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ในปจจุบันเทคนิคการผสมเทียมไดเปนที่ยอมรับและใชกันอยางกวางขวางในวงการปศุส ัตวของไทย โดยแตเดิมจะมี 
เพียงภาคราชการ และรัฐวิสาหกิจเทานั้นที่ดําเนินการผลิตน้ําเช้ือ และน้ําเช้ือแชแข็งเพื่อการผสมเทียม ภายใตมาตรฐานการ 
ควบคุมคุณภาพ และการควบคุมโรคติดตอในปศุส ัตว 

ในปจจุบันเมือการเลี้ยงปศุส ัตวชยายตัวอยางกว างขวาง ตนทุนคาอาหารสัตว ที่สูงขึ้น ประกอบกับความสนใจของ 
เกษตรกรที่ตองการไดลูกที่เกิดจากพอพันธุดี ทําใหเกษตรกรเลิกเลี้ยงพอพันธุไว ในฟารม แตหันมาใชบริการผสมเทียมจาก 
น้ําเชื้อและน้ําเชื้อแชแข็งของพอพันธุปศุสัตวมากขึ้น ธุรกิจผลิตน้ําเชื้อและน้ําเช้ือแชแข็งโดยภาคเอกชนจึงเกิดขึ้น และกระจาย 
อยูทุกภูมิภาคของไทย  จ ึงเปนหนาที่ของกรมปศุส ัตวโดย สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ซึ่งมีหน าที่โดยตรง และมี 
ความชํานาญในดานการควบคุมคุณภาพ และความปลอดภัยในการผลิตน้ําเช้ือปศุสัตว  ที่จะตองควบคุม ดูแลศูนยผลิตน้ําเช้ือ 
สําหรับผสมพันธุสัตวที่ดําเนินการโดยเอกชน ใหไดมาตรฐาน ทั้งดานคุณภาพ และความปลอดภัยจากโรคติดตอตางๆ 

ในป พ.ศ. 2550 กรมปศุส ัตวจ ึงไดตั้งคณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว โดย 
มีนายสัตวแพทยกลุมว ิจัยและผลิตน้ําเชื้อ สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุส ัตว เปนประธานกรรมการตรวจรับรองมาตรฐาน 
ศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว ทําหนาที่ ตรวจสอบ กํากับดูแล และใหคําแนะนําศูนยผลิตน้ําเช้ือสําหรับผสมพันธุสัตว  
เอกชน ตลอดจนรับรองใหเปนศูนยมาตรฐาน เพื่อใหม่ันใจว าเกษตรกรผ ูเลี้ยงสัตว  จะไดรับความเปนธรรมเม่ือใชบริการผสม 
เทียมโดยน้ําเชื้อที่ผลิตโดยภาคเอกชน และเปนการปองกันปศ ุส ัตวของประเทศใหปลอดจากโรคอีกทางหนึ่ง ในขณะที่ศูนยผลิต 
น้ําเชื้อภาคเอกชนจะไดรับคําแนะนํา และความชวยเหลือทางดานวิชาการเพื่อใหสามารถพัฒนาการผลิตใหไดมาตรฐานสากล 
อันจะเปนแนวทางในการเปดตลาดสิคาปศุส ัตวประเภทพันธุสัตวในรูปน้ําเชื้อแขแข็งสูภูมิภาคเอเซียตะวันออกเฉ ียงใตตอไป 

วารสารฉบับนี้จึงไดน ําเสนอขอมูลเกี่ยวกับ “ระเบียบกรมปศุส ัตวและประกาศกรมปศุส ัตวที่เกี่ยวกับการควบคุม 
คุณภาพน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว” เพื่อเปนขอมูลใหผูสนใจไดศึกษาในรายละเอ ียด นอกเหนือจากเอกสารทางวิชาการอื่นๆ 
ทางดานเทคโนโลยีชีวภาพที่น าสนใจ และหว ังวาผ ูสนใจติดตามขอมูลในวารสารฯ จะไดประโยชนในการศึกษาคนคว า และใช 
ใหเกิดประโยชน ไดในการพัฒนาวงการปศุส ัตวไทยอยางตอเนื่อง 
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ข อแนะนําสําหรับผูเข ียน 
ขอแนะนําสําหรับผูเขียน 

วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว เปนวารสารทางวิชาการของสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการ 
ผลิตปศุสัตว กรมปศุสัตว กําหนดออกปละ 1 ฉบับ คือ เดือนกรกฏาคม วารสารนําลงบทความ ผลงาน 
ค นควาวิจัยดานการผลิตปศุสัตว ทั้งดานการพัฒนาและปรับปรุงพันธุ  การจัดการอาหาร สุขภาพ และระบบ 
สืบพันธุ ตลอดจนการขยายพันธุ และการใชเทคโนโลยีชีวภาพท่ีก าวหนาในการปรับปรุงและเพิ่มประสิทธิภาพ 
การผลิตปศุสัตว ดานตางๆที่กลาวมาขางตน คณะผูจัดทําวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ยินดีรับเริ่อ 
งจากทุกทานที่สงมาเพ่ือเผยแพร และเพ่ือความสะดวกในการพิจารณา ขอเสนอแนะดังนี้ 
1. เร่ืองที่จะนําลง 

1.1 งานทดลอง วิจัย ทางวิชาการ (Technical/ Research papers) หรือวิทยานิพนธ เปนการเสนอ 
ผลการวิจัยที่ผูเขียนได ทําขึ้นเอง 

1.2 บทความ (Articles) และยอเอกสาร (Literature reviewed) ทางวิชาการ ที่รวบรวมข อมูล ความ 
คิดเห็นและประสบการณของผูเขียน 

1.3 เรื่องอ่ืนๆ ที่คณะผูจัดทําพจิารณาเห็นสมควร 
2. ตนฉบับ 

2.1 ตนฉบับที่สงมาพิมพในวารสารเทคโนโลยีชวีภาพการผลิตปศุสัตว  ไมควรเปนเรื่องที่เคยพิมพ หรือ 
กําลังอยูระหวางการพิจารณาเพื่อลงพิมพวารสารอ่ืน 

2.2 ตนฉบับเปนภาษาไทยหรือภาษาอังกฤษพิมพบนกระดาษ เอ 4 จํานวนไมเกิน 12 หนา โดยจัดพิมพ 
ดวยMicrosoft Word for Windows หรือใชชนิดและขนาดตัวอักษรตามทีก่ําหนด  2.3 ไมมีการสงคืน 
ตนฉบับ 
3. การลําดบัเร่ืองในตนฉบบั 

เพ่ือใหขบวนการการพิจารณาผลงานวิชาการและการดําเนนิการจดัพิมพวารสารเปนไปอยางเรียบรอย 
รวดเร็ว และถูกตอง จึงจําเปนตองใหผูเขียนผลงานวิชาการปฏิบัติตามขอกําหนดอยางเครงครัด ดังนี้ 

3.1 ใหสงตนฉบับผลงานวิชาการจํานวน 1 ชุด และยังไมตองสงแผนบันทึกข อมูล (Diskette) 
3.2 ตนฉบับผลงานวิชาการที่สงมา ใหตรวจความถูกตองของตัวสะกด รูปแบบการจดัพิมพผลงาน 

วิชาการใหถูกตองตามทีก่ําหนด 
3.3 สงแผนบันทึกข อมูลมาให เมื่อผลงานวิชาการนัน้ได ผานการพจิารณาจากคณะกรรมการวจิัยสํานกั 

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  แลวเทานั้น โดยเลขาคณะกรรมการวิจัยฯ จะแจงกลับไปยังเจาของผลงาน
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วิชาการพรอมสงตนฉบับเพื่อใหแก ไขตามท่ีคณะกรรมการวิจัยสํานกัเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ให 
ข อเสนอแนะ 

บันทึกผลงานวิชาการที่แก ไข ถูกตองแลวตามขอแนะนําของ คณะกรรมการวิจัยสํานกัเทคโนโลยี 
ชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ลงใน Diskette ขนาด 3.5 นิว้ หรอื CD-ROM ใชโปรแกรมMicrosoft Word for 
Windows โดยมีรายละเอียดบนสตกิเกอรตดิหนา Diskette หรือ CD-ROM ดังนี้ 

ชื่อผลงานวิชาการ..................................................... 
ชื่อเจาของผลงาน...................................................... 
ชื่อไฟล..................................................................... 
ที่อยู เบอรโทรศัพท/E-Mail................................................... 

หรือสงตรงทาง Internet มายัง jureeratn@gmail.com 
3.4 ตนฉบับผลงานวิชาการที่สงใหคณะกรรมการวิจ ัย สทป. พิจารณา จะเปนบทความที่จัดรูปแบบได 

ถูกตองตามที่กําหนดเทานั้น หากผลงานวิชาการที่สงมาใหไมถูกตองตามขอก ําหนด จะจัดสงคนืใหเจาของ 
ผลงานวิชาการกลับไปแกไขใหถูกตอง 

3.5 ตนฉบับที่จดัสงมาตองชัดเจน ทั้งเนื้อหาและรูปภาพประกอบผลงานวิชาการ โดยสงมาที่ 

สง 
บรรณาธิการวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศสัุตว  

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว 
ถ.ติวานนท ต.บางกะดี อ.เมือง 

จ. ปทุมธานี  12000 

3.6 หรือติดตอสอบถามไดที่ 
นางจุรีรัตน แสนโภชน 
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ถ.ตวิานนท ต.บางกะดี อ.เมือง 

จ. ปทุมธานี  12000 
โทรศัพท 02-967-9791 หรือ 02-967-9792 
โทรสาร. 02-5011386 
ดูข อมูลรายละเอียดเกี่ยวก ับขอแนะนําสําหรับผูเขียนผลงานที่ได 
http://www.dld.go.th/biotech

mailto:jureeratn@gmail.com
http://www.dld.go.th/biotech
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4. การลําดบัเร่ือง 
4.1 ชื่อเร่ือง (Title) ควรตองชื่อใหส้ันและส่ือความหมายใหดี และพิมพโดยใชขนาดตัวอักษร 18 และ 

ตัวหนา 
4.2 ชื่อผูเขียนและผูรวมงาน (Author and co - workers) เขียนชื่อนามสกุลเต็มท้ังภาษาไทยและ 

ภาษาอังกฤษ วางกึ่งกลางใตชื่อเรื่อง พรอมทั้งสถานที่ทํางานที่ติดตอไดสะดวกพิมพไวใตชื่อคณะผูวจิัย โดยใช 
ขนาดตวัอักษร 16 และตัวปกติ 

4.3 บทคดัยอ (Abstract) เขียนสั้นๆไดเนื้อความคลุมวตัถุประสงค ว ิธีการ และผลการทดลอง ความ 
ยาวไมควรเกิน 3% ของตัวเรื่อง บทค ัดยอตองมีท้ังภาษาไทยและภาษาอังกฤษ แยกหนาตางหากจากกัน 

4.4 คําสําคัญ (Key words) เปนค ําหรือข อความส้ันๆ ที่มีความหมายแสดงถึงความเปนไปของการ 
ทดลองนั้นๆ รวมกนัแลวไมเก ิน 5 ค ํา หากไมสามารถแปลเปนภาษาไทยไดใหใชภาษาอังกฤษแทน โดยการ 
พิมพอยูใตบทคดัยอ (ขึน้บรรทดัใหม) 

4.5 เนือ้หา (Text) สําหรับงานวิจัยประกอบดวย 
4.5.1 บทนํา (Introduction) อธิบายถึงปญหาและวัตถุประสงคและควรมกีารตรวจเอกสาร 

(literature review) 
4.5.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and Methods) อธิบายเครื่องมือ อุปกรณ ทีใ่ชในการ 

ทดลอง วิธีการที่ใช ถาคดิค นขึ้นควรอธิบายอยางละเอียด แตถาเปนที่ทราบกันโดยทั่วไปใหเขียนในลักษณะ 
อางอิงถึง ถาเปนเครื่องหมายตราหรือชื่อการค า ควรทําเปน foot note ไวที่ดานลางของหนานัน้ 

4.5.3 ผล (Results) รายงานผลการทดลองเปนค ําบรรยาย ใหละเอียดและเขาใจงาย โดย 
แบงเปนหลายๆ ยอหนา และจัดข อความที่มีเนื้อหาเดียวกันไวดวยก ัน หากเปนไปไดควรเสนอในรูปของตาราง 
หรือรูปภาพ หรือกราฟพรอมทั้งบรรยายประกอบ ท้ังนี้ตาราง รูป หรือกราฟ ไมควรแสดงผลที่เหมือนก ัน 

- ตาราง (Tables) ควรพิมพใหชัดเจนเหมาะกับหนา ตองมีความหมายในตวัเอง และมี 
คําอธิบายตารางอยูเหนือตารางนั้นๆ 

- รูปภาพ (Figures) ควรเปนภาพขาว – ดํา ภาพสีหากจําเปนผูเขียนตองเสียค าใชจาย 
เองอธิบายรายละเอียดไว ใตรูปนัน้ๆ 

4.5.4 วิจารณ (Discussion) เปนการวิจารณผลการทดลอง โดยมีจุดมุงหมาย เพื่อใหผูอ่ืนเห็น 
คลอยถึงหลักการที่แสดงออกมาจากผลการทดลอง หรือเพ่ือสนับสนุน หรือคัดค านทฤษฏีที่มีผูเสนอมาก อน 
หรือเพ่ือเปรียบเทียบกับผลการทดลองและการตคีวามหมายของผูอ่ืน ผูเขียนควรพยายามเนนถึงปญหาหรือข อ 
โตแยงในสาระสําคัญของเรื่องที่กําลังกลาวถึง ตลอดจนข อเสนอแนะเพื่อการวิจัยในอนาคตและลูทางที่จะนําผล 
ไปใชเปนประโยชน 

4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความที่สําคัญและคณุค าของงานเพื่อใหผูอานเขาใจงายขึ้น
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4.5.6 กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement) ควรมีในกรณีที่ไดรับความชวยเหลือ หรือ 
ความรวมมือที่สนับสนุนงานค นควาว ิจยันั้นๆ 

4.5.7 เอกสารอ างอิง (References) 
ก. กรณีที่อ างอิงในเนือ้เร่ือง ควรอางอิงดังนี้คือ 

1. กรณีที่อางจากการตรวจเอกสาร โดยผูอ่ืนๆ ใหใชค ําวาอางถึงโดย (cited by) 
2. กรณ ีผูรายงานเอกสารเปนคนไทย เมื่อเปนประธานของประโยค ใช “วิบูรณ  

และจุรีรัตน  (2549), เลิศชัย และคณะ(2549) กลาววา.......”  หรือเม่ือรายงานอยูกลาง หรือทายประโยค ใช (วิ 
บูรณ, 2549) หรือมีเอกสารอางอิงในเรื่องเดียวกนัมากกวา 1 ฉบับ  ใหใช (ถาวรและคณะ, 2547; นริศ และสิน 
สมุทร, 2543  .....) 

3. กรณ ีผูรายงานเอกสารเปนชาวตางประเทศ เม่ือเปนประธานของประโยค ใช 
“Rudbeck and Dissing  (1998),  Kashi et al. (1990) กลาววา......... “  หรือเม่ือผูรายงานอยูระหวางกลางหรือ 
ทายประโยค ใช (Rudbeck and Dissing, 1998;  Kashi et al.,1990 .............) 

4. กรณีอางถึงบุคคลหรือเรื่องที่ไมเคยลงพิมพมาก อน (personal 
communication) ใหอางเฉพาะในเนื้อเรื่องเทานั้น ไมตองนําไปลงในรายชื่อเอกสารอางอิง เชน ....similar 
results (Walker,J.M., unpublished data), .......for other protocols (Walker,J.M., personal 
communication) 

ข. การเขยีนเอกสารอ างอิงท ายเร่ือง ควรขึ้นตนเอกสารอางอิงภาษาไทยก อน เขียนเรยีง 
ตามลําดับพยัญชนะของผูเขียน ถาเปนภาษาอังกฤษใชชื่อสกุลตามดวยชื่อยอของผูแตง แลวตามดวยป ช่ือเรื่อง 
ชื่อหนังสือ หรือชื่อยอวารสาร ปที่ ฉบับที่ และหนาท่ีอางอิง ดังตัวอยาง 

วิบูรณ  ตุลารกัษา และ จรุีรัตน แสนโภชน. 2549. การสกดั ดีเอ็นเอ กเซลลรากขนในโคนมไทยโฮลสไตน. 
การประชุมวิชาการสัตวศาสตร ครั้งที่ 2 “ก าวทันสมัยกับปศุสัตว ไทย” วันที่ 24 มกราคม 2549. 
โรงแรมโซฟเทล ขอนแกน. หนา 452-463. 

เลิศชัย จินตพิทักษ สกุล รพีพรรณ เอ้ือเวชนิชกุล และกัลยา เกงว ิกยกรรม. 2549. การประเมินวิธีสกดัแยกดี 
เอ็นเอจากเลือด น้ําเช้ือ และเซลลรากขนของพอพันธุโค. สัตวแพทยสาร. 56 (3 ):68-79. 

Jason, R. H. and Callings, D.F. 1971. Transplacental infection of  piglets with a porcine 
parvovirus. Res. Vet. Sci. 12: 570-572. 

กรณีอ างองิจากตํารา  ใหระบุชื่อผูเข ียน ปทีต่ีพิมพ ช่ือเรื่อง ชื่อตํารา (พิมพคร ั้งที่เทาใด 
และบรรณาธิการหากม)ี สํานักพิมพ เมืองที่พิมพ หนาแรกและหนาสุดทายที่อางถึง ดังตัวอยาง 

Allison, P.D.2005. Survival analysis using SAS: A practical guide 8 th edition. SAS institute Inc., 
Cary, NC, USA. 292 pp.
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Van Oirschot, J. T. 1986. Hog Cholera. In : Disease of Swine, 6 th ed. Leman, A. D. ed. 
Lowa state university Press. lowa. p. 293-297. 

กรณีอ างองิจากเวบไซด  (Online references) ดังตัวอยาง 
Weeden, N.F. 1993.  Comparison of DNA extraction protocols. [Online] 

http://home.twony.rr.com/protocol.htm  Access 29/10/2005. 

จันทรา แปนตุม จุฑาพร ศรวีิพัฒน  วรวิทย แสงสิงแก ว และพึ่งพิศ ดุลยพัชร . 2541 . อาหารจากข าวโพด. 
ค ูมือการสงเสริมการเกษตรที่ 43. แหลงที่มา: http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.  27 
มีนาคม 2541. 

