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บทคัดย่อ: ยีน heat shock proteins family เป็นกลุ่มยีนที่มีบทบาทสําคัญในการป้องกันการถูกทําลายของ

เซลล์จากความร้อน หากเกิดการกลาย หรือการขาดหายไปของเบสไซโทซีน (cytocine) ที่ตําแหน่ง AP2 box 

region ของยีน hsp70.1 (ตําแหน่ง g895) จะส่งผลกระทบต่อการลดความสามารถในการทนร้อนของโค ซึ่งในโค
พันธ์ุพ้ืนเมืองของประเทศไทยยังไม่เคยมีการศึกษาถึงการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสที่ตําแหน่งดังกล่าวมาก่อน ดังน้ัน

งานวิจัยครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาการเปลี่ยนแปลงลําดับเบสที่ตําแหน่ง AP2 box region ของยีน 

hsp70.1 (ตําแหน่ง g895) ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองโดยใช้เทคนิค PCR-RFLP ศึกษาจากกลุ่มตัวอย่างโคไทยพันธ์ุ

พ้ืนเมืองจํานวน 4 กลุ่มประกอบด้วย โคขาวลําพูน จํานวน 9 ตัวอย่าง โคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองแถบภาคอีสาน จํานวน 

22 ตัวอย่าง โคลาน จํานวน 10 ตัวอย่าง และโคชน จํานวน 10 ตัวอย่าง รวมทั้งหมด 51 ตัวอย่าง ผลการศึกษา

พบว่ารูปแบบของยีนเป็นแบบ wild type genotype จํานวน 36 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 70.59 แบบ 

homozygous deletion mutation จํานวน 14 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 27.45 และแบบ heterozygous 

deletion mutation จํานวน 1 ตัวอย่าง คิดเป็นร้อยละ 1.96 โดยผลการศึกษาพบว่าการกลายแบบ 

homozygous mutation เกิดขึ้นกับกลุ่มตัวอย่างของโคขาวลําพูนมากที่สุด ผลการศึกษาครั้งน้ี สามารถเป็น

ข้อมูลพ้ืนฐานสําคัญที่จะนําไปใช้ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบจีโนไทป์ที่พบกับความสามารถในการทนร้อน

ของโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง และนําไปสู่การคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองในอนาคตต่อไป 
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Abstract: Heat shock proteins family (Hsp) is known to play a major role in the protection of 

cells from thermal stress. It is an important to protect cells from heat damage as well as to 

prevent protein denaturation and apoptosis. The genotypic variants of hsp70.1 gene in the 

AP2 box region, especially the deletion of cytosine base (base position g895) are associated 

to decrease cellular thermo-tolerance in cattle. In Thailand, There is no information to display 

the mutation of this gene in Thai native cattle. The aim of this study is to investigate the 

genotypic variation of hsp70.1 gene in the AP2 box region in Thai native cattle (at base position 
g895). To elucidate, we used DNA from 51 samples of Thai native cattle comprise 9, 22, 10 

and 10 samples from 4 regions of Thailand composed of the North, North-East, Central region 

and the South, respectively. Double PCR-RFLP was used to identify the genotypes of hsp70.1 

gene in theAP2 box region. Our results revealed that the wild type genotype was found in 

70.59 % (n=36), homozygous mutation 27.45 % (n=14) and heterozygous mutation 1.96 % 

(n=1) respectively. Furthermore, The North region of Thailand is the most group of mutation. 

The result from this study may be useful to evaluate the correlation of thermo-tolerance and 

genotypic variation and useful for selection and improvement of Thai native cattle in the 

future. 
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บทนํา 

ภาวะเครียดจากความร้อน (heat stress) มี

ผลกระทบต่อโคที่อาศัยอยู่ในเขตร้อนช้ืน โดยเฉพาะ

ในประเทศไทย โดยทําให้การกินอาหารได้น้อยลงทํา

ให้เกิดภาวะขาดพลังงาน ส่งผลทําให้ผลผลิตลดลง

โดยเฉพาะอย่างย่ิงปริมาณนํ้านม (Ravagnolo et 

al., 2000; Hansen, 2004; Deb et al., 2014) 

นอกจากน้ันยังส่งผลกระทบต่อระบบสืบพันธ์ุ ทําให้
คุณภาพของเซลล์ไข่ (oocyte) ตํ่าลง ลดการฝังตัว

ของตัวอ่อน และไปเพ่ิมระยะการผสมติดหลังคลอด 

(calving to conception interval) (Rensis et al., 

2003) โปรตีนในกลุ่ม Heat shock proteins (HSP) 

family เป็นกลุ่มโปรตีนที่มีบทบาทสําคัญที่ ช่วย

ป้องกันไม่ให้เซลล์ได้รับความเสียหายจากความร้อน

โดยเฉพาะอย่างย่ิงกลุ่ม heat shock protein 70 

(HSP70.1 และ HSP70.2) ซึ่งโปรตีน HSP70 จะช่วย

ในการขดตัวใหม่ (refolding) ของโปรตีน (Chen et 

al., 2009) รวมไปถึงมีส่ วนช่วยป้องกันการเ กิด

กระบวนการตายของเซลล์ (apoptosis) ทําให้เซลล์

ไม่ได้รับความเสียหายจากความร้อน (Sonna et al., 

2002) โปรตีน HSP70 จะมีการสังเคราะห์เพ่ิมมาก

ขึ้นเมื่อเซลล์ได้รับผลกระทบจากความร้อนมากกว่า
การถูกกระตุ้นด้วยภาวะความเครียดจากปัจจัยอ่ืน

