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บทคดัย่อ: การศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ตรวจสอบความถีจ่โีนไทป์ของยนีฮทีชอ็คโปรตนีในโคนมทีส่มัพนัธ์กบัการทน
ร้อนและเปรียบเทียบยีนทนร้อนกับปริมาณผลผลิตน�้ำนมในโคนมแต่ละพันธุ์ โดยใช้โคนม 3 พันธุ์ จ�ำนวน 359 ตัว ได้แก่ 
ซาฮิวาล (SW) 79 ตัว,  ไทย ฟรีเชียน (TF) 181 ตัวและไทย มิวกิ้ง ซีบู (TMZ) 99 ตัว  ในช่วงปี พ.ศ. 2549-2551 ปริมาณ
น�ำ้นมรวมที ่305 วนั และตวัอย่างเลอืดถกูเกบ็เพือ่ตรวจหารปูแบบ genotype ด้วยเทคนคิ Polymerase Chain Reaction– 
Restriction  Fragment  Polymorphism (PCR-RFLP)  จากการศึกษาพบว่า รูปแบบจีโนไทป์  AA  มีมากกว่ารูปแบบ
จีโนไทป์  AB  ซึ่งพบมากในโคนมพันธุ์ SW  ส�ำหรับโคนม TF ให้ผลผลิตน�้ำนมรวมเฉลี่ยที่ 305 วันสูงสุดเมื่อเปรียบเทียบ
กับโคนม TMZ แต่มีความสามารถในการทนร้อนต�่ำสุดแสดงให้เห็นว่าลักษณะทั้งสองมีความสัมพันธ์ในทางตรงกันข้าม 
ดังนั้นในแผนการปรับปรุงพันธุ์ควรเน้นการวิเคราะห์หลายลักษณะพร้อมกัน
ค�ำส�ำคัญ: ความเครียดเนื่องจากความร้อน, ดัชนีอุณหภูมิความชื้นสัมพัทธ์, Heat Shock Protein gene

ABSTRACT: This study were to investigate genotype frequency of heat shock protein gene associated with heat 
tolerance in dairy cattle and to compare heat shock protein gene and milk yield in various dairy cattle breeds. Data 
included 359 records from Sahiwal (SW), Thai Friesian (TF), and Thai milking zebu (TMZ) between 1990 and 
2008such as sahiwal, Thai milking zebu, and Thai Friesian. 305-d milk yields and blood samples were collected for 
investigation of genotype pattern by Polymerase Chain Reaction–Restriction Fragment Polymorphism (PCR-RFLP). 
It was found that pattern of AA genotype has higher than pattern of AB in all dairy breeds, particularly Sahiwal breed 
(SW). TF had highest average 305-d milk yield compare to TMZ whereas lowest heat tolerance. This result showed 
that both 305-d milk yield and heat tolerance are negative correlation. Therefore, in breeding scheme should be 
selected by multiple-traits analysis.       
Keywords: Heat stress, Temperature-Humidity Index, Heat Shock Protein gene
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บทน�ำ

	 	 สภาวะโลกร้อน (Global warming) ทวคีวาม

รนุแรงเพิม่ขึน้อย่างต่อเนือ่งซึง่ส่งผลกระทบด้านลบต่อ

การเลี้ยงปศุสัตว์ของประเทศไทยโดยตรง โดยเฉพาะ

อย่างยิ่งในโคนม (Boonkum et al., 2011) อุณหภูมิ

ของสภาพแวดล้อมทีส่งูขึน้มผีลท�ำให้โคนมมกีารสะสม

ความร้อนภายในร่างกายมากขึ้นซึ่งหากไม่สามารถ

ระบายความร้อนออกจากร่างกายได้สมดุลเท่ากับ

ความร้อนที่รับเข้าสู่ร่างกายผลที่ตามมาคือโคนมจะ

เกิดความเครียดเนื่องจากความร้อน (heat stress) ซึ่ง

กระทบต่อการกินได้ลดลง ผลผลติน�ำ้นมลดลง รวมถงึ

มีความสมบูรณ์พันธุ์ต�่ำ  แนวทางการลดความเครียด

เนื่องจากความร้อนในปัจจุบันจะเน้นที่การจัดการ
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สภาพแวดล้อม เช่น การจัดการโรงเรือนให้สามารถ

