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ปลากัดไทย  (Betta splendens) เป็นหนึ่ งในสัตว์น้ำสวยงามท่ีมีความสำคัญทาง

เศรษฐกิจของไทย งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของโคพีพอดซึ่งเป็นแหล่งของกรดไขมัน
ไม่อิมตัวเชิงซ้อน (polyunsaturated fatty acid, PUFA) ในการเป็นอาหารมีชีวิตต่อภูมิคุ้มกันของ
ลูกปลากัดวัยอ่อน โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีนภูมิคุ้มกันในปลากัดด้วยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR จากการศึกษาพบว่าการอนุบาลลูกปลากัดด้วยโคพีพอด  Apocyclops 
royi สามารถกระตุ้นการแสดงออกของยีนภูมิคุ้มกัน  ได้แก่ ยีนเพปไทด์ต้านจุลินทรีย์ Liver-
expressed antimicrobial peptide 2C (BsLEAP2C) แ ล ะ ยี น ต้ า น ไ ว รั ส  Mitochondrial 
antivirus signaling (BsMAVS) ให้สูงขึ้นได้อย่างมีนัยสำคัญ โดยโปรตีน BsMAVS มีขนาด 569 
กรดอะมิโน ประกอบด้วยโดเมนสำคัญ  ได้แก่ N-terminal Caspase recruitment domain, 
proline-rich domain และ C-terminal transmembrane domain และพบว่าในลำไส้ปลากัดมี
การแสดงออกของยีน BsMAVS สูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ หลังกระตุ้นด้วย poly(I:C) นอกจากนี้ จาก
การศึกษาไมโครไบโอมพบว่าการอนุบาลลูกปลากัดด้วยโคพีพอด A. royi ช่วยส่งเสริมแบคทีเรียท่ีดี
และลดจำนวนแบคทีเรียก่อโรคในลูกปลากัด ทำให้ลูกปลากัดมีสุขภาพท่ีดีขึ้น ข้อมูลจากงานวิจัยนี้
แสดงให้เห็นว่าโคพีพอด A. royi ท่ีอุดมด้วย PUFA มีศักยภาพในกระตุ้นการแสดงออกของยีนต้าน
ไวรัส และปรับปรุงไมโครไบโอมของปลากัดได้ 
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Siamese fighting fish (Betta splendens) is one of the most economically 

important ornamental fish in Thailand. This research aimed to study the effects of 
copepods, which a source of polyunsaturated fatty acid (PUFA), as a live feed on 
immune response in betta fish larvae through Immune-related gene transcript 
using semi-quantitative RT-PCR technique. This study found that the rearing of 
betta fish larvae with copepod Apocyclops royi significantly up-regulated the 
expression level of immune-related genes transcript. There are liver-expressed 
antimicrobial peptide 2C (BsLEAP2C) and mitochondrial antivirus signaling (BsMAVS). 
BsMAVS is an antiviral gene encoded for a predicted protein of 569 amino acids, 
with N-terminal caspase recruitment domain, proline-rich domain, and C-terminal 
transmembrane domain. BsMAVS transcript in fish gut was significantly up-regulated 
upon poly(I:C) stimulation. These results suggested the potential of copepod A. 
royi as live feed for enhancing the antiviral response in betta fish larvae. In 
addition, microbiome analysis found that the rearing of betta fish larvae with 
copepod A. royi promotes good bacteria communities and reduces pathogenic 
bacteria communities in betta fish larvae. This research demonstrated that the 
PUFA-enriched A. royi have potential to induce antiviral gene expression and 
improve the microbiome of betta fish. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

ปลากัดไทย (Siamese Fighting fish) เป็นหนึ่งในปลาสวยงามท่ีได้รับความนิยมและจัดเป็น
สัตว์น้ำเศรษฐกิจท่ีสำคัญของไทย มีมูลค่าทางเศรษฐกิจสูงจากการส่งออกท่ัวโลก จากข้อมูลปริมาณ
และมูลค่าการส่งออกสัตว์น้ำสวยงาม ด่านตรวจสัตว์น้ำท่าอากาศยานสุวรรณภูมิ ต้ังแต่ปีพุทธศักราช 
2558 จนถึงปัจจุบัน พบว่าปลากัดเป็นปลาสวยงามท่ีมีปริมาณและมูลค่าการส่งออกสูงสุด โดยใน
เดือนมกราคม พ.ศ.2564 ปลากัดมีปริมาณการส่งออกเป็นจำนวน 1,628,618 ตัว และมีมูลค่า 
18,476,652 บาท (อมรรัตน์, 2561; กรมประมง, 2564) โดยเฉพาะชนิด Betta splendens Regan, 
1910 (การุณ, 2554) จากการเพาะเล้ียงปลากัดพบว่า อาหารสำหรับลูกปลากัดเป็นปัจจัยสำคัญท่ี
ส่งผลต่ออัตราการรอดชีวิต สุขภาพ การเจริญเติบโต การสร้างเม็ดสี ระดับความเครียด การต้านทาน
โรค (Abate et al., 2016) และเป็นตัวกำหนดจุลินทรีย์ในลำไส้ของปลา (Gruneck et al., 2022) ใน
การเพาะเล้ียงปลากัดโดยท่ัวไปนิยมใช้อาหารมีชีวิต เช่น ไรแดง ซึ่งสามารถพบได้ในธรรมชาติแต่เป็น
พาหะของเช้ือก่อโรค ในขณะท่ีโรติเฟอร์ ซึ่งมีคุณภาพทางโภชนาการน้อย และอาร์ทีเมียร์ ซึ่งมี
คุณภาพทางโภชนาการไม่คงท่ี (พิชญา , 2559) อีกท้ังยังพบว่าการเพาะเล้ียงด้วยโคพีพอดให้การ
เจริญ เติบโต อัตราการรอดชีวิต และลดภาวะเม็ด สีผิดปกติ (malpigmentations) ได้ดีกว่า 
(Concecau et al., 2010) โคพีพอดเป็นหนึ่งในแพลงก์ตอนสัตว์ท่ีมีความสำคัญและมีคุณค่าทาง
โภชนาการสูงจึงเป็นอาหารมีชีวิตท่ีน่าสนใจ เนื่องจากเป็นเหยื่อตามธรรมชาติของสัตว์แรกเกิด และ
เหมาะสมสำหรับลูกปลากัดโดยมีสารอาหาร ขนาด และรูปแบบการว่ายน้ำท่ีเหมาะสมกับตัวอ่อนของ
ปลา โคพีพอด Apocyclops royi จัดอยู่กลุ่มไซโคลพอยด์ ซึ่งอาศัยอยู่บริเวณผิวน้ำและในมวลน้ำ 
เพาะเล้ียงง่าย วงจรชีวิตส้ัน มีขนาดท่ีหลากหลายตามช่วงของระยะพัฒนาการ และมีคุณ ค่าทาง
โภชนาการสูง จากการศึกษาพบว่าโคพีพอดทำให้ตัวอ่อนของปลามีการเจริญเติบโตท่ีดีขึ้น มีอัตราการ
รอด ชีวิ ต สู งขึ้ น  มี การสร้ า ง เม็ ด สี ท่ี ดี ขึ้ น  ซึ่ งค าดว่ าม าจากอั ต ราส่ วนกรด ไขมั น จำเป็ น 
docosahexaenoic acid (DHA) : eicosapentaenoic acid (EPA) ท่ีเหมาะสมและจำเป็นสำหรับ
สัตว์น้ำวัยอ่อน (Olivotto et al., 2010; Abbaszadeh., 2022) อีกท้ังยังพบว่า A. royi สามารถ
สังเคราะห์กรดไขมันจำเป็นชนิด DHA ได้ในทุกช่วงวัยต้ังแต่ระยะนอเพลียส ระยะโคพีโพดิด และ
ระยะตัว เต็มวัย  แม้ จะ เพ าะเล้ียงด้วยอาหารท่ีมี  polyunsaturated fatty acid (PUFA) ต่ ำ 
(Amparyup et al., 2022) โรคระบาดเป็นอีกหนึ่งปัญหาท่ีก่อให้เกิดความสูญเสียในอุตสาหกรรมการ
เพาะเล้ียงปลากัด ซึ่งเกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุท้ังแบคทีเรีย ปรสิต พยาธิภายใน ไวรัส และเช้ือรา  

Mitochondrial antivirus signaling (MAVS) เป็นโปรตีนรับส่งสัญญาณท่ีสำคัญในวิถี RIG-
I-like receptor signaling pathway ท่ี ค้นพบในปลากัด (Amparyup et al., 2020) ซึ่ งจัดเป็น
ระบบภูมิคุ้มกันท่ีมีมาแต่กำเนิด (innate immunity) เป็นภูมิคุ้มกันด่านแรกในการต้านไวรัส เป็น
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โมเลกุลท่ีมีบทบาทในการต้านไวรัส โดยการเหนี่ยวนำอินเตอร์เฟียรอนประเภทท่ี 1 (type I IFN) เพื่อ
กระตุ้นยีนต้านไวรัส ช่วยยับยั้งการแพร่กระจายของไวรัสไปยังเซลล์ข้างเคียงและตอบสนองต่อการ
อักเสบ โดยโปรตีน MAVS จะทำงานประสานกับตัวรับสัญญาณตรวจจับไวรัสในวิถี RIG-I-like 
receptor signaling pathway (Krishnan et al., 2018; Yasukawa et al., 2021) อย่างไรก็ตาม
แม้ปลากัดจะมีความสำคัญในเชิงพาณิชย์ แต่ข้อมูลในระดับโมเลกุลและข้อมูลทางพันธุกรรมเกี่ยวกับ
การควบคุมและป้องกันโรคนั้นยังไม่มีข้อมูลมากนัก ดังนั้นการศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกัน
จะช่วยให้เข้าใจการตอบสนองของภูมิคุ้มกันโดยธรรมชาติในปลากัดได้  

โครงการวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของโคพีพอดในการเป็นอาหารมีชีวิตต่อ
ภูมิคุ้มกันของลูกปลากัดวัยอ่อน โดยการตรวจสอบการแสดงออกของยีนภูมิคุ้มกันในปลากัดท่ีเล้ียง
ด้วยโคพีพอดและปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัส และศึกษาลักษณะสมบัติของยีน MAVS จาก
ฐานข้อมูลของปลากัดไทย Betta splendens 
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บทที่ 2 
วารสารปริทัศน์ 

2.1 ปลากัดไทย Betta splendens 
 ปลากัดไทย มีช่ือวิทยาศาสตร์คือ Betta splendens และมีช่ือสามัญคือ Siamese fighting 

fish ปลากัดไทยเป็นหนึ่งในปลาสวยงามท่ีได้รับความนิยมและจัดเป็นสัตว์น้ำเศรษฐกิจท่ีสำคัญของ

ไทย เนื่องด้วยลักษณะและสีสันท่ีสวยงามโดดเด่น (Yuslan et al., 2021a) ดังรูปท่ี 1 โดยจากข้อมูล

ปริมาณและมูลค่าการส่งออกสัตว์น้ำสวยงาม ด่านตรวจสัตว์น้ำท่าอากาศยานสุวรรณภูมิ ต้ังแต่ปี

พุทธศักราช 2558 จนถึงปัจจุบัน พบว่าปลากัดเป็นปลาสวยงามท่ีมีปริมาณและมูลค่าการถูกส่งออก

สูงสุด โดยในเดือนมกราคม พ.ศ.2564 ปลากัดมีปริมาณการถูกส่งออกเป็นจำนวน 1,628,618 ตัว 

และมีมูลค่า 18,476,652 บาท (อมรรัตน์, 2561; เว็บไซต์กรมประมง)  

 

 

รูปที่ 1 ปลากัดไทย Betta splendens 

ท่ีมา : กรมประมง (2559) 
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2.1.1 อนุกรมวิธานของปลากัดไทย 
ปลากัดไทยสกุล Betta เป็นปลากัดกลุ่มก่อหวอด (bubble-nest builder) พันธุ์ด้ังเดิมใน

ธรรมชาติ พบในเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ประมาณ 55 ชนิด และพบในประเทศไทย 10 ชนิด โดยชนิด

ท่ีนิยมเพาะเล้ียงเพื่อการส่งออก คือ Betta splendens Regan, 1910 (Monvises et al., 2009) ซึ่ง

มีลำดับอนุกรมวิธาน (ณัฐกิตท์ิและภัทรพนธ์, 2561) ดังนี้ 

Phylum: Chordata                       

               Subphylum: Vertebrata       

                    Superclass: Gnathostomata       

                         Class: Actinopterygii      

                              Subclass: Neopterygii      

                                   Division: Teleostei       

                                        Subdivision: Euteleostei    

                                             Superorder: Acanthopterygii 

                                                  Series: Percomorpha 

                                                       Order: Perciformes  

                                                            Suborder: Anabantoidei 

                                                                 Family: Belontidae 

                                                                      Subfamily: Macropodinae 

                                                                           Genus: Betta 

                                                                                Species: Betta splendens 

2.1.2 แหล่งที่อยู่อาศัยและลักษณะทั่วไป 
ปลากัดไทยเป็นปลาพื้นเมืองด้ังเดิม กระจายอยู่ทุกภาคของประเทศ (การุณ, 2556) อาศัยอยู่

ในแหล่งน้ำจืด บริเวณน้ำต้ืนในระบบนิเวศน้ำนิ่งหรือน้ำไหลช้า มีพีเอช 5.3-5.8 อุณหภูมิ 27.0-31.5 

องศาเซลเซียส เช่น นาข้าว บ่อน้ำ บึง แอ่งน้ำ ลำคลอง หนอง รวมถึงอ่างเก็บน้ำท่ีมีระดับน้ำต้ืน 

(วัฒนา และคณะ, 2548; ศุกร์เทียนชัย, 2561; Monvises et al., 2009) ปลากัดเป็นปลากระดูกแข็ง

ท่ีมีขนาดเล็ก ลำตัวแบนยาว มีปากขนาดเล็กเชิดขึ้นด้านบนเล็กน้อย มีฟันท่ีขากรรไกรบนและล่าง มี

เกล็ดปกคลุมส่วนหัวและลำตัว กระดูกท่ีขอบตาเรียบ มีครีบท้อง (pelvic fin) ครีบก้น (anal fin) 

ครีบหาง (caudal fin) ครีบหลัง (Dorsal fin) และมีครีบอก (pectoral fin) ซึ่งมีขนาดเล็กกว่าครีบ
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อื่น ดังรูปท่ี 2 (กรมประมง, 2559; ศุกร์เทียนชัย, 2561) เมื่อโตเต็มท่ี ปลากัดจะมีความยาวประมาณ 

2.5 นิ้ว มีสีสันสวยงามหลากหลายสี เช่น แดง เขียว คราม น้ำเงิน รวมถึงมีการผสมสี โดยปลากัดเพศ

ผู้จะมีลำตัวเพรียว สีสด และครีบยาวสวยกว่าปลากัดเพศเมีย (วัฒนา และคณะ, 2548) เนื่องด้วย

ลักษณะ สีสัน และครีบท่ีเป็นจุดเด่น จึงมีเกิดการนิยมเล้ียงปลากัดเพื่อความสวยงามและเพื่อการ

แข่งขัน โดยเมื่ออายุครบ 1.5-2 เดือนปลากัดจะมีนิสัยก้าวร้าวและมีพฤติกรรมการกัดกัน มีการ

แสดงออกโดยการเพิ่มความเข้มของสี แผ่ครีบ เปิดแผ่นช่องเหงือก (operculum) และกัดหางปลากัด

ตัวอื่น (ศุกร์เทียนชัย, 2561) 

 
 

รูปที่ 2 ลักษณะรูปร่างปลากัด 
ท่ีมา : กรมประมง (2559) 

2.1.3 การเพาะเลี้ยงปลากัด 
ในการเพาะเล้ียงปลากัด ต้องเลือกพ่อแม่พันธุ์ปลากัดท่ีแข็งแรง ว่ายน้ำปราดเปรียว ไม่มี

อาการซึม และมีความสมบูรณ์ทางเพศ โดยเลือกปลากัดเพศเมียท่ีมีไข่น้ำ ซึ่งมีลักษณะเป็นตุ่มสีขาว

บริเวณใต้ท้อง และเลือกปลากัดเพศผู้จากการสร้างหวอดหรือรัง ซึ่งเป็นการพ่นอากาศท่ีมีน้ำเมือกจาก

ปากและลำคอผสมกัน โดยปลากัดเพศผู้ท่ีมีความสมบูรณ์เต็มท่ี จะมีการสร้างหวอดเป็นฟองอากาศ

จับกลุ่มลอยบนผิวน้ำเสมอ ปลากัดมีการสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ โดยการปฏิสนธิของไข่กับสเปิร์มจะ

เกิดขึ้นภายนอกร่างกาย ในการเพาะพันธุ์ปลากัดจะนำปลากัดมาเทียบกันก่อน ประมาณ 4-7 วัน แล้ว

จึงนำมาผสมกัน ปลากัดเพศผู้จะรัดปลากัดเพศเมียจนปล่อยไข่ออกมาหมด จากนั้นปลากัดเพศผู้จะ

ฉีดน้ำเช้ือเข้าผสมแล้วเก็บไข่มาพ่นในหวอด พ่อปลาจะทำหน้าท่ีดูแลไข่จนกระท่ังฟักเป็นตัวภายใน 3 

วัน ปลากัดจะเติบโตถึงวัยเจริญพันธุ์ภายใน 4 เดือน (วัฒนา และคณะ, 2548) 
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ปลากัดแรกเกิดช่วง 3-4 วันแรกจะมีถุงอาหาร (yolk sac) ติดตัวจึงไม่จำเป็นต้องให้อาหาร

เพิ่มเติม แต่อย่างไรก็ตามถุงอาหารจะหมดและสลายในเวลาต่อมา ประมาณวันท่ี 4-5 ลูกปลาจะยังมี

ขนาดเล็กและยังเจริญเติบโตไม่สมบูรณ์ จึงจำเป็นต้องมีการให้อาหารเพิ่มเติม อาหารท่ีนิยมใช้ในการ

เพาะเล้ียงปลากัดวัยอ่อน ได้แก่ ไรแดง Moina sp. (วัฒนา และคณะ , 2548; อมรรัตน์, 2561; 

Monvises et al., 2009) อาหารท่ีนิยมใช้สำหรับปลากัดตัวเต็มวัยได้แก่ อาร์ทีเมีย ลูกน้ำ หนอนแดง 

