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 การประมาณคาอิทธพิลของจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซนีในฐานะของ ยนีแคนดิเดท ที่
มีผลตอลกัษณะการใหผลผลิตน้าํนม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตนี ในโคนม
ลูกผสมจาํนวน 87 ตัว ที่มีบนัทึกการใหผลผลิตน้าํนมแลวอยางนอย 1 ลําดับการใหนม จากการตรวจสอบ
ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยนีทัง้สองดวยวิธ ีASPCR และ PCR-RFLP ตามลําดับ พบอลัลีลของ
ยีนเบตาเคซีนทั้งหมด 3 ชนดิ ไดแก A1  A2 และ B มีความถี่อัลลีลเทากบั 0.30 0.61 และ 0.09 ตามลําดับ 
มีความถี่จโีนไทปของ  A1A1   A1A2   A2A2   A2B และ A1B หรือ BB เทากบั 0.06  0.41  0.36  0.11 และ 
0.06 ตามลาํดบั ยนีแคปปาเคซีนพบอลัลีลทั้งหมด 3 ชนดิ ไดแก A B และ E มีความถี่อัลลีลเทากบั 0.72 
0.26 และ 0.02 ตามลําดบั มีความถี่จโีนไทปของ  AA  AB  AE  BB และ EE เทากบั 0.50  0.40  0.03  
0.06 และ 0.01 ตามลาํดับ การประมาณคาอิทธพิลของยีนทัง้สองโดยใชโมเดลของสตัวแตละตวั (animal 
model) ดวยโมเดล 1(a-b) โดยพจิารณายีนทีละตาํแหนง (single-gene) พบวายนีเบตาเคซนีจโีนไทป 
A1A1 และ A1A2 มีผลใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตนีสงูสุด ยนีแคปปาเคซนีจโีนไทป AA มผีลให
ปริมาณน้าํนมและปรมิาณโปรตีนสงูสุด  AE ใหเปอรเซน็ตโปรตนีสูงสดุ แตใหปริมาณน้าํนมและปริมาณ
โปรตนีต่ําสดุเชนกนั และโมเดล 2 โดยพิจารณาการทํางานของยีนเบตาและแคปปาเคซีนรวมกัน 
พบวาจีโนไทป A1A1-AB   A1A2-AA  และ A1A1-AA  มีอิทธิพลตอปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตนีสูงสุด 
จีโนไทป  A1A2-AE  มีอิทธพิลตอเปอรเซน็ตโปรตนีสูงสดุ อิทธิพลของการทํางานรวมกันระหวางยีนเบตา
และแคปปาเคซีนมีความสําคัญตอลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม กลุมประชากรที่ทาํการศึกษาในครั้งนี้มี
จํานวนนอยจงึทําใหอิทธพิลที่ไดยงัไมสามารถสรุปไดชัดเจน ดงันัน้ควรมีการศึกษาเพิม่เติมในประชากรที่
จํานวนมากขึ้นและมีขอมูลพนัธุประวัติเชือ่มโยงกนั เพื่อสามารถประมาณคาอิทธพิลของแตละจโีนไทปได
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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 
 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
 

  การปรับปรุงพนัธุโคนม จะตองมีการกําหนดเปาหมายในการปรับปรุงพนัธุ (breeding 
goal) ที่ชัดเจน เพื่อใหสามารถกาํหนดแผนการปรับปรุงพนัธุ (breeding plan) ซึ่งประกอบไปดวย 
ระบบการคัดเลือกพันธุ (selection system) และระบบการผสมพนัธุ (mating system) ที่ถูกตองและ
เหมาะสมกับเปาหมายที่กาํหนดไว เพือ่ใหเกิดความกาวหนาทางพนัธกุรรมในลักษณะที่ตอง การคัดเลือก
และปรบัปรุง ทั้งนีเ้ปาหมายในการคัดเลือกและปรับปรุงสวนใหญจะเปนลักษณะที่มีความสําคัญทาง
เศรษฐกิจ (economic traits) ไดแก ปริมาณน้ํานม และองคประกอบตางๆ ในน้าํนม ลักษณะเหลานี้
นอกจากจะเกีย่วของโดยตรงตอราคาน้าํนมดิบที่เกษตรกรขายไดแลว ยงัเปนตัวทีแ่สดงถึงคุณคาทาง
โภชนาการที่ผูบริโภคจะไดรับจากน้ํานมอกีดวย โดยเฉพาะปริมาณของโปรตีนในน้าํนม ซึ่งเปนตวับงชี้
ถึงคุณภาพของน้าํนม 
  

  ลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจเหลานีเ้ปนลักษณะปริมาณ (quantitative traits) ซึง่
ลักษณะที่ตรวจวัดไมสามารถจําแนกออกเปนกลุมไดชัดเจน ความแปรปรวนของลักษณะเหลานี้ไดรับ
อิทธิพลมาจากพนัธุกรรมซึง่ถูกควบคุมดวยยีนจาํนวนมากคู (polygenes) ยนีแตละคูมีอิทธพิลตอ
ลักษณะนอย และสภาพแวดลอมมีอิทธิพลตอความแปรปรวนของลักษณะมาก แตอยางไรก็ตาม
อิทธิพลเนื่องจากพนัธกุรรม หรือยีนเทานัน้ที่จะสามารถถายทอดจากสตัวรุนหนึ่งไปยงัอีกรุนหนึง่ได จึง
มีการประมาณคาการผสมพันธุ (breeding value) ของลักษณะเพือ่ใชในการคัดเลือกสัตวภายในฝูง 
ตลอดจนการใชดัชนีการคัดเลือก (selection index) มาชวยในการคัดเลือกสัตว แมวาวิธีการคัดเลือก
โดยใชหลักการทาง quantitative genetics นี้จะคอนขางประสบความสําเร็จ แตกย็ังคงมีขอจํากดัอยู
มาก เชน หากเปนลกัษณะที่มีการถายทอดทางพนัธุกรรมต่ํา ลักษณะที่แสดงออกในเพศเทานัน้ หรือ
ลักษณะที่แสดงออกในชวงปลายของชวีิต จะตองใชเวลานานและสิ้นเปลืองคาใชจายในการเลี้ยงดู
มาก และในการจาํแนกการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรม ซึ่งจะทาํใหมีการเปลี่ยนแปลงของลักษณะ
ปรากฏไปในทศิทางที่ตองการนั้นตองใชระยะเวลานานและมีตนทุนสงู 
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  การคัดเลือกโดยใช marker assisted selection (MAS) ซึ่งเปนการคดัเลือกสัตวจาก
การใชเครื่องหมายพันธุกรรม (genetic marker) สามารถใชในการตรวจสอบลักษณะปรมิาณได
รวดเร็วกวาการดูจากลักษณะปรากฏ (phenotype) ทัง้นี้ข้ึนอยูกับความสามารถในการจําแนกยนี
หลักๆ ที่ควบคุมลักษณะนัน้ๆ ทาํใหสามารถใชในการคัดเลือกในระดับยีนไดโดยใชระยะเวลาสัน้ และ
ลดตนทุนในการเลี้ยงดูสัตว ดังนัน้การนําเอาเทคโนโลยีทางดานพนัธุศาสตรโมเลกุล (molecular 
genetics) มาใชในการกาํหนดเครื่องหมายพันธุกรรม เพื่อศึกษาตําแหนงของยีนที่ควบคุมลักษณะ
เหลานี้ หรือ quantitative trait loci (QTL) จึงเปนอกีแนวทางหนึง่ที่สามารถใชในการคัดเลือกและ
ปรับปรุงพันธุ ทั้งนี้การใช MAS เพื่อใหเกิดความเหมาะสมและความกาวหนาทางพนัธกุรรมใน
ลักษณะที่ตองการศึกษาในประชากรใดๆ จึงจาํเปนตองมีการศึกษา ประการแรกคือ ขนาดของอทิธิพล
ของเครื่องหมายพนัธกุรรมที่ใชตอลักษณะ เครื่องหมายทางพนัธุกรรมที่ดีจะตองมีอิทธพิลโดยตรงตอ
ลักษณะ ประการที่สองคือ ความหลากหลายทางพนัธกุรรม (genetic polymorphism) และความถี่
ของอัลลีลตางๆ ของเครื่องหมายพันธุกรรม ตลอดจนประการที่สามคือสัดสวนและโอกาสที่สัตวจะ
สามารถถายทอดอัลลีลนั้นๆ ในประชากรได (Kinghorn et al., 1999) 
 

  ในปจจุบันไดมีการศึกษากนัอยางกวางขวางเกี่ยวกับ candidate gene ซึง่เปนยนีที่
คาดวาจะมีอิทธิพลสาํคัญตอการควบคุมลักษณะที่ทาํการศึกษา เพื่อใชเปนเครื่องหมายพันธกุรรมใน
การคัดเลือกสตัว โดยทําการศึกษาความหลากหลายทางพันธุกรรม และอิทธพิลของยีนเหลานั้นตอ
ลักษณะ ในโคนมมกีารศึกษาเกีย่วกับยนีเคซีนชนิดตางๆ โดยเฉพาะยนีเบตาและแคปปาเคซีน ใน
ฐานะของ candidate gene ที่มีอิทธิพลตอการเปลี่ยนแปลงของลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม (milk 
production traits) ไดแก ปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานมกนัอยาง
กวางขวาง เนือ่งจากยีนทัง้สองมีความหลากหลายทางพันธกุรรมในประชากรตางๆ คือ ยีนแตละตัวจะ
มีหลายอัลลีลในประชากร และมีรายงานถึงอิทธิพลของยนีแตละชนดิตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม 
แมวาผลการศึกษาที่ไดจะขัดแยงกัน ตัวอยางเชน การศึกษาของ Bovenhuis et al. (1992) และ Ng-
Kwai-Hang et al. (1990) รายงานวาจีโนไทปของยีนเบตาเคซีนมีอิทธพิลตอปริมาณน้ํานม และ
ปริมาณโปรตีน ในขณะที่รายงานของ Van Eenennaam and Medrano (1991) ไมพบความสัมพันธ
ดังกลาว การศึกษาของ Aleandri et al. (1990) รายงานวายนีแคปปาเคซีนอัลลีล BB มีอิทธิพลตอ
เปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานมสงูสุด สอดคลองกับรายงานของ Bovenhuis et al. (1992) ในขณะที่
รายงานของ Lien et al. (1995) ไมพบความสัมพันธดงักลาว   
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  ทั้งนี้เนื่องจากยีนเคซนีเหลานี้ พบตําแหนงอยูบนโครโมโซมที ่6 ลําดบัที่พบอยูบน 200 
ถึง 300 กิโลเบสของดีเอ็นเอ ดงันัน้จงึเกิดอิทธิพลเนื่องมาจากตําแหนงของยนีที่อยูติดกันและมีการ
ถายทอดไปดวยกนั (linked loci) ทาํใหเกิด genetic linkage ระหวางกนั  มากกวาอทิธิพลของอัลลีล 
ของยีนใดยนีหนึง่ (Mercier และ Vilotte, 1993) จึงทําใหการประมาณคาอิทธพิลของยีนแตละชนิดตอ
ลักษณะมีความผันแปรในแตละประชากร ดังนัน้การศึกษาอิทธิพลของจีโนไทปของยนีทัง้สองตอ
ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม จงึควรศกึษาในรูปแบบของการทาํงานรวมกนัของยีน (multigene) 
มากกวาการศกึษาเพียงยนีเดียว (single gene) (Bovenhuis et al., 1992 ; Ikonen et al., 2001) เพือ่
เพิ่มความแมนยําในการประมาณคาอทิธพิลของยนีตอลักษณะ 
 

  การศึกษาครั้งนี้ มีเปาหมายในการตรวจสอบความหลากหลายของรูปแบบจีโนไทป
ของยีนเบตาและแคปปาเคซนีทีพ่บในประชากรโคนมลูกผสม ภายใตสภาพแวดลอมของประเทศไทย 
และเชื่อมโยงอิทธิพลของยนีทัง้สองที่มีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณ
โปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม เพื่อเปนขอมูลพื้นฐานสวนหนึ่งในการศึกษายีนทัง้สองในฐานะ
ของเครื่องหมายทางพนัธุกรรม ที่ใชในการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุโคนมตอไป เพือ่เพิ่มประสทิธภิาพ
และความแมนยําในการคัดเลือก เนื่องจากเปนการคัดเลือกจากพนัธกุรรมโดยตรง วัตถุประสงคของ
การวิจยั ประกอบดวย 
 

 1.  เพื่อหาจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซีนในโคนมลูกผสม 
 

 2.  เพื่อประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะการ 
      ใหผลผลิตน้ํานมในโคนมลูกผสม 
 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
  

 1.  ทราบรูปแบบของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนในประชากรที่ทําการศึกษา 
 

 2.  ทราบความถี่จีโนไทปและความถี่ของอลัลีลตางๆ ที่พบในประชากรที่ทาํการศึกษา 
 

 3.  ทราบอทิธพิลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน ที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิต  
           น้าํนมของประชากรที่ทาํการศึกษา 

 

 4.  ทราบคาการผสมพนัธุ (breeding value) ของโคนม จากโมเดลทีม่ีการปรับดวยดวย 
      อิทธพิลของ candidate gene 



