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บทคจัดยต่อ

การสรร้างตจัวพายยีนทยีที่เอออื้อตต่อการแสดงออกของโปรตยีนสสาหรจับใชร้ในเซลลล์ของสจัตวล์เศรษฐกวิจ
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วพัตถบุประสงคษ์ของการทดลองนยีน คพอพพัฒนาตพัวพายยีนทยีที่เอพนอตหอการแสดงออกของโปรตยีนสสาหรพับใชผู้ใน
เซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจโดยใชผู้โปรโมเตอรษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนควบคบุมการแสดงออกของยยีนเปผู้า
หมาย โครงสรผู้างของตพัวพายยีนสสาหรพับโคประกอบดผู้วย 5' arm จสานวน 6,386 คผหเบส, neo cassette

จสานวน 1,657 คผหเบส, 3' arm จสานวน 5,663 คผหเบส, และ tk cassette จสานวน 2,800 คผหเบส ตพัวพายยีน
สสาหรพับใชผู้ในสบุกรประกอบดผู้วยนวิวคลยีโอไทดษ์เบสจสานวน 21,276 คผหเบสโดยมยี 5' arm จากโปรโมเตอรษ์
ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนจากสบุกรจสานวน 6.3 kb และ 3' arm จสานวน 6.6 kb ใชผู้ดยีเออ็นเอทยีที่เปอ็นรหพัส
ควบคบุมการสรผู้างโปรตยีนของยยีน EPO และ GCSF เปอ็นยยีนเปผู้าหมาย ตพัวพายยีนทยีที่พพัฒนาขรึนนนยีนสามารถนสา
ไปใชผู้ในการถหายยยีนในเซลลษ์ของสพัตวษ์เลยีนยงลผกดผู้วยนมเพพที่อผลวิตโปรตยีนมผลคหาสผง

คสาสสาคจัญ : ตพัวพายยีนทยีที่เอพนอตหอการแสดงออกของโปรตยีน, เซลลษ์ของสพัตวษ์เลยีนยงลผกดผู้วยนม, การถหายยยีน 
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Abstract

Construction of expression vectors for livestock

Pattanapong Thadtha1, Somjit Thanomwongwattana1, Chanai Noysang2, and Suriya
Sawanon3

1Animal Science Division, Faculty of Agricultural Technology, Rajamangala University
of Technology Thanyaburi

2Thai Traditional Medicine College, Rajamangala University of Technology Thanyaburi

3Animal Science Department, Kasetsart University Kamphaengsaen Campus 

The aim of  this  study was to  construct  the gene  targeting vector  for  using in  farm
animals. The gene construct for cattle contains 6,386 bp of αS1 casein promoter, 1,657 bp
of neo cassette, 5,663 bp of 3' arm, and 2,800 bp of tk cassette. The DNA construct of
swine contains 21,276 bp which has 6.3 kb of 5' arm and 6.6 kb of 3' arm derived from
porcine αS1 casein. The coding region of EPO and GCSF genes was used as target genes.
The expression of these genes is regulated by αS1 casein promoter. These gene constructs
may be useful in gene transfer into mammalian cells using electroporation and transfection
techniques.  

Keywords : expression vectors, mammalian cells, gene transfer
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บทนสา

เทคโนโลยยีชยีวภาพสมพัยใหมหคพอความสามารถในการเคลพที่อนยผู้ายยยีนหรพอชวินนสห วนดยีเออ็น (DNA

fragment) ไปมาระหวหางเซลลษ์โดยอาศพัยตพัวพายยีนทยีที่เรยียกวหาเวคเตอรษ์ (vector) ในการทสารยีคอมบวิแนนตษ์
ดยีเออ็นเอ (recombinant DNA) นพันนจสาเปอ็นจะตผู้องมยีสหวนประกอบทยีที่สสาคพัญดพังนยีน  ชวินนสหวนของดยีเออ็นเอหรพอ
ยยีนทยีที่ เราตผู้องการโคลน (gene or DNA fragment), เวคเตอรษ์หรพอตพัวพายยีน , เอนไซมษ์ตพัดจสา เพาะ
(restriction endonuclease), เอนไซมษ์ดยีเออ็นเอไลเกซ (DNA ligase) และเซลลษ์เจผู้าบผู้าน (host cell) ขพันน
ตอนในการทสายยีนโคลนนวิง (gene cloning) มยีดพังตหอไปนยีน  1)การเตรยียมชวินนสหวนดยีเออ็นเอหรพอยยีนทยีที่เราสนใจ
2)การเตรยียมเวคเตอรษ์หรพอตพัวพายยีน 3)การเชพที่อมดยีเออ็นเขผู้ากพับตพัวพายยีน 4)การนสาเวคเตอรษ์เขผู้าสผห เซลลษ์เจผู้าบผู้าน
และ 5)การตรวจหาเซลลษ์เจผู้าบผู้านทยีที่มยีเวคเตอรษ์ทยีที่เราโคลนเขผู้าไป เทคนวิคดพังกลหาวเปอ็นพพนนฐานทยีที่สสาคพัญตหอ
ความกผู้าวหนผู้าทางดผู้านเทคโนโลยยีชยีวภาพและมยีการนสาไปใชผู้ในการพพัฒนาทางดผู้านการเกษตร ทางดผู้านการ
แพทยษ์ทพันงในตหางประเทศและในประเทศไทย 

ในทางดผู้านการผลวิตสพัตวษ์มยีการนสาเทคนวิคพพันธบุววิศวกรรมไปใชผู้ในการศรึกษายยีนทยีที่เก ยีที่ยวขผู้องกพับลพัษณะ
เศรษฐกวิจในสพัตวษ์ (ชหอทวิพ และคณะ, 2547; Ibeagha-Awemu et al., 2007) การศรึกษาผลของความ
หลากหลายในระดพับดยีเออ็นเอตหอลพักษณะการใหผู้ผลผลวิตสพัตวษ์ (Bovenhuis et al., 1992; Martin et al.,

2002; Prinzenberg et al., 2003; Chessa et al., 2007) การตรวจสอบผลผลวิตจากสพัตวษ์ และการตรวจ
ววินวิจฉพัยโรคในสพัตวษ์ นอกจากนยีน ยพังนสาไปใชผู้ในการผลวิตสพัตวษ์ดพัดแปลงพพันธบุกรรมดผู้วยเทคนวิคการถหายยยีน
(Dyck et al., 2003; Paterson et  al., 2003; Rogers et al., 2008)  

การถหายยยีน (gene transfer) เปอ็นเทคนวิคในการนสาดยีเออ็นเอจากภายนอกรหางกายหรพอดยีเออ็นจากแหลหงอพที่น
(foreign genes) เขผู้าไปในเซลลษ์เปผู้าหมายโดยมยีจบุดประสงคษ์ทยีที่จะใหผู้มยีการแสดงออกของยยีน (gene

expression) เฉพาะในเซลลษ์หรพอในอวพัยวะเปผู้าหมายนพันน (ปราณยีต 2003; Houdebine, 2002) เทคนวิค
ทางดผู้านการถหายยยีนนยีนสามารถนสาไปประยบุกตษ์ใชผู้ในทางการแพทยษ์ เชหน การทสายยีนบสาบพัด (gene therapy)

การผลวิตรยีคอมบวิแนนโปรตยีนในแบคทยีเรยียหรพอในเซลลษ์ของสพัตวษ์เลยีน ยงลผกดผู้วยนม (recombinant human

proteins) การผลวิตโปรตยีนเพพที่อการรพักษา (human therapeutic proteins) (Kues and Niemann.

2004; Thomson and McWhir, 2004) และในทางการเกษตร ไดผู้แกห การผลวิตพพชจยีเออ็มโอ การสรผู้าง
เวคเตอรษ์สสาหรพับผลวิตสพัตวษ์ดพัดแปลงพพันธบุกรรม (transgenic farm animals) การผลวิตโปรตยีนทยีที่สสาคพัญ
ทางการแพทยษ์ของคนในนสนานมของสพัตวษ์เลยีน ยงลผกดผู้วยนม (bioreactors) (Bulfield, 2000; Wheeler,

2003; Kues and Niemann. 2004) เปอ็นตผู้น โดยความสสาเรอ็จในการถหายยยีนนพันนขรึนนอยผหกพับหลาย ๆ ปพัจจพัย
เชหน เวคเตอรษ์ทยีที่ใชผู้ในการนสายยีนเขผู้าสผห เซลลษ์ (vectors) ยยีนทยีที่ใชผู้และระดพับของการแสดงออก (gene and its
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expression level) เซลลษ์เปผู้าหมาย (target cells) ววิธยีการในการถหายยยีน (gene transfer methods) และ
วพัตถบุประสงคษ์ในการนสาไปประยบุกตษ์ใชผู้ (Jo and Tabata, 2008)

ววิธยีการในการนสาสหงยยีนเขผู้าไปในเซลลษ์เปผู้าหมายนพันนสามารถแบหงออกไดผู้เปอ็น ววิธยีทางกายภาพ (physical

methods) กพับววิธยีทางเคมยี (chemical methods) ตพัวอยหางของววิธยีการทางกายภาพไดผู้แกห ไมโครอวินเจคชพัน
(microinjection) และ อวิ เลอ็กโทรพอเรชพัน (electroporation) (Jo and Tabata, 2008) ในขณะทยีที่
DEAE-Dextran, calcium phosphate และ cationic liposome-mediated transfection เปอ็นววิธยีทาง
เคมยี (ปราณยีต 2003) นอกจากนยีน ยพังมยีววิธยีการนสายยีนเขผู้าสผห เซลลษ์โดยอาศพัยไวรพัสเวคเตอรษ์ทยีที่ถผกดพัดแปลงใหผู้หมด
ความสามารถในการกหอโรคในคนหรพอสพัตวษ์แลผู้ว การใชผู้ไวรพัสเวคเตอรษ์มยีประสวิทธวิภาพในการนสาสหงยยีนสผง
กวหาววิธยีการอพที่น ๆ แตหมยีขผู้อจสากพัดในเรพที่องตสาแหนหงของยยีนทยีที่เขผู้าไปแบบสบุหมและความกพังวลในเรพที่องของความ
ปลอดภพัย (ปราณยีต 2003) อยหางไรกอ็ตามการเลพอกใชผู้ววิธยีการในการถหายยยีนนพันนมยีปพัจจพัยทยีที่ควรพวิจารณาดพังนยีน
ยยีนเปผู้าหมาย ระดพับของการแสดงออก และวพัตถบุประสงคษ์ของการนสาไปใชผู้ (Jo and Tabata, 2008)

เวคเตอรษ์หรพอตพัวพายยีนทยีที่นวิยมใชผู้ในเทคนวิคทางดผู้านรยีคอมบวิแนนดยีเออ็นเอนพัน นนสา มาจากพลาสมวิด
(plasmid), โครโมโซม (artificial chromosome) และ ไวรพัส (virus) เปอ็นตผู้น เพพที่อใหผู้สามารถนสาสหงยยีน
ไดผู้อยหางมยีประสวิทธวิภาพเวคเตอรษ์มยีสหวนประกอบทยีที่สสาคพัญคพอ จบุดเรวิที่ มตผู้นของการถหายแบบ (origin of

replication, ori) ตสา แหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสา เพาะสสา หรพับใชผู้ในการโคลนชวินนดยีเออ็นเอ (multiple

cloning site, MCS) และ ยยีนตผู้านทานยาปฎวิชยีวนะสสาหรพับใชผู้ในการคพัดเลพอก โดยเวคเตอรษ์แตหละชนวิดมยี
วพัตถบุประสงคษ์ในการนสาไปใชผู้แตกตหางกพัน ยกตพัวอยหางเชหน ใชผู้ในการทสาการตพัดตหอยยีน ใชผู้ในการแสดงออก
ของโปรตยีน ใชผู้ในการทสายยีนบสาบพัด ทพันงนยีน เทคนวิคการสรผู้างเวคเตอรษ์ไดผู้มยีการพพัฒนามาอยหางตหอเนพที่อง เรวิที่มตผู้น
จากการสรผู้างเวคเตอรษ์เพพที่อใชผู้ในการโคลนนวิงและเวคเตอรษ์สสาหรพับการแสดงออกของโปรตยีน เรอ็วนยีน  ๆ มยี
รายงานการสรผู้างเวคเตอรษ์ทยีที่สามารถแสดงออกโปรตยีนไดผู้หลาย ๆ ตพัว (multicistronic expression

vector) และมยีการนสาไปประยบุกตษ์ใชผู้ในหลาย ๆ ดผู้าน ยกตพัวอยหางเชหน การทรานเฟกเซลลษ์ตผู้นกสาเนวิดของคน
(Hasegawa et al., 2007), การทสายยีนบสาบพัด, และการรยีโปรแกรมมวิงเซลลษ์รห างกาย (Abujarour and

Ding, 2009, Carey et al., 2009) 

สสาหรพับเวคเตอรษ์เพพที่อการแสดงออกของโปรตยีนนพันนมยีทพันงสสาหรพับการแสดงออกในเซลลษ์ของยผคารวิโอต
และโปรคารวิโอตและมยีทพันงทยีที่สรผู้างมาจากพลาสมวิดและไวรพัส เวคเตอรษ์ทยีที่เอพนอตหอการแสดงออกของโปรตยีน
ในสพัตวษ์แบหงออกเปอ็น 2 ประเภทตามรผปแบบการเขผู้าไปในโครโมโซมคพอเวคเตอรษ์แบบ ทรานสยยีน ก พับ
เวคเตอรษ์ทยีที่นสาสหงสหงยยีนแบบกสาหนดเปผู้าหมาย เวคเตอรษ์แบบ transgene ประกอบดผู้วยโปรโมเตอรษ์ รหพัส
พพันธบุกรรมสสาหรพับสรผู้างโปรตยีน และดยีเออ็นเอสสาหรพับหยบุดกระบวนการถอดรหพัส โครงสรผู้างของเวคเตอรษ์
แบบ gene targeting vector คลผู้ายกพับเวคเตอรษ์แบบทรานสยยีน และมยีลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ของยยีนทยีที่เปอ็น
เปผู้าหมายเพวิที่มขรึนนมาเพพที่อใชผู้นสาสหงเขผู้าไปในโครโมโซมแบบกสาหนดตสาแหนหงไดผู้ (Cheah and Behringer,
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2001; Hall et al., 2009) ดพังนพันนการสรผู้างเวคเตอรษ์เพพที่อใชผู้ก พับเซลลษ์ของสพัตวษ์จะแตกตหางจากเวคเตอรษ์
ทางการคผู้าสสาหรพับแสดงออกของโปรตยีนทยีที่ใชผู้ก พันทพั ที่วไปในการววิจพัยทางดผู้านชยีวววิทยาโมเลกบุลซรึที่งเปอ็น
เวคเตอรษ์ทยีที่สรผู้างขรึนนมาเพพที่อศรึกษาการทสาหนผู้าทยีที่ของยยีน (gene function study) ทยีที่สามารถแสดงออกไดผู้ดยี
ในเซลลษ์ของแบคทยีเรยียและยยีสตษ์ ซรึที่งมยีระบบการถอดรหพัสและแปลรหพัสทยีที่ไมหซพับซผู้อน ทสาใหผู้ตพัวพายยีนเหลหานยีน
ไมหเหมาะสมทยีที่จะนสามาใชผู้ก พับเซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจ เชหน สบุกร และโค ซรึที่งเปอ็นสพัตวษ์เลยีน ยงลผกดผู้วยนมทยีที่มยี
ความซพับซผู้อนของระบบรหางกาย มยีการพพัฒนาของเซลลษ์ไปเปอ็นเนพนอเยพที่อตหาง ๆ ทยีที่ทสาหนผู้าทยีที่เฉพาะ เชหน เซลลษ์
เตผู้านม เซลลษ์ตพับ เซลลษ์หพัวใจ เปอ็นตผู้น โดยมยีการแสดงออกของยยีนทยีที่จสาเพาะเจาะจงและแตกตหางกพันไปใน
แตหละอวพัยวะ (differentially expressed genes) การสรผู้างเวคเตอรษ์สสาหรพับใชผู้ในเซลลษ์ของสพัตวษ์เลยีน ยงลผก
ดผู้วยนมจรึงจสา เปอ็นตผู้องมยีการสรผู้างและปรพับระบบการถอดรหพัสและแปลรหพัส (transcriptional

regulation) โดยเฉพาะโปรโมเตอรษ์ (transcription promoter) และทดสอบเวคเตอรษ์วหาใชผู้ไดผู้ผลใน
เซลลษ์หรพออวพัยวะเปผู้าหมายหรพอไมห 

เปอ็นทยีที่ยอมรพับกพันโดยทพั ที่วไปของความเปอ็นไปไดผู้ในการผลวิตรยีคอมบวิแนนตษ์โปรตยีนในตหอมนสนานมของ
สพัตวษ์เลยีน ยงลผกดผู้วยนม (Bulfield, 2000; Houdebine, 2002; Niemann and Kues, 2003; Wheeler,

2003; Kues and Niemann. 2004; Thomson and McWhir, 2004) เนพที่องจากสพัตวษ์เลยีน ยงลผกดผู้วยนม
สามารถผลวิตนสนานมไดผู้เปอ็นปรวิมาณมาก นอกจากนยีน โปรตยีนจากสพัตวษ์เลยีนยงลผกดผู้วยนมมยีกระบวนการหลพังการ
แปลรหพัส (post-translational modification) ทยีที่คลผู้ายกพับโปรตยีนของมนบุษยษ์ (Niemann and Kues,

2003) นสนานมของสพัตวษ์เลยีน ยงลผกดผู้วยนมประกอบดผู้วยโปรตยีนทยีที่สสาคพัญ 2 ชนวิดคพอ โปรตยีนหางนม (whey

proteins) กพับเคซยีนโปรตยีน (casein proteins) โดยพบเคซยีนโปรตยีนประมาณ 80 เปอรษ์เซนตษ์ของโปรตยีน
ทพันงหมดในนสนานม (Farrell et al., 2004) ทสาใหผู้การแสดงออกของยยีนเปผู้าหมายภายใตผู้การควบคบุมของยยีน
ตระกผลเคซยีนเปอ็นทยีที่นหาสนใจ ดพังนพันนงานววิจพัยนยีน ตผู้องการศรึกษาถรึงความเปอ็นไปไดผู้ในการสรผู้างเวคเตอรษ์ทยีที่เอพ นอ
ตหอการแสดงออกของโปรตยีนสสาหรพับสพัตวษ์เลยีนยงเศรษฐกวิจ โดยจะเลพอกใชผู้ pBluescript เวคเตอรษ์ซรึที่งเปอ็นทยีที่
นวิยมใชผู้กพันในการสรผู้างเวคเตอรษ์สสาหรพับทสายยีนทารษ์เกตตวิง (gene targeting vector) ในสพัตวษ์มาเปอ็นโครง
รหางของเวคเตอรษ์ (backbone vector) และจะใชผู้โปรโมเตอรษ์ของยยีนเคซยีนเปอ็นตพัวขพับเคลพที่อนการแสดงออก
ของยยีนเปผู้าหมาย

