
 
บทที ่3 

 
อุปกรณ์และวธีิการทดลอง 

 
3.1 สัตว์ทดลอง 
 
     ตวัอยา่งเลือดไก่ทั้งหมดถูกน ามาสกดัดีเอ็นเอ โดยไก่อายท่ีุ 24 สัปดาห์ ท่ีมีน ้าหนกัตวั
มากท่ีสุดและนอ้ยท่ีสุด กลุ่มละ 5 ตวัอยา่ง ถูกคดัเลือกน าไปคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอบน
ยนี MC2R และเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอบนยนี MC2R ท่ีพบ จะถูกน าไปศึกษาความสัมพนัธ์กบั
ลกัษณะการเจริญเติบโตในไก่พื้นเมืองจ านวนทั้งหมด 220 ตวัอยา่ง  

 
3.1.1 การบันทกึลกัษณะทางการผลติ 

 
ไก่พื้นเมืองพนัธ์ุประดู่หางด าทั้งหมดถูกวดัลกัษณะต่างๆ ประกอบดว้ย 

3.1.1.1 ชัง่น ้าหนกัตวั (body weight) ตั้งแต่แรกเกิดจนถึงอาย ุ24 สัปดาห์ (ภาพ 8) 
3.1.1.2 วดัความกวา้งหนา้อก (breast-wide) โดยวดัช่วงความกวา้งตั้งแต่โคนขา

ดา้นซา้ยถึงโคนขาดา้นขวาท่ีอาย ุ8-24 สัปดาห์ (ภาพ 9) 
3.1.1.3 วดัความยาวแขง้ (shank length) ท่ีอาย ุ8-24 สัปดาห์ (ภาพ 10) 

 
 

    
 
 
 
 
 
 
 

ภาพ 8 การชัง่น ้าหนกัตวัไก่ 
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       ภาพ 9 การวดัความกวา้งหนา้อกไก่ 

 
 

 
  
 
 
 
 
 
 

    
                  ภาพ 10 การวดัความยาวแขง้ไก่ 
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3.2 อุปกรณ์และสารเคมี 
 3.2.1 สารเคมี 

10X PCR buffer, Taq polymerase (Fermentas, USA) 
Acetic acid (Merck, Germany) 
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) 
Chloroform (Lab Scan, Ireland) 
DH5α Escherichia coli competent cell (Invitrogen, USA) 
dNTPs (Fermentas, USA) 
EDTA (Fisher Scientific,USA) 
Ethanol (Merck, Germany) 
Ethidium bromide (Bio Basic Inc, Canada) 
Formaldehyde 37% (Merck, Germany) 
Glycerol (Merck, Germany) 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranoside (IPTG) (US Biological, USA) 
Lambda DNA/AvaII (Fermentas, USA) 
LB-Broth (US Biological, USA) 
Isopropanol (Merck, Germany) 
Magnesium chloride (Merck, Germany) 
Nitric acid (Merck, Germany) 
N,N’-dimethylformamide (Bio Basic Inc, Canada) 
Peptone (Scharlau, Spain) 
Phenol (Merck, Germany) 
Primers (Bio Basic Inc, Canada) 
Proteinase K (Invitrogen, USA) 
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Silver nitrate (Merck, Germany) 
Sodium acetate (Merck, Germany) 
Sodium bicarbonate (Merck, Germany) 
Sodium chloride (Merck, Germany) 
Sodium hydroxide (Merck, Germany) 
TEMED (USB corporation, USA) 
Tris (USB corporation, USA) 
X-Gal (USB corporation, USA) 
Yeast extract (Scharlau, Spain) 

 
 3.2.2 สารละลาย (รายละเอียดดงัภาคผนวก) 

0.5M EDTA pH 8.0 
10X TBE buffer 
50X TAE buffer 
Digestion buffer 
Phosphate-buffered saline (PBS) 
SSCP loading buffer 
TE buffer 

 
 3.2.3 เอนไซม์ 

AluI restriction endonuclease (Fermentas, USA) 
MspI restriction endonuclease (Fermentas, USA) 
T4 DNA ligase, 10X ligase buffer (Promega, USA) 

 
3.2.4 ชุดสารเคมีส าเร็จรูป 

1) GenElute™ Plasmid Miniprep Kit (Qiagen, Germany) 
2) GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit for Dye Terminator Cycle 

Sequencing (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) 
3) pGEM®-T easy vector System Kit (Promega, USA) 
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3.2.5 อุปกรณ์และเคร่ืองมือ 
1) Balances, Model AB204 (Mettler-Toledo, Switzerland) 
2) CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerton, CA, 