เช่น สารอนุมูลอิสระ ภาวะขาดเลือด หรือการอักเสบ

ของเซลล์ (Basirico et al., 2011) การสังเคราะห์

โปรตีน  HSP70 ถูกควบคุมโดยยีน  heat shock 

protein 70 gene (hsp70) ซึ่ งพบ ว่ าการ เปลี่ ยน 

แปลงลําดับนิวคลีโอไทด์ของ promoter region ใน

ส่วน 5′-UTR จะมีผลต่อการลดลงของการสังเคราะห์

โปรตีนหรือการคงตัวของ mRNA ของยีน hsp70 

และมีผลต่อความสามารถในการทนร้อนของเซลล์

ลดลงด้วย (Shwerin et al., 2003; Basirico et al., 

2011; Deb et al., 2013) 

การควบคุมการสังเคราะห์โปรตีน HSP70 มี

ตําแหน่งสําคัญที่ตําแหน่ง promoter region ซึ่งเป็น

ตํ า แห น่ งที่  heat shock protein transcription 

factor เข้ามาเกาะและกระตุ้นให้เกิดกระบวนการ

คัดลอกสารพันธุกรรม ถอดรหัส และสังเคราะห์เป็น

โปรตีนต่อไป โดยในโคพบว่าตําแหน่งที่ heat shock 
transcription factor เข้ามาเกาะจะอยู่ที่ตําแหน่ง 

AP2 box region (position -130) ซึ่งเป็นส่วนของ 

promoter region ของยีน hsp70 พบว่าการขาด

หายไปของลําดับนิวคลีโอไทด์ในตําแหน่งดังกล่าวมี

ผลทําให้การสังเคราะห์โปรตีน HSP70 ลดลงทําให้

ความสามารถในการทนร้อนของโคลดลง และมีผลทํา

ให้ผลผลิต นํ้านมลดลง (Schwerin et al., 2003) 

เช่นเดียวกับการทดลองในโคนมสายพันธ์ุลูกผสม 

Frieswal ในประ เทศ อิน เ ดี ยและ ในสาย พัน ธ์ุ  

Chinese Holstein ในประเทศจีน (Xiong et al., 

2012; Deb et al., 2013) ทั้งน้ีโคที่อยู่ในกลุ่ม Bos 

indicus จะมีความสามารถในการทนร้อนได้ดีกว่าโค

ที่อยู่ในกลุ่ม Bos taurus (Hansen, 2004; Deb et 

al., 2014)  
สําหรับโคไทยพื้นเมืองจัดอยู่ในกลุ่มโคอินเดีย 

(Bos indicus) มีขนาดค่อนข้างเล็ก มีขนสั้นเกรียน 

หน้ายาวบอบบาง หน้าผากแคบ ตะโหนกเล็ก เหนียง

คอและหนังใต้ท้องไม่มากนัก ใบหูเล็ก นิสัยปราด

เป รียว ต่ืนตกใจ ง่ าย  มี ความแ ข็ งแรงทนทาน 

นอกจากน้ียังมีความสามรถในการทนร้อน ทนต่อโรค

และแมลงได้ดี หากินเก่ง (กลุ่มวิจัยความหลากหลาย

ทางชีวภาพ สํานักพัฒนาพันธ์ุสัตว์ กรมปศุสัตว์) แต่

สําหรับข้อมูลความหลากรูปแบบทางพันธุกรรมของ

ยีน hsp70 ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองที่จัดอยู่ในกลุ่ม 
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Bos indicus ซึ่งมีความสามารถในการทนต่อสภาพ

อากาศร้อนได้ดี ยังไม่มีข้อมูลมาก่อน ดังน้ันผู้วิจัยจึง

ทําการศึกษาความหลากรูปแบบทางพันธุกรรมของ

ยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box region ในโคไทย

พันธ์ุพ้ืนเมือง เพ่ือที่จะได้ทราบถึงการเปลี่ยนแปลง

ของลําดับนิวคลีโอไทด์ที่ตําแหน่งดังกล่าวและเพ่ือใช้

เป็นข้อมูลพ้ืนฐานสําหรับการคัดเลือกและพัฒนาเพ่ือ

การปรับปรุงสายพันธ์ุโคพ้ืนเมืองในประเทศไทยต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการ 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

