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 การประมาณคาอิทธพิลของจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซนีในฐานะของ ยนีแคนดิเดท ที่
มีผลตอลกัษณะการใหผลผลิตน้าํนม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตนี ในโคนม
ลูกผสมจาํนวน 87 ตัว ที่มีบนัทึกการใหผลผลิตน้าํนมแลวอยางนอย 1 ลําดับการใหนม จากการตรวจสอบ
ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยนีทัง้สองดวยวิธ ีASPCR และ PCR-RFLP ตามลําดับ พบอลัลีลของ
ยีนเบตาเคซีนทั้งหมด 3 ชนดิ ไดแก A1  A2 และ B มีความถี่อัลลีลเทากบั 0.30 0.61 และ 0.09 ตามลําดับ 
มีความถี่จโีนไทปของ  A1A1   A1A2   A2A2   A2B และ A1B หรือ BB เทากบั 0.06  0.41  0.36  0.11 และ 
0.06 ตามลาํดบั ยนีแคปปาเคซีนพบอลัลีลทั้งหมด 3 ชนดิ ไดแก A B และ E มีความถี่อัลลีลเทากบั 0.72 
0.26 และ 0.02 ตามลําดบั มีความถี่จโีนไทปของ  AA  AB  AE  BB และ EE เทากบั 0.50  0.40  0.03  
0.06 และ 0.01 ตามลาํดับ การประมาณคาอิทธพิลของยีนทัง้สองโดยใชโมเดลของสตัวแตละตวั (animal 
model) ดวยโมเดล 1(a-b) โดยพจิารณายีนทีละตาํแหนง (single-gene) พบวายนีเบตาเคซนีจโีนไทป 
A1A1 และ A1A2 มีผลใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตนีสงูสุด ยนีแคปปาเคซนีจโีนไทป AA มผีลให
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 The objective of this study was to estimate effects of beta and kappa casein as candidate 
genes on milk yield, protein yield and protein percentage of 87 crossbred dairy cattle with production 
records. The investigation on beta and kappa casein genotypes were by allele-specific polymerase 
chain reaction (ASPCR) and polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP), respectively. Alleles of beta casein were A1 A2 and B with allele frequencies of 0.30, 0.61 and 
0.09, respectively. Beta casein genotypes were A1A1  A1A2  A2A2  A2B and A1B or BB with genotype 
frequencies of 0.06, 0.41, 0.36, 0.11 and 0.06, respectively. Alleles of kappa casein were A B and E with 
allele frequencies of 0.72, 0.26 and 0.02, respectively. Kappa casein genotypes were AA AB AE BB and 
BE with genotype frequencies of 0.50, 0.40, 0.03, 0.06 and 0.01, respectively. Effects of beta and kappa 
casein genotypes on milk production records were investigated using animal models. Single gene 
analyses by model1a-b for beta and kappa casein genotype showed that cows with A1A1 and A1A2 beta 
casein genotypes produced highest milk and protein yield. Milk and protein production were highest for 
the kappa casein AA genotype, and protein percentage was highest for the EE genotype. Multigene 
analyses by model2 showed that A1A1-AB, A1A2-AA and A1A1-AA genotypes were associated with 
the highest milk and protein production, and A1A2-AE genotype was associated with the highest protein 
percentage. These observations implied that the interaction between the beta and kappa casein loci 
may be the important factors affecting milk production. A small set of cow data on milk production made 
this study results inconclusive. Further studies should be conducted in an experimental data to identify 
the real effects of particular genotypes.  
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บทที่  1 
 

บทนํา 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

  การปรับปรุงพนัธุโคนม จะตองมีการกําหนดเปาหมายในการปรับปรุงพนัธุ (breeding 
goal) ที่ชัดเจน เพื่อใหสามารถกาํหนดแผนการปรับปรุงพนัธุ (breeding plan) ซึ่งประกอบไปดวย 
ระบบการคัดเลือกพันธุ (selection system) และระบบการผสมพนัธุ (mating system) ที่ถูกตองและ
เหมาะสมกับเปาหมายที่กาํหนดไว เพือ่ใหเกิดความกาวหนาทางพนัธกุรรมในลักษณะที่ตอง การคัดเลือก
และปรบัปรุง ทั้งนีเ้ปาหมายในการคัดเลือกและปรับปรุงสวนใหญจะเปนลักษณะที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ (economic traits) ไดแก ปริมาณน้ํานม และองคประกอบตางๆ ในน้าํนม ลักษณะเหลานี้
นอกจากจะเกีย่วของโดยตรงตอราคาน้าํนมดิบที่เกษตรกรขายไดแลว ยงัเปนตัวทีแ่สดงถึงคุณคาทาง
โภชนาการที่ผูบริโภคจะไดรับจากน้ํานมอกีดวย โดยเฉพาะปริมาณของโปรตีนในน้าํนม ซึ่งเปนตวับงชี้
ถึงคุณภาพของน้าํนม 
  

  ลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจเหลานีเ้ปนลักษณะปริมาณ (quantitative traits) ซึง่
ลักษณะที่ตรวจวัดไมสามารถจําแนกออกเปนกลุมไดชัดเจน ความแปรปรวนของลักษณะเหลานี้ไดรับ
อิทธิพลมาจากพนัธุกรรมซึง่ถูกควบคุมดวยยีนจาํนวนมากคู (polygenes) ยนีแตละคูมีอิทธพิลตอ
ลักษณะนอย และสภาพแวดลอมมีอิทธิพลตอความแปรปรวนของลักษณะมาก แตอยางไรก็ตาม
อิทธิพลเนื่องจากพนัธกุรรม หรือยีนเทานัน้ที่จะสามารถถายทอดจากสตัวรุนหนึ่งไปยงัอีกรุนหนึง่ได จึง
มีการประมาณคาการผสมพันธุ (breeding value) ของลักษณะเพือ่ใชในการคัดเลือกสัตวภายในฝูง 
ตลอดจนการใชดัชนีการคัดเลือก (selection index) มาชวยในการคัดเลือกสัตว แมวาวิธีการคัดเลือก
โดยใชหลักการทาง quantitative genetics นี้จะคอนขางประสบความสําเร็จ แตกย็ังคงมีขอจํากดัอยู
มาก เชน หากเปนลกัษณะที่มีการถายทอดทางพนัธุกรรมต่ํา ลักษณะที่แสดงออกในเพศเทานัน้ หรือ
ลักษณะที่แสดงออกในชวงปลายของชวีิต จะตองใชเวลานานและสิ้นเปลืองคาใชจายในการเลี้ยงดู
มาก และในการจาํแนกการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ซึ่งจะทาํใหมีการเปลี่ยนแปลงของลักษณะ
ปรากฏไปในทศิทางที่ตองการนั้นตองใชระยะเวลานานและมีตนทุนสงู 
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  การคัดเลือกโดยใช marker assisted selection (MAS) ซึ่งเปนการคดัเลือกสัตวจาก
การใชเครื่องหมายพันธุกรรม (genetic marker) สามารถใชในการตรวจสอบลักษณะปรมิาณได
รวดเร็วกวาการดูจากลักษณะปรากฏ (phenotype) ทัง้นี้ข้ึนอยูกับความสามารถในการจําแนกยนี
หลักๆ ที่ควบคุมลักษณะนัน้ๆ ทาํใหสามารถใชในการคัดเลือกในระดับยีนไดโดยใชระยะเวลาสัน้ และ
ลดตนทุนในการเลี้ยงดูสัตว ดังนัน้การนําเอาเทคโนโลยีทางดานพนัธุศาสตรโมเลกุล (molecular 
genetics) มาใชในการกาํหนดเครื่องหมายพันธุกรรม เพื่อศึกษาตําแหนงของยีนที่ควบคุมลักษณะ
เหลานี้ หรือ quantitative trait loci (QTL) จึงเปนอกีแนวทางหนึง่ที่สามารถใชในการคัดเลือกและ
ปรับปรุงพันธุ ทั้งนี้การใช MAS เพื่อใหเกิดความเหมาะสมและความกาวหนาทางพนัธกุรรมใน
ลักษณะที่ตองการศึกษาในประชากรใดๆ จึงจาํเปนตองมีการศึกษา ประการแรกคือ ขนาดของอทิธิพล
ของเครื่องหมายพนัธกุรรมที่ใชตอลักษณะ เครื่องหมายทางพนัธุกรรมที่ดีจะตองมีอิทธพิลโดยตรงตอ
ลักษณะ ประการที่สองคือ ความหลากหลายทางพนัธกุรรม (genetic polymorphism) และความถี่
ของอัลลีลตางๆ ของเครื่องหมายพันธุกรรม ตลอดจนประการที่สามคือสัดสวนและโอกาสที่สัตวจะ
สามารถถายทอดอัลลีลนั้นๆ ในประชากรได (Kinghorn et al., 1999) 
 

  ในปจจุบันไดมีการศึกษากนัอยางกวางขวางเกี่ยวกับ candidate gene ซึง่เปนยนีที่
คาดวาจะมีอิทธิพลสาํคัญตอการควบคุมลักษณะที่ทาํการศึกษา เพื่อใชเปนเครื่องหมายพันธกุรรมใน
การคัดเลือกสตัว โดยทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และอิทธพิลของยีนเหลานั้นตอ
ลักษณะ ในโคนมมกีารศึกษาเกีย่วกับยนีเคซีนชนิดตางๆ โดยเฉพาะยนีเบตาและแคปปาเคซีน ใน
ฐานะของ candidate gene ที่มีอิทธิพลตอการเปลี่ยนแปลงของลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม (milk 
production traits) ไดแก ปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานมกนัอยาง
กวางขวาง เนือ่งจากยีนทัง้สองมีความหลากหลายทางพันธกุรรมในประชากรตางๆ คือ ยีนแตละตัวจะ
มีหลายอัลลีลในประชากร และมีรายงานถึงอิทธิพลของยนีแตละชนดิตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม 
แมวาผลการศึกษาที่ไดจะขัดแยงกัน ตัวอยางเชน การศึกษาของ Bovenhuis et al. (1992) และ Ng-
Kwai-Hang et al. (1990) รายงานวาจีโนไทปของยีนเบตาเคซีนมีอิทธพิลตอปริมาณน้ํานม และ
ปริมาณโปรตีน ในขณะที่รายงานของ Van Eenennaam and Medrano (1991) ไมพบความสัมพันธ
ดังกลาว การศึกษาของ Aleandri et al. (1990) รายงานวายนีแคปปาเคซีนอัลลีล BB มีอิทธิพลตอ
เปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานมสงูสุด สอดคลองกับรายงานของ Bovenhuis et al. (1992) ในขณะที่
รายงานของ Lien et al. (1995) ไมพบความสัมพันธดงักลาว   
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  ทั้งนี้เนื่องจากยีนเคซนีเหลานี้ พบตําแหนงอยูบนโครโมโซมที ่6 ลําดบัที่พบอยูบน 200 
ถึง 300 กิโลเบสของดีเอ็นเอ ดงันัน้จงึเกิดอิทธิพลเนื่องมาจากตําแหนงของยนีที่อยูติดกันและมีการ
ถายทอดไปดวยกนั (linked loci) ทาํใหเกิด genetic linkage ระหวางกนั  มากกวาอทิธิพลของอัลลีล 
ของยีนใดยนีหนึง่ (Mercier และ Vilotte, 1993) จึงทําใหการประมาณคาอิทธพิลของยีนแตละชนิดตอ
ลักษณะมีความผันแปรในแตละประชากร ดังนัน้การศึกษาอิทธิพลของจีโนไทปของยนีทัง้สองตอ
ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม จงึควรศกึษาในรูปแบบของการทาํงานรวมกนัของยีน (multigene) 
มากกวาการศกึษาเพียงยนีเดียว (single gene) (Bovenhuis et al., 1992 ; Ikonen et al., 2001) เพือ่
เพิ่มความแมนยําในการประมาณคาอทิธพิลของยนีตอลักษณะ 
 

  การศึกษาครั้งนี้ มีเปาหมายในการตรวจสอบความหลากหลายของรูปแบบจีโนไทป
ของยีนเบตาและแคปปาเคซนีทีพ่บในประชากรโคนมลูกผสม ภายใตสภาพแวดลอมของประเทศไทย 
และเชื่อมโยงอิทธิพลของยนีทัง้สองที่มีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณ
โปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานสวนหนึ่งในการศึกษายีนทัง้สองในฐานะ
ของเครื่องหมายทางพนัธุกรรม ที่ใชในการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุโคนมตอไป เพือ่เพิ่มประสทิธภิาพ
และความแมนยําในการคัดเลือก เนื่องจากเปนการคัดเลือกจากพนัธกุรรมโดยตรง วัตถุประสงคของ
การวิจยั ประกอบดวย 
 

 1.  เพื่อหาจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซีนในโคนมลูกผสม 
 

 2.  เพื่อประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะการ 
      ใหผลผลิตน้ํานมในโคนมลูกผสม 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
  

 1.  ทราบรูปแบบของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนในประชากรที่ทําการศึกษา 
 

 2.  ทราบความถี่จีโนไทปและความถี่ของอลัลีลตางๆ ที่พบในประชากรที่ทาํการศึกษา 
 

 3.  ทราบอทิธพิลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน ที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิต  
           น้าํนมของประชากรที่ทาํการศึกษา 

 

 4.  ทราบคาการผสมพนัธุ (breeding value) ของโคนม จากโมเดลทีม่ีการปรับดวยดวย 
      อิทธพิลของ candidate gene 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
แนวคิดและทฤษฎ ี
 
  ลักษณะปรากฏ (phenotype) ที่สัตวแสดงออกสามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ ตาม
การควบคุมของยีนดงันี ้ ลกัษณะคณุภาพ (qualitative trait) หมายถึง ลักษณะที่ถูกควบคุมดวยยนี
จํานวนนอยคู และสิ่งแวดลอมมีอิทธพิลตอความแปรปรวนของลักษณะนอย ซึ่งการแสดงออกของ
ลักษณะสามารถแบงออกเปนกลุมๆ ไดชัดเจน เชน การมีเขาหรือไมมีเขา สีขนตางๆ เปนตน และ
ลักษณะปริมาณ (quantitative trait) หมายถงึ ลกัษณะที่ถกูควบคุมดวยยนีจํานวนมากคู (polygene)
และสิ่งแวดลอมยังมีอิทธพิลตอความแปรปรวนของลักษณะมาก การแสดงออกของลักษณะสามารถ
ชั่ง ตวง วัดได และมีความผันแปรแบบตอเนื่อง (continuous) ไมสามารถจาํแนกออกเปนกลุมๆ ได
อยางชัดเจน นอกจากนีม้ีสมมติฐานของการกระจายขอมูลลักษณะปรากฏในประชากรเปนแบบปกติ 
(normal distribution) เนื่องจากการถกูควบคุมดวยยีนจํานวนมากคูดังกลาว (จันทรจรัส  เร่ียวเดชะ, 
2534; สมเกียรติ  สายธน,ู 2537) 
 

  ลักษณะทีม่ีความสาํคัญทางเศรษฐกิจ (economic trait) ในโคนม เชน ปริมาณน้ํานม 
และองคประกอบตางๆ ในน้าํนม สวนใหญเปนลักษณะปริมาณ ซึง่ความแปรปรวนของลักษณะปรากฏ
ที่วัดไดมีอิทธพิลมาจากพันธุกรรม (genetic) หรือยีนที่ถายทอดมาจากพอแม และอิทธิพลของ
สภาพแวดลอมตางๆ ที่สัตวไดรับ เชน อาหาร การเลีย้งดู สภาพภูมิอากาศ เปนตน เขียนเปนสมการได
ดังนี ้(Falconer and Mackay,1996) 
 

   P = G + E                                   ……….(2.1) 
 

 เมื่อ  P = ลักษณะปรากฏที่ตรวจวัดได 
   G = พันธกุรรมของสัตว 
   E = สภาพแวดลอมที่สัตวไดรับ 
 

  จากสมการ (2.1) อิทธิพลเนื่องจากสิง่แวดลอมนั้นไมสามารถถายทอดได ในขณะที่
อิทธิพลจากพนัธุกรรมเทานัน้ที่สามารถถายทอดจากสตัวรุนหนึ่งไปยงัอีกรุนหนึง่ได โดยลักษณะที่
สําคัญทางเศรษฐกิจสวนใหญไดรับอิทธิพลมาจากปจจยัทางพันธกุรรมตางๆ (Sivarajasingam, et al., 
1998) ไดแก  