USA) 
3) Electrophoresis (for agarose gel) Gel-Mate 2000, Toyobo, Japan 
4) Electrophoresis (vertical apparatus), Hoefer SQ3, Amersham pharmacia 

biotech, USA 
5) Electrophoresis Power Supply, Model E833, Consort, Belgium 
6) Gel documentation, Model Gene Genius & Gene Tools, USA 
7) Gel dryer, Model GD 2000, Amersham Bioscience, USA 
8) Hot Air Oven, Model ULE 400, Memmert, Germany 
9) PCR thermocycler, PTC-100™, MJ Research, USA 
10) Spectrophotometer, UV-VIS Biowave S2100, Germany 
11) Thermo Shaker, Model DKSI001a, Daiki, Korea 
12) Magnetic Stirrer, Model HS115, HL Instrument, Thailand 
13) Microcentrifuge tube 1.5 ml, Sorenson, Bioscience. Inc. USA 
14) PCR tube, Sorenson, Bioscience. Inc., USA 
15) pH meter, Model CG 842, Inc., USA 
16) Pipette, 0.2 µl, CappAero, Denmark 
17) Pipette, 20, 200, 1000 µl, Gilson, France 
18) Refrigerated Bench Top Centrifuge, Model Universal 32 R, Hettich, 

Germany 
19) Vortex mixer, Genie II Model G560E, Scientific Industries, USA 

 
3.3 วธีิการทดลอง 

ขั้นตอนการคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอบนยนี MC2R ส าหรับบ่งช้ีลกัษณะการ
เจริญเติบโตของไก่พื้นเมืองแสดงดงัภาพ 11 
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ภาพ 11 ขั้นตอนการคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เอบนยนี MC2R ส าหรับบ่งช้ีลกัษณะการ  

    เจริญเติบโตของไก่พื้นเมืองไทย 

วธีิการทางอณูพนัธุศาสตร์ระดบัโมเลกุล ลกัษณะการเจริญเติบโต 

คน้หาความผนัแปรของล าดบั 

นิวคลีโอไทดข์องยนี MC2R ดว้ย
เทคนิค SSCP 

วเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์บนยนี 
MC2R 

การพฒันาเคร่ืองหมายอยา่งง่าย 

genotyping 

1. น ้าหนกัตวัท่ีอาย ุ0 ถึง 24 สัปดาห์ 
2. ความกวา้งหนา้อกท่ีอาย ุ8 ถึง 24 

สัปดาห์ 
3. ความยาวแขง้ท่ีอายุ 8 ถึง 24 สัปดาห์ 
4. อตัราการเจริญเติบโตต่อวนั 
5. น ้าหนกัท่ีเพิ่มข้ึนในแต่ละช่วงอาย ุ

การศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งเคร่ืองหมาย
โมเลกุลของยนี MC2R กบัลกัษณะการ

เจริญเติบโตของไก่พื้นเมืองไทย 

สกดัดีเอน็เอ 

การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณ
ของดีเอน็เอ 

การออกแบบไพรเมอร์ 

เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอดว้ยปฏิกิริยา PCR 
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3.3.1 การสกดัดีเอน็เอ 
ตวัอยา่งเลือดไก่พื้นเมืองพนัธ์ุประดู่หางด าจ านวน 220 ตวั ถูกสกดัดีเอ็นเอ โดยมี

รายละเอียดดงัน้ี 
1) น าเลือดไก่จ านวน 3 µl เติมน ้ ากลัน่จ  านวน 1 ml และสารละลาย NaCl ท่ีมีความเขม้ขน้ 9%

จ านวน 100 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 5,000 rpm  อุณหภูมิ 4°C  นาน 
10 นาที   เทส่วนใสทิ้ง ท าซ ้ าจนไดต้ะกอนสีขาว  

2) เติม PBS จ านวน 1 ml เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็ว 5,000 rpm  อุณหภูมิ 4°C     
  นาน      10 นาที เทส่วนใสทิ้ง 

3) เติมสารละลาย Digestion Buffer จ านวน 800 µl เขยา่จนตะกอนละลาย จากนั้นเติม 
Proteinase-K จ านวน 30 µl และ SDS ท่ีมีความเขม้ขน้ 10% จ านวน  50 µl น าไปเขยา่        
ดว้ยเคร่ือง shaker ท่ีความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 55°C ขา้มคืน 

4) ตั้งทิ้งไวใ้หเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 10 นาที  
5) เติม Phenol: Chloroform (1:1) จ านวน 500 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันท่ีความเร็ว 5,000 

rpm  อุณหภูมิ 4°C  นาน 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml  
6) เติม Chloroform จ านวน  500 µl เขยา่ใหเ้ขา้กนั น าไปป่ันท่ีความเร็ว 5,000 rpm  อุณหภูมิ 

4°C  นาน 10 นาที ดูดสารละลายส่วนใสใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml  
7) เติมสารละลาย Sodium acetate (3M) pH 5.2 ในอตัราส่วน 1:10 ของปริมาตรสารละลายท่ี

