
บทท่ี 4 
 

ผลการทดลอง 
 

4.1 การสกัดดีเอ็นเอและความเขมขนของดเีอ็นเอ 
 ในการวิจัยครั้งนี้ไดทําการเก็บตัวอยางเพื่อนํามาสกัดดีเอ็นเอจากสุกรสายพันธุแท (พันธุ
ดูรอค เพียเทรน ลารจไวท แลนดเรซ) สุกรลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) และสุกรลูกผสม 
3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค และสายพันธุทางการคา) ในเขตจังหวัดเชียงใหมโดยใช
ช้ินสวนเนื้อเยื่อ (ใบหูและกลามเน้ือ) เลือด และน้ําเช้ือ สวนสุกรไทยพ้ืนเมืองจากจังหวัดอุตรดิตถ 
แมฮองสอนและเชียงใหม เก็บตัวอยางจากเนื้อเยื่อใบหูเพียงอยางเดียว เนื่องจากมีความสะดวกในการ
เก็บตัวอยางในทองท่ีและการเก็บรักษาเนื้อเยื่อ จากการตรวจสอบปริมาณของดีเอ็นเอที่สกัดไดจาก
ตัวอยางเนื้อเยื่อใบหู เลือด และนํ้าเช้ือ โดยตรวจสอบใน 1% Agarose gel และวัดความเขมขนของ
ดีเอ็นเอในสารละลายโดยใชเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 260 nm พบวา ดีเอ็นเอท่ี
สกัดจากช้ินสวนใบหู เลือด และนํ้าเช้ือมีคาความเขมขนของดีเอ็นเอเฉล่ีย 701.07, 510 และ 82.35 ng/μl 
ตามลําดับ จะเห็นไดวาปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดไดจากช้ินสวนใบหูมีคามากท่ีสุด ท้ังนี้ข้ึนอยูกับปริมาณ
ของเนื้อเยื่อท่ีใชดวย (ภาคผนวก)    
 
4.2 การเพิ่มปริมาณชิ้นสวนดีเอ็นเอดวยพีซีอาร 
 จากการทดสอบหาอุณหภู มิ ท่ี เหมาะสมตอการเข าจับของไพรเมอร  (Annealing 
temperature; Tm) และสภาวะท่ีเหมาะสมของการเพิ่มปริมาณช้ินสวนดีเอ็นเอโดยวิธีพีซีอารของยีน 
RYR1 โดยใชไพรเมอร RYR1-F,R (ตาราง 9) ทดสอบโดยใชชวงอุณหภูมิระหวาง 62°C ถึง 72°C 
แลวนําผลผลิตจาก PCR มาตรวจสอบใน agarose gel 3% พบวา ชวงอุณหภูมิ 62°C ถึง 72°C 
สามารถเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอไดท้ังหมด จึงเลือกใชอุณหภูมิ 65.1°C และไดผลผลิตพีซีอารท่ีมีความ
ยาว 74 bp (ภาพ 4) 
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50 bp  
Ladder    62.0 62.3 63.0 63.8 65.1 66.8 68.6 70.2 71.4 72.0 Tm (°C) 
 

 
 
 
 
 
ภาพ 4 ผลผลิตจาก PCR ของยีน RYR1 บน 3% Agarose gel ในการหา Annealing temperature (Tm) 
 
