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การแสดงออกของยีน DHX38 ในหอยแมลงภู่ (Perna viridis) 
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บทคัดย่อ 
 Bisphenol A (BPA) เป็นสำรในกลุ่มรบกวนระบบต่อมไร้ท่อ (endocrine disrupting chemicals: 
EDCs) ที่มีผลต่อกระบวนกำรเมแทบอลิซึมของร่ำงกำยสัตว์โดยเฉพำะในระบบสืบพันธุ์ ซึ่งในปัจจุบันมีกำรใช้
เครื่องหมำยทำงชีวภำพ (biomarker) หลำยชนิดในกำรตรวจหำกำรปนเปื้อนสำร BPA ในสิ่งแวดล้อม กำรศึกษำ
ครั้งนี้ท ำกำรวิเครำะห์ระดับกำรแสดงออกของยีน DEAH box polypeptide 38 (DHX38) ด้วยเทคนิค semi-
quantitative RT-PCR ในเนื้อเยื่อ digestive gland หรือ hepatopancreas ของหอยแมลงภู่ (Perna viridis) 
ตัวเต็มวัยที่ได้รับสำร BPA 10 นำโนกรัมต่อกรัมน้ ำหนักแห้ง (ng g-1dw) โดยวิธีกำรฉีด เปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ได้รับสำร BPA (0 ng g-1dw) นำน 0, 6 และ 12 ช่ัวโมง ผลกำรทดลองพบว่ำระดับกำรแสดงออกของ
ยีน DHX38 ระหว่ำงหอยแมลงภู่เพศผู้และเพศเมีย ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) และเมื่อ
พิจำรณำหอยแมลงภู่ไม่แยกเพศศึกษำ พบว่ำกลุ่มทดสอบที่ได้รับสำร BPA นำน 6 ช่ัวโมง มีระดับกำรแสดงออก
ของยีน DHX38 เท่ำกับ 0.96±0.11 มำกกว่ำกลุ่มควบคุม ซึ่งมีค่ำเท่ำกับ 0.74±0.09 แต่ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) ในขณะที่เวลำ 12 ช่ัวโมง หอยแมลงภู่ทั้งในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบมีระดับกำร
แสดงออกของยีน DHX38 ต่ ำกว่ำกลุ่มควบคุมที่เวลำเริ่มต้นและ 6 ช่ัวโมง แตกต่ำงอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ
(p<0.05) แต่อย่ำงไรก็ตำม เมื่อเปรียบเทียบกลุ่มควบคุมกับกลุ่มทดสอบที่เวลำ 12 ช่ัวโมงไม่มีควำมแตกต่ำงกัน
อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) ดังนั้นควรมีกำรทดสอบหอยแมลงภู่ให้ได้รับสำร BPA ที่ระยะเวลำนำนขึ้นเพื่อ
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ศึกษำกำรเปลี่ยนแปลงของระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ในหอยแมลงภู่ และใช้เป็นตัวบ่งช้ีทำงชีวภำพของ
สำร BPA ที่ปนเปื้อนในแหล่งน้ ำ 
 

ABSTRACT 
 Bisphenol A (BPA) is an endocrine disrupting chemicals (EDCs), which affects animal 
metabolism, especially in the reproductive system. Nowadays, there are plenty of biomarkers 
used to detect BPA contamination in the environment. In this study, DEAH box polypeptide 38 
(DHX38) gene expression levels in the digestive gland (or hepatopancreas) of adult Asian green 
mussel (Perna viridis) was investigated by semi-quantitative RT-PCR. The animals exposed to BPA 
by injection at 10 ng g-1 dry weight (dw) compared to the control group (BPA at 0 ng g-1dw), for 
0, 6 and 12 hours were examined. The results showed that the expression levels of DHX38 gene 
between male and female were not significantly different (p>0.05). Considering the expression 
level of DHX38 gene in both sexes of mussel exposed to BPA for 6 hours was 0.96±0.11, higher 
than in the control group (0.74±0.09), but no statistically significant difference (p>0.05). While 
both the control and BPA exposed groups at 12 hours had the lower expression levels of DHX38 
gene than the control group at 0 and 6 hours (p<0.05), the expression levels of DHX38 gene of 
these two groups at 12 hours were not significantly different (p>0.05), however. Therefore, the 
BPA exposure time should be extended. This could be a crucial factor for studying the changes 
in DHX38 expression in Asian green mussel and could be useful as a sensitive biomarker of 
exposure for detecting BPA contamination in aquatic resources. 
 

ค าส าคัญ: กำรแสดงออกของยีน  ตัวช้ีวัดชีวภำพ  บิสฟีนอลเอ  บีพีเอ  หอยแมลงภู ่
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บทน า 
 Bisphenol A (BPA) เป็ นสำรเคมี ในกลุ่ ม
รบกวนระบบต่อมไร้ท่อ ปัจจุบันใช้เป็นสำรขึ้นรูปใน
อุตสำหกรรมพลำสติก เช่น บรรจุภัณฑ์อำหำรและ
เครื่องดื่ม กลไกกำรท ำงำนของสำร BPA คล้ำยกับ
ฮอร์โมนเอสโตรเจน เมื่อสัตว์ได้รับสำร BPA สำรนี้จะ
ไปแย่งจับกับตัวรับสัญญำณเอสโตรเจนที่อยู่ภำยใน
นิวเคลียส มีผลกระตุ้นให้มีกำรสร้ำงฮอร์โมนเพศมำก
ผิดปกติ และส่งผลต่อกระบวนกำรสร้ำงเซลล์สืบพันธุ์ 

