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บทคัดยอ  
 การทดลองครั้งนี้มีวัตถุประสงค เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีนตัว
ขนสงกรดอะมิโนในระบบตางๆ ไดแก LAT2, 4F2hc, ATA2, ASCT1, ATB0,+,CAT1 และ CAT2B 
ในเซลลเตานมของแมสุกรระยะใหนมชวงตน (วันที่ 9) และชวงใหนมสูง (วันที่ 19) โดยใชแมสุกร
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และวันคลอดที่ใกลเคียงกัน จํานวน 8 ตัว แบงออกเปน 2 กลุมๆละ 4 ตัว ในวันที่ 9 และวันที่ 19 ของ
ระยะการใหน้ํานมเลี้ยงลูก ทําการเก็บตัวอยางเลือดที่ตําแหนง anterior vena cava ของแมสุกรและลูก
สุกร รวมทั้งเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเซลลผลิตน้ํานมจากเตานมแมสุกรโดยวิธีผาตัด  ผลการทดลองในแม
สุกรไมพบการเปลี่ยนแปลงที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถติิของระดับความเขมขนกรดอะมิโน
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ทั้งสองกลุม พบการเปลี่ยนแปลงที่แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <  0.05) เฉพาะโปรลีน 
อารจินีน และไลซีน เทานั้น เมื่อทําการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสง
กรดอะมิโนตางๆ ดังกลาวในเนื้อเยื่อเซลลผลิตน้ํานม พบวากลุมแมสุกรซึ่งไดรับโภชนะอาหารตาม
ระดับความตองการในวันที่ 9 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก มีปริมาณการแสดงออกที่สูงของยีนตัวขนสง
กรดอะมิโน ไดแก LAT2, ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1 และ CAT2B กวาในวันที่ 19 อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P <  0.05) แตอยางไรก็ตามยกเวนยีนตัวที่เปนตัวรวมชวยในการทําหนาที่ของยีน
ตัวขนสงกรดอะมิโนที่ทําหนาที่หลักของระบบ L ไดแก 4F2hc มีปริมาณการแสดงออกที่ไมแตกตาง
กัน    ซ่ึงอาจจะอธิบายผลการแสดงออกของยีนเพื่อการปรับตัวรองรับการเปลี่ยนแปลงทางดานสรีร 
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Abstract  
 The objective of this study was to determine the physiological changes in the early (day 9th) 
and peak (day 19th) stage of lactation on the quantitative mRNA expression of these amino acid 
transporters; LAT2, and 4F2hc (System L and heterodimer), ATA2 (System A), ASCT1 (System 
ASC), ATB0,+ (System B0,+), CAT1, and CAT2B (System y+) in lactating porcine mammary cell.  
Eight multiparous crossbred lactating sows were randomly divided into 2 groups based on their 
equal productive performances, mammary gland conformation and farrowing day. Blood samples 
of sows and their piglets were collected via anterior vena cava puncture and mammary tissue 
samples of sows were obtained by incisional biopsy on d 9 and 19 of lactation. For 18 free amino 
acids in blood plasma, no significant effect of the two different stages was observed in sows but 
proline, arginine and lysine in suckling piglets were changed significantly (P <  0.05). To focus on 
the stages of lactation, sows in early lactation (day 9) with normal dietary nutrients showed 
enhancement in quantitative mRNA expression of variety amino acid transporters; LAT2, ATA2, 
ASCT1, ATB0,+, CAT1 and CAT2B in mammary secretory cells when compared to those in peak 
lactation (day 19). On the other hand, no significant difference in quantitative mRNA expression of 
supporting transporter; 4F2hc, of system L was found between these lactation periods. One possible 
explanation of this might be to adjust their physiological functions involved in the adaptation to 
mammary cell proliferation and differentiation for milk production. 
 
Keywords:  lactation, mammary cell, amino acid transporter, mRNA expression, sow  
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บทนํา 
สุกรชวงระยะการใหนมถือวาเปนชวงที่มีความสําคัญอยางยิ่ง เนื่องจากเปนชวงที่แมสุกรตอง

ทําการผลิตน้ํานมใหเพียงพอตอความตองการของลูกสุกร เพื่อใหลูกสุกรมีประสิทธิภาพการ
เจริญเติบโตสูงสุด     ลูกสุกรชวงแรกเกิดถึงหยานมไดรับสารอาหารที่สําคัญตางๆ จากน้ํานมเปน
หลัก  ไดแก   กรดอะมิโนหรือโปรตีน  ไขมัน  แลคโตส  วิตามินและแรธาตุ   โดยมีการศึกษาพบวา  
ลูกสุกรมีการเจริญเติบโตลดลงเมื่อไดรับน้ํานมที่มีกรดอะมิโนไมเพียงพอตอความตองการของ
รางกาย  เชน  กรดอะมิโนอารจินีน  และวาลีน (O’Quinn et al., 2002)   รวมท้ังในกรณทีี่แมสุกร
ไดรับอาหารที่มีระดับไลซีนต่ํา (Gaun et al., 2002)  เพราะมีผลทําใหผลผลิตน้ํานมและปริมาณ
โปรตีนในน้ํานมลดลง  ทั้งนี้กลไกสําคัญในการตอบสนองของเตานมสุกรที่มีผลตอระดับของกรด 
อะมิโนในน้ํานมคือ    อัตราการไหลเวียนของเลือดแดงไปเลี้ยงที่เตานม (mammary plasma flow) ทํา
หนาที่พากรดอะมิโนไปยังเนื้อเยื่อเตานม และระบบการขนสงกรดอะมิโนที่เนื้อเยื่อเตานมทําหนาที่
นําเขา (uptake) กรด อะมิโนจากหลอดเลือดแดงที่มาเลี้ยงเตานมเขาสูเซลลสรางน้ํานมโดยอาศัยตัว
ขนสงกรดอะมิโน (amino acid transporter) ที่เฉพาะเจาะจงตอกรดอะมิโนแตละชนิดหรือกลุม      

ปจจัยหนึ่งที่สําคัญและมีผลตอกลไกการตอบสนองดังกลาวของเตานมแมสุกรที่มีการศกึษา
แลว   ไดแก  ชวงระยะวันการใหน้ํานม   โดยเตานมมีการนําเขากรดอะมิโนสูงขึ้นเมื่อชวงระยะวัน
การใหนมเพิ่มขึ้น (Nielsen et al., 2002)   ซ่ึงคํานวณจากคาความแตกตางของความเขมขนของกรด 
อะมิโนในหลอดเลือดแดงที่มาเลี้ยงที่เตานมและหลอดเลือดดําที่ออกจากเตานม (arteriovenous 
difference) มีคาสูงขึ้น   ซ่ึงคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงที่มา
เล้ียงที่เตานมและหลอดเลือดดําเปนคาที่บงชี้ถึงปริมาณกรดอะมิโนที่ถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมสุกร 
(Trottier et al., 1995)   ในขณะที่คาการไหลของเลือดมาเลี้ยงเตานมไมเปลี่ยนแปลง (Nielsen et al., 
2002)   จึงแสดงใหเห็นวากลไกการตอบสนองที่มีผลโดยตรงตอคาความแตกตางของความเขมขน
ของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงที่มาเล้ียงที่เตานมและหลอดเลือดดําที่สูงขึ้นคือ   ตัวขนสงกรด  
อะมิโนในระบบตางๆ (amino acid transport systems) ที่อยูที่เนื้อเยื่อเตานมมีการทํางานที่
เปลี่ยนแปลงไป   ซ่ึงอาจเกิดขึ้นไดจากการเปลี่ยนแปลงของการแสดงออกของยีน (gene expression) 
ตัวขนสงกรดอะมิโนของระบบการขนสงกรดอะมิโนและ/หรือตําแหนงการแสดงออกของโปรตีนตัว
ขนสงกรดอะมิโนบนเซลลสรางน้ํานม   โดยระบบขนสงกรดอะมิโนที่มีความสําคัญตอแมสุกรหรือ
ลูกสุกรและควรศึกษา  ไดแก  ระบบ A ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ เมทไธโอนีน   ระบบ ASC 
ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ ทรีโอนีน   ระบบ L ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ กรดอะมิโนกลุมที่มี
กิ่งกานสาขา  ระบบ y+ ขนสงกรดอะมิโนที่สําคัญคือ ไลซีน และอารจินีน   และระบบ B0,+ ขนสง
กรดอะมิโนที่สําคัญ  คือ  การแลกเปลี่ยนกรดอะมิโนที่เปนกลางและเปนดางตางๆ     

ทั้งนี้  ระดับความตองการกรดอะมิโนของแมสุกรชวงใหนม กําหนดโดย National Research 
Council (NRC) ป 1998 แนะนําระดับความตองการโดยประเมินจากปริมาณของกรดอะมิโนที่พบใน



2 

 

น้ํานมเทานั้น ซ่ึงอาจทําใหไดคาที่ไมถูกตองนัก    เนื่องจากกรดอะมิโนที่พบในน้ํานมประกอบดวย
กรดอะมิโนที่ไดรับจากเลือดโดยตรงและกรดอะมิโนที่ผานกระบวนการทางเคมีตางๆ ภายในเตานม
แลว  เชน  การ oxidation และการเปลี่ยนจากกลุมกรดอะมิโนจําเปนไปเปนกลุมกรดอะมิโนไมจาํเปน  
เปนตน   ดังนั้นการประเมินคาความตองการกรดอะมิโนของแมสุกรชวงใหนม ควรใชขอมูลในการ
ประเมินจากกรดอะมิโนที่ถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานม  เพราะเปนคาของกรดอะมิโนที่ไดรวมกรด  
อะมิโนทั้งที่ใชในกระบวนการทางเคมีภายในเตานมและคาของกรดอะมิโนน้ํานม (Trottier et al., 
1997)   ซ่ึงเมื่อทราบขอมูลพื้นฐานเหลานี้ในระดับอณูโมเลกุลแลวจะมีประโยชนในการใชเปนขอมูล
ประกอบเพิ่มเติมในการประเมินความตองการกรดอะมิโนในชวงระยะเวลาตางๆ ของการใหนม   แต
ทั้งนี้การศึกษาระดับอณูโมเลกุลเกี่ยวกับตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบการขนสงกรดอะมิโนตางๆ 
ในเตานมของแมสุกรชวงใหนมมีจํานวนนอยมากเมื่อเทียบกับการศึกษาในสัตวชนิดอื่นๆ       

