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บทคัดย่อ: โรคในปศุสัตว์เป็นปัญหาส าคัญที่ส่งผลให้เกิดการสูญเสียต่อระบบการผลิตสัตว์ และอาจส่งผลเสียไปถึง
ผู้บริโภคอาหารจากสัตว์ที่เป็นโรคด้วย เทคนิคการปรับแต่งพันธุกรรมเป็นหนึ่งในวิธีที่ช่วยป้องกันและรักษาโรคในสัตว์
ได้อย่างมีประสิทธิภาพ การปรับแต่งจีโนมคือการปรับเปลี่ยนโครงสร้างยีนในล าดับดีเอ็นเอโดยอาจมีการลบ 
(deletion) หรือแทรก (insertion) ล าดับดีเอ็นเอใหม่ ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเทคนิคการปรับแต่งจีโนมให้มี
ประสิทธิภาพสูงขึ้น โดยเทคนิคที่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบันได้แก่ Zinc-finger nucleases (ZFNs), 
Transcription activator- like effector nucleases ( TALENs) , and Clustered regulatory interspaced short 
palindromic repeats (CRISPRs) บทความนี้ได้รวบรวมงานวิจัยที่มีการใช้เทคนิค ZFNs, TALENs หรือ CRISPR ใน
การตัดแต่งจีโนมในปศุสัตว์ โดยรวมพบว่าสามารถช่วยเพิ่มความต้านทานต่อโรคในปศุสัตว์ได้ ไม่ว่าจะใช้ในการตัด
บริเวณยีนที่เป็นตัวรับของโรคให้สูญเสียหน้าที่ หรือตัดและแทรกยีนอ่ืน ๆ ที่มีความต้านทานตอ่โรคสูง ขึ้นส่งผลให้สัตว์
มีความต้านทานต่อโรคที่เพิ่มข้ึนอีกด้วย 
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Abstract: Animal diseases significantly impact livestock production, agriculture, the economy, as well 
as exposing human to foodborne illnesses that originate from animals. Recently, potential new 
techniques have emerged that could efficiently prevent and treat animal diseases, one of which is 
genome editing, which is a technique that can alter genetic information by inserting or removing 
parts of target genes. Currently, the most widely used genome editing techniques include Zinc-finger 
nucleases (ZFNs), Transcription activator-like effector nucleases (TALENs), and Clustered regulatory 
interspaced short palindromic repeats (CRISPRs).  This article reviews genome editing techniques 
(ZFNs, TALENs, and CRISPRs) that have been employed for editing the genomes of livestock. Overall, 
genome editing has been shown to increase disease resistance, either by removing the causative 
part of the genes or by replacing them with a resistance cassette, thus enhancing disease resistance 
in livestock. 
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บทน า 
การเกิดโรคในปศุสัตว์นั้นเป็นปัญหาส าคัญที่ส่งผล

กระทบต่อระบบการผลิตสัตว์ เกษตรกร เศรษฐกิจ และ
ในด้านอ่ืน ๆ นอกจากนี้การเกิดโรคในปศุสัตว์ยังเพิ่ม
ความเสี่ยงต่อการติดเชื้อจากสัตว์สู่มนุษย์ได้ ไม่ว่าจะเกิด
จากการบริโภคสัตว์ที่ติดเชื้อ หรือเกิดจากโรคติดเชื้อจาก
สัตว์สู่มนุษย์ (zoonosis) ดังนั้นการเกิดโรคติดต่อในสัตว์
จึงเป็นปัญหาส าคัญของเกษตรกร ซึ่งควรที่จะมีการ
ป้องกันและแก้ไข โดยในปัจจุบันมีวิธีการที่หลากหลายใน
การป้องกันและรักษาโรคในปศุสัตว์ เช่น การฉีดวัคซีน 
การใช้ยาปฏิชีวนะ การจัดการฟาร์ม และการปรับปรุง
พันธุ์ ทั้งวิธีดั้งเดิมและวิธีทางพันธุวิศวกรรม เป็นต้น   

การปรับแต่ งจี โนม ( genome editing)  เป็น
ศาสตร์แขนงหนึ่งของพันธุวิศวกรรม มีวัตถุประสงค์ใน
การปรับเปลี่ยนล าดับดีเอ็นเอในบริเวณที่ต้องการ ในอดีต
การปรับแต่งจีโนมนิยมท าในสิ่งมีชีวิตเซลล์เดียว เซลล์ที่
เพาะเลี้ยงในหลอด และสัตว์ทดลอง โดยมีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาหน้าที่และการท างานของยีน (Murase et al., 
2003; Tsetskhladze et al. , 2012; Bi et al. , 2019) 
แต่ในปัจจุบันนี้ได้มีการศึกษาและพัฒนาเทคนิคการ
ปรับแต่งจีโนมให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น เทคนิคปรับแต่ง
จีโนมจึงได้เข้ามามีบทบาทอย่างมากในด้านการวิจัย 
การแพทย์ และปศุสัตว์ โดยเทคนิคที่ได้รับความนิยมใน
ปั จ จุ บั น  ไ ด้ แ ก่  Zinc- finger nucleases ( ZFNs) , 
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Transcription activator- like effector nucleases 
(TALENs)  และ  Clustered regulatory interspaced 
short palindromic repeats (CRISPRs) เนื่องจากมีการ
พัฒนาให้สามารถท าได้ง่ายขึ้น มีราคาที่ถูกลง และมี
ประสิทธิภาพมากขึ้น (Gupta et al., 2019) จนสามารถ
น ามาใช้ ในงานด้ านปศุสั ตว์ ได้  (Wu et al. , 2015; 
Whitworth et al., 2019)  