 5

1. ยีนหลายตาํแหนง (polygenic) 
2. ยีนแตละตําแหนงมี 2 อัลลีล หรือมากกวา (polymorphism) 
3. ความถี่ของอัลลีลแตกตางกนัในแตละตําแหนง 
4. ตําแหนงตางๆ ของยนีอาจเชือ่ม (linked) หรือไมเชื่อมกัน (unlinked) 
5. แตละอัลลีลเปนสาเหตุในการแสดงออกสุดทายของลักษณะ (additive effects) 
6. บางอัลลีลมีอิทธิพลตอลักษณะมากกวาอลัลีลอ่ืนๆ 
7. มีปฏิกิริยารวมระหวางยีนทีอ่ยูในตําแหนงเดียวกนั (dominance, codominance) 
8. มีปฏิกิริยารวมระหวางยีนทีอ่ยูตางตําแหนงกัน (epitasis) 
9. ความแปรปรวนของโครโมโซม (ploidy และ aberations) 
 

  ดังนั้นในการปรับปรุงพันธุสําหรับลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจตางๆ ทีผ่านมา เพื่อให
ไดโคนมที่มีพันธุกรรมตรงตามวัตถุประสงคที่ตองการ จึงไดนําเอาวิธีการตางๆ มาใชในการทดสอบ
ลักษณะโดยใชขอมูลจากลักษณะปรากฏที่สังเกตได ในการประมาณคาการผสมพันธุ (estimated 
breeding values ; EBV) ของโคนมแตละตัว เพื่อนาํมาใชในการพิจารณาจัดอันดับและคัดเลือกโคนม
ภายในฝงู เนือ่งจากไมสามารถรูคุณคาการผสมพนัธุทีแ่ทจริง (true breeding values ; TBV) ของสัตว
ได ซึ่งการคัดเลือกดวยวธิีนี้ใชเวลานานและสิ้นเปลืองคาใชจายในการเลี้ยงดูโคนมมาก ปจจุบนัจงึไดมี
การนาํเอาความรูและเทคโนโลยีดานพันธุศาสตรโมเลกุล (molecular genetics) เขามาชวยในการ
คัดเลือกสัตว โดยเฉพาะในลักษณะทีม่ีความสาํคัญทางเศรษฐกิจตางๆ เนื่องจากมปีระสิทธิภาพ ความ
แมนยํา และความนาเชื่อถือสูง ตลอดจนทาํใหลดระยะเวลาและคาใชจายในการเลี้ยงดูโคนมลงไป
ไดมาก 
  
2.1  การใช MAS ในการปรับปรุงลักษณะปริมาณ  
 

   การคัดเลือกโดยใช marker assisted selection (MAS) เปนการคัดเลือกสัตวจาก
การใชเครื่องหมายพันธุกรรม (genetic marker) โดยนําเอาความรูและเทคโนโลยีดานพันธุศาสตร
โมเลกุลมาใชในการศึกษาตาํแหนงที่ควบคุมลักษณะปริมาณ หรือ quantitative trait loci (QTL) และ
คนหาเครื่องหมายพันธุกรรมที่เกีย่วของกบัยีนที่มีอิทธิพลตอลักษณะเหลานี้ ดงันัน้การคัดเลือกโคนม
โดยใช MAS จึงเปนการคัดเลือกจากพนัธุกรรมหรือยนีโดยตรง เพือ่ชวยเพิ่มประสิทธิภาพและความ
แมนยําในการคัดเลือกโคนมที่มีพนัธกุรรมตรงตามความตองการ ตลอดจนชวยลด generation 
interval และเพิ่มความกาวหนาในการปรบัปรุงพนัธุอีกดวย  
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  เครื่องหมายพนัธุกรรมที่ใชเพื่อบงชี้ QTL สามารถแบงออกไดเปน 2 วิธีหลกัๆ ดังนี ้
(วรวิทย  สิริพลวัฒน, 2544; Israel and Weller, 1998; Kinghorn et al.,1999) 
 

  1.  วิธีของ positional genetic หรือ indirectly marked genes เปนการหา QTL โดย
ศึกษา polymorphism ของ marker loci และการถายทอดไปดวยกนักับลักษณะนัน้ๆ ผานทาง
ความสัมพันธทางพนัธุกรรม (genetic linkage) ซึ่ง marker loci ที่ศึกษาเปนลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอ
ที่ไมรูตนกาํเนดิและหนาที ่สวนใหญเปนพวกทีม่ีลําดับเบสเกิดซ้ําๆ กนั (tendem repeat) โดยไมมีเบส
อ่ืนมาคัน่กลาง ไดแก satellite  minisatellite  microsatellite เปนตน 
 

  2.  วิธีของ  candidate gene  หรือ  directly marked genes  โดยทาํการศึกษา 
polymorphism ของยีนซึง่คาดวาจะมีอิทธพิลสําคัญตอลักษณะที่สนใจ  
 

  ในการวิเคราะหอิทธพิลของ candidate gene สามารถพจิารณาไดงายกวาการ
วิเคราะหโดยวธิีของ positional genetic เนื่องจากในการบงชี้ QTL นั้นตองมี linkage disequilibrium 
ระหวาง genetic marker และ QTL (linkage disequilibrium คือสภาวะที่ไมสมดุลของความถี่ของยนี 
หลายตาํแหนง (multiplelocus) ทีม่ ี linkage กัน (Falconer and Mackay, 1996)) ซึ่งการวเิคราะห 
linked QTL ตองอาศัยการวิเคราะหภายในครอบครัว (within families) รวมกับการวเิคราะหขาม
ครอบครัว (across families) และการใชวิธีของ positional genetic ประมาณคาอิทธพิลของ QTL 
มักจะมีอคต ิ (bias) เกิดขึ้นไดงาย หากเลือกตําแหนงของเครื่องหมายพนัธกุรรมไดไมครอบคลุม ทั้งนี้
เนื่องจากลกัษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจตางๆ ในโคนมมักเปนลกัษณะปริมาณทีเ่กีย่วของกับการใหผล
ผลิตน้ํานม ซึ่งมียนีจาํนวนมากทีม่ีอิทธิพลตอการควบคุมลักษณะโดยไมทราบตําแหนงที่แนนอนบน
โครโมโซม สวนการใชวิธีของ candidate gene เปนเครื่องหมายพนัธุกรรมนั้นอาศัยหลักการประเมิน
อิทธิพลของแตละอัลลีลของยนีนัน้ๆ วามีความสมัพนัธตอลักษณะการใหผลผลิตของโคนม อยางไร 
และเนื่องจากโคนมที่ใชในการประเมนิอาจมาจากสภาพแวดลอมที่แตกตางกนั มีพืน้ฐานทางพนัธุกรรม 
(genetic background) แตกตางกนั การใชขอมูลของยีนนัน้ๆ ในฐานะ candidate gene ทีเ่ปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมจาํเปนตองใชวธิีการทางสถิติทีถ่กูตอง เพื่อชวยใหการประเมินอทิธพิลมีความ
แมนยํา สามารถใชในการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุโคนมได 
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2.2 การศึกษา candidate gene ในโคนม 
 

  ปจจุบันไดมีผูทําการศึกษาถึง candidate gene หรือยีนที่คาดวาจะมีอิทธพิลสําคัญ
ตอลักษณะทีส่นใจในโคนมกันอยางกวางขวาง เชน ลกัษณะการใหผลผลิตน้ํานม ความตานทานตอ
โรคเตานมอักเสบ เปนตน ซึ่งลักษณะเหลานี้มกัเปนลกัษณะที่สําคญัทางเศรษฐกิจทีน่ักปรับปรุงพันธุ
ตองการคัดเลอืกและปรับปรุง สําหรับประเทศไทยนัน้เปาหมายในการคัดเลือกและปรับปรุงพนัธุโคนม 
สวนใหญมุงเนนในลักษณะของปริมาณน้าํนม เพื่อใหเพียงพอตอความตองการบริโภคภายในประเทศ 
และปริมาณน้าํนม ยงัจัดเปนลักษณะที่สาํคัญทางเศรษฐกิจที่เกี่ยวของกับผลตอบแทนหลักที่เกษตรกร
จะไดรับจากการขายน้าํนมดบิ นอกจากนี้องคประกอบตางๆ ในน้ํานม โดยเฉพาะปริมาณและ
เปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม จัดเปนองคประกอบหลักที่สําคัญซึง่จะแสดงถึงคณุคาทางโภชนาการที่
ผูบริโภคจะไดรับจากน้าํนม และยังมีความสําคัญตอกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑตางๆ จากน้ํานมอีก
ดวย  
 

  ดังนัน้สําหรับการศึกษาเกี่ยวกับ candidate gene ที่คาดวามีอิทธพิลตอลักษณะการ
ใหผลผลิตน้ํานม (milk production traits) ในโคนม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และ
เปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม ซึ่งสอดคลองกับเปาหมายในการปรับปรุงพันธุโคนมของประเทศไทย พบวา
มีรายงานการศึกษาเกีย่วกับยีนเคซนีชนิดตางๆ ซึง่เปนยนีที่ควบคุมการแปรรหัสของโปรตีนเคซีนใน
น้ํานม ในฐานะของ candidate gene ที่คาดวามีอิทธิพลสาํคัญตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมกนั
อยางกวางขวางในตางประเทศ เชน แคนาดา ฟนแลนด สวิสเซอรแลนด สหรัฐอเมริกา เปนตน 
(Bovenhuis et al., 1992; Braunschweig et al., 2000; Ikonen et al., 1999b; Lin et al.,1986; Lin 
et al.,1992; Ojala et al., 1997; Ron et al., 1994; Sabour et al., 1996) โดยทําการศึกษาในดาน
ความหลากหลายทางพนัธกุรรม (genetic polymorphism) และอิทธิพลของยีนเคซีนชนดิตางๆ 
โดยเฉพาะยนีเบตาและแคปปาเคซีนซึง่มีรายงานถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง และบางอัลลีล
มีอิทธพิลสําคญัตอลักษณะ เชน ยนีเบตาเคซีน อัลลีล A2 ใหปริมาณน้ํานมและปริมาณโปรตีนสูงสุด 
ยีนแคปปาเคซีนอัลลีล B ใหปริมาณโปรตีนสูงสุด นอกจากนี้ยงัพบวายนีแคปปาเคซีนมีอิทธิพลสําคัญ
ตอกระบวนการผลิตเนยแขง็อีกดวย (Choi and Ng-Kwai-Hang., 2003; Ikonen et al., 1996; 
Marziali and Ng-Kwai-Hang., 1986) 
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2.3 โปรตีนในน้าํนมและตําแหนงของยนีที่ควบคุมลกัษณะเคซีนในน้ํานม 
 

      (milk proteins and milk casein loci)                 
 
  น้ํานมโคจัดเปนอาหารทีม่ีคณุคาทางโภชนาการสูง เนื่องจากมีสารอาหารหลายชนิด
เปนองคประกอบ โดยเฉพาะโปรตีนซึ่งเปนสารอาหารหลักที่ผูบริโภคจะไดรับจากน้าํนม และยังเปนตัว
บงชี้ถงึคุณภาพของน้าํนมอกีดวย น้ํานมโคมีโปรตีนเปนสวนประกอบประมาณ 3 – 3.5 เปอรเซ็นต แบง
ออกไดเปน 2 กลุมใหญๆ คอื  
 

  กลุมของเคซีนทั้งหมด (whole casein, CN) ซึ่งเปนโปรตีนหลักที่พบในน้าํนม คดิ
เปนประมาณ 80 เปอรเซ็นตของโปรตีนทัง้หมด ประกอบดวยเคซีนหลัก 4 ชนิด (Braunschweig et al., 
2000) ไดแก แอลฟา-เอส1 (alpha-S1-CN) แอลฟาเอส2 (alpha-S2-CN) เบตา (beta-CN) และแคปปา 
(kappa-CN) ในสวนของเคซีนชนิดแอลฟา-เอส1 แอลฟาเอส2 และ เบตา มโีครงสรางและคุณสมบัติ
คลายคลึงกนั คือ ไมสามารถรวมตัวกับน้าํได (hydrophobic) และจะถูกลอมรอบดวยเคซีนชนิดแคป
ปา ซึง่มีกรดอะมิโนที่ตําแหนง 117-169 เปนสวนที่มปีระจุหรือมีขั้วจึงสามารถรวมตัวกับน้าํไดด ี
(hydrophilic) เนื่องจากความสามารถในการละลายน้าํขึ้นอยูกับการมีขั้วของโมเลกุลนัน่เอง และการที่
มีหมูฟอสเฟตเพียง 1 หรือ 2 ตัว ที่กรดอะมิโนตาํแหนง 127 หรือ 149 เทานัน้ ทาํใหความสามารถใน
การจับตัวหรือความไวตอแคลเซียม (calcium) ต่ํา ดังนัน้โครงสรางเคซีนทัง้หมดที่อยูในรูปของไมเซลล 
(micelles) จึงสามารถแขวนลอยอยูในน้ํานมในสภาพทีม่ีแคลซียมได  
 

  กลุมของโปรตีนในหางนม (whey protein) โปรตีนสวนนี้จะไดหลังจากทําการ
ตกตะกอนโปรตีนเคซีนออกไปแลว คิดสัดสวนเปนประมาณ 20 เปอรเซ็นตของโปรตีนทัง้หมด ไดแก 
แอลฟาแลคตัลบูมิน (alpha-lactalbumin) และ เบตาแลคโตโกลบูลิน (beta-lactoglobulin)  
 

  ทั้งนี้ยนีที่ควบคุมการแปรรหสัของโปรตีนเคซีนทัง้ 4 ชนิด (แอลฟา-เอส1 แอลฟา-เอส2 
เบตา และแคปปา) ไดแก CASAS1  CASAS2  CASB  CASK  ตามลําดับ ตําแหนงของยนีดังกลาว
พบอยูบนโครโมโซมคูที่ 6 ทีต่ําแหนง q31 ถึง 33 มีขนาดประมาณ 200 ถึง 300 kb โดยมีรายละเอียด
และการเรียงตวัของยนีดังนี้  CASAS1 - CASB - CASAS2 - CASK (Threadgill and Womack, 1990) 
 

  ยีนเคซนีชนิดแอลฟา-เอส1 (CASAS1) มีลําดับเบสทั้งหมด 22069 คูเบส 
ประกอบดวย 19 exon และ 18 intron (Koczan et al., 1991) 
 

  ยีนเคซนีชนิดเบตา (CASB) มีลําดับเบสทัง้หมด 10338 คูเบส ประกอบดวย 9 exon 
และ 8 intron (Bonsing et al., 1988) 
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  ยีนเคซนีชนิดแอลฟา-เอส2 (CASAS2) มีลําดับเบสทั้งหมด 21246 คูเบส 
ประกอบดวย 18 exon และ 17 intron (Groenen et al., 1993) 
 

  ยีนเคซนีชนิดแคปปา (CASK) มีลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) 22069 คูเบส 
ประกอบดวย 19 exon และ 18 intron (Prinzenberg et al., 1999) 
 