การศึกษาในคร้ังน้ีใช้ตัวอย่างโคไทยพันธ์ุ

พ้ืนเมืองที่อาศัยอยู่ในแต่ละพ้ืนที่ของประเทศไทย

ทั้งหมด 4 กลุ่ม ได้แก่ โคขาวลําพูนซึ่งเป็นโคพ้ืนเมือง

ทางภาคเหนือ จํานวน 9 ตัวอย่าง โคไทยพ้ืนเมือง

แถบภาคอีสาน จํานวน 22 ตัวอย่าง โคลานซ่ึงเป็นโค

พ้ืนเมืองทางภาคกลาง จํานวน 10 ตัวอย่าง และโค

ชนซึ่งเป็นโคพ้ืนเมืองทางภาคใต้ จํานวน 10 ตัวอย่าง 

รวมท้ังหมด 51 ตัวอย่าง ทําการเก็บตัวอย่างเลือด

จากหลอดเลือดดํา (Jugular vein) บรรจุใส่ในหลอด

เก็บตัวอย่างที่มีสารป้องกันการแข็งตัวของเลือดชนิด 

EDTA ตัวอย่างละ 6 มิลลิลิตร จากน้ันรักษาสภาพ
ตัวอย่างในกล่องรักษาความเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส 

จนกว่าจะถึงห้องปฏิบัติการและเก็บรักษาตัวอย่างไว้

ที่ -20 องศาเซลเซียส จนกว่าจะทําการสกัดดีเอ็นเอ 

 

การเพิ่มปริมาณสารพนัธุกรรมด้วยเทคนิคพีซีอาร ์

• การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณ 

AP2 box region ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมบริเวณ AP2 box 

region ด้วยไพรเมอร์ จํานวน 1 คู่คือ Forward: 5′ 
GTC GCC AGG AAA CCA GAG AC 3′ แ ล ะ  

Reverse: 5′GGA ACA CCC CTA CGC AGG AG 3′ 
(GenBank accession number M98823) 

(Schwerin et al., 2003) จากตัวอย่างเลือดโคที่สกัด

ด้วยชุดสกัดสํ า เร็ จรูป  (FavorPrepTM, Favorgen 

Biotech corporation, Taiwan) โดยในปฏิกิริยาพีซี

อาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย PCR Taq-

buffer ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร MgCl2 ความเข้มข้น 

5 mM ปริมาตร 0.6 ไมโครลิตร dNTPs ความเข้มข้น
10 mM ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร Forward primer 

ความเข้มข้น 10 pmol/ul ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร 

Reverse primer ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  1 0  pmol/ul 

ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Taq DNA polymerase 

ความเข้มข้น 5 unit/ul ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร 

DNA template ปริมาตร 3.0 ไมโครลิตร และเติม 

dH2O จนครบ 20 ไมโครลิตร จากน้ันนํามาใส่ใน

เครื่องเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมที่มีสภาวะควบคุม

อุณหภูมิจํานวน 35 รอบ ดังน้ี อุณหภูมิ 94 องศา

เซลเซียส เ ป็นเวลา  1 นาที อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที และที่อุณหภูมิ 72 องศา

เซลเซี ยส  เ ป็น เวลา  30 วินาที  ( ดัดแปลงจาก 

Schwerin et al., 2003) จากนั้นตรวจสอบผลผลิต

พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดย

ใ ช้อะกาโรสความเข้มข้น  2  เปอ ร์ เซ็น ต์  แล้ ว
เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ม า ต ร ฐ า น 

(GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific Inc. 

USA.)  

• การเ พ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน 

hsp70.1 ในบริเวณ AP2 box regionในโคไทยพันธ์ุ

พ้ืนเมือง 

เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1 

ในบริเวณ promoter ของ AP2 box region จาก

ผลผลิตพีซีอาร์ในข้อ 2.1 ด้วยไพรเมอร์ Forward: 5' 
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GTT CTG GGA GGA GAG GCA TTC AG 3' 

Reverse: 5' CTG CCA TGT CGG GAA TAT TCA 

AGG 3' (Schwerin et al., 2003) โดยในปฏิกิริยา

พีซีอาร์ปริมาตร 20 ไมโครลิตร ประกอบด้วย PCR 

Taq-buffer ปริมาตร 2.0 ไมโครลิตร MgCl2 ความ

เข้มข้น  5 mM ปริมาตร  0.6 ไมโครลิตร dNTPs 

ความเข้มข้น  10 mM ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 

Forward primer ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น  10 pmol/ul 
ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Reverse primer ความ

เข้มข้น 10 pmol/ul ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร Taq 

DNA polymerase ความเข้มข้น 5 unit/ul ปริมาตร 

0.1 ไ ม โ ค ร ลิ ต ร  DNA template ปริ ม า ต ร  3.0 

ไมโครลิตร และเติม dH2O จนครบ 20 ไมโครลิตร 

จากน้ันนํามาใส่ในเคร่ืองเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม ที่

มีสภาวะควบคุมอุณหภูมิจํานวน 35 รอบ ดังน้ี 

อุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที  อุณหภูมิ 

60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา1 นาที ที่อุณหภูมิ 72 

องศาเซลเซียส เป็นเวลา30 วินาที (ดัดแปลงจาก 

Schwerin et al., 2003) จากนั้นตรวจสอบผลผลิต

พีซีอาร์ด้วยเทคนิคอะกาโรสเจลอิเล็กโทรโฟรีซีส โดย

ใ ช้อะกาโรสความเข้มข้น  2  เปอ ร์ เซ็น ต์  แล้ ว

เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ม า ต ร ฐ า น 
(GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific Inc. 