ไดจ้ากขอ้ 6  เขยา่ใหเ้ขา้กนัเบาๆ 
8) เติม Isopropanol ในอตัราส่วน 1:1 ของปริมาตรสารละลายท่ีไดจ้ากขอ้ 6 เขยา่จนเห็น ดีเอ็นเอ 
9) เทสารละลายใสทิ้ง เหลือเฉพาะตะกอนดีเอน็เอ แลว้เติมเอธานอลท่ีมีความเขม้ขน้ 80% 

จ านวน  500 µl แลว้น าไปป่ันท่ีความเร็ว 10,000 rpm  อุณหภูมิ 4°C  นาน 15 นาที 
10) เทเอธานอลทิ้ง แลว้ตากตะกอนดีเอน็เอ ท่ีอุณหภูมิ 37°C จนแหง้ 
11) ละลายตะกอนดีเอน็เอ ดว้ย TE buffer (1X) จ านวน 20 µl เก็บท่ีอุณหภูมิ 4°C 
12) ตรวจสอบคุณภาพและปริมาณของดีเอน็เอ บน agarose gel electrophoresis ท่ีความเขม้ขน้ 

1.2% และส่องภายใตแ้สง ultraviolet (ภาพ 12) และวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน   
260 nm และ 280 nm 

 
 

D
N

A
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ภาพ 12 ผลการตรวจสอบคุณภาพดีเอน็เอท่ีสกดัไดบ้น Agarose gel ท่ีความเขม้ขน้ 1.2% 

 
3.3.2 การตรวจสอบคุณภาพและวดัปริมาณของดีเอน็เอ 
 น าสารละลายดีเอน็เอท่ีสกดัไดม้าเจือจางดว้ยสารละลาย TE buffer (1X) ในอตัราส่วน 
1:100 (DNA 5 µl : TE buffer (1X) 495 µl) และน าไปวดัค่า optical density (OD) ท่ีช่วงความยาว
คล่ืนแสง  260 nm และ 280 nm โดยความเขม้ขน้ของสารละลายดีเอน็เอ ค านวณไดจ้ากสูตร 
ดงัต่อไปน้ี 
 

ความเข้มข้นของดีเอน็เอ = ค่า OD260 × 50 µg/ml × dilution factor 
 

         โดย ค่า    OD260              คือ ค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนแสง 260 nm  
                                                      ของสารละลายดีเอน็เอ 
                         50 µg/ml          คือ ค่าความเขม้ขน้ของสารละลาย DNA ท่ี OD260 มีค่าเท่ากบั 1 
               dilution factor  คือ อตัราส่วนท่ีใชใ้นการเจือจาง  
  

ส าหรับการประเมินคุณภาพของสารละลายดีเอน็เอ สามารถค านวณไดจ้าก อตัราส่วน
ระหวา่งค่า OD260 และ OD280 โดยดีเอน็เอท่ีมีความบริสุทธ์ิจะตอ้งมีค่าประมาณ 1.8 
 
3.3.3 การออกแบบไพรเมอร์ (Primer design)  

ขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MC2R ในไก่จากฐานขอ้มูล GenBank (AB009605.1)         
มีความยาว 3021 bp ไพรเมอร์ถูกออกแบบ 5 คู่บนยนี MC2R ใหมี้ขนาดประมาณ 300-600 bp ทั้งน้ี
ใหค้รอบคลุมส่วนของ start codon (ภาพ 13) ล าดบันิวคลีโอไทดข์องไพรเมอร์แสดงในตาราง 2 
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GAATTCTTCCTTTGAAATAGTACTAAAGGGCATCATGGCATTTAGTAAACCTGACTAGGAACAAATGCCCAAATGC
ATTTCAAGACATATTGGTATGAAAGTGGCAAAGAACTAAAGGCTGTTTTGCATCTAAAACAGGAGAATATTTCAGG
TCTTAAAATAGGGAACATTCCAAATAGTAACTGCATCTGTACTTCACAAATGGAGCTATTAAAATCACAAGAAAAG
GTGTGCCTTATTCTCTATGGGTAGTATCTGAGCCAAATTAATATCACATGCATTTACACCTTAATGAATAGCTTAAA
AAGCCTAATCCTTTGGAAAGATTCCTATAAGCTTTCATGTAATTTGGATCAGGATAATTACAGAGAAAGAAAAAAA
AAACCTTTCAATGCAAAAACAAAACATTTGATCTTTCAGATAGTTGTAAAACATAGCCAACAAAAAGATTTTGCTTT
GGATCTTAAAAATATGTTCAAATCAAAGGAATGTTTCAATTTGCCTGAAAAGGCAGTTTGGTACCAGTATCTAACAT
ACCTCTGAAAAAATCAATACTTACAATGTTCACATCTAAATTAAGAGCATTTTTTTATTTCAGCATCAACGGTGTGG
TGGTAAATATGCTACTGTTCTGGACAACAGCTTGTCTTGGCATTGGTCTCATCCATGTCTAATAACACTATAAATCTT
GTGAGAAATGCCAGACTTTCTCAAAGCAAACAGCTGGGCCAGTAGAGACTGCCAAATTCTTGAAGTCTGTGAAATC
AGTTTCAGTAAACATGGGATATTCATTGGTAAAGAAAACTATTTTTTTTTTAACTTCCCTGAAGCTAACAGAATTTA
CACCTTATTTTCCTCTAAGGCACCGTGGAGCTTGGAGCAGCTCTTATTTTATCCAAAGCAACTTAGCTTCACTCCAAT
AATATATATTCAGTCAATTGCAAAAGGTGATATTTCAAATGTTTGGGGTTTTTTTTGGCATGTGGCAATTTTCTTCTT
GATATTTATGTTTCTATATGTTCTATTGCAGGAGAAATTCAAAACATTTCACTTAAGACTTCAGATTGTTCCAGATGA
AGGAGAAAGCCATCAAGAAAAGGATGGTCTGACTTACAGGTCAGCTTCAGAGTAAAGCCAAGCTTGAGAAACAGC
AATACAGAGGCTTTCCAAGAGCAGAAGAAATGAGCACTGAGAAACCTTTCAACCTAATTTTGTCTGCCCACGCAGG
GCAGACAAGCATTCCATCCCTTGAAAATATAACTGATTTCTCCTTAAATATCACTGACTGCAACCAGGTCGTGGTGC
CAGAGGAAGTTTTTTTCACTGTTGCTGCTGCTGGCATACTGGAAAATCTACTTGTCCTTGTTGCTGTCATCAGAAATA
AGAATTTGCACTTGCCTATGTACTTCTTCATTTGTAGCTTGGCCATTTCAGACATGTTAGGCAGCTTGTACAAAACTC
TGGAGAACATCTTTATTATCTTGTGCAAAATGGGGTACCTGACACGTCGTGGGGACTTTGAGAAAAAGCTGGATGA
TGCCATGGATTCCATGTTCATTCTGTCTTTACTGGGGTCCATTTTCAGCTTGCTCGCTATTGCAGCAGACAGATATAT
CACTATCTTCTACGCTTTGCGGTACCATAATATAATGACGCTACAAAGGGCCTTGGTCATCTTGGCAATCATTTGGA
CATTCTGTGCTGGCAGTAGCATTGCCATTGCCCTCTTCTCCCACGAAGTAGCTACAGTTATTCCCTTCACCATCCTGT
TCCCTTTAATGATGATTTTTATACTGTGCCTCTATATCCATATGTTCCTCCTAGCTCGATCTCATGCTAAAAAGATTG
CCTCACTGCCAACCAGTGCAGTCCATCAGAGAACTAACATGAAAGGAGCCATTACACTGACTATTTTCCTTGGAGTC
TTCCTTTGCTGTTGGGCCCCCTTTGTTCTTCACATCCTTTTAGCAAGGTTTTGCCCACACAACCCTTACTGTGCCTGCT
ACATGTCCATTTTCCATGTGAATGGGACCCTCATAATGTGCAATGCAATCATCGATCCCATGATTTTTGCATTCCGA
AGCCCAGAATTACGGAGTACATTTAAGAAGATGTTCTGCTGTGCCAGGTATAACTGGAACTGGTGGAAACTAAATG
AAGGTGAATATTACAGAAGCACACCCATGCAACATCATTTTGCAGAGTTAAAAATACTAACCCAAAATGATACTAC
ACTTGCAGGAAACTGCCGGTGATTTTCAGAGAGCTGTAAAAGAATGAGCAAAGTATCCAGACAAGTCTTTGCCAGC
CAAACCTCCAGATATATTACTGATTAAGTTAATTCTGCTGATGATTTTCATGCAATAGTCTAAAAATAACTGCATCA
ACTATCTTTTATCATATCAGAAAAACTTAAATGTATATCTTCTGAAGCAAGCTTTGCATTCCCCCAGAGCTGAGTTA
ATGGCAACTCATTTTGTATCAGTAATTTCAATTTAAAATGTATATTACTTTAAAATTCTGTTGTTTAAATCACAAATA
AATGAATAATTATTTTAATACTTCACGTTTATATAAAAGTCTGTGATAAAGCAGAAAATATGAGCACGTGTTTGTAC
TTTGCTGGCAACTCTCACTCATTACTTTGTTCTTCAACATTGGGTCTCCTTAAAATCATGCCATTAGTAATAACTTTT
GGAACATGAGTCCAAGCAAAAGTATTTTGGTTTAAAAGCTATTTTCAGTGACTGAAGAGTTTTTCCCACTATAGAGA 
* MC2R-1    MC2R-2    MC2R-3    MC2R-4   MC2R-5 

ภาพ 13 ต  าแหน่งไพรเมอร์ท่ีใชเ้พิ่มปริมาณดีเอน็เอของยีน MC2R (AB009605.1) 
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ตาราง 2 ล าดบันิวคลีโอไทด์ของไพรเมอร์ท่ีใช ้ส าหรับเพิ่มปริมาณยนี MC2R ของไก่พื้นเมือง 
Primer Nucleotide Sequence size (bp) 

