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การศึกษายีนที่มีความสัมพันธ์กับโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ 
และอัณฑะทองแดงในสุกร

Association study of candidate genes with scrotal hernia  
and cryptorchidism in pigs
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บทคดัย่อ: การศกึษาครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ตรวจหาความสมัพนัธ์ระหว่างรปูแบบยนี Follicle stimulating hormone beta  
(FSHB), Insulin like -3 (INSL3), Steroidogenic factor -1 (SF-1) และยีน Mullerian inhibiting substance (MIS)   
กบัโรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะและอณัฑะทองแดงในสกุร โดยใช้ตวัอย่างสกุรจ�ำนวน 257 ตวั แบ่งสกุรออก 3 กลุม่ คอื สกุรปกติ 
(ไม่มีพันธุ์ประวัติการให้ลูกเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง) สุกรเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ และสุกรเป็น 
โรคอัณฑะทองแดง จ�ำนวน 75, 82 และ100 ตัว ตามล�ำดับ ตรวจสอบรูปแบบยีนของยีน FSHB ด้วยเทคนิค PCR,  
ยีน INSL3, SF-1 ด้วยเทคนิค PCR-SSCP และยีน MIS ด้วยเทคนิค PCR-RFLP และวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่าง 
รูปแบบยีนกับโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงด้วยวิธี Logistic regression จากการศึกษาพบว่ารปูแบบยนี 
ใน  FSHB  และ MIS มีความสัมพันธ์กับการเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง (P<0.05) และยีน INSL3  
มคีวามสมัพนัธ์กบัการเป็นโรคอณัฑะทองแดง (P<0.05) ซึง่ยนีดงักล่าวมหีน้าทีเ่กีย่วข้องกบัการเปลีย่นแปลงและเคลือ่นที่
ของอณัฑะซึง่อาจมกีลไกทางพนัธกุรรมทีเ่ป็นผลเนือ่งจากการท�ำงานของยนีร่วมกนั ส่งผลให้เป็นโรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะและ
อัณฑะทองแดง ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาต่อไประดับโมเลกุลของยีนดังกล่าวเพื่อที่พัฒนาไปใช้เป็นเครื่องหมายพันธุกรรม
ในระดับอุตสาหกรรมการผลิตสุกรต่อไป
ค�ำส�ำคัญ: ยีน, รูปแบบของยีน, สุกร, โรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ, โรคอัณฑะทองแดง

ABSTRACT: This study proposed to investigate the associations between Follicle stimulating hormone beta (FSHB), 
Insulin - like 3 (INSL3), Steroidogenic factor-1 (SF-1) and Mullerian inhibiting substance (MIS) genes with scrotal 
hernia and cryptorchidism in pigs. A total of 257 pig blood samples were collected from 3 groups, the first group  
consisted of normal pigs (parents had not occur of scrotal hernia and cryptorchidism) (n=75), the second group 
composed of scrotal hernia pigs (n =82) and the third group revealed cryptorchidism symptom (n=100). The  
polymorphism of FSHB gene was detected by PCR, INSL3 and SF-1 genes were analyzed by PCR-SSCP and 
MIS gene was detected by PCR-RFLP. Analysis of association between pattern of genes with scrotal hernia and  
cryptorchidism were performed by Logistic regression. The results revealed that the FSHB and MIS genes were  
associated with scrotal hernia and cryptorchidism (P<0.05) and INSL3 gene was associated with only cryptorchidism 
(P<0.05). Theses genes were involved testis differentiation and descent, the genetic mechanism important might be 
controlled by interaction of genes, which are associated with scrotal hernia and cryptorchidism in pigs. Therefore, 
further study on the molecular level for genes that could be developed as genetic markers in the pig industry.
Keywords: Gene, Pattern of gene, Pig, Scrotal hernia, Cryptorchism
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บทน�ำ

