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การศึกษาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน ที่ควบคุมปริมาณแคปปา-เคซีนที่สงผลตอ
ปริมาณและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานม ในพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม กรมปศุสัตวจํานวน 
60 ตัว แบงเปนกลุมพอโคพันธุแท Holstein-Friesian จํานวน 15 ตัว และกลุมพอโคลูกผสมที่มี
สายเลือดของพันธุ Holstein-Friesian ในระดับเลือด 75 เปอรเซ็นตขึ้นไป จํานวน 45 ตัว โดยใชวิธี 
Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) พบ
ยีนแคปปา-เคซีนทั้งสิ้น 3 ชนิด ไดแก A, B และ E ความถี่ของอัลลีลเปน 0.6, 0.33 และ 0.07 
ตามลําดับ ในกลุมพอโคพันธุแท และ 0.74, 0.17 และ 0.09 ตามลําดับ ในกลุมพอโคลูกผสม          
และพบลักษณะจีโนไทปทั้งสิ้น 5 แบบ ไดแก AA, AB, BB, AE และ BE ความถี่จีโนไทปเปน               
0.34, 0.4, 0.13, 0.13 และ 0 ตามลําดับ ในกลุมพอโคพันธุแท และ 0.56, 0.27, 0, 0.11 และ   
0.06 ตามลําดับ ในกลุมพอโคลูกผสม เมื่อเปรียบเทียบความแตกตางของความถี่อัลลีลและ  
ความถี่จีโนไทปในพอโคแตละกลุม ไมพบความแตกตางกันในทางสถิติระหวางพอโคทั้ง 2 กลุม 
แสดงใหเห็นวาความถี่ของอัลลีล A, B และ E และความถี่จีโนไทป AA, AB, BB, AE และ BE     
ในกลุมพอโคพันธุแทไมตางกับกลุมพอโคลูกผสม ทั้งนี้อาจเนื่องจากเปาหมายการปรับปรุงพันธุ  
โคนมในกลุมที่นํามาศึกษาไมไดมุงเนนไปในลักษณะทางดานโปรตีนในน้ํานมแตมุงเนนไปที่
ปริมาณน้ํานมเปนหลัก นอกจากนี้การตรวจหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมดวย   
วิธี PCR-RFLP ทําใหทราบการกระจายตัวของอัลลีลชนิดตาง ๆ ในฝูงพอพันธุโคนม และยังอาจใช     
จีโนไทปของแคปปา-เคซีนเปนดัชนีตัวหนึ่งในการคัดเลือกพอโคเพื่อปรับปรุงลักษณะทางดาน
โปรตีนในน้ํานมไดในอนาคต 
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 Fifteen purebred (Holstein-Friesian) sires and 45 crossbred (more than              
75 percent Holstein-Friesian) sires from Division of Artificial Insemination (AI), 
Department of Livestock Development were investigated on genotypes of kappa-casein 
by Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP). 
Allelic frequencies of A, B and E were 0.6, 0.33 and 0.07 respectively in purebred sires 
and 0.74, 0.17 and 0.09 respectively in crossbred sires. Genotypic frequencies of      
AA, AB, BB, AE and BE were 0.34, 0.4, 0.13, 0.13 and 0 respectively in purebred sires 
and 0.56, 0.27, 0, 0.11 and 0.06 respectively in crossbred sires. There were no 
differences found when allelic and genotypic frequencies were compared on both 
purebred and crossbred sires. In conclusion, the proposed method will be a valuable 
tool for the early selection of AI sires by using kappa-casein genotype as genetic 
marker. The method is hoped to be integrated into the regular program of sire selection 
in the future. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ความสําคัญและที่มาของปญหา 
 
 เปาหมายสําคัญของการปรับปรุงพันธุโคนมในประเทศไทย มุงเนนผลิตโคนมที่ใหน้ํานม
ปริมาณมากและมีคุณภาพดี องคประกอบทางเคมีในน้ํานม จะบอกถึงคุณคาทางโภชนาการของ
น้ํานม โดยปริมาณของโปรตีนเปนตัวชี้วัดตัวหนึ่งที่บงบอกถึงคุณภาพของน้ํานมที่ผลิตได โปรตีน
สําคัญที่พบในน้ํานมมี 3 ชนิด ไดแก เคซีน แลคโตโกลบูลิน และแลคตัลบูมิน โดย 80 เปอรเซ็นต
ของโปรตีนทั้งหมด คือ เคซีน ซึ่ง โปรตีนเคซีน ประกอบดวย เคซีน 4 ชนิด คือ แอลฟาเอส1-เคซีน, 
แอลฟาเอส2-เคซีน, เบตา-เคซีน และ แคปปา-เคซีน โดยเคซีนทั้ง 4 ชนิด จะรวมตัวกันอยูในรูปของ
ไมเซลล (micelles) โดยแคปปา-เคซีนเปนเคซีนเพียงชนิดเดียวที่สามารถรวมตัวกับน้ําได ซึ่งตาง
กับเคซีนอีก 3 ชนิดที่ไมสามารถรวมตัวกับน้ําได แคปปา-เคซีนเปนตัวที่หอหุมเคซีนที่เหลือไว ทํา
ใหเคซีนทั้ง 4 ชนิดแขวนลอยอยูในน้ํานม นอกจากนี้แคปปา-เคซีนมีความสําคัญในขบวนการแปร
รูปน้ํานมเปนผลิตภัณฑนมอื่น ๆ โดยเฉพาะอยางยิ่งในการผลิตเนยแข็ง (cheese) เนื่องจาก
ปริมาณแคปปา-เคซีน จะมีผลตอโครงสรางของไมเซลล ถาปริมาณแคปปา-เคซีนมากขนาดของไม
เซลลจะยิ่งมีขนาดเล็ก สงผลตอความละเอียดของนมที่ตกตะกอน (curd firmness) และจะทําให
เนื้อเนยแข็งที่ไดเนียน และมีความคงรูปมากขึ้น เนื่องจากมีชองวางของเนื้อเนยแข็งนอยลง 
นอกจากนี้    ไมเซลลที่มีขนาดเล็กยังมีคุณสมบัติในการทนความรอนมากกวาไมเซลลขนาดใหญ 
ทําใหเคซีนในน้ํานมที่ผานกระบวนการแปรรูปแลวมีปริมาณมากกวาน้ํานมที่ไดมาจากเคซีนที่มี
ขนาดไมเซลลใหญ (FitzGerald, 1997) โดยปริมาณแคปปา-เคซีนเปนลักษณะทางคุณภาพ 
(qualitative character) กลาวคือเปนลักษณะที่ควบคุมโดยยีนเพียงตําแหนงเดียว (single locus) 
จากการศึกษาพบวาชนิดของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีนที่แตกตางกันจะมีผลตอปริมาณแคปปา-
เคซีนในน้ํานม ซึ่งสงผลตอปริมาณและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานม นอกจากนี้ยงัมีบางรายงานที่
กลาววายีนแคปปา-เคซีนสงผลกระทบตอปริมาณน้ํานมดวย (Eenennaam and Medrano, 1991 
;       Lin et al., 1989) 
 จากการพัฒนาเทคโนโลยีทางอณูพันธุศาสตรในปจจุบัน ทําใหสามารถหาชนิดและ     
การกระจายตัวของยีนแคปปา-เคซีนในแตละประชากรได โดยการหาชนิดของแคปปา-เคซีน หาได
ทั้งจากน้ํานม จากเลือดหรือน้ําเชื้อของโคที่ยังไมไดใหผลผลิต และเนื่องจากปริมาณแคปปา-เคซีน
ถูกควบคุมโดยยีนแคปปา-เคซีน จึงสามารถใชยีนแคปปา-เคซีน เปนเครื่องหมายทางพันธุกรรม 
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(genetic marker) ในการปรับปรุงลักษณะทางดานปริมาณและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมได 
โดยสามารถคัดเลือกพอแมพันธุไดตั้งแตสัตวอายุยังนอย หรือที่ยังไมไดใหผลผลิต ชวยเพิ่มความ
แมนยําในการคัดเลือก ทําใหเพิ่มความรวดเร็วในการปรับปรุงพันธุ ซึ่งในปจจุบันมีหลายประเทศ
เชน ประเทศออสเตรีย, สวิสเซอรแลนด และ อิตาลี พิจารณาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในการ   
คัดเลือกตัวสัตว เพื่อปรับปรุงลักษณะดังกลาว (FitzGerald, 1997) และปจจุบันประเทศไทยการ
ผสมเทียมโคนมโดยใชน้ําเชื้อแชแข็งนั้น เปนที่นิยมกันอยางกวางขวางและไดผลดี สามารถ
แพรกระจายสัตวพันธุดีสูประชากรโคนมไดรวดเร็วขึ้น โดยงานผลิตน้ําเชื้อพอพันธุอยูในความ
รับผิดชอบของกลุมงานผลิตและวิจัยน้ําเชื้อ กองผสมเทียม กรมปศุสัตว เปนหนวยงานที่ผลิต
น้ําเชื้อ    แชแข็ง (frozen semen) ของพอพันธุโคนม เพื่อใชในงานผสมเทียมทั่วประเทศ ซึ่งพอ
พันธุโคนมที่ใชในการผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง จะมีทั้งพอโคพันธุแทก็คือ พันธุHolstein-Friesian และ
เปนพอโคลูกผสมระหวางโคพันธุ Holstein-Friesian กับโคพันธุพื้นเมือง เชน พันธุSahiwal, 
Brahman เปนตน จากความแตกตางของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีนที่สงผลตอปริมาณแคปปา-เค
ซีน ปริมาณโปรตีน และคุณภาพของโปรตีนที่สงผลตอขบวนการแปรรูปน้ํานม จึงเปนแนวทางใน
การใชประโยชนจากเทคโนโลยีทางดานอณูพันธุศาสตรในการตรวจหาจีโนไทป เพื่อใหทราบถึง
ชนิดและการกระจายตัวของยีนแคปปา-เคซีน เพื่อใชประโยชนในการวางแผนปรับปรุงพันธุโคนม
ใหไดลักษณะทางดานที่ตองการดังกลาวขางตน และเปนแนวทางในการใชประโยชนจาก
เทคโนโลยีทางดานอณูพันธุศาสตรในการคัดเลือกตัวสัตวในลักษณะอื่นตอไป 
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วัตถุประสงคของการวิจยั 
 
1. เพื่อตรวจหาชนิดและจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุ โคนมของกองผสมเทียม           

กรมปศุสัตวที่ผลิตน้ําเชื้อเพื่อใชในการผสมเทียม 
2. เพื่อตรวจหาการกระจายตัวของชนิดและจีโนไทปแบบตาง ๆ ของยีนแคปปา-เคซีน 
 
ประโยชนที่คาดวาจะไดรบัจากการวิจยั 
 
1. ทราบชนิดและความถี่ของจีโนไทปของแคปปา-เคซีนของฝูงพอพันธุโคนมที่ผลิตน้ําเชื้อเพื่อ

ผสมเทียม 
2. ทราบขอมูลทางพันธุกรรมระดับลึกของแคปปา-เคซีนของฝูงพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม 

ซึ่งอาจนําไปประยุกตใชในการปรับปรุงลักษณะพึงประสงคเฉพาะทางในฝูงโคนมในอนาคต 
3. พัฒนาเทคนิคและวิธีการในการตรวจหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนที่เหมาะสมใน

ประเทศไทย 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 
องคประกอบของน้ํานม  

น้ํานม 
 

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

 
  โปรตีน  แลคโตส           แรธาตุ,วิตามิน 
  3.0-3.5% 4.6-5.1%    0.3-1.4% 

  
เคซีน  แลคตัลบูมิน     แลคโตโกล   เอนไซมตางๆ เชน protease lipase  
80%        10%       บูลิน 5%       5% 

 
alphaS1 alphaS2     beta  kappa 

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

   
รูปที่ 1 แสดงองคประกอบในน้ํานม 

 
องคประกอบของน้ํานม (รูปที่ 1) ประกอบดวยน้ําเปนสวนใหญอยูระหวาง 85-87 

เปอรเซ็นต ไขมัน 2.4-5.5 เปอรเซ็นต และในสวนของของแข็งที่ไมใชไขมัน (solid not fat, SNF) 
7.9-10.0 เปอรเซ็นต ซึ่งในสวนนี้จะมีโปรตีนเปนสวนประกอบอยูระหวาง 3.0-3.5 เปอรเซ็นตของ
น้ํานมทั้งหมด นอกจากนั้นเปนแลคโตส และสวนประกอบอื่น ๆ เชน แรธาตุ วิตามิน เปนตน สวน
ของโปรตีนในน้ํานมประกอบดวยโปรตีน 3 ชนิดคือ เคซีน (casein) ซึ่งประกอบดวย แอลฟาเอส-เค
ซีน (αs-casein) 45-55 เปอรเซ็นต, เบตา-เคซีน (β-casein) 25-35 เปอรเซ็นต และ แคปปา-เค
ซีน (κ-casein) 8-15 เปอรเซ็นต ของเคซีนทั้งหมด และสวนของโปรตีนหางนม ไดแก แลคตัลบูมิน 
(lactalbumin) และแลคโตโกลบูลิน (lactoglobulin) โดยสวนประกอบของน้ํานมทั้งหมดจะผันแปร
ไปตามสายพันธุของสัตว (ตารางที่ 1) ฤดูกาล ระยะของการใหน้ํานม (Campo et al., 1999 ; 
Panaiotova et al., 1997 ; Rincon et al., 1982)  
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ตารางที่ 1 แสดงความแตกตางขององคประกอบในน้ํานมของโคนมสายพันธุตาง ๆ  
สายพนัธุ ปริมาณไขมัน (%) ปริมาณโปรตีน (%) ปริมาณแลคโตส (%) 
Holstein 3.7% 3.2% 4.6% 
Ayrshire  4.0% 3.3% 4.6% 
Jersey 

Brown Swiss 
Guernsey 

Zebu 

5.1% 
4.0% 
5.0% 
4.9% 

3.8% 
3.6% 
3.8% 
3.9% 

4.7% 
5.0% 
4.9% 
5.1% 

 ที่มา :Jensen (1995) 
 
โปรตีนในน้ํานม (Milk Proteins) 
 
 โปรตีนในน้ํานมที่สําคัญมีอยู 3 ชนิด คือ เคซีน (casein), แลคตัลบูมิน (lactalbumin) 
และ แลคโตโกลบูลิน (lactoglobulin) ซึ่งโปรตีนสองชนิดหลังนี้เรียกรวมวา โปรตีนหางนม (whey 
proteins) โปรตีนหางนมจะไดหลังจากทําการตกตะกอนเคซีนออกไปแลว  

