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Detection of Very Low Density Lipoprotein and Vitellogenin Receptor Gene  

in Chickens by SSCP Technique 
 

คํานํา 
 

 ไกเปนสัตวท่ีมีความผูกพันกับมนุษยมาชานานดังที่สะทอนใหเห็นในดานตาง ๆ เชน 
ประวัติศาสตร  ประเพณี  วัฒนธรรม  ภาษา  และการกีฬา  เปนตน  การเลี้ยงไกแตเดิมจะเลี้ยงแบบ
ปลอยตามธรรมชาติไมไดมีการเอาใจใสดูแล  หรือใหอาหารที่พิเศษ  วตัถุประสงคมิไดมุงเนน        
เพ่ือการคา  แตเลี้ยงไวเพ่ือเปนอาหารในครัวเรือน แตตอมาไดมีการปรับปรุงพันธุโดยมุงเนน
ลักษณะสําคัญทางเศรษฐกิจ  เชน  การใหผลผลิตไข  จนเกิดเปนพันธุที่สําคัญ ไดแก  พันธุโรด           
ไอแลนดเรด, ไวทเล็กฮอรน  และบาลีพลีมัทร็อท  เปนตน   
 

สวนในชวงที่ผานมาหลังวิกฤตการไขหวัดนกทําใหไกไข  และไกไขที่ติดโรคถูกทําลาย
มากกวา 40 ลานตัว  ทําใหประสบปญหาหลายดาน  เชน  ภาระดานคาอาหาร  ไขไกที่ผลิตได               
แตกลับจําหนายไมได  เน่ืองจากผูบริโภคขาดความมั่นใจจึงเกิดภาวะไขลนตลาด  แตในขณะนี้
สถานการณไกไขในประเทศปรับตัวดีข้ึนอยางตอเน่ือง  เน่ืองจากความตองการบริโภคปรับตัวสูง  
จึงทําใหการผลิตและการสงออกไขไกสูงขึ้นตามแตทวาปญหาของผูเล้ียงไกไขก็คือ  ตนทุนถาไก      
มีอัตราการใหไขสูงก็จะสงผลใหตนทุนตอหนอยลดลงดวย 

 
ไกพ้ืนเมืองเปนไกที่ใหผลผลิตนอย  เน่ืองจากชุดไขหน่ึง ๆ แมไกใหไข 10 – 15 ฟอง                

ปหน่ึงแมไกใหไข  3 – 4  ชุด  แมวาไกพ้ืนเมองจะใหผลผลิตนอยแตมีจุดเดนในเรื่องรสชาติดีเลิศ 
เน้ือแนนราคาดี  จึงมุงเนนในดานการใหผลผลิตเนื้อมากกวาไข (สุวรรณ  และคณะ, 2526)                   
แตอยางไรก็ตามไกพ้ืนเมืองมีความตองการแมไกที่มีความสม่ําเสมอในการใหไขจึงตองมี         
การพัฒนาพันธุไกพ้ืนเมืองตอไป การศึกษาพันธุศาสตรโมเลกุลดานความหลากหลายและขอมูล
ทางพันธุศาสตรโมเลกุลของไกพ้ืนเมืองยังมีนอยจึงสามารถจะนําคุณสมบัติที่ดีของไกพ้ืนเมือง         
มาปรับปรุงพันธุ เพ่ือใหเกิดประโยชนขึ้นตอไป โดยในงานวิจัยครั้งน้ีไดใชไกสามเหลือง                     
ซ่ึงเปนไกพ้ืนเมืองของประเทศจนีซ่ึงมีพฤติกรรมและปริมาณการใหไขคลายไกพ้ืนเมืองของไทย 
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และขอมูลทางพันธุศาสตรโมเลกุลยังนอยมาก  ดังน้ันในที่น้ีจึงใชไกสามเหลืองเปนตัวแทนของ              
ไกพ้ืนเมือง 

 
ยีนความหนาแนนตํ่ามากไลโพโปรตีนและไวเทลโลจีนินรีเซพเตอร (Very Low Density 

Lipoprotein and Vitellogenin Receptor; VLDL/VTG Receptor)  เปนยีนที่เกี่ยวของกับการสราง            
ไขแดงของสัตวป  ดังน้ันเพ่ือใหไดไกที่ไขดก  จึงจําเปนที่จะตองศึกษาเปรียบเทียบแถบดีเอ็นเอ             
เพ่ือดูความแตกตางระหวางในไกไขสายพันธุการคากับไกพ้ืนเมือง 
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วัตถุประสงค 
 
 1. เพ่ือศึกษาการออกแบบไพเมอรใหมีความจําเพาะเจาะจงกับยีนไลโพโปรตีน                   
ความหนาแนนต่ํามากและไวเทลโลจีนินรีเซฟเตอร (Very Low Density Lipoprotein and 
Vitellogenin Receptor; VLDL/VTG Receptor)  
 
 2. เพ่ือศึกษาความหลากหลายของยีนไลโพโปรตีนความหนาแนนต่ํามากและไวเทลโลจี
นิน รีเซฟเตอร (Very Low Density Lipoprotein and Vitellogenin Receptor; VLDL/VTG Receptor) 
ในประชากรไกไขสายพันธุการคาและไกสามเหลืองโดยใชวิธีเอสเอสซีพี (SSCP) 
 
 3. เพ่ือศึกษาถึงความแตกตางการกลายพันธุ (Point mutation) ของยีนยีนไลโพโปรตีน
ความหนาแนนต่ํามากและไวเทลโลจีนินรีเซฟเตอร (Very Low Density Lipoprotein and 
Vitellogenin Receptor; VLDL/VTG Receptor) ในประชากรไกไขสายพันธุการคากับไกสามเหลือง 
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การตรวจเอกสาร 
 
การจัดจําแนกไก (Classification) 
 

โลกเรามีสัตวตาง ๆ อยูราว 600,000 สปชีส ในจํานวนนี้เปนพวกนกประมาณ  10,000  สปชีส  
แบงเปนหมวดหมูตาง ๆ กันตามลักษณะโครงสรางของรางการสัตว  ลักษณะเดนของสัตวจาํพวกนก 
ก็คือ  ขนที่ขึ้นปกคลุมลําตัวจาการศึกษาซากโบราณเทาที่มีหลักฐานยืนยัน พบวาสัตวปกโบราณ
จําพวกสัตวพวกอาคีออบเทอริกซ (Archaeopteryx) เม่ือสมัยประมาณ 150 ลานป กอนเปน
สัตวเลื้อยคลานขนาดลาํตวัประมาณนกพิราบมีฟนเปนซ่ีแหลมอยูที่ขากรรไกรบนและลาง มีปกบินได 
ปลายปกมีน้ิว 3 น้ิว มีหางยาวกระดูกทอนหาง 18 – 21 ทอน หางตรงมีขนยื่นออกดานขางคลาย
ทอนและขนหางแพรคลายพัด(Hutt, 1949)  (ตามภาพที่1) 
 

ปลา(Fish) 
 
 

สัตวครึ่งบกครึ่งนํ้า  มีปอด ขาคูหนา และสวนหัวคลายปลา
(Amphibians)   

                                                          
 
สัตวเลื้อยคลาน  มีอวัยวะบางสวนคลายสัตวคร่ึงบกครึ่งนํ้า 
(Reptiles)  เชน  ระบบหอหุมรางกาย  ขา  และนิ้วเทา 

                                                                                                                           
           
      สัตวปก  มีระบบหอหุมรางกาย ระบบสืบพันธุ 

(Aves)  และระบบขับถายคลายสัตวเลื้อยคลาน 
 
ภาพที่ 1  ขอสันนิษฐานวิวัฒนาการของสัตวปก 
 
ท่ีมา: อรวรรณ (2547) 
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สัตวปกเปนสัตวที่มีขนข้ึนปกคลุมรางกายขาหนาเปลี่ยนเปนปกใชสําหรับการบินออกไข
และเปนสัตวเลือดอุน ไกเปนสัตวปกท่ีมีรูปรางกะทัดรัดกระดูกเบาปราดเปรียว อุณหภูมิรางกาย      
อยูระหวาง 105 – 109 ฟาเรนไฮด (นุชา, 2544) ไกมีจีโนม diploid ประมาณ 1.2 x 10 9  bp  DNA 
เทียบไดกับมนุษยและหนูมีประมาณ  40% ไกมีจํานวนโครโมโซม 39 คู แบงเปนโครโมโซมที่
ขนาดใหญ (Macrochromosome) 8 คู โครโมโซมขนาดเล็ก (Microchromosome) 30 คู         
และโครโมโซมเพศ 1 คู คือ โครโมโซม Z และโครโมโซม  W โดยตัวผูมีจีโนไทปเปน  ZZ  ตัวเมีย      
มีจีโนไทปเปน  ZW  และสามารถจัดจาํแนกอนุกรมวิธานไดดังน้ี (Enchanted Learning, 2006) 
 

Kingdom Animalia  
Phylum Chordata   

Subphylum Vertebrata  
Class Aves  

Order Galliformes   
Family Phasianidae   

Genus Gallus   
Species  G. domesticus 

 
ไกพื้นเมือง 

 
 ไกมีตนกําเนิดมาจากไกปในทวีปเอเชียโดยเฉพาะในแถบประเทศเอเชียตะวันออกเฉียงใต
และมนุษยยังไดนํามาเลี้ยง  ววิัฒนาการของไกเปนไปตามวิถีชีวิตของมนุษยเจาของซึ่งข้ึนอยูกับ
ธรรมชาติบางปเกิดภัยภิบัติ หรือโรคระบาด จึงเปนการคัดเลือกโดยธรรมชาติจนเปนไกพ้ืนเมือง   
ไกพ้ืนเมืองจึงเปนมรดกวัฒนธรรม  และเทคโนโลยีชีวภาพที่มีความหลากหลายเปนทรัพยสิน             
ภูมิปญญาของชาวบานเปนไกที่มีการเปลี่ยนแปลง ปรับปรุงพันธุมาโดยอาศัยพ้ืนฐานธรรมชาติ         
จึงทําใหมีความหลากหลาย 
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 ขอดีของไกพ้ืนเมือง 
 
 1. หาอาหารเกงสามารถเลี้ยงแบบปลอยตามธรรมชาติได ทําใหประหยัดคาอาหารไดมาก 
และยังเปนแหลงโปรตีนที่มีราคาถูกและหาไดงาย 
 
 2. ทนตอสภาพภมูิประเทศ และภูมิอากาศไดเปนอยางดีและทนตอโครพยาธิไดดีกวา            
ไกพันธุอื่น 
 
 3. มีความสามารถในการเลี้ยงลูกเกง 
 
 4. มีรสชาติดี เน้ือแนน มีไขมันนอย 
 
 ขอเสยีของไกพ้ืนเมือง 
 
 1. ไขนอย เฉลี่ยประมาณ 40 – 50 ฟองตอป ใหไขเปนชุด ๆ ละ 7 – 15 ฟอง  และมี  
การเจริญเติบโตชา 
 
 2. เมื่อไขครบชุดแลวไกพ้ืนบานมีนิสัยชอบฟกไข  โดยจะฟกไขประมาณ 21 วัน                     
ไขจนออกเปนลูกเจี๊ยบ  และเลี้ยงลูกเจี๊ยบตอไปอีกประมาณ 2 เดือน จึงจะเริ่มกลับมาใหไขใหมอีก 
(วรวิทย, 2542; วัลลภ, 2544) 
 
การใหผลผลิตไขของไกพื้นเมือง 
  
 ไกพ้ืนเมืองไทยมีพฤติกรรมของสัตวปกปา  การไขเปนชุดหรือตับ การไขแตละชุดใชเวลา
ประมาณ 2 สัปดาห  ซ่ึงไดไขประมาณ 8-12 ฟอง  เมื่อไขหมดชุดแมไกจะใชเวลาฟกไข 21 วัน      
และเลี้ยงลูกไกอีกประมาณ 1-3 เดือน  จึงจะเขาสูรอบการผสมพันธุตอไป ซ่ึงการผสมใชเวลา             
รอบละประมาณ 3-4  เดือน  (เจนรงค, 2549) (ภาพที่ 2) 
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ภาพที่ 2  ระยะเวลาการผลิตลูกไกพ้ืนเมืองในแตละชุด (9-17 สัปดาห) 
 
ท่ีมา: เจนรงค (2549) 
 

การใหผลผลิตไขเฉล่ียของไกลูกผสม ไกพ้ืนเมืองไทย  และไกพ้ืนเมืองญ่ีปุนมีคาเทากบั 
52.21, 43.21 และ 33.32 เปอรเซ็นต ตามลําดับ (ทรงยศ, 2546) และจาํนวนไขเฉลี่ยของไกพ้ืนเมือง
ต้ังแตเร่ิมไขจนครบ 240 วัน มีเพียง 61 ฟอง/ตัว (อภิชัย, 2525) สวนจาํนวนไขสะสมของไกพันธุตาง 
ในชวง 20-56 สัปดาห หรือ 252 วันพบวา  จาํนวนไขเฉลี่ยของไกพ้ืนเมืองเทากับ 53.00±5.0 
ไกเล็กฮอรเทากับ 147.8±6.5 ไกโรดไอสแลนดเรดเทากับ 133.7±7.4 ไกบารพลีมัธร็อคเทากับ 
115.2±4.5 ฟอง/ตัว (นิรัตน,  2535) งานวจิัยคร้ังน้ีไดใชไกสามเหลืองซ่ึงเปนไกพ้ืนเมืองจีนซ่ึงก็มี
พฤติกรรมและปริมาณการใหไขคลายกับไกพ้ืนเมือง  ดังน้ันจึงใชเปนตัวแทนไกพ้ืนเมือง            
ในการศึกษาตอไป 
 
ระบบสืบพันธุของสัตวปกเพศเมีย (Female Reproductive System) ประกอบดวย 
 
 1. รังไข (Ovary) ในระยะแรกของการเจริญเตบิโตของตัวออน จะมีรังไขและทอนําไข              
2  ขางแตหลังจากฟกไขไดประมาณ 8 วัน รังไขและทอนําไขขางขวาจะหยุดเจริญเติบโตและฝอไป
ทําใหเหลือเพียงขางซายเทาน้ัน  รังไขมีลักษณะคลายพวงองุน มีกลุมไขแดงขนาดเล็กประมาณ 
900 – 3,600 ฟอง ในชวงอาย ุ3 – 4 เดือน มีนํ้าหนัก 0.3 – 0.5 กรัม  แตจะเพิ่มขนาดเปน 2  กรัม          
เมื่ออายุ 18 – 20 สัปดาห กอนที่จะมีการวางไข นํ้าหนักจะเพิ่มเปน 4 – 6 กรัม ไขแดงแตละฟอง                    
จะเจริญอยูภายในถุงหุมไขแดง ไขแดงที่พัฒนาเต็มท่ีจะมเีสนผานศูนยกลาง 40 มม. นํ้าหนัก
ประมาณ 20 กรัม จะตกจากรังไขลงสูทอนําไข ถุงหุมไขแดงจะมีเสนเลือดฝอย  จํานวนมากมา            
หลอเลี้ยงเพ่ือนําโภชนะมาใชสรางไขแดง เมื่อไขใบแรกเจริญเติบโตเต็มที่แลวก็จะมกีารตกไข          
ฟองไขที่มีขนาดเล็กลงไปจะเจริญขึ้นมาแทน และจะตกในวันถัดมาจนจํานวนครบ 4 – 6 ฟอง                 

ฟกไข เล้ียงลูก 

2 สัปดาห 3 สัปดาห 4-12 สัปดาห 

ไข 
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และจะหยุดพักประมาณ 24 – 36 ช่ัวโมง แลวจึงเริ่มมีการตกไขตอเน่ืองกันอีกจํานวน ไขแตละชุด      
ท่ีแมไกไขติดตอกันทุกวันโดยไมหยุดเรียกวาตับไข รังไขทําหนาที่สรางเซลลสืบพันธุเพศเมีย            
และผลิตฮอรโมนเพศเมียเอสโตรเจน 
 
 2. ทอนําไข (Oviduct) เปนกลามเนื้อเรียบ ทอนําไขของไกที่กําลังอยูในชวงวางไข          
มีความยาวประมาณ 70 – 80 เซนติเมตร  ทอนําไขมีเสนเลือด  และเสนประสาทมาหลอเล้ียงเปน
จํานวนมากเพื่อทําหนาที่ลําเลียงโภชนะตางๆ ในการสรางไขแดงแตละฟองซึ่งเกิดภายในทอนําไข
ใชระยะเวลาประมาณ 30 นาที แลวจึงตกไขฟองใหม ทอนําไขประกอบดวยสวนตาง ๆ ดังน้ี 
 
  2.1 ปากแตร (Funnel, Infundibulum) ลักษณะเปนรูปกรวย มีรอยหยักเรียกวา fimbria 
สวนน้ีมีความยาวประมาณ 9 เซนติเมตร เปนท่ีรองรับฟองไขที่สุก ฟองไขจะอยูในสวนน้ีประมาณ 
15 นาที บริเวณนี้จะเปนที่กักเก็บตัวอสุจิและเปนบริเวณที่เกิดการปฏิสนธิ 
 
  2.2 ทอนไขขาว (Magnum) ทําหนาที่สรางไขขาว (albumen) หุมไขแดง มีความยาว
ประมาณ 33 เซนติเมตร ไขอยูที่สวนน้ีประมาณ 2 ช่ัวโมง 54 นาที 
 
  2.3 ทอเย่ือเปลือกไข (Isthmus) สวนน้ีมีขนาดสั้นประมาณ 10 เซนติเมตร ไขใชเวลา
อยูในสวนน้ีประมาณ 70 นาที ทําหนาที่ในการผลิตเย่ือหุมไขขาวช้ันใน (inner shell membrane) 
และเยื่อหุมไขช้ันนอก (outer shell membrane) ซ่ึงเยื่อหุมไขมีหนาที่ปกปององคประกอบตาง ๆ 
ภายในฟองไขไมใหติดเชื้อจากบริเวณภายนอก ในดานปานของฟองไขจะพบวาเยื่อหุมไขขาวท้ัง           
2  ชั้นจะแยกออกจากกันเกิดเปนชองวาง เรยีกวา air cell มีความจาํเปนตอการพัฒนาของตัวออน         
ในระยะแรกเปนแหลงรวบรวมอากาศบรสิุทธิ์ 
 
