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บทคัดยอ 

ยนีฮทีช็อคโปรตนี 70 (HSP70 gene) มีบทบาทสําคัญในการปรับตัว และการตอบสนองตอความรอน 

วัตถุประสงคเพ่ือทราบถึงอัตราการมีชีวิตรอด และการแสดงออกของยีน HSP70 ในเซลลไฟโบรบลาสต

จากโคพ้ืนเมืองขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส ภายใตอุณหภูมิรอน 

โดยเก็บตัวอยางเซลลไฟโบรบลาสตจากใบหู นํามาเพาะเลี้ยงท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส การศึกษาท่ี 1 

อัตราการมชีวีติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตท่ีไดรับความรอนอุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง 

และ 48 ช่ัวโมง พบวา เซลลของกลุมโคพื้นเมืองขาวลําพูนสูงกวา (รอยละ 97.73±0.16 และ 93.33±1.90) 

กลุมโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส (รอยละ 96.36±0.35 และ 88.88±1.31) และกลุมโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส 

(รอยละ 96.70±0.44 และ 89.16±1.37) อยางมีนัยสําคัญ (P < 0.05) การศึกษาท่ี 2 การแสดงออกของยนี 

HSP70 ดวยเทคนิค Reverse-Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) โดยนําเซลลหลังจากฮีทช็อค

อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 ชั่วโมง, 12 ช่ัวโมง และ 24 ช่ัวโมง มาสกัด total RNA แลวนํา total RNA 

ท่ีไดมาเปล่ียนเปน cDNA และทําการเพ่ิมปริมาณยีน HSP70 และยีน β-actin ซึ่งเปนยีนควบคุม พบวา 

เซลลทุกกลุมมีการแสดงออกของยีน HSP70 ที่แตกตางกันในแตละระยะเวลาที่ ไดรับความรอน 

เม่ือเปรียบเทียบกับยนี β-actin แสดงใหเห็นถึงกลไกการตอบสนองตอความรอนระดับเซลลของโคท้ัง 3 กลุม 

สรุปวา เซลลไฟโบรบลาสตของโคพื้นเมืองขาวลําพูน เม่ือไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส 

มีอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลสูงกวาโคลูกผสม และแสดงถึงกลไกการทํางานระดับเซลลของโคเนื้อ

สามารถปรับตัวเขากับสภาพในเขตรอนชื้นของประเทศไทยได 
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ABSTRACT 

Heat shock proteins (HSP70) gene plays an important role in adaptation of survival and heat 

response of cell. The purpose of this study was to determine the effect of hot temperature on survival rate 

and gene expression in fibroblast cells from White Lamphun cattle, crossbreed White Lamphun Angus cattle 

and White Lamphun Charolais cattle. Fibroblast cells were cultured in 5% CO2 incubator at 38.5 °C. 

Study 1: The survival rate of fibroblast cells was determined after culture under hyperthermal conditions 

at 42 °C for 24 and 48 hours, White Lamphun cattle fibroblast cell (97.73±0.16 and 93.33±1.90%) 

showed viability rate higher than in crossbreed White Lamphun Angus cattle (96.36±0.35 and 

88.88±1.31%) and White Lamphun Charolais (96.70±0.44 and 89.16±1.37%; P < 0.05). Study 2: 

HSP70 gene expression after fibroblast cells exposed to high temperature at 42 °C for 6 hour, 12 hour, 

and 24 hour were evaluated using the RT-PCR method. We found that HSP70 gene was expressed in 

all groups. It demonstrated the mechanism of cellular heat response of both native and crossbred cattle. 

In conclusions, the growth rate of fibroblast cells was increased during in vitro culture. The survival rate 

of fibroblast cell under hyperthermal conditions from White Lamphun cattle was higher than of crossbred 

cattle. Fibroblast cells of White Lamphun and crossbred cattle have an HSP70 gene expression, 

which present cell can tolerate heat and adapting to the tropical environment of Thailand.  

 



 

 

อักษรย่อ 

 

ABAM = Antibiotic-antimyotic 
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DI = Deionization 
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บทที่ 1 

 

บทนํา 

 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

ปจจุบันประเทศไทยถือไดวาเปนผูนําดานการผลิตโคเนื้อในกลุม AEC (Asean Economic 

Community) เพราะมีสายพันธุที่ดีสามารถเลี้ยงไดในประเทศ เชน โคพันธุบราหมัน ทําให

ประเทศไทยมีโอกาสที่จะสงโคเนื้อ และผลิตภัณฑจากโคเนื้อที่มีคุณภาพดี และมีราคาสูง ไปยัง

ตางประเทศในกลุม AEC มากขึ้น นอกจากโคพันธุบราหมัน ที่มีการพัฒนาทั้งภาครัฐและเอกชน 

ประเทศไทยยังมีโคเน้ืออีกหลายสายพันธุ  ซึ่งเปนโคเน้ือพันธุดีที่พัฒนาขึ้นโดยคนไทย 

ผลติออกมาเพื่อตอบสนองตอความตองการของตลาด และระบบการเลี้ยงของคนไทยโดยเฉพาะ 

เชน โคพันธุกําแพงแสน โคพันธุกบนิทรบุร ีและโคพันธุตาก นอกจากนี้ การนําโคเนื้อจากตางประเทศ

เขามาปรับปรุงพันธุใหไดเนื้อที่มีคุณภาพด ีและเปนที่ตองการของตลาด โคเนื้อลูกผสมที่นิยมเลี้ยง

ในประเทศไทย ไดแก โคลูกผสมชาโรเลส และโคลูกผสมแองกัส ตามลําดับ (เรอืงยศ พลิาจันทร 

และวันชัย อินทิแสง, 2559) อยางไรก็ตาม ยังมีขอจํากัดเกี่ยวกับโคเนื้อที่นํามาปรับปรุงพันธุ

เนื่องจากโคที่มีสายเลือดยุโรปสูง เมื่อนํามาเลี้ยงในสภาพอากาศรอนชื้นสงผลทําใหโคนั้น

มกีารกนิอาหาร การเจรญิเตบิโต และประสทิธภิาพของระบบสบืพันธุลดลง  

จากขอมูลเบื้องตนของศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวพะเยาทําใหทราบวา โคพื้นเมือง

สายพันธุภาคเหนือ หรือโคขาวลําพูน เปนโคพื้นเมืองที่เกษตรกรไทยในเขตภาคเหนือเลี้ยง

สบืทอดกันมาเปนเวลานาน อยูคูกับวถีิชวีติของเกษตรกรไทยลานนามาตั้งแตในอดีต โดยสวนใหญ

เลี้ยงไวใชแรงงานในไรนา และใชเทียมเกวียน มากกวาที่จะเลี้ยงเพื่อผลิตเปนโคเนื้อสูตลาด 

เนื่องจากมีตนกําเนดิที่จังหวัดลําพูน จงึเรยีกโคพันธุนี้วา “โคขาวลําพูน” โคขาวลําพูนเปนโคที่มี

ขนาดใหญกวาโคพื้นเมืองทั่วไป รูปรางสูงโปรง ลําตัวสีขาว พูหางยาวเปนพวงสีขาว และมี

รูปทรงเขาเปนรูปเชิงเทยีนที่สวยงาม ซึ่งเปนลักษณะเดนประจําพันธุ มองดูมีสงา และสวยงามมาก

จากคุณสมบัตทิี่มลีักษณะเดน จงึเปนลักษณะเฉพาะพันธุ ดังนั้น โคขาวลําพูนจึงไดรับการคัดเลือก

เพื่อใชในพระราชพธิจีรดพระนังคัลแรกนาขวัญ ดังเชน พระโคเพชร และพระโคพลอย ในป 2537 

พระโครุง และพระโคโรจน ในป 2538 พระโคเทดิ และพระโคทูน ในป 2547 เปนตน นอกจากนี้

โคขาวลําพนูยังสามารถปรับตัวเขากับสภาพแวดลอมไดดี เลีย้งงาย และมีความสมบูรณพันธุสูง 

(ผสมตดิงายใหลูกทุกป) เกษตรกรจงึนิยมนําแมพันธุโคขาวลําพูนไปผสมขามกับโคเนื้อสายพันธุ

ตางประเทศ (เพทาย พงษเพยีจันทร, 2547)  
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การปรับปรุงพันธุโดยใชโคพื้นเมอืงพันธุขาวลําพูนเปนแมพื้นฐานสําหรับผลิตโคลูกผสม

พื้นเมือง 2 สายพันธุ ไดแก โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส 

เพื่อใหไดลูกเพศเมียที่มีลักษณะสมบูรณพันธุสูง เจริญเติบโตดี และสามารถปรับตัวเขากับ

สภาพอากาศรอน มีรายงานวา เม่ือสัตวเกิดความเครยีดจากความรอน (heat stress) จะสงผล

ดานลบตอความสมบูรณของสุขภาพ ประสิทธิภาพการผลิต และความสามารถในการสืบพันธุ 

(Dobson and Smith, 2000) ในโคนมที่ไดรับความเครียดจากความรอนสงผลใหปริมาณน้ํานม 

(Ravagnolo, et al., 2000) และความสมบูรณพันธุลดลง (Sartori, et al., 2004) ในสุกรสงผลให

อัตราการรอดชีวติของลูกสุกรลดลง (Wegner, et al., 2014)  

การศกึษากอนหนานี้รายงานวา ผวิหนังเปนสวนที่ชวยปกปองโครงสรางอวัยวะภายใน

จากสภาพแวดลอมภายนอก ในผิวหนัง พบวา มีเซลลไฟโบรบลาสตเปนองคประกอบซึ่งอยู

ในสวนของหนังแท (Fanny, 2004) การเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตในหลอดทดลองมีรายงานวา 

เซลลไฟโบรบลาสตที่ไดจากช้ินเนื้อบริเวณใบหูของสุกร สามารถมองเห็นได 5-10 วัน หลังจาก

เซลลแบงตัวออกจากตัวอยางชิ้นเนื้อ และยังพบวา เซลลไฟโบรบลาสตมีการเจริญเติบโต

อยางตอเนื่อง จนถงึ 97.8%±1.21% และ 94.9%±0.52% ตามลําดับ นอกจากนี้อัตราการมีชีวิตรอด

ของเซลลไฟโบรบลาสตที่ตรวจพบโดยการยอมสี Trypan Blue เฉลี่ยอยูที่ 90% (Changqing, et al., 

2014) เซลลไฟโบรบลาสตเปนสวนประกอบที่สําคัญของผิวหนัง มีบทบาททางสรีรวิทยา 

(Singh, et al., 2014) และการตอบสนองตอการปรับตัวทางชีวเคมีของเซลล (Fujita, 1999) 

เมื่อเซลลในรางกายไดรับความเครียดจากความรอน สงผลใหเซลลมีการแสดงออกของยีน

ในกลุมของฮีทช็อคโปรตีน เพื่อผลิตฮีทช็อคโปรตีนที่มีกลไกปองกันการเกาะกลุมของโปรตีน 

(protein aggregation) (Csermely, et al., 1998) และรักษาโครงสรางของโปรตีนที่เสียหาย

กลับมามวนพับตัวสูสภาพปกติ (Basirico, et al., 2011) โดยกลุมฮีทช็อคโปรตีน (heat shock 

protein, HSPs) มีอยู 6 ชนิดตามน้ําหนักโมเลกุล (molecular weights) ไดแก HSP100, HSP90, 

HSP70, HSP60 HSP40 และ HSP27 ซึ่งมีหนาที่แตกตางกันไป โดย HSP70 เปนตัวแรก

ที่มกีารตอบสนองเม่ือเซลลถูกกระตุนโดยความเครยีดจากความรอน (Kregel, 2002)  

อยางไรก็ตามการศึกษาการแสดงออกของยีน HSP70 ในโคขาวลําพูนและโคลูกผสมดังกลาว

ยังไมมีรายงาน ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาอัตราการมีชวีติรอด และการแสดงออก

ของยีนฮีทช็อคโปรตีนในเซลลไฟโบรบลาสตจากโคขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส 

และโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส ภายใตอุณหภูมิรอน เพื่อเปนแนวทางในการคัดเลือก

โคเนื้อคุณภาพที่สามารถเล้ียงในสภาพอากาศรอนของเมืองไทยตอไป 
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วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อศกึษาอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมือง และโคลูกผสมพื้นเมอืง 

2. เพื่อเปรียบเทียบการทนรอนของเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดรับจากโคพื้นเมือง 

และโคลูกผสมพื้นเมอืง 

3. เพื่อศึกษาการแสดงออกของ RNA ของยีน Heat shcok protein 70 ในเซลลไฟโบรบลาสต

ในโคพื้นเมือง และโคลูกผสมพื้นเมอืง 

 

สมมตฐิานของการวจัิย 

1. เซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมพื้นเมอืงหน่ึงสายพันธุสามารถทนตอความเครียด

จากความรอน 

2. เซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมพื้นเมืองหน่ึงสายพันธุมีการแสดงออกของยีน

เพื่อชวยใหกลไกระดับเซลลในรางกายของโคมีการตอบสนองตอความเครยีดจากความรอน 

 

ขอบเขตของการวจิัย 

1. ขอบเขตทางดานสถานที่  

 จัดแบงพื้นที่ดําเนินงานเปน 2 ลักษณะ ไดแก  

 1.1 พื้นที่ดําเนนิการภาคสนาม 

 ดําเนินการจัดเก็บตัวอยางชิ้นเน้ือใบหูของโคพื้นเมือง จากศูนยวิจัยและบํารุง

พันธุสัตวพะเยา และโคลูกผสมพื้นเมอืง จากศูนยวจิัยและบํารุงพันธุสัตวแพร  

 1.2 พื้นที่ปฏบิัตกิารวเิคราะหขอมูล  

 ใชพื้นที่หองปฏิบัติการของคณะเกษตรศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ 

มหาวทิยาลัยพะเยา โดยวางแผนปฏบิัติการ ศกึษาการเพาะเลี้ยงเซลล และศกึษาการแสดงออก

ของยีนฮีทช็อคโปรตีนในเซลลไฟโบรบลาสตจากโค 3 สายพันธุ โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส 

โคขาวลําพูนชารโรเลส และโคขาวลําพูน ภายใตอุณหภูมิรอน ที่สาขาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร-

และทรัพยากรธรรมชาต ิมหาวทิยาลัยพะเยา ทําการวิเคราะหขอมูลคาเฉลี่ยของความแปรปรวน

โดยใชโปรแกรมสําเร็จรูป  

2. ขอบเขตทางดานเวลา 

 เริ่มการทดลองตั้งแต เดือนมกราคม พ.ศ. 2560 ส้ินสุดการทดลอง เดือนเมษายน 

พ.ศ. 2561 
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3. ขอบเขตดานงานวจัิย 

 ทําการศึกษาอัตราการแบงตัว อัตราการมีชีวิตรอด และการแสดงออกของยีน

ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมพื้นเมืองภายใตความเครยีดจากความรอน 

 

ทฤษฎแีละแนวคดิ 

จากปญหากลุมเครือขายเกษตรกรในสหกรณโคขุดดอกคําใต จํากัด ยังไมสามารถ

เลือกพันธุโคเนื้อที่มีสมรรถภาพการเจรญิเติบโต และทนรอนไดดี สําหรับสงเสริมใหเกษตรกร

นําไปเลีย้ง ดังนั้น งานวิจัยนี้จะศกึษาตอเน่ืองจากการเปรียบเทียบสมรรถภาพการเจริญเติบโต

ของโคลูกผสม (กิฎากรสม, 2550) มียีนที่ตอบสนองตอความรอนจากสายแมขาวลําพูน

ที่เหมาะสมตอการเลี้ยงแบบปลอยทุงหญาของเกษตรกรในภาคเหนอื โดยอาศัยหลักการมีสวนรวม

ระหวางมหาวทิยาลัยพะเยา ศูนยวจิัยและบํารุงพันธุสัตวพะเยา และศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวแพร 

เพื่อใหไดพันธุโคที่เหมาะสมรองรับยุทธศาสตรการผลิตโคขุนของจังหวัดพะเยา และประเทศไทย 

ในช่ือตราสนิคา “โคขุนดอกคําใต” จังหวัดพะเยา ซึ่งมกีิจกรรมภายใตโครงการวจิัยดังแสดง ภาพ 1 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 1 แสดงทฤษฎแีละแนวคิดโครงการวจิัยในการศกึษาการแสดงออกของยนี 

 ในเซลลไฟโบรบลาสต 

 

 

วจิัยเก่ียวกับการทนรอนของเซลลไฟโบรบลาสต

ในโคเนื้อลูกผสมพื้นเมือง ภายใตอุณหภูมริอน 

การตอบสนองของยีนในเซลลไฟโบรบลาสต  

โคเนือ้ลูกผสมพื้นเมอืง ภายใตอุณหภูมิรอน 

การแสดงออกของยีนในโคเนื้อลูกผสม

พื้นเมอืง ภายใตอุณหภูมิรอน 

ปญหา 

ระดับการทนรอน

ของโคเนื้อลกูผสม

โครงการวจิัย ผลลัพธ 

ทราบถึงระดับการทน

รอนของโคเนื้อลูกผสม

เพื่อเปนแนวทางการ

เ พิ่ ม ผ ล ผ ลิ ต  ก า ร

คัดเลือกพันธุโคเน้ือที่

สามารถทนรอน และมี

ผ ล ต อ บ แ ท น ท า ง

เศรษฐกจิที่ดี 

 



5 

นิยามศัพทเฉพาะ 

การแสดงออกของยีนฮีทช็อคโปรตีน 70, ภายใตอุณหภูมิรอน, เซลลไฟโบรบลาสต, 

โคลูกผสมขาวลําพูน 

HSP70 gene expression, Under hyperthermia, Cell fibroblast, White Lamphun 

Crossbred beef cattle 

 