และอาหารสำเร็จรูป เป็นต้น (วัฒนา และคณะ, 2548; ศุกร์เทียนชัย, 2561) โดยให้อาหารในปริมาณ

ท่ีพอดีให้ปลาอิ่ม หากให้อาหารในปริมาณมากเกินไปอาจทำให้น้ำเสียได้ และควรมีการเปล่ียนน้ำ

อย่างน้อยสัปดาห์ละ 1-2 ครั้ง อย่างไรก็ตามอาหารมีชีวิตท่ีนิยมใช้ดังกล่าว มีคุณค่าทางโภชนาการไม่

ครบถ้วนตามท่ีสัตว์น้ำวัยอ่อนต้องการ จึงจำเป็นต้องมีการเสริมอาหารอื่น ๆ เพิ่ม อีกท้ังอาหารมีชีวิต

ดังกล่าวยังเป็นพาหะของเช้ือก่อโรคได้อีกด้วย  

2.1.4 โรคท่ีพบบ่อยในปลาสวยงาม 
โรค เป็นปัญหาสำคัญท่ีทำให้เกิดความสูญเสียในอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงปลาสวยงาม โรค

ในปลาสวยงามเกิดขึ้นได้จากหลายสาเหตุท้ังแบคทีเรีย ปรสิต พยาธิภายใน ไวรัส และเช้ือรา อมรรัตน์ 

(2561) ได้รายงานโรคท่ีพบบ่อยในปลาสวยงาม เช่น โรคจุดขาวและโรคเห็บระฆัง ซึ่งเกิดจากเช้ือโปร

โตซัว โรคหนอนสมอ เกิดจากพยาธิ Lernase sp. โรคตัวเปื่อยปากเป่ือย (ไฟลามทุ่ง) เกิดจากพยาธิ 

โรคติดเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila  และโรคท้องมาร ซึ่งเกิดจากเช้ือไวรัส นอกจากนี้ 

กมลพร และ สุปราณี (2544) ได้รายงานเกี่ยวกับโรคในปลาสวยงามท่ีเกิดจากเช้ือไวรัส ได้แก่ โรค

แสนปม (Lymphocystis Disease) โรค Koi Herpes Virus เป็นต้น การติดเช้ือไวรัส มักทำให้เกิด

การติดเช้ือแบคทีเรียตามมา และเป็นสาเหตุของการตาย ดังนั้นจึงจำเป็นต้องให้ปลามีภูมิคุ้มกันท่ีดี

และไม่เครียด อย่างไรก็ตาม การขยายตัวของอุตสาหกรรมปลากัดท่ัวโลกทำให้เกิดการติดเช้ือในวง

กว้าง ซึ่งเป็นปัญหาสำคัญในการพัฒนาการเล้ียงปลากัดอย่างยั่งยืน ในขณะท่ีข้อมูลในระดับโมเลกุลใน

การต้านโรคและภูมิคุ้มกันของปลากัดนั้นยังไม่ทราบมากนัก  
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รูปที่ 3 โรคติดเช้ือแบคทีเรีย Aeromonas hydrophila    
ท่ีมา : Algammal และคณะ (2020) 

 

2.1.5 ระบบภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด (innate immunity) ของปลากัดไทย  
ระบบภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด (innate immune pathway) เป็นภูมิคุ้มกันด่านแรกในการต้าน

เช้ือโรค มีบทบาทสำคัญในการป้องกันการติดเช้ือในปลา จากรายงานการศึกษาทรานสคริปโตมของ

ปลากัดไทยในสภาวะปกติ พบ 997 unigenes ใน 5 วิถีภูมิ คุ้มกันโดยกำเนิด (innate immune 

pathway) ไ ด้ แ ก่  NOD-like receptor signaling pathway (36 ยี น ), complement and 

coagulation cascades (52 ยี น ), toll-like receptor signaling pathway (55 ยี น ), RIG-I-like 

receptor signaling pathway (41 ยีน ) และ  cytosolic DNA-sensing pathway (20 ยีน ) และ

ค้นพบ 4 เพปไทด์ต้านจุลชีพ ได้แก่ hepcidin, piscidin, LEAP-2 และ defensins โดยพบว่ายีน 

beta- defensins 1 (BsBD1) ในปลากัดมีการแสดงออกมากในกล้ามเนื้อและไต ในขณะท่ี BsBD2 มี

การแสดงออกมากท่ีเหงือก (Amparyup et al., 2020) นอกจากนี้ยังมีรายงานการค้นพบยีนต้าน

ไวรัส BsMxA ซึ่งมีความคล้ายกับ โปรตีนมิกโซไวรัสรี ซิสแทนซ์ (Myxovirus resistant; Mx) ท่ีมี

รายงานในปลาหลายชนิด (วลัยพร และคณะ, 2563) โปรตีน Mx สามารถยับยั้งไวรัสได้หลายชนิด 

เช่น โปรตีน Mx1 ของปลาแซลม่อนแอตแลนติก Salmo salar มีฤทธิ์ยับยั้ง Infectious pancreatic 

necrosis virus แ ล ะ  Infectious salmon anaemia virus (Jensen and Robertsen, 2002; 

Kibenge et al., 2005) โปรตีน  Mx ของปลาล้ินหมา Paralichthys olivaceus มี ฤทธิ์ ยับยั้ ง 

Hirame rhabdovirus และ viral hemorrhagic virus (Caipang et al., 2003) 
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จากงานวิจัยท่ีผ่านมาแสดงให้เห็นว่าสุขภาพและระบบภูมิคุ้มกันของปลานั้นได้รับอิทธิพลมา

จากอาหารท่ีกินเข้าไป Clotfelter และคณะ (2007) รายงานว่าแคโรทีนอยด์ซึ่งเป็นเม็ดสีท่ีทำให้เกิดสี

แดง ส้ม และเหลือง มีบทบาทสำคัญในการต้านอนุมูลอิสระและกระตุ้นภูมิคุ้มกันของปลา เนื่องจาก

สัตว์มีกระดูกสันหลังหรือปลาไม่สามารถสังเคราะห์แคโรทีนอยด์ได้ ดังนั้นแคโรทีนอยด์ในอาหารท่ี

ได้รับเข้าไปจึงสำคัญ จากการทดลองพบว่าปลากัดไทยสีแดงท่ีได้รับแคโรทีนอยด์จะมีสีสันสีแดง

สวยงามข้ึนและมีการตอบสนองทางภูมิคุ้มกันท่ีดีขึ้น ในขณะท่ีปลากัดไทยสีน้ำเงินท่ีได้รับแคโรทีนอยด์

มีการตอบสนองทางภูมิ คุ้มกันดีขึ้นมากกว่าปลากัดสีแดง แต่ไม่ได้ช่วยให้มีสีแดงเพิ่มมากขึ้น 

หมายความว่าปลากัดสีแดงนำแคโรทีนอยด์ไปใช้ประโยชน์ในการสร้างสีแดงและกระตุ้นภูมิคุ้มกัน 

ในขณะท่ีปลากัดสีน้ำเงินนำแคโรทีนอยด์ไปใช้ในการกระตุ้นภูมิคุ้มกันเป็นหลัก นอกจากนี้กรดไขมัน

เป็นสารอาหารอีกชนิดท่ีมีผลต่อระบบภูมิคุ้มกันของปลา Carneiro และคณะ (2021)  ได้รายงานว่า

กรดไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน (polyunsaturated fatty acid: PUFA) ในอาหารส่งผลต่อท้ังระบบภูมิ

คุ้นกันโดยกำเนิด (innate immunity) และระบบภูมิ คุ้มกันแบบจำเพาะ (adaptive immunity) 

สำหรับระบบภูมิคุ้มกันโดยกำเนิดจะพบว่า PUFA มีผลยับยั้งการผลิต cytokines IL-1a, IL-1b, IL-2, 

IL-6, IL-8 และ TNF-a ซึ่งสามารถก่อให้เกิดการอักเสบได้ (Calder, 1996) และมีผลในการเพิ่ม 

phagocytic capacity และเพิ่มการทำงานของ monocytes (Gandra et al., 2016) เมื่อทำการ

ทดสอบ macrophages ด้วยกรดไขมันชนิด n-3 PUFA ได้แก่ ALA, DHA และ EPA จะพบว่ากรด

ไขมัน ดั งก ล่าวสามารถช่วย เพิ่ ม  phagocytic capacity ของ macrophages ไ ด้ โดยการลด 

polarization ของ macrophages type 1 และเพิ่ ม polarization ของ macrophages type 2 

(Titos et al., 2011) อีกท้ัง DHA ช่วยเพิ่มการแพร่กระจายของ neutrophils (Gorao et al., 2009)  

2.2 อาหารสัตว์น้ำวัยอ่อนที่ใชใ้นปัจจุบนั  
‘อาหาร’ เป็นปัจจัยสำคัญในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ำวัยอ่อนให้ประสบความสำเร็จ เนื่องจาก

อาหารท่ีได้รับในวัยแรกเกิดจะส่งผลต่ออัตราการรอดชีวิต สุขภาพ การเจริญเติบโต การสร้างเม็ดสี 

ระดับความเครียด การต้านทานโรค และส่งผลต่อโภชนาการกรดไขมันและโปรตีนในปลา (Abate et 

al., 2016) อย่างไรก็ตาม สัตว์น้ำวัยอ่อนแรกฟักสามารถใช้อาหารจากถุงอาหารท่ีติดตัวได้ แต่เมื่อถุง

อาหารหมดในขณะท่ีสัตว์น้ำวัยอ่อนยังมีขนาดเล็กและพัฒนาการของระบบทางเดินอาหารยังไม่

สมบูรณ์ (Juntarut, 2014) ดังนั้น สัตว์น้ำวัยอ่อนจึงจำเป็นต้องได้รับสารอาหารท่ีเพียงพอและ

เหมาะสมท้ังในด้านขนาดและคุณค่าทางโภชนาการ  
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ในการอนุบาลสัตว์น้ำวัยอ่อนนิยมใช้อาหารมีชีวิตมากกว่าอาหารเม็ดสำเร็จรูป เนื่องจากมี

องค์ประกอบทางโภชนาการท่ีง่ายต่อการกลืน การย่อย และการดูดซึมมากกว่า เมื่อเทียบกับ

อาหารเม็ดสำเร็จรูป (Koven et al., 2001; Conceicao 2010) อาหารมีชีวิตมีการเคล่ือนไหวจึงน่า

ดึงดูดและกระตุ้นสัตว์น้ำวัยอ่อนได้ดีกว่าอาหารสำเร็จรูป (Buskey, 2005) ดังนั้น จึงเป็นผลให้อาหาร

มีชีวิตช่วยให้สัตว์น้ำวัยอ่อนมีอัตรารอดชีวิตท่ีสูงกว่า (Abate et al., 2016) อาหารมีชีวิตสำหรับสัตว์

น้ำวัยอ่อนท่ีนิยมใช้ในปัจจุบัน ได้แก่ ไรแดงน้ำจืด (Moina sp.) ไรทะเลหรืออาร์ทีเมีย (Artemia 

ssp.) และโรติเฟอร์ (Brachionus sp.) (Monvises et al., 2009) อย่างไรก็ตาม ท้ังอาร์ทีเมียและโรติ

เฟอร์มีองค์ประกอบทางชีวเคมีค่อนข้างต่ำ ขาดองค์ประกอบทางชีวเคมีบางชนิดท่ีจำเป็นสำหรับสัตว์

น้ำวัยอ่อน และมีขนาดใหญ่กว่าปากของสัตว์น้ำวัยอ่อนท่ีเพิ่มเริ่มกินอาหาร (first feeding) (Abate 

et al., 2016) อีกท้ังยังพบว่าการเพาะเล้ียงด้วยโคพีพอดให้การเจริญเติบโต อัตราการรอดชีวิต และ

ลดภาวะเม็ดสีผิดปกติ (malpigmentations) ได้ดีกว่าอาร์ทีเมียและโรติเฟอร์ (Concecau et al., 

2010; Abate et al., 2016) ดังนั้น โคพีพอดจึงเป็นอาหารมีชีวิตท่ีเป็นตัวเลือกท่ีน่าสนใจ 

2.3 ไรแดงน้ำจืด 
 

 

รูปที่ 4 ไรแดงน้ำจืด Moina macrocopa 
ท่ีมา : Poynton และคณะ (2013) 

 

ไรแดงน้ำจืด เป็นหนึ่งในแพลงก์ตอนสัตว์ที่มีความสำคัญ เป็นอาหารธรรมชาติสำหรับสัตว์น้ำ

วัยอ่อน มี ช่ือสามัญว่า water flea มี ช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Moina macrocopa (Yuslan et al., 

2021b) เดิมมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Daphnia macrocopa (วิรัตดา, 2544) เป็นสัตว์ไม่มีกระดูกสัน

หลังจำพวกครัวเตเชียนในสกุล Moina มีขนาดต้ังแต่ 0.4 ถึง 1.8 มิลลิเมตร สามารถมองเห็นได้ด้วย

ตาเปล่า ลำตัวมีสีแดงเรื่อ ๆ มองเห็นเป็นกลุ่มสีแดงเข้มเม่ืออยู่รวมกันเป็นจำนวนมาก ตัวอ่อนไรแดงมี
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ขนาด 0.22 ถึง 0.35 มิลลิเมตร มีสีจางกว่าตัวเต็มวัย เมื่อถึงตัวเต็มวัยตัวผู้จะมีขนาดเล็กว่าตัวเมีย 

โดยตัวผู้มีขนาดเล็กและค่อนข้างยาวกว่า มีขนาดเฉล่ีย 0.5 มิลลิเมตร ตัวเมียมีลำตัวอ้วนเกือบกลมมี

ขนาดโดยเฉล่ีย 1.3 มิลลิเมตร (บุณยกร และศรัณย์, 2561) ไรแดงน้ำจืดถูกจัดอยู่ในอนุกรมวิธาน 

(บุณยกร และศรัณย์, 2561) ดังนี้ 

Phylum Arthropoda  

Class Crustacea 

 Subclass Branchiopoda (Phyllopoda) 

  Order Cladocera (Waterfleas) 

   Suborder Calyptomera 

    Family Daphinidae 

     Genus Moina 

ไรแดงน้ำจืดมีลำตัวเป็นรูปไข่ มีเปลือก แต่หุ้มตัวไม่หมด ขอบเปลือกไม่มีหนาม ขอบด้านท้อง

ของเปลือกปกคลุมด้วยขนแข็ง ส่วนท้ายของเปลือกหุ้มลำตัวมีระยางค์พิเศษ คือ post abdomen ซึ่ง

มีหนามเรียงเป็นแถว มีขาอก 5 คู่ ซึ่งทำหน้าท่ีต่างกัน คู่ท่ี 1 และคู่ท่ี 2 ทำหน้าท่ีทำความสะอาด

เปลือกหุ้มตัว คู่ท่ี 3 และ 4 ทำหน้าท่ีกรองอาหารจากน้ำ คู่ท่ี 5 มีขนาดเล็กมากทำหน้าท่ีพุ้ยน้ำ และ

จะพบรยางค์ (maxillary process) เฉพาะบนขาคู่ท่ี 2 เท่านั้น ส่วนหัวกลมและมีขนาดใหญ่ มีตา

ประกอบ (compound eye) ใหญ่ 1 คู่ มีหนวด 2 คู่ (วิรัตดา, 2544) 

โดยท่ัวไปแล้ว ไรแดงน้ำจืดอาศัยอยู่ในน้ำจืดท่ีมีค่าความเค็มต่ำกว่า 1 และมีความสามารถใน

การทนความเค็มได้ต่ำกว่าโคพีพอด จากรายงานวิจัยของ Yuslan และคณะ (2021b) พบว่าไรแดงน้ำ

จืดสามารถรอดชีวิดได้ 98% ท่ีความเค็มเป็น 0 และรอดชีวิตเพียง 20% ท่ีความเค็มเท่ากับ 15 อีกท้ัง

ยังพบว่า  ความเค็มส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต ทำให้โตช้าลง และส่งผลต่อการสืบพันธุ์ โดยปกติ 

ไรแดงน้ำจืด จากตัวอ่อนถึงตัวเต็มวัยใช้เวลา 48 ถึง 60 ช่ัวโมง และจะมีวงจรชีวิตส้ัน มีอายุและ

สามารถสืบพันธุ์ได้ต้ังแต่อายุ 4 ถึง 7 วันเท่านั้น การสืบพันธุ์ของไรแดงน้ำจืดมีท้ังระยะการสืบพันธุ์

แบบอาศัยเพศและไม่อาศัยเพศ ดังรูปท่ี 5 
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รูปที่ 5 การสืบพันธุ์ของไรแดง 
ท่ีมา : Ebert (2005) 

 

การสืบพันธุ์แบบไม่อาศัยเพศ จะเกิดขึ้นในสภาวะแวดล้อมปกติ ซึ่งมีประชากรส่วนใหญ่เป็น

เพศเมีย โดยไรแดงเพศเมียจะสร้างไข่ท่ีมีโครโมโซมเป็น diploid (2n) ไข่สามารถฟักเป็นตัวได้โดยไม่

ต้องผสมกับไรแดงเพศผู้ (บุณยกร และศรัณย์, 2561) โดยตัวเมียหนึ่งตัวจะมีลูกได้ต้ังแต่ 4 ถึง 22 ตัว 

(Ferro Korovchinsky et al., 2008)  

การสืบพันธุ์แบบอาศัยเพศ จะเกิดขึ้นในสภาวะแวดล้อมท่ีผิดปกติ (Ferro Korovchinsky et 

al., 2008) เช่น อุณหภูมิสูงหรือต่ำเกินไป ความเป็นกรดด่างไม่เหมาะสม ขาดแคลนอาหาร ไรแดงจะ

เพิ่มปริมาณประชากรเพศผู้มากขึ้น ไรแดงเพศเมียจะสร้างไข่ท่ีมีโครโมโซมเป็น haploid (n) ซึ่งต้อง

ได้รับการผสมพันธุ์จากเพศผู้ จะได้ไข่พัก (resting egg) ซึ่งมีเปลือกหุ้มหนา แม่ 1 ตัว จะให้ไข่ชนิดนี้ 

2 ฟอง หลังจากนั้นตัวเมียจะตายเนื่องจากสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสม ไข่จะถูกท้ิงอยู่ก้นแหล่งน้ำ