 ดังนั้นการศึกษาถึงการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรชวง
ระยะใหน้ํานม เปนแนวทางหนึ่งที่จะชวยทําใหทราบถึงขอมูลพื้นฐานของตัวขนสงกรดอะมิโนบน
เซลลสรางน้ํานมที่ทําหนาที่ขนสงกรดอะมิโน ซ่ึงมีผลตอกรดอะมิโนที่ถูกนําเขา และชวยทําใหทราบ
ถึงความสัมพันธของตัวขนสงกรดอะมิโนของแมสุกรในชวงใหนม   นอกจากนี้ยังเปนประโยชน
สําหรับการศึกษาตอไปเกี่ยวกับการเสริมกรดอะมิโนบางตัวหรือโปรตีนเพื่อใหไปมีผลตอเซลลเตา
นมและผลผลิตน้ํานมของแมสุกรตอไป โดยมีสมมุติฐานของการวิจัย ดังนี้ 

1. การนําเขากรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรชวงใหนมไดนั้น  แสดงวาในเนื้อเยื่อเตา
นมนาจะตองมีการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบตางๆ ที่สําคัญ 

2. ระดับความเขมขนและปริมาณการนําเขากรดอะมิโนของเนื้อเยื่อเตานมที่เปลี่ยนแปลง 
เมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้น อาจเปนผลเบื้องตนมาจากการเปลี่ยนแปลงปริมาณการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานม 

วัตถุประสงคของการวิจัย  
 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีชื่อ
วา ATA2,  LAT2, 4F2hc, ASCT1, ATB 0,+, CAT1 และ CAT2B   ในเนื้อเยื่อเตานมของแมสุกรระยะ
ใหน้ํานมลูกในชวงตน (วันที่ 9) และชวงใหน้ํานมสูง (วันที่ 19)  
 
การสํารวจแนวความคิดและการวิจัยท่ีเก่ียวของ 
การพัฒนาของเตานมสุกรชวงอุมทองและใหนม 

ในวัยเจริญพันธุ  ระบบทอตางๆ ในเตานมมีจํานวนและแตกสาขามากมาย (Turner, 1952)    
Kensinger และคณะ (1982) พบวาปริมาณของ DNA ในเนื้อเยื่อเตานมของสุกรสาวเกิดการ
เปล่ียนแปลงในชวงอุมทองและชวงแรกของการใหนม    ซ่ึงเพิ่มขึ้นตั้งแตวันที่คลอดจนถึงวันที่ 4 
ของการใหนม    เชนเดียวกับการศึกษาของ Kim และคณะ (1999) ที่พบวา   เมื่อจํานวนวันการใหนม
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เพิ่มขึ้นมีการเพิ่มจํานวนเซลลสรางน้ํานมในเตานม (hyperplasia)    โดยปริมาณของ DNA ทั้งหมดใน
เนื้อเยื่อเตานมจะเพิ่มสูงขึ้นตั้งแตชวงตนของการใหนม (728 ± 99 มิลลิกรัม)  และมีปริมาณสูงที่สุด
ในชวงกลางของการใหนม (1,489 ± 100 มิลลิกรัม)    ทั้งนี้ยังพบวาเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้น 
ระบบทอภายในเตานมมีความยาวและแตกสาขามากขึ้นเขาไปในสวนของเนื้อเยื่อไขมัน (fat pad) 
(Tucker, 1987) ซ่ึงไขมันในเตานมอยูในรูป interlobular adipocyte และ cellular lipid  ดังนั้นการที่
เนื้อเยื่อไขมันภายในเตานมลดลงเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นเกิดจากการถูกแทนที่ดวย 
parenchymal tissue (Kim et al., 1999) จนเมื่อถึงเวลาหยานมหรือระยะสิ้นสุดของการใหนม ตอม
น้ํานมจะกลับเขาสูสภาวะปกติ      
การใชประโยชนของกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม 
 สุกรชวงใหนมมีความจําเปนอยางยิ่งที่จะตองไดรับอาหารที่มีกรดอะมิโนจําเปนที่เพียงพอ
ตอความตองการเพื่อใชในการสรางน้ํานม การเจริญเติบโตของเตานม  และการรักษาสภาพของเตา
นม (Kim et al., 1999)    ปริมาณกรดอะมิโนที่เนื้อเยื่อเตานมไดรับอาศัย 2 กลไกหลักคือ   อัตราการ
ไหลเวียนของเลือดมาเลี้ยงเตานม   และตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบตางๆผานเนื้อเยื่อเตานม    โดย 
Trottier และคณะ (1997) รายงานวา กรดอะมิโนจําเปนถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมทั้งสิ้น 188.5 กรัม
ตอวัน    แตถูกหล่ังออกไปกับน้ํานมเพียง 139.5  กรัมตอวัน   ดังนั้นสวนที่ไมถูกหล่ังออกไปกับ
น้ํานมหรือเปนสวนที่คงอยูในเตานมเทากับ 49 กรัมตอวัน   โดยกรดอะมิโนที่คงอยูในเนื้อเยื่อเตานม
นี้ถูกใชสําหรับกระบวนการทางเคมีตางๆ   โดยสวนมากซึ่งคิดเปน 85.7 เปอรเซ็นตของกรดอะมิโนที่
ถูกสะสมทั้งหมดเกิดกระบวนการเปลี่ยนกรดอะมิโนจําเปนใหเปนกรดอะมิโนไมจําเปน  การ 
oxidation  และการเกิด metabolic pathway อ่ืนๆ (Richert et al., 1998)   และสวนนอยซ่ึงคิดเปน 14.3 
เปอรเซ็นตของกรดอะมิโนที่คงอยูทั้งหมดใชในการสรางเนื้อเยื่อโปรตีนของเตานมเพื่อรักษาสภาพ
การเจริญเติบโตของเตานม (Kim et al., 1999)    ในภาวะปกติของแมสุกรชวงใหนม กรดอะมิโน
จําเปนทุกตัวถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมในปริมาณมากกวากรดอะมิโนที่พบในน้ํานมที่หล่ังออกมา   
โดยกรดอะมิโนจําเปนที่ถูกนําเขาเขาเซลลเตานมในปริมาณมากที่สุดคือ  ลูซีน (35 กรัมตอวัน)  
รองลงมาคือ  อารจีนีน  ไลซีน  วาลีน  ไอโซลูซีน  ทรีโอนีน  ฟนิลอะลานีน  ทริปโตแฟน  ฮิสทีดีน 
และเมทไธโอนีน ตามลําดับ (Trottier et al., 1997)   และบางสวนของกรดอะมิโนจําเปนเหลานี้จะคง
อยูในเนื้อเยื่อเตานม   โดยอารจินีนและกรดอะมิโนกลุมที่เปน branched-chain amino acid จะมี
ปริมาณการคงอยูมากที่สุดถึง 16 และ 11 กรัมตอวันตามลําดับ   จึงทําใหสัดสวนของกรดอะมิโน
จําเปนที่พบในน้ํานมที่หล่ังออกมามีปริมาณนอยกวาที่นําเขาผานเนื้อเยื่อเตานม (Neilsen et al., 1997; 
Trottier et al., 1997)    นอกจากนี้ยังมีผลใหกรดอะมิโนไมจําเปนบางตัว เชน อะลานีน โปรลีน  
และกลูตามิค  เปนตน  พบในน้ํานมในปริมาณมากกวาที่ถูกนําเขามา  ซ่ึงแสดงใหเห็นวาในเตานมมี
ทั้งกระบวนการสราง (anabolic) และสลาย (catabolic) ที่มีความจําเปนตอการสรางน้ํานมและการ
สรางโปรตีนของเนื้อเยื่อเตานม   เชน  อารจินีนสามารถถูกสลายเพื่อเปลี่ยนเปนพลังงานและ    
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กรดอะมิโนไมจําเปน เชน โปรลีน  กลูตาเมท  และกลูตามีน  โพลีเอมีน และไนตริกออกไซด 
(O’Quine et al., 2002) และกรดอะมิโนกลุมที่มีกิ่งกานสาขา เชนไอโซลูซีน ลูซีน และวาลีน สามารถ
ถูกออกซิไดซเปนพลังงานในเนื้อเยื่อเตานมสุกร (DeSantiago et al., 1998; Richert et al., 1998)   

ทั้งนี้การนําเขากรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมสุกรอาจเปลี่ยนแปลงไดจากปจจัยตางๆ เชน   
ปจจัยจากลักษณะทางสรีรวิทยาของตัวสัตวเอง (physiological state) ซ่ึงไดแกระยะการใหนม เปนตน 
ปจจัยจากระยะของการใหน้ํานมที่มีผลตอการนําเขากรดอะมิโนและการแสดงออกของยีนตัวขนสง
กรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมสุกร 

ปจจัยจากระยะตางๆ ของการใหนมจัดเปนปจจัยที่มีความสําคัญปจจัยหนึ่ง  เนื่องจากไดมี
การศึกษาพบวาปจจัยจากระยะของการใหนมมีผลตอการนําเขากรดอะมิโน (Trottier et al., 1997) 
และมีผลตอระดับของกรดอะมิโนที่เปนสวนประกอบในน้ํานม   โดยเมื่อวัดจากคาการไหลเวียนของ
เลือดและคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงและเลือดดํา (ซ่ึงเปน
คาที่บงชี้ถึงปริมาณกรดอะมิโนที่ถูกนําเขาผานเนื้อเยื่อเตานมสุกร (Trottier et al., 1995))   พบวาคา
การไหลของเลือดมาเลี้ยงเตานมมีคาเทากับ 3,700 ถึง 4,500 ลิตรตอวัน   ซ่ึงไมพบวามีการ
เปลี่ยนแปลงตลอดระยะเวลาการใหนม   คิดเปนปริมาณเลือดจํานวน 541 ลิตรตอการสรางน้ํานม 1 
ลิตร    ในขณะที่คาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงและหลอดเลือด
ดําสูงขึ้นเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นจากวันที่ 11 จนถึงวันที่ 20 ของการใหนม    ซ่ึงแสดงใหเห็น
วาคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอดเลือดแดงและเลือดดําที่เพิ่มขึ้นเปน
กลไกการตอบสนองจากการที่ เนื้อเยื่อเตานมอาจมีตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีประสิทธิภาพที่
เปล่ียนแปลงไป   นอกจากนี้ยังพบวาการนําเขากรดอะมิโนบางตัว โดยเฉพาะกรดอะมิโนจําเปนมีการ
นําเขาในปริมาณมากกวาที่พบในน้ํานมที่หล่ังออกมา   และกรดอะมิโนไมจําเปนสวนมากมีปริมาณ
การนําเขานอยกวาปริมาณที่พบในน้ํานม   เชนเดียวกับ Neilsen และคณะ (2002) ที่ไดศึกษาถึง
จํานวนวันการใหนมที่มีผลตอการนําเขากรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมสุกร    ผลปรากฏวาเมื่อ
จํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นมีผลใหผลผลิตน้ํานมมีแนวโนมสูงขึ้น (มีคาสูงสุดวันที่ 15 และ 21 
เชนเดียวกับผลการศึกษาของ Kim และคณะ (1999)  ซ่ึงมีผลมาจากความสามารถในการนําเขากรด 
อะมิโนที่เตานมเพิ่มขึ้น    โดยวัดไดจากคาความแตกตางของความเขมขนของกรดอะมิโนในหลอด
เลือดแดงและหลอดเลือดดําที่มีคาสูงขึ้น   ในขณะที่คาการไหลเวียนของเลือดที่มาเล้ียงเตานมไม
เปลี่ยนแปลง  จึงแสดงใหเห็นวาเมื่อจํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้นอาจมีผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงการ
ทํางานของตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบขนสงกรดอะมิโนตางๆ ที่ทําหนาที่อยูในเนื้อเยื่อเตานม 