4.3 การจําแนกจุดกลายพันธุโดยใชเทคนิค PCR-RFLP 

การศึกษาการกลายพันธุของยีน RYR1 ในสุกรแตละตัวทําโดยการตรวจจีโนไทปดวย
เทคนิค PCR-RFLP จากสุกรท้ังหมด 363 ตัว ซ่ึงเปนสุกรสายพันธุทางการคาจํานวน 325 ตัว 
แบงเปนสุกรเพศผูพันธุแท จํานวน 80 ตัว (ดูรอค 22 ตัว เพียเทรน 19 ตัว ลารจไวท 24 ตัว แลนดเรซ 
15 ตัว) สุกรเพศเมียพันธุแท จํานวน 41 ตัว (ดูรอค 3 ตัว เพียเทรน 7 ตัว ลารจไวท 23 ตัว แลนดเรซ 
8 ตัว) สุกรลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) สุกรลูกผสม 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค 
และสายพันธุทางการคา) ท่ีเกิดในครอกเดียวกันรวมจํานวน 204 ตัว และ สุกรไทยพ้ืนเมืองจาก 
จังหวัดอุตรดิตถ แมฮองสอน และเชียงใหม จํานวน 21, 6 และ 11 ตัว ตามลําดับ เม่ือนําผลผลิตจาก
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอที่มีขนาดความยาว 74 bp มาตัดดวยเอนไซม Hin 6I ท่ีมีจุดตัดจําเพาะ คือ 
cgtGCGCtcc (ภาพ 5) ทําใหไดความยาวของช้ินสวนของดีเอ็นเอเปน 41 และ 33 bp ในกรณีที่เปน
เบส Cytosine (C) สวนเบส Thymine (T) จะไมถูกตัดโดยเอนไซม Hin 6I  ซ่ึงจะทําใหมีความยาว
ของช้ินสวนดีเอ็นเอเปน 74 bp (ภาพ 6) พบวาสุกรท่ีมีจีโนไทป CT ซ่ึงเปนพาหะของโรค (Nn) มี
จํานวน 73 ตัว (20.1%) และสุกรท่ีมีจีโนไทป TT ซ่ึงเปนสุกรท่ีไวตอความเครียด (nn) มีจํานวน 2 ตัว 
(0.6%) สวนสุกรท่ีเหลือจํานวน 288 ตัว (79.3%) เปนสุกรปกติ (NN) ท่ีมีจีโนไทป CC ดังแสดงใน
ตาราง 10 
 

74 bp 
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จุดตัดของเอนไซม Hin 6I 
     

RYR1 F 
 
      gttccctgtg tgtgtgcaat ggtgtggccg tgCgctccaa ccaagatctc attactgaga 
      acttgctccc tggc 

 
   RYR1 R 

  
ภาพ 5 ลําดับเบสของช้ินสวนยีน RYR1 ตําแหนงของการแทนท่ีของลําดับเบส (Single nucleotide 

polymorphism; SNP) และจุดตัดของเอนไซม Hin 6I 
 

        50 bp Ladder    CC         CC          CT           CT            TT           TT 
 

                                                                        

              
ภาพ 6 รูปแบบของจีโนไทปท่ีตัดดวยเอนไซม Hin 6I บน 3% Agarose gel 

 
4.4 การวิเคราะหความถ่ีของจีโนไทปและความถ่ีอัลลีล 

การเปรียบเทียบความถ่ีจีโนไทปและความถ่ีอัลลีลของจุดกลายพันธุในยีน RYR1 โดยทํา
การตรวจจีโนไทปสุกรท้ังหมด 363 ตัว พบวาสุกรท่ีศึกษามีจีโนไทป 3 รูปแบบ คือ CC, TT และ 
CT (ตาราง 10) จากการวิเคราะหความถ่ีของจีโนไทประหวางพันธุตางๆโดยใชวิธีไคสแควรและ
วิเคราะหความถ่ีอัลลีลโดยวิธี Z- test ไมพบความแตกตางของความถ่ีของจีโนไทประหวางสุกรสาย
พันธุทางการคา คือ ดูรอค ลารจไวท  แลนดเรซ  เพียเทรน สุกรลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) 
และ สุกรลูกผสม 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค และสายพันธุทางการคา) (P > 0.05) แตเม่ือ