โปรตีนเคซีนเปนโปรตีนหลักประกอบอยูประมาณ 80 เปอรเซ็นตของโปรตีนทั้งหมด แยก
เปนชนิดตาง ๆ ได 4 ชนิด ดังนี้คือ เคซีนชนิดแอลฟาเอส1 (alphaS1-), แอลฟาเอส2 (alphaS2-), 
เบตา (beta-) และ แคปปา (kappa-) สวนของ แอลฟาเอส1-เคซีน, แอลฟาเอส2-เคซีน และ เบตา-
เคซีน เปนโครงสรางที่คลายกัน โดยมีคุณสมบัติ คือ ไมสามารถรวมตวักับน้ําได (hydrophobic) 
และจะถูกลอมรอบโดยแคปปา-เคซีน ซึ่งมีคุณสมบัติที่สามารถรวมตัวกับน้ําไดดี (hydrophilic) จึง
ทําใหเคซีนทั้งหมดสามารถแขวนลอยอยูในน้ํานมได ในรูปที่เรียกวา ไมเซลล (micelles) ดังรูปที่ 2 
โดยเคซีนสามารถทําใหตกตะกอนไดที่ pH 4.6  
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 รูปที่ 2 แสดงโครงสรางของไมเซลล (micelles) ในแบบ 2 มิติ และ แบบ 3 มิติ 
 ที่มา : Mangino (2001) 

 
ลักษณะโครงสรางระดับโปรตีนของแคปปา-เคซีน (Characteristic of  Kappa-casein 
Protein) 
 
 โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ของ แคปปา-เคซีน ประกอบดวยกรดอะมิโน 169 
ตัว มีน้ําหนักโมเลกุล (Molecular Weight ;MW) 19007 - 19039 ขึ้นกับชนิดของแคปปา-เคซีน 
ลําดับการเรียงตัวของกรดอะมิโนแสดงดัง รูปที่ 3 จากลักษณะโครงสรางที่สาย polypeptide มี 
Cysteine 2 ตัว ทําใหเกิดพันธะ disulphide (S-S bond) ทําใหแคปปา-เคซีน มีลักษณะเปน 
intramolecular คือการเกิดพันธะ disulphide ภายในโมเลกุลเอง และเปน intermolecular คือการ
เกิดพันธะ disulphide กับ แคปปา-เคซีน หรือ แอลฟาเอส-เคซีน หรือ เบตา-เคซีน การที่แคปปา-
เคซีนสามารถแขวนลอยในน้ํานมไดเนื่องจากกรดอะมิโนตั้งแตลําดับที่ 117-169 เปนสวนที่มีประจุ 
(net charge= -11)หรือมีข้ัว และยังมีคารโบไฮเดรตซึ่งชวยเพิ่มความเปนขั้ว โดยความสามารถใน
การละลายน้ําจะขึ้นอยูกับการมีข้ัวของโมเลกุลเนื่องจาก น้ําเปนโมเลกุลที่มีขั้วเหมือนกัน และจาก
การท่ีมีขั้วในสวนนี้ทําใหแคปปา-เคซีนในสวนนี้สามารถละลายน้ําได (hydrophilic) และจากการที่ 
แคปปา-เคซีนมีหมู Phosphate เพียง 1 หรือ 2 ตัวที่กรดอะมิโนตําแหนงที่ 127 หรือตําแหนงที่149 
เทานั้น ทําใหการจับตัวหรือความไวตอแคลเซียมมีคาต่ํา ทําใหไมเซลลที่มีแคปปา-เคซีนหอหุมไว 
สามารถแขวนลอยไดในน้ําในสภาพที่มีแคลเซียมอยูดวย 
 
 
 
 
 

Kappa-casein 
Beta-casein 

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

 
 รูปที่ 3 โครงสรางปฐมภูมิ (primary structure) ของแคปปา-เคซีนชนิด A  

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

 
 แคปปา-เคซีนมีความสําคัญตอขบวนการแปรรูปน้ํานมในอุตสาหกรรมการผลิตเนยแข็ง 
โดยขั้นตอนการทําใหนมตกตะกอนจะเกี่ยวของกับการดึงเอาแคปปา-เคซีน ออกจากองคประกอบ
ที่เปนไมเซลลเพื่อใหโปรตีนเคซีนชนิดอื่น ๆ ไมสามารถแขวนลอยอยูไดตอไป โดยในขบวนการทํา
ใหเคซีนตกตะกอน (milk curd) จะใชเอนไซม (enzyme) ตกตะกอน ที่เรียกวา curding enzyme 
โดยProteolytic enzyme ที่นิยมใชคือ Chymosin หรือ Rennet ซึ่งเอนไซมชนิดนี้จะทําการสลาย
พันธะระหวาง Phenylalanine ที่ตําแหนง 105 และ Methionine ที่ตําแหนง 106 ในสาย 
polypeptide ได แคปปา-เคซีนแบงออกเปน 2 สวน คือ สวนที่เปน kappa-casein 
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glycomacropeptide (GMP) หรือเรียกอีกชื่อหนึ่งวา caseinomacropeptide (CMP) (กรดอะมิโน
ลําดับที่ 106-169) ซึ่งเปนสวนที่สามารถละลายน้ําได (hydrophilic) มีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 
6,800 และสวนที่เหลือของแคปปา-เคซีนโมเลกุล เรียกวา พารา-แคปปา-เคซีน (para-kappa-
casein) (กรดอะมิโนลําดับที่ 1-105) ซึ่งมีน้ําหนักโมเลกุลประมาณ 12,271 โดยในสวนนี้ไม
สามารถละลายน้ําได (hydrophobic) จึงทําใหตกตะกอน และเมื่อ แยกสวนของแคปปา-เคซีนที่
สามารถละลายน้ําไดออกจากเคซีนไมเซลลแลว เคซีนตัวอ่ืน ๆ ไดแก แอลฟาเอส1-เคซีน, แอลฟา
เอส2-เคซีน และเบตา-เคซีน ไมสามารถแขวนลอยอยูในน้ํานมไดอีก จึงรวมตัวกับ Ca2+ ในน้ํานม 
ทําใหเกิดเปนแคลเซียม-พาราเคซีนเนท (calcium paracaseinate) ซึ่งมีคุณสมบัติละลายน้ําได
นอยและแยกตัวออกมา (รูปที่ 4) 
 
          cleaved by chymosin or rennet 
 Casein                                               Para-kappa-casein                         ตกตะกอน 
       Ca2+ 

 Beta-, alphaS-Casein                    Calcium paracaseinate                       ตกตะกอน
  

รูปที่ 4 ขบวนการตกตะกอนของเคซีน  
 
ลักษณะโครงสรางระดับโมเลกุลของยีนแคปปา-เคซีน (Molecular Structure of Kappa-
casein Gene) 
 
 ลักษณะของโปรตีนในน้ํานมเปนลักษณะทางคุณภาพ (qualitative character) โดยเปน
ลักษณะที่ไดมาจากอัลลีลบนจีโนม โดยยีนที่กําหนดปริมาณเคซีนและสัดสวนของเคซีน อยูบน
โครโมโซมคูที่ 6 ตรงตําแหนง q31 ถึง q33 โดยใชวิธี in situ hybridisation โดยมีการเรียงตัวคือ 
แอลฟาเอส1-เบตา-แอลฟาเอส2-แคปปา-เคซีน (alphaS1-beta-alphaS2-kappa-casein) โดยมี
ขนาดทั้งหมด 200 กิโลเบส ถึง 300 กิโลเบส  

ลําดับเบสของ ยีนแอลฟาเอส1-เคซีนมีลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) 22069 
คูเบส โดยประกอบดวย 19 exon และ 18 intron (Koczan et al., 1991)  
 ลําดับเบสของ ยีนเบตา-เคซีนมีลําดับเบสบางสวน (partial sequence) 10338 คูเบส โดย
ทําการหาลําดับเบส 9 exon และ 8 intron (Bonsing et al., 1988)  
 ลําดับเบสของ ยีนแอลฟาเอส2-เคซีนมีลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) 21246 
คูเบส โดยประกอบดวย 18 exon และ 17 intron (Groenen et al., 1993) 
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ลําดับยีนแคปปา-เคซีนจะทําการหาในแตละสวน โดย exon ที่ 1 ถึง intron ที่ 1 มีลําดับ
เบส 895 คูเบส (Alexander et al., 1988)  exon ที่ 2 ถึง intron ที่ 2 มีลําดับเบส 720 คูเบส 
(Alexander et al., 1988) exon ที่ 3-5 (รวม intron ที่ 3-5) มีลําดับเบส 7595 คูเบส (Alexander 
et al., 1988) ไมพบรายงานที่ทําการหาลําดับเบสทั้งหมด (complete sequence) แตรายงาน
สวนมากจะทําการหาลําดับเบสใน exon ที่ 4 ในแคปปา-เคซีนแตละชนิด เนื่องจากเกิดการ
เปลี่ยนแปลง (variation) ในสวนนี้ (Prinzenberg et al., 1996 ; Prinzenberg et al., 1999) 
 
ชนิดของแคปปา-เคซีน (Kappa-Casein Polymorphism) 
 
 จากการรวบรวมขอมูลโดย Braunschweig (1998) ไดสรุปไววาชนิดตาง ๆ ของแคปปา-
เคซีน ที่พบในโคปจจุบันมีรายงานไว 6 ชนิด โดยแยกตามความแตกตางของกรดอะมิโนบนสาย
ของโปรตีน ไดแก A, B, C, E, F และ G ไมปรากฎแคปปา-เคซีนชนิด D เนื่องจาก Miranda et al., 
1993 ไดตรวจสอบลักษณะทางดานชีวเคมีของแคปปา-เคซีนชนิด D และพบวามีคุณสมบัติ
เหมือนกับชนิด C จึงทําใหปจจุบันไมมีการกลาวถึงแคปปา-เคซีน ชนิด D การที่แคปปา-เคซีน มี
หลายชนิด พิจารณาจากความแตกตางของลําดับเบสตําแหนงใดตําแหนงหนึ่งใน exon ที่ 4 ที่
ตรวจพบ (single nucleotide polymorphism; SNP) ซึ่งสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิ
โนที่ผลิตออกมา โดยไดพบวาแคปปา-เคซีนทุกชนิดจะผันแปรไปจากแคปปา-เคซีนชนิด A ซึ่งมี
ลําดับเบส ดัง รูปที่ 5 โดย exon ที่ 4 เร่ิมจากลําดับเบสตําแหนงที่ 4930 ถึง 5446 โดยครอบคลุม
สวนที่เกิดการผันแปรไปเปนแคปปา-เคซีน ชนิดตาง ๆ  
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รูปที่ 5 ลําดับเบสของยีนแคปปา-เคซีน ชนิด A เฉพาะ exon ที่ 4  
            ตั้งแตตําแหนง 4930 ถึง 5446 
ที่มา : Alexander et al. (1988)  

 
จากโครงสรางการเรียงตัวของเบสในแคปปา-เคซีน ชนิด A พบความแตกตางในลําดับเบส

ที่ทําใหเปนแคปปา-เคซีนชนิดอื่น ๆ ดัง รูปที่ 6 และ รูปที่ 7 
แคปปา-เคซีนชนิด B เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5309 จาก C ไปเปน 

T และตําแหนงที่ 5345 จาก A ไปเปน C ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนง 136 และ 148 เปลี่ยนจาก 
Threonine ไปเปน Isoleucine และจาก Aspartic acid ไปเปน Alanine ตามลําดับ  

แคปปา-เคซีน ชนิด C เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5309 จาก C ไปเปน 
T และตําแหนงที่ 5345 จาก A ไปเปน C ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนง 136 และ 148 เปลี่ยนจาก 
Threonine ไปเปน Isoleucine และจาก Aspartic acid ไปเปน Alanine ตามลําดับ ซึ่งในสวนนี้จะ
เหมือนกับ แคปปา-เคซีนชนิด B และมีการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสอีกตําแหนงคือ ที่ตําแหนง 
5192 จาก G ไปเปน A ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 97 เปลี่ยนจาก Arginine ไปเปน Histidine 

4930 

5446 
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แคปปา-เคซีนชนิด E เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5365 จาก A ไปเปน 
G ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนง 155 เปลี่ยนจาก Serine ไปเปน Glycine  

แคปปา-เคซีนชนิด F เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 4931 จาก G ไปเปน 
A ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 10 เปลี่ยนจาก Arginine ไปเปน Histidine  

แคปปา-เคซีนชนิด G เกิดการเปลี่ยนแปลงของลําดับเบสที่ตําแหนง 5191 จาก C ไปเปน 
T ทําใหกรดอะมิโนที่ตําแหนงที่ 97 เปลี่ยนจาก Arginine ไปเปน Cysteine  
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด B 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด C 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด E 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด F 
 
  
 
 

แคปปา-เคซีนชนิด G 
 

รูปที่ 6 แสดงลําดับเบสที่เปลี่ยนไปที่ตําแหนงตาง ๆ ซึ่งแตกตางกันไปตามชนิด 
         ของแคปปา-เคซีน เมื่อเปรียบเทียบกับแคปปา-เคซีน ชนิด A 

4930 5446 5309 5345 
C      T A      C 

4930 5446 
A      G 

4930 5446 
4931 

G      A 

4930 5446 

5365 

5192 
C      T 
5309 5345 

A      C G      A 

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

B 97Arg→His C 

155Ser→Gly 
 

E   

10Arg→His 
 

F   

 
 

 
Kappa-CN A 
169 amino acids 
 
 
 

97Arg→Cys 
 G   

 
รูปที่ 7 แสดงชนิดของกรดอะมิโน (amino acids) ที่เปลี่ยนแปลงที่ตําแหนงตาง ๆ  
         แตกตางกันไปตามชนิดของแคปปา-เคซีนเมื่อเปรียบเทียบกับแคปปา-เคซีนชนิด A 

 
การกระจายตัวของแคปปา-เคซีน (Kappa-casein Variant Frequency Distributions)) 
 
 การกระจายตัวของแคปปา-เคซีน ชนิดตาง ๆ จะแตกตางกันไปตามสายพันธุและ
แหลงที่มา โดยความถี่ของแคปปา-เคซีนชนิดตาง ๆ ที่พบไดรายงานไวใน ตารางที่ 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางที่ 2  แสดงความถี่ของแคปปา-เคซีนที่พบในโคสายพันธุตางกัน. 
Kappa-casein Breed N 

A B C E F G 
References 

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

1152 
3571 
233 
2045 
123 
1383 

20990 
172 
50 

1988 
1742 
353 
125 
614 
19 

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

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

 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.02 
0.01 

- 
0.02 

- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.31 
- 
 
- 
- 

0.003 
0.03 

- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.001 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

