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บทคัดย่อ

ยีน Salt Inducible Kinase1 (sik1) มีบทบาทในเรื่องของการควบคุมสมดุลกลูโคสและไขมันใน Metabolic Pathway 

และมีความเกี่ยวข้องกับการตกไข่ในปลาม้าลาย การสร้างตัวกลายพันธุ์ที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมโดยใช้เทคนิค CRISPR/Cas9 

นั้น อาจท�าให้แบบแผนการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของยีนไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล ในการวิจัยครั้งนี้จึงได้ศึกษา

รูปแบบการถ่ายทอดทางพันธุกรรมในปลาม้าลายรุ่น F2 ซึ่งได้มาจากการผสมพันธุ์ระหว่างปลาม้าลายรุ่นพ่อแม่ (F1) ที่เป็น

ตัวกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) และไวลด์ไทป์ โดยตรวจสอบรูปแบบการเปลี่ยนแปลงบนสายดีเอ็นเอด้วยเทคนิค 

Heteroduplex Mobility Assay (HMA) และ Sequencing ผลการศึกษาพบว่า บริเวณดีเอ็นเอเป้าหมายของปลาม้าลาย 

กลายพนัธุแ์บบเฮเทอโรไซกสัในรุน่ F2 (sik1(+/–)) มกีารเพิม่ของล�าดบัเบส 12 ต�าแหน่ง และการหายไปของล�าดบัเบส 9 ต�าแหน่ง 

ส่งผลให้สามารถแปลรหัสเป็นกรดอะมิโนได้เพียง 3 ต�าแหน่ง เท่านั้น เช่นเดียวกับปลาม้าลายกลายพันธุ์ในรุ่น F1 (sik1(+/–)) 

แสดงให้เห็นว่ารหัสพันธุกรรมที่ถูกเปลี่ยนแปลงสามารถถ่ายทอดไปยังรุ่นลูกได้ แต่แบบแผนการถ่ายทอดไม่เป็นไปตามกฎ

ของเมนเดล ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าเมื่อยีน sik1 ถูกดัดแปลงลักษณะทางพันธุกรรมท�าให้เสียสมดุลกลูโคสและไขมัน ส่งผลท�าให้

ปลาทีก่ลายพนัธุต์าย หรอือาจเกดิความผดิปกตใินช่วงการตกไข่ จงึท�าให้สดัส่วนระหว่างตัวทีเ่ป็นไวลด์ไทป์และตวักลายพนัธุ์

แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) ไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงมีประโยชน์ในการวางแผนเพื่อผลิตจ�านวน

ตัวกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) ที่ต้องการส�าหรับการศึกษาที่เกี่ยวข้องกับบทบาทของยีน sik1 ในอนาคตต่อไป
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Abstract

Salt inducible kinase1 gene (sik1) plays an important role in controlling glucose and lipid  

homeostasis of metabolism pathway. This gene is an ovulation-related gene in zebrafish. The mutant 

zebrafish which their genome were modified by CRISPR/Cas9 may lead to irregular genetic transmission 

pattern of Mendel’s laws. This research aims to investigate gene transmission pattern in F2 zebrafish which 

was cross-breeding from F1 heterozygous mutants (sik1(+/–)) and wild type. Genotype of all survived F2 

zebrafish were checked by heteroduplex mobility assay (HMA) and sequencing. The results showed that 

12 bp insertion and 9 bp deletion at F2 heterozygous mutants (sik1(+/–)) could cause a stop codon after 

translation for 3 amino acids. The F1 heterozygous mutants (sik1(+/–)) could heritage their genotype to F2 

heterozygous mutants (sik1(+/–)) but transmission pattern of sik1(+/–) was not in accordance with Mendel’s 

laws. Some of F2 heterozygous mutants (sik1(+/–)) may not survive due to the non-function of glucose 

and lipid homeostasis in metabolism pathway or abnormality during ovulation leading to non-Mendelian 

inheritance of gene transmission pattern. This research is a guide artic
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1. บทน�า

 ปลาม้าลาย (Denio rerio) จัดว่าเป็นสิ่งมีชีวิตต้นแบบ 

(Model Organism) ทีน่ยิมใช้ในการศึกษาเกีย่วกบัพฤตกิรรม

ของสัตว์ การกลายพันธุ์ เภสัชวิทยา พิษวิทยา และระบบ

สืบพันธุ์ ปลาม้าลายจะเข้าวัยเจริญพันธุ์เม่ือมีอายุประมาณ  

3 เดือน โดยตัวเมียสามารถปล่อยไข่ได้ทุกสัปดาห์ และมี

จ�านวนกว่า 100 ฟองต่อการปล่อยไข่ 1 ครั้ง หากต้องการ

ผสมพันธุ์ปลาให้ได้คุณภาพและปริมาณของไข่และตัวอ่อน 

ทีด่อีย่างต่อเนือ่ง ควรทิง้ระยะห่างในการผสมพนัธุใ์นแต่ละครัง้ 

มากกว่า 5 วัน [1] อีกทั้งไข่ยังมีความโปร่งใสท�าให้สามารถ

เห็นการพัฒนาภายในเซลล์ไข่ได้ชัดเจน เช่น การพัฒนาของ

ตัวอ่อนในระยะแกสตรูลา (Gastrula) การพัฒนาของสมอง 

และการเต้นของหัวใจซึ่งถือว่าเป็นข้อดีส�าหรับการใช้ปลา

ม้าลายในการศึกษาการพัฒนาตัวอ่อนของสิ่งมีชีวิต [2], [3]

