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บทคัดย่อ: การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือตรวจสอบความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีนท่ีเก่ียวข้อง
กบัระบบภมิูคุ้มกนัในสกุรพนัธุ์แลนด์เรซ พนัธุ์ลาร์จไวท์ พนัธุ์ดร็ูอค พนัธุ์ลกูผสม และพนัธุ์พืน้เมือง สกุรจ�ำนวน 
143 ตวั ถกูน�ำมาวิเคราะห์ความหลากหลายของยีน Chaperonin Containing TCP1 Subunit 7 (CCT7), 
Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 1 (Nramp1), Matrix metallopeptidase 2 (MMP2)
และ Sialoadhesin (SN) ด้วยวิธี PCR-restriction fragment length polymorphism (PCR-RFLP) ผลการ
ศกึษาพบความหลากหลายทางพนัธกุรรมของยีน CCT, Nramp, MMP2 และ SN ในสกุรพนัธุ์แลนด์เรซ พนัธุ์
ลาร์จไวท์ พนัธุ์ดร็ูอคและพนัธุ์ลกูผสม  ยกเว้นยีน CCT7 ในสกุรพนัธุ์ดร็ูอคท่ีไมพ่บความหลากหลาย มีคา่เฮท
เทอโรไซโกซตีิค้าดหมายอยูใ่นชว่ง 0.06-0.50 ขณะท่ีสกุรพนัธุ์พืน้เมืองมีความหลากหลายทางพนัธกุรรมของ
ยีน CCT7, Nramp1, MMP2 และ SN มีคา่เฮทเทอโรไซโกซตีิค้าดหมายอยูใ่นชว่ง0.06-0.49 และความถ่ียีน
แตล่ะยีนในสกุรพนัธุ์พืน้เมืองอยูใ่นสมดลุของฮาร์ดี-ไวน์เบร์ิก (P>0.05)
ค�ำส�ำคัญ:ยีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบภมิูคุ้มกนั, ความหลากหลายทางพนัธกุรรม, สกุร

ABSTRACT: The objective of the present study was to detect polymorphisms of immune 
function genes in Landrace, LargeWhite, Duroc, and Crossbred and Native pigs.  A total of143 
pigs were included in the analysis of the polymorphisms of the Chaperonin Containing TCP1 
Subunit 7 (CCT7), Natural Resistance-Associated Macrophage Protein 1 (Nramp1), Matrix 
metallopeptidase 2 (MMP2),and Sialoadhesin (SN) genes by the PCR-RFLP methods. The results 
showed that the CCT7, Nramp1, MMP2 and SN genes had polymorphism in Landrace, Large  
White, Duroc and Crossbred pigs except for the CCT7 gene in Duroc pigs had monomorphic. 
The expected heterozygosities were 0.12 to 0.50. The Native breed pigs had of CCT7, Nramp1, 
MMP2 and SN genes; the expected heterozygosities were 0.06 to 0.49. In the native pigs there 
was no significant deviation (P>0.05) from Hardy-Weinberg Equilibrium for each gene.
Keywords: immune function genes, genetic polymorphism, swine
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บทน�ำ

การปรับปรุงพนัธุ์สกุรในอดีต มุง่เน้นการคดัเลอืก
ในลกัษณะการเจริญเตบิโตและการให้เนือ้แดงเป็นหลกั 
เพ่ือเพ่ิมประสทิธิภาพการผลติ การคดัเลอืกพนัธุ์สกุร
โดยพิจารณาเฉพาะลกัษณะทางเศรษฐกิจนัน้ มกัประสบ
ปัญหาสุกรอ่อนแอและต้านทานต่อโรคได้ลดลง 
ท�ำให้มีการใช้วัคซีนและใช้ยาปฏิชีวะเพ่ิมมากขึน้ 
ข้อเสยีของการใช้ยาปฏิชีวนะ คือ หากใช้เป็นระยะเวลา
นานอาจส่งผลให้เกิดการดือ้ยาของเชือ้แบคทีเรีย
และอาจสง่ผลตอ่ผู้บริโภคท่ีอาจได้รับสารตกค้างใน
เนือ้สกุร การหลกีเลีย่งการใช้ยาปฏิชีวนะในอตุสาหกรรม
การผลติสตัว์ ท�ำได้ด้วยกนัหลายวิธี เชน่ การเสริม
โปรไบโอตกิในอาหารสตัว์ การใช้สมนุไพร และการ
คดัเลือกสตัว์ท่ีต้านทานโรค เป็นต้น โดยในปัจจบุนั
ลักษณะความต้านทานโรคได้ถูกจัดเป็นลักษณะ
ส�ำคญัทางเศรษฐกิจอยา่งหนึง่ 

