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วทิยานิพนธนี้ศึกษาหาความสัมพันธของอัลลีลยีน Bovine Lymphocyte Antigen DRB3
(BoLA-DRB3)   กับการเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการในโคนม โดยมีวัตถุประสงคเพื่อ
การใชยีน BoLA-DRB3 เปน Marker Assisted Selection (MAS) ในการปรับปรุงพันธุกรรมโคนม
ใหสามารถตานทานตอโรคเตานมอักเสบ การทดลองนี้ใชขอมูลการเกิดโรคและกลุมตัวอยางโคนม
จ ํานวน 103 ตัว (มปีระวตัเิปนโรคเตานมอักเสบ 37 ตัวและไมมีประวัติเปนโรคเตานมอักเสบ 66
ตัว) ซ่ึงเปนพันธุผสมกับพันธุโฮสไตนเฟรเชียนที่มีระดับเลือดโฮสไตนเฟรเชียนมากกวา 75
เปอรเซ็นตขึ้นไป สกัดดเีอ็นเอจากเลือดและนํ าดเีอ็นเอมาหาลักษณะอัลลีลของยีน BoLA-DRB3
โดยวิธี nested polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (nested PCR-
RFLP) (van Eijk et al., 1992).  การวเิคราะหหาความสัมพันธของยีนกับลักษณะการเปนโรคหรือ
ไมเปนโรคโดยใชคํ าสั่ง PROC GENMOD ในโปรแกรม SAS6.12 จากการศึกษาพบวาอัลลีล
DRB3.2*8 มโีอกาสเปนโรคเตานมอักเสบดวยความนาจะเปนตํ่ าสุดคือ 12.5 เปอรเซ็นต และอัลลีล
DRB3.2*7  มโีอกาสเปนโรคเตานมอักเสบดวยความนาจะเปนมากที่สุดคือ 75.0 เปอรเซ็นต สวน
อัลลีล DRB3.2*11, DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*51, DRB3.2*23 และ DRB3.2*52 มี
โอกาสเปนโรคเตานมอักเสบดวยความนาจะเปน 22.2, 22.2, 33.3, 40.0, 50.0 และ 60.0  เปอรเซ็นต
ตามลํ าดับ  (p<0.01) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 มีความ
สัมพันธกับการเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการในโคนมและสามารถนํ ามาประยุกตใชเปน 
MAS ชวยในการปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบได
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The objective of this study was to evaluate potential relationships between Bovine
Lymphocyte Antigen DRB3 (BoLA-DRB3) alleles and clinical mastitis in dairy cattle. The
BoLA-DRB3 gene was used in Marker-Assisted Selection to improve mastitis resistance in dairy
cattle. Sample were collected from 103 crossbred Holsteins Fresian (>75 percent) cattle of which
37 were mastitis infected and  66 were mastitis noninfected. White blood cells were used as the
source of DNA. Polymorphisms of the alleles of the BoLA-DRB3 gene were examined, using the
nested polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (nested PCR-RFLP)
technique (van Eijk et al., 1992). The relationships between BoLA-DRB3 alleles with the disease
incidence were analyzed using the GENMOD procedures of SAS6.12. The result showed that
DRB3.2*8 allele had the lowest mastitis incidence with probability of 12.5 percent and
DRB3.2*7 allele had the highest mastitis incidence with probability of 75.0 percent. The
occurrence probability  of  mastitis of alleles DRB3.2*11, DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*51,
DRB3.2*23 and DRB3.2*52 were 22.2, 22.2, 33.3, 40.0, 50.0 and 60.0  percent (p<0.01),
respectively. In conclusion, the BoLA-DRB3 alleles have potential usefulness as MAS of mastitis
occurrence in dairy cattle.
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บทท่ี 1
บทนํ า

1.1 ความเปนมาและความสํ าคัญของปญหา
โรคเตานมอักเสบ เปนการอักเสบที่เกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อบริเวณเตานม ท ําใหปริมาณนํ้ านมลด

ลง โรคเตานมอักเสบเปนโรคที่สรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจเปนอันดับหนึ่งในอุตสาหกรรมการ
เล้ียงโคนม (Lin et al., 1989) ปจจยัทีท่ ําใหเปนเตานมอักเสบมีอยู 3 ปจจัย คือ ตวัแมโคเอง, เชื้อโรค
และปจจยัทางสิ่งแวดลอม (Mcdonald, 1979 and Suriyasathaporn et al., 2000)  จากการศึกษาของ
Lin et al., (1989) พบวาโคนมที่ใหนํ้ านมตั้งแตแลคเตชั่นที่ 2 ขึ้นไป จะเปนโรคเตานมอักเสบสูงที่
สุด  สวนในแลคเตชั่นที่ 1  โคนมจะเปนโรคเตานมอักเสบเปนอันดับที่ 2 รองจากปญหาการคลอด
ยาก

การปองกันไมใหเกิดโรคเตานมอักเสบทํ าไดโดยอาศัยการจัดการที่ดีเพื่อควบคุมเชื้อโรคที่
ท ําใหเกดิโรคเตานมอักเสบไมใหแพรกระจายจากสัตวตัวหนึ่งไปสูสัตวตัวอ่ืน ๆ ได ซ่ึงทํ าไดยาก
มากหรอือาจทํ าไมไดเลย เพราะเชื้อโรคเหลานี้อยูแพรกระจายทั่วไปภายในฟารม ไมวาจะอยูที่ตัว
โคเอง, ตามพื้นดิน หรืออุปกรณที่ใชในการรีดนม ฯลฯ วิธีที่ดีในการปองกันไมใหเกิดโรคเตานม
อักเสบก็คือการปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหตานทานตอโรคเตานมอักเสบ ซ่ึงสามารถทํ าไดโดย
การคัดเลือกโดยดจูากคา somatic cell count (SCC)  แตการคัดเลือกโดยวิธีนี้ใชเวลานานเพราะตอง
รอใหแสดงลักษณะการใหนํ้ านมกอนจงึจะทราบไดวาตัวไหนเปนโรคหรือตานทานโรค จึงมีการ
ศกึษาเพื่อน ําความรูทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาใชในการคัดเลือกสัตว ชวยในการตรวจสอบ
ลักษณะทางพันธุกรรมของตัวสัตวไดโดยตรงเรียกวา marker assisted selection (MAS) (Soller,
1994; Dodgson et al., 1997 and Vint, 1997) โดย marker ทีใ่ชอาจจะเปนยีนหรือเปนชิ้นสวนของดี
เอ็นเอน (DNA fragment) ที่มีความสัมพันธกับลักษณะการตานทานโรคเตานมอักเสบ สามารถชวย
ใหการคัดเลือกจากลักษณะทางพันธุกรรมของโคโดยตรง ไมตองรอดูลักษณะปรากฎ (phenotype)
จึงสามารถนํ ามาใชชวยในการคัดเลือกพันธุสัตวชวยใหการคัดเลือกรวดเร็วเพราะสามารถคัดเลือก
ไดตัง้แตเมื่อสัตวอายุยังนอยอยูและมีความแมนยํ า สามารถชวยลดความเสี่ยงของโรคเตานมอักเสบ
ในฝูงโคนมได

การตานทานโรคในสัตวเปนลักษณะที่ถูกควบคุมดวยยีนหลายคู โดยยีน major
histocompatibility complex (MHC) มีบทบาทสํ าคัญในระบบภูมิคุมกันของรางกายในการตานทาน
โรค (Lewin, 1989 and Shook, 1989) จากการศึกษาพบวา bovine lymphocyte antigen DRB3
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(BoLA-DRB3) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ MHC สามารถนํ ามาใชเปน MAS ในการชวยคัดเลือกลักษณะ
ทางพันธุกรรมของโคนมใหสามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได (Mallard et al., 1995; Dietz et
al., 1997a; Dietz et al., 1997b; Kelm et al., 1997; Starkenburg et al., 1997; Sharif et al., 1998a)
พบวาอลัลีลของยีน BoLA-DRB3 ที่แตกตางกันมีความสัมพันธกับการตานทานโรคเตานมอักเสบที่
แตกตางกนั  จึงสามารถนํ ายีน BoLA-DRB3 มาประยุกตใชเปน MASในการปรับปรุงพันธุ
โคนมใหตานทานตอโรคเตานมอักเสบได  ซ่ึงจากการศึกษาทางพันธุศาสตรโมเลกุลโดยเทคนิค
polymerase chain reaction (PCR) และ restriction fragment length polymorphism (RFLP) พบวา
บริเวณยนี BoLA-DRB3 เปนบริเวณที่มี polymorphism สูง โดยมี อัลลีล ทีแ่ตกตางกันมากถึง 30 อัล
ลีล (van Eijk et al.,1992 and Gilliespie et al., 1999)    Sharif et al., (1998a) ศึกษาในโคพันธุ
Holsteins พบวาโคที่มี อัลลีล BoLA-DRB3.2*16 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได  และโคที่มี
อัลลีล BoLA-DRB3.2*23 จะเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ   แตในทางตรงกันขาม Dietz
et al. (1997a), Kelm et al. (1997)  และ  Dietz et al. (1997b) กลับรายงานวาโคที่มี อัลลีล BoLA-
DRB3.2*16 มีความเสี่ยงในการเปนโรคเตานมอักเสบสูง  นอกจากนี้ Dietz et al. (1997b) ยังราย
งานอีกวาโคที่มี อัลลีล BoLA-DRB3.2*23 มีแนวโนมในการตานทานโรคได จากรายงานขางตนจะ
เหน็ไดวาในกลุมของประชากรที่แตกตางกันจะมี อัลลีล ทีต่านทานและ อัลลีล ที่เปน marker ของ
การตานทานโรคแตกตางกันไป และถึงแมจะเปน อัลลีล เดียวกันแตอยูคนละประชากรกันก็ใหผลที่
แตกตางกัน  ดังนั้นการทดลองในครั้งนี้จึงมุงเนนไปที่การหา อัลลีล ของยีน BoLA-DRB3 ที่เปน
marker ของความสามารถตานทานตอโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยสุรนารี เพื่อนํ า
ไปใชเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุเพื่อลดความเสี่ยงในการเปนโรคเตานมอักเสบของโคนมฝูง
นี้

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย
1.เพื่อศึกษาความสัมพันธของอัลลีลยีน BoLA-DRB3 รูปแบบตาง ๆ กับการแสดงอาการ

โรคเตานมอักเสบ
2.เพือ่หาวธีิการที่เหมาะสมในการตรวจหาลักษณะพันธุกรรมของยีน BoLA-DRB3 ดวย

เทคนิค PCR-RFLP

1.3 สมมติฐานของการวิจัย
ยนี BoLA-DRB3 สามารถใชเปน marker ของความสามารถในการตานทานโรคเตานม

อักเสบในโคนมได
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1.4 ขอตกลงเบื้องตน
1. โคนมทีต่านทานตอโรคเตานมอักเสบ คือ โคนมที่ไมแสดงอาการโรคเตานมอักเสบ
2. โคนมที่เปนโรคเตานมอักเสบ คือ โคนมที่แสดงอาการโรคเตานมอักเสบจากการดูดวย

สายตาและมีประวัติการรักษา

1.5 ขอบเขตของการวิจัย
การวิจัยในครั้งนี้เปนการศึกษาหาความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3  กับการแสดงอาการ