ทั้งนี้   ไดมีการศึกษาเบื้องตนถึงการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน CAT1, 
CAT2A, CAT2B, ATB0,+  และ ASCT1 ในเตานมสุกรขณะใหนมซึ่งวิเคราะหโดยวิธี Northern blot 
analysis  (Laspiur et al., 2004)   พบวาตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีการแสดงออกในเนื้อเยื่อเตานมสุกร
ขณะใหนมคือ CAT1, CAT2B, ATB0,+  และ ASCT1   แตสําหรับ CAT2A ไมพบการแสดงออก  และ
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เมื่อเลือกศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนบางตัว 
เปรียบเทียบระหวางในวันที่ 7 และ 17 ของการใหนม พบวามีเพียง mRNA ของ ATB0,+  ที่มีแนวโนม
ปริมาณการแสดงออกที่เปล่ียนแปลงไปในวันที่ 7 และ17 ของระยะการใหน้ํานม  
คุณสมบัติของตัวขนสงกรดอะมิโนที่สนใจศึกษา 

1. ATA/SNAT; Amino acid transporter A / sodium-dependent neutral amino acid 
transporter ทําหนาที่ในการขนสงกรดอะมิโนที่มีประจุเปนกลาง (neutral amino acid) สายส้ันๆ   
ไดแก  เมทไธโอนีน  อะลานีน ไกลซีน โปรลีน และกรดอะมิโนที่มีประจุเปนกลางตัวอ่ืนๆ 
(Baumrucker, 1985)    ซ่ึงเมทไธโอนีนถือเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในระบบนี้สําหรับสุกร    
โดยสามารถเปลี่ยนเปนซีสเตอีนไดในเนื้อเยื่อเตานม (Guan et al., 2004) นอกจากนี้ ยีนตัวขนสง
กรดอะมิโน ATA  สามารถถูกควบคุมโดยลักษณะทางสรีรวิทยาของรางกาย ซ่ึงการทํางานจะเพิ่มขึ้น
ตั้งแตชวงตั้งทองจนถึงชวงการใหนมในเนื้อเยื่อเตานมของหนู (mouse) (Sarah et al., 2005)  และการ
ขนสงกรดอะมิโนยังสามารถถูกเหนี่ยวนําไดจากอุณหภูมิ  คาความเปนกรด-ดาง  ภาวะการอดอาหาร
และฮอรโมน (Hatanaka et al., 2000., Tanaka et al., 2005) รวมทั้ง interleukin 1 beta (Thongsong et 
al., 2005) และ insulin-like growth factor-I (Thongsong et al., 2006) เปนตน โดยตัวขนสงกรดอะมิ-
โนที่สนใจศึกษาคือ ATA2 (Amino acid transporter A2)   เนื่องจากมีรายงานวามีการแสดงออกได
ทั่วไปในเนื้อเยื่อตางๆ ของหนู (Rat) และคน ซ่ึงตรงขามกับ ATA1 และ ATA2  พบวามีการ
แสดงออกที่เฉพาะเจาะจงมาก ทั้งนี้ยังไมมีรายงานการศึกษามากอน ถึงการแสดงออกของตัวขนสง
กรดอะมิโน ATA2 ในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม 

2. ASCT; Alanine serine cysteine threonine transporter ทําหนาที่ในการขนสงกรด     
อะมิโนที่มีประจุเปนกลาง เชน อะลานีน เซอรีน ซีสเตอีน และทรีโอนีน (Baumrucker, 1985) เปนตน  
ซ่ึงทรีโอนีนถือวาเปนกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในระบบขนสงนี้   เนื่องจากสามารถถูกสันดาปได
เปนพลังงานและถูกเปลี่ยนใหเปนกรดอะมิโนไมจําเปนได (Guan et al., 2004) สําหรับตัวขนสง
กรดอะมิโนที่สนใจศึกษาในระบบนี้คือ ASCT1 เนื่องจากไดมีการศึกษาพบวา  mRNA ของ ASCT1 
มีการแสดงออกไดทั่วไป รวมทั้งการศึกษาของ Laspiur และคณะ (2004) พบการแสดงออกของ 
mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน ASCT1 ในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม     

3. ATB0,+ ; Amino acid transporter B0,+ ทําหนาที่ขนสงแลกเปลี่ยนระหวางกรดอะมิโนที่
เปนกลางและเปนดาง  และพบการแสดงออกของ mRNA ของ ATB0,+ ในเตานมสุกรชวงใหนม   
นอกจากนี้ยังพบวาจํานวนวันใหนมที่เพิ่มขึ้นมีแนวโนมตอการเปลี่ยนแปลงปริมาณการแสดงออก
ของ mRNA ของ ATB 0,+  (Laspiur et al., 2004)    

4. LAT; L-type amino acid transporter  ทําหนาที่ในการขนสงกรดอะมิโนที่มีคุณสมบัติ
เปนกลาง (neutral amino acid transporter)  ไดแก   กรดอะมิโนกลุมที่มีกิ่งกานสาขา (Baumrucker, 
1985) การขนสงจะตองอาศัยการทํางานรวมกันกับ 4F2hc แบบ heterodimeric complex จึงทําหนาที่
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ขนสงกรดอะมิโนไดอยางสมบูรณ    สําหรับกรดอะมิโนกลุมที่มีกิ่งกานสาขาถือวาเปนกรดอะมิโนที่
มีความสําคัญอยางมาก  สามารถถูก oxidized ไดเปนพลังงานในเนื้อเยื่อเตานมสุกร   โดยวาลีนเปน
กรดอะมิโนที่ถูก oxidized ไดมากที่สุด  รองลงมาคือ ลูซีนและไอโซลูซีน  และจากรายงานการพบ
ความสัมพันธกับเอนไซมที่ใชในกระบวนการยอยสลายกรดอะมิโนดังกลาวคือ  branched-chain 

amino transferase และ branched α-keto acid dehydrogenase  ซ่ึงปริมาณของเอนไซมนี้สูงขึ้นเมื่อ
จํานวนวันการใหนมเพิ่มขึ้น (DeSantiago et al., 1998; Richert et al., 1998) สําหรับยีนตัวขนสง
กรดอะมิโนในระบบ L ที่สนใจศึกษาคือ LAT2 (L-type amino acid transporter 2)   เนื่องจากไดมี
รายงานวาพบการแสดงออกไดทั่วๆ ไปทั้งในเนื้อเยื่อของตัวออนและตัวเต็มวัย (Segawa et al., 1999; 
Rajan et al., 2000)    กรดอะมิโนที่ขนสงโดยระบบ L ในเนื้อเยื่อเตานมมีความจําเพาะตอสารตั้งตน
ไดกวางและหลากหลาย  (Shennan et al, 1997)  ทั้งนี้ยังไมมีรายงานการศึกษาถึงการแสดงออกตัว
ขนสงกรดอะมิโน LAT2 และ Heterodimer 4F2hc ในเนื้อเยื่อเตานมของสุกรชวงใหนม   

5. CAT; Cationic amino acid transporter ทําหนาที่ในการขนสงกรดอะมิโนที่มีประจุเปน
บวก (cationic amino acid) ที่สําคัญ ไดแก ไลซีน อารจินีน ออนิทีน และฮิสทีดีน (Baumrucker, 
1985)   สําหรับกรดอะมิโนที่มีความสําคัญในระบบขนสงนี้คือ ไลซีน เพราะไลซีนเปน first-limiting 
amino acid ของสุกรที่ไดรับอาหารที่มีสวนประกอบของขาวโพดและกากถั่วเหลืองเปนหลัก สําหรับ
ยนีตัวขนสงกรดอะมิโนในระบบ y+ ที่สนใจศึกษาคือ CAT1 (cationic amino acid transporter type 1) 
และ CAT2B (cationic amino acid transporter type 2B)   เนื่องจากมีรายงานการศึกษาพบวา mRNA 
ของ CAT1 และ CAT2B มีแสดงออกในเนื้อเยื่อเตานมสุกรชวงใหนม (Laspiur et al., 2004)  แต 
CAT3 พบแสดงออกในเนื้อเยื่อสมองเทานั้น    

ดังนั้นจากการรายงานขอมูลตางๆดังกลาวขางตน จะเห็นไดวา  ตัวขนสงกรดอะมิโนใน
ระบบตางๆเปนกลไกและตัวบงชี้ที่สําคัญในการขนสงกรดอะมิโนผานเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรชวงให
นม  โดยการศึกษาระดับอณูโมเลกุลเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆ ใน
เนื้อเยื่อเตานมของสัตวเล้ียงลูกดวยนม  เชน  คน  โค  หนู (rat และ mouse) และหนูตะเภามีอยูมาก   
แตการศึกษาเกี่ยวกับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมโินในระบบตางๆ ในเนื้อเยื่อเตานมสุกร
ยังมีนอยเมื่อเปรียบเทียบกับสัตวดังกลาวขางตน   จึงทําใหขาดขอมูลทางอณูโมเลกุลเกี่ยวกบัตวัขนสง
กรดอะมิโนในระบบการขนสงกรดอะมิโนของเนื้อเยื่อเตานมสุกร   ดังนั้นการทดลองนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพื่อศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนระบบตางๆในชวงอายุการ
ใหนมวันที่ 9 และวันที่ 19 ของสุกร เพิ่มเติมทั้งที่มีรายงานไวและไมเคยมีรายงาน 
วิธีการดําเนินงานวิจัย 
1. สัตวทดลอง 

