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วทิยานิพนธนี้ศึกษาหาความสัมพันธของอัลลีลยีน Bovine Lymphocyte Antigen DRB3
(BoLA-DRB3)   กับการเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการในโคนม โดยมีวัตถุประสงคเพื่อ
การใชยีน BoLA-DRB3 เปน Marker Assisted Selection (MAS) ในการปรับปรุงพันธุกรรมโคนม
ใหสามารถตานทานตอโรคเตานมอักเสบ การทดลองนี้ใชขอมูลการเกิดโรคและกลุมตัวอยางโคนม
จ ํานวน 103 ตัว (มปีระวตัเิปนโรคเตานมอักเสบ 37 ตัวและไมมีประวัติเปนโรคเตานมอักเสบ 66
ตัว) ซ่ึงเปนพันธุผสมกับพันธุโฮสไตนเฟรเชียนที่มีระดับเลือดโฮสไตนเฟรเชียนมากกวา 75
เปอรเซ็นตขึ้นไป สกัดดเีอ็นเอจากเลือดและนํ าดเีอ็นเอมาหาลักษณะอัลลีลของยีน BoLA-DRB3
โดยวิธี nested polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (nested PCR-
RFLP) (van Eijk et al., 1992).  การวเิคราะหหาความสัมพันธของยีนกับลักษณะการเปนโรคหรือ
ไมเปนโรคโดยใชคํ าสั่ง PROC GENMOD ในโปรแกรม SAS6.12 จากการศึกษาพบวาอัลลีล
DRB3.2*8 มโีอกาสเปนโรคเตานมอักเสบดวยความนาจะเปนตํ่ าสุดคือ 12.5 เปอรเซ็นต และอัลลีล
DRB3.2*7  มโีอกาสเปนโรคเตานมอักเสบดวยความนาจะเปนมากที่สุดคือ 75.0 เปอรเซ็นต สวน
อัลลีล DRB3.2*11, DRB3.2*16, DRB3.2*22, DRB3.2*51, DRB3.2*23 และ DRB3.2*52 มี
โอกาสเปนโรคเตานมอักเสบดวยความนาจะเปน 22.2, 22.2, 33.3, 40.0, 50.0 และ 60.0  เปอรเซ็นต
ตามลํ าดับ  (p<0.01) จากผลการทดลองสามารถสรุปไดวาอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 มีความ
สัมพันธกับการเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการในโคนมและสามารถนํ ามาประยุกตใชเปน 
MAS ชวยในการปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบได
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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 ความเปนมาและความสํ าคัญของปญหา
โรคเตานมอักเสบ เปนการอักเสบที่เกิดขึ้นกับเนื้อเยื่อบริเวณเตานม ท ําใหปริมาณนํ้ านมลด

ลง โรคเตานมอักเสบเปนโรคที่สรางความสูญเสียทางเศรษฐกิจเปนอันดับหนึ่งในอุตสาหกรรมการ
เล้ียงโคนม (Lin et al., 1989) ปจจยัทีท่ ําใหเปนเตานมอักเสบมีอยู 3 ปจจัย คือ ตวัแมโคเอง, เชื้อโรค
และปจจยัทางสิ่งแวดลอม (Mcdonald, 1979 and Suriyasathaporn et al., 2000)  จากการศึกษาของ
Lin et al., (1989) พบวาโคนมที่ใหนํ้ านมตั้งแตแลคเตชั่นที่ 2 ขึ้นไป จะเปนโรคเตานมอักเสบสูงที่
สุด  สวนในแลคเตชั่นที่ 1  โคนมจะเปนโรคเตานมอักเสบเปนอันดับที่ 2 รองจากปญหาการคลอด
ยาก

การปองกันไมใหเกิดโรคเตานมอักเสบทํ าไดโดยอาศัยการจัดการที่ดีเพื่อควบคุมเชื้อโรคที่
ท ําใหเกดิโรคเตานมอักเสบไมใหแพรกระจายจากสัตวตัวหนึ่งไปสูสัตวตัวอ่ืน ๆ ได ซ่ึงทํ าไดยาก
มากหรอือาจทํ าไมไดเลย เพราะเชื้อโรคเหลานี้อยูแพรกระจายทั่วไปภายในฟารม ไมวาจะอยูที่ตัว
โคเอง, ตามพื้นดิน หรืออุปกรณที่ใชในการรีดนม ฯลฯ วิธีที่ดีในการปองกันไมใหเกิดโรคเตานม
อักเสบก็คือการปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหตานทานตอโรคเตานมอักเสบ ซ่ึงสามารถทํ าไดโดย
การคัดเลือกโดยดจูากคา somatic cell count (SCC)  แตการคัดเลือกโดยวิธีนี้ใชเวลานานเพราะตอง
รอใหแสดงลักษณะการใหนํ้ านมกอนจงึจะทราบไดวาตัวไหนเปนโรคหรือตานทานโรค จึงมีการ
ศกึษาเพื่อน ําความรูทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลมาใชในการคัดเลือกสัตว ชวยในการตรวจสอบ
ลักษณะทางพันธุกรรมของตัวสัตวไดโดยตรงเรียกวา marker assisted selection (MAS) (Soller,
1994; Dodgson et al., 1997 and Vint, 1997) โดย marker ทีใ่ชอาจจะเปนยีนหรือเปนชิ้นสวนของดี
เอ็นเอน (DNA fragment) ที่มีความสัมพันธกับลักษณะการตานทานโรคเตานมอักเสบ สามารถชวย
ใหการคัดเลือกจากลักษณะทางพันธุกรรมของโคโดยตรง ไมตองรอดูลักษณะปรากฎ (phenotype)
จึงสามารถนํ ามาใชชวยในการคัดเลือกพันธุสัตวชวยใหการคัดเลือกรวดเร็วเพราะสามารถคัดเลือก
ไดตัง้แตเมื่อสัตวอายุยังนอยอยูและมีความแมนยํ า สามารถชวยลดความเสี่ยงของโรคเตานมอักเสบ
ในฝูงโคนมได

การตานทานโรคในสัตวเปนลักษณะที่ถูกควบคุมดวยยีนหลายคู โดยยีน major
histocompatibility complex (MHC) มีบทบาทสํ าคัญในระบบภูมิคุมกันของรางกายในการตานทาน
โรค (Lewin, 1989 and Shook, 1989) จากการศึกษาพบวา bovine lymphocyte antigen DRB3
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(BoLA-DRB3) ซ่ึงเปนสวนหนึ่งของ MHC สามารถนํ ามาใชเปน MAS ในการชวยคัดเลือกลักษณะ
ทางพันธุกรรมของโคนมใหสามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได (Mallard et al., 1995; Dietz et
al., 1997a; Dietz et al., 1997b; Kelm et al., 1997; Starkenburg et al., 1997; Sharif et al., 1998a)
พบวาอลัลีลของยีน BoLA-DRB3 ที่แตกตางกันมีความสัมพันธกับการตานทานโรคเตานมอักเสบที่
แตกตางกนั  จึงสามารถนํ ายีน BoLA-DRB3 มาประยุกตใชเปน MASในการปรับปรุงพันธุ
โคนมใหตานทานตอโรคเตานมอักเสบได  ซ่ึงจากการศึกษาทางพันธุศาสตรโมเลกุลโดยเทคนิค
polymerase chain reaction (PCR) และ restriction fragment length polymorphism (RFLP) พบวา
บริเวณยนี BoLA-DRB3 เปนบริเวณที่มี polymorphism สูง โดยมี อัลลีล ทีแ่ตกตางกันมากถึง 30 อัล
ลีล (van Eijk et al.,1992 and Gilliespie et al., 1999)    Sharif et al., (1998a) ศึกษาในโคพันธุ
Holsteins พบวาโคที่มี อัลลีล BoLA-DRB3.2*16 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได  และโคที่มี
อัลลีล BoLA-DRB3.2*23 จะเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ   แตในทางตรงกันขาม Dietz
et al. (1997a), Kelm et al. (1997)  และ  Dietz et al. (1997b) กลับรายงานวาโคที่มี อัลลีล BoLA-
DRB3.2*16 มีความเสี่ยงในการเปนโรคเตานมอักเสบสูง  นอกจากนี้ Dietz et al. (1997b) ยังราย
งานอีกวาโคที่มี อัลลีล BoLA-DRB3.2*23 มีแนวโนมในการตานทานโรคได จากรายงานขางตนจะ
เหน็ไดวาในกลุมของประชากรที่แตกตางกันจะมี อัลลีล ทีต่านทานและ อัลลีล ที่เปน marker ของ
การตานทานโรคแตกตางกันไป และถึงแมจะเปน อัลลีล เดียวกันแตอยูคนละประชากรกันก็ใหผลที่
แตกตางกัน  ดังนั้นการทดลองในครั้งนี้จึงมุงเนนไปที่การหา อัลลีล ของยีน BoLA-DRB3 ที่เปน
marker ของความสามารถตานทานตอโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยสุรนารี เพื่อนํ า
ไปใชเปนแนวทางในการปรับปรุงพันธุเพื่อลดความเสี่ยงในการเปนโรคเตานมอักเสบของโคนมฝูง
นี้