ประโยชนที่จะไดรับจากการวจิัย 

1. ทําใหทราบถึงการตอบสนองและการแสดงออกระดับยีนของเซลลไฟโบรบลาสต

ในโคลูกผสมภายใตความรอน  

2. สามารถนํามาประยุกตใชเพื่อเปนแนวทางการคัดเลือกโคลูกผสมที่ทนรอน

สําหรับสงเสรมิเกษตรกรตอไป 



บทที่ 2 

 

เอกสารและงานวจัิยที่เกี่ยวของ 

 

ศักยภาพของประเทศไทยในการผลติและสงออกโคเน้ือ 

ประเทศไทยถือไดวาเปนผูนําดานการผลิตโคเนื้อในกลุม AEC (Asean Economic 

Community) โดยโคเนื้อที่ผลิตขึ้นในประเทศมีการสงออกไปจําหนายตางประเทศ เชน ประเทศ

มาเลเซีย กัมพูชา เวียดนาม และจีน จากสถิติกรมศุลกากรป 2553 มีการสงออกโคมีชีวิต 

จํานวน 254,601 ตัว เน้ือโคแปรรูปและผลิตภัณฑ 1,438.7 ตัน หนังโค 46,078 ตัน (สวนใหญ 

ไดแก จนี อินโดนเีซีย ฮองกง และเวยีดนาม) ป 2554 มีการสงออกโคมีชีวติ จํานวน 110,381 ตัว 

สงออกเนื้อโคแปรรูป และผลิตภัณฑ 9,069 ตัน สงออกหนังโค 38,815.5 ตัน (สวนใหญ ไดแก 

จีน อินโดนีเซีย ฮองกง และเวียดนาม) ในป พ.ศ. 2558 ประเทศไทยมีแนวโนมการเปลี่ยนแปลง

ของประชากรโคเนื้อลดลงประมาณ 3.38 ลานตัว เปรียบเทียบกับป พ.ศ. 2548 มีปริมาณ

ประชากรโคเนื้อประมาณ 7.79 ลานตัว (กรมปศุสัตว, 2559) เนื่องจากมีความตองการบริโภค

เนื้อโคในแตละปเพิ่มมากขึ้น ทัง้นี้สาเหตุที่มปีรมิาณประชากรโคเนื้อลดลงเกี่ยวของกับเกษตรกร

ผูเลี้ยงโคเนื้อยังประสบปญหาหลายอยาง ไดแก ขาดความรูในดานการจัดการการเลี้ยงดูโคเนื้อ 

ขาดแคลนพืชอาหารสัตวทําใหโคไดรับสารอาหารไมเพียงพอ การปรับปรุงพันธุ ปญหาโรค

ระบาดสัตว เชน โรคปากและเทาเปอย โรคพยาธ ิซึ่งเปนผลทําใหการผลิตโคเนื้อยังไมเพยีงพอ

ตอความตองการบริโภคภายในประเทศ โดยเฉพาะเนื้อโคคุณภาพสูง (premium grade) 

(กรมปศุสัตว, 2559) ในป 2560-2565 คาดการณวาการผลิตเนื้อโคจะมีปริมาณ 61.32 ลานตัน 

เพิ่มขึ้นจาก ป พ.ศ. 2559 รอยละ 1.38 ผูผลิตรายใหญที่มกีารผลิตเพิ่มข้ึน ไดแก สหรัฐอเมรกิา 

บราซิล จนี และอินเดีย ซึ่งผลิตเพิ่มข้ึน รอยละ 3.68, รอยละ 2.00, รอยละ 0.72 และรอยละ 2.35 

ซึ่งประเทศไทยมศีักยภาพและความสามารถสูง เมื่อเปรียบเทียบกับประเทศตาง ๆ ในเขตเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต (ASEAN) มีความสามารถจะผลิตโคเนื้อสงออกไปจําหนายตางประเทศได 

และยังเปนการสรางอาชีพการเลี้ยงโคเนื้อ สรางรายไดเสริมใหกับเกษตรกรนอกจากการทําไรทํานา

ไดเปนอยางด ี(สํานักสงเสรมิและพัฒนาการปศุสัตว กรมปศุสัตว กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 

2561, สื่อออนไลน)  
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การพัฒนาระบบการผลติโคเน้ือ 

การผลิตโคเนื้อเชิงการคาตองมีการวางแผนการผลิตใหสอดคลองตามความตองการ

ของตลาดตามธุรกจิที่กําหนดไววา ผลิตโคตอบสนองความตองการของตลาดระดับใด ตองการ

เนื้อโคตามเกณฑมาตรฐานอยางไร เปนโคสายพันธุอะไร อายุเทาไร จัดการเลี้ยงดูแบบใด 

และปรมิาณความตองการโคเปนอยางไร ซึ่งตองมีการวางแผนการผลิตและกําหนดวิธีแนวทางปฏิบัติ

ใหสอดคลองกันในแตละกลุมการผลิตทั้งระบบ ในปจจุบันการปรับโครงสรางการผลิต

สามารถจัดกลุมสําหรับการการผลิต ออกเปน 4 กลุม คือ การเลี้ยงแมโคเพื่อผลิตลูก 

กลุมเ ล้ียงโครอขุน กลุมเ ล้ียงโคขุน และกลุมแปรรูปจําหนายเน้ือโคและทําผลิตภัณฑ 

(สํานักสงเสรมิและพัฒนาการปศุสัตว กรมปศุสัตว กระทรวงเกษตรและสหกรณ, 2561, สื่อออนไลน) 

 

การเลี้ยงโคเน้ือในประเทศไทย สามารถแบงไดเปน 3 กลุม คอื 

กลุมที่หนึ่ง คือ กลุมโคตนน้ํา ซึ่งเกษตรกรผูเ ลี้ยงโคเนื้อจะผลิตลูกโคจําหนาย 

โดยจะจําหนายลูกโคที่มีอายุตั้งแตหยานม 1 ปขึ้นไป กิจกรรมที่สําคัญ ไดแก การผสมพันธุ 

และการใหอาหาร รวมถงึการดูแลดานสุขภาพของโคอนุบาล  

กลุมที่สอง คอื กลุมโคกลางน้ํา ซึ่งเกษตรกรผูเลี้ยงโคเนื้อจะรับซื้อโคจากกลุมตนน้ํา

โดยตรงเพื่อนํามาเลี้ยง และสงไปยังข้ันตอนตอไป กจิกรรมที่สําคัญ ไดแก การจัดการดานอาหาร  

กลุมที่สาม คอื กลุมโคปลายน้ํา ซึ่งกลุมนี้จะรับโคเขามาจากกลุมกลางน้ํา เพื่อนํามาขุน

ใหไดน้ําหนัก และเนื้อที่มีไขมันแทรก เปนระยะเวลาประมาณ 10 เดือน กิจกรรมที่สําคัญ ไดแก 

การตอน การจัดการดานอาหาร โดยใหกินอาหารขนอยางเต็มที่ (เอกชัย บุญจันทร, 2554, 

สื่อออนไลน) ดังภาพ 2 

 

 
 

ภาพ 2 แสดงรูปแบบการเลี้ยงโคเน้ือในเขตภาคเหนือตอนบน 

ที่มา: เอกชัย บุญจันทร, 2554, สื่อออนไลน 
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โคเน้ือพันธุดสีําหรับผลติเปนโคเน้ือคุณภาพเชิงการคา  

การปรับปรุงการเลี้ยงโคเนื้อที่จะทํากําไรไดดี จะตองเริ่มตั้งแตเลือกพันธุที่เลี้ยง

ใหเหมาะสมกับระบบ หรือวิธีการจัดการเลี้ยงดู การใหอาหารที่เหมาะสมกับความตองการ

ของโคระยะตาง ๆ ซึ่งการเลี้ยงโคเนื้อที่จะใหผูเลี้ยงไดกําไรตอบแทนมาก จะตองเริ่มตั้งแต 

การเลอืกพันธุโค ซึ่งในปจจุบันจงึมกีารนําโคเนื้อจากตางประเทศเขามา เชน โคเนื้อพันธุชารโลเลส 

(Charolais) โคเนื้อพันธุบราหมัน (Brahman) โคเนื้อพันธุซิมเมนทัล (Simmental) และโคเนื้อพันธุ

วากิว (Japanese Black) นอกจากนี้ ในสวนของภาคเอกชนบางรายมีการนําโคเนื้อจากตางประเทศ

หลายสายพันธุเขามาเลี้ยงเพื่อปรับปรุงพันธุ โดยใชโคพื้นเมืองที่มีอยูในประเทศไทยเปนแมพื้นฐาน

สําหรับการปรับปรุงพันธุ (อัจฉรัตน สุวรรณภักดี, 2546) ที่สามารถเลี้ยงไดในประเทศ

และเหมาะที่เปนแมพื้นฐาน เชน พันธุอเมรกิันบราหมัน ซึ่งทําใหประเทศไทยมีโอกาสที่จะสงโคเนื้อ 

และผลิตภัณฑจากโคเนื้อที่มคีุณภาพสูง และราคาที่สูง ไปยังตางประเทศในกลุม AEC มากขึ้น 

นอกจากนี้ประเทศไทยยังมีโคเนื้ออีกหลายสายพันธุ ซึ่งเปนโคเนื้อพันธุดีที่พัฒนาขึ้น

โดยคนไทย ไดแก โคเนื้อพันธุกาํแพงแสน (Kamphaeng Saen Beef Cattle) โคเนื้อพันธุตาก 

(Tak Beef Cattle) โคเนื้อพันธุกบินทรบุรี (Kabinburi Beef Cattle) และโคเนื้อพันธุภูพาน 

(Phupan Beef Cattle) ซึ่งการศึกษากอนหนานี้ พบวา อัตราการเจริญเติบโตของโคเนื้อ

พันธุกําแพงแสน โคเน้ือพันธุตาก โคเนื้อพันธุกบินทรบุร ีและโคเนื้อพันธุภูพาน คอื 1.04, 1.40, 

1.19 และ 0.738 กโิลกรัมตอตัวตอวัน ตามลําดับ (นันทนา ชวยชูวงศ และคณะ, 2540; ชํานาญ 

บุญมี และคณะ, 2555; ศุภชัย อุดชาชน และคณะ 2557; 2558) ปจจุบันกรมปศุสัตวยังมกีารพัฒนา

พันธุโคลูกผสมพื้นเมืองกับแองกัสที่มีคุณภาพเนื้อดี เปนที่ตองการของตลาด คอื มีไขมันแทรก

ในเนื้อสูง เนื้อมีความนุม เหมาะสําหรับนําไปทําสเต็กคุณภาพสูงได สามารถเลี้ยงงาย

ภายใตสภาพแวดลอมของไทย มคีวามสมบูรณพันธุสูง  

 

ขอจํากัดของโคเนื้อลูกผสมเชิงการคา 

โคเนื้อลูกผสมในทางเชิงการคาที่มีสายเลือดยุโรปสูง เมื่อนํามาเลี้ยงในเขตรอนชื้น

หรือเขตก่ึงรอน มักประสบกับปญหาเกี่ยวกับความทนทานตอสภาพอากาศรอนชื้น รวมทั้งโรค

และแมลงกวนสัตว (เรืองยศ พิลาจันทร และคณะ, 2559) ซึ่งผลกระทบจากอากาศรอน

สงผลใหสัตวนัน้ไมสามารถระบายความรอนออกจากรางกายไดอยางเหมาะสม ทําใหอุณหภูมิ

ภายในรางกายนัน้สูงข้ึน และยังสงผลกระทบตาง ๆ ตอรางกาย ทัง้ทางตรงและทางออม ดังนี้ 
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1. ผลกระทบโดยตรง 

 1.1 ผลตอพฤตกิรรมการแทะเล็ม โคยุโรปซึ่งคุนเคยกับอากาศหนาวเม่ือนํามาเลี้ยง

ในเขตอากาศรอน โคจะแสดงพฤติกรรมหยุดแทะเล็มหญาในชวงกลางวัน เนื่องจากความรอน

ของอากาศ แตจะแสดงพฤติกรรมการแทะเล็มหญาในชวงเวลาเชาและตอนเย็น ในวันที่อากาศ

รอนจัดมาก โคมักจะหลบเขารมหยุดการแทะเล็ม ดังน้ัน ในชวงฤดูรอน โคที่เลีย้งปลอยแทะเล็ม

หรือปลอยไลทุงหากินเองตามธรรมชาติ จะมีน้ําหนักลดเน่ืองจากไดกินอาหารที่ไมเพียงพอ 

(พพิัฒน สมภาร, 2555)  

 1.2 ผลตอการกนิและการใชประโยชนจากอาหาร สภาพอากาศรอนสงผลกระทบ

ตอการกินอาหารอยางเห็นไดชัด ถาอากาศรอนเกิน 24 องศาเซลเซียสขึ้นไป จะทําใหสัตว

กนิอาหารลดลง และอุณหภูมแิวดลอมเพิ่มสูงข้ึนเกิน 40 องศาเซลเซยีส โคยุโรปจะหยุดกินอาหาร

และหยุดการเคี้ยวเอื้อง ซึ่งสัตวเกิดความเครยีดอยางรุนแรง อาจทําใหสัตวนัน้ถึงแกความตาย 

(Gaughan, et al., 2009) 

 น้ําดื่มนอกจากจะมีความสําคัญตอการทํางานของรางกาย ยังชวยระบาย

ความรอนแกสัตว ในโคที่มีสายเลือดยุโรปสูงจะมีพฤติกรรมการกินน้ํามากข้ึน เมื่อเผชิญกับ

ภาวะอากาศรอน ซึ่งมีผลทําใหสัตวกินอาหาร และใหผลิตลดลง (บุญเสริม ชีวะอิสระกุล 

และบุญลอม ชีวะอสิระกุล, 2542) 

 1.3 ผลตอการเจรญิเตบิโต เนื่องจากอากาศรอนมีผลทําใหสัตวไมอยากกินอาหาร

หรอืกนิอาหารไดนอยลง ดังนั้นจึงสงผลกระทบทําใหสัตวโตชา และมีประสิทธิภาพการเจริญเติบโต

ลดลง (บุญเสรมิ ชีวะอสิระกุล และบุญลอม ชีวะอสิระกุล, 2542) 

 1.4 ผลตอการสืบพันธุ อากาศรอนมีผลทําใหสัตวเพศเมียมีรอบการเปนสัด

ไมแนนอน รวมทั้งสงผลกระทบทําใหอัตราการผสม อัตราการตั้งทอง ความสมบูรณพันธุ 

การพัฒนาตัวออนในชวงแรก อัตราการผลิตน้ํานมลดลง นอกจากนี้ ความรอนยังสงกระทบ

ในสัตวเพศผู มีปริมาณการกินอาหาร ปริมาณอสุจิ และการเคลื่อนที่ของอสุจิลดลง 48% 

(Hansen, 2009) นอกจากนี้ยังสงผลตอการเปลี่ยนแปลงของตอมไรทอ คือ การลดลง

ของฮอรโมนโปรเจสเตอรอน ฮอรโมนเอสโตรเจน และฮอรโมนไทรอยด (Walsh, 2011) 

ซึ่งการเปลี่ยนแปลงของตอมไรทออาจนําไปสูความลมเหลวของระบบสืบพันธุ ไดแก มดลูก 

และการตอบสนองของระบบภูมคิุมกันหลังคลอด ดังภาพ 3 
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ภาพ 3 แสดงผลจากการทีส่ัตวเพศผูและสัตวเพศเมยีที่ไดรับความเครียดจากความรอน 

 ทําใหสงผลทําใหในสัตวเพศผูมปีรมิาณอสุจิ การเคลื่อนที่ของอสุจิ ปรมิาณ 

 การกนิอาหารลดลง และสงผลทําใหสัตวเพศเมยีมอีัตราการผสมตดิ อัตรา 

 การตั้งทอง การพัฒนาตัวออนระยะ blastocyst อัตราการผลตินํ้านมลดลง 

 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Hansen, et al., 2009 

 

2. ผลกระทบทางออม 

 2.1 ผลตอคุณภาพอาหาร สภาพอากาศรอนหรอืแหงแลง อาจสงผลใหพืชบางชนิด 

บางประเภท สะสมสารที่ เปนพิษตอสัตว เชน ไนเตรท เปนตน (บุญเสริม ชีวะอิสระกุล 

และบุญลอม ชวีะอสิระกุล, 2542) 

 2.2 ผลตอโรคและพยาธ ิอากาศรอนชื้นสงเสริมการขยายพันธุของพยาธิภายนอก

และภายในของสัตว เชื้อราและพาหะนําโรค เชน แมลงจะเพิ่มจํานวนไดดีในสภาพอากาศรอน 

ดังนัน้ สัตวที่เลี้ยงในสภาพอากาศรอนจะเสี่ยงตอการเจ็บปวยมากกวาสัตวที่เลี้ยงในเขตอากาศหนาว 

(บุญเสรมิ ชีวะอสิระกุล และบุญลอม ชีวะอสิระกุล, 2542) 
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ความเครียดจากความรอน (Heat stress) 

