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         การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด  3 ชนิด คือ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
ปาดแคระปา (Philautus parvulus) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) ท่ีเก็บตัวอยางจาก
แหลงท่ีอยูอาศัยตามธรรมชาติ เพ่ือศึกษาไมโตติกโครโมโซมจากเซลลไขกระดูกโดยใชวิธี in vivo 
colchicine treatment จากนั้นยอมแถบโครโมโซมแบบจี (G-banding) แบบซี (C-banding) และ
แบบนอร (NOR-banding) ผลการศึกษาพบวา ปาดท้ัง 3 ชนิด มีจํานวนโครโมโซม (2n) เทากับ 26 
และมีคาริโอไทปประกอบดวย โครโมโซมขนาดใหญจํานวน 5 คู และโครโมโซมขนาดเล็กจํานวน 8 คู 
เหมือนกันท้ัง 3 ชนิด เม่ือวิเคราะหตําแหนงของ  secondary constriction พบวาปาดบานมีตําแหนง
ของ secondary constriction ท่ีบริเวณแขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และปาดแคระปาพบท่ีบริเวณ
แขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 แตไมพบตําแหนง  secondary constriction ในปาดเหนือ 
การยอมแถบแบบซี พบวาปาดท้ัง 3 ชนิด ติด c-positive ท่ีตําแหนงของ centromere คลาย ๆ กัน 
สวนการยอมแถบแบบนอร  ในปาดบานพบตําแหนงนอร 1 ตําแหนง คือ บริเวณแขนสั้นโครโมโซมคูท่ี  
12 ปาดแคระปาพบตําแหนงนอร 2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนยาวโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 และใน
ปาดเหนือพบตําแหนงนอร 2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนสั้นโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4 การศึกษาในครั้ง
นี้ไมพบความแตกตางของโครโมโซมเพศในปาดท้ัง 3 ชนิด ขอมูลท่ีเก่ียวกับรูปรางโครโมโซมและคาริโอ
ไทปของปาดท้ัง 3 ชนิดนี้ มีความอนุรักษคอนขางสูง (quite conserved) ซ่ึงจะเปนประโยชน ตอ
การศึกษาวิวัฒนาการของสัตวกลุมนี้ตอไปในอนาคต 
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 This research was the cytogenetic studies of 3 rhacophorid frog species included 

four-lined tree frog (Polypedates leucomystax), dwarf bush frog (Philautus parvulus) 

and northern tree frog (Polypedates mutus). The mitotic chromosomes were 

prepared directly from bone marrow after in vivo colchicine treatment and analyzed 

following G-banding, C-banding and NOR-banding techniques. The diploid 

chromosome number of all species studied was 26 (2n=26). The standard karyotypes 

of all species studied consisted of 5 pairs of large chromosome and 8 pairs of small 

chromosome. The karyotype of P. leucomystax exhibited clearly a secondary 

constriction at the location in the long arm of the chromosome no. 6 whereas P. 

parvulus showed secondary constriction positions in the long arm of the 

chromosome no. 6 and 7. A secondary constriction wasn’t found in P. mutus. The C-

banded pattern of 3 rhacophorid frog species showed constitutive heterochromatin 

bands at the centromere of all chromosome complements. However, the result of 

nucleolar organizer region (NOR) position located in the short arm of chromosome 

pair no.12 in P. leucomystax whereas P. parvulus showed 2 NOR positions in the long 

arm of the chromosome no. 6 and 7 and P. mutus showed 2 NOR positions in the 

short arm of the chromosome no. 1 and 4. It was found a homomorphic sex 

chromosome of 3 rhacophorid frog species. This study about karyotype and 

chromosome morphology of 3 rhacophorid frog species at chromosome level were 

found to be quite conserved and these results will be useful for future studies of 

evolutionary relationship in the rhacophorid frogs. 
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บทที่ 1  
บทนํา 

 
1.1  ท่ีมาและความสําคัญ 
       สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (amphibians) เปนสัตวมีกระดูกสันหลังพวกแรกท่ีมีการวิวัฒนาการ
เพ่ือท่ีจะมาอาศัยอยูบนบก (land animal)  จึงเปนสัตวท่ีเปนตัว เปนตัวเชื่อมตอ (transition form) 
ระหวางสัตวท่ีอาศัยอยูบนบกและสัตวท่ีอาศัยอยูในน้ํา สงผลใหวงจรชีวิตของสัตวกลุมนี้ชวงชีวิตหนึ่ง
อาศัยอยูในน้ําและอีกชวงชีวิตหนึ่งอาศัยอยูบนบก  ซ่ึงคําวา amphibians จึงมีความหมายวาสัตวท่ี
ดํารงชีวิตอยูไดสองแบบท้ังบนบกและในน้ํา (biphasic life cycle) สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก มีความ
หลากหลายทางชีวภาพสูง โดยสัตวแตละชนิดมีการปรับตัวเพ่ือท่ีจะดํารงชีวิตในแหลงท่ีอยูอาศัยตาม
ธรรมชาติหลายแบบ ทําใหมีลักษณะรูปรางและพฤติกรรมของสัตวแตกตางกันออกไป สัตวสะเทินน้ํา
สะเทินบกจัดอยูใน Kingdom: Animalia, Phylum: Chordata, Subphylum: Vertebrata, 
Superclass: Tetrapoda, Class: Amphibia,  ปจจุบันมีสัตวกลุมนี้มากกวา 6,800 ชนิด จัดอยูใน  
3 อันดับ (Order) ไดแก ซาลาแมนเดอร (Order Caudata) เขียดงู (Order Gymnophiona or 
Apoda)   และกบ เขียดและคางคก (Order Anura) (วีระยุทธ  เลาหะจินดา , 2552; Schooch, 
2009) 
       ประเทศไทยตั้งอยูในแถบเสนศูนยสูตร จึงสงผลใหสภาพภูมิอากาศมีลักษณะรอนชื้นและมีความ
หลากหลายทางชีวภาพของสัตวกลุมนี้สูง สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจึงมีความสําคัญตอระบบนิเวศและ
ความสมดุลของสภาพแวดลอมในธรรมชาติ ดังนั้นสัตวกลุมนี้จึงสามา รถบงบอกหรือเตือนลวงหนาให
ทราบถึงสภาวการณของสิ่งแวดลอมท่ีกําลังสูญเสียสมดุลได ซ่ึงเปรียบเสมือนมาตรวัดสุขภาพของโลก 
(world health indicator) เนื่องจากผิวหนังของสัตวเหลานี้สัมผัสกับสิ่งแวดลอมโดยตรงปราศจากสิ่ง
หอหุม และมีวงจรชีวิตอยูในสภาพแวดลอมท่ีแตกตางกันถึงสองแบบ ปจจุบันสภาพของสัตวในกลุมนี้
อยูในสถานะท่ี นาวิตกมาก บางชนิดมีจํานวนลดลงจนอาจสูญพันธุ ท้ังนี้เพราะถ่ินท่ีอยูอาศัยอยูใน
สภาวะวิกฤตจากการบุกรุกตัดไมทําลายปา การใชสารเคมี ยาปราบสัตรูพืชและยาฆาแมลงอย าง
แพรหลาย การฆาเพราะความกลัวหรือเกลียดชัง การลาเพ่ือการคาอยางไรขอบเขต ตลอดจนการขาด
ขอมูลหรือความรูพ้ืนฐานเก่ียวกับสัตวกลุมนี้  เนื่องจากการละเลยและมองขามความสําคัญ  
ของกลุมนักวิจัย ดังนั้นจึงจําเปนอยางยิ่งท่ีจะตองมีการศึกษาวิจัยเพ่ือสรางองคความ รูใหม  
เก่ียวกับสัตวกลุมนี้ใหเพียงพอและครบถวน เพ่ือนํามาประกอบและประยุกตใชในการ  
อนุรักษ การจัดการ และการใชประโยชนอยางเหมาะสม ยั่งยืนและรูคุณคาในอนาคต  
        การตอบสนองตอความเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดลอมแบบตาง  ๆ ทําใหสิ่งมีชีวิตเกิดการ
เปลี่ยนแปลงและมีการวิวัฒนาการอยูตลอดเวลาภายใตกระบวนการคัดเลือกโดยธรรมชาติ กอใหเกิด
การเปลี่ยนแปลงองคประกอบทางพันธุกรรมในสิ่งมีชีวิต โดยมีอิทธิพลท้ังภายในและภายนอกเปน
ตัวกระตุน คุณสมบัติเฉพาะของโครโมโซม สามารถใชเปนขอมูลพ้ืนฐานในการศึกษาวิวัฒนาการและ
การจัดจําแนกกลุมหรือชนิดของสิ่งมีชีวิตได โครโมโซมเปนโครงสรางทางพันธุกรรมท่ีประกอบดวยสาย
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ดีเอ็นเอ (DNA) จับอยูกับโปรตีนฮีสโตน (histone protein) และพันกันไปมาอยางซับซอนอยูภายใน
นิวเคลียสของเซลล รูปรางของของโครโมโซมจะเปลี่ยน แปลงไปตามวัฏจักรของการแบงเซลล
โครโมโซมท่ีอยูในรูปแบบของสายใยโครมาติน (chromatin fiber) จะหดสั้นเขาจนเห็นเปนรูปราง
ทรงกระบอกในระยะเมตาเฟส ทําใหมองเห็นไดชัดเจน ดังนั้นการศึกษาโครโมโซมจึงมักท่ีจะใชระยะนี้ 
โครโมโซมแตละแทงจะมีรอยคอดตําแหนงท่ี 1 (primary constriction) แตในโครโมโซมบาง แทงอาจ
พบโครโมโซมเครื่องหมาย  (chromosome marker) เชน รอยคอดตําแหนงท่ี 2 (secondary 
constriction) หรือ โครงสรางท่ีเปนติ่งสวนเล็ก ๆ (satellite) ยื่นออกจากโครโมโซมท่ีตอจากตําแหนง  
secondary constriction ซ่ึง secondary constriction บางครั้งอาจเปน ตําแหนง nucleolar 
organizer region (NOR) ท่ีทําหนาท่ีในการสราง ribosomal RNA โดยท่ัวไปตําแหนง NOR มักเปน
ตําแหนงเดียวกันกับตําแหนง secondary constriction ซ่ึงอาจพบไดมากกวา 1 คู การมีตําแหนงเซน
โตรเมียรทําใหแบงโครโมโซมออกเปน 2 สวน คือ แขนยาว  (long arm) และแขนสั้น (short arm) 
สงผลใหจําแนกรูปรางของโครโมโซมเปน 4 แบบคือ 
                   (1) เมตาเซนตริก (metacentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยูตรงกลาง  
ทําใหแขนยาว และแขนสั้นมีขนาดเทากันหรือใกลเคียงกัน 
                  (2) ซับเมตาเซนตริก (submetacentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยู 
คอนไปดานใดดานหนึ่ง ทําใหแขนยาวมีความยาวมากกวาแขนสั้น 
                  (3) อะโครเซนตริก (acrocentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยูคอนไป 
ดานใดดานหนึ่งมากจนทําใหแขนสั้นมีความยาวสั้นกวาแขนยาวมาก 
                  (4) เทโลเซนตริก (telocentric) คือ โครโมโซมท่ีมีตําแหนงเซนโทรเมียรอยูปลายสุด 
ของแทงโครโมโซม ทําใหมีมีแขนสั้นมีเฉพาะแขนยาวเทานั้น 
         กบ เขียด  ปาด อ่ึงอาง คางคก ถูกจัดให อยู ชั้น (Class) Amphibia ชั้นยอย (Subclass) 
Lissamphibia อันดับ (Order) Anura ซ่ึงมีท้ังหมด 27 วงศ (Family)  สามารถจัดจําแนกเปนปาดได 
4 วงศ (Family) คือ Hylidae ,Dendrobatidae, Hyperoliidae และ Rhacophoridae ในประเทศ
ไทยพบเฉพาะปาดในวงศ Rhacophoridae เทานั้น ซ่ึงประเทศไทยพบปาดท้ังหมด 35 ชนิด (วีระยุทธ 
เลาหะจินดา , 2552) รายงานวิทยานิพนธในครั้งนี้เปนการศึกษาเก่ียวกับปาด (tree frog) ซ่ึงเปนสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกกลุม หนึ่ง เพ่ือศึกษา คนควาและนําเสนอขอมูลเก่ียวกับจํานวน ขนาดและรูปราง
ของโครโมโซม โครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome marker) และคาริโอไทปของสัตวกลุมนี้ อันจะ
นําไปสูการพัฒนาความรูทางดานเซลลพันธุศาสตรของปาดโดยละเอียดมากยิ่งข้ึน ขอมูลพ้ืนฐานท่ีไดมี
ความสําคัญและจําเปนตอการนําไปประยุกตใชประโยชนในดานการอนุรักษ การปรับปรุงพันธุ และใช
เปนขอมูลประกอบในการจัดจําแนกชนิด  ตลอดจนชวยในการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของ
สัตวกลุมนี้ในอนาคต 
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1.2  วัตถุประสงคของงานวิจัย 
       1.2.1  เพ่ือศึกษาจํานวนโครโมโซมของปาด ขนาดและรูปรางของโครโมโซมในคาริโอไทป     
(standard karyotype) ของปาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย  
       1.2.2  เพ่ือศึกษาเครื่องหมายโครโมโซม (chromosome marker) ของปาดโดยใชเทคนิคการ   
ยอมแถบโครโมโซม คือ แบบจี (G-banding) แบบซี (C-banding) และแบบนอร (NOR-banding) 
       1.2.3  เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางคาริโอไทปของปาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของ 
ประเทศไทย 
 
1.3  ขอบเขตของงานวิจัย 
      1.3.1  สํารวจและเก็บตัวอยาง แบบพบเห็นตัว ดวยตาเปลา โดยบังเอิญ  (visual encounter 
survey) ในชางเวลากลางคืน (18.00 น. เปนตนไป) พ้ืนท่ีปาตนน้ํารองกอในเขตตําบลโพธิ์ใหญ อําเภอ
วารินชําราบ จังหวัดอุบลราชธานี และเก็บตัวอยางจากพ้ืนท่ีปาตนน้ําหวยตะขบตําบลเสาธงชัย อําเภอ
กันทรลักษ จั งหวัดศรีสะเกษ ในชวงเดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน พ .ศ. 2559 และในชวงเดือน
มิถุนายนถึงเดือนกันยายน  พ.ศ. 2560 โดยแตละพ้ืนท่ีกํา หนดให อยูในรัศมี  1 กิโลเมตร   
      1.3.2  ศึกษาเฉพาะปาดท่ีพบจากการสํารวจ โดยการศึกษาจํานวนโครโมโซม ขนาดและรูปราง
ของโครโมโซมในคาริโอไทป (standard karyotype) 
 
1.4  ประโยชนของงานวิจัยท่ีคาดวาจะไดรับ 
       1.4.1  เพ่ือเพ่ิมความองครูเก่ียวกับจํานวนโครโมโซม ขนาดและรูปรางของโครโมโซมในคาริโอ-
ไทป (standard karyotype) ของปาดในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
      1.4.2  เพ่ือเพ่ิมความองครูเก่ียวกับเครื่องหมายโครโมโซม (chromosome marker) ของปาด
โดยใชเทคนิคการยอมแถบโครโมโซม คือ แบบจี (G-banding) แบบซี (C-banding) และแบบนอร 
(NOR-banding) 
       1.4.3  ขอมูลพ้ืนฐานเก่ียวกับโครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome marker) ของปาดท่ีได 
จากวิทยานิพนธในครั้งนี้ จะเปนประโยชนตอการศึกษาความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการ การจัดจําแนก
และการอนุรักษพันธุของสัตวกลุมนี้ในอนาคต 
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บทที่ 2  
เอกสารงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1  การกําเนิดและวิวัฒนาการของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
       สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกมี ตนกําเนิดและ วิวัฒนาการ จากปลาโบราณในตอนปลายของ ยุคดีโน-
เวียน (Devonian period) และยุคคารบอนิเฟอรรัส (Carboniferous period) ชวงระยะเวลา  395–
299 ลานปท่ีผานมา  การกําเนิดและการวิวัฒนาการของ สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและ สัตวเลื้อยคลาน
นั้นมีสัตวหลายกลุม ท่ีมีสวนสัมพันธ เก่ียวของ กัน (วีระยุทธ  เลาหะจินดา , 2552) ซ่ึงประกอบดวย   
       2.1.1  Actinopteriygii คือกลุมของปลากระดูกแข็งท่ี มีลักษณะเฉพาะดังนี้ กานครีบลักษณะ
เปนเสนรัศมี (fin ray) ดังแสดงในภาพท่ี 2.1 มีครีบคูซ่ึงเปนกระดูกออนหรือกระดูกแข็งมีลักษณะเปน
ชิ้นเล็กๆ หลายชิ้นเรียกวาเรเดียล (radials)  เชน ครีบอก ครีบสะโพก และครีบกน อาจมีครีบเดี่ยวอยู
ท่ีกลางหลัง มีกระดูกคลุมเหงือกเรียกวาแผนปดเหงือก (operculum) มีเหงือกท่ีพัฒนาดีใชในการ
หายใจ มีหางท่ีสมมาตรกัน มีเกล็ดแบบกานอยด (ganoid) มักพบในปลาโบราณ เชน ปลาสเตอรเจียน 
(sturgeon) สําหรับเกล็ดแบบไซคลอย (cycloid) และเกล็ดแบบทีนอย ด (tenoid) ดังแสดงในภาพท่ี 
2.2 พบในกลุมปลาปจจุบัน เชน กลุมปลาเทเรออสติไอ (teleostei) ปากอยูปลายดานหนาและพบท้ัง
ท่ีมีฟนหรือไมมีฟน มีกระเพาะลม (swim bladder) ดังแสดงในภาพท่ี 2.3 มีหนาท่ีชวยในการลอยตัว 
หัวใจมี 2 หอง เลือดท่ีผานหัวใจเปนเลือดท่ีมีออกซิเจนต่ํา อาศัยอยูท้ังในน้ําจืด น้ําเค็มและน้ํากรอย 

 

 
 

