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บทคัดยอ  
 การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีนตัว
ขนสงกรดอะมิโนในระบบตางๆ ไดแก LAT2, 4F2hc, ATA2, ASCT1, ATB0,+,CAT1 และ CAT2B 
ในเซลลเตานมของแมสุกรระยะใหนมชวงตน (วันที่ 9) และชวงใหนมสูง (วันที่ 19) โดยใชแมสุกร
พันธุลูกผสมที่ผานการตั้งทองมาแลวมากกวา 2 ครั้ง และมีสมรรถนะดานผลผลิต ลักษณะของเตานม 
และวันคลอดที่ใกลเคียงกัน จํานวน 8 ตัว แบงออกเปน 2 กลุมๆละ 4 ตัว ในวันที่ 9 และวันที่ 19 ของ
ระยะการใหน้ํานมเลี้ยงลูก ทําการเก็บตัวอยางเลือดที่ตําแหนง anterior vena cava ของแมสุกรและลูก
สุกร รวมทั้งเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเซลลผลิตน้ํานมจากเตานมแมสุกรโดยวิธีผาตัด  ผลการทดลองในแม
สุกรไมพบการเปลี่ยนแปลงที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของระดับความเขมขนกรดอะมิโน
อิสระในพลาสมาทั้ง 18 ตัว เมื่อเปรียบเทียบในวันที่ 9 กับ วันที่ 19 ของระยะใหนม สวนในลูกสุกร
ทั้งสองกลุม พบการเปลี่ยนแปลงที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <  0.05) เฉพาะโปรลีน 
อารจินีน และไลซีน เทานั้น เมื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสง
กรดอะมิโนตางๆ ดังกลาวในเนื้อเยื่อเซลลผลิตน้ํานม พบวากลุมแมสุกรซึ่งไดรับโภชนะอาหารตาม
ระดับความตองการในวันที่ 9 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก มีปริมาณการแสดงออกที่สูงของยีนตัวขนสง
กรดอะมิโน ไดแก LAT2, ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1 และ CAT2B กวาในวันที่ 19 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P <  0.05) แตอยางไรก็ตามยกเวนยีนตัวที่เปนตัวรวมชวยในการทําหนาที่ของยีน
ตัวขนสงกรดอะมิโนที่ทําหนาที่หลักของระบบ L ไดแก 4F2hc มีปริมาณการแสดงออกที่ไมแตกตาง
กัน    ซ่ึงอาจจะอธิบายผลการแสดงออกของยีนเพื่อการปรับตัวรองรับการเปลี่ยนแปลงทางดานสรีร 
วิทยาที่เกิดขึ้นและเตรียมจํานวนเซลลที่มากเพียงพอในการรองรับการผลิตน้ํานม 
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Abstract  
 The objective of this study was to determine the physiological changes in the early (day 9th) 
and peak (day 19th) stage of lactation on the quantitative mRNA expression of these amino acid 
transporters; LAT2, and 4F2hc (System L and heterodimer), ATA2 (System A), ASCT1 (System 
ASC), ATB0,+ (System B0,+), CAT1, and CAT2B (System y+) in lactating porcine mammary cell.  
Eight multiparous crossbred lactating sows were randomly divided into 2 groups based on their 
equal productive performances, mammary gland conformation and farrowing day. Blood samples 
of sows and their piglets were collected via anterior vena cava puncture and mammary tissue 
samples of sows were obtained by incisional biopsy on d 9 and 19 of lactation. For 18 free amino 
acids in blood plasma, no significant effect of the two different stages was observed in sows but 
proline, arginine and lysine in suckling piglets were changed significantly (P <  0.05). To focus on 
the stages of lactation, sows in early lactation (day 9) with normal dietary nutrients showed 
enhancement in quantitative mRNA expression of variety amino acid transporters; LAT2, ATA2, 
ASCT1, ATB0,+, CAT1 and CAT2B in mammary secretory cells when compared to those in peak 
lactation (day 19). On the other hand, no significant difference in quantitative mRNA expression of 
supporting transporter; 4F2hc, of system L was found between these lactation periods. One possible 
explanation of this might be to adjust their physiological functions involved in the adaptation to 
mammary cell proliferation and differentiation for milk production. 
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บทนํา 
สุกรชวงระยะการใหนมถือวาเปนชวงที่มีความสําคัญอยางยิ่ง เนื่องจากเปนชวงที่แมสุกรตอง

ทําการผลิตน้ํานมใหเพียงพอตอความตองการของลูกสุกร เพื่อใหลูกสุกรมีประสิทธิภาพการ
เจริญเติบโตสูงสุด     ลูกสุกรชวงแรกเกิดถึงหยานมไดรับสารอาหารที่สําคัญตางๆ จากน้ํานมเปน
หลัก  ไดแก   กรดอะมิโนหรือโปรตีน  ไขมัน  แลคโตส  วิตามินและแรธาตุ   โดยมีการศึกษาพบวา  
ลูกสุกรมีการเจริญเติบโตลดลงเมื่อไดรับน้ํานมที่มีกรดอะมิโนไมเพียงพอตอความตองการของ
รางกาย  เชน  กรดอะมิโนอารจินีน  และวาลีน (O’Quinn et al., 2002)   รวมท้ังในกรณทีี่แมสุกร
ไดรับอาหารที่มีระดับไลซีนต่ํา (Gaun et al., 2002)  เพราะมีผลทําใหผลผลิตน้ํานมและปริมาณ
โปรตีนในน้ํานมลดลง  ทั้งนี้กลไกสําคัญในการตอบสนองของเตานมสุกรที่มีผลตอระดับของกรด 
อะมิโนในน้ํานมคือ    อัตราการไหลเวียนของเลือดแดงไปเลี้ยงที่เตานม (mammary plasma flow) ทํา
หนาที่พากรดอะมิโนไปยังเนื้อเยื่อเตานม และระบบการขนสงกรดอะมิโนที่เนื้อเยื่อเตานมทําหนาที่
นําเขา (uptake) กรด อะมิโนจากหลอดเลือดแดงที่มาเลี้ยงเตานมเขาสูเซลลสรางน้ํานมโดยอาศัยตัว
ขนสงกรดอะมิโน (amino acid transporter) ที่เฉพาะเจาะจงตอกรดอะมิโนแตละชนิดหรือกลุม      

ปจจัยหนึ่งที่สําคัญและมีผลตอกลไกการตอบสนองดังกลาวของเตานมแมสุกรที่มีการศกึษา
แลว   ไดแก  ชวงระยะวันการใหน้ํานม   โดยเตานมมีการนําเขากรดอะมิโนสูงขึ้นเมื่อชวงระยะวัน
การใหนมเพิ่มขึ้น (Nielsen et al., 2002)   ซ่ึงคํานวณจากคาความแตกตางของความเขมขนของกรด 
อะมิโนในหลอดเลือดแดงที่มาเลี้ยงที่เตานมและหลอดเลือดดําที่ออกจากเตานม (arteriovenous 
difference) มีคาสูงขึ้น   ซ่ึงคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงที่มา
เล้ียงที่เตานมและหลอดเลือดดําเปนคาที่บงชี้ถึงปริมาณกรดอะมิโนที่ถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมสุกร 
(Trottier et al., 1995)   ในขณะที่คาการไหลของเลือดมาเลี้ยงเตานมไมเปลี่ยนแปลง (Nielsen et al., 
2002)   จึงแสดงใหเห็นวากลไกการตอบสนองที่มีผลโดยตรงตอคาความแตกตางของความเขมขน
ของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงที่มาเล้ียงที่เตานมและหลอดเลือดดําที่สูงขึ้นคือ   ตัวขนสงกรด  
อะมิโนในระบบตางๆ (amino acid transport systems) ที่อยูที่เนื้อเยื่อเตานมมีการทํางานที่
เปลี่ยนแปลงไป   ซ่ึงอาจเกิดขึ้นไดจากการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของยีน (gene expression) 
ตัวขนสงกรดอะมิโนของระบบการขนสงกรดอะมิโนและ/หรือตําแหนงการแสดงออกของโปรตีนตัว
ขนสงกรดอะมิโนบนเซลลสรางน้ํานม   โดยระบบขนสงกรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอแมสุกรหรือ
ลูกสุกรและควรศึกษา  ไดแก  ระบบ A ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ เมทไธโอนีน   ระบบ ASC 
ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ ทรีโอนีน   ระบบ L ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ กรดอะมิโนกลุมที่มี
กิ่งกานสาขา  ระบบ y+ ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ ไลซีน และอารจินีน   และระบบ B0,+ ขนสง
กรดอะมิโนที่สําคัญ  คือ  การแลกเปลี่ยนกรดอะมิโนที่เปนกลางและเปนดางตางๆ     

ทั้งนี้  ระดับความตองการกรดอะมิโนของแมสุกรชวงใหนม กําหนดโดย National Research 
Council (NRC) ป 1998 แนะนําระดับความตองการโดยประเมินจากปริมาณของกรดอะมิโนที่พบใน
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น้ํานมเทานั้น ซ่ึงอาจทําใหไดคาที่ไมถูกตองนัก    เนื่องจากกรดอะมิโนที่พบในน้ํานมประกอบดวย
กรดอะมิโนที่ไดรับจากเลือดโดยตรงและกรดอะมิโนที่ผานกระบวนการทางเคมีตางๆ ภายในเตานม
แลว  เชน  การ oxidation และการเปลี่ยนจากกลุมกรดอะมิโนจําเปนไปเปนกลุมกรดอะมิโนไมจาํเปน  
เปนตน   ดังนั้นการประเมินคาความตองการกรดอะมิโนของแมสุกรชวงใหนม ควรใชขอมูลในการ
ประเมินจากกรดอะมิโนที่ถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานม  เพราะเปนคาของกรดอะมิโนที่ไดรวมกรด  
อะมิโนทั้งที่ใชในกระบวนการทางเคมีภายในเตานมและคาของกรดอะมิโนน้ํานม (Trottier et al., 
1997)   ซ่ึงเมื่อทราบขอมูลพื้นฐานเหลานี้ในระดับอณูโมเลกุลแลวจะมีประโยชนในการใชเปนขอมูล
ประกอบเพิ่มเติมในการประเมินความตองการกรดอะมิโนในชวงระยะเวลาตางๆ ของการใหนม   แต
ทั้งนี้การศึกษาระดับอณูโมเลกุลเกี่ยวกับตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบการขนสงกรดอะมิโนตางๆ 
ในเตานมของแมสุกรชวงใหนมมีจํานวนนอยมากเมื่อเทียบกับการศึกษาในสัตวชนิดอื่นๆ       