5. การพิมพผลงานทางวชิาการ 
ตัวพิมพ ใหพิมพดดี หรือใชเครื่องพิมพ (Printer) หมึกพิมพตองเปนสีดํา คมชัด สะดวกแก การอาน 

และใชตัวพิมพแบบเดียวกนัทั้งฉบับ กรณใีชเครื่องคอมพิวเตอรพิมพเนื้อความใหใชตวัอักษร Angsana UPC 
16 ตัวปกติ  เทานั้น  ยกเวนหัวข อใหญ เชน ชื่อเรื่อง บทคัดยอ บทนํา อุปกรณ และวิธกีาร ผล วิจารณ สรุป 
กิตตกิรรมประกาศ และเอกสารอางอิง พิมพโดยใชตัวอกัษรแบบหนา (Bold) ขนาด 18 สวนหัวข อยอย เชน ชื่อ 
ผูวิจัยและคณะ คําสําค ัญ ตาราง รูปภาพ เปนตน พิมพโดยใชตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 16 

กระดาษทีใ่ชพิมพ  ใหใชกระดาษขาวไมมีบรรทัด ขนาดมาตรฐาน A4 (210 X297 มม.) ใชเพียงหนา 
เดียว 

การเวนที่วางขอบกระดาษ 
- ตั้งกัน้หนาบนและซายไวที่ 2.5 เซนติเมตร 
- ดานขวาและดานลางไวที่ 2.0 เซนติเมตร 
การเวนระยะในการพิมพ 
- การเวนระยะระหวางบรรทดัและการยอหนา ควรจัดตามความสวยงาม 
- กรณีคําสุดทายไมจบบรรทัดนั้นๆ ใหยกคํานั้นทั้งคําไปพิมพในบรรทดัต อไป ไมควรตดัสวยทาย 
ของ   คําไปพิมพในบรรทดัใหม เชน กระบือปลัก ไมใหแยกเปน กระบือ-ปลัก เปนตน 
- หลังเครื่องหมาย . และ , หรือ; เคาะ 1 เคาะ 
- ระหวางคําสุดทาย ก ับเครื่องหมาย . และ , ไมเวนชองวาง 
- ไมตองเวนชองวาง ระหวางวงเล็บ และค ําขางในวงเล็บ เชน (รพีพรรณ และคณะ) 
การลําดบัหนา 
- ลําดับหนาโดยใชหมายเลข 1,2,3......ที่กึ่งกลางหนากระดาษ 
ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ

http://home.twony.rr.com/protocol.htm
http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.%20%2027%20%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%A1
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- ตารางประกอบดวย เลขที่ของตาราง (table number) ชื่อของตาราง (table title) หัวตาราง (table 
heading) และที่มาของตาราง (ถามี) โดยใหทําเปนภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยท้ังตาราง พิมพอยูใน 
หนาเดียวกันทั้งหมด 
- กรณีตารางมีความยาวมาก ไมสามารถส้ินสุดในหนาเดียวได ใหพิมพสวนที่เหลือในหนาถัดไปโดย 
พิมพเลขที่ตารางและตามดวยค ําวา (ต อ) 
- กรณีร ูปภาพ แผนที่ แผนภ ูมิ กราฟ ควรเปนภาพขาวดํา และใชแนวทางข างตน 

การพิมพชื่อวิทยาศาสตรของสิ่งมชีีวิต ใหใชตามประมวลนามศาสตรสากล (International code of 
nomenclature) คือ ขีดเสนใต หรือ พิมพดวยตัวเอน ชื่อวทิยาศาสตรเปนไปตามการตั้งชื่อระบบทวนิาม 
(Binomial nomenclature) คือประกอบดวยคํา 2 ค ํา คําแรกเปนชื่อ Genus ขึ้นต นดวยอักษรตวัใหญ คําหลัง 
เปน specific epithet พิมพเวนวรรคหางจากคําแรก และขึน้ต นดวยอักษรตวัเล็ก ดังตวัอยาง 

จุลชีพ เชน Escherichia coli หรือพิมพตัวเอน Escherichia coli 
พืช เชน Oryza sativa หรือพิมพตัวเอน Oryza sativa 
สัตว  เชน Bos taurus หรือ พิมพดวยตัวเอน Bos taurus
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สารบัญ  หนา 

ระเบียบกรมปศุสัตว และประกาศกรมปศุสัตว ที่เกี่ยวกบัการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  
รพีพรรณ เอื้อเวชนิชกุล และ  ส ุเทพ ยิ้มละมุล 

12 

เปรียบเทียบผลของน้าํยาเจือจาง  Egg Yolk Tris   Optidyl  
และ Bioexcel  

ตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคนม 
ดวยเครื่อง flow cytometer และ CASA 

ส ุดา   จันทาส ี  จตุพร  พงษเพ็ง  มุขดา รัตนภาสกร ธวัชชัย แกวมาก  ปยวรรณ สุธรรมาภินันท 

21 

ความสัมพันธระหว างอัตราการตกลูกและลักษณะการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิของน้ําเชื้อแชแขง็โค 
กิตติศ ักดิ์  แสงสกุล  นายส ุพล  จันทโคตร เลิศชัย  จินตพิทักษสกุล สราว ุธ  ฉายประสาท  มุขดา รัตนภาสกร 

29 

ผลของระยะเวลาบมน้ําเช้ือที่ 4 องศาเซลเซียสตออัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิโคหลังแชแข็ง 
นายสราว ุธ ฉายประสาท  ส ุดา จนัทาส ี นายอภิชาติ ชาติเช้ือ  นายพิชิตดวง เจิมปลั่ง 

38 

การเหนี่ยวนําการเปนสัดแมโคนมโดยใชฮอรโมนแบบสอดชองคลอดเพื่อลดจํานวนว ันทองว างในโค 
หลังคลอด 

ณรงคกร เกษมสุข และ  อมรรัตน สุวรรณรงค 

45 

ผลของการเติมกลีเซอรอล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 28 องศาเซลเซียส ตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโค 
จตุพร  พงษเพ็ง  มุขดา  รัตนภาสกร  ส ุดา จันทาส ี     กิตติศ ักดิ์ แสงสกุล  จําเน ียร สายขุน 

52 

คุณภาพของน้ําเชื้อแชแข็งแพะจากการผลิตโดยว ิธีปนและไมปนแยกเซมินอลพลาสมา 
อนนท  เทืองสันเทียะ  จตุพร  พงษเพ็ง  บรรล ือ   กล่าํพูล  และ มาลี   อภเิมธีธํารง 

60 

เปรียบเทียบความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอที่สกดัจากเลือดโคในการตรวจแยกเพศดวยวิธี PCR โดยใช 
TSPY Gene 

ว ิบูรณ  ตุลารักษา และ สายใจ ช่ืนสุข 

67 

DNA Extraction from Cattle Frozen Semen 
Saijai Cheunsuk and  Wiboon Tularaksa 

75 

การประเมินการใช ไมโครแซทเทลไลตจํานวน 13 ตัวเพื่อการตรวจพิสูจน พอ แม และ ลูกในโคนม 
ไทยโฮสไตน 

นายเลิศชัย   จินตพิทักษสกุล และ  รพีพรรณ   เอื้อเวชนิชกุล 
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ระเบียบกรมปศุสัตวและประกาศกรมปศุสัตวท ี่เกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพ 
น้ําเชื้อสําหรับผสมพนัธุสัตว 

รพีพรรณ เอ้ือเวชนิชกุล*  สุเทพ ยิ้มละมุล** 
*สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว   **กองนิตกิาร 

ความสําคัญและความเปนมา 
เดิมการผลิตน้ํา เชื้อแชแข็งดําเนินการโดยหนวยงานราชการ คือ กองผสมเทียมหรือสํานัก 

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปสุสัตวในปจจุบัน ซ่ึงมีหนาที่รับผิดชอบการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคและใหบริการ 
ผสมเทียมโคของเกษตรกร ในการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งมีการดําเนินการตามหลักวิชาการ ทั้งดานการควบคุม 
คุณภาพน้ําเชื้อทางชีวภาพซ่ึงชวยใหน้ําเชื้อมีคุณภาพดี มีศักยภาพในการผสมติดสูง และการควบคุมคุณภาพ 
น้ําเช้ือทางสุขอนามัย มีการควบค ุมปองกันการแพรโรคติดตอท่ีผานทางน้ําเช้ือผสมเทียม ดูแลโคพอพันธุที่ใชใน 
การผลิตน้ําเชื้อแชแข็งใหอยูในรั้วรอบขอบชิด ณ ศูนยผลิตน้ําเชื้อผสมเทียม จังหวัดปทุมธานี  ตรวจสุขภาพโค 
พอพันธุเปนประจําทุกปและไมนําโคพอพันธุไปใชผสมพันธุตามธรรมชาติอันจะทําใหติดโรคจากแมโคได 

ในชวงป พ.ศ. 2533 ภาคเอกชนไดเขามาทําธุรกิจการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคพอพันธุ มีการนําเข าโคพอ 
พันธุจากตางประเทศ ที่สําคัญคือโคเนื้อพอพันธุอินดูบราซิล และทําการประชาสัมพันธจําหนายน้ําเช้ือแชแข็งโค 
ที่ผลิตใหแก เกษตรกรอยางแพรหลายในราคาสูงเกินความเปนจริง เกษตรกรไมสามารถทราบไดถึงคุณภาพ 
น้ําเช้ือแชแข็งที่อยูภายในหลอดน้ําเชื้อที่ศูนยผลิตน้ําเชื้อเอกชนผลิต รวมถึงการปลอมปนน้ําเชื้อจากโคพอพันธุ 
ตัวอ่ืนซ่ึงไมเปนที่นิยมและน้ําเชื้อแชแข็งมีราคาถูกกวา การตรวจคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งตองใชวิชาการและ 
ความรูเฉพาะทาง ตองมีอุปกรณสําคัญคือกลองจุลทรรศน เกษตกรไมสามารถดําเนินการเองได จึงทําใหเกิด 
ปญหาการผสมไมติด ซ่ึงอาจเนื่องจากน้ําเช้ือแชแข็งมีคุณภาพต่ําหรือมีการปนเปอนเชื้อโรคติดตอที่แพรไดทาง 
น้ําเช้ือที่มีผลตออัตราการผสมติด เนื่องจากศูนยผลิตน้ําเชื้อเหลานี้ขาดความรูและวิชาการเกี่ยวกับคุณภาพน้ําเชื้อ 
แชแข็ง การผลิตน้ําเชื้อแชแข็งจึงไมไดมาตรฐาน กระบวนการผลิตไมถูกตองตามหลักวิชาการ โคพอพันธุที่ใช 
รีดเก็บน้ําเชื้อไมผานการตรวจโรค ใชโคพอพันธุรับจางผสมพันธุตามธรรมชาติกับโคตัวเมียที่นําเข ามาในศูนย 
ผลิตน้ําเชื้อ มีการนําโคพอพันธุไปรับจางผสมพันธุวิธีธรรมชาติตามฟารมตางๆ หรือนําโคพอพันธุออกไป 
ประกวดในงานประกวดสัตว  ตลาดนัดค าสัตว  ก ิจกรรมตางๆ เหลานี้เส่ียงตอการนําโรคกลับเข ามายังศูนยผลิต 
น้ําเช้ือแชแข็งที่โคนั้นๆ อาศัยอยู อาจแพรโรคใหแก โคตัวอ่ืนที่อยูดวยกัน ติดตอผานไปทางน้ําเชื้อแชแข็งและ 
แพรไปยังโคของเกษตรกรที่ซ้ือและใชบริการผสมเทียมของศูนยผลิตน้ําเชื้อเหลานี้ 

ดวยสถานการณที่เส่ียงตอการแพรโรคติดตอผานทางน้ําเชื้อที่อาจทําใหเกิดปญหาการแพรโรคไป 
อยางรวดเร็วและกวางขวางดวยน้ําเชื้อแชแข็งที่ใชผสมเทียม สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  (กองผสม 
เทียม) จึงไดรางหนังสือเสนอตอกรมปศุสัตว แตงตั้งคณะทํางานรางมาตรการการควบคุมการผลิตและจําหนาย
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น้ําเช้ือและตัวออนแชแข็งโค คณะทํางานประกอบดวยสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว สํานักควบคุม 
ปองกันและบําบัดโรคสัตว (กองควบคุมโรคระบาดสัตว) กองนิติการ ภาควิชาสูติศาสตรเธนุเวชวิทยาและ 
วิทยาการสืบพันธุ และภาควิชาสัตวบาล คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย โดยมีกลุมวิจัยและ 
ผลิตน้ําเชื้อเปนผูดําเนินการราง “หลักเกณฑการพิจารณารับรองศูนยรีดเก ็บน้ําเชื้อสัตว พอพันธุ” ในป พ.ศ. 2533 
และนําเสนอตอคณะทํางานซ่ึงเห็นชอบในรางฯ ด ังกลาวและนําเสนอกรมปศุสัตว เพ่ือพิจารณาอนุมัติใช 

กรมปศุสัตวไดเห็นชอบในหลักการแตในการดําเนินงานในขั้นตอไปใหพิจารณาหนังสือจาก 
คณะกรรมการกฤษฏีกาในการใหความเห็นทางกฏหมายวา พระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 2499 จะ 
ครอบคลุมการควบคุมคุณภาพน้ํา เชื้อพอพันธุสัตวหรือไม  ซ่ึงคณะกรรมการกฤษฏีการไดตีความวา 
พระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว  พ.ศ. 2499 ไมอาจครอบคลุมถึงน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตวไดทุกมาตรา กรม 
ปศุสัตว ตองดําเนินการแกไขเพ่ิมเติมบทบัญญัติมาตรานั้นๆ ใหชัดเจนขึ้น ซ่ึงกรมปศุสัตว โดยสํานักควบคุมและ 
ปองกันและบําบัดโรคสัตว ไดด ําเนินการแกไขพระราชบัญญัติฯ ดังกลาว ซ่ึงรวมถึงดําเนินการราง แก ไข ชี้แจง 
ตอรัฐมนตรีกระทรวงเกษตรและสหกรณการเกษตร โดยไดมอบหมายกลุมวิจัยและผลิตน้ําเชื้อไปรวมชี้แจง 
รายละเอียดในเรื่องเกี่ยวกับน้ําเชื้อและตัวออนหรือคัพภะต อคณะกรรมการกฤษฏีกา 

ในระยะเวลาของการแก ไขพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 2499 ตองผานชวงการเปล่ียนแปลง 
รัฐบาลหลายชุด พระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว พ.ศ. 2499  และที่แก ไขเพิ่มเติม พ.ศ. 2542  จึงแลวเสร็จ ซ่ึง 
ครอบคลุมถึงการควบคุมน้ํ า เชื้อสําหรับผสมพันธุสัตวและเอ็มบริโอของสัตว  โดยอาศัยอํานาจแหง 
พระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว  พ.ศ. 2499 และที่แก ไขเพิ่มเติม พ.ศ. 2542 มาตรา 21 ทวิ หามมิใหบุคีลใดขาย 
จําหนาย จาย แจก แลกเปล่ียน หรือมีไวเพื่อขายซ่ึงน้ําเช้ือสําหรับผสมพันธุหรือเอ็มบริโอของมา โค กระบือแพะ 
แกะ สุกร หรือสัตวชนิดอ่ืนตามที่กําหนดในกฏกระทรวง เวนแตจะไดรับอนุญาตจากนายทะเบียน การขอ 
อนุญาติใหเปนไปตามหลักเกณฑ วิธีการ และเง่ือนไขที่อธิบดีกําหนดโดยประกาศในราชกิจจานุเบกษา 

ดังนั้น กรมปศุสัตว จึงไดออกประกาศควบคุมการค าน้ําเช้ือสําหรับผสมพันธุสัตว  คือ โค กระบือ แพะ 
แกะ สุกร โดยใหผูที่ทําการค าหรือจําหนายน้ําเช้ือสําหรับผสมพันธุสัตว ข ึ้นทะเบียนเปนผูค าน้ําเชื้อสําหรับผสม 
พันธุสัตว  ที่สํานักงานปศุสัตว จังหวัด และน้ําเชื้อที่จําหนายตองผลิตจากศูนยผลิตหรือแหลงผลิตที่กรมปศุสัตว 
รับรอง 

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว โดยกลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อไดไดเล็งเห็นภาระหนาที่ในการ 
ควบคุมการผลิตน้ําเชื้อพอพันธุผสมเทียมของศูนยผลิตน้ําเชื้อภาคเอกชนในประเทศ เนื่องจากเปนหนวยงานที่มี 
ความเช่ียวชาญในดานน ้ําเชื้อพอพันธุสัตว  การผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมเทียม และการควบคุมุคณภาพน้ําเชื้อ จึง 
ไดวางแผนการดําเนินงานต อเพ่ือใหเกิดความตอเนื่องจากการที่ไดมีการแก ไขพระราชบัญญัติโรคระบาดสัตว 
พ.ศ. 2499 ใหครอบคลุมน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว แลว   โดยเริ่มจากการปรับปรุงและพัฒนาหองปฏิบัติการ 
ตรวจคุณภาพน้ําเชื้อพอพันธุสัตวเพื่อเพิ่มศักยภาพใหมีความพรอมในการรองรับงานการตรวจและพิสูจน
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คุณภาพน้ําเชื้อของศูนยผลิตน้ําเชื้อเอกชน โดยไดเล็งเห็นวาความพรอม ความแมนยําทางดานวิชาการ การให 
ความรูที่ถูกตองเกี่ยวกับคุณภาพน้ําเชื้อรวมถึงการผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง จะเปนกุญแจสําคัญในการทําความเข าใจ 
กับผูประกอบการ จึงไดจ ัดทําโครงการพัฒนาหอง ปฏิบัติการควบคุมคุณภาพและมาตรฐานน้ําเชื้อพอพันธุปศุ 
สัตวภายใตการสนับสนุนของสภาวิจัยแหงชาติ ในระหวางป พ.ศ. 2543-2545 ซ่ึงจากการประสานงานกับ 
สถาบันสุขภาพสัตวแหงชาติ หองปฏิบัติการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อจึงมีความพรอม สามารถตรวจวิเคราะห 
โรคติดตอท่ีผานทางน้ําเช้ือพอพันธุสัตว ที่ผลิตโดยกรมปศุสัตว และโดยเอกชน 

นอกจากการมีสวนรวมในการดําเนินการในด านกฎหมายเพื่อครอบคลุมการค าน้ําเชื้อและการเตรียม 
ความพรอมในด านหองปฏิบัติการตรวจและควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อแลว กลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อยังดําเนินการใน 
การรางระเบียบเกี่ยวกับมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อ โดยเสนอกรมปศุสัตว แตงตั้งคณะกรรมการพิจารณาทบทวน 
รางหลักเกณฑการพิจารณารับรองศูนยรีดเก ็บน้ําชื้อสัตวพอพันธุที่รางในป พ.ศ. 2533 โดยมีกลุมวิจัยและผลิต 
น้ําเช้ือดําเนินการรางดานว ิชาการเกี่ยวกับคุณภาพน้ําเชื้อและมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อรวมกับกองนิติการเพ่ือให 
เปนไปตามหลักกฏหมาย และเสนอคณะทํางานพิจารณาอนุมัติราง จากนั้นจึงเสนอกรมปศุสัตวอนุมัติโดยมี 
ระเบียบและประกาศในการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อของศูนยผลิตน้ําเชื้อเอกชน ดังนี้ 1) ระเบียบกรมปศุสัตววา 
ดวย การขอรับและออกใบรับองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว พ.ศ. 2548 2) ประกาศกรมปศุ 
สัตว  เรื่อง การนําสัตว เขามาในศูนยผลิตน้ําเชื้อและการกักแยกสัตวไวตรวจสุขภาพ 3) ประกาศกรมปศุสัตว  เรื่อง 
การรีดเก็บ และผลิตน้ําชื้อของศูนยผลิตน้ําชื้อพอพันธุสัตว และ 4)  ประกาศกรมปศุสัตว เรื่อง โรคทาง 
พันธุกรรมที่ตองหามในสัตว ของศูนยผลิตน้ําเชื้อ กลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อไดรางระเบียบกรมปศุสัตว  

ในป พ.ศ. 2550 เพื่อใหครอบคลุมการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อสุกรที่ผลิตโดยศูนยผลิตน้ําเชื้อสุกร 
ภาคเอกชน กลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อจึงรวมกับกองนิติการเสนอ 1) ระเบียบกรมปศุสัตว วาดวย การขอรับและ 
ออกใบรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อ  สําหรับผสมพันธุสัตว (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550  2) ประกาศกรมปศุสัตว 
เรื่อง การนําสัตวเข ามาในศูนยผลิตน้ําเชื้อและการกักแยกสัตวไวตรวจสุขภาพ (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 และ 3) 
ประกาศกรมปศุสัตว  เรื่อง การรีดเก ็บ และผลิตน้ําเชื้อของศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสัตว  (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550 

จากที่มาและความสําคัญด ังไดกลาวแลวขางตนนี้ การควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตวจึง 
เริ่มดําเนินการไดโดยนายสัตวแพทยกลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อเปนประธานกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนย 
ผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  เพื่อควบค ุมปองกันการแพรโรคติดตอผานทางน้ําเชื้อพอพันธุรวมถึงเพื่อดูแล 
เกษตรกรผูเล้ียงสัตว ที่ตองการใหมีหนวยงานราชการทําหนาที่ในการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อที่ผลิตโดยศูนยผลิต 
น้ําเช้ือเอกชน
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วิธีดําเนินการ 
1.  การตั้งคณะทํางาน 

1.1  รางหนังสือถึงผูอํานวยการสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว เพื่อใหมีการจัดตั้ง 
คณะทํางานดําเนินการในเรื่องการผลิตและจําหนายน้ําเชื้อและตัวออน (คัพภะ)  พรอมทั้งแนบคําส่ังแตงตั้ง 
คณะทํางานฯ เสนอกรมปศุสัตว  เพื่อขออนุมัติการตั้งคณะกรรมทการ 

1.2  กรมปศุสัตว อนุมัติคําส่ังแตงตั้งคณะทํางานดําเนินการในเรื่องการผลิตและจําหนายน้ําเชื้อและ 
ตัวออน (คัพภะ) ปศุสัตว  และจัดประชุมคณะทํางานฯ ซ่ึงมอบหมายใหสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว 
กลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อดําเนินการรางระเบียบ 
2.  การรางระเบียบและอนุมัติระเบียบ 

2.1  ศึกษา คนควา หาขอมูล ระเบียบ และกฎหมายท่ีเกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อในประเทศ 
ตางๆ ทั้งในทวีปยุโรป อเมริกา ออสเตรเลีย เอเชีย และระเบียบขององค การโรคระบาดสัตวระหวางประเทศ 
(Office International de Epizooties) เรื่องการค าน้ําเช้ือและโรคที่ตองตรวจ 

2.2  รางระเบียบโดยใชขอมูลจากข อ 3 และวิชาการเกี่ยวก ับพอพันธุ ระบบสืบพันธุพอพันธุ ปจจัยที่ 
มีผลตอการผลิตน้ําเชื้อของพอพันธุ ปจจัยที่มีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อ โรคติดตอที่ผานทางน้ําเชื้อ และการควบคุม 
ศูนยผลิต 

2.3  ปรับรูปแบบใหเปนระเบียบและคําส่ังกรมปศุสัตว  โดยจัดหมวดหมูเปน 1) การขอรับและออก 
ใบรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสัตว  2) การนําสัตวเข ามาในศูนยผลิตน้ําเชื้อแลการกักแยกสัตวไว 
ตรวจสุขภาพ 3) โรคทางพันธุกรรมที่ตองหามในสัตว ของศูนยผลิตน้ําเชื้อ 4) การีดเก็บและผลิตน้ําเชื้อของศูนย 
ผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสัตว  