ใชแมสุกรพันธุลูกผสม ( Landrace x Large white) จํานวน 8 ตัว ที่ผานการตั้งทองมาแลว
มากกวา 2 ครั้ง (multiparous sows) ซ่ึงมีวันคลอดใกลเคียงกัน มีน้ําหนักตัว ลักษณะทางพันธุกรรมที่
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เกี่ยวกับประสิทธิภาพการใหลูกสุกรที่ดีใกลเคียงกัน  นอกจากนั้นมีลักษณะของเตานมที่มีความ
สมบูรณดีและมีจํานวนเตานมที่ใกลเคียงกัน  แมสุกรแตละตัวไดรับอาหารและมีน้ําดื่มอยางเพียงพอ
เหมาะสมตลอดชวงของการใหนม เปนเวลา 4 สัปดาห 
2. อาหารทดลอง 
 จัดทําสูตรอาหารสุกรระยะเลี้ยงลูกที่ใชในฟารมทั่วไป  โดยสูตรอาหารมีระดับโปรตีน
ประมาณ 18.5 เปอรเซ็นต และมีคาระดับพลังงานใชประโยชนไดในอาหารเทากับประมาณ 3.2 ME, 
Mcal/kg โดยคาโภชนะอื่นๆมีคาใกลเคียงระดับความตองการมากที่สุด   ซ่ึงไดจากการคํานวณโดย
โปรแกรมคํานวณสูตรอาหารสัตว 
 
ตารางที่ 1 แสดงสูตรอาหารที่ใชในการทดลอง 

วัตถุดิบอาหารสัตว ปริมาณ (กิโลกรัม)

ปลายขาว (broken rice) 
ขาวโพด (corn) 
มันสําปะหลัง (cassava) 
น้ํามันปาลม (palm oil) 
ไขมันผง (fatpack) 
รําละเอียด (raw rice bran) 
รําสกัดน้ํามัน (rice solvent bran) 
ถั่วเหลือง (soybean 48%CP) 
ถั่วอบไขมันเต็ม (full fat soybean meal) 
แอล-ไลซีน (L-lysine) 
ดีแอล-เมทไธโอนีน (DL-methionine) 
แคลเซียมคารบอเนต (calcium carbonate) 
โมโนไดแคลเซยีมฟอสเฟต (monodicalcium phosphate) 
เกลือ (salt) 
1พรีมิกซ(trace mineral and vitamin premix)  

18.00    
17.00 
10.00 
  3.00 
  2.00   
  7.00 
10.00 
21.00 
  7.00 
  0.30 
  0.30 
  1.50 
  2.30 
 0.35 
0.25 

รวม 100.00 
         1   สวนประกอบของวิตามินและแรธาตุในพรีมิกซ (trace mineral and vitamin premix) 1 กิโลกรัม  ไดแก  วิตามินเอ 6.0 ลานหนวย
สากล  วิตามินดี3 0.8 ลานหนวยสากล  วิตามินอี 12,000 หนวยสากล  วิตามินเค3 0.8 กรัม  วิตามินบี1 0.6 กรัม  วิตามินบี2 1.4 กรัม  
วิตามินบี6 0.8 กรัม  วิตามินบี12 0.008 กรัม  กรดแพนโททีนิก 6.0 กรัม  ไนอาซีน 8.0 กรัม  กรดโฟลิก 0.12 กรัม  ไบโอติน 0.12 กรัม  
โคลีน 120.0 กรัม  ซีลีเนียม 0.12 กรัม  เหล็ก 40.0 กรัม  แมงกานีส 12.0 กรัม  สังกะสี 24.0 กรัม  ทองแดง 8.0 กรัม  โคบอลต 0.08 กรัม  
ไอโอดีน 0.20 กรัม   
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ตารางที่ 2 แสดงองคประกอบทางโภชนะ (จากการคํานวณ) ในสูตรอาหารที่ใชในการทดลอง 
องคประกอบทางโภชนะ ระดับโภชนะในอาหาร 
พลังงานใชประโยชนได (ME, Mcal/kg) 
โปรตีนรวม (%) 
ไขมัน (%) 
เยื่อใย (%) 
แคลเซียม (%) 
ฟอสฟอรัส (%) 
ฟอสฟอรัสที่ใชประโยชนได (%) 
เกลือ (%) 
ไลซีน (%) 
ทรีโอนีน (%) 

3.20 
18.24 
8.47 
4.47 
1.08 
1.01 
0.48 
0.41 
1.18 
0.66 

 
3. การเก็บตัวอยางนําไปตรวจในหองปฏิบัติการ 

อาหารสัตว สุมเก็บตัวอยางอาหารที่ใชเล้ียงแมสุกร เพื่อวิเคราะหองคประกอบทางโภชนะ
ของอาหารโดยประมาณ (proximate analysis) ไดแก ความชื้น พลังงาน โปรตีน เยื่อใย ไขมนั เถา 
แคลเซียมและฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ AOAC (1990) รวมทั้งชนิดและปริมาณกรดอะมิโน 15 ตวั 
ดวยเครื่อง HPLC 

ตัวอยางเลือด เพื่อวิเคราะหสวนประกอบและระดับความเขมขนของกรดอะมิโน 18 ตัว ทํา
การเจาะเก็บตวัอยางเลือดจาก anterior vena cava ในแมสุกรขณะเลี้ยงใหนมลูกในวันที่ 9 และ 19 
คร้ังละ 3 มิลลิลิตร สวนลูกสุกรหลังคลอดในแตละแมสุกรทดลองขางตน จํานวน 4 ตัวตอครอก ถูก
คัดเลือกแบบสุมใชเปนตัวแทนในการศึกษาจากแมสุกรแตละตวัจํานวน 8 ตัว และถูกเจาะเก็บ
ตัวอยางเลือดจาก anterior vena cava ตัวละ 1 มิลลิลิตรในวนัที่ 9 และ19 ของอายุลูกสุกร  ใสใน
หลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลอืดแข็งตัว (heparinized tubes) เพื่อรอการสงตรวจวิเคราะหดวยเครื่อง 
HPLC  การเก็บตัวอยางเลอืดทําในชวงเวลา 9.30–10.00 น. เพื่อลดความแปรปรวนที่เปนผลมาจาก
อาหาร 

เนื้อเยื่อเตานม หลังจากที่ทําใหแมสุกรสงบและซึมลงดวยการฉีดยา Azaperone (1.5 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม) ทําการฉีดยาชาเฉพาะที่ 2% Xylocaine ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมจากเตา
นมที่อยูบริเวณสวนหนา (anterior mammary gland) ประมาณ 1-2 กรัมโดยวิธีผาตัด   ตัดเก็บตัวอยาง
เนื้อเยื่อที่ทําหนาที่ในการผลิตน้ํานมและหลีกเล่ียงบริเวณหลอดเลือด    เก็บตัวอยางจากแมสุกร 4 ตัว
ตอ 1 ชวงระยะของการใหนม  คือ  วันที่ 9 (ระยะตนของการใหน้ํานม) และวันที่ 19 (ระยะใหน้ํานม

สูง) ของการใหนม จากนั้นเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมใสในหลอดที่มีสารละลาย RNAlater® 
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(Qiagen, Germany) สําหรับปองกัน RNA ถูกทําลาย   แลวเก็บในตูทําความเย็นที่อุณหภูมิ 4 และ -20 
องศาเซลเซียส   เพื่อรอวิเคราะหปริมาณการแสดงออก mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน เมื่อเสร็จสิ้น
การเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานม ทําการเย็บแผลปด และปลอยลูกสุกรมากินนมตามปกติใน 2 
ชั่วโมงตอมา (ดังแสดงในรูปภาพที่ 1) ซ่ึงโครงการวิจัยผานการพิจารณาและไดรับอนุมัติจาก
คณะกรรมการใชสัตวทดลองใหเปนไปตามจรรยาบรรณ ของคณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณ
มหาวิทยาลัย 

 
 

                  
1. ทําใหแมสุกรสงบและซึมลงดวยการฉีดยา Azaperone (1.5มิลลิกรัม/กิโลกรัม) และทําการ

ฉีดยาชาเฉพาะที่ 2% Xylocaine 
 
 

    
2. ทําการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมจากเตานมที่อยูบริเวณสวนหนา (anterior mammary 

gland)                       
                       
 

                         
3. เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมใสในหลอดที่มีสารละลาย RNAlater® สําหรับปองกัน 

RNA ถูกทําลาย 
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4. ทําความสะอาด และเย็บปดแผลดวยไหมละลาย 
 
 

    
5. ปลอยลูกสุกรมากินนมตามปกติใน 2 ชั่วโมงตอมา 
 
รูปท่ี 1 ภาพแสดงขั้นตอนการเก็บตัวอยางเนื้อเยื่อเซลลผลิตน้ํานมที่บริเวณเตานมสวนหนา 

เพื่อนํามาศึกษาการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโน 
 

4. การแสดงขอมูลผลการทดลอง 
1) ผลคุณลักษณะการเจริญเติบโต   ไดแก   ขอมูลปริมาณอาหารที่กินไดทุกวันของแมสุกร (กอน

ใหอาหารเชา)   ชั่งน้ําหนักตัวลูกสุกรทุกๆ 3 วัน   เพื่อนํามาคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโต (ADG) 
ตั้งแตวันที่คลอดจนกระทั่งหยานม (วันที่ 28 ของการใหน้ํานม) และปริมาณอาหารที่กินไดของลูก
สุกร ตั้งแตวันที่ไดรับอาหาร creep feed (วันที่ 19 ของการใหน้ํานม) จนกระทั่งหยานม (วันที่ 28 ของ
การใหน้ํานม)   

2) ผลการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนะของอาหาร จากการสุมเก็บตัวอยางอาหารที่ใชเล้ียง
สุกรทดลองตลอดการทดลอง ไดแก ความชื้น พลังงาน โปรตีน เยื่อใย ไขมัน เถา แคลเซียมและ
ฟอสฟอรัส ตามวิธีการของ AOAC (1990) รวมทั้งชนิดและปริมาณกรดอะมิโนดวยเครื่อง HPLC 

3) ผลการตรวจวิเคราะหความเขมขนของกรดอะมิโนรายตัวในพลาสมาดวยเครื่อง HPLC ใน
วันที่ 9 และ19 ของการใหนม ทั้งในแมและลูกสุกร 

4) ผลการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ตรวจพบ โดยแสดงเปนรูปถายของ
แถบ DNA สําหรับตัวขนสงกรดอะมิโนแตละตัว และเปรียบเทียบความเหมือน (identity) ของลําดับ
เบสที่ไดกับขอมูลใน Gen Bank โดยใชโปรแกรมของ NCBI blast 
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5) ผลปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ตรวจพบในเนื้อเยื่อเตานม
สุกรในวันที่ 9 และ19 ของการใหนม ที่คิดเปนสัดสวนเปรียบเทียบกับการแสดงออกของ internal 
control   โดยแสดงเปนรูปถายของแถบ DNA สําหรับตัวขนสงกรดอะมิโนแตละตัว  และแสดงเปน
รูปกราฟของปริมาณที่คิดเปนสัดสวนของยีนที่ทําหนาที่ขนสงกรดอะมิโนแตละตัวที่ศึกษาตอ 
internal control ดวยโปรแกรมวัดความเขมของแถบ DNA (ScionImage)    
5. การวิเคราะหหาการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน 
 การสกัด Total RNA และขั้นตอนการทํา RT-PCR  