ภาพท่ี 2.1 ครีบคูซ่ึงเปนกระดูกออนหรือกระดูกแข็ง  
ท่ีมา: nana.bio.com (2018) 

 

http://www.nana.bio.com/elearning/biodiversity/biodiversityA205/BiodiversityA205.htl
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ภาพท่ี 2.2  กระดูกคลุมเหงือก เหงือก เกล็ดแบบ ganoid และหางท่ีสมมาตร 

                ท่ีมา: sysp.ac.th (2018) 
 

 
 

ภาพท่ี 2.3  กระเพาะลม (swim bladder) และ หัวใจหอง ventricle ของปลา 

                ท่ีมา: sysp.ac.th (2018) 
 

         ตัวอยางของปลากลุมนี้ เชน ปลาตะพัด (malayan bonytonque)  ปลาการตูน (false 
clown anemone fish)  ปลาผีเสื้อ (coral fish)  
         2.1.2  Sacropterygii คือปลาโบราณท่ีมีลักษณะแตกตางจากปลาในชั้นอ่ืน ๆ คือ มี เกล็ดเปน
แบบ cosmoid มีลักษณะเฉพาะ คือ ครีบท่ีบริเวณหนาอก วิวัฒนาการ จากครีบธรรมดา ๆ มาเป น
เสมือนอวัยวะท่ีใชเคลื่อนไหวไดเหมือนการเดินใน น้ํา โดยลักษณะของครีบจะเปนพูเนื้อหรือ เนื้อเยื่อ มี
ความแข็งแรงมาก โดยมีแกน กระดูก จึงเปนเสมือนรอยตอของการวิวัฒนาการของปลาซ่ึงเปน สัตวน้ํา
อาศัยอยูในน้ําไดอยางเดียว ข้ึนมาอยูบนบกกลายเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกอนจะวิวัฒนาการเปน 
สัตวเลื้อยคลานและสัตวในชั้นอ่ืน ๆ ตอไป  
          

http://www.sysp.ac.th/files/1403271111004763_14042614140852.pdf
http://www.sysp.ac.th/files/1403271111004763_14042614140852.pdf
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%94%E0%B8%9B%E0%B8%A5%E0%B8%B2
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A7%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%92%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%A2%E0%B8%A7%E0%B8%B0
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B9%80%E0%B8%A2%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B8%94%E0%B8%B9%E0%B8%81
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%94%E0%B8%B4%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%9A%E0%B8%81%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B6%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%99%E0%B9%89%E0%B8%B3
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%B1%E0%B8%95%E0%B8%A7%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A2%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B2%E0%B8%99
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         2.1.3  Actinistia คือปลาในสกุล Latimeria ท่ีเกิดข้ึนในสมัยพาลีโอโซอิก (Paleozoic) และ
ปจจุบันยังคงมีชีวิตอยู มีลักษณะเฉพาะดังนี้คือ มีครีบอกและครีบสะโพกประกอบดวยกระดูกท่ีมีขนาด
ใหญข้ึนเรียกวากระดูกเบซอล (basals bone) และมีกลามเนื้อบริเวณครีบจึงเรียกวา ปลาครีบเนื้อ 
หรือโลบฟนฟช (lobe fin fish)  ตัวอยางของปลากลุมนี้คือปลา ซีลาแคนท (coelacanth) ดังภาพท่ี 
2.4 ซ่ึงเปนปลาโบราณท่ียังมีชีวิตในปจจุบันอาศัยอยูในทะเลลึกเคยจับไดแถบแอฟริกาและอินโดนีเซีย  
 

 
 

ภาพท่ี 2.4 ปลา coelacanth 
                          ท่ีมา: geol.umd.edu (2018) 

 
          2.1.4  Dipnoi คือกลุมปลาท่ีเกิดข้ึนในสมัยพาลีโอโซอิก (Paleozoic) เปนปลาท่ีหายใจดวย
ปอด อาศัยใตทองน้ําของแหลงน้ําจืด มีรูจมูกภายใน (internal nostrils) มีครีบหนาสามารถเดินได 
เม่ืออากาศแหงแลงจะฝงตัวในโคลนสรางเมือกลอมรอบตัว จากการศึกษา ทางชีววิทยาโมเลกุลพบวา 
Dipnoi เปนสัตวท่ีมีวิวัฒนาการใกลเคียงกับสัตวสี่ขา (tetrapod) มากท่ีสุด ตัวอยางของปลากลุมนี้
เชน ปลาปอดแอฟริกา (african lungfish) ปลาปอดอเมริกาใต (south american lungfish) และ
ปลาปอดออสเตรเลีย (australian lungfish; ภาพท่ี 2.5) ปลากระดูกแข็งสวนใหญ ท่ี พบในปจจุบัน
ดํารงชีวิตในน้ํา โดยอาศัยแกสออกซิเจนท่ีละลายในน้ํา แตมีปลากระดูกแข็ง 2 กลุม คือปลาครีบเนื้อ
และปลาปอดท่ีสามารถหายใจจากอากาศไดในชวงระยะเวลาสั้นๆ สัตวกลุมนี้ถูกใชเปนหลักฐานในการ
สนับสนุนการเกิดวิวัฒนาการเพ่ือมาดํารงชีวิตบนพ้ืนดิน โดย มีการพัฒนาถุงลมไปทําหนาท่ีเปนปอด 
และครีบอกมีวิวัฒนาการเปนขาหนาในสัตวบกนั่นเอง 
 

 

http://www.geol.umd.edu/
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                                           ภาพท่ี 2.5 ปลาปอดออสเตรเลีย 
                                                           ท่ีมา: fishwallpapers.com (2018) 
 
         2.1.5  Tetrapoda คือกลุมของสัตวสี่เทาซ่ึงเปนบรรพบุรุษของ Lissamphibia และ 
Amniota รวมท้ังสายวิวัฒนาการอ่ืนท่ีแยกออกไปจากสัตวสองกลุมนี้ โดยเขาใจวาสัตวพวกนี้ 
นาจะมีตนกําเนิดมาจากกลางยุคดีโวเนียน ซ่ึงแบงออกเปน 2 กลุม คือ 
                2.1.5.1.  สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Amphibia) ท่ียังมีชีวิตอยู มีมากวา 5,556 ชนิด 
                2.1.5.2.  สัตวท่ีมีถุงน้ําคร่ํา (Amniota) แบงออกไดเปน 2 กลุม 
                         1) Synapsida (รวมพวกสัตวดูดนม) ท่ียังมีชีวิตอยู มีประมาณ 4,800 ชนิด 
                         2) Reptilia เปนสัตวเลื้อยคลาน ท่ียังมีชีวิตอยูมีประมาณ 14,390 ชนิด  
         2.1.6  Lissamphibia คือกลุมของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกในปจจุบันท้ัง 3 อันดับ (Order) 
คือ อันดับเขียดงู (Order Gymnophiona: Apoda) อันดับซาลาแมนเดอร (Order Caudata: 
Urodela) และอันดับกบ (Order Anura) 
        2.1.7  Amniota คือสัตวท้ังหมดในกลุมของสัตวเลื้อยคลาน นกและสัตวเลี้ยงลูกดวยน้ํานม โดย
การจําแนกจากลักษณะของกะโหลกศีรษะสามารถแบงออกไดเปน 4 แบบ ตามลักษณะการมีชองเปด
ของกะโหลกศีรษะบริเวณกระดูกขมับท่ีเรียกวา temporal fenestration (fenestra or window) 
ดังนี้ 
                      2.1.7.1  Anapsid skull เปนกะโหลกท่ีไมมีชองเปด พบในสัตว 
เลื้อยคลานในยุคแรก และในสัตวกลุมเตา ดัง แสดงในภาพท่ี 2.6a 
                      2.1.7.2  Synapsid skull เปนกะโหลกท่ีมีชองเปด ขางละ 1 ชอง พบในกลุมสัตว
เลี้ยงลูกดวยนมคลายสัตวเลื้อยคลาน (mammal-like reptile) ดังแสดงในภาพท่ี 2.6b 
                      2.1.7.3  Diapsid skull เปนกะโหลกท่ีมีชองเปดขางละ 2 ชอง คือ ชองบนและชอง
ลาง พบในกลุม สัตวอยาง จระเข และ อารโคซอร (archosaur) ดังแสดงในภาพท่ี 2.6c 
                     2.1.7.4  Euryapsid skull เปนกะโหลกท่ีมีชองเปดขางละ 1 ชอง และแตกตางจาก
กะโหลกแบบ synapsid ในตําแหนงของชองเปดท่ีเชื่อมตอกับกระดูกของกะโหลก แตในความจริงแลว
กะโหลกแบบ Euryapsid เปนเพียงการเปลี่ยนรูปของกะโหลกแบบหนึ่งของ diapsid เทานั้น พบใน
กลุมสัตวเลื้อยคลานทางทะเล อยางเพลซิโอซอรและอิคธิโอซอรนั่นเอง  ดังแสดงในภาพท่ี 2.6d 

http://www.fishwallpapers.com/wallpapers/australian-lungfish-at-the-bottom-pic.jpg
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ภาพท่ี 2.6  ลักษณะการมีชองเปดของกะโหลกศีรษะบริเวณกระดูกขมับ 
                              ท่ีมา: realmagick.com (2018) 
 
2.2  วิวัฒนาการจากปลามาเพ่ือเปนสัตวส่ีขา 
       การกําเนิดของสัตวของสัตวสี่ขา (tetrapod) เปนประเด็นท่ีมีการโตแยงกันมาเปนเวลายาวนาน 
โดยเฉพาะความสัมพันธระหวางสัตวสกุล Icthyostega (ภาพท่ี 2.7) กับสัตวกลุมอ่ืนท่ีมีลักษณะรูปราง
คลายคลึงกับปลา เชน  ปลาปอด ปลาซีลาแคนธ , osteolepiform, porolepiform เปนตน อยางไรก็
ตามปจจุบันมีแนวคิดวาการกําเนิดของสัตวสี่ขามีวิวัฒนาการสายเดี่ยว (monophyletic origin) จึง
สงผลใหการศึกษามุงเนนเพ่ือท่ีจะศึกษาความสัมพันธระหวางกลุมสัตวท่ี ดํารงชีวิตอยูในปจจุบันไดแก 
สัตวสี่ขา ปลาปอด ปลาซีลาแคนธ กับกลุมสัตวท่ีดํารงชีวิตอยูใน ชางยุคพาลีโอโซอิก คือสัตวในกลุม 
Sarcopterygii รวมท้ังการศึกษาการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากความคลายคลึงกับปลาไปเปนบรรพบุรุษ
ของสัตวสี่ขา ซ่ึงโดยมีแนวความคิดวาปลาในกลุมซารคอพเทอรีเจียนท่ีดํารงชีวิตอยูในสมัยพาลีโอโซอิก 
3 กลุม คือ osteolepiform, porolepiform และ Stegocephalidae มีความสัมพันธท่ีใกลชิดกับ
สัตวสี่ขามากกวาใกลชิดกับปลาปอดและปลาซีลาแคนธ  (Schooch, 2009; วีระยุทธ เลาหะจินดา , 
2552)  
        การเปลี่ยนแปลงวิธีการดํารงชีวิตจากในน้ําข้ึนมาอยูบนบกตองมีการการเปลี่ยนแปลงท้ั ลักษณะ
ทางกายวิภาคศาสตรและลักษณะทางสรีระวิทยาหลายประการ การเปลี่ยนแปลงท่ีสําคัญคือโครงสราง
ของอวัยวะคํ้าจุนลําตัวเพ่ือการเคลื่อนท่ี เพราะตองมีการรับน้ําหนักของลําตัวไดดีและตองมีกล ามเนื้อ
ท่ีแข็งแรงเพ่ือใชในการผลักดันลําตัวใหเคลื่อนไปขางหนา กะโหลกของแพนเดอริคธิคคลายคลึงกับปลา
ท่ัวไปคือ ขมับไมไดถูกตรึงใหติดแนนอยูกับกระดูกหัวไหล แตสัตวสี่ขากลุมแรกคือ Icthyostega กับ
Acanthostega ดังแสดงในภาพท่ี 2.7 และภาพท่ี 2.8 มีกะโหลกท่ีเคลื่อนไหวไดแบบอิสระจากกระดูก
หัวไหล ขณะเดี่ยวกันกระดูกเชิงกรานไดมีการเชื่อมตอกับกระดูกสันหลังดวยการลดรูปกระดูกซ่ีโครง
บริเวณกระดูกกนกบ และมีวิวัฒนาการของรยางคขาเพ่ือใหเคลื่อนท่ีบนบกได อยางไรก็ตามจาก
ลักษณะโครงสรางของขาสันนิษฐานวารยางคขาของ Icthyostega กับ Acanthostega ไดมีการ
พัฒนาเพ่ือใชในการเคลื่อนท่ีในน้ํามากกวาการเคลื่อนท่ีบนบก 

 



9 
 

 
 

   
 

ภาพท่ี 2.7  การวิวัฒนาการของปลามาอยูบนบกจนกลายมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
               และกลายเปนสัตวเล้ือยคลานในท่ีสุด  
               ท่ีมา: th.wikipedia.org/wiki (2018) 
  

https://th.wikipedia.org/wiki
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ภาพท่ี 2.8  ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของปลาและสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
               ท่ีมา: en.wikipedia.org/wiki/Ichthyostega (2018) 

 
 

https://en.wikipedia.org/wiki/Ichthyostega
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2.3  วิวัฒนาการของลิสแซมฟเบียมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
       การศึกษาดานการวิภาคศาสตรและในระดับโมเลกุลบงชี้วาลิสแซมฟเบียเปนวิวัฒนาการสาย
เดี่ยวแยกออกจากสัตวสี่ขากลุม สัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ท่ีดํารงชีวิตอยูในปจจุบัน เนื่องจากลักษณะ
จําเพาะและการศึกษาโครงสรางหลายประการของลิสแซมฟเบียท่ีดํารงชีวิตอยูในปจจุบัน โดยใช
แนวทางสรุปวาลิสแซมฟเบียเปนวิวัฒนาการแบบสายเดี่ยว (วีระยุทธ เลาหะจินดา, 2552) ไดแก 
        2.3.1  ฟนของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีกานยาว (pedicellate) ตัวฟนจําแนก
เปน 2 สวนคือสวนฐานเปนกานยาวซ่ึงติดอยูกับกระดูกของขากรรไกรและสวนปลายฟนโผลพนเงือก
ข้ึนมา ยอดฟนมี 2 ยอด (bicuspid) คือยอดฟนดานใน (lingual) และยอดฟนดานนอก (labial) 
       2.3.2  กระดูกท่ีใชในการถายทอดคลื่นเสียงในชองหูชั้ นกลางของลิสแซมฟเบียมี 2 ชั้นคือ 
กระดูกคอลิวเมลลา (columella/stapes) ท่ีพบในสัตวสี่ขากลุมอ่ืนดวย  และกระดูกโอเพอรคิวลัม 
(operculum) 
       2.3.3  กระดูกคอลิวเมลลา (columella bone) เรียงตัวในแนวระนาบกับชองท่ีเปดเขาหูชั้นใน
หรือเฉียงข้ึนไปทางดานบนเล็กนอย ซ่ึงเปนลักษณะท่ีบนในลิสแซมฟเบียกับสัตวกลุมอ่ืนท่ีดํารงชีวิตใน
สมัยพาลีโอโซอิก สวนกระดูกคอลิเมลลาของสทีโกซีฟาเลียน เรียงตัวเฉียงลงทางดานลาง 
       2.3.4  แฟทบอดีส (fat bodies) ของสัตวสะเทินน้ําสะเทิ นบกกลุมปจจุบันเจริญข้ึนมาระยะ
เอ็มบริโอจากสันเจอรมินัล (germinal ridge) ซ่ึงเปนเนื้อเยื่อบริเวณเ ดียวกับอวัยวะสราง 
เซลลสืบพันธุ และมีความสัมพันธกับอวัยวะสรางเซลลสืบพันธุในสัตววัยเจริญพันธุ  
       2.3.5  ผิวหนังลําตัวประกอบดวยตอมเมือกและตอมพิษ (mucous gland or granular gland) 
เปนลักษณะเฉพาะของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบั น และตอมมีลักษณะโครางพิเศษคลาย กัน 
       2.3.6  เซลลรับความรูสึกในชั้นจอตาคือ เซลลร็อคเขียว เปนลักษณะจําเพาะของสัตวสะเทินน้ํา 
สะเทินบกในกลุมกบและซาลาแมนเดอร สวนเขียดงูไมมี 
       2.3.7  ลิสแซมฟเบียมีแผนกลามเนื้อบาง (levator bulbi) อยูในเบาตาเพ่ือทําหนาท่ียกตาให
สูงข้ึนหรือดึงตาใหเขาและออกจากเบาตา ลักษณะนี้พบเฉพาะในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
       2.8.8  สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีกลไกการแลกเปลี่ยนแกสคอนขางมีความจําเพาะ 
เพราะใชโครงสรางถึง 3 ประการคือ เหงือก ปอด และผิวหนัง 
       2.3.9  สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีกระดูกซ่ีโครงสั้นและไมลอมรอมลําตัวและชองอก 
       2.3.10 สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมปจจุบันมีปุมออคซิพิทัล (occipital condyle) 2 ปุม 
       2.3.11 ลิสแซมฟเบียไดลดรูปกระดูกกะโหลกและมีชองเปดบนกะโหลกคลายคลึงกันกับสัตวสี่ขา
ในสมัยพาลีโอโซอิก เชน ลดรูปกระดูกซูปราเทมพอรัล (supra temporal bone) ลดรูปกระดูก
อินเตอรเทมพารัล (inter temporal bone) 
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2.4  การจัดระบบอนุกรมวิธานของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
      การจัดระบบในการจัดจําแนกสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกอาศัยหลักการ  (King, 1990) 2 ประการ
คือ 
      2.4.1  ระบบในการจัดจําแนกสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก (Amphibian systematics) คือการให
คําอธิบายเก่ียวกับสัตวชนิดใหม  (taxa new) ตอนักวิทยาศาสตรและการศึกษาเก่ียวกับ การจัดระบบ
วิวัฒนาการพ้ืนฐานของสัตวตางๆใหเกิดความเขาใจในการจัดระบบอนุกรมวิธานของสัตว  
      2.4.2   ความเขาใจเก่ียวกับโครโมโซม (chromosome approach) เปนอีกหนึ่งปจจัยท่ีใชในการ
จัดระบบอนุกรมวิธานของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก เพ่ือวิเคราะหความแตกตางของสัตวในระดับวงศ 
(family) และวงศยอย (subfamily)  