บทที่  2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
แนวคิดและทฤษฎ ี
 
  ลักษณะปรากฏ (phenotype) ที่สัตวแสดงออกสามารถแบงไดเปน 2 กลุมใหญๆ ตาม
การควบคุมของยีนดงันี ้ ลกัษณะคณุภาพ (qualitative trait) หมายถึง ลักษณะที่ถูกควบคุมดวยยนี
จํานวนนอยคู และสิ่งแวดลอมมีอิทธพิลตอความแปรปรวนของลักษณะนอย ซึ่งการแสดงออกของ
ลักษณะสามารถแบงออกเปนกลุมๆ ไดชัดเจน เชน การมีเขาหรือไมมีเขา สีขนตางๆ เปนตน และ
ลักษณะปริมาณ (quantitative trait) หมายถงึ ลกัษณะที่ถกูควบคุมดวยยนีจํานวนมากคู (polygene)
และสิ่งแวดลอมยังมีอิทธพิลตอความแปรปรวนของลักษณะมาก การแสดงออกของลักษณะสามารถ
ชั่ง ตวง วัดได และมีความผันแปรแบบตอเนื่อง (continuous) ไมสามารถจาํแนกออกเปนกลุมๆ ได
อยางชัดเจน นอกจากนีม้ีสมมติฐานของการกระจายขอมูลลักษณะปรากฏในประชากรเปนแบบปกติ 
(normal distribution) เนื่องจากการถกูควบคุมดวยยีนจํานวนมากคูดังกลาว (จันทรจรัส  เร่ียวเดชะ, 
2534; สมเกียรติ  สายธน,ู 2537) 
 

  ลักษณะทีม่ีความสาํคัญทางเศรษฐกิจ (economic trait) ในโคนม เชน ปริมาณน้ํานม 
และองคประกอบตางๆ ในน้าํนม สวนใหญเปนลักษณะปริมาณ ซึง่ความแปรปรวนของลักษณะปรากฏ
ที่วัดไดมีอิทธพิลมาจากพันธุกรรม (genetic) หรือยีนที่ถายทอดมาจากพอแม และอิทธิพลของ
สภาพแวดลอมตางๆ ที่สัตวไดรับ เชน อาหาร การเลีย้งดู สภาพภูมิอากาศ เปนตน เขียนเปนสมการได
ดังนี ้(Falconer and Mackay,1996) 
 

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

 เมื่อ  P = ลักษณะปรากฏที่ตรวจวัดได 
   G = พันธกุรรมของสัตว 
   E = สภาพแวดลอมที่สัตวไดรับ 
 

  จากสมการ (2.1) อิทธิพลเนื่องจากสิง่แวดลอมนั้นไมสามารถถายทอดได ในขณะที่
อิทธิพลจากพนัธุกรรมเทานัน้ที่สามารถถายทอดจากสตัวรุนหนึ่งไปยงัอีกรุนหนึง่ได โดยลักษณะที่
สําคัญทางเศรษฐกิจสวนใหญไดรับอิทธิพลมาจากปจจยัทางพันธกุรรมตางๆ (Sivarajasingam, et al., 
1998) ไดแก  
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1. ยีนหลายตาํแหนง (polygenic) 
2. ยีนแตละตําแหนงมี 2 อัลลีล หรือมากกวา (polymorphism) 
3. ความถี่ของอัลลีลแตกตางกนัในแตละตําแหนง 
4. ตําแหนงตางๆ ของยนีอาจเชือ่ม (linked) หรือไมเชื่อมกัน (unlinked) 
5. แตละอัลลีลเปนสาเหตุในการแสดงออกสุดทายของลักษณะ (additive effects) 
6. บางอัลลีลมีอิทธิพลตอลักษณะมากกวาอลัลีลอ่ืนๆ 
7. มีปฏิกิริยารวมระหวางยีนทีอ่ยูในตําแหนงเดียวกนั (dominance, codominance) 
8. มีปฏิกิริยารวมระหวางยีนทีอ่ยูตางตําแหนงกัน (epitasis) 
9. ความแปรปรวนของโครโมโซม (ploidy และ aberations) 
 

  ดังนั้นในการปรับปรุงพันธุสําหรับลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจตางๆ ทีผ่านมา เพื่อให
ไดโคนมที่มีพันธุกรรมตรงตามวัตถุประสงคที่ตองการ จึงไดนําเอาวิธีการตางๆ มาใชในการทดสอบ
ลักษณะโดยใชขอมูลจากลักษณะปรากฏที่สังเกตได ในการประมาณคาการผสมพันธุ (estimated 
breeding values ; EBV) ของโคนมแตละตัว เพื่อนาํมาใชในการพิจารณาจัดอันดับและคัดเลือกโคนม
ภายในฝงู เนือ่งจากไมสามารถรูคุณคาการผสมพนัธุทีแ่ทจริง (true breeding values ; TBV) ของสัตว
ได ซึ่งการคัดเลือกดวยวธิีนี้ใชเวลานานและสิ้นเปลืองคาใชจายในการเลี้ยงดูโคนมมาก ปจจุบนัจงึไดมี
การนาํเอาความรูและเทคโนโลยีดานพันธุศาสตรโมเลกุล (molecular genetics) เขามาชวยในการ
คัดเลือกสัตว โดยเฉพาะในลักษณะทีม่ีความสาํคัญทางเศรษฐกิจตางๆ เนื่องจากมปีระสิทธิภาพ ความ
แมนยํา และความนาเชื่อถือสูง ตลอดจนทาํใหลดระยะเวลาและคาใชจายในการเลี้ยงดูโคนมลงไป
ไดมาก 
  
2.1  การใช MAS ในการปรับปรุงลักษณะปริมาณ  
 

   การคัดเลือกโดยใช marker assisted selection (MAS) เปนการคัดเลือกสัตวจาก
การใชเครื่องหมายพันธุกรรม (genetic marker) โดยนําเอาความรูและเทคโนโลยีดานพันธุศาสตร
โมเลกุลมาใชในการศึกษาตาํแหนงที่ควบคุมลักษณะปริมาณ หรือ quantitative trait loci (QTL) และ
คนหาเครื่องหมายพันธุกรรมที่เกีย่วของกบัยีนที่มีอิทธิพลตอลักษณะเหลานี้ ดงันัน้การคัดเลือกโคนม
โดยใช MAS จึงเปนการคัดเลือกจากพนัธุกรรมหรือยนีโดยตรง เพือ่ชวยเพิ่มประสิทธิภาพและความ
แมนยําในการคัดเลือกโคนมที่มีพนัธกุรรมตรงตามความตองการ ตลอดจนชวยลด generation 
interval และเพิ่มความกาวหนาในการปรบัปรุงพนัธุอีกดวย  
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  เครื่องหมายพนัธุกรรมที่ใชเพื่อบงชี้ QTL สามารถแบงออกไดเปน 2 วิธีหลกัๆ ดังนี ้
(วรวิทย  สิริพลวัฒน, 2544; Israel and Weller, 1998; Kinghorn et al.,1999) 
 

  1.  วิธีของ positional genetic หรือ indirectly marked genes เปนการหา QTL โดย
ศึกษา polymorphism ของ marker loci และการถายทอดไปดวยกนักับลักษณะนัน้ๆ ผานทาง
ความสัมพันธทางพนัธุกรรม (genetic linkage) ซึ่ง marker loci ที่ศึกษาเปนลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอ
ที่ไมรูตนกาํเนดิและหนาที ่สวนใหญเปนพวกทีม่ีลําดับเบสเกิดซ้ําๆ กนั (tendem repeat) โดยไมมีเบส
อ่ืนมาคัน่กลาง ไดแก satellite  minisatellite  microsatellite เปนตน 
 

  2.  วิธีของ  candidate gene  หรือ  directly marked genes  โดยทาํการศึกษา 
polymorphism ของยีนซึง่คาดวาจะมีอิทธพิลสําคัญตอลักษณะที่สนใจ  
 

  ในการวิเคราะหอิทธพิลของ candidate gene สามารถพจิารณาไดงายกวาการ
วิเคราะหโดยวธิีของ positional genetic เนื่องจากในการบงชี้ QTL นั้นตองมี linkage disequilibrium 
ระหวาง genetic marker และ QTL (linkage disequilibrium คือสภาวะที่ไมสมดุลของความถี่ของยนี 
หลายตาํแหนง (multiplelocus) ทีม่ ี linkage กัน (Falconer and Mackay, 1996)) ซึ่งการวเิคราะห 
linked QTL ตองอาศัยการวิเคราะหภายในครอบครัว (within families) รวมกับการวเิคราะหขาม
ครอบครัว (across families) และการใชวิธีของ positional genetic ประมาณคาอิทธพิลของ QTL 
มักจะมีอคต ิ (bias) เกิดขึ้นไดงาย หากเลือกตําแหนงของเครื่องหมายพนัธกุรรมไดไมครอบคลุม ทั้งนี้
เนื่องจากลกัษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจตางๆ ในโคนมมักเปนลกัษณะปริมาณทีเ่กีย่วของกับการใหผล
ผลิตน้ํานม ซึ่งมียนีจาํนวนมากทีม่ีอิทธิพลตอการควบคุมลักษณะโดยไมทราบตําแหนงที่แนนอนบน
โครโมโซม สวนการใชวิธีของ candidate gene เปนเครื่องหมายพนัธุกรรมนั้นอาศัยหลักการประเมิน
อิทธิพลของแตละอัลลีลของยนีนัน้ๆ วามีความสมัพนัธตอลักษณะการใหผลผลิตของโคนม อยางไร 
และเนื่องจากโคนมที่ใชในการประเมนิอาจมาจากสภาพแวดลอมที่แตกตางกนั มีพืน้ฐานทางพนัธุกรรม 
(genetic background) แตกตางกนั การใชขอมูลของยีนนัน้ๆ ในฐานะ candidate gene ทีเ่ปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมจาํเปนตองใชวธิีการทางสถิติทีถ่กูตอง เพื่อชวยใหการประเมินอทิธพิลมีความ
แมนยํา สามารถใชในการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุโคนมได 
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2.2 การศึกษา candidate gene ในโคนม 
 

  ปจจุบันไดมีผูทําการศึกษาถึง candidate gene หรือยีนที่คาดวาจะมีอิทธพิลสําคัญ
ตอลักษณะทีส่นใจในโคนมกันอยางกวางขวาง เชน ลกัษณะการใหผลผลิตน้ํานม ความตานทานตอ
โรคเตานมอักเสบ เปนตน ซึ่งลักษณะเหลานี้มกัเปนลกัษณะที่สําคญัทางเศรษฐกิจทีน่ักปรับปรุงพันธุ
ตองการคัดเลอืกและปรับปรุง สําหรับประเทศไทยนัน้เปาหมายในการคัดเลือกและปรับปรุงพนัธุโคนม 
สวนใหญมุงเนนในลักษณะของปริมาณน้าํนม เพื่อใหเพียงพอตอความตองการบริโภคภายในประเทศ 
และปริมาณน้าํนม ยงัจัดเปนลักษณะที่สาํคัญทางเศรษฐกิจที่เกี่ยวของกับผลตอบแทนหลักที่เกษตรกร
จะไดรับจากการขายน้าํนมดบิ นอกจากนี้องคประกอบตางๆ ในน้ํานม โดยเฉพาะปริมาณและ
เปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม จัดเปนองคประกอบหลักที่สําคัญซึง่จะแสดงถึงคณุคาทางโภชนาการที่
ผูบริโภคจะไดรับจากน้าํนม และยังมีความสําคัญตอกระบวนการแปรรูปผลิตภัณฑตางๆ จากน้ํานมอีก
ดวย  
 

  ดังนัน้สําหรับการศึกษาเกี่ยวกับ candidate gene ที่คาดวามีอิทธพิลตอลักษณะการ
ใหผลผลิตน้ํานม (milk production traits) ในโคนม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และ
เปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม ซึ่งสอดคลองกับเปาหมายในการปรับปรุงพันธุโคนมของประเทศไทย พบวา
มีรายงานการศึกษาเกีย่วกับยีนเคซนีชนิดตางๆ ซึง่เปนยนีที่ควบคุมการแปรรหัสของโปรตีนเคซีนใน
น้ํานม ในฐานะของ candidate gene ที่คาดวามีอิทธิพลสาํคัญตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมกนั
อยางกวางขวางในตางประเทศ เชน แคนาดา ฟนแลนด สวิสเซอรแลนด สหรัฐอเมริกา เปนตน 
(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) โดยทําการศึกษาในดาน
ความหลากหลายทางพนัธกุรรม (genetic polymorphism) และอิทธิพลของยีนเคซีนชนดิตางๆ 
โดยเฉพาะยนีเบตาและแคปปาเคซีนซึง่มีรายงานถึงความหลากหลายทางพนัธุกรรมสูง และบางอัลลีล
มีอิทธพิลสําคญัตอลักษณะ เชน ยนีเบตาเคซีน อัลลีล A2 ใหปริมาณน้ํานมและปริมาณโปรตีนสูงสุด 
ยีนแคปปาเคซีนอัลลีล B ใหปริมาณโปรตีนสูงสุด นอกจากนี้ยงัพบวายนีแคปปาเคซีนมีอิทธิพลสําคัญ
ตอกระบวนการผลิตเนยแขง็อีกดวย (Choi and Ng-Kwai-Hang., 2003; Ikonen et al., 1996; 
Marziali and Ng-Kwai-Hang., 1986) 
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2.3 โปรตีนในน้าํนมและตําแหนงของยนีที่ควบคุมลกัษณะเคซีนในน้ํานม 
 

      (milk proteins and milk casein loci)                 
 
  น้ํานมโคจัดเปนอาหารทีม่ีคณุคาทางโภชนาการสูง เนื่องจากมีสารอาหารหลายชนิด
เปนองคประกอบ โดยเฉพาะโปรตีนซึ่งเปนสารอาหารหลักที่ผูบริโภคจะไดรับจากน้าํนม และยังเปนตัว
บงชี้ถงึคุณภาพของน้าํนมอกีดวย น้ํานมโคมีโปรตีนเปนสวนประกอบประมาณ 3 – 3.5 เปอรเซ็นต แบง
ออกไดเปน 2 กลุมใหญๆ คอื  
 

