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การศึกษาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน ที่ควบคุมปริมาณแคปปา-เคซีนที่สงผลตอ
ปริมาณและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานม ในพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม กรมปศุสัตวจํานวน 
60 ตัว แบงเปนกลุมพอโคพันธุแท Holstein-Friesian จํานวน 15 ตัว และกลุมพอโคลูกผสมที่มี
สายเลือดของพันธุ Holstein-Friesian ในระดับเลือด 75 เปอรเซ็นตขึ้นไป จํานวน 45 ตัว โดยใชวิธี 
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) พบ
ยีนแคปปา-เคซีนทั้งสิ้น 3 ชนิด ไดแก A, B และ E ความถี่ของอัลลีลเปน 0.6, 0.33 และ 0.07 
ตามลําดับ ในกลุมพอโคพันธุแท และ 0.74, 0.17 และ 0.09 ตามลําดับ ในกลุมพอโคลูกผสม          
และพบลักษณะจีโนไทปทั้งสิ้น 5 แบบ ไดแก AA, AB, BB, AE และ BE ความถี่จีโนไทปเปน               
0.34, 0.4, 0.13, 0.13 และ 0 ตามลําดับ ในกลุมพอโคพันธุแท และ 0.56, 0.27, 0, 0.11 และ   
0.06 ตามลําดับ ในกลุมพอโคลูกผสม เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางของความถี่อัลลีลและ  
ความถี่จีโนไทปในพอโคแตละกลุม ไมพบความแตกตางกันในทางสถิติระหวางพอโคทั้ง 2 กลุม 
แสดงใหเห็นวาความถี่ของอัลลีล A, B และ E และความถี่จีโนไทป AA, AB, BB, AE และ BE     
ในกลุมพอโคพันธุแทไมตางกับกลุมพอโคลูกผสม ทั้งนี้อาจเนื่องจากเปาหมายการปรับปรุงพันธุ  
โคนมในกลุมที่นํามาศึกษาไมไดมุงเนนไปในลักษณะทางดานโปรตีนในน้ํานมแตมุงเนนไปที่
ปริมาณน้ํานมเปนหลัก นอกจากนี้การตรวจหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมดวย   
วิธี PCR-RFLP ทําใหทราบการกระจายตัวของอัลลีลชนิดตาง ๆ ในฝูงพอพันธุโคนม และยังอาจใช     
จีโนไทปของแคปปา-เคซีนเปนดัชนีตัวหนึ่งในการคัดเลือกพอโคเพื่อปรับปรุงลักษณะทางดาน
โปรตีนในน้ํานมไดในอนาคต 
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 Fifteen purebred (Holstein-Friesian) sires and 45 crossbred (more than              
75 percent Holstein-Friesian) sires from Division of Artificial Insemination (AI), 
Department of Livestock Development were investigated on genotypes of kappa-casein 
by Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). 
Allelic frequencies of A, B and E were 0.6, 0.33 and 0.07 respectively in purebred sires 
and 0.74, 0.17 and 0.09 respectively in crossbred sires. Genotypic frequencies of      
AA, AB, BB, AE and BE were 0.34, 0.4, 0.13, 0.13 and 0 respectively in purebred sires 
and 0.56, 0.27, 0, 0.11 and 0.06 respectively in crossbred sires. There were no 
differences found when allelic and genotypic frequencies were compared on both 
purebred and crossbred sires. In conclusion, the proposed method will be a valuable 
tool for the early selection of AI sires by using kappa-casein genotype as genetic 
marker. The method is hoped to be integrated into the regular program of sire selection 
in the future. 
 
 
 
 
 
 
 
Department  Animal Husbandry Student’s signature…………………………………… 
Field of study  Animal Breeding Adivisor’s signature…………………………………... 
Academic year  2002 Co-advisor’s signature……………………………….. 



 ฉ

กิตติกรรมประกาศ 
 
การศึกษาครั้งนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยดี ขอกราบขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารย         

สพ.ญ.ดร.ดวงสมร สุวัฑฒน อาจารยที่ปรึกษาวิทยานิพนธ ที่ไดใหคําแนะนํา ใหแนวทางแกไข 
ตลอดจนชวยดูแลการจัดทํารูปเลมวิทยานิพนธมาโดยตลอด  และ ขอกราบขอบพระคุณ                
ผูชวยศาสตราจารย สพ.ญ.ดร.มีนา สาริกะภูติ อาจารยที่ปรึกษารวม ที่ใหคําแนะนํา โดยเฉพาะ
ทางดานวิธีการวิเคราะหทางดานหองปฏิบัติการ และดูแลการจัดทํารูปเลมวิทยานิพนธ          
กราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย ดร. จันทรจรัส เร่ียวเดชะ ที่ใหคําปรึกษา ตลอดระยะเวลา    
ที่ศึกษาอยู กราบขอบพระคุณคณาจารยภาควิชาสัตวบาลที่ใหคําแนะนําในการศึกษา ขอขอบคุณ           
ผูอํานวยการศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง กองผสมเทียม กรมปศุสัตวที่เอื้อเฟอตัวอยางน้ําเชื้อพอพันธุ
โคนมในการวิเคราะหครั้งนี้ ขอบคุณเจาหนาที่หองปฏิบัติการทางพันธุศาสตร ภาควิชาสัตวบาล 
และเจาหนาที่ประจําหนวยชีวเคมี ภาควิชาสรีรวิทยา ในการอํานวยความสะดวก และชวยเหลือ
ทางดานอุปกรณและสารเคมี 
 สุดทายขอขอบคุณ คุณพอ คุณแม นอง ๆ ที่ใหการสนับสนุน และเปนกําลังใจ อยางดีมา
ตลอดการศึกษา ตลอดจนผูเกี่ยวของที่ไมไดกลาวถึงในที่นี้ที่ชวยทําใหการศึกษาครั้งนี้สําเร็จลุลวง
ไปไดดวยดี 
 
 

ศิริลักษณ เตชะนรราช 
                                                                                                                  กุมภาพนัธ  2546 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 ช

สารบัญ 
 
 หนา 
บทคัดยอภาษาไทย……………………………………………………………………………. 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ…………………………………………………………….………….. 
กิตติกรรมประกาศ…………………………………………………………………………….. 
สารบัญ………………………………………………………………………………………… 
สารบัญรูป……………………………………………………………………………………... 
สารบัญตาราง…………………………………………………………………………………. 
คํายอ……………………………………………………………………………….………….. 

 
บทที1่ บทนํา 
          ความสาํคัญและที่มาของปญหา………………………………………………….. 
          วัตถุประสงคของการวิจัย………………………………………………………….. 
          ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย...………………………………………… 
 
บทที2่ เอกสารและงานวิจัยที่เกีย่วของ 
          องคประกอบของน้าํนม……………………………………………………………. 
          โปรตีนในน้าํนม……………………………………………………………………. 
          ลักษณะโครงสรางระดับโปรตีนของแคปปา-เคซีน…………………….………….. 
          ลักษณะโครงสรางระดับโมเลกุลของยนีแคปปา-เคซีน…………………………… 
          ชนิดของแคปปา-เคซนี…………………………………………………………….. 
          การกระจายตวัของแคปปา-เคซีน…………………………………………………. 

    ความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีนตอผลผลิตนม……………………… 
    ความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีนตอการแปรรูปน้ํานม……………….. 
    วิธีการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีน …………………………………………….. 

 
 
 

 

ง 
จ 
ฉ 
ช 
ฌ 
ญ 
ฎ 
 
 
1 
3 
3 
 
 
4 
5 
6 
8 
9 
12 
14 
17 
18 
 
 
 
 
 



 ซ

สารบัญ (ตอ) 
 

 หนา 
บทที3่ วิธีดําเนินการวิจยั 
          ตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห………………………………………………………. 
          วิธีการดําเนนิงาน………………………………………………………………….. 
         การหาความถี่อัลลีลและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนและความแตกตางระหวาง
กลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม…………………………………….……………………… 

 
บทที4่ ผลการวิเคราะห 
          จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน………………………………………….………….. 
          ความถีอั่ลลีลของยีนแคปปา-เคซีน…………………………………….…………. 
          ความถีจ่ีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีน………………………………….………….. 
 
บทที5่ สรุปผลการวิจยั อภิปราย และขอเสนอแนะ 
          วิธีการจําแนกจโีนไทปของแคปปา-เคซีน……………………………………….… 
          ชนิดและจีโนไทปของแคปปา-เคซีน………………………………………………. 
          ความถีอั่ลลีลของยีนแคปปา-เคซีน…………………………………….……….… 
          ความถีจ่ีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีน………………………………….………….. 
          ขอเสนอแนะ……………………………………………………………………….. 
 
รายการอางองิ…………………………………………………………………………….. 
ภาคผนวก………………………………………………………………………………… 

      ประวัติผูเขียนวทิยานพินธ………………………………………………………………… 

 
21 
21 
 
28 
 
 
30 
41 
42 
 
 
43 
44 
45 
46 
48 
 
49 
54 
63 

 
 
 
 
 
 



 ฌ

สารบัญรูป 
 
รูปที่  หนา 

1 แสดงองคประกอบในน้าํนม………………………………………………………… 4 
2 แสดงโครงสรางของไมเซลล (micelles) ในแบบ 2 มิติ และ 3 มิติ…………………. 6 
3 โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ของแคปปา-เคซีนชนิด A………………… 7 
4 ขบวนการตกตะกอนของเคซีน………………………………………………………. 8 
5 ลําดับเบสของยีนแคปปา-เคซีน ชนิด A เฉพาะ exon ที่ 4…………………………. 10 
6 แสดงลําดับเบสที่เปลี่ยนไปที่ตําแหนงตาง ๆ ซึ่งแตกตางกันไปตามชนิดของ  

แคปปา-เคซีน เมื่อเปรียบเทียบกับแคปปา-เคซีนชนิด A………………… 
 
11 

7 แสดงชนิดของกรดอะมิโน (amino acids) ที่เปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงตาง ๆ แตกตาง
กันไปตามชนิดของแคปปา-เคซีน เมื่อเปรียบเทียบกับแคปปา-เคซีนชนิด A 

 
12 

8 แสดงตําแหนงของไพรเมอร KCN1F และ KCN 1R ที่จับกับสายดีเอ็นเอ และ 
               ตําแหนงของไพรเมอร KP1 และ KP2 ที่จับกับสายดีเอ็นเอ……………... 

 
26 

9 แผนผังการวิเคราะหหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน  
               โดยใชวิธี PCR-RFLP…………………………………………………….. 

 
27 

10 ผลที่ไดหลังจากการแยกดวยเอนไซม HinfI และ HindIII…………………………… 31 
11 ขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HinfI……………………... 32 
12 ขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HindIII…………………... 32 
13 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HindIII และ HinfI………………………………. 33 
14 ผลที่ไดหลังจากการแยกดวยเอนไซม HaeIII……………………………………….. 35 
15 ขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HaeIII…………………… 35 
16 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HaeIII…………………………………………… 36 
17 ขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII)……. 38 
18 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII)……………………………. 38 
19 ขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HhaI…………………….. 39 
20 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HhaI…………………………………………….. 40 
21 แสดงความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน…………………………………………… 41 
22 แสดงความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน…………………………………………. 42 



 ญ

 
สารบัญตาราง 

 
ตารางที ่ หนา 

1 แสดงความแตกตางขององคประกอบในน้ํานมของโคนมสายพันธุตาง ๆ………….. 5 
2 แสดงความถี่ของแคปปา-เคซีนที่พบในโคสายพันธุตางกัน………………………… 13 
3 แสดงจํานวนพอพันธุโคนมที่ใชในการศึกษา……………………………………….. 21 
4 แสดงปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในปฏิกิริยาการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR amplification) 23 
5 แสดงสารประกอบในการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR Amplification Mix)…………. 24 
6 ขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอหลังการตัดดวยเอนไซม HinfI และ HindIII……………... 31 
7 จํานวนจีโนไทปของแคปปา-เคซีนแบงตามกลุมจีโนไทป AA, AB และ BB………... 34 
8 จํานวนอัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A และ B……………………………………... 34 
9 จํานวนจีโนไทปของแคปปา-เคซีนที่ตรวจพบหลังตัดดวยเอนไซม HaeIII………….. 37 
10 จํานวนอัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E………………………………….. 37 
11 ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E …………………………………. 41 
12 ความถี่จีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมที่ทําการวิเคราะห……………… 42 
13 จํานวนและความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E……………………… 46 
14 จํานวนและความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน แบบ AA, AB, BB, AE และ BE... 47 

 
ภาคผนวก 

 
ตารางผนวกที่   

1 แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมที่นํามาวิเคราะหหาจีโนไทปของ  
ยีนแคปปาเคซีน………………..…………………………………… 

 
57 

2 แสดงจีโนไทปของพอพนัธุโคนมที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธี               
PCR-RFLP…………………………………………………………. 

 
60 

 
 
 
 
 



 ฎ

คํายอ 
 
Ala 
Arg 
Asn 
Asp 
Cys 
Gln 
Glu 
Gly 
His 
Ile 
Leu 
Lys 
Met 
Phe 
Pro 
Ser 
Thr 
Trp 
Tyr 
Val 

Alanine 
Arginine 
Asparagine 
Aspartic acid 
Cysteine 
Glutamine 
Glutamic acid 
Glycine 
Histidine 
Isoleucine 
Leucine 
Lysine 
Methionine 
Phenylalanine 
Proline 
Serine 
Threonine 
Trptophan 
Tyrosine 
Valine 

mM Millimole 
ng nanogram 
P Phosphate Group 
PCR Polymerase Chain Reaction 
rpm round per minute 
µl microliter 
 
 
 



บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 
 เปาหมายสําคัญของการปรับปรุงพันธุโคนมในประเทศไทย มุงเนนผลิตโคนมที่ใหน้ํานม
ปริมาณมากและมีคุณภาพดี องคประกอบทางเคมีในน้ํานม จะบอกถึงคุณคาทางโภชนาการของ
น้ํานม โดยปริมาณของโปรตีนเปนตัวชี้วัดตัวหนึ่งที่บงบอกถึงคุณภาพของน้ํานมที่ผลิตได โปรตีน
สําคัญที่พบในน้ํานมมี 3 ชนิด ไดแก เคซีน แลคโตโกลบูลิน และแลคตัลบูมิน โดย 80 เปอรเซ็นต
ของโปรตีนทั้งหมด คือ เคซีน ซึ่ง โปรตีนเคซีน ประกอบดวย เคซีน 4 ชนิด คือ แอลฟาเอส1-เคซีน, 
แอลฟาเอส2-เคซีน, เบตา-เคซีน และ แคปปา-เคซีน โดยเคซีนทั้ง 4 ชนิด จะรวมตัวกันอยูในรูปของ
ไมเซลล (micelles) โดยแคปปา-เคซีนเปนเคซีนเพียงชนิดเดียวที่สามารถรวมตัวกับน้ําได ซึ่งตาง
กับเคซีนอีก 3 ชนิดที่ไมสามารถรวมตัวกับน้ําได แคปปา-เคซีนเปนตัวที่หอหุมเคซีนที่เหลือไว ทํา
ใหเคซีนทั้ง 4 ชนิดแขวนลอยอยูในน้ํานม นอกจากนี้แคปปา-เคซีนมีความสําคัญในขบวนการแปร
รูปน้ํานมเปนผลิตภัณฑนมอื่น ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งในการผลิตเนยแข็ง (cheese) เนื่องจาก
ปริมาณแคปปา-เคซีน จะมีผลตอโครงสรางของไมเซลล ถาปริมาณแคปปา-เคซีนมากขนาดของไม
เซลลจะยิ่งมีขนาดเล็ก สงผลตอความละเอียดของนมที่ตกตะกอน (curd firmness) และจะทําให
เนื้อเนยแข็งที่ไดเนียน และมีความคงรูปมากขึ้น เนื่องจากมีชองวางของเนื้อเนยแข็งนอยลง 
นอกจากนี้    ไมเซลลที่มีขนาดเล็กยังมีคุณสมบัติในการทนความรอนมากกวาไมเซลลขนาดใหญ 
ทําใหเคซีนในน้ํานมที่ผานกระบวนการแปรรูปแลวมีปริมาณมากกวาน้ํานมที่ไดมาจากเคซีนที่มี
ขนาดไมเซลลใหญ (FitzGerald, 1997) โดยปริมาณแคปปา-เคซีนเปนลักษณะทางคุณภาพ 
(qualitative character) กลาวคือเปนลักษณะที่ควบคุมโดยยีนเพียงตําแหนงเดียว (single locus) 
จากการศึกษาพบวาชนิดของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีนที่แตกตางกันจะมีผลตอปริมาณแคปปา-
เคซีนในน้ํานม ซึ่งสงผลตอปริมาณและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานม นอกจากนี้ยงัมีบางรายงานที่
กลาววายีนแคปปา-เคซีนสงผลกระทบตอปริมาณน้ํานมดวย (Eenennaam and Medrano, 1991 
;       Lin et al., 1989) 
 จากการพัฒนาเทคโนโลยีทางอณูพันธุศาสตรในปจจุบัน ทําใหสามารถหาชนิดและ     
การกระจายตัวของยีนแคปปา-เคซีนในแตละประชากรได โดยการหาชนิดของแคปปา-เคซีน หาได
ทั้งจากน้ํานม จากเลือดหรือน้ําเชื้อของโคที่ยังไมไดใหผลผลิต และเนื่องจากปริมาณแคปปา-เคซีน
ถูกควบคุมโดยยีนแคปปา-เคซีน จึงสามารถใชยีนแคปปา-เคซีน เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
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(genetic marker) ในการปรับปรุงลักษณะทางดานปริมาณและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมได 
โดยสามารถคัดเลือกพอแมพันธุไดตั้งแตสัตวอายุยังนอย หรือที่ยังไมไดใหผลผลิต ชวยเพิ่มความ
แมนยําในการคัดเลือก ทําใหเพิ่มความรวดเร็วในการปรับปรุงพันธุ ซึ่งในปจจุบันมีหลายประเทศ
เชน ประเทศออสเตรีย, สวิสเซอรแลนด และ อิตาลี พิจารณาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในการ   
คัดเลือกตัวสัตว เพื่อปรับปรุงลักษณะดังกลาว (FitzGerald, 1997) และปจจุบันประเทศไทยการ
ผสมเทียมโคนมโดยใชน้ําเชื้อแชแข็งนั้น เปนที่นิยมกันอยางกวางขวางและไดผลดี สามารถ
แพรกระจายสัตวพันธุดีสูประชากรโคนมไดรวดเร็วขึ้น โดยงานผลิตน้ําเชื้อพอพันธุอยูในความ
รับผิดชอบของกลุมงานผลิตและวิจัยน้ําเชื้อ กองผสมเทียม กรมปศุสัตว เปนหนวยงานที่ผลิต
น้ําเชื้อ    แชแข็ง (frozen semen) ของพอพันธุโคนม เพื่อใชในงานผสมเทียมทั่วประเทศ ซึ่งพอ
พันธุโคนมที่ใชในการผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง จะมีทั้งพอโคพันธุแทก็คือ พันธุHolstein-Friesian และ
เปนพอโคลูกผสมระหวางโคพันธุ Holstein-Friesian กับโคพันธุพื้นเมือง เชน พันธุSahiwal, 
Brahman เปนตน จากความแตกตางของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีนที่สงผลตอปริมาณแคปปา-เค
ซีน ปริมาณโปรตีน และคุณภาพของโปรตีนที่สงผลตอขบวนการแปรรูปน้ํานม จึงเปนแนวทางใน
การใชประโยชนจากเทคโนโลยีทางดานอณูพันธุศาสตรในการตรวจหาจีโนไทป เพื่อใหทราบถึง
ชนิดและการกระจายตัวของยีนแคปปา-เคซีน เพื่อใชประโยชนในการวางแผนปรับปรุงพันธุโคนม
ใหไดลักษณะทางดานที่ตองการดังกลาวขางตน และเปนแนวทางในการใชประโยชนจาก
เทคโนโลยีทางดานอณูพันธุศาสตรในการคัดเลือกตัวสัตวในลักษณะอื่นตอไป 
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วัตถุประสงคของการวิจยั 
 
1. เพื่อตรวจหาชนิดและจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุ โคนมของกองผสมเทียม           

กรมปศุสัตวที่ผลิตน้ําเชื้อเพื่อใชในการผสมเทียม 
2. เพื่อตรวจหาการกระจายตัวของชนิดและจีโนไทปแบบตาง ๆ ของยีนแคปปา-เคซีน 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
 
1. ทราบชนิดและความถี่ของจีโนไทปของแคปปา-เคซีนของฝูงพอพันธุโคนมที่ผลิตน้ําเชื้อเพื่อ

ผสมเทียม 
2. ทราบขอมูลทางพันธุกรรมระดับลึกของแคปปา-เคซีนของฝูงพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม 

ซึ่งอาจนําไปประยุกตใชในการปรับปรุงลักษณะพึงประสงคเฉพาะทางในฝูงโคนมในอนาคต 
3. พัฒนาเทคนิคและวิธีการในการตรวจหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนที่เหมาะสมใน

ประเทศไทย 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
องคประกอบของน้ํานม  

น้ํานม 
 

น้ํา   ไขมัน    Solid Not Fat (SNF) 
          85-87%   2.4-5.5%          7.9-10.0% 

 
  โปรตีน  แลคโตส           แรธาตุ,วิตามิน 
  3.0-3.5% 4.6-5.1%    0.3-1.4% 

  
เคซีน  แลคตัลบูมิน     แลคโตโกล   เอนไซมตางๆ เชน protease lipase  
80%        10%       บูลิน 5%       5% 

 
alphaS1 alphaS2     beta  kappa 

45-55%     25-35% 8-15% 

   
รูปที่ 1 แสดงองคประกอบในน้ํานม 

 
องคประกอบของน้ํานม (รูปที่ 1) ประกอบดวยน้ําเปนสวนใหญอยูระหวาง 85-87 

เปอรเซ็นต ไขมัน 2.4-5.5 เปอรเซ็นต และในสวนของของแข็งที่ไมใชไขมัน (solid not fat, SNF) 
7.9-10.0 เปอรเซ็นต ซึ่งในสวนนี้จะมีโปรตีนเปนสวนประกอบอยูระหวาง 3.0-3.5 เปอรเซ็นตของ
น้ํานมทั้งหมด นอกจากนั้นเปนแลคโตส และสวนประกอบอื่น ๆ เชน แรธาตุ วิตามิน เปนตน สวน
ของโปรตีนในน้ํานมประกอบดวยโปรตีน 3 ชนิดคือ เคซีน (casein) ซึ่งประกอบดวย แอลฟาเอส-เค
ซีน (αs-casein) 45-55 เปอรเซ็นต, เบตา-เคซีน (β-casein) 25-35 เปอรเซ็นต และ แคปปา-เค
ซีน (κ-casein) 8-15 เปอรเซ็นต ของเคซีนทั้งหมด และสวนของโปรตีนหางนม ไดแก แลคตัลบูมิน 
(lactalbumin) และแลคโตโกลบูลิน (lactoglobulin) โดยสวนประกอบของน้ํานมทั้งหมดจะผันแปร
ไปตามสายพันธุของสัตว (ตารางที่ 1) ฤดูกาล ระยะของการใหน้ํานม (Campo et al., 1999 ; 
Panaiotova et al., 1997 ; Rincon et al., 1982)  
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ตารางที่ 1 แสดงความแตกตางขององคประกอบในน้ํานมของโคนมสายพันธุตาง ๆ  
สายพนัธุ ปริมาณไขมัน (%) ปริมาณโปรตีน (%) ปริมาณแลคโตส (%) 
Holstein 3.7% 3.2% 4.6% 
Ayrshire  4.0% 3.3% 4.6% 
Jersey 

Brown Swiss 
Guernsey 

Zebu 

5.1% 
4.0% 
5.0% 
4.9% 

3.8% 
3.6% 
3.8% 
3.9% 

4.7% 
5.0% 
4.9% 
5.1% 

 ที่มา :Jensen (1995) 
 
โปรตีนในน้ํานม (Milk Proteins) 
 
 โปรตีนในน้ํานมที่สําคัญมีอยู 3 ชนิด คือ เคซีน (casein), แลคตัลบูมิน (lactalbumin) 
และ แลคโตโกลบูลิน (lactoglobulin) ซึ่งโปรตีนสองชนิดหลังนี้เรียกรวมวา โปรตีนหางนม (whey 
proteins) โปรตีนหางนมจะไดหลังจากทําการตกตะกอนเคซีนออกไปแลว  

โปรตีนเคซีนเปนโปรตีนหลักประกอบอยูประมาณ 80 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด แยก
เปนชนิดตาง ๆ ได 4 ชนิด ดังนี้คือ เคซีนชนิดแอลฟาเอส1 (alphaS1-), แอลฟาเอส2 (alphaS2-), 
เบตา (beta-) และ แคปปา (kappa-) สวนของ แอลฟาเอส1-เคซีน, แอลฟาเอส2-เคซีน และ เบตา-
เคซีน เปนโครงสรางที่คลายกัน โดยมีคุณสมบัติ คือ ไมสามารถรวมตวักับน้ําได (hydrophobic) 
และจะถูกลอมรอบโดยแคปปา-เคซีน ซึ่งมีคุณสมบัติที่สามารถรวมตัวกับน้ําไดดี (hydrophilic) จึง
ทําใหเคซีนทั้งหมดสามารถแขวนลอยอยูในน้ํานมได ในรูปที่เรียกวา ไมเซลล (micelles) ดังรูปที่ 2 
โดยเคซีนสามารถทําใหตกตะกอนไดที่ pH 4.6  
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 รูปที่ 2 แสดงโครงสรางของไมเซลล (micelles) ในแบบ 2 มิติ และ แบบ 3 มิติ 
 ที่มา : Mangino (2001) 

 
ลักษณะโครงสรางระดับโปรตีนของแคปปา-เคซีน (Characteristic of  Kappa-casein 
Protein) 
 
 โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ของ แคปปา-เคซีน ประกอบดวยกรดอะมิโน 169 
ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล (Molecular Weight ;MW) 19007 - 19039 ขึ้นกับชนิดของแคปปา-เคซีน 
ลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนแสดงดัง รูปที่ 3 จากลักษณะโครงสรางที่สาย polypeptide มี 
Cysteine 2 ตัว ทําใหเกิดพันธะ disulphide (S-S bond) ทําใหแคปปา-เคซีน มีลักษณะเปน 
intramolecular คือการเกิดพันธะ disulphide ภายในโมเลกุลเอง และเปน intermolecular คือการ
เกิดพันธะ disulphide กับ แคปปา-เคซีน หรือ แอลฟาเอส-เคซีน หรือ เบตา-เคซีน การที่แคปปา-
เคซีนสามารถแขวนลอยในน้ํานมไดเนื่องจากกรดอะมิโนตั้งแตลําดับที่ 117-169 เปนสวนที่มีประจุ 
(net charge= -11)หรือมีข้ัว และยังมีคารโบไฮเดรตซึ่งชวยเพิ่มความเปนขั้ว โดยความสามารถใน
การละลายน้ําจะขึ้นอยูกับการมีข้ัวของโมเลกุลเนื่องจาก น้ําเปนโมเลกุลที่มีขั้วเหมือนกัน และจาก
การท่ีมีขั้วในสวนนี้ทําใหแคปปา-เคซีนในสวนนี้สามารถละลายน้ําได (hydrophilic) และจากการที่ 
แคปปา-เคซีนมีหมู Phosphate เพียง 1 หรือ 2 ตัวที่กรดอะมิโนตําแหนงที่ 127 หรือตําแหนงที่149 
เทานั้น ทําใหการจับตัวหรือความไวตอแคลเซียมมีคาต่ํา ทําใหไมเซลลที่มีแคปปา-เคซีนหอหุมไว 
สามารถแขวนลอยไดในน้ําในสภาพที่มีแคลเซียมอยูดวย 
 
 
 
 
 

Kappa-casein 
Beta-casein 

AlphaS-casein 
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1                                                                11  
Glu Glu Gln Asn Gln Glu Gln Pro Ile Arg Cys Glu Lys Asp Glu Arg Phe Phe Ser Asp  
 21                                                              31  
Lys  Ile  Ala Lys  Tyr  Ile  Pro  Ile  Gln Tyr Val Leu Ser Arg Tyr  Pro  Ser  Tyr  Gly  Leu  
 41                                                              51  
Asn  Tyr Tyr Gln  Gln Lys Pro Val Ala  Leu Ile Asn Asn Gln Phe Lue Pro Tyr  Pro  Tyr  
61                                                               71  
Tyr  Ala  Lys  Pro Ala Ala Val Arg Ser Pro Ala  Gln Ile Leu  Gln  Trp  Gln  Val Leu Ser  
81                                                               91  
Asp Thr  Val Pro Ala Lys Ser Cys Gln Ala Gln  Pro Thr Thr  Met  Ala Arg  His Pro His  
101                                                           111  
Pro His Leu Ser Phe Met  Ala Ile  Pro Pro Lys  Lys Asn Gln Asp  Lys Thr Glu Ile Pro  
121                                 P                        131 
Thr  Ile Asn Thr Ile  Ala Ser  Gly  Glu Pro Thr  Ser  Thr  Pro Thr  Thr  Glu Ala  Val Glu  
 
141                                               P          151  
Ser Thr Val Ala Thr Leu Glu Asp Ser Pro Glu  Val Ile Glu  Ser Pro Pro Glu  Ile Asn  
161                                           169  
Thr Val Gln Val Thr Ser Thr Ala Val  

 
 รูปที่ 3 โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ของแคปปา-เคซีนชนิด A  

P คือ Phosphate Group 
ที่มา : Alexander et al. (1988)  

 
 แคปปา-เคซีนมีความสําคัญตอขบวนการแปรรูปน้ํานมในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง 
โดยขั้นตอนการทําใหนมตกตะกอนจะเกี่ยวของกับการดึงเอาแคปปา-เคซีน ออกจากองคประกอบ
ที่เปนไมเซลลเพื่อใหโปรตีนเคซีนชนิดอื่น ๆ ไมสามารถแขวนลอยอยูไดตอไป โดยในขบวนการทํา
ใหเคซีนตกตะกอน (milk curd) จะใชเอนไซม (enzyme) ตกตะกอน ที่เรียกวา curding enzyme 
โดยProteolytic enzyme ที่นิยมใชคือ Chymosin หรือ Rennet ซึ่งเอนไซมชนิดนี้จะทําการสลาย
พันธะระหวาง Phenylalanine ที่ตําแหนง 105 และ Methionine ที่ตําแหนง 106 ในสาย 
polypeptide ได แคปปา-เคซีนแบงออกเปน 2 สวน คือ สวนที่เปน kappa-casein 
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glycomacropeptide (GMP) หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา caseinomacropeptide (CMP) (กรดอะมิโน
ลําดับที่ 106-169) ซึ่งเปนสวนที่สามารถละลายน้ําได (hydrophilic) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
6,800 และสวนที่เหลือของแคปปา-เคซีนโมเลกุล เรียกวา พารา-แคปปา-เคซีน (para-kappa-
casein) (กรดอะมิโนลําดับที่ 1-105) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 12,271 โดยในสวนนี้ไม
สามารถละลายน้ําได (hydrophobic) จึงทําใหตกตะกอน และเมื่อ แยกสวนของแคปปา-เคซีนที่
สามารถละลายน้ําไดออกจากเคซีนไมเซลลแลว เคซีนตัวอ่ืน ๆ ไดแก แอลฟาเอส1-เคซีน, แอลฟา
เอส2-เคซีน และเบตา-เคซีน ไมสามารถแขวนลอยอยูในน้ํานมไดอีก จึงรวมตัวกับ Ca2+ ในน้ํานม 
ทําใหเกิดเปนแคลเซียม-พาราเคซีนเนท (calcium paracaseinate) ซึ่งมีคุณสมบัติละลายน้ําได
นอยและแยกตัวออกมา (รูปที่ 4) 
 
          cleaved by chymosin or rennet 
 Casein                                               Para-kappa-casein                         ตกตะกอน 
       Ca2+ 

 Beta-, alphaS-Casein                    Calcium paracaseinate                       ตกตะกอน
  

รูปที่ 4 ขบวนการตกตะกอนของเคซีน  
 
ลักษณะโครงสรางระดับโมเลกุลของยีนแคปปา-เคซีน (Molecular Structure of Kappa-
casein Gene) 
 
 ลักษณะของโปรตีนในน้ํานมเปนลักษณะทางคุณภาพ (qualitative character) โดยเปน
ลักษณะที่ไดมาจากอัลลีลบนจีโนม โดยยีนที่กําหนดปริมาณเคซีนและสัดสวนของเคซีน อยูบน
โครโมโซมคูที่ 6 ตรงตําแหนง q31 ถึง q33 โดยใชวิธี in situ hybridisation โดยมีการเรียงตัวคือ 
แอลฟาเอส1-เบตา-แอลฟาเอส2-แคปปา-เคซีน (alphaS1-beta-alphaS2-kappa-casein) โดยมี
ขนาดทั้งหมด 200 กิโลเบส ถึง 300 กิโลเบส  

