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คํานํา 
 

 ไกเปนสัตวปกท่ีมนุษยคุนเคยมากท่ีสุดชนิดหนึ่ง โดยไกถูกนํามาเล้ียงเพ่ือความเพลิดเพลิน 
และเล้ียงเพ่ือใชบริโภคเปนอาหาร ซ่ึงเปนท่ีนิยมบริโภคเนื่องจากมีปริมาณไขมันต่ําและไมขัดตอ
หลักศาสนาทุกศาสนา นอกจากนี้ไกยังเปนสัตวเศรษฐกิจท่ีสําคัญของประเทศไทยท่ีทํารายไดเขา
ประเทศมากท่ีสุดในดานปศุสัตวท่ีมีการเล้ียงท้ังหมด เพราะมีการสงออกเนื้อไกติดอยูใน 10 อันดับ
แรกของสินคาเกษตรกรรมสงออกท่ีสําคัญ ประเทศไทยจึงจัดเปนประเทศผูผลิตเนื้อไกท่ีสําคัญของ
โลก ทําใหมีประเทศไทยมีคูแขงทางการคามากขึ้น จึงมีการศึกษาอยางกวางขวางในหลายดาน เพ่ือ
ปรับปรุงพันธุกรรมและเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตใหสูงตลอดเวลา สงผลใหลักษณะบางประการท่ี
ถายทอดจากบรรพบุรุษหายไป เชน ลักษณะของการตานทานโรค (disease resistance) โดยการ
วางแผนปรับปรุงพันธุไกท่ีมีวัตถุประสงคหลักไปในทิศทางเดียว คือ เพ่ิมผลผลิต ทําใหลักษณะ
ตานทานโรคไมถูกคัดเลือก ปจจุบันความสนใจท่ีจะศึกษาในดานความตานทานโรคมีมากขึ้น จนมี
การศึกษาไปถึงในระดับของอณูชีววิทยา เพ่ือศึกษาหาความสัมพันธในระดับยีนใหมีการพัฒนาเพ่ิม
ปริมาณผลผลิตควบคูไปกับระดับของความตานทานโรคใหเปนไปในทิศทางเดียวกัน  
 
 โรคลิวโคซิสหรือโรคลิวโคซิสคอมเพล็กซ เปนโรคเนื้องอกหรือมะเร็งชนิดหนึ่งท่ีพบได
บอยในไก ซ่ึงไกทุกสายพันธุไวตอไวรัสชนิดนี ้และสรางความเสียหายทางเศรษฐกิจอยางมากในไก
ท่ีใชเวลาการเล้ียงท่ียาวนาน และพบวาโรคลิวโคซิสมีความสัมพันธกับเอนโดจีนัสรีโทรไวรัส 
(endogenous retrovirus) และสามารถถายทอดทางพันธุกรรมได โดยเช้ือเอนโดจีนัสรีโทรไวรัสมี
การกอโรคทําใหไกทรุดโทรมหรือตาย หรือไมมีผลเสียตอสุขภาพและผลผลิต ในไกไขทําใหมี
ปริมาณไขนอยลง ความสูญเสียท่ีเกิดขึ้นไมแนนอน มีความแตกตางกันขึ้นกับสายพันธุไก ทําใหมี
ความสนใจท่ีจะศึกษาหาความสัมพันธของแถบดีเอ็นเอของ endogenous retrovirus ในไกสายพันธุ
ตางๆ ปจจุบันมีการพัฒนาวิธีการตางๆ ในการตรวจสอบ endogenous retrovirus ใหรวดเร็วและ
แมนยํามากขึ้น เทคนิคท่ีนิยมใชในการตรวจสอบ คือ การตรวจสอบในระดับดีเอ็นเอโดยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) รวมกับไพรเมอรชนิดตางๆ ท่ีจําเพาะกับยีนของ endogenous 
retrovirus ในไกแตละสายพันธุ โดยเทคนิค PCR เปนเทคนิคท่ีรวดเร็วและใหความแมนย่ําสูง ซ่ึง



 

 

2 

การศึกษาความสัมพันธทางพันธุกรรมจะทําใหการควบคุมและปองกันโรคมีประสิทธิภาพสูงขึ้น 
และลดการสูญเสียทางเศรษฐกิจ โดยเฉพาะอยางยิ่งในพอแมพันธุ 

 
งานวิจัยนี้เปนการศึกษาตรวจสอบ endogenous retrovirus ในไก 4 สายพันธุ ที่เปนสาย

พันธุทางเศรษฐกิจและเล้ียงภายในประเทศ มีผลผลิตและการเติบโตท่ีแตกตางกัน โดยสายพันธุไก
ไขเปนสายพันธุท่ีใหไขดก โตชา ไขเปลือกสีน้ําตาลและใชเวลาการเล้ียงยาวนาน สายพันธุไกเนื้อ 
โตเร็ว ใหน้ําหนักเฉล่ีย 1.9 กิโลกรัม ใชเวลาเล้ียงส้ันประมาณ 39-42 วัน สายพัน ธุ พื้น เมือง เปน
ไก ท่ี มีวิวัฒนาการมาจากไกปาสีแดง ใหไขนอย โตชาและมีความตานโรคสูง สายพันธุสามเหลือง
เปนไก พ้ืนเมืองท่ีมี ถ่ินกําเนิดในประเทศจีน  ใหไขนอย  โตเร็วปานกลาง  ปรับตัวเขากับ
สภาพแวดลอมไดดี โดยการนําเทคนิค  PCR มาใชตรวจหาและวิเคราะหแถบดีเอ็นเอของ 
endogenous retrovirus ในไกแตละสายพันธุ และศึกษาความแตกตางของแถบดีเอ็นเอที่เกิดขึ้น
ระหวางไกสายพันธุเดียวกันและตางสายพันธุ เพ่ือเปนแนวทางในการศึกษาการชักนําการเกิดโรค
ลิวโคซิส และนําไปสูการปรับปรุงพันธุใหมีความตานทานตอโรคลิวโคซิสตอไป 

 
 
 



 

วัตถุประสงค 
 

1.  เพ่ือศึกษายีนท่ีเจาะจงกับ endogenous retrovirus โดยเทคนิคพีซีอาร 
 
 2.  เพื่อเปรียบเทียบความแตกตางลําดับเบสของยีน endogenous retrovirus และบริเวณ
จําเพาะการเขาแทรกตัวของ Avian Leukosis Virus ภายในไกแตละสายพันธุและระหวางสายพันธุ 
 
 



 

การตรวจเอกสาร 
 

ไกเปนสัตวปกชนิดหนึ่งจําพวกเดียวกับนกท่ัวไป แหลงกําเนิดตนตระกูลของไกอยูใน
ภูมิภาคเขตรอนแถบเอเชีย บริเวณประเทศไทย จีน ลาว ญวน กัมพูชา พมา อินเดีย ซ่ึงไกพ้ืนเมืองมี
ช่ือวิทยาศาสตรคือ Gallus domesticus ท่ีมีบรรพบุรุษมาจากไกปาสีแดง (red jungle fowl: Gallus 
gallus) ไกเปนสัตวเลือดอุนท่ีมีลักษณะพิเศษ ลําตัวปกคลุมไปดวยขน (feathers) มีปก มีขา 2 ขา ใช
เกาะ เดิน โดยปกติมีเทา 4 นิ้ว มีปาก (beak) ยื่นออกมายาว ไมมีฟน ปอดติดอยูกับซ่ีโครง และมีถุง
ลมชวยในการหายใจ ไมมีกระเพาะปสสาวะ อุณหภูมิของรางกายอยูระหวาง 40-42 องศาเซลเซียส 
มีโครโมโซม 39 คู แบงเปนโครโมโซมท่ีมีขนาดใหญ (macrochromosome) 8 คู โครโมโซมขนาด
เล็ก (microchromosome) 30 คู และโครโมโซมเพศ 1 คู คือ โครโมโซม Z และโครโมโซม W ซ่ึง
สามารถจัดจําแนกอนุกรมวิธานของไกไดดังนี ้

 
Kingdom Animalia  

Phylum Chordata   
Subphylum Vertebrata  

Class Aves  
Order Galliformes   

Family Phasianidae   
Genus Gallus   

Species - G. domesticus 
- G. gallus 

 
ในการเล้ียงไกใหไดผลผลิตสูงและคุณภาพท่ีดีนั้น นอกจากจะขึ้นอยูกับปจจัยดานอาหาร 

สายพันธุของไก และการเล้ียงดูแลว การควบคุมโรคก็นับวาเปนอีกหนึ่งส่ิงท่ีมีความสําคัญอยางยิ่ง
เนื่องจากมีโรคติดเช้ืออยูหลายชนิดท่ีกอใหเกิดผลกระทบอยางมากตออุตสาหกรรมการเล้ียงไก อีก
ทางเลือกหนึ่งท่ีใช คือ การเพ่ิมระดับความตานทานตอโรคซ่ึงมีผลทางเศรษฐกิจในการเล้ียง โดย
การเพ่ิม genetic potential ตอการตานทานโรคจากการคัดเลือกสัตวท่ีจะนําไปทําเปนพอแมพันธุ ทํา
ใหไดสัตวท่ีมีความตานทานตอโรคสูงขึ้น ชวยใหลดคาใชจายในการเล้ียงดูนองลง (Bennett et al., 
1999) 
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ดวยความกาวหนาทางดานพันธุศาสตรโมเลกุลในปจจุบัน มีการศึกษาพันธุกรรมของ
ส่ิงมีชีวิตในระดับยีนและดีเอ็นเอเพ่ือท่ีจะศึกษาหาความสัมพันธของยีนในส่ิงมีชีวิต ลักษณะของ
โรค  ลักษณะท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจหลายๆ ลักษณะท่ีสัตวแสดงออก  ซ่ึงการเรียนรู
ความสัมพันธทางพันธุกรรมนี้ทําใหมีการสูญเสียทางเศรษฐกิจลดลง 

 
รีโทรไวรัส (Retrovirus) 

 
Retrovirus 
 

รีโทรไวรัสจัดจําแนกอยูใน Family Retroviridae ไวรัสในตระกูลนี้มีสมาชิกท่ีทําใหเกิด
และไมทําใหเกิดมะเร็ง (ตารางท่ี 1) retro ภาษาลาตินแปลวา ยอนหลัง (backward หรือ reverse) ท่ีมี
ช่ือนี้เพราะวา ไวรัสกลุมนี้มีเอนไซม reverse transcriptase (RT) ท้ังหมดเปนไวรัสท่ีมีขนาด 90-130 
nm ซ่ึงแตกตางจากไวรัสชนิดอ่ืน คือ มีเอนไซม reverse transcriptase หรือ RNA dependent DNA 
polymerase ใชเปล่ียน genomic single stranded RNA ใหเปน double stranded DNA โดยใช RNA 
เปนแมพิมพ (template) ขบวนการนี้ยอนกลับกับขบวนการท่ีพบในส่ิงมีชีวิตท่ัวไป ซ่ึงสราง RNA 
ขึ้นจาก DNA template (ขบวนการสราง RNA จาก DNA template เรียกวา transcription) กอนท่ีจะมี
การ integrate เขาไปยัง DNA ของโฮสต ซ่ึงเปนขั้นตอนหนึ่งของการเพ่ิมจํานวนของไวรัสชนิดนี ้ 

 
Retroviridae จําแนกไดเปน 3 subfamilies 
 
1.  Oncovirinae ทําใหเกิดมะเร็งในสัตวตางๆ แบงยอยเปน 3 genera ไดแก 
 

 1.1  Genus Oncornavirus B ไดแก ไวรัสท่ีทําใหเกิดมะเร็งเตานมในหนู คือ Mouse 
mammary tumor virus หรือเรียกวา Bittner ’s virus หรือ milk factor พบในหนูตะเภา ลิงบาบูน และ
สัตวเล้ียงลูกดวยนมอ่ืนๆ   

 
 1.2  Genus Oncornavirus C ไดแก ไวรัสท่ีทําใหเกิด Leukemia และ Sacroma ในสัตว
ปกและสัตวเล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด เชน Rous sarcoma virus ในไก, Avian leucosis virus ในไก, 
Friend leukemia virus ในหนู, Feline leukemia virus และ Bovine leukemia virus 
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 1.3  Genus Oncornavirus D ไดแก Mason Pfizer monkey virus ใน rhesus monkey และ 
Sheep pulmonary adenomatosis virus 
 
ตารางที ่1  Diseases of domestic animals caused by Retroviruses 
 

Subfamily Host Virus V-onc Diseases 
Oncovirinae 

 
 
 
 
 
 
 
 

Lentivirinae 
 
 
 
 
 

Spumavirinae 

Chicken 
 
 
 
 

Cattle 
Swine 

Cat 
 

Sheep 
 

Goat 
 

Horse 
 

Cattle 
Cat 

Avian leukosis virus 
 
Avian sarcoma viruses 
Rticuloendotheliosis viruses 
 
Bovine leukemia virus 
Porcine sarcoma virus 
Feline leukemia viruses 
Feline sarcoma viruses 
Maedi-visna virus 
 
Caprine arthritis-
encephalomyelitis virus 
Equine infectious anemia 
virus 
Bovine foamy virus 
Feline foamy virus 

- 
 

+ 
-a 

 
- 
+ 
- 
+ 

n.a.b 

 
n.a. 

 
n.a. 

 
n.a. 
n.a. 

Lymphomas, leukemias, 
anemia, osteopetrosis 
Sarcomas 
Lymphomas, anemia, 
sarcoma 
Leukemia 
Sarcoma 
Leukemia 
Sarcoma 
Maedi-visna progressive 
pneumonia 
Arthritis, 
encephalomyelitis 
Anemia 
 
None 
None 

 

หมายเหต ุ  aReticuloendotheliosis virus-T is a recombinant that contains a v-onc 
                              b n.a., not applicable 
ที่มา: ดัดแปลงจาก Fenner et al. (1987) 
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2.  Lentivirinae ทําใหเกิด slow infection หรือ chronic disease ในคนหรือสัตว โดยมี
ระยะพักตัวของโรคนาน เชน Visna-maedi virus ทําใหเกิดอาการปอดอักเสบ เนื้อเยื่อสมองและ
เนื้อเยื่อหุมสมองอักเสบในแพะแกะ (เกรียงศักดิ,์ 2536) 
 
 3.  Spumavirinae จัดเปนกลุม commemsal virus ในเซลลเพาะเล้ียง เซลลเพาะเล้ียงท่ีติดเช้ือ
ไวรัสนี้จะเกิดชองวางภายในและเซลลตาย 
 

Avain leukosis virus (ALV) เปนรีโทรไวรัสชนิดหนึ่งท่ีกอโรคในสัตวปก ซ่ึงตัวรีโทร
ไวรัสกอใหเกิดโรคในสัตวหลายชนิด แตชนิดที่กอใหเกิดโรคในสัตวปกคือ Avian type C 
retrovirus เปนสาเหตุของโรคเนื้องอก เชน Avian leukosis virus (ALV) และ Avian sarcoma virus 
(ASV) เปนตน 

 
นอกจากนี้ไวรัสในกลุม Avain leukosis virus (ALVs) ในไกแบงเปน 6 subgroup ไดแก 

subgroup A, B, C, D, E และ J ซ่ึง subgroup J เปน subgroup ท่ีพ่ึงแยกไดหลังสุดโดยแยกไดจาก
สายพันธุไกเนื้อ (Payne et al., 1991; Bai et al., 1995b) สวน subgroup E เปน endogenous leukosis 
viruses ท่ีมีคุณสมบัติในการกอโรคต่ํา ซ่ึงการแยกความแตกตางระหวาง subgroup ท้ัง 6 subgroup 
จะพิจารณาจากความแตกตางทาง genetic type ท่ีแสดงออกโดย viral envelope antigen จาก chicken 
embryo fibroblasts ซ่ึงมีผลมาจาก envelope glycoprotein ท่ีมีอยูบนผิวของอนุภาคไวรัส (Payne 
และ Fadly, 1997; Adkins et al., 2000) 
 
โครงสราง Genome ของ Retrovirus 
 

Genome ของ Retrovirus โดยท่ัวไปจะประกอบดวยยีนท่ีสําคัญ 3 ชนิด คือ 
 
gag : สําหรับ code การสรางโปรตีนท่ีเปน capsid 
pol : สําหรับ code การสรางเอ็นไซม reverse transcriptase 
env : สําหรับ code การสรางโปรตีนสําหรับสวน envelope 

 
ไวรัสท่ีทําใหเกิดเนื้องอกบางตัวอาจมี genes เพ่ิมเติมที่เรียกวา viral oncogene หรือ           

v-oncogene นอกจากนี้ยังมี gene องคประกอบท่ีอาจพบไดอีก เชน common region (C-region), 
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transactivating transcriptional gene (tat) หรือ long terminal repeats (LTR) ซ่ึงอยูปลายท้ังสองขาง
ของ genome ซ่ึงเกี่ยวของกับขั้นตอนการเพ่ิมจํานวนของไวรัส (ภาพท่ี 1)  

 

 
 
ภาพที่ 1  โครงสรางและองคประกอบของ Retrovirus  
ที่มา: ดัดแปลงมาจาก Sacco et al. (2000) 