ในสภาพอุณหภูมสิูงสัตวจะลดกิจกรรมตาง ๆ ลง เพื่อลดปรมิาณความรอนที่สรางขึ้น

ภายในรางกาย ซึ่งผลกระทบจากอากาศรอนสงผลใหสัตวนั้นเกิดสภาวะความเครียดจากความรอน 

(Heat stress) ความเครยีดจากความรอน คือ สภาวะที่สัตวไมสามารถระบายความรอนออกจาก

รางกายได สัตวจะแสดงความเครียดออกมาโดยสังเกตไดจากพฤติกรรมของสัตว เชน 

การแสดงอาการหายใจทางปาก เปนตน ความรอนที่ทําใหโคเกดิความเครยีดมี 2 สาเหตุหลัก ๆ 

ไดแก ความรอนจากสิ่งแวดลอม เชน แสงแดดในชวงฤดูรอน อุณหภูมิสูงขึ้น และความรอน

ภายในตัวสัตว เชน กระบวนการ metabolism ซึ่งโคที่กินอาหารในปริมาณมากกวาปกติ

กระเพาะรูเมนจะเกิดการหมักยอยอาหาร จึงทําใหเกิดความรอนภายในรางกาย (วุฒิไกร บุญคุม 

และคณะ, 2553) ซึ่งความเครียดที่เกิดจากความรอนเปนปญหาสําคัญในประเทศเขตรอนชื้น 

เนื่องจากสงผลโดยตรงตอสุขภาพสัตว ลดประสิทธิภาพการผลิต และลดความสามารถ

ในการถายทอดพันธุกรรม (Dobson and Smith, 2000) 

 

ผลของความเครียดจากความรอน 

ผลของความเครยีดจากความรอน (Heat stress) ทําใหสัตวนั้นไมสามารถระบายความรอน

ออกจากรางกายไดอยางเหมาะสม ในโคนม พบวา สงผลใหปริมาณน้ํานม (Ravagnolo, et al., 

2000) และความสมบูรณพันธุลดลง (Sartori, et al., 2004) ในสุกร พบวา ลดความสมบูรณพันธุ

ของแมสุกรสาว และอัตราการรอดชีวิตของลูกสุกร (Wegner, et al., 2014) ดังนั้น ปจจัย

ดานสิ่งแวดลอมโดยเฉพาะอุณหภูม ิจงึมคีวามสําคัญตอการจัดการฟารม พบวา ผลของความเครยีด

เน่ืองจากความรอนจะรุนแรงมากข้ึน หากเกิดรวมกับความชื้นในอากาศสูง (Wegner, et al., 2016) 

การศึกษากอนหนานี้ โดย Hansen, et al. (2009) ไดทําการศึกษาความเครียดจากความรอน

ตอการสบืพันธุของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม พบวา ผลกระทบของความเครียดที่เกิดจากความรอน

สงผลทําใหปรมิาณอสุจลิดลงถงึ 53% ซึ่งผลสอดคลองกับการศึกษากอนหนานี้ของ Meyerhoeffer, 

et al. (1985) ไดศึกษาเกณฑการประเมินระบบสืบพันธุของโคเนื้อเพศผูเมื่อสัมผัสกับอุณหภูมิ

ที่เพิ่มขึ้น พบวา เม่ืออุณหภูมิสูงขึ้นสงผลทําใหการเคลื่อนที่ของอสุจิลดลงถึง 48% นอกจากนี้ 

Sakatani, et al. (2004) ไดทําการศกึษาผลของความเครียดจากความรอนตอการพัฒนาตัวออน

ของโคในหลอดทดลอง พบวา ความเครียดจากความรอนสงผลทําใหการพัฒนาของตัวออน

ในระยะ blastocyst ลดลงถึง 40% ซึ่งสงผลเสยีตอระบบการผลิต ดังตาราง 1 
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ตาราง 1 แสดงผลการศกึษาความเครยีดจากความรอน 

Effects percentage Reference 

ปรมิาณอสุจลิดลง 53% Hansen, et al. (2009) 

การเคลื่อนที่ของอสุจิลดลง 48% Meyerhoeffer, et al. (1985) 

การพัฒนาระยะ blastocyst ลดลง 40% Sakatani, et al. (2004) 

ที่มา: Meyerhoeffer, et al., 1985; Sakatani, et al., 2004; Hansen, et al., 2009 

 

กลไกการตอบสนองตอความรอนของรางกาย 

สัตวมีความสามารถในการทนรอน และการตอบสนองทางสรีรวิทยาแตกตางกัน 

ซึ่งการวัดอุณหภูมิในรางกายเปนตัวบงบอกถึงการตอบสนองตอความเครียดจากความรอน

และรักษาสมดุลรางกาย (Hansen, 2009) เมื่อสัตวเผชิญกับความรอนหรือความชื้นจาก

สภาพแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูง สงผลทําใหสัตวตองพยายามรักษาสมดุลอุณหภูมิในรางกาย 

(ทัศพร ศิริภักด์ิ และสุภร กตเวทิน, 2557) การตอบสนองตอความรอนของสัตวนั้น จะมีอัตรา

การเตนของหัวใจที่เร็ว และการหายใจที่เพิ่มขึ้น เพื่อกระตุนใหเลอืดสูบฉดีไปยังเสนเลอืดฝอยมากขึ้น 

รวมถงึการขับเหงื่อเพื่อระบายความรอนออกจากรางกาย ในดานระดับเซลล ผิวหนังเปนอวัยวะใหญสุด

ของรางกาย ที่ชวยปกปองโครงสรางอวัยวะภายในจากสภาพแวดลอมภายนอก เชน มลพิษจาก

การกระทําของมนุษย อุณหภูมคิวามช้ืนจากสภาพภูมิอากาศ และการแผรังสี นอกจากนี้ ผวิหนัง

ยังชวยควบคุมน้ํา และการระบายความรอนออกจากรางกาย (วิชาภรณ เลิศวีรพล, 2560) 

ผวิหนัง ประกอบดวย 3 ชัน้ ไดแก ชัน้หนังกําพรา (Epidermis) ชัน้หนังแท (Dermis) และช้ันไขมัน 

(Subcutis) ในผิวหนัง พบวา มีเซลลไฟโบรบลาสตเปนองคประกอบ ซึ่งอยูในสวนของหนังแท 

(Fanny, 2004) ถึงแมวา เซลลไฟโบรบลาสตจะเปนสวนประกอบที่สําคัญของผวิหนัง แตขอมูล

ที่เกี่ยวของกับไฟโบรบลาสตและการตอบสนองตอความเครียดจากความรอนในสัตวยังมนีอย

ความเขาใจที่สําคัญเกี่ยวของกับบทบาททางสรีรวิทยาของผิวหนังจะชวยแกไขการทนรอน 

และกลไกตาง ๆ ภายใตสภาวะความเครยีดที่แตกตางกัน (Singh, et al., 2014) 

 

การตอบสนองตอความรอนของเซลล 

การศึกษาการตอบสนองของเซลลตอความรอนที่รายงานกอนหนานี้ในเซลลของโค หน ู

และมนุษย ชี้ใหเห็นถึงระดับของ HSP (Heat shock protein) ในยีน และโปรตีนภายใตความเครียด

จากความรอน (Collier, et al., 2006) สภาวะเครยีดจากความรอน พบวา เซลลมีการสรางโปรตีน

กลุมแชเพอโรน (Chaperones) ที่เรยีกวา ฮทีช็อคโปรตีน (Heat shock protein, HSPs)  
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1. Heat shock protein (HSPs) 

 ในสภาวะปกติภายในเซลลของสิ่งมีชีวิตจะมีโปรตีนชนิดหนึ่งที่เรียกวา แชเพอโรน

โปรตนี ทําหนาที่ชวยใหโปรตนีอื่น ๆ ที่เซลลสรางขึ้น มกีารทํางานไดตามหนาที่ของโปรตีนแตละชนิด

ไดอยางเหมาะสม (Ellis, 1987; Hartl, 1996; Haslbeck, 2002) และสามารถพบแชเพอโรนโปรตนี 

ในเซลลของสิ่งมีชีวิต ทั้งโปรแครโิอตและยูแครโิอต (Robert, 2003) โดยแชเพอโรนโปรตนีเหลานี้

มีความสําคัญตอการควบคุมสมดุลระหวางการสรางและกําจัดโปรตีนภายในเซลล เม่ือเซลล

เผชิญกับสภาวะเครยีด เชน การเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ การขาดออกซิเจน (hypoxia) การขาดเลือด 

(ischemia) การไดรับรังสี (radiation) การอักเสบ (inflammation) และการติดเชื้อจุลชีพ 

(microbial infection) จะสงผลทําใหเซลลมีการตอบสนองตอสภาวะเครยีดเหลาน้ี โดยการสราง

แชเพอโรนโปรตนีหลายชนิดเพิ่มข้ึน เพื่อชวยรักษาการคงสภาพของโปรตนีภายในเซลล ชวยให

โปรตีนในเซลลที่เสียหายใหกลับมาสูสภาพปกติ และดํารงชีวิตตอไปไดในสภาวะแวดลอมนั้น 

(Sejerkilde, et al., 2003) และชวยยับยั้งการตายของเซลล (apoptosis) (Basirico, et al., 2011) 

เนื่องจากมีการคนพบการทํางานของแชเพอโรนโปรตีน (Chaperones protein) จากเซลลที่ไดรับ

การกระตุนดวยความรอน จึงเรียกแชเพอโรนโปรตีนเหลานี้วา HSP โดย HSP ที่พบในเซลลของ

สัตวเลี้ยงลูกดวยนม อาจแบงไดออกเปน 8 ประเภท โดยแบงตามน้ําหนักโมเลกุล (molecular 

weights) ดังตาราง 2 

 

ตาราง 2 แสดงตําแหนงภายในเซลลและหนาที่ของกลุมฮทีช็อคโปรตนี 

 ในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 

กลุม Heat shock protein ตําแหนงที่อยูภายในเซลล หนาที ่

1. HSP27 (sHSP)  ไซโตซอล, นวิเคลยีส ทําใหไมโครฟลาเมนทมคีวามเสถียรภาพ, 

ปองกันการตายของเซลล 

2. HSP60  ไมโทคอนเดรยี ปองกันการเกาะกลุมของโปรตีน 

3. HSP70 family:   กลุมปองกันการตายของเซลล  

4. HSP72 (Hsp70)  ไซโตซอล, นวิเคลยีส ปองกันการตายของเซลล  

5. HSP73 (Hsc70)  ไซโตซอล, นวิเคลยีส โมเลกุลของแชเพอโรน  

6. HSP75 (mHSP70)  ไมโทคอนเดรยี โมเลกุลของแชเพอโรน 

7. HSP78 (GRP78) เอ็นโดพลาสมกิเรติควิลัม โมเลกุลของแชเพอโรน 

8. HSP90  ไซโตซอล,เอ็นโดพลาสมกิเร

ตคิวิลัม, นวิเคลยีส 

ควบคุมตัวรับฮอรโมนสเตยีรอยด, 

ควบคุมการขนสงโปรตีน 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Kregel, 2002 
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 ซึ่งเซลลที่สราง HSP ในปรมิาณมากจะแสดงถึงการทนตอความรอนไดดี ในกลุมของ 

HSP ทัง้หมด พบวา HSP70 ไวตอการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิมากที่สุด (Kregel, 2002) ดังน้ัน

สามารถใชระดับการแสดงออกของยีน HSP70 จากเซลลเปนตัวชี้วัด (biomarker) การทนตอ

ความรอนของโคเนื้อ (Basirico, et al., 2011) เพราะ HSP70 มีความไวตอการเปลี่ยนแปลง

ของอุณหภูม ิ(Kregel, 2002) โดยเฉพาะสภาพภูมอิากาศที่มีอุณหภูมิสูงจะทําใหเกิดการกระตุน

การสราง HSP70 (inducible Hsp70) ในเซลลมากขึ้น เพื่อใหเซลลมีความสามารถทนตอความรอน 

(thermotolerance) โดยการลดโพลีเปปไทดที่มีความเสียหาย และผิดปกติภายในเซลล 

(Parsell, et al., 1993) นอกจากนี ้HSP70 ยังทํางานรวมกับโปรตีนชนิดอื่น เชน โปรตีน Bcl-2 

โดยมีการศกึษาที่พบวา HSP70 มีผลตอการถอดรหัส (transcription) ของโปรตีน Bcl-2 ซึ่งมีบทบาท

ในการควบคุมกระบวนการตายของเซลล (Wang, et al., 2014) 

2. Heat shock protein 70 (HSP70) 

 ฮทีช็อคโปรตนีชนดินี้มนี้ําหนักโมเลกุลเทากับ 70 กิโลดาลตัน (kDa) ซึ่งมีโครงสราง

ของลําดับนิวคลโีอไทดที่มีเสถยีรภาพสูงมาก เมื่อสิ่งมีชวีติเผชญิกับสภาวะแวดลอมที่มีอุณหภูมิสูงข้ึน 

จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล เชน การชะลอกระบวนการสรางโปรตีนทั่วไป

และโปรตนีที่มีอยูในเซลล ตลอดจนสายโพลีเปปไทดที่อยูระหวางการมวนพับตัว เกิดความผดิปกติ 

ซึ่งนําไปสูการมวนพับกลายเปนโมเลกุลที่ผดิปกติ หรอืเกิดการเกาะกลุมกันเปนกอนของโปรตีน 

ในสภาวะความเครยีดเซลลของสิ่งมีชวีิตจะกระตุนใหสังเคราะห HSP โดยเฉพาะ HSP70 เพิ่มมากข้ึน 

เพื่อชวยในกระบวนการรักษาโมเลกุลโปรตีนใหเกิดการมวนพับตัวที่ถูกตอง ชวยปองกัน

การเกาะกลุมกันของโปรตนี ชวยซอมแซมปองกันเซลลไมใหไดรับความเสียหายจากความรอน

ใหสามารถกลับมาทําหนาที่ไดถูกตองเหมือนเดิม และทําใหเซลลสามารถมีชีวิตตอไปได

ในสภาวะแวดลอมที่มีอุณหภูมสิูง (วชิาภรณ เลิศวรีพล, 2560) 

3. โครงสราง HSP70  

 โครงสรางของโมเลกุล แบงออกเปน 2 สวนหลัก คือ 1) ATPase domain (ABD) 

เปนบริเวณที่อยูดาน N-teminal ของโปรตีน มีขนาดประมาณ 40 kDa 2) Peptide binding domain 

(PBD) เปนบรเิวณที่อยูดาน C-terminal ของโปรตีน มีขนาดประมาณ 25 kDa ทั้งสองถูกแบงดวย 

Hinge region โดยปลายดาน N-teminal จับกับ ATP สวนปลายดาน C-terminal หรอื Carboxyl 

terminal โดย EEVD domain จับกับซับสเตรท (substrate binding/refolding) แลวปลายดาน 

N-teminal จะถูกกระตุนใหเกิด ATP hydrolysis จากนั้นแชเพอโรนอื่น (co-chaperones) 

อีก 3 ประเภท จะเขามาจับและควบคุมการทํางานของ HSP70 ไดแก 1) J-domain คือ HSP40 

ทําหนาที่ในการนําสายโพลีเปปไทดมายังโมเลกุล HSP70 แลวจับกับสวนปลายดาน N-teminal 
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หรือ ATPase domain ใน HSP70 และสงตอสายโพลีเปปไทดมายัง Peptide binding domain 

ที่อยูปลายดาน C-terminal ของ HSP70 2) Nucleotide exchange factors ไดแก GrpE, Bag-1, 

HSP110 และ HSPBP1 เปนโปรตีนที่จับกับ HSP40 และ ADP ทําหนาที่ดึงเอา HSP40 และ ADP 

ออกจาก HSP70 ทําให HSP70 cycle เกิดขึ้นสมบูรณ 3) Tetratricopeptide repeat protein 

ไดแก Hop, Hip, Hdj-1 และ CHIP ทําหนาที่ในการมวนพับสายโพลีเปปไทดใหมใหถูกตอง 

(วชิาภรณ เลิศวรีพล, 2560) 

4. การทํางานของ HSP70  

 การทําหนาที่ของ HSP70 ในเซลลจะมปีระสทิธภิาพตองอาศัยปจจัย 3 อยาง ไดแก 

1) การเพิ่มจํานวน (amplification) และความหลากหลาย (diversification) ของยีนที่ทําหนาที่

สังเคราะห HSP70 2) ใหแชเพอโรนโปรตีนอื่นชวยคัดเลือก HSP70 ที่สามารถทํางานไดอยางเต็มที่ 

3) การทํางานประสานกันระหวางแชเพอโรนโปรตีนชนดิ HSP70 และแชเพอโรนอื่น เพื่อใหทํางาน

ไดกวางข้ึน (broad spectrum) ดังนัน้ ประสิทธภิาพการทํางานของแชเพอโรนโปรตีนชนดิ HSP70 

จงึข้ึนกับการทํางานของแชเพอโรนโปรตีนอื่น และข้ึนกับการประสานงานของแชเพอโรนโปรตีนอื่น 

(co-chaperones) (วชิาภรณ เลิศวรีพล, 2560) 

5. กลไกการตอบสนองของ HSP70 จากความรอน 

 การแสดงออกของ HSP70 70 (HSP70 expression) ในเซลล โดยในไซโทพลาซึม

มี Heat shock factors (HSFs) จะจับกับ heat shock proteins (HSPs) ซึ่งอยูในสภาพไมทํางาน 

(inactive state) เมื่อเซลลไดรับการกระตุนความเครียดจากผูใหความเครียด (stressors) เชน 

สภาพอากาศรอน สภาพอากาศเย็น จากสภาวะแวดลอม จะสงผลทําใหเกิดการกระตุนใหเกิดปจจัย

ที่ทําใหเกิดฮทีช็อค (HSFs) ใหอยูในสภาพทํางาน (active state) และเกดิการแยกตัวจาก HSPs 

จากนั้น HSFs ถูกเติมหมูฟอสเฟตกลุม (phosphorylated, P) เกิดเปน HSF trimer complexes 

โดย HSF trimer complexes เหลานี้จะเขาสูนวิเคลียส และจับกับ heat shock elements (HSE) 

ที่ตําแหนง promoter region ของยีน HSP เพื่อเริ่มกระบวนการ Transcription ไปเปน mRNA–

ของ HSP แลวแปลรหัส (translation) ไปเปน HSP ตัวใหม จากนัน้ HSP ตัวใหมเหลานี้จะจับกับโปรตีน

