
บทท่ี 3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 
 

3.1 สัตวทดลอง 
 เก็บตัวอยางเลือด หรือเนื้อเยื่อ หรือน้ําเช้ือ จากสุกรท้ังหมด 363 ตัว ไดแก สุกรเพศผูพันธุ
แท จํานวน 80 ตัว แบงเปน สุกรพันธุดูรอค 22 ตัว เพียเทรน 19 ตัว ลารจไวท 24 ตัว แลนดเรซ 15 ตัว 
สุกรเพศเมียพันธุแท จํานวน 41 ตัว แบงเปน สุกรพันธุดูรอค 3 ตัว เพียเทรน 7 ตัว ลารจไวท 23 ตัว 
แลนดเรซ 8 ตัว สุกรลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) สุกรลูกผสม 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท 
× ดูรอค) และสุกรลูกผสม 3 สาย (สายพันธุทางการคา) ท่ีเกิดในครอกเดียวกันท้ังหมด (Full sib) และ
ครอกท่ีเกิดจากพอตัวเดียวกันแตคนละแม (Half sib) จํานวน 204 ตัว โดยทั้งหมดเปนสุกรสาย
พันธุทางการคาท่ีสําคัญจากฟารมสุกรขนาดตางๆในจังหวัดเชียงใหมและสุกรไทยพ้ืนเมือง จังหวัด
อุตรดิตถ แมฮองสอนและเชียงใหม จํานวน 21 ตัว 6 ตัว และ 11 ตัวตามลําดับ 
 
3.2 อุปกรณและเคร่ืองมือ 

1) Autoclave (HL-341) (Hoxley, USA) 
2) Centrifuge & Microcentrifuge (Hettich, Germany) 
3) Compact ultrapure water system (EASYpure, USA) 
4) Deep freezer (-20°C) (Sanyo, Thailand) 
5) Digital Balance 0.01-3100 g (PB-3002-s) (Mettler-Toledo, Switzerland) 
6) Electrophoresis system & Power supply (EPS-301) (Amersham Biosciences, USA) 
7) Flat Bed Electrophoresis (Amersham Biosciences, USA) 
8) Gel documentation system (Thermo Hybaid, UK) 
9) Incubator (Memmert, Germany) 
10) Magnetic mixer (ME-20) (Aris, Thailand) 
11) Microcentrifuge tube 1.5 ml (Eppendorf, Germany) 
12) Micropipette 10, 100 μl (Eppendorf, Germany) 
13) Micropipette 1,000 μl (Gilson, France) 
14) Micropipette tip (Eppendorf, Germany) 
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15) Microwave (Electrolux, Thailand) 
16) Minolta Chroma Meter (CR-300) (Minolta Camera, Japan) 
17) pH-Meter (WTW 330) (Knick, Germany)  
18) Power supply (SZ-Series) (Syndrome, Thailand) 
19) Shaking incubator (OM11) (Ratek, Germany) 
20) Spectrophotometer UV-Visible light (UV-1601) (Shimadzu, Japan) 
21) Syringe (NIPRO, Thailand) 
22) Thermal Cycle (PTC -200-96) (MJ Research, USA) 
23) UV-Transillumination System (ULTRA-LUM, USA) 
24) Vortex Mixer (Genie-II, G560E) (Scientific Industries, USA) 
 

3.3 สารเคมี 
1) Absolute ethyl alcohol (Merck, USA) 
2) Agarose powder (USB, USA) 
3) Boric acid (USB, USA) 
4) Deoxyribonucleotide triphosphate (dNTP) (Amersham Biosciences, UK and 

Fermentas, USA) 
5) DNA ladder (Fermentas, USA) 
6) Ethylenediamine-tetraacetic acid (BDH Chemicals Ltd, England) 
7) Ethidium bromide (Roth, Germany) 
8) Isopropanol (Sigma, USA) 
9) Loading dye (Fermentas, USA) 
10) Magnesium chloride (Qiagen, Germany) 
11) PCR buffer (Qiagen, Germany) 
12) Primers (1st BASE, Singapore) 
13) Proteinase K (Roth, Germany) 
14) Restriction enzyme Hin 6I (Fermentas, USA) 
15) Sodium acetate (Sigma, USA) 
16) Sodium chloride (Merck, Germany) 
17) Sodium dodecyl sulphate (BDH Chemicals Ltd, England) 



  
 

