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การเปรียบเทียบลำาดับนิวคลีโอไทด์ยีน HSP70-2 ระหว่างโคพื้นเมืองไทย 
และโฮลสไตน์ฟรีเชี่ยน
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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ศึกษาและเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์ของยีน	HSP70-2	 ระหว่างโคพันธุ์	
พื้นเมืองไทย	(NT)	และพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชียน	(HF)	โดยใช้ดีเอ็นเอจากตัวอย่างโคจ�านวน	70	และ	52	ตัวอย่าง	ตามล�าดับ	
เพิ่มปริมาณยีน	HSP70-2	ด้วยเทคนิค	PCR-SSCP	โดยออกแบบไพรเมอร์ที่จ�าเพาะกับยีน	HSP70-2	จ�านวนทั้งสิ้น	10	คู่	 
(HP1-HP10)	ครอบคลุมบริเวณต่างๆ	ของยีนดังนี้	1)	5’flanking	region	2)	coding	sequence	และ	3)	3’	flanking	region	
พบรูปแบบ	SSCP	จากโคทั้งสองสายพันธุ์จ�านวน	 32	 รูปแบบ	 วิเคราะห์ล�าดับนิวคลีโอไทด์จากรูปแบบที่ได้	 พบความ 
หลากหลายของล�าดบันวิคลโีอไทด์ตลอดทัง้ยนีในโคทัง้สองสายพนัธุ	์และพบต�าแหน่งทีส่ามารถแยกความแตกต่างระหว่าง
โคสองสายพันธุ์รวม	5	ต�าแหน่ง	คือ	ต�าแหน่งที่	1262,	2347,	2515,	2516	และ	2556	เกิดจากไพรเมอร์	HP5	HP9	และ	
HP10	ทีค่รอบคลมุบรเิวณ	coding	sequence	และ	3’flanking	region	ซึง่เป็นบรเิวณทีใ่ช้ในการแปลรหสั	DNA	เป็นโปรตนี
และเกีย่วข้องกบักระบวนการ	post-transcription	ของยนี	HSP70-2	แตกต่างกนั	จงึอาจเป็นปัจจยัทีท่�าให้โคสองสายพนัธุ์
มีการตอบสนองของยีน	HSP70-2	ที่ต่างกัน	
ค�าส�าคัญ:	โคพันธุ์พื้นเมืองไทย,	โคพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชียน,	ยีน	HSP70-2,	ล�าดับนิวคลีโอไทด์

ABSTRACT: The objective of this study was to compare nucleotide sequence of heat shock protein 70-2 gene (HSP70-2) 
between Thai Native (NT) and Holstein Friesian (HF) cattle using Polymerase Chain Reaction Single-Strand Conformation  
Polymorphism (PCR-SSCP) method. DNA were extracted from 70 and 52 samples of NT and HF, respectively. Ten 
primers specifically (HP1-HP10) designed to HSP 70-2 include 3 regions: 1) 5’ flanking region 2) coding sequence 
and 3) 3’ flanking region. The results of ten primers were 32 patterns, respectively in both NT and HF Sequence 
analysis had polymorphism in HSP70-2 gene and mutation sequence at 1262, 2347, 2515, 2516 and 2556 in HP5 
HP9 and HP10 Difference species cattle by nucleotide sequence in HP5 HP9 primer cover coding sequence and 
HP10 primer cover 3’flanking region, those affect primers translation protein and post-transcription of HSP70-2 
respectively. Therefore, the polymorphisms on HP5 HP9 and HP10 would used association with the expression of 
HSP70-2 in each cattle species.
Keywords: Thai Native cattle, Holstein Friesian, Nucleotide sequence, HSP70-2 gene. 
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บทน�า