ปัจจุบันการคัด เลื อกสุกร ท่ี มีพันธุ กรรม
ต้านทานโรค โดยใช้ข้อมลูเก่ียวกบัการศกึษาทางด้าน 
Immunogenomics ยงัมีคอ่นข้างน้อย อยา่งไรก็ตาม 
มีรายงานการศกึษาเก่ียวกบัยีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบ
ภมิูคุ้มกนัตอ่การต้านทานโรคในสกุรเชน่ Chaperonin 
Containing TCP1 Subunit 7 (CCT7), Natural 
Resistance-Associated Macrophage Protein 1 
(Nramp1), Matrix metallopeptidase 2 (MMP2) 
และ Sialoadhesin (SN) เป็นต้น ยีน Chaperonin 
Containing TCP1 Subunit 7 (CCT7) เป็นยีนท่ีมี
ความเก่ียวข้องกบัเซลล์ภมิูคุ้มกนั เชน่ macrophages, 
monocytes และ neutrophils เม่ือสตัว์ตดิเชือ้จะ
ตอบสนองโดยการเพ่ิมจ�ำนวนของเซลล์ภมิูคุ้มกนัให้
มากขึน้ (Wick, 2004) Natural resistance-associated 
macrophage protein gene 1(Nramp1) มีต�ำแหนง่
อยูบ่นโครโมโซมคูท่ี่ 15 q23-26 มีความสมัพนัธ์กบั
ระบบภมิูคุ้มกนั (Wu et al., 2008) และการท้องเสีย
ในสกุร (Zhao et al., 2013) เม่ือสตัว์ตดิเชือ้จะแสดงออก
โดยการเพ่ิมจ�ำนวนของ macrophages ใน endothelial 
cell organs, peripheral blood leukocytes และ
เนือ้เย่ือภายในปอดและม้าม (Kadkhodazadeh et al., 
2016) Matrix metalloproteinases 2 (MMP2) มี
ความสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของยีน interleukin 13 
ซึง่เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบภมิูคุ้มกนั (Corry et al., 
2002) Sialoadhesin Gene (SN) มีต�ำแหนง่อยูบ่น

โครโมโซมคูท่ี่ 5 q21-q24 มีความเก่ียวข้องกบัระบบ
ภมิูคุ้มกนัสง่ผลให้พบการแสดงออกของยีน SN ใน
ระบบตอ่มน�ำ้เหลือง ตบั และม้าม โดยจะมีการเพ่ิม
จ�ำนวนของ monocyte เม่ือสตัว์ตดิเชือ้ (Wang et al., 
2012)

ดงันัน้ การศกึษาครัง้นีจ้งึท�ำตรวจสอบความหลาก
หลายของยีน CCT7, Nramp1, SN และ MMP2 ใน
สุกรโดยใช้เทคนิคทางด้านพนัธุศาสตร์โมเลกุลใน
สกุรพนัธุ์ตา่งๆ เพ่ือใช้เป็นข้อมลูเบือ้งต้นในการศกึษา
ความสมัพนัธ์กบัลกัษณะการต้านทานโรคในสกุร