ระบายความร้อนได้อย่างรวดเรว็โดยเพิม่พดัลมระบาย

อากาศ เพิม่จดุให้น�ำ้ รวมถงึการเพิม่ร่มเงา (Marcillac-

Embertson et al., 2009) นอกจากนี้ยังมีการจัดการ

ด้านอาหารโดยโคนมยงัคงได้โภชนะครบถ้วนแม้จะกนิ

อาหารได้น้อยลง (Moore et al., 2005) อย่างไรก็ตาม

วิธีการดังที่กล่าวมายังมีข้อจ�ำกัดทั้งด้านการลงทุนสูง 

และยังต้องปรับเปลี่ยนรูปแบบการจัดการให้เหมาะ

สมกบัสภาพแวดล้อมทีเ่ปลีย่นแปลงไปในแต่ละวนัอยู่

เสมอ ดังนั้นแนวทางหนึ่งที่อาจสามารถแก้ไขปัญหา

ดังกล่าวได้อย่างยั่งยืนคือการปรับปรุงพันธุกรรมของ

ลักษณะการทนต่อความเครียดเนื่องจากความร้อน

โดยใช้หลกัการของการประเมนิพนัธกุรรมเพือ่คดัเลอืก

โคนมที่มีความสามารถทางพันธุกรรมที่ดีเก็บไว้ขยาย

พันธุ์ต่อไปในอนาคตโดยค่าพันธุกรรมที่กล่าวถึงคือ 

“ค่าประมาณค่าการผสมพันธุ์” (estimated breeding 

value; EBV) อย่างไรก็ตามการประเมินพันธุกรรมยัง

มีข้อจ�ำกัดบางประการ เช่น ต้องรอเก็บข้อมูลลักษณะ

ปรากฏจนครบก่อนจงึจะสามารถประเมนิพนัธกุรรมได้ 

อกีทัง้ลกัษณะดงักล่าวมคีวามแปรปรวนทางพนัธกุรรม

ต�่ำจึงอาจมีผลต ่อความแม่นย�ำในการประเมิน

พันธุกรรมและการคัดเลือก ดังนั้นการใช้เทคโนโลยี

ด้านพันธุศาสตร์โมเลกุล (molecular genetics) โดย

การค้นหายนีเครือ่งหมายพนัธกุรรม (genetic marker) 

ที่สัมพันธ์กับลักษณะความทนทานต่อความเครียด

เนื่องจากความร้อนอาจเป็นแนวทางที่ช่วยเพิ่มความ

แม่นย�ำอีกทั้งยังย่นระยะเวลาของการคัดเลือกโคนม

ให้สั้นลงได้ อีกทั้งการค้นพบยีนที่สัมพันธ์กับลักษณะ

ความทนทานต่อความเครียดจะช่วยเพิ่มมูลค่าให้กับ

พนัธุโ์คนมของประเทศไทยได้อกีทางหนึง่ (added val-

ue) โดยยนีเครือ่งหมายทีม่กีารศกึษาวจิยัในขณะนีค้อื

ยีนที่เกี่ยวข้องกับการสร้างและแสดงออกของโปรตีน 

Heat Shock   Protein (HSP)โดยพบว่าในสภาวะที่

เซลล์ได้รับความเครียดเนื่องจากความร้อนร่างกายจะ

มีการผลิตโปรตีนดังกล่าวออกมาในปริมาณมากซึ่งมี

บทบาทในการป้องกันและรักษาสภาพเซลล์เมื่อเซลล์

ถูกกระตุ้นด้วยความร้อน โดยสมมติฐานหากพบ HSP 

ในปริมาณมากจะแสดงถึงความสามารถทนทานต่อ

ความร้อนได้ดี (Kregel, 2002) ดังนั้นการศึกษาครั้ง

นี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาหายีนเครื่องหมายในโคนม

ที่สัมพันธ์กับลักษณะการทนร้อนในโคนมและเปรียบ

เทียบสายพันธุ์โคนมที่มียีนทนร้อนกับปริมาณการให้

ผลผลิตน�้ำนมในแต่ละพันธุ์

	

วิธีการศึกษา

ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

	 การศึกษาครั้งนี้ใช้โคนมพันธุ ์ซาฮิวาล (SW), 

โคนมไทยฟรเีชีย่น (TF) และโคนมไทยมวิกิง้ซบี ู(TMZ) 

จ�ำนวน 79, 181, และ 99 ตัวตามล�ำดับซึ่งเก็บบันทึก

ได้จากศูนย์วิจัยและบ�ำรุงพันธุ ์สัตว์ล�ำพญากลาง  

ศนูย์วจิยัและบ�ำรงุพนัธุส์ตัว์ปากช่อง และศนูย์วจิยัและ

บ�ำรุงพันธุ์สัตว์เชียงใหม่   ในช่วงปี พ.ศ. 2549-2551 

โดยเก็บข้อมูลปริมาณน�้ำนมและตัวอย่างเลือดเพื่อน�ำ

มาสกัด genomic DNA  

การเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน heat shock protein 

ด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR)   