  จากกฎของเมนเดลซึ่งวาดวยการเขาคูอยางอิสระของยนี (Law of independent 
assortment) มีความหมายคือ อัลลีลของแตละยีนทีม่ีตําแหนงตรงกันของโครโมโซมคู homologous 
กันนั้นยอมเขาสูเซลลสืบพนัธุหรือแกมีท (gamete) เดยีวกนักับอัลลีลของยีนอีกคูหนึง่ไดอยางอิสระ ซึ่ง
ยีนที่มีตําแหนงอยูตางโครโมโซมกนัจะเปนไปตามกฎนี้ แตถายีนที่มีตาํแหนงอยูบนโครโมโซมเดียวกัน
หรือที่เรียกวามี linkage group เดียวกนัแลวนัน้ ยอมมีแนวโนมทีจ่ะถูกถายทอดไปดวยกันในแกมีท
เดียวกนั โดยกลุมของยีนที่มี linkage group เดียวกนันี้อาจมีโอกาสแยกจากกนัไดบาง โดย
กระบวนการครอสซิงโอเวอร (crossing over) ระหวางโครโมโซมคู homologous ซึ่งเกิดขึ้นในขณะที่มี
การแบงแบบไมโอซีส และความยากงายของการเคลื่อนยายชุดของยนีออกจากกนั ยังขึน้กับระยะทาง
ระหวางยีนดวย (อมรา  คมัภิรานนท, 2540) ในป 1973 มีการคนพบหลักฐานของความสัมพนัธของ
ยีนเคซนีชนิด แอลฟา-เอส1-เบตา-แคปปา (Mercier and Vilotte, 1993) โดยดูจากความผนัแปรทาง
พันธกุรรมของยีนเคซนี ซึง่แสดงการถายทอดของยนีจากพอแมไปสูลูกในการทดสอบตามกฎของเมน
เดล การเขาคูของยีนทั้ง 4 ไมเปนไปตามกฎของเมนเดล เนื่องจากการมี genetic linkage ระหวางยีนที่
อยูบนโครโมโซมเดียวกัน ทาํใหเกิดความไมสมดุล (disequilibrium) Bovenhuis et al., 1992; Ojala 
et al., 1997; Braunschweig et al., 2000; Ikonen et al., 2001 รายงานวาความสัมพันธระหวางอัล
ลีลตางๆ ของยีนเคซนีและลกัษณะการใหผลผลิตน้ํานม เปนอิทธิพลเนื่องมาจากตําแหนงของยนีที่อยู
ติดกันและมีการถายทอดไปดวยกนั มากกวาอิทธิพลของอัลลีลเอง โดยมีอิทธพิลของยนีเปนแบบ 
codominant ทําใหสามารถใชประโยชนในการศึกษาความถี่ และผลเนื่องจากความแปรปรวนของอัล
ลีลเหลานี้ในประชากรได ดังนัน้การศึกษาความสัมพันธระหวางยนีเคซนีที่เกี่ยวของกับลักษณะการ
ใหผลผลิตน้ํานม จงึควรศกึษาในรูปแบบของการทาํงานรวมกนัของยีนมากกวาอทิธิพลของยนีใดเพียง
ยีนเดียว  
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2.4 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะเคซนีในน้ํานม  
 

      (genetic polymorphism of milk casein loci) 
 
  ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน หรือ genetic polymorphism หมายถงึการที่
ยีนมีรูปแบบทางพันธุกรรมมากกวา 1 รูปแบบ  หรือมีความผนัแปรของอัลลีลหลายแบบในแตละ
ตําแหนง สุมณฑา พรหมบญุ (2539) อธิบายไววา การกําหนดใหมี polymorphism หมายถงึ ตําแหนง
ของยีน (locus) ที่ไมมีความถี่ของอัลลีลชนิดใดชนิดหนึ่งสงูถงึ 98 เปอรเซ็นต (หรืออาจกําหนดไวเพยีง 
95 เปอรเซ็นต) การศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีนเคซีนทัง้ 4 ชนดิ รายงานวามีความ
หลากหลายของรูปแบบอัลลีลที่พบ เนือ่งจากเกิดการเปลี่ยนแปลงชนิดของเบสบางตําแหนงบนสายดี
เอ็นเอ ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน ณ ตําแหนงนั้นบนสายโปรตีน ดงัแสดงในตารางที ่
2.1 ทั้งนี้รูปแบบของอัลลีลที่พบในโคนม Bos indicus และ Bos taurus ไมแตกตางกนั 
(Aschaffenburg et al., 1968) 
 

ตารางที ่2.1  แสดงความหลากหลายของอัลลีลของยีนเคซีนแตละชนดิ 
 

ชนิดของเคซีน รูปแบบของอัลลีล 
แอลฟา-เอส1 A  B  C 
แอลฟา-เอส2 A  D 
เบตา A1  A2  A3  B  C  E  F   
แคปปา A  B  C  E  F  G 

 

ที่มา : Braunschweig et al., 2000 ; Dong and Ng-Kwia-Hang., 1998 ; Mahe et al., 1999 ;   
            Prinzenberg et al., 1999 
 

  ยีนแอลฟา-เอส1 พบอัลลีล B เปนอัลลีลพื้นฐาน (common allele) ในประชากร
ตางๆ  มีความถี่ของแตละอัลลีลในโคนมพันธุตางๆ ดงันี้  
 

  พันธุ Holstein  พบอัลลีล B มีความถี่ตัง้แต 0.93-0.99 อัลลีล A มีรายงานเพียง 2 
ประชากรพบความถีเ่ทากับ 0.003 (ไมพบในพนัธุอ่ืน) และอัลลีล C มีความถี่ตัง้แต 0.007-0.070  
 

  พันธุ Jersey  พบอัลลีล B มีความถี่ 0.62 และ 0.68 และอัลลีล  C  พบความถี ่0.32 
และ 0.38  
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  พันธุ  Brown Swiss  พนัธุ  Guernsey  พบอัลลีล B มีความถี่ 0.86 และ 0.88   และ 
อัลลีล  C  มีความถี ่0.14 และ 0.12 ตามลําดับ  
  พันธุ Milking Shorthorn และ พนัธุ Ayshire ซึ่งจัดเปน monomorphic พบความถี่
ของอัลลีล B เทากบั 1 และ 0.997 และพบความถี่ของอัลลีล C เทากบั 0 และ 0.003 ตามลําดับ 
 

  โคนมลูกผสมระหวาง Holstein และ Ayshire  พบอัลลีล B และ C มีความถี่ 0.978 
และ 0.022 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
ตารางที ่2.2  แสดงความถี่ของยีนเคซีนชนดิแอลฟา-เอส1 ที่พบในโคนมพันธุตางๆ 
 

อัลลีล พันธุ จํานวน 

A B    C 
เอกสารอางอิง 

Holstein 2045 
 

916 
 

372 
 

1152 

0.003 
 

0.003 
 

- 
 

- 

0.970 
 

0.990 
 

0.930 
 

0.990 

0.027 
 

0.007 
 

0.070 
 

0.010 

Ng-Kwia-Hang et al.,  (1984) 
 

Ojala et al., (1997) 
 

Lin et al., (1989) 

 

Van Eenennaam และ  
Medrano (1991) 

 

Jersey 116 
 

172 

- 
 

- 

0.620 
 

0.680 

0.380 
 

0.320 

Ojala et al., (1997) 
 

Van Eenennaam และ  
Medrano (1991) 

 

Brown Swiss 50 - 0.860 0.140 Van Eenennaam และ  
Medrano (1991) 

 

Guernsey 40 - 0.880 0.120 Van Eenennaam และ  
Medrano (1991) 

 

Milking Shorthorn 40 - 1.000    - Van Eenennaam และ  
Medrano (1991) 

 

Ayshire 156 - 0.997 0.003 Lin et al., (1989) 
 

Cross-breds 
(Holstein. Ayshire) 

361 - 0.978 0.022 Lin et al., (1989) 
 

 



 12

  ยีนแอลฟา-เอส2 จากรายงานของ Bovenhuis et al., (1992) และ Braunschweig 
et al., (2000) รายงานวามีรูปแบบของอัลลีลเปน monomorphic ของอัลลีล A ในโคนมทุกพันธุ 
ยกเวนอัลลีล D จากรายงานของ Ikonen et al., (1996) ซึ่งพบในความถี่ต่ํามากเทากับ 0.009 ในพนัธุ 
Finnish Ayshire 
 

  สวนยนีเบตาและแคปปาเคซนี มีรายงานวาพบ genetic polymorphism หรือความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของยีนทัง้สองสงู นัน่คือ การที่ยนีเคซีนแตละชนิดมหีลายอัลลีล โดยที่อัลลี
ลของยีนเบตาและแคปปาเคซีนมีความผนัแปรเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงชนิดเบสบางตําแหนงบนสาย
ดีเอ็นเอ ทีท่ําใหชนิดของกรดอะมิโนในสายโปรตีนของยนีเบตาและแคปปาเคซีน แตกตางกันไปในบาง
ตําแหนงดังแสดงในรูปที ่2.1 และ 2.2  ตามลําดับ  
 

  ยีนเบตา โดยเปรียบเทยีบกบัอัลลีล A2 ซึ่งเปนอัลลีลพืน้ฐาน พบวา อัลลีล A1  B  C  
และ F  เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 8101 จากเบส C เปลี่ยนเปน A และนอกจากนัน้ 
อัลลีล B ยังพบการเปลีย่นแปลงของลาํดับเบสที่ตําแหนง 8267 จากเบส C เปน G อัลลีล C 
เปลี่ยนแปลงลาํดับเบสที่ตําแหนง 6690 จากเบส G เปน A และอัลลีล F เปลี่ยนแปลงลําดับเบสที่
ตําแหนง 8356 จากเบส C เปน T สวนอัลลีล A3 พบการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 8219 
เปลี่ยนจาก C เปน A และอัลลีล E พบการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 6680 เปลี่ยนจาก G 
เปน A  
 
      6680       6690                                                                         8101     8219   8267      8356 
         G            G            C          C        C           C  
       A  
                             A              G  
                     A          A                                 
       A                         T  
                         A  
        A      
         exon 6                                    intron 6                                        exon 7 
    (6667-6707)                            (6708-8027)                                (8028-8525) 
 

รูปที่ 2.1  แสดงความแตกตางของชนิดเบสบางตําแหนงบนสายดีเอน็เอทีท่ําใหชนดิของกรดอะมิโน 
               ในสายโปรตีนแตกตางกันไปในบางตําแหนงของยีนเบตาเคซีน   

A2 
A1 
B 
C 
F 
A3 
E 



 13

  ทั้งนี้ความหลากหลายของยนี และความถีข่องอัลลีลตางๆ ที่พบจะแตกตางกันออกไป
ในโคนมแตละพันธุและแตละประชากรดังนี ้รูปแบบของอัลลีลที่พบในปจจุบัน ไดแก  A1  A2  A3  B  C  
E  และ F  มีรายงานความหลากหลายทางพันธกุรรมสูง มีอัลลีล A2  ซึ่งเปนอัลลีลพืน้ฐาน โดยพบวาใน
โคพันธุตางๆ มีความถี่ของแตละอัลลีลในประชากรดังนี ้
 

  พันธุ Holstein พบความถี่ของอัลลีล A1 ตั้งแต 0.43-0.55  อัลลีล A2 พบความถี่ตัง้แต 
0.39-0.55  อัลลีล B พบความถี ่0.02 และ 0.03  อัลลีล A3 มีเพียง 1 รายงานความถี่เทากับ 0.03   
 

  พันธุ Jersey  พบอัลลีล A1 พบความถี่ 0.07 และ 0.17 อัลลีล A2 พบความถี ่ 0.58 
และ 0.50 อัลลีล  B พบความถี ่0.33 และ 0.35  ไมพบอัลลีล A3 และ C  
 

  พันธุ Brown Swiss  พนัธุ Red Danish พันธุ Milking Shorthorn และพันธุ Finnish 
Ayshire พบความถี่ของอัลลีล A1 ตั้งแต 0.18-0.71 อัลลีล A2  มีความถี่ตั้งแต 0.23-0.66 และอัลลีล  B 
พบความถี่ตั้งแต 0.001-0.16 ไมพบอัลลีล A3 และ C 
 

  พันธุ Guernsey  พบความถี่ของอัลลีล A2 และ C เทากับ 0.96 และ 0.04 ตามลําดับ 
และไมพบอัลลีล  A1 A3 และ B 
 

  พันธุ Sahiwal พบความถี่ของอัลลีล A2  A3 และ B เทากบั 0.52  0.22 และ 0.04 
ตามลําดับ ดงัแสดงในตารางที่ 2.3 
 
  ยีนแคปปา เมื่อเปรียบเทยีบกับอัลลีล A ซึ่งเปนอัลลีลพื้นฐาน พบวา อัลลีล B และ C 
เกิดการเปลี่ยนแปลงของลาํดับเบสที่ตําแหนง 5390 จากเบส C เปน T และที่ตําแหนง 5345 เปลี่ยน
จากเบส A เปน C นอกจากนั้น อัลลีล B ยังพบการเปลีย่นแปลงของลําดับเบสที่ตาํแหนง 5406 เปลีย่น
จาก A เปน G และตําแหนงที่ 5413 เปลี่ยนจาก A เปน T  สวนอัลลีล C ที่ตําแหนง 5192 เปลี่ยนจาก 
G เปน A สวนอัลลีล E ที่ตาํแหนง 5365 เปลี่ยนจากเบส A เปน G อัลลีล F  ที่ตําแหนง 4931 เปลี่ยน
จาก G เปน A และอัลลีล G ที่ตําแหนง 5191 เปลี่ยนจากเบส C เปน T   
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 4931              5191   5192                5390            5345             5365             5406              5431 
   G                 C      G                  C                A                A                A                A 
                                            T            C                             G             T 
                          A                T            C 
                                                                                         G 
   A 
                   T                             
                                                  exon 4 
                                                        (4930-5446) 
 

รูปที่ 2.2  แสดงความแตกตางของชนิดเบสบางตําแหนงบนสายดีเอน็เอทีท่ําใหชนดิของกรดอะมิโน 
               ในสายโปรตีนแตกตางกันไปในบางตําแหนงของยีนแคปปาเคซีน   
 
  รูปแบบของอัลลีลที่พบ ไดแก A B C E F และ G มีรายงานการศึกษาความถี่ใน
ประชากรตางๆ พบวามีความถี่ของแตละอัลลีลในประชากรดังนี ้
 

  พันธุ Holstein พบความถีข่องอัลลีล A ตั้งแต 0.82-0.89  อัลลีล B พบความถี่ตั้งแต 
0.11-0.18   

 

  พันธุ Jersey พบความถี่ของอัลลีล A เทากบั 0.14-0.31 และอัลลีล B มีความถี่
เทากับ 0.69-0.86   

 

  พันธุ Brown Swiss  พันธุ Red Danish พันธุ Guernsey และพันธุ Milking 
Shorthorn  พบความถี่ของอัลลีล A เทากับ 0.33  0.81  0.73  และ 0.89 ตามลําดับ และพบความถี่
ของอัลลีล B เทากบั 0.67  0.19  0.27  และ 0.11 ตามลาํดับ 
 

  พันธุ Finnish Ayshire พบความถี่ของอัลลีล A  B  E และ F เทากบั 0.612  0.081 
0.307  และนอยกวา 0.001 ตามลําดับ 
 

  พันธุ Sahiwal และโคนมลูกผสมระหวาง Holstein Friesian  Jersey  และ Hariana 
พบความถี่ของอัลลีล A เทากับ 0.65  และ 0.40 ตามลาํดับ และพบความถี่ของอัลลีล B เทากับ 0.35  
และ 0.60 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที ่2.4 
 

 
 

A 
B 
C 
E 
F 
G 
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ตารางที ่2.3  แสดงความถี่ของยีนเคซีนชนดิเบตาทีพ่บในโคนมพนัธุตางๆ 
 

อัลลีล พันธุ จํานวน 

        A1     A2   A3   B C 
เอกสารอางอิง 

Holstein 
 
 

223 
 

1152 
 

566 

0.55 
 

0.43 
 

0.48 

0.39 
 

0.55 
 

0.52 

0.03 
 

- 
 

- 

0.03 
 

0.02 
 

- 

- 
 

- 
 

- 

Bech and Kristiansen 
(1990) 

Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Sabour et al., (1996) 
 

Jersey 157 
 

172 

0.07 
 

0.17 

0.58 
 

0.50 

- 
 

- 

0.35 
 

0.33 

- 
 

- 

Bech and Kristiansen 
(1990) 

Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Brown Swiss 50 0.18 0.66 - 0.16 - Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Red Danish 169 0.71 0.23 - 0.06 - Bech and Kristiansen 
(1990) 

 

Guernsey 40 - 0.96 - - 0.04 Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Milking 
Shorthorn 

40 0.49 0.49 - 0.02 - Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

Finnish 
Ayshire 

20990 0.509 0.490 - 0.001 - Ikonen et al., (1996) 

Sahiwal 23 - 0.52 0.22 0.26 - Malik et al., (1998) 
 

Cross-breds1 14 - 0.61 - 0.39 - Malik et al., (1998) 
 

1 (Cross-breds : 1/2 Holstein Friesian.1/4Jersey.1/4Hariana) 
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ตารางที ่2.4  แสดงความถี่ของยีนเคซีนชนดิเบตาทีพ่บในโคนมพนัธุตางๆ 
 

อัลลีล พันธุ จํานวน 

      A       B  E F 
เอกสารอางอิง 

Holstein 
 
 

 

223 
 

1152 
 

566 
 

9152 
 

2003 

 