1.2 วัตถุประสงคการวิจัย
1.เพื่อศึกษาความสัมพันธของอัลลีลยีน BoLA-DRB3 รูปแบบตาง ๆ กับการแสดงอาการ

โรคเตานมอักเสบ
2.เพือ่หาวธีิการที่เหมาะสมในการตรวจหาลักษณะพันธุกรรมของยีน BoLA-DRB3 ดวย

เทคนิค PCR-RFLP

1.3 สมมติฐานของการวิจัย
ยนี BoLA-DRB3 สามารถใชเปน marker ของความสามารถในการตานทานโรคเตานม

อักเสบในโคนมได
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1.4 ขอตกลงเบื้องตน
1. โคนมทีต่านทานตอโรคเตานมอักเสบ คือ โคนมที่ไมแสดงอาการโรคเตานมอักเสบ
2. โคนมที่เปนโรคเตานมอักเสบ คือ โคนมที่แสดงอาการโรคเตานมอักเสบจากการดูดวย

สายตาและมีประวัติการรักษา

1.5 ขอบเขตของการวิจัย
การวิจัยในครั้งนี้เปนการศึกษาหาความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3  กับการแสดงอาการ

โรคเตานมอักเสบของแมโคนม โดยโคนมที่ใชในการศึกษาเปนโคนมพนัธุผสมที่มีเลือด Holstein
มากกวา 75 เปอรเซ็นตขึ้นไป และท ําการศึกษาภายในฟารมโคนมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี

1.6 ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ
1. เพื่อใชผลของการศึกษาที่ไดเปนขอมูลพื้นฐานในการใชยีน BoLA-DRB3  เปน marker

สํ าหรับชวยในการคัดเลือกลักษณะตานทานโรคเตานมอักเสบโดยลดระยะเวลาในการคัดเลือก
ลักษณะใหส้ันลงในโคนมที่เล้ียงในประเทศไทย

2. เพื่อทราบสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจหา อัลลีล ตาง ๆ ของยีน BoLA-DRB3 ดวย
เทคนิค PCR-RFLP



บทท่ี 2
วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวของ

2.1 โรคเตานมอักเสบ
โรคเตานมอักเสบ คือ การเปลีย่นแปลงภายในเตานมที่ขึ้นอยูกับการระคายเคืองเตานม รวม

กบัการเปลี่ยนแปลงทางดานสรีระดานจุลชีวะและการพบเชื้อโรค ท ําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงทาง
พยาธสิภาพของเตานม นํ้ านมจากโคที่เปนโรคเตานมอักเสบจะมีเซลลเม็ดเลือดขาวอยูในนํ้ านมมาก
กวากวาปกติ เรียกวาเซลลโซมาติก (somatic cell) โรคเตานมอักเสบมี  2 แบบ คือ (1) โรคเตานม
อักเสบแบบแสดงอาการ (clinical mastitis) เตานมแมโคจะมีอาการบวมแดง รอน แสดงอาการ
อักเสบชดัเจน เมื่อนํ้ านมเปลี่ยนลักษณะเปนตะกอน กอน หรือออกใส แมโคอาจมีอาการเปนไขรวม
ดวย และ (2) โรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการ (subclinical mastitis) เตานมและลักษณะนํ้ านม
ไมแสดงอาการเปลี่ยนแปลงใด ๆ ใหเห็นดวยตาเปลา แตมีการติดเชื้อแฝงอยูในเตานมและเซลลเม็ด
เลือดขาวในนํ้ านมมีจํ านวนเพิ่มขึ้น เซลลสรางนํ้ านมมีความเสียหาย การผลิตนํ้ านมลดลงอาจพัฒนา
ไปสูการเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการได โดยทัว่ไปเมื่อพบวามีแมโคแสดงอาการเปน
โรคเตานมอักเสบ 1 ตัว จะแสดงถึงวานาจะมีแมโคอื่น ๆ ในฝูงเปนโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดง
อาการแฝงอยูอยางนอย 20-40 ตัว (สุณีรัตน, 2544)

2.2  ความสูญเสียท่ีเกิดจากโคนมเปนโรคเตานมอักเสบ
           โรคเตานมอักเสบเปนโรคที่เกิดขึ้นมากในโคนมและเปนปญหาที่สํ าคัญในอุตสาหกรรมการ
เล้ียงโคนมทั้งในประเทศไทยและตางประเทศ โรคเตานมอักเสบนอกจากจะมีผลตอสุขภาพของตัว
สัตวแลวยังมีผลเสียตอผลผลิตปริมาณนํ้ านมดวยโดยความสูญเสียที่เกิดจากการเปนเตานมอักเสบ
แบบแสดงอาการจะทํ าใหผลผลิตนํ้ านมลดลงไปถึง 20 เปอรเซ็นต (Miller, 1973)  โดยความสูญเสีย
ทีว่ัดในรูปของคา Somatic Cell Count (SCC) เปนดังนี้ คือ  ถาคา SCC อยูในชวง 250,000-499,000
เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 164 กิโลกรัมตอตัวตอป, คา SCC ทีอ่ยูในชวง 500,000-
749,000 เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 289 กิโลกรัมตอตัวตอป, คา SCC ทีอ่ยูในชวง
750,000-999,000 เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 661 กิโลกรัมตอตัวตอป และคา SCC
ทีม่ากกวา 1,000,000 เซลล/มิลลิลิตร จะสูญเสียปริมาณนํ้ านมไป 770 กิโลกรัมตอตัวตอป (King,
1972)  นอกจากนี้ผลจากการเปนโรคเตานมอักเสบยังทํ าใหคุณภาพของนํ้ านมเปลี่ยนแปลงไป คือ
คา Solid Not Fat (SNF), ไขมัน, แลคโตส, โปรตีน และเคซีนลดลงไป (Harmon, 1994) และเมื่อนํ า
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โรคเตานมอักเสบมาคิดเปนความสูญเสียทางเศรษฐกิจสามารถคิดไดไดดังนี้ (1) ความสูญเสียที่เกิด
ขึ้นจากการที่นํ้ านมลดลง 69.3 เปอรเซ็นต   (2) นํ้ านมที่ตองทิ้งไป 11 เปอรเซ็นต  (3) ตองหาโคทด
แทนเร็วขึ้น 8 เปอรเซ็นต  (4) มูลคาแมโคที่ขายไปลดลง 4.9 เปอรเซ็นต  (5) คายา 3.2 เปอรเซ็นต(6)
คาบริการทางสัตวแพทย 1.7 เปอรเซ็นต และ (7) คาแรงงาน 1.9 เปอรเซ็นต (Blosser, 1979)

2.3  โรคเตานมอักเสบในประเทศไทย
ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมตั้งแตป พ.ศ.2510 จนถึงป