17 

18) Taq DNA Polymerase (Amersham Biosciences, UK) 
19) Tris (Scharlau, Spain)  

  
3.4 สารละลาย 
 สารละลายท้ังหมดท่ีใชในการศึกษาคร้ังนี ้ เตรียมจากน้ํากล่ัน Deionized & Demineralised 
(ddH2O หรือ Millipore water) และการปรับ pH ทําโดยใช NaOH (conc.) กับ HCl (conc.) 
(รายละเอียดการเตรียมสารแสดงในภาคผนวก) 

1) Digestion buffer 
2) 0.5 M Ethylenediamine-tetraacetic acid (EDTA) pH 0.8 
3) Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 
4) 3 M Sodium acetate pH 5.2 
5) 6 M Sodium chloride 
6) 9% Sodium chloride 
7) 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS) 
8) 1X TBE buffer 
9) 10X TBE buffer 
10) TE buffer 
11) 1 M Tris pH 8.0 
 

3.5 การเก็บตัวอยาง 
 เก็บตัวอยางตางๆของสุกรสายพันธุทางการคาจากฟารมท่ีมีการเล้ียงสุกรในเขตจังหวัด
เชียงใหมโดยใชเลือด ช้ินสวนเนื้อเยื่อ (ใบหูและกลามเน้ือ) หรือน้ําเช้ือ สุกรไทยพื้นเมืองเก็บ
ตัวอยางเน้ือเยื่อใบหูในเขตจังหวัดอุตรดิตถ แมฮองสอน และเชียงใหม วิธีการเก็บตัวอยางของสุกร
ดังนี้ (Miller et al., 1988; รังสรรค, 2549) 

1)  การเก็บตัวอยางเลือด 
      การเก็บตัวอยางเลือดจะใหดีเอ็นเอท่ีเหมาะสมท่ีสุดท้ังในดานปริมาณและคุณภาพ แต
การเก็บตัวอยางจําเปนตองใชอุปกรณ สารเคมีและคนชวยจํานวนมาก ซ่ึงทําไดโดยใชเข็มฉีดยา
ขนาด 1.2×40 มิลลิเมตร และหลอดฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตร เจาะเลือดจากเสนเลือดบริเวณลําคอ 
ตัวละ 5-10 มิลลิลิตร ใสในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ท่ีมี 0.5 M Ethylenediamine-tetraacetic 
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acid (EDTA) จํานวน 500 ไมโครลิตร และตัวอยางควรแชเย็นท่ีอุณหภูมิ 4 ถึง -20 องศาเซลเซียส 
จนกวาจะทําการสกัดดีเอ็นเอ 
 

2)  การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อหรือชิ้นสวนใบหู 
  การเก็บตัวอยางจากเนื้อเยื่อหรือช้ินสวนใบหู เหมาะสําหรับสัตวท่ีไมสามารถเจาะเลือด

ได หรือทําการเจาะไดยาก เชน สัตวเล็ก หรือสัตวพื้นเมือง หรือในกรณีท่ีไมมีอุปกรณท่ีใชในการ
เจาะเลือด นอกจากนี้ยังเหมาะสําหรับการใชประโยชนจากช้ินสวนของสัตวท่ีมีการนําออกมาเปน
ปกติอยูแลว เชน การตัดเบอรหู การตัดหางหรือการตอน เปนตน การเก็บตัวอยางเน้ือเยื่อทําโดยตัด
ช้ินสวนเนื้อเยื่อ เชน ใบหูตัดขนาดประมาณ 1-2 ตารางเซนติเมตร ลางดวย Absolute ethyl alcohol 
เก็บในถุงเก็บตัวอยางท่ีปดสนิท ระหวางขนยายควรแชในน้ําแข็งและเก็บตัวอยางท่ีอุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส จนกวาจะทําการสกัดดีเอ็นเอ 

 
 3) การเก็บตัวอยางน้ําเชื้อ 

 การเก็บตัวอยางน้ําเช้ือ เหมาะสําหรับสัตวท่ีเปนพอพันธุ ซ่ึงสามารถเก็บตัวอยางไดใน
ขณะท่ีมีการรีดน้ําเช้ือ โดยเก็บตัวอยางน้ําเช้ือใสในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ในระหวางขน
ยายควรแชในน้ําแข็งและเก็บตัวอยางเปนเวลานานควรเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะ
ทําการสกัดดีเอ็นเอ 
 