MC2R-1 
 

Forward:  5’-ATG TTC AAA TCA AAG GAAT TG-3’                      
Reverse:  5’-ATT TGA AAT ATC ACC TTT TG -3’ 

490 
 

MC2R-2 
 

Forward:  5’-CCG TGG AGC TTG GAG CAG-3’                  
Reverse:  5’-ACA GCA ACA AGG ACA AGT AG-3’ 

507 
 

MC2R-3 
 

Forward:  5’-TTT CAC TGT TGC TGC TGC TG-3’                 
Reverse:  5’-CAT ATG GAT ATA GAG GCA CAG-3’ 

496 
 

MC2R-4 
 

Forward:  5’-GCT ACA GTT ATT CCC TTC AC-3’                    
Reverse:  5’-ATG TTG CAT GGG TGT GCT TC-3’ 

450 
 

MC2R-5 
 

Forward:  5’-AGG TAT AAC TGG AAC TGG TG-3’                   
Reverse:  5’-TTG CCA TTA ACT CAG CTC TG-3’ 

344 
 

 
3.3.4 ปฏิกริิยาPolymerase Chain Reaction (PCR)  

สารละลายดีเอน็เอ (100 ng/µl) ของไก่พื้นเมือง ถูกใชเ้ป็น template ในปฏิกิริยา PCR เพื่อ
เพิ่มปริมาณดีเอ็นเอของยนี MC2R โดยใชคู้่ไพรเมอร์ดงัตาราง 2 และมีส่วนผสมของปฏิกิริยา 
ดงัต่อไปน้ี 

Template DNA (100 ng/µl)      1.00 µl 
  10X PCR buffer        2.00 µl 
  MC2R - forward primer (10 pmol/µl)     0.40   µl 
  MC2R - 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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ส าหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
 

รอบท่ี 1  Denaturation:  94 °C     4 นาที 
รอบท่ี 2  Denaturation:   94 °C   30 วนิาที  

   Annealing:  52-58 °C  30 วนิาที         จ  านวน 42 รอบ       
   Extension:  72 °C       2 นาที 

รอบท่ี 3  Final extension:   72 °C      5 นาที 
 

 ตรวจสอบผลผลิต PCR บน polyacrylamide gel electrophoresis ท่ีความเขม้ขน้ 6% และ
ส่องภายใตแ้สง ultraviolet  
 
3.3.5 การค้นหาความผนัแปรของล าดับนิวคลีโอไทด์บนยีน MC2R ด้วยเทคนิค single stranded 

conformation polymorphism (SSCP) 
การตรวจสอบความผนัแปรทางพนัธุกรรมของยีน MC2R ดว้ยเทคนิค SSCP มีขั้นตอนดงัน้ี 

ผลผลิต PCR ของยนี MC2R ทั้ง 5 คู่ไพรเมอร์ จ านวน 2 µl ถูกผสมกบั SSCP loading buffer จ  านวน      
8 µl และน าไป denature ท่ีอุณหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นแช่ในน ้าแขง็ทนัทีเพื่อรักษา
สภาพของดีเอน็เอท่ีเป็นสายเด่ียว (single-stranded DNA) จากนั้นน าส่วนผสมดงักล่าวจ านวน 8 µl 
load บน non-denaturing gel electrophoresis (ความเขม้ขน้ 10%) ท่ีควบคุมอุณหภูมิ 10°C และ
กระแสไฟฟ้า 120 V และ 400 mA เป็นเวลานาน 3 ชัว่โมง (ภาพ 14) จากนั้นยอ้มสีดว้ยวธีิ silver 
staining (ภาพ 15) โดยแช่ gel ในสารละลายกรดอะซิติกท่ีมีความเขม้ขน้ 10% จ านวน 300 ml นาน 
10 นาที และแช่ในกรดไนตริกท่ีมีความเขม้ขน้ 1% จ านวน 300 ml นาน 10 นาที ลา้งแผน่ gel ดว้ย 
deionized water 3 คร้ัง ก่อนแช่ดว้ยสารละลาย silver nitrate ท่ีความเขม้ขน้ 0.1% จ านวน    300 ml 
(ซ่ึงถูกผสมดว้ย formaldehyde เขม้ขน้ 37% จ านวน 450 µl) นาน 30 นาที หลงัจากนั้นลา้ง
สารละลาย silver nitrate ดว้ย deionized water (DI-water) 2 คร้ัง และลา้งดว้ยสารละลาย sodium 
bicarbonate เขม้ขน้ 3%  (ซ่ึงถูกผสมดว้ย formaldehyde เขม้ขน้ 37% จ านวน 260 µl) ท่ีเจือจางดว้ย 
DI-water ในอตัราส่วน 1:2 จ านวน 2 คร้ัง หลงัจากนั้นแช่ในสารละลาย sodium bicarbonate เขม้ขน้ 
3% จนกระทัง่สังเกตเห็นแถบดีเอน็เอปรากฏ หยดุปฏิกิริยาดว้ยสารละลายกรดอะซิติกท่ีมีความ
เขม้ขน้ 10% และลา้งดว้ย DI-water 3 คร้ังก่อนน าไปท าใหแ้หง้ดว้ยเคร่ือง gel dryer 
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ภาพ 14 การตรวจสอบรูปแบบ SSCP ของยนี MC2R ดว้ย non-denaturing polyacrylamide gel 

electrophoresis ท่ีควบคุมอุณหภูมิท่ี 10 ºC กระแสไฟฟ้า 120 V, 400 mA และ 3 hr 
 
 
 