ใ นปั จ จุ บั น สภาพแวดล้ อมของ โ ลกมี ก า ร
เปลี่ยนแปลงอยู่ตลอดเวลา ซึ่งอาจส่งผลกระทบต่อการ
แพร่กระจายของโรคติดต่อทั้งรุนแรงและไม่รุนแรงในปศุ
สัตว์ นอกจากนี้ได้มีการน าเทคนิคทางการสืบพันธุ์เข้ามา
ใช้อย่างแพร่หลาย เช่น การผสมเทียมโดยพ่อพันธุ์ 1 ตัว 
สามารถผสมกับแม่พันธุ์ได้หลายตัว เป็นสาเหตุหนึ่งที่ท า
ให้เกิดเลือดชิดขึ้นในฝูง ส่งผลให้เกิดการแพร่กระจายของ
ยีนที่ก่อให้เกิดโรคทางพันธุกรรมได้ และที่ส าคัญใน
ปัจจุบันโรคทางพันธุกรรมยังไม่มียาที่ใช้ในการรักษา 
( Ikeda et al. , 2017)  หนึ่ ง ใ น วิ ธี ก า ร ป้ อ ง กั น ที่ มี
ประสิทธิภาพคือการปรับแต่งจีโนม มีหลายงานวิจัยที่ได้
แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพและความก้าวหน้าของการ
ปรับแต่งจีโนมเพื่อเพิ่มความต้านทานโรคติดต่อ (Liu et 
al., 2013; Wu et al., 2015; Burkard et al., 2017) ซึ่ง
ถ้าหากสามารถปรับแต่งจีโนมให้สัตว์ต้านทานโรคหรือ
ป้องกันการเป็นโรคได้ จะท าให้ลดค่าใช้จ่ายต้นทุนใน
เร่ืองของวัคซีน ยา และค่าการรักษาอ่ืน ๆ จากงานวิจัยที่
ได้รวบรวมนั้นแสดงให้เห็นวิวัฒนาการและเทคนิคการ
ปรับแต่งจีโนมที่นิยมในปัจจุบันเพื่อให้สัตว์ มีความ
ต้านทานโรคมากขึ้น โดยมี 3 เทคนิค คือ ZFN, TALENs 
และ CRISPRs  
 

หลักการปรับแต่งจีโนม 
การปรับแต่งจีโนม คือ กระบวนการท าให้เกิดการ

ปรับเปลี่ยนบริเวณที่จ าเพาะของล าดับดีเอ็นเอ ซึ่งอาจ
เกิดการแทรก (insertion) ลบ (deletion) หรือแทรก
และลบ (indels) ซึ่งในอดีตมีการใช้การปรับแต่งจีโนม

เพื่อการศึกษาหน้าที่และการท างานของยีน เช่น การ
ปรับแต่งจีโนมของปลาม้าลายเพื่อศึกษายีนที่ควบคุมการ
สร้างเม็ดสี (Tsetskhladze et al., 2012) แต่ในปัจจุบัน
นี้ได้มีการศึกษาและพัฒนาเทคนิคการปรับแต่งจีโนมให้มี
ความรวดเร็วและแม่นย ามากขึ้น จึงมีการน าเทคนิคการ
ปรับแต่งจีโนมมาใช้เพื่อปรับเปลี่ยนพันธุกรรมให้มีความ
ต้านทานโรคในปศุสัตว์มากขึ้น  (Liu et al. , 2013; 
Burkard et al., 2017; Koslová et al., 2020) 

เทคนิคการปรับแต่งจีโนมในภาพรวมที่ส าคัญ
ประกอบด้วย เอนไซม์ส าหรับการตัดล าดับนิวคลีโอไทด์ 
(nucleotide) บนสายสายดีเอ็นเอ เช่น เอนไซม์ตัด
จ าเพาะ (restriction enzyme) และ เอนไซม์นิวคลีเอส 
(nuclease enzyme) เป็นต้น โดยมีตัวน าทางเพื่อให้
เอนไซม์สามารถไปตัดสายดีเอ็นเอในบริเวณเป้าหมายได้ 
ซึ่ งตัวน าทางนั้นจะแตกต่างกันไปในแต่ละเทคนิค 
(Petersen, 2017) หลังจากที่สายดีเอ็นเอถูกตัดแล้วจะมี
กลไกการซ่อมแซม โดยแบ่งออกเป็น 2 กระบวนการ คือ 
1) Non-homologous end joining (NHEJ) เป็นการ
ซ่อมแซมโดยดึงปลายสายดีเอ็นเอที่ขาดทั้งสองสายมา
เชื่อมติดกัน แต่อาจท าให้นิวคลีโอไทด์ที่ปลายทั้งสองด้าน
บางตัวถูกลบออกไปหรือถูกแทรกเข้ามาแทนที่ในบริเวณ
ดีเอ็นเอที่ถูกตัด 2) Homology-directed repair (HDR) 
เป็นการคัดลอกรหัสพันธุกรรมจาก homologous 
chromosome ที่มีล าดับนิวคลีโอไทด์บริเวณรอบ ๆ 
ใกล้เคียงกับดีเอ็นเอบริเวณที่ถูกตัดเพื่อทดแทนดีเอ็นเอที่
ขาดหายไป ซึ่งกลไกนี้สามารถน ามาใช้ในการแก้ไขหรือ
เติมล าดับเบสที่ต้องการลงไปในต าแหน่งเป้าหมายได้โดย
การใส่ donor template DNA เข้าไปในเซลล์ที่ต้องการ
ให้เกิด HDR 

