
 
บทที ่3  

 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
3.1 สัตว์ทดลอง  
 

แม่สุกรระดบั Grand Parents พนัธ์ุ Large white จาํนวน 202 ตวั และ Landrace จาํนวน 299 
ตวั และระดบั Parent Stocks พนัธ์ุลูกผสม Large white x Landrace จาํนวน 2,665 ตวั รวมทั้งหมด 
3,166 ตวัโดยสุกรจาํนวนดงักล่าวถูกเก็บตวัอยา่งจากฟาร์มของ บริษทัเบทาโกรภาคเหนือเกษตร
อุตสาหกรรมจาํกดั จงัหวดัลาํพนู 
 
3.1.1 ข้อมูลลกัษณะปรากฏ 
  

ขอ้มูลถูกบนัทึกจากแม่สุกร ซ่ึงประกอบดว้ย พนัธ์ุ ลาํดบัครอก วนัเดือนปีท่ีคลอด  จาํนวน
ลูกแรกคลอดทั้งหมด (total number born, TNB) จาํนวนลูกแรกคลอดท่ีมีชีวิต (number of birth 
alive, NBA) จาํนวนลูกท่ีหยา่นม (number of weaning, NWA) จาํนวนมมัม่ี (number of mummified 
at birth, NMM)  
 
3.1.2 การเกบ็ตัวอย่างเลอืด 
  

 ตวัอยา่งเลือดถูกเกบ็จากเสน้เลือดดาํท่ีคอ (jugular vein) ปริมาณ 5 ml ใส่หลอดทดลองท่ี
บรรจุ 0.5 M EDTA จาํนวน 100 μl ปิดผนึกดว้ย parafilm™  
 
3.2 อุปกรณ์และสารเคมี 
 
 3.2.1 สารเคมี 
 

         - 10X PCR buffer, Taq polymerase (Fermentas, USA) 
   - Acetic acid (Merck, Germany)  
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         - Acrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
                - Agar-Agar (O.V. chemical, Thailand) 
   - Agarose (Gibco/BRL, USA) 
   - Ammonium persulfate (USB corporation, USA) 
          - Ampicillin (Bio Basic Inc, Canada) 
       - Bisacrylamide (Amersham Bioscience, Sweden) 
   - Boric acid (Merck, Germany) 
           - dNTPs (Fermentas, USA) 
          - EDTA (Fisher Scientific,USA) 
   - Ethanol (Merck, Germany) 
         - Ethidium bromide (Bio Basic Inc, Canada) 
          - Formaldehyde 37% (Merck, Germany) 
   - Lambda DNA/AvaII (Fermentas, USA) 
   - Isopropanol (Merck, Germany) 
          - Magnesium chloride (Merck, Germany) 
   - Nitric acid (Merck, Germany) 
          - N,N-dimethylformamide (Bio Basic Inc, Canada) 
   - Phenol (Merck, Germany) 
          - Primers (Bio Basic Inc, Canada) 
   - Proteinase K (Invitrogen, USA) 
          - Silver nitrate (Merck, Germany) 
   - Sodium acetate (Merck, Germany) 
   - Sodium biocarbonate (Merck, Germany) 
   - Sodium chloride (Merck, Germany) 
   - Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
          - TEMED (USB corporation, USA) 
          - Tris (USB corporation, USA) 
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3.2.2 สารละลาย (รายละเอียดดงัภาคผนวก) 
   

0.5M EDTA pH 8.0 
  10X TBE buffer 
  10X TAE buffer 
  Digestion buffer 
  Phosphate-buffered saline (PBS) 
  TE buffer 
 
3.2.3 เอนไซม์ 
   

SmaI (Fermentas, USA) 
 

3.2.4 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
 

         1)   Balances, Model AB204 (Mettler-Toledo, Switzerland) 
        2)   Electrophoresis (for agarose gel) Gel-Mate 2000, Toyobo, Japan 