  กลุมของเคซีนทั้งหมด (whole casein, CN) ซึ่งเปนโปรตีนหลักที่พบในน้าํนม คดิ
เปนประมาณ 80 เปอรเซ็นตของโปรตีนทัง้หมด ประกอบดวยเคซีนหลัก 4 ชนิด (Braunschweig et al., 
2000) ไดแก แอลฟา-เอส1 (alpha-S1-CN) แอลฟาเอส2 (alpha-S2-CN) เบตา (beta-CN) และแคปปา 
(kappa-CN) ในสวนของเคซีนชนิดแอลฟา-เอส1 แอลฟาเอส2 และ เบตา มโีครงสรางและคุณสมบัติ
คลายคลึงกนั คือ ไมสามารถรวมตัวกับน้าํได (hydrophobic) และจะถูกลอมรอบดวยเคซีนชนิดแคป
ปา ซึง่มีกรดอะมิโนที่ตําแหนง 117-169 เปนสวนที่มปีระจุหรือมีขั้วจึงสามารถรวมตัวกับน้าํไดด ี
(hydrophilic) เนื่องจากความสามารถในการละลายน้าํขึ้นอยูกับการมีขั้วของโมเลกุลนัน่เอง และการที่
มีหมูฟอสเฟตเพียง 1 หรือ 2 ตัว ที่กรดอะมิโนตาํแหนง 127 หรือ 149 เทานัน้ ทาํใหความสามารถใน
การจับตัวหรือความไวตอแคลเซียม (calcium) ต่ํา ดังนัน้โครงสรางเคซีนทัง้หมดที่อยูในรูปของไมเซลล 
(micelles) จึงสามารถแขวนลอยอยูในน้ํานมในสภาพทีม่ีแคลซียมได  
 

  กลุมของโปรตีนในหางนม (whey protein) โปรตีนสวนนี้จะไดหลังจากทําการ
ตกตะกอนโปรตีนเคซีนออกไปแลว คิดสัดสวนเปนประมาณ 20 เปอรเซ็นตของโปรตีนทัง้หมด ไดแก 
แอลฟาแลคตัลบูมิน (alpha-lactalbumin) และ เบตาแลคโตโกลบูลิน (beta-lactoglobulin)  
 

  ทั้งนี้ยนีที่ควบคุมการแปรรหสัของโปรตีนเคซีนทัง้ 4 ชนิด (แอลฟา-เอส1 แอลฟา-เอส2 
เบตา และแคปปา) ไดแก CASAS1  CASAS2  CASB  CASK  ตามลําดับ ตําแหนงของยนีดังกลาว
พบอยูบนโครโมโซมคูที่ 6 ทีต่ําแหนง q31 ถึง 33 มีขนาดประมาณ 200 ถึง 300 kb โดยมีรายละเอียด
และการเรียงตวัของยนีดังนี้  CASAS1 - CASB - CASAS2 - CASK (Threadgill and Womack, 1990) 
 

  ยีนเคซนีชนิดแอลฟา-เอส1 (CASAS1) มีลําดับเบสทั้งหมด 22069 คูเบส 
ประกอบดวย 19 exon และ 18 intron (Koczan et al., 1991) 
 

  ยีนเคซนีชนิดเบตา (CASB) มีลําดับเบสทัง้หมด 10338 คูเบส ประกอบดวย 9 exon 
และ 8 intron (Bonsing et al., 1988) 
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  ยีนเคซนีชนิดแอลฟา-เอส2 (CASAS2) มีลําดับเบสทั้งหมด 21246 คูเบส 
ประกอบดวย 18 exon และ 17 intron (Groenen et al., 1993) 
 

  ยีนเคซนีชนิดแคปปา (CASK) มีลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) 22069 คูเบส 
ประกอบดวย 19 exon และ 18 intron (Prinzenberg et al., 1999) 
 
  จากกฎของเมนเดลซึ่งวาดวยการเขาคูอยางอิสระของยนี (Law of independent 
assortment) มีความหมายคือ อัลลีลของแตละยีนทีม่ีตําแหนงตรงกันของโครโมโซมคู homologous 
กันนั้นยอมเขาสูเซลลสืบพนัธุหรือแกมีท (gamete) เดยีวกนักับอัลลีลของยีนอีกคูหนึง่ไดอยางอิสระ ซึ่ง
ยีนที่มีตําแหนงอยูตางโครโมโซมกนัจะเปนไปตามกฎนี้ แตถายีนที่มีตาํแหนงอยูบนโครโมโซมเดียวกัน
หรือที่เรียกวามี linkage group เดียวกนัแลวนัน้ ยอมมีแนวโนมทีจ่ะถูกถายทอดไปดวยกันในแกมีท
เดียวกนั โดยกลุมของยีนที่มี linkage group เดียวกนันี้อาจมีโอกาสแยกจากกนัไดบาง โดย
กระบวนการครอสซิงโอเวอร (crossing over) ระหวางโครโมโซมคู homologous ซึ่งเกิดขึ้นในขณะที่มี
การแบงแบบไมโอซีส และความยากงายของการเคลื่อนยายชุดของยนีออกจากกนั ยังขึน้กับระยะทาง
ระหวางยีนดวย (อมรา  คมัภิรานนท, 2540) ในป 1973 มีการคนพบหลักฐานของความสัมพนัธของ
ยีนเคซนีชนิด แอลฟา-เอส1-เบตา-แคปปา (Mercier and Vilotte, 1993) โดยดูจากความผนัแปรทาง
พันธกุรรมของยีนเคซนี ซึง่แสดงการถายทอดของยนีจากพอแมไปสูลูกในการทดสอบตามกฎของเมน
เดล การเขาคูของยีนทั้ง 4 ไมเปนไปตามกฎของเมนเดล เนื่องจากการมี genetic linkage ระหวางยีนที่
อยูบนโครโมโซมเดียวกัน ทาํใหเกิดความไมสมดุล (disequilibrium) Bovenhuis et al., 1992; Ojala 
et al., 1997; Braunschweig et al., 2000; Ikonen et al., 2001 รายงานวาความสัมพันธระหวางอัล
ลีลตางๆ ของยีนเคซนีและลกัษณะการใหผลผลิตน้ํานม เปนอิทธิพลเนื่องมาจากตําแหนงของยนีที่อยู
ติดกันและมีการถายทอดไปดวยกนั มากกวาอิทธิพลของอัลลีลเอง โดยมีอิทธพิลของยนีเปนแบบ 
codominant ทําใหสามารถใชประโยชนในการศึกษาความถี่ และผลเนื่องจากความแปรปรวนของอัล
ลีลเหลานี้ในประชากรได ดังนัน้การศึกษาความสัมพันธระหวางยนีเคซนีที่เกี่ยวของกับลักษณะการ
ใหผลผลิตน้ํานม จงึควรศกึษาในรูปแบบของการทาํงานรวมกนัของยีนมากกวาอทิธิพลของยนีใดเพียง
ยีนเดียว  
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2.4 ความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีนที่ควบคุมลักษณะเคซนีในน้ํานม  
 

      (genetic polymorphism of milk casein loci) 
 
  ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน หรือ genetic polymorphism หมายถงึการที่
ยีนมีรูปแบบทางพันธุกรรมมากกวา 1 รูปแบบ  หรือมีความผนัแปรของอัลลีลหลายแบบในแตละ
ตําแหนง สุมณฑา พรหมบญุ (2539) อธิบายไววา การกําหนดใหมี polymorphism หมายถงึ ตําแหนง
ของยีน (locus) ที่ไมมีความถี่ของอัลลีลชนิดใดชนิดหนึ่งสงูถงึ 98 เปอรเซ็นต (หรืออาจกําหนดไวเพยีง 
95 เปอรเซ็นต) การศึกษาความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีนเคซีนทัง้ 4 ชนดิ รายงานวามีความ
หลากหลายของรูปแบบอัลลีลที่พบ เนือ่งจากเกิดการเปลี่ยนแปลงชนิดของเบสบางตําแหนงบนสายดี
เอ็นเอ ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน ณ ตําแหนงนั้นบนสายโปรตีน ดงัแสดงในตารางที ่
2.1 ทั้งนี้รูปแบบของอัลลีลที่พบในโคนม Bos indicus และ Bos taurus ไมแตกตางกนั 
(Aschaffenburg et al., 1968) 
 

ตารางที ่2.1  แสดงความหลากหลายของอัลลีลของยีนเคซีนแตละชนดิ 
 

ชนิดของเคซีน รูปแบบของอัลลีล 
แอลฟา-เอส1 A  B  C 
แอลฟา-เอส2 A  D 
เบตา A1  A2  A3  B  C  E  F   
แคปปา 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 เปนอัลลีลพื้นฐาน (common allele) ในประชากร
ตางๆ  มีความถี่ของแตละอัลลีลในโคนมพันธุตางๆ ดงันี้  
 

  พันธุ Holstein  พบอัลลีล B มีความถี่ตัง้แต 0.93-0.99 อัลลีล A มีรายงานเพียง 2 
ประชากรพบความถีเ่ทากับ 0.003 (ไมพบในพนัธุอ่ืน) 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 ซึ่งจัดเปน monomorphic พบความถี่
ของอัลลีล B เทากบั 1 และ 0.997 และพบความถี่ของอัลลีล C เทากบั 0 และ 0.003 ตามลําดับ 
 

  โคนมลูกผสมระหวาง Holstein และ Ayshire  พบอัลลีล B และ C มีความถี่ 0.978 
และ 0.022 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที่ 2.2 
 
ตารางที ่2.2  แสดงความถี่ของยีนเคซีนชนดิแอลฟา-เอส1 ที่พบในโคนมพันธุตางๆ 
 

อัลลีล พันธุ จํานวน 

A B    C 
เอกสารอางอิง 

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) 
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  ยีนแอลฟา-เอส2 จากรายงานของ Bovenhuis et al., (1992) และ Braunschweig 
et al., (2000) รายงานวามีรูปแบบของอัลลีลเปน monomorphic ของอัลลีล A ในโคนมทุกพันธุ 
ยกเวนอัลลีล D จากรายงานของ Ikonen et al., (1996) ซึ่งพบในความถี่ต่ํามากเทากับ 0.009 ในพนัธุ 
Finnish Ayshire 
 

  สวนยนีเบตาและแคปปาเคซนี มีรายงานวาพบ genetic polymorphism หรือความ
หลากหลายทางพันธุกรรมของยีนทัง้สองสงู นัน่คือ การที่ยนีเคซีนแตละชนิดมหีลายอัลลีล โดยที่อัลลี
ลของยีนเบตาและแคปปาเคซีนมีความผนัแปรเนื่องจากการเปลี่ยนแปลงชนิดเบสบางตําแหนงบนสาย
ดีเอ็นเอ ทีท่ําใหชนิดของกรดอะมิโนในสายโปรตีนของยนีเบตาและแคปปาเคซีน แตกตางกันไปในบาง
ตําแหนงดังแสดงในรูปที ่2.1 และ 2.2  ตามลําดับ  
 

  ยีนเบตา โดยเปรียบเทยีบกบัอัลลีล A2 ซึ่งเปนอัลลีลพืน้ฐาน พบวา อัลลีล A1  B  C  
และ F  เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 8101 จากเบส C เปลี่ยนเปน A และนอกจากนัน้ 
อัลลีล B ยังพบการเปลีย่นแปลงของลาํดับเบสที่ตําแหนง 8267 จากเบส C เปน G อัลลีล C 
เปลี่ยนแปลงลาํดับเบสที่ตําแหนง 6690 จากเบส G เปน A และอัลลีล F เปลี่ยนแปลงลําดับเบสที่
ตําแหนง 8356 จากเบส C เปน T สวนอัลลีล A3 พบการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 8219 
เปลี่ยนจาก C เปน A และอัลลีล E พบการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 6680 เปลี่ยนจาก G 
เปน 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  แสดงความแตกตางของชนิดเบสบางตําแหนงบนสายดีเอน็เอทีท่ําใหชนดิของกรดอะมิโน 
               ในสายโปรตีนแตกตางกันไปในบางตําแหนงของยีนเบตาเคซีน   

A2 
A1 
B 
C 
F 
A3 
E 
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  ทั้งนี้ความหลากหลายของยนี และความถีข่องอัลลีลตางๆ ที่พบจะแตกตางกันออกไป
ในโคนมแตละพันธุและแตละประชากรดังนี ้รูปแบบของอัลลีลที่พบในปจจุบัน ไดแก  A1  A2  A3  B  C  
E  และ F  มีรายงานความหลากหลายทางพันธกุรรมสูง มีอัลลีล A2  ซึ่งเปนอัลลีลพืน้ฐาน โดยพบวาใน
โคพันธุตางๆ มีความถี่ของแตละอัลลีลในประชากรดังนี ้
 

  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 รายงานความถี่เทากับ 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  ไมพบอัลลีล 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 ไมพบอัลลีล A3 และ C 
 

  พันธุ Guernsey  พบความถี่ของอัลลีล A2 และ C เทากับ 0.96 และ 0.04 ตามลําดับ 
และไมพบอัลลีล  A1 A3 และ B 
 

  พันธุ Sahiwal พบความถี่ของอัลลีล A2  A3 และ B เทากบั 0.52  0.22 และ 0.04 
ตามลําดับ ดงัแสดงในตารางที่ 2.3 
 
  ยีนแคปปา เมื่อเปรียบเทยีบกับอัลลีล A ซึ่งเปนอัลลีลพื้นฐาน พบวา อัลลีล B และ C 
เกิดการเปลี่ยนแปลงของลาํดับเบสที่ตําแหนง 5390 จากเบส C เปน T และที่ตําแหนง 5345 เปลี่ยน
จากเบส A เปน C นอกจากนั้น อัลลีล B ยังพบการเปลีย่นแปลงของลําดับเบสที่ตาํแหนง 5406 เปลีย่น
จาก A เปน G และตําแหนงที่ 5413 เปลี่ยนจาก A เปน T  สวนอัลลีล C ที่ตําแหนง 5192 เปลี่ยนจาก 
G เปน A สวนอัลลีล E ที่ตาํแหนง 5365 เปลี่ยนจากเบส A เปน G อัลลีล F  ที่ตําแหนง 4931 เปลี่ยน
จาก G เปน A และอัลลีล G ที่ตําแหนง 5191 เปลี่ยนจากเบส C เปน 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  แสดงความแตกตางของชนิดเบสบางตําแหนงบนสายดีเอน็เอทีท่ําใหชนดิของกรดอะมิโน 
               ในสายโปรตีนแตกตางกันไปในบางตําแหนงของยีนแคปปาเคซีน   
 