วพัตถบุประสงคษ์ของโครงการววิจพัย
1. ทสาการจพัดหาเวคเตอรษ์ทยีที่เหมาะสมสสาหรพับการแสดงออกในเซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจ
2. สรผู้างตพัวพายยีนทยีที่เอพนอตหอการแสดงออกของยยีนในสพัตวษ์เศรษฐกวิจ
3. ความเปอ็นไปไดผู้ในการนสายยีนเขผู้าสผหเซลลษ์รหางกาย (somatic cell) ของสบุกร
ประโยชนษ์ทยีที่คาดวหาจะไดผู้รพับ
 1. ไดผู้เวคเตอรษ์ทยีที่เหมาะสมสสาหรพับการแสดงออกในเซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจ
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 2. ไดผู้สรผู้างตพัวพายยีนทยีที่เอพนอตหอการแสดงออกของยยีนในสพัตวษ์เศรษฐกวิจ
 3. ทราบถรึงความเปอ็นไปไดผู้ในการนสายยีนเขผู้าสผห เซลลษ์รหางกาย (somatic cells) ของสบุกร
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ออปกรณล์และววิธยีดสาเนวินการววิจจัย

วจัสดอและสารเคมยี

วพัสดบุและสารเคมยีทยีที่ใชผู้ในการทดลองมยีดพังรายการตหอไปนยีน  
 1. เวคเตอรษ์โครงรหาง pBluescript II Phagemid Vector (pBluescript II KS+ phagemid kit, 

Agilent Technologies)

 2. พลาสมวิด pBigT (Addgene, 21270)

 3. หลอดเกอ็บตพัวอยหางเลพอด
 4. ชบุดควิทสกพัดจยีโนมวิกสษ์ดยีเออ็นเอ Gentra Puregene Blood Kit (Catalog # 158445, Qiagen)  

 5. ชบุดควิทสกพัดจยีโนมวิกสษ์ดยีเออ็นเอ PureLink Genomic DNA Mini Kit (Catalog # K1820-01, 

Invitrogen) 
 6. PCI (Catalog # P2069-100ML, Sigma)
 7. Ethanol
 8. Isopropanol
 9. TE buffer
 10. SDS 20% solution 
 11. RNase A
 12. Proteinase K 
 13. EDTA
 14. Tris base

 15. กรดบอรวิก
 16. กรดอะซวิตวิก
 17. NaOH
 18. Ethidium bromide 
 19. Agarose gel
 20. DNA polymerase
 21. Oligo nucleotides 
 22. T4 DNA Ligase
 23. Calf Intestinal Alkaline Phosphatase
 24. RBC TA Cloning Vector Kit (Catalog # RC001, RBC Bioscience) 
 25. HIT-DH5α super 10 (Catalog # RH619, RBC Bioscience) 
 26. HIT-JM109 high 10 (Catalog # RH718, RBC Bioscience)  
 27. SOC media
 28. HCl
 29. NaCl
 30. Ampicillin
 31. LB
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 32. X-gal-IPTG Ready Solution
 33. BD Bacto-Tryptone (Catalog # 211705, BD)
 34. Bacto-Yeast Extract (Catalog # 211705, BD)
 35. Bacto-Agar (Catalog # 214010, BD)
 36. Glycerol

การพจัฒนาเวคเตอรล์ทยีที่เหมาะสมสสาหรจับการแสดงออกในเซลลล์ของสจัตวล์เศรษฐกวิจ

เวคเตอรษ์โครงรหางทยีที่ใชผู้ในการทดลองนยีนคพอ pBluescript II Phagemid Vector (pBluescript II KS+

phagemid kit, Agilent Technologies) pBluescript เปอ็นเวคเตอรษ์ลผกผสมทยีที่เกวิดจากการรวมกพันระ
หวหางนวิวคลยีโอไทดษ์เบสของพลาสมวิดกพับแบคทยีเรยียฝาจ (ภาพทยีที่ 1 และ ภาคผนวกทยีที่ 1)

ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีน (CSN1S1) ของโคพพันธบุษ์ Hereford (Bos taurus) เขผู้า
ถรึ ง ไ ดผู้ จ า ก ฐ า น ขผู้ อ มผ ล UCSC  Genome  Browser  (Baylor  Btau_4.6.1/bosTau7.

http://genome.ucsc.edu) ยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนอยผหบนโครโมโซมหมายเลข 6 ทยีที่ตสาแหนหง 88242527 –

88256780) ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์แสดงในภาคผนวกทยีที่ 3 และ 7 

ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีน (CSN1S1) ของสบุกรไดผู้จากนวิวคลยีโอไทดษ์เลขทะเบยียน
EU213063 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) ยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนของสบุกรอยผ หบนโครโมโซม
หมายเลข 8 ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์แสดงในภาคผนวกทยีที่ 2 และ 6 

นวิวคลยีโอไทดษ์เบสของ neo cassette ไดผู้มาจากพลาสมวิด pBigT (Addgene, 21270) สหวนลสาดพับนวิว
คลยีโอไทดษ์ของ HSV-tk cassette ไดผู้มาจาก PGKneobpA ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ของ positive selection

cassette และ negative selection cassette แสดงในภาคผนวกทยีที่ 5 และ 8 ตามลสาดพับ
การววิเคราะหษ์ขผู้อมผลพพนนฐานของลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ใชผู้โปรแกรม Sequence Manipulation Suite

(http://www.ualberta.ca/~stothard/javascript/index.html)  การตพัดดผู้วย เอนไซมษ์ตพัดจสา เพาะใชผู้
โปรแกรม Webcutter 2.0 (http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/) การเปรยียบเทยียบลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์
ใชผู้โปรแกรม BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ออกแบบไพรษ์เมอรษ์และตรวจสอบ
ความจสาเพาะของไพรษ์เมอรษ์ดผู้วยโปรแกรม In-Silico PCR (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/) และ
Primer-BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)   

การเกก็บตจัวอยต่าง

เกอ็บตพัวอยหางเลพอดโคนมจากฟารษ์มโคนมลผกผสมพพันธบุษ์ขาวดสาในพพนนทยีที่จพังหวพัดสระบบุรยี เกอ็บตพัวอยหางเลพอด
ในหลอดทดลองทยีที่มยีสารปผู้องกพันการแขอ็งตพัวของเลพอด EDTA ทสาการสกพัดจยีโนมวิกสษ์ดยีเออ็นเอจากตพัวอยหาง
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เลพอดทยีที่ใหมห ในกรณยีทยีที่ไมหสามารถทสาไดผู้ทพันเกอ็บตพัวอยหางไวผู้ทยีที่อบุณหภผมวิ -80 องศาเซลเซยียส 

การสกจัดดยีเอก็นเอ

สกพัดดยีเออ็นเอจากตพัวอยหางเลพอดดผู้วยววิธยีมาตรฐาน Phenol-chloroform DNA extraction หรพอใชผู้ชบุด
ควิททางการคผู้าของบรวิษพัท ขพันนตอนการทสามยีดพังตหอไปนยีน  

การสกจัดจยีโนมวิกสล์ดร้วยชอดควิท PureLink Genomic DNA Mini Kit 

ดสาเนวินการตามคผหมพอของบรวิษพัทดพังตหอไปนยีน  
 1. นสาตพัวอยหางเลพอดปรวิมาณ 200 µl ใสหในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 

 2. เตวิม Proteinase K จสานวน 20 µl 

 3. เตวิม RNase A จสานวน 20 µl ผสมโดยการวอรษ์เทอ็ก บหมทยีที่อบุณหภผมวิหผู้อง (15–25 องศาเซลเซยียส)

นาน 2 นาทยี
 4. เตวิม Genomic Lysis/Binding Buffer จสานวน 200 µl ผสมโดยการวอรษ์เทอ็ก บหมทยีที่อบุณหภผมวิ 55

องศาเซลเซยียส นาน 10 นาทยี 
 5. เตวิมเอทานอล จสานวน 200 µl ผสมโดยการวอรษ์เทอ็กนาน 5 ววินาทยี
 6. ยผู้ายของเหลวจากขผู้อ 5 จสานวน 640 µl ลงใน PureLink Spin Column   

 7. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 10,000 g นาน 1 นาทยี ทยีที่อบุณหภผมวิหผู้อง เทของเหลวทวินง ยผู้าย Spin Column

ไปใสหลงใน PureLink Collection Tube  

 8. เตวิม Wash Buffer 1 จสานวน 500 µl 

 9. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่อบุณหภผมวิหผู้อง ความเรอ็ว 10,000 g นาน 1 นาทยี 
 10. ทวินง Collection Tube ยผู้าย Spin Column ใสหลงใน Collection Tube อพันใหมห  
 11. เตวิม Wash Buffer 2 จสานวน 500 µl 

 12. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่อบุณหภผมวิหผู้อง ความเรอ็ว 16,000 g นาน 3 นาทยี 
 13. ยผู้าย Spin Column ใสหลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 

 14. เตวิม Genomic Elution Buffer จสานวน 25 - 200 µl  

 15. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่อบุณหภผมวิหผู้อง ความเรอ็ว 16,000 g นาน 1 นาทยี
 16. จะไดผู้สารละลายดยีเออ็นเอ เกอ็บตพัวอยหางดยีเออ็นเอในหลอดทดลอง ทยีที่ –20 องศาเซลเซยียสสสาหรพับการ

เกอ็บระยะยาว
 17. วพัดความเขผู้มขผู้น DNA อพัตราสหวนของ A260/A280 > 1.8 
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การสกจัดจยีโนมวิกสล์ดร้วยชอดควิท Gentra Puregene Blood Kit 

ดสาเนวินการตามคผหมพอของบรวิษพัทดพังตหอไปนยีน  
 1. นสาตพัวอยหางเลพอดปรวิมาณ 300 µl ใสหในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml

 2. เตวิม RBC Lysis Solution จสานวน 900 µl ผสมโดยการกลพับหลอดไปมา 10 ครพัน ง บหมทยีที่อบุณหภผมวิ
หผู้อง นาน 1 – 3 นาทยี 

 3. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 16,000 g (~ ๑๒๐๐๐ rpm) นาน 20 ววินาทยี จะไดผู้ของเหลวและตะกอนแยก
จากกพัน ดผดของเหลวทวินงไป ระวพังอยหาใหผู้โดนตะกอน 

 4. ทสาการวอรษ์เทอ็กนาน 10 ววินาทยี เพพที่อทสาใหผู้ตะกอนละลาย
 5. เตวิม Cell Lysis Solution จสานวน 300 µl ผสมโดยการดผดสารละลายดผู้วยปวิเปต
 6. วอรษ์เทอ็กนาน 10 ววินาทยี ผสมจนเปอ็นสารละลายเนพนอเดยียวกพัน บหมทยีที่ 37 องศาเซลเซยียส จนไดผู้

สารละลายสยีใส 
 7. เตวิม RNase A Solution จสานวน 1.5 µl กลพับหลอดไปมา 25 ครพัน ง บหมทยีที่ 37 องศาเซลเซยียส นาน 

15 นาทยี
 8. บหมหลอดตพัวอยหางในนสนาแขอ็งนาน 1 นาทยี เพพที่อลดอบุณหภผมวิใหผู้ตสที่ากวหา 20 – 22 °C

 9. เตวิม Protein Precipitation Solution จสานวน 100 µl วอรษ์เทอ็กทยีที่ความแรงสผงสบุด นาน 20 ววินาทยี 
 10. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 16,000 g นาน 1 นาทยี 
 11. เตวิม isopropanol จสานวน 300 µl ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml

 12. ถหายของเหลวจากขผู้อ 10 ลงในหลอดทดลองทยีที่มยี isopropanol ระวพังอยหาดผดเอาตะกอนมาดผู้วย
ผสมโดยการกลพับหลอดไปมา 50 ครพัน ง จะมองเหอ็นดยีเออ็นเอเปอ็นเสผู้นสยีขาว

 13. เซนตรวิฟวิวทยีที่ความเรอ็ว 16,000 g นาน 1 นาทยี ไดผู้เพลเลตดยีเออ็นเอสยีขาวทยีที่ก ผู้นหลอด
 14. ถหายของเหลวทวินงไป ใหผู้เหลพอ pellet ดยีเออ็นเอไวผู้ ควสที่าหลอดบนกระดาษดผดความชพนน 
 15. เตวิม 70% ethanol จสานวน 300 µl กลพับหลอดไปมาเพพที่อลผู้าง DNA pellet จสานวน 50 ครพัน ง
 16. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 16,000 g นาน 1 นาทยี ไดผู้ตะกอนดยีเออ็นเอสยีขาวทยีที่ก ผู้นหลอด ใชผู้ปวิเปตถหาย

ของเหลวทวินง
 17. ตากตะกอนดยีเออ็นเอโดยควสที่าหลอดทดลองบนกระดาษดผดความชพนน นาน 5 นาทยี
 18. เตวิม DNA Hydration Solution จสานวน 100 µl (ในชหวง 25 - 100 µl ขรึนนอยผหกพับความเขผู้มขผู้น

ของ DNA ทยีที่สกพัดไดผู้) วอรษ์เทอ็กนาน 5 ววินาทยี 
 19. บหมสารละลายดยีเออ็นเอทยีที่ 65 องศาเซลเซยียส นาน 5 นาทยี (หรพออาจจะนาน 1 – 2 ชพัที่วโมง ในกรณยี

ดยีเออ็นเอละลายยาก) 

 20. บหมสารละลายดยีเออ็นเอทยีที่อบุณหภผมวิหผู้องขผู้ามคพน บนเครพที่องเขยหา
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 21. เกอ็บตพัวอยหางดยีเออ็นเอในหลอดทดลอง ทยีที่ –80 องศาเซลเซยียสสสาหรพับการเกอ็บระยะยาว
 22. วพัดความเขผู้มขผู้น DNA อพัตราสหวนของ A260/A280 จะอยผหในชหวง 1.7 ถรึง 1.9

พยีซยีอา

การเพวิที่มปรวิมาณสารพพันธบุกรรมในหลอดทดลองดผู้วยเทคนวิคพยีซยีอา สภาพของปฏวิกวิรวิยาแตกตหางกพันไป
ตามขนาดของชวินนดยีเออ็นเอทยีที่ตผู้องการเพวิที่มปรวิมาณ ขพันนตอนการดสาเนวินการมยีดพังตหอไปนยีน

 1. จยีโนมวิกสษ์ดยีเออ็นเอทยีที่ใชผู้ในการทสาพยีซยีอา
 2. ไพรษ์เมอรษ์ทยีที่ใชผู้ดพังตารางทยีที่ 2   

 3. องคษ์ประกอบของ PCR 

องคษ์ประกอบ ปรวิมาณ (µl) ความเขผู้มขผู้น

นสนากลพั ที่นบรวิสบุทธวิธ 30

Buffer 10 1X

dNTPs 1 200 µM

DNA polymerase 2 0.1u / µl

MgCl2 3 1500 µM 

Forward primer 1 1 µM

Reverse primer 1 1 µM

ดยีเออ็นเอ 2 50 ng / µl

  

 4. ปฏวิกวิรวิยาการเพวิที่มปรวิมาณสารพพันธบุกรรม 
ขพันนตอน อบุณหภผมวิ เวลา
1 95 C 5 นาทยี Initial denature

2 94 C 15 ววินาทยี 40 cycles

3 53 C 1 นาทยี
4 72 C 10 นาทยี
5 GO TO 2: 39X

6 72 C 10 นาทยี Final elongation

7 END
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 5. ตรวจสอบผลผลวิตของพยีซยีอาดผู้วยเทคนวิคการแยกสารพพันธบุกรรมดผู้วยกระแสไฟฟผู้า
 6. เตรยียมชวินนดยีเออ็นเอทยีที่ไดผู้โดยการแยกสกพัดจากเจลหรพอใชผู้ชบุดควิท เพพที่อใชผู้ในการโคลนลงในเวคเตอรษ์

ดพังนยีน  
 6.1. ตพัดดผู้วยเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะทยีที่ตผู้องการดพังนยีน

องคษ์ประกอบ ปรวิมาณ (µl)

นสนากลพั ที่นบรวิสบุทธวิธ 22.5

Buffer (10X) 5

BSA 2

DNA 20

เอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะ 0.5

 6.2. บหมทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C นาน 2 – 24 ชพัที่วโมง
 6.3. ตรวจสอบการตพัดดผู้วยเจลอวิเลอ็คโตรฟอเรซยีส
 6.4. ตพัดชวินนเจลใหผู้มยีขนาดเลอ็ก เตวิม Gel Extraction Buffer จสานวน 150 µl 

 6.5. บหมทยีที่ 60 องศาเซลเซยียส นาน 10 นาทยี  
 6.6. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 1 นาทยี 
 6.7. เตวิม Wash Buffer จสานวน 750 µl

 6.8. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 1 นาทยี 
 6.9. ยผู้าย Spin Column ใสหในหลอดทดลองใหมห ขนาด 1.5 ml 

 6.10. เซนตรวิฟวิวทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 3 นาทยี 
 6.11. ยผู้าย Spin Column ใสหในหลอดทดลองใหมห ขนาด 1.5 ml 

 6.12. เตวิม Elution Buffer จสานวน 20 – 30 µl  

 6.13. บหมทยีที่อบุณหภผมวิหผู้องนาน 4 นาทยี
 6.14. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 4 นาทยี 

การเตรยียมโคลนนวิงเวคเตอรล์

ใชผู้เวคเตอรษ์ pBluescript II Phagemid Vector ในการพพัฒนายยีนทารษ์เกตตวิงสสา หรพับใชผู้ในสพัตวษ์
เศรษฐกวิจ กหอนการเชพที่อมดยีเออ็นเอทสาการเตรยียมเวคเตอรษ์เพพที่อใหผู้พรผู้อมรพับชวินนดยีเออ็นเอ โดยมยีขพันนตอนดพังนยีน  