2.4  จัดประชุมคณะทํางานดําเนินการในเรื่อง การผลิตและจําหนายน้ําเชื้อและตัวออน (คัพภะ) ปศุ 
สัตว  เพ่ือพิจารณารางระเบียบ 

2.5  เสนอรางระเบียบกรมปศุสัตว 1 ฉบับ ประกาศกรมปศุสัตว 3 ฉบับ รวม 4 ฉบับ และคําส้ัง 
แตงตั้งคณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  1 ฉบับ อธิบดีกรมปศุสัตวลง 
นามอนุมัติ 
3.  การนําระเบียบไปปฏิบัติ 

3.1  เสนอผูอํานวยการสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ใหศูนยวิจัยการผสมเทียมและ 
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ภายใตความรับผิดชอบของสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว สํารวจ 
จํานวนผูประกอบการผลิตน้ําเชื้อพอพันธุโคของภาคเอกชนในพื้นที่รับผิดชอบ
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3.2  เสนอผูอํานวยการสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  จัดอบรมผูประกอบการ โดยทํา 
หนังสือเชิญประชุมผูประกอบการ เพื่อชี้แจงระเบียบและคําส่ังกรมปศุสัตว ทั้ง 4 ฉบับ ที่กรมปศุสัตว อนุมัติ 

3.3  ใหผูประกอบการศูนยผลิตน้ําเชื้อเอกชนยื่นหนังสือขอรับการรับรองมาตรฐานศูนยผลิต 
น้ําเช้ือสําหรับผสมพันธุสัตว  

3.4  จัดอบรมการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคสําหรับนายสัตวแพทยผูควบคุมศูนยผลิตน้ําเชื้อ ระหวาง 
วันที่ 7-11 สิงหาคม 2549  ณ ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุผสมเทียมลําพญากลาง ต. หนองรี  อ. ลําสนธิ จ. 
ลพบุร ี

3.5  คณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อ ทําการตรวจรับรองมาตรฐานศูนย 
ผลิตน้ําเชื้อพอพันธุโคที่ยื่นขอรับการรับรอง 

3.6  คณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อไปทําการตรวจต ออายุ ศูนยผลิตน้ําเชื้อ 
ที่กรมปศุสัตว รับรอง เปนประจําทุกป 
4.  การปรับปรุงการดําเนินงาน 

เพื่อใหการควบคุมศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสัตวครอบคลุมศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสุกร จึง 
ปรับปรุงระเบียบและข อปฏิบัติบางประการ เปนระเบียบและประกาศกรมปศุสัตว  (ฉบับที่ 2)  จํานวน 3 ฉบับ ลง 
วันที่ 3 เมษายน 2550 

ผลการดําเนินงาน 
1.  ระเบียบและประกาศกรมปศุสัตว ที่เกี่ยวกับการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  จํานวน  4 ฉบับ 
ลงวันที่ 15 กุมภาพันธ จํานวน 3 ฉบับ ลงวันที่ 3 เมษายน 2550 รวมทั้งส้ิน จํานวน 7 ฉบับ และคําส่ังกรมปศุสัตว  
แตงตั้ งคณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ํ า เชื้ อ สําหรับผสมพัน ธุ สัตว  1 ฉบับ  ( 
www.dld.go.th/biotech) ดังนี้ 

1.1 ระเบียบกรมปศุสัตว  วาดวย การขอรับและออกใบรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสม 
พันธุสัตว  พ.ศ. 2548  ลว. 15 กุมภาพันธ พ.ศ. 2548 

1.2  ประกาศกรมปศุสัตว เรื่อง การนําสัตวเข ามาในศูนยผลิตน้ําเชื้อและการกักแยกสัตวไวตรวจ 
สุขภาพ  ลว. 15 กุมภาพันธ พ.ศ. 2548 

1.3  ประกาศกรมปศุสัตว เรื่อง โรคทางพันธุกรรมที่ตองหามในสัตวของศูนยผลิตน้ําเชื้อ ลว. 15 
กุมภาพันธ พ.ศ. 2548 

1.4  ประกาศกรมปศุสัตว  เรื่อง การรีดเก ็บ และผลิตน้ําเชื้อของศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสัตว ลว. 15 
กุมภาพันธ พ.ศ. 2548

http://www.dld.go.th/biotech
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1.5  ระเบียบกรมปศุสัตว วาดวย การขอรับและออกใบรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับ 
ผสมพันธุสัตว  (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550  ลว. 3 เมษายน 2550 

1.6  ประกาศกรมปศุสัตว เรื่อง การนําสัตวเข ามาในศูนยผลิตน้ําเชื้อและการกักแยกสัตวไวตรวจ 
สุขภาพ (ฉบับที่ 2) พ.ศ. 2550  ลว. 3 เมษายน 2550 

1.7  ประกาศกรมปศุสัตว  เรื่อง การรีดเก ็บ และผลิตน้ําเชื้อของศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสัตว   (ฉบับ 
ที่ 2) พ.ศ. 2550  ลว. 3 เมษายน 2550 

1.8  คําส่ังแตงตั้งคณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว ที่ 
130/2548 ลว. 15 กุมภาพันธ พ.ศ. 2548 

2.  แบบเอกสาร สําหรับการดําเนินงานของศูนย ผล ิตน้ําเชื้อ 
2.1  แบบคําขอใบรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว เพ่ือจําหนาย 
2.2 หนังสือรับรองของสัตวแพทยประจําศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  
2.3 บันทึกการตรวจศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุโค กระบือ 
2.4  สรุปการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  
2.5  รายงานผลการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  
2.6 บันทึกประวัต ิพอพันธุรายตัว 
2.7  การเคล่ือนยายพอพันธุ 
2.8  รายงายการเคล่ือนยายสัตว ของศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว  
2.9  ข อมูลการรีดเก็บน้ําเชื้อรายวัน 
2.10  ตารางแสดงรายชื่อโคและจํานวนโคของศูนยผลิตน้ําเชื้อ 
2.11  บันทึกการจายน ้ําเชื้อรายตัว 
2.12  บันทึกการรับน้ําเช้ือรายตัว 
2.13  ใบสงน้ําเช้ือแชแข็ง 

3.  ผลการสํารวจและเชิญผูประกอบการประชุมชี้แจงระเบียบฯ 
หลังการอนุมัติใชระเบียบและประกาศกรมปศุสัตว  ไดทําการสํารวจผูประกอบการผลิตน้ําเชื้อพอพันธุ 

โคภาคเอกชน มีดังนี้ 
ศูนย วิจัยการผสมเทียมฯ  ผูประกอบการ (ราย) 

ศูนยว ิจัยการผสมเทียมฯ อุบลราชธานี  35 
ศูนยว ิจัยการผสมเทียมฯ ขอนแกน  21 
ศูนยว ิจัยการผสมเทียมฯ สระบุรี  17 
ศูนยว ิจัยการผสมเทียมฯ ราชบุรี  5
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4.  ผลการจัดประชุม  สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว โดยกลุมวิจัยและผลิตน้ําเชื้อ จัดประชุม 
ผูประกอบการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุโคเพื่อจําหนาย โดยมีผูประกอบการเข ารวมประชุมจํานวน 110 คน 
จากฟารมพอพันธุโค 67 ฟารม เพื่อชี้แจงทําความเข าใจในระเบียบและประกาศกรมปศุสัตวที่เกี่ยวกับการผลิต 
น้ําเช้ือพอพันธุในวันที่ 6 พฤษภาคม 2548 ที่สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว จังหวัดปทุมธานี โดยมี 
รองอธิบดีกรมปศุสัตว เปนประธานในพิธีเปดการประชุม  ภายหลังการประชุมมีผูประกอบการยื่นขอการรับรอง 
มาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อ รวมทั้งส้ิน จ ํานวน 23 ราย 
5.  ผลการตรวจรับรองศูนย ผล ิตน้ําเชื้อพอพันธ ุสําหรับผสมพันธ ุสัตว 

คณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อ ไดใชระเบียบและประกาศกรมปศุสัตวที่อนุมัตินี้ 
เปนคูมือในการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อสําหรับผสมพันธุสัตว โดยในป พ.ศ. 2548 มีศูนยผลิต 
น้ําเช้ือพอพันธุโคที่ไดรับการรับรองมาตรฐานจํานวน 8 ราย จากที่ยื่นขอการรับรองจํานวน 23 ราย และในป 
พ.ศ. 2549 – 2550 มีจํานวน 9 ราย ในป พ.ศ. 2551 มีศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุโคที่กรมปศุสัตว รับรองและตออายุ 
รวมทั้งส้ินในประเทศ จํานวน 6 ราย ดังนี้ 

ลําดับ  เลขทะเบียน  ศูนย ผล ิตน้ําเชื้อ  ที่อยู  จังหวัด  วันหมดอายุ 
1  กษ 0601 3 02 03  โชคชัยแดรี่ฟารม  169 หมู 2  ต.หนอง 

น้ําแดง อ.ปากชอง 
นครราชสีมา  19 ธค. 2551 

2  กษ 0601 3 02 04  ฟารมวิจัยโคนมปก 
ธงชัย 

99 หมู 19  ต.ตะขบ 
อ.ปกธงชัย 

นครราชสีมา  19 ธค. 2551 

3  กษ 0601 4 01 05  นาเชือกใตฟารม  20 0  หมู  1  ต .น า 
เชือก อ.ยางตลาด 

กาฬสินธุ  22 ธค. 2551 

4  กษ 0601 2 03 08  เอส เค พัทยาแรนช  19/19 หมู  4  ต.เขา 
ไมแก ว อ.บางละมุง 

ชลบุรี  18 มิย. 2551 

5  กษ 0601 2 03 09  ศู น ย อนุ รั ก ษ  แ ล ะ 
พัฒนาควายไทย 

76/6 หมู 2  ต.หนอง 
ซาก อ.บานบึง 

ชลบุรี  29 มค. 2552 

6  กษ 0601 1 06 07  ทาหลวงเกษตรฟารม  88 หมู 4  ต.มวงค อม 
อ.ชัยบาดาล 

ลพบุรี  10 มค. 2552
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วิจารณและสรุป 

ระเบียบและประกาศกรมปศุสัตว ที่ไดดําเนินการนี้ ใชเปนขอบังคับเพื่อการควบคุมคุณภาพน้ําเชื้อผสม 
เทียมใหมีมาตรฐาน ปองกันการแพรโรคติดตอผานทางน้ํ าเชื้อที่ใชผสมเทียม  และเปนค ูมือสําหรับ 
คณะกรรมการตรวจรับรองมาตรฐานศูนยผลิตน้ําเชื้อ เนื่องจากประกอบดวยวิธีการพิจารณาคุณสมบัติของศูนย 
ผลิตน้ําเชื้อมาตรฐาน การจัดการดานสุขาภิบาลของศูนยผลิตน้ําเชื้อ ขั้นตอนการขอรับใบรับรองมาตรฐานศูนย 
ผลิตน้ําเชื้อ  การนําสัตว เขามาในศูนยผลิตน้ําเชื้อและกักแยกเพื่อตรวจสุขภาพ โรคทางพันธุกรรมที่ตองหาม การ 
ควบคุมและปองกันโรคและวีธีท่ีใหใชในการตรวจโรคติดตอท่ีผานทางน้ําเช้ือ การบันทึกข อมูล การรีดเก็บและ 
ผลิตน้ําเชื้อ รวมถึงมาตรฐานของน้ําเชื้อในสัตวแตละชนิด นอกจากนี้ยังไดจัดทําแบบเอกสารสําหรับการ 
ดําเนินงานของศูนยผลิตน้ําเชื้อ และเพ่ือเปนคูมือในการดําเนินงานด านการบันทึกเอกสาร และเพ่ือประโยชนใน 
ตรวจสอบยอนกลับในกรณ ีมีปญหาการปลอมปนน้ําเช้ือ 

คําส่ังกรมปศุสัตว  ในการแตงตั้งคณะกรรมการตรวจรับรองศูนยผลิตน้ําเชื้อ ที่ไดดําเนินการเปนผลงาน 
ในครั้งนี้ ทําใหเกิดการบูรณาการของหนวยงานในกรมปศุสัตว ที่เกี่ยวข องทั้งในสวนกลางและสวนภูมิภาค 
เนื่องจากคณะกรรมการประกอบดวย นายสัตวแพทยกลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อ  และนายสัตวแพทยจากหนวยงาน 
สวนภูมิภาค ไดแก ผูอํานวยการศูนยว ิจัยการผสมเทียม ผูอํานวยการศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคในเขตที่ศูนยผลิต 
น้ําเช้ือตั้งอยู นายสัตวแพทยสวนรับรองมาตรฐานสินค าปศุสัตวของจังหวัดนั้นๆ  และผูทรงคุณวุฒิดานน้ําเชื้อ 
พอพันธุ 

ผลงานนี้สามารถนําไปใชเปนประโยชนในการปฏิบัติงานไดอยางแทจริง ศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุของ 
ภาคเอกชนหลายรายตองการใหมีหนวยงานราชการเปนผูตรวจรับรอง เนื่องจากทําใหสามารถสงออกน้ําเชื้อแช 
แข็งพอพันธุโคออกไปจําหนายยังตางประเทศได ซ่ึงกรมปศุสัตว ยังไมมีการดําเนินการเรื่องนี้มาก อน เชน โชค 
ชัยแดรี่ฟารม ซ่ึงสามารถสงออกน้ําเชื้อโคไปยังประเทศใกลเคียงได เมื่อมีการตรวจรับรองศูนยผลิตน้ําเชื้อ 
มาตรฐาน ทําใหผูซ้ือมีความม่ันใจ ทําใหการค าน้ําเช้ือระหวางประเทศของประเทศไทยเปนที่เชื่อถือของประเทศ 
เพ่ือบานเปนการยกระดับมาตรฐานใหกับอุตสาหกรรมการเล้ียงปศุสัตวของประเทศไทย และในป พ.ศ. 2551 
องคการสงเสริมกิจการโคนมแหงประเทศไทย ไดยื่นขอการรับรองเปนศูนยผลิตน้ําเชื้อมาตรฐานที่กรมปศุสัตว 
รับรอง ซ่ึงอยูในระหวางการดําเนินการตรวจรับรอง 

การควบค ุมศูนยผลิตน้ําเชื้อพอพันธุสําหรับผสมเทียมของภาคเอกชน ทําใหการปฏิบัติงานของกรมปศุ 
สัตว ขยายกวางครอบคลุมมากข ึ้น ซ่ึงเดิมกรมปศุสัตว ไมไดเขาไปควบคุมดูแลน้ําเช้ือพอพันธุ  เกษตรกรตองเส่ียง 
ในการซ้ือน้ําเช้ือที่ไมไดมาตรฐานจากผูผลิต บางครั้งมีการปลอมปนน้ําเชื้อ เกษตรกรตองการใหมีหนวยงาน 
ราชการดูแลในเรื่องนี้ จากการประชุมของกลุม 20 สหกรณ ครั้งที่ 4/2550 วันที่ 14 พฤษภาคม 2550 ณ หอง 
ประชุมกรมปศุสัตว  ที่ประชุมตองการใหกรมปศุสัตว ดูแลเรื่องน้ําเช้ือผสมเทียมท่ีภาคเอกชนผลิต
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ปจจุบันการควบคุมดูแลผูประกอบการดานนี้ยังไมสามารถทําใหครอบคลุมได ซ่ึงจะตองมีการ 
ดําเนินการในหลายดาน โดยเฉพาะการใหความรูแก เกษตรกรในการเลือกใชน้ําเชื้อพอพันธุในการผสมเทียม 
และการใหความรูแก ผูประกอบการเกี่ยวกับคุณภาพน้ําเชื้อ การควบคุมศูนยผลิตน้ําเชื้อนี้ทําใหผูประกอบการ 
ตองมีการพัฒนาตนเองเพื่อปฏิบัติตามระเบียบของกรมปศุสัตว  ซ่ึงเปนการพัฒนาและยกมาตรฐานอุตสาหกรรม 
การเล้ียงปศุสัตว ของประเทศไทยใหกาวหนาดวยหลักวิชาการและตามมาตรฐานสากลซ่ึงเปนการพัฒนาอยาง 
ยั่งยืนถาวร 

เอกสารอางอิง 
Code of Practice for Australian Livestock Artificial Breeding Centres.  Australian Quarantine and Inspection 

Service.  Australian Government Publishing Service, Canberra.  pp.33. 

Minimum Health  Standards  for  Stock  Standing  at  Licensed  or  Approved  Artificial  Breeding  Centres  in 
Australia.  3 rd Ed. Australian Quarantine and Inspection Service.  Australian Government Publishing 
Service, Canberra.  pp. 35. 

O.I.E., 2006.  Office International des Epizooties. World Organization for Animal Health. Terrestrial Animal 
Health Code 2006. Appendix 3.2.1. Bovine and Small Ruminant Semen. 
http://www.oie.int/eng/normes/Mcode/en_chapitre_3.2.1.htm

http://www.oie.int/eng/normes/Mcode/en_chapitre_3.2.1.htm
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เปรียบเทียบผลของน้ํายาเจือจาง  Egg Yolk Tris   Optidyl  
และ Bioexcel  

ตอคุณภาพ 
น้ําเชื้อแชแข็งโคนมดวยเครื่อง flow cytometer และ CASA 

สุดา   จันทาสี 1  จต ุพร  พงษ เพ็ง 1  มุขดา รัตนภาสกร 2 

ธวัชชัย แกวมาก 3  ปยวรรณ สุธรรมาภนิันท 4 

บทคัดย อ 

การเปรียบเทียบผลของน้ํายาเจือจางน้ําเช้ือโคนม  3  ชนิด  ไดแก  Egg Yolk  Tris     Optidyl  
และ 

Bioexcel  ตอคุณภาพของอะโครโซม    เยื่อหุมตัวอสุจิ  และอัตราการมีชีวติของตัวอสุจภิายหลังการแชแข็งดวย 
เครื่อง flow cytometer และ CASA (computerized automatic semen analyzer) ทําการทดลองโดยรดีเก็บน้ําเชื้อ 
จากโคนมลูกผสมโฮลสไตลฟรีเชียน-พื้นเมือง จํานวน 3 ตัวดวย Artificial vagina สัปดาหละครั้งตอเนื่องก ัน  5 
สัปดาหเพ่ือทําการแชแข ็ง ตรวจคุณภาพตวัอสุจิหลังจากแชแข็งอยางนอย 24 ชั่วโมง โดยละลายน้ําเช้ือที่อุณหภูมิ 
37 °C นาน 30 นาที แลวจึงยอมตัวอสุจิทันทดีวยสี  FITC-PNA (Fluorescein isothyocyanate-conjugated peanut 
agglutinin) เพ่ือตรวจความผิดปกตขิองอะโครโซม และสี  PI (Proidium iodide) เพ่ือตรวจความผิดปกติของเยื่อ 
หุมตัวอสุจิ  จากนั้นนําไปตรวจความผดิปกติด วยเครื่อง  Flow  cytometer  รวมทั้ง  ตรวจอัตราตัวอสุจิที่มีชวีิต 
อัตราการเคล่ือนที่ไปข างหนารวมทั้งลักษณะ การเคล่ือนทีท่าง kinetic ดวยเครื่อง CASA 

ผลการทดลองพบวาน ้ํายาเจือจางน้ําเช้ือ Optidyl  
และEgg Yolk Tris มีผลตอเยื่อหุมตัวอสุจิและอะ 

โครโซมสมบูรณสูงกวา  Bioexcel  
โดยมีเปอรเซ็นตของตัวอสุจิและอะโครโซมสมบูรณ  (52.82±6.38, 

47.03±2.09  และ36.70±1.51  ตามลําดับ)  (P<0.05)  แต  Bioexcel  
มีเปอรเซนต อสุจิที่ตายแตยังมีอะโครโซม 

สมบูรณ สูงกวา Egg Yolk Tris และ  Optidyl  
( 45.02 ±1.42, 28.04±1.14 และ25.88±3.33 ตามลําดับ) (P<0.05) 

สวนอัตราตัวอสุจิที่มีชีวติ   อัตราการเคล่ือนที่ไปขางหนา ไมมีความแตกตางกันระหวางน้ํายาเจือจางน้ําเช้ือทั้ง 3 
ชนิด(P>0.05)  แตการเคล่ือนที่ทาง kinetic (VCL, VSL, VAP, ALH, BCF) พบวา Bioexcel  

สูงกวา Egg Yolk 
Tris และ  Optidyl  

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 

คําสําคัญ: พอโคนม, Egg Yolk Tris,  Optidyl  ,  Bioexcel  ,  flow  cytometer, CASA. 
เลขทะเบียน 51(2)-0208-091 
1 ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุผสมเทียมลําพญากลาง อ.ลําสนธิ  ลพบุรี 
2 กลุมวิจ ัยและผลิตน้ําเชื้อ สาํนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุส ัตว ถ.ติวานนท ต.บางกะดี ปทุมธาน ี 
3 สถาบันวจิัยและพัฒนาวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยมหิดล   ศาลายา    อ.เมือง   จ.นครปฐม 
4 คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร กําแพงแสน จ. นครปฐม
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Effects of Egg Yolk Tris ,  Optidyl  and  Bioexcel  
on frozen dairy bull semen quality 

assessed by  flow cytometer and CASA 
Suda  Chuntasee 1  Jatuporn  Pongpeng 1  Mukda  Rattanapaskorn 2 

Thawatchai Keawmarg 3  Piyawan  Suthunmaponata 4 

Abstract 

Three cattle semen extenders; Egg Yolk Tris and  Optidyl  
with egg yolk based and Bioexcel  

with 
soybean extract based were compared for their effect on quality of frozen dairy bull  semen. Semen from three 
Holstein-Thai  native  crossbred  bulls were  collected  and  frozen  once  a week  for  five  consecutive weeks. 
Frozen  semen  samples were  thawed  at  37˚C  for  30  seconds  then  stained with  FITC-PNA  for  acrosomal 
membrane test and with PI for spermatozoa plasma membrane test. Then all stained samples were processed 
through  a  Flow  Cytometer.  Percentage  of  live,  motility,  forward  progression  and  kinetic  movement  of 
spermatozoa was accessed by CASA. 