 ดังนั้นการศึกษาถึงการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรชวง
ระยะใหน้ํานม เปนแนวทางหนึ่งที่จะชวยทําใหทราบถึงขอมูลพื้นฐานของตัวขนสงกรดอะมิโนบน
เซลลสรางน้ํานมที่ทําหนาที่ขนสงกรดอะมิโน ซ่ึงมีผลตอกรดอะมิโนที่ถูกนําเขา และชวยทําใหทราบ
ถึงความสัมพันธของตัวขนสงกรดอะมิโนของแมสุกรในชวงใหนม   นอกจากนี้ยังเปนประโยชน
สําหรับการศึกษาตอไปเกี่ยวกับการเสริมกรดอะมิโนบางตัวหรือโปรตีนเพื่อใหไปมีผลตอเซลลเตา
นมและผลผลิตน้ํานมของแมสุกรตอไป โดยมีสมมุติฐานของการวิจัย ดังนี้ 

1. การนําเขากรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรชวงใหนมไดนั้น  แสดงวาในเนื้อเยื่อเตา
นมนาจะตองมีการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบตางๆ ที่สําคัญ 

2. ระดับความเขมขนและปริมาณการนําเขากรดอะมิโนของเนื้อเยื่อเตานมที่เปลี่ยนแปลง 
เมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้น อาจเปนผลเบื้องตนมาจากการเปลี่ยนแปลงปริมาณการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานม 

วัตถุประสงคของการวิจัย  
 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีชื่อ
วา ATA2,  LAT2, 4F2hc, ASCT1, ATB 0,+, CAT1 และ CAT2B   ในเนื้อเยื่อเตานมของแมสุกรระยะ
ใหน้ํานมลูกในชวงตน (วันที่ 9) และชวงใหน้ํานมสูง (วันที่ 19)  
 
การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยท่ีเก่ียวของ 
การพัฒนาของเตานมสุกรชวงอุมทองและใหนม 

ในวัยเจริญพันธุ  ระบบทอตางๆ ในเตานมมีจํานวนและแตกสาขามากมาย (Turner, 1952)    
Kensinger และคณะ (1982) พบวาปริมาณของ DNA ในเนื้อเยื่อเตานมของสุกรสาวเกิดการ
เปล่ียนแปลงในชวงอุมทองและชวงแรกของการใหนม    ซ่ึงเพิ่มขึ้นตั้งแตวันที่คลอดจนถึงวันที่ 4 
ของการใหนม    เชนเดียวกับการศึกษาของ Kim และคณะ (1999) ที่พบวา   เมื่อจํานวนวันการใหนม
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เพิ่มขึ้นมีการเพิ่มจํานวนเซลลสรางน้ํานมในเตานม (hyperplasia)    โดยปริมาณของ DNA ทั้งหมดใน
เนื้อเยื่อเตานมจะเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตชวงตนของการใหนม (728 ± 99 มิลลิกรัม)  และมีปริมาณสูงที่สุด
ในชวงกลางของการใหนม (1,489 ± 100 มิลลิกรัม)    ทั้งนี้ยังพบวาเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้น 
ระบบทอภายในเตานมมีความยาวและแตกสาขามากขึ้นเขาไปในสวนของเนื้อเยื่อไขมัน (fat pad) 
(Tucker, 1987) ซ่ึงไขมันในเตานมอยูในรูป interlobular adipocyte และ cellular lipid  ดังนั้นการที่
เนื้อเยื่อไขมันภายในเตานมลดลงเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นเกิดจากการถูกแทนที่ดวย 
parenchymal tissue (Kim et al., 1999) จนเมื่อถึงเวลาหยานมหรือระยะสิ้นสุดของการใหนม ตอม
น้ํานมจะกลับเขาสูสภาวะปกติ      
การใชประโยชนของกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม 
 สุกรชวงใหนมมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองไดรับอาหารที่มีกรดอะมิโนจําเปนที่เพียงพอ
ตอความตองการเพื่อใชในการสรางน้ํานม การเจริญเติบโตของเตานม  และการรักษาสภาพของเตา
นม (Kim et al., 1999)    ปริมาณกรดอะมิโนที่เนื้อเยื่อเตานมไดรับอาศัย 2 กลไกหลักคือ   อัตราการ
ไหลเวียนของเลือดมาเลี้ยงเตานม   และตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบตางๆผานเนื้อเยื่อเตานม    โดย 
Trottier และคณะ (1997) รายงานวา กรดอะมิโนจําเปนถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมทั้งสิ้น 188.5 กรัม
ตอวัน    แตถูกหล่ังออกไปกับน้ํานมเพียง 139.5  กรัมตอวัน   ดังนั้นสวนที่ไมถูกหล่ังออกไปกับ
น้ํานมหรือเปนสวนที่คงอยูในเตานมเทากับ 49 กรัมตอวัน   โดยกรดอะมิโนที่คงอยูในเนื้อเยื่อเตานม
นี้ถูกใชสําหรับกระบวนการทางเคมีตางๆ   โดยสวนมากซึ่งคิดเปน 85.7 เปอรเซ็นตของกรดอะมิโนที่
ถูกสะสมทั้งหมดเกิดกระบวนการเปลี่ยนกรดอะมิโนจําเปนใหเปนกรดอะมิโนไมจําเปน  การ 
oxidation  และการเกิด metabolic pathway อ่ืนๆ (Richert et al., 1998)   และสวนนอยซ่ึงคิดเปน 14.3 
เปอรเซ็นตของกรดอะมิโนที่คงอยูทั้งหมดใชในการสรางเนื้อเยื่อโปรตีนของเตานมเพื่อรักษาสภาพ
การเจริญเติบโตของเตานม (Kim et al., 1999)    ในภาวะปกติของแมสุกรชวงใหนม กรดอะมิโน
จําเปนทุกตัวถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมในปริมาณมากกวากรดอะมิโนที่พบในน้ํานมที่หล่ังออกมา   
โดยกรดอะมิโนจําเปนที่ถูกนําเขาเขาเซลลเตานมในปริมาณมากที่สุดคือ  ลูซีน (35 กรัมตอวัน)  
รองลงมาคือ  อารจีนีน  ไลซีน  วาลีน  ไอโซลูซีน  ทรีโอนีน  ฟนิลอะลานีน  ทริปโตแฟน  ฮิสทีดีน 
และเมทไธโอนีน ตามลําดับ (Trottier et al., 1997)   และบางสวนของกรดอะมิโนจําเปนเหลานี้จะคง
อยูในเนื้อเยื่อเตานม   โดยอารจินีนและกรดอะมิโนกลุมที่เปน branched-chain amino acid จะมี
ปริมาณการคงอยูมากที่สุดถึง 16 และ 11 กรัมตอวันตามลําดับ   จึงทําใหสัดสวนของกรดอะมิโน
จําเปนที่พบในน้ํานมที่หล่ังออกมามีปริมาณนอยกวาที่นําเขาผานเนื้อเยื่อเตานม (Neilsen et al., 1997; 
Trottier et al., 1997)    นอกจากนี้ยังมีผลใหกรดอะมิโนไมจําเปนบางตัว เชน อะลานีน โปรลีน  
และกลูตามิค  เปนตน  พบในน้ํานมในปริมาณมากกวาที่ถูกนําเขามา  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาในเตานมมี
ทั้งกระบวนการสราง (anabolic) และสลาย (catabolic) ที่มีความจําเปนตอการสรางน้ํานมและการ
สรางโปรตีนของเนื้อเยื่อเตานม   เชน  อารจินีนสามารถถูกสลายเพื่อเปลี่ยนเปนพลังงานและ    
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กรดอะมิโนไมจําเปน เชน โปรลีน  กลูตาเมท  และกลูตามีน  โพลีเอมีน และไนตริกออกไซด 
(O’Quine et al., 2002) และกรดอะมิโนกลุมที่มีกิ่งกานสาขา เชนไอโซลูซีน ลูซีน และวาลีน สามารถ
ถูกออกซิไดซเปนพลังงานในเนื้อเยื่อเตานมสุกร (DeSantiago et al., 1998; Richert et al., 1998)   

ทั้งนี้การนําเขากรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมสุกรอาจเปลี่ยนแปลงไดจากปจจัยตางๆ เชน   
ปจจัยจากลักษณะทางสรีรวิทยาของตัวสัตวเอง (physiological state) ซ่ึงไดแกระยะการใหนม เปนตน 
ปจจัยจากระยะของการใหน้ํานมที่มีผลตอการนําเขากรดอะมิโนและการแสดงออกของยีนตัวขนสง
กรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมสุกร 

ปจจัยจากระยะตางๆ ของการใหนมจัดเปนปจจัยที่มีความสําคัญปจจัยหนึ่ง  เนื่องจากไดมี
การศึกษาพบวาปจจัยจากระยะของการใหนมมีผลตอการนําเขากรดอะมิโน (Trottier et al., 1997) 
และมีผลตอระดับของกรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบในน้ํานม   โดยเมื่อวัดจากคาการไหลเวียนของ
เลือดและคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงและเลือดดํา (ซ่ึงเปน
คาที่บงชี้ถึงปริมาณกรดอะมิโนที่ถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมสุกร (Trottier et al., 1995))   พบวาคา
การไหลของเลือดมาเลี้ยงเตานมมีคาเทากับ 3,700 ถึง 4,500 ลิตรตอวัน   ซ่ึงไมพบวามีการ
เปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการใหนม   คิดเปนปริมาณเลือดจํานวน 541 ลิตรตอการสรางน้ํานม 1 
ลิตร    ในขณะที่คาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงและหลอดเลือด
ดําสูงขึ้นเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นจากวันที่ 11 จนถึงวันที่ 20 ของการใหนม    ซ่ึงแสดงใหเห็น
วาคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงและเลือดดําที่เพิ่มขึ้นเปน
กลไกการตอบสนองจากการที่ เนื้อเยื่อเตานมอาจมีตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีประสิทธิภาพที่
เปล่ียนแปลงไป   นอกจากนี้ยังพบวาการนําเขากรดอะมิโนบางตัว โดยเฉพาะกรดอะมิโนจําเปนมีการ
นําเขาในปริมาณมากกวาที่พบในน้ํานมที่หล่ังออกมา   และกรดอะมิโนไมจําเปนสวนมากมีปริมาณ
การนําเขานอยกวาปริมาณที่พบในน้ํานม   เชนเดียวกับ Neilsen และคณะ (2002) ที่ไดศึกษาถึง
จํานวนวันการใหนมที่มีผลตอการนําเขากรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมสุกร    ผลปรากฏวาเมื่อ
จํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นมีผลใหผลผลิตน้ํานมมีแนวโนมสูงขึ้น (มีคาสูงสุดวันที่ 15 และ 21 
เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Kim และคณะ (1999)  ซ่ึงมีผลมาจากความสามารถในการนําเขากรด 
อะมิโนที่เตานมเพิ่มขึ้น    โดยวัดไดจากคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอด
เลือดแดงและหลอดเลือดดําที่มีคาสูงขึ้น   ในขณะที่คาการไหลเวียนของเลือดที่มาเล้ียงเตานมไม
เปลี่ยนแปลง  จึงแสดงใหเห็นวาเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นอาจมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการ
ทํางานของตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบขนสงกรดอะมิโนตางๆ ที่ทําหนาที่อยูในเนื้อเยื่อเตานม 