วธีิการศกึษา

สัตว์ทดลองและการสกัดดเีอน็เอจากเลือด
สกุรจ�ำนวน 143 ตวั มาจากสกุรพนัธุ์ดร็ูอค

(DR) จ�ำนวน 20 ตวั พนัธุ์ลาร์จไวท์(LW) จ�ำนวน 30 ตวั 
พนัธุ์แลนด์เรซ(LR) จ�ำนวน 32 ตวั พนัธุ์ลกูผสมดร็ูอค 
62.5% และเปียแตรง 37.5%(CB) จ�ำนวน 31 ตวั 
จากศนูย์วิจยัและบ�ำรุงพนัธุส์ตัว์สรุาษฏร์ธานี และพนัธุ์
พืน้เมือง(NT) จ�ำนวน 30 ตวั จากฟาร์มสกุร คณะ
ทรัพยากรธรรมชาต ิ มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคล
อีสาน วิทยาเขตสกลนคร เก็บตวัอยา่งเลอืดสกุรจาก
เส้นเลือด Jugular vein ใสห่ลอดท่ีมีสารปอ้งกนัการ
แขง็ตวัของเลอืด(EDTA) จากนัน้น�ำมาสกดั DNA โดย
ใช้ชดุสกดั DNA ของ GeneJET Whole Blood Genomic 
DNA Purification Mini Kit (Thermo Fisher Scientific 
Baltics UAB, Lithuania) น�ำ DNA ไปตรวจสอบ
คณุภาพและเก็บท่ีตู้แชแ่ขง็ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือน�ำ
มาท�ำ PCR ตอ่ไป

การตรวจจโีนไทป์ด้วยวธีิ PCR-RFLP
Genomic DNA ท่ีสกดัได้ถกูน�ำไปเพ่ิมปริมาณ

ชิน้สว่นยีนด้วยวิธี PCR ในแตล่ะปฏิกิริยา ประกอบด้วย 
Genomic DNA ท่ีมีความเข้ม 20 ng/μl ปริมาตร 
1μl,10X PCR-buffer ปริมาตร 1μl, 25 mM MgCl2 
ปริมาตร 0.8μl, 10mM dNTPs (1.0 mM/each) 
ปริมาตร 1μl, Primer forward และ Primer reverse 
(Table 1) ปริมาตรอยา่งละ1 ไมโครลติร, 5 U/μl 
Taq DNA Polymerase (Thermo scientific) 
ปริมาตร 0.1 μl และปรับปริมาตรด้วย sterile water 
ให้มีปริมาตรรวมทัง้สิน้ 10μl เม่ือได้ชิน้สว่นยีนตาม
ท่ีต้องการแล้วท�ำการย่อยชิน้ส่วนยีนด้วยเอนไซม์
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Table 1 Primers sequences, PCR conditions and restriction enzymes used for this study

Gene Primer 5’-3’ PCR conditions 

35 cycles

Restriction 

enzyme

Temperature, 

Time

References

CCT7 TCCAGACCAGTGTGAATGC

CCACCACGGAGGATGATAG

59 °C for 45 sec Cfr13I 37 °C, 15 min Uthe et al. (2009)

Nramp1 GCCAGCTTCCACCAGTCTCCAG

GGGGGTACAAAGGGGAAGAAG

64 °Cfor 45 sec NdeI 37 °C, 15 min Wu et al. (2008)

MMP2 TTGACGACGATGAGCTGTG

TCGAAGTTGTAGGTGGTGGA

57 °Cfor 45 sec Mspl 37 °C, 15 min Huang et al. 

(2009)

SN CGGCTGCTGTAGCTCYGATTG

GCCTTGGCCTGGTTTCCTTA

60 °Cfor 45 sec Hin6l 37 °C, 15 min Wang et al. (2012)

ตดัจ�ำเพาะ จากนัน้ตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ของยีน
ด้วย 3% agarose gel แล้วน�ำไปย้อมด้วย Gel star 
และบนัทกึภาพแถบดีเอน็เอภายใต้แสง UV ด้วยเคร่ือง 
Gel Documentation

การวเิคราะห์ข้อมูล
น�ำรูปแบบจีโนไทป์ท่ีตรวจสอบได้มาวิเคราะห์

คา่ความถ่ีจีโนไทป์ (genotype frequency) และ
ความถ่ีอลัลลี (allele frequency) จากนัน้วิเคราะห์คา่
เฮตเทอโรไซโกตท่ีคาดหมาย (Expected Heterozygosity; 
H

e
) และคา่เฮตเทอโรไซโกตท่ีตรวจพบ (Observed 

Heterozygosity; H
o
) เพ่ือประเมินความหลากหลาย

ทางพนัธกุรรม และทดสอบสมดลุของยีนในประชากร
สกุร Hardy-Wein-berg equilibrium ด้วย Chi-square 
test (Falconer and Mackey, 1996) โดยใช้โปรแกรม 
GENALEX Version 6.51 (Peakall and Smouse, 2012)