1) นําตัวอยางเนือ้เยื่อเตานมสกุรที่เก็บรักษาอยูใน RNAlater tissue protection kit® (Qiagen, 
Germany) มาทําการสกัด Total RNA ตามขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือของชุดทดสอบ AurumTM Total 
RNA Fatty and Fibrous Tissue Kit (Biorad, USA)  นํา Total RNA ที่ไดมาสรางสาย cDNA 
(complementary DNA) โดยวิธี Reverse transcription ดวยชุดทดสอบ iScriptTM  Select cDNA 
Synthesis kit (Biorad, USA)  ซ่ึงมีสายของ mRNA ที่ถูกสรางเปน cDNA  โดยอาศัยการทํางานของ
เอ็นไซม Reverse transcriptase และใช random hexamer primer มาเปนจุดเริ่มเชื่อมตอเบส โดย
ปฎิบัติตามขั้นตอนที่แนะนําไวในคูมือของชุดทดสอบดังกลาว 

2) การทําปฏิกิริยา PCR และการแยกขนาดดวย gel electrophoresis 
 กระบวนการ PCR ซ่ึงดําเนินการตามขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือของชุดทดสอบ IQTM 

Supermix (มีสวนประกอบ 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCl, 1.6 mM dNTPs, iTaq DNA 
polymerase, 50 units/ml, 6 mM MgCl2, and stabilizers) (Biorad, USA)  ประกอบดวยสัดสวน IQ 
supermix 25 μl, autoclaved ultra pure water 22 μl, primer ที่ออกแบบจากยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่
สนใจศึกษา forward primer 0.5 μl  และ reverse primer 0.5 μl  และสารตั้งตน cDNA ของเนื้อเยื่อเตา
นม 2.0 μl  รวมทั้งสิ้นเทากับ 50 μl ตอ 1 ปฏิกิริยา  ทั้งนี้สําหรับ primer pairs (Operon, USA) ที่ใชใน
การศึกษาการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโน  แสดงรายละเอียดดังตารางที่ 3 โดยกําหนด

โปรแกรมของกระบวนการ PCR ดังนี้ ทําการ activate enzyme ที่ 95°C เปนเวลา 3 นาที  ตามดวย

รอบกระบวนการทํา PCR; 3 step cycling ประกอบดวย denaturation 94°C เปนเวลา 30 วินาที  

annealing 58°C เปนเวลา 30 วินาที  extension 72°C เปนเวลา 1 นาที (จํานวน 40 รอบ สําหรับการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆ และ 30 รอบ สําหรับ 18S rRNA) และทําการ complete 

polymerization 72°C เปนเวลา 10 นาที  จากนั้นจึงนําผลผลิต PCR ที่ไดมาแยกขนาด DNA ของยีน
แตละตัวดวย gel electrophoresis (1.8% agarose gel in TAE) ซ่ึงมีสาร ethidium bromide ผสมอยู 
กําหนดกระแสไฟเทากับ 70 โวลต เปรียบเทียบกับ DNA มาตรฐานที่ทราบขนาดที่แนนอน (DNA 
ladder) และนําผลผลิต PCR สงตรวจยืนยันลําดับเบส (sequencing) อีกครั้ง เพื่อเปรียบเทียบความ
เหมือน (identity) ของลําดับเบสที่ไดกับขอมูลใน Gen Bank โดยใชโปรแกรมของ NCBI blast 
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ตารางที่ 3 แสดงคู primer ที่ใชในกระบวนการ PCR และขนาดของยีนเปาหมาย ที่ออกแบบมาจาก
ขอมูลใน Gen Bank ที่ใชเปนตนแบบ 

ยีน Primer pair 
             5’                               3’ 

GenBank 
Accession no. 

ขนาด  
(bp) 

ชนิดของสัตว
ตนแบบ 

4F2hc  
(Heterodimer ระบบL) 

CACAAGAACCAGAAGGATGA           (F) 
AGTGTCAACCTGAGTGGAGA            (R) 

J02939 183 human 

LAT2 
(ระบบ L) 

TTTCCAGGAACCTGACATCG             (F) 
ACATTGCAGTGACATAAGCG            (R) 

AF171669 200 human 

ATA2 
(ระบบ A) 

AATCTGACCAATGCGATTGTG           (F) 
AATAAAGACCCTCCTTCGTTG           (R) 

AF249673 164 rat 

ASCT1 
(ระบบ ASC) 

GGACTCTTTCCTCGACCTG                  (F) 
ATCTCAGTGCCTATGGGGATCT         (R) 

L14595 150 human 

CAT1 
(ระบบ y+) 

CCTACCTCTACAGCTACGT                  (F) 
AGAACTCCCCGATGGGCTTG              (R) 

AY371320 153 porcine 

CAT2B 
(ระบบ y+) 

CCCAATGCCTCGTGTAATCT               (F) 
TGCCACTGCACCCGATGATAAAGT   (R)    

U76369 121 human 

ATB0,+ 
(ระบบ B0,+) 

GGTGGTCCATTTTGGTCCATAT         (F) 
GTGATCGTTTCAATCGAAGCAA         (R) 

AF151978 86 human 

18S rRNA 
(ตัวควบคุม) 

CCGCGGTTCTATTTTGTTGGTTTT     (F) 
CGGGCCGGGTGAGGTTTC                   (R) 

AF102857 399 porcine 

CAT2A 
(ระบบ y+) 

CAAGACGGGGTCTGCATATT              (F) 
TGCCACATTTCCTTTCACAA                (R) 

U76368 368 porcine 

  
6. การวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน โดยวิธี Semiquantitative 
reverse transcriptase – polymerase chain reaction 

กอนการวิเคราะหปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน ทําการหา
จํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับยีนของตัวขนสงกรดอะมิโนแตละตัวพรอมกับ 18S rRNA   
กระบวนการ PCR ดําเนินการตามขั้นตอนที่ระบุไวในคูมือของชุดทดสอบ IQTM Supermix  ดัง
รายละเอียดขางตนที่ใชในการศึกษาการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโน  แตใช primer ทั้งจาก
ยีนเปาหมายและยีนตัวควบคุมภายในในหลอด PCR พรอมกัน หลังจากกระบวนการ PCR เสร็จ
สมบูรณและทําการแยกขนาดดวย gel electrophoresis จากนั้นเปรียบเทียบสัดสวนความเขมของแถบ 
(band) ของผลผลิต PCR ระหวาง DNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนเปาหมายและตัว internal control 
หลังจากที่ถูกแยกบน gel electrophoresis แลวดวยเครื่องตรวจวัดความเขมของแถบ DNA 
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(densitometer)   โดยระดับการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนเปาหมายจะแสดงเปน
สัดสวนตอระดับการแสดงออกของตัว internal control 
7. การวิเคราะหหาชนิดกรดอะมิโนในพลาสมาจากเลือด    ตัวอยางเลือดถูกนําไปปนแยกดวยเครื่อง
ปนตกตะกอน (centrifuge) ความเร็ว 3000 x g  เปนเวลา 15 นาที ที่ 4 oC ทําการแยกเก็บพลาสมาไว
ในหลอดทดลองและแชแข็งเก็บที่ –20 oC  จนกระทั่งพรอมที่จะนําสงไปตรวจดวยเครื่อง HPLC เพื่อ
แยกสวนประกอบและวัดความเขมขนของกรดอะมิโนแตละตัว จํานวน 18 ตัว ไดแก แอสปารเตท/
แอสพาราจีน (Asp/Asn) กลูตาเมท/กลูตามีน (Glu/Gln) เซอรีน (Ser) ทรีโอนีน (Thr) ไกลซีน (Gly) 
อะลานีน (Ala) อารจินีน (Arg)  ทอรีน (Tau)  โปรลีน (Pro)  วาลีน (Val)  เมทไทโอนีน (Met) ไอโซลู
ซีน (Ile) ลูซีน (Leu) ทริปโตแฟน (Trp) ฟนิลอะลานีน (Phe) ไลซีน (Lys) ฮีสทีดีน (His) และไทโร
ซีน (Tyr)  
8. การวิเคราะหทางสถิต ิ

วางแผนการทดลองแบบ completely randomized design วิเคราะหความแตกตางของ
คาเฉลี่ยของผลการทดลองของปริมาณการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ตรวจ
พบในเนื้อเยื่อเตานม และความเขมขนของกรดอะมิโนในพลาสมา ในวันที่ 9 และ 19 ของการใหนม
รวมทั้งคุณลักษณะการเจริญเติบโต ไดแก  ปริมาณอาหารที่กินไดของแมสุกร  น้ําหนักตัวที่เพิ่มขึ้น 
อัตราการเจริญเติบโต (ADG) ของลูกสุกร เปรียบเทียบกันในแตละสัปดาห ดวย unpair t-test  โดย
กําหนดระดับนัยสําคัญที่ P < 0.05 
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ผลการทดลอง  

 ผลการวิเคราะหทางดานโภชนะในสูตรอาหารที่ใชเล้ียง ดงัแสดงในตารางที่ 4 พบวามีคุณคา
อยูในระดับความตองการของแมสุกรระยะเลี้ยงใหนมลูกตามที่ NRC แนะนํา รวมทั้งปริมาณความ
เขมขนและสมดุลของกรดอะมิโน (ดังแสดงในตารางที่ 5) อยูในระดับที่ปกติที่แมสุกรควรไดรับ 
ตารางที่ 4  Proximate analysis of nutrient composition in the experimental diets 

Nutrients  Nutrient level (%) 
Crude protein, % 
Fat, % 
Fiber, % 
Ash, % 
Calcium, % 
Phosphorous, % 
Moisture, % 

19.43 
9.98 
2.89 
8.05 
1.09 
1.34 
9.08 

 
ตารางที่ 5 Result of amino acid composition in the experimental diets  

Amino acids  in diet Concentration 
(mg/100mg) 

Lysine 
Threonine 
Arginine 
Histidine 
Isoleucine 
Leucine 
Phynylalanine 
Valine 
Alanine  
Aspartic 
Serine 
Glutamic 
Glycine 
Proline 
Tyrosine 

