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บทคัดย่อ: ยีน stearoyl-CoA desaturase (SCD) มีบทบาทเกี ่ยวข้องกับการสังเคราะห์กรดไขมัน และนิยมใช้อย่างแพร่หลาย 
ในการเป็นยีนเป้าหมาย (candidate gene) สำหรับพัฒนาเป็นเครื ่องหมายพันธุกรรมในปศุสัตว์ ยีน SCD มีความสัมพันธ์กับ 
ค่าไขมันแทรก และองค์ประกอบกรดไขมัน ซึ ่งเป็นลักษณะที่สำคัญทางเศรษฐกิจ และมีความจำเป็นต่อการพัฒนาคุณภาพเนื้อ 
ในโคพื้นเมืองไทย การศึกษาในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อค้นหาตำแหน่งกลายพันธุ์ของยีน SCD และหาความถี่ของรูปแบบจีโนไทป์ 
ของตำแหน่งการกลายพันธุ์ในโคพื้นเมืองไทย (โคอีสาน) โดยทำการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วยเทคนิค Polymerase Chain Reaction 
(PCR) วิเคราะห์ลำดับ นิวคลีโอไทด์ และเปรียบเทียบกับนิวคลีโอไทด์ต้นแบบจากฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม Clustal Omega 
และค้นหาเอนไซม์ตัดจำเพาะที่ตำแหน่งกลายพันธุ์ด้วยโปรแกรม NEBcutter version 2.0 วิเคราะห์ความผันแปรของเบสที่ตำแหน่ง
กลายพ ันธ ุ ์ ในโคอ ีสาน จำนวน 110 ต ัวอย ่ าง  ด ้ วยเทคน ิค Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment Length 
Polymorphism (PCR-RFLP) วิเคราะห์ค่าความถี่จีโนไทป์และความถี่อัลลีลของรูปแบบจีโนไทป์ในแต่ละตำแหน่ง ผลวิเคราะห์พบความ
แตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ของโคอีสานกับนิวคลีโอไทด์ต้นแบบ 3 ตำแหน่ง คือ ตำแหน่ง g.10329C>T, g.10330G>A และ 
g.10436A>G โดยพบว่าความผันแปรของตำแหน่ง g.10329C>T สามารถเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนได้ ส่วนตำแหน่ง g.10330G>A  
ไม่สามารถเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนได้ นอกจากน้ียังพบว่าตำแหน่ง g.10330G>A และ g.10436A>G เป็นตำแหน่งกลายพันธ์ุที่ถูกค้นพบ
ใหม่ในโคพื้นเมืองไทย เมื่อย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ AciI, PstI และ NdeI ตำแหน่ง g.10329C>T ย่อยด้วยเอนไซม์ AciI พบรูปแบบจี
โนไทป์ 3 รูปแบบและมีความถี่จีโนไทป์ คือ จีโนไทป์ CC (0.055), CT (0.339) และ TT (0.606) ตำแหน่ง g.10330G>A ย่อยด้วย
เอนไซม์ PstI พบรูปแบบจีโนไทป์ AA (0.509), GA (0.355) และ GG (0.606) และตำแหน่ง g.10436A>G ย่อยด้วยเอนไซม์ NdeI พบ
รูปแบบจีโนไทป์ AA (0.879), AG (0.112) และ GG (0.009)  ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าตำแหน่ง g.10329C>T และ g.10436A>G มีความ
เป็นไปได้ที่จะนำไปใช้เป็นเครื่องหมายพันธุกรรมสำหรับศึกษาหาความสัมพันธ์กับลักษณะคุณภาพเนื้อและองค์ประกอบกรดไขมันเพื่อ
การพัฒนาคุณภาพเนื้อโคพื้นเมืองไทยต่อไป 
คำสำคัญ: ยีน stearoyl-CoA desaturase; สนิป; โคพื้นเมืองไทย; โคอีสาน 
 
ABSTRACT:  The stearoyl-CoA desaturase (SCD) gene is involved in fatty acid synthesis and is widely used as a 
candidate gene for the development of genetic markers in livestock. The SCD gene is related to marbling score and 
fatty acid composition, which are important economic traits and necessary for the improvement of meat quality in 
Thai native cattle. The objective of this study was to investigate SNPs of SCD gene and genotype frequencies of 
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SNPs in Thai native cattle (Kho-Isaan) by polymerase chain reaction (PCR) technique, nucleotides sequencing and 
compared with prototype nucleotide in GenBank by Clustal Omega program, and search for the specific enzyme at 
mutation site with NEBcutter version 2.0 program. Base variability at the mutation site in 110 cattle samples was 
analyzed by the Polymerase Chain Reaction Restriction Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) technique. At 
each site, genotype frequencies and allele frequencies of genotype patterns were analysed. The analysis revealed 
differences in the nucleotide sequences of the Kho-Issan and the prototype nucleotides at 3 sites: g.10329C>T, 
g.10330G>A and g.10436A>G. This study found that g.10329C>T can change the amino acid, whereas g.10330G>A 
cannot change the amino acid. Furthermore, the g.10330G>A and g.10436A>G sites were newly discovered mutants 
in Thai native cattle. When digested by AciI, PstI, and NdeI restriction enzymes, g.10329C>T was digested by AciI 
enzymes found in three genotype patterns, and genotype frequencies were CC (0.055), CT (0.339), and TT (0.606). 
The g.10330G>A site was digested by PstI enzymes found in the genotypes AA (0.509), GA (0.355), and GG (0.136), 
and the g.10436A>G site was digested by the NdeI enzyme, which was found in the genotypes AA (0.879), AG (0.112), 
and GG (0.009). Therefore, it was concluded that the SNPs g.10329C>T and g.10436A>G might be possible to use as 
the genetic markers for the association study with meat quality and fatty acid composition traits in Thai native cattle.  
Keywords: stearoyl-CoA desaturase gene; SNPs; Thai Native Cattle; Kho-Isaan 
 