41 bp 
33 bp 
 

74 bp 
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เปรียบเทียบกับความถ่ีจีโนไทปของสุกรไทยพ้ืนเมือง พบความแตกตางทางสถิติ (P < 0.05) จากการ
เปรียบเทียบความถ่ีอัลลีล C และ T ไมพบความแตกตางระหวางสุกรสายพันธุทางการคา คือ ดูรอค 
ลารจไวท แลนดเรซ เพียเทรน สุกรลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) และ สุกรลูกผสม 3 สาย 
(แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค และสายพันธุทางการคา) (C:T = 0.94 : 0.06, 0.93 : 0.07, 0.85 : 0.15, 
0.85 : 0.15, 0.86 : 0.14 และ 0.92 : 0.08 ตามลําดับ) (P > 0.05) แตเม่ือวิเคราะหความถ่ีอัลลีลของสุกร
ไทยพ้ืนเมืองจํานวน 34 ตัว พบวา สุกรไทยพ้ืนเมืองมีจีโนไทป CC ท้ังหมดทําใหมีอัตราสวนอัลลีล 
C:T = 1 : 0 ซ่ึงมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05)  กับสุกรสายพันธุแลนดเรซ เพียเทรน สุกร
ลูกผสม 2 สาย (ลารจไวท × แลนดเรซ) และ 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค)  (C:T = 0.85 : 0.15, 
0.87 : 0.13, 0.85 : 0.15 และ 0.86 :0.14 ตามลําดับ) แตมีอัตราสวนอัลลีล C:T ไมแตกตางจากสุกร
พันธุดูรอค ลารจไวท และสุกรลูกผสม 3 สาย (สายพันธุทางการคา) (P > 0.05) (C:T = 0.94 : 0.06, 
0.93 : 0.07 และ 0.92 : 0.08 ตามลําดับ) (ตาราง 10) 
 
ตาราง 10 แสดงความถ่ีจีโนไทปและความถ่ีอัลลีลของยีน RYR1 ในสุกรสายพันธุทางการคาและ

สุกรไทยพ้ืนเมือง 
 

ความถ่ีจีโนไทป ความถ่ีอัลลีล สายพันธุ N 

CC CT TT C T 
แลนดเรซ 23 0.70 ข (16) 0.30 (7) 0 (0) 0.85ข 0.15 
ลารจไวท 47 0.85ข (40) 0.15 (7) 0 (0) 0.93กข 0.07 
ดูรอค 25 0.88ข (22) 0.12 (3) 0 (0) 0.94กข 0.06 
เพียเทรน 26 0.73ข (19) 0.26 (7) 0 (0) 0.87ข 0.13 
สุกรไทยพ้ืนเมือง 38 1ก (38) 0 (0) 0 (0) 1ก 0 
สุกรลูกผสม 2 สาย   
(ลารจไวท × แลนดเรซ) 

49 0.69ข (34) 0.31 (15) 0 (0) 0.85ข 0.15 

สุกรลูกผสม 3 สาย  
(แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค) 

100 0.73ข (73) 0.25 (25) 0.02 (2) 0.86ข 0.14 

สุกรลูกผสม 3 สาย  
(สายพันธุทางการคา) 

55 0.84ข (46) 0.16 (9) 0 (0) 0.92กข 0.08 

ประชากรรวม 363 0.79 (288) 0.20 (73) 0.01 (2) 0.90 0.10 
ก,ขตัวอักษรตางกันในคอลัมนเดียวกนัแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05). 



  
 

31 

4.5 ความสัมพนัธของการกลายพันธุในยีน RYR1 ตอคุณภาพเนื้อ 
4.5.1 ความเปนกรดดางของเนือ้  
 การศึกษาคุณภาพเนื้อของสุกรลูกผสม 3 สาย (แลนดเรซ × ลารจไวท × ดูรอค) จํานวน 100 ตัว 
พบวาคาความเปนกรดดาง (pH) ของกลามเน้ือสันนอก (Longissimus dorsi) และกลามเน้ือสะโพก 
(Semimembranosus) ภายหลังการฆาที่เวลา 45 นาที (pH1) และ 24 ช่ัวโมง (pHu) พบวา กลุมสุกรท่ีมีจี
โนไทป CC และ CT มีคาสูงกวาในกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป TT (P < 0.05) ซ่ึงกลามเน้ือท้ังสองชนิด
ของกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป CC มีคา pH ลดลง คือ ภายหลังการฆาท่ีเวลา 45 นาที มีคา pH ประมาณ 
6.34-6.55 และท่ี 24 ช่ัวโมง มีคา pH ลดลงเปน 5.76-5.86 และสุกรท่ีมีจีโนไทป CT ภายหลังการฆา
ท่ีเวลา 45 นาที มีคา pH ประมาณ 6.27-6.48 และที่ 24 ชั่วโมง มีคา pH ลดลงเปน 5.75-5.86 สวน
สุกรท่ีมีจีโนไทป TT มีคา pH ภายหลังการฆาท่ีเวลา 45 นาที ประมาณ 5.60-5.74 และท่ี 24 ช่ัวโมง 
มีคา pH ลดลงเปน 5.43-5.58 (ตาราง 11)    
      