นั้น ๆ ตัวอ่อนท่ีอยู่ภายในไข่จะแบ่งตัวจนถึงระยะ gastrula แล้วจึงหยุดการแบ่งตัวชั่วคราว ไข่เปลือก

แข็งนี้สามารถทนต่อสภาวะแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมได้นาน และจะฟักออกเป็นตัวเมื่อสภาวะแวดล้อมดี

ขึ้น และมีอาหารอุดมสมบูรณ์ (บุณยกร และศรัณย์, 2561) 

ไรแดงน้ำจืดอุดมไปด้วยโปรตีนและสารอาหาร จึงเป็นอาหารมีชีวิตท่ีดีสำหรับลูกปลาและลูก
กุ้ง เมื่อเปรียบเทียบโรติเฟอร์และอาร์ทีเมีย  โดยไรแดงน้ำจืดประกอบด้วยโปรตีน 74.09% 
คาร์โบไฮเดรต 12.50% และไขมัน 10.19% (กรมประมง, 2561) อย่างไรก็ตาม ปริมาณกรดไขมัน
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ของไรแดงน้ำจืดนั้นจะแตกต่างกันตามอาหารท่ีใช้ในการเพาะเล้ียงและความเครียดจากส่ิงแวดล้อม 
กรดไขมันเป็นเป็นหนึ่งในสารอาหารท่ีมีความสำคัญ เนื่องจากเป็นองค์ประกอบสำคัญของเย่ือหุ้มเซลล์ 
มีบทบาทสำคัญต่อการเจริญเติบโต การรอดชีวิต และการสืบพันธุ์ของสัตว์น้ำ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง
ในช่วงวัยอ่อนแรกฟัก (Yuslan et al., 2021b) 
 

ตารางที่ 1 กรดไขมัน (% total fatty acid) ในไรแดงน้ำจืด M. macrocopa ท่ีความเค็มระดับต่าง 

ๆ  

กรดไขมัน 
ค่าความเค็ม 

0 4 6 8 12 15 
ALA 0.474 0.135 0.014 0.001 - - 
ARA 0.616 0.145 0.041 0.006 0.002 0.001 
EPA 0.725 0.420 0.004 - - - 
DHA 1.151 1.173 0.427 0.002 0.001 - 

ท่ีมา : Yuslan และคณะ (2021b) 
 

2.4 โคพีพอด 
โคพีพอดเป็นครัสเตเชียน (crustacean) ขนาดเล็กท่ีมีบทบาทสำคัญในระบบนิเวศ เนื่องจาก

เป็นเป็นผู้บริโภคขั้นต้นในห่วงโซ่อาหาร โดยกินแพลงก์ตอนพืชและแพลงก์ตอนสัตว์ขนาดเล็กเป็น

อาหาร และเป็นเหยื่อตามธรรมชาติของสัตว์น้ำ (Juntarut, 2014; Williamson and Ried, 2001; 

Concecau 2010) อีกท้ังยังมีความหลากหลายทางสายพันธุ์สูง มีการแพร่กระจายอย่างกว้างขวาง ใน

ประเทศไทยสามารถพบโคพีพอดได้ท้ังน้ำจืด น้ำกร่อย และน้ำเค็ม ท้ังฝ่ังอ่าวไทย และอันดามัน โคพี

พอดจึงถือเป็นตัวบ่งช้ีถึงความหลากหลายทางชีวภาพ ความอุดมสมบูรณ์ตามธรรมชาติของระบบ

นิเวศ (วิไลลักษณ์, 2565) 

2.4.1 อนุกรมวิธานของโคพีพอด 
 โคพีพอดท่ีดำรงชีวิตอิสระในน้ำจืด ถูกจัดอยู่ในลำดับอนุกรมวิธาน (ธนิดา, 2559; Martin 

and Davis, 2001) ดังนี้  

Kingdom Animalia         

   Phylum Arthropoda       
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    Sub phylum Crustacea 

     Class Maxillopoda    

      Subclass Copepoda   

       Order Cyclopoida  

       Order Calanoida  

       Order Hypacticoida 

โคพีพอดในกลุ่มคาลานอยด์ (Calanoida), ฮาร์แพคทีคอยด์ (Harpacticoida) และไซโค

พอยด์ (Cyclopoida) นิยมนำมาใช้ในการเพาะเล้ียงสัตว์น้ำมากท่ีสุด โดยมีโคพีพอดในกลุ่มคาลา

นอยด์ท่ีนิยมใช้ในการอนุบาลลูกปลาทะเลวัยอ่อนมากท่ีสุด ได้แก่ Acartia sp., Eurytemora a⁄nis, 

Centropages hamatus และ Gladioferens imparipes ในขณะท่ีโคพีพอดอันดับไซโคพอยด์ เช่น 

Apocyclops sp. และ Oithona sp., ยังนำมาใช้ไม่มาก (Stottrup 2003) 

 2.4.2 ข้อได้เปรียบในการใช้โคพีพอดในการอนบุาลสัตว์น้ำวัยอ่อน 
โคพีพอดเป็นตัวเลือกท่ีน่าสนใจในการอนุบาลสัตว์น้ำวัยอ่อนเนื่องด้วย 

(1) โคพีพอดมีคุณค่าทางโภชนาการกรดไขมันสูงกว่าโรติเฟอร์ อาร์ทีเมีย และไรแดงน้ำจืด โค

พีพอดมีกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูง (highly unsaturated fatty acid หรือ HUFA) ท่ีประกอบด้วย

docosahexaenoic acid (DHA), eicosapentaenoic acid (EPA) และ arachidonic acid (ARA) 

องค์ประกอบของกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูงท่ีพบในโคพีพอดจำเป็นต่อการเจริญเติบโตและการรอดชีวิต

ของสัตว์น้ำวัยอ่อน ซึ่งช่วยให้มีสัตว์น้ำวัยอ่อนมีอัตราการการรอดชีวิต และเจริญเติบโตดีขึ้น ลดภาวะ

เม็ดสีผิดปกติ (malpigmentations) และลดความเครียดของปลา (Juntarut, 2014; Abate et al., 

2016; Nielsen et al., 2021) จากรายงานของ Yuslan และคณะ (2021a) กล่าวว่าโคพีพอดมี

โปรตีนและไขมันสูง ซึ่งประกอบด้วยกรดไขมันจำเป็น ซึ่งมีส่วนช่วยในการพัฒนาระบบย่อยอาหาร

ของสัตว์น้ำวัยอ่อน  และจากงานวิจัยของ Coperman และคณะ (2002) พบว่าลูกปลาวัยอ่อนท่ีได้รับ

ปริมาณกรดไขมันไม่อิ่มตัวสูง (HUFA) เช่น DHA หรือ EPA ในปริมาณท่ีไม่เพียงพอ จะส่งผลให้ลูก

ปลาวัยอ่อนมีสุขภาพไม่ดี มีความผิดปกติ ไม่สามารถทนต่อความเครียดได้ มีพัฒนาการ การ

เจริญเติบโต และการสร้างเม็ดสีลดลง  

(2) ปริมาณกรดไขมันชนิด HUFA ในโคพีพอดมีความเสถียรกว่าในไรแดงน้ำจืด เมื่อนำไป

เล้ียงในน้ำท่ีมีความเค็ม (Yuslan et al., 2021a; Amparyup et al., 2022) 
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(3) โคพีพอดมีปริมาณโปรตีนและกรดอะมิโนอิสระท่ีมากกว่าโรติเฟอร์ 0.2 เท่า และมากกว่า

อาร์ทีเมีย 0.5 เท่า ซึ่งช่วยให้ตัวอ่อนปลานำไปใช้ประโยชน์ได้มากขึ้น จึงทำให้การเจริญเติบโตดีขึ้น 

(Fyhn et al.1993 ; Ronnestad et al. 2003 ; Ronnestad & Conceicao 2005 ; Conceicao 

2010)  

(4) โคพีพอดมีรูปแบบการว่ายน้ำท่ีดึงดูดสัตว์น้ำวัยอ่อน โดยจากการศึกษาพบว่า โคพีพอดใน

ระยะนอเพลียสมีการว่ายน้ำแบบ ‘jurkey zigzag’ ซึ่งดึงดูดและกระตุ้นสัตว์น้ำวัยอ่อนให้โจมตีเหยื่อ

มากขึ้น (Buskey, 2005)  ถูกกินโดยสัตว์น้ำวัยอ่อนได้ง่ายกว่า เนื่องจากมีการเคล่ือนไหวและว่ายอยู่

ในน้ำพร้อมลูกปลา ลูกปลาจึงสามารถกินได้ตลอด (Conceicao, 2010) ในขณะท่ีอาหารสำเร็จรูปจะ

อยู่แค่บริเวณผิวน้ำ และเมื่อดูดซึมน้ำมากขึ้นก็จะจมอยู่บริเวณใต้น้ำ ลูกปลาก็ไม่สามารถกินต่อได้ อีก

ท้ังทำให้น้ำเสียได้ง่าย 

(5) โคพีพอดมีขนาดเล็กกว่าโรติเฟอร์และอาร์ทีเมีย มีขนาดตัวท่ีหลากหลายต้ังแต่ 50 – 

2000 ไมโครเมตร (ธนิดา 2559; Reid and Williamsom, 2010; Abate et al., 2016)  

(6) โคพีพอดเป็นหนึ่งทางเลือก ท่ีช่วยลดต้นทุนในอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสัตว์น้ำ โดย

พบว่าการใช้โคพีพอด ช่วยลดต้นทุนการเพาะเล้ียงลูกปลาเทอร์บอทขนาดเล็กในระยะ juvenile ได้

อย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเทียบกับการใช้อาร์ทีเมีย ซึ่งต้องมีการเสริมอาหารเนื่องจากโภชนาการต่ำ 

(Abate et al., 2016)  

2.4.3 การใช้โคพีพอดต่อการเจริญเติบโตและภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ำ 
เนื่องด้วยคุณค่าทางโภชนาการท่ีดีของโคพีพอด จึงถูกนำไปใช้การการเพาะเล้ียงสัตว์ทะเล

หลายชนิด เช่น ปลาทูน่า, ปลาล้ินหมา, ปลาค็อด, ปลาโซล และปลาฮาลิบัท เป็นต้น (Abate et al., 

2016) รวมถึงนำไปอนุบาลสัตว์น้ำวันอ่อนหลายชนิด  (Payne et al., 2001; Ogle et al., 2005; 

Rajkumar and Vasagam, 2006; Olivotto et al., 2008; Concecau et al., 2010; Busch et 

al., 2011)  จากงานวิจัยของ Abbaszadeh และคณะ (2022) พบว่าการเพาะเล้ียงกุ้งขาวแวนนาไม 

(Penaeus vannamei) ระยะโพสลาร์วาในระบบไบโอฟลอค (biofloc) โดยให้โคพีพอดเทียบกับการ

ใช้อาร์ทีเมีย โรติเฟอร์ และอาหารสำเร็จรูป พบว่ากุ้งขาวแวนนาไมท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอดมีน้ำหนัก

เพิ่มขึ้นมากท่ีสุดถึง 4296.5% มีอัตราการแลกเปล่ียนอาหารเป็นน้ำหนักตัว (Feed conversion 

ratio; FCR) ดี ท่ี สุด 1.22 อัตราการเจริญ เติบโตจำเพาะ  (Specific Growth Rate; SGR) สูงสุด 

6.80% อัตราการรอดชีวิตสูงสุด 91.43% เมื่อเทียบกับอาร์ทีเมียและโรติเฟอร์ อีกท้ังมีภูมิคุ้มกันดีขึ้น
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โดยมีการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันสูงขึ้น เมื่อเทียบกับอาร์ทีเมียและโรติเฟอร์ 

จากงานวิจัยของ Busch และคณะ (2011) พบว่าลูกปลาค็อดวัยอ่อนท่ีทำการอนุบาลด้วยโคพีพอดมี

ความยาวและน้ำหนักแห้งเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีอนุบาลด้วยโรติเฟอร์ และมีสีท่ี

ดีกว่าเนื่องจากในโคพีพอดมีแอสตร้าแซนทินมากกว่าโรติเฟอร์  จากงานวิจัยของ Oie และคณะ 

(2017) พบว่าการอนุบาลลูกปลาค็อดแอตแลนติก (Gadus morhua L.) ปลาเรย์ครีบ ballan 

wrasse (Labrus bergylta) ด้วยโคพีพอดเป็นระยะเวลา 7 วันหลักจากฟัก ช่วยให้ลูกปลามีการ

เจริญเติบโตและการรอดชีวิตดีกว่าในระยะยาวได้ เมื่อเทียบกับโรติเฟอร์ อย่างไรก็ตาม อาหารท่ีใช้

เพราะเล้ียงโคพีพอด เป็นปัจจัยหนึ่งท่ีส่งผลต่อคุณค่าทางโภชาการของโคพีพอด โดย Yaslan และ

คณะ (2021) ได้รายงานว่าลูกปลากัดระยะ juvenile ท่ีอนุบาลด้วยโคพีพอดท่ีเล้ียงด้วยสาหร่ายเป็น

อาหาร มีอัตราการเจริญเติบโตจำเพาะ (SGR) และอัตราการรอดชีวิตสูงท่ีสุดถึง 2.56% และ 91% 

ตามลำดับ เมื่อเทียบด้วยโคพีพอดท่ีเล้ียงด้วยแครอท ยีสต์ และรำข้าว   

2.5 โคพีพอด Apocyclops royi 
 โคพีพอด Apocyclops royi เป็นโคพีพอดเขตร้อน เป็นโคพีพอดในกลุ่มไซโคพอยด์ อาศัย

อยู่บริเวณผิวน้ำและในมวลน้ำ ลำตัวค่อนข้างใส มีเปลือกหุ้ม มีรูปร่างทรงกระบอกรูปไข่หรือรูป

กระบอก มีตาเด่ียว (single naupliar eye) มีข้อปล้องและรยางค์ท่ีชัดเจน ร่างกายแบ่งออกเป็น 2 

ส่วน คือส่วนหัวกับอก (Cephalothorax) มี 6 ปล้อง และส่วนท้อง (Abdomen) มี 5 ปล้อง และมี

หนวดส้ันกว่ากลุ่มคาลานอยด์ (ธนิดา, 2559) โคพีพอดเป็นแพลงก์ตอนท่ีเพาะเล้ียงง่าย วงจรชีวิตส้ัน 

มีการลอกคราบ (Metamorphosis) เพื่อพัฒนาขนาดและรูปร่าง โดยจะลองคราบ 10 ครั้งก่อนเจริญ

เป็นตัวเต็มวัย ระยะตัวอ่อนถึงตัวเต็มวัยใช้เวลาประมาณ 15-16 วัน ตัวอ่อนของโคพีพอดมี 2 ระยะ 

ระยะแรกคือ ระยะนอเพลียส (nuplius larva) แบ่งเป็น 6 ระยะ ระยะท่ีสองคือ ระยะโคพีโพดิด 

(copepodid larva) แบ่งเป็น 6 ระยะ และหลังระยะโคพีโพดิดท่ี 5 จะเป็นตัวเต็มวัย (adult) 

(พิชญา, 2559) และมีขนาดหลากหลายตามช่วงของระยะพัฒนาการ โดยระยะนอเพลียส มีขนาด

ลำตัวต้ังแต่ 80-150 ไมโครเมตร ซึ่งเล็กกว่าระยะนอเพลียสของอาร์ทีเมียท่ีมีขนาด 400-500 

ไมโครเมตร ระยะโคพีโพดิดมีขนาดต้ังแต่ 300 ไมโครเมตรขึ้นไป ดังรูปท่ี 6 (มะลิวัลย์, 2562; วิไล

ลักษณ์, 2565) 
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รูปที่ 6 โคพีพอด Apocyclops royi  

(a) ระยะนอเพลียส (b) โคพีพอดิด (c) และตัวเต็มวัย       
ขีดสีดำ แสดงความยาว 200 ไมโครเมตร  

ท่ีมา : Amparyup และคณะ (2022) 
 

 2.5.1 สารอาหารในโคพีพอด Apocyclops royi 
 นอกจากขนาดและรูปแบบการวายน้ำท่ีน่าสนใจ โคพีพอด A. royi ยังมีคุณค่าทางโภชนาการ

สูง โดยเฉพาะกรดไขมัน ซึ่งจำเป็นต่อการเจริญเติบโต อัตรารอด และระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ำวัย

อ่อน โดยจากงานวิจัยของ Amparyup และคณะ (2022) พบว่าโคพีพอด A. royi ในระยะโคพีโพดิด

และระยะตัวเต็มวัยจะมีปริมาณ PUFAs จำพวกโอเมกา-3 สูง อย่างไรก็ตามพบว่า โคพีพอด A. royi 

สามารถสังเคราะห์ DHA ได้ ผ่านวิถี LC-PUFA biosynthesis pathway ในทุกระยะของการเติบโต

ต้ังแระระยะนอเพลียส ระยะโคพีโพดิด ไปจนถึงระยะตัวเต็มวัย แม้ว่าจะเพาะเล้ียงด้วยอาหารท่ีมี 

polyunsaturated fatty acids (PUFAs) ต่ำ ดังนั้น จึงทำให้  A. royi มี LC-PUFAs จำพวก DHA 

และ EPA สูงขึ้น เมื่อเพาะเล้ียงด้วยสาหร่าย Tetraselmis suecica ซึ่งมีปริมาณ DHA ต่ำ  

ตารางที่ 2 ปริมาณกรดไขมัน DHA และ EPA ในโคพีพอด A. royi ท่ีเล้ียงด้วยสาหร่าย Tetraselmis 

sp.  