 
Retrovirus แบงออกเปน 3 กลุมตามลักษณะโครงสรางของ genome และการทําใหเกิดโรค

คือ 
 
 1.  Chronic leukemia virus เชน murine leukemia ไวรัสกลุมนี้มีแตยีนพ้ืนฐาน gag, pol 
และ env เทานั้น 
 
 2.  Acute leukemia/sarcoma viruses เชน avian sarcoma virus มี oncogene เพ่ิมขึ้น 
 
 3.  Trans-regulating viruses เชน HTLV-I, HTLV-II มี tat gene เพ่ิมขึ้น โดย tat gene ทํา
หนาท่ีควบคุมอัตราการเพ่ิมจํานวนของไวรัส และกระตุนใหเซลลเพ่ิมจํานวนอยางผิดปกต ิ
 

โครงสราง genome ของ retrovirus (ภาพท่ี 1) ไวรัสท่ีมี genome ครบถวนตามนี้จะเพ่ิม
จํานวนไดดวยตนเอง แต retrovirus บางตัวเปน defective virus ตองการ helper virus ตัวอ่ืนมาชวย
ในการเพ่ิมจํานวน 

 
Oncogene เปน gene ท่ีเกี่ยวของกับการเกิดเนื้องอก ซ่ึง retrovirus เปน RNA viruses ท่ีมี 

oncogene อยูภายใน genome ไวรัสท่ีมีความสามารถในการกอมะเร็งสูง มักจะมี oncogenes อยูใน 
genome ดวย ซ่ึงยีนพวกนี้จะพบในสัตวมีกระดูกสันหลังเกือบทุกชนิดและลําดับเบสใน DNA ของ
ยีนเหลานี้จะใกลเคียงกันมาก (เกรียงศักดิ์, 2536) ในแงวิวัฒนาการสันนิษฐานวา viral oncogene    
(v-oncogenes) ท่ีพบในไวรัสนั้นอาจไดมาจาก cellular oncogenes (c-oncogenes) ในเซลลปกติอาจ
เกิดขึ้นจากขั้นตอนการเพ่ิมจํานวนของไวรัสจะมีการ integrate ของ DNA ของไวรัส (provirus) เขา



 

 

9 

ใน DNA ของเซลล ซ่ึงอาจใกลกับตําแหนงของ cellular-oncogenes ขั้นตอนการสรางหรือเพ่ิม
จํานวนของจีโนมของไวรัสอาจรวมเอาสวนของยีนดังกลาวเขามาดวย 
 
การเพ่ิมจํานวนของ Retrovirus 

 
Pathak และ Hu (1997) รายงานถึงจีโนมของ retrovirus เปนอารเอ็นเอ (RNA) สายเดี่ยว

แบบบวก (+ sense) และประกอบดวยโมเลกุลของ tRNA ซ่ึงเม่ือไวรัสเขาสูเซลลจะใชเอนไซม 
reverse transcriptase (RT) ท่ีใชในการ transcribe RNA genome เปน DNA ซ่ึงมี nucleotide 
sequence ท่ี complementary กัน เรียกวา cDNA จาก DNA สายเดี่ยว สรางเปน DNA สายคูขึ้น DNA 
สายคูนี้เรียกวา proviral DNA หรือ proviruses ซึ่งเปนดีเอ็นเอของไวรัสที่เขาเชื่อมตอกันอยาง
สมบูรณ ขั้นตอนนี้เกิดขึ้นในซัยโตพลาสม ระยะตอมา proviral DNA จะเคลื่อนที่เขาไปใน
นิวเคลียสและเปล่ียนรูปจากเสนตรงเปนวงกลมเพ่ือเขาไปรวมตัว (integrate) อยูกับโครโมโซมของ
โฮสตซ่ึงเปน DNA เชนกัน ยีน LTR มีความสําคัญในการ integrate เอา proviral DNA เขาไปอยูใน 
cellular DNA และ proviral DNA นี้จะ integrate ท่ีตรงตําแหนงใดของ cellular DNA ก็ได และจะ
ถูก transcribe สราง mRNA เพ่ือสรางโปรตีนท่ีเปนสวนประกอบของไวรัสเกิดเปนไวรัสท่ีสมบูรณ 
(ภาพท่ี 2) สวน proviruses จะถูกใชเปนแมแบบ (template) ในการสรางอารเอ็นเอของไวรัสรุนใหม
ตอไป 

 
การติดเช้ือ Oncoviruses นี้เกิดขึ้นได 2 แบบ คือ 
 

 1.  เกิดจาก endogenous virus เซลลท่ีมี provirus integrate อยูในโครโมโซม จะมีจํานวน
ของ provirus ตอ haploid number ของเซลลไดตั้งแต 1-100 ช้ิน provirus นี้จะประพฤติเหมือนกับวา
เปนสวนหนึ่งของโครโมโซมของเซลล และแบงตัวไปพรอมกับท่ีโครโมโซมของเซลลแบงตัว และ
ถายทอด provirus ไปสูเซลลลูกหลานท่ีเกิดใหม นอกจากนี้ยังถายทอดจากแมไปยังลูก (vertical 
transmission) โดยทาง germ line DNA (Robinson, 1978) ในภาวะปกติการแสดงออกของ provirus 
จะถูกกดไวดวยกลไกภายในเซลล แตบางครั้งการควบคุมสูญเสียหรือบกพรอง endogenous 
infection จะถูกชักนํา (induce) ใหมีการแสดงออก มีการเพ่ิมจํานวนของไวรัสเพ่ิมขึ้น อาจเกิดขึ้น
เองหรือโดยสารเคมีหรือปจจัยอ่ืนเปนตัวชักนํา ไวรัสท่ีปรากฏขึ้นมาเนื่องจากมีจีโนมของไวรัสอยู
ภายในเซลลนั้นเรียกวา endogenous virus ซ่ึงสวนใหญไมทําใหเกิดโรค เซลลทุกเซลลของสัตวมี
กระดูกสันหลังเกือบทุก สปชีสจะมี provirus แฝงอยู 
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 2.  เกิดจาก exogenous virus โดยท่ี provirus ของไวรัสกลุมนี้จะไม integrate เขาไปใน 
germ line cell แตติดตอแบบ horizontal transmission เช้ือ exogenous virus สวนใหญทําใหเกิด
มะเร็ง เชน มะเร็งเม็ดเลือดขาว, lymphoma, sarcoma, และ carcinoma โดยที่สมาชิกบางตัวมี 
oncogene แตสมาชิกบางตัวก็ไมมี พวกท่ีมี oncogene เกือบท้ังหมดเปน defective virus 
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ภาพที่ 2  วงจรชีวิต และการเขาเช่ือมตอของ Retrovirus  
ที่มา: http://staff.jccc.net/pdecell/bio205/webct/bio205home.html 

http://staff.jccc.net/pdecell/bio
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Retrovirus ที่สําคัญทางสัตวแพทย 
 

Rous sarcoma virus 
 
ในป 1910 Payton Rous สัตวแพทยใน Rockeyfeller Institue, New York ไดทดลองฉีด 

spindle cell carcinoma cell suspension และ cell-free filtrate จาก suspension ดังกลาวเขาในไกพันธุ 
Barred Plymuth Rock พบวาสามารถทําใหเกิดมะเร็งชนิด carcinoma ไดท้ังสอง preparations ซ่ึง
เปนการพิสูจนวาไวรัสเปนสาเหตุของมะเร็งไดเปนครั้งแรก 
 
Avian leukosis virus 

 
โรคลิวโคซิสหรือโรคลิวโคซิสคอมเพล็กซ เปนโรคเนื้องอกหรือมะเร็งชนิดหนึ่งท่ีพบได

บอยในไก ซ่ึงไกทุกสายพันธุไวตอไวรัสชนิดนี้และพบวามีความสัมพันธกับเอนโดจีนัสรีโทรไวรัส 
(endogenous retrovirus) และสามารถถายทอดทางพันธุกรรมได (Grunder et al., 1995) โรคนี้พบวา
เปนโรคหนึ่งท่ีมีมานานแลว ในระยะแรกไดมีการเรียกช่ือตามลักษณะท่ีเดนชัดของโรคท่ีตรวจพบ
หลายช่ือ เชน โรคลิวคีเมียในสัตวปก  (Fowl Leukemia), โรคอีรีทรอยด  (Erythroid) หรือโรค
ลิวโคซิสในหลอดเลือด  (Intravascular Leukosis), โรคเนื้องอกของเซลลกระดูก (Myeloid) เปน
ตน (Purchase et al., 1977) ในปจจุบันก็ยังคงประสบปญหาเชนเดียวกันในการเรียกช่ือโรคเนื้องอก
พวกนี้ เพราะวาไมสามารถสรุปเรียกไดวาเปนโรคชนิดใดชนิดหนึ่ง ซ่ึง Puschase และ Payne 
(1978) เรียกกลุมอาการโรคพวกนี้วา กลุมลิวโคซิสชนิดซับซอน (Leukosis Complex) เปนตน โดย
กลุมโรคดังกลาวเกิดจากรีโทรไวรัส (retrovirus) 

 
เปนสาเหตุของโรค lymphoid leukosis หรือ leukemia ในไกอายุมากกวา 4 เดือนขึ้นไป 

โดยมีเซลลเปาหมายท่ีเยื่อบุ oviduct reticuloendothelial system และ pre-B cell (Ruddell et al., 
1988) ไวรัสจะเปล่ียนแปลงเซลล lymphoblasts ซ่ึงจะแพรกระจายไปท่ีตับ มาม ไต และ gonad การ
แพรของไวรัสแบบ horizontal ในไกไขไปยังไกอ่ืนมักไมเกิด leukemia จะมีเพียง viremia ส้ันๆ 
และเกิดภูมิคุมกัน ลูกไกที่ไดรับเชื้อโดยตรงจากแมจัดเปน vertical transmission และจะเกิด 
persistent viremia ประมาณ 5-10% จะเกิด immunotolerance และจะมีโอกาสเกิด leukemia ตามมา
สูง สวนลูกไกท่ีมีการติดเช้ือในลักษณะทางผาน germ cell (genetic transmission) 90-95% จะเกิด 
latent infection ซ่ึงจะเปน carriers ท่ีถูกกระตุนใหแพรไวรัสไดในระยะตอมา อาการของกลุมโรค
ลิวโคซิสจะแตกตางกันออกไปขึ้นอยูกับอวัยวะและเนื้อเยื่อท่ีถูกทําลาย เชน 
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โรคล้ิมฟอยด ลิวโคซิส (Lymphoid Leukosis) จากการทดลองเม่ือไกไดรับเช้ือ 10-14 วัน 
จะเริ่มแสดงอาการซึม การเดินจะเช่ืองชา บางตัวจะหลบมุมยืนเงียบๆ อาการเดินเขยก และอาจตรวจ
พบวาบางตัวมีนัยนตาขุนมัว ซ่ึงตรวจพบไดท่ีตาขางใดขางหนึ่งหรือท้ังสองขาง อาการท้ังหมดจะ
เริ่มเดนชัดเม่ือไกไดรับเช้ือนานประมาณ 28 วัน (Sevoian และ Chamberlain, 1964) สวนอาการของ
โรคตามธรรมชาตินั้นไมแนนอน อาจพบวาไกมีใบหนาซีด ซ่ึงสังเกตไดชัดบริเวณหงอนเหนียง ใน
บางตัวใบหนาจะมีสีดําคลํ้า การทรงตัวการเดินผิดปกติ บางตัวฟุบหมอบอยูท่ีพ้ืน (Puschase และ 
Payne, 1978) โรคนี้เปนโรคท่ีพบมากท่ีสุดในไก โดยเฉพาะไกไข นิยมเรียกวา โรคตับโต (Big 
Liver Disease) อวัยวะท่ีตรวจพบความผิดปกติมากท่ีสุดสวนใหญจะเปนตอมน้ําเหลืองทุติยภูมิ เชน 
ตับ มาม และตอมน้ําเหลือง เนื่องจากลิวโคซิสไวรัสจะเขาไปทําใหเกิดการทวีจํานวนของเม็ดเลือด
ขาวชนิดบี (B-Cell Lymphoproliferative) 

 
โรคอีรีธโรบลาสโตซิส (Erythroblastosis) หรืออาจเรียกอีกช่ือหนึ่งวา โรคอีรีธโรลิวโคซิส 

(Erythroleukosis) โรคนี้ระยะการเกิดโรคไมแนนอนตั้งแต 20-21 วัน ไกปวยจะเริ่มแสดงอาการ
ออนเพลีย ลําตัวใบหนาซีดเล็กนอย อาการจะเดนชัดขึ้นโดยมีเลือดคั่งท่ีบริเวณหงอน ทําใหมีสีเขม
จนกระท่ังมีสีน้ําเงินดํา (Cyanosis) เบ่ืออาหาร ทองเสีย บางตัวอาจพบวามีหยอมเลือดออกท่ีรูขุมขน
หรือท่ีผิวหนัง แตบางตัวถาหากกอนเนื้องอกเกิดท่ีอวัยวะภายในจะแสดงอาการเลือดจาง โดยท่ี
ใบหนา หงอน เหนียง และหนาแขงจะขาวซีด อัตราการตายต่ํา จากเริ่มแสดงอาการจนถึงตายไม
แนนอน จะกินเวลาตั้งแต 2-3 วัน จนถึง 2-3 เดือน (เกรียงศักดิ,์ 2536) การเกิดโรคเนื้องอกชนิดนี้ใน
ไกพบไดโดยท่ัวไป 

 
นอกจากนี้ยังมีโรคเนื้องอกอีกหลายชนิด โดยโรคเนื้องอกเหลานี้มีสาเหตุจากเช้ือลิวโคซิส

ไวรัส แตไมพบบอยนักว าจะกอให เกิดโรคในฝูงไก  ไดแก โรคเนื้องอกของเซลลกระดูก 
(Osteopetrosis), โรคมะเร็งของเซลลผังผืด (Fibrosarcoma) เปนตน 

 
Endogenous retrovirus genome 

 
ในจีโนมของไกประกอบดวย avian retrovirus like element หลายชนิด รวมถึง endogenous 

viral loci (ev) ลําดับเบสของ ev loci มีความสัมพันธกับ subgroup E ALVE รวมท้ังท่ีมีโครงสราง
สมบูรณ (complete genome) และสวนของโครงสรางท่ีมีบางสวนขาดหาย (defective genome) 
พบวามีกระจายอยูในจีโนม (Best et al., 1997) จากสวน endogenous viral loci ท่ีเช่ือมตออยูอยาง
ถาวรในเซลลสัตว และมีการถายทอดไดเหมือนยีนอ่ืนๆ แตกจ็ะมีท้ังการถายทอดไปเปนท้ังแบบไม
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มีการแสดงออก และมีการแสดงออก หาก endogenous retroviral genome มีการแสดงออก 
สวนประกอบของยีนท่ีถูกถอดรหัสจะเหมือนโครงสรางของ avian retrovirus (exogenous retroviral 
avian leucosis virus; ALV) (Astrin, 1978; Tereba et al., 1979; Savoboda, 1998) ในการเขาเช่ือมตอ
ภายในจีโนมของ avian retrovirus แมวาจะเกิดขึ้นโดยสุม (Miller, 1996) แตบางชนิดมีการเลือก
ตําแหนงของการเช่ือมตอ (Benkel, 1998) เปนการรองรับการท่ีจะแสดงออกของไวรัส รวมถึงการ
ถายทอดตอไปถึงรุนลูกรุนหลานของเซลลท่ีถูกบุกรุกดวย หากการเขาบุกรุกเปนเซลลท่ีเกี่ยวของกบั
การสืบพันธุ ในการเลือกตําแหนงพบวาช้ินสวนท่ีมี GC rich จะเขากันไดกับสวน GC rich ของ
จีโนมรีโทรไวรัส 

 
  Endogenous retroviruses (ev) มีการถายทอดจากบรรพบุรุษไกปา (red jungle fowl) ไปยัง
ลูกหลาน (Boyce-Jacino et al., 1992; Frisby et al., 1979; Borisenko and Rynditch, 2004) การ
ถายทอดของ endogenous retroviruses จะเปนแบบถาวรจะมีการถายทอดไปทุกรุนตามกฎของเมน
เดล (Payne, 1998; Gorbovitskaia et al., 1998) สามารถพบไดท้ัง 2 เพศ ท้ังบนโครโมโซมรางกาย 
(autosome chromosome) และโครโมโซมเพศ (sex chromosome) พบลําดับเบสของดีเอ็นเอของ
บรรพบุรุษไกปาบางสวนมีความคลายคลึงกับจีโนมของ avian leucosis viruses (ALVs) (Smith และ 
Crittenden, 1986) และสามารถแบงกลุมตามลักษณะท่ีพบของ ev loci ไดหลายกลุม คือ กลุมของ
ยีนท่ีมีโครงสรางครบท้ัง 3 ยีน คือ env, gag และ pol ไดแก ev-2, ev-10 และ ev-21 สวนกลุมท่ีพบ
เพียงยีน env ไดแก ev-6 และ ev-9 และนอกจากนี้กลุมท่ีพบโครงสรางของยีน env และ gag ไดแก 
ev-3  
 

Kuhnlein et al. (1989) ไดศึกษาพบ endogenous retrovirus ในไกสายพันธุ White 
Leghorns มีมากกวา 22 ev loci ท่ีสามารถระบุตําแหนงไดบนโครโมโซม พบท้ังในโครโมโซม
รางกาย และโครโมโซมเพศ (Tereba และ Astrin, 1982) สวนในพันธุอ่ืนพบวามี 1-5 ev loci แตใน
บางสายพันธุอาจไมพบเลยก็ได (Aart et al., 1991) ในขณะท่ี Sabour et al. (1992) รายงานคาเฉล่ีย
ของ ev loci เปน 7.3 ในไก 120 ตัว จากกลุมประชากรอางอิง 3 กลุม 

