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การพัฒนาเทคนิค High resolution melting real-time PCR  
เพือ่ตรวจหารปูแบบยนี 24BP-PRL ในไก่พืน้เมอืงไทยพนัธุป์ระดูห่างด�ำ

The developing of high resolution melting real-time PCR technique 
for detection of 24BP-PRL in Pradu Hang Dam 
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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งนี้เพื่อตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์, ความถ่ีอัลลีลและความถ่ีจีโนไทป์ และเปรียบเทียบต้นทุน
การตรวจสอบยีน 24BP-PRLจากน�้ำเชื้อของไก่พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด�ำจ�ำนวน 25 ตัว ด้วยเทคนิค Allele Specific- 
Polymerase Chain Reaction (AS-PCR) และ High resolution melting real-time PCR (real-time PCR-HRM) ผลการ
ศกึษาพบว่า เทคนคิ AS-PCR และ real-time PCR-HRM สามารถตรวจพบรปูแบบจโีนไทป์ของยนี 24BP-PRL ได้ 3 รปูแบบ 
ได้แก่จีโนไทป์ DD, ID และ II ซึ่งมีความถี่จีโนไทป์เท่ากับ 0.80, 0.08 และ 0.12 ตามล�ำดับ ความถี่อัลลีล D (0.84) มีค่า 
สูงกว่าอัลลีล I (0.16) เมื่อเปรียบเทียบต้นทุนทั้งราคาและเวลา พบว่า เทคนิค real-time PCR-HRM มีราคาถูกกว่า
เทคนิค AS-PCR (90 กับ 150 บาท/ตัวอย่าง) และใช้เวลาน้อยกว่า (3.5 กับ 4.5 ชั่วโมง/ตัวอย่าง) ดังนั้น เทคนิค real-time  
PCR-HRM จึงเป็นเทคนิคที่เหมาะสมต่อการจ�ำแนกรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL ด้วยดีเอ็นเอจากน�้ำเชื้อในไก่ 
เนื่องจากเป็นเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูง ราคาถูก ใช้เวลาน้อยกว่าเทคนิค AS-PCR อีกทั้งยังลดการเกิดของเสียจากห้อง
ปฏิบัติการได้
ค�ำส�ำคัญ: เทคนิค High resolution melting real-time PCR, ยีน 24BP-PRL, น�้ำเชื้อไก่

ABSTRACT: This study was to investigated of genotype pattern, allele and genotype frequencies, and comparison 
the cost of 24BP-PRL gene in Pradu Hang Dam. The Allele Specific-Polymerase Chain Reaction (AS-PCR) and 
High resolution melting real-time PCR(real-time PCR-HRM) techniques were used to investigated, a total of 25 
chicken semens were collected and analyzed. The results showed that, the AS-PCR and real-time PCR-HRM can 
detected the genotype of 24BP-PRL gene in Pradu Hang Dam with 3 genotype: DD (0.80), ID (0.08) and II (0.12), 
the D allele (0.84) had allele frequency higher than I allele (0.16). For the comparison of cost included in the price 
per sample and time, the real-time PCR-HRM showed that the lower of price (90 vs 150 bath/sample) and time (3.5 
vs 4.5 hours) than AS-PCR. Therefore, the real-time PCR-HRM technique was suitable technique to the application 
for investigate the genotype pattern of 24BP-PRL gene using chicken semen. Because its high performance, cheap, 
less time than AS-PCR, and real-time PCR-HRM can reduced the laboratory waste.
Keywords: high resolution melting real-time PCR, 24BP-PRL gene, chicken semen
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บทน�ำ