The percentage of live sperm with intact acrosomal membrane of frozen-thawed semen extended with 
Egg  Yolk  Tris  and  Optidyl  

were  better  than  Bioexcel  
(52.82±6.38,    47.03±2.09  and    36.70±1.51, 

respectively), (P<.05). The percentage of dead sperm with intact acrosomal membrane and kinetic movement 
( VCL, VSL, VAP,ALH, BCF)    of  Bioexcel  

were higher  than Optidyl  
and  Egg Yolk  Tris  (P<0.05). 

However  percentage  of  dead  sperm  with  damaged  acrosomal  membrane,  live  sperm,  motility,  forward 
progression of the three extenders were not significantly different (P>0.05). 

Keywords:  dairy bull, DFS, Egg Yolk Tris,  Optidyl  ,  Bioexcel  ,  flow  cytometer, CASA. 
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บทนํา 

อาชีพการเล้ียงโคนมมีการเล้ียงก ันอยางแพรหลาย ซ่ึงเกษตรกรนิยมผสมเทียม ซ่ึงเปนประโยชนใน 
การปองกันโรคติดตอท่ีผานทางพอพันธุและสามารถปรับปรุงพันธุดวยโคนมพันธุดีที่ราชการจัดหาไวโดยไม 
ตองมีภาระตนทุนในการเล้ียงพอพันธุในฟารมรวมทั้งปองกันอันตรายจากการเล้ียงพอพันธุที่อาจมีนิสัยดุ 
ก าวราวได 

การผลิตน้ําเชื้อแชแข็งนอกจากคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งแลวยงัตองคํานึงถึงน้ําเช้ือแชแข็งที่ผลิตตองมี 
อัตราการผสมติดสูง  ซ่ึง  อะโครโซม  (acrosome)  ตรงสวนหัวมีเอนไซมสําคัญที่ทําใหอสุจิปฏิสนธิกับไข   หาก 
สวนอะโครโซมเสียหายการปฏิสนธิจะเกิดข ึ้นไมได  การเสียหายของอะโครโซมอาจเกดิจากขบวนการแชแข็ง 
หรือการละลายน้ําเช้ือ  ดังนั้นขบวนการดังกลาวรวมทั้งวิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือแชแข็งตองทําอยางถูกตอง 
(สุณีรัตน ,  2542)  ในขบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งใหมีคุณภาพนั้นนอกจากประกอบไปดวยน้ําเช้ือจากพอพันธุดี 
แลวองคประกอบของน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อก็เปนปจจัยสําคญั 

น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อโคมีหลายชนดิที่ผลิตออกมาในรูปแบบน้ํายาเจือจางสําเร็จรูปซ่ึงมีสวนประกอบ 
แตกตางกันโดยเฉพาะสารปองกนัการเกิดผลึกน้ําแข็งเพื่อลดความเสียหายของอสุจิเมื่ออุณหภูมิลดลงถึงจุดเยือก 
แข็ง  ที่นิยมและใชกนัแพรหลายมาเปนเวลานานคือ  Egg  Yolk  Tris  ที่มีสวนผสมของไขแดงสด  25  %  และ 
glycerol  7%  (Ahmad  and  Foote,  1984)  เปนตัวชวยปองกันอสุจิเพื่อลดความเสียหายหรือตายในขณะที่ลด 
อุณหภูมิไปยังจุดเยือกแข็ง  (Gil  et  al.,  1999)  แตปจจบุันมีการคิดค นและดัดแปลงวิธีการนําไข แดงมาใชเปน 
สวนผสมในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ โดยการนําไข แดงมาผานขบวนการไอออนไนเซชั่น (ionization) เพ่ือเปนการฆา 
เช้ือและชวยใหสารจําพวก  lipoprotein  แตกตัวเปนประจุและเกิดปฏิกิริยาไดดขีึ้นรวมทั้งลดการปนเปอนของ 
bacteria บางชนิด ทําใหสามารถลดปริมาณสารปฏิชีวนะที่ใชผสมในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ (Jiménez et al., 2004) 
นอกจากนี้ Aires, et al.,  (2003) ใชสารปองกันการเกดิผลึกน้ําแข็งจากพืช ไดแก   lecithin จากถ่ัวเหลือง มาเปน 
สวนผสมในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ เนื่องจาก lecithin จัดอยูในกลุม lipoprotein เชนเดียวก ับไขแดง แตสามารถแตก 
ตัวเปนไอออนได งายกวาไข แดง 

ดังนั้นการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบน้ํายาเจือจาง 3 ชนิดที่มีสารปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งแตกตางกัน 
ไดแก Egg Yolk Tris ที่ใชไขแดงสด, Optidyl  

(Bio-vet, France) ใชไขแดงที่ผานกระบวนการไอออนไนเซชั่น 
และ Bioexcel  

(IMV, France) ใชสารสกัดจากถ่ัวเหลืองในน้ํายาเจือจาง เพ่ือใชเปนทางเลือกในการเลือกใชสาร 
ปองกันการเกิดผลึกน้ําแข็งที่เหมาะสมเพื่อลดความเสียหายแก อสุจิขณะลดอุณหภูมิไปยังจุดเยือกแข็งใน 
ขบวนการการแชแข็งน้ําเช้ือโคนม
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อุปกรณ และวิธีการ 

สัตวทดลอง 
ใชพอพันธุโคนมลูกผสมโฮลสไตลฟรีเชียน-พื้นเมือง    อายุประมาณ  5-6  ป      น้ําหนักตัวประมาณ 

800-850  กิโลกรัม     จํานวน 3 ตวั มีคณุภาพน้ําเช้ือสดใกลเคียงกัน และมีคาดังนี้ ปริมาตรไมนอยกวา  3  มล. 
ความเขมข นของตวัอสุจิไมนอยกวา 500 ลานตัว/มล. และตัวอสุจิมีชีวิตไมนอยกวา 70 % ตัวอสุจิมีความผิดปกติ 
สวนหัวและสวนหางไมเกนิ 10%  และ 5% ตามลําดับ 

การทดลอง 
1 รีดเก็บน้ําเชื้อพอพันธุโคนมลูกผสมโฮลสไตลฟรีเชียน-พื้นเมือง จํานวน 3 ตัว 5 สัปดาห สัปดาหละ 1 

ครั้ง โดยใชโยนีเทียม (Artificial Vagina:AV) 
2  ตรวจคณุภาพน้ําเช้ือเบ้ืองตนดังนี้  ปริมาตร  สี  ความหนืด  การเคล่ือนไหวหมู  และตรวจนับความ 

เขมขนของน้ําเช้ือโดยใช spectrophotometer รุน REF.Z160 บริษัท IMV TECHNOLOGIES 
3  แบงน้ําเช้ือจากพอพันธุโคแตละตัวออกเปน  3  สวนเทากันแลวผสมกับน้ํายาเจือจาง  Egg  Yolk  Tris, 

Optidyl  
และ  Bioexcel  

ที่อุณหภูมิ 28 o Cโดยใหความเข มขนสุดทายของน้ําเช้ือเปน  80 ลานตัวตอมิลลิลิตร 
4 นําน้ําเชื้อจาก ข อ 3 ไปทําการลดอุณหภูมิที่ 4 ° C นาน 4 ชั่วโมงแลวบรรจุน้ําเชื้อดวยหลอดน้ําเชื้อ 

ขนาด 0.25 มิลลิลิตร และแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งน้ําเช้ืออัตโนมัติ ( รุน Digitcool 5300 ZH 350 & UE 350 with 
900 HP programmer ) โดยเรียงน้ําเชื้อบนแทนเรียงน้ําเชื้อแลวนําไปวางเรียงในเครื่องแชแข็งน้ําเชื้ออัตโนมัติ 
อุณหภูมิ -140 ° C นาน 6 นาที จากนั้นนําหลอดน้ําเชื้อแชในไนโตรเจนเหลว เมื่อครบ  24 ชั่วโมง นํามาตรวจ 
คุณภาพน้ําเชื้อ ดังนี้ 

4.1  ตรวจเปอรเซนต ความสมบูรณของผนังเซลลและอะโครโซมของตวัอสุจิในน้ําเช้ือแชแข็ง 
ตรวจคุณภาพน้ําเชื้อหลังจากแชแข็งอยางนอย  24  ชั่วโมง  โดยตรวจร อยละของความผิดปกติของเยื่อหุมตัวอสุจิ 
และอะโครโซมในน้ําเช้ือแชแข็งโดยใชเครื่อง Flow  Cytometer  การตรวจความผิดปกติของอะโครโซมจะยอม 
ดวยสี  FITC-PNA  และการตรวจความผิดปกติเยื่อหุมตัวอสุจิจะยอมดวยสี  PI  โดยทําการละลายน้ําเช้ือแชแข็งที่ 
อุณหภูมิ 37° C นาน 30 วินาที แลวเจือจางทันทีดวย Hepes-buffered modified Tyrode medium (SP-TALP; 2.0 
mM CaCl 2 , 3.1 mM KCL, 0.4 mM Mg Cl 2 , 100.0 mM NaCl 2 , 25.0 mM NaHCO 3 0.3 mM NaH 2 PO 4 , 1.0 mM 
sodium pyruvate, 21.6 mM sodium lactate, 10.0 mM Hepes, and 6 mg/ml BSA) ปริมาตร 10 เทาของน้ําเชื้อที่ 
อุณหภูมิ 37 C และกรองผาน 41µm nylon mesh  (Spectrum, Los Angeles, CA) หรือคํานวณใหมีความเขมขน 
ของตัวอสุจิ 50/10 6  cell/ml. จากนั้นยอมดวยสี  FITC-PNA ใชน้ําเชื้อปริมาตร 440 µl Aliquot ผสมกับสี FITC- 
PNA  ปริมาตร 50 µl(10 µg/ml.) บมตัวอยางที่อุณภูมิ 37° C นาน 30 นาที จากนัน้ยอมดวยสี PI  ก อนนําไปตรวจ 
ดวยเครื่อง  Flow  Cytometer  รุน  FACS caliber จากบรษิัท BECTON  DECKINSON
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4.2  ตรวจเปอรเซ็นต ตวัอสุจิมีชีวิต (% living sperm) อัตราการเคล่ือนที่ (% motility) และอัตรา 
การเคล่ือนที่ไปขางหนา  (%  progressive  motility)ในน้ําเช้ือแชแข็งโดยใชเครื่อง  CASA  (computerized 
automatic semen analyzer) Hamilton Thorn Motility Analyzer, IVOS12.3 โดยตั้งค าเพื่อการตรวจดังนี้ Frames 
Per Sec.50Hz, No. of Frames 30, minimum contrast 60, minimum cell size 5 pix, Path velocity, VAP 55ul/s, 
STR50%, cell Intensity 55, VAP cut off 21.9 u/s, VSL cut off 6 u/s 

5. การวิเคราะหข อมูล เปรียบเทียบรอยละของความผิดปกติอะโครโซมและเยื่อหุมตัวอสุจิใน 
น้ําเชื้อแชแข็ง และเปรียบเทียบเปอรเซ็นตตัวอสุจิมีชีวิตระหวางน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ 3 ชนิด วิเคราะหความ 
แปรปรวน (ANOVA)  โดยใชแผนการทดลองแบบ RCBD  เปรียบเทียบความแตกตางของ treatments โดย 
DMRT (Duncan’s Multiple Rang test.) 

ผลการทดลอง 

ผลการศึกษาความสมบูรณของอะโครโซมและเยื่อหุมตัวอสุจิในน้ําเชื้อแชแข็งโคนมที่ผลิตโดยใชน้ํายา 
เจือจางน้ําเชื้อ Egg Yolk Tris , Optidyl  

และ  Bioexcel  
โดยยอมตัวอสุจิดวยสี FITC-PNA รวมกับการยอม 

ดวย PI และตรวจดวยเครื่อง flow cytometer แสดงในตารางที่ 1 โดยพบวาน้ําเชื้อแชแข็งที่ใช Egg Yolk Tris 
และ  Optidyl  

มีตัวอสุจิที่มีชีวิตและอะโครโซมสมบูรณ  (Membrane-acrosome  intact) มีจํานวนมากกวา 
Bioexcel  

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ตารางที่1  รอยละของความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมภายหลังการแชแข็งของอสุจิในน้ําเช้ือแช 
แข็งโคนมในน้ํายาเจือจาง  Egg  Yolk  Tris    ,  Optidyl  

และ  Bioexcel  
เม่ือตรวจด วยเครื่อง  Flow    Cytometer 

(ค าเฉล่ีย±SE) 

ลักษณะของอะโครโซมของอสุจิ 
น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ 1/ 

Egg Yolk Tris  Optidyl  
Bioexcel  

Membrane- acrosome intact ;MAI(%)  47.03 a ±2.09  52.82 a ±6.38  36.70 b ±1.51 
Membrane damage - acrosome intact 
;MDAI(%) 

28.04 b ±1.14  25.88 b ±3.33  45.02 a ±1.42 

Membrane- acrosome damage ;MAD(%)  24.72±1.45  22.37±2.75  18.26±1.51 
1/: a ,b : อักษรที่เหมือนกันในแถวเดียวกันไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(p>0.05)
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สวนอสุจิตายแตมีอะโครโซมสมบูรณ  (Membrane  damage  -  acrosome  intact)  พบวา  Bioexcel  มี 
จํานวนมากกวา  Egg  Yolk  Tris  และ  Optidyl  

อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ  (p<0.01)  และอสุจิตายและอะ 
โครโซมถูกทําลาย ( Membrane-acrosome damage)ไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05) 

ตารางที่2 แสดงค าเฉล่ีย ± SE ของรอยละของตวัอสุจิมีชีวติ   และการเคล่ือนที่ทาง kinetic ของตัวอสุจิภายหลัง 
การแชแข็งในน้ําเชื้อโคนมที่มีน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ Egg Yolk Tris ,  Optidyl  

และ Bioexcel  

ลักษณะการเคล่ือนที่ 
น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ 1/ 

Egg Yolk Tris  Optidyl  
Bioexcel  

Rapid movement (%)  39.21±3.11  43.60±2.43  43.07±3.19 
Motility(%)  50.21±3.19  52.40±2.75  52.53±3.68 
Progressive motility (%)  30.85±1.88  36.06±1.28  33.76±2.03 
Curvilinear velocity ;VCL (µm/s)  146.87 b ±4.22  149.82 b ±3.58  178.04 a ±5.66 
Straight-line velocity ;VSL(µm/s)  56.90 c ±1.11  61.48 b ±1.19  68.30 a ±2.33 
Average path velocity ;VAP(µm/s)  81.97 b ±2.82  84.77 b ±2.04  97.73 a ±3.62 
Amplitude of lateral head 
displacement; ALH(µm/s) 

7.88 b ±0.20  7.62 b ±0.20  8.89 a ±0.18 

Beat frequency; BCF (Hz)  24.50 b ±0.41  24.60 b ±0.51  28.58 a ±0.56 
Linearity; LIN(%)  40.28 b ±0.63  42.53 a ±0.89  39.46 b ±0.81 
Straightness; STR(%)  69.92 b ±1.36  72.93 a ±1.49  69.53 b ±1.57 
1/: a ,b :อักษรที่เหมือนกันในแถวเดียวกันไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(p>0.05) 

เม่ือตรวจการเคล่ือนที่ของตวัอสุจิด วยเครื่อง  CASA  พบวาเปอรเซ็นต ตัวอสุจิที่มีชีวิต  ไดแก   %  Rapid 
movement, % Motility และ % Progressive motilityไมมีความแตกตางทางสถิติ (p>0.05)  สําหรับลักษณะการ 
เคล่ือนที่ kinetic ของตัวอสุจิ ไดแก VCL (µm/s) , VSL(µm/s), VAP(µm/s), ALH(µm/s) และ BCF (Hz)  พบวา 
น้ํายาเจือจาง Bioexcel   มีคามากกวา  Egg Yolk  Tris  และ Optidyl  

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (p<0.05)  และ 
ลักษณะการเคล่ือนที่ kinetic ของตัวอสุจิ ไดแก  % LIN และ% STR พบวาน้ํายาเจือจาง Optidyl  มีคามากกวา 
น้ํายาเจือจาง Egg Yolk Tris  และ Bioexcel  

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังตารางที่ 2



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสัตว  J.Biotec.Liv.Prod. 
ปท ี่ 3 ฉบับที่ 1 มิถุนายน 2551  Vol. 3; No. 1; June 2008 

27 

วิจารณและสรุปผลการทดลอง 
การศึกษาคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคนมที่ใชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ Egg  Yolk  Tris  ,    Optidyl  

และ 
Bioexcel  

เม่ือตรวจคุณภาพน้ําเชื้อดวยเครื่อง Flow  Cytometer พบวาตัวอสุจิที่ผลิตโดยใช Egg Yolk Tris  และ 
Optidyl  

มีความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมสูงกวา Bioexcel  
(p<0.05) แสดงวาน้ํายาเจือจาง 

น้ําเช้ือที่มีไข แดงเปนองค ประกอบมีความสามารถปองกันความเสียหายของอะโครโซมขณะลดอุณหภูมิไดดี 
ทั้งนี้เนื่องจากไขแดงประกอบไปดวย  Low density lipoprotein (LDL) มีคุณสมบัติในการปองกันความเสียหาย 
ของอสุจิไดดี  (Moussa  at  al.,2002)  ซ่ึงหากเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมไดรับความเสียหายมีผลทําใหไม 
สามารถปฏิสนธิกับไข ได (สุณีรัตน , 2542)  ทําใหอัตราการผสมติดลดลง แตจากรายงานของ Gil J. et al., (1999) 
และ Bousseau et al., (1998) พบวาการใชสารสกัดจากถ่ัวเหลืองและไข แดงเปนองค ประกอบในน้ํายาเจือจาง 
น้ําเช้ือเพ่ือเปนสารลดความเสียหายแกอสุจิขณะแชแข ็งไมทําใหอัตราการผสมติดแตกตางกัน 

สําหรับ %  rapid movement,  % motility  และ %  progressive motility  เม่ือตรวจด วยเครื่อง CASA 
พบวาไมแตกตางกนัทั้ง 3 ชนิด (p>0.05)  แตการเคล่ือนทีท่าง kinetic ของตัวอสุจิพบวาคา VCL,VSL,VAP และ 
BCF  ของ  Bioexcel  

สูงกวาน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ  Egg  Yolk  Tris  และ  Optidyl  
(P<.05)  แสดงว าตัวอสุจิ 

ดังกลาวมคีวามแข็งแรงวองไวมากกวา    ซ่ึงสอดคลองก ับ Gil  et  al.(1999) ที่พบวาน ้ํายาเจือจางท่ีมีสารสกัดจาก 
ถ่ัวเหลืองเปนองคประกอบสามารถรักษาระดับค าการเคล่ือนที่ทาง kinetic ไดยาวนานกวา แต Optidyl   มีคา% 
LIN และ% STR มากกวาน้ํายาเจือจาง Egg Yolk Tris  และ Bioexcel  

อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) แสดง 
วาสามารถเคล่ือนที่ไดทิศทางมากกวา  แตน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ  Egg  Yolk  Tris  และ  Optidyl  

ซ่ึงมีไขแดงเปน 
องคประกอบมีความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมสูงกวา  Bioexcel  