 1. สพัที่งซพนอเวคเตอรษ์จากบรวิษพัทในรผปแบบฟาจมวิดและแบคทยีเรยียเจผู้าบผู้าน เกอ็บ phagemid ทยีที่อบุณหภผมวิ -20
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องศาเซลเซยียส ในขณะทยีที่ bacterial strain เกอ็บทยีที่ -80 องศาเซลเซยียส
 2. ทสาการเพวิที่มปรวิมาณเวคเตอรษ์เพพที่อเกอ็บไวผู้โดยการทรานสฟอรษ์เมชพันเขผู้าไปในแบคทยีเรยียเจผู้าบผู้าน

 2.1. ใชผู้ฟาจมวิดเคเตอรษ์ปรวิมาณ 1 μl (1 μg/μl) เตวิมลงในแบคทยีเรยียเจผู้าบผู้านปรวิมาณ 50 µl

 2.2. บหมในนสนาแขอ็งนาน 30 นาทยี
 2.3. จบุหมหลอดลงในนสนารผู้อนทยีที่อบุณหภผมวิ 42 C นาน 90 ววินาทยี 
 2.4. บหมในนสนาแขอ็งนาน 5 นาทยี
 2.5. เตวิม SOC medium จสานวน 250 µl

 2.6. บหมในตผผู้เลยีนยงจบุลวินทรยียษ์ทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C นาน 1 ชพัที่วโมง พรผู้อมกพับเขยหาทยีที่ความเรอ็ว 180 rpm

 2.7. เลยีนยงเชพนอในจานอาหารเลยีนยงเชพนอขผู้ามคพน ในตผผู้เลยีนยงจบุลวินทรยียษ์ทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C

 2.8. เขยีที่ยเอาโคโลนยีจากจานอาหารเลยีนยงเชพนอใสหลงในอาหารเลยีนยงเชพนอเหลว จสานวน 3 ml ผสมโดย
การวอรษ์เทอ็ก

 2.9. เลยีนยงในตผผู้เลยีนยงจบุลวินทรยียษ์ทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C

 2.10. ยผู้ายจบุลวินทรยียษ์จสานวน 300 µl ใสหลงในหลอดทดลองทยีที่มยี 30% glycerol จสานวน 300 µl 

ปพัที่นเหวยีที่ยงอยหางรวดเรอ็ว 
 2.11. เกอ็บจบุลวินทรยียษ์ทยีที่อบุณหภผมวิ - 80 องศาเซลเซยียส

 3. การเตรยียมเวคเตอรษ์เพพที่อเชพที่อมกพับชวินนดยีเออ็นเอ (Ligation) 

 3.1. ตพัดดผู้วยเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะทยีที่ตผู้องการดพังนยีน
องคษ์ประกอบ ปรวิมาณ (µl)

นสนากลพั ที่นบรวิสบุทธวิธ 22.5

Buffer (10X) 5

BSA 2

DNA 20

เอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะ 0.5

 3.2. บหมทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C นาน 6 ชพัที่วโมง (6 – 24 ชพัที่วโมง)

 3.3. ตรวจสอบการตพัดดผู้วยเจลอวิเลอ็คโตรฟอเรซยีส
 3.4. เตวิมเอนไซมษ์ calf intestinal alkaline phosphatase (CIAP) จสานวน 1 µl 

 3.5. บหมทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C นาน 30 นาทยี
 3.6. ทสาเวคเตอรษ์ใหผู้บรวิสบุทธวิธ ดผู้วยการเตวิม Gel Extraction Buffer จสานวน 150 µl ลงใน

สารละลายเวคเตอรษ์จากขผู้อ 3.5 จสานวน 50 µl  
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 3.7. ปพัที่นเหวยีที่ยงตกตะกอนทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 1 นาทยี 
 3.8. เตวิม Wash Buffer จสานวน 750 µl

 3.9. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 1 นาทยี 
 3.10. ยผู้าย Spin Column ใสหในหลอดทดลองใหมห ขนาด 1.5 ml 

 3.11. เซนตรวิฟวิวทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 3 นาทยี 
 3.12. ยผู้าย Spin Column ใสหในหลอดทดลองใหมห ขนาด 1.5 ml 

 3.13. เตวิม Elution Buffer จสานวน 20 – 30 µl  

 3.14. บหมทยีที่อบุณหภผมวิหผู้องนาน 4 นาทยี
 3.15. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 4 นาทยี 

การไลเกชจัน

เชพที่อมชวินนดยีเออ็นเอเขผู้ากพับเวคเตอรษ์ดพังขพันนตอนตหอไปนยีน
 1. องคษ์ประกอบของปฏวิกวิรวิยาการเชพที่อมชวินนดยีเออ็นเอกพับเวคเตอรษ์

องคษ์ประกอบ ปรวิมาณ (µl)

นสนากลพั ที่นบรวิสบุทธวิธ 10

10X T4 DNA ligase 1

ชวินนดยีเออ็นเอ 6

เวคเตอรษ์ 2

เอนไซมษ์ DNA ligase 1

 2. บหมทยีที่อบุณหภผมวิ 16 องศาเซลเซยียส ขผู้ามคพน 

ทรานสฟอรล์เมชจัน

นสา recombinant DNA ทยีที่ไดผู้จากการไลเกชพันเขผู้าไปในเซลลษ์แบคทยีเรยียเจผู้าบผู้าน (E. coli) ดพังตหอไปนยีน  
 1. ใชผู้สารละลายทยีที่ไดผู้จากการเชพที่อมชวินนดยีเออ็นเอกพับเวคเตอรษ์ จสานวน 1 μl เตวิมลงในแบคทยีเรยียเจผู้าบผู้าน

ปรวิมาณ 50 µl

 2. บหมในนสนาแขอ็งนาน 30 นาทยี
 3. จบุหมหลอดลงในนสนารผู้อนทยีที่อบุณหภผมวิ 42 C นาน 90 ววินาทยี 
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 4. บหมในนสนาแขอ็งนาน 5 นาทยี
 5. เตวิม SOC medium จสานวน 250 µl

 6. บหมในตผผู้เลยีนยงจบุลวินทรยียษ์ทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C นาน 1 ชพัที่วโมง พรผู้อมกพับเขยหาทยีที่ความเรอ็ว 180 rpm

 7. เลยีนยงเชพนอในจานอาหารเลยีนยงเชพนอ Luria-Bertani ขผู้ามคพน ในตผผู้เลยีนยงจบุลวินทรยียษ์ทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C

การสกจัดพลาสมวิดดยีเอก็นเอ

ใชผู้โคโลนยีทยีที่เกวิดจากการทรานสฟอรษ์เมชพันในการสกพัดดยีเออ็นเอจากพลาสมวิด มยีขพันนตอนดพังตหอไปนยีน
 1. เขยีที่ยเอาโคโลนยีจากจานอาหารเลยีนยงเชพนอ LB ใสหลงในอาหารเลยีนยงเชพนอเหลว จสานวน 3 ml

 2. เลยีนยงในตผผู้เลยีนยงแบคทยีเรยียทยีที่อบุณหภผมวิ 37 C เขยหาทยีที่ความเรอ็ว 180 rpm

 3. ยผู้ายสารละลายจากขผู้อ 2 จสานวน 750 µl ใสหลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 ml 

 4. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 10 นาทยี ดผดของเหลวทวินงเกอ็บตะกอนของ
เซลลษ์แบคทยีเรยีย

 5. เตวิมบพัฟเฟอรษ์ จสานวน 250 µl ทสาใหผู้ตะกอนละลายโดยการใชผู้ปวิเปต
 6. เตวิม Lysis Buffer จสานวน 250 µl กลพับหลอดไปมา 6 ครพัน ง  
 7. เตวิม Neutralization Buffer จสานวน 350 µl ผสมโดยการกลพับหลอดไปมา 6 ครพัน ง
 8. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 4 C นาน 10 นาทยี
 9. ยผู้ายของเหลวลงใน Spin Column ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 1 

นาทยี เทของเหลวทวินง 
 10. เตวิม Wash Buffer จสานวน 750 µl 

 11. เซนตรวิฟวิวทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 1 นาทยี
 12. ยผู้าย Spin Column ไปยพังหลอดทดลองขนาด 1.5 ml เซนตรวิฟวิวทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm 

อบุณหภผมวิ 24 C นาน 3 นาทยี  
 13. ยผู้าย Spin Column ไปยพังหลอดทดลองขนาด 1.5 ml

 14. เตวิม Elution Buffer จสานวน 20 – 30 µl บหมทยีที่อบุณหภผมวิหผู้อง นาน 4 นาทยี 
 15. ปพัที่นเหวยีที่ยงทยีที่ความเรอ็ว 13,000 rpm อบุณหภผมวิ 24 C นาน 4 นาทยี
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ผลการววิจจัย

ทสาการออกแบบเวคเตอรษ์สสาหรพับใชผู้ในเซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจ โดยใชผู้โปรโมเตอรษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพัน
เคซยีนจากสบุกรและโคในการควบคบุมการแสดงออกของยยีนเปผู้าหมาย ในการทดลองนยีน เลพอกใชผู้เวคเตอรษ์พยีบลผ
สครวิป เปอ็นเวคเตอรษ์โครงรหาง ผลการพพัฒนาเวคเตอรษ์สสาหรพับใชผู้ในสพัตวษ์เศรษฐกวิจมยีดพังตหอไปนยีน

การออกแบบตจัวพายยีนทยีที่เอออื้อตต่อการแสดงออกของยยีนในสจัตวล์เศรษฐกวิจ

เวคเตอรษ์โครงรหางทยีที่ใชผู้ในการทดลองนยีนคพอ pBluescript II Phagemid Vector (pBluescript II KS+

phagemid kit, Agilent Technologies) pBluescript เปอ็นเวคเตอรษ์ลผกผสมทยีที่เกวิดจากการรวมกพันระ
หวหางนวิวคลยีโอไทดษ์เบสของพลาสมวิดกพับแบคทยีเรยียฝาจ ประกอบดผู้วยนวิวคลยีโอไทดษ์เบสจสานวน 2961 คผหเบส
(Accession # X52327) มยีโครงสรผู้างของจบุดก สาเนวิดของการสพังเคราะหษ์เบสของแบคทยีเรยีย (ตสาแหนหงของ
ลสาดพับเบส 1158 – 1825) ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะทยีที่ใชผู้ในการโคลนยยีน (ตสาแหนหงของลสาดพับเบส
653 – 760) และตสาแหนหงของยยีนตผู้านยาปฏวิชยีวนะสสาหรพับการคพัดเลพอก (ตสาแหนหงของลสาดพับเบส 1976 –

2833) แผนภาพแสดงโครงรหางของพยีบลผสครวิปเวคเตอรษ์ดพังภาพทยีที่ 1  
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ภาพทยีที่ 1. เวคเตอรษ์โครงรหาง pBluescript

ทยีที่มา : pBluescript II Phagemid Vectors, Agilent Technologies



ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะทยีที่ใชผู้ในการโคลนยยีนของเวคเตอรษ์ pBluescript (Multiple cloning

site, MCS) มยีตสาแหนหงอยผหทยีที่ลสาดพับเบส 653 – 760 เอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะเหลหานยีนชหวยในการโคลนชวินนดยีเออ็นเอ
ตหาง ๆ ลงในเวคเตอรษ์  pBluescript ไดผู้งห ายขรึน น ตสา แหนหงทยีที่นวิยมใชผู้ในการโคลนชวินนดยี เออ็นเอของ
pBluescript  คพอ  KpnI,  XhoI,  SalI,  HindIII,  EcoRV,  EcoRI,  PstI,  BamHI,  XbaI,  NotI,  SacI

(ตารางทยีที่ 1) 

ตารางทยีที่ 1. เอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะในตสาแหนหงการโคลนยยีนของเวคเตอรษ์ pBluescript

เอนไซมล์ตจัดจสาเพาะ ตสาแหนต่ง ตสาแหนต่งการตจัด
KpnI 759 GGTAC↓C

ApaI 753 GGGCC↓C

DraII 749 RG↓GNCCY

Eco0109I 749 RG↓GNCCY

XhoI 740 C↓TCGAG

SalI 734 G↓TCGAC

AccI 735 GT↓MKAC

HincII 736 GTY↓RAC

ClaI 726 AT↓CGAT

Bsp106I 726 AT↓CGAT

HindIII 719 A↓AGCTT

EcoRV 715 GAT↓ATC

EcoRI 707 G↓AATTC

PstI 705 CTGCA↓G

SmaI 697 CCC↓GGG

BamHI 689 G↓GATCC

SpeI 683 A↓CTAGT

XbaI 677 T↓CTAGA

NotI 670 GC↓GGCCGC

EagI 670 C↓GGCCG

SacII 664 CCGC↓GG

BstXI 665 CCANNNNN↓NTGG

SacI 657 GAGCT↓C

หมายเหตอ T แทน Thymine, Y แทน C หรพอ T, R แทน A หรพอ G, N แทนเบสทบุกตพัวทยีที่เปอ็นไปไดผู้, 
M แทน A หรพอ C, และ K แทน G หรพอ T
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การพจัฒนาเวคเตอรล์สสาหรจับใชร้ในโค

ยยีนตระกผลเคซยีน (casein gene family: CSN) ในโคอยผหบนโครโมโซมหมายเลข 6 ประกอบดผู้วยยยีน
เบตผู้าเคซยีน (β-casein, CSN2) อพัลฟาเคซยีน (αS1-casein, CSN1S1 และ αS2-casein, CSN1S2) และ
คพัปปผู้าเคซยีน (κ-casein, CSN3) เปอ็นรหพัสพพันธบุกรรมสสาหรพับการสรผู้างโปรตยีนเคซยีนในนสนานมของโค ใน
โคนมพบวหามยีโปรตยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนมากทยีที่สบุดประมาณ 13 มวิลลวิกรพัม/มวิลลวิลวิตรนสนานม (Koczan et

al., 1991) ดพังนพันนการใชผู้โปรโมเตอรษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนควบคบุมการแสดงออกของยยีนเปผู้าหมายจรึง
เปอ็นทยีที่นหาสนใจ พบวหายยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนมยีขนาด 14,254 คผหเบส ตสาแหนหงของนวิวคลยีโอไทดษ์เบสคพอ
88242527 – 88256780 ในการออกแบบเวคเตอรษ์เพพที่อนสาสหงยยีนเขผู้าสผห เซลลษ์สพัตวษ์ในครพัน งนยีน ใชผู้โปรโมเตอรษ์
ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนเปอ็นตพัวควบคบุมการแสดงออกของยยีนเปผู้าหมาย โครงสรผู้างของยยีนอพัลฟาเอสวพันเค
ซยีนในโคแสดงดพังภาพทยีที่ 2 

ลสา ดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ทยีที่ใชผู้ เปอ็น 5' homology arm ไดผู้มาจากยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนของโคพพันธบุษ์
Hereford (Bos taurus) ในฐานขผู้อมผล UCSC Genome Browser (Baylor Btau_4.6.1/bosTau7.

http://genome.ucsc.edu)  ขนาดของชวิน นดยี เออ็น เอทยีที่ ใชผู้ เทห ากพับ  6,386 คผห เบส (chr6: 88236141 –

88242526) ประกอบดผู้วยอะดยีนยีนเบสจสานวน 2,280 เบส ไทมยีนจสานวน 2,024 เบส ไซโตซยีนจสานวน
980 เบส และกพัวนยีนจสานวน 1,102 เบส มยีเปอรษ์เซนตษ์เบส GC เทหากพับ 32.6% (ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์แสดง
ในภาคผนวกทยีที่ 3) ทสาการโคลนลงในเวคเตอรษ์โครงรหางทยีที่ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะ SalI และ ClaI

ดพังภาพทยีที่ 3 และตารางทยีที่ 3 
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ภาพทยีที่ 2. โครงสรผู้างของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนในโคพพันธบุษ์ Hereford

5' homology arm

โปรโมเตอรษ์

CSN1S1
Bos taurus, chr6:88242527-88256780

88236141

ยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีน

3' homology arm

88242526 88257414 88263076



ไพรษ์เมอรษ์ทยีที่ใชผู้ในการเพวิที่มปรวิมาณดยีเออ็นเอสสาหรพับใชผู้ในการสรผู้างเวคเตอรษ์แสดงดพังในตารางทยีที่ 2

ตารางทยีที่ 2. ไพรษ์เมอรษ์ทยีที่ใชผู้ในการเพวิที่มปรวิมาณดยีเออ็นเอในหลอดทดลอง

ไพรล์เมอรล์ ลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์ Tm ตสาแหนต่ง
bcsn1s1-5-F CTCTCAACCACATAGGAAGTG 61 chr6:88236141-88236161

bcsn1s1-5-R GGTTGTCAAGATCTATGTAAG 56 chr6:88242526-88242506

bcsn1s1-3-F GTTGGAAACTGCTTGTCTAAT 59 chr6:88257414-88257434

bcsn1s1-3-R CTGCTATCAGAGCGAGTAATG 61 chr6:88263076-88263056

pcsn1s1-5-F TAGAGAGAAACAAAGATGTC 55 EU213063

pcsn1s1-5-R GGTTGTCAACACCTATATAAG 56 EU213063

pcsn1s1-3-F GGCCGCCATCTACCATGTAG 64 EU213063

pcsn1s1-3-R CGCGGAATTGACTGCGACTGG 69 EU213063

ยยีนเปผู้าหมายทยีที่นสามาใชผู้ในการทดลองในครพัน งนยีน เปอ็นยยีนของมนบุษยษ์ทยีที่ผลวิตโปรตยีนมผลคหาสผง เชหนยยีน
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF) และ ยยีน erythropoietin (EPO) โดยยยีน GCSF