 
2.5  ลักษณะของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก 
      ปจจุบันสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกสามารถจําแนกได 3 อันดับชั้น (Order)  ไดแก กบ เขียดและ
คางคก (Order Anura), ซาลาแมนเดอร (Order Caudata) และเขียดงู (Order Gymnophiona or 
Apoda)  มีลักษณะท่ัวไปของสัตวเหลานี้ คือ  มีโครงสรางรางกายเปนกระดูกแข็ง บางชนิดมีกระดูก
ซ่ีโครง มีรูปรางแตกตางกันตามแตละชนิดคือ ลําตัวยาว มีหัว คอ และหางชัดเจนหรือลําตัวแบนมีหลัง
และลําตัว ไมมีคอ มีสี่เทา เทาคูหลังมักจะมีพังผืดขึงระหวางนิ้ว มีผิวหนังเรียบชื้น มีตอมมาก อาจมี
ตอมพิษหรือไมมีก็ได มีเซลลเม็ดสี (chromatophore) ไมมีเกล็ด ปากมักมีขนาดใหญและฟนขนาด
เล็กกระจายอยู มีรูจมูก (nostril) 1 คูเปดเขาดานหนาของอุงปากหายใจดวยปอด เหงือก และผิวหนัง 
หัวใจมี 3 หองเปนเอเทรียม (atrium) 2 หอง และเวนทริเคิล (ventricle) 1 หอง เพศแยก มีการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางในระหวางเติบโต หรือเมทามอรโฟซีส (metamorphosis) โดยไขมีเยื่อหุมวุน  

 
2.6 อนุกรมวิธานและการจัดจําแนกกบ 

       กบเขียดถูกจัดใหอยูอาณาจักรสัตว (Kingdom) Animalia ไฟลัม (Phylum) Chordata ซับ

ไฟลัม (Subphylum) Vertebrata ชั้น (Class) Amphibia ชั้นยอย (Subclass) Lissamphibia 

อันดับ (Order) Anura อันดับยอย (Suborder) Neobatrachia ซ่ึงมีท้ังหมด 27 วงศ (family) มี

รายละเอียดดังนี้  

Family Ascaphidae  

Family Leioplematidae  

Family Bombinatoridae  

Family Discoglossidae  

Family Megophryidae  

Family Pelobatidae  

Family Pelodytidae 

Family Rhinophrynidae 
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Family Pipidae 

Family Allophrynidae 

Family Brachycepphalidae 

Family Bufonidae 

Family Heleophrynidae 

Family Leptodactylidae 

Family Myobatrachidae 

Family Sooglossidae 

Family Rhinodermatidae 

Family Hylidae 

Family Pseudidae 

Family Centrolenidae 

Family Microhylidae 

Family Dendrobatidae 

Family Hemisotidae 

Family Arthroleptidae 

Family Ranidae 

Family Hyperoliidae 

Family Rhachophoridae 

         สัตวสะเทินน้ําสะเทินบกกลุมอนูแรน (anuran) ท่ีถูกจําแนกเปนปาดหรือเขียดตะปาด  (tree 

frog) มีลักษณะลําตัวคอนขางแบน ลําตัวมีสีเหลืองแกมน้ําตาล บางชนิดมีลายเปนแถบตามความยาว

ของลําตัว และสามารถเปลี่ยนสีไดตามสภาพแวดลอม สวนหัวมีลักษณะสามเหลี่ยม ริมขอบ 

ปากบานโคงข้ึนเล็กนอย ทําใหมองเห็นเปนรองบริเวณแกม สวนตามีขนาดใหญ  

ตาอยูหางกันมาก ผิวหนังท่ัวลําตัวคอนขางบาง สวนขามี 4 ขา ขาหนาเล็กกวาขาหลั ง  

แตละขามีนิ้วยาว ดานลางของนิ้วมีตุมจับสําหรับยึดเกาะ ระหวางนิ้วมีพังผืดชวยใหวายน้ําไดดี   

มีกระดูกสันหลังหนากระดูกกนกบ 8 ปลอง กระดูกสันหลังมีเซนทรัม  (centrum) เปนแบบอยางของ

โพรซีลัส  (procelous) หรือเปนแบบแอมฟ ซีลัส (amphicelous) กระดูกหัวไหลเปนแบบ เฟอรมิส

เทอรนัล  (Fermi sternal) กระดูกแอสทรากาลัส  (astragalus bone) และกระดูกแคลคาเนียม  

(calcaneum bone) เชื่อมรวมกันเฉพาะสวนตนและสวนปลาย มีชิ้นกระดูกออนแทรกระหวาง

กระดูกนิ้วสองชิ้นสุดทาย กระดูกนิ้วชิ้นสุดทายเรียวยาวหรือเปนรูปตัวอักษร T ใภาษาอังกฤษ สวน

ปลายของนิ้วขยายออกเปนตุมคลายคลึงกับปาดใน วงศปาดโลกใหม  (Hylidae) แตอยางไรก็ตาม ก็มี

บางชนิดในวงศนี้ท่ีใชชีวิตอยู บนพ้ืนดิน และไมไดมีตุมท่ีปลายนิ้ ว ลูกออดมีโครงสรางของมีจะงอ ปาก

และมีตุมฟน ชองเปดของหองเหงือกมีชองเดียวอยูทางดานขางลําตัวและทางซายของลําตัวมีความยาว

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%A7%E0%B8%87%E0%B8%A8%E0%B9%8C%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%94%E0%B9%82%E0%B8%A5%E0%B8%81%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B8%A1%E0%B9%88&action=edit&redlink=1
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ลําตัวประมาณ 2-12 เซนติเมตร สวนใหญอาศัยอยูบนตนไม หลายชนิดสามารถรอนไปมาระหวาง

ตนไมหรือจากท่ี สูงลงสูท่ีต่ําได โดยการพยุงตัวใหลอยอยูในอากาศไดจากแผนหนังระหวาง 

นิ้วตีนขนาดใหญมากรวมกับการทําลําตัวใหแบนราบเพ่ือใหพ้ืนท่ีตานอากาศมากข้ึน ซ่ึงปาด  

สามารถจําแนกไดเปน  4 วงศ (Family) คือ Hylidae, Dendrobatidae, Hyperoliidae และ 

Rhacophoridae (วีระยุทธ  เลาหะจินดา , 2552) ปาดในวงศ Rhacophoridae สามารถแบงยอยได

เปน 3 วงศยอย (Subfamily)  21 สกุล (Genus) มีท้ังหมด 476 ชนิด (species) ซ่ึงมีรายละเอียดดังนี้  

        (1) Subfamily Buergerinae มีลักษณะโครงสรางรางกายประกอบดวย กานกระดูกทาง

ดานหนาของกระดูกฮัยออยด (hyoid) มีเฉพาะชิ้นตรงกลาง และกระดูกสฟเธมอยด (sphenethmoid) 

เปนชิ้นเดียว สวนใหญอาศัยอยูตามพ้ืนดินและตามลําหวยบนภูเขา แพรกระจายจากเกาะฟอรโมซา  

ไปถึง หมู เกาะริวคิวในประเทศญี่ปุน ซ่ึง มีเพียง 1 สกุล  (Genus) คือ  Buergerria  

         (2) Subfamily Mantellinae มีลักษณะโครงสรางรางกายประกอบดวย กานกระดูกทาง

ดานหนาของกระดูกฮัยออยด (hyoid) มี 2 ชิ้น  และกระดูกสฟเนธมอยด (sphenethmoid) เปนชิ้น

เดียว อาศัยอยูตามพ้ืนดินและบนตนไมในพ้ืนท่ีคอนขางแหงแลงจนถึงพ้ืนท่ีปาชุมน้ํา สวนใหญมีสีสดใส

ท่ีผิวหนังของลําตัวกลมกลืนไปกับสีของสภาพแวดลอมและสวนมากมีสีน้ําตาลหรือสีเขียว แตบางสกุล

มีสีสันสดใสและมีผิวหนังผลิตสารพิษ มีท้ังหมด 9 สกุล คือ Blommersia,  Boehmantis, Wakea 

Gephyromantis,  Guibemantis, Spinomantis  Mantella,  Mantidactylus และ Tsingymantis  

          (3) Subfamily Rhacophorinae มีลักษณะโครงสรางรางกายประกอบดวย  กระดูกฮัยออยด 

(hyoid) ท่ีไมมีกานกระดูกทางดานหนา และกระดูกสฟเนธมอยด (sphenethmoid) เปนชิ้นคู สวน

ใหญอาศัยอยูบนตนไมในพ้ืนท่ีคอนขางแลงจนถึงพ้ืนท่ีปาชุมน้ํา มีท้ังหมด  11 สกุล  คือ Feihyla, 

Rhacophorus, Polypedates, Gracixalus, Philautus, Raorchestes, Kurixalus, Chiromantis, 

Theloderma, Nyctixalus และ Boophis  

2.7 ปาดท่ีพบในประเทศไทย 
      ในประเทศไทยพบปาด Subfamily Rhacophorinae มี 9 สกุล (Genus)  35 ชนิด (species) มี
รายละเอียดดังนี้ Rhacophorus  มี 14 species, Polypedates  มี 4 ชนิด, Gracixalus  มี  
1 ชนิด, Philautus มี 2 ชนิด,  Raorchestes มี 1 ชนิด, Kurixalus มี 3 ชนิด, Chiromantis  
มี 4 ชนิด, Theloderma มี 5 ชนิด และ Nyctixalus มี 1 ชนิด ดังแสดงในตารางท่ี 2.1 
 
 
 
 
 
 
 

https://species.wikimedia.org/wiki/Blommersia
https://species.wikimedia.org/wiki/Boehmantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Wakea
https://species.wikimedia.org/wiki/Gephyromantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Guibemantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Spinomantis
https://species.wikimedia.org/wiki/Mantella
https://species.wikimedia.org/wiki/Mantidactylus
https://en.wikipedia.org/wiki/Tsingymantis
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย  
 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

1 ปาดเหนือ Northern 
Tree Frog 

Polypedates mutus  
(Smith, 1940) 

ภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

2 ปาดขาลาย Robinson's 
Tree Frog 

Rhacophorus robinsonii 
(Boulenger, 1903) 

ปตตานี (บูกิตเบซาร) 

3 ปาดเขียว 
คิโอ 

Phongsaly 
Tree Frog 

Rhacophorus kio 
 (Ohler and Delorme, 
2006) 

เชียงใหม (ขส.เชียงดาว) อุทัยธานี 
(ขส.หวยขาแขง) 

4 ปาดเขียว
ตีนดํา 

Wallace's 
Tree Frog 

Rhacophorus 
nigropalmatus  
(Boulenger, 1895) 

ระนอง (กะเปอร) ปตตานี  
(โคกโพธ์ิ) ยะลา (บันนังสตาร)
นราธิวาส (แวง) 

5 ปาดเขียว
ตีนแดง 

Jade Tree 
frog 

Rhacophorus 
prominanus (Smith, 1924) 

นราธิวาส (แวง) ยะลา  
(บันนังสตาร) 

6 ปาดเขียว
ตีนลาย 

Norhayati's 
Gliding frog 

Rhacophorus norhayatii  
(Onn and Grismer, 2010) 

กระบ่ี (ขส.เขาประ-บางคราม) 
นราธิวาส (แวง) 

7 ปาดเขียวหัว
สั้น 

Dulit Flying 
Frog 

Rhacophorus dulitensis 
(Boulenger, 1892) 

สุราษฎรธานี (ขส.คลองแสง) 

8 ปาดแคระ
ขาเรียว 

Slender-
legged Bush 
Frog 

Gracixalus gracilipes 
 (Bourret, 1937) 

เชียงใหม (ดอนอินทนนท) 

9 ปาดแคระ
ทองลาย 

Vermiculated 
Bush Frog 

Philautus vermiculatus 
(Boulenger, 1900) 

นราธิวาส (แวง) 
 

10 ปาดแคระ
ทองเหลือง 

Brown Bush 
Frog 

Philautus petersi  
(Boulenger, 1900) 

นราธิวาส (แวง) 

11 ปาดแคระ
ปา 

Dwarf Bush 
Frog 

Raorchestes parvulus 
(Boulenger, 1893) 

แมฮองสอน (ปางตอง) เชียงใหม 
(ดอยเชียงดาว ดอยอินทนนท  
ดอยผาหมปก ดอยสุเทพ-ปุย) 
พะเยา (ดอยผาชาง) เลย (ภูกระดึง 
ภูหลวง) จันทบุร ี(เขาสอยดาว  
เขาสระบาป) ตาก (ทุงใหญ) 
อุทัยธานี (หวยขาแขง) เพชรบุร ี
(แกงกระจาน) นครศรีธรรมราช 
(เขาหลวง) 

12 ปาดแคระ
หลังขีด 

Burmese 
Bush Frog 

Kurixalus carinensis  
(Boulenger, 1893) 

เชียงใหม (ดอยเชียงดาว  
ดอยอินทนนท) 

13 ปาดจารุ
จินต 

Jarujin’s 
Treefrog 

Rhacophorus jarujini 
(Matsui and Panha, 2006) 

กาฬสินธุ (ขส.ภูสีฐาน) 
อํานาจเจริญ (เมือง) อุบลราชธานี 
(อช.ภูจอง-นายอย นาจะหลวย) 
รอยเอ็ด (ขส. ภูผานํ้าทิพย) 
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย (ตอ) 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

14 ปาดจิ๋วพมา Burmese 
Bush Frog 

Chiromantis vittatus  
(Boulenger, 1887) 

อุทัยธานี (บานไร) กาญจนบุร ี
(สังขละบุร)ี พระนครศรีอยุธยา 

15 ปาดจิ๋วลาย
แตม 

Nongkhor 
Bush Frog 

Chiromantis 
nongkhorensis (Cochran, 
1927) 

นครราชสีมา (สะแกราช) สระแกว 
(ปางสีดา) ฉะเชิงเทรา  
(เขาอางลือไน) จันทบุร ี 
(เขาสระบาป) ชลบุร ี(ศรีราชา) 

16 ปาดจิ๋วศรี
ราชา 

Eastern Bush 
Frog 

Chiromantis hansenae 
(Cochran, 1827) 

เชียงใหม (แกงปนเตา หนองผึ้ง) 
เลย (ภูกระดึง ภูหลวง), ชลบุร ี 
(ศรีราชา)นครราชสีมา (สะแกราช)  

17 ปาดจิ๋วหลัง
ขีด 

Doria's Bush 
Frog 

Chiromantis doriae  
(Boulenger, 1893) 

เชียงใหม (ดอยเชียงดาว  
ดอยอินทนนท ดอยสุเทพ-ปุย) เลย  
(ภูกระดึง ภูหลวง) ชัยภูม ิ(ภูเขียว)
อุทัยธานี (บานไร) กาญจนบุร ี
(สังขละบุร ีทุงใหญ) 

18 ปาดจุดฟา Blue-spotted 
Tree Frog 

Rhacophorus 
cyanopunctatus 
(Manthey and Steiof, 
1998) 

สุราษฎรธานี (เขาสก) สตูล 
นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 
สงขลา (โตนงาชาง) นราธิวาส 
(แวง) 

19 ปาดดอย 
อินทนนท 

Fea's Tree 
Frog 

Rhacophorus feae  
(Boulenger, 1893) 

แมฮองสอน (นํ้าตกผาเสื่อ) 
เชียงใหม (ดอยอินทนนท) เลย  
(ภูหลวง) 

20 ปาดตะปุม
จันทบุร ี

Chantaburi 
Warted Tree 

frog 

Theloderma stellatum  
(Taylor, 1962) 

แพร (แมยม) นครราชสีมา  
(สะแกราช) ฉะเชิงเทรา  
(เขาอางลือไน) จันทบุร ี(เขาคิชกูฏ 
เขาสระบาป) ตราด  

21 ปาดตะปุม 
ผิวเรียบ 

Smooth-
Skinned 

Warted Tree 
Frog 

Theloderma licin  
(McLeod and Ahmad, 
2007) 

นํ้าตกกรุงชิง อ.เขาหลวง 
จ. นครศรีธรรมราช 

22 ปาดตะปุม
มลายู 

Malayan 
Warted Tree 

frog 

Theloderma horridum 
(Boulenger, 1903) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 
ปตตานี (โคกโพธ์ิ) นราธิวาส (แวง) 

23 
ปาดตะปุม

ใหญ 
Large Warted 

Tree Frog 
Theloderma gordoni  
(Taylor, 1962) 

เชียงใหม (ดอยสุเทพ-ปุย) เลย  
(ภูหลวง) 

24 ปาดตีนแดง Harlequin 
Tree Frog 

Rhacophorus pardalis 
(Gunther, 1858) 

นราธิวาส (แวง) 

25 ปาดตีนแดง 
อีสาน 

Red-webbed 
Treefrog 

Rhacophorus rhodopus  
(Liu & Hu, 1960) 

ภาคเหนือ 
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย (ตอ) 
 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

26 ปาดตะปุม
เล็ก 

Pied Warted 
Tree Frog 

Theloderma asperum 
(Boulenger, 1886) 

แมฮองสอน (ปางอุง) เชียงใหม  
(ดอยเชียงดาว ดอยอินทนนท), 
เลย (ภูหลวง) ตาก (ทุงใหญ) 
อุทัยธานี (หวยขาแขง) ราชบุร ี
(แมนํ้าเพชร) กาญจนบุร ี(ศรี
นครินทร) สระแกว (ปางสีดา) 
จันทบุร ี(เขาคิชกูฏ เขาสระบาป) 

27 ปาดตีน
เหลือง 

Twin-spotted 
Tree Frog 

Rhacophorus 
bipunctatus   
(Ahl, 1927) 