ลักษณะการให้ผลิตไข่ในไก่ถูกควบคุมด้วยยีน 
24BP-PRL  ยีนนี้ มีผลยับย้ังการท�ำงานของยีน 
โพรแลคติน (Prolactin, PRL) โดยปกติไก่พื้นเมืองจะ
แสดงพฤติกรรมฟักไข่ยาวนาน ซึ่งเป็นผลมาจาก
อทิธพิลของฮอร์โมนโพรแลคตนิ จงึท�ำให้ผลผลติไข่น้อย 
การเพิม่เข้ามาของเบสจ�ำนวน 24 bp (24 bp insertion) 
ของยีน 24BP-PRL สามารถยับยั้งการท�ำงานของยีน
โพรแลคติน เพ่ือไก่สามารถให้ผลผลิตไข่เพิ่มขึ้นได้ 
(Jaroensin et al., 2012) การตรวจสอบยีน 24BP-PRL 
โดยทัว่ไปใช้เทคนคิ Allele specific PCR (AS-PCR) ซึง่
ภายหลังจากท�ำการเพิ่มชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย thermal 
machine แล้ว สามารถตรวจสอบจีโนไทป์ของยีน 
24BP-PRL ได้เลย โดยไม่ต้องท�ำการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ�ำเพาะ แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังใช้เวลานานและ
ราคาสูง เนื่องจากต้องตรวจขนาดดีเอ็นเอด้วย gel 
electrophoresis และย้อมสีด้วย gel star หรือ  
ethidium bromide ซ่ึงท�ำให้ราคาตรวจวเิคราะห์สงูและ
อาจก่อให้เกดิอนัตรายจากการสะสมสารเคมใีนร่างกาย
ได้ อกีทัง้การเกดิของเสยีจากห้องปฏิบัตกิาร เช่น เจลท่ี
ใช้แล้ว สารเคมีที่ใช้ย้อมเจล เป็นต้น 

เทคนิค High resolution melting real-time PCR 
(real-time PCR-HRM) เป็นเทคโนโลยสี�ำหรบัการตรวจ
หาปริมาณดีเอ็นเอเป้าหมายที่ เกิดขึ้นเมื่อสิ้นสุด
ปฏิกิริยา โดยการเพิ่มอุณหภูมิขึ้นเร่ือยๆ จนถึง 95 
องศาเซลเซียส และวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ ซึ่ง
ดเีอน็เอเป้าหมายแต่ละชนดิจะม ีmelting temperature 
เฉพาะตัว และจะแสดง peak เดียวที่อุณหภูมิสูง ซึ่ง
โดยทั่วไปจะสูงกว่า 80 องศาเซลเซียส ในขณะที่  
non-specific product จะให้ peak ที่มีขนาดกว้างท่ี
อณุหภมูติ�ำ่กว่า (อโณทัย, 2549) ดงันัน้ melting curve 
analysis จึงสามารถใช้เพื่อยืนยันดีเอ็นเอเป้าหมายที่
ต้องการได้ โดยไม่ต้องใช้วิธี gel electrophoresis จึง
ลดต้นทุนในการวิเคราะห์และลดปัญหาด้านสุขภาพ
และของเสียจากห้องปฏิบัติการได้

อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีรายงานการศึกษารูปแบบ
ยีน 24BP-PRL จากน�้ำเช้ือไก่พื้นเมืองไทยพันธุ์ประดู่
หางด�ำด้วยเทคนิค real-time PCR-HRM มีเพียงการ
ศึกษาการใช้น�้ำเช้ือไก่พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด�ำเพื่อ

ตรวจสอบรปูแบบยนี 24BP-PRL ด้วยเทคนิค AS-PCR 
ของผูวิ้จยัท่ีได้ศกึษาไว้ก่อนหน้านี ้ซึง่อยูร่ะหว่างตพีมิพ์
เพื่อเผยแพร่งานวิจัย เพื่อเป็นการศึกษาให้ต่อเน่ืองจึง
น�ำมาซึ่งการศึกษาในครั้งน้ี โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อ
พัฒนาเทคนิค real-time PCR-HRM ในการจ�ำแนก 
รูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL จากน�้ำเชื้อของไก ่
พื้นเมืองไทยพันธุ์ประดู่หางด�ำ เพื่อเป็นแนวทางการ
ศึกษาพันธุกรรมของลักษณะการให้ผลผลิตไข่ในสาย
พ่อพันธุ์ด้วยเทคโนโลยีด้านอณูพันธุศาสตร์ที่ทันสมัย

วิธีการศึกษา

สัตว์ที่ใช้ศึกษา
	ใช้น�ำ้เชือ้ของไก่พืน้เมอืงพนัธุป์ระดู่หางด�ำ จ�ำนวน 

25 ตวั โดยเป็นไก่พ่อพนัธุที์ร่ดีเกบ็น�ำ้เชือ้และผสมเทยีม
ในฟาร์ม จากศูนย์เครือข่ายวิจัยและพัฒนาด้านการ
ปรับปรุงพันธุ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง)

