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งานวจิยัในโครงการ “ความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอนไซม ์ calpains และ
คุณภาพเน้ือโคพื้นเมืองไทย ” น้ี ไดบ้รรลุผลส าเร็จตามวตัถุประสงคท่ี์ตั้งไว้  โดยไดรั้บความร่วมมือและ
ความช่วยเหลือจากนกัศึกษา ปริญญาโท สาขาวชิาสัตวศาสตร์ ไดแ้ก่ นางสาวสไบพร  มะเด่ือ  นางสาว
ทิพยาภรณ์  กุสี  นางสาวพชัรา  เอ้ือพฒันพงศ ์ และนายวทิวสั  อศัวพนัธ์ุนิมิต และผูช่้วยนกัวจิยั  ไดแ้ก่ 
นางสาวมยริุนทร์   รักทอง  และนายฉนัทวฒัน์ อาจชวาคม ซ่ึงไดใ้หค้วามช่วยเหลือในระหวา่งการเก็บ
ขอ้มูลภาคสนามและการวเิคราะห์ในหอ้งปฏิบติัการ   รวมทั้งขอขอบคุณ  Assoc. Prof. Dr. Tim Parr, 
Department of Nutritional Science, The University of Nottingham, UK ท่ีไดใ้หค้วามช่วยเหลือแนะน า
เทคนิคท่ีใชใ้นการวเิคราะห์ตวัอยา่งในงานวจิยัคร้ังน้ี 
 คณะผูว้จิยัขอขอบคุณบุคคลท่ีไดก้ล่าวนามมาขา้งตน้ ท่ีไดใ้หก้ารสนบัสนุนและความช่วยเหลือ
จนโครงการวจิยัน้ีส าเร็จลุล่วงไปไดด้ว้ยดี   
 งานวจิยั เร่ือง “ความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอนไซม ์ calpains และคุณภาพ
เน้ือโคพื้นเมืองไทย” น้ีไดรั้บเงินวจิยัจากส านกังานกองทุนสนบัสนุนการวจิยั 
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บทสรุปย่อส าหรับผู้บริหาร 
 

ช่ือโครงการ : ความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอนไซม ์calpains และคุณภาพเน้ือ 
                     โคพื้นเมืองไทย 

 

 โคพื้นเมืองไทยมีการเล้ียงแบบปล่อยใหห้ากินหญา้ตามธรรมชาติในแหล่งป่าชุมชน นาขา้วหลงั
ฤดูการเก็บเก่ียว  รวมทั้งตามป่าและภูเขา  เน้ือโคพื้นเมืองมีปริมาณซิลีเนียม สังกะสี และธาตุเหล็กสูงแต่
ไม่มีไขมนัแทรก  ดว้ยเหตุผลน้ีเองท่ีอาจท าใหเ้น้ือโคพื้นเมืองเหมาะกบัผูบ้ริโภคท่ีตอ้งการบริโภค
อาหารเพื่อสุขภาพ  แต่อยา่งไรก็ตามเน้ือโคไทยมีปัญหาในเร่ืองเน้ือค่อนขา้งเหนียวซ่ึงนบัวา่เป็นปัจจยั
ส าคญัต่อการตดัสินใจเลือกซ้ือเน้ือของผูบ้ริโภค ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงตอ้งการศึกษาความสัมพนัธ์
ระหวา่งชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ เอนไซม ์ calpains ปริมาณของคอลลาเจน  ไกลโคเจน รวมทั้งโภชนะของ
เน้ือท่ีมีต่อคุณภาพเน้ือโคพื้นเมืองไทย  ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีอาจเป็นประโยชน์ในการน าไปปรับปรุง
คุณภาพเน้ือโคพื้นเมืองไทยต่อไป 
 

วตัถุประสงค์ : 
  การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาถึงชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ ปริมาณของเอนไซม ์
calpains ปริมาณของคอลลาเจน ไกลโคเจน และโภชนะท่ีอยูใ่นเน้ือ รวมทั้งคุณภาพเน้ือโคพื้นเมืองไทย 
โดยท าการศึกษาในกลา้มเน้ือ 3 ชนิด จากโคพื้นเมืองจงัหวดักาญจนบุรีและอุบลราชธานี   รวมทั้งหา
ความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ กบัลกัษณะอ่ืนท่ีท าการศึกษา 
  

วธีิการวจัิย : 
การศึกษาคร้ังน้ีใชต้วัอยา่งกลา้มเน้ือ 3 ชนิดคือ Infraspinatus (IF), Longissimus dorsi (LD) 

และ Supraspinatus (SS) จากโคพื้นเมือง 14 ตวัจากจงัหวดักาญจนบุรีและอุบลราชธานี  โดย
ท าการศึกษาชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ เอน็ไซม ์ calpains ปริมาณของคอลลาเจน ไกลโคเจน และ โภชนะ 
รวมทั้งคุณภาพของเน้ือโคพื้นเมืองไทย  ท าการวเิคราะห์ขอ้มูลดว้ย General Linear Model โดยวเิคราะห์
อิทธิพลของปัจจยัหลกัคือ กลุ่มโค และชนิดกลา้มเน้ือ รวมทั้งวเิคราะห์อิทธิพลร่วมของทั้ง 2 ปัจจยัดว้ย  
นอกจากน้ีท าการวเิคราะห์หาสัมประสิทธ์ิสหสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ รวมทั้งค่าแรงตดั
ผา่นเน้ือกบัลกัษณะท่ีท าการศึกษาในคร้ังน้ีดว้ย 
 

ผลการศึกษาวจัิย :  
 ผลการวจิยัปรากฎวา่ IF มีระดบัของ MHC I สูงท่ีสุดแต่มี MHC IIx ต ่าท่ีสุด (P<0.01) ในขณะท่ี 
LD มี MHC I ต ่าท่ีสุด แต่มี MHC IIx สูงท่ีสุด (P<0.01) ชนิดกลา้มเน้ือไม่มีอิทธิพลต่อ calpain activity 
และปริมาณของ calpastatin (P>0.05) LD มีปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย  และคอลลาเจนทั้งหมด นอ้ย
กวา่กลา้มเน้ืออ่ืน (P<0.01) สีของ LD อ่อนกวา่กลา้มเน้ืออ่ืนโดยพบวา่ ค่า L* สูง ในขณะท่ีค่า a* และ b* 
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ต ่ากวา่กลา้มเน้ืออ่ืน (P<0.01) LD มีค่าแรงตดัผา่นเน้ือสูงท่ีสุด  รองลงมาคือ  SS และ IF ตามล าดบั 
(P<0.01) LD มีปริมาณโปรตีนและเถา้สูงกวา่ ในขณะท่ีมี ความช้ืนและไขมนัต ่ากวา่กลา้มเน้ืออ่ืน 
(P<0.01) โคกาญจนบุรี มีปริมาณ fast MHC IIx และมีค่า L* สูงกวา่ ในขณะท่ีมี calpastatin  ไกลโคเจน 
ค่า a* เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง ค่าแรงตดัผา่นเน้ือ และเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน ต ่ากวา่โค
อุบลราชธานี (P<0.01)  การศึกษาคร้ังน้ีไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งชนิดกลา้มเน้ือและกลุ่มโคต่อลกัษณะ
ท่ีศึกษายกเวน้ต่อค่า pH48 และ อุณหภูมิของเน้ือท่ี 48 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย 
 การศึกษาคร้ังน้ีพบสหสัมพนัธ์เชิงลบระหวา่ง MHC IIa กบั ค่า OD ของ calpastatin (p<0.01) fast 
MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบั คอลลาเจนท่ีละลายได ้คอลลาเจนท่ีไม่ละลายและปริมาณคอลลาเจน
ทั้งหมด pH48 ค่า a* ค่า b* เปอร์เซ็นตไ์ขมนั และเปอร์เซ็นตค์วามช้ืน ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบั
ค่าแรงตดัผา่นเน้ือ เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ 
 ค่าแรงตดัผา่ นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายได ้ค่า pH48 ค่า a* 
เปอร์เซ็นตไ์ขมนัและ เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวก กบั เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสีย
น ้าระหวา่งการปรุง เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ 

โดยสรุปแลว้ กลา้มเน้ือ IF มีลกัษณะเป็น slow MHC type I จะมีปริมาณไขมนัและคอลลาเจน
สูงกวา่กลา้มเน้ือ LD ท่ีมีลกัษณะเป็น fast MHC type IIx ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ปริมาณไขมนัมี
อิทธิพลต่อความนุ่มของเน้ือมากกวา่ปริมาณคอลลาเจน ดงัท่ีพบวา่กลา้มเน้ือ IF มีความนุ่มมากกวา่
กลา้มเน้ือ LD ดงันั้นผลการทดลองคร้ังน้ีจึงเป็นประโยชน์ในการน าไปปรับปรุงคุณภาพเน้ือโคพื้นเมือง
โดยเฉพาะในเร่ืองของระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มเน้ือของกลา้มเน้ือต่างชนิดกนั โดยกลา้มเน้ือ IF 
ใชเ้วลาในการบ่มเน้ือนอ้ยกวา่กลา้มเน้ือ LD เพื่อเพิ่มความนุ่มของเน้ือ  นอกจากน้ีแลว้ผลการศึกษาคร้ัง
น้ียงัพบวา่โคพื้นเมืองกาญจนบุรีมีเส้นใยกลา้มเน้ือเป็น fast type และพบวา่มีคุณภาพเน้ือดีกวา่โดยมี
ปริมาณ calpastatin และค่าแรงตดัผา่นเน้ือต ่ากวา่โคพื้นเมืองอุบลราชธานี  ซ่ึงขอ้มูลดงักล่าวน้ีอาจเป็น
ประโยชน์ในการน าไปปรับปรุงพนัธ์ุโคพื้นเมืองเพื่อใหไ้ดเ้น้ือท่ีมีคุณภาพดีข้ึน 
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Executive Summary 
 

Project title :  Relationships between muscle fiber types, calpain enzymes and meat quality of   
Thai Native Beef 

  

 Thai native cattle are raised by grazing naturally available grasses in communal land, post – 
harvested rice field, forest or highland area. Their beef has greater Se, Zn and Fe concentration as well 
as greater conjugated linoleic acid while contains no marbling. These reasons may be satisfied the 
consumers who prefer a healthy food.  However, Thai Native beef has a problem with tough meat 
which is the most important factor for consumer perception. Therefore, this research aimed to 
investigate the relationship between muscle fiber type, proteolytic calpain enzyme, collagen content, 
glycogen storage, nutritive values and Thai native beef quality. The basic knowledge gained from this 
study may be beneficial for improving Thai native beef quality.  
  

Objectives : 
 The objectives of this study were to classify muscle fiber type and to determine the content of 
proteolytic calpains enzyme, collagen content, glycogen storage, nutritive values and meat quality of 
3 muscle types from Karnjanaburi and Ubonratchathani native beef.  The correlation between muscle 
fiber types, shear force value and other studied traits were also investigated in this study. 
 

Metodology : 
 Three mucle types; Infraspinatus (IF), Longissimus dorsi (LD) and Supraspinatus (SS) of 14 
Thai native cattle from Karnjanaburi (K) and Ubonratchathani (U) province were used to determine 
muscle fiber type, proteolytic calpains, collagen content, glycogen storage, nutritive values and meat 
quality.  The data were analysed using a General Linear Model, with the main effects of groups of 
animal (K and U) and muscle types (IF, LD and SS) and their interaction.  The Pearson correlation 
was used to determine the correlation coefficient between muscle fiber types as well as shear force 
value and other studied traits.  
 

Results : 
 Three MHC isoforms (MHC I, MHC IIa, MHC IIx) were detected in all 3 muscles. IF showed 
the greatest proportions of MHC I while showed the least proportions of MHC IIx (P < 0.01). In contrast 
with IF, LD had the least intensity of MHC I while had the greatest intensity of MHC IIx (P < 0.01). 
There was no effect of muscle types on calpain activity and the intensity of calpastatin (P > 0.05).       



 จ 

LD showed less levels of insoluble and total collagen than others (P < 0.01). Color of LD was lighter 
as L*value was greater while a* and b* value was less than others (P <0.01). LD had the grestest 
shear force value, following by SS and IF, respectively  (P < 0.01). LD showed greater protein and 
ash content while showed less content of moisture and fat than others (P < 0.01).  In comparison 
between groups of animal, Karnjanaburi group had greater levels of fast MHC IIx and L* value while 
had less calpastatin intensity, glycogen content, a* value, % cooking loss, shear force and % protein 
than those in Ubonratchatheni group (P < 0.01).  There was no interaction between muscle types and 
groups of animal in this study except for pH48 and temperature of meat at 48 hours post mortem. 

This study has found negative correlation between MHC IIa and OD of calpastatin                
(r = -0.431, P < 0.01). Fast MHC IIx showed negative correlation with soluble, insoluble and total 
collagen, pH48, a* and b* value and % fat while showed positive correlation with shear force,            
% protein, and % ash.  Slow MHC I positively correlated with insoluble and total collagen, pH48, a* 
and b* value, % fat and % moisture whereas negatively correlated with shear force, % cooking loss, 
% protein and % ash. Shear force showed a negative correlation with soluble collagen, pH48, a* value, 
% fat and % moisture while showed a positive correlation with % cooking loss, % protein and % ash.   
 In conclusion, slow type I IF muscle has greater content of both fat and collagen than fast 
type IIx LD muscle. In this study, the content of fat has more influence on the tenderness than 
collagen content as IF muscle is more tender than LD muscle. Therefore, the results of this study 
potentially had a direct application for improving native beef quality especially on the appropriate 
ageing period for different muscles. The results showed that slow IF muscle required shorter ageing 
period than fast LD muscle to improve tenderness. In addition, this study was found that Karnjanaburi 
Thai native beef had greater content of fast MHC and had better meat quality as showing lower 
calpastatin content and lower shear force value than Ubonratchathani native beef.  This information 
may be useful for Thai native beef breeding improvement and finally meat quality improvement. 
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ช่ือโครงการวจัิย ความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอนไซม ์calpains และคุณภาพเน้ือโค
พื้นเมืองไทย 

โดย  จนัทร์พร  เจา้ทรัพย ์  จุฑารัตน์  เศรษฐกุล  นวลพรรณ  งามยีสุ่่น และ ปิยะดา  ทวชิศรี 
สัญญาเลขที ่ RDG5320048 

 

บทคัดย่อ 
 

เส้นใยกลา้มเน้ือมีคุณสมบติัเฉพาะท่ีมีบทบาทส าคญัต่อคุณภาพเน้ือ วตัถุประสงคข์องการศึกษา
คร้ังน้ีเพื่อตรวจสอบชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือในโคพื้นเมืองไทย เพศผู ้โดยอาศยัหลกัการจดัจ าแนกตาม
ชนิดของ Myosin Heavy Chain โดยวธีิการ electrophoresis และหาความสัมพนัธ์ระหวา่ง ชนิดของเส้น
ใยกลา้มเน้ือต่อเอนไซม ์ calpains ปริมาณคอลลาเจน ปริมาณไกลเจน ส่วนประกอบทางโภชนะ และ
คุณภาพเน้ือ โดยทดลองในกลา้มเน้ือ 3 ชนิด  Infraspinatus (IF), Longissimus dorsi (LD), 
Supraspinatus(SS) จากโคพื้นเมืองไทยจ านวน 14 ตวั จากจงัหวดักาญจนบุรีและอุบลราชธานี 
 ผลการทดลองปรากฎวา่ IF มีระดบัของ MHC I สูงท่ีสุดแต่มี MHC IIx ต ่าท่ีสุด (P<0.01) 
ในขณะท่ี LD มี MHC I ต ่าท่ีสุด แต่มี MHC IIx สูงท่ีสุด (P<0.01) ชนิดกลา้มเน้ือไม่มีอิทธิพลต่อ calpain 
activity และปริมาณของ calpastatin (P>0.05) LD มีปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย  และคอลลาเจน
ทั้งหมด นอ้ยกวา่กลา้มเน้ืออ่ืน (P<0.01) สีของ LD อ่อนกวา่กลา้มเน้ืออ่ืนโดยพบวา่ ค่า  L* สูง ในขณะท่ี
ค่า a* และ b* ต ่ากวา่กลา้มเน้ืออ่ืน (P<0.01) LD มีค่าแรงตดัผา่นเน้ือสูงท่ีสุด  รองลงมาคือ  SS และ IF 
ตามล าดบั (P<0.01) LD มีปริมาณโปรตีนและเถา้สูงกวา่ ในขณะท่ีมี ความช้ืนและไขมนัต ่ากวา่
กลา้มเน้ืออ่ืน (P<0.01) โคกาญจนบุรี มีปริมาณ  fast MHC IIx และค่าL* สูงกวา่ ในขณะท่ีมี calpastatin  
ไกลโคเจน ค่า  a* เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง ค่าแรงตดัผา่นเน้ือ และเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน 
ต ่ากวา่โคอุบลราชธานี (P<0.01)  
 การศึกษาคร้ังน้ีพบสหสัมพนัธ์เชิงลบระหวา่ง MHC IIa กบั ค่า OD ของ calpastatin (p<0.01) fast 
MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบั คอลลาเจนท่ีละลายได ้คอลลาเจนท่ีไม่ละลายและปริมาณคอลลาเจน
ทั้งหมด pH48 ค่า a* ค่า b* เปอร์เซ็นตไ์ขมนั และเปอร์เซ็นตค์วามช้ืน ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบั
ค่าแรงตดัผา่นเน้ือ เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ 
 ค่าแรงตดัผา่ นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายได ้ค่า  pH48 ค่า a* 
เปอร์เซ็นตไ์ขมนัและ เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวก กบั เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสีย
น ้าระหวา่งการปรุง เปอร์เซ็นตโ์ปรตีน และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ 
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Abstract 
 

Muscle fiber characteristics play a major role in meat quality. The purpose of the present 
study was to investigate muscle fiber type in Thai Native bulls based on Myosin Heavy Chain 
Isoforms by Electrophoresis and to determine the relation of muscle fiber types on postmortem 
proteolytic calpains, collagen content, glycogen storage, nutritive values and meat quality.  Three 
muscle types, Infraspinatus (IF), Longissimus dorsi (LD), Supraspinatus (SS) were obtained from 14 
cattle of 2 groups of Thai native bulls, Kanjanaburi and Ubonratchathani province.   

Three MHC isoforms (MHC I, MHC IIa, MHC IIx) were detected in all 3 muscles. IF 
showed the greatest proportions of MHC I while showed the least proportions of MHC IIx                
(P < 0.01). In contrast with IF, LD had the least intensity of MHC I while had the greatest intensity of 
MHC IIx (P < 0.01). There was no effect of muscle types on calpain activity and the intensity of  
calpastatin (P > 0.05). LD showed less levels of insoluble and total collagen than others (P < 0.01). 
Color of LD was lighter as L*value was greater while a* and b* value was less than others (P <0.01). 
LD had the grestest shear force value, following by SS and IF, respectively  (P < 0.01). LD showed 
greater protein and ash content while showed less content of moisture and fat than others                   
(P < 0.01).  In comparison between groups of animal, Karnjanaburi group had greater levels of fast 
MHC IIx and L* value while showed less calpastatin intensity, glycogen content, a* value, % cooking 
loss, shear force and % protein than those in Ubonratchatheni group (P < 0.01).  

This study has found negative correlation between MHC IIa and OD of calpastatin                
(r = -0.431, P < 0.01). Fast MHC IIx showed negative correlation with soluble, insoluble and total 
collagen, pH48, a* and b* value and % fat while showed positive correlation with shear force,            
% protein, and % ash.  Slow MHC I positively correlated with insoluble and total collagen, pH48, a* 
and b* value, % fat and % moisture whereas negatively correlated with shear force, % cooking loss, 
% protein and % ash. Shear force showed a negative correlation with soluble collagen, pH48, a* value, 
% fat and % moisture while showed a positive correlation with % cooking loss, % protein and % ash.   
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บทที ่1 
 

บทน า 
 

1.1 ความส าคัญของปัญหา 
 เน้ือโคพื้นเมืองไทยท่ีมาจากระบบการเล้ียงแบบปล่อยหากินเองตามแหล่งหญา้ธรรมชาติมีความ
โดดเด่นท่ีเป็นเอกลกัษณ์ต่างจากเน้ือโคขนุในดา้นโภชนะท่ีมีอยูใ่นเน้ือท่ีเป็นประโยชน์ต่อสุขภาพ
นอกเหนือจากการท่ีเน้ือมีไขมนัแทรกต ่ามาก จึงใหพ้ลงังานนอ้ยกวา่แลว้ยงัมีแร่ธาตุและกรดไขมนั
จ าเป็นท่ีเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ ไดแ้ก่ ซีลีเนียม (Se) สังกะสี (Zn) และกรดไขมนั CLA (conjugated 
linolenic acids) สูงอีกดว้ย นอกจากน้ี เน้ือโคพื้นเมืองยงัมีลกัษณะเน้ือสัมผสัเนียนแน่น เส้นใยกลา้มเน้ือ
ละเอียด ซ่ึงคุณลกัษณะดงักล่าวของเน้ือเหมาะสมส าหรับการน าไปแปรรูปท าผลิตภณัฑ ์และยงัสามารถ
น าไปประกอบอาหารไดห้ลากหลาย ข้ึนอยูก่บัการเลือกชนิดของกลา้มเน้ือไปใชป้ระโยชน์ อยา่งไรก็
ตามเน้ือโคไทยมีขอ้จ ากดัในเร่ืองความนุ่มซ่ึงพบวา่เน้ือมีความนุ่มปานกลาง 
 ดงันั้นการศึกษาวจิยัในประเด็นท่ีเก่ียวขอ้งกบัขอ้ดอ้ยของเน้ือโคพื้นเมือง คือ ความนุ่มของเน้ือ
ซ่ึงเป็นเร่ืองส าคญั และยงัไม่มีรายงานของการศึกษาวจิยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อความนุ่มของ
เน้ือโคพื้นเมืองไทย ซ่ึงเป็นโคเลือดอินเดีย (Bos indicus)  เช่นเดียวกบัเน้ือโคบราห์มนัท่ีพบวา่มีการ
ศึกษาวจิยัในต่างประเทศเป็นจ านวนมาก  (Ho et al. 1997; Riley et al. 2005; Stolowski et al. 2006) ทั้งน้ี
จากการศึกษาคน้ควา้พบวา่ความนุ่มของเน้ือเก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยาเคมีท่ีส าคญัภายในกลา้มเน้ือภายหลงั
สัตวต์าย คือ ปฏิกิริยาการยอ่ยสลายโปรตีนโดยเอน็ไซมใ์นเน้ือ (proteolysis) และปฏิกิริยาการใช้
พลงังานโดยไม่ใชอ้อกซิเจน ซ่ึงสัมพนัธ์กบัชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือและการเปล่ียนแปลงของค่า pH ใน
เน้ือ นอกจากน้ียงัมีปัจจยัอ่ืนท่ีเก่ียวขอ้งกบัความนุ่มของเน้ือ ไดแ้ก่ ปริมาณและชนิดของเน้ือเยือ่เก่ียวพนั
และปริมาณไขมนัแทรกในเน้ือ 
 จากงานวจิยัภายใตโ้ครงการการศึกษากลุ่มโปรตีนของเส้นใยกลา้มเน้ือท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะ
ความนุ่มของเน้ือโคพื้นเมือง ไดศึ้กษาในกลุ่มโคพื้นเมืองท่ีเล้ียงแบบปล่อยหากินตามทุ่งหญา้ธรรมชาติ 3 
กลุ่ม ไดแ้ก่ โคตาก โคกาญจนบุรี และโคอุบลราชธานี โคท่ีเล้ียงแบบขนุ คือ โคพทัลุง และโคท่ีเล้ียง
แบบขงัคอกใหกิ้นหญา้แพงโกล่าตลอดระยะเวลาการเล้ียง นอกจากน้ียงัไดศึ้กษากลุ่มโคขนุเลือดยโุรป 
(โคขนุโพนยางค า) ทั้งน้ีกลุ่มตวัอยา่งท่ีศึกษาก าหนดข้ึนตามกลุ่มโคพื้นเมืองภายใตโ้ครงการอ่ืนท่ีไดมี้
การวจิยัคู่ขนานกนั โดยมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาคุณภาพเน้ือของโคในแต่ละพื้นท่ี จึงเป็นขอ้จ ากดัของ
การศึกษาจากขอ้มูลภาคสนาม ท าใหไ้ม่สามารถควบคุมปัจจยัหลาย ๆ อยา่งท่ีจะมีอิทธิพลต่อคุณภาพ
เน้ือ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในเร่ืองความนุ่มของเน้ือ 
 ทั้งน้ีจากการศึกษาวจิยัในเบ้ืองตน้ไดท้  าการศึกษาในเร่ืองของการยอ่ยสลายของโปรตีนในเน้ือ
โดยการศึกษาปริมาณ calpastatins ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ียบัย ั้งการท างานของเอน็ไซมท่ี์บทบาทส าคญัในการ
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ยอ่ยสลายโปรตีนในเน้ือหลงัสัตวต์าย คือ calpains นัน่เอง   โดยศึกษา ควบคู่ไปกบัการศึกษาปริมาณ
polypeptide ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลาย troponin-T ขนาด 28-30 kDa ซ่ึงไดผ้ลเป็นท่ีน่าพอใจในระดบัหน่ึง 
แต่ขอ้มูลยงัไม่สมบูรณ์    ทั้งน้ีเน่ืองจากขอ้มูลดา้นผลการตรวจหาชนิดของเส้นกลา้มเน้ือไม่ประสบ
ผลส าเร็จ เน่ืองจากประสบปัญหาในการเก็บตวัอยา่งเน้ือและขาดนกัวจิยัท่ีมีประสบการณ์ทางดา้นน้ี
โดยตรง  

 ดงันั้นในการวจิยัคร้ังน้ีจึงเป็นการศึกษาเพิ่มเติมจากโครงการเดิม โดยมีวตัถุประสงคท่ี์จะน าเอา
เทคนิคใหม่มาใชใ้นการวเิคราะห์ชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือโดยอาศยัหลกัการอิเล็คโตรโฟลิซีส รวมทั้งมี
การศึกษาถึงปริมาณเอนไซม ์ calpain activity รวมถึงศึกษาปริมาณไกลโคเจนซ่ึงเก่ียวขอ้งโดยตรงกบั
ปฏิกิริยา glycolysis ไปดว้ย   ในขณะเดียวกนัก็ท าการศึกษาวเิคราะห์ลกัษณะท่ีเคยท าการศึกษาแลว้ใน
โครงการเดิม คือวเิคราะห์หาปริมาณ calpastatin ปริมาณของโทรโปนินทีท่ีถูกยอ่ยสลาย ปริมาณคอลลา
เจน รวมทั้งคุณภาพเน้ือไปพร้อมกนัดว้ย   โดยกลุ่มโคท่ีใชใ้นการวจิยัคร้ังน้ีมาจาก โครงการตน้แบบการ
จดัการธุรกิจเน้ือโคไทยธรรมชาติสู่ผูบ้ริโภค กรณีศึกษาโคอุบลราชธานี และโคกาญจนบุรี ยงัด าเนินการ
อยู ่  ซ่ึงผูว้จิยัคาดวา่ผลการทดลองคร้ังน้ีจะเป็นขอ้มูลพื้นฐานในเร่ืองของชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือของโค
พื้นเมืองไทย  รวมทั้งทราบถึงปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีอาจมีผลต่อคุณภาพของเน้ือโคพื้นเมืองไทย ซ่ึงอาจน าไปเป็น
ประโยชน์ในการปรับปรุงคุณภาพของเน้ือโคไทยต่อไป 
 