 

วิวัฒนาการของการปรับแต่งจีโนม 
แนวคิดในการแก้ไขหรือปรับแต่งจีโนมนั้นเริ่มต้น

จากการค้นพบโครงสร้างของดีเอ็นเอ ซึ่งก่อให้เกิด
การศึกษาทางอณูชีววิทยาและพันธุศาสตร์ หลังจากนั้น 
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ตารางที่ 1 วิวัฒนาการของการปรับแต่งจีโนม 
ปี ค.ศ. เหตุการณ์ อ้างอิง 

1953 James Watson และ Francis Crick ค้นพบโครงสร้างของดีเอ็นเอ  Watson and Devons (1968)  

1958 Arthur Kornberg สังเคราะห์ดีเอ็นเอจากแบคทีเรียส าเร็จ  BESSMAN et al. (1958); LEHMAN et al., 
(1958) 

1962 Osamu Shimomura ค้นพบ Green fluorescent protein  SHIMOMURA et al. (1962) 

1967 Gellert Lehman ค้นพบ DNA ligase  Gellert (1967) 

1968 Werner Arber ค้นพบเอนไซม์ตัดจ าเพาะ  Meselson and Yuan (1968) 

1970 Hamilton Smith ค้นพบบริ เ วณ ท่ีจ า เพาะต่อ Type II restriction 
enzyme (Hind II)  

Smith and Welcox (1970) 

1972 ท าพันธุวิศวกรรมครั้งแรกจากการสร้างพลาสมิดดีเอ็นเอสายผสม 
recombinant DNA; rDNA) SV40 จากไวรัสสองชนิดเข้าด้วยกัน  

Mertz and Davis (1972) 

1981 Thomas Wagner สร้างสัตว์ดัดแปลงพันธุกรรมโดยน ายีนของมนุษย์ใส่
เข้าไปในจีโนมหนูโดยวิธี DNA microinjection  

Wagner et al. (1981) 

1983 พัฒนาเทคนิค polymerase chain reaction (PCR) Debnath et al. (2005)  

1985 พัฒนาเทคนิค ZFNs เป็นเทคนิคแรกในการปรับแต่งจีโนม สามารถตัด
สายดีเอ็นเอในบริเวณท่ีจ าเพาะได้ 

Miller et al. (1985) 

1999 ท าแผนท่ีจีโนมของมนุษย์ส าเร็จท้ัง 22 โครโมโซม โครงการน้ีได้เริ่มท ามา
ตั้งแต่ปี 1988 หลังจากนั้นจึงได้ท าแผนท่ีจีโนมในปศุสัตว์ในปัจจุบัน 

Lander et al.  (2001; Snelling et al. 
(2007); Groenen et al. (2012) 

2011 พัฒนาเทคนิคการปรับแต่งจีโนม TALENs  Christian et al.  (2010; Cermak et al. 
(2011); Li et al. (2011); Mahfouz et al. 
(2011); Miller et al. (2011) 

2012 พัฒนาเทคนิคการปรับแต่งจีโนม CRISPR/Cas9 Gasiunas et al.  (2012); Jinek et al. 
(2012) 

จึงมีการพัฒนาวิธีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอ การอ่านล าดับ
เบส และเทคนิคทางพันธุวิศวกรรมอ่ืน ๆ รวมไปถึง
เทคนิคการปรับแต่งจีโนมอีกด้วย (ตารางที่ 1) จนมาถึง
ปัจจุบันเทคนิคการปรับแต่งจีโนม ได้เข้ามามีบทบาท
อย่างมากในการเพิ่มความต้านทานต่อโรคในปศุสัตว์ โดย
เทคนิคที่นิยมในปัจจุบันมี 3 วิธี ได้แก่ ZFNs, TALENs 
และ CRISPRs 
 

เทคนิคการปรับแต่งจีโนม 
Zinc-finger nucleases (ZFNs) 

เป็นเทคนิคในการปรับแต่งจีโนม โดยที่มาของชื่อ 
zinc- finger เกิดจากการรวมตั วกันของ ซิส เต อีน 