พ.ศ.2542   ทัง้หมด 11 รายงาน (จนัทรจรัส และเปลงศรี, 2542)  ซ่ึงเปนรายงานที่บงบอกถึงสภาพ
การณของโรคเตานมอักเสบในภูมิภาคตาง ๆ ของประเทศไทย โดย (1) เขตภาคกลางไดมีรายงาน
การศกึษาโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร พบวาอาการแบงไดเปน
ชนิดรุนแรง (acute), รุนแรงนอย (sub acute) และชนิดเรื้อรัง (chronic) โดยชนิดรุนแรงนอยพบมาก
ที่สุด (ชวนศินดากรและคณะ, 2510)  (2) เขตภาคใตไดมีการศึกษาอยู 2 งานวิจัยคือ ศภุลักษณและ
คณะ (2536) ศกึษาการเกิดโรคเตานมอักเสบในโคนมภาคใตจํ านวน 103 ตัว ในป พ.ศ.2534 ตรวจ
พบโรคเตานมอักเสบชนิดไมแสดงอาการ 37 เปอรเซ็นต และชนิดแสดงอาการ 62.1 เปอรเซ็นต
สวนวาสนาและคณะ (2538) ศกึษาภาวะโรคเตานมอักเสบในโคนมภาคใต 9 จังหวัดในชวงเดือน
ตุลาคม พ.ศ.2536 ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ.2537 พบโคเปนโรคเตานมอักเสบชนิดแสดงอาการ และ
ไมแสดงอาการ 1.4 เปอรเซ็นต และ 29 เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ (3) เขตภาคเหนือ ไดมีการศึกษาโรค
เตานมอักเสบชนิดไมแสดงอาการในโคนมของศูนยวิจัยและบํ ารุงพันธุสัตว เชยีงใหม โดยวิธี
California Mastitis Test (CMT) ทกุเดอืนติดตอกัน ตั้งแตเดือนตุลาคม พ.ศ.2528 ถึงเดือนกันยายน
พ.ศ.2532 พบวาอัตราการเกิดโรคตลอดการศึกษา มีอยูถึง 33.1 เปอรเซ็นต (อัมพวันและคณะ, 2537)
(4) เขตภาคตะวนัออกเฉียงเหนือไดมีการศึกษาภาวะของโรคเตานมอักเสบในโคนม 1,139 ตัว ที่
เล้ียงในบรเิวณภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 6 จังหวัด พบโรคเตานมอักเสบเปนชนิดแสดงอาการ 10.9
เปอรเซ็นต ชนิดไมแสดงอาการ 89.1 เปอรเซ็นต (นมิิตและคณะ, 2537)

จากรายงานทั้งหมดขางตนเปนรายงานของการศึกษาโรคเตานมอักเสบในประเทศไทย การ
ที่สามารถควบคุมโรคเตานมอักเสบออกจากฝูงโคนมไดจึงเปนการเพิ่มประสิทธิภาพของฟารมใน
การผลิตนํ้ านมโคไดเปนอยางดี  การควบคุมโรคเตานมอักเสบออกจากฝูงวิธีหนึ่งที่สามารถจะเปน
ไปไดก็คือ การปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหสามารถตานทานโรคเตานมอักเสบ อยางไรก็ตามใน
ปจจบุนัอัตราการเปนโรคเตานมอักเสบเพิ่มมากขึ้นทุกป สาเหตุที่สํ าคัญอีกประการหนึ่งก็คือการ
ปรับปรุงพันธุกรรมเพื่อเพิ่มผลผลิตปริมาณนํ้ านมตอตัวตอปใหมากขึ้นเปนผลทํ าใหอัตราการเปน
โรคเตานมอักเสบเพิ่มขึ้นทุกป (Shanks et al., 1978, Strandberg and Shook, 1989 and Wilton et al.,
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1972) จากการศึกษาพบวาคาสหสัมพันธทางพันธุกรรม (genetic correlation) ระหวางลักษณะ
ปริมาณนํ้ านมกับโรคเตานมอักเสบอยูในชวง –0.07 ถึง +0.33 (Shook, 1989) คาเฉลี่ยเทากับ +0.20
ซ่ึงคาสหสัมพันธอยูในชวงบวกแสดงใหเห็นวาเมื่อคัดเลือกโคใหมีปริมาณนํ้ านมเพิ่มขึ้นก็จะทํ าให
โคมีลักษณะการเปนโรคเตานมอักเสบเพิ่มขึ้น

2.4 การปรบัปรุงพันธุโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบโดยวิธีดั้งเดิม (conventional breeding)
วธีิการปรับปรุงพันธุโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบโดยวิธีดั้งเดิมที่นิยมทํ ากันมาก คือ

วิธีทางออม (indirect selection) ดจูากลักษณะคาของ SCC โคนมที่มีคา SCC สูงกแ็สดงวาสัตวตัว
นัน้เปนโรคเตานมอักเสบอยูในระดับความรุนแรงที่สูงตามดวย ซ่ึงการคัดเลือกโดยดูจากคา SCC นี้
มขีอดกีวาการคัดเลือกโดยดูจากลักษณะการเปนโรคเตานมอักเสบโดยตรง เนือ่งจากคา SCC
สามารถบอกวาโคนมเปนโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการได (sub clinical) ซ่ึงถาคัดเลือกจาก
ลักษณะการเปนโรคเตานมอักเสบโดยตรงก็จะคัดเลือกไดแตโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการเทา
นัน้ นอกจากนี้คาอัตราพันธุกรรม (heritability) ของลักษณะ SCC สูงกวาคาอัตราพันธุกรรมของ
ลักษณะโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ (Shook and Schutz., 1994)  คาสหสัมพันธทางพันธุ
กรรม (genetic correlation) ระหวางลักษณะ SCC กับ ลักษณะโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ มี
คาสูงถึง 0.6-0.8 ดวยเหตุผลทั้งหมดที่กลาวมาจึงสามารถใชลักษณะ SCC มาปรับปรุงพันธุโคนมให
ตานทานโรคเตานมอักเสบได

การปรับปรุงพันธโคนมใหตานทานโรคเตานมอักเสบจากลักษณะ SCC โดยนิยมแปลงคา
SCC ใหเปนคา somatic cell score (SCS) เพราะการกระจายของลักษณะ SCC เปนกราฟเบ
(skewness)  จงึตองทํ าการแปลง (transform) จากคา SCC ใหเปน SCS ดวยวิธี logarithm ฐาน 2 (Ali
and Shook., 1980) จะท ําใหไดการกระจายเปนแบบปกติ (normal distribution) วธีิการแปลงนี้เปน
วิธีของ DHI Dairy Records Processing Centers ในประเทศสหรัฐอเมริกาซึ่งใชวิธีนี้ตั้งแตป ค.ศ.
1983 เปนตนมา (Shook and Schutz., 1994)  โดยมีหลักการคราว ดังนี้ คา SCC เทากับ 100 เซลลตอ
ไมโครลิตร ใหมีคา SCS เทากับ 3 ทุก ๆ 1 unit ของ SCS ทีเ่พิ่มหรือลด จะหมายถึงคา SCC ที่เพิ่ม
ขึน้หรือลดลงเทาตัว เชน  SCS เทากับ 2 หมายถึง SCC เทากับ 50, SCS เทากับ 4 และ 5 หมายถึง
SCC เทากับ  200 และ 400 ตามลํ าดับ

2.5  การปรับปรุงพันธุโดยใช Marker ชวยในการคัดเลือก (Marker-Assisted Selection)
Marker-Assisted Selection (MAS) เปนการใช genetic markers ซ่ึงเปนชิ้นสวนของดีเอ็นเอ

ที่อยูใกล ๆ หรือเปนสวนหนึ่งของยีนที่มีผลตอลักษณะปรากฎของสัตวมาใชคัดเลือกสัตวใหมี
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ลักษณะตามตองการ MAS มปีระโยชนมากในการปรับปรุงลักษณะเชิงปริมาณ เชน ลักษณะการ
ตานทานโรค เปนตน การปรับปรุงพันธุโดยวิธี  MAS เหมาะที่จะนํ ามาใชกับลักษณะที่ตองการปรับ
ปรุงนั้นมีคาอัตราพันธุกรรม (heritability) และความถี่ยีนในระดับตํ่ า (Shook, 1989 and Russell and
Thompson, 1990)  เพิม่ความแมนยํ าในการคัดเลือก ลด generation interval และประหยดักวาการ
คดัเลอืกโดยวิธีแบบดั้งเดิม จึงมีความเหมาะสมที่จะนํ ามาใชในการปรับปรุงพันธุกรรมใหสัตวตาน
ทานโรคโดยเฉพาะโรคเตานมอักเสบซึ่งมีคาอัตราพันธุกรรมเทากับ 0.15 (Uribe et al., 1995) ซ่ึง
ตางกับวิธีการปรับปรุงพันธุแบบดั้งเดิมที่จะมีประสิทธิภาพเมื่อคาอัตราพันธุกรรมของลักษณะนั้น 
ๆ อยูในระดับสูง ดังนั้นวิธี MAS จงึเขามามีบทบาทสํ าคัญในการปรับปรุงพันธุกรรมของลักษณะที่
ไมสามารถปรับปรุงพันธุกรรมดวยวิธีแบบดั้งเดิมได genetic markers ทีน่ ํามาใชในการปรับปรุง
พนัธสัตวมีอยูหลายตัว 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 พบวาอัลลีล A11 มีความสัมพันธกับคา ln SCC ที่ตํ่ า (Aarestrup et al., 1995) นั่นคือมี
โอกาสเปนโรคเตานมอักเสบนอย ขณะที่โคที่มีอัลลีล A16 จะเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดง
อาการไดงาย (Larsen et al., 1985) และจากการศึกษาของ Weigel et al., (1990) พบวาโคที่มีอัลลีล
W11 มโีอกาสเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการไดตํ่ า และโคที่มีอัลลีล W16 มีโอกาสเปนโรค
เตานมอักเสบแบบแสดงอาการไดงาย ดงัตารางที่ 2.1
ตารางที่ 2.1 ความสัมพันธของอัลลีลของยีน BoLA-A