0.003 
- 
- 
- 

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

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

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

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

Erhart (1996) 
Erhart (1996) 

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

หมายเหตุ : ในวงเล็บเปนแหลงที่มาของพันธุ 
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โดยจากตารางจะเห็นไดวาแคปปา-เคซีน ชนิด A และ B พบในทุกสายพันธุ แตมีความถี่
แตกตางกันไป เมื่อพิจารณาจากความถี่ของอัลลีลของแคปปา-เคซีนในพันธุ Holstein-Friesian 
พบวามีความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A ระหวาง 0.74-0.82 และความถี่อัลลีลของแคปปา-
เคซีนชนิด B ระหวาง 0.18-0.27 จากขอมูลที่ไดนี้ชี้ใหเห็นวาแคปปา-เคซีนชนิด A เปน อัลลีลที่พบ
มาก ในพันธุ Holstein-Friesian ในขณะที่เมื่อพิจารณาความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีนในพันธุ 
Jersey, Brown Swiss และ Austrian-Brown พบวามีความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีน ชนิด A คือ 
0.14, 0.33 และ 0.40 ตามลําดับ ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด B คือ 0.86, 0.67 และ 0.59 
ตามลําดับ จากขอมูลนี้ชี้ใหเห็นวาแคปปา-เคซีนชนิด B เปนอัลลีลที่พบมากในพันธุเหลานี้ และ
เมื่อพิจารณาในโคสายพันธุ Zebu (Bos indicus) พบวาอัลลีล A เปนอัลลีลที่พบมากโดยมี
ความถี่อัลลีลระหวาง 0.67-0.69 และมีความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด B ระหวาง 0.31-0.33 
ซึ่งมีความถี่ของอัลลีลมากกวาในกลุมพันธุ Holstein-Friesian 

แคปปา-เคซีนชนิด C พบในบางสายพันธุ เชน พันธุ Austrian-Simmental, Austrian-
Brown (Ortner et al., 1995) และ Limpurger (Erhart, 1996) เปนตน แคปปา-เคซีนชนิด E เปน
แคปปา-เคซีนพบในบางสายพันธุ เชน Prizgauer และ Limpurger (Erhart, 1996) และเปนอัลลี
ลเดนที่รองมาจากอัลลีล A ในโคพันธุ Finnish Ayrshire โดยพบวามีความถี่สูงถึง 0.31 (Ikonen, 
1996) แคปปา-เคซีนชนิด F และ G พบเพียงในบางพันธุและมีความถี่ที่ต่ํามาก โดยพบในพันธุ 
Pinzgauer (ประเทศเยอรมัน) โดยมีความถี่อัลลีลของอัลลีล G เพียง 0.003 และ พันธุ Finnish 
Ayrshire (ประเทศฟนแลนด) มีความถี่อัลลีลของอัลลีล F เพียง 0.001 (Erhart, 1996) 
 
ความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีนตอผลผลิตนม (Relationship of Kappa-

casein Polymorphism to Milk production) 
 

ผลตอปริมาณโปรตีนในน้ํานม 
 
มีการศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธระหวางจีโนไทปของแคปปา-เคซีน กับลักษณะทางดาน

โปรตีนในน้ํานม พบวามีผูทําการศึกษาอยางกวางขวาง เชน ในการศึกษาของ Ng-Kwai-Hang et 
al. (1984) ที่ทําการศึกษาในโคพันธุ Holstein-Friesian ในประเทศ แคนาดา พบวาแมโคที่มีแคป
ปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณโปรตีนมากกวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA 12 กิโลกรัม 
และเมื่อนําไปวิเคราะหทางสถิติพบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอปริมาณโปรตีนอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อพิจารณาถึงเปอรเซ็นตโปรตีนพบวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB 
ใหเปอรเซ็นตโปรตีนมากกวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA โดยมากกวา 0.13 เปอรเซ็นต และนําไป
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วิเคราะหผลทางสถิติพบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีนอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งสอดคลองกับงานวิจัยของ Bovenhuis et al. (1992) ที่ทําการศึกษาในโค
พันธุ Holstein-Friesian ในเนเธอรแลนด พบวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหเปอรเซ็นตโปรตีนใน
น้ํานมสูงกวา แคปปา-เคซีนจีโนไทป AA 0.08 เปอรเซ็นต และเมื่อนําไปวิเคราะหผลทางสถติพิบวา
จีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอเปอรเซ็นตโปรตีนอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ซึ่ง
สอดคลองกับงานวิจัยของ Ikonen et al. (1999) ที่ศึกษาถึงความสัมพันธตอลักษณะโปรตีนใน
น้ํานม ในโคสายพันธุ Finnish Aryshire พบวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB และจีโนไทป 
AB ใหปริมาณโปรตีนในน้ํานมมากกวาจีโนไทปอ่ืน (AB, BE, AA, AE และ EE) อยางมีนัยสําคัญ
ยิ่งทางสถิติ (P<0.001) และในการศึกษาในสายพันธุอ่ืน ๆ ก็ใหผลเชนเดียวกัน โดย Eenennaam 
and Medrano (1991) ที่ทําการศึกษาความสัมพันธในโค 5 พันธุที่เลี้ยงในรัฐแคลิฟอรเนีย 
สหรัฐอเมริกา ไดแกพันธุ Holstein-Friesian, Milking Shorthorn, Jersey, Brown Swiss และ 
Guernsey พบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนมีผลตอปริมาณโปรตีน โดยปริมาณโปรตีนในน้ํานม
ของโคที่มีจีโนไทป BB ใหปริมาณโปรตีนมากกวาจีโนไทปอ่ืน ๆ อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.01) เมื่อคิดเปนเปอรเซ็นตโปรตีนพบวา ปริมาณโปรตีนจากโคนมที่มีจีโนไทป BB ให
เปอรเซ็นตสูงกวาจีโนไทปอื่น ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.10) 

 จากงานวิจัยของ Eenennaam and Medrano (1991) พบวาแคปปา-เคซีนชนิด B สงผล
ดีตอปริมาณและเปอรเซ็นตโปรตีนในน้ํานม และการที่แคปปา-เคซีนชนิด B ใหปริมาณแคปปา-   
เคซีนมากกวาชนิด A โดยใหเหตุผลที่นาจะเปนไปไดวา mRNA ที่ไดจากขบวนการ คัดลอกลําดับ
เบสบนสายดีเอ็นเอ (transcription) ของแคปปา-เคซีนอัลลีล B มีความคงทนกวา mRNA ที่ไดจาก
แคปปา-เคซีนชนิด A เมื่ออยูในไซโตพสาสซึมจึงมีปริมาณ mRNA มากสงผลใหการแปลงรหสับน
สาย mRNA ไปเปนสายอะมิโนเปปไทด (translation) มากขึ้นดวยจึงทําใหไดแคปปา-เคซีนมากขึ้น 
นอกจากนี้ Choi et al. (1988) ยังพบวาการควบคุมการแสดงออกของยีนแคปปา-เคซีนชนิดตาง ๆ 
ถูกควบคุมโดยระบบฮอรโมน ซึ่งควบคุมขบวนการคัดลอกลําดับเบสบนสายดีเอ็นเอ และยัง
ควบคุมอัตราการแปลงรหัสบนสาย mRNA ไปเปนสายอะมิโนเปปไทด ทําใหอัลลีลที่แตกตางกัน
ของยีนแคปปา-เคซีนใหปริมาณแคปปา-เคซีนที่ตางกัน 
 

ผลตอปริมาณไขมันในน้ํานม 
 
 ในสวนความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีน ตอลักษณะไขมันในน้ํานม Ng-Kwai-
Hang et al. (1984) พบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนไมมีผลตอลักษณะทางดานปริมาณไขมันใน
น้ํานมรวมถึงเปอรเซ็นตไขมันนม ซึ่งขัดแยงกับงานวิจัยของ Bovenhuis et al. (1992) ที่พบวา     
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จีโนไทปของแคปปา-เคซีนสงผลตอปริมาณไขมันนม โดยแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณ
ไขมันนมต่ํากวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) แตไมสงผลตอ
เปอรเซ็นตไขมันนม ซึ่งสอดคลองกับ Cowan et al. (1992) ที่พบวาแคปปา-เคซนีชนิด B มีผลทํา
ใหเปอรเซ็นตไขมันลดลง อยางมีนัยสําคัญยิ่งในทางสถิติ (p<0.01) แตไมมีผลตอปริมาณไขมันใน
น้ํานมทั้งหมด 
 

ผลตอปริมาณน้ํานม 
 
ในสวนความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีน ตอปริมาณน้ํานม Eenennaam and 

Medrano (1991) ที่ทําการศึกษาความสัมพันธในโค 5 พันธุที่เล้ียงในรัฐแคลิฟอรเนีย 
สหรัฐอเมริกา ไดแกพันธุ Holstein-Friesian, Milking Shorthorn, Jersey, Brown Swiss และ 
Guernsey พบวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมมากกวาแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA 
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.10) ที่ไดจากการวิเคราะหโดยใชขอมูลจากระยะการใหนมครั้ง
แรก (first lactation) ซ่ึงขัดแยงกับการศึกษาของ Ng-Kwai-Hang et al. (1984) ที่ศึกษาในโคพันธุ 
Holstein-Friesian พบวาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนไมมีผลตอลักษณะทางดานปริมาณน้ํานม 
ในขณะที่ Bovenhuis et al. (1992) พบวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานม
นอยกวาแมโคที่มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป AA อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ซึ่งสอดคลอง
กับการศึกษาของ Ikonen et al. (1999) ที่ทําการศึกษาในโคพันธุ Finnish Aryshire พบวาแมโคที่
มีแคปปา-เคซีนจีโนไทป BB ใหปริมาณน้ํานมนอยกวาแมโคที่มีจีโนไทปอ่ืน ๆ (AB, AA, AE, BE 
และ EE) อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01)  

จากการทบทวนเอกสารไมสามารถสรุปความสัมพันธที่ชัดเจนได เนื่องจากลักษณะ
ทางดานปริมาณน้ํานมไมไดถูกควบคุมโดยยีนเพียงตัวเดียวจึงทําใหการประมาณอิทธิพลมีความ
แปร ปรวนสูง (FitzGerald, 1995) และ Ojala et al. (1997) ยังไดใหเหตุผลวาความแปรปรวนเปน
สาเหตุที่ทําใหการประมาณผลออกมาตางกัน โดยความแปรปรวนนั้นเกิดจากปจจัยตาง ๆ เชน 
ขนาดของประชากร สายพันธุของสัตว ความถี่ของแคปปา-เคซีนแตละชนิด วิธีการและความถี่ใน
การเก็บตัวอยาง (เชน การใชขอมูลแบบ Test-day หรือ การใชขอมูลของทั้งระยะการใหนม) 
รวมทั้งปจจัยที่ใชในการวิเคราะหเพื่อลดความแปรปรวน เชน Herd-Year-Season อายุเมื่อคลอด
ลูกตัวแรก ลําดับของระยะการใหนม somatic cell count เปนตน ซึ่งถาสามารถลดความ
แปรปรวนเหลานี้ลงไดจะทําใหประมาณคาผลกระทบของยีนแคปปา-เคซีนตอผลผลิตน้ํานมได
ถูกตองมากขึ้น 
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ความสัมพันธระหวางชนิดของแคปปา-เคซีนตอการแปรรูปน้ํานม (Relationship of 
Kappa-Casein Polymorphism to Milk Processing) 
 

แคปปา-เคซีนมีความสําคัญตอคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมที่สงผลตอขบวนการแปรรูป
น้ํานมไปเปนผลิตภัณฑนมโดยเฉพาะอยางยิ่งในการทําเนยแข็ง จากการศึกษาพบวาชนิดของ 
แคปปา-เคซีนมีผลตอขบวนการทําเนยแข็งทั้งในแง ความเนียนของเนื้อเนยแข็ง (curd firmness) 
และปริมาณเนยแข็งที่ผลิตได กลาวคือ ในการผลิตเนยแข็งชนิด Parmigiano-Reggiano, Svecia, 
Edam, Gouda, Cheddar, Mozzarella และ Tilsit น้ํานมที่ไดจากโคที่มีแคปปา-เคซีน จีโนไทป 
BB เมื่อนํามาผานขบวนการทําเนยแข็งจะไดเนยแข็งที่มีเนื้อแนนหรือเนื้อเนียน (curd firmness) 
และใหปริมาณเนยแข็ง (cheese yield) มากกวา เนยแข็งที่ไดทําจากน้ํานมของโคที่มีจีโนไทปของ
แคปปา-เคซีน AB และ AA ตามลําดับ (FitzGerald, 1997) ทั้งนี้ เนื่องจากแคปปา-เคซีนจีโนไทป 
BB ใหปริมาณของแคปปา-เคซีนมากกวา จีโนไทป AB และ AA ตามลําดับ และเนื่องจากการที่
ปริมาณแคปปา-เคซีนเปนตัวกําหนดขนาดของไมเซลล เมื่อมีปริมาณแคปปา-เคซีนมาก ขนาดของ
ไมเซลลจะมีขนาดเล็ก จึงทําใหหลงัจากผานขบวนการการทําเนยแข็งแลว ชองวางระหวางเนื้อเนย
แข็งจะมีนอย จึงทําใหเนื้อเนยแข็งมีความเนียน ซึ่งเปนที่ตองการของผูบริโภค(Aleandri et al., 
1990 ; Bobe et al., 1999 ; Eenennaam and Medrano, 1991 ) 

นอกจากนี้ยังเปนที่พบวาแคปปา-เคซีนชนิด B มีผลตอการคงทนตอความรอน 
เนื่องจากวาแคปปา-เคซีนชนิด B ใหปริมาณแคปปา-เคซีนมากทําใหไดไมเซลลที่มีขนาดเล็กทําให
ทนตอความรอนมากขึ้น เนื่องจากไมเซลลที่มีขนาดเล็ก แคปปา-เคซีนมีการยึดเกาะกับ เบตา-เค
ซีน และ แอลฟา-เคซีน มากกวาไมเซลลขนาดใหญ ทําใหความรอนหรือแรงที่จะทําลายพนัธะในไม
เซลลขนาดเล็กตองใชมากกวาในการทําลายพันธะในไมเซลลขนาดใหญ ผลที่ไดทําใหน้ํานมที่ได
จากแมโคที่มีจีโนไทป BB เมื่อผานกระบวนการแปรรูปน้ํานมแลว ใหปริมาณเคซีนมากกวาน้ํานมที่
ไดจากแมโคที่มีจีโนไทป AB และ AA ตามลําดับ (FitzGerald, 1997) นอกจากนี้ Schulte-Corne 
et al. (1992) อางโดย FitzGerald (1997) ยังรายงานเพิ่มเติมวาน้ํานมที่ไดจากแมโคที่มีแคปปา-
เคซีน  จีโนไทป BB เมื่อเขาเครื่องแปรรูปแลวการทําความสะอาดงายกวาเนื่องจากเคซีนไมเซลล
ถูกทําลายดวยความรอนยากกวาจีโนไทปอ่ืน ๆ จึงทําใหเครื่องมือสกปรกนอยกวา สงผลใหทํา
ความสะอาดเครื่องมือไดงายขึ้นทําใหประหยัดคาใชจายในการทําความสะอาดเครื่องมือ 
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วิธีการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีน (Method for Identification of Kappa-casein Variant) 
 