  2.4 มดลูก (Uterus) ลักษณะเปนถุง ยาวประมาณ 10 – 12 เซนติเมตร  ลักษณะเปน
กลามเน้ือหนา  หนาท่ีสรางเปลือกไข  และสีเปลือกไข  ในชวง 5 ชั่วโมงกอนไขออกมา  ผนังของทอ
สวนน้ีจะเต็มไปดวยตอมเปลือกไข (shell gland) ไขจะอยูในสวนน้ีนาน 20 ช่ัวโมง 40 นาที 
 
  2.5 ชองออกไข (Vagina) เช่ือมระหวาง uterus กับ cloacae ยาวประมาณ 12 เซนติเมตร  
ไมไดมีหนาที่ในการสรางองคประกอบของฟองไข แตทําหนาที่ชวยในการวางไข และผลิตโปรตีน
ปดสวนรูเปลือกไข (egg pores) เพ่ือปกปองฟองไขไมใหเกิดการติดเช้ือภายหลังจากการวางไข               
ไปแลว (เกียรติศักด์ิ, 2544; อรวรรณ, 2547) (ภาพท่ี 3) 
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ภาพที่ 3  ระบบสืบพันธุของสัตวปกเพศเมีย 
 
ท่ีมา: http://ag.ansc.purdue.edu/nielsen/www245/lecnotes/avianrepro.html (2006) 
 
การพัฒนาตัวออนสัตวปก 

 
การพัฒนาตัวออนของสัตวปกตองอาศัยองคประกอบจากไขแดง  ซ่ึงไขแดงเปนองคประกอบ 

ท่ีสําคัญตอ oocyte โดย yolk protein และ yolk lipid จะถกูสังเคราะหและลําเลียงมาในรูปของ 
lipoprotein จากตับ  ซ่ึงอยูภายใตอิทธิพลของฮอรโมนเอสโตรเจน  และตับยังเปนแหลงที่เกิด
กระบวนการ  lipid  biosynthesis พบวามีการทํางานอยางหนักในไกไขเพศเมียที่โตเต็มที่               
(Aydin, 2005) (ภาพที่ 4) 

 
Yolk precursors เปนสารจําพวก lipoprotein, lipophosphoglycoprotein, VLDL และ VTG 

ซ่ึงจะจับกับตัวรีเซฟเตอรจําเพาะเจาะจง โดยการขนสงจากกระแสเลือดผานทางวิธี Endocytosis 
เพ่ือให oocyte ของไกเจริญเติบโต 

 
การศึกษาระดบั VLDL และ VTG ใน Plasma ในแมไกระยะไขพบวาจะมีแนวโนม              

ท่ีเพ่ิมขึ้นขึ้นอยูกับระดับเอสโตรเจนที่ให (Nimpf et al., 1988)  
 



 10

 
 

ภาพที่ 4  Receptor –mediated นํา lipoprotein ไปใชในการพัฒนา Oocyte และ Somatic cell  
 
ท่ีมา: Aydin (2005) 
 
 ดังน้ันจะเห็นไดวาสารที่จับจะตองมีความจาํเพาะเจาะจงตอตัวรับรีเซฟเตอรน้ัน ๆ               
(ตารางที่ 1)  
 
ตารางที่ 1  โปรตีนและอนุภาคที่จับกับตัวจาํเพาะแบบ  Receptor mediated endocytosis 
  พบในเซลลสัตว 
 

Ligand Function of Receptor / 
Ligand complex 

Cell  type 

Low-density lipoprotein 
(LDLs) 

Supply Cholesterol Most 

Transferring Supply iron Most 
Phosphovitellogenin Supply protein to embryo Developing oocyte 

 
ท่ีมา: Darnell et al. (1990) 
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VLDL/VTG Receptor 
 

Receptor – Mediated Endocytosis จะจับกับ  ligand ที่จําเพาะคือ VLDL และ VTG VLDL 
เปนสารพวก  lipoprotein ซ่ึงเปนสารซับซอนที่มีโมเลกุลใหญที่มีแกน  ประกอบดวย  lipid ประเภท
cholesterolesters และ triglycerides ที่ไมละลายน้ํา (hydrophobic lipid core) สวนผิวของโมเลกุล
ประกอบดวยสารที่ละลายน้ํา (hydrophilic surface) เชน phospholipids, free cholesterol และ 
โปรตีนที่เรียกวา apolipoprotein ในการจําแนกประเภทของ lipoprotein น้ันแบงไดตามคุณสมบัติ
ตาง ๆ เชน  ตามขนาด (particle Size) สวนประกอบทางเคมีและฟสิกส  และการลอยตัว  เปนตน 
โดยการแบงตามกระบวนการทางเคมแีละฟสิกสโดยใชการปนแยกท่ีความเร็วสูง (ultracentrifugation) 
แบงไดเปน  1.Chylomicrons (d<0.93g/ml) 2.Very Low Density Lipoprotein (VLDL; 0.93<d<1.006)  
3. Intermediate Density Lipoprotein (IDL; d=1.006-1.019 g/ml) 4.Low Density Lipoprotein 
(LDL; d=1.019-1.063 g/ml) 5. High Density Lipoprotein (HDI;d=1.063-1.210g/ml)  

 
Very  Low  Density Lipoprotein (VLDL; 0.93<d<1.003 g/ml) เปน lipoprotein ที่มีอายุส้ัน

มีขนาดเล็กกวา chylomicrons  VLDL ประกอบดวย lipid fraction (90%) คือ triglyceride (51%), 
free cholesterol (7%), esterified cholesterol (12%), phospholipids (18%), non-esterified fatty acid 
(2%)  protein fraction (10%) คือ apoliprotein B, CI , CII, CIII  และ E  (ภาพที่5) 
  

 
ภาพที่ 5  โครงสรางของ VLDL 
 
ท่ีมา: http://tlt.its.psu.edu/mto/index.html (2006) 
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VLDL เปน lipoprotein  ตัวหลักท่ีขนสง lipid จากตับแมไกไปยัง oocyte มีปริมาณถึง 60 % 
ของ dry yolk mass (speake et al., 1998) ตับจะนําสารตั้งตั้นมาสังเคราะหไตรเอซิลกลีเซอรอลและ
คอเลสเตอรอลเอสเทอร ซ่ึงเปนองคประกอบหลักใน VLDL ซ่ึงตับจะสงออกในรูป nascent VLDL 
โดยจะมารวมกับโปรตีนที่สังเคราะหจาก rough endoplasmic resticulum; RER ที่บริเวณภายใน
รางกาย(endogenous lipid)ไปยังเน้ือเย่ือตางๆ  

 
Apolipoprotein เปนโปรตีนพิเศษที่เปนสวนประกอบของ lipoprotein ที่ lipid ไปในกระแสเลือด

โดยจะกระตุนหรือยับย้ังเอนไซมรวมในกระบวนการ lipid metabolism และมีหนาที่เชือ่มโยง 
lipoprotein กับ lipoprotein Receptor บนผิวเซลล โดย VLDL ที่พบมีสวนประกอบเปน 
apolipoprotein B (ApoB) เปนหลัก (พรทิพย, 2526; ปนัดดา, 2545)  

 
 ApoB มี 2 ชนิด ApoB-100 และ ApoB-48 ในไกจะไมพบ ApoB-48, ApoE และ ApoA-II 
แตพบ ApoB-100, ApoA-I และ Apo VLDL –II โดย Receptor ของ oocyte จะจดจาํ apoB-100 ของ 
VLDL, Lipophosphoglycoprotein, Vitellogenin ซ่ึงทั้งหมดเปนองคประกอบหลักของไขแดง 
(susanna et al., 2003) 
 
 Apo VLDL-II (ApoII) จะมีหนาที่ยับย้ังการทํางานของ lipoprotein lipase (LPL) ที่บริเวณ
ผนังหลอดเลือดทํางานยอยสลายกรดไขมันออกจากไตรเอซิลกลีเซอรอล  ผลลัพธคือ              
ไตรเอซิลกลีเซอรอลใน VLDL จะไมถูกใชในกลามเนื้อลาย หรือเน้ือเยื่อไขมันแตจะถูกสงผาน 
granulose basal lamina ของ Ovarian follicle (klasing, 1998) จากการศึกษาถึงระดับ ApoII            
ใน plasma ของไกพบวาถามรีะดับเพ่ิมข้ึนจะมีผลทําให มกีารสะสม triacylgerol-rich ในไขแดง 
(Nimpf et al., 1988)  
 

Receptor binding ของ VLDL และ VTG จะทาํงานไมไดถามีการ methylation ของ lysine 
residuces  และในการสกัด Oocyte membrane โดย Sulfhydryl-reducing reagent จะทําใหไม
สามารถจับไดทั้ง 2 ligand (Stifani  et  al. ,2002) 

 
VLDL Receptor จัดอยูในกลุม LDL Receptor family ซ่ึงมีโครงสรางที่เหมือนกัน                  

โดยแบงเปนสวน Extracelluar domain และสวน Intracellular domain Receptor มี 5 สวน คือ  
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 1.  binding repeat ประกอบดวย กรดอะมิโน 40 ตัว เปนtriple –disulfide bond ผิวเปน
ประจุลบ ใชในการจับกับ ligand ที่จําเพาะเจาะจง 
 
  2.  Epidermal growth factor  precursor (EPF) ประกอบดวย 6 Cysteines  มีกรดอะมิโน            
50  ตัว เปนแบบอนุรักษ tetrapeptide(Tyr-Trp-Thr-Asp;YWTD) 
 
 3.  O-linked sugar 
 
 4.  Transmembrane 
 
 5.  Cytoplasmic ซ่ึงเปนบริเวณสงสัญญาของ Receptor ผานทาง coated pit เปนแบบ
อนุรักษมี tetrapeptide (Asn-Pro-Xaa-Tyr;NPXY) แตขอแตกตางระหวาง LDL กับ VLDL Receptor 
ตรงที่ ligand binding domain ของ LDL Receptor มี 7 cysteines และจดจํา apoB และ apoE                    
แต VDLD Receptor มี 8 cysteines (Bujo  et al. , 1994) (ภาพที่ 6) 
 

 
 

ภาพที่ 6  องคประกอบของ LDL กับ VLDL 
 
ท่ีมา: Bujo et al. (1994) 
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 Patel et al. (1997) ไดอธิบายวาในไกมี 8 repeat ที่บริเวณ binding domain จะมีความสําคัญ
ตอการสะสม VLDL ในการพัฒนาของไข Aydin et al. (2005) พบวาการเกิด lipogenesis ในตับ             
ท่ีมากเกินความสามารถในการขนสงจะทาํใหมีการสะสม lipoprotein ในตับเกิดเปน fatty liver 
syndrome ซ่ึงมักเกิดหลังจาก peak egg production ในสัตวปก C18:1(n-9) จะกระตุนการสังเคราะห
และหลั่ง VLDL  และ apoB-100 นอกจากนี้ fatty acid  ในตับ  เชน  sterculic acid, conjugated 
linoleic acid จะยับยั้งการทํางานของเอนไซมในตับ จะมผีลทําใหขนาดไขลดลงและเพิ่มการสะสม 
lipoprotein ในตับ และลดการขนสง lipid จากตับ 
 
 กระบวนการสราง VLDL โดยในไกไขจะพบที่บริเวณตับจะเริ่มสราง apoB 100                       
ซ่ึงจะประกอบใน VLDLy โดย VLDLy มีเปาหมายเฉพาะที่รังไข (ขนาดเล็ก เสนผานศูนยกลาง             
30 mm) และรวม apoVLDL-II ซ่ึงจะปองกัน lipoprotein lipase hydrolysis และ VLDLy ผานทาง 
ovarian capillaries เขาไปในรังไขโดยผานทาง receptor – mediated endocytosis (OV Receptor)  
ใน oocyte ซ่ึงจะยอยตอเปนกรดอะมิโนคอลเรสเตอรรอลเอสเทอร  และกรดไขมันซ่ึงเปน
องคประกอบ egg yolk สวนในไตบริเวณ proximal tubule cells มีการสราง VLDL (ขนาดใหญ 60 nm) 
และรวมกับ apo C ซ่ึงกระตุน lipoprotein lipase สงไป somatic capillary ไดเปน free fatty acid       
ซ่ึงจะไมไดเขาไปยัง oocyte นอกจากนี้ยังมีบางสวนที่นํากลับไปใชใหม(walzm et al., 1990) (ภาพที่ 7)  

  

 
 
ภาพที่ 7  ระบบการขนสง VLDL กับ VLDL Receptorในระบบสืบพันธุเพศเมีย 
 
ท่ีมา: Walzem et al. (1999) 
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ไกมีรีเซฟเตอรอยู 2 กลุมคือ oocyte receptor มีขนาด 95 KDa และ somatic cell receptor      
มีขนาด 130 KDa มีหนาที่ควบคุมคอสเลสเตอรอล (cholesterol homeostasis) (Ernst et al., 1990; 
Rajan et al., 1987) VLDL/VTG receptor อยูบนโครโมโซมเพศ (Z chromosome) (ภาพที่ 9) 

 
 Vitellogenin  (VTG) จัดเปน phosphoglycoprotein มีขนาดประมาณ  200 – 700 KDa VTG 
แบงเปน 3 ชนิด คือ VTG I, VTG II (เปนตัวหลักและมีมากที่สุด) และ VTG III VTG ไมใชโปรตีน
เดี่ยว แตจัดเปนชุดโปรตีนขนาดเล็กๆ สังเคราะหจากยีนหลายๆ ชนิด VTG จะสังเคราะหภายในตบั
และลําเลียงไปยังไขบริเวณที่ oocyte พัฒนาแลวจะถูกยอยออกเปนฟอสโฟโปรตีน (phosphoprotein), 
ฟอสไวทิน (phosvitin) และไลโพไวเทลลิน (lipovitellin) โดยมี cathepsin D (CTSD) เปนเอ็นไซม
ท่ีใชในการยอยไดเปนสารตั้งตนในการสรางไขแดงของสัตวปกตอไป 
 
 VTG Receptor ก็จัดอยูในกลุม LDL superfamily แบงไดเปน 5 สวน เชน 
 

1. Cysteine – rich ligand – binding repeat (LBRs) 
2. Cysteine – rich epidermal growth factor precursor (EGFP) – like domain 
3. O – linked sugar domain 
4. Single transmembrane domain 
5. Short carboxyl terminal cytoplasmic tail เปนบริเวณสั้นที่มี serine และ threonine 

residues 
 
 ตําแหนงในการจับที่ตางกันในบริเวณ LBRs จะมีผลใหได ligand ที่ตางกัน  เชน  ในบริเวณ 
LBRs ท่ี repeat ที่ 5 จําเปนสําหรับการจับกับ apoE สวน repeat ที่ 2 – 7 ชวยในการจับ apoB VTG 
จะจับกับตาํแหนง repeat ที่ตําแหนง 1 – 3 ของ LBRs ในลักษณะ dimmer (ภาพที่ 8) (Ankang et al., 
2003)  
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ภาพที่ 8  ความสัมพันธระหวาง VTG กับ VTG Receptor 
 
ท่ีมา: Ankang  et al. (2003) 

 
ปจจุบันมีการศึกษาโมเลกุลของ VTG receptor กันมากทั้งในสัตวมีกระดูกสันหลัง  เชน   

ไก (Bujo  et al., 1994) กบ (Okabayashi et al., 1996) ปลา (Li et al., 2003) และในสัตวที่ไมมี
กระดูกสันหลังเชน ยุง (Sappington et al., 1998) มดแดง (Chen et al., 2004) และแมลงสาบ           
(Tufail and Takeda, 2005) 

 
VTG Receptor ในสัตวไมมีกระดูกสันหลังพบวา VTG receptor และ yolk protein receptor 

มีขนาดประมาณ 190 – 214 KDa ซ่ึงเปน 2 เทาของสัตวมีกระดูกสันหลัง (95 – 115 KDa) (Chen    
et al., 2000) ในกรณียุง (A.aegypti: AaVTGR) และ Drosophila (D.melanogater: DmVTGR) yolk-
protein receptor ประกอบดวย 2 ligand – binding domain ประกอบดวย 5 และ 8 repeat  ซ่ึงไมเหมือน
ในสัตวมีกระดูกสันหลัง VTG receptor เปน single ligand binding domain ประกอบดวย 8 cysteine 
– rich repeat (Bujo  et al., 1994) ในไกพบวาเปน single receptor protein VLDL/VTG receptor            
จะจับไดทั้ง VLDL และ VTG แตในกรณีของปลา rainbow trout พบวา VTG receptor จะจับกับ 
VTG ไดดีกวาเมื่อเทียบกับ VLDL (Prat et al., 1998) ไกพบวา VTG receptor จะนาํ VLDL, 
riboflavin – binding protein และ alpha – macroglobulin เขาไปใชในการเติบโตของ oocyte ถามี
การกลายพันธุ ผลทําใหไมสามารถแสดงออกของ VTG receptor ทําใหไกไมไข  กรณี Drosophila 
melanogaster พบวารูปแบบ ovarian expression, mRNA และโปรตีนที่แปลรหัสให Drosophila 
melanogaster Vitellogenin receptor gene เรียกวา gene yolkless (yl) ซ่ึงพบวาถามี           การ 
mutation ของยีน yl พบวาจะทาํให Drosophila เปนหมัน (Schonbaum et al., 2000) 
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  LOC427353 
 

ภาพที่ 9  แผนที่โครโมโซมเพศ (Z)  
 
ท่ีมา: http://www.ncbi.nih.gov (2006) 
 

Symbol 

LOC396154 

LOC431643 

LOC427350 

LOC427351 

 
LOC427352 

BRM 

Description 

BRM protein 

Very low density lipoprotein (VLDL)/vitellogenin 
Receptor 

Similar to Potassium channel, subfamily V, member 2 

Similar to Protein KIAA0020 

Similar to zinc finger protein 515 

Similar to glutamate transporter 

Hypothetical gene supported by CR385130 

Similar to regulatory factor X3 isoform b; 
 DNA binding protein RFX3 
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เทคนิคทางชีวโมเลกุล 
 
