีชัว่โมงเดียวกนั พบวา่ทุกช่วงเวลาของการไดรั้บแคดเมียมมีการแสดงออกของยีน MT 
ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P > 0.05) (ภาพท่ี 3)  

 

 
   
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที ่1 การแสดงออกของยนี MT และ β-actin ดว้ยเทคนิค RT-PCR ในเน้ือเยือ่ตบัปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมแคดเมียม 

ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.25 (1) และ 2.50 (2) ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นเวลานาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง (M = Marker,     = Primer dimer) 
และ กราฟการแสดงออกของยนี MT (จากการวดัความเขม้ของแถบผลิตภณัฑด์ว้ยวธีิการ densitometry analysis  

โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ภาพถ่าย image J) ในเน้ือเยือ่ตบัปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมแคดเมียมท่ีระดบัความเขม้ขน้ 0.25 (A)  
และ 2.50 (B) ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นเวลานาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนั 

แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 
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3. ผลของคอปเปอร์ต่อการแสดงออกของยนี MT ในเน้ือเย่ือตบัปลานิลด้วยเทคนิค RT-PCR 
 ผลของคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาแตกต่างกนัต่อการแสดงออกของยนี MTในเน้ือเยือ่ตบัปลานิล 
พบวา่ การแสดงออกของยีน MT มีความสัมพนัธ์กบัทั้งระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีไดรั้บคอปเปอร์ โดยปลานิลท่ี
ไดรั้บคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัมต่อลิตร นาน 1 ชัว่โมง ไม่พบการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบั 
แต่จะเร่ิมมีการแสดงออกของยีนเม่ือไดรั้บคอปเปอร์นาน 2 4 และ 8 ชัว่โมง และมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(P < 0.05) (ภาพท่ี 2) ส าหรับความสมัพนัธ์ของการแสดงออกของยนี MT กบัระดบัความเขม้ขน้ท่ีไดรั้บคอปเปอร์ พบวา่ปลา
นิลท่ีไดรั้บคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 ไมโครกรัมต่อลิตร นาน 1 ชัว่โมงไม่มีการแสดงออกของยนี MT ในเน้ือเยือ่ตบั 
แต่ปลานิลที่ไดร้ับคอปเปอร์ที่ระดบัความเขม้ขน้ 250 ไมโครกรัมต่อลิตรมีการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบั 
ตั้งแต่ชัว่โมงที่ 1 ท่ีได้รับคอปเปอร์ และมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) สอดคล้องกับการทดลองของ 
Pederson et al. [19] รายงานว่าการแสดงออกของยีน MT ในเหงือกปู Carcinus maenas จะเพ่ิมข้ึนตามระดบัความเขม้ขน้
ของคอปเปอร์ท่ีไดรั้บ ส าหรับท่ีระยะเวลา 2 4 และ 8 ชัว่โมง พบวา่การแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยือ่ตบัปลานิลท่ีถูกกระตุน้
ดว้ยคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 และ 250 ไมโครกรัมต่อลิตร ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P > 0.05) (ภาพท่ี 3) อาจ
เน่ืองจากระยะเวลาการไดรั้บคอปเปอร์ท่ีนานข้ึนท าให้เกิดภาวะอ่ิมตวัของโลหะหนกัในเน้ือเยื่อหรือเกิดกลไกการขบัสารพิษท่ี
มากเกินไปเช่นเดียวกบัแคดเมียม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่2 การแสดงออกของยีน MT และ β-actin ด้วยเทคนิค RT-PCR ในเน้ือเยื่อตบัปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมคอปเปอร์
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 (1) และ 250 (2) ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นเวลานาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง (M = Marker,     = Primer dimer) 

และกราฟการแสดงออกของยนี MT (จากการวดัความเขม้ของแถบผลิตภณัฑด์ว้ยวธีิการ densitometry analysis  
โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ภาพถ่าย image J) ในเน้ือเยือ่ตบัปลานิลท่ีแช่ในน ้ าผสมคอปเปอร์ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 25 (A)  

และ 250 (B) ไมโครกรัมต่อลิตรเป็นเวลานาน 1 2 4 และ 8 ชัว่โมง ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนั 
แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) 

 
 

(1) 

500 bp  ›  

500 bp  ›  

MT 

β-actin 

M      1      2      1       2      1       2      1      2     ซ ้า        
           1               2               4              8         ชัว่โมง 

< 129 bp    

< 500 bp    

(2) 

500 bp  ›  

500 bp  ›  

MT 

β-actin 

M     1       2       1       2       1       2       1       2      ซ ้า        
          1               2                4               8           ชัว่โมง 

< 129 bp    

< 500 bp    

(A) 

(B) 
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ภาพที ่3 กราฟเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี MT (จากการวดัความเขม้ของแถบผลิตภณัฑด์ว้ยวธีิการ densitometry analysis 
โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ภาพถ่าย image J) ในเน้ือเยื่อตบัปลานิล เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแคดเมียม (A) หรือ คอปเปอร์ (B) ต่างระดบั
ความเขม้ขน้ท่ีชัว่โมงเดียวกนั ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 