3)   Electrophoresis (vertical apparatus), Hoefer SQ3, Amersham pharmacia 
      biotech, USA 
4)   Electrophoresis Power Supply, Model E833, Consort, Belgium 

         5)   Gel documentation, Model Gene Genius & Gene Tools, USA 
          6)   Gel dryer, Model GD 2000, Amersham Bioscience, USA 
         7)   Hot Air Oven, Model ULE 400, Memmert, Germany 
         8)   PCR thermocycler, PTC-100TM, MJ Research, USA 
         9)   Spectrophotometer, UV-VIS Biowave S2100, Germany 
         10)  Thermo Shaker, Model DKSI001a, Daiki, Korea 
  11)  Magnetic Stirrer, Model HS115, HL Instrument, Thailand 
  12)  Microcentrifuge tube 1.5 ml, Sorenson, Bioscience. Inc., USA 
  13)  PCR tube, Sorenson, Bioscience. Inc., USA 
         14)  pH meter, Model CG 842, Inc., USA 
  15)  Pipette, 0.2 μl, CappAero, Denmark 
         16)  Pipette, 20, 200, 1000 μl, Gilson, France 
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  17)  Refrigerated Bench Top Centrifuge, Model Universal 32 R, Hettich,  
       Germany 

         19)  Vortex mixer, Genie II Model G560E, Scientific Industries, USA 
 
3.3 วธีิการทดลอง  
    
3.3.1 การสกดัดีเอน็เอ 
 

ตวัอยา่งเลือดสุกรทั้ง 3 พนัธ์ุ คือ Large white, Landrace และ Large white x Landrace 
จาํนวน 3,166 ตวั ถูกสกดัดีเอน็เอดว้ยวิธี Chelex® extraction (Walsh et al., 1991) ซ่ึงมีรายละเอียด
ดงัน้ี 

 
1. นาํตวัอยา่งเลือด (Whole blood) ปริมาณ 30 μl ใส่ในหลอดขนาด 1.5 ml จากนั้นเติม นํ้า

กลัน่ใหค้รบ 1.5 ml  
2. ทาํการเขยา่และป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 14,000 rpm เป็นเวลานาน 1 นาที แลว้จึงเทส่วนท่ีเป็น

ของเหลวขา้งบน (Supernatant)  ท้ิงเหลือไวแ้ต่ตะกอน ( ทาํ 2 รอบ)  
3. จากนั้นเติม 20% Chelex® solution ปริมาณ 50 μl แลว้นาํมาบ่มท่ีอุณภูมิ 56 °C  ขา้มคืน  
4. นาํไปบ่มต่อท่ีอุณหภูมิ 95 °C  นาน 10 นาที แลว้นาํตวัอยา่งดีเอน็เอท่ีสกดัไดเ้กบ็ไวท่ี้     

อุณหภูมิ 4 °C  เพื่อนาํไปใชใ้นขั้นตอนต่อไป 
5. ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอน็เอบน Agarose gel electrophoresis ท่ีความเขม็ขน้ 

1.2% ส่องภายใตแ้สง ultraviolet (UV) ดว้ยเคร่ือง Gel documentation (ภาพ 10) และวดัค่า
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 260 nm และ 280 nm  

 
 

 
 
 
 
 
 

ภาพ 10 ตวัอยา่งผลการตรวจสอบคุณภาพ DNA ท่ีสกดัไดบ้น Agarose gel ท่ีความเขม้ขน้ 1.2% 
 
 

1       2       3      4      5      6     7       8       9       
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3.3.2 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณของ DNA 
 
 นาํสารละลายดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าเจือจางดว้ยสารละลาย TE buffer (1X) ในอตัราส่วน 
1:100 (DNA 5 μl: TE buffer (1X) 495 μl) และนาํไปวดัค่า optical density (OD) ท่ีช่วงความยาว
คล่ืนแสง 260 และ 280 nm โดยความเขม้ขน้ของสารละลาย DNA คาํนวณไดจ้ากสูตร ดงัต่อไปน้ี 
 