USA.) จาก น้ันทํ า ใ ห้บริ สุ ท ธ์ิ ด้ วย ชุดสํ า เ ร็ จ รู ป 

FavorPrepTM Gel/PCR Purification (Favorgen 

Biotech corporation, Taiwan)  

 

การตรวจสอบความหลากรูปแบบของยีน hsp70.1 

โดยวิธี PCR-RFLP 

หลังจากได้ช้ินดีเอ็นเอของยีน hsp70.1 ใน

บริเวณ AP2 box region แล้วทําการตรวจสอบความ

หลากรูปแบบลําดับนิวคลีโอไทด์โดยการตัดด้วย

เอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI (Bme1390I, Thermo 

Fisher Scientific Inc. USA.) โ ด ย ก า ร บ่ ม ไ ว้ ที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ช่ัวโมง และหยุด

การทําปฏิกิริยาโดยการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 80 องศา

เซลเซียส นาน 20 นาที จากนั้นตรวจสอบผลการตัด

ด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะด้วยวิธีอะกาโรสเจลอิเล็กโทร

โฟรีซีส โดยใช้อะกาโรสความเข้มข้น 2 เปอร์เซ็นต์

เ ป รี ย บ เ ที ย บ กั บ แ ถ บ ดี เ อ็ น เ อ ม า ต ร ฐ า น 
(GeneRuler™ Thermo Fisher Scientific Inc. 

USA.) โดยมีรูปแบบการตัดช้ินส่วนดีเอ็นเอด้วย

เอนไซม์ตัดจําเพาะ 3 รูปแบบ ดังรปูที่ 1 

 

 

รูปที่ 1 แสดงตัวอย่างรูปแบบการตัดช้ินส่วนดีเอ็น

เอด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI L คือ DNA 

ladder Wdคือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type 

genotype ซึ่งจะพบแถบดีเอ็นเออยู่ที่ขนาด 49 

และ 47 คู่ เบส HM คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ 

homozygous mutation ซึ่งจะพบแถบดีเอ็นเอ

อยู่ที่ขนาด 96 คู่เบส และ HT คือ รูปแบบจีโนไทป์

แบบ heterozygous mutation ซึ่งจะพบแถบดี

เอ็นเออยู่ที่ขนาด 96 49 และ 47 คู่เบส 
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ผลการทดลอง 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณ AP2 box 

region ในโคไทยพันธุ์พื้นเมือง 

การปรับสภาพการทําปฏิกิริยา โดยปรับช่วง 

annealing temperature ไว้ที่ อุณหภูมิ 60 องศา

เซลเซียส นาน 1 นาที และปรับช่วง extension ไว้ที่

อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที สามารถ

เพ่ิมจํานวนสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1 ในโคไทย
พ้ืนเมืองทั้ง 4 กลุ่มได้ โดยสามารถพบแถบสาร

พันธุกรรมขนาด 550 คู่เบส ได้จากตัวอย่างดีเอ็นเอ

ของโคไทยพ้ืนเมืองทั้ง 51 ตัวอย่างดังรูปที่ 2 

 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1ใน

บริเวณ AP2 box region ของโคไทยพันธุ์พื้นเมือง 

จากการทดลองสามารถเ พ่ิมจํานวนสาร

พันธุกรรมของยีน hsp70.1 ในบริเวณ AP2 box 

region ในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองได้ทั้ง 4 กลุ่ม รวม

ทั้งสิ้น 51 ตัวอย่าง โดยพบแถบสารพันธุกรรมอยู่ที่

ขนาด 96 คู่เบส ดังรูปที่ 3  

 

การตรวจสอบความหลากรูปแบบของยีน hsp70.1 

ในโคไทยพื้นเมืองโดยวิธี PCR-RFLP 
จากการตรวจสอบความหลากรูปแบบของยีน 

hsp70.1 ในโคไทยพ้ืนเมืองโดยวิธี  PCR-RFLP  โดย

ใช้เอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI พบรูปแบบการตัด

ได้เป็น 4 รูปแบบ ดังรูปที่ 4 โดยโคขาวลําพูน พบ

รูปแบบจี โนไทป์เป็นแบบ  wild type genotype 

จํานวน 1 ตัวอย่าง แบบ homozygous mutation 

จํานวน 8 ตัวอย่าง แต่ไม่พบรูปแบบจีโนไทป์แบบ 

heterozygous mutation โคไทยพ้ืนเมืองแถบภาค

อีสานพบจีโนไทป์เป็นแบบ wild type genotype 

จํานวน 19 ตัวอย่าง แบบ homozygous mutation 

จํ านวน  2 ตั วอ ย่ า ง  และแบบ  heterozygous 

mutation จํานวน 1 ตัวอย่าง โคลาน พบจีโนไทป์

แบบ wild type genotype จํานวน 8 ตัวอย่าง แบบ 

homozygous mutation จํานวน 2 ตัวอย่าง แต่ไม่

พบจีโนไทป์แบบ heterozygous mutation และโค

ชนพบรูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

จํ า น ว น  8 ตั ว อ ย่ า ง  แ ล ะ พบ จี โ น ไ ท ป์ แ บ บ 

homozygous mutation จํานวน 2 ตัวอย่าง แต่ไม่
พบจี โนไทป์แบบ  heterozygous mutation โดย