ที่ถูกความรอนทําลาย (Stress-denatured protein) ใหกลับมาอยูในสภาพสามารถชวยซอมแซม

โมเลกุลภายในเซลลที่เสยีหายได ดังภาพ 4 
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ภาพ 4 แสดงกลไกการสงสัญญาณที่กระตุนการแสดงออกของ HSPs 

 

ที่มา: Kregel, 2002 

 

 ปจจัยที่เกี่ยวของกับการแบงตัวของเซลล ประกอบดวย 2 ปจจัย คือ Morphogens 

(กระบวนการทําใหเซลลที่แบงตัวสามารถจัดระเบียบชวงของการเจรญิเตบิโต) และ Mitogens 

(สารกระตุนที่ไมจําเพาะที่กระตุนใหเซลลเกิดการแบงตัวอยูในรูปของโปรตีน) ปจจัยเหลาน้ี

มบีทบาทสําคัญในการเจรญิเตบิโตของสิ่งชวีติ (Agha, et al., 2016) และเปนสารสําคัญที่หล่ังออกมา

จากเซลลตาง ๆ ในเนื้อเยื่อ ซึ่งสารเหลานี้สามารถสงผลกระทบ และยังควบคุมการขยายตัวของเซลล 

การสงสัญญาณ และการแบงตัวของเซลล (Schuldiner, et al., 2000) มีรายงานวา การแบงตัว

ของเซลล คือ การเพิ่มจํานวนเซลล ซึ่งเกิดขึ้นในสิ่งมีชีวิตทุกชนิด ไมวาจะเปนโปรคารีโอต 

(Prokaryote) หรือยูคาริโอต (Eukaryote) การเจริญเติบโต และการสืบพันธุของสิ่งมีชีวิต

จะมีความเกี่ยวของกับการแบงเซลล ในการแบงเซลลมี 2 กระบวนการ เกิดสลับกันไป คือ 

การแบงตัวของนวิเคลียส (Karyokinesis) และการแบงตัวของไซโทพลาซึม (Cytoplasm) โดยปกติ

เมื่อสิ้นสุดการแบงตัวของนิวเคลียสแลว จะเริ่มการแบงตัวของไซโทพลาสซึมทันที (ลัดดา 

เอกสมทราเมษฐ, 2547) จากขอมูลดังกลาวสอดคลองกับงานวิจัยของ Abdian, et al. (2015) 

ซึ่งไดทําการทดลองโดยใชตัวอยางเซลลไฟโบรบลาสตจากมนุษย (Human dermal fibroblasts; 

HDFs) เปนเซลลชนิด dermis ที่มีตนกําเนิดพบในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันทั้งหมด ซึ่งเปนเซลลที่มี

การแบงตัวที่ดี และสามารถเลี้ยงไดงายในหลอดทดลอง โดยทําการเพาะเลี้ยงเซลลในอาหาร 10% 

FBS-DMEM ประกอบดวย ยาปฏิชีวนะ (penicillin / streptomycin 1%) พบวา เซลลไฟโบรบลาสต
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ที่ทําการเลี้ยงในหลอดทดลอง มีการเจรญิเติบโตถึง 80%-90% นอกจากนี ้Changqing, et al. 

(2014) ไดทําการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตที่ไดจากชิ้นเน้ือใบหูของสุกร พบวา เซลลไฟโบรบลาสต 

มกีารเจรญิเตบิโตอยางตอเนื่องจนถึง 97.8%±1.21% และ 94.9%±0.52% ตามลําดับ 

 ผลจากการศึกษากอนหนานี้ของ Wu, et al. (2017) ไดศึกษาเซลล fibroblast 

ที่ถูกกระตุนดวยความรอน (HS) ในโคเขตรอน (Bos indicus) และโคเขตหนาว (Bos taurus) 

ตอการแสดงออกของ HSP70 ที่ 42 องศาเซลเซยีส พบวา ชั่วโมงที่ 12 ในโคพันธุ Hostein อยูที่ 4.5% 

และโคพันธุ Taiwan yellow อยูที่ 6.5% ผลสอดคลองกับรายงานกอนหนานี้ของ Sheikh, et al. (2016) 

ทําการศึกษาการเสรมิแรธาตุสังกะสี (zinc) ในหลอดทดลองของเซลลเม็ดเลือดขาวในโค พบวา 

มกีารแสดงออกของ HSP70 ในโคพันธุ Sahiwal (Bos indicus) และ โคพันธุ Frieswal (Bos taurus) 

อยูที่ 6.05% และ 4.81% ตามลําดับ ดังตาราง 3 

 

ตาราง 3 แสดงผลการศกึษาการแสดงออกของ HSP70 ในโคเน้ือลูกผสม 

Reference Education HSP70 

Expression/% 

Wu, et al. (2017) ในเซลล fibroblast (HS) 42 องศาเซลเซยีส  

ที่ 12 ช่ัวโมง ของโค Hostein และโค Taiwan 

yellow 

4.5%, 6.5% 

Sheikh, et al. (2016) การเสรมิ zinc ในหลอดทดลองของเซลล   

เม็ดเลอืดขาวในโค Sahiwal และโค Frieswal 

6.05%, 4.81% 

ที่มา: ดัดแปลงจาก Sheikh, et al., 2016; Wu, et al., 2017 



 

บทที่ 3 

 

วธิกีารดําเนินการวจัิย 

 

แผนการทดลอง ขั้นตอน และวธิกีารในการเก็บรวบรวมขอมูล 

1. หมายเลขสัตวทดลอง 

 เลขที่คําขอรับใบอนุญาตใชสัตว UP-AE60-01-01-001 

2. อุปกรณที่ใชในการเพาะเลี้ยงเซลล 

 2.1 กลองจุลทรรศนใชแสงแบบสเตอรโิอ 

 2.2 เครื่องกรองน้ําระบบดไีอ (Deionization system) 

 2.3 เครื่องช่ังสาร ทศนยิม 2 ตําแหนง  

 2.4 เครื่องวัดการดูดกลนืแสง (Spectrophotometer) 

 2.5 เครื่องปนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมไิด (Refrigerated centrifuge) 

 2.6 เครื่องแกวตาง ๆ ไดแก ขวดแกว Duran ขนาด 1000 ml และขนาด 200 ml  

 2.7 จานเพาะเล้ียงเซลลขนาด 60x15 MM (CELL T.C. DISH 60x15 MM) 

 2.8 ตูอบ (hot air oven) 

 2.9 ตูเพาะเลี้ยงเซลล (Laminar air flow cabinet) 

 2.10 ตูบมเชื้อควบคุมอุณหภูมไิด (incubator, CO2) 

 2.11 มีดผาตัด ปากคบี (forceps) และตะเกยีงแอลกอฮอล 

 2.12 Pasteur pipette drop size 3 ml 

 2.13 หมอนึ่งความดัน (Autoclave machine) 

 2.14 พาราฟลม (Parafilm) 

 2.15 พาสเจอรปเปต (Pasture pipette) 

 2.16 ชุดเครื่องมือผาตัด 

 2.17 อุปกรณนับจํานวนเซลล (Hemocytometer) 

3. สารเคมแีละสารตั้งตน 

Material company Catalog number 

3.1 DMEM media Sigma-Aldrich 31600-034 

3.2 Fetal bovid serum Gibco-Invitrogen 10270-106 

3.3 Antibiotic-antimyotic (ABAM) Gibco-Invitrogen 15240-062 
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3.4 Phosphate buffer saline (PBS) Gibco-Invitrogen 21600-010 

3.5 Trypsin-EDTA (0.05%) Gibco-Invitrogen 25200-056 

3.6 Trypan Blue Stain (0.4%) Gibco-Invitrogen 15250-061 

4. อุปกรณที่ใชในการตรวจสอบการแสดงออกของยนีในระดับโมเลกุล 

 4.1 กลองจุลทรรศนใชแสงแบบสเตอรโิอ 

 4.2 เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction: PCR)  

 4.3 เครื่อง gel documentation system พรอมอุปกรณถายภาพเจล 

 4.4 ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอเิล็คโตรโฟรซีสี 

5. สัตวทดลอง 

 ทําศึกษาในโคเนื้อเพศเมียโดยจัดการทดลองแบบ Complete Randomized Design 

(CRD) โดยมี 3 กลุมการทดลอง (Treatment) แตละกลุมการทดลอง มี 3 ซ้ํา (Replication) 

จะใชโคทัง้หมด 9 ตัว ดังตอไปนี้ 

 กลุมที่ 1 โคขาวลําพูนพันธุแท เพศเมีย   จํานวน 3 ตัว  

 กลุมที่ 2 โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส เพศเมยี  จํานวน 3 ตัว  

 กลุมที่ 3 โคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส เพศเมยี  จํานวน 3 ตัว 

 ทั้ง 3 กลุมการทดลองจะถูกฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ความชื้น

ในอากาศ 7% CO2 ในระยะเวลาที่แตกตางกัน คอื 

 6 ช่ัวโมง (42 องศาเซลเซยีส) 

 12 ช่ัวโมง (42 องศาเซลเซยีส) 

 24 ช่ัวโมง (42 องศาเซลเซยีส) 

 48 ช่ัวโมง (42 องศาเซลเซยีส) 

 

แผนการทดลอง 

การศึกษาฮีทช็อคโปรตีน 70 ในเซลลไฟโปรบลาสตของโคเนื้อพื้นเมืองและโคเนื้อ

ลูกผสมพื้นเมือง แบงออกเปน 2 การทดลอง ดังนี้  

การทดลองที่ 1 ทําการศึกษาอัตราการแบงตัว และอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล

ไฟโปรบลาสต (Fibroblast cell) ในโคเนื้อ 3 สายพันธุ 

การทดลองที ่2 ทําการศกึษาการตอบสนองของยนีของเซลลไฟโบรบลาสตในโคเนื้อ 

พื้นเมอืงพันธุแท และลกูผสมพื้นเมอืง ภายใตความเครยีดจากความรอน 
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แผนภาพการดําเนินงาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพ 5 แสดงแผนการดําเนนิงานของงานวจิัย 

 

วธิกีารทดลอง 

การทดลองที่ 1 ศึกษาอัตราการแบงตัว และอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล

ไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมอืง และโคลูกผสมพื้นเมอืง 

1. การเก็บและการเพาะเลี้ยงเซลลของโคที่จะนํามาทําการศกึษา  

 1.1 อุปกรณ 

 1.1.1 มีดผาตัด  

 1.1.2 ปากคบี (forceps)  

 1.1.3 ตะเกียงแอลกอฮอล 

 1.1.4 จานเพาะเชื้อ Petri dish 

การทดลองท่ี 2 

การแสดงออกของยนีของเซลลไฟโบรบลาสตในโคเน้ือลูกผสมพื้นเมือง

ภายใตความเครียดจากความรอน โดยผานการฮีทช็อคที่ระยะเวลา  

0 ช่ัวโมง, 6 ชั่วโมง, 12 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง  

ทําการศกึษาในโคเนื้อเพศเมียทัง้หมด 9 ตัว โดยแบงออกเปน 3 กลุม 

คอื กลุมที่ 1 พืน้เมอืงขาวลําพูนพนัธุแท จํานวน 3 ตัว กลุมที่ 2 โคเน้ือ

พื้นเมืองลูกผสมขาวลําพูนกับแองกัส จํานวน 3 ตัว และกลุมที่ 3 โคเนื้อ

พื้นเมืองลูกผสมขาวลําพูนกับชารโรเลส จํานวน 3 ตัว 

การทดลองท่ี 1   

ศกึษาอัตราการแบงตัว และอัตราการมชีีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต

ในโคเนื้อลูกผสมพื้นเมอืง จํานวน 9 ตัว โดยผานการฮีทช็อคที่ระยะเวลา  

0 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง และ 48 ช่ัวโมง  
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 1.1.5 จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 60x15 MM 

 1.1.6 แอลกอฮอล (95%) 

 1.1.7 พาสเจอรปเปต ขนาด 3 มลิลลิติร 

 1.1.8 ปเปต ขนาด 1 มลิลลิติร 

 1.1.9 Phosphate buffer saline 

 1.1.10 10% FBS+DMEM media 

 1.2 วธิกีารดําเนินงาน 

 ดําเนนิการตดิตอประสานงานไปยังศูนยวจิัยและบํารุงพันธุสัตวพะเยา และศูนยวจิัย

และบํารุงพันธุสัตวแพร เพื่อขออนุมัตสิําหรับคัดเลือกโคเนื้อและเก็บตัวอยาง ดังภาพ 6  

 

 
 

ภาพ 6 แสดงการคัดเลอืกโคเนื้อสําหรับเกบ็ตัวอยางทีศู่นยวจัิยและบํารุงพันธุสัตวพะเยา (A) 

 และศูนยวจิัยและบํารุงพันธุสัตวแพร (B) 

 

 เมื่อคัดเลอืกโคไดแลวทําการเก็บเซลลใบหูของโคจากกลุมการทดลอง โดยนําโค

เขาซองบังคับ แลวทําความสะอาดบริเวณใบหูดวยสําลีชุบ 70% (V/V) ethanol ตัดเซลลใบหู

ขนาด 1 เซนติเมตร นํามาเก็บไวในสารละลาย Phosphate buffer saline (PBS) เพื่อนํากลับมา

เพาะเลี้ยงที่หองปฏิบัติการของสาขาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตรและทรัพยากรธรรมชาติ 

มหาวทิยาลัยพะเยา ดังภาพ 7 
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ภาพ 7 แสดงขั้นตอนการเก็บตัวอยางชิ้นเน้ือจากโคพื้นเมอืง และโคลูกผสมพื้นเมอืง 

 

หมายเหต:ุ A: ทําการคัดเลอืกและบังคับโคเขาซอง 

 B: ทําความสะอาดบรเิวณใบหูของโค 

 C: เก็บตัวอยางช้ินเนื้อจากใบห ู

 D: นําตัวอยางชิ้นเนื้อมายังหองปฏิบัติการ สาขาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร

และทรัพยากรธรรมชาต ิมหาวทิยาลัยพะเยา 

 

 จากนั้นนําเซลลมาทําความสะอาดอีกรอบแลวใชมีดตัดใหเปนชิ้นเล็ก ๆ 

ในสภาพปลอดเชื้อ แลวลางปนตกที่ความเร็ว 3,000 rpm ที่อุณหภูมิหอง เปนระยะเวลา 3 นาที 

ดูดของเหลวสวนบนทิ้งไปทําการลางแบบเดิมดวย PBS อีก 2 รอบ จากนั้นยอยดวย trypsin 

(0.025% (W/V) บมไวที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 5 นาท ีเพื่อใหเซลลหลุดออก 

เปนเซลลเดี่ยว นําเซลลมาลาง Trypsin ออกโดย 10% FBS-DMEM โดยการปนเหวี่ยง

ที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm ณ อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 นาที แลวเติม culture medium 

แลวนําไปเลี้ยงใน CO2 incubator เมื่อเซลลเพิ่มจํานวนนําไปเก็บรักษาโดยการแชแข็งตามวธิีของ 
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Intawicha, et al. (2009) และนําไปตรวจสอบการตอบสนองของยีนและการแสดงออกของยีน 

(Intawicha, et al., 2013; Lo, et al., 2015) 

2. การตรวจสอบอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสม 

 2.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

 2.1.1 Phosphate buffer saline 

 2.1.2 10% FBS+DMEM media 

 2.1.3 Trypsin-EDTA (0.25%) 

 2.1.4 Trypan Blue Stain (0.4%) 

 2.1.5 ปเปต ขนาด 100 ไมโครลติร 

 2.1.6 ฮโีมไซโตมเิตอร (Hemocytometer) 

 2.1.7 กลองจุลทรรศนใชแสงแบบสเตอรโิอ 

 2.1.8 หลอดทดลอง Eppendorf tube 

 2.2 วธิกีารดําเนินงาน 

 เมื่อเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตสําเร็จ ทําการวางแผนการทดลองสําหรับ

ประเมนิอัตราการแบงตัวของเซลล โดยกําหนดการเพาะเลีย้งเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมือง 

และลูกผสมพื้นเมือง ที่ระยะเวลา 0, 24 และ 48 ชั่วโมง เพื่อตรวจนับจํานวนเซลล โดยนํา

ตัวอยางเซลลมาทําความสะอาดดวย Phosphate buffer saline จํานวน 2 รอบ แลวดูดออก 

จากนั้นเติมเอนไซม Trypsin-EDTA (0.25%) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ในจานเพาะเลี้ยงเซลล 

(CELL T.C. DISH 60x15 MM) นําไปบมที่อุณหภูมิ 38.5 (5% CO2 in air) องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 นาที เมื่อครบกําหนดเวลาบม เติม 10% FBS+DMEM media เพื่อหยุดการทํางาน

ของเอนไซม Trypsin-EDTA (0.05%) จากนั้นดูดตัวอยางใสหลอดทดลอง eppendorf แลวนําไป

ปนเหวี่ยงความเร็ว 1,300xg เปนเวลา 3 นาที เทสวนที่เหลือทิ้งใหเหลือตะกอน เติม 10% 

FBS+DMEM media ปรมิาตร 1 มลิลลิติร ขัน้ตอนการตรวจนับเซลลไฟโบรบลาสตดวยการยอมสี 

Trypan Blue Stain (0.4%) โดยสุมดูดตัวอยางในหลอด eppendorf ที่ประกอบดวยเซลลในปริมาตร 

20 ไมโครลิตร ผสม (mix) กับนํ้ายา Trypan Blue Stain (0.4%) อัตราสวน 20:20 จากนั้นเตรียม 

ฮีโมไซโตมิเตอร สําหรับตรวจนับในแตละกลุมการทดลอง โดยฉีดตัวอยางเซลลที่ผานการยอมสี

ดวย Trypan blue stain (0.4%) ปรมิาตร 10 ไมโคลิตร ในฮีโมไซโตมิเตอร และดําเนินการนับจํานวน