112 

0.85 
 

0.82 
 

0.86 
 

0.82 
 

0.86 
 

0.89 

0.15 
 

0.18 
 

0.14 
 

0.18 
 

0.14 
 

0.11 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 
 

- 

Bech and Kristiansen 
(1990) 

Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

Sabour et al., (1996) 
 

Famula and Medrano 
(1994) 

 

Famula and Medrano 
(1994) 

 

Ron et al., (1994) 
 

Jersey 157 
 

172 

0.31 
 

0.14 

0.69 
 

0.86 

- 
 

- 

- 
 

- 

Bech and Kristiansen 
(1990) 

Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Brown Swiss 50 0.33 0.67 - - Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Red Danish 169 0.81 0.19 - - Bech and Kristiansen 
(1990) 

 

Guernsey 40 0.73 0.27 - - Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

 

Milking 
Shorthorn 

40 0.89 0.11 - - Van Eenennaam and 
Medrano (1991) 

Finnish Ayshire 20990 0.612 0.081 0.307 <0.001 Ikonen et al., (1996) 
 

Sahiwal 23 0.65 0.35 - - Malik et al., (1998) 
 

Cross-breds1 11 0.40 0.60 - - Malik et al., (1998) 
 

1 (Cross-breds : 1/2 Holstein Friesian.1/4Jersey.1/4Hariana) 
2 cows 
3 bulls 
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2.5  โมเดลทางสถิติที่ใชในการทดสอบ 
 

  การศึกษาและเปรียบเทยีบโมเดลที่ใชในการวิเคราะหอิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ 
ของยีน เพื่อใหไดคาประมาณที่ถูกตองแมนยําและนาเชือ่ถือมากที่สุด Kennedy et al. (1991) ได
ศึกษาการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ดวยวิธี ordinary least squares (OLS) โดยใหจี
โนไทปของสัตวเปนปจจัยคงที่ ทาํการเปรียบเทยีบกับวธิี mixed model (MM) โดยใหจีโนไทปของสัตว
เปนปจจัยคงที่เชนเดียวกัน และมีอิทธพิลแบบบวกสะสมเนื่องจากตวัสัตวเปนปจจยัสุม รายงานวาการ
ประมาณคาอทิธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ดวยวิธ ี OLS จะมีคาประมาณสูงกวาคาจริง 
(overestimated) ที่กาํหนดไวอยางมนียัสําคัญทางสถิติ สําหรับคาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
(standard error) ในวิธ ี OLS มีแนวโนมที่สูงกวาวิธ ี MM ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Famula and 
Medrano (1994) ทําการศึกษาโดยเปรียบเทยีบการวเิคราะหอิทธพิลของจีโนไทปแบบตางๆ ดวยวธิี 
least squares กับ mixed model ในการประมาณคาความแตกตางของจีโนไทปของยนีเคซีนในน้าํนม 
คาประมาณทีไ่ดจากวิธี least squares จะมีคาสูงกวาความจริง เนื่องจากคาประมาณที่ไดเปนผล
เนื่องจากจโีนไทปของเคซนี และอิทธิพลเนือ่งจากยีนหลายตําแหนงของสัตว ในการประมาณคาดวยวธิ ี
mixed model จะชวยลดอคติที่เกิดขึ้นไดดวยการปรับคาอิทธพิลเนือ่งจากยีนหลายตําแหนงของสัตว
เปนปจจัยสุมเนื่องจากตัวสตัว และใชเมตริกซความสมัพันธเนื่องจากตัวสัตว (relationship matrix) ใน
โมเดล จงึทาํใหคาประมาณที่ไดถูกตองมากขึ้น (Bobe et al., 1999) 
  

  ในปจจุบันการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปของยีนเคซีนตอลักษณะการใหผล
ผลิตน้ํานมจึงนิยมใชการประมาณคาดวยวิธี mixed model 
 

  Ojala et al., (1997) ไดเสนอโมเดลที่ใชในการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปของ
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนจากตัวสัตวโดยตรงดังนี ้
 
               eZaQgXby +++=  
 

โดยที ่
 

  y  = เวคเตอรของคาสังเกต (observation) 
  X  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ b  
  b  = เวคเตอรของอิทธิพลคงที ่
  Q  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ g  
  g  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากจีโนไทปของยีนเบตาเคซีนและ 
                                     แคปปาเคซีน  
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  Z  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลสุม a  
  a  = เวคเตอรของอิทธิพลสุมเนื่องจากตัวสัตว   
  e  = เวคเตอรของความคลาดเคลื่อน (error) 
 

 โดยมีความแปรปรวนและความแปรปรวนรวมดังนี ้
 

             ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
=⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
2

2

0
0

e

a

I
A

Var
σ

σ
e
a

 

 
โดยที ่
 

 A  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางตวัสตัว 
 I  = identity matrix 
 2

aσ  = ความแปรปรวนเนื่องจากตัวสัตว 
 2

eσ  = ความแปรปรวนเนื่องจากความคลาดเคลื่อน 
 
2.6 อิทธิพลของยีนเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม  
 

     (effects of beta and kappa casein genes on milk production traits) 
 
  การศึกษาอิทธิพลของความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีนเบตา และแคปปาเคซีน 
อัลลีลตางๆ ทีม่ีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นต
โปรตีน ซึง่เปนลักษณะปริมาณจึงถูกควบคุมดวยยนีจาํนวนมากคูและมีความสามารถในการถายทอด
ทางพนัธุกรรมไมสูงนัก ผลทีไ่ดจากการศึกษามีแนวโนมที่คอนขางขัดแยงกนัดังนี ้
 

  ยีนเบตาเคซนี การศึกษาของ Lin et al. (1989) และ Ng-Kwai-Hang et al. (1990) 
และ Bovenhuis et al. (1992) และ Ikonen et al. (1999) รายงานวาอัลลีล A2A2 มีอิทธพิลตอปริมาณ
น้ํานม และปริมาณโปรตีน สูงกวาจีโนไทป A1A1 ขัดแยงกับรายงานของ Van Eenennaam and 
Medrano (1991) ไมพบความสัมพันธดงักลาว 
 

   
  ยีนแคปปาเคซีน  การศึกษาของ Lin et al. (1989) พบวายนีแคปปาเคซีนจโีนไทป 
BB ใหปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน มากกวาจีโนไทป AA ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานของ Van Eenennaam and Medrano (1991)  ขัดแยงกับการศึกษาของ Bovenhuis et al. 
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(1992) พบวาจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมต่ํากวาจีโนไทป AA แตใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงกวา 
สอดคลองกับการศึกษาของ Falaki et al. (1997) รายงานวาจีโนไทป AA ใหปริมาณน้าํนมมากกวา
เมื่อเปรียบเทยีบกับจีโนไทป AB แตจีโนไทป BB ใหปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน  มากกวาเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัจีโนไทป AB และ AA ตามลําดับ  
 

  ทั้งนี้เนื่องจากตําแหนงของยนีเคซีนทั้งสองอยูใกลกันบนโครโมโซมเดียวกัน จึงเกิด
อิทธิพลจากตาํแหนงของยีนที่อยูติดกันหรอื genetic linkage ระหวางกนัมากกวาอิทธพิลของอัลลีล 
ของยีนใดยนีหนึง่ ทําใหการประมาณคาอิทธพิลของยีนแตละชนิดตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมเกิด
ความผนัแปรทั้งขนาดและทิศทางของอทิธิพลในแตละประชากร (Cowan et al., 1992) ดังนัน้
การศึกษาอิทธิพลของยนีทัง้สองตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม จึงควรศึกษาในรูปแบบของการ
ทํางานรวมกันของยีน (multigene) มากกวาการศึกษาเพียงยนีเดียว (single gene) เพื่อเพิ่มความ
แมนยําในการประมาณคาอทิธิพลของยนีตอลักษณะ (Bovenhuis et al., 1992; Ojala et al.,1997; 
Braunschweig et al., 2000) 
 

  การศึกษาอิทธิพลรวมของยนีเบตาและแคปปาเคซีนตอปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน 
และเปอรเซ็นตโปรตีน Ojala et al. (1997) ทําการศึกษาในโคพันธุ Holstein รายงานวายนีเบตาและ
แคปปาเคซนีจโีนไทป A1A2-AB ใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตนีสงูกวาจีโนไทป  A1A2-AA    A1A1-AB 
ตามลําดับ ดังนัน้จึงไมใชเพียงยีนเบตาเคซีนอัลลีล A2 หรือแคปปาเคซีนอัลลีล B เทานัน้ทีม่ีผลตอ
ปริมาณน้าํนมและโปรตีน แตอิทธิพลที่เกดิขึ้นเนื่องจากปฏิกิริยารวมระหวางอัลลีล ของยีนทั้งสอง หรือ 
epistasis effects ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Velmala et al., (1995) Braunschweig et al. 
(2000) และ Ikonen et al. (2001) รายงานวารูปแบบของ haplotype ของแมมีอิทธิพลตอปริมาณ
โปรตีน และเคซีน ของลูกอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ โดยพบวารูปแบบของ haplotype A2B ทําให
ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนมและปริมาณโปรตีนสูง  
 
  



บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1  กลุมตัวอยางประชากรและขอมลูที่ใชในการศึกษา 
  

  การศึกษาครั้งนี้ทาํการสุมแมโคนมลกูผสมระดับเลือดตางๆ ระหวางโคพนัธุยโุรป 
(Bos taurus) ไดแก โฮลสไตนฟรีเชี่ยน (Holstein Friesian) บราวนสวิส (Brown Swiss) และเจอรซี่ 
(Jersey) และโคพนัธุพืน้เมอืง (Bos indicus) ไดแก ซาฮิวาล จากฟารมโคนมแหงหนึง่ในเขตจงัหวัด
ราชบุรี ที่มีการบันทึกขอมูลพันธุประวัติและลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมรายตวั ไดแก ปริมาณน้าํนม 
โปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนของแมโคนมที่ใหน้ํานมสมบูรณ (complete lactation) โดยเจาหนาที่ของ
ฟารมจะทาํการชั่งน้ําหนักน้ํานม และสุมเกบ็ตัวอยางรายตัวไปทดสอบเพื่อทาํการตรวจวัดองคประกอบ
ในน้าํนมภายในหองปฏิบัติการ ศูนยวิจัยการผสมเทียมราชบุรี โดยเครื่อง Milko Scan เดือนละครั้ง
ติดตอกันไปตลอดระยะเวลาการใหน้าํนมของแมโคนม บันทกึแตละครั้งในวนัทดสอบจะเปนผลรวม
ของการชั่งน้าํหนกัน้าํนม และสุมเก็บตัวอยางในตอนเยน็และเชาของวันถัดไป ดังนัน้ในแตละระยะของ
การใหน้ํานมสมบูรณของแมโคแตละตัว จะมีบันทึกผลผลิตน้ํานมในวันทดสอบเฉลี่ยประมาณ 7-10 
บันทึก จากนัน้จงึทาํการเก็บตัวอยางเลอืดแมโคนมเพือ่นาํมาตรวจหาจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปา 
เคซีนในหองปฏิบัติการ คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.2  โครงสรางของขอมูล (data structure)  
 

  ขอมูลที่ใชประกอบดวย 2 แฟมขอมูล ดงันี ้
 

1. แฟมขอมูลพนัธุประวัติ (pedigree file) ประกอบดวย 
 

1.1  หมายเลขประจําตัวโคนม (animal ID) 
 1.2  หมายเลขพอพันธุโคนม 
 1.3  หมายเลขแมพันธุโคนม 
 1.4  วัน เดือน ป ที่เกิดของโคนมแตละตัว 
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 2. แฟมขอมูลผลผลิต (production file) ประกอบดวย 
 

 2.1  หมายเลขประจําตัวโคนม 
 2.2  พันธุ /กลุมพันธุและระดับสายเลือด       
 2.3  วนั เดือน ป ที่คลอดลูก  
 2.4  ลําดับที่ของการใหนม (lactation number)  
 2.5  อายุเมื่อใหลูก (age at calving) 
 2.6  ขอมูลลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม     (ปริมาณน้ํานมปรับที ่305 วนั              
               ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน) 
 2.7  ขอมูลจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 

 
3.3  การจัดการและการเตรียมขอมลู (data editing and manipulation) 
 

  ขอมูลทั้งหมดของโคนมในฟารมถูกบนัทกึดวยโปรแกรม The Dairy CHAMPTM 
Pastoral Program ซึ่งเปนโปรแกรมสําเร็จรูปในการจดัการฟารมโคนม โดยจะสุมเลือกแมโคนมที่มี
ชีวิตอยูภายในฟารม ณ ปจจุบัน และมีการบันทึกขอมลูการใหผลผลิตน้ํานมแลวอยางนอย 1 ลําดับ
การใหนม ไดจํานวนทั้งหมด 87 ตัว ทําการเลือกเฉพาะขอมูลพันธุประวัติ และบันทกึลักษณะการใหผล
ผลิตน้ํานมของแมโคนมที่ไดทําการสุมตัวอยาง จากนัน้จึงทําการแปลงแฟมขอมูลดังกลาวใหเปน
แฟมตัวอักษร ดังนัน้ลักษณะโครงสรางของขอมูลที่ไดรับจากฟารมจึงอยูในรูปของแฟมตัวอกัษรหรือ 
text file ซึ่งมีรายละเอยีดของขอมูลดังนี ้
 

  3.3.1  ขอมูลพันธุประวัติ  ทีน่ํามาวเิคราะหคร้ังนี้จะใชขอมูลพันธุประวัติเฉพาะของ
แมโคนมที่ไดทําการตรวจสอบจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซีน 
 

  3.3.2  ขอมลูผลผลิต  ลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมของแมโคนมที่ทาํการศึกษาใน
คร้ังนี้ประกอบดวย ปริมาณน้ํานมปรับที ่ 305 วัน ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนในน้าํนม ทาํ
การตรวจสอบความถกูตองของขอมูล ซึ่งโดยทั่วไปการกระจายขององคประกอบเปอรเซ็นตโปรตีนใน
น้ํานมอยูในชวง 2.0-4.5 เปอรเซ็นต (ประวีร และคณะ, 2546) ขอมูลที่ไมไดอยูในชวงดังกลาวซึง่อาจ
เกิดความผิดพลาดเนื่องจากการตรวจวัดและการบันทึก ในการศึกษาครั้งนี้จึงไมนํามาใชในการวิเคราะห 
ดังนั้นจํานวนของขอมูลที่นาํมาใชในการวิเคราะหในการศึกษาครั้งนี้โดยจําแนกตามลักษณะที่ศึกษาดัง
แสดงในตารางที่ 3.1 
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ตารางที ่3.1  จํานวนขอมูลจําแนกตามลกัษณะทีท่าํการศึกษา 
 

ลักษณะทีท่าํการศึกษา จํานวนขอมูล 
ปริมาณน้าํนมปรับที่ 305 วนั 175 
ปริมาณโปรตีน 174 
เปอรเซ็นตโปรตีน 180 

  
   เมื่อไดรายละเอียดของขอมูลพันธุประวัต ิ และบันทึกผลผลิตน้ํานมของแมโคนมทีท่ํา
การสุมเลือกแลว จากจงึทาํการเก็บตัวอยางเลือดของแมโคนมดังกลาว เพื่อนํามาตรวจหาจโีนไทปของ
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนในหองปฏิบัติการตอไป เพื่อใหได ขอมูลจีโนไทปของแมโคนม    
 
การตรวจหาจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 
 

  เก็บตัวอยางเลือดจากแมโคนมทัง้หมด 87 ตัว เพื่อใชในการหาจีโนไทปของยนีเบตา
และแคปปาเคซีน โดยเจาะจากเสนเลือดดําที่โคนหางใสหลอดสูญญากาศที่เคลือบดวยสารปองกนัการ
แข็งตัว (EDTA) ดวยวิธีการเก็บที่ปลอดเชือ้จํานวน 10 มิลลิลิตร เก็บไวในตูแชเย็นที่ -20 oC จนกวาจะ
ทําการลางเซลล 
 