 1. เทคนิคอิเล็คโตรโฟรีซิส (Electrophoresis) เปนเทคนิคที่ใชการเคลื่อนที่ของอนุภาคที่มี
ประจุไฟฟาในสนามไฟฟา ใชวิเคราะหความผันแปรของโมเลกุลโปรตีน หรือดีเอ็นเอ ตามขนาด 
รูปราง  หรือประจุของโมเลกุลที่ตองการวิเคราะห  หลักการดีเอ็นเอมีประจุ รูปรางและขนาดที่
แตกตางกัน  เมื่อไปวางในสนามไฟฟา  โมเลกุลจะเคล่ือนที่ไปตามคุณสมบัติของโมเลกุล  เชน
โมเลกุลขนาดใหญจะเคลื่อนที่ชากวาโมเลกลุขนาดเล็ก  โมเลกุลที่มีประจุบวกจะเคลื่อนที่ไปยังขั้วลบ
ของสนามไฟฟา เปนตน โดยในการเคลื่อนที่ตองอาศัยตัวกลางอาทิ  เชน  แปง (starch)                      
พอลิอะคริลาไมด (polyacrylamide) อะกาโรส (Agarose) และ อะกาโรส – อะคริลาไมด (agarose – 
acrylamide) เจลพวกน้ีถูกเคลือบเปนแผนบาง ๆ บนแผนพลาสติกหรือแผนกระจก (อาภัสสรา, 
2537) 
 
 2. เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reactions) เปนเทคนิคที่ถูกคิดคนใชคร้ังแรก 
โดย Kar Mullis และ คณะ ป 1985 (Voet et al., 2006) เปนเทคนิคที่ใชเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย
โดยไมจําเปนตองทําใหชิ้นดีเอ็นเอบริสุทธิ์กอน สามารถแยกสวนดีเอ็นเอที่สนใจโดยไมตองนําไป
ขยายเพ่ิมปริมาณในเซลล โดยอาศัยหลักการ DNA replication ใชเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส             
ซํ้ากันหลาย ๆ รอบของปฏิกิริยาจาํนวนผลผลิตที่ไดเทากับ n2 (n = จํานวนรอบ) กระบวนการ PCR 
ตองอาศัยสวนประกอบสําคัญดังน้ี 
 
  1) บัฟเฟอรสําหรับทําปฏิกิริยา 
 
  2) นิวคลีไทดทั้ง 4 ชนิด (dNTP) คือ dATP, dCTP, dGTP, dTTP ใชสรางดีเอ็นเอสายใหม 
 
  3) Oligonucleotide primer 2 สาย ขนาด 20 – 24 นิวคลีโอไทด ใชสําหรับตั้งตน
สังเคราะหดีเอ็นเอโดยทิศทางและตาํแหนงในการสังเคราะหจะตอจากปลาย 3’ ของไพรเมอร 
ดังน้ันในการทํา PCR ตองทราบลาํดับเบสของดีเอ็นเอ  บริเวณที่ตองการเพิ่มปริมาณอาจจะทั้งหมด
หรือบางสวนเพ่ือใชในการออกแบบสังเคราะหไพรเมอรใหมีเบสเปนคูสมกับบริเวณหนึ่งของดีเอ็นเอ
ตนแบบ 
 
  4) ดีเอ็นเอเปาหมาย เปนดีเอ็นเอที่เราตองการเพิ่มจํานวน 
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  5) แมกนีเซียมคลอไรด ชวยในการเรงปฏิกิริยาของเอนไซมโพลีเมอเรส 
 
  6) เอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส ชวยในการสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยใชดีเอ็นเอ
สายเดี่ยวเปนแมแบบ โดยการเช่ือมโมเลกุลดานปลาย 3’ เพ่ิมความยาวของดีเอ็นเอสายใหมใน
ทิศทางจาก 5’ ไป 3’ นอกจากนี้ยังพบวามีคุณสมบัติ  3’→ 5’ exonuclease ซ่ึงเปนปฏิกิริยายอย
โมเลกุลของ dNTP ออกจากปลาย 3’ และทําหนาที่ซอมแซมดีเอ็นเอบริเวณที่เกิดสังเคราะหดีเอ็นเอ
ท่ีมีความผิดพลาด (proofreading) ในกระบวนการสังเคราะหดีเอ็นเอโดย PCR จะเกิดขึ้น
แบบตอเน่ืองเปนลักษณะลูกโซ 
 
  ขั้นตอนการทํา PCR แบงไดเปน 3 ขั้นดังตอไปนี้ 
 
  1) Denaturing ข้ันตอนที่ทําใหดีเอ็นเอสายคูแยกออกจากกันเปนสายเดี่ยวที่อุณหภูมิ 
ประมาณ 94 – 95 องศาเซลเซียส 
 
  2) Primer annealing ขั้นตอนการลดอุณหภูมิมาที่ประมาณ 25 – 65  องศาเซลเซยีส 
เพ่ือให primer เขาจับดีเอ็นเอบริเวณเบสคูสม (complementary) ที่ปลาย 3’ ซ่ึงอุณหภูมิที่ใชข้ึนกับ
ขนาดและองคประกอบของเบสใน primer ที่ใชซ่ึงมีผลตออุณหภูมิที่ใชในการแยกเกลียวคูใหเปน
สายเดี่ยว 50 เปอรเซ็นต melting temperature (Tm) Tm = {4x(G+C)}+{2x(A+T)} อุณหภูมิสําหรับ 
annealing จะใชประมาณ Tm – 5  องศาเซลเซียส 
 
  3) Primer extension ข้ันตอนการสังเคราะหดีเอ็นเอตอจากสาย primer จากทิศทาง             
5’ ไป 3’ โดยใชเอนไซมดีเอ็นเอโพลีเมอเรส  ซึ่งจะทํางานไดที่อุณหภูมิประมาณ 72  องศาเซลเซียส 
เมื่อทําการสังเคราะหทั้ง 3 ขั้นตอน ซํ้ากันเปนจํานวน 20 -30 รอบ (n = 20 – 30) ทําใหไดสวนดีเอ็น
เอที่ตองการเพิ่มขึ้นเปนปริมาณหลายลานเทา (ภาพที่ 10) (Voet et al., 2006) 
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ภาพที่ 10  การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอโดยเทคนิค PCR 
 
ท่ีมา: Voet et.al. (2006) 
 
 3. เทคนิค  Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP) เปนการตรวจหาโพลี
มอรฟซึมจากดีเอ็นเอที่เพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค PCR ที่มีความแตกตางกันเฉพาะเบสตัวใดตัวหน่ึง
ภายในชิ้นดีเอ็นเอ (point mutation) โดยอาศัยหลักที่วาดีเอ็นเอสายเด่ียวในสภาพธรรมชาติ 
(nondenaturing condition) จะมีการขดหรือพันกันภายโมเลกุลเกิดเปนโครงสรางจาํเพาะหรือมี 
conformation ที่จําเพาะขึ้นอยูกับลําดับเบสของดีเอ็นเอสายน้ัน ซ่ึงจัดเปนโครงสรางขั้นทุติยภูมิ 
(secondary structure) ซ่ึงจะมีผลตอการเคลื่อนที่ในระหวางการทาํอิเลก็โตรโพรีซิส  ในสภาพ non 
denaturing polyacrylaminde gel ตางกัน  ตรวจสอบความแตกตาง  โดยยอม DNA ดวย silver nitrate 
และ SSCP เปนวิธีหน่ึงที่สามารถใชตรวจสอบ  single nucleotide polymorphism (SNPs)โมเลกุล           
ดีเอ็นเอที่มีเบสแตกตางกันแมเพียงเบสเดียวก็สามารถทาํใหเกิดโครงสรางแตกตางกัน  ซ่ึงจะสงผล
ใหการเคลื่อนท่ีในระหวางการทาํอิเล็กโตรโพรซีสเร็วชาตางกัน (สุรินทร, 2545) แตปริมาณตัวอยาง
ท่ีไดมาตรวจ มักคอนขางนอยทําใหปริมาณดีเอ็นเอไมเพียงพอสําหรับการวิเคราะหจึงมีการผนวก
กับเทคนิค  PCR ซ่ึงมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอ ในสวนที่สนใจตรวจกอนแลวนําเอา PCR product  
มาวิเคราะห  SSCP ในการตรวจวเิคราะหการกลายพันธุจึงนิยมใชเทคนิค PCR รวมกับ SSCP              
จึงเรียกวา PCR – SSCP นอกจากนี้ตองคํานึงวา  SSCP สามารถตรวจสอบไดเฉพาะชิ้น  DNA 
ขนาดเล็ก ๆ เทานั้น ประมาณ 0.3 – 0.7 Kb ดังน้ันถาช้ิน DNA ที่มีขนาดใหญเกินไปจะตองนํามาตดั
ดวยเอนไซมตัดจําเพาะใหมีขนาดเล็ก แลวจึงนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP เรียกเทคนิคน้ีวา 
PCR – RF – SSCP หรือ Ref – SSCP (restriction endonuclease fingerprinting – SSCP)  
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  เทคนิค SSCP ประกอบดวย 3 ขั้นตอนใหญ ดังน้ี 
 
  1) การเพิ่มขยายปริมาณ DNA ในสวนที่ตองการตรวจวิเคราะห 
 
  2) การ Denature PCR Product เพ่ือให DNA แยกเปนสายเดี่ยว 
 
  3) การทําสภาพ Non Denaturing Polyacrylamide Gel Electrophoresis เพ่ือแยก         
ความแตกตาง (polymorphism) แลวนําแผนเจลมายอมสี  เชน  การใช silver staining หรือ EtBr  

 
  ปจจัยตางๆ ที่มีผลตอ SSCP มีดังน้ี 
 
  1) อุณหภูมิขณะทํา electrophoresis ซ่ึงทั่วไปอุณหภูมิตํ่า ๆ จะเพ่ิมความไว                            
ในการวิเคราะห  โดยเฉพาะอยางย่ิงเมื่อช้ิน DNA มีขนาดเล็กมาก ๆ  
 
  2) ความเขมขนของบัฟเฟอร 
 
  3) อัตราสวนระหวาง acrylamide ตอ bi – acrylamide  
 
  4) glycerol มีผลทําใหเกิดการเสียสภาพของโครงสรางทุติยภูมิของ DNA สายเดี่ยว  
และคลายตวัและยังเพ่ิมความเหนี่ยวของ gel และลดคาความไมนําไฟฟา ของตัวกลางและชวยคลาย 
gel matrix ในระหวางการ polymerization  
 
  ปจจัยตาง ๆ เหลาน้ีอาจมีอทิธิพลตอการเกิดโครงรูปทุติยภูมิของ DNA สายเดี่ยว  
ท่ีวิเคราะหดวยเทคนิค SSCP จะเห็นวาเทคนคิ PCR – SSCP สามารถทาํไดงาย ประหยัดเมื่อเทียบกับ
เทคนิคอื่นที่สามารถแยกหาความแตกตางไดละเอียดในระดับเดียวกัน และสามารถทําได               
ในหองปฏิบัติการทั่วไป (Fukuoka et al., 1994) เทคนิค SSCP เปนวิธีในการตรวจสอบ single – 
base substitutions, small insertions และ small deletion ใน DNA fragments และเปนเทคนิคที่ใช 
ในตรวจหา mutation ของโรคหลาย ๆ โรค  เชน phenylketonuria, ornithine transcarbamylase 
deficiency และ ornithine δ - amino transferase deficiency (Tsai et al., 1993) 
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อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

สัตวทดลอง 
 
 พันธุไกที่ใชในการศึกษา ประกอบดวย 
 
 1.  ไกไขสายพันธุทางการคา   27  ตัว 
 2.  ไกสามเหลือง    24  ตัว 
 
 โดยทําการเล้ียง ณ ศูนยวิจัยและพัฒนาสัตวปก  มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร  วิทยาเขต
กําแพงแสน  จังหวัดนครปฐม 
 

วิธีการ 
 
1.  การเก็บตัวอยางเลือดไก 
 
 เก็บตัวอยางเลือดโดยการเจาะเลือดบรเิวณเสนเลือดปก (wing vein Venipuncture) ใสหลอด 
Eppendrof ที่ใส 0.5M Ethylene Diamine Tetraacetic Acid (EDTA) นําเลือดที่เจาะแชนํ้าแข็งทันที 
จากนั้นเก็บตัวอยางเลือดไวที่อุณหภูมิ -20  องศาเซลเซียส  เพ่ือรักษาสภาพดีเอ็นเอกอนนําไป
วิเคราะหตอไป 
 
2.  การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไก 
 
 การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดโดยใชตัวอยางเลอืด 100 ไมโครลิตรใสใน Eppendrof อันใหม 
แลวทาํการปนตกตะกอน ดวยความเร็ว 3,000 rpm เปนเวลา 30 นาที  เติม lysis buffer (250mM 
NaCl pH 8, 100 mM Tris-HCl, 100mM EDTA pH 8,0.5% SDS) ประมาณ 600 µl บดและกลับ
หลอดใหเปนเน้ือเดียวกันนําไปตูบมที่อุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียสนาน10 นาที แลวเติม 
Proteinase K 50 µg/ml แลวใสตูบมที่อุณหภูมิ 55-60  องศาเซลเซียส นาน 2 ชั่วโมง แลวเติม 
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Phenol:Choroform:Isoamyl (25:24:1) 600 µl แลวปนแยกชั้น 3000 rpm 10 นาที  แลวดูดสวนใส
ดานบนหลอดใสหลอดใหม แลวเติม Ethanol 95% ที่แชเย็นประมาณ 2 เทาของสวนใส             
แลวเอียงหลอดไปมาจนเห็นตะกอนดีเอ็นเอดูดสารละลายสวนใสทิ้งแลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวย             
70% Ethanol จํานวน 2 ครั้ง แลวเติม TE buffer (10mM Tris-HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8) 50 µl 
เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอ  แลวใสตูบมที่อุณหภูมิ 55-60  องศาเซลเซียส จนตะกอนดีเอ็นเอ  
ละลายหมด เก็บสารละลายดีเอ็นเอไวที่-20  องศาเซลเซียส (Sambrook et al., 2001) 
 
3.  การตรวจปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ 
 
 3.1  การตรวจสอบดีเอ็นเอโดยวิธี Agarose Gel Electrophoresis 
 
  ตรวจสอบผลการสกัดดีเอ็น โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker)            
ท่ีทราบขนาดโดยในที่น้ีเราจะใช Gene Ruler 100 bp DNA ladder โดยใช DNA จากจํานวน  3 
ไมโครลิตร ผสมกับ tracking dye 2 ไมโครลิตร ใช 0.8% agarose gel เปนตัวกลางสาํหรับแยกดีเอ็นเอ 
ใน 1% TBE buffer ผานสนามไฟฟาขนาด 100 โวลต นาน 30 นาที หลังจากนั้นนํา gel ไปยอมดวย
สารละลาย EtBr 0.5 µg/ml ประมาณ 15 นาที ที่อุณหภูมิหองแลวลางสีของ EtBr ดวยนํ้ากล่ัน 
แลวนํา gel ไปสองดวย UV-Source โดยใชเคร่ืองคือ Gene douctement เพ่ือดูแถบ DNA ใน gel 
 
ตารางที่ 2  เปอรเซ็นตความเขมขนของเจลและขนาดที่เหมาะสมในการแยก 
 
ความเขมขนของเจล (%) ขนาดที่เหมาะสมในการแยก (bp) ลักษณะการใชงาน 

0.8 500-7,000 ตรวจสอบการสกัด  DNA 
1.5 200-4,000 ตรวจสอบPCR 

 
ท่ีมา: สุรินทร (2539) 
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 3.2   การตรวจสอบโดยวิธี Optical method 
 
  กรดนิวคลีอิคเชนดีเอ็นเอและอารเอ็นเอ จะดูดกลืนแสงเหนือมวงไดดีทําใหสามารถใช
วิธีน้ีในการวัดปริมาณดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอได โดยดีเอ็นเอหรืออารเอ็นเอที่เปน Double Strand              
ท่ีความเขมขน 50 µg/ml จะมีคา Absorbance A260 nm=1 วิธีการวัด Absorbance ดวย 
Spectrophotometer โดยวัด Absorbance ที่ 260 nm (A260, OD260) และที่ 280 nm (A280, OD280) 
 
  วัสดุและสารละลายที่ใชในการทดลอง 
 
  - TE สําหรับใชเจือจางกรดนิวคลีอิค (10mM Tris-HCl pH 8, 1mM EDTA) 
  - นํ้ากลั่น (Distilled Water) 
 
  การคํานวณหาปริมาณ  
 
  - สําหรับดีเอ็นเอจะใชค าA260 = 1 หมายถึงมีความเขมขนของดีเอ็นเอ = 50 µg/ml 
  - สําหรับอารเอน็เอจะใชคา A280 =1 หมายถึงมีความเขมขนของอารเอ็นเอ= 40 µg/ml 
 
  DNA Concentration (µg/ml) =OD 260 nm X 100(dilution) X50 
 
  โดย 50 คือ DNA OD = 50 µg/ml เน่ืองจากที่คา OD 260 nm มีคาเทากบั 1                   
เมื่อสารละลาย DNA มีความเขมขนเปน 50 µg/ml และ 100 คือ การเจือจาง ไป 100 เทา  ตรวจสอบ
โดยการหาอัตราสวนของคา A 260/ A280 ถาไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอสายคูที่
บริสุทธิ์ ถาหากไดคามากกวา 1.85 แสดงวาในการเตรียมดีเอ็นเอน้ันมีอารเอ็นเอปะปนอยู ถาคานอย
กวา 1.65 แสดงวามีโปรตีน หรือฟนอลปะปน อยูสําหรับอารเอ็นเอที่บริสุทธิ์ควรจะมีคา 
A260/A280 = 2 (วัฒนาลัย, 2536) 
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4. การเพิ่มปรมิาณยีน VLDL/VTG Receptor ดวยวิธี PCR 
 