(p>0.05)  ซ่ึงตัวอสุจอมีชีวิต 
และมีอะโครโซมสมบูรณเปนคณุสมบัติพึงประสงคของการผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง  เนื่องจากเปนตัวอสุจิที่สามารถ 
ปฏิสนธิกับไข ได (สุณีรัตน , 2542)  แตเมื่อพิจารณารวมกับ% rapid movement,  % motility  และ % progressive 
motility  ที่ไมพบความแตกตางก ัน  (p>0.05)  แลวหากตองการใชน้ําเจือจางน้ําเชื้อเพ่ือการผลิตน้ําเช้ือแชแข็ง 
สามารถเลือกใชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อไดทั้ง 3 ชนิด แตถาตองการประหยดัค าใชจายในการผลิตน้ําเชื้อน้ํายาเจือจาง 
น้ําเช้ือ Egg Yolk Tris  ยังคงเปนตวัเลือกที่ดี 
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ความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกและลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งโค 
กิตติศกัดิ์  แสงสกุล a  นายสุพล  จันทโคตร b 

เลิศชัย  จินตพิทักษ สกุล c สราวุธ  ฉายประสาท d มุขดา รัตนภาสกร  c 

บทคัดย อ 

วัตถุประสงคของการศึกษานี้เพื่อศึกษาความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกและลักษณะการเคล่ือนที่ 
ของตัวอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งโคที่ตรวจทันทีหลังจากการอุนละลายและหลังจากอุนละลาย 3 ชม. ดวยเครื่อง 
computerized automatic semen analyzer (CASA) ลักษณะการเคล่ือนที่ที่ตรวจไดแก  total motility (%MOT), 
progressively motility (%PMOT), path velocity (VAP), linearity (LIN), the velocity parameters; Progressive 
velocity  (VSL),  Tract  speed  (VCL),  amplitude  of  lateral  head  displacement  (ALH),  beat  cross  frequency 
(BCF) และ straightness (STR) โดยใชน้ําเชื้อแชแข็งโคพันธุขาว-ดํา จํานวน 6 ตัว ใชน้ําเชื้อแชแข็งของพอโค 1 
ตัว ผสมเทียมกับแมโคจํานวนระหวาง 167 – 243 ตัว รวมจํานวนแมโคทั้งส้ิน 1,240 ตัว โดยคัดเลือกแมโคที่มี 
คะแนนรางกาย 2-3 และ ไมมีปญหาผสมซํ้า โดยผสมเมื่อเปนสัดคร ั้งที่ 2 หลังคลอด 

ผลการศึกษาพบความสัมพันธระหวางคา VAP, VSL และ VCL ของน้ําเช้ือที่ตรวจหลังการอุนละลาย 3 
ชม.กับอัตราการตกลูก (r = 0.928, 0.746 และ 0.809; P = 0.001, 0.08 และ 0.05 ตามลําดับ) 

คําสําคัญ :  ลักษณะการเคล่ือนที่ของตวัอสุจิ น ้ําเชื้อโค อัตราการผสมติด 
ทะเบียนผลงานวิชาการเลขที่ : 51(2)-0208-116 
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Correlation between calving rate and kinetic movementsof bull spermatozoa 
KIttisak Sangsakul a Supon  Chantarakot b  Lerdchai Chintapitaksakul c 

Sarawut Chaiprasart d Mukda Rattanapaskorn c 

Abstract 

This study was conducted  to determine whether  the movement parameters of sperm  from six bulls 
assessed  immediately after  thawing and 3  h. after  thawing correlate with  the calving  rate.   Sperm motility 
parameters assessed using a computerized automatic semen analyzer (CASA) were: total motility (%MOT), 
progressively motility (%PMOT), path velocity (VAP), linearity (LIN), the velocity parameters; Progressive 
velocity  (VSL),  Tract  speed  (VCL),  amplitude  of  lateral  head  displacement  (ALH),  beat  cross  frequency 
(BCF) and  straightness  (STR). A  total  of 1,260  inseminations  (167-243 cows per bull) were performed  in 
cows which were non repeat breeding and had body condition score 2-3 and inseminated on the second heat 
after calving. Calving rates were recorded. 

Significant correlations were observed between VAP, VSL and VCL assessed 3 h. after thawing and 
calving rate ( r = 0.928, 0.746 and 0.809 ; P = 0.001, 0.08 and 0.05 respectively) . These results indicate that 
VAP, determined by CASA systems at 3 h after thawing can provide some information about the fertilizing 
potential of bull sperm. 

Key words: sperm movement, fertility, bull spermatozoa 
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บทนํา 

คุณภาพน้ําเชื้อที่ใชในการผสมเทียมโคน ั้นเปนปจจัยสําคัญประการหนึ่งท่ีมีผลตออัตราการผสมติด การ 
ทราบความสมบูรณพันธุ (fertility) ของน้ําเช้ือก อนน ําไปใชผสมเทียมยอมก อใหเก ิดประโยชนอยางมาก (Tardif, 
1999) โดยเฉพาะดานเศรษกิจ (Sutkeviciene and Zilinskas, 2004) ในขบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งนั้น สวนมาก 
จะนิยมการตรวจ motility เพ่ือประเมินคุณภาพของน้ําเช้ือ ทั้งกอนและหลังการแชแข็ง วิธีที่นิยมใชมากที่สุดใน 
การตรวจ  motility ไดแก การตรวจโดยใชกลองจุลทรรศน (Hallap,  2005)  ซ่ึงเปนการการประเมินดวยตา 
(subjective)  motility  ของตัวอสุจินั้นขึ้นอยูกับความสามารถในการสรางและการใชพลังงานในรูปของ ATP 
(Söderquist, 1991) ถึงแมวาคาดังกลาวจะมีความเชื่อมโยงกับอัตราการผสมติด แตคาความสัมพันธ (correlation) 
ที่พบจากการศึกษาตาง ๆ ก็มีความแตกตางกัน ทั้งที่มีความสัมพันธต่ําจนถึงมีความสัมพันธสูง (Makhzoomi, 
2005)    Zhang  et  al  (1998)  รายงานวา motility ของน้ําเชื้อที่ตรวจในหองปฏิบัติการดวยวิธี subjective นั้นมี 
ความสัมพันธกับอัตราการผสมติดนอย  ปจจุบันมีการประเมินคุณภาพน้ําเชื้อดวยเครื่อง  computerized 
automatic  semen  analyzer  (CASA) ซ่ึงเปนวิธีตรวจที่ไมมีการ bias โดยผูตรวจ (objective)  สามารถตรวจ 
วิเคราะหตัวอสุจิได จํานวนมากในแตละครั้งดวยเวลาอันรวดเร็ว  และมีแมนยําสูง นอกจากนี้ยังสามารถตรวจ 
ลักษณะการเคล่ือนแบบตางของตัวอสุจิไดอีกดวย การประเมินคุณภาพน้ําเชื้อดวยเครื่อง CASA  พบ 
ความสัมพันธ  (r 2 ) ของคา linearity และอัตราการผสมติดระหวาง 0.45- 0.63 (Zhang et al., 1998; Januskauskas 
et al., 2001; 2003) และพบความสัมพันธสูงขึ้นเม่ือนําลักษณะการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลายลักษณะมาวิเคราะห 
รวมกัน (r 2 =  0.68-0.98,  Farrell,  et  al.,  1998;  Januskauskas,  et  al.,  2001)  แตสําหรับในประเทศไทยยังไมมี 
การศึกษาถึงความสัมพันธดังกลาว 

การศึกษานี้เปนการศกึษาเบี้องตนเก ี่ยวกับความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกกับการเคล่ือนที่ลักษณะ 
ตาง ๆ ของตัวอสุจิที่ตรวจด วยเครื่อง CASA เพ่ือเปนแนวทางในการวิเคราะหคณุภาพน้ําเชื้อแชแข็งก อนนําไปใช 
ผสมเทียมใหไดแมนยําสอดคลองกับอัตราการผสมติดมากขึ้น 

อุปกรณ และวิธีการ 

1.  คัดเลือกพอโคนมขาวดําจํานวน 6 ตัว ทําการรีดเก็บน้ําเชื้อโดยใช AV เพื่อนําไปผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง 
ใหไดอยงนอย 300 โดส ตอพอโค 1 ตัว 

2. ตรวจคุณภาพน้ําเชื้อเบื้องตนดังนี้ ปริมาตร สี ความหนืด การเคล่ือนไหวหมู และตรวจนับความ 
เขมขนของน้ําเช้ือโดยใช spectrophotometer รุน REF.Z160 บริษัท IMV TECHNOLOGIES
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3. นําน้ําเชื้อที่รีดเก็บมาผสมน้ํายาละลาย  Egg Yolk Tris Glycerol ที่มีสวนประกอบของยาปฏิชีวนะ 
Gentamycin 250 µg/ml, Tylosin 50 µg/ml, Lincospectin 150/300 µg/ml โดยใหมีความเข มข นของตัวอสุจิ 80 
ลานตัวตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

4.  ทําการลดอุณหภูมิที่ 4 ° C นาน 4 ชั่วโมงแลวบรรจุน้ําเชื้อดวยหลอดน้ําเชื้อขนาด 0.25 มิลลิลิตร และ 
แชแข็งดวยเครื่องแชแข็งน้ําเชื้ออัตโนมัติ (รุน Digitcool 5300 ZH 350 & UE 350 with 900 HP programmer) 
โดยเรียงน้ําเชื้อบนแทนเรียงน้ําเช้ือแลวน ําไปวางเรียงในเครื่องแชแข็งน้ําเช้ืออัตโนมัติ อุณหภูมิ -140 ° C นาน 6 
นาที จากนั้นนําหลอดน้ําเชื้อแชในไนโตรเจนเหลว 

5. เมื่อแชแข็งครบ  24 ชั่วโมง สุมตัวอยางน้ําเชื้อเพื่อคุณภาพและการเคล่ือนที่ลักษณะตาง ๆ ของตัว 
อสุจิ (Kinetic movements) ในน้ําเชื้อแชแข็งดังนี้ total motility  (%MOT),  progressively motility  (%PMOT), 
path velocity (VAP), linearity (LIN), the velocity parameters; Progressive velocity (VSL), Tract speed (VCL), 
amplitude  of  lateral  head displacement  (ALH), beat cross  frequency  (BCF)  and  straightness  (STR)โดยใช 
เครื่อง CASA (computerized automatic semen analyzer) Hamilton Thorn Motility Analyzer, IVOS 12.3  ใช 
Leja slide ชนิด 2 chamber ความลึก 20 µm ที่อุณหภูมิ 37 ◦C  ทําการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ 2 ชวงเวลา ดังนี้ 

5.1  ตรวจคุณภาพน้ําเชื้อทันทีหลังการอุนละลาย (after thawing) 
5.2  ตรวจหลังจากอุนละลายน้ําเช้ือแชแข็ง 3 ชม.โดยเก็บน้าํเชื้อไวที่อุณหภูมิ 37 ◦C 

6.  นําน้ําเชื้อแชแข็งของพอโคทั้ง 6 ตัวไปผสมเทียมกับแมโคของเกษตรกรในเขตความรับผิดชอบของ 
ศูนยว ิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพชลบุรี โดยใชแมโคระหวาง 167 – 243 ตัว ตอน้ําเชื้อแชแข็งของ 
พอโค 1 ตัว โดยเลือกแมโคที่ไมมีปญหาการผสมติด ใชหลักเกณฑดังนี้ (ไมมีปญหาผสมซํ้า, Body condition 
score 3­4(Rice, 1986), ผสมหลังคลอด สัดครั้งที่ 2) 

7.  ติดตามลูกเกิด (อัตราการตกลูก หรือ calving rate) หลังทําการผสมเทียม 
8.  การวิเคราะหข อมูล  หาค าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) ระหวางอัตราการตกลูกกับค าการเคล่ือนที่ 

ลักษณะต าง ๆของตัวอสุจิ ที่ตรวจทั้ง 2 ชวงเวลา 

ผลการทดลอง 

ผลของการหาความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกกับลักษณะการเคล่ือนของตัวอสุจิแบบตาง ๆ ของ 
น้ําเช้ือแชแข็งที่ตรวจทันทีหลังการอุนละลายนั้น พบวาไมมีความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกก ับตัวแปรของ 
การเคล่ือนที่ของตัวอสุจิที่ตรวจด วยเครื่อง CASA (ตารางที่ 1)
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ตารางที่ 1 อัตราการเคล่ือนที่ลักษณะต าง ๆ ของตัวอสุจิของพอโค 6 ตัว ตรวจทนัทีหลังจากอุนละลาย 

Bull 
no 

Sperm’s Kinetic movements  No. of 
Cow 
Insem. 

Calving 
rate

(%). 
MOT 
(%) 

VAP 
(µm/s) 

VSL 
(µm/s) 

VCL 
(µm/s) 

ALH 
(µm) 

BCF 
(Hz) 

STR 
(%) 

LIN 
(%) 

1  45  226  109.2  81.6  192.7  6.6  33.8  76  46  226  48.67 
2  35  167  113.1  88.3  201.7  6.5  37.4  79  47  167  52.10 
3  45  224  116.7  93.2  206.3  6.8  38  81  49  224  48.66 
4  41  171  111.6  90.1  201.5  7.8  30.6  80  46  171  62.57 
5  43  229  121.4  96  230  8.9  31.8  80  45  229  53.27 
6  40  243  109.2  89.1  187.9  6.6  33.1  82  50  243  44.03 

แตผลของการหาความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกกับลักษณะการเคล่ือนของตัวอสุจิแบบตาง ๆ 
ของน้ําเชื้อแชแข็งที่ตรวจหลังจากอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็งแลว 3 ชม. พบวา VAP,  VSL  และ VCL  มี 
ความสัมพันธก ับอัตราการตกลูก โดยคาดังกลาวมีคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ (r) ตามตารางท่ี 2  และ 3 ดังนี้ 

ตารางที่ 2  อัตราการเคล่ือนที่ลักษณะต าง ๆ  ของตัวอสุจิของพอโค 6 ตัว ตรวจหลังจากอุนละลาย 3 ชม. 

Bull 
no 

Sperm’s Kinetic movements  No. of 
Cow 
Insem. 

Calving 
rate

(%) 
MOT 
(%) 

PMOT 
(%) 

VAP 
(µm/s) 

VSL 
(µm/s) 

VCL 
(µm/s) 

ALH 
(µm) 

BCF 
(Hz) 

STR 
(%) 

LIN 
(%) 

1  20  7  65.8  45.3  116.5  5.5  16.5  66  40  226  48.67 
2  32  15  60.2  49  109.9  5.4  31.2  82  46  167  52.10 
3  37  26  76.8  61.3  129.7  5.3  30.3  81  50  224  48.66 
4  11  2  42.8  30.9  90.5  3.8  25.4  71  36  171  62.57 
5  30  6  57  36.3  116.2  5.9  24.8  62  32  229  53.27 
6  6  3  72.9  49  116.3  4.9  12.3  67  44  243  44.03
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ตรารางที่ 3 ค าความสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ ( r )  ระหวางอัตราการตกลูกและลักษณะการเคล่ือนของตัวอสุจิ 
แบบ VAP, VSL และ VCL ของน้ําเช้ือแชแข็งโคเม่ือตรวจหลังจากอุนละลาย 3 ชม. 

Kinetic movements  r  p 
Calving rate  VAP  -  0.928  0.001 
Calving rate  VSL  -  0.746  0.08 
Calving rate  VCL  -  0.809  0.05 

วิจารณ 

ในขบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งนั้นการประเมินคุณภาพของน้ําเชื้อ เพื่อใชเชื่อมโยง กับอัตราการผสม 
ติดเปนส่ิงที่จําเปน การหาค าความสัมพันธระหวางคุณภาพน้ําเชื้อที่ตรวจจากหองปฏิบัตการและอัตราการผสม 
ติดนั้นมีผูตองการศึกษาอยูเสมอ แตความสัมพันธระหวางคาของตัวแปรที่ตรวจจากหองปฏิบัติการกับอัตราการ 
ผสมติดที่ศึกษาในภาคสนามจากการศึกษาตาง ๆ ก็มีความแตกตางกัน มีทั้งที่มความสัมพันธต่ําจนถึงมี 
ความสัมพันธสูง (Makhzoomi, 2005)  ทั้งนี้อาจเนื่องจากศึกษาในส่ิงแวดลอมตางกัน โคตางสายพันธุ  เปนตน 
จากการศึกษาความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกกับลักษณะการเคล่ือนของตัวอสุจิแบบตาง ๆ ของน้ําเชื้อแช 
แข็งที่ตรวจทันทีหลังการอุนละลายนั้นไมสามารถตรวจพบรูปแบบของความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกกบั 
ตัวแปรของการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิทุกตัวแปร จากรายงานของ  Branton และคณะ ( 1951 )  และ Gillan และ 
คณะ (2006)  ก็ไมพบความสัมพันธระหวาง motility และ progressive motility ของตัวอสุจิหลังการอุนละลาย 
กับ fertility  แตการศึกษาของ Gillan และคณะ (2006) พบความสัมพันธ ระหวาง ลักษณะการเคล่ือนที่แบบ 
VSL ของตัวอสุจิหลังการอุนละลายกับ fertility (r = 0.636 p.048)  นอกจากนี้ Budworth และคณะ (1988) พบ 
ความสัมพันธระหวางอัตราการผสมติดกับ MOT, VCL and VSL (r>0.68) 

สําหรับความสัมพันธระหวางอัตราการตกลูกกับลักษณะการเคล่ือนของตัวอสุจิแบบ  ตาง ๆ ของ 
น้ําเช้ือแชแข็งที่ตรวจหลังจากอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็งแลว 3 ชม. พบวา VAP, VSL และ VCL มีความสัมพันธ 
กับอัตราการตกลูก (r =  0.928, 0.746 และ  0.809 ตามลําดับ , ตารางที่ 3) ซ่ึง Katila, ( 2001) พบความสัมพันธ 
ระหวาง motility  ของน้ําเชื้อมาที่ตรวจหลังจากอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็งแลว  2 and 4 ชม. กับอัตราการตกลูก 
Dorado และคณะ (2007)  พบวาคุณภาพน้ําเชื้อที่ตรวจทันทีหลังการอุนละลายไมไดเปนตัวบงชี้ที่ดีถึงอัตราการ 
ผสมติด โดยเสนอแนะใหตรวจหลังจากอุนละลายแลวอยางนอย 1 ชั่วโมง ผลการตรวจจะมีความนาเชื่อถือและ 
มีความสัมพันธก ับอัตราการผสมติดมากกวา เนื่องจากเมื่อทอดระยะเวลาการตรวจไป ตัวอสุจิที่มีความคงทน 
(longevity) จึงจะมีชีวิตรอด  และปกติหลังจากการฉีดน้ําเชื้อเขาสูมดลูกแมโคแลวตัวอสุจิจะตั้งตนเดินทางจาก 
คอมดลูกเพื่อไปยังทอนําไข   โดยใชเวลาประมาณ  6  ชั่วโมง อสุจิที่มีบทบาทในการผสมพันธุ  คือ อสุจิที่
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สามารถพบบริเวณทอนําไข ในเวลาใกลเคียงกับการตกไข   (สุณีรัตน, 2549)  ฉนั้นในการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ 
ควรตรวจถึงความคงทนของน้ําเชื้อภายหลังการอุนละลายดวยเพื่อใหทราบความสัมพันธกับอัตราการผสมติด 
จากผลของความสัมพันธแสดงวาควรตรวจหลังจากอุนไวที่อุณหภูมิ 37 o C  อยางนอย 3  ชั่วโมง จะไดผลที่ 
สอดคลองกับอัตราการผสมติดได ดีกวา 

สรุป 

ในการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อควรตรวจถึงความคงทนของน้ําเชื้อภายหลังการอุนละลายดวยเพื่อใหทราบ 
ความสัมพันธก ับอัตราการผสมติด จากผลของความสัมพันธแสดงวาควรตรวจหลังจากอุนไวที่อุณหภูมิ 37 o C 
อยางนอย 3 ชั่วโมง โดยพบวาคา VAP, VSL และ VCL มีความสัมพันธก ับอัตราการตกลูก โดยมีค าสหสัมพันธ 
เปน 0.928, 0.746 และ 0.809 ตามลําดับ ดังนั้นในการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อควรใหความสนใจตอค า VAP, VSL 
และ VCL มากกวาค าอ่ืน ทั้งนี้จะตองศึกษาเพิ่มเติมวาชวงของค าดังกลาวที่เหมาะสมเปนเทาใด โดยตองใช 
ประชากรในการศึกษาใหมากพอ 
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ผลของระยะเวลาบมน ้ําเชื้อที่ 4 องศาเซลเซียสตออ ัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิโคหลังแชแข็ง 
นายสราว ุธ ฉายประสาท 1  ส ุดา จันทาส ี 2 นายอภิชาติ ชาติเช้ือ 1  นายพิชิตดวง เจิมปลั่ง 1 

บทคัดย อ 

ทําการทดลองผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอโคขาวด ํา  เปรียบเทียบผลของระยะเวลาการบมน้ําเช้ือที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส  ที่มีชวงเวลาการบมตั้งแต  4 ถึง 48 ชั่วโมง ตออัตราการเคล่ือนทีข่องตัวอสุจิหลังแชแข ็ง โดยใช 
ชวงหางเวลาละ 4 ชั่วโมง เริ่มตั้งแตชั่วโมงที่ 4 (กลุมควบคมุ) ถึง 48 ชม. รวมทั้งส้ิน 12 ชวงเวลา  จากน้ําเช้ือพอ 
โค จํานวน 5 ตัว นําน้ําเช้ือมาบมหลังจากเจือจางดวย egg yolk  tris ที่มีสวนประกอบของ Glycerol 7% และไข  
แดง  25%  โดยใหมีความเข มขนของตัวอสุจิ 80 ลานตัวตอปริมาตร  1 มิลลิลิตร ตรวจอัตราการเคล่ือนที่ของตวั 
อสุจิหลังแชแข็งโดยกลองจุลทรรศนตดัแสงดวยวิธี subjective ผลการทดลองพบวา ชวงเวลาการบมตั้งแต 8, 12, 
16,  20  ,  24  ชม.  มีคาเฉลี่ยอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข ็งไมแตกตางจากน้ําเช้ือที่บมนาน  4  ชม. 
(กลุมควบค ุม)  โดยมคี าเฉล่ียระหวาง  42.86  – 43.46 %  (P>.05) แตในกลุมที่บมตั้งแต 28,  32,  36,  40, 44ชม. 
จนถึง  48  ชม.  พบวาอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็งจะต่ํากวา น้ําเช้ือที่บมนาน  4  ชม.  อยางมีนัยยะ 
สําคัญทางสถิติ (P <.05) โดยมคี าเฉล่ียอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็ง 30.43 – 33.14 % 
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Effect of equilibration time at 4 o C on after thawed sperm motility of bull semen 
Sarawuth chaiprasat 1  Suda Chantasee 2  Apichart  chartchue 1  Pichitduang Joemplang 1 

Abstract 

This study was conducted to study the effect of different equilibration times at 4 o C on after thawed 
sperm motility of bull semen.  Semen samples were collected from five HF bulls.  The semen samples from 
each  bull  were  subjected  for  cryopreservation.    Different  equilibration  times  in  the  process  of  semen 
cryopreservation were assigned into 12 periods, 4 hours interval on each period, which started from 4, 8, 12 
hrs,….  to 48 hrs.   All semen samples were diluted with egg yolk Tris (7% glycerol and 25%egg yolk)  into 
80x10 6 /ml.  Sperm after thawed motility was accessed by subjective method with phase contrast microscope. 
The  results  showed  after  thawed  sperm motility’s means  of  the  4  hours  equilibration  time  group  (control 
group) and the groups of  8 , 12,  16 , 20 and 24 hrs were not significantly different, 42.86-43.46% (P >0.05). 
However,  the  after  thawed  sperm motility’s means  of  the  groups  of  28,  32  ,36,  40,  44,  to  48  hrs were 
significantly lower than the groups of  8 , 12,  16 , 20 and 24 hrs, 30.43-33.14%, (P< 0.05). 