ผลการศกึษาและวจิารณ์

การตรวจสอบลักษณะพนัธุกรรม
ตรวจสอบพนัธกุรรมสกุรจ�ำนวน 143 ตวั โดย

ชิน้สว่นของยีน CCT7, Nramp1, MMP2 และ SN ท่ี
เพ่ิมจ�ำนวนจากปฏิกิริยา PCR พบวา่มีขนาด 533, 
483, 392/415, 530 bp เม่ือน�ำไปตดัด้วยเอนไซม์
ตดัจ�ำเพาะ Cfr13I, NdeI, Msplและ Hin6l ตามล�ำดบั 
สามารถจ�ำแนกลกัษณะพนัธกุรรมของสกุรได้ 3 รูปแบบ 
ยีน CCT7 มีจีโนไทป์ 3 รูปแบบคือ AA มีขนาด 413, 
120 bp, GG มีขนาด 413, 85, 35 bp และ GA มี

ขนาด 413, 120, 85, 35 bp ยีน Nramp1 มีจีโนไทป์ 
3 รูปแบบคือ BB มีขนาด 373, 110 bp, AA มีขนาด 
483 bp และ AB มีขนาด 483, 373,110 bp ยีน 
MMP2 มีจีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ DD มีขนาด 392 
bp, II มีขนาด 246, 169 bp และ ID มีขนาด 392, 
246, 169 bp และยีน SN มีจีโนไทป์ 3 รูปแบบ คือ 
AA มีขนาด 530 bp, GG มีขนาด 367, 163 bp และ 
AG มีขนาด 530, 367, 163 bp ดงัแสดงใน Figure 1

ความถี่ของจโีนไทป์และความถี่ของอัลลีล
จากการตรวจสอบรูปแบบของยีน CCT7, Nramp1, 

MMP2 และ SN ด้วยเทคนิค PCR-RFLP พบความถ่ี
ของอลัลลี และความถ่ีของจีโนไทป์ ในสกุรทัง้ 5 สายพนัธุ์ 
แสดงดงั Table 2 ยีน CCT7 พบวา่สกุรพนัธุ์แลนด์เรซ 
พนัธุ์ลาร์จไวท์ และพนัธุ์ดร็ูอคมีสดัสว่นของอลัลีล G 
ต�่ำกวา่อลัลีล A แตพ่บวา่สกุรพนัธุ์พืน้เมืองมีสดัสว่น
ของอลัลีล G สงูกวา่อลัลีล A สว่นสกุรพนัธุ์ลกูผสม
ไมพ่บความหลากหลายของรูปแบบยีน จากรายงาน
ก่อนหน้านีพ้บวา่อลัลลี G มีความสมัพนัธ์กบัจ�ำนวน
ของเซลล์ภมิูคุ้มกนั โดยเม่ือสกุรตดิเชือ้จะมีการเพ่ิม
จ�ำนวนของเซลล์ภมิูคุ้มกนั เชน่ macrophages, 
monocytes และ neutrophils (Wick, 2004) ยีน 
Nramp1 พบวา่สกุรพนัธุ์แลนด์เรซ พนัธุ์ลาร์จไวท์ 
พนัธุ์ดร็ูอค และพนัธุ์พืน้เมืองมีสดัสว่นของอลัลีล B 
สงูกวา่อลัลีล A และสกุรพนัธุ์ลกูผสมมีสดัสว่นของ 
อลัลลี A สงูกวา่อลัลลี Bโดย Wu et al. (2008) รายงาน 
วา่อลัลีล A มีความสมัพนัธ์กบัระบบภมิูคุ้มกนั และ
การท้องเสยีในสกุร (Zhao et al., 2013) และเม่ือสกุร
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ตดิเชือ้จะสง่ผลให้มีการเพ่ิมจ�ำนวนของ macrophages 
ใน endothelial cell, peripheral blood leukocytes 
และเนือ้เย่ือภายในปอดและม้าม (Kadkhodazadeh 
et al.,2016) ยีน MMP2 พบวา่สกุรพนัธุ์ลาร์จไวท์
และสกุรพนัธุ์ลกูผสมมีสดัสว่นของอลัลีล I สงูกวา่
อลัลีล D สว่นสกุรพนัธุ์ดร็ูอค และสกุรพนัธุ์พืน้เมือง
มีสดัสว่นของอลัลีล D สงูกวา่อลัลีล I ซึง่มีรายงาน 
วา่อลัลลี D มีความสมัพนัธ์กบัการแสดงออกของยีน 
interleukin 13 ซึง่เป็นยีนท่ีเก่ียวข้องกบัระบบภมิูคุ้มกนั 
(Corry et al., 2002) และยีน SN พบวา่สกุรพนัธุ์
แลนด์เรซ พนัธุ์ลาร์จไวท์ พนัธุ์ดร็ูอค พนัธุ์ลกูผสม และ
พนัธุ์พืน้เมืองมีสดัสว่นของอลัลีล A สงูกวา่อลัลีล G 
ซึง่มีรายงานวา่อลัลลี A อาจสง่ผลให้พบการแสดงออก
ของยีน SN ในระบบตอ่มน�ำ้เหลือง ตบั และม้าม 
โดยมีการเพ่ิมจ�ำนวน monocytes เม่ือสกุรมีการตดิเชือ้ 
(Wang et al., 2012) เม่ือทราบรูปแบบจีโนไทป์ท่ี
สมัพนัธ์กบัลกัษณะการต้านทานโรค สามารถน�ำไป
ใช้เพ่ือคดัเลือกพอ่แมพ่นัธุ์ท่ีใช้ในการผลติตอ่ไป