มีการใชเทคโนโลยีและวิธีการตาง ๆ เพื่อทําการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีน แบงเปน 2 

ระดับในการตรวจหา คือ ระดับโปรตีน ตัวอยางที่ใชในระดับนี้คือน้ํานมจากแมโค และระดับดีเอ็น
เอ ตัวอยางที่ใชในระดับน้ีใชไดหลายชนิด เชน เลือด น้ําเชื้อ หรือเซลลตาง ๆ ที่ไดมาจากตัวโคเปน
ตน โดยมีรายละเอียดของแตละระดับการตรวจหา ดังนี้ 
 
 การจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีนระดับโปรตีน 

 
เปนการตรวจหาชนิดของแคปปา-เคซีนจากฟโนไทป (Phenotype) โดยใชอิเล็คโตรโฟรีซิส

ในการวิเคราะหหาความผันแปรของแคปปา-เคซีน หลักการของอิเล็คโตรโฟรรีซิส ใชประโยชนจาก
การที่โมเลกุลของโปรตีนแตละชนิดมีรูปรางและขนาดที่แตกตางกัน สงผลใหมีคาประจุสุทธิ (net 
charge) ไมเทากัน ซึ่งเมื่อนําไปวางไวในสนามไฟฟาโดยมีเจล (starch, agarose หรือ 
acrylamide) เปนตัวกลาง (support media) แลวปลอยกระแสไฟฟาลงไปในสนามไฟฟา ทําให
โปรตีนเคลื่อนที่ไปตามคุณสมบัติ เชน ขนาด, ประจุของโปรตีนแตละชนิด เชน โปรตีนที่มีโมเลกุล
ขนาดใหญจะเคลื่อนที่ชากวาโปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก โมเลกุลที่มีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยัง
ขั้วลบของสนามไฟฟา เปนตน (Boyer, 1993)  
 Eenennam and Medrano (1991) ไดใช Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
(PAGE) ในการหาชนิดของ แอลฟาเอส1-, เบตา-, แคปปา-เคซีน และ เบตา-แลคโตโกลบูลิน โดย
ตัวกลางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้คือ Polyacrylamide Gel เพื่อใชในการศึกษาถึงความสัมพันธของ
ชนิดของโปรตีนนมตอผลผลิตของโค 5 สายพันธุคือ Holstein, Brown Swiss, Guernsey, Milking 
Shorthorn และ Jersey ที่เปนตัวแทนของประชากรในฝูงโคนมของรัฐแคลิฟอรเนีย ประเทศ
สหรัฐอเมริกา โดยใชตัวอยางน้ํานม 1454 ตัวที่ไดจากระยะการใหนมครั้งแรกของแมโค 

Ikonen et al. (1996) ไดใช Isoelectric Focusing of Proteins (IEF) ใน 
polyacrylamide gel ในการตรวจหาชนิดของโปรตีนในน้ํานม คือ แอลฟาเอส1-, แอลฟาเอส2-, 
เบตา- และ แคปปา-เคซีน เพื่อหาความถี่ของอัลลีล ในโคนมพันธุ Finnish Aryshire โดยใช
ตัวอยางน้ํานมที่ไดมาจากแมโค 20,990 ตัว โดยวิธี Isoelectric Focusing of Proteins (IEF) คือ
การตกตะกอนโปรตีนที่ pH ที่ทําใหประจุรวมของโปรตีนมีคาเทากับ 0 โดย pH ที่ทําใหโปรตีนมีคา
ประจุรวม (net electric charge) เทากับศูนยเรียกจุดนั้นวา isoelectric point, pI (Voet and Voet 
J.G., 1990) เนื่องจากแคปปา-เคซีนแตละชนิดจะมีคา pI ไมเทากันจึงสามารถแยกแคปปา-เคซีน
แตละชนิดออกจากกันได  
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 การจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีนระดับดีเอ็นเอ 
 
การตรวจหาความผันแปรของแคปปา-เคซีน ระดับดีเอ็นเอสามารถตรวจหาไดจาก

เทคโนโลยีทางดานอณูพันธุศาสตรในปจจุบัน โดยวิธีที่นิยมใชในหลายงานวิจัยใชวิธี Polymerase 
Chain Reaction – Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) (Borroso et 
al., 1998 ; Braunschweig, 1998 ; Cowan et al., 1992 ; Mao and Bremel, 1994) โดยมี
ขั้นตอนตาง ๆ ดังนี้ 

เร่ิมจากการสกัดดีเอ็นเอจากเซลล มีหลักการทั่วไปคือ ทําใหผนังเซลลของเซลลที่ตองการ
สกัดแตกหรือโดนทําลาย หลังจากนั้นทําการแยกโปรตีนหรือทําลายโปรตีนที่สายดีเอ็นเอพันอยู ใน
ข้ันตอนนี้จะไดสายดีเอ็นเอที่ไมมีโปรตีนอยูดวย ทําการแยกสายดีเอ็นเอออกจากสวนประกอบอื่น 
ๆ โดยใชการตกตะกอน หลังจากขั้นตอนนี้จะไดเฉพาะสายดีเอ็นเอเทานั้น (Boyer, 1993) ขั้นตอน
เหลานี้เปนหลักการทั่วไปในการสกัดดีเอ็นเอออกจากเซลล แตสามารถดัดแปลงได ขึ้นอยูกับ ชนิด 
และปริมาณของตัวอยางที่นํามาสกัดดีเอ็นเอ ในการสกัดดีเอ็นเอนิยมสกัดดีเอ็นเอจากเลือด
เนื่องจากในปจจุบันมีวิธีการมาตรฐานในการสกัด และมีอุปกรณ-สารเคมี (kit) ที่สามารถสกัดดี
เอ็นเอจากเลือดไดรวดเร็วและมีประสิทธิภาพสูง เชน Barroso et al. (1998), Mao and Bremel 
(1994) และ Prinzenberg et al. (1996) ที่ทําการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดเพื่อตรวจหาชนิดของแคป
ปา-เคซีน แตเนื่องจากการเจาะเก็บตัวอยางเลือดอาจสงผลทําใหโคเกิดความเครียดและมีความ
ยุงยากในการเจาะเก็บตัวอยาง จึงมีการสกัดดีเอ็นเอจากสวนอื่น ๆ เชน Braunschweig (1998) 
และ Ng-Kwai-Hang et al. (1991) ที่ทําการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนม เพื่อ
ตรวจหาชนิดของยีนแคปปา-เคซีน 

หลังจากทําการสกัดดีเอ็นเอแลวจะใชเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) เพื่อ
เพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในสวนที่ครอบคลุมยีนแคปปา-เคซีนใหมากพอตอการวิเคราะห โดยใน
ปฏิกิริยา PCR ประกอบดวยสวนประกอบตาง ๆ ดังนี้ ดีเอ็นเอตนแบบ (DNA Template) ที่ไดมา
จากการสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยาง เพื่อเปนตนแบบในการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอ, ไพรเมอร (Primer) 
เปนสายดีเอ็นเอสั้น ๆ โดยมีความยาวประมาณ 17-30 เบส ใชในการจับกับสายดีเอ็นเอตนแบบใน
สวนที่ตองการเพิ่มจํานวน, Deoxynucleotide triphosphate (dATP, dTTP, dGTP และ dCTP ; 
dNTP) ใชในการสรางสายดีเอ็นเอ และ Taq DNA polymerase เปนเอนไซมที่ใชในการตอสายดี
เอ็นเอโดยจับเอา dNTP มาเขาคู (complementary) กับสายดีเอ็นเอตนแบบ หลังจากนั้น เร่ิมทํา
ปฏิกิริยา PCR โดยประกอบไปดวยการปรับเปล่ียนอุณหภูมิขึ้นลงเพื่อสนับสนุนการเกิดปฏิกิริยา
และดําเนินซ้ําวนไปเรื่อย ๆ เพื่อใหไดผลิตภัณฑ PCR ในสวนที่ตองการและมากพอที่จะนําไป
วิเคราะหในรูปแบบตาง ๆ ในการตรวจหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนไดมีการออกแบบไพรเมอร  
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ตาง ๆ กันไป โดยในรายงานของ Braunschweig (1998) ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ
เพื่อวิเคราะหหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีน คือ KCN 1F (Forward) และ  KCN 1R (Reverse)
โดยมีความยาว 25 bp และ 26 bp ตามลําดับ สวน Jorge (2001) ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่ม
ชิ้นสวนดีเอ็นเอเพื่อวิเคราะหหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนคือ KP1 (Forward)และ  KP2 
(Reverse) ท่ีมีความยาว 39 bp และ 30 bp ตามลําดับ โดยไพรเมอรนี้ทําการเพิ่มช้ินสวนของดี
เอ็นเอในสวนที่มีความผันแปรของชนิดของแคปปา-เคซีน หลังจากนั้นทําการจําแนกชนิดของ   
แคปปา-เคซีนโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะที่มีความจําเพาะเจาะจงตอชนิดของแคปปา-เคซีนที่
ตางกัน โดย Braunschweig (1998) ทําการหาชนิดของแคปปา-เคซีน โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 4 
ชนิด คือ HinfI, HindIII, MaeII และ HaeIII ในการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A, B, C และ E ออก
จากกัน โดยใช Agarose Gel Electrophoresis ที่มีความเขมขนของอะกาโรส 2 เปอรเซ็นต ในการ
แยกชิ้นสวนดีเอ็นเอหลังการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ ซึ่ง Borroso et al. (1998) ใชวิธีเดียวกัน 
แตใชเอนไซม เพยีง 3 ชนิด คือเอนไซม HinfI, MaeII และ HaeIII ในการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A, 
B, C และ E ออกจากกัน โดยไมใชเอนไซม HindIII เนื่องจากการใช HinfI เพียงพอตอการแยก 
แคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกัน และใช Agarose Gel Electrophoresis ที่มีความเขมขน
ของอะกาโรส 1.5 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังมีหลายรายงานที่ใช PCR-RFLP ในการหาชนิดของ
แคปปา-เคซีนเชนกัน(Cowan et al., 1992 ; Mao and Bremel, 1994) 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 ตัวอยางที่ใชในการวิเคราะห 
 
 ตัวอยางที่ใชในการศึกษาครั้งนี้เปนน้ําเชื้อแชแข็งของพอพันธุโคนม จํานวน 60 ตัว จาก
ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม กรมปศุสัตว เปนน้ําเชื้อแชแข็งที่ผลิตใน
ระหวางป 2542-2544 ประกอบดวยพอพันธุโคนมพันธุ Holstein-Friesian และ พอพันธุโคนมที่มี
สายเลือดของพันธุ Holstein Friesian ในระดับตาง ๆ (ไดแกระดับเลือด 100 เปอรเซ็นต, 93.25 
เปอรเซ็นต, 93.75 เปอรเซ็นต, 87.50 เปอรเซ็นต, 81.25 เปอรเซ็นต และ 75 เปอรเซ็นต) โดยมี
จํานวนพอพนัธุในแตละกลุมดัง ตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 แสดงจํานวนพอพันธุโคนมที่ใชในการศึกษา 

 ระดับเลือดของพนัธุ Holstein-Friesian (เปอรเซ็นต) พันธุ Holstein-Friesian 
 1001 93.75 93.25 87.50 81.25 752 รวม 

4  11 9 1 20 6 9 60 
แสดงหนวยเปน : ตัว 
1เปนพอโคที่เกิดจากการยกระดับสายเลือดจนมีระดับสายเลือดของโคพันธุ Holstein-Friesian 
เปน 100 เปอรเซ็นต 
2เปนพอโคกลุม TMZ (Thai Milking Zebu) 
 
3.2 วิธีการดําเนินงาน 
 
 การหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนในการศึกษาครั้งนี้ ใชวิธี Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) มีขั้นตอนตาง ๆ ดังนี้ 
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3.2.1 การสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง 

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

ตาง ๆ ดังนี้  
นําหลอดพลาสติกที่บรรจุดวยน้ําเชื้อพอพันธุโคนม ที่มีปริมาณ 250 µl. (โดยประมาณ) 

ถายใสใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml. โดยใชกรรไกร หรือ มีดที่ผานการฆาเชื้อแลว แลว
ดูด 0.11M sodium citrate ปริมาณ 1.0 ml. ผสมใหเขากันโดยใช vortex mixer หลังจากนั้นนําไป
ปนเหวี่ยง (centrifuge) ที่ความเร็ว 13,000 rpm. เปนเวลา 3 นาที ดูดสารละลายสวนบนทิ้ง 
หลังจากนั้นละลายตะกอนกลับดวยการเติม 0.11M sodium citrate ปริมาณ 1.0 ml. ทําซํ้าอีก 1 
รอบ (รวมเปน 3 รอบ) จากนั้นทําการสกัดดีเอ็นเอ โดยการเติม 200mM NaOH/50mM DTT 
ปริมาณ 250 µl. ผสมใหเขากันโดยใช pipette นําไป incubate ที่ 65OC ใน water bath เปนเวลา 
1 ชั่วโมง โดย 200mM NaOH/50mM DTT เปนสารที่ทําใหผนังเซลลของตัวอสุจิแตก และมีความ
รอนเปนตัวเรงปฏิกิริยา หลังจากนั้นทําใหเย็นลง โดยการวางบนน้ําแข็ง ประมาณ 20 นาที แลวทํา
ใหสารละลายเปนกลาง เพื่อใหสายดีเอ็นเอที่ทําการสกัดไดคงอยูโดยไมถูกทําลาย โดยการเติม 
200mM HCl/100mM Tris-HCl ปริมาณ 250 µl. จากนั้นเก็บไวที่ –20OC เพื่อรอดําเนินการตอไป 
 

