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ผลของฮอร์โมนคอร์ติซอลต่อการแสดงออกของยีน kiss1 ทีส่มองส่วนไฮโปธาลามัส ในโคเพศผู้ 

Effects of Cortisol Hormone on Hypothalamic kiss1 Gene Expression in Bulls 
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บทคดัย่อ 

ยีน kiss1 ในสมองส่วนไฮโปธาลามสัผลิตโปรตีนท่ีเรียกวา่ Kisspeptin ซ่ึงมีบทบาทส าคญัในการท างานของ
ระบบสืบพนัธ์ุ การศึกษาน้ีเพื่อศึกษาผลของฮอร์โมนคอร์ติซอลจากภาวะเครียดต่อการแสดงออกของยีน kiss1 ในโค 
(Bos taurus) เก็บตวัอยา่งซีร่ัมและสมองไฮโปธาลามสัจากโคเพศผูท่ี้จ านวน 5 ตวั ท่ีถูกขนส่งมายงัโรงฆ่าสัตว ์ซีร่ัมใช้
เพื่อวิเคราะห์ระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอลก่อนเชือด และสมองไฮโปธาลามสัใชศึ้กษาการแสดงออกของยีน kiss1 ดว้ยวิธี 
In situ hybridization ผลการศึกษาพบว่าระดับฮอร์โมนคอร์ติซอลในโคแต่ละตวัก่อนเขา้เชือดมีความแตกต่าง มีโค
จ านวน 3 ตวัท่ีระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอลสูงข้ึนในระดบัภาวะเครียดและมีโค 2 ตวัท่ีอยู่ในระดบัพ้ืนฐาน เม่ือวิเคราะห์
ความสัมพนัธ์กบัยีน kiss1 mRNA expression cells พบวา่ไม่มีนยัส าคญัทางสถิติ เน่ืองจากการแสดงออกของยีน kiss1 
นั้นมีปัจจยัทั้งภาวะสมดุลพลงังานในร่างกาย และการท างานควบคุมยอ้นกลบัของฮอร์โมนเพศ ดงันั้นในการศึกษา
ลกัษณะน้ีในอนาคตควรควบคุมปัจจยัอ่ืนท่ีอาจส่งผลต่อการแสดงออกของยนี kiss1 ร่วมดว้ย  

 
ABSTRACT 

Hypothalamic kiss1 gene is encoded for Kisspeptin that plays an important role in mammalian reproductive 
system. The aim this study was to examine the effect of cortisol from stress on hypothalamic kiss1 gene expression in 
bull (Bos taurus). In this study, we collected samples from five bulls which were transported to slaughterhouse, 
including serum for measuring cortisol level and hypothalamus brain for evaluating kiss1 gene expression using In Situ 
Hybridization. The result of this study revealed that the levels of cortisol were varied among bulls at before slaughtering. 
Three bulls in this study possessed high cortisol levels similar to those of bulls under stress condition. While two other 
bulls showed a baseline level of cortisol. Surprisingly, the correlation between cortisol and kiss1 mRNA-positive cells 
was not observed in this study. Future study should control factors that can regulate kiss1 gene function such as body 
energy balance and sex steroid hormone feedback regulation as the effects of expression of the kiss1 gene in this 
experiment might be interfered by these factors 
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บทน า 
การเล้ียงโคเป็นอาชีพท่ีส าคญัส าหรับเกษตรกรไทย ซ่ึงการท่ีโคจะมีผลผลิตท่ีดีนั้น มาจากความสมบูรณ์พนัธ์ุ

ทั้งในพ่อโคและแม่โคซ่ึงในระบบสืบพนัธ์ุจะถูกควบคุมจากสมองส่วนไฮโปธาลามสัและต่อมใตส้มอง (hypothalamo 
pituitary gonadal axis: HPG axis) ภายในสมองส่วนไฮโปธาลามัสมีเซลล์ประสาทท่ีสังเคราะห์นิวโรเพปไทด์ 
(neuropeptide) ชนิดหน่ึงเรียกวา่ Kisspeptin โดยแปลรหัสจากยีน kiss1 และเรียกเซลลป์ระสาทท่ีผลิตนิวโรเพปไทด์น้ี
ว่าเซลล์ประสาท Kisspeptin เช่นกนั นิวโรเพปไทด์ Kisspeptin น้ีมีตวัรับท่ีช่ือว่า G protein coupled receptor (GPR54) 
หรือ kiss1 receptor (Ohtaki et al., 2001) นิวโรเพปไทด์ Kisspeptin ท่ีถูกหลัง่ออกมาจะไปควบคุมการหลัง่ฮอร์โมนโก
นาโดโทรปิน รีลิสซ่ิง (gonadotropin releasing hormone: GnRH) เพ่ือควบคุมการท างานของระบบสืบพนัธ์ุผ่านทาง 
HPG axis โดยกลุ่มเซลล์ประสาท Kisspeptin จะพบอยู่สองบริเวณหลกัในสมองส่วนไฮโปธาลามสั บริเวณแรก คือ 
Anteroventral periventricular nucleus (AVPV) เป็นกลุ่มนิวเคลียสของเซลลป์ระสาททางดา้นหน้าของสมอง
ส่วนไฮโปธาลามสั และบริเวณท่ีสอง คือ Arcuate nucleus (ARC) เป็นนิวเคลียสส่วนทา้ยของสมองส่วนไฮโปธาลามสั 
(de Tassigny, Colledge, 2010)  