1.2 กรอบแนวคิดของโครงการวจัิย 
 เน้ือโคพื้นเมืองท่ีท าการศึกษาวจิยัคร้ังน้ีมาจากโคพื้นเมืองท่ีเล้ียงแบบปล่อยหากินตามธรรมชาติ 
2 กลุ่ม คือ กลุ่มภายใตโ้ครงการการพฒันาตน้แบบห่วงโซ่อุปทานเน้ือโคธรรมชาติอุบลราชธานี และ
กลุ่มโคพื้นเมืองธรรมชาติจงัหวดักาญจนบุรี ทั้งน้ีผลจากการศึกษาวจิยัภายใตโ้ครงการ “การศึกษากลุ่ม
โปรตีนของเส้นใยกลา้มเน้ือท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะความนุ่มของเน้ือโคพื้นเมือง” ท่ีผา่นมา 2 ปี พบวา่ 
เน้ือโคอุบลราชธานีมีความนุ่ม (ค่าแรงตดัผา่นเน้ือ) ไม่ต่างจากเน้ือโคกาญจนบุรี แต่พบวา่ปริมาณ 
calpastatin ซ่ึงยบัย ั้งการท างานของเอน็ไซม ์ calpains ในโคกาญจนบุรีมีสูงกวา่โคอุบลราชธานี ซ่ึงผล
การศึกษาพบวา่ มีปริมาณ calpastatin นอ้ยท่ีสุดและไม่ต่างจากท่ีพบในเน้ือโคตาก ซ่ึงเป็นกลุ่มโคท่ีใช้
ศึกษาเปรียบเทียบในคร้ังนั้น และยงัพบวา่เป็นเน้ือโคท่ีมีความนุ่มมากท่ีสุดดว้ย 

ขอ้ขดัแยง้ท่ีพบในเน้ือโคอุบลราชธานีน้ี  จึงควร มีการศึกษาคุณภาพเน้ือโคอุบลราชธานี
เปรียบเทียบกบัเน้ือโคกาญจนบุรีอีกคร้ัง โดยคร้ังน้ีจะท าการศึกษาในเร่ืองต่อไปน้ี  

1) ชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือในกลา้มเน้ือ 3 ชนิด ซ่ึงคาดวา่จะเป็นตวัแทนของเส้นใยกลา้มเน้ือ

ชนิด slow (Infraspinatus) intermediate (Supraspinatus) และ fast-muscle fiber (Longissimus dorsi )  

2) วดัขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือ และความยาวของ sarcomere ของกลา้มเน้ือทั้ง 3 ชนิด 

3) enzyme activity ของ calpains  

4) ปริมาณ calpastatin 
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5) ปริมาณการสลายโปรตีน troponin-T 

6) ปริมาณไกลโคเจน 

7) วดัปริมาณและชนิดของคอลลาเจน 

8) วดัปริมาณไขมนัแทรกในเน้ือ  

9) ตรวจคุณภาพเน้ือทางกายภาพ ไดแ้ก่ สีของเน้ือ และค่า pH ในเน้ือ 

           10)  วเิคราะห์ปริมาณโปรตีน ไขมนั ความช้ืนและเถา้ 
 

1.3 เอกสารทีเ่กีย่วข้อง 
ในการเล้ียงสัตวใ์หเ้น้ือเพื่อการคา้นั้น ผูผ้ลิตตอ้งค านึงถึงคุณภาพของเน้ือเป็นส าคญั  เพื่อ

ตอบสนองความตอ้งการของผูบ้ริโภคท่ีตอ้งการเน้ือท่ีมีคุณภาพ โดยเฉพาะเร่ืองของความนุ่มของเน้ือ
ปัจจยัท่ีมีผลต่อคุณภาพเน้ือนั้นมีอยูห่ลายปัจจยั เช่น อาย ุ พนัธ์ุ อาหาร เป็นตน้ โดยปัจจยัต่างๆ  เหล่าน้ีจะ
มีผลต่อลกัษณะทางชีวภาพ (biological characteristics) ของเน้ือเยือ่กลา้มเน้ือ เช่น ปริมาณคอลลาเจน 
ไขมนั เอน็ไซม ์และโดยเฉพาะอยา่งยิง่มีผลต่อลกัษณะของเส้นใยกลา้มเน้ือ ซ่ึงลกัษณะของเส้นใย
กลา้มเน้ือมีผลต่อความนุ่มและรสชาติของเน้ือในสัตวห์ลายชนิด (Klont et al., 1998) ดงันั้นความรู้ความ
เขา้ใจเก่ียวกบัลกัษณะของเส้นใยกลา้มเน้ือนบัวา่เป็นส่ิงส าคญัท่ีจะตอ้งท าการศึกษา เพื่อท่ีจะน ามาใช้
เป็นแนวทางในการน าไปปรับปรุงคุณภาพเน้ือ อนัจะเป็นการเพิ่มมูลค่าผลผลิตแก่เกษตรกรผูเ้ล้ียงสัตว์
ในประเทศต่อไป      
1.3.1 ชนิดของเส้นใยกล้ามเนือ้ 
 เส้นใยกลา้มเน้ือ ต่างชนิด กนัเน่ือง มาจากน ้าหนกัโมเลกุล เม ทาบอลิซึม โครงสร้าง และ
คุณสมบติัในการยดืหดตวัของเส้นใยกลา้มเน้ือ ท่ีต่างกนันัน่เอง   ดงันั้นจึงสามารถจดัจ าแนกชนิดเส้นใย
กลา้มเน้ือไดต้ามหลายๆ  ปัจจยั เช่น  การแบ่งกลุ่มตามชนิดของโปรตีนไมโอไฟบริลลา (myofibrillar 
protein isoforms) ตามชนิดของ metabolic enzymes หรือตามคุณสมบติัของโครงสร้างและการยดืหดตวั
ของเส้นใยกลา้มเน้ือ (Choi and Kim, 2009)  วธีิการจดัจ าแนกชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือมีหลายวธีิ ดงัน้ี 
 1.3.1.1 วธีิการ Histochemistry 
 เส้นใยกลา้มเน้ือสามารถแบ่งตามลกัษณะการยดืหดตวั ( contractile) หรือแบ่งตามตาม
ขบวนการเมทาบอลิซึม (metabolic properties) โดยอาศยัวธีิการ Histochemistry 

1) การแบ่งตามลกัษณะการยดืหดตวั โดยอาศยัภาวะท่ีมีหลายรูปแบบ  (polymorphism) ของ
โปรตีนไมโอซิน เน่ืองจากไมโอซินเป็นส่วนประกอบหลกัของเส้นใยหนา (thick filaments) และใชเ้ป็น
ตวัช้ีวดัการหดตวัของกลา้มเน้ือ การแบ่งตามลกัษณะการยดืหดตวัน้ีแบ่งเป็นแบบ slow-twitch type I ซ่ึง
เป็นเส้นใยกลา้มเน้ือท่ีใชรั้กษาการทรงตวั  และ fast-twitch type II ซ่ึงเป็นเส้นใยกลา้มเน้ือท่ีใชใ้นการ
เคล่ือนไหว (Lefaucheur and Gerrard, 1998) วธีิการวดัโดยอาศยัหลกัการ Histochemistry นั้นสามารถ
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แบ่ง  type I และ type II ดว้ย m-ATPase staining โดย type I m-ATPase จะถูกยบัย ั้งหลงัจาก alkaline 
pre-incubation และ type II  จะถูกยบัย ั้งหลงัจาก acid pre-incubation (Picard et al., 2002)  

2) การแบ่งตามขบวนการเมทาบอลิซึม สามารถวดัจาก activity ของ metabolic enzymes ในไม
โตคอนเดรีย เช่น oxidative enzyme succinate dehydrogenase (SDH) โดย oxidative (red fibre) and non 
oxidative (white fibre) สามารถแยกไดด้ว้ย SDH staining (Gauthier, 1969)  เม่ือรวมทั้งสองวธีิเขา้
ดว้ยกนัโดยจะท าการแบ่งระหวา่ง slow type I และ fast type II ดว้ย mATPase-based จากนั้นท าการแบ่ง
ระหวา่ง fast oxidative และ fast glycolytic ดว้ย metabolic enzyme based  แต่เน่ืองจากหลกัการ 
Histochemistry นั้นเป็นเทคนิคท่ีใชเ้วลาค่อนขา้งมากในการตรวจสอบ ดงันั้นในปัจจุบนั จึงไดมี้การ
น าเอาเทคนิคอ่ืนๆ เพื่อมาใชใ้นการแบ่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือเป็นตน้วา่ การแบ่งตาม Myosin Heavy 
Chain (MHC) isoforms ซ่ึงสามารถแบ่งไดโ้ดยหลกัการ immunohistochemistry ซ่ึงอาศยั antibodies ท่ี
เฉพาะเจาะจงกบั MHC isoforms หรือ โดยหลกัการ Electrophoresis ในการแยก MHC isoforms  ซ่ึงเป็น
หลกัการท่ีจะน ามาใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี โดยคาดวา่จะสามารถตรวจสอบชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือได้
รวดเร็วกวา่แบบ Histochemistry ท่ีเป็นแบบดั้งเดิม ซ่ึงจากผลการทดลองของ Jones et al. (1999) พบวา่
การแบ่งเส้นใยกลา้มเน้ือตามหลกัการ Histochemistry มีความสอดคลอ้งกบัการแบ่งตาม MHC isoforms  
ชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือมีหลายชนิดและมีการเรียกช่ือ  (nomenclature) หลายระบบตามวธีิการท่ีใชใ้น
การจดัจ าแนก (ตารางท่ี 1.1) ลกัษณะทางชีวภาพของเส้นใยกลา้มเน้ือแต่ละชนิด ท่ีจ าแนกตามชนิดของ 
myosin heavy chain ดงัตารางท่ี 1.2 

 

ตารางที ่1.1 การเรียกช่ือชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ 
 Muscle Fiber types 
Nomenclature     
Contractile type Slow-twitch Fast twitch   
mATPase activity I IIa IIb  
mATPase activity 
and SDH activity 

ßR (red) αR(red) αW(white)  

Metabolic type SO 
(Slow Oxidative) 

FOG 
(Fast Oxidative-
glycolytic) 

FG 
(Fast Glycolytic) 

 

Myosin heavy chain MHC I MHC IIa MHC IIx MHC IIb 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Picard และคณะ (2002) 
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ตารางที ่1.2 ลกัษณะทางชีวภาพของเส้นใยกลา้มเน้ือแต่ละชนิดโดยแบ่งตามชนิดของ myosin heavy  
      chain (+, ต ่ามาก,   ++, ต ่า, +++, ปานกลาง,   ++++, สูง,   +++++, สูงมาก) 

 Muscle Fiber types 
I IIa IIx IIb 

Contraction speed  + +++  ++++  +++++ 
Myofibrillar ATPase  +  +++  ++++  +++++ 
Oxidative metabolism  +++++ ++++ ++ + 
Glycolytic metabolism + ++++ ++++ +++++ 
Mitochondrial ADP affinity + +++ +++++ +++++ 
Fatigue resistance  +++++ +++ ++ + 
Myoglobin +++++ ++++ ++ + 
Triglycerides +++++ ++ + + 
Glycogen + +++ ++ ++++  +++++ 
Buffering capacity + +++ + ++++ + +++++ 
Collagen +++++ + + + 
Diameter + + ++++ +++++ 
ท่ีมา: ดดัแปลงจาก Lefaucheur (2006) 
 

 1.3.1.2 การแบ่งตามชนิดของ Myosin Heavy Chain (MHC) isoforms 
 ไมโอซินเป็น molecular motor protein ท่ีสามารถเปล่ียนพลงังานเคมี  (chemical energy) เป็น
พลงังานกลท าใหก้ลา้มเน้ือเกิดการยดืหดตวัได ้ไมโอซินท่ีพบในกลา้มเน้ือลายเป็นไมโอซินชนิด  II 
(myosin II) มีน ้าหนกัโมเลกุล 520 kDa ประกอบดว้ย  1) myosin heavy chains (MHC) มี 2 ส่วน มีขนาด 
250 kDa ประกอบดว้ยส่วนท่ีเป็น globular motor domain ซ่ึงเป็นตวักระตุน้ใหเ้กิดการสลาย  ATP และ
ท าหนา้ท่ีจบักบัแอคติน และส่วนหาง เรียกวา่ coiled-coil domain tail 2) myosin light chains (MLC) มี 4 
ส่วน โดยแต่ละ MHC จะมี 2 MLC (ภาพท่ี 1.1) 
 

   
   ภาพที ่1.1 ส่วนประกอบของ Myosin II ท่ีอยูใ่นกลา้มเน้ือลาย  
                               myosin heavy chain (MHC) มี 2 ส่วนดงัเส้นสีแดงและสีน ้าเงิน ซ่ึงประกอบดว้ย   

 ส่วนหวัคือ globular motor domain และส่วนหางคือ α-helical coiled coil myosin 
light chain (MLC) มีทั้งหมด 4 ส่วน โดยแต่ละส่วนของ MHC จะมี 2 MLC 

ท่ีมา : http://www.rpi.edu/dept/bcbp/molbiochem/MBWeb/mb2/part1/myosin.htm 
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การจดัจ าแนกชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือโดยอาศยัความแตกต่างของชนิดของ  MHC นั้น พบวา่
ส่วนใหญ่ของ MHC ท่ีพบในกลา้มเน้ือของสัตว์ท่ีโตเตม็ท่ีแลว้ แบ่งได ้ 4 ชนิด คือ MHC I  MHC IIa  
MHC IIx และ MHCIIb (Talmadge, 2000) โดยในกลา้มเน้ือ slow - twitch fibers (type I) จะมี slow 
MHC 1 ส่วนในกลา้มเน้ือ  fast – twitch fibers ท่ีเป็น type IIa fibers พบ MHC IIa  ในขณะท่ี type IIx 
fiber พบ MHC IIx และ type IIb fiber พบ MHC IIb (Picard and Malek, 2009)  โดย MHC ทั้ง 4 ชนิด
ตรวจพบไดใ้นหนู (Weydert et al, 1983)  ในอดีตเช่ือวา่สัตวใ์หญ่ท่ีมีการเคล่ือนไหวชา้อาจไม่พบ MHC 
IIb ซ่ึงถือวา่เป็นชนิดท่ีเป็น fastest glycolytic แต่อยา่งไรก็ตามมีรายงานวา่พบ MHC IIb ในคน (Weiss 
et al, 1999) และในสุกร (Lefaucheur et al, 1998) ส่วนในโคนั้นมีรายงานวา่พบ MHC IIb ในกลา้มเน้ือ 
Semitendinosus และเพียงเล็กนอ้ยใน Longissimus thoracis ของโคพนัธ์ุ Blonde d’Acquitaine แต่เป็น
การตรวจพบท่ีจ ากดัเฉพาะในโคท่ีทดลองเพียงบางตวัเท่านั้น (Picard et al, 2009)  

วธีิการแบ่งชนิดของ  myosin heavy chain นั้นอาจท าไดห้ลายวธีิ เช่น วธีิท่ีอาศยั antibodies ท่ี
เฉพาะเจาะจงกบั MHC isoforms เช่น immunohistochemistry หรือ Western blotting  รวมทั้งวธีิการ 
electrophoresis ท่ีใชแ้ยกชนิดของ MHC ออกจากกนั แต่ทั้งน้ีในการใชว้ธีิ electrophoresis เพื่อแยกชนิด
ของเส้นใยกลา้มเน้ือนั้น ควรใชร่้วมกบัวธีิ  immunohistochemistry หรือ Western blotting เพื่อเป็นการ
ยนืยนัชนิดของ MHC ดว้ย (Reggiani and  Mascarello, 2004) ส าหรับในรายงานฉบบัน้ีจะขอกล่าวถึง
เฉพาะวธีิการ electrophoresis ซ่ึงจะน ามาใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี 

การแยกชนิดของ MHC ดว้ยวธีิการ electrophoresis นั้น อาศยัหลกัการเคล่ือนท่ีของชนิดของ 
MHC ท่ีต่างกนั โดย slow MHC จะเคล่ือนท่ีเร็วท่ีสุด ส่วน fast MHC จะเคล่ือนท่ีชา้กวา่ (Choi and Kim, 
2009)  การเคล่ือนท่ีของ fast MHC พบวา่มีรายงานการเคล่ือนท่ีท่ีต่างกนั จากหลายๆกลุ่มผูว้จิยั   เช่น 
Toniolo et al (2005) รายงานวา่การแยกชนิดของ MHC ดว้ย electrophoresis ในกลา้มเน้ือโคท่ีโตเตม็วยั 
นั้น MHC I มีการเคล่ือนท่ีเร็วท่ีสุดจึงอยูด่า้นล่างสุดของเจล ตามดว้ย MHC IIx และ MHC IIa ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 1.2) แต่ Picard et al (1999; 2009; 2011) และ Oury et al (2010) ซ่ึงใชส้ภาวะของ 
electrophoresis ท่ีต่างกนัพบวา่การเคล่ือนท่ีของ  MHC จากท่ีเคล่ือนท่ีเร็วท่ีสุดซ่ึงอยูด่า้นล่างของเจลไป
จนถึงชา้ท่ีสุดท่ีอยูด่า้นบนของเจล คือ MHC I  MHC IIa MHC IIx และ MHC II b ตามล าดบั (ภาพท่ี 
1.3) แต่อยา่งไรก็ตามทั้ง 2 กลุ่มไดร้ายงานตรงกนัวา่กลา้มเน้ือ  Masseter ของโคท่ีโตเตม็วยัเป็น slow 
MHC หรือ MHC I  ในขณะท่ี Diaphragm ประกอบดว้ย MHC I และ MHC IIa  ซ่ึงกลา้มเน้ือทั้ง 2 ชนิด
น้ีจะถูกน ามาใชเ้ป็นมาตรฐานในการบอกชนิดของ MHC ในแต่ละเจลของการทดลองคร้ังน้ีดว้ย  
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ภาพที ่1.2 ชนิดของ myosin heavy chain ของโคโตเตม็วยั แยกโดยวธีิ electrophoresis ใน 
                 กลา้มเน้ือ M (masseter) D (diaphragm) Ld (longissimus dorsi) Ecr (extensor carpi- 
                 radialis) P (pectoralis) Rb (retractor bulbi) Ri (rectus lateralis) 
ท่ีมา : Toniolo et al (2005) 
 

 
ภาพที ่1.3 electrophoresis ของกลา้มเน้ือ rectus abdominis จากตวัอยา่งโค 13 ตวั เปรียบเทียบ 
                  กบัมาตรฐานจากกลา้มเน้ือ cutaneus trunci (MHC IIa และ IIx) และ masseter     
                  (MHC I)  
ท่ีมา : Oury et al (2010) 
Picard et al (2011) ทดลองแยกชนิดของ MHC ดว้ย electrophoresis แลว้น ามาทดสอบดว้ยวธีิ 

Western blotting โดยใช ้antibody 3 ชนิดท่ีท าปฏิกิริยากบั MHC ต่างชนิดกนั โดย  mAb 5B9 ท า
ปฏิกิริยากบั MHC I    pAb A1 ท าปฏิกิริยากบั  MHC I และ MHC IIa  ส่วน mAb S48F4 ท าปฏิกิริยากบั 
MHC IIx และ MHC IIb   ผลการทดลองปรากฏวา่เม่ือใช ้mAb 5B9 นั้น กลา้มเน้ือ LT Di และ Ma 
ยกเวน้ CT มีแถบโปรตีนปรากฏ 1 แถบ   ผลการใช ้pAb A1 ปรากฏแถบโปรตีนข้ึน 2 แถบใน LT และ 
Di ( MHC I และ MHC IIa) ส่วน Ma ปรากฏเฉพาะแถบ MHC I ส่วน CT ปรากฏเฉพาะแถบ MHC IIa   
ผลการใช ้mAb S48F4 ปรากฏแถบของ MHC IIx ข้ึนใน LT และ CT  ในขณะท่ี แถบ MHC IIb ปรากฏ
เฉพาะในตวัอยา่งกลา้มเน้ือ LT2 ท่ีมีแถบของโปรตีนปรากฏข้ึน 4 แถบจากการทดสอบดว้ย 
electrophoresis (ภาพท่ี 1.4 a ,b ) 

 
 
 
 
 

M          D        Ld       Ecr P      Rb Ri
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 ภาพที ่1.4 a) การแยกชนิดของ MHC ในกลา้มเน้ือ longissimus thoracic (LT) เลน 1 คือ LT ท่ี  
                                  ไม่มี MHC IIb  เลน 2 คือ LT ท่ีมี MHC IIb 
      b) การวเิคราะห์ดว้ย Western blotting ใช ้antibodies ท่ีเฉพาะเจาะจง โดย mAb 5B9  
                                  ท  าปฏิกิริยากบั MHC I   pAb A1 ท าปฏิกิริยากบั MHC I และ IIa mAb S48F4  
                                  ท  าปฏิกิริยากบั MHC IIx และ IIb กลา้มเน้ือ LT1 (longissimus thoracic ท่ีไม่มี   
                                  MHC IIb) LT2 (longissimus thoracic ท่ีมี MHC IIb) Di (diaphragm) Ma   
                                  (Masseter)  CT (Cutaneous trunci)  
 ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Picard et al (2011) 
 
1.3.2 ผลการศึกษาชนิดเส้นใยกล้ามเนือ้ในโค  

ส่วนใหญ่ท าการศึกษาในโคกลุ่ม Bos taurus  จากผลการทดลองของ Kirchofer et al. (2002) ท่ี
ศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือตามหลกัการ Histochemistry โดยแบ่งกลุ่มของชนิดกลา้มเน้ือตามปริมาณ
ของส่วนประกอบของชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ พบวา่กลา้มเน้ือท่ีเป็นพวก red muscle  เช่น Infraspinatus 
และ Trapezius มีเส้นใยกลา้มเน้ือแบบ ß-red มากกวา่ 40 % ในขณะท่ีกลา้มเน้ือท่ีเป็น white muscle เช่น 
Longissimus dorsi และ Biceps femoris เป็นตน้ ประกอบดว้ย α-white มากกวา่ 40 % ส่วนท่ีเหลือจดัเป็น 
intermediate muscle เช่น Supraspinatus (ตารางท่ี 1.3) Toniolo et al. (2005) พบวา่ในโคสามารถแบ่งชนิด
ของเส้นใยกลา้มเน้ือไดเ้ป็น 4 ชนิดตามหลกัการ Electrophoresis คือ MHC I  MHC IIa  MHC IIx  และ 
MHC IIb แต่กลา้มเน้ือแต่ละชนิดอาจไม่พบเส้นใยกลา้มเน้ือทั้ง 4 ชนิด เช่น ในกลา้มเน้ือ Masseter พบ
เพียง MHC I ในขณะท่ีกลา้มเน้ือ Longissimus dorsi พบ MHC I  MHC IIa และ MHC IIx    การศึกษา
เปรียบเทียบในกลา้มเน้ือสันนอกของ โค Bos indicus (Brahman X Thai Native) และ Bos taurus 
(Charolais X Thai native) พบวา่ไม่มีความแตกต่างระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือทั้งในเร่ืองของ
ปริมาณและขนาดของ slow-twitch fiber และ fast-twitch fiber (Warittitham  et al., 2010) 

a)

b)
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ตารางที ่1.3 ชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือของกลา้มเน้ือชนิดต่าง ๆ ในโค 

ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Kirchofer et al. (2002) 

 

 

 

β-red α-red α-white
Muscle Classification Trait Average (SE) Average (SE) Average (SE)
Infraspinatus Red Number (%) 46.6 (3.0) 28.5 (2.7) 24.9 (3.6)

Diameter (µm) 36.7 (0.8) 44.3 (0.9) 52.9 (1.0)

Area (µm2) 1,143.3 (51.7) 1,624.0 (67.1) 2,289.6 (86.8)
Percent area 32.9 (0.6) 29.8 (1.1) 37.3 (1.2)

Longissimus White Number (%) 35.0 (1.4) 21.8 (3.4) 43.2 (4.4)
dorsi Diameter (µm) 41.9 (0.9) 54.8 (1.1) 60.7 (1.3)

Area (µm2) 1,429.9 (60.9) 2,431.7 (98.1) 2,982.0 (125.6)
Percent area 22.3 (1.4) 22.9 (1.0) 54.8 (0.9)

Supraspinatus Intermediate Number (%) 35.7 (3.1) 30.6 (4.4) 33.7 (7.3)
Diameter (µm) 35.7 (0.9) 49.8 (1.2) 56.3 (1.2)

Area (µm2) 1,062.9 (51.5) 2,100.7 (102.2) 2,596.7 (106.4)
Percent area 21.0 (1.0) 32.3 (1.1) 46.7 (1.2)

Trapezius Red Number (%) 62.6 (3.7) 21.5 (3.1) 16.0 (3.0)
Diameter (µm) 35.0 (0.8) 40.9 (0.9) 46.5 (1.0)

Area (µm2) 991.8 (42.7) 1,364.0 (62.9) 1,751.7 (65.1)
Percent area 51.9 (1.3) 24.8 (1.4) 23.2 (1.5)

Biceps femoris White Number (%) 21.7 (1.9) 29.0 (2.3) 49.3 (4.0)
Diameter (µm) 34.3 (0.8) 47.0 (0.9) 59.5 (1.1)

Area (µm2) 956.0 (42.8) 1,778.4 (70.0) 2,873.1 (106.2)
Percent area 10.5 (1.0) 25.2 (1.0) 64.4 (1.1)

Semimembranosus White Number (%) 26.3 (1.2) 28.6 (2.0) 45.1 (2.4)
Diameter (µm) 38.6 (0.9) 43.7 (1.0) 47.0 (1.0)

Area (µm2) 1,242.0 (54.4) 1,546.1 (66.7) 1,849.4 (77.0)
Percent area 21.1 (0.4) 28.5 (0.8) 50.4 (1.0)

Semitendinosus White Number (%) 24.3 (2.0) 26.0 (1.6) 49.7 (3.3)
Diameter (µm) 37.9 (0.9) 46.9 (0.9) 60.9 (1.2)

Area (µm2) 1,161.7 (52.2) 1,787.1 (67.9) 2,982.3 (122.0)
Percent area 13.1(0.7) 21.0 (0.9) 65.9 (1.1)
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1.3.3 อิทธิพลของเส้นใยกล้ามเนือ้ต่อคุณภาพเนือ้  