เชียงใหม (ดอยเชียงดาว  
ดอยอินทนนท ดอยสุเทพ-ปุย  
ดอยผาหมปก แกงปนเตา) เลย  
(ภูหลวง) สกลนคร (ภูพาน) 
กาฬสินธุ (ภูสีฐาน) นครราชสีมา 
(สะแกราช) กําแพงเพชร (คลอง
ลาน) เพชรบุร ี(แกงกระจาน) 
กาญจนบุร ี(ทุงใหญ)
นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 

28 ปาดน้ิวแยก
มลายู 

Collett's 
Tree Frog 

Polypedates colletti  
(Boulenger, 1890) 

ยะลา (บันนังสตาร) นราธิวาส  
(สุไหงโกลก) 

29 ปาดบาน Four-lined 
Tree Frog 

Polypedates 
leucomystax 
(Gravenhorst, 1829) 

ท่ัวประเทศ 

30 ปาดปาจุด
ขาว 

Cinnamon 
Tree Frog 

Nyctixalus pictus 
 (Peters, 1871) 

สุราษฎรธานี (เขาสก คลองแสง) 
พังงา (เขาหลัก-ลํารู) ยะลา  
(บางลาง, เบตง)ระนอง (เมือง) 
ราชบุร ี(เขากระโจม) 
นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) 
สงขลา (โตนงาชาง)  

31 ปาดภู
กระดึง 

Taylor's Tree 
Frog 

Kurixalus bisacculus 
(Taylor, 1962) 

เพชรบูรณ (นํ้าหนาว) เลย  
(ภูกระดึง ภูหลวง) หนองคาย  
(ภูวัว) นครราชสีมา (สะแกราช, 
เขาใหญ) ฉะเชิงเทรา (เขาอางลือ
ไน) จันทบุร ี(เขาสระบาป) 

32 ปาดยักษ Giant Tree 
Frog 

Rhacophorus maximus 
(Gunther, 1858) 

กาญจนบุร ี(ทองผาภูม)ิ ราชบุร ี
(ตะโกปดทอง ขส.แมนํ้าภาชี) 
เพชรบุร ี(แกงกระจาน) 

33 ปาดลาย
เลอะใต 

Frilled Tree 
Frog 

Rhacophorus 
appendiculatus (Gunther, 
1858) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง)
นราธิวาส (แวง) 
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ตารางท่ี 2.1 ปาดท่ีพบในประเทศไทย (ตอ) 

ลําดับท่ี ชื่อไทย ชื่อสามัญ ชื่อวิทยาศาสตร สถานท่ีพบ 

33 ปาดลาย
เลอะใต 

Frilled Tree 
Frog 

Rhacophorus 
appendiculatus (Gunther, 
1858) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง)
นราธิวาส (แวง) 

34 ปาดหูดํา Dark-eared 
Tree Frog 

Polypedates macrotis 
(Boulenger, 1891) 

นครศรีธรรมราช (เขาหลวง) ยะลา 
(บันนังสตาร) นราธิวาส (แวง) 

35 ปาดลาย
เลอะเหนือ 

Boulenger' 
frilled tree 

frog 

Kurixalus verrucosus   
(Boulenger,1893) 

ภาคเหนือและภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ 

 

ท่ีมา: IUCN (2011); Nabhitahata and Chan-ard (2005) 
 

          ปาดท่ีพบในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทยมีจํานวน 11 ชนิด (species) ดังนี้ ปาด
เหนือ (Polypedates mutus, Smith; 1940), ปาดแคระปา  (Raorchestes parvulus, Boulenger; 
1893), ปาดจารุจินต (Rhacophorus jarujini, Matsui and Panha; 2006), ปาดจิ๋วศรีราชา 
(Chiromantis hansenae. Cochran; 1827), ปาดดอยอินทนนท  (Rhacophorus feae. 
Boulenger; 1893), ปาดตะปุมเล็ก  (Theloderma asperum. Boulenger; 1886), ปาดตะปุมใหญ  
(Theloderma gordoni. Taylor; 1962), ปาดตีนเหลือง  (Rhacophorus bipunctatus. Ahl; 
1927), ปาดบาน Polypedates leucomystax. Gravenhorst; 1829), ปาดภูกระดึง  (Kurixalus 
bisacculus. Taylor; 1962) และปาดลายเลอะเหนือ Kurixalus verrucosus (Boulenger, 1893) 
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2.8  การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  
       การศึกษาเซลลพันธุศาสตร (cytogenetics) เปนการศึกษาโครโมโซม (chromosome) ซ่ึงเปน
โครงสรางท่ีสําคัญในการถายทอดพันธุกรรมของเซลล การเปลี่ยนแปลงโครงสรางของโครโมโซมย อมมี
ผลโดยตรงตอการถายทอดลั กษณะทางพันธุกรรม ทําใหเกิดการแสดงออกในสิ่งมีชีวิตในรูปแบบท่ี
จําเพาะตัว และแตกตางกัน ซ่ึงมีผลตอการเจริญพัฒนาและวิวัฒนาการของสิ่งมีชีวิต ดั งนั้นการศึกษา
เก่ียวกับพันธุศาสตร ของเซลลจะทําใหทราบถึงความแตกตาง ของความผันแปรทางพันธุกรรมในระดับ
โครโมโซมของสิ่งมีชีวิตแตละชนิด ตลอดจนทราบถึงความสัมพันธของสายวิวัฒนาการอีกท้ังยังสามารถ
ประยุกต ใชในการศึกษาด านอ่ืน ๆ เชน การปรับปรุงพั นธุการจัดจําแนกชนิด การบริหารจั ดการและ
อนุรักษความหลากหลายทางพันธุกรรม เพ่ือกอให เกิดความม่ั นคงของ พ้ืนฐานความหลากหลายทาง
ชีวภาพ และนํา ไปสูการใช ประโยชนอย างยั่งยืนจากตนทุนความหลากหลายทางชีวภาพในท่ีสุด  
การศึกษาโคร โมโซมเพ่ือตรวจ หาจํานวน และรูปรางของโครโมโซมมี หลากหลายวิธีแตละวิธีจะเลือก
เซลล ระยะเมทาเฟส  (metaphase) ท่ีดีท่ีสุด เพราะเปนระยะท่ีมีโครโมโซมหดสั้ นมากท่ีสุดเห็น
ลักษณะโครโมโซมไดชัดเจน การเก็บเก่ียวเซลลในระยะเมทาเฟสโดยการใชสารโคลชิซิน  (colchicine) 
ซ่ึงเปนสารสกัดจากพืชสกุล Colchicum มาใชเพ่ือยับยั้งการสรางสายใยสปนเดิล  (spindle fiber) ทํา
ใหเซลลท่ีมีการแบงตั วไมสามารถเข าสูระยะแอนาเฟส (anaphase) วิธีการเตรียมโครโมโซมแบงได
เปน 2 วิธีคือ วิธีโดยตรง (direct chromosome preparation) เปนวิธีท่ีเลือกเอา เซลลในรางกายท่ี
กําลังมีการแบงตัวมาศึกษาโครโมโซม เปนเซลลท่ีสมบรูณและยังมีการแบงตัวอยูตลอดเวลา เชน เซลล
เม็ดเลือดจากไขกระดูก (bone marrow) อีกวิธีคือ  วิธีโดย ออม (indirect chromosome 
preparation) จะเลือกเซลล ในรางกายชนิดท่ีสามารถนามาเพาะเลี้ยงในอาหาร เลี้ยงเซลลภายนอก
รางกาย (in vitro) เพ่ือใหเซลลมีการแบงตัวใหม (Green and Sessions, 1991; Walter, 1972) 
 
2.9  เครื่องหมายบนแทงโครโมโซม  
      การศึกษาไฟโลเจนเนติก (phylogenetic) และการจัดระบบบนรูปรางโครโมโซมยังมีขอจํากัดอยู  
ซ่ึงเกิดคําถามเฉพาะเก่ียวกับความเขาใจ ในบรรทัดฐาน และรูปแบบท่ีเกิดข้ึนบนโครโมโซมหรือความ
แปรปรวนบนแทงโครโมโซม ดังนั้นความตองการท่ีจะอธิบายเก่ียวกับความซับซอนของโครโมโซม จึง
ตองใชรายละเอียดดังนี้ (King, 1990) 

2.9.1 จํานวนโครโมโซม 
2.9.2 รูปรางของโครโมโซม คือเพ่ือท่ีจะศึกษา centromere position และarm rati 
2.9.3 โครโมโซมเครื่องหมาย (chromosome marker) 
2.9.4 โครงสรางท่ีปรากฏโครโมโซมเครื่องหมาย 
2.9.5 การวิเคราะหยอมแบบจี (G-banding) และยอมแบบอาร (R-banding) 
2.9.6 การศึกษา lamp brush chromosome และ chromosome mapping 
2.9.7 รูปแบบการเรียงตัวและความแตกตางของ heterochromatin 
2.9.8 ตําแหนงท่ีมีเบส AT หรือ GC rich บน chromatin 
2.9.9 การศึกษา DNA sequence โดยใช in-situ hybridization 
2.9.10 การศึกษา DNA fragments 
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       จากการจัดระบบบนรูปรางโครโมโซม บรรทัดฐานและรูปแบบท่ีเกิดข้ึนบนโครโมโซมหรือความ
แปรปรวนบนแทงโครโมโซมจากหลักการขางตนนี้ โดยอาศัยลักษณะตางท่ีแสดงออกบนจีโนม โดยการ
ใชเทคนิคพ้ืนฐาน เพ่ือท่ีจะอธิบายคําถามตาง  ๆ เก่ียวกับความสัมพันธในเชิงวิวัฒนาการของความ
แตกตางในระดับ taxa โดยใชลักษณะโครงสรางตาง ๆ ท่ีปรากฏบนโครโมโซม และวิวัฒนาการพ้ืนฐาน
ท่ีแสดงออกเฉพาะของสัตวแตละกลุม 
 
2.10 การยอมแถบโครโมโซมและการศึกษาโครงสราง 
        ในภาวะปกติเม่ือมองผานกลองจุลทรรศนจะเห็นโครโมโซมมีลักษณะคลายเสนดายบาง ๆ 
เรียกวา โครมาติน (chromatin) ขดตัวอยูในนิวเคลียส เม่ือเซลลเริ่มแบงตัว เสนโครมาตินจะหดตัวสั้น
เขามีลักษณะเปนแทง จึงเรียกวาโครโมโซม  แตละโครโมโซมประกอบดวยแขนสองขางท่ีเรียกวา  
โครมาทิด (chromatid) ซ่ึงแขนท้ังสองขางจะมีจุดเชื่อมกัน เรียกวา เซนโทรเมียร ( centromere) 
โครโมโซมเปนโครงสรางท่ีอยูภายในนิวเคลียสของเซลล ในขณะท่ีเซลลไมแบงตัว โคร โมโซมจะยืดยาว
ออกคลายเสนใยเล็ก ๆ สานกันอยู ภายในนิวเคลียส เม่ือมีการแบงเซลลจะมีการแบงโครโมโซม โดย
โครโมโซมจะจําลองตัวเองข้ึนมา เปนเสนคูท่ีเหมือนกัน ทุกประการ แลวคอย ๆ ขดตัวสั้นเขา จน
โครโมโซมจะเห็นไดชัดเจนท่ีสุดและการศึกษาโครโมโซมจึงตองศึกษาในระยะ เมตาเฟส ถามีเทคนิคใน
การเตรียม โครโมโซม ท่ีดี ก็จะสามารถมองเห็นรูปรางลักษณะของโครโมโซม ภายใต กลองจุลทรรศน 
และอาจนับจํานวนโครโมโซมได (Suarez et al., 2013; Dehling, 2011; Gvozdik et al., 2010) 

       โครโมโซม เปนโครงสรางท่ีอยู ภายในนิวเคลียสของเซลล ในขณะท่ี เซลลไมแบงตัวหรืออยูใน
ระยะอินเตอรเฟส (interphase) เราจะไมเห็นโครโมโซมเนื่อ งจากโครโมโซมอยูในลักษณะเปนเสนใย
เล็ก ๆ สานกัน ไปมาอยูภายในนิวเคลียส เสนใยนี้เรียกวา โครมาทิน (chromatin) แตเม่ือเซลลจะ
แบงตัวโครมาทินแตละเสนจะแบงจาก 1 เปน 2 เสน แลวขดตัวสั้นเขา และหนาข้ึนจนมองเห็นเปน
แทงในระยะ โพรเฟส  และเมตาเฟส เรียกชื่อใหมวา โครโมโซม ทําใหเรามองเห็นรูปรางลักษณะและ
จํานวนโครโมโซมได โครโมโซมท่ีเห็นไดชัดในระยะเมต าเฟส ประกอบดวย โครมาทิด 2 อัน ยึดติดกัน
ตรงเซนโทรเมียร สวนของโครโมโซมท่ียื่นออกไปจากเซนโทรเมียร เรียกวา แขน  ขางท่ีสั้นเรียกวาแขน
สั้น ขางท่ียาวเรียกวาแขนยาว ดังนั้นการศึกษาโครโมโซมจึงมักท่ีจะใชระยะนี้ โครโมโซมแตละแทงจะมี
รอยคอดตําแหนงท่ี 1 (primary constriction) แตในโครโมโซมบางแทงอาจพบโครโมโซมเครื่องหมาย 
(chromosome marker) เชน รอยคอดตําแหนงท่ี 2 (secondary constriction) หรือ โครงสรางท่ี
เปนติ่งสวนเล็กๆ  (satellite) ยื่นออกจากโครโมโซมท่ีตอจากตําแหนง  secondary constriction 
ตําแหนง nucleolar organizer region (NOR) ทําหนาท่ีในการสราง ribosomal RNA และ 
nucleolus โดยท่ัวไปมักเปนตําแหนงเดียวกันกับตําแหนง  secondary constriction ซ่ึงอาจพบได
มากกวา 1 คู แตละโครโมโซมประกอบดวย 2 โครมาทิด ท่ีเหมือนกัน ซ่ึงเกิดจากการท่ีโครโมโซม
จําลองตัวเองในระยะอินเตอรเฟส ( Interphase) เพ่ือจะแยกออกจากกันในระยะแอนา
เฟส  (anaphase) ของการแบงเซลล โครมาทิดท้ังสอง จะติดกันอยูตรงสวนท่ีเรียกวา เซนโทรเมียร 
(centromere) โครโมโซม ของเซลลรางกายจะอยูกันเปนคู ๆ แตละคูเรียกว าโฮโมโลกัสโครโมโซม 
(homologous chromosome) 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%82%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B8%99
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%99%E0%B8%B4%E0%B8%A7%E0%B9%80%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%AA
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B8%AD%E0%B8%B4%E0%B8%99%E0%B9%80%E0%B8%95%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%82%E0%B8%9E%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=%E0%B9%80%E0%B8%A1%E0%B8%97%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%AA&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Anaphase&action=edit&redlink=1
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        การนําโครโมโซมขนาดตาง ๆ มาจัดเรียงจากคาริโอไทปขนาดใหญไปหาขนาดเล็กและจัดเรียง
รูปรางโครโมโซมจากรูปรางเมตาเซนตริกไปจนถึงเทดลเซนตริกเรียกวา คาริโอไทป (karyotype) โดย
จําแนกตามลักษณะ ขนาด และตําแหนงของเซนโทรเมียรอาจจะอยูตรงกลาง คอนไปทางปลาย หรือ 
ปลายสุดของโครโมโซม จึงแบงลักษณะโครโมโซมเปนแบบตาง ๆ  ไดดังนี้ (ภาพท่ี 2.9) 
        (1) เมตาเซนตริก (metacentric) เปนโครโมโซมท่ีมีแขนยื่น 2 ขางออกจากเซนโทรเมียรเทากัน
หรือเกือบเทากัน 
        (2) ซับเมตาเซนตริก (submetacentric) เปนโครโมโซมท่ีมีแขนยื่นออกมา 2 ขางจากเซนโทร-
เมียรไมเทากัน 
        (3) อะโครเซนตริก (acrocentric) เปนโครโมโซมท่ีมีลักษณะเปนแทง โดยมีเซนโทรเมียรอยูใกล
กับปลายขางใดขางหนึ่ง จึงเห็นสวนเล็ก ๆ ยื่นออกจากเซนโทรเมียร 
        (4) เทโลเซนตริก (telocentric) เปนโครโมโซมท่ีมีลักษณะเปนแทง โดยมีเซนโทรเมียรอยูตอน
ปลายสุดของโครโมโซม 

 

 

ภาพท่ี 2.9 รูปรางของโครโมโซมแบบตาง ๆ  
              ท่ีมา: sites.google.com (2018) 

 

2.11  การยอมแถบโครโมโซมแบบจี (G-banding) 
         เปนเทคนิคท่ีนิยม ใชกันมากท่ีสุด เพราะเปนเทคนิคท่ีทําไดงาย และวั สดุท่ีใชยอมไมสิ้นเปลือง  
เทคนิคนี้เหนี่ยวนําใหเกิดแถบโดยใชสารเคมี หรือเอนไซม ท่ีสามารถยอยโปรตีนท่ีเปนองคประกอบของ
โครโมโซม ซ่ึงกอนยอมสไลดตองเติมเอนไซมชวยยอยโปรตีน เชน เอนไซมทริปซิน หรือทําการบมแผน
สไลดใน saline-citrate ท่ีรอน แถบท่ีไดมี 2 แบบ คือ แถบมืด (dark bands) และแถบสวาง (light 
bands) หรือแถบสีเขมสลับกับจางบนแทงโครโมโซมกลไกการติดสีอาศั ยคุณสมบัติของความแตกตาง
กันขององคประกอบของโปรตีนท่ีอยู บน แทง โครโมโซม บริเวณท่ีติดสีได ดีในสวนของ   
เฮเทอโรโครมาทินซ่ึงมีโปรตีน ท่ีมีกรดอะมิโนไลซีน (lysine) และอารจินีน (arginine) อยูอยาง