กรดไขมัน ระยะนอเพลียส ระยะโคพีพอดิด ระยะตัวเต็มวัย 
EPA 2.63 2.56 2.49 
DHA 2.78 4.57 5.47 

Σn-3 PUFA 7.02 24.83 25.02 

Σ PUFA 13.43 39.67 40.15 

ท่ีมา : Amparyup และคณะ (2022) 
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อย่างไรก็ตาม นอกจากสารอาหารท่ีกินเข้าไป จุลินทรีย์หรือไมโครไบโอมเป็นอีกหนึง่ปัจจัย

สำคัญ ท่ีส่งผลต่อสุขภาพและระบบภูมิคุ้มกันของปลากัด 

2.6 ไมโครไบโอม 
 ไมโครไบโอม (microbiome) คือ “พันธุกรรมหรือจีโนมท้ังหมดของจุลินทรีย์ท่ีอาศัยอยู่

ร่วมกัน”เช่น แบคทีเรีย ยีสต์ ไวรัส รา และแบคทีริโอฟาจ เป็นต้น การวิเคราะห์ไมโครไบโอม เป็น

การศึกษาประชากรจุลินทรีย์ในเจ้าบ้าน (host) ซึ่งมีบทบาทสำคัญต่อการเจริญเติบโต สุขภาพ และ

การเกิดโรคของเจ้าบ้าน (จุฑามาศ, 2564) ไมโครไบโอมในระบบทางเดินอาหารของสัตว์ จะเกี่ยวข้อง

กับการย่อยและการดูดซึมอาหาร การพัฒนาผนังลำไส้ การสร้างพลังงาน การสร้างกระดูก และการ

สร้างภูมิคุ้มกันร่างกายของสัตว์ (Kogut and Arsenault, 2016) โดยพบว่าไมโครไบโอมของส่ิงมีชีวิต

แต่ละชนิดจะมีความสัมพันธ์กับไมโครไบโอมในส่ิงแวดล้อมและไมโครไบโอมในอาหาร  เทคโนโลยีท่ี

นิยมใช้ในการศึกษาไมโครไบโอม ได้แก่  เทคนิค 16S rRNA sequencing ใช้จำแนกชนิดของ

แบคทีเรีย เทคนิค ITS-PCR ใช้จำแนกชนิดของราซึ่งสามารถตรวจจุลินทรีย์และครอบคลุมชนิดของ

เช้ือจุลินทรีย์ได้เกือบ 100% ในตัวอย่างท่ีศึกษา (จุฑามาศ, 2564) 

Gruneck และคณะ (2022) ได้ทำการศึกษา gut microbiome ในปลากัดไทยท่ีอายุต่าง ๆ 

ท่ีทำการเพาะเล้ียงด้วยไรแดงน้ำจืด พบว่าปลากัดโตเต็มวัยอายุ 24 สัปดาห์ จะมีความหลากหลาย

ของแบคทีเรียในลำไส้ลดลงเมื่อเทียบกับปลากัดท่ีอายุน้อยกว่า โดยไฟลัม proteobacteria จัดเป็น

ไฟลัมท่ีพบได้มากท่ีสุดท้ังในปลากัดวัยอ่อนและตัวเต็มวัย พบมากถึงประมาณ 80% และสกุล 

(genus) Plesiomonas เป็นสกุลท่ีพบได้มากในปลากัดเพศผู้อายุ 24 สัปดาห์ ในทางกลับกันจะพบ

สกุล Psuedomonas ได้มากในปลากัดอายุ 8 สัปดาห์ นอกจากนี้ Aeromonas ซึ่งเป็นแบคทีเรียก่อ

โรค เป็นอีกหนึ่งสกุลท่ีพบได้มากในลำไส้ปลากัดไทยทุกช่วงวัย โดยจะพบมากขึ้นในปลากัดอายุ 24 

สัปดาห์ เมื่อเทียบกับปลากัดอายุ  8 สัปดาห์ แบคทีเรีย ท้ัง 3 สกุลท่ีกล่าวมา จัดอยู่ ในไฟลัม 

proteobacteria ท้ังหมด 

2.7 Mitochondrial antiviral signaling (MAVS) 
Mitochondrial antiviral signaling (MAVS) หรือท่ีรู้จักในช่ือ Cardif / VISA / Interferon 

b Promoter Stimulator 1 (IPS1) (Krishnan et al., 2018) เป็นโปรตีนรับส่งสัญญาณท่ีสำคัญใน

วิถี RIG-I-like receptor signaling pathway ดังรูปท่ี 7 ซึ่งจัดเป็นระบบภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด เป็น

ภูมิคุ้มกันด่านแรกในการต้านไวรัส 
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รูปที่ 7 วิถี RIG-I-like receptor signaling pathway 
ท่ีมา : Yasukawa และ Koshiba (2021) 

 

2.7.1 โครงสร้างของ MAVS 
ยีน MAVS ในสายพันธุ์ของปลานั้นถูกอนุรักษ์ลำดับพันธุกรรม (orthologs) ไว้ (Biacchesi 

et al., 2009) จากรายงานของ Krishnan และคณะ (2018) พบว่าโปรตีน MAVS ของปลากะพงขาว 

Lates calcarifer มีบทบาทสำคัญในการต้านไวรัส โดยประกอบด้วย 3 โดเมนสำคัญ ได้แก่ N-

terminal CARD-like domain, central proline-rich domain แ ล ะ  C-terminal trans-

membrane domain ดังรูปท่ี 8 
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รูปที่ 8 โดเมนสำคัญของโปรตีน MAVS ในปลากะพงขาว 
ท่ีมา : Krishnan และคณะ (2018) 

 

N-terminal CARD domain ของโปรตีน MAVS มีความสำคัญในการรับสัญญาณโดยการจับกับ 

CARD domain ของตัวรับสัญญาณตรวจจับไวรัส เช่น Retinoicacid-inducible gene I (RIG-I) หรือ 

melanoma diferentiation-associated gene 5 (MDA5 หรือ IFHI1)  ทำให้เกิดการเปล่ียนแปลง

โครงสร้าง (conformation) ของ MAVS ดังรูปขยายในรูปท่ี 7 และทำให้ MAVS อยู่ในสภาพ active 

พร้อมส่งสัญญาณต่อไป โดยขั้นตอนการจับกันของ CARD domain เป็นขั้นตอนท่ีสำคัญท่ีมีผลต่อ

ศักยภาพของวิถี RIG-I sig ส่วน C-terminal transmembrane domain มีบทบาทในการสะสมและ

ยึดเกาะของ MAVS บริเวณเยื่อหุ้มช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย (Yasukawa and Koshiba, 2021) 

การสะสมตัวของ MAVS บริเวณเย่ือหุ้นช้ันนอกของไมโทคอนเดรีย มีความจำเป็นต่อการส่งสัญญาณ

ไปยังโมโลกุลอื่น ๆ ในลำดับถัดไป (Seth et al., 2005) อย่างไรก็ตาม ในสภาวะปกติการทำงานของ 

MAVS จะถูกควบคุมในเชิงลบ (negative regulated) และจะหยุดการควบคุมเชิงลบทันทีท่ีมีการติด

เช้ือไวรัสเกิดขึ้น (Yasukawa and Koshiba, 2021) 

2.7.2 กลไกการต้านไวรัสของ MAVS 
เมื่อเกิดการติดเช้ือไวรัส โปรตีน MAVS จะทำงานประสานกับตัวรับสัญญาณตรวจจับไวรัส 

(pathogen recognition receptors; PRRs) 2 ชนิด ได้แก่ RIG-I และ MDA5 เพื่อกระตุ้นยีนต้าน

ไวรัส โดยเริ่มจาก RIG-I และ MDA5 ตรวจจับอาร์เอ็นเอสายคู่ของไวรัส (viral dsRNA) หลังจาก RIG-

I และ MDA5 จับกับอาร์เอ็นเอสายคู่ของไวรัสแล้ว RIG-I และ MDA5 เคล่ือนท่ีมายังบริเวณไมโทคอน

เดรีย จากนั้น CADR domain ของ RIG-I และ MDA5 จะจับกับ CARD ของ MAVS (CARD-CARD 

interactions) ทำให้โครงสร้าง (conformation) ของ MAVS มีการเปล่ียนแปลง และทำให้เกิดการ

สะสม MAVS บริเวณ  outer mitochondrial membrane (Krishnan et al., 2018; Yasukawa 

and Koshiba, 2021) จากนั้น activated MAVS จะสามารถแพร่กระจายสัญญาณกระตุ้นได้ด้วย

ตนเอง (Hou et al., 2011) และสามารถกระตุ้น MAVS โมเลกุลอื่น ๆ ได้ activated MAVS จะทำ
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ให้เกิดการกระตุ้นโมเลกุลอื่น ๆ ต่อ เช่น nuclear factor-kB (NF-kB) และ interferon regulatory 

factor 3/7 (IRF 3/7) ซึ่งจะนำไปสู่การเหนี่ยวนำอินเตอร์เฟียรอนประเภทท่ี 1 (type I IFN) และยีน

ท่ีกระตุ้นโดย IFN (Lauksund et al., 2009; Tait and Green, 2012) โดย IFN คือโปรตีนชนิดต่าง 

ๆ ท่ีจะช่วยไม่ให้ไวรัสแพร่กระจายไปยังเซลล์ใกล้เคียงได้ ช่วยส่งเสริมการตอบสนองของระบบ

ภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด และการตอบสนองต่อการอักเสบ และช่วยกระตุ้น adaptive immune   

จากงานวิจัยของ Krishnan และคณะ (2018) พบว่าโปรตีน MAVS ของปลากะพงขาว 

Lates calcarifer มีบทบาทสำคัญในการต้านไวรัส โดยพบว่าปลากะพงขาวท่ีติดเช้ือ  nervous 

necrosis virus (NNV) มีการแสดงออกของยีน MAVS เพิ่มสูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ จากงานวิจัยของ 

Gao และคณะ (2022) พบว่าปลาเก๋าดอกแดง (Epinephelus coioides) ท่ีติดเช้ือไวรัส NNV และ

การจำลองการติดเช้ือไวรัสด้วย poly(I:C) มีการแสดงออกของยีน Interferon (IFN)-induced 

protein 35 (IFI35) สูงขึ้น และยีนดังกล่าวก็จะกระตุ้นให้ยีน MAVS แสดงออกมากขึ้นอย่างมี

นัยสำคัญผ่านการควบคุมเชิงบวกในวิถีภูมิคุ้มกันโดยกำเนิด และจากงานวิจัยของ Zhang และคณะ 

(2022) พบว่าปลาเรนโบว์เทราต์ (Oncorhynchus mykiss) ท่ีติดเช้ือ infectious hematopoietic 

necrosis virus (IHNV) มีการแสดงออกของยีน Tripartite motif proteins 25 (TRIM25) สูง โดย

ยีน TRIM25 ส่งเสริมการจับของ MAVS กับตัวรับสัญญาณตรวจจับไวรัสในวิถี RIG-I-like receptor 

signaling pathway จึงกระตุ้นยีน MAVS ให้มีการแสดงออกเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งสอดคล้องกับ

หลายงานวิจัยก่อนหน้า พบว่า MAVS เป็นตัวกลางในการการเหนี่ยวนำอินเตอร์เฟียรอนประเภทท่ี 1 

(type I IFN) และยีนท่ีกระตุ้นโดย IFN ซึ่งมีบทบาทให้การต้านไวรัสได้ดีท้ังดีเอ็นเอและอาร์เอ็นเอ

ไวรัส เช่น infectious pancreatic necrosis virus (IPNV), hirame rhabdovirus (HIRRV), viral 

hemorrhagic septicemia virus (VHSV), marine birnavirus (MABV) แ ล ะ  redspotted 

grouper nervous necrosis virus (RGNNV) เป็นต้น (Biacchesi et al., 2009; Lauksund et al., 

2009; Simora et al., 2010; Kasthuri et al., 2014; Jia et al., 2016) อย่างไรก็ตาม ในปลากัดมี

รายงานการค้นพบยีน MAVS (Amparyup et al.,2020) แต่ยังไม่มีการศึกษาวิจัยมาก่อน 
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2.8 เทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) 
เป็นเทคนิคท่ีใช้ในการศึกษาการแสดงออกของยีนเป้าหมายผ่านการถอดรหัสเป็นอาร์เอ็นเอ 

โดยเริ่มจากการทำปฏิกิริยา Reverse transcription ซึ่งเป็นการเปล่ียนสารพันธุกรรมชนิด RNA ให้

เป็ น  complementary DNA (cDNA) ด้ วย เอน ไซม์  reverse transcriptase โดยใช้  Oligo(dT) 

primer ซึ่งจะจำเพาะกับอาร์เอ็นเอท่ีเป็น Poly (A) เท่านั้น จากนั้นนำ cDNA ท่ีสังเคราะห์ได้มาเป็น

แม่แบบในปฏิกิริยาลูกโซ่ หรือ พีซีอาร์ (PCR) ซึ่งเป็นการเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเป้าหมาย โดย

ปฏิกิริยาพีซีอาร์ต้องใช้ส่วนประกอบได้แก่ ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template), เอนไซม์ DNA 

polymerase, deoxynucleotide triphosphate (dNTPs) ท้ัง 4 ชนิด, ไพรเมอร์ท่ีจำเพาะกับยีน

เป้าหมาย 1 คู และบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสม การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอจะอาศัยการทำปฏิกิริยาต่อเนื่อง

หลายรอบ ในแต่ละรอบดีเอ็นเอจะเพิ่มขึ้นเป็นทวีคูณของรอบก่อนหน้า โดยแต่ละรอบจะ

ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน ดังนี้ (1) Denaturation เป็นการแยกดีเอ็นเอสายคู่ให้เป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว

โดยการเพิ่มอุณหภูมิ ท่ี 90-95 องศาเซลเซียส (2) Annealing เป็นการลดอุณหภูมิให้อยู่ ในช่วง

ประมาณ 50-60 องศาเซลเซียส เพื่อให้ไพรเมอร์เข้าจับกับดีเอ็นเอแม่แบบ และให้เอนไซม์ DNA 

polymerase สร้างดีเอ็นเอสายใหม่ต่อจากไพรเมอร์ (3) Extension เป็นขั้นตอนการขยายสายดีเอ็น

เอในทิศทาง ทิศทาง 5’ ไป 3’ โดยการตอลำดับนิวคลิโอไทดเขาท่ีปลาย 3’ ของไพรเมอร์โดยอาศัย

เอ น ไ ซ ม  DNA polymerase ซึ่ ง ป ก ติ ใช อุ ณ ห ภู มิ อ ยู่ ใ น ช ว ง  70-75 อ ง ศ า เซ ล เซี ย ส 

(กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ 2563; Gibthai training center, 2018)  
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บทที่ 3 
วิธีดำเนินงานวิจัย 

 
3.1 ตัวอย่าง 
 ได้รับความอนุเคราะห์ตัวอย่างจากทีมวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพทางทะเล ศูนย์พันธุวิศวกรรม

และเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ (ไบโอเทค) ประเทศไทย ดังนี้ 

- ตัวอย่างลูกปลากัดไทย Betta splendens 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 คือลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพี

พอด A. royi และกลุ่มท่ี 2 คือลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยไรแดงน้ำจืด (Moina sp.) ซึ่งเป็นกลุ่ม

ควบคุม ตัวอย่างดังกล่าวผ่านการเล้ียงเป็นเวลา 21 วัน โดยเริ่มเล้ียงต้ังแต่วัยแรกเกิดอายุ

ประมาณ 3 วัน และทำการเก็บตัวอย่างลูกปลากัดท่ีผ่านการทดลองโดยแช่แข็งท้ังตัวใน

ไนโตรเจนเหลว เก็บรักษาสภาพท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำไปสกัด RNA 

และ DNA 

- cDNA จากตัวอย่างลำไส้ปลากัด 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 คือ ปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัสโดย

การฉีดกรดนิวคลีอิกเลียนแบบ polyinosinic-polycytidylic acid (5 ug poly(I:C) ต่อ

น้ำหนักปลา 1 กรัม) กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มควบคุมโดยฉีดสารละลาย phosphate-buffer 

saline (PBS) เก็บตัวอย่างลำไส้ปลากัดแต่ละกลุ่มท่ี 0 , 6, 24 และ 48 ช่ัวโมงหลังฉีดสาร

กระตุ้นภูมิ  

3.2 สารเคมีและอุปกรณ์ 
สารเคมีในการสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA) 

- TrizolTM reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) 

- Chloroform  

- Isopropanol 

- Ethanol (Merck, Germany) 

- DNase I (Thermo Fisher Scientific, USA)  

- Nuclease free water (Thermo Fisher Scientific, USA) 

 

 

สารเคมีในการสังเคราะห์ cDNA 
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- RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, USA)  

ประกอบด้วย RevertAid RT (200 U/µL) 

                 RiboLock RNase Inhibitor (20 U/µL) 

         5X Reaction Buffer 

      10 mM dNTP Mix 

     100 µM Oligo(dT)18 Primer 

สารเคมีในการตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

- PCR water 

- 10X Taq buffer with (NH4)2SO4 (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- 25 mM Magnesium chloride (MgCl2) (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- 100 mM dATP, dTTP, dCTP และ dGTP  

- Tag DNA polymerase (5 U/µl) (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- GeneRuler 100bp plus DNA ladder (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Agarose (Vivantis, USA) 

- Tris (Vivantis, USA)         

- Boric acid (Merck, Germany)      

- Ethylenediaminetetra-acetic acid disosium salt (EDTA) (KemAus, Australia) 

- Ethidium bromide (Sigma-Aldrish, Germany) 

สารเคมีในการสกัดดีเอ็นเอ (DNA) 

- 100 mM Tris-HCl 

- 100 mM EDTA pH 8.0 

- 250 mM NaCl 

- SDS 

- RNAse A (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Proteinase K 

- Phenol 

- Chloroform 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 24 

- Isoamyl alcohol 

- Sodium acetate 

- Absolute ethanol 

สารเคมีในการทำ DNA ให้บริสุทธิ์ 

- NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit (MACHEREY-NAGEL)  

ประกอบด้วย Binding buffer NT1 

                 Washing buffer NT3 

         NucleoSpin gel and PCR clean-up columns (yellow rings)  

      Collection tubes 

อุปกรณ์ 

- Autoclave (TOMY, Japan) 

- Handheld salinity refractometer 

- Aquarium air pump 

- Micropipettes (Labnet International, USA 

- - 80°C Freezer (Sanyo, Japan) 

- - 20°C Freezer (Mitsubishi electric, Japan) 

- Vortex V-1 plus (Biosan, Latvia) 

- Microcentrifuge (Tomy, Japan) 

- WiseSpin microcentrifuge CF-10 (Witeg, Germany) 

- Refrigerated Microcentrifuge (Tomy, Japan) 

- Chemical Fume Hood 

- Nanodrop spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA) 

- Thermal cycle (Bio-Rad, Germany) 

- Microwave 

- Submarine Electrophoresis System (Mupid, Japan) 

- Gel documentation 
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3.3 ขั้นตอนและวิธีการดำเนินงานวิจัย 
3.3.1 การศึกษาผลของโคพีพอดในการเปน็อาหารมีชีวิตต่อภูมิคุ้มกันของลูกปลากัด 

