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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการใช้พลาสมาเย็นต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกับกระบวนการดีเอ็น
เอเมทิลเลชั่นในไก่พื้นเมืองลูกผสม การทดลองนี้ทำโดยใช้ไข่ฟักของไก่พื้นเมืองลูกผสม ที่ถูกกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็นที่อายุไข่ฟักวันที่ 4 
ซึ่งเป็นระยะที่เหมาะสมที่มีการเริ่มพัฒนาของตัวอ่อน โดยใช้พลาสมาเย็น 3 ระดับ คือ 10 20 และ 30 วินาที เปรียบเทียบกับกลุ่มที่
ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็น เมื่อไก่ฟักออกทำการสุ่มเก็บตัวอย่างตับของไก่ทุกกลุ่ม กลุ่ มละ 8 ตัว รวม 32 ตัว เพื่อตรวจสอบ
การแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น คือ DNMT1, DNMT3a และ DNMT3b ด้วยเทคนิค real-time 
PCR จากการศึกษาพบว่าไก่พื้นเมืองลูกผสมกลุ่มที่ได้รบัการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็น ที่ระดับ 10 20 และ 30 วินาที มีการแสดงออกของ
ยีน DNMT3b ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็นอย่างมีนัยสำคัญ (P=0.0014, P<0.0001, P=0.003 
ตามลำดับ) ในขณะที่ระดับการแสดงออกของยีน DNMT1 และ DNMT3a พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ การศึกษาในครั้งนี้แสดงให้
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เห็นว่าพลาสมาเย็นมีผลต่อการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวข้องกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลช่ัน ซึ่งกระบวนการดังกล่าวส่งผลต่อการพัฒนา
ของตัวอ่อน และการควบคุมการแสดงออกของยีนอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับการพัฒนาของตัวอ่อนไก่ ถือได้ว่าเทคโนโลยีสีเขียวนี้จะเป็น
ประโยชน์ต่อการพัฒนาการเกษตรของไทยต่อไปในอนาคต  
คำสำคัญ: การแสดงออกของยีน; ไก่พ้ืนเมืองลูกผสม; กระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลช่ัน; พลาสมาเย็น 
 
ABSTRACT:  The aim of this study was to investigate the effect of Cold plasma on DNA methylation- related gene 
expression in crossbred Thai native chickens.  Fourth day- incubation fertilized eggs, which is the optimal stage for 
the beginning of embryo development were exposed with cold plasma.  Incubated eggs were exposed for 10, 20 
and 30 seconds, respectively, compared to the control group. Expression of DNA methylation-related genes (DNMT1, 
DNMT3a and DNMT3b) was determined in liver tissues derived from 32 a day-old chick (n=8 per group) by real-time 
PCR techniques.  Significant downregulation of DNMT3b gene was found in all plasma- treat groups ( P= 0. 0014, 
P<0. 0001, P= 0. 003, respectively) .  This study demonstrated that cold plasma technology had affected on DNA 
methylation- related gene expression, which affects the development of the embryo and the regulation of the 
expression of other genes related to development of the chicken embryo. This green technology will be saving as 
the further development strategy for agricultural benefits in Thailand.  
Keywords: gene expression; crossbred Thai native chicken; DNA methylation; cold plasma 
 
บทนำ  
 ไก่พื้นเมืองไทยลูกผสมถือว่าเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่ได้รับความนิยมสูง เนื่องจากมีเนื้อแน่น รสชาติดี เหมาะกับอาหารไทย
หลากหลายชนิด และจัดเป็นอาหารสุขภาพเนื่องจากมีปริมาณไขมันที่ต่ำกว่าไก่เนื้อสายพันธุ์ทางการค้า ( Jaturasitha et al., 2008) 
ส่งผลให้ราคาเนื้อไก่พ้ืนเมืองสูงกว่าไก่เนื้อท่ัวไป 2-3 เท่า โดยเฉพาะในช่วงเทศกาลสำคัญ อาทิเช่น ปีใหม่และตรุษจีน เป็นต้น แต่อย่างไร
ก็ตาม ไก่พ้ืนเมืองไทยมีข้อจำกัดอยู่ที่มีอัตราการเจริญเติบโตต่ำ และใช้เวลาในการเลี้ยงนานกว่า 9-11 สัปดาห์ ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับไก่
เนื้อสายพันธุ์ทางการค้าที่เลี้ยงในรูปแบบอุตสาหกรรมจะใช้เวลาเพียงแค่ 4-6 สัปดาห์ แม้การเพิ่มระดับโปรตีนในอาหารให้สูงกว่าร้อยละ 
20 ก็ไม่ได้ช่วยให้ไก่พื้นเมืองโตเร็วขึ้นอย่างมีนัยสำคัญ ทั้งนี้เนื่องมาจากอิทธิพลของลักษณะทางพันธุกรรมที่ควบคุมไว้ (ธิติมา , 2560) 
ด้วยเหตุผลต่าง ๆ เหล่านี้จึงทำให้การเลี้ยงไก่พื้นเมืองในระดับอุตสาหกรรมมีต้นทุนการเลี้ยงที่สูง และให้ผลผลิตไม่เพียงพอต่อความ
ต้องการของตลาด ซึ่งหากมีการนำเทคโนโลยีสมัยใหม่ที่ปลอดภัย ไม่มีสารตกค้างและไม่ส่งผลเสียต่อผู้บริโภค และสามารถช่วยให้ไก่
พื้นเมืองมีอัตราการเจริญเติบโตเร็วขึ้น หรือมีประสิทธิภาพการผลิตด้านต่างๆ ทีด่ีขึ้น มาประยุกต์ใช้จะเป็นวิธีท่ีสามารถลดช่วยต้นทุนใน
การเลี้ยง และเพิ่มการผลิตเนื้อไก่พื้นเมืองได้อย่างมีคุณภาพ ซึ่งหนึ่งในเทคโนโลยีที่กำลังได้รับความนิยม สำหรับภาคการเกษตรก็คือ 
เทคโนโลยีพลาสมาเย็น  (ธีรวรรณ และ หมุดตอเล็บ, 2562) 