บทนำ  

ปัจจุบันผู้บริโภคหันมาใส่ใจกับสุขภาพและให้ความสำคัญในการเลือกซื้อเนื้อที่มีคุณภาพเพิ่มมากขึ้น (Dawood et al., 2021) 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งคุณค่าทางโภชนาการของเนื้อสัตว์ ซึ่งเกี่ยวข้องกับองค์ประกอบของกรดไขมันในเนื้อสัตว์ เช่น PUFA, MUFA, โอเมก้า 
เป็นต้น (Martin et al., 2018) Stearoyl CoA desaturase (SCD) เป็นเอนไซม์ที ่ถูกควบคุมโดยยีน SCD ทำหน้าที ่เร ่งปฏิกิร ิยา 
การสังเคราะห์กรดไขมันอ่ิมตัว (Saturated fatty Acid: SFA) ไปเป็นกรดไขมันไม่อิ่มตัวโมเลกุลเดี่ยว (Monounsaturated fatty Acid: 
MUFA) ในเนื้อเยื่อไขมัน (Alwiyah et al., 2016; Tian et al., 2017) ในปศุสัตว์มีการศึกษาความสัมพันธ์ของยีน SCD กับลักษณะที่
สำคัญทางเศรษฐกิจอย่างแพร่หลาย เช่น องค์ประกอบของกรดไขมันในเนื้อไก่ (Furqon et al., 2017) ไขมันสันหลัง และองค์ประกอบ
ของกรดไขม ันในเนื้ อส ุกร (Crespo-Piazuelo et al., 2020) องค ์ประกอบของกรดไขม ันในเน ื ้อแพะ (Aviles et al., 2016)  
และองค์ประกอบของกรดไขมันในน้ำนมโค (Li et al., 2020) เป็นต้น  

จากการศึกษาในโค พบว่ายีน SCD ตั้งอยู่บนโครโมโซมที่ 26 มีขนาดประมาณ 17 Kb (Genbank accession no. AY241932 
และ AY241933) ประกอบด้วย 6 Exon และ 5 Intron ซึ ่งมีส ่วนของ Open reading frame ประมาณ 1,080 นิวคลีโอไทด์  
(359 กรดอะม ิ โน)  และส ่วนของ 3’UTR ประมาณ 3 ,884 น ิวคล ี โอไทด์  (Taniguchi et al., 2004 ; Alim et al., 2012 ;  
Oh et al., 2013) ซึ ่งการผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทด์หนึ่งตำแหน่ง (Single nucleotide polymorphisms: SNP) ของยีน SCD  
ในส่วน Intron 3, Intron 4, Intron 5, Exon 5 และ 3’UTR ส่งผลกระทบต่อผลผลิตของน้ำนม คุณภาพเนื้อ และองค์ประกอบของกรด
ไขมัน ซึ่งลักษณะดังกล่าว มีความสำคัญทางเศรษฐกิจในการผลิตโคเนื้อ และโคนมเป็นอย่างยิ่ง จากการศึกษาของ Alim et al. (2012) 
รายงานว่าการผันแปรของเบสบริเวณ Intron 3 ตำแหน่ง g.6926A>G, บริเวณ Intron 4 ตำแหน่ง g.8646G>A และบริเวณ Exon 5 
ได้แก่ ตำแหน่ง g.10153A>G (c.702G>A หรือ V293A), ตำแหน่ง g.10213T>C (762C>T) และตำแหน่ง g.10329C>T (c.878T>C) 
ส่งผลต่อปริมาณน้ำนม องค์ประกอบน้ำนม เช่น โปรตีน  ไขมัน และโปรตีนรวมในน้ำนมของโคพันธุ ์  Chinese Holstein  
ในขณะเดียวกันการศึกษาพบการผันแปรของเบส A/G ที่ตำแหน่ง g. 10153 ทำให้เกิดการเปลี่ยนกรดอะมิโนเอลานีน (Alanin) เป็น 
วาล ีน (Valine) โดยมีความสัมพันธ ์ก ับเปอร ์เซ ็นต ์โปรตีน  และผลผลิตน้ำนมรวมที ่  305 ว ัน  ในโคพันธ ุ ์  Iranian Holstein  
(Soltani-Ghombavani et al., 2016) นอกจากนี้พบว่าการผันแปรของเบสตำแหน่ง g. 10153A>G, g.10213T>C และ g.10329C>T 
บริเวณ Exon 5 มีความสัมพันธ์กับค่าคะแนนไขมันแทรกในโค Hanwoo (Korean native) (Oh et al., 2011; Oh et al., 2013) 
เปอร ์ เซ ็นต ์ ไขม ันแทรก  ค ่ าแรงต ัดผ ่ านเน ื ้ อ ในโค Chines Simmental (Wu et al., 2012)  กรดไขม ันชน ิด  MUFA และ 
อุณหภูมิหลอมเหลวของไขมันในโค Japanese Black (Taniguchi et al., 2004) รวมถึงองค์ประกอบของกรดไขมันหลายชนิด  
เช่น C14:0, C14:1, C14:1 cis-9, C18:0, C18:1, C18:1 cis-9, SFA, MUFA และ MUFA/SFA ในโค Hanwoo (Oh et al., 2011;  
Oh et al., 2013) โคพ่อพันธุ ์ Fleckvieh (Barton et al., 2010) และโคลูกผสม (Kaplanova et al., 2013) นอกจากนี ้ยังพบว่า 
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การผันแปรของเบสบริเวณ Intron 5 ตำแหน่ง g. 10428C>T มีความสัมพันธ์กับไขมันแทรก โดยรูปแบบจีโนไทป์ CC มีค่าคะแนนไขมัน
แทรกและเปอร์เซ็นต์ไขมันแทรกสูงกว่าจีโนไทป์ CT และ TT ในโค Bali (Alwiyah et al., 2016) จากการตรวจเอกสารจะเห็นได้ว่ามี
การผันแปรของเบสบนยีน SCD และมีความสัมพันธ์กับลักษณะการให้ผลผลิตในโคเนื้อ และโคนมหลายสายพันธุ์ แต่อย่างไรก็ตาม 
ในโคพื้นเมืองยังคงมีการศึกษาน้อย โดยเฉพาะอย่างยิ่งการศึกษาความสัมพันธ์กับคุณภาพเนื้อในโคพื้นเมือง ที่มีรายงานว่ามีสัดส่วน 
ของกรดไขมันที่ไม่อิ่มตัวสูง (polyunsaturated fatty acids) มีปริมาณกรดไขมันคอนจูเกตลิโนเลอิคสูง (Conjugated linoleic acid; 
CLA) และคอลเลสเตอรอลต่ำ (สุทธิพงศ์, 2555; Sethakul et al., 2008) ซึ่งการศึกษาลักษณะเหล่านี้จำเป็นต้องฆ่าสัตว์ การค้นหา 
จุดกลายพันธุ์ เพื่อศึกษาโครงสร้างของยีน โดยอาศัยเทคโนโลยีอณูพันธุศาสตร์เข้ามาช่วย จึงมีความจำเป็นอย่างยิ่ง ในการเป็นแนว
ทางการใช้ประโยชน์สำหรับพัฒนาเครื่องหมายพันธุกรรมในการคัดเลือกลักษณะที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบของกรดไขมัน เพื่อพัฒนา 
ให้รสชาติเนื้อดีขึ้น และมีประโยชน์ต่อสุขภาพ โดยมีสมมติฐานงานวิจัยว่ากลุ่มโคพื้นเมืองที่นำมาศึกษามีความหลากหลายของตำแหน่ง
กลายพันธุ์และรูปแบบจีโนไทป์ของยีน SCD การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจหาจุดกลายพันธุ์ของยีน SCD และหาความถี่ 
ของรูปแบบจีโนไทป์ของตำแหน่งการกลายพันธุ์ในโคพื้นเมือง 

