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Abstract 
 

Amplification refractory mutation system PCR (ARMS–PCR) was designed to detect single 
nucleotide polymorphism (SNP) in cross breed Wagyu thyroglobulin (TG5) gene. The C422T SNP has 
been shown to be related to marbling phenotype. Other detection methods including PCR-Restriction 
Fragment Length Polymorphism (PCR-RFLP) and DNA sequencing have high sensitivity. However, it is 
relatively time-consuming, and high cost compared to ARMS-PCR. Therefore ARMS-PCR technique was 
developed to reduce time and cost for SNPs detection. Genomic DNA extracted from follicles hair was 
used as templates for PCR amplification. Three different genotypes were observed. The samples with 
PCR products of 400 bp and 199 bp indicated homozygous (T/T), those with 400 bp and 275 bp products 
indicated homozygous (C/C) and the ones with three products of 400 bp, 275 bp and 199 bp were 
heterozygous (C/T). The SNP detection by ARMS-PCR was compared with the conventional method of 
PCR-RELP. The results were found to be consistent. This work showed that the ARMS-PCR can be 
successfully applied to the detection of TG5 C422T SNP in cattle. The ARMS-PCR method is more 
economical, easy to perform, and precise genotyping can be observed. Results from this study suggest  
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that ARMS-PCR procedure is a useful technique for SNPs genotyping. ARMS-PCR to detect SNPs of other 
meat quality associated gene will be further developed. 
 
Keywords:   ARMS-PCR, Wagyu crossbreed, marbling, SNP, Thyroglobulin gene (TG5) 
 

บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยนี ้พ ัฒนาเทคนิคปฏิกิร ิยาลูกโซ่โพลิ     
เมอเรสแบบส ี ่ ไพรเมอร ์  Amplification Refractory 
Mutation System–PCR (ARMS-PCR) เพ ื ่ อ ใช ้ ในการ
ตรวจหาสนิปส์ (Single nucleotide polymorphism, 
SNPs) ของยีนไทโรโกลบูลิน (TG5) ที่ตำแหน่งนิวคลีโอ
ไทป์ C422T ซึ่งเป็นยีนที่มีอิทธิพลต่อลักษณะไขมันแทรก
ในโควากิว ปัจจุบันการตรวจหา SNPs ของยีนจะต้องใช้
วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสร่วมกับการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจำเพาะ (PCR-RFLP) หรือวิธีวิเคราะห์ลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(DNA sequencing) ซ ึ ่ ง เป ็นว ิธ ีท ี ่ม ีความจำเพาะสู ง            
มีขั ้นตอนที ่ซ ับซ้อนยุ ่งยาก ค่าใช้จ ่ายสูงและใช้ระยะ
เวลานานเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี ARMS-PCR คณะผู้วิจัย
จึงได้นำเทคนิค ARMS–PCR มาใช้ในการตรวจ SNPs ของ
ยีน TG5 โดยนำตัวอย่างจีโนมิกส์ดีเอ็นเอที ่สกัดจาก        
ขนหางของโคลูกผสมวากิวมาเป็นดีเอ็นเอต้นแบบ จากผล
การทดลองพบว่า ไพรเมอร์ที ่ออกแบบมาใช้ในเทคนิค 
ARMS-PCR สามารถระบุสนิปส์ที่ตำแหน่งนิวคลีโอไทป์ 
C422T ได้ โดยนำผลผลิต PCR มาแยกตามขนาดด้วยวิธี 
อิเล็กโทรโฟริซิส สามารถระบุได้ว่าตัวอย่างดีเอ็นเอจาก  
โควากิวที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอสองแถบขนาด 400 bp และ 
199 bp มีจีโนไทป์เป็นโฮโมไซกัส T/T และตัวอย่างดีเอ็นเอ
ที่ปรากฏแถบดีเอ็นเอขนาด 400 และ 275 bp มีจีโนไทป์
เป็นโฮโมไซกัส C/C ในขณะที่ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ปรากฏ
แถบดีเอ็นเอทั้งสามขนาด 400, 275 และ 199 bp มีจีโนไทป์
เป็นเฮเทอไรไซกัส C/T และเมื ่อเปรียบเทียบผลการ
วิเคราะห์สนิปส์ ด้วยเทคนิค ARMS-PCR กับ วิธีมาตรฐาน 
PCR–RFLP พบว่าให้ผลไม่แตกต่างกัน ซึ่งแสดงให้เห็นว่า
เทคนิค ARMS-PCR ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจสนิปส์ของ