Rehfeldt และ Kuhn (2006) รายงานวา่ทั้งขนาดและปริมาณของเส้นใยกลา้มเน้ือมีผลต่อทั้ง
ปริมาณและคุณภาพของเน้ือ   มีรายงานวา่ชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อขบวนการเมตาบอลิซึม
ภายในกลา้มเน้ือดงันั้นจึงส่งผลถึงคุณภาพเน้ือ โดยเฉพาะในเร่ืองของความสามารถในการอุม้น ้าของเน้ือ 
(water holding capacity) ท่ีเป็นผลจากการลดลงของค่า pH ในเน้ือหลงัสัตวต์าย (Sonesson et al., 1998;  
Brocks et al., 2000)  โดย Ryu และ Kim (2006) รายงานวา่ เส้นใยกลา้มเน้ือชนิด type I มีค่าสหสัมพนัธ์
เชิงลบกบัค่าการสูญเสียน ้าระหวา่งการเก็บรักษา (drip loss) และการสูญเสียระหวา่งการปรุง สุก 
(cooking loss) และ ค่าความสวา่ง ( lightness) ของสีเน้ือ ในขณะท่ีกลา้มเน้ือท่ีมีปริมาณเส้นใยกลา้มเน้ือ
ชนิด type IIB จะมีค่าการสูญเสียน ้าสูงกวา่  ซ่ึงอตัราการลดลงของค่า pH หลงัสัตวต์ายท่ีสูงกวา่ใน
กลา้มเน้ือท่ีเส้นใยชนิด type IIB สูงนั้น เน่ืองมาจากมีการสะสมไกลโคเจนสูงกวา่ type I ดงันั้นหลงัสัตว์
ตาย การสลายพลงังานจะเป็นแบบไม่ใชอ้อกซิเจน  (anerobic glycolysis) ซ่ึงท าใหไ้ดก้รดแลกติคสูงกวา่
ดว้ย ส่งผลใหค้่า pH ลดลงมากกวา่ นอกจากน้ี Seideman และ Crouse (1986) พบวา่ขนาดของเส้นใย
กลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อความนุ่มของเน้ือ โดยกลา้มเน้ือท่ีมีเส้นใยกลา้มเน้ือท่ีมีขนาดใหญ่โดยเฉพาะ type 
IIB นั้นมีความเหนียวของเน้ือมากกวา่กลา้มเน้ือท่ีมีเส้นใยขนาดเล็ก ส าหรับปริมาณไขมนัแทรก 
(intramuscular fat) ก็เป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีมีความส าคญัต่อคุณภาพเน้ือ โดย Renand et al. (2001) รายงาน
ค่าสหสัมพนัธ์เชิงบวกระหวา่งปริมาณไขมนัแทรกและความนุ่มของเน้ือ ในขณะท่ีปริมาณไขมนัแทรกมี
ค่าสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัขนาดของเส้นใยกลา้มเน้ือ (Karlsson et al., 1999) ในโคพบวา่เส้นใยกลา้มเน้ือ
ชนิด type I มีค่าสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณไขมนัแทรก (Calkins et al., 1981) ดงันั้นจึงพอจะสรุป
ไดว้า่กลา้มเน้ือท่ีมีเส้นใยกลา้มเน้ือขนาดเล็กชนิด  type I สูงจะมีคุณภาพดีกวา่กลา้มเน้ือท่ีมีเส้นใยขนาด
ใหญ่โดยเฉพาะ type IIB ในเร่ืองของความสามารถในการอุม้น ้าของเน้ือ ปริมาณไขมนัแทรก แต่ส าหรับ
เร่ืองของความนุ่มของเน้ือยงัไม่มีขอ้สรุปท่ีชดัเจน 
 
1.3.4 ความส าคัญของเอน็ไซม์ calpains ต่อความนุ่มของเนือ้ 

เอน็ไซม ์Calpains จะท างานเม่ือถูกกระตุน้ดว้ย Ca2+ และท าปฏิกิริยาไดดี้ในสภาพเป็นกลาง 
calpain จะมีอยู ่2 รูปคือ calpain 2 (m – calpain) จะถูกกระตุน้ดว้ย Ca2+ปริมาณสูง (1 - 2 mM) และ calpain 
1 (µ - calpain) จะถูกกระตุน้ดว้ย Ca2+ปริมาณต ่า (50 - 100 µM) เอน็ไซมน้ี์จะอยูบ่ริเวณ z - line การท างาน
ของ calpain จะท าใหเ้กิดการแตกหกัของ tropomyosin และ titin (connectin) โดยหลงัจากการท าใหเ้กิดการ
ยอ่ยสลายโปรตีนแลว้เอน็ไซม ์calpain จะเกิดการสลายตวั (autolysis)   

หลงัจากสัตวต์ายแลว้ เม่ือ ATP ถูกใชจ้นหมด จากนั้นกระบวนการ rigor mortis จะเร่ิมข้ึน  ซ่ึง
ส่งผลให ้ผนงัของซาร์โคพลาสมิกเรติคิวลมัและไมโตคอนเดรียไม่สามารถเก็บ Ca2+ไวไ้ด ้ท าให้ Ca2+ ถูก
ปล่อยออกสู่ซาร์โคพลาสซึม และไปท่วมไมโอไฟบริล (Jeacocke, 1993) ซ่ึงปริมาณของ Ca2+ ท่ีเพิ่มข้ึนน้ี
เองจะไปกระตุน้การท างานของเอน็ไซม ์calpains มีรายงานผลการทดลองวา่ calpain 1 มีอิทธิพลต่อความ
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นุ่มของเน้ือท่ีเพิ่มข้ึนหลงัการบ่มซากไวม้ากกวา่ calpain 2 โดยปกติเอน็ไซมก์ลุ่มน้ีเม่ือท าการยอ่ยสลาย
โปรตีนแลว้จะเกิดการยอ่ยสลายตวัเอง ซ่ึงวดัไดจ้ากการลดลงของ activity นัน่เอง จากผลการทดลองของ 
te Pas et al. (2004) พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือลดลงในระหวา่ง 24 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย สอดคลอ้งกบัการ
ลดลงของ calpain 1 activity ในช่วงเวลาเดียวกนั ในขณะท่ี calpain 2 activity ท่ีค่อนขา้งต ่าและลดลงนอ้ย
มากในช่วง  50 ชัว่โมงแรกหลงัสัตวต์าย (ภาพท่ี 1.5) Boehm et al. (1998) พบวา่ calpain 1  และ 
calpastatin มี activity ลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึนหลงัสัตวต์าย จากการศึกษาในกลา้มเน้ือ   Longissimus 
dorsi และPsoas major ของโคพบวา่ calpain 1 activity ลดลง 71 และ 93 เปอร์เซ็นต ์และ calpastatin 
ลดลง 76 และ 71 เปอร์เซ็นต ์ ในขณะท่ี calpain 2 มี activity ลดลงเพียง 9 และ 27 เปอร์เซ็นตท่ี์ 24 ชัว่โมง
หลงัสัตวต์าย ตามล าดบั ส่วนผลในกลา้มเน้ือ Semimembranosus ดงัภาพท่ี 1.6 

 

 
ภาพที ่1.5 การเปล่ียนแปลงของเอน็ไซม ์calpain activity และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ 
ท่ีมา : te Pas et al.  (2004)   
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ภาพที ่1.6 การเปล่ียนแปลงของ activity ของเอน็ไซม ์calpain 1 (µ - calpain) calpain 2 (m – 

calpain) และ calpastatin ของกลา้มเน้ือ Semimembranosus ของโคในระหวา่งการ
บ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 2 - 4 องศาเซลเซียส 

ท่ีมา : Boehm et al. (1998) 
 
1.3.5 การศึกษา activity ของ เอน็ไซม์ calpains ด้วยวิธีไซโมกราฟ 

การศึกษา activity ของ เอน็ไซม ์ calpains ดว้ยวธีิไซโมกราฟ นั้นนบัวา่เป็นวธีิท่ีประหยดัทั้ง
เวลาและตน้ทุนในการวเิคราะห์  เม่ือเปรียบเทียบกบัการวดั  activity ของเอน็ไซม ์ calpains แบบดั้งเดิมท่ี
ตอ้งท าการแยกเอน็ไซมใ์หบ้ริสุทธ์ิก่อน  โดยตอ้งแยกทั้ง  calpain 1  calpain 2 และ calpastatin ซ่ึงเป็นตวั
ยบัย ั้งการท างานของเอน็ไซม ์ calpains ดว้ย ซ่ึงมีขั้นตอนท่ียุง่ยากและใชเ้วลาค่อนขา้งนาน ผลการศึกษา
เปรียบเทียบวธีิการวเิคราะห์วา่ทั้งวธีิไซโมกราฟและแบบดั้งเดิมนั้นมีความสัมพนัธ์กนั ดงัผลการศึกษา
ของ Sensky  et al. (1999) ท่ีท าการแยกชนิดของเอน็ไซม์  calpain ออกจากกนัดว้ยเคร่ือง  anion-
exchange liquid chromatography เม่ือน าเอา fraction ท่ีแยกออกมาไปท า Western blot โดยใช้
แอนติบอดีของ calpain 1 และ calpain 2 เป็นตวัทดสอบ พบวา่ fraction ท่ีแยกออกมาก่อนท าปฏิกิริยา
กบั anti - calpain 1 ส่วน fraction ท่ีแยกออกมาทีหลงัท าปฏิกิริยากบั anti - calpain 2 จึงสรุปไดว้า่ 
calpain 1 จะถูกแยกออกมาก่อน calpain 2   

Chaosap (2010) น า fraction ท่ีไดจ้ากการแยกดว้ยเคร่ือง anion-exchange liquid 
chromatography มาท าทดสอบ activity ของเอน็ไซม ์ calpains พบวา่ calpain 1 จะอยูใ่นต าแหน่งท่ีสูง
กวา่ calpain 2 ใน casein gel  ดงัภาพท่ี 1.7 ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Arther and Mykles (2000), Veiseth et al. 
(2001) และ Camou  et al. (2007) จากการศึกษาของ Chaosap (2010) ท่ีท าการศึกษาเปรียบเทียบระดบั
ของ activity  ของทั้งเอน็ไซม ์ calpain 1 และ calpain 2  ดว้ยวธีิ casein zymography  และวธีิการดั้งเดิมท่ี
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วดัจากการยอ่ยเคซีนดว้ยเอน็ไซม ์ calpain 1 และ calpain 2 แลว้น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสง  ตามวธีิการ
ของ Higgins et al. (1988) นั้นพบวา่ แต่ละ fraction ท่ีแยกออกมามีระดบัของปฏิกิริยา calpain 1 และ 
calpain 2 ท่ีสอดคลอ้งกนั (ภาพท่ี 1.8) จึงสรุปไดว้า่การศึกษา  activity ของ calpains นั้นสามารถใชว้ธีิ 
casein zymography มาท าการทดสอบได ้
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่1.7 Casein Zymography ของ fraction ท่ีผา่นการแยกดว้ยเคร่ือง anion-exchange liquid      
                 chromatography 
ท่ีมา : Chaosap (2010) 
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ภาพที ่1.8 ระดบัของ calpain activity เปรียบระหวา่ง casein assay และ casein zymography 
ท่ีมา : Chaosap (2010) 
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1.3.6 การศึกษาคุณภาพของเนือ้และองค์ประกอบทางเคมี 
 คุณภาพเน้ือเป็นส่ิงส าคญัท่ีผูบ้ริโภคค านึงถึงก่อนการตดัสินใจเลือกซ้ือเน้ือเพื่อน าไปบริโภค 
ดงันั้นผูผ้ลิตจึงตอ้งพยายามปรับปรุงคุณภาพของเน้ือใหไ้ดต้รงกบัความตอ้งการของผูบ้ริโภค 
คุณลกัษณะท่ีใชเ้ป็นตวัช้ีวดัในเร่ืองคุณภาพของเน้ือมีหลายปัจจยัดว้ยกนั ทั้งในดา้นคุณค่าทางการน าไป
บริโภค (eating value or sensory value) ไดแ้ก่ คุณภาพดา้น สี รสชาติ กล่ิน ความนุ่ม และความคงทน
ของเน้ือ โดยเฉพาะความนุ่มจดัเป็นคุณลกัษณะท่ีผูบ้ริโภคใหค้วามส าคญัมากท่ีสุด นอกจากน้ียงัมีคุณค่า
ทางดา้นการน าไปแปรรูป (technology value) ท่ีส าคญัท่ีมีผลต่อคุณภาพเน้ือ ไดแ้ก่ ค่าความเป็นกรดด่าง 
(pH) ความความสามารถในการอุม้น ้าของโปรตีนในเน้ือ เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการเก็บรักษา 
(drip loss) และการสูญเสียระหวา่งการปรุง (cooking loss)  เป็นตน้ (จุฑารัตน์และญาณิน , 2548) 
คุณสมบติัเหล่าน้ีมีปัจจยัหลายประการท่ีเก่ียวขอ้ง ไม่วา่จะเป็นปัจจยัจากตวัสัตวเ์อง เช่น พนัธ์ุ เพศ ชนิด
กลา้มเน้ือ เป็นตน้และปัจจยัภายนอก เช่น  อาหาร และวธีิการจดัการเล้ียงดู  นอกจากน้ียงัมีปัจจยัดา้น
ลกัษณะและชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือและเอนไซมก์ลุ่มท่ียอ่ยสลายโปรตีนหลงัสัตวต์าย (endogenous 
proteolytic enzyme) ท่ีอยูใ่นเซลลก์ลา้มเน้ือซ่ึงมีผลโดยตรงต่อคุณภาพของเน้ือ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ต่อ
ความนุ่มของเน้ือ (Rehfeldt และ Kuhn,  2006; Kemp et al., 2010)   
 สีของเน้ือนบัวา่เป็นส่ิงท่ีผูบ้ริโภคมองเห็นไดแ้ละค านึงถึงเป็นอนัดบัแรกในการตดัสินใจเลือก
ซ้ือเน้ือเพื่อการบริโภค   สีเน้ือ มีอิทธิพลมาจากปริมาณไมโอโกลบินท่ีอยูใ่นมดักลา้มเน้ือ จะผนัแปรไป
ตามชนิดของสัตว ์อาย ุเพศ กลา้มเน้ือ และกิจกรรมท่ีท า (จนัทร์พร , 2554) นอกจากน้ี Von Seggern et al 
(2005) ยงัรายงานวา่ สีของเน้ือมีความสัมพนัธ์ กบัน ้าหนกัซากดว้ย โดยพบวา่ ค่า L*  a*  b* จะมีค่า
เพิ่มข้ึนเม่ือน ้าหนกัซากเพิ่มข้ึน ชนิดกลา้มเน้ือก็เป็นอิทธิพลหน่ึงท่ีมีผลต่อคุณภาพเน้ือ จากการศึกษา
ของ Von Seggern et al (2005) พบวา่ชนิดกลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อสี pH ปริมาณคอลลาเจน และโภชนะ
ของเน้ือโค (ตารางท่ี 1.4)  โดย พบวา่ ค่า L* ของ Infraspinatus (IF) มีค่าต ่ากวา่ ในขณะท่ีค่า b* มีค่าสูง
กวา่ Longissimus dorsi (LD) และ Supraspinatus (SS) (P <0.05) นอกจากน้ียงัพบวา่ ค่า pH ของ IF สูง
กวา่ LD และ SS (P <0.05)  ผลการศึกษาถึงปริมาณคอลลาเจนในกลา้มเน้ือแต่ละชนิดพบวา่ IF มี
ปริมาณคอลลาเจนสูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ LD ตามล าดบั  โภชนะของเน้ือโคพบวา่กลา้มเน้ือท่ีมี
ปริมาณไขมนัสูงจะมีเถา้ต ่า ดงักลา้มเน้ือ IF ท่ีมีไขมนัสูงท่ีสุด รองลงมาคือ LD และ SS (P < 0.05) 
ตามล าดบั ในขณะท่ีพบวา่ IF มีปริมาณเถา้นอ้ยกวา่ LD และ SS มีปริมาณสูงท่ีสุด (P < 0.05)   ส่วน
ความช้ืนของ IF และ LD มีค่าต ่ากวา่ SS (P < 0.05)  Rhee et al (2004) ศึกษาถึงอิทธิพลของชนิด
กลา้มเน้ือท่ีมีต่อคุณภาพของโคลูกผสมชาร์โลเลส์ (ตารางท่ี 1.5) พบวา่ IF มีความนุ่มมากท่ีสุด รองลงมา
คือ LD และ SS ตามล าดบั โดยพบวา่คะแนนความนุ่มของ  IF สูงท่ีสุดในขณะท่ีมีค่าแรงตดัผา่นเน้ือต ่า
ท่ีสุด (P < 0.05) นอกจากน้ียงัพบวา่ IF มีความยาวซาร์โคเมียร์มากท่ีสุด รองลงคือ SS และ LD 
ตามล าดบั (P < 0.05) ส่วนปริมาณคอลลาเจนนั้นพบวา่ SS มีปริมาณสูงท่ีสุด รองลงมาคือ IF และ LD 
ตามล าดบั (P <0.05) เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุงของ SS สูงกวา่ IF และ LD (P < 0.05)  
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ตารางที ่1.4  ค่าสี  pH  ปริมาณคอลลาเจน และองคป์ระกอบทางเคมีของเน้ือโค  
 Infraspinatus Longissimus  dorsi Supraspinatus 

 Mean SD Mean SD Mean SD 
Color  L* 38.85b 2.60 40.55a 3.03 40.82a 3.35 
           a* 31.25 3.08 31.13 3.46 30.92 3.03 
           b* 24.82 a  3.64 23.98 b  4.00 23.83 b 3.51 
pH 5.97 a  0.25 5.76 b  0.33 5.69 b  0.24 
Total collagen 19.94 a  7.09 4.40 c  0.85 9.46 b  2.04 
Fat 9.18 a  2.54 7.74 b  1.95 4.95c 1.08 
Moisture 70.81 b  2.05 70.52 b  1.58 74.29 a  0.95 
Ash 1.08 c 0.11 1.20 b  0.14 1.37 a  0.15 
abc P < 0.05 
ท่ีมา : ดดัแปลงจาก Von Seggern et al (2005) 
 

ตารางที่ 1.5  ค่าความนุ่ม  ค่าแรงตดัผา่นเน้ือ ความยาวของซาร์โครเมียร์  คอลลาเจน  และค่าการสูญเสีย
น ้าระหวา่งการปรุงสุกของเน้ือโค 

 Infraspinatus Longissimus  dorsi Supraspinatus 
 Mean SD Mean SD Mean SD 

Overall  tenderness 5.9 a 0.62 5.7 b 0.84 4.1 c 0.61 
WBSF, kg 3.27 c 0.44 3.99 b 0.86 4.95 a 0.83 
Sarcromere length ,µm 2.25 a 0.10 1.80 c 0.06 1.94 b 0.09 
Collagen content,mg/g 7.58 b 1.19 4.52 c 0.66 9.04 a 0.95 
Cooking loss,% 20.7 b 1.4 20.7 b 1.3 27.3 a 1.5 

abc  P < 0.05 
ท่ีมา  : ดดัแปลงจาก Rhee et al (2004) 
 

1.3.7 การศึกษาคุณภาพซากและคุณภาพเนือ้ของโคไทย 
 คุณภาพซากของเน้ือโคไทยท่ีมีการศึกษาโดยนกัวจิยัหลายๆ ท่าน ซ่ึง Opatpatanakit et al 
(2010) ไดร้วบรวมผลการศึกษาไว ้ดงัตารางท่ี 1.6  Sethakul et al (2008) รายงานผลการศึกษาคุณภาพ
เน้ือโคภายใตร้ะบบการเล้ียงท่ีแตกต่างกนั ในโคสายพนัธ์ุ Bos indicus และ Bos Taurus  ดงัตารางท่ี 1.7 
นอกจากน้ี พร้อมลกัษณ์ (2552) ไดร้ายงานส่วนประกอบทางโภชนะของเน้ือโคทั้งท่ีเป็นโคพื้นเมืองไทย
ท่ีเล้ียงดว้ยการปล่อยใหกิ้นหญา้ตามธรรมชาติ  โคลูกผสมบราห์มนั 75 % ท่ีผา่นการขนุเป็นเวลา 3 เดือน 
รวมทั้งโคลูกผสมชาร์โลเลส์ 50 % ท่ีผา่นการขนุเป็นเวลา 12 เดือน ไวด้งัตารางท่ี 1.8 
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ตารางที ่1.6 ลกัษณะซากของโคพื้นเมืองไทยเปรียบเทียบกบัสายพนัธ์ุอ่ืน 
 Central 

(n = 15) 
North 

(n = 26) 
North 

(n = 15) 
South 

(n = 15) 
South 

(n = 16) 
NE1 

(n =24) 
Brahman 
crossbred 
(n = 297) 

Charolais 
crossbred 
(n = 417) 

Slaughter 
weight (kg) 

198.73 172.15 205.35 187.01 212.69 153.7 437.0 623.26 

Hot carcass (%) 50.73 49.26 49.53 51.43 50.66 46.7 53.77 58.22 
Lean (%) 72.61 73.18 72.62 75.38 71.43 74.0 74.11 67.98 
Bone (%) 20.05 24.46 19.87 19.18 22.95 21.9 15.83 13.34 
Fat (%) 2.88 ND 2.51 5.57 2.08 ND 5.48 13.08 
Tendon and 
scrap (%) 

3.81 ND 2.29 2.78 ND ND 4.26 3.96 

1 North East 
ND = not determine 
ท่ีมา  :  Opatpatanakit and Sethakul (2010) 
  

ตารางที่ 1.7 คุณภาพเน้ือโคภายใตร้ะบบการเล้ียงท่ีแตกต่างกนั 
Item Indicus cattle Taurus cattle 

N (n = 11) BG (n = 16) BP (n = 11) C (n = 9) 
Moisture (%) 75.55a 75.16 a  74.02 a 68.89 b 
Protein (%) 21.30 21.85 21.83 21.41 
Fat (%) 0.77 c 1.83 bc 2.87 b 8.58 a 
Total CLA (mg/g fat) 3.68 a 1.37 b 0.76 c 0.27 d 
Fiber diameter (µm) 66.18 c 87.79 b 86.35 b 98.47 a 
Shear force (kg) 15.78 a 15.53 a 11.88 b 5.10 c 
Meat colour     
L* (lightness) 37.76 b 35.01 b 40.15 a 38.76 a 
a* (redness) 15.07 b 16.05 b 16.35 b 21.49 a 
b* (yellowness) 4.27 c 5.07 bc 5.06 b 8.55 a 
a-d Means within a row with different superscripts significantly differ  (P < 0.05) 
N = native thai callte grazed natural grass,    BG = Brahman crossbred fed grass and finished with 3 
month concentrate,     BP = BG = Brahman crossbred fed pineapple byproducts and finished with 6 
month concentrate ,  and C = at least 50% Charolais crossbred steer finished with 12 to 18 month 
concentrate. 
ท่ีมา  :  Sethakul et al. (2008) 
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ตารางที ่1.8 คุณค่าทางโภชนะของเน้ือโคไทย 
Item N  B C 
Chemical composition    
Moisture (%) 76.15a 75.14 a 72.20 b 
Protein (%) 20.67 b 21.42 ab 22.05 a 
EE (%) 0.58 c 1.34 b 4.14 a 
Ash (%) 1.14 1.31 1.07 
NFE (%) 1.23 a 0.65 b 0.60 b 
Gross energy (kcal) 92.81 b 100.79 b 127.78 a 
Vitamin E (µg/100g) 374.20 334.25 327.50 
Cholesterol (mg/100g) 33.53 b 39.13 b 69.74 a 
Iron (mg/100g) 1.30 1.18 1.37 
Zinc (mg/100g) 1.04 1.31 1.19 
Calcium (mg/100g) 2.80 4.19 4.82 
Selenium (µg/100g) 1.55 0.38 0.23 
abc Means within a row with different superscripts significantly differ (P < 0.05) 
N = native thai callte grazed natural grass,    B = over 75% Brahman crossbred fattened for 3 month,    
and C = over 50% Charolais crossbred steer finished for 12 month  
ท่ีมา  :  พร้อมลกัษณ์ (2552) 
 

1.4 วตัถุประสงค์ของโครงการวจัิย 
1) ศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือของกลา้มเน้ือ 3 ชนิดจากโคพื้นเมืองจงัหวดักาญจนบุรี 

และอุบลราชธานี 

2) วเิคราะห์ปริมาณเอน็ไซม ์ calpains ปริมาณของคอลลาเจน ไกลโคเจน และโภชนะท่ีอยูใ่น
เน้ือ รวมทั้งคุณภาพเน้ือของกลา้มเน้ือ 3 ชนิด จากโคพื้นเมืองจงัหวดักาญจนบุรีและอุบลราชธานี 

3) หาความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ กบัลกัษณะอ่ืนท่ีศึกษา 
 

1.5 ขอบเขตของโครงการวจัิย 
การวจิยัมุ่งเนน้ศึกษาถึงชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือซ่ึงมีผลต่อขบวนการเมตาบอลิซึมของเน้ือหลงั

สัตวต์าย โดยเฉพาะการสลายของไกลโคเจนซ่ึงมีผลต่อ pH ในเน้ือซ่ึงส่งผลโดยตรงต่อคุณภาพ และ
ศึกษาถึงเอน็ไซมท่ี์เก่ียวขอ้งกบัขบวนการยอ่ยสลายของโปรตีนหลงัสัตวต์ายท่ีมีผลต่อความนุ่ม ของเน้ือ 
ในกลุ่มของเอน็ไซม ์ calpains ตลอดจนศึกษาถึงปัจจยัท่ีมีอิทธิพลต่อคุณภาพเน้ือในเร่ืองของปริมาณ
เน้ือเยือ่เก่ียวพนั ปริมาณไกลโคเจน ค่า pH สีของเน้ือ ระดบัไขมนัในเน้ือ และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ โดย
ท าการศึกษาในเน้ือโคพื้นเมืองจาก  2 แหล่งท่ีมา คือ จากภาคกลาง คือ จงัหวดักาญจนบุรี และภาค
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ตะวนัออกเฉียงเหนือ คือ จงัหวดัอุบลราชธานี อีกทั้งศึกษาในกลา้มเน้ือต่างชนิดกนัซ่ึงคาดวา่จะมีเส้นใย
กลา้มเน้ือต่างกนัท่ี ซ่ึงอาจท าใหมี้คุณภาพเน้ือท่ีต่างกนั คือ กลา้มเน้ือใบพาย  (Infraspinatus) กลา้มเน้ือ
สันนอก (Longissimus dorsi) และ กลา้มเน้ือสันในเทียม (Supraspinatus) 
 

1.6 เป้าหมายและประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
ขอ้มูลพื้นฐานของโคพื้นเมืองไทยท่ีเก่ียวขอ้งกบัชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอน็ไซมท่ี์มีอิทธิพล

ต่อความนุ่มของเน้ือในกลุ่มของ calpains คุณภาพของเน้ือ ตลอดจนทราบถึงความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิด
ของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอน็ไซม ์calpains ท่ีมีต่อคุณภาพเน้ือ  โดยขอ้มูลท่ีไดน้ี้จะเป็น หลกัฐานทาง
วทิยาศาสตร์ท่ีบ่งช้ีคุณลกัษณะเฉพาะของเน้ือโคพื้นเมืองไทย 
 