การศึกษาการท างานของเซลลป์ระสาท Kisspeptin ของเพศผูแ้ละเมียในหนูทดลอง พบวา่ในสมองไฮโปธา
ลามสั ท่ีบริเวณ AVPV ในเพศเมียมีเซลล์ประสาท Kisspeptin มากกว่าเพศผู ้ซ่ึงเป็นส่วนท่ีควบคุมการหลัง่ฮอร์โมน 
GnRH และ ฮอร์โมนลูทิไนซิง (luteinizing hormone: LH) ให้หลั่งในลักษณะแบบ surge เป็นผลให้เกิดการตกไข่ 
(ovulation) ในเพศเมีย ซ่ึงในเพศผูจ้ะไม่พบการหลัง่ฮอร์โมนเพศแบบ surge  (Kauffman et al., 2007) เซลล์ประสาท 
Kisspeptin ท่ีบริเวณ ARC จะควบคุมการหลัง่ฮอร์โมน GnRH และ LH ให้หลัง่ในลกัษณะ pulse ท าให้เกิดการพฒันา
ของรังไข่ในเพศเมียและอณัฑะในเพศผู ้และการสร้างฮอร์โมนเพศ (gonadal hormone) (de Tassigny, Colledge, 2010) 

ภาวะเครียดในการเล้ียงโคเป็นอีกปัจจยัท่ีส่งผลต่อผลผลิตและความสมบูรณ์พนัธ์ุ เม่ือมีภาวะเครียดจะไป
กระตุน้ การท างานของสมองส่วนไฮโปธาลามสั ต่อมใตส้มอง และต่อมหมวกไต (hypothalamo pituitary adrenadal 
axis: HPA) เร่ิมตน้จากฮอร์โมนคอร์ติโคโทรปิน รีลิสซิงฮอร์โมน (corticotropin-releasing hormone: CRH) ท่ีสมอง
ส่วนไฮโปธาลามสั ไปกระตุน้การหลัง่แอดรีโนคอร์ติโคทรอพิกฮอร์โมน (adrenocorticotropic: ACTH) ท่ีต่อมใตส้มอง 
ซ่ึงจะไปกระตุน้ต่อมหมวกไตให้สร้างฮอร์โมนคอร์ติซอล (cortisol) (Tsigos, Chrousos, 2002) ฮอร์โมนคอร์ติซอลท่ีถูก
สร้างสูงข้ึนจากภาวะเครียดจะไปมีผลต่อการท างานในหลายระบบของร่างกายรวมถึงระบบสืบพนัธ์ุ (Chrousos, 2009) 
และมีการศึกษาก่อนหนา้พบวา่ความเขม้ขน้ของฮอร์โมนคอร์ติซอล ท่ีสูงข้ึนสัมพนัธ์กบัการลดลงของฮอร์โมน GnRH 
และ LH (Breen et al., 2005; Cates et al., 2004) ท าใหร้ะบบสืบพนัธ์ุท างานผิดปกติ ไม่เกิดการตกไข่ในแกะเพศเมีย เม่ือ
ลองชกัน าให้เกิดภาวะเครียดต่างๆ เช่นการให้สารพิษจ าพวก Lipopolysaccharide (LPS), การจบับงัคบั (Restrain) หรือ
การท าให้เกิดภาวะระดบัน ้ าตาลในเลือดต ่า (hypoglycemia) ภายใตภ้าวะเครียดเหล่าน้ี ท าให้การหลัง่ LH pulse ลดลง 
รวมถึงลดการแสดงออกของยีน kiss1 ท่ีสมองส่วนไฮโปธาลามสัเช่นเดียวกัน (Grachev et al., 2013; Kinsey-Jones et al., 
2009)  