คา่ Expected Heterozygosity ของยีน CCT, 
Nramp1, MMP2 และ SN ในสกุรพนัธุ์แลนด์เรซ 
พนัธุ์ลาร์จไวท์ พนัธุ์ดร็ูอค และพนัธุ์ลกูผสม มีคา่อยู่
ในชว่ง 0.06-0.50 ยกเว้น CCT7 ในสกุรพนัธุ์ดร็ูอคท่ี
ไมพ่บความหลากหลายของยีน สกุรพนัธุ์พืน้เมืองมีคา่ 
Expected Heterozygosity อยูใ่นชว่ง 0.06-0.49  
จากการศึกษาครัง้นีค้วามถ่ียีนของบางยีนในสุกร
พนัธุล์าร์จไวท์ พนัธุแ์ลนด์เรซ พนัธุด์ร็ูอค และพนัธุล์กูผสม
ไมเ่ป็นไปตามสมดลุของฮาร์ดีไ้วน์เบร์ิก ขณะท่ีความถ่ี
ยีนของประชากรสกุรพนัธุ์พืน้เมืองเป็นไปตามสมดลุ
ของฮาร์ดีไ้วน์เบร์ิก โดยสว่นใหญ่คา่เฉลีย่ของ Observed 
Heterozygosity ภายในแตล่ะโลกสั มีคา่สงูกวา่คา่เฉลีย่
ของ Expected Heterozygosity ซึง่ไมเ่ป็นไปตาม
สมดลุของฮาร์ดี-้ไวน์เบร์ิก อาจเน่ืองมาจากเป็นกลุม่
ประชากรท่ีผ่านการคัดเลือกและปรับปรุงพันธุ์มา 
โดยเป็นการน�ำพอ่แมพ่นัธุ์จากฝงูอ่ืนเข้ามาผสม และ
เป็นผลมาจากการผสมข้ามพันธุ์ ท่ีเกิดขึน้ในสุกร
ลกูผสม

Figure 1 PCR-RFLP patterns of the CCT7, Nramp1, MMP2  and SN in Landrace, Large White, 

Duroc, Crossbred and Native pigs. (M: 100 bp DNA ladder )
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Table 2 Genotypic and allelic frequencies of CCT7, Nramp1, MMP2 and SN genes, Chi-square (X2), 
Observed Heterozygosity (H

o
) and Expected Heterozygosity (H

e
)