จากตารางที่ 1 จะพบว่าสัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์แบบ 

wild type genotype พบสัดส่วนมากที่สุดคิดเป็น

ร้อยละ 70.59 รองลงมาคือแบบ homozygous 

mutation คิ ด เ ป็ น ร้ อ ย ล ะ  2 7 . 4 5  แ ล ะแบบ 

heterozygous mutation คิ ด เ ป็นร้ อยละ  1 . 96 

ตามลําดับ 

 

 

รูปที่ 2  แสดงตัวอย่างแถบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมในบริเวณ AP2 box 

region ในโคไทยพ้ืนเมืองซึ่งพบแถบสารพันธุกรรม

ที่ขนาด 550 คู่เบส (L คือ DNA Ladder หมายเลข 

1-10 คือ ตัวอย่างแถบสารพันธุกรรมที่ได้จากโคชน)
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รูปที่ 3  แสดงตัวอย่างแถบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก

การเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของยีน hsp70.1 ใน

บริเวณ AP2 box region ของโคไทยพ้ืนเมือง โดย

พบแถบสารพันธุกรรมอยู่ที่ขนาด 96 คู่เบส (L คือ 

DNA Ladder หมายเลข 1-10 คือ ตัวอย่างแถบ

สารพันธุกรรมที่ได้จากโคลาน) 

 

 

รูปที่ 4 แสดงตัวอย่างแถบผลผลิตพีซีอาร์ที่ได้จาก

การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจําเพาะชนิด ScrFI (L คือ 

DNA Ladder หมายเลข 12-22 คือ ตัวอย่างแถบ

สารพันธุกรรมที่ได้จากโคพ้ืนเมืองแถบภาคอีสาน 

Neg.C คือ ตัวอย่างควบคุม)  

 

ตารางที่ 1 แสดงจํานวนและสัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์ที่พบของยีน hsp70.1 ที่บริเวณ AP2 box region ในโค

ไทยพ้ืนเมืองแต่ละกลุ่ม 
กลุ่มตัวอย่างโคไทย

พันธ์ุพ้ืนเมือง 

รูปแบบจีโนไทป ์
รวม 

Wild type Homozygous mutation Heterozygous mutation 

โคขาวลําพูน 1 8 0 9 

โคภาคอีสาน 19 2 1 22 

โคลาน 8 2 0 10 

โคชน 8 2 0 10 

รวม 36 14 1 51 

อัตราร้อยละ 70.59 27.45 1.96  

 

วิจารณผ์ลการทดลอง 

จากตัวอย่างโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองทั้ง 4 กลุ่ม 

รวมท้ังหมด 51 ตัวอย่าง ดังตารางที่ 1 จะพบว่า

สัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

พบ เ ป็ นสั ด ส่ ว นมากที่ สุ ด  รอ งล งม า คื อแบบ 

homozygous mutation และพบน้อยที่ สุ ดแบบ 

heterozygous mutation ซึ่งต่างจากรายงานของ 

Deb et al. (2013) ที่ได้ทําการศึกษาถึงรูปแบบจีโน

ไทป์ของยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box region 

ต่อความสามารถในการทนร้อนของโคนมลูกผสมสาย

พันธ์ุ Frieswal (Holstein Friesian X Sahiwal) ใน

ประเทศอินเดีย พบว่ารูปแบบจีโนไทป์ที่พบส่วนใหญ่

เ ป็ น  heterozygous mutation ร้ อ ย ล ะ  60.71 

รองลงมาคือแบบ wild type genotype พบร้อยละ 

39.29 แต่ไม่พบรูปแบบจีโนไทป์ชนิด homozygous 

mutation  ในขณะที่จากการศึกษาของ Schwerin 
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et al. (2003) ที่ได้ทําการศึกษาถึงประสิทธิภาพของ

ระบบสืบพันธ์ุกับลักษณะจีโนไทป์ของยีน hsp70.1 ที่

ตํ า แห น่ ง  AP2 box region ใ น โ คนมส าย พั น ธ์ุ  

Holstein Friesian ในประ เทศ เยอรม นี  พบ ว่ า

รูปแบบจีโนไทป์ที่พบส่วนใหญ่จะเป็นชนิด wild 

type genotype รองลงมาคือชนิด heterozygous 

mutation และพบจี โน ไท ป์ช นิด  homozygous 

mutation น้อยที่สุด ทั้งน้ีจากการศึกษาดังกล่าว
พบว่ากลุ่มโคที่มีจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