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B9%82%E0%B8%AD%E0%B9%84%E0%B8%97%E0%B8%9B%E0%B9%8C
https://sites.google.com/site/webthebrain/
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หนาแนน สายดีเอนเอจะพั นกันแนน เอนไซมทริปซินจึงเขาไปยอยโปรตีนได นอยบริเวณนี้จึงติดสีเขม
ทําใหเกิดแถบสีมืด  สวนท่ีเปนยูโครมาทินในแทงโครโมโซมจะไมคอยติดสีเพราะสายดีเอ็น เออยูอยาง
หลวม ๆ เอนไซมทริปซินจึงเขาไปยอยโปรตีนได มากบริเวณ นี้จึงติดสีจาง  โดยท่ัวไปแผนสไลดท่ีจะ
นํามายอมแบบจีควรท้ิงไว  สัก 3-5 วันท่ีอุณหภูมิหอง หรือบมบน hot plate ท่ีอุณหภูมิ 56-60 oC 
นาน 16-18 ชั่วโมง หลั งจากหยดตะกอน เซลลบนแผนสไลด สไลดท่ีหยดตะกอน เซลลไวนานตองใช
เอนไซมทริปซินท่ีเขมขนกวาหรือใชเวลาในการยอยนานกวา  เพ่ือท่ีจะใหไดแถบโครโมโซมท่ีชั ดเจน ซ่ึง
ในปฏิกิริยานี้เอนไซมทริปซินจะไปสลาย (hydrolizes) สายโพลีเปปไทด  (polypeptide) บริเวณท่ีมี
ดานคารบอกซิลของกรดอะมิโนอารจินีนและไลซีน 
 

2.12  การยอมแถบโครโมโซมแบบซี (C-banding or constitutive heterochromatin banding 
or centromeric banding)  

       เปนเทคนิคท่ีทําใหติดสีเขมบริเวณ constitutive heterochromatin ซ่ึงเปนบริเวณท่ีโครโมโซม
ขดตัวกันแนน และเปนตําแหนงของดีเอ็นเอท่ีมีการเรียงตั วของเบสท่ีซํ้า กัน (repeated sequence 
ชนิด satellite DNA) และมีโครโมโซมหดตัวชัดท่ีสุด ซ่ึงไดแก บริเวณเซนโทรเมียร  ของเกือบทุกๆ 
โครโมโซม ยกเวนโครโมโซมวาย  นอก จากนั้นยังพบบริเวณเทโลเมียร (telomere) ของโครโมโซมบาง
แทงอีกดวยเทคนิคนี้ทําไดโดยนําเซลลระยะเมทาเฟสแชในกรดไฮโดรคลอริก (HCl) และแบเรียมไฮดร
อกไซด [Ba(OH)2] แลวบมเซลลในเกลือโซเดียม (2XSSC) ท่ีอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส แลวยอมดวย
สีจิมซา สวนของยู โครมาทิน (euchromatin) จะไมติดสีแตเฮเทอ รโรโครมาทิน  (heterochromatin) 
จะติดสีเข ม โดย แบเรียม ไฮดรอกไซดจะชวยใหดีเอ็นเอคลายจากเกลียวคูเปนสายเดี่ยว และเกลือ
โซเดียมจะชวยในการจั บคูคือพั นเกลียวจากสายเดี่ยวเปนสายคู เทคนิค นี้สามารถใช ในการศึกษา
โครโมโซมเพศเพราะโครโมโซมวายจะไมติดสีเข มบริเวณเซนโทรเมียรหรือบริเวณ constitutive 
heterochromatin 

 

2.13  การยอมแถบโครโมโซมแบบนอร (NOR-banding) 
       เปนเทคนิคท่ีทําใหสวน  nucleolar organizer regions (NOR) ติดสีเขมเรียกอีกอยางหนึ่งวา
เทคนิค silver staining เพราะใชสารละลายซิลเวอรไนเตรต  (silver nitrate) ซ่ึงจะเลือกติดบริเวณนี้
เทานั้น (Goodpasture and Bloom, 1976) เทคนิคนี้ใชตรวจหา NOR ซ่ึงในสัตวมีกระดูกสันหลั ง
สวนนี้มียีนสําหรับสังเคราะห ribosomal RNA gene (rRNA gene) ชนิด 18S และ 28S ในมนุษยจะ
อยูในบริเวณรอยคอดท่ีสองของโครโมโซมคูท่ี 13, 14, 15, 21 และ 22 ตําแหนงของ NOR นี้อยู
บริเวณกานของแซตเทลไลต โครโมโซมหรือบริเวณรอยคอดท่ีสอง ของโครโมโซม จึงเรียกโครโมโซมท่ีมี

รอยคอดท่ี 2 นี้วาแซตเทลไลตโครโมโซม ตําแหนง NOR มีความหลากหลาย (polymorphism) ไดใน
โครโมโซมแทงเดียวกั นของ แตละ บุคคล มีความแตก ตางกั น ซ่ึง ใช เปนโครโมโซมเครื่องหมาย  
(chromosome marker) ไดและใชในการติดตามดูพฤติกรรมการถายทอด ลักษณะบางประการของ
สิ่งมีชีวิต ซ่ึงการถายทอดเปนไปตามกฎของเมนเดล 
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2.14  การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด 
        ปาดเปนสัตวในตระกูลกบท่ีมีชีวิตสวนใหญอาศัยอยูบนตนไมหรือในพ้ืนดิน มีแขนขายาว ปลาย
นิ้วเปนปุมกลมใหญใชสําหรับเกาะก่ิงไม พบไดโดยท่ัวไปตามตนไมสูงและชวยใหพืชเจริญเติบโตเร็วข้ึน 
เนื่องจากปาดเปนตัวกําจัดแมลงศัตรูพืช นอกจากนี้ปาดไมไดอาศัยอยูตามพ้ืนดินเหมือนกับสัตวสะเทิน
น้ําสะเทินบกชนิดอ่ืน  ๆ ยกเวนกรณีท่ีจะมีการผสมพันธุและวางไข  ซ่ึงบางครั้งสรางรวงไข  (foam 
nests) ไวบนใบไม และไมคอยออกจากตนไมพบไดท่ัวไปในประเทศไทย เชน ปาดใน  Subfamily 
Rhacophoridae มีมากกวา 80 ชนิด (species) ท่ีพบในทวีปเอเชีย (Frost, 2013; Frost, 2011) ใน
ความเปนจริงแลวปญหาหลักคือ ไม อาจทราบไดวาความหลากหลายทางชีวภาพวามีมากหรือนอย
เพียงใด การศึกษาเพ่ือท่ีจะอธิบายขอมูลเก่ียวกับสัตวกลุมนี้มากกวา 10 ปนั้น สามารถ ศึกษาสัตว
สะเทินน้ําสะเทินบกใน สกุล Rhacophorus  (Rujirawan et al., 2013) ศึกษาไดเพียง 1 ใน 4 สวน
เทานั้น การคนพบสัตวสะเทิน น้ําสะเทินบกอยางตอเนื่องนั้นเปนผลมาจากขอมูล 2 ประการคือ 
ประการท่ี 1 คือการแบงหมวดหมูของอนุกรมวิธาน ท่ียังมีความคลุมเครือและซับซอน (Kellie et al., 
2013; Sheridan et al., 2012; Savage et al., 2011) และประการท่ี 2 คือการคนพบสายพันธุใหม
จากการสํารวจทางสั ตววิทยาท่ีเก่ียวกับสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  และสัตวเลื้อยคลาน  (Shunqing et 
al., 2010) นอกจากนี้ยังมีขอมูลเก่ียวกับ จํานวนโครโมโซมและตําแหนง secondary constriction
ของปาดใน  Subfamily Rhacophorinae  มีนอยมาก เนื่องจากปาดในวงศยอยนี้ มีจํานวนมาก ถึง 
355 ชนิด (species) แตมีเพียง 16 ชนิด (species) เทานั้น ท่ีมีการรายงาน ผลการศึกษา จํานวน
โครโมโซมและตําแหนง secondary constriction ซ่ึงปาดท้ัง 16 ชนิดลวนมีจํานวนโครโมโซม เทากับ 
26 ดังแสดงในตารางท่ี 2.2  
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ตารางท่ี 2.2 จํานวนโครโมโซมของปาดชนิดตาง ๆ  
 

 
ชนิด (species) 

จํานวน
โครโมโซม 

(2n) 

ตําแหนง 
Secondary 
constriction 

 
อางอิง 

Chiromatis petresi  26 - Bogart and Tandy, 1981; 
Morescalchi, 1963 

Chiromatis rufescens  26 - Bogart and Tandy,1981 
Chiromatis xerampelina  26 12,13 Schmid, 1978; 1980 
Polypaedates leucomystax  26 6 Matsui et al., 1985; ถาวร 

สุภาพรมและคณะ,2535 
Polypaedates megacephalus  26 - Matsui et al., 1985 
Rhacophorus arboreus   26 12 Yamamoto and Masuda, 

1973; Okumoto, 1977 
Rhacophorus boettgeri   26 7 Yamamoto and 

Masuda,1973 
Rhacophorus chenfui  26 11 Anming and Ermi, 1987 
Rhacophorus eiffingeri  26 - Sato, 1934 
Rhacophorus japonicus  26 12 Okumoto, 1977 
Rhacophorus leucomystax  26 - Morescalchi et al., 1970 
Rhacophorus maculatus  26 - Singh et al., 1970; Singh, 

1976 
Rhacophorus moltrechti  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus owstoni  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus schlegelii  26 7 Okumoto, 1977 
Rhacophorus taipeianus   26 11 Kuramoto, 1985 

ท่ีมา: King (1990) 
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บทที่ 3 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
       การดําเนินการวิจัยแบงออกเปน 4 ข้ันตอน คือ การเก็บตัวอยาง การเตรียมโครโมโซม การยอย
แถบโครโมโซม การตรวจสอบโครโมโซมและการจัดคาริโอไทป 
 

3.1 การสํารวจและเก็บตัวอยาง 

      3.1.1 การ สํารวจและเก็บตัวอยางปาด  ผูวิจัยจะออกสํารวจและเก็ บตัวอยางปาด จาก  

แหลงท่ีอยูอาศัยตามธรรมชาติ ในแตละฤดูกาลแบบเห็นดวยตาเปลา โดยบังเอิญ  (visual encounter 

survey) ในเวลากลางคืน (18.00 น. เปนตนไป )  โดยตัวอยางปาด  3 ชนิด  คือ ปาดบาน

(Polypedates leucomystax) (ภาพท่ี 3.1) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) (ภาพท่ี 3.2) 

จะเก็บตัวอยางจากปาตนน้ํารองกอ ตําบลโพธิ์ใหญ อําเภอวารินชําราบ จั งหวัดอุบลราชธานี  และปาด

แคระปา (Philautus parvulus) (ภาพท่ี 3.3) จะเก็บตัวอยางจากปาตนน้ําลําหวยตะขบ ตําบลเสา

ธงชัย อําเภอกันทรลักษ จั งหวัดศรีสะเกษ ในชวงเดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน  พ.ศ. 2559 และ

ในชวงเดือนมิถุนายนถึงเดือนกันยายน พ.ศ. 2560 จํานวนตัวอยางดังแสดงในตารางท่ี 3.1 

       3.1.2 นําตัวอยางปาดท่ีไดมาตรวจสอบ ระบุชนิดและบันทึกภาพตัวอยางปาดแตละชนิด ตาม

เอกสารตําราของ Taylor (1962) และ Chan-Ard (1999) โดยการเปรียบเทียบลักษณะทางสรีรวิทยา

และสัณฐานวิทยา และหากมีขอสงสัยจะสอบถามผูเชี่ยวชาญทางดานอนุกรมวิธานสัตวกลุมนี้ 

 

 
 

ภาพท่ี 3.1 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
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ภาพท่ี 3.2 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาปาดเหนือ (Polypedates mutus) 
 

 
 

ภาพท่ี 3.3 ลักษณะทางสัณฐานวิทยาของแคระปา (Philautus parvulus) 
 

 

ตารางท่ี 3.1 จํานวนปาดท่ีพบจากการสํารวจในการศึกษา 
 

ชนิดปาด เก็บตัวอยางท้ังหมด (ตัว) เพศผู (ตัว) เพศเมีย (ตัว) 

ปาดบาน (P. leucomystax) 13 5 8 

ปาดแคระปา (P. parvulus) 18 8 10 

ปาดเหนือ (P. mutus) 5 2 3 
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3.2  การเตรียมโครโมโซมโดยตรงจากเซลลไขกระดูก (bone marrow cells)  

       เซลลและเนื้อเยื่อท่ีนํามาเตรียมโครโมโซม  คือ ไขกระดูก (bone marrow) เนื่องจากไขกระดูก

เปนแหลงกําเนิดของเซลลเม็ดเลือดขาว ซ่ึงเซลลเม็ดเลือดขาวมีการแบงตัวอยูตลอดเวลา โดยการ

เตรียมโครโมโซมภายในตัวของสิ่งมีชีวิต (in vivo) ดัดแปลงมาจากวิธีการของ  Schmid (1978) มี

ข้ันตอนดังนี้ 

       3.2.1 ฉีดโคลชิซิน  (colchicine) ความเขมขน 0.2 mg/ml เขาท่ีบริเวณชองทองของสัตว

ตัวอยาง (intraperitoneal injection) โดยใชปริมาตร 0.1 ml ตอน้ําหนักตัวของสัตวตัวอยาง 100 

กรัม จากนั้นพักไวประมาณ 12-18 ชั่วโมง 

        3.2.2 ทําใหสัตวสลบดวยอีเทอร (ether) จากนั้น เลาะเอาเนื้อออกจากกระดูกแขนขาใหหมด  

แลวตัดสวนปลายของกระดูกแขน และกระดูกขาท้ัง 2 ดาน ดวยกรรไกรผาตัด จากนั้นใชกระบอกฉีด

ยาท่ีมีเข็มติดอยู  เพ่ือดันไขกระดูกออกมา แลวใสใน Tissue Grinder เพ่ือท่ีจะบดไขกระดูกใหเซลล

แยกเปนเซลลเดี่ยว ๆ 

        3.2.3 เติมสารละลาย 0.075 M KCl ลงไปใน Tissue Grinder ทีละนอยแลวคอยๆ บดไ ข

กระดูกใหละเอียด แลวเทของเหลว (suspension) ท่ีได ใสลงในหลอดปนเหวี่ยง (centrifuge tube) 

จากนั้นเติมสารละลาย 0.075 M KCl ลงไปจนครบปริมาตร 12 ml นําไปบมท่ีในตูบม (incubator) ท่ี

อุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา 15 นาที 

         3.2.4 นําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 รอบตอนาที เปนเวลา 5 นาที ดูดสวนใส

(supernatant) ท้ิงไปจนเหลือปริมาตร 1-2 ml  

         3.2.5 Re-suspension ดวยสารละลาย cold fixative (absolute methanol: glacial 

acetic acid; 3:1) โดยใช pasture pipette พรอม ๆ กับเขยาหลอดทดลองดวย vortex mixer 

จากนั้นเติม fresh cold fixative จนครบปริมาตร 10 ml ปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2,500 รอบตอนาที 

เปนเวลา 5 นาที  

         3.2.6 ดูดสวนใส (supernatant) ท้ิงไปแลวเปลี่ยน  fresh cold fixative ใหม ทําตามวิธีในขอ

ท่ี 1.5 จํานวน 3-4 ครั้ง เพ่ือท่ีกําจัดเศษเซลล  

         3.2.7 ในครั้งสุดทายใหดูดสวนใส (supernatant) ออกจนหมดจากนั้นเติม  fresh cold 

fixative ลงไปปริมาตร 0.5-1 ml เพ่ือท่ีจะผสมกับตะกอนของเซลล จากนั้นนําไปเตรียมโครโมโซมบน

แผนสไลด หรือเก็บตะกอนไวในชองแชแข็ง (freezer) โดยปดปากหลอดทดลองใหแนนหรือดว ยการ

พันแผนพาราฟลมหลาย ๆ ชั้น  

        3.2.8 ในการเตรียมสไลดผสม ตะกอนเซลล  (cell suspension) ใหเขากัน แลวใช pasture 

pipette ดูดและหยด  cell suspension ลงบนแผนสไลดท่ีเย็น (cold slide) สูงจากแผนสไลด

ประมาณ 1-2 ฟุต จํานวน 2-3 หยด แลวนําแผนสไลดวางลงบน hot plate หรืออางน้ํารอน  (water 

bath) เพ่ือใหแผนสไลดแหง 
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3.3  การยอมแถบโครโมโซม 
       นําแผนสไลดท่ีแหงแลวมายอมดวยวิธีการยอมแถบโครโมโซมแบบตาง  ๆ ดังนี้ คือ ยอมแถบ
โครโมโซมแบบจี ยอมแถบโครโมโซมแบบซี และยอมแถบโครโมโซมแบบเอ็นโออาร 
       3.3.1 ยอมแถบโครโมโซมแบบจี (G-banding)  
                ดัดแปลงมาจากวิธีของ Seabright (1971) มีข้ันตอนดังนี้ 
                3.3.1.1 นําแผนสไลดท่ีหยดตะกอนเซลล (cell suspension) ไปวางบนเตาใหความรอน 
(hot plate) หรืออางน้ําอุน (water bath) เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหโครโมโซมมีความคงตัว 
เพ่ิมข้ึน (chromosome stability) 
                 3.3.1.2 นําแผนสไลดท่ีไดไปจุมเอนไซมทริปซิน (0.25% trypsin enzyme) เปนเวลา 
10 วินาที เพ่ือท่ีจะเหนี่ยวนําใหเกิดแถบบนแทงโครโมโซม โดยเอนไซมจะไปยอยโปรตีนฮีสโตน 
 (histone) บนแทงโครโมโซม 
                 3.3.1.3 ลางแผนสไลดดวย phosphate buffer 2-3 ครั้ง จากนั้นยอมโครโมโซ ดวย 
15% Giemsa เปนเวลา 15 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น จากนั้นปลอยใหสไลดแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
       3.3.2  ยอมแถบโครโมโซมแบบซี (C-banding)  
                ดัดแปลงมาจากวิธีของ Schmid (1978) มีข้ันตอนดังนี้ 
                 3.3.2.1 นําแผนสไลดท่ีหยดตะกอนเซลล  (cell suspension) ไปวางเตาใหความรอน 
(hot plate) หรืออางน้ําอุน (water bath) เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหโครโมโซมมีความคงตัวเพ่ิมข้ึน  
(chromosome stability) 
                 3.3.2.2 แชแผนสไลดในสารละลาย 0.1 N HCl เปนเวลา 15 นาที ท่ีอุณหภูมิหอง 
จากนั้นลางดวยนํากลั่น 2-3 ครั้ง 
                 3.2.3 แชแผนสไลดในสารละลาย 0.025 M Ba(OH)2 ท่ีอุณหภูมิ 37 ๐C เปนเวลา  
15 นาที จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นอุณหภูมิ 65 ๐C จํานวน 2-3 ครั้ง 
                 3.3.2.4 แชสไลดใน 2X SSC (0.3 M NaCl + 0.03 M tri-sodium citrate) ท่ีอุณหภูมิ 
65 ๐C เปนเวลา 1-2 ชั่วโมง ในอางน้ําอุน (water bath) จากนั้นลางดวยน้ํากลั่นอุณหภูมิ  65 ๐C 
จํานวน 2-3 ครั้ง 
                 3.3.2.5 ยอมโครโมโซมดวย 15% Giemsa เปนเวลา 30-45 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
จากนั้นปลอยสไลดใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
        3.3.3 ยอมแถบโครโมโซมแบบนอร (NOR-banding)  
                 ดัดแปลงมาจากวิธีของ Goodpasture and Bloom (1976) มีข้ันตอนดังนี้ 
                 3.3.3.1นําแผนสไลดท่ีหยด cell suspension ไปวางเตาใหความรอน  (hot plate) 
หรืออางน้ําอุน  (water bath) เปนเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือใหโครโมโซมมีความคงตัวเพ่ิมข้ึน  
(chromosome stability) 
                 3.3.3.2เตรียมสารละลาย 50% AgNO3 จากนั้นหยดสารละลาย AgNO3 1-2 หยดลงบน
แผนสไลดแลวปลอยแผนสไลดแหง จากนั้นหยดสารละลาย 2% gelatin ลงไป 1-2 หยด แลวนําไปใส
ใน moisture chamber แลวปดฝาใหสนิท นําไปบมใน อางน้ําอุน (water bath) ท่ีอุณหภูมิ 65 ๐C 
เปนเวลา 5 ชั่วโมง จากนั้นลางดวยน้ํากลั่น 2-3 ครั้ง แลวปลอยใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
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               3.3.3.3ยอมแถบโครโมโซมดวย 15% Giemsa เปนเวลา 1 นาที แลวลางดวยน้ํากลั่น 
จากนั้นผึ่งสไลดใหแหงท่ีอุณหภูมิหอง 
 