การสกัดและตรวจคุณภาพดีเอ็นเอ
การสกัดดีเอน็เอปฏบิัติตามขั้นตอนดงันี้ น�ำน�้ำเชื้อ

ไก่ 100 ไมโครลิตร ใส่หลอดทดลอง ขนาด 1.5 มลิลิลิตร 
ที่มี 0.9%NaCl ปริมาตร 1,000 ไมโครลิตร กลับหลอด
ไปมาเพือ่ให้สารละลายเข้ากนัด ีน�ำไปป่ันเหวีย่ง 10,000 
rpm นาน 5 นาที เมือ่ครบเวลาแล้วเทส่วนใสท้ิง เติม 5M 
Guanidine HCl ปริมาตร 625 ไมโครลิตร, 20% SDS 
ปรมิาตร 70 ไมโครลติร, 7.5M Na-acetate ปรมิาตร 50 
ไมโครลิตร และ 1% proteinase K ปริมาตร 35 
ไมโครลิตร ผสมให้สารเข้ากันดี น�ำไปบ่มที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง จากนั้นน�ำมาปั่นเหวี่ยง 
10,000 rpm นาน 5 นาที ดูดส่วนใสใส่หลอดใหม่ เติม 
absolute isopropanol ปริมาตร 600 ไมโครลิตร กลับ
หลอดไปมาจะปรากฏเห็นตะกอนดีเอ็นเอ น�ำไปปั่น
เหวีย่ง 10,000 rpm นาน 5 นาท ีล้างตะกอนดเีอน็เอด้วย 
75% Ethanol ปริมาตร 500 ไมโครลิตร น�ำไปปั่นเหวี่ยง 
10,000 rpm นาน 1 นาที เทส่วนใสท้ิง ล้างตะกอน
ดีเอ็นเอซ�้ำ 2 รอบ แล้วผึ่งตะกอนให้แห้ง 30 นาที จาก
นั้นเติม TE buffer ปริมาตร 30 ไมโครลิตร น�ำไปบ่มใน
อ่างควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง 
ตรวจสอบความเข้มข้นและคุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดด้วย
เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร ์ (Nano-Drop 2000,  
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Wilmington, Delaware USA)

การตรวจสอบยีน 24BP-PRL ด้วยเทคนคิ AS-PCR
ดีเอ็นเอที่สกัดได้ถูกน�ำไปเพิ่มช้ินส่วนยีนโดยใช้

เทคนิค AS-PCR ในแต่ละรอบปฏิกิริยา ประกอบด้วย
ดีเอ็นเอต้นแบบจากตัวอย่างน�้ำเช้ือที่มีความเข้ม 50 
ng/μl ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, MgCl

2 
ปริมาตร 0.8 

ไมโครลิตร, dNTPs (1.0 mM/each) ปริมาตร  
1 ไมโครลติร, 10X PCR-buffer ปรมิาตร 1 ไมโครลติร, 
Primer F (5’ TTTAATATTGGTGGG TGAAGAGACA 
3’) และ Primer R (5’ ATGCCACTGATCCTC-
GAAAACTC 3’) อย่างละปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 5 U/
μl Taq DNA Polymerase (Thermo scientific) 
ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร ปรับปริมาตรด้วย sterile 
water ให้มีปริมาตรสุทธิรวม 10 ไมโครลิตร โดยมีวง
รอบการท�ำ PCR ดังนี้ เร่ิม initial denaturation ที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 3 นาที จากนั้นท�ำ
ปฏิกิริยา 30 รอบ ดังนี้ denaturation ที่อุณหภูมิ 94 
องศาเซลเซียส นาน 45 วินาที Primer annealing ที่
อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที Primer 
extension ทีอ่ณุหภมู ิ72 องศาเซลเซยีส นาน 45 วนิาที 
และ Final extension ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 
นาน 3 นาที (Biometra, English Inc.) หลังจากสิ้นสุด
ปฏิกิริยา ตรวจสอบชิ้นส่วนยีนด้วย 3% agarose gel 
ขนาดของ PCR products ของยนี 24BP-PRL มขีนาด 
130 และ 154 bp (Cui et al, 2006) การศึกษาในครั้ง
นี้ใช้ดีเอ็นเอต้นแบบจากตัวอย่างเลือดที่มีรูปแบบ
จีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ จีโนไทป์ II, ID และ DD เป็นตัว
เปรียบเทียบ (positive control)