 

วิธีการศึกษา 
จรรยาบรรณการใช้สัตว์ทดลอง 

การดำเนินการวิจัยในครั้งนี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการกำกับดูแลการดำเนินการต่อสัตว์ เพื่องานทางวิทยาศาสตร์
ของสถานที่ดำเนินการ (คกส.) และได้ผ่านการรับรองการอนุมัติให้ดำเนินการเลี้ยงและใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์เลขที่ 11/2563 
วันท่ีอนุมัติ 1 ตุลาคม 2563 จากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสาน 
การเก็บตัวอย่างเลือดและสกัดดีเอ็นเอ 

การศึกษาครั้งน้ีใช้ตัวอย่างโคพื้นเมืองไทย (โคอีสาน) จำนวน 110 ตัวอย่าง โดยใช้เข็มฉีดยาเบอร์ 18G x 1 นิ้ว เจาะเก็บเลือด
จากเส ้นเล ือดดำบร ิ เวณลำคอ (Jugular vein) ปร ิมาตร 10 มล./ต ัวอย ่าง ใส ่ลงในหลอดทดลองขนาด 15 มล. ที่บรรจุ 
สารป้องกันการแข็งตัวของเลือด 0.5M EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic acid) ทำการสกัดดีเอ็นเอโดยใช้ชุดสกัด GF-1 Blood 
DNA Extraction Kit (Vivantis, Malaysia) นำตัวอย่างดีเอ็นเอที ่สกัดได้มาตรวจสอบคุณภาพและความเข้มข้นของดีเอ็นเอด้วย 
เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (BioSpectrometer® basic, Germany) และปรับความเข้มข้นของดีเอ็นเอให้เป็น 50 นาโนกรัม/ไมโครลติร 
เก็บในตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  
การเพ่ิมปริมาณยีน SCD ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ 