Keywords :  equilibration time,   sperm motility , bull frozen semen. 
_____________________________________________________________________________________ 
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บทนํา 

คุณภาพของน้ําเช้ือแชแข็งค ือปจจัยหนึ่งที่มีผลตอความสําเร็จของการผสมเทียม  ดังนั้นในกระบวนการ 
ผลิตน้ําเชื้อแชแข็งจึงไดมีข ั้นตอนและการควบคุมคุณภาพทั้งในขั้นตอนการเก็บน้ําเชื้อสดจากพอโคพันธุ รวมถึง 
กระบวนการในหองปฏิบัติการอยางเปนระบบ   ตั้งแตกระบวนการตรวจสอบปริมาณความเข มข น เปอรเซ็นต 
การเคล่ือนที่ของตัวอสุจิ การเคล่ือนที่หมู  จนกระทั่งกระบวนการแชแข็ง และการอุนละลายน้ําเชื้อ เพื่อนําไป 
ผสมเทียม 

ในกระบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งมีหลายขั้นตอนที่เปนปจจัยสําคัญที่ทําใหการแชแข็งน้ําเชื้อประสบ 
ความสําเร็จ เชน อัตราการการลดอุณหภูมิ วิธีการเจือจางน้ําเชื้อแชแข็ง  ระยะเวลาในการบมหรือปรับสมดุลย 
ของน้ําเชื้อเปนตน (White,1993)  เปนที่ยอมรับโดยทั่วไปวา ตัวอสุจิประมาณ 50%  จะเกิดความเสียหายใน 
ระหวางขบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง (Watson ,2000) สาเหตุหลักเนื่องจากการเกิดผลึกน้ําแข็งในเซลลชวงที่ทํา 
การลดอุณหภูมิผานจุดเยือกแข็ง (Mazur,1984)  การเลือกเติมสาร cryoprotectant ใหเหมาะสมทั้งชนิด ปริมาณ 
รวมทั้งระยะเวลาการบมสามารถชวยลดความเสียหายของตัวอสุจิได   (Saroff and Mixner,1954) กลีเซอรอลเปน 
สาร cryoprotectant ที่นิยมใชก ับเซลลตาง ๆ หลายชนิดรวมทั้งน้ําเช้ือของสัตว เลียงลูกดวยนม เนื่องจากสามารถ 
ลดความเครียดของตัวอสุจิจากการแชแข็งโดยการทําหนาที่เปน ‘salt-buffering’ (Lovelock,1953) ดึงน้ําออกจาก 
เซลล (Lohmann, et.al., 1964) รวมทั้งลดปริมาตรของน้ําแข็งขณะแชแข็ง (Gao, et.al., 1995)    Jondet  (1972) 
พบวาการบมน้ําเชื้อในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีสวนประกอบของกลีเซอรอลนาน 1 นาที หรือ 6 ชั่วโมงไมพบ 
ความแตกตางทั้งอัตราตัวเปนและอัตราการผสมติด Stover, (1953) และ Holt, (1953) ทดลองผลิตน้ําเชื้อแชแข็ง 
ชนิด แอมพูล โดยแชแข็งที่อุณหภูมิ -79  o C  พบวา ระยะเวลาการบมระหวาง 20-24  ชม. ไดน้ําเชื้อแชแข็ง 
คุณภาพดีที่สุด สําหรับการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งในหลอดน้ําเชื้อขนาด 0.25 มล. โดยใชนํายาเจือจาง egg yolk tris 
โดยใชระยะเวลายาวนานเกินกวา 24 ชม. ยังไมมีการทดลอง ทั้งนี้เนื่องจากนักวิจัยสวนมากสนใจที่จะลดเวลา 
การบมน้ําเชื้อมากกวา 

สําหรับกระบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งที่ศูนยผลิตน้ําเชื้อพอโคพันธุ โครงการหลวงอินทนนท จังหวัด 
เชียงใหม  โดยปกติใชเวลาการบมน้ําเช้ือประมาณ 4 ชั่วโมง ตามมาตรฐานสากลแตเนื่องจากปจจุบันจํานวนโคที่ 
ศูนยดังกลาวมีมากขึ้น รวมทั้งโคบางตัวมีนิสัยดื้อ ควบค ุมยาก ใชเวลาในการรีดเก็บน้ําเชื้อนานกวาตัวอื่นมาก ทํา 
ใหระยะเวลาการบมน้ําเชื้อระหวางพอโคพันธุที่รีดตัวแรกและรีดตัวสุดทายอยูในเวลาที่แตกตางกันมาก ถา 
น้ําเช้ือของโคตัวสุดทายบมนาน 4 ชม. น้ําเช้ือโคตัวแรกอาจไดรับการบมนานถึง 7-8 ชม. นอกจากนั้นพอโคหรือ 
พอพันธุที่อยูภายนอกศูนยผลิตน้ําเชื้อหรือของเอกชนหรือพอพันธุที่เหมาะสมที่จําเปนตองรีดเก็บน้ําเชื้อสดเพื่อ 
ผลิตน้ําเชื้อแชแข็งหรือเก็บรักษาพันธุกรรมที่ดีไว  เชนโคขาวลําพูนหรือโคที่กําลังจะสูญพันธุที่ตองรีดเก็บน้ําเชื้อ 
สดนอกสถานที่  บางครั้งตองใชระยะเวลาในการเดินทางมากกวา 4 ชั่วโมง ซ่ึงอาจสงผลตอคุณภาพของน้ําเชื้อ 
แชแข็งได ดังนั้นการศึกษาผลกระทบจากปจจัยดังกลาว  จะทําใหทราบถึงชวงเวลาที่เหมาะสมสําหรับใชบม
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น้ําเช้ือก อนการแชแข็งวาเปนเทาใด ที่ยังทําใหคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งที่ผลิตไดมีคุณภาพดีเหมาะสมที่จะนําไป 
ผสมเทียมแก แมโคของเกษตรกร อันจะเปนประโยชนสําหรับการวางแผนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งที่มีคุณภาพใน 
การผสมเทียม 

อุปกรณ  และวิธีการ 

5.1. คัดเลือกพอโคพันธโฮลสไตน ฟรีเชียน (ขาวดํา) ของศูนยผลิตน้ําเชื้อพอโคพันธุ โครงการหลวงอิน 
ทนนท จังหวัดเชียงใหม จํานวน 5 ตัว เพื่อรีดเก็บน้ําเชื้อโดยใช AV เพ่ือนําไปผลิตน้ําเชื้อแชแข็งใหไดอยางนอย 
480 โดสตอพอโค 1 ตัว 

5.2  ตรวจคุณภาพน้ําเชื้อเบื้องตนดังนี้ ปริมาตร สี ความหนืด การเคล่ือนไหวหมู และตรวจนับความ 
เขมขนของน้ําเช้ือโดยใช spectrophotometer ของบริษัท IMV TECHNOLOGIES 

5.3 นําน้ําเชื้อที่รีดเก็บมาผสมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ Egg Yolk Tris ที่มีสวนประกอบของGlycerol 7% และ 
ไขแดง 25% โดยใหมีความเขมขนของตัวอสุจิ 80 ลานตัวตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร 

5.4 บรรจุน้ําเชื้อดวยหลอดน้ําเชื้อขนาด 0.25 มิลลิลิตร  ใหไดพอโคละ 480 หลอด แบงเปน 12 กลุม 
ทดลอง  แตละกลุมมีน้ําเชื้อกลุมละ 40 หลอด โดยใหทุกกลุมไดรับการบมน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 4 °  C  นาน 4 , 
8,12,…, 48 ชั่วโมง ตามลําดับ และให กลุมที่ไดรับการบมน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 4 ° C นาน 4 ชั่วโมงเปนกลุมควบคุม 

5.5  ตรวจอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิก อนแชแข็ง ที่อุณหภูมิ 37° C ทุกกลุม กลุมละ 7 หลอดตอพอ 
โคพันธุ 1 ตัว 

5.6 ทําการแชแข็งโดยการนําน้ําเชื้อที่เรียงบนถาดน้ําเชื้อใหมีระยะหางเทากัน แลวไปวางในถังแชแข็งที่ 
ระดับ 2.5-3 เซนติเมตรเหนือระดับของไนโตรเจนเหลว และปดฝาไวที่อุณหภูมิ -140 ° C นาน 10 นาที จากนั้น 
นําหลอดน้ําเชื้อแชในไนโตรเจนเหลว 

5.7 ตรวจอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็งอยางนอย 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37° C โดยการสุม 
หลอดน้ําเชื้อ 7 หลอดต อพอโคพันธุ 1 ตัว เพื่อทําการตรวอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข ็ง 

5.8 การวิเคราะหสถิติใชการทดสอบ ANOVA in CRD 

ผลการทดลอง 

ผลการบมน้ําเชื้อพอโคขาวด ํา จํานวน 5 ตัว กอนการแชแข็งที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสพบวา น้ําเชื้อโค 
ที่บมตั้งแต 4-24  ชม. ค าเฉล่ียอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็งไมมีความแตกตางกัน โดยมีค าเฉล่ีย 
ระหวาง  42.86 – 43.46 % แตเมื่อบมน้ําเชื้อตั้งแต 28 ชั่วโมงข ึ้นไป อัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข ็ง จะ 
มีค าต่ํากวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากนี้ยังมีค าต่ํากวามาตรฐานของการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของสํานัก
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เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว คือใหมีอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็ง ไมนอยกวา 40%  เมื่อ 
คํานวนจํานวนต ัวเปนจะไดอยางนอย 8 ลานตัวตอหลอด (ตารางท่ี 1) 
ตารางที่ 1 ค าเฉล่ียอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแขง็ ของพอโคขาวด ํา ที่บม ตั้งแต 4 ถึง 48 ชั่วโมง 

เวลาบม 
(ชั่วโมง) 

จํานวนพอ 
โค

(ตัว) 

จํานวนน้ําเช้ือแชแข็งที่ 
ตรวจ 
(หลอด) 

อัตราการเคล่ือนทีข่องตัวอสุจิ 
หลังแชแข ็ง /1  +  SD 

4 ชม. (กลุม 
ควบคุม) 

5  (5x7) = 35  43.29 a + 2.26 

8 ชม.  5  (5x7) = 35  42.86 a + 4.01 
12 ชม.  5  (5x7) = 35  42.86 a + 4.01 
16 ชม.  5  (5x7) = 35  43.29 a + 2.45 
20 ชม.  5  (5x7) = 35  43.46 a + 1.65 
24 ชม.  5  (5x7) = 35  43.43 a + 1.27 
28 ชม.  5  (5x7) = 35  33.14 b + 1.09 
32 ชม.  5  (5x7) = 35  32.14 b + 2.69 
36 ชม.  5  (5x7) = 35  31.00 c + 0.96 
40 ชม.  5  (5x7) = 35  32.14 c + 1.52 
44 ชม.  5  (5x7) = 35  30.43 c + 2.12 
48 ชม.  5  (5x7) = 35  31.57 c + 0.59 

หมายเหตุ : 1/  ตัวอักษรเหมือนกันที่อยูในคอลัมนเดียวกนัไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ความเช่ือมั่น 95% 

วิจารณ 

ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาระยะเวลาการบมท่ี 4 องศาเซลเซียสของน้ําเช้ือที่เจือจางแลว  ในชวงเวลา 
การบมท่ี 4-24 ชั่วโมง ไมไดทําใหเปอรเซ็นต การเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็งแตกตางกัน ซ่ึงสอดคลองกับ 
O’Dell  และ Almquist  (1954) แตทั้งนี้ระยะเวลาที่ใชบมน้ําเชื้อที่เหมาะสมนั้นยังขึ้นกับความเข มข นของ 
กลีเซอรอลในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อและความ ความเร็วในการลดอุณหภูมิและความเร็วในการอุนละลายน้ําเชื้อ ซ่ึง 
Saacke  และ White  (1972)  พบวา ยิ่งลดเวลเการบมน้ําเชื้อลงเทาใด อัตราเร็วของการอุนละลายน้ําเชื้อยิ่งมี
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ความสําคัญต อคุณภาพน้ําเชื้อมากยิ่งข ึ้น แต Wiggin และ Almquist (1975) พบวาการลดเวลาบมน้ําเชื้อจะทําให 
ตัวอสุจิได รับความเสียหายลดลง แตทั้งนี้ตองเพ่ิมอัตราเร็วในการอุนละลายน้ําเช้ือดวย  ดังนั้นจากผลการทดลอง 
นี้ ในเบื้องตนสามารถนําไปใชในการวางแผนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งที่มี่จํานวนการผลิตจํานวนมากสามารถที่ 
เก็บน้ําเชื้อที่เจือจางแลวบมไวในอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสไดเปนเวลา 24 ชั่วโมงโดยที่ไมไดลดอัตราการ 
เคล่ือนที่ของตัวอสุจิ  เปนการชวยแกปญหาเมื่อรีดน้ําเชื้อพอโคที่มีนิสัยก าวราว ตองนําพอโคพันธุเหลานั้นทยอย 
มามารีดเก็บน้ําเชื้อทีละตัวสามารถลดอัตราเส่ียงอันตรายจากพอโค  ทั้งนี้เนื่องจาก ในกระบวนการทางสังคม 
และพฤติกรรมทางเพศของพอโคบางตัวที่เกิดความก าวราวขณะที่นําพอโคมาผูกไวใกลกันหรืออยูไดกล่ินกัน 
ทําใหไมสามารถนํามารีดเก็บน้ําเชื้อรวมก ับพอโคตัวอ่ืนได  จําเปนตองรอใหพอโคตัวอ่ืนรีดเก็บน้ําเชื้อเสร็จและ 
นําเขาคอกแลวจ ึงจะสามารถนําออกมาได ทําใหระยะเวลาการรีดเก็บน้ําเชื้อใชเวลานานมากขึ้นหรือการรีดเก็บ 
น้ําเช้ือโคจากฟารมของเกษตรกร เพ่ืออนุรักษ พันธุกรรมสามารถที่จะทําไดถาสามารถนําสงหองปฏิบัติการได 
ภายใน 24 ชั่วโมงหลัง แตอยางไรก็ตามควรมีการศึกษาตอเกี่ยวกับคุณภาพดานอ่ืนของ น้ําเชื้อแชแข็งที่ผานการ 
บมเปนเวลานาน เชน คุณภาพของเยื่อหุมเซลล หรือความสมบูรณของอโครโซมเปนตน ทั้งนี้อาจศึกษารวมกับ 
ปจจัยอื่น เชน ความเขมขนของไขแดง กลีเซอรอล รวมทั้งอัตราเร็วในการแชแข็งและอัตราเร็วในการอุนละลาย 
น้ําเช้ือที่เหมาะสม เพื่อใหไดน ้ําเชื้อแชแข็งค ุณภาพดีที่สุดเมื่อจําเปนตองบมเปนระยะเวลานาน 

สรุป 
ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาระยะเวลาการบมท่ี 4 องศาเซลเซียสของน้ําเช้ือที่เจือจางแลว  ในชวงเวลา 

การบมที่ 4-24 ชั่วโมง ไมไดทําใหอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็งแตกตางกัน ดังนั้นในการวาง 
แผนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งที่ม่ีจํานวนการผลิตจํานวนมากสามารถที่เก็บน้ําเชื้อที่เจือจางแลวบมไวในอุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสไดนานถึง 24 ชั่วโมงโดยที่ไมไดลดคุณภาพของน้ําเช้ือแชแข็ง  นอกจากนั้นการวางแผนในการนํา 
พอโคพันธุมารีดเก็บน้ําเชื้อทีละตัวสามารถลดอันตรายจากความก าวราวและความดุรายของพอโคพันธุขณะมา 
รีดน้ําเชื้อไดและสามารถรีดเก ็บไดทุกตัว 

อยางไรก ็ตามในสถานการณ ปกติที่สามารถควบคุมรกัษาระยะเวลาบมน้ําเช้ือไดก็ไมควรบมนานกวา 4 
ชั่วโมง ตามมาตรฐานสากล
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การเหนี่ยวนําการเปนสัดแม โคนมโดยใชฮอรโมน 
แบบสอดชองคลอดเพื่อลดจํานวนวนัท องวางในโคหลังคลอด 

ณรงคกร เกษมสุข 1  ,  อมรรัตน  สุวรรณรงค  2 

บทคัดย อ 

การศึกษานี้มีจุดประสงค  เพื่อศึกษาผลของผลโปรเจสเตอรโรนชนิดสอดชองคลอด (PRID) ในแมที่ไม 
แสดงอาการเปนสัด  90-100 วันหลังคลอด  ตอจํานวนวันที่เปนสัดครั้งแรก จํานวนวันทองวาง และจํานวนโค 
เปนสัดใน 120 วันหลังคลอด  โคนมลูกผสม  90  ตัว  ในเขต ลพบุรี  และสระบุรี  ถูกแบงแบบสุมเปน  2  กลุม 
คือ กลุมทดลองและกลุมควบคุม   กลุมทดลองไดรับการเหนี่ยวนําดวย  PRID ® นาน 10  วันพรอมฉีดพรอสตา 
แกลนดิน 0.2ml/M ในวันเมื่อถอด PRID ® ออก    กลุมทดลองไมใส  PRID ®  สังเกตการณการเปนสัดและผสม 
เทียมเมื่อเปนสัดครั้งแรก  และตรวจทองที่  90  วันหลังผสมเทียมหลังผสมเทียมท้ัง 2 กลุม 

จากการวิเคราะหผลทางสถิติ  พบวากลุมทดลองมีคาเฉล่ียจํานวนวันเปนสัดครั้งแรกหลังคลอดส้ันกวา 
กลุมควบคุม  อยางมีนัยสําคัญ (157.79±36.18  vs  118.24±11.81; P<o.oo5) และมีจํานวนวันทองวางเฉล่ียส้ัน 
กวากลุมควบคุมเปนเชนก ัน  (148.76±27.46  177.69± 50.72; P<o.oo5)  จํานวนโคเปนสัดจํานวน ใน 120  วัน 
หลังคลอด  ในกลุมทดลอง  มีมากกวา  กลุมควบคุม ( 29  vs19; P<o.oo5)  แตกลุมควบคุมมีอัตราผสมติดเมื่อ 
ผสมครั้งแรกสูงกวากลุมทดลอง  (36.53  vs  28.94; P<o.oo5). 