  รูปแบบของอัลลีลที่พบ ไดแก A B C E F และ G มีรายงานการศึกษาความถี่ใน
ประชากรตางๆ พบวามีความถี่ของแตละอัลลีลในประชากรดังนี ้
 

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

 

  พันธุ Jersey พบความถี่ของอัลลีล A เทากบั 0.14-0.31 และอัลลีล B มีความถี่
เทากับ 0.69-0.86   

 

  พันธุ Brown Swiss  พันธุ Red Danish พันธุ Guernsey และพันธุ Milking 
Shorthorn  พบความถี่ของอัลลีล A เทากับ 0.33  0.81  0.73  และ 0.89 ตามลําดับ และพบความถี่
ของอัลลีล B เทากบั 0.67  0.19  0.27  และ 0.11 ตามลาํดับ 
 

  พันธุ Finnish Ayshire พบความถี่ของอัลลีล A  B  E และ F เทากบั 0.612  0.081 
0.307  และนอยกวา 0.001 ตามลําดับ 
 

  พันธุ Sahiwal และโคนมลูกผสมระหวาง Holstein Friesian  Jersey  และ Hariana 
พบความถี่ของอัลลีล A เทากับ 0.65  และ 0.40 ตามลาํดับ และพบความถี่ของอัลลีล B เทากับ 0.35  
และ 0.60 ตามลําดับ ดังแสดงในตารางที ่2.4 
 

 
 

A 
B 
C 
E 
F 
G 
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ตารางที ่2.3  แสดงความถี่ของยีนเคซีนชนดิเบตาทีพ่บในโคนมพนัธุตางๆ 
 

อัลลีล พันธุ จํานวน 

        A1     A2   A3   B C 
เอกสารอางอิง 

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  แสดงความถี่ของยีนเคซีนชนดิเบตาทีพ่บในโคนมพนัธุตางๆ 
 

อัลลีล พันธุ จํานวน 

      A       B  E F 
เอกสารอางอิง 

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  โมเดลทางสถิติที่ใชในการทดสอบ 
 

  การศึกษาและเปรียบเทยีบโมเดลที่ใชในการวิเคราะหอิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ 
ของยีน เพื่อใหไดคาประมาณที่ถูกตองแมนยําและนาเชือ่ถือมากที่สุด Kennedy et al. (1991) ได
ศึกษาการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ดวยวิธี ordinary least squares (OLS) โดยใหจี
โนไทปของสัตวเปนปจจัยคงที่ ทาํการเปรียบเทยีบกับวธิี mixed model (MM) โดยใหจีโนไทปของสัตว
เปนปจจัยคงที่เชนเดียวกัน และมีอิทธพิลแบบบวกสะสมเนื่องจากตวัสัตวเปนปจจยัสุม รายงานวาการ
ประมาณคาอทิธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ดวยวิธ ี OLS จะมีคาประมาณสูงกวาคาจริง 
(overestimated) ที่กาํหนดไวอยางมนียัสําคัญทางสถิติ สําหรับคาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
(standard error) ในวิธ ี OLS มีแนวโนมที่สูงกวาวิธ ี MM ซึ่งสอดคลองกับรายงานของ Famula and 
Medrano (1994) ทําการศึกษาโดยเปรียบเทยีบการวเิคราะหอิทธพิลของจีโนไทปแบบตางๆ ดวยวธิี 
least squares กับ mixed model ในการประมาณคาความแตกตางของจีโนไทปของยนีเคซีนในน้าํนม 
คาประมาณทีไ่ดจากวิธี least squares จะมีคาสูงกวาความจริง เนื่องจากคาประมาณที่ไดเปนผล
เนื่องจากจโีนไทปของเคซนี และอิทธิพลเนือ่งจากยีนหลายตําแหนงของสัตว ในการประมาณคาดวยวธิ ี
mixed model จะชวยลดอคติที่เกิดขึ้นไดดวยการปรับคาอิทธพิลเนือ่งจากยีนหลายตําแหนงของสัตว
เปนปจจัยสุมเนื่องจากตัวสตัว และใชเมตริกซความสมัพันธเนื่องจากตัวสัตว (relationship matrix) ใน
โมเดล จงึทาํใหคาประมาณที่ไดถูกตองมากขึ้น (Bobe et al., 1999) 
  

  ในปจจุบันการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปของยีนเคซีนตอลักษณะการใหผล
ผลิตน้ํานมจึงนิยมใชการประมาณคาดวยวิธี mixed model 
 

  Ojala et al., (1997) ไดเสนอโมเดลที่ใชในการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทปของ
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนจากตัวสัตวโดยตรงดังนี ้
 
               eZaQgXby +++=  
 

โดยที ่
 

  y  = เวคเตอรของคาสังเกต (observation) 
  X  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ b  
  b  = เวคเตอรของอิทธิพลคงที ่
  Q  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ g  
  g  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากจีโนไทปของยีนเบตาเคซีนและ 
                                     แคปปาเคซีน  
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  Z  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลสุม a  
  a  = เวคเตอรของอิทธิพลสุมเนื่องจากตัวสัตว   
  e  = เวคเตอรของความคลาดเคลื่อน (error) 
 

 โดยมีความแปรปรวนและความแปรปรวนรวมดังนี ้
 

             ⎥
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e
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โดยที ่
 

 A  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางตวัสตัว 
 I  = identity matrix 
 2

aσ  = ความแปรปรวนเนื่องจากตัวสัตว 
 2

eσ  = ความแปรปรวนเนื่องจากความคลาดเคลื่อน 
 
2.6 อิทธิพลของยีนเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม  
 

     (effects of beta and kappa casein genes on milk production traits) 
 
  การศึกษาอิทธิพลของความหลากหลายทางพนัธุกรรมของยีนเบตา และแคปปาเคซีน 
อัลลีลตางๆ ทีม่ีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นต
โปรตีน ซึง่เปนลักษณะปริมาณจึงถูกควบคุมดวยยนีจาํนวนมากคูและมีความสามารถในการถายทอด
ทางพนัธุกรรมไมสูงนัก ผลทีไ่ดจากการศึกษามีแนวโนมที่คอนขางขัดแยงกนัดังนี ้
 

  ยีนเบตาเคซนี การศึกษาของ Lin et al. (1989) และ Ng-Kwai-Hang et al. (1990) 
และ Bovenhuis et al. (1992) และ Ikonen et al. (1999) รายงานวาอัลลีล A2A2 มีอิทธพิลตอปริมาณ
น้ํานม และปริมาณโปรตีน สูงกวาจีโนไทป A1A1 ขัดแยงกับรายงานของ Van Eenennaam and 
Medrano (1991) ไมพบความสัมพันธดงักลาว 
 

   
  ยีนแคปปาเคซีน  การศึกษาของ Lin et al. (1989) พบวายนีแคปปาเคซีนจโีนไทป 
BB ใหปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน มากกวาจีโนไทป AA ซึ่งสอดคลองกับ
รายงานของ Van Eenennaam and Medrano (1991)  ขัดแยงกับการศึกษาของ Bovenhuis et al. 
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(1992) พบวาจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมต่ํากวาจีโนไทป AA แตใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงกวา 
สอดคลองกับการศึกษาของ Falaki et al. (1997) รายงานวาจีโนไทป AA ใหปริมาณน้าํนมมากกวา
เมื่อเปรียบเทยีบกับจีโนไทป AB แตจีโนไทป BB ใหปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน  มากกวาเมื่อ
เปรียบเทยีบกบัจีโนไทป AB และ AA ตามลําดับ  
 

  ทั้งนี้เนื่องจากตําแหนงของยนีเคซีนทั้งสองอยูใกลกันบนโครโมโซมเดียวกัน จึงเกิด
อิทธิพลจากตาํแหนงของยีนที่อยูติดกันหรอื genetic linkage ระหวางกนัมากกวาอิทธพิลของอัลลีล 
ของยีนใดยนีหนึง่ ทําใหการประมาณคาอิทธพิลของยีนแตละชนิดตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมเกิด
ความผนัแปรทั้งขนาดและทิศทางของอทิธิพลในแตละประชากร (Cowan et al., 1992) ดังนัน้
การศึกษาอิทธิพลของยนีทัง้สองตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม จึงควรศึกษาในรูปแบบของการ
ทํางานรวมกันของยีน (multigene) มากกวาการศึกษาเพียงยนีเดียว (single gene) เพื่อเพิ่มความ
แมนยําในการประมาณคาอทิธิพลของยนีตอลักษณะ (Bovenhuis et al., 1992; Ojala et al.,1997; 
Braunschweig et al., 2000) 
 

  การศึกษาอิทธิพลรวมของยนีเบตาและแคปปาเคซีนตอปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน 
และเปอรเซ็นตโปรตีน Ojala et al. (1997) ทําการศึกษาในโคพันธุ Holstein รายงานวายนีเบตาและ
แคปปาเคซนีจโีนไทป A1A2-AB ใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตนีสงูกวาจีโนไทป  A1A2-AA    A1A1-AB 
ตามลําดับ ดังนัน้จึงไมใชเพียงยีนเบตาเคซีนอัลลีล A2 หรือแคปปาเคซีนอัลลีล B เทานัน้ทีม่ีผลตอ
ปริมาณน้าํนมและโปรตีน แตอิทธิพลที่เกดิขึ้นเนื่องจากปฏิกิริยารวมระหวางอัลลีล ของยีนทั้งสอง หรือ 
epistasis effects ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาของ Velmala et al., (1995) Braunschweig et al. 
(2000) และ Ikonen et al. (2001) รายงานวารูปแบบของ haplotype ของแมมีอิทธิพลตอปริมาณ
โปรตีน และเคซีน ของลูกอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ โดยพบวารูปแบบของ haplotype A2B ทําให
ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนมและปริมาณโปรตีนสูง  
 
  



บทที่  3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1  กลุมตัวอยางประชากรและขอมลูที่ใชในการศึกษา 
  

  การศึกษาครั้งนี้ทาํการสุมแมโคนมลกูผสมระดับเลือดตางๆ ระหวางโคพนัธุยโุรป 
(Bos taurus) ไดแก โฮลสไตนฟรีเชี่ยน (Holstein Friesian) บราวนสวิส (Brown Swiss) และเจอรซี่ 
(Jersey) และโคพนัธุพืน้เมอืง (Bos indicus) ไดแก ซาฮิวาล จากฟารมโคนมแหงหนึง่ในเขตจงัหวัด
ราชบุรี ที่มีการบันทึกขอมูลพันธุประวัติและลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมรายตวั ไดแก ปริมาณน้าํนม 
โปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนของแมโคนมที่ใหน้ํานมสมบูรณ (complete lactation) โดยเจาหนาที่ของ
ฟารมจะทาํการชั่งน้ําหนักน้ํานม และสุมเกบ็ตัวอยางรายตัวไปทดสอบเพื่อทาํการตรวจวัดองคประกอบ
ในน้าํนมภายในหองปฏิบัติการ ศูนยวิจัยการผสมเทียมราชบุรี โดยเครื่อง Milko Scan เดือนละครั้ง
ติดตอกันไปตลอดระยะเวลาการใหน้าํนมของแมโคนม บันทกึแตละครั้งในวนัทดสอบจะเปนผลรวม
ของการชั่งน้าํหนกัน้าํนม และสุมเก็บตัวอยางในตอนเยน็และเชาของวันถัดไป ดังนัน้ในแตละระยะของ
การใหน้ํานมสมบูรณของแมโคแตละตัว จะมีบันทึกผลผลิตน้ํานมในวันทดสอบเฉลี่ยประมาณ 7-10 
บันทึก จากนัน้จงึทาํการเก็บตัวอยางเลอืดแมโคนมเพือ่นาํมาตรวจหาจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปา 
เคซีนในหองปฏิบัติการ คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
 
3.2  โครงสรางของขอมูล (data structure)  
 

  ขอมูลที่ใชประกอบดวย 2 แฟมขอมูล ดงันี ้
 

1. แฟมขอมูลพนัธุประวัติ (pedigree file) ประกอบดวย 
 

1.1  หมายเลขประจําตัวโคนม (animal ID) 
 1.2  หมายเลขพอพันธุโคนม 
 1.3  หมายเลขแมพันธุโคนม 
 1.4  วัน เดือน ป ที่เกิดของโคนมแตละตัว 
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 2. แฟมขอมูลผลผลิต (production file) ประกอบดวย 
 

 2.1  หมายเลขประจําตัวโคนม 
 2.2  พันธุ /กลุมพันธุและระดับสายเลือด       
 2.3  วนั เดือน ป ที่คลอดลูก  
 2.4  ลําดับที่ของการใหนม (lactation number)  
 2.5  อายุเมื่อใหลูก (age at calving) 
 2.6  ขอมูลลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม     (ปริมาณน้ํานมปรับที ่305 วนั              
               ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน) 
 2.7  ขอมูลจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 

 
3.3  การจัดการและการเตรียมขอมลู (data editing and manipulation) 
 

  ขอมูลทั้งหมดของโคนมในฟารมถูกบนัทกึดวยโปรแกรม The Dairy CHAMPTM 
Pastoral Program ซึ่งเปนโปรแกรมสําเร็จรูปในการจดัการฟารมโคนม โดยจะสุมเลือกแมโคนมที่มี
ชีวิตอยูภายในฟารม ณ ปจจุบัน และมีการบันทึกขอมลูการใหผลผลิตน้ํานมแลวอยางนอย 1 ลําดับ
การใหนม ไดจํานวนทั้งหมด 87 ตัว ทําการเลือกเฉพาะขอมูลพันธุประวัติ และบันทกึลักษณะการใหผล
ผลิตน้ํานมของแมโคนมที่ไดทําการสุมตัวอยาง จากนัน้จึงทําการแปลงแฟมขอมูลดังกลาวใหเปน
แฟมตัวอักษร ดังนัน้ลักษณะโครงสรางของขอมูลที่ไดรับจากฟารมจึงอยูในรูปของแฟมตัวอกัษรหรือ 
text file ซึ่งมีรายละเอยีดของขอมูลดังนี ้
 