ยีน TG5 ได้อย่างถูกต้อง แม่นยำไม่แตกต่างจากวิธี
มาตรฐาน ทั ้งนี ้ ARMS-PCR เป็นเทคนิคที ่ทำได้ง ่าย 
รวดเร็ว มีค่าใช้จ่ายต่ำกว่าการทำ PCR-RFLP และ DNA 
sequencing ซ ึ ่ ง เทคน ิค ARMS-PCR สามารถนำไป
ประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์สนิปส์ของยีนอื่น ๆ   ที่เกี่ยวข้อง
กับคุณภาพเนื้อโคเพื่อเป็นประโยชน์แก่เกษตรกรในการ
ปรับปรุงพันธุ์ของโคเนื้อต่อไป  

 

คำสำคัญ:   ARMS-PCR  โคลูกผสมวากิว  ไขมันแทรก  
               สนิปส์ (SNP)  ยีนไทโรกลอบูลิน (TG5) 

 
คำนำ 

 
สนิปส์ หรือ Single nucleotide polymorphisms 

(SNPs) คือความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์เพียงหนึ่งหรือ
สองตำแหน่งบนสายดีเอ็นเอที่ทำให้เกิดความแตกต่าง 
และมีผลต่อการแสดงออกของลักษณะที่ปรากฏของสิ่งมชีวีิต 
(Phenotype) (Giardina et al., 2007) ป ัจจ ุบ ันไขมัน
แทรกในกล้ามเนื ้อ ( Intramuscular fat) หรือเนื ้อลาย       
หินอ่อน (Marbling) เป็นตัวบ่งชี ้ในการกำหนดคุณภาพ
และราคาของเนื้อโค โดยปริมาณไขมันแทรกในกล้ามเนื้อ
นั้นถูกควบคุมลักษณะทางพันธุกรรมด้วยยีนหลายยีน ซึ่ง
หนึ่งในนั้น คือ ยีนไทโรกลอบูลิน (Thyroglobulin หรือ 
TG5) ซึ่งมีบทบาทในการควบคุมการทำงานของต่อมไทรอยด์ 
มีความสำคัญต่อเมตาบอลิซึมของไขมัน (Belew et al., 
2003) มีรายงานว่าการเปลี ่ยนแปลงของนิวคลีโอไทด์ 
หร ือสน ิปส์ ท ี ่บร ิ เวณ 5’-untranslated region (5’-
UTR) ที่ตำแหน่ง C422T (Shin and Chung, 2007) ของ
ยีน TG5 มีผลต่อปริมาณไขมันแทรกในกล้ามเนื้อ ปัจจุบัน
การตรวจสนิปส์สามารถทำได้ด้วยวิธีการวิเคราะห์ลำดับ 
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นิวคลีโอไทด์ (DNA sequencing) และวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่
โพลิเมอเรสอาร์เอฟแอลพี (PCR–RFLP) ซึ่งเป็นวิธีที ่ให้
ความจำเพาะ แม่นยำสูง แต่มีความซับซ้อน ยุ่งยาก ใช้
เวลานาน และต้นทุนสูง ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์
ท ี ่จะนำเทคน ิค Amplification refractory mutation 
system–PCR (ARMS–PCR) ท ี ่ ถ ู ก พ ั ฒ น า ข ึ ้ น โ ด ย 
(Newton et al., 1989) มาใช้ในการตรวจสอบ SNPs 
ของย ีน TG5 ท ี ่ตำแหน ่งน ิวคล ี โอไทด ์  C422T โดย
ออกแบบไพรเมอร์ให้มีความจำเพาะเจาะจง เทคนิค 
ARMS-PCR นี้ทำให้การตรวจ SNPs ที่พัฒนาขึ้นมีความ
ประหยัด สะดวก รวดเร็ว และยังสามารถใช้ในการศึกษา
ความผันแปรทางพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตชนิดต่าง ๆ ได้ 
ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อการปรับปรุงพันธุ์และเพิ่มศักยภาพ
ในการผลิตโคเนื้อคุณภาพสูงของเกษตรกรต่อไป 

