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บทคัดย่อ 

ยีนฮีทช็อคโปรตีน 70 (heat shock protein, HSP70) มีบทบาทส าคญัในการปรบัตัว การอยู่รอด และการตอบสนอง
ต่อความรอ้นของเซลลโ์คเนือ้ การศึกษานีม้ีจุดประสงคเ์พื่อทราบถึงอัตราการมีชีวิตรอด และการแสดงออกของ HSP70  
ในเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากโคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส ขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ และขาวล าพูน ภายใตอุ้ณหภูมิความรอ้น  
เซลลไ์ฟโบรบลาสตรถู์กเก็บจากใบหู จากนัน้น ามาเพาะเลีย้งในตูบ้่ม 5% CO2 ที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส การศึกษาที่ 1 
อตัราการมีชีวิตรอดของเซลลไ์ฟโบรบลาสตไ์ดร้บัความรอ้นที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง 
พบว่าอตัราการมีชีวิตรอดของเซลลข์องกลุ่มโคพืน้เมืองขาวล าพูนสงูกว่า (รอ้ยละ 97.73±0.16 และ 93.33±1.90) กลุ่มโค
ลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส (รอ้ยละ 96.36±0.35 และ 88.88±1.31) และกลุ่มโคลูกผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ (รอ้ยละ 
96.70±0.44 และ 89.16±1.37) อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) การศึกษาที่ 2 การแสดงออกของยีน HSP70 ดว้ยวิธี  
RT-PCR ในเซลลไ์ฟโบรบลาสตห์ลงัจากฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6, 12 และ 24 ชั่วโมง พบว่า เซลล์
ในทุกกลุ่มมีการแสดงออกของยีน HSP70 แสดงใหเ้ห็นถึงกลไกการตอบสนองต่อความรอ้นระดบัเซลลข์องทัง้โคพืน้เมืองและ 
โคลกูผสม สรุปไดว้่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคพืน้เมืองขาวล าพูนเมื่อไดร้บัความรอ้นที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียสมีอตัราการ 
มีชีวิตรอดของเซลลส์งูกว่าโคลูกผสม และเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคทุกกลุ่มมีการแสดงออกของยีน HSP70 เมื่อไดร้บัความรอ้น
ที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส แสดงถึงกลไกการท างานระดบัเซลลข์องโคเนือ้ที่สามารถปรบัตวัเขา้กับสภาพในเขตรอ้นชืน้ของ
ประเทศไทยได ้ 
 

ค าส าคัญ: การแสดงออกของยีนฮีทช็อคโปรตีน 70 ภายใตอุ้ณหภูมิความรอ้น เซลลไ์ฟโบรบลาสต ์โคลูกผสมขาวล าพูน 
 

Abstract 
Gene Heat shock proteins (HSP70) play an important role in the adaptation to survival and heat response 

of cells. The purpose of this study was to determine the effect of hot temperatures on the survival rates and gene 
expression of fibroblast cells from Khao Lamphun cattle, crossbreed Khao Lamphun-Angus cattle and Khao 
Lamphun-Charolais cattle. The fibroblast cells were cultured in a 5% CO2 incubator at 38.5°C. Study 1: The cell 
survival rate of fibroblast cells was determined after culture under hydrothermal conditions at 42°C for 24 and 48 
hours. The cells of Khao Lamphun cattle (97.73±0.16 and 93.33±1.90 percent) showed a viability rate higher than 
that of crossbreed Khao Lamphun-Angus cattle (96.36±0.35 and 88.88±1.31 percent) and Khao Lamphun-Charolais 
(96.70±0.44 and 89.16±1.37 percent; p<0.05). Study 2: The HSP70 gene expression of fibroblast cells after 
exposure to the hot temperature of 42°C for 6, 12 and 24 hours was evaluated using the RT-PCR method. It was 
found that HSP70 gene was expressed in all groups. This demonstrated the mechanism of cellular heat response 
of both native and crossbred cattle. In conclusion, the growth rate of fibroblast cells increased during in vitro culture. 
The survival rate of fibroblast cells under hydrothermal conditions from Khao Lamphun cattle was higher than that 
of fibroblast cells from crossbred cattle. The fibroblast cells of Khao Lamphun and crossbred cattle showed HSP70 
gene expression under hot conditions, which suggests that the fibroblast cells of beef cattle should be able to 
tolerate heat and adapt to the tropical conditions of Thailand.  
Keywords: HSP70 gene expression, under hyperthermia, cell fibroblast, crossbreeding beef cattle 
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ค าน า 
การเลีย้งโคเนือ้เป็นอาชีพเสริมสามารถสรา้งรายไดใ้หแ้ก่เกษตรกรไดอ้ย่างดี ปัจจุบนัมีการน าโคเนือ้จากต่างประเทศ