อัลลีล การเปนโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ1

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

1คาเฉลี่ย ± S.D.,  ** P<.01
1ที่มา Weigel et al., (1990)
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 และจากการศึกษา  microsatellite ทัง้หมด 20 ตวั ซ่ึงกระจายอยูบนโครโมโซม 5 แทงคือแทงที่ 4, 8,
13, 17 และ 23 พบ microsatellite ทีเ่ชื่อถือไดทางสถิติวามีความสัมพันธกับคา SCC คือ
microsatellite ทีช่ื่อวา 513 พบวามี polymorphism 11 อัลลีล และจากแผนที่ยีน (gene mapping)พบ
วา  microsatellite 513 นีอ้ยูบนโครโมโซมแทงที่ 23 และอยูใกลกับยีน BoLA ดวย (Ashwell et al.,
1996) เปนการสนับสนุนใหเห็นวากลุมของยีนบริเวณ BoLA นัน้ สามารถนํ ามาใชเปน MAS ใน
การปรบัปรงุพันธุสัตวได ดังนั้นงานวิจัยในปจจุบันจึงมุงเนนไปที่การศึกษายีน BoLA โดยเฉพาะ
อยางยิ่งยีน BoLA class II (BoLA DRB3.2) ซ่ึงจะกลาวโดยละเอียดตอไป

2.6  Major Histocompatibility Complex (MHC)
ลักษณะการเปนโรคหรือไมเปนโรคของสัตว (disease resistant) เปนลักษณะเชิงปริมาณถูก

ควบคมุดวยยีนหลายคู ซ่ึงการที่สัตวเปนโรคหรือไมเปนโรคในระดับความรุนแรงที่แตกตางกันไป
อาจเปนผลมาจากการที่สัตวเหลานั้นไดรับเชื้อที่กอใหเกิดโรคตางชนิดกัน (Jain, 1979) หรือยัง
ปจจยัอ่ืน ๆ อีกหลายปจจัยที่เปนสาเหตุ แตอยางไรก็ตามปจจัยที่สํ าคัญไมยิ่งหยอนไปกวากันก็คือ
ปจจยัทางดานพันธุกรรมซึ่งในสัตวก็คือระบบภูมิคุมกันของรางกาย ระบบภูมิคุมกันของรางกายมี
หนาทีท่ีสํ่ าคัญในการควบคุมการติดเชื้อโดยจะมีบทบาทในการตอบสนองของระบภูมิคุมกัน ทํ า
หนาที่เปน antigen presenting cell (APC) อยูบริเวณผิวเซลล  ซ่ึงอยูภายใตการควบคุมของยีนที่เรียก
วา major histocompatibility complex (MHC) ในหนู MHC จะอยูบนโครโมโซมคูที่ 17 (Hood et
al., 1983) ในคนจะเรียก MHC วา HLA จะอยูบนโครโมโซมคูที่ 6 สวนในโคนม MHC นี้อยูบน
โครโมโซมคูที่ 23  บริเวณ short arm แบงไดเปน 2 class คือ Class I และ Class II molecules  ซ่ึง
แบงตาม cell surface glycoprotein  Class I และ Class II molecules  จะแตกตางกันที่หนาที่
(functional)  ทางชีวเคมี(biochemical) และอวัยวะที่พบเซลลนี้อยู  Class I molecules  จะเสนอ
แอนติเจน (present antigen) ใหกับ CD8+ lymphocytes (predominantly cytotoxic T cells)  สวน
Class II molecules  จะเสนอแอนติเจนใหกับ CD4+ lymphocytes (prodominantly T-helper cells)
ในโคนม class I antigens จะถูกควบคุมดวย  BoLA-A locus (Stear et al., 1982) โดย Class II มี
อยางนอย 12 loci แบงไดเปน  2 บริเวณ คือ Class IIa  และ Class IIb  โดย Class IIa ประกอบไป
ดวย 8 loci คือ DRA, DRB1, DRB2, DRB3, DQA, DQA2, DQB1 และ DQB2 สวน Class IIb
ประกอบไปดวย 4 loci คือ DYA, DYB, DIB และ DOB (Lewin.,1996) จากการศึกษาพบวายีนที่อยู
บริเวณหรือใกลกับ MHC นีจ้ะมสีวนเกี่ยวของกับการลักษณะการตานทานโรคและลักษณะผลผลิต
(Weigel et al., 1990)
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2.7 การปรับปรุงพันธุกรรมโดยใชยีน BoLA-DRB3.2 เปน MAS ชวยในการคัดเลือก
ยีน BoLA-DRB3.2 เปนสวนหนึ่งของ MHC ทีเ่กีย่วของกับการตานทานโรคดังนั้นถาพบวา

ยีน BoLA-DRB3.2 มคีวามสมัพันธกับระบบภูมิคุมกันของรางกายสัตวก็นาที่จะนํ ามาใชเปน MAS
ชวนในการคัดเลือกสัตวใหตานทานโรคได Dietz et al. (1997a) ศกึษาถึงความสัมพันธของยีน
BoLA-DRB3.2 กบัระบบภูมิคุมกันพบวามีความสัมพันธกันดังนี้คือ อัลลีล BoLA-DRB3.2*8 มีผล
ท ําใหมีปริมาณเซลล mononuclear ลดลง แตปริมาณ IgM เพิ่มขึ้น  อัลลีล BoLA-DRB3.2*11 มีผล
ท ําใหมีปริมาณเซลล mononuclear ลดลงแต ปริมาณ IgG2 เพิ่มขึ้น  อัลลีล BoLA-DRB3.2*24 มีผล
ทํ าใหมีปริมาณ neutrophils และ IgG2 เพิ่มขึ้น  อัลลีล  BoLA-DRB3.2*22 และ อัลลีล BoLA-
DRB3.2*16  มีผลทํ าใหมีปริมาณเซลล mononuclear ลดลงแตปริมาณ IgM เพิ่มขึ้น อัลลีล BoLA-
DRB3.2*26 มผีลทํ าใหปริมาณ eosinophils เพิม่ขึ้นแตปริมาณ IgG2 ลดลง อัลลีล  BoLA-
DRB3.2*12, BoLA-DRB3.2*3 และ BoLA-DRB3.2*28 มผีลทํ าใหมีปริมาณ IgG2 เพิ่มขึ้น  จาก
ความสัมพันธของยีนที่เกี่ยวของกับระบบภูมิคุมกันนี้เองจึงมีการศึกษาตอถึงความสัมพันธของยีน 
BoLA-DRB3.2  กับคา SCC ซ่ึงเปนตัวบงบอกถึงการระดับความรุนแรงของการเปนโรคเตานม
อักเสบ พบวา BoLA-DRB3.2*16 มีความสัมพันธกับการเพิ่มขึ้นของคา 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 สัมพันธกับความสามารถในการตานทานโรคเตานมอักเสบ โดย อัลลีล BoLA-
DRB3.2*23 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบไดสูงสุดในกลุมของประชากรโคนม (Kelm et al.,
1997)

การคัดเลือกโดยใช ยีน BoLA-DRB3.2 ยงัมีขอดีอีก  2 ประการคือ (1) ยีน BoLA-DRB3.2
มคีวามสัมพันธกับลักษณะการใหปริมาณนํ้ านม ไขมันและโปรตีน พบ อัลลีล ที่มีความสัมพันธอยู
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 โดยพบความสัมพันธกันทั้งในเชิงลบและเชิงบวก เชน อัลลีล  BoLA-
DRB3.2*3 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได แตก็มีผลทํ าให ปริมาณนํ้ านม ไขมัน และโปรตีน
ลดลงไปดวย  อัลลีล BoLA-DRB3.2*7 สามารถตานทานโรคเตานมอักเสบได แตกลับทํ าให
ปริมาณนํ้ านม ไขมัน และโปรตีนเพิ่มขึ้น  อัลลีล BoLA-DRB3.2*8 สามารถตานทานโรคเตานม
อักเสบได ปริมาณนํ้ านมและโปรตีนเพิ่มขึ้น  แตปริมาณไขมันลดลง  (Sharif et al., 1998b) ดังตา
รางที่ 2.2
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ตารางที่ 2.2 ความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3.2 กับลักษณะทางเศรษฐกิจ
อัลลีล ปริมาณนํ้ านม (กก.) ปริมาณไขมัน(กก.) ปริมาณโปรตีน (กก.)