ทั้งนี้   ไดมีการศึกษาเบื้องตนถึงการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน CAT1, 
CAT2A, CAT2B, ATB0,+  และ ASCT1 ในเตานมสุกรขณะใหนมซึ่งวิเคราะหโดยวิธี Northern blot 
analysis  (Laspiur et al., 2004)   พบวาตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อเตานมสุกร
ขณะใหนมคือ CAT1, CAT2B, ATB0,+  และ ASCT1   แตสําหรับ CAT2A ไมพบการแสดงออก  และ
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เมื่อเลือกศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนบางตัว 
เปรียบเทียบระหวางในวันที่ 7 และ 17 ของการใหนม พบวามีเพียง mRNA ของ ATB0,+  ที่มีแนวโนม
ปริมาณการแสดงออกที่เปล่ียนแปลงไปในวันที่ 7 และ17 ของระยะการใหน้ํานม  
คุณสมบัติของตัวขนสงกรดอะมิโนที่สนใจศึกษา 

1. ATA/SNAT; Amino acid transporter A / sodium-dependent neutral amino acid 
transporter ทําหนาที่ในการขนสงกรดอะมิโนที่มีประจุเปนกลาง (neutral amino acid) สายส้ันๆ   
ไดแก  เมทไธโอนีน  อะลานีน ไกลซีน โปรลีน และกรดอะมิโนที่มีประจุเปนกลางตัวอ่ืนๆ 
(Baumrucker, 1985)    ซ่ึงเมทไธโอนีนถือเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในระบบนี้สําหรับสุกร    
โดยสามารถเปลี่ยนเปนซีสเตอีนไดในเนื้อเยื่อเตานม (Guan et al., 2004) นอกจากนี้ ยีนตัวขนสง
กรดอะมิโน ATA  สามารถถูกควบคุมโดยลักษณะทางสรีรวิทยาของรางกาย ซ่ึงการทํางานจะเพิ่มขึ้น
ตั้งแตชวงตั้งทองจนถึงชวงการใหนมในเนื้อเยื่อเตานมของหนู (mouse) (Sarah et al., 2005)  และการ
ขนสงกรดอะมิโนยังสามารถถูกเหนี่ยวนําไดจากอุณหภูมิ  คาความเปนกรด-ดาง  ภาวะการอดอาหาร
และฮอรโมน (Hatanaka et al., 2000., Tanaka et al., 2005) รวมทั้ง interleukin 1 beta (Thongsong et 
al., 2005) และ insulin-like growth factor-I (Thongsong et al., 2006) เปนตน โดยตัวขนสงกรดอะมิ-
โนที่สนใจศึกษาคือ ATA2 (Amino acid transporter A2)   เนื่องจากมีรายงานวามีการแสดงออกได
ทั่วไปในเนื้อเยื่อตางๆ ของหนู (Rat) และคน ซ่ึงตรงขามกับ ATA1 และ ATA2  พบวามีการ
แสดงออกที่เฉพาะเจาะจงมาก ทั้งนี้ยังไมมีรายงานการศึกษามากอน ถึงการแสดงออกของตัวขนสง
กรดอะมิโน ATA2 ในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม 

2. ASCT; Alanine serine cysteine threonine transporter ทําหนาที่ในการขนสงกรด     
อะมิโนที่มีประจุเปนกลาง เชน อะลานีน เซอรีน ซีสเตอีน และทรีโอนีน (Baumrucker, 1985) เปนตน  
ซ่ึงทรีโอนีนถือวาเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในระบบขนสงนี้   เนื่องจากสามารถถูกสันดาปได
เปนพลังงานและถูกเปลี่ยนใหเปนกรดอะมิโนไมจําเปนได (Guan et al., 2004) สําหรับตัวขนสง
กรดอะมิโนที่สนใจศึกษาในระบบนี้คือ ASCT1 เนื่องจากไดมีการศึกษาพบวา  mRNA ของ ASCT1 
มีการแสดงออกไดทั่วไป รวมทั้งการศึกษาของ Laspiur และคณะ (2004) พบการแสดงออกของ 
mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน ASCT1 ในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม     

3. ATB0,+ ; Amino acid transporter B0,+ ทําหนาที่ขนสงแลกเปลี่ยนระหวางกรดอะมิโนที่
เปนกลางและเปนดาง  และพบการแสดงออกของ mRNA ของ ATB0,+ ในเตานมสุกรชวงใหนม   
นอกจากนี้ยังพบวาจํานวนวันใหนมที่เพิ่มขึ้นมีแนวโนมตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณการแสดงออก
ของ mRNA ของ ATB 0,+  (Laspiur et al., 2004)    

4. LAT; L-type amino acid transporter  ทําหนาที่ในการขนสงกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ
เปนกลาง (neutral amino acid transporter)  ไดแก   กรดอะมิโนกลุมที่มีกิ่งกานสาขา (Baumrucker, 
1985) การขนสงจะตองอาศัยการทํางานรวมกันกับ 4F2hc แบบ heterodimeric complex จึงทําหนาที่
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ขนสงกรดอะมิโนไดอยางสมบูรณ    สําหรับกรดอะมิโนกลุมที่มีกิ่งกานสาขาถือวาเปนกรดอะมิโนที่
มีความสําคัญอยางมาก  สามารถถูก oxidized ไดเปนพลังงานในเนื้อเยื่อเตานมสุกร   โดยวาลีนเปน
กรดอะมิโนที่ถูก oxidized ไดมากที่สุด  รองลงมาคือ ลูซีนและไอโซลูซีน  และจากรายงานการพบ
ความสัมพันธกับเอนไซมที่ใชในกระบวนการยอยสลายกรดอะมิโนดังกลาวคือ  branched-chain 

amino transferase และ branched α-keto acid dehydrogenase  ซ่ึงปริมาณของเอนไซมนี้สูงขึ้นเมื่อ
จํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้น (DeSantiago et al., 1998; Richert et al., 1998) สําหรับยีนตัวขนสง
กรดอะมิโนในระบบ L ที่สนใจศึกษาคือ LAT2 (L-type amino acid transporter 2)   เนื่องจากไดมี
รายงานวาพบการแสดงออกไดทั่วๆ ไปทั้งในเนื้อเยื่อของตัวออนและตัวเต็มวัย (Segawa et al., 1999; 
Rajan et al., 2000)    กรดอะมิโนที่ขนสงโดยระบบ L ในเนื้อเยื่อเตานมมีความจําเพาะตอสารตั้งตน
ไดกวางและหลากหลาย  (Shennan et al, 1997)  ทั้งนี้ยังไมมีรายงานการศึกษาถึงการแสดงออกตัว
ขนสงกรดอะมิโน LAT2 และ Heterodimer 4F2hc ในเนื้อเยื่อเตานมของสุกรชวงใหนม   

5. CAT; Cationic amino acid transporter ทําหนาที่ในการขนสงกรดอะมิโนที่มีประจุเปน
บวก (cationic amino acid) ที่สําคัญ ไดแก ไลซีน อารจินีน ออนิทีน และฮิสทีดีน (Baumrucker, 
1985)   สําหรับกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในระบบขนสงนี้คือ ไลซีน เพราะไลซีนเปน first-limiting 
amino acid ของสุกรที่ไดรับอาหารที่มีสวนประกอบของขาวโพดและกากถั่วเหลืองเปนหลัก สําหรับ
ยนีตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบ y+ ที่สนใจศึกษาคือ CAT1 (cationic amino acid transporter type 1) 
และ CAT2B (cationic amino acid transporter type 2B)   เนื่องจากมีรายงานการศึกษาพบวา mRNA 
ของ CAT1 และ CAT2B มีแสดงออกในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม (Laspiur et al., 2004)  แต 
CAT3 พบแสดงออกในเนื้อเยื่อสมองเทานั้น    

ดังนั้นจากการรายงานขอมูลตางๆดังกลาวขางตน จะเห็นไดวา  ตัวขนสงกรดอะมิโนใน
ระบบตางๆเปนกลไกและตัวบงชี้ที่สําคัญในการขนสงกรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรชวงให
นม  โดยการศึกษาระดับอณูโมเลกุลเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆ ใน
เนื้อเยื่อเตานมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม  เชน  คน  โค  หนู (rat และ mouse) และหนูตะเภามีอยูมาก   
แตการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมโินในระบบตางๆ ในเนื้อเยื่อเตานมสุกร
ยังมีนอยเมื่อเปรียบเทียบกับสัตวดังกลาวขางตน   จึงทําใหขาดขอมูลทางอณูโมเลกุลเกี่ยวกบัตวัขนสง
กรดอะมิโนในระบบการขนสงกรดอะมิโนของเนื้อเยื่อเตานมสุกร   ดังนั้นการทดลองนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพื่อศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนระบบตางๆในชวงอายุการ
ใหนมวันที่ 9 และวันที่ 19 ของสุกร เพิ่มเติมทั้งที่มีรายงานไวและไมเคยมีรายงาน 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 
1. สัตวทดลอง 