ลําดับเบสของ ยีนแอลฟาเอส1-เคซีนมีลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) 22069 
คูเบส โดยประกอบดวย 19 exon และ 18 intron (Koczan et al., 1991)  
 ลําดับเบสของ ยีนเบตา-เคซีนมีลําดับเบสบางสวน (partial sequence) 10338 คูเบส โดย
ทําการหาลําดับเบส 9 exon และ 8 intron (Bonsing et al., 1988)  
 ลําดับเบสของ ยีนแอลฟาเอส2-เคซีนมีลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) 21246 
คูเบส โดยประกอบดวย 18 exon และ 17 intron (Groenen et al., 1993) 
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ลําดับยีนแคปปา-เคซีนจะทําการหาในแตละสวน โดย exon ที่ 1 ถึง intron ที่ 1 มีลําดับ
เบส 895 คูเบส (Alexander et al., 1988)  exon ที่ 2 ถึง intron ที่ 2 มีลําดับเบส 720 คูเบส 
(Alexander et al., 1988) exon ที่ 3-5 (รวม intron ที่ 3-5) มีลําดับเบส 7595 คูเบส (Alexander 
et al., 1988) ไมพบรายงานที่ทําการหาลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) แตรายงาน
สวนมากจะทําการหาลําดับเบสใน exon ที่ 4 ในแคปปา-เคซีนแตละชนิด เนื่องจากเกิดการ
เปลี่ยนแปลง (variation) ในสวนนี้ (Prinzenberg et al., 1996 ; Prinzenberg et al., 1999) 
 
ชนิดของแคปปา-เคซีน (Kappa-Casein Polymorphism) 
 
 จากการรวบรวมขอมูลโดย Braunschweig (1998) ไดสรุปไววาชนิดตาง ๆ ของแคปปา-
เคซีน ที่พบในโคปจจุบันมีรายงานไว 6 ชนิด โดยแยกตามความแตกตางของกรดอะมิโนบนสาย
ของโปรตีน ไดแก A, B, C, E, F และ G ไมปรากฎแคปปา-เคซีนชนิด D เนื่องจาก Miranda et al., 
1993 ไดตรวจสอบลักษณะทางดานชีวเคมีของแคปปา-เคซีนชนิด D และพบวามีคุณสมบัติ
เหมือนกับชนิด C จึงทําใหปจจุบันไมมีการกลาวถึงแคปปา-เคซีน ชนิด D การที่แคปปา-เคซีน มี
หลายชนิด พิจารณาจากความแตกตางของลําดับเบสตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งใน exon ที่ 4 ที่
ตรวจพบ (single nucleotide polymorphism; SNP) ซึ่งสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิ
โนที่ผลิตออกมา โดยไดพบวาแคปปา-เคซีนทุกชนิดจะผันแปรไปจากแคปปา-เคซีนชนิด A ซึ่งมี
ลําดับเบส ดัง รูปที่ 5 โดย exon ที่ 4 เร่ิมจากลําดับเบสตําแหนงที่ 4930 ถึง 5446 โดยครอบคลุม
สวนที่เกิดการผันแปรไปเปนแคปปา-เคซีน ชนิดตาง ๆ  
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รูปที่ 5 ลําดับเบสของยีนแคปปา-เคซีน ชนิด A เฉพาะ exon ที่ 4  
            ตั้งแตตําแหนง 4930 ถึง 5446 
ที่มา : Alexander et al. (1988)  

 
จากโครงสรางการเรียงตัวของเบสในแคปปา-เคซีน ชนิด A พบความแตกตางในลําดับเบส

ที่ทําใหเปนแคปปา-เคซีนชนิดอื่น ๆ ดัง รูปที่ 6 และ รูปที่ 7 
แคปปา-เคซีนชนิด B เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5309 จาก C ไปเปน 

T และตําแหนงที่ 5345 จาก A ไปเปน C ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนง 136 และ 148 เปลี่ยนจาก 
Threonine ไปเปน Isoleucine และจาก Aspartic acid ไปเปน Alanine ตามลําดับ  

แคปปา-เคซีน ชนิด C เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5309 จาก C ไปเปน 
T และตําแหนงที่ 5345 จาก A ไปเปน C ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนง 136 และ 148 เปลี่ยนจาก 
Threonine ไปเปน Isoleucine และจาก Aspartic acid ไปเปน Alanine ตามลําดับ ซึ่งในสวนนี้จะ
เหมือนกับ แคปปา-เคซีนชนิด B และมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสอีกตําแหนงคือ ที่ตําแหนง 
5192 จาก G ไปเปน A ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 97 เปลี่ยนจาก Arginine ไปเปน Histidine 

4930 

5446 
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แคปปา-เคซีนชนิด E เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5365 จาก A ไปเปน 
G ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนง 155 เปลี่ยนจาก Serine ไปเปน Glycine  

แคปปา-เคซีนชนิด F เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 4931 จาก G ไปเปน 
A ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 10 เปลี่ยนจาก Arginine ไปเปน Histidine  

แคปปา-เคซีนชนิด G เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5191 จาก C ไปเปน 
T ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 97 เปลี่ยนจาก Arginine ไปเปน Cysteine  
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด B 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด C 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด E 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด F 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด G 
 

รูปที่ 6 แสดงลําดับเบสที่เปลี่ยนไปที่ตําแหนงตาง ๆ ซึ่งแตกตางกันไปตามชนิด 
         ของแคปปา-เคซีน เมื่อเปรียบเทียบกับแคปปา-เคซีน ชนิด A 

4930 5446 5309 5345 
C      T A      C 

4930 5446 
A      G 

4930 5446 
4931 

G      A 

4930 5446 

5365 

5192 
C      T 
5309 5345 

A      C G      A 

4930 5446 5191 
C      T 
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148Asp→Ala 
136Thr→Ile 

B 97Arg→His C 

155Ser→Gly 
 

E   

10Arg→His 
 

F   

 
 

 
Kappa-CN A 
169 amino acids 
 
 
 

97Arg→Cys 
 G   

 
รูปที่ 7 แสดงชนิดของกรดอะมิโน (amino acids) ที่เปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงตาง ๆ  
         แตกตางกันไปตามชนิดของแคปปา-เคซีนเมื่อเปรียบเทียบกับแคปปา-เคซีนชนิด A 

 
การกระจายตัวของแคปปา-เคซีน (Kappa-casein Variant Frequency Distributions)) 
 
 การกระจายตัวของแคปปา-เคซีน ชนิดตาง ๆ จะแตกตางกันไปตามสายพันธุและ
แหลงที่มา โดยความถี่ของแคปปา-เคซีนชนิดตาง ๆ ที่พบไดรายงานไวใน ตารางที่ 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 2  แสดงความถี่ของแคปปา-เคซีนที่พบในโคสายพันธุตางกัน. 
Kappa-casein Breed N 

A B C E F G 
References 

Holstein-friesian (USA) 
Holstein-friesian (USA) 
Holstein-friesian (USA) 
Holstein-friesian (CAN) 
Holstein-friesian (CAN) 
Holstein-friesian (ITALY) 
Finnish Ayrshire (FIN) 
Jersey (USA) 
Brown Swiss (USA) 
Austrian-Simmental (GER) 
Austrian-Brown (GER) 
Pinzgauer (GER) 
Limpurger (GER) 
Zebu (INDIA) 
Sahiwal (INDIA) 

1152 
3571 
233 
2045 
123 
1383 

20990 
172 
50 

1988 
1742 
353 
125 
614 
19 

0.82 
0.80 
0.82 
0.74 
0.81 
0.73 
0.61 
0.14 
0.33 
0.69 
0.40 
0.78 
0.71 
0.69 
0.67 

0.18 
0.20 
0.18 
0.26 
0.19 
0.27 
0.08 
0.86 
0.67 
0.29 
0.59 
0.21 
0.24 
0.31 
0.33 

 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.02 
0.01 

- 
0.02 

- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.31 
- 
 
- 
- 

0.003 
0.03 

- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.001 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.003 
- 
- 
- 

Eenennaam and Medrano (1991) 
Hines et al. (1979) 
Bobe et al. (1999) 

Ng-Kwai-Hang. (1990) 
Masoudi et al. (1994) 
Aleandri et al. (1990) 

Ikonen (1996) 
Eenennaam and Medrano (1991) 
Eenennaam and Medrano (1991) 

Ortner et al. (1995) 
Ortner et al. (1995) 

Erhart (1996) 
Erhart (1996) 

Jairam and Nair (1983) 
Malik et al. (1994) 

หมายเหตุ : ในวงเล็บเปนแหลงที่มาของพันธุ 
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โดยจากตารางจะเห็นไดวาแคปปา-เคซีน ชนิด A และ B พบในทุกสายพันธุ แตมีความถี่
แตกตางกันไป เมื่อพิจารณาจากความถี่ของอัลลีลของแคปปา-เคซีนในพันธุ Holstein-Friesian 
พบวามีความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A ระหวาง 0.74-0.82 และความถี่อัลลีลของแคปปา-
เคซีนชนิด B ระหวาง 0.18-0.27 จากขอมูลที่ไดนี้ชี้ใหเห็นวาแคปปา-เคซีนชนิด A เปน อัลลีลที่พบ
มาก ในพันธุ Holstein-Friesian ในขณะที่เมื่อพิจารณาความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีนในพันธุ 
Jersey, Brown Swiss และ Austrian-Brown พบวามีความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีน ชนิด A คือ 
0.14, 0.33 และ 0.40 ตามลําดับ ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด B คือ 0.86, 0.67 และ 0.59 
ตามลําดับ จากขอมูลนี้ชี้ใหเห็นวาแคปปา-เคซีนชนิด B เปนอัลลีลที่พบมากในพันธุเหลานี้ และ
เมื่อพิจารณาในโคสายพันธุ Zebu (Bos indicus) พบวาอัลลีล A เปนอัลลีลที่พบมากโดยมี
ความถี่อัลลีลระหวาง 0.67-0.69 และมีความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด B ระหวาง 0.31-0.33 
ซึ่งมีความถี่ของอัลลีลมากกวาในกลุมพันธุ Holstein-Friesian 

แคปปา-เคซีนชนิด C พบในบางสายพันธุ เชน พันธุ Austrian-Simmental, Austrian-
Brown (Ortner et al., 1995) และ Limpurger (Erhart, 1996) เปนตน แคปปา-เคซีนชนิด E เปน
แคปปา-เคซีนพบในบางสายพันธุ เชน Prizgauer และ Limpurger (Erhart, 1996) และเปนอัลลี
ลเดนที่รองมาจากอัลลีล A ในโคพันธุ Finnish Ayrshire โดยพบวามีความถี่สูงถึง 0.31 (Ikonen, 
1996) แคปปา-เคซีนชนิด F และ G พบเพียงในบางพันธุและมีความถี่ที่ต่ํามาก โดยพบในพันธุ 
Pinzgauer (ประเทศเยอรมัน) โดยมีความถี่อัลลีลของอัลลีล G เพียง 0.003 และ พันธุ Finnish 
Ayrshire (ประเทศฟนแลนด) มีความถี่อัลลีลของอัลลีล F เพียง 0.001 (Erhart, 1996) 
 
ความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีนตอผลผลิตนม (Relationship of Kappa-

casein Polymorphism to Milk production) 
 

ผลตอปริมาณโปรตีนในน้ํานม 
 
มีการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางจีโนไทปของแคปปา-เคซีน กับลักษณะทางดาน

โปรตีนในน้ํานม พบวามีผูทําการศึกษาอยางกวางขวาง เชน ในการศึกษาของ Ng-Kwai-Hang et 
al. (1984) ที่ทําการศึกษาในโคพันธุ Holstein-Friesian ในประเทศ แคนาดา พบวาแมโคที่มีแคป
ปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณโปรตีนมากกวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA 12 กิโลกรัม 
และเมื่อนําไปวิเคราะหทางสถิติพบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอปริมาณโปรตีนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อพิจารณาถึงเปอรเซ็นตโปรตีนพบวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB 
ใหเปอรเซ็นตโปรตีนมากกวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA โดยมากกวา 0.13 เปอรเซ็นต และนําไป
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วิเคราะหผลทางสถิติพบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีนอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Bovenhuis et al. (1992) ที่ทําการศึกษาในโค
พันธุ Holstein-Friesian ในเนเธอรแลนด พบวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหเปอรเซ็นตโปรตีนใน
น้ํานมสูงกวา แคปปา-เคซีนจีโนไทป AA 0.08 เปอรเซ็นต และเมื่อนําไปวิเคราะหผลทางสถติพิบวา
จีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีนอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Ikonen et al. (1999) ที่ศึกษาถึงความสัมพันธตอลักษณะโปรตีนใน
น้ํานม ในโคสายพันธุ Finnish Aryshire พบวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB และจีโนไทป 
AB ใหปริมาณโปรตีนในน้ํานมมากกวาจีโนไทปอ่ืน (AB, BE, AA, AE และ EE) อยางมีนัยสําคัญ
ยิ่งทางสถิติ (P<0.001) และในการศึกษาในสายพันธุอ่ืน ๆ ก็ใหผลเชนเดียวกัน โดย Eenennaam 
and Medrano (1991) ที่ทําการศึกษาความสัมพันธในโค 5 พันธุที่เลี้ยงในรัฐแคลิฟอรเนีย 
สหรัฐอเมริกา ไดแกพันธุ Holstein-Friesian, Milking Shorthorn, Jersey, Brown Swiss และ 
Guernsey พบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอปริมาณโปรตีน โดยปริมาณโปรตีนในน้ํานม
ของโคที่มีจีโนไทป BB ใหปริมาณโปรตีนมากกวาจีโนไทปอ่ืน ๆ อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.01) เมื่อคิดเปนเปอรเซ็นตโปรตีนพบวา ปริมาณโปรตีนจากโคนมที่มีจีโนไทป BB ให
เปอรเซ็นตสูงกวาจีโนไทปอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.10) 

 จากงานวิจัยของ Eenennaam and Medrano (1991) พบวาแคปปา-เคซีนชนิด B สงผล
ดีตอปริมาณและเปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม และการที่แคปปา-เคซีนชนิด B ใหปริมาณแคปปา-   
เคซีนมากกวาชนิด A โดยใหเหตุผลที่นาจะเปนไปไดวา mRNA ที่ไดจากขบวนการ คัดลอกลําดับ
เบสบนสายดีเอ็นเอ (transcription) ของแคปปา-เคซีนอัลลีล B มีความคงทนกวา mRNA ที่ไดจาก
แคปปา-เคซีนชนิด A เมื่ออยูในไซโตพสาสซึมจึงมีปริมาณ mRNA มากสงผลใหการแปลงรหสับน
สาย mRNA ไปเปนสายอะมิโนเปปไทด (translation) มากขึ้นดวยจึงทําใหไดแคปปา-เคซีนมากขึ้น 
นอกจากนี้ Choi et al. (1988) ยังพบวาการควบคุมการแสดงออกของยีนแคปปา-เคซีนชนิดตาง ๆ 
ถูกควบคุมโดยระบบฮอรโมน ซึ่งควบคุมขบวนการคัดลอกลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอ และยัง
ควบคุมอัตราการแปลงรหัสบนสาย mRNA ไปเปนสายอะมิโนเปปไทด ทําใหอัลลีลที่แตกตางกัน
ของยีนแคปปา-เคซีนใหปริมาณแคปปา-เคซีนที่ตางกัน 
 

ผลตอปริมาณไขมันในน้ํานม 
 
 ในสวนความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีน ตอลักษณะไขมันในน้ํานม Ng-Kwai-
Hang et al. (1984) พบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนไมมีผลตอลักษณะทางดานปริมาณไขมันใน
น้ํานมรวมถึงเปอรเซ็นตไขมันนม ซึ่งขัดแยงกับงานวิจัยของ Bovenhuis et al. (1992) ที่พบวา     
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จีโนไทปของแคปปา-เคซีนสงผลตอปริมาณไขมันนม โดยแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณ
ไขมันนมต่ํากวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แตไมสงผลตอ
เปอรเซ็นตไขมันนม ซึ่งสอดคลองกับ Cowan et al. (1992) ที่พบวาแคปปา-เคซนีชนิด B มีผลทํา
ใหเปอรเซ็นตไขมันลดลง อยางมีนัยสําคัญยิ่งในทางสถิติ (p<0.01) แตไมมีผลตอปริมาณไขมันใน
น้ํานมทั้งหมด 
 

ผลตอปริมาณน้ํานม 
 
ในสวนความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีน ตอปริมาณน้ํานม Eenennaam and 