ทั้งในสัตว์วัยอ่อนและตัวเต็มวัยในปริมำณควำมเข้มข้น
ต่ ำ(Vandenberg et al., 2009; Alonso-Magdalena 
et al., 2012) ส่วนในมนุษย์มีรำยงำนกำรศึกษำผลของ
สำร BPA ต่อกำรเกิดโรคมะเร็งเยื่อบุ โพรงมดลูก 
โดยสำร BPA จะไปกระตุ้นให้มีกำรสร้ำงendometrial 
endothelial cells เป็นจ ำนวนมำกกว่ำสภำวะปกติ 
(Helmestam et al., 2014)รวมถึงส่งผลท ำให้กำร
สังเครำะห์โปรตีนที่เกี่ยวข้องกับกำรเกำะติดกันของ 
Sertoli cells ในอัณฑะลดลง (Freitas et al., 2016) 
จำกกำรส ำรวจในปี ค.ศ. 2009 พบว่ำทั่วโลกมีกำร
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ปล่อยสำร BPA ออกสู่สิ่งแวดล้อมประมำณ 2.7×1018 

ng ต่อปี (Vandenberg et al., 2009) และในปี ค.ศ. 
2005-2007 ประเทศต่ำง ๆ ในทวีปเอเชียพบประมำณ 
1.8±0.2 ถึง 15.5±1.2 ng L-1ส่วนในประเทศไทยพบ
สำรดังกล่ำว 2.4±0.5 ng L-1 (Duong et al., 2010) 
ซึ่งเป็นระดับควำมเข้มข้นที่มีควำมเป็นพิษต่อสัตว์ที่
อำศัยอยู่ในแหล่งน้ ำ 
 ยีน DHX38 (DEAH box polypeptide 38) 
แปลรหัสเป็นเอนไซม์  PRP16 (Pre-mRNA splicing 
factor ATP-dependent RNA helicase PRP16) ท ำ
หน้ำที่ในกระบวนกำรถอดรหัสพันธุกรรม ในสิ่งมีชีวิต
กลุ่มยูคำริโอต เช่น ยีสต์ สำหร่ำย พืชและสัตว์ เป็นต้น 
(Schwer and Guthrie, 1991) ดังมีรำยงำนกำรวิจัยใน
สัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น ปลำ European flounder 
(Platichthys flesus) พบว่ำสำร 17ß-estradiol (E2) 
ซึ่งเป็นสำรในกลุ่มเอสโตรเจนเช่นเดียวกับสำร BPA 
สำมำรถชักน ำให้ปลำสังเครำะห์ PRP16 ได้มำกกว่ำ
สภำวะปกติ (Williams et al., 2007) แต่ทั้งนี้ยังไม่พบ
รำยงำนกำรศึกษำในระดับยีน (messenger RNA) ซึ่ง
กำรตรวจวัดจะมีควำมไวมำกกว่ำในระดับโปรตีนหรือ
ระดับกำรเปลี่ยนแปลงของเนื้อเยื่อ โดยเฉพำะในกลุ่ม
ของสัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังที่มีขนำดเล็กและเคลื่อนที่
เล็กน้อยจะมีโอกำสได้รับสัมผัสสำร BPA ได้มำกกว่ำ
สัต ว์กลุ่ ม อื่ น  ดั งนั้ น ในกำรวิจัยครั้ งนี้ จึ งเลื อกใช้
หอยแมลงภู่ (Perna viridis) ซึ่งจัดอยู่ในวงศ์ Mytilidae
ระยะตัวเต็มวัยเป็นตัวช้ีวัดกำรปนเปื้อนสำร BPA ใน
แห ล่ งน้ ำ  ซึ่ งมี ตั วอย่ ำงงำนวิ จั ย ของ Salgueiro-
González et al. (2016) พบสำรรบกวนระบบต่อมไร้
ท่อ (BPA และ alkylphenols) ในระดับสูงเฉลี่ย 604 
ng g-1dw ในหอยกะพงเมดิ เตอร์เรเนียน  (Mytilus 
galloprovincialis) ที่เก็บตัวอย่ำงมำจำกแหล่งที่มีกำร
ปล่ อยน้ ำ เสี ยล งสู่ ท ะ เล บริ เวณ ชำยฝั่ ง  Spanish 

Atlantic และอ่ำว Biscay ในทวีปยุโรป นอกจำกนี้ใน
ประเทศไทย ห อยแมลงภู่ ยั ง เป็ นสั ต ว์ท ะ เลที่ มี
ควำมส ำคัญทำงเศรษฐกิจ  โดยในปี  ค.ศ. 2014 มี
ปริมำณกำรส่งออก 127,030 เมตริกตัน คิดเป็นมูลค่ำ
กว่ ำ  26.5 ล้ ำนดอลลำร์ สหรั ฐ  (USD) (Food and 
Agriculture Organization, 2014) และบำงพื้นที่ที่ใช้
เป็นแหล่งเพำะและเลี้ยงหอยแมลงภู่ของประเทศไทย
นั้นเป็นแหล่งรับน้ ำเสียจำกบ้ำนเรือนรวมถึงโรงงำน
อุตสำหกรรม หอยแมลงภู่จึงมีโอกำสได้รับสำร BPA ใน
กำรศึกษำครั้งนี้ท ำกำรทดสอบในห้องปฏิบัติกำรโดยให้
หอยแมลงภู่ได้รับสำร BPA ในระดับที่ตรวจพบในแหล่ง
น้ ำธรรมชำติ ของประเทศต่ ำง ๆ  ในแถบ เอเชีย
ตะวันออกเฉี ย งใต้  (Duong et al., 2010) และใน
ปริมำณต่ ำที่สำมำรถชักน ำระดับกำรแสดงออกของยีน 
estrogen receptor 2 (ER2) แ ล ะ ยี น  Metallo-
thionein ในหอยกะพงเมดิเตอร์เรเนียน (Canesi et 
al., 2007) ก ำรศึ ก ษ ำค รั้ งนี้ มี วั ต ถุ ป ระ ส งค์ เพื่ อ
ประยุกต์ใช้ยีน DHX38 ในหอยแมลงภู่เป็นเครื่องหมำย
ทำงชีวภำพในกำรตรวจสอบกำรปนเปื้อนของสำร BPA 
ในแหล่งน้ ำ 
 