ความเข้มข้นของ DNA ค่า OD260 × 50 μg/ml × dilution factor 
โดย ค่า  OD260   คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีช่วงแสง 260 nm ของสารละลาย DNA 
50 μg/ml   คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารละลาย DNA ท่ี OD260 มีค่าเท่ากบั 1 
 dilution factor   คือ อตัราส่วนท่ีใชใ้นการเจือจาง  

 

สาํหรับการประเมินคุณภาพของสารละลาย DNA สามารถคาํนวณไดจ้ากอตัราส่วนระหวา่งค่า 
OD260 และ OD280 โดยดีเอน็เอท่ีมีความบริสุทธ์ิ จะตอ้งมีค่าประมาณ 1.8 
 
3.3.3 การเพิม่ปริมาณดีเอน็เอด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
 สารละลายดีเอน็เอ (100 ng/μl) ของแม่สุกรทั้ง 3 สายพนัธ์ุ (Large white, Landrace และ 
Large white x Landrace) จาํนวนทั้งหมด 3,166 ตวั ถูกใชเ้ป็น template ในปฏิกิริยา PCR เพื่อเพิ่ม
ปริมาณ DNA ของยนี BF โดยใชคู้่ไพรเมอร์ ดงัตารางท่ี 3 (ตามวิธีการของ Jiang and Gibson, 
1998) ซ่ึงมีส่วนประกอบดงัน้ี 
 

  Template DNA (100 ng/μl)   1.00 μl 
  10X PCR buffer     2.00 μl 
  BF- forward primer (10 pmol/μl)   0.40 μl 
  BF- reverse primer (10 pmol/μl)    0.40 μl 
  dNTP (2.5 mM)     0.50 μl 
  MgCl2 (25 mM)     1.20 μl 
  Taq DNA polymerase (Fermentas 5U/μl)  0.10 μl 
  dH2O      14.40 μl 
  ปริมาตรรวม     20.00 μl 
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สาํหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 

 รอบท่ี 1  Denaturation: 94°C    4   นาที 
 รอบท่ี 2  Denaturation: 94°C    30 วินาที 
   Annealing: 58°C    30 วินาที 
   Extension: 72°C  30 วินาที 
 รอบท่ี 3  Final extention: 72°C  5   นาที 
 

จากนั้นตรวจสอบผลผลิต PCR บน agarose gel electrophoresis ท่ีความเขม้ขน้ 1.2% และส่อง
ภายใตแ้สง ultraviolet  ดว้ยเคร่ือง Gel documentation  
 
ตาราง 3 ลาํดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์ท่ีใชใ้นปฏิกิริยา PCR สาํหรับเพิ่มปริมาณยนี BF ของ 

 สุกร 
 

Primer Size Sequence 
BF 390 forward primer 5’-ACTGCTATGACGGTTACACTCTCCG-3’ 

reverse primer 5’-TCCAAGAGCCACCTTCCTGG-3’ 
 
การตรวจสอบความผนัแปรของยนี BF ดว้ยเอนไซมต์ดัจาํเพาะ SmaI (CCC GGG) ตามวิธีการของ 
Jiang and Gibson. (1998) โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
  PCR product       2.50 μl 
  SmaI (10U/μl )       0.05 μl 
  10X buffer Tango       0.50 μl 
  dH2O        1.95 μl 
  ปริมาตรรวม       5.00 μl 
 
บ่มท่ีอุณภูมิ   30 °C ขา้มคืน แลว้ทาํการแยกขนาดดีเอน็เอโดย Polyacrylamide gel electrophoresis 
ท่ีมีความเขม้ขน้ 6% ดว้ยกระแสไฟฟ้า 120 V เป็นเวลานาน 40 นาที และยอ้มแถบดีเอน็เอดว้ยวิธี 
silver staining โดยมีรายละเอียดดงัน้ี 
 
 