คําสําคัญ:  จํานวนวันที่เปนสัดครั้งแรก จํานวนวนัทองวาง จํานวนโคเปนส ัดใน 120 วันหลังคลอด  อัตราการผสมติดเมื่อผสม 
ครั้งแรก  โปรเจสเตอร โรนแบบสอดชองคลอด  โคนม 
ทะเบียนผลงานวิชาการเลขที ่ :  51(2)-0208-166 

1 ศูนยว ิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี 
2 ศูนยว ิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพอุบลราชธานี
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Use of  progesterone releasing   intravaginal 
device for inducing  estrus and reducing  calving intervals  in  dairy cows 

Narongkorn Kasemsuk 1 , Amornrat Suwannarong 2 

Abstract 

This study was conducted to investigate effects of progesterone intravaginal device (PRID ® ) on 90- 
100 days anestrous postpartum crossbred dairy cows  in Saraburi and Lopburi provincse.   Ninety crossbred 
dairy cows with history of 90-100 days anestrous postpartum were randomly assigned into 2 groups, treatment 
and control.   The treatment group, thirty-eight crossbred dairy cows,were estrus synchronized by PRID ® and 
the control group,  fifty-two crossbred dairy cows without estrus synchronization  treatment.   After 10 days, 
Prostaglanding  (cloprostenol,  250 mg/ml) was  injected  intramuscularly  and  PRID ® was  removed.  Estrous 
observation was detected and AI was performed on first heat detected  in all cows in both groups. 

Results  showed  that  the  treatment  group  gave  significantly  shorter  average  days  of  first  heat 
postpartum than in the control group (157.79±36.18  vs  118.24±11.81; P<o.oo5).  The average days open of 
the  treatment  group were  also  significantly  shorter  than  the  control  group(148.76±27.46  177.69± 50.72; 
P<o.oo5).  Also the numbers of  cows in heat 120 days postpartum were higher significantly in the treatment 
group than in the control group.   However, the first service conception rate of the control group was higher 
than the treatment group(36.53  vs  28.94; P<o.oo5). 

KEYWORDS: number of days to first postpartum estrous, numbers of cows in estrous within 120 days postpartum, days 
open, first service conception rate, progesterone intra vaginal device, dairy cow 

1 Saraburi Artificial Insemination and Biotechnology Research Centre 
2 Ubonrachathani Artificial Insemination and Biotechnology Research Centre



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสัตว  J.Biotec.Liv.Prod. 
ปท ี่ 3 ฉบับที่ 1 มิถุนายน 2551  Vol. 3; No. 1; June 2008 

47 

บทนํา 

สาเหตุหนึ่งที่ทําใหการเล้ียงโคนมมีตนทุนสูง คือ แมโคหลังคลอดไมแสดงอาการสัด หรือเปนสัดหลัง 
คลอดชากวา 3 เดือน การที่แมโคสูญเสียคะแนนรางกาย เนื่องจากกินอาหารนอยลง ปวยหลังคลอด หรือ ให 
ผลผลิตน้ํานมสูงในชวง 2 เดือนหลังคลอด  ลวนเปนสาเหตุที่ทําใหแมโคไมเปนสัดหลังคลอดได  การเปนสัด 
และตกไขหลังคลอดจะชาลงเมื่อตอมใตสมองหล่ัง ลูทีไนซ่ิง ฮอรโมน(Luteinizing Hormone,LH) นอยลง ซ่ึง 
อาจจะเปนผลจากส่ิงแวดลอม สภาพรางกาย โภชนาการ หรือการใหน้ํานมมาก ซ่ึงทําใหคะแนนรางกายต่ําได 
(Rhudes,2003) มีรายงานการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวย โปรเจสเตอโรน(Progesterone) แบบสอดชองคลอด แลว 
ผสมเทียม ทําใหโอกาสผสมติดมากขึ้น (Xu and Buston,1999) และเพ่ิมโอกาสผสมติดภายใน 60 วันหลังคลอด 
(Chebel et a.l, 2006)  นอกจากนี้Wash et al (2007)  ยังพบวาการใชโปรเจสเตอโรนแบบสอดชองคลอด  ทํา 
ใหแมโคแสดงอาการสัดก อนที่แมโคจะมีปญหาไมแสดงอาการเปนสัดหลังคลอด 

การศึกษานี้มีจุดประสงค เพื่อศึกษาผลของการใช โปรเจสเตอโรนแบบสอดชองคลอด เพื่อเหนี่ยวนํา 
การเปนสัด  ในแมโคที่ไมแสดงอาการสัดหลังคลอด 90-100 วัน ตอจํานวนวันที่แสดงอาการสัดครั้งแรกหลัง 
คลอด จํานวนว ันทองวาง  อัตราผสมติดจากการผสมครั้งที่ 1 และจํานวนวันที่แสดงอาการสัด 120 วันหลังคลอด 

อุปกรณ และวิธีการ 

แมโคจํานวน 90 ตัวที่เล้ียงในฟารมโคนมเกษตรกร ในพื้นที่รับผิดชอบของศูนยวิจัยการผสมเทียมและ 
เทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี ซ่ึงมีการเล้ียงดูแบบเดียวกัน ใหลูกแลว มีคะแนนรางกาย 2-2.5 อยูระหวางรีดนมและ 
มีประวัติไมแสดงอาการสัดหลังคลอด 90-100 วัน จากการลวงตรวจร ังไขไมพบ คอรพัสลูเตียม(Corpusluteum) 
แบงแมโค 90 ตัว นี้แบบสุมเปน 2 กลุม คือ  กลุมทดลองและกลุมควบคุม   หนึ่งชุดของแมโค “ทดลอง” และ 
“ควบคุม” จะมาจากฟารมเดียวกันซ่ึงมีหลายชุดและมาจากหลายฟารม 

กล ุมทดลอง  เปนแมโคจํานวน  52 ตัว จะได รับการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวย โปรเจสเตอโรน แบบ 
สอดชองคลอด (Progesterone intravaginal device, PRID ® ) ตามโปรแกรมที่ดังนี้ 

วันที่ 0 สอด PRID ®  เขาชองคลอด 
วันที่ 10 ถอด PRID ® และฉ ีด พรอสตาแกลนดิน (Cloprostenol, 250 mg/ml) เขากลาม 2 ml แลวสังเกต 

การเปนสัดครั้งแรก และผสมเทียม 
กล ุมควบคุม  เปนแมโคที่ไมมีการเหนี่ยวน ําดวย PRID ®  เขาชองคลอด  สังเกตการณการเปนสัดและ 

ผสมเทียมเมื่อเปนสัดครั้งแรก  และตรวจทองที่  90  วันหลังผสมเทียมหลังผสมเทียมท้ัง 2 กลุม 
อัตราการผสมติดเมื่อผสมครั้งแรก (%)  =  จํานวนโคที่ผสมตดิ (ตวั)  X  100 

จํานวนโคที่ผสมเมื่อเปนสัดครั้งแรกทั้งหมด (ตัว)
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วิเคราะหหาคาเฉล่ียของ จํานวนวันที่เปนสัดครั้งแรก จํานวนวันทองวาง จํานวนโคเปนสัดใน  120 วนั 
หลังคลอด  อัตราผสมติดเมื่อผสมเทียมครั้งแรกเปรียบเทยีบระหวางกลุมทดลองและกลุมควบค ุม  ดวย  T  –test 
และ Chi-Square test 

ผลการทดลอง 

ตารางที่ 1  แสดงค าเฉล่ีย ± ค าเบี่ยงเบนมาตรฐานของจํานวนวันที่เปนสัดครั้งแรกหลังคลอด   และค าต่ําสุด- 
ค าสูงสุด (วัน) 

กลุมแมโคนม 
จํานวนสัตว 

(ตัว) 

จํานวนวันที่เปนสัด 
ครั้งแรกหลังคลอด 

Mean ± S.D. 
(วัน) 

จํานวนวันที่เปนสัด 
ครั้งแรกหลังคลอด 
ค าต่ําสุด-ค าสูงสุด 

(วัน) 
กลุมควบค ุม  52  157.79 a  ±  36.18  106-232 
กลุมทดลอง  38  118.24 b  ±  11.81  105-154 

a, b แสดงความแตกตางก ันอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) 

ตารางที่ 2  แสดงค าเฉล่ีย  ± ค าเบี่ยงเบนมาตรฐานของจํานวนวันทองวาง (วนั) และค าต่ําสุด - ค าสูงสุดของแม 
โคนม 2 กลุม 

กลุมแมโคนม 
จํานวนสัตว 

(ตัว) 

จํานวนวันทองวาง 
เฉล่ีย 

Mean ± S.D. 
(วัน) 

จํานวนทองวาง 
ค าต่ําสุด-ค าสูงสุด 

(วัน) 

กลุมควบค ุม  52  177.69 a  ±  50.72  106-258 
กลุมทดลอง  38  148.76 b  ±  27.46  105-203 

a, b แสดงความแตกตางก ันอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05)
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ตารางที่ 3  อัตราการผสมติดจากการผสมครั้งที่ 1และจํานวนววัที่เปนสัดภายใน 120 วัน หลังคลอด 

กลุมแมโคนม 
จํานวนสัตว 

(ตัว) 

อัตราผสมติดจากการ 
ผสมครั้งที่ 1 

จํานวนวัวที่เปนสัด 
ภายใน 120 วัน 
หลังคลอด 

กลุมควบค ุม  52  36.53  19 a 

กลุมทดลอง  38  28.94  29 b 

a, b แสดงความแตกตางก ันอยางมีนยัสําคัญ (P<0.05) 
วิจารณ 

การศึกษานี้พบวา  แมโคกลุมทดลองมีค าเฉล่ียจํานวนวันที่เปนสัดครั้งแรกหลังคลอดนอยกวากลุม 
ควบคุมอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) นอกจากนี้จํานวนแมโคกลุมนี้เปนสัดภายใน 120 วันหลังคลอด มีจํานวน 
มากกวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญเชนก ัน (P<0.05)  อาจเปนไปไดวาจากสภาวะเครียดหลังคลอดลูก   การรีด 
นม สภาวะเกี่ยวกับโภชนาการของแมโค ซึ่งจะเห็นจากคะแนนรางกาย 2-2.5 ทําใหมีผลกระทบตอระบบตอมไร 
ทอของแมโคเหลานี้ คือ มีการหล่ังฮอรโมนโกนาโดโทรปนลดลง ซ่ึงการที่โกนาโดโทรปนที่ลดลงนี้มีผลให 
พัฒนาการของฟอลลิเคิลลดลง (Hafez,1993) และแมโคเหลานี้ไมแสดงอาการสัดหลังคลอด 90-100 วัน  แตเมื่อ 
ไดรับการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวย PRID ® ที่เปนฮอรโมนโปรเจสเตอโรนนาน 10 วัน ซ่ึงในระหวาง 10 วันนี้ 
ผลของโปรเจสเตอโรนจะไปกดไฮโปทาลามัสและตอมใตสมอง  ทําใหยับยั้งการหล่ังโกนาโดโทรปน 
(Gonadotropin) (Hafez,1993)  และอาจมีการสะสมโกนาโดโทรปนที่สรางใหเพิ่มขึ้น  ซ่ึงเมื่อมีการถอด PRID ® 

ออกในวันที่ 10 ก ็จะไมมีโปรเจสเตอโรนไปกดการหล่ังโกนาโด 
โทรปนจากตอมใตสมอง  ทําใหมีโกนาโดโทรปนหล่ังเข าสูกระแสเลือดเพิ่มขึ้น  และเกิดการกระตุนฟอลลิเคิล 
ในรังไข ใหเจริญเติบโตขึ้นดวยฤทธ์ิของฟอลลิเคิลสติมูเลตติ้งฮอรโมน (Follicle stimulation hormone) ของโก 
นาโดโทรปน ซ่ึงเปนการเริ่มตนของฟอลลิคูลาเวฟ (Lopez et al., 2005) จากสภาวะการพัฒนาของฟอลลิเคิลใน 
รังไข ทําใหแมโคแสดงอาการสัดได  และมีการตกไขเก ิดขึ้น 

Palomares-Naveda et al (2007) รายงานวา  การเหนี่ยวนําการเปนสัดโดยใชโปรเจสเตอโรนแบบสอด 
ชองคลอดในโคเนื้อลูกผสมกับโคสายพันธุในเขตรอนที่มีปญหาไมเปนสัดหลังคลอด  ชวยใหเพิ่มอัตราการเปน 
สัดหลังคลอด  แตอยางไรก็ดีเปนที่นาสังเกตว าผลของอัตราผสมติดจากการผสมเทียมครั้งแรกของการศึกษานี้ 
(ตารางท่ี 3) ปรากฏวา  กลุมควบคุมสูงกวากลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05)  แตเมื่อพิจารณาถึงระยะเวลาที่ 
เปนสัดครั้งแรกจากการศึกษานี้  จะเห็นว ากลุมควบคุมก็มีระยะเวลายาวนานกวากลุมทดลอง (ตารางท่ี 1) ซ่ึงอาจ 
เปนไปไดวาระยะเวลาเปนสัดครั้งแรกของกลุมควบคุมที่ยาวนานกวามีผลตอการฟนฟูสภาพรางกายใหมี 
ประสิทธิภาพในการผลิตโกนาโดโทรปนไดดีและมากขึ้น  ทําใหมีการแสดงอาการสัดและตกไข อยางมี 
ประสิทธิภาพและมีอัตราผสมติดดีขึ้น แต Hanlon et al (2005)  พบวา  การใชโปรเจสเตอโรนชนิดสอดชอง
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คลอดในโคที่มีปญหาไมแสดงอาการสัดหลังคลอด  ไมชวยเพิ่มอัตราผสมติดเมื่อผสมเทียมครั้งแรก  ซ่ึง  Nancy 

et al (1989) ; Jeffrey andMichael (1991) ก็รายงานผลเชนเดียวก ัน 
การที่กลุมควบคุมมีจํานวนว ันทองวางเฉล่ียสูงกวากลุมทดลองอยางมีนัยสําค ัญ  อาจเปนผลมาจากการที่ 

แมโคกลุมทดลองกลับสัดก อนและกลับเข าวงจรสัดเร็วกวา  ทําใหมีโอกาสรับการผสมเทียมมากครั้งกวาและ 
ผสมติดมากกวากลุมควบคุม  ทั้งนี้นาจะเปนผลของโปรเจสเตอโรนที่มีผลตอการหล่ังโกนาโรโทรปนดังได 
กลาวแลว  ซ่ึงที่รายงานวาการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวยโปรเจสเตอโรนแบบสอดชองคลอดมีสวนชวยเพิ่ม 
ประสิทธิภาพระบบสืบพันธุโคนมที่มีปญหาไมแสดงอาการสัดหลังคลอด  และชวยเพิ่มอัตราผสมติด  ในโคที่มี 
ปญหาหลังคลอด (Nancy et al.,1989; Jeffrey and Michael, 1991).  Walsh et al (2007)  ก็รายงานวา  การ 
เหนี่ยวนําการเปนสัดด วยโปรเจสเตอโรนชนิดสอดชองคลอด  ทําใหจํานวนวันทองวางลดลง  20 วัน 

สรุป 

แมวาการศึกษานี้จะไดผลวาโคกลุมทดลองมีจํานวนเฉลี่ยวันเปนสัดครั้งแรกสั้นกวาจ ํานวนโคทีเ่ปนสัด 
ใน 120 วัน หลังคลอดมากกวาและจํานวนวันทองวางเฉล่ียส้ันกวาโคในกลุมควบคุม  ซ่ึงอาจจะเปนของโปรเจส 
เตอโรน  แตอิทธิผลที่มีผลแนนอนตอการเปนสัดและการผสมติด  คือ  การจัดการเรื่องอาหารและสุขภาพของ 
แมโค  ซ่ึงจะมีผลตอสภาพรางกายของแมโค    ดังน ั้นการใชฮอรโมนเพิ่มประสิทธิภาพการจัดการโคนม  จึงเปน 
เพียงสวนประกอบหนึ่งในการจัดการเล้ียงโคนมและตองคํานึงถึงความเหมาะสมรวมทั้งตองคํานึงถึง  ชนิด 
ฮอรโมน, ขนาด, วิธีการใชก ็มีความแตกตางและใหผลตางๆ ก ันด วย (Sterry et al.,2006; Folman et al.,1990). 
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ผลของการเติมกลีเซอรอล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และ 28 องศาเซลเซียส 
ตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโค 

จต ุพร  พงษ เพ็ง 1  มุขดา  รตันภาสกร 2  สุดา จันทาสี 1 

กิตติศกัดิ์ แสงสกุล 3  จําเนียร สายขุน 4 

บทคัดย อ 

การศึกษาคุณภาพน้ําเช้ือแชแข็งโคที่เกิดจากการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภุมิ 4°C และ 28°C ในพอพันธุโค 
เนื้อลูกผสมและโคนมขาวดํา จํานวน 13 และ17 ตัว ตามลําดับ รวม 30 ตัว พบวาไมมีความแตกตางกันระหวาง 
สายพันธุ  ภายหลังการแชแข็งทําการตรวจอัตราการเคล่ือนที่ดวยเครื่อง  ตรวจวิเคราะหคุณภาพน้ําเชื้อ 
(Computerized  Assister  Semen  Analysis  :  CASA)  และยอมสีตัวอสุจิด วย  fluorescein  isothiocyanate-conjugated 
peanut agglutinin (FITC-PNA) และ propidium iodide (PI) เพ่ือตรวจความผิดปกตขิอง  อะโครโซมและเยื่อหุม 
ตัวอสุจิด วยเครื่อง  flow cytometer  พบวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4°C มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนที่และ 
อัตราการเคล่ือนที่ไปข างหนาสูงกวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 28°C (P<.05) โดยมีคาอัตราการเคล่ือนที่เปน 
รอยละ  47.65±2.29,  37.00±2.31  และอัตราการเคล่ือนทีไ่ปขางหนาเปนรอยละ  22.37  ±1.41,  17.83  ±1.26 
ตามลําดับ  นอกจากนีก้ารเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิที่  4°C  ยังมีผลใหรอยละของอะโครโซมปกติสูงกวาการเติม 
กลีเซอรอลที่อุณหภูมิที่ 28°C เชนก ัน โดยมีคาเทาก ับ 60.45  ±2.38, 47.38  ±3.48 ตามลําดับ จากการศกึษาในครั้ง 
นี้แสดงใหเห็นวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4°C ในกระบวนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคใหผลดีกวาเติมที่ 28°C 
(P<.05) 

คําสําคัญ : กลีเซอรอล  อุณหภูมิ  น้ําเช้ือโค 
รหัสโครงการวิจัย 25510702094 
1 ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอโคพันธุลําพญากลาง  ต. ลาํสนธิ อ. ชัยบาดาล  จ.ลพบุรี 15190 
2 สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุส ัตว กรมปศุส ัตว ถนนติวานนท ปทุมธานี 12000 
3 ศูนยวจิัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพชลบุรี  อ.บานบึง จ. ชลบุรี 20170 
4 โครงการวิจัยชีววิทยาระบบสืบพันธุของสัตวบกเศรษฐกิจ สถาบันวิจัยและพัฒนาวิทยาศาสตรและเทคโนโลย ี 
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Effect of Glycerol Addition at 4 o C and 28 o C on Quality of Frozen Bull Semen 
Jatuporn Pongpeng 1  Mukda Rutanapaskorn 2  Suda Chantasee 1 

Kittisak Sangsakul 3  Chamnian Saikhun 4 

Abstract 

Effect of glycerol addition  into semen extender at 4°C and 28°C on  freezability of bull semen was 
conducted.  Semen samples were collected from 13 crossbred beef bulls and 17 crossbred dairy bulls.  After 
freezing  procedure,  semen  samples were  thawed  at  37°C  for  30  seconds  then  percentage  of  progression 
motility  and  kinetic  movement  by  Computerized  Assisted  Semen  Analysis  (CASA)  were  determined. 
Samples were  also  stained with  fluorescein  isothiocyanate-conjugated  peanut  agglutinin  (FITC-PNA)  and 
propidium  iodide  (PI)  for acrosomal and plasma membrane  examination using  flow cytometer. The  results 
showed  that motility (37.00±2.31% , 47.65±2.29%) and progressive motility (17.83±1.26%, 22.37  ±1.41%) 
of glycerol addition at 4°C were higher than those at 28°C (P<0.05), respectively. Intact acrosomal membrane 
of glycerol addition at 4°C was also higher  than at 28°C,  (60.45 ±2.38% and 47.38  ±3.48%,    respectively. 
(P<0.05.).    This  study  indicated  that  glycerol  addition  at  4°C  yielded  higher  percentage  of  motility, 
progressive motility and live spermatozoa with intact acrosomal membrane than that at 28°C. 