ทสาหนผู้าทยีที่ผลวิตโปรตยีนทยีที่หลพั ที่งออกมานอกเซลลษ์ มยีหนผู้าทยีที่ในการการควบคบุมการสรผู้างเมอ็ดเลพอดในกระดผก
ไขสพันหลพัง กระตบุผู้นใหผู้มยีการเจรวิญและพพัฒนาของเซลลษ์ ยยีน GCSF ไดผู้มาจากธนาคารยยีนเลขทะเบยียน
NT_010755 (ตสาแหนหง 1896024-1897508) ขนาด 1,485 คผหเบส (ภาคผนวกทยีที่ 4) ยยีน EPO ไดผู้มาจาก
NC_000007 (100720800-100723700) มยีขนาด 2,153 คผห เบส (ภาคผนวกทยีที่  4) ทสา หนผู้าทยีที่ในการ
ควบคบุมการสรผู้างเมอ็ดเลพอดแดง จะโคลนชวินนดยีเออ็นเอของยยีนเปผู้าหมายเหลหานยีน ลงในเวคเตอรษ์โครงรห างทยีที่
ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะ ClaI และ EcoRV ดพังภาพทยีที่ 4
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ภาพทยีที่ 3. ตสาแหนหงการโคลนชวินนดยีเออ็นเอ 5' arm ของตพัวพายยีน

MCS

SalI

โปรโมเตอรษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีน
6,386 คผหเบส

ClaI



ใชผู้ neo cassette เปอ็น positive selection marker สสาหรพับการคพัดเลพอกการเขผู้าไปของยยีนทารษ์เกตตวิง
เวคเตอรษ์ในโครโมโซม นยีโอคาสเซตประกอบดผู้วยโปรโมเตอรษ์จากยยีน phosphoglycerate kinase

(PGK) รหพัสพพันธบุกรรมสสา หรพับสรผู้างโปรตยีนของยยีน neomycin phosphotransferase (Neo) และ
ดยี เ ออ็น เ อ ค ว บ คบุม ก า ร ห ยบุ ด ก า ร ถ อ ด ร หพัส จ า ก ยยี น  growth hormone (bovine growth hormone

polyadenylation signal)  

โคลน positive selection marker ลงในเวคเตอรษ์โครงรห างทยีที่ตสา แหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสา เพาะ
EcoRV และ NotI (ภาพทยีที่ 5) ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ของ neo cassette แสดงดพังในภาคผนวกทยีที่ 5 

ลสา ดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ทยีที่ใชผู้ เปอ็น 3' homology arm ไดผู้มาจากยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนของโคพพันธบุษ์
Hereford (Bos taurus) ในฐานขผู้อมผล UCSC Genome Browser (Baylor Btau_4.6.1/bosTau7.

http://genome.ucsc.edu)  ข น า ดข อ ง ชวิน น ดยี เ ออ็ น เ อ ทยีที่ ใ ชผู้ เ ทห า กพับ  5,663 คผห เ บ ส  (chr6: 88257414-
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ภาพทยีที่ 4. ตสาแหนหงการโคลนชวินนดยีเออ็นเอของยยีนเปผู้าหมาย

MCS

ClaI

ยยีนเปผู้าหมาย

EcoRV

ภาพทยีที่ 5. ตสาแหนหงการโคลนชวินนดยีเออ็นเอ neo cassette

MCS

EcoRV

positive selection marker 
NotI



88263076) ประกอบดผู้วยอะดยีนยีนเบสจสานวน 2086 เบส ไทมยีนจสานวน 1609 เบส ไซโตซยีนจสานวน 982

เบส และกพัวนยีน จสานวน 986 เบส มยีเปอรษ์เซนตษ์เบส GC เทหากพับ 34.8% (ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์แสดงในภาค
ผนวกทยีที่ 7) ทสาการโคลนชวินนดยีเออ็นเอนยีนลงในเวคเตอรษ์โครงรหางทยีที่ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะ NotI และ
SacII ดพังภาพทยีที่ 6 

ลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ทยีที่ใชผู้เปอ็น negative selection marker ไดผู้มาจาก HSV-tk cassette ซรึที่งประกอบ
ดผู้วยโปรโมเตอรษ์ของยยีน PGK จากหนผทดลอง รหพัสพพันธบุกรรมจากยยีน thymidine kinase (tk) และ
polyA signal จากยยีน growth hormone ในโค ทสาการโคลน tk cassette ลงในเวคเตอรษ์โครงรห างทยีที่
ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะ SacII ดพังภาพทยีที่ 7

ตารางทยีที่ 3 สรบุปชวินนดยีเออ็นเอ ขนาด และตสาแหนหงการโคลนใน pBluescript เพพที่อสรผู้างตพัวพายยีนสสาหรพับ

19

ภาพทยีที่ 6. ตสาแหนหงการโคลนชวินนดยีเออ็นเอ 3' homology arm

MCS

NotI

3' ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีน
5,663 คผหเบส

SacII

ภาพทยีที่ 7. ตสาแหนหงการโคลนชวินนดยีเออ็นเอ negative selection marker

MCS

SacII

negative selection marker

SacII



ใชผู้ในโค 

ตารางทยีที่ 3. องคษ์ประกอบของตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ในโค

องคล์ประกอบ ขนาด (bp) ตสาแหนต่งการโคลน
5' arm 6386 SalI-ClaI

GCSF 1485 ClaI-EcoRV

EPO 2153 ClaI-EcoRV

Neo cassette 1657 EcoRV-NotI

3' arm 5663 NotI-SacII

tk cassette 2800 SacII-SacII

โครงสรผู้างของยยีนทารษ์เกตตวิงทยีที่สมบผรณษ์แสดงดพังภาพทยีที่ 8 ตพัวพายยีนทยีที่ถผกสรผู้างขรึนนนยีนจะนสายยีนเปผู้าหมายเขผู้า
สผหจยีโนมของสพัตวษ์ภายใตผู้การควบคบุมของโปรโมเตอรษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนในโค ดยีเออ็นเอพาหะนยีน
ประกอบดผู้วย 5' arm จากโปรโมเตอรษ์ของยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนในโค , ยยีนเปผู้าหมาย (ยยีน EPO หรพอ
GCSF), positive selection marker, 3' arm จากยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนในโค และ negative selection

marker (ตารางทยีที่ 3)

ภาพทยีที่ 9 แสดงรผปแบบและตสาแหนหงการเขผู้าไปของยยีนเปผู้าหมายในโครโมโซมของโค หากเกวิดการแลก
เปลยีที่ยนชวินนดยีเออ็นเออยหางสมบผรณษ์ การแสดงออกของยยีนเปผู้าหมาย (EPO และ GCSF) จะอยผหภายใตผู้การ
ควบคบุมของโปรโมเตอรษ์ของอพัลฟาเอสวพันเคซยีนในโคบนโครโมโซมหมายเลข 6
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ภาพทยีที่ 8. โครงสรผู้างของตพัวพายยีนทยีที่เอพนอตหอการแสดงออกโปรตยีนสสาหรพับใชผู้ในโค

5' arm 3' armGCSF PGKneo HSV-tk



ภาพทยีที่ 10 แสดงตสาแหนหงการตพัดดผู้วยเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะสสาหรพับตรวจสอบการเขผู้าไปในจยีโนมของตพัว
พายยีนดผู้วยเทคนวิคเซผู้าเทวิรษ์นบลอต (Southern blot analysis) เมพที่อตพัดดผู้วยเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะทยีที่ก สาหนด
ขนาดของชวินนดยีเออ็นเอทยีที่มยียยีนเปผู้าหมายจะมยีขนาดเลอ็กกวหาชวินนดยีเออ็นเอของอพัลฟาเอสวพันเคซยีนปกตวิ

การออกแบบตจัวพายยีนสสาหรจับใชร้ในเซลลล์สอกร

โครงสรผู้างของตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ในสบุกรเหมพอนกพับในโค แตกตหางกพันเพยียงลสาดพับนวิวคลยีโอไทดษ์ทยีที่นสามา
ใชผู้เปอ็น 5' arm และ 3' arm ไดผู้มาจากยยีนอพัลฟาเอสวพันเคซยีนในสบุกร (EU213063) ในสบุกรยยีนอพัลฟาเอส
วพันเคซยีนอยผหบนโครโมโซมหมายเลข 8 ชวินนดยีเออ็นเอ ขนาด และตสาแหนหงการโคลนในการสรผู้างตพัวพายยีน
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ภาพทยีที่ 9. ตสาแหนหงการเขผู้าไปของยยีนเปผู้าหมายในโครโมโซมของโค

5' αS1 casein 3' αS1caseinGCSF PGKneo HSV-tk

5' αS1 casein 3' αS1caseinαS1 casein

5' αS1 casein 3' αS1caseinGCSF PGKneo

โครโมโซม

การเขผู้าไปในโครโมโซมของเวคเตอรษ์

ภาพทยีที่ 10. ตสาแหนหงของเอนไซมษ์ตพัดจสาเพาะสสาหรพับการตรวจสอบดผู้วยเทคนวิค Southern blot 

5' αS1 casein 3' αS1caseinGCSF PGKneo HSV-tk

5' αS1 casein 3' αS1caseinαS1 casein

5' αS1 casein 3' αS1caseinGCSF PGKneo

โครโมโซม

โครโมโซมทยีที่มยียยีนเปผู้าหมาย

EcoRV

EcoRV EcoRI

EcoRVEcoRV EcoRV

EcoRV EcoRIEcoRV EcoRV

13 kb 10 kb

9 kb 8 kb



สสาหรพับใชผู้ในสบุกรแสดงดพังในตารางทยีที่ 4

ตารางทยีที่ 4. องคษ์ประกอบของตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ในสบุกร

องคล์ประกอบ ขนาด (kb) ตสาแหนต่งการโคลน
5' arm 6.3 SalI-ClaI

GCSF 1.5 ClaI-EcoRV

EPO 2.2 ClaI-EcoRV

Neo cassette 1.7 EcoRV-NotI

3' arm 6.6 NotI-SacII

tk cassette 2.8 SacII-SacII

ภาพทยีที่ 11 แสดงโครงสรผู้างของตพัวพายยีนทยีที่สมบผรณษ์สสาหรพับใชผู้ในเซลลษ์ของสบุกร   

รผปแบบการเขผู้าไปในโครโมโซมของตพัวพายยีนสสาหรพับสบุกรจะเหมพอนของโค ววิธยีการในการตรวจสอบ
การเขผู้าไปในโครโมโซมจะใชผู้ทพันงเทคนวิคพยีซยีอาและเซผู้าเทวิรษ์นบลอต
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ภาพทยีที่ 11. โครงสรผู้างของตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ในสบุกร

5' arm 3' armEPO PGKneo HSV-tk



ภาพทยีที่ 12 แสดงชวินนดยีเออ็นเอบางสหวนทยีที่นสามาใชผู้ในการสรผู้างตพัวพายยีนสสาหรพับเซลลษ์ของสบุกร

ความเปก็นไปไดร้ในการนสายยีนเขร้าสสต่เซลลล์รต่างกาย (somatic cell) ของสอกร

 การนสาสหงยยีนเขผู้าสผหเซลลษ์ตผู้นกสาเนวิดของหนผทดลองเพพที่อผลวิตหนผทดลองดพัดแปลงพพันธบุกรรมสสาหรพับใชผู้ใน
การศรึกษาหนผู้าทยีที่ของยยีนและเปอ็นแบบสสาหรพับศรึกษาโรคในมนบุษยษ์มยีความกผู้าวหนผู้าและทสากพันอยหางแพรหหลาย
(Cheah and Behringer, 2001; Hall et al., 2009) มยีความพยายามนสาเทคนวิคการถหายยยีนไปใชผู้ในสพัตวษ์
เศรษฐกวิจ (Rogers et al., 2008) อยหางไรกอ็ตามมยีประสวิทธวิภาพตสที่า เนพที่องจากในสพัตวษ์เศรษฐกวิจยพังไมห
สามารถเพาะเลยีนยงเซลลษ์ตผู้นกสาเนวิดในหลอดทดลองไดผู้ (Thomson and McWhir, 2004) ดพังนพันนการถหาย
ยยีนในเซลลษ์รหางกายจรึงเปอ็นทางเลพอกหนรึที่ง (Bulfield, 2000; Houdebine, 2002; Niemann and Kues,

2003; Paterson et  al., 2003; Wheeler, 2003; Kues and Niemann. 2004) เวคเตอรษ์ทยีที่ไดผู้จากการ
ทดลองนยีน หากเสรอ็จสมบผรณษ์จะนสา ไปใชผู้ในการนสา สห งยยีนเขผู้าสผห เซลลษ์เพาะเลยีน ยงของสบุกรดผู้วยเทคนวิค
electroporation ซรึที่งผผผู้ววิจพัยจะจพัดทสาเปอ็นขผู้อเสนอโครงการในขพันนตหอไป
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   1: lambda/HindIII size marker

   2: ชวินนดยีเออ็นเอ αSI5'-GCSF-αSI3' จสานวน  1 μl

   3: ชวินนดยีเออ็นเอ αSI5'-GCSF (บน) และ αSI3' (ลหาง) จสานวน 3 μl

   4: ชวินนดยีเออ็นเอ αSI5'-GCSF-αSI3'-TK จสานวน  1 μl

   5: ชวินนดยีเออ็นเอ αSI5'-GCSF-αSI3' (บน) และ tk (ลหาง) จสานวน  3 μl

   0.8% agarose gel electrophoresis

ภาพทยีที่ 12. ชวินนดยีเออ็นเอทยีที่นสามาใชผู้ในการสรผู้างตพัวพายยีนสสาหรพับสบุกร 

1 5432



ววิจารณล์ผลการววิจจัย

การววิจพัยนยีน ไดผู้จพัดหาเวคเตอรษ์โครงรหางสสาหรพับใชผู้เปอ็นตพัวพายยีนทยีที่เหมาะสมสสาหรพับการแสดงออกในเซลลษ์
ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจโดยเลพอกใชผู้ pBluescript (ภาพทยีที่ 1) และออกแบบตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ในเซลลษ์ของ
สพัตวษ์เศรษฐกวิจไดผู้ ตพัวพายยีนนยีนสามารถใชผู้ไดผู้กพับโคหรพอสบุกร (ตารางทยีที่ 3 และ 4 และ ภาพทยีที่ 8 และ 11) การ
วางแผนในการตรวจสอบการเขผู้าไปในจยีโนมของตพัวพายยีนดผู้วยเทคนวิคพยีซยีอาและเซผู้าเทวิรษ์นบลอตซรึที่งเปอ็นววิธยี
การทยีที่ใชผู้กพันทพั ที่วไปในการตรวจสอบการเขผู้าไปในโครโมโซมของเวคเตอรษ์ (Cheah and Behringer,

2001; Hall et al., 2009) โครงรหางของเวคเตอรษ์ทยีที่ใชผู้ดพัดแปลงมาจาก gene targeting vector ทยีที่นวิยมใชผู้
ในการสรผู้างหนผทดลองดพัดแปลงพพันธบุกรรมเพพที่อศรึกษาหนผู้าทยีที่ของยยีนและเปอ็นแบบสสาหรพับศรึกษาโรคใน
มนบุษยษ์ ผผผู้ววิจพัยเชพที่อวหาเวคเตอรษ์นยีนสามารถนสาไปใชผู้ในเซลลษ์เพาะเลยีนยงของสบุกรและโคไดผู้ อยหางไรกอ็ตามจะตผู้อง
มยีการดสาเนวินการทดลองนสาสหงยยีนเขผู้าสผห เซลลษ์เพพที่อพวิสผจนษ์วหาตพัวพายยีนทยีที่สรผู้างขรึนนสามารถใชผู้ไดผู้จรวิง ผผผู้ววิจพัยจะจพัด
ทสาขผู้อเสนอโครงการในอนาคตตหอไป 

สสาหรพับการสรผู้างตพัวพายยีนในครพัน งนยีนตผู้องใชผู้เทคนวิคทางดผู้านชยีวโมเลกบุลหลาย ๆ ดผู้านรหวมกพันเพพที่อประกอบ
ชวินนดยีเออ็นเอใหผู้เปอ็นตพัวพายยีนทยีที่ตผู้องการ เทคนวิคเหลหานยีน ไดผู้แกห การสกพัดจยีโนมวิกสษ์ดยีเออ็นเอ การเพวิที่มปรวิมาณสาร
พพันธบุกรรมในหลอดทดลอง การเตรยียมชวินนดยีเออ็นเอและเวคเตอรษ์สสาหรพับการไลเกชพัน การเชพที่อมชวิ นนดยีเออ็นเอ
การนสาสหงรยีคอมบวิแนนตษ์ดยีเออ็นเอเขผู้าสผห เซลลษ์เจผู้าบผู้าน การคพัดเลพอก การสกพัดพลาสมวิดดยีเออ็นเอ และการซยีเควน
ซวิง ซรึที่งเทคนวิคเหลหานยีน ตผู้องอาศพัยทพักษะของผผผู้ปฏวิบพัตวิ วพัสดบุและอบุปกรณษ์ทยีที่มยีราคาแพง รวมทพันงการมยีหผู้องปฏวิบพัตวิ
การทยีที่สมบผรณษ์ ทสาใหผู้ในบางขพันนตอนไมหสามารถดสาเนวินการใหผู้เสรอ็จสมบผรณษ์ไดผู้อพันเนพที่องมาจากเงพที่อนระยะ
เวลาและเทคนวิคดพังกลหาวมยีความยากในตพัวมพันเองอยผ หแลผู้ว ในบางกรณยีอาจจะไมหประสบความสสาเรอ็จตาม
แผนทยีที่วางไวผู้ไดผู้ ยกตพัวอยหางเชหนการเพวิที่มปรวิมาณสารพพันธบุกรรมในหลอดทดลองทยีที่จะตผู้องมยีการออกแบบ
ไพรษ์เมอรษ์และปรพับองคษ์ประกอบและปรพับสภาพของปฏวิกวิรวิยาเพพที่อใหผู้เหมาะสมกพับชวินนดยีเออ็นเอแตหละชวินน

เนพที่องจากการประยบุกตษ์ใชผู้เทคนวิคพพันธบุววิศวกรรมยพังไมหแพรหหลายในวงการปศบุสพัตวษ์ของบผู้านเรา และจาก
ความรผผู้ของผผผู้ววิจพัยทยีที่มยีอยผ หเชพที่อวหาการทดลองนยีน เปอ็นความพยายามครพัน งแรกในการพพัฒนาตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ใน
เซลลษ์เพาะเลยีนยงของปศบุสพัตวษ์ในประเทศไทย ดพังนพันนโครงการววิจพัยนยีน จรึงเปอ็นการเปวิดโอกาสและการพพัฒนานพัก
ววิจพัยทางดผู้านเทคโนโลยยีชยีวภาพสมพัยใหมหในสาขาสพัตวศาสตรษ์เพพที่อนสาความกผู้าวหนผู้าทางดผู้านชยีวววิทยา
โมเลกบุลมาใชผู้ในการผลวิตสพัตวษ์ และผลการววิจพัยนยีน ไดผู้แสดงใหผู้เหอ็นถรึงความเปอ็นไปไดผู้โดยทสาการจพัดหาและ
ออกแบบเวคเตอรษ์ทยีที่เหมาะสมสสาหรพับการแสดงออกในเซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจ 
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สรอปและเสนอแนะเกยีที่ยวกจับการววิจจัย