Medrano (1991) ที่ทําการศึกษาความสัมพันธในโค 5 พันธุที่เล้ียงในรัฐแคลิฟอรเนีย 
สหรัฐอเมริกา ไดแกพันธุ Holstein-Friesian, Milking Shorthorn, Jersey, Brown Swiss และ 
Guernsey พบวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมมากกวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.10) ที่ไดจากการวิเคราะหโดยใชขอมูลจากระยะการใหนมครั้ง
แรก (first lactation) ซ่ึงขัดแยงกับการศึกษาของ Ng-Kwai-Hang et al. (1984) ที่ศึกษาในโคพันธุ 
Holstein-Friesian พบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนไมมีผลตอลักษณะทางดานปริมาณน้ํานม 
ในขณะที่ Bovenhuis et al. (1992) พบวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานม
นอยกวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ซึ่งสอดคลอง
กับการศึกษาของ Ikonen et al. (1999) ที่ทําการศึกษาในโคพันธุ Finnish Aryshire พบวาแมโคที่
มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมนอยกวาแมโคที่มีจีโนไทปอ่ืน ๆ (AB, AA, AE, BE 
และ EE) อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)  

จากการทบทวนเอกสารไมสามารถสรุปความสัมพันธที่ชัดเจนได เนื่องจากลักษณะ
ทางดานปริมาณน้ํานมไมไดถูกควบคุมโดยยีนเพียงตัวเดียวจึงทําใหการประมาณอิทธิพลมีความ
แปร ปรวนสูง (FitzGerald, 1995) และ Ojala et al. (1997) ยังไดใหเหตุผลวาความแปรปรวนเปน
สาเหตุที่ทําใหการประมาณผลออกมาตางกัน โดยความแปรปรวนนั้นเกิดจากปจจัยตาง ๆ เชน 
ขนาดของประชากร สายพันธุของสัตว ความถี่ของแคปปา-เคซีนแตละชนิด วิธีการและความถี่ใน
การเก็บตัวอยาง (เชน การใชขอมูลแบบ Test-day หรือ การใชขอมูลของทั้งระยะการใหนม) 
รวมทั้งปจจัยที่ใชในการวิเคราะหเพื่อลดความแปรปรวน เชน Herd-Year-Season อายุเมื่อคลอด
ลูกตัวแรก ลําดับของระยะการใหนม somatic cell count เปนตน ซึ่งถาสามารถลดความ
แปรปรวนเหลานี้ลงไดจะทําใหประมาณคาผลกระทบของยีนแคปปา-เคซีนตอผลผลิตน้ํานมได
ถูกตองมากขึ้น 
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ความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีนตอการแปรรูปน้ํานม (Relationship of 
Kappa-Casein Polymorphism to Milk Processing) 
 

แคปปา-เคซีนมีความสําคัญตอคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมที่สงผลตอขบวนการแปรรูป
น้ํานมไปเปนผลิตภัณฑนมโดยเฉพาะอยางยิ่งในการทําเนยแข็ง จากการศึกษาพบวาชนิดของ 
แคปปา-เคซีนมีผลตอขบวนการทําเนยแข็งทั้งในแง ความเนียนของเนื้อเนยแข็ง (curd firmness) 
และปริมาณเนยแข็งที่ผลิตได กลาวคือ ในการผลิตเนยแข็งชนิด Parmigiano-Reggiano, Svecia, 
Edam, Gouda, Cheddar, Mozzarella และ Tilsit น้ํานมที่ไดจากโคที่มีแคปปา-เคซีน จีโนไทป 
BB เมื่อนํามาผานขบวนการทําเนยแข็งจะไดเนยแข็งที่มีเนื้อแนนหรือเนื้อเนียน (curd firmness) 
และใหปริมาณเนยแข็ง (cheese yield) มากกวา เนยแข็งที่ไดทําจากน้ํานมของโคที่มีจีโนไทปของ
แคปปา-เคซีน AB และ AA ตามลําดับ (FitzGerald, 1997) ทั้งนี้ เนื่องจากแคปปา-เคซีนจีโนไทป 
BB ใหปริมาณของแคปปา-เคซีนมากกวา จีโนไทป AB และ AA ตามลําดับ และเนื่องจากการที่
ปริมาณแคปปา-เคซีนเปนตัวกําหนดขนาดของไมเซลล เมื่อมีปริมาณแคปปา-เคซีนมาก ขนาดของ
ไมเซลลจะมีขนาดเล็ก จึงทําใหหลงัจากผานขบวนการการทําเนยแข็งแลว ชองวางระหวางเนื้อเนย
แข็งจะมีนอย จึงทําใหเนื้อเนยแข็งมีความเนียน ซึ่งเปนที่ตองการของผูบริโภค(Aleandri et al., 
1990 ; Bobe et al., 1999 ; Eenennaam and Medrano, 1991 ) 

นอกจากนี้ยังเปนที่พบวาแคปปา-เคซีนชนิด B มีผลตอการคงทนตอความรอน 
เนื่องจากวาแคปปา-เคซีนชนิด B ใหปริมาณแคปปา-เคซีนมากทําใหไดไมเซลลที่มีขนาดเล็กทําให
ทนตอความรอนมากขึ้น เนื่องจากไมเซลลที่มีขนาดเล็ก แคปปา-เคซีนมีการยึดเกาะกับ เบตา-เค
ซีน และ แอลฟา-เคซีน มากกวาไมเซลลขนาดใหญ ทําใหความรอนหรือแรงที่จะทําลายพนัธะในไม
เซลลขนาดเล็กตองใชมากกวาในการทําลายพันธะในไมเซลลขนาดใหญ ผลที่ไดทําใหน้ํานมที่ได
จากแมโคที่มีจีโนไทป BB เมื่อผานกระบวนการแปรรูปน้ํานมแลว ใหปริมาณเคซีนมากกวาน้ํานมที่
ไดจากแมโคที่มีจีโนไทป AB และ AA ตามลําดับ (FitzGerald, 1997) นอกจากนี้ Schulte-Corne 
et al. (1992) อางโดย FitzGerald (1997) ยังรายงานเพิ่มเติมวาน้ํานมที่ไดจากแมโคที่มีแคปปา-
เคซีน  จีโนไทป BB เมื่อเขาเครื่องแปรรูปแลวการทําความสะอาดงายกวาเนื่องจากเคซีนไมเซลล
ถูกทําลายดวยความรอนยากกวาจีโนไทปอ่ืน ๆ จึงทําใหเครื่องมือสกปรกนอยกวา สงผลใหทํา
ความสะอาดเครื่องมือไดงายขึ้นทําใหประหยัดคาใชจายในการทําความสะอาดเครื่องมือ 
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วิธีการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีน (Method for Identification of Kappa-casein Variant) 
 
มีการใชเทคโนโลยีและวิธีการตาง ๆ เพื่อทําการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีน แบงเปน 2 

ระดับในการตรวจหา คือ ระดับโปรตีน ตัวอยางที่ใชในระดับนี้คือน้ํานมจากแมโค และระดับดีเอ็น
เอ ตัวอยางที่ใชในระดับน้ีใชไดหลายชนิด เชน เลือด น้ําเชื้อ หรือเซลลตาง ๆ ที่ไดมาจากตัวโคเปน
ตน โดยมีรายละเอียดของแตละระดับการตรวจหา ดังนี้ 
 
 การจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีนระดับโปรตีน 

 
เปนการตรวจหาชนิดของแคปปา-เคซีนจากฟโนไทป (Phenotype) โดยใชอิเล็คโตรโฟรีซิส

ในการวิเคราะหหาความผันแปรของแคปปา-เคซีน หลักการของอิเล็คโตรโฟรรีซิส ใชประโยชนจาก
การที่โมเลกุลของโปรตีนแตละชนิดมีรูปรางและขนาดที่แตกตางกัน สงผลใหมีคาประจุสุทธิ (net 
charge) ไมเทากัน ซึ่งเมื่อนําไปวางไวในสนามไฟฟาโดยมีเจล (starch, agarose หรือ 
acrylamide) เปนตัวกลาง (support media) แลวปลอยกระแสไฟฟาลงไปในสนามไฟฟา ทําให
โปรตีนเคลื่อนที่ไปตามคุณสมบัติ เชน ขนาด, ประจุของโปรตีนแตละชนิด เชน โปรตีนที่มีโมเลกุล
ขนาดใหญจะเคลื่อนที่ชากวาโปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก โมเลกุลที่มีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยัง
ขั้วลบของสนามไฟฟา เปนตน (Boyer, 1993)  
 Eenennam and Medrano (1991) ไดใช Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(PAGE) ในการหาชนิดของ แอลฟาเอส1-, เบตา-, แคปปา-เคซีน และ เบตา-แลคโตโกลบูลิน โดย
ตัวกลางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ Polyacrylamide Gel เพื่อใชในการศึกษาถึงความสัมพันธของ
ชนิดของโปรตีนนมตอผลผลิตของโค 5 สายพันธุคือ Holstein, Brown Swiss, Guernsey, Milking 
Shorthorn และ Jersey ที่เปนตัวแทนของประชากรในฝูงโคนมของรัฐแคลิฟอรเนีย ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดยใชตัวอยางน้ํานม 1454 ตัวที่ไดจากระยะการใหนมครั้งแรกของแมโค 

Ikonen et al. (1996) ไดใช Isoelectric Focusing of Proteins (IEF) ใน 
polyacrylamide gel ในการตรวจหาชนิดของโปรตีนในน้ํานม คือ แอลฟาเอส1-, แอลฟาเอส2-, 
เบตา- และ แคปปา-เคซีน เพื่อหาความถี่ของอัลลีล ในโคนมพันธุ Finnish Aryshire โดยใช
ตัวอยางน้ํานมที่ไดมาจากแมโค 20,990 ตัว โดยวิธี Isoelectric Focusing of Proteins (IEF) คือ
การตกตะกอนโปรตีนที่ pH ที่ทําใหประจุรวมของโปรตีนมีคาเทากับ 0 โดย pH ที่ทําใหโปรตีนมีคา
ประจุรวม (net electric charge) เทากับศูนยเรียกจุดนั้นวา isoelectric point, pI (Voet and Voet 
J.G., 1990) เนื่องจากแคปปา-เคซีนแตละชนิดจะมีคา pI ไมเทากันจึงสามารถแยกแคปปา-เคซีน
แตละชนิดออกจากกันได  
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 การจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีนระดับดีเอ็นเอ 
 
การตรวจหาความผันแปรของแคปปา-เคซีน ระดับดีเอ็นเอสามารถตรวจหาไดจาก

เทคโนโลยีทางดานอณูพันธุศาสตรในปจจุบัน โดยวิธีที่นิยมใชในหลายงานวิจัยใชวิธี Polymerase 
Chain Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) (Borroso et 
al., 1998 ; Braunschweig, 1998 ; Cowan et al., 1992 ; Mao and Bremel, 1994) โดยมี
ขั้นตอนตาง ๆ ดังนี้ 

เร่ิมจากการสกัดดีเอ็นเอจากเซลล มีหลักการทั่วไปคือ ทําใหผนังเซลลของเซลลที่ตองการ
สกัดแตกหรือโดนทําลาย หลังจากนั้นทําการแยกโปรตีนหรือทําลายโปรตีนที่สายดีเอ็นเอพันอยู ใน
ข้ันตอนนี้จะไดสายดีเอ็นเอที่ไมมีโปรตีนอยูดวย ทําการแยกสายดีเอ็นเอออกจากสวนประกอบอื่น 
ๆ โดยใชการตกตะกอน หลังจากขั้นตอนนี้จะไดเฉพาะสายดีเอ็นเอเทานั้น (Boyer, 1993) ขั้นตอน
เหลานี้เปนหลักการทั่วไปในการสกัดดีเอ็นเอออกจากเซลล แตสามารถดัดแปลงได ขึ้นอยูกับ ชนิด 
และปริมาณของตัวอยางที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ ในการสกัดดีเอ็นเอนิยมสกัดดีเอ็นเอจากเลือด
เนื่องจากในปจจุบันมีวิธีการมาตรฐานในการสกัด และมีอุปกรณ-สารเคมี (kit) ที่สามารถสกัดดี
เอ็นเอจากเลือดไดรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูง เชน Barroso et al. (1998), Mao and Bremel 
(1994) และ Prinzenberg et al. (1996) ที่ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดเพื่อตรวจหาชนิดของแคป
ปา-เคซีน แตเนื่องจากการเจาะเก็บตัวอยางเลือดอาจสงผลทําใหโคเกิดความเครียดและมีความ
ยุงยากในการเจาะเก็บตัวอยาง จึงมีการสกัดดีเอ็นเอจากสวนอื่น ๆ เชน Braunschweig (1998) 
และ Ng-Kwai-Hang et al. (1991) ที่ทําการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนม เพื่อ
ตรวจหาชนิดของยีนแคปปา-เคซีน 

หลังจากทําการสกัดดีเอ็นเอแลวจะใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในสวนที่ครอบคลุมยีนแคปปา-เคซีนใหมากพอตอการวิเคราะห โดยใน
ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยสวนประกอบตาง ๆ ดังนี้ ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA Template) ที่ไดมา
จากการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยาง เพื่อเปนตนแบบในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ, ไพรเมอร (Primer) 
เปนสายดีเอ็นเอสั้น ๆ โดยมีความยาวประมาณ 17-30 เบส ใชในการจับกับสายดีเอ็นเอตนแบบใน
สวนที่ตองการเพิ่มจํานวน, Deoxynucleotide triphosphate (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP ; 
dNTP) ใชในการสรางสายดีเอ็นเอ และ Taq DNA polymerase เปนเอนไซมที่ใชในการตอสายดี
เอ็นเอโดยจับเอา dNTP มาเขาคู (complementary) กับสายดีเอ็นเอตนแบบ หลังจากนั้น เร่ิมทํา
ปฏิกิริยา PCR โดยประกอบไปดวยการปรับเปล่ียนอุณหภูมิขึ้นลงเพื่อสนับสนุนการเกิดปฏิกิริยา
และดําเนินซ้ําวนไปเรื่อย ๆ เพื่อใหไดผลิตภัณฑ PCR ในสวนที่ตองการและมากพอที่จะนําไป
วิเคราะหในรูปแบบตาง ๆ ในการตรวจหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนไดมีการออกแบบไพรเมอร  
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ตาง ๆ กันไป โดยในรายงานของ Braunschweig (1998) ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ
เพื่อวิเคราะหหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีน คือ KCN 1F (Forward) และ  KCN 1R (Reverse)
โดยมีความยาว 25 bp และ 26 bp ตามลําดับ สวน Jorge (2001) ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่ม
ชิ้นสวนดีเอ็นเอเพื่อวิเคราะหหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนคือ KP1 (Forward)และ  KP2 
(Reverse) ท่ีมีความยาว 39 bp และ 30 bp ตามลําดับ โดยไพรเมอรนี้ทําการเพิ่มช้ินสวนของดี
เอ็นเอในสวนที่มีความผันแปรของชนิดของแคปปา-เคซีน หลังจากนั้นทําการจําแนกชนิดของ   
แคปปา-เคซีนโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของแคปปา-เคซีนที่
ตางกัน โดย Braunschweig (1998) ทําการหาชนิดของแคปปา-เคซีน โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 4 
ชนิด คือ HinfI, HindIII, MaeII และ HaeIII ในการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A, B, C และ E ออก
จากกัน โดยใช Agarose Gel Electrophoresis ที่มีความเขมขนของอะกาโรส 2 เปอรเซ็นต ในการ
แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซึ่ง Borroso et al. (1998) ใชวิธีเดียวกัน 
แตใชเอนไซม เพยีง 3 ชนิด คือเอนไซม HinfI, MaeII และ HaeIII ในการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A, 
B, C และ E ออกจากกัน โดยไมใชเอนไซม HindIII เนื่องจากการใช HinfI เพียงพอตอการแยก 
แคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกัน และใช Agarose Gel Electrophoresis ที่มีความเขมขน
ของอะกาโรส 1.5 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังมีหลายรายงานที่ใช PCR-RFLP ในการหาชนิดของ
แคปปา-เคซีนเชนกัน(Cowan et al., 1992 ; Mao and Bremel, 1994) 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 ตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห 
 
 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนน้ําเชื้อแชแข็งของพอพันธุโคนม จํานวน 60 ตัว จาก
ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม กรมปศุสัตว เปนน้ําเชื้อแชแข็งที่ผลิตใน
ระหวางป 2542-2544 ประกอบดวยพอพันธุโคนมพันธุ Holstein-Friesian และ พอพันธุโคนมที่มี
สายเลือดของพันธุ Holstein Friesian ในระดับตาง ๆ (ไดแกระดับเลือด 100 เปอรเซ็นต, 93.25 
เปอรเซ็นต, 93.75 เปอรเซ็นต, 87.50 เปอรเซ็นต, 81.25 เปอรเซ็นต และ 75 เปอรเซ็นต) โดยมี
จํานวนพอพนัธุในแตละกลุมดัง ตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 แสดงจํานวนพอพันธุโคนมที่ใชในการศึกษา 