	 การทนต่อการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ	 เป็นกลไก

การควบคุมอุณหภูมิร่างกายในขณะที่อุณหภูมิของ

สิ่งแวดล้อมเปลี่ยนแปลงไป	ท�าให้ไม่เป็นอันตรายต่อ

สภาพทางสรีรวิทยาและภายในเซลล์ร่างกายของสัตว์	

ในระดับโมเลกุลเซลล์ของสิ่งมีชีวิตทุกชนิดเมื่อเกิด

ความเครียดเนื่องจากความร้อน	 จะตอบสนองโดย 

การสร้างโปรตีนจ�าเพาะชื่อ	 heat	 shock	 protein	

(HSP)	 ซึ่งโปรตีนที่ได้รับความสนใจและมีการศึกษา

มากคือ	กลุ่ม	HSP70	เนื่องจากเป็นโปรตนีกลุ่มที่ไวต่อ 

การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ	 (Kregel,	 2002)	 จาก

รายงานการศึกษาเกี่ยวกับ	 HSP70	 พบว่าหากพบ

โปรตนี	HSP70	ในปรมิาณมากแสดงถงึความสามารถ

ทนต่อความร้อนได้ดี	(สุรางคนา,	2551)	อาจเนื่องจาก

ความแตกต่างของล�าดับนิวคลีโอไทด์	 หรือเกิดการ 

กลายพนัธุข์องยนี	HSP70	(Gutierrez	and	Guerriero, 

1995)	 ดังนั้นโคที่มีความสามารถในการทนร้อน 

ทีแ่ตกต่างกนัอาจเกดิการกลายพนัธุ	์(mutation)	หรอืมี

ล�าดบันวิคลโีอไทด์ของยนี	HSP70	แตกต่างกนั	แต่งาน

วิจัยที่อธิบายเกี่ยวกับกลไกการท�างานของยีน	HSP70	

ที่สัมพันธ์กับการตอบสนองการทนร้อนในโคพื้นเมือง

ไทยยงัมไีม่มาก	และยงัไม่มรีายงานล�าดบันวิคลโีอไทด์

ของยนี	HSP70	ในโคพืน้เมอืงไทยหรอืโคเขตร้อน	ดงันัน้ 

ในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาล�าดับ	 

นิวคลีโอไทด์ของยีน	 Heat	 shock	 protein	 70-2	

(HSP70-2)	 ซึ่งเป็นยีนในกลุ่ม	 heat	 inducible	 ที่มี

รายงานล�าดับนิวคลีโอ-ไทด์สมบูรณ์ในฐานข้อมูล	

GenBank	ของโคกลุม่	Bos taurus ซึง่มคีวามเหมาะสม

ที่จะน�ามาศึกษาล�าดับนิวคลีโอไทด์ของยีนที่เกี่ยวข้อง

กบัการทนร้อน	เพือ่เปรยีบเทยีบหาต�าแหน่งทีแ่ตกต่าง	 

ระหว่างโคพันธุ์พื้นเมืองไทย	ซึ่งเป็นโคในท้องถิ่นและ

เป็นตวัแทนกลุม่โคเขตร้อน	(Bos indicus)	ทีม่คีณุสมบตัิ

ในการทนร้อนได้ดี	 กับโคพันธุ ์โฮลสไตน์ฟรีเชียน	 

ซึ่งเป็นโคที่นิยมน�าเข้ามาเลี้ยงในประเทศต่างๆ	 และ

มักใช้เป็นตัวแทนของกลุ่มโคเขตหนาว	 (Bos taurus)	

เพือ่ใช้เป็นแหล่งข้อมลูในการศกึษาล�าดบั	นวิคลโีอไทด์

ของโคทัง้สองสายพนัธุ	์และสามารถประยกุต์ใช้ในการ 

คัดเลือกโคทนร้อนต่อไป

วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลองและการเก็บตัวอย่าง 

	 เกบ็ตวัอย่างเลอืดและชิน้เนือ้โคพนัธุพ์ืน้เมอืงไทย	

และโคพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชี่ยน	จ�านวน	70	และ	52	ตัว	

ตามล�าดับ	สกัดดีเอ็นเอตามวิธีการ	Goodwin	 et	 al.	