3.2.2 การหาความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 
 การหาความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากน้ําเชื้อ คํานวณไดจากคา Optical Density 
(O.D.) ที่ 260 nm โดย 
 ดูดสารละลายที่ไดจากขอ 3.2.1 ปริมาณ 30 µl. ผสมกับน้ํากลั่น 750 µl. (อัตราสวน 1:25 
หรือ 25 เทา ใหคานี้เปนคาที่เรียกวา dilution factor) จากนั้นนําสารละลายดังกลาวไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสง (absorbance, A) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ A260 และ A280 นําคาที่ไดไป
คํานวณหาปริมาณดีเอ็นเอในสารละลายโดยมีสูตรการหาดังนี้ 
 
 ปริมาณดีเอ็นเอ (µg./ ml.) = 50 x คาที่ได ณ A260 x dilution factor  
 
 ความเขมขนของดีเอ็นเอ จะนําไปใชประกอบการพิจารณาปริมาณดีเอ็นเอตนแบบ (DNA 
template) ในขั้นตอนการเพิ่มช้ินสวนของดีเอ็นเอ (PCR) ในบริเวณยีนแคปปา-เคซีนตอไป 
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3.2.3 การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
 
 ทําการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอบริเวณยีนแคปปา-เคซีน บริเวณ exon ที่ 4 โดยดัดแปลงวิธีการ
จาก Braunschweig (1998) และ Joerg (2001) ชิ้นสวนของดีเอ็นเอที่สังเคราะหได (PCR 
product) จะครอบคลุมสวนของเบสที่แตกตางกันของแคปปา-เคซีนชนิดตาง ๆ ซึ่งอยูในบริเวณ 
exon ที่ 4 (exon IV) โดยปริมาณดีเอ็นเอตนแบบที่ใชในปฏิกิริยาจะพิจารณาเปลี่ยนแปลงไปตาม
คาความเขมขนของดีเอ็นเอที่หาไดจากขั้นตอนที่ 3.2.2 โดยปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในแตละความ
เขมขนดังแสดงใน ตารางที่ 4 การใชปริมาณดีเอ็นเอตนแบบตามความเขมขนของดีเอ็นเอทําให
ปริมาณของผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากทําปฏิกิริยาแลวมีปริมาณมากพอในการวิเคราะหใน
ข้ันตอนตอไป  
 
ตารางที่ 4 แสดงปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในปฏิกิริยาการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR amplification) 

ความเขมขนของดีเอ็นเอ 
(µg/ml.) 

ปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในปฎิกิริยา 
(µl.) 

<220 
220-230 
>230 

3 
2 
1 

 
หลังจากนั้นเติมสารละลายตาง ๆ ที่ใชในปฏิกิริยาลงในหลอด microcentrifuge tube 

ขนาด 200 µl. โดยมีปริมาตรรวม 25 µl. ในปฏิกิริยาตามเขมขนดัง ตารางท่ี 5 แลวนําไปเขา
เครื่อง thermal cycler เพื่อทําปฏิกิริยา PCR 
 ไพรเมอร (primer) ที่ใชในปฏิกิริยาการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอมีลําดับเบส และรายละเอียด
ของปฏิกิริยาดังแสดง ในขั้นตอนที่ 3.2.3.1 และ 3.2.3.2 โดยกอนเริ่มปฏิกิริยาในชวง PCR นั้น จะ
ใชเวลาในชวงแรก (initial denaturation) โดยใชอุณหภูมิ 95OC เปนเวลา 5 นาที แลวจึงเริ่มดวย
ปฏิกิริยา PCR ในขั้นตอนที่ 3.2.3.1 หรือ 3.2.3.2 ข้ึนอยูกับวาตองการวิเคราะหหาแคปปา-เคซีน
ชนิดใด และหลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาในชวง PCR แลวจะจบดวยขั้นตอนสุดทาย (final extension) 
โดยใชอุณหภูมิ 72OC เปนเวลา 7 นาที หลังจากสิ้นสุดปฏิกิริยาทั้งหมดแลวใหเก็บผลิตภัณฑ PCR 
ไวที่อุณหภูมิ 4OC จนกวาจะนําไปตัดโดยเอนไซม 
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ตารางที่ 5 แสดงสารประกอบในการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ (PCR amplification mix) 
สารประกอบในปฏิกิริยา ความเขมขนตั้งตน

ของสารประกอบ 
ปริมาณ 

(µl.) 
ความเขมขนสดุทาย
ของสารประกอบ 

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

10 เทา 
1.25 mM 
20.0 µM 
20.0 µM 

- 
5U*/µl. 

- 

2.5 
4.0 
0.5 
0.5 

ปรับใหไดปริมาตร 25 µl. 
0.2 
1-3 

1 เทา 
200µM 
0.4 µM 
0.4 µM 

- 
1U* 

>230 ng. 
ปริมาณทั้งหมด (total reaction mix) 25.0 - 
* Unit 
 
 3.2.3.1 แคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E 
 
 ในปฏิกิริยาการเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ ในการแยกแคปปา-เคซีน ชนิด B ออกจาก A และ 
แยกแคปปา-เคซีนชนิด E ออกจาก A ใชไพรเมอร KCN 1F และ KCN 1R โดยมีความยาว 25 bp 
และ 26 bp ตามลําดับ (Braunschweig, 1998) โดยเริ่มต้ังแต exon ที่ 4 จนถึง intron ที่ 4 ของยีน
แคปปา-เคซีน (Alexander, 1988) โดย KCN 1F เขาไปจบักับสายดีเอ็นเอตั้งแตตําแหนงที่ 5211-
5235 และ KCN 1R เขาไปจับกับสายดีเอ็นเอตั้งแตตําแหนงที่ 5536-5561 (รูปที่ 8) และทํา
ปฏิกิริยา PCR 35 รอบ.  
 

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

 
โดยลําดับเบสของไพรเมอร KCN 1F และ KCN1R มีดังนี้ 

KCN 1F :  5’-ATCATTTATG GCCATTCCAC CAAAG-3’ 
KCN 1R :  5’-GCCCATTTCG CCTTCTCTGT AACAGA-3’  
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 3.2.3.2 แคปปา-เคซีน ชนิด C, F และ G 
  
 ในปฏิกิริยาการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ ในการจะแยก C ออกจาก B หรือ การแยก F และ G 
ออกจาก A ใชไพรเมอร KP 1 และ KP 2 โดยมีความยาว 39 bp และ 30 bp ตามลําดับ (Joerg, 
2001) โดยเริ่มต้ังแต intron ที่ 3 จนถึง intron ที่ 4 ของยีนแคปปา-เคซีน (Alexander, 1988) โดย 
KP 1 เขาไปจับกบัสายดีเอ็นเอตั้งแตตําแหนงที่ 4891-4929 และ KP 2 เขาไปจับกับสายดีเอ็นเอ
ตั้งแตตําแหนงที่ 5444-5473 (รูปที่ 8) และทําปฏิกิริยา PCR 35 รอบ.  

 
โดยรายละเอียดใน 1 รอบปฏิกิริยา มีดังนี้คือ  

- denature ที่ 95OC เปนเวลา 30 วินาที 
- primer anneal ที่ 56OC เปนเวลา 30 วินาที 
- primer extension ที่ 72OC เปนเวลา 1 นาที 

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

 
3.2.4 การตัดโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ 

 
 ผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขั้นตอนการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอ นํามาตัดโดยเอนไซมตัดจําเพาะ 
(Restriction Enzymes) 5 ชนิด คือ HinfI, HindIII, HpyCH4 IV (เปน isoschizomer ของ MaeII), 
HaeIII และ HhaI 
 โดยใชผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขั้นตอนที่ 3.2.3 ปริมาณ 6.0 µl. และ เอนไซมตัดจําเพาะ 
5U เติมน้ําจนไดปริมาตรสุดทาย 20 µl. หลังจากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 37oC เปนเวลา 3       
ชั่วโมง หรือทิ้งไวขามคืน (over-night) โดยมีแผนการตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะดัง รูปที่ 9 
 
 
 

5’  

3’  

 
KP 1 

 
KP 2  

KCN 1R 

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

รูปที่ 9 แผนผังการวิเคราะหหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน  
                         โดยใชวิธี PCR-RFLP 

 
3.2.5 การทําอิเล็คโตรโฟรีซิส โดยผานตัวกลางอะกาโรส (Agarose Gel 

Electrophoresis) 
 
 3.2.5.1 การเตรียมแผนเจล (agarose gel) 
 
 ใช 2% Agarose gel โดยชั่งผง agarose 1 g. ใสในขวดรูปชมพู (flask) เติม0.5XTBE 
ปริมาณ 50 ml. และทําใหรอนจนกระทั่งผง agarose ละลาย โดยการนําเขาตูอบ microwave เปน
เวลาประมาณ 2 นาที ทิ้งไวใหมีอุณหภูมิ ประมาณ 45-50OC (สังเกตจากการใชมือจับที่ขวดได) 
แลวจึงใส ethidium bromide (10 mg./ml.) ปริมาณ 0.5 µl. เขยาใหเขากัน แลวเทใสในถาด 
(tray) ที่เตรียมไวเพื่อทําอิเล็กโตรโฟริซิส โดยมีหวี (comb) เปนตัวทําใหเกิดชองหรือหลุม (well) 
สําหรับหยอดตัวอยาง หลังจากนั้นทิ้งไวจนแข็งตัวโดยสมบูรณ 
 
 
 

ตัวอยางน้าํเชือ้จากพอพนัธุโคนมจาํนวน 60 ตัว 

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

แคปปา-เคซีน 
ชนิด E 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด F 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด G 

แคปปา-เคซีน 
ชนิด C 

แยกโดย HindIII แยกโดย HinfI 
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 3.2.5.2 การแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิส 
 

นําตัวอยางดีเอ็นเอที่ตองการวิเคราะหปริมาณ 20 µl. จากขอ 3.10 ผสมกับ 
Blue/Orange 6xloading dye ปริมาณ 4 µl. (อัตราสวน 5 ตอ 1 ; ตัวอยาง ตอ 6Xloading dye) 
หลังจากนั้นผสมใหเขากัน แลวใสลงในหลุม (well) ของแผนเจลที่ไดจากขั้นตอนที่ 3.6.1โดยในการ
วิเคราะหทุกครั้งตองมีการใส marker เพื่อเปนตัวเทียบขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ทําการแยก โดย
ในงานวิจัยนี้ใช 50 bp DNA ladder และ 100 bp DNA ladder หลังจากนั้นทําการแยกขนาดของ
ดีเอ็นเอโดยใชความตางศักยของไฟฟา โดยในงานวิจัยนี้ใชความตางศักยของไฟฟาที่ 100 โวลต 
(volt) ใชเวลา 1 ชั่วโมง 15 นาที หลังจากนั้นนําไปดูการแยกของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่ไดหลังจากการ
ตัดดวยเอนไซมตัดจําเพาะ โดยชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดไมเทากันจะมีความเร็วในการเคล่ือนที่ใน
สนามไฟฟาไมเทากัน โดยสามารถดูตําแหนงของชิ้นสวนของดีเอ็นเอไดภายใตแสง Ultraviolet 
เนื่องจากการเรืองแสงของ ethidium bromide โดยเครื่อง utraviolet transilluminator ทําการ
ถายรูป และเก็บขอมูลในแผนบันทึกขอมูล (computer diskette)  
 

3.3 การหาความถี่อัลลีลและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนและความแตกตาง
ระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม 
 
 คํานวณหาความถี่อัลลีลและความถี่จีโนไทปในกลุมพอพันธุโคนมที่ใชในการศึกษา โดย
ใชสูตรดังนี้ 
 ความถี่อัลลีล (Allelic Frequency ; AF) =        2nhomozygote + nheterozygote 
                                                                                                ntotal 
 
โดยที่     n homozygote คือ จํานวนพอโคที่มีจีโนไทปเปน homozygote 
             nheterozygote คือ จํานวนพอโคที่มีจีโนไทปเปน heterozygote 
             ntotal คือ จํานวนอัลลีลทั้งหมดมีคาเทากับ 120 
 
 ความถี่จีโนไทป (Genotypic Frequency ; GF) =            n 
                                                                                                 ntotal 
 
โดยที่     n    คือ จํานวนพอโคที่มีจีโนไทปที่ตองการคํานวณ 
             ntotal คือ จํานวนจีโนไทปทั้งหมดมีคาเทากับ 60 
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ทําการพลอตกราฟเพื่อดูความถี่ของกลุมพันธุแท กลุมลูกผสม และ รวมทั้งหมด เพื่อดู
ความแตกตางของแตละกลุมพันธุ ทําการเปรียบเทียบความแตกตางของความถี่อัลลีลและความถี่
จีโนไทประหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม โดยพอโคพันธุ Holstein-Friesian และพอโคที่มี
ระดับเลือดของพันธุ Holstein-Friesian 100 เปอรเซ็นตเปนกลุมพันธุแท และพอโคที่มีระดับเลือด 
Holstein-Friesian ที่ระดับเลือด 75, 81.25, 87.50, 93.25 และ 93.75 เปอรเซ็นต เปนกลุม
ลูกผสม ทําการเปรียบเทียบ ความถี่ของชนิดและความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนโดยวิธี       
chi-square test โดยสถิติที่ใชทดสอบมีสูตรดังนี้ 
 
                                   χ2   =     ∑∑  (Oij – Eij)2 
                                                            Eij 

 
โดยที่ Oij  (Obsereved Frequency) คือ ความถี่หรือจํานวนที่เกิดขึ้นจริง 
         Eij  (Expected Frequency)    คือ ความถีห่รือจํานวนที่คาดวาจะเกิด  
และ  
        Eij = (ผลรวมของแถวนอนที่ i) x (ผลรวมของแถวตั้งที่ j) 
                              ขนาดตวัอยางทัง้หมด 
 
         องศาอสิระ (degree of freedom) เปน (จํานวนแถว-1) x (จํานวนสดมภ-1)  
         ที่ระดับความเชื่อมั่น 95 เปอรเซ็นต 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิเคราะห 
 
4.1 จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน จากน้ําเชื้อแชแข็งของพอพันธุโคนมที่ใชใน
การผสมเทียม จํานวน 60 ตัว โดยใชวิธี Polymerase Chain Reaction – Restriction Fragment 
Length Polymorphism (PCR-RFLP) โดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (restriction enzyme) ในการ
จําแนกชนิดของยีนแคปปา-เคซีน ที่ปรากฎในฝูงพอพันธุโคนมที่ใชในการวิเคราะห ไดผลการ
วิเคราะหในแตละขั้นตอนดังนี้ 
 