 
ภาพ 15 การยอ้มแถบดีเอ็นเอ ดว้ยวธีิ silver stained 
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3.3.6 การวเิคราะห์ล าดับนิวคลโีอไทด์ (sequencing analysis) 
ผลจากการคน้หาเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอ็นเอบนยนี MC2R ดว้ยเทคนิด SSCP แถบดีเอน็เอ

ของ SSCP ท่ีแตกต่างถูกน ามาวเิคราะห์ล าดบันิวคลีโอไทด์ ดว้ยเคร่ือง CEQ 8000 Automated 
Sequencer (Beckman Coulter) โดยมีขั้นตอนดงัน้ี 

 
3.3.6.1 การโคลน MC2R fragments 
1) แถบดีเอ็นเอของยนี MC2R ท่ีมีรูปแบบ SSCP แตกต่างกนั ถูกน ามาเช่ือมต่อเขา้กบัเวคเตอร์ 

pGEM®-T easy vector (Promega) โดยมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดงัน้ี 
 

PCR product    1.5  µl 
2X ligation buffer   2.5 µl 
pGEM®-T vector (Promega)  0.5  µl 

 T4 DNA ligase    0.5  µl 
 ปริมาตรรวม    5.0 µl 
 

2) บ่มสารละลายท่ีท าการผสมในขอ้ 1 ไวท่ี้อุณหภูมิ 4°C ขา้มคืน 
3) ส่วนผสมของ recombinant vector ท่ีไดถู้กน าไปท าทรานสฟอร์เมชัน่ (transformation) โดย

ใช ้ competent cell (Escherichia coli, DH5α) ดว้ยวธีิ heat shock เร่ิมจากการผสมผลผลิต
ของปฏิกิริยา Ligation จ านวน 5 µl เขา้กบั competent cells จ  านวน 50 µl และน าไปแช่ใน
น ้าแขง็นาน 30 นาที น าส่วนผสมดงักล่าวไปแช่ในน ้าอุ่นท่ีมีอุณหภูมิ 42°C นาน 90 วินาที 
และน ากลบัไปแช่ในน ้าแขง็ต่ออีก 2 นาที หลงัจากนั้นเติม LB-broth จ านวน 500 µl และ
น าไปเขยา่ท่ีความเร็ว 200 rpm อุณหภูมิ 37°C นาน 120 นาที น าส่วนผสมแบคทีเรียจ านวน 
200 µl ไป spread ลงบนอาหารเล้ียงเช้ือ LB-Agar ท่ีผสม ampicillin, X-Gal และ IPTG 
จ านวน 20 µl (ความเขม้ขน้ 10 mg/ml) หลงัจากนั้นน าไปบ่มในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 37°C 
ขา้มคืน 

4) เลือกโคโลนีท่ีมีสีขาวจ านวน 3 โคลน และโคโลนีท่ีมีสีน ้าเงินจ านวน 1 โคลน ลงใน 1X 
PCR buffer จ  านวน 40 µl และ LB-broth จ านวน 500 µl (ท่ีมี ampicillin 10 mg/ml) โดยท่ี
ส่วนผสมแบคทีเรียใน 1X PCR buffer ถูกน าไปตม้ท่ี 95°C นาน 15 นาที เพื่อใชเ้ป็น 
template ส าหรับตรวจหาโคลนท่ีมีช้ินส่วนของยนี MC2R ท่ีเช่ือมต่อกบั vector ส่วน
แบคทีเรียใน LB-broth ถูกน าไปเขยา่ท่ีอุณหภูมิ 37°C นาน 3 ชัว่โมง จากนั้นเก็บท่ี -80°C 
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โดยการเติม Glycerol:LB-broth (1:1) จ านวน 500 µl ซ่ึงเป็นสารป้องกนัการแขง็ตวัของ
เซลล ์เพื่อรอน าไปสกดัพลาสมิดดีเอ็นเอ (plasmid DNA) ต่อไป 

5) ตรวจสอบโคลนท่ีมีช้ินส่วนของยนี MC2R ซ่ึงถูกเช่ือมเขา้กบั vector ดว้ยปฏิกิริยา PCR 
โดยใชไ้พรเมอร์ M13 (Forward: 5’-TTGTAAAACGACGGCCAGT-3’ และ  Reverse:   
5’-CAGGAAACAGCTATGACC-3’) ซ่ึงมีส่วนผสมของปฏิกิริยาดงัน้ี 