 
Gavora et al. (1991) รายงานวายีน endogenous retrovirus บางยีนในไกสายพันธุ White 

Leghorns แสดงความสัมพันธกับอัตราการลดลงของผลผลิต น้ําหนัก และคุณภาพของไข การ
เจริญเติบโตชาลง (Zavala และ Cheng, 2006) การลดลงนั้นมีลักษณะคลายกับท่ีสังเกตไดในกลุมท่ี
มีการติดเช้ือของ exogenous ALVs (Gavora, 1987) และยีน endogenous retroviruses สามารถไป
ชวยเพ่ิมอัตราการติดเช้ือของ ALVs ทําใหมีอัตราการตายเพ่ิมมากขึ้นตามมา ความสัมพันธระหวาง
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ยีน endogenous retroviruses จะไปเพ่ิมความไวในการติดเช้ือ ALVs (Bacon et al., 1988) ซ่ึง
มีความสําคัญ เพราะมีความสัมพันธใกลชิดกับยีน K ท่ีมีผลตอลักษณะของการพัฒนาการเจริญของ
ขนไกบนโครโมโซม Z (Z chromosome) ซ่ึงมีความสัมพันธกับการงอกชาของขน (Late-feathering, 
LF) (Smith และ Levin, 1991) 

 
Klucking และ Young (2004) รายงานวาบริเวณ LTRs ของ subgroup E มีการกลายพันธุ

ของลําดับเบส โดยสงผลใหมีความผิดปกติตอ amino acid บริเวณ receptor ทําใหมีสวนเกี่ยวพัน
ของโรค avian sarcoma และ leucosis virus และความผิดปกติท่ีเกิดขึ้นบริเวณนี้จะสงผลตอการ
แสดงออกของยีนหรือความสามารถในการเขาแทรกตัวของ endogenoue retroviruses (Zachow 
และ Conklin, 1992) นอกจากนี ้LTRs ของ ALVs มีบริเวณท่ีเปน CCAAT box ท่ีเปน enhancer ชวย
ในการจับเกาะโปรตีนท่ีใชชวยในการ transcription (Ryden และ Beemon, 1989; Zachow และ 
Conklin, 1992) และ Hughes (1982) กลาววาบริเวณ LTRs ของ endogenous retroviruses จะ
ประกอบดวยสวนท่ีเปน TATA box ซ่ึงเปนบริเวณของโปรโมเตอร (promoter) ท่ีควบคุมการ 
transcription และมีความสัมพันธกับสวนท่ีเปน enhancer (Cullen et al., 1985) และลําดับเบสท่ีซํ้าๆ 
นี้ไดถูกนํามาพัฒนาเปนเครื่องหมายโมเลกุล TA microsatellire repeat (Benkel และ Fong, 1996)  

 
ลักษณะจีโนมของไก 

 
 ลักษณะจีโนมของส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ จะมีขนาดตั้งแตพันเบสจนถึงหลายลานคูเบสในส่ิง
สิ่งมีชีวิตชั้นสูง โดยในไกมีขนาดของจีโนมเทากับ 1.2×109 คูเบส (bp) ตอแฮพพลอยดเซลล 
(haploid cell) และภายในนิวเคลียสจะมีปริมาณดีเอ็นเอบรรจุ 2.5 พิโคกรัม (pg) ตอดิพพลอยดเซลล 
(diploid cell) (Smith และ Burt, 1998) ซ่ึงลักษณะจีโนมของไกประกอบดวยโครโมโซมรางกาย 
(Autosome chromosome) 38 คู และโครโมโซมเพศ (Sex chromosome) 1 คู โดยโครโมโซมเพศ
แบงเปนโครโมโซม Z และโครโมโซม W ซ่ึงในไกเพศผูจะมีลักษณะเปนคูโครโมโซมเดียวกัน
ของโครโมโซม Z เรียกวา Homogametic sex; ZZ สวนในไกเพศเมียโครโมโซมเพศจะมีลักษณะ
เปนโครโมโซมคูผสมระหวางโครโมโซม Z และ W เรียกวาเปน Heterogametic sex; ZW โดยรวม
โครโมโซมท้ังหมดเปน 39 คู  
  
 Bitgood และ Shoffer (1990) ไดแบงลักษณะจีโนมของไกออกเปน 2 กลุม คือ โครโมโซม
ท่ีมีขนาดใหญ (Macrochromosome) จํานวน 8 คู โครโมโซมขนาดเล็ก  (Microchromosome) 
จํานวน 30 คู และโครโมโซมเพศ 1 คู (ภาพท่ี 3) แต Bloom (1981) ไดรายงานการแบงลักษณะ
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จีโนมของไกออกเปน 3 กลุม คือ กลุม Macrochromosome จํานวน 5 คู กลุม Intermediate 
chromosome จํานวน 5 คู และกลุม Microchromosome จํานวน 29 คู   
 

 
 

ภาพที่ 3  โครโมโซมของไก 
ที่มา: http://www.ncbi.nlm.nih.gov  

 
เม่ือพิจารณาจีโนมของไกเปรียบเทียบกับขนาดจีโนมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม พบวาจีโนม

ของไกมีขนาดเล็กกวาขนาดของจีโนมสัตวเล้ียงลูกดวยนม ซ่ึงมีขนาดจีโนมประมาณ 3.3×109 คูเบส 
(Lewin, 1980) แตเม่ือพิจารณาลักษณะจีโนมของไกในระดับโมเลกุลพบวา DNA sequence 
ประกอบดวยสวนท่ีเปน unique และ repetitive sequence โดยสวนท่ีเปน repetitive มีประมาณ 13 
เปอรเซ็นตของจีโนมไกท้ังหมด (Moran, 1993) ซ่ึงขนาดของจีโนมท่ีแตกตางกันจะมีอิทธิพลตอ
ความถ่ีและจํานวนซํ้าของ Microsatellites DNA และยังพบวา Microsatellites DNA ในจีโนมของไก
จะมีความถ่ีและขนาดเล็กกวา Microsatellites DNA ในจีโนมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน เมื่อ
เปรียบเทียบการเรียงตัวจํานวนซํ้า (TG)n Microsatellite DNA ในจีโนมของไกพบวามี (TG)n 

Microsatellite DNA ทุกๆ 200 กิโลเบส (Cheng et al., 1995) แตในจีโนมของคน หนู Rat และ หนู 
Mouse จะพบทุกๆ 28 กิโลเบส หรือนอยกวา (Satalling et al., 1991) และ (TG)n Microsatellite 
DNA ในจีโนมของไกจะพบเฉล่ียประมาณ 10 เบส ซ่ึงจะพบนอยกวาจํานวนท่ีพบในสัตวเล้ียงลูก
ดวยนม (Cheng และ Crittenden, 1994)         
 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov
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 ในส่ิงมีชีวิตช้ันสูงจีโนมจะมีความซับซอนมากเปนผลใหลําดับเบสบางกลุมมีการซํ้าหลาย
ซํ้าในจีโนม ในชวงของดีเอ็นเอท่ีมีลําดับเบสเปนชุดซํ้ามากๆ และชุดท่ีซํ้ากันนี้อยูติดกันเปนชวง
ยาวๆ (Long Tandem Repeat, LTR) เรียกวา Satellite DNA ปริมาณ Satellite DNA จะไมแนนอน มี
ตั้งแต 2-50 เปอรเซ็นต ของดีเอ็นเอท้ังหมดในจีโนม และขึ้นอยูกับส่ิงมีชีวิตแตละชนิด (สุรินทร, 
2537) เชน ในจีโนมของสัตวเลี้ยงลูกดวยนมจะประกอบดวย Satellite DNA ประมาณ 10-20 
เปอรเซ็นต (Beridze, 1986) ในไก (Gallus domesticus) ประมาณ 10 เปอรเซ็นต และในสุกร 
(Sus domesticus) พบประมาณ 13 เปอรเซ็นต (Moran, 1993) Satellite DNA ท่ีมีความหลากหลายสูง
จะถูกนํามาใชเปนเครื่องหมายโมเลกุล (Molecular Marker)  

 
เทคนิค PCR (Polymerase Chain Reaction) 

 
ปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส หรือ PCR เปนเทคนิคท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอเปาหมาย

เฉพาะสวนอยางเจาะจงภายในหลอดทดลอง (in vitro) โดยการเรียนแบบการสังเคราะหท่ีเกิดขึ้น
ภายในรางกาย (in vivo) (Rolfs et al., 1992) ซ่ึงอยูในสารละลายรวมกับดีเอ็นเออ่ืนหลายชนิด โดย
ไมจําเปนตองทําใหดีเอ็นเอบริสุทธ์ิกอน สามารถวิเคราะหหรือตัดแยกช้ินดีเอ็นเอท่ีสนใจไดโดย
ไมตองเพ่ิมปริมาณในเซลลหรือนํามาโคลนกอน การทํา PCR คือ การสังเคราะหดีเอ็นเอโดยใช
เอนไซมโพลีเมอเรส (polymerase) ซํ้ากันหลายๆ รอบเพ่ือใหไดดีเอ็นเอปริมาณเพ่ิมขึ้นเปนทวีคูณ 
การสังเคราะหดีเอ็นเอจะเกิดขึ้นไดตองทราบลําดับนิวคลีโอไทดของยีนหรือช้ินดีเอ็นเอท่ีสนใจแลว
จึงสังเคราะห oligonucleotide สายส้ันๆ 2 ชนิด ท่ีมีเบสคูสมกับปลายท้ัง 2 ดานของดีเอ็นเอบริเวณท่ี
ตองการเพ่ือใชเปนไพรเมอรในการสังเคราะหดีเอ็นเอ สวนโอลิโกนิวคลีโอไทดท่ีใชเปนไพรเมอร
โดยท่ัวไปมีความยาวประมาณ 20-25 เบส ไพรเมอรจะเกาะดีเอ็นเอคนละสาย และมีปลาย 3ˊ ในทิศ
ทางเขาหากัน (สุรินทร, 2545)  

 
ขั้นตอนในการทํา PCR เริ่มจากสกัดดีเอ็นเอออกจากเซลล (genomic DNA) นํามาใสรวม

กับไพรเมอร บัพเฟอร ดีออกซีไรโบนิวคลีโอไซดไตรฟอสเฟต (deoxyribonucleoside triphosphate; 
dNTPs) ท้ัง 4 ชนิด และเอนไซม DNA polymerase โดยปกติบัพเฟอรของปฏิกิริยา PCR จะ
ประกอบดวย Mg2+, monovalent cation และ co-solvent บางตัว ซ่ึงชวยใหเอนไซมคงตัว เทคนิค 
PCR จะประกอบดวย 3 ขั้นตอน สําหรับการสังเคราะหเสนดีเอ็นเอสายใหม (ภาพท่ี 4)  
 
 1.  การแยกสายดีเอ็นเอแมแบบ (Denaturation) โดยใชความรอน (อุณหภูมิประมาณ 94-97 
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องศาเซลเซียส) ทําใหดีเอ็นเอตนแบบคลายเกลียวคูออกจากกันแยกเปนสายเดี่ยว เพ่ือทําหนาท่ีเปน
แมแบบในการสังเคราะหดีเอ็นเอ  

 
 2.  การจับของสายไพรเมอร (Primer annealing) เปนขั้นตอนการใหไพรเมอรเขาไปจับกับ
ดีเอ็นเอแมพิมพ ตรงตําแหนงท่ีเปน complementary กัน โดยอุณหภูมิจะอยูในชวง 45-65 °C 
 
 3.  การสังเคราะหดีเอ็นสายใหมโดยการตอสายไพรเมอร (Primer extension) โดยใช
อุณหภูมิ 72 °C ขึ้นอยูกับความยาวของสายดีเอ็นเอที่ตองการเพิ่มจํานวน ซึ่งในขั้นตอนนี้ 
DNA polymerase จะทําหนาท่ีนําเบส (A, T, C, G) ท่ีเขาคูกับดีเอ็นเอแมแบบมาตอเขาท่ีปลายดาน 3 
´ของสายไพรเมอรท้ังสองเพ่ือใหดีเอ็นเอสายใหม 
 

การสังเคราะหจะดําเนินไปท้ัง 3 ขั้นตอน ซํ้ากันเปนจํานวน 20-30 รอบ ซ่ึงจํานวนสายดี
เอ็นเอท่ีไดจะเปนไปตามสูตร  

 
(2n)X เม่ือ     n    =    จํานวนรอบท่ีใชในการสังเคราะห 

                          X    =    จํานวนสายของแมพิมพท่ีใชในการเริ่มตน 
 
องคประกอบของเทคนิค PCR 

 
 1.  ดีเอ็นเอแมแบบ หรือดีเอ็นเอแมพิมพ (DNA template) เปนดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจากเซลลท่ี
มีนิวเคลียสของมนุษย สัตว พืช ส่ิงมีชีวิตชนิดตางๆ และเปนดีเอ็นเอท่ีทราบลําดับเบสแลว สามารถ
ใชไดท้ังดีเอ็นเอท่ีเปนสายเดี่ยวและสายคู แตดีเอ็นเอท่ีเปนวงกลมจะมีประสิทธิภาพในการเพิ่ม
ปริมาณนอยกวาดีเอ็นเอท่ีเปนเสนตรง 
 
 2.  ดีเอ็นเอสายเริ่มตนขนาดส้ันๆ หรือไพรเมอร (Primer) มีความยาวประมาณ 18-25 นวิคลี
โอไทด จํานวน 2 สาย สายหนึ่งเรียก ไพรเมอรเอฟ (forward primer) และอีกสายหนึ่งเรียก ไพร
เมอรอาร (reverse primer) แตละสายจะมีลําดับเบสท่ีเขาคู (complementary) กับสายดีเอ็นเอแมแบบ
แตละสาย และสามารถจับกับสายดีเอ็นเอแมแบบได โดยจับท่ีตําแหนงท่ีอยูขนาบขาง (flanking 
region) กับสวนท่ีตองการเพ่ิมจํานวน นอกจากนี้ไพรเมอรควรมีองคประกอบของเบส C และ G อยู
ระหวาง 40-60 เปอรเซ็นต ไพรเมอรท้ัง 2 ควรมีสวนประกอบของเบส G + C เทากันเพ่ือใหคา Tm  
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ภาพที่ 4  ขบวนการของเทคนคิ PCR (Polymerase Chain Reaction)   
ที่มา: http://www.mta-labor.info 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

http://www.mta-labor.info
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เทากันหรือใกลเคียงกัน และไมควรใชไพรเมอรท่ีมีลักษณะของปลายท้ัง 2 ขางเปนคูสมกัน 
(palindrome sequence) ท้ังภายในไพรเมอรเดียวกันและระหวางไพรเมอรท้ัง 2 ชนิด การออกแบบ
ไพรเมอรท่ีดีจะชวยเพ่ิมปริมาณผลผลิตท่ีได และลดการเพ่ิมปริมาณในสวนท่ีไมตองการ 

 
 3.  Deoxyribonucleoside triphosphate (dNTPs) ประกอบดวย  deoxyadenosine 
triphosphate (dATP), deoxyguanosine triphosphate (dGTP), deoxycytidine triphosphate (dCTP) 
และ deoxytynosine triphosphate (dTTP) ปริมาณของ dNTPs แตละชนิดในปฏิกิริยาจะตองเทากัน 
ควรมีความเขมขนอยูระหวาง 50-200 ไมโครโมลาร ของแตละ dTP แตถาเปน dNTPs ท้ัง 4 ตัว ควร
มีสวนประกอบรวมไมเกิน 800ไมโครโมลาร ถามีความเขมขนสูงเกินไป อาจกอใหเกิดการตอ
ลําดับเบสคูสมท่ีผิดพลาด 
 
 4.  DNA polymerase I เปนเอนไซมทําหนาท่ีสังเคราะหดีเอ็นเอสายใหมโดยใชดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวเปนแมแบบ (DNA template) เปนตัวกําหนดลําดับโมเลกุลของ dNTPs โดยเช่ือมโมเลกุลดาน
ปลาย 3ˊอิสระ ทําใหมีการเพ่ิมความยาวของดีเอ็นเอสายใหมในทิศทาง 5ˊ ไป 3ˊถาใชเอนไซม 
DNA polymerase จาก E. coli หรือจากเซลลอ่ืน เม่ือทําใหสายดีเอ็นเอเสียสภาพท่ีอุณหภูมิประมาณ 
95 องศาเซลเซียส เอนไซมจะเสียสภาพดวย จึงตองเติมเอนไซมใหมลงในปฏิกิริยาทุก รอบของการ
สังเคราะห ตอมามีการคนพบ Taq DNA polymerase จากแบคทีเรีย Thermus aquaticus ท่ีสามารถ
ทนความรอนไดท่ี 95 องศาเซลเซียส จึงนิยมใชในการทํา PCR (สุรินทร, 2545) 
 
 5.  สารละลายบัพเฟอร เปนสารท่ีทําหนาท่ีเรงการทํางานและรักษาสภาพของเอนไซม Taq 
DNA polymerase ประกอบดวย 
 