 ระดับเลือดของพนัธุ Holstein-Friesian (เปอรเซ็นต) พันธุ Holstein-Friesian 
 1001 93.75 93.25 87.50 81.25 752 รวม 

4  11 9 1 20 6 9 60 
แสดงหนวยเปน : ตัว 
1เปนพอโคที่เกิดจากการยกระดับสายเลือดจนมีระดับสายเลือดของโคพันธุ Holstein-Friesian 
เปน 100 เปอรเซ็นต 
2เปนพอโคกลุม TMZ (Thai Milking Zebu) 
 
3.2 วิธีการดําเนินงาน 
 
 การหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนในการศึกษาครั้งนี้ ใชวิธี Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) มีขั้นตอนตาง ๆ ดังนี้ 
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3.2.1 การสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง 

 
ดัดแปลงวิธีการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อจาก Ng-Kwai-Hang et al. (1991) โดยมีขั้นตอน

ตาง ๆ ดังนี้  
นําหลอดพลาสติกที่บรรจุดวยน้ําเชื้อพอพันธุโคนม ที่มีปริมาณ 250 µl. (โดยประมาณ) 

ถายใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml. โดยใชกรรไกร หรือ มีดที่ผานการฆาเชื้อแลว แลว
ดูด 0.11M sodium citrate ปริมาณ 1.0 ml. ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer หลังจากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 13,000 rpm. เปนเวลา 3 นาที ดูดสารละลายสวนบนทิ้ง 
หลังจากนั้นละลายตะกอนกลับดวยการเติม 0.11M sodium citrate ปริมาณ 1.0 ml. ทําซํ้าอีก 1 
รอบ (รวมเปน 3 รอบ) จากนั้นทําการสกัดดีเอ็นเอ โดยการเติม 200mM NaOH/50mM DTT 
ปริมาณ 250 µl. ผสมใหเขากันโดยใช pipette นําไป incubate ที่ 65OC ใน water bath เปนเวลา 
1 ชั่วโมง โดย 200mM NaOH/50mM DTT เปนสารที่ทําใหผนังเซลลของตัวอสุจิแตก และมีความ
รอนเปนตัวเรงปฏิกิริยา หลังจากนั้นทําใหเย็นลง โดยการวางบนน้ําแข็ง ประมาณ 20 นาที แลวทํา
ใหสารละลายเปนกลาง เพื่อใหสายดีเอ็นเอที่ทําการสกัดไดคงอยูโดยไมถูกทําลาย โดยการเติม 
200mM HCl/100mM Tris-HCl ปริมาณ 250 µl. จากนั้นเก็บไวที่ –20OC เพื่อรอดําเนินการตอไป 
 

3.2.2 การหาความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
 การหาความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากน้ําเชื้อ คํานวณไดจากคา Optical Density 
(O.D.) ที่ 260 nm โดย 
 ดูดสารละลายที่ไดจากขอ 3.2.1 ปริมาณ 30 µl. ผสมกับน้ํากลั่น 750 µl. (อัตราสวน 1:25 
หรือ 25 เทา ใหคานี้เปนคาที่เรียกวา dilution factor) จากนั้นนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (absorbance, A) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ A260 และ A280 นําคาที่ไดไป
คํานวณหาปริมาณดีเอ็นเอในสารละลายโดยมีสูตรการหาดังนี้ 
 
 ปริมาณดีเอ็นเอ (µg./ ml.) = 50 x คาที่ได ณ A260 x dilution factor  
 
 ความเขมขนของดีเอ็นเอ จะนําไปใชประกอบการพิจารณาปริมาณดีเอ็นเอตนแบบ (DNA 
template) ในขั้นตอนการเพิ่มช้ินสวนของดีเอ็นเอ (PCR) ในบริเวณยีนแคปปา-เคซีนตอไป 
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3.2.3 การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
 
 ทําการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณยีนแคปปา-เคซีน บริเวณ exon ที่ 4 โดยดัดแปลงวิธีการ
จาก Braunschweig (1998) และ Joerg (2001) ชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่สังเคราะหได (PCR 
product) จะครอบคลุมสวนของเบสที่แตกตางกันของแคปปา-เคซีนชนิดตาง ๆ ซึ่งอยูในบริเวณ 
exon ที่ 4 (exon IV) โดยปริมาณดีเอ็นเอตนแบบที่ใชในปฏิกิริยาจะพิจารณาเปลี่ยนแปลงไปตาม
คาความเขมขนของดีเอ็นเอที่หาไดจากขั้นตอนที่ 3.2.2 โดยปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในแตละความ
เขมขนดังแสดงใน ตารางที่ 4 การใชปริมาณดีเอ็นเอตนแบบตามความเขมขนของดีเอ็นเอทําให
ปริมาณของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากทําปฏิกิริยาแลวมีปริมาณมากพอในการวิเคราะหใน
ข้ันตอนตอไป  
 
ตารางที่ 4 แสดงปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในปฏิกิริยาการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR amplification) 

ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
(µg/ml.) 

ปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในปฎิกิริยา 
(µl.) 

<220 
220-230 
>230 

3 
2 
1 

 
หลังจากนั้นเติมสารละลายตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาลงในหลอด microcentrifuge tube 

ขนาด 200 µl. โดยมีปริมาตรรวม 25 µl. ในปฏิกิริยาตามเขมขนดัง ตารางท่ี 5 แลวนําไปเขา
เครื่อง thermal cycler เพื่อทําปฏิกิริยา PCR 
 ไพรเมอร (primer) ที่ใชในปฏิกิริยาการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอมีลําดับเบส และรายละเอียด
ของปฏิกิริยาดังแสดง ในขั้นตอนที่ 3.2.3.1 และ 3.2.3.2 โดยกอนเริ่มปฏิกิริยาในชวง PCR นั้น จะ
ใชเวลาในชวงแรก (initial denaturation) โดยใชอุณหภูมิ 95OC เปนเวลา 5 นาที แลวจึงเริ่มดวย
ปฏิกิริยา PCR ในขั้นตอนที่ 3.2.3.1 หรือ 3.2.3.2 ข้ึนอยูกับวาตองการวิเคราะหหาแคปปา-เคซีน
ชนิดใด และหลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาในชวง PCR แลวจะจบดวยขั้นตอนสุดทาย (final extension) 
โดยใชอุณหภูมิ 72OC เปนเวลา 7 นาที หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาทั้งหมดแลวใหเก็บผลิตภัณฑ PCR 
ไวที่อุณหภูมิ 4OC จนกวาจะนําไปตัดโดยเอนไซม 
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ตารางที่ 5 แสดงสารประกอบในการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR amplification mix) 
สารประกอบในปฏิกิริยา ความเขมขนตั้งตน

ของสารประกอบ 
ปริมาณ 

(µl.) 
ความเขมขนสดุทาย
ของสารประกอบ 

10xPCR buffer 
dNTP’s 
primer (forward) 
primer (reverse) 
sterile water 
Taq DNA polymerase 
DNA template 

10 เทา 
1.25 mM 
20.0 µM 
20.0 µM 

- 
5U*/µl. 

- 

2.5 
4.0 
0.5 
0.5 

ปรับใหไดปริมาตร 25 µl. 
0.2 
1-3 

1 เทา 
200µM 
0.4 µM 
0.4 µM 

- 
1U* 

>230 ng. 
ปริมาณทั้งหมด (total reaction mix) 25.0 - 
* Unit 
 
 3.2.3.1 แคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E 
 
 ในปฏิกิริยาการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ ในการแยกแคปปา-เคซีน ชนิด B ออกจาก A และ 
แยกแคปปา-เคซีนชนิด E ออกจาก A ใชไพรเมอร KCN 1F และ KCN 1R โดยมีความยาว 25 bp 
และ 26 bp ตามลําดับ (Braunschweig, 1998) โดยเริ่มต้ังแต exon ที่ 4 จนถึง intron ที่ 4 ของยีน
แคปปา-เคซีน (Alexander, 1988) โดย KCN 1F เขาไปจบักับสายดีเอ็นเอตั้งแตตําแหนงที่ 5211-
5235 และ KCN 1R เขาไปจับกับสายดีเอ็นเอตั้งแตตําแหนงที่ 5536-5561 (รูปที่ 8) และทํา
ปฏิกิริยา PCR 35 รอบ.  
 

โดยรายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา มีดังนี้คือ  
- denature ที่ 95OC เปนเวลา 30 วินาที 
- primer anneal ที่ 60OC เปนเวลา 30 วินาที  
- primer extension ที่ 72OC เปนเวลา 1 นาที  

 
โดยลําดับเบสของไพรเมอร KCN 1F และ KCN1R มีดังนี้ 

KCN 1F :  5’-ATCATTTATG GCCATTCCAC CAAAG-3’ 
KCN 1R :  5’-GCCCATTTCG CCTTCTCTGT AACAGA-3’  
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 3.2.3.2 แคปปา-เคซีน ชนิด C, F และ G 
  
 ในปฏิกิริยาการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ ในการจะแยก C ออกจาก B หรือ การแยก F และ G 
ออกจาก A ใชไพรเมอร KP 1 และ KP 2 โดยมีความยาว 39 bp และ 30 bp ตามลําดับ (Joerg, 
2001) โดยเริ่มต้ังแต intron ที่ 3 จนถึง intron ที่ 4 ของยีนแคปปา-เคซีน (Alexander, 1988) โดย 
KP 1 เขาไปจับกบัสายดีเอ็นเอตั้งแตตําแหนงที่ 4891-4929 และ KP 2 เขาไปจับกับสายดีเอ็นเอ
ตั้งแตตําแหนงที่ 5444-5473 (รูปที่ 8) และทําปฏิกิริยา PCR 35 รอบ.  

 
โดยรายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา มีดังนี้คือ  

- denature ที่ 95OC เปนเวลา 30 วินาที 
- primer anneal ที่ 56OC เปนเวลา 30 วินาที 
- primer extension ที่ 72OC เปนเวลา 1 นาที 

 
โดยลําดับเบสของไพรเมอร KP1 และ KP2 มีดังนี้ 
 KP 1 :  5’-AAGAAATAAT ACCATTCTGC ATAATTTATT TTTTTACAG-3’ 
 KP 2 :  5’-GGCTGTTATT CATTTTGCCT TATTTACCTG-3’ 
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รูปที่ 8 แสดงตําแหนงของไพรเมอร KCN1F และ KCN 1R ที่จับกับสายดีเอ็นเอ 
         ตําแหนงของไพรเมอร KP 1 และ KP 2 ที่จับกับสายดีเอ็นเอ 
           ex 4 คือ exon ที่ 4 

 
3.2.4 การตัดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 

 
 ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขั้นตอนการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ นํามาตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(Restriction Enzymes) 5 ชนิด คือ HinfI, HindIII, HpyCH4 IV (เปน isoschizomer ของ MaeII), 
HaeIII และ HhaI 
 โดยใชผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขั้นตอนที่ 3.2.3 ปริมาณ 6.0 µl. และ เอนไซมตัดจําเพาะ 
5U เติมน้ําจนไดปริมาตรสุดทาย 20 µl. หลังจากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 3       
ชั่วโมง หรือทิ้งไวขามคืน (over-night) โดยมีแผนการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดัง รูปที่ 9 
 
 
 

5’  

3’  

 
KP 1 

 
KP 2  

KCN 1R 

 
KCN 1F 
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ขั้นตอนที่ 1                                                                               
 
 
 
ขั้นตอนที่ 2 
       แยกโดย HaeIII    แยกโดย  HhaI            แยกโดย  MaeII                      แยกโดย  MaeII 
 
 
 
 
 

รูปที่ 9 แผนผังการวิเคราะหหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน  
                         โดยใชวิธี PCR-RFLP 

 
3.2.5 การทําอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยผานตัวกลางอะกาโรส (Agarose Gel 

Electrophoresis) 
 
 3.2.5.1 การเตรียมแผนเจล (agarose gel) 
 
 ใช 2% Agarose gel โดยชั่งผง agarose 1 g. ใสในขวดรูปชมพู (flask) เติม0.5XTBE 
ปริมาณ 50 ml. และทําใหรอนจนกระทั่งผง agarose ละลาย โดยการนําเขาตูอบ microwave เปน
เวลาประมาณ 2 นาที ทิ้งไวใหมีอุณหภูมิ ประมาณ 45-50OC (สังเกตจากการใชมือจับที่ขวดได) 
แลวจึงใส ethidium bromide (10 mg./ml.) ปริมาณ 0.5 µl. เขยาใหเขากัน แลวเทใสในถาด 
(tray) ที่เตรียมไวเพื่อทําอิเล็กโตรโฟริซิส โดยมีหวี (comb) เปนตัวทําใหเกิดชองหรือหลุม (well) 
สําหรับหยอดตัวอยาง หลังจากนั้นทิ้งไวจนแข็งตัวโดยสมบูรณ 
 
 
 

ตัวอยางน้าํเชือ้จากพอพนัธุโคนมจาํนวน 60 ตัว 

แคปปา-เคซีนชนิด A หรือ E หรือ F หรือ G แคปปา-เคซีนชนิด B หรือ C 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด E 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด F 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด G 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด C 

แยกโดย HindIII แยกโดย HinfI 
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 3.2.5.2 การแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิส 
 

นําตัวอยางดีเอ็นเอที่ตองการวิเคราะหปริมาณ 20 µl. จากขอ 3.10 ผสมกับ 
Blue/Orange 6xloading dye ปริมาณ 4 µl. (อัตราสวน 5 ตอ 1 ; ตัวอยาง ตอ 6Xloading dye) 
หลังจากนั้นผสมใหเขากัน แลวใสลงในหลุม (well) ของแผนเจลที่ไดจากขั้นตอนที่ 3.6.1โดยในการ
วิเคราะหทุกครั้งตองมีการใส marker เพื่อเปนตัวเทียบขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ทําการแยก โดย
ในงานวิจัยนี้ใช 50 bp DNA ladder และ 100 bp DNA ladder หลังจากนั้นทําการแยกขนาดของ
ดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยของไฟฟา โดยในงานวิจัยนี้ใชความตางศักยของไฟฟาที่ 100 โวลต 
(volt) ใชเวลา 1 ชั่วโมง 15 นาที หลังจากนั้นนําไปดูการแยกของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดหลังจากการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดไมเทากันจะมีความเร็วในการเคล่ือนที่ใน
สนามไฟฟาไมเทากัน โดยสามารถดูตําแหนงของชิ้นสวนของดีเอ็นเอไดภายใตแสง Ultraviolet 
เนื่องจากการเรืองแสงของ ethidium bromide โดยเครื่อง utraviolet transilluminator ทําการ
ถายรูป และเก็บขอมูลในแผนบันทึกขอมูล (computer diskette)  
 

3.3 การหาความถี่อัลลีลและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนและความแตกตาง
ระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม 
 
 คํานวณหาความถี่อัลลีลและความถี่จีโนไทปในกลุมพอพันธุโคนมที่ใชในการศึกษา โดย
ใชสูตรดังนี้ 
 ความถี่อัลลีล (Allelic Frequency ; AF) =        2nhomozygote + nheterozygote 
                                                                                                ntotal 
 
โดยที่     n homozygote คือ จํานวนพอโคที่มีจีโนไทปเปน homozygote 
             nheterozygote คือ จํานวนพอโคที่มีจีโนไทปเปน heterozygote 
             ntotal คือ จํานวนอัลลีลทั้งหมดมีคาเทากับ 120 
 
 ความถี่จีโนไทป (Genotypic Frequency ; GF) =            n 
                                                                                                 ntotal 
 
โดยที่     n    คือ จํานวนพอโคที่มีจีโนไทปที่ตองการคํานวณ 
             ntotal คือ จํานวนจีโนไทปทั้งหมดมีคาเทากับ 60 
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ทําการพลอตกราฟเพื่อดูความถี่ของกลุมพันธุแท กลุมลูกผสม และ รวมทั้งหมด เพื่อดู
ความแตกตางของแตละกลุมพันธุ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางของความถี่อัลลีลและความถี่
จีโนไทประหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม โดยพอโคพันธุ Holstein-Friesian และพอโคที่มี
ระดับเลือดของพันธุ Holstein-Friesian 100 เปอรเซ็นตเปนกลุมพันธุแท และพอโคที่มีระดับเลือด 
Holstein-Friesian ที่ระดับเลือด 75, 81.25, 87.50, 93.25 และ 93.75 เปอรเซ็นต เปนกลุม
ลูกผสม ทําการเปรียบเทียบ ความถี่ของชนิดและความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนโดยวิธี       
chi-square test โดยสถิติที่ใชทดสอบมีสูตรดังนี้ 
 