พลาสมาจัดได้ว่าเป็นสถานะท่ี 4 ของสสาร เกิดได้โดยการให้สนามไฟฟ้าปริมาณมากแก่ก๊าซที่เป็นกลาง เมื่อพลังงานส่งผ่านไป
ยังอิเล็กตรอนอิสระมากพอ จะทำให้อิเล็กตรอนอิสระชนกับอะตอม และทำให้อิเล็กตรอนหลุดออกจากอะตอม กระบวนการนี้ เรียกว่า
กระบวนการแตกตัวเป็นไอออน (ionization) ซึ่งจะเกิดขึ้นอย่างรวดเร็ว ทำให้จำนวนอิเล็กตรอนที่หลุดออกมานี้เพิ่มจำนวนข้ึนอย่างมาก
ซึ่งจะทำให้ก๊าซแตกตัวและกลายเป็นพลาสมา (Jiang et al., 2014) ซึ่งพลาสมาเย็นมีผลต่อการเกิดปฏิกิริยาเคมีภายในวัสดุ แต่ไม่ส่งผล
ตอ่การเปลี่ยนแปลงสมบัติของผิววัสดุ มีอุณหภูมิต่ำกว่า 40 องศาเซลเซียส มีคลื่นความร้อน รังสียูวีต่ำ ไม่มีกระแสไหลผ่านผิว มีไอออน
และอิเล็กตรอนในอัตราส่วนที่เท่ากัน และมีส่วนประกอบของปฏิกิริยาผสมของอิเล็กตรอน ไอออน อะตอม และโมเลกุล และ reactive 
species พลาสมาเย็นสามารถเกิดได้หลายวิธี เช่น พลาสมาเจ็ตที่ความดันบรรยากาศ (atmospheric pressure plasma jet) การ
ดิสชาร์จข้ามฉนวนเหนือผิวของเหลว ดิสชาร์จข้ามฉนวนในของเหลว และดิสชาร์จไอของเหลว โดยพลาสมาเย็นที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้
เป็นวิธีการดิสชาร์จข้ามฉนวน (Dielectric Barrier Discharge; DBD)  หรือพลาสมาแบบไดอิเล็กทริคแบริเออร์ดิสชาร์จ (DBD plasma) 
(ศุภรัตน์ และ สุลาวัลย์, 2555)   
 จากการศึกษาก่อนหน้าพบว่าการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีพลาสมาเย็นจะส่งผลต่อการกระตุ้นการเจริญเติบโตของตัวอ่อน ทั้งใน
พืชและในสัตว์ (ธีรวรรณ และ หมุดตอเล็บ, 2562; Zhang et al., 2018) โดยตั้งสมมติฐานว่าอนุภาคพลาสมาเย็นที่ประกอบไปด้วย
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อนุภาคที่มีประจุไฟฟ้า อนุมูลที่กระตุ้นปฏิกิริยา อะตอมท่ีทำปฏิกิริยา (Sakulthai et al., 2023) จะแพร่ซึมผ่านเข้าไปทำปฏิกิริยาที่มีผล
ต่อกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่น (DNA methylation) ซึ่งกระบวนการดังกล่าวมีบทบาทสำคัญในกระบวนการทางชีววิทยาหลาย
อย่าง รวมไปถึงการพัฒนาของตัวอ่อน การควบคุมการแสดงออกของยีน และการรักษาเสถียรภาพของโครโมโซม (Phillips, 2008; Li et 
al., 2011) ซึ่งกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นเป็นกลไกสำคัญของการควบคุมการแสดงออกของยีนในระดับอิพิจีเนติกซ์ (epigenetics) 
ที่ไม่ได้เกิดจากการเปลี่ยนแปลงลำดับเบสนิวคลีโอไทด์ของดีเอ็นเอ แต่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของโครมาติน โดยการเกิดดีเอ็นเอเมทิล
เลช่ันจะเป็นการปรับเปลี่ยนเบส cytosine ให้อยู่ในรูปของ 5-methylcytosine (5mC) โดยการเติมหมู่เมทิลที่ตำแหน่งคาร์บอนอะตอม
ที่ 5 ของเบส (Bird, 1980) โดยจะอาศัยการทำงานของเอนไซม์ DNA methyltransferase (DNMT) ส่งผลต่อการควบคุมการทำงาน
ของยีน (Lyko, 2018)  ซึ่งกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลช่ันแบ่งออกเป็น 2 รูปแบบ คือ การเติมหมู่เมทธิลเพื่ออนุรักษ์รูปแบบของการเกดิ
ดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นที่เรียกว่า Maintenance methylation โดยอาศัยการทำงานของเอนไซม์ DNA methyltransferase 1 (DNMT1) 
(Hermann et al., 2004) และอีกรูปแบบนึง คือ De novo เป็นการเติมหมู่เมทธิลที่สูญเสียไปในระหว่างการจำลองตัวของดีเอ็นเอ โดย
มีเอนไซม์ DNA methyltransferase 3 alpha (DNMT3a) และ DNA methyltransferase 3 beta (DNMT3b) ทำหน้าที่เร่งปฏิกิรยิา
ให้เกิดกระบวนดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นที่เป็นตัวควบคุมที่สำคัญของการสร้างตัวอ่อนและการเจริญพัฒนาของเซลล์ (Beacon and Davie, 
2020)  

การเกิดกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลช่ันจะมีผลต่อบริเวณโปรโมโตอร์ของยีนและส่งผลให้โครงสร้างของนิวคลีโอไทด์บริเวณนั้น
เกิดการเปลี่ยนแปลงไป ทำให้ Transcription factor ต่างๆ ไม่สามารถเข้าจับกับโปรโมเตอร์เพื่อควบคุมการ transcription เป็นผลทำ
ให้เกิด gene silencing ส่งผลให้มีการยับยั้งการสังเคราะห์โปรตีน (Uysal et al., 2017) จากการศึกษาของ Zhang et al. (2018) ใช้
พลาสมาเย็นแบบ DBD ในไข่ฟักของไก่พื้นเมืองเกาหลี ที่อายุ 4 วัน ในระดับที่แตกต่างกัน คือ 11.7 , 16.4, 22.0 และ 27.6 กิโลโวลต์ 
และใช้เวลาที่ต่างกันคือ 30 วินาที 1 นาที และ 2 นาที ในทุกระดับ ผลพบว่าการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็นส่งผลให้ไก่ในกลุ่มที่ได้รับ
พลาสมา 22.0 กิโลโวลต์ เป็นเวลา 1 นาที มีอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน (Average daily gain; ADG) และความยาวของกระดูก
แข้งเฉลี่ยยาวที่สุดในช่วงเดือนแรก และที่อายุ 90 วัน พบว่าไก่ในกลุ่มที่ได้รับพลาสมา 11.7 กิโลโวลต์ เป็นเวลา 2 นาที มีค่า ADG และ
ความยาวหน้าแข้งสูงที่สุดเมื่อเทียบกับกลุ่มอื่น เป็นผลมาจากไก่กลุ่มที่ได้รับพลาสมาเย็นมีระดับการเกิดดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นในระดับต่ำ  
นอกจากน้ียังมีการเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อตับซึ่งทำหน้าท่ีเกี่ยวกับกระบวนการเมทาบอลิซึมต่างๆ ภายในร่างกายมาทำการศึกษาการพบว่ามี
ระดับการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกระบวนเมทาบอลิซึมเพิ่มขึ้น และการแสดงออกของยีนเกี่ยวข้องกับการเจริญเติบโตเพิ่มขึ้น
(Kita et al., 2005) นอกจากนี้การศึกษาการใช้พลาสมาเย็นกระตุ้นการเจริญเติบโตของถั่วเหลือง (Zhang et al., 2017) พบว่าการใช้
พลาสมาเย็นในระดับที่เหมาะสมส่งเสริมการงอกของเมล็ดถั่วเหลืองและการเจริญเติบโตของต้นอ่อน ทั้งนี้เป็นผลจากกระบวนการเกิดดี
เอ็นเมทิลเลชั่นที่ลดลง (DNA hypomethylation) มีผลทำให้ยีนที่ถูกยับยั้งการแสดงออกมีการแสดงออกได้ตามปกติ (Maeder et al., 
2013) และส่งผลให้มีการสังเคราะห์โปรตีน ทำให้ไก่และเมล็ดถั่วเหลืองมีการเจริญเติบโตดีกว่ากลุ่มที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยพลาสมา
เย็น  