  อุนเลือดที่เก็บไวใหละลายดวยอุณหภูมหิอง เทใสหลอดพลาสติกสําหรับปนเหวีย่ง
ขนาด 50 มิลลิลิตร ทาํการลางโดยเติม 10 mM NaCl/EDTA ใหไดปริมาตร 40 มิลลิลิตร (แบงเตมิครั้ง
ละครึ่ง เขยาแรงๆ เพื่อใหเซลลกระจายตวัดี) เมื่อสารละลายเขากันดีแลว ทําใหตกตะกอนดวยการปน
เหวีย่ง (centrifugation) ที่ความเรว็ 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสทิง้ไป 
ทําซ้าํประมาณ 3-6 คร้ัง จนกวาไดสารละลายใสและเซลลคอนขางขาวดี เก็บเซลลไวในตูแชเยน็ที ่4 oC 
หรือ -20 oC เพื่อทาํการสกดัดีเอ็นเอตอไป 
 

  ทําการสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับตัวอยางเลอืด 
(QIAamp® DNA Blood MiniKit) เร่ิมจากการทําลายผนังเซลลและยอยโปรตีนตางๆ ดวย QIAGEN 
Protease และ buffer AL ทําปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิ 56 oC เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้จึงทําการลางเพือ่ให
ไดดีเอ็นเอที่สะอาดขึ้น ในขัน้ตอนนี้ทาํการปนเหวี่ยง (centrifugation) โดยใช spin column จะทาํใหดี
เอ็นเอถกูดูดซับไวที่ silica-gel membrane แตโปรตีนและสิ่งปนเปอนอ่ืนๆ จะถกูชะลางออกไปดวย 
wash buffers AW1/AW2 แลวจึงทําการชะลางดีเอ็นเอออกจาก membrane ดวย buffer AE จากนัน้
จึงเก็บดีเอ็นเอ (genomic DNA) ที่สกัดไดใน buffer AE ไวในตูแชเย็น -20 oC จนกวาจะใชงาน 
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  การวิเคราะหดวยวธิี ASPCR และ PCR/RFLP 
 
  ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีนเบตาและแคปปาเคซีน เปนผลเนื่องมาจาก
การเปลี่ยนแปลงชนิดของเบสบางตําแหนงบนสายดีเอ็นเอ ที่ทาํใหชนิดของกรดอะมิโนในสายโปรตีน
แตกตางกนัไปในบางตําแหนงของแตละอัลลีล การตรวจหาจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซีนโดย
การเพิม่ชิ้นสวนของดีเอ็นเอดวยวิธ ี allele-specific polymerase chain reaction (ASPCR) และ 
polymerase chain reaction / restriction fragment length polymorphism (PCR/RFLP) (ดัดแปลง
จาก Braunschweig, M ; 1998) เปนเทคนิคทีน่ิยมใชในการตรวจหาจีโนไทปของยนีทัง้สองตามลําดับ 
 
  การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวธิี ASPCR 
 

  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวิธี ASPCR เปนเทคนิคที่นยิมใชในการตรวจสอบ
จีโนไทปของยนีเบตาเคซนี ในวิธกีารนี้ลําดบัเบสบนสาย specific primers (oligonucleotides) ที่ใชจะ
มีความจาํเพาะสูง จงึทาํใหเกิดชิ้นสวนของดีเอ็นเอ (PCR-product) ที่มีความจาํเพาะตอตําแหนงเบสที่
ผันแปรของแตละอัลลีล ซึ่งบนลาํดับเบสของสายนิวคลิโอไทดนี้ไดแสดงตําแหนงเบสที่เกิดความผัน
แปรของแตละอัลลีลไวโดยอักษรตัวเอน โดยใชดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ที่สกัดไดจาก
ตัวอยางเลือดของแมโคนมจาํนวน 1 µl และสารประกอบตางๆ ในปฏิกิริยา ประกอบดวย 10XPCR-
buffer 2.5 µl, dNTP’s (1.25 mM) 4µl, forward primer/specific primer (20 mM) อยางละ 0.5 µl, 
0.5 U Taq DNA polymerase 0.5 µl    และสุดทายปรับปริมาตรดวย sterile water ใหได 25 µl   ทัง้นี้
ปริมาตรของดีเอ็นเอตนแบบอาจปรับเปลี่ยนไดตามความเขมขนของดเีอ็นเอที่ใชในปฏิกิริยา กอน
ปฏิกิริยาในชวง PCR (initial denaturation) จะเริ่มที่อุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทํา
ปฏิกิริยา 30 รอบ มีรายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา ดังนี้ denaturation ที่อุณหภูม ิ94 oC เปนเวลา 30 
วินาที primer annealing ที่อุณหภูมิ 62 oC เปนเวลา 30 วินาที และ primer extension ที่อุณหภูมิ 72 
oC เปนเวลา 60 วินาท ี และจบดวยขั้นตอนสุดทาย (final extension) ที่อุณหภูม ิ 72 oC เปนเวลา 7 
นาที หลังจากปฏิกิริยาสิ้นสดุแลวเก็บ PCR product ไวที่อุณหภูมิ 4 oC จนกวาจะใชงานตอไป 
 

ขั้นตอนที ่1 : ทําการแบงกลุมระหวางยีนเบตาเคซีนอัลลีล  A1  B  C  F (กลุม I) และ A2   A3  E (กลุม 
II) โดยเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 296 bp (จากบริเวณ intron VI ถึง exon VII ของยีนเบตา
เคซีน) โดยใช allele-specific primers ที่มลีําดับเบสดังนี ้
 

forward primer : 
BCN 1    5’-TGA AGA AAG TGG GTT AAT GAG AAA TCC T-3’ 
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reverse primers : 
BCN 3 (A1 B C F-specific) 5’-TTT GTG GGA GGC TGT TAT-3’  
BCN 2 (A2 , A3 , E-specific) 5’-TTT GTG GGA GGC TGT TAG-3’ 
 

ขั้นตอนที่ 2 : สําหรับตัวอยางที่ใหผลบวกตอกลุม I  จะทาํการเพิ่มจํานวนชิน้สวนของดีเอ็นเอ ขนาด 
462 และ 551 bp (จากบริเวณ intron VI ถึง exon VII ของยีนเบตาเคซีน) และ 270 bp (จากบริเวณ 
intron IV ถึง exon VI ของยีนเบตาเคซีน) โดยใช BCN B   BCN F  และ BCN C ตามลําดับ 
 

forward primer 1 : 
BCN 1    5’-TGA AGA AAG TGG GTT AAT GAG AAA TCC T-3’ 
reverse primers 1 : 
BCN B (B-specific)  5’-GTG AGA GTC AGG CTC TGC-3’ 
BCN F (F-specific)  5’-GAA ACA TGA CAG TTG GAA-3’ 
 

forward primer 2 : 
BCNI5    5’-ATC AAA TGA GCT GTC CAT ATT AAT CTA TT-3’ 
reverse primers 2 : 
BCN C (C-specific)  5’-CTC TGT TTG CTG CTG TTT-3’ 
 

ขั้นตอนที่ 3 : สําหรับตัวอยางที่ใหผลบวกตอกลุม II ทําการเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอน็เอขนาด 414 bp 
(จากบริเวณ intron VI ถึง exon VII ของยนีเบตาเคซนี) และ 267 bp (จากบริเวณ intron IV ถึง exon 
VI ของยีนเบตาเคซีน) โดยใช allele-specific primers ที่มีลําดับเบสดังนี ้
 

forward primer 1 : 
BCN 1    5’-TGA AGA AAG TGG GTT AAT GAG AAA TCC T-3’ 
reverse primers 1 : 
BCN A3 (A3-specific)  5’-GGG AAG GGC ATT TCT TTT-3’ 
 

forward primer 2 : 
BCNI5    5’-ATC AAA TGA GCT GTC CAT ATT AAT CTA TT-3’ 
reverse primers 2 : 
BCN E (E-specific)  5’-TGT TTG CTG CTG TTC CTT-3’ 
BCN I5 (forward primer) 5’-ATC AAA TGA GCT GTC CAT ATT ATT CTA TT-3’ 
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  เมื่อไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอตามที่ตองการแลว ทาํการแยกขนาดของชิน้สวนดีเอ็นเอที่
ไดเพื่อตรวจหาจีโนไทปของยีนเบตาเคซนี โดยใช PCR product 15 µl ผสมใหเขากันกับ Blue/Orange 
6Xloading dye 3 µl หยอดลงในหลมุบนแผน agarose gel 2 เปอรเซน็ต จากนัน้ทาํการแยกขนาดของดี
เอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟาที ่ 100 โวลต (volt) ประมาณ 1 ชั่วโมง นาํ agarose gel ที่ไดไปดูการ
เคลื่อนทีข่องแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV ทาํการถายรูปและบนัทึกภาพลงบนแผนบนัทึกขอมูล (diskette) 
 

  การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวธิี PCR/RFLP 
 

  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวิธ ีPCR/RFLP เปนเทคนิคทีน่ิยมใชในการหาจีโน
ไทปของยนีแคปปาเคซีน โดยทําการเพิ่มชิ้นสวนของดีเอ็นเอดวย primers KP1 และ KP2 จะไดชิ้นสวน
ขนาด 583 bp ครอบคลุมยีนแคปปาเคซีนบริเวณ exon IV ทั้งหมด ซึ่งเปนบริเวณที่เกิดความผันแปร 
(mutation) ในตําแหนงตางๆ ของอัลลีล  
 

forward primer : 
KP 1   5’-AAG AAA TAA TAC CAT TCT GCA TAA TTT ATT TTT TTA CAG-3’ 
reverse primers : 
KP 2   5’-GGC TGT TAT TCA TTT TGC CTT ATT TAC CTG-3’ 
 

  โดยใชดีเอ็นเอตนแบบจํานวน 1 µl และสารประกอบตางๆ ในปฏกิิริยาประกอบดวย 
10XPCR-buffer 2.5 µl, dNTP’s (1.25 mM) 4 µl, primers KP 1/KP 2 (20 µM) อยางละ 0.5 µl, 0.5 U Taq 
DNA polymerase 0.5 µl และสุดทายปรับปริมาตรดวย sterile water ใหได 25 µl โดยใชอุณหภูมิ 95 oC 
เปนเวลา 5 นาที กอนเริ่มปฏิกิริยาในชวง PCR (initial denaturation) โดยทาํปฏิกิริยา 35 รอบ มี
รายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา ดังนี้ denaturation ที่อุณหภูมิ 95 oC เปนเวลา 30 วินาท ีprimer annealing 
ที่อุณหภูม ิ56 oC เปนเวลา 30 วนิาท ีและ primer extension ที่อุณหภูม ิ72 oC เปนเวลา 60 วนิาท ีและจบ
ดวยขั้นตอนสดุทาย (final extension) ดวยอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 7 นาท ีหลังจากปฏิกิริยาสิน้สุดแลว
เก็บ PCR product ไวที่อุณหภูมิ 4 oC จนกวาจะทาํการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะตอไป 
 

  หลังจากไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอครอบคลุมบริเวณที่ตองการแลว ทําการตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ (restriction enzymes)  ชนิดตางๆ ดังนี้  
  Hindlll  (A  AGCTT)  
  Hinfl  (G  ANTC)  
  Maell  (A  CGT)  
  Haelll  (GG  CC)   
  Hhal  (GCG  C)  
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  โดยมีสารประกอบตางๆ ในปฏิกิริยาการตัดดังแสดงใน ตารางที ่ 3.2 แลวอุนที่
อุณหภูมิ 37 oC ทิ้งไวขามคนื  
 

ตารางที ่3.2  แสดงสารประกอบตางๆ ในปฏิกิริยาการตัดชิ้นสวนดีเอน็เอขนาด 583 bp ของยีน 
                  แคปปาเคซีน ดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ (RFLP) 
 

Reaction mix Hinfl Hindlll Maell Haelll Hhal 
10XBuffer 2.0 2.0 2.0 2.0 2.0 
BSA (promega®) - 0.2 - - 0.2 
Sterile H2O 9.5 9.3 9.5 9.5 9.3 
Enzyme 0.5 0.5 0.5 0.5 0.5 
PCR product 8.0 8.0 8.0 8.0 8.0 
Total Mix (µl) 20 20 20 20 20 
  

  ทําการแยกขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ เพือ่
ตรวจหาจโีนไทปของยนีแคปปาเคซีน โดยผสมใหเขากนักับ Blue/Orange 6Xloading dye 3 µl หยอด
ลงในหลุมบนแผน agarose gel 2 เปอรเซ็นต จากนัน้แยกขนาดของดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟา
ที่ 100 โวลต ประมาณ 1 ชัว่โมง นํา agarose gel ที่ไดไปตรวจดูการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอภายใต
แสง UV ทําการถายรูปและบันทึกลงบนแผนบันทึกขอมูล ยีนแคปปาเคซีนจโีนไทปตางๆ เมื่อถกูตัด
ดวยเอนไซมแตละชนิดจะไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอขนาดตางๆ ดังแสดงในภาคผนวก 
 
3.4  การวิเคราะหขอมลูเบ้ืองตน 
 

  3.4.1  การจาํแนกอิทธพิลของปจจยัคงที่ ประกอบดวย 
 

   3.4.1.1  อิทธิพลของอายทุี่แมโคนมคลอดลูก  จากขอมูลทีท่ําการศึกษา
อายุที่แมโคนมคลอดลูก ตั้งแตอายุ 24 เดือน ถงึ อาย ุ109 เดือน 
 

   3.4.1.2  อิทธิพลของปที่แมโคนมคลอดลูก เร่ิมต่ังแต ป พ.ศ. 2539 
(1996) ถึงป พ.ศ. 2546 (2003)  
 

   3.4.1.3  อิทธพิลของฤดูกาลที่แมโคนมคลอดลูก  แบงออกเปน 3 ฤดูกาล 
ตามกรมอุตุนยิมวทิยา เชนเดียวกับการศึกษาของ ชาตรี  คติวรเวช (2543) ดังนี ้
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   ฤดูกาลที่ 1 เดือนมีนาคม ถึง เดือนพฤษภาคม 
   ฤดูกาลที่ 2 เดือนมิถนุายน ถึง เดือนตุลาตม 
   ฤดูกาลที่ 3 เดือนพฤศจกิายน ถงึ เดือนกมุภาพันธ 
 

   3.4.1.4  อิทธิพลของกลุมพันธุ        ในการศึกษาครั้งนี้ใชโคนมลูกผสม
ระหวางพันธุโฮลสไตนฟรีเชีย่น บราวนสวสิ เจอรซี ่และซาฮิวาล โดยทําการจําแนกกลุมพนัธุตามระดับ
สายเลือดโคพนัธุยโุรป ดัดแปลงจากการศกึษาของ เทยีมพบ กานเหลือง (2541) โดยรวมโคนมที่มี
ระดับสายเลือดโคยุโรปตั้งแต 62.50 เปอรเซ็นตลงมาจัดไวเปนกลุมเดยีวกนั ดงัแสดงในตารางที ่3.3 
 

 ตารางที ่3.3  จําแนกกลุมพนัธุตามระดับเลือดและจํานวนขอมูลที่ใชในการวิเคราะห 
 

กลุมพนัธุ        ระดับเลือดโคยุโรป (เปอรเซ็นต) จํานวนขอมูล 
1 มากกวา 87.5 101 
2 75.00 – นอยกวา 87.5 50 
3 62.50 – นอยกวา 75.00 15 
4 นอยกวา 62.50 27 
รวม  193 

  
 

   3.4.1.5  อิทธิพลของลําดับการใหนม    การศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย
ขอมูลการใหผลผลิตน้ํานมจากลําดับการใหนมที ่1 ถงึ 6 ดังแสดงในตารางที ่3.4 
 

ตารางที ่3.4  แสดงจํานวนขอมูลแยกตามลําดับการใหนม 
 

ลําดับการใหนม จํานวนขอมูล 
1 84 
2 62 
3 35 
4 11 
5 5 
6 3 
รวม 200 
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  3.4.2 การตรวจสอบการกระจายของขอมูล  ลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมที่ใชใน
การวิเคราะหครั้งนี้เปนขอมูลที่เก็บมาจากภาคสนาม (field data) กอนทําการวิเคราะหจึงตองตรวจสอบ
การกระจายของขอมูลดวยชุดคําสั่ง PROC UNIVARIATE NORMAL PLOT ในโปรแกรมสําเร็จรูป 
SAS for WINDOWS version 6.02 (SAS, 1998) พบวาลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณ
น้ํานมปรับที ่ 305 วัน ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกสุมตัวอยางมา
จากประชากรที่มีการกระจายตัวของขอมลูแบบปกติ ทีร่ะดับความเชือ่มั่น 99 เปอรเซ็นต แลวจงึทําการ
วิเคราะหขอมลูดวยโมเดลผสมเชิงเสนตรง โดยใชโมเดลของสัตวแตละตัว (animal model) และทําการ
วิเคราะหหาองคประกอบของความแปรปรวนดวยวิธ ีRestricted Maximum Likelihood (REML) ซึ่งมี
ขอกําหนด (assumption) ใหการกระจายของขอมูลทีน่ํามาใชในการวิเคราะหเปนแบบปกติ (normal 
distribution) แลวจึงวิเคราะหอิทธพิลของยีนที่มีผลตอลักษณะดวยวิธี Best Linear Unbiased 
Prediction (BLUP) (Henderson, 1984)  
 
