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Abstract
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THE IDENTIFICATION OF KAPPA CASEIN GENOTYPES IN THE HAIR

ROOTS OF DAIRY CATTLE

Twenty-two dairy cattle, kept at the Demonstration Farm, Department of Animal Husbandry, Faculty of

Veterinary Sciences, Chulalongkorn University, Nakorn Pathom, were genotyped using hair roots, for the

Kappa-casein gene, using a Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP)

technique. The method for obtaining total DNA was simple, requiring only the digestion of the root of the hair end

in a buffer compatible with the subsequent PCR, without any prior purification or extraction step. Two types of

alleles, A and B, were in the frequencies of 0.77 and 0.23, respectively. Genotypes AA, AB and BB were

demonstrated with the frequencies of 13, 8 and 1 (59.1%, 36.4% and 4.55%), respectively. The results correspond

to previous reports in other populations. According to the allele B findings in this herd, it reveals the posibility of

a potential breeding program for the proposed trait.
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∫∑§—¥¬àÕ
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°“√„™â√“°¢π —µ«å·∑πµ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥„π°“√µ√«®À“®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π„π‚§π¡

°“√µ√«®À“®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́π ¥â«¬«‘∏’ Polymerase Chain Reaction - Restriction Fragment Length

Polymorphism (PCR-RFLP) „πΩŸß‚§π¡ ¿“§«‘™“ —µ«∫“≈ §≥– —µ«·æ∑¬»“ µ√å ®ÿÃ“≈ß°√≥å¡À“«‘∑¬“≈—¬ ∑’Ë‡≈’È¬ßÕ¬Ÿà ≥ »Ÿπ¬å

Ωñ°π‘ ‘µœ ®. π§√ª∞¡ ®”π«π 22 µ—« ‚¥¬∑”°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°µ—«Õ¬à“ß√“°¢π·∑π°“√„™âµ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥ æ∫«à“ ¡’§«“¡ –¥«°

√«¥‡√Á«„π°“√‡°Á∫·≈–¢π àßµ—«Õ¬à“ß ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥‰¥â®“°√“°¢π„™âµ√«®À“®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π‰¥â™—¥‡®π

‚¥¬®”π«π√“°¢π∑’Ë‡À¡“– ¡„π°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡ÕÕ¬Ÿà√–À«à“ß 8-10 ‡ âπ ·µà§«√‡æ‘Ë¡ª√‘¡“µ√¥’‡ÕÁπ‡Õ„π°“√∑” PCR „Àâ¡“°¢÷Èπ ®“°

º≈°“√»÷°…“§√—Èßπ’È Õ—≈≈’≈¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́πæ∫‰¥â 2 ·∫∫ §◊Õ Õ—≈≈’≈ A ·≈– Õ—≈≈’≈ B ‚¥¬¡’§à“§«“¡∂’Ë¢ÕßÕ—≈≈’≈ ‡∑à“°—∫ 0.77

·≈– 0.23 µ“¡≈”¥—∫  à«π®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π æ∫‰¥â 3 ·∫∫ §◊Õ AA, AB ·≈– BB ®”π«π 13, 8 ·≈– 1 µ—« µ“¡≈”¥—∫

(À√◊Õ 59.1%, 36.4% ·≈– 4.55% ¢Õßª√–™“°√‚§π¡∑—ÈßΩŸß)  —¥ à«π°“√°√–®“¬µ—«¢ÕßÕ—≈≈’≈·≈–®’‚π‰∑ªá¢Õß‚§π¡ΩŸßπ’Èæ∫«à“

 Õ¥§≈âÕß°—∫¢âÕ¡Ÿ≈„π‚§π¡°≈ÿà¡Õ◊ËπÊ ∑’Ë‰¥â‡§¬¡’√“¬ß“π‰«â πÕ°®“°π’È°“√µ√«®æ∫Õ—≈≈’≈ B „π‚§π¡ΩŸßπ’È∑—Èß®’‚π‰∑ªá AB ·≈– BB

· ¥ß„Àâ‡ÀÁπ«à“ ‚§ΩŸßπ’È¡’»—°¬¿“æ„π°“√«“ß·ºπª√—∫ª√ÿßæ—π∏ÿåµàÕ‰ª ‡æ◊ËÕ„Àâ‰¥â‚§∑’Ë¡’æ—π∏ÿ°√√¡ ÷́Ëß “¡“√∂„Àâº≈º≈‘µ∑’Ë¡’≈—°…≥–

‡©æ“–µ“¡µâÕß°“√‡æ‘Ë¡¢÷Èπ‰¥â

§” ”§—≠ :   √“°¢π ‚§π¡ ®’‚π‰∑ªá ¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́π

∫∑π”

·§ªªÑ“‡§´’π (Kappa-casein; KCN) ‡ªìπÕß§å

ª√–°Õ∫Àπ÷Ëß¢Õß‚ª√µ’π∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„ππÈ”π¡´÷Ëß¡’∫∑∫“∑∑’Ë ”§—≠