(Cysteine) หรือฮิสทิดีน (Histidine) อยู่บริเวณรอบ ๆ 
ซิงค์ไอออน (zinc ion) ท าให้เกิดการจับตัวกันเป็นลูปที่มี
รูปร่างคล้ายนิ้วมือจึงเรียกว่า “zinc-finger” (Miller et 
al. , 1985)  แ ล ะ ห ลั ง จ า ก นั้ น จึ ง ค้ น พ บ  Fok I 
endonuclease ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ตัดสายดีเอ็นเอ (Kim 
et al. , 1996; Kim et al. , 1997)  และพัฒนามาเป็น
เทคนิค ZFNs โดยหลักการของ ZFNs คือ การใช้ zinc-
finger เข้าไปจับในบริเวณดีเอ็นเอเป้าหมาย ( target 
DNA) และตัดในบริเวณ target site ในจีโนม ซึ่งเป็นการ
จับกันของโปรตีน zinc-finger กับ ดีเอ็นเอครั้งละ 3 นิ
วคลีโอไทด์ เรียงต่อกัน 3 ครั้ง เป็นจ านวนทั้งหมด 9 นิ
วคลีโอไทด์ และตัดสายดีเอ็นเอด้วยเอนไซม์ Fok I 
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endonuclease ท า ใ ห้ เ กิ ด  double- strand breaks 
(DSBs) เป็นดีเอ็นเอสองเส้นคู่ที่แยกจากกัน ซึ่งการตัด
สายดีเอ็นเอนั้นจะเกิดขึ้นระหว่าง zing-finger ด้านซ้าย
และด้านขวา (ภาพที่ 1) 

ตัวอย่างการใช้ ZFNs ในปศุสัตว์เพื่อแทรกยีน 
lysostaphin ลงในจีโนมของโคนมที่ต าแหน่งยีน beta-
casein โดยใช้ ZFNs ที่จ าเพาะต่อต าแหน่งยีน beta-
casein เพื่อให้โคผลิตน้ านมที่มีโปรตีน lysostaphin ซึ่ง
ส า ม า รถ ยั บ ยั้ ง เ ชื้ อ  Staphylococcus aureus ( S. 
aureus) ที่เป็นสาเหตุหลักของโรคเต้านมอักเสบได้ จาก
การทดลองแทรกยีน lysostaphin ลงในโคนมนั้น พบว่า
โคสามารถผลิตน้ านมที่มี โปรตีน lysostaphin ได้จริง 
และเมื่อน ามาทดสอบการก าจัดเชื้อ S. aureus ก็พบว่า
น้ านมจากโคที่ได้รับการปรับแต่งยีนนั้นสามารถฆ่าเชื้อ S. 
aureus ได้อีกด้วย (Liu et al., 2013) ซึ่งส่งผลให้ลด
ปัญหาในเรื่องของการเกิดโรคเต้านมอักเสบในโคนมและ
ยังสามารถลดค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคเต้านมอักเสบ
นอกจากนี้ยังลดการสูญเสียรายได้จากโคที่เป็นโรคเต้านม
อักเสบอีกด้วย 
Transcription activator-like effector nucleases 
(TALENs) 

เทคนิคนี้ถูกค้นพบครั้งแรกในแบคทีเรียแกรมลบ
ที่ก่อโรคในพืชที่ชื่อว่า Xanthomonas โดยแบคทีเรียจะ
สร้ า ง โปรตีนที่ ชื่ อว่ า  Transcription Activator-Like 

effector (TALE) ซึ่งมีคุณสมบัติสามารถเข้าไปจับกับดี
เอ็นเอของพืชในต าแหน่งที่เป็นเป้าหมาย และสามารถ
ควบคุมการแสดงออกของยีนในพืชที่เป็นประโยชน์ต่อ
การอยู่รอดของแบคทีเรีย (Boch et al., 2009; Boch 
and Bonas, 2010) หลังจากนั้นจึงได้ใช้หลักการนี้ในการ
ออกแบบกรดอะมิโนสายสั้น ๆ ให้คล้ายกับ TALE ที่
สามารถจับกับนิวคลีโอไทด์ที่ก าหนด เพื่อน ามาใช้ในการ
จับกับบริเวณดีเอ็นเอเป้าหมายและพัฒนาเป็นเทคนิค 
TALENs ในปัจจุบัน 
เทคนิค TALENs ประกอบไปด้วยกรดอะมิโนสายสั้น ๆ ที่
มีโครงสร้างซ้ า ๆ กันแต่มีความแตกต่างกันในต าแหน่งที่
จ าเพาะกับนิวคลีโอไทด์แต่ละตัว เรียกว่า repeat-
variable di-residue (RVD) ซึ่งจะจ าเพาะกับ DNA โดย 
1 RVD สามารถจับกับ 1 นิวคลีโอไทด์ และน ามาเรียงต่อ
กันเป็นแผงจ านวน 12-13 RVD (RVD array) (Moscou 
and Bogdanove, 2009) เมื่อแผง RVD ที่เชื่อมกับ Fok 
I endonuclease (เรียกรวมกันว่า TALENs) เข้าไปจับ
กับดีเอ็นเอเป้าหมายที่จ าเพาะแล้ว จะตัดสายดีเอ็นเอได้
โดยใช้ Fok I endonuclease ท าให้ดีเอ็นเอขาดจากกัน 
เกิดเป็น DSB (Christian et al., 2010; Cermak et al., 
2011; Li et al., 2011; Mahfouz et al., 2011; Miller 
et al. , 2011)  ซึ่ งการตัดสายดี เ อ็นเอนั้น เกิดขึ้น ใน
ต าแหน่งระหว่าง TALENs ด้านซ้ายและด้านขวา คล้าย
กับเทคนิค ZFNs (ภาพที่ 2) 

 

 
ภาพที่ 1 กลไกการท างานของ ZFNs 
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ภาพที่ 2 กลไกการท างานของ TALENs 