(2007)	ตรวจคณุภาพดเีอน็เอทีไ่ด้ด้วย	0.8%	agarose	

gel	electrophoresis	

การออกแบบไพรเมอร์

	 ออกแบบไพรเมอร ์ ให ้มีความจ�า เพาะกับ

ยีน	 HSP70-2	 ซึ่งรายงานในฐานข้อมูล	 GenBank	 

(accession	number	;	BTU02892)	โดยใช้โปรแกรม

คอมพวิเตอร์	GENEFISH2	และ	Primer3	เปรยีบเทยีบ

ล�าดับนิวคลีโอไทด์ด้วย	NCBI	BLAST	และตรวจสอบ

โอกาสที่จะเกิด	 hairpin	 loop	และโอกาสที่ไพรเมอร์

จะจับกันเองระหว่างเกิดปฏิกิริยา	 (Self	 dimer)	 ด้วย

โปรแกรมคอมพิวเตอร์	 Oligoanalyzer	 ได้ไพรเมอร์

ทั้งหมด	10	คู่	(HP1-HP10)	ซึ่งครอบคลุมบริเวณต่างๆ	

ดังแสดงใน	Table 1

การตรวจสอบความหลากหลายของดีเอ็นเอด้วย

วิธี PCR-SSCP และ หาล�าดับนิวคลีโอไทด์ของ

ยีน HSP70-2

	 น�าไพรเมอร์ที่ออกแบบไปเพิ่มปริมาณชิ้นยีนด้วย

เทคนิค	PCR	และตรวจหารูปแบบด้วยวิธี	SSCP	โดย

น�า	PCR	product	ทีด่เีอน็เออยูใ่นสภาพสายเดีย่วผสม

กบั	SSCP	dye	ในอตัราส่วน	1:1	ท�าให้เยน็อย่างรวดเรว็	

จากนัน้ท�า	electrophoresis	โดยใช้ปรมิาตร	3	µl	หยอด

ลงบนแผ่น	5%nondenaturing	polyacrylamide	gel	

แนวตัง้ใน	0.5X	TBE	buffer	กระแสไฟฟ้าคงทีแ่ละเวลา

ดังแสดงใน	Table 1	 ในอุณหภูมิห้อง	 ย้อมแผ่นเจล 

ด้วย	 gel	 star	 (Gelstar	 INC,	 NY)	 เพื่อดูรูปแบบ 

ของ	PCR-SSCP	product	ภายใต้แสง	UV	สุม่ตวัอย่าง
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จากรปูแบบ	SSCP	ในโคพืน้เมอืงไทย	และโคโฮลสไตน์

ฟรีเชี่ยน	รูปแบบละ	1	ตัวอย่าง/สายพันธุ์	ส่งวิเคราะห์

ล�าดับนิวคลีโอไทด์	 (macrogen,	 South	 Korea)	 

น�าล�าดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้มาจัดเรียงตามรูปแบบ	

SSCP	 ที่พบในโคแต่ละตัว	 เปรียบเทียบตัวอย่างโค

ที่ใช้ในการศึกษาทั้งหมดด้วยโปรแกรม	 DNAMAN	 

version	 5.2.2	 BioEdit	 และ	 ClustalW2	 และ 

เปรียบเทียบกับล�าดับนิวคลีโอไทด์ในฐานข้อมูล	 

GenBank	ด้วย	NCBI	BLAST	

ผลการศึกษาและวิจารณ์

	 เพิ่มปริมาณชิ้นยีน	 HSP70-2	 และวิเคราะห์

หาความหลากหลายด้วยเทคนิค	PCR-SSCP	 โดยใช้

ไพรเมอร์	HP1-HP10	ได้รปูแบบของ	SSCP	ทัง้หมด	32	

รปูแบบในโคสองสายพนัธุ์	น�าไปวเิคราะห์ล�าดบันวิคลี

โอไทด์และจัดเรียงล�าดับนิวคลีโอไทด์ของโคแต่ละตัว

มาตามกลุ่มรูปแบบ	SSCP	พบว่าล�าดับนิวคลีโอไทด์

ยีน	HSP70-2	 ในโคทั้งสองสายพันธุ์มีขนาดประมาณ	

2,720	bp	ซึ่งพบความหลากหลายในหลายต�าแหน่ง

ตลอดทั้งยีน

Table 1	Primer	of	HSP70-2	gene.