	 โรคผิดปกติทางพันธุกรรมแต่ก�ำเนิดก่อให้เกิด
ความสูญเสียต่ออุตสาหกรรมการผลิตสุกรเป็นอย่าง
มาก จากสถิติการเลี้ยงสุกรในปี 2550 จ�ำนวน 9.3  
ล้านตัว (กรมปศุสัตว์, 2550) พบการสูญเสียเนื่องจาก
โรคผิดปกติทางพันธุกรรมเป ็นเงินสูงถึง 19-95  
ล้านบาท (Gatphayak et al., 2005) โดยโรคไส้เลื่อน
ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงเป็นโรคผิดปกติทาง
พนัธกุรรมแต่ก�ำเนดิทีพ่บได้บ่อย โรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะ 
คอื การทีไ่ส้หรอือวยัวะภายในช่องท้องยืน่โผล่ผ่านช่อง 
inguinal canal ไปยงัถงุอณัฑะ ส่งผลให้สกุรทีเ่ป็นโรค
ดังกล่าวมีการเจริญเติบโตช้า (เรืองวิทย์ และคณะ, 
2542) ปัจจบุนัใช้วธิรีกัษาด้วยการผ่าตดัซึง่มค่ีาใช้จ่าย 
ต่อตัวประมาณ 100-200 บาท ส�ำหรับโรคอัณฑะ
ทองแดง คือ การที่อัณฑะค้างอยู ่ภายในช่องท้อง
หรือขาหนีบ ซึ่งอาจเกิดกับอัณฑะเพียงข้างเดียวหรือ 
สองข้าง โดยสุกรที่เป็นโรคดังกล่าวมีการผสมติดตํ่า
และเป็นหมนัได้ (Pinart et al., 1999) หากส่งช�ำแหละ
ขายจะถูกตัดราคาถึง 300 บาท/ตัว (Gatphayak  
et al., 2005) อย่างไรก็ตามการคัดเลือกลักษณะ 
ดงักล่าว  สามารถลดปรมิาณจ�ำนวนสกุรทีเ่ป็นโรคไส้เลือ่น 
ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงได้ แต่เนื่องจากโรค 
ไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงเป็นโรคที่ 
ถกูจ�ำกดัด้วยเพศมกีารแสดงออกในเพศผูเ้ท่านัน้ ท�ำให้
ยังมีสุกรที่มียีนแฝงก่อให้เกิดโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ
และอัณฑะทองแดงอยู่ หากน�ำไปใช้เป็นพ่อแม่พันธุ์ 
จะท�ำให้มีการถ่ายทอดทางพันธุกรรมของโรคไส้เลื่อน 
ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงเพิ่มขึ้น แนวทางที่
สามารถช่วยในการลดโอกาสการพบสุกรที่เป็นโรค
ดังกล่าวอย่างมีประสิทธิภาพ ได้แก่ การคัดทิ้งยีนที่
เกี่ยวข้องกับการเกิดโรคออกจากฝูง 
	 โรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะและอณัฑะทองแดงอาจเป็น
ลักษณะจะถูกควบคุมด้วยยีนหลายคู่ (polygenes) 
(Magee, 1951; Rothschild et al., 1988) จากรายงาน
การศกึษายนีทีม่คีวามสมัพนัธ์กบัโรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะ 
ได้แก่ ยีน INSL3 (Knorr et al., 2004), ยีน ELF5 และ 
CAT (Du et al., 2009) และยีน HOXA10, ZFPM2, 
MMP2 และCOL2A1 (Zhao et al., 2009) และ 

ยีน FSHB, GPX4 และMIS (Yu et al., 2004) ส�ำหรับ
โรคอัณฑะทองแดงยังไม่มีรายงานการศึกษามาก่อน
ในสุกร แต่มีรายงานการวิจัยเกี่ยวกับยีนที่มีหน้าที่
เกี่ยวข้องกับการควบคุมการเคลื่อนที่ของอัณฑะ เช่น 
ยีน INSL3 และ SF-1 ซึ่งเป็นยีนที่มีบทบาทหน้าที่
ความเกี่ยวข้องกับกระบวนการเคลื่อนที่ของอัณฑะ 
โดยพบว่าการกลายพันธุ์บนยีน INSL3 ในหนู mice 
ซึ่งมีการขาดหายของเบส โดยมีรูปแบบจีโนไทป์แบบ 
homozygous มีผลให้หนู Mice เกิดอัณฑะทองแดง 
ทั้งสองข้าง (Zimmerman et al., 1997) จุดกลายพันธุ์ 
ของยีน SF-1 บริเวณ +146 bp ซึ่งมีผลต่อการ
เปลี่ยนแปลงจากกรดอะมิโน glycine ไปเป็น alanine 
และมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคอัณฑะทองแดง 
ในเพศชาย (Wada et  al., 2006) โดยเลือกยีนที่
เกี่ยวข้องกับการเจริญและพัฒนาของอัณฑะคือ  
ยีน FSHB, MIS, INSL3 และ SF-1 ซึ่งหากเกิดความ
ผิดปกติที่เกิดขึ้นกับกระบวนการดังกล่าวอาจเป็น
สาเหตุของการเกิดโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะ
ทองแดงในสุกร 
	 จากข้อมลูทีก่ล่าวมาข้างต้นจะเหน็ได้ว่ายนี FSHB, 
INSL3, SF-1 และ MIS มศีกัยภาพต่อการบ่งชีล้กัษณะ 
ไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงในสุกร ดังนั้น 
วัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งนี้ เพื่อตรวจความ 
หลากหลายของยีน FSHB, MIS, INSL3 และ SF-1 
และวเิคราะห์ความสมัพนัธ์ของยนีดงักล่าวกบัลกัษณะ
ของโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงในสุกร
ด้วยเทคนิคทางพันธุศาสตร์โมเลกุล 