 
อุปกรณ์และวิธีการ 

 
ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา 

การศึกษาในครั้งนี ้ใช้ตัวอย่างขนหาง (รากขน) 
ของโคลูกผสมวากิวจากฟาร์มของเกษตรกรผู้เลี้ยงโคเนื้อ
โคราชวากิวจำนวน 10 ตัวอย่าง ทำการตัดขนหาง 30-40 
เส้นด้านที่เป็นรากขนให้มีความยาวประมาณ 0.3-0.5 ซม. 
ใส่ในหลอด 1.5 มล. ต่อการสกัด 1 ตัวอย่าง แล้วเติม 
Tris-NaCl-Tween buffer 1 มล. ใส่ในหลอดที่มีขนหาง 
เพื่อทำความสะอาดและกำจัดสิ่งปฏิกูลต่อไป 
 
การสกัดดีเอ็นเอ 

  นำตัวอย่างรากขน ที่ล้างสะอาดแล้วมาสกัด
สารพันธุกรรม หรือ Genomic DNA (gDNA) ด้วยชุดสกดั 
DNA GF-1 Blood DNA Extraction (VIVANTIS, Malaysia) 
โดยปฏิบัติตามคู่มือวิธีการสกัดของชุดสกัด  จากนั้นนำ 
gDNA ที่สกัดได้มาทำการวัดความเข้มข้นและความบริสุทธิ์
ด ้ วยเคร ื ่ อง Nanodrop spectrophotometer (Thermo 
Scientific, USA) โดยค่าปริมาณความเข้มข้นของสาร
พันธุกรรมจะอยู่ที่ 10-100 ng/μl และค่าความบริสุทธิ์ 

(OD260/280) จะอย ู ่ท ี ่  1 .80 -1.90 จากน ั ้นนำสาร
พันธุกรรมเก็บรักษาไว้ที ่อุณหภูมิ -20°ซ. เพื่อใช้ในการ
วิเคราะห์ต่อไป 
 
การตรวจจีโนไทป์ของยีน TG5 ด้วยวิธี ARMS-PCR  
 การตรวจหาสนิปส์ C422T ของยีน TG5 ด้วยวิธี 
ARMS–PCR จะใช้ไพรเมอร์จำนวน 4 เส้น (Table 1)         
ที่ถ ูกออกแบบจากลำดับนิวคลีโอไทด์ของโคที ่ได้จาก
ฐานข้อมูล GenBank accession X05380 โดยที่ไพรเมอร์ 
Forward inner แ ล ะ  Reverse inner นั้ น ท ำ ใ ห ้ เ กิ ด
ความจำเพาะในการตรวจสนิปส์ C422T โดยมีการ 
Optimize ตำแหน่งที่ -3 จากปลาย 3´ ของไพรเมอร์ และ
ตำแหน่งสุดท้ายของปลาย 3´ ให้เหมาะกับสนิปส์ C422T 
จากนั้นนำตัวอย่าง gDNA ของโคที่ทราบลักษณะจีโนไทป์
ของสนิปส์ C422T (Homozygous T/T, Homozygous 
C/C และ  Heterozygous C/T) มา ใช ้ ศ ึ กษาสภาวะ          
ที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะห์ด้วยวิธี ARMS-PCR โดย
ศึกษาหาอุณหภูม ิและระยะเวลาที ่เหมาะสมสำหรับ
ขั้นตอน Primer annealing นอกจากนี้ยังศึกษาหาความ
เข้มข้นที ่เหมาะสมของไพรเมอร์ Mg+2 และ Taq DNA 
polymerase ด้วย เมื่อได้สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการ
ทำปฏิกิริยา PCR ของไพรเมอร์แต่ละคู่แล้ว นำไพรเมอร์
ทั้ง 4 เส้นรวมกันเพื่อทำปฏิกิริยาแบบ Multiplex PCR 
และตรวจสอบผลผลิต PCR ด้วย 2.5% Agarose gel 
electrophoresis  
 