µàÕ°√–∫«π°“√·ª√√Ÿªº≈‘µ¿—≥±åπ¡ ‚¥¬‡©æ“–Õ¬à“ß¬‘Ëß

Õÿµ “À°√√¡°“√º≈‘µ‡π¬·¢Áß (cheese) §«“¡À≈“°À≈“¬∑“ß

æ—π∏ÿ°√√¡ (genetic polymorphisms) ¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π„π

ª√–™“°√‚§π¡Õ¬Ÿà„π√–¥—∫ Ÿß ‚¥¬æ∫Õ—≈≈’≈™π‘¥µà“ßÊ ‰¥â·°à

A  B  C  E  F ·≈– G ÷́ËßÕ—≈≈’≈ A ‡ªìπÕ—≈≈’≈æ◊Èπ∞“π∑’Ëæ∫

Õ¬Ÿà„πª√–™“°√‚§∑ÿ°æ—π∏ÿå„π —¥ à«π∑’Ë Ÿß¡“°°«à“ 60% ¢÷Èπ

‰ª πÕ°®“°π’È¬—ßæ∫«à“ πÈ”π¡∑’Ë¡’Õß§åª√–°Õ∫¡“®“°Õ—≈≈’≈ B

®–¡’ à«π™à«¬∑”„Àâ§ÿ≥¿“æ¢Õßº≈‘µ¿—≥±å‡π¬·¢Áß¥’¢÷Èπ‰¥â

°≈à“«§◊Õ æ—π∏ÿ°√√¡¢Õß‚§∑’Ë¡’¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́πÕ—≈≈’≈ B ‡ªìπ

 à«πª√–°Õ∫Õ¬Ÿà¥â«¬ ‡¡◊ËÕπ”πÈ”π¡‰ª∑”‡π¬·¢Áß®–‰¥â§ÿ≥¿“æ

¢Õßº≈‘µ¿—≥±å¥’¡“° (Ron et al., 1994; Ikonen et al., 1999

·≈– 2001; Ojala et al., 1997; Sabour et al., 1996;

Braunschweig, 1998; Kappeler, 1998) ®“°§«“¡·µ°µà“ß∑’Ë

æ∫π’È àßº≈„Àâ¡’°“√æ—≤π“‚§π¡ “¬æ—π∏ÿåµà“ßÊ „π∑‘»∑“ß∑’Ë

∑”°“√§—¥‡≈◊Õ°Õ—≈≈’≈ B ‰«â„πΩŸßæàÕ-·¡àæ—π∏ÿå¡“°¢÷Èπ ®π

°√–∑—Ëß„πªí®®ÿ∫—πª√–™“°√‚§π¡À≈“¬ “¬æ—π∏ÿå ‡™àπ Brown

Swiss, Limousine ·≈– Simmental æ∫«à“¡’Õ—≈≈’≈ A ·≈–Õ—≈≈’≈

B Õ¬Ÿà„π —¥ à«π∑’Ë„°≈â‡§’¬ß°—π (Braunschweig, 1998)

„π°“√µ√«® Õ∫¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́π„π‚§π¡·µà≈–µ—«®–

µâÕß„™â¥’‡ÕÁπ‡Õ (total DNA) ¢Õß —µ«åµ—«π—ÈπÊ ‡≈◊Õ¥ —µ«å®—¥

‡ªìπ·À≈àß¢Õßµ—«Õ¬à“ß‡´≈≈å∑’Ëπ‘¬¡„™â‡æ◊ËÕ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ Õ¬à“ß‰√

°Áµ“¡„πß“π¿“§ π“¡°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥®“° —µ«å¡’¢âÕ®”°—¥

Õ¬ŸàÀ≈“¬ª√–°“√ ‡™àπ µâÕß„™âºŸâ∑’Ë¡’ª√– ∫°“√≥å∑”°“√‡®“–‡≈◊Õ¥

µâÕß„™âÕÿª°√≥åæ‘‡»…·≈–/À√◊Õ·√ßß“π§π¡“°„π°“√§«∫§ÿ¡

µ—« —µ«å ®–µâÕß¡’°“√ª√– “πß“π∫ÿ§§≈À≈“¬ΩÉ“¬≈à«ßÀπâ“‡ªìπ

Õ¬à“ß¥’°àÕπ°“√∑”ß“π  —µ«å‡°‘¥§«“¡‡§√’¬¥„π√–À«à“ß‡°Á∫

µ—«Õ¬à“ß ®”‡ªìπ®–µâÕß‡°Á∫„πÀ≈Õ¥∑’Ë‡§≈◊Õ∫¥â«¬ “√ªÑÕß°—π

°“√·¢Áßµ—«¢Õß‡≈◊Õ¥ (EDTA) µâÕß‡°Á∫√—°…“µ—«Õ¬à“ß„π

Õÿ≥À¿Ÿ¡‘µË”  ‘Ëß‡À≈à“π’È∑”„Àâ¡’§à“„™â®à“¬À≈“¬¥â“π ¥—ßπ—Èπ‡æ◊ËÕ

≈¥ªí≠À“µà“ßÊ ¥—ß°≈à“« °“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°‡´≈≈å√“°¢π·∑π

°“√„™â‡≈◊Õ¥ —µ«å‡æ◊ËÕ„™â„πß“π¥â“πæ—π∏ÿ»“ µ√å√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈

®÷ß‡ªìπÕ’°∑“ß‡≈◊Õ°Àπ÷Ëß (Thomson et al., 1992; Uchihi et

al., 1992; Comas et al., 1996; Willemsen et al., 1999)

‡π◊ËÕß®“°«‘∏’π’È¡’¢âÕ¥’À≈“¬ª√–°“√ ‡™àπ  “¡“√∂∑”‰¥âßà“¬ √«¥‡√Á«

‰¡àµâÕß§”π÷ß∂÷ß‡«≈“  ∂“π∑’Ë·≈–§«“¡™”π“≠„π°“√‡°Á∫
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∑’Ë„ à√“°¢π‰«â·≈â« π”‰ªÕÿàπ∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 65 Õß»“‡´≈‡ ’́¬ 

‡ªìπ‡«≈“ 45 π“∑’À√◊Õ®π°√–∑—Ëß√“°¢π≈–≈“¬À¡¥ ®“°π—Èππ”

‰ªµâ¡∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ 95-97 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ª√–¡“≥ 10 π“∑’ ªíòπ

∑’Ë§«“¡‡√Á«‰¡àµË”°«à“ 13,000 √Õ∫µàÕπ“∑’ ‡ªìπ‡«≈“ 5 π“∑’

 “√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â∑—Èß Õß«‘∏’‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ -20 Õß»“

‡´≈‡ ’́¬  ‚¥¬ à«πÀπ÷Ëßπ”‰ªµ√«®«—¥ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬

‡§√◊ËÕß spectrophotometer ·≈–§”π«≥À“ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ (ng/

ul) ®“° Ÿµ√ = 50 x §à“∑’Ë«—¥‰¥â∑’Ë OD
260

 x dilution factor

®“°π—Èπ∑”°“√‡æ‘Ë¡®”π«π™‘Èπ à«π¥’ ‡ÕÁπ‡Õ‚¥¬«‘∏’

Polymerase Chain Reaction (PCR) ‚¥¬„™â¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥‰¥â

®“°µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥ 1 ‰¡‚§√≈‘µ√À√◊Õ¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°‡´≈≈å√“°¢π´÷Ëß

‰¥â∑”°“√ª√—∫ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õµ—Èß·µà 1-16 ‰¡‚§√≈‘µ√ ‡æ◊ËÕÀ“

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‡À¡“– ¡, Taq polymerase, 10xPCR-Buffer,

dNTPûs (1.25 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å), ™ÿ¥‰æ√‡¡Õ√å kp1 ·≈– kp2 (20

‰¡‚§√‚¡≈“√å) ´÷Ëß “¡“√∂‡æ‘Ë¡®”π«π™‘Èπ à«π¬’π·§ªªÑ“‡§´’π

„π∫√‘‡«≥∑’ËµâÕß°“√ (Dr. H. Joerg from ETH-Zurich, µ‘¥µàÕ

 à«πµ—«) ÷́Ëß¡’≈”¥—∫‡∫  ¥—ßπ’È

KP 1 : 5'-AAGAAATAATACCATTCTGCATAATTTATTTTTTTACAG-3'

KP 2 : 5'-GGCTGTTATTCATTTTGCCTTATTTACCTG-3'

„π°“√‡æ‘Ë¡®”π«π™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’ËµâÕß°“√ ¡’°“√

ª√—∫ ¿“«–µà“ßÊ ¥—ßπ’È initial denaturation ∑’Ë 94 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

‡ªìπ‡«≈“ 5 π“∑’ µ“¡¥â«¬ 35 √Õ∫¢Õß denaturation ∑’Ë 94

Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’ annealing ∑’Ë 56 Õß»“

‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’ extention ∑’Ë 72 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

‡ªìπ‡«≈“ 30 «‘π“∑’ ·≈–¢—Èπ ÿ¥∑â“¬ final extention ∑’Ë 72

Õß»“‡´≈‡´’¬  ‡ªìπ‡«≈“ 7 π“∑’

º≈º≈‘µ∑’Ë‰¥â®“°ªØ‘°‘√‘¬“π”‰ªºà“π«‘∏’ PCR-RFLP

(Mao and Bremel, 1994; Borroso et al., 1998; Braunschweig,

1998) ‚¥¬°“√µ—¥™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë —ß‡§√“–Àå‰¥â®“°¢∫«π°“√

PCR ¥â«¬‡Õπ‰´¡åµ—¥®”‡æ“– (restriction enzymes) ™π‘¥

µà“ßÊ ‰¥â·°à HindIII, HinfI, MaeII, HaeIII ·≈– HhaI ·≈â«

π”‰ªµ√«® Õ∫¢π“¥¢Õß™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ‚¥¬«‘∏’ agarose

gel electrophoresis ∑”°“√Õà“πº≈∑’Ë‰¥â‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫º≈

¡“µ√∞“π∑’Ë‰¥â‡§¬¡’√“¬ß“π‰«â (»‘√‘≈—°…≥å, 2545) ∫—π∑÷°·≈–

§”π«≥§à“§«“¡∂’Ë¢ÕßÕ—≈≈’≈µà“ßÊ ¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π