 
Bacterial suspension     10.00 µl 

 10X PCR buffer         1.00 µl 
  M13 - forward primer (10 pmol/µl)     0.40   µl 
  M13 - 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)     0.05 µl 
  dH2O         6.45 µl 

ปริมาตรรวม      20.00 µl 
 

ส าหรับโปรแกรมควบคุมอุณหภูมิของปฏิกิริยา PCR มีรายละเอียดดงัต่อไปน้ี 
รอบท่ี 1  Denaturation:  94 °C     3 นาที 
รอบท่ี 2  Denaturation:   94 °C   30 วนิาที  

   Annealing:  58 °C   30 วนิาที         จ  านวน 35 รอบ       
   Extension:  72 °C       1 นาที 

รอบท่ี 3  Final extension:   72 °C      5 นาที 
 
6) ตรวจสอบผลผลิต PCR บน polyacrylamide gel electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ 6% 

ภายใตแ้สง ultraviolet 
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3.3.6.2 การสกดัสกดัพลาสมิดดีเอน็เอ (Plasmid DNA) 
โคลนแบคทีเรียท่ีมี recombinant vector ถูกน าไปเพิ่มปริมาณใหมี้จ านวนมากพอเพื่อใช้

ส าหรับสกดัสกดัพลาสมิดดีเอน็เอ (Plasmid DNA) โดยใช ้ QIAprep® Miniprep Kit ซ่ึงมี
ขั้นตอนดงัน้ี 
1) เซลลแ์บคทีเรียจ านวน 5 ml ถูกน าไปป่ันท่ีความเร็ว 5,000 rpm นาน 10 นาที และเทอาหาร

เล้ียงเช้ือทิ้ง 
2) ละลายตะกอนแบคทีเรียใน resuspension solution จ านวน 200 µl ผสมใหเ้ขา้กนั 
3) เติม lysis solution จ านวน 200 µl เพื่อท าใหผ้นงัเซลลแ์ตก พลิกหลอดกลบัไปมา 8-10 คร้ัง 

ใหส่้วนผสมใส และเหนียวหนืด  
4) บ่มส่วนผสมท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 2 นาที และเติม neutralization buffer จ  านวน 350 µl     

ลงไปในส่วนผสมและเขยา่ใหเ้ขา้กนัอยา่งชา้ๆ จนกวา่สารละลายกลายเป็นสีขุ่น และ
ตกตะกอนเป็นปุยกอ้นสีขาว 

5) ป่ันท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 5 นาที ดูดสารละลายส่วนใสใส่ในชุด QIAprep® Miniprep 
binding column และป่ันท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที เทสารละลายท่ีผา่น column 
ทิ้ง  

6) เติม wash solution จ านวน 700 µl ลงใน column และป่ันท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน        
1 นาที  เทสารละลายท่ีผา่น column ทิ้ง  

7) ป่ันชุด GenElute miniprep binding column เป็นเวลา 2 นาที เพื่อให ้column แหง้ 
8) ยา้ย column ใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml อนัใหม่ เติม elution buffer จ  านวน       

25-30 µl ป่ันท่ีความเร็ว 12,000 rpm นาน 1 นาที 
9) ตรวจสอบคุณภาพดีเอ็นเอ โดยใช ้spectrophotometer และ agarose gel electrophoresis 

 
3.3.6.3 วเิคราะห์ล าดับนิวคลีโอไทด์ (Sequence Analysis) 

สกดัพลาสมิดดีเอน็เอ (Plasmid DNA) ท่ีไดจ้ากขอ้ 3.3.6.2 ถูกน าไปวเิคราะห์ล าดบั         
นิวคลีโอไทดด์ว้ยเคร่ือง automate sequencer โดยใช ้GenomeLab™ DTCS Quick Start Kit for 
Dye Terminator Cycle Sequencing (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) ซ่ึงมีปฏิกิริยาดงัน้ี  
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  สารละลาย Plasmid DNA  (40 ng/µl)     3.00 µl 
  DTCS Mix        2.00 µl 
  M13-forward Primer (1.6 pmol)      1.00 µl 
  dH2O         4.00 µl 

ปริมาตรรวม      10.00 µl 
 

โปรแกรมของปฏิกิริยา PCR ประกอบดว้ย 
   

รอบท่ี 1  Denaturation:  94 °C     3 นาที 
รอบท่ี 2  Denaturation:   94 °C   30 วนิาที  

   Annealing:  58 °C   30 วนิาที         จ  านวน 30 รอบ       
   Extension:  72 °C       4 นาที 

 
ผลผลิต PCR ถูกน าไปตกตะกอนดว้ยเอธานอล ก่อนน าเขา้เคร่ืองวเิคราะห์ล าดบั นิวคลีโอไทด์ 
CEQ 8000 Genetic Analysis System (Beckman Coulter, Fullerton, CA, USA) ซ่ึงมีขั้นตอน
ดงัน้ี  
1) ผลผลิต PCR ถูกเติม stop solution จ านวน 5 µl ซ่ึงประกอบดว้ย 3M sodium acetate      