 4.1.1 ความเขมขนของดีเอ็นเอที่สกัดจากน้ําเชื้อแชแข็ง 
 
 จากการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็ง โดยดัดแปลงวิธีการจาก Ng-Kwai-Hang et al. 
(1991) หลังจากนั้นทําการวัดคา Optical Density (OD) ที่ 260 nm เพื่อคํานวณหาความเขมขน
ของดีเอ็นเอ พบวามีคาความเขมขนของดีเอ็นเอระหวาง 170 µg/ml ถึง 645 µg/ml โดยมีคาเฉลี่ย
อยูที่ 290.29 µg/ml และมีคา Ratio ของ A260/A280 เฉลี่ยที่ 1.514 
 
 4.1.2 การเพิ่มชิ้นสวนดีเอ็นเอ 
 
 จากการทําปฏิกิริยา PCR ที่ทําการเพิ่มช้ินสวนดีเอ็นเอในสวนที่ครอบคลุมการ
เปลี่ยนแปลงของชนิดของแคปปา-เคซีน โดยไดผลิตภัณฑ PCR ดังนี้ 
 
 4.1.2.1 แคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E 
 
 จากการทําปฏิกิริยา PCR จากไพรเมอร KCN 1F และ KCN 1R ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR 
ที่มีขนาด 351 bp ซึ่งครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของแคปปา-เคซีน ชนิด A, B 
และ E (รูปที่ 8) 
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 4.1.2.2 แคปปา-เคซีน ชนิด C, F และ G 
 
 จากการทําปฏิกิริยา PCR จากไพรเมอร KP 1 และ KP 2 ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ที่มี
ขนาด 583 bp ซึ่งครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงของแคปปา-เคซีน ชนิด C, E, F 
และ G (รูปที่ 8) 
 

4.1.3 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HinfI และ HindIII  
 
 ทําการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดจากขอ 4.1.2.1 เปนขั้นตอนที่ 1 ดังรูปที่ 10 โดยใช
เอนไซม HinfI และ HindIII เพื่อตรวจแยกจีโนไทป ใหออกเปน 3 กลุมคือ กลุมจีโนไทป AA, AB 
และ BB โดยมีขนาดของดีเอ็นเอหลังการตัดดวยเอนไซม ดังแสดงใน ตารางที่ 6 และมีรูปแบบ
การตัดดวยเอนไซมดัง รูปที่ 11 และ รูปที่ 12 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 10 ผลที่ไดหลังจากการแยกดวยเอนไซม HinfI และ HindIII  
 
ตารางที่ 6 ขนาดของชิ้นสวนดีเอ็นเอ*หลังการตัดดวยเอนไซม HinfI และ HindIII 

กลุมจีโนไทป HinfI  HindIII 
AA 
AB 
BB 

- 
266 
266 

134 
134 

- 

132 
132 

- 

85 
85 
85 

 351 
351 

- 

- 
219 
219 

- 
132 
132 

     *ขนาดแสดงเปนจํานวนคูเบส (base pairs) 
 ที่มา : Alexander (1988) 

แยกโดยเอนไซม HinfI และ HindIII 

น้ําเชื้อพอพนัธุโคนม 

แคปปา-เคซีนจีโนไทป AA แคปปา-เคซีนจีโนไทป BB แคปปา-เคซีนจีโนไทป AB 



 32

 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
  รูปที่ 11 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HinfI 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
 
  รูปที่ 12 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HindIII 
 
 
 
 
 
 
 

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

0 351 
85 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล B 266 bp 

0 351 แคปปา-เคซีนอัลลีล A 351 bp 

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

รูปที่ 13 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HindIII และ HinfI โดยชองที่ 1 คือ Marker 
(M) ขนาด 100-bp. ชองที่ 2, 5 และ 8 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control; 
C). ชองที่ 3, 6 และ 9 แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HindIII. ชองที่ 
4, 7 และ 10 แสดงแถบของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HinfI. ชองที่ 3-4 แสดงรูปแบบ
ของจีโนไทปกลุม AB; ชองที่ 6-7 แสดงรูปแบบของจีโนไทปกลุม AA และ ชองที่ 9-10 แสดง
รูปแบบของจีโนไทปกลุม BB ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HindIII และ HinfI ตามลําดับ 
 

จากตารางที่ 6 รูปที่ 11, 12 และ 13 จะเห็นไดวาเอนไซม HinfI และ HindIII สามารถ
แยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกันได โดยเอนไซม HinfI สามารถแยกแคปปา-เคซีน
ชนิด A ไดโดยเอนไซม HinfI ทําการตัดดีเอ็นเอระหวางตําแหนงที่ 5344-5345 ซึ่งเปนตําแหนงทีอั่ล
ลีลทั้ง 2 แบบมีความแตกตางกัน และระหวางตําแหนงที่ 5476-5477 (Alexander, 1988) ซึ่งทํา
การตัดที่ตําแหนงนี้ทั้งแคปปา-เคซีน ชนิด A และ B. จากการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่มีแคปปา-เคซีน
ชนิด A ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 3 ชิ้นสวนที่มีขนาด 134, 132 และ 85 bp เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดี
เอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรากฎแถบ (band) ออกเปน 2 แถบ ดังแสดงในชองที่ 7 ดังรูป 
เนื่องจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 134 bp และ 132 bp มีขนาดใกลเคียงกันมากจึงปรากฎเพยีง 1 
แถบ และชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 85 bp เห็นไมชัด เนื่องจากเปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดสั้นมาก 
แตถาเปนแคปปา-เคซีน ชนิด B เอนไซม HinfI จะทําการตัดสายดีเอ็นเอเพียงจุดเดียวทําใหได

500 bp 
400 bp 
300 bp 

200 bp 

100 bp 

351 bp 
266 bp 
219 bp 
134,132 bp 
85 bp 
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ชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มีขนาด 266 และ 85 bp ดังแสดงในชองที่ 10 ดังรูป และเอนไซม 
HindIII สามารถแยกแคปปา-เคซีนชนิด B ออกจากชนิดอื่น ๆ โดยเอนไซม HindIII ทําการตัดดีเอ็น
เอของแคปปา-เคซีนชนิด B ระหวางตําแหนงที่ 5342-5343 (Alexander, 1988) ทําใหไดชิ้นสวนดี
เอ็นเอ 2 ชิ้นสวน คือ 132 และ 219 bp เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรา
กฎแถบออกเปน 2 แถบดังชองที่ 9 ดังรูป แตถาเปนแคปปา-เคซีน ชนิด A เอนไซม HindIII จะไม
ตัดสายดีเอ็นเอทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากับสายดีเอ็นเอที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ 
(control) จึงปรากฎเปนแถบเดียวดังชองที่ 6 ใน ดังรูป  

จํานวนของจีโนไทปที่ทําการตรวจพบแสดงใน ตารางที่ 7 และเมื่อนําไปคํานวณเปน
จํานวนอัลลีลจะไดคาดัง ตารางที่ 8 
 
ตารางที่ 7 จํานวนจีโนไทปของแคปปา-เคซีนแบงตามกลุมจีโนไทป AA, AB และ BB 

กลุมของจีโนไทป พันธุแท ลูกผสม ทั้งหมด* 
AA 
AB 
BB 

7 
6 
2 

30 
15 
- 

37 
21 
2 

รวม 15 45 60 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 
ตารางที่ 8 จํานวนอัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A และ B 

อัลลีล พันธุแท  ลูกผสม ทั้งหมด* 
A 
B 

20 
10 

75 
15 

95 
25 

รวม 30 90 120 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 
 แตเนื่องจากแคปปา-เคซีนชนิด E, F และ G ไมสามารถแยกออกจากชนิด A ไดโดย
เอนไซม HinfI และ แคปปา-เคซีนชนิด C ไมสามารถแยกออกจากชนิด B ไดโดยใชเอนไซม HindIII 
จึงจําเปนตองตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด C, E, F และ G ตอไป 
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4.1.4 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HaeIII  
 

 ทําการตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด E โดยใชเอนไซม HaeIII โดยทําในกลุมจีโนไทป AA 
และ AB เพื่อแยกแคปปา-เคซีนชนิด E ออกจากชนิด A ดังแสดงใน รูปที่ 14 โดยในการวิเคราะห
ในขั้นตอนนี้ สามารถจําแนกจีโนไทปออกเพิ่มอีก 2 แบบไดแก AE และ BE โดยไมพบจีโนไทป EE 
 
 
 
                                                           แยกโดยเอนไซม HaeIII 
 
 
 
 
 

รูปที่ 14 ผลที่ไดหลังจากการแยกดวยเอนไซม HaeIII  
 
 
  
 
 
 
  
 
 
  รูปที่ 15 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HaeIII 
 
 
 
 
 
 

แคปปา-เคซีนจีโนไทป AA แคปปา-เคซีนจีโนไทป AB 

จีโนไทป AE จีโนไทป BE จีโนไทป AA จีโนไทป AB 

0 351 ไมมีแคปปา-เคซีน อัลลีล E 340 bp 

0 351 
156 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล E 184 bp 

11 bp 

11 bp 
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รูปที่ 16 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HaeIII โดยชองที่ 3 คือ Marker (M) ขนาด 50-
bp. ชองที่ 1 และ 4 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control; C). ชองที่ 2 และ 5 
แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HaeIII โดยชองที่ 5 มีแคปปา-เคซีน
ชนิด E อยู 1 อัลลีล 

 
โดยในพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด E จะถูกเอนไซม HaeIII ตัดสายดีเอ็นเอระหวาง

ตําแหนงที่ 5221-5222 และระหวางตําแหนงที่ 5366-5367 (Alexander, 1988) และจากการตัด
ผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 351 bp ที่ไดมาจากขอ 4.1.2.1 ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 3 ชิ้นสวนที่มี
ขนาด 11, 184 และ 156 bp (รูปที่ 15) เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟริซิส   
ปรากฎแถบออกเปน 2 แถบ ดังชองที่ 5 ดังรูปที่ 16 แตเนื่องจากการตัดนี้เปนการตัดสายดีเอ็นเอ 
2 สายหรือเปนการหาจีโนไทป เมื่ออีกสายดีเอ็นเออีกสายไมใชแคปปา-เคซีนชนิด E จึงทําให
ปรากฎเปน 3 แถบ โดยแถบที่มีขนาด 340 bp เปนสายที่ไมใชแคปปา-เคซีนชนิด E. จากการตัด
ผลิตภัณฑ PCR ที่ไมมีแคปปา-เคซีนชนิด E เอนไซม HaeIII จะทําการตัดที่สายดีเอ็นเอระหวาง
ตําแหนงที่ 5221-5222 เพียงตําแหนงเดียว ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มีขนาด 11 และ 
340 bp เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรากฎแถบออกเพียง 1 แถบ 
เนื่องจากชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 11 bp มีขนาดเล็กมากจึงไมปรากฎแถบใหเห็น 
 หลังการตัดดวยเอนไซม HaeIII ตรวจพบวาในฝูงพอพันธุโคนมที่นํามาตรวจหาชนิดของ
แคปปา-เคซีน มีแคปปา-เคซีนชนิด E และแสดงจํานวนของจีโนไทปที่ตรวจพบและคํานวณเปน
จํานวนของอัลลีลดัง ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10 ตามลําดับ 

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

351 bp 340 bp 

184 bp 
156 bp 

          1          2        3         4         5 

ไมมี allele E       M       (A หรือ B)/E 
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ตารางที่ 9 จํานวนจีโนไทปของแคปปา-เคซีนที่ตรวจพบหลังตัดดวยเอนไซม HaeIII 
กลุมของจีโนไทป พันธุแท ลูกผสม ทั้งหมด* 

AA 
AB 
BB 
AE 
BE 

5 
6 
2 
2 
- 

25 
12 
- 
5 
3 

30 
18 
2 
7 
3  

รวม 15 45 60 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 
ตารางที่ 10 จํานวนอัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E 

อัลลีล พันธุแท  ลูกผสม ทั้งหมด* 
A 
B 
E 

18 
10 
2 

67 
15 
8 

85 
25 
10 

รวม 30 90 120 
 *รวมจํานวนของทั้ง 2 กลุมพันธุ 
 

4.1.5 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HpyCH4 IV 
(MaeII) 
 
 ทําการตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด C และ G โดยใชเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) โดยทํา
ในกลุมจีโนไทป AA, AB และ BB เพื่อแยกแคปปา-เคซีนชนิด C ออกจากชนิด B และแยกแคปปา-
เคซีนชนิด G ออกจากชนิด A โดยในพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G เอนไซม 
HpyCH4 IV (MaeII) จะไมทําการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 583 bp ที่ไดจากขอ 4.1.2.2     
ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาดเทากับขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไมไดถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ 
แตในพอพันธุที่ไมมีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G เอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) จะตัดสาย    
ดีเอ็นเอระหวางตําแหนงที่ 5190-5191 (Alexander, 1988) ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มี
ขนาด 300 และ 283 bp (รูปที่ 17) เมื่อนํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็คโตรโฟรีซิสปรากฎ
แถบออกเปน 2 แถบ ดังแสดงในชองที่ 1 ในรูปที่ 18 
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รูปที่ 17 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 18 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HpyCH4 IV (MaeII) โดยชองที่ 2 คือ Marker 
(M) ขนาด 50-bp. ชองที่ 1 แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HpyCH4 
IV (MaeII) หรือพอพันธุที่ไมมีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G. ชองที่ 3 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่
ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control) หรือพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G. 