อย่างไรก็ตามการศึกษาผลของการใช้เทคโนโลยีพลาสมาเย็นต่อกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลช่ันที่ส่งผลต่อการเจริญเติบโตยังมี
อยู่อย่างจำกัด และยังไม่เคยมีการศึกษากลไกการทำงานของยีน DNMT1, DNMT3a และ DNMT3b ในไก่พื้นเมืองไทยที่ได้รับการ
กระตุ้นด้วยพลาสมา งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการกระตุ้นไข่ฟักด้วยพลาสมาเย็นในระยะเวลาต่างๆ ต่อการแสดงออก
ของยีน DNMT1, DNMT3a และ DNMT3b ในลูกไก่พื้นเมืองลูกผสมประดู่หางดำ  ข้อมูลและองค์ความรู้ที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้
นอกจากจะเป็นการช่วยอธิบายผลในระดับการแสดงออกของยีน จากการใช้เทคโนโลยีพลาสมาเย็นในการผลิตสัตว์ปีกแล้ว ยังจะเป็น
ประโยชน์ต่อการนำไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาอ่ืนๆ ต่อไปในอนาคต 
 
วิธีการศึกษา  
 การศึกษาในครั้งนี้ได้ดำเนินการที่ ศูนย์วิจัยและนวัตกรรมอาหารสัตว์ 3 และ 4 บริษัท ซีพีเอฟ (ประเทศไทย) จำกัด มหาชน 
ซึ่งวิธีการที่ปฏิบัติต่อสัตว์ทดลองทั้งหมดได้รับการรับรองโดย คณะกรรมการสถานดูแลและใช้สัตว์ทดลอง (Institutional Animal Care 
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& Use Committee - IACUC) ศูนย์วิจัยและนวัตกรรมอาหารสัตว์ บริษัท ซีพีเอฟ (ประเทศไทย) จำกัด มหาชน เลขที่รับรอง FRIC-
ACUP-2008005  
สัตว์ทดลองและการวางแผนการทดลอง  

ในการศึกษานี้ทดลองโดยนำไข่ฟักอายุ 4 วัน ของไก่พื้นเมืองลูกผสมประดู่หางดำ จำนวน 1,056 ฟอง แบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม 
คือ กลุ่มที่ไม่ได้รับการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็น (กลุ่มควบคุม) และกลุ่มที่ได้รับการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็นโดยใช้เครื ่องสร้าง     
พลาสมาเย็นที่มีแรงดันไฟฟ้า 6–10 kV ที่ความถี่ 700–900 kHz โดยใช้เวลาที่ต่างกัน 3 ระดับ ได้แก่ 10 (P10) 20 (P20) และ 30 (P30) 
วินาที โดยการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็นทำเพียง 1 ครั้ง ตามวิธีการศึกษาของ Sakulthai et al. (2023) และนำเข้าฟักตามปกติ จากนั้น
เมื่อลูกไก่ฟักออกวันแรก (Day Old Chick) สุ่มเก็บตัวอย่างโดยทำการการุณยฆาตกลุ่มละ 8 ตัว รวม 32 ตัว เพื่อเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อตับ
ขนาด 0.5 ลูกบาศก์มิลลิเมตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ที่มีสารรักษาสภาพ RNA (RNA later) และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
องศาเซลเซียส ก่อนการสกัด RNA  
การสกัด RNA จากตัวอย่างเนื้อเยื่อ 