 
TALEN ได้ถูกน ามาใช้ในการปรับแต่งจีโนมให้มี

ความต้านทานต่อโรคมากขึ้น มีการปรับแต่งจีโนมโดย
แก้ไขยีน SP110 ในโค ซึ่งเป็นยีนที่เกี่ยวข้องกับการ
ต้านทานต่อเชื้อที่ก่อโรควัณโรคโค Macrobacterium 
bovis (M. bovis) โดยน าเอายีน SP110 จากหนูซึ่งมี
ความต้านทานต่อ M. bovis สูง มาแทรกลงในสายดีเอ็น
เอของโคในต าแหน่งเดียวกัน ส่งผลให้โคนั้นมีความ
ต้านทานต่อเชื้อสูงขึ้น เมื่อทดลองน าโคที่ปรับแต่งยีนแล้ว
ไปติดเชื้อ M. bovis โคที่ ได้รับยีน SP110 จากหนูมี
ปริมาณเชื้อ M. bovis ในปอด ตับ และ ม้ามลดลง เมื่อ
เทียบกับโคที่ ไม่ ได้ รับการปรับแต่ งยีน และมีการ
เจริญเติบโตของเชื้อลดลงและส่งผลให้เซลล์ตายแบบ 
apoptosis ซึ่งสามารถลดรอยโรคได้ (Wu et al., 2015) 
ส่งผลให้โคมีความต้านทานต่อโรควัณโรคโคที่มากขึ้นลด
การสูญเสียในด้านของเงินทุนการรักษาและลดการ
สูญเสียรายได้จากการป่วยและตายของโคอีกด้วย    
Clustered Regulatory Interspaced Short 
Palindromic Repeats (CRISPR) / Cas9  

CRISPR/Cas9 เป็นเทคนิคในการปรับแต่งจีโนมที่
ได้รับความนิยมมากที่สุดในปัจจุบัน  (Gupta et al., 

2020; Mallikarjunappa et al., 2020; Watters et al., 
2020) (ภาพที่ 3) โดยเกิดจากการท างานร่วมกันของ
โปรตีน  CRISPR associated protein 9 (Cas9)  และ 
single- guided RNA ( sgRNA)  โ ดยการท า ง านของ 
CRISPR เ ริ่ ม จ าก  sgRNA จะ เข้ า ไปจั บ กั บดี เ อ็ น เอ
เป้าหมายในบริเวณที่จ าเพาะ ซึ่งโดยปกติจะอยู่ติดกับ
บริเวณ Protospacer adjacent motif (PAM) หลังจาก
นั้นดีเอ็นเอจะถูกตัดให้ขาดจากกันโดยโปรตีน Cas9 ท า
ให้เกิดเป็น DSB และมีการซ่อมแซมโดย NHEJ หรือ 
HDR  

ต้นแบบของเทคนิคนี้ถูกค้นพบในปี 1987 โดย
นักวิทยาศาสตร์ที่ท าการศึกษาล าดับของสารพันธุกรรม
ในแบคที เรียที่ จับอย่างจ า เพาะกับสารพันธุกรรม
แปลกปลอมของ bacteriophage ซึ่ ง เป็นไวรัสของ
แบคทีเรีย โดยจะเรียกล าดับของสารพันธุกรรมที่จับกันนี้
ว่ า  CRISPR ซึ่ ง จ ะ ท า ห น้ า ที่ ใ น ก า ร ต่ อ ต้ า น 
bacteriophage (Ishino et al., 1987) หลังจากนั้นได้มี
การศึกษาเพิ่มเติมและพบว่ามีโปรตีนชนิดหนึ่งที่มีส่วน
ช่วยในการต่อต้าน bacteriophage ของ CRISPR ใน
แบคทีเรีย Streptococcus thermophilus โดยโปรตีน 
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ภาพที่ 3 กลไกการท างานของ CRISPR/cas9 
 
นั้นจะสร้างเอนไซม์ Nuclease, Helicase หรือ RNAse 
มาเพื่อตัดสายดีเอ็นเอหรืออาร์เอ็นเอ เรียกโปรตีนนั้นว่า 
Cas protein (Barrangou et al., 2007) จากการค้นพบ
ครั้งนี้ท าให้มีการพัฒนาเทคนิคในการปรับแต่งจีโนมที่
เ รี ย ก ว่ า  CRISPR-Cas system เพื่ อที่ จ ะ ใ ช้ ใ น ก า ร
ปรับแต่งหรือแก้ไขล าดับของดีเอ็นเอในบริเวณเป้าหมาย
ที่ต้องการได้อย่างจ าเพาะ ซึ่ง CRISPR/Cas จะถูกแบ่ง
ออกตามชนิดของ Cas ซึ่งที่ได้รับความนิยมและใช้กัน
อย่างแพร่หลายมากที่สุดคือ CRISPR/Cas9 โดยมีการ
พัฒนา Cas9 ให้สามารถท างานร่วมกับสายอาร์เอ็นเอ
สายเดี่ยวที่สามารถจับกับล าดับนิวคลีโอไทด์เป้าหมายที่
ต้องการเพื่ อที่ จะน าพา Cas9 เข้า ไปตัดในบริ เวณ
ต าแหน่งของสายดีเอ็นเอเป้าหมาย โดยจะเรียกอาร์เอ็น
เอนี้ว่า sgRNA (Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 
2012) 