นอกจากภาวะเครียดท่ีกล่าวดงัขา้งตน้ ยงัมีภาวะเครียดจากการเผาผลาญพลงังาน(metabolic stress) มีผลต่อ
ระบบสืบพนัธ์ุ โดยมีการท างานของเซลลป์ระสาท Kisspeptin เป็นตวักลางเช่ือมระหว่างความสมดุลของพลงังานกบั
ระบบสืบพนัธ์ุ (De Bond, Smith, 2014) ในโคนมเพศเมียท่ีมีภาวะสมดุลพลงังานเป็นลบ (negative energy balance: 
NEB) พบว่ามีการหลัง่ฮอร์โมน LH ลดลง และการตอบสนองของรังไข่ต่อการกระตุน้ของฮอร์โมน LH ลดลง ระดบั
ของกลูโคส และ ฮอร์โมนอินซูลิน (insulin) ในพลาสมานั้นก็ลดลงเช่นเดียวกนั (Butler, 2000) นอกจากน้ีภาวะภาวะ
สมดุลพลงังานเป็นลบ ในโคนมหลงัคลอดยงัท าให้ความเขม้ขน้ของกรดไขมนัอิสระท่ีไม่ส าคญั (non-esterified fatty 
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acid: NEFA) สูงข้ึน และความเขม้ขน้ของฮอร์โมนเลปติน (leptin) ต ่าลงเม่ือเทียบกบัช่วงก่อนคลอด (Block et al., 2001) 
ฮอร์โมนเลปตินจากเซลลไ์ขมนั (adipocyte) บ่งบอกถึงการส ารองพลงังานในร่างกาย และมีความส าคญัในการควบคุม
การเขา้สู่วยัเจริญพนัธ์ุอีกดว้ย (Sanchez-Garrido, Tena-Sempere, 2013) ก่อนหนา้น้ีมีการศึกษาในแกะพบวา่ แกะในกลุ่ม
ท่ีจ ากดัอาหารมีการแสดงออกของยนี kiss1 ท่ี ARC ลดลง เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม และพบวา่แกะในกลุ่มท่ีจ ากดัอาหาร
ร่วมเม่ือไดรั้บ exogenous leptin มีการแสดงออกของยนี kiss1 มากกกวา่กลุ่มท่ีจ ากดัอาหารเพียงอยา่งเดียว แสดงใหเ้ห็น
ถึงผลภาวะเครียดจากการเผาผลาญพลงังานต่อการท างานของเซลล์ประสาท Kisspeptin (Backholer et al., 2010) ใน
ภาวะสมดุลพลงังานเป็นลบ ในโคสามารถประเมินไดจ้ากระดบัน ้ าตาลกลูโคส กรดไขมนัอิสระท่ีไม่ส าคญั และเบตา้
ไฮดรอกซีบิวทีเรท (β-hydroxylbutyrate) ซ่ึงเป็นคีโตนบอด้ี (ketone body)ในซีร่ัม ในการเกิดภาวะสมดุลพลงังานเป็น
ลบเป็นเวลานานจะท าใหมี้คีโตนบอด้ีสูงข้ึนและเรียกภาวะน้ีวา่ คีโตซิส (Ketosis) (Duffield, 2000) 
 
วตัถุประสงค์การวจิยั 

เพื่อศึกษาระดบัของฮอร์โมนคอร์ติซอลต่อการแสดงออกของยีน kiss1 ท่ีบริเวณ ARC (Arcuate nucleus) ใน
สมองส่วนไฮโปธาลามสัในโคเพศผู ้  
 
วธีิการวจิยั 

การเกบ็ตวัอย่าง 
เก็บตวัอยา่งจากโค เพศผู ้ยงัไม่ไดต้อน อาย ุ1.5-2 ปี และ เก็บตวัอยา่งสมองโค และตวัอยา่งซีร่ัมจากโรงฆ่าสตัว ์โค

จะถูกเคล่ือนยา้ยจากฟาร์มมารอเขา้ฆ่าท่ีโรงฆ่าสัตว ์และถูกฆ่า ณ เวลา 15.00 น. ในกระบวนการเชือดโคถูกท าให้สลบ 
(stunning) แลว้น าเลือดออกทนัที และเก็บตวัอย่างเลือดจากหลอดเลือดด าใหญ่ jugular vein ใส่หลอดเก็บเลือดท่ีไม่มีสาร
ป้องกนัการแข็งตวัของเลือด ท าการเก็บสมองโคหลงัตายภายใน 15 นาที โดยเปิดสมองและเก็บสมองส่วนไฮโปธาลามสัท่ี
ต าแหน่ง ARC อยู่ซ่ึงอยู่หลังจาก Optic chiasma ไปจนส้ินสุด Mammilary body (Salehi et al., 2013) ตัดสมองให้มีขนาด
ประมาณ 1 ลูกบาศกเ์ซนติเมตร ใส่สารรักษาช้ินเน้ือ (Tissue-Tek® O.C.T. Compound) แลว้เก็บรักษาไวเ้หนือไนโตรเจนเหลว 
8 เซนติเมตร เม่ือช้ินเน้ือสมองแขง็ตวัใหเ้ก็บท่ี -80oC จนกระทัง่น ามาวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค In Situ Hybridization  