จาํนวน 35 รอบ 
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1. แช่แผน่เจลในสารละลายกรดอะซิตริกท่ีความเขม็ขน้ 10% จาํนวน 50 ml  นาน 10 นาที 
2. เติมกรดไนตริกความเขม้ขน้ 1% ปริมาณ 50 ml นาน 10 นาทีแลว้ลา้งดว้ย deionized water 

จาํนวน 3 คร้ัง 
3. แช่ดว้ยซิลเวอร์ไนเตรท (AgNO3) เขม้ขน้ 0.1% จาํนวน 100 ml ซ่ึงถูกผสมดว้ยเฟอร์มลัดีไฮด ์

ความเขม้ขน้ 37% จาํนวน 150 μl เป็นเวลา 20 นาที หลงัจากนั้นลา้งดว้ย deionize water 
จาํนวน 2 คร้ัง 

4. ลา้งดว้ยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 3% ท่ีมีส่วนผสมฟอร์มลัดีไฮด์
ความเขม็ขน้ 37% จาํนวน 150 μl ท่ีเจือจางดว้ย deionize water ในอตัราส่วน 1:2 จาํนวน 2 
คร้ังๆละ 50 ml 

5. จากนั้นแช่เจลในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเขม้ขน้ 3% ท่ีมีส่วนผสม
ฟอร์มลัดีไฮดค์วามเขม็ขน้ 37% จาํนวน 150 μl ปริมาตร 50 ml จนกระทัง่ปรากฏแถบดีเอน็เอ 
แลว้หยดุปฏิกิริยาดว้ยสารละลายกรดอะซิตริกเขม้ขน้ 10% นาน 20 วินาที และลา้งแผน่เจล
ดว้ย deionize water 3 คร้ังก่อนนาํไปทาํใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง gel dryer 
 
 

 
 

ภาพ 11 การตรวจสอบรูปแบบ RFLP ของยนี BF ดว้ย non- denaturing polyacrylamide gel  
  Electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ 6% ดว้ยกระแสไฟฟ้า 120 V นาน 40 นาที 
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ภาพ 12 การยอ้มแถบ DNA ดว้ยวิธี silver stained 
 
3.4 การวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  
       

     3.4.1  การวเิคราะห์ความถ่ีจีโนไทป์และความถ่ีอลัลลีของยนี BF  
 

ความถ่ีจีโนไทป์และความถ่ีอลัลีลของยีน BF ถูกคาํนวณดงัน้ี โดยความถ่ีของแต่ละจีโนไทป์
คาํนวณไดจ้ากสูตร  
 

    f (AA)  = AA / N 
                                f (AB)  = AB / N   
                                f (BB)  = BB / N 
              เม่ือ  f (AA)    คือ ความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous AA 
                     f (AB)    คือ ความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous AB 
                     f (BB)    คือ ความถ่ีของจีโนไทป์แบบ homozygous BB 
         AA  AB และ BB  คือ จาํนวนสุกรท่ีมีจีโนไทป์แบบ AA, AB และ BB ตามลาํดบั 
                     และ N    คือ จาํนวนสุกรทั้งหมด    
 
สําหรับความถ่ีอลัลลี ถูกคาํนวณดังนี ้ 
 

                             f (A)  = [2 (AA) +AB] / 2 N   
                             f (B)  = 1-f (A) 
                 เม่ือ   f (A)  คือ ความถ่ีอลัลีล A  
                        f (B)   คือ ความถ่ีอลัลีล B  
              AA และ AB    คือ จาํนวนสุกรท่ีมีจีโนไทป์แบบ AA และ AB ตามลาํดบั  
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นอกจากน้ี อิทธิพลของ additive effect (a) ของเคร่ืองหมายดีเอน็เอ ถูกประมาณจากการ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของลกัษณะใน homozygote ทั้งสอง ดงัน้ี a = ½ (BB-AA) สาํหรับอิทธิพลของ 
dominant effect (d) ถูกคาํนวณจากความแตกต่างระหว่างค่าเฉล่ียของลกัษณะในกลุ่ม heterozygote 
กบัค่าเฉล่ียในกลุ่ม homozygote ทั้งสอง กล่าวคือ d = AB - ½(AA-BB) และค่าความสัมพนัธ์
ระหวา่งเคร่ืองหมายดีเอน็เอกบัลกัษณะจาํนวนลูกต่อครอก ถูกแสดงในรูป LSM + SE (least-square 
mean + standard error) ในแต่ละกลุ่ม genotype 