โครงการววิจพัยนยีน ไดผู้จพัดหาเวคเตอรษ์โครงรหางสสาหรพับใชผู้เปอ็นตพัวพายยีนทยีที่เหมาะสมสสาหรพับการแสดงออกใน
เซลลษ์ของสพัตวษ์เศรษฐกวิจโดยเลพอกใชผู้ pBluescript (ภาพทยีที่ 1) และออกแบบตพัวพายยีนสสาหรพับใชผู้ในเซลลษ์
ของโคและสบุกร (ตารางทยีที่ 3 และ 4 ภาพทยีที่ 8 และ 11) แมผู้วหาในขพันนตอนการนสาองคษ์ประกอบตหาง ๆ ของ
เวคเตอรษ์มาประกอบกพันใหผู้เปอ็นตพัวพายยีนทยีที่สมบผรณษ์จะไมหเปอ็นไปตามเปผู้าหมายทยีที่ตพันงไวผู้ ในการทดลองนยีนคาด
หวพังวหาจะนสาตพัวพายยีนทยีที่ไดผู้ไปใชผู้ในการสหงเขผู้าไปในเซลลษ์เพาะเลยีนยงของสพัตวษ์ ดพังนพันนในการทดลองครพัน งตหอ
ไปควรจะดสาเนวินการทดสอบการนสาสหงตพัวพายยีนทยีที่ไดผู้เขผู้าสผห เซลลษ์ไฟโบรบลาสทพันงทยีที่ไดผู้จากตพัวอหอนหรพอจาก
สพัตวษ์ทยีที่โตเตอ็มทยีที่แลผู้วดผู้วยเทคนวิคอวิเลอ็คโตรพอเรชพันและเทคนวิคทรานสเฟคชพัน (transfection) ดผู้วยสารเคมยีทยีที่
มยีจสาหนหายโดยบรวิษพัท เพพที่อนสาไปใชผู้ในการผลวิตผลวิตโปรตยีนมผลคหาสผงในสพัตวษ์เศรษฐกวิจ  
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ภาคผนวก

ภาคผนวกทยีที่ 1 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของเวคเตอรล์โครงรต่าง

>gi|58061|emb|X52327.1| pBluescript II KS(+) vector DNA, phagemid 
excised from lambda ZAPII
CTAAATTGTAAGCGTTAATATTTTGTTAAAATTCGCGTTAAATTTTTGTTAAATCAGCTCATTTTTTAAC
CAATAGGCCGAAATCGGCAAAATCCCTTATAAATCAAAAGAATAGACCGAGATAGGGTTGAGTGTTGTTC
CAGTTTGGAACAAGAGTCCACTATTAAAGAACGTGGACTCCAACGTCAAAGGGCGAAAAACCGTCTATCA
GGGCGATGGCCCACTACGTGAACCATCACCCTAATCAAGTTTTTTGGGGTCGAGGTGCCGTAAAGCACTA
AATCGGAACCCTAAAGGGAGCCCCCGATTTAGAGCTTGACGGGGAAAGCCGGCGAACGTGGCGAGAAAGG
AAGGGAAGAAAGCGAAAGGAGCGGGCGCTAGGGCGCTGGCAAGTGTAGCGGTCACGCTGCGCGTAACCAC
CACACCCGCCGCGCTTAATGCGCCGCTACAGGGCGCGTCCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG
GAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTGCTGCAAGGCGAT
TAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGAGCGCGCGTAATA
CGACTCACTATAGGGCGAATTGGAGCTCCACCGCGGTGGCGGCCGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGG
CTGCAGGAATTCGATATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCCAGCTTTTGT
TCCCTTTAGTGAGGGTTAATTGCGCGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTT
ATCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGT
GAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTG
CATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCA
CTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTT
ATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGT
AAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCT
CAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGT
GCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCG
CTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGC
ACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAG
ACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCT
ACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGGACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGC
TGAAGCCAGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGG
TGGTTTTTTTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTT
TCTACGGGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAA
GGATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAAC
TTGGTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCC
ATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGTGCTG
CAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGCCGGAAGGGC
CGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTGCCGGGAAGCTAGA
GTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAGGCATCGTGGTGTCACGCT
CGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGCGAGTTACATGATCCCCCATGTT
GTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCAGAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCA
CTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCATGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTG
GTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTATGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAAT
ACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACTTTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGA
AAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTGAGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTT
CAGCATCTTTTACTTTCACCAGCGTTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGG
AATAAGGGCGACACGGAAATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAG
GGTTATTGTCTCATGAGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCA
CATTTCCCCGAAAAGTGCCAC
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ภาคผนวกทยีที่ 2 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของ 5' arm (สอกร)
>EU213063_43086-36808_6279
TAGAGAGAAACAAAGATGTCTTTCATATTCTCAGTAAATTTCCTTCTGGAAGTTTCACTG
TTAAAAGACATTTTCCTAGAAGACTCACCAGTCATAAACCCAAATATTCCTGGGAGAATG
CTGACAAACTAGCTTTGAAATTCATGTTCTGAATTATTGACTGTCTCATACAGAATGAGT
TCTCCAATGAGGTTTAATGTGGACCAGAATATGTAGCAACAGTACACAAAACTTTGCAGA
GTAAAGTTTACCTCCTGACTCACAGTTCCCTTCCCTCCAAACTCGAAGTCTATTGCTAAT
GTTTCCTCTCCTTTTTGTGCTAGTTTTTCTAAGAAGTATGAATCTAGGAAAGAATGTTTC
CAATATTGAAACTTGAAACACAAGAAAGCTTTCAGCTTGGTTGTCCCTTATCTGACCTAT
TTCCACTTTCACTGACTTAGGGATTCTGTTGGATTTTCAAAACCGTCGTGATAGTACTAG
AGTAGCTTTGCCTTTGTGTGCCAAAGATAGTTTTGGTTTATGGCTGTCGTTTTGTTATGA
TTATTACAAAGACTCTCCCATACTCATAAGTGTTCCATGTTGAATGATCAGTTATATGTT
CATCCTACATATGACTATTACATCAGAAAATCGCTATTCAGGTAATAATTTCATTCTTTC
TTTACTCACAGGACAAAGGCCTGTTTAACTACAAATCATCTAAATATGTGTCTCAAATGT
GAACTGTGATTTTTCTTTTTTAGTGGTTTGAACTGAACAATTTTTTTTTAATTTATTTTT
TTCCCACTGTAAAGCAAGGGGATCAAGTTATCCTTACATGTATACATTTTTATTCCCCAC
CCTTTGTTCTGTTGCAATATGAGTATCTAGACATAGTTCTCAATGCTACTCAGTAGGATC
TCCTTGTAAATCTACTCTAAGTTGTGTCTGATCAGCCCAAGCTCCCAATCCCTCCCACTC
CCTCCCTCTCCCATCAGGCAGCCACAAGTCTATTTTCCAAGTCCATGATTTTCTTTTCTG
TGGAAGGGCTCATTTGTGCCTTATATAAGATTCCAGGTATCAGTGATATATCATTTGGTA
TTTGTCTTTCTCTTTCTGACTTACTTCACTCAGTATGAGAGTCTCTAGTTCCATCCATGT
TGCTGCAAATGGCATTATGCCATTCTTTTTATGGCTGAGTAGTATTCCATTGTGTGTATA
TACTACATCTTCCGGATCCAATCATCTGTTGATGGACATTTGGGTTGTTTCCATGTCCTG
GCTATTGTGAATAGAGCTGCAATGAACATGTGGGTGCATGTGTCTCTTTCAAGGTAAGTT
TTGTCTGGATATATGCCCAAGAGTGGGATTGCAGGGTCACATGGTAGTTCTATGTGTAGA
TTTCTAAGGTATCTCCAAACTGTTCTCTATAGTGGCTGTACCAGCTTACATTCACACCAA
CAGTGCAGGAGGGTTCCCTTTTCTCCACCCCCCCCCCAGCATTTGTTATTTGTGGACTTA
TCAATGATGGCCATTCTGACTGGTGTGAGGTGGTATCTCATGGTAGTTTTGTTTGCATTT
CTCTAATAATCAGGGATGTTGAGCATTTTTTCATGTGCTTGTTGGCCATCTGTACATCTT
CCTTTGAGAAATGTCTATTCAGGTCTTTTGCCCATTTTTCCATTGGGTTGGTTGGCTTTT
TTGCTGTTGAGTTGTATAAGTTGCTTGTATATTCTAGAGATTAAGCCCTTGTCCATTGCA
TCATTTGAAGCTATTTTCTCCCATTCTGTAAGTTGTCTTTTTGTTTTCTTTTGGGTTTCC
TTTGCTGTGCAAAAGCTTGTCAGTTTGATGAGGTCCCATTGGTTTATTTTTGCTCTTATT
TCTGTTGCTTTGGGAGATTGACCTGAGAAAATATTCATGATGTTGATGTCAGAGAGTATT
TTGCCAATGTTCTCTTCCAGGAGTTTGATGGTGTCTTGTCTTATATTTAAGTCTTTCAGC
CATTTTGAGTTTATTTTTGTGCATGGTGTGAGAGTGTGTACCAGTTTCGTTAATTTTCAT
GCAGCTGTCCAGGTTTCCCAGCAATGCTTGCTGAATAGACTTTCTTTTTCCCATTTTATG
TTCTTGCCTCCTTTGTCAAAGATTAATTGACCATAGTTGTCAAAGTTTATTTCTGGGTTC
TCTATTCTGTTCCATTGGTCTGTCTGTTTTGATAGCAGTGGCATGTTGTTTTGATGACTG
TGGCTTTGTAATATTTTTTGAAGTCTGGGAAAGTTATGCCTCCTGCTTGATTTTTGTTTC
TCAGGATTGCTTTGGCAATTCTGAGTCTTTTGTGGTTCCATATAAAATTTTGGATTGTTT
GTTCTAGTTCTGTGAAAAACGTCATCGGTAATTTGATAGGGATTGCATTGAATCTGTATA
TTACTTTGGGTAGTATGGCCATTTTTACATTATTGATTTTTCCAATCCATGAACACGGAA
TATCTTTCCATTTCTTTACATCTTCTTTGATTTCTTTGATTATAGTTTTATATGAACTGA
ACAACTTTAAGTGATAAAAGCAAAAGGAAAAATACGAATATAAAGCAAATTGACATAAGC
TAAAATTTTGCAGGATTTGACGTTGTATAAATCTACAATGAATATGTTTGCTCGAATTAC
AGTGAACAGTCATATTTTACAAGTATAAGAATGATTTATTTCAAAATACAAACTTAATTA
ACTATATTCTATATCTAATAAGCAAAGTGAAGATTGATCCTTATCCATAGGTACTAGAAA
AATCTGTGTTTTGAGTTTATGAGAATTCCTATGGTGGATACATGTGTTCACTAAGAGTTG
GCTTGTCTTTAAAAGTTCTGATTGTTCTTCTTTGATGGCAAGCCTTATTATTATCAAATC
TAAGACTCCAGTCTCAGTTTTTTGAGTCTCTATTTTTGGACTATCAGGAATATTAAAATT
ATCAGCTTTTTGTATGTGAATTACCCACTATAGTATGAGACTACAGATTTTGTCTTACCC
AACTTTTATTTCCCCTGTGTCTTGTCTCATTTCTTCACCTCTGTAAATAAATAATGTAAG
AATGAGTAAACAAATGAGGATACAGTAGCTTTACACAACTTACAGTATGATCCTGAATTG
GAAATAAAATAAGTCAGTTATCCTGGATGCATTCTCAGGAAAAGACAAGAGCCGGGTATT
GTAAGGCAGTGGAGAATACTTGTTCTCAGCCCCTTGGATAAATCAGAGTAAATAGAAAAT
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ACTAGTGCTTTTTTGACATTGATGTAATGCAGTCAGCAAGGACGATACTATCCAAAGAGA
AGTTTAACATGGAAAACTATAGCCTTGTCTATCCCCAGTATGGAAAGCCTGAGCCACTGC
GAAATTTCTTTTAACCCCAAATAATGTTCCTACCATATGACTGTAAATTGGCTGTGAATA
TCACTATGGATTTATTATTTTATTTTTAAATTTTTTTGGTCTTTTTTCTTTTTAGGGCTG
CACCCATGGCATATGGAGGTTCCCAGGCTAGGGGTCGAATTGGAGTTGTAGCTGCCAGCC
TACACCACAGCCACAGCAATGCCAGATCTGAGCTGTGTCTGCAACTTACACCACAGCTCA
TGGCAACACCAGATCATTGACCCCTTGAGTGAGGCCAGGGATCGAACCTGCAACCTCATG
GTTCCTAGTCAGATTCATTTCCCCTGCGCCACAATGAGAATTCCAGAATTTTTTTAAATA
TATAGTGTGATACCTTTCTGTAAACAAGCAGTCACAATCAACAATTTTTTAAATCCAGCT
CTATGTATAGATATTTTATTCAGCATGCAATTTTTTTCCTAAAATTAACAATGCCAGTTA
ATTCTAGGATTATATTTCAGGACTGGAAAGAAAGTTTTTTTTTCCTTTTATTTACTTACT
TTAAAAGGTGGAAAATTGGAGTTATGGTTGATTTTTTGGGGGGGGGGAGTATTTAAAAAT
TGTATTCTTAAATAAAAATTATTCTTGAATAATTATTTTTAATTAAGAAATCTAACAATT
AAATTAATGAATACTATCACAACACATATACCCAAAATAAAGCAAGCAGAAAATTATTTG
GTGTAGTTAAAATACTACCAAAGTTTATAAGGCAATTGTATTTTCTTTTTGGTTAAAAAA
AAGATCAGATCACATATAAGGTAACTTACTCCACAAGGTAACTTACTTAGAATACTTAGA
ATAAATACTTAGAAGACTTAGAATAAATAATAGGGAATAAATAGAGTTTTAAAAGGTGAA
ATAGATGATGAAATCTTCTCATGGTCTAGTACAATTATAAAAATTAAAAATTTTTGATGA
TTTTATTTTGTCTCAAGAATTTCCCTTACAGGTATTGACTTTTTCAAAAGCTGTAAAGGA
AATTTTATTGCTATATTAATCTTTCCAATTATCCATTTAACTTAAAAAGCATGTTCTTAT
AATAACCATAAATATGGAATTTTTATGTATCTTAATTTTGAATAATGTCATTCCATTTCC
TGTATAATTTGGTATCATAGCATGAATCACTCCTTTGTTGAAAACTCTCCTCAGAATTTC
TTGGGAGAAAAATTGGACAGAAAATTAATTTCCTCTTTGAGAGAATTCTTAGAATTTAAA
TGACACTATTGGTTGAACTGAAACCACAAAATTAGCATTTTACTAATCACTAGGTTTAAA
TATTTGTGAAACAAAGAGATCTGCCACCATCTTGATCATCAGCTCAGCTTGCTTCTTCTT
TCCGGTCTTGGGTTCAAGGTATTTCATTTACATATAGCAAAATGTGATATATTATGATTT
CAATCTGTCTAATTTTTCACTCCTCACTAAAAAATATGCACTGGTAACTTTTCTGTGTGA
TTCCAAATATTGATACCTTTTAATGATATACTGGTGGCTTAAAAATGCATTTGCAAATGT
CGATGCCATCTATCTCAGAGCTTTAGTTGAAAAATAATAGTTTTATAAAGACCAAATTTT
TTTTGCCAAATTTTATGAAAACTTATTATGTGAAATAATTTATAATCTTTTTAAAGATCA
TAGTGAGGATCATTTCTGGTAGAATATTTCAAGACCATTTTTATTCCATGTCATTAGGTT
AATAAAATTAATTCTATAAAGGATATGTCAATGATATACACAGATATAAATGACTACTTT
TTAAAAGATGGTTAGATTTGGATATTTGGAAAAATGCAAATGAATAAAACCAGTAAACTC
ATTTTGGATTTATAAATATGTCTTCCTTACAAATGCAGTTAGATTCTACAATATGTAGAC
TGAAACAGTATGTATAAAATAAGCTGATTAGTTTGTTGGCTAATGTATAAACAAATTGCA
TGTATATTATGACTTTCCTTTCCTAATTTCTCTGGAAACCAGTTTCCCAGGACATAAGTT
CTAAGTATCTCTGGGTTCTTGTAATTTGATGGAACTCTAGAAGTCACACATGATAAGACA
TCAGAATCTTATGATTCTGCTCAATGAAGTCGTCTTTATGCAGTCATGTCATGGATATAG
CAACGTAGAAAAACATAACATAATAGCTAGACTTTAAAAAAAAATTGATGGAGGTTAAAT
GTTTCTACATAATATGCACCAACAGTGTTTTTCCCAAAGACGCTGAAAAAGCAGGATTCT
CTAACATAGACCTAGAAAAACACCTTCAAAAAATTGCAGATAGGGAGTTCCCGTTGTGGC
TCAGTGGTTAACAAATCCGACTAGGAACCATGAGGTTGCAGGTTCAATCCCTGGCCTTGC
TCAGTGGGTTAAAGGATCTGGCATTGATGTGAGCTGTGGTGTAGGTCGAAGACGTGGCTT
GGATCCCACGTTGCTGTGGCTCTGGTGTAGGCTGGTGGCTACAGCTCTGATTCAACCCCT
AGCCTGGGAACCTCCACATGCCGTGGGAGCGGCCCAAAAAAAGGCAAAAAGACCAAAAAA
AAATTTTTTTTTCAGATAAAATTAAATGCCAGTTCCCTGTGCCTTTTAGTTTATTATCAA
TTTTTAGCAAATCTGATGGTCTAAGAGGAAATATTTAAAATAATTAATTGTAGTATTCTT
AAATTTAGTAGTATTTAAATATTAATGTTTATGTATTCCTCTGACAAAACCCTATTACCA
CTTCAAGGATCAAATGTTTTGTTTTAGAGGGTGATACTGGTGTTTCTTATCTCATATAAG
CACTAAGCAAGATAATTTGAATGATAAATTTTTCTTGTGAGTAAATTTTCTGTCAGACCT
AAATTTTTATTTTGTTTTCTTATATAGGTGTTGACAACC
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ภาคผนวกทยีที่ 3 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของ 5' homology arm (โค)
>bosTau7_chr6:88236141-88242526
CTCTCAACCACATAGGAAGTGGATATTACTAAACAGATGGGAACATTGAG
ACAAAATGAGGTTGCAAAATTACACTGTTGGTCATTGAAAGCCAGAAATT
AAACTTACAATTTGACCTTGAAGCATTGTCTTGCAACCACTACATTCTAT
CTCTTTACTTAAACAATGCTCACTTAAGATTTCCAAAGACCAATTGACAG
AGTATCAAGTTAAAAAGGACACTGTTTTAAATCCAAATATAAAATCTATC
ATAGGTTCCACATTTCCAGTACTATCATATATTCAGAATATAAAACTTCC
TGAAAAGAGCTCTGTTTTAGTTCTGGATACTAAAATTCTATTTATACAAT
ATCTAAGAGTAATCATTAATGATCTTATTGTGTATCTTTTCTTAGATTCC
AAATGGCATATGGATTTCTAGAGAAAAACAGAAATATCTTTCACATTTCT
CAGTAACTTTCCTTCTGGAAGGTTGACTGTTTGTTATATAATTAAGCAAC
ACTTTCCTAGAAGACTAATCAGTCAAATGTTCCTGGGAGAACTTTGACAA
ACCAGTTTGAAACTTCAAATTCTGAATTTTTCACTGTCTCAAACAAAGTC
AGTCCTCCAAAGAGGTTTGAATCTGGACTAGAATATTTAGCAACAATGTA
CATAATCTTGCAGGGGATAGTGTGTCTCTTAACTCATAGTTTTTTTTTTC
AAAAATCTATGTTTATTACTAATAATGTTTTTTGTATGTGTGCTAATTTT
TCTAATAAGTTTAATTTTTTTTTCATTATTGAAATTTGAAAGTCAAGAAA
GCTTAGTTCTCCCTTACCCAGTCTATTTCTGGTTTCATTTCTTTAGGGAT
TTTGTTGGATTTTCAAAACAGGTTGTGATATCACTAGAGTATCTATGCCC
TTGAGCTCTTAAATTAGTCCAATCTATATCTATTGTTTTGTTATAATTAT
TAAGAGTAGACCCTTTTACTATGATAAATGATCAATGTTAGATGACCAAC
TTTATGGTCACCCCATGTATGACTGTTACATCAGAAAATTAATATTTTTA
TTTATTTACAAGGCAAAGGCCCATTTGACTACAAATAGTCTAAATATGTG
TCTCAAATTTAAGCCTTGTTTAGTAGTTGGAAGTGAAGAATTTTAAGTGA
TAAAGCAAATTGAAAATATCAATATAAATCAAATAAATGTAGGCTAACAT
TTTGCATGATTTGGCATTATATAAATCTACAATCCTTTTCACGGATCACA
AACTTGTTGTGGTGAAGGGCCTTGAGTAACTCAATGAAGCTATGAGTCAT
GTCATACAAAGCTCCCCAAAATGGTCAAGTCATACTGAAGAGTTCTGACA
AAATGTGGTCCACTGGAGGAGGGAATGGCAAACCACTGCAATATTCTTAC
CATGAGAATCCCATGAATAGTATGAAAAGGCAAAAAGATACGACACCAGA
AGATGAGCTCCCCAAGTCAGAAGATGTCCAATATGCTACTAGGGAAGAGC
AGAGGGCAGTTACTAATAGCTCCAGAAAGGATGGAGCAGGTGGGCCAAAG
CAGAAATGACTGGTTGTGTCTGGTGATAAAAGTAAAGTCCAATGCTGTAA
AGAACAGTATTGATTAGGAACTTAGAATGTTAGGTTCATGAATTAAGGCA
AGTTGGATATGGTCAAGCAGGAAAGAAATCAGTGAACTAAAATTGGACAG
GAATGGGCAATTTAATTCAGATTACCATTATATCTATTACTGTGGGCAAG
AATCCCTTAGAAGAAATAGAGTAGTCCTCATAGTCAAGAAAAGAATCTGA
AATGCAGTGCTTGGATGCAATCTCAAAAACAATAGAATGATCTCCATTTG
TTTCCAAGGCAAACCATTCAACATCACAGTAATCCAAGTCTGTGCCCCAA
CCACTAACGCTGATGATGCTGAAGATGACCTGGTCTACAAAGACCTACAA
GACCTTCTAGAACTGACACCGAATAAATAAATCAATATCCTTTTCATCAT
AGGGGATTGGAATGCAAAAGTAGAAAGTCAAGAAATACTTGGAGTAACAG
GAAATTTTGCTTTGGAGTTAAAAATGAAGCAAGTCAAAGGCTAACAGTTG
TGTCAAGAGAACACATTGGTCATAGTGAATACCCTCTTCCACCAACACGA
GATGACTCTGTACATGGACATCAGCAGATGATCAACACTGAAATTGGATA
GATTATATTCTTTGCAGCCAAAGATGGAGAGACTGTATATAGTCAGTAAA
AAATAAGACCTGGAGCTGACTGTGGCTAAGATCTTGAGCTCCTTATTGCA
AAATTCAGGCTTAAAAAGAAAATGAAGAAAACCATTGAATGGACATTGAA
AATTGAATGGACAATTCAACTATGACCTAAATCAAATCCCTTATGATTAC
ACAGTAGAGGTGATGAATAGATTCAAAGGATTAGATCTGGCTATTACATT
GTACAGGAGGCAGTGACCAACACTATTCCAAAGTGGGGGTGGGCGGAAAT
CCAGAAGTTAAAGTGGTTATCTGAGAAGGCTTTACAAATAGTTGAGAAAA
GAAGAAAGAAAATAGAAAAAGAAAAGAAAAGAAAGAGAAGCAAAAGACAA
AGACAAAGGAGAAAGGGGAAGCTATACCCAACTGAATGCAGAGTTCCAGA
AAATAGCAAGAGAGAATGAGAAGGCCTTCTTAAATGAACAATGCAAAGAA
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GTAGAGGAAAACAATAGAATGAGAAAGACTAGAGATCTCTTCAAGAAAAC
TACAGCTGTCGTGGGAATATTTCACAAGGGAATATTTCCCACTTCCCAAG
ACCTTTCACCAGGGATCTTCCCAACCCAGATGGGCATGAAAAAGGAGAGA
AATAAAAAGGACTTAACAGAAGCAGAAGAAATTAAGAAGAGGTGGCAAGA
ATAGTATTACAGAAGAACTGTATTTAAAAGATCTTAATGACCCAGATAGC
CACAGTTGTGTAGTCTCTCATCTACAGCTTAAAACTCAATGTTCAAAAAA
CTAAGTTCATAGCATACTGCCCCATCACTTCATGGAAAATAGTGGGGGAG
GGGGAGAAGGTGGAAGTAGTGTCAGATTTTATTTTCTTGGACTCAAAATC
ACTGCAGACAGTGATTATAGCCATGAAATTAAATGACGCTTACTCCTTGA
AAAGAAAGTTCTGAAAAACCTAGACAACATATTAAAAAGCAGTGACATCA
CTTTACTGATAAGTGTCTTTATAGTCAAAGCTATGGTTTTTCCAGTAGCC
ATGTACAGATGTGAGAATTGGACTATGAAGAAGGATGAGTGTCAAAGGAC
TGATGTTTTCAAATTGTGGTGGATACACTCCTTTGCATGCGTGCTAAGTC
ATTTCAGTCATGTCCAACTCTTTGCAACCCAGTGGACTGTCGTCTGCCAG
GTTCCTCTGTCCATGGGATTCTCCAGGCAAGAGCAACGGAGTGGGTTGTC
ATTTCCTCCACCAGGGGATCTTCCCAATCCAGATATTGAACCTGCATCTC
TAATGTTTCCTGCATTGGCAGGCAGGTTCTTTACCACTAGTGCCACCTGG
AAAGTCCGGATACACTCCTGGGAAAGACAAAAGTAGAGTATTACAATGCA
GCAAGGATTTTTGTTCTCAGCTCCTTGAATAAATTATAGTGAATAGAAAA
CATTAGTATCTTGTTGAAATTGATGTGAAACAGATAGTAAGGAAGATAAT
ATCTAAAGAAAACTTCAATATGGGAAATTATAGTCTTTTCTATCTTCAAA
GTGGACAGCCTGAACAGTTTTGAAATTTCTTTTAATACAAAATAATGTTC
CTGTCATACAACTGTGAATACACTGAAAATATCACTATAGATTTTTTAAA
GTATATAATATGATTCCTTTCTTATAAACAATGAGTTGCAATCAACAAGT
TTTTAAAGCTCTCACTTGTATAGATTTATTTTTAGCACATAATATTTTTC
TACAATGTACAATGCCAGTTAATTCTAGGAGTACAATTAAGAATTGGAGA
GATAGGAATTTTTTTCTTTTACTTGTTTACTTTAAAAGATGGAAAATCAG
AGTTATGGTTTATTTTTCGCAATATTTAAAAATTATAATTCTTGAATAAC
TATTAATTTTAATTAAATAATCTGTAATGAGAATCCTCCTACCAATGTAG
GAGACGTGAGTTTGACTCCCGGGTAGGGAAGATACCCTGCAGAAGGAAAT
GGCAACCCACTCCAATATTATTACTTGGGAAATCCCATGGACAGAGGAGA
CTGGCAGGCTGCAGTCCATGGGGGTCACAAAGAACTGGACACGACTTAGA
AACTAAACAACAACAATTTATACCAGAATGAATGAACTAGTTACCACAAC
TAGTACACCCAAAATGAACAAAAAATAGCTTGGTGGTATAATTAAAATGC
CACCAAAATTTATACAATAATTATATTTTCTTTTTGCAGGAAAAAGATTA
GACCACATATAATGTAACTTATTTCACAAGGTAAATAATTATAATAAATA
ATATGGATTAACTGAGTTTTAAAAGGTGAAATAAATAATGAATTCTTCTC
ATGGTCTTGTATGTTAATAAAAATTGAAAAATTTTGAAGACCCCATTTTG
TCCCAAGAATTTCATTTACAGGTATTGAATTTTTCAAAGGTTACAAAGGA
AATTTTATTGATATAATAAATGCATGTTCTCATAATAACCATAAATCTAG
GGTTTTGTTGGGGTTTTTTTTGTTTGTTAATTTAGAACAATGCCATTCCA
TTTCCTGTATAATGAGTCACTTCTTTGTTGTAAACTCTCCTTAGAATTTC
TTGGGAGAGGAACTGAACAGAACATTGATTTCCTATGTGAGAGAATTCTT
AGAATTTAAATAAACCTGTTGGTTAAACTGAAACCACAAAATTAGCATTT
TACTAATCAGTAGGTTTAAATAGCTTGGAAGCAAAAGTCTGCCATCACCT
TGATCATCAACCCAGCTTGCTGCTTCTTCCCAGTCTTGGGTTCAAGGTAT
TATGTATACATATAACAAAATTTCTATGATTTTCCTCTGTCTCATCTTTC
ATTCTTCACTAATACGCAGTTGTAACTTTTCTATGTGATTGCAAGTATTG
GTACTTTCCTATGATATACTGTTAGCTTAAAAATATATTTGCAAATGTTG
ATACTATCTATCTCAGAGCTATAGGTGAAAAATTAAATACTTTTATAAAG
ACCAAATTGATCATTTTTAAACGAAATTCTTATATACTGAAAATGTAGAT
ACATAACTTCAGTATAGATTTATGGTAAAATAATTTGAATCATTTTTGTC
AAATTCTGTAAAAAGTTGTCATACAGAATAATTTATAATATTTTTGTTTT
CATAGAAATAACATTTCTGGTAGAATATTTCAAGGCCATTTTTATTTTGT
GTAATTAGGTTAATAAAATTAATTTTATAAAGGAAATGTCAATGATAGAC
AATTAGATATAAATGACTACTTTTATAAAGATGATTAAATTTGGATATTT
GTAAGGATACAAATATATGAAAACAGTAGACTCATTTGGGGCCTATAAAT
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ATGTCTTTTTTAACAAATGCAGGTAGATTCTACAGTTTGTAAACTGAAGC
AGCCTATATAAAATAATCTGTCATTAGTTTGCTGACTAAGGTATAAACAA
ATTTCATGTATAATCTAATTTTTCTTATGTATCTGAAACGCATTTTTCCA
GCACATATAAATGTATGTATTTTTGGGTCTTGCAATTTAATGGAACTCTA
GGAGTCAAACGTGATATGTTTGACTTATGATTCTGTTTAATCATCTTCAT
TCAGTCATGTCATGGATATATCAACCCAGCAAAATTAAGTAATAGCTAGA
TCCTTTTAAAAATTTAATGAAGGTTAATAGTTTCTACATAATGCACAATG
TTTTTCATGAAGACTCTGAAAGAGCAGGCTAAAGGATAAAGACATTTTAA
AAAATTACAGATATTAAATGTAATTTACCAGTGGGTTTTAGTTTATCAAT
TTTAACAAATCCAATGATCTAAGAGGAAATTTCTTTTTAATTTTTTTTGT
AGTATTTTAAAATTTGTAATATTTAAATATTGATGCTTCTCTATTCCTCT
GACAAAACCCTACTATTACTTTCAGGATCAAATGCTTTACTTTAAAGTGT
AGTAAGATATTGGTATTTCTTATCTTATATAAGCACTAAGCAAAATAATT
TGAATGGTAAATATTTATATTGAAGAGCAAAATTAAAAACTAAATGAATA
AAAATATTACTTTCAAGTGCAACAACTTTTATCATAATATACTCCTTTGT
TGGAAAAATTAAGAATTTTTTTTTCATGAATCAAATTTTATTATAAGACC
TAACTATTTTATTTTCTTACATAGATCTTGACAACC