การวดัระดบั glucose, BHBA, NEFA และฮอร์โมน cortisol  
ตรวจระดับความเข้มข้นของ glucose, BHBA และ NEFA ในซีร่ัม โดยการใช้ชุดทดสอบวิธี  Enzymatic-

spectrophotometric method ส าหรับความเข้มข้นของ glucose ใช้ชุดทดสอบ GOD-POD method. (Erba Diagnostics) และ
ส าหรับตรวจระดับ BHBA และ NEFA นั้ นใช้ชุดทดสอบ D-3-hydroxybutyrate kit and a NEFA Kit (Randox Laboratories 
Ltd, Ardmore, UK) ในการวดัระดับฮอร์โมน cortisol คือวิธี Chemiluminescent microparticle immunoassay (CMIA) โดย
หอ้งปฏิบติัการ BRIA, BANGKOK R.I.A. GROUP  

การวเิคราะห์ kiss1 mRNA expression cells ด้วยเทคนิค In Situ Hybridization 
น าสมองมาตดัแบบ coronal section จากดา้นหน้า (anterior) ไปทางดา้นทา้ย (posterior) จนสุด Mammillary 

body โดยใชเ้คร่ืองตดัช้ินเน้ือแช่แขง็ (Semi-Automatic Cryostat Microtome) และใชส้ไลด์เก็บช้ินเน้ือ (Positive charge 
microscope slide) โดยเน้ือเยือ่สมองมีความหนา 20 µm (Yang et al., 2017)  

เทคนิด In situ hybridization เพื่อศึกษา kiss1 mRNA expression cell ในส่วนขั้นตอน pre hybridization สไลด์
เน้ือเยื่อจะถูกเตรียมใหค้งสภาพ mRNA โดย 4%PFA แลว้ลา้งในสารละลาย PBS ท าการเตรียมเน้ือเยือ่โดยใช ้1 µg/mL 
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Proteinase, สารละลาย 0.2% Glycine และสารละลาย 0.2N HCl ตามล าดบั (Ichimura et al., 2015) หลงัจากนั้นเน้ือเยื่อ
จะถูกท าการ Hybidization กับ Probe ท่ีถูกติดฉลากด้วย DIG-labeled anti-sense RNA probe (sequence position 150-
474, GenBank accession No. AB46631) โดยใช้ความเขม้ขน้ของProbe 1µg/สไลด์ ใช้อุณหภูมิ 64◦C นาน 15 ชั่วโมง
ภายในกล่องรักษาความช้ืน หลงัจากนั้นน าสไลด์มาลา้งดว้ยสารละลาย 5x SSC/50%formamide ก าจดั probe ส่วนเกิน
โดยท าปฏิกิริยากบัเอนไซม์ RNase (1µg/ml) ท่ีอุณหภูมิ 37oC แลว้ลา้งดว้ย 2xSSC, และ 0.2xSSC ตามล าดบั หลงัจาก
นั้น น าสไลดม์า blocked ดว้ยสารละลาย 2% BSA ใน hybridization buffer แลว้ Incubate ดว้ย anti-DIG antibody (1:250, 
Roche Applied Science, Mannheim, Germany) หลังจ ากนั้ น เ ติมsubstrate คือ  NBT/BCIP solution (Roche Applied 
Science) incubate นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นน าสไลดเ์น้ือเยือ่สมองท่ีไดม้านบั Kisspeptin positive cell ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 
ซ่ึงสีท่ีได้คือสีม่วงเขม้ การนับจ านวน kiss1 mRNA expression cell จะติดสีม่วงเขม้ท่ีบริเวณ cytoplasm มีลกัษณะท่ี
ลอ้มรอบ นิวเคลียส (Ichimura et al., 2015) ในการนบัจ านวน kiss1 mRNA expression cell จะนบัจากทุกสไลด ์ 
 