3.5  การวิเคราะหขอมลูทางพันธุศาสตร 

 
 3.5.1  หาองคประกอบของยีนในประชากร 
 

 

   ความถี่จีโนไทป (genotype frequency) 
 
 

    จํานวนสัตวทีม่ีจีโนไทปทีก่ําหนด 
                            = 
     จํานวนสัตวทัง้หมด 
 
   ความถี่อัลลลี (allele frequency) 
 
 

    จํานวนของอัลลีลของยีนที่กาํหนด 
                             = 

     จํานวนอัลลีลทั้งหมด 
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  3.5.2  การประมาณคาอิทธิพลของยนี 
  

  โมเดลที่ใชในการศึกษา 
 

  โมเดลที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เพื่อเปรียบเทียบถงึความสําคัญในการพิจารณาอทิธพิล
ของยีนเบตาและแคปปาเคซนีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม โดยพิจารณาดังนี ้
 

  โมเดลที ่1  :  ศึกษาอิทธิพลของยนี 1 ตําแหนง (single gene) 
 

  เพื่อศึกษาอิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ของยนีเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะ
ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน โดยพจิารณาอิทธพิลของยนีแตละตําแหนง
แยกกันดงัโมเดล (1a) ศึกษาอิทธพิลของจีโนไทปของยนีเบตาเคซนีซึง่พบ 5 แบบ ดังนี ้  A1A1   A1A2   
A2A2   A2B  และ A1B/BB และโมเดล (1b) เพื่อศึกษาอิทธิพลของจีโนไทปของยนีแคปปา เคซีนซึ่งพบ 5 
แบบดังนี้ AA  AB  AE  BB  และ BE 
 

       eWpZaQgXby ++++=                                                (1a-b)      
 

โดยที ่
 

  y  = เวคเตอรของคาสังเกต 
  X  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ b  
  b  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจาก 
  Q  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ g  
  g  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากจีโนไทปของยีนเบตาเคซีน (1a) และ 
                                     แคปปาเคซีน (1b) 
  Z  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลสุม a  
  a  = เวคเตอรของอิทธิพลสุมเนื่องจากตัวสัตว   
  W  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลของ  
               สิ่งแวดลอมถาวร 
  p  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากสิง่แวดลอมถาวร 
  e  = เวคเตอรของความคลาดเคลื่อน (error) 
 

 โดยมีความแปรปรวนและความแปรปรวนรวมดังนี ้
 

             ⎥
⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
=⎥

⎦

⎤
⎢
⎣

⎡
2

2

0
0

e

a

I
A

Var
σ

σ
e
a

 



 30

 โมเดลที ่2  :  ศึกษาอิทธิพลของยนีรวมกัน 2 ตําแหนง (multigene) 
 

  เพื่อศึกษาอิทธิพลทีเ่กิดขึ้นเนื่องจากการรวมกนัของจีโนไทปตางๆ ของยีนเบตาและ
แคปปาเคซีนตอลักษณะปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน ปริมาณไขมัน เปอรเซ็นตโปรตีน และ
เปอรเซ็นตไขมัน โดยพิจารณาจีโนไทปของยีนทัง้สองตาํแหนงไปพรอมๆ กนั ดังโมเดล (2) ซึง่รูปแบบ
การรวมกนัของจีโนไทปของยีนทั้งสองทีพ่บในประชากรมีทั้งหมด 15 แบบ ดังแสดงในตารางที ่  เพื่อ
ศึกษาอทิธิพลของยีนทั้งสองตอลักษณะ  
 

       eWpZaQgXby * ++++=                                                                   (2) 
 

โดยที ่
 

 Q  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ *g  
 *g  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากการรวมกันของจีโนไทปของยนีเบตาเคซีน   
                                     และแคปปาเคซีน   
 

  และมีขอกําหนดอื่นๆ เปนไปตามโมเดล (1a-b)      
 

  วิเคราะหหาองคประกอบความแปรปรวนและความแปรปรวนรวม (variance and 
covariance component estimation) ของลักษณะทีท่ําการศึกษา เพื่อนาํไปใชในการประมาณคา
อิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ของยนีทัง้สองตอลักษณะ โดยจะใชวิธีการวิเคราะหคร้ังละลกัษณะ 
(univariate analysis) ในประมาณคาอิทธิพลของยนีทัง้สองดวยโมเดล (1a-b) และ (2) เพื่อ
เปรียบเทยีบถงึความสําคัญในการพิจารณาอิทธพิลของยนีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม โดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป DR-BLUP Version 1.0, 2003 (Duangjinda etal., 2003) 
 
 



บทที่  4 
 

ผลการวิเคราะหและวิจารณผล 
 

4.1  ลักษณะการใหผลผลติน้ํานม (milk production traits) 
 

  ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนมที่ทาํการศึกษาในครั้งนี ้ ไดแก ปริมาณน้ํานมปรับที ่ 305 
วัน ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน ในการวิเคราะหขอมูลเบื้องตนไดคาเฉลีย่ของปริมาณน้ํานม
เทากับ 3776.48 ±1052.86 กิโลกรัม คาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนเทากบั 113.10 ±27.24 กิโลกรัม และ
คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตโปรตีนเทากับ 3.21 ±0.37 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที ่4.1 
 

ตารางที ่4.1  แสดงคาเฉลี่ย (mean) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; S.D.) คาต่ําสดุ  
                     (minimum) และคาสูงสุด (maximum) โดยจําแนกตามลักษณะที่ศกึษา 
 

  ลักษณะ คาเฉลี่ย S.D. คาต่ําสุด คาสูงสุด  
  ปริมาณน้ํานมปรับที่ 305 วัน 3776.48 1052.86 853.00 6536.00  
  ปริมาณโปรตีน 113.10 27.24 39.00 185.00  
  เปอรเซน็ตโปรตีน 3.21 0.37 2.20 4.30  

 
4.2  จีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน (genotype of beta and kappa casein genes) 
 

  จากการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธกุรรม (genetic polymorphism) ของยนี
เบตาและแคปปาเคซีนในประชากรโคนมทีท่ําการศึกษาจํานวน 87 ตัว โดยวธิีการเพิม่ชิ้นสวนของดีเอ็น
เอ พบวา 
 

  ยีนเบตาเคซนี การเพิม่ช้ินสวนของดีเอ็นเอดวยวธิี ASPCR จากดีเอน็เอตนแบบดวย 
specific primers แตละคู จะไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอขนาดตางๆ กนั ดังแสดงในตารางที ่ 4.2 ทาํให
สามารถจาํแนกยีนเบตาเคซนีไดเปนจีโนไทปตางๆ ที่พบในประชากร ดังนี ้  A1A1  A1A2  A2A2  A2B 
และ  A1B หรือ BB ดังแสดงในรูปภาคผนวกที ่1-5 
 

  ยีนแคปปาเคซีน  จากการเพิ่มช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาด 583 bp แลวทาํการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะทัง้ 5 ชนิด ไดแก HinfI HindIII MaeII HaeIII และ HhaI ไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอ
ขนาดตางๆ กนั ดงัแสดงในตารางที ่4.3  ทําใหสามารถจําแนกไดวายีนแคปปาเคซีนมีจีโนไทปตางๆ ที่
พบในประชากร ดังนี้  AA  AB  AE  BB และ BE ดังแสดงในรูปภาคผนวกที ่6-10 แตไมพบจโีนไทป 
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EE ในประชากรทีท่ําการศกึษาครั้งนี ้ สอดคลองกับการศึกษาของ ศิริลักษณ เตชะนรราช (2545) 
ทําการศึกษาจีโนไทปของแคปปาเคซีนในพอพนัธุโคนมของกองผสมเทียม จาํนวน 60 ซึง่แสดงการ
กระจายตวัของจีโนไทปแบบตางๆ ในทิศทางเดียวกนั 
 

  ยีนเบตาและแคปปาเคซีน เมื่อพิจารณายนีทัง้สองรวมกนัพบรูปแบบจีโนไทป
ทั้งหมด 15 แบบ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
 

ตารางที ่4.2  ขนาดของชิน้สวนดีเอ็นเอทีไ่ดจาการเพิม่ชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ีASPCR 
 

คู primers BCN 1 
BCN 2 

BCN 1 
BCN 3 

BCN 1 
BCN B 

BCN I5 
BCN C 

BCN 1 
BCN F 

BCN 1 
BCN A3 

BCN I5 
BCN E 

         ขนาด (bp) 
จีโนไทป 

296 296 462 270 551 414 267 

A1A1 - + - - - - - 
A1A2 + + - - - - - 
A2A2 + - * * * - - 
A2B + + + * * - - 

A1B หรือ BB - + + - - * * 
 

* ไมตองเพิม่ช้ินสวนดีเอ็นเอ 
 

ตารางที ่4.3  ขนาด (bp) ของช้ินสวนดีเอ็นเอที่ได หลังจากการตัดชิ้นสวนดีเอน็เอขนาด 583 bp ดวย       
                     เอนไซมตัดจําเพาะ 5 ชนิด (HinfI HindIII MaeII HaeIII และ HhaI) 
 

      เอนไซม
จีโนไทป 

HinfI HindIII MaeII HaeIII HhaI 

AA 59, 69, 129, 326 583 300, 283 252, 331 41, 542 
AB 59, 69, 129, 326 131, 452 300, 283 252, 331 41, 542 
AE 59, 69, 129, 326 583 300, 283 107, 145, 331 41, 542 
BB 59, 69, 455 131, 452 300, 283 * * 
BE 59, 69, 129, 326 131, 452 300, 283 107, 145, 331 41, 542 

 

* จีโนไทป BB ไมตองตัดดวยเอนไซม HaeIII และ HhaI 
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4.3 ความถี่ยีนและความถีจ่ีโนไทปของประชากร (gene and genotype frequency) 
 

  ประชากรที่ทาํการศึกษาในครัง้นี ้พบวายนีเบตาเคซนีจโีนไทป  A1A2  และ A2A2 และยนีแคป
ปาเคซนีจีโนไทป AA และ AB มีความถีม่ากที่สุดในประชากรทีท่าํการศกึษา สําหรบัการรวมกนัของยนีทั้งสอง
พบวาจีโนไทป A1A2-AA  A2A2-AA มีความถีม่ากที่สุด ดงัแสดงในตารางที่ 4.4 และมีความถี่ของยีนเบตาเคซนี 
อัลลีล A2 และยีนแคปปาเคซนีอัลลีล A สูงถงึ 0.61 และ 0.72 ตามลําดบั เปนอัลลีลพืน้ฐาน (common allele) 
ของประชากรที่ทําการศึกษาดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซึ่งสอดคลองกับรายงานในตารางที่ 2.3 และ 2.4  
 

ตารางที ่4.4   แสดงจาํนวนแมโคนมที่มีจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนแบบตางๆ และ  
                      ความถี่จีโนไทป (genotype frequency) ทีพ่บในประชากร 
 

K-CN Genotype 
   B-CN AA AB AE BB BE 

Total 

A1A1 2 2 1 - -   5  (0.06) 
A1A2     19     12       2       2       1 36  (0.41) 
A2A2     18     13       -       -        - 31  (0.36) 
A2B 5 4 - 1 - 10  (0.11) 
A1B หรือ BB - 4 - 1 -   5  (0.06) 
Total 44  (0.50) 35  (0.40) 3  (0.03) 5  (0.06) 1  (0.01) 87  (1.00) 
 

ตารางที ่4.5   แสดงความถีอั่ลลีล (allele frequency) ของยนีเบตาและแคปปาเคซนีทีพ่บในประชากร 
 

Gene/allele Frequency 
B-CN เมื่อกลุม A1B หรือ BB เปนอัลลีล A1 เมื่อกลุม A1B หรือ BB เปนอัลลีล B 

A1 0.30 0.27 
A2 0.61 0.61 
B 0.09 0.11 

                    Total 1 1 
K-CN  

A 0.72 
B 0.26 
E 0.02 

                    Total 1 
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4.4  อิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม 
 
  ผลการวิเคราะหหาองคประกอบของความแปรปรวน 
 

  องคประกอบของความแปรปรวนในแตละโมเดลประกอบดวย คาความแปรปรวน
โดยตรงเนื่องจากตัวสัตว ( 2

aσ ) คาความแปรปรวนเนื่องจากสภาพแวดลอมถาวร ( 2
peσ ) คาความ

แปรปรวนของความคลาดเคลื่อน ( 2
eσ ) และคาความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ ( 2

pσ ) ซึ่งคาเหลานี้
จะขึ้นอยูกับโมเดลที่ใชในการวิเคราะห 
 

  1. องคประกอบของความแปรปรวนสําหรับลักษณะปริมาณน้าํนม มีคาความ
แปรปรวนโดยตรงเนื่องจากตัวสัตวอยูในชวง 517,370 กิโลกรัม2 (โมเดล 1a) ถึง 540,090 กิโลกรัม2 
(โมเดล 1b) โดยมีคาอัตราพันธกุรรมอยูในชวง 0.51 ถึง 0.54 ดังแสดงในตารางที ่4.6 

 

ตารางที่ 4.6  คาประมาณองคประกอบของความแปรปรวน คาอัตราพันธุกรรมโดยตรงเนื่องจากตัวสัตว   
                     (h2) และคา log likelihood แตละโมเดลที่วิเคราะหของลักษณะปริมาณน้ํานม 
 

องคประกอบ โมเดล 1a โมเดล 1b โมเดล 2 
2
aσ  517370 540090 532480 
2
peσ  96103 56040 96138 
2
eσ  388160 387630 392810 
2
pσ  1001630 983756 1021430 

h2 0.51 0.54 0.52 
-2LogL 2148 2143 2008 
 

2
aσ  ความแปรปรวนโดยตรงเนือ่งจากตวัสัตว 
2
peσ ความแปรปรวนของสิ่งแวดลอมถาวร 
2
eσ   ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
2
pσ   ความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ 

 
  2. องคประกอบของความแปรปรวนสําหรับลักษณะปริมาณโปรตีน มีคาความ
แปรปรวนโดยตรงเนื่องจากตัวสัตวอยูในชวง 297.02 กิโลกรัม2 (โมเดล 1b) ถงึ 307.90 กิโลกรัม2 
(โมเดล 2) โดยมีคาอัตราพนัธุกรรมอยูในชวง 0.43 ถึง 0.44 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางที ่4.7 คาประมาณองคประกอบของความแปรปรวน คาอัตราพันธุกรรมโดยตรงเนื่องจากตัวสัตว   
                     (h2) และคา log likelihood แตละโมเดลที่วิเคราะหของลักษณะปริมาณโปรตีน 
 

องคประกอบ โมเดล 1a โมเดล 1b โมเดล 2 
2
aσ  301.78 297.02 307.90 
2
peσ  27.95 26.88 38.86 
2
eσ  351.69 350.44 355.83 
2
pσ  681.42 674.34 702.58 

h2 0.44 0.44 0.43 
-2LogL 1114 1111 1049 
 

2
aσ  ความแปรปรวนโดยตรงเนือ่งจากตวัสัตว 
2
peσ ความแปรปรวนของสิ่งแวดลอมถาวร 
2
eσ   ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
2
pσ   ความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ 

 
  3. องคประกอบของความแปรปรวนสําหรับลักษณะเปอรเซ็นตโปรตีน   มีคาความ
แปรปรวนโดยตรงเนื่องจากตัวสัตวอยูในชวง 3.02 เปอรเซ็นต2 (โมเดล 1b) ถึง 3.33 เปอรเซ็นต2  
(โมเดล 1a) โดยมีคาอัตราพันธกุรรมอยูในชวง 0.21 ถึง 0.22 ดังแสดงในตารางที ่4.8 
 