Breed Marker Allelic frequencies Genotypic frequencies X2 H
o

H
e

LR CCT7 0.933(A) 0.067(G) 0.867(AA) 0.133(AG) 0.000(GG) 0.153ns 0.133 0.124
Nramp1 0.483(A) 0.517(B) 0.433(AA) 0.100(AB) 0.467(BB) 19.189*** 0.100 0.499
MMP2 0.500(I) 0.500(D) 0.133(II) 0.767(ID) 0.100(DD) 6.533* 0.733 0.500
SN 0.625(A) 0.375(G) 0.375(AA) 0.500(AG) 0.125(GG) 0.142ns 0.500 0.469

LW CCT7 0.897(A) 0.103(G) 0.897(AA) 0.000(AG) 0.103(GG) 29.000*** 0.000 0.185
Nramp1 0.379(A) 0.621(B) 0.034(AA) 0.690(AB) 0.276(BB) 6.261* 0.690 0.471
MMP2 0.609(I) 0.391(D) 0.304(II) 0.609(ID) 0.087(DD) 1.775ns 0.609 0.476
SN 0.633(A) 0.367(G) 0.367(AA) 0.533(AG) 0.100(GG) 0.660ns 0.533 0.464

DR CCT7 0.667(A) 0.333(G) 0.333(AA) 0.667(AG) 0.000(GG) 4.500* 0.667 0.444
Nramp1 0.125(A) 0.875(B) 0.250(AA) 0.000(AB) 0.750(BB) 0.408ns 0.250 0.219
MMP2 0.417(I) 0.583(D) 0.000(II) 0.833(ID) 0.167(DD) 9.184** 0.833 0.486
SN 0.600(A) 0.400(G) 0.350(AA) 0.500(AG) 0.150(GG) 0.035ns 0.500 0.480

CB CCT7 0.000(A) 1.000(G) 0.000(AA) 0.000(AG) 1.000(GG) Monomorphic 0.000 0.000
Nramp1 0.621(A) 0.379(B) 0.586(AA) 0.069(AB) 0.345(BB) 21.127*** 0.069 0.471
MMP2 0.548(I) 0.451(D) 0.161(II) 0.774(ID) 0.065(DD) 9.827** 0.774 0.495
SN 0.565(A) 0.435(G) 0.290(AA) 0.548(AG) 0.161(GG) 0.412ns 0.548 0.492

NT CCT7 0.440(A) 0.560(G) 0.200(AA) 0.520(AG) 0.280(GG) 0.465ns 0.560 0.493
Nramp1 0.400(A) 0.600(B) 0.160(AA) 0.480(AB) 0.360(BB) 0.000ns 0.480 0.480
MMP2 0.037(I) 0.963(D) 0.000(II) 0.071(ID) 0.929(DD) 0.040ns 0.074 0.071

  SN 0.967(A) 0.033(G) 0.933(AA) 0.067(AG) 0.000(GG) 0.036ns 0.067 0.064
Mean 0.522 0.478 0.334 0.393 0.273 5.776 0.406 0.369

Note: x2 (Chi-square)  with 1 degree of freedom, the area of critical  value of 3.841, the α area is 0.05;* P <0.05; 
** P <0.01;*** P <0.001; ns = not significant

สรุป

จากการศกึษาครัง้นีพ้บความหลากหลายของยีน 
CCT7, Nramp1, MMP2 และ SN ในประชากรสกุร
ท่ีท�ำการศกึษาสามารถน�ำข้อมลูของยีนดงักลา่วไป
ศกึษาความสมัพนัธ์กบัลกัษณะการต้านทานโรคใน
สกุรได้และอาจน�ำไปพฒันาเป็นยีนเคร่ืองหมายเพ่ือ
ใช้ในการคดัเลือกและปรับปรุงพนัธุ์สกุรให้ต้านทาน
ตอ่โรคตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

งานวิจยันีไ้ด้รับการสนบัสนนุสว่นหนึง่จากศนูย์
ความเป็นเลศิด้านเทคโนโลยีชีวภาพเกษตร ส�ำนกัพฒันา
บณัฑิตศกึษาและวิจยัด้านวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี 
ส�ำนกังานคณะกรรมการการอดุมศกึษา กระทรวง
ศกึษาธิการ
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