ผลการวจิยั 

จากภาพท่ี 1 คือเน้ือเยื่อสมองท่ีตดัไดเ้ปรียบเทียบต าแหน่งจากการศึกษาของ Okamura (2002) ในภาพท่ี 1 โดย
เรียงล าดบัเน้ือเยื่อสมองบริเวณ ARC ตั้งแต่ส่วน anterior สังเกตไดจ้ากลกัษณะของ 3rd ventricle อยูต่รงกลางและรูปร่างยาว
ตั้งแต่ดา้น dorsal จนถึงดา้น ventral ของสมอง เม่ือท าการตดัเน้ือเยือ่สมองไปทางดา้น posterior รูปร่างของ 3rd ventricle เลก็ลง 
จนกระทัง่ส้ินสุด 3rd ventricle ก็จะส้ินสุดสมองส่วน ARC นอกจากน้ีสามารถสังเกตไดจ้ากการตดัเน้ือเยื่อสมองถึงส่วนของ 
Mammilary body (MM) ก็จะส้ินสุดบริเวณ ARC เช่นเดียวกนั  

จากตารางท่ี 1 ผลการนับ kiss1 mRNA expression cell จากการท า In situ hybridization ในโคเพศผู ้ยงัไม่ได้
ตอน อาย ุ1.5-2 ปี ท่ีสมองส่วน ARC พบวา่มีจ านวน kiss1 mRNA expression cell ท่ีแสดงออกแตกต่างกนัในโคแต่ละ
ตวั โดยพบว่ามีการแสดงออกของยีน kiss1 mRNA expression cell ท่ีพบมากท่ีสุดคือ 248 เซลล์ และมี 1 ตวัอย่างท่ีไม่
พบผลของ kiss1 mRNA expression cell จากการท า In situ hybridization  

ผลความเขม้ขน้ฮอร์โมนคอร์ติซอล ท่ีเก็บตวัอยา่งทนัทีหลงัการเชือด โดยทัว่ไปโคมีความเขม้ขน้ของฮอร์โมน 
คอร์ติซอล ในระดบัพ้ืนฐาน อยูท่ี่ <5 ng/mL ในผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ มีโคสองตวัท่ีมีความเขม้ขน้ของฮอร์โมนนอ้ย
กวา่ระดบัพ้ืนฐาน คือ <2.3 ng/mL ในตวัอยา่งท่ีเหลือนั้นมีความเขม้ขน้ของฮอร์โมนคอร์ติซอล มากกวา่พ้ืนฐาน  

ผลความเขม้ขน้ของกลูโคส โดยปกติความเขม้ขน้กลูโคส ในโคอยูร่ะหวา่ง 33-66 mMol/dL และในการศึกษา
คร้ังน้ีพบวา่ โคทุกตวันั้นอยูใ่นภาวะกลูโคสสูง (hyperglycemia) ในส่วนของความเขม้ขน้ของ BHBA ใชบ่้งบอกภาวะ 
Ketosis ในโคได ้โดยปกติแลว้โคมีความเขม้ขน้ของ BHBA ไม่เกิน 1.4 mMol/dL และจากผลการศึกษาพบวา่ไม่มีโคท่ี
เกิดภาวะ Ketosis อยูใ่นการศึกษา และผลความเขม้ขน้ของ NEFA ท่ีมากกวา่ 0.3 mMol/dL บ่งบอกถึงการสลายไขมนัมา
ใชเ้ป็นพลงังาน หรือมีภาวะสมดุลพลงังานเป็นลบเล็กนอ้ย (mild-negative energy balance) ผลในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่
มีโคท่ีความเขม้ขน้ NEFA มากกวา่ 0.3 mMol/dL คือ C1-C4 
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ภาพที ่1 เปรียบเทียบกบัภาพจ าลองจากOkamura. (2002) ของบริเวณ ARC ในสมองโค (scale bar 200 µm) และ 
ผล kiss1 mRNA expression cell จากการท า In Situ Hybridization (scale bar 50 µm) 

 
ตารางที ่1 แสดงผล ยนี kiss1 mRNA expression cell ท่ีสมองส่วน ARC และ ฮอร์โมนคอร์ติซอล, กลูโคส, BHBA และ  
 NEFA 
 