การตรวจจีโนไทป์ของยีน TG5 ด้วยวิธี PCR-RFLP 
 นำผลผล ิต PCR ท ี ่ ได ้จากปฏิก ิร ิยา PCR ด้วย 
Forward outer primer และ Reverse outer primer มาตัด
ด ้วยเอนไซม์ Xholl (VIVANTIS, Malaysia) โดยปฏิก ิร ิยา      
ในการตัดด้วย Enzyme ประกอบด้วย 1X Buffer V2, PCR 
product ไม่น ้อยกว่า 50 ng และ 1.0 unit Xholl บ่มที่
อ ุณหภูมิ 60°ซ. เป็นเวลา 3 ชั ่วโมง หลังจากนั ้นทำการ
ตรวจสอบชิ้นส่วน DNA ที่ได้จากการตัดด้วย Restriction 
enzyme ด้วย 3% Agarose gel electrophoresis 
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Table 1   Sequences of primers used for PCR and ARMS-PCR amplification of TG5 gene 
 

Primer name Primer sequences (5’-3’) 
Forward outer ATTGCTAGGAGGGAAGGAAGGAGCATGG 

Reverse outer AATCTTGTGGAGGCTGTAGGGGAGCAGA 
Forward inner                    GGTTTGATCCCTGGGTTGGGAAGGTT 

Reverse inner AGTGGGTAGCCATTCCCTTCTCCAGCGG 
 

Underlines are nucleotide at the position -3 from the 3’ ends of both forward inner and revers inner primers designed to make 
them more specific for each allele. 

 

   (A)                 (B) 

 

 

 

 

 

 
Figure 1    Schematic summary of ARMS-PCR primer design different colors indicate different  

                primers participating in the PCR reaction. Green: outer primers; orange: inner C-allele- 
                specific primer; blue: inner T-allele-specific primer; (A) binding of primers for the  
                wildtype (C allele), (B) binding of primers for the T mutant allele Adaped from              
                Medrano and Oliveira (2014) 

 

 
 
 
 

 
 
 
 



วารสารวิจัยและสง่เสริมวิชาการเกษตร 41(1): 82-90 
 

86 

ผลการวิจัย 
 

 นักวิจัยได้ทำการพัฒนาวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิ 
เมอเรสแบบส ี ่ ไพรเมอร์  (Tetra-primer ARMS-PCR) 
สำหรับการตรวจวิเคราะห์ SNP ของยีน TG5 ที่ตำแหน่ง 422 
ในโควากิวและโคลูกผสมวากิว โดยได้เปรียบเทียบผล      
การทดลองระหว่างการใช้การตัดด้วยเอนไซม์ตัดจำเพาะ 
(PCR-RFLP) และ ARMS-PCR เพื่อทดสอบความแม่นยํา
และความถูกต้องของวิธี ARMS-PCR 
 เมื่อเปรียบเทียบผลจากการใช้ PCR-RFLP และ 