โรคเตานมอักเสบของแมโคนม โดยโคนมที่ใชในการศึกษาเปนโคนมพนัธุผสมที่มีเลือด Holstein
มากกวา 75 เปอรเซ็นตขึ้นไป และท ําการศึกษาภายในฟารมโคนมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ
1. เพื่อใชผลของการศึกษาที่ไดเปนขอมูลพื้นฐานในการใชยีน BoLA-DRB3  เปน marker

สํ าหรับชวยในการคัดเลือกลักษณะตานทานโรคเตานมอักเสบโดยลดระยะเวลาในการคัดเลือก
ลักษณะใหส้ันลงในโคนมที่เล้ียงในประเทศไทย

2. เพื่อทราบสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหา อัลลีล ตาง ๆ ของยีน BoLA-DRB3 ดวย
เทคนิค PCR-RFLP



บทท่ี 2
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

2.1 โรคเตานมอักเสบ
โรคเตานมอักเสบ คือ การเปลีย่นแปลงภายในเตานมที่ขึ้นอยูกับการระคายเคืองเตานม รวม

กบัการเปลี่ยนแปลงทางดานสรีระดานจุลชีวะและการพบเชื้อโรค ท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธสิภาพของเตานม นํ้ านมจากโคที่เปนโรคเตานมอักเสบจะมีเซลลเม็ดเลือดขาวอยูในนํ้ านมมาก
กวากวาปกติ เรียกวาเซลลโซมาติก (somatic cell) โรคเตานมอักเสบมี  2 แบบ คือ (1) โรคเตานม
อักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis) เตานมแมโคจะมีอาการบวมแดง รอน แสดงอาการ
อักเสบชดัเจน เมื่อนํ้ านมเปลี่ยนลักษณะเปนตะกอน กอน หรือออกใส แมโคอาจมีอาการเปนไขรวม
ดวย และ (2) โรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ (subclinical mastitis) เตานมและลักษณะนํ้ านม
ไมแสดงอาการเปลี่ยนแปลงใด ๆ ใหเห็นดวยตาเปลา แตมีการติดเชื้อแฝงอยูในเตานมและเซลลเม็ด
เลือดขาวในนํ้ านมมีจํ านวนเพิ่มขึ้น เซลลสรางนํ้ านมมีความเสียหาย การผลิตนํ้ านมลดลงอาจพัฒนา
ไปสูการเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการได โดยทัว่ไปเมื่อพบวามีแมโคแสดงอาการเปน
โรคเตานมอักเสบ 1 ตัว จะแสดงถึงวานาจะมีแมโคอื่น ๆ ในฝูงเปนโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดง
อาการแฝงอยูอยางนอย 20-40 ตัว (สุณีรัตน, 2544)

2.2  ความสูญเสียท่ีเกิดจากโคนมเปนโรคเตานมอักเสบ
           โรคเตานมอักเสบเปนโรคที่เกิดขึ้นมากในโคนมและเปนปญหาที่สํ าคัญในอุตสาหกรรมการ
เล้ียงโคนมทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ โรคเตานมอักเสบนอกจากจะมีผลตอสุขภาพของตัว
สัตวแลวยังมีผลเสียตอผลผลิตปริมาณนํ้ านมดวยโดยความสูญเสียที่เกิดจากการเปนเตานมอักเสบ
แบบแสดงอาการจะทํ าใหผลผลิตนํ้ านมลดลงไปถึง 20 เปอรเซ็นต (Miller, 1973)  โดยความสูญเสีย
ทีว่ัดในรูปของคา Somatic Cell Count (SCC) เปนดังนี้ คือ  ถาคา SCC อยูในชวง 250,000-499,000
เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 164 กิโลกรัมตอตัวตอป, คา SCC ทีอ่ยูในชวง 500,000-
749,000 เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 289 กิโลกรัมตอตัวตอป, คา SCC ทีอ่ยูในชวง
750,000-999,000 เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 661 กิโลกรัมตอตัวตอป และคา SCC
ทีม่ากกวา 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 770 กิโลกรัมตอตัวตอป (King,
1972)  นอกจากนี้ผลจากการเปนโรคเตานมอักเสบยังทํ าใหคุณภาพของนํ้ านมเปลี่ยนแปลงไป คือ
คา Solid Not Fat (SNF), ไขมัน, แลคโตส, โปรตีน และเคซีนลดลงไป (Harmon, 1994) และเมื่อนํ า
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โรคเตานมอักเสบมาคิดเปนความสูญเสียทางเศรษฐกิจสามารถคิดไดไดดังนี้ (1) ความสูญเสียที่เกิด
ขึ้นจากการที่นํ้ านมลดลง 69.3 เปอรเซ็นต   (2) นํ้ านมที่ตองทิ้งไป 11 เปอรเซ็นต  (3) ตองหาโคทด
แทนเร็วขึ้น 8 เปอรเซ็นต  (4) มูลคาแมโคที่ขายไปลดลง 4.9 เปอรเซ็นต  (5) คายา 3.2 เปอรเซ็นต(6)
คาบริการทางสัตวแพทย 1.7 เปอรเซ็นต และ (7) คาแรงงาน 1.9 เปอรเซ็นต (Blosser, 1979)

2.3  โรคเตานมอักเสบในประเทศไทย
ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมตั้งแตป พ.ศ.2510 จนถึงป

พ.ศ.2542   ทัง้หมด 11 รายงาน (จนัทรจรัส และเปลงศรี, 2542)  ซ่ึงเปนรายงานที่บงบอกถึงสภาพ
การณของโรคเตานมอักเสบในภูมิภาคตาง ๆ ของประเทศไทย โดย (1) เขตภาคกลางไดมีรายงาน
การศกึษาโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร พบวาอาการแบงไดเปน
ชนิดรุนแรง (acute), รุนแรงนอย (sub acute) และชนิดเรื้อรัง (chronic) โดยชนิดรุนแรงนอยพบมาก
ที่สุด (ชวนศินดากรและคณะ, 2510)  (2) เขตภาคใตไดมีการศึกษาอยู 2 งานวิจัยคือ ศภุลักษณและ
คณะ (2536) ศกึษาการเกิดโรคเตานมอักเสบในโคนมภาคใตจํ านวน 103 ตัว ในป พ.ศ.2534 ตรวจ
พบโรคเตานมอักเสบชนิดไมแสดงอาการ 37 เปอรเซ็นต และชนิดแสดงอาการ 62.1 เปอรเซ็นต
สวนวาสนาและคณะ (2538) ศกึษาภาวะโรคเตานมอักเสบในโคนมภาคใต 9 จังหวัดในชวงเดือน
ตุลาคม พ.ศ.2536 ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ.2537 พบโคเปนโรคเตานมอักเสบชนิดแสดงอาการ และ
ไมแสดงอาการ 1.4 เปอรเซ็นต และ 29 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (3) เขตภาคเหนือ ไดมีการศึกษาโรค
เตานมอักเสบชนิดไมแสดงอาการในโคนมของศูนยวิจัยและบํ ารุงพันธุสัตว เชยีงใหม โดยวิธี
California Mastitis Test (CMT) ทกุเดอืนติดตอกัน ตั้งแตเดือนตุลาคม พ.ศ.2528 ถึงเดือนกันยายน
พ.ศ.2532 พบวาอัตราการเกิดโรคตลอดการศึกษา มีอยูถึง 33.1 เปอรเซ็นต (อัมพวันและคณะ, 2537)
(4) เขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือไดมีการศึกษาภาวะของโรคเตานมอักเสบในโคนม 1,139 ตัว ที่
เล้ียงในบรเิวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 6 จังหวัด พบโรคเตานมอักเสบเปนชนิดแสดงอาการ 10.9
เปอรเซ็นต ชนิดไมแสดงอาการ 89.1 เปอรเซ็นต (นมิิตและคณะ, 2537)

จากรายงานทั้งหมดขางตนเปนรายงานของการศึกษาโรคเตานมอักเสบในประเทศไทย การ
ที่สามารถควบคุมโรคเตานมอักเสบออกจากฝูงโคนมไดจึงเปนการเพิ่มประสิทธิภาพของฟารมใน
การผลิตนํ้ านมโคไดเปนอยางดี  การควบคุมโรคเตานมอักเสบออกจากฝูงวิธีหนึ่งที่สามารถจะเปน
ไปไดก็คือ การปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหสามารถตานทานโรคเตานมอักเสบ อยางไรก็ตามใน
ปจจบุนัอัตราการเปนโรคเตานมอักเสบเพิ่มมากขึ้นทุกป สาเหตุที่สํ าคัญอีกประการหนึ่งก็คือการ
ปรับปรุงพันธุกรรมเพื่อเพิ่มผลผลิตปริมาณนํ้ านมตอตัวตอปใหมากขึ้นเปนผลทํ าใหอัตราการเปน
โรคเตานมอักเสบเพิ่มขึ้นทุกป (Shanks et al., 1978, Strandberg and Shook, 1989 and Wilton et al.,
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1972) จากการศึกษาพบวาคาสหสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic correlation) ระหวางลักษณะ
ปริมาณนํ้ านมกับโรคเตานมอักเสบอยูในชวง –0.07 ถึง +0.33 (Shook, 1989) คาเฉลี่ยเทากับ +0.20
ซ่ึงคาสหสัมพันธอยูในชวงบวกแสดงใหเห็นวาเมื่อคัดเลือกโคใหมีปริมาณนํ้ านมเพิ่มขึ้นก็จะทํ าให
โคมีลักษณะการเปนโรคเตานมอักเสบเพิ่มขึ้น

2.4 การปรบัปรุงพันธุโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบโดยวิธีดั้งเดิม (conventional breeding)
วธีิการปรับปรุงพันธุโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบโดยวิธีดั้งเดิมที่นิยมทํ ากันมาก คือ

วิธีทางออม (indirect selection) ดจูากลักษณะคาของ SCC โคนมที่มีคา SCC สูงกแ็สดงวาสัตวตัว
นัน้เปนโรคเตานมอักเสบอยูในระดับความรุนแรงที่สูงตามดวย ซ่ึงการคัดเลือกโดยดูจากคา SCC นี้
มขีอดกีวาการคัดเลือกโดยดูจากลักษณะการเปนโรคเตานมอักเสบโดยตรง เนือ่งจากคา SCC
สามารถบอกวาโคนมเปนโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการได (sub clinical) ซ่ึงถาคัดเลือกจาก
ลักษณะการเปนโรคเตานมอักเสบโดยตรงก็จะคัดเลือกไดแตโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการเทา
นัน้ นอกจากนี้คาอัตราพันธุกรรม (heritability) ของลักษณะ SCC สูงกวาคาอัตราพันธุกรรมของ
ลักษณะโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (Shook and Schutz., 1994)  คาสหสัมพันธทางพันธุ
กรรม (genetic correlation) ระหวางลักษณะ SCC กับ ลักษณะโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ มี
คาสูงถึง 0.6-0.8 ดวยเหตุผลทั้งหมดที่กลาวมาจึงสามารถใชลักษณะ SCC มาปรับปรุงพันธุโคนมให
ตานทานโรคเตานมอักเสบได

การปรับปรุงพันธโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบจากลักษณะ SCC โดยนิยมแปลงคา
SCC ใหเปนคา somatic cell score (SCS) เพราะการกระจายของลักษณะ SCC เปนกราฟเบ
(skewness)  จงึตองทํ าการแปลง (transform) จากคา SCC ใหเปน SCS ดวยวิธี logarithm ฐาน 2 (Ali
and Shook., 1980) จะท ําใหไดการกระจายเปนแบบปกติ (normal distribution) วธีิการแปลงนี้เปน
วิธีของ DHI Dairy Records Processing Centers ในประเทศสหรัฐอเมริกาซึ่งใชวิธีนี้ตั้งแตป ค.ศ.
1983 เปนตนมา (Shook and Schutz., 1994)  โดยมีหลักการคราว ดังนี้ คา SCC เทากับ 100 เซลลตอ
ไมโครลิตร ใหมีคา SCS เทากับ 3 ทุก ๆ 1 unit ของ SCS ทีเ่พิ่มหรือลด จะหมายถึงคา SCC ที่เพิ่ม
ขึน้หรือลดลงเทาตัว เชน  SCS เทากับ 2 หมายถึง SCC เทากับ 50, SCS เทากับ 4 และ 5 หมายถึง
SCC เทากับ  200 และ 400 ตามลํ าดับ

2.5  การปรับปรุงพันธุโดยใช Marker ชวยในการคัดเลือก (Marker-Assisted Selection)
Marker-Assisted Selection (MAS) เปนการใช genetic markers ซ่ึงเปนชิ้นสวนของดีเอ็นเอ

ที่อยูใกล ๆ หรือเปนสวนหนึ่งของยีนที่มีผลตอลักษณะปรากฎของสัตวมาใชคัดเลือกสัตวใหมี
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ลักษณะตามตองการ MAS มปีระโยชนมากในการปรับปรุงลักษณะเชิงปริมาณ เชน ลักษณะการ
ตานทานโรค เปนตน การปรับปรุงพันธุโดยวิธี  MAS เหมาะที่จะนํ ามาใชกับลักษณะที่ตองการปรับ
ปรุงนั้นมีคาอัตราพันธุกรรม (heritability) และความถี่ยีนในระดับตํ่ า (Shook, 1989 and Russell and
Thompson, 1990)  เพิม่ความแมนยํ าในการคัดเลือก ลด generation interval และประหยดักวาการ
คดัเลอืกโดยวิธีแบบดั้งเดิม จึงมีความเหมาะสมที่จะนํ ามาใชในการปรับปรุงพันธุกรรมใหสัตวตาน
ทานโรคโดยเฉพาะโรคเตานมอักเสบซึ่งมีคาอัตราพันธุกรรมเทากับ 0.15 (Uribe et al., 1995) ซ่ึง
ตางกับวิธีการปรับปรุงพันธุแบบดั้งเดิมที่จะมีประสิทธิภาพเมื่อคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะนั้น 
ๆ อยูในระดับสูง ดังนั้นวิธี MAS จงึเขามามีบทบาทสํ าคัญในการปรับปรุงพันธุกรรมของลักษณะที่
ไมสามารถปรับปรุงพันธุกรรมดวยวิธีแบบดั้งเดิมได genetic markers ทีน่ ํามาใชในการปรับปรุง
พนัธสัตวมีอยูหลายตัว คือ ยีน BoLA class I  (Aarestrup et al., 1995, Weigel et al., 1990 and
Larsen et al., 1985), ยนี BoLA class II และ microsatellite (Ashwell et al., 1996)  จากการศึกษา ยีน
BoLA class I พบวาอัลลีล A11 มีความสัมพันธกับคา ln SCC ที่ตํ่ า (Aarestrup et al., 1995) นั่นคือมี
โอกาสเปนโรคเตานมอักเสบนอย ขณะที่โคที่มีอัลลีล A16 จะเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดง
อาการไดงาย (Larsen et al., 1985) และจากการศึกษาของ Weigel et al., (1990) พบวาโคที่มีอัลลีล
W11 มโีอกาสเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการไดตํ่ า และโคที่มีอัลลีล W16 มีโอกาสเปนโรค
เตานมอักเสบแบบแสดงอาการไดงาย ดงัตารางที่ 2.1
ตารางที่ 2.1 ความสัมพันธของอัลลีลของยีน BoLA-A

อัลลีล การเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ1

W19(W6) .14 ± .21
W14(W8) -.14 ± .22
W15(W8) .22 ± .25

W27 -.30 ± .29
W11 -.77** ± .30

W31(W30) .26 ± .39
W16 .40 ± .29

W20A -.09 ± .15
EU28D .28 ± .29

1คาเฉลี่ย ± S.D.,  ** P<.01
1ที่มา Weigel et al., (1990)
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 และจากการศึกษา  microsatellite ทัง้หมด 20 ตวั ซ่ึงกระจายอยูบนโครโมโซม 5 แทงคือแทงที่ 4, 8,
13, 17 และ 23 พบ microsatellite ทีเ่ชื่อถือไดทางสถิติวามีความสัมพันธกับคา SCC คือ
microsatellite ทีช่ื่อวา 513 พบวามี polymorphism 11 อัลลีล และจากแผนที่ยีน (gene mapping)พบ
วา  microsatellite 513 นีอ้ยูบนโครโมโซมแทงที่ 23 และอยูใกลกับยีน BoLA ดวย (Ashwell et al.,
1996) เปนการสนับสนุนใหเห็นวากลุมของยีนบริเวณ BoLA นัน้ สามารถนํ ามาใชเปน MAS ใน
การปรบัปรงุพันธุสัตวได ดังนั้นงานวิจัยในปจจุบันจึงมุงเนนไปที่การศึกษายีน BoLA โดยเฉพาะ
อยางยิ่งยีน BoLA class II (BoLA DRB3.2) ซ่ึงจะกลาวโดยละเอียดตอไป

2.6  Major Histocompatibility Complex (MHC)
ลักษณะการเปนโรคหรือไมเปนโรคของสัตว (disease resistant) เปนลักษณะเชิงปริมาณถูก

ควบคมุดวยยีนหลายคู ซ่ึงการที่สัตวเปนโรคหรือไมเปนโรคในระดับความรุนแรงที่แตกตางกันไป
อาจเปนผลมาจากการที่สัตวเหลานั้นไดรับเชื้อที่กอใหเกิดโรคตางชนิดกัน (Jain, 1979) หรือยัง
ปจจยัอ่ืน ๆ อีกหลายปจจัยที่เปนสาเหตุ แตอยางไรก็ตามปจจัยที่สํ าคัญไมยิ่งหยอนไปกวากันก็คือ
ปจจยัทางดานพันธุกรรมซึ่งในสัตวก็คือระบบภูมิคุมกันของรางกาย ระบบภูมิคุมกันของรางกายมี
หนาทีท่ีสํ่ าคัญในการควบคุมการติดเชื้อโดยจะมีบทบาทในการตอบสนองของระบภูมิคุมกัน ทํ า
หนาที่เปน antigen presenting cell (APC) อยูบริเวณผิวเซลล  ซ่ึงอยูภายใตการควบคุมของยีนที่เรียก
วา major histocompatibility complex (MHC) ในหนู MHC จะอยูบนโครโมโซมคูที่ 17 (Hood et
al., 1983) ในคนจะเรียก MHC วา HLA จะอยูบนโครโมโซมคูที่ 6 สวนในโคนม MHC นี้อยูบน
โครโมโซมคูที่ 23  บริเวณ short arm แบงไดเปน 2 class คือ Class I และ Class II molecules  ซ่ึง
แบงตาม cell surface glycoprotein  Class I และ Class II molecules  จะแตกตางกันที่หนาที่
(functional)  ทางชีวเคมี(biochemical) และอวัยวะที่พบเซลลนี้อยู  Class I molecules  จะเสนอ
แอนติเจน (present antigen) ใหกับ CD8+ lymphocytes (predominantly cytotoxic T cells)  สวน
Class II molecules  จะเสนอแอนติเจนใหกับ CD4+ lymphocytes (prodominantly T-helper cells)
ในโคนม class I antigens จะถูกควบคุมดวย  BoLA-A locus (Stear et al., 1982) โดย Class II มี
อยางนอย 12 loci แบงไดเปน  2 บริเวณ คือ Class IIa  และ Class IIb  โดย Class IIa ประกอบไป
ดวย 8 loci คือ DRA, DRB1, DRB2, DRB3, DQA, DQA2, DQB1 และ DQB2 สวน Class IIb
ประกอบไปดวย 4 loci คือ DYA, DYB, DIB และ DOB (Lewin.,1996) จากการศึกษาพบวายีนที่อยู
บริเวณหรือใกลกับ MHC นีจ้ะมสีวนเกี่ยวของกับการลักษณะการตานทานโรคและลักษณะผลผลิต
(Weigel et al., 1990)
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2.7 การปรับปรุงพันธุกรรมโดยใชยีน BoLA-DRB3.2 เปน MAS ชวยในการคัดเลือก
ยีน BoLA-DRB3.2 เปนสวนหนึ่งของ MHC ทีเ่กีย่วของกับการตานทานโรคดังนั้นถาพบวา

ยีน BoLA-DRB3.2 มคีวามสมัพันธกับระบบภูมิคุมกันของรางกายสัตวก็นาที่จะนํ ามาใชเปน MAS
ชวนในการคัดเลือกสัตวใหตานทานโรคได Dietz et al. (1997a) ศกึษาถึงความสัมพันธของยีน
BoLA-DRB3.2 กบัระบบภูมิคุมกันพบวามีความสัมพันธกันดังนี้คือ อัลลีล BoLA-DRB3.2*8 มีผล
ท ําใหมีปริมาณเซลล mononuclear ลดลง แตปริมาณ IgM เพิ่มขึ้น  อัลลีล BoLA-DRB3.2*11 มีผล
ท ําใหมีปริมาณเซลล mononuclear ลดลงแต ปริมาณ IgG2 เพิ่มขึ้น  อัลลีล BoLA-DRB3.2*24 มีผล
ทํ าใหมีปริมาณ neutrophils และ IgG2 เพิ่มขึ้น  อัลลีล  BoLA-DRB3.2*22 และ อัลลีล BoLA-
DRB3.2*16  มีผลทํ าใหมีปริมาณเซลล mononuclear ลดลงแตปริมาณ IgM เพิ่มขึ้น อัลลีล BoLA-
DRB3.2*26 มผีลทํ าใหปริมาณ eosinophils เพิม่ขึ้นแตปริมาณ IgG2 ลดลง อัลลีล  BoLA-
DRB3.2*12, BoLA-DRB3.2*3 และ BoLA-DRB3.2*28 มผีลทํ าใหมีปริมาณ IgG2 เพิ่มขึ้น  จาก
ความสัมพันธของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันนี้เองจึงมีการศึกษาตอถึงความสัมพันธของยีน 
BoLA-DRB3.2  กับคา SCC ซ่ึงเปนตัวบงบอกถึงการระดับความรุนแรงของการเปนโรคเตานม
อักเสบ พบวา BoLA-DRB3.2*16 มีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของคา SCC  (Dietz et al., 1997b)
อัลลีล BoLA-DRB3.2*11, BoLA-DRB3.2*23, BoLA-DRB3.2*24, BoLA-DRB3.2*12 และ
BoLA-DRB3.2*11 สัมพันธกับความสามารถในการตานทานโรคเตานมอักเสบ โดย อัลลีล BoLA-
DRB3.2*23 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบไดสูงสุดในกลุมของประชากรโคนม (Kelm et al.,
1997)