วิธีการศึกษา
 
กลุม่ตวัอย่างทีใ่ช้ในการศกึษาและการสกดัดเีอน็เอ
	 การศึกษาครั้งนี้ใช ้สุกรสายพันธุ ์ทางการค้า 
จ�ำนวน 257 ตัว จากฟาร์มเอกชนแห่งหนึ่งเป็นสัตว์
ทดลอง โดยแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มคือ สุกรปกติ 75 ตัว 
สุกรเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ 82 ตัว และสุกรเป็น
โรคอัณฑะทองแดง 100 ตัว เก็บข้อมูลพันธุ์ประวัติ 
ประกอบด้วย หมายเลขประจ�ำตัวสัตว์ของสัตว์รวม
ทั้งหมายเลขพ่อแม่พันธุ์สุกรที่น�ำมาศึกษา (เพื่อตรวจ
สอบพันธุ์ประวัติการให้ลูกเป็นไส้เลื่อนถุงอัณฑะและ
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อัณฑะทองแดง) สุกรดังกล่าวถูกเก็บเลือดเพื่อน�ำมาส
กัดดีเอ็นเอ ด้วย Silica-Guanidine HCl ตามวิธีของ 
Goodwin et al. (2007) ตรวจสอบคณุภาพดเีอน็เอด้วย 
agarose gel eletrophoresis ที่ความเข้มข้น  0.8 %

การเพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนยนี FSHB, MIS, INSL3 และ  
SF-1 ด้วยเทคนคิ Polymerase chain reaction (PCR) 
	 เพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนดเีอน็เอ โดยใช้จโีนมกิดเีอน็เอ 
จากสกุรปกตแิละสกุรโรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะและอณัฑะ
ทองแดง ในแต่ละปฏิกิริยาทั้งหมด 10 ไมโครลิตร 
ประกอบด้วย ดเีอน็เอ ความเข้มข้นดเีอน็เอ 50 นาโนกรมั/ 
ไมโครลิตร) ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 10X PCR buffer 
และ MgCl

2
 ปริมาตร 1 ไมโครลิตร, 1 mM ของแต่ละ 

dNTPs ปรมิาตร 1 ไมโครลติร, ไพรเมอร์ Forward และ 
Reverseในแต่ละยนี ความเข้มข้น 3 พโิคโมล อย่างละ 
1 ไมโครลิตร (Table 1) โดยท�ำการออกแบบไพรเมอร์
ด้วยโปรแกรม “Primer 3” (www.genome.wi.mit.edu) 
(Rozen and Skaletsky , 2000) ในบริเวณ coding 
region ของยีน Insulin like 3 (INSL3) accession 

number X73636 (Burkhardt et al., 1994) จ�ำนวน  
4 คู ่คอื INSL011, INSL021, INSL022 และ INSL023 
ตามล�ำดับ และยีน Steroidogenic factor-1 (SF-1) 
NM_001102473 (Pilon et al., 1998)  จ�ำนวน 6 คู ่คอื 
SF011, SF021, SF031, SF032, SF041 และ SF051 
ตามล�ำดับ, 0.5 ยูนิต Taq polymerase ปริมาตร 
0.1 ไมโครลิตร (RBC  Biosciece) ปรับปริมาตรด้วย  
Sterile RO water ปริมาณ 4.9 ไมโครลิตร เพื่อให้
ปริมาตรครบ 10 ไมโครลิตร มีวงรอบของการท�ำ PCR 
ดังนี้ เริ่ม Initial denaturation ที่อุณหภูมิ 95°ซ เป็น
เวลา 5 นาท ีจากนัน้ท�ำปฏกิริยิา 30 รอบ มรีายละเอยีด 
ดงันี ้Denaturation ทีอ่ณุหภมู ิ95°ซ เป็นเวลา 30 วนิาที 
อุณหภูมิ Annealing ของไพรเมอร์ (Table 1) เป็น
เวลา 30 วินาที Extension ที่อุณหภูมิ 72°ซ เป็นเวลา 
45 วินาที และ Final extension ที่อุณหภูมิ 72°ซ เป็น
เวลา 1.30 วินาที หลังจากเสร็จสิ้นปฏิกิริยา น�ำ PCR 
product ไปตรวจสอบขนาดของยีนด้วยโปรแกรม 
Gene Snap และ Gene Tool

Table 1 	Primer characteristics

Gene 
name

Chr. Primer Seq 5’                     3’ Region Ta3/

(°C)
Product 
size (bp)

INSL3 2 INSL011F CAGGGGGCAGCATGTAGT Exon 1 59 245
INSL011R GGGACAAGGTATCTGGCTAC
INSL021F GTCCCCAGGTGAACTGCTAC Exon 2 60 267
INSL021R ACTGGATCCCCCTCTGGAT
INSL022F GACTTGCTGACCCTCTGTCC Exon 2 55 268
INSL022R TGGTATTCTGCAAAGCCAAG
INSL023F CAAACCCTGCTTGGAGGAC Exon 2 62 158
INSL023R CATTATGTCTGCAGGCATCTTATTT

SF-1 1 SF011F AGGCCAGACCCATGAAGAG Coding region 65 229
SF011R ATGTGAGCAGCCCGTAGTG
SF021F GGGACAAGGTATCTGGCTAC 58 282
SF021R CCTTCTTTTGCTGCTTTCAGG
SF031F CAGAGCTGCAAGATCGACAA 60 320
SF031R CAGGGGGCAGCATGTAGT
SF032F GGCTTCAAGCTGGAAACAGG 63 300
SF032R GTAGGGCTCCGGGTACTTCA
SF041F CCACTGGCTGGCTACCTCTA 64 295
SF041R CGATGGAAATGAAGGTCTGG
SF051F CTGCAGGAACCAGCCAAA 62 271
SF051R GTGGTCAGCTCCACCTCCT
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Table 1 	 Primer characteristics. (cont.)