 3.3.1.1 การสกัดอาร์เอ็นเอ (RNA) 
 นำตัวอย่างลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด และตัวอย่างลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยไรแดง

(กลุ่มควบคุม) กลุ่มตัวอย่างละ 3 ซ้ำ มาบดให้ละเอียดด้วยแท่งแก้วปลอดเช้ือเพื่อทำให้เซลล์แตก 

จากนั้นสกัดอาร์เอ็นเอรวม (total RNA) โดยเติม TRIzolTM Reagent ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร 

วอร์เทกซ์ (vortex) เป็นเวลา 2 นาที เพื่อผสมให้เข้ากัน ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อแยกเศษเซลล์ (cell debris) ท่ีไม่ต้องการออก ดูดแยก

สารละลายส่วนใสใส่ไมโครทิวบ์ (microtube) หลอดใหม่ เติมคลอโรฟอร์ม (chloroform) ปริมาตร 

200 ไมโครลิตร วอร์เทกซ์เป็นเวลา 2 นาที วางบนน้ำแข็งเป็นเวลา 30 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 

13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที เพื่อแยกอาร์เอ็นเอออกจากดีเอ็นเอ 

โปรตีน และสารอินทรีย์อื่นๆ ในขั้นตอนนี้สารละลายจะแบ่งเป็น 2 ช้ัน อาร์เอ็นเอจะถูกแยกอยู่ใน

สารละลายส่วนใสช้ันบน ดูดเฉพาะสารละลายส่วนใสช้ันบนใส่ไมโครทิวบ์หลอดใหม่ได้ประมาณ 500 

ไมโครลิตร เติมไอโซโพรพานอล (isopropanol) ปริมาตร 500 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการ

พลิกหลอดไปมาเบาๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เพื่อตกตะกอนอาร์เอ็นเอ 

จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จะได้

ตะกอนอาร์เอ็นเอสีขาวติดบริเวณก้นหลอด ดูดสารละลายใสท้ิง เติมเอทานอล (ethanol) เข้มข้น 

75% (%v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร เพื่อล้างตะกอนอาร์เอ็นเอ ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ดูดเอทานอลท้ิง เปิดฝาวางไว้เพื่อให้เอทานอลระเหยจน

หมด จากนั้นละลายตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยน้ำท่ีปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอส (nuclease free water) 

ปริมาตร 20 ไมโครลิตร นำสารละลายอาร์เอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปวัดความเข้มข้นและ

คุณภาพของอาร์เอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer และเก็บสารละลายอาร์เอ็นเอ

ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

 นำสารละลายอาร์เอ็นเอท่ีสกัดได้มาย่อยสลายดีเอ็นเอ โดยปรับปริมาตรสารละลาย

อาร์เอ็นเอด้วยน้ำท่ีปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอสให้ได้ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เติมเอนไซม์ DNase I 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เพื่อย่อยสลายดีเอ็นเอ 

เติม TRIzolTM Reagent ปริมาตร 500 ไมโครลิตร วอร์เทกซ์เป็นเวลา 2 นาที เติมคลอโรฟอร์ม

ปริมาตร 100 ไมโครลิตร วอร์เทกซ์เป็นเวลา 2 นาที แช่น้ำแข็งเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ปั่นเหวี่ยงท่ี



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 26 

ความเร็ว 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที สารละลายจะแบ่งเป็น 2 ช้ัน 

โดยดีเอ็นเอจะอยู่ช้ันล่าง อาร์เอ็นเอจะถูกแยกอยู่ในสารละลายส่วนใสช้ันบน ดูดเฉพาะสารละลาย

ส่วนใสช้ันบนใส่ไมโครทิวบ์หลอดใหม่ ได้ประมาณ 250 ไมโครลิตร เติมไอโซโพรพานอลปริมาตร 250 

ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยการพลิกหลอดไปมาเบาๆ บ่มท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที จากนั้นปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที จะ

ได้ตะกอนอาร์เอ็นเอสีขาวติดบริเวณก้นหลอด ปิเปตสารละลายใสท้ิง ล้างตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยเอทา

นอลเข้มข้น 75% (%v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 13,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตเอทานอลท้ิง เปิดฝาวางไว้เพื่อให้เอทานอลระเหยจนหมด ละลาย

ตะกอนอาร์เอ็นเอด้วยน้ำท่ีปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอสปริมาตร 20 ไมโครลิตร นำสารละลายอาร์เอ็น

เอปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปวัดความเข้มข้นและคุณภาพของอาร์เอ็นเออีกครั้งด้วยเครื่อง Nanodrop 

spectrophotometer และเก็บสารละลายอาร์เอ็นเอท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  

 3.3.1.2 การสังเคราะห์ complementary DNA (cDNA)  
 สร้าง cDNA ด้วย RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit ทำการสังเคราะห์ดี

เอ็นเอสายแรก (First strand cDNA) โดยผสมสารสกัดอาร์เอ็นเอปริมาณ 1500 นาโนกรัม, ไพรเมอร์ 

Oligo(dT)18 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และปรับปริมาตรด้วยน้ำท่ีปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอสให้มีปริ

มาตรรวม 12 ไมโครลิตร โดยผสมลงในหลอดพีซีอาร์ (PCR) ท้ังนี้สามารถคำนวณปริมาตรได้ตาม

ตารางท่ี 3จากนั้นนำไปบ่มท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ในเครื่อง Thermal cycler 

เมื่อครบเวลาให้แช่น้ำแข็งทันทีเป็นเวลาอย่างน้อย 5 นาที  

ตารางที่ 3 การคำนวณสารเคมีในการสังเคราะห์ First strand cDNA 1500 นาโนกรัม 
สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

RNA ( A ng/µl) 1500 ÷ A 
100 µM Oligo(dT)18 primer 1 
Nuclease free water 11 – (1500 ÷ A) 

              * A แทนความเข้มข้นของสารสกัดอาร์เอ็นเอของแต่ละตัวอย่าง 

สังเคราะห์ดีเอ็นเอคู่สม (cDNA) โดยผสมสารเพิ่มตามตารางท่ี 4 จะได้ปริมาตรรวม 

20ไมโครลิตร นำสารท่ีผสมเข้าเครื่อง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรม 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

15 นาที 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และ 
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12 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที นำสารละลาย cDNA ย้ายใส่หลอดไมโครทิวบ์และเก็บท่ี

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

ตารางที่ 4 สารเคมีในการสังเคราะห์ cDNA 
สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

5X reaction buffer 4 
10 mM dNTP mix 2 
Ribolock RNase inhibitor (200 U/µl) 1 
RevertAid RT (20 U/µl) 1 

 

3.3.1.3 การศึกษาการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุ้มกันในลูกปลากัดที่เลี้ยง
ด้วยโคพีพอด 

 เจือจาง cDNA ในอัตราส่วน 1:10 โดยผสม cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตรกับน้ำ

ปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอสปริมาตร 9 ไมโครลิตร แล้วนำมาตรวจสอบการแสดงออกของยีนในระบบ

ภูมิคุ้มกันด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจำเพาะ และใช้ยีน 

BsEF1a เป็นยีนควบคุม ดังตารางท่ี 5 และเตรียมสารดังตารางท่ี 6  

ตารางที่ 5 ลำดับนิวคลีโอไทด์ในการทำ RT-PCR 
ไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) 

BsMAVS-F CATCATCAGCAAGCAAGAAGTC 
BsMAVS-R CTTACACGCACACCTGAGAAAG 
BsLEAP2C-F GTCTAAGGACTGGAGTGGCTTG 
BsLEAP2C-R TCAAGCCTCTGTATCAGAGCAG 
BsEF1a-F CCCATGGCAGCTGATAACTTCA 
BsEF1a-R CATGGGTTTTCCAGGCACCA 

 

ตารางที่ 6 สารเคมีในการทำ RT-PCR  
สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

PCR water 10.3*, 12.3** 
10X Taq buffer 2.5 
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25 mM MgCl2 1.5 
1 mM dNTPs 2.5 
2 µM Forward gene primer (F) 2.5 
2 µM Reverse gene primer (R) 2.5 
Tag DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 
1:10 diltion of cDNA 3*, 1** 

ปริมาตรรวม 25 
      *  สำหรับตัวอย่างปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด                               

      ** สำหรับตัวอย่างปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัส 

  ทำพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction, PCR) ด้วยเครื่อง Thermal cycler 

โดยต้ังโปรแกรมท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 

วินาที, 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 30 วินาที เป็นจำนวน 30 รอบ สำหรับยีน 

BsMAVS 25 รอบ สำหรับยีน BsLEAP2C 22 รอบ สำหรับยีน BsEF1a และสุดท้ายท่ีอุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) มาวิเคราะห์ด้วย

เทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น 

1.8% (%w/v) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1X TBE กระแสไฟฟ้า 100V ในการแยกขนาดแถบดีเอ็นเอ 

ตรวจสอบความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอโดยย้อมแผ่นเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) 

ถ่ายรูปเจลด้วยเครื่อง Gel documentation แสดงผลรูปเจลผ่านโปรแกรม GeneSys นำแถบดีเอ็น

เอท่ีปรากฏในรูปเจลมาวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วยโปรแกรม Gel-Pro analyzer 3.1 

คำนวณค่าการแสดงออกของยีนสัมพัทธ์ (relative mRNA expression) จากสมการท่ี 1  โดยใช้ยีน 

BsEF1a เป็นยีนควบคุม (internal control gene) โดยศึกษาการแสดงออกของยีน 3 ซ้ำในแต่ละ

กลุ่มทดลอง วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation, SD) และ

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยโปรแกรม SPSS Version 28.0 ด้วยวิธี independent 

sample T-test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 

 

 

                  BsMAVS 

                  BsEF1a 

 

       (1) 

                                    Reletive mRNA expression =                                                                       (1) 
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3.3.2 การศึกษาการแสดงออกของยีน BsMAVS ในปลากัดที่จำลองการติดเชื้อไวรัส   
นำ cDNA ท่ีสังเคราะห์จากตัวอย่างลำไส้ปลากัดหลังจำลองการติดเช้ือไวรัสท่ีเวลา 0, 6, 24 

และ 48 ช่ัวโมง ด้วยการฉีดสารกระตุ้นภูมิ poly(I:C) และกลุ่มควบคุมท่ีฉีดสารละลาย PBS กลุ่ม

ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ มาทำการเจือจาง cDNA ในอัตราส่วน 1:10 โดยผสม cDNA ปริมาตร 1 ไมโครลิตร

กับน้ำปราศจากเอนไซม์นิวคลีเอสปริมาตร 9 ไมโครลิตร แล้วนำมาตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

BsMAVS ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR โดยใช้คู่ไพรเมอร์ดังตาราง 5 และเตรียมสารดัง

ตารางท่ี 6 ทำพีซีอาร์ (PCR) ด้วยเครื่อง Thermal cycler โดยต้ังโปรแกรมท่ีอุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 60 องศาเซลเซียส 30 วินาที, 72 

องศาเซลเซียส 30 วินาที เป็นจำนวน 35 รอบ สำหรับยีน BsMAVS 27 รอบ สำหรับยีน BsEF1a 

และสุดท้ายท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR 

product) มาวิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) 

โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น 1.8% (%w/v) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1X TBE กระแสไฟฟ้า 100V ใน

การแยกขนาดแถบดีเอ็นเอ ตรวจสอบความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอโดยย้อมแผ่นเจลด้วยเอธิเดียมโบร

ไมด์ (ethidium bromide) ถ่ายรูปเจลด้วยเครื่อง Gel documentation แสดงผลรูปเจลผ่าน

โปรแกรม GeneSys นำแถบดีเอ็นเอท่ีปรากฏในรูปเจลมาวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีนด้วย

โปรแกรม Gel-Pro analyzer 3.1 คำนวณค่าการแสดงออกของยีนสัมพัทธ์ (relative mRNA 

expression) จากสมการท่ี 1  โดยใช้ยีน BsEF1a เป็นยีนควบคุม (internal control gene) โดย

ศึกษาการแสดงออกของยีน 3 ซ้ำในแต่ละกลุ่มทดลอง วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยค่าเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (Standard Deviation, SD) และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยโปรแกรม 

SPSS Version 28.0 ด้วยวิธี independent sample T-test ท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% 

3.3.3 การศึกษาลักษณะสมบัติของยีน BsMAVS จากฐานข้อมูลของปลากัดไทย B. 
splendens 
นำข้อมูลยีน BsMAVS จากฐานข้อมูลทรานสคริปโตมของปลากัดไทย B. splendens 

(Amparyup et al., unpublished data) มาวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์และลำดับกรดอะมิโนด้วย

โปรแกรม ExPASy (https://www.expasy.org) ทำนายโดเมนท่ีสำคัญของโปรตีนด้วยโปรแกรม 

SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) ทำนาย transmembrane domain ด้วยโปรแกรม 

TMHMM (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM) ทำนายเพปไทด์ส่งสัญญ าณ  (Signal 

peptide) ด้วยโปรแกรม SignalP 3.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) เปรียบเทียบ

http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP
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ค ว า ม เ ห มื อ น กั บ ยี น ใ น ฐ า น ข้ อ มู ล  GenBank ด้ ว ย โ ป ร แ ก ร ม  BLASTP 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ทำ genomic organization โดยเปรียบเทียบกับยีน 

BsMAVS (Gene ID : 114848314) จากฐานข้อมูลจีโนมิกส์ของปลากัดไทยใน NCBI 

3.3.4 การศึกษาไมโครไบโอม (Microbiome) ของลูกปลากัด 
 3.3.4.1 การสกัดดีเอ็นเอ (DNA)  

นำตัวอย่างลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด และตัวอย่างลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยไรแดง

(กลุ่มควบคุม) กลุ่มตัวอย่างละ 3 ซ้ำ มาบดให้ละเอียดด้วยแท่งแก้วปลอดเช้ือเพื่อทำให้เซลล์แตก 

จากนั้นสกัดดีเอ็นเอในสารละลายบัฟเฟอร์ TEN ปริมาตร 500 ไมโครลิตร เติม 10% SDS ปริมาตร 

50 ไมโครลิตร เพื่อให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 10% (%w/v) กำจัด RNA โดยเติม Rnase A 

เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 5.5 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันด้วยวอร์เทกซ์ เป็นเวลา 10 

วินาที บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง เติม proteinase K เข้มข้น 10 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร ปริมาตร 11 ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ปั่นเหวี่ยงท่ี

ความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูดแยกสารละลายส่วนใสใส่ไมโครทิวบ์ (microtube) 

หลอดใหม่ เติม equilibrated phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ปริมาตร 1 เท่าของสารละลาย

ส่วนใส) พลิกไปมาเป็นเวลา 15 นาที เพื่อผสมให้กัน ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 

นาที แยกส่วนใสอีกครั้งโดยดูดแยกสารละลายส่วนใสใส่ไมโครทิวบ์ (microtube) หลอดใหม่ เติม 

equilibrated phenol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร (ปริมาตร 1 เท่าของสารละลายส่วนใส) พลิกไปมา

เป็นเวลา 15 นาที เพื่อผสมให้กัน ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที เติม 

phenol-chloroform-isoamyl alcohol อัตราส่วน 25:24:1 เป็นปริมาตร 1 เท่า พลิกไปมาเป็น

เวลา 15 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ดูดแยกสารละลายส่วนใสใส่   

ไมโครทิวบ์ (microtube) หลอดใหม่ เติม chloroform-isoamyl alcohol อัตราส่วน 24:1 เป็น

ปริมาตร 1 เท่า พลิกไปมาเป็นเวลา 15 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที 

ดูดเก็บสารละลายส่วนใสช้ันบนใส่ไมโครทิวบ์ (microtube) หลอดใหม่ ตกตะกอนด้วย 3M sodium 

acetate pH 5.2 ปริมาตร 1/10 ประมาณ  50 ไม โครลิตร เติม  chilled absolute ethanol 

ปริมาตร 2 เท่า บ่มท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นเวลาข้ามคืน ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 

rpm เป็นเวลา 10 นาที เทออก ล้างตะกอนด้วยเอทานอลเข้มข้น 70% (%v/v) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

บ่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที ปั่นเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที ปิเปตเอทานอลท้ิง เปิดฝาวางไว้เพื่อให้เอทานอลระเหยจนหมด 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)%20ทำ
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ล้างตะกอนด้วยเอทานอล 2 ครั้ง จากนั้นละลายตะกอนดีเอ็นเอด้วยน้ำสารละลายบัฟเฟอร์ TE 

ปริมาตร 25  ไมโครลิตร บ่มท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เก็บสารละลายดีเอ็นเอ

ท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นำสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปวัดความเข้มข้นและ

คุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer ตรวจสอบดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะ

กาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น 1.2% 

(%w/v) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1X TBE กระแสไฟฟ้า 100V ตรวจสอบความเข้มข้นของแถบดีเอ็นเอ

โดยย้อมแ ผ่น เจลด้วยเอธิ เดียมโบรไม ด์  (ethidium bromide) ถ่ายรูป เจลด้วย เครื่อ ง Gel 

documentation แสดงผลรูปเจลผ่านโปรแกรม GeneSys  

 3.3.4.2 การเพิ่มจำนวน 16S amplicon ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 
 เจือจาง DNA ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 50 นาโนกรัม/ไมโครลิตร จากนั้นนำมา

เพิ่มจำนวน 16S amplicon ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ โดยใช้ไพรเมอร์ท่ีมีความจำเพาะดังตารางท่ี 7 และ

เตรียมสารดังตารางท่ี 8 

ตารางที่ 7 ลำดับนิวคลีโอไทด์ในการเพิ่มจำนวน 16S amplicon 
ไพรเมอร์ ลำดับนิวคลีโอไทด์ (5’-3’) 

16S Amplicon PCR 
Forward primer 

TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCC 
TACGGGNGGCWGCAG 

16S Amplicon PCR 
Reverse primer 

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGG 
ACTACHVGGGTATCTAATCC 

 

ตารางที่ 8 สารเคมีในการทำ PCR เพื่อเพิ่มจำนวน 16S amplicon  
สารเคมี ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

PCR water 12.3 
10X Taq buffer 2.5 
25 mM MgCl2 1.5 
1 mM dNTPs 2.5 
2 µM Forward gene primer (F) 2.5 
2 µM Reverse gene primer (R) 2.5 
Tag DNA polymerase (5 U/µl) 0.2 
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DNA (50 ng/µl) 1 
ปริมาตรรวม 25 