 ยีน Salt Inducible Kinase (sik) อยู่บนโครโมโซมที่ 9  

ของปลาม้าลาย ต้ังแต่ล�าดับเบสต�าแหน่งที่ 9,112,943 ถึง 

9,122,055 ของจีโนม (Genome) โดยจัดอยู่ในกลุ่มยีนที่

ท�าหน้าที่เกี่ยวข้องกับ AMP-activated Protein Kinase 

(AMPK) ประกอบด้วย 3 หน่วยย่อย คือ sik1, sik2 และ 

sik3 ตามการศึกษาของ Sakamoto และคณะ [4] พบว่า

ยีน sik มีบทบาทเก่ียวกับเมแทบอลิซึม (Metabolism) 

โดยควบคุมสมดุลกลูโคส และสมดุลไขมัน (Glucose and 

Lipid Homeostasis) ซึง่การควบคุมการแสดงออกของยนีนี้ 

จะถกูควบคมุโดยสญัญาณจากภายนอกเซลล์ (Extracellular  

Signals) เช่น ฮอร์โมน ทั้งนี้ Okamoto และคณะ [5] ได้

รายงานว่า ยีน sik1 มีการแสดงออกสูงใน Adrenal Cortex,  

Neural Tissues และ Adipose Tissues โดยจะมีการ

แสดงออกเพิม่ขึน้อย่างรวดเรว็ภายใน 1 ชัว่โมง เมือ่ได้รบัการ 

กระตุน้จาก cAMP-PKA Signaling ท่ีบรเิวณเนือ้เยือ่นัน้ๆ และ

เมื่อหยุดกระตุ้นการแสดงออกจะลดลงสู่ปกติหลังจากเวลา

ผ่านไปหลายช่ัวโมง อีกทั้งยังมีการศึกษาของ Klangnurak  

และคณะ [6] พบว่า ยีน sik1 มีการแสดงออกสูงบริเวณ

รังไข่ของปลาม้าลายในช่วงการ Ovulation หรือการตกไข่ 

จึงมีความเป็นไปได้ว่ายีน sik1 อาจมีบทบาทในการควบคุม

การตกไข่ในปลาอีกด้วย ทั้งนี้ จึงจ�าเป็นที่จะต้องมีการศึกษา

หน้าที่ของยีน sik1 ที่มีความเกี่ยวข้องกับการตกไข่ในปลา

ม้าลาย โดยสร้างปลาม้าลายกลายพันธุ ์ที่มีการหยุดการ

ท�างานของยีน sik1 (Gene Knockout) แล้วติดตามลักษณะ

ทางจีโนไทป์ (Genotype) และฟีโนไทป์ (Phenotype) ที่

เกิดขึ้นในแต่ละชั่วรุ่น

 เทคนิค Clustered Regularly Interspaced Short 

Palindromic Repeats and CRISPR-associated Protein 9  

หรือ CRISPR/Cas9 เป็นเทคโนโลยีการปรับเปลี่ยนลักษณะ

ทางพนัธกุรรมของสิง่มชีวีติทีท่นัสมยัในปัจจบุนั [6]–[11] ซึง่

สามารถเปล่ียนแปลงรหัสพันธุกรรมที่ต�าแหน่งเป้าหมายได้

อย่างแม่นย�า จากนั้นสายดีเอ็นเอจะมีการซ่อมแซมบริเวณ

ต�าแหน่งเป้าหมายแบบ Non Homologous End Joining 

(NHEJ) หรือ Homology Directed Repair (HDR) [8], [12] 

ก่อให้เกิดการกลายพันธุ์ขึ้นตรงต�าแหน่งเป้าหมาย หลังจาก

สร้างตัวกลายพันธุ์ส�าเร็จแล้ว จ�าเป็นต้องมีการตรวจสอบ

แบบแผนการถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรม หรือ Gene 

Transmission คือการศึกษารูปแบบการถ่ายทอดลักษณะ

ทางจีโนไทป์จากรุน่พ่อแม่ไปยงัรุน่ลกู โดยอาศยัหลักการตาม 

กฎของเมนเดล (Mendelian Role) ยกตัวอย่างในกรณีที ่

ผสมพันธุ์ปลาในรุ่นพ่อแม่ที่มีลักษณะทางจีโนไทป์แบบโฮโม

ไซกัส โดมิแนนท์ (Dominant Homozygous; AA) และ 

เฮเทอโรไซกัส (Heterozygous; Aa) ลูกรุ่นถัดไปที่จะมี

ลกัษณะทางจโีนไทป์ทีเ่ป็นไปได้ทัง้แบบโฮโมไซกสั โดมแินนท์ 

(AA) และเฮเทอโรไซกัส (Aa) ในสัดส่วน 1 : 1 เมื่อสามารถ

ระบุตัวกลายพันธุ์และทราบรูปแบบการถ่ายทอดลักษณะ

ทางจีโนไทป์แล้ว จึงสามารถศึกษาลักษณะทางฟีโนไทป์ที่

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิมในตัวกลายพันธุ์ เพื่อศึกษาหน้าที่