                                   χ2   =     ∑∑  (Oij – Eij)2 
                                                            Eij 

 
โดยที่ Oij  (Obsereved Frequency) คือ ความถี่หรือจํานวนที่เกิดขึ้นจริง 
         Eij  (Expected Frequency)    คือ ความถีห่รือจํานวนที่คาดวาจะเกิด  
และ  
        Eij = (ผลรวมของแถวนอนที่ i) x (ผลรวมของแถวตั้งที่ j) 
                              ขนาดตวัอยางทัง้หมด 
 
         องศาอสิระ (degree of freedom) เปน (จํานวนแถว-1) x (จํานวนสดมภ-1)  
         ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะห 
 
4.1 จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน จากน้ําเชื้อแชแข็งของพอพันธุโคนมที่ใชใน
การผสมเทียม จํานวน 60 ตัว โดยใชวิธี Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment 
Length Polymorphism (PCR-RFLP) โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ในการ
จําแนกชนิดของยีนแคปปา-เคซีน ที่ปรากฎในฝูงพอพันธุโคนมที่ใชในการวิเคราะห ไดผลการ
วิเคราะหในแตละขั้นตอนดังนี้ 
 
 4.1.1 ความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดจากน้ําเชื้อแชแข็ง 
 
 จากการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง โดยดัดแปลงวิธีการจาก Ng-Kwai-Hang et al. 
(1991) หลังจากนั้นทําการวัดคา Optical Density (OD) ที่ 260 nm เพื่อคํานวณหาความเขมขน
ของดีเอ็นเอ พบวามีคาความเขมขนของดีเอ็นเอระหวาง 170 µg/ml ถึง 645 µg/ml โดยมีคาเฉลี่ย
อยูที่ 290.29 µg/ml และมีคา Ratio ของ A260/A280 เฉลี่ยที่ 1.514 
 
 4.1.2 การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
 
 จากการทําปฏิกิริยา PCR ที่ทําการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอในสวนที่ครอบคลุมการ
เปลี่ยนแปลงของชนิดของแคปปา-เคซีน โดยไดผลิตภัณฑ PCR ดังนี้ 
 
 4.1.2.1 แคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E 
 
 จากการทําปฏิกิริยา PCR จากไพรเมอร KCN 1F และ KCN 1R ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR 
ที่มีขนาด 351 bp ซึ่งครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของแคปปา-เคซีน ชนิด A, B 
และ E (รูปที่ 8) 
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 4.1.2.2 แคปปา-เคซีน ชนิด C, F และ G 
 
 จากการทําปฏิกิริยา PCR จากไพรเมอร KP 1 และ KP 2 ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ที่มี
ขนาด 583 bp ซึ่งครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของแคปปา-เคซีน ชนิด C, E, F 
และ G (รูปที่ 8) 
 

4.1.3 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HinfI และ HindIII  
 
 ทําการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 4.1.2.1 เปนขั้นตอนที่ 1 ดังรูปที่ 10 โดยใช
เอนไซม HinfI และ HindIII เพื่อตรวจแยกจีโนไทป ใหออกเปน 3 กลุมคือ กลุมจีโนไทป AA, AB 
และ BB โดยมีขนาดของดีเอ็นเอหลังการตัดดวยเอนไซม ดังแสดงใน ตารางที่ 6 และมีรูปแบบ
การตัดดวยเอนไซมดัง รูปที่ 11 และ รูปที่ 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ผลที่ไดหลังจากการแยกดวยเอนไซม HinfI และ HindIII  
 
ตารางที่ 6 ขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ*หลังการตัดดวยเอนไซม HinfI และ HindIII 

กลุมจีโนไทป HinfI  HindIII 
AA 
AB 
BB 

- 
266 
266 

134 
134 

- 

132 
132 

- 

85 
85 
85 

 351 
351 

- 

- 
219 
219 

- 
132 
132 

     *ขนาดแสดงเปนจํานวนคูเบส (base pairs) 
 ที่มา : Alexander (1988) 

แยกโดยเอนไซม HinfI และ HindIII 

น้ําเชื้อพอพนัธุโคนม 

แคปปา-เคซีนจีโนไทป AA แคปปา-เคซีนจีโนไทป BB แคปปา-เคซีนจีโนไทป AB 
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  รูปที่ 11 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HinfI 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
  รูปที่ 12 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HindIII 
 
 
 
 
 
 
 

0 351 
134 bp 85 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล A 132 bp 

0 351 
85 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล B 266 bp 

0 351 แคปปา-เคซีนอัลลีล A 351 bp 

0 351 
219 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล B 132 bp 
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     1    2    3    4    5    6    7    8     9    10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                       M     C     AB      C      AA      C        BB 

รูปที่ 13 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HindIII และ HinfI โดยชองที่ 1 คือ Marker 
(M) ขนาด 100-bp. ชองที่ 2, 5 และ 8 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control; 
C). ชองที่ 3, 6 และ 9 แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HindIII. ชองที่ 
4, 7 และ 10 แสดงแถบของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HinfI. ชองที่ 3-4 แสดงรูปแบบ
ของจีโนไทปกลุม AB; ชองที่ 6-7 แสดงรูปแบบของจีโนไทปกลุม AA และ ชองที่ 9-10 แสดง
รูปแบบของจีโนไทปกลุม BB ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HindIII และ HinfI ตามลําดับ 
 

จากตารางที่ 6 รูปที่ 11, 12 และ 13 จะเห็นไดวาเอนไซม HinfI และ HindIII สามารถ
แยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกันได โดยเอนไซม HinfI สามารถแยกแคปปา-เคซีน
ชนิด A ไดโดยเอนไซม HinfI ทําการตัดดีเอ็นเอระหวางตําแหนงที่ 5344-5345 ซึ่งเปนตําแหนงทีอั่ล
ลีลทั้ง 2 แบบมีความแตกตางกัน และระหวางตําแหนงที่ 5476-5477 (Alexander, 1988) ซึ่งทํา
การตัดที่ตําแหนงนี้ทั้งแคปปา-เคซีน ชนิด A และ B. จากการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่มีแคปปา-เคซีน
ชนิด A ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 3 ชิ้นสวนที่มีขนาด 134, 132 และ 85 bp เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดี
เอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรากฎแถบ (band) ออกเปน 2 แถบ ดังแสดงในชองที่ 7 ดังรูป 
เนื่องจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 134 bp และ 132 bp มีขนาดใกลเคียงกันมากจึงปรากฎเพยีง 1 
แถบ และชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 85 bp เห็นไมชัด เนื่องจากเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดสั้นมาก 
แตถาเปนแคปปา-เคซีน ชนิด B เอนไซม HinfI จะทําการตัดสายดีเอ็นเอเพียงจุดเดียวทําใหได

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

351 bp 
266 bp 
219 bp 
134,132 bp 
85 bp 
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ชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มีขนาด 266 และ 85 bp ดังแสดงในชองที่ 10 ดังรูป และเอนไซม 
HindIII สามารถแยกแคปปา-เคซีนชนิด B ออกจากชนิดอื่น ๆ โดยเอนไซม HindIII ทําการตัดดีเอ็น
เอของแคปปา-เคซีนชนิด B ระหวางตําแหนงที่ 5342-5343 (Alexander, 1988) ทําใหไดชิ้นสวนดี
เอ็นเอ 2 ชิ้นสวน คือ 132 และ 219 bp เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรา
กฎแถบออกเปน 2 แถบดังชองที่ 9 ดังรูป แตถาเปนแคปปา-เคซีน ชนิด A เอนไซม HindIII จะไม
ตัดสายดีเอ็นเอทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากับสายดีเอ็นเอที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ 
(control) จึงปรากฎเปนแถบเดียวดังชองที่ 6 ใน ดังรูป  

จํานวนของจีโนไทปที่ทําการตรวจพบแสดงใน ตารางที่ 7 และเมื่อนําไปคํานวณเปน
จํานวนอัลลีลจะไดคาดัง ตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 7 จํานวนจีโนไทปของแคปปา-เคซีนแบงตามกลุมจีโนไทป AA, AB และ BB 

กลุมของจีโนไทป พันธุแท ลูกผสม ทั้งหมด* 
AA 
AB 
BB 

7 
6 
2 

30 
15 
- 

37 
21 
2 

รวม 15 45 60 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 
ตารางที่ 8 จํานวนอัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A และ B 

อัลลีล พันธุแท  ลูกผสม ทั้งหมด* 
A 
B 

20 
10 

75 
15 

95 
25 

รวม 30 90 120 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 
 แตเนื่องจากแคปปา-เคซีนชนิด E, F และ G ไมสามารถแยกออกจากชนิด A ไดโดย
เอนไซม HinfI และ แคปปา-เคซีนชนิด C ไมสามารถแยกออกจากชนิด B ไดโดยใชเอนไซม HindIII 
จึงจําเปนตองตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด C, E, F และ G ตอไป 
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4.1.4 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HaeIII  
 

 ทําการตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด E โดยใชเอนไซม HaeIII โดยทําในกลุมจีโนไทป AA 
และ AB เพื่อแยกแคปปา-เคซีนชนิด E ออกจากชนิด A ดังแสดงใน รูปที่ 14 โดยในการวิเคราะห
ในขั้นตอนนี้ สามารถจําแนกจีโนไทปออกเพิ่มอีก 2 แบบไดแก AE และ BE โดยไมพบจีโนไทป EE 
 
 
 
                                                           แยกโดยเอนไซม HaeIII 
 
 
 
 
 

รูปที่ 14 ผลที่ไดหลังจากการแยกดวยเอนไซม HaeIII  
 
 
  
 
 
 
  
 
 
  รูปที่ 15 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HaeIII 
 
 
 
 
 
 

แคปปา-เคซีนจีโนไทป AA แคปปา-เคซีนจีโนไทป AB 

จีโนไทป AE จีโนไทป BE จีโนไทป AA จีโนไทป AB 

0 351 ไมมีแคปปา-เคซีน อัลลีล E 340 bp 

0 351 
156 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล E 184 bp 

11 bp 

11 bp 
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รูปที่ 16 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HaeIII โดยชองที่ 3 คือ Marker (M) ขนาด 50-
bp. ชองที่ 1 และ 4 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control; C). ชองที่ 2 และ 5 
แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HaeIII โดยชองที่ 5 มีแคปปา-เคซีน
ชนิด E อยู 1 อัลลีล 

 
โดยในพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด E จะถูกเอนไซม HaeIII ตัดสายดีเอ็นเอระหวาง

ตําแหนงที่ 5221-5222 และระหวางตําแหนงที่ 5366-5367 (Alexander, 1988) และจากการตัด
ผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 351 bp ที่ไดมาจากขอ 4.1.2.1 ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 3 ชิ้นสวนที่มี
ขนาด 11, 184 และ 156 bp (รูปที่ 15) เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟริซิส   
ปรากฎแถบออกเปน 2 แถบ ดังชองที่ 5 ดังรูปที่ 16 แตเนื่องจากการตัดนี้เปนการตัดสายดีเอ็นเอ 
2 สายหรือเปนการหาจีโนไทป เมื่ออีกสายดีเอ็นเออีกสายไมใชแคปปา-เคซีนชนิด E จึงทําให
ปรากฎเปน 3 แถบ โดยแถบที่มีขนาด 340 bp เปนสายที่ไมใชแคปปา-เคซีนชนิด E. จากการตัด
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไมมีแคปปา-เคซีนชนิด E เอนไซม HaeIII จะทําการตัดที่สายดีเอ็นเอระหวาง
ตําแหนงที่ 5221-5222 เพียงตําแหนงเดียว ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มีขนาด 11 และ 
340 bp เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรากฎแถบออกเพียง 1 แถบ 
เนื่องจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 11 bp มีขนาดเล็กมากจึงไมปรากฎแถบใหเห็น 
 หลังการตัดดวยเอนไซม HaeIII ตรวจพบวาในฝูงพอพันธุโคนมที่นํามาตรวจหาชนิดของ
แคปปา-เคซีน มีแคปปา-เคซีนชนิด E และแสดงจํานวนของจีโนไทปที่ตรวจพบและคํานวณเปน
จํานวนของอัลลีลดัง ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10 ตามลําดับ 

350 bp 
250 bp 
200 bp 
150 bp 
100 bp 
  50 bp 

351 bp 340 bp 

184 bp 
156 bp 

          1          2        3         4         5 

ไมมี allele E       M       (A หรือ B)/E 
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ตารางที่ 9 จํานวนจีโนไทปของแคปปา-เคซีนที่ตรวจพบหลังตัดดวยเอนไซม HaeIII 
กลุมของจีโนไทป พันธุแท ลูกผสม ทั้งหมด* 

AA 
AB 
BB 
AE 
BE 

5 
6 
2 
2 
- 

25 
12 
- 
5 
3 

30 
18 
2 
7 
3  

รวม 15 45 60 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 
ตารางที่ 10 จํานวนอัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E 

อัลลีล พันธุแท  ลูกผสม ทั้งหมด* 
A 
B 
E 

18 
10 
2 

67 
15 
8 

85 
25 
10 

รวม 30 90 120 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 

4.1.5 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HpyCH4 IV 
(MaeII) 
 
 ทําการตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด C และ G โดยใชเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) โดยทํา
ในกลุมจีโนไทป AA, AB และ BB เพื่อแยกแคปปา-เคซีนชนิด C ออกจากชนิด B และแยกแคปปา-
เคซีนชนิด G ออกจากชนิด A โดยในพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G เอนไซม 
HpyCH4 IV (MaeII) จะไมทําการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 583 bp ที่ไดจากขอ 4.1.2.2     
ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากับขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไมไดถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ 
แตในพอพันธุที่ไมมีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G เอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) จะตัดสาย    
ดีเอ็นเอระหวางตําแหนงที่ 5190-5191 (Alexander, 1988) ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มี
ขนาด 300 และ 283 bp (รูปที่ 17) เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรากฎ
แถบออกเปน 2 แถบ ดังแสดงในชองที่ 1 ในรูปที่ 18 
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รูปที่ 17 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) โดยชองที่ 2 คือ Marker 
(M) ขนาด 50-bp. ชองที่ 1 แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HpyCH4 
IV (MaeII) หรือพอพันธุที่ไมมีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G. ชองที่ 3 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่
ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control) หรือพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G. 