เขา้มาปรบัปรุงพนัธุเ์พื่อผลิตโคเนือ้ลกูผสมที่มีคุณภาพเนือ้ดี และเป็นที่ตอ้งการของตลาด โดยโคเนือ้ลกูผสมที่นิยมเลีย้งใน
ประเทศไทย ไดแ้ก่ โคลกูผสมชารโ์รเล่ส ์และโคลกูผสมแองกัส (เรืองยศ พิลาจนัทร ์และวนัชัย อินทิแสง, 2559) นอกจากนีก้รม
ปศุสตัวมี์การปรบัปรุงพนัธุโ์คลูกผสมโดยใชโ้คพืน้เมืองพนัธุข์าวล าพูนเป็นแม่พืน้ฐานส าหรบัผลิตโคลกูผสมพืน้เมือง 2 สายพนัธุ ์
ไดแ้ก่ โคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส และโคลกูผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ เพื่อใหไ้ดล้กูเพศเมียที่มีลกัษณะความสมบูรณพ์นัธุ์สงู 
เจริญเติบโตดี แต่อย่างไรก็ตามการน าโคที่มีสายเลือดยุโรปสงูมาเลีย้งยงัมีขอ้จ ากัดในเร่ืองสภาพอากาศรอ้นชืน้ของประเทศไทย
อาจส่งผลใหโ้คนัน้มีการกินอาหาร การเจริญเติบโต และประสิทธิภาพของระบบสืบพนัธุ์ลดลง ดังนัน้การน าโคลกูผสมพืน้เมือง
พนัธุข์าวล าพูนมาใชใ้นการปรบัปรุงพนัธุจ์ะท าใหโ้คสามารถปรบัตัวเขา้กับสภาพอากาศรอ้นชืน้ของประเทศไทยได ้มีรายงานว่า 
ผิวหนงัเป็นส่วนที่ช่วยปกป้องโครงสรา้งอวัยวะภายในจากสภาพแวดลอ้มภายนอก ในผิวหนงัมีเซลลไ์ฟโบรบลาสตเ์ป็นองค-์ 
ประกอบซึ่งอยู่ในส่วนของหนงัแท ้(Fanny, 2004) โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสตม์ีบทบาทที่ส าคญัทางสรีรวิทยา (Singh et al., 2014) 
หรือการตอบสนองต่อการปรบัตวัทางชีวเคมีของเซลล ์(Fujita, 1999) ความเครียดจากความรอ้น (heat stress) ซึ่งจะส่งผลลบ
ต่อสขุภาพ ความสามารถในการสืบพนัธุ ์และประสิทธิภาพการผลิต (Dobson and Smith, 2000) มีรายงานว่าความเครียดจาก
ความรอ้นส่งผลใหอ้ตัราการมีชีวิตรอดของลกูสกุรลดลง (Wegner et al., 2014) ส่งผลใหโ้คนมลดปริมาณน า้นม (Ravagnolo  
et al., 2000) และลดความสมบูรณพ์นัธุ ์(Sartori et al., 2004) มีรายงานการเพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นหลอดทดลองจาก
เซลลใ์บหูของสุกรพบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตมี์การแบ่งตัวเพิ่มสูงขึน้รอ้ยละ 94.9±0.52 ถึง 97.8±1.21 (Changqing et al., 
2014) Csermely et al. (1998) รายงานว่า เมื่อเซลลใ์นร่างกายไดร้บัความเครียดจากความรอ้นส่งผลใหเ้ซลลม์ีการแสดงออก
ของยีนในกลุ่มของฮีทช็อคโปรตีน เพื่อผลิตฮีทช็อคโปรตีนส าหรบักลไกป้องกันการเกาะกลุ่มของโปรตีน (protein aggregation) 
และช่วยรกัษาโครงสรา้งของโปรตีนที่เสียหายใหก้ลบัมามว้นพบัตัวสู่สภาพปกติ (Basirico et al., 2011) โดยกลุ่มฮีทช็อคโปรตีน 
(heat shock proteins: HSPs) มีอยู่ 5 ชนิดตามน า้หนกัโมเลกุล (molecular weights) ไดแ้ก่ HSP100, HSP90, HSP70, HSP60 
และ HSP40 ซึ่งแต่ชนิดมีหนา้ที่แตกต่างกันไป โดย HSP70 เป็นตวัแรกที่มีการตอบสนองเมื่อเซลลถู์กกระตุน้โดยความเครียด
จากความรอ้น (Kregel, 2002) การศึกษาก่อนหนา้นีข้อง Wu et al. (2017) ไดท้ าการศึกษาการทนความรอ้นของเซลล ์
ไฟโบรบลาสตใ์นโคพนัธุ ์ Taiwan yellow (Bos indicus) และโคพนัธุ ์ Holstein (Bos taurus) พบว่า กลุ่มโคทัง้ 2 พนัธุ ์
มีการแสดงออกของยีน HSP70 หลงัจากถูกกระตุน้ดว้ยความรอ้นที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส อย่างไรก็ตามการศึกษา 
การแสดงออกของยีน HSP70 ในโคขาวล าพูนและโคลูกผสมยงัไม่มีการรายงาน ดังนัน้งานวิจยันีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ 
ทราบถึงอัตราการมีชีวิตรอด และการแสดงออกของยีนฮีทช็อคโปรตีนในเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากโคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส 
ขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์และขาวล าพูน ภายใตอุ้ณหภูมิความรอ้น เพื่อเป็นแนวทางในการคดัเลือกโคเนือ้คุณภาพดีที่สามารถเลีย้ง
ในสภาพอากาศรอ้นของเมืองไทยต่อไป 