 4.1  การหาลําดับเบสของ VLDL/VTG Receptor 
 
  ฐานขอมูลใน Genbank ของ NCBI จะทราบลําดับเบสของ VLDL Receptor โดยที่
สนใจ คือ VLDL Receptor รหัสคือ NM_205229 และ VLDL/VTG Receptor รหัส X80207 นําไป 
Alignment พบวาทั้งสองรหัสมีความเหมือนกันจึงเลือกลําดับเบสของ VLDL/VTG Receptor มาใช  
นอกจากนี้พบวา VLDL/VTG Receptor  อยูบนโครโมโซม Z  จึงนําลาํดับเบสของโครโมโซม                 
Z  Genome Sequence Center นํามาเทียบกับ VLDL/VTG Receptor โดยใชโปรแกรม Gene doc 
พบวามี 18 exon และ 18 intron โดยลําดับเบสที่นํามาออกแบบไพรเมอรตั้งเบสตัวที+่287 ถึง -1600 
นับจาก coding sequence ข้ึนไป 
 
 4.2  การออกแบบไพรเมอรสําหรับปฏิกิริยา PCR 
 
  ไพรเมอรท่ีถูกออกแบบโดยใชโปรแกรมคอมพิวเตอร Primer3, Fast PCR และ Genedoc 
จากการพิจารณาลําดับ  นิวคลีโอไทดของยีน VLDL/VTG Receptor ของไก Gallus gallus จาก
ฐานขอมูล Genbank (http://www.ncbi.nim.nih.gov)  โดยออกแบบไพรเมอร  จํานวน 8 คู ที่มี 
accession number X802075.2  ดังแสดงในตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3  ไพรเมอรที่ใชในการเพิ่มปริมาณยีน VLDL/VTG  Receptor 
 

Gene Region  Sequence 
(5´ – 3´) 

Position Product 
size (bp) 

5´flanking 
region 

Primer 1 TAGCAGCCAATGCCACATCCAAAGC 
ACAAATGATTGTCCAGGCCAT CC 

-1599 
-1351 

248 
 

5´flanking 
region 

Primer 2 CGAGATAATCCACTCTGAAGTCATT 
CCCAGTGGTTCTGTTTCATATTTAC 

-1333 
-973 

389 

5´flanking 
region 

Primer 3 GAAGCATGGAAAGGCAAACAGTGC 
TACATCTGCATTCCGAGATCAGG       

-1204 
-712 

492 

5´flanking 
region 

Primer 4 ACTTTACTTCCAAGGAACGAAAGC 
TGAGGAGAAAAATCACTACATCTGC 

-1,110 
-697 

413 

5´flanking 
region 

Primer 5 ACCAAGGTATAACTGGATGTTCAAA
AGAAAAATCACTACATCTGCATTCC 

-873 
-703 

172 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

VLDL/VTG 
Receptor 

5´flanking 
region 

Primer 6 TGCATGTTTCCAGCTCCCTGC 
TCGGTGGCAGTACGCAGG 

-107 
-116 

240 

 5´flanking 
region 

Primer 7 TCACCAAAAACACGCAGAGT 
GAGAGAGGGAGGGAGGAGAG 

-173 
-33 

158 

 5´flanking 
region 

Primer 8 CTCTCCTAATCGCCTCTTTGAC 
ATATACACACGCACACACACACAC 

-88 
+287 

375 

 
 4.3  ปฏิกิริยา PCR  
 
  ดีเอ็นเอที่สกัดไดนํามาเพิ่มปริมาณยีน VLDL/VTG Receptor ที่ตองการ ดวยไพรเมอร
ท่ีจําเพาะเจาะจงกับยีนน้ัน โดยเตรียมสวนผสมปริมาตร 20 ไมโครลิตร ซ่ึงทุกขั้นตอนในการเตรียม
สารละลายตองทําในถาดน้ําแข็งประกอบดวนสวนผสมดังน้ี 
 
  1)  สารละลายดีเอ็น ความเขมขน 10 นาโนกรัม ปริมาตร 5 ไมโครลิตร 
  2) สารละลาย 10X PCR buffer ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  3)  สารละลาย dNTPs เขมขน 10 มิลลิโมลาร ปริมาตร 0.4 ไมโครลิตร 
  4)  สารละลาย แมกนีเซียมคลอไรด 25 มิลลิโมลาร ปริมาตร 1.44  ไมโครลิตร 
  5)  สารละลาย forward primer เขมขน 5 พิโคโมลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
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  6)  สารละลาย reverse primer เขมขน 5 พิโคโมลาร ปริมาตร 2 ไมโครลิตร 
  7)  สารละลาย i-Taq TM  DNA Polymerase เขมขน 5 หนวย/ไมโครลิตร ปริมาตร 0.2 
ไมโครลิตร 
  8)  นํ้ากล่ัน (De-ionized water) ที่ผานการฆาเชื้อแลวปริมาตร 6.96 ไมโครลิตร 
 
  การปรับอุณหภูมิ โดยจะเร่ิมที่อุณหภูมิ 95  องศาเซลเซียส นาน 5 นาที จากนั้นตั้ง               
การเปล่ียนอุณหภูมิตอรอบ ดังน้ี 
 
  1)  95  องศาเซลเซียส นาน 30 วินาท ี
  2)  50-60  องศาเซลเซียส (ตามไพรเมอร) นาน 50 นาที 
  3)  72  องศาเซลเซียส นาน 1 นาที 
  4)  เคร่ืองจะทาํการปรับเปล่ียนอุณภูมิ ซํ้าตามขอ 1-3 จาํนวน 35 รอบ 
  5)  72  องศาเซลเซียส นาน 10 นาที 
 
  เมื่อส้ินสุดกระบวนการ PCR จะเก็บรักษา PCR products ไวท่ี 4  องศาเซลเซียส 
 
5. การตรวจสอบการเพิ่มปรมิาณยีน VLDL/VTG Receptor จากวิธี PCR โดย agarose gel 
electrophoresis 
 
 การตรวจสอบผลการเพิ่มปริมาณยีน โดยเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker)         
ท่ีทราบขนาดโดยในที่น้ีเราจะใช Gene Ruler 100 bp DNA ladder โดยใช  DNA จากวิธี PCR 
จํานวน 3 ไมโครลิตร ผสมกับ tracking dye 2 ไมโครลิตร ใช 1.5% agarose gel เปนตัวกลางสาํหรับ
แยกดีเอ็นเอ ใน 1% TBE buffer ผานสนามไฟฟาขนาด 100 โวลต นาน 30 นาที หลังจากนั้นนํา gel 
ไปยอมดวยสารละลาย Ethidium bromide 0.5 µg/ml ประมาณ 15 นาท ีที่อุณหภูมิหองแลวลางสี
ของ Ethidium bromide (EtBr) ดวยนํ้ากลั่น แลวนํา gel ไปสองดวย UV-Source โดยใชเคร่ือง Gene 
douctement เพ่ือดูแถบ DNA ใน gel 
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6.  การตรวจสอบดีเอ็นเอดวยวิธี Single Strand Conformational Polymorphism (SSCP)  
  
 ผลผลิตจากปฏิกิริยาลูกโซจําลองตัว(PCR Product) จํานวน 5 µ l แลวนํามาตรวจสอบ          
โดยเทคนิคElectrophoresis บน acrylamide gel ซ่ึงใช PCR ตอ denature solution (95%formamide,       
10mM NaOH ,0.05% bromophenol blueและ 0.05% Xylene cyanol) อัตราสวน 2:1 แลว denature 
PCR Product เพ่ือให DNA แยกเปนสายเดี่ยว  โดยใชความรอนที่ 95 องศาเซนเซียส  ประมาณ        
5 นาที  แลวทาํใหเย็นอยางรวดเร็ว หลอดตัวอยางประมาณ 10µ l ลงใน nondenaturing 
polyacrylamide gel  (8% acrylamide gel มีacrylamide:bisacrylamide = 49:1, 10%glycerol, 
0.5XTBE, 1/1000TEMED และ 1/100 ของ 10 เปอรเซ็นต ammoniumpersulfate) ดวยเครื่อง 
Electrophoresis (BioRad ขนาด 38x50cm) ใชกระแสไฟฟา 12 วัตต ทีอุ่ณภูมิ 4  องศาเซลเซียส             
เปนเวลา 12  ชั่วโมง  แลวตรวจสอบแถบดีเอ็นเอดวย Silver Staining 
  
7.  การหาลําดับเบสของดีเอ็นหรือยีนท่ีไดจากกระบวนการ SSCP (DNA Sequencing) 
  
 เพ่ือยืนยันวารปูแบบแถบดีเอ็นที่เกิดขึ้นจากการวิธี SSCP สามารถตรวจสอบการเกิด point 
mutation และเปนลําดับเบสของยีน VLDL/VTG Receptor ที่เราสนใจ จึงนําตัวอยางจากกลุม
รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการวิธี SSCP แตละคูไพรเมอร โดยเลือกตัวแทนไพรเมอรที่ 3 จํานวน 
1  คู ไพรเมอร ซ่ึงเปนสวน 5’ flanking region นําไปทําการหาลําดับเบส ( Sequencing) โดยใช
ตัวแทนไกตามรูปแบบที่ไดจาก SSCP แลวนําผล Sequencing ที่ไดนํามาทาํการเปรียบเทียบ             
ความแตกตางกับยีนที่มีอยูในฐานขอมูล Genbank 
 
8.  การวิเคราะหความถ่ี 
   
 วิเคราะหผลการทดลอง โดยเปรียบเทียบขอมูลที่ไดจากรูปแบบของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น
จากวิธี SSCP ในไกแตละกลุมการทดลอง โดยใชโปรแกรม Image Quant TL v2005 ชวยในการนับ
แถบดีเอ็นเอ 
 
 -  คา Pattern Frequency คํานวณจาก 
 % Pattern Frequency (PF.) = (จํานวนตัวอยางที่พบ pattern น้ัน/ N)  
 N= จํานวนตัวอยางทั้งหมด 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
ผลการเพิ่มปรมิาณยีน VLDL/VTG Receptor ดวยเทคนิค Polymerase chain reaction (PCR) 
 

การเพิ่มปริมาณยีน VLDL/VTG Receptor ในบริเวณ 5’-flanking region โดยออกแบบ        
ไพรเมอรท่ีมีความจาํเพาะกับสวนดังกลาวน้ี พบวาไพรเมอรที่ออกแบบในครั้งน้ี สามารถใชเพ่ิม
ปริมาณยีน VLDL/VTG Receptor ของไกไขสายพันธุการคา และไกสามเหลืองไดในสวนที่ตองการ
เปนจาํนวน 4 คู จาก 8 คู ซ่ึงคิดเปน 50% ซ่ึงอาจจะเกิดจากลําดับเบสทีใ่ชในการออกแบบมาจากไกปา 
ซ่ึงอาจมีบางเบสที่แตกตางไปทําใหไมเหมาะสมตอการจับของไพรเมอรได 

 
ไพรเมอรที่สามารถทาํ PCR ไดน้ันแสดงวาในไกไขสายพันธุการคาและ           ไกสาม

เหลืองมียีน VLDL/VTG  Receptor ทําใหสามารถเพิ่มปริมาณยีนสวนดังกลาวได แตพบวาแถบดี
เอ็นเอของไกทั้งสองสายพันธุที่ไดจากไพรเมอรแตละคูของแตละไพรเมอรมีขนาด         ไม
แตกตางกัน (Non-Polymorphism) 

 
 การเพ่ิมปริมาณยีน VLDL/VTG Receptor ดวยวิธี PCR โดยใชไพรเมอรที่ 1, 2, 3        และ 

4  ที่ออกแบบในบริเวณ 5’ flanking region แลวนํามาทาํอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจล         1.5 
% โดยใชกระแสไฟฟา 100 โวลต นาน 30 นาที แลวนําเจลไปยอมดวย EtBr พบแถบดีเอ็นเอที่มี
ขนาดประมาณ 248 คูเบส (ภาพที่ 11), 389 คูเบส (ภาพที่ 12), 492 คูเบส (ภาพที่ 13) และ 413 คูเบส 
(ภาพที่ 14)  ในไกทุกตัวตามลําดับ 
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          เลนที่   1     2      3    4     5      6      
 
ภาพที่ 11 ยีน VLDL/VTG Receptor ที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณโดยวิธี PCR โดยใชไพรเมอร ที่ 1 

ที่ออกแบบในบริเวณ 5’ flanking region เลนที่ 1 เปนดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp 
(Gene Ruler 100 bp DNA ladder) เลนที่ 2 และ 3 เปนไกสามเหลือง  เลนที่ 4 ถึง 6  
เปนไกไขสายพันธุการคา  

 

 

 
 เลนที่    1        2        3      4          5      6      

 
ภาพที่ 12 ยีน VLDL/VTG Receptor ที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณโดยวิธี PCR โดยไพรเมอร ที่ 2    

ที่ออกแบบบริเวณ 5’ flanking region เลนที่ 1 เปน ดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp 
(Gene Ruler 100 bp DNA ladder) เลนที่ 2 และ 3 เปนไกสามเหลือง เลนที่ 4  ถึง 6  
เปนไกไขสายพันธุการคา 

 
 

 

248 bp 

389 bp 
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                    เลนที่        1       2        3         4       5       6      

 
ภาพที่ 13 ยีน VLDL/VTG Receptor ที่ไดจากการเพิ่มปริมาณโดยวิธี PCR โดยไพรเมอรที่ 3       

ที่ออกแบบบริเวณ 5’ flanking region แลวเลนที่ 1 เปนดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp 
(Gene Ruler 100 bp DNA ladder) เลนที่ 2 และ 3 เปนไกสามเหลือง เลนที่ 4 ถึง 6 เปน
ไกไขสายพันธุการคา  

 

 
    เลนที่  1      2        3       4      5       6      

 
ภาพที่ 14 ยีน VLDL/VTG Receptor ที่ไดจากการเพ่ิมปริมาณโดยวิธี PCR โดยไพรเมอรที่ 4      

ที่ออกแบบบริเวณ 5’ flanking region แลวเลนที่ 1เปนดีเอ็นเอมาตรฐานขนาด 100 bp 
(Gene Ruler 100 bp DNA ladder) เลนที่ 2 และ 3 เปนไกสามเหลืองเลนที่ 4 ถึง 6  
เปนไกไขสายพันธุการคา  

 
สุรินทร (2545) ไดกลาววา  การทํา PCR แถบดีเอ็นเอที่เกิดแตกตางกันเกิดจากการเพิ่มข้ึน

หรือขาดหาย (Insertion/deletion) แตถาความแตกตางของเบสภายในดีเอ็นเอเกิดจาก  Base Substitution 
ขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ไดจะเทากันซ่ึงแถบดีเอ็นเอในไกไข และไกสามเหลืองทุกตัวที่ใชมีขนาด
เหมือนกัน  แตปริมาณการใหไขเฉล่ียของไกทั้งสองสายพันธุมีความแตกตาง  ดังน้ัน ในการแสดงออก

413  bp 

492  bp 
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ระดับเบสของยีน VLDL/VTG Receptor  อาจจะมีผลตอการสรางไขแดงเฉลี่ยที่แตกตางกันของไก
ท้ังสองสายพันธุ  ดังน้ันจึงจําเปนตองทาํการตรวจสอบ Point mutation ในขั้น SSCP ตอไป  
 
ผลการตรวจสอบดีเอ็นเอดวยวิธี Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 
  

การตรวจสอบหาความแตกตางโดยวิธี PCR ยังไมพบความแตกตางกัน  จึงจําเปนตอง 
จําเปนตองหาความแตกตางกันเฉพาะ 1 เบส(Single Nucleotide Polymorphism; SNPs) ดวยวิธี 
Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) ในสภาวะ nondenaturing condition ท่ีมี
ความเขมขน 8 เปอรเซ็นตแลวตรวจผลจากแผนเจล โดยวิธี Silver Staining 
 
 1. ผลการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG  Receptor 
 
  การทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที่ 1  ท่ีออกแบบจาก         
สวนของ 5’ flanking region พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ (SSCP pattern) มากถึง  6 รูปแบบ               
ดังภาพที่ 15 โดยทั้ง 6 รูปแบบ จะมีการกระจายตัวในไกแตละพันธุ ดังตารางที่ 4  
 

 
เลนที่    1 2 3 4  5  6  7    

 
ภาพที่ 15 รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG  Receptor โดยใช  
 ไพรเมอร ที่ 1 โดยเลนที่ 1 และ  2 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 1 เลนที่ 3 เปนตัวอยาง 

ของรูปแบบที่ 2 เลนที่ 4  เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 3 เลนที่ 5 เปนตัวอยางของรูปแบบ 4 
เลนที่ 6 เปนตัวอยางของรูปแบบ 5 เลนที่ 7 เปนตัวอยางของรูปแบบ 6  
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ตารางที่ 4  แสดงการกระจายตัวของรูปแบบ SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที  
  ในไกเฉพาะพันธุ 

 
เปอรเซ็นตการกระจายตัวของรูปแบบของ SSCP 

พันธุ 
รูปแบบที่ 1 รูปแบบที่ 2 รูปแบบที่ 3 รูปแบบที่ 4 รูปแบบที่ 5 รูปแบบที่ 6 

ไกสามเหลือง 
(N=24) 

 
0.250 (6) 

 
0.042 (1) 

 
0.542 (13) 

 
0.042(1) 

 
0.042(1) 

 
0.083 (2) 

ไกไข 
(N=27) 

 
0.185(5) 

 
0(0) 

 
0.778(21) 

 
0(0) 

 
0(0) 

 
0.037(1) 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือจํานวนตัวของไก 
 

การเกิดรูปแบบ SSCP จากภาพที่ 15  พบรูปแบบไดมากถึง 6 รูปแบบ แสดงใหเห็นวา           
ไพรเมอรท่ี 1 ที่ออกแบบในสวน 5’ flanking  region ของยีน VLDL/VTG Receptor ในไกที่นํามา
ทดลองน้ีมีความแตกตางกัน (Polymorphism) หรือเกิด point mutation ขึ้นภายในยีนสวนดังกลาว  

 
การพบรูปแบบSSCP มากถึง 6 รูปแบบ ในตารางที ่4 คือ รูปแบบที่ 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ใน

ไกสามเหลือง พบรูปแบบที่ 3 เปนรูปแบบที่พบมากสุดพบถึง 0.542 รองลองมาคือ รูปแบบที่ 1 พบ
ถึง 0.250 และ รูปแบบที่ 6 จํานวน 0.083 สวนรูปแบบที่พบนอยท่ีสุดคือ รูปแบบที่ 2, 4 และ 5 พบ
เทากันคือ 0.042 ในไกไขพบรูปแบบถึง 3 รูปแบบ คือรูปแบบที่ 1, 3 และ 6 โดยรูปแบบที่ 3 พบมาก
ท่ีสุดถึง 0.778 รองลงมาคือ รูปแบบ ที่ 1 เปนจํานวน 0.185 สวนรูปแบบที่ 6 พบนอยสุดแค 0.037 
แตในไกไข        ไมพบรูปแบบที่ 2, 4 และ 5 