¥—ß ¡°“√µàÕ‰ªπ’È

§«“¡∂’Ë¢ÕßÕ—≈≈’≈ =

2 (®”π«π‚§∑’Ë¡’®’‚π‰∑ªá·∫∫ homozygous) + 1 (®”π«π‚§∑’Ë¡’®’‚π‰∑ªá·∫∫ heterozygous)

2 (®”π«π‚§∑—ÈßÀ¡¥)

µ—«Õ¬à“ßπ—°  ª√–À¬—¥§à“„™â®à“¬¡“°°«à“°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß®“°‡≈◊Õ¥

·≈–‡°Á∫√—°…“‰«â‰¥â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß (Higuchi et al., 1988)

°“√»÷°…“„π§√—Èßπ’È¡’«—µ∂ÿª√– ß§å‡æ◊ËÕ ∑”°“√»÷°…“«‘∏’

°“√„π°“√ª√—∫„™â‡´≈≈å√“°¢π‡ªìπ·À≈àß °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ·∑π

µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥ ‡æ◊ËÕ„Àâ°“√»÷°…“¥â“πæ—π∏ÿ»“ µ√å√–¥—∫‚¡‡≈°ÿ≈

„π —µ«å¡’¢—ÈπµÕπ∑’Ë –¥«° ßà“¬¥“¬ ·≈–‡À¡“– ¡°—∫ß“π¿“§

 π“¡¡“°¬‘Ëß¢÷Èπ ·≈–µ√«®À“®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π„π

ΩŸß‚§π¡∑’Ë‡≈’È¬ßÕ¬Ÿà ≥ ¿“§«‘™“ —µ«∫“≈ ( à«π»Ÿπ¬åΩñ°π‘ ‘µœ

®. π§√ª∞¡) §≥– —µ«·æ∑¬»“ µ√å ®ÿÃ“≈ß°√≥å¡À“«‘∑¬“≈—¬

‡æ◊ËÕ‡ªìπ¢âÕ¡Ÿ≈ ”À√—∫°“√ª√—∫ª√ÿß “¬æ—π∏ÿå‚§π¡¢ÕßÀπà«¬ß“π

µàÕ‰ª

«— ¥ÿ·≈–«‘∏’°“√

°≈ÿà¡µ—«Õ¬à“ß∑’Ë„™â„π°“√»÷°…“

‚§π¡∑’Ë‡≈’È¬ßÕ¬Ÿà ≥ ¿“§«‘™“ —µ«∫“≈ ( à«π»Ÿπ¬åΩñ°π‘ ‘µœ

®.π§√ª∞¡) §≥– —µ«·æ∑¬»“ µ√å ®ÿÃ“≈ß°√≥å¡À“«‘∑¬“≈—¬

®”π«π 22 µ—« ∑”°“√‡°Á∫µ—«Õ¬à“ß 2 ™π‘¥‰¥â·°à µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥

®“°‡ âπ‡≈◊Õ¥¥”∑’Ë§Õ (jugular vein) ª√–¡“≥ 5-6 ¡‘≈≈‘≈‘µ√

‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ -20 Õß»“‡´≈‡ ’́¬  ·≈–µ—«Õ¬à“ß‡ âπ¢π ‚¥¬

¥÷ß‡ âπ¢π®“°∫√‘‡«≥‚§πÀ“ß„Àâ¡’‡´≈≈å√“°¢πµ‘¥¡“¥â«¬‡ ¡Õ

„ à„π∂ÿßæ≈“ µ‘° –Õ“¥ ·≈–‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ÀâÕß

«‘∏’°“√

°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥®–„™â‡©æ“– à«π

¢Õß‡¡Á¥‡≈◊Õ¥¢“« (buffy coat) ‚¥¬∑”°“√≈â“ß‡´≈≈å¥â«¬ 10

¡‘≈≈‘‚¡≈“√å NaCl/10 ¡‘≈≈‘‚¡≈“√å EDTA ·≈â«®÷ßπ”‰ª °—¥¥’

‡ÕÁπ‡Õ ‚¥¬„™â™ÿ¥πÈ”¬“·¬°¥’‡ÕÁπ‡Õ ”‡√Á®√Ÿª ”À√—∫µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥

(QIAmp DNA Blood Mini Kit@) µ“¡¢—ÈπµÕπ∑’Ë√–∫ÿ‰«â„π§Ÿà¡◊Õ

À≈—ß®“°π—Èπ ‡°Á∫‰«â∑’ËÕÿ≥À¿Ÿ¡‘ -20 Õß»“‡´≈‡´’¬ 

°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°µ—«Õ¬à“ß¢π ®–µ—¥‡Õ“‡©æ“– à«π‚§π

∑’Ë‡ÀÁπ√“°¢π™—¥‡®π‡∑à“π—Èπ „™â√“°¢π®”π«π 1-30 ‡ âπµàÕ 1

µ—«Õ¬à“ß ∑”°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ 2 «‘∏’ §◊Õ «‘∏’°“√„™âπÈ”¬“ ”‡√Á®√Ÿª