 
วิธีการศกึษา 

สัตวท์ดลอง 
ท าการศึกษาในโคลูกผสมพืน้เมืองเพศเมียทัง้หมด 9 ตวั ไดแ้ก่ โคขาวล าพูน (3 ตวั) โคลูกผสมขาวล าพูน-แองกัส  

(3 ตวั) และโคลกูผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์(3 ตวั) จากศูนยว์ิจัยและบ ารุงพนัธุส์ัตวพ์ะเยา และสถานีวิจยัทดสอบพนัธุ์สตัวแ์พร่ 
ส าหรบัท างานวิจยั โดยปฏิบติัตามขอ้ก าหนดในจรรยาบรรณการใชส้ตัวเ์พื่องานทดลองทางวิทยาศาสตร ์สภาวิจยัแห่งชาติ และ
ภายใตค้ าแนะน าของคณะกรรมการก ากับดูแลการเลีย้งและใชท้ดลอง ศูนยส์ตัวท์ดลองมหาวิทยาลัยพะเยา เลขที่ UP-AE60-
01-01-001 
สารเคมีท่ีใช้ในการทดลอง 

สารเคมีและสารตัง้ตน้ที่ใชใ้นการศึกษาในครัง้นี ้คือ DMEM media; Catalogue No. 11855-084, fetal bovid serum; 
Catalogue No. 10437-028, antibiotic-antimycotic; Catalogue No. 15240-062, phosphate buffer saline; Catalogue No. 
10010-23, trypsin-EDTA 0.05%; Catalogue No. 25200-056 และ trypan blue stain 0.4%; Catalogue No. 15250-061 
ผลิตจากบริษัท Thermo Fisher Scientific จ ากัด 
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การเก็บตัวอย่างเซลล์ไฟโบรบลาสต ์
น าโคเขา้ซองบงัคบัแลว้ท าความสะอาดบริเวณใบหูดว้ยส าลีชุบ 70% (V/V) ethanol จากนัน้ตวัอย่างชิน้เนือ้ใบหูขนาด 

1 เซนติเมตรจะถูกตดั และเก็บไวใ้นสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) เพื่อน ากลบัมาเพาะเลีย้งที่หอ้งปฏิบติัการของ
สาขาสตัวศาสตร ์คณะเกษตรศาสตรแ์ละทรพัยากรธรรมชาติ มหาวิทยาลัยพะเยา  
การเพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์