นำตัวอย่างเนื้อเยื่อตับขนาด 0.5 ลูกบาศก์มิลลิเมตร ใส่ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร เติม Trizol (Ribozol) ปริมาตร 
500 ไมโครลิตร และเติม tissue lysis buffer 200 ไมโครลิตรและทำการ Homogenization ด้วยปิเปตตั้งทิ้งไว้ 15 นาที จากนั้นเติม 
Chroloform ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เขย่าด้วยมือเบาๆ กลับไป-กลับมา นำไป centrifuge 12,000 rpm ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
(หรืออุณหภูมิห้อง) นาน 15 นาที จากนั้นดูดส่วนของเหลวใสด้านบน (supernatant) ประมาณ 500 ไมโครลิตร ใส่ tube ใหม่ ระวัง
อย่าให้ตะกอนส่วนล่างติดมาด้วย เติม Isopropanol อัตราส่วน 1 : 1 (RNA : Isopropanol) นำไป centrifuge 12,000 rpm นาน 15 
นาที จากนั้นเท Isopropanol ทิ้ง เติม 75 % Ethanol ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (1000 ไมโครลิตร) นำไป vortex และ centrifuge 7,500 
rpm นาน 15 นาที เทสารละลายส่วนของเหลวใสทิ้ง (Ethanol) ออกให้หมด ระวังอย่าให้ตะกอน RNA บริเวณก้นหลอดตกหล่น ปิดฝา 
tube ตั้งทิ้งไว้ให้แห้งประมาณ 30 นาทีหรือจนกว่าตะกอนจะใส เติม DEPC water (DNase/RNase free water) ปริมาตร 25 – 50 
ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 55 องศาเซลเซียส 15 นาที จากนั้นนำไปวัดค่าความเข้มข้นของ RNA ด้วยเครื่อง Spectrophotometer 
(NanoDrop รุ่น 2000 Thermo Science, USA)  ท่ีมีความยาวคลื่น A260 เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
การสังเคราะห์ cDNA ด้วยเทคนิค Reverse Transcription-PCR 

การสังเคราะห์ cDNA ด้วยเทคนิค Reverse Transcription-PCR โดยเริ่มจากปริมาณ RNA เริ่มต้น 1 ไมโครกรัม โดยใช้ชุด
สกัด ReverTra Ace® qPCR RT Master mix with gDNA remover (TOYOBO, Japan) ซึ ่งใช้ส ่วนผสมคือ 4xDN Master Mix 2 
ไมโครลิตร Nuclease – free water 5 ไมโครลิตร นำไปบ่มที่อุณหภูมิ 37  องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นนำส่วนผสมที่ได้มา
เติม 5xRT Master Mix II 2 ไมโครลิตร ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร นำไปเข้าเครื่อง PCR T100TM Thermal Cycle (Bio-Rad) โดย
กำหนดสภาวะที่ประกอบไปด้วย 37 องศาเซลเซียส 15 นาที 50 องศาเซลเซียส 5 นาที และ 98 องศาเซลเซียส 5 นาที (Figure 1) 
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Figure 1 Description of the mechanism of the Non-thermal plasma technology and sample collection of liver  

tissue for gene expression studies. 
 

การศึกษาระดับการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค End-point PCR 
 นำ cDNA ไปเพิ ่มปริมาณเพื ่อศึกษาการแสดงออกของยีน DNMT1, DNMT3a และ DNMT3b โดยใส่ส่วนผสมของ 5x 
FIREPol® Master Mix Ready to Road (Solis BioDyne, Estonial), และไพรเมอร์ (Table 1) (ความเข้มข้น 10 uM) และ cDNA 
(ความเข้มข้น 40 µg/µl) ปริมาตรรวม 20 ไมโครลิตร จากนั้นนำไปเข้าเครื่อง PCRT100TM Thermal Cycle (Bio-Rad) โดยกำหนด
สภาวะที่ประกอบไปด้วย 95 องศาเซลเซียส 3 นาที แล้วเพิ่มปริมาณ cDNA เป็นจำนวน 45 รอบ ด้วยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 30 
วินาที 60 องศาเซลเซียส 40 วินาที ตามด้วย 72 องศาเซลเซียส 5 นาที และสิ้นสุดสภาวะที่ 4 องศาเซลเซียส นำผลปฏิกิริยาที่ได้มา
ตรวจสอบด้วย 2% agarose gel electrophoresis  
การศึกษาการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค Quantitative Real-Time PCR  

นำ cDNA ไปเพิ่มปริมาณเพื่อศึกษาการแสดงออกของยีน DNMT1, DNMT3a และ DNMT3b โดยใส่ลงในส่วนผสมของ 
LightCycler® 480 SYBR Green I Master (Roche Life Science, U.S.), ไพรเมอร์ (Table 1) ปริมาตรรวม 10 ไมโครลิตร จากนั้น
นำไปเข้าเครื่อง Roche LightCycler (LC-480 Real-Time PCR System; Roche Life Science, U.S.) โดยกำหนดสภาวะที่ประกอบ
ไปด้วย 95 องศาเซลเซียส 10 นาที แล้วเพิ่มปริมาณ cDNA เป็นจำนวน 45 รอบ ด้วยอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส 10 วินาที 60 องศา
เซลเซียส 10 วินาที 72 องศาเซลเซียส 10 วินาที แล้วทำการเพิ่มอุณหภูมิทีละ 4.4 องศาเซลเซียส/วินาที โดยเริ่มจาก 65 องศาเซลเซยีส 
1 นาที และไปจนถึง 97 องศาเซลเซียส (Melting curve) และสิ้นสุดสภาวะที่ 40 องศาเซลเซียส 10 วินาที นำค่า Cycle threshold 