1.7 ระยะเวลาและสถานทีใ่นการท าวจัิย  
แผนการด าเนินการวจัิย 

การด าเนินงานและผู้รับผดิชอบ 
เดอืนที่ 

ผลที่คาดว่าจะได้รับ 
1 2 3 4 5 6 7 8 

1. เก็บตวัอยา่งเน้ือโคพ้ืนเมือง และเตรียมสารเคมีและอุปกรณ์         ทราบถึงชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ
ของโคพ้ืนเมือง เอน็ไซม ์ calpain 
activity และปริมาณของ 
calpastatin ตลอดจนทราบถึง
คุณภาพของเน้ือโคพ้ืนเมือง ไดแ้ก่ 
ปริมาณเน้ือเยือ่เก่ียวพนั ระดบั
ของไกลโคเจน ค่า pH สีของเน้ือ 
ความนุ่มของเน้ือ ขนาดเส้นใย
กลา้มเน้ือ และความยาวซาร์เมียร์ 

2. ท  าการวิเคราะห์ตวัอยา่ง         
   2.1 ศึกษาถึงชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ 
        (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย)์ 

        

   2.2 การศึกษาถึงเอน็ไซม ์calpain         
        2.2.1 การวดั calpain 1 และ calpain 2 activity 
                (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย)์ 

        

        2.2.2 การวดัระดบั calpastatin 
                (ดร.ปิยะดา ทวิชศรี และ รศ.ดร.นวลพรรณ งามยีสุ่่น) 

        

        2.2.3 การตรวจวิเคราะห์การยอ่ยสลายโปรตีน 
                (รศ.ดร.นวลพรรณ งามยีสุ่่น) 

        

   2.3 การวดัคุณภาพเน้ือ         
        2.3.1 วิเคราะห์หาปริมาณเน้ือเยือ่เก่ียวพนั 
                (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย)์ 

        

        2.3.2 วิเคราะห์หาปริมาณไกลโคเจน 
                (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย)์ 

        

        2.3.3 การวดัค่า pH สีเน้ือ และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ 
                (ดร.ปิยะดา ทวิชศรี) 

        

        2.3.4 การวดัขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือและความยาวซาร์โคเมียร์ 
                (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย)์ 

        

3. วิเคราะห์ผลทางสถิติ 
   (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย)์ 

        ทราบผลการศึกษาเปรียบเทียบของ
ลกัษณะท่ีศึกษา 

4. สรุปผลและเขียนรายงาน 
   (ผศ.ดร.จนัทร์พร เจา้ทรัพย ์รศ.ดร.นวลพรรณ งามยีสุ่่น  
    และ ดร.ปิยะดา ทวิชศรี) 

        รายงานฉบบัสมบูรณ์ 
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สถานทีด่ าเนินงาน 
 1) หอ้งปฏิบติัการวทิยาศาสตร์เน้ือสัตว ์และศูนยเ์ครือข่ายการวจิยัเทคโนโลยเีน้ือสัตว ์สาขาวชิา
เทคโนโลยกีารผลิตสัตวแ์ละประมง คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณ
ทหารลาดกระบงั 

2) หอ้งปฏิบติัการจุลินทรียเ์น้ือสัตว์ สาขาวชิาเทคโนโลยกีารผลิตสัตวแ์ละประมง คณะเทคโนโลยี 
การเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

3) หอ้งปฏิบติัการโภชนศาสตร์สัตว ์สาขาวชิาเทคโนโลยกีารผลิตสัตวแ์ละประมง คณะเทคโนโลยี 
การเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

4) หอ้งปฏิบติัการโครงการยอ่ยบณัฑิตศึกษาและวจิยั สาขาเทคโนโลยชีีวภาพทางการเกษตร 
คณะเทคโนโลยกีารเกษตร สถาบนัเทคโนโลยพีระจอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

5) หอ้งปฏิบติัการ ภาควชิาครุศาสตร์เกษตร คณะครุศาสตร์อุตสาหกรรม สถาบนัเทคโนโลยพีระ
จอมเกลา้เจา้คุณทหารลาดกระบงั 

6) โรงฆ่าสัตวเ์ทศบาลอ าเภอวารินช าราบ จงัหวดัอุบลราชธานี 
7) โรงฆ่าสัตวศ์ูนยว์จิยัและพฒันาผลิตผลจากสัตว์ มหาวทิยาลยัเกษตร วทิยาเขตก าแพงแสน 
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บทที ่2 
 

เนือ้เร่ือง 
 

2.1 วธีิการด าเนินการวจัิย 
2.1.1 การเกบ็ข้อมลู 

การวจิยัใชโ้คพื้นเมืองท่ีเล้ียงแบบปล่อยหากินตามแหล่งหญา้ธรรมชาติอายไุม่เกิน 2 ปี น ้าหนกั
เฉล่ียเขา้ฆ่าประมาณ 180-200 กิโลกรัม จ านวน 14 ตวั เป็นโคจากจงัหวดักาญจนบุรี 7 ตวั และจาก
อุบลราชธานี 7 ตวั โดยก่อนเขา้ฆ่ามีการอดอาหารเป็นเวลา 12 ชัว่โมง (กินน ้าตามปกติ) ส าหรับโคจาก
จงัหวดักาญจนบุรีนั้นท าการฆ่าท่ีโรงฆ่ามหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ วทิยาเขตก าแพงแสน จงัหวดั
นครปฐม ตอ้งเขา้ซองฆ่าตามแบบมาตรฐานสากล โดยมีการยงิสลบก่อนดว้ยปืนยงิสลบแลว้จึงแทงคอ
เอาเลือดออก ตดัหวั ลอกหนงั ตดัแขง้ ควา้นรอบทวารหนกั ผา่กระดูกอก และกระดูกเชิงกราน เอา
อวยัวะภายในออก ผา่ซากออกเป็นสองซีก แลว้ท าการแช่เยน็ซากทั้งสองซีกไวใ้นหอ้งเยน็อุณหภูมิ 3 
องศาเซลเซียส ท าการวดั pH และอุณหภูมิท่ีลดลงท่ีเวลา 45 นาทีและท่ี 24 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย ท่ี
ต าแหน่งกลา้มเน้ือสันนอก  ส่วนโคจากจงัหวดัอุบลราชธานีนั้น   ท าการฆ่าท่ีโรงฆ่าสัตว์ เทศบาลอ าเภอ
วารินช าราบ จงัหวดัอุบลราชธานี โดยไม่มีการท าสลบก่อนฆ่า ภายหลงัฆ่าท าการเก็บตวัอยา่งกลา้มเน้ือ
(Infraspinatus; IF) กลา้มเน้ือสันนอก (Longissimus dorsi; LD) และ กลา้มเน้ือ Supraspinatus (SS) 
ภายในเวลาไม่เกิน 1 ชัว่โมงโดยแช่ในไนโตรเจนเหลวก่อนท่ีจะน ามาเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส ยกเวน้
ตวัอยา่งส าหรับวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือนั้นจะท าการบ่มไวท่ี้อุณหภูมิ 1-4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 48 
ชัว่โมงแลว้จึงท าการเก็บไวท่ี้ -20 องศาเซลเซียส จนกวา่จะท าการวเิคราะห์หาค่าแรงตดัผา่นเน้ือ 
 

2.1.2 Myosin Heavy Chain Isoform โดย Electrophoresis  
  สารเคมี  
  1) Extraction buffer 

    - 20 mM NaPPi 
    - 50 mM Tris/HCl pH 8.0 

        - 1 mM EDTA 
      - 0.5 mM NaCl 
      - 1.0 mM DDT 
  2) Gel loading buffer 
      - Pyronin Y 
      -  87% glycerol 
      -  SDS 
      -  1M Tris/HCl pH 6.8 
      -  Distilled water 



 21 

  3) Gel solution 
      -  2M Tris/HCl pH 8.8 
      -  1M Tris/HCl pH 6.8 
      -  1M Glycine  
           -  100 mM EDTA pH 8.8 
         -  87% (v/v) Glycerol 
   -  10%(w/v) SDS 
           -  10% (w/v) Ammonium persulphate 
      -  TEMED 
  4) การเตรียมเจล 

Solution 
2 Gel 

Separating gel (ml) Stacking gel (ml) 
Acrylamide (40% w/v) 
37.5:1 acrylamide:bis-acrylamide solution 

1.50 0.56 

Acrylamide (40% w/v) 0.50 0.20 
2 M Tris-HCl, pH 8.8 1.15 - 
1 M Tris-HCl, pH 6.8 - 0.54 
1 M glycine 1.15 - 
100 mM EDTA - 0.31 
87% (v/v) glycerol 3.97 2.68 
10% (w/v) SDS 0.46 0.31 
Water 1.14 0.32 

Mix 
TEMED 6.0 ul 5.0 ul 
10% (w/v) Ammonium persulphate 120 ul 80 ul 

 

 Upper running buffer 
  - 100 mM Tris/HCl 
  - 150 mM glycine 
  - 0.1% (w/v) SDS 
  - 10 mM β-Me (This needs to added fresh when running the gel, 175 µl/250 ml) 
 Lower running buffer 
  Half the running buffer concentration without β-Me 



 22 

 5) Fixing solution 
      - 30% (v/v) ethanol 
      - 5% (v/v) acetic acid 
 6) Staining solution 
      - 25% (v/v) isopopanol 
             - 10% (v/v) acetic acid 
             - 0.2% (w/v) coomassie blue 
 7) Destain solution 
       - 30% (v/v) ethanol 
       - 5% (v/v) acetic acid 
 การสกดัตัวอย่าง 
 ท าการสกดัตวัอยา่งโดยใชก้ลา้มเน้ือ กลา้มเน้ือ  7 ชนิดคือ กลา้มเน้ือ Masseter (MA)  Diaphram 
(DI) Trapezius (TZ) Longissimus dorsi (LD) Cutaneous trunci (CT) Infraspinatus (IF) และ 
Supraspinatus (SS) ท่ีเก็บทนัทีหลงัสัตวต์าย แลว้น ามาเก็บต่อไวใ้นตูแ้ช่แขง็  -20 องศาเซลเซียส โดย
กลา้มเน้ือ MA DI TZ และ CT จะถูกใชเ้ป็นมาตรฐานในการบ่งช้ีชนิดของแถบโปรตีนท่ีเกิดข้ึนบนเจล  
ในการสกดัตวัอยา่งจะท าการชัง่ตวัอยา่งเน้ือ 0.5 กรัม แลว้เติม extraction buffer ลงไป 5 มิลลิลิตร น าไป
ป่ันดว้ยเคร่ือง Homogenizer ท่ีความเร็ว 13,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 1 นาที จากนั้นน าไปป่ันเหวีย่งดว้ย
เคร่ือง Centrifuge ท่ีความเร็ว  4,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที แลว้แบ่ง
เก็บสารละลายส่วนใสออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนท่ีหน่ึงเก็บสารละลายส่วนใสพร้อมทั้งเติม 87% 
glycerol ในอตัราส่วน 1:1 แลว้ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้เก็บไวใ้นตูแ้ช่แขง็ -20 องศาเซสเซียส เพื่อน าไปใชใ้น
การวเิคราะห์หา ชนิดของ  MHC ดว้ยวธีิ electrophoresis และส่วนท่ีสอง เก็บสารละลายส่วนใส 900 
ไมโครลิตรแลว้เติม NaOH 100 ไมโครลิตร  ผสมใหเ้ขา้กนัเพื่อน าไปวดัความเขม้ขน้ของโปรตีน
เพื่อท่ีจะสามารถเจือจางโปรตีนท่ีสกดัไดใ้หเ้หมาะสมท่ีจะน าไปวเิคราะห์หาชนิดของ MHC ดว้ยวธีิ
อิเลคโตรโฟรีซิสต่อไป 
 การวดัความเข้มข้นของโปรตีน 
 วดัความเขม้ขน้ของโปรตีนดว้ยเทคนิค Lowry โดยแต่ละตวัอยา่งท าการวดั 2 ซ ้ า น าไป
เปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน (standard curve) ท่ีเจือจางของ Bovine serum albumin (BSA; Sigma, 
UK) ดว้ย 0.1 M NaOH ใหมี้ความเขม้ขน้ ระหวา่ง 0 – 90 ไมโครกรัม จากนั้นปิเปต 50 ไมโครลิตรของ
สารละลายมาตรฐาน ตวัอยา่งท่ีเจือจางดว้ย 0.1 M NaOH จนมีความเขม้ขน้อยูใ่นช่วงเดียวกบัสารละลาย
มาตรฐาน และใช ้0.1 M NaOH เป็น blank  ลงในหลุมของไมโครเพลท  แลว้เติม  solution 1 ลงไป 50 
ไมโครลิตร ผสมสารใหเ้ขา้กนั (solution 1 ประกอบดว้ย  5 ml of 2%(w/v) Na2CO3 in 0.1 M NaOH, 0.5 
ml 1%(w/v) CuSO4, 0.5 ml KNaTartate) ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 5 นาทีแลว้ เติม solution 2 ลงไป 50 
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ไมโครลิตร ผสมสารใหเ้ขา้กนั (solution 2 ประกอบดว้ย 5 ml 0.1 M NaOH, 0.5 ml Folin Ciocalteu 
reagent) ทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที น าไปวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร  ดว้ย 
เคร่ือง automicroplate reader (Tecan Sunrise, UK) 

จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดข้อง BSA ไปสร้างกราฟมาตรฐานและค านวณหาสมการ
ถดถอยเชิงเส้น Y = aX ± b โดยค่า Y เป็นค่าการดูดกลืนแสงและค่า X เป็นค่าความเขม้ขน้ของ
สารละลาย BSA จากนั้นท าการค านวณหาความเขม้ขน้ของโปรตีนตวัอยา่งโดยใชส้มการถดถอยเชิงเส้น
ของกราฟมาตรฐาน 
 การท าอเิลคโตรโฟรีซิส 
 น าตวัอยา่งท่ีท าการเจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้ 2 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตรมาผสมกบั 2X 
loading buffer ในอตัราส่วน 1:1 จากนั้นน าไป ตม้ท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที แลว้
น าไปป่ันเหวีย่งดว้ยเคร่ือง centrifuge เป็นเวลา 10 วนิาที ก่อนท่ีจะน าไปใส่ในหลุมเจล 

ประกอบเจลในชุดอิเลคโตรโฟรีซีสแลว้ใส่  upper running buffer ลงช่องตรงกลางของโมเดล
แลว้ใชไ้มโครปิเปตค่อย ๆ ใส่ตวัอยา่ง  5 ไมโครลิตรลงในหลุมบนเจล  จากนั้นเติม lower running buffer 
รอบนอก แลว้ต่อขั้วบวก (anode) เขา้กบั chamber ล่างและขั้วลบ (cathod) เขา้กบั chamber บน และเปิด
สวทิช์ของเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า  โดยใชไ้ฟท่ีความต่างศกัยค์งท่ี 70 โวลต ์เป็นเวลา 30 ชัว่โมง ซ่ึงการ 
run gel ตอ้งใหเ้คร่ืองแยกโปรตีนนั้นเยน็ตลอดเวลา  อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส 
  เม่ือครบเวลาน าเจลท่ีไดไ้ปลา้งดว้ยน ากลัน่ก่อนแลว้จึงน าเจลไปแช่  fixing solution เป็นเวลา 30 
นาที น าไปยอ้มสีดว้ย  staining solution เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งดว้ย destain solution ประมาณ 4 
คร้ังๆ ละ 30 นาที 
 น าเจลท่ีไดไ้ปท าการสแกนดว้ยเคร่ืองสแกน Epson V700 ใหเ้ก็บอยูใ่นรูปแบบ  Tiff file โดย
บนัทึกภาพเป็นแบบ Gray scale 16 bit จากนั้นน าภาพท่ีไดไ้ปท า วดัความเขม้ขน้ของแถบโปรตีน  ดว้ย
โปรแกรม Quantiy One (Biorad, USA) 
 

2.1.3 Calpain activity โดย casein zymography 
  สารเคมี  
  1) Extraction buffer 

      -  50mM Tris/HCl pH 7.5 
        - 5 mM EDTA 
        added the following proteinase inhibitors before use 
        - 200  µg/ml AEBSF (20 mg/ml stock solution) 
        - 1 µg/ml leupeptin (5 mg/ml stock solution)  
        - 1 µg/ml pepstatin (5 mg/ml stock solution) 
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  2) Gel sample buffer 
        - 2 ml glycerol  
        - 1.25 ml 1 M Tris/HCl 
         - 1 ml 1 M DTT (from a 0.154 g/ml solution) 
   make to 10 ml with distilled water  

add few grains of Bromophenol blue 
  3) Casein solution  
       - 10 mg/ml casein in 0.75 M Tris-HCl, pH 8.8 

for 0.75 M Tris-HCl take 3.75 mls of 2 M Tris/HCl pH 8.8 plus 6.25 mls H2O 
  4) Gel solutions  

       - เตรียม 40% acrylamide  ในอตัราส่วน 75:1  ของ Acrylamide:Bis ถา้ตอ้งการเตรียม  10 ml 
จะตอ้งใช ้5 ml of 40% (w/v) Acrylamide/Bis-acrylamide solution 37.5:1 ผสมกบั 5 ml of 40% (w/v) 
Acrylamide solution  

       - 2M Tris-HCl, pH 8.8 
       - 1M Tris-HCl, pH 6.8 
       - Ammonium Persulphate (Sigma, UK ) 
       - N,N,N’,N’ tetramethylethylenediamine (Sigma, UK) 
  5) Electrophoresis buffer (5 x stock):  
       - 125 mM Tris base  
        - 625 mM glycine 
        - 5mM EDTA, pH 8.3  

  จากนั้นละลายดว้ยน ้ากลัน่ใหเ้ป็น  1x ก่อนใชแ้ละเติม 1 mM DTT 0.154g/ml solution (1 mM 
DTT 500µl ต่อ buffer 500ml) และตอ้งท าใหเ้ยน็ก่อนน าไปใชโ้ดยแช่ไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส 

  6) Ca2+ incubation buffer 
       - 50 mM Tris/HCl pH 7.0 
       - 5 mM CaCl2 
       - 10 mM DTT 
  7) Fixing solution 
        - 10% (v/v) acetic acid 
  8) Staining solution 
         -  0.2% (w/v) coomassie blue, 0.2% (w/v) amido black, 10% (v/v) acetic acid) 
  9) Destain solution 
       - 10% (v/v) acetic acid 
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  10 ) การเตรียม non reducing gel 
Solution 2 Gel 4 Gel 

 
Resolving 
gel (ml) 

Stacking 
gel (ml) 

Resolving 
gel (ml) 

Stacking 
gel (ml) 

Acrylamide:bis (75:1)   
40% w/v acylamide solution 

2.5  5  

Acrylamide:bis (37.5:1)  
40% w/v acylamide solution 

 0.6  1.2 

2 M Tris-HCl, pH 8.8 1.13  2.25  
1 M Tris-HCl, pH 6.8  0.63  1.25 
Casein, 10 mg/ml 2  4  
Water 4.31 3.78 8.62 7.56 
 Mix 
TEMED 10 ul 5 ul 20 ul 10 ul 
10% (w/v) Ammonium persulphate 50 ul 25 ul 100 ul 50 ul 

 
 การสกดัโปรตีน 
 ท าการสกดัโปรตีนจากตวัอยา่งกลา้มเน้ือ  3 ชนิด คือ IF  LD และ SS ท่ีเก็บทนัทีหลงัสัตวต์าย
แลว้เก็บไวท่ี้ตูแ้ช่แขง็ - 20 องศาเซลเซียส โดยชัง่เน้ือตวัอยา่ง 1 กรัม แลว้เติม extraction buffer ลงไป 3 
มล. น าไปป่ันดว้ยเคร่ือง Homogenizer (Ika, Germany) ท่ีความเร็ว 13,500 รอบต่อนาที จากนั้นน าไปป่ัน
เหวีย่งดว้ยเคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centurion , UK) ความเร็ว 12 ,000 รอบต่อนาที  เก็บสารละลายส่วนใส 200 
µl และเติม sample buffer 200 µl ผสมใหเ้ขา้กนั แลว้น าไปวดั calpain activity ดว้ยวธีิ casein 
zymography ทนัที   เก็บสารละลายส่วนใส 20 µl ผสมกบั 0.1 M NaOH 900 µl จากนั้นน าไปเก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -20 oC ก่อนน าไปวดัความเขม้ขน้ของโปรตีนต่อไป (ดงัรายละเอียดใน 2.1.2) 
 การท าอเิลคโตรโฟรีซิส แบบ Native PAGE 
 ท าการแยกเอน็ไซม ์ calpain 1 และ calpain 2 โดยการท าอิเลคโตรโฟรีซิส แบบ Native PAGE 

ดว้ยเคร่ืองแยกโปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้า รุ่น Mini-Protein Tetra Cell (Biorad, USA) ตามวธีิการท่ี

ดดัแปลงจาก (Arther and Mykles, 2000) ใชเ้จลชั้นล่าง (separating gel) ความเขม้ขน้ 10 เปอร์เซ็นต ์และ

เจลชั้นบน (stacking gel) ความเขม้ขน้ 5 เปอร์เซ็นต ์ดงัวธีิการเตรียมใน ขอ้ 1.10  น าส่วนใสท่ีไดจ้ากการ

สกดัโปรตีนของตวัอยา่งเน้ือโคผสมกบั loading buffer ในอตัราส่วน 1 : 2  ผสมใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปป่ัน

เหวีย่งท่ีความเร็ว 12,000 รอบต่อนาที ประมาณ 30 วนิาที ก่อนน าไปใส่ลงในหลุม (well) บนเจล  
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ก่อนใส่ตวัอยา่งลงไปในเจล  จะตอ้งท าการ pre - run ก่อนเป็นเวลา 30 นาที  โดยเจลอยูใ่นชุด 

อิเล็กโตรโฟริซีสท่ีมี running buffer อยูแ่ละตอ้งท าการใส่เคร่ืองแยกโปรตีนลงในกล่องโฟมท่ีมีน ้าแขง็

หล่อเยน็ตลอดเวลา  จากนั้นต่อขั้วบวก (Anode) เขา้กบั Chamber ล่างและขั้วลบ (Cathod) เขา้กบั 

Chamber บน และเปิดสวทิช์ของเคร่ืองจ่ายกระแสไฟฟ้า  โดยใชไ้ฟท่ีความต่างศกัยค์งท่ี 125 โวลต ์เม่ือ

ครบ 30 นาทีแลว้ปิดสวทิช์ก่อนแลว้ใชไ้มโครปิเปตค่อยๆ ใส่ตวัอยา่ง 6 ไมโครลิตรลงไปในเจล แลว้ท า

การ run ต่อโดยใชไ้ฟท่ีความต่างศกัยค์งท่ี 125 โวลต ์ประมาณ 4 ชัว่โมงหรือหลงัจากเห็น Bromophenol 

blue หลุดออกจากเจลให ้run ต่อไปอีกประมาณ 1 ชัว่โมง   

  จากนั้นน าเจลไปแช่ใน Ca2+ incubation buffer โดยเปล่ียน buffer 3 คร้ังทุกๆ 10 นาที แลว้แช่ไว้
ท่ีอุณหภูมิหอ้งจนครบ 1 คืน แลว้น าเจลมาแช่ใน  Fixing solution เป็นเวลา 20 นาที น าไปยอ้มสีดว้ย 
Staining solution เป็นเวลา 30 นาที แลว้ลา้งดว้ย 10 % Acetic acid จนกระทัง่มองเห็นแถบสวา่งอยา่ง
ชดัเจนซ่ึงแถบสวา่งน้ีเกิดจากเอน็ไซม ์calpain 1 และ calpain 2 ยอ่ยสลายเคซีนท่ีอยูใ่นเจล  
 น าเจลท่ีไดไ้ปท าการแสกนดว้ยเคร่ืองแสกนเนอร์ Epson V700 ใหอ้ยูใ่นรูปแบบ Tiff file โดย

ภาพเป็นแบบ Gray scale 16 bit จากนั้นน าภาพท่ีไดไ้ปท าการ quantify band ดว้ยโปรแกรม Quantiy 

One (Biorad, USA) 
 

2.1.4 การวิเคราะห์หา  Calpastatin  ด้วยวิธี iELISA 
 น าตวัอยา่งกลา้มเน้ือ  IF LD และ SS ของโคพื้นเมือง 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ โคอุบลราชธานีจ านวน 
7 ตวั และโคกาญจนบุรีจ านวน 7 ตวั มาตดัแต่งเอาไขมนัและพงัผดืออก น ามาสกดัโปรตีนออกจากเน้ือ 

  การสกดัโปรตีนจากเนือ้โค (Geesink et al., 2005) 

 1)  บดตวัอยา่งเน้ือโคประมาณ 10 กรัม เติม 100 mM Tris และ 10 mM EDTA (pH 8.0) 
ปริมาตร 20 ml เขยา่ใหผ้สมกนั 

 2)  น าไปป่ันตกตะกอนท่ี 10,000 รอบต่อนาที เป็นเวลา  15 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4  
องศาเซลเซียส    

 3)  เก็บส่วนใสมาตม้ท่ี 95 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที แช่น ้าแขง็ 10 นาที   

 4) น าไปป่ันตกตะกอนอีกคร้ังท่ี 10,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที ส่วนใสท่ีไดจ้ะมีโปรตีน 
calpastatin อยูด่ว้ยเน่ืองจาก calpastatin จดัเป็น heat-stable proteins   

 5)  เก็บส่วนใสไวเ้พื่อน าไปใชใ้นการตรวจสอบ antibodies ต่อ recombinant protein ดว้ยวธีิ 
iELISA 

 6) หาความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีสกดัไดจ้ากแต่ละตวัอยา่ง (ดงัรายละเอียดใน 2.1.2)  
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   การตรวจหาความเข้มข้นทีเ่หมาะสมของ Antibodies ต่อโปรตีนทีส่กดัจากเนือ้โคด้วยวธีิ  
Checker-Board Titration (ภาพที ่2.1 ก)   

 1) เจือจางโปรตีนท่ีสกดัจากเน้ือโค  (antigen) ท่ีเก็บเป็นระยะเวลา 2 วนั ดว้ย coating buffer 
ใหมี้ความเขม้ขน้ 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1,600, 1:3,200 และ 1:6,400 ใส่ลงใน microplate 
(Maxisorp, NuncTM) แถวท่ี A – G  ตามล าดบั (ภาพท่ี 2.1ข) ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม  เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ขา้มคืน   

 2) ลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20  3 คร้ัง   

 3) block ดว้ย 1% skim milk ใน PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20 (pH 7.5)  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  37 
องศาเซลเซียส  นาน 1 ชัว่โมง   

 4) ระหวา่งน้ีเจือจางซีร่ัมกระต่าย  (antibodies) ดว้ยตวัเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 1:200, 
1:400, 1:800, 1:1,600 และ 1:3,200 เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 1 ชัว่โมง  