QiAmp DNA MiniKit for Tissue (Qiagen@) ∑”°“√ °—¥¥’

‡ÕÁπ‡Õµ“¡¢—ÈπµÕπ∑’Ë√–∫ÿ‰«â„π§Ÿà¡◊Õ¢Õß™ÿ¥ ”‡√Á®√Ÿª ·≈–«‘∏’

°“√ °—¥®“°°“√„™âπÈ”¬“¬àÕ¬√“°¢π∑’Ë‡µ√’¬¡‡Õß ´÷Ëßª√–°Õ∫

¥â«¬ Tween 20;  “√≈–≈“¬ 10xPCR buffer; MgCl
2
 (25

¡‘≈≈‘‚¡≈“√å); ·≈– Proteinase K (20 ¡‘≈≈‘°√—¡/¡‘≈≈‘≈‘µ√)

πÈ”¬“∑’Ë‡µ√’¬¡‰¥â‡°Á∫√—°…“‰«â∑’Ë 4 Õß»“‡´≈‡´’¬  À√◊Õ - 20

Õß»“‡´≈‡´’¬  ‚¥¬°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ¡’¢—ÈπµÕπ§◊Õ „ àπÈ”¬“¬àÕ¬

√“°¢πª√–¡“≥ 80-100 ‰¡‚§√≈‘µ√„π·µà≈–À≈Õ¥∑¥≈Õß
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º≈

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë«—¥‰¥â®“°µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥·≈–√“°¢π

¥â«¬«‘∏’ spectrophotometer æ∫«à“ ¡’§à“∑’Ë·µ°µà“ß°—π§àÕπ¢â“ß

°«â“ß ‚¥¬°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬πÈ”¬“ ”‡√Á®√Ÿª®“°µ—«Õ¬à“ß

‡≈◊Õ¥®–∑”„Àâ‰¥â¥’‡ÕÁπ‡ÕÕ¬Ÿà√–À«à“ß 236.0-470.0 π“‚π°√—¡

µàÕ‰¡‚§√≈‘µ√ „π¢≥–∑’Ë¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°µ—«Õ¬à“ß√“°¢πÕ¬Ÿà√–À«à“ß

5.0-230.0 π“‚π°√—¡µàÕ‰¡‚§√≈‘µ√¢÷Èπ°—∫®”π«π‡ âπ¢π

(µ“√“ß∑’Ë 1) ´÷Ëß„°≈â‡§’¬ß°—∫°“√ °—¥√“°¢π¥â«¬°“√„™âπÈ”¬“

 ”‡√Á®√Ÿª§◊Õ Õ¬Ÿà√–À«à“ß 20.0-250.0 π“‚π°√—¡µàÕ‰¡‚§√≈‘µ√

‚¥¬æ∫«à“®”π«π√“°¢π∑’Ë§«√„™â„π°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ„π‚§π¡

‡©≈’Ë¬ 8-10 ‡ âπµàÕÀπ÷Ëßµ—«Õ¬à“ß®–„Àâº≈¥’„π¢—ÈπµÕπ°“√

‡æ‘Ë¡®”π«π™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’ËµâÕß°“√

™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥âÀ≈—ß®“°°“√∑” PCR ®–§√Õ∫

§≈ÿ¡∫√‘‡«≥∑’Ë‡°‘¥§«“¡º—π·ª√ (mutation) ≥ ‡∫ µ”·Àπàßµà“ßÊ

„π à«π¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́πµ√ß∫√‘‡«≥‡Õ°´Õπ (exon) ∑’Ë 4 ‚¥¬

¡’¢π“¥ 583 §Ÿà‡∫  ®“°°“√»÷°…“ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡√‘Ë¡µâπ∑’Ë

„™â„π°“√∑” PCR æ∫«à“  “√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°‡≈◊Õ¥‡æ’¬ß 1

‰¡‚§√≈‘µ√ „Àâº≈º≈‘µ PCR ®”π«π¡“°  à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥

‰¥â®“°√“°¢π∑—Èß®“°°“√„™â™ÿ¥ °—¥ ”‡√Á®√Ÿª·≈–πÈ”¬“‡µ√’¬¡

‡Õß §«√„™â “√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õª√–¡“≥ 5-10 ‰¡‚§√≈‘µ√„π°“√

∑” PCR ·µà≈–§√—Èß ´÷Ëß‡¡◊ËÕπ”º≈º≈‘µ PCR ¡“∑”°“√µ—¥¥â«¬

‡ÕÁπ‰´¡å™π‘¥µà“ßÊ ®÷ß®– “¡“√∂Õà“πº≈‰¥âÕ¬à“ß™—¥‡®π‡™àπ

‡¥’¬«°—π (µ“√“ß∑’Ë 2; √Ÿª∑’Ë 1-4)

º≈°“√µ√«® Õ∫®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́π„π‚§

(µ“√“ß∑’Ë 3) æ∫«à“ ‚§π¡ΩŸßπ’È¡’Õ—≈≈’≈¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π 2