บันทึกผล  
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3. การฮทีช็อคเซลลไฟโบรบลาสต 

 3.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

 3.1.1 ตู Incubate CO2 

 3.1.2 ตัวอยางเซลล 

 3.2 วธิดีําเนินการ 

 เซลลไฟโบรบลาสตจะถูกนํามาฮีทช็อค ตามวิธีของ Lee et al. (2016) 

โดยเซลลไฟโบรบลาสตที่เก็บแชแข็งไวจะถูกนํามาละลาย (thawed) ที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 25 วินาที หลังจากนั้นนําตัวอยางเซลลไฟโบรบลาสตมาเพาะเลี้ยงในจานอาหาร

ที่มี 10% FBS DMEM ที่อุณหภูมิ 38.5 (5% CO2 in air) เปนเวลา 24 ชั่วโมง (passage 2) 

จากนัน้เติม Trypsin ใสในจานอาหารเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต เพื่อนําเซลลไปเพาะเล้ียง (1x106 /ml) 

ในจานอาหารที่มี 10% FBS DMEM (passage 3) เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังน้ัน สภาวะการเพาะเลี้ยง

เซลลไฟโบรบลาสตที่ไมฮทีช็อค จะมอีุณหภูมอิยูที่ 38.5 องศาเซลเซียส ความชื้นในอากาศ 5% 

CO2 เปนเวลา 24 ชั่วโมง (control group) โดยการทดลองมีเงื่อนไขการฮีทช็อค ที่อุณหภูมิ 

42 องศาเซลเซยีส ความชื้นในอากาศ 7% CO2 ในระยะเวลาที่แตกตางกัน คอื  

 Control group (38.5 องศาเซลเซยีส) 

 6 h (42 องศาเซลเซยีส) 

 12 h (42 องศาเซลเซยีส) 

 24 h (42 องศาเซลเซยีส) 

 48 h (42 องศาเซลเซยีส) 

 การสกัด RNA สามารถทําไดหลังจากนําตัวอยางเซลลไฟโบรบลาสต

ผานการฮทีช็อคมาแลว ตามวธิขีอง Lee, et al. (2016)  

4. การตรวจสอบอัตราการมชีีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสม 

 4.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

 4.1.1 Phosphate buffer saline 

 4.1.2 10% FBS+DMEM media 

 4.1.3 Trypsin-EDTA (0.05%) 

 4.1.4 Trypan Blue Stain (0.4%) 

 4.1.5 ปเปต ขนาด 100 ไมโครลติร 

 4.1.6 ฮโีมไซโตมเิตอร (Hemocytometer) 

 4.1.7 กลองจุลทรรศนใชแสงแบบสเตอรโิอ 
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 4.1.8 หลอดทดลอง eppendorf tube 

 4.2 วธิดีําเนินการ 

 เมื่อเซลลผานการฮทีช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 ช่ัวโมง, 

12 ชั่วโมง, 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง นําตัวอยางเซลลแตละกลุมการทดลองมาทําความสะอาด

ดวย Phosphate buffer saline จํานวน 2 รอบ แลวดูดออก จากนั้นเติมเอนไซม Trypsin-EDTA 

(0.25%) ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเลี้ยงเซลล (CELL T.C. DISH 60x15 MM) นําไปบม

ที่อุณหภูมิ 38.5 (5% CO2 in air) องศาเซลเซียส เปนเวลา 5 นาที เมื่อครบกําหนดเวลาบม

เตมิ 10% FBS+DMEM media เพื่อหยุดการทํางานของเอนไซม Trypsin-EDTA (0.25%) จากนั้น

ดูดตัวอยางใสหลอด eppendorf แลวนําไปปนตกตะกอน 1,300xg เปนเวลา 3 นาที เทสวนที่เหลือทิ้ง

ใหเหลือตะกอน เติม 10% FBS+DMEM media ปรมิาตร 1 มิลลิลิตร ขั้นตอนการตรวจนับเซลล

ดวยการยอมสี Trypan Blue Stain (0.4%) โดยสุมดูดตัวอยางในหลอด eppendorf ที่ประกอบดวย

เซลลไฟโบรบลาสต ในปริมาตร 20 ไมโครลิตร ผสม (mix) กับน้ํายา Trypan Blue Stain (0.4%) 

อัตราสวน 20:20 จากนั้นเตรียมฮีโมไซโตมิเตอรสําหรับตรวจนับในแตละกลุมการทดลอง

โดยฉีดตัวอยางเซลลที่ผานการยอมสีดวย Trypan blue stain (0.4%) ปริมาตร 10 ไมโคลิตร

ในฮีโมไซโตมิเตอร และดําเนินการตรวจนับจํานวนเซลลและบันทึกผล โดยเซลลที่มีการยอม

ตดิสฟีา จะเปนเซลลที่มีอัตราการรอดชวีติต่ํา 

การทดลองที่ 2 ศกึษาการแสดงออกของยนีในเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสม 

1. การสกัดอารเอ็นเอทั้งหมด (Total RNA) โดยใช RNA extraction kit (Real 

Genomics YRB50) 

 1.1 อุปกรณ 

1.1.1 ชุดสกัด RNA (Real Genomics YRB50) 

1.1.2 ปเปต ขนาด 1 มิลลลิติร 

1.1.3 ปเปต ขนาด 100 ไมโครลติร 

1.1.4 ปเปต ขนาด 10 ไมโครลิตร 

1.1.5 เคร่ืองปนเหวี่ยงความเร็วสูงควบคุมอุณหภูมิได (Refrigerated centrifuge) 

1.1.6 หลอดทดลอง eppendorp 

 1.2 วธิดีําเนินการ 

 นําตัวอยางเซลลที่ผานการฮทีช็อคมาลางดวย PBS  จํานวน 2 ครัง้ จากน้ันเติม 

Trypsin ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ลงในจานเพาะเลี้ยง (Falcon dish) แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ 

38.5 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 5 นาที จากนั้นเติม 10% FBS+DMEM ปริมาตร 1 มิลลิลิตร 
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และนําไปปนตกตะกอน 1,300xg เปนเวลา 3 นาที จากนั้นนําตัวอยางเซลลมาสกัดอารเอ็นเอ

โดยใช RNA extraction kit (Real Genomics YRB50) โดยเติม RBC Lysis Buffer ปริมาตร 100 ไมโครลิตร 

และเติม RB Buffer ปริมาตร 400 ไมโครลิตร จากนั้นเขยาใหเขากันดวยเครื่อง Vortex วางไว

ที่อุณหภูมิหอง 10 นาที เมื่อครบกําหนดดูดสารใสในหลอด Filter column set และนําไปปน

ตกตะกอน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 13,000xg เปนเวลา 2 นาท ีนําสวนที่กรองเสร็จ

เตมิใน RB column set จากนัน้เติมเอทานอล 75 เปอรเซ็นต ปรมิาตร 400 ไมโครลิตร นําไปปน

ตกตะกอน ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส ความเร็ว 13,000xg เปนเวลา 2 นาท ี

 จากนั้นเทสวนที่เปนของเหลวทิ้ง แลวสวม RB column set กลับเขาไปใหม 

เตมิ R-W1 Buffer ปรมิาตร 400 ไมโครลติร แลวนําไปปนตกตะกอน ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ความเร็ว 13,000xg เปนเวลา 1 นาท ีจากนั้นเทสวนที่เปนสารละลายใสทิ้งแลวสวม RB column set 

กลับเขาไปใหม เติม R-Wash buffer ปรมิาตร 600 ไมโครลติร นําไปปนตกตะกอนซ้ํา ที่อุณหภูมิ 

4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 13,000xg เปนเวลา 1 นาที แลวเทสวนที่เปนสารละลายใสทิ้ง 

จากน้ันสวม RB column set กลับเขาไปอีกครั้ง นําไปปนตกตะกอนใหระเหยจนแหง โดยใชระยะเวลา 

3 นาที จากนั้นจึงเติมสารละลาย RNase ปริมาตร 50 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิหอง 

เปนเวลา 3 นาที นําไปปนตกตะกอนความเร็ว 13,000xg เปนเวลา 1 นาที จะไดอารเอ็นเอ

ที่ปรมิาตร 50 ไมโครลิตร เก็บอารเอ็นเอที่ไดไวที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

2. การวัดความเขมขนของอารเอ็นเอ และคุณภาพของอารเอ็นเอ โดยเครื่อง 

Spectrophotometer 

 2.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

 2.1.1 เครื่องวัดการดูดกลนืแสง (Spectrophotometer) 

 2.1.2 ภาชนะใสสาร (Cuvette) 

 2.1.3 น้ํา (Deionized water) 

 2.1.4 Total RNA 

 2.2 วธิดีําเนินการ 

 การปริมาณความเขมขนของอารเอ็นเอ ทําไดโดยการวัดคาการดูดกลืนแสง 

ที่ความยาว 260 นาโนเมตร (A260) และ 280 นาโนเมตร (A280) เครื่อง Spectrophotometer 

ซึ่งปรมิาณอารเอ็นเอ ที่ไดในแตละครั้ง คาดูดกลืนแสงที่อานไดจะมีคาใกลเคยีงกับ 2 ไมโครกรัม

ตอมลิลลิติร แสดงวาปรมิาณความเขมขนของอารเอ็นเอบรสิุทธิ ์
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3. สังเคราะห first-strand cDNA ดวย Tetro cDNA Synthesis Kit (BIOLINE)  

 3.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ  

 3.1.1 ชุด Tetro cDNA Synthesis Kit 

 3.1.2 ปเปต ขนาด 1 มิลลลิติร 

 3.1.3 ปเปต ขนาด 100 ไมโครลติร 

 3.1.4 ปเปต ขนาด 10 ไมโครลิตร 

 3.1.5 เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction: PCR) 

 3.1.6 หลอด PCR ขนาด 0.2 มิลลลิติร 

 3.2 วธิดีําเนินการ 

 ทําการสังเคราะห first strand cDNA โดยใชอารเอ็นเอความเขมขน 1 ug/ml 

เติมสาร 10mM dNTP mix, 5x RT Bufer, RiboSafe RNase, Tetro Reverse Transcriptase 

200 Uni/reaction, น้ํา DEPC และเติมไพรเมอร Random Hexamer (or GSP) บมที่ 25 องศาเซลเซยีส 

นาน 10 นาที ตอมาบมที่ 45 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ตอมาบมที่ 85 องศาเซลเซียส 

และหยุดปฏิกิริยาดวยความเย็นที่ 4 องศาเซลเซียส หลังจากนั้นเก็บที่ 20 องศาเซลเซียส 

เพื่อนําไปเพิ่มปรมิาณของปฏกิิรยิา PCR ตอไป 

4. การศกึษาการตอบสนองของยนีในเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสม 

 4.1 เคร่ืองมอืและอุปกรณ 

 4.1.1 เครื่องเพิ่มปรมิาณสารพันธุกรรม (polymerase chain reaction: PCR) 

 4.1.2 หลอด PCR ขนาด 0.2 มลิลลิติร 

 4.1.3 ปเปต ขนาด 1 มลิลลิิตร 

 4.1.4 ปเปต ขนาด 100 ไมโครลติร 

 4.1.5 น้ํา DI (ผานการฆาเช้ือโดยเครื่อง Autoclave) 

 4.2 วธิดีําเนินการ 

 นําเซลลไฟโบรบลาสตจากการฮีทช็อคมาศึกษาการแสดงออกของยีนโดยใช

ปฏิกิรยิาลูกโซพอลเิมอเรสแบบยอนกลับ (Reverse transcription polymerase chain reaction; 

RT-PCR) ตามวิธีการของ Intawicha et al. (2009) ในการตรวจหาการแสดงออกของยีน 

โดยทําการสกัด total RNAs โดยใช RNA extraction kit (Real Genomics YRB50) โดยนํา cytoplasmic 

RNAs from ของโคเนื้อเพื่อหา first strand cDNA โดยการใช 20 g of total RNA จากนั้นเติม 

2 µl of DNase I, 3 µl DNase I 10× buffer, 0.25 µl of RNasin, 4.75 µl of ddH2O ภายใตอุณหภูมิ 

37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 25 นาที จากนัน้หา PCR homologous cDNA จากฐานขอมูลของ 
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GenBank และตรวจดู PCR product ใน 1.5% agarose ที่ยอมดวย ethidium bromide ภายใต

แสง UV light  

 

ตาราง 4 แสดงไพรเมอรที่ใชสําหรับทํา RT-PCR 

SL. no. Gene Primer sequence Fragment size 

(bp) 

NCBI/Reference 

1 HSP70 F: AACATGAAGAGCGCCGTGGAGG 171 (Bhanuprakash, et al., 2016) 

  R: GTTACACACCTGCTCCAGCTCC   

2 β-ACTIN F: AGGCATCCTGACCCTCAAGTA 95 (Singh, et al., 2014) 

  R: GCTCGTTGTAGAAGGTGTGGT   

ที่มา: Singh, et al., 2014; Bhanuprakash, et al., 2016 

 

ตาราง 5 แสดงขั้นตอนและวธิกีารในการดําเนินการวจิัยและวเิคราะหขอมูล 

แผนงาน 
ป พ.ศ. 2560 ป พ.ศ. 2561 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1 2 3 4 

1. เตรยีมอุปกรณ                 

2. เก็บตัวอยางเซลล                 

3. เพาะเลี้ยงเซลล                 

4. ศกึษาการแบงตัวของเซลล                 

5. การตอบสนองของยีนของเซลล

ไฟโบรบลาสต 
                

6. วเิคราะหการตอบสนองของยนี                 

วเิคราะหขอมูลและเขียนรายงาน                 

 

จรรยาบรรณสัตวทดลอง 

การใชสัตวทดลองของงานวจิัยนี้จะปฏิบัติตามขอกําหนดในจรรยาบรรณการใชสัตว

เพื่องานทดลองทางวิทยาศาสตร สภาวิจัยแหงชาติ และภายใตคําแนะนําของคณะกรรมการ

กํากับดูแลการเลี้ยงสัตวและใชทดลอง มหาวทิยาลัยพะเยา เลขที่ UP-AE60-01-01-001  
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การวเิคราะหทางสถติ ิ

1. อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต 

 ขอมูลการเพาะเลี้ยงเซลลที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 0 ชั่วโมง, 

24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง ถูกนํามาวิเคราะหแบบ (One-way ANOVA) ดวยโปรแกรม R 

(version 3.5.1) และการเปรียบเทียบคาเฉลี่ยระหวางทรทีเมนต โดยวิธดีันแคน (Duncan New 

Multiple Range Test, DMRT) โดยกําหนดความเชื่อมั่นที่ 95% (p-value < 0.05) แสดงวา

มคีวามแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 

2. อัตราการมชีีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสต 

 ขอมูลการประเมินอัตราการมีชีวิตรอดเซลลไฟโบรบลาสตหลังจากถูกฮีทช็อค

ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 0 ชั่วโมง (Control), 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง 

ถูกนํามาวิเคราะหแบบ (One-way ANOVA) ดวยโปรแกรม R (version 3.5.1) และการเปรียบเทียบ

คาเฉลี่ยระหวางทรีทเมนต โดยวิธีดันแคน (Duncan New Multiple Range Test, DMRT) 

โดยกําหนดความเช่ือม่ันที่ 95% (p-value < 0.05) แสดงวามคีวามแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 

 

สถานที่ทําการทดลอง 

1. ศูนยวจิัยและบํารุงพันธุสัตวพะเยา 

2. ศูนยวจิัยและบํารุงพันธุสัตวแพร 

3. หองปฏบิัติการคณะเกษตรศาสตรและทรัพยากรธรรมชาต ิมหาวทิยาลัยพะเยา 

 

ระยะเวลาการทดลอง 

เริ่มการทดลองตั้งแต เดือนมกราคม พ.ศ. 2560 สิ้นสุดการทดลอง เดือนเมษายน 

พ.ศ. 2561 



บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 
 

การศึกษาที่ 1 อัตราการแบงตัว และอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต

ในโคพื้นเมอืงและโคลูกผสมพื้นเมอืง 

1. อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต 

 อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน โคขาวลําพูนแองกัส 

และโคขาวลําพูนชารโรเลส ที่เพาะเลี้ยง 2 ช่ัวโมง หลังจากเริ่มนับเซลลครัง้แรก เทากับ 0.42±0.06, 

0.47±0.05 และ 0.44±0.08 ตามลําดับ (P > 0.05) อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต

ในโคขาวลําพูน โคขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูนชารโรเลส ที่เพาะเลี้ยง 24 ชั่วโมง เพิ่มขึ้น

รอยละ 23.37±0.53, 23.59±0.87 และ 24.08±1.47 ตามลําดับ (P > 0.05) อัตราการแบงตัว

ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน โคขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูนชารโรเลส 

ที่เพาะเลี้ยง 48 ชั่วโมง เพิ่มขึ้นรอยละ 70.65±0.69, 71.04±0.81 และ 71.97±2.15 ตามลําดับ 

(P > 0.05) ดังตาราง 6 

 

ตาราง 6 แสดงอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพ้ืนเมอืงและโคลูกผสม

หลังจากเพาะเลี้ยงที่ระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง 

ชั่วโมงที่เพาะเลี้ยง  

(เซลล/มลิลลิติร) 

% อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต P-value 

WL 

(n = 3) 

WL-AG 

(n = 3) 

WL-CHA 

(n = 3) 

2 h after SCC, (cell/ml) 0.42±0.06 0.47±0.05 0.44±0.08 0.711 

24 h, (cell/ml) 23.37±0.53 23.59±0.87 24.08±1.47 0.702 

48 h, (cell/ml) 70.65±0.69 71.04±0.81 71.97±2.15 0.526 

หมายเหตุ: WL = โคขาวลําพูน, WL- AG = โคขาวลําพูน-แองกัส, WL- CHA = โคขาวลําพูน-

ชารโรเลส 

 SCC: Start counting cell = เริ่มนับจํานวนเซลล 
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2. ลักษณะสัณฐานวิทยาของเซลลไฟโบรบลาสต 

 การศกึษาสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเซลลไฟโบรบลาสต (Fibroblasts cell) 

เปนเซลลที่พบมากสุดในเนื้อเยื่อ ซึ่งมีรูปรางของเซลลขึ้นอยูกับตําแหนงที่พบ อาจมีรูปราง

คลายกระสวยยาว รูปแฉก และมสีวนยื่นยาว ทําหนาที่สรางเสนใยชนิดตาง ๆ โดยการเพาะเลี้ยง

เซลลไฟโบรบลาสต ในโคพื้นเมืองขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสม

ขาวลําพูนชารโรเลส ที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบวา 

เริ่มตนของการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตที่ 0 ชั่วโมง ลักษณะของเซลลไฟโบรบลาสต

เกาะตดิกับจานอาหารเลี้ยงเซลล ซึ่งมรีูปรางเปนรูปกระสวย (วงกลมสฟีา) และมีบางสวนมีลักษณะ

ทรงกลมลอยอยูภายในจานอาหารเลี้ยงเซลล (วงกลมสีแดง) ดังภาพ 8 (Aa, Ba, Ca) เม่ือทํา

การเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบวา รูปรางของเซลลไฟโบรบลาสตมีการแบงตัวเกิดขึ้น

เปน 2 เทาของเซลลเริ่มตน โดยมลัีกษณะเกาะตดิกับจานอาหารเลี้ยงเซลล และมรีูปรางเปนกระสวย 

ดังภาพ 8 (Ab, Bb, Cb) จากน้ันเม่ือเพาะเลี้ยงจนถงึ 48 ชั่วโมง พบวา การแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต

เพิ่มมากขึ้น และเกาะตดิกับจานอาหารเลี้ยงเซลลเตมิจานเพาะเลีย้ง ดังภาพ 8 (Ac, Bc, Cc) 

 

 

ภาพ 8 แสดงสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมอืง 

 และโคลูกผสม เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส 

 

หมายเหต:ุ A: สัณฐานวทิยาของโคขาวลําพูน ระยะเวลา 0 (Aa), 24 (Ab) และ 48 (Ac) ชั่วโมง  

 B: สัณฐานวทิยาของโคขาวลําพูนแองกัส ระยะเวลา 0 (Ba), 24 (Bb) และ 48 (Bc) ชั่วโมง  

 C: สัณฐานวทิยาของโคขาวลําพูนชารโรเลส ระยะเวลา 0 (Ba), 24 (Bb) และ 48 (Bc) ชั่วโมง 
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3. ลักษณะสัณฐานวทิยาการรอดชวีติของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูน 

 หลังจากฮีทช็อคเซลลไฟโบรบลาสตที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจดู

การรอดชีวิต โดยใชน้ํายายอมสี Trypan blue พบวาเซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมขาวลําพูน

เพาะเลี้ยงที่ระยะเวลา 0 ชั่วโมง มีลักษณะเกาะติดกับจานซึ่งมีรูปรางเปนกระสวยตามลูกศรสีแดง 

(ภาพ 9A) หลังจากนั้นเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบวา ในจานเพาะเลี้ยง

เซลลมีลักษณะลอยมีรูปรางทรงกลมตามลูกศรสีแดง (ภาพ 9B) ซึ่งเซลลที่มีลักษณะลอยเปนเซลล

ที่มกีารรอดชวีติต่ํา เม่ือนําตัวอยางเซลลมาตรวจนับและประเมินการมีชวีติรอดดวยนํ้ายายอมส ี

Trypan blue พบวา เซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมขาวลําพูน เพาะเลีย้งระยะเวลา 0 ชั่วโมง 

ยอมติดสีนํ้าเงนินอยกวาเซลลไฟโบรบลาสตที่เพาะเล้ียงระยะเวลา 24 ชั่วโมง ตามลูกศรสแีดง 

ซึ่งเซลลที่ยอมตดิสีน้ําเงินเปนเซลลตาย และเซลลมีลักษณะทรงกลมใสเปนเซลลที่รอดชีวิตสูง 

โดยตรวจนับจํานวนเซลล และนําเสนอในรูปแบบรอยละ (ภาพ 9C, D) 

 

 
 

ภาพ 9 แสดงอัตราการมชีีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสในโคลูกผสมขาวลําพูน 

 เพาะเลี้ยงที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส โดยยอมดวย Trypan blue 

 

หมายเหต:ุ A: สัณฐานวทิยาของเซลลไฟโบรบลาสตกอนฮทีช็อค  

 B: สัณฐานวทิยาของเซลลไฟโบรบลาสตหลังจาก heat shock  

 C-D: ลักษณะเซลลตายหลังจากยอมดวย Trypan blue 
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4. อัตราการมีชีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูนและโคลูกผสมขาว

ลําพูน 

 จากการศกึษาอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมือง และลูกผสม

พื้นเมือง กอนฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส พบวา เซลลไฟโบรบลาสตของกลุม

โคขาวลําพูน กลุมโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และกลุมโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส มีอัตรา

การมีชวีติรอด รอยละ 99.86±0.06, 99.73±0.33 และ 99.92±0.01 ตามลําดับ ไมมีความแตกตางกัน 

(P < 0.05; ตาราง 7) หลังจากฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง 

พบวา เซลลไฟโบรบลาสตของกลุมโคขาวลําพูน มีอัตราการมีชวีติรอดสูงสุด รอยละ 97.73±0.16 

เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และกลุมโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส 

มีอัตราการมีชีวิตรอด รอยละ 96.36±0.35 และ 96.70±0.44 ตามลําดับ (P < 0.01) เมื่อทํา

การฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 48 ชั่วโมง พบวา เซลลไฟโบรบลาสต

ของกลุมโคขาวลําพูน มีอัตราการมีชีวิตรอดสูงสุด รอยละ 93.33±1.90 เมื่อเปรียบเทียบกับ

กลุมโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และกลุมโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส มีอัตราการมีชีวิตรอด

รอยละ 88.88±1.31 และ 89.16±1.37 ตามลําดับ (P < 0.05) ดังตาราง 7 

 

ตาราง 7 แสดงอัตราการมชีีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตของโคพื้นเมอืง 

 และโคลูกผสมพื้นเมอืงหลังจากฮีทช็อคที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส  

 ระยะเวลา 0 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง และ 48 ช่ัวโมง 

ระยะเวลา 

ในการบม 

(ช่ัวโมง) 

% อัตราการมชีวีติรอด P-value 

WL  

(n = 3) 

WL-AG  

(n = 3) 

WL-CHA  

(n = 3) 

0 h, (cell/ml) 99.86±0.06 99.73±0.33 99.92±0.01 0.504 

HS 24 h, (cell/ml) 97.73±0.16a 96.36±0.35b 96.70±0.44b <0.001 

HS 48 h, (cell/ml) 93.33±1.90a 88.88±1.31b 89.16±1.37b <0.05 

หมายเหตุ: ab คือ ตัวอักษรที่แสดงความแตกตางกันในแนวนอนมีความแตกตางกัน

อยางมีนัยสําคัญทางสถติ ิ(P < 0.05)  

WL = โคขาวลําพูน; WL-AG = โคขาวลําพูน-แองกัส; WL-CHA = โคขาวลําพูน-

ชารโรเลส 

 NHS = ไมฮทีช็อค; HS = ฮทีช็อค 
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5. การวเิคราะหคาสหสัมพันธ (Correlation analysis)  

 5.1 คาสหสัมพันธระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงเซลล

ไฟโบรบลาสต 

 จากการศึกษาความสัมพันธระหวางช่ัวโมงของการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต 

และอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน พบวา โคขาวลําพูนที่เพาะเลี้ยง

ในชั่วโมงที่ 0 ถึง 24 ชั่วโมง ระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัวของเซลล

ไฟโบรบลาสตมีความสัมพันธกันในทิศทางเชิงบวก (P = 0.132; ภาพ 10A) ในการเพาะเลี้ยง 

24 ชั่วโมง ถึง 48 ชั่วโมง พบวา ระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัวของ

เซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกันในทศิทางเชงิบวก (P = 0.454; ภาพ 10B)  

 

 
ภาพ 10 แสดงคาสหสัมพันธระหวางช่ัวโมงทีเ่พาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัว 

 ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน  

 

หมายเหต:ุ A: คาความสัมพันธระหวางที่ 0 ชั่วโมง กับ 24 ช่ัวโมง  

 B: คาความสัมพันธระหวาง 24 ช่ัวโมง กับ 48 ช่ัวโมง 
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 ความสัมพันธระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต และอัตรา

การแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส พบวา การเพาะเลี้ยง

ในชั่วโมงที่ 0 ถึง 24 ชั่วโมง ระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัวของเซลล

ไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกันในทิศทางเชิงบวก (P =  0.604; ภาพ 11A) ในการเพาะเลีย้ง 

24 ช่ัวโมง ถึง 48 ช่ัวโมง พบวา ระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัว

ของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกันในทศิทางเชิงบวก (P = 0.545; ภาพ 11B)  

 

 

ภาพ 11 คาสหสัมพันธระหวางช่ัวโมงที่เพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัว 

 ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส 

 

หมายเหต:ุ A: คาความสัมพันธระหวางที่ 0 ช่ัวโมง กับ 24 ช่ัวโมง  

 B: คาความสัมพันธระหวาง 24 ชั่วโมง กับ 48 ช่ัวโมง 
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 ความสัมพันธระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต และอัตรา

การแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส พบวา การเพาะเลี้ยง

ในช่ัวโมงที่ 0 ถงึ 24 ชั่วโมง ระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต 

มคีวามสัมพันธกันในทิศทางเชงิบวก (P = 0.116; ภาพ 12A) ในการเพาะเลี้ยง 24 ช่ัวโมง ถึง 48 ชั่วโมง 

พบวา ระหวางชั่วโมงของการเพาะเลี้ยงกับอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกัน

ในทศิทางเชิงบวก (P = 0.666; ภาพ 12B)  

 

 
ภาพ 12 คาสหสัมพันธระหวางชั่วโมงที่เพาะเลี้ยงกับอตัราการแบงตัว 

 ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส  

 

หมายเหต:ุ A: คาความสัมพันธระหวางที่ 0 ชั่วโมง กับ 24 ชั่วโมง  

  B: คาความสัมพันธระหวาง 24 ชั่วโมง กับ 48 ช่ัวโมง 
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 5.2 คาสหสัมพันธระหวางจํานวนเวลาที่ฮีทช็อคกับอัตราการมีชีวิตรอด

ของเซลลไฟโบรบลาสต 

 จากการศึกษาความสัมพันธระหวางชั่วโมงที่ฮทีช็อค และอัตราการมีชีวิตรอด

ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน พบวา การฮทีช็อคที่ 0 ชั่วโมง ถึง 24 ช่ัวโมง ระหวางช่ัวโมง

ฮีทช็อคกับอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกันในทิศทางเชิงบวก 

(P = 0.178; ภาพ 13A) ในการฮีทช็อคที่ 24 ชั่วโมง ถึง 48 ช่ัวโมง พบวา ระหวางช่ัวโมงฮีทช็อค

กับอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกันในทิศทางเชิงบวก (P = 0.073; 

ภาพ 13B)  

 

 
ภาพ 13 แสดงคาสหสัมพันธระหวางช่ัวโมงที่ฮีทช็อคกับอัตราการมชีวีติรอดของ

เซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน  

หมายเหต:ุ A: คาความสัมพันธระหวางที่ 0 ช่ัวโมง กับ 24 ช่ัวโมง  

 B: คาความสัมพันธระหวาง 24 ชั่วโมง กับ 48 ช่ัวโมง 
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 ความสัมพันธระหวางชั่วโมงที่ฮีทช็อค และอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล

ไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส พบวา การฮีทช็อคที่ 0 ชั่วโมง ถึง 24 ชั่วโมง 

ระหวางชั่วโมงฮีทช็อคกับอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกัน

ในทิศทางเชิงลบ (P = 0.900; ภาพ 14A) ในการฮีทช็อคที่ 24 ชั่วโมง ถึง 48 ชั่วโมง พบวา 

ระหวางช่ัวโมง Heat shock กับอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกัน

ในทศิทางเชิงบวก (P = 0.099; ภาพ 14B) 

 

 
ภาพ 14 แสดงคาสหสัมพันธระหวางช่ัวโมงที่ฮีทช็อคกับอัตราการมีชีวติรอด 

 ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส  

 

หมายเหต:ุ A: คาความสัมพันธระหวางช่ัวโมงที่ 0 กับ 24 ชั่วโมง 

 B: คาความสัมพันธระหวาง 24 ชั่วโมง กับ 48 ช่ัวโมง 
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 ความสัมพันธระหวางชั่วโมงที่ฮีทช็อค และอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล

ไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส พบวา การฮีทช็อคที่ 0 ชั่วโมง ถึง 24 ชั่วโมง 

ระหวางชั่วโมงฮีทช็อคกับอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกัน

ในทิศทางเชิงลบ (P = 0.779; ภาพ 15A) ในการฮีทช็อคที่ 24 ชั่วโมง ถึง 48 ชั่วโมง พบวา 

ระหวางชั่วโมงฮีทช็อคกับอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสต มีความสัมพันธกัน

ในทศิทางเชิงบวก (P = 0.900; ภาพ 15B)  

 

 

 
ภาพ 15 แสดงคาสหสัมพันธระหวางช่ัวโมงที่ฮีทช็อคกับอัตราการมชีวีติรอด 

  ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส  

 

หมายเหต:ุ A: คาความสัมพันธระหวาง ที่ 0 ช่ัวโมง กับ 24 ช่ัวโมง 

 B: คาความสัมพันธระหวาง 24 ช่ัวโมง กับ 48 ช่ัวโมง 

 

y = -0.7143x + 271715

R² = 0.1152

150,000

155,000

160,000

165,000

170,000

151,000 152,000 153,000 154,000 155,000 156,000 157,000 158,000

ฮีท
ช็อ

คที่
 2

4 
ชั่ว

โม
ง

ฮีทช็อคท่ี 0 ชั่วโมง

A

y = 0.0484x + 143210

R² = 0.0242

149,000

150,000

151,000

152,000

153,000

154,000

154,000 156,000 158,000 160,000 162,000 164,000 166,000 168,000ฮีท
ช็อ

คที่
 4

8 
ชั่ว

โม
ง

ฮีทช็อคท่ี 24 ช่ัวโมง

B



40 

การทดลองที่ 2 ศึกษาการตอบสนองของยีนในเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมือง 

และโคลูกผสม 

1. ตรวจสอบการมีอยูของยีน HSP70 ดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR: Polymerase 

Chain Reaction) 

 จากการศกึษาการตอบสนองของยีน Heat shock 70 ในเซลลไฟโบรบลาสต โดยนํา

ดเีอ็นเอมาเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ ดวยเทคนคิ PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน HSP70 โดยให

ชิ้นสวนดีเอ็นเอ HSP70 ขนาด 171 คู หลังจากนั้นนําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพีซีอาร มาแยก

ขนาดดีเอ็นเอ ดวยวิธี Electrophoresis ในอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต จากผลการตรวจสอบ พบวา 

เซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส 

หลังจากฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ชั่วโมงที่ 6, 12 และ 24 ชั่วโมง พบวา เซลล

ไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส 

หลังจากฮทีช็อคที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส ช่ัวโมงที่ 0 ไมมีการตอบสนองตอการแสดงออกของยีน 

HSP70 (ภาพ 16) เมื่อฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เปนระยะเวลา 6 ชั่วโมง, 12 ช่ัวโมง 

และ 24 ช่ัวโมง พบวา เซลลไฟโบรบลาสตของโคทัง้ 3 พันธุ มีการแสดงออกตอยนี HSP70 (ภาพ 16)  

 

 
 

ภาพ 16 แสดงการตรวจสอบการแสดงออกของยนี HSP70 ในเซลลไฟโบรบลาสต 

 ของโคพื้นเมอืงและโคลูกผสมหลังจากฮีทช็อคที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส  

 

หมายเหต:ุ C: ฮทีช็อคกลุมโคขาวลําพูนชารโรเลส ระยะเวลา 6 (C-6) ชั่วโมง, 12 (C-12) ชั่วโมง

และ 24 (C-48) ชั่วโมง  

A: ฮีทช็อค กลุมโคขาวลําพูนแองกัส ระยะเวลา 6 (A-6) ชั่วโมง, 12 (A-12) ชั่วโมง

และ 24 (A-48) ชั่วโมง  

W: ฮีทช็อคกลุมโคขาวลําพูน ระยะเวลา 6 (W-6) ชั่วโมง, 12 (W-12) ชั่วโมง 

และ 24 (W-48) ชั่วโมง 

   M = Marker, NS = Non Heat Shock 
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2. ตรวจสอบการมีอยูของยนีที่ β-actin ดวยเทคนิคพีซีอาร (PCR: polymerase 

chain reaction) 

 จากการศกึษาการตอบสนองของยีนฮทีช็อคโปรตีน β-actin ในเซลลไฟโบรบลาสต 

โดยนําดเีอ็นเอมาเพิ่มปรมิาณดเีอ็นเอ ดวยเทคนคิ PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยนี β-actin 

โดยใหชิ้นสวนดเีอ็นเอ β-actin ขนาด 95 คูเบส หลังจากนั้นนําผลผลิตที่ไดจากปฏิกิริยาพซีีอาร 