วิธีการด าเนินการวิจัย 
1. ไพรเมอ ร์ในปฏิ กิ ริยา PCR ที่ จ า เพาะต่อยีน 
DHX38 
 ล ำดับนิวคลี โอไทด์ของยีน  DHX38 ของ
หอยแมลงภู่ที่น ำมำใช้ออกแบบไพรเมอร์จ ำเพำะนั้น
ได้มำโดยบังเอิญจำกปฏิกิริยำ PCR ของคู่ไพรเมอร์ที่ใช้
โป ร แ ก ร ม  Primer 3 (Untergasser et al., 2012) 
ออกแบบจำกล ำดับนิวคลี โอไทด์บำงส่วนของยีน 
estrogen receptor 2 ของหอยกะพงเมดิเตอร์เรเนียน
(GenBank accession no. AB257135) โดยภำยหลัง
จำกที่น ำผลผลิต PCR ไปท ำกำรโคลนและอ่ำนล ำดับ 
นิวคลีโอไทด์แล้วท ำกำรออกแบบไพรเมอร์ขึ้นใหม่ที่มี
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ควำมจ ำเพำะกับยีน DHX38 คือไพรเมอร์ DHX-F 5’-
TCTGGATGGTGTTCTTTGACA แ ล ะ  D H X -R  5’-
ACGGGACAATCGAGATTCAG ส ำหรับใช้ศึกษำในครั้ง
นี ้
2. ตัวอย่างหอยแมลงภู่ 
 เก็บตัวอย่ำงหอยแมลงภู่  จำกแหล่งท ำกำร
ประมง หมู่ที่  1 ต ำบลอ่ำงศิลำ อ ำเภอเมืองชลบุรี 
จังหวัดชลบุรี ในเดือนมิถุนำยน ปี พ.ศ. 2557 โดยใช้
ระยะตัวเต็มวัย  ขนำดควำมยำวเปลือก 5.0±0.5 
เซนติเมตร น้ ำหนักแห้งไม่รวมเปลือกเฉลี่ย 1.03±0.04 
กรัม (g dry weight) น ำตัวอย่ำงมำพักและเลี้ยงในน้ ำ
ทะเลสังเครำะห์ควำมเค็ม 30 ppt เป็นระยะเวลำ 3 วัน 
เพื่อปรับสภำพ จำกนั้นน ำมำเลี้ยงในตู้กระจกขนำด 
20×32×20 cm3 ที่บรรจุน้ ำทะเลสังเครำะห์ควำมเค็ม 
30 ppt 20 ลิตร ตู้ละ 20 ตัว (แยกเป็นเพศผู้  5 ตัว 
และเพศเมีย 5 ตัว และไม่แยกเพศ 10 ตัว) แบ่งกลุ่ม
ทดลองเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุมไม่ฉีดสำร BPA 
และกลุ่มควบคุมที่ฉีดสำรละลำย DMSO 0.3% (ตัวท ำ
ละลำยของสำร BPA) ในน้ ำทะเลสังเครำะห์ 100 µL
และกลุ่มทดสอบฉีดสำรละลำย BPA จ ำนวน 10 ng g-1 

dw/ตัว (  BPA 10 ng ละลำยในน้ ำทะเลสังเครำะห์ 100 
µL แ ล ะ  DMSO 0.3% ) จ ำก นั้ น ท ำ ก ำ รสุ่ ม เก็ บ
หอยแมลงภู่ในแต่ละช่วงเวลำที่ได้รับสำร BPA คือ ที่
เวลำ 0, 6 และ 12 ช่ัวโมง (ท ำ 3 ซ้ ำ) โดยวัดขนำดและ
ช่ังน้ ำหนักจำกนั้นแยกเนื้อเยื่อ digestive gland แล้ว
น ำ ม ำ ส กั ด  Total RNA ด้ ว ย  TRIzol reagent 
(Invitrogen, USA) และท ำให้บริสุทธิ์โดยใช้ชุด DNase 
I, RNase-free Kit ต ำมวิ ธีที่ แน ะน ำ โด ย  Thermo 
Scientific (USA) จำกนั้ นน ำ Total RNA 1,000 ng 
มำสั ง เค รำะห์  complementary DNA (cDNA) ใน
ป ริ ม ำต รสุ ท ธิ  20 µL โด ย ใช้ ชุ ด ส ำ เร็ จ  iScript 