มีประสิทธิภาพของระบบสืบพันธ์ุดีที่สุดและทําให้

อัตราการคัดทิ้งของโคกลุ่มดังกล่าวมีน้อยกว่ากลุ่มที่

เกิดการกลายของยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box 

region ด้วย เช่นเดียวกับการศึกษาของ Basirico et 

al. (2011) ที่ได้มีการศึกษาถึงรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 

hsp70.1 ในส่วน 5’-UTR ที่ตําแหน่ง g895 ในโคนม

สายพันธ์ุ  Holstein Friesian ของประเทศอิตาลี

พบว่าโคกลุ่มตัวอย่างมีจี โนไทป์แบบ wild type 

genotype มากที่สุดคิดเป็นร้อยละ 66.8 รองลงมา

คือแบบ heterozygous mutation คิดเป็นร้อยละ 

28.8 และกลุ่ม homozygous mutation พบน้อย

ที่สุดคิดเป็นร้อยละ 4.4 ทั้งน้ีเน่ืองจากโคกลุ่มตัวอย่าง

จากรายงานของ Deb et al. (2013) ดังกล่าวเป็นโค

สายพันธ์ุลูกผสม (Cross breed) มีการผสมข้ามพันธ์ุ

ทําให้มีโอกาสในการแลกเปลี่ยนพันธุกรรมได้มากกว่า

โคกลุ่มที่เป็น Holstein Friesian หรือจากกลุ่มโคไทย

พันธ์ุพ้ืนเมือง จึงมีสัดส่วนในการพบรูปแบบจีโนไทป์

แบบ heterozygous mutation มากกว่ารูปแบบ

อ่ืนๆ ในขณะที่โคกลุ่มสายพันธ์ุ Holstein Friesian 
จากตัวอย่างรายงานดังกล่าวหรือโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง 

เป็นกลุ่มโคที่มีการผสมภายในสายพันธ์ุเดียวกัน 

(Pure breed) ทําให้มีโอกาสในการแลกเปลี่ยนพันธ์ุ

กรรมน้อยกว่าจึงพบรูปแบบจีโนไทป์แบบ  wild 

type genotype มากกว่า 

จากข้อมูลในตารางที่ 2 จะพบว่าถึงแม้ว่ายีน 

hsp70.1 จะเป็นยีนที่อนุรักษ์ (Kregel, 2002) แต่

จากการศึกษาในครั้งน้ีพบการกลายของยีน hsp70.1 

ที่ ตํ าแหน่ง  AP2 box region ในโคไทยพื้ น เมือง

โดยเฉพาะอย่างย่ิงพบการกลายชนิด homozygous 

mutation มากกว่า heterozygous mutation ซึ่ง

ขัดแย้งกับรายงานในต่างประเทศที่พบการกลายแบบ  

 

ตารางที่ 2  แสดงสัดส่วนรูปแบบจีโนไทป์ของยีน hsp70.1ที่ตําแหน่ง AP2 box region จากรายงานต่างๆ 

สายพันธุ ์ พื้นที ่ ผู้รายงาน 
ร้อยละรูปแบบจีโนไทป์ทีพ่บ 

Wd HM HT 

โคไทยพ้ืนเมือง ประเทศไทย ผู้วิจัย 70.59 27.45 1.96 

ฟรีส์วาล อินเดีย Deb et. al., 2013 39.29 0.00 60.71 

โฮลสไตล์ฟรีเซยีน เยอรมนี Schwerin et. al., 2003 66.05 6.98 26.97 

โฮลสไตล์ฟรีเซยีน อิตาลี Basirico et. al., 2011 66.8 4.4 28.8 

  Wd คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ wild type genotype 

  HM คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ homozygous mutation 

  HT คือ รูปแบบจีโนไทป์แบบ heterozygous mutation 
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heterozygous mutation มากกว่า homozygous 

mutation และเมื่อพิจารณาในกลุ่มตัวอย่างโคขาว

ลํ า พูนแล้ ว  พบว่าประชากรกลุ่ ม ดั งกล่ าว เ ป็น

ประชากรส่วนใหญ่ที่พบการกลายของยีน hsp70.1 

ซึ่ งพบรูปแบบจี โนไทป์ เ ป็นแบบ  homozygous 

mutation ถึ ง  8 ตั ว อ ย่ า ง แ ล ะพบ  wild type 

genotype เพียง 1 ตัวอย่าง ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก

ประชากรของโคขาวลําพูนในปัจจุบันน้ันมีการลด
จํานวนลงเป็นอย่างมากและยังพบว่าโคขาวลําพูนใน