ทำการเพิ่มปริมาณยีน SCD ด้วยเทคนิคพีซีอาร์ (Polymerase Chain Reaction: PCR) ในแต่ละปฏิกิริยาประกอบด้วย 
น้ำกลั ่นบริสุทธิ์  (HypureTM WFI Quality water, HyClone) ปริมาตร 3.4 ไมโครลิตร, 10X PCR-buffer ปริมาตร 1 ไมโครลิตร,  
MgCl2 ปริมาตร 1.5 ไมโครลิตร, dNTPs (1.0 mM/each) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, Primer forward (5’-GTG TCC TGT TGT TGT 
GCT TCA T-3’) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร และ Primer reverse (5’-ACT ACC ACC CAG ATC AGA GA-3’) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 
(Kaneda et al., 2011), 5 U/µl Taq DNA Polymerase (Thermo scientific, Lithuania) ปริมาตร 0.1 ไมโครลิตร แบ่งสารละลาย
ปร ิมาตร 9 ไม โครล ิตร  ใส่หลอดทดลองขนาด 0.2 มล .  เต ิ มด ี เอ ็น เอปร ิมาตร 1 ไม โครล ิตร  ผสมสารให ้ เข ้ าก ันดี   
(ปริมาตรสุดท้าย 10 ไมโครลิตร) ตั้งโปรแกรมการทำงานของเครื่อง Thermal cycle (PCR Max Alpha Cycler 1, United Kingdom) 
โดยเริ่ม Initial Denaturation ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 3 นาที จากนั้นทำปฏิกิริยา 35 รอบ โดยใช้ Denaturation ที่อุณหภูมิ  
94 องศาเซลเซียส 45 วินาที Primer annealing ที่อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส 30 วินาที Primer extension ที่อุณหภูมิ 72 องศา
เซลเซียส 45 วินาที และ Final extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 3 นาที ตรวจสอบผลผลิตพีซีอาร์ (PCR-Product) ด้วย 2% 
agarose gel electrophoresis (1st base, Singapore) โดยใช้ผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร ผสมกับ 1X loading dye 
ปริมาตร 4 ไมโครลิตร หยอดลงบนหลุมเจล 2% agarose gel ใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ นาน 45 นาที ครบกำหนดเวลานำแผ่นเจลไป
ย้อมด้วย Visafe Red Gel stain (Vivantis, Malaysia) บันทึกภาพแถบ DNA ที ่เกิดขึ ้นภายใต้แสง UV ด้วย Gel Documentation 
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System และทำการวิเคราะห์ขนาดของแถบดีเอ็นเอที่ปรากฏเทียบกับ GeneRulerTM 100 bp DNA ladder (Thermo scientific, 
Lithuania)  
การศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์และค้นหาจุดกลายพันธุข์องยีน SCD 

คัดเลือกตัวอย่างดีเอ็นเอของโคอีสานที่มีรูปแบบจีโนไทป์ CC, CT และ TT ของยีน SCD ย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ AciI 
รูปแบบละ 2 ตัวอย่าง จากนั้นทำการเพิ่มปริมาณยีนเป้าหมาย และส่งผลผลิตพีซีอาร์ไปยังบริษัทเพื่อวิเคราะห์หาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(บริษัท ATGC จำกัด, ปทุมธานี, ประเทศไทย) นำข้อมูลลำดับนิวคลีโอไทด์ที่ได้ในแต่ละรูปแบบมาจัดเรียงเพื่อศึกษาลำดับนิวคลีโอไทด์
ด ้วยโปรแกรม Sequence Scanner Software version 2.0 ตรวจสอบความเหมือนหรือความแตกต่างของลำดับนิวคลีโอไทด์ 
แต่ละรูปแบบกับนิวคลีโอไทด์ต้นแบบจากโคเขตหนาว (Accession Number: AY241932) จากฐานข้อมูล GenBank ด้วยโปรแกรม 
Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) จำลองการย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะบริเวณที่พบความแตกต่าง
ของลำดับนิวคลีโอไทด์ด้วยโปรแกรม NEBcutter Version 2.0 (https://nc2.neb.com/NEBcutter2/) 
การตรวจสอบจุดกลายพันธุข์องยีน SCD ด้วยเทคนิค PCR-RFLP 

หลังเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีน SCD ในโคอีสานแล้วนำผลผลิตพีซีอาร์มาย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ AciI, PstI และ NdeI  
เพื่อตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ในประชากรโคอีสาน ในหนึ่งปฏิกิริยาประกอบด้วยน้ำกลั่นบริสุทธิ์ (HypureTM WFI Quality water, 
HyClone) ปริมาตร 7 ไมโครลิตร, บัฟเฟอร์ ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, ผลผลิตพีซีอาร์ ปริมาตร 2 ไมโครลิตร และเอนไซม์ตัดจำเพาะ AciI, 
PstI และ NdeI (Thermo Scientific, Lithuania) ปริมาตร 0.5 ไมโครลิตร นำไปบ่มในอ่างควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส นาน  
8 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบผลผลิตหลังย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ (Enzymes-Product) ของยีน SCD ด้วยเจลอิเล็กโตโฟเรซิสโดยใช้ 
2% Agarose gel (SCD/PstI) และ 8% Polyacrylamide gel (SCD/AciI และ SCD/NdeI) โดยใช้ผลผลิตหลังย่อยด้วยเอนไซม์ตัด
จำเพาะ ปริมาตร 4 ไมโครลิตร ผสมกับ 6X loading dye ปริมาตร 6 ไมโครลิตร จากนั้นหยอดลงบนหลุมเจลใช้กระแสไฟฟ้า 100 โวลต์ 
นาน 45 นาที (2% Agarose gel) และนาน 80 นาที (8% Polyacrylamide gel) ครบกำหนดเวลาแล้วนำแผ่นเจลไปย้อมด้วย  
Visafe Red Gel stain (Vivantis, Malaysia) บันทึกภาพแถบ DNA ที่เกิดขึ้นภายใต้แสง UV และกำหนดรูปแบบจีโนไทป์ที่ปรากฏในโค
อีสาน 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 นำรูปแบบจีโนไทป์ของแต่ละตำแหน่งที่ตรวจพบในประชากรโคอีสานมาคำนวณค่าความถี่จีโนไทป์และความถี่อัลลีลด้วย
ชุดคำสั่ง FREQ โดยใช้โปรแกรม SAS (SAS Institute Inc. 2015. SAS® University Edition)  
 
ผลการศึกษาและวิจารณ์ 
การตรวจสอบตำแหน่งกลายพันธุ์และจำลองการย่อยจุดกลายพันธุ์ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 