การคัดเลือกโดยใช ยีน BoLA-DRB3.2 ยงัมีขอดีอีก  2 ประการคือ (1) ยีน BoLA-DRB3.2
มคีวามสัมพันธกับลักษณะการใหปริมาณนํ้ านม ไขมันและโปรตีน พบ อัลลีล ที่มีความสัมพันธอยู
13 อัลลีลในแลคเตชั่นที่ 1 คือ อัลลีล  BoLA-DRB3.2*3, BoLA-DRB3.2*7, BoLA-DRB3.2*8,
BoLA-DRB3.2*9, BoLA-DRB3.2*10, BoLA-DRB3.2*11, BoLA-DRB3.2*12, BoLA-
DRB3.2*16, BoLA-DRB3.2*22, BoLA-DRB3.2*23, BoLA-DRB3.2*24, BoLA-DRB3.2*26 และ
BoLA-DRB3.2*27 โดยพบความสัมพันธกันทั้งในเชิงลบและเชิงบวก เชน อัลลีล  BoLA-
DRB3.2*3 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได แตก็มีผลทํ าให ปริมาณนํ้ านม ไขมัน และโปรตีน
ลดลงไปดวย  อัลลีล BoLA-DRB3.2*7 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได แตกลับทํ าให
ปริมาณนํ้ านม ไขมัน และโปรตีนเพิ่มขึ้น  อัลลีล BoLA-DRB3.2*8 สามารถตานทานโรคเตานม
อักเสบได ปริมาณนํ้ านมและโปรตีนเพิ่มขึ้น  แตปริมาณไขมันลดลง  (Sharif et al., 1998b) ดังตา
รางที่ 2.2
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ตารางที่ 2.2 ความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3.2 กับลักษณะทางเศรษฐกิจ
อัลลีล ปริมาณนํ้ านม (กก.) ปริมาณไขมัน(กก.) ปริมาณโปรตีน (กก.)

คาเฉลี่ย (± SE) 8289±1725 307.7±67 264±52
DRB3.2*3 -8.2±170.9 7.7±7.0 1.2±5.1
DRB3.2*7 -117.4±222.7 -0.3±9.1 -2.1±6.7
DRB3.2*8 200.7*±92.1 6.95±3.8 7.8**±2.8
DRB3.2*11 35.54±100.4 5.5±4.1 3.1±3.0
DRB3.2*16 -104.3±137.1 -1.6±5.6 -3.5±4.1
DRB3.2*22 -205.5±114.6 -5.05±4.7 -6.75*±3.4
DRB3.2*23 -92.2±151.4 -4.9±6.2 -5.6±4.5
**P<.01 และ *P<.05
ที่มา Sharif et al., (1998b)

และ (2) ยีน BoLA-DRB3.2 มคีวามสัมพันธกับการเปนโรคตาง ๆ คือ  โรคเตานมอักเสบ โรครังไข
ฝอ โรครกคาง และโรคไขนํ้ านม โดยอัลลีล BoLA-DRB3.2*23 มคีวามสัมพันธกับการเกิดโรคเตา
นมอักเสบ โรครกคางไดงาย  แตตานทานโรคไขนํ้ านมไดดี  อัลลีล BoLA-DRB3.2*3 สามารถตาน
ทานโรครกคาง  อัลลีล BoLA-DRB3.2*16 สามารถตานทานโรครังไขฝอและโรคไขนํ้ านม อัลลีล
BoLA-DRB3.2*22 สามารถตานทานโรครังไขฝอได (Sharif et al., 1998a) ดังตารางที่ 2.3

ตาราง 2.3 ความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3.2 กับโรคตาง ๆ
อัลลีล โรคเตานมอักเสบ โรครังไขฝอ โรครกคาง โรคไขนํ้ านม

DRB3.2*3 - - 0.04(-) -
DRB3.2*16 - 0.03(-) - 0.07(-)
DRB3.2*22 - 0.03(-) - -
DRB3.2*23 0.023(+) - 0.09(+) 0.08(-)
ที่มา   Sharif et al., (1998a)

จากรายงานทั้งหมดที่กลาวมาสรุปไดวายีน BoLA-DRB3.2 สามารถใชเปน MAS ไดเนื่อง
จาก พบวา อัลลีล BoLA-DRB3.2 มคีวามสัมพันธกับการเปนโรคเตานมอักเสบโดยมีความสัมพันธ
กับคา SCC (Dietz et al., 1997b)  สัมพันธกับระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Dietz et al., 1997a) นอก
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จากนี้อัลลีล BoLA-DRB3.2 ยงัมคีวามสัมพันธกับลักษณะทางเศรษฐกิจ เชน โปรตีน ปริมาณนํ้ านม
เปนตน (Starkenburg et al., 1997) และยังสัมพันธกับโรคอื่น ๆ อีกดวย (Sharif et al., 1998) โดยพบ
วาอัลลีลของยีน BoLA-DRB3.2 ทีต่างกันจะมีความสามารถในการตานทานโรคเตานมอักเสบไดใน
ระดับที่ตางกัน  และอัลลีลของยีน BoLA-DRB3.2 ที่ตางกันยังมคีวามสัมพันธกับลักษณะทาง
เศรษฐกิจที่ระดับตางกัน เชน บางอัลลีลใหโปรตีนตํ่ า บางอัลลีลใหโปรตีนสูง เปนตน นอกจากนี้
อัลลีลของยีน BoLA-DRB3 ทีต่างกนัจะมีความสามารถในการตานทานโรคใดโรคหนึ่งไดในระดับ
ที่ตางกัน  (Sharif et al., 1998a)   จากความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3 กับลักษณะตาง ๆ ที่ราย
งานมาสามารถนํ ามาประยุกตใชใหสามารถปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหตานทานตอโรคเตานม
อักเสบ โดยที่ไมทํ าใหสัตวในฝูงมีผลผลิตตํ่ าลง(โปรตีน ไขมัน ปริมาณนํ้ านม) หรือมีโอกาสเปน
โรคใดโรคหนึ่งเพิ่มขึ้น ซ่ึงถือเปนขอดีที่สํ าคัญของการประยุกตใช MAS



บทท่ี 3
วิธีการดํ าเนินการวิจัย

3.1 การเก็บรวบรวมขอมูลการเปนโรคเตานมอักเสบของแมโคนมที่ใชในการศึกษา
      3.1.1 ทํ าการเก็บรวบรวมขอมูลการเปนโรคเตานมอักเสบของแมโคนมที่ใชในการศึกษาทุกตัว
โดยดูจากบันทึกของขอมูลการรักษาโรคโรคเตานมอักเสบ
       3.1.2 วิเคราะหขอมูลเพื่อแบงโคออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่เปนโรคโรคเตานมอักเสบ กับกลุมที่
ไมเคยเปนโรคโรคเตานมอักเสบ

3.2 การตรวจสอบลักษณะพันธุกรรมของการเกิดโรคโรคเตานมอักเสบโดยเทคนิค
      nested PCR-RFLP

        3.2.1 การเจาะเลือด
อุปกรณ

1. เข็มฉีดยา
2. eppendorf 1.5 ml.

สารเคมี
1. 0.5M EDTA

วิธีทํ า
1. นํ าหลอด eppendorf ขนาด 1.5 ml. ที่มี 0.5M EDTA  อยู 10 µl. ไปเก็บตัวอยางเลือดโค 1

ml.
2. นํ าเลือดไปสกัด ดีเอ็นเอ หรือเก็บไวที่ -20OC

        3.2.2 การสกัด ดีเอ็นเอ (Starkenburg et al.,1997)
อุปกรณ

1. เครื่องปนเหวี่ยง
2. eppendorf 1.5 ml.

สารเคมี
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1. 0.1N NaOH
2. 2M NaCl
3. Sterile Distilled Water (SDW)

วิธีทํ า
1. นํ าตัวอยางเลือดทีเ่ก็บตามขอ 3.2.1 มา 250 µl. ใสในหลอด eppendorf  แลวเติม  SDW 1

ml.
2. นํ าไปเหวี่ยงที่ 10,000 g นาน  1 นาที (ทํ า 2 คร้ัง)
3. ทํ าการละลายตะกอนดวย 0.1N NaOH 10 µl. และ 2M NaCl 10 µl.
4. นํ าไปไวที่ 95 OC นาน 2 นาที
5. นํ าไปเหวี่ยงที่ 10,000 g นาน  1 นาที
6.เก็บสวนใสซึ่งมี ดีเอ็นเอ อยู  แลวเจือจาง ดีเอ็นเอ ดวย SDW 100 µl.   นํ าไปเก็บที่ -20OC

        3.2.3 การเพิ่มจํ านวนชิ้นสวน ดีเอ็นเอ ดวยวิธี  nested Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Gilliespie et al., 1999)
อุปกรณ

1. เครื่อง Thermal cycle
สารเคมี

1. primers 3 ตัว ไดแก
-HLO30 (5’-ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3’)
  ที่มีความเขมขน = 5 µM หรือ 5 mM/µl.
-HLO31 (5’-TTTAAATTCGCGCTCACCTCGAAGCT-3’)
  ที่มีความเขมขน = 5 µM หรือ 5 mM/µl.
-HLO32 (5’-TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC-3’)
  ที่มีความเขมขน = 5 µM หรือ 5 mM/µl.

2. 1 mM dNTP (Gibco BRL)
3. 10X PCR buffer with (NH4)2SO4 (Fermentas)
     (200 mM (NH4)2SO4, 750 mM Tris-HCl pH 8.8 at 25OC, 1เปอรเซ็นต Tween 20)
4. 25 mM MgCl2(Fermentas)
5. steriled H2O
6. Taq DNA polymerase (5U/µl.) (Fermentas)
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วิธีทํ า
reaction 1 (ปริมาตรรวม 25µl.)

1.ทํ าการผสมสวนผสมเหลานี้ใหเขากัน
primer HLO30 1.0 µl.
primer HLO31 1.0 µl.
dNTP 2.0 µl.
10X PCR buffer with (NH4)2SO4 1.5 µl.
MgCl2 2.0 µl.
steriled H2O 16.9 µl.
Taq DNA polymerase 0.2 µl.
ดีเอ็นเอ                                1.0 µl.

2. นํ าเขาเครื่อง Thermal cycle โดยตั้งอุณหภูมิดังนี้
95 OC 270 วินาที
95 OC 90   วินาที
65 OC 120 วินาที               10 รอบ
72 OC 60   วินาที

                            72 OC 5 นาที
reaction 2  (ปริมาตรรวม 25 µl.)
1.ทํ าการผสมสวนผสมเหลานี้ใหเขากัน

primer HLO30 1.25 µl.
primer HLO32 1.25 µl.
dNTP 2.5 µl.
10X PCR buffer with (NH4)2SO4 1.5 µl.
MgCl2 2.5 µl.
 steriled H2O 14.8 µl.
Taq DNA polymerase 0.2 µl.
ดีเอ็นเอจาก reaction ที่ 1      1.0 µl.

2. นํ าเขาเครื่อง Thermal cycle โดยตั้งอุณหภูมิดังนี้
95 OC 90 วินาที
65  OC 30 วินาที
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72 OC 60 วินาที
ทํ าทั้งหมด 35 รอบ  แลวตามดวย   72 OC 5 นาที

        3.2.4 การตัดดวย เอนไซมตัดจํ าเพาะ
อุปกรณ

1. อางควบคุมอุณหภูมิ
2. eppendorf 1.5 ml.