 
 จากการตรวจหาทั้งหมดไมพบแคปปา-เคซีนชนิด C และ/หรือ G ทําใหมีจํานวนของจีโน
ไทปและจํานวนของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน เทากับ ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10 

200 bp 

350 bp 
300 bp 
250 bp 

150 bp 
100 bp 
  50 bp 

600 bp 583 bp 

300 bp 
283 bp 

        1           2            3     

ไมมีalleleC 
และ/หรือalleleG 

 

M Control 

0 583 
ไมมีแคปปา-เคซีนอัลลีล C หรือ G 283 bp 

0 583 
583 bp แคปปา-เคซีนอัลลีล C หรือ G 

300 bp 
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4.1.6 ผลการตรวจหาจีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีนโดยเอนไซม HhaI 
 

ทําการตรวจหาแคปปา-เคซีนชนิด F โดยใชเอนไซม HhaI โดยทําในกลุมจีโนไทป AA และ 
AB เพื่อแยกแคปปา-เคซีนชนิด F ออกจากชนิด A โดยในพอพันธุที่มีแคปปา-เคซีนชนิด F เอนไซม 
HhaI จะไมทําการตัดผลิตภัณฑ PCR ที่มีขนาด 583 bp ที่ไดจากขอ 4.1.2.2 ทําใหไดชิน้สวนดเีอน็
เอที่มีขนาดเทากับขนาดของผลิตภัณฑ PCR ที่ไมไดถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ แตในพอพันธุที่ไมมี
แคปปา-เคซีนชนิด F เอนไซม HhaI จะตัดสายดีเอ็นเอระหวางตําแหนงที่ 4931-4932 
(Alexander, 1988) ทําใหไดชิ้นสวนดีเอ็นเอ 2 ชิ้นสวนที่มีขนาด 41 และ 542 bp (รูปที่ 19)เมื่อ
นํามาแยกชิ้นสวนดีเอ็นเอโดยวิธิอิเล็กโตรโฟริซิสปรากฎแถบเพียง 1 แถบ (รูปที่ 20) แตจะไม
ปรากฎแถบของชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มีขนาด 41 bp เนื่องจากมีขนาดเล็กมาก 

 
 จากการตรวจหาจากกลุมจีโนไทป AA และ AB ไมพบแคปปา-เคซีนชนิด F ทําใหมีจํานวน
ของจีโนไทปและจํานวนของอัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน เทากับ ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10 
 
 
 
  
 
 
 
  
 
 
  รูปที่ 19 ขนาดผลิตภัณฑ PCR ที่ไดหลังจากตัดดวยเอนไซม HhaI 
 
 
 
 
 
 
 

0 583 
ไมมีแคปปา-เคซีน อัลลีล F 542 bp 

0 583 แคปปา-เคซีนอัลลีล F 583 bp 

41 bp 
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รูปที่ 20 แสดงรูปแบบการตัดดวยเอนไซม HhaI โดยชองที่ 1 คือ Marker (M) ขนาด 50 

bp. ชองที่ 2 เปนผลิตภัณฑ PCR ที่ไมถูกตัดดวยเอนไซมใด ๆ (control) หรือที่มีแคปปา-เคซีนชนิด 
F.ชองที่ 3 แสดงแถบ (band) ของผลิตภัณฑ PCR ที่ถูกตัดโดยเอนไซม HhaI หรือพอพันธุที่ไมมี
แคปปา-เคซีนชนิด F 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

542 bp 

350 bp 
300 bp 
250 bp 

150 bp 

  50 bp 

600 bp 583 bp 

        1           2          3     

ไมมี 
allele F 

M Control 

100 bp 

200 bp 200 bp 

100 bp 
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4.2 ความถี่อัลลลีของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน โดยวิธี PCR-RFLP เมื่อนําจํานวนอัล
ลีลมาคํานวณเปนความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E ไดผลดัง ตารางที่ 11 และ
เมื่อทดสอบความแตกตางของความถี่อัลลีลระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสมโดยวิธี chi-
square test ไมพบความแตกตางกันระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม เมื่อนําไปพล็อตกราฟ
จะไดกราฟดังแสดงใน รูปที่ 21 
 
ตารางที่ 11 ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E  

อัลลีล พันธุแท  ลูกผสม ทั้งหมด* 
A 
B 
E 

0.60 
0.33 
0.07 

0.74 
0.17 
0.09 

0.71 
0.21 
0.08 

 χ2 = 3.796; α=0.05, df = 2 
*ความถี่อัลลีลคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 21 แสดงความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน 
 

ความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนยีน
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4.3 ความถี่จโีนไทปของยนีแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน โดยวิธี PCR-RFLP ตรวจพบจีโนไทป 5 
แบบ คือ AA, AB, BB, AE และ BE เมื่อนํามาคํานวณเปนความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน
ไดผลดัง ตารางที่ 12  และเมื่อทดสอบความแตกตางของความถี่จีโนไทประหวางกลุมพันธุแทและ
กลุมลูกผสมโดยวิธี chi-square test ไมพบความแตกตางกันระหวางกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสม 
เมื่อนําไปพล็อตกราฟจะไดกราฟดังแสดงใน รูปที่ 22  
 
ตารางที่ 12 ความถี่จีโนไทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมที่ทําการวิเคราะห 

กลุมของจีโนไทป พันธุแท ลูกผสม ทั้งหมด* 
AA 
AB 
BB 
AE 
BE 

0.34 
0.40 
0.13 
0.13 

0 

0.56 
0.27 

0 
0.11 
0.06 

0.50 
0.30 
0.03 
0.12 
0.05 

 χ2 = 8.825; α=0.05, df = 4 
*ความถี่จีโนไทปคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 22 แสดงความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 

ความถี่ จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน
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บทที่ 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 
 

 จากการตรวจหาชนิดและจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนมที่ใชผลิตน้ําเชื้อ
แชแข็งเพื่อใชในการผสมเทียมของกองผสมเทียม กรมปศุสัตว จํานวน 60 ตัว ไดผลสรุปและ 
อภิปรายผลไวดังนี้ 
 
5.1 วิธีการจําแนกจีโนไทปของแคปปา-เคซีน 
 
 จากการสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเชื้อแชแข็งพบวาความเขมขนของดีเอ็นเอโดยเฉลี่ยมีคา 
290.29 µg/ml ซึ่งมากพอตอการทํางานในปฏิกิริยา PCR และผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมากพอในการ
วิเคราะหในขั้นตอนตอไป มีคา Ratio ของ A260/ A280 เฉล่ียอยูที่ 1.514 โดยคา Ratio นี้เปนตัว     
บงบอกถึงความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอโดยดีเอ็นเอที่มีความบริสุทธิ์จะมีคา Ratio ประมาณ 1.8-2.0 
แตดีเอ็นเอที่ไดนี้พบวามีคา Ratio นอยกวา 1.8 แสดงวามีสารประกอบอื่นปนเปอนอยูดวย ซึ่ง
สอดคลองกบัวิธีการที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอเนื่องจากไมมีข้ันตอนการแยกดีเอ็นเอออกมาจึงทาํใหมี
การปนเปอนของสารประกอบอื่น ๆ เชน โปรตีน อยูในตัวอยางทําใหดีเอ็นเอมีความบริสุทธิ์นอย 
แตในการศึกษาครั้งนี้พบวาความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอไมเปนปญหาในการดําเนินงานในขั้นตอน
ตอไปและสามารถวิเคราะหผลออกมาไดอยางดี 
 ในการตรวจหาจีโนไทปของแคปปา-เคซีนโดยใชวิธี Polymerase Chain Reaction-
Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) พบวาการจําแนกชนิดของแคปปา-
เคซีนชนิด A, B และ E ทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใช โดยใชไพรเมอร KCN1F และ KCN1R 
ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ในขนาด 351 bp ซึ่งในสวนนี้จะครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการผัน
แปรไปเปนแคปปา-เคซีนชนิด A, B หรือ E และการจําแนกชนิดของแคปปา-เคซีนชนิด C,F และ G 
จะทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอโดยใชโดยใชไพรเมอร KP1 และ KP2 ทําใหไดผลิตภัณฑ PCR ใน
ขนาด 583 bp ซึ่งในสวนนี้จะครอบคลุมตําแหนงที่ทําใหเกิดการผันแปรไปเปน แคปปา-เคซีนชนิด        
C, F หรือ G ดวย ในการนําผลิตภัณฑ PCR ไปใชในขั้นตอนตอไปนั้นไมไดมีการทํา PCR ให
บริสุทธิ์ ดังนั้นหลังจากเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCRแลว ควรนําผลิตภัณฑ PCR ที่ไดไปใชโดยทันที 
เนื่องจากการเก็บผลิตภัณฑ PCR โดยไมไดทําใหบริสุทธิ์นั้น อาจทําใหผลิตภัณฑ PCR ที่ไดโดน
ทําลายจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมได ในการเลือกใชไพรเมอรจากการศึกษาพบวาถา
ตองการคัดเลือกแคปปา-เคซีนชนิด B สามารถใชไพรเมอร KCN 1F และ KCN 1R ในการทํา
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ปฏิกิริยาได    โดยสามารถใชเอนไซมในการจําแนกแคปปา-เคซีนชนิด B คือ HinfI หรือ HindIII 
และในการหาความผันแปรของแคปปา-เคซีนทุกชนิด คือ A, B, C, E, F และ G ควรใชไพรเมอร 
KP 1 และ KP 2 ในการจําแนกเนื่องจากครอบคลุมในสวนของแคปปา-เคซีนชนิด C, F และ G 
ดวย และเอนไซมที่ใชตัดจําเพาะจะใช 4 ชนิดคือ HinfI หรือ HindIII, HpyCH4 IV (MaeII), HaeIII 
และ HhaI การแยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกันนั้นสามารถใชเอนไซม HinfI หรือ 
HindIII ก็ได เนื่องจากการใชเอนไซม 2 ชนิดทําเพื่อเปนการยืนยันการทํางานของเอนไซมอีกชนิด
หนึ่ง ดังนั้นการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจากกันนั้นสามารถใชเอนไซมตัวใดก็ได แต
ตองมีการทดสอบการทํางานของเอนไซม (enzyme activity) กอนทําการตัดเสมอ ซึ่งสอดคลองกับ                     
Barroso et al. (1998) ที่ใชเพียงเอนไซม HinfI ในการแยกแคปปา-เคซีนชนิด A และ B ออกจาก
กัน  
 
5.2 ชนิดและจีโนไทปของแคปปา-เคซีน 
 
 ในการศึกษาครั้งนี้ตรวจพบแคปปา-เคซีน 3 ชนิด ไดแก แคปปา-เคซีน ชนิด A, B และ E 
โดยแคปปา-เคซีนชนิด A และ B มีกระจายในทุกสายพันธุ เชน พันธุ Holstein-Friesian ทั้งใน
ประเทศ สหรัฐอเมริกา(Bobe et al.,1999 ; Eenennaam and Medrano,1991 ; Hines et 
al.,1979) , ประเทศแคนาดา (Masoudi et al., 1994 ; Ng-Kwai-Hang,1990) ซึ่งสอดคลองกับ
ตนกําเนิดพอพันธุโคนมของกองผสมเทียมที่มีแหลงกําเนิดมาจากสายพันธุ Holstein-Friesian 
ที่มาจากประเทศสหรัฐอเมริกาและประเทศแคนาดา นอกจากนี้ตรวจพบแคปปา-เคซีนชนิด E ใน
ประชากรโดยพบในกลุมลูกผสม ที่เปนเชนนี้อาจเนื่องจากพอพันธุโคนมที่ไดมาสวนใหญมาจาก
การนําน้ําเชื้อแชแข็งจากตางประเทศผสมกับแมพันธุพื้นเมืองในประเทศจึงทําใหพันธุประวัติของ
พอโคไมสมบูรณในทางสายแมหรือไมมีประวัติทางสายแม จึงเปนไปไดวาอัลลีล E ที่ปรากฎใน
กลุมลูกผสมไดมาจากทางสายแมมากกวาทางสายพอ เพราะจากการตรวจเอกสารพบวาอัลลีล E 
ปรากฎเพียงในพันธุ Finnish Aryshire ในประเทศฟนแลนด (Ikonen et al., 1996) และในพันธุ
เดียวกันในประเทศนอรเวย (Lien et al., 1997) สวนอัลลีล E ที่พบในกลุมพันธุแท พบวามาจากโค
พันธุ Holstein-Friesian ที่นําเขามาจากประเทศญี่ปุน โดยมีจีโนไทปเปนแบบ heterozygote ทั้ง 2 
ตวัที่นําเขามา คือ AE ทั้งคู และจากการตรวจเอกสารไมพบรายงานใดที่กลาวถึง อัลลีล E ในพันธุ 
Holstein-Friesian จึงคาดวาพอโคที่นําเขามาจากประเทศญี่ปุนไมใชพอโคพันธุ              
Holstein-Friesian แท ในสวนของจีโนไทปของแคปปา-เคซีนที่ตรวจพบ พบวามีจีโนไทปของแคป
ปา-เคซีน 5 แบบ คือ AA, AB, BB, AE และ BE จากผลการศึกษาไมพบจีโนไทป EE ในประชากร 
โดยจีโนไทป AA, AB และ BB ปรากฎในทุกสายพันธุ ทั้งใน Bos Taurus เชน Holstein-Friesian 
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(Aleandri et al., 1990 ; Bobe et al., 1999 ; Eenennaam and Medrano, 1991 ; Hines et al., 
1979 ; Masoudi et al., 1994 ; Ng-Kwai-Hang, 1990), Jersey (Eenennaam and Medrano, 
1991) เปนตน และ ใน Bos Indicus เชน พันธุ Sahiwal, Zebu (Jairam and Nair, 1983 ; Malik 
et al., 1994) เปนตน การที่ไมพบจีโนไทป EE ในประชากรนั้นอาจเนื่องมาจากตนกําเนิดพอพันธุ
โคนมของกองผสมเทียมมีแหลงกําเนิดมาจากสายพันธุ Holstein-Friesian ซึ่งจากการตรวจ
เอกสารไมพบอัลลีล E ในสายพันธุนี้ แตเมื่อนํามาผสมกับแมโคในประเทศซึ่งมีแหลงที่มาไมชัดเจน
คือ มีความหลากหลายทางพันธุกรรมสูงจึงทําใหจีโนไทปที่เกิดขึ้นเปน heterozygote ที่มีอัลลีล E 
ประกอบอยูดวย อยางไรก็ตามโคสายพันธุพื้นเมืองในประเทศไทยยังไมมีการศึกษาขอมูลเกี่ยวกับ
ยีนแคปปา-เคซีนวาสวนใหญพบชนิดใดหรือมีการกระจายตัวเปนอยางไร  
 
5.3 ความถี่อัลลีลของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากการตรวจหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน ทําใหทราบถึงชนิดหรืออัลลีลของแคปปา-
เคซีนที่พบในฝูงพอพันธุโคนมของกองผสมเทียม โดยพบ 3 ชนิดคือ อัลลีล A, B และ E เมื่อทําการ
เปรียบเทียบความถี่อัลลีล (allelic frequency) ของแตละความถี่อัลลีลระหวางกลุมพันธุแทและ
ลูกผสมโดยใช chi-square test ไมพบความแตกตางในทางสถิติ (P>0.05) คืออัลลีล A เปน 0.60 
ในกลุมพันธุแท และ 0.74 ในกลุมลูกผสม อัลลีล B เปน 0.33 ในกลุมพันธุแท และ 0.17 ในกลุม
ลูกผสม อัลลีล E เปน 0.07 ในกลุมพันธุแทและ 0.09 ในกลุมลูกผสม (ตารางที่ 13) ที่เปนเชนนี้
เนื่องจากเปาหมายสําคัญในการปรับปรุงพันธุโคนมมุงเนนในดานปริมาณน้ํานมเปนหลัก แต
พบวาแนวโนมความถี่อัลลีล B ในกลุมพันธุแทมากกวากลุมลูกผสม คือ 0.33 และ 0.17 ในกลุม
พันธุแทและกลุมลูกผสมตามลําดับ เนื่องจากเปาหมายรองในการปรับปรุงพันธุโคนมจะพิจารณา
ถึงองคประกอบในน้ํานมเปนลําดับตอมาก็คือ ปริมาณไขมัน และปริมาณโปรตีนจึงทําใหแนวโนม
ของความถี่ของอัลลีล B ในกลุมพันธุแทมีแนวโนมที่มากกวาในกลุมลูกผสม  
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ตารางที่ 13 จํานวนและความถี่อัลลีลของแคปปา-เคซีนชนิด A, B และ E  
พันธุแท   ลูกผสม  ทั้งหมด1 