1.32 
0.61 
1.11 
0.36 
0.62 
1.27 
0.65 
0.74 
0.82 
1.93 
0.81 
3.23 
0.68 
0.65 
0.43 
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 แสดงปริมาณอาหารที่แมสุกรกินไดและประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของลูกสุกร (ในตาราง
ที่ 6) พบวาในแมสุกรทั้ง 2 กลุมการทดลอง สามารถกินอาหารไดในปริมาณที่ไมแตกตางกันในแตละ
สัปดาหของการทดลอง รวมถึงไมมีผลตอความแตกตางตออัตราการเลี้ยงลูกรอดชีวิตในชวงการ
ทดลอง  สําหรับในลูกสุกร ปริมาณอาหารที่กินได น้ําหนักตัวและคาเฉลี่ยน้ําหนกัตวัที่เพิ่มขึ้นตอตัว
ตอวันในแตละสัปดาหตลอดระยะเวลาการทดลองของลูกสุกรทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกันกัน
อยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P > 0.05) 
 
ตารางที่ 6  Effect of lactation periods on performance of lactating sows and their piglets 
 

Day of lactation Items 

Group of day 9 Group of day 19 
P-value 

Sows         
   Number of sows   4 4   
  Feed intake of sow (kg/d)     
   wk 1  2.88 ± 1.08 2.99 ± 0.91 0.28 
   wk 2  2.17 ± 1.18 2.99 ± 0.91 0.23 
   wk 3  3.39 ± 0.96 3.00 ± 0.71 0.51 
   wk 4  3.61 ± 0.54 3.30 ± 0.55 0.42 
  Piglet survivability (%)     
  d 0-28 83.3 ± 16.30 92.5 ± 16.80 0.44 
   Number of piglets       
  d 0 10.8 ± 1.71 9.00 ± 1.0 0.09 
  d 6 9.00 ± 0.82 8.60 ± 1.7 0.68 
  d 12 9.00 ± 0.82 8.60 ± 1.67 0.68 
  d 18 9.00 ± 0.82 8.60 ± 1.67 0.68 
  d 24 9.00 ± 0.82 8.40 ± 2.07 0.61 
  d 28 8.75 ± 0.50 8.40 ± 2.07 0.75 
  d 0-28 8.75 ± 0.50 8.40 ± 2.07 0.75 
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Day of lactation Items 

Group of day 9 Group of day 19 
P-value 

Piglets         
  Feed intake of piglet (g/d)  25.7 ± 5.3 27.3 ± 9.9 0.78 
   Piglet weight (kg)      
   d 0  1.62 ± 0.14 1.46 ± 0.24 0.27 
   d 6  2.56 ± 0.25 2.41 ± 0.24 0.40 
   d 12  3.42 ± 0.28 3.19 ± 0.28 0.25 
   d 18  4.50 ± 0.45 4.26 ± 0.29 0.36 
   d 24  5.75 ± 0.56 5.46 ± 0.39 0.39 
   d 28  6.673 ± 0.53 6.582 ± 0.46 0.79 
   ADG of piglet (g/d)      
   d 0-6  155 ± 57.0 158 ± 31.0 0.91 
   d 6-12  145 ± 36.8 129 ± 36.7 0.56 
   d 12-18  180 ± 52.2 180 ± 27.98 0.99 
   d 18-24  208 ± 39.2 200 ± 45.1 0.78 
   d 24-28  230 ± 45.57 256 ± 38.84 0.39 
   d 0-28  174.1 ± 20.0 173.3 ± 16.0 0.10 

 Data are presented as means ± SEM.     
 
 
           ผลระดับความเขมขนของกรดอะมิโนทั้ง 18 ตัวในพลาสมาของแมสุกรชวงใหนมเลี้ยงลูก 

และในลูกสุกรระยะดูดนม ถูกนํามาตรวจแยกและวิเคราะห โดยการเก็บตวัอยางเลือดเพื่อแยก
พลาสมาในวนัที่ 9 และ 19 ของระยะเลีย้งใหนมลูกจากแมสุกร (ดังแสดงในตารางที่ 7) และในลกู
สุกร (ดังแสดงในตารางที่ 8) ความเขมขนของกรดอะมิโนแตละตวัในแมสุกรระยะใหนมในทั้ง 2 
วันดังกลาว ไมพบวามีความแตกตางกันกันอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05) สวนในลูกสกุร
ระยะดูดนมสามารถพบการเปลี่ยนแปลงทีม่ีระดับความเขมขนลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P 
< 0.01) ในวันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับวันที่ 9 ของการใหน้ํานม ไดแก โปรลีน สวนกรดอะมิโนที่
พบการเปลี่ยนแปลงที่มีระดบัความเขมขนเพิ่มขึ้นอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ไดแก   
อารจินีน และไลซีน  
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ตารางที่ 7 Amino acid concentration in sow's plasma (pmol/microliter) on day 9 and 19 of 
lactation 

      
Plasma concentration (pmol/microliter) No. Amino acids 

Day 9 of lactation   
(n = 4) 

Day 19 of lactation  
(n = 4) 

Significant P-value 

1 Aspartic 24.49 ± 5.589  17.95 ± 3.438  ns 0.3572 
2 Serine 147.6 ± 36.39  220.2 ± 18.64  ns 0.1262 
3 Glutamic 140.9 ± 39.89  110.2 ± 17.40  ns 0.5068 
4 Glycine 672.1 ± 104.3  919.7 ± 98.67  ns 0.1354 
5 Histidine 335.4 ± 40.13  417.8 ± 31.19  ns 0.1560 
6 Taurine 29.41 ± 6.980  31.30 ± 1.815  ns 0.8019 
7 Arginine 179.5 ± 51.71  236.8 ± 12.74  ns 0.3228 
8 Threonine 157.2 ± 23.79  232.8 ± 22.77  ns 0.0616 
9 Alanine 433.1 ± 75.22  494.3 ± 22.85  ns 0.4657 

10 Proline 565.1 ± 87.56  439.6 ± 151.9  ns 0.5011 
11 Tyrosine 94.36 ± 12.75  124.4 ± 12.03  ns 0.1371 
12 Valine 267.8 ± 33.81  285.2 ± 29.34  ns 0.7123 
13 Methionine 86.32 ± 24.28  120.3 ± 29.50  ns 0.4080 
14 Lysine 238.6 ± 69.42  320.9 ± 26.69  ns 0.3107 
15 Isoleucine 101.4 ± 12.56  112.4 ± 8.752  ns 0.4992 
16 Leucine 140.1 ± 19.75  152.9 ± 13.67  ns 0.6112 
17 Phenylalanine 73.38 ± 11.60  88.57 ± 5.259  ns 0.2779 
18 Tryptophan 167.9 ± 23.38  155.4 ± 15.54  ns 0.6727 
 Data are presented as means ± SEM.  ns is not statistical significance at p > 0.05. 
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ตารางที่ 8 Amino acid concentration in piglet's plasma (pmol/microliter) on day 9 and 19 
of lactation 

      
Plasma concentration (pmol/microliter) No. Amino acids 

Day 9 of lactation   
(n = 4) 

Day 19 of lactation  
(n = 4) 

Significant P-value 

1 Aspartic 32.52 ± 6.926  16.93 ± 1.723  ns 0.0717 
2 Serine 222.6 ± 32.17  229.6 ± 13.00  ns 0.8460 
3 Glutamic 257.6 ± 41.35  163.5 ± 22.28  ns 0.0918 
4 Glycine 729.3 ± 72.73  882.2 ± 60.53  ns 0.1574 
5 Histidine 383.5 ± 56.86  447.5 ± 50.25  ns 0.4311 
6 Taurine 118.3 ± 17.95  109.1 ± 12.90  ns 0.6911 
7 Arginine 83.26 ± 10.17  157.2 ± 20.32  * 0.0174 
8 Threonine 218.6 ± 18.74  184.6 ± 11.37  ns 0.1716 
9 Alanine 723.7 ± 88.50  539.8 ± 48.88  ns 0.1189 

10 Proline 978.4 ± 89.40  461.3 ± 27.70  ** 0.0015 
11 Tyrosine 124.5 ± 6.618  148.8 ± 19.27  ns 0.2779 
12 Valine 222.2 ± 7.226  203.4 ± 16.33  ns 0.3326 
13 Methionine 50.22 ± 6.094  57.35 ± 10.42  ns 0.5765 
14 Lysine 143.6 ± 13.88  218.0 ± 13.23  ** 0.0081 
15 Isoleucine 104.5 ± 9.993  101.0 ± 10.90  ns 0.8224 
16 Leucine 182.5 ± 8.933  161.3 ± 18.01  ns 0.3321 
17 Phenylalanine 64.38 ± 5.338  68.04 ± 8.068  ns 0.7180 
18 Tryptophan 119.9 ± 3.273  103.5 ± 10.02  ns 0.1723 

 
Data are presented as means ± SEM.  Data are determined as statistical significance at *p < 0.05 
and ** p < 0.01. ns is not statistical significance at p > 0.05. 
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 ผลการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกร   แสดงแถบและขนาด
ตําแหนงของผลผลิต DNA ที่ไดจากกระบวนการ PCR ของยีนตวัขนสงกรดอะมิโนแตละตวัใน
เนื้อเยื่อเซลลสรางน้ํานม และ CAT2A ในตับสุกร ที่ผานกระบวนการโดยวิธี RT-PCR  ซ่ึงมีขนาด
ตรงตามที่ออกแบบไว คือ 18S rRNA = 399, ATA2 = 164, ATB0,+= 86, LAT2 = 200, 4F2hc = 183, 
CAT2B = 121, CAT2A(ตับ) = 368, CAT1 = 153 และ ASCT1 = 150 bp ตามลําดับ  ซ่ึงในการศึกษา
คร้ังนี้ไดทําการยืนยนัวาคู primer ที่ใชสามารถนํามาใชกับสุกรไดจริง โดยเฉพาะกบัเนื้อเยื่อเตานม 
โดย total RNA ที่ใชในกระบวนการ RT-PCR ไดจากการสกัดตัวอยางเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรในชวง
ระยะการใหน้าํนมทั้ง 2 ชวง และตัวอยางตับสุกรสําหรับยีน CAT2A ที่ใชเปน negative control ซ่ึง
แสดงวา primer pairs ที่ออกแบบสามารถใชงานได  ดงัรายละเอียดทีแ่สดงในรูปที่ 2  นอกจากนีย้ีน
ตัวขนสงกรดอะมิโน LAT2 , 4F2hc และ ATA2  ยังไมเคยมีรายงานการแสดงออกในเนื้อเยื่อผลิต
น้ํานมของสุกร 
 

 
  