สภาพการเลี้ยงตามธรรมชาติน้ันส่วนใหญ่มีการ

รวมตัวอยู่เพียง 3 จังหวัดแถบภาคเหนือเท่าน้ันได้แก่ 

เชียงใหม่ ลําพูน และลําปาง เป็นต้น (พิชิต และคณะ, 

2553) ซึ่งด้วยเหตุน้ีอาจทําให้เกิดการผสมพันธ์ุกัน

ภายในกลุ่ม (inbreed) ดังน้ันหากพ่อแม่พันธ์ุของ

ก ลุ่ ม ป ร ะ ช า ก ร มี ลั ก ษณะจี โ น ไ ท ป์ เ ป็ น แบบ 

homozygous mutation ลักษณะความหลากหลาย

ของจีโนไทป์ก็จะลดลงทําให้กลุ่มประชากรพบมี

รูปแบบจีโนไทป์เป็นแบบ homozygous mutation 

เป็นส่วนใหญ่และจะทําให้สภาพสมดุลของจีโนไทป์

ของประชากรน้ันเปลี่ยนแปลงไปไม่เป็นไปตามกฎ

ของ Hardy-Weinberg ในที่สุด (Hartwell et al., 

2011) 
ทั้งน้ีลักษณะดังกล่าวอาจเป็นไปได้ว่ากลุ่ม

ตัวอย่างโคไทยพ้ืนเมืองโดยเฉพาะโคขาวลําพูนอาจ

เกิดเหตุการณ์  ความไม่แน่นอนทางพันธุกรรม 

(Genetic drift) เกิดขึ้น โดยมีการคง (fix) รูปแบบ   

จีโนไทป์บางรูปแบบไว้จนทําให้จีโนไทป์บางรูปแบบ

สูญหายไป โดยสาเหตุของการเกิดความไม่แน่นอน

ทางพันธุกรรมอาจเกิดจากเหตุการณ์ผลกระทบจากผู้

ก่อต้ัง (Founder effect) โดยอาจเกิดจาการอพยพ

ของพ่อแม่พันธ์ุหรือประชาการจํานวนน้อยกลุ่มหน่ึง

มาจากกลุ่มประชากรกลุ่มเดิมซึ่งอาจจะมีรูปแบบจีโน

ไทป์เพียงแค่บางรูปแบบเท่าน้ันดังน้ันเมื่อมีการเพ่ิม

จํานวนของประชากรมากข้ึน กลุ่มประชากรใหม่จึง

จะพบรูปแบบของจีโนไทป์เพียงบางรูปแบบตามพ่อ

แม่พันธ์ุเท่าน้ันทําให้จีโนไทป์บางรูปแบบสูญหายไป 

ดังเช่นที่การศึกษาในครั้งน้ีพบว่ารูปแบบจีโนไทป์แบบ 

wild type genotype ห รื อ แ บบ  homozygous 

mutation จ ะ พ บ ม า ก ก ว่ า ก า ร พ บ แ บ บ 

heterozygous mutation ( Matute, 2013) 
นอกจากน้ันแล้วสาเหตุการเกิดความไม่แน่นอนทาง

พันธุกรรมอาจเกิดจากเหตุการณ์ประชากรคอขวด 

(Population bottle neck) ซึ่งเป็นการเปลี่ยนแปลง

โดยการลดจํานวนของประชากรเดิมลงอย่างรวดเร็ว

ทําให้ประชากรเดิมเหลือเพียงจํานวนน้อยเท่าน้ันและ

ประชากรกลุ่มดังกล่าวน้ันอาจมีรูปแบบจีโนไทป์เพียง

บางรูปแบบเท่าน้ัน ดังน้ันเมื่อกลุ่มประชากรเดิมที่

หลงเหลืออยู่มีการเพ่ิมจํานวนประชากรมากข้ึน กลุ่ม

ประชากรใหม่จึงจะพบรูปแบบจีโนไทป์เพียงบาง

รูปแบบเท่าน้ันและทําให้รูปแบบจีโนไทป์บางรูปแบบ

สู ญ ห า ย ไ ป เ ป็ น ต้ น  (Hartwel et al., 2011) 

นอกจากน้ีแล้วสาเหตุการเกิดความไม่แน่นอนทาง

พันธุกรรม อาจเกิดจากการจงใจคัดเลือกคุณลักษณะ

ตามสายพันธ์ุบางประการซึ่งมีผลทําให้รูปแบบจีโน
ไทป์บางรูปแบบสูญหายไปได้ แต่ทั้ง น้ีเ น่ืองจาก

ข้อจํากัดในการเก็บตัวอย่าง จํานวนตัวอย่างที่ใช้ใน

การศึกษาในครั้งน้ีจึงเป็นเพียงส่วนหน่ึงของประชากร

ที่ ใ ช้ศึ กษา ถึงลักษณะความหลากรูปแบบทาง

พันธุกรรมของยีน hsp70.1 ที่ ตําแหน่ง AP2 box 

region เท่าน้ันการศึกษาถึงลักษณะทางพันธุศาสตร์

ประชากรของกลุ่มโคขาวลําพูนดังกล่าวอาจจะต้องมี

การเก็บตัวอย่างให้มากข้ึนเพ่ือให้คลอบคลุมและ

เพียงพอสําหรับประเมินความหลากหลายทางพันธ์ุ

กรรมของยีน hsp70.1 ในโอกาสต่อไป 
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และจากการศึกษาดังกล่าวทําให้ทราบถึงความ