(pH 5.2) ปริมาตร 2 µl, 100mM Na2-EDTA (pH 8.0) จ านวน 2 µl และ Glycogen จ านวน 1 
µl ผสมใหเ้ขา้กนั 

2) ลา้งผลผลิต PCR ดว้ยเอธานอล (95%) 60 µl จ านวน 2 คร้ัง โดยป่ันท่ีความเร็ว 12,000 rpm 
อุณหภูมิ 4°C นาน 2 นาที 

3) ตากตะกอนใหแ้หง้ และเจือจางดว้ย Sample Loading Solution (SLS) จ านวน 40 µl  และ
น าเขา้เคร่ืองอ่านผลล าดบันิวคลีโอไทด์ 

4) ล าดบันิวคลีโอไทดข์องยนี MC2R ถูกน าไปเปรียบเทียบความแตกต่างของล าดบันิวคลีโอไทด์
เพื่อหาต าแหน่งของ single nucleotide polymorphisms (SNPs) ดว้ยโปรแกรม BLAST 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) 
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3.3.7 การพฒันาเคร่ืองหมายโมเลกุลดีเอน็เออย่างง่าย 
  จากขอ้มูลล าดบันิวคลีโอไทดไ์ดเ้ลือก Restriction Enzyme ท่ีจ  าเพาะต่อ SNPs ของแต่ละ 
fragment คือเอนไซมต์ดัจ าเพาะ AluI และ MspI ซ่ึงมีจุดตดัจ าเพาะต่อ SNPs บน fragment ของยนี 
MC2R-5 โดยมีปฏิกิริยาดงัน้ี 
 
 3.3.7.1 การตรวจสอบความผันแปรของ SNPs ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ AluI (AG  CT) 
   
  PCR product     10.00 µl 

Alu I (10 U/µl)       0.05 µl 
  10X buffer Tango™ with BSA     2.00 µl 
  dH2O        7.95 µl 
  ปริมาตรรวม     20.00 µl 
 
 
 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C ขา้มคืน แยกขนาดของแถบ DNA บน native polyacrylamide gel 
electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ 6% ดว้ยกระแสไฟฟ้า 120 V เป็นเวลา 50 นาที และยอ้มแถบดีเอน็
เอดว้ยวธีิ silver staining 
 

3.3.7.2 การตรวจสอบความผันแปรของ SNPs ด้วยเอนไซม์ตัดจ าเพาะ MspI (CCGG) 
  PCR product     10.00 µl 

LweI (10 U/µl)       0.05 µl 
  10X buffer Tango™ with BSA     2.00 µl 
  dH2O        7.95 µl 
  ปริมาตรรวม     20.00 µl 
 
 บ่มท่ีอุณหภูมิ 37°C ขา้มคืน แยกขนาดของแถบดีเอน็เอ บน native polyacrylamide gel 
electrophoresis ท่ีมีความเขม้ขน้ 6% ดว้ยกระแสไฟฟ้า 120 V เป็นเวลา 50 นาที และยอ้มแถบ DNA 
ดว้ยวธีิ silver staining 
 

▲ 
 ▼ 

 ▼  

▲ 
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3.3.8 การวเิคราะห์ทางสถิติ 
การวเิคราะห์ความถ่ีของจีโนไทป์และความถ่ีอลัลีลของยนี MC2R  
 

  ความถ่ีของจีโนไทป์ = จ านวนสัตวท่ี์มีจีโนไทป์นั้น / จ  านวนสัตวท์ั้งหมด 
ความถ่ีอลัลีล (A หรือ a) = จ านวนอลัลีล A หรือ a / จ  านวนอลัลีลทั้งหมด 

 
การวเิคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่ง SNPs บนยนี MC2R กบัลกัษณะทางการผลิตในไก่

พื้นเมืองประกอบดว้ย น ้าหนกัตวัตั้งแต่แรกเกิดจนถึงอาย ุ 24 สัปดาห์ ความกวา้งหนา้อก และความ
ยาวแขง้ท่ีอาย ุ 8-24 สัปดาห์ ดว้ยการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช ้ General Linear Model ดว้ย SPSS 
software package  
 

Yijkl = μ + Ai x Bj + Sk + YSl + eijkl 
 

โดยท่ี 
Yijkl คือ ลกัษณะสมรรถภาพการผลิต 
µ คือ ค่าเฉล่ียของลกัษณะท่ีการศึกษา 
Ai คือ fixed effect ของเคร่ืองหมายโมเลกุล MspI 
Bj คือ fixed effect ของเคร่ืองหมายโมเลกุล AluI  
Sk  คือ fixed effect ของเพศ 
YSl  คือ fixed effect ของฤดูกาล  
eijkl คือ  error 
 