ภาคผนวกทยีที่  4 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของยยีนเปร้าหมาย
>hEPO2153bp_NC_000007:100720800-100723700
ATGGGGGTGCACGGTGAGTACTCGCGGGCTGGGCGCTCCCGCCCGCCCGGGTCCCTGTTT
GAGCGGGGATTTAGCGCCCCGGCTATTGGCCAGGAGGTGGCTGGGTTCAAGGACCGGCGA
CTTGTCAAGGACCCCGGAAGGGGGAGGGGGGTGGGGCAGCCTCCACGTGCCAGCGGGGAC
TTGGGGGAGTCCTTGGGGATGGCAAAAACCTGACCTGTGAAGGGGACACAGTTTGGGGGT
TGAGGGGAAGAAGGTTTGGGGGTTCTGCTGTGCCAGTGGAGAGGAAGCTGATAAGCTGAT
AACCTGGGCGCTGGAGCCACCACTTATCTGCCAGAGGGGAAGCCTCTGTCACACCAGGAT
TGAAGTTTGGCCGGAGAAGTGGATGCTGGTAGCTGGGGGTGGGGTGTGCACACGGCAGCA
GGATTGAATGAAGGCCAGGGAGGCAGCACCTGAGTGCTTGCATGGTTGGGGACAGGAAGG
ACGAGCTGGGGCAGAGACGTGGGGATGAAGGAAGCTGTCCTTCCACAGCCACCCTTCTCC
CTCCCCGCCTGACTCTCAGCCTGGCTATCTGTTCTAGAATGTCCTGCCTGGCTGTGGCTT
CTCCTGTCCCTGCTGTCGCTCCCTCTGGGCCTCCCAGTCCTGGGCGCCCCACCACGCCTC
ATCTGTGACAGCCGAGTCCTGGAGAGGTACCTCTTGGAGGCCAAGGAGGCCGAGAATATC
ACGGTGAGACCCCTTCCCCAGCACATTCCACAGAACTCACGCTCAGGGCTTCAGGGAACT
CCTCCCAGATCCAGGAACCTGGCACTTGGTTTGGGGTGGAGTTGGGAAGCTAGACACTGC
CCCCCTACATAAGAATAAGTCTGGTGGCCCCAAACCATACCTGGAAACTAGGCAAGGAGC
AAAGCCAGCAGATCCTACGGCCTGTGGGCCAGGGCCAGAGCCTTCAGGGACCCTTGACTC
CCCGGGCTGTGTGCATTTCAGACGGGCTGTGCTGAACACTGCAGCTTGAATGAGAATATC
ACTGTCCCAGACACCAAAGTTAATTTCTATGCCTGGAAGAGGATGGAGGTGAGTTCCTTT
TTTTTTTTTTTTCCTTTCTTTTGGAGAATCTCATTTGCGAGCCTGATTTTGGATGAAAGG
GAGAATGATCGAGGGAAAGGTAAAATGGAGCAGCAGAGATGAGGCTGCCTGGGCGCAGAG
GCTCACGTCTATAATCCCAGGCTGAGATGGCCGAGATGGGAGAATTGCTTGAGCCCTGGA
GTTTCAGACCAACCTAGGCAGCATAGTGAGATCCCCCATCTCTACAAACATTTAAAAAAA
TTAGTCAGGTGAGGTGGTGCATGGTGGTAGTCCCAGATATTTGGAAGGCTGAGGCGGGAG
GATCGCTTGAGCCCAGGAATTTGAGGCTGCAGTGAGCTGTGATCACACCACTGCACTCCA
GCCTCAGTGACAGAGTGAGGCCCTGTCTCAAAAAAGAAAAGAAAAAAGAAAAATAATGAG
GGCTGTATGGAATACATTCATTATTCATTCACTCACTCACTCACTCACTCATTCATTCAT
TCATTCATTCAACAAGTCTTATTGCATACCTTCTGTTTGCTCAGCTTGGTGCTTGGGGCT
GCTGAGGGGCAGGAGGGAGAGGGTGACATGGGTCAGCTGACTCCCAGAGTCCACTCCCTG
TAGGTCGGGCAGCAGGCCGTAGAAGTCTGGCAGGGCCTGGCCCTGCTGTCGGAAGCTGTC
CTGCGGGGCCAGGCCCTGTTGGTCAACTCTTCCCAGCCGTGGGAGCCCCTGCAGCTGCAT
GTGGATAAAGCCGTCAGTGGCCTTCGCAGCCTCACCACTCTGCTTCGGGCTCTGGGAGCC
CAGGTGAGTAGGAGCGGACACTTCTGCTTGCCCTTTCTGTAAGAAGGGGAGAAGGGTCTT
GCTAAGGAGTACAGGAACTGTCCGTATTCCTTCCCTTTCTGTGGCACTGCAGCGACCTCC
TGTTTTCTCCTTGGCAGAAGGAAGCCATCTCCCCTCCAGATGCGGCCTCAGCTGCTCCAC
TCCGAACAATCACTGCTGACACTTTCCGCAAACTCTTCCGAGTCTACTCCAATTTCCTCC
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GGGGAAAGCTGAAGCTGTACACAGGGGAGGCCTGCAGGACAGGGGACAGATGA