อัลลีล 
จํานวน AF2  จํานวน AF2  จํานวน AF2 

A 
B 
E 

18 
10 
2 

0.60 
0.33 
0.07 

 67 
15 
8 

0.74 
0.17 
0.09 

 85 
25 
10 

0.71 
0.21 
0.08 

1ความถี่อัลลีลคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 
2AF = ความถี่อัลลีล (allelic frequency) 
 
 และเมื่อนําจํานวนอัลลีลของกลุมพันธุแทและกลุมลูกผสมมารวมกันแลวคิดเปน
ความถี่อัลลีลของทั้งประชากร พบวามีความถี่ 0.71 ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับรายงานตาง ๆ ที่แสดง
ดัง     ตารางที่ 2 พบวาความถี่อัลลีล A มีความถี่มีคาอยูระหวาง พันธุ Holstein-Friesian (Bos 
taurus) และ โคซีบู (Bos indicus) ซึ่งมีความถี่ของอัลลีล A อยูในชวงที่ 0.67-0.82 และความถี่
ของอัลลีล B มีคาความถี่ 0.21 ซึ่งเปนความถี่ที่อยูระหวางพันธุ Holstein-Friesian (Bos taurus) 
และโคซีบู (Bos indicus) ซึ่งมีชวงความถี่ของอัลลีล B ระหวาง 0.18-0.33 ซึ่งสอดคลองกันกับ
ประชากรที่ใชในการศึกษาครั้งนี้ที่เปนลูกผสมระหวาง Bos taurus และ Bos indicusทั้ง
ความถี่อัลลีล A และ B และจากการศึกษาพบวาอัลลีล A เปนอัลลีลที่พบโดยสวนมากในประชากร
นี้ ตามดวยอัลลีล B และอัลลีล E ตามลําดับ จากผลที่ไดควรมีการคัดเลือกอัลลีล B เขามาใน
ประชากรเพื่อปรับปรุงปริมาณโปรตนีและคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมใหดีข้ึน โดยทําการคัดเลือก
พอโคที่มีจีโนไทปของแคปปา-เคซีนเปน BB เขาสูประชากร ซึ่งในหลายประเทศไดบรรจุจีโนไทป
ของแคปปา-เคซีนใน sire summary เชน ประเทศฝรั่งเศส (www.normandegenetic.com) เปน
ตน 
 
5.5 ความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 
 
 จากจํานวนจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีนท่ีพบ คํานวณเปนความถี่จีโนไทป (genotypic 
frequency) พบวาความถี่จีโนไทป AA, AB, BB, AE และ BE คือ 0.34, 0.40, 0.13, 0.13 และ 0 
ตามลําดับในกลุมพันธุแท และ 0.56, 0.27, 0, 0.11 และ 0.06 ตามลําดับในกลุมลูกผสม (ตาราง
ที่ 14) เมื่อทําการเปรียบเทียบความถี่จีโนไทปแตละแบบระหวางกลุมพันธุแทและลูกผสม โดยใช 
chi-square test ไมพบความแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 14 จํานวนและความถี่จีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน แบบ AA, AB, BB, AE และ BE 

พันธุแท   ลูกผสม  ทั้งหมด1 

จีโนไทป 
จํานวน GF2  จํานวน GF2  จํานวน GF2 

AA 
AB 
BB 
AE 
BE 

5 
6 
2 
2 
- 

0.34 
0.40 
0.13 
0.13 

0 

 25 
12 
- 
5 
3 

0.56 
0.27 

0 
0.11 
0.06 

 30 
18 
2 
7 
3 

0.50 
0.30 
0.03 
0.12 
0.05 

1ความถี่จีโนไทปคํานวณจากทั้งกลุมประชากร 
2GF = ความถี่จีโนไทป (genotypic frequency) 
 
 จากตารางที่ 14 พบวาในกลุมของพันธุแท มีแนวโนมการนําเขาโคจากภายนอกสูงกวา
กลุมลูกผสม โดยพิจารณาจากจีโนไทปที่เปน heterozygote คือ AB, AE และ BE พบวามคีวามถีจ่ี
โนไทปรวมกันของทั้ง 3 จีโนไทปสูงถึง 0.53 ในขณะที่กลุมลูกผสมมีจีโนไทปที่เปน heterozygote 
คือจีโนไทป AB, AE และ BE รวมกันมีความถี่จีโนไทปคือ 0.43 ทําใหทราบวามีการนําเขาของโค
เพื่อการปรับปรุงพันธุในกลุมพันธุแทสูงกวาในลูกผสม และเมื่อดูรวมทั้งประชากรพบวา มีจีโนไทป
ที่เปน heterozygote คือจีโนไทป AB,AE และ BE รวมกันทั้ง 3 จีโนไทปคือ 0.47 ซึ่งถือวาสูงมาก 
โดยทําการเปรียบเทียบจากรายงานของ Lara et al. (2002) ซึ่งรายงานถึงระดับ heterozygosity 
ที่ไดจากความถี่จีโนไทปที่เปน heterozygote ไวที่ 0.368 ที่แสดงใหเห็นวาในประชากรนั้นมีความ
แปรปรวนทางพันธุกรรมสูงหรือมีการนําเขาพันธุกรรมจากภายนอกสูงนั่นเอง ซึ่งสอดคลองจาก
การศึกษาในครั้งนี้ที่บงชี้ไดวาพอพันธุในประชากรที่นํามาวิเคราะหมีพันธุกรรมที่ไดมาจาก
ภายนอกสูง 
 

จากการตรวจสอบจีโนไทปของแคปปา-เคซีนในฝูงพอพันธุโคนมโดยวิธี PCR-RFLP ทําให
ทราบถึงจีโนไทปของพอโคเปนรายตัว ดังนั้นในการคัดเลือกพอโคในการผสมพันธุควรคัดเลือกพอ
โคที่มีจีโนไทป BB หรือ AB เพื่อที่จะไดมีอัลลีล B กระจายสูประชากรพื้นฐานของประเทศ เพื่อเพิ่ม
ปริมาณของโปรตีนในน้ํานม และใหคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมเหมาะสมตอขบวนการแปรรูป
น้ํานมไปเปนผลิตภัณฑนม โดยแนวโนมในปจจุบันพบวามีบริษัทเอกชนบางแหงพิจารณาถึง
องคประกอบในน้ํานมเพื่อใหราคาน้ํานมดิบสูงขึ้น เพื่อนําไปแปรรูปเปนผลิตภัณฑนม และ
เนื่องจากปริมาณแคปปา-เคซีนเกี่ยวของโดยตรงกับการผลิตเนยแข็ง (cheese) ซึ่งในปจจุบันทาง
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องคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย (อ.ส.ค.) ไดเปดชองทางผูประกอบการเอกชนซึ้อ
น้ํานมดิบเพื่อนําไปผลิตชีสมอซซาเรลลา (mozzarella cheese) ปอนรานพิซซาทั้งในและ
ตางประเทศ เพื่อระบายน้ํานมดิบเกษตรกรสูตลาด ลาสุดโรงงานผลิตภัณฑนม อ.ส.ค. ภาคใต จ.
ประจวบคีรีขันธ ไดผลิตชีสใหกับรานพิซซาและรานอาหารฝรั่งในประเทศ ซึ่งจากเดิมผลิตภัณฑ
ดังกลาวตองนําเขาจากตางประเทศ โดยเฉพาะประเทศออสเตรเลีย เพื่อนํามาใชในอุตสาหรรม
อาหารในประเทศ     (ศิริพร, 2545) ดังนั้นจึงเปนแนวทางในการใชแคปปา-เคซีนจีโนไทปในการ
ปรับปรุงพันธุโคนมทางดานปริมาณแคปปา-เคซีน ปริมาณโปรตีนในน้ํานม และ คุณภาพของ
โปรตีนในน้ํานม เพื่อเพิ่มมูลคาของน้ํานมดิบของเกษตรกร รวมถึงเปนแนวทางในการลดปญหา
น้ํานมดิบลนตลาด เชน ชวงเดือนมีนาคม-พฤษภาคม ของป 2546 ที่มีปริมาณน้ํานมดิบลนถึง 
355.5 ตันตอวัน จากการที่ปริมาณน้ํานมดิบไมสามารถเขาสูระบบนมโรงเรียนไดและเพื่อลดการ
นําเขาของผลิตภัณฑนมจากตางประเทศที่ทําใหประเทศตองขาดดุลการคา (สํานักพัฒนาการปศุ
สัตวและถายทอดเทคโนโลยี, 2546) 

 
5.6 ขอเสนอแนะ 
 
 จากการตรวจหาจีโนโทปของแคปปา-เคซีนในพอพันธุโคนม ทําใหทราบถึงชนิดและการ
กระจายตัวของอัลลีลตาง ๆ ของแคปปา-เคซนี ซึ่งการใชประโยชนจะเปนการใชจีโนไทปของแคป
ปา-เคซีนเพื่อคัดเลือกเปนรายตัวเพื่อที่ปรับปรุงคุณภาพของโปรตีนในน้ํานมของฝูงโคนมให
เหมาะสมตอการนําน้ํานมไปผลิตเปนเนยแข็ง (cheese) เพื่อเพิ่มมูลคาของน้ํานมดิบของเกษตรกร 
นอกจากนี้ควรมีการศึกษาตอถึง ชนิดและความถี่ของยีนแคปปา-เคซีนของฝูงโคนมพื้นฐานใน
ประเทศ เพื่อที่จะนําขอมูลที่ไดไปหาผลกระทบของยีนแคปปา-เคซีนตอลักษณะตาง ๆ ทางดาน
ผลผลิตนม เชน ปริมาณนม, ไขมันนม เปนตน  
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ก. วัสดุและอุปกรณ 
 

เครื่องมือทางวิทยาศาสตร 
 

- เครื่อง Microcentrifuge รุน EBA 12 (Hettich, Germany) 
- ชุด Gel Electrophoresis ชนิด แนวนอน ประกอบดวย 

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

- Hotplate Stirrer รุน HS-101 (GEM, Thailand) 
- ตูอบ Microwave รุน Mo-034 (Imarflex, Thailand) 
- เครื่อง pH meter รุน CH8603 (Mettler-Toledo, Switzerland) 
- เครื่อง Spectrophotometer รุน GeneSys5 (Spectronic, U.S.A.) 
- เครื่อง Thermal Cycler รุน GeneAmp PCR system9600 (Perkin Elmer, U.S.A.) 
- เครื่อง Utraviolet Transilluminator ประกอบดวย 

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

- เครื่อง Vortex Mixer รุน Vortex Genie2 (Scientific Industres, Inc, U.S.A.) 
- Water Bath รุน W350 (Memmert, Germany) 
- ตูแชเย็น – 20 oC รุน FZ-189GYN (Mirage, Thailand) 
- ตูแชเย็น – 70 oC (Revco) 

 
วัสดุวิทยาศาสตร 

 
- Automatic Micropipette รุน Pipetman ขนาด P2, P20, P100, P1000 (Gilson Inc., 

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

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

 
ข. สารเคมี 
 

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

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

 
ค. เอนไซม 
 

- HaeIII (10U/µl) (Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.) 
- HhaI (10U/µl) (Promega, U.S.A.) 
- HinfI (10U/µl) (Promega, U.S.A) 
- HindIII (10U/µl) (Promega, U.S.A) 
- HpyCH4 IV (an isoschizomer of MaeII) (10U/µl) (Bio-Labs Inc., New England) 
- Taq DNA polymerase (5U/µl) (Amersham Pharmacia Biotech, U.S.A.)  
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ตารางที่ 1 แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมทีน่าํมาวิเคราะหหาจีโนไทปของยนีแคปปา-เคซีน 

No. of  
Sample 

semen code ระดับเลือด  
(เปอรเซ็นต) 

วันเกิด แหลงที่มา 
ของพอ 

แหลงที่มา 
ของปู 

หมายเหต ุ

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

CAN = Canada, GER = Germany, JAP = Japan, USA = United States of America 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมที่นาํมาวิเคราะหหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 

No. of  
Sample 

semen code ระดับเลือด  
(เปอรเซ็นต) 

วันเกิด แหลงที่มา 
ของพอ 

แหลงที่มา 
ของปู 

หมายเหต ุ

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

CAN = Canada, USA = United States of America 
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ตารางที่ 1 (ตอ) แสดงขอมูลเฉพาะตัวของพอพันธุโคนมที่นาํมาวิเคราะหหาจีโนไทปของยีนแคปปา-เคซีน 

No. of  
Sample 

semen code ระดับเลือด  
(เปอรเซ็นต) 

วันเกิด แหลงที่มา 
ของพอ 

แหลงที่มา 
ของปู 

หมายเหต ุ

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

CAN = Canada, THA = Thailand, USA = United States of America, TMZ=Thai Milking Zebu 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 60

ตารางที่ 2 แสดงจีโนไทปของพอพันธุโคนมที่ไดจากการวิเคราะหโดยวิธ ีPCR-RFLP 

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

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

 



 61

ตารางที่ 2 (ตอ) แสดงจีโนไทปของพอพนัธุโคนมที่ไดจากการวเิคราะหโดยวิธี PCR-RFLP 

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

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

 นางสาวศิริลักษณ เตชะนรราช เกิดวันจันทรที่ 31 ตุลาคม พ.ศ. 2520 จังหวัด
กรุงเทพมหานคร. สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต สาขาวิชาสัตวศาสตร คณะเทคโนโลยี  
การเกษตร สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกลาเจาคุณทหารลาดกระบัง ปการศึกษา 2541 เขาศึกษา
ตอระดับบัณฑิตศึกษา สาขาวิชาการปรับปรุงพันธุสัตว ภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร 
จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ปการศึกษา 2542 
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