4.6.2 สีของเนื้อ  

คาสีของเนื้อ (meat color) วัดจากกลามเนื้อสันนอกของกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป TT พบวา มีคา
ความสวาง (lightness, L*) สูงท่ีสุด รองมาคือกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป CC และ CT (56.96, 50.59 และ 
49.79 ตามลําดับ) และคาสีแดง (redness, a*) พบวา กลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป TT มีคาสูงกวากลุมสุกร
ท่ีมีจีโนไทป CC และ CT อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) โดยท่ีคาความเปนสีแดง (a*) ของกลุมสุกรท่ี
มีจีโนไทป CC และ CT ไมแตกตางกัน (P > 0.05) (10.54, 8.90 และ 8.33 ตามลําดับ) สวนคาสี
เหลือง (yellowness, b*) พบวา กลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป TT มีคาสูงสุด รองมาคือกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป 
CC และ CT ตามลําดับ (8.68, 5.42 และ 5.14 ตามลําดับ) (ภาพ 7) จากผลการวัดคาตางๆแสดงวา 
กลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป TT มีคาความสวางของสีเนื้อ และคาสีเหลือง แตกตางจากกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป 
CC และ CT อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) และมีคาสีแดงแตกตางจากกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป CC อยาง
มีนัยสําคัญ (P < 0.05) แตไมแตกตางจากกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป CT (P > 0.05) (ตาราง 11) 
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ภาพ 7 เนื้อสุกรท่ีมีลักษณะปกติ (CC) (ซาย) และเนื้อสุกรท่ีเกิดการกลายพันธุของยีน RYR1 (CT) 
  ซ่ึงแสดงลักษณะ PSE (ขวา) หลังจากการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ˚C เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 
 
4.6.3 คาความสามารถในการอุมน้ําของเนือ้ 

คาความสามารถในการอุมน้ําของเน้ือ (water holding capacity; WHC) วัดจากการสูญเสีย
น้ําขณะเก็บ (drip loss) ของกลามเนื้อสันนอก พบวา กลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป TT มีการสูญเสียน้ําของ
เนื้อขณะเก็บสูงท่ีสุด คือ 22.5 เปอรเซ็นต รองมาคือกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป CC มีคา 4.66 เปอรเซ็นต 
และกลุมสุกรท่ีมีจีโนไทป CT มีคา 4.01 เปอรเซ็นต (ตาราง 11) 
 
ตาราง 11 แสดงความสัมพันธของยีน RYR1 กับลักษณะคุณภาพเนื้อในสุกรลูกผสม 3 สาย 
  

จีโนไทป ลักษณะ
คุณภาพเนื้อ CC CT TT 

R2 

pH45     
     SM 6.55±0.26ก 6.48±0.24ก 5.74±0.08ข 0.176 
     LD 6.34±0.23ก 6.27±0.22ก 5.60±0.31ข 0.179 
pH24     
     SM 5.86±0.12ก 5.86±0.09ก 5.58±0.04ข 0.106 
     LD 5.76±0.15ก 5.75±0.11ก 5.43±0.19ข 0.101 
Drip loss (%) 4.66±2.34ข 4.01±2.58ข 22.5±0.40ก 0.537 
L* 50.59±4.08ข 49.79±4.77ข 56.96±0.05ก 0.052 
a* 8.33±1.58ข 8.90±1.39กข 10.54±0.14ก 0.060 
b* 5.42±1.75ข 5.14±1.94ข 8.68±0.57ก 0.070 
จํานวน (N) 73 25 2  
ก,ขตัวอักษรตางกันในแถวเดียวกันแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 