3.6 การสกัดดีเอ็นเอ         

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือด (สกัดจากเซลลเม็ดเลือดขาว) เนื้อเยื่อหรือช้ินสวนใบหู (สกัด
จากเซลลผิวหนังและเซลลกระดูกออน) และนํ้าเช้ือ ดวยวิธี Salting out โดยดัดแปลงจาก Miller et al. 
(1988) และ Sambrook et al. (1989) รายละเอียดของการสกัดดีเอ็นเอในแตละวิธีมีดังตอไปนี้  
3.6.1 การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดสุกร  
 1) นําเลือดท้ังหมดที่เก็บไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส (ไมควรเก็บไวนานเกิน 1 วัน) ไปปนท่ี

ความเร็ว 6,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 15 นาที เพื่อใหไดสวนท่ีเปนช้ัน
บางๆ  สีขาวของเม็ดเลือดขาวซ่ึงอยูบนผิวของช้ันเม็ดเลือดแดง  ดูดสวนนี้ไปใสใน 
Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร  

 2)    เติมน้ํากล่ัน 1 มิลลิลิตร เขยาดวย Vortex ประมาณ 20 วินาที ต้ังท้ิงไว 5-10 นาที เพื่อทําลายเซลล 
  เม็ดเลือดแดง 
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 3) เติมสารละลาย NaCl (9%) จํานวน 100 ไมโครลิตร เขยาใหเขากันดวย Vortex จากนั้นนําไปปน
เหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที เทสวนท่ีเปนของเหลว
ท้ิงไป เหลือสวนท่ีเปนตะกอนดีเอ็นเอ (Pellet) ไว ทําซํ้าข้ันตอนท่ี 2) และ 3) จนกวา Pellet ที่ได
จะขาว 

 4) เติมสารละลาย PBS จํานวน 1 มิลลิลิตร เขยา Pellet ท่ีไดใหกระจาย (สามารถเก็บไวใน
สารละลาย PBS ท่ี 4 องศาเซลเซียส เพื่อรอการยอย) กอนจะนําไปยอยใหปนท่ีความเร็ว 
12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวเทสารละลายสวนใสท้ิง  

 5)    เติม Digestion buffer จํานวน 800 ไมโครลิตร เขยา Pellet ใหกระจายดวย Vortex เติมสารละลาย 
Proteinase K (20 mg/ml) จํานวน 10 ไมโครลิตร เขยาดวย Vortex ใหเขากัน เติมสารละลาย 
10 % SDS จํานวน 50 ไมโครลิตร เขยาเบาๆแบบกลับไปมาดวยมือ 

 6) นําเขาเคร่ือง Shaking incubator ท่ีความเร็ว 100 rpm อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ท้ิงไวขามคืน 
 7) นําออกจากเครื่องตั้งทิ้งไวประมาณ 5 นาที คอยๆหยดสารละลาย NaCl (6M) จํานวน 500 

ไมโครลิตร ต้ังไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 
12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 

 8) ใช Pipette ดูดเฉพาะสารละลายเหนียวใสดานบน (Supernatant) ประมาณ 500 ไมโครลิตร      
ไปใสใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร อันใหม 

 9) เติมสารละลาย Na-acetate (3M) pH 5.2 ในอัตราสวน 1:10 (Na-acetate:DNA) 
 10) เติมสารละลาย Isopropanol ในอัตราสวน 1:1 เขยาเบาๆแบบกลับไปมาดวยมือ จะเห็น

เสนใยสีขาวของดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 10 นาที แลวเทสารละลายสวนใสท้ิง 

11) ลางปนตะกอนดวยสารละลาย 80% Ethanol แชเย็นจัด จํานวน 1 มิลลิลิตร ประมาณ 2 รอบ      
 (12,000 rpm, 4 องศาเซลเซียส, 5 นาที) เทสารละลายสวนใสท้ิง ผ่ึงตะกอนดีเอ็นเอ (Pellet)
 ใหแหงบนกระดาษทิชชู (ประมาณ 15-30 นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง 
12) เติมสารละลาย TE buffer 50-100 ไมโครลิตร ตามปริมาณของดีเอ็นเอที่ไดแลวเขยาให

ตะกอนดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน (ควรเขยาดวยมือ ไมควร Vortex เปนเวลานาน) 
เก็บดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน หากตองการเก็บไวเปน
เวลานานควรเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  
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3.6.2 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเนื้อเยื่อหรือชิ้นสวนใบหูสุกร  
 1) นําตัวอยางเนื้อเยื่อหรือช้ินสวนเนื้อเยื่อ เชน ใบหูขนาดประมาณ 1-2 ตารางเซนติเมตร ลางดวย

แอลกอฮอลความเขมขน 80 % จากนั้นนํามาลางแอลกอฮอลออกดวยสารละลาย PBS 
 2)  นําตัวอยางใสใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Digestion buffer จํานวน               

800 ไมโครลิตร เขยาดวย Vortex เติมสารละลาย Proteinase K (20 mg/ml) จํานวน 20 
ไมโครลิตร เขยาดวย Vortex เติมสารละลาย 10 % SDS จํานวน 80 ไมโครลิตร เขยาเบาๆแบบ
กลับไปมาดวยมือ 

 3) นําเขาเคร่ือง Shaking incubator ท่ีความเร็ว 100 rpm อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส  ท้ิงไวขามคืน  
 4)    นําออกจากเครื่องต้ังท้ิงไวประมาณ 5 นาที คอยๆหยดสารละลาย NaCl (6M) จํานวน 500 

ไมโครลิตร ต้ังไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 15 นาที 

 5) ใช Pipette ดูดเฉพาะสารละลายเหนียวใสดานบนไปใสใน Microcentrifuge tube อันใหม 
 6) เติมสารละลาย Na-acetate (3M) pH 5.2 ในอัตราสวน 1:10 (Na-acetate:DNA) 
       7) เติมสารละลาย Isopropanol ในอัตราสวน 1:1 เขยาเบาๆแบบกลับไปมาดวยมือ จะเห็นเสนใย 

สีขาวของดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
10 นาที แลวเทสารละลายสวนใสท้ิง 

      8) ลางปนตะกอนดวยสารละลาย 80% Ethanol แชเย็นจัด จํานวน 1 มิลลิลิตร ประมาณ 2 รอบ      
(12,000 rpm, 4 องศาเซลเซียส, 5 นาที) เทสารละลายสวนใสท้ิง ผ่ึงตะกอนดีเอ็นเอใหแหงบน
กระดาษทิชชู (ประมาณ 15-30 นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง 

9) เติมสารละลาย TE buffer 50-100 ไมโครลิตร ตามปริมาณของดีเอ็นเอที่ไดแลวเขยาให
ตะกอนดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน (ควรเขยาดวยมือ ไมควร Vortex เปนเวลานาน) 
เก็บดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน หากตองการเก็บไวเปน
เวลานานควรเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
 

3.6.3 การสกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางน้ําเชื้อสุกร   
1) ลางดีเอ็นเอในน้ําเช้ือโดยใช 1X TE buffer จากนั้นนําไปปนท่ีความเร็ว 6,000 rpm เปนเวลา 

10 นาที ทําซํ้า 2-3 คร้ัง ในการทําซํ้าแตละคร้ังจะตองเทสวนใสดานบนท้ิง 
2) นําโกรงไปแชเย็นในตูแช -20 องศาเซลเซียส กอนท่ีจะนํามาใสในถังท่ีมีไนโตรเจนเหลว

บรรจุอยู นําตะกอนสีขาวท่ีไดหลังจากการลางปนน้ําเช้ือดวย 1X TE buffer มาบดในโกรง
จนละเอียด 
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3) นําตะกอนท่ีบดละเอียดแลวมาใสใน Microcentrifuge tube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม 
Digestion buffer จํานวน 800 ไมโครลิตร เขยาดวย Vortex จนตะกอนกระจาย เติม
สารละลาย Proteinase K (20 mg/ml) จํานวน 10 ไมโครลิตร เขยาดวย Vortex เติม
สารละลาย 10% SDS จํานวน 50 ไมโครลิตร เขยาเบาๆแบบกลับไปมาดวยมือ 

4) นําเขาเคร่ือง Shaking incubator ท่ีความเร็ว 100 rpm  อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส ท้ิงไว
ขามคืน 

5) นําออกจากเคร่ืองต้ังท้ิงไวประมาณ 5 นาที คอยๆหยดสารละลาย NaCl (6M) จํานวน 500 
ไมโครลิตร แลวนําไปปนเหวี่ยงท่ีความเร็ว 12,000 rpm ท่ีอุณหภูมิหองเปนเวลา 10 นาที 