การตรวจสอบยนี 24BP-PRL ด้วยเทคนคิ real-time 
PCR-HRM

ตรวจสอบรปูแบบจโีนไทป์ของยีน 24BP-PRL ด้วย
เทคนิค real-time PCR-HRM โดยเครื่อง Bio-Rad 
CFX96TM โดยใช้ดีเอ็นเอต้นแบบจากไก่ชุดเดิมที่ตรวจ
สอบด้วยเทคนิค AS-PCR ในปฏิกิริยาท้ังหมด 25 
ไมโครลิตร ประกอบด้วย ดีเอ็นเอต้นแบบปริมาตร 2 
ไมโครลิตร และ SsoFastTM Evagreenâ ปริมาตร 12.5 
ไมโครลิตร (dNTPs, Sso7d fusion polymerase, 
MgCl

2
, Evagreenâ dye, และ Stabilizer) วิเคราะห์ 

melting curve ด้วย CFX 2-step AmpEvagreenâ โดย
วงรอบการท�ำปฏิกิริยาดังนี้ เริ่ม initial denaturation ที่
อณุหภมู ิ95 องศาเซลเซยีส นาน 10 นาท ีจ�ำนวน 1 รอบ 
จากนั้นท�ำปฏิกิริยา 35 รอบ ดังนี้ denaturation ที่
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที Primer an-
nealing ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที 
ปรมิาณการเกดิดเีอน็เอเป้าหมายจะถกูอ่านในทกุๆ รอบ
ของปฏิกิริยา ค่า fluorescence จะสร้างเป็นกราฟด้วย
การเพิ่มอุณหภูมิขึ้นทีละ 0.2 องศาเซลเซียส จาก 65 ถึง 
95 องศาเซลเซยีส การเปลีย่นแปลงของ Evagreenâ ซึง่
เป็น fluorescence ในแต่ละรอบจะแสดงผลในช่อง 
SYRB Green ด้วย Bio-Rad CFX ManagerTM 3.0  
software (Klomtong et al., 2015) ดเีอน็เอทีม่ขีนาดต่าง
กันจะเกิดกราฟ (melting peak) ที่แตกต่างกัน จึง
สามารถน�ำ melting peak ไปใช้จ�ำแนกจโีนไทป์ต่างๆ ได้

การวิเคราะห์ข้อมูล
รูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL

จ�ำแนกรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL จาก
ขนาดของดีเอ็นเอที่ปรากฏด้วยเทคนิค AS-PCR และ
จ�ำแนกจาก melting curve ของเทคนิค real-time 
PCR-HRM

ความถี่อัลลีลและความถี่จีโนไทป์
วเิคราะห์ความถีอ่ลัลลีและความถีจี่โนไทป์ของยนี 

24BP-PRL ของไก่พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด�ำท่ีศึกษา
ด้วยเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM ตาม
วิธีของ Falconer and Mackey (1996) 

ต้นทุน (cost)
วิเคราะห์ต้นทุนต่อตัวอย่าง โดยบันทึกเวลาที่ใช้

วิเคราะห์และค่าใช้จ่ายท่ีเกิดขึ้นท้ังหมดในการตรวจ
สอบยีน 24BP-PRLด้วยเทคนิค AS-PCR และ  
real-time PCR-HRM เพือ่เปรยีบเทยีบต้นทนุการตรวจ
สอบรูปแบบยีน ซึ่งพิจารณาจากค่าแรงงานชั่วโมงละ 
40 บาท ค่าวัสดุอุปกรณ์ สารเคมี และค่าบริการ 
เครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่อง PCR และเครื่อง 
real-time PCR 
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ผลการศึกษาและวิจารณ์

รูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL ด้วยเทคนิค 
AS-PCR และ real-time PCR-HRM