5.1 แมกนิเซียมไอออน ชวยสงเสริมใหปฏิกิริยาการขยายสายดีเอ็นเอดําเนินตอไปได 
แมกนิเซียมไอออนจะทําหนาที่เปน co-factor และยังมีผลตอการทํางานของเอนไซม (enzyme 
fidelity) และมีผลตอการ annealing ของไพรเมอร ความเขมขนของแมกนิเซียมไอออนตองปรับให
พอเหมาะกับความเขมขนของ dNTPs โดยท่ัวไปความเขมขนท่ีพอเหมาะของแมกนิเซียมไอออนคือ 
ตองเหลือแมกนีเซียมในรูปอิสระประมาณ 0.5-1.0 มิลลิโมลาร โดยท่ัวไปมักใชแมกนีเซียมความ
เขมขน 0.5-2.5 มิลลิโมลาร ความเขมขนของแมกนิเซียมไอออนท่ีมากเกินไป ทําใหเกิดผลผลิตดี
เอ็นเอ (PCR product) ท่ีไมจําเพาะ และพบวาการปรับคาแมกนิเซียมไอออนกช็วยใหไพรเมอรมีการ 
annealing ท่ีมีความจําเพาะขึ้น เชนเดียวกับการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ 
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5.2 สาร KCl ความเขมขน 50 มิลลิโมลาร 
5.3 Tris-HCl ความเขมขน 10-15 มิลลิโมลาร 

 
การประยกุตใชเทคนิค PCR 
 
 เนื่ องจาก เทคนิค  PCR เปนเทคนิคท่ีงายไมซับซอนและมีศักยภาพในการตรวจพบความ
เปล่ียนแปลงหรือความแตกตางท่ีเกิดภายในสายดีเอ็นเอ จึงเปนเทคนิคท่ีถูกนํามาใชอยางแพรหลาย
ในงานดานตางๆ เชน (วีระพงศ, 2539) 

 
 -  การตรวจหายนีตางๆ ในโรคทางพันธุกรรม และอ่ืนๆ 
 -  ใชในการศึกษา DNA polymorphism และการทํา genetic mapping  
  -  ประยุกตใชในการทํา competitive PCR 
 -  ใชในการจําแนกสายพันธุของเช้ือไวรัส เชน Epstein-Barr virus 

 
เทคนิค Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 

 
Sing Strand Conformation Polymorphism เปนวิธีตรวจหาโพลิมอรฟซึม (polymorphism) 

จากดีเอ็นเอท่ีเกิดจากการเปล่ียนแปลงของเบสตัวใดตัวหนึ่งภายในช้ินดีเอ็นเอนั้น (point mutation) 
หรือ Single nucleotide polymorphism (SNPs) นิยมใชในการศึกษา point mutation detection จาก
สายดีเอ็นเอท่ีไมสามารถแยกความแตกตางไดจากขนาดและไมรูลําดับเบสดวยวิธีทางกายภาพ จึง
ไมตองทําการหาลําดับเบส (DNA sequencing) เปนเทคนิคที่มีประสิทธิภาพสูง ถามีลําดับเบส
ภายในสายดีเอ็นเอตางกันเพียง 1 เบส และการเปล่ียนแปลงของเบสเกิดในบริเวณท่ีไมมีเอนไซมตัด
ได หรือการเปล่ียนแปลงในตําแหนงที่ไมทราบแนชัดก็สามารถแยกความแตกตางได เทคนิค 
SSCP มีขั้นตอนหลักอยู 3 ขั้นตอน ไดแก การเพ่ิมปริมาณดีเอ็นในสวนท่ีตองการดวยเทคนิค PCR, 
การแยกดีเอ็นเอสายคูใหเปนสายเดี่ยว (denature) และการแยกความแตกตางของดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวบน Nondenaturing Polyacrylamide Gel โดยเทคนิค SSCP จะอาศัยหลักท่ีวาดีเอ็นเอสาย
เดี่ยวในสภาพธรรมชาติ (nondenaturing condition) จะมีการขดหรือพันกันภายในโมเลกุลเกิดเปน
โครงรางท่ีจําเพาะ หรือมี conformation ท่ีจําเพาะขึ้นอยูกับลําดับเบสของดีเอ็นเอสายนั้น ซ่ึงจัดเปน
โครงสรางขั้นทุติยภูมิ (secondary structure) ท่ีเกิดจากอิทธิพลของอุณหภูมิและความเขมขนของ
ไอออนตางๆ จึงมีผลตอการเคล่ือนท่ีในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟริซิสบน Nondenaturing 
Polyacrylamide Gel โมเลกุลของดีเอ็นเอที่มีเบสแตกตางกันเพียงเบสเดียวก็สามารถทําใหเกิด
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โครงสรางท่ีแตกตางกัน สงผลใหการเคล่ือนท่ีบนเจลในระหวางการทําอิเล็กโทรโฟริซิสเร็วชา
ตางกัน (สุรินทร, 2545) นอกจากปจจัยในการเคล่ือนท่ีและโครงสรางของดีเอ็นเอแลวยังขึ้นอยูกับ
ความเขมขนของบัพเฟอร ความเปนกรดดางของบัพเฟอร สวนประกอบของเจล acrylamide และ
อุณหภูมิท่ีใช และพบวาสภาวะท่ีดีท่ีสุดในการทํา SSCP คือความเขมขนของบัพเฟอร 0.5X TBE ท่ี
อุณหภูมิหอง และมีกลีเซอรอลอยูภายในเจลรอยละ 5 
 

การตรวจหาความแตกตางของลําดับเบส มีอยูหลายวิธี ไดแก RNase cleavage, chemical 
cleavage, Denaturing Gradient Gel Electrophoresis (DGGE), Hateroduplex Analysis (HA) และ 
Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) ซ่ึง SSCP เปนวิธีท่ีไดรับความนิยมมากท่ีสุด 
เนื่องจากขั้นตอนงาย ไมยุงยาก และมีขอไดเปรียบดังนี ้

 
 1.  เปนวิธีท่ีมีขั้นตอนในการปฏิบัติงานไมยุงยาก จํานวนขัน้ตอนมีนอย 
 2.  มีประสิทธิภาพในการตรวจสอบความแตกตางสูง โดยเฉพาะในสายดีเอ็นเอท่ีมีความ
ยาวนอยกวา 220 คูเบส และยิ่งความยาวของสายดีเอ็นเอนอยลง ประสิทธิภาพในการตรวจสอบจะ
ยิ่งมากขึน้ 
 
 3.  ไมมีความจําเปนตองใชสารเคมีท่ีเปนอันตราย โดยเฉพาะในขั้นตอนการยอมสีดีเอ็นเอ 
 4.  ตนทุนในการปฏิบัติงานต่ํา อุปกรณท่ีใชเปนอุปกรณพ้ืนฐานในหองปฏิบัตกิารท่ัวไป 
 5.  ไมมีความจําเปนตองใช heterozygous และ homozygous ในการเปรียบเทียบอยางวิธี 
HA 
 6.  ไมตองใช formamide และ urea ในแผนเจล 
 

SSCP ยังมีขอจํากัดอยูบาง อาทิเชน ประสิทธิภาพในการตรวจสอบจะลดลงถาสายดีเอ็นเอ
มีขนาดยาวขึ้น ความไวของการตรวจ SSCP ขึ้นกับความยาวของสายดีเอ็นเอท่ีตองการ เนื่องจาก
เปนการตรวจหาความแตกตางของดีเอ็นเอท่ีมีลําดับแตกตางกันเพียง 1 เบส อาจแกไขโดยการตัด
ดวยเอนไซมจําเพาะ (restriction enzyme) กอนท่ีจะนําไปทํา SSCP และประสิทธิภาพในการตรวจ
จะต่ําถาเกิด mutation แบบ transversion (G        C, C        G) และปริมาณตัวอยางท่ีไดมามักมี
คอนขางนอย ทําใหปริมาณดีเอ็นเอไมเพียงพอตอการวิเคราะห จึงไดมีการผนวกเทคนิค PCR เขา
มารวมในการตรวจวิเคราะห ซ่ึงจะมีการเพ่ิมปริมาณดีเอ็นเอในสวนท่ีสนใจในการตรวจกอน แลว
จึงนําเอา PCR product ท่ีไดมาทําการวิเคราะหตอดวย SSCP จึงเรียกวา PCR-SSCP 



 

อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

สัตวทดลอง 
 
 สัตวทดลองแบงแยกเปนไกพ้ืนเมือง และไกสายพันธุทางการคา 
 

1.1 ไกพ้ืนเมือง    40  ตัว 
1.2 ไกสามเหลือง   30  ตัว 
1.3 ไกสายพันธุทางการคา   
 -  ไกเนื้อ   30  ตัว 
 -  ไกไข    30  ตัว 

 ในแตละกลุมเก็บตัวอยางเลือดและสกัดดีเอ็นเอเปนรายตัวทุกตัว 
 

วิธีการ 
 

1.  การเกบ็ตัวอยางเลือดไก   
 

ใชเข็มฉีดยาเบอร 25 เจาะเลือดบริเวณเสนเลือดปก (wing vein venipuncture) ปริมาตร 0.5-
1.0 มิลลิลิตร ใสลงใน tube ท่ีใสสาร EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) ในอัตราสวน 1.5 
มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เพ่ือปองกันเลือดแข็งตัว และนําเลือดท่ีเจาะแชน้ําแข็งทันที จากนั้นเก็บ
ตัวอยางเลือดไวท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส เพ่ือรักษาสภาพดีเอ็นเอกอนนําไปใชงาน 

 
2.  การสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไก   
 
 กอนการสกัดดีเอ็นเอใหทําการละลายเลือดตัวอยางโดยตั้งท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนกวาเลือด
จะเปล่ียนสภาพจากท่ีแข็งตัวกลายเปนของเหลว โดยดัดแปลงจากวิธีของ Sambrook และคณะ 
(1989) วิธีนี้เปนการขจัดโปรตีนและส่ิงเจือปนออกจากตัวอยางดีเอ็นเอดวย proteinase K และทํา
การสกัดดีเอ็นเอใหบริสุทธ์ิจากโปรตีนอีกครั้งดวย phenol/chloroform จากนั้นทําการตกตะกอน
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สารละลายดีเอ็นเอดวยเอทานอล 95% แลวลางตะกอนดีเอ็นเอดวยเอทานอล 70% อีกสองครั้ง และ
เก็บสารละลายดีเอ็นเอในสารละลาย TE buffer ท่ี -20 องศาเซลเซียส  
 
3.  การตรวจปริมาณและคุณภาพดีเอ็นเอ   
 

3.1 ตรวจสอบการเรืองแสงบน Agarose gel 
 

นําดีเอ็นเอและอารเอ็นเอท่ีไดมาทํา electrophoresis ใน agarose gel แลวเปรียบเทียบ
กับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ของแลมดาดีเอ็นเอ (lamda DNA) ท่ีมีความเขมขน 10 นาโน
กรัม/มิลลิลิตร, 30 นาโนกรัม/มิลลิลิตร, 50 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และ 70 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในการ
ทดสอบใชสารละลายดีเอ็นเอและอารเอ็น 3 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dry จํานวน 1 ไมโครลิตร 
แลวหยอดลง agarose gel ท่ีมีความเขมขน 0.8% ซ่ึงเปนตัวกลางในการเคล่ือนท่ีใน 0.5X TBE 
buffer ผานสนามไฟฟาขนาด 100 โวลต เปนเวลา 1 ช่ัวโมง จากนั้นนําแผนเจลไปยอมสีดีเอ็นดวยเอ
ทธิเดียมโบรไมด (Ethidium Bromide; EtBr) ท่ีมีความเขมขน 10 กรัม/น้ํา 1000 มิลลิลิตร ตรวจดู
แถบดีเอ็นเอในเจลภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet; UV) โดยเครื่อง Gel document แลว
ถายรูปเก็บไว  

 
3.2 ตรวจสอบการดูดกลืนแสงดวย Spectrophotometer  
  

วัดปริมาณและคุณภาพของดีเอ็นเอโดยวัดคาดูดกลืนแสง (Absorbance) ดวยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร (spectrophotometer) เนื่องจากเบสท่ีเปนองคประกอบของกรดนิวคลีอิก
สามารถดูดกลืนแสงอุตราไวโอเลตไดดีท่ีความยาวคลืน 260 nm (A260) ซ่ึงในสภาพสารละลายดีเอ็น
เอเกลียวคูท่ีความเขมขน 50 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะมีคา A260 เทากับ 1 และตรวจสอบคุณภาพ
ของดีเอ็นเอไดโดยการหาอัตราสวนของ A260:A280 ถาไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอ
เกลียวคูท่ีบริสุทธ์ิ แตถาหากไดคาท่ีมากกวา 1.85 แสดงวาในตัวอยางดีเอ็นเอมีอารเอ็นเอปนอยู และ
ถาคาท่ีไดนอยกวา 1.65 แสดงวามีโปรตีนหรือฟนอลปนอยูในสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ซ่ึงทําการ
ตรวจวัดความเขมขนของสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดเปนรายตัว 

 
สารละลายดีเอ็นเอท่ีผานการตรวจสอบปริมาณ, คุณภาพ และความเขมขนแลว จะถูกนําไป

เจือจางใหไดความเขมขน 10 นาโนกรัมตอไมโครลิตร เพ่ือใชงานในขั้นตอไป 
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4.  การเพ่ิมปริมาณยีน ALVEs ดวยปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction (PCR)  
   

นําดีเอ็นเอท่ีสกัดไดไปเพ่ิมปริมาณยีนสวนท่ีตองการดวยไพรเมอรท่ีจําเพาะ (ตารางท่ี 2) 
กับยีนนั้น โดยเตรียมสวนผสมปริมาตร 25 ไมโครลิตร โดยสวนผสมประกอบดวยสวนตางๆ ดังนี้ 

 
สวนประกอบ ปริมาตร (ไมโครลิตร) 

DNA Template (10 ng) 
dNTP mixture (5 mM) 
UP region primer (10 qM) 
LTR region primer (10 qM) 
DWN region primer (10 qM) 
MgCl2 (25 mM) 
10x PCR buffer 
Taq DNA polymerase (5 u/µl) 
เติมน้ํากล่ัน 
ปริมาตรท้ังหมด 

1.50 
5.00 
1.00 
1.00 
1.00 
2.00 
2.50 
0.15 
10.85 
25.00 

 
ผสมทุกอยางใหเขากัน นําไปเขยาเล็กนอยเปนเวลา 5 วินาที ทุกขั้นตอนในการเตรียม

สารละลายตองทําในถาดน้ําแข็ง และกอนนําสารละลายเขาเครื่อง PCR เคลือบดานบนดวย mineral 
1 หยด เพ่ือปองกันการละเหยของสารละลายในปฏิกิริยา PCR โดยกําหนดอุณหภูมิภายในเครื่อง 
PCR ดังนี้ ปรับอุณหภูมิเครื่องในขั้นตอน Pre-PCR ซ่ึงเปนขั้นตอนการเตรียมสารละลายกอนทํา 
PCR ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที จํานวน 1 รอบ และในแตละรอบของปฏิกิริยา 
PCR กําหนดอุณหภูมิ เวลา และจํานวนรอบ ดังนี ้
 
 1.  DNA denaturation ท่ีอุณหภูมิ 94 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
 2.  primer annealing ท่ีอุณหภูมิองศาเซลเซียสตามชนิดของ primer เปนเวลา 1 นาที 
 3.  primer extention ท่ีอุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 นาที 
 4.  สารละลายจะผานกระบวนการ PCR อุณหภูมิตามขอ 1-3 จํานวน 35 รอบ  
 5.  หยุดปฏิกิริยา PCR โดยใชอุณหภูมิท่ี 72 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที 
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อุณหภูมิท่ีจะใชในขั้นตอน primer annealing ในปฏิกิริยาพีซีอารของแตละไพรเมอรนั้น
สามารถคํานวณไดจากสูตร 

 
TA (°C) = [4(G+C)+2(A+T)] – 5 

 
เม่ือส้ินสุดกระบวนการทํา PCR จะเก็บรักษา PCR product ไวท่ี 4 องศาเซลเซียส ตัวอยางท่ี

ใชในกระบวนการปฏิกิริยา PCR ท่ีไดเรียกวา “PCR product” 
 
5.  การตรวจสอบการเพ่ิมปริมาณยีน ALVEs จากปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction 
โดย agarose electrophoresis 
 

ผลผลิต PCR (PCR product) จํานวน 3 ไมโครลิตร ผสมกับ loading dye 1 ไมโครลิตร 
หยอดลงใน 2% agarose gel ซ่ึงเปนตัวกลางสําหรับเคล่ือนท่ีของสารละลายดีเอ็นเอใน 1X TBE 
buffer ผานสนามไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที จากนั้นนําแผนเจลยอมดวย EtBr เขมขน 0.1 
กรัมตอมิลลิลิตร ตรวจดูแถบดีเอ็นเอภายใตแสงอัลตราไวโอเลต โดยเครื่อง gel document แลว
ถายรูปเก็บไว ตัวอยาง PCR ถูกเปรียบเทียบขนาดกับดีเอ็นเอมาตรฐาน (DNA marker) ของ ladder 
ขนาด 100 คูเบส 

 
6.  การตรวจสอบดเีอน็เอดวยวิธี Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 