Reverse Transcription Super-Mix for RT-qPCR 
Kit (Bio Rad Laboratories, USA) 
3. การเพ่ิมปริมาณในปฏิกิริยา PCR และตรวจสอบ
ยีน DHX38 โดยการเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล 
GenBank 
 น ำ cDNA ของตัวอย่ำงหอยแมลงภู่ปริมำตร 
4 µL มำเพิ่มจ ำนวนในบริเวณยีน DHX38 ปฏิกิริยำ 
PCR ท ำในปริมำตรสุทธิ  20 µL โดยมี ขั้ นตอนท ำ
ปฏิกิริยำ PCR ดังนี้ คือ ก่อนเข้ำรอบที่อุณหภูมิ 94ºC 
3 นำทีและท ำปฏิกิริยำ PCR จ ำนวน 35 รอบที่ 94ºC 
30 วินำที, 55ºC 50 วินำที และ 72ºC 40 วินำที และ
ที่ 72ºC 5 นำที จำกนั้นตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วย
วิธีอะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีส และยืนยันว่ำเป็นยีน
ดังกล่ำวโดยกำรอ่ำนล ำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยวิธี direct 
sequencing และเทียบเคียงกับฐำนข้อมูล GenBank
จำกนั้นน ำข้อมูลล ำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ PRP16 
ที่แปลรหัสมำจำกยีน DHX 38 รวมถึงเอนไซม์ในกลุ่ม
เดียวกัน คือ PRP4 ของสัตว์กลุ่มมอลลัสก์และสิ่งมีชีวิต
อื่นเพื่อท ำ multiple sequence alignment โดยใช้
โป ร แ ก ร ม  ClustalX (Larkin et al., 2007) แ ล ะ 
BioEdit (Hall, 1999) และเลือกใช้ล ำดับกรดอะมิโน
ของยีน actin ของหอยแมลงภู่ เป็น outgroup กำร
สร้ ำง phylogenetic tree ท ำ เพื่ อยืนยันว่ ำล ำดั บ 
นิวคลีโอไทด์ที่ได้จำกผลผลติ PCR เป็นยีน DHX38 โดย
ใ ช้ โป ร แ ก ร ม  MEGA7 (Kumar et al., 2016) วิ ธี 
Maximum Likelihood เลื อก ใช้ โม เดลที่ มี ค่ ำ  BIC 
ต่ ำสุด (LG) โดยสับเปลี่ยนข้อมูล (bootstrap) จ ำนวน 
1,000 ครั้ง 
4. การวัดระดับการแสดงออกของยีน DHX38 ด้วย
เทคนิค semi-quantitative RT-PCR 
 ส ำหรับกำรวัดระดับกำรแสดงออกของยีน 
DHX38 เทียบกับยีน 18S rRNA ซึ่งใช้เป็นยีนอ้ำงอิงใน
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เทคนิค semi-quantitative RT-PCR นั้น ยีน 18S 
rRNA จั ด เป็ น  housekeeping gene ที่ สั ง เครำะห์
โปรตีนที่มีควำมจ ำเป็นในสิ่งมีชีวิต มีกำรแสดงออกที่
คงที่สม่ ำเสมอในทุกเนื้อเยื่อและทุกสภำวะ และนิยมใช้
เป็นยีนอ้ำงอิงในกำรวิเครำะห์ระดับกำรแสดงออกของ
ยีน (Pfaffl, 2001; Canesi et al., 2007) โดยกำรเพิ่ม
จ ำน วน  cDNA ใน ป ฏิ กิ ริ ย ำ  PCR ข อ งตั ว อ ย่ ำ ง
หอยแมลงภู่ ในแต่ ละกลุ่ มกำรทดลองมี ขั้ นตอน
เช่นเดียวกับกำรตรวจสอบยีน DHX38 แต่ท ำปฏิกิริยำ 
PCR จ ำนวน 28 รอบ จำกนั้นน ำผลผลิต PCR มำ
วิเครำะห์ด้วยวิธีอะกำโรสเจลอิเล็กโทรโฟริซีสที่ควำม
เข้มข้นเจล 1% ใน Tris-acetate-EDTA (TAE) buffer 
ควำมต่ำงศักย์ 70 โวลต์ เป็นเวลำ 50 นำที แล้วย้อม
เจลด้วย ethidium bromide ควำมเข้มข้น 0.001% 
นำน 20 นำที บันทึกภำพภำยใต้แสงอัลตรำไวโอเลต 
และวัด ควำม เข้ ม ของแถบ  DNA ด้ วยโปรแกรม 
GeneTools บริษั ท  Syngene (USA) ซึ่ งระดั บ ก ำร
แสดงออกของยีนค ำนวณได้จำกสัดส่วนควำมเข้มของ
แถบ DNA ของยีน DHX38 ต่อควำมเข้มของแถบ DNA 
ของยีน 18S rRNA จำกนั้นวิเครำะห์ควำมแตกต่ำง
ระหว่ำงกลุ่มกำรทดลองด้วยโปรแกรมทำงสถิติวิธี 
ANOVA 
 

ผลการวิจัย 
1. การยืนยันการเพ่ิมจ านวนยีน  DHX38 อย่าง
จ าเพาะ 
 เมื่อท ำกำรวิเครำะห์ผลผลิต PCR โดยวิธีอ่ำน
ล ำดับนิวคลีโอไทด์พบว่ำสำมำรถเพิ่มจ ำนวนบำงส่วน

ของยีน DHX38 ในหอยแมลงภู่ได้ มีขนำดเท่ำกับ 143 
คู่เบส และยีน 18S rRNA มีขนำดเท่ำกับ 157 คู่เบส 
(รูปที่ 1) เมื่อน ำล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน DHX38 ที่
ได้ไปเทียบเคียงกับฐำนข้อมูล GenBank (กรกฎำคม 
2559) ไม่พบล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีนนี้ในสิ่งมีชีวิตชนิด
อื่น และเมื่อน ำไปแปลรหัสเป็นล ำดับกรดอะมิโน 
(เอนไซม์ PRP16) ได้ขนำด 41 กรดอะมิโน (รูปที่ 2) 
และเมื่อน ำไปเทียบเคียงกับของสิ่งมีชีวิตชนิดอื่นด้วย
โปรแกรม BLASTX พบว่ำมีควำมเหมือนสูงสุดที่ 81% 
กั บ ล ำดั บ ก รดอะมิ โน ของ เอน ไซม์  PRP16 ขอ ง 
ห อ ย น ำ ง ร ม  Pacific oyster (Crassostrea gigas) 
GenBank accession no. EKC28349 และยืนยัน
ว่ำเป็นยีน DHX38 โดยกำรท ำ phylogenetic tree ซึ่ง
พบว่ำถูกจัดไวใ้นกลุ่มเดียวกันกับล ำดับกรดอะมิโนของ
PRP16 ของมอลลัสก์สัตว์ไม่มีกระดูกสันหลังชนิดอื่น 
และปลำที่ ป รำกฏ ในฐำนข้อมู ล  GenBank (เช่น 
Crassostrea gigas, Aplysia californica, 
Diaphorina citri, Halyomorpha halys, Necator 
americanus และ Poeciliopsis prolifica เป็ นต้น ) 
และพบว่ำล ำดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมำจำกยีน 
DHX38 ของหอยแมลงภู่นั้น จัดอยู่ในเคลด (clade) 
ย่อยเดียวกันกับเอนไซม์  PRP16 ของมอลลัสก์ (C. 
gigas และ A. californica) และต่ำงเคลดย่อยกับของ
ปลำ Poeciliopsis prolific โดยทั้งหมดแยกออกจำก 
เคลดของเอนไซม์  PRP4 (pre-mRNA processing 
factor 4 ) ข อ งสั ต ว์ ช นิ ด เดี ย วกั น ที่ น ำม ำส ร้ ำ ง 
phylogenetic tree (รูปที่ 3) 
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รูปที่ 1 ผลผลิต PCR ของยีน DHX38 และยีนอ้ำงอิง 18S rRNA ของหอยแมลงภู่ (Perna viridis) ตรวจสอบ