Gene 
name

Chr. Primer Seq 5’                     3’ Region Ta3/ 
(°C)

Product 
size (bp)

MIS1/ 2 HMIS F GGACTCCACCTCTGCCTTCCTC 5’ UTR 60 1,200
HMIS R GGAACTTCAGCAAGGGTGTTGG
PMIS-F CCAGCAACAGACAAATACACG Coding region 69 200
PMIS-R GCTCCAGGTGCCAAACCTGC
BMIS-F CTGCGACGCCGCCGCGGAAT 59 160

2

BMIS-R GATGGAGGCAGGAGCTGGCTCA
SMIS-F GGATGTTTAGGGCAGCA 65 200
SMIS-R GCGGCGTCGCAGGGTCAGA

FSHB2/ FSHb-F CCTTTAAGACATCAATGGCA Intron 67 200
FSHb-R AGTGGTTTTTCCTTCCTTTTC

1/Yu et al., 2003, 2/Zhao et al., 1998, 3/ annealing temperature

การตรวจรูปแบบยีน INSL3 และ SF-1 ด้วย
เทคนคิ Polymerase chain reaction - Single strand  
conformation polymorphism (PCR-SSCP) 
	 น�ำผลผลติ PCR  ทีไ่ด้เพิม่ปรมิาณชิน้ส่วนยนี INSL3 
และยีน SF-1 ในไพรเมอร์คือ INSL011, INSL021,  
INSL022 และ INSL023 (Table 1) มาตรวจสอบความ
หลากหลายด้วยเทคนิค SSCP ทั้งนี้เนื่องจากยังไม่
ทราบต�ำแหน่ง SNP ในต�ำแหน่งดังกล่าวมาก่อน โดย
น�ำ PCR product มาผสมกับ Loading buffer (94% 
Formamide, 5 M NaOH, 0.0006% Bromphenol 
blue และ 0.0007 % Xylene cyanol) ในอัตราส่วน 
1:1 ผสมให้เข้ากันน�ำไป Denature ที่อุณหภูมิ 95°ซ 
นาน 10 นาที แล้วแช่น�้ำแข็งทันทีทิ้งไว้อย่างน้อย 2 
นาท ีเพือ่ให้ดเีอน็เอคงอยูใ่นสภาพสายเดีย่ว ก่อนตรวจ
วิเคราะห์ด้วย 5% nondenaturing polyacrylamide  
gel (acrylamide : bis-acrylamide (19:1)) แนวตั้ง
ขนาด 8x12 ซม. ท�ำดีเอ็นเอให้อยู่ในสภาพสายเดี่ยว  
มาท�ำ electrophoresis แนวตั้ง ในสารละลาย  
0.5x TBE ที่กระแสไฟฟ้าคงที่ 200 โวลต์ ที่อุณหภูมิ
ห้อง จากนั้นน�ำแผ่นเจลที่ได้ไปตรวจสอบรูปแบบยีน
ต่อไปด้วยโปรแกรม Gene Snap

การตรวจรปูแบบยนี MIS ด้วยเทคนคิ Polymerase 
chain reaction - Restriction fragment polymorphism  
(PCR-RFLP)
	 น�ำผลผลติ PCR ทีเ่พิม่ปรมิาณชิน้ส่วนยนีด้วยไพร
เมอร์ BMIS, PMIS, SMIS และ HMIS จากยีน MIS  
(Yu et al.,2004) (Table 1) มาตัดด้วยเอนไซม์ตัด
จ�ำเพาะ (restriction enzyme) คือ BsaJI, PmlI, 
ScrFI  และ Hae III ตามล�ำดบั โดยแบ่ง PCR product   
ใส่หลอดทดลองขนาด 1.5 มล. หลอดละ 5 ไมโครลิตร 
และใส่องค์ประกอบในการตัดเอนไซม์ (NEB, Inc.) 
และปรับปริมาตรด้วย Sterile RO water ให้ครบ  
20 ไมโครลติร ก่อนทีจ่ะน�ำบ่มข้ามคนืทีอ่ณุหภมู ิ60°ซ,  
37°ซ, 37°ซ  และ 37°ซ ตามล�ำดับ หลังจากนั้นท�ำการ
ตรวจสอบชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ได้จากการตัดด้วยเอนไซม์
ตัดจ�ำเพาะด้วย 2%, 3% agarose electrophoresis, 
5% polyacrylamide gel eletrophoresis และ2% 
agarose electrophoresis ตามล�ำดบั จากนัน้น�ำแผ่น
เจลที่ได้ไปตรวจสอบความหลากหลายของยีน และ
ตรวจสอบขนาดของดเีอน็เอด้วยโปรแกรม Gene Snap 
และ Gene Tool

การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบยีนกับ
การเป็นโรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะและอณัฑะทองแดง
	 วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบยีนกับ 
การเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง  
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ด้วยวิธี Logistic Regression Analysis โดยใช้ proc 
logistic descending  ของโปรแกรม SAS (SAS, 
1998) ซึ่งก�ำหนดค่าตัวแปรจะมีค่าเป็น 0 กับ 1 โดย
ก�ำหนดให้สุกรปกติ เป็น 0 และสุกรเป็นโรคไส้เลื่อน
ถุงอัณฑะหรือสุกรเป็นอัณฑะทองแดงเป็น 1 โดยสุกร
แต่ละตวัจะแปลงข้อมลูจากรปูแบบยนี โดยก�ำหนดให้  
รูปแบบยีนที่ปรากฏในสุกรปกติ, สุกรเป็นโรคไส้เลื่อน

ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง เป็น 1 และรูปแบบ
ยีนที่ไม่ปรากฎ เป็น 0 ถ้าผลการวิเคราะห์พบรูปแบบ
ยีน (P<0.05) แสดงว่ามีความน่าจะเป็นที่สามารถใช้ 
รูปแบบยีนเหล่านี้ในการบ่งชี้ว่าสุกรตัวใดปกติ หรือ 
สุกรตัวใดเป ็นโรคไส ้เลื่อนถุงอัณฑะหรืออัณฑะ
ทองแดง โดยมโีมเดลทีใ่ช้ในการวเิคราะห์ความสมัพนัธ์

ดังสมการที่ 1

ผลการศึกษา

 

ความหลากหลายของยีน FSHB, INSL3, SF-1 

และ MIS 

	 ตรวจสอบความหลากหลายของยีน FSHB ด้วย

เทคนิค AS-PCR พบความหลากหลายของรูปแบบยีน 

FSHB จ�ำนวน 3 รูปแบบ คือ II, ID และ DD มีขนาด 

460 bp, 460 bp และ 168 bp และ 168 bp ตามล�ำดบั

และมีการกระจายความถี่ของรูปแบบอัลลีล ในสุกร

ปกติ, สุกรเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ และสุกรเป็นโรค

อัณฑะทองแดง ดังนี้ รูปแบบอัลลีล I (0.00, 0.34 และ 

0.15) และรปูแบบอลัลลี D (1.00, 0.66 และ 0.85) โดย

พบว่ารปูแบบอลัลลี I พบเฉพาะในสกุรเป็นโรคไส้เลือ่น

ถุงอัณฑะ และโรคอัณฑะทองแดง ดัง Figure 1

	 โดยรูปแบบยีนที่เกิดขึ้นสอดคล้องกับรายงาน

ของ Zhao et al. (1998) ที่พบรูปแบบยีน FSHB 

บริเวณ Intron จ�ำนวน 3 รูปแบบ โดยขนาดดีเอ็นเอ

ที่แตกต่างกัน เป็นผลมาจากการ insertion ของยีนที่

เกิดจาก Non-viral retroposon พร้อมกับการเพิ่มของ

โครงสร้าง Poly A ในต�ำแหน่ง +809 และ +810 โดยมี

การเพิ่มขึ้นของชิ้นยีน ขนาด 292 bp เข้าไป ทั้งนี้การก

ลายพนัธุท์ีเ่กดิขึน้ในบรเิวณ Intron อาจจะท�ำให้ยบัยัง้

กระบวนการ Splicing ของ mRNA ได้ (Vijayraghavan 

et al., 1986) 