ARMS-PCR ของตัวอย่างโควากิวที่ ไม ่ทราบจีโนไทป์
จำนวน 7 ต ัว  (Unknown genotype) และต ัวอย ่ า ง       
โควากิวที่ทราบจีโนไทป์ (Control known genotype) 
จำนวน 3 ตัว (Figure 2) พบว่าการใช้วิธี ARMS-PCR ใน
การวิเคราะห์ SNP ของยีน TG5 มีความแม่นยำและ
ความจำเพาะไม่แตกต่างจากวิธีดั้งเดิม PCR-RFLP โดย
แถบดีเอ็นเอที ่ได้มีขนาด 400 bp (Reference band) 
และ 199 bp (T specific band) สำหรับตัวอย่างที่เป็น 
T/T จ ี โ น ไทป์  และแถบด ี เ อ ็ น เ อขนาด  400  bp 
(Reference band) แ ล ะ  275 bp (C specific band) 
สำหรับตัวอย่างที ่เป็น C/C จีโนไทป์ และดีเอ็นเอแบน
ขนาด 400 bp (Reference band) 199 bp (T specific 
band) และ 275 bp (C specific band) สำหรับตัวอย่าง
ที ่ เป ็น C/T จีโนไทป์ ซ ึ ่งจากงานวิจ ัยของ Barendse 
(1999) พบว่าโคที่มีเครื ่องหมายทางพันธุกรรมของยีน 
TG5 เป็น T/T และ C/T จะมีความสัมพันธ์กับลักษณะ
ไขมันแทรกในกล ้ามเน ื ้อส ูงกว ่าโคที่ม ี เคร ื ่องหมาย           
ทางพันธุกรรมเป็น C/C อย่างมีนัยสำคัญ  
 

วิจารณ์ผลการวิจัย 
 

การตรวจสอบความถูกต ้องของว ิธ ี Tetra-
primer ARMS-PCR ที่พัฒนาขึ้นสำหรับในการตรวจยีน 
TG5 ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับคุณภาพเนื้อที่มีความสำคัญ
ในทางปศุสัตว์เพื่อใช้ในการเป็น Biomarker สำหรับการ

คัดเลือกพันธุกรรมที ่ดีและลักษณะที่พึงประสงค์ของ          
โคเนื้อ ดังนั้นจึงมีการวิจัยเพื่อออกแบบวิธีการตรวจสอบ       
จีโนไทป์เพื่อศึกษาความแตกต่างของนิวคลีโอไทด์ในโคเนื้อ 
โดยในอดีตนักวิจัยได้ใช้เทคนิคต่าง ๆ เช่น การใช้เอนไซม์
ตัดจำเพาะ (PCR–RFLP methods) การหาลำดับนิวคลีโอไทด์ 
(DNA sequencing) และวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรส
แบบสี ่ไพรเมอร์  (Tetra-primer ARMS-PCR) เพื ่อใช้
ตรวจสอบ SNP หรือความแปรผันของลำดับดีเอ็นเอ โดย
ปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบสี่ไพรเมอร์ถือว่าเป็นวิธีการ
สำหรับการตรวจสอบจีโนไทป์ที่ได้ผลรวดเร็วและสะดวก
ที่สุด เนื่องจากการหาลำดับนิวคลีโอไทด์เป็นวิธีที่ยุ่งยาก
ใช้เวลานาน ราคาสูง และยังต้องใช้ผู้ที่มีความชำนาญทาง
เทคนิคอนูชีววิทยาสูงอีก ส่วนวิธีการใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ
ต้องอาศัยความจำเพาะของเอนไซม์ จึงต้องมีจุดตัดของ
เอนไซม์ในบริเวณที ่ เกิดสนิปส์หรือบริเวณใกล้เค ียง             
ที่เอนไซม์จะใช้เป็นจุดจดจำจึงเกิดข้อจำกัดในการเลือกใช้
เอนไซม์และอาจไม่มีเอนไซม์ตัดจำเพาะที ่จะใช้ในการ
ตรวจวิเคราะห์ตำแหน่งที่ต้องการได้  