3.4  การวัดขนาดโครโมโซม การจัดเรียงคาริโอไทป การวิเคราะหโครโมโซมและการทํา  
       แบบจําลองโครโมโซม (Ideogram) 
        นําแผนสไลดท่ีผานการยอมโครโมโซมไปศึกษาดวยกลองจุลทรรศนจํานวน 10 เซลลตอตัวอยาง 
เพ่ือนับจํานวนโครโมโซม และคัดเลือกเชลลในระยะเมตาเฟสท่ีมีความเหมาะสม กระจายตัวดี จากนั้น
ทําการบันทึกภาพ แลวนําภาพท่ีไดมาอัดขยาย เพ่ือจัดเรียงคาริโอไทปและดูลักษณะการติดสีบนแถบ
โครโมโซม แลวปริ้นภาพลงบนกระดาษ A4 จากนั้นวัดดวย เวอรเนียรคาลิเปอร (vernier caliper) หา
ความยาวของแขนสั้นและแขนยาวของโครโมโซมตามวิธีของ Green and Sessions (1991) เพ่ือ
ศึกษาคาเปอรเซ็นต ความยาวโครโมโซมสัมพัทธ  (percent of relative length; %RL) และคา
อัตราสวนของความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (arm ratio or centromeric ratio; AR or CR) 
โดยมีรายละเอียดดังนี้ 
              การคํานวณหาคา เปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ  (percent of relative length; 
%RL) ไดตามสูตรนี้ 
 
      %RL =          ความยาวของโครโมโซมท้ังแทง (total length; LT) X100                     (3.1) 
                 ความยาวของผลรวมของแทงโครโมโซมท้ังหมด (summation total length; ∑LT) 
 
       โครโมโซมขนาดใหญ (large size; L) จะตองมีคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธมากกวา 
9 และโครโมโซมขนาดเล็ก (small size; s) จะตองมีคาเปอรเซ็นต ความยาวโครโมโซมสัมพัทธนอย
กวา 9  
       โครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริก (metacentric; m) สวนคาอัตราสวนความยาวแขนของ
โครโมโซมอยูในชวง  1.00-1.67 โครโมโซมรูปรางซับเมตาเซนตริก (submetacentric; sm) มีคา
อัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซมอยูในชวง  1.68-3.00 โครโมโซมรูปรางซับเทโลเซนตริก 
(subtelocentric or acrocentric; st or ac) มีคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซมอยูในชวง  
3.01-7.00 และโครโมโซมรูปรางเทโลเซนตริก (telocentric; tc) มีคาอัตราสวนความยาวแขนของ

โครโมโซมอยูในชวง  7.00-α (ตารางท่ี 3.2) จากนั้นนําคา %RL และคา CR มาเขียนแบบจําลอง
โครโมโซมหรืออิดิโอแกรม (ideogram) 
           การคํานวณคาอัตราสวนความยาวแขนโครโมโซม (arm ratio or centromeric ratio; AR 
or CR) ไดตามสูตรนี้ 
 
                        AR or CR = ความยาวของแขนยาว (length of long arm)                   (3.2) 

             ความยาวของแขนสั้น (length of long arm) 
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ตารางท่ี 3.2 การจําแนกรูปรางโครโมโซมโดยอาศัยคา CR  
 

Chromosome type Abbrevaiation Centroric ratio (CR) 
metacentric m 1.00-1.67 

submetacentric sm 1.68-3.00 
subtelocentric or acrocentric st or ac 3.01-7.00 

telocentric  tc  7.00-α 
 

ท่ีมา: Green and Session (1991) 
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บทที่ 4 
ผลการวิจัย 

 
4.1  ผลการวิจัย 
       ผลการศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาด 3 ชนิด คือ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
ปาดแคระปา  (Philautus parvulus) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) ในการศึกษาครั้งนี้ 
ปาดแคระปาและปาดเหนือ เปนการรายงาน ผลการศึกษาทางเซลลพันธุศาสตรเปน ครั้งแรก โดยปาด
ท้ัง 3 ชนิด มีจํานวนโครโมโซมดิพลอยดเทากับ 26 และมีคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 
5 คู และโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู ซ่ึงเม่ือวัดคา เปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ คาอัตราสวน
ของความยาวแขน ขนาดของโครโมโซม และการวิเคราะหรูปรางโครโมโซม  และรายละเอียดของคาริ
โอไทปของปาดท้ัง 3 ชนิดมีดังนี้ 
     4.1.1  ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
              ลักษณะสัณฐานวิทยาของปาดบานดังแสดงในภาพท่ี 3.1 และการศึกษาเซลลพันธุศาสตร
ของปาดบาน มีจํานวนโครโมโซมดิพล อยดเทากับ 26 และมีคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซม ขนาด
ใหญ 5 คู และโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู (ภาพท่ี 4.1)  เม่ือวัดความยาวของโครโมโซมและคํานวณ
อัตราสวนของแขนโครโมโซมดังปรากฏในตารางท่ี  4.1  มีรายละเอียดดังนี้ โครโมโซม รูปรางเมตาเซน
ตริกขนาดใหญจํานวน 3 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 1, 4 และคูท่ี 5 ซับเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 2 คู 
คือโครโมโซมคูท่ี 2 และ 3 เมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 6 คู คือ โครโมโซมคูท่ี  6, 7, 8, 10, 11และ
คูท่ี 12 และซับเมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 2 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 9 และ 13 มีคาเปอรเซ็นตความ
ยาวโครโมโซมสัมพัทธ อยูในชวง 14.27-3.16 และคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซม อยูในชวง 
1.20-2.12 นอกจากนี้ยังพบตําแหนง secondary constriction ท่ีบริเวณแขนยาวของ โครโมโซมคูท่ี 
6 (ภาพท่ี 4.1a และภาพท่ี 4.2) การยอมแถบแบบซีแสดงใหเห็นตําแหนง centromeric c-positive 
ท่ีปรากฏบน constitutive heterochromatin บนโครโมโซมทุกแทง ดังภาพท่ี 4.1b และภาพท่ี 4.3 
สวนการยอมแบบนอร พบ ตําแหนงนอร  1 ตําแหนงคือ บริเวณแขนสั้นของ โครโมโซมคูท่ี  12 (ภาพท่ี 
4.1c และภาพท่ี 4.4) 
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ตารางท่ี 4.1 ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัทธ (%RL) คาอัตราสวนของ        
                ความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของปาดบาน 
 

ชื่อ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 

คูท่ี %RL CR size Type 
1 14.27±0.535 1.20±0.036 L m 
2 12.39±0.615 1.83±0.052 L sm 
3 11.53±0.632 1.83±0.041 L sm 
4 11.96±0.596 1.43±0.061 L m 
5 10.72±0.575 1.41±0.064 L m 
6 7.35±0.560 1.31±0.029 S m 
7 5.68±0.570 1.41±0.049 S m 
8 5.89±0.641 1.16±0.109 S m 
9 5.04±0.582 1.88±0.061 S sm 

10 4.40±0.550 1.18±0.072 S m 
11 4.23±0.611 1.25±0.130 S m 
12 3.76±0.613 1.62±0.077 S m 
13 3.16±0.748 2.12±0.115 S sm 

 

 
 

ภาพท่ี 4.1 คาริโอไทปของปาดบาน (Polypedates leucomystax) จากการยอมแถบโครโมโซม 
              ในแบบตาง ๆ  ท่ีกําลังขยาย 5,000X  a) การยอมแบบจี (G-banding) b) การยอม 
              แบบซี (C-banding) c) การยอมแบบนอร (NOR-banding) ลูกศรสีดําช้ีตําแหนง  
              secodary constriction หรือตําแหนงนอร 
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ภาพท่ี 4.2 ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนง secondary constriction จากการ 
              ยอมแถบโครโมโซมแบบจี 

  
ภาพท่ี 4.3 ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนง centromere จากการยอมแถบ 
             โครโมโซมแบบซี 
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ภาพท่ี 4.4 ไอดิโอแกรมของปาดบานและการแสดงตําแหนงนอรจากการยอมแถบ 
              โครโมโซมแบบนอร 
 
        4.1.2 ปาดแคระปา (Philautus parvulus) 
                 รายงานครั้งนี้เปนการรายงานผลศึกษาเก่ียวกับจํานวนโครโมโซมและคาริโอไทปครั้งแรก
ของปาดแคระปามีลักษณะสัณฐานวิทยาดังแสดงในภาพท่ี 3.2 มีจํานวนโครโมโซมดิพล อยดเทากับ 26 
และมีคาริโอไทป ประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 5 คูและโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู (ภาพท่ี 4.5) 
เม่ือวัดความยาวของโครโมโซมและคํานวณอัตราสวนของแขนโครโมโซมดังปรากฏในตารางท่ี  4.2 มี
รายละเอียดดังนี้ โครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 4 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 1, 2, 4 และ
คูท่ี 5 ซับเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 1 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 3 เมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 5 คู 
คือ โครโมโซมคูท่ี 6, 7, 9, 10 และคูท่ี 12 ซับเมตาเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 2 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 8 
และคูท่ี 11 และซับเทโลเซนตริกขนาดเล็กจํานวน 1 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 13 มีคาเปอรเซ็นตความยาว
โครโมโซมสัมพัท ธ อยูในชวง 15.36-3.11 และคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซม อยูในชวง 
1.16-3.81 ดังแสดงในตารางท่ี 4 นอกจากนี้ยังพบตําแหนง secondary constriction ท่ีบริเวณแขน
ยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 (ภาพท่ี 4.6a และภาพท่ี 4.6) การยอมแถบแบบซีแสดงใหเห็น
ตําแหนง centromeric c-positive ท่ีปรากฏบน constitutive heterochromatin ดังภาพท่ี 4.5b 
และภาพท่ี 4.7 สวนการยอมแบบนอร  พบตําแหนงนอร  2 ตําแหนง คือ  บริเวณแขนยาวของ
โครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 (ภาพท่ี 4.5c และภาพท่ี 4.8) 
 
 
 



35 
 

 
 

ตารางท่ี 4.2 ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัท ธ (%RL) คาอัตราสวนของ    
                ความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของปาดแคระปา 
 

ชื่อ ปาดแคระปา (Philautus parvulus) 

คูท่ี่ %RL CR size Type 

1 15.36±0.532 1.16±0.075 L m 
2 12.18±0.569 1.64±0.072 L m 
3 11.74±0.618 1.74±0.050 L sm 
4 10.59±0.628 1.52±0.038 L m 
5 9.05±0.596 1.41±0.060 L m 
6 7.20±0.537 1.28±0.050 S m 
7 6.85±0.589 1.35±0.029 S m 
8 5.77±0.596 2.26±0.039 S sm 
9 5.12±0.583 1.44±0.051 S m 

10 5.08±0.542 1.28±0.053 S m 
11 4.08±0.589 2.20±0.072 S sm 
12 3.81±0.692 1.71±0.138 S m 
13 3.11±0.711 3.81±0.143 S st 

 

 
 

ภาพท่ี 4.5 คาริโอไทปของแคระปา (Philautus parvulus) จากการยอมแถบโครโมโซมในแบบ 
             ตาง ๆ ท่ีกําลังขยาย 5,000X a) การยอมแบบจี (G-banding) b) การยอมแบบซี  
             (C-banding) c) การยอมแบบนอร (NOR-banding) ลูกศรสีดําช้ีตําแหนง secodary  
              constriction หรือตําแหนงนอร 
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ภาพท่ี 4.6 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนง secondary constriction จาก 
              การยอมแถบโครโมโซมแบบจี 

  
ภาพท่ี 4.7 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนง centromere จากการยอมแถบ 
              โครโมโซมแบบซี 
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ภาพท่ี 4.8 ไอดิโอแกรมของปาดแคระปาและการแสดงตําแหนงนอรจากการแถบยอมโครโมโซม 
              แบบนอร 

 
      4.1.3  ปาดเหนือ (Polypedates mutus) 
                รายงานครั้งนี้เปนการรายงานผลการศึกษาเก่ียวกับจํานวนโครโมโซมและคาริโอไทปเปน
ครั้งแรกของปาดเหนือ มีลักษณะสัณฐานวิทยาดังแสดงในภาพท่ี 3.3 มีจํานวนโครโมโซมดิพล อยด
เทากับ 26 และมีคาริโอไทป ประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 5 คูและโครโมโซมขนาดเล็ก 8 คู 
(ภาพท่ี 4.9) เม่ือวัดความยาวของโครโมโซมและคํานวณอัตราสวนของแขนโครโมโซมดังปรากฏใน
ตารางท่ี 4.3 มีรายละเอียดดังนี้ มีโครโมโซมรูปรางเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 3 คู คือ โครโมโซม
คูท่ี 1, 4 และคูท่ี 5 ซับเมตาเซนตริกขนาดใหญจํานวน 2 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 2 และ 3  เมตาเซนตริก
ขนาดเล็กจํานวน 5 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 6, 7, 8, 10 และคูท่ี 11 และซับเมตาเซนตริกขนาดเล็ก
จํานวน 3 คู คือ โครโมโซมคูท่ี 9, 12 และคูท่ี 13 มีคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัท ธ อยู
ในชวง 13.38-3.47 และคาอัตราสวนความยาวแขนของโครโมโซม อยูในชวง 1.21-2.12 ดังแสดงใน
ตารางท่ี 4 และไมพบตําแหนง secondary constriction (ภาพท่ี 4.9a และภาพท่ี 4.10) การยอม
แถบแบบซีแสดงใหเห็นตําแหนง centromeric c-positive ท่ีปรากฏบน constitutive 
heterochromatin ดังภาพท่ี 4.9b และภาพท่ี 4.11 แตในการยอมแบบนอร  พบตําแหนงนอร   
2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนสั้นของโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4 (ภาพท่ี 4.9c และภาพท่ี 4.12) 
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ตารางท่ี 4.3 ผลการวิเคราะหคาเปอรเซ็นตความยาวโครโมโซมสัมพัท ธ (%RL) คาอัตราสวนของ  
               ความยาวแขนโครโมโซมแตละแทง (CR) และขนาดของโครโมโซมของปาดเหนือ 
 

ชื่อ ปาดเหนือ (Polypedates mutus) 

คูท่ี %RL CR size Type 
1 13.38±0.540 1.21±0.061 L m 
2 12.53±0.634 1.85±0.067 L sm 
3 11.36±0.634 1.83±0.067 L sm 
4 10.15±0.581 1.43±0.057 L m 
5 10.15±0.578 1.41±0.060 L m 
6 7.90±0.561 1.32±0.040 S m 
7 7.10±0.579 1.42±0.053 S m 
8 5.41±0.534 1.20±0.035 S m 
9 4.94±0.553 1.90±0.134 S sm 

10 4.82±0.533 1.20±0.059 S m 
11 4.49±0.546 1.30±0.083 S m 
12 3.99±0.603 1.62±0.075 S sm 
13 3.47±0.650 2.12±0.106 S sm 

 

 
ภาพท่ี 4.9 คาริโอไทปของปาดเหนือ (Polypedates mutus) จากการยอมแถบโครโมโซมใน 
              แบบตาง ๆ ท่ีกําลังขยาย 5,000X a) การยอมแบบจี (G-banding) b) การยอมแบบ 
              ซี (C-banding) c) การยอมแบบนอร (NOR-banding) ลูกศรสีดําช้ีตําแหนง  
              secondary constriction หรือตําแหนงนอร 
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ภาพท่ี 4.10 ไอดิโอแกรมของปาดเหนือจากการยอมแถบโครโมโซมแบบจ ี

  
ภาพท่ี 4.11 ไอดิโอแกรมของปาดเหนือและแสดงตําแหนง centromere จากการยอมแถบ 
                โครโมโซมแบบซี 
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ภาพท่ี 4.12 ไอดิโอแกรมของปาดเหนือและการแสดงตําแหนงนอร จากการยอมแถบ 
                โครโมโซมแบบนอร 
 