·∫∫ §◊Õ Õ—≈≈’≈ A ·≈– B ‚¥¬ “¡“√∂µ√«®æ∫®’‚π‰∑ªá‰¥â

3 ·∫∫ ‰¥â·°à ·∫∫ AA, AB ·≈– BB ∑’Ë¡’°“√°√–®“¬Õ¬Ÿà„π

ΩŸß‡ªìπ —¥ à«π 13 : 8 : 1 µ“¡≈”¥—∫ ·≈–¡’§à“§«“¡∂’Ë¢Õß

®’‚π‰∑ªá∑’Ëæ∫„πª√–™“°√‚§ΩŸßπ’È ‡∑à“°—∫ 59.10%, 36.40%

·≈– 4.55% µ“¡≈”¥—∫  à«π§à“§«“¡∂’Ë¬’π·§ªªÑ“‡§ ’́π¢Õß

Õ—≈≈’≈ A ·≈– B ¡’§à“ 0.77 ·≈– 0.23 µ“¡≈”¥—∫

µ“√“ß∑’Ë 1 ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥‰¥â®“°µ—«Õ¬à“ß√“°¢π®”π«πµà“ßÊ °—π

®”π«π√“°¢π (‡ âπ) 3 5 8 10 30

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ (ng/ul) 5.0 87.5 101.3 81.3 230.0

µ“√“ß∑’Ë 2 · ¥ßª√‘¡“≥ PCR product ∑’Ë‰¥â®“°°“√∑” gel electrophoresis

™π‘¥µ—«Õ¬à“ß ‡≈◊Õ¥  √“°¢π**

«‘∏’°“√ ™ÿ¥πÈ”¬“ ”‡√Á®√Ÿª ™ÿ¥πÈ”¬“ ”‡√Á®√Ÿª πÈ”¬“¬àÕ¬√“°¢π

PCR product*  ∑’Ë¥’‡ÕÁπ‡Õ 1-16 ul (+4) (+1) - (+3) (+1) - (+3)

*ª√‘¡“≥ PCR product √–¥—∫ 0 (µ√«®‰¡àæ∫‡≈¬) ∂÷ß√–¥—∫ +4 (¡“°∑’Ë ÿ¥)

**®”π«π√“°¢π∑’Ë„™â §◊Õ 8 ‡ âπ

µ“√“ß∑’Ë 3 §«“¡∂’Ë¢ÕßÕ—≈≈’≈·≈–®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π∑’Ëµ√«®æ∫®“°µ—«Õ¬à“ß‚§ 22 µ—«

Õ—≈≈’≈ / ®’‚π‰∑ªá A (0.77) B (0.23)

A AA  (13 µ—«) AB  (8 µ—«)

A =  AA +   AB  =  59.10 +   (36.40) [     100 = 59.10%] [     100 = 36.40%]

B BB (1 µ—«)

B =  BB +   AB  =  4.55 +   (36.40) [     100 = 4.55%]

1-2
13
22

8
22

1-2
1-2

1-2

*®’‚π‰∑ªá BA ·≈– AB ‡ªìπ®’‚π‰∑ªá‡¥’¬«°—π·≈–‰¥â· ¥ßÕ¬Ÿà„π®’‚π‰∑ªá¢Õß AB

1
22

BA*
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√Ÿª∑’Ë 2-4  · ¥ßº≈°“√»÷°…“™‘Èπ à«π¥’‡ÕÁπ‡Õ¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π·∫∫ AA, BB ·≈– AB À≈—°®“°µ—¥¥â«¬‡ÕÁπ‰´¡å™π‘¥µà“ßÊ

√Ÿª∑’Ë 2 · ¥ß®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π

·∫∫ AA ‚¥¬æ∫«à“¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëµ—¥¥â«¬

‡ÕÁπ‰´¡å HinfI ¡’¢π“¥ 326 §Ÿà‡∫ 

„π¢≥–∑’Ë‡ÕÁπ‰´¡å HindIII ‰¡à “¡“√∂

µ—¥‰¥â

√Ÿª∑’Ë 3 · ¥ß®’‚π‰∑ªá¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π·∫∫

BB ‚¥¬æ∫«à“¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëµ—¥¥â«¬‡ÕÁπ‰´¡å

HinfI ¡’¢π“¥ 455 §Ÿà‡∫ ·≈–µ—¥¥â«¬

‡ÕÁπ‰´¡å HindIII ‰¥â¢π“¥ 452 §Ÿà‡∫ 

√Ÿª∑’Ë 4 · ¥ßº≈«‘‡§√“–Àå®’‚π‰∑ªá‡ªìπ·∫∫ AB

‚¥¬æ∫«à“¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ëµ—¥¥â«¬‡ÕÁπ‰´¡å HinfI

‰¥â¢π“¥ 326 ·≈– 455 §Ÿà‡∫ ·≈–º≈

°“√µ—¥¥â«¬‡ÕÁπ‰´¡å HindIII ‰¥â¥’‡ÕÁπ‡Õ

¢π“¥ 583 ·≈– 452 §Ÿà‡∫ 

√Ÿª∑’Ë 1 · ¥ßª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â®“°µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥·≈–√“°¢π °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ¥â«¬«‘∏’µà“ßÊ ¥—ßπ’È