หลงัจากน าชิน้เนือ้ที่ไดจ้ากใบหูของโคมาท าความสะอาดอีกรอบแลว้ ใชม้ีดตดัใหเ้ป็นชิน้เล็ก ๆ ในสภาพปลอดเชือ้ 
แลว้ลา้งป่ันเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,000 rpm ณ อุณหภูมิหอ้ง เป็นเวลา 3 นาที และดูดของเหลวส่วนบนทิง้ ท าการลา้งแบบเดิมดว้ย 
PBS อีก 2 รอบ และน าตวัอย่างใส่ในจาน น าไปเลีย้งในตูบ้่ม 5% CO2 จากนัน้ย่อยดว้ย trypsin (0.025% (W/V) บ่มไวท้ี่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื่อใหเ้ซลลห์ลดุออกเป็นเซลลเ์ด่ียว น าเซลลม์าลา้ง trypsin ออกโดย 10% FBS-DMEM  
โดยการป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 3,000 rpm ณ อุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 3 นาที แลว้น ามาเลีย้งดว้ยอาหารเลีย้งเซลล ์ 10%  
FBS-DMEM ในตูบ้่ม 5% CO2 เมื่อเซลลเ์พิ่มจ านวน น าไปเก็บรักษาโดยการแช่แข็งตามวิธีการของ Intawacha et al. (2009)  
การท าฮีทช็อคเซลลไ์ฟโบรบาสต ์

เซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ะถูกน ามาท าฮีทช็อคตามวิธีของ Lee et al. (2016) โดยเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่เก็บแช่แข็ง (freeze) 
ไวจ้ะถูกน ามาละลาย (thaw) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 วินาที หลงัจากนัน้น าตวัอย่างเซลลไ์ฟโบรบลาสตม์า
เพาะเลีย้งในจานอาหารที่มี 10% FBS DMEM ที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ในตูบ้่ม 5% CO2 เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้ 
จะท าการฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลาที่แตกต่างกันคือ 6 ชั่วโมง 12 ชั่วโมง และ 24 ชั่วโมง  
การศึกษาการแสดงออกของยีน  

น าเซลลไ์ฟโบรบลาสตจ์ากการฮีทช็อคมาศึกษาการแสดงออกของยีน โดยใชป้ฏิกิริยาลกูโซ่พอลิเมอเรสแบบยอ้นกลบั 
(Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction, RT-PCR) โดยมีรอบการท า PCR ดงันี ้ เร่ิมตน้ดว้ยกระบวนการ  
pre-denaturing 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ท าปฏิกิริยา 40 รอบ มีรายละเอียดดงันี ้denaturing ที่อุณหภูมิ 
95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาท ีannealing ที่อุณหภูมิ 58 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาท ีextension ที่อุณหภูมิ 72 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาท ีfinal extension ที่อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และ chili อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส หลังจากเสร็จสิน้ปฏิกิริยา น า PCR product ไปตรวจสอบการแสดงออกของยีน ในการตรวจหาการแสดงออกของยีน 
โดยท าการสกัด total RNAs โดยใช ้RNA extraction kit (Geneaid RT050) น า total RNA ของโคเนือ้หา first strand cDNA 
โดยการใช ้20 g of total RNA จากนัน้เติม 2 µL of DNase I, 3 µL of DNase I 10× buffer, 0.25 µL of RNasin, 4.75 µL of 
ddH2O ภายใตอุ้ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 25 นาที จากนัน้หา PCR homologous cDNA จากฐานขอ้มูลของ 
GenBank และตรวจดู PCR product ใน 1.5% Agarose ที่ยอ้มดว้ย ethidium bromide ภายใตแ้สง UV light ตามวิธีการของ
Intawicha et al. (2009) 
การออกแบบการทดลอง การทดลองแบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ดงันี ้

การทดลองที ่1 ศึกษาอตัราการแบ่งเซลล์และอตัราการมีชีวิตรอดของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ในโคลูกผสมพืน้เมือง 
ขอ้มลูอตัราการแบ่งเซลลท์ี่เลีย้งที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซยีส ถูกน ามาวิเคราะหใ์นแต่ละเวลาของการเพาะเลีย้ง คือ 