หลากรูปแบบทางพันธุกรรมของของยีน hsp70.1 ที่

ตําแหน่ง AP2 box region โคไทยพื้นเมืองในกลุ่ม

ตัวอย่างที่ทําการศึกษาเท่าน้ัน ยังไม่ได้ศึกษาถึง

ความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถในการทนร้อน

ของโคแต่ละกลุ่มกับรูปแบบจีโนไทป์ต่างๆ ที่พบ 

ดังน้ันการที่โคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม Bos 

indicus และมี ค ว า มส าม า ร ถ ใ นก า รทน ร้ อ น 
(thermotolerance) ไ ด้ ดี ก ว่ า  Bos taurus น้ั น 

(Beatty et al., 2006) การทนร้อนดังกล่าวอาจจะ

อยู่ในลักษณะการปรับตัวต่อสภาพแวดล้อมได้ดีร่วม

ด้วย (compensation) ซึ่งจะเห็นได้จากรูปแบบจีโน

ไทป์ที่พบมีทั้งส่วนที่เป็น wild type genotype และ

ส่วนที่เกิดการกลายไป และจากรายงานของ จักรกริช 

และคณะ (2555) พบว่าเมื่อโคอยู่ภาวะเครียดจาก

ความร้อนร่างกายจะมีการปรับตัวโดยการหายใจเร็ว

ขึ้นและมีการขับเหง่ือออกมามากขึ้นแต่ไม่พบความ

แตกต่างของระดับการเพ่ิมขึ้นของ heat shock 

protein 70 จากเซลล์ เม็ดเลือดขาวของโคไทย

พ้ืนเมือง ซึ่งช้ีให้เห็นว่าโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองนอกจาก

จะมีลักษณะการทนร้อนได้ดีแล้วยังพบรูปแบบการ

ทน ร้ อ น ใ น ลั ก ษณะก า รป รั บ ตั ว ไ ด้ ดี อี ก ด้ ว ย
เช่นเดียวกัน  

ถึงแม้ว่าจะมีรายงานจากต่างประเทศหลาย

ฉบับที่ มี ก ารทดลองถึ งความสัม พัน ธ์ ระห ว่า ง

ความสามารถในการทนร้อนกับรูปแบบจีโนไทป์ที่พบ

แ ล ะพบ ว่ า รู ป แ บบจี โ น ไ ท ป์ แ บบ  wild type 

genotype ของยีน hsp70.1 ที่ ตําแหน่ง AP2 box 

เหมาะแก่การนํามาใช้เป็น Bio-maker เ พ่ือการ

คัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุ (Schwerin et al., 

2003, Basicrico et al., 2011; Deb et al., 2013) 

แต่ก่อนที่จะนํามาใช้เพ่ือเป็นเครื่องมือในการคัดเลือก

และปรับปรุงสายพันธ์ุในโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมืองน้ัน ควร

มีการศึกษาถึงความสัมพันธ์ระหว่างความสามารถใน

การทนร้อนกับรูปแบบจีโนไทป์ที่พบในรูปแบบต่างๆ 

ให้มีความชัดเจนมากยิ่งขึ้นก่อน เพ่ือที่จะสามารถ

เลือกได้ว่าจะคัดเลือกโคที่มีความสามารถในการทน

ร้อนได้ดีหรือคัดเลือกโคที่มีความสามารถในการ

ปรับตัวต่อความสภาพแวดล้อมได้ดีเป็นต้น และควรมี

การศึกษาเพ่ิมเติมในโปรตีนชนิดอ่ืนด้วย 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาในครั้งน้ีสรุปได้ว่า 1) มีการ

กลายของยีน hsp70.1 ที่ตําแหน่ง AP2 box region 

(position g895) ในโคไทยพ้ืนเมืองทั้ง 4 กลุ่มโดย 

รูปแบบจีโนไทป์ที่พบมากท่ีสุดจะเป็นแบบ wild 

type genotype ร อ ง ล ง ม า คื อ  homozygous 

mutation แ ล ะ พ บ น้ อ ย ที่ สุ ด เ ป็ น แ บ บ 

heterozygous mutation 2 )  การกลายของ ยีน 

hsp70.1 ที่ ตําแหน่ง  AP2 box region เ กิดขึ้นกับ

กลุ่มตัวอย่างของโคขาวลําพูนมากที่สุดโดยเป็นการ

กลายแบบ homozygous mutation  

ดังน้ันจากการศึกษาในคร้ังน้ีจึงเป็นข้อมูล

พ้ืนฐานที่ สํ าคัญที่ จ ะ นํ า ไปใ ช้ ในการศึ กษาถึ ง
ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบจีโนไทป์ที่พบกับ

ความสามารถในการทนร้อนของโคไทยพันธ์ุพ้ืนเมือง 

และนําไปสู่การคัดเลือกและปรับปรุงสายพันธ์ุในโค

ไทยพ้ืนเมืองในอนาคตต่อไป  
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