·∂«∑’Ë 1 µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥

·∂«∑’Ë 2 µ—«Õ¬à“ß√“°¢π 10 ‡ âπ  °—¥‚¥¬πÈ”¬“·¬°¥’‡ÕÁπ‡Õ ”‡√Á®√Ÿª

·∂«∑’Ë 3 µ—«Õ¬à“ß√“°¢π 10 ‡ âπ  °—¥‚¥¬«‘∏’‡µ√’¬¡πÈ”¬“ °—¥‡Õß

·∂«∑’Ë 4 Maker (100 bp)
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«‘®“√≥å

«‘∏’°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°√“°¢π‚¥¬°“√„™â™ÿ¥πÈ”¬“

 ”‡√Á®√Ÿª·≈–πÈ”¬“¬àÕ¬√“°¢π∑’Ë‡µ√’¬¡‡Õß ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫°“√

 °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ®“°µ—«Õ¬à“ß‡≈◊Õ¥¥â«¬°“√„™â™ÿ¥πÈ”¬“ ”‡√Á®√Ÿª

æ∫«à“ °“√„™â™ÿ¥πÈ”¬“ ”‡√Á®√Ÿª∑”‰¥â„π‡«≈“√«¥‡√Á«‰¡à‡°‘π 30

π“∑’ ¢—ÈπµÕπµà“ßÊ‰¡à¬ÿàß¬“° §à“„™â®à“¬„π°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ

ª√–¡“≥ 150-200 ∫“∑µàÕµ—«Õ¬à“ß  à«π°“√„™âπÈ”¬“¬àÕ¬√“°

¢π∑’Ë‡µ√’¬¡‡Õß„™â‡«≈“π“π°«à“™—Ë«‚¡ß ·µà¡’§à“„™â®à“¬ª√–¡“≥

5-50 ∫“∑µàÕµ—«Õ¬à“ß ¥—ßπ—Èπ ”À√—∫µ—«Õ¬à“ß®”π«π¡“° °“√

‡µ√’¬¡πÈ”¬“ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡Õß®–∑”„Àâª√–À¬—¥§à“„™â®à“¬≈ß‰¥â

¡“° „π¥â“π§«“¡ –¥«° ‚¥¬ª°µ‘µÿà¡‡´≈≈å∫√‘‡«≥‚§π√“°¢π

¢Õß‚§¡’¢π“¥‡≈Á°¡“° „π°“√µ—¥·¬°√“°¢π‡æ◊ËÕ„™â„π°“√

 °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ ®–µâÕß„™â§«“¡ª√–≥’µ·≈–‡«≈“æÕ ¡§«√ πÕ°

®“°π’È„π°“√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ·µà≈–§√—Èß§«√„™â√“°¢πª√–¡“≥ 8-10

‡ âπ ®÷ß®–‡À¡“– ¡

„π¢—ÈπµÕπ°“√∑” PCR ‚¥¬°“√„™â¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥®“°

µ—«Õ¬à“ß√“°¢π æ∫«à“®”‡ªìπµâÕß„™âª√‘¡“≥ “√ °—¥¥’‡ÕÁπ‡Õ

¡“°‡æ’¬ßæÕ ®÷ß®–„Àâº≈°“√µ√«® Õ∫∑’Ë™—¥‡®π · ¥ß„Àâ‡ÀÁπ

«à“ §«“¡‡¢â¡¢âπ¢Õß¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë‰¥â√—∫®“°°“√ °—¥√“°¢πµàÕ

‰¡‚§√≈‘µ√¡’®”π«ππâÕ¬‡¡◊ËÕ‡ª√’¬∫‡∑’¬∫°—∫°“√„™âµ—«Õ¬à“ß

‡≈◊Õ¥ (»‘√‘≈—°…≥å, 2545; ™àÕ∑‘æ·≈–§≥–, 2546) ÷́Ëß‡ªìπ¢âÕ

∑’Ëæ÷ß√–«—ß„π°“√„™â√“°¢π‡ªìπ·À≈àß¥’‡ÕÁπ‡Õ ‚¥¬∑—Ë«‰ª “√

≈–≈“¬¥’‡ÕÁπ‡Õ∑’Ë °—¥‰¥â®“°√“°¢π §«√‡æ‘Ë¡ —¥ à«π¢Õß

ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ‡√‘Ë¡µâπ„Àâ¡“°¢÷Èπ„π°“√π”‰ª„™â∑” PCR