ตารางที ่4.8  คาประมาณองคประกอบของความแปรปรวน คาอัตราพันธุกรรมโดยตรงเนื่องจากตัวสัตว   
                     (h2) และคา log likelihood แตละโมเดลที่วิเคราะหของลักษณะเปอรเซ็นตโปรตีน 
 

องคประกอบ โมเดล 1a โมเดล 1b โมเดล 2 
2
aσ  3.33 3.02 3.13 
2
eσ  11.34 11.30 11.42 
2
pσ  14.68 14.32 14.56 

h2 0.22 0.21 0.21 
-2LogL 612 607 583 
 

2
aσ  ความแปรปรวนโดยตรงเนือ่งจากตวัสัตว 
2
eσ   ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
2
pσ   ความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ 
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  ผลการวิเคราะหหาอิทธพิลของจโีนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 
 

  1.  เมื่อพิจารณายนีทีละตําแหนง (single-gene) 
  

  ยีนเบตาเคซนี  การประมาณคาอิทธิพลของยีนเบตาเคซีนจากโมเดล (1a) ดังแสดง
ในตารางที ่4.9 พบวาจโีนไทป A1A1 และ A1A2 มีอิทธพิลตอปริมาณน้าํนม และปริมาณโปรตีน สงูสุด  
จีโนไทป A1B หรือ BB มีอิทธิพลตอเปอรเซ็นตโปรตีนสูงสุด แตใหปริมาณน้ํานมและปริมาณโปรตีน
ต่ําสุด  
 
ตารางที ่4.9 แสดงอิทธิพลของยีนเบตาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
 

ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
จีโนไทป ปริมาณน้าํนม 

(กิโลกรัม) 
ปริมาณโปรตีน 

(กิโลกรัม) 
เปอรเซ็นตโปรตีน 

(เปอรเซ็นต) 
A1A1          0.80 3.40 -1.17 
A1A2          0.00 0.00 0.00 
A2A2          -20.45 -1.97 -0.73 
A2B           -14.10 -3.86 -0.58 
A1B หรือ BB   -724.16 -18.25 0.97 

 
  จากตารางที ่ 4.9 แสดงอิทธิพลของยนีเบตาเคซนีทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้าํนม 
ปริมาณโปรตีน ขัดแยงกับการศึกษาของ Ikonen et al. (1999) และ Van Eenennaam and Medrano 
(1991) รายงานวาจีโนไทป A2A2 ใหปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีนสูงสุด แตมีแนวโนมสอดคลองกับ
การศึกษาของ Bovenhuis et al. (1992) รายงานวาจโีนไทป A1B และ BB ใหปริมาณน้าํนม ปริมาณ
โปรตีนต่ําสุด    
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  ยีนแคปปาเคซีน  การประมาณคาอิทธิพลของยีนแคปปาเคซีนจากโมเดล (1b) ดัง
แสดงในตารางที่ 4.10 พบวาจีโนไทป AA มีอิทธพิลตอปริมาณน้าํนมและโปรตีนสูงสุด จีโนไทป AE มี
อิทธิพลตอเปอรเซ็นตโปรตีนสูงสุด แตใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตีนต่ําสุด 
 

ตารางที ่4.10  แสดงอิทธิพลของยีนแคปปาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม  
 

ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
จีโนไทป ปริมาณน้าํนม 

(กิโลกรัม) 
ปริมาณโปรตีน 

(กิโลกรัม) 
เปอรเซ็นตโปรตีน 

(เปอรเซ็นต) 
AA 0.00  0.00  0.00  
AB -173.65  -2.63  0.03 
AE -1279.88  -29.29  0.41 
BB -629.88  -17.82  0.12 
BE -579.49  -11.29  -0.14  

 
  จากตารางที่ 4.10 แสดงอิทธิพลของยนีแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้าํนม 
และปริมาณโปรตีน สอดคลองกับการศึกษาของ Bovenhuis et al. (1992) และ Van Eenennaam 
and Medrano (1991) รายงานวาจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมและปริมาณโปรตีนต่ํากวาจีโนไทป 
AA และ AB แตใหเปอรเซ็นตโปรตีนสงูกวาจโีนไทป AB และ AA ตามลําดับ แตอิทธิพลที่ไดจาก
การศึกษาครั้งนี้ขัดแยงกับรายงานของ Ikonen et al. (1999) รายงานวาจีโนไทป BB ใหเปอรเซ็นต
โปรตีนสูงสุดเมื่อเปรียบเทยีบกับ AB  BE  AA  AE และ EE ตามลําดับ 
 
  2.  เมื่อพิจารณายนีรวมกนั 2 ตําแหนง (polygene) 
 

  ยีนเบตาและแคปปาเคซีน การประมาณคาอิทธิพลของการทาํงานรวมกันระหวาง
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนจากโมเดล (2) ดังแสดงในตารางที่ 4.11 พบวาจีโนไทป A1A1-AB  A1A2-AA 
และ A1A1-AA มีอิทธพิลตอปริมาณน้าํนมและปรมิาณโปรตีนสงูสุด ตามลําดับ จีโนไทป A1B หรือ BB-BB 
และ A1A2-AE มีอิทธพิลตอเปอรเซน็ตโปรตีนสงูสุด แตจโีนไทป  A1B หรือ BB-AB ใหเปอรเซ็นตโปรตีน
ต่ําสุด 
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ตารางที ่4.11 แสดงอิทธพิลรวมของยนีเบตาและแคปปาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม 
 

ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
จีโนไทป ปริมาณน้าํนม 

(กิโลกรัม) 
ปริมาณโปรตีน 

(กิโลกรัม) 
เปอรเซ็นตโปรตีน 

(เปอรเซ็นต) 
A1A1-AA -74.49 5.18 -0.186 
A1A1-AB 19.64 2.00 -0.190 
A1A1-AE -531.25 -11.73 0.161 
A1A2-AA 0.00 0.00 0.000 
A1A2-AB -121.83 -1.96 0.034 
A1A2-AE -1767.34 -42.43 0.445 
A1A2-BB -476.68 -16.57 -0.160 
A1A2-BE -891.24 -21.63 -0.098 
A2A2-AA -180.25 -8.14 -0.039 
A2A2-AB -288.74 -9.14 -0.017 
A2B-AA -633.83 -17.98 0.025 
A2B-AB -990.40 -20.12 0.179 
A2B-BB -1568.94 -47.38 0.254 

A1B หรือ BB -AB -142.54 -4.98 -0.194 
A1B หรือ BB -BB -628.03 -15.81 0.461 

 
  จากตารางที ่ 4.11 แสดงอิทธิพลรวมของยีนเบตาและแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะ
ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตนี และเปอรเซน็ตโปรตีน มีแนวโนมขัดแยงกับการศึกษาของ Ikonen et al. 
(1999) รายงานวาจีโนไทป A2A2-AB  A2A2-AA  และ A1A2-AE ใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตีน
สูงสุด จีโนไทป A1A2-AB และ A1A1-AB ใหเปอรเซ็นตโปรตีนในน้าํนมสูงสุด และการศึกษาของ Ojala 
et al. (1997) รายงานวายนีเบตาและแคปปาเคซีนจโีนไทป A1A2-AB ใหปริมาณน้ํานมและปรมิาณ
โปรตีนสูงกวาจีโนไทป  A1A2-AA   A1A1-AB ตามลําดับ 
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  อยางไรก็ตามจะเหน็ไดวา การประมาณคาอิทธพิลของยนีเบตาและแคปปาเคซีนที่ได
จากทั้งสองโมเดล (โมเดล (1) และ โมเดล (2)) มีแนวโนมที่ไมสอดคลองกัน ทัง้นี้อาจเกิดเนื่องจาก 
 

  1.  การที่มีจาํนวนของขอมูลในแตละรูปแบบจีโนไทปไมเทากัน (unbalanced data)  
และจํานวนของขอมูลที่ใชในการศึกษาครัง้นี้คอนขางนอย  จงึทําใหบางจีโนไทปพบขอมูลนอยมาก 
เชน   A1A1-AE   A1A2-BE   A2B-BB  และ  A1B หรือ BB -BB  มีขอมูลเพียง 1 ตัวอยางเทานัน้  
 

  2.  อิทธพิลของการทํางานรวมกนัระหวางจีโนไทปของยนีทัง้สอง (interaction effect) 
ตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมดังในรูปที ่4.1  4.2  และ 4.3  แสดงอิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตา
และแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน ตามลาํดับ  
 

  จะเหน็ไดวา การทํางานรวมกนัระหวางจีโนไทปของยีนทัง้สองตอลักษณะปริมาณ
น้ํานม แมวายนีเบตาเคซนีจโีนไทป A1A1 และยีนแคปปาเคซีนจโีนไทป AA ตางกม็อิีทธิพลตอปริมาณ
น้ํานมสงูสุด แตเมื่อพิจารณาอิทธพิลของยนีทัง้สองรวมกัน พบวาจีโนไทป A1A1-AB ใหปริมาณน้ํานม
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกบัจีโนไทป A1A2-AA  A1A1-AA  และ A1A2-AB ตามลําดับ ดังนัน้จึงไมใช
เพียงอิทธพิลของยีนเบตาเคซีนอัลลีล  A1 หรือยนีแคปปาเคซีนอลัลีล A เทานั้นที่มีอิทธพิลตอการ
แสดงออกของลักษณะปริมาณน้ํานมสูงสุด แตอิทธิพลที่เกิดขึ้นเนื่องจากปฏิกิริยารวมกันระหวางอัลลีล 
ของยีนทั้งสอง เชนเดียวกับ ลักษณะเปอรเซ็นตโปรตีนในน้าํนม ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1B หรือ BB 
และยีนแคปปาเคซีนจโีนไทป AE ตางกม็ีอิทธพิลตอเปอรเซ็นตโปรตีนสูงสุด แตเมื่อพิจารณาอิทธิพล
ของยีนทั้งสองรวมกนั พบวาจีโนไทป A1B หรือ BB -BB ใหเปอรเซน็ตโปรตีนสงูมากทีสุ่ดเมื่อเปรียบเทียบ
กับจีโนไทป A1A2-AE  A2B-BB  และ A2B-AB ตามลาํดับ แตจีโนไทป A1B หรือ BB -AB กลบัให
เปอรเซ็นตโปรตีนต่ําที่สุด 
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รูปที่ 4.1 อิทธพิลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้ํานม (กิโลกรัม) 
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รูปที่ 4.2 อิทธพิลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณโปรตีน (กิโลกรัม) 

  A1A1      A1A1     A1A1     A1A2    A1A2   A1A2    A1A2     A1A2     A2A2   A2A2       A2B     A2B     A2B  A1B/BB   A1B/BB       
   AA       AB      AE     AA      AB     AE       BB      BE      AA      AB      AA      AB      BB       AB         BB           
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รูปที่ 4.3  อิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนที่มีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีน (เปอรเซ็นต) 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิเคราะห และขอเสนอแนะ 
 

5.1  จีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 
   

  ในประชากรโคนมลูกผสมทีไ่ดทําการศึกษาในครั้งนี้ จาํนวน 87 ตัว พบจีโนไทปของ
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนดังนี ้
 

  ยีนเบตาเคซีน  พบจีโนไทปทั้งหมด 5 แบบ ไดแก  A1A1  A1A2   A2A2  A2B   และ 
A1B/BB โดยมีอัลลีล  A2  เปนอัลลีลพืน้ฐานที่พบมากทีสุ่ดในประชากร มีความถี่อัลลีลเทากับ 0.61  
 

  ยีนแคปปาเคซีน  พบจโีนไทปทัง้หมด 5 แบบ ไดแก  AA  AB   AE  BB และ BE โดย
มีอัลลีล  A  เปนอัลลีลพืน้ฐานที่พบมากทีสุ่ดในประชากร มีความถี่อัลลีลเทากับ 0.72  
 
5.2 อิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิต

น้ํานม 
 

  ประชากรโคนมลูกผสมที่ไดทําการศึกษาในครั้งนี ้ พบวาจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปา 
เคซีนมีอิทธิพลตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นต
โปรตีน และอาจมีอิทธิพลเนื่องจากปฏิกริิยารวม (interaction effect) ระหวางยนีทัง้สอง ดงันี ้
 
  ปริมาณน้ํานม 
 

  ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1A1   และ  A1A2  ใหปริมาณน้ํานมสูงที่สุดตามลําดับ และจโีน
ไทป A1B หรือ BB ใหปริมาณน้าํนมต่ําที่สุด (ต่ํากวาจีโนไทป A1A2 ถงึ 724.16 กิโลกรัม) แตเมื่อ
พิจารณาปฏิกริิยารวมระหวางยนีทั้งสองพบวาจีโนไทป A2B ใหปริมาณน้าํนมต่ําเสมอเมื่ออยูรวมกับ
ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทปตางๆ    
 

  ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AA ใหปริมาณน้ํานมสงูที่สุด และจีโนไทป AE ใหปริมาณ
น้ํานมต่ําที่สุด (ต่ํากวาจีโนไทป AA ถึง 1279.88 กิโลกรัม) แตเมื่อพจิารณาปฏิกิริยารวมระหวางยนีทัง้
สองพบวาจีโนไทป AE และ BB ใหปริมาณน้ํานมต่ําเสมอเมื่ออยูรวมกับยีนเบตาเคซีนจีโนไทปตางๆ  
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  ปริมาณโปรตีน 
 

  ยีนเบตาเคซนีจีโนไทป A1A1  ใหปริมาณโปรตนีสงูที่สุด (สูงกวาจีโนไทป A1A2 3.40 
กิโลกรัม) และจีโนไทป A1B หรือ BB ใหปริมาณโปรตีนต่าํที่สดุ (ต่าํกวาจีโนไทป A1A2 ถึง 18.25 กิโลกรัม)  
 

  ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AA ใหปริมาณโปรตีนสูงที่สุด และจีโนไทป AE ใหปริมาณ
โปรตีนต่ําที่สดุ (ต่ํากวาจีโนไทป AA 29.29 กิโลกรัม)  
 

  แตเมื่อพิจารณาปฏิกิริยารวมระหวางยนีทั้งสองพบวายีนเบตาเคซีนจีโนไทป A2B และ
ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AE และ BB ใหปริมาณโปรตีนต่ําเสมอเชนเดียวกับปริมาณน้ํานม  
 
  เปอรเซ็นตโปรตีน 
 

  ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1B หรือ BB ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงที่สุด (สูงกวาจีโนไทป A1A2 
0.97 เปอรเซ็นต)  และจีโนไทป A1A1 ใหเปอรเซ็นตโปรตีนต่ําที่สุด (ต่ํากวาจโีนไทป A1A2 ถงึ 1.17 
เปอรเซ็นต) แตเมื่อพิจารณาปฏิกิริยารวมระหวางยนีทั้งสองพบวา A2B ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงเสมอ
เมื่ออยูรวมกบัยีนแคปปาเคซีนจีโนไทปตางๆ    
 

  ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AE ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงที่สุด (สูงกวาจโีนไทป AA 0.41 
เปอรเซ็นต) และจีโนไทป BE ใหเปอรเซน็ตโปรตีนต่ําทีสุ่ด (ต่ํากวาจีโนไทป AA 0.14 เปอรเซ็นต) แต
เมื่อพิจารณาปฏิกิริยารวมระหวางยีนทัง้สองพบวา AE ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงเสมอเมื่ออยูรวมกับยีน
เบตาเคซีนจโีนไทปตางๆ    
 
5.3 ขอเสนอแนะ 
 

แนวทางการใช MAS ในการปรับปรงุลกัษณะการใหผลผลิตน้าํนม 
 

  จากการศึกษาอิทธพิลของยนียนีเบตาและแคปปาเคซนีในครัง้นี ้ มีแนวทางในการนาํไป 
ใชเปนเครื่องหมายพนัธกุรรมเพื่อชวยในการคัดเลือกโคนมสําหรับลักษณะตางๆ ดงันี ้ 
 

  ควรพิจารณาคดัเลือกโคนมโดยดูจากปฏิกิริยารวมระหวางยนีทัง้สองที่มีตอลักษณะ เชน 
ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1A1 และปฏิกิริยารวมกับยนีแคปปาเคซีนจโีนไทป  AA และ AB ใหปริมาณ
น้ํานมสงูแตปฏิกิริยารวมกบัจีโนไทป AE กลับใหปริมาณน้ํานมต่ํา ยกเวนยนีเบตาเคซีนจีโนไทป A2B 
และแคปปาเคซีนจีโนไทป AE และ BB จะใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตีนต่ําเสมอ  แตเบตาเคซนี
จีโนไทป A2B และแคปปาเคซีนจีโนไทป AE กลับใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงเสมอดวยเชนกนั  
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แนวทางการศึกษาเพิ่มเติม 
 