คาเฉลี่ย (± 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 มคีวามสัมพันธกับการเปนโรคตาง ๆ คือ  โรคเตานมอักเสบ โรครังไข
ฝอ โรครกคาง และโรคไขนํ้ านม โดยอัลลีล BoLA-DRB3.2*23 มคีวามสัมพันธกับการเกิดโรคเตา
นมอักเสบ โรครกคางไดงาย  แตตานทานโรคไขนํ้ านมไดดี  อัลลีล BoLA-DRB3.2*3 สามารถตาน
ทานโรครกคาง  อัลลีล BoLA-DRB3.2*16 สามารถตานทานโรครังไขฝอและโรคไขนํ้ านม อัลลีล
BoLA-DRB3.2*22 สามารถตานทานโรครังไขฝอได (Sharif et al., 1998a) ดังตารางที่ 2.3

ตาราง 2.3 ความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3.2 กับโรคตาง ๆ
อัลลีล โรคเตานมอักเสบ โรครังไขฝอ โรครกคาง โรคไขนํ้ 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)

จากรายงานทั้งหมดที่กลาวมาสรุปไดวายีน BoLA-DRB3.2 สามารถใชเปน MAS ไดเนื่อง
จาก พบวา อัลลีล BoLA-DRB3.2 มคีวามสัมพันธกับการเปนโรคเตานมอักเสบโดยมีความสัมพันธ
กับคา SCC (Dietz et al., 1997b)  สัมพันธกับระบบภูมิคุมกันของรางกาย (Dietz et al., 1997a) นอก
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จากนี้อัลลีล BoLA-DRB3.2 ยงัมคีวามสัมพันธกับลักษณะทางเศรษฐกิจ เชน โปรตีน ปริมาณนํ้ านม
เปนตน (Starkenburg et al., 1997) และยังสัมพันธกับโรคอื่น ๆ อีกดวย (Sharif et al., 1998) โดยพบ
วาอัลลีลของยีน BoLA-DRB3.2 ทีต่างกันจะมีความสามารถในการตานทานโรคเตานมอักเสบไดใน
ระดับที่ตางกัน  และอัลลีลของยีน BoLA-DRB3.2 ที่ตางกันยังมคีวามสัมพันธกับลักษณะทาง
เศรษฐกิจที่ระดับตางกัน เชน บางอัลลีลใหโปรตีนตํ่ า บางอัลลีลใหโปรตีนสูง เปนตน นอกจากนี้
อัลลีลของยีน BoLA-DRB3 ทีต่างกนัจะมีความสามารถในการตานทานโรคใดโรคหนึ่งไดในระดับ
ที่ตางกัน  (Sharif et al., 1998a)   จากความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3 กับลักษณะตาง ๆ ที่ราย
งานมาสามารถนํ ามาประยุกตใชใหสามารถปรับปรุงพันธุกรรมโคนมใหตานทานตอโรคเตานม
อักเสบ โดยที่ไมทํ าใหสัตวในฝูงมีผลผลิตตํ่ าลง(โปรตีน ไขมัน ปริมาณนํ้ านม) หรือมีโอกาสเปน
โรคใดโรคหนึ่งเพิ่มขึ้น ซ่ึงถือเปนขอดีที่สํ าคัญของการประยุกตใช MAS



บทท่ี 3
วิธีการดํ าเนินการวิจัย

3.1 การเก็บรวบรวมขอมูลการเปนโรคเตานมอักเสบของแมโคนมที่ใชในการศึกษา
      3.1.1 ทํ าการเก็บรวบรวมขอมูลการเปนโรคเตานมอักเสบของแมโคนมที่ใชในการศึกษาทุกตัว
โดยดูจากบันทึกของขอมูลการรักษาโรคโรคเตานมอักเสบ
       3.1.2 วิเคราะหขอมูลเพื่อแบงโคออกเปน 2 กลุม คือ กลุมที่เปนโรคโรคเตานมอักเสบ กับกลุมที่
ไมเคยเปนโรคโรคเตานมอักเสบ

3.2 การตรวจสอบลักษณะพันธุกรรมของการเกิดโรคโรคเตานมอักเสบโดยเทคนิค
      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. ไปเก็บตัวอยางเลือดโค 1

ml.
2. นํ าเลือดไปสกัด ดีเอ็นเอ หรือเก็บไวที่ -20OC

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

1. เครื่องปนเหวี่ยง
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 าตัวอยางเลือดทีเ่ก็บตามขอ 3.2.1 มา 250 µl. ใสในหลอด eppendorf  แลวเติม  SDW 1

ml.
2. นํ าไปเหวี่ยงที่ 10,000 g นาน  1 นาที (ทํ า 2 คร้ัง)
3. ทํ าการละลายตะกอนดวย 0.1N NaOH 10 µl. และ 2M NaCl 10 µl.
4. นํ าไปไวที่ 95 OC นาน 2 นาที
5. นํ าไปเหวี่ยงที่ 10,000 g นาน  1 นาที
6.เก็บสวนใสซึ่งมี ดีเอ็นเอ อยู  แลวเจือจาง ดีเอ็นเอ ดวย SDW 100 µl.   นํ าไปเก็บที่ -20OC

        3.2.3 การเพิ่มจํ านวนชิ้นสวน ดีเอ็นเอ ดวยวิธี  nested Polymerase Chain Reaction (PCR)
(Gilliespie et al., 1999)
อุปกรณ

1. เครื่อง Thermal cycle
สารเคมี

1. primers 3 ตัว ไดแก
-HLO30 (5’-ATCCTCTCTCTGCAGCACATTTCC-3’)
  ที่มีความเขมขน = 5 µM หรือ 5 mM/µl.
-HLO31 (5’-TTTAAATTCGCGCTCACCTCGAAGCT-3’)
  ที่มีความเขมขน = 5 µM หรือ 5 mM/µl.
-HLO32 (5’-TCGCCGCTGCACAGTGAAACTCTC-3’)
  ที่มีความเขมขน = 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, 1เปอรเซ็นต 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 าการผสมสวนผสมเหลานี้ใหเขากัน
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 าเขาเครื่อง 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 าการผสมสวนผสมเหลานี้ใหเขากัน

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 าเขาเครื่อง Thermal cycle โดยตั้งอุณหภูมิดังนี้
95 OC 90 วินาที
65  OC 30 วินาที
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72 OC 60 วินาที
ทํ าทั้งหมด 35 รอบ  แลวตามดวย   72 OC 5 นาที

        3.2.4 การตัดดวย เอนไซมตัดจํ าเพาะ
อุปกรณ

1. อางควบคุมอุณหภูมิ
2. eppendorf 1.5 ml.