 5) เม่ือครบก าหนดเวลาทิ้ง skim milk แลว้ใส่ซีร่ัมกระต่ายท่ีเตรียมไวล้งใน microplate  โดย
ใส่ซีร่ัมท่ีมีความเขม้ขน้ 1:200 ใน column ท่ี 1 และ 2 ความเขม้ขน้ 1:400 ใส่ใน column ท่ี 3 และ 4  ความ
เขม้ขน้ 1:800 ใส่ใน column ท่ี 5 และ 6  ความเขม้ขน้ 1:1,600 ใส่ใน column ท่ี 7 และ 8 และความเขม้ขน้ 
1:3,200 ใส่ใน column ท่ี 9 และ 10 ตามล าดบั เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส   นาน 1 ชัว่โมง   

 6) ลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20  3 คร้ัง ใส่ goat anti-rabbit secondary antibody ท่ีเจือ
จาง 1:2,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 1 ชัว่โมง   

 7) ลา้ง plate 3 คร้ัง  ดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20   

 8) ตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาโดยใส่ TMB substrate (Zymed®) ปริมาตร 100 ไมโครลิตร
ต่อหลุม ไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที   

 9) หยดุปฏิกิริยาดว้ย  0.01% SDS  ปริมาตร 100 ไมโครลิตร  น าไปวดัค่า optical density 
(O.D.) ดว้ยเคร่ือง automatic microplate reader (Tecan Sunrise, UK) ท่ีความยาวคล่ืน 650 นาโนเมตร 

  การวดัปริมาณ Calpastatin  โดยวธีิ  iELISA   

  วธีิท่ีใชใ้นการวเิคราะห์คร้ังน้ี อา้งอิงจากเทคนิคของ Sunwoo et al., 2000; Lee et al., 2002 

1) ตรวจสอบปริมาณ calpastatin protein จากโปรตีนสกดัจากเน้ือโคท่ีเก็บ ภายหลงัสัตวต์าย
ทนัที  ดว้ยซีร่ัมกระต่าย  ท าโดยเจือจางโปรตีนสกดัท่ีระยะการเก็บต่างๆ ดว้ย coating buffer ใหมี้ความ
เขม้ขน้  1:100  ใส่ลงใน  microplate  ปริมาตร  100 ไมโครลิตรต่อหลุม  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส  ขา้มคืน   
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  2)  น ามาลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20  3 คร้ัง  แลว้ block ดว้ย 1% skim milk ใน 
PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20 (pH 7.5)  เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส   นาน 1 ชัว่โมง   

  3)  ระหวา่งน้ีเจือจางซีร่ัมกระต่ายดว้ยตวัเจือจางใหมี้ความเขม้ขน้ 1:200 เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  นาน 1 ชัว่โมง   

  4) เม่ือครบก าหนดเวลาทิ้ง skim milk แลว้ใส่ซีร่ัมกระต่ายท่ีเตรียมไวล้งใน microplate 
ปริมาตร  100 ไมโครลิตรต่อหลุม เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส   นาน 1 ชัว่โมง   

  5) ลา้งดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20, 3 คร้ัง ใส่ goat anti-rabbit secondary antibody 
ท่ีเจือจาง 1 : 2,000 ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อหลุม ไวท่ี้อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส   นาน 1 ชัว่โมง   

  6) ลา้ง plate 3 คร้ัง ดว้ย PBS ท่ีมี 0.05% Tween 20   

  7) ตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาโดยใส่ TMB substrate ปริมาตร 100 ไมโครลิตรต่อ
หลุมไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  นาน 15 นาที   

  8) หยดุปฏิกิริยาดว้ย 0.01% SDS น าไปวดัค่า O.D. ท่ีความยาวคล่ืน 650 nm. 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่  2.1 รูปแบบการเจือจางโปรตีนสกดัจากเน้ือโค (antigen) เพื่อหาความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมต่อ 
antibodies ดว้ยวธีิ checker-board titration (ก) และเพื่อตรวจวดัค่า OD ของ calpastatin ใน
เน้ือโคท่ีเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีต่างกนัดว้ยวธีิ iELISA (ข) 

 

2.1.5 การวิเคราะห์หา Troponin T โดยเทคนิค Western blot  
การสกดัโปรตีน  

 น าตวัอยา่งเน้ือท่ีไดจ้ากการบ่ม 2 วนั ของโคแต่ละตวัในแต่ละกลุ่ม มา ท าการสกดัโปรตีน (ดงั
รายละเอียดใน 2.1.3) โดยส่วนท่ีผา่นการ Homoginize แลว้มาเติม loading buffer แลว้น าไปเก็บไวท่ี้ -20 
องศาเซลเซียสจนกวา่จะน าไปวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค Western blot  โดยตอ้งมีการวดัความเขม้ขน้ของ
โปรตีนก่อน (ดงัรายละเอียดใน 2.1.2)    พร้อมทั้งตอ้งปรับปริมาตรของโปรตีนของแต่ละตวัอยา่งให้
เท่ากนั คือ 100 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ก่อนน าไป load ลงเจล 
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 วธีิ SDS – PAGE  ในการศึกษาการเปลีย่นแปลงของ Troponin-T 

 อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการแยกโปรตีนคือเคร่ือง  vertical electrophoresis units (TV 100) ขนาด 20 
เซ็นติเมตร เจลส าหรับการแยกโปรตีนจะประกอบไปดว้ย 2 ชั้น ชั้นล่างเรียกวา่ separeting gel มีความ
เขม้ขน้เจลเท่ากบั  12.5% ซ่ึงประกอบไปดว้ย 40% Acrylamide–bis, 1 M Tris, 10% SDS, TEMED, 1%  
APS และน ้ากลัน่ เจลชั้นน้ีจะใชส้ าหรับการแยกโปรตีนท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 10 – 200 กิโลดาล
ตนั (kDa) และเจลชั้นบนเรียก stacking gel มีความเขม้ขน้ 6% ประกอบดว้ย 40% Acrylamide – bis, 1 
M Tris, 10% SDS, TEMED, 1% APS และน ้ากลัน่ ซ่ึงชั้นน้ีจะใชแ้ยกโปรตีนท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุล 50 – 
1000 kDa  

ปริมาณสารเคมีทีใ่ช้ในการเตรียม Gel         

Stacking gel           4.5 %                         6% 

    Water distilled             3.55 ml  3.37  ml 

         40% Acrylamide-bis (Invitrogen)  0.55 ml  0.73 ml 

         1 M Tris     0.625 ml  0.625  ml 

       10% SDS     50 µl  50 µl 

          TEMED     10 µl  10 µl 

      1% APS     250 µl  250 µl 

     total  volume     5.035 ml  5.035 ml 

Separating  gel      12.5 %                   15% 

        Water distilled            3.8 ml  3.18  ml 

        40% Acrylamide-bis (Invitrogen)  3.1 ml  3.72 ml 

     1M Tris     2.5 ml  2.5  ml 

        10% SDS     100 µl  100 µl 

        TEMED     20 µl  20 µl 

     1% APS     500 µl  500 µl 

      total  volume     10.02 ml  10.02 ml 

หลงัจากท าการเตรียมเจลจึงใส่ตวัอยา่งลงในแต่ละช่อง ช่องละ  10 ไมโครลิตรและ 10 
ไมโครลิตร ส าหรับตวัมาตรฐานซ่ึงใชเ้ป็นตวัเปรียบเทียบ (standard marker) ตวัมาตรฐานท่ีใชคื้อ  
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Seeblue plus2 Pre-Stained standard (Invitogen) ซ่ึงประกอบไปดว้ยโปรตีน Myosin ขนาด 191kDa  
Phosphorylase B ขนาด 97 kDa  BSA  ขนาด 64 kDa  Glutamic dehydrogenase ขนาด 51 kDa Alcohol 
dehydrogenase ขนาด 39 kDa Carbonic anhydase  ขนาด 28 kDa  Myoglobin-Red ขนาด 19kDa 
Lysozyme ขนาด 14 kDa  Aprotinin  และ Insulin, B Chain (ภาพท่ี 2.2) เม่ือท าการใส่ตวัอยา่งลงในเจล 
เรียบร้อย จึงท าการเปิดเคร่ือง vertical slab gels โดยใชก้ระแสไฟฟ้าขนาด 100 โวลต ์ (V) 50 มิลลิ
แอมแปร์ (mA) เป็นเวลา 3 ชัว่โมง  

 โปรตีนจะถูกแยกเป็นแถบตามน ้าหนกัโมเลกุล เปรียบเทียบแถบน ้าหนกัโมเลกุลของโปรตีนท่ี
ถูกแยกกบัโปรตีนมาตรฐาน   ถา้แถบโปรตีนท่ีอ่านไดมี้น ้าหนกัโมเลกุลประมาณ 39 กบั 37 kDa  จดัได้
วา่เป็นโปรตีน troponin – T และแถบท่ีมีน ้าหนกัโมเลกุลประมาณ  30 kDa จดัวา่เป็นโปรตีน  troponin – 
TProduct (Ho et al., 1997) โดยใชโ้ปรแกรม  Gene Tools ส าหรับการค านวณหาปริมาณความเขม้ขน้ของ
โปรตีน มีหน่วยเป็น ไมโครกรัม (g) 
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 ภาพที ่ 2.2 แสดงลกัษณะและขนาด band (kDa) ตวัมาตรฐาน Seeblue plus2 Pre-Stained 
           standard (Invitogen) 
 

  วธีิ  Western blot  ในการศึกษาการเปลีย่นแปลง Troponin-T 

 ท าการยา้ยโปรตีนจากเจล polyacrylamide ไปสู่แผน่เมมเบรน polyvinylidene difluoride 
(PVDF) ดว้ยเคร่ือง vertical electrophoresis units (TV 100K) ขนาด 20 เซ็นติเมตรกระแสไฟฟ้า 100 
โวลต ์(V) 350 (mA) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง โดยใช ้ transfer buffer (192mM Glycine, 25mM Tris, 20 % 
Methanol) เป็นตวัพากระแสไฟฟ้า  
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 น าแผน่แมมเบรนมา block ดว้ย blocking buffer (0.05M Tris, 3 % nonfat milk) นาน 1 ชัว่โมง 
น าแผน่แมมเบรนแช่ในแอนติโทรโปนินที (mouse anti-troponin-T:Sigma) เจือจาง 1:15,000 เป็น
แอนติบอดีตวัท่ี 1 ในการจบักบัโปรตีนตวัอยา่งโดยทิ้งไวข้า้มคืนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แลว้
น าแมมเบรนมาลา้งดว้ย wash buffer (0.05M Tris, 0.138M NaCl, 0.0027M KCl, 0.05 % Tween 20) 3 
คร้ัง ๆ ละ 5 นาที แลว้ท าการแช่แผน่แมมเบรนอีกคร้ังหน่ึงในแอนติบอดีตวัท่ี 2 (anti-mouse IgG:Sigma) 
เจือจาง 1:750 ซ่ึงมีความจ าเพาะกบัแอนติบอดีตวัท่ี 1 โดยแอนติบอดีตวัท่ี 2 จะติดฉลากเอนไซม ์
horseradish peroxidase เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนั้นลา้งแผน่แมมเบรนดว้ย wash buffer 3 คร้ัง ๆ ละ 5 
นาที ตรวจสอบผลการท าปฏิกิริยาโดยใส่ซบัสเตรท (3,3’,5,5’-tetramethyl-benzidine)  ซ่ึงมี
ความจ าเพาะกบัเอนไซมด์งักล่าวเพื่อใหเ้ห็นแถบสีน ้าเงินของโปรตีน troponin-T ทิ้งไว ้5 นาที  แลว้หยดุ
ปฏิกิริยาดว้ยน ้ากลัน่จึงน าแผน่แมมเบรนไปแสกนดว้ยเคร่ือง scaner  
 

2.1.6 วิเคราะห์หาปริมาณเนือ้เย่ือเก่ียวพัน  
 วธีิการวเิคราะห์หาค่าคอลลาเจนท่ีละลายได ้และคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย ( soluble and insoluble 
collagen) ดดัแปลงจากวธีิการของ Hill (1966) 
  สารเคมี   

1) NaCl  
2) CaCl2.2H2O 
3) KCl  
4) Trisodium citrate  
5) Citric acid 
6) Sodium acetate 
7) Chloramine T  
8) Acetate/citrate buffer 
9) p-dimethyamino-benzadehyde  
10) 60% perchloric acid 
11) Isopropanal 
12) Hydroxyproline 

 13) Parafin oil 
 

วธีิการ 

  การ เตรียมตัวอย่าง 
1) ชัง่ตวัอยา่งเน้ือ 0.95 กรัม เติม ¼ Ringer solution 5 มิลลิลิตร 
2) Homogenized ท่ีความเร็ว 10,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 1 นาที 
3) ตม้ใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 77๐C เป็นเวลา 60 นาที 
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4) ป่ันเหวีย่งท่ี 4,000 รอบ/นาที ท่ี 4๐C เป็นเวลา 20 นาที 
5) แยกส่วนท่ีเป็น supernatant (ส่วนใส) และ pellet (ส่วนท่ีตกตะกอน) ใส่ใน test tube  

  การย่อย 
1) น าหลอดทดลองท่ีมีส่วนใส มาเติม 12N HCl 4 มิลลิลิตร และ test tube ส่วนท่ีตกตะกอน มา

เติม 6 N HCl 8 มิลลิลิตร 

2) น าหลอดทดลองจากขอ้ 1 ไปยอ่ยใน Oil bath ท่ีอุณหภูมิ 110๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

3) น าสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ยในขอ้ 2 ไปท าใหใ้สโดยเติมผงถ่าน ( Activated carbon) แลว้

กรองดว้ยกระดาษกรอง และปรับ  pH ใหไ้ดป้ระมาณ 6.5 – 7.0 จากนั้นน าไปปรับปริมาตรใหไ้ด้ 25 

มิลลิลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ในขวดปรับปริมาตร 

  การหาปริมาณไฮดรอกซ่ีโพรลนี 
1) ดูดสารละลายท่ีไดจ้ากขั้นตอนการยอ่ย มาตวัอยา่งละ 4 มิลลิลิตร ใส่ใน หลอดทดลอง แลว้

เติม Chloramine T reagent หลอดละ 2 มิลลิลิตร วางไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 20 นาที 

2) เติม Color reagent 2 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนัแลว้น าไปใหค้วามร้อนใน  Water bath ท่ี

อุณหภูมิ 60๐C เป็นเวลา 20 นาที เม่ือครบเวลาใหน้ าไปผา่นน ้าประมาณ 2-3 นาที 

3) น าไปหาค่าดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ือง Spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 558 nm 

การท า Standard Hydroxyproline  
Stock hydroxyproline : Hydroxyproline 25 มิลลิกรัม ละลายในน ้ากลัน่ 25 มิลลิลิตร 
Working standard hydroxyproline : ดูด Stock hydroxyproline มา 1 มิลลิลิตร แลว้ปรับปริมาตร

ดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 100 มิลลิลิตร ใน Volumetric flask  

ในการท ากราฟมาตรฐานใช้ Working standard hydroxylproline 2.5,  5,  10,  15 และ 20 

มิลลิลิตร ท าการปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาตร 50 มิลลิลิตร ซ่ึงจะมีความเขม้ขน้เท่ากบั 0.5,  1,  

2,  3 และ 4 ไมโครกรัมของ hydroxyproline ต่อมิลลิลิตร  

 ปริมาณคอลลาเจน  mg/g ของเน้ือสด  =     c x f x 7.25 
      1000 x w 

                c     =   ความเขม้ขน้ของ hydroxyproline 

                f      =   จ  านวนเท่าของการเจือจางสารละลายท่ีไดจ้ากการยอ่ย 

               w     =   น ้าหนกัตวัอยา่ง 
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2.1.7  วิเคราะห์หาปริมาณไกลโคเจน (ดัดแปลงจาก Adamo and Graham, 1998) 

สารเคมี 
1) 8% Perchloric acid 
2) saturated Sodium bicarbonate 
3) 0.2 M Sodium acetate buffer pH 4.8 
4) Amyloglucosidase (Sigma, USA) 
5) enzymatic glucose reagent (Thermo Scienctific, Australia) 
วธีิการ 
1) การเตรียมตวัอยา่ง โดยน าตวัอยา่งกลา้มเน้ือ IF LD และ SS ท่ีระยะเวลาไม่เกินหน่ึงชัว่โมง

หลงัสัตวต์าย มาบดในไนโตรเจนเหลวใหล้ะเอียด เพื่อวเิคราะห์หาปริมาณไกลโคเจนในเน้ือ 
 2) น าตวัอยา่งจากขอ้ 1 มาชัง่ 0.4 กรัม ใส่หลอดทดลองและเติม 8% Perchloric acid 2 มลใ ป่ัน
ดว้ยเคร่ือง Homogenize  
 3) น าไปป่ันเหวีย่ง ดว้ยความเร็ว 12,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที จากการท าการ neutralize 
โดยการปิเปตเอาส่วนใส ใส่หลอดทดลอง 133 ไมโครลิตร แลว้เติม Sodium bicarbonate และ 0.2M 
Sodium acetate จนไดส้ารละลาย pH 5.2 จากนั้นปิเปตสารละลายนั้น มา 200 ไมโครลิตร น ายอ่ยดว้ย 
การเติม amyloglucosidase  5 ไมโครลิตร 
 4) น าไปบ่มท่ี 55 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นน าไปตม้ท่ี 100 องศาเซลเซียส นาน 5 
นาที แลว้น าไปป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาที  เป็นเวลา 10 นาที 
 5) ปิเปต ส่วนใส 10 ไมโครลิตร  เติม glucose oxidase 190 ไมโครลิตร  ทิ้งไว้ ท่ี 25 องศา
เซลเซียส 10 นาที  แลว้น าไปวดัค่า  OD ท่ี 550 นาโนเมตร  ดว้ยเคร่ือง automatic microplate reader 
(Tecan Sunrise, UK) 
 

2.1.8  การศึกษาคุณภาพเนือ้ 
 1) ศึกษาค่าความเป็นกรด-ด่าง และ อุณหภูมิของเน้ือ  

ศึกษาการเปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรด-ด่าง และอุณหภูมิของตวัอยา่งกลา้มเน้ือ IF LD และ SS 
ท่ีระยะเวลาการบ่ม 2 วนั ดว้ยเคร่ือง pH meter (Metler, USA) โดยใชห้วัวดัแบบ puncture ส าหรับวดั
เน้ือโดยตรง 

2) วดัค่าสีเน้ือ 
วดัค่าสีของเน้ือ  ท่ีระยะเวลาการบ่ม 48 ชัว่โมง หรือ 2 วนัหลงัสัตวต์าย โดยน าตวัอยา่งช้ินเน้ือมา

ตดัผวิหนา้ออกประมาณ 1 เซนติเมตร แลว้ทิ้งใหช้ิ้นเน้ือสัมผสักบัอากาศประมาณ 45 นาที จากนั้นท า
การวดัสีบริเวณหนา้ตดัของเน้ือดว้ยเคร่ืองมือวดัสีเน้ือ ซ่ึงจะแสดงผลในรูปของค่า  L* a* และ b* ดว้ย
เคร่ือง Chromameter (Minolta, Japan) 
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 3) วดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ และเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกัระหวา่งการปรุง 
วดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือท่ีระยะเวลาการบ่ม 2 วนั โดยท าการชัง่น ้าหนกัตวัอยา่งช้ินเน้ือก่อนตม้ 

บนัทึกเป็นน ้าหนกัเร่ิมตน้ ( W1) จากนั้นบรรจุตวัอยา่งช้ินเน้ือในถุงสุญญากาศ แลว้น าไปตม้ในอ่าง
ควบคุมอุณหภูมิโดยใช้ อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นานประมาณ 30 นาที หรือจนกระทัง่ไดอุ้ณหภูมิใจ
กลางเน้ือ 7 0 องศาเซลเซียส จากนั้นน าถุงท่ีบรรจุตวัอยา่งช้ินเน้ือท่ีผา่นการท าใหสุ้กแลว้ไปท าใหเ้ยน็ 
โดยการแช่ในน ้าและใหน้ ้าไหลผา่นนาน 30 นาที หรือจนกระทัง่ไดอุ้ณหภูมิใจกลางเน้ือลดลงเหลือ
ประมาณ 32 องศาเซลเซียส  โดยไม่ตอ้งน าออกจากถุง จากนั้นน าเน้ือออกจากถุง ซบัใหแ้หง้เล็กนอ้ย 
และชัง่น ้าหนกัอีกคร้ัง บนัทึกเป็นน ้าหนกัสุดทา้ย (W2)  

โดยเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าหนกัระหวา่งการปรุง = [(W1 - W2) × 100] / W1 
จากนั้นน าตวัอยา่งเน้ือไปวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ โดยน าตวัอยา่งช้ินเน้ือท่ีเยน็แลว้มาตดัตามแนวยาว

ของเส้นใยกลา้มเน้ือเป็นรูปทรงส่ีเหล่ียมผนืผา้ขนาด กวา้ง x ยาว x สูง เท่ากบั 1 x 3 x 1 ลูกบาศก์
เซนติเมตร ตวัอยา่งละ 10 ช้ิน          แลว้น าไปวดัค่าแรงตดัผา่นเน้ือดว้ยเคร่ือง tensile tester model 1011 
(Instron, USA) โดยก าหนดหน่วยเป็นกิโลกรัม  
 

2.1.9 วดัขนาดเส้นใยกล้ามเนือ้  

แช่ตวัอยา่งเน้ือใน neutral formalin 4% อยา่งนอ้ย 48 ชัว่โมง ในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส 
สไลดต์วัอยา่งใหห้นาประมาณ  1/8 น้ิว  แลว้ใส่ตวัอยา่งในเคร่ืองป่ัน   เติม NaCl 0.9% ลงในเคร่ืองป่ัน 
ประมาณ 50 ml. จากนั้นป่ันตวัอยา่งประมาณ 30 วนิาที    จากนั้นสารละลายท่ีป่ันไดห้ยดลงบนแผน่
สไลด ์น าไปวดัขนาดภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย  10x X 15x   วดัความกวา้งของเส้นใยกลา้มเน้ือ
ทั้งหมด 50 เส้นต่อหน่ึงตวัอยา่งดว้ยโปรแกรม Dino lite (Taiwan) แลว้น ามาหาค่าเฉล่ีย 
 

2.1.10 วดัความยาวซาร์โคเมียร์ด้วยเคร่ือง Helium-Neon Laser  
 วธีิการ 

 1) เตรียม Solution A โดยเติม KCl 7.46 กรัม Boric acid 2.49 กรัม EDTA 1.85  กรัม ละลายใน
น ้ากลัน่ 700 มิลลิลิตร เติม Glutaraldehyde 25 % 100 มิลลิลิตร ท าการปรับค่า pH 7.1 หลงัจากนั้นใหท้  า
การปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้1 ลิตร 
 2) เตรียม Solution B โดยเติม KCl 1.86 กรัม Boric acid 2.49 กรัม EDTA 1.85 กรัม  ละลายใน
น ้ากลัน่ 700 มิลลิลิตร เติม Glutaraldehyde 25 % 100 มิลลิลิตร ท าการปรับค่า pH  ใหค้่า pH = 7.1 
หลงัจากนั้นใหท้  าการปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ด ้1 ลิตร 
 3) ตดัช้ินเน้ือท่ีจะท าการวเิคราะห์ตวัอยา่งละ 3 ช้ิน ช้ินละประมาณ 0.5 กรัม แช่ใน Solution A 
25 มิลลิลิตร เป็นเวลา 2 ชัว่โมง 
 4) ยา้ยช้ินเน้ือจาก Solution A มาแช่ใน Solution B 25 มิลลิลิตร เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 5) ใชคี้มคีบช้ินเน้ือมาเล็กนอ้ยมาวางบนแผน่กระจกสไลด ์ใชช้อ้นแท่งแกว้ขยี้ ช้ินเน้ือใหแ้ตก 
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 6) น าแผน่กระจกสไลดท่ี์เตรียมเสร็จแลว้ไปท าการวดัหาความยาวซาร์โคเมียร์ดว้ยเคร่ือง 
Helieum–Neon Laser (Reserch eletro-optics, USA) โดยใชไ้มบ้รรทดัวดัความกวา้งของแสงเลเซอร์ท่ี
ทะลุผา่นบนแผน่สไลดม์ายงัพื้นรองรับภาพในหน่วยวดัเซนติเมตร ท าการวดัตวัอยา่งละ 30 ซ ้ า แลว้น า
ผลท่ีไดม้าเขา้สมการในการหาหน่วยค่าความยาวซาร์โคเมียร์ในหน่วยวดัไมโครเมตร (µm) 
 7) การหาค่าความยาวซาร์โคเมียร์โดยใชส้มการ (ในหน่วยวดั µm)  

   µ     =   0.6328 1







2

T

D  

 เม่ือ         D    =   ระยะห่างระหวา่งแผน่สไลดก์บัจอรับภาพ    
  T     =   ค่าความยาวของซาร์โคเมียร์ท่ีวดัได้   
                  2    
2.2 การวเิคราะห์ข้อมูล 
 ขั้นตอนการวเิคราะห์ขอ้มูล 
 2.2.1 ท าการวเิคราะห์ขอ้มูลท่ีไดเ้พื่อดูการกระจายตวัของขอ้มูลโดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป 
Microsoft excel และ SAS version 9 (2002) ในขั้นน้ีจะวเิคราะห์หาค่าเฉล่ีย ค่าสูงสุด ค่าต ่าสุด และ
สัมประสิทธ์ิของความผนัแปรของขอ้มูล 

2.2.2 วเิคราะห์หาปัจจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัลกัษณะท่ีท าการศึกษา 

1) น ้าหนกัซาก ท าการเปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งค่าเฉล่ียของประชากร 2 กลุ่มท่ีอิสระ

ต่อกนั ดว้ย PROC TTEST (independent groups) 

2) ชนิดของ Myosin heavy chain เอนไซม ์calpain activity ปริมาณ calpastatin ปริมาณคอลลา

เจน ปริมาณไกลโคเจน ค่า pH สีเน้ือ ความนุ่มของเน้ือ การยอ่ยสลายของโทรโปนิน และปริมาณโภชนะ

ของเน้ือ ท าการวเิคราะห์ขอ้มูลใหอ้ยูใ่นรูปของ Least Squares Means โดยการใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป 

SAS, PROC GLM ของแต่ละลกัษณะ จากนั้นท าการเปรียบเทียบผลท่ีไดด้ว้ยการใช ้PDIFF  

 ส าหรับโมเดลทางสถิติท่ีใช ้       Yijk =     µ + Ai + AiBj + Eijk   

 โดยท่ี  

          Yijk   คือ ค่าสังเกตใด ๆ ของลกัษณะท่ีท าการวเิคราะห์ 
  µ      คือ ค่าเฉล่ียรวมท่ีเกิดข้ึนกบัทุก ๆ ค่าสังเกต 
  Ai     คือ อิทธิพลของแหล่งท่ีมาของโคพื้นเมืองท่ี i (i = 1, 2) 
  Bj     คือ อิทธิพลของชนิดกลา้มเน้ือท่ี j (j = 1, 2, 3) 
  AiBj  คือ อิทธิพลร่วมระหวา่งแหล่งท่ีมาของโคพื้นเมืองท่ี i และชนิดของกลา้มเน้ือท่ี j 
  Eijk   คือ ความคลาดเคล่ือนท่ีวดัไม่ได ้
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 3) วเิคราะห์หาความสัมพนัธ์ระหวา่งความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอน็ไซม ์
calpains และคุณภาพเน้ือ โดยใช ้PROC CORR  

4) ขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือ และ ความยาวซาร์โคเมียร์ ท า การวเิคราะห์ขอ้มูลใหอ้ยูใ่นรูปของ 

Least Squares Means โดยการใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SAS, PROC GLM ของแต่ละลกัษณะ จากนั้นท า

การเปรียบเทียบผลท่ีไดด้ว้ยการใช ้PDIFF โดยมีปัจจยัท่ีศึกษาคืออิทธิพลของกลา้มเน้ือ 3 ชนิด 
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บทที ่3 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ 
 

ผลการวจัิย 
 โคพื้นเมืองไทยท่ีท าการศึกษาคร้ังน้ีมาจาก 2 กลุ่ม คือโคจากกาญจนบุรีและโคจากอุบลราชธานี 
ภายหลงัขบวนการฆ่าแลว้ท าการชัง่น ้าหนกัซาก พบวา่โคทั้ง 2 กลุ่มมีน ้าหนกัซากร้อนไม่ต่างกนัทาง
สถิติ (P = 0.471) โดยมีค่าเท่ากบั 74.87 และ 70.14 กิโลกรัม ส าหรับกลุ่มโคกาญจนบุรีและกลุ่มโค
อุบลราชธานี ตามล าดบั   ผลการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือ เอน็ไซม ์ calpains และ
คุณภาพของเน้ือ ในกลา้มเน้ือ 3 ชนิด คือ IF LD และ SS เป็นดงัต่อไปน้ี 
 

3.1 ชนิด Myosin heavy chain ด้วย Electrophoresis  
 ผลการศึกษาเบ้ืองตน้ในการแยกชนิดของ Myosin heavy chain ของโคพื้นเมืองไทย โดยใช้
วธีิการ electrophoresis ในกลา้มเน้ือ 7 ชนิดคือ กลา้มเน้ือ Masseter (MA)  Diaphram (DI) Trapezius 
(TZ) Longissimus dorsi (LD) Cutaneous trunci (CT) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus (SS) พบวา่
ปรากฏแถบของโปรตีน 3 แถบ คือ  MHC I  MHC IIa  และ  MHC IIx โดยเป็นแถบของโปรตีนท่ี
ปรากฏจากดา้นล่างสุด ตรงกลาง และบนสุดของเจล ตามล าดบั (ภาพท่ี 3.1) ซ่ึงล าดบัของ MHC ท่ี
เกิดข้ึนนั้นเป็นดงัรายงานของ  Picard et al (1999; 2009; 2011) และ Oury et al (2010) ซ่ึงเป็นวธีิการท่ี
น ามาใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี โดยผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ MA  มีเพียง MHC I    DI เกิดแถบของ MHC 
I และ MHC IIa  ส่วน CT จะเกิดแถบของ MHC IIa และ MHC IIx ในขณะท่ี TZ จะเกิดทั้ง 3 แถบของ 
MHC I  MHC IIa  และ  MHC IIx  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานของ Picard et al (1999; 2009; 2011) และ 
Oury et al (2010)  ส่วนกลา้มเน้ือ 3 ชนิดท่ีจะใชเ้ป็นตวัอยา่งในการศึกษาคร้ังน้ีคือ  IF   LD และ SS นั้น
พบวา่มีแถบของ MHC เกิดข้ึนทั้ง 3 ชนิด โดย IF จะปรากฏแแถบ MHC I เขม้ท่ีสุด  ในขณะท่ี LD แถบ 
MHC IIx ปรากฏเขม้ท่ีสุด ส่วน SS มีแถบของ MHC ทั้ง 3 ชนิดปรากฏชดัเจนแต่แถบของ MHC I นั้น
จะเขม้ กวา่แถบอ่ืน  ไดจ้ากการทดลองในเบ้ืองตน้น้ีจะถูกน าไปใชใ้นการวเิคราะห์ตวัอยา่งท่ีตอ้งการ
ศึกษาต่อไป โดยในแต่ละเจลท่ีท าการศึกษาจะตอ้งมีตวัอยา่งกลา้มเน้ือ 4 ชนิดคือ MA  DI  TZ และ CT  
เป็นมาตรฐานดว้ยทุกคร้ัง ดงัภาพท่ี 3.2 
   
 
 
  
 

ภาพที ่3.1 Myosin Heavy chain isoform แยกดว้ย Electrophoresis ของกลา้มเน้ือ 7 ชนิด คือ Masseter  
   (MA)  Diaphram (DI) Trapezius (TZ) Longissimus dorsi (LD) Cutaneous truci  (CT)     
   Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus (SS) โดยใชต้วัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ของโปรตีน 50   
  นาโนกรัมต่อเลน 

IIX

IIA

I

MA            MA DI TZ                LD CT IF SS LD DI

MHC IIx
MHC IIa
MHC I
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 ภาพที ่3.2 Myosin Heavy chain isoform แยกดว้ย Electrophoresis 

โดยภาพน้ีมาจากโคตวัท่ี 3 จากกลุ่มโคกาญจนบุรี (K) และ อุบลราชธานี (U) และกลา้มเน้ือ 3 
ชนิด Longissimus dorsi (LD) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus (SS) โดยใชต้วัอยา่ง
กลา้มเน้ือ Masseter (MA)  Diaphram (DI) Trapezius (TZ) และ Cutaneous truci (CT) เป็น
มาตรฐานในการบอกชนิดของ MHC   โดยใชต้วัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ของโปรตีน 4 
ไมโครกรัมต่อเลน 

  

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โคพื้นเมืองจากกาญจนบุรีมีปริมาณ MHC IIx มากกวา่โคจาก
อุบลราชธานี (P = 0.003) ดงัตารางท่ี 3.1 เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งชนิดของกลา้มเน้ือพบวา่  MHC I ของ 
IF สูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ LD ต ่าท่ีสุด (P < 0.0001) ในทางตรงกนัขา้มพบวา่ LD มีปริมาณ MHC 
IIx สูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ IF ต ่าท่ีสุด (P < 0.0001) แต่ไม่พบความแตกต่างของปริมาณ MHC IIa 
ในกลา้มเน้ือทั้ง 3 ชนิด ผลการทดลองคร้ังน้ี ไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคท่ีท าการศึกษาและชนิด
กลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อชนิดของ MHC (P > 0.05)  

 

ตารางที ่3.1 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อ Myosin Heavy chain Isoform 
  MHC I1 MHC IIa1 MHC IIx1 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P - value LSM SED P - value 
Group           

K 21 6.45 0.600 0.266 4.56 0.342 0.129 7.66a 0.407 0.003 
U 21 5.49   3.35   5.82b   

Muscle type           
IF 14 9.07a 0.734 <.0001 3.74 0.419 0.768 2.08c 0.498 <.0001 
LD 14 1.90c   4.18   12.90a   
SS 14 6.94b   3.95   5.25b   

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

1 ความเขม้ของแถบโปรตีน/โปรตีน 4 ไมโครกรัม  
 

3.2 เอน็ไซม์ Calpains 
3.2.1 calpain activity โดยวิธี casein zymography  

ผลการทดลองพบแถบสวา่งท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายเคซีนใน native casein gel ของเอน็ไซม์  
calpain 1 ปรากฏดา้นบนของเจล  ส่วนแถบสวา่งท่ีเกิดจากการยอ่ยสลายเคซีนของเอน็ไซม์  calpain 2 
ปรากฏดา้นล่างของเจล (ภาพท่ี 3.3)  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการศึกษาของ  Arther and Mykles (2000); 

 TZ CT         SSK3      SSU3       IFK3       IFU3       LDK3      LDU3         Di M

IIX 
IIA 
I 

TZ              CT             SSK3         SSU3          IFK3  IFU3          LDK3         LDU3           Di MA 

MHC IIx
MHC IIa
MHC I

TZ               CT K3SS          U3SS           K3IF          U3IF          K3LD   U3LD           DI               MA
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Veiseth et al. (2001); Camou  et al. (2007) และ Chaosap (2010) ท่ีรายงานวา่  calpain 1 จะอยูใ่น
ต าแหน่งท่ีสูงกวา่ calpain 2 ใน native casein gel   ผลการศึกษาดว้ยวธีิ casein zymography คร้ังน้ีพบวา่
กลุ่มโค  ชนิดของมดักลา้มเน้ือ รวมทั้งอิทธิพลของทั้งสองปัจจยั มี activity ของทั้งเอน็ไซม ์ calpain 1 
และ calpain 2 ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P <0.05) ดงัตารางท่ี 3.2 

 

 
 
 
 
 

         ภาพที ่3.3 Zymogram ของ calpain activity   
                        Zymogram ของโคตวัท่ี 4 จากกลุ่มโคกาญจนบุรี (K) และ อุบลราชธานี (U) และกลา้มเน้ือ 3  
                        ชนิด คือ  Longissimus dorsi (LD) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus (SS) โดยใชต้วัอยา่ง 
                        กลา้มเน้ือมาตรฐาน ใส่ลงเจล 4 ต าแหน่ง (STD 1- 4) เพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบความแตกต่าง 
                        ระหวา่งเจล  โดยแต่ละตวัอยา่งสกดัจากเน้ือโคท่ีน ้าหนกัเท่ากนัคือ  0.2 กรัม 
 

ตารางที ่3.2 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อ calpain activity 
  Calpain 11 Calpain 21 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P - value 
Group        

K 21 5.24 0.139 0.285 4.58 0.121 0.922 
U 21 5.02   4.56   

Muscle type        
IF 14 4.97 0.170 0.490 4.61 0.148 0.936 
LD 14 5.16   4.53   
SS 14 5.26   4.57   

1 ความเขม้ของแถบโปรตีน/0.2 กรัมเน้ือสด 
 

3.2.2 calpastatin ด้วยวิธี iElisa 
 ในการศึกษาคร้ังน้ี  antibody ท่ีใช ้คือ anti-calpastatin ซ่ึงผลิตข้ึนเอง (ปิยะดา, 2550) ดงันั้นเพื่อ
เป็นการทดสอบประสิทธิภาพของ antibody ก่อนน าไปใชใ้นการทดลอง    จึงท าการทดสอบ
เปรียบเทียบกบั monoclonal anti-calpastatin (clone 1F7E3D10; Sigma, USA) พบวา่การใช ้ anti-
calpastatin ซ่ึงผลิตข้ึนเองนั้น เม่ือน าไปวดัปริมาณ calpastatin antigen (Merck, USA) ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้แตกต่างกนัดว้ยวธีิ iElisa จะไดค้่า O.D. ท่ีต ่ากวา่ผลจากการใช ้ anti-calpastatin (Sigma) แต่
อยา่งไรก็ตาม แนวโนม้ในการลดลงของค่า O.D. เม่ือความเขน้ขน้ของ  calpastatin antigen ลดลงของ
แอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดเป็นไปในท านองเดียวกนั (ภาพท่ี 3.4 )  นอกจากน้ียงัพบวา่ค่าสหสัมพนัธ์ระหวา่ง
แอนติบอดีทั้ง 2 ชนิดมีค่าท่ีสูงมากคือ r = 0.964 (P < 0.0001) ดงัภาพท่ี 3.5 จึงสรุปไดว้า่การวเิคราะห์หา

STD1 K4LD   U4LD     STD2     K4SS      U4SS     STD3     K4IF     U4IF      STD4

Calpain 1

Calpain 2
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ปริมาณ calpastatin ดว้ยวธีิ iElisa โดยใช ้anti-calpastatin ท่ีผลิตโดย ปิยะดา (2550) ในตวัอยา่งเน้ือโค
พื้นเมืองในคร้ังน้ี ถา้ค่า O.D. ท่ีไดมี้ค่าท่ีสูงแสดงวา่ในตวัอยา่งนั้นมีปริมาณ calpastatin ท่ีสูงดว้ย 
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Dilution time  
 ภาพที ่3.4  ค่า O.D. ของ anti-calpastatin ท่ีผลิตข้ึนเอง และ anti-calpastatin ท่ีผลิตเพื่อการคา้ 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที ่3.5 สหสัมพนัธ์ระหวา่ง ค่า O.D. ของ anti-calpastatin ท่ีผลิตข้ึนเอง และ anti-  
    calpastatin ท่ีผลิตเพื่อการคา้ 

การศึกษาถึงปริมาณตวัยบัย ั้งการท างานของเอน็ไซม ์calpains หรือ calpastatin ดว้ยวธีิ iElisa 
นั้น ค่าการดูดกลืนแสงท่ีวดัไดท่ี้ 650 นาโนเมตรท่ีสูงกวา่จะแสดงถึงปริมาณของ calpastatin ท่ีมากกวา่
นัน่เอง  ซ่ึงผลการทดลองคร้ังน้ี พบวา่กลุ่มโคกาญจนบุรีมีปริมาณ calpastatin ต ่ากวา่โคอุบลราชธานี    
(P = 0.006) แต่ไม่พบอิทธิพลของชนิดกลา้มเน้ือ รวมทั้งอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือ
ต่อระดบัของ calpastatin (P > 0.05)  
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ตารางที ่3.3  อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อค่า OD ท่ี 650 nm ของ calpastatin ท่ีเวลาไม่เกิน  
1 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย  
Trait n LSM SED P – value 
Group     

K 21 0.20 b 0.013 0.006 
U 21 0.25 a   

Muscle type     
IF 14 0.23 0.016 0.964 
LD 14 0.22   
SS 14 0.22   

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

3.3 คุณภาพของเนือ้ 
 

3.3.1 ปริมาณคอลลาเจน  
 การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โคทั้ง 2 กลุ่มมีปริมาณคอลลาเจนไม่ต่างกนัทางสถิติ (P < 0.05) ในขณะท่ี
พบวา่ชนิดของกลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อปริมาณของคอลลาเจน โดยพบวา่ SS และ IF มีปริมาณ คอลลาเจน
ท่ีละลายได ้และคอลลาเจนทั้งหมด สูงกวา่ LD (P = 0.002) แต่ไม่พบอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและ
ชนิดกลา้มเน้ือต่อปริมาณคอลลาเจน (ตารางท่ี 3.4) 
 

ตารางที ่3.4 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อเน้ือเยือ่เก่ียวพนัของเน้ือโค ภายหลงัสัตวต์ายไม่  
เกิน 48 ชัว่โมง 
  Soluble collagen1 Insoluble collagen1 Total collagen1 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P - value LSM SED P – value 
Group           

K 21 0.55 0.042 0.309 5.41 0.349 0.429 5.96 0.377 0.534 
U 21 0.49   5.81   6.30   

Muscle type           
IF 14 0.53 0.052 0.052 5.82 a 0.427 0.002 6.35 a 0.462 0.002 
LD 14 0.42   4.35 b   4.78 b   
SS 14 0.61   6.66 a   7.27 a   

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

1
 มิลลิกรัม / กรัมเน้ือสด 

 

3.3.2 ปริมาณไกลโคเจน  
 ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โคพื้นเมืองกลุ่มกาญจนบุรีมีปริมาณไกลโคเจน ต ่า กวา่กลุ่ม
อุบลราชธานี (P = 0.009) แต่ไม่พบวา่ชนิดของกลา้มเน้ือ และอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและชนิด
กลา้มเน้ือมีผลต่อปริมาณไกลโคเจน (P > 0.05) ดงัตารางท่ี 3.5      
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ตารางที ่3.5 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อปริมาณไกลโคเจน ท่ีไม่เกิน 1 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย  
Trait n LSM1 SED P – value 
Group     

K 21 24.54 b 2.951 0.009 
U 21 36.06 a   

Muscle type     
IF 14 33.01 3.615 0.148 
LD 14 33.50   
SS 14 24.38   

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

1
 มิลลิกรัม / กรัมเน้ือสด 

3.3.3 ค่า pH  
 ค่า pH ของโคพื้นเมืองกลุ่มกาญจนบุรีไม่แตกต่างจากกลุ่มอุบลราชธานี (P = 0.615) ดงัตารางท่ี 
3.6  แต่พบวา่ชนิดของกลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อค่า pH ของเน้ือ โดยพบวา่ LD มีค่า pH48 ต  ่ากวา่ IF และ SS 
(P < 0.0001)  นอกจากน้ียงัพบอิทธิพลร่วมของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อค่า pH โดยพบวา่ กลา้มเน้ือ 
LD ของโคกลุ่มอุบลราชธานีมีค่า pH ต ่าท่ีสุด รองจากกลา้มเน้ือ LD ของโคกลุ่มกาญจนบุรี (P = 0.023) 
ผลการวดัอุณหภูมิท่ีเวลา 48 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย พบวา่กลา้มเน้ือ  LD มีค่าต ่ากวา่ IF และ SS                 
(P < 0.0001)  และพบอิทธิพลร่วมของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่ออุณหภูมิของเน้ือ โดยพบวา่ 
กลา้มเน้ือ LD ของโคกลุ่มอุบลราชธานีมีค่าอุณหภูมิต ่าท่ีสุด (P = 0.004) 
 

ตารางที ่3.6  อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อค่า pH และอุณหภูมิของเน้ือท่ี 48 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย 
  pH48 Temperature48 (◦C) 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P - value 
Group        

K 21 5.81 0.035 0.615 10.78 0.596 0.057 
U 21 5.78     9.12    

Muscle type         
IF 14 6.03b 0.043 <0.0001 10.82 a 0.731 0.001 
LD 14 5.43a     7.55 b    
SS 14 5.93b   11.47 a    

Interaction         
KIF 7 5.97 a 0.060 0.023 10.64 a 1.033 0.004 
KLD 7 5.54 b   10.55 a    
KSS 7 5.92 a   11.14 a    
UIF 7 6.08 a   11.01 a    
ULD 7 5.31 c     4.54 b    
USS 7 5.94 a     11.79 a     

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  
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3.3.4 สีของเนือ้ 
 สีของเน้ือโคกาญจนบุรีมีค่า L* สูงกวา่ ในขณะท่ีมีค่า a* ต ่ากวา่โคอุบลราชธานี (P = 0.0001)  ดงั
ตารางท่ี 3.7  กลา้มเน้ือ LD และ SS มีค่า L* สูงกวา่ IF (P = 0.005)  ส่วนกลา้มเน้ือ IF และ SS มีค่า  a* และ 
b* สูงกวา่ LD (P < 0.01)   อิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือไม่มีผลต่อสีของเน้ือ (P > 0.05) 
 

ตารางที ่3.7 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อสีของเน้ือโคท่ี 48 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย 
  L* a* b* 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P - value LSM SED P – value 
Group           

K 21 38.20 a 0.643 <0.0001 12.69 b 0.332 0.0001 13.57 0.267 0.053 
U 21 32.72 b   14.72 a   14.32    

Muscle type            
IF 14 33.19 b 0.787 0.005 16.39 a 0.407 <0.0001 14.83 a 0.327 <0.0001 
LD 14 36.64 a   10.62 b   12.64 b    
SS 14 36.55 a   14.11 a   14.38 a    

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

3.3.5 ความนุ่มของเนือ้  
 ค่าการสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง (P = 0.001) และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ (P < 0.0001) ของโค
กาญจนบุรีต ่ากวา่โคอุบลราชธานี (ตารางท่ี 3.8) กลา้มเน้ือ LD มีแนวโนม้ท่ีจะมีค่าการสูญเสียน ้าระหวา่ง
การปรุง (P = 0.064) สูงกวา่กลา้มเน้ือชนิดอ่ืน ชนิดของกลา้มเน้ือมีอิทธิพล ต่อค่าแรงตดัผา่นเน้ืออยา่งมี
นยัส าคญัยิง่ทางสถิติ โดยพบวา่ LD มีค่าแรงตดัผา่นเน้ือสูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ IF ตามล าดบั      
(P < 0.0001)   ผลการทดลองคร้ังน้ีไม่พบอิทธิพลร่วมของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อค่าการสูญเสียน ้า
ระหวา่งการปรุงและค่าแรงตดัผา่นเน้ือ 
 

ตารางที ่3.8 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อค่าการสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุงและค่าแรงตดั 
ผา่นเน้ือภายหลงัสัตวต์าย  48 ชัว่โมง 
  Cooking loss (%) Shear force (kg) 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P - value 
Group        

K 21 41.67 b 1.310 0.001 7.04 b 0.328  <.0001 
U 21 48.48 a   9.11 a    

Muscle type         
IF 14 42.50 1.605 0.064 6.22 c 0.401  <.0001 
LD 14 48.00   10.08 a    
SS 14 44.71   7.92 b    

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

3.3.6 การย่อยสลายของโปรตีน Troponin-T  
 ผลการศึกษาอิทธิพลของกลุ่มโค ชนิดกลา้มเน้ือ รวมทั้งอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและชนิด
กลา้มเน้ือท่ีมีต่อการยอ่ยสลายของ troponin-T ท่ีเวลาหลงัสัตวต์าย 48 ชัว่โมง  พบวา่ช้ินส่วนขนาด
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ประมาณ 28-30 kDa ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลายของ troponin-T ซ่ึงโดยปกติมีขนาด 37 kDa  (ภาพท่ี 3. 6)  
นั้นไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (ตารางท่ี 3.9)   
 

 

 

  

 

  

 ภาพที ่3.6 Immunoreactivity ของ Troponin-T  

โดยภาพน้ีมาจากโคตวัท่ี 2 จากกลุ่มโคกาญจนบุรี (K) และ อุบลราชธานี (U) และ
กลา้มเน้ือ 3 ชนิด คือ Longissimus dorsi (LD) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus 
(SS) โดยใชต้วัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ของโปรตีน 100 ไมโครกรัมต่อเลน M คือ
โปรตีนมาตรฐาน Precision Plus Protein Standard (Biorad)  
 

ตารางที ่3.9  อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือ ความเขม้ของแถบโปรตีน Troponin-T ขนาด 28- 
         30 kDa  ท่ี 48 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย 

Trait n LSM1 SED P – value 
Group     

K 12 16.30 0.774 0.514 
U 12 17.03    

Muscle type      
IF 8 17.31 0.948 0.159 
LD 8 15.11    
SS 8 17.58    

1 ความเขม้ของแถบโปรตีนขนาด 28 -30 kDa/โปรตีน100 ไมโครกรัม 

 

3.3.7 คุณค่าทางโภชนะ 

 ผลการวเิคราะห์หาเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนในเน้ือโค พบวา่โคกลุ่มกาญจนบุรีมีความช้ืนสูงกวา่ใน
ขณะเดียวกนัมีวตัถุแหง้ต ่ากวา่โคอุบลราชธานี (P < 0.0001) กลา้มเน้ือ IF และ SS มีความช้ืนสูงกวา่ใน
ขณะท่ีวตัถุแหง้ต ่ากวา่กลา้มเน้ือ LD (P < 0.0001; ตารางท่ี 3.10) โคกลุ่มกาญจนบุรีมีเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน
ของเน้ือต ่ากวา่โคกลุ่มอุบลราชธานี (P < 0.0001) ในขณะท่ีเปอร์เซ็นตไ์ขมนัและเถา้ไม่ต่างกนัทางสถิติ 
เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกลา้มเน้ือ พบวา่กลา้มเน้ือ LD มีเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนสูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ 

U2LD       K2LD       U 2IF       K2IF        U2SS        K2SS  M

37 kDa

50 kDa

28 – 30 kDa
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IF ตามล าดบั (P < 0.0001) กลา้มเน้ือ LD มีเปอร์เซ็นตไ์ขมนัต ่ากวา่  (P = 0.0002) ในขณะท่ีเปอร์เซ็นต์
เถา้สูงกวา่ (P < 0.0001) กลา้มเน้ือ IF และ SS  (ตารางท่ี 3.11) 
 

ตารางที ่3.10 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนและวตัถุแหง้ 
  M (%) DM (%) 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P – value 
Group        

K 21 78.31 a 0.124 <0.0001 21.69 b 0.124 <0.0001 
U 21 77.07 b   22.93 a   

Muscle type        
IF 14 78.03 a 0.152 <0.0001 21.97 b 0.152 <0.0001 
LD 14 77.06 b   22.94 a   
SS 14 77.99 a   22.01 b   

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

ตารางที ่3.11 อิทธิพลของกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อ โปรตีน ไขมนั และเถา้ 
 

  Protein (%) Ether Extract (%) Ash (%) 
Trait n LSM SED P - value LSM SED P – value LSM SED P – value 
Group           

K 21 19.35 b 0.122 <0.0001 1.028 0.006 0.316 1.12 0.008 0.202 
U 21 20.29 a   0.93   1.13   

Muscle type           
IF 14 19.16 c 0.150 <0.0001 1.22 a 0.082 0.0002 1.10 b 0.010 <0.0001 
LD 14 20.62 a   0.68 b   1.17 a   
SS 14 19.69 b   1.03 a   1.11 b   

abc  ตวัอกัษรท่ีต่างกนัในแต่ละคอลมัน์แต่ละระดบัแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

3.3.8 ขนาดเส้นใยกล้ามเนือ้และความยาวซาร์โคเมียร์ 

ผลศึกษาขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือและความยาวซาร์โคเมียร์โคพื้นเมืองไทยจากจงัหวดัอุบลราชธานี 
ซ่ึงเป็นโคท่ีเล้ียงในนาขา้วอินทรียแ์ละเป็นโคกลุ่มใหม่ท่ีต่างจากกลุ่มโคอุบลท่ีท าการศึกษามาดงั ผลการ
ทดลอง ขา้งตน้ เน่ืองจากขอ้จ ากดัในการเก็บตวัอยา่งท าใหไ้ม่สามารถท าการวเิคราะห์ขนาดเส้นใย
กลา้มเน้ือและความยาวซาร์โคเมียร์ในโคกลุ่มแรกได ้  ดงันั้นขอ้มูลดงัต่อไปน้ีจึงเป็นเพียงตวัแทนท่ีจะใช้
เป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ใน การศึกษา ขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือและความยาวซาร์โคเมียร์ของโคพื้นเมืองไทย
เท่านั้น ผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือ ของ LD เล็กกวา่ IF และ SS (P = 0.0002)    
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ความยาวซาร์โคเมียร์ของกลา้มเน้ือทั้ง 3 ชนิดแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.0001) โดย
พบวา่ IF มีความยาวซาร์โคเมียร์ยาวท่ีสุด ตามดว้ย SS และ LD ตามล าดบั (ตารางท่ี 3.12)  
 

ตารางที ่ 3.12 อิทธิพลของชนิดกลา้มเน้ือต่อขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือ และความยาวซาร์โคเมียร์ 
Trait n Muscle  SED P-value 
   LD SS IF   
Muscle diameter (µm) 14 42.17a 44.96b 45.48 b 0.604 0.0002 
Sarcomere length (µm) 14 1.86 c 1.91b  1.92 a 0.084 <0.0001 