 
3.4.2 การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างเคร่ืองหมายโมเลกลุดีเอน็เอของยนี BF กบัลกัษณะ 
          จํานวนลูกต่อครอก  
 

 การวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งเคร่ืองหมายโมเลกลุดีเอน็เอของยนี BF กบัลกัษณะ
จาํนวนลูกต่อครอก ถูกวิเคราะห์โดยใช ้ General Linear Model ในการวิเคราะห์อิทธิพลของ
เคร่ืองหมายโมเลกลุดีเอน็เอกบัลกัษณะจาํนวนลูกต่อครอก ในการศึกษาคร้ังน้ีเลือกใชโ้มเดล 2 
รูปแบบ โดยโมเดลแบบท่ี 1 เป็นการวิเคราะห์อิทธิพลของเคร่ืองหมายโมเลกลุดีเอน็เอของยนี BF ท่ี
มีความสมัพนัธ์ต่อลกัษณะจาํนวนลูกต่อครอกในสุกรแต่ละสายพนัธ์ุ  ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี 
 
 yijk     =   μ  +  parityi + year-seasonj + genotypek + eijk   (Model 1)   
            

    เม่ือ    yijk         คือ  ค่าสงัเกตของลกัษณะปรากฏ 
                    μ        คือ  ค่าเฉล่ียของประชากร 

          parityi      คือ  ปัจจยัเน่ืองลาํดบัครอก i เม่ือi = 1-5 
    year-seasonj     คือ  ปัจจยัเน่ืองฤดูกาล-ปี j เม่ือ j = 1-14  

              genotypek     คือ  ปัจจยัเน่ืองจาก genotype k ของยนีเป้าหมาย เม่ือ k = 1-3  
                eijk       คือ   residual error  

 

สาํหรับโมเดลแบบท่ี 2 เป็นการวิเคราะห์อิทธิพลของเคร่ืองหมายโมเลกลุดีเอน็เอของยนี BF ท่ีมี
ความสมัพนัธ์ต่อลกัษณะจาํนวนลูกต่อครอกในสุกรรวมสายพนัธ์ุ  ซ่ึงมีรายละเอียดดงัน้ี  
 
       yijkl     =   μ  +  breedi + parityj + year-seasonk + genotypel + eijkl   (Model 2)              

 
    เม่ือ    yijkl         คือ  ค่าสงัเกตของลกัษณะปรากฏ 
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                    μ        คือ  ค่าเฉล่ียของประชากร 
             breedi      คือ  ปัจจยัเน่ืองจากพนัธ์ุสุกร i = 1-3  
             parityj      คือ  ปัจจยัเน่ืองลาํดบัครอก j  เม่ือ j = 1-5 
    year-seasonk     คือ  ปัจจยัเน่ืองฤดูกาล-ปี k  เม่ือ k = 1-14  

              genotypel     คือ  ปัจจยัเน่ืองจาก genotype l ของยนีเป้าหมาย เม่ือ l = 1-3  
                eijkl        คือ   residual error  

 
ทั้งน้ีผลการวิเคราะห์ความสมัพนัธ์ระหวา่งเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอของยนีเป้าหมายกบั

ลกัษณะจาํนวนลูกต่อครอกตามโมเดลแบบท่ี 1 ถูกแสดงดงัตารางท่ี 5, 6 และ7 ส่วนผลการวิเคราะห์
ความสัมพนัธ์ระหว่างเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอของยีนเป้าหมายกบัลกัษณะจาํนวนลูกต่อครอก 
ตามโมเดลแบบท่ี 2 ถูกแสดงรายละเอียดในตารางท่ี 8  

 