ในปศุสัตว์ มีการทดลองน าเทคนิค CRISPR/cas9 
มาใช้ ในการตัดและลบ (deletion)  ยีน cluster of 
differentiation 163 (CD163) ที่เอกซอนที่ 7 ของสุกร 
ซึ่งเป็นตัวรับของเชื้อไวรัส Porcine Reproductive and 
Respiratory Syndrome (PRRSV) ที่ก่อโรค Porcine 

Reproductive and Respiratory Syndrome ( PRRS) 
หลังจากที่ตัดเอกซอนที่ 7 ของยีน CD163 ออกแล้วได้มี
การท าให้สุกรติดเชื้อ PRRSV จากผลการทดลองเมื่อลบ
บริเวณเอกซอนที่ 7 ออกแล้วส่งผลให้สุกรมีอัตราการติด
เชื้อ PRRSV ที่ลดลง แสดงให้เห็นว่าบริเวณเอกซอนที่ 7 
ของยีน CD163 เป็นบริเวณตัวรับของเชื้อ PRRSV และ
เมื่อถูกตัดออกส่งผลให้สุกรมีความต้านต่อเชื้อ PRRSV ที่
มากข้ึน (Burkard et al., 2017)  

Transmissible gastroenteritis virus ( TGEV) 
เป็นไวรัสที่ก่อโรคกระเพาะอาหารและล าไส้อักเสบใน
สุกร (Liu and Gerdts, 2019) ส่งผลให้มีอัตราการป่วย
และตายสูงในสุกรแรกคลอด โดยมี amino peptidase 
N (ANPEP) เป็นตัวรับของเชื้อไวรัส TGEV ในงานวิจัยนี้
ได้ใช้เทคนิค CRISPR/cas9 มาใช้ในการตัดบริเวณเอก
ซอนที่ 2 ของยีน ANPEP หลังจากนั้นได้มีการท าให้ติด
เชื้อไวรัส TGEV และน าไปตรวจผลด้วยเทคนิค PCR และ 
Immunohistochemistry จากผลการทดลองพบว่าสุกร
ที่ได้รับการตัดยีน ANPEP แสดงความต้านทานต่อเชื้อ 
TGEV และไม่แสดงปฏิกิริยาของภูมิคุ้มกันต่อเชื้อ TGEV 
เนื่องจากไม่มีการติดเชื้อ แสดงว่า TGEV นั้นมีตัวรับอยู่ที่
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บริเวณเอกซอนที่ 2 ของยีน ANPEP เมื่อถูกตัดออกแล้ว
จึงส่งผลให้สุกรไม่มีการติดเชื้อไวรัสชนิดนี้ (Whitworth 
et al., 2019)   

Isoleucyl- tRNA synthetase ( IARS) 
syndrome เป็นโรคทางพันธุกรรมที่พบมากในโคพันธุ์
ญี่ปุ่นขนด า (Japanese Black) ส่งผลให้มีอัตราการตาย
ของลูกโคสู ง  ลูกโคที่ รอดอ่อนแอและมี อัตราการ
เจริญเติบโตช้า ซึ่งเกิดจากการกลายพันธุ์ของ single 
nucleotide substitution ใ น ง า น วิ จั ย นี้ ไ ด้ ใ ช้  
CRISPR/cas9 ตัดเอกซอนที่ 3 ของยีน IARS ในบริเวณที่
ใกล้ กับจุดที่เกิดการเปลี่ยนของนิวคลีโอไทด์ นอกจากนี้
ยังใส่ Aequorea coerulescens Green Fluorescent 
Protein ( AcGFP)  ซึ่ ง เ ป็ น โ ป ร ตี น เ รื อ ง แ ส ง จ า ก
แมงกะพรุน เข้าไปแทรกในบริเวณที่ถูกตัด เพื่อเป็น
เครื่องหมายในการคัดเลือกโคที่ได้รับการปรับแต่งแล้ว 
ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าตัวอ่อนอายุ 6 วันที่ได้รับ
การปรับแต่งพันธุกรรมมีการเรืองแสง และหลังจากย้าย
ฝากตัวอ่อนจนตัวอ่อนมีอายุ 34 วัน ผลอัลตร้าซาวด์
พบว่าตัวอ่อนมีการเจริญเติบโตแบบปกติและมีการเรือง
แสงเช่นกัน แสดงให้เห็นว่าเทคนิค CRISPR/cas9 มีความ
แม่นย าสูงในการตัดเอกซอนที่ 3 บริเวณที่ใกล้กับจุดที่
เกิดการเปลี่ยนของนิวคลีโอไทด์หรือจุดที่เกิดการกลาย
พันธุ์ นอกจากนี้ยังท าให้โคมีความต้านทานต่อ IARS 
syndrome อีกด้วย (Ikeda et al., 2017)  

 Avian leukosis virus subgroup J ( ALV- J) 
เป็นไวรัสที่ก่อโรคในไก่ โดยมีต าแหน่ง Tryptophan ที่ 
3 8  ( W38)  ข อ ง ยี น  Na+ / H+  exchanger type 1 
(NHE1) เป็นตัวรับของเชื้อไวรัส ในงานวิจัยนี้ได้ใช้  
CRISPR/cas9 ในการตัดบริเวณ W38 ใน primordial 
germ cell (PGC) ของไก่ ซึ่ งไก่ที่ ได้รับการดัดแปลง
พันธุกรรมนี้จะมีจีโนไทป์เป็น W38-/- หลังจากนั้นน าไป
ผสมพันธุ์กับไก่ปกติที่มีจีโนไทป์ W38+/+ จะได้ลูก F1 ที่มี
จีโนไทป์ W38+/- และน ารุ่น F1 มาผสมกันเองจนได้รุ่น 
F2 ที่มีจีโนไทป์ W38+/+, W38+/- และ W38-/- หลังจาก