รปูแบบจโีนไทป์ของยนี 24BP-PRL ทีเ่กีย่วข้องกบั
ลกัษณะการให้ผลผลติไข่ของไก่พืน้เมอืงพนัธุป์ระดูห่าง
ด�ำจากเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM ให้
ผลการศกึษาเหมอืนกนั โดยพบจโีนไทป์ 3 รปูแบบ คอื
จีโนไทป์ DD, ID และ II (Figure 1 และ Figure 2) ซึ่ง
อัลลีล D และ I มีขนาด 130 และ 154 bp ตามล�ำดับ 
จากการศึกษาน้ีสอดคล้องกับรายงานในไก่พื้นเมือง
ของ Jaroensin et al. (2012) และ Kunhareang et al. 
(2016) พบรปูแบบจโีนไทป์ของยนี 24BP-PRL จ�ำนวน 
3 รูปแบบ

ส�ำหรับการแสดงผลของเทคนิค AS-PCR และ 
real-time PCR-HRM จะแตกต่างกนั เน่ืองจากเทคนคิ 
AS-PCR จะเป็นการน�ำดีเอน็เอมาวิง่ผ่านเจลอะกาโรส
ด้วยความต่างศักย์ไฟฟ้า และย้อมเจลด้วย gel star 
เพื่อให้เกิดภาพแถบ ดีเอ็นเอที่สามารถบ่งบอกขนาด
ของดีเอน็เอได้ แต่ส�ำหรบัเทคนิค real-time PCR-HRM 
เป็นการวัดขนาดของดีเอ็นเอจากการให้อุณหภูมิสูง 
(high melting temperature) ซึง่ดีเอน็เอท่ีมขีนาดแตก
ต่างกนั จะเกดิ melting peak ท่ีแตกต่างกนั จงึได้กราฟ
แสดงผลท่ีสัมพันธ์กับขนาดของดีเอ็นเอท่ีตรวจสอบ 
จาก Figure 2 แสดงให้เห็นว่าเทคนิค real-time  
PCR-HRM สามารถจ�ำแนกรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 
24BP-PRL ได้อย่างชัดเจน 

4 

 

วิเคราะห์ความถี่อัลลีลและความถี่จีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL ของไก่พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด้า ที่ศึกษาด้วย
เทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM ตามวิธีของ Falconer and Mackey (1996)  
ต้นทุน (cost) 

วิเคราะห์ต้นทุนต่อตัวอย่าง โดย บันทึกเวลา ที่ใช้วิเคราะห์ และค่าใช้จ่ายที่เกิดขึ้นทั้งหมดในการ ตรวจสอบ ยีน 
24BP-PRLด้วยเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM เพื่อเปรียบเทียบต้นทุนการตรวจสอบรูปแบบยีน ซึ่งพิจารณา
จากค่าแรงงานชั่วโมงละ 40 บาท ค่าวัสดุอุปกรณ์ สารเคมี  และค่า บริการเครื่องมือวิทยาศาสตร์ ได้แก่ เครื่อง PCR และ
เครื่อง real-time PCR  
 

ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
รูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL ด้วยเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM 
 รูปแบบจีโนไทป์ของยีน  24BP-PRL ที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการให้ ผลผลิตไข่ของไก่พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด้า
จากเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM ให้ผลการศึกษาเหมือนกัน โดย พบจีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือจีโนไทป์ DD, 
ID และ II (Figure 1 และ Figure 2) ซึ่งอัลลีล D และ I มีขนาด 130 และ 154 bp ตามล้าดับ จากการศึกษานี้ สอดคล้อง
กับรายงานในไก่พื้นเมืองของ  Jaroensin et al. (2012) และ Kunhareang et al. (2016) พบรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 
24BP-PRL จ้านวน 3 รูปแบบ 

ส้าหรับการแสดงผลของเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM จะแตกต่างกัน เนื่องจากเทคนิค AS-PCR 
จะเป็นการน้าดีเอ็นเอมาวิ่งผ่านเจลอะกาโรสด้วยความต่างศักย์ไฟฟ้า และย้อมเจลด้วย gel star เพื่อให้เกิดภาพ แถบ      
ดีเอ็นเอที่สามารถบ่งบอกขนาดของดีเอ็นเอได้ แต่ส้าหรับเทคนิค real-time PCR-HRM เป็นการวัดขนาดของดีเอ็นเอจาก
การให้อุณหภูมิสูง (high melting temperature) ซึ่งดีเอ็นเอที่มีขนาดแตกต่างกัน จะเกิด melting peak ที่แตกต่างกัน จึง
ได้กราฟแสดงผลที่สัมพันธ์กับขนาดของดีเอ็นเอที่ต รวจสอบ จาก Figure 2 แสดงให้เห็นว่าเทคนิค real-time PCR-HRM 
สามารถจ้าแนกรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL ได้อย่างชัดเจน  

 

 
Figure 1 The genotyping of 24BP-PRL gene of Pradu Hang Dam by AS-PCR. (M = 100 bp ladder,                 
DD = genotype DD, ID = genotype ID and II = genotype II) Figure 1 The genotyping of 24BP-PRL gene of Pradu Hang Dam by AS-PCR. (M = 100 bp ladder, DD = genotype 

DD, ID = genotype ID and II = genotype II)
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Figure 2 The genotyping of 24BP-PRL gene of Pradu Hang Dam by real-time PCR-HRM 

จากการศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า การตรวจสอบรูปแบบยีน 24BP-PRL สามารถตรวจสอบได้จากน้้าเชื้อของ
ไก่พ่อพันธุ์ประดู่หางด้าด้วยเทคนิค AS-PCR และ real-time PCR-HRM  เป็นอีกแนวทางหนึ่งที่ ท้าให้ไก่ไม่ได้รับความ
เจ็บปวดจากการเจาะเก็บตัวอย่างเลือด จึงเป็นไปตามหลักสวัสดภิาพต่อสัตวเ์พื่องานทางวิทยาศาสตร ์ 
 
Table 1 Allelic and genotypic frequencies of 24BP-PRL gene in Pradu Hang dam chickens by AS-PCR and 
real-time PCR-HRM 

Techniques n 
Allele frequencies  Genotype frequencies 
D I  DD ID II 

AS-PCR 25 0.84 0.16  0.80 0.08 0.12 
real-time PCR-HRM 25 0.84 0.16  0.80 0.08 0.12 

 
ความถี่อัลลีลและความถี่จีโนไทป์ 
 ความถี่อัลลีลของยีน 24BP-PRLในไก่พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด้า ที่ตรวจสอบด้วยเทคนิค  AS-PCR และ real-
time PCR-HRM พบว่าทั้งสองเทคนคิมีความถี่อัลลีลเท่ากัน โดยอัลลีล D และ I มีเท่ากับ 0.84 และ 0.16 ตามล้าดับ และ
ความถี่จีโนไทป์ DD, ID และ II มีเท่ากับ 0.80, 0.08 และ 0.12 ตามล้าดับ (Table 1) สอดคล้องกับ Jaroensin et al. 
(2012); Kunhareang et al. (2012) และ Kunhareang et al. (2016) รายงานว่า ไก่พื้นเมืองมีความถี่ของอัลลีล D สูง
กว่าอัลลีล I  
 Jaroensin et al. (2012) รายงานว่า รูปแบบจีโนไทป์ II ของยีน  24BP-PRL มีความสัมพันธ์กับลักษณะการ
ให้ผลผลิตไข่ สูงในไก่ จากผลการศึกษา ในครั้งนี้ พบว่าไก่พื้นเมือง พ่อพันธุ์ป ระดู่หางด้ามีความถี่จีโนไทป์ DD สูงกว่า          
จีโนไทป์ II จึงท้าให้ทราบว่า ไก่พ่อพันธุ์ประดู่หางด้ามีความสามารถในการให้ผลผลิตไข่ต่้า เนื่องจากมีสัดส่วนของจีโนไทป์ 
DD เป็นองค์ประกอบสูงกว่าจีโนไทป์ II แต่ทั้งนี้การปรับปรุงพันธุ์ไก่พื้นเมืองด้านการให้ผลผลิตไข่ยังสามารถท้าได้ โดยการ
คัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีจีโนไทป์ II มาใช้ผสมพันธุ์และคัดเลือก ซึ่งจะสามารถเพิ่มความถี่ของจีโนไทป์ II ได้ 
 