	 เพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนดเีอน็เอโดยใช้จโีนมกิดเีอน็เอ

ในแต่ละปฏกิริยิาทัง้หมด 10 ไมโครลติร  ประกอบด้วย  

DNA Template ความเข้มข้นดีเอ็นเอ 50 นาโนกรัม/

ไมโครลิตร ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10X  PCR Buffer 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร,  ไพรเมอร์  Forward  (0.5 µl) 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, ไพรเมอร์  Reverse (0.5 µl) 

ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, dNTPs (1 mM) ปริมาตร 1 

ไมโครลติร,  Mgcl
2
 (25 mM) ปรมิาตร 0.8  ไมโครลติร, 

Sterile water  ปริมาตร  4.1 ไมโครลิตร,Tag  DNA 

polymerase (0.25 U)  ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตรโดย

มีรอบการท�ำ PCR ดังนี้เริ่มต้นด้วยกระบวนการ Initial 

denaturation ที่อุณหภูมิ  94 oซ   เป็นเวลา  5  นาที 

จากนั้นท�ำปฏิกิริยา   30   รอบ   มีรายละเอียดดังนี้  

Denaturation ที่อุณหภูมิ  94 oซ  เป็นเวลา 30  วินาที  

Annealing  ที่อุณหภูมิ  66 oซ  เป็นเวลา  30  วินาที  

Extension  ที่อุณหภูมิ  72 oซ  เป็นเวลา  30  วินาที  
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Final extension ที่อุณหภูมิ  72 oซ  เป็นเวลา  2 นาที

และทีอ่ณุหภมู ิ 25 oซ  เป็นเวลา  5  นาท ี หลงัจากเสรจ็

สิน้ปฏกิริยิา น�ำ PCR product  ไปตรวจสอบขนาดของ

ยีนด้วยโปรแกรม Gene Snap และ Gene Tool

การตรวจสอบหายีนด้วยเทคนิค Polymerase 

Chain Reaction–Restriction Fragment Polymor-

phism (PCR-RFLP)   

	 น�ำผลผลิต  PCR ที่เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน มาตัด

ด้วยเอ็นไซม์จ�ำเพาะ (restriction enzyme) คือ En-

zyme  HP 188I (NEB  Inc)  โดยแบ่ง  PCR  Product 

ใส่หลอดทดลอง หลอดละ 4 ไมโครลิตรและใส่องค์

ประกอบในการตดัเอน็ไซม์  ประกอบด้วย 10X  Buffer 

4  ปรมิาตร 0.1 ไมโครลติร, H
2
O ปรมิาตร 4 ไมโครลติร,  

Enzyme  HPY 188I  ปริมาตร 0.2 ไมโครลิตร   บ่มใน  

Dry Block Heating  Thermostat  ที่ 37oC   นาน 6 

ชม. หลังจากนั้นท�ำการตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้

จากการตดัด้วยเอน็ไซม์ตดัจ�ำเพาะด้วย  2% agarose 

electrophoresis จากนัน้น�ำแผ่นเจลทีไ่ด้ไปตรวจสอบ

ขนาดของดีเอ็นเอด้วยโปรแกรม Gene Snap และ 

Gene Tool (Figure 1 and Figure 2)

วิธีการวิเคราะห์

	 วิเคราะห์ข ้อมูลปริมาณน�้ำนมเฉลี่ย ความถี่

จีโนไทป์และความถี่ยีนในโคนมแต่ละพันธุ์ตามล�ำดับ

ส�ำหรับค่าดัชนีอุณหภูมิความชื้นสัมพัทธ ์ (Tempera-

ture-Humidity Index; THI) สามารถค�ำนวณได้จาก

สมการดังนี้ 

	 THI = (1.8 x temperature,OC + 32) - (0.55 -  

0.0055 x Rerat ive Humidi ty ,%) x (1.8 x 

temperature,OC - 26)

Figure 1 PCR size of heat shock                          Figure 2	Patterns of heat shock protein gene protein 
gene by PCR-RFLP 

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 ผลการวิเคราะห์หาค่าความถี่จีโนไทป์แสดงใน