Primer  Sequence 5’ 3’ Size of PCR 

product 

(bp)

Annealing

temperature

(°C)

Position Electrophoresis 

protocol for 

SSCP (volt/time)

HP1-F

HP1-R

F: CTCCTGTTTCCTCCAGCGAA

R: GTCGTTGGCGATGATCTCCA

517 63 position 6-523 in 5’flanking region and 

coding sequence

200V 360 min

HP2-F

HP2-R

F: GCACCACCTACTCCTGCGTA 

R: CTTCATGTCCGACTGCACCA

230 66 position 461-691 in coding sequence 200 V 180 min

HP3-F

HP3-R

F: CGCAGAACACGGTGTTCGA 

R: GTGATCACCGCGTTGGTCA

247 62 position 614-862 in coding sequence 200V 180 min

HP4-F

HP4-R

F: GCTGACCAAGATGAAGGAGA 

R: GTCGATCGTCAGGATGGACA

271 61 position 795-1066 in coding sequence 200V 180 min

HP5-F

HP5-R

F: GTTCGACGTGTCCATCCTGA 

R: GAACAGGGAGTCGATCTCCA

253 64
position 1038-1291 in coding sequence

200V 180 min

HP6-F

HP6-R

F: GAGAACCTTGTCGTCCAGCA 

R: CAGGATGCCATTGGCATCGA

646 66 position 1239-1885 in coding sequence 200V 390 min

HP7-F

HP7-R

F: AGATCGAGGTGACCTTCGACA 

R: CTTCAGCCCCTCATCCTCCA

260 66 position 1844-2304 in coding sequence 200V 240 min

HP8-F

HP8-R

F: GTCGTACGCCTTCAACATGA 

R: AGACCCAGAGCCCCCTTTA

271 66 position 2055-2325 in coding sequence 200V 240 min

HP9-F

HP9-R

F: GTGTAACCCCATCATCAGCAGA 

R: TCGAAACATTCTGGTGAACACA

290 64 position 2232-2522 in coding sequence 

and 3’flanking region

200V 240 min

HP10-F

HP10-R

F: GTTATAGTGAGTGTGTTCACCAGA

R: AAGCCATTATCCCTCCCCAA

238 64 position 2489-2709 in 3’flanking region 200V 180 min
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	 บริเวณ	5’	 flanking	 region	มีขนาด	423bp	พบ

ความหลากหลายของเบสในบริเวณนี้	 ซึ่งความหลาก

หลายของเบสที่พบอาจเป็นปัจจัยที่ท�าให้การตอบ

สนองต่อความร้อนของโคแตกต่างกัน	 โดยบริเวณ	5’	