6) ใช Pipette ดูดเฉพาะสารละลายเหนียวใสดานบน (Supernatant) ไปใสใน Microcentrifuge 
tube อันใหม 

7) เติมสารละลาย Na-acetate (3M) pH 5.2 ในอัตราสวน 1:10 (Na-acetate:DNA) 
8) เติมสารละลาย Isopropanol ในอัตราสวน 1:1 เขยาเบาๆแบบกลับไปมาดวยมือ จะเห็นเสน

ใยสีขาวของดีเอ็นเอ จากนั้นนํามาปนท่ีความเร็ว 12,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เปนเวลา 15 นาที แลวเทสารละลายสวนใสท้ิง 

9) ลางปนตะกอนดวยสารละลาย 80% Ethanol แชเย็นจัด จํานวน 1 มิลลิลิตร ประมาณ 2 รอบ 
(12,000 rpm, 4 องศาเซลเซียส, 5 นาที) เทสารละลายสวนใสท้ิง ผ่ึงตะกอนดีเอ็นเอใหแหง
บนกระดาษทิชชู (ประมาณ 15-30 นาที) ท่ีอุณหภูมิหอง 

10) เติมสารละลาย TE buffer 50-100 ไมโครลิตร ตามปริมาณของดีเอ็นเอท่ีไดแลวเขยา                 
ใหตะกอนดีเอ็นเอละลายเปนเนื้อเดียวกัน (ควรเขยาดวยมือ ไมควร Vortex เปนเวลานาน) 
เก็บดีเอ็นเอไวท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จนกวาจะใชงาน หากตองการเก็บไวเปน
เวลานานควรเก็บท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 
3.7 การวัดความเขมขนของดีเอ็นเอ 
 นําสารละลายดีเอ็นเอที่สกัดไดมาเจือจางดวยสารละลาย 1X TE buffer ในอัตราสวน 1:100 
(DNA 5 ไมโครลิตร : TE buffer 495 ไมโครลิตร) จากน้ันนําไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Optical 
Density; O.D.) ท่ีชวงความยาวคล่ืนแสง 260 นาโนเมตร และหาความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอ 
คํานวณไดจากสมการ ดังตอไปนี้ 
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ความเขมขนของดีเอ็นเอ = OD260 × 50 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร × Dilution factor 
 
โดย คา  OD260 คือ  คาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง                  
                                                      260 นาโนเมตร ของสารละลายดีเอ็นเอ 

50 ไมโครลิตร/มิลลิลิตร คือ  คาความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอที่ OD260 มีคาเทากับ 1 
Dilution factor คือ  อัตราสวนท่ีใชเจือจาง = 1:100 

 
3.8 การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดวย Polymerase chain reaction (PCR)  

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของสุกรในสวนของยีน RYR1 โดยใชไพรเมอรดังแสดงในตาราง 9 
และใชสารละลายดีเอ็นเอความเขมขนประมาณ 100 ng/μl เปนดีเอ็นเอตนแบบ (template) ในการ
ทําพีซีอาร โดยมีองคประกอบดังนี้ 

  DNA (100 ng/μl)     1.0 μl 
  10X PCR buffer      2.5 μl 
  dNTP (10 mMeach)     1.0 μl 
  Forward primer (20 pmol/ μl)    1.0 μl 
  Reverse primer (20 pmol/ μl)    1.0 μl 
  MgCl2 (25 mM)      2.0 μl 
  Taq DNA Polymerase (5U/ μl)    0.5 μl 
  ddH2O     16.0 μl 
  ปริมาตรรวม    25.0 μl /reaction 
ทดสอบหาอุณหภูมิท่ีเหมาะสมของการเขาจับของไพรเมอร (Annealing temperature; Tm) ใน

ปฏิกิริยาพีซีอารของยีน RYR1 โดยใชชวงอุณหภูมิ 62-72°C ปฏิกิริยาพีซีอารจะกระทําภายใตการ
ควบคุมอุณหภูมิ ดังนี้ 

Initial denaturation ท่ี  94°C     เวลา   2 นาที 
Denaturation  ท่ี  94°C     เวลา 30 วินาที 
Annealing  ท่ี  65.1°C  เวลา 30 วินาที               Amplication 30 รอบ 
Extension  ท่ี  72°C      เวลา 30 วินาที 
Final extension  ท่ี  72°C      เวลา 10 นาที 