24 และ 48 ชั่วโมง เพื่อเปรียบเทียบอตัราการแบ่งเซลลใ์นแต่ละสายพนัธุ ์ตามล าดบั โดยตรวจนบัจ านวนเซลลด์ว้ยการใชน้ า้ยา
ยอ้มสี trypan blue ขอ้มูลอตัราการมีชีวิตรอดของเซลลไ์ฟโบรบลาสตถู์กน ามาวิเคราะหห์ลังจากเพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 42 องศา
เซลเซียส ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง เพื่อประเมินอัตราการมีชีวิตรอดโดยใชน้ า้ยายอ้มสี trypan blue 

การทดลองที ่2 ศึกษาการตอบสนองของยีนในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคลูกผสมพืน้เมืองถูกแบ่งออกเป็นสองกลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 เพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่

อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียสในตูบ้่ม 5% CO2 เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง กลุ่มที่ 2 เพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่อุณหภูมิ 42 
องศาเซลเซียส ในตูบ้่ม 5% CO2 เป็นระยะเวลา 6 12 และ 24 ชั่วโมง หลงัจากนัน้น าตัวอย่างเซลลม์าวิเคราะหก์ารแสดงออกของ
ยีนดว้ยวิธี RT-PCR โดยใช ้primers ดงัแสดงใน Table 1 
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Table 1 Sequence and fragment size of the pairs of primers used for RT-PCR. 
 
SL. no. Gene Primer sequence Fragment size (bp) NCBI/reference 

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

3 β-ACTIN F: AGGCATCCTGACCCTCAAGTA 95 (Singh et al., 2014) 
  R: GCTCGTTGTAGAAGGTGTGGT   

 
การวิเคราะหผ์ลทางสถิติ 

การวิเคราะหค์วามแปรปรวนของขอ้มูลดว้ยวิธี One-way ANOVA ดว้ยโปรแกรม R 64 bit (version 3.5.1) และ
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของทรีตเมนตโ์ดยวิธีดนัแคน (Duncan New Multiple Range Test: DMRT) โดยก าหนดความเชื่อมั่นที่ 
95% (p<0.05) แสดงว่ามีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคัญ 
 

ผลการศกึษาและวิจารณ ์
การทดลองท่ี 1 ศึกษาอัตราการแบ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคพืน้เมืองและโคลูกผสม 
 อตัราการแบ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคพืน้เมืองและโคลกูผสมที่เลีย้งในอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส พบว่า อตัราการ
แบ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคขาวล าพูนที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลงัจากเร่ิมนบัเซลลค์รัง้แรก 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง 
เพิ่มขึน้รอ้ยละ 0.42, 23.37 และ 70.65 ตามล าดบั (p>0.05; Table 2) อตัราการแบ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคขาวล าพูน-แองกัส 
ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง หลงัจากเร่ิมนบัเซลลค์รัง้แรก 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง เพิ่มขึน้รอ้ยละ 0.47, 23.59 และ 71.04 
ตามล าดบั (p>0.05; Table 2) และอตัราการแบ่งเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ที่เพาะเลีย้งเป็นเวลา 2 ชั่วโมง 
หลงัจากเร่ิมนบัเซลลค์รัง้แรก 24 ชั่วโมง และ 48 ชั่วโมง เพิ่มขึน้รอ้ยละ 0.44, 24.08 และ 71.97 ตามล าดบั (p>0.05; Table 2) 