ของยีนที่สนใจต่อไป

 การปรับเปลี่ยนลักษณะทางพันธุกรรมในยีน sik1 ซึ่ง

เป็นกลุ่มยนีทีม่คีวามเกีย่วข้องกบักระบวนการเมแทบอลิซมึที่

ส�าคญัในการด�ารงชวิีตของปลา อาจมผีลกระทบต่อแบบแผน

การถ่ายทอดลักษณะทางพันธุกรรมของตัวกลายพันธุ์แบบ 

เฮเทอโรไซกัส (Heterozygous Mutant) ได้ ในการศึกษา

ครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษารูปแบบการทอดลักษณะ

ทางพันธุกรรมจากรุ่นพ่อแม่ (F1) ที่เป็นตัวกลายพันธุ์แบบ 
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เฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) ผสมกับไวลด์ไทป์ (Wild Type) สู่

รุ ่นลูก (F2) เพื่อใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานส�าหรับการสร้างตัว

กลายพันธุ์แบบโฮโมไซกัส (sik1(–/–)) ในการศึกษาหน้าที่ของ

ยีน sik1 ต่อไป

2. วัสดุ อุปกรณ์และวิธีการวิจัย

2.1 วิธีการเลี้ยงดูปลาม้าลาย

 เลีย้งปลาม้าลายสายพนัธุ ์Roy Orbison (Roy) ภายใต้

สภาวะห้องปฏิบัติการที่ควบคุมแสงสว่าง 14 ชั่วโมง มืด 10 

ชั่วโมง และควบคุมอุณหภูมิที่ 28 องศาเซลเซียส ตามวิธีการ

มาตรฐานส�าหรบัเลีย้งปลาม้าลายของ Westerfield [13] ใน

ตู้ขนาด 6,500 ลูกบาศก์เซนติเมตร ให้อากาศอย่างเพียงพอ 

และมกีารหมนุเวยีนน�า้ ให้อาหาร 2 ครัง้ (9.00 และ 16.00 น.)  

ต่อวัน ในช่วงเดือนแรกของตัวอ่อนจะให้ Paramecium 

spp. หลังจากนั้นจะท�าการเปลี่ยนอาหารเป็นอาหารแผ่น

ส�าเร็จรูป (ยี่ห้อ Tetra) ร่วมกับ Paramecium spp. และ

เปลี่ยนอาหารเป็นอาหารแผ่นส�าเร็จรูปอย่างเดียว เมื่อปลา 

มีอายุ 2 เดือน จนสิ้นสุดการทดลอง การด�าเนินการวิจัยใน

สัตว์ทดลองครั้งนี้เป็นไปตาม การอนุมัติให้ด�าเนินการเลี้ยง

และใช้สัตว์ของ Institutional Ethics Committee of 

Shizuoka University, Japan (approved No. 29F-2)

2.2 การดัดแปลงล�าดับพันธุกรรมด้วยวิธี CRISPR/Cas9

 การดัดแปลงล�าดับพันธุกรรมด้วยวิธี CRISPR/Cas9 

ต้องอาศัยการท�างานร่วมกันระหว่าง Single Guide RNA 

(sgRNA) และเอนไซม์ Cas9 โดยสังเคราะห์ sgRNA ของยีน 

sik1 จาก Oligonucleotide ด้วยวิธี in vitro ตามวิธีการ

ที่อธิบายใน MEGA shortscriptTM Kit (Thermo Fisher 

Scientific Inc., Waltham, MA, USA) และใช้เอนไซม์ Cas9 

จาก Clotech Laboratories (Takara Bio, Japan) จากนั้น

ผสม sik1 sgRNA ความเข้มข้น 0.54 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 

กับเอนไซม์ Cas9 ความเข้มข้น 500 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร 

แล้วฉดีเข้าสูตั่วอ่อนในระยะ 1 เซลล์ (1st Cell Embryo) ด้วย

วธิ ีMicroinjection ในปรมิาตร 4 นาโนลติร/เซลล์ จากนัน้น�า

ไข่ทีไ่ด้รบัการฉดีสารแล้วใส่ในจานเพาะเชือ้เพือ่เล้ียงเป็นเวลา  

5 วนั ก่อนน�าไปปล่อยลงถงัเลีย้งเพือ่ให้ปลาทีเ่ป็นตวั Founder 

เจริญเตบิโตเป็นตวัเต็มวยั ซ่ึงใช้เวลาประมาณ 3 เดอืน จากนัน้ 

สุ่มปลาจ�านวน 10% ของตัวที่ยังมีชีวิตอยู่คือ 14 ตัว ไป

ตรวจสอบความส�าเร็จในการดัดแปลงล�าดับพันธุกรรม ด้วย

วิธี Heteroduplex Mobility Assay (HMA) (รายละเอียด

อธิบายในหัวข้อ 2.4) 

2.3 แผนการผลิตปลาเพื่อตรวจสอบการถ่ายทอดลักษณะ

ทางพันธุกรรมของตัวกลายพันธุ ์แบบเฮเทอโรไซกัส 

(sik1(+/–))