Genotype II 

Genotype DD 

Genotype ID 

Figure 2 The genotyping of 24BP-PRL gene of Pradu Hang Dam by real-time PCR-HRM
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ความถี่อัลลีลและความถี่จีโนไทป์
ความถี่อัลลีลของยีน 24BP-PRLในไก่พื้นเมืองพั

นธุป์ระดูห่างด�ำทีต่รวจสอบด้วยเทคนคิ AS-PCR และ 
real-time PCR-HRM พบว่าทั้งสองเทคนิคมีความถ่ี 
อัลลีลเท่ากัน โดยอัลลีล D และ I มีเท่ากับ 0.84 และ 
0.16 ตามล�ำดับ และความถี่จีโนไทป์ DD, ID และ II 
มีเท่ากับ 0.80, 0.08 และ 0.12 ตามล�ำดับ (Table 1) 
สอดคล้องกับ Jaroensin et al. (2012); Kunhareang 
et al. (2012) และ Kunhareang et al. (2016) รายงาน
ว่า ไก่พื้นเมืองมีความถี่ของอัลลีล D สูงกว่าอัลลีล I 

Jaroensin et al. (2012) รายงานว่า รูปแบบ
จีโนไทป์ II ของยีน 24BP-PRL มีความสัมพันธ์กับ
ลกัษณะการให้ผลผลติไข่สงูในไก่ จากผลการศึกษาใน
ครั้งนี้ พบว่าไก่พื้นเมืองพ่อพันธุ์ประดู่หางด�ำมีความถี่
จีโนไทป์ DD สูงกว่า จีโนไทป์ II จึงท�ำให้ทราบว่า ไก่
พ่อพนัธุป์ระดูห่างด�ำมคีวามสามารถในการให้ผลผลติ
ไข่ต�่ำ เนื่องจากมีสัดส่วนของจีโนไทป์ DD เป็นองค์
ประกอบสงูกว่าจโีนไทป์ II แต่ทัง้นีก้ารปรบัปรงุพนัธุไ์ก่
พืน้เมืองด้านการให้ผลผลติไข่ยงัสามารถท�ำได้ โดยการ
คัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีจีโนไทป์ II มาใช้ผสมพันธุ์และคัด
เลือก ซึ่งจะสามารถเพิ่มความถี่ของจีโนไทป์ II ได้

ต้นทุนการตรวจสอบยีน 24BP-PRL
ต้นทุนการตรวจสอบยีน 24BP-PRL ด้วยเทคนิค 

AS-PCR และ real-time PCR-HRM โดยพิจารณาทั้ง

ราคา (สารเคมี วัสดุอุปกรณ์ แรงงานและค่าบริการ
เครือ่งมือด้านอณูพนัธศุาสตร์) และเวลา จาก Table 2 
จะเหน็ได้ว่า ต้นทนุของเทคนคิ AS-PCR มรีาคาสงูกว่า
เทคนิค real-time PCR-HRM ซึ่งมีค่าเท่ากับ 150 และ 
90 บาท/ตัวอย่าง ตามล�ำดับ และระยะเวลาในการ
ตรวจสอบด้วยเทคนิค AS-PCR (4.5 ชั่วโมง) ใช้เวลา
นานกว่าเทคนิค real-time PCR-HRM (3.5 ชั่วโมง) 
ประมาณ 1 ชั่วโมง ในการท�ำ gel electrophoresis 
ส่วนต้นทุนของเทคนิค AS-PCR ที่สูงกว่าเทคนิค real-
time PCR-HRM นีเ้ป็นผลเนือ่งมาจากการใช้ agarose 
และ gel star ในการเตรียมเจลและย้อมเจล จึงท�ำให้
เทคนคิ AS-PCR มรีาคาสงูกว่าเทคนิค real-time PCR-
HRM ทางห้องปฏิบัติการได้เล็งเห็นความส�ำคัญของ
ความปลอดภัยของผู้ปฏิบัติการจึงเลือกใช้ gel star 
เพราะมีความปลอดภัยสูงกว่า ethidium bromide ที่
ใช้กนัทัว่ไป จงึท�ำให้ต้นทนุการวเิคราะห์สงูกว่าทีเ่คยมี
รายงานไว้ เช่นจากการศึกษาของ Jearapong and 
Jarukamjorn (2014) รายงานว่าค่าตรวจวิเคราะห์
ตัวอย่างด้วยเทคนิค PCR ถูกกว่าเทคนิค real-time 
PCR (90 และ 140 บาท/ตัวอย่าง) ซึ่งความแตกต่างนี้
อาจมีสาเหตุมาจากการเลือกใช้สารเคมีท่ีแตกต่างกัน
และราคาเครื่อง real-time PCR ในอดีตอาจมีราคาสูง
กว่าปัจจุบัน จึงท�ำให้ต้นทุนต่อตัวอย่างของการศึกษา
ในครั้งนี้แตกต่างกัน