>hGCSF1485bp_NT_010755_Hs17_10912:1896024-1897508
ATGGCTGGACCTGCCACCCAGAGCCCCATGAAGCTGATGGGTGAGTGTCTTGGCCCAGGATGGGAGAGCC
GCCTGCCCTGGCATGGGAGGGAGGCTGGTGTGACAGAGGGGCTGGGGATCCCCGTTCTGGGAATGGGGAT
TAAAGGCACCCAGTGTCCCCGAGAGGGCCTCAGGTGGTAGGGAACAGCATGTCTCCTGAGCCCGCTCTGT
CCCCAGCCCTGCAGCTGCTGCTGTGGCACAGTGCACTCTGGACAGTGCAGGAAGCCACCCCCCTGGGCCC
TGCCAGCTCCCTGCCCCAGAGCTTCCTGCTCAAGTGCTTAGAGCAAGTGAGGAAGATCCAGGGCGATGGC
GCAGCGCTCCAGGAGAAGCTGGTGAGTGAGGTGGGTGAGAGGGCTGTGGAGGGAAGCCCGGTGGGGAGAG
CTAAGGGGGATGGAACTGCAGGGCCAACATCCTCTGGAAGGGACGTGGGAGAATATTAGGAGCAGTGGAG
CTGGGGAAGGCTGGGAAGGGACTTGGGGAGGAGGACCTTGGTGGGGACAGTGCTCGGGAGGGCTGGCTGG
GATGGGAGTGGAGGCATTACATTCAGGAGAAAGGGCAAGGGCCCCTGTGAGATCAGAGAGTGGGGGTGCA
GGGCAGAGAGGAACTGAACAGCCTGGCAGGACATGGAGGGAGGGGAAAGACCAGAGAGTCGGGGAGGACC
CGGGAAGGAGCGGCGACCCGGCCATGGCGAGTCTCACTCAGCATCCTTCCATCCCCAGTGTGCCACCTAC
AAGCTGTGCCACCCCGAGGAGCTGGTGCTGCTCGGACACTCTCTGGGCATCCCCTGGGCTCCCCTGAGCA
GCTGCCCCAGCCAGGCCCTGCAGCTGGTGAGTGTCAGGAAAGGATAAGGCTAATGAGGAGGGGGAAGGAG
AGGAGGAACACCCATGGGCTCCCCCATGTCTCCAGGTTCCAAGCTGGGGGCCTGACGTATCTCAGGCAGC
ACCCCCTAACTCTTCCGCTCTGTCTCACAGGCAGGCTGCTTGAGCCAACTCCATAGCGGCCTTTTCCTCT
ACCAGGGGCTCCTGCAGGCCCTGGAAGGGATCTCCCCCGAGTTGGGTCCCACCTTGGACACACTGCAGCT
GGACGTCGCCGACTTTGCCACCACCATCTGGCAGCAGGTGAGCCTTGTTGGGCAGGGTGGCCAAGGTCGT
GCTGGCATTCTGGGCACCACAGCCAGGCCTGTGTATGGGCCCTGTCCATGCTGTCACCCCCAGCATTTCC
TCATTTGTAATAACGCCCACTCAGAAGGGCCCAACCACTGATCACAGCTTTCCCCCACAGATGGAAGAAC
TGGGAATGGCCCCTGCCCTGCAGCCCACCCAGGGTGCCATGCCGGCCTTCGCCTCTGCTTTCCAGCGCCG
GGCAGGAGGGGTCCTGGTTGCCTCCCATCTGCAGAGCTTCCTGGAGGTGTCGTACCGCGTTCTACGCCAC
CTTGCCCAGCCCTGA

ภาคผนวกทยีที่  5 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของ neo cassette
>LoxP site
ATAACTTCGT ATAGCATACA TTATACGAAG TTAT

>mPGK,Addgene13442:PGKneobpA,2251-2767,517bp
ATTCTACCGGGTAGGGGAGGCGCTTTTCCCAAGGCAGTCTGGAGCATGCGCTTTAGCAGC
CCCGCTGGGCACTTGGCGCTACACAAGTGGCCTCTGGCCTCGCACACATTCCACATCCAC
CGGTAGGCGCCAACCGGCTCCGTTCTTTGGTGGCCCCTTCGCGCCACCTTCTACTCCTCC
CCTAGTCAGGAAGTTCCCCCCCGCCCCGCAGCTCGCGTCGTGCAGGACGTGACAAATGGA
AGTAGCACGTCTCACTAGTCTCGTGCAGATGGACAGCACCGCTGAGCAATGGAAGCGGGT
AGGCCTTTGGGGCAGCGGCCAATAGCAGCTTTGCTCCTTCGCTTTCTGGGCTCAGAGGCT
GGGAAGGGGTGGGTCCGGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGCTCAGGGGCGGGGCGGGCGCCCG
AAGGTCCTCCGGAGGCCCGGCATTCTGCACGCTTCAAAAGCGCACGTCTGCCGCGCTGTT
CTCCTCTTCCTCATCTCCGGGCCTTTCGACCTGCAGC

>NeoR/KanR,Addgene13442:PGKneobpA,2772-3572,801bp
ATGGGATCGGCCATTGAACAAGATGGATTGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAG
AGGCTATTCGGCTATGACTGGGCACAACAGACAATCGGCTGCTCTGATGCCGCCGTGTTC
CGGCTGTCAGCGCAGGGGCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAGACCGACCTGTCCGGTGCCCTG
AATGAACTGCAGGACGAGGCAGCGCGGCTATCGTGGCTGGCCACGACGGGCGTTCCTTGC
GCAGCTGTGCTCGACGTTGTCACTGAAGCGGGAAGGGACTGGCTGCTATTGGGCGAAGTG
CCGGGGCAGGATCTCCTGTCATCTCACCTTGCTCCTGCCGAGAAAGTATCCATCATGGCT
GATGCAATGCGGCGGCTGCATACGCTTGATCCGGCTACCTGCCCATTCGACCACCAAGCG
AAACATCGCATCGAGCGAGCACGTACTCGGATGGAAGCCGGTCTTGTCGATCAGGATGAT
CTGGACGAAGAGCATCAGGGGCTCGCGCCAGCCGAACTGTTCGCCAGGCTCAAGGCGCGC
ATGCCCGACGGCGATGATCTCGTCGTGACCCATGGCGATGCCTGCTTGCCGAATATCATG
GTGGAAAATGGCCGCTTTTCTGGATTCATCGACTGTGGCCGGCTGGGTGTGGCGGACCGC
TATCAGGACATAGCGTTGGCTACCCGTGATATTGCTGAAGAGCTTGGCGGCGAATGGGCT
GACCGCTTCCTCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATTCGCAGCGCATCGCCTTCTAT
CGCCTTCTTGACGAGTTCTTC
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>bGHpA,Addgene13442:PGKneobpA,3610-3837,228bp
CGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGA
CCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATT
GTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGG
ATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGG

ภาคผนวกทยีที่ 6 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของ 3' homology arm (สอกร)
>EU213063_6620
GGCCGCCATCTACCATGTAGAACCATTTTATCTGAAGACTTTGACTGTTCTTTTAGAACA
GGGAAATCGCAAATCGAAGTCAATCTTCCTTCTTGAATTCTTTACTCTATATTAGATAGC
ATATAATCCTTTTCCTTTGGCAAAGTTGTCCTAACAGTTTAGTGTCTAAATTTCAGTTGT
ATCATGCCAGTAGGAAGACCACTGAATCAGAGGGAATTAAAAGTCTTTACTAAATTTCAA
TATGGAAATTTTGTTTAAAAAGCCTTTGAATTGCTTCTCCTGTAAGTGCCATCATTTCAA
ATAATTGTGTGCAGTGACTGAGATTTTTCTTCCTTCTTTTCAATAAATTACATTTTAAGG
CACAACTCCTATTTTTTGTCATTATTCCATTCAGCAGAATTTGCACAATCCTGTTAACAG
TCTTTATGCCTGTAACATTTTATTTTCACTAAGTTTTTATTACACTTTCAACCACAATTC
AATGAACAAAATGGTAAATCTTCATGCCTAGCTGATGCTGACAGGTTATAAGCTGGGTCT
AGGATCTTTCATTTGAAGTCACCTGTCTATAGGATATTCTCCATGAGAACATAGGTGTGG
CTGCAGAGAAGAACAGTGGTATGACAGTTGCGGGTGCACTGGGAATTTGAAAAACATGGC
TAAGCTGTTTATTTATGTCACCAGAACCTGTTTGAGCCAAACTCATTTGATTATTTGATT
ATTATACACTTACTTTTATAATTAGGTAGATTAGATAATAAACATTTAATAGGTTAGACC
ATGGCATACAGTAACACAATACTCAGTGTCCTCCCGAACTCCAGTGAAGAGTTATTTCTC
AAAATGACAATAGTCGCTTGCATTAATACCCTCAAAACCCTGCTGGAATTTACTTTCCAG
AGTTTATTCCAGGGTCCCCAACAAACCCTATCTGCTGTGACTCTTTAAGAAACTTCTTTC
CACCAGGTCATAAAATACAGGTGGCAAGGTCTCTTGTACCACAACCTAAACGACCTATTT
AGTTAGCAGTTCTGTCTCTTATCGATTATATATATAATTGATATGCACATATATGCATAA
CACCTAAACACGTATTTTTTGCCTATAACGCTTTTTTACCAGTTGTCACTTGGTTTGGTG
ACACTAGTCTCCTTCCATTTTCCCTGAGGTTGGAAATGCAATTTCAATTACTTTGCACCT
CTCACCAGAGTTCTCAGTCAATTGTTTAGCACAAAAGAATTTCATAAAAGTTTGCCCTTC
AAGGAAAAGTTTAAAGGAGAATAATTTATCCTTTGTAGACACAGGGAAGTGCAGGGCCAT
TAGAACTAAGCATATCTATTTATGGATGTTTAAATATTTCTCTTTCAATTATGATTGTCA
AACTGCCTTCTAGAGTCTCACAAATAACAGAAGCAGAAAAAAATACAGTTGTGAAAAAAC
AGTGCTGACAGTGAACTGAAGAATATGTGCATTCCTCATTGGCTGCCCCTTCCAATGCAT
TGTTGCTGTGCAGGAATACACAGGTCAAATGTAACCAAATTTGGGGACTTCTAGGTGAAA
CTAGAAATGTGGATTGGTGTGTAAGATCTCCTATTTTTAAATATTGGTCTAGTGTTTTTT
AAATATAAAATACACAGTCTCCTTCTCTTTATTGGCCAGACCCAACCCCTCTAACACTAG
TCTATGTACTATAGTGTACTTTAAGTCATTAAGTAAAGGACTTTCTACTTCCAGTCCAAT
CAAGGTTGAATCCCAGTTACAGTGAAGTGAAAGTGAGAAGTAGGACATTAGGGTAATAAT
TAGCTACAGTAAACAAAGAAATCATGATTCCATCATGACAAATACACAGTAAGTGTTAGG
GGCTACATGGGGCTCATTGTTAAAATGGCTCATCATGCTGACCCATGAGACTGACCATCT
TGTTCAAGCGACATCCTGTTTTTGCCACTGGTGCCTATTTTCCCAAGACTACAAGACCAG
GGGGGACCACACACCTCCAGCCTTCTCAAGATTATGAGTGCACCCTACCGTGAGATACCT
CTGACTTTCTCATGACGATGTGACCACCAGAGTCCACCTGCAGGTGAAAGATAAACTATA
AACTAACCTTCCCCCGCTTCAGGAATCAATTTCCCCTCTGCAGAGTATAAGAAGGCCCTG
CTAGAAGGGCGGGGGGGCTGACTCTTCTCAAAGGTCAGTCAGCCTCTCCTTTTTCCTTCT
AATAAATTTTCTTCTCTTTGCCTGAACACCCAATTCCTTCTCTTTTTCTCCATGCTCGCC
TTACAGTAAGACCTTCAGGAGCACTTGGGAGCAGGCGGTTCTGTAAATTTTCCATACCTT
CCCATATATTCCACTTTCAATAGTTGGGTTCCTATTGTCCTAACTTTCACAAGAACTATC
CATTTTATGGATTCATGTCATATTAATCACTATAGATTAGATTTTGCATGCCCTCCCGAA
TTCATATGTTGAAGCCCTAACTCCCCCATGTGATGCACTTGGAGGTGGCATCTTTGGAGG
CAAATAGGTCATGTGAGTGGGATATCTATGAGTGGGATTAGTGCCCCTCTAAGAAAAGCT
AGGAGAGAGCTTGTCTATCTTTCTGCCTTGTGAGGATACAGCAGAAAGGCAGGCACCTGC
AGGCCAAGAGGGAGCCTTCACCGGACACAGGATCTGCTGGCACCTGGATCTTGGTAAATG
TTATTTGTAACTGTATGTCTGTGAGTTGCTATGGGCAGGATGTACTGGCTGGTAAACATT
GTTTAGTAATAAGTGGATGTGGTTTACACCAGATTTAGGAGAATCTAGGAGTGGTGAGGT
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AAAATGGGGTTTGGCATTCAATTGTTGACTCATTATATAGCTAAAATATGCCTGCTTGAT
GAGCTTATTGTAAGAGATCTCACAAGTCATTTTGAGCTTCCTAGTATTGAGGTGCTTTGC
ACACCCTCTGTTAGTGGCCTAAGAACTGAAGATAACACATGTCTTGTGCTACCAAGCAGT
AGGAGGATAAATGAAGTTTGCTCTTGAGATCTCAGTACCTCTTTCATCTTTCAATGCATA
CCCTTCTCCTGTTGTTGTACTCTGTCCTCTGCCTGTAATAAAGCTGTTCTGTTAGTGTAA
ACTGTATGGGTCTCCTTTAACTATCAAAAATGTTAGGTCTTGTGTGATTACCACCTCGCT
GTAATATACAGCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGGGAGAATTCATCTGCAAGTTCTCTCTC
ATCTCCTGCTTCTCATTCTGAAATTTTCACCTCAGTGGGGGCTAAAACTATGCATATAAC
AGTAGCATTAACCAACTATTACAGTTTCTGAGGAAACCCGGTCCTGTGCTATAGTACACA
ATCCCATTCAAGTCCAACAGCAAAGAGGTGAGTCTGCATTGATGAGGTCCCAACCACAGG
GAAAAGGAAGAAGACAGGCAATATACTGAATGCACACATCGCAATGAATCACCACAGATA
CTTACTTCCAGGCTAAGGGAAAGAATATCGCTAGTTCCCCAGCACTTTCTCACATTTTCT
GTCAAGTTGTACCTTCCCTCAGATAACCAATAGTCTAGCTTATCACACAAGAATTTAATC
GATCATTAGATTCTAATAAATTCCACTTATTGGATTACATATTCCATTATATTTTGGCCT
GATTACTGTCATTCAATGTTATTTATATAAAATTCACCCTTGTTTTTTTTGTGGCAGTAA
CTCATTCATTTCAACTGCAGTATGATATCCCATTCCACTTTAGACCATGACTTATTTATA
CAAAATACATTTATACAAAATACAAATTTATACAAAATAACGTAAATGTTAATTCACATT
TATGTTGATTTTAGTTTGGGGTATTAGCATTGTTAGGAGTATTGGGTAAATGTTTTTAGA
ATACATATGAAAGCATATTATGGTTTCCTTTTGGTTGTATACCTAAGAGAAGAAATGTTA
GTTATAATATAAGCAGATGTTTATTTTTGACAAAGACTCATAATACTTTCCGAGTTGCTT
GAACCATTTTATATTTATTTTAACATTACCTAGCATTTATTCAGTTTGCTTATTTTTGTA
AATACTTGGTTTTACCAATTCTTCTCATTTCAGCTATTCTGGAGGTTGTGTCATGATATC
TGGTATTTTTAACTTGCATTTTCCAGAGAAATAATGGTATTGAACATCTTTTCATATATT
TATTGACAATTAAAATAACCTCTTTGGTGAAGTGCCCATTCAAAGATATTGCTTGTGCAC
TATTATATTAGTTGCCTTTGTTATTGAAATATGCCCAATTAAATTTTGGACAATTTGGGG
ACTGGATTCAGACAAAAAGTTCTGCTGGCCATGTCAGGTTTGAGATATTAATTAGATACT
CCGATGTGGAGAAGAATGCAGTTGAGCACTTGAATTTGGAGTTCAGGAAAAAATAAGTTT
GAGGACATACATGTGGAAGCTTCAAGCCCACGAATGGACTTAAAGTCATGGAATCAAACA
ACATCAATCATAGTAAGGCTAATCCCTAGGGTATTCCACACATTGCATGTTTGGAAAAGG
AGAAAATGCCAGAAGAGACGATGCAAAGAAATAACTGGTGAGTTAAGAGGGAAATCAAGG
GCTTATCAGGCTTAGGATTTCGAATAAAATTTGCGATATTTCAAAAAAAAAAAAAAAAAA
AAAGGAATGACCAACTGGACCAAATAGCACTGATAGTTTGGGTAAAATAAACATAGATTG
GTAAAATGAATGTTGTTGGTAATCTTGAAAAAAGTGGTTACCATAGGGGTAAAGCTCAAT
GGGAACAGGTTGATGAGAGAATACCATGTGAAACAATAGACACGGTAGTTTGGACACTTC
CTTTCTGATGGTTACCATAGAGCAGTCTAAAGTACTGCCAAGGATGGAATTTTTTCTTTA
AAGATGGGAGACATTATAGCCTAAGTATGGCTTGCACTTGATCTGAGGTAAGGAAAACAC
TGAGGATGCAGGAAAGATGAAATTACTGCTAGAAACAAGTCCTTGTGTAAACACAAGGGG
AGGGAATCAAGTTTACAAATGTAGGAGTTGTGTAACCAAGCAGGACCCTGTGAAGCCTTC
CCACAGTGGATCCACACTCTTGTCCTCTGCCTGCATTTTTGTCTATAGAAAAACTTTAGT
CAAAGAATCAGTTTGATCAGAGAAGTGAGAAAATACAGAGAAAAAGGAATACAGTCAAGC
AAGACAGAGTAATAATAGTTTAGCCACTCAGCAATGTCAAGGACTTATGGTTCTTCCTCA
TGGACTATAGATAATATGCTGAGCCATGTCCTTGGAACGGTTTTGCAGGTGCTCAAACCC
CTACCAGGCGGAAGAAGTCAACTGCATGCTGCCCACAAACATGTAGACCCCAGACCAGTT
GGAAACAGAAGGTTGATGATGCTGACTCCCAATTACCTCATCACCAAACAGTTAGGAAAA
TATCCAAGGGCTGATCATGCCCGGCTCCTTGAAGAGTAAGAGTAAGAGTCCTCACCACTC
CTCCAAGAGGCACACAGTCCCCGAAGCACTAGCCTGCTGTGTACCCTCTGCCTGGCAATT
AAAGCTACTTTTGCCGGTTTCCACATTTCTATTTGGCGTCAGTGTATAGAGGCAGCCGAT
ACTTCGGTGATAGTTGGTAGACAGATAATTCATTGCAATGAAAAAATTACTCCACAGACA
GAGACAAGGGATATCAGAGCTTCACATAAGTCTACTCTCTTGGGCATTAGTGGCTAAAAC
AACATCCTTCAGCTCATTCTCATTGTGACACTGGCACTGGCTGCTCTAGTGTAAGTGAGG
AATGTGGAGCCACACGGACACCCATCCTGCACTGTGTGGGGTGCTATTCACATTAAAACT
TCAATAAAACCCTTTCAACTGACTGTGTTATAGATGCAAAAACTGAATCTTTGAAAGCCT
AACTTATACAGCACCATTTAGCCACCATGTTACAGAGCCGTGATTCAGATTTTACATTGG
AAGCCTTCTTATCTAGGAGGATCATAAAATTTAACATCCAATGCAGATACTTTTGAGAGT
GAAAGGCACAAGTATAATAGTTCAGCTGAGATAAGAGGTATAAACCAAGACTTTCTAGAG
TATATTCAGCATTAGATCACCCTGCCTTTTCCTCCATTTTTGATATAATTTAGTACTCAA
GTCAAAGCATTCTACTCAATTTCAATTTTTCCGTGGCTATTTTTAACATTAATAATAACT
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TTAAGTTAACTAATAAAGAGGCCAGTTAGGTTTGGAAAATTATAATAAAAACAGGAAAAC
TTAAATATGCCTAAGGATTAATTTATTGAAATGACTGGTTAGGAAATTATAATTCCATAA
ATTATTTTTATACATATTTTTGAAATATTCATGGTATTTCCAACTCAAAATTGAAATTCT
GTGCTATTAGTTGAATTAAAATTTTGAAAATAGAGAATTTCTGAGTCAAATTCAAATTAA
GATGAAGGCCATATAAAGCATAAAATAAATAAGAGAATAAAGTTTCATTTTTTTCATGTA
GACTCATTTAAAAATTATTTGGTAGCATGATGCAAAGATTGAAAAGTTTGACATTTCCAG
TCGCAGTCAATTCCGCGGGG