 การผลิตลูกในรุ่น F1 จะใช้ปลาตัวทีเ่ป็น Founder ผสม

กับตัวที่เป็นไวลด์ไทป์ ซึ่งจะได้ลูกรุ่น F1 ที่มีการกลายพันธุ์

แบบเฮเทอโรไซกสัทัง้หมด แต่อาจจะมีการเปลีย่นแปลงล�าดับ

เบสบนสายดเีอน็เอทีก่่อให้เกิดการกลายพนัธ์ุได้หลายรปูแบบ 

หรือเรียกได้ว่ามีหลาย Strain ซึ่งต่อมาจะตรวจสอบรูปแบบ

การกลายพันธุ์บนสายดีเอ็นเอ ด้วยวิธี HMA (รายละเอียดใน

ข้อ 2.4) จากนั้นจึงเลือกตัวเมีย F1 ที่เป็นตัวกลายพันธุ์แบบ

รูปที่ 1 แผนภาพการผสมพันธุ ์ปลา โดยมีการตรวจหา

ต�าแหน่งที่มีการเปล่ียนแปลงบนสายดีเอ็นเอที่

ต้องการน�ามาผสมพันธุ์ (ตรวจหา Strains) ด้วยวิธี 

HMA และ Sequencing ตั้งแต่ลูกรุ่น F1
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เฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) มา 1 Stain ผสมกับไวลด์ไทป์ เพื่อ

ผลิตลูกในรุ่น F2 (รูปที่ 1) เลี้ยงดูปลารุ่น F2 จนอายุมากกว่า 

3 เดือน แล้วตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงล�าดับเบสบนสาย

ดีเอ็นเอ ด้วยวิธี HMA (รายละเอียดอธิบายในหัวข้อ 2.4)

2.4 Heteroduplex Mobility Assays (HMA)

 ปลาม้าลายที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยวิธี CRISPR/

Cas9 จะมีการซ่อมแซมของสายดีเอ็นที่แตกต่างกันออกไป

ซึ่งอาจมีการหายไปของล�าดับเบสบางต�าแหน่ง (Deletion) 

การเพิ่มเข้ามาของล�าดับเบส (Insertion) หรือการสลับทิศ 

ของล�าดับเบสบางต�าแหน่ง (Inversion) สิ่งเหล่านี้อาจ

ท�าให้การแปลรหัส (Translation) เป็นโปรตีนเกิดความ 

ผิดปกติ ซึ่งอาจท�าให้ลักษณะทางจีโนไทป์ของปลาม้าลายท่ี

ถกูท�า Gene Knockout บริเวณยนีเป้าหมายเปลีย่นแปลงไป  

ดังนั้นจึงต้องมีการใช้วิธี HMA มาใช้ในการตรวจสอบการ

เปลี่ยนแปลงของล�าดับเบสเบ้ืองต้น โดยสังเกตจากลักษณะ

ของแถบแบนดเีอน็เอ เมือ่ตรวจสอบด้วยเจลอเิลก็โทรโฟรซิสิ  

(Gel Electrophoresis) แบบแนวตั้ง

 การตรวจสอบสายพันธุ์ด้วยวิธี HMA เริ่มจากการสกัด  

ดีเอ็นเอด้วยวิธี Phenol-chloroform จากครีบหางของ

ปลาม้าลายแล้วท�าปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส หรือเทคนิค

พีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction; PCR) เพื่อ

เพิ่มจ�านวนของยีนเป้าหมาย ขนาด 185 bp (รูปที่ 2)  

ออกแบบไพร์เมอร์ (Primers) จาก Genome Sequence 

(ENSDARG00000058606) ด้วยโปรแกรม primer3plus 

(https://primer3plus.com/cgibin/dev/primer3plus.cgi) 

ให้ครอบคลุมต�าแหน่งเป้าหมาย นั้นคือ CGGCATCATG-

GTGATCATGA ซึ่งเป็นบริเวณของล�าดับ นิวคลีโอไทด์ของ 

ดีเอ็นเอในยีน sik1 ที่จะถูกแปลรหัสไปเป็นโปรตีน (เอ็ก

ซอน) ต�าแหน่งที ่2 โดยไพร์เมอร์ทีอ่อกแบบไว้นีจ้ะสงัเคราะห์ 

ชิ้นส่วนดีเอ็นเอในบริเวณท่ีเป็นเอ็กซอน และบริเวณล�าดับ 

นิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอใกล้เคียงท่ีจะไม่ถูกแปลรหัสไปเป็น

โปรตีน (อินตรอน) ส่วนประกอบของสารละลายส�าหรับท�า

ปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส ประกอบด้วยด้วย 2x Mytaq 

HS Mix (Bioline, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร Forward 

(ZF_CC9_sik1_sF: 5’- AGAGAAGACCAAAGTTGATT-3’) 

และ Reverse Primer (ZF_CC9_sik1_sR: 5’-ATAG-

GATGGCTAGTATTGTG-3’) ชนิดละ 1 ไมโครลิตร ดีเอ็นเอ

ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ภายใต้สภาวะ (PCR Condition)  

ที่ Pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

ตามด้วย 30 รอบ ของ Denaturation 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วนิาท ีAnnealing ทีอ่ณุหภูมิ 58 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 30 วินาที และ Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส  