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

วิธีทํ า
1. แบง PCR-product จากขั้นตอนที่ 3.2.3  ออกมาใสหลอด eppendorf  3 หลอด ๆ ละ 5 µl.
2. แตละหลอดใสเอนไซมแตละชนิด ไดแก Rsa I, HaeIII และ BstYI โดยใสหลอดละ10 U

และใส  10X reaction buffer หลอดละ 1 µl. แลวเติมนํ้ าใหได 10 µl.
3. หลอดที่ใส Rsa I และ HaeIII  นํ าไปบมที่ 37 OC  สวนหลอดที่ใส BstYI นํ าไปบมที่

50 OC  ทิ้งไวขามคืน

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

1. ชุดอุปกรณการทํ า gel electrophoresis
2. power supply
3. UV-transluminator
4. กลองถายรูป

สารเคมี
1. 40 เปอรเซ็นต acrylamide
2. 2 เปอรเซ็นต 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.  แลวเทลงในอุปกรณการเตรียมเจลซึ่งจะไดแผนเจลที่มีความเขมขน 12
เปอรเซ็นต

2. นํ าผลการตัดดวยเอนไซมตามขั้นตอนที่ 3.2.4 มาเติม dye จํ านวน 2 µl.  เพื่อชวยใหมอง
เห็นขณะ run บน polyacrylamide  gel

3. ประกอบชุด electrophoresis แลวดูดสารทีไ่ดจากขอ 2 มา 5 µl.  หยอดลงในหลุมของ
แผนเจล

4. เปดกระแสไฟฟา 25 mA นาน 55 นาที
5. นํ าแผนเจลมายอมดวย ethidium bromide นาน 20 นาที
6. จากนัน้น ําแผนเจลไปสองดูแถบเรืองแสงภายใตแสงความยาวคลื่น 300 nm. (UV) เพื่อ

จ ําแนกลักษณะอัลลีลของยีน  BoLA-DRB3 แลวถายรูป

3.3 การวิเคราะหขอมูล
       3.2.1 การหาความถี่ยีนของประชากร  (Falconer and Mackay, 1996)
                                Hi  =   Σni / N

  โดยที่   Hi      =  ความถี่อัลลีลที่ i
               ni      =  จ ํานวนของสัตวที่พบอัลลีลที่ i

  N     =  จ ํานวนสัตวทั้งหมด
       3.2.2 การใช PROC GENMOD ใน  SAS6.12 โดยใชหลักการของ Logistic regression  ดังนี้
                 log (Pi/(1-Pi)     =  β0 + β1X1 + β2X2 + β3X3 +…+ βiXi + βij

เมื่อ   Pi     =   คาความนาจะเปน (probability) ของการเกิดโรคเตานมอักเสบ
                      β0    =  จดุตัดแกน y (intercept)
β1, β2, β3,…, βi   =  คาสัมประสิทธิ์ 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     =  คาความคลาดเคลื่อน (random error term)
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ความนาจะเปนของการเกิดโรคเตานมอักเสบจาก อัลลีล ตาง ๆ (pi) ค ํานวณไดโดย

   pi = eβ0+ βi/(1+ eβ0+ βi)
เมื่อ   β0  = เปนคา estimate ของ intercept
            βi  =  เปนคา estimate ของ regression coefficient ของอัลลีล
          e  =  exponential

3.4 สถานที่ทํ าการทดลอง
         ฟารมมหาวิทยาลัย อาคารเครื่องมือ 2  อาคารเครื่องมือ 3  มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี
          คณะสัตวศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน

3.5 ระยะเวลาทํ าการทดลอง
เร่ิมทดลองตั้งแตวันที่ 1 ธันวาคม พ.ศ.2544 ถึง 31 สิงหาคม พ.ศ.2545



บทท่ี 4
ผลการทดลอง

4.1 ผลการทดลองที่เปนตัวอยางแถบ ดีเอ็นเอ
จากการทดลองเจาะเลือดโคนม 103 ตัว มาสกัด ดเีอ็นเอ และทํ า PCR ตดัดวยเอนไซม 3 ตัว

คือ RsaI, BstYI และ HaeIII เพือ่กํ าหนดรูปแบบอัลลีลไดผลดังตารางที่ 1, 2 และผลบางสวนแสดง
ในภาพที่ 4.1-4.4

ภาพที่ 4.1 แสดงตัวอยาง
       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

ที่ไดจาก
CR โดย
ะ HLO3
2/MspI
5

การท
ใชดเีอ
2 เปน
ํ า neste
็นเอจา
ไพรเม
7

d PCR
กเลือด
อร
8

 (3% agarose gel)
โคเปน template
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ภาพที่ 4.2 แสดงตวัอยางผลขอ
                 (12%polyacrylamid
        lane ที่ 1-4 แสดงผลของก
        lane ที่ 5    คือขนาดของ M

ภาพที่ 4.3 แสดงตวัอยางผลขอ
                 (12% polyacrylamid
       lane ที่ 1-4 แสดงผลของกา
       lane ที่ 5    คือขนาดของ M

2 3 4

1

1

งแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการตัดดวยเอนไซม BstYI
e gel)
ารนํ า ดเีอ็นเอ ทีไ่ดจากการทํ า nested PCR  มาตัดดวยเอนไซม BstYI
arker 25 bp

4

งแถบดีเอ็น
e gel)
รนํ า ดเีอ็น
arker 25 b
2

เอที่ไดจ

เอ ทีไ่ดจ
p

3

ากการตัด

ากการท
ดวยเอนไซ

ํ า nested PC
5

5

ม RsaI

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

4.2 รูปแบบของอัลลีลท
 พบวายีน BoL
ตัวมี 48 อัลลีล ดังนี้ (e
gaa, gbd, gea, h(acd)
mba, mea, n(acd)a, n(
(acd)d, sbd, sbe, see, v
ทีม่รีายงานวจิัยไวแลว
DRB3.2*2, DRB3.2
DRB3.2*15, DRB3.2
DRB3.2*32, DRB3.2
DRB3.2*48, DRB3.2
และมีอัลลีลที่ไมปราก
(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
นั้นพบวาม
*4, DRB
*16, DR
*33, DR
*50, DRB
ฎวามีรายง
)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, 
านมากอ
c, kba, l
d)a  ดงัแ
เอที่ไดจาก

เอ ทีไ่ดจาก

p

วภายในฝ
, (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

การตัดดวย

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

เอนไซมH

ted PCR

มหาวิทยา
f, (ef)bc, a
)c, kba, kb
d)c, r(acd)
 xba  เมือ่น
ไวแลวอย

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
ํ าอัลลีลเหลานี้มาเทียบกับ
ู 26  อัลลีล ดังตอไปนี้
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 ทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซม RsaI, BstYI และ HaeIII และอัลลีล ที่
พบและเทียบไดจากรายงานอื่น ๆ

ลํ าดับที่ RsaI1 BstYI2 HaeIII3 อัลลีลที่พบ อัลลีลที่เทียบได4

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



22

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 =  อัลลีลที่มีรายงานไวโดย van Eijk et al., 1992, Gelhaus et al., 1995
        และ  Maillard et al., 1999

ตารางที่ 4.2 รูปแบบของ ดีเอ็นเอ ทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซม RsaI, BstYI และ HaeIII และอัลลีล ที่
พบซึ่งไมมีรายงานไวกอน

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 (ตอ)
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 (ตอ)
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 (ตอ)
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  สรุปไดวาอัลลีล DRB3.2*11 และ DRB3.2*16 มคีวามถี่ยีนสูงที่สุด คือมีอยูใน
ประชากร 8.7 เปอรเซ็นตเทากัน รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*8, DRB3.2*22, DRB3.2*51  และ
DRB3.2*52  ซ่ึงมีความถี่ยีนเทากับ 7.8, 5.8, 4.9 และ 4.9 เปอรเซ็นตตามลํ าดับ เมื่อคิดทั้ง 6 อัลลีล
รวมกนัจะมีความถี่ยีนอยูในประชากรคือ  40.8 เปอรเซ็นตของประชากรทั้งหมด สวนอัลลีลที่มี
ความถี่ยีนมากกวา 2 เปอรเซ็นต มอียูทั้งหมด 12 อัลลีล และคิดเปน 60.2 เปอรเซ็นตของประชากร
ทั้งหมด อัลลีลดังกลาวทั้ง 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



26

4.4 การวิเคราะหอิทธิพลของอัลลีล
น ําอัลลีลที่มีความถี่ยีนมากกวา 2 เปอรเซ็นตไปวิเคราะหโปรแกรม SAS 6.12 โดยใชคํ าสั่ง

Proc GENMOD เพือ่วิเคราะหหาอิทธิพลของอัลลีลไดผลดังตารางที่ 4.4 และตารางที่ 4.5

ตารางที่ 4.4 ผลการวิเคราะหอิทธิพลของอัลลีลจากการใช Proc GENMOD

ลํ าดับ อัลลีล ตวัประมาณ
คาประมาณ

(β0+ βi) SE
ความนาจะเปนของการ
เปนโรคเตานมอักเสบ

(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 ผลการวิเคราะหอัลลีล, คาประมาณ, คาความนาจะเปน, ความถี่ยีน, จ ํานวนตัวที่เปน
โรคเตานมอักเสบ และจํ านวนสัตวที่ไมเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
ลํ าดับ อัลลีล ความนาจะเปนโรค