  3.3.1  ขอมูลพันธุประวัติ  ทีน่ํามาวเิคราะหคร้ังนี้จะใชขอมูลพันธุประวัติเฉพาะของ
แมโคนมที่ไดทําการตรวจสอบจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซีน 
 

  3.3.2  ขอมลูผลผลิต  ลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมของแมโคนมที่ทาํการศึกษาใน
คร้ังนี้ประกอบดวย ปริมาณน้ํานมปรับที ่ 305 วัน ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีนในน้าํนม ทาํ
การตรวจสอบความถกูตองของขอมูล ซึ่งโดยทั่วไปการกระจายขององคประกอบเปอรเซ็นตโปรตีนใน
น้ํานมอยูในชวง 2.0-4.5 เปอรเซ็นต (ประวีร และคณะ, 2546) ขอมูลที่ไมไดอยูในชวงดังกลาวซึง่อาจ
เกิดความผิดพลาดเนื่องจากการตรวจวัดและการบันทึก ในการศึกษาครั้งนี้จึงไมนํามาใชในการวิเคราะห 
ดังนั้นจํานวนของขอมูลที่นาํมาใชในการวิเคราะหในการศึกษาครั้งนี้โดยจําแนกตามลักษณะที่ศึกษาดัง
แสดงในตารางที่ 3.1 
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ตารางที ่3.1  จํานวนขอมูลจําแนกตามลกัษณะทีท่าํการศึกษา 
 

ลักษณะทีท่าํการศึกษา จํานวนขอมูล 
ปริมาณน้าํนมปรับที่ 305 วนั 175 
ปริมาณโปรตีน 174 
เปอรเซ็นตโปรตีน 180 

  
   เมื่อไดรายละเอียดของขอมูลพันธุประวัต ิ และบันทึกผลผลิตน้ํานมของแมโคนมทีท่ํา
การสุมเลือกแลว จากจงึทาํการเก็บตัวอยางเลือดของแมโคนมดังกลาว เพื่อนํามาตรวจหาจโีนไทปของ
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนในหองปฏิบัติการตอไป เพื่อใหได ขอมูลจีโนไทปของแมโคนม    
 
การตรวจหาจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 
 

  เก็บตัวอยางเลือดจากแมโคนมทัง้หมด 87 ตัว เพื่อใชในการหาจีโนไทปของยนีเบตา
และแคปปาเคซีน โดยเจาะจากเสนเลือดดําที่โคนหางใสหลอดสูญญากาศที่เคลือบดวยสารปองกนัการ
แข็งตัว (EDTA) ดวยวิธีการเก็บที่ปลอดเชือ้จํานวน 10 มิลลิลิตร เก็บไวในตูแชเย็นที่ -20 oC จนกวาจะ
ทําการลางเซลล 
 

  อุนเลือดที่เก็บไวใหละลายดวยอุณหภูมหิอง เทใสหลอดพลาสติกสําหรับปนเหวีย่ง
ขนาด 50 มิลลิลิตร ทาํการลางโดยเติม 10 mM NaCl/EDTA ใหไดปริมาตร 40 มิลลิลิตร (แบงเตมิครั้ง
ละครึ่ง เขยาแรงๆ เพื่อใหเซลลกระจายตวัดี) เมื่อสารละลายเขากันดีแลว ทําใหตกตะกอนดวยการปน
เหวีย่ง (centrifugation) ที่ความเรว็ 3000 รอบตอนาท ี เปนเวลา 10 นาที ดูดสารละลายสวนใสทิง้ไป 
ทําซ้าํประมาณ 3-6 คร้ัง จนกวาไดสารละลายใสและเซลลคอนขางขาวดี เก็บเซลลไวในตูแชเยน็ที ่4 oC 
หรือ -20 oC เพื่อทาํการสกดัดีเอ็นเอตอไป 
 

  ทําการสกัดดีเอ็นเอ โดยใชชุดน้ํายาสกัดดีเอ็นเอสําเร็จรูปสําหรับตัวอยางเลอืด 
(QIAamp® DNA Blood MiniKit) เร่ิมจากการทําลายผนังเซลลและยอยโปรตีนตางๆ ดวย QIAGEN 
Protease และ buffer AL ทําปฏิกิริยาทีอุ่ณหภูมิ 56 oC เปนเวลา 10 นาท ีจากนัน้จึงทําการลางเพือ่ให
ไดดีเอ็นเอที่สะอาดขึ้น ในขัน้ตอนนี้ทาํการปนเหวี่ยง (centrifugation) โดยใช spin column จะทาํใหดี
เอ็นเอถกูดูดซับไวที่ silica-gel membrane แตโปรตีนและสิ่งปนเปอนอ่ืนๆ จะถกูชะลางออกไปดวย 
wash buffers AW1/AW2 แลวจึงทําการชะลางดีเอ็นเอออกจาก membrane ดวย buffer AE จากนัน้
จึงเก็บดีเอ็นเอ (genomic DNA) ที่สกัดไดใน buffer AE ไวในตูแชเย็น -20 oC จนกวาจะใชงาน 
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  การวิเคราะหดวยวธิี ASPCR และ PCR/RFLP 
 
  ความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีนเบตาและแคปปาเคซีน เปนผลเนื่องมาจาก
การเปลี่ยนแปลงชนิดของเบสบางตําแหนงบนสายดีเอ็นเอ ที่ทาํใหชนิดของกรดอะมิโนในสายโปรตีน
แตกตางกนัไปในบางตําแหนงของแตละอัลลีล การตรวจหาจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปาเคซีนโดย
การเพิม่ชิ้นสวนของดีเอ็นเอดวยวิธ ี allele-specific polymerase chain reaction (ASPCR) และ 
polymerase chain reaction / restriction fragment length polymorphism (PCR/RFLP) (ดัดแปลง
จาก Braunschweig, M ; 1998) เปนเทคนิคทีน่ิยมใชในการตรวจหาจีโนไทปของยนีทัง้สองตามลําดับ 
 
  การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวธิี ASPCR 
 

  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวิธี ASPCR เปนเทคนิคที่นยิมใชในการตรวจสอบ
จีโนไทปของยนีเบตาเคซนี ในวิธกีารนี้ลําดบัเบสบนสาย specific primers (oligonucleotides) ที่ใชจะ
มีความจาํเพาะสูง จงึทาํใหเกิดชิ้นสวนของดีเอ็นเอ (PCR-product) ที่มีความจาํเพาะตอตําแหนงเบสที่
ผันแปรของแตละอัลลีล ซึ่งบนลาํดับเบสของสายนิวคลิโอไทดนี้ไดแสดงตําแหนงเบสที่เกิดความผัน
แปรของแตละอัลลีลไวโดยอักษรตัวเอน โดยใชดีเอ็นเอตนแบบ (DNA template) ที่สกัดไดจาก
ตัวอยางเลือดของแมโคนมจาํนวน 1 µl และสารประกอบตางๆ ในปฏิกิริยา ประกอบดวย 10XPCR-
buffer 2.5 µl, dNTP’s (1.25 mM) 4µl, forward primer/specific primer (20 mM) อยางละ 0.5 µl, 
0.5 U Taq DNA polymerase 0.5 µl    และสุดทายปรับปริมาตรดวย sterile water ใหได 25 µl   ทัง้นี้
ปริมาตรของดีเอ็นเอตนแบบอาจปรับเปลี่ยนไดตามความเขมขนของดเีอ็นเอที่ใชในปฏิกิริยา กอน
ปฏิกิริยาในชวง PCR (initial denaturation) จะเริ่มที่อุณหภูมิ 94 oC เปนเวลา 5 นาที จากนั้นทํา
ปฏิกิริยา 30 รอบ มีรายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา ดังนี้ denaturation ที่อุณหภูม ิ94 oC เปนเวลา 30 
วินาที primer annealing ที่อุณหภูมิ 62 oC เปนเวลา 30 วินาที และ primer extension ที่อุณหภูมิ 72 
oC เปนเวลา 60 วินาท ี และจบดวยขั้นตอนสุดทาย (final extension) ที่อุณหภูม ิ 72 oC เปนเวลา 7 
นาที หลังจากปฏิกิริยาสิ้นสดุแลวเก็บ PCR product ไวที่อุณหภูมิ 4 oC จนกวาจะใชงานตอไป 
 

ขั้นตอนที ่1 : ทําการแบงกลุมระหวางยีนเบตาเคซีนอัลลีล  A1  B  C  F (กลุม I) และ A2   A3  E (กลุม 
II) โดยเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 296 bp (จากบริเวณ intron VI ถึง exon VII ของยีนเบตา
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 : สําหรับตัวอยางที่ใหผลบวกตอกลุม I  จะทาํการเพิ่มจํานวนชิน้สวนของดีเอ็นเอ ขนาด 
462 และ 551 bp (จากบริเวณ intron VI ถึง exon VII ของยีนเบตาเคซีน) และ 270 bp (จากบริเวณ 
intron IV ถึง exon VI ของยีนเบตาเคซีน) 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 : สําหรับตัวอยางที่ใหผลบวกตอกลุม II ทําการเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอน็เอขนาด 414 bp 
(จากบริเวณ intron VI ถึง exon VII ของยนีเบตาเคซนี) และ 267 bp (จากบริเวณ intron IV ถึง exon 
VI ของยีนเบตาเคซีน) 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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  เมื่อไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอตามที่ตองการแลว ทาํการแยกขนาดของชิน้สวนดีเอ็นเอที่
ไดเพื่อตรวจหาจีโนไทปของยีนเบตาเคซนี โดยใช PCR product 15 µl ผสมใหเขากันกับ Blue/Orange 
6Xloading dye 3 µl หยอดลงในหลมุบนแผน agarose gel 2 เปอรเซน็ต จากนัน้ทาํการแยกขนาดของดี
เอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟาที ่ 100 โวลต (volt) ประมาณ 1 ชั่วโมง นาํ agarose gel ที่ไดไปดูการ
เคลื่อนทีข่องแถบดีเอ็นเอภายใตแสง UV ทาํการถายรูปและบนัทึกภาพลงบนแผนบนัทึกขอมูล (diskette) 
 

  การเพิ่มจํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวธิี PCR/RFLP 
 

  การเพิม่จํานวนชิ้นสวนดีเอ็นเอ ดวยวิธ ีPCR/RFLP เปนเทคนิคทีน่ิยมใชในการหาจีโน
ไทปของยนีแคปปาเคซีน โดยทําการเพิ่มชิ้นสวนของดีเอ็นเอดวย primers KP1 และ KP2 จะไดชิ้นสวน
ขนาด 583 bp ครอบคลุมยีนแคปปาเคซีนบริเวณ exon IV ทั้งหมด ซึ่งเปนบริเวณที่เกิดความผันแปร 
(mutation) ในตําแหนงตางๆ 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’ 
 

  โดยใชดีเอ็นเอตนแบบจํานวน 1 µl และสารประกอบตางๆ ในปฏกิิริยาประกอบดวย 
10XPCR-buffer 2.5 µl, dNTP’s (1.25 mM) 4 µl, primers KP 1/KP 2 (20 µM) อยางละ 0.5 µl, 0.5 U Taq 
DNA polymerase 0.5 µl และสุดทายปรับปริมาตรดวย sterile water ใหได 25 µl โดยใชอุณหภูมิ 95 oC 
เปนเวลา 5 นาที กอนเริ่มปฏิกิริยาในชวง PCR (initial denaturation) โดยทาํปฏิกิริยา 35 รอบ มี
รายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา ดังนี้ denaturation ที่อุณหภูมิ 95 oC เปนเวลา 30 วินาท ีprimer annealing 
ที่อุณหภูม ิ56 oC เปนเวลา 30 วนิาท ีและ primer extension ที่อุณหภูม ิ72 oC เปนเวลา 60 วนิาท ีและจบ
ดวยขั้นตอนสดุทาย (final extension) ดวยอุณหภูมิ 72 oC เปนเวลา 7 นาท ีหลังจากปฏิกิริยาสิน้สุดแลว
เก็บ PCR product ไวที่อุณหภูมิ 4 oC จนกวาจะทาํการตดัดวยเอนไซมตัดจําเพาะตอไป 
 

  หลังจากไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอครอบคลุมบริเวณที่ตองการแลว ทําการตัดดวยเอนไซม
ตัดจําเพาะ (restriction enzymes)  ชนิดตางๆ ดังนี้  
  Hindlll  (A  AGCTT)  
  Hinfl  (G  ANTC)  
  Maell  (A  CGT)  
  Haelll  (GG  CC)   
  Hhal  (GCG  C)  
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  โดยมีสารประกอบตางๆ ในปฏิกิริยาการตัดดังแสดงใน ตารางที ่ 3.2 แลวอุนที่
อุณหภูมิ 37 oC ทิ้งไวขามคนื  
 

ตารางที ่3.2  แสดงสารประกอบตางๆ ในปฏิกิริยาการตัดชิ้นสวนดีเอน็เอขนาด 583 bp ของยีน 
                  แคปปาเคซีน ดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ (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 
  

  ทําการแยกขนาดของดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะชนิดตางๆ เพือ่
ตรวจหาจโีนไทปของยนีแคปปาเคซีน โดยผสมใหเขากนักับ Blue/Orange 6Xloading dye 3 µl หยอด
ลงในหลุมบนแผน agarose gel 2 เปอรเซ็นต จากนัน้แยกขนาดของดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยไฟฟา
ที่ 100 โวลต ประมาณ 1 ชัว่โมง นํา agarose gel ที่ไดไปตรวจดูการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอภายใต
แสง UV ทําการถายรูปและบันทึกลงบนแผนบันทึกขอมูล ยีนแคปปาเคซีนจโีนไทปตางๆ เมื่อถกูตัด
ดวยเอนไซมแตละชนิดจะไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอขนาดตางๆ ดังแสดงในภาคผนวก 
 