มาแยกขนาดดีเอ็นเอ ดวยวิธี Electrophoresis ในอะกาโรสเจล 1.5 เปอรเซ็นต จากผลการตรวจสอบ 

พบวา เซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสมขาวลําพูน

ชารโรเลส หลังจากฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ชั่วโมงที่ 0, 6, 12 และ 24 ชั่วโมง 

มกีารตอบสนองตอการแสดงออกของยนี β-actin (ภาพ 17) 

 

 
 

ภาพ 17 แสดงการตรวจสอบการมอียูของยีน β-actin ในเซลลไฟโบรบลาสตของโคพ้ืนเมอืง 

 และโคลูกผสมหลังจากฮทีช็อคที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส 

 

หมายเหต:ุ C: ฮทีช็อคกลุมโคขาวลําพูนชารโรเลส ระยะเวลา 6 (C-6) ช่ัวโมง, 12 (C-12) ชั่วโมง

และ 24 (C-48) ชั่วโมง  

A: ฮีทช็อค กลุมโคขาวลําพูนแองกัส ระยะเวลา 6 (A-6) ชั่วโมง, 12 (A-12) ชั่วโมง 

และ 24 (A-48) ชั่วโมง  

W: ฮีทช็อคกลุมโคขาวลําพูน ระยะเวลา 6 (W-6) ชั่วโมง, 12 (W-12) ชั่วโมง และ 24 

(W-48) ชั่วโมง  

 M = Marker, NS = Non Heat Shock, β-actin = เปนยนีในกลุมควบคุม 



บทที่ 5 

 

บทสรุป 

 

สรุปผลการวจิัย 

จากการศกึษา พบวา อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตทําการเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

38.5 องศาเซลเซยีส มีอัตราการแบงตัวที่เพิ่มสูงข้ึนในโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส โคลูกผสม

ขาวลําพูนแองกัส และโคพื้นเมืองขาวลําพูน เฉลี่ยอยูที่ 71.97±2.15, 71.04±0.81 และ 70.65±0.69 

เปอรเซ็นต ตามลําดับ 

เม่ือไดรับความรอนที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 0 ชั่วโมง, 24 ชั่วโมง

และ 48 ช่ัวโมง พบวา อัตราการมีชวีิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสตโคขาวลําพูน มีคาเฉลี่ยอยูที ่

(99.86±0.06, 97.73±0.16 และ 93.33±1.90) สูงกวากลุมโคลูกผสมขาวลําพูนชารโรเลส

มีคาเฉลี่ยอยูที่ (99.92±0.01, 96.70±0.44 และ 89.16±1.37) และโคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส

มีคาเฉลี่ยอยูที่ (99.73±0.33, 96.36±0.35 และ 88.88±1.31) 

การแสดงออกของยนี HSP70 ตอความรอนในเซลลไฟโบรบลาสต พบวา การฮทีช็อค

เซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูน ทัง้ 3 สายพันธุ เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซยีส 

ระยะเวลา 6 ชั่วโมง, 12 ช่ัวโมง และ 24 ชั่วโมง มีการแสดงออกของยีน HSP70 แตกตางกัน

ในแตละระยะเวลาที่ไดรับความรอน เมื่อเปรียบเทียบกับยนี β-actin และสามารถนํามาประยุกตใช

เพื่อเปนแนวทางการคัดเลอืกโคลูกผสมที่ทนรอน สําหรับสงเสรมิเกษตรกรตอไป 

 

อภปิรายผลการวจิัย 

การศึกษาสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูน โคลูกผสม

ขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูนชารโรเลส เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส 

ระยะเวลา 0 ชั่วโมง, 24 ช่ัวโมง และ 48 ชั่วโมง มีอัตราการแบงตัวของเซลลเพิ่มขึ้น สอดคลองกับ

งานวิจัยของ Abdian, et al. (2015) ที่ไดทําการทดลองโดยใชตัวอยางเซลลไฟโบรบลาสตจากมนุษย 

(Human dermal fibroblasts: HDFs) เปนเซลลชนิด dermis ที่มีตนกําเนิดพบในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน

ทัง้หมด ซึ่งเปนเซลลทีม่กีารแบงตัวที่ด ีและสามารถเลี้ยงไดงายในหลอดทดลอง โดยทําการเพาะเลี้ยง

ในอาหาร 10% FBS-DMEM ประกอบดวย ยาปฏิชีวนะ (penicillin/streptomycin 1%) เมื่อเซลล

มีการเจรญิเติบโตถึง 80%-90% ทําการแบงเปน 2 กลุม (กลุมที่มีอาหาร bFGF และไมมีอาหาร 

bFGF) พบวา หลังจากการเพาะเลี้ยง HDFs อัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตเพิ่มขึ้น
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ทุก 24 ชั่วโมง แสดงใหเห็นวา ชวงระยะเวลาที่ 24 ถึง 120 ชั่วโมง HDFs ที่เพาะเลี้ยงในอาหารที่มี

และไมมี bFGF มีอัตราการแบงตัวตามปกติ โดยมีการเพิ่มจํานวนสูงขึ้น ปจจัยที่เกี่ยวของกับ

การแบงตัวของเซลล มีตนกําเนิดมาจากสารสําคัญที่หลั่งออกมาจากเซลลตาง ๆ ในเนื้อเยื่อ 

ซึ่งสารเหลานี้สามารถสงผลกระทบตอการควบคุมการขยายตัวของเซลล การสงสัญญาณ 

และการแบงตัวของเซลล (Schuldiner, et al., 2000) นอกจากนี้ การแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสต

ขึ้นอยูกับปจจัย 2 ชนดิ ไดแก Morphogens (กระบวนการทําใหเซลลที่แบงตัวสามารถจัดระเบียบ

ชวงของการเจรญิเติบโต) และ Mitogens (สารกระตุนที่ไมจําเพาะที่กระตุนใหเซลลเกิดการแบงตัว

อยูในรูปของโปรตีน) ซึ่งปจจัยเหลานี้มีบทบาทสําคัญในการเจริญเติบโตของสัตว และในทางการแพทย

ยังชี้ใหเห็นวา ปจจัยการแบงตัวของเซลลเหลานี้สามารถนําไปใชทดลองสําหรับหลายโรค

ของมนุษย (Agha, et al., 2016)  

การศึกษาอัตราการมีชีวิตรอดของกลุมโคลูกผสม โดยนําเซลลไฟโบรบลาสตที่ทํา 

การเพาะเลี้ยงกอนหนานี้ มาบมที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซยีส เปนระยะ 24 ช่ัวโมง และ 48 ช่ัวโมง 

พบวา โคพื้นเมืองขาวลําพูน มีอัตราการมีชีวิตรอดสูงกวากลุมโคลูกผสมพื้นเมืองชารโรเลส 

และกลุมโคลูกผสมพื้นเมืองแองกัส ตามลําดับ (P < 0.05) จากผลการทดลองไดสอดคลองกับ 

Deb, et al. (2014) ซึ่งทําการศึกษาผลของความเครียดจากความรอนในโคสายพันธุ Sahiwal 

(Bos indicus) และโคสายพันธุ Frieswal (Bos indicus × Bos taurus) พบวา โคสายพันธุ Sahiwal 

มอีัตราการมชีีวติรอดสูงกวาโคสายพันธุ Frieswal ซึ่งคลายคลงึกันกับงานวจิัยของ Wu, et al. (2017) 

ไดทําการศึกษาเกี่ยวกับการทนรอนของเซลลไฟโบรบลาสตในโคสายพันธุ Thiwan yellow 

(Bos indicus) และโคสายพันธุ Holstein (Bos taurus) พบวา โคสายพันธุ Thiwan yellow 

สามารถทนรอนดกีวาโคสายพันธุ Holstein  

การรายงานกอนหนานี้ของ อุทัย โคตรดก และคณะ (2549) ทําการศึกษาเปรียบเทยีบ

กลไกทางสรีรวิทยาที่เก่ียวกับการทนรอนระหวางโคเขตรอน (Bos indicus) และโคเขตหนาว 

(Bos taurus) พบวา เมื่อ Temperature humidity index (THI) สูงข้ึน โคพื้นเมืองมีอุณหภูมิรางกาย

โดยวัดจากทวารหนัก ต่ํากวาโคโฮลสไตนฟรีเช่ียน ซึ่งสอดคลองกับ Guaghan, et al. (1999) พบวา 

โคเขตรอนมีอุณหภูมิต่ํากวาโคเขตหนาว เม่ืออยูภายใตสภาวะอากาศรอน ทั้งนี้ยังพบวา โคเขตรอน

มีความสามารถในการควบคุมอุณหภูมิทวารหนักไดดีกวาโคเขตหนาว นอกจากนี้ยังพบวา 

ภายใตสภาวะอากาศรอน อัตราการหายใจของโคโฮลสไตนฟรเีช่ียนสูงกวาโคพื้นเมือง เนื่องจาก

โคจะใชกลไกสรรีวทิยาขจัดความรอนออกจากรางกายผานทางเดินหายใจ ในขณะที่โคพื้นเมือง

ใชการขับเหงื่อเปนชองทางการระบายความรอนออกจากรางกายแทนการหายใจ (อุทัย โคตรดก 

และคณะ, 2549)  
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การศึกษาการตอบสนองของยีนฮทีช็อคโปรตีน HSP70 ในเซลลไฟโบรบลาสต พบวา 

เซลลไฟโบรบลาสตในโคลูกผสมขาวลําพูน โคลูกผสมขาวลําพูนแองกัส และโคลูกผสมขาวลําพูน

ชารโรเลส หลังจากฮทีช็อคที่อุณหภูม ิ42 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 6 ช่ัวโมง, 12 ช่ัวโมง และ 24 ชั่วโมง 

มีการแสดงออกของยีน HSP70 การศึกษากอนหนานี้ของ Collier, et al. (2006) รายงานวา

สาเหตุที่โคกลุม Bos indicus มีความสามารถในการทนรอนไดดีกวาโคกลุม Bos taurus เนื่องจาก

ระดับของ HSP70 ในยีน ซึ่งพบวา เมื่อเซลลอยูภายใตสภาวะความเครียดเนื่องจากความรอน

ทําใหเซลลสรางโปรตีนกลุมแชเพอโรน (chaperones) ที่เรียกวา ฮีทช็อคโปรตีน (Heat shock 

protein, HSP) ซึ่งเปนกลุมที่ชวยรักษาสภาพโปรตีนภายในเชลล (Basirico, et al., 2011) โดยทํางาน

รวมกับยีน HSP70 ซึ่งเซลลที่สรางฮีทช็อคโปรตีนในปริมาณมากจะแสดงถึงการทนตอ

ความรอนไดดี (Kregel, 2002) ดังนั้น สามารถใชระดับการแสดงออกของยีนฮทีช็อคโปรตีน 70 

จากเซลลเปนตัวชี้วัด (biomarker) ความทนตอความรอนของโคเน้ือได (วิชาภรณ เลิศวีรพล, 

2560) 

 

ขอเสนอแนะ 

การศึกษาในครั้งนี้ไดประสบความสําเร็จในการศึกษาการแสดงออกของยีน HSP70 

ในโคพื้นเมือง และโคลูกผสม ภายใตอุณหภูมิความรอน อยางไรก็ตามการศึกษาครัง้นี้ทราบถึง

การแสดงออกของยีน แตยังขาดขอมูลปริมาณของยีน และโปรตีน ดังนั้นผูวิจัยจึงมีแนวคิด

สําหรับศึกษาตอยอด โดยหาปริมาณของยีน HSP70 โดยใชวิธี Real-time PCR และการหา

ระดับโปรตนี โดยใชวิธี Western blotting เพื่อเปนฐานขอมูล และเปนแนวทางในการเพิ่มผลผลิต

โดยการพัฒนา การปรับปรุง และคัดเลอืกพันธุของปศุสัตวไดในอนาคต 
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ภาคผนวก ก การเตรียมสารเคม ี

 

การเตรียมสารเคม ี

 1. การเตรียมสารละลาย Phosphate Buffered Saline (PBS)  

 เตรียมสารละลาย PBS (บริษัท Gibthai) จํานวน 1 ซอง เพื่อเติมลงในขวด Duran 

ที่มนี้ํา DI ปริมาตร 1 ลิตร โดยมีอัตราสวน PBS 1 ซอง: น้ํา DI 1 ลิตร เม่ือเตรียมอุปกรณเสร็จแลว

นําสารละลาย PBS เทลงในขวด Duran จากนั้นผสม (Mix) ใหเขากันจนเขาที่ และนําไปผาน

การฆาเชื้อโดยเครื่อง Auto clave เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการฆาเชื้อนํา PBS (Mix) ตั้งทิ้งไว

ที่อุณหภูมหิองและนําไปเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ2-4 องศาเซลเซยีส ดังตาราง 8 

 

ตาราง 8 แสดงองคประกอบของสารละลาย Phosphate Buffered Saline (PBS) 

 สําหรับชะลางตัวอยางเซลลไฟโบรบลาสต 

สารเคมี ปรมิาณ 

Phosphate Buffered Saline 1 ซอง 

Demineral Water 1 ลติร 

  

2. การเตรยีม Stock อาหารเลี้ยงเซลล 

 เตรยีมสารละลาย DMEM (บรษิัท Gibthai) จํานวน 1 ซอง เพื่อเตมิลงในขวด Duran 

ที่มนี้ํา DI ปรมิาตร 1 ลติร โดยมีอัตราสวน DMEM 1 ซอง: น้ํา DI 1 ลิตร เมื่อเตรยีมอุปกรณเสร็จแลว

นําสารละลาย DMDM เทลงในขวด Duran ตามดวยสารละลาย NaHCO3 ปริมาตร 3.7 กรัม 

ผสม (Mix) ใหเขากันจนเขาที่ จากนั้นเติม ABAM ปริมาตร 10 มิลลิลิตรตอลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 

2-4 องศาเซลเซยีส ดังตาราง 9 

3. การเตรียม 10% FBS + DMEM 

 เม่ือตองการเตรยีมอาหารเลี้ยงเซลล 10% FBS + DMEM ที่ปรมิาตร 200 มิลลิลติร 

สามารถจัดเตรยีมไดดังนี้ นําขวด Duran ขนาด 200 มิลลิลิตร เติม DMEM ปริมาตร 980 มิลลิลิตร 

จากนัน้เติม FBS ปรมิาตร 20 มิลลิลิตร ลงในสารละลายในขวด Duran และผสม (Mix) ใหเขากัน 

นําไปเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ2-4 องศาเซลเซยีส ดังตาราง 9 
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ตาราง 9 แสดงองคประกอบของอาหาร Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) 

 สําหรับเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสต 

สารเคมี ปรมิาณ 

DMEM medium 1 ซอง 

NaHCO3 3.7 กรัมตอลติร 

FBS (Fetal bovine serum) 10 มลิลลิติร 

ABAM (antibiotic-antimycotic) 10 มลิลลิติรตอลติร 

Demineral Water 1 ลติร 

  

ตาราง 10 แสดงองคประกอบของสารเคมสีําหรับตรวจนับจํานวนเซลลไฟโบรบลาสต 

สารเคมี ปรมิาณ 

10% FBS+DMEM 100 มลิลลิติร 

Phosphate Buffered Saline 100 มลิลลิติร 

1% Trypsin-EDTA 10 มลิลลิติร 

Trypan blue  10 มลิลลิติร 

 

ตาราง 11 แสดงองคประกอบของสารสําหรับสกัด Total RNA โดยใช RNA extraction kit 

 (Real Genomics YRB50) 

สารเคมี ปรมิาตรที่ใช (ไมโครลติร) 

RBC Lysis Buffer  100 ul 

RB Buffer 400 ul 

70% ethanol 400 ul 

R-W1 Buffer 400 ul 

R-wash Buffer 600 ul 

RNase 50 ul 
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ตาราง 12 แสดงองคประกอบของสารสําหรับการสังเคราะห first-strand cDNA 

สารเคมี ปรมิาตรที่ใช (ไมโครลติร) 

Total RNA (up to 5ug) or mRNA (up to 5ug)  5 

Random Hexamer (or GSP)  1  

10mM dNTP mix  1  

5x RT Buffer  4  

RiboSafe RNase Inhibitor  1  

Tetro Reverse Transcriptase (200u/ul)  1  

DEPC-treated water*  7  

Total 20 

 

 4. การสังเคราะห first-strand cDNA ดวย Tetro cDNA Synthesis Kit (BIOLINE)  

 เติมสวนผสมทั้งหมดลงในหลอด PCR tube นําตัวอยางหลอดทั้งหมด เขาเครื่อง PCR 

โดยกําหนดอุณหภูม ิและเวลา ดังน้ี 

  Stage ที่ 1 อุณหภูม ิ25 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 10 นาท ี 

  Stage ที่ 2 อุณหภูม ิ45 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี

  Stage ที่ 3 อุณหภูมิ 85 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

  Stage ที่ 4 อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส chill  

 เมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการจัดเก็บ cDNA Produce ที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซยีส 

 

ตาราง 13 แสดงองคประกอบของสารเคมสีําหรับพซีอีาร polymerase chain reaction 

 (PCR) ของยนี HSP70 

สารเคมี ปฏกิริิยาที่ใช (ไมโครลติร) 

Template 2 

primer HSP70-F  0.5 

primer HSP70-R 0.5 

My Taq Red Mix, 2x 12.5 

Water (ddH2O) 10 

Total 25 
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 การทําปฏิกิริยา PCR นําสวนผสมตาง ๆ ใสในเครื่อง Biometra รุน: T professional 

gradient โดยกําหนดอุณหภูม ิและเวลา ดังนี้ 

 สําหรับยนี HSP70 และยนี β-actin 

 Heating  50 องศาเซลเซยีส 2 นาที 

 Predenaturing 95 องศาเซลเซยีส 10 นาที 

 Denaturing  95 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที 

 Annealing  58 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที 

 Extension  72 องศาเซลเซยีส 30 วนิาที 

    72 องศาเซลเซยีส 5 นาที 

 Chili  4 องศาเซลเซยีส   
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ภาคผนวก ข แสดงขั้นตอนการปฏิบัตสิําหรับกระบวนการเลี้ยงเซลล การ Subculture 

cell การแชแข็งเซลล (cell freezing)และการตรวจนับจํานวนเซลล 

 