ใชแมสุกรพันธุลูกผสม ( Landrace x Large white) จํานวน 8 ตัว ที่ผานการตั้งทองมาแลว
มากกวา 2 ครั้ง (multiparous sows) ซ่ึงมีวันคลอดใกลเคียงกัน มีน้ําหนักตัว ลักษณะทางพันธุกรรมที่
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เกี่ยวกับประสิทธิภาพการใหลูกสุกรที่ดีใกลเคียงกัน  นอกจากนั้นมีลักษณะของเตานมที่มีความ
สมบูรณดีและมีจํานวนเตานมที่ใกลเคียงกัน  แมสุกรแตละตัวไดรับอาหารและมีน้ําดื่มอยางเพียงพอ
เหมาะสมตลอดชวงของการใหนม เปนเวลา 4 สัปดาห 
2. อาหารทดลอง 
 จัดทําสูตรอาหารสุกรระยะเลี้ยงลูกที่ใชในฟารมทั่วไป  โดยสูตรอาหารมีระดับโปรตีน
ประมาณ 18.5 เปอรเซ็นต และมีคาระดับพลังงานใชประโยชนไดในอาหารเทากับประมาณ 3.2 ME, 
Mcal/kg โดยคาโภชนะอื่นๆมีคาใกลเคียงระดับความตองการมากที่สุด   ซ่ึงไดจากการคํานวณโดย
โปรแกรมคํานวณสูตรอาหารสัตว 
 
ตารางที่ 1 แสดงสูตรอาหารที่ใชในการทดลอง 

วัตถุดิบอาหารสัตว ปริมาณ (กิโลกรัม)

ปลายขาว (broken rice) 
ขาวโพด (corn) 
มันสําปะหลัง (cassava) 
น้ํามันปาลม (palm oil) 
ไขมันผง (fatpack) 
รําละเอียด (raw rice bran) 
รําสกัดน้ํามัน (rice solvent bran) 
ถั่วเหลือง (soybean 48%CP) 
ถั่วอบไขมันเต็ม (full fat soybean meal) 
แอล-ไลซีน (L-lysine) 
ดีแอล-เมทไธโอนีน (DL-methionine) 
แคลเซียมคารบอเนต (calcium carbonate) 
โมโนไดแคลเซยีมฟอสเฟต (monodicalcium phosphate) 
เกลือ (salt) 
1พรีมิกซ(trace mineral and vitamin premix)  

18.00    
17.00 
10.00 
  3.00 
  2.00   
  7.00 
10.00 
21.00 
  7.00 
  0.30 
  0.30 
  1.50 
  2.30 
 0.35 
0.25 

รวม 100.00 
         1   สวนประกอบของวิตามินและแรธาตุในพรีมิกซ (trace mineral and vitamin premix) 1 กิโลกรัม  ไดแก  วิตามินเอ 6.0 ลานหนวย
สากล  วิตามินดี3 0.8 ลานหนวยสากล  วิตามินอี 12,000 หนวยสากล  วิตามินเค3 0.8 กรัม  วิตามินบี1 0.6 กรัม  วิตามินบี2 1.4 กรัม  
วิตามินบี6 0.8 กรัม  วิตามินบี12 0.008 กรัม  กรดแพนโททีนิก 6.0 กรัม  ไนอาซีน 8.0 กรัม  กรดโฟลิก 0.12 กรัม  ไบโอติน 0.12 กรัม  
โคลีน 120.0 กรัม  ซีลีเนียม 0.12 กรัม  เหล็ก 40.0 กรัม  แมงกานีส 12.0 กรัม  สังกะสี 24.0 กรัม  ทองแดง 8.0 กรัม  โคบอลต 0.08 กรัม  
ไอโอดีน 0.20 กรัม   
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ตารางที่ 2 แสดงองคประกอบทางโภชนะ (จากการคํานวณ) ในสูตรอาหารที่ใชในการทดลอง 
องคประกอบทางโภชนะ ระดับโภชนะในอาหาร 
พลังงานใชประโยชนได (ME, Mcal/kg) 
โปรตีนรวม (%) 
ไขมัน (%) 
เยื่อใย (%) 
แคลเซียม (%) 
ฟอสฟอรัส (%) 
ฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได (%) 
เกลือ (%) 
ไลซีน (%) 
ทรีโอนีน (%) 

3.20 
18.24 
8.47 
4.47 
1.08 
1.01 
0.48 
0.41 
1.18 
0.66 

 
3. การเก็บตัวอยางนําไปตรวจในหองปฏิบัติการ 

อาหารสัตว สุมเก็บตัวอยางอาหารที่ใชเล้ียงแมสุกร เพื่อวิเคราะหองคประกอบทางโภชนะ
ของอาหารโดยประมาณ (proximate analysis) ไดแก ความชื้น พลังงาน โปรตีน เยื่อใย ไขมนั เถา 
แคลเซียมและฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ AOAC (1990) รวมทั้งชนิดและปริมาณกรดอะมิโน 15 ตวั 
ดวยเครื่อง HPLC 

ตัวอยางเลือด เพื่อวิเคราะหสวนประกอบและระดับความเขมขนของกรดอะมิโน 18 ตัว ทํา
การเจาะเก็บตวัอยางเลือดจาก anterior vena cava ในแมสุกรขณะเลี้ยงใหนมลูกในวันที่ 9 และ 19 
คร้ังละ 3 มิลลิลิตร สวนลูกสุกรหลังคลอดในแตละแมสุกรทดลองขางตน จํานวน 4 ตัวตอครอก ถูก
คัดเลือกแบบสุมใชเปนตัวแทนในการศึกษาจากแมสุกรแตละตวัจํานวน 8 ตัว และถูกเจาะเก็บ
ตัวอยางเลือดจาก anterior vena cava ตัวละ 1 มิลลิลิตรในวนัที่ 9 และ19 ของอายุลูกสุกร  ใสใน
หลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลอืดแข็งตัว (heparinized tubes) เพื่อรอการสงตรวจวิเคราะหดวยเครื่อง 
HPLC  การเก็บตัวอยางเลอืดทําในชวงเวลา 9.30–10.00 น. เพื่อลดความแปรปรวนที่เปนผลมาจาก
อาหาร 

เนื้อเยื่อเตานม หลังจากที่ทําใหแมสุกรสงบและซึมลงดวยการฉีดยา Azaperone (1.5 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม) ทําการฉีดยาชาเฉพาะที่ 2% Xylocaine ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมจากเตา
นมที่อยูบริเวณสวนหนา (anterior mammary gland) ประมาณ 1-2 กรัมโดยวิธีผาตัด   ตัดเก็บตัวอยาง
เนื้อเยื่อที่ทําหนาที่ในการผลิตน้ํานมและหลีกเล่ียงบริเวณหลอดเลือด    เก็บตัวอยางจากแมสุกร 4 ตัว
ตอ 1 ชวงระยะของการใหนม  คือ  วันที่ 9 (ระยะตนของการใหน้ํานม) และวันที่ 19 (ระยะใหน้ํานม

สูง) ของการใหนม จากนั้นเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมใสในหลอดที่มีสารละลาย RNAlater® 
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(Qiagen, Germany) สําหรับปองกัน RNA ถูกทําลาย   แลวเก็บในตูทําความเย็นที่อุณหภูมิ 4 และ -20 
องศาเซลเซียส   เพื่อรอวิเคราะหปริมาณการแสดงออก mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน เมื่อเสร็จสิ้น
การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานม ทําการเย็บแผลปด และปลอยลูกสุกรมากินนมตามปกติใน 2 
ชั่วโมงตอมา (ดังแสดงในรูปภาพที่ 1) ซ่ึงโครงการวิจัยผานการพิจารณาและไดรับอนุมัติจาก
คณะกรรมการใชสัตวทดลองใหเปนไปตามจรรยาบรรณ ของคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

 
 

                  
1. ทําใหแมสุกรสงบและซึมลงดวยการฉีดยา Azaperone (1.5มิลลิกรัม/กิโลกรัม) และทําการ

ฉีดยาชาเฉพาะที่ 2% Xylocaine 
 
 

    
2. ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมจากเตานมที่อยูบริเวณสวนหนา (anterior mammary 

gland)                       
                       
 

                         
3. เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมใสในหลอดที่มีสารละลาย RNAlater® สําหรับปองกัน 

RNA ถูกทําลาย 
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4. ทําความสะอาด และเย็บปดแผลดวยไหมละลาย 
 
 

    
5. ปลอยลูกสุกรมากินนมตามปกติใน 2 ชั่วโมงตอมา 
 
รูปท่ี 1 ภาพแสดงขั้นตอนการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเซลลผลิตน้ํานมที่บริเวณเตานมสวนหนา 

เพื่อนํามาศึกษาการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโน 
 

4. การแสดงขอมูลผลการทดลอง 
1) ผลคุณลักษณะการเจริญเติบโต   ไดแก   ขอมูลปริมาณอาหารที่กินไดทุกวันของแมสุกร (กอน

ใหอาหารเชา)   ชั่งน้ําหนักตัวลูกสุกรทุกๆ 3 วัน   เพื่อนํามาคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโต (ADG) 
ตั้งแตวันที่คลอดจนกระทั่งหยานม (วันที่ 28 ของการใหน้ํานม) และปริมาณอาหารที่กินไดของลูก
สุกร ตั้งแตวันที่ไดรับอาหาร creep feed (วันที่ 19 ของการใหน้ํานม) จนกระทั่งหยานม (วันที่ 28 ของ
การใหน้ํานม)   

2) ผลการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนะของอาหาร จากการสุมเก็บตัวอยางอาหารที่ใชเล้ียง
สุกรทดลองตลอดการทดลอง ไดแก ความชื้น พลังงาน โปรตีน เยื่อใย ไขมัน เถา แคลเซียมและ
ฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ AOAC (1990) รวมทั้งชนิดและปริมาณกรดอะมิโนดวยเครื่อง HPLC 

3) ผลการตรวจวิเคราะหความเขมขนของกรดอะมิโนรายตัวในพลาสมาดวยเครื่อง HPLC ใน
วันที่ 9 และ19 ของการใหนม ทั้งในแมและลูกสุกร 

4) ผลการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ตรวจพบ โดยแสดงเปนรูปถายของ
แถบ DNA สําหรับตัวขนสงกรดอะมิโนแตละตัว และเปรียบเทียบความเหมือน (identity) ของลําดับ
เบสที่ไดกับขอมูลใน Gen Bank โดยใชโปรแกรมของ NCBI blast 
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5) ผลปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ตรวจพบในเนื้อเยื่อเตานม
สุกรในวันที่ 9 และ19 ของการใหนม ที่คิดเปนสัดสวนเปรียบเทียบกับการแสดงออกของ internal 
control   โดยแสดงเปนรูปถายของแถบ DNA สําหรับตัวขนสงกรดอะมิโนแตละตัว  และแสดงเปน
รูปกราฟของปริมาณที่คิดเปนสัดสวนของยีนที่ทําหนาที่ขนสงกรดอะมิโนแตละตัวที่ศึกษาตอ 
internal control ดวยโปรแกรมวัดความเขมของแถบ DNA (ScionImage)    
5. การวิเคราะหหาการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน 
 การสกัด Total RNA และขั้นตอนการทํา RT-PCR  

1) นําตัวอยางเนือ้เยื่อเตานมสกุรที่เก็บรักษาอยูใน RNAlater tissue protection kit® (Qiagen, 
Germany) มาทําการสกัด Total RNA ตามขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือของชุดทดสอบ AurumTM Total 
RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (Biorad, USA)  นํา Total RNA ที่ไดมาสรางสาย cDNA 
(complementary DNA) โดยวิธี Reverse transcription ดวยชุดทดสอบ iScriptTM  Select cDNA 
Synthesis kit (Biorad, USA)  ซ่ึงมีสายของ mRNA ที่ถูกสรางเปน cDNA  โดยอาศัยการทํางานของ
เอ็นไซม Reverse transcriptase และใช random hexamer primer มาเปนจุดเริ่มเชื่อมตอเบส โดย
ปฎิบัติตามขั้นตอนที่แนะนําไวในคูมือของชุดทดสอบดังกลาว 

2) การทําปฏิกิริยา PCR และการแยกขนาดดวย gel electrophoresis 
 กระบวนการ PCR ซ่ึงดําเนินการตามขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือของชุดทดสอบ IQTM 

Supermix (มีสวนประกอบ 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCl, 1.6 mM dNTPs, iTaq DNA 
polymerase, 50 units/ml, 6 mM MgCl2, and stabilizers) (Biorad, USA)  ประกอบดวยสัดสวน IQ 
supermix 25 μl, autoclaved ultra pure water 22 μl, primer ที่ออกแบบจากยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่
สนใจศึกษา forward primer 0.5 μl  และ reverse primer 0.5 μl  และสารตั้งตน cDNA ของเนื้อเยื่อเตา
นม 2.0 μl  รวมทั้งสิ้นเทากับ 50 μl ตอ 1 ปฏิกิริยา  ทั้งนี้สําหรับ primer pairs (Operon, USA) ที่ใชใน
การศึกษาการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโน  แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 3 โดยกําหนด

โปรแกรมของกระบวนการ PCR ดังนี้ ทําการ activate enzyme ที่ 95°C เปนเวลา 3 นาที  ตามดวย

รอบกระบวนการทํา PCR; 3 step cycling ประกอบดวย denaturation 94°C เปนเวลา 30 วินาที  

annealing 58°C เปนเวลา 30 วินาที  extension 72°C เปนเวลา 1 นาที (จํานวน 40 รอบ สําหรับการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆ และ 30 รอบ สําหรับ 18S rRNA) และทําการ complete 

polymerization 72°C เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นจึงนําผลผลิต PCR ที่ไดมาแยกขนาด DNA ของยีน
แตละตัวดวย gel electrophoresis (1.8% agarose gel in TAE) ซ่ึงมีสาร ethidium bromide ผสมอยู 
กําหนดกระแสไฟเทากับ 70 โวลต เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานที่ทราบขนาดที่แนนอน (DNA 
ladder) และนําผลผลิต PCR สงตรวจยืนยันลําดับเบส (sequencing) อีกครั้ง เพื่อเปรียบเทียบความ
เหมือน (identity) ของลําดับเบสที่ไดกับขอมูลใน Gen Bank โดยใชโปรแกรมของ NCBI blast 
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ตารางที่ 3 แสดงคู primer ที่ใชในกระบวนการ PCR และขนาดของยีนเปาหมาย ที่ออกแบบมาจาก
ขอมูลใน Gen Bank ที่ใชเปนตนแบบ 

ยีน Primer pair 
             5’                               3’ 

GenBank 
Accession no. 

ขนาด  
(bp) 

ชนิดของสัตว
ตนแบบ 

4F2hc  
(Heterodimer ระบบL) 

CACAAGAACCAGAAGGATGA           (F) 
AGTGTCAACCTGAGTGGAGA            (R) 

J02939 183 human 

LAT2 
(ระบบ L) 

TTTCCAGGAACCTGACATCG             (F) 
ACATTGCAGTGACATAAGCG            (R) 

AF171669 200 human 

ATA2 
(ระบบ A) 

AATCTGACCAATGCGATTGTG           (F) 
AATAAAGACCCTCCTTCGTTG           (R) 

AF249673 164 rat 

ASCT1 
(ระบบ ASC) 

GGACTCTTTCCTCGACCTG                  (F) 
ATCTCAGTGCCTATGGGGATCT         (R) 

L14595 150 human 

CAT1 
(ระบบ y+) 

CCTACCTCTACAGCTACGT                  (F) 
AGAACTCCCCGATGGGCTTG              (R) 

AY371320 153 porcine 

CAT2B 
(ระบบ y+) 

CCCAATGCCTCGTGTAATCT               (F) 
TGCCACTGCACCCGATGATAAAGT   (R)    

U76369 121 human 

ATB0,+ 
(ระบบ B0,+) 

GGTGGTCCATTTTGGTCCATAT         (F) 
GTGATCGTTTCAATCGAAGCAA         (R) 

AF151978 86 human 

18S rRNA 
(ตัวควบคุม) 

CCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTT     (F) 
CGGGCCGGGTGAGGTTTC                   (R) 

AF102857 399 porcine 

CAT2A 
(ระบบ y+) 

CAAGACGGGGTCTGCATATT              (F) 
TGCCACATTTCCTTTCACAA                (R) 

U76368 368 porcine 

  
6. การวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน โดยวิธี Semiquantitative 
reverse transcriptase – polymerase chain reaction 

กอนการวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน ทําการหา
จํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับยีนของตัวขนสงกรดอะมิโนแตละตัวพรอมกับ 18S rRNA   
กระบวนการ PCR ดําเนินการตามขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือของชุดทดสอบ IQTM Supermix  ดัง
รายละเอียดขางตนที่ใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโน  แตใช primer ทั้งจาก
ยีนเปาหมายและยีนตัวควบคุมภายในในหลอด PCR พรอมกัน หลังจากกระบวนการ PCR เสร็จ
สมบูรณและทําการแยกขนาดดวย gel electrophoresis จากนั้นเปรียบเทียบสัดสวนความเขมของแถบ 
(band) ของผลผลิต PCR ระหวาง DNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนเปาหมายและตัว internal control 
หลังจากที่ถูกแยกบน gel electrophoresis แลวดวยเครื่องตรวจวัดความเขมของแถบ DNA 
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(densitometer)   โดยระดับการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนเปาหมายจะแสดงเปน
สัดสวนตอระดับการแสดงออกของตัว internal control 
7. การวิเคราะหหาชนิดกรดอะมิโนในพลาสมาจากเลือด    ตัวอยางเลือดถูกนําไปปนแยกดวยเครื่อง
ปนตกตะกอน (centrifuge) ความเร็ว 3000 x g  เปนเวลา 15 นาที ที่ 4 oC ทําการแยกเก็บพลาสมาไว
ในหลอดทดลองและแชแข็งเก็บที่ –20 oC  จนกระทั่งพรอมที่จะนําสงไปตรวจดวยเครื่อง HPLC เพื่อ
แยกสวนประกอบและวัดความเขมขนของกรดอะมิโนแตละตัว จํานวน 18 ตัว ไดแก แอสปารเตท/
แอสพาราจีน (Asp/Asn) กลูตาเมท/กลูตามีน (Glu/Gln) เซอรีน (Ser) ทรีโอนีน (Thr) ไกลซีน (Gly) 
อะลานีน (Ala) อารจินีน (Arg)  ทอรีน (Tau)  โปรลีน (Pro)  วาลีน (Val)  เมทไทโอนีน (Met) ไอโซลู
ซีน (Ile) ลูซีน (Leu) ทริปโตแฟน (Trp) ฟนิลอะลานีน (Phe) ไลซีน (Lys) ฮีสทีดีน (His) และไทโร
ซีน (Tyr)  
8. การวิเคราะหทางสถิต ิ

วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design วิเคราะหความแตกตางของ
คาเฉลี่ยของผลการทดลองของปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ตรวจ
พบในเนื้อเยื่อเตานม และความเขมขนของกรดอะมิโนในพลาสมา ในวันที่ 9 และ 19 ของการใหนม
รวมทั้งคุณลักษณะการเจริญเติบโต ไดแก  ปริมาณอาหารที่กินไดของแมสุกร  น้ําหนักตัวที่เพิ่มขึ้น 
อัตราการเจริญเติบโต (ADG) ของลูกสุกร เปรียบเทียบกันในแตละสัปดาห ดวย unpair t-test  โดย
กําหนดระดับนัยสําคัญที่ P < 0.05 
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ผลการทดลอง  

 ผลการวิเคราะหทางดานโภชนะในสูตรอาหารที่ใชเล้ียง ดงัแสดงในตารางที่ 4 พบวามีคุณคา
อยูในระดับความตองการของแมสุกรระยะเลี้ยงใหนมลูกตามที่ NRC แนะนํา รวมทั้งปริมาณความ
เขมขนและสมดุลของกรดอะมิโน (ดังแสดงในตารางที่ 5) อยูในระดับที่ปกติที่แมสุกรควรไดรับ 
ตารางที่ 4  Proximate analysis of nutrient composition in the experimental diets 

Nutrients  Nutrient level (%) 
Crude protein, % 
Fat, % 
Fiber, % 
Ash, % 
Calcium, % 
Phosphorous, % 
Moisture, % 