 

3.4 สหสัมพนัธ์ระหว่างชนิดของ Myosin heavy chain กบัเอน็ไซม์ calpains และ คุณภาพเนือ้ 

 ผลการศึกษาสหสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ MHC กบักลุ่มเอน็ไซม์  calpains (ตารางท่ี 3.1 3) 
พบวา่ MHC IIa เท่านั้นท่ีมีความสัมพนัธ์อยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01) กบัปริมาณ calpastatin 
(r = -0.431)   ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งช้ินส่วนขนาด 28-30 kDa ท่ีไดจ้ากการยอ่ยสลาย troponin T 
กบัชนิดของ MHC   เม่ือศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ  MHC กบัคอลลาเจน พบวา่ MHC I มี
สหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย (r = 0.452) และปริมาณคอลลาเจนทั้งหมด (r = 
0.446) อยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01)  ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่ง MHC IIa กบัปริมาณคอลลา
เจน (P > 0.05)  ในขณะท่ี MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัคอลลาเจนท่ีละลาย
ได ้(P < 0.01; r = -0.306)  และอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01) กบัคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย (r = -
0.438)  และคอลลาเจนทั้งหมด (r = -0.439)    
  เม่ือศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ MHC กบัคุณภาพเน้ือ พบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิง
บวกอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติกบัค่า pH48 (P < 0.01; r = 0.557)  ในขณะท่ี MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิง
ลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัค่า pH48 (P < 0.01; r = -0.798)   ผลการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิด
ของ MHC กบัสีเน้ือ พบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติกบัค่า a* (P < 0.01; r 
= 0.545)  และ b* (P < 0.01; r = 0.407)  ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวกอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ
ระหวา่ง MHC IIx กบั ค่า L (P < 0.05; r = 0.364) แต่พบสหสัมพนัธ์เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ
ระหวา่ง MHC IIx กบัค่า a* (P < 0.01; r = -0.828) และค่า b* (P <0.01;   r = -0.686) ความสัมพนัธ์
ระหวา่งชนิดของ MHC กบัความนุ่มของเน้ือ พบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทาง
สถิติกบัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ (P < 0.01; r = -0.490)  ในขณะท่ี MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกอยา่งมี
นยัส าคญัยิง่ทางสถิติกบัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ (P < 0.01; r = 0.545)  นอกจากน้ียงัพบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์
เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง (P < 0.05; r = -0.344)  แต่ไม่
พบความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ MHC กบัปริมาณไกลโคเจน (P > 0.05)   



 47 

 ผลการศึกษาความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ MHC กบัปริมาณโภชนะในเน้ือ พบวา่ MHC I มี
สหสัมพนัธ์เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01) กบัเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน (r = -0.525)และ
เปอร์เซ็นตเ์ถา้ (r = -0.485)  ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวกอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01) กบั
เปอร์เซ็นตไ์ขมนั (r = 0.475) และความช้ืน (r = 0.463)     ส่วน MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกอยา่งมี
นยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01) กบัเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน (r = 0.493) และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ (r = 0.534)  ในขณะ
ท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ (P < 0.01) กบัเปอร์เซ็นตไ์ขมนั (r = -0.527)  

ตารางที ่3.13 ค่าสหสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ  Myosin heavy chain กบัเอน็ไซม ์calpains คุณภาพเน้ือ 
และปริมาณโภชนะในเน้ือโคพื้นเมือง 

Trait MHC I MHC IIa MHC IIx 
Calpain system    
       Calpain 1 activity 0.090 -0.045  0.024 
       Calpain 2 activity 0.253 -0.275 -0.175 
       Calpastatin              -0.020     -0.431** -0.116 
Troponin –T 28 -30 kDa 0.148 -0.123 -0.349 
Connective tissue    
       Soluble collagen 0.247 0.150 -0.306* 
       Insoluble collagen    0.452** 0.035   -0.438** 
       Total collagen   0.446** 0.048   -0.439** 
pH48   0.557** -0.072   -0.798** 
Color    
        L*             -0.090 0.116 0.364* 
        a*   0.545** -0.161 -0.828** 
        b*    0.407** -0.289 -0.686** 
Shear force   -0.490** -0.125 0.545** 
Cooking loss -0.344* -0.077               0.178 
Glycogen             -0.160 -0.207              -0.004 
Nutritive value    
       Protein -0.525** -0.065   0.493** 
       Ether extract 0.475** -0.032 -0.527** 
       Moisture 0.463**  0.039              -0.269 
       Ash -0.485**  0.097  0.534** 
* P < 0.05, ** P < 0.01 
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 ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัคอลลาเจนท่ีละลายได ้ (r = -0.338) pH48 (r = -0.606) ค่า 
a* (r = -0.471) เปอร์เซ็นตไ์ขมนั (r = -0.353) และเปอร์เซ็นตค์วามช้ืน (r = -0.597)     ในขณะเดียวกนั
ค่าแรงตดัผา่นเน้ือก็มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัค่าการสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง (r = 0.476)   เปอร์เซ็นต์
โปรตีน (r = 0.720) และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ (r = 0.490) ดงัตารางท่ี 3.14 
 

ตารางที ่3.14 ค่าสหสัมพนัธ์ระหวา่งค่าแรงตดัผา่นเน้ือ กบัเอน็ไซม ์calpains คุณภาพเน้ือ และปริมาณ
โภชนะในเน้ือโคพื้นเมือง 

Trait                                         r 
Calpain system  
       Calpain 1 activity 0.136 
       Calpain 2 activity -0.036 
       Calpastatin 0.212 
Troponin –T 28 -30 kDa -0.092 
Connective tissue  
       Soluble collagen  -0.338* 
       Insoluble collagen -0.204 
       Total collagen -0.224 
pH48      -0.606** 
Color  
        L* 0.088 
        a*     -0.471** 
        b* -0.264 
Cooking loss      0.476** 
Glycogen 0.268 
Nutritive value  
       Protein     0.720** 
       Ether extract    -0.353** 
       Moisture    -0.597** 
       Ash     0.490** 
* P < 0.05, ** P < 0.01 
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 จากการศึกษาคร้ังน้ีมีค่าเฉล่ีย ค่าสูงสุด  ค่าต ่าสุด  ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน  และค่าสัมประสิทธ์ิ
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของขอ้มูล ดงัแสดงในตารางท่ี 3.15 
 

ตารางที ่3.15   แสดงค่าเฉล่ีย ค่าสูงสุด ค่าต ่าสุด ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน และค่าสัมประสิทธ์ิส่วน
เบ่ียงเบนมาตรฐานของขอ้มูล 

Variable n Mean SE Minimum Maximum CV 
Carcass weight, kg 14 72.51 3.118 54.40 91.40 16.09 
MHC       
     I 42 5.97 0.625 0.60 14.44 67.92 
     IIa 42 3.96 0.254 1.37 9.30 41.64 
     IIx 42 6.74 0.778 0.13 16.48 74.82 
Calpain 1 42 5.13 0.096 3.67 6.44 12.16 
Calpain 2 42 4.57 0.081 3.23 5.44 11.53 
Calpastatin 42 0.23 0.010 0.11 0.47 28.88 
Soluble collagen (mg/g) 42 0.52 0.031 0.28 1.09 38.63 
Insoluble collagen (mg/g) 42 5.61 0.277 2.92 9.48 32.05 
Total collagen (mg/g) 42 6.13 0.299 3.22 10.12 31.57 
Glycogen (mmol/g) 42 30.30 2.273 6.79 64.40 48.62 
pH 48 42 5.79 0.048 5.15 6.31 5.40 
Temperature 42 9.95 0.550 3.50 19.90 35.84 
L* 42 35.46 0.655 27.62 47.79 11.98 
a* 42 13.71 0.467 6.09 19.50 22.08 
b* 42 13.95 0.244 9.98 18.70 11.33 
Cooking loss (%) 42 45.07 1.086 34.00 64.00 15.62 
Shearforce (kg)  42 8.07 0.37 4.29 12.29 29.70 
Troponin-T 24 16.67 0.586 11.34 24.08 17.25 
Moisture (%) 42 77.69 0.146 75.55 79.38 1.22 
Dry matter (%) 42 22.31 0.146 20.62 24.45 4.26 
Protein (%) 42 19.82 0.145 18.10 21.74 4.75 
Ether extract (%) 42 0.98 0.057 0.24 1.92 37.76 
Ash (%) 42 1.12 0.007 1.03 1.26 4.32 
Muscle fiber diameter (µm)1 2100 44.20 0.349 3.40 104.70 36.27 
Sarcomere length (µm)2 1259 1.89 0.002 1.14 2.20 3.95 
1 ค่าเฉล่ียจากโคอุบลราชธานี 14 ตวั กลา้มเน้ือ 3 ชนิด (IF LD SS) แต่ละตวัอยา่งท าการวดั 50 ซ ้ า  
2 ค่าเฉล่ียจากโคอุบลราชธานี 14 ตวั กลา้มเน้ือ 3 ชนิด (IF LD SS) แต่ละตวัอยา่งท าการวดั 30 ซ ้ า มี missing data = 1 
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วจิารณ์ผล 
 

Myosin Heavy Chain  
ในกลา้มเน้ือลาย ไมโอซินเป็นไมโอไฟบริลลาโปรตีนท่ีพบมากท่ีสุด โดยโครงสร้าง

ประกอบดว้ย myosin heavy chain 2 ส่วน และ myosin light chain 4 ส่วน  ซ่ึงความเร็วในการยดืหดตวั
นั้นข้ึนอยูก่บัชนิดของ MHC เน่ืองจากส่วนหวัของ MHC จะมี ATPase ซ่ึงท าหนา้ท่ีสลาย ATP ใหเ้ป็น
พลงังานท่ีใชใ้นการยดืหดตวัของกลา้มเน้ือ (Schiaffino and Reggiani, 1996)  การแบ่งชนิดของเส้นใย
กลา้มเน้ือตามชนิดของ myosin heavy chain จะแบ่งไดเ้ป็น 4 ชนิด คือ MHC I  MHC IIa MHC IIx และ 
MHC IIb ตามล าดบัความเร็วในการยดืหดตวัจากนอ้ยไปมาก  เม่ือเปรียบเทียบกบัการแบ่งชนิดเส้นใย
กลา้มเน้ือดว้ยวธีิ histochemistry นั้น MHC I จะใกลเ้คียงกบั type I (slow oxidative, red) ส่วน MHC IIa 
ใกลเ้คียงกบั type IIa (fast oxidative glycolytic, white) ในขณะท่ี MHC IIx จะมีคุณสมบติัในการยดืหด
ตวัอยูร่ะหวา่ง type IIa และ type IIb   ดงันั้น MHC IIb จึงเป็นเส้นใยกลา้มเน้ือท่ีสามารถยดืหดตวัไดเ้ร็ว
ท่ีสุด โดยถือวา่มีความใกลเ้คียงกบั type IIb (fast glycolytic, white; Lefaucheur, 2010) 

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่สามารถใชว้ธีิการ electrophoresis มาใชใ้นการแยกชนิดของ MHC 
ของกลา้มเน้ือโคพื้นเมืองได ้  โดยโคพื้นเมืองกลุ่มกาญจนบุรีมีปริมาณ MHC IIx มากกวา่โคกลุ่ม
อุบลราชธานี   แสดงวา่โคกลุ่มกาญจนบุรีมีกลา้มเน้ือท่ีเป็น fast muscle มากกวา่โคกลุ่มอุบล       ผลการ
เปรียบเทียบระหวา่งชนิดของกลา้มเน้ือพบวา่  IF มีความเป็น slow muscle มากท่ีสุด เน่ืองจาก มี MHC I 
สูงท่ีสุด แต่มี MHC IIx ต ่าท่ีสุด   ในขณะท่ี LD มีความเป็น fast muscle มากท่ีสุด เพราะมีปริมาณ MHC 
I ต ่าท่ีสุด แต่ MHC IIx สูงท่ีสุด   ส่วน SS มีคุณสมบติัของเส้นใยกลา้มเน้ืออยูร่ะหวา่ง IF และ LD  ผล
การทดลองคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบั  Kirchofer et al (2002) รายงานวา่ในกลา้มเน้ือโค  IF จดัอยูใ่นกลุ่ม red 
muscle เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นตข์อง ß red fiber สูงท่ีสุดโดยมีเกิน 40 %  LD จดัอยูใ่นกลุ่ม white muscle 
เน่ืองจากมีเปอร์เซ็นตข์อง α white fiber สูงท่ีสุดเกิน 40 %   ส่วน SS จดัวา่เป็น intermediate muscle 
เน่ืองจากมีปริมาณทั้ง ß red fiber และ α white fiber นอ้ยกวา่ 40 %    Therkildsen et al (2002) พบวา่
กลา้มเน้ือ longissimus lumborum  ของโคโฮสไตน์ฟรีเช่ียนมีปริมาณ type I  type IIa และ type IIb เป็น 
17 % 23 % และ 54 %  ตามล าดบั ในขณะท่ี supraspinatus มีปริมาณ type I มากท่ีสุด คือ 55 % ส่วน 
type IIa และ type IIb เป็น 15 % และ 14 % ตามล าดบั สอคคลอ้งกบั Hwang et al (2010) ท่ีทดลองในโค
พื้นเมืองเพศผูต้อนของเกาหลี พบวา่จากผลของ  histochemistry กลา้มเน้ือสันนอกมีลกัษณะเป็น fast 
fiber โดยปริมาณ type IIb สูงท่ีสุด รองลงมาคือ type IIa ส่วน type I ต ่าท่ีสุด Oury et al (2010) รายงาน
ผลของ electrophoresis ของกลา้มเน้ือ Longissimus thoracis ของโคพนัธ์ุชาร์โลเลส์มีปริมาณ MHC I 
20.7 % MHC IIa 25.5 % และ MHC IIx 53.8 %  ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของ histochemistry ท่ีพบวา่มี slow 
oxidative fiber 28.0 % fast oxidative glycolytic 19.6 % และ fast glycolytic 52.4 % และผลของ 
immuno-histochemistry ท่ีพบวา่ มี type I 27.6 %  type IIa 23.9 % และ type IIx 42.4 % 
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MHC IIb จดัวา่เป็น fastest twitch muscle ซ่ึงโดยทัว่ไปมีรายงานการตรวจพบในสัตวเ์ล็ก เช่น 
หนู (Weydert et al., 1983)  มีสมมติฐานวา่อาจจะไม่พบ MHC IIb ในกลา้มเน้ือของสัตวข์นาดใหญ่ 
เน่ืองจากมีการเคล่ือนไหวท่ีชา้  (Hämäläinen and Pette, 1995) แต่ต่อมาก็มีรายงานการตรวจพบ MHC 
IIb ในคน (Weiss et al., 1999) และ ในสุกร (Lefaucher et al., 1998)    การทดลองในโคพื้นเมืองไทย
คร้ังน้ีไม่พบ MHC IIb ในกลา้มเน้ือทั้ง 3 ชนิด ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Chikuni et al (2004) ท่ีรายงานวา่ใน
กลา้มเน้ือของโคโฮสไตน์ฟรีเช่ียน พบยนีของ MHC I MHC IIa และ MHC IIx แต่ไม่พบ MHC IIb 
Toniolo et al (2005) รายงานวา่พบวา่มีการแสดงออกของ MHC IIb ทั้งในระดบัยนีและโปรตีน  เพียงใน
กลา้มเน้ือ extraocular ของโค Bos taurus เท่านั้น  แต่อยา่งไรก็ตามมีรายงานการตรวจพบ MHC IIb ใน
กลา้มเน้ือ Semitendinosus และพบปริมาณ เพียงเล็กนอ้ยในกลา้มเน้ือ Longissimus thoracis โดยพบ
เฉพาะในโคบางตวัจากโคพนัธ์ุ Blonde d’Aquitaine จ านวน 11 ตวั (Picard and Malek, 2009)   

 

Calpain system 
 ความนุ่มของเน้ือท่ีเพิ่มข้ึนภายสัตวต์ายในระหวา่งการบ่มเน้ือไวท่ี้อุณหภูมิประมาณ 1 -3 องศา
เซลเซียส เกิดจากการท างานของเอน็ไซมท่ี์อยูภ่ายในเน้ือนัน่เอง Koohmarie and Geesink, (2006) 
รายงานวา่เอน็ไซม ์ calpains มีบทบาทส าคญัยิง่ต่อการยอ่ยสลายโปรตีนท่ีเป็นโครงสร้างของกลา้มเน้ือ 
โดยพบวา่ calpain 1 มีอิทธิพลต่อความนุ่มของเน้ือมากกวา่ calpain 2 (Koohmarie et al., 1987; Boehm 
et al., 1998; Ilian et al., 2001). การท างานของ calpains หลงัจากท าการยอ่ยสลายโปรตีนแลว้เอน็ไซมน้ี์
จะสลายตวั (autolysis) ดงัพบการลดลงของ calpain 1 activity อยา่งรวดเร็วหลงัสัตวต์าย ในขณะ 
calpain 2 activity มีการเปล่ียนแปลงค่อนขา้งชา้ ซ่ึงการลดลงของ calpain 1 activity นั้นเกิดจากการ
สลายหลงัการยอ่ยสลายโปรตีน จึงท าให ้ activity ลดลง (Koohmarie et al., 1987; Boehm et al., 1998; 
Ilian et al., 2001; Veiseth et al., 2001; Camou et al., 2007) การทดลองท่ียนืยนัความส าคญัของ 
calpain1 ต่อความนุ่มของเน้ือ คือการศึกษาในหนูท่ีถูกยบัย ั้งการท างานของ calpain 1 (calpain 1 
knockout) จะเกิดการยอ่ยสลายโปรตีนหลงัสัตวต์ายเพียงเล็กนอ้ยเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (Geesink et 
al., 2006)  ส าหรับ calpain inhibitor หรือ calpastatin จากการศึกษาในโค พบวา่ calpastatin activity ท่ี
ลดลงท่ี 24 ชัว่โมงหลงัสัตวต์ายสัมพนัธ์กบัความนุ่มของเน้ือท่ีเพิ่มข้ึน และ calpastatin มีอิทธิพลต่อ
ความนุ่มของเน้ือท่ีเพิ่มข้ึนประมาณ 40 %  (Shackelford et al., 1991; Koohmarie et al.,1992; 
Koohmarie et al., 1995). 

ผลการศึกษาคร้ังน้ี ไม่พบอิทธิพลของทั้งกลุ่มโค ชนิดกลา้มเน้ือ รวมทั้งอิทธิพลร่วมของทั้ง
สองปัจจยั ต่อการท างานของ calpain 1 และ calpain 2 เม่ือวดัท่ีเวลาไม่เกิน  1 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย ผล
การวดัปริมาณของ calapstatin ดว้ยวธีิ iElisa พบวา่กลุ่มโคกาญจนบุรีมีปริมาณ calpastatin ต ่ากวา่โค
อุบลราชธานี แต่ไม่พบอิทธิพลของชนิดกลา้มเน้ือ และอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือ
ต่อระดบัของ calpastatin   ผลการทดลองคร้ังน้ีแตกต่างจาก Therkildsen et al (2002) ท่ีศึกษาในโคโฮส
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ไตน์ฟรีเช่ียนพบวา่กลา้มเน้ือ longissimus lumborum  มี activity ของ calpain 1 และ calpain 2 รวมทั้ง 
calpastatin ต ่ากวา่ supraspinatus อยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ   ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Ouali and Talmant 
(1990)  ท่ีรายงานวา่กลา้มเน้ือ fast muscles ท่ีมีการยดืหดตวัเร็ว glycolytic สูงในขณะท่ีมี  oxidative ต ่า 
จะมี activity ของ calpain 2 และ calpastatin  ต ่ากวา่ slow muscles    
 

คุณภาพของเนือ้ 
 คุณภาพของเน้ือ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ความนุ่มของเน้ือเป็นปัจจยัส าคญัท่ีส่งผลโดยตรงต่อคุณภาพ
เน้ือ อนัจะน าไปสู่การยอมรับของผูบ้ริโภค  Koohmarie et al (2002) รายงานวา่ปัจจยัส าคญัท่ีมีอิทธิพล
ต่อความนุ่มของเน้ือคือ ความยาวของซาร์โคเมียร์ ปริมาณเน้ือเยือ่เก่ียวพนั และการยอ่ยสลายของโปรตีน 
แต่ Riley et al (2005) รายงานวา่ส าหรับโคพนัธ์ุบราห์มนัแลว้พบวา่ปริมาณของเน้ือเยือ่เก่ียวพนัมี
อิทธิพลต่อความนุ่มของเน้ือมากท่ีสุด   

จากผลของ electrophoresis ซ่ึงแสดงใหเ้ห็นวา่ LD มีลกัษณะเป็น fast muscle มากท่ีสุด  SS 
เป็น intermediate muscle ในขณะท่ี IF จดัวา่เป็น slow muscle  ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โคพื้นเมืองไทย
ทั้ง 2 กลุ่มมีปริมาณคอลลาเจนไม่ต่างกนั  ในขณะท่ีพบวา่กลา้มเน้ือ intermediate muscle SS และ slow 
muscle IF มีปริมาณ คอลลาเจนท่ีละลายได ้คอลลาเจนท่ีไม่ละลาย และคอลลาเจนทั้งหมด สูงกวา่ fast 
muscle LD ในขณะท่ี Jurie et al (2005; 2006) รายงานวา่คอลลาเจนทั้งหมด และ คอลลาเจนท่ีไม่ละลาย 
มีปริมาณสูงในกลา้มเน้ือโคท่ีมี fast glycolytic fiber สูงคือ semitendinosus แต่มีปริมาณต ่าในกลา้มเน้ือ
ท่ีมีปริมาณ slow oxidative สูงคือ longissimus thoracis  

ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่โคพื้นเมืองกลุ่มกาญจนบุรีมีปริมาณไกลโคเจน ต ่า กวา่กลุ่ม
อุบลราชธานี แต่ไม่พบวา่ชนิดของกลา้มเน้ือ และอิทธิพลร่วมระหวา่งกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือมีผลต่อ   
ปริมาณไกลโคเจน      โดยทัว่ไปแลว้  fast type IIb muscles จะมีไกลโคเจนสูงกวา่ slow type I muscles 
(Karlsson  et al.,1999 ; Schiaffino and Reggiani, 1996)  แต่ในการทดลองคร้ังน้ีพบวา่โคกาญจนบุรีมี
เส้นใยกลา้มเน้ือท่ีเป็น fast type มากกวา่โคอุบลราชธานีโดยจากผลของ  electrophoresis พบวา่โค
กาญจนบุรีมีปริมาณ MHC IIx สูงกวา่โคอุบลราชธานีอยา่งมีนยัส าคญัยิง่ทางสถิติ แต่กลบัพบวา่ท่ีเวลา
ไม่เกิน 1 ชัว่โมงหลงัสัตวต์ายปริมาณไกลโคเจนของโคกาญจนบุรีต ่ากวา่   ซ่ึงอาจอธิบายตาม Pethick et 
al (2004) และ Bowker et al (2000) ท่ีรายงานวา่ fast muscle fibers มีอตัราการสลายของไกลโคเจนเร็ว
กวา่ slow muscle fiber เน่ืองจากมี ATPase activity ท่ีสูงกวา่ท าใหร้ะดบัของ ATP ลดลงเร็วกวา่ซ่ึงจะ
เป็นการไปเร่งปฏิกิริยาไกลโคไลซีสท าใหก้ารเกิดการสลายตวัของไกลโคเจนเร็วกวา่จึงอาจเป็นผลให้
ปริมาณของไกลโคเจนเหลืออยูน่อ้ยกวา่ slow muscle fibers  
 ค่า pH ของโคพื้นเมืองกลุ่มกาญจนบุรีไม่แตกต่างจากกลุ่มอุบลราชธานี ถึงแมว้า่จะพบวา่โค
พื้นเมืองกลุ่มกาญจนบุรีมีปริมาณไกลโคเจน ต ่ากวา่กลุ่มอุบลราชธานี ท่ีเวลาไม่เกิน 1 ชัว่โมงหลงัสัตว์
ตาย    ชนิดของกลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อค่า pH ของเน้ือ โดยพบวา่ LD มีค่า pH48 ต  ่ากวา่ IF และ SS โดยค่า 
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pH ของ LD ท่ีต ่ากวา่กลา้มเน้ืออ่ืนนั้น อาจเน่ืองมาจากปริมาณไกลโคเจนท่ีสูงกวา่   นอกจากน้ียงัพบวา่
กลา้มเน้ือ LD ของโคกลุ่มอุบลราชธานีมีค่า pH ต ่าท่ีสุด รองจากกลา้มเน้ือ LD ของโคกลุ่มกาญจนบุรี สี
ของเน้ือโคกาญจนบุรีมีค่า L* สูงกวา่ ในขณะท่ีมีค่า a* ต ่ากวา่โคอุบลราชธานี กลา้มเน้ือ LD และ SS มี
ค่า L* สูงกวา่ IF  ส่วนกลา้มเน้ือ  IF และ SS มีค่า a* และ b* สูงกวา่ LD Hwang et al (2010) 
ท าการศึกษาในโคพื้นเมืองเกาหลี พบวา่กลา้มเน้ือ semimembranosus (SM) มี type IIb fiber มากท่ีสุด 
รองลงมาคือ longissimus dorsi (LD) ส่วน psoas major (PM) มีนอ้ยท่ีสุด และในทางตรงกนัขา้มพบวา่ 
PM มี type I fiber มากกวา่ LD ส่วน SM มีนอ้ยท่ีสุด แต่กลบัรายงานวา่ ค่า pH ท่ี 24 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย
ของ PM และ SM  ไม่แตกต่างกนัแต่มีค่าต ่ากวา่ ของ LD ในขณะท่ี LD มีค่า L* สูงกวา่ PM และ SM 
ตามล าดบั 
 ค่าการสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง และค่าแรงตดัผา่นเน้ือ ของโคกาญจนบุรีต ่ากวา่โค
อุบลราชธานี กลา้มเน้ือ LD มีแนวโนม้ท่ีจะมีค่าการสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง สูงกวา่กลา้มเน้ือชนิดอ่ืน
LD มีค่าแรงตดัผา่นเน้ือสูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ IF ตามล าดบั Hwang et al (2010) รายงานวา่ PM 
ซ่ึงมีลกัษณะของ slow muscle มีค่าแรงตดัผา่นเน้ือต ่าท่ีสุด รองลงมาคือ LD และ SM ตามล าดบั แต่ไม่
พบความแตกต่างของการสูญเสียน ้าระหวา่งการเก็บรักษา  