                                         

 ทำพีซีอาร์ (Polymerase chain reaction, PCR) ด้วยเครื่อง Thermal cycler 

โดยต้ังโปรแกรมท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที ตามด้วย 94 องศาเซลเซียส 45 

วินาที, 60 องศาเซลเซียส 45 วินาที, 72 องศาเซลเซียส 45 วินาที เป็นจำนวน 30 รอบ และสุดท้ายท่ี

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นนำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) มา

วิเคราะห์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้เจลอะกา

โรสเข้มข้น 1.8% (%w/v) ในสารละลายบัฟเฟอร์ 1X TBE กระแสไฟฟ้า 100V ในการแยกขนาดแถบ

ดีเอ็นเอ ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยย้อมแผ่นเจลด้วยเอธิเดียมโบรไมด์ (ethidium bromide) ถ่ายรูป

เจลด้วยเครื่อง Gel documentation แสดงผลรูปเจลผ่านโปรแกรม GeneSys 

3.3.4.3 ทำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) 16S amplicon ให้บริสุทธิ์  
นำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์มาทำให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี PCR clean-up โดยใช้ NucleoSpin 

Gel and PCR Clean-up Kit ผสมผลิตภัณฑ์พีซีอาร์และสารละลาย  binding buffer NT1 ใน

อัตราส่วน 1 : 2 ผสมให้เข้ากันโดยการปิเปตขึ้นลง แล้วนำสารละลายมาผ่านคอลัมน์ ทำปั่นเหวี่ยงท่ี 

12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที เติมสารละลายท่ีเหลือและปั่นเหวี่ยงซ้ำจนหมด จากนั้นล้างโดยการ

เติม wash buffer NT3 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที 

(ล้าง 2 ครั้ง) จากนั้นปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเมื่อให้เมมเบรนแห้งท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ย้าย

คอลัมน์ใส่หลอดใหม่ เติม PCR water ลงไปตรงกลางเนื้อเยื่อคอลัมน์ ปริมาตร 25 ไมโครลิตร ท้ิงไว้ที่

อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ชะดีเอ็นเอโดยการปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที นำ

สารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปวัดความเข้มข้นและคุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง 

Nanodrop spectrophotometer 

นำผลิตภัณฑ์พีซีอาร์ (PCR product) 16S amplicon ท่ีผ่านการทำ PCR clean-

up มาทำให้บริสุทธิ์โดยการ elute gel โดยแยกขนาดดีเอ็นเอด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรี

ซิส (agarose gel electrophoresis) โดยใช้เจลอะกาโรสเข้มข้น 1.8% (%w/v) ในสารละลาย

บัฟเฟอร์ 1X TBE กระแสไฟฟ้า 100V ในการแยกขนาดแถบดีเอ็นเอ จากนั้นตัดเจลตามแถบดีเอ็นเอ

ของ 16S amplicon จากนั้นทำให้บริสุทธิ์ด้วย NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit โดยนำ
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ช้ินเจลละลายลายในสารละลาย binding buffer NT1 ในอัตราส่วนน้ำหนักเจล 100 มิลลิกรัมต่อ

บัฟเฟอร์ 200 ไมโครลิตร โดยทำการละลายท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส เมื่อละลายเป็นเนื้อเดียวกัน

แล้ว นำสารละลายมาผ่านคอลัมน์ ทำปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 30 วินาที เติมสารละลายท่ี

เหลือและปั่นเหวี่ยงซ้ำจนหมด จากนั้นล้างโดยการเติม wash buffer NT3 ปริมาตร 700 ไมโครลิตร 

ปั่นเหวี่ยงท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที (ล้าง 2 ครั้ง) จากนั้นปั่นเหวี่ยงอีกครั้งเมื่อให้เมมเบรนแห้ง

ท่ี 12,000 rpm เป็นเวลา 2 นาที ย้ายคอลัมน์ใส่หลอดใหม่ เติม PCR water ลงไปตรงกลางเนื้อเยื่อ

คอลัมน์ ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที ชะดีเอ็นเอโดยการปั่นเหวี่ยงท่ี 

12,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที นำสารละลายดีเอ็นเอปริมาตร 1 ไมโครลิตร ไปวัดความเข้มข้นและ

คุณภาพของดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Nanodrop spectrophotometer  

3.3.4.4 การวิเคราะห์ไมโครไบโอม 
 ส่งตัวอย่าง 16S amplicon เพื่อทำการวิเคราะห์ Microbiome ท่ีศูนย์วิทยาศาสตร์

โอมิกส์และชีวสารสนเทศ คณะวิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย   
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บทที่ 4 
ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 

 
4.1 การแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุ้มกันในลกูปลากัดที่เลี้ยงด้วยโคพีพอด 

อาหารเป็นปัจจัยสำคัญท่ีส่งผลต่อสุขภาพและระบบภูมิคุ้มกันของสัตว์น้ำวัยอ่อน งานวิจัยนี้

ได้ศึกษาผลของโคพีพอดในการเป็นอาหารมีชีวิตต่อภูมิคุ้มกันของลูกปลากัดวัยอ่อน เปรียบเทียบกับ

ไรแดงน้ำจืดซึ่งเป็นอาหารมีชีวิตท่ีใช้ในการเล้ียงลูกปลากัดในปัจจุบัน โดยนำ cDNA (เจือจางใน

อัตราส่วน 1:10) ของตัวอย่างลูกปลากัดไทย B. splendens 2 กลุ่ม ได้แก่ ลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพี

พอด A. royi และลูกปลากัดกลุ่มควบคุมท่ีเล้ียงด้วยไรแดงน้ำจืด Moina sp. มาตรวจสอบการ

แสดงออกของยีนในระบบภูมิคุ้มกันด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR และตรวจสอบด้วย 

1.8% agarose gel electrophoresis  

จากการวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน โดยการนำรูปเจลมาวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม 

Gel-Pro analyzer 3.1 โดยใช้ยีน BsEF1a เป็นยีนควบคุม (internal control gene) พบว่าลูกปลา

กัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi มีระดับการแสดงของยีน BsLEAP2C และยีน BsMAVS เพิ่มสูงขึ้น

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีเล้ียงด้วยไรแดงน้ำจืด Moina 

sp. (รูปท่ี 9 และ 10) แสดงให้เห็นว่าโคพีพอดมีศักยภาพในการกระตุ้นการแสดงออกของยีน 

BsLEAP2C ซึ่งเป็นยีนเปปไทด์ต้านจุลชีพและยีน BsMAVS ซึ่งเกี่ยวข้องกับการต้านเช้ือไวรัสได้ดีกว่า

ไรแดงน้ำจืด สอดคล้องกับรายงานของ Abbaszadeh (2022) ซึ่ งพบว่ากุ้ งขาว Penaeus 

vannamei ท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอดมีการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับระบบภูมิคุ้มกันสูงขึ้นอย่างมี

นัยสำคัญ เมื่อเทียบกับอาหารมีชีวิตด้ังเดิม เช่น โรติเฟอร์และอาร์ทีเมีย โดยคาดว่าเป็นผลมาจาก

ปริมาณกรดไขมัน DHA ท่ีพบในโคพีพอดและไรแดง ซึ่งเท่ากับ 5.47 และ 0.03 เปอร์เซ็นต์ของกรด

ไขมันท้ังหมด ตามลำดับ (Amparyup et al., 2022; Suhaimi et al., 2022) เนื่องจากปริมาณของ 

DHA มีผลต่อระดับการแสดงออกของยีนในระบบภูมิคุ้มกันท่ีมีมาแต่กำเนิด (Eslamloo et al., 

2017)  
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รูปที่ 9 ระดับการแสดงออกของยีน BsLEAP2C ในลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi 

ตัวเลขแสดงค่าเฉล่ีย ± SD คำนวณจาก 3 ซ้ำในแต่ละกลุ่มทดลอง  
* แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 

 

 

รูปที่ 10 ระดับการแสดงออกของยีน BsMAVS ในลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi 

ตัวเลขแสดงค่าเฉล่ีย ± SD คำนวณจาก 3 ซ้ำในแต่ละกลุ่มทดลอง  
* แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.2 ลักษณะสมบัติของยีน BsMAVS ในปลากัด 
 จากการวิเคราะห์ข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน MAVS ของปลากัดไทย B. splendens 

(Amparyup et al., unpublished data) ด้วยโปรแกรม ExPasy พบว่ายีน  BsMAVS มี open 

reading frame (ORF) ท่ีสามารถแปลรหัสเป็นโปรตีนขนาด 569 กรดอะมิโน (รูปท่ี 11) มีน้ำหนัก

โมเลกุล 60.8 kDa และค่า isoelectric point (pI) เท่ากับ 4.79 และจากการวิเคราะห์หาตำแหน่ง

โดเมนท่ีสำคัญด้วยโปรแกรม SMART และวิเคราะห์ Transmembrane domain ด้วยโปรแกรม 

THHMM พบว่า BsMAVS ประกอบด้วยโดเมนท่ีสำคัญ ได้แก่ N-terminal Caspase recruitment 

domain (CARD) บริเวณกรดอะมิโนลำดับท่ี 5-94, proline-rich domain (PRR) บริเวณกรดอะมิโน

ลำดับท่ี 57-328 และ C-terminal transmembrane domain (TM) บริเวณกรดอะมิโนลำดับท่ี 

550-567 (รูปท่ี 12) สอดคล้องกับโดเมนสำคัญของยีน MAVS ท่ีมีรายงานในปลากะพงขาว Lates 

calcarifer โดยเมื่อเกิดการติดเช้ือไวรัส ตัวรับสัญญาณตรวจจับไวรัส ได้แก่ MDA-5 จะตรวจจับ viral 

dsRNA จากนั้น CARD domain ของ MDA5 จะเข้าไปจับกับ CARD domain ของ MAVS ทำให้เกิด

การสะสมของโปรตีน MAVS บริเวณ outer mitochondrial membrane โดยอาศัย C-terminal 

transmembrane domain (Krishnan et al., 2018; Yasukawa et al., 2021)  
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รูปที่ 11 ลำดับนิวคลีโอไทด์และกรดอะมิโนของยนี BsMAVS ของปลากัดไทย B. splendense 

จากการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Expasy กรดอะมิโนแสดงด้วยตัวย่อล่างนิวคลีโอไทด์แต่ละโคดอน 
(codon) ตัวอักษรสีแดงแสดงถึง CARD domain ตัวอักษรสีชมพูแสดงถึง Proline rich domain 

และและตัวอักษรสีน้ำเงินแสดงถึง TH domain 

atg tcg tat gcc agt gaa aaa ctg cgt aaa gga tac ctg cgg agg aaa atg gcg gtt att      

 M   S   Y   A   S   E   K   L   R   K   G   Y   L   R   R   K   M   A   V   I 

gta tcc aat gtg aaa gtg aaa gaa ata att gtc cgc ctg cct tgc ttg act gat cat gac 

 V   S   N   V   K   V   K   E   I   I   V   R   L   P   C   L   T   D   H   D 

agg gac act ata gaa gcc aaa aca gag aca cgc ggc aac ttt gat ggg atg gtg ctt ctg  

 R   D   T   I   E   A   K   T   E   T   R   G   N   F   D   G   M   V   L   L 

ctg gac tgt ctg aag agg aga gaa aac tgg cca gag caa ctg att gaa gcg ctg gag gcg 

 L   D   C   L   K   R   R   E   N   W   P   E   Q   L   I   E   A   L   E   A 

tgc gag cat ccg act ctt gca gct gag atc aga gct gaa tac aac gct ctg aga ggc att 

 C   E   H   P   T   L   A   A   E   I   R   A   E   Y   N   A   L   R   G   I 

aat gat tct aac ccc agc cca cct tca tca ata gtc aat gca cac gtc cat cca cca cca 

 N   D   S   N   P   S   P   P   S   S   I   V   N   A   H   V   H   P   P   P 

tct gct acc gaa ctg cct gtt cca cag ggt gct gaa aaa agt acg tct aac gtt gcc cct 

 S   A   T   E   L   P   V   P   Q   G   A   E   K   S   T   S   N   V   A   P 

tca cca gag cca gtt tct cca ccg aaa aac cca gtg cga cca cag gcg gac caa agc cca 

 S   P   E   P   V   S   P   P   K   N   P   V   R   P   Q   A   D   Q   S   P 

gca gca caa ttt act gga gct gct tcc ctg cct gag tcc gtg cct cct gag tca act gat 

 A   A   Q   F   T   G   A   A   S   L   P   E   S   V   P   P   E   S   T   D 

att gaa gcg gca cct ctt cca tca aca cct cct cct tcc cct gag acc cag cgt gct cca 

 I   E   A   A   P   L   P   S   T   P   P   P   S   P   E   T   Q   R   A   P 

gtt gca aca cca gtg cca cca cag agg gag ctt aaa gtc cat cag gag cca gaa gaa aac 

 V   A   T   P   V   P   P   Q   R   E   L   K   V   H   Q   E   P   E   E   N 

tct gat tca gac atc cag gat atc act ggt ggt aca ggt att att cct gag caa gtg gaa 

 S   D   S   D   I   Q   D   I   T   G   G   T   G   I   I   P   E   Q   V   E 

aca gga acc agc atg atc agc tct gtg gtg ccc gct cca cca tcc tgt cct gtt gaa cac  

 T   G   T   S   M   I   S   S   V   V   P   A   P   P   S   C   P   V   E   H 

tct aaa aca gat gct cta cct tgt tcc gaa cct ctc cag aca ata aca gag gtg aag cca 

 S   K   T   D   A   L   P   C   S   E   P   L   Q   T   I   T   E   V   K   P 

cca cag agc cct cct cca ccc cag aaa cag ccc agt gtg aat gat caa tca gca ttc ctt 

 P   Q   S   P   P   P   P   Q   K   Q   P   S   V   N   D   Q   S   A   F   L   

aca cgc aca cct gag aaa ggc ccg gtc cag gac acc acc cct cct gtg ggg gga gtg cca 

 T   R   T   P   E   K   G   P   V   Q   D   T   T   P   P   V   G   G   V   P 

ggt act gtc ctg gag cct gag cag aca tct gaa tct aac act gca aag gtt gtt gaa agt 

 G   T   V   L   E   P   E   Q   T   S   E   S   N   T   A   K   V   V   E   S 

agc aaa cag aca aag ata gca ggt tca gcc tcc acc ctg cct gct gcc acc gga gta gac 

 S   K   Q   T   K   I   A   G   S   A   S   T   L   P   A   A   T   G   V   D 

ttc ttg ctt gct gat gat gtc act ggg tat ctg agc aag cca gaa caa ctc atc agc tac 

 F   L   L   A   D   D   V   T   G   Y   L   S   K   P   E   Q   L   I   S   Y 

cag cca caa aat gtt ggc agt cct aat atc cca gca gtg gtg gag ccc tat tca gga aat 

 Q   P   Q   N   V   G   S   P   N   I   P   A   V   V   E   P   Y   S   G   N   

agt gag cgt ctg tta ata agc gat ggt gca cca gac ccc aca gct tct gcc tgt aat ctt 

 S   E   R   L   L   I   S   D   G   A   P   D   P   T   A   S   A   C   N   L 

gcc tgg tct gat atc acc tcc acc atc act gat aca ggc tct gga gtt cca tgt cag gat 

 A   W   S   D   I   T   S   T   I   T   D   T   G   S   G   V   P   C   Q   D 

tac ggc atc act ctt aac cac aat gaa cca gag gag aac cac tat gag tct cca agt agg 

 Y   G   I   T   L   N   H   N   E   P   E   E   N   H   Y   E   S   P   S   R 

agt ttg gaa aca cag gag gtg cgt gag cat gta atg cat gta tcc aat gag gtg tct atc 

 S   L   E   T   Q   E   V   R   E   H   V   M   H   V   S   N   E   V   S   I 

ctt aac cta gag ggc cag acc cca gca cca caa gcc caa atc ttc aac agt gga aca tcc 

 L   N   L   E   G   Q   T   P   A   P   Q   A   Q   I   F   N   S   G   T   S 

gct tcc tcc acc atc aag gct gac act gta aat gcc cac tcc agg gag aac tac cgt ccc 

 A   S   S   T   I   K   A   D   T   V   N   A   H   S   R   E   N   Y   R   P 

tct tat cct gcc ccg tct aat aca tca tca caa ctg cca gac cca gag gag aaa gaa gtc 

 S   Y   P   A   P   S   N   T   S   S   Q   L   P   D   P   E   E   K   E   V  

tct tgc atg aca aag aac aca aag tac att gtg atg gct gca gga gtg ggc gcc ttt gca 

 S   C   M   T   K   N   T   K   Y   I   V   M   A   A   G   V   G   A   F   A 

ctg ctg gta gcg tgg aag tta agg aat tga  

 L   L   V   A   W   K   L   R   N   - 
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รูปที่ 12 โดเมนสำคัญของโปรตีน BsMAVS 

สีส้ม, ชมพู และน้ำเงิน แสดงถึง CARD domain, proline rich domain and transmembrane 
domain ตามลำดับ 

 
ทำการเปรียบเทียบความเหมือนของกรดอะมิโน (sequence alignment) ของโปรตีน BsMAVS กับ
โปรตีน MAVS ในส่ิงมีชีวิตอื่นท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม BlastP พบว่า 
BsMAVS มีความเหมือนกับโปรตีน MAVS ของปลาเสือพ่นน้ำลายบั้ง Toxotes jaculatrix มากท่ีสุด 
(71%  identity) ปลากะพงขาว Lates calcarifer (67%  identity) และปลาหมอเทศข้างลาย 
Oreochromis aureus (67% identity) ดังตารางท่ี 9 
 

ตารางที่  9 ความเหมือนของโปรตีน BsMAVS กับโปรตีน MAVS ในส่ิงมีชีวิตอื่นท่ีมีรายงานใน

ฐานข้อมูล GenBank 

โปรตีน MAVS ในสิ่งมีชีวิตอื่น %identity 
ปลาเสือพ่นน้ำลายบั้ง Toxotes jaculatrix 71 
ปลากะพงขาว Lates calcarifer 67 
ปลาหมอเทศข้างลาย Oreochromis aureus 67 
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รูปที่ 13 เปรียบเทียบความเหมือนของโปรตีน BsMAVS กับโปรตีน MAVS ท่ีมีรายงานในฐานข้อมูล 