 
ผลผลิต PCR ถูกเจือจางดวย SSCP loading buffer (60% formamide, 10 mM NaOH, 

0.09% bromophenolblue, 0.09% xylene cyanol) อัตราสวน 1:1 และ denature ผลผลิตดังกลาวท่ี
อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เปนเวลา 10 นาที แลวทําใหเย็นอยางรวดเร็ว โดยวางในถาดน้ําแข็ง นํา
ตัวอยางดีเอ็นเอหยอดลงใน 10% nondenaturing polyacrylamide gel ประมาณ 10 ไมโครลิตร แลว
นํามาทํา electrophoresis ใน 1X TBE buffer ดวยเครื่อง Hoefer SE 600 Series (Amersham 
Pharmacia Biotech ) กระแสไฟฟา 10 วัตต เปนเวลา 12 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว
ตรวจสอบแถบดีเอ็นดวยวิธี silver staining 
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7.  การหาลําดับเบส (DNA sequencing) ของยีนที่ไดจากปฏิกิริยา Polymerase Chain Reaction    
 
เพ่ือเปนการศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบส และยืนยันวาแถบดีเอ็นเอท่ีได

จากการทํา PCR เปนลําดับเบสของยีนท่ีศึกษา จึงทําการสุมตัวอยางท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณยีนดวย
ไพรเมอรท่ีจําเพาะจากตําแหนง ALVE-B3 จากไกแตละสายพันธุ โดยใช PCR product ท่ีไดไปทํา
ใหบริสุทธ์ิ (ภาคผนวก) จากนั้นจะนําผลท่ีไดจากการหาลําดับเบส (sequencing) มาทําการ
เปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบสจากยีนท่ีมีอยูในฐานขอมูล GenBank โดยใชโปรแกรม 
GeneDoc 
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ตารางที ่2  ไพรเมอรจําเพาะท่ีใชในการเพ่ิมปริมาณยีน ALVEs 
 

Product size (bp) Locus name Primer* 
ALVE+ ALVE- 

References 

ALVE-1 
 
 
 

ALVE-9 
 
 
 

ALVE-12 
 
 
 

ALVE-15 

Ev1.up      = 5’-GCA CCA AAC AAT CTA GTC TGT GC-3’ 
Ev1.dwn   = 5’-AAG TAC TCA CTT CTC TGA AC-3’ 
LTR          = 5’-CCT GAA TGA AGC AGA AGG CTT C-3’ 
 
Ev9.up      = 5’-TAG TGC ACA TAT AAT TTC AGA TGA GTT-3’ 
Ev9.dwn   = 5’-CAT TCT CCA TGC ACC TGA AGT G-3’ 
LTR          = 5’-ACC TGA ATG AAG CTG AAG GCT TC-3’ 
 
Ev12.up    = 5’-GAA CTT CCA AAG GAC TGA TAA GAG A-3’ 
Ev12.dwn = 5’-TTG AGG CAG GAA TTG GCA ACA C-3’ 
LTR          = 5’-CGC CCA TAT GTC CTT GCG TC-3’ 
 
Ev15.up    = 5’-CAA ATG AGG GTA ATA AGG GAG-3’ 
LTR          = 5’-CAC TAC CAA ATA TAA TTC TGT AG-3’ 

295 
 
 
 

115 
 
 
 

200 
 
 
 

460 

505 
 
 
 

450 
 
 
 

320 
 
 
 

180 

Benkel et al. (1992) 
 
 
 

Benkel et al. (1998) 
 
 
 

Iraqi et al. (1994) 
 
 
 

Benkel and Smith (1993) 
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ตารางที ่2  (ตอ) 
 

Product size (bp) References Locus name Primer* 
ALVE+ ALVE-  

ALVE-21 
 
 

 
ALVE-B3 

 
 

 
ALVE-B4 

 

Ev21.up       = 5’-GTG GGA ATG GTA CTA CAG AGA AGG-3’ 
Ev21.dwn    = 5’-CAT TTC AAG CAA GGG ACT GGC-3’ 
LTR            = 5’-ACC TGA ATG AAG CTG AAG GCT TC-3’ 
 
Ev-B3.up     = 5’-CAG CTT CTG AAT TCC CAC ATA GAC A-3’ 
Ev-B3.dwn  = 5’-CTG TGC TGC ACA GAC TAC AGA T-3’ 
LTR             = 5’-GAG TCC CTA ACG ATT GCG AAC AC-3’ 
 
Ev-B4.dwn  = 5’-TTG GTT ACA TGC CAA GCA GT-3’ 
LTR           = 5’-GAG TCC CTA ACG ATT GCG AAC AC-3’ 

390 
 
 

 
293 

 
 

 
175 

 

510 
 
 
 

458 
 
 
 

no band 

Tixier-Boichard et al. 
(1994) 

 
 

Benkel et al. (1997) 
 
 
 

Benkel et al. (1998) 

 
* The PCR profile has been modified into a “touchdown” program



 

ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
1.  ผลการสกัดดีเอ็นเอจากเลอืดตวัอยางสัตวทดลอง 
  

ทําการเจาะเลือดบริเวณเสนเลือดปก (wing vein venipuncture) ปริมาตร 0.5-1.0 มิลลิลิตร 
ใสลงใน tube ท่ีใสสาร EDTA (Ethylene Diamine Tetraacetic Acid) ในอัตราสวน 1.5 มิลลิกรัมตอ
มิลลิลิตร เพ่ือปองกันเลือดแข็งตัว แลวทําการสกัดดีเอ็นเอตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Sambrook et al. 
(1989) โดยการแยกดีเอ็นเอจากเลือดไกสามารถสกัดดีเอ็นเอไดโดยตรง เนื่องจากในเซลลเม็ดเลือด
แดงและเม็ดเลือดขาวของสัตวปกจะมีนิวเคลียสอยู ซ่ึงจะแตกตางจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมท่ีจะพบ
นิวเคลียสเฉพาะเม็ดเลือดขาว (Crooijmana et al., 1996b) ซ่ึงในขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอจะตอง
กําจัดเศษโปรตีนท่ีมีขนาดใหญออกไปกอน โดยใชสาร phenol ตกตะกอนเศษโปรตีนจากเซลลเม็ด
เลือดแดง จากนั้นใช proteinase K ในการยอยเซลลเม็ดเลือดแดงท่ีอาจขัดขวางการสกัดดีเอ็นเอท่ีมี
ขนาดเล็กกวา  

 
จากการตรวจสอบความเขมขนดีเ อ็นเอโดยใชวิธีตรวจสอบการดูดกลืนแสงดวย 

Spectrophotometer เนื่องจากเบสท่ีเปนองคประกอบของกรดนิวคลีอิกสามารถดูดกลืนแสงอุตราไว
โอเลตไดดีท่ีความยาวคลืน 260 nm (A260) ซ่ึงในสภาพสารละลายดีเอ็นเอเกลียวคูท่ีความเขมขน 50 
ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร จะมีคา A260 เทากับ 1 และตรวจสอบคุณภาพของดีเอ็นเอไดโดยการหา
อัตราสวนของ A260:A280 ถาไดคาระหวาง 1.65-1.85 แสดงวาไดดีเอ็นเอเกลียวคูท่ีบริสุทธ์ิ แตถาหาก
ไดคาท่ีมากกวา 1.85 แสดงวาในตัวอยางดีเอ็นเอมีอารเอ็นเอปนอยู และถาคาท่ีไดนอยกวา 1.65 
แสดงวามีโปรตีนหรือฟนอลปนอยูในสารละลายดีเอ็นเอตัวอยาง ซ่ึงทําการตรวจวัดความเขมขน
ของสารละลายดีเอ็นเอท่ีไดเปนรายตัว พบวาดีเอ็นเอท่ีไดจากเลือดสัตวทดลองตัวอยางมีคาท่ีได
ระหวาง 1.65-1.85 ทุกตัว  

 
จากการตรวจสอบความเขมขนดีเอ็นเอโดยนําไปแยกขนาดดวยวิธีอิเลคโทรโฟรีซิส (Gel 

Electrophoresis) ดวย 0.8% agarose gel เปรียบเทียบกับขนาดดีเอ็นเอมาตรฐานของแลมดาดีเอ็นเอ 
(lamda DNA) ท่ีมีความเขมขน 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร, 30 นาโนกรัม/มิลลิลิตร, 50 นาโนกรัม/
มิลลิลิตร และ 70 นาโนกรัม/มิลลิลิตร จากนั้นนําแผนเจลไปยอมสีดีเอ็นดวยเอทธิเดียมโบรไมด 
(Ethidium Bromide; EtBr) ท่ีมีความเขมขน 10 กรัม/น้ํา 1000 มิลลิลิตร ตรวจดูแถบดีเอ็นเอในเจล
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ภายใตแสงอัลตราไวโอเลต (ultraviolet; UV) โดยเครื่อง Gel document พบวาผลการสกัดดีเอ็นเอท่ี
ไดมีคาความเขมขนอยูประมาณ 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ดีเอ็นเอท่ีไดมีคุณภาพดีซ่ึงสอดคลองกับ
วิธีการตรวจสอบการดูดกลืนแสงดวย Spectrophotometer   

 
การสกัดดีเอ็นเอตามวิธีท่ีดัดแปลงมาจาก Sambrook et al. (1989) พบวาเปนวิธีท่ีสามารถ

ทําไดรวดเร็ว ดีเอ็นเอท่ีไดมีปริมาณเพียงพอ และคุณภาพดี  
 
2.  ผลการตรวจหายนี ALVEs ดวยเทคนิค Polymerase Chain Reaction (PCR) 
  

จากการสกัดดีเอ็นเอจากเลือดไกท้ัง 4 สายพันธุ แลวนํามาทําการเพ่ิมปริมาณยีน ALVE 
และยีน ALVE-B แตละ locus สวนท่ีตองการดวยเทคนิค PCR ดวยไพรเมอรท่ีมีความจําเพาะกับ
สวน UP region, DWN region และ LTR region (ภาพท่ี 5) ผลพบวาแถบดีเอ็นเอท่ีไดในแตละ
ตําแหนงไมแตกตางกันในไกท้ัง 4 สายพันธุ 

 
จากการเพ่ิมปริมาณยีน ALVE-1 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีเจาะจงกับยีน ALVE-

1 ในไกไขสายพันธุทางการคา ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง แลวนํามา
ทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลความเขมขน 2% ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 45 นาที 
และยอมอะกาโรสเจลดวย EtBr พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 505 คูเบส ในไกท้ัง 4 สายพันธุท่ีมี
ขนาดเทากัน (ภาพท่ี 6) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Benkel et al. (1992) แถบดีเอ็นเอท่ีไดนี้เปน
สวนของหนึ่งของจีโนมไก ท่ีไมมีการถูกแทรกตัวของ endogenous retrovirus (ALVE-1-) สวนของ 
endogenous retrovirus (ALVE-1+) ไมปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอ แสดงวาไกท้ัง 4 สายพันธุ ปราศจาก
ยีนของ endogenous retrovirus ซ่ึงหมายความวาไกท้ัง 4 สายพันธุเหลานี้ มีบรรพบุรุษท่ีไมไดถูก 
infected ดวย endogenous retrovirus ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Aart et al. (1991) และไกท่ี
ใชในการศึกษาเปนคนละสายพันธุกับกลุมอางอิงของ Kuhnlein et al. (1989) ซ่ึงเปนไกสายพันธุ 
White Leghorns การตรวจจึ งไมพบ  endogenous retrovirus ตําแหนงนี ้
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ภาพที่ 5  ภาพจําลอง Annealing site ในปฏิกิริยา PCR ของไพรเมอรกับดีเอ็นเอตนแบบ 

- ALVE- : สวนของโครโมโซมท่ีขาด endogenous retroviral element (US)  
- ALVE+: สวนของโครโมโซมท่ีสอดแทรก endogenous retroviral element (OS)  
- A, B: ขนาดของ DNA fragment amplified โดยปฏิกิริยา PCR 
- ผลจากปฏิกิริยา PCR แสดงความแตกตางเปน +/+, +/-, -/-  
- R = repeat unit 
- LTRs = long terminal repeats    
- UP = up region (forward primer)   
- DWN = dwn region (reverse primer) 
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ภาพที่ 6  ผลผลิต PCR ของยีน ALVE-1- ท่ีมีขนาด 505 bp ในไกไข (เลนท่ี 2–3) ไกสามเหลือง 
 (เลนท่ี 4–5) ไกเนื้อ (เลนท่ี 6-7) และไกพ้ืนเมือง (เลนท่ี 8-9) สวนเลนท่ี 1 เปนดีเอ็นเอ

มาตรฐานขนาด 100 bp  
 
จากการเพ่ิมปริมาณยีน ALVE-12 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีเจาะจงกับยีน 

ALVE-12 ในไกไขสายพันธุทางการคา ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง 
แลวนํามาทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลความเขมขน 2% ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
45 นาที และยอมอะกาโรสเจลดวย EtBr พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 320 คูเบส ในไกท้ัง 4 สาย
พันธุท่ีมีขนาดเทากัน (ภาพท่ี 7) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Iraqi et al. (1994) แถบดีเอ็นเอท่ีไดนี้
เปนสวนของหนึ่งของจีโนมไก ท่ีไมมีการถูกแทรกตัวของ endogenous retrovirus (ALVE-12-) 
สวนของ endogenous retrovirus (ALVE-12+) ไมปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอ แสดงวาไกท้ัง 4 สายพันธุ 
ปราศจากยีนของ endogenous retrovirus ซ่ึงหมายความวาไกท้ัง 4 สายพันธุเหลานี้ มีบรรพบุรุษท่ี
ไมไดถูก infected ดวย endogenous retrovirus และ ALVE-12 ตําแหนงนี้ยังมีความสัมพันธ
เกี่ยวเนื่องกับลักษณะน้ําหนักไข และการใหไขในไกสายพันธุ White Leghorn (Gavora et al., 1991) 
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320 bp 

 
 
ภาพที่ 7  ผลผลิต PCR ของยีน ALVE-12- ท่ีมีขนาด 320 bp ในไกไข (เลนท่ี 2–3) ไกสามเหลือง

(เลนท่ี 4–5) ไกเนื้อ (เลนท่ี 6-7) และไกพ้ืนเมือง (เลนท่ี 8-9) สวนเลนท่ี 1 เปนดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 100 bp 

 
จากการเพ่ิมปริมาณยีน ALVE-15 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีเจาะจงกับยีน 

ALVE-15 ในไกไขสายพันธุทางการคา ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง 
แลวนํามาทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลความเขมขน 2% ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
45 นาที และยอมอะกาโรสเจลดวย EtBr พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 180 คูเบส ในไกท้ัง 4 สาย
พันธุท่ีมีขนาดเทากัน (ภาพท่ี 8) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Benkel และ Smith (1993) แถบดีเอ็น
เอท่ีไดนี้เปนสวนของหนึ่งของจีโนมไก ท่ีไมมีการถูกแทรกตัวของ endogenous retrovirus (ALVE-
15-) สวนของ endogenous retrovirus (ALVE-15+) ไมปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอ แสดงวาไกท้ัง 4 สาย
พันธุปราศจากยีนของ endogenous retrovirus ซึ่งหมายความวาไกทั้ง 4 สายพันธุเหลานี้มี
บรรพบุรุษท่ีไมไดถูก infected ดวย endogenous retrovirus 
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ภาพที่ 8  ผลผลิต PCR ของยีน ALVE-15-  ท่ีมีขนาด 180 bp ในไกไข (เลนท่ี 2–3) ไกสามเหลือง

(เลนท่ี 4–5) ไกเนื้อ (เลนท่ี 6-7) และไกพ้ืนเมือง (เลนท่ี 8-9) สวนเลนท่ี 1 เปนดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 100 bp 

 
จากการเพ่ิมปริมาณยีน ALVE-21 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีเจาะจงกับยีน 

ALVE-21 ในไกไขสายพันธุทางการคา ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง 
แลวนํามาทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลความเขมขน 2% ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
45 นาที และยอมอะกาโรสเจลดวย EtBr พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 510 คูเบส ในไกท้ัง 4 สาย
พันธุท่ีมีขนาดเทากัน (ภาพท่ี 9) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Tixier-Boichard et al. (1994) แถบดี
เอ็นเอท่ีไดนี้เปนสวนของหนึ่งของจีโนมไก ที่ไมมีการถูกแทรกตัวของ endogenous retrovirus 
(ALVE-21-) สวนของ endogenous retrovirus (ALVE-21+) ไมปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอ แสดงวาไก
ท้ัง 4 สายพันธุ ปราศจากยีนของ endogenous retrovirus ซ่ึงหมายความวาไกท้ัง 4 สายพันธุเหลานี ้มี
บรรพบุรุษท่ีไมไดถูก infected ดวย endogenous retrovirus โดยยีน ALVE-21 มีสวนเกี่ยวของกับ
ลักษณะปรากฏของความสัมพันธระหวางการงอกของขน โดยถามีการแทรกตัวของ endogenous 
retrovirus (ev-21+) สงผลตอลักษณะขนงอกเร็ว ถาไมมีการแทรกตัวของ endogenous retrovirus 
(ev-21-) สงผลตอลักษณะขนงอกชา (Boulliou et al., 1991) และถามีแทรกตัวของ ev-21+ จะสงผล
ใหมีการทนทานตอการติดเช้ือจาก subgroup A (Smith et al., 1990)     
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36 