จากงานวิจัยที ่ผ่านมาได้มีการใช้เอนไซม์ตัด
จำเพาะ Xholl ในการตรวจสอบสนิปส์ที ่บริเวณ 5’-
untranslated region (5’-UTR) ตรงตำแหน่งนิวคลีโอไทด์ 
C422T โดย Shin and Chung (2007) ได ้ รายงานว่ า  
ตำแหน่งดังกล่าวมีผลต่อปริมาณไขมันแทรกในกล้ามเนื้อ
ของโคเน ื ้อวาก ิว แต่ว ิธ ีน ี ้ย ังม ีข ้อจำก ัดหลายอย่าง          
เมื ่อเปรียบเทียบกับวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบ     
สี่ไพรเมอร์ซึ่งมีความรวดเร็วในการทดสอบ แม่นยำ และ
ประหยัดทั้งเวลาและค่าใช้จ่ายในการตรวจสอบสนิปส์ 
(Dodgson et al., 1997) และ Etlik et al. (2011) ได้
ทำการศึกษาวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบสี่ไพรเมอร์
เปรียบเทียบกับวิธีการใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ Real time 
PCR และการหาลำดับนิวคลีโอไทด์พบว่าเทคนิคดังกล่าว
ให้ความถูกต้องและแม่นยำไม่แตกต่างกัน แต่วิธีปฏิกิริยา
ลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบสี ่ไพรเมอร์ ได้เปรียบในแง่ของ
ประหยัดเวลาและต้นทุนในการวิเคราะห์ อีกทั้งยังสามารถ
ใช้ได้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ 
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ดังนั้นปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบสี่ไพรเมอร์ 
ARMS-PCR จึงถูกพัฒนาขึ้นในการศึกษาในครั้งนี้ เพื่อ
ตรวจสอบสนิปส์ในโควากิวและโคลูกผสมวากิวเพราะเป็น
วิธีที่ใช้ได้ง่ายและสะดวกกว่าวิธีแบบดั้งเดิม คือ การใช้
เอนไซม์ตัดจำเพาะเนื่องจากเอนไซม์มีราคาแพงและต้อง
นำเข ้าจากต ่างประเทศอีกท ั ้ งการต ัดด ้วย เอนไซม์
จำเป ็นต้องบ่ม (Incubation) เอนไซม์ก ับ DNA ซึ ่งใช้
เวลานาน 2-3 ช ั ่ ว โมง  โดยการศ ึกษาในคร ั ้ งนี้ ได้
ทำการศึกษาโคที่มีจีโนไทป์ทั้ง 3 ชนิด คือ Homozygous 
T/T และ C/C และ Heterozygous T/C และได้ม ีการ
ทวนสอบเทคนิคที ่พัฒนาขึ ้นเปรียเทียบกับวิธี การใช้
เอนไซม์ตัดจำเพาะ (Figure 2) พบว่าผลทั้งสองวิธีมีความ
สอดคล้องกัน 100% แสดงให้เห็นว่าทั้งสองวิธีนี ้ให้ผล        
ที่ไม่แตกต่างกัน 

วิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอเรสแบบสี ่ไพรเมอร์  
(Tetra-primer ARMS-PCR) ที่อธิบายไว้ข้างต้นมีวิธีการ
ที่สามารถทำได้ง่าย รวดเร็ว มีความแม่นยำเชื่อถือได้ อีก
ทั้งยังประหยัดค่าใช้จ่ายและเวลาในการวิเคราะห์ และยัง
สามารถใช้สําหรับการศึกษาจีโนไทป์ที่มีจำนวนตัวอย่างน้อย
และมากได้อีกด้วย ซึ่งที่ผ่านมางานวิจัยของ Nicol et al. 
(2001) ได้ทำการศึกษา SNPs C422T ของยีน TG5 ในโค
สายพันธุ์ต่าง ๆ พบว่าตัวอย่างโคสายพันธุ์วากิวที่ทำการ
ทดสอบมีเครื่องหมายทางพันธุกรรมเป็น T/T และ C/T 