 
การทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที่ 2 ที่ออกแบบจากสวนของ    

5’ flanking region พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ (SSCP pattern)   3 รูปแบบ ดังภาพที่ 16 โดยทั้ง          
3 รูปแบบ จะมีการกระจายตัวในไกแตละพันธุ ดังตารางที่ 5 
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เลนที่  1   2   3  4   5  6  7    
 

ภาพที่ 16 รูปแบบแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG  Receptor โดยใช  
 ไพรเมอร ที่ 2 โดยเลนที่ 1 และ 2 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 1 เลนที่ 3 ถึง 5  เปนตัวอยาง

ของรูปแบบที่ 2 เลนที่ 6 และ 7 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 3 
 

ตารางที่ 5  แสดงการกระจายตัวของรูปแบบ SSCP ของยีน VLDL Receptor จากไพรเมอรที่ 2  
ในไกเฉพาะพันธุ 

 
เปอรเซ็นตการกระจายตัวของรูปแบบของ SSCP 

พันธุ 
รูปแบบที่ 1 รูปแบบที่ 2 รูปแบบที่ 3 

ไกสามเหลือง 
(N=24) 

 
0.667(16) 

 
0.125 (3) 

 
0.208 (5) 

ไกไข 
(N=27) 

 
1.000(27) 

 
0(0) 

 
0(0) 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือจํานวนตัวของไก 
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การเกิดรูปแบบ SSCP จากภาพที่ 16 เกิดรูปแบบไดถึง 3 รูปแบบ แสดงใหเห็นวาไพรเมอร
ท่ี 2  ที่ออกแบบในสวน 5’ flanking  region ของยีน VLDL/VTG Receptor ในไกที่นํามาทดลองนี้ 
มีความแตกตางกัน (Polymorphism) หรือเกิด point mutation ขึ้นภายในยีนสวนดังกลาว  

 
การพบรูปแบบ SSCP ทั้งหมด 3 รูปแบบ ในตารางที่ 5 โดยไกสามเหลืองพบรูปแบบที่ 1                        

เปนรูปแบบที่พบความถี่สัมพัทธมากที่สุดถึง 0.667 รองลงมาคือ รูปแบบที่ 3 พบ 0.208 รูปแบบที่ 2 
พบนอยที่สุดคือ 0.125 สวนในไกไขพบเพียงรูปแบบเดียวคือ รูปแบบที่ 1 พบความถี่สัมพัทธเทากับ 
1.000 
 

การทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที่ 3 ที่ออกแบบจากสวนของ 5’ 
flanking region พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ (SSCP pattern) ถึง 3 รูปแบบ ดังภาพที่ 17 โดยทั้ง 
รูปแบบจะมีการกระจายตัวในไกแตละพันธุ ดังตารางที่ 6  

 

 
    เลนที่     1  2   3   4  5  6  7     

                                                                                    
ภาพที่ 17  รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor โดยใช 

ไพรเมอร ที่ 3 โดยเลนที่ 1 ถึง 3 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 1 เลนที่  4 และ 5 เปน
ตัวอยางของรูปแบบที่ 2 เลนที่ 6 และ 7 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 3  
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ตารางที่ 6  แสดงการกระจายตัวของรูปแบบ SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที่ 3 
ในไกเฉพาะพันธุ 

 
%การกระจายตัวของรูปแบบของ SSCP 

พันธุ 
รูปแบบที่ 1 รูปแบบที่ 2 รูปแบบที่ 3 

ไกสามเหลือง 
(N=24) 

 
0.500(12) 

 
0.458 (11) 

 
0.042 (1) 

ไกไข 
(N=27) 

 
0(0) 

 
1.000(27) 

 
0(0) 

 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือจํานวนตัวของไก 
 

รูปแบบ SSCP เกิดรูปแบบไดถึง 3 รูปแบบ จากภาพที่ 17  แสดงใหเห็นวาไพรเมอรที่ 3              
ท่ีออกแบบในสวน 5’ flanking  region ของยีน VLDL/VTG Receptor ในไกที่นํามาทดลองนี้                
มีความแตกตางกัน (Polymorphism) หรือเกิด point mutation ขึ้นภายในยีนสวนดังกลาว  

 
ไกสามเหลืองพบรูปแบบ SSCP เปนจํานวน 3 รูปแบบ จากตารางที่ 6  คือรูปแบบที่ 1, 2 

และ 3 โดยรูปแบบที่ 1 เปนรูปแบบที่พบความถี่สัมพัทธมากที่สุดถึง 0.500 รองลงมาคือ รูปแบบที่ 2 
พบ 0.458 รูปแบบที่ 3 พบนอยที่สุดคือ 0.042 สวนในไกไขพบเพียงรูปแบบเดียวคือ รูปแบบที่ 2 
พบความถี่สัมพัทธเทากับ 1.000 

 
การทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที่ 4 ที่ออกแบบจากสวนของ 5’ 

flanking region พบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ (SSCP pattern) ถึง 4 รูปแบบ ดังภาพที่ 18 โดยทั้ง 
รูปแบบจะมีการกระจายตัวในไกแตละพันธุ ดังตารางที่ 7 
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เลนที่ 1   2   3  4  5   6 7    

                 
ภาพที่ 18  รูปแบบแถบดีเอ็นเอที่ไดจากการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor โดยใช 

ไพรเมอรที่ 4 โดยเลนที่ 1 และ 2 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 1 เลนที่ 3 เปนตัวอยาง 
ของรูปแบบที่ 2   เลนที่ 4 และ 5 เปนตัวอยางของรูปแบบที่ 3 เลนที่ 6 และ 7  
เปนตัวอยางของรูปแบบ 4  

 
ตารางที่ 7  แสดงการกระจายตัวของรูปแบบ SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor จากไพรเมอรที่ 4 

ในไกเฉพาะพันธุ 
 

เปอรเซ็นตการกระจายตัวของรูปแบบของ SSCP 
พันธุ 

รูปแบบที่ 1 รูปแบบที่ 2 รูปแบบที่ 3 รูปแบบที่ 4 
ไกสามเหลือง 

(N=24) 
 

0.833(20) 
 

0.042 (1) 
 

0.083 (2) 
 

0.042(1) 
ไกไข 

(N=27) 
 

1.000(27) 
 

0(0) 
 

0(0) 
 

0(0) 
 
หมายเหตุ  ตัวเลขในวงเล็บคือจํานวนตัวของไก 
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จากภาพที ่18 การเกิดรูปแบบ  SSCP  ถึง 4 รูปแบบ จากภาพที่ 18 แสดงใหเห็นวาไพรเมอร
ท่ี 4 ที่ออกแบบในสวน 5’ flanking  region ของยีน VLDL/VTG Receptor ในไกที่นํามาทดลองนี้         
มีความแตกตางกัน (Polymorphism) หรือเกิด point mutation ขึ้นภายในยีนสวนดังกลาว  

 
ไกสามเหลืองพบรูปแบบ SSCP เปนจํานวนถึง 4 รูปแบบ   จากตารางที่ 7                             

โดยรูปแบบที่ 1 เปนรูปแบบที่พบความ ถ่ีสัมพัทธมากที่สุดถึง 0.833 รองลงมาคือ รูปแบบที่ 3           
พบ 0.083 รูปแบบที่ 2 และ 4 เปนรูปแบบที่พบนอยที่สุดคือ 0.042 สวนในไกไขพบเพียงรูปแบบ
เดียวคือ  รูปแบบที่ 1 พบความถี่สัมพัทธเทากับ 1.000 

 
ดังน้ันจึงจําเปนจะตองมีการศึกษาโดยละเอียดตอไป โดยการหาลําดับเบสของยีนในสวน

ดังกลาวน้ี วามีตําแหนง Point mutation ในสวนใด และการเกิด mutation ในตําแหนงดังกลาวจะมี
สวนเกี่ยวของกับลักษณะการแสดงออกของการใหไขของไกหรือไม 

 
Satifani et al. (2002)อธิบายวาความหลากหลายในการ Splice VLDLR แบบ  Shorter form 

จะไมมีสวน O-linked sugar ซึ่งจะแสดงออกใน germ cell ทั้งตัวผูและตวัเมีย ในธรรมชาติถาเกิด 
point mutation ใน gene ที่แปลให short form ของ VLDLR จะมีผลเปน Restricted Ovulator (RO) 
ทําใหชะงักการใหไขของแมไก ซ่ึงแมไกจะไมสามารถแสดงการทาํงาน Oocyte Receptor กับ VLDL 
ได และ Single gene ที่ขาดหายไปมีผลตอการจับ ligand กับ Oocyte Receptor 

 
Tsai  et al. (1993) ไดใชเทคนิค SSCP เพ่ือตรวจหา polymorphism ของ apolipoprotein 

E(ApoE) ในคนพบความแตกตางอยางชัดเจนใน 3 allele มีอยู 5 รูปแบบ 
 
กุลสุดา (2550) ศึกษายีนคารเทปซินดี (Cathepsin D; CTSD) และยีนไวเทลโลเจนนินทู 

(Vitellogenin II; VTG II) ยีน CTSD ศึกษาในสวน 5´ -flanking region และสวน coding sequence 
สําหรับยีน VTG II  ศึกษาในสวน 5' -end region  สวน coding sequence บริเวณ exon 4 และบริเวณ 
exon 27 โดยใชเทคนิค SSCP ความเขมขน 8% ในไกไขและไกสามเหลืองไมพบความแตกตางกัน
แตผลของลําดับเบสของยีน VTG II  บริเวณ 5' -end region  ของไกไขแตกตางจากไกสามเหลือง  
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กรณีไกไขพบเพียงแครูปแบบเดียวในไพรเมอรเกือบทั้งหมดยกเวนเฉพาะไพรเมอรที่ 1 
ในขณะที่ไกสามเหลืองพบรูปแบบ SSCP ที่มีความหลากหลาย ในทุกไพรเมอรผลแตกตางดังกลาว
เปนเพราะไกไขมีการคัดเลือกลักษณะปริมาณไขสูงมาอยางตอเน่ืองจนทําใหเกิดความสม่ําเสมอ
ของสายพันธุ  สวนไกสามเหลืองยังคงไวซ่ึงความหลากหลายของการใหไข  และรูปแบบ SSCP ที่มี
ความหลากหลายโดยเฉพาะทีพ่บในไกสามเหลืองยอมแสดงวาในบริเวณ 5’ flanking region ของยีน 
VLDL/VTG receptor เกิด SNPs เปนผลทําใหรูปแบบ SSCP ในไกสามเหลืองบางสวนแตกตางไป
จากรูปแบบ SSCP ของไกไขสายพันธุการคาที่เปนไกไขดก  จึงเปนไปไดวารูปแบบ SSCP เหลาน้ี
จะเปนรูปแบบที่แสดงถึงการใหปริมาณไขตํ่าในไกสามเหลือง ในขณะที่รูปแบบ SSCP                  
ในไกสามเหลืองที่มีรูปแบบเหมือนในไกไขนาจะใหผลผลิตที่ดีกวารูปแบบ SSCP แบบอื่น 

 
การศึกษา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor คาดวานาจะมีผลตอปริมาณการใหไขเฉลี่ย

ของไกทั้งสองสายพันธุที่แตกตางกัน นอกจากนี้จึงจาํเปนจะตองมีการศึกษา หาลาํดับเบสของยีน 
ในสวนดังกลาวน้ี วามีตาํแหนง point mutation ในสวนใด และการเกิด mutation ตําแหนงดังกลาว
นาจะมีผลตอลักษณะการแสดงออกของการใหไขของไกตอไป 

 
ผลการหาลําดับเบสของยีน  VLDL/VTG Receptor ท่ีไดจากกระบวนการ PCR  
(DNA Sequencing) 

 
การนํา PCR product ของไพรเมอร คูที่ 4 ของยีน VLDL/VTG Receptor ในบริเวณ              

5’ flanking region ซ่ึงอยูบนสวน Chromosome Z ที่ใหรูปแบบของ SSCP ทั้งหมด 4 รูปแบบ โดย
ใชตัวแทนของไกสามเหลือง เบอร NO3, NO4 และ NO15 และ ไกไขสายพันธุการคา เบอร NO57 
ไปทําการหาลําดับเบส (Sequencing) แลวนําผลที่ไดมาเปรียบเทียบ (Blast) กับลําดับเบสของยีน 
VLDL/VTG Receptor ในไกปาสีแดง (red jungle fowl) (Miller et al.,2004) ที่มีในฐานขอมูล 
Genbank (accession number NW_001488835.1) พบวายนี VLDL/VTG Receptor รูปแบบทั้ง 3   
ในไกสามเหลือง และอีกรูปแบบในไกไขสายพันธุการคา จะมีความเหมือนหรือมีคา  identity  
เทากับ 99%, 98%, 98% และ   98%  ตามลําดับ ซ่ึงผลจากการเปรียบเทียบลําดับเบส (Alignment) 
ของยีน VLDL/VTG Receptor บริเวณ 5’ flanking region  4 รูปแบบทั้งในไกสามเหลืองและ                
ไกสายพันธุการคาเปนดังน้ี 
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 1. ไกสายพันธุการคา (รูปแบบที่1:NO57) ที่มีความยาว 260 เบสจะมีลําดับเบสตรงกับ
ลําดับเบสของยีน VLDL/VTG Receptor ใน Genbank ที่ตําแหนงเบส 522,011– 522,271 เบส                 
มีคา identity  98% ในจํานวน 260 เบสนั้น จะมีความเหมือนกัน 255 เบส สวนที่แตกตางกัน 5 เบส 
ประกอบดวย การเกิดเพ่ิม 1 เบส ( C ) ในตําแหนงที่ 114  และมีความแตกตางกัน 4 เบส โดยเกิด
จากการเปลี่ยนแปลงลําดับเบส ( mutation) แบบ transition คือ T  →  C  ที่ตําแหนงเบสที่ 16  และ 
แบบ transversion 3 ตําแหนง ประกอบดวย T  → G ,  A  → C  และ T   →  A  ที่ตําแหนงที่ 
131, 230  และ 250 ตามลําดับ (ภาพที่ 19)  

 
no3     1   TCGCTGAGGCTCGTGTTGCCACCAAGATATTAAGGGCACAGAACACATTACTAACGTGAA 60 
no4     1   TCGCTGAGGCTCGTGTTGCCACCAAGATATTAAGGGCACAGAACACATTACTAACGTGAA 60 
no15    1   TCGCTGAGGCTCGTGTTGCCACCAAGATATTAAGGGCACAGAACACATTACTAACGTGAA 60 
no57    1   TCGCTGAGGCTCGTGCTGCCACCAAGATATTAAGGGCACAGAACACATTACTAACGTGAA 60 
chro.z 522011 TCGCTGAGGCTCGTGTTGCCACCAAGATATTAAGGGCACAGAACACATTACTAACGTGAA 522070 
  *************** ******************************************** 
 
no3     61      ATAGCAGGACTACAAAAGTAAATATGAAACAGAACCACTGGGGTTCAGCTGTG-AATTT 120 
no4     61      ATAGCAGGACTACAAAGGTAAATATGAAACAGAACCACTGGGGCTCAGCTGTG-AATTT 120 
no15    61      ATAGCAGGACTACAAAGGTAAATATGAAACAGAACCACTGGGGCTCAGCTGTG-AATTT 120 
no57    61      ATAGCAGGACTACAAAAGTAAATATGAAACAGAACCACTGGGGTTCAGCTGTGCAATTT 120 
chro.z 522071   ATAGCAGGACTACAAAAGTAAATATGAAACAGAACCACTGGGGTTCAGCTGTG-AATTT 522131 
   **************** ************************** ********* ***** 
 
no3     121     TAAGAGTGACGTGAACAAAATCACATTTGCTTTTTAAGGATCCATCCTCTTTCTTTAATT 180 
no4     121     TAAGAGTGACATGAACAAAATCACATTTGCTTTTTAAGGATCCATCCTCTTTCTTTAATT 180 
no15    121     TAAGAGTGACATGAACAAAATCACATTTGCTTTTTAAGGATCCATCCTCTTTCTTTAATT 180 
no57    121     TAAGAGTGACGGGAACAAAATCACATTTGCTTTTTAAGGATCCATCCTCTTTCTTTAATT 180 
chro.z 522131   TAAGAGTGACGTGAACAAAATCACATTTGCTTTTTAAGGATCCATCCTCTTTCTTTAATT 522191 
   **********  ************************************************ 
 
no3      181    CACCAAGGTATAACTGGATGTTCAAAAGGTTACATGTGTAGAACAAAACCACCAATTCT 240 
no4      181    CACCAAGGTATAACTGGATGTTCAAAAGGTTACACGTGTAGAACAAAACCACCAATTCT 240 
no15     181    CACCAAGGTATAACTGGATGTTCAAAAGGTTACACGTGTAGAACAAAACCACCAATTCT 240 
no57     181    CACCAAGGTATAACTGGATGTTCAAAAGGTTACATGTGTAGAACAAAACCCCCAATTCT 240 
chro.z 522192   CACCAAGGTATAACTGGATGTTCAAAAGGTTACATGTGTAGAACAAAACCACCAATTCT 522251 
   *********************************** ************** ********    
 
no3      241    CCTTCTCAAAATCAAAGGTTAA 260 
no4      241    CCTTCTCAAAATAAAAGGTTAA 260 
no15     241    CCTTCTCAAAATAAAAGGTTAA 260 
no57     241    CCTTCTCAAAAAAAAAGGTTAA 260 
chro.z 522252   CCTTCTCAAAATAAAAGGTTAA 522273 
   ***********  ********* 

 
ภาพที่ 19  ลําดับเบสของ PCR product ท่ีไดจากยีน VLDL/VTG Receptor บริเวณ 5’ flaking region     