19.43 
9.98 
2.89 
8.05 
1.09 
1.34 
9.08 

 
ตารางที่ 5 Result of amino acid composition in the experimental diets  

Amino acids  in diet Concentration 
(mg/100mg) 

Lysine 
Threonine 
Arginine 
Histidine 
Isoleucine 
Leucine 
Phynylalanine 
Valine 
Alanine  
Aspartic 
Serine 
Glutamic 
Glycine 
Proline 
Tyrosine 

1.32 
0.61 
1.11 
0.36 
0.62 
1.27 
0.65 
0.74 
0.82 
1.93 
0.81 
3.23 
0.68 
0.65 
0.43 



15 

 

 แสดงปริมาณอาหารที่แมสุกรกินไดและประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของลูกสุกร (ในตาราง
ที่ 6) พบวาในแมสุกรทั้ง 2 กลุมการทดลอง สามารถกินอาหารไดในปริมาณที่ไมแตกตางกันในแตละ
สัปดาหของการทดลอง รวมถึงไมมีผลตอความแตกตางตออัตราการเลี้ยงลูกรอดชีวิตในชวงการ
ทดลอง  สําหรับในลูกสุกร ปริมาณอาหารที่กินได น้ําหนักตัวและคาเฉลี่ยน้ําหนกัตวัที่เพิ่มขึ้นตอตัว
ตอวันในแตละสัปดาหตลอดระยะเวลาการทดลองของลูกสุกรทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกันกัน
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) 
 
ตารางที่ 6  Effect of lactation periods on performance of lactating sows and their piglets 
 

Day of lactation Items 

Group of day 9 Group of day 19 
P-value 

Sows         
   Number of sows   4 4   
  Feed intake of sow (kg/d)     
   wk 1  2.88 ± 1.08 2.99 ± 0.91 0.28 
   wk 2  2.17 ± 1.18 2.99 ± 0.91 0.23 
   wk 3  3.39 ± 0.96 3.00 ± 0.71 0.51 
   wk 4  3.61 ± 0.54 3.30 ± 0.55 0.42 
  Piglet survivability (%)     
  d 0-28 83.3 ± 16.30 92.5 ± 16.80 0.44 
   Number of piglets       
  d 0 10.8 ± 1.71 9.00 ± 1.0 0.09 
  d 6 9.00 ± 0.82 8.60 ± 1.7 0.68 
  d 12 9.00 ± 0.82 8.60 ± 1.67 0.68 
  d 18 9.00 ± 0.82 8.60 ± 1.67 0.68 
  d 24 9.00 ± 0.82 8.40 ± 2.07 0.61 
  d 28 8.75 ± 0.50 8.40 ± 2.07 0.75 
  d 0-28 8.75 ± 0.50 8.40 ± 2.07 0.75 
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Day of lactation Items 

Group of day 9 Group of day 19 
P-value 

Piglets         
  Feed intake of piglet (g/d)  25.7 ± 5.3 27.3 ± 9.9 0.78 
   Piglet weight (kg)      
   d 0  1.62 ± 0.14 1.46 ± 0.24 0.27 
   d 6  2.56 ± 0.25 2.41 ± 0.24 0.40 
   d 12  3.42 ± 0.28 3.19 ± 0.28 0.25 
   d 18  4.50 ± 0.45 4.26 ± 0.29 0.36 
   d 24  5.75 ± 0.56 5.46 ± 0.39 0.39 
   d 28  6.673 ± 0.53 6.582 ± 0.46 0.79 
   ADG of piglet (g/d)      
   d 0-6  155 ± 57.0 158 ± 31.0 0.91 
   d 6-12  145 ± 36.8 129 ± 36.7 0.56 
   d 12-18  180 ± 52.2 180 ± 27.98 0.99 
   d 18-24  208 ± 39.2 200 ± 45.1 0.78 
   d 24-28  230 ± 45.57 256 ± 38.84 0.39 
   d 0-28  174.1 ± 20.0 173.3 ± 16.0 0.10 

 Data are presented as means ± SEM.     
 
 
           ผลระดับความเขมขนของกรดอะมิโนทั้ง 18 ตัวในพลาสมาของแมสุกรชวงใหนมเลี้ยงลูก 

และในลูกสุกรระยะดูดนม ถูกนํามาตรวจแยกและวิเคราะห โดยการเก็บตวัอยางเลือดเพื่อแยก
พลาสมาในวนัที่ 9 และ 19 ของระยะเลีย้งใหนมลูกจากแมสุกร (ดังแสดงในตารางที่ 7) และในลกู
สุกร (ดังแสดงในตารางที่ 8) ความเขมขนของกรดอะมิโนแตละตวัในแมสุกรระยะใหนมในทั้ง 2 
วันดังกลาว ไมพบวามีความแตกตางกันกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05) สวนในลูกสกุร
ระยะดูดนมสามารถพบการเปลี่ยนแปลงทีม่ีระดับความเขมขนลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P 
< 0.01) ในวันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 9 ของการใหน้ํานม ไดแก โปรลีน สวนกรดอะมิโนที่
พบการเปลี่ยนแปลงที่มีระดบัความเขมขนเพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ไดแก   
อารจินีน และไลซีน  
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ตารางที่ 7 Amino acid concentration in sow's plasma (pmol/microliter) on day 9 and 19 of 
lactation 

      
Plasma concentration (pmol/microliter) No. Amino acids 

Day 9 of lactation   
(n = 4) 

Day 19 of lactation  
(n = 4) 

Significant P-value 

1 Aspartic 24.49 ± 5.589  17.95 ± 3.438  ns 0.3572 
2 Serine 147.6 ± 36.39  220.2 ± 18.64  ns 0.1262 
3 Glutamic 140.9 ± 39.89  110.2 ± 17.40  ns 0.5068 
4 Glycine 672.1 ± 104.3  919.7 ± 98.67  ns 0.1354 
5 Histidine 335.4 ± 40.13  417.8 ± 31.19  ns 0.1560 
6 Taurine 29.41 ± 6.980  31.30 ± 1.815  ns 0.8019 
7 Arginine 179.5 ± 51.71  236.8 ± 12.74  ns 0.3228 
8 Threonine 157.2 ± 23.79  232.8 ± 22.77  ns 0.0616 
9 Alanine 433.1 ± 75.22  494.3 ± 22.85  ns 0.4657 

10 Proline 565.1 ± 87.56  439.6 ± 151.9  ns 0.5011 
11 Tyrosine 94.36 ± 12.75  124.4 ± 12.03  ns 0.1371 
12 Valine 267.8 ± 33.81  285.2 ± 29.34  ns 0.7123 
13 Methionine 86.32 ± 24.28  120.3 ± 29.50  ns 0.4080 
14 Lysine 238.6 ± 69.42  320.9 ± 26.69  ns 0.3107 
15 Isoleucine 101.4 ± 12.56  112.4 ± 8.752  ns 0.4992 
16 Leucine 140.1 ± 19.75  152.9 ± 13.67  ns 0.6112 
17 Phenylalanine 73.38 ± 11.60  88.57 ± 5.259  ns 0.2779 
18 Tryptophan 167.9 ± 23.38  155.4 ± 15.54  ns 0.6727 
 Data are presented as means ± SEM.  ns is not statistical significance at p > 0.05. 
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ตารางที่ 8 Amino acid concentration in piglet's plasma (pmol/microliter) on day 9 and 19 
of lactation 

      
Plasma concentration (pmol/microliter) No. Amino acids 

Day 9 of lactation   
(n = 4) 

Day 19 of lactation  
(n = 4) 

Significant P-value 

1 Aspartic 32.52 ± 6.926  16.93 ± 1.723  ns 0.0717 
2 Serine 222.6 ± 32.17  229.6 ± 13.00  ns 0.8460 
3 Glutamic 257.6 ± 41.35  163.5 ± 22.28  ns 0.0918 
4 Glycine 729.3 ± 72.73  882.2 ± 60.53  ns 0.1574 
5 Histidine 383.5 ± 56.86  447.5 ± 50.25  ns 0.4311 
6 Taurine 118.3 ± 17.95  109.1 ± 12.90  ns 0.6911 
7 Arginine 83.26 ± 10.17  157.2 ± 20.32  * 0.0174 
8 Threonine 218.6 ± 18.74  184.6 ± 11.37  ns 0.1716 
9 Alanine 723.7 ± 88.50  539.8 ± 48.88  ns 0.1189 

10 Proline 978.4 ± 89.40  461.3 ± 27.70  ** 0.0015 
11 Tyrosine 124.5 ± 6.618  148.8 ± 19.27  ns 0.2779 
12 Valine 222.2 ± 7.226  203.4 ± 16.33  ns 0.3326 
13 Methionine 50.22 ± 6.094  57.35 ± 10.42  ns 0.5765 
14 Lysine 143.6 ± 13.88  218.0 ± 13.23  ** 0.0081 
15 Isoleucine 104.5 ± 9.993  101.0 ± 10.90  ns 0.8224 
16 Leucine 182.5 ± 8.933  161.3 ± 18.01  ns 0.3321 
17 Phenylalanine 64.38 ± 5.338  68.04 ± 8.068  ns 0.7180 
18 Tryptophan 119.9 ± 3.273  103.5 ± 10.02  ns 0.1723 

 
Data are presented as means ± SEM.  Data are determined as statistical significance at *p < 0.05 
and ** p < 0.01. ns is not statistical significance at p > 0.05. 
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 ผลการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกร   แสดงแถบและขนาด
ตําแหนงของผลผลิต DNA ที่ไดจากกระบวนการ PCR ของยีนตวัขนสงกรดอะมิโนแตละตวัใน
เนื้อเยื่อเซลลสรางน้ํานม และ CAT2A ในตับสุกร ที่ผานกระบวนการโดยวิธี RT-PCR  ซ่ึงมีขนาด
ตรงตามที่ออกแบบไว คือ 18S rRNA = 399, ATA2 = 164, ATB0,+= 86, LAT2 = 200, 4F2hc = 183, 
CAT2B = 121, CAT2A(ตับ) = 368, CAT1 = 153 และ ASCT1 = 150 bp ตามลําดับ  ซ่ึงในการศึกษา
คร้ังนี้ไดทําการยืนยนัวาคู primer ที่ใชสามารถนํามาใชกับสุกรไดจริง โดยเฉพาะกบัเนื้อเยื่อเตานม 
โดย total RNA ที่ใชในกระบวนการ RT-PCR ไดจากการสกัดตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรในชวง
ระยะการใหน้าํนมทั้ง 2 ชวง และตัวอยางตับสุกรสําหรับยีน CAT2A ที่ใชเปน negative control ซ่ึง
แสดงวา primer pairs ที่ออกแบบสามารถใชงานได  ดงัรายละเอียดทีแ่สดงในรูปที่ 2  นอกจากนีย้ีน
ตัวขนสงกรดอะมิโน LAT2 , 4F2hc และ ATA2  ยังไมเคยมีรายงานการแสดงออกในเนื้อเยื่อผลิต
น้ํานมของสุกร 
 