3.4  การวิเคราะหขอมลูเบ้ืองตน 
 

  3.4.1  การจาํแนกอิทธพิลของปจจยัคงที่ ประกอบดวย 
 

   3.4.1.1  อิทธิพลของอายทุี่แมโคนมคลอดลูก  จากขอมูลทีท่ําการศึกษา
อายุที่แมโคนมคลอดลูก ตั้งแตอายุ 24 เดือน ถงึ อาย ุ109 เดือน 
 

   3.4.1.2  อิทธิพลของปที่แมโคนมคลอดลูก เร่ิมต่ังแต ป พ.ศ. 2539 
(1996) ถึงป พ.ศ. 2546 (2003)  
 

   3.4.1.3  อิทธพิลของฤดูกาลที่แมโคนมคลอดลูก  แบงออกเปน 3 ฤดูกาล 
ตามกรมอุตุนยิมวทิยา เชนเดียวกับการศึกษาของ 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  อิทธิพลของกลุมพันธุ        ในการศึกษาครั้งนี้ใชโคนมลูกผสม
ระหวางพันธุโฮลสไตนฟรีเชีย่น บราวนสวสิ เจอรซี ่และซาฮิวาล โดยทําการจําแนกกลุมพนัธุตามระดับ
สายเลือดโคพนัธุยโุรป ดัดแปลงจากการศกึษาของ เทยีมพบ กานเหลือง (2541) โดยรวมโคนมที่มี
ระดับสายเลือดโคยุโรปตั้งแต 62.50 เปอรเซ็นตลงมาจัดไวเปนกลุมเดยีวกนั ดงัแสดงในตารางที ่3.3 
 

 ตารางที ่3.3  จําแนกกลุมพนัธุตามระดับเลือดและจํานวนขอมูลที่ใชในการวิเคราะห 
 

กลุมพนัธุ        ระดับเลือดโคยุโรป (เปอรเซ็นต) จํานวนขอมูล 
1 มากกวา 87.5 101 
2 75.00 – นอยกวา 87.5 50 
3 62.50 – นอยกวา 75.00 15 
4 นอยกวา 62.50 27 
รวม  193 

  
 

   3.4.1.5  อิทธิพลของลําดับการใหนม    การศึกษาครั้งนี้ประกอบดวย
ขอมูลการใหผลผลิตน้ํานมจากลําดับการใหนมที ่1 ถงึ 6 ดังแสดงในตารางที ่3.4 
 

ตารางที ่3.4  แสดงจํานวนขอมูลแยกตามลําดับการใหนม 
 

ลําดับการใหนม จํานวนขอมูล 
1 84 
2 62 
3 35 
4 11 
5 5 
6 3 
รวม 200 
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  3.4.2 การตรวจสอบการกระจายของขอมูล  ลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมที่ใชใน
การวิเคราะหครั้งนี้เปนขอมูลที่เก็บมาจากภาคสนาม (field data) กอนทําการวิเคราะหจึงตองตรวจสอบ
การกระจายของขอมูลดวยชุดคําสั่ง PROC UNIVARIATE NORMAL PLOT ในโปรแกรมสําเร็จรูป 
SAS for WINDOWS version 6.02 (SAS, 1998) พบวาลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณ
น้ํานมปรับที ่ 305 วัน ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน ที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ถูกสุมตัวอยางมา
จากประชากรที่มีการกระจายตัวของขอมลูแบบปกติ ทีร่ะดับความเชือ่มั่น 99 เปอรเซ็นต แลวจงึทําการ
วิเคราะหขอมลูดวยโมเดลผสมเชิงเสนตรง โดยใชโมเดลของสัตวแตละตัว (animal model) และทําการ
วิเคราะหหาองคประกอบของความแปรปรวนดวยวิธ ีRestricted Maximum Likelihood (REML) ซึ่งมี
ขอกําหนด (assumption) ใหการกระจายของขอมูลทีน่ํามาใชในการวิเคราะหเปนแบบปกติ (normal 
distribution) แลวจึงวิเคราะหอิทธพิลของยีนที่มีผลตอลักษณะดวยวิธี Best Linear Unbiased 
Prediction (BLUP) (Henderson, 1984)  
 
3.5  การวิเคราะหขอมลูทางพันธุศาสตร 

 
 3.5.1  หาองคประกอบของยีนในประชากร 
 

 

   ความถี่จีโนไทป (genotype frequency) 
 
 

    จํานวนสัตวทีม่ีจีโนไทปทีก่ําหนด 
                            = 
     จํานวนสัตวทัง้หมด 
 
   ความถี่อัลลลี (allele frequency) 
 
 

    จํานวนของอัลลีลของยีนที่กาํหนด 
                             = 

     จํานวนอัลลีลทั้งหมด 
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  3.5.2  การประมาณคาอิทธิพลของยนี 
  

  โมเดลที่ใชในการศึกษา 
 

  โมเดลที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เพื่อเปรียบเทียบถงึความสําคัญในการพิจารณาอทิธพิล
ของยีนเบตาและแคปปาเคซนีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม โดยพิจารณาดังนี ้
 

  โมเดลที ่1  :  ศึกษาอิทธิพลของยนี 1 ตําแหนง (single gene) 
 

  เพื่อศึกษาอิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ของยนีเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะ
ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน โดยพจิารณาอิทธพิลของยนีแตละตําแหนง
แยกกันดงัโมเดล (1a) ศึกษาอิทธพิลของจีโนไทปของยนีเบตาเคซนีซึง่พบ 5 แบบ ดังนี ้  A1A1   A1A2   
A2A2   A2B  และ A1B/BB และโมเดล (1b) เพื่อศึกษาอิทธิพลของจีโนไทปของยนีแคปปา เคซีนซึ่งพบ 5 
แบบดังนี้ AA  AB  AE  BB  และ BE 
 

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

โดยที ่
 

  y  = เวคเตอรของคาสังเกต 
  X  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ b  
  b  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจาก 
  Q  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ g  
  g  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากจีโนไทปของยีนเบตาเคซีน (1a) และ 
                                     แคปปาเคซีน (1b) 
  Z  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลสุม a  
  a  = เวคเตอรของอิทธิพลสุมเนื่องจากตัวสัตว   
  W  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลของ  
               สิ่งแวดลอมถาวร 
  p  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากสิง่แวดลอมถาวร 
  e  = เวคเตอรของความคลาดเคลื่อน (error) 
 

 โดยมีความแปรปรวนและความแปรปรวนรวมดังนี ้
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 โมเดลที ่2  :  ศึกษาอิทธิพลของยนีรวมกัน 2 ตําแหนง (multigene) 
 

  เพื่อศึกษาอิทธิพลทีเ่กิดขึ้นเนื่องจากการรวมกนัของจีโนไทปตางๆ ของยีนเบตาและ
แคปปาเคซีนตอลักษณะปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีน ปริมาณไขมัน เปอรเซ็นตโปรตีน และ
เปอรเซ็นตไขมัน โดยพิจารณาจีโนไทปของยีนทัง้สองตาํแหนงไปพรอมๆ กนั ดังโมเดล (2) ซึง่รูปแบบ
การรวมกนัของจีโนไทปของยีนทั้งสองทีพ่บในประชากรมีทั้งหมด 15 แบบ ดังแสดงในตารางที ่  เพื่อ
ศึกษาอทิธิพลของยีนทั้งสองตอลักษณะ  
 

       eWpZaQgXby * ++++=                                                                   (2) 
 

โดยที ่
 

 Q  = เมตริกซที่แสดงความสัมพนัธระหวางคาสงัเกตกับอิทธพิลคงที่ *g  
 *g  = เวคเตอรของอิทธิพลคงทีเ่นือ่งจากการรวมกันของจีโนไทปของยนีเบตาเคซีน   
                                     และแคปปาเคซีน   
 

  และมีขอกําหนดอื่นๆ เปนไปตามโมเดล (1a-b)      
 

  วิเคราะหหาองคประกอบความแปรปรวนและความแปรปรวนรวม (variance and 
covariance component estimation) ของลักษณะทีท่ําการศึกษา เพื่อนาํไปใชในการประมาณคา
อิทธิพลของจีโนไทปแบบตางๆ ของยนีทัง้สองตอลักษณะ โดยจะใชวิธีการวิเคราะหคร้ังละลกัษณะ 
(univariate analysis) ในประมาณคาอิทธิพลของยนีทัง้สองดวยโมเดล (1a-b) และ (2) เพื่อ
เปรียบเทยีบถงึความสําคัญในการพิจารณาอิทธพิลของยนีตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม โดยใช
โปรแกรมสําเร็จรูป DR-BLUP Version 1.0, 2003 (Duangjinda etal., 2003) 
 
 



บทที่  4 
 

ผลการวิเคราะหและวิจารณผล 
 

4.1  ลักษณะการใหผลผลติน้ํานม (milk production traits) 
 

  ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนมที่ทาํการศึกษาในครั้งนี ้ ไดแก ปริมาณน้ํานมปรับที ่ 305 
วัน ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน ในการวิเคราะหขอมูลเบื้องตนไดคาเฉลีย่ของปริมาณน้ํานม
เทากับ 3776.48 ±1052.86 กิโลกรัม คาเฉลี่ยของปริมาณโปรตีนเทากบั 113.10 ±27.24 กิโลกรัม และ
คาเฉลี่ยของเปอรเซ็นตโปรตีนเทากับ 3.21 ±0.37 เปอรเซ็นต ดังแสดงในตารางที ่4.1 
 

ตารางที ่4.1  แสดงคาเฉลี่ย (mean) สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation; S.D.) คาต่ําสดุ  
                     (minimum) และคาสูงสุด (maximum) โดยจําแนกตามลักษณะที่ศกึษา 
 

  ลักษณะ คาเฉลี่ย S.D. คาต่ําสุด คาสูงสุด  
  ปริมาณน้ํานมปรับที่ 305 วัน 3776.48 1052.86 853.00 6536.00  
  ปริมาณโปรตีน 113.10 27.24 39.00 185.00  
  เปอรเซน็ตโปรตีน 3.21 0.37 2.20 4.30  

 
4.2  จีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน (genotype of beta and kappa casein genes) 
 

  จากการตรวจสอบความหลากหลายทางพันธกุรรม (genetic polymorphism) ของยนี
เบตาและแคปปาเคซีนในประชากรโคนมทีท่ําการศึกษาจํานวน 87 ตัว โดยวธิีการเพิม่ชิ้นสวนของดีเอ็น
เอ พบวา 
 

  ยีนเบตาเคซนี การเพิม่ช้ินสวนของดีเอ็นเอดวยวธิี ASPCR จากดีเอน็เอตนแบบดวย 
specific primers แตละคู จะไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอขนาดตางๆ กนั ดังแสดงในตารางที ่ 4.2 ทาํให
สามารถจาํแนกยีนเบตาเคซนีไดเปนจีโนไทปตางๆ ที่พบในประชากร ดังนี ้  A1A1  A1A2  A2A2  A2B 
และ  A1B หรือ BB ดังแสดงในรูปภาคผนวกที ่1-5 
 

  ยีนแคปปาเคซีน  จากการเพิ่มช้ินสวนของดีเอ็นเอขนาด 583 bp แลวทาํการตัดดวย
เอนไซมตัดจําเพาะทัง้ 5 ชนิด ไดแก HinfI HindIII MaeII HaeIII และ HhaI ไดชิ้นสวนของดีเอ็นเอ
ขนาดตางๆ กนั ดงัแสดงในตารางที ่4.3  ทําใหสามารถจําแนกไดวายีนแคปปาเคซีนมีจีโนไทปตางๆ ที่
พบในประชากร ดังนี้  AA  AB  AE  BB และ BE ดังแสดงในรูปภาคผนวกที ่6-10 แตไมพบจโีนไทป 
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EE ในประชากรทีท่ําการศกึษาครั้งนี ้ สอดคลองกับการศึกษาของ ศิริลักษณ เตชะนรราช (2545) 
ทําการศึกษาจีโนไทปของแคปปาเคซีนในพอพนัธุโคนมของกองผสมเทียม จาํนวน 60 ซึง่แสดงการ
กระจายตวัของจีโนไทปแบบตางๆ ในทิศทางเดียวกนั 
 

  ยีนเบตาและแคปปาเคซีน เมื่อพิจารณายนีทัง้สองรวมกนัพบรูปแบบจีโนไทป
ทั้งหมด 15 แบบ ดังแสดงในตารางที่ 4.4 
 

ตารางที ่4.2  ขนาดของชิน้สวนดีเอ็นเอทีไ่ดจาการเพิม่ชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ี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 - + + - - * * 
 

* ไมตองเพิม่ช้ินสวนดีเอ็นเอ 
 

ตารางที ่4.3  ขนาด (bp) ของช้ินสวนดีเอ็นเอที่ได หลังจากการตัดชิ้นสวนดีเอน็เอขนาด 583 bp ดวย       
                     เอนไซมตัดจําเพาะ 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 ไมตองตัดดวยเอนไซม HaeIII และ HhaI 
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4.3 ความถี่ยีนและความถีจ่ีโนไทปของประชากร (gene and genotype frequency) 
 

  ประชากรที่ทาํการศึกษาในครัง้นี ้พบวายนีเบตาเคซนีจโีนไทป  A1A2  และ A2A2 และยนีแคป
ปาเคซนีจีโนไทป AA และ AB มีความถีม่ากที่สุดในประชากรทีท่าํการศกึษา สําหรบัการรวมกนัของยนีทั้งสอง
พบวาจีโนไทป A1A2-AA  A2A2-AA มีความถีม่ากที่สุด ดงัแสดงในตารางที่ 4.4 และมีความถี่ของยีนเบตาเคซนี 
อัลลีล A2 และยีนแคปปาเคซนีอัลลีล A สูงถงึ 0.61 และ 0.72 ตามลําดบั เปนอัลลีลพืน้ฐาน (common allele) 
ของประชากรที่ทําการศึกษาดังแสดงในตารางที่ 4.5 ซึ่งสอดคลองกับรายงานในตารางที่ 2.3 และ 2.4  
 