Table 1 	Allelic and genotypic frequencies of 24BP-PRL gene in Pradu Hang dam chickens by AS-PCR and 

real-time PCR-HRM

Techniques n
Allele frequencies Genotype frequencies

D I DD ID II
AS-PCR 25 0.84 0.16 0.80 0.08 0.12
real-time PCR-HRM 25 0.84 0.16 0.80 0.08 0.12

จากการศกึษาครัง้นีแ้สดงให้เหน็ว่า การตรวจสอบ
รูปแบบยีน 24BP-PRL สามารถตรวจสอบได้จากน�้ำ
เชื้อของไก่พ่อพันธุ์ประดู่หางด�ำด้วยเทคนิค AS-PCR 
และ real-time PCR-HRM เป็นอกีแนวทางหนึง่ท่ีท�ำให้

ไก่ไม่ได้รับความเจ็บปวดจากการเจาะเก็บตัวอย่าง
เลอืด จงึเป็นไปตามหลกัสวสัดภิาพต่อสตัว์เพือ่งานทาง
วิทยาศาสตร์ 
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สรุป

เทคนิค real-time PCR-HRM สามารถใช้ตรวจ
สอบรูปแบบจีโนไทป์ของยีน 24BP-PRL จากน�้ำเชื้อ
ของ ไก ่ พ้ืน เมืองพันธุ ์ประดู ่หางด�ำได ้อย ่างมี
ประสิทธิภาพ สะดวก รวดเร็วและราคาถูกกว่าเทคนิค 
AS-PCR ที่ใช้อยู่ในปัจจุบัน เนื่องจากไม่มีขั้นตอนการ
ท�ำ gel electrophoresis และการตรวจสอบยนี 24BP-
PRL จากน�้ำเชื้อของไก่ด้วยเทคนิค real-time PCR-
HRM นี้ไม่ก่อให้เกิดความเจ็บปวดทรมานแก่สัตว์ จึง
เป็นการรักษาสวัสดิภาพให้แก่สัตว์ทดลองด้วย ดังนั้น
การตรวจสอบยนี 24BP-PRL จากน�ำ้เชือ้ไก่ด้วยเทคนิค 
real-time PCR-HRM จึงเป็นเทคโนโลยอีณพูนัธศุาสตร์
และเทคโนโลยทีางการสบืพนัธุใ์นสตัว์เลีย้งอกีแนวทาง
หนึ่งที่ควรพิจารณาเลือกใช้

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคณุศนูย์เครือข่ายวจิยัและพฒันาด้านการ
ปรับปรุงพันธุ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง) ที่สนับสนุนน�้ำเชื้อ ไก่
พื้นเมืองพันธุ์ประดู่หางด�ำ และขอขอบคุณห้องปฏิบัติ
การกลางด้านปรับปรุงพันธุ์สัตว์ คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่สนับสนุนการปฏิบัติการใน
ครั้งนี้
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Table 2 The cost of AS-PCR and real-time PCR-HRM technique

AS-PCR Real-Time PCR-HRM
Time (hour) 4.5 3.5
Cost
 - Solutions (bath/sample) 0.63 101.90
 - Labor (bath/sample) 4.35 5.60
 - Material (bath/sample) 52.22 32.50
 - Tools (bath/sample) 32.80 10.00
 - Total (bath/sample) 90.00 150.00