1 นาที จากนั้นตรวจผลผลิตพีซีอาร์ (PCR Product) ด้วย

เจลอเิลก็โทรโฟรซิสิแบบแนวตัง้ด้วย 15% Non-denaturing 

Polyacrylamide Gel โดยในปริมาตร 100 มิลลิลิตร (Gel 

Stock) ประกอบด้วย 40% acrylamide/bis ปริมาตร 

37.5 มิลลิลิตร 10X TBE ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และน�้า 

ปราศจากเช้ือปรมิาตร 52.5 มลิลิลิตร เมือ่ต้องการเตรยีมเจล 

เพื่อท�าเจลอิเล็กโทรโฟริซิสแบบแนวตั้ง จะต้องใช้ 15%  

Non-denaturing Polyacrylamide Gel ที่เตรียมไว้

ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ในการเตรียมเจล 1 เจล แล้วเติม 

10% APS ปริมาตร 100 ไมโครลิตร และ TEMED ปริมาตร  

รูปที่ 2 ต�าแหน่งที่ไพร์เมอร์จับกับสายดีเอ็นเอเพื่อเพิ่ม

จ�านวนให้ได้ขนาด 185 bp (บริเวณสีเทาเข้ม) 

และขนาด 641 bp (บริเวณสีเทา) บริเวณสีด�า คือ

บริเวณเป้าหมายของการดัดแปลงพันธุกรรมด้วยวิธี 

CRISPR/Cas9
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10 ไมโครลิตร จากนัน้ตัง้ทิง้ไว้ให้เจลแขง็ตวั 1 ชัว่โมง หลงัจาก 

เจลแข็งตัวเรียบร้อยแล้วผสมผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร  

5 ไมโครลิตร กับ 1X Loading Dye ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 

ให้ความร้อนที่อุณหภูมิ 90 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที 

เพือ่ให้สายของดเีอน็เอแยกออกจากกัน ในเครือ่งเพิม่ปรมิาณ

สารพันธุกรรม (PCR Machine) แล้วน�าไปแช่ต่อในน�้าแข็ง

ก่อนจะน�าตัวอย่างใส่ในหลุมเจล เพ่ือป้องกันการจับตัวกัน

ของสายดีเอ็นเอ จากนั้นตรวจสอบด้วยการท�าเจลอิเล็กโทร

โฟริซิส ที่ก�าลังไฟ 150 วัตต์ ระยะเวลามากกว่า 2 ชั่วโมง 

แล้วย้อมเจลด้วย Midori Green ก่อนน�าไปตรวจสอบด้วย

เครื่องอ่านเจล แล้วตรวจสอบต�าแหน่งของแถบแบนดีเอ็นเอ

ที่ได้เทียบกับไวลด์ไทป์

 นอกจากนีต้�าแหน่งของดเีอน็เอของปลาทีเ่ป็นตวักลายพนัธุ ์

แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) จะถูกตรวจสอบอีกครั้งด้วย 

วธีิ Sequencing โดยเพิม่จ�านวนของยนีเป้าหมายขนาด 641 bp  

ด้วยปฏิกิริยาลูกโซ่พอลิเมอเรส โดยมีการออกแบบไพร์เมอร์

ดงัทีไ่ด้กล่าวข้างต้น และให้ครอบคลมุต�าแหน่งเป้าหมาย โดย

ไพร์เมอร์ท่ีออกแบบไว้น้ีจะสังเคราะห์ช้ินส่วนดีเอ็นเอทั้งใน

บริเวณที่เป็นเอ็กซอนและอินตรอน (รูปที่ 3) ส่วนประกอบ

ของสารละลายเพือ่ท�าปฏกิริยิา ประกอบด้วยด้วย 2x Mytaq 

HS mix (Bioline, USA) ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ตามด้วย 

Forward (ZF_CC9_sik1_LF: 5’-TCGTGTTTCTGGTC-

TATTGCAG ATCA3’) และ Reverse Primer (ZF_ CC9_ 

sik1_LR: 5’-TCGGCAAGGGGAACTTTGCTG-3’) ส�าหรับ

การท�า Sequencing ชนิดละ 2 ไมโครลิตร และดีเอ็นเอ

ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ภายใต้สภาวะในการท�าพีซีอาร์ คือ 

Pre-denaturation 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  

ตามด้วย 35 รอบ ของ Denaturation 95 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วนิาท ีAnnealing ทีอ่ณุหภมิู 58 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 30 วินาที และ Extension ที่ 72 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 1 นาที แล้วส่งตัวอย่างท�าให้บริสุทธิ์ (Purify) และ 

Sequencing ทีบ่รษิทัธรีะเทรดดิง้ (http://www.theetrad.