ทําการตรวจสอบผลผลิตพีซีอารท่ีไดโดยวิธี 3% Agarose gel electrophoresis และอาน 
ผลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
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ตาราง 9 ลําดับนิวคลีโอไทดและ Annealing temperature (Tm) ท่ีเหมาะสมของไพรเมอรท่ีใชใน   
 การทําพีซีอาร 

   
Primer Name Primer Sequence (5´             3´) Fragment (bp) Tm (°C) 
RYR1 for GTT CCC TGT GTG TGT GCA ATG GTG 
RYR1 rev GCC AGG GAG CAA GTT CTC AGT AAT 

74 65.1 

 
3.9 การตรวจสอบจุดกลายพันธุโดยใชเอนไซมตัดจําเพาะ (Restriction fragment length       

polymorphism; RFLP) 
1) ทําการตรวจสอบจุดกลายพันธุโดยใชวิธี RFLP โดยการตัดดวย restriction enzyme Hin 6I 

โดยมีปฏิกิริยาดังตอไปนี้ 
 PCR product 20.0 μl 
 restriction enzyme Hin 6I 0.75 μl 
 10X buffer 2.0 μl 
 ddH2O 7.25 μl 
 ปริมาตรรวม 30.0 μl/reaction 

2) นําไป Incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 °C ท้ิงไวขามคืน (16-18 ช่ัวโมง) 
3) ตรวจสอบจีโนไทปท่ีตัดไดใน 3% Agarose gel electrophoresis 
 

3.10 การแยกชิน้สวนของดีเอ็นเอดวย  Agarose gel electrophoresis 
1) เตรียม 3% อะกาโรสเจล โดยช่ังผงอะกาโรส 1 g เติม 1X TBE buffer 100 ml แลวทําให

ละลายโดยเคร่ืองไมโครเวฟ (Microwave)  
2) ใสเอทิเดียมโบรไมด (Ethidium bromide) 7 μl/100 ml ของเจล ต้ังท้ิงไวใหอุนแลวเทใสชุด

อิเล็คโตรโฟรีซีส รอจนเจลแข็งตัวจึงดึงหวีออก  
3) นําแผนเจลที่ไดไปใสใน Buffer tank ของชุดอิเล็คโตรโฟรีซีสท่ีมี 1X TBE buffer บรรจุ

อยูทวมแผนเจล  
4) ทําการผสมดีเอ็นเอท่ีไดจากการตัดดวยเอนไซมกับ Loading dye แลวดูดตัวอยางท่ีได

ไปใสในแตละชองของแผนเจลจนครบ โดยใช 50 bp Ladder เปน Marker  
5) ปดฝาและเปดเคร่ืองท่ี 60 V โดยระยะเวลาประมาณ 2 ช่ัวโมงท่ีใหช้ินสวน DNA แยกจาก

กันอยางชัดเจน นําแผนเจลไปตรวจสอบความยาวของช้ินสวนดเีอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต 
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3.11 การวิเคราะหคุณภาพเนื้อในสุกรลูกผสม 
ทําการวิเคราะหคุณภาพเนื้อในสุกรลูกผสม 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค) จํานวน 

100 ตัว โดยเก็บตัวอยางกลามเน้ือสันนอก (Longissimus dorsi) และกลามเน้ือสะโพก 
(Semimembranosus) บริเวณต้ังแตซ่ีโครงซ่ีท่ี 6-14 เพื่อนําไปวิเคราะหคุณภาพเนื้อ ประกอบดวย 

1) คาความเปนกรดเปนดางของกลามเนื้อ (pH value) 
วัดคาความเปนกรดเปนดางจากกลามเน้ือสันนอกและกลามเน้ือสะโพก จากซากสุกร

หลังฆาท่ีเวลา 45 นาที (pH1) และ 24 ช่ัวโมง (pHu) ดวยเคร่ือง pH meter (WTW pH 330, Germany) 
ทําการบันทึกคาท่ีตรวจวัดได 

 

                 
 
ภาพ 2 การวัดคา pH ท่ีกลามเนื้อสันนอก (ซาย) และกลามเนื้อสะโพก (ขวา)  

 
2) คาสีของเนื้อ (meat color) 