      เม่ือเปรียบเทียบคาริโอไทปของปาดเพศผูและเพศเมีย จะไมพบความแตกตางของโครโมโซมเพศ
ในปาดท้ัง 3 ชนิด 
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บทที่ 5 
สรุปผลวิจัย อภิปรายผลการวิจัย และขอเสนอแนะ 

 
5.1  สรุปผลการวิจัย 
       การศึกษาเซลลพันธุศาสตรของปาดท้ัง 3 ชนิด คือ ปาดบาน (Polypedates leucomystax) 
ปาดแคระปา (Philautus parvulus) และปาดเหนือ (Polypedates mutus) โดยการเตรียมไมโตติก
โครโมโซมจากเซลลไขกระดูกโดยใชวิธี in vivo colchicine treatment จากนั้นยอมโครโมโซมแบบจี 
(G-banding) ยอมแบบซี (C-banding) และยอมแบบนอร (NOR-banding) พบวามีจํานวน
โครโมโซมดิพลอยดเทากับ 26 และมีคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซมขนาดใหญ 5 คู และโครโมโซม
ขนาดเล็ก 8 คู เหมือนกันท้ัง 3 ชนิด ในการศึกษาครั้งนี้ ปาดแคระปาและปาดเหนือ เปนการรายงาน
ผลการศึกษาเก่ียวกับโครโมโซมและคาริโอไทปครั้งแรก สรุปผลวิจัยดังนี้ 
       การศึกษาตําแหนง secondary constriction ปาดบานพบตําแหนง secondary constriction 
บริเวณแขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และปาดแคระปาพบท่ีบริเวณแขนยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 และคู
ท่ี 7 แตในการศึกษาครั้งนี้ไมพบตําแหนง secondary constriction ในปาดเหนือ เม่ือยอมแถบแบบซี 
เพ่ือแสดงตําแหนงของ centromeric c-positive จะพบท่ีตําแหนงเซนโตรเมียรของ โครโมโซมทุกแทง
ในปาดท้ัง 3 ชนิด สวนการยอมแถบแบบ นอร ในปาดบานพบตําแหนงนอร  1 ตําแหนง คือ บริเวณ
แขนสั้นโครโมโซมคูท่ี 12 ปาดแคระปาพบตําแหนง นอร 2 ตําแหนง คือ บริเวณแขนยาวโครโมโซมคูท่ี 
6 และคูท่ี 7 และปาดเหนือพบตําแหนงนอร 2 ตําแหนงคือ บริเวณแขนสั้นโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4 
การศึกษาครั้งนี้ไมพบความแตกตางของโครโมโซมเพศ (homomorphic of sex chromosome) ใน
ปาดท้ัง 3 ชนิด      
       
 5.2  อภิปรายผลการวิจัย 
        รายงานนี้เปนรายงานของการศึกษาเซลลพันธุศาสตรในปาดวงศ Rhacophoridae จํานวน  
3 ชนิด ไดแก ปาดบาน ปาดแคระปาและปาดเหนือ จากการตรวจสอบเอกสารพบวามีความ
หลากหลายของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก  ในปจจุบันมีมากกวา 6,800 ชนิด (Frost, 2013) ถูกจําแนก
เปน 3 อันดับ (Order) คือ อันดับกบเขียด อันดับซาลาแมนเดอร และอันดับเขียดงู ในปจจุบันมีการ
คนพบสัตวชนิดใหมจากการสํารวจสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและสัตวเลื้อยคลานเพ่ิมมากข้ึน (Ziegler 
et al., 2014; Suarez et al., 2013) และมีการจัดจําแนกอันดับของกบเขีย ด โดยใชลักษณะทาง
สัณฐานวิทยาและสรีระวิทยา สามารถจัดจําแนกไดเปน 27 วงศ (Family) 419 สกุล (Genus) 
มากกวา 5,556 ชนิด (species) และปจจุบันมีการจําแนกเปนวงศปาด 4 วงศ (Family) คือ Hylidae, 
Hyperoliidae, Dendrobatidae, และ Rhacophoridae ในประเทศไทยพบ ปาดเฉพาะ Family 
Rhacophoridae เทานั้น (วีระยุทธ เลาหะจินดา, 2552) 
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         ปจจุบันการศึกษาปาดใน Family Rhacophoridae มีมากกวา 80 ชนิดท่ีพบในทวีปเอเชีย  
(Frost, 2013) และกําลังประสบ ปญหาหลักคือ ไมสามารถทราบไดวาความหลากหลายทางชีวภาพ
ของสัตวกลุมนี้วามีปริมาณมากหรือนอยเพียงใด จากการศึกษาเซลลพันธุศาสตร เก่ียวกับสัตวกลุมนี้ มา
มากกวา 10 ปนั้น สามารถศึกษาสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกไดเพียง 1 ใน 4 สวนเทานั้นและยังไมทราบ
อีกเปนจํานวนมาก  ท่ีผานมา มีการรายงาน ขอมูลเก่ียวกับ โครโมโซมและ คาริโอไทปของปาดเพียง  
16 ชนิดเทานั้น เม่ือเปรียบเทียบกับความหลากหลายของสัตวในกลุมนี้แลวอัตราสวนของ ขอมูลทาง
เซลลพันธุศาสตรของปาดมีไมถึง 1% ซ่ึงเปนปริมาณท่ีนอยมาก และจากขอมูลทางเซลลพันธุศาสตร  
ของปาด พบวาปาดสวนใหญจะ มีจํานวนโครโมโซม ดิพลอยด เทากับ 26 (2n=26) (Kakampuy  
et al, 2013; Dehling, 2011; Biju et al, 2010; ถาวร สุภาพรมและคณะ , 2535; Max,  
1990; Kuramoto and Wang, 1987; Schmid, 1978; Walter, 1972; Kuramoto, 1976) 
         จากการ ตรวจสอบเอกสารเก่ียวกับขอมูลทางเซลลพันธุศาสตรของปาดบาน  (P. 
leucomystax) มีจํานวนโครโมโซมเทากับ 26 และมีตําแหนง secondary constriction บริเวณแขน
ยาวของโครโมโซมคูท่ี 6 การวิจัยในครั้งนี้มีผลสอดคลองกับงานวิจัยของ Schmid (1978) งานวิจัยของ 
Matsui และคณะ (1986) และงานวิจัยของถาวร  สุภาพรมและคณะ (2535) ท่ีมีการศึกษาโครโมโซม
ของปาดบานมากอน ดังแสดงในตารางท่ี  5.1 สวนผลโครโมโซมของ ปาดแคระปา (P. parvulus) และ
ปาดเหนือ (P. mutus) เปนการรายงานผลการศึกษาครั้งแรก ยังไมมีขอมูลพ้ืนฐานใดๆ เก่ียวกับ
โครโมโซมและคาริโอไทปท่ีสามารถ อางอิงได แตอยางไรก็ตาม เม่ือนําผลการศึกษาม เปรียบเทียบกับ
ปาดชนิดตาง ๆ ท้ังในสกุลเดียวกันและตางสกุลกัน ตางก็มีจํานวนของโครโมโซมเทากับ 26เชนเดียวกัน 
           การศึกษาตําแหนง secondary constriction และตําแหนงนอรในปาด มีรายละเอียดดังนี้ 
ปาดบานพบตําแหนง secondary constriction จํานวน 1 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 6  ซ่ึงสอดคลอง
กับงานวิจัยของ Schmid (1978), Matsui และคณะ (1986) และงานวิจัยของถาวร  สุภาพรมและ
คณะ (2535) สวนในปาดแคระปาพบตําแหนง secondary constriction จํานวน 2 ตําแหนง คือ
โครโมโซมคูท่ี 6  และคูท่ี 7 แตไมพบตําแหนง secondary constriction ในปาดเหนือ สวนการศึกษา
ตําแหนงนอร ปาดแคระปาพบตําแหนงนอร จํานวน 2 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 6 และคูท่ี 7 สวนปาด
เหนือพบตําแหนงนอร จํานวน 2 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 1 และคูท่ี 4  แตปาดบานพบตําแหนงนอร  
เพียง 1 ตําแหนง ท่ีโครโมโซมคูท่ี 12 ซ่ึงสอดคลองกับงานวิจัยของ Schmid (1978) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



43 
 

 
 

ตารางท่ี 5.1 ขอมูลจํานวนโครโมโซมของปาดในการศึกษาครั้งนี้ เทียบกับขอมูลจํานวนโครโมโซม    
                ของปาดชนิดตาง ๆ ท่ีมีมากอนหนา 
 

 
ชนิด (species) 

จํานวน
โครโมโซม 

(2n) 

ตําแหนง 
Secondary 
constriction 

 
อางอิง 

Chiromatis petresi  26 - Bogart and Tandy, 1981; 
Morescalchi, 1963 

Chiromatis rufescens  26 - Bogart and Tandy, 1981 
Chiromatis xerampelina  26 12,13 Schmid, 1978; 1980 
Polypaedates leucomystax  26 6 Matsui et al., 1985; ถาวร 

สุภาพรมและคณะ,2535 
Polypaedates megacephalus  26 - Matsui et al., 1985 
Rhacophorus arboreus   26 12 Yamamoto and Masuda, 

1973; Okumoto, 1977 
Rhacophorus boettgeri   26 7 Yamamoto and Masuda, 

1973 
Rhacophorus chenfui  26 11 Anming and Ermi, 1987 
Rhacophorus eiffingeri  26 - Sato, 1934 
Rhacophorus japonicus  26 12 Okumoto, 1977 
Rhacophorus leucomystax  26 - Morescalchi et al., 1970 
Rhacophorus maculatus  26 - Singh et al., 1970; Singh, 

1976 
Rhacophorus moltrechti  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus owstoni  26 - Kuramoto, 1985 
Rhacophorus schlegelii  26 7 Okumoto, 1977 
Rhacophorus taipeianus   26 11 Kuramoto, 1985 
Polypaedates leucomystax 26 6 การศึกษาครั้งนี ้
Polypaedates mutus 26 - การศึกษาครั้งนี ้
Philautus parvulus 26 6,7 การศึกษาครั้งนี ้
 
        การยอมแบบจี (G-banding) ในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกจะใหแถบโครโมโซมท่ีไดไมชัดเจน  
เพาระวาโครโมโซมของสัตวกลุมนี้มีการหดตัวมากเกินไป (highly chromosome condensation) 
สงผลใหเอนไซมทริปซิน (trypsin enzyme) ยอยโปรตีนบนแทงโครโมโซมไดนอย จึงทําใหแถบมืด
และแถบสวางท่ีเกิดบนแทงโครโมโซมไมชัดเจน  (Green and sessions, 1991; King, 1990)   
        จากผลการศึกษาจํานวนโครโมโซมและคาริโอไทปของปาดพบวายังมีความอนุรักษคอนขางสูง 
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ซ่ึงสาเหตุของการอนุรักษของโครโมโซม (chromosome conservative) ในพวกอะนูแรน จาก
การศึกษาพบว าสัตวเหลานี้มีบรรพบุรุษรวมกัน สงผลใหโครโมโซมมีลักษณะจําเพาะ ในพิจารณาการ
จัดเรียงตัวใหมของโครโมโซมระหวางเกิดวิวัฒนาการนั้น จําเปนตองคํานึงถึงจํานวนโครโมโซม  
ดิพลอยดและรูปรางโครโมโซมในคาริโอไทปท่ีปรากฏในปาดชนิดตางๆ ในแตละวงศดวย เชน   
ในคาริโอไทปประกอบดวยโครโมโซมมีรูปรางเปนเทโลเซนตริกเพียงอยางเดียว ใหถือวาเปนกลุมท่ีไมมี
ความผันแปร (symmetric karyotype) และจัดวาเปนคาริโอไทปแบบโบราณ (primitive stage) 
สวนในคาริโอไทปท่ีประกอบดวยโครโมโซมท่ีมีรูปรางหลากหลายรูปแบบท้ังแบบเมตาเซนตริก ซับเม
ตาเซนตริก และอ ะโครเซนตริก (asymmetric karyotype)  จะจัดวาเปนคาริโอไทปแบบสมัยใหม 
(advanced stage) บางกรณีท่ีสัตวมีการกระจายพันธุอยางกวางขวาง เนื่องจากไมมีสิ่งกีด  
ขวางทางภูมิศาสตร หรือหากมีก็มีนอย ทําใหเกิดการเคลื่อนยายของยีน (gene flow) ไดสูง  
และมีความสมํ่าเสมอ ซ่ึงเปนไปตามทฤษฏีพันธุศาสตรของเมนเดล  (Lande, 1979)  
       แมวาผูวิจัยจะใชเทคนิคการยอมแถบโครโมโซมถึง 3 แบบ คือ การยอมแถบแบบจี แบบซี และ
แบบนอร ก็ไมสามารถจําแนกความแตกตางทางรูปพรรณสัณฐานและรูปแบบการยอมติดลักษณะของ
แถบท่ีแตกตางกัน ของโครโมโซมเพศได แสดงวาโครโมโซมเพศของสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกมีรูปราง
ลักษณะท่ีเหมือนกัน (homomorphic characteristics) ซ่ึงจากการตรวจสอบเอกสารพบวา
วิวัฒนาการของโครโมโซมเพศในสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก ยังอยูในข้ันเริ่มตนเทานั้น (early stage of 
sex chromosome differentiation) (King, 1990)   
        
5.3  ขอเสนอแนะ   
       5.3.1 การสํารวจไดยาก เนื่องจากการสํารวจปาดนั้น มีความจําเปนท่ีจะตองคํานึงถึงหลายปจจัย 
เชน ฤดูกาล กา รเดินทาง บริเวณท่ีตองการสํารวจ  ในการศึกษาครั้ งนี้ผูวิจัยไดทําการสํารวจในหลาย
จังหวัด ไดแก อุดรธานี นครพนม ศรีสะเกษ อุบลราชธานี อํานาจเจริญ สุรินทร บุรีรัมย ซ่ึงสามารถ 
เก็บตัวอยางปาดไดเพียง 2 จังหวัด คือ ศรีสะเกษ และอุบลราชธานี 
       5.3.2 การเตรียมโครโมโซมเพ่ือใหไดเซลลในระยะเมตาเฟสคอนขางยาก เนื่องจากศึกษา
โครโมโซมของปาดนั้น มีความจําเป นท่ีจะตองมีเซลลในระยะเมตาเฟส (metaphase) มาก ๆ ตอง
คํานึงถึงหลายปจจัย เชน สัตวตองมีความเครียดนอยท่ีสุด สัตวตองไมมีการอดอาหาร  ระยะเวลาท่ีใช
ในการพักสัตวหลังจากฉีดสารโคชิซีนตองเหมาะสม 
       5.3.3 โครโมโซมมีการหดตัวมากจนเกิดไปทําใหศึกษาไดยาก เนื่องจากสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก
มีการหดตัวของโครโมโซมมากจนเกินไปจนทําใหคาริโอไทปท่ีไดนั้น สวนใหญมีลักษณะสั้นปอม แถบ
โครโมโซมชิดติดกันมาก จ นทําใหดูร ายละเอียดท่ีปรากฏบนแทงโครโมโซมแทบมองไมเห็น ผูวิจัยจึง
ตองมีการนําผลคาริโอไทปหลาย  ๆ อันท่ีไดมาเปรียบเที ยบกัน จึงจะสามารถจําแนก รายละเอียด ท่ี
ปรากฏบนแทงโครโมโซมได 
   
 
 
 



45 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

เอกสารอางอิง 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



46 
 

 
 

เอกสารอางอิง 
 
ถาวร สุภาพรม, วาริณี อรุณมงคลผล และแกว อุดมศิริชาคร.  “การศึกษาโครโมโซมและคาริโอไทป 
               ของอ่ึงปากขวดและปาดบาน”,  ใน การประชุมวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหง 
              ประเทศไทยครั้งท่ี 18,  p. 717-724. กรุงเทพฯ:  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร, 2535.  
วีระยุทธ เลาหะจินดา.  วิทยาสัตวเล้ือยคลานและสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก.  กรุงเทพฯ: สํานักพิมพ              
               มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  10900. 2552. 
Animing T. And Z. Ermi.  “Studies on the karyotype, C-bands and Ag-NORs of  
               Rhacophorus chenfui Liu'',  ActaZool.  33: 105-109,1987  
Aprea G. and et al.  “Karyotogical evolution and systematics of Malagasy microhylid  
                frogs”,  Zoologischer Anzeiger.  246: 23-41, 2007. 
Bogart J.P. and M. Tandy.  “Chromosome lineages in African Ranoid frogs”,  Monit  
               Zool. Ital. Suppl.  15: 55-91, 1981 
Biju S.D. and et al.  “A ground-dwelling rhacophorid frog from the highest mountain  
                peak of the Western Ghats of India”,  Current Science, 98: 1119-1125,  
                2010. 
Chan-Ard T. and et al.  Amphibian and Reptiles of peninsular Malaysia and  
              Thailand.  Germany, Wuerselen: Busmaster Publications, 1999. 
Dehling M.J.  “Taxonomic status of the population of Rhachophorus angulirostris Ahl,  
               1927 (Anura: Rhacophoridae) from Sumatara Barat (West Sumatra) and its  
               description as a new species”,  Salamandra-journal: 133-143, 2011. 
Frost D.R.  Amphibian Species of the World: an online reference in: version 5.6.  
              New York, USA.:  American Museum of Natural History, 2013. 
Frost D.R.  Amphibian Species of the World: an online reference. Version 5.5.   
               New York, USA.:  American Museum of Natural History, 2011. 
Green D.M. and S.K. Sessions.  Amphibian Cytogenetics and Evolution.  
              San Diego-New York: Academic Press, 1991. 
Goodpasture C. and Bloom S.E.  “An improved technique for selective silver staining  
               of nucleolar organizer regions in human chromosomes”,  Human Genetics.   
               34(2): 199–206; January,1976. 
Gvozdik V. and et al.  “Phytogeography of the middle-eastern treefrogs (Hyla,  
              Hylidae, Amphibia) as inferred from nuclear and mitochondrial DNA  
              variation, with a description of a new species”,  Molecular phylogenetic  
              and evolution.  55: 1146-1166, 2010. 
 