ด้วย 1% agarose gel electrophoresis ใน TAE buffer ที่ควำมต่ำงศักย์ 70 โวลต์ เวลำ 50 นำท ี
(M = GeneRuler 100 bp Plus DNA Ladder บริษัท Thermo Scientific, USA) 

 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2 เปรียบเทียบล ำดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมำจำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน DHX38 ของหอยแมลงภู่ 

(Perna viridis) และล ำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ PRP16 ของสิ่งมีชีวิตอื่นในฐำนข้อมูล GenBank 
(Crassostrea gigas; EKC28349, Aplysia californica; XM_013083998, Necator americanus; 
ETN76566, Halyomorpha halys; XP_014279344, Diaphorina citri; XP_017301698, 
Poeciliopsis prolifica; JAO79659) โดยใช้โปรแกรม ClustalX และ BioEdit 
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รูปที่ 3 Phylogenetic tree ของล ำดับกรดอะมิโนที่แปลรหัสมำจำกล ำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน DHX38 ของ

หอยแมลงภู่ (Perna viridis) และล ำดับกรดอะมิโนของเอนไซม์ PRP16 และ PRP4 ของสิ่งมีชีวิตอื่น
ใน ฐ ำ น ข้ อ มู ล  GenBank (PRP16 = Crassostrea gigas; EKC28349, Aplysia californica; 
XM_013083998, Halyomorpha halys; XP_014279344, Diaphorina citri; XP_017301698, 
Necator americanus; ETN76566, Poeciliopsis prolifica; JAO79659; PRP4 = Crassostrea 
gigas; XP_011432602, Aplysia californica; XP_012942697, Halyomorpha halys; 
XP_014276302, Diaphorina citri; XP_017299113, Necator americanus; ETN73061, 
Poeciliopsis prolifica; JAO43397) โดยใช้ล ำดับกรดอะมิโนของโปรตีน actin ของหอยแมลงภู่ 
(Actin = P. viridis; AGZ84260) เป็นตัวอย่ำงนอกกลุ่ม (outgroup) สร้ำงด้วยโปรแกรม MEGA7 วิธี 
Maximum Likelihood โดยสับเปลี่ยนข้อมูล (bootstrap) 1,000 ครั้ง 
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2. การแสดงออกของยีน DHX38 
 เมื่อท ำกำรทดสอบหอยแมลงภู่เปรียบเทียบ
ระหว่ำงกลุ่มควบคุมที่ ไม่ ได้รับสำร BPA และกลุ่ม
ทดสอบที่ได้รับสำร BPA ด้วยวิธีกำรฉีดในปริมำณ 10 
ng g-1dw ที่เวลำเริ่มต้น (0), 6 และ 12 ช่ัวโมง พบว่ำ
ระดั บ ก ำรแ ส ด งออ ก ขอ งยี น  DHX38 ร ะ ห ว่ ำ ง
หอยแมลงภู่ที่ได้รับสำร DMSO 0.3% และไม่ได้รับสำร
ไม่ มีควำมแตกต่ ำงกันอย่ ำงมีนั ยส ำคัญทำงสถิติ 
(p>0.05) ทั้งแบบพิจำรณำแยกเพศและไม่แยกเพศ  
(รูปที่ 4 และรูปที่ 5) และระดับกำรแสดงออกของยีน 
DHX38 ระหว่ำงหอยแมลงภู่ เพศผู้และเพศเมีย ไม่
แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) ที่เวลำ 
0 และ 12 ช่ัวโมง (ที่ 6 ช่ัวโมงของกลุ่มทดสอบ ไม่มี
ตวัอย่ำงหอยแมลงภู่เพศเมีย) (รูปที่ 4) ดังนั้นในกำรวัด
ระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 จึงใช้หอยแมลงภู่

ไม่แยกเพศศึกษำ พบว่ำเมื่อหอยแมลงภู่ได้รับสำร BPA 
ปริมำณ  10 ng g-1dw นำน  6 ช่ัวโมง ระดับ กำร
แสดงออกของยีน DHX38 มีแนวโน้มสูงมำกกว่ำที่เวลำ
อื่ น  ๆ  (0.96±0.11) โด ย ม ำก ก ว่ ำ ก ลุ่ ม ค ว บ คุ ม 
(0.74±0.09) แต่ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำง
สถิติ (p>0.05) เช่นเดียวกับที่กำรแสดงออกของยีนที่
เวลำ 0 และ 12 ช่ัวโมง พบว่ำไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) นอกจำกนี้เมื่อพิจำรณำที่
เวลำ 12 ช่ัวโมง ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบมี
ระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 (0.48±0.10 และ 
0.50±0.09 ต ำม ล ำดั บ ) น้ อ ยก ว่ ำที่ เวล ำ เริ่ ม ต้ น 
(0.75±0.09 แ ล ะ  0.75±0.09 ต ำม ล ำดั บ ) แ ล ะ ที่  
6 ช่ัวโมง (0.74±0.09 และ 0.96±0.11 ตำมล ำดับ ) 
แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p<0.05) (รูป 
ที่ 5) 

 
 

รูปที่ 4 ระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ของหอยแมลงภู่เพศผู้และเพศเมีย ในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสำร 
BPA (กลุ่มที่ไม่ได้ฉีดสำร และกลุ่มที่ฉีด DMSO 0.3%) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับสำร BPA ปริมำณ  
10 ng g-1dw เป็นเวลำ 0, 6 และ 12 ช่ัวโมง (ตัวอักษรที่ต่ำงกันมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญ
ทำงสถิติ ท่ีระดับควำมเชื่อมั่น 95%) 
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รูปที่ 5 ระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ของหอยแมลงภู่ (ไม่แยกเพศ) ในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสำร BPA 