com) เมื่อได้ข้อมูล Sequencing ตรวจสอบความถูกต้อง

ของล�าดับเบสด้วยซอฟต์แวร์ CodonCode และวิเคราะห์ 

การเปลี่ยนแปลงของล�าดับเบสในปลาที่เป็นตัวกลายพันธุ์ 

แบบเฮเทอโรไซกสั เทยีบกบัล�าดบัเบสของปลาทีเ่ป็นไวลด์ไทป์  

แล้วท�าการอ่านผลล�าดบัเบสให้เป็นกรดอะมโิน (Amino Acid 

Alignment) ด้วยซอฟต์แวร์ MEGA เวอร์ชัน 6.0.6

2.5 วิเคราะห์ข้อมูล

 หาความแตกต่างทางสถติขิองสดัส่วนของการถ่ายทอด

ทางพันธุกรรมระหว่างไวลด์ไทป์ และตัวกลายพันธุ์แบบ 

เฮเทอโรไซกสั โดยใช้ไคสแควร์ (Chi-square) เพือ่ตรวจสอบว่า 

การถ่ายทอดทางพนัธกุรรมของตวักลายพนัธุแ์บบเฮเทอโรไซกัส  

(sik1(+/–)) ที่มีการ Knockout ยีน sik1 ว่าเป็นไปตามกฎของ

เมนเดลหรอืไม่ โดยก�าหนดให้การถ่ายทอดทางพนัธกุรรมของ

กลุม่ควบคมุเป็นไปตามกฎของเมนเดล เมือ่ตวักลายพนัธุแ์บบ

เฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) (Aa) ผสมกับไวลด์ไทป์ (AA) ลูกที่ได้

จะมีสัดส่วนของจีโนไทป์เป็น 1 : 1 (AA : Aa) 

3. ผลการทดลอง

3.1 ความส�าเร็จในการเหนี่ยวน�าการกลายพันธุ์ของยีน 

sik1 ในปลาม้าลายโดยใช้เทคนิค CRISPR/Cas9

 หลังจากปลาม้าลายตัวที่เป็น Founder Fish (F0) 

ซึ่งถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค CRISPR/Cas9 เพื่อ 

Knockout ยีน sik1 ได้เจริญเติบโตเป็นตัวเต็มวัยแล้ว จึงน�า

รูปที่ 3 15% Non-denaturing Gel จาก Heteroduplex 

Mobility Assay โดย M คือ HyperLadderTM 

100bp, ตัวอย่างที่ 1-4 คือ ปลาที่มีกลายพันธุ์แบบ

เฮเทอโรไซกสั (sik1(+/–)) และตวัอย่างที ่5–7 คือ ปลา

ที่เป็นไวลด์ไทป์
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ปลามาตรวจสอบความส�าเรจ็ในการเหนีย่วน�าการกลายพนัธุ์

ในปลาม้าลายโดยใช้เทคนิค CRISPR/Cas9 พบว่า มีความ

ส�าเร็จในการท�า Gene Knockout ถึง 78.57% 

3.2 แบบแผนการถ่ายทอดรหัสทางพันธุกรรม

 จากการตรวจสอบลักษณะทางพันธุกรรมของปลา

ม้าลายในรุ่น F2 จ�านวน 20 ตัว ด้วยวิธี HMA จะท�าให้ 

สามารถจ�าแนกปลาที่เป็นตัวกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส  

(sik1(+/–)) และไวลด์ไทป์ได้ โดยปลาม้าลายท่ีมีลักษณะ 

จโีนไทป์เป็นแบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) จะปรากฏลกัษณะ

ของแถบแบนแบบ Multiple Heteroduplex ซึ่งเกิดจาก

การทีป่ลามจีโีนไทป์แบบเฮเทอโรไซกสั นัน่คอืมส่ีวนหนึง่ของ

ล�าดบัเบสเหมอืนกับไวลด์ไทป์ และล�าดบัเบสอกีส่วนหนึง่เป็น

ส่วนที่ถูกดัดแปลงด้วยเทคนิค CRISPR/Cas9 หลังจากแยก

สายคู่ของดีเอน็เอจากผลผลิตพีซอีาร์ ดว้ยอุณหภูม ิ90 องศา

เซลเซยีส แล้วน�าไปแช่ในน�า้แขง็ทนัทที�าให้สายดเีอน็เอ มกีาร

จับคู่กันอย่างไม่เป็นแบบแผน จึงท�าให้เกิดแถบแบนแบบ 

Heteroduplex 2 แถบแบน และ Homoduplex 2 แถบ

แบน ซึ่งแถบแบนแบบ Heteroduplex เกิดจากการจับกัน

ของท่อนดีเอ็นเอที่มีทั้งส่วนที่จับกันสนิทและไม่สนิท จึงมัก

เคลือ่นทีไ่ด้ช้ากว่าแถบแบนแบบ Homoduplex โดยปลาทีม่ี  

Strain เดยีวกนัจะมลัีกษณะของแถบแบนแบบเดียวกนั [14]–

[16] (รปูที ่3) ซึง่ต่างกับปลาม้าลายทีม่จีโีนไทป์แบบไวลด์ไทป์  

จะมีแถบแบนปรากฏเพียง 1 แถบแบน [14], [15] จากนั้น 

สุม่เลอืกตวัแทนของปลาทีเ่ป็นตวักลายพนัธุแ์บบเฮเทอโรไซกสั  

(sik1(+/–)) และไวลด์ไทป์ ไปตรวจสอบรหัสพันธุกรรมด้วย

วิธี Sequencing พบว่า บริเวณเป้าหมาย (Target Site) 

บนยีน sik1 ของตัวกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) 