47 
 

 
 

เอกสารอางอิง (ตอ) 
 

IUCN.  IUCN red list of threatened species.  Glong, Switzerland.: IUCN, 2011. 
Kakampuy W. and et al.  “Chromosome banding of two Litoria species (Anura,  
                Hylidae) ”,  Songklanakarin J.Sci.technol.  35(4): 383-387, 2013. 
Kellie W. and et al. “Global peclines of amphibians. In Levin S.A. (ed) Encylopedia  
               of biodiversity.  3: 691-699, 2013. 
Kuramoto M. “A comparative study of karyotypes in the tree frogs (family  
               Rhacophoridae) from japan and Taiwan”,  Caryologia; international  
               journal of cytology, cytosystematics and cytogenetics.  333-342, 1976. 
Kuramoto M.  “Karyotypes of two Taiwan Rhacophorid frogs, Rhacophorus taipeianus  
               and R. moltrechti ”,  Bull. Inst. Zool. Acad. Sin.  24: 63-68, 1985.  
King M.  Animal Cytogennatics.  U.K.: Gebruder Borntreger Berlin, 1990. 
Lande R.  “Effective dame size during long-term evolution estimated from rate of  
               chromosomal rearrangement”,  Evolution.  33: 234-251, 1979. 
Matsui M. and et al.  “Bearing of chromosome C-banding patterns of the classification  
               ofrurasian toads of the Bufo bufo Complex”,  Amphib. Rept.  6: 23-33,  
                1985. 
 Morescalchi A. “ II corredo cromosoico e il problema dei cromosomi ses suali in  
              Bufo viridis Laur”,   Rend. Accad. Naz. Sci. Fis. Mat. Napoli. 30: 236-240,  
              1963. 
Morescachi A., E. Olmo and G. Gargiulo.  “Considerazioni sull' evoluzion del DNA  
             nucleare negli anfibi”,   Boll. Zool.  37: 504-505, 1970 
Nabhitahata J. and T. Chan-ard.  Thailand red data: mammals, reptiles and  
              amphibians.  Bangkok: Office of natural resources and environment  
              policy and planning, 2005. 
Okumoto H.  “The karyotypes of four Rhacophorus species distributed in japan”,     
              Sci. Rep. Lab. Amphib. Biol.  2: 199-211, 1977. 
Ohler A. and M. Delorme.  “Well known does not mean well studied: morphological  
             and molecular support for existence to sibling species n Javanese gliding  
              frog Rhacophorus reinwardtii (amphibian, anura)”, C.R. biologies:  86-97,  
              2006. 
Vences M. and J. Kohler.  “Global diversity of amphibians (Amphibia) in freshwater”,  
            Springer science business media B.V. Hydrobiologia. 595: 569-580, 2007. 
 
 



48 
 

 
 

เอกสารอางอิง (ตอ) 
 

Rujirawan A., B.L. Sturt and A. Aowphol.  “A new tree frog in the genus Polypedates    
             (Anura; Rhacophoridae) from southern Thailand”,  Zootaxa3702.  6: 545- 
             565, 2013. 
Sato I.  “On the chromosome of Rana limnocharis and Polypedates buergeri  
              (Rhacophorus eiffingeri)”,   Zool. Mag.  46: 98-104, 1934. 
Schmid M.  “Chromosome banding in Amphibia. II. Constitutive hetero chromatin 
              and nucleolar organizer region in Ranidae, Microhylidae and  
               Rhacophoridae”,  Chromosoma.  77: 83-103, 1978. 
Schmid M.  Chromosome evolution in Amphibia.   Muller. H. (ed). Cytogenetics of  
               Vertebrates. USA. Birkhauser, Basel, Boston, 1980. 
Singh L., I.F. Purdom and K.W. Jones.  “Satellite DNA and evolution of sex  
                chromosome”,  Chromosoma.  59: 43-62, 1976. 
Singh L., T. Sharma and S.P. Ray-Chaudhuri.  “Chromosome numbers and sex  
               chromosomein few indian species of amphibian and reptiles”,  Mamm.  
              Chrom. Newslett.  11: 91-94, 1970. 
Schooch R.R.  “Evolution of life cycles early amphibians”.  Annual Review of  
              Earth and Planetary Sciences37.  1: 135-62, 2009. 
Stuart S. and et al.  Threatened amphibians of the world.  Arlington,verginai, USA.:    
                Lynx Edicions, 2008. 
Suarez P. and et al.  “Chromosome evolution in Dendropsophini (Amphibia, Anura, 
               Hylinae) ”,  Cytogenetic genome research1.  295-308, 2013. 
Shunqing L. and et al.  “Taxonomic status of the spot-legged tree frog in southern  

              Yunnan”,  Inferred from mitochondrial DNA sequences. Asian  

              herpetological research1.  2: 86-89, 2010. 

Seabright M.  “A rapid banding technique for human chromosomes”,  Send to  

              Lancet.   2: 971-2, 1971. 

Sheridan J. A and et al.  “Novel behaviors of Southeast Asian Rhacophorid frogs  

             (anura, Rhacophoridae) with an updated anuran species list for panum 

             velley, sabah, Malaysian borneo ”,  Tropical natural history.  1: 1-8, 2012. 

Savage A. E. and et al.  “First record of Batrachochytrium dendrobatidis infecting  

               four frog families from peninsular Malaysia”,  Eco heath.  8(1): 121(8);  

               March, 2011.  

 

https://www.researchgate.net/journal/0084-6597_Annual_Review_of_Earth_and_Planetary_Sciences
https://www.researchgate.net/journal/0084-6597_Annual_Review_of_Earth_and_Planetary_Sciences
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4107917
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4107917


49 
 

 
 

เอกสารอางอิง (ตอ) 
 
Taylor E.H.  The amphibian fauna of Thailand.  Bankkok Thailand. Univ. Kansas Sci  

               Bull.1962. 

Walter B.V.  Textbook of cytogenetics.  London, U.K. The C.V. MOSBY COMPANY.  

                139-141, 1972. 

Yamamoto K., and H. Masuda.  “Comparative studies on karyotypes in two species  

               of frogs (Rhacapkorus buerger and R. arboreus)”,  La Kromosomo.  94:  

                2932-2936, 1973. 

Ziegler T. and et al.  “New amphibian and records from ha Giang province,  

              northern Vietnam”,  Herpetology note.  7: 185-201, 2014. 

_________.  “ครีบปลากระดูดออนหรือกระดูกแข็ง”, คลาสออสติอิคไทอิส (Class Osteicthyes)     

                http;://www.nana.bio.com.  June, 2018 

_________.  “กระดูกคลุมเหงือก เหงือก เกล็ดแบบ ganoid และหางท่ีสมมาตร”, คลาสออสติอิค- 

               ไทอิส (Class Osteicthyes).  http://www.sysp.ac.th.  June, 2018 

_________.  “กระเพาะลม (swim bladder) และหัวใจหอง ventricle ของปลา”, คลาสออสติอิค- 

               ไทอิส (Class Osteicthyes).  http://www.sysp.ac.th.  June, 2018 

_________.  “ปลา coelacanth”, คลาสออสติอิคไทอิส (Class Osteicthyes).  

                http://www.geol.umd.edu.  June, 2018 

_________.  “ปลาปอดออสเตรเรีย”, คลาสออสติอิคไทอิส (Class Osteicthyes).   

                http://www.fishwallpapers.com.  June, 2018 

_________.  “ลักษณะการมีชองเปดกระโหลกศรีษะบริเวณกระดูกขมับ”, temporal  

               fenestration.  http://www.realmagick.com.  June, 2018 

_________.  “การวิวัฒนาการของปลามาอยูบนบกจนกลายมาเปนสัตวสะเทินน้ําสะเทินบกและ 

                กลายเปนสัตวเลื้อยคลายในท่ีสุด”,  Icthyostega and Acanthostaga.  

                http://th.wikipedia.org/wiki.  June, 2018 

_________.  “ความสัมพันธเชิงวิวัฒนาการของปลาและสัตวสะเทินน้ําสะเทินบก”, Evolution of  

                amphibian .  http://en.wikipedia.org/wiki/icthyostega.  June, 2018 

_________.  “รูปรางของโครโมโซมแบบตาง ๆ”, ลักษณะทางพันธุกรรมของมนุษย.   

                http://sites.gogle.com.  June, 2018 

 
 
 
 



50 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 

ภาคผนวก 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 



51 
 

 
 

รายการวัสดุอุปกรณ สารเคมีและการเตรียมสารเคมีตาง ๆ 
 

วัสดุอุปกรณ 
1. เครื่องแกวขนาดตาง ๆ 

2. Hot plate และ magnetic stirrer 

3. กระบอกฉีดยา (syringe) ขนาดตาง ๆ 

4. ชุดเครื่องมือฝาตัด 

5. โถบดเซลล (tissue grinder) 

6. Pasture pipette ขนาดตาง ๆ 

7. โถสําหรับบดสียอม (staining jar) 

8. เครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) 

9. เครืองกรองสาร และแผนกรองสาร 

10. เครื่องชั่งแบบละเอียด (electronic balance) 

11. ตูเย็น 

12. อางน้ําอุน (water bath) 

13. หมอนึ่งความดันไอ (autoclave) 

14. เครื่อง Vortex mixture 

15. ตูบม (incubator) 

16. ตูปลอดเชื้อ (lamina air flow) 

17. หลอดปนเหวี่ยงปลอดเชื้อ (sterile centrifuge tube) 

18. ขวดแกว Duran Laboratory Bottle  ขนาดตาง ๆ  

19. แผนสไลด 

20. กลองจุลทรรศนท่ีใชแสงและสามารถถายภาพได 

21. จานเพาะเชื้อ (sterilize plate) 

22. ถุงมือปลอดเชื้อ 

23.  หนากากอนามัย (Face mask) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.ls-weight.com/productinfo.php?pro=111&category=2
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สารเคมี 
1. Ether 

2. Potassium chloride (KCl) 

3. Colchicine 

4. Absolute Methanol 

5. Ethanol 

6. Giemsa’s stock solution 

7. Sodium hydrogen carbonate (NAHCO3) 

8. Sodium hydrogen phosphate (NaHPO4) 

9. Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 

10. Hydrochloric acid (HCl) 

11. Sodium hydroxide (NaOH) 

12. Colchicine powder 

13. Glycerol 

14. Barium hydroxide (Ba(HO)3) 

15. Sodium chloride (NaCl) 

16. Tri-sodium citrate (Na3C6H5O7) 

17. Silver nitrate (AgNO3) 

18. Gelatin powder 

19. Sterilize water 

20. Glacial acetic acid 

21. Trypsin enzyme stock solution 

22. Normal saline 

23. Sulfuric acid 

24. Gelatin 
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การเตรียมสารเคมี 
การเตรียมสารละลาย hypotonic solution 0.075 M KCl 

สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 
1. KCl crystal 

2. น้ํากลั่น 

วิธีการเตรียม (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 
ชั่งน้ําหนักผลึก KCl 5.5880 กรัม แลวใสลงในขวดแกวปรับปริมาตร (volumetric flask) จากนั้นเติม
น้ํากลั่นจนครบปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยาจนผลึกละลายหมด เทใสในขวด duran แลวเก็บไวท่ี
อุณหภูมิหอง หมายเหตุ: สารละลายนี้มีอายุในเก็บไดนาน 1-2 สัปดาห 
 

การเตรียมสารละลาย colchicine 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Colchicine powder 

2. น้ํากลั่น 

     วิธีการเตรียม (ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) 
ชั่งน้ําหนัก  Colchicine powder 0.1000 กรัม แลวใสลงในขวดแกวปรับปริมาตร (volumetric 
flask) จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนครบปริมาตร 100 มิลลิลิตร เขยาจนผลึกละลายหมด เทใสในขวด duran 
แลวเก็บไวท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส 
 

การเตรียม Fixative 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Glacial acetic acid 

2. Absolute methanol 

วิธีการเตรียม (ปริมาตร 400 มิลลิลิตร) 
เท glacial acetic acid ปริมาตร 100 มิลลิลิตร และ absolute methanol ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 
ลงในขวดแกว Duran จากนั้นผสมใหเขากัน แลวใสในตูเย็นชองแชแข็ง (freezer) เพ่ือใหเย็นจัดและ
ลดการระเหย  ขอควรวะวังในการเตรียม fixative จะตองมีการเตรียมใหมทุกครั้ง 

 

การเตรียม Sorensen buffer หรือ phosphate solution buffer 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 

2. Sodium hydrogen phosphate (NaHPO4) 

3. น้ํากลั่น 

วิธีการเตรียมสารละลายเขมขน (stock solution) 
1. Stock solution A: ชั่งน้ําหนัก Potassium hydrogen phosphate (KH2PO4) 9.1 

กรัม แลวใสลงในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยาจน

ผลึกละลายหมดแลวเทใสขวด duran เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 



54 
 

 
 

2. Stock solution B: ชั่งน้ําหนัก Sodium hydrogen phosphate (NaHPO4) 9.5 กรัม 

แลวใสลงในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร เขยาจนผลึก

ละลายหมดแลวเทใสขวด duran เก็บไวท่ีอุณหภูมิหอง 

3. วิธีการเตรียม  Sorensen buffer หรือ phosphate solution buffer กอนนําไปใช โดย

ใช stock solution A ปริมาตร 50.8 มิลลิลิตร ผสมกับ stock solution B ปริมาตร 

49.2 มิลลิลิตร จะได  Sorensen buffer หรือ phosphate solution buffer ปริมาตร 

100 มิลลิลิตร กอนนําไปใชงานตามปกติ 
 

การเตรียมสียอมจิมซา (Giemsa’s) 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Stock Giemsa’s solution 

2. Phosphate solution buffer 

           วิธีการเตรียมสีจิมซา 15% (15% Giemsa’s solution) 
ใช stock Giemsa’s solution ปริมาตร 15 มิลลิลิตร จากนั้นเจือจากดวย  Phosphate solution 
buffer ปริมาตร 85 มิลลิลิตร จะไดปริมาตร 100 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันจากนั้นกรองดวยแผนกรอง 
แลวนําไปใชงานไดตามปกติ 
 

การเตรียมสารละลาย 1 N HCl 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Conc. HCl 

2. น้ํากลั่น 

           วิธีการเตรียมสารละลาย 1 N HCl (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) 
ใช conc. HCl ปริมาตร 43.68 มิลลิลิตร ผสมกับน้ํากลั่น 456.32 มิลลิลิตร โดยคอยๆเท  conc. HCl 
ลงไปในน้ํากลั่น (ขอควรระวังหาม เทน้ํากลั่นลงใน  conc. HCl เปนอันขาด เนื่องจากปฏิกิริยาเคมีท่ี
เกิดข้ึนระหวางน้ํากลั่นกับ conc. HCl มีการคายความรอน ซ่ึงอาจกอใหเกิดอันตรายได) 
 

การเตรียมสารละลาย 1 N NaOH 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Sodium hydroxide crystal (NaOH) 

2. น้ํากลั่น 

           วิธีการเตรียมสารละลาย 1 N NaOH (ปริมาตร 500 มิลลิลิตร) 
ชั่งน้ําหนักผลึก  NaOH 20 กรัม ใสลงในขวดปรับปริมาตร จากนั้นเติมน้ํากลั่นจนครบปริมาตร 500 
มิลลิลิตร เขยาใหผลึกละลายจนหมดแลวเทใสในขวดแกว duran แลวเก็บไวในอุณหภูมิหอง 
การเตรียมกระตุนสารละลาย 0.25% trypsin  

สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 
1. Trypsin enzyme stock solution  

2. Normal saline solution 
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วิธีการในการกระตุนสารละลาย 0.25% trypsin (ปริมาตร 50 มิลลิลิตร) 
ใช pasture pipette ดูด Trypsin stock solution ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงในขวดปลอดเชื้อจากนั้น
เติม Normal saline solution ปริมาตร 45 มิลลิลิตร ลงไปแลวนําไปบมท่ีอุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 นาที กอนนําไปใชงาน (ขอควรวะวัง ตองมีการเตรียมใหมทุกครั้ง)  
 

วิธีการเตรียมสารละลาย 2X SSC 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Sodium chloride crystal (NaCl) 

2. Tri-sodium citrate crystal (Na3C6H5O7) 

3. น้ํากลั่น 

วิธีการเตรียมสารละลาย 2X SSC (ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร) 
1. Stock solution A: เตรียมสารละลาย  Sodium chloride 0.3 M ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร โดยชั่งน้ําหนักผลึก  Sodium chloride 17.5500 กรัม ลงในขวดปรับ

ปริมาตรแลว เขยาใหผลึกละลาย 

2. Stock solution B: เตรียมสารละลาย  Tri-sodium citrate 0.03 M ปริมาตร 500 

มิลลิลิตร โดยชั่งน้ําหนักผลึก  Tri-sodium citrate 8.8230 กรัม ลงในขวดปรับ

ปริมาตรแลว เขยาใหผลึกละลาย 

3. นํา Stock solution A และ Stock solution B มาผสมกันแลวปรับ pH ใหเทากับ 

7.2 กอนนําไปใชงานตามปกติ 
 

การเตรียมสารละลาย 50% AgNO3 และสารละลาย 2% gelatin 
สารเคมีท่ีใชในการเตรียม 

1. Silver nitrate crystal 

2. น้ํากลั่น 

3. Gelatin powder 

4. Sulfuric acid 

วิธีการเตรียมสารละลาย  
1. สารละลาย 50% AgNO3  ปริมาตร 1 มิลลิลิตร โดยเริ่มจากชั่งผลึก  Silver nitrate  

0.5000 กรัม แลวเติมน้ํากลั่นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เขยาใหผลึกละลาย 

2. สารละลาย 2% gelatin ปริมาตร 50 มิลลิลิตร โดยเริ่มจากชั่ง  Gelatin powder  

1.000 กรัม ใสลงในขวดปรับปริมาตร แลว  Sulfuric acid จน Gelatin powder  

ละลายหมดจากนั้นเติมน้ํากลั่นจนปริมาตรครบ 50 มิลลิลิตร เขยาใหสารละลายผสมกัน 
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