(CT) ที ่ได้มาคำนวณ เพื ่อวิเคราะห์การแสดงของยีนด้วยสมการ Relative normalized expression 2-∆∆Ct (ΔΔCt=ΔCt Test 

sample – ΔCt Calibrator sample) ที่ปริมาณสัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของยีน β-Actin (Livak and Schmittgen, 2001) 
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Table 1 Primers used for amplification of the genes 
Gene Forward (5’-3’) Reverse (5’-3’) Reference 

β-actin GTG CGT GAC ATC AAG GAG AAG C CCA CAG GAC TCC ATA CCC AAG A Zhang et al. (2018) 

DNMT1 ACA GCC TTC GCC GAT TAC A CTC TCC ACC TGC TCC ACC AC Li et al. (2016)  
DNMT3a GGA TAG CCA AGT TCA GCA AAG GGG AAG CCA AAC ACC CTC T Li et al. (2016) 
DNMT3b GTG CTG TGC CTT GAA CAT TG TTC GTA ACT TCG GAA ACC ATT Li et al. (2016) 

 * DNMT1 = DNA methyltransferase 1, DNMT3a = DNA methyltransferase 3 alpha, DNMT3b = DNA methyltransferase 

3 beta and β-actin = beta actin (Housekeeping gene) 
 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

นำค่า Cycle threshold (CT) ที่ได้มาคำนวณ เพื่อวิเคราะห์การแสดงของยีน DNMT1, DNMT3a และ DNMT3b ด้วยสูตร 

Relative normalized expression 2-∆∆Ct ที ่ปริมาณสัมพันธ์กับระดับการแสดงออกของยีน β-actin และรายงานผลเป็นค่าเฉลี่ย 
(Mean) และวิเคราะห์แบบ Multiple comparison with a Fisher’s least significant difference (LSD) test โดยใช้กลุ่มที่ไม่ได้รับ
พลาสมาเย็นเป็นตัวเปรียบเทียบ (Control)   
 
ผลการศึกษาและวิจารณ์  

จากผลการศึกษาพบว่า การแสดงออกของยีน DNMT1 และ DNMT3a ในกลุ่มที่ได้รับและไม่ได้รับพลาสมาเย็นไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) แต่การแสดงออกของยีน DNMT3b ที่ได้รับพลาสมาเย็นทั้ง 3 ระดับคือ 10 20 และ 30 วินาที มีการ
แสดงออกที่ต่ำกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ (P<0.001) (Figure 2) ซึ่งเป็นไปตามสมมติฐานและสอดคล้องกับการศึกษาของ 
Zhang et al. (2018) ที่ใช้พลาสมาเย็นในไข่ฟักแล้วพบว่าพลาสมาเย็นมีผลต่อกระบวนการดีเอ็นเมทิลเลชั่น โดยในอนุภาคภาคของ
พลาสมาเย็นจะมีอนุมูลอิสระในกลุ่มของ Reactive Oxygen Species (ROS) เหนี่ยวนำให้เกิดความเสียหายจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ันต่อ
สารชีวโมโลกุล เช่น การเกิดลิปิดเปอร์ออกไซต์ และโปรตีนคาร์บอนิล (Davies, 1995) เมื่อเกิดความไม่สมดุลระหว่างสารต้านอนุมูล
อิสระและอนุมูลอิสระ จะนำไปสู่การเกิด Oxidative Stress ซึ ่งส่งผลให้เกิดการแสดงออกของยีนที่เปลี่ยนแปลงไปโดยที่ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงลำดับเบสของดีเอ็นเอ เรียกว่าการเปลี่ยนแปลงของเอพิเจเนติกส์ โดยกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลชั่นถือเป็นหนึ่งในเอพิเจ
เนติกส์เช่นกัน (Goldberg, et al., 1997; Cerda and Weitzman, 2007)  
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Figure 2 Relative mRNA levels of DNA methyltransferase 1 (DNMT1), DNA methyltransferase 3 alpha (DNMT3a) and  

DNA methyltransferase 3 beta (DNMT3b) in liver tissues of 0 day-old in Thai native chicken. Data are 
presented as mean ± SD (n=8); n represents an individual Thai native chicken according to the one-way 
ANOVA with a Fisher’s least significant difference (LSD) test. 
 