สารเคมี
1. เอนไซม Rsa I, HaeIII และ BstYI (Fermentas)
2. reaction buffer (Fermentas)

วิธีทํ า
1. แบง PCR-product จากขั้นตอนที่ 3.2.3  ออกมาใสหลอด eppendorf  3 หลอด ๆ ละ 5 µl.
2. แตละหลอดใสเอนไซมแตละชนิด ไดแก Rsa I, HaeIII และ BstYI โดยใสหลอดละ10 U

และใส  10X reaction buffer หลอดละ 1 µl. แลวเติมนํ้ าใหได 10 µl.
3. หลอดที่ใส Rsa I และ HaeIII  นํ าไปบมที่ 37 OC  สวนหลอดที่ใส BstYI นํ าไปบมที่

50 OC  ทิ้งไวขามคืน

        3.2.5 การทํ า polyacrylamide gel electrophoresis (Gilliespie et al., 1999)
อุปกรณ

1. ชุดอุปกรณการทํ า gel electrophoresis
2. power supply
3. UV-transluminator
4. กลองถายรูป

สารเคมี
1. 40 เปอรเซ็นต acrylamide
2. 2 เปอรเซ็นต bisacrylamide
3. TBE buffer (0.9M Tris.base, 0.09M boric acid, 2.5 mM EDTA, pH8.3)
4. TEMED
5. 10% amoniumpersulfate
6. 1.0 µg/ml. ethidium bromide
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7. 6Xdye (bromophenol blue กับ xylene cyanol FF)
8. 25 bps marker (Gibco BRL)

วิธีทํ า
1. ผสม acrylamide 3 ml. bis-acrylamide 2 ml. นํ้ า 3.9 ml. TEMED 5 µl.

amoniumpersulfate 100 µl.  แลวเทลงในอุปกรณการเตรียมเจลซึ่งจะไดแผนเจลที่มีความเขมขน 12
เปอรเซ็นต

2. นํ าผลการตัดดวยเอนไซมตามขั้นตอนที่ 3.2.4 มาเติม dye จํ านวน 2 µl.  เพื่อชวยใหมอง
เห็นขณะ run บน polyacrylamide  gel

3. ประกอบชุด electrophoresis แลวดูดสารทีไ่ดจากขอ 2 มา 5 µl.  หยอดลงในหลุมของ
แผนเจล

4. เปดกระแสไฟฟา 25 mA นาน 55 นาที
5. นํ าแผนเจลมายอมดวย ethidium bromide นาน 20 นาที
6. จากนัน้น ําแผนเจลไปสองดูแถบเรืองแสงภายใตแสงความยาวคลื่น 300 nm. (UV) เพื่อ

จ ําแนกลักษณะอัลลีลของยีน  BoLA-DRB3 แลวถายรูป

3.3 การวิเคราะหขอมูล
       3.2.1 การหาความถี่ยีนของประชากร  (Falconer and Mackay, 1996)
                                Hi  =   Σni / N

  โดยที่   Hi      =  ความถี่อัลลีลที่ i
               ni      =  จ ํานวนของสัตวที่พบอัลลีลที่ i

  N     =  จ ํานวนสัตวทั้งหมด
       3.2.2 การใช PROC GENMOD ใน  SAS6.12 โดยใชหลักการของ Logistic regression  ดังนี้
                 log (Pi/(1-Pi)     =  β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 +…+ βiXi + βij

เมื่อ   Pi     =   คาความนาจะเปน (probability) ของการเกิดโรคเตานมอักเสบ
                      β0    =  จดุตัดแกน y (intercept)
β1, β2, β3,…, βi   =  คาสัมประสิทธิ์ regression ของอัลลีล ที่ 1, 2, 3…,i เมื่อ i = 1, 2, 3…,12
X1, X2,X3 ,…,Xi   =  ตัวแปรดัมมีของการปรากฏอัลลีล ที่ 1, 2, 3,…,i เมื่อ i = 1, 2, 3…,12
                    eik     =  คาความคลาดเคลื่อน (random error term)
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ความนาจะเปนของการเกิดโรคเตานมอักเสบจาก อัลลีล ตาง ๆ (pi) ค ํานวณไดโดย

   pi = eβ0+ βi/(1+ eβ0+ βi)
เมื่อ   β0  = เปนคา estimate ของ intercept
            βi  =  เปนคา estimate ของ regression coefficient ของอัลลีล
          e  =  exponential

3.4 สถานที่ทํ าการทดลอง
         ฟารมมหาวิทยาลัย อาคารเครื่องมือ 2  อาคารเครื่องมือ 3  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี
          คณะสัตวศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน

3.5 ระยะเวลาทํ าการทดลอง
เร่ิมทดลองตั้งแตวันที่ 1 ธันวาคม พ.ศ.2544 ถึง 31 สิงหาคม พ.ศ.2545



บทท่ี 4
ผลการทดลอง

4.1 ผลการทดลองที่เปนตัวอยางแถบ ดีเอ็นเอ
จากการทดลองเจาะเลือดโคนม 103 ตัว มาสกัด ดเีอ็นเอ และทํ า PCR ตดัดวยเอนไซม 3 ตัว

คือ RsaI, BstYI และ HaeIII เพือ่กํ าหนดรูปแบบอัลลีลไดผลดังตารางที่ 1, 2 และผลบางสวนแสดง
ในภาพที่ 4.1-4.4

ภาพที่ 4.1 แสดงตัวอยาง
       lane ที่ 1-7 แสดงผล
                         และใช H
       lane ที่ 8    คือขนาด

1 6
ผลขอ
ของกา
LO30
ของ M
2

งแถบด
รทํ า n
, HLO
arker 
3

ีเอ็นเอ
ested P
31 แล
pBR32
4

ที่ไดจาก
CR โดย
ะ HLO3
2/MspI
5

การท
ใชดเีอ
2 เปน
ํ า neste
็นเอจา
ไพรเม
7

d PCR
กเลือด
อร
8

 (3% agarose gel)
โคเปน template
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ภาพที่ 4.2 แสดงตวัอยางผลขอ
                 (12%polyacrylamid
        lane ที่ 1-4 แสดงผลของก
        lane ที่ 5    คือขนาดของ M

ภาพที่ 4.3 แสดงตวัอยางผลขอ
                 (12% polyacrylamid
       lane ที่ 1-4 แสดงผลของกา
       lane ที่ 5    คือขนาดของ M

2 3 4

1

1

งแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซม BstYI
e gel)
ารนํ า ดเีอ็นเอ ทีไ่ดจากการทํ า nested PCR  มาตัดดวยเอนไซม BstYI
arker 25 bp

4

งแถบดีเอ็น
e gel)
รนํ า ดเีอ็น
arker 25 b
2

เอที่ไดจ

เอ ทีไ่ดจ
p

3

ากการตัด

ากการท
ดวยเอนไซ

ํ า nested PC
5

5

ม RsaI

R  มาตัดดวยเอนไซม RsaI
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ภาพที่ 4.4 แสดงตวัอย
                 (12%polya
      lane ที่ 1-5 แสดงผ
                        มาตัดด
      lane ที่ 6    คือขนา

4.2 รูปแบบของอัลลีลท
 พบวายีน BoL
ตัวมี 48 อัลลีล ดังนี้ (e
gaa, gbd, gea, h(acd)
mba, mea, n(acd)a, n(
(acd)d, sbd, sbe, see, v
ทีม่รีายงานวจิัยไวแลว
DRB3.2*2, DRB3.2
DRB3.2*15, DRB3.2
DRB3.2*32, DRB3.2
DRB3.2*48, DRB3.2
และมีอัลลีลที่ไมปราก
(ef)bc, gaa, gbd, j(acd
sbd, sbe, see, v(acd)a 

2 3
1
างผลของแ
crylamide 
ลของการน
วยเอนไซม
ดของ Mar

ีพ่บในฝูง
A-DRB3.

f)(acd)a, (
a, hba, iba
acd)c, nba
(acd)a, vb
นั้นพบวาม
*4, DRB
*16, DR
*33, DR
*50, DRB
ฎวามีรายง
)a, k(acd)

 และ  x(ac
ถบดีเอ็น
gel)
ํ า ดเีอ็น
 HaeIII

ker 25 b

โคนม
2 ของสัต
ef)(acd)c
, j(acd)
, nbf, ne
a, w(acd
ีรูปแบบ
3.2*7, 

B3.2*22
B3.2*36
3.2*51, 
านมากอ
c, kba, l
d)a  ดงัแ
เอที่ไดจาก

เอ ทีไ่ดจาก

p

วภายในฝ
, (ef)(acd)d
a, j(acd)b, 
a, o(acd)a
)a, wba, x(
ที่เหมือนกับ
DRB3.2*8

, DRB3.2*
, DRB3.2*
DRB3.2*5
น 22 อัลลีล
(acd)a, me
สดงในตาร
4

การตัดดวย

การทํ า nes

ูงโคนมของ
, (ef)(acd)
jbd, k(acd
, obb, q(ac
acd)a และ
ที่มีรายงาน
, DRB3.
23, DRB
41, DRB
2 และ D
 ดังนี้คือ อ

a, n(acd)a,
างที่ 4.2
5

เอนไซมH

ted PCR

มหาวิทยา
f, (ef)bc, a
)c, kba, kb
d)c, r(acd)
 xba  เมือ่น
ไวแลวอย

2*11, DR
3.2*25, D
3.2*43, D
RB3.2*54 
ัลลีล r(acd

 n(acd)c, n
6

aeIII

ลัยเทคโนโลยีสุรนารี 103
ba, bba, c(acd)a, g(acd)a,
f, l(acd)a, lba, m(acd)a,

a, rec, s(acd)a, s(acd)c, s
ํ าอัลลีลเหลานี้มาเทียบกับ
ู 26  อัลลีล ดังตอไปนี้
B3.2*12, DRB3.2*13,

RB3.2*28, DRB3.2*30,
RB3.2*46, DRB3.2*47,
 ดังแสดงในตารางที่ 4.1
)a, (ef)(acd)d, (ef)(acd)f,
ea, rec, s(acd)c, s(acd)d,
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ตารางที่ 4.1 รูปแบบของ ดีเอ็นเอ ทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซม RsaI, BstYI และ HaeIII และอัลลีล ที่
พบและเทียบไดจากรายงานอื่น ๆ

ลํ าดับที่ RsaI1 BstYI2 HaeIII3 อัลลีลที่พบ อัลลีลที่เทียบได4

1 b b a bba DRB3.2*2
2 c acd a c(acd)a DRB3.2*4
3 ef acd c (ef)(acd)c DRB3.2*7
4 ef acd a (ef)(acd)a DRB3.2*8
5 g e a gea DRB3.2*11
6 h acd a h(acd)a DRB3.2*12
7 h b a hba DRB3.2*13
8 i b a iba DRB3.2*15
9 j b d jbd DRB3.2*16
10 m b a mba DRB3.2*22
11 n b a nba DRB3.2*23
12 o acd a o(acd)a DRB3.2*25
13 o b b obb DRB3.2*28
14 q acd c q(acd)c DRB3.2*30
15 m acd a m(acd)a DRB3.2*32
16 n b f nbf DRB3.2*33
17 l b a lba DRB3.2*36
18 a b a aba DRB3.2*41
19 k b f kbf DRB3.2*43
20 v b a vba DRB3.2*46
21 w acd a w(acd)a DRB3.2*47
22 w b a wba DRB3.2*48
23 x b a xba DRB3.2*50
24 g acd a g(acd)a DRB3.2*51
25 s acd a s(acd)a DRB3.2*52
26 j acd b j(acd)b DRB3.2*54
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หมายเหตุ
1= van Eijk et al., 1992, Gelhaus et al., 1995 และ  Maillard et al., 1999
2 = van Eijk et al., 1992
3 = van Eijk et al., 1992  และ  Gelhaus et al., 1995
4 =  อัลลีลที่มีรายงานไวโดย van Eijk et al., 1992, Gelhaus et al., 1995
        และ  Maillard et al., 1999