(กลุ่มที่ไม่ได้ฉีดสำรและกลุ่มที่ฉีด DMSO 0.3%) และกลุ่มทดสอบที่ได้รับสำร BPA ปริมำณ 10 ng g-

1dwเป็นเวลำ 0,6 และ 12 ช่ัวโมง (ตัวอักษรที่ต่ำงกันมีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ ที่
ระดับควำมเช่ือมั่น 95%) 

 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
 ยีน DHX38 เป็นยีนที่ สังเครำะห์ เอนไซม์ 
PRP16 ที่ท ำหน้ำที่ในกระบวนกำรถอดรหัสพันธุกรรม
และมีควำมเกี่ยวข้องกับอัตรำเมแทบอลิซึมของร่ำงกำย 
พบได้ทั่ วไปในสิ่ งมี ชีวิตกลุ่มยูคำริ โอต ปั จจุบันมี
กำรศึกษำล ำดับเบสของยีนดังกล่ำวในสิ่งมีชีวิตหลำย
ชนิด เช่น ยีสต์ (Saccharomyces cerevisiae) แมลง
ห วี่  (Drosophila melanogaster) ห นู บ้ ำ น  (Mus 
musculus) ปลำ (Platichthys flesus) รวมถึงมนุษย์
ส่วนในสัตว์กลุ่มมอลลัสก์พบในหอยนำงรม Pacific 
oyster (Crassostrea gigas) โดยมีล ำดับกรดอะมิ โน
PRP16 ที่สมบูรณ์เท่ำกับ 752 กรดอะมิโน (Zhang et 
al., 2012) ในกำรศึกษำนี้เป็นครัง้แรกที่พบและสำมำรถ
โคลนบำงส่วนของยีน  DHX38 ในหอยแมลงภู่ ได้ 
อย่ำงไรก็ตำม ปัจจุบันยังไม่พบรำยงำนกำรศึกษำถึง

กลไกและหน้ำที่ของยีนนี้ในสัตว์กลุ่มมอลสัสก์ ดังเช่นท่ี
มีผลกำรศึกษำแล้วในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลัง เช่น 
ปลำ P. flesus ที่ถูกน ำมำทดสอบให้ได้รับสัมผัสสำร E2

และพบว่ำ E2 สำมำรถชักน ำกำรแสดงออกของยีน 
DHX38 ไ ด้ เ พิ่ ม ขึ้ น  (Williams et al., 2007) ใ น
กำรศึกษำครั้งนี้จึงทดสอบเพื่อใช้ยีน DHX38 เป็นดัชนีช้ี
วัดกำรปนเปื้ อนสำร BPA ในแหล่งน้ ำโดยเลือกใช้
หอยแมลงภู่ตัวเต็มวัยซึ่งเกำะนิ่งอยู่กับที่ และเป็นสัตว์
เศรษฐกิจที่มีแหล่งเพำะเลี้ยงในภำคตะวันออกของ
ประเทศไทย และเป็นต้นแบบส ำหรับกำรทดสอบ 
ผลของสำร BPA ที่มีต่อกำรแสดงออกของยีน DHX38 
โ ด ย ใ ช้ เ ท ค นิ ค  semi-quantitative RT-PCR 
เช่นเดียวกับท่ีณัฐกำนต์ และคณะ (2555) วัดระดับกำร
แสดงออกของเครื่องหมำย 217_AFLP ที่คำดว่ำเป็น 
ยี น  transposase ข อ งห อ ย เจ ดี ย์  (Ceritghidea 
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cingulate) บ่งช้ีกำรปนเปื้อนของสำร E2 ในแหล่งน้ ำ 
ผลกำรทดลองพบ ว่ ำ เทคนิ ค  semi-quantitative  
RT-PCR มีควำมไวต่อกำรตรวจวัดระดับกำรแสดงออก
ของเครื่องหมำยทำงชีวภำพดังกล่ำวได้  เทคนิคนี้จึงมี
ควำมเหมำะสมในกำรใช้ศึกษำระดับกำรแสดงออกของ
ยีน รวมถึงเป็นเทคนิคที่ประหยัดค่ำใช้จ่ำยได้มำกกว่ำ
เทคนิคกำรวัดผลเชิงปริมำณวิธีอื่น 
 กำรวิจัยในครั้ งนี้ เปรียบเทียบระดับกำร
แสดงออกของยีน DHX38 หอยแมลงภู่ตั วเต็มวัย
พิจำรณำทั้งแยกเพศและไม่แยกเพศศึกษำ ระหว่ำงกลุ่ม
ทดสอบที่ได้รับสำร BPA ปริมำณ 10 ng g-1dw และ
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสำร BPA ที่เวลำเริ่มต้น (0), 6 
และ 12 ช่ัวโมง พบว่ำภำยในระยะเวลำ 12 ช่ัวโมงของ
กำรทดสอบ ปัจจัยเพศไม่ได้มีอิทธิพลต่อระดับกำร
แสดงออกของยีนดังกล่ำวดังที่ปรำกฏว่ำระดับกำร
แสดงออกของยีน DHX38 ของหอยเพศผู้และเพศเมียที่
เวลำ 0 และ 12 ช่ัวโมง ไม่แตกต่ำงกัน สอดคล้องกับ
รำยงำนของ Canesi et al. (2007) ที่พบว่ำเมื่อหอย
กะพงเมดิเตอร์เรเนียน (M. galloprovincialis) ได้รับ
ส ำร  BPA ป ริ ม ำณ  15 ng g-1dw มี ผ ล ท ำ ให้ ยี น 
catalase และ MT20 มีระดับกำรแสดงออกลดลงต่ ำ
กว่ำหอยที่ ไม่ได้รับสำร BPA ทั้งเพศผู้และเพศเมีย 
ดังนั้นกำรใช้หอยแมลงภู่ไม่แยกเพศศึกษำ จึงเป็นกำร
สะดวกต่อกำรตรวจวัดระดับกำรแสดงออกของยีน 
DHX38 อีกประกำรหนึ่ง เนื่องจำกกำรแยกเพศของ
หอยแมลงภู่จะท ำได้เมื่อสิ้นสุดกำรทดลองโดยวิเครำะห์
จำกลักษณะของเนื้อเยื่อที่แกะเปลือกหุ้มออก แต่
อย่ำงไรก็ตำมมีรำยงำนกำรวิจัยเป็นจ ำนวนมำกที่
วิเครำะห์ยีนอื่นในกลุ่มสัตว์มีกระดูกสันหลังและพบว่ำ
สำร BPA ส่งผลกระทบต่อระบบสืบพันธ์ุของสัตว์เพศใด
เพศหนึ่งเท่ำนั้นเช่น กระตุ้นให้มีกำรสังเครำะห์โปรตีน 
vitellogenin (VTG) เพิ่มมำกขึ้น ซึ่ง VTG เป็นโปรตีน