ตารางที ่4.4   แสดงจาํนวนแมโคนมที่มีจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนแบบตางๆ 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) ของยนีเบตาและแคปปาเคซนีทีพ่บในประชากร 
 

Gene/allele Frequency 
B-CN เมื่อกลุม A1B หรือ BB เปนอัลลีล A1 เมื่อกลุม A1B หรือ BB เปนอัลลีล 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  อิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม 
 
  ผลการวิเคราะหหาองคประกอบของความแปรปรวน 
 

  องคประกอบของความแปรปรวนในแตละโมเดลประกอบดวย คาความแปรปรวน
โดยตรงเนื่องจากตัวสัตว ( 2

aσ ) คาความแปรปรวนเนื่องจากสภาพแวดลอมถาวร ( 2
peσ ) คาความ

แปรปรวนของความคลาดเคลื่อน ( 2
eσ ) และคาความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ ( 2

pσ ) ซึ่งคาเหลานี้
จะขึ้นอยูกับโมเดลที่ใชในการวิเคราะห 
 

  1. องคประกอบของความแปรปรวนสําหรับลักษณะปริมาณน้าํนม มีคาความ
แปรปรวนโดยตรงเนื่องจากตัวสัตวอยูในชวง 517,370 กิโลกรัม2 (โมเดล 1a) ถึง 540,090 กิโลกรัม2 
(โมเดล 1b) โดยมีคาอัตราพันธกุรรมอยูในชวง 0.51 ถึง 0.54 ดังแสดงในตารางที ่4.6 

 

ตารางที่ 4.6  คาประมาณองคประกอบของความแปรปรวน คาอัตราพันธุกรรมโดยตรงเนื่องจากตัวสัตว   
                     (h2) และคา log likelihood แตละโมเดลที่วิเคราะหของลักษณะปริมาณน้ํานม 
 

องคประกอบ 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 ความแปรปรวนของสิ่งแวดลอมถาวร 
2
eσ   ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
2
pσ   ความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ 

 
  2. องคประกอบของความแปรปรวนสําหรับลักษณะปริมาณโปรตีน มีคาความ
แปรปรวนโดยตรงเนื่องจากตัวสัตวอยูในชวง 297.02 กิโลกรัม2 (โมเดล 1b) ถงึ 307.90 กิโลกรัม2 
(โมเดล 2) โดยมีคาอัตราพนัธุกรรมอยูในชวง 0.43 ถึง 0.44 ดังแสดงในตารางที่ 4.7 
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ตารางที ่4.7 คาประมาณองคประกอบของความแปรปรวน คาอัตราพันธุกรรมโดยตรงเนื่องจากตัวสัตว   
                     (h2) และคา log likelihood แตละโมเดลที่วิเคราะหของลักษณะปริมาณโปรตีน 
 

องคประกอบ 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 ความแปรปรวนของสิ่งแวดลอมถาวร 
2
eσ   ความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อน 
2
pσ   ความแปรปรวนของลกัษณะปรากฏ 

 
  3. องคประกอบของความแปรปรวนสําหรับลักษณะเปอรเซ็นตโปรตีน   มีคาความ
แปรปรวนโดยตรงเนื่องจากตัวสัตวอยูในชวง 3.02 เปอรเซ็นต2 (โมเดล 1b) ถึง 3.33 เปอรเซ็นต2  
(โมเดล 1a) โดยมีคาอัตราพันธกุรรมอยูในชวง 0.21 ถึง 0.22 ดังแสดงในตารางที ่4.8 
 
ตารางที ่4.8  คาประมาณองคประกอบของความแปรปรวน คาอัตราพันธุกรรมโดยตรงเนื่องจากตัวสัตว   
                     (h2) และคา log likelihood แตละโมเดลที่วิเคราะหของลักษณะเปอรเซ็นตโปรตีน 
 

องคประกอบ 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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  ผลการวิเคราะหหาอิทธพิลของจโีนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 
 

  1.  เมื่อพิจารณายนีทีละตําแหนง (single-gene) 
  

  ยีนเบตาเคซนี  การประมาณคาอิทธิพลของยีนเบตาเคซีนจากโมเดล (1a) ดังแสดง
ในตารางที ่4.9 พบวาจโีนไทป A1A1 และ A1A2 มีอิทธพิลตอปริมาณน้าํนม และปริมาณโปรตีน สงูสุด  
จีโนไทป A1B หรือ BB มีอิทธิพลตอเปอรเซ็นตโปรตีนสูงสุด แตใหปริมาณน้ํานมและปริมาณโปรตีน
ต่ําสุด  
 
ตารางที ่4.9 แสดงอิทธิพลของยีนเบตาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
 

ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
จีโนไทป ปริมาณน้าํนม 

(กิโลกรัม) 
ปริมาณโปรตีน 

(กิโลกรัม) 
เปอรเซ็นตโปรตีน 

(เปอรเซ็นต) 
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 แสดงอิทธิพลของยนีเบตาเคซนีทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้าํนม 
ปริมาณโปรตีน ขัดแยงกับการศึกษาของ Ikonen et al. (1999) และ Van Eenennaam and Medrano 
(1991) รายงานวาจีโนไทป A2A2 ใหปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตีนสูงสุด แตมีแนวโนมสอดคลองกับ
การศึกษาของ Bovenhuis et al. (1992) รายงานวาจโีนไทป A1B และ BB ใหปริมาณน้าํนม ปริมาณ
โปรตีนต่ําสุด    
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  ยีนแคปปาเคซีน  การประมาณคาอิทธิพลของยีนแคปปาเคซีนจากโมเดล (1b) ดัง
แสดงในตารางที่ 4.10 พบวาจีโนไทป AA มีอิทธพิลตอปริมาณน้าํนมและโปรตีนสูงสุด จีโนไทป AE มี
อิทธิพลตอเปอรเซ็นตโปรตีนสูงสุด แตใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตีนต่ําสุด 
 

ตารางที ่4.10  แสดงอิทธิพลของยีนแคปปาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม  
 

ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
จีโนไทป ปริมาณน้าํนม 

(กิโลกรัม) 
ปริมาณโปรตีน 

(กิโลกรัม) 
เปอรเซ็นตโปรตีน 

(เปอรเซ็นต) 
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 แสดงอิทธิพลของยนีแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้าํนม 
และปริมาณโปรตีน สอดคลองกับการศึกษาของ Bovenhuis et al. (1992) และ Van Eenennaam 
and Medrano (1991) รายงานวาจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมและปริมาณโปรตีนต่ํากวาจีโนไทป 
AA และ AB แตใหเปอรเซ็นตโปรตีนสงูกวาจโีนไทป AB และ AA ตามลําดับ แตอิทธิพลที่ไดจาก
การศึกษาครั้งนี้ขัดแยงกับรายงานของ Ikonen et al. (1999) รายงานวาจีโนไทป BB ใหเปอรเซ็นต
โปรตีนสูงสุดเมื่อเปรียบเทยีบกับ AB  BE  AA  AE และ EE ตามลําดับ 
 
  2.  เมื่อพิจารณายนีรวมกนั 2 ตําแหนง (polygene) 
 

  ยีนเบตาและแคปปาเคซีน การประมาณคาอิทธิพลของการทาํงานรวมกันระหวาง
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนจากโมเดล (2) ดังแสดงในตารางที่ 4.11 พบวาจีโนไทป A1A1-AB  A1A2-AA 
และ A1A1-AA มีอิทธพิลตอปริมาณน้าํนมและปรมิาณโปรตีนสงูสุด ตามลําดับ จีโนไทป A1B หรือ BB-BB 
และ A1A2-AE มีอิทธพิลตอเปอรเซน็ตโปรตีนสงูสุด แตจโีนไทป  A1B หรือ BB-AB ใหเปอรเซ็นตโปรตีน
ต่ําสุด 
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ตารางที ่4.11 แสดงอิทธพิลรวมของยนีเบตาและแคปปาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม 
 

ลักษณะการใหผลผลิตน้าํนม  
จีโนไทป ปริมาณน้าํนม 

(กิโลกรัม) 
ปริมาณโปรตีน 

(กิโลกรัม) 
เปอรเซ็นตโปรตีน 

(เปอรเซ็นต) 
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 แสดงอิทธิพลรวมของยีนเบตาและแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะ
ปริมาณน้าํนม ปริมาณโปรตนี และเปอรเซน็ตโปรตีน มีแนวโนมขัดแยงกับการศึกษาของ Ikonen et al. 
(1999) รายงานวาจีโนไทป A2A2-AB  A2A2-AA  และ A1A2-AE ใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตีน
สูงสุด จีโนไทป A1A2-AB และ A1A1-AB ใหเปอรเซ็นตโปรตีนในน้าํนมสูงสุด และการศึกษาของ Ojala 
et al. (1997) รายงานวายนีเบตาและแคปปาเคซีนจโีนไทป A1A2-AB ใหปริมาณน้ํานมและปรมิาณ
โปรตีนสูงกวาจีโนไทป  A1A2-AA   A1A1-AB ตามลําดับ 
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  อยางไรก็ตามจะเหน็ไดวา การประมาณคาอิทธพิลของยนีเบตาและแคปปาเคซีนที่ได
จากทั้งสองโมเดล (โมเดล (1) และ โมเดล (2)) มีแนวโนมที่ไมสอดคลองกัน ทัง้นี้อาจเกิดเนื่องจาก 
 

  1.  การที่มีจาํนวนของขอมูลในแตละรูปแบบจีโนไทปไมเทากัน (unbalanced data)  
และจํานวนของขอมูลที่ใชในการศึกษาครัง้นี้คอนขางนอย  จงึทําใหบางจีโนไทปพบขอมูลนอยมาก 
เชน   A1A1-AE   A1A2-BE   A2B-BB  และ  A1B หรือ BB -BB  มีขอมูลเพียง 1 ตัวอยางเทานัน้  
 

  2.  อิทธพิลของการทํางานรวมกนัระหวางจีโนไทปของยนีทัง้สอง (interaction effect) 
ตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานมดังในรูปที ่4.1  4.2  และ 4.3  แสดงอิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตา
และแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นตโปรตีน ตามลาํดับ  
 

  จะเหน็ไดวา การทํางานรวมกนัระหวางจีโนไทปของยีนทัง้สองตอลักษณะปริมาณ
น้ํานม แมวายนีเบตาเคซนีจโีนไทป A1A1 และยีนแคปปาเคซีนจโีนไทป AA ตางกม็อิีทธิพลตอปริมาณ
น้ํานมสงูสุด แตเมื่อพิจารณาอิทธพิลของยนีทัง้สองรวมกัน พบวาจีโนไทป A1A1-AB ใหปริมาณน้ํานม
มากที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกบัจีโนไทป A1A2-AA  A1A1-AA  และ A1A2-AB ตามลําดับ ดังนัน้จึงไมใช
เพียงอิทธพิลของยีนเบตาเคซีนอัลลีล  A1 หรือยนีแคปปาเคซีนอลัลีล A เทานั้นที่มีอิทธพิลตอการ
แสดงออกของลักษณะปริมาณน้ํานมสูงสุด แตอิทธิพลที่เกิดขึ้นเนื่องจากปฏิกิริยารวมกันระหวางอัลลีล 
ของยีนทั้งสอง เชนเดียวกับ ลักษณะเปอรเซ็นตโปรตีนในน้าํนม ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1B หรือ BB 
และยีนแคปปาเคซีนจโีนไทป AE ตางกม็ีอิทธพิลตอเปอรเซ็นตโปรตีนสูงสุด แตเมื่อพิจารณาอิทธิพล
ของยีนทั้งสองรวมกนั พบวาจีโนไทป A1B หรือ BB -BB ใหเปอรเซน็ตโปรตีนสงูมากทีสุ่ดเมื่อเปรียบเทียบ
กับจีโนไทป A1A2-AE  A2B-BB  และ A2B-AB ตามลาํดับ แตจีโนไทป A1B หรือ BB -AB กลบัให
เปอรเซ็นตโปรตีนต่ําที่สุด 
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รูปที่ 4.1 อิทธพิลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณน้ํานม (กิโลกรัม) 
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รูปที่ 4.2 อิทธพิลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนทีม่ีผลตอลักษณะปริมาณโปรตีน (กิโลกรัม) 

  A1A1      A1A1     A1A1     A1A2    A1A2   A1A2    A1A2     A1A2     A2A2   A2A2       A2B     A2B     A2B  A1B/BB   A1B/BB       
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รูปที่ 4.3  อิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนที่มีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีน (เปอรเซ็นต) 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวิเคราะห และขอเสนอแนะ 
 

5.1  จีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน 
   

  ในประชากรโคนมลูกผสมทีไ่ดทําการศึกษาในครั้งนี้ จาํนวน 87 ตัว พบจีโนไทปของ
ยีนเบตาและแคปปาเคซีนดังนี ้
 

  ยีนเบตาเคซีน  พบจีโนไทปทั้งหมด 5 แบบ ไดแก  A1A1  A1A2   A2A2  A2B   และ 
A1B/BB โดยมีอัลลีล  A2  เปนอัลลีลพืน้ฐานที่พบมากทีสุ่ดในประชากร มีความถี่อัลลีลเทากับ 0.61  
 

  ยีนแคปปาเคซีน  พบจโีนไทปทัง้หมด 5 แบบ ไดแก  AA  AB   AE  BB และ BE โดย
มีอัลลีล  A  เปนอัลลีลพืน้ฐานที่พบมากทีสุ่ดในประชากร มีความถี่อัลลีลเทากับ 0.72  
 
5.2 อิทธิพลของจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีนที่มีผลตอลักษณะการใหผลผลิต