Figure 1  Patterns of FSHB gene
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	 ส�ำหรับยีน INSL3 และ SF-1 ในไพรเมอร์ 
INSL011, INSL021, INSL022, INSL023 SF011, 
SF021, SF031, SF032, SF041 และ SF051 หลงัจาก
เพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนด้วย PCR พบว่าปรากฏแถบ
ดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 245, 267, 268, 158, 151, 
248, 320, 300, 222 และ 208 bp ตามล�ำดับซึ่งขนาด
ของชิน้ดเีอน็เอในแต่ละไพรเมอร์ ในสกุรปกต ิสกุรเป็น
ไส้เลือ่นถงุอณัฑะ และสกุรเป็นอณัฑะทองแดง มขีนาด
ไม่แตกต่างกัน จากนั้นน�ำมาตรวจสอบความหลาก
หลายของยนี INSL3 และ SF-1 ด้วยเทคนคิ PCR-SSCP  
พบความหลากหลายของแถบดีเอ็นเอในไพรเมอร์  
INSL011, SF031 และ SF041 โดยมีจ�ำนวนรูปแบบ 
SSCP ที่เกิดขึ้น 3, 2 และ 2 รูปแบบ ตามล�ำดับ  
ดัง Figure 2 
	 โดยแต่ละไพรเมอร์และแต่ละรูปแบบ มีการ 
กระจายของความถี่ในสุกรปกติ, สุกรเป็นโรคไส้เลื่อน
ถุงอัณฑะและสุกรเป็นอัณฑะทองแดง ดังนี้ ไพรเมอร์  
INSL011 รูปแบบ INP1 (0.79, 0.15 และ0.08)  
รูปแบบ INP2 (0.03, 0.51 และ 0.66) และรูปแบบ 
INP3 (0.18, 0.34 และ 0.26) ไพรเมอร์ SF031  
รปูแบบ SP1 (0.92, 0.88 และ0.87) และ รปูแบบ SP2 
(0.08,0.12 และ0.13) และไพรเมอร์ SF041 รูปแบบ  
SFP1(0.82,0.64 และ 0.60), SFP2 (0.17, 0.22 และ 
0.29) และ SFP3 (0.01, 0.14 และ0.12) ตามล�ำดับ  
และเนื่องจากในแต่ละรูปแบบในแต่ละไพรเมอร์ 
มีขนาดแถบดีเอ็นเอแตกต่างกันซึ่งในแต่ละรูปแบบ
พบแถบดีเอ็นเออย่างน้อย 2 แถบ Orita et al. (1989) 
กล่าวว่า แถบดีเอ็นเอที่พบจากการตรวจสอบด้วย
เทคนิค SSCP อาจพบมากกว่า 2 แถบได้ซึ่งเป็น
ผลเนื่องมาจากดีเอ็นเอที่ถูกท�ำให้อยู ่ในสภาพสาย
เดี่ยวสามารถแยกตัวออกเป็น 2 แถบหรือมากกว่า 2 
แถบ แม้ว่าจะมีล�ำดับเบสเหมือนกันเมื่อตรวจสอบ
บน non denaturing polyacrylamide gel และแถบ
ดีเอ็นเอที่ปรากฏเป็นแถบ จ�ำนวน 2 แถบ อาจจัดเป็น  
homozygous ส่วนแถบดีเอ็นเอที่พบ จ�ำนวน 4 แถบ 
อาจจัดเป็น Heterozygous (Barosso et al., 1998) 
อย่างไรก็ตาม ในการเพิ่มปริมาณชิ้นส่วนยีนก่อน 
จะน�ำไปตรวจสอบด้วยเทคนิค SSCP พบว่าได้แถบ

แบนจ�ำนวน 1 แถบ ซึ่งโดยทั่วไปในการตรวจสอบ
ความหลากหลายของยีนด้วยเทคนิค SSCP จะพบ 
จ�ำนวนแถบดีเอ็นเอได ้มากที่สุดไม ่เกิน 4 แถบ  
จากการศึกษาครั้งนี้มีพบแถบดีเอ็นเอในบางไพรเมอร์ 
มากกว่า 4 แถบ ซึง่ในบางครัง้ในปฏกิริยิาการท�ำ PCR 
นั้น อาจใช้ความเข้มข้นของไพรเมอร์ที่มากเกินไป  
ซึ่งอาจท�ำให้เกิดการสอดแทรกเข้าไปล�ำดับเบสที่เพิ่ม
ปริมาณขึ้นมา และอาจเกิดการ re-paring ระหว่าง
การท�ำ eletrophoresis หรอือาจเนือ่งมาจากโครงสร้าง
ทุติยภูมิ หรือ ตติยภูมิของตัวเบสในระยะ annealing  
เกิดปฏิกิริยาร่วมระหว่างดีเอ็นเอในสภาพสายเดี่ยว
ที่ต�ำแหน่ง complementary region และความ 
แตกต่างขององค์ประกอบของการท�ำ SSCP ในแต่ละ
ยีน (Cai and Touitou,1993) และอาจเกิดจากการมี 
SNP มากกว่า 1 ต�ำแหน่งใน PCR fragment
	 ความหลากหลายของยีน MIS ในไพรเมอร์ 
HMIS1, BMIS, PMIS และ SMIS ตรวจสอบด้วย
เทคนิค PCR ปรากฎแถบดีเอ็นเอที่มีขนาดประมาณ 
1,200, 200, 200 และ 120 bp ตามล�ำดับ โดยขนาด
ของชิ้นยีนในแต่ละไพรเมอร์ ในสุกรปกติ สุกรเป็น 
ไส้เลือ่นถงุอณัฑะ และสกุรเป็นอณัฑะทองแดง มขีนาด
ไม่แตกต่างกนั จากนัน้น�ำมาตรวจสอบรปูแบบยนีด้วย
เทคนิค PCR-RFLP ในไพรเมอร์ HMIS, PMIS, BMIS 
และ SMIS พบรูปแบบจีโนไทป์จ�ำนวน 3 รูปแบบ  
ในสุกรทั้งสามกลุ่ม มีขนาดและความถี่ของรูปแบบ 
ที่พบเป ็น homozygous และ heterozygous  
ดัง Figure 3 
	 ไพรเมอร์ BMIS มีการกระจายความถี่ของรูปแบ
บอัลลีล ในสุกรปกติ, สุกรเป็นโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ 
และสุกรเป็นโรคอัณฑะทองแดง ดังนี้ รูปแบบอัลลีล 
B1 (0.55, 0.55 และ 0.59) และรูปแบบอัลลีล B2 
(0.45, 0.45 และ 0.41), ไพรเมอร์ PMIS รปูแบบอลัลลี  
M1 (0.71, 0.62 และ 0.71) และ รูปแบบอัลลีล M2 
(0.29, 0.38 และ 0.29), ไพรเมอร์ SMIS รปูแบบอลัลลี  
C1 (0.47, 0.40 และ 0.49) และ รูปแบบอัลลีล C2 
(0.53, 0.60 และ 0.51) และ ไพรเมอร์ HMIS รูปแบบ 
อัลลีล H1 (0.50, 0.77 และ 0.77) และรูปแบบอัลลีล 