รูปท่ี 2  PCR amplification of sequences comprising cDNA from porcine mammary tissues by RT-
PCR. Amplification products by 40 cycles were subjected to electrophoresis on a 1.8% agarose gel 
and visualized with ethidium bromide staining. The PCR amplified products were loaded at 18 
μl/well. The mRNA of 18S rRNA, ATA2, ATB0,+, LAT2, 4F2hc, CAT2B, CAT1, ASCT1 
expressed in porcine mammary tissues (lane 1- 6 and 9-10) and CAT2A expressed in pig liver 
tissues (lane 8). CAT2A was used as negative control which did not expressed in porcine mammary 
tissues (lane 7 and 8).  
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แสดงผลการตรวจยืนยันลําดับเบส (sequencing analysis)  เพื่อเปรียบเทียบความเหมือน 

(identity) ของลําดับเบสที่ไดจากกระบวนการทํา PCR กับขอมูลใน Gen Bank โดยใชโปรแกรมของ 

NCBI blast เมื่อเปรียบเทียบยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในแตละตัวและยีนที่ใชเปนตัวควบคุมภายใน 
18S rRNA ที่แสดงออกในเนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมที่ไดจากการเพิ่มปริมาณผลผลิตในกระบวนการ PCR 
และนํามาตรวจลําดับเบสเปรียบเทียบความเหมือน (identity) กับที่ขอมูลในสุกรหรือในคนหรือใน
หนู rat ที่ใชเปนตนแบบในการออกแบบคู primer ในการวิจัยคร้ังนี้ พบวายีนตัวขนสงกรดอะมิโนใน
แตละตัวและยีนที่ใชเปนตัวควบคุมภายใน 18S rRNA ที่ได (query) กับที่มีรายงานในสุกร คน หรือ
หน ูrat (sbjct) มีความเหมือนของลําดับเบส 95 – 100 % ในสุกร 88 – 94 % ในคน และ 78 – 94 % ใน
หนูrat ซ่ึงยีนตัวขนสงกรดอะมิโน ASCT1ไมมีขอมูลลําดับเบสในสุกรที่รายงานไวใน Gen Bank 
สวนยีนตัวขนสงกรดอะมิโน LAT2 และ ATA2  ในสุกรเปนขอมูลการทํานาย (predicted) ลําดับเบส
ที่มีความเหมือนกับยีนตัวขนสงกรดอะมิโน (ดังแสดงในผลการตรวจยืนยันลําดบัเบสชุดที่ 1 – 8)  
  
ผลการตรวจยืนยันลําดับเบสชุดท่ี 1 เปรียบเทียบยีนที่ใชเปนตัวควบคุมภายใน 18S rRNA ระหวางที่
ได (query) กับที่มีรายงานในสุกร (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 98% 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 2 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน ASCT1 ระหวางที่ได 
(query) กับที่มรีายงานในคน (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 88% โดยไมมีรายงานใน
สุกร 
 

 
 
ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 3 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน ATB 0,+ ระหวางที่ได 
(query) กับที่มรีายงานในสุกร และคน (sbjct) มีความเหมอืน (identity) ของลําดับเบส 97% ในสุกร 
และ 93% ในคน 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 4 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน LAT2 ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และคน (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 98% ในสุกร และ 94% 
ในคน 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 5 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน 4F2hc ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และหนูrat (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 95% ในสุกร และ 
78% ในหนrูat 
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ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 6 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน CAT1 ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และคน (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 100% ในสุกร และ 
90% ในคน 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



25 

 

ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 7 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน ATA2  ระหวางที่ได (query) 
กับที่มีรายงานในสุกร และหนูrat (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 98% ในสุกร และ 
94% ในหนrูat 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 

 

ผลการตรวจยนืยันลําดับเบสชุดท่ี 8 เปรียบเทียบยนีตัวขนสงกรดอะมโิน CAT2B  ระหวางที่ได 
(query) กับที่มรีายงานในคน และหนrูat (sbjct) มีความเหมือน (identity) ของลําดับเบส 97 % ในคน 
และหนrูat โดยไมมีรายงานในสุกร 
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การหาจํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับใชในขั้นตอน semiquantitative RT-PCR  รูปที่ 3 แสดงจํานวน
รอบตางๆตั้งแต 25-45 รอบ ในการทําใหเกิดแถบผลผลิต DNA ในกระบวนการ PCR  ตอการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในแตละตัว เพื่อเปนขอมูลในการเลือกจํานวนรอบที่เหมาะสม   
จากขอมูลดังกลาว เมื่อนําผลที่ไดมาวิเคราะหหาจํานวนรอบที่เหมาะสม (อยูในชวงเสนตรงของการ
เพิ่มผลผลิตของ DNA) จํานวนรอบที่เหมาะสมสําหรับกําหนดรอบการทํางานของเครื่อง PCR เทากับ 
30 รอบ ใชสําหรับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีช่ือวา ATA2, ASCT1, ATB0,+ และ
เทากับ 33 รอบ ใชสําหรับการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนที่มีช่ือวา  CAT1, 4F2hc, LAT2 
and CAT2B   

 
 
รูปท่ี 3 Determination of optimum cycles for PCR amplification of ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1, 
4F2hc, LAT2 and CAT2B gene in each experimental group. 18S rRNA was used as internal 
control. Amplification products were subjected to electrophoresis on 1.6% agarose gel in TEA 
buffer for 67 min at 70 volt. DNA bands were visualized with ethidium bromide. The PCR 

amplified products were loaded for 12 μl/well. The figure was represented the optimum cycles for 
PCR amplification of sow’s mammary tissues on day 9th and day 19th of lactation group. 
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 ปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกร  พบวา mRNA 
ตัวขนสงกรดอะมิโน ไดแก ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1, CAT2B, และLAT2  มีการแสดงออกใน
เนื้อเยื่อเตานมแมสุกรในกลุมที่เก็บตัวอยางเนื้อเยื่อท่ีผลิตน้ํานมภายในเตานมแมสุกร  ในวันที่ 9 และ 
19 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก โดยมีปริมาณการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ใน
วันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับในวันที่ 9  ยกเวน 4F2hc ที่มีปริมาณการแสดงออกที่ไมแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05) เมื่อเปรียบเทียบระหวางวันที่ 9  และ 19 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก ดัง
แสดงในรูปที่ 4 
A.       H. 

            
 
B.       I. 

            
 
C.       J. 
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D.       K. 
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รูปท่ี 4 Analysis of relative quantification of mRNA amino acid transporter by semiquantitative RT-
PCR. Total RNA were isolated from sow mammary secretary cells on day 9 and day 19 of lactation. 
Semiquantitative RT-PCR reaction for amino acid transporter gene; ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1 , 
CAT2B, LAT2, and 4F2hc were performed using 18S rRNA as internal control. The gel figures 
were representative of 3 independent experiments. The amplification products were size-
fractionated on 1.5 % agarose gels and the DNA bands were visualized by ethidium bromide 
staining. The relative abundance of each transporter gene in both groups was showed as figure and 
bar chart, respectively. Data represent as the means ± SEM. (n = 4). 
A and H: The relative mRNA abundance of ATA2; system A was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
B and I: The relative mRNA abundance of ASCT1; system ASC was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
C and J: The relative mRNA abundance of ATB0,+; system B0,+ was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
D and K: The relative mRNA abundance of CAT1; system y+ was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.01). 
E and L: The relative mRNA abundance of CAT2B ; system y+ was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
F and M: The relative mRNA abundance of LAT2 ; system L was decreased significant when 
compared to sows on day 9 with those on day 19 of lactation (P < 0.05). 
G and N: The relative mRNA abundance of 4F2hc ; heterodimer of system L did not differ between 
two groups of sows on day 9 and day 19 of lactation (P > 0.05). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



31 

 

วิจารณผลการทดลอง 

            ผลการวิเคราะหองคประกอบทางโภชนะของอาหารและปริมาณความเขมขนของกรดอะมิโน

ในอาหาร  สูตรอาหารสัตวที่ออกแบบนํามาใชในการทดลอง ผลจากการคํานวณของสารอาหาร
หลักๆ เมื่อเปรียบเทียบกบัผลการวิเคราะหในหองปฏบิัติการมีคุณคาของสารอาหารอยูในระดับใกล 
เคียงกัน และประการสําคัญอยูในชวงตามขอแนะนําของ NRC สําหรับแมสุกรระยะใหน้ํานมเลี้ยงลูก
เชนเดยีวกับผลปริมาณความเขมขนของกรดอะมิโนทั้ง 15 ตัวในอาหารที่ใช จึงไมควรเปนผลกระทบ
ตอการทดลองเพื่อศึกษาถึงผล กระทบตอชวงระยะเวลาการใหน้ํานมในแมสุกร   
 ผลการทดลองในดานประสทิธิภาพในแมสุกรและผลคุณลักษณะการเจริญเติบโตในลูกสุกร 
ที่ไดในการศึกษาครั้งนี้พบวา   แมสุกรทั้ง 2 กลุมการทดลอง ที่ถูกทําการเก็บตวัอยางเนื้อเยื่อที่ผลิต
น้ํานมภายในเตานมในวันที ่ 9 และ 19 ของระยะเลีย้งใหนมลูก เมื่อทําการเปรียบเทียบในชวงเวลา
เดียวกันของการทดลอง มีความสามารถกินอาหาร มีอัตราการเลี้ยงลูกรอดชีวิตในชวงการทดลอง ที่
ไมมีความแตกตางกันกนัอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  และใหผลเชนเดยีวกับในลูกสกุร โดยปริมาณ
อาหารที่กินได น้ําหนักตัวและคาเฉลี่ยน้าํหนักตวัที่เพิม่ขึ้นตอตัวตอวันในแตละสัปดาหตลอดระยะ 
เวลาการทดลองของลูกสุกรทั้ง 2 กลุมไมมีความแตกตางกันกนัอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (P > 0.05)  
ซ่ึงเปนตัวบงชีอ้ยางหนึ่งวา เนื้อเยื่อที่ผลิตน้ํานมภายในเตานมที่เก็บมาทําการศึกษาในวันที ่ 9 และ 19 
ของระยะเลีย้งใหนมลูก เพื่อศึกษาปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆดังกลาว มี
ผลกระทบจากปจจัยดานอื่นๆนอยมาก เชน สารอาหารที่ไดรับ หรือการกระตุนการทําหนาที่ของเตา
นม เพราะปจจัยจากผลของโปรตีนในอาหารที่ไดรับ เมื่อมีระดับโปรตีนไมเพยีงพอ (8.2% CP) พบ
การเปลี่ยนแปลงทั้งดานการพัฒนาของเตานม ซ่ึงสังเกตไดทั้งจากการเปลี่ยนแปลงลักษณะที่สังเกต 
เห็นจากภายนอกและทางจุลพยาธิวิทยาของเนื้อเยื่อเตานม   ซ่ึงลักษณะที่เปล่ียนแปลงไปนี้บงบอกถึง
การเปลี่ยนแปลงทางโครงสรางภายในเนื้อเยื่อเตานมวาสงผลตอประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของลูก
สุกร (Rungcharoen et al., 2008) โดยอาจมีความเปนไปไดสูงที่สงผลตอปริมาณน้ํานมที่แมสุกรสราง
ได ทําใหผลผลิตน้ํานมลดลง (Jones and Stahly, 1999) และสอดคลองกับการศึกษาของ Guan และ
คณะ (2004) ที่พบวา แมสุกรไดรับอาหารที่มีระดับโปรตีน 7.8% CP สงผลใหแมสุกรสูญเสียน้ําหนัก
ตัวมากขึ้น และมีผลทําใหลูกสุกรมีประสิทธิภาพการเจริญเติบโตลดลง แตในการทดลองครั้งนี้สูตร
อาหารสัตวที่ออกแบบนํามาใช ทั้งจากการคํานวณและวิเคราะหในหองปฏิบัติการมีคุณคาของสาร 
อาหารหลักๆ ตามขอแนะนําของ NRC จึงไมควรสงผลตอสุกรทดลองทั้ง 2 กลุม เพราะสุกรมีปริมาณ
การกินไดที่ไมแตกตางกัน และลูกสุกรมีคุณลักษณะการเจริญเติบโตตามปกต ิ
 ผลระดับความเขมขนของกรดอะมิโนทั้ง 18 ตัวในพลาสมาของแมสุกรชวงใหนมเลี้ยงลูก 