 
ภาพที่ 9  ผลผลิต PCR ของยีน ALVE-21- ท่ีมีขนาด 510 bp ในไกไข (เลนท่ี 2–3) ไกสามเหลือง

(เลนท่ี 4–5) ไกเนื้อ (เลนท่ี 6-7) และไกพ้ืนเมือง (เลนท่ี 8-9) สวนเลนท่ี 1 เปนดีเอ็นเอ
มาตรฐานขนาด 100 bp 

 
จากการเพ่ิมปริมาณยีน ALVE-B3 ดวยเทคนิค PCR โดยใชไพรเมอรท่ีเจาะจงกับยีน 

ALVE-B3 ในไกไขสายพันธุทางการคา ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง 
แลวนํามาทําอิเล็กโทรโฟรีซีสในอะกาโรสเจลความเขมขน 2% ท่ีกระแสไฟฟา 100 โวลต เปนเวลา 
45 นาที และยอมอะกาโรสเจลดวย EtBr พบแถบดีเอ็นเอขนาดประมาณ 458 คูเบส ในไกท้ัง 4 สาย
พันธุท่ีมีขนาดเทากัน (ภาพท่ี 10) ซ่ึงสอดคลองกับรายงานของ Benkel et al. (1997) แถบดีเอ็นเอท่ี
ไดนี้เปนสวนของหนึ่งของจีโนมไก ท่ีไมมีการถูกแทรกตัวของ endogenous retrovirus (ALVE-B3-) 
สวนของ endogenous retrovirus (ALVE-B3+) ไมปรากฏเปนแถบดีเอ็นเอ แสดงวาไกท้ัง 4 สาย
พันธุปราศจากยีนของ endogenous retrovirus ซึ่งหมายความวาไกทั้ง 4 สายพันธุเหลานี้มี
บรรพบุรุษท่ีไมไดถูก infected ดวย endogenous retrovirus โดยยีนในตําแหนงนี้มีความสําคัญในไก
ไขท่ีมีเปลือกไขสีน้ําตาล เม่ือตรวจสอบในไกไขท่ีใชศึกษาพบวาไมมี endogenous retrovirus อาจ
เพราะเนื่องจากไกท่ีใชในการศึกษาเปนคนละสายพันธุกับกลุมอางอิง ทําใหไกท่ีใชในการศึกษา
ตรวจไมพบ endogenous retrovirus ตําแหนงนี ้ท้ังนี้ในการศึกษาของ Benkel et al. (1997) ในไกไข
สายพันธุ White Leghorns พบ endogenous retrovirus ไดในตําแหนงนี้ท่ี 293 bp  
 

Lane    1          2            3          4           5           6           7           8           9 

510 bp 
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458 bp 

ภาพที่ 10  ผลผลิต PCR ของยีน ALVE-B3- ท่ีมีขนาด 458 bp ในไกไข (เลนท่ี 2–3) ไกสามเหลือง 
   (เลนท่ี 4–5) ไกเนื้อ (เลนท่ี 6-7) และไกพ้ืนเมือง (เลนท่ี 8-9) สวนเลนท่ี 1 เปนดีเอ็นเอ 
   มาตรฐานขนาด 100 bp 
 
การใชไพรเมอรท่ีเจาะจงกับยีน ALVE-9 และยีน  ALVE-B4 ในไกไขสายพันธุทางการคา 

ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง ไมปรากฏแถบดีเอ็นเอใดๆ ในไกทุกตัว
ทั้ง 4 สายพันธุ เนื่องจากไพรเมอรไมทุกชนิดที่สามารถทําใหเกิดแถบดีเอ็นเอในประชากรท่ี
ทดลองไดเหมือนกันหมด (Cheng et al., 1995) จึงจําเปนตองพิจารณาถึงพันธุกรรมของประชากร
วามีพ้ืนฐานพันธุก ร รมมาจากไกสายพันธุใด ดังนั้นในประชากรไกทดลองนี้เปน ไกไขสาย
พันธุทางการคา ไกสามเหลือง ไกเนื้อสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง จึงมีพ้ืนฐานทาง
พันธุกรรมแตกตางจากประชากรกลุมอางอิงท่ี Benkel et al. (1998) สรางขึ้นและตรวจพบแถบดเีอ็น
เอ 

 
นอกจากนี้การที่ไกแตสายสายพันธุมี endogenous DNA elements ที่มีความคลาย 

(similality) กับจีโนม exogenous retroviral avian leucosis virus (ALVs) ซ่ึงลําดับเบสของ 
endogenous viral (ev) จะมีการถายทอดไปสูลูกหลาน ซึ่งบางชิ้นสวนจะมีความไมสมบูรณ 
(incomplete) มีการขาดหายของช้ินสวน และไมมีการสรางเปนตัวไวรัสสมบูรณ หรือจะมีการสราง
เพียงบางสวน แตไมสามารถสรางเปนตัวไวรัสได และบางชนิดมีความสามารถในการแสดงออก
ของยีน สามารถจําลองตัวไวรัสท่ีสมบูรณได (complete) เหตุท่ีมีความสําคัญทางเศรษฐกิจเพราะ ev 
gene ท่ีสามารถสรางเปนตัวไวรัสท่ีสมบูรณไดมีความสัมพันธกับการแสดงของอัตราผลผลิตไข 
และน้ําหนักไข (Gavoro et al., 1991) การเจริญเติบโตชาลง (Zavala และ Cheng, 2006) และชักนํา
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ใหเกิดการติดเช้ือ exogenous avian leukosis virus ในไกไดอีก (Crittenden et al., 1982) นอกจากนี ้
ev gene ท่ีมีการสรางเฉพาะสวนของ viral envelope เปนสวนท่ีเปน antigenic สามารถกระตุนการ
สรางภูมิคุมกัน และเกิดการสรางภูมิคุมกันท่ีทําใหไกมีความทนตอโรคได (immune tolerance) 
(Smith และ Fadly, 1988; Bacon et al., 1988; Sacco et al., 2004) หรือเกิดการตานทานตอโรค 
(Kuhnlein et al., 1989; Gavora et al., 1991)  

 
Endogenous retroviruses เปนไวรัสท่ีแทรกตัวเปนสวนหนึ่งของจีโนม ซ่ึงสามารถใช

ลักษณะท่ีเกี่ยวกอยของยีนชวยในการคนหา และอาจทํานายไดถึงความทนทานตอโรค exogenous 
avian leukosis viruses ได ซ่ึง endogenous retroviruses อาจไปกระตุนหรือไปกดการสรางภมิูคุมกนั 
โดยดูแนวโนมของการมีช้ินสวนประกอบท่ีจะจําลองตัวเปนไวรัสตัวใหมของ endogenous 
retroviruses วาเปนช้ินสวนท่ีมีสวนประกอบสมบูรณ มีการกลายพันธุของสารพันธุกรรม หรือมี
ช้ินสวนท่ีขาดหายไป ซ่ึงการกลายพันธุของสารพันธุกรรมและการขาดหายของบางช้ินสวนจะทํา
ใหความสามารถในการกอโรคหายไปได (Bacon et al., 2000) 

 
เนื่องจาก endogenous retroviruses มีความสัมพันธกับการเกิดของโรค avian leukosis virus 

ซ่ึงมักจะกอใหเกิดโรคในสัตวปกที่มีอายุตั้งแต 6 เดือนขึ้นไป และ endogenous retrovirus 
ตําแหนง ALVE-B3 เปนตําแหนงท่ีมักตรวจพบในไกไขเปลือกสีน้ําตาล (Boulliou et al., 1991) ซ่ึง
เปนไกท่ีมีระยะเวลาของการเล้ียงในการใหผลผลิตคอนขางยาวนาน โดยจากการตรวจสอบโดยวิธี 
PCR ขางตนพบวาไมมีความแตกตางของรูปแบบของแถบดีเอ็นเอ ดังนั้นจากผลการทดลองท่ีไดทํา
ใหมีความสนใจท่ีจะศึกษาผลผลิตของยีนตําแหนง ALVE-B3 

 
3.  ผลการตรวจสอบแถบดีเอน็เอดวยวิธี Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) 
  

ผลผลิต PCR ตําแหนง ALVE-B3 ท่ีไดจากการเพ่ิมปริมาณดวยเทคนิค PCR และใหผล
ขนาดแถบดีเอ็นเอท่ีมีขนาดเทากันในไกท้ัง 4 สายพันธุ ถูกนํามาวิเคราะหหา Single Nucleotide 
Polymorphism (SNPs) โดยใชเทคนิค Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) บน 
nondenaturing polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) ท่ีความเขมขน 10% แลวตรวจผลจาก
แผนเจลดวยวิธี silver staining ซ่ึงพบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอเพียงรูปแบบเดียว ซ่ึงไมแตกตางกัน
ในไกท้ัง 4 สายพันธุ (ภาพท่ี 12) 
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ภาพที่ 11  รูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีไดจากการทํา SSCP ของยนี ALVE-B3- ในไกสามเหลือง 
   (เลนท่ี 1-2) ไกไขสายพันธุทางการคา (เลนท่ี 3-4) ไกพ้ืนเมือง (เลนท่ี 5-6) และไกเนื้อ 
   สายพันธุทางการคา (เลนท่ี 7-8) 

 
นอกจากนี ้Adkins et al. (1997) และ Klucking et al. (2002) รายงานการศึกษาบรเิวณท่ีเปน 

receptor บริเวณ LTRs ของโรค ALV จาก endogenous retrovirus subgroup E โดยใชเทคนิค PCR-
RFLP พบวาไดแถบดีเอ็นเอท้ังหมด 3 แถบ คือ TVB s1 จะ susceptible ตอการรับเช้ือจาก  
endogenous retrovirus subgroup B, D และ E (Adkins et al., 2000), TVBs3 จะชักนําใหเกิดการติด
โรค ALV เฉพาะ subgroup B และ D (Brojatsch et al., 1996) และ TVBr จะตานทานตอการติดโรค 
ALV จาก subgroup B, D และเปน receptor เฉพาะ subgroup E (Weiss, 1993) ซ่ึงสอดคลองกับ
รายงานของ Payne (1998) ท่ีศึกษาบริเวณ receptor ของโรค ALV ของ endogenous retrovirus 
subgroup A ถึง E พบวามีรูปแบบของยีน 3 ตําแหนง คือ tva จะ susceptible ตอการติดโรคจาก 
endogenous retrovirus subgroup B, D และ E, tvb จะชักนําใหเกิดการติดโรค  ALV เฉพาะ 
subgroup B และ D และ tvc จะตานทานตอการติดโรค ALV จาก subgroup B, D และเปน receptor 
เฉพาะ subgroup E  

 
และจากบริเวณท่ีศึกษานี้เปนบริเวณท่ีลําดับเบสมีความจําเพาะตอการเขาแทรกตัวของ 

endogenous retrovirus ซ่ึงบริเวณนี้จะเปนสวนท่ีจะชักนําให LTRs ของ endogenous retrovirus เขา
แทรกตัวในจีโนมของไก โดย LTRs จะมีลักษณะเปน inverted repeats (Boyce-Jacino et al., 1992) 
ยาวประมาณ 270-330 bp แลวแตชนิดตําแหนง (Hughes, 1982) และมีสวนท่ีเปน promoter ในการ
ทําหนาท่ีการควบคุมการแสดงออกของยีนและการเขาแทรกตัวกับจีโนมของไก (Ju และ Skalka, 

       Lane       1       2                    3        4                 5       6                   7        8            
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1980; Hayward et al., 1981; Varmus และ Brown, 1989) นอกจากนี้บริเวณสวนของ LTRs ของ 
endogenous retrovirus ยังมีความคลายคลึงกับ exogenous retrovirus ซ่ึงมีความสัมพันธชวยชักนํา
ใหติดโรค (Cullen et al., 1985) และมีการศึกษาการกลายพันธุบริเวณ LTRs ของโรค ALV ท่ีเกิด
จากเช้ือ endogenous retrovirus subgroup E และพบการกลายพันธุในบริเวณดังกลาว (Klucking 
และ Young, 2004) 

 
จากการท่ีรูปแบบของแถบดีเอ็นเอจากการตรวจสอบ conformation ดวยเทคนิค SSCP 

ตรวจพบเพียงรูปแบบเดียว อาจเปนเพราะเทคนิค  SSCP มีปจจัยหลายๆ อยางที่มีผลตอการ
ตรวจสอบความหลากหลายท่ีเกดิขึ้นภายในสายนิวคลีโอไทด (วีรพงศ, 2539) ปจจัยเหลานี้มีผลตอ
การเปล่ียนแปลงลักษณะ conformation ของดีเอ็นเอสายเดี่ยว ซ่ึงเทคนิค SSCP จะสามารถแสดง
ความแตกตางเม่ือเบสเปล่ียนไปเพียง 1 เบส ไดถึง 100 เปอรเซ็นต จะตองมีสภาวะท่ีเหมาะสมใน
การทําอิเล็กโทรโฟรีซิส ไมวาจะเปนอุณหภูมิ เปอรเซ็นตเจล กําลังไฟฟา และระยะเวลา นอกจากนี้
ลักษณะการกลายพันธุหรือความแตกตางในสายดีเอ็นเอ เนื่องจากตําแหนงและชนิดของเบสท่ี
เปล่ียนแปลง จะมีผลตอการตรวจสอบโดยเทคนิค SSCP ซ่ึงการกลายพันธุท่ีเกิดขึ้นตรงปลายของ
สายนิวคลีโอไทด จะสงผลใหตวรจสอบไดยากขึ้น (Barroso et al., 1999) ในขณะท่ีชนิดของเบสท่ี
เปล่ียนแปลง ไมวาจะเปน transition หรือ transversion มีผลนอยมาก สวนในกรณีที่เบสมีการ
เปล่ียนแปลงมากกวาหนึ่งเบส ถาตําแหนงของเบสท่ีเกิดการเปล่ียนแปลง รวมอยูในบริเวณใด
บริเวณหนึ่งในสายนิวคลีโอไทดโอกาสตรวจพบการเปล่ียนแปลงโดยเทคนิค SSCP จะมีมากกวาใน
กรณีท่ีตําแหนงเบสท่ีเกิดการเปล่ียนแปลงกระจายอยูท่ัวสายนิวคลีโอไทด นอกจากนี้แลวลําดับเบส
ท่ีอยูท้ังสองดานของตัวเบสท่ีเปล่ียนแปลงก็เปนอีกปจจัยท่ีมีผลอยางมากตอการตรวจพบการ
เปล่ียนแปลง (วีรพงศ, 2539) นอกจากนี้ Sheffield et al. (1993) แนะนําวาความสามารถในการหา
ความแตกตางของช้ินสวนดีเอ็นเอ ในการทําอิเล็กโทรโฟรีซิสของเทคนิค SSCP นั้น ช้ินสวนท่ีเล็ก
กวา 200 bp จะสามารถแยกความแตกตางไดชัดเจน และ Hayashi (1991) ประมาณคาความไวใน
การตรวจสอบดวยวิธี SSCP และสามารถตรวจสอบได 99 เปอรเซ็นต เม่ือดีเอ็นเอท่ีถูกตรวจสอบมี
ขนาด 100 ถึง 300 bp และ 89 เปอรเซ็นต เม่ือดีเอ็นเอมีขนาด 300 ถึง 450 bp และเปอรเซ็นตการ
ตรวจสอบจะลดลง เม่ือช้ินดีเอ็นเอมีขนาดใหญขึ้น 

 
การตรวจสอบรูปแบบของแถบดีเอ็นเอของยีน ALVE-B3- ของไกสามเหลือง ไกไขสาย

พันธุทางการคา ไกพ้ืนเมือง และไกเนื้อสายพันธุทางการคา พบวารูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้น 
มีเพียงรูปแบบเดียวในไกท้ัง 4 สายพันธุ จึงทําใหไมสามารถใชรูปแบบของแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นใน
การแยกความแตกตางระหวางไกแตละสายพันธุได  
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4.  ผลการหาลําดับนิวคลีโอไทดของยีน ALVE-B3- 

  
ผลการหาลําดับเบส (sequencing) ของยีน ALVEs โดยเลือกตําแหนง ALVE-B3- จาก

ตัวอยางไกเนื้อสายพันธุทางการคา ไกไขสายพันธุทางการคา ไกพ้ืนเมือง และไกสามเหลืองกลุม 
แลวนําผลท่ีไดมาเปรียบเทียบ (Blast) กับยีนท่ีมีในฐานขอมูล GenBank พบวาลําดับเบสของยีน 
ALVE-B3- ท่ีไดเหมือนกับโครโมโซมของไกท่ีรายงานใน GenBank ซ่ึงไกเนื้อสายพันธุทางการคา
มีคา identity กับยีน ALVE-B3- ท่ีมีในฐานขอมูล GenBank 98% (GenBank accession number 
NW_001471729.1; Griffiths-Jones et al. (2006)), ไกไขสายพันธุทางการคามีคา identity กับยีน 
ALVE-B3- ท่ีมีในฐานขอมูล GenBank 97%, ไกพ้ืนเมืองมีคา identity กับยีน ALVE-B3- ท่ีมีใน
ฐานขอมูล GenBank 99% และในไกสามเหลืองมีคา identity กับยีน ALVE-B3- ท่ีมีในฐานขอมูล 
GenBank 96% ตามลําดับ 