ตารางที ่1 (Table1) พบจโีนไทป์ 2 รปูแบบ โดยสดัส่วน

ของจีโนไทป์   AA (แสดงถึงการทนร้อน) มากกว่า

จีโนไทป์  AB โดยจะเห็นได้ชัดในโคนมพันธุ์ Sahiwal 

(SW) มจีโีนไทป์  AA และ AB เท่ากบั  87% และ 13%, 

ส�ำหรับในโค Thai Milking Zebu (TMZ) มีจีโนไทป์  

AA และ AB เท่ากับ 43% และ 57% และโค Thai  

Friesian (TF) มีจีโนไทป์  AA และ AB เท่ากับ 44% 

และ 56% ตามล�ำดับซึ่งจะเห็นได้ว ่าโคนมพันธุ ์  

Sahiwal มีจีโนไทป์ AA มากที่สุดทั้งนี้เนื่องจากเป็น

โคในตระกูล  Bos indicus ซึ่งมีคุณสมบัติเด่นในด้าน

การทนร้อน ส�ำหรบัการเปรยีบเทยีบผลผลติน�ำ้นมรวม

ที่ 305 วันพบว่าโคนมพันธุ์ TF ให้ผลผลิตน�้ำนมเฉลี่ย 

3,534 กก. ในขณะที่โคพันธุ์ TMZ ให้ผลผลิตน�้ำนม



578

เฉลี่ย 3,241 กก. อย่างไรก็ตามความถี่ของจีโนไทป์

ของโคนมทัง้สองพนัธุไ์ม่แตกต่างกนัทางสถติ ิ(P>0.05) 

แต่เนือ่งจากโคนม TF สามารถให้ผลผลติน�้ำนมสงูกว่า

โคนม TMZ อีกทั้งได้ผลตอบแทนมากกว่า (สดใสและ

คณะ, 2549) จึงควรเลี้ยงโค TF และแม้ว่ายีน heat 

shock protein จะเกีย่วข้องกบัการทนร้อนแต่จะพบว่า

โคทีม่จีโีนไทป์ของยนีดงักล่าวมากจะมปีรมิาณน�ำ้นมต�ำ่ 

(negative correlation) ซึง่จ�ำเป็นต้องศกึษาในอนาคต

ถึงการคัดเลือกโคนมที่มีทั้งความสามารถในการทน

ร้อนได้ดีร่วมกับการให้ผลผลิตน�้ำนมสูง จากภาพที่ 3 

แสดงให้เหน็ว่าโคนมทีเ่ลีย้งในจงัหวดัลพบรุไีด้รบัผลก

ระทบจากความร้อนมากกว่าโคนมที่เลี้ยงในจังหวัด

เชียงใหม่ และนครราชสีมาตามล�ำดับซึ่งอาจสัมพันธ์

กับการที่โคนม TMZ มีความสามารถในการทนร้อนได้

ดีกว่าโคนม TF เนื่องจากความถี่จีโนไทป์ของโคนมทั้ง

สองไม่แตกต่างกันแต่เลี้ยงในสภาพอากาศที่แตกต่าง

กันเมื่อพิจารณาจากค่า THI

Table 1 Genotype, allele, and average accumulated 305 days milk yields in dairy cattle

Breeds Number
Genotype Allele 305-day milk (kg)

AA AB BB A B Mean SD

SW 79 0.87 0.13 0 0.93 0.07 - -
TMZ 99 0.43 0.57 0 0.71 0.29 3,241 783

TF 181 0.44 0.56 0 0.72 0.28 3,534 1,126

Figure 3 	Patterns of relative humidity, air temperature and temperature-humidity index during  2006-2008 in 3 
regions 
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สรุป

	 การศกึษารปูแบบจโีนไทป์ของยนีทนร้อนในโคนม

พบจีโนไทป์ 2 รูปแบบโดยสัดส่วนของจีโนไทป์  AA  มี

มากกว่าจีโนไทป์  AB โคนมตระกูล Bos indicus จะ

มีจีโนไทป์ AA มากกว่าโคตระกูล Bos taurus อย่างไร

ก็ตามน�้ำนมจะแปรผกผันกับความสามารถในการทน

ร้อน ดังนั้นการศึกษาในอนาคตควรเน้นปรับปรุงพันธุ์

โดยพิจารณาในรูปของการคัดเลือกหลายลักษณะ

พร้อมกัน

ค�ำขอบคุณ

	 คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์เครือข่ายวิจัยและ

พัฒนาด้านการปรับปรุงพันธุ ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง) ที่

สนับสนุนข้อมูลและสถานที่ในการท�ำงานวิจัยครั้งนี้ 
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