ที่ เกี่ยวข้องกับกระบวนกำรสร้ำงเซลล์ ไข่ของปลำ 
เพศเมียหลำยชนิด เช่น ปลำ Atlantic cod (Gadus 
morhua), ป ล ำค ำ ร์ พ  (Cyprinus carpio), ป ล ำ 
rainbow trout (Oncorhynchus mykiss), ป ล ำ 
European seabass (Dicentrarchus labrax) 
รวมถึงในกลุ่มสัตว์สะเทินน้ ำสะเทินบก เช่น African 
clawed frog (Xenopus laevis) เป็นต้น รวมถึงมี
รำยงำนว่ำสำร BPA ส่งผลกระทบต่อสัตว์เพศผู้เท่ำนั้น 
เช่น ลดกำรสร้ำงสเปิ ร์มในปลำ fathead minnow 
(Pimephales promelas) และปลำ guppy (Poecilia 
reticulate) นอกจำกนี้ ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ ำนมยัง
พ บ ว่ ำ ส ำ ร  BPA ท ำ ให้ ห นู  field vole (Microtus 
agrestis) สร้ำงฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน (testosterone) 
ได้ น้ อยกว่ ำสภ ำวะปกติ  (Flint et al., 2012 and 
references cited therein)  
 เมื่อพิจำรณำผลกำรทดลองไม่แยกเพศศึกษำ
ระหว่ำงหอยแมลงภู่กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้รับสำร BPA 
และกลุ่มทดสอบที่ได้รับสำร BPA 10 ng g-1dw ทีเ่วลำ
เริ่ ม ต้ น  (0), 6 และ  12 ช่ั วโม ง พบว่ำระดั บกำร
แสดงออกของยีน DHX38 ไม่มีควำมแตกต่ำงกันอย่ำงมี
นัยส ำคัญทำงสถิติ ในทุก ช่วงเวลำ แต่ ระดับกำร
แสดงออกของยีนในกลุ่มทดสอบที่เวลำ 6 ช่ัวโมง มี
แ น ว โน้ ม สู งก ว่ ำ ก ลุ่ ม ค วบ คุ ม  (0.96±0.11 แ ล ะ 
0.74±0.09 ตำมล ำดับ) อำจเป็นไปได้ว่ำระยะเวลำที่ท ำ
กำรทดสอบนำน 12 ช่ัวโมงนั้นยังสั้นเกินไป ดังรำยงำน
กำรศึกษำในสัตว์กลุ่มมอลลัสก์ที่พบว่ำ เมื่อฉีดสำร BPA 
ในระดับควำมเข้มข้นต่ ำเข้ำสู่ตัวสัตว์ทดลอง โดยใช้
ระยะเวลำในกำรทดสอบต่อเนื่องยำวนำนขึ้น สัตว์
สำมำรถตอบสนองต่อสำร BPA ได้อย่ำงชัดเจน เช่น 
รำยงำนของ Duft et al. (2003) ท ำกำรฉีดสำร BPA 
ป ริ ม ำ ณ  0.19 ng g-1dw เข้ ำ สู่ ห อ ย ท ำ ก  New 
Zealand mud snail (Potamopyrgus 
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antipodarum) เป็นระยะเวลำนำน 9 สัปดำห์ พบว่ำ
หอยเพศเมียสร้ำงเซลล์ไข่เพิ่มมำกขึ้น ในขณะที่กำร
ทดลองของ Jobling et al. (2003) ใช้วิธีเลี้ยงหอยทำก
ชนิดเดียวกันในน้ ำทะเลที่มีสำร BPA ควำมเข้มข้น 
5,000 ng L-1 เป็นเวลำ 4 สัปดำห์ ให้ผลกำรทดลอง
สอดคล้องกันคือหอยเพศเมียมีกำรสร้ำงเซลล์ ไข่
มำกกว่ำสภำวะปกติ รวมถึงรำยงำนของ Aarab et al. 
(2006) พบว่ำหอยแมลงภู่  blue mussel (Mytilus 
edulis) ที่ได้รับสัมผัสสำร BPA ควำมเข้มข้น 50,000 
ng L-1 เป็นเวลำต่อเนื่อง 3 สัปดำห์ ทั้งหอยเพศผู้และ
เพศเมียมีกำรสร้ำงเซลล์ไข่เพิ่มขึ้น แต่เซลล์ไข่จะถูก
ท ำลำยได้เร็วกว่ำปกติ และยังส่งผลท ำให้กำรสังเครำะห์
โปรตีนจ ำพวก phosphoproteins ในหอยเพศเมีย
ลดลง 
 อน่ึง เป็นที่น่ำสนใจว่ำผลกำรทดลองในครั้งนี้ 
เมื่อให้หอยแมลงภู่ ได้รับสำร BPA นำน 12 ช่ัวโมง  
ทั้ งในกลุ่ มควบคุมและกลุ่ มทดสอบมี ระดับกำร
แ ส ด ง อ อ ก ข อ ง ยี น  DHX38 ( 0.48±0.10 แ ล ะ 
0.50±0.09 ตำมล ำดับ) แตกต่ำงจำกที่ เวลำเริ่มต้น 
(0.75±0.09 และ 0.75±0.09 ตำมล ำดับ) และที่เวลำ  
6 ช่ัวโมง (0.74±0.09 และ 0.96±0.11 ตำมล ำดับ ) 
อย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ  (p<0.05) ซึ่งอำจเกิดจำก
ปั จจั ยวงจรนำฬิ กำชีวภำพ (circadian rhythm) ใน
สัตว์ทดลอง ดังมีรำยงำนในทำกทะเล California sea 
hare (Aplysia californica) ซึ่ งเป็ นกลุ่ มมอลลัสก์
เดียวกันกับหอยแมลงภู่ มีกำรสร้ำงฮอร์โมนเซโรโทนิน
(serotonin) ขึ้นในปมประสำทสมอง ซึ่ งท ำหน้ำที่
ควบคุมพฤติกรรมกำรพักผ่อนหรือออกหำอำหำรใน
รอบวัน (Kupfermann and Weiss, 1981) ดังนั้นกำร
ทดลองครั้งนี้ ที่ช่วงเวลำกำรเก็บตัวอย่ำงหอยแมลงภู่
หลังได้รับสำร 12 ช่ัวโมง เป็นเวลำกลำงคืน (21.00 น.) 
จึงมีควำมเป็นไปได้ที่จะเป็นช่วงพักของหอยแมลงภู่ 