จากการคํ านวณ
สัดสวนการเปนโรค
จากสัตวที่พบจริง

ความถี่
อัลลีล

เปนโรค
(ตัว)

ไมเปนโรค(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 สรุปไดวา อัลลีล DRB3.2*8  มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
ดวยความนาจะเปนตํ่ าสุดคือเทากับ 12.5 เปอรเซ็นต รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*11 และ
DRB3.2*16  ดวยความนาจะเปน  22.2 เปอรเซ็นตเทากัน รองลงมาคืออัลลีล DRB3.2*22,
DRB3.2*51, DRB3.2*23, DRB3.2*52  และ  DRB3.2*7  ดวยความนาจะเปน 33.3, 40.0, 50.0,
60.0  และ 75  เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ
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บทท่ี 5
วิจารณผลการทดลอง

1. การกระจายตัวของยีน
 จากการศึกษาไดพบวายีน BoLA-DRB3 มีอัลลีลทั้งหมด 48 อัลลีล ซ่ึงตรงกับที่มีรายงานไว
แลวโดย 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  และมีอัลลีลที่ไมปรากฎวามี
รายงานมากอน 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) ไดศกึษาในโคพันธุแททั้งหมด 10 พันธุ คือ
Angus, Ayrshire, Brown-Swiss, Gelbvieh, Guernsey, Jersey, Holstein-Friesian, Polled Hereford,
Simmental และ South Devon พบ อัลลีล 30 แบบ ตอมา Gelhaus et al., (1995) คนพบเพิ่มอีก 14
แบบ และ  Maillard et al., (1999)   ศึกษาในโคพันธุ Zebu Brahman พบเพิ่มอีก 18 อัลลีล รวมเปน
62 อัลลีล  และจากการศึกษาในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีพันธุผสมกับโคพันธุ
Holstein- Friesian (Bos taurus) พบอัลลีลเพิ่มอีก 22 อัลลีล สามารถสรุปไดวาฝูงโคนมของ
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีมีความหลายหลายของยีน BoLA-DRB3.2 มาก และจากความหลาก
หลายที่พบในฝูงโคนมของมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จึงสามารถสรุปไดวาฝูงโคนมที่เปนพันธุ
ผสม Holstein- Friesian มคีวามหลากหลายของยีน BoLA-DRB3.2 สูงตามดวย

2. ความสัมพันธของยีน BoLA-DRB3 กับการเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
จากอัลลีลที่มีความถี่ของยีนมากกวา 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  คดิเปน 60.2 เปอรเซ็นตของฝูง นํ าเขาวิเคราะหทางสถิติพบ
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  ที่มีความสัมพันธกับการเปนโรคโรคเตานมอักเสบ โดยพบวาโคนมที่มีอัลลีล
DRB3.2*8 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบนอยที่สุด 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
กลาวอีกนัยหนึ่งคืออัลลีล DRB3.2*8, DRB3.2*11, DRB3.2*16 และ DRB3.2*22 มโีอกาสเปนโรค
โรคเตานมอักเสบนอยที่สุดโดยมีโอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบนอยกวา 33.3 เปอรเซ็นต  และ
อัลลีล DRB3.2*51 และ DRB3.2*23 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดปานกลาง คือ มีโอกาส
เปนโรคมากกวา 40.0 เปอรเซ็นต แตนอยกวา 50 เปอรเซ็นต  สวน อัลลีล ที่เปนโรคโรคเตานม
อักเสบไดงายที่สุดในฝูง คือ DRB3.2*52 และ DRB3.2*7 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบได
มากกวา 60.0 เปอรเซ็นต ซ่ึงจากรายงานของ Sharif et al., (1998) พบวา DRB3.2*16  สามารถ ตาน
ทานโรคโรคเตานมอักเสบ และ DRB3.2*23 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดงาย  Diet et al.,
(1997a) ซ่ึงทดลองเกี่ยวกับระบบภูมิคุมกันรายงานวา DRB3.2*8, DRB3.2*11 และ DRB3.2*23
ตานทานโรคโรคเตานมอักเสบ  Diet et al., (1997b) รายงานวา DRB3.2*11 และ DRB3.2*23   ตาน
ทานโรคโรคเตานมอักเสบ  สวน DRB3.2*16 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดงาย   Kelm et
al., (1997) รายงานวา DRB3.2*11 และ DRB3.2*23   ตานทานโรคโรคเตานมอักเสบ  และ
DRB3.2*8 กับ DRB3.2*16 มโีอกาสเปนโรคโรคเตานมอักเสบไดงาย   ซ่ึงสามารถสรุปไดดังตาราง
ที่ 5.1  จะเห็นวาอัลลีลที่สามารถตานทานโรคโรคเตานมอักเสบในแตละฝูงแตกตางกันไปขึ้นกับ
หลายปจจยั เพราะแตละฝูงมีปจจัยที่กอใหเกิดโรคโรคเตานมอักเสบที่แตกตางกันไป

ตารางที่ 5.1 อัลลีลที่ตานทานโรคและอัลลีลที่เปนโรคไดงายในแตละการทดลอง
แหลงขอมูล อัลลีลที่ตานทานโรค อัลลีลที่เปนโรคไดงาย
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
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ

6.1 สรุปผลการทดลอง
จากการทดลองเพื่อหาอิทธิพลของอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 ตอการเปนโรคโรคเตานม

อักเสบแบบแสดงอาการในโคนม โดยใชเทคนิค nested PCR-RFLP เปนตัวกํ าหนดรูปแบบของอัล
ลีลและใช proc GENMOD ในการวิเคราะหหาอิทธิพลของอัลลีลตอการเปนโรคโรคเตานมอักเสบ
จากการศึกษาสามารถสรุปไดวาอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 มีอิทธิพลตอการเปนโรคโรคเตานม
อักเสบ พบวามีอัลลีลดังนี้คือ 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  โดยแตละอัลลีลจะมีอิทธิพลตอการเปนโรคโรคเตา
นมอกัเสบแบบแสดงอาการในระดับที่แตกตางกันไปดังนี้ อัลลีล DRB3.2*8  มโีอกาสเปนโรคโรค
เตานมอักเสบดวยความนาจะเปนตํ่ าสุดคือเทากับ 12.5 เปอรเซ็นต รองลงมา คือ อัลลีล DRB3.2*11
และ DRB3.2*16  ดวยความนาจะเปน  22.2 เปอรเซ็นตเทากัน รองลงมาคือ DRB3.2*22,
DRB3.2*51, DRB3.2*23, DRB3.2*52  และ  DRB3.2*7  ดวยความนาจะเปน 33.3, 40.0, 50.0,
60.0  และ 75  เปอรเซ็นต ตามลํ าดับ ดงันั้นการควบคุมโรคโรคเตานมอักเสบในฝูงโคนมอาจจะ
แบงไดเปน 3 แนวทาง ดังนี้ (1) ท ําการคัดเลือกโคนมใหมีเฉพาะอัลลีล  DRB3.2*8  ซ่ึงมีโอกาสเปน
โรคโรคเตานมอักเสบนอยที่สุดอยูในฝูงเทานั้น  (2) ก ําจัดโคนมที่มีอัลลีล  DRB3.2*7 ซ่ึงมีโอกาส
เปนโรคโรคเตานมอักเสบไดมากที่สุดออกจากฝูง หรือ (3) ไมกํ าจัดโคนมที่มีอัลลีล  DRB3.2*7
ออกจากฝูงโคนม แตเนนการจัดการที่ดีกับโคนมที่มีอัลลีล  DRB3.2*7 เปนพิเศษ  การที่จะเลือกวิธี
ใดวิธีหนึ่งหรือ อัลลีลใดมาใชเปนแนวทางหรือดัชนีในการควบคุมโรคโรคเตานมอักเสบในฝูงโค
นมฝงูหนึง่ ๆ นั้นขึ้นอยูกับความเหมาะสมของพื้นฐานทางพันธุกรรม สภาพแวดลอม และการจัด
การในแตละฝูงและยังขึ้นกับวิจารณญาณของผูทํ าการคัดเลือกเอง