การศึกษาสัณฐานวิทยา (Morphology) ของเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคลกูผสมขาวล าพูนพนัธุแ์ทท้ี่เพาะเลีย้งที่อุณหภูมิ 
38.5 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง แสดงใน Figure 1A และเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคลกูผสมขาวล าพูน-
แองกัส และโคลูกผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ (Figure 1B, C) Abdian et al. (2015) ไดท้ าการทดลองโดยใชต้ัวอย่างเซลล ์
ไฟโบรบลาสตจ์ากมนุษย ์ (Human Dermal Fibroblasts: HDFs) เป็นเซลลช์นิด dermis ที่มีตน้ก าเนิดพบในเนือ้เย่ือเก่ียวพนั
ทัง้หมด อีกทัง้ยงัเป็นเซลลท์ี่สามารถท าไดโ้ดยมีการแบ่งตัวที่ดีและสามารถเลีย้งไดง้่ายในหลอดทดลอง โดยท าการเพาะเลีย้งใน
อาหาร 10% FBS-DMEM ประกอบดว้ยยาปฏิชีวนะ (Penicillin / Streptomycin 1%) เมื่อเซลลม์ีการเจริญเติบโต 80 ถึง 90 
เปอรเ์ซ็นต ์ท าการแบ่งเป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มที่มี Basic Fibroblast Growth Factor (bFGF) และกลุ่มที่ไม่ม ี bFGF พบว่า 
หลงัจากการเพาะเลีย้งเซลล ์HDFs พบว่าเซลลม์ีจ านวนเพิ่มขึน้ทุก 24 ชั่วโมง แสดงใหเ้ห็นว่าช่วงระยะเวลาที่ 24 ถึง 120 ชั่วโมง 
HDFs ที่เพาะเลีย้งในอาหารที่มีและไม่มี bFGF มีอตัราการแบ่งตัวไม่ต่างกัน (Schuldiner et al., 2000) นอกจากนีก้ารแบ่งตัว
ของเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์ึน้อยู่กับปัจจัย 2 ชนิด ไดแ้ก่ Morphogenesis (กระบวนการท าใหเ้ซลลท์ี่แบ่งตวัสามารถจดัระเบียบ
ช่วงของการเจริญเติบโต) และ Mitogens (สารกระตุน้ที่ไม่จ าเพาะที่กระตุน้ใหเ้ซลลเ์กิดการแบ่งตวัอยู่ในรูปของโปรตีน) ซึ่งปัจจยั

Table 2 Cell division rates in Thai-native and crossbred beef cattle after culture for 1 and 2 days. 
 

Day of culture 
% Growth rate  

P-value 
WL (n=3) WL-AG (n=3) WL-CHA (n=3) 

SCC (cell/ml) 122,667 124,333 126,000  
2 h after SCC (cell/ml) 0.42% (123,183) 0.47% (124,918) 0.44% (126,563) 0.711 
24 h (cell/ml) 23.37% (151,333) 23.59% (153,667) 24.08% (156,333) 0.702 
48 h (cell/ml) 70.65% (209,333) 71.04% (212,667) 71.97% (216,667) 0.963 

WL = Chao Lamphun, WL-AG = Chao Lamphun-Angus, WL-CHA = Chao Lamphun-Charolais. 
SCC = start counting cell. 
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เหล่านีม้ีบทบาทส าคัญในการเจริญเติบโตของสตัว ์ นอกจากนีใ้นทางการแพทยย์งัชีใ้หเ้ห็นว่าปัจจยัการแบ่งตวัของเซลลเ์หล่านี ้
สามารถน าไปใชท้ดลองส าหรบัหลายโรคของมนุษย ์(Agha et al., 2016)  
 

 
Figure 1 Morphology of fibroblast cell of cattle after cell culture. A: Population of fibroblast cells in Khao Lamphun 

cattle at 0 h (Aa), 24 h (Ab) and 48 h (Ac); B: Population of fibroblast cells in Chao Lamphun-Angus cattle 
at 0 h (Ba), 24 h (Bb) and 48 h (Bc); C: Population of fibroblast cells in Chao Lamphun-Charolais at 0 h 
(Ca), 24 h (Cb) and 48 h (Cc). 