 เม่ือเปรียบเทียบความไวของแคดเมียมและคอปเปอร์ต่อการแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัปลานิล พบว่า 
แคดเมียมมีความไวในการกระตุน้การแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัปลานิลไดดี้กวา่คอปเปอร์ เน่ืองจากระดบัความ
เขม้ขน้ของแคดเมียมท่ีใช้ในการกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของยีน MT น้อยกว่าระดับความเขม้ขน้ของคอปเปอร์ 
โดยระดับความเขม้ขน้และระยะเวลาการไดรั้บแคดเมียมต ่าสุดท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยือ่ตบั คือ 
0.25 ไมโครกรัมต่อลิตร นานเพียง 1 ชั่วโมง ส าหรับคอปเปอร์ท่ีระดับความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อลิตร จะมีการ
แสดงออกของยีน MT เม่ือไดรั้บนาน 2 ชัว่โมงข้ึนไป สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Cho et al. [15] รายงานวา่ แคดเมียมมี
ประสิทธิภาพในการกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของยนี MT ในปลา Hemibarbus mylodon ดีกวา่คอปเปอร์และสงักะสี  

 
สรุปผลการวจัิย 

 จากผลการทดลองท่ีไดแ้สดงให้เห็นวา่ระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีไดรั้บคอปเปอร์มีผลต่อการแสดงออก
ของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบัปลานิล ส าหรับแคดเมียมการแสดงออกของยีน  MT จะมีความสัมพนัธ์กับระยะเวลาท่ีได้รับ
แคดเมียมเท่านั้น การไดรั้บแคดเมียมหรือคอปเปอร์ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีสูงหรือระยะเวลานานเกินไปจะมีผลต่อการ
แสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัไม่แตกต่างกนั อาจเกิดจากภาวะอ่ิมตวัของโลหะหนักในเน้ือเยื่อหรือเกิดกลไกการขบั
สารพิษท่ีมากเกินไปของตวัปลา นอกจากน้ียงัพบวา่แคดเมียมมีความไวในการกระตุน้การแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อ
ตบัปลานิลไดดี้กวา่คอปเปอร์ 
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ภาพที ่3 กราฟเปรียบเทียบการแสดงออกของยนี MT (จากการวดัความเขม้ของแถบผลิตภณัฑด์ว้ยวธีิการ densitometry analysis 
โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะห์ภาพถ่าย image J) ในเน้ือเยื่อตบัปลานิล เม่ือถูกกระตุน้ดว้ยแคดเมียม (A) หรือ คอปเปอร์ (B) ต่างระดบั
ความเขม้ขน้ท่ีชัว่โมงเดียวกนั ตวัอกัษรภาษาองักฤษพิมพเ์ลก็ท่ีต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 

 เม่ือเปรียบเทียบความไวของแคดเมียมและคอปเปอร์ต่อการแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัปลานิล พบว่า 
แคดเมียมมีความไวในการกระตุน้การแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัปลานิลไดดี้กวา่คอปเปอร์ เน่ืองจากระดบัความ
เขม้ขน้ของแคดเมียมท่ีใช้ในการกระตุน้ให้เกิดการแสดงออกของยีน MT น้อยกว่าระดับความเขม้ขน้ของคอปเปอร์ 
โดยระดับความเขม้ขน้และระยะเวลาการไดรั้บแคดเมียมต ่าสุดท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของยีน MT ในเน้ือเยือ่ตบั คือ 
0.25 ไมโครกรัมต่อลิตร นานเพียง 1 ชั่วโมง ส าหรับคอปเปอร์ท่ีระดับความเข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อลิตร จะมีการ
แสดงออกของยีน MT เม่ือไดรั้บนาน 2 ชัว่โมงข้ึนไป สอดคลอ้งกบัการทดลองของ Cho et al. [15] รายงานวา่ แคดเมียมมี
ประสิทธิภาพในการกระตุน้ใหเ้กิดการแสดงออกของยนี MT ในปลา Hemibarbus mylodon ดีกวา่คอปเปอร์และสงักะสี  

 
สรุปผลการวจัิย 

 จากผลการทดลองท่ีไดแ้สดงให้เห็นวา่ระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาท่ีไดรั้บคอปเปอร์มีผลต่อการแสดงออก
ของยีน MT ในเน้ือเยื่อตบัปลานิล ส าหรับแคดเมียมการแสดงออกของยีน  MT จะมีความสัมพนัธ์กับระยะเวลาท่ีได้รับ
แคดเมียมเท่านั้น การไดรั้บแคดเมียมหรือคอปเปอร์ในระดบัความเขม้ขน้ท่ีสูงหรือระยะเวลานานเกินไปจะมีผลต่อการ
แสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อตบัไม่แตกต่างกนั อาจเกิดจากภาวะอ่ิมตวัของโลหะหนักในเน้ือเยื่อหรือเกิดกลไกการขบั
สารพิษท่ีมากเกินไปของตวัปลา นอกจากน้ียงัพบวา่แคดเมียมมีความไวในการกระตุน้การแสดงออกของยีน MTในเน้ือเยื่อ
ตบัปลานิลไดดี้กวา่คอปเปอร์ 
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