ภาคผนวกทยีที่ 7 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของ 3' arm (โค)
>bosTau7_chr6:88257414-88263076
GTTGGAAACTGCTTGTCTAATCATTGATCCTCTTTTCATATGAGAGCTCA
GTACAAAAGTACAACGTGTAGACTATAAAGTTGTTTTGCTGGTCCTCTAG
TCTAGCTATATTTAAACACATTACACTTAGATAATATCAATAATTAAATT
GGCTTCAACATTTTTTGTATTATAGTAATATCAAATTTAAGTAGCAATAA
AACTAGCTAATTTTAATTAATATAATTTATTATATTGAAATTTTTATACA
AGTATAGGAGTGTGGGTGTTACTAATTCTGGTGACCCCAACAGTGGAATC
CTATTCTTTATGATCACTGAAATAGAAATACTTAATACGTCACATAGTTA
AATCAAGTGTTTGTCTATTAAGAAGAAAACAGATTTAAATGTCCATAGAT
GTGTTTTGAGTACTTCAATTTACTATATAGGAGCTTGTAGTTGTGTGTGT
ATGTGTATGTTCCCTTTCTAGTGGTGGAAACTTCCCTTATAACAGATCAA
AAGATGGAAAATAAAAGTCTGACGTACTTGGAAGTTTTTACTTTGAATTA
TTTTGCCATATTTTCTGTTACTGCAAAAGAAAGTGCAACCTAGTCATAAA
TTGCCTGTAAAACTTAAAAATCAGGAGCAGTGGGTATGTGTTAGTAACAG
GAGACACATATAACTTTGTGAACTTCATCTTAAGATGAAGAGAAAATGAC
TATTAAAGTGTATCTTATCATAACAGTACCTTCTCCCTTCAAAACATGCA
GCATAACTAACCACATATTTCTTTTTTGGTTTACAGATGGTTCTGAAAAT
TCCATGCTCTACATGTCTTTTCATCTATCATGTCAAACCATTCTATCCAA
AGGCTTCAACTGCTGTTTTAGAATAGGGCAATCTCAAATTGAAGGCACTC
TTTCTTCTTGAGTTCTCTACTGTATTTTAGATAGTGTAACATCCTTAAGT
GAAATTGTCCTAACAGCTTGTTACCTAAATTCCAGTAGTATCATGCTGGT
ATAAAGGCCACTGAGTCAAAGGGAATTAAAGTCTTCATTAAATTTCTGTA
TGGAAAATGTTTTAAAAGCCTTTGAATCACTTCTCCTGTAAGTGCCATCA
TATCAAATAATTGTGTGCATTAACTGAGATTTTGTCTTTCTTCTTTTCAA
TAAATTACATTTTAAGGCACTATTCCTATTTTTTGTCATTATTCCATTGG
AAGGAATTTACACAACCTTGTGAGTTTGTGTGTATATAACATTTTGTTTT
CACTAAATTTTTATGACATTTTCAACCACATTTTAATGAAAAAATTCAAA
TGTTCACTTCTAGCTGATCCTGGTAGATTATAAACTGAGTCTAAGATCTT
TCATTTGAAGTCAACTGTTTATAGAATATTTTCCATGTGAACATGGACGT
GGCTGCAGAGAGAACAGCAGTGTAGTAGTTGTGGGTGCACTGGCAATTTG
AACAACCTGGTTATACTGTTTAATTTGGCAGGACTTGTTGGAGCTCAATC
CATTTGATTATACTTGAGTTTATAACTAGGTAGATTACAAAGTAAAGATT
GTAAAGGTTAACACAGGACACACAGTAACAGAGCATTCATAGTGAGCTGT
TCAGTGTCCTCCAAAACTCTAATGAGTAATTACTTCTCAAAATGACAACA
GCTGCTTACTCTGATATCTTTAAAGCCCCAGGTGAAATTTATTTTCCCGG
CTTTATTCTAGGATTCCCAACCAACCCAATCTGTCATGACTCTTTAAGAA
CCTTGTATGACCCAGGTCACAAAACACAGGTAATAAGGTCTCTTGTACAA
CAGTTTAGACCATCTATATCAGTTGTTCTGTTTACTGATTATGTAGATAT
GTATACATAACATTGAAACATGTAATTTTTGCCTTGAAAATTTTTTTTTA
AAAATCCACTTAGTATTAGGTCTTCTGCCTCCTCTATGTTAAGTACAAGG
TACAACAACTTGTTATTCAATCTAGAGAAGGTTTGTCAACATACTCAGAA
TACTGGACCTGGCAGAAGTTAACGGAGGGTGCAGATTCATACATCTTCAT
AAAATGTATTTCCCAGCTTCTGTCATCATGTCAGTTCCCAAAGAATCAGG
AAAACACAATTTCATGTGTTGTGAATCCTATAGATAATGCCATCCATTTA
ATGAATGTCTTGTAAACAGTAGCATGGTAAAAGTCACGTTTTCTGTAGAT
TAAACTGTGGTACAAACAGGCCAATATCACTGATGAACATAGATGCAAAA
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ATCCTTAACAAAATTCTAGCAATCAGAATCCAACAACACATTAAAAAGAT
CATACACCATGACCAAGTGGGCTTTATCCCAGGGATGCAAGGATTCTTCA
ATATCTGCAAATCAATCAATGTAATACACCACATTAACAAATTGAAAAAT
AAAAACCATATGATTATCTCAATAGATGCAGAGAAAGCCTTTGACAAAAT
TCAACACCCATTTATGATAAAAACTCTCCAGAAAGCAGGAATAGAAGGAA
TATACCTCAACATAATAAAAGCGATATATGACAAACCCACAGCAAACATT
ATCCTCAATGGTGAAAAATTGAAAGCATTTCCTCTAAAGTCAGGAACAAG
ACAAGGGTGCCCACTTTCACCATTACTATTCAACATAGTTTTGGAAGTTT
TGGCCACAGCAATCAGAGCAGAAAAAGAAATAAAAGGAATCCAAATTGGA
AAAGAAGAAGTAAAACTCTCACTGTTTGCAGATGACATGATCCTCTACAT
AGAAAACCCTAAAGACTCCACCAGAAAATTACTAGAATTAATCAATGATT
ATAGTAAAGTTGCAGGATATAAAATCAACACACAGAAATCCCTTGCATTC
CTATACACTAATAATGAGAAAACTGAAAGAGAAATTAAGGAAACAATTCC
ATTCACCATTGCAACAGAAAGAATAAAATACTTAGGAATATATCTACCTA
AAGAAACTAAAGACCTATATATAGAAAACTATAAAACACTGGTGAAAGAA
ATCAAAGAGGACACTAATAGATGGAGAAATATACCATGTTCATGGATTGG
AAGAATCAATATAGTGAAAATGAGTATACTACCCAAAGCAATTTATAGAT
TCAATGCAATCCCTATCAAGCTACCAACAGTATTCTTCACAGAGCTAGAA
CAAATAATTTCACAATTTGTATGGAAATACAAAAAACCTCGAATAGCCAA
AGCGATCTTGAGAAAGAAGAATGGAACTGGAGGAATCAACCTACCTGACT
TCAGGCTCTACTACAAAGCCACAGTCATCAAGACAGTATGGTACTGGCAC
AAAGACAGAAATATAGATCAATGGAACAAAATAGAAAGCCCAGAGATAAA
CCCATGCACATATGGACACCTTATCTTTGACAAAGGAGGCAAGAATATAC
AATGGATTAAAGACAATCTCTTTAACAAGTGGTGCTGGGAAATCTGGTCA
ACCACTTGTAAAAGAATGAAACTAGAGCACTTTCTAACACCATACACAAA
AATAAACTCAAAATGGATTAAAGATCTAAACGTAAGACCAGAAAATATAA
AACTCCTAGGGGAGAACATAGGCAAAACACTCTCTGACATACATCACAGC
AGGATCCTCTATGACCCACCTCCCAGAATATTGGAAATAAAAGCAAAAAT
AAACAAATGGGACCTAATTAACCTTAAAAGCTTCTGCACATCAAAGAAAA
CTATTAGCAAGGTGAAAAGACAGCCTTCAGAATGGGAGAAAATAATAGCA
AATGAAGCAACTGACAAACAACTAATCTCAAAAATATACAAGCAACTCCT
ACAGCTCAACTCCAGAAAAATAAATGACCCAATCAAAAAAATGGGCCAAA
GAACTAAATAGACATTTCTCCAAAGAAGACATACAGATGGCTAACAAACA
CATGAAAAGATGCTCAACATCACTCATTATCAGAGAAATGCAAATCAAAA
CCACTATGAGGTACCATTTCACACCAGTCAGAATGGCTGCGATCCAAAAG
TCTACAAATAATAAATGCTGGAGAGGGTGTGGAGAAAAGGGAACCCTCTT
ACACTGTTGGTGGGAATGCAAACTAGTACAGCCACTATGGAGAACAGTGT
GGAGATTCCTTAAAAAACTGGAAATAGAACTGCCTTATGATCCAGCAATC
CCACTGCTGGGCATACACACTGAGGAAACCAGAAGGGAAAGAGACACGTG
TACCCCAATGTTCATCGCAGCACTGTTTATAATAGCCAGGACATGGAAAG
CAACCTAGATGTCCATCAGCAGATGAATGGATAAGAAAGCAGTGGTACAT
ATACACAATGGAGTATTACTCAGCCATTAAAAAGAAAACATTTGAATCAG
TTCTAATGAGGTGGATGAAACTGGAGCCTATTATACAGAGTGAAGTAAGT
CAGAAAGAAAAACACCAATACAGTATACTAACGCATATATATGGAATTTA
GAAAGATGGTAACAATAACCCTGTGTACAAGACAGCAAAAGAGACACTGA
TGTATAGATCAGTTTTATGGACTCTATGGGAGAGCGAGATGGTGGGAAGA
TTTGGGAGAATGGCATTGAAACATGTAAAATATCATGTATGAAACAAGAT
GCCAGTCCAGGTTCGATGCACGATACTGAATGCTTAGGGCTGGTGCACTG
GGACGACCCAGAGGGATAGTATGGGGAGGGAGGAGGGAGGAGGGTTCAGG
ATGGGGAACACATGTATACCTGTGGTGGATTCATTTTGATATTTGGCAAA
ACTAATACAATTATGTAAAGTTTAAAAAAAAAAAAAAAGACTAGAGCAAA
CTTGTCCTTAAAAGCTGTCCCATGAGAGAGAAAGTTCTGTTTTTAAGACG
AGAACAAACTGTTCCTAGTATTTTTTTCTTTAGCTATGTCAGAATGGAAA
AAAAAAAAAGAATTTTCTAGCTGTGAAGTAAATACCAGGAATTTGCCTGA
CATGTATCATATTAAAAATGCCACCTGTAATAGGTGCCATAACCTCATTA
AGTTTGAAATAATCTATTGTTATCCTCCAAGAAGCTATTTTAAAGGCCAA
ATGAGGAAGTGGAATAATGATGTAATTCACTATCTTTTAGTCTTTGCATC
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TTTTAGTGTTCAACAGCTGTAATTCCCCCAGAAATGCAAATTTTTATGAT
TTTTATGATAGAAAGAGACAAAAGAATTGCTTCTATTTAGCATTTTTTGA
CCTCCTTATTCCATAAGTCAGGGGGATAATATGGGGATTAGAGGAGTGTC
TAAATGTATCCAGTCAAACATTACACTCTGAACTGATGACTTATCATAAA
TGATTTAGAATATCACTAGGCTTGAAAGGAGGCAAACTCGGGTAGTAACA
CAAATTATTACTCAAATCAAAGAAATCTCAACATGAACAAAAGATTATCA
GGACATTTCTCCATCCAACTAATGAATGATAAGACAAAGCATGGATCTCA
GAGTCTGTAATAAGATCACATAGTTCCTTTTATCCAGGTAAATGCTTCAA
ATTCATAATCTGAAGGCAAGTACCAGAGTTGGAAATATGATGTTATAGTA
TGATCTTTCCTATAGAATTTTGATGTTCCTTTCATTCCAGGAATATAGCT
CCATAAATTGATTCTTATTTGTAAATAGCAGGTGGGGTGAATCATTACTC
GCTCTGATAGCAG

ภาคผนวกทยีที่ 8 แสดงลสาดจับนวิวคลยีโอไทดล์เบสของ negative selection marker
>HSV-tk
ATGGCTTCGTACCCCGGCCATCAGCACGCGTCTGCGTTCGACCAGGCTGCGCGTTCTCGC
GGCCATAGCAACCGACGTACGGCGTTGCGCCCTCGCCGGCAGCAAGAAGCCACGGAAGTC
CGCCCGGAGCAGAAAATGCCCACGCTACTGCGGGTTTATATAGACGGTCCCCACGGGATG
GGGAAAACCACCACCACGCAACTGCTGGTGGCCCTGGGTTCGCGCGACGATATCGTCTAC
GTACCCGAGCCGATGACTTACTGGCGGGTGCTGGGGGCTTCCGAGACAATCGCGAACATC
TACACCACACAACACCGCCTTGACCAGGGTGAGATATCGGCCGGGGACGCGGCGGTGGTA
ATGACAAGCGCCCAGATAACAATGGGCATGCCTTATGCCGTGACCGACGCCGTTCTGGCT
CCTCATATCGGGGGGGAGGCTGGGAGCTCACATGCCCCGCCCCCGGCCCTCACCCTCATC
TTCGACCGCCATCCCATCGCCGCCCTCCTGTGCTACCCGGCCGCGCGATACCTTATGGGC
AGCATGACCCCCCAGGCCGTGCTGGCGTTCGTGGCCCTCATCCCGCCGACCTTGCCCGGC
ACAAACATCGTGTTGGGGGCCCTTCCGGAGGACAGACACATCGACCGCCTGGCCAAACGC
CAGCGCCCCGGCGAGCGGCTTGACCTGGCTATGCTGGCCGCGATTCGCCGCGTTTACGGG
CTGCTTGCCAATACGGTGCGGTATCTGCAGGGCGGCGGGTCGTGGCGGGAGGATTGGGGA
CAGCTTTCGGGGACGGCCGTGCCGCCCCAGGGTGCCGAGCCCCAGAGCAACGCGGGCCCA
CGACCCCATATCGGGGACACGTTATTTACCCTGTTTCGGGCCCCCGAGTTGCTGGCCCCC
AACGGCGACCTGTACAACGTGTTTGCCTGGGCCTTGGACGTCTTGGCCAAACGCCTCCGT
CCCATGCACGTCTTTATCCTGGATTACGACCAATCGCCCGCCGGCTGCCGGGACGCCCTG
CTGCAACTTACCTCCGGGATGATCCAGACCCACGTCACCACCCCAGGCTCCATACCGACG
ATCTGCGACCTGGCGCGCACGTTTGCCCGGGAGATGGGGGAGGCTAACTGA
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