H2 (0.50, 0.23 และ0.23) ตามล�ำดับ
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ความสัมพันธ์ของรูปแบบยีนกับโรคไส้เลื่อนถุง

อัณฑะและอัณฑะทองแดง

	 วิเคราะห์ในไพรเมอร์ FSHB, INSL011, SF031, 

SF041, HMIS, PMIS, BMIS และ SMIS กับโรค 

ไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง พบว่า รูปแบบ 

อัลลีลของยีน FSHB  มีความสัมพันธ์กับโรคไส้เลื่อน

ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง (P<0.01), รูปแบบยีน 

INSL3 พบความสัมพันธ์ของรูปแบบ SSCP (INP2)  

ในไพรเมอร์ INSL011 กับการเกิดโรคอัณฑะทองแดง 

ในสกุร (P<0.01), ยนี SF-1 ทีพ่บในไพรเมอร์ SF031 และ 

SF041 ไม่มีความแตกต่างกันในสุกรเป็นโรคไส้เลื่อน 

ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง (P>0.05) หรือ

หมายความว่ารูปแบบ SSCP ที่เกิดขึ้นในยีน SF-1 

ในต�ำแหน่งที่ศึกษาไม่มีผลต่อการเกิดโรคไส้เลื่อน

ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงในสุกร และรูปแบบ 

อัลลีลของยีน MIS ในไพรเมอร์ HMIS มีความสัมพันธ์

	 Figure 2 	 SSCP patterns of INSL011 (A), SF031 (B) and SF041(C) genes and model, respectively  
		  in pigs.

	 Figure 3 	 RFLP pattern of MIS gene and Primer BMIS (A), PMIS (B), SMIS (C) and HMIS (D)
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กับโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ (P<0.01) และอัณฑะ 

ทองแดง (P<0.05) ซึ่งเป็นต�ำแหน่งในไพรเมอร์ HMIS 

อยู่ในบริเวณ 5’ Utranslated region (5’ UTR) ซึ่ง

หากมีการเกิด SNP บริเวณนี้อาจจะท�ำให้เพิ่มหรือ

ลดการ transcription ของยีน จึงอาจไม่มีผลต่อ

การเปลี่ยนแปลงของโปรตีนแต่อาจจะเป็นส่วนที่

ส ่งสัญญาณในการควบคุมการแสดงออกของยีน  

(Table 2)

	 อย่างไรก็ตาม จากรายงานการศึกษา Grindflek  

et al. (2006) แม้ว่าจะพบความสัมพันธ์ของ QTL 

บริเวณโครโมโซมคู่ที่ 5 (P<0.00005) กับสุกรที่เป็น

ไส้เลื่อนขาหนีบหรือถุงอัณฑะนั้น ยังพบความสัมพันธ์

ในต�ำแหน่งโครโมโซมคู่ที่ 2 ซึ่งเป็นต�ำแหน่งของยีน 

INSL3, CGRP และ MIS (P<0.001) นอกจากนี้ตาม

รายงานของ Du et al. (2009) ที่ศึกษาความสัมพันธ์

ของต�ำแหน่งยีนบนโครโมโซมคู่ที่ 2 และ 15  ซึ่งท�ำ 

การศึกษารอบๆโครโมโซมคู่ที่ 2 มีระยะ 67 cM กับ

สกุรเป็นโรคไส้เลือ่นถงุอณัฑะ ซึง่พบความสมัพนัธ์ของ

ยีน ELF5 และ CAT บนโครโมโซมคู่ที่ 2 (P<0.001)  