 
การตรวจสอบอัตราการรอดชีวิตของเซลลไ์ฟโบรบลาสต์ 

หลงัจากฮีทช็อคเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจดูการรอดชีวิตโดยใชน้ า้ยายอ้มสี trypan 
blue พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคลูกผสมขาวล าพูนเพาะเลีย้งที่ระยะเวลา 0 ชั่วโมง มีลักษณะเกาะติดกับจานซึ่งมีรูปร่าง
เป็นกระสวยตามลูกศรสีแดง (Figure 2A) หลงัจากนัน้เพาะเลีย้งเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่ระยะเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า ในจาน
เพาะเลีย้งเซลลม์ีลกัษณะลอย มีรูปร่างทรงกลมตามลูกศรสีแดง (Figure 2B) ซึ่งเซลลท์ี่มีลกัษณะลอยเป็นเซลลท์ี่มีการรอดชีวิต
ต ่า เมื่อน าตวัอย่างเซลลม์าตรวจนบัและประเมินการมีชีวิตรอดดว้ยน า้ยายอ้มสี trypan blue พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์อง 
โคลกูผสมขาวล าพูนเพาะเลีย้งระยะเวลา 0 ชั่วโมง ยอ้มติดสีน า้เงินนอ้ยกว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่เพาะเลีย้งระยะเวลา 24 ชั่วโมง 
ตามลูกศรสีแดง ซึ่งเซลลท์ี่ยอ้มติดสีน า้เงินเป็นเซลลต์าย ส่วนเซลลท์ี่มีลกัษณะทรงกลมใสเป็นเซลลท์ี่รอดชีวิตสูง โดยตรวจนบั
จ านวนเซลล ์และน าเสนอในรูปแบบรอ้ยละ (Figure 2C, D) 
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Figure 2 Survival rate of cell after culture at 42 °C were determined with trypan blue. A: morphology of adherent fibroblast 

cell before heat shock; B: after heat shock fibroblast cell will suspension in culture medium; C-D: dead cell was 
stained with trypan blue. 

 
อัตราการมีชีวิตรอดของเซลล์ไฟโบรบลาสตโ์คลูกผสมพืน้เมืองภายใต้อุณหภูมิความร้อน 

จากการศึกษาอตัราการมีชีวิตรอดของเซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคลูกผสมพืน้เมืองก่อนฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 38.5 องศา
เซลเซียส พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องกลุ่มโคขาวล าพูน โคลูกผสมขาวล าพูน-แองกัส และโคลกูผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ 
มีอตัราการมชีีวิตรอดรอ้ยละ 99.86±0.06, 99.73±0.33 และ 99.92±0.01 ตามล าดบั (p>0.05; Table 3) หลงัจากฮีทช็อคที่
อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องกลุ่มโคขาวล าพูนมีอัตราการมีชีวิต
รอดสูงที่สุด คือรอ้ยละ 97.73±0.16 และ 93.33±1.90 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มโคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส และกลุ่มโคลกูผสม
ขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์มีอตัราการมีชีวิตรอดรอ้ยละ 96.36±0.35 และ 88.88±1.31, 96.70±0.44 และ 89.16±1.37 ตามล าดบั 
(p<0.05; Table 3) ผลการทดลองที่ไดส้อดคลอ้งกับ Deb et al. (2014) ซึ่งท าการศึกษาผลของความเครียดจากความรอ้นในโค
พนัธุ ์Sahiwal (Bos indicus) และโคพนัธุ ์Frieswal (Bos indicus × Bos taurus) พบว่า โคพนัธุ ์Sahiwal มีอตัราการมีชีวิตรอด
สงูกว่าโคพนัธุ ์ Frieswal ซึ่งคลา้ยคลึงกันกับงานวิจยัของ Wu et al. (2017) ที่ไดท้ าการศึกษาเกี่ยวกับการทนรอ้นของเซลล ์
ไฟโบรบลาสตใ์นโคพนัธุ ์ Taiwan yellow (Bos indicus) และโคพนัธุ ์Holstein (Bos taurus) พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์อง 
โคพนัธุ ์Taiwan yellow สามารถทนรอ้นดีกว่าเซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคพนัธุ ์Holstein  

 
Table 3 Survival rate of fibroblast cells from Thai-native and crossbred beef cattle after heat shock at 42 °C 

for 0, 24 and 48 h. 
 

Time interval (h) 
% Survival rate 

P-value 
WL (n=3) WL-AG (n=3) WL-CHA (n=3) 

NSH (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 <0.05 
HS 48 h (cell/ml) 93.33±1.90a 88.88±1.31b 89.16±1.37b <0.05 
a, b Percent in the column with different in superscript differ significantly (P<0.05). 
WL = Khao Lamphun, WL-AG = Khao Lamphun-Angus, WL-CHA = Khao Lamphun-Charolais. 
NHS = non heat shock, HS = heat shock. 
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การทดลองท่ี 2 การศึกษาการตอบสนองของยีนในเซลล์ไฟโบรบลาสต์ 
จากการศึกษาการตอบสนองของยีนฮีทช็อคโปรตีน 70 (HSP70) ในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ โดยมีการออกแบบไพรเมอร์