ผลการตรวจสอบตำแหน่งจุดกลายพันธุ์พบความแตกต่างกันของลำดับนิวคลีโอไทด์ของโคอีสาน เมื ่อเปรียบเทียบกับ 
นิวคลีโอไทด์ต้นแบบ AY241932 พบการผันแปรของลำดับนิวคลีโอไทด์ 3 ตำแหน่ง คือตำแหน่ง g.10329 (นิวคลีโอไทด์ลำดับที่ 217) 
ตำแหน่ง g.10330 (นิวคลีโอไทด์ลำดับที่ 218) และตำแหน่ง g.10436 (นิวคลีโอไทด์ลำดับที่ 324) ซึ่งที่ตำแหน่ง g.10329 พบการ 
ผันแปรของเบส C กับ T (g.10329C>T) ตำแหน่ง g.10330 เกิดการผันแปรของเบส G กับ A (g.10330G>A) และตำแหน่ง g.10436 
เกิดการผันแปรของเบส A กับ G (g.10436A>G) แสดงดัง Figure 1A  

https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
https://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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Figure 1 (A) Comparison of SCD gene sequence of Kho-Issan with the SCD gene sequence in GenBank, accession 
number AY241932. (B) Position of SNPs in SCD gene and restriction enzymes reorganization sequences of AciI, PstI 
and NdeI 
 

ซึ่งการพบกลายพันธุ์ของเบส C/T ที่ตำแหน่ง g.10329 บริเวณ Exon 5 ของยีน SCD ในโคอีสาน สอดคล้องกับการศึกษาที่
ผ่านมาซึ่งพบการผันแปรของเบส C/T ที่ตำแหน่ง g.10329 ในโค Japanese Black (Taniguchi et al., 2004) โค Chinese Holstein 
(Oh et al., 2011) โค Hanwoo (Alim et al., 2012) โค Korean Native (Oh et al., 2013) และโค Bali (Alwiyah et al., 2016) 
สำหรับการกลายพันธุ ์ที ่บริเวณ Exon 5 ตำแหน่ง g.10330G>A และบริเวณ Intron 5 ตำแหน่ง g.10436A>G ยังไม่พบรายงาน 
การกลายพันธ์ุที่ตำแหน่งดังกล่าวในโค ซึ่งเป็นการค้นพบตำแหน่งกลายพันธุ์ใหม่ในโคพื้นเมือง 

เมื่อจำลองการย่อยจุดกลายพันธุ์ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ และจำลองการปรากฏของแถบดีเอ็นเอบนเจลโดยใช้โปรแกรม 

NEBcutter version 2.0 (Figure 1B) ผลวิเคราะห์พบว่าเอนไซม์ AciI มีตำแหน่งจดจำเพาะ 5’-CCGC-3’และ 3’-GGCG-5’ 
สามารถย่อยลำดับนิวคลีโอไทด์ของยีน SCD ได้ 2 ตำแหน่ง คือ ตำแหน่ง g.10270 และ g.10329C>T เมื่อจำลองการปรากฏของแถบ 

ดีเอ็นเอบนเจลสามารถพบแถบดีเอ็นเอขนาด 58, 158 และ 304 bp ส่วนเอนไซม์ PstI ที่มีตำแหน่งจดจำเพาะ 5’-CTGCAG-3’และ 

3’-GACGTC-5’ สามารถย่อยตำแหน่งกลายพันธุ์ g.10330G>A ได้เพียงตำแหน่งเดียวบนเส้นดีเอ็นเอ และปรากฏแถบดีเอ็นเอบนเจล

ขนาด 218 และ 302  bp สำหรับเอนไซม์ NdeI ที่มีตำแหน่งจดจำเพาะ 5’-CATATG-3’ และ 3’-GTATAC-5’ สามารถย่อยลำดับ 
นิวคลีโอไทด์ของยีนได้ 2 ตำแหน่ง คือ ตำแหน่ง g.10257 และ g.10436A>G หลังจำลองการปรากฏของแถบดีเอ็นเอบนเจลสามารถพบ
แถบดีเอ็นเอขนาด 145, 179 และ 196 bp ผลการจำลองชี ้ให้เห็นว่าการศึกษาการผันแปรของเบสที ่ตำแหน่ง g.10329C>T, 
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g.10330G>A และตำแหน่ง g.10436A>G ด้วยโปรแกรม NEBcutter version 2.0 สามารถย่อยได้ด้วยเอนไซม์ AciI, PstI และ NdeI 
ตามลำดับ  
การผันแปรของเบสที่ตำแหน่งกลายพันธุ์กับกรดอะมิโน 