นํากลามเน้ือสันนอกจากซ่ีโครงซ่ีท่ี 6 ใสถุงพลาสติกผนึกปากถุงเก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C เปน
เวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําเนื้อออกจากถุงวางในภาชนะเปดเก็บในตูเย็นเปนเวลา 1 ช่ัวโมง ทําการ
วัดคาสีดวยเคร่ือง Minolta Chroma Meter (CR-300, Japan) บันทึกคาความสวางของสี (lightness, 
L*) คาสีแดง (redness, a*) และคาสีเหลือง (yellowness, b*)  
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ภาพ 3 การวัดสีของเนื้อดวยเคร่ือง Minolta Chroma Meter 
 

3) คาความสามารถในการอุมน้ําของเนื้อ (water holding capacity; WHC)  
ในดานของคาการสูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) (Honikel, 1987; อางโดย สัญชัย, 2551) 

นํากลามเนื้อสันนอกมาตัดใหมีความหนาประมาณ 1 นิ้ว ทําการช่ังน้ําหนัก (W1) หอตัวอยางดวยผา
กอซเก็บในถุงพลาสติกชนิดเย็นใหช้ินเนื้อลอยเหนือกนถุงประมาณ 2 เซนติเมตร ผนึกปากถุงให
สนิท เก็บในตูเย็นในลักษณะแขวนท่ีอุณหภูมิ 4°C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง จากนั้นนําช้ินเนื้อออกจาก
ถุงมาช่ังน้ําหนัก (W2) แลวหาคาการสูญเสียน้ําจากสูตร 
 

เปอรเซ็นตการสูญเสียน้ํา (% drip loss) = (W1- W2) × 100 
     W1 
 

3.12 การวิเคราะหทางสถิต ิ 
ทดสอบความแตกตางของความถี่จีโนไทปของยีน RYR1 ในสุกรพันธุดูรอค เพียเทรน 

ลารจไวท แลนดเรซ ลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) ลูกผสม 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × 
ดูรอค และสายพันธุทางการคา) และสุกรไทยพ้ืนเมือง ดวยวิธีไคสแควร และทดสอบความแตกตาง
ของความถี่อัลลีลดวยวิธี Z-test และวิเคราะหเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉล่ียดานคุณภาพ
เนื้อดวยวิธี Duncan’s Multiple Range Test ในโปรแกรมสําเร็จรูป SAS for windows version 8.2 
(SAS, 2001) 

วิเคราะหคุณภาพเนื้อ ประกอบดวย คาความเปนกรดดาง (pH value) คาสีของเนื้อ (L*, a* 
และ b*) และคาการสูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss) เนื่องจากอิทธิพลของจีโนไทป (CC, CT และ 
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TT) ดวยวิธี GLM (General Linear Model) ในโปรแกรม SPSS for windows version 15 (กัลยา, 
2542) จากหุนสถิติ 

 
iji ErrorGenotypeijy ++= μ  

 
เม่ือ ijy      คือ     ลักษณะคุณภาพเนื้อ ประกอบดวย คาความเปนกรดดาง  

(pH value) คาสีของเนื้อ (L*, a* และ b*) และคาการ
สูญเสียน้ําขณะเก็บ (drip loss)    

            μ   คือ คาเฉล่ีย 
 iGenotype  คือ จีโนไทป CC, CT และ TT 

ije   คือ ความคลาดเคล่ือนจากการทดลอง 

 
3.13 สถานท่ีทําการวิจัย 
 - จงเจริญฟารม     อ.แมวาง จ.เชียงใหม 

- ทุงหลวงฟารม     อ.จอมทอง จ.เชียงใหม 
- ผาแดงฟารม     อ.แมแตง จ.เชียงใหม 
- ฟารมสุกร ภาควิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
- ฟารมสุกรทดลอง ภาควิชาเทคโนโลยีทางสัตว คณะผลิตกรรมการเกษตร มหาวิทยาลัยแมโจ 
- โรงงานแปรรูปสุกรแมโจ มหาวิทยาลัยแมโจและเครือเบทาโกร 
- หองปฏิบัติการ GMO certificate Lab สถานวิทยาการหลังการเก็บเกีย่ว คณะเกษตรศาสตร  
  มหาวิทยาลัยเชียงใหม 
 

3.14 ระยะเวลาในการดาํเนินงานวิจัย 
ประมาณ 12 เดือน 

 