และในลูกสุกรระยะดูดนม  เมื่อเปรียบเทียบความเขมขนของกรดอะมิโนแตละตัวในพลาสมาแมสุกร
ทั้ง 2 กลุม ในวันที่ 9 และ19 ของระยะเลี้ยงใหนมลูก ไมพบวามีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ อาจเปนผลมาจากการปรับสมดุล โดยกระบวนการเมแทบอลิสมหรือการเคลื่อนเขา-ออก
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ระหวางเซลลตางๆกับระบบไหลเวียนเลือด เพราะภายในตัวแมสุกรชวงเล้ียงใหนมลูก ตองมีการ
ปรับตัวอยูตลอดเวลา เพื่อความเหมาะสมเพียงพอในการดํารงชีวิตทั้งของแมสุกรและลูกสุกร ซ่ึง
สนับสนุนจากผลการวิจัยของ บุญฤทธิ์ และคณะ ป 2549 พบวาระดับความเขมขนของกรดอะมิโนใน
แมสุกรตัวนั้นๆ ทําการตรวจวัดตอเนื่องในตลอดชวงอายุ 4 สัปดาหหลังคลอด พบความเขมขน
เปลี่ยนแปลงไปอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ไดแก ลูซีน  ฮิสทีดีน  ฟนิลอะลานีน  วาลีน     
ไอโซลูซีน ไกลซีน กลูตามีน/กลูตาเมท โปรลีน  ไทโรซีน และทอรีน สวนในลูกสุกรระยะดูดนม
สามารถพบการเปลี่ยนแปลงที่มีระดับความเขมขนลดลง ไดแก   โปรลีน และระดับความเขมขน
เพิ่มขึ้นไดแก อารจินีน และ ไลซีน อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ในวันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบ
กับวันท่ี 9 ของระยะการใหน้ํานม ซ่ึงการลดลงของกรดอะมิโนโปรลีน อาจเปนผลมาจากการถูก
นําไปใชในการสรางคอลาเจน (Collagen) ในปริมาณมากสําหรับในลูกสัตวที่กําลังเจริญเติบโต (Ball 
et al., 1986; Thongsong et al., 1999) สวนระดับความเขมขนของอารจินีนและไลซีนที่เพิ่มขึ้น 
เนื่องจากเปนกรดอะมิโนที่จําเปน โดยเฉพาะอยางยิ่งกรดอะมิโนอารจินีนสามารถถูกสลายเพื่อ
เปล่ียนเปนพลังงานและกรดอะมิโนไมจําเปน เชนโปรลีน กลูตาเมท และกลูตามีน โพลีเอมีน และไน
ตริกออกไซด (O’Quine et al., 2002) แตจากผลวิจัยของ บุญฤทธิ์และคณะในป 2549  เมื่อ
เปรียบเทียบรูปแบบการเปลี่ยนแปลงในชวง 4 สัปดาหของความเขมขนของกลุมกรดอะมิโนที่จําเปน
และไมจําเปนบางตัว ในลูกสุกรหลังคลอด (วนัที่ 1) ถึงวันที่หยานม (วันที่ 28) พบวาแตกตางกันอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) โดยมีการเปลี่ยนแปลงในลักษณะที่ลดลงจนอายุ 28 วัน ยกเวน 
ไกลซีน กลูตามีน/กลูตาเมท และ ไอโซลูซีน มีการเปลี่ยนแปลงในรูปแบบที่เพิ่มขึ้นเมื่อเปรียบเทียบ
กับวันที่ 1 ความแตกตางของรูปแบบการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในพลาสมาของ 2 การทดลอง
ที่แตกตางกัน เปนผลมาจากการเก็บตัวอยางเลือดจากสุกรทดลองตัวนั้นๆตอเนื่องกันและเปรียบเทียบ
ความเขมขนที่เปล่ียนแปลงของกรดอะมิโนในแตละชวงกับวันที่ 1 หลังคลอด  
 ผลการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนที่ศึกษาในแตละตัว และการ

เปรียบเทียบความเหมือน (identity)ของลําดับเบสที่ไดกับขอมูลใน Gen Bank เนื้อเยื่อเซลลผลิต
น้ํานมในสุกรมีการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆ เชนเดียวกับ คนและสัตว
ชนิดอื่นๆ แตมีรายงานที่เคยศึกษาแสดงใหเห็นผลการแสดงออกของ mRNA ของตัวขนสงกรด      
อะมิโนนอยมาก สําหรับในเตานมสุกร จากที่ผานมาไดมีการศึกษาเบื้องตนถึงการแสดงออกของ 
mRNA ของตัวขนสงกรดอะมิโน CAT1, CAT2A, CAT2B, ATB0,+  และ ASCT1 ในเตานมสุกรขณะ
ใหนม โดยวิธี Northern blot analysis  (Laspiur et al., 2004) เทานั้น   จึงทําใหยากตอการออกแบบคู 
primer ที่จะนํามาใชในการศึกษา ซ่ึงในการทดลองครั้งนี้ เลือกใชขอมูลลําดับเบส จาก คน หนูrat ที่
เคยมีผูสงขอมูลเขาไปเก็บไวใน Gen Bank สวนในกรณีที่ไมเคยมีขอมูลรายงานไวในสุกร มีขอนา
สังเกตไดวาการเลือกออกแบบคู primer ที่ไดขอมูลมาจากคน มีโอกาสและความเปนไปไดสูงกวาที่
ไดผลการทดลองตามเปาหมาย และสามารถสนับสนุนไดดวยผลของการเปรียบเทียบความเหมือน 
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(identity) ของลําดับเบสของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนตางๆระหวางสุกรกับคน และสุกรกับหนูrat  ซ่ึง
เปนขอมูลประการหนึ่งที่เปนประโยชนตอการศึกษาสําหรับยีนตัวขนสงโภชนะตางๆที่ยังไมเคยมี
รายงานมากอนในสุกร หรือในทางตรงกันขามเปนประโยชนตอการศึกษาสําหรับยีนตัวขนสงโภชนะ
ตางๆที่ยังไมเคยมีรายงานมากอนในคน แตเคยมีรายงานในสุกร 
 ปริมาณการแสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกร  พบวายีนตัวที่ทํา
หนาที่หลักในการขนสงกรดอะมิโน ไดแก ATA2, ASCT1, ATB0,+, CAT1, CAT2B, และ LAT2  มี
ปริมาณการแสดงออกลดลงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P < 0.05) ในวันที่ 19 เมื่อเปรียบเทียบกับใน
วันที่ 9  และสอดคลองกับการเพิ่มปริมาณการแสดงออกโปรตีนตัวขนสงกรดอะมิโนในการทําหนาที่
นําสงกรดอะมิโนที่เปนตัวตั้งตน (substrate) เชน ATA2 (Thongsong et al., 2008) ภายในเซลลของ
เตานมหรือออกสูในน้ํานมสําหรับลูกสุกรตอไป ความไวรับและการสงสัญญาณตอการเปลี่ยนแปลง 
หรือมีบทบาทตัวขนสงกรดอะมิโนในเซลลสัตว เคยรายงานโดย Hyde et al. (2003)  ซ่ึง
ความสัมพันธระหวางชวงระยะของการใหน้ํานมที่ชวงตนและชวงใหน้ํานมสูง กับปริมาณการ
แสดงออกของยีนตัวขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรมีความใกลเคียงกับผลการทดลอง
ของ Laspiur et al. (2004) ที่พบวามีแนวโนมลดต่ําลงของตัวขนสงกรดอะมิโน ATB0,+ ในวันที่ 17 
เมื่อเปรียบเทียบกับในวันที่ 7   
สรุปผลการทดลองในครั้งนี ้ มีประโยชนในการเปนขอมูลพื้นฐานระดับอณูโมเลกุลเกี่ยวกับการ
แสดงออกและปริมาณของยีนขนสงกรดอะมิโนตางๆ ที่จะนําไปสูการศึกษาตอในระดบัการแสดง 
ออกและทําหนาที่ของโปรตีนในการขนสงกรดอะมิโนในเนื้อเยื่อเตานมแมสุกรระยะการใหนม หรือ
เพื่อนําไปประยุกตใชในทางปฏิบัติ ที่เปนขอมูลวางแนวทางการประเมนิความตองการกรดอะมิโนใน
ระยะการใหน้าํนมของแมสุกร สําหรับเปนประโยชนตอสมรรถนะการเจริญเติบโตของลูกสุกร 
นอกจากนี้ยังเปนขอมูลในการพัฒนาเสริมกรดอะมิโนหรือสารประกอบอินทรียตางๆ ลงในอาหารแม
สุกรที่ระยะการใหนม เพือ่ใหไปมีผลตอการใชประโยชนไดของกรดอะมิโนในเนือ้เยื่อเตานมและ
น้ํานม ซ่ึงในที่สุดจะสงผลตอสุขภาพการทํางานของเตานม และองคประกอบในน้ํานมที่ชวยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเจริญเติบโตของลูกสุกร 
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