flanking	region	มีอิทธิพลต่อปริมาณการสร้างโปรตีน

ในเซลล์	 เนื่องจากเป็นบริเวณที่ควบคุมการท�างาน

ของโปรตีนจ�าเพาะที่เรียกว่า	 transcription	 factors	

(TF)	และเอนไซม์ทีช่่วยให้เกดิการกระตุน้การถอดรหสั	

(transcription)	หากพบการเปลี่ยนแปลงของเบสหรือ

ล�าดับนิวคลีโอไทด์	 จะท�าให้บริเวณเข้าจับของโปรตีน

กับเอนไซม์ที่เกี่ยวข้องกับประสิทธิภาพในการตั้งต้น

ถ่ายถอดรหัส	DNA	แตกต่างกัน	ส่งผลต่อปริมาณและ

ความไวในการสังเคราะห์	mRNA	HSP70	ที่แตกต่าง

กันด้วย	(Cai	et	al.,	2005)	แต่ความหลากหลายของ

เบสที่พบไม่สามารถใช้จ�าแนกความแตกต่างระหว่าง

โคสองสายพันธุ์ได้	

	 บรเิวณ	coding	sequence	ถงึ	3’flanking	region	

เริ่มตั้งแต่ต�าแหน่งเบสที่	424-2720	ซึ่งพบความหลาก

หลายตลอดทัง้ยนีในโคทัง้สองสายพนัธุ	์แต่ต�าแหน่งที่

สามารถจ�าแนกความแตกต่างระหว่างโคพืน้เมอืงไทย

กบัโคโฮลสไตน์	ฟรเีชีย่นได้อย่างชดัเจน	ได้แก่	ต�าแหน่ง	

1262	ในบริเวณไพรเมอร์	HP5	พบการแทนที่ของเบส	

M	เป็น	G	และต�าแหน่ง	2347	ในบรเิวณไพรเมอร์	HP9	

พบการแทนที่ของเบส	T	เป็น	C	ในโคพื้นเมืองไทยกับ

โคโฮลสไตน์ฟรีเชี่ยน	ตามล�าดับ	(Figure 1)	ทั้ง	2	ไพร

เมอร์ครอบคลุมบริเวณ	coding	sequence	ของยีน	ที่

มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนแตกต่างกัน	

ท�าให้โปรตีนจากยีน	HSP70-2	มีการหมุนและขดม้วน

ตวัของโปรตนีต่างกนั	เป็นผลให้ต�าแหน่งการเข้าจบักบั

โปรตีนชนิดอื่นเปลี่ยนแปลงไป	การท�างานของโปรตีน

ในโคสองสายพันธุ์จึงแตกต่างกัน	(สุรีพร,	2548)