Strain นี้เกิดการเพิ่มเข้ามาของล�าดับเบส 12 ต�าแหน่ง และ

มีล�าดับเบสหายไป 9 ต�าแหน่ง ส่งผลท�าให้ล�าดับเบสเกิด

การเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม มีการสร้างกรดอะมิโนได้เพียง 

3 ต�าแหน่ง แล้วจึงสร้าง Stop Codon ซึ่งท�าให้ไม่สามารถ

แปลรหัสเป็นกรดอะมิโนตัวอื่นได้อีก (รูปที่ 4) เมื่อพิจารณา

สดัส่วนปลาในรุน่ F2 ทัง้หมดทีย่งัมชีวีติอยู ่20 ตวั พบว่า ปลา 

ทีเ่ป็นตัวกลายพันธุแ์บบเฮเทอโรไซกสั ( sik1(+/–)) และไวลด์ไทป์  

มีค่าเป็น 1 : 2 แสดงให้เห็นว่าปลาม้าลายที่ถูก Knockout 

ทีย่นี sik1 สามารถถ่ายทอดรหสัทางพนัธกุรรมไปยงัรุน่ลูกได้ 

แต่การถ่ายทอดไม่ได้เป็นไปตามกฎของเมนเดล เนือ่งจากตวั

เตม็วยัในรุน่ F2 ทีเ่กดิจากตวัเมยี F1 ทีเ่ป็นตวักลายพนัธุแ์บบ

เฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) ผสมกับไวลด์ไทป์ไม่ได้มีสัดส่วนเป็น 

1 : 1 อย่างมนียัส�าคญัทางสถติ ิ(χ2=10.769, df=1, p≤0.05) 

 อีกทั้งจากการสังเกตลักษณะภายนอกของตัวปลา

ม้าลายในรุ่น F2 โดยเปรียบเทียบระหว่างปลาม้าลายที่เป็น  

ไวลด์ไทป์ และตัวที่มีการกลายพันธุ ์แบบเฮเทอโรไซกัส 

(sik1(+/–)) พบว่า ไม่มีความแตกต่างกันของลักษณะภายนอก 

มีพฤติกรรมการหาอาหารและสามารถปล่อยไข่ได้ตามปกติ

4. อภิปรายผลและสรุป

 ความส�าเร็จในการดัดแปลงพันธุกรรมด้วยเทคนิค 

CRISPR/Cas9 ในครั้งน้ีมีถึง 78.57% ซ่ึงถือว่ามีความ

ส�าเร็จในการดัดแปลงล�าดับพันธุกรรมที่ค่อนข้างสูง ทั้งนี ้

ตามการศึกษาของ Jao และคณะ [16] พบว่า ความส�าเร็จ

ในการเหนี่ยวน�าการกลายพันธุ์ในปลาม้าลายโดยใช้เทคนิค 

CRISPR/Cas9 อยู่ในช่วง 75-99% อีกทั้ง Bassett และคณะ 

[17] ได้ท�าการ Knock in ยีนเรืองแสงเข้าในตัวของแมลงหวี่ 

(Drosophila Melanogaster) ด้วยวิธ ีCRISPR/Cas9 พบว่า  

มีความส�าเร็จในการ Knock in ถึง 88% จึงถือว่าเทคนิคนี้

รูปที่ 4 ลกัษณะทางจโีนไทป์ของปลาม้าลายในรุน่ F2 หลังจาก 

ยีน sik1 ถูก Knockout (บริเวณไฮไลท์แสดงถึง

ต�าแหน่งเป้าหมายที่ Cas9 เข้าไปตัด เพื่อให้เกิดการ

เปลี่ยนแปลงของสายดีเอ็นเอ)
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สามารถเหนี่ยวน�าให้เกิดการกลายพันธุ์ได้ในอัตราที่สูงมาก 

 การเปลีย่นแปลงล�าดบัพนัธกุรรมด้วยเทคนคิ CRIPRS/

Cas9 อาศยัหลกัการท�าให้สายดเีอน็เอตรงต�าแหน่งเป้าหมาย

ถกูตดัออก จากนัน้สายดเีอน็เอจะซ่อมแซมตวัเองแบบ NHEJ 

คอืการซ่อมแซมสายดเีอน็เออย่างไม่มแีบบแผน ท�าให้เมือ่สาย

ของดเีอน็เอถกูตดัออกจากกนั บรเิวณนัน้จะสามารถซ่อมแซม

ตัวเองได้หลายรูปแบบ น�าไปสู่การกลายพันธุ์ (Mutation) 

ซึ่งอาจเกิดการเพ่ิมเข้าของล�าดับเบส การหายไปของล�าดับ

เบสบางต�าแหน่ง หรือการเปลี่ยนต�าแหน่ง (Translocation)  

ที่บริเวณโลคัส (Locus) ของต�าแหน่งเป้าหมาย หรืออาจมี

การซ่อมแซมสายดีเอ็นเอแบบ HDR ซึ่งเป็นลักษณะของการ

ซ่อมแซมในรูปแบบนี้จะท�าให้สายของ ดีเอ็นเอเหมือนกับ 

ซิสเตอร์โครมาทดิ (Sister Chromatid) สายของดเีอน็เอทีเ่กดิ 

ความเสียหายจากปัจจัยใดๆ จะกลับสู่สภาพปกติ [8], [12] 