 
  
รูปท่ี 2  PCR amplification of sequences comprising cDNA from porcine mammary tissues by RT-
PCR. Amplification products by 40 cycles were subjected to electrophoresis on a 1.8% agarose gel 
and visualized with ethidium bromide staining. The PCR amplified products were loaded at 18 
μl/well. The mRNA of 18S rRNA, ATA2, ATB0,+, LAT2, 4F2hc, CAT2B, CAT1, ASCT1 
expressed in porcine mammary tissues (lane 1- 6 and 9-10) and CAT2A expressed in pig liver 
tissues (lane 8). CAT2A was used as negative control which did not expressed in porcine mammary 
tissues (lane 7 and 8).  
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แสดงผลการตรวจยืนยันลําดับเบส (sequencing analysis)  เพื่อเปรียบเทียบความเหมือน 

(identity) ของลําดับเบสที่ไดจากกระบวนการทํา PCR กับขอมูลใน Gen Bank โดยใชโปรแกรมของ 

NCBI blast เมื่อเปรียบเทียบยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในแตละตัวและยีนที่ใชเปนตัวควบคุมภายใน 
18S rRNA ที่แสดงออกในเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมที่ไดจากการเพิ่มปริมาณผลผลิตในกระบวนการ PCR 
และนํามาตรวจลําดับเบสเปรียบเทียบความเหมือน (identity) กับที่ขอมูลในสุกรหรือในคนหรือใน
หนู rat ที่ใชเปนตนแบบในการออกแบบคู primer ในการวิจัยคร้ังนี้ พบวายีนตัวขนสงกรดอะมิโนใน
แตละตัวและยีนที่ใชเปนตัวควบคุมภายใน 18S rRNA ที่ได (query) กับที่มีรายงานในสุกร คน หรือ
หน ูrat (sbjct) มีความเหมือนของลําดับเบส 95 – 100 % ในสุกร 88 – 94 % ในคน และ 78 – 94 % ใน
หนูrat ซ่ึงยีนตัวขนสงกรดอะมิโน ASCT1ไมมีขอมูลลําดับเบสในสุกรที่รายงานไวใน Gen Bank 
สวนยีนตัวขนสงกรดอะมิโน LAT2 และ ATA2  ในสุกรเปนขอมูลการทํานาย (predicted) ลําดับเบส
ที่มีความเหมือนกับยีนตัวขนสงกรดอะมิโน (ดังแสดงในผลการตรวจยืนยันลําดบัเบสชุดที่ 1 – 8)  
  
ผลการตรวจยืนยันลําดับเบสชุดท่ี 1 เปรียบเทียบยีนที่ใชเปนตัวควบคุมภายใน 18S rRNA ระหวางที่
ได (query) กับที่มีรายงานในสุกร (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 98% 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 2 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน ASCT1 ระหวางที่ได 
(query) กับที่มรีายงานในคน (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 88% โดยไมมีรายงานใน
สุกร 
 

 
 
ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 3 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน ATB 0,+ ระหวางที่ได 
(query) กับที่มรีายงานในสุกร และคน (sbjct) มีความเหมอืน (identity) ของลําดับเบส 97% ในสุกร 
และ 93% ในคน 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 4 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน LAT2 ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และคน (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 98% ในสุกร และ 94% 
ในคน 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 5 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน 4F2hc ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และหนูrat (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 95% ในสุกร และ 
78% ในหนrูat 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 6 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน CAT1 ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และคน (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 100% ในสุกร และ 
90% ในคน 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 7 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน ATA2  ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และหนูrat (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 98% ในสุกร และ 
94% ในหนrูat 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 

 

ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 8 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน CAT2B  ระหวางที่ได 
(query) กับที่มรีายงานในคน และหนrูat (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 97 % ในคน 
และหนrูat โดยไมมีรายงานในสุกร 
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การหาจํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับใชในขั้นตอน semiquantitative RT-PCR  รูปที่ 3 แสดงจํานวน
รอบตางๆตั้งแต 25-45 รอบ ในการทําใหเกิดแถบผลผลิต DNA ในกระบวนการ PCR  ตอการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในแตละตัว เพื่อเปนขอมูลในการเลือกจํานวนรอบที่เหมาะสม   
จากขอมูลดังกลาว เมื่อนําผลที่ไดมาวิเคราะหหาจํานวนรอบที่เหมาะสม (อยูในชวงเสนตรงของการ
เพิ่มผลผลิตของ DNA) จํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับกําหนดรอบการทํางานของเครื่อง PCR เทากับ 
30 รอบ ใชสําหรับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีช่ือวา ATA2, ASCT1, ATB0,+ และ
เทากับ 33 รอบ ใชสําหรับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีช่ือวา  CAT1, 4F2hc, LAT2 
and CAT2B   

 
 
รูปท่ี 3 Determination of optimum cycles for PCR amplification of ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1, 
4F2hc, LAT2 and CAT2B gene in each experimental group. 18S rRNA was used as internal 
control. Amplification products were subjected to electrophoresis on 1.6% agarose gel in TEA 
buffer for 67 min at 70 volt. DNA bands were visualized with ethidium bromide. The PCR 

amplified products were loaded for 12 μl/well. The figure was represented the optimum cycles for 
PCR amplification of sow’s mammary tissues on day 9th and day 19th of lactation group. 
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 ปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกร  พบวา mRNA 
ตัวขนสงกรดอะมิโน ไดแก ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1, CAT2B, และLAT2  มีการแสดงออกใน
เนื้อเยื่อเตานมแมสุกรในกลุมที่เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อท่ีผลิตน้ํานมภายในเตานมแมสุกร  ในวันที่ 9 และ 
19 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก โดยมีปริมาณการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ใน
วันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับในวันที่ 9  ยกเวน 4F2hc ที่มีปริมาณการแสดงออกที่ไมแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางวันที่ 9  และ 19 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก ดัง
แสดงในรูปที่ 4 
A.       H. 

            
 
B.       I. 

            
 
C.       J. 
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D.       K. 

#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8

Day 9 Day 19
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18S rRNA
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รูปท่ี 4 Analysis of relative quantification of mRNA amino acid transporter by semiquantitative RT-
PCR. Total RNA were isolated from sow mammary secretary cells on day 9 and day 19 of lactation. 
Semiquantitative RT-PCR reaction for amino acid transporter gene; ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1 , 
CAT2B, LAT2, and 4F2hc were performed using 18S rRNA as internal control. The gel figures 
were representative of 3 independent experiments. The amplification products were size-
fractionated on 1.5 % agarose gels and the DNA bands were visualized by ethidium bromide 
staining. The relative abundance of each transporter gene in both groups was showed as figure and 
bar chart, respectively. Data represent as the means ± SEM. (n = 4). 
A and H: The relative mRNA abundance of ATA2; system A was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
B and I: The relative mRNA abundance of ASCT1; system ASC was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
C and J: The relative mRNA abundance of ATB0,+; system B0,+ was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
D and K: The relative mRNA abundance of CAT1; system y+ was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.01). 
E and L: The relative mRNA abundance of CAT2B ; system y+ was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
F and M: The relative mRNA abundance of LAT2 ; system L was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
G and N: The relative mRNA abundance of 4F2hc ; heterodimer of system L did not differ between 
two groups of sows on day 9 and day 19 of lactation (P > 0.05). 
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วิจารณผลการทดลอง 

            ผลการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนะของอาหารและปริมาณความเขมขนของกรดอะมิโน

ในอาหาร  สูตรอาหารสัตวที่ออกแบบนํามาใชในการทดลอง ผลจากการคํานวณของสารอาหาร
หลักๆ เมื่อเปรียบเทียบกบัผลการวิเคราะหในหองปฏบิัติการมีคุณคาของสารอาหารอยูในระดับใกล 
เคียงกัน และประการสําคัญอยูในชวงตามขอแนะนําของ NRC สําหรับแมสุกรระยะใหน้ํานมเลี้ยงลูก
เชนเดยีวกับผลปริมาณความเขมขนของกรดอะมิโนทั้ง 15 ตัวในอาหารที่ใช จึงไมควรเปนผลกระทบ
ตอการทดลองเพื่อศึกษาถึงผล กระทบตอชวงระยะเวลาการใหน้ํานมในแมสุกร   
 ผลการทดลองในดานประสทิธิภาพในแมสุกรและผลคุณลักษณะการเจริญเติบโตในลูกสุกร 
ที่ไดในการศึกษาครั้งนี้พบวา   แมสุกรทั้ง 2 กลุมการทดลอง ที่ถูกทําการเก็บตวัอยางเนื้อเยื่อที่ผลิต
น้ํานมภายในเตานมในวันที ่ 9 และ 19 ของระยะเลีย้งใหนมลูก เมื่อทําการเปรียบเทียบในชวงเวลา
เดียวกันของการทดลอง มีความสามารถกินอาหาร มีอัตราการเลี้ยงลูกรอดชีวิตในชวงการทดลอง ที่
ไมมีความแตกตางกันกนัอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  และใหผลเชนเดยีวกับในลูกสกุร โดยปริมาณ
อาหารที่กินได น้ําหนักตัวและคาเฉลี่ยน้าํหนักตวัที่เพิม่ขึ้นตอตัวตอวันในแตละสัปดาหตลอดระยะ 
เวลาการทดลองของลูกสุกรทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกันกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05)  
ซ่ึงเปนตัวบงชีอ้ยางหนึ่งวา เนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมภายในเตานมที่เก็บมาทําการศึกษาในวันที ่ 9 และ 19 
ของระยะเลีย้งใหนมลูก เพื่อศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆดังกลาว มี
ผลกระทบจากปจจัยดานอื่นๆนอยมาก เชน สารอาหารที่ไดรับ หรือการกระตุนการทําหนาที่ของเตา
นม เพราะปจจัยจากผลของโปรตีนในอาหารที่ไดรับ เมื่อมีระดับโปรตีนไมเพยีงพอ (8.2% CP) พบ
การเปลี่ยนแปลงทั้งดานการพัฒนาของเตานม ซ่ึงสังเกตไดทั้งจากการเปลี่ยนแปลงลักษณะที่สังเกต 
เห็นจากภายนอกและทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อเตานม   ซ่ึงลักษณะที่เปล่ียนแปลงไปนี้บงบอกถึง
การเปลี่ยนแปลงทางโครงสรางภายในเนื้อเยื่อเตานมวาสงผลตอประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของลูก
สุกร (Rungcharoen et al., 2008) โดยอาจมีความเปนไปไดสูงที่สงผลตอปริมาณน้ํานมที่แมสุกรสราง
ได ทําใหผลผลิตน้ํานมลดลง (Jones and Stahly, 1999) และสอดคลองกับการศึกษาของ Guan และ
คณะ (2004) ที่พบวา แมสุกรไดรับอาหารที่มีระดับโปรตีน 7.8% CP สงผลใหแมสุกรสูญเสียน้ําหนัก
ตัวมากขึ้น และมีผลทําใหลูกสุกรมีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตลดลง แตในการทดลองครั้งนี้สูตร
อาหารสัตวที่ออกแบบนํามาใช ทั้งจากการคํานวณและวิเคราะหในหองปฏิบัติการมีคุณคาของสาร 
อาหารหลักๆ ตามขอแนะนําของ NRC จึงไมควรสงผลตอสุกรทดลองทั้ง 2 กลุม เพราะสุกรมีปริมาณ
การกินไดที่ไมแตกตางกัน และลูกสุกรมีคุณลักษณะการเจริญเติบโตตามปกต ิ
 ผลระดับความเขมขนของกรดอะมิโนทั้ง 18 ตัวในพลาสมาของแมสุกรชวงใหนมเลี้ยงลูก 