6.2 ขอเสนอแนะ
              การทดลองนี้ใชวิธีการตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี nested PCR-RFLP ซ่ึงจะไมสามารถ
จ ําแนกความแตกตางของการตัดดวยเอนไซมบางตัวในบางอัลลีลออกจากกันได การที่จะจํ าแนก
การตัดดวยเอนไซมบางตัวออกจากกันไดจะตองใชวิธีตรวจวิเคราะหดีเอ็นเอโดยวิธีอ่ืนซึ่งมีความ
ละเอยีดมากขึ้นกวาเดิมเขามาชวยคือวิธีการตรวจหาลํ าดับเบส (sequencing) ซ่ึงจะสามารถทํ าให
แยกความแตกตางในระดับนี้ออกจากกันได แตเนื่องจากในขั้นตอนของการวิเคราะหทางสถิติและ
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จากจํ านวนสัตวที่มีอยูนอยทํ าใหเปนปจจัยจํ ากัดในการวิเคราะหอยูแลวซ่ึงหากเลือกใชวิธีการตรวจ
ดเีอน็เอทีม่คีวามละเอียดมากขึ้นทํ าใหจํ านวนสัตวที่มีอยูนอยแลวกลับนอยลงไปอีก ทํ าใหผลการ
วเิคราะหทางสถิติไมมีความนาเชื่อถือ หรืออาจไมพบความแตกตางซึ่งเปนอิทธิพลของอัลลีลเลย
แตขณะที่ในตางประเทศซึ่งมีจํ านวนสัตวมากจึงมีความจํ าเปนตองใชวิธีการวิเคราะหดีเอ็นเอที่มี
ความละเอียดพอจึงจะสามารถจัดกลุมของสัตวและจํ าแนกอิทธิพลของอัลลีลได

ขอจํ ากัดของการทดลองนี้
1. การคัดเลือกโดยใชยีน BoLA-DRB3 เปนการคัดเลือกในแตละรุนเทานั้น เพราะการหา

ลักษณะของยนีนี้เปนการหาเฉพาะในสัตวตัวนั้น ๆ ซ่ึงเมื่อไปถึงรุนลูก ลูกตัวนั้นก็จะตองทํ าการ
ตรวจหาลกัษณะของยีนนี้ใหม เพราะลักษณะของยีนในลูกนี้ไดรับการถายทอดมาจากทั้งพอและแม
ซ่ึงเปนความแตกตางที่เกิดขึ้นจากการแยกตัว (segregation) และการรวมตัวของยีน (recombination)
ในแกมีต

2. การวิเคราะหขอมูลควรแยกตามแลคเตชัน่ แตเมื่อแยกตามแลคเตชั่นแลวทํ าใหมีจํ านวน
โคในแตละแลคเตชั่นนอยเมื่อนํ ามาวิเคราะหทางสถิติทํ าใหไมพบความแตกตาง ดังนั้นในการวิจัย
คร้ังตอ ๆ ไป ควรที่จะวางแผนการทดลองเพื่อใหไดจํ านวนโคในแตละแลคเตชั่นที่มากพอ

3.  การทดลองนี้เปนการทดลองเปรียบเทียบกับการเกิดโรคเตานมอักเสบแบบแสดงอาการ
ในอดตี ซ่ึงโคที่ไมเปนโรคในแลคเตชั่นที่กํ าลังศึกษาอยูอาจเปนโรคในแลคเตชั่นตอ ๆ ไปก็ได ทํ า
ใหการทดลองที่ไดอาจไมเปนผลที่แทจริง

4. หากทํ าการทดลองเปรียบเทียบลักษณะของยีน BoLA-DRB3 กบัโรคเตานมอักเสบแบบ
ไมแสดงอาการ (เนื่องจากโรคเตานมอักเสบแบบไมแสดงอาการนี้มีบทบาทมากในโคนม) ซ่ึง
สามารถตรวจไดโดยดูจากคา SCC จะท ําใหการทดลองสมบูรณแบบมากขึ้น

5. ยนีตัวนี้อาจมีผลทํ าใหผลผลิตอื่น ๆ เชน ปริมาณนํ้ านม ไขมัน โปรตีน ลดลง แตอยางไร
กต็ามสามารถที่จะแกปญหาไดดวยการศึกษาหาความสัมพันธของยีนนี้กับลักษณะที่ลดลงไปเหลานี้
ควบคูไปกับลักษณะการเปนโรค



รายการอางอิง
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คํ าสั่ง SAS ท่ีใชใน 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 ใหช่ือขอมูลที่นํ ามาใชใน SAS นีม้ีช่ือวา  MyThesis
INFILE ‘A:\BoLA\mastitis.prn’ หมายถึง นํ าขอมูลที่อยูใน file ‘A:\BoLA\mastitis.prn’ มาใชใน
การวิเคราะห
LENGH allele $ 20 หมายถงึ ก ําหนดใหอัลลีลเปนตัวแปรที่เปนตัวอักษรและมีความยาวไมเกิน 20
ตัวอักษร
INPUT id symptom allele $ หมายถึง ตวัแปรที่ใชในการวิเคราะหนี้มี ตัวแปรที่ช่ือวา id, symptom
และ allele

โดย      
 id      คือ หมายเลขหรือช่ือของสัตวที่ใชในการวิเคราะห
symptom    คือ การที่สัตวตัวนั้นเปนโรคโรคเตานมอักเสบใหมีคาเทากับ 1 หรือถา
                         สัตวไมมีประวตัิการเปนโรคโรคเตานมอักเสบใหมีคาเทากับ 0
allele          คือ รูปแบบอัลลีลที่พบในสัตวแตละตัว

ในสวนของคํ าสั่ง PROC GENMOD หมายความดังนี้ ใหวิเคราะหขอมูลที่ช่ือ MyThesis 
โดยใชคํ าสั่ง PROC GENMOD ก ําหนดใหตัวแปรอัลลีลเปนอิทธิพลแบบ fixed effect (เปนการ
ทดสอบวาตัวแปรอัลลีลมีผลตอการเปนโรคหรือไมเปนโรคของสัตวหรือไม) โดยใชรูปแบบ
MODEL คือ การเปนโรคหรือไมเปนโรคของสัตวแตละตัวข้ึนกับรูปแบบของอัลลีล โดยใหมีรูป
แบบการแจกแจงแบบ binomial distribution และมีรูปแบบการ transform ขอมูลเปนแบบ logit
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การเรียกชื่อยีน BoLA-DRB3 ท่ีถูกจํ าแนกดวยวิธี nested PCR-RFLP  (van Eijk et al., 1992)

การเรียกชื่อโดยเรียงลํ าดับดังนี้ โลกัส.เอคซอน*อัลลีล
เชน BoLA-DRB3.2*1

BoLA-DRB3 คือ โลกัสที่ช่ือวา  BoLA-DRB3
2               คือ         เอคซอนตํ าแหนงที่ 2
1 คือ อัลลีลรูปแบบที่ 1

นั่นคือ BoLA-DRB3.2*1 หมายถึง อัลลีลรูปแบบที่ 1 ในตํ าแหนงเอคซอนที่ 2 ของยีน
BoLA-DRB3

การกํ าหนดรูปแบบอัลลีลของยีน BoLA-DRB3 จะก ําหนดตามรูปแบบของดเีอ็นเอ ที่ถูกตัด
ดวย เอนไซม 3 ชนิดเรียงกัน คือ RsaI, BstYI และ HaeIII (ภาคผนวก ค)  สวน รูปแบบที่เอนไซมแต
ละตวัตดัไดนั้นก็จะกํ าหนดตามรูปแบบในภาคผนวก ง เชน รูปแบบการตัดดวยเอนไซม RsaI ไดรูป
แบบ a  (ภาคผนวก ค)   รูปแบบการตัดดวยเอนไซม BstY ไดรูปแบบ a  (ภาคผนวก ค)  และ รูป
แบบการตัดดวยเอนไซม HaeIII ไดรูปแบบ a (ภาคผนวก ค)    อัลลีล เรียงตามเอนไซมคือ RsaI,
BstYI และ HaeIII จะไดเปน aaa  แลวนํ าไปเทียบใน ภาคผนวก ง ก็จะไดเปน อัลลีล  BoLA-
DRB3.2*1  เปนตน



ภาคผนวก ค
รูปแบบของดีเอ็นเอทีไ่ดจากการตัดดวยเอนไซม RsaI, BstYI และ HaeIII
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1. รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซม  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 ____________________|_______________|________________________|__________



44

รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ดัดวยเอนไซม  RsaI (ตอ)
                   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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รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ดัดวยเอนไซม  RsaI (ตอ)
                             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. รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซม  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. รูปแบบของดีเอ็นเอทีต่ัดดวยเอนไซม  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



50

                    ตารางที่ 1ง (ตอ)
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 (ตอ)
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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