GenBank 

BsMAVS           ----------------------------MSYASEKLRKGYLRRKMAVIVSNVKVKEIIVRLPCLTDHDRDTIEAK 47 

XP_028994560.1   ----------------------------MSYASEKLRKGYLRRKMAVIVSNVKVKEIIVRLPCLTDHDRDTIEAK 47 

XP_026195752.1   ----------------------------MSFASEKLQKGYLRRKMSTIASKVKVREIIAHLPCLTDHDRENIEAK 47 

AHX56245.1       ----------------------------MSFASDKLYKGYLRRRMPIIVSKVKVREIMVHLPCLTDHDRETIEAK 47 

XP_035530403.1   ----------------------------MSYANDKLYKGYMRRNMPTIVSQVKVREIVTHLPCLTDHDRETIEAK 47 

XP_035530402.1   MCVKRTAQVVTVREKHPRRRHEELKTGKMSYANDKLYKGYMRRNMPTIVSQVKVREIVTHLPCLTDHDRETIEAK 75 

AKG54866.1       -----TAQVVTVREKHPRRRHEELKTGKMSYASDKLYKGYLRRNMPAIVSQVKVREIVTHLPCLTDHDRETIEAK 70 

XP_051237705.1   ----------------------------MSYASDKLYKGYLRRNMPAIVSQVKVREIVTHLPCLTDHDRETIEAK 47 

                                             **:*.:** ***:**.*  *.*:***:**:.:*********:.**** 

 

BsMAVS           TETRGNFDGMVLLLDCLKRRENWPEQLIEALEACEHPTLAAEIRAEYNALRGINDSNPSPP-SSIVNAHVHPPPS 122 

XP_028994560.1   TETRGNFDGMVLLLDCLKRRENWPEQLIEALEACEHPTLAAEIRAEYNALRGINDSNPSPP-SSIVNAHVHPPPS 122 

XP_026195752.1   RENNGNFDGMMLLLECLKRRENWPEQLIEALEACEQPTIAAEIRAEYDALRGINNSNPSPPSATVISAHVHPPPS 122 

AHX56245.1       RETSGNFNGMELLVDCLKRRENWVEQFIKALEACEHLTLADEIRAEYDALRGTNNSNPSSPPTTVIRAHVHPAPS 122 

XP_035530403.1   RETCGNYDSMVLLLDCLKRRESWPEQFIRALEELEFTTLAAEIRAEYNALKGTNNSNPSSPPTTVIRAHVHPAPS 122 

XP_035530402.1   RETCGNYDSMVLLLDCLKRRESWPEQFIRALEELEFTTLAAEIRAEYNALKGTNNSNPSSPPTTVIRAHVHPAPS 150 

AKG54866.1       RETCGNYDSMVLLLDCLKRRESWPEQFIKALEELEFKTMASEIRAEYNALKGTNNSNPSSPPTTVIRAHVHPAPS 145 

XP_051237705.1   RETCGNYDSMVLLLDCLKRRESWPEQFIKALEELEFKTMASEIRAEYNALKGTNNSNPSSPLTTVIRAHVHPAPS 122 

                  *. **::.* **::******.* **:*.***  *  *:* ******:**:* *:**** * :::: ***** ** 

 

BsMAVS           ATELPVPQGAEKSTSNVAPSPEP----------VSPPKNPVRPQADQSPAAQFTGAASLPES--VPPESTDIEAA 189 

XP_028994560.1   ATELPVPQGAEKSTSNVAPSPEP----------VSPPKNPVRPQADQSPAAQFTGAASLPES--VPPESTDIEAA 189 

XP_026195752.1   GSHLPTPESGK-SQATVAPSAEAPTPLEPVAHTTPQPETPVHAAQ--SPAAQIPRDVLPP----KPPRAIEIEVA 196 

AHX56245.1       ASHLSIPESGGNSQAAVSLPAEASAPPEPAAQASPPLEIPVQPQAPQNAAAQVPEAVSPPEPVAEPPQPTHVNVA 197 

XP_035530403.1   ASQLSIPESGGNSQVDVAPPTEASASPEPAAQPSPPVEIPVQPQAPP--AAQVPEAVAPPELVAEPPQSAQIEAA 197 

XP_035530402.1   ASQLSIPESGGNSQVDVAPPTEASASPEPAAQPSPPVEIPVQPQAPP--AAQVPEAVAPPELVAEPPQSAQIEAA 225 

AKG54866.1       ASQLSIPESGGNSQVAVAPPAEASASPEPAAQPSPPVEIPVQPQAPP--AAQVPEAVAPPELVAEPPQSAQIEAA 220 

XP_051237705.1   ASQLSIPESGGNSQVAVAPPAEASASPEPAAQPSPPVEIPVQPQAPP--AAQVPEAVAPPELVAEPPQSAQIEAA 197 

                 .:.*  *:..  *   *:   *               : **:       ***.   .  *     **.  .::.*   

 

BsMAVS           PLPSTPPPSPETQRAPVATPVPPQRELKVHQEPEENSDSDIQDITGGTGIIPEQVETGTSM--ISSVVPAPPSCP 257 

XP_028994560.1   PLPSTPPPSPETQRAPVATPVPPQRELKVHQEPEENSDSDIQDITGGTGIIPEQVETGTSM--ISSVVPAPPSCP 257 

XP_026195752.1   PLPSTPPPSPEIQHTGASTPPPLQREVNAHQEPEENSESDIQDMAGGTGVTPDQVSTGNGEV--NSVVAPPASCP 263 

AHX56245.1       PPPSTPPPSPEIPHTQATATPPPQREINCHQEPVENSESGVQDISGDNGVIPDQVSAGNGEVSINSVATPQPSRA 272 

XP_035530403.1   PAPSTPPPSPEPPRTPPTATPPPQREIQSHQEPVENSELDIQDISGENGVIPDQVSAEDGEVSINSVDTPPPSHP 270 

XP_035530402.1   PAPSTPPPSPEPPRTPPTATPPPQREIQSHQEPVENSELDIQDISGENGVIPDQVSAEDGEVSINSVDTPPPSHP 298 

AKG54866.1       PAPSTPPPSPETPRTLPTATPPPQREIQSHQEPVENSESDIQDIFGENGAIPDQVIAGDGEVSISSVDTPPPPRT 293 

XP_051237705.1   PAPSTPPPSPETPRTPPTATPPPQREIQSHQEPVENSESDIQDIFGENGAIPDQVIAGDGEVSISSVDTPPPPRT 270 

                 * *********  ::  ::  * ***:: **** ***: .:**: * .*  *:** :  .    .**         

 

BsMAVS           VEHSKTDALPCSEPLQ---TITEVKPPQSPPPPQKQPSVNDQSAFLTRTPEKGPVQDTTPPVGGVPG-TVLEPEQ 329 

XP_028994560.1   VEHSKTDALPCSEPLQ---TITEVKPPQSPPPPQKQPSVNDQSAFLTRTPEKGPVQDTTPPVGGVPG-TVLEPEQ 329 

XP_026195752.1   VEQSETDTLSCSESLQTTSTITEIRAPQSPPPTQTNSHVTDRSSFPILTPEKPPVQDTTPLVEKVPA-VVLEPEE 338 

AHX56245.1       VEQCETDTP------TTT-TTTDVRPPQSPSPAQINSDVTDGSSFPIMTPEKPPVQDTTPPVNLKPA-AVLQPEE 340 

XP_035530403.1   VEECETD------SLQTT-TTTEAGPPRSPSPTQIDSDVTDGSSFATLTPEKPPVQDTTPPVDIKPAAAVLQPEE 338 

XP_035530402.1   VEECETD------SLQTT-TTTEAGPPRSPSPTQIDSDVTDGSSFATLTPEKPPVQDTTPPVDIKPAAAVLQPEE 366 

AKG54866.1       VEPCETDTPSHPDPLQTT-TTTEAGPPRSPSPTQMDSDVTDGSDFPTMTPEKPPVQDTTPPVDIKPAA----PEE 367 

XP_051237705.1   VEPCETDTPSHPDPLQTT-TTTEAGPPRSPSPTQMDSDVTDGSDFPTMTPEKPPVQDTTPPVDIKPAT----PEE 344 

                 ** .:**            * *:   *:** * * :  *.* * *   **** ******* *   *.     **: 

 

BsMAVS           TSESNTAKVVESSKQTKIAGSASTLPAATGVDFLLADDVTGYLSKPEQLISYQPQNVGSPNIPAV---VEPYSGN 403 

XP_028994560.1   TSESNTAKVVESSKQTKIAGSASTLPAATGVDFLLADDVTGYLSKPEQLISYQPQNVGSPNIPAV---VEPYSGN 403 

XP_026195752.1   TSEPQTTQVAETNRQTTTAATASPLSGAAVVNASHFDDSTVCLSKPGQLISIQPQNHGGPNILATNSPVEPYSGN 412 

AHX56245.1       TSEPPATQVVESSPQTETAATTSPLPGAAGMDASLRDDDTLCLSKPGELISIHPQSHGNPTIPAPSSPVEPYSGN 414 

XP_035530403.1   TSEPPITQVLESSPQTETAATTSPILPAAEMDASLLDDSNVCMSKPGVLISIQPQNDSSSTIPAPDSPEAPYSGD 413 

XP_035530402.1   TSEPPITQVLESSPQTETAATTSPILPAAEMDASLLDDSNVCMSKPGVLISIQPQNDSSSTIPAPDSPEAPYSGD 441 

AKG54866.1       TSEPPVTQVLESSPQTETAATTSPILPAAEMDASLLDDSNVCLSKPGVLISIQPQNDSSSTIPAPSSPVAPYSGN 438 

XP_051237705.1   TSEPPVTQVLESSPQTETAATTSPILPAAEMDASLLDDSHVCLSKPGVLISIQPQNDSSSTIPAPSSPVAPYSGN 415 

                 ***   ::* *:. **  *.::* :  *: ::    **    :***  *** :**. .. .* *      ****: 

 

BsMAVS           SERLLISDGAPDPTASACNLAWSDITSTITDTGSGVPCQDYGITLNHNEPEENHYESPSRSLETQEVREHVMHVS 475 

XP_028994560.1   SERLLISDGAPDPTASACNLAWSDITSTITDTGSGVPCQDYGITLNHNEPEENHYESPSRSLETQEVREHVMHVS 475 

XP_026195752.1   TDRLEMSDDAQDTVNFAHVPACSAVSSTPGNTVSGVPYQENGIALNPNEPEENHYESPCQSLERQDVRVNVVHVS 487 

AHX56245.1       SERLEISNA---TVTSAHVPTCSAVSSTTVNTASSLPCQENGIALSHNQPEENHYESPSQSLDMEEVRELVVHVS 486 

XP_035530403.1   SERLEMSEA---AVTSTHVPACSAVISDAVDTDTGLPCQENGIALNHNEPEENHYESPCPSLDMQEVRVNVVQIS 485 

XP_035530402.1   SERLEMSEA---AVTSTHVPACSAVISDAVDTDTGLPCQENGIALNHNEPEENHYESPCPSLDMQEVRVNVVQIS 513 

AKG54866.1       SDRLEMSED---AVTSTHVPACSAVISEAVITDTALPCQENGIALNHNEPEENHYESPCPSLDMQEVRVNVVQIS 510 

XP_051237705.1   SDRLEMSED---AVTSTHVPACSAVISEAVITDTALPCQENGIALNHNEPEENHYESPCPSLDMQEVRVNVVQIS 487 

                 ::** :*:     .  :   : * : *    * :.:* *: **:*. *:*********. **: ::**  *:::*   

 

BsMAVS           NEVSILNLEGQTPAPQAQIFNSGTSASS-----------TIKADTVNAHSRENYRPSYPAPSNTSSQLPDPEEKE 550 

XP_028994560.1   NEVSILNLEGQTPAPQAQMFNSGTSASS-----------TIKADTVNAHSRENYRPSYPAPSNTSSQLPDPEEKE 550 

XP_026195752.1   GEVSILNLDGQTSSPQAQISSSDTAKKITSASPLSTTTTAATASSLNAHSSENY-STEPVPVDISSQSPDPEESG 562 

AHX56245.1       EEVSILNQDGQSSTPQAQIVNGEAAKEITSAPPLSTNAADS-VSSVNTPSSENYHPSEPAPADISP-----ERET 561 

XP_035530403.1   EEPSILNLEGQNPGAPAQSINGEAAKEITSAPPLSTDGADA-VSSVNTPSSETCHPSEPAPADITE-----E-KT 560 

XP_035530402.1   EEPSILNLEGQNPGAPAQSINGEAAKEITSAPPLSTDGADA-VSSVNTPSSETCHPSEPAPADITE-----E-KT 588 

AKG54866.1       EEPSILNLEGQNSGAQAQSINGEAAKEITSAPPLSTDGADT-VSSVNTPSSENCHPSEPAPADITE-----E-KT 585 

XP_051237705.1   EEPSILNLEGQNSGAQAQSINGEAAKEITSAPPLSTDGADT-VSSVNTPSSENCHPSEPAPADITE-----E-KT 561 

                     * **** :**. **  .. :: .               ..::*: * *.   : *.* : :      * . 

 

BsMAVS           VS-CMTKNTKYIVMAAGVGAFALLVAWKLRN 569 

XP_028994560.1   VS-CMTKNTKYIVMAAGVGAFALLVAWKLRN 569 

XP_026195752.1   ASWILTNNTKYIATAAGVAALALLITWKLKN 592 

AHX56245.1       ASRTLPANTKYILTAAGVGACALLMAWKFKN 586 

XP_035530403.1   PSRALPANTKYILTAAGVGACALLMAWKFKN 584 

XP_035530402.1   PSRALPANTKYILTAAGVGACALLMAWKFKN 612 

AKG54866.1       PSRVLPANTKYILTAAGVGACALLMAWKFKN 609 

XP_051237705.1   PSRVLPANTKYILTAAGVGACALLMAWKFKN 586 

                  *  :  *****  ****.* ***::**::* 

CARD domain 

Proline rich domain 

TM domain 
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4.3 การแสดงออกของยีน BsMAVS ในปลากัดที่จำลองการติดเชื้อไวรัส 
 ศึกษาการแสดงออกของยีน BsMAVS ในลำไส้ปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัสโดยการฉีด

กรดนิวคลีอิกเลียนแบบ polyinosinic-polycytidylic acid (poly(I:C)) เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

ท่ีฉีดสารละลาย phosphate-buffer saline (PBS) ด้วยเทคนิค semi-quantitative RT-PCR จาก

การวิเคราะห์ระดับการแสดงออกของยีน BsMAVS ในลำไส้ปลากัด โดยใช้ยีน BsEF1a เป็นยีนควบคุม 

(internal control gene) พบว่าปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัสด้วยการฉีด poly(I:C) มีระดับการ

แสดงออกของยีน BsMAVS เพิ่มขึ้นอย่างมีอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) หลังการจำลองการติด

เช้ือไวรัสท่ี 6 ช่ัวโมง และลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) หลังการจำลองการติดเช้ือไวรัสท่ี 

48 ช่ัวโมง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีฉีด PBS พบว่าปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัสด้วยการ

ฉีด poly(I:C) มีระดับการแสดงออกของยีน BsMAVS มากขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

หลังจำลองการติดเช้ือไวรัสท่ีเวลา 6 , 24 และ 48 ช่ัวโมง (รูปท่ี 14) สอดคล้องกับรายงานท่ีมีก่อน

หน้า ซึ่งพบว่าปลาท่ีติดเช้ือไวรัสหรือถูกกระตุ้นด้วย poly(I:C) จะมีการแสดงออกของยีน MAVS เพิ่ม

สูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ (Krishnan et al., 2018; Gao et al., 2022; Zhang et al., 2022) และ

สอดคล้องกับรายงานของ Wan และคณะ (2016) ว่าการตอบสนองต่อ poly(I:C) จะถูกควบคุมผ่าน

การแสดงของยีน MAVS และรายงานของ Yasukawa และ Koshiba (2021) ว่ายีน MAVS จะถูก

ควบคุมในเชิงลบ (negative regulated) ในสภาวะท่ีไม่มีการติดเช้ือไวรัสและจะมีการทำงานอย่าง

โดดเด่นเมื่อเกิดการติดเช้ือไวรัสดังนั้น แสดงให้เห็นว่ายีน BsMAVS มีบทบาทสำคัญในการตอบสนอง

ต่อการติดเช้ือไวรัสในปลากัด 

 

รูปที่ 14 ระดับการแสดงออกของยีน BsMAVS ในลูกปลากัดท่ีจำลองการติดเช้ือไวรัส 

ตัวเลขแสดงค่าเฉล่ีย ± SD คำนวณจาก 3 ซ้ำในแต่ละกลุ่มทดลอง  
* แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.4 ไมโครไบโอมของลูกปลากัดที่เลี้ยงด้วยโคพีพอด 
จากการวิเคราะห์ไมโครไบโอมของตัวอย่างลูกปลากัด พบแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria 

มากท่ีสุดประมาณ 70-80%  สอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้า ซึ่งจะพบว่าไฟลัม Proteobacteria เป็น

แบคทีเรียส่วนใหญ่ ท่ีพบในปลาชนิดต่าง ๆ และสอดคล้องกับงานวิจัยของ  Gruneck และคณะ 

(2022) พบไฟลัม Proteobacteria ในลำไส้ปลากัดในช่วงอายุต่าง ๆ มากถึง 80% แบคทีเรียส่วน

ใหญ่ในไฟลัมนี้เป็นผู้ผลิตเอนไซม์ protease ช่วยย่อยโปรตีน โดยเฉพาะในปลาท่ีกินเนื้อเป็นอาหาร 

(Wei et al., 2021) ดังนั้น ระดับแบคทีเรียไฟลัม Proteobacteria อาจเป็นผลมาจากโปรตีนใน

อาหารท่ีปลากัดกิน (Gruneck et al., 2022) นอกจากนี้ พบว่าลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. 

royi สามารลดจำนวนแบคทีเรียท่ีไม่ดี ได้แก่ Firmicutes, Deinococcota และ Bacteroidota และ

ส่ ง เ ส ริ ม ก ลุ่ ม แ บ ค ที เ รี ย ท่ี ดี  ไ ด้ แ ก่  Bdellovibrionota, Chloroflexi, Dadabacteria, 