ตารางที่ 4.2 รูปแบบของ ดีเอ็นเอ ทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซม RsaI, BstYI และ HaeIII และอัลลีล ที่
พบซึ่งไมมีรายงานไวกอน

ลํ าดับที่ RsaI1 BstYI2 HaeIII3 อัลลีลที่พบ
1 ef acd d (ef)(acd)d
2 ef acd f (ef)(acd)f
3 ef b c (ef)bc
4 g a a gaa
5 g b d gbd
6 j acd a j(acd)a
7 k acd c k(acd)c
8 k b a kba
9 I acd a l(acd)a
10 m e a mea
11 n acd a n(acd)a
12 n acd c n(acd)c
13 n e a nea
14 r acd a r(acd)a
15 r e c rec
16 s acd c s(acd)c
17 s acd d s(acd)d
18 s b d sbd
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ตารางที่ 4.2 (ตอ)
ลํ าดับที่ RsaI1 BstYI2 HaeIII3 อัลลีลที่พบ

19 s b e sbe
20 s e e see
21 v acd a v(acd)a
22 x acd a x(acd)a

หมายเหตุ
1= van Eijk et al., 1992, Gelhaus et al., 1995 และ  Maillard et al., 1999
2 = van Eijk et al., 1992
3 = van Eijk et al., 1992  และ  Gelhaus et al., 1995

4.3 ความถี่ยีนของอัลลีล พบในประชากรโคนม
ตารางที่ 4.3  ความถี่ยีนของอัลลีลที่พบในประชากรโคนมที่ศึกษา
       ลํ าดับที่         อัลลีล ความถี่ยีน ความถี่ยีนสะสม

1 DRB3.2*11 0.087 0.087
2 DRB3.2*16 0.087 0.174
3 DRB3.2*8 0.078 0.252
4 DRB3.2*22 0.058 0.310
5 DRB3.2*51 0.049 0.359
6 DRB3.2*52 0.049 0.408
7 DRB3.2*23 0.039 0.447
8 DRB3.2*7 0.039 0.486
9 DRB3.2*12 0.029 0.515
10 DRB3.2*32 0.029 0.544
11 DRB3.2*46 0.029 0.573
12 n(acd)a 0.029 0.602
13 DRB3.2*33 0.019 0.621
14 DRB3.2*4 0.019 0.640
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ตารางที่ 4.3 (ตอ)
ลํ าดับที่ อัลลีล ความถี่ยีน ความถี่ยีนสะสม

15 DRB3.2*50 0.019 0.659
16 DRB3.2*54 0.019 0.678
17 mea 0.019 0.697
18 (ef)(acd)d 0.010 0.707
19 (ef)(acd)f 0.010 0.717
20 (ef)bc 0.010 0.727
21 DRB3.2*13 0.010 0.737
22 DRB3.2*15 0.010 0.747
23 DRB3.2*2 0.010 0.757
24 DRB3.2*25 0.010 0.767
25 DRB3.2*28 0.010 0.777
26 DRB3.2*30 0.010 0.787
27 DRB3.2*36 0.010 0.797
28 DRB3.2*41 0.010 0.807
29 DRB3.2*43 0.010 0.817
30 DRB3.2*47 0.010 0.827
31 DRB3.2*48 0.010 0.837
32 gaa 0.010 0.847
33 gbd 0.010 0.857
34 j(acd)a 0.010 0.867
35 k(acd)c 0.010 0.877
36 kba 0.010 0.887
37 l(acd)a 0.010 0.897
38 n(acd)c 0.010 0.907
39 nea 0.010 0.917
40 r(acd)a 0.010 0.927
41 rec 0.010 0.937
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ตารางที่ 4.3 (ตอ)
ลํ าดับที่ อัลลีล ความถี่ยีน ความถี่ยีนสะสม

42 s(acd)c 0.010 0.947
43 s(acd)d 0.010 0.957
44 sbd 0.010 0.967
45 sbe 0.010 0.977
46 see 0.010 0.987
47 v(acd)a 0.010 0.997
48 x(acd)a 0.010 1.000

จากตารางที่ 4.3  สรุปไดวาอัลลีล DRB3.2*11 และ DRB3.2*16 มคีวามถี่ยีนสูงที่สุด คือมีอยูใน
ประชากร 8.7 เปอรเซ็นตเทากัน รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*8, DRB3.2*22, DRB3.2*51  และ
DRB3.2*52  ซ่ึงมีความถี่ยีนเทากับ 7.8, 5.8, 4.9 และ 4.9 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ เมื่อคิดทั้ง 6 อัลลีล
รวมกนัจะมีความถี่ยีนอยูในประชากรคือ  40.8 เปอรเซ็นตของประชากรทั้งหมด สวนอัลลีลที่มี
ความถี่ยีนมากกวา 2 เปอรเซ็นต มอียูทั้งหมด 12 อัลลีล และคิดเปน 60.2 เปอรเซ็นตของประชากร
ทั้งหมด อัลลีลดังกลาวทั้ง 12 อัลลีล คือ DRB3.2*11, DRB3.2*16, DRB3.2*8, DRB3.2*22,
DRB3.2*51, DRB3.2*52, DRB3.2*23, DRB3.2*7, DRB3.2*12, DRB3.2*32, DRB3.2*46 และ   
n(acd)a
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4.4 การวิเคราะหอิทธิพลของอัลลีล
น ําอัลลีลที่มีความถี่ยีนมากกวา 2 เปอรเซ็นตไปวิเคราะหโปรแกรม SAS 6.12 โดยใชคํ าสั่ง

Proc GENMOD เพือ่วิเคราะหหาอิทธิพลของอัลลีลไดผลดังตารางที่ 4.4 และตารางที่ 4.5

ตารางที่ 4.4 ผลการวิเคราะหอิทธิพลของอัลลีลจากการใช Proc GENMOD

ลํ าดับ อัลลีล ตวัประมาณ
คาประมาณ

(β0+ βi) SE
ความนาจะเปนของการ
เปนโรคเตานมอักเสบ

(p)
0  intercept β0 -26.365 1.06
1 DRB3.2*12 β1 -26.365 306617.19 3.545649X10-12

2 DRB3.2*32 β2 -26.365 306617.19 3.545649X10-12

3 DRB3.2*46 β3 -26.365 306617.19 3.545649X10-12

4 n(acd)a β4 -26.365 306617.19 3.545649X10-12

5 DRB3.2*8** β5 -1.9459 0.00 0.125001
6 DRB3.2*11** β6 -1.2527 1.34 0.222233
7 DRB3.2*16** β7 -1.2527 1.34 0.222233
8 DRB3.2*22** β8 -0.6931 1.38 0.333344
9 DRB3.2*51** β9 -0.4054 1.41 0.400016
10 DRB3.2*23** β10 0.0000 1.46 0.500000
11 DRB3.2*52** β11 0.4055 1.41 0.600008
12 DRB3.2*7** β12 1.0986 1.57 0.749997

** P<0.01 จากการทดสอบ chi-square test
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ตารางที่ 4.5 ผลการวิเคราะหอัลลีล, คาประมาณ, คาความนาจะเปน, ความถี่ยีน, จ ํานวนตัวที่เปน
โรคเตานมอักเสบ และจํ านวนสัตวที่ไมเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
ลํ าดับ อัลลีล ความนาจะเปนโรค

จากการคํ านวณ
สัดสวนการเปนโรค
จากสัตวที่พบจริง

ความถี่
อัลลีล

เปนโรค
(ตัว)

ไมเปนโรค(ตัว) รวม(ตัว)

1 DRB3.2*8 0.125001 0.125000 0.078 1 7 8
2 DRB3.2*11 0.222233 0.22222 0.087 2 7 9
3 DRB3.2*16 0.222233 0.22222 0.087 2 7 9
4 DRB3.2*22 0.333344 0.33333 0.058 2 4 6
5 DRB3.2*51 0.400016 0.40000 0.049 2 3 5
6 DRB3.2*23 0.500000 0.50000 0.039 2 2 4
7 DRB3.2*52 0.600008 0.60000 0.049 3 2 5
8 DRB3.2*7 0.749997 0.75000 0.039 3 1 4

รวม 0.515 17 33 50

จากตารางที่ 4.4 และ 4.5 สรุปไดวา อัลลีล DRB3.2*8  มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
ดวยความนาจะเปนตํ่ าสุดคือเทากับ 12.5 เปอรเซ็นต รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*11 และ
DRB3.2*16  ดวยความนาจะเปน  22.2 เปอรเซ็นตเทากัน รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*22,
DRB3.2*51, DRB3.2*23, DRB3.2*52  และ  DRB3.2*7  ดวยความนาจะเปน 33.3, 40.0, 50.0,
60.0  และ 75  เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ
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บทท่ี 5
วิจารณผลการทดลอง

1. การกระจายตัวของยีน
 จากการศึกษาไดพบวายีน BoLA-DRB3 มีอัลลีลทั้งหมด 48 อัลลีล ซ่ึงตรงกับที่มีรายงานไว
แลวโดย van Eijk et al., (1992), Gelhaus et al., (1995) และ Maillard et al., (1999)  อยู 26 อัลลีล
คือ DRB3.2*2, DRB3.2*4, DRB3.2*7, DRB3.2*8, DRB3.2*11, DRB3.2*12, DRB3.2*13,
DRB3.2*15, DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*23, DRB3.2*25, DRB3.2*28, DRB3.2*30,
DRB3.2*32, DRB3.2*33, DRB3.2*36, DRB3.2*41, DRB3.2*43, DRB3.2*46, DRB3.2*47,
DRB3.2*48, DRB3.2*50, DRB3.2*51, DRB3.2*52 และ DRB3.2*54  และมีอัลลีลที่ไมปรากฎวามี
รายงานมากอน 22 อัลลีล ดังนี้คือ อัลลีล r(acd)a, (ef)(acd)d, (ef)(acd)f, (ef)bc, gaa, gbd, j(acd)a, k
(acd)c, kba, l(acd)a, mea, n(acd)a, n(acd)c, nea, rec, s(acd)c, s(acd)d, sbd, sbe, see, v(acd)a  และ
x(acd)a  ซ่ึงจาการทดลองของ van Eijk et al.,(1992) ไดศกึษาในโคพันธุแททั้งหมด 10 พันธุ คือ
Angus, Ayrshire, Brown-Swiss, Gelbvieh, Guernsey, Jersey, Holstein-Friesian, Polled Hereford,
Simmental และ South Devon พบ อัลลีล 30 แบบ ตอมา Gelhaus et al., (1995) คนพบเพิ่มอีก 14
แบบ และ  Maillard et al., (1999)   ศึกษาในโคพันธุ Zebu Brahman พบเพิ่มอีก 18 อัลลีล รวมเปน
62 อัลลีล  และจากการศึกษาในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีพันธุผสมกับโคพันธุ
Holstein- Friesian (Bos taurus) พบอัลลีลเพิ่มอีก 22 อัลลีล สามารถสรุปไดวาฝูงโคนมของ
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีมีความหลายหลายของยีน BoLA-DRB3.2 มาก และจากความหลาก
หลายที่พบในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จึงสามารถสรุปไดวาฝูงโคนมที่เปนพันธุ
ผสม Holstein- Friesian มคีวามหลากหลายของยีน BoLA-DRB3.2 สูงตามดวย

2. ความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3 กับการเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
จากอัลลีลที่มีความถี่ของยีนมากกวา 0.02 ซ่ึงมีอยู 12  อัลลีล คือ DRB3.2*7, DRB3.2*8,

DRB3.2*11, DRB3.2*12, DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*23, DRB3.2*32, DRB3.2*46,
DRB3.2*51, DRB3.2*52 และ n(acd)a  คดิเปน 60.2 เปอรเซ็นตของฝูง นํ าเขาวิเคราะหทางสถิติพบ
อัลลีล  DRB3.2*7, DRB3.2*8, DRB3.2*11, DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*23, DRB3.2*51
และ DRB3.2*52  ที่มีความสัมพันธกับการเปนโรคโรคเตานมอักเสบ โดยพบวาโคนมที่มีอัลลีล
DRB3.2*8 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบนอยที่สุด รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*11,
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DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*51, DRB3.2*23, DRB3.2*52 และ DRB3.2*7 ตามลํ าดับ หรือ
กลาวอีกนัยหนึ่งคืออัลลีล DRB3.2*8, DRB3.2*11, DRB3.2*16 และ DRB3.2*22 มโีอกาสเปนโรค
โรคเตานมอักเสบนอยที่สุดโดยมีโอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบนอยกวา 33.3 เปอรเซ็นต  และ
อัลลีล DRB3.2*51 และ DRB3.2*23 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดปานกลาง คือ มีโอกาส
เปนโรคมากกวา 40.0 เปอรเซ็นต แตนอยกวา 50 เปอรเซ็นต  สวน อัลลีล ที่เปนโรคโรคเตานม
อักเสบไดงายที่สุดในฝูง คือ DRB3.2*52 และ DRB3.2*7 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบได
มากกวา 60.0 เปอรเซ็นต ซ่ึงจากรายงานของ Sharif et al., (1998) พบวา DRB3.2*16  สามารถ ตาน
ทานโรคโรคเตานมอักเสบ และ DRB3.2*23 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดงาย  Diet et al.,
(1997a) ซ่ึงทดลองเกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันรายงานวา DRB3.2*8, DRB3.2*11 และ DRB3.2*23
ตานทานโรคโรคเตานมอักเสบ  Diet et al., (1997b) รายงานวา DRB3.2*11 และ DRB3.2*23   ตาน
ทานโรคโรคเตานมอักเสบ  สวน DRB3.2*16 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดงาย   Kelm et
al., (1997) รายงานวา DRB3.2*11 และ DRB3.2*23   ตานทานโรคโรคเตานมอักเสบ  และ
DRB3.2*8 กับ DRB3.2*16 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดงาย   ซ่ึงสามารถสรุปไดดังตาราง
ที่ 5.1  จะเห็นวาอัลลีลที่สามารถตานทานโรคโรคเตานมอักเสบในแตละฝูงแตกตางกันไปขึ้นกับ
หลายปจจยั เพราะแตละฝูงมีปจจัยที่กอใหเกิดโรคโรคเตานมอักเสบที่แตกตางกันไป

ตารางที่ 5.1 อัลลีลที่ตานทานโรคและอัลลีลที่เปนโรคไดงายในแตละการทดลอง
แหลงขอมูล อัลลีลที่ตานทานโรค อัลลีลที่เปนโรคไดงาย
จากการทดลองนี้ DRB3.2*8,DRB3.2*11,

DRB3.2*16, DRB3.2*22
DRB3.2*52, DRB3.2*7

Sharif et al., 1998a DRB3.2*16 DRB3.2*23
Diet et al., 1997a DRB3.2*8,DRB3.2*11,

DRB3.2*22, DRB3.2*23
-

Diet et al., 1997b DRB3.2*11, DRB3.2*23 DRB3.2*16
Kelm et al., 1997 DRB3.2*11, DRB3.2*23 DRB3.2*8, DRB3.2*16



บทท่ี 6
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

6.1 สรุปผลการทดลอง
จากการทดลองเพื่อหาอิทธิพลของอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 ตอการเปนโรคโรคเตานม

อักเสบแบบแสดงอาการในโคนม โดยใชเทคนิค nested PCR-RFLP เปนตัวกํ าหนดรูปแบบของอัล
ลีลและใช proc GENMOD ในการวิเคราะหหาอิทธิพลของอัลลีลตอการเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
จากการศึกษาสามารถสรุปไดวาอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 มีอิทธิพลตอการเปนโรคโรคเตานม
อักเสบ พบวามีอัลลีลดังนี้คือ DRB3.2*7,  DRB3.2*16, DRB3.2*11, DRB3.2*16, DRB3.2*22,
DRB3.2*23, DRB3.2*51  และ  DRB3.2*52  โดยแตละอัลลีลจะมีอิทธิพลตอการเปนโรคโรคเตา
นมอกัเสบแบบแสดงอาการในระดับที่แตกตางกันไปดังนี้ อัลลีล DRB3.2*8  มโีอกาสเปนโรคโรค
เตานมอักเสบดวยความนาจะเปนตํ่ าสุดคือเทากับ 12.5 เปอรเซ็นต รองลงมา คือ อัลลีล DRB3.2*11
และ DRB3.2*16  ดวยความนาจะเปน  22.2 เปอรเซ็นตเทากัน รองลงมาคือ DRB3.2*22,
DRB3.2*51, DRB3.2*23, DRB3.2*52  และ  DRB3.2*7  ดวยความนาจะเปน 33.3, 40.0, 50.0,
60.0  และ 75  เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ ดงันั้นการควบคุมโรคโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมอาจจะ
แบงไดเปน 3 แนวทาง ดังนี้ (1) ท ําการคัดเลือกโคนมใหมีเฉพาะอัลลีล  DRB3.2*8  ซ่ึงมีโอกาสเปน
โรคโรคเตานมอักเสบนอยที่สุดอยูในฝูงเทานั้น  (2) ก ําจัดโคนมที่มีอัลลีล  DRB3.2*7 ซ่ึงมีโอกาส
เปนโรคโรคเตานมอักเสบไดมากที่สุดออกจากฝูง หรือ (3) ไมกํ าจัดโคนมที่มีอัลลีล  DRB3.2*7
ออกจากฝูงโคนม แตเนนการจัดการที่ดีกับโคนมที่มีอัลลีล  DRB3.2*7 เปนพิเศษ  การที่จะเลือกวิธี
ใดวิธีหนึ่งหรือ อัลลีลใดมาใชเปนแนวทางหรือดัชนีในการควบคุมโรคโรคเตานมอักเสบในฝูงโค
นมฝงูหนึง่ ๆ นั้นขึ้นอยูกับความเหมาะสมของพื้นฐานทางพันธุกรรม สภาพแวดลอม และการจัด
การในแตละฝูงและยังขึ้นกับวิจารณญาณของผูทํ าการคัดเลือกเอง

6.2 ขอเสนอแนะ
              การทดลองนี้ใชวิธีการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี nested PCR-RFLP ซ่ึงจะไมสามารถ
จ ําแนกความแตกตางของการตัดดวยเอนไซมบางตัวในบางอัลลีลออกจากกันได การที่จะจํ าแนก
การตัดดวยเอนไซมบางตัวออกจากกันไดจะตองใชวิธีตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอโดยวิธีอ่ืนซึ่งมีความ
ละเอยีดมากขึ้นกวาเดิมเขามาชวยคือวิธีการตรวจหาลํ าดับเบส (sequencing) ซ่ึงจะสามารถทํ าให
แยกความแตกตางในระดับนี้ออกจากกันได แตเนื่องจากในขั้นตอนของการวิเคราะหทางสถิติและ
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จากจํ านวนสัตวที่มีอยูนอยทํ าใหเปนปจจัยจํ ากัดในการวิเคราะหอยูแลวซ่ึงหากเลือกใชวิธีการตรวจ
ดเีอน็เอทีม่คีวามละเอียดมากขึ้นทํ าใหจํ านวนสัตวที่มีอยูนอยแลวกลับนอยลงไปอีก ทํ าใหผลการ
วเิคราะหทางสถิติไมมีความนาเชื่อถือ หรืออาจไมพบความแตกตางซึ่งเปนอิทธิพลของอัลลีลเลย
แตขณะที่ในตางประเทศซึ่งมีจํ านวนสัตวมากจึงมีความจํ าเปนตองใชวิธีการวิเคราะหดีเอ็นเอที่มี
ความละเอียดพอจึงจะสามารถจัดกลุมของสัตวและจํ าแนกอิทธิพลของอัลลีลได

ขอจํ ากัดของการทดลองนี้
1. การคัดเลือกโดยใชยีน BoLA-DRB3 เปนการคัดเลือกในแตละรุนเทานั้น เพราะการหา

ลักษณะของยนีนี้เปนการหาเฉพาะในสัตวตัวนั้น ๆ ซ่ึงเมื่อไปถึงรุนลูก ลูกตัวนั้นก็จะตองทํ าการ
ตรวจหาลกัษณะของยีนนี้ใหม เพราะลักษณะของยีนในลูกนี้ไดรับการถายทอดมาจากทั้งพอและแม
ซ่ึงเปนความแตกตางที่เกิดขึ้นจากการแยกตัว (segregation) และการรวมตัวของยีน (recombination)
ในแกมีต

2. การวิเคราะหขอมูลควรแยกตามแลคเตชัน่ แตเมื่อแยกตามแลคเตชั่นแลวทํ าใหมีจํ านวน
โคในแตละแลคเตชั่นนอยเมื่อนํ ามาวิเคราะหทางสถิติทํ าใหไมพบความแตกตาง ดังนั้นในการวิจัย
คร้ังตอ ๆ ไป ควรที่จะวางแผนการทดลองเพื่อใหไดจํ านวนโคในแตละแลคเตชั่นที่มากพอ

3.  การทดลองนี้เปนการทดลองเปรียบเทียบกับการเกิดโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ
ในอดตี ซ่ึงโคที่ไมเปนโรคในแลคเตชั่นที่กํ าลังศึกษาอยูอาจเปนโรคในแลคเตชั่นตอ ๆ ไปก็ได ทํ า
ใหการทดลองที่ไดอาจไมเปนผลที่แทจริง

4. หากทํ าการทดลองเปรียบเทียบลักษณะของยีน BoLA-DRB3 กบัโรคเตานมอักเสบแบบ
ไมแสดงอาการ (เนื่องจากโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการนี้มีบทบาทมากในโคนม) ซ่ึง
สามารถตรวจไดโดยดูจากคา SCC จะท ําใหการทดลองสมบูรณแบบมากขึ้น