 
จากการเปรียบเทียบลําดับเบส (Blast) ของยีน ALVE-B3- กับยีนท่ีมีในฐานขอมูล พบวาใน

ไกสามเหลือง ไกไขสายพันธุทางการคา ไกพ้ืนเมือง และไกเนื้อสายพันธุทางการคามีลําดับเบส
เหมือนกับโครโมโซมคูท่ี 7 ของไกปาสีแดง (red jungle fowl: Gallus gallus) ที่รายงานใน 
GenBank และในไกสามเหลืองมีการเปล่ียนแปลงของลําดับเบส 8 ตําแหนง ไกไขสายพันธุทาง
การคา 5 ตําแหนง ไกพ้ืนเมือง 3 ตําแหนง และไกเนื้อสายพันธุทางการคา 2 ตําแหนง ตามลําดับ 
(ภาคผนวก ก) ซ่ึงเกิดจากการกลายพันธุระดับยีน (point mutation) แบบแทนท่ีเบส (substitution) 
ชนิดทรานเวอรชัน (transversion) และชนิดทรานซิชัน (transition) (ประดิษฐ, 2541)  
 

นอกจากนี้ในไกสามเหลืองยังเปนท่ีหนาสังเกตุอยางหนึ่งคือ การเขาจับของไพรเมอรท่ีมี
ความจําเพาะตอตําแหนงของไพรเมอร ALVE-B3 โดยในไกพื้นเมืองและไกเนื้อสายพันธุทาง
การคาจะเขาจับลําดับเบสท่ี 13059370 และไกไขสายพันธุทางการคาลําดับเบสท่ี 13059384 ของ
โครโมโซมคุท่ี 7 แตในไกสามเหลืองการเขาจับของไพรเมอรจะเขาจับลําดับเบสท่ี 13059013 ซ่ึง
เขาจับกอนไกสายพันธุอ่ืนๆ ประมาณ 350 bp ซ่ึงเปนส่ิงท่ีนาจะมีการศึกษาตอวาทําไมถึงไดมีความ
แตกตางเกิดขึ้น ซ่ึงอาจเกิดไดจากการ deletion ของบริเวณช้ินสวนดังกลาวของโครโมโซม ซ่ึง
บริเวณ 5´ ของ LTRs จะเกิดการ deletion ถึง 16% ซ่ึงเปนบริเวณท่ีใชในการแทรกตัวเขาเปนสวน
หนึ่งของจีโนมกับบริเวณท่ีจําเพาะ และการขาดหายของ LTRs ยังมีสวนเกี่ยวของชักนําใหเกิดการ
ติดโรค RAV ไดถึง 19% (Robinson และ Gagnon, 1986) หรือเกิดจากการเคล่ือนยายตําแหนงของ
ตัว endogenous retrovirus เอง เนื่องจาก endogenous retrovirus ก็เปน retrotransposon ชนิดหนึ่ง
(Sacco et al., 2000) ซ่ึงในตําแหนง ALVE-7 ในไกมีการรายงานการเคล่ือนยายตําแหนงของตัว 
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endogenous retrovirus ไปตําแหนงใหมเอง (Silver และ Keerikatte, 1989) หรือเกิดจากวิวัฒนาการ
ของไกสามเหลืองท่ีอาจจะมาจากคนละแหลงกับสายพันธุของไกอีก 3 สายพันธุท่ีศึกษา 

 
ดังนั้นเม่ือทําการศึกษาเปรียบเทียบลําดับเบสของไกแตละสายพันธุทําใหไกสายพันธุสาม

เหลืองไมสามารถนํามาใชในการวิเคราะหเปรียบเทียบลําดับของเบสได เนื่องจากตําแหนงการเขา
จับของไพรเมอรท่ีแตกตางออกไปจากกลุม ทําใหตําแหนงในการเขาจับในการศึกษานี้มีลําดับท่ีเร็ว
กวา (ประมาณ 350 bp) ในไกสายพันธุอ่ืนๆ จึงทําใหลําดับของนิวคลีโอไทดท่ีไดแตกตางออกไป 
จึงนํามาวิเคราะหเปรียบเทียบระหวางกลุมกันไมได การศึกษาครั้งนี้จึงทําการวิเคราะหเปรียบเทียบ
ลําดับเบสระหวางสายพันธุเพียง 3 สายพันธุเทานั้น คือ ไกเนื้อสายพันธุทางการคา ไกไขสาย
พันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง  

 
 จากการทํา Multiple alignment ของลําดับเบสท่ีไดจากไพรเมอรตําแหนง ALVE-B3- ของ
ไกเนื้อ ไกไขสายพันธุทางการคา และไกพ้ืนเมือง มาศึกษาเปรียบเทียบความแตกตางของลําดับเบส
ระหวางกลุมของประชากรแตละสายพันธุ โดยใชไกพ้ืนเมืองเปนฐานเปรียบเทียบ พบวาไกไขสาย
พันธุทางการคามีการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสท่ีแตกตางไปจากไกพ้ืนเมือง 13 ตําแหนง และไก
เนื้อสายพันธุทางการคามีการเปล่ียนแปลงลําดับเบสท่ีแตกตางไปจากไกพ้ืนเมือง 8 ตําแหนง ซ่ึงการ
เปล่ียนแปลงลําดับเบสในสายนิวคลีโอไทด หรือเกิดการกลายพันธุระดับยีน (point mutation) จะ
เปนแบบแทนท่ีเบส (substitution) ชนิดทรานซิชัน (transition) คือการแทนท่ีเบสในสายโพลีนิวคลี
โอไทดจากเบสพิวรีน (purine) ชนิดหนึ่งดวยพิวรีนอีกชนิดหนึ่ง หรือการแทนที่เบสไพริมิดีน 
(pyrimidine) ชนิดหนึ่งดวยเบสไพริมิดีนอีกชนิดหนึ่ง (ประดิษฐ, 2541) ดังแสดงในภาพท่ี 12 
 
 
 
 



 

 

43 

 
 

ภาพที่ 12  ลําดับเบสของ PCR product ท่ีไดจากไพรเมอรตําแหนง ALVE-B3 โดยสุมจากไกเนื้อ 
  ไกไขสายพันธุการคา และไกพ้ืนเมือง โดยเปรยีบเทียบกันระหวางกลุม 

 
ไกไขสายพันธุทางการคามีการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสแบบ transition 7 ตําแหนง เม่ือ

เปรียบเทียบกับลําดับเบสของไกพ้ืนเมือง 
 
จาก  A  เปล่ียนเปน  G  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  20  
จาก  T  เปล่ียนเปน  C  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  149, 152, 372, 384 
จาก  C  เปล่ียนเปน  T  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  133, 151 

 
ไกเนื้อสายพันธุทางการคามีการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสแบบ transition 5 ตําแหนง เม่ือ

เปรียบเทียบกับลําดับเบสของไกพ้ืนเมือง 
 
จาก  T  เปล่ียนเปน  C  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  149, 152, 372  
จาก  C  เปล่ียนเปน  T  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  133, 151 
 
และเกิดการเปล่ียนแปลงลําดับเบสแบบแทนท่ีเบส ชนิดทรานเวอรชัน (transversion) คือ

การแทนท่ีเบสในสายโพลีนิวคลีโอไทดจากเบสพิวรีน (purine) ชนิดหนึ่งดวยเบสไพริมิดีนอีกชนิด
หนึ่ง หรือการแทนท่ีเบสไพริมิดีน (pyrimidine) ชนิดหนึ่งดวยพิวรีนอีกชนิดหนึ่ง (ประดิษฐ, 2541) 
ดังแสดงในภาพท่ี 12 
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ไกไขสายพันธุทางการคามีการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสแบบ transversion 6 ตําแหนง 
เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับเบสของไกพ้ืนเมือง 

 
จาก  A  เปล่ียนเปน  T  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  150, 313  
จาก  T  เปล่ียนเปน  A  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  374 
จาก  A  เปล่ียนเปน  C  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  355  
จาก  C  เปล่ียนเปน  A  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  385 
จาก  C  เปล่ียนเปน  G  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  154  
 
ไกเนื้อสายพันธุทางการคามีการเปล่ียนแปลงของลําดับเบสแบบ transversion 3 ตําแหนง 

เม่ือเปรียบเทียบกับลําดับเบสของไกพ้ืนเมือง 
 
จาก  T  เปล่ียนเปน  A  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  150  
จาก  A  เปล่ียนเปน  C  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  355 
จาก  C  เปล่ียนเปน  G  ท่ีตําแหนงเบสท่ี  154 
 
จากการศึกษาในไกท้ัง 4 สายพันธุ ไมพบการแทรกตัวของ endogenous retroviruses ทุก

สายพันธุ แสดงใหเห็นวาไกพ้ืนเมืองของไทยมีบรรพบุรุษท่ีปลอดจากการแทรกตัวของ endogenous 
retrovirus เนื่องจากตัวอยางไกพ้ืนเมืองท่ีนํามาศึกษา ไมตรวจพบบริเวณท่ีเปนลําดับเบสจําเพาะของ
การเขาแทรกตัวของ endogenous retrovirus จึงทําให endogenous retrovirus ไมสามารถท่ีจะเขา
แทรกตัวได สวนในไกเนื้อและไกไขสายพันธุทางการคาท่ีทําการศึกษาแลวตรวจไมพบการถูก
แทรกตัวของ endogenous retrovirus ซ่ึงขัดแยงกับรายงานกอนนี้ อาจเปนผลเนื่องมาจากการศึกษา
ครั้งนี้ใชกลุมประชากรคนละสายพันธุกับกลุมอางอิง ซ่ึงกลุมอางอิงใชสายพันธุ White Leghorns 
ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีมีถ่ินกําเนิดในประเทศแถบเมดิเตอรเรเนียน (สุวรรณ, 2535) 
 



 

สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

1.  การตรวจหารูปแบบของแถบดีเอ็นเอ endogenous retroviruses ดวยเทคนิค PCR โดยใช
ไพรเมอรท่ีจําเพาะตอตําแหนงตางๆ 7 ตําแหนง ALVE-1, ALVE-12, ALVE-15, ALVE-21, 
ALVE-B3, ALVE-9 และ ALVE-B4 พบวาไพรเมอร ALVE-1, ALVE-12, ALVE-15, ALVE-21 
และ ALVE-B3 จะใหแถบดีเอ็นเอเพียง 1 แถบ ท่ีมีขนาด 505, 320, 180, 510 และ 458 bp ตามลําดับ 
ซ่ึงไมมีความแตกตางกันของรูปแบบแถบดีเอ็นเอภายในสายพันธุและระหวางสายพันธุ ซ่ึงแถบดี
เอ็นเอท่ีปรากฏเปนสวนหนึ่งของจีโนม แสดงใหเห็นวาไมพบการ insertion ของ endogenous 
retroviruses สวนไพรเมอร ALVE-9 และ ALVE-B4 ไมสามารถตรวจพบแถบดีเอ็นเอในท้ัง 4 สาย
พันธุ  
 
 2.  การตรวจหารูปแบบแถบดีเอ็นเอของยีน ALVE-B3- ในตัวแทนไกท้ัง 4 สายพันธุ ดวย
เทคนิค Single Strand Conformation Polymorphism (SSCP) ใหผลเพียงรูปแบบเดียวท่ีไมแตกตาง
กันท้ัง 4 สายพันธุ 
 
 3.  การศึกษาลําดับเบส (Sequencing) ของยีน ALVE-B3 - ในตัวแทนไกท้ัง 4 สาย
พันธุ พบวาเกิดการการเปล่ียนแปลงลําดับเบสในสายนิวคลีโอไทด หรือเกิดการกลายพันธุระดับยีน 
(point mutation) แบบแทนท่ีเบส (substitution) ชนิดทรานเวอรชัน (transversion) และแบบแทนท่ี
เบสชนิดทรานซิชัน (transition)  
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ขอเสนอแนะ 
 

 1.  การตรวจหา endogenous retrovirus ควรสุมเก็บตัวอยางใหมากกวานี้ และศึกษาในสาย
พันธุตางๆ ใหหลากหลายมากวานี้ อาจทําใหการศึกษาสามารถตรวจพบและเปนประโยชนใชใน
การศึกษาตอไปไดอีก 
 
 2.  ควรมีการเปรียบเทียบพวกที่เปน positive endogenous retrovirus, ตําแหนงของ
การแทรกตัว และพวกท่ีมีการติดเช้ือ avian leukosis virus วามีตําแหนงของการกลายพันธุเหมือน
หรือตางกัน เพ่ือท่ีจะนําไปใชเปนสวนหนึ่งของการปรับปรุงพันธุตอไป   
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การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน ALVE-B3 ในไกสามเหลืองกับยีนในฐานขอมูล GenBank 
 

> ref|NW_001471729.1|Gga7_WGA155_2 Gallus gallus chromosome 7 genomic contig, 
reference assembly  
(based on Gallus_gallus-2.1) 
Length=13602625 
 
 Score =  604 bits (327),  Expect = 4e-171 
 Identities = 385/398 (96%), Gaps = 3/398 (0%) 
 Strand=Plus/Plus 
 
Query  27        AATGGCAATTTGCAATATTTCTGGGAATGCTGAACACTTCATTCCAGGATTAGACACTGA  86 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059031  AATGGCAATTTGCAATATTTCTGGGAATGCTG-ACACTTCATTCCAGGATTAGACACTGA  
13059089 
 
Query  87        ACTCAAGGTTATGATTTCCTCACAGTGGCAGCTGGGCTAGGTTTGGTCATTATTTTCACA  146 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059090  ACTCAAGGTTATGATTTCCTCACAGTGGCAGCTGGGCTAGGTTTGGTCATTATTTTCACA  
13059149 
 
Query  147       AAACCTTGTCAAGAATAACCCAGATTGCTGGTTGGGGGTCGTCTTAGTGGGTGGCATTTT  206 
                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||| |||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059150  AAACCTTGTCAAGAATAACCCAGATTGCTGGTTGGTGGTAGTCTTAGTGGGTGGCATTTT  
13059209 
 
Query  207       ACCTTCAGAAGNatatatatatatatat--GTNTGTATAAAAAACAACATCACATCACCA  264 
                 ||||||||||| ||||||||||||||||  || ||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059210  ACCTTCAGAAGTATATATATATATATATATGTATGTATAAAAAACAACATCACATCACCA  
13059269 
 
Query  265       GCTCTGTTGGATTCTAACACAGTGCTGAGATATAGAGAGGTTGAGAAACCTGCCCCAGGG  324 
                 ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||   
Sbjct  13059270  GCTCTGTTGGATTCTAACACAGTGCTGAGATATAGAGAGGTTGAGAAACCTGCCCAAGTA  
13059329 
 
Query  325       GGATGTTAACACGTCAAATAATGACTTTTGTTGCATATTTGTGGGGTAACTACAGAAGTC  384 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||| 
Sbjct  13059330  GGATGTTAACACGTCAAATAATGACTTTTGTTGCATATTTGTAGGGTAACTACAGAAGTC  
13059389 
 
Query  385       TGGACTTCCTTAAAAACAAATTGTAATCTGTAGTCTGT  422 
                 ||||||||||||||| |||||||||||||||||| ||| 
Sbjct  13059390  TGGACTTCCTTAAAAGCAAATTGTAATCTGTAGTTTGT  13059427 

 
หมายเหตุ  Query คือยีนท่ีไดจากการทดลอง 
     Sbjct   คือยีนจากในฐานขอมูล GenBank 
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การเปรียบเทยีบลาํดบัเบสของยนี ALVE-B3 ในไกไขสายพันธุทางการคากบัยนีในฐานขอมูล  
GenBank 
 
> ref|NW_001471729.1|Gga7_WGA155_2 Gallus gallus chromosome 7 genomic contig, 
reference assembly  
(based on Gallus_gallus-2.1) 
Length=13602625 
 
 Score =  623 bits (337),  Expect = 9e-177 
 Identities = 389/397 (97%), Gaps = 3/397 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  23        CTGTAGTTTTCC-ACAAATATGCAACAAAAGTCGTTATTTGACGTGTTAACATCCTACTT  81 
                 ||||||||  || |||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059384  CTGTAGTTACCCTACAAATATGCAACAAAAGTCATTATTTGACGTGTTAACATCCTACTT  
13059325 
 
Query  82        GGGCAGGTTTCTCAACCTCTCTATATCTCAGCACTGTGTTAGAATCCAACAGAGCTGGTG  141 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059324  GGGCAGGTTTCTCAACCTCTCTATATCTCAGCACTGTGTTAGAATCCAACAGAGCTGGTG  
13059265 
 
Query  142       ATGTGATGTTGTTTTTTATACATAC--atatatatatatatataCTTCTGAAGGTAAAAT  199 
                 |||||||||||||||||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059264  ATGTGATGTTGTTTTTTATACATACATATATATATATATATATACTTCTGAAGGTAAAAT  
13059205 
 
Query  200       GCCACCCACTAAGACTACCACCAACCAGCAATCTGGGTTATTCTTGACAAGGTTTTGTGA  259 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059204  GCCACCCACTAAGACTACCACCAACCAGCAATCTGGGTTATTCTTGACAAGGTTTTGTGA  
13059145 
 
Query  260       AAATAATGACCAAACCTAGCCCAGCTGCCACTGTGAGGAAATCATAACCTTGAGTTCAGT  319 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059144  AAATAATGACCAAACCTAGCCCAGCTGCCACTGTGAGGAAATCATAACCTTGAGTTCAGT  
13059085 
 