จะเหน็ได้ว่าจากรายงานทีผ่่านมาและการศกึษาครัง้นี้

พบความสัมพันธ์ของยีนที่มีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซม 

คู่ที่ 2 ซึ่งเป็นไปได้ว่ายีนที่เป็นสาเหตุของโรคไส้เลื่อน 

ถุงอัณฑะในสุกรมีต�ำแหน่งอยู่บนโครโมโซมคู่ที่ 2

	 การศกึษายนีทีเ่กีย่วข้องกบัโรคอณัฑะทองแดงยงั

ไม่เคยมีรายงานในสุกรมาก่อน  ซึ่งผลการศึกษาที่ได้

สอดคล้องกบัรายงานในมนษุย์ซึง่พบว่า ความผดิปกติ 

ของยีน MIS และ MIS receptor ส่งผลให้มีระดับของ

ฮอร์โมน MIS น้อย และส่งผลให้เกิดการเจริญเติบโต

ของท่อมุลเลอเลียน ซึ่งต่อมาจะกลายเป็นท่อตัน 

คล้ายท่อน�ำไข่ หรือเป็นโรค Persistenting mullerian 

duct syndrome (PMSD) ในเพศชาย และพบว่าไม่มี

การเคลื่อนที่ของอัณฑะ ลักษณะของกูเบอร์นาคูลัม

ที่ยาวและบาง  มีผลต่อกระบวนการ swelling ของ 

กูเบอร์นาคูลัมผิดปกติ (Hutson et  al., 1997)  Ad-

ham and Agoulnik (2004) พบว่ากระบวนการ

เคลื่อนที่ของอัณฑะจากช่องท้องหนู mice ต้องอาศัย

ฮอร์โมน INSL3 ในการกระตุ้นการเจริญของกูเบอร์นา

คูลัม โดยหนู mice ที่มีรูปแบบจีโนไทป์ INSL3 แบบ  

homozygous ที่มีการ deletion เกิดขึ้นพบว่ากูเบอร์

นาคูลัม จะมีลักษณะบางและยาว และพบอัณฑะ 

ค้างอยู่ในช่องท้อง ส่วนหนู Mice ที่มีจีโนไทป์แบบ  

heterozygous จะเกิดกระบวนการ swelling ของ 

กูเบอร์นาคูลัม ตามปกติแต่จะช้ากว่าเดิมเล็กน้อย

	 ส�ำหรับเพศชายที่มีการขาดหายไปของฮอร์โมน 

FSH นั้น ส่งผลให้เป็นหมัน ลดขนาดของอัณฑะและ

ปรมิาณสเปริม์ลดลง (Kumar et al., 1997) Abel et al.  

(2009) รายงานว่าการแสดงออกของหนู Mice เมื่อ 

ได้รบัฮอร์โมน  FSH เข้าไปในร่างกายจะมกีารเพิม่ระดบั 

ของฮอร์โมน INSL3 ซึ่งอาจเป็นไปได้ว่าการแสดงออก

ของยีน INSL3 มีการท�ำงานร่วมกับกันฮอร์โมน FSH 

โดยมี FSH เป็นตัวควบคุม ดังนั้น เป็นไปได้ว่าที่พบ 

ความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบยีนของยีน FSHB,  

ยีน INSL3 และยีน MIS กับโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะ

และอัณฑะทองแดง อาจมีกลไกการเกิดโรคไส้เลื่อน 

ถุ งอัณฑะและอัณฑจ�ำแนกจ�ำนวนยีนที่ มี การ  

Transcripts อย่างฉับพลันโดยเป็นผลเนื่องจากการ

ควบคุมของ FSH ซึ่งพบว่าเมื่อหนู Mice ที่ะทองแดง 

ซึ่งเป็นผลมาจากการท�ำงานของยีนร่วมกัน

	 นอกจากนีจ้ะพบว่าจากรายงานการศกึษาเกีย่วกบั 

โรคอณัฑะทองแดงและไส้เลือ่นถงุอณัฑะ หรอืขาหนบี  

พบว่ามีความสัมพันธ์กัน โดยในคนเพศชายที่เป็น

อัณฑะทองแดงข้างเดียวและอัณฑะค้างอยู่บริเวณ 

inguinal ข้างซ้าย จะมีไส้เลื่อนเกิดขึ้นในต�ำแหน่ง 

ดังกล่าวด้วย (Radmayr et al., 1999; Tomiyama 

et al., 2005) โดยโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะ

ทองแดงในสุกร มีค่าสหสัมพันธ์ทางพันธุกรรม อยู่ใน

ช่วง 0.2-0.7 (Mikami and Fredeen, 1979; Liu, 2003) 

ซึง่สอดคล้องกบัการศกึษาครัง้นีท้ีพ่บความสมัพนัธ์ของ

ไพรเมอร์ FSHB และ HMIS ทั้งในสุกรเป็นโรคไส้เลื่อน

ถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงร่วมกัน (Table 2) 
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สรุป

	 การศึกษายีนที่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงพัฒนาและการเคลื่อนที่ของอัณฑะ  
กับโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดงในสุกร 
พบว่ายีน FSHB, INSL3 และMIS มีความสัมพันธ์กับ
โรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและอัณฑะทองแดง เหมาะแก่ 
การพฒันาเพือ่น�ำไปเป็นยนีเครือ่งหมายในการคดัเลอืก 
และปรับปรุงพันธุ์ให้สุกร เพื่อลดโอกาสของการมีสุกร
ที่มียีนผิดปกติก่อให้เกิดโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและ
อัณฑะทองแดงในฟาร์ม อย่างไรก็ตามจากการที่พบ
ความสัมพันธ์ในยีน FSHB, INSL3 และ MIS อาจเป็น 
ไปได้ว ่ากลไกการเกิดโรคไส้เลื่อนถุงอัณฑะและ
อัณฑะทองแดงน่าจะเป็นผลมาจากการท�ำงานของ
ยีนร่วมกัน ซึ่งควรมีการศึกษาต่อไปกี่ยวกับการตรวจ
หากลไกในระดับโมเลกุลของยีนเพื่อที่จะพัฒนาไปใช้
เป็นเครือ่งหมายพนัธกุรรมในอตุสาหกรรมการผลติสกุร
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