5. ยนีตัวนี้อาจมีผลทํ าใหผลผลิตอื่น ๆ เชน ปริมาณนํ้ านม ไขมัน โปรตีน ลดลง แตอยางไร
กต็ามสามารถที่จะแกปญหาไดดวยการศึกษาหาความสัมพันธของยีนนี้กับลักษณะที่ลดลงไปเหลานี้
ควบคูไปกับลักษณะการเปนโรค
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คํ าสั่ง SAS ท่ีใชใน proc GENMOD

DATA MyThesis;
INFILE ‘A:\BoLA\mastitis.prn’;
LENGH allele $ 20;
INPUT id symptom allele $;
PROC GENMOD DATA = MyThesis;

CLASS allele;
MODEL symptom = allele/D=BINOMIAL LINK = LOGIT TYPE3;

RUN;

DATA MyThesis หมายถึง ใหช่ือขอมูลที่นํ ามาใชใน SAS นีม้ีช่ือวา  MyThesis
INFILE ‘A:\BoLA\mastitis.prn’ หมายถึง นํ าขอมูลที่อยูใน file ‘A:\BoLA\mastitis.prn’ มาใชใน
การวิเคราะห
LENGH allele $ 20 หมายถงึ ก ําหนดใหอัลลีลเปนตัวแปรที่เปนตัวอักษรและมีความยาวไมเกิน 20
ตัวอักษร
INPUT id symptom allele $ หมายถึง ตวัแปรที่ใชในการวิเคราะหนี้มี ตัวแปรที่ช่ือวา id, symptom
และ allele

โดย      
 id      คือ หมายเลขหรือช่ือของสัตวที่ใชในการวิเคราะห
symptom    คือ การที่สัตวตัวนั้นเปนโรคโรคเตานมอักเสบใหมีคาเทากับ 1 หรือถา
                         สัตวไมมีประวตัิการเปนโรคโรคเตานมอักเสบใหมีคาเทากับ 0
allele          คือ รูปแบบอัลลีลที่พบในสัตวแตละตัว

ในสวนของคํ าสั่ง PROC GENMOD หมายความดังนี้ ใหวิเคราะหขอมูลที่ช่ือ MyThesis 
โดยใชคํ าสั่ง PROC GENMOD ก ําหนดใหตัวแปรอัลลีลเปนอิทธิพลแบบ fixed effect (เปนการ
ทดสอบวาตัวแปรอัลลีลมีผลตอการเปนโรคหรือไมเปนโรคของสัตวหรือไม) โดยใชรูปแบบ
MODEL คือ การเปนโรคหรือไมเปนโรคของสัตวแตละตัวข้ึนกับรูปแบบของอัลลีล โดยใหมีรูป
แบบการแจกแจงแบบ binomial distribution และมีรูปแบบการ transform ขอมูลเปนแบบ logit



ภาคผนวก ข
การเรียกชื่อยีน BoLA-DRB3 ท่ีถูกจํ าแนกดวยวิธี nested PCR-RFLP
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การเรียกชื่อยีน BoLA-DRB3 ท่ีถูกจํ าแนกดวยวิธี nested PCR-RFLP  (van Eijk et al., 1992)

การเรียกชื่อโดยเรียงลํ าดับดังนี้ โลกัส.เอคซอน*อัลลีล
เชน BoLA-DRB3.2*1

BoLA-DRB3 คือ โลกัสที่ช่ือวา  BoLA-DRB3
2               คือ         เอคซอนตํ าแหนงที่ 2
1 คือ อัลลีลรูปแบบที่ 1

นั่นคือ BoLA-DRB3.2*1 หมายถึง อัลลีลรูปแบบที่ 1 ในตํ าแหนงเอคซอนที่ 2 ของยีน
BoLA-DRB3

การกํ าหนดรูปแบบอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 จะก ําหนดตามรูปแบบของดเีอ็นเอ ที่ถูกตัด
ดวย เอนไซม 3 ชนิดเรียงกัน คือ RsaI, BstYI และ HaeIII (ภาคผนวก ค)  สวน รูปแบบที่เอนไซมแต
ละตวัตดัไดนั้นก็จะกํ าหนดตามรูปแบบในภาคผนวก ง เชน รูปแบบการตัดดวยเอนไซม RsaI ไดรูป
แบบ a  (ภาคผนวก ค)   รูปแบบการตัดดวยเอนไซม BstY ไดรูปแบบ a  (ภาคผนวก ค)  และ รูป
แบบการตัดดวยเอนไซม HaeIII ไดรูปแบบ a (ภาคผนวก ค)    อัลลีล เรียงตามเอนไซมคือ RsaI,
BstYI และ HaeIII จะไดเปน aaa  แลวนํ าไปเทียบใน ภาคผนวก ง ก็จะไดเปน อัลลีล  BoLA-
DRB3.2*1  เปนตน



ภาคผนวก ค
รูปแบบของดีเอ็นเอทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซม RsaI, BstYI และ HaeIII
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1. รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซม  RsaI

                    78                      33            30              39                   54                   50
a ____________________|_______|_______|__________|_____________|__________

                              111                            30             39                    54                   50
b ____________________________|_______|__________|_____________|__________

                              111                             30                           93                            50
c ____________________________|_______|________________________|__________

                              111                            30                                        143
d ____________________________|_______|___________________________________

                              141                                               39                   51                   50
e ____________________________________|__________|__\/_________|__________

                              141                                              39                    54                   50
f ____________________________________|__________|_____________|__________

                              141                                              39                               104
g ____________________________________|__________|________________________

                              111                                        69                           54                    50
h ____________________________|__________________|_____________|__________

                                              180                                                        54                  50
i _______________________________________________|_____________|__________
                    78                              63                                     93                              50
j ____________________|_______________|________________________|__________
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รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ดัดวยเอนไซม  RsaI (ตอ)
                   78                                                           156                                          50
k ____________________|________________________________________|__________

                                                            234                                                                 50
l _____________________________________________________________|__________

                            111                                           69                                    104
m ____________________________|__________________|________________________

                                              180                                                                 104
n _______________________________________________|________________________

                                                                   284
o ________________________________________________________________________

                          111                                  30              39                   51                  50
p ____________________________|_______|__________|_\/__________|__________

                          141                                                                  90                            50
q ____________________________________|____________\/__________|__________

                           111                               30                            90                              50
r ____________________________|_______|____________\/__________|__________

                           141                                                                 93                            50
s ____________________________________|________________________|__________

                            141                                                                          143
t ____________________________________|___________________________________
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รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ดัดวยเอนไซม  RsaI (ตอ)
                             111                                                      123                                       50
u ____________________________|________________________________|__________

                    78                                           102                                 54                       50
v ____________________|__________________________|_____________|__________

                   78                           33                      69                          54                     50
w ____________________|_______|__________________|_____________|__________

                   78                           33                      69                                      104
x ____________________|_______|__________________|________________________

                   78                                     63                    39                  54                   50
y ____________________|_________________|________|_____________|__________

หมายเหตุ : a - s  van Eijk et al., 1992
                   t - u  Gelhaus et al., 1995
                  v – y Maillard et al., 1999
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2. รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซม  BstYI

                                                 199                                                                     85
a ____________________________________________________|___________________

284
b ________________________________________________________________________

                                                 196                                                                    85
c _________________________________________________\/_|___________________

                     87                                                                    197
d _____________________|__________________________________________________

                    87                                                 112                                            85
e _____________________|______________________________|___________________

หมายเหตุ : a - e  van Eijk et al., 1992
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3. รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซม  HaeIII
                                       167                                                     52                          65
a _________________________________________|________________|_____________

                                                         219                                                                 65
b __________________________________________________________|_____________

                                     167                                                        49                         65
c _________________________________________|_______\/_______|_____________

                                                      190                                                   29             65
d ____________________________________________________|_____|_____________

                                     167                                                                    117
e _________________________________________|______________________________

                                     167                                          4            48                         65
f _________________________________________|_|______________|_____________

                                     164                                                      55                          65
g _______________________________________|__________________|_____________
                                            167                                                 46          6             65
h ___________________________________________|___________|__|_____________

                                            167                                  4                           113
i _________________________________________|_|____________________________

หมายเหตุ:  a - f  van Eijk et al., 1992
             g - h  Gelhaus et al., 1995
                   i มาจากอัลลีล DRB3.2*25011



ภาคผนวก ง
แสดงรูปแบบของยีน BoLA-DRB3
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ตารางที่ 1ง แสดงรูปแบบของอัลลีลของยีน BoLA-DRB3.2
ลํ าดับที่ รูปแบบ BoLA-DRB3.2 รูปแบบ RsaI, BstYI,HaeIII

1 BoLA-DRB3.2*1 aaa
2 BoLA-DRB3.2*2 bba
3 BoLA-DRB3.2*3 bbb
4 BoLA-DRB3.2*4 caa
5 BoLA-DRB3.2*5 rcc
6 BoLA-DRB3.2*6 daa
7 BoLA-DRB3.2*7 ecc
8 BoLA-DRB3.2*8 faa
9 BoLA-DRB3.2*9 fda
10 BoLA-DRB3.2*10 fba
11 BoLA-DRB3.2*11 gea
12 BoLA-DRB3.2*12 haa
13 BoLA-DRB3.2*13 hba
14 BoLA-DRB3.2*14 hbb
15 BoLA-DRB3.2*15 iba
16 BoLA-DRB3.2*16 jbd
17 BoLA-DRB3.2*17 kbb
18 BoLA-DRB3.2*18 lbf
19 BoLA-DRB3.2*19 sbb
20 BoLA-DRB3.2*20 lbb
21 BoLA-DRB3.2*21 lbe
22 BoLA-DRB3.2*22 mba
23 BoLA-DRB3.2*23 nba
24 BoLA-DRB3.2*24 nbb
25 BoLA-DRB3.2*25 oaa
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                    ตารางที่ 1ง (ตอ)
ลํ าดับที่ รูปแบบ BoLA-DRB3.2 รูปแบบ RsaI, BstYI,HaeIII

26 BoLA-DRB3.2*26 oab
27 BoLA-DRB3.2*27 obf
28 BoLA-DRB3.2*28 obb
29 BoLA-DRB3.2*29 pcc
30 BoLA-DRB3.2*30 qcc
31 BoLA-DRB3.2*31 ibf
32 BoLA-DRB3.2*32 maa
33 BoLA-DRB3.2*33 nbf
34 BoLA-DRB3.2*34 lab
35 BoLA-DRB3.2*35 cbb
36 BoLA-DRB3.2*36 lba
37 BoLA-DRB3.2*37 oba
38 BoLA-DRB3.2*38 bda
39 BoLA-DRB3.2*39 tba
40 BoLA-DRB3.2*40 uba
41 BoLA-DRB3.2*41 aba
42 BoLA-DRB3.2*42 hbf
43 BoLA-DRB3.2*43 kbf
44 BoLA-DRB3.2*44 kbi
45 BoLA-DRB3.2*45 sdb
46 BoLA-DRB3.2*46 vba
47 BoLA-DRB3.2*47 waa
48 BoLA-DRB3.2*48 wba
49 BoLA-DRB3.2*49 wbe
50 BoLA-DRB3.2*50 xba
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                             ตารางที่ 1ง (ตอ)
ลํ าดับที่ รูปแบบ BoLA-DRB3.2 รูปแบบ RsaI, BstYI,HaeIII

51 BoLA-DRB3.2*51 gaa
52 BoLA-DRB3.2*52 sda
53 BoLA-DRB3.2*53 yba
54 BoLA-DRB3.2*54 jdb
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