เพื่อใชใ้นการวดัการแสดงออกของยีน HSP70 อย่างจ าเพาะ ซึ่งไพรเมอรท์ี่ออกแบบได ้ เมื่อน ามาเพิ่มจ านวน DNA ของยีน 
HSP70 ดว้ยเทคนิค PCR โดยใช ้cDNA ชุด Tetro cDNA Synthesis Kit พบว่า DNA ของยีน HSP70 ที่ได ้มีความยาว 171  
คู่เบส เมื่อท าการเปรียบเทียบการตอบสนองของยีน HSP70 ในเซลลไ์ฟโบรบลาสต ์ พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตใ์นโคขาวล าพูน  
โคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส และโคลูกผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์หลงัจากฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส ชั่วโมงที่ 0 ไม่มี
การตอบสนองต่อการแสดงออกของยีน HSP70 (Figure 3A) เมื่อฮีทช็อคที่อุณหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 6 12 และ 
24 ชั่วโมง พบว่า เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคทัง้ 3 กลุ่ม มีการแสดงออกของยีน HSP70 ในสภาพที่เซลลไ์ดร้บัความรอ้นจะส่งผล
ท าใหเ้ซลลมี์การแสดงออกของยีน HSP70 เพื่อผลิต HSP70 ในกระบวนการป้องกันไม่ใหโ้ปรตีนในเซลลถู์กท าลายและช่วยให้
โปรตีนที่เสียสภาพไปสามารถคืนสภาพและท างานไดป้กติ (จกัรกริช เจริญศิลป์ และคณะ, 2555) ในการศึกษาครัง้นีพ้บว่า 
ภายใตอุ้ณหภูมิความรอ้น เซลลไ์ฟโบรบลาสตข์องโคทั้ง 3 กลุ่มมีการแสดงออกของยีน HSP70 (Figure 3A) ชีใ้หเ้ห็นว่าเซลล์
ผิวหนงัของโคมีกลไกในการตอบสนองต่อความรอ้น นอกจากนี ้ Collier et al. (2006) ไดร้ายงานว่า โคกลุ่ม Bos indicus  
มีความสามารถในการทนความรอ้นไดดี้กว่าโคกลุ่ม Bos Taurus โดยเมื่อเซลลอ์ยู่ภายใตส้ภาวะความเครียดจากความรอ้น  
ยีน HSP จะมีการแสดงออกเพื่อสรา้งฮีทช็อคโปรตีน ส าหรบัช่วยรกัษาสภาพโปรตีนภายในเชลล ์ (Basirico et al., 2011)  
ใหส้ามารถทนต่อความรอ้นได ้ (Kregel, 2002) ระดบัการแสดงออกของยีน HSP70 จากเซลลอ์าจเป็นตวัชีว้ดั (biomarker)  
การทนต่อความรอ้นของโคเนือ้ลกูผสมส าหรับเลีย้งในสภาพอากาศของประเทศไทยได ้(Basirico et al., 2011) 

(A) 

     
(B) 

 
Figure 3 HSP70 gene expression of fibroblast from Thai-native and crossbred beef cattle after heat shock at  

42 °C for 0 h, 12 h and 24 h. β-actin gene were served at control. 
C = Khao Lamphun-Charolais, A = Khao Lamphun-Angus, W = Khao Lamphun. 
NS = non heat shock. 
 

สรุปผลการศกึษา 
จากการศึกษาพบว่า อตัราการแบ่งตวัของเซลลไ์ฟโบรบลาสตท์ี่เลีย้งที่อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส มีการแบ่งตัวที่

เพิ่มสงูขึน้ในโคลูกผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่ส ์ โคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส และโคพืน้เมืองขาวล าพูนไม่ต่างกัน ภายใตอุ้ณหภูมิ
ความรอ้น เซลลข์องโคขาวล าพูนมีอตัราการมีชีวิตรอดสงูกว่าโคลกูผสมขาวล าพูน-ชารโ์รเล่สแ์ละโคลกูผสมขาวล าพูน-แองกัส 
ทัง้นีโ้คทุกกลุ่มมีการแสดงออกของยีน HSP70 หลงัจากไดร้บัอุณหภูมิความรอ้น 
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