วิเคราะห์การผันแปรของเบสกับการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนที่ตำแหน่งการกลายพันธุ์ (Table 1) จากการตรวจสอบ 
การผันแปรของยีน SCD ด้วยเอนไซม์ AciI ในตำแหน่ง g.10329C>T พบการผันแปรของเบส C/T ที่มีการแทนที่กันของเบส C (GCG) 
กับเบส T (GTG) ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเอลานีน (Alanine) ไปเป็นวาลีน (Valine) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Taniguchi et al. (2004) ได้ค้นพบว่าการแทนที่ของเบส C กับเบส T ที่ Open reading frame ตำแหน่ง c.878C>T (g.10329C>T) 
ทำให้กรดอะมิโนเอลานีนเปลี่ยนเป็นวาลีน สำหรับตำแหน่งกลายพันธ์ุ g.10330 ซึ่งตรวจสอบการผันแปรของเบส G/A ด้วยเอนไซม์ PstI 
พบว่าการผันแปรของเบสที่ตำแหน่งดังกล่าว ที่มีการแทนที่ของเบส G (GCG) แทนเบส A (GCA) เป็นรหัสพันธุกรรมที่กำหนดกรดอะมโิน
เอลาน ีนท ั ้งคู่  หร ือม ีการแทนที ่ของเบส G (GTG) แทนเบส A (GTA) เป ็นรห ัสพ ันธ ุกรรมที ่กำหนดกรดอะมิโนวาล ีนทั ้งคู่   
ตำแหน่งกลายพันธุ์ดังกล่าวจึงไม่มีผลทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนเอลานีนและวาลีน  ซึ่งเมื่อพิจารณาการกลายพันธุ์ 
ของตำแหน่ง g.10329C>T และตำแหน่ง g.10330G>A จะเห็นว่าการเปลี่ยนแปลงกรดอะมิโนเอลานีนไปเป็นกรดอะมิโนวาลีนขึ้นอยู่กับ
การผันแปรของเบสที่ตำแหน่ง g.10329 และจากการตรวจสอบการผันแปรของเบส A/G ที่ตำแหน่ง g.10436 ด้วยเอนไซม์ NdeI พบว่า
มีการแทนที่ของเบส A (ATA) กับเบส G (GTA) ซึ่งเป็นส่วนของ Intron จึงไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน แต่อาจจะพบ
ความสัมพันธ์กับลักษณะที ่สำคัญทางเศรษฐกิจได้ โดยมีรายงานจากการศึกษาของ Alwiyah et al. (2016) พบว่าตำแหน่ง 
g. 10428C>T บริเวณ Intron 5 มีความสัมพันธ์กับค่าคะแนนไขมันแทรกในโค Bali ทั้งนี ้อาจเกิดเนื ่องมาจากบริเวณ Intron นั้น 
อาจเป็นดีเอ็นเอส่วนที่เกี่ยวข้องกับ enhancer หรือ silencer ที่สามารถส่งผลต่อการถอดรหัสของยีนนั้น ๆ ได้ (Perdew et al., 2006)  
ส่วนจุดกลายพันธุ์ตำแหน่ง g.10329C>T ที ่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของลำดับเบสนิวคลีโอไทด์ที ่นำไปสู่การเปลี่ยนแปลงของ 
กรดอะมิโน (Non-synonymous Substitutions) อาจมีผลต่อการทำงานของโปรตีนหรือเอนไซม์ที ่ย ีน SCD สังเคราะห์ขึ ้นมา  
และส่งผลต่อลักษณะที่สำคัญในทางเศรษฐกิจในทิศทางที่ดีขึ้นก็เป็นได้ สนิปที่นำไปสู่การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน จึงเป็นสนิปที่
น่าสนใจในการนำไปศึกษาหาความสัมพันธ์กับลักษณะที่สำคัญทางเศรษฐกิจต่อไป 
 
Table 1 SNPs of SCD gene on g.10329C>T, g.10330G>A and g.10436A>G and change of amino acid 

Location SNPs Enzymes Sequence Amino acid Change of Amino acid 
Exon5 g.10329C>T AciI GCG → GTG Alanine → Valine Non synonymous 
Exon5 g.10330G>A PstI GCG → GCA  Alanine → Alanine synonymous 
   GTG → GTA Valine → Valine synonymous 
Intron 5 g.10436A>G NdeI ATA → GTA - - 

  
ขนาดอัลลีลและรูปแบบจีโนไทปใ์นโคอีสาน 

ตรวจผลผลิตพีซีอาร์ด้วย 2% agarose gel และแปลผลขนาดแถบดีเอ็นเอเทียบกับ GeneRulerTM 100 bp DNA ladder 
พบว่าแถบผลผลิตพีซีอาร์ขนาด 520 bp ในโคอีสาน จากนั้นทำการตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ของยีน SCD ด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ AciI, 
PstI และ NdeI พบว่าเอนไซม์ AciI สามารถย่อยตำแหน่งจุดกลายพันธุ์ g.10329C>T ได้ และปรากฏแถบดีเอ็นเอ 4 ขนาด ได้แก่  
ขนาด 58, 158, 304 และ 362  bp โดยกำหนดให้อัลลีล T มีขนาด 158 และ 362 bp และอัลลีล C ขนาด 58, 158 และ 304 bp  
(Figure 2) ตำแหน่งการกลายพันธุ์ g.10330G>A หลังย่อยด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ PstI พบแถบดีเอ็นเอ 3 ขนาด ได้แก่ ขนาด 218, 
302 และ 520 bp โดยกำหนดให้อัลลีล A มีขนาด 218 และ 302 bp และอัลลีล G มีขนาด 520 bp (Figure 3) สำหรับตำแหน่ง 
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การกลายพันธุ์  g.10436A>G ย่อยด้วยเอนไซม์ NdeI พบแถบดีเอ ็นเอ 4 ขนาด ได ้แก่ ขนาด  145, 179, 196 และ 375 bp  
โดยกำหนดให้อัลลีล A มีขนาด 145, 179 และ 196 bp และอัลลีล G มีขนาด 145 และ 375 bp (Figure 4) 

 

 
 

Figure 2 Patterns of g.10329C>T digest by AciI enzymes on 8% polyacrylamide gel electrophoresis in Kho-Issan.  
(M = 50 bp DNA marker ladder; Lane 1 and 5 = CT; Line 2, 3 and 6 = TT; Line 4 and 7 = CC; PCR = PCR product of 
SCD gene) 
 

 
 

Figure 3 Patterns of g.10330G>A digest by PstI enzymes on 2% Agarose gel electrophoresis in Kho-Issan.  (M = 100 
bp DNA marker ladder; Lane 1, 3 and 4 = GG; Line 2 and 6 = GA; Line 5 and 7 = CC; PCR = PCR product of SCD gene) 
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Figure 4 Patterns of g.10436A>G digest by NdeI enzymes on 8% polyacrylamide gel electrophoresis in Kho-Issan. (M 
= 50 bp DNA marker ladder; Lane 1, 2 and 8 = AG; Line 3, 6 and 9 = AA; Line 4 and 7 = GG; PCR = PCR product of 
SCD gene) 
 