 
อภิปรายและสรุปผลการวจิยั 

จากการศึกษาระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล ในการตรวจแบบคร้ังเดียว (single point) สามารถพบระดบัฮอร์โมน
ไดก้วา้งตั้งแต่ 0-20 ng/mL (Mormède et al., 2007) และจากผลการวดัระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล แบบ single point นั้น 
สามารถวัดได้ตั้ งแต่ระดับ <2.3-33 ng/mL ในระดับพ้ืนฐาน (baseline) ของฮอร์โมนคอร์ติซอล อยู่ท่ี  < 5ng/mL 
(Mormède et al., 2007) จากผลการศึกษาในคร้ังน้ี มีโคสองตวัท่ีมีระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล อยู่ในช่วงระดบัพ้ืนฐาน
ไดแ้ก่ C2 และC4 (<2.3 ng/mL) ในขณะอีกสามตวันั้น มีระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล ท่ีสูงกวา่พ้ืนฐาน และอยูใ่นระดบัท่ี
กระตุ ้นจากภาวะเครียด (Bristow, Holmes, 2007) จากการศึกษาระดับฮอร์โมนคอร์ติซอล หลังการกระตุ ้นภาวะ

Sample kiss1 mRNA positive  
cells (Cell) 

Cortisol   
(ng/ml) 

Glucose 
mMol/dL 

BHBA 
mMol/dL 

NEFA mMol/dL 

C1 248 33 74.910 0.305 0.924 
C2 4 < 2.3 260.076 0.184 0.339 
C3 149 10 112.571 0.226 0.591 
C4 0 < 2.3 429.265 0.039 0.435 
C5 52 19 201.017 0.209 0.257 
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ความเครียดของ Negrao et al. (2004) พบวา่ระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล สูงข้ึนทนัทีภายใน 30 นาที หลงักระตุน้และสูงข้ึน
ตลอดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง และลดลงเขา้สู่ระดบัพ้ืนฐานก่อนหนา้ 4-5 ชัว่โมง  

ในส่วนระบบสืบพนัธ์ุถูกควบคุมการท างานโดยเซลลป์ระสาท Kisspeptin และท างานโดยการควบคุมของยนี 
kiss1 ซ่ึงบริเวณหลกัท่ีพบในเพศผูคื้อบริเวณ ARC และการท างานของเซลล์ประสาท Kisspeptin บริเวณน้ีคือควบคุม
การหลัง่ฮอร์โมน GnRH pulse จากการศึกษาของ Kinsey-Jones et al. (2009) ไดท้ าการชกัน าให้หนูทดลองเกิดภาวะ
เครียด ผลท่ีไดคื้อหนูท่ีอยู่ใตภ้าวะเครียดมีการแสดงออกของยีน kiss1 ลดลง และ ยงัทดลองโดยให้คอร์ติโคโทรปิน 
รีลิสซิงแฟคเตอร์ (Corticotropin releasing factor: CRF) โดยตรงท่ีสมองส่วนหน้า ผลคือการแสดงออกของยีน kiss1 
ลดลง เช่นเดียวกนั นอกจากน้ียงัมีการทดลองโดยการใหฮ้อร์โมนคอร์ติซอล ในระบบหมุนเวยีนเลือดและผลการทดลอง
พบว่าเม่ือมีระดับฮอร์โมนคอร์ติซอล สูงข้ึน ยีน kiss1 มีการแสดงออกลดลง และยงัมีการทดลองท่ีได้ผลไปในทาง
เดียวกนั คือความเครียดท่ีเกิดข้ึนทนัที (Acute stress) ในหนู พบวา่ไปมีผลลดการแสดงออกยีน kiss1 ไดเ้ช่นกนั (Yang 
et al., 2017) จากการท่ีภาวะเครียดไปมีผลต่อการแสดงออกของยนี kiss1 ดงัการศึกษาขา้งตน้นั้น มีการศึกษาท่ีสนบัสนุน
คือ พบวา่ท่ีสมองส่วน ARC ซ่ึงเป็นบริเวณท่ีมีเซลลป์ระสาท Kisspeptin อยูน่ั้นมีการแสดงออกของยนีคอร์ติโคโทรปิน 
รีลิสซิงแฟคเตอร์ รีเซพเตอร์ (Corticotropin releasing factor receptor: CRF-R) ซ่ึงเป็นตวัรับสัญญาณของภาวะเครียด 
แสดงให้เห็นว่าความเครียดมีผลต่อการแสดงออกของยีน kiss1 ในระดบัของการควบคุมท่ีสมองโดย CRF (Li et al., 
2010)  