 
 จากการตรวจหาทั้งหมดไมพบแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G ทําใหมีจํานวนของจีโน
ไทปและจํานวนของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน เทากับ ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10 

200 bp 

350 bp 
300 bp 
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        1           2            3     
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M Control 

0 583 
ไมมีแคปปา-เคซีนอัลลีล C หรือ G 283 bp 

0 583 
583 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล C หรือ G 

300 bp 
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4.1.6 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HhaI 
 

ทําการตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด F โดยใชเอนไซม HhaI โดยทําในกลุมจีโนไทป AA และ 
AB เพื่อแยกแคปปา-เคซีนชนิด F ออกจากชนิด A โดยในพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด F เอนไซม 
HhaI จะไมทําการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 583 bp ที่ไดจากขอ 4.1.2.2 ทําใหไดชิน้สวนดเีอน็
เอที่มีขนาดเทากับขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไมไดถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ แตในพอพันธุที่ไมมี
แคปปา-เคซีนชนิด F เอนไซม HhaI จะตัดสายดีเอ็นเอระหวางตําแหนงที่ 4931-4932 
(Alexander, 1988) ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มีขนาด 41 และ 542 bp (รูปที่ 19)เมื่อ
นํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็กโตรโฟริซิสปรากฎแถบเพียง 1 แถบ (รูปที่ 20) แตจะไม
ปรากฎแถบของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 41 bp เนื่องจากมีขนาดเล็กมาก 

 
 จากการตรวจหาจากกลุมจีโนไทป AA และ AB ไมพบแคปปา-เคซีนชนิด F ทําใหมีจํานวน
ของจีโนไทปและจํานวนของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน เทากับ ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
  รูปที่ 19 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HhaI 
 
 
 
 
 
 
 

0 583 
ไมมีแคปปา-เคซีน อัลลีล F 542 bp 

0 583 แคปปา-เคซีนอัลลีล F 583 bp 

41 bp 
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รูปที่ 20 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HhaI โดยชองที่ 1 คือ Marker (M) ขนาด 50 

bp. ชองที่ 2 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control) หรือที่มีแคปปา-เคซีนชนิด 
F.ชองที่ 3 แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HhaI หรือพอพันธุที่ไมมี
แคปปา-เคซีนชนิด F 
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4.2 ความถี่อัลลลีของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน โดยวิธี PCR-RFLP เมื่อนําจํานวนอัล
ลีลมาคํานวณเปนความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E ไดผลดัง ตารางที่ 11 และ
เมื่อทดสอบความแตกตางของความถี่อัลลีลระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสมโดยวิธี chi-
square test ไมพบความแตกตางกันระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม เมื่อนําไปพล็อตกราฟ
จะไดกราฟดังแสดงใน รูปที่ 21 
 
ตารางที่ 11 ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E  

อัลลีล พันธุแท  ลูกผสม ทั้งหมด* 
A 
B 
E 

0.60 
0.33 
0.07 

0.74 
0.17 
0.09 

0.71 
0.21 
0.08 

 χ2 = 3.796; α=0.05, df = 2 
*ความถี่อัลลีลคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 21 แสดงความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน 
 

ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนยีน

0.3
3

0.0
7

0.7
4

0.1
7

0.0
9

0.7
1

0.2
1

0.0
8

0.6

0
0.2
0.4
0.6
0.8

1

A B E

พันธุแท 

ลูกผสม

ทั้งหมด



 42

4.3 ความถี่จโีนไทปของยนีแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน โดยวิธี PCR-RFLP ตรวจพบจีโนไทป 5 
แบบ คือ AA, AB, BB, AE และ BE เมื่อนํามาคํานวณเปนความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน
ไดผลดัง ตารางที่ 12  และเมื่อทดสอบความแตกตางของความถี่จีโนไทประหวางกลุมพันธุแทและ
กลุมลูกผสมโดยวิธี chi-square test ไมพบความแตกตางกันระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม 
เมื่อนําไปพล็อตกราฟจะไดกราฟดังแสดงใน รูปที่ 22  
 
ตารางที่ 12 ความถี่จีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมที่ทําการวิเคราะห 

กลุมของจีโนไทป พันธุแท ลูกผสม ทั้งหมด* 
AA 
AB 
BB 
AE 
BE 

0.34 
0.40 
0.13 
0.13 

0 

0.56 
0.27 

0 
0.11 
0.06 

0.50 
0.30 
0.03 
0.12 
0.05 

 χ2 = 8.825; α=0.05, df = 4 
*ความถี่จีโนไทปคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 22 แสดงความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 

ความถี่ จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

 จากการตรวจหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมที่ใชผลิตน้ําเชื้อ
แชแข็งเพื่อใชในการผสมเทียมของกองผสมเทียม กรมปศุสัตว จํานวน 60 ตัว ไดผลสรุปและ 
อภิปรายผลไวดังนี้ 
 
5.1 วิธีการจําแนกจีโนไทปของแคปปา-เคซีน 
 
 จากการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็งพบวาความเขมขนของดีเอ็นเอโดยเฉลี่ยมีคา 
290.29 µg/ml ซึ่งมากพอตอการทํางานในปฏิกิริยา PCR และผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมากพอในการ
วิเคราะหในขั้นตอนตอไป มีคา Ratio ของ A260/ A280 เฉล่ียอยูที่ 1.514 โดยคา Ratio นี้เปนตัว     
บงบอกถึงความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์จะมีคา Ratio ประมาณ 1.8-2.0 
แตดีเอ็นเอที่ไดนี้พบวามีคา Ratio นอยกวา 1.8 แสดงวามีสารประกอบอื่นปนเปอนอยูดวย ซึ่ง
สอดคลองกบัวิธีการที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอเนื่องจากไมมีข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอออกมาจึงทาํใหมี
การปนเปอนของสารประกอบอื่น ๆ เชน โปรตีน อยูในตัวอยางทําใหดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์นอย 
แตในการศึกษาครั้งนี้พบวาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอไมเปนปญหาในการดําเนินงานในขั้นตอน
ตอไปและสามารถวิเคราะหผลออกมาไดอยางดี 
 ในการตรวจหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนโดยใชวิธี Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) พบวาการจําแนกชนิดของแคปปา-
เคซีนชนิด A, B และ E ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใช โดยใชไพรเมอร KCN1F และ KCN1R 
ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ในขนาด 351 bp ซึ่งในสวนนี้จะครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการผัน
แปรไปเปนแคปปา-เคซีนชนิด A, B หรือ E และการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีนชนิด C,F และ G 
จะทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใชโดยใชไพรเมอร KP1 และ KP2 ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ใน
ขนาด 583 bp ซึ่งในสวนนี้จะครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการผันแปรไปเปน แคปปา-เคซีนชนิด        
C, F หรือ G ดวย ในการนําผลิตภัณฑ PCR ไปใชในขั้นตอนตอไปนั้นไมไดมีการทํา PCR ให
บริสุทธิ์ ดังนั้นหลังจากเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCRแลว ควรนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไปใชโดยทันที 
เนื่องจากการเก็บผลิตภัณฑ PCR โดยไมไดทําใหบริสุทธิ์นั้น อาจทําใหผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดน
ทําลายจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมได ในการเลือกใชไพรเมอรจากการศึกษาพบวาถา
ตองการคัดเลือกแคปปา-เคซีนชนิด B สามารถใชไพรเมอร KCN 1F และ KCN 1R ในการทํา
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ปฏิกิริยาได    โดยสามารถใชเอนไซมในการจําแนกแคปปา-เคซีนชนิด B คือ HinfI หรือ HindIII 
และในการหาความผันแปรของแคปปา-เคซีนทุกชนิด คือ A, B, C, E, F และ G ควรใชไพรเมอร 
KP 1 และ KP 2 ในการจําแนกเนื่องจากครอบคลุมในสวนของแคปปา-เคซีนชนิด C, F และ G 
ดวย และเอนไซมที่ใชตัดจําเพาะจะใช 4 ชนิดคือ HinfI หรือ HindIII, HpyCH4 IV (MaeII), HaeIII 
และ HhaI การแยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกันนั้นสามารถใชเอนไซม HinfI หรือ 
HindIII ก็ได เนื่องจากการใชเอนไซม 2 ชนิดทําเพื่อเปนการยืนยันการทํางานของเอนไซมอีกชนิด
หนึ่ง ดังนั้นการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกันนั้นสามารถใชเอนไซมตัวใดก็ได แต
ตองมีการทดสอบการทํางานของเอนไซม (enzyme activity) กอนทําการตัดเสมอ ซึ่งสอดคลองกับ                     
Barroso et al. (1998) ที่ใชเพียงเอนไซม HinfI ในการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจาก
กัน  
 
5.2 ชนิดและจีโนไทปของแคปปา-เคซีน 
 
 ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบแคปปา-เคซีน 3 ชนิด ไดแก แคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E 
โดยแคปปา-เคซีนชนิด A และ B มีกระจายในทุกสายพันธุ เชน พันธุ Holstein-Friesian ทั้งใน
ประเทศ สหรัฐอเมริกา(Bobe et al.,1999 ; Eenennaam and Medrano,1991 ; Hines et 
al.,1979) , ประเทศแคนาดา (Masoudi et al., 1994 ; Ng-Kwai-Hang,1990) ซึ่งสอดคลองกับ
ตนกําเนิดพอพันธุโคนมของกองผสมเทียมที่มีแหลงกําเนิดมาจากสายพันธุ Holstein-Friesian 
ที่มาจากประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศแคนาดา นอกจากนี้ตรวจพบแคปปา-เคซีนชนิด E ใน
ประชากรโดยพบในกลุมลูกผสม ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องจากพอพันธุโคนมที่ไดมาสวนใหญมาจาก
การนําน้ําเชื้อแชแข็งจากตางประเทศผสมกับแมพันธุพื้นเมืองในประเทศจึงทําใหพันธุประวัติของ
พอโคไมสมบูรณในทางสายแมหรือไมมีประวัติทางสายแม จึงเปนไปไดวาอัลลีล E ที่ปรากฎใน
กลุมลูกผสมไดมาจากทางสายแมมากกวาทางสายพอ เพราะจากการตรวจเอกสารพบวาอัลลีล E 
ปรากฎเพียงในพันธุ Finnish Aryshire ในประเทศฟนแลนด (Ikonen et al., 1996) และในพันธุ
เดียวกันในประเทศนอรเวย (Lien et al., 1997) สวนอัลลีล E ที่พบในกลุมพันธุแท พบวามาจากโค
พันธุ Holstein-Friesian ที่นําเขามาจากประเทศญี่ปุน โดยมีจีโนไทปเปนแบบ heterozygote ทั้ง 2 
ตวัที่นําเขามา คือ AE ทั้งคู และจากการตรวจเอกสารไมพบรายงานใดที่กลาวถึง อัลลีล E ในพันธุ 
Holstein-Friesian จึงคาดวาพอโคที่นําเขามาจากประเทศญี่ปุนไมใชพอโคพันธุ              
Holstein-Friesian แท ในสวนของจีโนไทปของแคปปา-เคซีนที่ตรวจพบ พบวามีจีโนไทปของแคป
ปา-เคซีน 5 แบบ คือ AA, AB, BB, AE และ BE จากผลการศึกษาไมพบจีโนไทป EE ในประชากร 
โดยจีโนไทป AA, AB และ BB ปรากฎในทุกสายพันธุ ทั้งใน Bos Taurus เชน Holstein-Friesian 
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(Aleandri et al., 1990 ; Bobe et al., 1999 ; Eenennaam and Medrano, 1991 ; Hines et al., 
1979 ; Masoudi et al., 1994 ; Ng-Kwai-Hang, 1990), Jersey (Eenennaam and Medrano, 
1991) เปนตน และ ใน Bos Indicus เชน พันธุ Sahiwal, Zebu (Jairam and Nair, 1983 ; Malik 
et al., 1994) เปนตน การที่ไมพบจีโนไทป EE ในประชากรนั้นอาจเนื่องมาจากตนกําเนิดพอพันธุ
โคนมของกองผสมเทียมมีแหลงกําเนิดมาจากสายพันธุ Holstein-Friesian ซึ่งจากการตรวจ
เอกสารไมพบอัลลีล E ในสายพันธุนี้ แตเมื่อนํามาผสมกับแมโคในประเทศซึ่งมีแหลงที่มาไมชัดเจน
คือ มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงจึงทําใหจีโนไทปที่เกิดขึ้นเปน heterozygote ที่มีอัลลีล E 
ประกอบอยูดวย อยางไรก็ตามโคสายพันธุพื้นเมืองในประเทศไทยยังไมมีการศึกษาขอมูลเกี่ยวกับ
ยีนแคปปา-เคซีนวาสวนใหญพบชนิดใดหรือมีการกระจายตัวเปนอยางไร  
 
5.3 ความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน ทําใหทราบถึงชนิดหรืออัลลีลของแคปปา-
เคซีนที่พบในฝูงพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม โดยพบ 3 ชนิดคือ อัลลีล A, B และ E เมื่อทําการ
เปรียบเทียบความถี่อัลลีล (allelic frequency) ของแตละความถี่อัลลีลระหวางกลุมพันธุแทและ
ลูกผสมโดยใช chi-square test ไมพบความแตกตางในทางสถิติ (P>0.05) คืออัลลีล A เปน 0.60 
ในกลุมพันธุแท และ 0.74 ในกลุมลูกผสม อัลลีล B เปน 0.33 ในกลุมพันธุแท และ 0.17 ในกลุม
ลูกผสม อัลลีล E เปน 0.07 ในกลุมพันธุแทและ 0.09 ในกลุมลูกผสม (ตารางที่ 13) ที่เปนเชนนี้
เนื่องจากเปาหมายสําคัญในการปรับปรุงพันธุโคนมมุงเนนในดานปริมาณน้ํานมเปนหลัก แต
พบวาแนวโนมความถี่อัลลีล B ในกลุมพันธุแทมากกวากลุมลูกผสม คือ 0.33 และ 0.17 ในกลุม
พันธุแทและกลุมลูกผสมตามลําดับ เนื่องจากเปาหมายรองในการปรับปรุงพันธุโคนมจะพิจารณา
ถึงองคประกอบในน้ํานมเปนลําดับตอมาก็คือ ปริมาณไขมัน และปริมาณโปรตีนจึงทําใหแนวโนม
ของความถี่ของอัลลีล B ในกลุมพันธุแทมีแนวโนมที่มากกวาในกลุมลูกผสม  
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ตารางที่ 13 จํานวนและความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E  
พันธุแท   ลูกผสม  ทั้งหมด1 

อัลลีล 
จํานวน AF2  จํานวน AF2  จํานวน AF2 

A 
B 
E 

18 
10 
2 

0.60 
0.33 
0.07 

 67 
15 
8 

0.74 
0.17 
0.09 

 85 
25 
10 

0.71 
0.21 
0.08 

1ความถี่อัลลีลคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 
2AF = ความถี่อัลลีล (allelic frequency) 
 
 และเมื่อนําจํานวนอัลลีลของกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสมมารวมกันแลวคิดเปน
ความถี่อัลลีลของทั้งประชากร พบวามีความถี่ 0.71 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานตาง ๆ ที่แสดง
ดัง     ตารางที่ 2 พบวาความถี่อัลลีล A มีความถี่มีคาอยูระหวาง พันธุ Holstein-Friesian (Bos 
taurus) และ โคซีบู (Bos indicus) ซึ่งมีความถี่ของอัลลีล A อยูในชวงที่ 0.67-0.82 และความถี่
ของอัลลีล B มีคาความถี่ 0.21 ซึ่งเปนความถี่ที่อยูระหวางพันธุ Holstein-Friesian (Bos taurus) 
และโคซีบู (Bos indicus) ซึ่งมีชวงความถี่ของอัลลีล B ระหวาง 0.18-0.33 ซึ่งสอดคลองกันกับ
ประชากรที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ที่เปนลูกผสมระหวาง Bos taurus และ Bos indicusทั้ง
ความถี่อัลลีล A และ B และจากการศึกษาพบวาอัลลีล A เปนอัลลีลที่พบโดยสวนมากในประชากร
นี้ ตามดวยอัลลีล B และอัลลีล E ตามลําดับ จากผลที่ไดควรมีการคัดเลือกอัลลีล B เขามาใน
ประชากรเพื่อปรับปรุงปริมาณโปรตนีและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมใหดีข้ึน โดยทําการคัดเลือก
พอโคที่มีจีโนไทปของแคปปา-เคซีนเปน BB เขาสูประชากร ซึ่งในหลายประเทศไดบรรจุจีโนไทป
ของแคปปา-เคซีนใน sire summary เชน ประเทศฝรั่งเศส (www.normandegenetic.com) เปน
ตน 
 
5.5 ความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากจํานวนจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนท่ีพบ คํานวณเปนความถี่จีโนไทป (genotypic 
frequency) พบวาความถี่จีโนไทป AA, AB, BB, AE และ BE คือ 0.34, 0.40, 0.13, 0.13 และ 0 
ตามลําดับในกลุมพันธุแท และ 0.56, 0.27, 0, 0.11 และ 0.06 ตามลําดับในกลุมลูกผสม (ตาราง
ที่ 14) เมื่อทําการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปแตละแบบระหวางกลุมพันธุแทและลูกผสม โดยใช 
chi-square test ไมพบความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) 
 



 47

 
ตารางที่ 14 จํานวนและความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน แบบ AA, AB, BB, AE และ BE 

พันธุแท   ลูกผสม  ทั้งหมด1 

จีโนไทป 
จํานวน GF2  จํานวน GF2  จํานวน GF2 

AA 
AB 
BB 
AE 
BE 

5 
6 
2 
2 
- 

0.34 
0.40 
0.13 
0.13 

0 

 25 
12 
- 
5 
3 

0.56 
0.27 

0 
0.11 
0.06 

 30 
18 
2 
7 
3 

0.50 
0.30 
0.03 
0.12 
0.05 

1ความถี่จีโนไทปคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 
2GF = ความถี่จีโนไทป (genotypic frequency) 
 