นั้นได้มีการท าให้ติดเชื้อ ALV-J ที่ได้รับการปรับแต่ง
พันธุกรรมโดยใส่ Green Fluorescent Protein (GFP) 
เข้าไป ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าไก่ที่ได้รับการตัด 
W38 ออกมีความต้านทานต่อ ALV-J มากกว่าไก่ปกติ 
(Koslová et al., 2020) ซึ่งเป็นผลดีต่อเกษตรกรผู้ที่
เลี้ยงไก่เป็นอย่างมาก เนื่องจากจะช่วยลดค่ารักษาไก่ที่
ป่วยและลดการสูญเสียไก่ที่เป็นโรคอีกด้วย 

 

รายงานผลงานวิจัยที่ใช้เทคนิคการปรับแต่งจีโนม
ในฐานข้อมูล Science direct 

ผลงานวิจัยที่ใช้เทคนิคการปรับแต่งจีโนมที่ปรากฎ
อยู่ในฐานข้อมูล Science Direct ในช่วงปี ค.ศ. 2010-
2020 ค้นหาในวันที่ 20 มีนาคม พ.ศ. 2564 พบว่า ใน
ฐานข้อมูลมีจ านวนผลงานวิจัยเก่ียวกับการปรับแต่งจีโนม
ด้วยวิธี CRISPRs, ZFNs และ TALENs จ านวน 1,937, 
627 และ 310 รายการตามล าดับ (ภาพที่ 4) โดยใช้ค าค้น 
“ Genome editing CRISPR ( cattle OR cow OR 
bovine OR pig OR swine OR chicken)” และเปลี่ยน
ชื่อเทคนิคจาก “CRISPR” เป็น “Zinc-finger” และ 
“TALEN” ตามล าดับ โดยพบว่ามีจ านวนผลงานวิจัย
เก่ียวกับการปรับแต่งจีโนมด้วยวิธี CRISPRs โดยแบ่งตาม
ชนิดสัตว์ ได้แก่ โค ไก่ และ สุกร จ านวน 1675, 324 และ 
293 รายการตามล าดับ โดยใช้ค าค้น “Genome editing 
CRISPR (cattle OR cow OR bovine)” และเปลี่ยนชื่อ
ชนิ ดสั ต ว์ จ าก  “cattle OR cow OR bovine”  เป็ น 
“chicken” และ “pig OR swine” ตามล าดับ และมี
จ านวนผลงานวิจัยเกี่ยวกับการปรับแต่งจีโนมด้วยวิธี 
ZFNs โดยแบ่งตามชนิดสัตว์ ได้แก่ โค ไก่ และ สุกร 
จ านวน 521, 125 และ 110 รายการตามล าดับ นอกจากนี้
ยังพบว่ามีจ านวนผลงานวิจัยเกี่ยวกับการปรับแต่งจีโนม
ด้วยวิธี TALENs โดยแบ่งตามชนิดสัตว์ ได้แก่ โค ไก่ และ 
สุกร จ านวน 267, 55 และ 68 รายการตามล าดับ โดยใช้
ค าค้นเช่นเดียวกับเทคนิค CRISPRs และเปลี่ยนชื่อเทคนิค
จาก “CRISPR” เป็น “Zinc-finger” และ “TALEN” 
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ภาพที่ 4 รายงานการใช้เทคนิคการปรับแต่งจีโนมในฐานข้อมูล Science Direct ในช่วงปี ค.ศ. 2010-2020 
 
ตามล าดับ โดยเทคนิคการปรับแต่งจีโนมที่นิยมมากที่สุด
ในปัจจุบัน คือ เทคนิค CRISPR ซึ่งนิยมปรับแต่จีโนมในโค
ในด้านการเพิ่มความต้านทานโรคมากที่สุด 
 

วิจารณ์ 
แม้ว่าเทคนิคการปรับแต่งจีโนมนั้นจะแสดงให้เห็น

ถึงประสิทธิภาพในการเพิ่มความต้านทานต่อโรคในปศุ
สัตว์ แต่ก็ยังคงมีประเด็นและข้อควรระวังในด้านต่าง ๆ 
ที่ควรจะพิจารณา ซึ่งประเด็นหลักที่จะต้องพิจารณา คือ 
ด้านจริยธรรม โดยจะต้องค านึงถึงผลกระทบต่อ มนุษย์ 
สัตว์ สิ่งแวดล้อม และสังคม โดยเฉพาะในสัตว์ จะต้อง
ได้รับการพิจารณาในเรื่องสวัสดิภาพสัตว์และความ
ปลอดภัยต่อผู้บริโภคและสิ่งแวดล้อม เป็นต้น (Murray, 
2013) เนื่องจากยังมีความกังวลในเรื่องของผลเสียจาก
การบริ โภคผลผลิตจากสัตว์ที่ ไ ด้ รับการปรับแต่ ง
พันธุกรรม แม้ว่าในปัจจุบันนี้ยังไม่มีรายงานผลกระทบ
จากผลผลิตจากสัตว์ที่ได้รับการปรับแต่งพันธุกรรมต่อ
ร่างกายมนุษย์ก็ตาม แต่ก็ยังคงมีความกังวลถึงผลกระทบ
ต่อสุขภาพในระยะยาว  