ผลวิเคราะห์รูปแบบจีโนไทป์ของยีน SCD ตำแหน่ง g.10329C>T, g.10330G>A และ g.10436A>G ด้วยเอนไซม์ AciI, PstI 
และ NdeI ในโคอีสาน พบรูปแบบจีโนไทป์ของยีน SCD/AciI 3 รูปแบบ คือจีโนไทป์ CC, CT และ TT ผลสอดคล้องกับในโคเขตร้อน 
(Bos indicus) กลุ่มโคพื้นเมืองแถบกัมพูชา พม่า และลาว อีกทั้งในโคเขตหนาว (Bos taurus) สายพันธุ์ให้ผลผลิตเนื้อแถบยุโรปพันธุ์ 
Angus, Hereford, Chianina, Romagnola, Marchigiana, Piedmontese แ ล ะ แ ถบ เ อ เ ซ ี ย ต ะ ว ั น ออก เ ฉ ี ย ง เ ห น ื อพ ั น ธุ์   
Japanese Black, Japanese Brown, Korean Native, Mongolian, Hanwoo รวมถึงโคเขตหนาวสายพันธุ์ให้ผลผลิตน้ำนมแถบยุโรป
และแถบเอเซียตะวันออกเฉียงเหนือพันธุ์ Holstein, Grey Alpine, Italian Brown, Cabannina, Italian Holstein, Rendena และ
พ ั น ธ ุ ์  Chinese Holstein ซ ึ ่ ง พบร ู ปแบบจ ี โ น ไทป ์  CC, CT และจ ี โ น ไทป ์  TT (Taniguchi et al., 2004; Oh et al., 2011;  
Kaneda et al., 2011; Alim et al., 2012; Oh et al., 2013) แต่แตกต่างจากในโค Bali (Bos Javanicus) พบรูปแบบจีโนไทป์ TT 
เพียงรูปแบบเดียว (Alwiyah et al., 2016) สำหรับผลวิเคราะห์รูปแบบจีโนไทป์ของยีน SCD/PstI พบรูปแบบจีโนไทป์ 3 รูปแบบ 
(จีโนไทป์ AA, GA และ GG) และรูปแบบจีโนไทป์ของยีน SCD/NdeI พบรูปแบบจีโนไทป์ AA, AG และจีโนไทป์ GG ซึ่งเป็นการค้นพบ 
สนิปตำแหน่งใหม่ท่ียังไม่มีรายงานการศึกษาในโค (g.10330G>A และ g.10436A>G) จึงไม่มีข้อมูลนำมาเปรียบเทียบ 
ความถี่จีโนไทปแ์ละความถี่อัลลีล 

ผลวิเคราะห์ความถี่จีโนไทป์และความถี่อัลลีลของจุดกลายพันธุ์ตำแหน่ง g.10329C>T, g.10330G>A และ g.10436A>G  
ในโคอีสาน แสดงดัง Table 2 จากผลวิเคราะห์ค่าความถี่อัลลีลของยีน SCD ด้วยเอนไซม์ AciI ที่ตำแหน่ง g.10329C>T พบความถี่ 
จีโนไทป์ TT (0.606) สูงกว่าจีโนไทป์ CT (0.339) และ CC (0.055) และมีค่าความถี่อัลลีล T เท่ากับ 0.775 และอัลลีล C (0.225) 
สอดคล้องกับในโคพื้นเมืองแถบกัมพูชา พม่า และลาว, โคเนื้อพันธุ์ Korean (Hanwoo) พบการกลายพันธ์ุของยีน SCD บริเวณ Exon 5  
มีค่าความถี่จีโนไทป์ TT อยู่ในช่วง 0.256-0.537 สูงกว่าจีโนไทป์ CC ที่มีค่าอยู่ในช่วง 0.071-0.222 และมีค่าความถี่อัลลีล T อยู่ในช่วง 
0.557-0.773 และอ ัลล ีล C อย ู ่ ในช ่วง 0.267-0.444 (Kaneda et al., 2011; Oh et al., 2011; Oh et al., 2013) แตกต ่างจาก
การศึกษาของ Kaneda et al. (2011) ทีศ่ึกษาการผันแปรของเบสที่ตำแหน่ง g.10329C>T ด้วยเอนไซม์ AciI พบค่าความถี่จีโนไทป์ TT 
อยู ่ในช่วง 0.028-0.174 ต่ำกว่าจีโนไทป์ CC (0.340-0.694) และจีโนไทป์ CT (0.340-0.486) และมีค่าความถี่อัลลีล T อยู ่ในช่วง  
0.167-0.417 และอัลลีล C (0.583-0.833) ในโคเนื้อพันธุ ์ Japanese Black, Japanese Brown, Korean, Mongolian, Angus และ 
โคพันธุ์ Hereford ซ ึ ่ งสอดคล้องกับการศ ึกษาที ่ผ ่านมาของ  Taniguchi et al. (2004) ได้ศ ึกษาจ ุดกลายพันธ ุ ์ของย ีน SCD  
บริเวณ Exon 5 ด้วยเอนไซม์ Fnu4HI พบความถี่จีโนไทป์ TT เท่ากับ 0.099 ต่ำกว่าจีโนไทป์ CT (0.633) และ CC (0.277) และมี
ค่าความถี่อัลลีล C เท่ากับ 0.594 และอัลลีล T (0.406) ในโค Japanese Black นอกจากนี้ในโคที ่ให้ผลผลิตน้ำนม เช่น โคพันธุ์ 
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Holstein และพันธุ ์ Chinese Holstein มีค่าความถี่จีโนไทป์ TT อยู่ในช่วง 0.080-0.102 ต่ำกว่าจีโนไทป์ CT (0.406-0.480) และ  
CC (0.418-0.514) และค่าความถี่อัลลีล T อยู่ในช่วง 0.283-0.342 และอัลลีล C (0.658-0.717) อย่างไรก็ตามในโค Bali ไม่พบความผนั
แปรของเบสที่ตำแหน่ง g.10329C>T และพบรูปแบบจีโนไทป์ TT เพียงรูปแบบเดียว (Alwiyah et al., 2016) ทั้งนีก้ารตรวจพบรูปแบบ
จีโนไทป์ ความถี่จีโนไทป์ และอัลลีลทีแ่ตกต่างกันขึ้นอยู่กับโคแต่ละสายพันธ์ุ และบริเวณจุดกลายพันธุ์ท่ีได้ทำการศึกษา  