กระบวนกำรเมแทบอลิซึมในร่ำงกำยจึงลดลงและอำจ
ส่งผลต่อระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ได้ 
 ผลกำรศึกษำล ำดับนิวคลีโอไทด์และระดับ
กำรแสดงออกของยีน DHX38 ของหอยแมลงภู่ในตัว
เต็มวัยในกำรศึกษำวิจัยครั้งนี้นับว่ำเป็นกำรวิจัยน ำร่อง
ที่จะสำมำรถน ำไปขยำยผลกำรศึกษำมำกขึ้นทั้งควำมรู้
พื้นฐำนและประยุกต์ใช้เป็นตัวบ่งช้ีทำงชีวภำพในแหล่ง
น้ ำต่อไป ทั้งนีค้วรท ำกำรทดสอบเพิ่มเติมให้หอยแมลงภู่
ได้รับสำร BPA ในระยะเวลำนำนมำกกว่ำ 12 ช่ัวโมง 
ซึ่งคำดว่ำจะเห็นแนวโน้มของระดับกำรแสดงออกของ
ยีน DHX38 ชัดเจนมำกขึ้นและเป็นกำรวัดในระดับ 
messenger RNA ที่สังเครำะห์เป็น PRP16 ซึ่งโปรตีน
ชนิดนี้ท ำหน้ำที่ เกี่ยวข้องกับเมแทบอลิซึมและกำร
เจริญเติบโตของร่ำงกำยของสิ่งมีชีวิต นอกจำกนี้ควร
เพิ่มเติมกำรทดสอบในหอยแมลงภู่วัยอ่อนร่วมด้วย ซึ่ง
ร่ำงกำยมีอัตรำเมแทบอลิซึมสูงกว่ำระยะตัวเต็มวัย อำจ
ตรวจพบกำรเปลี่ยนแปลงของระดับกำรแสดงออกของ
ยีน DHX38 ทีต่อบสนองต่อสำร BPA ได้ไวกว่ำระยะตัว
เต็มวัย 
 

สรุปผลการวิจัย 
 1. ท ำกำรศึกษำล ำดับนิวคลีโอไทด์บำงส่วน
ของยีน DHX38 ในหอยแมลงภู่ตัวเต็มวัย  มีขนำด
เท่ำกับ 143 คู่เบส โดยยีน DHX38 ที่พบในสัตว์ท ำ
หน้ ำที่ สั งเครำะห์ เอนไซม์  PRP16 ที่ เกี่ยวข้องกับ
กระบวนกำรเมแทบอลิซึม และพบว่ำล ำดับกรดอะมิโน
ของ PRP16 ในบริเวณที่ศึกษำของหอยแมลงภู่มีควำม
แตกต่ำงจำกของสัตว์มีกระดูกสันหลัง 
 2. ระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ใน
หอยแมลงภู่ตัวเต็มวัยแยกเพศศึกษำ เปรียบเทียบ
ระหว่ำงเพศผู้และเพศเมียที่ได้รับสำร BPA ปริมำณ  
10 ng g-1dw ที่เวลำเริ่มต้น (0) และ 12 ช่ัวโมง พบว่ำ
ไม่แตกต่ำงกันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) 
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 3. ระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ใน
หอยแมลงภู่ตัวเต็มวัยไม่แยกเพศศึกษำ เมื่อได้รับสำร 
BPA ปริมำณ 10 ng g-1dw นำน 6 ช่ัวโมง มีแนวโน้ม
สูงกว่ำที่เวลำเริ่มต้น (0) และ 12 ช่ัวโมง แต่ไม่แตกต่ำง
กันอย่ำงมีนัยส ำคัญทำงสถิติ (p>0.05) และระดับควำม
เข้มข้นของ BPA และระยะเวลำที่หอยแมลงภู่ ได้รับ
สัมผัสสำร BPA ในกำรทดลองครั้งนี้ ไม่ส่งผลต่อกำร
เปลี่ยนแปลงระดับกำรแสดงออกของยีน DHX38 ทั้งนี้
ยีน  DHX38 ในหอยแมลงภู่ ห รือของสัตว์ ในกลุ่ ม
มอลลัสก์อำจมีกลไกที่แตกต่ำงไปจำกยีน DHX38 ของ
กลุ่ มสั ตว์มี กระดู กสันหลั ง  ซึ่ งจ ำ เป็ นที่ จะต้ องมี
กำรศึกษำเป็นล ำดับต่อไป 
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