การปรับแต่ งจี โนมนั้นอาจก่อใ ห้ เกิดความ
ผิดพลาดในการไปจับและตัดสายดีเอ็นเอในต าแหน่งที่
ไม่ใช่บริเวณที่ต้องการ เรียกว่า “off-target effect” 
อาจก่อให้เกิดการกลายพันธุ์และเกิดความผิดปกติในการ
ท างานของยีนส่งผลให้เกิดเนื้องอกและมะเร็งได้ (Cho et 
al., 2014) และในระหว่างการซ่อมแซมตัวเองของสายดี
เอ็นเอหลังจากถูกตัดอาจเกิดการแทรกหรือลบของนิวคลี
โอไทด์โดยไม่สามารถควบคุมได้ ซึ่งจะท าให้ได้สัตว์ที่มี
พันธุกรรมที่ไม่ต้องการ ส่งผลให้ยากต่อการก าจัดสัตว์นั้น 
ๆ ทิ้งด้วยเหตุผลในเรื่องของสวัสดิภาพสัตว์ นอกจากนี้
ยังคงมีความกังวลในเรื่องของพันธุกรรมที่ได้รับการ
ปรับแต่งอาจถ่ายทอดไปสู่สิ่งมีชีวิตอ่ืน ๆ ในธรรมชาติ
และส่งผลเสียต่อธรรมชาติและสิ่งแวดล้อมจนไม่สามารถ
ควบคุมได้ (Esvelt et al., 2014) 

การปรับแต่งจีโนมในปศุสัตว์นั้นส่วนมากมักจะท า
ในธุรกิจการผลิตสัตว์ที่มีขนาดใหญ่ โดยมีวัตถุประสงค์
เพื่อที่จะปรับปรุงให้ผลผลิตดีขึ้น จึงอาจส่งผลต่อ
เกษตรกรรายย่อยที่ไม่สามารถผลิตสัตว์ที่มีพันธุกรรม
ปกติให้มีผลผลิตที่ดีเทียบเท่ากับธุรกิจใหญ่ๆ ได้ บริษัทที่
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ผลิตสัตว์ที่ได้รับการปรับแต่งพันธุกรรมนั้นจึงผูกขาดกับ
ตลาดโดยสิ้นเชิง 

หลังจากสัตว์ถูกปรับแต่งจีโนมให้มีพันธุกรรมและ
ผลผลิตตามที่ต้องการแล้ว สัตว์จะถูกน าไปเลี้ยงเพื่อใช้
เป็นพ่อแม่พันธุ์ และน าผลผลิตไปเป็นอาหารของมนุษย์ 
ซึ่ ง ในประเทศที่มีการยอมรับในปศุสัตว์ที่ดัดแปลง
พันธุกรรมนั้นจะมีหน่วยงานที่เข้ามาควบคุมดูแลในส่วนนี้ 
เ ช่ น  Food and Drug Administration ( FDA)  แ ล ะ 
European Medicines Agency (EMA) เป็นต้น ในขณะ
ที่การปรับแต่งจีโนมในปศุสัตว์ยังคงไม่เป็นที่ยอมรับใน
หลาย ๆ ประเทศและได้มีการใช้กฎหมายเข้ามาควบคุม
สัตว์ดัดแปลงพันธุกรรมอีกด้วย (พรบ.สัตว์ทดลอง, 
กฎหมาย GMO) 

 

บทสรุป 
เ ทคนิ ค ก า รป รั บ แต่ ง จี โ น ม ในปั จ จุ บั นนี้ มี

หลากหลายวิธี แต่ที่ยังคงมีความนิยมและใช้มากที่สุด คือ 
CRISPR เนื่องจากได้มีการพัฒนาให้มีประสิทธิภาพและ
ความแม่นย าในการจับดีเอ็นเอเป้าหมายที่สูง ท าได้ง่าย
และราคาถูก โดยในปี ค.ศ. 2010 – 2020 มีจ านวน
ผลงานวิจัยมากที่สุดเมื่อเทียบกับเทคนิค ZFNs และ 
TALENs และนอกจากนี้ยังพบว่าในผลงานวิจัยด้านปศุ
สัตว์มีการปรับแต่งจีโนมในโคมากที่สุด ในปัจจุบันการ
ปรับแต่งจีโนมสามารถท าได้ง่าย สะดวก รวดเร็ว มี
ประสิทธิภาพและความแม่นย ามากกว่าในอดีต ท าให้
สัตว์เศรษฐกิจในปัจจุบันมีพันธุกรรมที่ทนต่อโรคมากขึ้น
และมีผลผลิตตามความต้องการได้ แต่การปรับแต่งจีโนม
ในปศุสัตว์ยังคงไม่เป็นที่ยอมรับในบางประเทศ เนื่องจาก
มีความกังวลในด้านของผลกระทบต่อสุขภาพและ
สิ่งแวดล้อม จริยธรรม สวัสดิภาพสัตว์ และเศรษฐกิจ 
เป็นต้น จึงท าให้มีกฎหมายออกมาควบคุมไม่ให้มีการ
ปรับแต่งพันธุกรรมในสัตว์ 
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