ผลการศึกษาตำแหน่งการกลายพันธุ์ g.10330G>A ที่ตรวจสอบการผันแปรของเบสด้วยเอนไซม์ PstI พบค่าความถี่จีโนไทป์ 
AA, GA และ GG มีค่าเท่ากับ 0.509, 0.355 และ 0.136 ตามลำดับ และมีค่าความถี่อัลลีล A เท่ากับ 0.686 และอัลลีล G (0.314) และ
ตำแหน่งการกลายพันธุ์ g.10257A>G และ g.10436A>G ซึ่งตรวจสอบการผันแปรของเบสด้วยเอนไซม์ NdeI มีค่าความถี่จีโนไทป์  
AA เท่ากับ 0.879 สูงกว่าจีโนไทป์ AG (0.112) และ GG (0.009) และมีค่าความถี ่อัลลีล A เท่ากับ 0.939 และอัลลีล G (0.061)  
ในโคอีสาน 

การพบความหลากหลายของจุดกลายพันธ์ุตำแหน่ง g.10329C>T, g.10330G>A และ g.10436A>G ของยีน SCD ในโคอีสาน 
อาจเนื่องมาจากโคที่นำมาใช้ศึกษาครั ้งนี ้เป็นโคพื ้นเมืองที ่เลี ้ยงโดยเกษตรกรรายย่อย ที่มีรูปแบบการเลี ้ยงปล่อยให้หากินเอง 
ตามธรรมชาติ ให้พ่อพันธุ์คุมฝูง และมีการผสมพันธ์ุกันอย่างสุ่ม ซึ่งเกษตรกรไม่ได้มีการคัดเลือกลักษณะใด ๆ ในฝูงโคอีสาน จึงอาจทำให้
เกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้านพันธุกรรมที่เป็นไปตามธรรมชาติ อีกทั้งจากการรวบรวมเอกสารจะเห็นได้ว่ายีน SCD มักพบความ
หลากหลายทางด้านพันธุกรรมและตำแหน่งการกลายพันธ์ุทั้งในโคเขตหนาวและโคเขตร้อน จึงอาจจะเป็นไปได้ที่จะพบความหลากหลาย
ของยีน SCD ในโคอีสานเช่นกัน  

 
Table 2 Genotype and allele frequencies of SCD gene on g.10329C>T, g.10330G>A and g.10436A>G in Kho-Issan 

Position and SNP Enzymes Genotypes frequency (N) Allele frequency  
  CC CT TT C T 

g.10329C>T AciI 0.055 (6) 0.339 (37) 0.606 (66) 0.225 0.775 
  AA GA GG A G 

g.10330G>A PstI 0.509 (56) 0.355 (39) 0.136 (15) 0.686 0.314 
  AA AG GG A G 

g.10436A>G NdeI 0.879 (94) 0.112 (12) 0.009 (1) 0.939 0.061 
 
สรุป 

ผลการศึกษาตำแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน SCD บริเวณ Exon5 และ Intron 5 ในโคอีสาน พบตำแหน่งการกลายพันธุ์
ทั้งหมด 3 ตำแหน่ง ได้แก่ ตำแหน่ง g.10329C>T, g.10330G>A และ g.10436A>G โดยพบว่าตำแหน่งการกลายพันธุ์ของยีน SCD ใน
โคอีสานที่น่าสนใจคือตำแหน่ง g.10329C>T เนื่องจากเป็นจุดกลายพันธ์ุที่ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของลำดับเบสนิวคลีโอไทด์ที่นำไปสู่
การเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน (Non-synonymous) ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนนี้อาจมีผลต่อการทำงานของโปรตีนหรือ
เอนไซม์ที่ยีน SCD สังเคราะห์ขึ้นมาในทิศทางที่ดีขึ้น และตำแหน่ง g.10436A>G ที่ถึงแม้จะเป็นส่วนของ Intron แต่อาจเป็นส่วนสำคัญ
ที่เกี่ยวข้องกับ enhancer หรือ silencer ที่มีบทบาทต่อการแสดงออกของยีน อย่างไรก็ตามในอนาคตควรมีการศึกษาตำแหน่งการกลาย
พันธุ์ดังกล่าวในโคพื้นเมืองภาคอื่น ๆ เพิ่มเติม และควรวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของรูปแบบจีโนไทป์กับลักษณะสำคัญทางเศรษฐกิจ  
เช่น ลักษณะคุณภาพเนื้อ คุณภาพซาก องค์ประกอบกรดไขมันต่าง ๆ เป็นต้น 
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