Query  320       GTCTAATCCTGGAATGAAGTGTCAGCTTTCCCAGAAATATTGCAAATTGCCATTACCAAA  379 
                 |||||||||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059084  GTCTAATCCTGGAATGAAGTGTCAGCATTCCCAGAAATATTGCAAATTGCCATTACCAAA  
13059025 
 
Query  380       GTAAATCTCCTCAAACAATCTTTGTCTATGTGGGAAT  416 
                 |||||||| |||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059024  GTAAATCTACTCAAACAATCTTTGTCTATGTGGGAAT  13058988 

 
หมายเหตุ  Query คือยีนท่ีไดจากการทดลอง 

    Sbjct   คือยีนจากในฐานขอมูล GenBank 
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การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน ALVE-B3 ในไกพ้ืนเมืองกับยีนในฐานขอมูล GenBank 
 
> ref|NW_001471729.1|Gga7_WGA155_2 Gallus gallus chromosome 7 genomic contig, 
reference assembly  
(based on Gallus_gallus-2.1) 
Length=13602625 
 
 Score =  632 bits (342),  Expect = 2e-179 
 Identities = 382/385 (99%), Gaps = 0/385 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  34        CAAATATGCAACAAAAGTCATTATTTGACGTGTTAACATCCTACTTGGGCAGGTTTCTCA  93 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059370  CAAATATGCAACAAAAGTCATTATTTGACGTGTTAACATCCTACTTGGGCAGGTTTCTCA  
13059311 
 
Query  94        ACCTCTCTATATCTCAGCACTGTGTTAGAATCCAACAGAGCTGGTGATGTGATGTTGTTT  153 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059310  ACCTCTCTATATCTCAGCACTGTGTTAGAATCCAACAGAGCTGGTGATGTGATGTTGTTT  
13059251 
 
Query  154       TTTATACATACACatatatatatatatataCTTCTGAAGGTAAAATGCCACCCACTAAGA  213 
                 |||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059250  TTTATACATACATATATATATATATATATACTTCTGAAGGTAAAATGCCACCCACTAAGA  
13059191 
 
Query  214       CTACCACCAACCAGCAATCTGGGTTATTCTTGACAAGGTTTTGTGAAAATAATGACCAAA  273 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059190  CTACCACCAACCAGCAATCTGGGTTATTCTTGACAAGGTTTTGTGAAAATAATGACCAAA  
13059131 
 
Query  274       CCTAGCCCAGCTGCCACTGTGAGGAAATCATAACCTTGAGTTCAGTGTCTAATCCTGGAA  333 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059130  CCTAGCCCAGCTGCCACTGTGAGGAAATCATAACCTTGAGTTCAGTGTCTAATCCTGGAA  
13059071 
 
Query  334       TGAAGTGTCAGCATTCCCAGAAATATTGCAAATTGCCATTACCAAAGTAAATCTACTCAA  393 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059070  TGAAGTGTCAGCATTCCCAGAAATATTGCAAATTGCCATTACCAAAGTAAATCTACTCAA  
13059011 
 
Query  394       ACAATCTTTGTTTTTGTGGGAATTC  418 
                 ||||||||||| | ||||||||||| 
Sbjct  13059010  ACAATCTTTGTCTATGTGGGAATTC  13058986 

 
หมายเหตุ  Query คือยีนท่ีไดจากการทดลอง 

    Sbjct   คือยีนจากในฐานขอมูล GenBank 
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การเปรียบเทียบลําดับเบสของยีน ALVE-B3 ในไกเนื้อสายพันธุทางการคากับยีนในฐานขอมูล 
GenBank 
 
> ref|NW_001471729.1|Gga7_WGA155_2 Gallus gallus chromosome 7 genomic contig, 
reference assembly  
(based on Gallus_gallus-2.1) 
Length=13602625 
 
 Score =  627 bits (339),  Expect = 7e-178 
 Identities = 382/386 (98%), Gaps = 2/386 (0%) 
 Strand=Plus/Minus 
 
Query  34        CAAATATGCAACAAAAGTCATTATTTGACGTGTTAACATCCTACTTGGGCAGGTTTCTCA  93 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059370  CAAATATGCAACAAAAGTCATTATTTGACGTGTTAACATCCTACTTGGGCAGGTTTCTCA  
13059311 
 
Query  94        ACCTCTCTATATCTCAGCACTGTGTTAGAATCCAACAGAGCTGGTGATGTGATGTTGTTT  153 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059310  ACCTCTCTATATCTCAGCACTGTGTTAGAATCCAACAGAGCTGGTGATGTGATGTTGTTT  
13059251 
 
Query  154       TTTATACATAC--atatatatatatatataCTTCTGAAGGTAAAATGCCACCCACTAAGA  211 
                 |||||||||||  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059250  TTTATACATACATATATATATATATATATACTTCTGAAGGTAAAATGCCACCCACTAAGA  
13059191 
 
Query  212       CTACCACCAACCAGCAATCTGGGTTATTCTTGACAAGGTTTTGTGAAAATAATGACCAAA  271 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059190  CTACCACCAACCAGCAATCTGGGTTATTCTTGACAAGGTTTTGTGAAAATAATGACCAAA  
13059131 
 
Query  272       CCTAGCCCAGCTGCCACTGTGAGGAAATCATAACCTTGAGTTCAGTGTCTAATCCTGGAA  331 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| 
Sbjct  13059130  CCTAGCCCAGCTGCCACTGTGAGGAAATCATAACCTTGAGTTCAGTGTCTAATCCTGGAA  
13059071 
 
Query  332       TGAAGTGTCAGCATTCCCAGAAATATTGCAAATTGCCATTACCAAAGTAAATCTCCTCAA  391 
                 |||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| ||||| 
Sbjct  13059070  TGAAGTGTCAGCATTCCCAGAAATATTGCAAATTGCCATTACCAAAGTAAATCTACTCAA  
13059011 
 
Query  392       ACAATCTTTGTCTTTGTGGGAATTCA  417 
                 ||||||||||||| |||||||||||| 
Sbjct  13059010  ACAATCTTTGTCTATGTGGGAATTCA  13058985 

 
หมายเหตุ  Query คือยีนท่ีไดจากการทดลอง 

    Sbjct   คือยีนจากในฐานขอมูล GenBank 
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การสกัดดีเอ็นเอ (ดดัแปลงจาก Sambrook และคณะ, 1989) ตามขั้นตอนดังนี ้
 

1.  นําตัวอยางเลือดที่แชแข็งมาละลายโดยตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง จากนั้นดูดตัวอยาง
เลือด 20-30 µl ใสหลอด Eppendorf ขนาด 1.5 ml ผสมกับ lysis buffer (0.5 M NaCl, 10 mM Tris-
HCl pH 8, 1 mM EDTA pH 8) เขยาใหเขากันแลว incubate ท่ีอุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส นาน 10 
นาที แลวเติม proteinase-K (10mg/ml) 25 µl แลวผสมใหเขากัน 

 
2.  นําสวนผสมเขาตูบม (incubate) ท่ีอุณหภูมิ 55-60 องศาเซลเซียส นานอยางนอย 2 

ช่ัวโมง 
 
3.  จากนั้นเติม phenol: chloroform: isoamyl alcohol (25: 24: 1) ผสมใหเขากันดี เขยาเบาๆ 

นําไปใหแยกช้ันโดยใชเครื่องปนเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที นาน 5 นาที 
 
4.  ดูดสวนใสใสหลอด Eppendorf อันใหม เติม chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) เพ่ือ

ทําใหสารละลายดีเอ็นเอบริสุทธ์ิยิ่งขึ้น แลวนําไปปนเวียงท่ีความเร็วรอบ 5000 รอบตอนาที นาน 5 
นาที 

 
5.  ดูดสวนน้ําใสใสหลอด Eppendorf อันใหม เติม alcohol 95% ท่ีแชเย็นจัดพรอมกับกลับ

หลอดไปมาเบาๆ เพ่ือใหดีเอ็นเอมีการเกาะตัวกันเปนกลุม 
 
6.  ดูด alcohol 95% ออกจากหลอด Eppendorf จากนั้นเติม alcohol 70% เพ่ือลางดีเอ็นเอให

บริสุทธ์ิ โดยทําซํ้า 2 ครั้ง 
 

 7.  ดูด alcohol 70% ออกจาก Eppendorf แลวผ่ึงดีเอ็นเอใหแหง จากนั้นเติม TE buffer (10 
mM Tris-HCl, 1 mM EDTA pH 8) 50 มิลลิลิตร เพ่ือละลายตะกอนดีเอ็นเอ โดยนําไปเขาตู incubate 
ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนกวาดีเอ็นเอจะละลายหมดใน TE buffer จากนั้นนําไปเก็บไวท่ี -20 
องศาเซลเซียส จนกวาจะนําไปใชงาน 
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อะกาโรสเจล อิเล็คโตรโฟรีซิส (Agarose gel Electrophoresis) 
 
สารละลาย 

1. 10X TBE buffer (1,000 ml) 
 

 Tris-base   108  g 
 Boric acid       55  g 
 0.5 M EDTA (pH 8)       40  g 
 เก็บสารละลายท่ีอุณหภูมิหอง 

 
2. เอธิเดียมโบรไมด 0.5 µg/ml 
 

 เอธิเดียมโบรไมด  250  µg 
 dH2O   500  ml 

เก็บในขวดสีชา 
 
วิธีการ 
 1.  ประกอบถาดหลอเจลเขากับซ่ีหวี่ (comb) เพ่ือใหเจลท่ีแข็งตัวมีชอง (wells) ซ่ึงใช
สําหรับหยอดตัวอยางดีเอ็นเอ 
 

 2.  ช่ัง agorose 2.0 g ใสลงในขวดชมพู แลวเติม 1X TBE buffer ปริมาตร 100 ml จะ
ได agorose ความเขมขน 2.0% 

 
 3.  ละลาย agarose โดยนําเขา microwave นานประมาณ 2 นาที เม่ือเดือดใหนําออกมาเขยา

ใหเขากัน แลวนําไปเขา microwave อีกครั้ง จนกระท่ัง agarose ละลายจนเปนสารละลายใส 
 
 4.  ปลอยสารละลายเจลท้ิงไวท่ีอุณหภูมิหองจนอุน นําไปเทลงบนถาดหลอเจลโดยระวัง

ไมใหมีฟองอากาศเกิดขึ้น ท้ิงไวจนกระท่ังเจลแข็งตัวและเย็น 
 
 5.  ดึงซ่ีหวีออกจากเจล คอยๆ ดึงแผนเจลขึ้นนําไปวางใน electrophoresis chamber โดยหัน

ดานชองหยอดตัวอยางไปทางขั๋วลบ  
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 6.  เติม 1X TBE buffer ลงใน electrophoresis chamber จนทวมผิวหนาเจลขึ้นมาประมาณ 
3 mm  

 
 7.  ผสม loading dye กับตัวอยางดีเอ็นเอบนแผนพาราฟน ผสมใหเขากันโดยใชไมโครป

เปตดูดตัวอยางขึ้นลง 3-4 ครั้ง แลวนําไปหยอดลงในชองหยอดตัวอยาง 
 
 8.  ปดฝา electrophoresis chamber ตอขั๋วไฟฟา แลวเปดสวิตซปลอยกระแสไฟฟาความตาง

ศักย 100 V โดยใหกระแสไฟฟาไหลจากขั๋วลบไปหาขั๋วบวกตามความยาวของแผนเจล 
 
 9.  สังเกตุสีของ loading dye เม่ือสีเคล่ือนท่ีไปจนถึงดานปลายของแผนเจลใหหยุดปลอย

กระแสไฟฟา 
 
 10.  นําแผนเจลออกไปยอมดวยเอธิเดียมโบรไมดนาน 15 นาที แลวลางดวยน้ําเปลานาน 

15 นาที (ระวังไมใหเอธิเดียมโบรไมดโดนรางกาย) 
 
 11.  นําแผนเจลมาสองดูแถบดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นภายใตแสงอุลตราไวโอเลต และถายรูปแถบ

ดีเอ็นเอท่ีเกิดขึ้นโดยใช Gel document Gene Genius 
 

การเตรียมกระจกสําหรับเทเจล 
 
 1.  นําแผนกระจกสําหรับเตรียมเจลมาลางใหสะอาด แลวเช็ดดวยแอลกอฮอลล 95% โดย
ใชกระดาษ kimwipe เช็ดใหสะอาดท้ัง 2 แผน 
 
 2.  เช็ดกระจกท้ัง 2 แผนดวย clear view เพ่ือปองกันเจลติดกระจก  
 3.  จากนั้นเช็ดกระจกท้ัง 2 แผนดวยแอลกอฮอลล 95% อีก 1 ครั้ง 
 4.  นํากระจกท้ัง 2 แผนมาประกบเขาชุด โดยวาง spacer ไวท้ังสองขาง เพ่ือใหเกิดชองวาง
ระหวางกระจกท้ังสอง แลวประกบเขากับตัวเครื่อง electrophoresis จากนั้นเทเจลท่ีเตรียมไวลงไป 
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การเตรียม Polyacrylamide gel สําหรับแยกขนาดของแถบดเีอน็เอ 
 

การเตรียม Polyacrylamide gel ท่ีความเขมขน 10% (acrylamide: bisacrylamide = 49: 1) 
โดยมีสวนผสมดังนี้ 
 
ตารางผนวกที ่1  สวนผสมในการเตรียมเจล 
 

สารท่ีใช เจลเขมขน 10% ปริมาณท่ีใช 70 มิลลิลิตร 
40% acrylamide gel 
5x TBE 
dH2O 
10% APS 
TEMED 

14 ml 
14 ml 
42 ml 
700 µl 
70 µl 

 
ผสม acrylamide, TBE และน้ําในบีกเกอรหรือขวดรูปชมพู จากนั้นเติม 10% APS และ 

TEMED เขยาใหผสมเปนเนื้อเดียวกันอยางรวดเร็ว ระวังอยาใหเกิดฟองอากาศ เทเจลใสลงใน
ชองวางระหวางกระจกจนเต็ม แลวใสหวีลงไปดานบน ปลอยใหเจลแข็งตัวประมาณ 2 ช่ัวโมง ถา
จะปลอยเจลไวขามคืนควรใชแผนใสหออาหารปดดานบนและลางของเจลไว เพ่ือใหมีความช้ืน 

 
การยอมชิน้ดเีอน็เอทีอ่ยูบน Polyacrylamide gel ดวยวิธี Silver Staining 

 
 1.  แกะแผนเจลออกจากกระจก แลวแชใน 10% Acetic Acid เพ่ือตรึงแถบดีเอ็นเอบนเจล 
เปนเวลา 20 นาที 
 
 2.  ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที 
 3.  แชแผนเจลใน Straining Solution (0.1% Sliver Nitrate) เปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้น
ลางดวยน้ํากล่ันอยางรวดเร็ว 
 
 4.  ทําการตรวจสอบแถบดีเอ็นเอโดยแชแผนเจลใน Developer Solution (anhydrous 
Na2CO3, 37% Formaldehyde และ 10 mg/ml Na2S2O3.5H2O) ท่ีเตรียมใหม และแชเย็นจัด จนกวา
แถบดีเอ็นเอจะปรากฏ 
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 5.  หยุดปฏิกิริยา โดย Stop Solution (10% Acetic Acid) เปนเวลา 3 นาที 
 6.  ลางดวยน้ํากล่ัน 3 ครั้ง ครั้งละ 2 นาที นําแผนเจลท่ีไดไปทําใหแหง แลวนําไปถายรูป 

 
วิธีการทํา PCR product ใหบริสุทธิ์ โดยใชชดุ kit 

(Wizard®SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega) 
 

 1.  วาง SV Minicolumn ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml 
 2.  ใส PCR product ลงใน SV Minicolumn แลว incubate ท่ีอุณหภูมิหอง เปนเวลา 1 นาที 
 3.  นําไป centrifuge ท่ี 14,000 rpm (16,000 x g) เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายที่อยู
ใน microcentrifuge tube ท้ิง 
 
 4.  ลาง SV Minicolumn โดยเติม Membrane Solution (ท่ีเจือจางดวยเอทธานอล 95%) 700 
µl แลว centrifuge ที่ 14,000 rpm (16,000 x g) เปนเวลา 1 นาที เทสารละลายที่อยูใน 
microcentrifuge tube ท้ิง หลังจากนั้นลาง SV Minicolumn อีกครั้งดวย Membrane Solution (ท่ีเจือ
จางดวยเอทธานอล 95%) 500 µl แลว centrifuge ท่ี 14,000 rpm (16,000 x g) เปนเวลา 5 นาที  
 
 5.  นํา SV Minicolumn ไป centrifuge อีกครั้ง เปนเวลา 1 นาที  
 6.  ยาย SV Minicolumn ไปยัง microcentrifuge tube หลอดใหม เติม Nuclease-Free Water
โดยเติมลงตรงกลางของ column และไมสัมผัสกับ membrane จากนั้น incubate ท่ีอุณหภูมิหอง เปน
เวลา 1 นาที แลว centrifuge ท่ี 14,000 rpm (16,000 x g) เปนเวลา 1 นาที  
 
 7.  เก็บดีเอ็นเอท่ีไดไวท่ีอุณหภูมิ 4 °C หรือ -20 °C 
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