ยีน DNMT มีความสำคัญในระหว่างการกำเนิดตัวอ่อนและกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั ่น โดย DNMT1 ถือว่าเป็น

เมทิลทรานสเฟอเรสในการบำรุงรักษาที่สำคัญที่สุดในสัตว์มีกระดูกสันหลัง มีหน้าที่ในการรักษาสถานะของเมทิลเลชั่นในสายดีเอ็นเอท่ี
สังเคราะห์ขึ้นใหม่ในรุ่นลูก (Li et al., 2016) และมีบทบาทสำคัญในการสร้างความแตกต่างของเซลล์ตลอดจนถึงการแบ่งเซลล์ (Egger 
et al., 2006; Moore et al., 2012) ส่วน DNMT3a และ DNMT3b เมื่อมีการแสดงออกจะสามารถทำให้เกิดการเติมหมู่เมทิลทั้ง DNA 
สายเดิม และ DNA สายที่สังเคราะห์ใหม่ (Okano et al. 1999) ด้วยเหตุผลนี้ DNMT3a และ DNMT3b จึงถูกเรียกว่าเป็น de novo 
methylation (Ge et al. , 2004; Riggs and Xiong, 2004) ถ ึงแม้ว ่าทั ้ง DNMT3a และ DNMT3b เป ็น de novo methylation 
เหมือนกัน แต่การแสดงออกของยีนทั้ง 2 ในการพัฒนาของตัวอ่อนนั้นมีความแตกต่างกันอย่างมาก ซึ่งการแสดงออกของยีน DNMT3a 
จะมีการแสดงออกค่อนข้างมาก และจำเป็นตลอดการเจริญและการพัฒนาของเซลล์ ซึ่งจากผลการศึกษาพบว่าอนุภาคพลาสมาเย็นไม่มี
ผลต่อการยับยั้งการแสดงออกของ DNMT1 ในการทำหน้าท่ีเพื่อรักษาสถานะภาพของเมทิลเลช่ันในสายดีเอ็นเอ และการแสดงออกของ 
DNMT3a ในการทำหน้าที่สำคัญต่อการพัฒนาของเซลล์ ส่วนการแสดงออกของ DNMT3b นั้น มีความเกี่ยวข้องอย่างมากในระหว่าง
การพัฒนาในช่วงต้น (Takeshima et al., 2006; Yen et al., 1992; Xie et al., 1999) ซึ่งมีการศึกษาของ Fernandez et al. (2020) 
ทำการศึกษาสถานะของเมทิลเลชั่นในเอ็มบริโอต่อการอยู่รอดของเซลล์ในไก่พบว่าการแสดงออกของยีน DNMT3b ที่มากเกินไปมี
ความสำคัญอย่างยิ่งกับการควบคุมการแสดงออกของยีน Sox9 และ Scleraxis ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างความแตกต่างของเซลล ์และมีผล
ต่อการแสดงออกของยีน Bak1 ที่เกี่ยวกับการตายของเซลล์ โดยไก่จะมีลักษณะเฉพาะของการพัฒนาตัวอ่อน ซึ่งการแบ่งตัวของเซลล์ใน
ระยะแรก การเจริญเติบโต และการแยกออกเป็นเนื้อเยื่อเฉพาะจะเกิดขึ้นได้แม้ในไข่ที่ปฏิสนธิแต่ยังไม่ฟักไข่ (Patten, 1898) เมื่อเริ่มฟัก
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ตัวการพัฒนาของตัวอ่อนจะดำเนินต่อไป ตัวอ่อนประกอบด้วยอวัยวะทั้งหมดที่จำเป็นต่อการดำรงชีวิตหลังจากการฟักไ ข่ (Zusman 
and Ornoy, 1990; Kavlock and Daston 1997; Hu et al., 1993) และเมื่อ DNMT3b มีการแสดงออกมากเกินไปจะส่งผลเสียต่อ
การพัฒนาของตัวอ่อน ทำให้ตัวอ่อนแคระแกรนและตายได้ (Li, 2002; Jin et al., 2011) ซึ ่งการศึกษาของ Li et al. (2016) 
ทำการศึกษาแนวโน้มของการเปลี่ยนแปลงของกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นในไก่  พบว่าการเกิดเมทิลเลชั่นมีระดับของการเกิดเพิ่ม
มากขึ้นในระยะของการพัฒนาของตัวอ่อนที่เพิ่มมากขึ้น ซึ่งในระยะต่างๆ ของการพัฒนาของตัวอ่อนเพื่อจะดำเนินไปเป็นอวัยวะต่างๆ 
นั้นสำคัญอย่างมาก หากเกิดการเมทิลเลช่ันข้ึนจะไปยับยั้งการ transcription และนำไปสู่การขัดขวางการพัฒนาของตัวอ่อนได้  