ซึ ่งม ีความสัมพันธ์ก ับลักษณะไขมันแทรกสูงกว่าโค      
สายพันธุ์วากิวที่มีเครื่องหมายทางพันธุกรรมเป็น C/C อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ และงานวิจัยของ Barendse et al. 
(2004) พบว ่ า โคล ูกผสมแองก ัสและชอตฮอร ์นมี
ความสัมพันธ์ระหว่างคุณภาพเนื้อไขมันแทรก (Marbling 
score) กับยีน TG5 อย่างมีนัยสำคัญ ในอนาคตผู้วิจัยจะ
ทำการศึกษาความสัมพันธ์ของเครื ่องหมายพันธุกรรม 
T/T, C/T และ C/C ในโคลูกผสมของไทยต่อไป  

นอกจากนี ้คณะผู ้วิจัยยังได้มีการประยุกต์ใช้
เทคนิค Tetra-primer ARMS-PCR ในการตรวจสนิปส์
ของยีนอื ่น ๆ ที ่เกี ่ยวข้องกับคุณภาพเนื้อโคเช่น ยีนที่มี
อ ิทธ ิพลต ่อไขม ันแทรกในกล ้ ามเน ื ้ อโค  ได ้แก ่  ยีน 
Diacylglycerol O-acyltransferase 1 (DGAT1) (Anton      
et al., 2011) ย ี น Fatty acid binding protein 4 (FABP4) 
(Ardicli et al., 2017) ยีนที่มีอิทธิพลต่อความนุ่มเนือ้โค ได้แก่ 
ย ี น  Calpastatin (CAST) (Schenkel et al., 2006)  ยี น 
Calpain (CAPN) (Rincon and Medrano 2006) และยีนที่มี
อิทธิพลต่อประสิทธิภาพการให้อาหาร (Feed efficiency) 
ได ้แก่ Neuronal Differentiation 1 (NEUROD 1) (Oliveira 
et al., 2016) ยีน Growth hormone receptor (GHR) (Al-
Husseini et al., 2014) ซึ ่งจะเป็นประโยชน์ต่อเกษตรกร 
และนักปรับปรุงพันธุ์ เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิต
เนื้อโคขุนเกรดพรีเมียมต่อไป 
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Figure 2:   Comparison of the ARMS-PCR and PCR-RFLP methods. (A) Genomic DNA was used for ARMS- 

                PCR method; (B) Estimating genotyping size of PCR-RFLP, for the three SNP genotypes, T/T,  
                C/T and C/C; (C) Genomic DNA was used for PCR-RFLP method M: 100 bp DNA ladder. 
 

สรุปผลการวิจัย 
 

 จากผลการศึกษาครั ้งนี ้พบว่าเทคนิค Tetra-
primer ARMS-PCR ที่คณะผู้วิจัยได้พัฒนาขึ้นสามารถใช้
ตรวจวิเคราะห์ สนิปส์ของยีนไทโรกลอบูลิน (TG5) ได้
อย่างถูกต้องและแม่นยำ ไม่แตกต่างจากวิธีดั้งเดิม คือ การ
ใช้เอนไซม์ตัดจำเพาะ (PCR-RFLP) ทั้งนี้เทคนิค ARMS-
PCR เป็นวิธีที่ง่าย ได้ผลรวดเร็ว ราคาถูก และมีประสิทธิภาพ 
การพัฒนา ARMS-PCR สามารถนำไปประยุกต์ใช้ในการ
ตรวจสนิปส์ของยีนอื่น ๆ ที่เกี่ยวข้องกับคุณภาพเนื้อได้
อย่างแม่นยำและรวดเร็ว 
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