โปรตีน Troponin-T มีขนาดโมเลกุลตามการวเิคราะห์ดว้ยเทคนิค  SDS gel electrophoresis 
เท่ากบั 37 kDa (Greaser and Gergely, 1973) การยอ่ยสลายของ Troponin-T ในเน้ือท่ีผา่นการบ่มไวท่ี้ 1- 
4 องศาเซลเซียสไดช้ิ้นส่วนของ polypeptide ขนาดประมาณ 30 kDa ออกมา โดย Ho et al (1994) ใช้
เทคนิค Western blot ในการพิสูจน์วา่เป็นช้ินส่วนท่ีมาจาก troponin-T   โดย Huff-Lonergan et al (1996) 
รายงานวา่การยอ่ยสลายของ troponin – T นั้นเป็นผลมาจากการท างานของเอน็ไซม ์ calpains  Huff--
Lonergan et al (1995) และ Kuber et al (2004) พบวา่กลา้มเน้ือท่ีมีความนุ่มจะมีแถบ 30 kDa  ท่ีเขม้กวา่
เน้ือท่ีเหนียว    ผลการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบอิทธิพลของกลุ่มโค ชนิดกลา้มเน้ือ รวมทั้งอิทธิพลร่วมระหวา่ง
กลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือต่อการยอ่ยสลายของ troponin T ท่ีเวลาหลงัสัตวต์าย 48 ชัว่โมง  Muroya et al 
(2006) รายงานวา่ กลา้มเน้ือ  Longissimus thoracis ( LT) ซ่ึงจดัวา่เป็น faster – type muscle มีการยอ่ย
สลายของ troponin T มากกวา่ Diaphram และ Masseter ซ่ึงเป็น slow – type muscle  ซ่ึงผูว้จิยักลุ่มน้ี
อธิบายวา่อาจเป็นเพราะวา่ LT มี protease enzyme activity เช่น calpain 1 และ calpain 2 ท่ีสูงกวา่ slow 
muscle นัน่เอง   อยา่งไรก็ตามการท่ีไม่พบอิทธิพลของชนิดกลา้มเน้ือต่อการยอ่ยสลาย troponin T ใน
การทดลองคร้ังน้ี อาจเน่ืองมาจากการวดัท่ีระยะเวลาเพียง 48 ชัว่โมงหลงัสัตวต์าย หรืออีกประการหน่ึง
อาจเน่ืองมาจากโค Bos indicus ซ่ึงมีรายงานวา่ มีการยอ่ยสลายของ troponin T ค่อนขา้งต ่า ดงัผลการ
ทดลองของฉนัทวฒัน์ (2552) ท่ีพบวา่ โคก าแพงแสนซ่ึงเป็นโคลูกผสมชาร์โลเลส์ 50 % มีการสลายตวั
ของ troponin T มากกวา่โคพื้นเมืองไทย 
 โคกลุ่มกาญจนบุรีมีความช้ืนสูงกวา่แต่มีเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนของเน้ือต ่ากวา่โคอุบลราชธานี  
ในขณะท่ีเปอร์เซ็นตไ์ขมนัและเถา้ไม่ต่างกนัทางสถิติ กลา้มเน้ือ  IF และ SS มีความช้ืนสูงกวา่ LD 
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เปอร์เซ็นตโ์ปรตีนของ  LD สูงท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ IF ตามล าดบั LD มีเปอร์เซ็นตไ์ขมนัต ่ากวา่  
ในขณะท่ีเปอร์เซ็นตเ์ถา้สูงกวา่ IF และ SS แต่จากการศึกษาของ  Hwang et al (2010) พบวา่ LD มี
เปอร์เซ็นตไ์ขมนัสูงท่ีสุด รองลงมาคือ PM และ SM ตามล าดบั   
 ผลศึกษาขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือและความยาวซาร์โคเมียร์โคพื้นเมืองไทยจากจงัหวดั อุบลราชธานี 
ซ่ึงเป็นโคท่ีเล้ียงในนาขา้วอินทรียแ์ละเป็นโคกลุ่มใหม่ท่ีต่างจากกลุ่มโคอุบลท่ีท าการศึกษามาดงัขา้งตน้ 
ขอ้มูลน้ีจึงเป็นเพียงขอ้มูลเบ้ืองตน้ในเร่ืองของขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือและความยาวซาร์โคเมียร์ ของโค
พื้นเมืองไทยเท่านั้น  ผลการศึกษาคร้ังพบวา่ ขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือของ IF และ SS มีขนาดใหญ่กวา่ เส้น
ใยกลา้มเน้ือของ LD ซ่ึงขดัแยง้กบั Kirchofer et al (2002) ท่ีรายงานวา่ ขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือโดยวดัจาก
ความยาวของเส้นผา่นศูนยก์ลางเส้นใยกลา้มเน้ือทั้งชนิด α-white  α –red และ ß-red ของกลา้มเน้ือ LD 
มีความยาวกวา่ ของกลา้มเน้ือ  SS และ IF ตามล าดบั  และ Warritthitham et al (2010) รายงานวา่โค
ลูกผสมบราห์มนัและพื้นเมืองไทยมีพื้นท่ีหนา้ตดัของ fast-twitch fiber มีขนาดใหญ่เป็น 2 เท่าของ slow-
twitch fiber คือ 6,773 และ 3,819 ไมครอน ตามล าดบั   ผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบวา่ความยาวซาร์โคเมียร์
ของ IF ยาวท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ LD ตามล าดบั  ซ่ึงผลการทดลองคร้ังน้ีค่อนขา้งสอดคลอ้งกบั 
Hwang et al (2010) รายงานวา่ PM มีซาร์โคเมียร์ยาวท่ีสุด รองลงมาคือ LD และ SM ตามล าดบั ดงัจะ
เห็นวา่ทั้ง IF และ PM ท่ีจดัวา่อยูใ่นกล ุุุ่ม slow muscle นั้นมีความยาวซาร์โคเมียร์มากกวา่กลา้มเน้ือ 
fast muscle คือ LD และ SM 
 

สหสัมพนัธ์ระหว่างชนิดของ Myosin heavy chain กบัเอน็ไซม์ calpains และ คุณภาพเนือ้ 
 ผลการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่  MHC IIa ซ่ึงจดัอยูใ่นกลุ่ม fast fiber มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัปริมาณ 
calpastatin  สอดคลอ้งกบั  Ouali and Talmant (1990) ท่ีรายงานวา่  slow muscles ของโค สุกร และแกะ 
มี calpastatin activity สูงกวา่ fast muscles สอดคลอ้งกบั O’Halloran et al (1997) ท่ีรายงานวา่ fast 
glycolytic muscles มี calpastatin activity ต ่ากวา่และมีความนุ่มมากกวา่ slow muscles  
  MHC I สหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย และปริมาณคอลลาเจนทั้งหมด 
ในขณะท่ี MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัทั้งคอลลาเจนท่ีละลายได ้ คอลลาเจนท่ีไม่ละลาย และ
คอลลาเจนทั้งหมด  ซ่ึงสอดคลอ้งกบั Jurie et al (2006) ท่ีรายงานวา่  fast glycolytic semitendinosus มี
คอลลาเจนทั้งหมด และ คอลลาเจนท่ีไม่ละลาย สูงกวา่ slow oxidative longissimus thoracis แต่ขดัแยง้
กบั Stolowski et al (2006) ท่ีรายงานวา่ในโคลูกผสมแองกสับราห์มนั กลา้มเน้ือ longissimus dorsi มี
ปริมาณคอลลาเจนสูงกวา่ semitendinosus 
  MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกค่า pH48 ในขณะท่ี MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัค่า pH48 ส่วน
สีเน้ือพบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกค่า a* และ b* ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงบวกระหวา่ง MHC 
IIx กบั ค่า L แต่พบสหสัมพนัธ์เชิงลบระหวา่ง MHC IIx กบัค่า a* และค่า b* ซ่ึง ตรงขา้มกบั Hwang et 
al (2010) ท่ีรายงานสหสัมพนัธ์เชิงบวกระหวา่ง type I fiber กบัค่า L* และสหสัมพนัธ์เชิงลบระหวา่ง 
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type IIa fiber และ type IIb fiber กบัค่า L*  ยกเวน้ในเร่ืองของ pH ท่ีระบุวา่ ultimate pH มีสหสัมพนัธ์
เชิงลบกบั fast IIa fiber 
 ในเร่ืองของความนุ่มของเน้ือ  พบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ  ในขณะ
ท่ี MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ  นอกจากน้ียงัพบวา่ MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงลบ
กบัเปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุง แต่ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่งชนิดของ MHC กบัปริมาณ
ไกลโคเจน Hwang et al (2010) ไดร้ายงานวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบั type I fiber แต่มี
สหสัมพนัธ์เชิงบวกกบั type IIb fiber 
 MHC I มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน และเปอร์เซ็นตเ์ถา้  ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์
เชิงบวก กบัเปอร์เซ็นตไ์ขมนั และความช้ืน ส่วน MHC IIx มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน 
และเปอร์เซ็นตเ์ถา้ ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงลบ กบัเปอร์เซ็นตไ์ขมนั Hwang et al (2010) รายงานวา่ 
type I fiber มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณไขมนั แต่เป็นเชิงลบกบัความช้ืน ในขณะท่ี type IIa fiber 
และ type IIb fiber มีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัปริมาณไขมนั แต่เป็นเชิงบวกกบัความช้ืน   
 

สหสัมพนัธ์ระหว่างค่าแรงตัดผ่านเนือ้กบัปัจจัยทีม่ีผลต่อคุณภาพเนือ้อืน่ๆ 
 การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ถา้คอลลาเจนท่ีละลายไดมี้ปริมาณสูงความนุ่มของเน้ือจะเพิ่มข้ึน โดยพบ

สหสัมพนัธ์เชิงลบของค่าแรงตดัผา่นเน้ือกบัคอลลาเจนท่ีละลายได้ แต่ไม่พบความสัมพนัธ์ระหวา่ง ค่าแรง
ตดัผา่นเน้ือปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย และปริมาณคอลลาเจนทั้งหมด ในขณะท่ี Riley et al (2005) 
รายงานวา่ในโคพนัธ์ุบราห์มนัปริมาณคอลลาเจนมีอิทธิพลต่อค่าแรงตดัผา่นเน้ือมากกวา่ปัจจยัอ่ืนๆ  โดย
พบสหสัมพนัธ์เชิงบวกระหวา่งค่าแรงตดัผา่นเน้ือกบัคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย และคอลลาเจนทั้งหมด มีค่า 
r = 0.66 และ 0.66 ตามล าดบั แต่ส าหรับโค Bos taurus พบวา่ปริมาณคอลลาเจนไม่ใช่ปัจจยัส าคญัท่ีมี
อิทธิพลต่อความนุ่มของเน้ือ ดงัรายงานของ  Christensen et al (2011) ท่ีไม่พบสหสัมพนัธ์ระหวา่ง
คอลลาเจนและค่าแรงตดัผา่นเน้ือท่ีปรุงสุกแลว้ในโคยโุรป  15 พนัธ์ุ รวมทั้งจากรายงานของ Rhee et al 
(2004) ท่ีระบุวา่สัมประสิทธ์ิของสหสัมพนัธ์ระหวา่งค่าแรงตดัผา่นเน้ือและปริมาณคอลลาเจน  
เปอร์เซ็นตก์ารสูญเสียน ้าระหวา่งการปรุงไม่มีนยัส าคญัทางสถิติในการศึกษาในกลา้มเน้ือ Infraspinatus 
Longissimus และ Supraspinatus ของโคลูกผสมชาร์โลเลส์เพศผูต้อน  

ผลการทดลองคร้ังน้ีพบวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบั  ค่า pH48 ค่า a* ส าหรับ
ความสัมพนัธ์ระหวา่ง pH และ ค่าแรงตดัผา่นเน้ือนั้น Beltrán et al (1997) อธิบายวา่เน้ือท่ีมีค่า pH สูง  โดย
มี pH > 5.8 จะมีค่าแรงตดัผา่นเน้ือต ่าเน่ืองจาก calpain 2 ท างานไดดี้ในสภาวะท่ี pH สูงเช่นน้ี จึงท าให้
เกิดการยอ่ยสลายของโปรตีนไมโอไฟบริลลาไดดี้กวา่นัน่เอง   
 ผลการ ทดลองคร้ังน้ีพบวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบั เปอร์เซ็นตไ์ขมนั และ
เปอร์เซ็นตค์วามช้ืน แต่พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัเปอร์เซ็นตโ์ปรตีน และ
เปอร์เซ็นตเ์ถา้ ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงลบกบั เปอร์เซ็นตไ์ขมนัในเน้ือของการศึกษาคร้ังน้ี 
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สอดคลอ้งกบัทั้งผลการศึกษาในโค Bos indicus (Riley et al., 2005) และ Bos taurus (Christensen et al., 
2011) นอกจากน้ีผลการศึกษาคร้ังน้ียงัพบวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือมีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัค่าการสูญเสียน ้า
ระหวา่งการปรุงดว้ย 
 ผลการศึกษาในโคพื้นเมืองไทยคร้ังน้ี  โดยรวมแลว้พบวา่กลา้มเน้ือ  LD มีเส้นใยกลา้มเน้ือส่วน
ใหญ่เป็น fast fiber ซ่ึงพบวา่มีการสะสมไขมนัไวใ้นเน้ือนอ้ย  ถึงแมไ้ม่พบความแตกต่างของปริมาณไกล
โคเจนก็ตาม แต่ก็พบวา่กลา้มเน้ือสันนอกมี pH48 ต ่ากวา่และเน้ือมีสีอ่อนกวา่ นอกจากน้ียงัพบวา่มีปริมาณ
คอลลาเจนต ่ากวา่ดว้ย  ในขณะท่ีมีค่าแรงตดัผา่นเน้ือสูงกวา่กลา้มเน้ือ  IF ซ่ึงมีเส้นใยกลา้มเน้ือส่วนใหญ่
เป็น slow fiber ค่าแรงตดัผา่นเน้ือของ LD ท่ีสูงกวา่น้ีอาจเน่ืองมาจากอิทธิพลของปริมาณไขมนัในเน้ือท่ีมี
อิทธิพลอยา่งมากต่อค่าแรงตดัผา่นเน้ือดงัพบวา่ LD มีปริมาณไขมนัต ่ากวา่ IF ประมาณคร่ึงหน่ึง และพบ
สหสัมพนัธ์เชิงลบระหวา่งค่าแรงตดัผา่นเน้ือกบัปริมาณไขมนัในเน้ือ (r = -0.353) นอกจากน้ียงัพบวา่ LD 
มีปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลาย (P = 0.002) และปริมาณคอลลาเจนทั้งหมด (P = 0.002) ต ่าท่ีสุด ในขณะ
ท่ีปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายไดมี้แนวโนม้ท่ีจะต ่ากวา่กลา้มเน้ืออ่ืนดว้ย (P = 0.052)  ดงันั้นการท่ี LD มี
ค่าแรงตดัผา่นเน้ือสูงกวา่กลา้มเน้ือชนิดอ่ืนอาจเน่ืองจากปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายไดต้ ่ากวา่นัน่เอง   ซ่ึง
ปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายไดน้ั้นถือวา่มีอิทธิพลต่อค่าแรงตดัผา่นเน้ืออยา่งมาก ดงัท่ีพบวา่มีสหสัมพนัธ์
เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติกบัค่าแรงตดัผา่นเน้ือ (r = -0.338)  
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สรุปผลการทดลอง 
 

1. ผลการศึกษาชนิดของเส้นใยกลา้มเน้ือของโคพื้นเมืองโดยอาศยัวธีิการ  electrophoresis ใน
การแยกชนิดของ Myosin  heavy  chain  สามารถแยกไดเ้ป็น  3  ชนิด คือ MHC I  MHC IIa  และ MHC 
IIx  โดยกลา้มเน้ือของกลุ่มกาญจนบุรีมีปริมาณของ MHC IIx ซ่ึงมีลกัษณะท่ีเป็น  fast  fiber มากกวา่โค
กลุ่มอุบลราชธานี  และเม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกลา้มเน้ือ 3  ชนิด ปรากฏวา่กลา้มเน้ือ LD  มีลกัษณะ
ของ  fast fiber  มากท่ีสุด เน่ืองจากมีปริมาณของ  MHC IIx  มากท่ีสุดในขณะท่ี  MHCI  นอ้ยท่ีสุด  
กลา้มเน้ือ  SS   มีลกัษณะของ  intermediate  fiber  ส่วน  IF  มีลกัษณะเป็น  slow  fiber 

2. ไม่พบความแตกต่างของ activity ของทั้ง calpain 1 และ calpain 2 ในการเปรียบเทียบ
ระหวา่งกลุ่มโคและชนิดกลา้มเน้ือ รวมทั้งอิทธิพลร่วม แต่พบวา่โคกลุ่มกาญจนบุรีมีปริมาณของ
Calpastatin ต ่ากวา่โคกลุ่มอุบลราชธานี 

3. คุณภาพเน้ือ  พบวา่ชนิดของกลา้มเน้ือมีอิทธิพลต่อปริมาณคอลลาเจน โดยพบวา่  LD  มี
ปริมาณคอลลาเจนท่ีไม่ละลายและคอลลาเจนทั้งหมดต ่ากวา่  IF  และ SS  ไม่พบอิทธิพล ต่อปริมาณไกล
โคเจนแต่พบวา่ค่า  pH 48  และอุณหภูมิ  48  ชัว่โมงภายหลงัสัตวต์าย ของ LD ต ่าท่ีสุด ส่วนค่าสี  IF  มีสี
เขม้ท่ีสุดโดยมีค่า L* ต ่าท่ีสุดแต่มีค่า a*  และ b* สูง  ค่าแรงตดัผา่นเน้ือของ IF ต ่าท่ีสุด ในขณะท่ี LD สูง
ท่ีสุด เปอร์เซ็นตค์วามช้ืนและไขมนัของ  LD  ต ่ากวา่  ในขณะท่ีเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนและเถา้สูงกวา่
กลา้มเน้ืออ่ืน 

4. โคพื้นเมืองทั้ง 2 กลุ่มมีปริมาณคอลลาเจนไม่ต่างกนั แต่พบวา่โคกลุ่มกาญจนบุรี ปริมาณไกล
โคเจนต ่ากวา่กลุ่มโคอุบลราชธานี ส่วนสีเน้ือนั้นพบวา่โคกาญจนบุรีมีค่า L* สูงกวา่ในขณะท่ีมีค่า a* ต ่า
กวา่โคอุบลราชธานี  โคกาญจนบุรีมีค่าแรงตดัผา่นเน้ือต ่ากวา่โคอุบลราชธานี  ส่วนประกอบทางโภชนะ
พบวา่โคกาญจนบุรีมีเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนสูงกวา่ในขณะท่ีมีเปอร์เซ็นตค์วามช้ืนต ่ากวา่โคอุบลราชธานี 

5. ความสัมพนัธ์โดยรวมของชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือต่อคุณภาพของเน้ือ พบวา่มีสหสัมพนัธ์เชิง
ลบระหวา่ง fast MHC IIa กบัปริมาณ calpastatin ระหวา่ง fast MHC IIx กบัปริมาณคอลลาเจนค่า a* 
และ b* และเปอร์เซ็นตไ์ขมนั แต่พบวา่มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกระหวา่ง fast MHC IIx กบัค่า L* ค่าแรงตดั
ผา่นเน้ือ เปอร์เซ็นตโ์ปรตีนและเถา้ในเน้ือ 

6. ขนาดเส้นใยกลา้มเน้ือของ IF และ SS มีขนาดใหญ่กวา่ LD ส่วนความยาวซาร์โคเมียร์ ของ IF 
ยาวท่ีสุด รองลงมาคือ SS และ LD ตามล าดบั 

7. slow MHC I  มีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายไดแ้ละคอลลาเจนทั้งหมด 
pH48 และ  a*  b* เปอร์เซ็นตไ์ขมนัและความช้ืน ในขณะท่ีพบสหสัมพนัธ์เ ชิงลบ ค่าแรงตดัผา่นเน้ือการ
สูญเสียน ้าระหวา่งปรุงสุก เปอร์เซ็นตโ์ปรตีนและเถา้ในเน้ือ 
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8. ผลการทดลองคร้ังน้ี พบวา่ค่าแรงตดัผา่นเน้ือสหสัมพนัธ์เชิงลบกบัปริมาณคอลลาเจนท่ี
ละลายได ้pH48 ค่า a* เปอร์เซ็นตไ์ขมนัและความช้ืน ในขณะท่ีมีสหสัมพนัธ์เชิงบวกกบัเปอร์เซ็นตก์าร
สูญเสียน ้าระหวา่งปรุงสุกรวมทั้งเปอร์เซ็นตโ์ปรตีนและเถา้ในเน้ือ 

โดยสรุปแลว้ กลา้มเน้ือ IF มีลกัษณะเป็น slow type I จะมีปริมาณไขมนัและคอลลาเจนสูงกวา่
กลา้มเน้ือ LD ท่ีมีลกัษณะเป็น fast type IIx ในการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ปริมาณไขมนัมีอิทธิพลต่อความนุ่ม
ของเน้ือมากกวา่ปริมาณคอลลาเจน ดงัท่ีพบวา่กลา้มเน้ือ IF มีความนุ่มมากกวา่กลา้มเน้ือ LD ดงันั้นผล
การทดลองคร้ังน้ีจึงเป็นประโยชน์ในการน าไปปรับปรุงคุณภาพเน้ือโคพื้นเมืองโดยเฉพาะในเร่ืองของ
ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มเน้ือของกลา้มเน้ือต่างชนิดกนั โดยกลา้มเน้ือ IF ใชเ้วลาในการบ่มเน้ือ
นอ้ยกวา่กลา้มเน้ือ LD เพื่อเพิ่มความนุ่มของเน้ือ 

 
 

ข้อเสนอแนะ 
 

1. เน่ืองจากปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายไดมี้อิทธิพลต่อความนุ่มของเน้ือ ดงัผลการทดลองคร้ังน้ี
ท่ีพบสหสัมพนัธ์เชิงลบอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งปริมาณคอลลาเจนท่ีละลายไดก้บัค่าแรงตดัผา่น
เน้ือ  จึงควรท่ีจะตอ้งมีการศึกษา เพิ่มเติมถึงอิทธิพลของระยะเวลาในการบ่มเน้ือต่อปริมาณคอลลาเจนท่ี
ละลายได ้ เพื่อหาระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการบ่มเน้ือเพื่อน าไปใชใ้นการเพิ่มมูลค่าของเน้ือโคไทยต่อไป
ในอนาคต   

2. เน่ืองจากแหล่งท่ีมาของโคพื้นเมืองมีผลอิทธิพลต่อชนิดเส้นใยกลา้มเน้ือ จึงท าใหมี้คุณภาพ
เน้ือต่างกนั  จึงควรท่ีจะมีการศึกษาเพิ่มเติมในเร่ืองของพนัธุกรรมของโคทั้ง 2 กลุ่ม เพื่อใชเ้ป็นขอ้มูลใน

การน าไปปรับปรุงพนัธ์ุโคพื้นเมืองไทยเพื่อใหไ้ดเ้น้ือท่ีมีคุณภาพดีต่อไปในอนาคต  
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 ภาพผนวกที ่1 Myosin Heavy chain isoform แยกดว้ย Electrophoresis 
โดยภาพน้ีมาจากโคตวัท่ี 1 - 7 จากกลุ่มโคกาญจนบุรี (K) และ อุบลราชธานี (U) และ  
กลา้มเน้ือ 3 ชนิด Longissimus dorsi (LD) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus (SS) 
โดยใชต้วัอยา่งกลา้มเน้ือ Masseter (MA)  Diaphram (DI) Trapezius (TZ) และ 
Cutaneous truci (CT) เป็นมาตรฐานในการบอกชนิดของ MHC   โดยใชต้วัอยา่งท่ีมี
ความเขม้ขน้ของโปรตีน 4 ไมโครกรัมต่อเลน 
 
 

MA          DI                 U5LD        K5LD          U5IF   K5IF         U5SS         K5SS             CT             TZ 

MHCIIx
MHCIIa
MHCI

TZ               CT            K2SS          U2SS          K2IF U2IF         K2LD         U2LD          DI             MA
MHCIIx
MHCIIa
MHCI

TZ               CT            K1SS          U1SS          K1IF U1IF         K1LD         U1LD          DI             MA

MHCIIx
MHCIIa
MHCI

MHCIIx
MHCIIa
MHCI

TZ               CT            K3SS          U3SS          K3IF U3IF         K3LD         U3LD          DI             MA

MA          DI                 U7LD        K7LD          U7IF   K7IF         U7SS         K7SS             CT             TZ 

MHCIIx
MHCIIa
MHCI

MA                DI               U6LD        K6LD          U6IF         K6IF         U6SS         K6SS             CT         TZ 

MHCIIx
MHCIIa
MHCI

TZ               CT            K4SS          U4SS          K4IF U4IF         K4LD         U4LD          DI             MA

MHCIIx
MHCIIa
MHCI
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       ภาพผนวกที ่2 Immunoreactivity ของ Troponin-T  

โดยภาพน้ีมาจากโคตวัท่ี 1 -4 จากกลุ่มโคกาญจนบุรี (K) และ อุบลราชธานี (U) และ
กลา้มเน้ือ 3 ชนิด คือ Longissimus dorsi (LD) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus 
(SS) โดยใชต้วัอยา่งท่ีมีความเขม้ขน้ของโปรตีน 100 ไมโครกรัมต่อเลน M คือ
โปรตีนมาตรฐาน Precision Plus Protein Standard (Biorad)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

U1LD     K1LD     U1IF       K1IF        U1SS     K1SS          M    

U2LD       K2LD       U2IF        K2IF        U2SS     K2SS     M    

U3LD     K3LD       U3IF       K3IF        U3SS        K3SS     M    

U4LD      K4LD     U4IF         K4IF       U4SS     K4SS        M    

50 kDa

37 kDa
28-30 kDa
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ภาพผนวกที ่3 Zymogram ของ calpain activity   
   Zymogram ของโคตวัท่ี 1-7 จากกลุ่มโคกาญจนบุรี (K) และ อุบลราชธานี (U) และกลา้มเน้ือ   
   3 ชนิด คือ  Longissimus dorsi (LD) Infraspinatus (IF) และ Supraspinatus (SS) โดยใช ้
   ตวัอยา่งกลา้มเน้ือมาตรฐาน ใส่ลงเจล 4 ต าแหน่ง (STD 1- 4) เพื่อใชใ้นการเปรียบเทียบความ 
   แตกต่างระหวา่งเจล  โดยแต่ละตวัอยา่งสกดัจากเน้ือโคท่ีน ้าหนกัเท่ากนัคือ  0.2 กรัม 

 

 

 

 

 

 

STD1  K1LD  U1LD STD2  K1SS  U1SS  STD3 K1IF   U1IF   STD4 STD1  K2LD  U2LD STD2   K2SS   U2SS    STD3 K2IF     U2IF   STD4

STD1  K3LD  U3LD STD2  K3SS  U3SS  STD3 K4IF   U4IF   STD4 STD1  K4LD   U4LD STD2   K4SS   U4SS    STD3 K4IF   U4IF    STD4

STD1   K5LD  U5LD STD2  K5SS  U5SS  STD3 K5IF   U5IF   STD4 STD1  K6LD  U6LD STD2   K6SS   U6SS  STD3 K6IF    U6IF   STD4

STD1  K7LD  U7LD STD2  K7SS  U7SS  STD3 K7IF   U7IF   STD4

calpain 1

calpain 2


	1
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