จากการศึกษาในคร้ังน้ีไม่พบความสมัพนัธ์ระหวา่ง ระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล ของกลุ่มท่ีสูงกวา่ระดบัพ้ืนฐาน 
ในโค C1, C3 และ C5 (33, 10 และ 19 ng/ml ตามล าดบั) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มโคท่ีมีระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล ระดบั
ต ่ากวา่พ้ืนฐานคือ C2 และ C4 (<2.3 ng/mL) พบวา่การแสดงออกของ kiss1 mRNA expression cell ไม่สมัพนัธ์กบัระดบั
ฮอร์โมนคอร์ติซอล เม่ือเทียบจ านวน kiss1 mRNA expression cell ท่ีมีการศึกษาก่อนหนา้ในโคเพศผูท่ี้ยงัไม่ไดต้อนโดย
ใช้วิธีเดียวกันน้ี พบว่ามีจ านวน 299 เซลล์ (Sajapitak et al., 2016) ซ่ึงจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่า kiss1 mRNA 
expression cell มีจ านวนอยูใ่นช่วง 0-248 เซลล ์ซ่ึงเป็นจ านวนท่ีนอ้ยกวา่การศึกษาของ Sajapitak et al. (2016) ซ่ึงเป็นไป
ไดว้า่ในการแสดงออกของยนี kiss1 นอกจากปัจจยัดา้นความเครียดมีปัจจยัอ่ืนอีก  

ในการศึกษาของ Kinsey-Jone et al. (2009) ท่ีไดช้กัน าให้เกิดภาวะเครียดในหนูทดลอง และพบว่ายีน kiss1 
บริเวณ ARC มีการแสดงออกลดลงหลงัการกระตุน้ภาวะเครียดผ่านไปแลว้ 6 ชัว่โมง เช่นเดียวกบัการศึกษาของ 
Yang et al. (2017) กระตุน้ภาวะความเครียดท่ีเกิดข้ึนทนัที ในหนูทดลองแลว้เก็บตวัอยา่งหลงัจากกระตุน้ความเครียด 3 
กลุ่ม ไดแ้ก่ ท่ี 45, 90 และ 180 นาที พบว่ายีน kiss1 บริเวณ ARC มีการลดการแสดงออกในทั้งสามกลุ่ม หลงักระตุน้
ความเครียด จากการศึกษาทั้งสองท่ีกล่าวมาพบวา่เม่ือเกิดกระบวนการของภาวะเครียดผา่นไปแลว้ 3-6 ชัว่โมง พบวา่ยงั
สามารถลดการแสดงออกของยนี kiss1 ได ้(Karamikheirabad et al., 2013; Kinsey-Jones et al., 2009; Yang et al., 2017) 
ซ่ึงจากการท่ีพบ จ านวน kiss1 mRNA expression cell ท่ีนอ้ย (C2-C5) ในคร้ังน้ีมีความเป็นไปไดว้า่ โคไดผ้่านภาวะการ
กระตุน้ความเครียดมาแลว้จึงท าให้พบการแสดงออกของยีน kiss1 ลดลง และจากการท่ีวดัระดับความเขม้ขน้ของ
ฮอร์โมนคอร์ติซอล ได ้<2.3 ng/mL (C2 และ C4) เป็นความเขม้ขน้ของฮอร์โมนคอร์ติซอล ท่ีลดลงจนถึงระดบัพ้ืนฐาน
หลังกระตุ ้นภาวะเครียดจากการขนส่งและรอเขา้ฆ่า ในกรณีของ C1 ซ่ึงพบว่ามีระดับฮอร์โมนคอร์ติซอล สูงถึง 
33ng/mL เม่ือเทียบกบัการศึกษาของ Negrao et al. (2004) พบวา่ระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล อยูใ่นระดบัสูง หลงักระตุน้
ภาวะเครียด 1-2 ชั่วโมง ซ่ึงอาจท าให้ไม่สามารถพบการลดการแสดงออกของยีน kiss1 ได้ จึงมีผล kiss1 mRNA 
expression cell ท่ีสูง  
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เม่ือประเมินภาวะเครียดจากการเผาผลาญพลงังาน โดยใชร้ะดบั BHBA ในซีรัมของโคพบวา่ ไม่เกิดภาวะคีโต
ซิส โดยโคทุกตวัมีระดบั BHBA น้อยกว่า 1.4 mmol/L (Duffield et al., 2009) และผลการวดัระดบัของ NEFA ในซีรัม
พบว่า โค C1, C2, C3 และ C4 มีภาวะสมดุลพลงังานเป็นลบเล็กน้อยโดยมีระดบั NEFA ในเลือดสูงกว่า 0.3 mmol/l 
(Fenwick et al., 2008) และจากการผลการวดัระดบัน ้ าตาลกลูโคส พบว่ามีความเขม้ขน้สูงข้ึนกว่าค่าปกติในโคทุกตวั 
โดยปกติแลว้จะอยูใ่นช่วง 33-66 mg/dL (Smith, 2008) จากการท่ีความเขม้ขน้ของ NEFA สูงข้ึนในซีรัมบอกไดว้า่โคอยู่
ในภาวะท่ีสลายพลงังานจากไขมนัมาใช้ ซ่ึงโดยปกติแลว้ การเกิดภาวะสมดุลพลงังานเป็นลบจะพบการลดลงของ
กลูโคส และการเพ่ิมข้ึนของ BHBA ในซีร่ัมร่วมดว้ย แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โคทุกตวั มีระดบักลูโคสท่ีสูงกวา่ปกติ 
ในการทดลองน้ีโคท่ีศึกษาไม่มีภาวะภาวะสมดุลพลงังานเป็นลบและการเพ่ิมสูงข้ึนของกลูโคสนั้น ท่ีพบเป็นผลจากการ
เกิดกลูโคนีโอจินิซิส (gluconeogenesis) ของฮอร์โมนคอร์ติซอล ท่ีมาจากความเครียดของโค (Baxter, Forsham, 1972) 
ซ่ึงระดบัของกลูโคสจะมีระดบัสูงข้ึนและสามารถมีความเขม้ขน้ท่ีสูงไดน้านกวา่ระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล (Kainuma et al., 
2009; Maplesden et al., 1960) ดงันั้น ในการศึกษาคร้ังน้ีท่ีพบภาวะกลูโคสท่ีสูงกว่าปกติ ในขณะท่ีมีความเขม้ขน้ของ
ฮอร์โมนคอร์ติซอล ต ่านั้นจึงสามารถพบไดจ้การเกิดกลูโคนีโอจินิซิส ท่ีเกิดข้ึนไดน้าน 