 

  การหาจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน และการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทป
ของยีนทั้งสองที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี ้เปนจุดเริ่มตนในการเชื่อมโยงความรูดานพนัธุศาสตรปริมาณ
และการใชเทคโนโลยีดานพันธุศาสตรโมเลกุลเขาดวยกัน โดยมองยีนเบตาและแคปปาเคซีน ในฐานะ
ของ candidate gene ที่คาดวาจะมีอิทธพิลสําคญัตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม เพื่อใชเปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมในการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุโคนม ซึง่ขอมูลตางๆ ที่ไดมายังไมใชผลสรุป
จากตัวแทนโคนมของประเทศ เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้ใชขอมูลสุมจากประชากรโคนมลูกผสมฝูง
หนึง่ในประเทศไทยซึ่งมีจาํนวนเพียง 87 ตัว เทานัน้ จงึนบัไดวาเปนจาํนวนทีน่อยมากสําหรับการศึกษา
ในดานนี้ ตลอดจนยังมีขอจํากัดตางๆ ในรายละเอียดของตัวโคนมอยูมาก เชน พนัธุประวัติและ
ความสัมพันธ (genetic linkage) ของโคนมในฝงูทีท่าํการศึกษา ซึ่งเปนขอมูลทีสํ่าคัญในการศึกษา
ดานนี ้ดังนัน้จงึควรมีการศึกษาวิจยัเพิ่มเตมิจากการศึกษาครั้งนี ้เพื่อใหไดขอสรุปชัดเจนขึ้น ดังนี ้
 

 1.  ประชากรโคนม ควรทําการศึกษาอิทธิพลของยนีในจาํนวนประชากรที่มากขึ้น เพื่อใหมี
ตัวแทนในแตละกลุมจีโนไทปเพียงพอ ทาํใหสามารถประมาณคาอทิธิพลของยนีตอลักษณะตางๆ ได
อยางแมนยาํมากขึ้น ตลอดจนไดขอสรุปที่ถูกตองจากกลุมตัวอยางที่สามารถเปนตัวแทนของประชากร
กอนนําความสัมพันธที่ไดไปใชในการคัดเลือกโคนมประชากรนั้นๆ  
 

 2.  ความสัมพันธของโคนมในประชากร ทาํการศึกษาในประชากรโคนมที่มีความสัมพนัธ
กัน เพื่อใหสามารถศึกษาอิทธิพลของยนีในรูปแบบของ haplotype และความสามารถในการถายทอด
ของยีนจากรุนหนึง่ไปยังอกีรุนหนึ่งได 
 

 3.  ลักษณะ  ควรมีการศึกษาอิทธิพลของยนีตอลักษณะที่มีความสาํคัญอื่นๆ ในโคนมเพิม่เติม 
เนื่องจากยีนอาจมีอิทธิพลตอลักษณะมากกวา 1 ลักษณะ (pleiotropy) การคัดเลือกจากจโีนไทปของ
ยีนเหลานี้จงึอาจมีผลกระทบตอลักษณะอื่นๆ ในโคนมดวย 
 

 4.  ยีนอื่นๆ ควรมีการศึกษาและตรวจสอบชนิดและอิทธิพลของยนีอื่นๆ ที่อยูใกลเคียง เชน 
ยีนแอลฟาเอส1 เนื่องจากเปนยนีที่อยูบริเวณใกลกันบนโครโมโซมเดียวกัน 
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วัสดุอุปกรณและสารเคมี 
 
 การเก็บตัวอยางเลือด และสกัดดีเอ็นเอ 
 

  1.  เข็มและหลอดสุญญากาศ (vacutainer)® ที่เคลือบดวยสารปองกนัการแข็งตวั    
                              (EDTA) 

  2.  NaCl/EDTA 10 mM 4 oC 
  3.  QIAamp® DNA Blood MiniKit (QIAGEN®, Germany) 
  4.  หลอดพลาสติกสําหรับปนเหวี่ยงขนาด 50 มิลลิลิตร 
  5.  Microcentrifuge รุน EBA 12 (Hettich, Germany) 
  6.  Vortex Mixer รุน Vortex Genie2 (Scientific Industres, Inc, U.S.A.) 
 

 การตรวจหาจีโนไทปดวยวิธ ีASPCR และ PCR/RFLP 
 

1.  Taq DNA polymerase (5U/µl) และ 10xPCR buffer (MBI Fermentas,    
     U.S.A.) 

  2.  dNTP’s 100 mM (Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.) 
  3.  Oligonucleotide Primers (Microsynth, Switzerland) 
  4.  เอนไซมตดัจําเพาะ ไดแก 
   Haelll (10U/µl) (Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.) 
   Hhal (10U/µl) (Promega, U.S.A.) 
   Hindlll (10U/µl) (Promega, U.S.A.) 
   Hinfl (10U/µl) (NEB, U.S.A.) 
   HpyCH4 IV (isoschizomer of Maell) (10U/µl) (NEB,U.S.A.) 
  5.  เครื่อง Thermal Cycler รุน GeneAmp PCR system9600 (Perkin Elmer,   
                              U.S.A.) 
  6.  Agarose gel สําหรับอิเล็กโตรโฟลิซิส (USB, Spain) 
  7.  0.5XTBE 
  8.  Blue/Orange 6Xloading dye (Promega, U.S.A.) 
  9.  ชุด Gel Electrophoresis ชนิดแนวนอน ประกอบดวย 
   Power Supply รุน 300 Plus (Wealtec, Taiwan) 
   Gel Electrophoresis System รุน miniGes (Wealtec, Taiwan) 
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   12. Ethidium bromide (Sigma, U.S.A.) 
  13. 50 และ 100 bp DNA Ladder (Invitrogen, U.S.A.) 
  14. เครื่อง Utraviolet Transilluminator ประกอบดวย 
   Photodocumentation System รุน Photo-Print (Vilber Lourmat,  
                                     France) 
   Black and White Monitor รุน SSM-930CE (Sony, Korea) 
   Video Graphic Printer รุน UP-895MD (Sony, Japan) 
  15. Diskette และ Sony B/W Printing Paper 
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ตารางภาคผนวกที ่1  แสดงขอมูลรายตวัของแมโคนมที่ทาํการตรวจหาจีโนไทปของยนีเบตาและ 
                                  แคปปาเคซีนดวยวธิี ASPCR และ PCR/RFLP ตามลําดับ 
                 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

1 J125 A2A2 AA 
2 J132 A1A2 AE 
3 J133 A2A2 AA 
4 J139 A1A2 AA 
5 J140 A1A2 AA 
6 32 A1A2 AB 
7 51 A1A2 AB 
8 87 A1A2 AA 
9 031 A1A2 AE 
10 039 A2A2 AB 
11 048 A2A2 AB 
12 052 A1A2 BB 
13 362 A2A2 AA 
14 630 A2A2 AB 
15 635 A2A2 AA 
16 723 A2B AB 
17 759 A2A2 AB 
18 779 A2A2 AA 
19 820 A2B BB 
20 843 A2A2 AB 
21 846 A2B AA 
22 865 A2B AA 
23 873 A1A2 AA 
24 3904 A1B หรือ BB AB 
25 3910 A1A2 AA 
26 3916 A1A2 AA 
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ตารางภาคผนวกที ่1 (ตอ) แสดงขอมูลรายตัวของแมโคนมทีท่ําการตรวจหาจโีนไทปของยนีเบตา            
                                          และแคปปาเคซีนดวยวิธ ีASPCR PCR/RFLP ตามลาํดับ  
 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

27 3926 A2A2 AA 
28 3943 A2A2 AA 
29 3950 A2A2 AA 
30 3951 A2B AB 
31 3963 A1A2 AB 
32 3965 A1A2 BE 
33 4005 A1A2 AA 
34 4011 A2A2 AA 
35 4013 A2B AB 
36 4014 A1A1 AB 
37 4015 A1A2 AB 
38 4017 A1B หรือ BB AB 
39 4020 A2A2 AB 
40 4027 A2B AB 
41 4033 A1A2 BB 
42 4042 A1A2 AB 
43 4044 A2B AA 
44 4052 A1B หรือ BB BB 
45 4054 A2B AA 
46 4057 A2A2 AB 
47 4060 A2A2 AA 
48 4102 A2A2 AA 
49 4106 A2B AA 
50 4107 A1A2 AA 
51 4108 A1A2 AA 
52 4111 A1A2 AA 
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ตารางภาคผนวกที ่1 (ตอ) แสดงขอมูลรายตัวของแมโคนมทีท่ําการตรวจหาจโีนไทปของยนีเบตา            
                                          และแคปปาเคซีนดวยวิธ ีASPCR PCR/RFLP ตามลาํดับ  
 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

53 4114 A1A2 AA 
54 4115 A2A2 AB 
55 4121 A1A2 AA 
56 4127 A2A2 AB 
57 4137 A1A2 AA 
58 4146 A2A2 AA 
59 4155 A2A2 AA 
60 4156 A1A2 AB 
61 4158 A1A2 AB 
62 4160 A1A1 AA 
63 4161 A2A2 AB 
64 4163 A2A2 AA 
65 4168 A1A2 AA 
66 4171 A1A2 AB 
67 4172 A1A2 AB 
68 4201 A1A2 AA 
69 4202 A1A2 AB 
70 4204 A1A1 AE 
71 4205 A2A2 AB 
72 4214 A2A2 AB 
73 4220 A1A2 AB 
74 4221 A2A2 AB 
75 4225 A2A2 AA 
76 4236 A1A1 AB 
77 4237 A1B หรือ BB AB 
78 4261 A1B หรือ BB AB 
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ตารางภาคผนวกที ่1 (ตอ) แสดงขอมูลรายตัวของแมโคนมทีท่ําการตรวจหาจโีนไทปของยนีเบตา            
                                          และแคปปาเคซีนดวยวิธ ีASPCR PCR/RFLP ตามลาํดับ  
 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

79 4271 A1A2 AA 
80 4273 A1A2 AA 
81 4276 A1A2 AA 
82 4285 A1A2 AA 
83 4288 A2A2 AA 
84 4339 A1A1 AA 
85 4348 A2A2 AA 
86 7103 A2A2 AA 
87 7104 A1A2 AB 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 1 แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ีASPCR จีโนไทป A1A1    
                            (2%agarose gel)  

lene 1  : marker 100 bp 
lene 2  : primers BCN1-BCN2 (-) 
lene 3  : primers BCN1-BCN3      (+) 
lene 4  : primers BCN1-BCN B     (-) 
lene 5  : primers BCN I5-BCN C   (-) 
lene 6  : primers BCN1-BCN F    (-) 

 
 

              1             2              3              4              5            6   

296 

100 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 
 

                    
 

รูปภาคผนวกที่ 2  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ีASPCR จีโนไทป A1A2   
                             (2%agarose gel)  

lene 1  : primers BCN1-BCN2 (+) 
lene 2  : primers BCN1-BCN A3 (-) 
lene 3  : primers BCN1-BCN E    (-) 
lene 4  : primers BCN1-BCN3 (+) 
lene 5  : primers BCN1-BCN B    (-) 
lene 6  : primers BCN I5-BCN C  (-) 
lene 7  : primers BCN1-BCN F     (-) 
lene 8  : marker 100 bp 

 
 

  

                  1        2        3          4        5        6         7        8 

600 

100 

296 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 
 
 

 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 3  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ีASPCR จีโนไทป A2A2     
                             (2%agarose gel)  

lene 1  : primers BCN1-BCN2 (+) 
lene 2  : primers BCN1-BCN A3 (-) 
lene 3  : primers BCN1-BCN E    (-) 
lene 4  : primers BCN1-BCN3 (-) 
lene 5  : marker 100 bp 

 
 
 
 

 
 

 

              1            2           3           4           5 

296 

100 

600 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 4  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ีASPCR จีโนไทป A2B   
                             (2%agarose gel)  

lene 1  : primers BCN1-BCN2 (+) 
lene 2  : primers BCN1-BCN A3 (-) 
lene 3  : primers BCN1-BCN E    (-) 
lene 4  : primers BCN1-BCN3 (+) 
lene 5  : primers BCN1-BCN B    (+) 
lene 6  : marker 100 bp 

 
 
 
 

 

            1               2              3               4              5              6 

80 
100 

500 

296 

462 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 
 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ 5  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ีASPCR จีโนไทป A1B หรือ BB   
                             (2%agarose gel)  

lene 1  : primers BCN1-BCN2 (-) 
lene 2  : primers BCN1-BCN A3 (+) 
lene 3  : primers BCN1-BCN E    (+) 
lene 4  : primers BCN1-BCN3 (-) 
lene 5  : primers BCN1-BCN B    (-) 
lene 6  : marker 100 bp 

 
 
 
 
 

                                   1            2             3            4             5             6 

100 

500 

296 

462 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 6  แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                             จีโนไทป AA (2%agarose gel)  

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI   (+) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII  (-) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม MaeII   (+) 
lene 4  : marker 100 bp 
lene 5  : PCR Product 583 bp    
lene 6  : ตัดดวยเอนไซม HhaI   (+) 
lene 7  : ตัดดวยเอนไซม HaeIII   (-) 
lene 8  : marker 100 bp 

 
 
 
 

 

 

100 

600 

331 

252 

300 

283 

538 542 

41 

538 

326 

129 

59/69 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 
 

 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 7   แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                                     จีโนไทป AB (2%agarose gel)  

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI  (+/-) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII  (+/-) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม MaeII  (+) 
lene 4  : marker 100 bp 
lene 5  : PCR Product 583 bp    
lene 6  : ตัดดวยเอนไซม HhaI   (+) 
lene 7  : ตัดดวยเอนไซม HaeIII   (-) 
lene 8  : marker 100 bp 
 

 
 

     1             2            3             4                  5             6             7           8        

583 542 
41 

455 

326 

129 
59/69 

583 

452 

131 

300 

352 

100 

600 
538 542 

41 

252 

331 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 8  แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                             จีโนไทป AE (2%agarose gel)  

lene 1  : marker 100 bp 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HinfI  (+) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม HindIII (-) 
lene 4  : ตัดดวยเอนไซม MaeII  (+) 
lene 5  : ตัดดวยเอนไซม HaeIII (+/-) 
lene 6  : ตัดดวยเอนไซม HhaI    (+)   
lene 7  : PCR Product 583 bp 
lene 8  : marker 100 bp 

 
 
 

 

       1          2           3           4              5          6           7         8 

500 

100 

583 542 

41 

300 

283 

583 

59/69 

129 

326 

100 

600 

252 

331 

145 

107 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 9 แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                            จีโนไทป BB(2%agarose gel)  

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI  (-) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII (+) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม MaeII  (+) 
lene 4  : marker 100 bp 

 
 
 
 
 
 
 

600 

100 

                1                   2                    3                   4 

59/69 

59/69 

129 

326 

583 

300 

283 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 10 แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                              จีโนไทป AE(2%agarose gel) 

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI (+/-) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII (+/-) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม MaeII (+) 
lene 4  : ตัดดวยเอนไซม HaeIII  (+/-) 
lene 5  : ตัดดวยเอนไซม HhaI  (+) 
lene 6  : PCR Product 583 bp    
lene 7  : marker 100 bp 

  
 
 
 

        1            2           3            4            5            6            7       

300 

283 

59/69 

129 

326 

455 452 

583 

131 

107 

145 

331 

252 

542 

41 

583 

100 

500 
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ประวัติผูเขียน 
 

  นางสาวชอทพิ  อรุณเดชาชัย เกิดเมื่อวันที่ 5 พฤศจิกายน พ.ศ. 2519 ที่จงัหวัด
อุบลราชธานี สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกษตรศาสตร) สาขาสัตวศาสตร 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เมื่อปการศกึษา 2542 และเขาศึกษาตอใน
ระดับปริญญามหาบณัฑิต ในสาขาวชิาการปรับปรุงพนัธุสัตว ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2543  และไดรับทุนโครงการพัฒนาอาจารยสาขาขาด
แคลน ประจําป 2545 ของทบวงมหาวทิยาลัย 
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