 จากไพรเมอรที่ 3 โดยเปรียบเทียบกับฐานขอมูล Genbank 
 
 2. ไกสามเหลือง (รูปแบบที่2: NO3) ที่มีความยาว 260 เบส มีคา identity 99% โดยจาก
ความยาว 260 เบส จะมีความเหมือนกับลําดับเบสใน Genbank  259 เบส สวนทีแตกตาง 1 เบส   
เปนการเปลี่ยนแปลงแบบ transversion โดยเปลี่ยนจาก A →C ในตําแหนงที่ 251 (ภาพที่ 19) 
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 3. ไกสามเหลือง (รูปแบบที่3: NO4) ที่มีความยาว 260 เบส มีคา identity 98%โดยจาก
ความยาว 260 เบส จะมีความเหมือนกับลําดับเบสใน Genbank  256 เบส สวนที่แตกตาง 4 เบส           
เปนการเปลี่ยนแปลง transition ทั้ง 4 เบส ซ่ึงประกอบดวย A → G, T → C, G → A,                     
และ T → C ในตําแหนงที่ 77, 104, 130 และ 214 ตามลําดับ (ภาพที่ 19) 
 
 4. ไกสามเหลือง (รูปแบบที่4: NO15) ที่มีความยาว 260 เบส มีคา identity 98% โดยจาก
ความยาว 260  เบส จะมีความเหมือนกับลําดับเบสใน Genbank  256  เบส สวนที่แตกตาง 4 เบส 
เปนการเปลี่ยนแปลงแบบ transition ทั้งหมด เชนเดียวกันกับรูปแบบ NO4 (ภาพที่ 19)  
 

การที่รูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการตรวจสอบหาความหลากหลายดวยเทคนิค SSCP 
ของ NO4 แตกตางจาก NO15 แตลําดับเบสที่ของยีน VLDL/VTG Receptor สวน 5’flanking region 
เหมือนกัน  อาจเปนเพราะการใชเทคนิค SSCP มีปจจัยหลายๆ อยางที่มีผลตอการตรวจสอบ
ความหลากหลายที่เกิดข้ึนในสายนิวคลีโอไทด (วีระพงศ, 2539) ซ่ึงปจจัยเหลาน้ีมีผลตอ                    
การเปล่ียนแปลง Conformation ของดีเอ็นเอสายเดี่ยวจึงทําใหเกิดแตกตางกันได 

 
ยีน VLDL/VTG Receptor ในไกมีความเหมือนกับยีน VLDL Receptor ในสัตวอื่น จะเห็น

ไดจากการรายงานของ Wruss et al. (2007) พบวาลําดับเบสของยีน VLDL Receptor ในคน (Homo 
sapiens) เมื่อเทียบกับลําดับเบสในฐานขอมูลจะมีคา identity 84%                สวน Prat et al. (1998) 
ไดเปรียบเทียบลําดับเบสของ VTG Receptor ในปลา rainbow trout ซ่ึงมีอยู 2 ชนิด ชนิด1 Receptor 
ท่ีครบทั้ง 5 สวน (rt-LPR) ชนิดที่ 2 ไมมีสวน O-linked sugar domain (LP(OS)R) จาก cDNA โดย
เปรียบเทียบกับไก และ กบ(Xenopus) พบมีคาความเหมือนกับ VLDL/VTG Receptor เทากับ  59% 
และ 67% และเหมือนกับ LDLRs ในไกและกบ เทากับ 52% และ 54% ตามลําดับนอกจากนี้ยัง
พบวาลาํดับของกรดอะมิโนของ trout lipoprotein Receptor cDNA จะเหมือนกับ ไก และกบ 
ประมาณ 75% และ 79% ตามลําดับ 

 
Tufail and Takeda (2005) ไดหาความสัมพันธโดยการเปรียบเทียบลําดับกรดอะมิโนของ

VTG Receptor ในแมลงสาบ (Periplaneta americana) เทียบกับยุง(Aedes aegypti) Drosophila 
(Drosophila melanogaster) และ มดแดง (Solenopsis invicta) พบวาแมลงสาบจะมีความสัมพันธ          
มีความใกลชิดกับยุง, Drosophila และ มดแดงในเปอรเซ็นต  36, 34 และ 34%  
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

 สรุป 
 
 1.  ไพรเมอรที่ออกแบบ 4 ใน 8 คู มีความสามารถจะจาํเพาะเจาะจงกับ ยีน VLDL/VTG 
Receptor  สวน 5’ flanking region  โดยไพรเมอรทั้ง 4 คู มีลําดับเบสดังน้ี ไพรเมอรที่ 1 มี forward 
primer 5’TAGCAGCCAATGCCACATCCAAAGC 3’ และ reverse primer 5’ACAAATGATTG 
TCCAGGCCAT CC 3’ สามารถเพ่ิมขนาดดีเอ็นได 248 คูเบส ไพรเมอรที่ 2 มี forward primer  5’ 
CGAGATAATCCACTCTGAAGTCATT 3’ และ reverse primer  5’ CCCAGTGGTTCTG 
TTTCATATTTAC  3’ สามารถเพิ่มขนาดดีเอ็นเอได 389 คูเบส ไพรเมอรที่ 3 มี forward primer  5’ 
GAAGCATGGAAAGGCAAACAGTGC 3’  และ reverse primer  5’ TACATCTGCATTCCGA 
GATCAGG 3’ สามารถเพิ่มขนาดดีเอ็นเอได492 คูเบสไพรเมอรที่ 4 มี forward primer 5’ACTTTA 
CTTCCAAGGAACGAAAGC 3’ และ reverse primer 5’TGAGGAGAAAAATCACTACATC 
TGC 3’  สามารถเพิ่มขนาดดีเอ็นเอได 413 คูเบส 
 
 2. Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) สามารถพบความหลากหลายของ
ยีน VLDL/VTG Receptor สวน 5’ flanking region  โดยพบ 6, 3, 3 และ 4  รูปแบบ  ในไพรเมอรที่ 
1, 2, 3 และ 4 ตามลาํดับ   
 
 3. SSCP ที่พบในไกไขมีเพียง 1 รูปแบบ ในไพรเมอรที่ 1 ในขณะที่พบในไกสามเหลือง
พบ 3, 3 และ 4 รูปแบบตามลําดับ คาดวารปูแบบที่แตกตางกันในไกทั้งสองสายพันธุนาจะมีสวน
เกี่ยวของกับปริมาณการใหไขเฉลี่ยของไกท้ังสองสายพันธุที่แตกตางกัน 
 
 4. ลําดับเบสของยีน VLDL/VTG Receptor ที่ไดจากไพรเมอร 3 ในสวน 5’ flanking 
region ที่สุมจากไกสามเหลืองจํานวน 3 ตัว  และไกไขสายพันธุทางการคา จาํนวน 1 ตัว ที่มีรูปแบบ
ของ SSCP แตกตางกันแลวนําไปเปรียบเทียบกับลําดับเบสที่มีในฐานขอมูล Genbank พบวา             
มีความเหมอืนกันกับบน Chromosome Z ไกสามเหลือง NO3, NO4 และ NO 15  และไกไขสายพันธุ
การคา NO57 ประมาณ   99%, 98%, 98% และ 98%  ตามลําดับ 
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 ขอเสนอแนะ 
 
 1. การศึกษาอิทธิพลของรูปแบบ SSCP ในยีน VLDL/VTG Receptor ตอลักษณะปริมาณ
การใหไขเฉลี่ยของไก จึงจําเปนที่จะตองมีการทดสอบในประชากรที่มากกวาน้ี และเลือกประชากร
ท่ีแตกตางกันสูง เชน ไกไข และ ไกพ้ืนเมือง 
 
 2. เทคนิค SSCP มีปจจัยหลายๆ อยางที่มีผลตอความไวของ SSCP เน่ืองจากปจจัยเหลาน้ี  
มีผลตอการเปลี่ยนแปลงลักษณะ Conformation ของดีเอ็นเอสายเด่ียว  จึงควรมีการควบคุมปจจัย
เหลาน้ันใหเหมาะสม 
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ตารางผนวกที่ 1  สารที่ใชในการสกัดดีเอ็นเอ 
 

                  สาร ( ความเขมขน ) 
              - Lysis buffer 
              - Protenase - K 
              - Phenol:Choroform:Isoamy (25:24:1,V,V,V) 
              - 95 % Ethanol 
              -70 % Ethanol 
              -TE buffer (100mM Tris,pH 8.0;40 mM EDTA) 

  
ตารางผนวกที่ 2  สวนประกอบของสารละลาย Lysis buffer 
 

สาร                          ปริมาณ  300 ml (ml) 
100 mM Tris –HCl , pH 8.0 30 

250 mM NaCl 75 
100 EDTA , pH8.0 60 

0.5% SDS 15 
นํ้ากลั่น 120 

 
ตารางผนวกที่ 3  สวนประกอบของ TBE buffer 
 

สาร 10X ปริมาณ 1000 ml 5X ปริมาณ 1000 ml 
Tris-base 108 g 54 g 
Boric acid 55 g 27.5 g 

0.5M EDTA 40 ml 20 ml 
นํ้ากลั่น เติมจนครบ 1000 ml เติมจนครบ 1000 ml 
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ลําดับเบสของยีน VLDL  Receptor  จากฐานขอมูล Genbank 
 
LOCUS       NM_205229               3224 bp    mRNA    linear   VRT 18-NOV-2006 
DEFINITION  Gallus gallus very low density lipoprotein Receptor (VLDLR), mRNA. 
ACCESSION   NM_205229 
VERSION     NM_205229.1  GI:45382562 
SOURCE      Gallus gallus (chicken) 
  ORGANISM  Gallus gallus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Archosauria; Aves; Neognathae; Galliformes; Phasianidae; 
            Phasianinae; Gallus. 
REFERENCE   1  (bases 1 to 3224) 
  AUTHORS   Bujo,H., Hermann,M., Kaderli,M.O., Jacobsen,L., Sugawara,S.,Nimpf,J., 
Yamamoto,T. and Schneider,W.J. 
  TITLE     Chicken oocyte growth is mediated by an eight ligand binding repeat 
            member of the LDL Receptor family 
  JOURNAL   EMBO J. 13 (21), 5165-5175 (1994) 
   PUBMED   7957081 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..3224 
                     /organism="Gallus gallus" 
                     /mol_type="mRNA" 
                     /db_xref="taxon:9031" 
                     /breed="Leghorn" 
     gene            1..3224 
                     /gene="VLDLR" 
                     /note="very low density lipoprotein Receptor" 
                     /db_xref="GeneID:396154" 
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     CDS             13..2604 
                     /gene="VLDLR" 
                     /note="very low density lipoprotein (VLDL)/vitellogenin 
                     Receptor" 
                     /codon_start=1 
                     /product="very low density lipoprotein Receptor" 
                     /protein_id="NP_990560.1" 
                     /db_xref="GI:45382563" 
                     /db_xref="GeneID:396154" 
                     
/translation="MRSSRQRGDRSAATGGGCGARRWALPRCGALCLLLALGCLRTAT 
  DGAKAKCEESQFQCSNGRCIPLLWKCDGDEDCSDGSDESACVKKTCAESDFVCNSGQC                  
VPNRWQCDGDPDCEDGSDESAELCHMRTCRVNEISCGPQSTQCIPVSWKCDGEKDCDS                  
GEDEENCGNVTCSAAEFTCSSGQCISKSFVCNGQDDCSDGSDELECAPPTCGVHEFQC               
KSSTCIPISWVCDDDADCSDHSDESLEQCGRQPAPPVKCSTSEVQCGSGECIHKKWRC                     
DGDPDCKDGSDEINCPSRTCRPDQFRCEDGNCIHGSRQCNGVRDCLDGTDEANCNNVI                     
QCSGPGKFKCRSGECIDINKVCNHHGDCKDWSDEPLKECNINECLVNNGGCSHICRDL            
VIGYECDCPAGFELVDRRTCGDIDECQNPGICSQICINLKGGYKCECSRGYQMDLATG                  
VCKAVGKEPCLIFTNRRDIRKIGLERKEYIQLVEQLRNTVALDADIAEQKLYWADFSQ                     
KAIFSASIDTRDKVGTHTRILDNIHSPAGIAVDWIYKNIYWTDSSAKTISVASLNGKK                   
RKVLFLSELREPASIAVDPLSGFMYWSDWGEPAKIEKAGMNGFDRQQLVTTEIQWPNG                     
IALDLVKSRLYWLDSKLHMLSSVDLNGQDRRLVLKSHMFLPHPLALTIFEDRVFWIDG                    
ENEAVYGANKFTGAELVTLVNNLNDAQDIIVYHELVQPSGRNWCEENMVNGGCSYLCL                     
PAPQINEHSPKYTCTCPAGYFLQEDGLRCGGFNISSVVSEVAARGAAGAWAVLPILLL                    
VTAALAGYFMWRNWQHKNMKSMNFDNPVYLKTTEEDLTIDIGRHSGSVGHTYPAISVV
STDDDML" 
ORIGIN       
        1 ctcggcgcgg cgatgcggtc gagccggcag cgcggagacc ggagcgcggc gaccggcggc 
       61 gggtgtgggg cgcggcggtg ggcgctcccg cgctgcgggg cgctctgcct gctgctcgcc 
      121 ctcggctgcc tgcgtactgc caccgacggt gcaaaagcaa aatgtgagga gtcccagttc 
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      181 cagtgtagta atggacgctg tattccttta ctctggaaat gtgatggtga tgaagactgt 
      241 tcagacggca gtgatgaaag tgcttgtgtc aagaagacat gtgctgaatc tgactttgtg 
      301 tgtaacagtg gtcagtgtgt gccgaacaga tggcagtgtg atggggatcc ggactgtgag 
      361 gatgggtctg acgagagtgc tgaactgtgc catatgagaa catgccgggt aaatgagatc 
      421 agctgtggtc ctcagtcaac ccagtgtatc ccagtgtcct ggaaatgtga tggtgaaaaa 
      481 gactgtgaca gtggagaaga tgaagagaat tgtggcaatg tgacttgtag tgcagcagag 
      541 ttcacatgca gtagtgggca gtgtatttcc aagagctttg tctgcaatgg tcaagatgac 
      601 tgcagtgatg gtagtgatga gttggagtgt gcacctccaa catgtggtgt tcatgagttc 
      661 cagtgcaaga gctccacttg catccctatc agctgggtgt gtgatgatga tgctgactgc 
      721 tctgaccact ctgatgaatc tttggagcag tgtggccgac agcctgcacc tcctgtgaag 
      781 tgctctacca gtgaggtgca gtgcggctca ggtgaatgta tccacaagaa gtggcgctgt 
      841 gatggagatc ctgactgcaa agatggaagt gatgaaatca actgcccttc tcggacctgc 
      901 agaccagacc agtttaggtg tgaagatggg aactgcatcc atgggagcag gcagtgcaat 
      961 ggtgtgagag actgtctaga tggcactgat gaagcaaact gtaacaatgt tattcagtgt 
     1021 tctggacctg gcaaattcaa gtgcagaagt ggagaatgca tagatattaa taaagtgtgt 
     1081 aaccatcacg gagactgcaa ggactggagt gatgagcctc tcaaggaatg taacataaat 
     1141 gagtgtttgg tcaacaatgg tggatgctcg cacatctgca gagatcttgt tattggctat 
     1201 gaatgtgact gtccagctgg gtttgagctt gtagacagga gaacctgtgg agatattgat 
     1261 gaatgccaga atcctggtat ctgtagccaa atctgtatca acctgaaagg gggatacaag 
     1321 tgtgaatgta gccgtggcta tcagatggat cttgctacag gagtgtgcaa ggctgtgggg 
     1381 aaagaaccat gtctgatttt caccaaccga cgggatatca ggaagattgg ccttgagaga 
     1441 aaagaataca ttcagctagt agagcagcta agaaacacag ttgctctaga tgctgatatt 
     1501 gctgagcaaa agctttattg ggctgacttc agccaaaaag caattttcag tgcctctatt 
     1561 gatacccgtg ataaagttgg aacacacact agaatcctag acaacataca cagccctgca 
     1621 ggaattgctg ttgactggat ttataagaac atctactgga ctgactcatc tgcaaagacc 
     1681 atttcagtgg ccagcctgaa tggcaagaaa agaaaggttt tatttctttc tgagctgaga 
     1741 gagccagctt ctattgctgt agatcctctc tctggcttta tgtactggtc agactggggt 
     1801 gagccagcaa aaattgaaaa agcaggaatg aatggatttg acagacagca gcttgtgaca 
     1861 acagaaatcc aatggcctaa tggcattgct ttagatcttg taaaaagccg tttgtattgg 
     1921 cttgattcta aactacatat gctctcaagt gtggatctga atggccagga tcgtagactt 
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     1981 gtgctcaagt ctcatatgtt ccttcctcat cctcttgctc taacaatatt tgaggatcgt 
     2041 gtattctgga ttgacggaga gaacgaggca gtctatggtg ccaacaaatt tactggagct 
     2101 gaattggtca ccctagtaaa caacctcaat gatgcgcagg acatcattgt ttatcatgaa 
     2161 cttgttcaac cttcaggcag gaactggtgt gaagagaaca tggtaaatgg aggctgtagc 
     2221 tacctgtgcc tgcctgctcc tcagataaat gaacactctc cgaagtatac ttgcacatgt 
     2281 cctgctggat atttcttgca ggaggacggt ctgagatgtg gaggattcaa catcagtagt 
     2341 gtggtgtctg aagtagctgc aagaggagca gcaggagctt gggctgttct tcctatctta 
     2401 ctgctggtga cggctgcatt ggctggctac ttcatgtggc gtaattggca gcacaagaac 
     2461 atgaaaagca tgaattttga taatcccgtc tatctgaaaa ctacagaaga ggacctcaca 
     2521 attgatattg gcagacacag tggttcagtg ggacacacct accctgcaat atctgttgta 
     2581 agcacagatg atgatatgct gtgagtgctg gatcagcaat cactttcagt ttactttgtg 
     2641 ttttacactt acggggatga taaacatgct tgtggctgaa agacttcctc cattcttgga 
     2701 agaatgaaga aactttctct gtgtatggaa cacttacata attagctgtt ttatacagct 
     2761 taacaaccaa ctctgtaaat acctgtccac aacaattcag cttttactgg ttactatttt 
     2821 atcagcaacc cttgaattgg tcagtcagta acaccactgg ccaaatacaa agcactttcc 
     2881 atagaaagcc atattccagc cacaacttgt gctatagtgt aacagctgta catatgtgta 
     2941 tatgccactt gtaaatatta ttcctggaaa atcactatca agcactttga aatacttaaa 
     3001 atgtaaatta ttgtacactg tctttttcaa tggttggggc aatggcaata ggaaaaaacg 
     3061 ggttactatg attgccaaaa atttgtaagc ataagtaatt ttgtatgtat gactgaaaca 
     3121 atcttgtctg ttacctctta gagctctaca ggtatgaatg ctctttgagg aaaccactgt 
     3181 aaatctgaaa tgcagagaag ggggaaaaat aaaaacaagc aatt// 
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ลําดับเบสของยีน VLDL / VTG จากฐานขอมูล Genbank 
  