นอกจากปัจจยัทางดา้นภาวะเครียดและความสมดุลของพลงังานดงัท่ีกล่าวมาขา้งตน้ ในโคตวัผูท่ี้ไม่ไดท้ าหมนั 
ผลของฮอร์โมนเทสโทสเทอโรล (testosterone) ท่ีมีอยู่สามารถมีผลต่อการแสดงออกของยีน kiss1 โดยจะเกิดการ
ควบคุมแบบยอ้นกลบั (negative feedback )ไปยบัย ั้งการท างานของเซลล์ประสาท Kisspeptin ลดการหลัง่ฮอร์โมน 
GnRH และ LH (de Tassigny, Colledge, 2010; Ohkura et al., 2009)  

จากผลการศึกษาท่ีใชว้ิธี In Situ Hybridization ในการวิเคราะห์การแสดงออกของยีน kiss1 นั้น สามารถบอก
ต าแหน่งการแสดงออก (localization) และบอกปริมาณการแสดงออกได้อย่างคร่าว (Semi-quantitative detection) 
(Farrell, 2009) ดงันั้น การไม่พบ kiss1 mRNA expression cell จากวิธี In Situ Hybridization นั้นไม่ไดห้มายถึงไม่มีการ
แสดงออกของยนี kiss1 หรือมีการแสดงออกท่ีนอ้ยจนไม่สามารถพบโดยวิธี In Situ Hybridization เน่ืองจากมีการศึกษา
การแสดงออกของยีนโดยใชว้ิธี qPCR (Quantitative polymerase chain reaction) เทียบกบัการท า In Situ Hybridization 
มีความไว หรือ sensitivity นอ้ยกวา่วธีิ qPCR (Bates et al., 1997) 

สรุปผลจากการศึกษาคร้ังน้ี ระดบัฮอร์โมนคอร์ติซอล ในโคแต่ละตวัก่อนเขา้ฆ่าพบวา่มีระดบัท่ีสูงอยูใ่นระดบั
ภาวะเครียด และอยูใ่นระดบัพ้ืนฐาน แสดงใหเ้ห็นวา่ก่อนเขา้ฆ่าของโคในคร้ังน้ีกระตุน้การหลัง่ฮอร์โมนคอร์ติซอลได้
แตกต่างกันในโคแต่ละตัว และเม่ือวิเคราะห์ความสัมพันธ์กับ kiss1 mRNA expression cell พบว่าผลคือไม่พบ
ความสัมพนัธ์กนั เน่ืองจากการแสดงออกของยีน kiss1 นั้นมีปัจจยัหลายอยา่งในการควบคุม ทั้งภาวะสมดุลพลงังานใน
ร่างกาย และการท างานลกัษณะควบคุมยอ้นกลบัของฮอร์โมนเพศ ผลของการแสดงออกของยีน kiss1 ในการทดลอง
คร้ังน้ีถูกรบกวนดว้ยปัจจยัเหล่าน้ีได ้ 
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