จากการศึกษาของ Zhang et al. (2018) พบว่ากระบวนดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นก่อนได้รับพลาสมาเย็นจะอยู่ในระดับสูง หรือ  
Hypermethylation ซึ่งมีผลทำให้การแสดงออกของยีนอยู่ในระดับที่ต่ำ (Jin and Robertson, 2011) และเมื่อมีการนำพลาสมาเย็นมา
ใช้ในไข่ฟักวันที่ 4 เป็นระยะที่ตัวอ่อนกำลังพัฒนา ทำให้กระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นอยู่ในระดับที่ลดลง หรือ Hypomethylation 
และส่งผลให้การเกิดเมทิลเลชั่นอยู่ในรูปแบบของ global hypomethylation ซึ่งเป็นการลดการเติมหมู่เมทิลลงโดยทั่วไปในจีโนม 
ประกอบกับผลการศึกษานี้พบว่าการแสดงออกของยีน DNMT3b ที ่เป็นเอนไซม์ในการเกิดกระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นมีการ
แสดงออกท่ีลดลง อาจส่งผลทำให้กระบวนการเกิดเมทิลเลช่ันลดลงด้วย (Figure 3) ซึ่งการเกิด global hypomethylation จะกระตุ้น
การ transcription ของยีน (Baylin et al., 2001) และในการศึกษาของ Zhang et al. (2018) ยังพบว่าการใช้พลาสมาเย็นมีผลกับการ
แสดงออกของยีน TG , TPO และ THRs ที่เกี่ยวข้องกับกระตุ้นการผลิตพลงังานและการสังเคราะหโ์ปรตนีภายในร่างกายมีการแสดงออก
เพิ่มมากข้ึน โดยการควบคุมผ่านระดบั demethylation ที่เป็นการกำจัดหมู่เมทิลออกจากโมเลกุล ซึ่งเมื่อเกิดการ demethylation กจ็ะ
ทำให้การเกิดเมทิลเลชั่นอยู่ในรูปของ global hypomethylation  นั่นเอง ก่อนหน้านี้ยังมีการศึกษาการใช้พลาสมาเย็นในเซลล์และ
เนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตในระดับที่เหมาะสมจะส่งผลให้เกิดการพัฒนาของเซลล์เพิ่มขึ้นอีกด้วย (Kalghatgi et al., 2010; Kalghatgi et al., 
2011; Kaushik et al., 2014) และนอกจากนี้ยังมีการศึกษาของ Sakulthai et al. (2023) ใช้พลาสมาเย็นในไข่ฟักไก่ประดู่หางดำ 
พบว่าในไก่ที่อายุ 42 และ 63 วัน มีอัตราการเจริญเติบโตเฉลี่ยต่อวัน (ADG) และอัตราส่วนการเปลี่ยนอาหารเป็นน้ำหนัก (FCR) ที่ดีกว่า
กลุ่มที่ไม่ได้รับพลาสมาเย็น  
 

 

Figure 3 The hypothesis of Non-thermal plasma technology on DNA methylation. ● represent methylated 

cytosine, and ○ represent unmethylated cytosine (Refence).*ดัดแปลงจากงานของ Zhang et al. (2018) 
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สรุป  
การศึกษาครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าเทคโนโลยีพลาสมาเย็นมีผลต่อการแสดงออกของยีน DNMT3b ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับ

กระบวนการดีเอ็นเอเมทิลเลช่ัน ซึ่งกระบวนการดังกล่าวมีความสำคัญกับการพัฒนาและการอยู่รอดของตัวอ่อน เมื่อยีนดังกล่าวมีระดับ
การแสดงออกที่ลดลงทำให้การเกิดกระบวนดีเอ็นเอเมทิลเลชั่นอยู่ในระดับ Hypomethylation ส่งผลให้ Transcription factor ต่างๆ 
สามารถเข้าจับกับโปรโมเตอร์เพื่อควบคุมการ transcription ทำให้เกิดการสร้างโปรตีนหรือสร้างได้มากขึ้นตามมา ส่งเสริมให้ตัวออ่นมี
การพัฒนาได้ดีขึ้นทำให้ไก่พื้นเมืองลูกผสมที่รับการกระตุ้นด้วยพลาสมาเย็นมีอัตราการเจริญเติบโตที่ดีกว่า โดยเมื่อดูจากระดับการ
แสดงออกของยีนและแนวโน้มการเจริญเติบโตของลูกไก่แล้วพบว่า การกระตุ้นด้วยอนุภาคพลาสมาเย็นที่ 20 วินาทีส่งผลดีที่สุด ทั้ งนี้
เพื่ออธิบายกลไกของการทำงานของพลาสมาเย็นจำเป็นจะต้องมีการศึกษาเชิงลึกเพื่อเป็นองค์ความรู้สำหรับการนำไปใช้ประโยชน์ใน
การศึกษาอ่ืนๆ ต่อไป   
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