LOCUS       X80207                  3224 bp    mRNA    linear   VRT 18-APR-2005 
DEFINITION  G.gallus VLDL/vitellogenin Receptor. 
ACCESSION   X80207 
VERSION     X80207.1  GI:609265 
KEYWORDS    very low density lipoprotein / vitellogenin Receptor. 
SOURCE      Gallus gallus (chicken) 
  ORGANISM  Gallus gallus 
            Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi; 
            Archosauria; Aves; Neognathae; Galliformes; Phasianidae; 
            Phasianinae; Gallus. 
REFERENCE   1 
  AUTHORS   Bujo,H., Hermann,M., Kaderli,M.O., Jacobsen,L., Sugawara,S., 
            Nimpf,J., Yamamoto,T. and Schneider,W.J. 
  TITLE     Chicken oocyte growth is mediated by an eight ligand binding repeat 
            member of the LDL Receptor family 
  JOURNAL   EMBO J. 13 (21), 5165-5175 (1994) 
   PUBMED   7957081 
REFERENCE   2  (bases 1 to 3224) 
  AUTHORS   Schneider,W.J. 
  TITLE     Direct Submission 
  JOURNAL   Submitted (03-SEP-1994) W.J. Schneider, University & Biocenter of 
            Vienna, Dept of Molecular Genetics, Dr. Bohrgasse 9/2, 1030 Vienna, AUSTRIA 
FEATURES             Location/Qualifiers 
     source          1..3224 
                     /organism="Gallus gallus" 
                     /mol_type="mRNA" 
                     /strain="White Leghorn" 
                     /db_xref="taxon:9031" 
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                     /sex="female" 
                     /tissue_type="ovary" 
                     /dev_stage="adult" 
     CDS             13..2604 
                     /codon_start=1 
                     /product="chicken very low density lipoprotein 
                     (VLDL)/vitellogenin Receptor" 
                     /protein_id="CAA56505.1" 
                     /db_xref="GI:609266" 
                     /db_xref="GOA:P98165" 
                     /db_xref="InterPro:IPR000033" 
                     /db_xref="InterPro:IPR000152" 
                     /db_xref="InterPro:IPR000742" 
                     /db_xref="InterPro:IPR001881" 
                     /db_xref="InterPro:IPR002172" 
                     /db_xref="InterPro:IPR006209" 
                     /db_xref="InterPro:IPR006210" 
                     /db_xref="InterPro:IPR013032" 
                     /db_xref="InterPro:IPR013091" 
                     /db_xref="UniProtKB/Swiss-Prot:P98165" 
                     
/translation="MRSSRQRGDRSAATGGGCGARRWALPRCGALCLLLALGCLRTAT             
DGAKAKCEESQFQCSNGRCIPLLWKCDGDEDCSDGSDESACVKKTCAESDFVCNSGQC                     
VPNRWQCDGDPDCEDGSDESAELCHMRTCRVNEISCGPQSTQCIPVSWKCDGEKDCDS                     
GEDEENCGNVTCSAAEFTCSSGQCISKSFVCNGQDDCSDGSDELECAPPTCGVHEFQC                     
KSSTCIPISWVCDDDADCSDHSDESLEQCGRQPAPPVKCSTSEVQCGSGECIHKKWRC                     
DGDPDCKDGSDEINCPSRTCRPDQFRCEDGNCIHGSRQCNGVRDCLDGTDEANCNNVI                     
QCSGPGKFKCRSGECIDINKVCNHHGDCKDWSDEPLKECNINECLVNNGGCSHICRDL                     
VIGYECDCPAGFELVDRRTCGDIDECQNPGICSQICINLKGGYKCECSRGYQMDLATG 
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VCKAVGKEPCLIFTNRRDIRKIGLERKEYIQLVEQLRNTVALDADIAEQKLYWADFSQ                    
KAIFSASIDTRDKVGTHTRILDNIHSPAGIAVDWIYKNIYWTDSSAKTISVASLNGKK                     
RKVLFLSELREPASIAVDPLSGFMYWSDWGEPAKIEKAGMNGFDRQQLVTTEIQWPNG                     
IALDLVKSRLYWLDSKLHMLSSVDLNGQDRRLVLKSHMFLPHPLALTIFEDRVFWIDG                     
ENEAVYGANKFTGAELVTLVNNLNDAQDIIVYHELVQPSGRNWCEENMVNGGCSYLCL                     
PAPQINEHSPKYTCTCPAGYFLQEDGLRCGGFNISSVVSEVAARGAAGAWAVLPILLL                     
VTAALAGYFMWRNWQHKNMKSMNFDNPVYLKTTEEDLTIDIGRHSGSVGHTYPAISVV 
STDDDML" 
misc_feature    2164^2165 
                     /note="splice site. Intron entered in X95100" 
ORIGIN       
        1 ctcggcgcgg cgatgcggtc gagccggcag cgcggagacc ggagcgcggc gaccggcggc 
       61 gggtgtgggg cgcggcggtg ggcgctcccg cgctgcgggg cgctctgcct gctgctcgcc 
      121 ctcggctgcc tgcgtactgc caccgacggt gcaaaagcaa aatgtgagga gtcccagttc 
      181 cagtgtagta atggacgctg tattccttta ctctggaaat gtgatggtga tgaagactgt 
      241 tcagacggca gtgatgaaag tgcttgtgtc aagaagacat gtgctgaatc tgactttgtg 
      301 tgtaacagtg gtcagtgtgt gccgaacaga tggcagtgtg atggggatcc ggactgtgag 
      361 gatgggtctg acgagagtgc tgaactgtgc catatgagaa catgccgggt aaatgagatc 
      421 agctgtggtc ctcagtcaac ccagtgtatc ccagtgtcct ggaaatgtga tggtgaaaaa 
      481 gactgtgaca gtggagaaga tgaagagaat tgtggcaatg tgacttgtag tgcagcagag 
      541 ttcacatgca gtagtgggca gtgtatttcc aagagctttg tctgcaatgg tcaagatgac 
      601 tgcagtgatg gtagtgatga gttggagtgt gcacctccaa catgtggtgt tcatgagttc 
      661 cagtgcaaga gctccacttg catccctatc agctgggtgt gtgatgatga tgctgactgc 
      721 tctgaccact ctgatgaatc tttggagcag tgtggccgac agcctgcacc tcctgtgaag 
      781 tgctctacca gtgaggtgca gtgcggctca ggtgaatgta tccacaagaa gtggcgctgt 
      841 gatggagatc ctgactgcaa agatggaagt gatgaaatca actgcccttc tcggacctgc 
      901 agaccagacc agtttaggtg tgaagatggg aactgcatcc atgggagcag gcagtgcaat 
      961 ggtgtgagag actgtctaga tggcactgat gaagcaaact gtaacaatgt tattcagtgt 
     1021 tctggacctg gcaaattcaa gtgcagaagt ggagaatgca tagatattaa taaagtgtgt 



 59

     1081 aaccatcacg gagactgcaa ggactggagt gatgagcctc tcaaggaatg taacataaat 
     1141 gagtgtttgg tcaacaatgg tggatgctcg cacatctgca gagatcttgt tattggctat 
     1201 gaatgtgact gtccagctgg gtttgagctt gtagacagga gaacctgtgg agatattgat 
     1261 gaatgccaga atcctggtat ctgtagccaa atctgtatca acctgaaagg gggatacaag 
     1321 tgtgaatgta gccgtggcta tcagatggat cttgctacag gagtgtgcaa ggctgtgggg 
     1381 aaagaaccat gtctgatttt caccaaccga cgggatatca ggaagattgg ccttgagaga 
     1441 aaagaataca ttcagctagt agagcagcta agaaacacag ttgctctaga tgctgatatt 
     1501 gctgagcaaa agctttattg ggctgacttc agccaaaaag caattttcag tgcctctatt 
     1561 gatacccgtg ataaagttgg aacacacact agaatcctag acaacataca cagccctgca 
     1621 ggaattgctg ttgactggat ttataagaac atctactgga ctgactcatc tgcaaagacc 
     1681 atttcagtgg ccagcctgaa tggcaagaaa agaaaggttt tatttctttc tgagctgaga 
     1741 gagccagctt ctattgctgt agatcctctc tctggcttta tgtactggtc agactggggt 
     1801 gagccagcaa aaattgaaaa agcaggaatg aatggatttg acagacagca gcttgtgaca 
     1861 acagaaatcc aatggcctaa tggcattgct ttagatcttg taaaaagccg tttgtattgg 
     1921 cttgattcta aactacatat gctctcaagt gtggatctga atggccagga tcgtagactt 
     1981 gtgctcaagt ctcatatgtt ccttcctcat cctcttgctc taacaatatt tgaggatcgt 
     2041 gtattctgga ttgacggaga gaacgaggca gtctatggtg ccaacaaatt tactggagct 
     2101 gaattggtca ccctagtaaa caacctcaat gatgcgcagg acatcattgt ttatcatgaa 
     2161 cttgttcaac cttcaggcag gaactggtgt gaagagaaca tggtaaatgg aggctgtagc 
     2221 tacctgtgcc tgcctgctcc tcagataaat gaacactctc cgaagtatac ttgcacatgt 
     2281 cctgctggat atttcttgca ggaggacggt ctgagatgtg gaggattcaa catcagtagt 
     2341 gtggtgtctg aagtagctgc aagaggagca gcaggagctt gggctgttct tcctatctta 
     2401 ctgctggtga cggctgcatt ggctggctac ttcatgtggc gtaattggca gcacaagaac 
     2461 atgaaaagca tgaattttga taatcccgtc tatctgaaaa ctacagaaga ggacctcaca 
     2521 attgatattg gcagacacag tggttcagtg ggacacacct accctgcaat atctgttgta 
     2581 agcacagatg atgatatgct gtgagtgctg gatcagcaat cactttcagt ttactttgtg 
     2641 ttttacactt acggggatga taaacatgct tgtggctgaa agacttcctc cattcttgga 
     2701 agaatgaaga aactttctct gtgtatggaa cacttacata attagctgtt ttatacagct 
     2761 taacaaccaa ctctgtaaat acctgtccac aacaattcag cttttactgg ttactatttt 
     2821 atcagcaacc cttgaattgg tcagtcagta acaccactgg ccaaatacaa agcactttcc 
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     2881 atagaaagcc atattccagc cacaacttgt gctatagtgt aacagctgta catatgtgta 
     2941 tatgccactt gtaaatatta ttcctggaaa atcactatca agcactttga aatacttaaa 
     3001 atgtaaatta ttgtacactg tctttttcaa tggttggggc aatggcaata ggaaaaaacg 
     3061 ggttactatg attgccaaaa atttgtaagc ataagtaatt ttgtatgtat gactgaaaca 
     3121 atcttgtctg ttacctctta gagctctaca ggtatgaatg ctctttgagg aaaccactgt 
     3181 aaatctgaaa tgcagagaag ggggaaaaat aaaaacaagc aatt // 
 

การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน VLDL Receptor กับ ยีน VLDL/VTG Receptor 
 
 
Score = 6001 bits (3121),  Expect = 0.0 
 Identities = 3121/3121 (100%), Gaps = 0/3121 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 

 
Query  104   TCTGCCTGCTGCTCGCCCTCGGCTGCCTGCGTACTGCCACCGACGGTGCAAAAGCAAAAT  163 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  104   TCTGCCTGCTGCTCGCCCTCGGCTGCCTGCGTACTGCCACCGACGGTGCAAAAGCAAAAT  163 
 
Query  164   GTGAGGAGTCCCAGTTCCAGTGTAGTAATGGACGCTGTATTCCTTTACTCTGGAAATGTG  223 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  164   GTGAGGAGTCCCAGTTCCAGTGTAGTAATGGACGCTGTATTCCTTTACTCTGGAAATGTG  223 
 
Query  224   ATGGTGATGAAGACTGTTCAGACGGCAGTGATGAAAGTGCTTGTGTCAAGAAGACATGTG  283 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  224   ATGGTGATGAAGACTGTTCAGACGGCAGTGATGAAAGTGCTTGTGTCAAGAAGACATGTG  283 
 
Query  284   CTGAATCTGACTTTGTGTGTAACAGTGGTCAGTGTGTGCCGAACAGATGGCAGTGTGATG  343 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  284   CTGAATCTGACTTTGTGTGTAACAGTGGTCAGTGTGTGCCGAACAGATGGCAGTGTGATG  343 
 
Query  344   GGGATCCGGACTGTGAGGATGGGTCTGACGAGAGTGCTGAACTGTGCCATATGAGAACAT  403 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  344   GGGATCCGGACTGTGAGGATGGGTCTGACGAGAGTGCTGAACTGTGCCATATGAGAACAT  403 
 
Query  404   GCCGGGTAAATGAGATCAGCTGTGGTCCTCAGTCAACCCAGTGTATCCCAGTGTCCTGGA  463 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  404   GCCGGGTAAATGAGATCAGCTGTGGTCCTCAGTCAACCCAGTGTATCCCAGTGTCCTGGA  463 
 
Query  464   AATGTGATGGTGAAAAAGACTGTGACAGTGGAGAAGATGAAGAGAATTGTGGCAATGTGA  523 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  464   AATGTGATGGTGAAAAAGACTGTGACAGTGGAGAAGATGAAGAGAATTGTGGCAATGTGA  523 
 
Query  524   CTTGTAGTGCAGCAGAGTTCACATGCAGTAGTGGGCAGTGTATTTCCAAGAGCTTTGTCT  583 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  524   CTTGTAGTGCAGCAGAGTTCACATGCAGTAGTGGGCAGTGTATTTCCAAGAGCTTTGTCT  583 
 
Query  584   GCAATGGTCAAGATGACTGCAGTGATGGTAGTGATGAGTTGGAGTGTGCACCTCCAACAT  643 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  584   GCAATGGTCAAGATGACTGCAGTGATGGTAGTGATGAGTTGGAGTGTGCACCTCCAACAT  643 
 
Query  644   GTGGTGTTCATGAGTTCCAGTGCAAGAGCTCCACTTGCATCCCTATCAGCTGGGTGTGTG  703 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  644   GTGGTGTTCATGAGTTCCAGTGCAAGAGCTCCACTTGCATCCCTATCAGCTGGGTGTGTG  703 
 
Query  704   ATGATGATGCTGACTGCTCTGACCACTCTGATGAATCTTTGGAGCAGTGTGGCCGACAGC  763 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  704   ATGATGATGCTGACTGCTCTGACCACTCTGATGAATCTTTGGAGCAGTGTGGCCGACAGC  763 
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Query  764   CTGCACCTCCTGTGAAGTGCTCTACCAGTGAGGTGCAGTGCGGCTCAGGTGAATGTATCC  823 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  764   CTGCACCTCCTGTGAAGTGCTCTACCAGTGAGGTGCAGTGCGGCTCAGGTGAATGTATCC  823 
 
Query  824   ACAAGAAGTGGCGCTGTGATGGAGATCCTGACTGCAAAGATGGAAGTGATGAAATCAACT  883 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  824   ACAAGAAGTGGCGCTGTGATGGAGATCCTGACTGCAAAGATGGAAGTGATGAAATCAACT  883 
 
Query  884   GCCCTTCTCGGACCTGCAGACCAGACCAGTTTAGGTGTGAAGATGGGAACTGCATCCATG  943 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  884   GCCCTTCTCGGACCTGCAGACCAGACCAGTTTAGGTGTGAAGATGGGAACTGCATCCATG  943 
 
Query  944   GGAGCAGGCAGTGCAATGGTGTGAGAGACTGTCTAGATGGCACTGATGAAGCAAACTGTA  1003 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  944   GGAGCAGGCAGTGCAATGGTGTGAGAGACTGTCTAGATGGCACTGATGAAGCAAACTGTA  1003 
 
Query  1004  ACAATGTTATTCAGTGTTCTGGACCTGGCAAATTCAAGTGCAGAAGTGGAGAATGCATAG  1063 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1004  ACAATGTTATTCAGTGTTCTGGACCTGGCAAATTCAAGTGCAGAAGTGGAGAATGCATAG  1063 
 
Query  1064  ATATTAATAAAGTGTGTAACCATCACGGAGACTGCAAGGACTGGAGTGATGAGCCTCTCA  1123 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1064  ATATTAATAAAGTGTGTAACCATCACGGAGACTGCAAGGACTGGAGTGATGAGCCTCTCA  1123 
 
Query  1124  AGGAATGTAACATAAATGAGTGTTTGGTCAACAATGGTGGATGCTCGCACATCTGCAGAG  1183 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1124  AGGAATGTAACATAAATGAGTGTTTGGTCAACAATGGTGGATGCTCGCACATCTGCAGAG  1183 
 
Query  1184  ATCTTGTTATTGGCTATGAATGTGACTGTCCAGCTGGGTTTGAGCTTGTAGACAGGAGAA  1243 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1184  ATCTTGTTATTGGCTATGAATGTGACTGTCCAGCTGGGTTTGAGCTTGTAGACAGGAGAA  1243 
 
Query  1244  CCTGTGGAGATATTGATGAATGCCAGAATCCTGGTATCTGTAGCCAAATCTGTATCAACC  1303 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1244  CCTGTGGAGATATTGATGAATGCCAGAATCCTGGTATCTGTAGCCAAATCTGTATCAACC  1303 
 
Query  1304  TGAAAGGGGGATACAAGTGTGAATGTAGCCGTGGCTATCAGATGGATCTTGCTACAGGAG  1363 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1304  TGAAAGGGGGATACAAGTGTGAATGTAGCCGTGGCTATCAGATGGATCTTGCTACAGGAG  1363 
 