วธิีการเพาะเลี้ยงเซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมพ้ืนเมอืง 

1. นําตัวอยางชิ้นเน้ือใบหูที่เก็บจากศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวพะเยา และศูนยวิจัย

และทดสอบพันธุสัตวแพร มาทําความสะอาดในหองปฏิบัตกิารสาขาสัตวศาสตร สภาพปลอดเช้ือ

และปฏิบัติในตู Laminar air flow cabinet 

2. นําตัวอยางชิ้นเน้ือมาทําความสะอาด ดวย PBS จํานวน 2 รอบ และนําไปฆาเชื้อ

ดวย Ethyl Alconol 95% จากนัน้นํามดีผาตัดที่ผานการฆาเชื้อ ปลอกบริเวณหนังกําพราออกจนหมด

ใหเหลอืแตสวนหนังกําพรา 

3. ทําการสับช้ินเนื้อใหเปนชิ้นเล็ก ๆ แลวนําไปเล้ียงในจานเพาะเลี้ยงเซลล ขนาด 60x15 MM 

(CELL T.C. DISH 60x15 MM) ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล 10%FBS+DMEM พรอมเขียนช่ือ วัน/เดือน/ป 

ที่ปฏิบัตกิาร 

4. นําจานอาหาร 10% FBS+DMEM ที่มีตัวอยางช้ินเนื้อ ไปเพาะเลี้ยงที่ตู 5% CO2 in air 

ระยะเวลา 2 เดอืน 

 

วธิกีาร Subculture เซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมพ้ืนเมอืง 

แบงออกเปน 2 ข้ันตอน ดังนี้ 

Step 1  

1. ดูดชิ้นเนื้อที่อยูในจานเพาะเลี้ยง ใสใน Tube 15 มิลลิลิตร ทัง้ 2 จานเลี้ยงเซลล 

2. ทิ้งไว 3 นาท ีแลวดูด 10% FBS DMEM เกาออกจาก Tube 15 มลิลลิติร 

3. เตมิ 10% FBS DMEM ใหมเขาไป ปรมิาตร 8 มิลลลิิตร 

4. แบงใสจานเพาะเลี้ยงใหมทัง้หมด 4 จาน แลวนําไปบมที่อุณหภูมิ CO2 ตอไปจนเกิด

การแบงเซลล 

Step 2  

1. ยังคงมีจานเพาะเลีย้ง P0 ที่ยังคงเหลอือยูหลังจากดูดเน้ือเยื่อออก 

2. ใหนํา PBS ปรมิาณ 1 ml ฉะลางในจานอาหารดังกลาว แลวดูดออกโดยชะลาง 2 รอบ 

3. จากนัน้เติม Trypsin ปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงในจานอาหารเพาะเลี้ยง จากนั้นนํา Trip 

ดูด trypsin สวนหน่ึง ขุดในจานอาหาร 

4. นําจานอาหารที่ผานการขุดไปบม CO2 ระยะเวลา 5 นาท ี 
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5. เม่ือครบเวลานําจานอาหารมาสองดู ภายใตกลองจุลทรรศน 

6. จากนัน้เตมิ DMEM ลงในจานอาหารเพื่อทําการหยุด Trypsin  

7. นําเซลลดังกลาวไป Centrifuge ที่ 1300 รอบ 3 นาที 

8. ดูดสารออกใหหมดใหเหลือแตเซลลที่ตกตะกอน แลวทําการเติม 10% FBS DMEM 

หลอดละ 1 ml ทุกหลอด แลวนําไปใสในจานเพาะเลีย้งใหม  

9. เขียน ช่ือ/วันที่/เดือน/ปที่ทํา บนจานเพาะเลี้ยงใหม แลวนําไปบม CO2 ที่อุณหภูมิ 

38.5 องศาเซลเซยีส 

 

วธิกีารแชแข็ง (cell freezing) เซลลไฟโบรบลาสตของโคลูกผสมพ้ืนเมอืง 

1. นําตัวอยางเซลลมาลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ เพื่อใหตัวอยางสะอาด 

2. เตมิ Trypsin ปรมิาตร 1 มลิลลิิตรตอจาน 

3. นําไปบมในตู CO2 ที่อุณหภูม ิ39 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 5 นาท ี

4. เมื่อครบเวลานําจานเพาะเล้ียงมาตรวจดูลักษณะของเซลล  

5. ทําการหยุด Trypsin โดยเติมสาร 10% FBS DMEM ปริมาณ 3 มิลลิลิตร ลงในจาน

อาหาร 

6. ดูดสารและตัวอยางใส eppendorf tube 1.5 มิลลิลิตร นําไปปนเหวี่ยง 1100 g 

เปนเวลา 3 นาที 

7. เตรยีม DMSO และ FBS ใสใน tube เปลา 15 มลิลลิติร อัตราสวน 0.4:3.6 มิลลิลิตร 

(DMSO: FBS) 

8. เม่ือปนเหวี่ยงเสร็จดูดเอา 10% FBS DMEM ออก แลวเติม DMSO ที่ผานการผสมมาแลว 

เตมิใน eppendorf ปรมิาตร 1 มิลลลิติร 

9. ดูดสาร ข้ึน-ลง ชา ๆ และนําไปใสใน หลอด Cryovial 1.8 มิลลลิิตร  

10. นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 คืน จากนั้นนําไปแชใน 

liquid nitrogen  
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ภาคผนวก ค แสดงใหเห็นการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมืองขาวลําพูน 

 โคขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูนชารโรเลส เพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 

 38.5 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา 0, 1 วนั และ 2 วัน   

 

ตาราง 14 แสดงการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพ้ืนเมอืงขาวลําพูน 3 ตัว 

ลําดับ/ตัว 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (วนั) 

0 วัน  1 วัน 2 วัน  

1 122,000 151,000 209,000 

2 123,000 152,000 209,000 

3 123,000 151,000 210,000 

เฉลี่ยรวม 122,667 151,333 209,333 

 

ตาราง 15 แสดงการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูนแองกัส 3 ตัว 

ลําดับ/ตัว 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (วนั) 

1 วัน  2 วัน 3 วัน  

1 124,000 152,000 213,000 

2 124,000 154,000 211,000 

3 125,000 155,000 214,000 

เฉลี่ยรวม 124,333 153,667 212,667 

 

ตาราง 16 แสดงการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูนชารโรเลส 3 ตัว 

ลําดับ/ตัว 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (วนั) 

1 วัน  2 วัน 3 วัน  

1 125,000 155,000 217,000 

2 125,000 157,000 216,000 

3 128,000 157,000 217,000 

เฉลี่ยรวม 126,000 156,333 216,667 
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ภาคผนวก ง แสดงใหเห็นอัตราการมีชีวิตรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมือง

ขาวลําพูน โคขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูนชารโรเลส เพาะเลี้ยง

ที่อุณหภูม ิ42.5 องศาเซลเซยีส เปนระยะเวลา 0, 24 และ 48 ชั่วโมง 

 

ตาราง 17 แสดงอัตราการมชีีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมอืงขาวลําพูน 3 ตัว 

ลําดับ/ตัว 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ช่ัวโมง) 

0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

1 151,801 168,000 151,001 

2 152,701 173,322 150,998 

3 150,901 170,800 146,001 

เฉลี่ยรวม 151,801 170,707 149,333 

 

ตาราง 18 แสดงอัตราการมชีีวติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูนแองกัส 3 ตัว 

ลําดับ/ตัว 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ช่ัวโมง) 

0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

1 150,000 149,996 125,001 

2 153,900 152,001 118,011 

3 153,860 149,001 134,012 

เฉลี่ยรวม 152,587 150,333 125,675 

 

ตาราง 19 แสดงอัตราการมชีวีติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคขาวลําพูนชารโรเลส 3 ตัว 

ลําดับ/ตัว 
ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง (ช่ัวโมง) 

0 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 48 ชั่วโมง 

1 151,870 147,501 133,001 

2 156,890 149,101 127,001 

3 155,900 160,801 123,341 

เฉลี่ยรวม 154,887 152,468 127,781 
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ภาคผนวก จ แสดงตาราง ANOVA สําหรับการวิเคราะหอัตราแบงตัวของเซลล 

ไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมืองขาวลําพูน โคขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูน

ชารโรเลส  

 

ตาราง 20 แสดงผลการวเิคราะหอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพ้ืนเมอืง 

 และโคลูกผสม สําหรับวันที่ 0 

แหลงของ 

ความแปรปรวน 

DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F 

Treatment 2 0.003289 0.001644 0.361 0.711 

Residuals 6 0.027333 0.004556   

Total 8 0.030622    

 

ตาราง 21 แสดงผลการวเิคราะหอัตราการแบงตัวของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพ้ืนเมอืง 

 และโคลูกผสม สําหรับวันที่ 1 

แหลงของ 

ความแปรปรวน 

DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F 

Treatment 2     0.809 0.4043 0.376 0.702 

Residuals 6   6.457 1.0762   

Total 8 7.266    

 

ตาราง 22 แสดงผลการวเิคราะหอัตราการเจริญเตบิโตของเซลลไฟโบรบลาสต 

  ในโคพ้ืนเมอืงและโคลูกผสม สําหรับวันที่ 2 

แหลงของ 

ความแปรปรวน 

DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F 

Treatment 2     2.774 1.387 0.717 0.526 

Residuals 6   11.607 11.607   

Total 8 14.381    
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ภาคผนวก ฉ แสดงตาราง ANOVA สําหรับการวิเคราะหอัตราการมีชีวิตรอดของเซลล

ไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมืองขาวลําพูน โคขาวลําพูนแองกัส และโคขาวลําพูน

ชารโรเลส  

 

ตาราง 23 แสดงผลการวเิคราะหอัตราการมชีวีติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมอืง 

 และโคลูกผสม สําหรับชั่วโมงที่ 0 

แหลงของ 

ความแปรปรวน 

DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F 

Treatment 2 0.06096 0.03048 0.77 0.504 

Residuals 6 0.23753 0.03959   

Total 8 0.298    

 

ตาราง 24 แสดงผลการวเิคราะหอัตราการมชีวีติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมอืง 

  และโคลูกผสม สําหรับชั่วโมงที่ 24 

แหลงของ 

ความแปรปรวน 

DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F 

Treatment 2 3.0307 1.5153 12.85 0.00678 

Residuals 6 0.7077 0.1179   

Total 8 3.738    

 

ตาราง 25 แสดงผลการวเิคราะหอัตราการมชีวีติรอดของเซลลไฟโบรบลาสตในโคพื้นเมอืง

และโคลูกผสม สําหรับชั่วโมงที่ 48 

แหลงของ 

ความแปรปรวน 

DF Sum of Squares Mean Square F Value Pr > F 

Treatment 2 37.38 18.692 7.764 0.0217 

Residuals 6 14.45 2.408   

Total 8 51.830    
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ภาคผนวก ช ข้ันตอนและสูตรการตรวจนับเซลลโคพื้นเมอืง และลูกผสมพ้ืนเมอืง 

 

Step: I (Sub cell culture) 

1. นําเซลลที่ทําการเลี้ยงกอนหนานี้ออกมาเพื่อทําการทดลองนับเซลล 

2. นําจานอาหารมาชะลางดวย PBS จํานวน 2 รอบ แลวดูดออกเพื่อทําความสะอาด 

3. เตมิ Trypsin ปรมิาตร 1 ml ในจานอาหารเลี้ยงเซลล แลวทําการขูดเพื่อทําใหเซลล

ที่เกาะจานหลุด 

4. หลังจากขูดเสร็จนําจานอาหารเลี้ยงเซลลไป บม CO2 ที่อุณหภูมิ 39 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 5 นาที 

5. เม่ือครบกําหนดเวลานําจานอาหารเลี้ยงเซลลไปตรวจเซลล 

6. ทําการ stop Trypsin โดยเตมิ 10% FBS + DMEM ในปรมิาตร 1 ml 

7. จากนัน้ดูดตัวอยางเซลลในจานอาหารใสในหลอด Ependrop  

8. นําตัวอยางในหลอด Ependrop ไป centrifuge 1100 X 3 g 

9. เมื่อเสร็จข้ันตอนทําการดูดเอาสารที่อยูขางบนออกจากนั้นเตมิ 10% FBS + DMEM 

ปรมิาตร 1 ml 

 

Step: II (Dilution) 

1. ทําการ Dilution เซลลในอัตราสวน 25:5 (Trypan blue: cell) เพื่อใหได Final 

volume 30  

2. จากนัน้นําตัวอยางที่ Dilution เสร็จ มาฉดีลงในตารางนับเซลล ขางละ 10 ul  

3. นําไปสองกลองเพื่อนับเซลลตามข้ันตอน 

 

Step: III (Record Data) 

1. เซลลมชีวีติทัง้หมด (Total viable cell); เซลลตายทัง้หมด (Total nonviable cell): 

 1.1 เปอรเซ็นตเซลลมีชวีติ (percentage of viable cell)  

 = (# of viable cell/total # of cell) x 100 

 1.2 คาเฉลี่ยเซลลตอตาราง (Average # of cell /square) 

 = viable/squares 

2. Dilution factor 

 = Final valume / volume of cell 
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3. Concentration (viable cell/ml) 

 = Average # of (cell/square) x Dilution factor x 104 
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ภาคผนวก ซ รูปภาพโครงสรางของฮีทช็อคโปรตีน 70 

 

 
 

ภาพ 18 แสดงแผนที่โครงสรางของฮีทช็อคโปรตีน 70 
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ภาคผนวก ฌ รูปภาพอุปกรณและสารเคมตีลอดงานวจิัย 

 

สวนที่ 1 วัสดุอุปกรณ และสารเคมสีําหรับปฏบิัตกิารเพาะเลี้ยงเซลล 

 

 
 

ภาพ 19 แสดงอุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล (1) 

 

หมายเหต:ุ A: ตูปลอดเชื้อ (Laminar air flow cabinet)  

 B: ชุดอุปกรณผาตัด 

 C: กลองจุลทรรศนใชแสงแบบสเตอรโิอ 

 D: มดีผาตัด เบอร 21 
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ภาพ 20 แสดงอุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล (2) 

 

หมายเหต:ุ A: Pasteur pipette drop size 3 ml 

 B: จานเพาะเลี้ยงเซลลขนาด 60x15 MM (CELL T.C. DISH 60x15 MM) 

 C: หลอด 15 ml Centrifuge Tube 

 D: บมเชื้อควบคุมอุณหภูมไิด (incubator, CO2) 
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ภาพ 21 แสดงอุปกรณสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล (3) 

 

หมายเหต:ุ A: ตะเกยีงแอลกอฮอล 

 B: Laboratory water bath 

 C: ปเปต ขนาด 1-10 มลิลลิติร, 10-100 มลิลลิติร และ 100-1000 มลิลลิติร 

 D: พาราฟลมขนาดไซส M 
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ภาพ 22 แสดงอุปกรณและสารเคมสีําหรับเพาะเลี้ยงเซลล (1) 

 

หมายเหต:ุ A: หลอด Cryovial 

 B: น้ํายาสาร Dimethyl Sulfoxide; DMSO 

 C: แทงใสหลอด Cryovial 

 D: ตูแชแข็งอุณหภูมติ่ํา (Freezer)  
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ภาพ 23 แสดงสารเคมีสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล 

 

หมายเหต:ุ A: สารเคม ีPhosphate buffer saline (PBS) 

 B: สารเคม ีDMEM media 

 C: สารเคมี Antibiotic-antimyotic (ABAM) 

 D: สารเคม ีTrypsin-EDTA (0.05%) 

 

 

 

 

 

 

 



71 
 

 

 
 

ภาพ 24 แสดงอุปกรณและสารเคมสีําหรับเพาะเลี้ยงเซลล (2) 

 

หมายเหต:ุ A: หลอด Eppendorf tube 

 B: สารเคม ีTrypen blue  
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สวนที่ 2 วัสดุอุปกรณและสารเคมสีําหรับปฏบิัตกิารตรวจการมอียูของยนีฮีทช็อค-

โปรตนี 70  

 

 
 

ภาพ 25 แสดงอุปกรณสําหรับการตรวจหาการมอียูของยนี 

 

หมายเหต:ุ A: ปเปตขนาด 0.1-1.0, 1.0-10, 10-100 และ 100-1000 ไมโครลติร  

 B: Tip ขนาด 1, 200 และ 1000 ไมโครลติร 

 C: Eppendorf PCR Tubes 

 D: น้ํา DI ผานการฆาเชื้อ 
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ภาพ 26 แสดงอุปกรณสําหรับการตรวจหาการมอียูของยนี (1) 

 

หมายเหต:ุ A: ชุดสกัด RNA 

 B: ชุดสราง cDNA 

 C: เครื่องปนเหวี่ยงแบบควบคุมอุณหภูมิ 

 D: เครื่องวัดการดูดกลนืแสง (Spectrophotometer) 
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ภาพ 27 แสดงอุปกรณสําหรับการตรวจหาการมอียูของยนี (2) 

 

หมายเหต:ุ A: เครื่องพซีอีาร (polymerase chain reaction: PCR) 

 B: เครื่องปนเหวี่ยง Eppendorf ขนาด 1.5 ml 

 C: ชุดเครื่องมืออะกาโรสเจลอเิล็คโตรโฟรซีสี 

 D: เครื่อง gel documentation system พรอมอุปกรณถายภาพเจล 
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