Desulfobacterota, Myxococcota, Sumerlaeota, Verrucomicrobiota (รูปท่ี 15 และตารางท่ี 

10) 
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รูปที่ 15 กราฟแสดงประชากรแบคทีเรียในระดับไฟลัมของลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi 
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ตารางที่ 10 ประชากรแบคทีเรียในระดับไฟลัม ของลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi  

Bacteria Phylum BsAr-1 BsAr-2 BsAr-3 BsM-1 BsM-2 BsM-3 

Acidobacteriota 0.000 0.077 0.000 0.106 0.000 0.018 

Actinobacteriota 0.265 0.094 0.507 0.277 0.377 0.189 

Armatimonadota  0.000 0.000 0.000 0.047 0.065 0.147 

Bacteroidota  10.700 11.531 11.401 13.422 14.400 14.960 

Bdellovibrionota 0.848 0.719 0.636 0.253 0.094 0.306 

Chloroflexi 0.130 0.212 0.200 0.047 0.024 0.000 

Cyanobacteria 0.259 0.389 0.147 0.106 0.000 0.130 

Dadabacteria 0.194 0.147 0.153 0.000 0.000 0.000 

Deinococcota 0.000 0.000 0.000 0.041 0.047 0.041 

Desulfobacterota 0.153 0.141 0.259 0.006 0.047 0.047 

Firmicutes  0.018 0.000 0.000 8.467 8.001 9.421 

Myxococcota  5.379 7.000 6.469 0.601 0.300 0.407 

Planctomycetota 1.043 1.084 1.208 0.689 0.972 1.043 

Proteobacteria  80.209 77.528 77.875 75.790 75.542 73.126 

Sumerlaeota  0.159 0.271 0.253 0.000 0.000 0.000 

Verrucomicrobiota 0.642 0.807 0.890 0.147 0.130 0.165 

รวม % 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 100.000 
 

การเล้ียงลูกปลากัดด้วยโคพีพอด A. royi สามารถลดจำนวนแบคทีเรียท่ีไม่ดี  ได้แก่  

Firmicutes ซึ่งเป็นกลุ่มไฟลัมท่ีประกอบด้วยแบคทีเรียก่อโรคในปลา เช่น Streptococcus iniae 

เป็นต้น (โซเฟีย, 2561) Deinococcota ซึ่งพบมากในปลาท่ีเป็นโรค และ Bacteroidota ซึ่งเป็น

แบคทีเรียก่อโรค (Duan et al., 2020) จากงานวิจัยท่ีมาผ่านมา มีรายงานว่าไฟลัม Bacteroidota 

จะพบได้มากในปลาท่ีกินพืชเป็นอาหาร (Sullam et al., 2012) ในทางตรงกันข้าม ปลากัดเป็นสัตว์

กินเนื้อ (carnivore) โดยจะกินสัตว์ในกลุ่มแมลงและตัวอ่อนของแมลง (Monvises et al., 2009) 

ดังนั้น เป็นไปได้ว่าแบคทีเรียกลุ่มนี้ เป็นแบคทีเรียท่ีมีมาแต่กำเนิด (innate bacteria) ซึ่งจะมีปริมาณ
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มากขึ้นหรือลดลงตามภาวะโภชนาการหรืออาหารท่ีกิน เนื่องจากอาหารเป็นหนึ่งในปัจจัยท่ีเป็น

ตัวกำหนดจุลินทรีย์ในลำไส้ของปลา (Gruneck et al., 2022)  

จากผลการวิเคราะห์ไมโครไบโอมพบว่า ลูกปลากัดท่ีเพาะเล้ียงด้วย A. royi มีประชากร

แบคทีเรียกลุ่ม Firmicutes และ Bacteroidota ลดลง ซึ่งคาดว่าเป็นผลมาจากปริมาณกรดไขมัน 

โดยเฉพาะ n-3 PUFA ท่ีพบมากใน A. royi สอดคล้องกับรายงานของ Fu และคณะ (2021) ซึ่งได้

รายงานว่า n-3 PUFAs มีผลต่อชนิดและปริมาณของจุลินทรีย์ในลำไส้ โดยเฉพาะอัตราส่วนของ 

Firmicutes ต่อ Bacteroidetes (F/B) โดยการเพิ่มขึ้นของ n-3 PUFA ทำให้อัตราส่วน F/B ลดลง 

หากอัตราส่วน F/B เพิ่มมากขึ้นจะนำไปสู่ภาวะโรคอ้วนและน้ำหนักเกินได้ จากการทดลองในหนู

พบว่า อาหารท่ีมี n-3 PUFA สูงสามารถลดอัตราส่วนของ F/B ได้ (Onishi et al., 2017) อีกท้ัง

พบว่า n-3 PUFAs สามารถฟื้นฟูไมโครไบโอมของผู้ป่วยในกลุ่มโรคทางเดินอาหารอักเสบเรื้อรัง 

(Inflammatory bowel disease; IBD) ได้ โดยทำให้อัตราส่วนของ F/B ลดลง (Belluzzi et al., 

2004) 

นอกจากนี้พบว่าการเล้ียงลูกปลากัดด้วยโคพีพอด A. royi ส่งเสริมกลุ่มแบคทีเรียท่ีดี ได้แก่ 

Bdellovibrionota, Chloroflexi, Dadabacteria, Desulfobacterota, Myxococcota, 

Sumerlaeota, Verrucomicrobiota สอดคล้องกับผลงานวิจัยท่ีมีก่อนหน้าซึ่งพบว่าหนูท่ีได้รับ

ปริมาณ n-3 PUFA มาก จะมีปริมาณแบคทีเรียกลุ่ม Verrucomicrobiota มากขึ้น (Bidu et al., 

2018) โดย Verrucomicrobiota เป็นแบคทีเรียท่ีย่อยสลายเมือก มีส่วนช่วยในสุขภาพของลำไส้และ

สภาวะสมดุลกลูโคส (Solar et al., 2019) Bdellovibrionota ซึ่งเป็นผู้ล่าแบคทีเรียแกรมลบและถูก

นำไปใช้ในการป้องกันการติดเช้ือแบคทีเรีย และใช้ในการรักษาการดื้อยาของเช้ือแบคทีเรีย (Li et al., 

2021) Chloroflexi ซึ่งมีบทบาทในการสลายสารอินทรีย์กลุ่มคาร์บอน ซัลเฟอร์ และฮาโลเจน (Liu 

et al., 2022) Dadabacteria ซึ่งมีบทบาทในการสลายสารอินทรีย์ท่ีได้จากมาจากจุลินทรีย์เช่น 

เพปทิโดไกลแคนและฟอสโฟลิปิด (Graham et al., 2021) Desulfobacterota ซึ่งมีความสามารถใน

การรีดิวซ์ซัลเฟต ถูกนำไปใช้ในการบำบัดน้ำเสีย Myxococcota ซึ่งเป็นผู้ล่า สามารถหล่ังสารเมแท

โบไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabolite) จำนวนมาก เช่น สารไซเดอโรฟอร์ (siderophore) ช่วย

ในการจับธาตุเหล็กเข้าสู่เซลล์ แบคเทอริโอซิน (bacteriocin) มีฤทธิ์ยับยั้งแบคทีเรียชนิดอื่น และยา

ปฏิชีวนะ (Murphy et al., 2021) Sumerlaeota ซึ่งทำหน้าท่ีเป็นจุลินทรีย์กินซากเป็นอาหาร 

(scarvengers) และใช้ประโยชน์จากสารอินทรีย์ท่ียากแก่การบำบัด (refractory organic) เช่น ไคติน

และเซลลูโลส (Fang et al., 2021)  
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โดยคาดว่ากลุ่มแบคทีเรียท่ีเพิ่มข้ึนเกี่ยวข้องกับการดูดซึมไขมันไม่อิ่มตัวเชิงซ้อน จากรายงาน

วิจัยของ Shi และคณะ (2020) พบว่าเคยแอนตาร์กติก (Euphausia superba) ท่ีอุดมไปด้วยกรด

ไขมันโดยเฉพาะ n-3 PUFAs (DHA และ EPA) ช่วยเพิ่มความหลากหลายขององค์ประกอบไมโคร

ไบโอมในลำไส้หมึกได้ อีกท้ังยังสันนิษฐานว่าความหลากหลายของจุลินทรีย์ในลำไส้มีความเกี่ยวข้อง

กับปริมาณ goblet cell ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีเกี่ยวข้องกับการขนส่งโพแทสเซียม การความคุมเมือก 

(protective mucus) และการตอบสนองต่อการอักเสบ จากรายงานวิจัยของ Chiang และคณะ 

(2020) พบว่าการแสดงออก (overexpression) ยีน delta-5 และยีน delta-6 desaturase ซึ่งเป็น

ยีนสังเคราะห์ n-3 PUFA ในปลานิล ช่วยให้ปลานิลมีความต้านทานโรคเพิ่มมากขึ้น ลดปริมาณ

แบคทีเรียท่ีก่อให้เกิดการอักเสบในกลุ่ม bacteriodota และเปล่ียนแปลงขององค์ประกอบของ

จุลินทรีย์ในลำไส้ให้ดีขึ้น โดยมีจุลินทรีย์ท่ีเกี่ยวข้อกับการอักเสบลดลง เช่นเดียวกับรายงานของ 

Martinez-Bubio และคณะ (1012) พบว่าการให้ EPA แก่ปลาแซลมอนแอตแลนติกสามารถลดการ

ตอบสนองการอักเสบและป้องกันการติดเช้ือไวรัส Atlantic salmon reovirus (ASRV) ได้  

Fu และคณะ (2021) ได้รายงานว่าความอุดมสมบูรณ์ของจุลินทรีย์ในลำไส้มีความสัมพันธุ์เชิง

บวกกับความเข้มข้นของ n-3 PUFAs โดยพบว่า n-3 PUFA สามารถปรับเปล่ียนจุลินทรีย์ในลำไส้

ผ่านการยับยั้งสารก่อการอักเสบ (proinflammatory) หรือส่งเสริมการผลิตสารต้านการอักเสบ 

(anti-inflammatory) อีกท้ังn-3 PUFAs ยังมีผลต่อชนิดและปริมาณของจุลินทรีย์ในลำไส้ ผ่านการ

ควบคุมระดับของกรดไขมันสายส้ัน (short chain fatty acid; SCFAs) โดยพบว่าการได้รับ n-3 

PUFAs (DHA และ EPA) เพิ่มข้ึน จะช่วยเพิ่มความหนาแน่นของประชากรแบคทีเรียท่ีผลิต butyrate 

โดยแบคทีเรียเหล่านี้จะช่วยย่อยสลายสารอาหารท่ีไม่ผ่านการหมัก (nonfermentable dietary) ให้

เป็นกรดไขมันสายส้ัน เช่น butyrate ซึ่งเป็นกรดไขมันท่ีช่วยเสริมสุขภาพทางเดินอาหารและ

ภูมิคุ้มกันของเจ้าบ้าน 

นอกจากนี้ จากการวิเคราะห์ไมโครไบโอมของตัวอย่างลูกปลากัดท้ังตัว ยังพบอีกว่าลูกปลา

กัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi มีแบคทีเรียสกุล Aeromonas ลดลง เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมท่ีเล้ียง

ด้วยไรแดงน้ำจืด (ตารางท่ี 11) จากรายงานวิจัยของ Gruneck และคณะ 2022 ซึ่งได้ทำการศึกษาไม

โครไบโอมจากตัวอย่างลำไส้ปลากัดพบแบคทีเรียสกุล Aeromonas มากเป็นอันดับ 2  โดย 

Aeromonas spp. เป็นท่ีรู้จักในฐานะผู้ผลิตเอนไซม์เซลลูเลสและอะไมเลส (Pemberton et al., 

2006; Jiang et al., 2011) ดังนั้น จึงอาจเป็นแบคทีเรียกลุ่มหลักท่ีเกี่ยวข้องกับเมทาบอลิซึมของ

คาร์โบไฮเดรต อย่างไรก็ตาม เป็นท่ีทราบกันดีว่า Aeromonas spp. เป็นกลุ่มท่ีก่อให้เกิดโรคในปลา 
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(Xiong et al., 2019) โดยเฉพาะในปลากัดอายุน้อย ท่ียังพัฒนาระบบภูมิ คุ้มกันยังไม่สมบูรณ์ 

(Larsen et al., 2014; Li et al., 2016) 

ตารางท่ี 11 ประชากรแบคทีเรีย Aeromonas spp. ในลูกปลากัดท่ีเล้ียงด้วยโคพีพอด A. royi  

กลุ่มตัวอย่างลูกปลากัด BsAr-1 BsAr-2 BsAr-3 BsM-1 BsM-2 BsM-3 

% Aeromonas spp. 0.118 0.153 0.000 0.689 0.878 0.660 

Number of read constructs 20 26 0 117 149 112 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 จากการศึกษาพบว่าการอนุบาลลูกปลากัดด้วยโคพีพอด A. royi สามารถกระตุ้นการ

แสดงออกของยีนเปปไทด์ต้านจุลชีพ BsLEAP2C และต้านไวรัส BsMAVS ให้สูงขึ้นได้อย่างมีนัยสำคัญ 

(p < 0.05) โดยโปรตีน BsMAVS มีขนาด 569 กรดอะมิโน ประกอบด้วยโดเมนสำคัญ ได้แก่ N-

terminal Caspase recruitment domain, proline-rich domain แ ล ะ  C-terminal trans-

membrane domain และพบว่าปลากัดมีการแสดงออกของยีน BsMAVS สูงขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ   

(p < 0.05) หลังจำลองการท่ีติดเช้ือไวรัสท่ีเวลา 6, 24 และ 48 ช่ัวโมง แสดงให้เห็นว่าโคพีพอด A. 

royi มีประสิทธิภาพช่วยกระตุ้นการแสดงออกของยีนต้านไวรัสของปลากัดผ่านการกระตุ้นการแสดง

ของยีน BsMAVS และจากการศึกษาไมโครไบโอมพบว่าการเพาะเล้ียงปลากัดแรกเกิดด้วยโคพีพอด A. 

royi ช่วยส่งเสริมแบคทีเรียท่ีดีและลดจำนวนแบคทีเรียก่อโรคในปลากัด ทำให้ปลากัดมีสุขภาพท่ีดีขึ้น 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
งานวิจัยนี้ เป็นการศึกษาผลของการอนุบาลลูกปลากัดวัยอ่อนด้วยโคพีพอดในระดับ

ห้องปฏิบัติการ หากต้องการนำโคพีพอดไปใช้อนุบาลลูกปลากัดวัยอ่อนในระดับอุตสาหกรรม หรือนำ
โคพีพอดไปใช้อนุบาลสัตว์น้ำวัยอ่อนชนิดอื่น ควรมีการศึกษาสภาวะการเล้ียง และการศักยภาพใน
การกระตุ้นยีนภูมิคุ้มกันเพิ่มเติม 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสาร 

เจลอะกาโรสเข้มข้น 1.2% และ 1.8% (%w/v)  

 ช่ังอะกาโรส 1.2 หรือ 1.8 กรัม ละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ 1X TBE ปริมาตร 100 

มิลลิลิตร ให้ความร้อนด้วยไมโครเวฟและคนให้ละลายจนหมด ต้ังท้ิงไว้ให้อุณหภูมิลดลงก่อนนำมาเท

ใน gel chamber  

สารละลายบัฟเฟอร์ 1X TBE 

 เตรียมสารละลาย 10X TBE โดยละลาย Tris base 24.2 กรัม, boric acid 5.5 กรัม และ 

Na2EDTA 0.93 กรัม ในน้ำกล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร เมื่อสารละลายดีท้ังหมด ปรับปริมาตรให้เป็น 

100 มิลลิลิตร เจือจาง 10X TBE ให้เป็น 1X TBE โดยเติมน้ำกล่ัน 900 มิลลิลิตร ใน 10X TBE 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 

สารละลายบัฟเฟอร์ TEN  

 เตรียม 1M Tris-HCl pH 8.0 โดยช่ัง Tris base 12.1 กรัม ละลายด้วยน้ำกล่ันปริมาตร 80 

มิลลิลิตร ปรับ pH ให้เป็น 8.0 ด้วย HCl แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ำกล่ันให้เป็น 100 มิลลิลิตร แล้ว

นำไปนึ่งฆ่าเช้ือ 

 เตรียม 0.5 M EDTA pH 8.0 โดยช่ัง Na2EDTA 18.6 กรัม เติมน้ำกล่ันปริมาตร 80 มิลลิลิตร 

ปรับ pH ให้เป็น 8.0 ด้วย NaOH  คนให้เข้าตลอดเวลาด้วย magnetic stirrer จากนั้น EDTA จะเริ่ม

ละลายเมื่อค่า pH เป็น 8.0 จากนั้นปรับปริมาตรเป็น 100 มิลลิลิตรด้วยน้ำกล่ัน มิลลิลิตร แล้วนำไป

นึ่งฆ่าเช้ือ 

 ผสมสารละลาย Tris-HCl 100 mM, สารละลาย EDTA pH 8.0 100 mM และสารละลาย 

NaCl 250 mM  
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ประว ัติผู้เขียน 
 

ประวัติผู้เขียน 
 

ชื่อ-สกุล นุสรีย์ สามาลูกา 
วัน เดือน ปี เกิด 28 มิถุนายน 2540 
สถานที่เกิด จังหวัดยะลา 
วุฒิการศึกษา สำเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต จากภาควิชาชีวเคมี คณะ

วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2562 และเข้าศึกษา
ในหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต หลักสูตรเทคโนโลยีชีวภาพ คณะ
วิทยาศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2563 

ที่อยู่ปัจจุบัน 85/1 หมู ่4 ตำบลลำใหม่ อำเภอเมือง จังหวัดยะลา 95160 
ผลงานตีพิมพ์ Samaluka, N., Charoensapsri, W., Amparyup, P., Imjonggirak, C. 

2022. Activation of antiviral gene, MAVS, in Siamese fighting fish 
Betta splendens larvae rearing with copepod Apocyclops royi. In 
The proceedings of The 19th Kasetsart University Kamphaeng 
Saen National Conference. pp. 2591-2599.  
 
Amparyup, P., Charoensapsri, W., Samaluka, N., Chumtong, P., 
Yocawiwibun, P., Imjongjirak, C. 2020. Transcriptome analysis 
identifies immune-related genes and antimicrobial   

peptides in Siamese fighting fish (Betta splendens). Fish Shellfish 
Immunology. 99, 403-413.       
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