Query  1364  TGTGCAAGGCTGTGGGGAAAGAACCATGTCTGATTTTCACCAACCGACGGGATATCAGGA  1423 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1364  TGTGCAAGGCTGTGGGGAAAGAACCATGTCTGATTTTCACCAACCGACGGGATATCAGGA  1423 
 
Query  1424  AGATTGGCCTTGAGAGAAAAGAATACATTCAGCTAGTAGAGCAGCTAAGAAACACAGTTG  1483 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1424  AGATTGGCCTTGAGAGAAAAGAATACATTCAGCTAGTAGAGCAGCTAAGAAACACAGTTG  1483 
 
Query  1484  CTCTAGATGCTGATATTGCTGAGCAAAAGCTTTATTGGGCTGACTTCAGCCAAAAAGCAA  1543 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1484  CTCTAGATGCTGATATTGCTGAGCAAAAGCTTTATTGGGCTGACTTCAGCCAAAAAGCAA  1543 
 
Query  1544  TTTTCAGTGCCTCTATTGATACCCGTGATAAAGTTGGAACACACACTAGAATCCTAGACA  1603 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1544  TTTTCAGTGCCTCTATTGATACCCGTGATAAAGTTGGAACACACACTAGAATCCTAGACA  1603 
 
Query  1604  ACATACACAGCCCTGCAGGAATTGCTGTTGACTGGATTTATAAGAACATCTACTGGACTG  1663 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1604  ACATACACAGCCCTGCAGGAATTGCTGTTGACTGGATTTATAAGAACATCTACTGGACTG  1663 
 
Query  1664  ACTCATCTGCAAAGACCATTTCAGTGGCCAGCCTGAATGGCAAGAAAAGAAAGGTTTTAT  1723 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1664  ACTCATCTGCAAAGACCATTTCAGTGGCCAGCCTGAATGGCAAGAAAAGAAAGGTTTTAT  1723 
 
Query  1724  TTCTTTCTGAGCTGAGAGAGCCAGCTTCTATTGCTGTAGATCCTCTCTCTGGCTTTATGT  1783 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1724  TTCTTTCTGAGCTGAGAGAGCCAGCTTCTATTGCTGTAGATCCTCTCTCTGGCTTTATGT  1783 
 
Query  1784  ACTGGTCAGACTGGGGTGAGCCAGCAAAAATTGAAAAAGCAGGAATGAATGGATTTGACA  1843 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1784  ACTGGTCAGACTGGGGTGAGCCAGCAAAAATTGAAAAAGCAGGAATGAATGGATTTGACA  1843 
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Query  1844  GACAGCAGCTTGTGACAACAGAAATCCAATGGCCTAATGGCATTGCTTTAGATCTTGTAA  1903 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1844  GACAGCAGCTTGTGACAACAGAAATCCAATGGCCTAATGGCATTGCTTTAGATCTTGTAA  1903 
 
Query  1904  AAAGCCGTTTGTATTGGCTTGATTCTAAACTACATATGCTCTCAAGTGTGGATCTGAATG  1963 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1904  AAAGCCGTTTGTATTGGCTTGATTCTAAACTACATATGCTCTCAAGTGTGGATCTGAATG  1963 
 
Query  1964  GCCAGGATCGTAGACTTGTGCTCAAGTCTCATATGTTCCTTCCTCATCCTCTTGCTCTAA  2023 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  1964  GCCAGGATCGTAGACTTGTGCTCAAGTCTCATATGTTCCTTCCTCATCCTCTTGCTCTAA  2023 
 
Query  2024  CAATATTTGAGGATCGTGTATTCTGGATTGACGGAGAGAACGAGGCAGTCTATGGTGCCA  2083 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2024  CAATATTTGAGGATCGTGTATTCTGGATTGACGGAGAGAACGAGGCAGTCTATGGTGCCA  2083 
 
Query  2084  ACAAATTTACTGGAGCTGAATTGGTCACCCTAGTAAACAACCTCAATGATGCGCAGGACA  2143 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2084  ACAAATTTACTGGAGCTGAATTGGTCACCCTAGTAAACAACCTCAATGATGCGCAGGACA  2143 
 
Query  2144  TCATTGTTTATCATGAACTTGTTCAACCTTCAGGCAGGAACTGGTGTGAAGAGAACATGG  2203 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2144  TCATTGTTTATCATGAACTTGTTCAACCTTCAGGCAGGAACTGGTGTGAAGAGAACATGG  2203 
 
Query  2204  TAAATGGAGGCTGTAGCTACCTGTGCCTGCCTGCTCCTCAGATAAATGAACACTCTCCGA  2263 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2204  TAAATGGAGGCTGTAGCTACCTGTGCCTGCCTGCTCCTCAGATAAATGAACACTCTCCGA  2263 
 
Query  2264  AGTATACTTGCACATGTCCTGCTGGATATTTCTTGCAGGAGGACGGTCTGAGATGTGGAG  2323 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2264  AGTATACTTGCACATGTCCTGCTGGATATTTCTTGCAGGAGGACGGTCTGAGATGTGGAG  2323 
 
Query  2324  GATTCAACATCAGTAGTGTGGTGTCTGAAGTAGCTGCAAGAGGAGCAGCAGGAGCTTGGG  2383 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2324  GATTCAACATCAGTAGTGTGGTGTCTGAAGTAGCTGCAAGAGGAGCAGCAGGAGCTTGGG  2383 
 
Query  2384  CTGTTCTTCCTATCTTACTGCTGGTGACGGCTGCATTGGCTGGCTACTTCATGTGGCGTA  2443 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2384  CTGTTCTTCCTATCTTACTGCTGGTGACGGCTGCATTGGCTGGCTACTTCATGTGGCGTA  2443 
 
Query  2444  ATTGGCAGCACAAGAACATGAAAAGCATGAATTTTGATAATCCCGTCTATCTGAAAACTA  2503 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2444  ATTGGCAGCACAAGAACATGAAAAGCATGAATTTTGATAATCCCGTCTATCTGAAAACTA  2503 
 
Query  2504  CAGAAGAGGACCTCACAATTGATATTGGCAGACACAGTGGTTCAGTGGGACACACCTACC  2563 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2504  CAGAAGAGGACCTCACAATTGATATTGGCAGACACAGTGGTTCAGTGGGACACACCTACC  2563 
 
Query  2564  CTGCAATATCTGTTGTAAGCACAGATGATGATATGCTGTGAGTGCTGGATCAGCAATCAC  2623 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2564  CTGCAATATCTGTTGTAAGCACAGATGATGATATGCTGTGAGTGCTGGATCAGCAATCAC  2623 
 
Query  2624  TTTCAGTTTACTTTGTGTTTTACACTTACGGGGATGATAAACATGCTTGTGGCTGAAAGA  2683 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2624  TTTCAGTTTACTTTGTGTTTTACACTTACGGGGATGATAAACATGCTTGTGGCTGAAAGA  2683 
 
Query  2684  CTTCCTCCATTCTTGGAAGAATGAAGAAACTTTCTCTGTGTATGGAACACTTACATAATT  2743 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2684  CTTCCTCCATTCTTGGAAGAATGAAGAAACTTTCTCTGTGTATGGAACACTTACATAATT  2743 
 
Query  2744  AGCTGTTTTATACAGCTTAACAACCAACTCTGTAAATACCTGTCCACAACAATTCAGCTT  2803 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2744  AGCTGTTTTATACAGCTTAACAACCAACTCTGTAAATACCTGTCCACAACAATTCAGCTT  2803 
 
Query  2804  TTACTGGTTACTATTTTATCAGCAACCCTTGAATTGGTCAGTCAGTAACACCACTGGCCA  2863 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2804  TTACTGGTTACTATTTTATCAGCAACCCTTGAATTGGTCAGTCAGTAACACCACTGGCCA  2863 
 
Query  2864  AATACAAAGCACTTTCCATAGAAAGCCATATTCCAGCCACAACTTGTGCTATAGTGTAAC  2923 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2864  AATACAAAGCACTTTCCATAGAAAGCCATATTCCAGCCACAACTTGTGCTATAGTGTAAC  2923 
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Query  2924  AGCTGTACATATGTGTATATGCCACTTGTAAATATTATTCCTGGAAAATCACTATCAAGC  2983 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2924  AGCTGTACATATGTGTATATGCCACTTGTAAATATTATTCCTGGAAAATCACTATCAAGC  2983 
 
Query  2984  ACTTTGAAATACTTAAAATGTAAATTATTGTACACTGTCTTTTTCAATGGTTGGGGCAAT  3043 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  2984  ACTTTGAAATACTTAAAATGTAAATTATTGTACACTGTCTTTTTCAATGGTTGGGGCAAT  3043 
 
Query  3044  GGCAATAGGAAAAAACGGGTTACTATGATTGCCAAAAATTTGTAAGCATAAGTAATTTTG  3103 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3044  GGCAATAGGAAAAAACGGGTTACTATGATTGCCAAAAATTTGTAAGCATAAGTAATTTTG  3103 
 
Query  3104  TATGTATGACTGAAACAATCTTGTCTGTTACCTCTTAGAGCTCTACAGGTATGAATGCTC  3163 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3104  TATGTATGACTGAAACAATCTTGTCTGTTACCTCTTAGAGCTCTACAGGTATGAATGCTC  3163 
 
Query  3164  TTTGAGGAAACCACTGTAAATCTGAAATGCAGAGAAGGGGGAAAAATAAAAACAAGCAAT  3223 
             |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  3164  TTTGAGGAAACCACTGTAAATCTGAAATGCAGAGAAGGGGGAAAAATAAAAACAAGCAAT  3223 
 
Query  3224  T  3224 
             | 
Sbjct  3224  T  3224 
 

*หมายเหตุ Query คือ ยีน VLDL/VTG Receptor 
       Sbjct  คือ ยีน VLDL  Receptor 
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การเตรียม Polyacrylamide gel สําหรับแยกขนาดแถบดีเอ็นเอ  
 
 1. นํากระจกสําหรับเตรียมเจลมาลางใหสะอาดซึ่งมี 2 ขนาด คือขนาดใหญ และขนาดเล็ก  
แลวเช็ดดวยเอทธานอล 95% โดยใชกระดาษ Kimwipe ใหสะอาดทั้ง 2 แผน 
 
 2. กระจกเล็กเช็ดดวย Clear view เพ่ือปองกันเจลติดกระจก 
 
 3. กระจกใหญเช็ดดวย 95% เอทธานอล ใน 0.5 % acetic acid ผสมกับ glass bond เพ่ือให
ติดกระจกใหญ 
 
 4. นํากระจกทั้ง 2 แผนมาประกอบเขาชุด โดยวาง spacer ไวท้ัง 2 ขาง เพ่ือใหเกิดชองวาง
ระหวางกระจกทั้ง 2 แลวเตรียมเจซึ่งมีสวนประกอบดังน้ี 
 

เตรียม 5 % Polyacrylamide gel ใน 1x TBE  gel buffer โดยเตรียมดังน้ี 
  
 10xTBE buffer       10   ml 
 29:1 40% acrylamide:bisacrylamide solution  12.5 ml 
 10%  ammonium persulfate    800  µl 
 TEMED      80 µl 
 นํ้า       62 ml 
  
 5. ผสมใหเขากันแลวเทเจล รอจนเกิด Polymerize ประมาณ 1-2 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง 
เตรียม 1xTBE ใสลงใน take ของเครื่อง electrophoresis 
 
 6. นําตัวอยางไป Denature ที่ 80-90  องศาเซลเซียส นาน 5 นาที  
 
 7. ทําความสะอาดชองเจล (Well) ของเจลดวย 1xTBE  แลวหยอดตัวอยาง 3 ไมโครลิตร 
ลงในชองหวี่  และค่ันหัวทายโดยใช Gene Ruler 100 bp DNA ladder  
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 8. เปดเคร่ืองใหพลังงานไฟฟา (Power supply) 10V เปนเวลา 12 ชั่วโมง  ทําที่อุณหภูมิ 
ประมาณ  4 องศาเซลเซียส 
 
 9. เมื่อครบเวลา นําเจลออกจากเครื่องแลวนําแผนกระจกไปยอมดวย Silver stain                   
เพ่ือตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ 

 
 การยอมช้ินดีเอ็นเอที่อยูบน Polyacrylamide gel ดวย Silver-Staining 
 
 สารเคมี 
 

1. Staining solution (2,000 ml)   
 

Silver nitrate     4 g 
37% formaldehyde   3 ml 

   นํ้า     2 L 
2. Developing solution (2,000 ml)   
 

Anhydrous Na 2 CO 3     50 g 
37 % formaldehyde    1.08 ml 
10 mg/ml Na 2 S 2 O 3 .5H 2 O   400 µl 
นํ้า      2 L 
 

วิธีการ 
 
 1. นําแผนกระจกวางลงในถาดสําหรับยอม โดยใหดานหนาเจลหงายขึ้น 
 
 2. ตรึงชิ้นดีเอ็นเอบนแผนเจลดวย 10 % acetic acid 30 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 
 3. ลางดวยนํ้า 3 ครั้ง นานครั้งละ 10 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 



 66

 4. ยอมเจลดวย Staining solution ปริมาตร 2  ลิตร นาน 30 นาที โดยเขยาถาดยอม
ตลอดเวลา 
 
 5. ลางน้ํา 1 คร้ัง โดยเทใหนํ้าผานเจลแลวเททิ้งทันที ประมาณ 10 วินาที 
 
 6. ตรวจสอบแถบดีเอ็นเอ โดยแชใน developing solution ท่ีเย็นจัด ปริมาตร2 ลิตรเขยาจน
เห็นแถบดีเอ็น 
 
 7. หยุดปฏิกิริยาดวย Stop solution (10% acetic acid ที่ใชในขอ 2) นาน 5 นาที 
 
 8. ลางน้ํา อีก 2 คร้ัง นานครั้งละ 5 นาที โดยเขยาถาดยอมตลอดเวลา 
 
 9. ตากกระจกใหแหง กอนนํากระจกไปอานผล 
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ตารางผนวกที่ 4  แสดงเบอรไกท่ีใชในการทดลอง 
 

ตัวที ่ เบอรไก พันธุไก 
1 N01 ไกสามเหลือง 
2 N02 ไกสามเหลือง 
3 N03 ไกสามเหลือง 
4 N04 ไกสามเหลือง 
5 N05 ไกสามเหลือง 
6 N06 ไกสามเหลือง 
7 N07 ไกสามเหลือง 
8 N08 ไกสามเหลือง 
9 N09 ไกสามเหลือง 

10 N10 ไกสามเหลือง 
11 N11 ไกสามเหลือง 
12 N12 ไกสามเหลือง 
13 N13 ไกสามเหลือง 
14 N14 ไกสามเหลือง 
15 N15 ไกสามเหลือง 
16 N16 ไกสามเหลือง 
17 N17 ไกสามเหลือง 
18 N18 ไกสามเหลอืง 
19 N19 ไกสามเหลือง 
20 N20 ไกสามเหลือง 
21 N21 ไกสามเหลือง 
22 N22 ไกสามเหลือง 
23 N23 ไกสามเหลือง 
24 N24 ไกสามเหลือง 
25 N25 ไกไข 
26 N26 ไกไข 
27 N27 ไกไข 



 68

ตารางผนวกที่ 4  (ตอ) 
 

ตัวที ่ เบอรไก พันธุไก 
28 N28 ไกไข 
29 N29 ไกไข 
30 N30 ไกไข 
31 N31 ไกไข 
32 N32 ไกไข 
33 N33 ไกไข 
34 N34 ไกไข 
35 N35 ไกไข 
36 N36 ไกไข 
37 N37 ไกไข 
38 N38 ไกไข 
39 N39 ไกไข 
40 N40 ไกไข 
41 N41 ไกไข 
42 N42 ไกไข 
43 N43 ไกไข 
44 N44 ไกไข 
45 N45 ไกไข 
46 N46 ไกไข 
47 N47 ไกไข 
48 N48 ไกไข 
49 N49 ไกไข 
50 N50 ไกไข 
51 N51 ไกไข 
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ตารางผนวกที่ 5  รูปแบบแถบดีเอ็นเอจากการทํา SSCP (SSCP pattern) ของยีน VLDL/VTG  
Receptor ของไกแตละตัว 

 
รูปแบบแถบดีเอ็นจากการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor ทั้ง 4 คูไพรเมอร 

เบอรไก 
ไพรเมอรที่ 1 ไพรเมอรที่ 2 ไพรเมอรท่ี 3 ไพรเมอรที่ 4 

N01 1 1 1 1 
N02 1 1 1 1 
N03 1 2 2 2 
N04 1 2 3 3 
N05 2 1 2 3 
N06 1 1 2 1 
N07 3 1 2 1 
N08 3 1 2 1 
N09 3 3 1 1 
N10 3 1 2 1 
N11 4 3 1 1 
N12 3 1 1 1 
N13 3 1 1 1 
N14 3 1 1 1 
N15 3 2 2 4 
N16 5 3 1 1 
N17 3 3 1 1 
N18 3 1 2 1 
N19 3 3 1 1 
N20 1 1 1 1 
N21 3 1 1 1 
N22 3 1 2 1 
N23 6 1 2 1 
N24 6 1 2 1 
N25 6 1 2 1 
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ตารางผนวกที่ 5  (ตอ) 
 

รูปแบบแถบดีเอ็นจากการทํา SSCP ของยีน VLDL/VTG Receptor ทั้ง 4 คูไพรเมอร 
เบอรไก 

ไพรเมอรที่ 1 ไพรเมอรที่ 2 ไพรเมอรท่ี 3 ไพรเมอรที่ 4 
N26 1 1 2 1 
N27 1 1 2 1 
N28 1 1 2 1 
N29 1 1 2 1 
N30 1 1 2 1 
N31 3 1 2 1 
N32 3 1 2 1 
N33 3 1 2 1 
N34 3 1 2 1 
N35 3 1 2 1 
N36 3 1 2 1 
N37 3 1 2 1 
N38 3 1 2 1 
N39 3 1 2 1 
N40 3 1 2 1 
N41 3 1 2 1 
N42 3 1 2 1 
N43 3 1 2 1 
N44 3 1 2 1 
N45 3 1 2 1 
N46 3 1 2 1 
N47 3 1 2 1 
N48 3 1 2 1 
N49 3 1 2 1 
N50 3 1 2 1 
N51 3 1 2 1 
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