·µà≈–§√—Èß ¥—ßπ—Èπ§≥–ºŸâ«‘®—¬®÷ß‡ÀÁπ«à“ µ—«Õ¬à“ß√“°¢π‡ªìπ∑“ß

‡≈◊Õ°Àπ÷Ëß∑’Ë®–™à«¬≈¥§à“„™â®à“¬„π°“√»÷°…“«‘®—¬‰¥âÕ¬à“ß¡“°

À“°®”‡ªìπµâÕß∑”°“√»÷°…“ —µ«å®”π«π¡“° ·≈–‰¡à¡’§«“¡

¬ÿàß¬“°„π°“√‡°Á∫·≈–¥Ÿ·≈√—°…“µ—«Õ¬à“ß Õ’°∑—Èß¬—ß„Àâº≈°“√

»÷°…“™—¥‡®π‡™àπ‡¥’¬«°—∫°“√„™â‡≈◊Õ¥¥â«¬

®“°º≈°“√»÷°…“§√—Èßπ’Èæ∫«à“ ΩŸß‚§∑—Èß 22 µ—«¡’Õ—≈≈’≈

¢Õß¬’π·§ªªÑ“‡§´’π 2 ·∫∫ §◊Õ Õ—≈≈’≈ A ·≈– B ´÷Ëß‡ªìπ

Õ—≈≈’≈æ◊Èπ∞“π∑’Ëæ∫„π‚§∑ÿ° “¬æ—π∏ÿå (Erhardt, 1996 ; Ikonen

et al., 1996) ·≈–°“√°√–®“¬¢Õß®’‚π‰∑ªá∑’Ë¡’Õ¬Ÿà„πΩŸßπ’È

‡ªìπ —¥ à«π ÷́Ëß Õ¥§≈âÕß°—∫¢âÕ¡Ÿ≈∑’Ë‡§¬¡’√“¬ß“π‰«â·≈â« (Ng-

Kwai-Hang et al., 1984 ; Zhou et al., 1991) „π à«π¢Õß

Õ—≈≈’≈ B ´÷Ëß‡ªìπ≈—°…≥–∑“ßæ—π∏ÿ°√√¡‡©æ“–∑’Ë¡’§«“¡

 —¡æ—π∏å°—∫™π‘¥¢Õßº≈º≈‘µπÈ”π¡∑’ËµâÕß°“√Õ¬à“ß„°≈â™‘¥

µ√«®æ∫‰¥â„π‚§®”π«π 9 µ—« §‘¥‡ªìπ 40.95% ¢ÕßΩŸß‚§

‚¥¬æ∫∑—Èß®’‚π‰∑ªá·∫∫ AB ·≈– BB · ¥ß∂÷ß»—°¬¿“æ∑’Ë¥’

¢Õß‚§ΩŸßπ’È„π°“√∑’Ë®–ª√—∫ª√ÿßæ—π∏ÿ°√√¡„Àâ‰¥âΩŸß‚§∑’Ëº≈‘µ

πÈ”π¡ ÷́Ëß‡À¡“– ¡ ”À√—∫°“√∑”º≈‘µ¿—≥±å‡π¬·¢Áß§ÿ≥¿“æ¥’

µ“¡§«“¡µâÕß°“√¢Õßµ≈“¥ (Delacroix-Buchet et al., 1993;

Morini et al., 1975) ·≈–πà“®–„™â‡ªìπ®ÿ¥„π°“√‡æ‘Ë¡¡Ÿ≈§à“

º≈º≈‘µπÈ”π¡¢ÕßΩŸß‚§‰¥âÕ¬à“ß¬—Ëß¬◊π ‚¥¬°“√«“ß·ºπ°“√

ª√—∫ª√ÿßæ—π∏ÿå·≈–§—¥‡≈◊Õ°‚§∑’Ë¡’Õ—≈≈’≈ B ¢÷Èπ∑”·¡àæ—π∏ÿå

∑¥·∑π„Àâ¡“°¢÷Èπ §«∫§Ÿà‰ª°—∫°“√‡≈◊Õ°„™âæàÕæ—π∏ÿå∑’Ë¡’Õ—≈≈’≈

B Õ¬Ÿà‡™àπ°—π ‡æ◊ËÕ‡√àß„Àâ°“√°√–®“¬µ—«¢ÕßÕ—≈≈’≈ B „πΩŸß¡’

 —¥ à«π∑’Ë‡æ‘Ë¡‡√Á«¢÷Èπ ª√–°Õ∫°—∫°“√„Àâ§«“¡√Ÿâ ·≈–∑”§«“¡

‡¢â“„®°—∫ºŸâª√–°Õ∫°“√∂÷ß§«“¡·µ°µà“ß¢Õß§ÿ≥¿“æπÈ”π¡∑’Ë

„™â∑”‡π¬·¢Áß ´÷Ëßªí®®ÿ∫—π¡’«‘∏’°“√∑’Ë “¡“√∂µ√«® Õ∫≈à«ßÀπâ“

‰¥â πà“®– àßº≈„Àâ°“√º≈‘µ‡π¬·¢Áß„πª√–‡∑»‰∑¬æ—≤π“¢÷Èπ

·≈–™à«¬≈¥µâπ∑ÿπ°“√º≈‘µ≈ß‰¥â

 √ÿª

°“√ª√—∫ª√ÿß·≈–æ—≤π“‡∑§π‘§«‘∏’°“√‡µ√’¬¡¥’‡ÕÁπ‡Õ

®“°°“√„™âµ—«Õ¬à“ß®“°‡´≈≈å√“°¢π·∑π°“√„™âµ—«Õ¬à“ß®“°

‡≈◊Õ¥¿“¬À≈—ß°“√ª√—∫®”π«π√“°¢π∑’Ë„™â·≈–ª√‘¡“≥¥’‡ÕÁπ‡Õ
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