และในลูกสุกรระยะดูดนม  เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของกรดอะมิโนแตละตัวในพลาสมาแมสุกร
ทั้ง 2 กลุม ในวันที่ 9 และ19 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก ไมพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ อาจเปนผลมาจากการปรับสมดุล โดยกระบวนการเมแทบอลิสมหรือการเคลื่อนเขา-ออก
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ระหวางเซลลตางๆกับระบบไหลเวียนเลือด เพราะภายในตัวแมสุกรชวงเล้ียงใหนมลูก ตองมีการ
ปรับตัวอยูตลอดเวลา เพื่อความเหมาะสมเพียงพอในการดํารงชีวิตทั้งของแมสุกรและลูกสุกร ซ่ึง
สนับสนุนจากผลการวิจัยของ บุญฤทธิ์ และคณะ ป 2549 พบวาระดับความเขมขนของกรดอะมิโนใน
แมสุกรตัวนั้นๆ ทําการตรวจวัดตอเนื่องในตลอดชวงอายุ 4 สัปดาหหลังคลอด พบความเขมขน
เปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ไดแก ลูซีน  ฮิสทีดีน  ฟนิลอะลานีน  วาลีน     
ไอโซลูซีน ไกลซีน กลูตามีน/กลูตาเมท โปรลีน  ไทโรซีน และทอรีน สวนในลูกสุกรระยะดูดนม
สามารถพบการเปลี่ยนแปลงที่มีระดับความเขมขนลดลง ไดแก   โปรลีน และระดับความเขมขน
เพิ่มขึ้นไดแก อารจินีน และ ไลซีน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ในวันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบ
กับวันท่ี 9 ของระยะการใหน้ํานม ซ่ึงการลดลงของกรดอะมิโนโปรลีน อาจเปนผลมาจากการถูก
นําไปใชในการสรางคอลาเจน (Collagen) ในปริมาณมากสําหรับในลูกสัตวที่กําลังเจริญเติบโต (Ball 
et al., 1986; Thongsong et al., 1999) สวนระดับความเขมขนของอารจินีนและไลซีนที่เพิ่มขึ้น 
เนื่องจากเปนกรดอะมิโนที่จําเปน โดยเฉพาะอยางยิ่งกรดอะมิโนอารจินีนสามารถถูกสลายเพื่อ
เปล่ียนเปนพลังงานและกรดอะมิโนไมจําเปน เชนโปรลีน กลูตาเมท และกลูตามีน โพลีเอมีน และไน
ตริกออกไซด (O’Quine et al., 2002) แตจากผลวิจัยของ บุญฤทธิ์และคณะในป 2549  เมื่อ
เปรียบเทียบรูปแบบการเปลี่ยนแปลงในชวง 4 สัปดาหของความเขมขนของกลุมกรดอะมิโนที่จําเปน
และไมจําเปนบางตัว ในลูกสุกรหลังคลอด (วนัที่ 1) ถึงวันที่หยานม (วันที่ 28) พบวาแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะที่ลดลงจนอายุ 28 วัน ยกเวน 
ไกลซีน กลูตามีน/กลูตาเมท และ ไอโซลูซีน มีการเปลี่ยนแปลงในรูปแบบที่เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับวันที่ 1 ความแตกตางของรูปแบบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในพลาสมาของ 2 การทดลอง
ที่แตกตางกัน เปนผลมาจากการเก็บตัวอยางเลือดจากสุกรทดลองตัวนั้นๆตอเนื่องกันและเปรียบเทียบ
ความเขมขนที่เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในแตละชวงกับวันที่ 1 หลังคลอด  
 ผลการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ศึกษาในแตละตัว และการ

เปรียบเทียบความเหมือน (identity)ของลําดับเบสที่ไดกับขอมูลใน Gen Bank เนื้อเยื่อเซลลผลิต
น้ํานมในสุกรมีการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆ เชนเดียวกับ คนและสัตว
ชนิดอื่นๆ แตมีรายงานที่เคยศึกษาแสดงใหเห็นผลการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรด      
อะมิโนนอยมาก สําหรับในเตานมสุกร จากที่ผานมาไดมีการศึกษาเบื้องตนถึงการแสดงออกของ 
mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน CAT1, CAT2A, CAT2B, ATB0,+  และ ASCT1 ในเตานมสุกรขณะ
ใหนม โดยวิธี Northern blot analysis  (Laspiur et al., 2004) เทานั้น   จึงทําใหยากตอการออกแบบคู 
primer ที่จะนํามาใชในการศึกษา ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ เลือกใชขอมูลลําดับเบส จาก คน หนูrat ที่
เคยมีผูสงขอมูลเขาไปเก็บไวใน Gen Bank สวนในกรณีที่ไมเคยมีขอมูลรายงานไวในสุกร มีขอนา
สังเกตไดวาการเลือกออกแบบคู primer ที่ไดขอมูลมาจากคน มีโอกาสและความเปนไปไดสูงกวาที่
ไดผลการทดลองตามเปาหมาย และสามารถสนับสนุนไดดวยผลของการเปรียบเทียบความเหมือน 
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(identity) ของลําดับเบสของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆระหวางสุกรกับคน และสุกรกับหนูrat  ซ่ึง
เปนขอมูลประการหนึ่งที่เปนประโยชนตอการศึกษาสําหรับยีนตัวขนสงโภชนะตางๆที่ยังไมเคยมี
รายงานมากอนในสุกร หรือในทางตรงกันขามเปนประโยชนตอการศึกษาสําหรับยีนตัวขนสงโภชนะ
ตางๆที่ยังไมเคยมีรายงานมากอนในคน แตเคยมีรายงานในสุกร 
 ปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกร  พบวายีนตัวที่ทํา
หนาที่หลักในการขนสงกรดอะมิโน ไดแก ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1, CAT2B, และ LAT2  มี
ปริมาณการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ในวันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับใน
วันที่ 9  และสอดคลองกับการเพิ่มปริมาณการแสดงออกโปรตีนตัวขนสงกรดอะมิโนในการทําหนาที่
นําสงกรดอะมิโนที่เปนตัวตั้งตน (substrate) เชน ATA2 (Thongsong et al., 2008) ภายในเซลลของ
เตานมหรือออกสูในน้ํานมสําหรับลูกสุกรตอไป ความไวรับและการสงสัญญาณตอการเปลี่ยนแปลง 
หรือมีบทบาทตัวขนสงกรดอะมิโนในเซลลสัตว เคยรายงานโดย Hyde et al. (2003)  ซ่ึง
ความสัมพันธระหวางชวงระยะของการใหน้ํานมที่ชวงตนและชวงใหน้ํานมสูง กับปริมาณการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรมีความใกลเคียงกับผลการทดลอง
ของ Laspiur et al. (2004) ที่พบวามีแนวโนมลดต่ําลงของตัวขนสงกรดอะมิโน ATB0,+ ในวันที่ 17 
เมื่อเปรียบเทียบกับในวันที่ 7   
สรุปผลการทดลองในครั้งนี ้ มีประโยชนในการเปนขอมูลพื้นฐานระดับอณูโมเลกุลเกี่ยวกับการ
แสดงออกและปริมาณของยีนขนสงกรดอะมิโนตางๆ ที่จะนําไปสูการศึกษาตอในระดบัการแสดง 
ออกและทําหนาที่ของโปรตีนในการขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรระยะการใหนม หรือ
เพื่อนําไปประยุกตใชในทางปฏิบัติ ที่เปนขอมูลวางแนวทางการประเมนิความตองการกรดอะมิโนใน
ระยะการใหน้าํนมของแมสุกร สําหรับเปนประโยชนตอสมรรถนะการเจริญเติบโตของลูกสุกร 
นอกจากนี้ยังเปนขอมูลในการพัฒนาเสริมกรดอะมิโนหรือสารประกอบอินทรียตางๆ ลงในอาหารแม
สุกรที่ระยะการใหนม เพือ่ใหไปมีผลตอการใชประโยชนไดของกรดอะมิโนในเนือ้เยื่อเตานมและ
น้ํานม ซ่ึงในที่สุดจะสงผลตอสุขภาพการทํางานของเตานม และองคประกอบในน้ํานมที่ชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของลูกสุกร 
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