น้ํานม 
 

  ประชากรโคนมลูกผสมที่ไดทําการศึกษาในครั้งนี ้ พบวาจีโนไทปของยนีเบตาและแคปปา 
เคซีนมีอิทธิพลตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม ไดแก ปริมาณน้ํานม ปริมาณโปรตีน และเปอรเซ็นต
โปรตีน และอาจมีอิทธิพลเนื่องจากปฏิกริิยารวม (interaction effect) ระหวางยนีทัง้สอง ดงันี ้
 
  ปริมาณน้ํานม 
 

  ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1A1   และ  A1A2  ใหปริมาณน้ํานมสูงที่สุดตามลําดับ และจโีน
ไทป A1B หรือ BB ใหปริมาณน้าํนมต่ําที่สุด (ต่ํากวาจีโนไทป A1A2 ถงึ 724.16 กิโลกรัม) แตเมื่อ
พิจารณาปฏิกริิยารวมระหวางยนีทั้งสองพบวาจีโนไทป A2B ใหปริมาณน้าํนมต่ําเสมอเมื่ออยูรวมกับ
ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทปตางๆ    
 

  ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AA ใหปริมาณน้ํานมสงูที่สุด และจีโนไทป AE ใหปริมาณ
น้ํานมต่ําที่สุด (ต่ํากวาจีโนไทป AA ถึง 1279.88 กิโลกรัม) แตเมื่อพจิารณาปฏิกิริยารวมระหวางยนีทัง้
สองพบวาจีโนไทป AE และ BB ใหปริมาณน้ํานมต่ําเสมอเมื่ออยูรวมกับยีนเบตาเคซีนจีโนไทปตางๆ  
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  ปริมาณโปรตีน 
 

  ยีนเบตาเคซนีจีโนไทป A1A1  ใหปริมาณโปรตนีสงูที่สุด (สูงกวาจีโนไทป A1A2 3.40 
กิโลกรัม) และจีโนไทป A1B หรือ BB ใหปริมาณโปรตีนต่าํที่สดุ (ต่าํกวาจีโนไทป A1A2 ถึง 18.25 กิโลกรัม)  
 

  ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AA ใหปริมาณโปรตีนสูงที่สุด และจีโนไทป AE ใหปริมาณ
โปรตีนต่ําที่สดุ (ต่ํากวาจีโนไทป AA 29.29 กิโลกรัม)  
 

  แตเมื่อพิจารณาปฏิกิริยารวมระหวางยนีทั้งสองพบวายีนเบตาเคซีนจีโนไทป A2B และ
ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AE และ BB ใหปริมาณโปรตีนต่ําเสมอเชนเดียวกับปริมาณน้ํานม  
 
  เปอรเซ็นตโปรตีน 
 

  ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1B หรือ BB ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงที่สุด (สูงกวาจีโนไทป A1A2 
0.97 เปอรเซ็นต)  และจีโนไทป A1A1 ใหเปอรเซ็นตโปรตีนต่ําที่สุด (ต่ํากวาจโีนไทป A1A2 ถงึ 1.17 
เปอรเซ็นต) แตเมื่อพิจารณาปฏิกิริยารวมระหวางยนีทั้งสองพบวา A2B ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงเสมอ
เมื่ออยูรวมกบัยีนแคปปาเคซีนจีโนไทปตางๆ    
 

  ยีนแคปปาเคซีนจีโนไทป AE ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงที่สุด (สูงกวาจโีนไทป AA 0.41 
เปอรเซ็นต) และจีโนไทป BE ใหเปอรเซน็ตโปรตีนต่ําทีสุ่ด (ต่ํากวาจีโนไทป AA 0.14 เปอรเซ็นต) แต
เมื่อพิจารณาปฏิกิริยารวมระหวางยีนทัง้สองพบวา AE ใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงเสมอเมื่ออยูรวมกับยีน
เบตาเคซีนจโีนไทปตางๆ    
 
5.3 ขอเสนอแนะ 
 

แนวทางการใช MAS ในการปรับปรงุลกัษณะการใหผลผลิตน้าํนม 
 

  จากการศึกษาอิทธพิลของยนียนีเบตาและแคปปาเคซนีในครัง้นี ้ มีแนวทางในการนาํไป 
ใชเปนเครื่องหมายพนัธกุรรมเพื่อชวยในการคัดเลือกโคนมสําหรับลักษณะตางๆ ดงันี ้ 
 

  ควรพิจารณาคดัเลือกโคนมโดยดูจากปฏิกิริยารวมระหวางยนีทัง้สองที่มีตอลักษณะ เชน 
ยีนเบตาเคซีนจีโนไทป A1A1 และปฏิกิริยารวมกับยนีแคปปาเคซีนจโีนไทป  AA และ AB ใหปริมาณ
น้ํานมสงูแตปฏิกิริยารวมกบัจีโนไทป AE กลับใหปริมาณน้ํานมต่ํา ยกเวนยนีเบตาเคซีนจีโนไทป A2B 
และแคปปาเคซีนจีโนไทป AE และ BB จะใหปริมาณน้าํนมและปริมาณโปรตีนต่ําเสมอ  แตเบตาเคซนี
จีโนไทป A2B และแคปปาเคซีนจีโนไทป AE กลับใหเปอรเซ็นตโปรตีนสูงเสมอดวยเชนกนั  
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แนวทางการศึกษาเพิ่มเติม 
 
 

  การหาจีโนไทปของยีนเบตาและแคปปาเคซีน และการประมาณคาอิทธิพลของจีโนไทป
ของยีนทั้งสองที่ไดจากการศึกษาในครั้งนี ้เปนจุดเริ่มตนในการเชื่อมโยงความรูดานพนัธุศาสตรปริมาณ
และการใชเทคโนโลยีดานพันธุศาสตรโมเลกุลเขาดวยกัน โดยมองยีนเบตาและแคปปาเคซีน ในฐานะ
ของ candidate gene ที่คาดวาจะมีอิทธพิลสําคญัตอลักษณะการใหผลผลิตน้ํานม เพื่อใชเปน
เครื่องหมายพนัธุกรรมในการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุโคนม ซึง่ขอมูลตางๆ ที่ไดมายังไมใชผลสรุป
จากตัวแทนโคนมของประเทศ เนื่องจากในการศึกษาครั้งนี้ใชขอมูลสุมจากประชากรโคนมลูกผสมฝูง
หนึง่ในประเทศไทยซึ่งมีจาํนวนเพียง 87 ตัว เทานัน้ จงึนบัไดวาเปนจาํนวนทีน่อยมากสําหรับการศึกษา
ในดานนี้ ตลอดจนยังมีขอจํากัดตางๆ ในรายละเอียดของตัวโคนมอยูมาก เชน พนัธุประวัติและ
ความสัมพันธ (genetic linkage) ของโคนมในฝงูทีท่าํการศึกษา ซึ่งเปนขอมูลทีสํ่าคัญในการศึกษา
ดานนี ้ดังนัน้จงึควรมีการศึกษาวิจยัเพิ่มเตมิจากการศึกษาครั้งนี ้เพื่อใหไดขอสรุปชัดเจนขึ้น ดังนี ้
 

 1.  ประชากรโคนม ควรทําการศึกษาอิทธิพลของยนีในจาํนวนประชากรที่มากขึ้น เพื่อใหมี
ตัวแทนในแตละกลุมจีโนไทปเพียงพอ ทาํใหสามารถประมาณคาอทิธิพลของยนีตอลักษณะตางๆ ได
อยางแมนยาํมากขึ้น ตลอดจนไดขอสรุปที่ถูกตองจากกลุมตัวอยางที่สามารถเปนตัวแทนของประชากร
กอนนําความสัมพันธที่ไดไปใชในการคัดเลือกโคนมประชากรนั้นๆ  
 

 2.  ความสัมพันธของโคนมในประชากร ทาํการศึกษาในประชากรโคนมที่มีความสัมพนัธ
กัน เพื่อใหสามารถศึกษาอิทธิพลของยนีในรูปแบบของ haplotype และความสามารถในการถายทอด
ของยีนจากรุนหนึง่ไปยังอกีรุนหนึ่งได 
 

 3.  ลักษณะ  ควรมีการศึกษาอิทธิพลของยนีตอลักษณะที่มีความสาํคัญอื่นๆ ในโคนมเพิม่เติม 
เนื่องจากยีนอาจมีอิทธิพลตอลักษณะมากกวา 1 ลักษณะ (pleiotropy) การคัดเลือกจากจโีนไทปของ
ยีนเหลานี้จงึอาจมีผลกระทบตอลักษณะอื่นๆ ในโคนมดวย 
 

 4.  ยีนอื่นๆ ควรมีการศึกษาและตรวจสอบชนิดและอิทธิพลของยนีอื่นๆ ที่อยูใกลเคียง เชน 
ยีนแอลฟาเอส1 เนื่องจากเปนยนีที่อยูบริเวณใกลกันบนโครโมโซมเดียวกัน 
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วัสดุอุปกรณและสารเคมี 
 
 การเก็บตัวอยางเลือด และสกัดดีเอ็นเอ 
 

  1.  เข็มและหลอดสุญญากาศ (vacutainer)® ที่เคลือบดวยสารปองกนัการแข็งตวั    
                              (EDTA) 

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

 การตรวจหาจีโนไทปดวยวิธ ี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.  เอนไซมตดัจําเพาะ ไดแก 
   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 รุน 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 ประกอบดวย 
   Power Supply รุน 300 Plus (Wealtec, Taiwan) 
   Gel Electrophoresis System รุน 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 ประกอบดวย 
   Photodocumentation System รุน Photo-Print (Vilber Lourmat,  
                                     France) 
   Black and White Monitor รุน SSM-930CE (Sony, Korea) 
   Video Graphic Printer รุน UP-895MD (Sony, Japan) 
  15. Diskette และ Sony B/W Printing Paper 
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ตารางภาคผนวกที ่1  แสดงขอมูลรายตวัของแมโคนมที่ทาํการตรวจหาจีโนไทปของยนีเบตาและ 
                                  แคปปาเคซีนดวยวธิี ASPCR และ PCR/RFLP ตามลําดับ 
                 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

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 (ตอ) แสดงขอมูลรายตัวของแมโคนมทีท่ําการตรวจหาจโีนไทปของยนีเบตา            
                                          และแคปปาเคซีนดวยวิธ ีASPCR PCR/RFLP ตามลาํดับ  
 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

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 (ตอ) แสดงขอมูลรายตัวของแมโคนมทีท่ําการตรวจหาจโีนไทปของยนีเบตา            
                                          และแคปปาเคซีนดวยวิธ ีASPCR PCR/RFLP ตามลาํดับ  
 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

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 (ตอ) แสดงขอมูลรายตัวของแมโคนมทีท่ําการตรวจหาจโีนไทปของยนีเบตา            
                                          และแคปปาเคซีนดวยวิธ ีASPCR PCR/RFLP ตามลาํดับ  
 

จีโนไทป  
ลําดับ 

 
หมายเลขประจําตัวโคนม ยีนเบตาเคซีน ยีนแคปปาเคซีน 

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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 1 แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ี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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 
 

                    
 

รูปภาคผนวกที่ 2  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ี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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 
 
 

 
 
   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 3  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ี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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 

 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 4  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ี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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนเบตาเคซีน (ตอ) 
 
 
 

 
 

รูปภาคผนวกที่ 5  แสดงผลที่ไดจากการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอดวยวิธ ี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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน  
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 6  แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                             จีโนไทป AA (2%agarose gel)  

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

 
 
 
 

 

 

100 

600 

331 

252 

300 

283 

538 542 

41 

538 

326 

129 

59/69 
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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 
 

 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 7   แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                                     จีโนไทป AB (2%agarose gel)  

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI  (+/-) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII  (+/-) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม MaeII  (+) 
lene 4  : marker 100 bp 
lene 5  : PCR Product 583 bp    
lene 6  : ตัดดวยเอนไซม HhaI   (+) 
lene 7  : ตัดดวยเอนไซม 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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 

 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 8  แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                             จีโนไทป AE (2%agarose gel)  

lene 1  : marker 100 bp 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HinfI  (+) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม HindIII (-) 
lene 4  : ตัดดวยเอนไซม MaeII  (+) 
lene 5  : ตัดดวยเอนไซม HaeIII (+/-) 
lene 6  : ตัดดวยเอนไซม 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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปภาคผนวกที่ 9 แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                            จีโนไทป BB(2%agarose gel)  

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI  (-) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII (+) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม 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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ตัวอยางการเคลื่อนที่ของแถบดีเอ็นเอของยีนแคปปาเคซีน (ตอ) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาคผนวกที่ 10 แสดงผลที่ไดจากการตัดชิ้นสวนดีเอ็นเอขนาด 583 bp ดวยเอน็ไซมตางๆ  
                              จีโนไทป AE(2%agarose gel) 

lene 1  : ตัดดวยเอนไซม HinfI (+/-) 
lene 2  : ตัดดวยเอนไซม HindIII (+/-) 
lene 3  : ตัดดวยเอนไซม MaeII (+) 
lene 4  : ตัดดวยเอนไซม HaeIII  (+/-) 
lene 5  : ตัดดวยเอนไซม 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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ประวัติผูเขียน 
 

  นางสาวชอทพิ  อรุณเดชาชัย เกิดเมื่อวันที่ 5 พฤศจิกายน พ.ศ. 2519 ที่จงัหวัด
อุบลราชธานี สําเร็จการศึกษาระดับปริญญาตรีวิทยาศาสตรบัณฑิต (เกษตรศาสตร) สาขาสัตวศาสตร 
คณะทรัพยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร เมื่อปการศกึษา 2542 และเขาศึกษาตอใน
ระดับปริญญามหาบณัฑิต ในสาขาวชิาการปรับปรุงพนัธุสัตว ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เมื่อปการศึกษา 2543  และไดรับทุนโครงการพัฒนาอาจารยสาขาขาด
แคลน ประจําป 2545 ของทบวงมหาวทิยาลัย 
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