	 ส่วนต�าแหน่ง	2515,	2516	และ	2556	ในบริเวณ

ไพรเมอร์	HP10	พบการแทนที่ของเบส	K	 เป็น	C,	 Y	

เป็น	G	และ	G	เป็น	T	ในโคพืน้เมอืงไทยกบัโคโฮลสไตน์

ฟรีเชี่ยน	ตามล�าดับ	 (Figure 2)	ซึ่งครอบคลุมบริเวณ	

3’flanking	region	แม้ไม่มอีทิธพิลต่อการเปลีย่นแปลง

ล�าดับกรดอะมิโน	และปริมาณการสังเคราะห์	mRNA	

แต่มีอิทธิพลต่อกระบวนการ	 post-transcriptional	

gene	 ท�าให้การคัดลอก	 mRNA	 สมบูรณ์ยิ่งขึ้น	

สามารถสังเคราะห์เป็นโปรตีนได้ดีและไม่ถูกท�าลาย

โดยง่าย	 สอดคล้องกับงานทดลองของ	Adamowicz	

et	al.	(2005)	ศึกษา	SNPs	ใหม่บริเวณ	3’-UTR	ของ

ยีน	HSP70-1	ใน	Bos taurus และ	Bos indicus	พบ

ว่ามีการแทรกของเบส	G	และเบส	C	หรือการแทนที่

เบส	U/A	บางต�าแหน่งเป็นผลให้	mRNA	สมบูรณ์ยิ่ง

ขึ้น	แต่ไม่มีอิทธิพลต่อปริมาณการสังเคราะห	์mRNA	

HSP70		 	

	 เมือ่น�าล�าดบันวิคลโีอไทด์ของโคทีศ่กึษาไปเปรยีบ

เทียบฐานข้อมูล	 GeneBank	 พบว่าล�าดับนิวคลีโอ

ไทด์จากตัวอย่างโคที่ศึกษาทั้งหมด	122	ตัว	มีความ

คล้ายคลึงกับล�าดับนิวคลีโอไทด์ของ	Bos taurus 

HSP70-2	 gene	 (GenBank	 accession	 number	

BTU02892)	(Grosz,	1993)	ประมาณ	96%-98%	และ

ที่ต�าแหน่ง	1262,	2347,	2515,	2516	และ	2556	ของ

ยีนต้นแบบพบเบสเหมือนกับเบสของโคโฮลสไตน	์ฟรี

เชี่ยนที่ใช้ในการศึกษา	จึงกล่าวได้ว่ากลุ่มโคเขตหนาว

อาจมีต�าแหน่งเบสที่สามารถแยกความแตกต่างจาก

โคพื้นเมือง	ไทยได้จากต�าแหน่งเบสดังกล่าวได้	
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Figure 1 Multiple	sequence	alignment	in	position	1260	to	1330	and	position	2345	to	2405	for	NT	2	samples	 
	 and	HF	2	samples.	

Figure 2 Multiple	sequence	alignment	in	position	2450	to	2590	for	NT	2	samples	HF	2	samples.

สรุป

 จากการทดลองเปรียบเทียบล�าดับนิวคลีโอไทด์

ของยีน	HSP70-2	 ระหว่างโคสองสายพันธุ์	 พบความ

หลากหลายของล�าดับนิวคลีโอไทด์	 ในยีน	HSP70-2	

จากบริเวณ5’flanking	 region	 coding	 sequence	

และ	3’flanking	region	ในโคทั้งสองสายพันธุ์	โดยใน

โคนัน้เป็นความหลากหลายทีพ่บเฉพาะในโคแต่ละตวั	

แต่อย่างไรกต็ามสามารถพบต�าแหน่งเบสทีแ่ยกความ

แตกต่างของยนี	HSP70-2	ระหว่างโคสองสายพนัธุ์	คอื	

ต�าแหน่งที่	1262,	2347,	2515,	2516	และ	2556	ซึ่ง

เป็นบริเวณที่มีอิทธิพลต่อปริมาณและความไวในการ

สังเคราะห์	mRNA	 การแปลรหัส	 และกระบวนการ	

post-transcription	 ของยีน	 HSP70-2	 ซึ่งอาจเป็น

ปัจจัยที่ส่งผลต่อการตอบสนองของยีน	HSP70-2	 ใน

โคต่างกัน	 ท�าให้โคสามารถทนร้อนในระดับโมเลกุล

และการตอบสนองความร้อนทางสรรีวทิยาแตกต่างกนั	 

อาจใช้เป็นแนวทางส�าหรับศึกษาความแตกต่าง 

การตอบสนองของยีน	HSP70-2	 ระหว่างโคพื้นเมือง

ไทยและโคโฮลสไตน์ฟรีเชี่ยนได้	

ค�าขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้ได้รับการสนันสนุนงบประมาณจาก

ศนูย์ความเป็นเลศิด้านเทคโนโลยชีวีภาพเกษตร	ส�านกั

พัฒนาบัณฑิตศึกษาและวิจัยด้านวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยี	 (สบว.)	 ส�านักคณะกรรมการอุดมศึกษา	

กระทรวง	 ศึกษาธิการและศูนย ์วิจัยเทคโนโลยี

ชีวภาพเกษตรเพื่อเศรษฐกิจที่ยั่งยืน	 มหาวิทยาลัย

ขอนแก่น	 ขอขอบคุณ	 รศ.ดร.มนต์ชัย	 ดวงจินดา	 

ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างเลือด	และ	DNA	โคพันธุ์ 

โฮลสไตน์ฟรีเชี่ยน	 คุณนัทธมน	 ตั้งจิตวัฒนาชัย	 
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ที่ให้ความอนุเคราะห์ตัวอย่างชิ้นเนื้อโคพันธุ์พื้นเมือง

ไทย	 และหมวดโคเนื้อ	 ภาควิชาสัตวศาสตร์	 คณะ

เกษตรศาสตร์	 มหาวิทยาลัยขอนแก่น	 ที่ให้ความ

อนุเคราะห์ตัวอย่างเลือดโคพันธุ์พื้นเมืองไทย	
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