ดังนั้นในการเหนี่ยวน�าการกลายพันธุ์ในปลาม้าลายโดยใช้

เทคนิค CRISPR/Cas9 ไม่เพียงแต่ท�าให้เกิดการกลายพันธุ์

ได้ในอัตราที่สูงเท่านั้น แต่อาจสร้างตัวกลายพันธุ์ได้หลายรูป

แบบด้วยเช่นกัน 

 การเหนี่ยวน�าการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิตโดยใช้เทคนิค 

CRISPR/Cas9 มักท�าให้เกิดการถ่ายทอดของลักษณะ

จีโนไทป์ของตัวกลายพันธุ์ที่ต้องการได้มากกว่าสัดส่วนท่ี

ระบุไว้ตามกฎของเมนเดล หรือเรียกอีกอย่างว่า Super- 

Mendelian Inheritance [18] อีกทั้งมีการศึกษาของ 

Mishira and Tatum [19] เกี่ยวกับการกลายพันธุ์ของยีน 

Inositol-independent (inos) ในสิ่งมีชีวิตประเภทเห็ดรา  

Neurospora พบว่า มีการถ่ายทอดยังรุ่นลูกด้วยสัดส่วน 

ที่ไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดล เนื่องจากระหว่างการแบ่งตัว 

ของเซลล์แบบไมโอซิส (Meiosis) ของเซลล์สืบพันธุ ์น้ัน 

จะท�าให้รหัสพันธุกรรมบางส่วนขาดหายไป ส่งผลท�าให้เกิด  

การถ่ายทอดลักษณะทางพนัธกุรรมแบบไม่เป็นไปตามกฎของ 

เมนเดลขึน้ แม้ว่าในการทดลองครัง้นีจ้ะมกีารควบคมุการเล้ียง 

ในห้องปฏิบัติการเป็นไปตามมาตรฐานของ Westerfield 

[13] แต่ยีน sik1 นั้น มีความเกี่ยวข้องกับการควบคุมการ 

เมแทบอลิซึม [4] และยังการแสดงออกสูงในช่วงการตกไข่ 

[6] ซึ่งเป็นไปได้ว่าปลาม้าลายท่ีถูก Knockout บริเวณยีน 

sik1 จะมีความผิดปกติของการเมแทบอลิซึม และการตกไข่  

จงึอาจส่งผลให้ลกูปลาทีเ่ป็นตวักลายพนัธุแ์บบเฮเทอโรไซกสั  

(sik1(+/–)) ไม่สามารถเจริญเติบโต หรือท�าให้ลูกปลาตาย  

การตรวจสอบเมแทบอลิซมึของปลาทีถ่กู Knockout บรเิวณ

ยนี sik1 รวมถงึหน้าทีข่องยนีนีใ้นการควบคุมการตกไข่จงึเป็น

ประเด็นที่น่าศึกษาต่อไป 

 จากการศึกษาแบบแผนการถ่ายทอดลักษณะทาง

พันธุกรรมของปลาม้าลายที่ถูก Knockout บริเวณยีน sik1 

พบว่า ปลาม้าลายที่เป็นตัวกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส 

(sik1(+/–)) สามารถถ่ายทอดรหัสทางพันธุกรรมจากรุ่นพ่อแม่  

(F1) ไปยังรุ่นลูก (F2) ได้ ซ่ึงปลา Strain ที่ศึกษาน้ีมีการ

เปลี่ยนแปลงของล�าดับเบส โดยมีการเพิ่มเข้ามาของล�าดับ

เบส 12 ต�าแหน่ง และมกีารหายไปของล�าดบัเบส 9 ต�าแหน่ง 

จึงส่งผลท�าให้ไม่สามารถแปลรหัสต่อได้ แต่ปลาม้าลายที่มี

การกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) ยังไม่ปรากฏ

ลักษณะของความผิดปกติทางฟีโนไทป์ ในกรณีที่ต้องการ

ศึกษาหน้าที่ของยีน sik1 ซ่ึงเป็นยีนที่มีความเกี่ยวข้องกับ 

การตกไข่ในปลาเพศเมียรวมถึงมีความเกี่ยวข้องกับการ 

เมแทบอลิซึม ในอนาคตจ�าเป็นจะต้องสร้างตัวกลายพันธุ ์

ทีเ่ป็นโฮโมไซกสั (sik1(–/–)) จากปลาม้าลายเพศผูแ้ละเพศเมยี 

ที่เป็นตัวกลายพันธุ์แบบเฮเทอโรไซกัส (sik1(+/–)) ที่มี Strain 

เดียวกัน เพื่อใช้ศึกษาลักษณะของฟีโนไทป์ที่จะแสดงออก

ชัดเจน เนื่องจากยีน sik1 ถูกหยุดการท�างานแล้วอย่าง

สมบูรณ์ โดยการทดลองครั้งน้ีจะใช้เป็นแนวทางในการผลิต

ปลาเพื่อให้ได้จ�านวนที่ต้องการส�าหรับการศึกษาหน้าที่

ของยีน sik1 และตระหนักถึงแบบแผนการถ่ายทอดทาง

พันธุกรรมที่อาจไม่เป็นไปตามกฎของเมนเดลเสมอไป
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