 จากตารางที่ 14 พบวาในกลุมของพันธุแท มีแนวโนมการนําเขาโคจากภายนอกสูงกวา
กลุมลูกผสม โดยพิจารณาจากจีโนไทปที่เปน heterozygote คือ AB, AE และ BE พบวามคีวามถีจ่ี
โนไทปรวมกันของทั้ง 3 จีโนไทปสูงถึง 0.53 ในขณะที่กลุมลูกผสมมีจีโนไทปที่เปน heterozygote 
คือจีโนไทป AB, AE และ BE รวมกันมีความถี่จีโนไทปคือ 0.43 ทําใหทราบวามีการนําเขาของโค
เพื่อการปรับปรุงพันธุในกลุมพันธุแทสูงกวาในลูกผสม และเมื่อดูรวมทั้งประชากรพบวา มีจีโนไทป
ที่เปน heterozygote คือจีโนไทป AB,AE และ BE รวมกันทั้ง 3 จีโนไทปคือ 0.47 ซึ่งถือวาสูงมาก 
โดยทําการเปรียบเทียบจากรายงานของ Lara et al. (2002) ซึ่งรายงานถึงระดับ heterozygosity 
ที่ไดจากความถี่จีโนไทปที่เปน heterozygote ไวที่ 0.368 ที่แสดงใหเห็นวาในประชากรนั้นมีความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมสูงหรือมีการนําเขาพันธุกรรมจากภายนอกสูงนั่นเอง ซึ่งสอดคลองจาก
การศึกษาในครั้งนี้ที่บงชี้ไดวาพอพันธุในประชากรที่นํามาวิเคราะหมีพันธุกรรมที่ไดมาจาก
ภายนอกสูง 
 

จากการตรวจสอบจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในฝูงพอพันธุโคนมโดยวิธี PCR-RFLP ทําให
ทราบถึงจีโนไทปของพอโคเปนรายตัว ดังนั้นในการคัดเลือกพอโคในการผสมพันธุควรคัดเลือกพอ
โคที่มีจีโนไทป BB หรือ AB เพื่อที่จะไดมีอัลลีล B กระจายสูประชากรพื้นฐานของประเทศ เพื่อเพิ่ม
ปริมาณของโปรตีนในน้ํานม และใหคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมเหมาะสมตอขบวนการแปรรูป
น้ํานมไปเปนผลิตภัณฑนม โดยแนวโนมในปจจุบันพบวามีบริษัทเอกชนบางแหงพิจารณาถึง
องคประกอบในน้ํานมเพื่อใหราคาน้ํานมดิบสูงขึ้น เพื่อนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑนม และ
เนื่องจากปริมาณแคปปา-เคซีนเกี่ยวของโดยตรงกับการผลิตเนยแข็ง (cheese) ซึ่งในปจจุบันทาง
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องคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย (อ.ส.ค.) ไดเปดชองทางผูประกอบการเอกชนซึ้อ
น้ํานมดิบเพื่อนําไปผลิตชีสมอซซาเรลลา (mozzarella cheese) ปอนรานพิซซาทั้งในและ
ตางประเทศ เพื่อระบายน้ํานมดิบเกษตรกรสูตลาด ลาสุดโรงงานผลิตภัณฑนม อ.ส.ค. ภาคใต จ.
ประจวบคีรีขันธ ไดผลิตชีสใหกับรานพิซซาและรานอาหารฝรั่งในประเทศ ซึ่งจากเดิมผลิตภัณฑ
ดังกลาวตองนําเขาจากตางประเทศ โดยเฉพาะประเทศออสเตรเลีย เพื่อนํามาใชในอุตสาหรรม
อาหารในประเทศ     (ศิริพร, 2545) ดังนั้นจึงเปนแนวทางในการใชแคปปา-เคซีนจีโนไทปในการ
ปรับปรุงพันธุโคนมทางดานปริมาณแคปปา-เคซีน ปริมาณโปรตีนในน้ํานม และ คุณภาพของ
โปรตีนในน้ํานม เพื่อเพิ่มมูลคาของน้ํานมดิบของเกษตรกร รวมถึงเปนแนวทางในการลดปญหา
น้ํานมดิบลนตลาด เชน ชวงเดือนมีนาคม-พฤษภาคม ของป 2546 ที่มีปริมาณน้ํานมดิบลนถึง 
355.5 ตันตอวัน จากการที่ปริมาณน้ํานมดิบไมสามารถเขาสูระบบนมโรงเรียนไดและเพื่อลดการ
นําเขาของผลิตภัณฑนมจากตางประเทศที่ทําใหประเทศตองขาดดุลการคา (สํานักพัฒนาการปศุ
สัตวและถายทอดเทคโนโลยี, 2546) 

 
5.6 ขอเสนอแนะ 
 
 จากการตรวจหาจีโนโทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนม ทําใหทราบถึงชนิดและการ
กระจายตัวของอัลลีลตาง ๆ ของแคปปา-เคซนี ซึ่งการใชประโยชนจะเปนการใชจีโนไทปของแคป
ปา-เคซีนเพื่อคัดเลือกเปนรายตัวเพื่อที่ปรับปรุงคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมของฝูงโคนมให
เหมาะสมตอการนําน้ํานมไปผลิตเปนเนยแข็ง (cheese) เพื่อเพิ่มมูลคาของน้ํานมดิบของเกษตรกร 
นอกจากนี้ควรมีการศึกษาตอถึง ชนิดและความถี่ของยีนแคปปา-เคซีนของฝูงโคนมพื้นฐานใน
ประเทศ เพื่อที่จะนําขอมูลที่ไดไปหาผลกระทบของยีนแคปปา-เคซีนตอลักษณะตาง ๆ ทางดาน
ผลผลิตนม เชน ปริมาณนม, ไขมันนม เปนตน  
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ก. วัสดุและอุปกรณ 
 

เครื่องมือทางวิทยาศาสตร 
 

- เครื่อง Microcentrifuge รุน EBA 12 (Hettich, Germany) 
- ชุด Gel Electrophoresis ชนิด แนวนอน ประกอบดวย 

: Power Supply รุน Power Pac 300 (Bio-Rad, U.S.A.) 
: Electrophoresis  System รุน EC370M (Minicell, U.S.A.) 
                รุน MiniGes (Wealtec, Taiwan)  

- Hotplate Stirrer รุน HS-101 (GEM, Thailand) 
- ตูอบ Microwave รุน Mo-034 (Imarflex, Thailand) 
- เครื่อง pH meter รุน CH8603 (Mettler-Toledo, Switzerland) 
- เครื่อง Spectrophotometer รุน GeneSys5 (Spectronic, U.S.A.) 
- เครื่อง Thermal Cycler รุน GeneAmp PCR system9600 (Perkin Elmer, U.S.A.) 
- เครื่อง Utraviolet Transilluminator ประกอบดวย 

: Photodocumentation System รุน Photo-Print (Vilber Lourmat, France) 
: Black and White Monitor รุน SSM-930CE (Sony, Korea) 
: Video Graphic Printer รุน UP-895MD (Sony, Japan) 

- เครื่อง Vortex Mixer รุน Vortex Genie2 (Scientific Industres, Inc, U.S.A.) 
- Water Bath รุน W350 (Memmert, Germany) 
- ตูแชเย็น – 20 oC รุน FZ-189GYN (Mirage, Thailand) 
- ตูแชเย็น – 70 oC (Revco) 

 
วัสดุวิทยาศาสตร 

 
- Automatic Micropipette รุน Pipetman ขนาด P2, P20, P100, P1000 (Gilson Inc., 

France) 
- Centrifuge Tube 50 มล. (Corning, Canada) 
- Microcentrifuge Tube ขนาด 1.5 มล.(Sorenson, U.S.A.)  
- Parafilm (Parafilm M, U.S.A.) 
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- PCR Tube ขนาด 0.2 มล. (Sorenson, U.S.A.) 
- Pipette Tips รุน Diamond Tips แบบ Blue Tip, Yellow Tip และ White Tip (Gilson 

Inc., France) 
- Water Driven Vacuum Pump (Nalgene.) 

 
ข. สารเคมี 
 

- ผง Agarose (USB, Spain) 
- Blue/Orange 6xloading dye (Promega, U.S.A.) 
- Boric acid (H3BO3) (M&B, England) 
- 1,4 Dithiothreitol (DTT; HSCH2(CHOH)2CH2SH) (Promega, U.S.A.) 
- 50 bp DNA Ladder (Invitrogen, U.S.A.) 
- dNTP set 100 mM : dATP, dCTP, dGTP, dTTP (Amersham Pharmacia Biotech, 

U.S.A.) 
- Ethidium bromide (Sigma, U.S.A.) 
- Ethylene diaminetetra acetate (EDTA; C10H14N2O8Na2.2H2O) (Sigma, U.S.A.) 
- Oligonucleotide Primer (Microsynth, Switzerland) 
- Tris-(hydroxy methyl)-aminomethane (C4H11NO3) (Sigma, U.S.A.) 
- Tri-sodium citrate dihydrate (C6H5Na3O7*340 2H2O) (Merck, Germany) 

 
ค. เอนไซม 
 

- HaeIII (10U/µl) (Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.) 
- HhaI (10U/µl) (Promega, U.S.A.) 
- HinfI (10U/µl) (Promega, U.S.A) 
- HindIII (10U/µl) (Promega, U.S.A) 
- HpyCH4 IV (an isoschizomer of MaeII) (10U/µl) (Bio-Labs Inc., New England) 
- Taq DNA polymerase (5U/µl) (Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.)  
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ตารางที่ 1 แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมทีน่าํมาวิเคราะหหาจีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีน 

No. of  
Sample 

semen code ระดับเลือด  
(เปอรเซ็นต) 

วันเกิด แหลงที่มา 
ของพอ 

แหลงที่มา 
ของปู 

หมายเหต ุ

1 048HF 100 25/8/1992 USA USA  
2 050HF 100 28/11/1992 USA USA  
3 082HF 100 5/10/1994 USA USA  
4 084HF 100 19/10/1994 USA USA  
5 088HF 100 5/10/1994 USA USA  
6 089HF 100 17/10/1994 USA USA  
7 091HF 100 3/1/1995 USA USA  
8 100TH199 100 8/12/1997 USA USA  
9 100TH204 100 24/1/1998 USA USA  
10 162HF 100 23/7/1997 USA USA  
11 180HF 100 24/11/1997 USA USA  
12 BILL 100 10/8/1998 - - นําเขาจาก GER เลีย้งในไทย 
13 E-PRIDE 100 24/11/1997 - - นําเขาจาก GER เลีย้งในไทย 
14 NICK 100 6/5/1995 - - นําเขาจาก JAP เลี้ยงในไทย 
15 STARWING ET 100 12/7/1995 CAN USA นําเขาจาก JAP เลี้ยงในไทย 
16 104HF 93.75 28/5/1995 USA USA  
17 112HF 93.75 29/8/1995 USA USA  
18 122HF 93.75 28/5/1996 USA USA  
19 150HF 93.75 2/12/1996 CAN CAN  
20 167HF 93.75 19/3/1997 USA USA  
21 186HF 93.75 26/9/1997 USA USA  
22 187HF 93.75 9/10/1997 USA USA  
23 93.75TH200 93.75 16/4/1998 USA USA  
24 93.75TH203 93.75 22/2/1998 USA USA  
25 93.25TH221 93.25 5/9/1998 - - ไมมีขอมูล 
26 070HF 87.5 8/9/1993 CAN USA  
27 107HF 87.5 19/4/1996 USA USA  

CAN = Canada, GER = Germany, JAP = Japan, USA = United States of America 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมที่นาํมาวิเคราะหหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 

No. of  
Sample 

semen code ระดับเลือด  
(เปอรเซ็นต) 

วันเกิด แหลงที่มา 
ของพอ 

แหลงที่มา 
ของปู 

หมายเหต ุ

28 113HF 87.5 7/3/1996 USA USA  
29 129HF 87.5 5/10/1997 USA USA  
30 157HF 87.5 31/7/1997 USA USA  
31 166HF 87.5 17/3/1997 USA USA  
32 172HF 87.5 3/11/1997 USA USA  
33 174HF 87.5 19/11/1997 CAN CAN  
34 177HF 87.5 3/10/1997 USA USA  
35 184HF 87.5 18/9/1997 USA USA  
36 190HF 87.5 25/9/1997 USA USA  
37 194HF 87.5 28/11/1997 USA USA  
38 87.5TH197 87.5 4/4/1998 USA USA  
39 87.5TH201 87.5 2/5/1998 USA USA  
40 87.5TH207 87.5 6/3/1998 USA USA  
41 87.5TH213 87.5 21/12/1998 USA USA  
42 87.5TH214 87.5 17/8/1998 USA USA  
43 87.5TH215 87.5 17/9/1998 USA USA  
44 87.5TH216 87.5 19/11/1998 USA USA  
45 87.5TH218 87.5 27/10/1998 USA USA  
46 115HF 81.25 25/3/1996 USA USA  
47 144HF 81.25 29/11/1996 USA USA  
48 81.25TH196 81.25 7/5/1998 USA USA  
49 81.25TH209 81.25 6/12/1998 USA USA  
50 81.25TH210 81.25 10/10/1998 USA USA  
51 81.25TH211 81.25 19/8/1998 USA USA  
52 124HF 75 9/6/1996 USA USA  
53 131HF 75 20/10/1996 USA USA  

CAN = Canada, USA = United States of America 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมที่นาํมาวิเคราะหหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 

No. of  
Sample 

semen code ระดับเลือด  
(เปอรเซ็นต) 

วันเกิด แหลงที่มา 
ของพอ 

แหลงที่มา 
ของปู 

หมายเหต ุ

54 TMZ 17/40 75 18/1/1996 THA USA  
55 TMZ 352/40 75 28/8/1996 THA USA  
56 TMZ356/41 75 23/12/1998 THA CAN  
57 TMZ494/38 75 8/8/1995 THA USA  
58 TMZ67/42 75 22/3/1999 THA USA  
59 TMZ69/42 75 26/3/1999 THA CAN  
60 TMZ914/37 75 29/12/1994 THA USA  

CAN = Canada, THA = Thailand, USA = United States of America, TMZ=Thai Milking Zebu 
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ตารางที่ 2 แสดงจีโนไทปของพอพันธุโคนมที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธ ีPCR-RFLP 

No. of Sample semen code ระดับเลือด Genotype of Kappa-casein 
1 048HF 100 AB 
2 050HF 100 AA 
3 082HF 100 AA 
4 084HF 100 BB 
5 088HF 100 AB 
6 089HF 100 AB 
7 091HF 100 AB 
8 100TH199 100 BB 
9 100TH204 100 AA 

10 162HF 100 AB 
11 180HF 100 AA 
12 BILL 100 AB 
13 E-PRIDE 100 AA 
14 NICK 100 AE 
15 STARWING ET 100 AE 
16 104HF 93.75 AE 
17 112HF 93.75 AA 
18 122HF 93.75 AE 
19 150HF 93.75 AA 
20 167HF 93.75 BE 
21 186HF 93.75 AA 
22 187HF 93.75 AA 
23 93.75TH200 93.75 AA 
24 93.75TH203 93.75 AE 
25 93.25TH221 93.25 AA 
26 070HF 87.5 AB 
27 107HF 87.5 AB 
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ตารางที่ 2 (ตอ) แสดงจีโนไทปของพอพนัธุโคนมที่ไดจากการวเิคราะหโดยวิธี PCR-RFLP 

No. of Sample semen code ระดับเลือด Genotype of Kappa-casein 
28 113HF 87.5 AA 
29 129HF 87.5 AB 
30 157HF 87.5 AA 
31 166HF 87.5 AA 
32 172HF 87.5 AA 
33 174HF 87.5 AA 
34 177HF 87.5 AB 
35 184HF 87.5 BE 
36 190HF 87.5 AA 
37 194HF 87.5 AE 
38 87.5TH197 87.5 AA 
39 87.5TH201 87.5 AA 
40 87.5TH207 87.5 AB 
41 87.5TH213 87.5 AB 
42 87.5TH214 87.5 AB 
43 87.5TH215 87.5 AB 
44 87.5TH216 87.5 AA 
45 87.5TH218 87.5 AE 
46 115HF 81.25 AA 
47 144HF 81.25 AA 
48 81.25TH196 81.25 BE 
49 81.25TH209 81.25 AA 
50 81.25TH210 81.25 AB 
51 81.25TH211 81.25 AB 
52 124HF 75 AA 
53 131HF 75 AB 
54 TMZ 17/40 75 AA 
55 TMZ 352/40 75 AA 
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ตารางที่ 2 (ตอ) แสดงจีโนไทปของพอพนัธุโคนมที่ไดจากการวเิคราะหโดยวิธี PCR-RFLP 

No. of Sample semen code ระดับเลือด Genotype of Kappa-casein  
56 TMZ356/41 75 AA 
57 TMZ494/38 75 AA 
58 TMZ67/42 75 AA 
59 TMZ69/42 75 AB 
60 TMZ914/37 75 AA 
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

 นางสาวศิริลักษณ เตชะนรราช เกิดวันจันทรที่ 31 ตุลาคม พ.ศ. 2520 จังหวัด
กรุงเทพมหานคร. สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาสัตวศาสตร คณะเทคโนโลยี  
การเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ปการศึกษา 2541 เขาศึกษา
ตอระดับบัณฑิตศึกษา สาขาวิชาการปรับปรุงพันธุสัตว ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ปการศึกษา 2542 
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