Keyword : glycerol, temperature,  bull semen 
1 . Lamphayaklang Livestock Semen Production Center, Lamsonthi, Lopburi, 15190 
2  The Bureau  of Biotechnology  in Animal  Production, Deparment  of Livestock Development, Tiwanon Rd,  Pathumthani, 
12000 
3. Chonburi Biotechnology and AI Research Center. , Bureau of Biotechnology  for Animal   Production    Banbung, 
Chonburi. 20170 
4. Department of Anatomy, Faculty of Science, Institute of Science and Technology for Research and Development, Mahidol 
University, Nakhon Pathom 73170



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสัตว  J.Biotec.Liv.Prod. 
ปท ี่ 3 ฉบับที่ 1 มิถุนายน 2551  Vol. 3; No. 1; June 2008 

54 

บทนํา 

ความเสียหายที่จะเกิดกับตัวอสุจิในการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งมีปจจัยหลายอยาง และสามารถเกิดไดทุก 
ขั้นตอน เนื่องจากอสุจิมีความไวต อสารเคมี และอุณหภูมิ เชน ระยะเวลาในการลดอุณหภูมิหรืออัตราเร็วในการ 
ลดอุณหภูมิ ชนิดของน้ํายาเจือจาง และที่สําคัญการเลือกใชสาร cryoprotectants เพื่อชวยปองกันความเสียหาย 
จากการลดอุณหภูมิ เนื่องจากการแชแข็งมีผลทําใหอสุจิสูญเสียคุณสมบัติทางกายภาพสงผลใหเกิดความเสียหาย 
ตอเยื่อหุมอสุจิและอะโครโซมซ่ึงเปนสวนสําคัญที่อสุจิใชเจาะผานผนังเซลลไข  ถาหากอะโครโซมไมสมบูรณ 
อสุจิก็ไมสามารถปฏิสนธิกับไข ได เพราะอะโครโซมมีเอ็นไซมบรรจุอยูภายใน หากสูญเสียคุณสมบัติทาง 
กายภาพหรือคุณสมบัติทางชีวเคมีจะทําใหตัวอสุจิไมสามารถเจาะผานผนังเซลลไข ได  (Schneider  and 
Mazur,1984) 

สาร cryoprotectants ที่นิยมใชกันอยางแพรหลายไดแก การใชไขแดงรวมกับกลีเซอรอล (Foote, 1970) 
กลีเซอรอลสามารถชวยลดความเสียหายอันเนื่องจากขบวนการแชแข็งไดโดยกลีเซอรอลชวยลดอุณหภูมิของจุด 
เยือกแข็ง และลดความเขมขนของ electrolytes ใน cytoplasm เปนการปองกันการเกิดผลกระทบจากชวงเวลาที่ 
เปนของเหลวใหอยูในสภาวะ hyperosmotic ใหส้ันลง (Mazur et al., 1970) แตทั้งนี้กลีเซอรอลเองก็เปนทั้งตัวที่ 
ใหท้ังคุณและโทษในเวลาเดียวกัน Colas (1975) พบวาการเจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางที่มีกลีเซอรอลผสมอยู 
ที่อุณหภุมิ 30 °C ทําใหอัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิแกะภายหลังการแชแข็งต่ํากวาการเติมกลีเซอรอลในสวนผสม 
ของน้ําเช้ือและน้ํายาเจือจางเม่ือลดอุณหภูมิลงแลวที่ 5 °C สอดคลองกับ Liu และคณะ (1998) พบวาที่อุณหภูมิ 
25 °C กลีเซอรอลมีพิษต ออสุจิโค เนื่องจากระดับอุณหภูมิสูงจะเปนตัวเรงปฏิกิริยาระหวางกลีเซอ รอลกับผนัง 
เซลลทําใหกลีเซอรอลแทรกซึมเข าสูเซลลเร็วเกินไป ทําใหองคประกอบสําคัญภายในเซลล รวมทั้ง ไมโตคอนเด 
รียและอะโครโซมเกิดความเสียหาย ซ่ึงมีผลใหอสุจิสูญเสียความสามารถในการเข าปฏิสนธิกับไข  (Jones and 
Martin,1973 ;Rodriguez and Martin,1994 ; (Watson,1995) แตที่อุณหภูมิต่ํา ๆ ทําใหลดกิจกรรมของเซลลและ 
การแผกระจ ายของสารตางๆ เข าสูเซลลดําเนินอยางค อยเปนค อยไปทําใหอสุจิมีเวลาในการปรับตัวเพิ่มขึ้นจึง 
ไดรับผลกระทบไมมากน ัก เปนผลใหตัวอสุจิไดรับความเสียหายนอยลง สงผลใหน้ําเชื้อภายหลังการแชแข็งมี 
คุณภาพสูงกวา (Salamon and Maxwell, 1995) 

การศึกษาในครั้งนี้เพื่อเปรียบเทียบคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคที่เกิดจากการเติมกลีเซอรอลระหวาง 
อุณหภูมิ 4°C กับอุณหภูมิ  28°C ที่ใชในกระบวนการผลิตในปจจ ุบันของพอพันธุโคเนื้อลูกผสมและโคนมขาว 
ดํา ที่ทําใหคุณภาพน้ําเชื้อภายหลังการแชแข็งมีคุณภาพสูงสุด และคงสภาพความสมบูรณของเยื่อหุมเซลล 
และอะโครโซมใหมากที่สุด
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อุปกรณ  และ วิธีการ 

อุปกรณและวิธีการ 
ใชพอพันธุโคเนื้อลูกผสมและโคนมขาวด ํา จํานวน 13 และ17 ตัว ตามลําดับ  รวม  30 ตวัเล้ียงดูภายใต 

สภาพแวดลอมของศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอโคพนัธุลําพญากลาง  จ.ลพบุรี  รีดเก็บน้ําเช้ือดวยการใช  artificial 
vagina จากนั้นตรวจคุณภาพน้ําเชื้อสดดังนี้ 

1.น้ําเช้ือที่รีดเก ็บไดจะตรวจคณุภาพน้ําเช้ือเบ้ืองตนดังนี้  ปริมาตร  สี  ความหนืดดวยตาเปลาตรวจการ 
เคล่ือนไหวหมู  และอัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิ  (% motility)  โดยวิธ ี subjective method  ดวยกลองจุลทรรศน 
compound ชนิด phase contrast สําหรับความเข มขนของน้าํเชื้อตรวจโดยการ spectrophotometer รุน REF.Z160 
บริษัท IMV TECHNOLOGIES 

2.จากนัน้แบงน้ําเช้ือเปนสองสวนเทากัน โดยสวนที่ 1 ผสมกับน้ํายาเจือจางน้ําเช้ือ  egg yolk  tris  ที่มีกลีเซ 
อรอล  7 % และไข แดง 20% ที่อุณหภูมิ 28  o C ใหมีความเข มขนของตัวอสุจิ 80 x 10 6  ตัว/มล. สวนที่ 2  ผสม 
น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ  egg  yolk Tris ที่มีสวนประกอบเหมือนกับสวนที ่1  แตไมมีกลีเซอรอล  ใหมีความเขมขน 
ของตัวอสุจิ 160 x 10 6 ตัว/มล.  บมน้ําเชื้อทั้ง 2 สวนที่อุณหภูมิ 4 o C นาน 2 ชั่วโมง แลวเติม egg yolk tris  ที่มีกลี 
เซอรอล 14 %  โดยใชปริมาตรเทากับสวนที่ไมมกีลีเซอ รอล  เพ่ือใหมีความเขมข นสุดทายเปน 80 x 10 6  ตัว/ 
มล.  หลังจากบมน้ําเชื้อทั้งสองกลุมที่อุณหภูมิ 4 o C ตอจนครบ 4 ชั่วโมงแลว บรรจุน้ําเชื้อดวยหลอดขนาด 0.25 
มิลลิลิตร ทําการแชแข ็งดวยเครื่องแชแข็งน้ําเช้ืออัตโนมัติ( รุน Digitcool 5300 ZH 350 & UE 350 with 900 HP 
programmer  )  โดยเรียงน้ําเชื้อที่บรรจใุนหลอดเรียบรอยแลวบนแทนเรียงน้ําเช้ือและนําไปวางเรียงในเครื่องแช 
แข็งน้ําเช้ืออัตโนมัติ อุณหภูมิ -140 ° C นาน 6 นาท ี

3.จากนัน้นําหลอดน้ําเชื้อแชในไนโตรเจนเหลว เมื่อครบ  24 ชั่วโมง นํามาตรวจคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง ดังนี้ 
3.1  ตรวจร อยละของอัตราการเคล่ือนที่  (%  motility)  และอัตราการเคล่ือนที่ไปข าง  หนา  (% 

progressive motility)ในน้ําเชื้อแชแข็งโดยใชเครื่อง CASA (computerized automatic semen analyzer) Hamilton 
Thorn Motility Analyzer, IVOS12.3 

3.2  ตรวจเปอรเซนต ความสมบูรณของผนังเซลลและอะโครโซมของตัวอสุจิในน้ําเช้ือแชแข็ง 
ตรวจคุณภาพน้ําเชื้อหลังจากแชแข็งอยางนอย  24  ชั่วโมง  โดยตรวจร อยละของความผิดปกติของเยื่อหุมตัวอสุจิ 
และอะโครโซมในน้ําเช้ือแชแข็งโดยใชเครื่อง Flow  Cytometer  การตรวจความผิดปกติของอะโครโซมจะยอม 
ดวยสี  FITC-PNA  และการตรวจความผิดปกติเยื่อหุมตัวอสุจิจะยอมดวยสี  PI  โดยทําการละลายน้ําเช้ือแชแข็งที่ 
อุณหภูมิ 37° C นาน 30 วินาที แลวเจือจางทันทีดวย Hepes-buffered modified Tyrode medium (SP-TALP; 2.0 
mM CaCl 2 , 3.1 mM KCL, 0.4 mM Mg Cl 2 , 100.0 mM NaCl 2 , 25.0 mM NaHCO 3 0.3 mM NaH 2 PO 4 , 1.0 mM 
sodium pyruvate, 21.6 mM sodium lactate, 10.0 mM Hepes, and 6 mg/ml BSA) ปริมาตร 10 เทาของน้ําเชื้อที่ 
อุณหภูมิ 37 ° C และกรองผาน 41µm nylon mesh (Spectrum, Los Angeles, CA) จากนัน้ยอมดวยสี  FITC-PNA
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ใชน้ําเชื้อปริมาตร 440 µl ผสมกับสี FITC-PNA  ปริมาตร 50 µl(10 µg/ml.) บมตัวอยางที่อุณภมูิ 37° C นาน 30 
นาที  จากนั้นยอมดวยสี  PI  ก อนนําไปตรวจดวยเครื่อง  Flow    Cytometer  รุน  FACS  caliber  จากบรษิัท 
BECTON DECKINSON 
การวิเคราะหขอมลู 

ใชแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (2x2 factorial in CRD) กําหนดใหอุณหภูมิขณะเติมกลีเซอรอลเปน 
ปจจัยหลักและสายพันธุโคเปนปจจัยรอง  เปรียบเทียบรอยละของคุณลักษณะของอะโครโซมและลักษณะการ 
เคล่ือนที่ของอสุจิ  ดวยตาราง  ANOVA  เปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยดวย  Duncan’s  Multiple  Range 
Test 

ผลการทดลอง 

ตารางที่ 1. ค าเฉล่ีย SE ของอัตราการเคล่ือนที่ และอัตราการเคล่ือนที่ไปขางหนา ของน้ําเช้ือ     แชแข ็งพอโค 
ที่เจือจางดวย Egg Yolk Tris เม่ือเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4 °C และ 28 °C 

ลักษณะที่ศกึษา  จํานวนโค 
(ตัว) 

อุณหภูมิ 1/ 

4 °C  28 °C 
Motility (%)  30  47.65 a ±2.29  37.00 b ±2.31 
Progressive motility (%)  30  22.37 a ±1.41  17.83 b ±1.26 
Curvilinear velocity ;VCL (µm/s)  30  142.89 a ±3.58  134.82 a ±2.84 
Average path velocity; VAP(µm/s)  30  78.07 a ±1.78  74.18 a ±1.30 
Straight-line velocity; VSL(µm/s)  30  57.38 a ±1.07  56.04 a ±0.93 
Amplitude of lateral head displacement; ALH(µm/s)  30  7.20 a ±0.15  7.01 a ±0.14 
Beat frequency; BCF (HZ)  30  26.91 a ±0.46  25.95 a ±0.52 
Linearity; LIN (%)  30  42.48 a ±0.70  43.55 a ±0.68 
Straightness; STR (%)  30  74.17 a ±0.75  75.89 a ±0.69 

1/ 
: ตัวอักษรเหมือนกันที่อยูในแถวเดียวกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ความเชื่อม่ัน 95% (P<0.05) 

ผลการทดลองพบวาในขบวนการแชแข็งน้ําเช้ือโค  การเตมิกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ  4°C  และ 
28°C  ใหผลตอบสนองในทิศทางเดยีวกันทั้งโคเนื้อและโคนม  แตตอบสนองตอระดับอุณหภูมิของการเติมกลีเซ 
อรอลแตกตางกัน โดยพบวาเมื่อเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4°C มีผลใหอัตราการเคล่ือนที่ และอัตราการเคล่ือนที่ 
ไปขางหนา สูงกวาเมื่อเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 28°C  (P< 0.05) ดังตารางที่ 1
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เม่ือพิจารณาคุณสมบัตขิองเยื่อหุมเซลลและอะโครโซม  พบวาเมื่อเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ  4°C  มีผล 
ใหรอยละของตัวอสุจิที่มีชีวติและอะโครโซมปกติ  (MAI)  สูงกวา  เม่ือเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ  28°C  และใน 
สวนของอสุจิที่ตายแลวแตอะโครโซมปกต ิ  (MDAI) และอสุจิที่ตายแลวและอะโครโซมถูกทําลาย  (MAD) พบวา 
เม่ือเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 28°C สูงกวาเมื่อเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4°C อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P< 0.05) 
ดังตารางที่ 2 

ตารางที่ 2.  ค าเฉล่ีย SE ของอะโครโซมและเยื่อหุมเซลลอสุจิของน้ําเช้ือแชแข็งพอโคที่เจือจางดวย Egg Yolk 
Tris เม่ือเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4 °C และ 28 °C 

ลักษณะที่ศกึษา  จํานวนโค 
(ตัว) 

อุณหภูมิ 1/ 

4 °C  28 °C 
Membrane acrosome intact :MAI (%)  30  60.45 a ±2.38  47.38 b ±3.48 
Membrane damage acrosome intact :MDAI (%)  30  20.21 a ±1.06  28.26 b ±2.02 
Membrane acrosome damage :MAD (%)  30  19.06 a ±1.98  26.83 b ±2.75 

1/ 
: ตัวอักษรเหมือนกันที่อยูในแถวเดียวกันไมมีความแตกตางกันทางสถิติที่ความเชื่อม่ัน 95% (P<0.05) 

สรุปและวิจารณ 

ในขบวนการแชแข็งน้ําเช้ือโค  กลีเซอรอลเปนตัวชวยลดอณุหภูมิของจดุเยือกแข็ง  และลดความเขมขน 
ของ  electrolytes  ใน  cytoplasm  เปนการปองกันการเกดิผลกระทบจากชวงเวลาที่เปนของเหลวใหอยูในสภาวะ 
hyperosmotic  ใหส้ันลง  (Mazur  et  al.,  1970)  แตทั้งนีก้ลีเซอรอลเองก็เปนทั้งตัวที่ใหท้ังคุณและโทษในเวลา 
เดียวกนั Colas  (1975)  ปจจัยหนึ่งที่มีผลตอคุณภาพน้ําเช้ือคือ  ระดับอณุหภูมิของน้ําเช้ือขณะเติมกลีเซอรอล  ผล 
การศึกษานี้พบวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 4°C และ 28°C ใหผลตอบสนองในทิศทางเดยีวกันทั้งโคเนื้อและ 
โคนม  แตตอบสนองตอระดับอุณหภูมิของการเติมกลีเซอรอลแตกตางกัน  โดยพบวาเมื่อเติมกลีเซอรอลที่ 
อุณหภูมิ  4°C มีผลใหอัตราการเคล่ือนที่ และอัตราการเคล่ือนที่ไปขางหนา  สูงกวาเมื่อเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 
28°C  อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<  0.05)  รวมทั้งมีผลใหจํานวนอสุจิที่ยังมีชวีิตและมีอะโครโซมปกติสูงกวา 
เชนเดียวกนั  (P<  0.05)  สําหรับในสวนของอสุจิที่ตายแลวแตยังมีอะโครโซมปกติ  และอสุจิที่ตายแลวและ 
อะโครโซมถูกทําลาย พบวามคี าต่ํากวาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงแสดงใหเห็นวาการเติมกลีเซอรอล 
ที่อุณหภูมิต่ําดกีวาอุณหภมูิสูง ซ่ึงสอดคลองกับ Graham และคณะ (1978) พบวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิไม 
เกิน  5°C  สามารถรักษาสภาพความสมบูรณของอสุจิได ดีกวาอณุหภูมิสูง  ๆ  รวมทั้งสนับสนุนการศึกษาของ 
Colas, (1975) และ Gil, และคณะ (2003) ที่พบวา การเติมกลีเซอรอลที่ระดับอุณหภูมิ 4 – 5°C คุณภาพน้ําเช้ือแช
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แข็งดีกวาเติมที่ระดับอุณหภูมิ 15-30 °C ทั้งนี้เนื่องจากที่ระดับอุณหภูมิต่ํากลีเซอรอลจะมี hydraulic conductivity 
และ solute permeability ต่ํากวาที่อุณหภูมิสูง (Gilmore, et. Al., 2000) ซ่ึงที่ 4 – 5°C เปนระด ับอุณหภูมิที่มีอัตรา 
การแลกเปล่ียนของเหลวระหวางตัวอสุจิและน้ํายาเจือจางน้ําเช้ือที่เหมาะสม  เปนผลใหการรักษาสมดุลระหวาง 
แรงดันภายในและภายนอกเซลลไดด ีกวาและทําใหความแตกตางของคาแรงดนัออสโมติก  ลดลงในอัตราที่ไม 
ก อใหเกดิ hypotonisation effect  แตถาเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 28°C  จะเกิดความแตกตางกันระหวางแรงดนั 
ภายนอกและภายในเซลลอยางรวดเร็ว  ตัวอสุจิที่ไมสามารถปรับตัวใหเข ากับสภาพแวดลอมที่เปล่ียนแปลงอยาง 
รวดเร็วอาจตายหรือเกิดความเสียหายตอองคประกอบตาง  ๆ  ของอสุจิ  เชน  ผนังเยื่อหุมเซลล  (Rodriguez  and 
Martin,1994) ไมโตคอนเดรยี (Watson,1995)  อะโครโซม  (Jones and Martin,1973) ทั้งนี้การเติมกลีเซอรอลที่ 
อุณหภูมิสูงๆ  อุณหภูมิจะเปนตวัเรงปฏิกิริยาระหวางกลีเซอรอลกับผนังเซลลทําใหกลีเซอรอลแทรกซึมเข าสู 
เซลลเร็วเกินไปทําใหเปนพิษตอตัวอสุจิ  แตที่อุณหภูมิต่ํา  ๆ  กิจกรรมของเซลลมีต่ําและการแผกระจ ายของสาร 
ตางๆ  เขาสูเซลลอาจเปนแบบค อยเปนคอยไปทําใหอสุจมิีเวลาในการปรับตวัเพิ่มขึ้นจึงอาจได รับผลกระทบไม 
มากนกั  จึงทําใหตวัอสุจิได รับความเสียหายนอยสงผลใหคุณภาพน้ําเช้ือภายหลังการแชแข็งสูงกวา  (Salamon 
and Maxwell, 1995) 

จากผลการศกึษาในครั้งนี้สรุปวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ  4°C  มีผลทําใหคุณภาพน้ําเชื้อภายหลัง 
การแชแข็ง  ไดแก  อัตราการเคล่ือนที่  อัตราการเคล่ือนที่ไปขางหนา  ความสมบูรณของเยื่อหุมเซลลและอะ 
โครโซมดกีวาการเติมกลีเซอรอลที่อุณหภูมิ 28°C

กิตติกรรมประกาศ 

คณะผูวจิัยขอขอบคุณนายสัตวแพทยอยุทธ  หรินทรานนท  ผูอํานวยการสํานกัเทคโนโลยี  ชีวภาพการ 
ผลิตปศุสัตว  ที่ใหการสนับสนุนงานวิจยั นายสัตวแพทยสินชัย วโิรจนวุฒกิุล  ศูนยผลิตน้ําเช้ือแชแข็งพอโคพันธุ 
ลําพญากลาง ที่ชวยประสานงานของโครงการ และคณุธวชัชัย แกวมาก สถาบันวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีเพ่ือ 
การวจิัยและพัฒนามหาวิทยาลัยมหิดลท่ีชวยตรวจคณุภาพน้ําเช้ือดวยเครื่อง flow cytometer
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คุณภาพของน้ําเชื้อแชแข็งแพะจากการผลิตโดยวิธ ีปนและไม ปนแยกเซมินอลพลาสมา 
อนนท  เทืองสันเทียะ  , จต ุพร  พงษ เพ็ง  ,  บรรลือ   กลํ่าพูล  และ มาลี   อภิเมธีธํารง 

บทคัดย อ 

วัตถุประสงคของการศกึษานี้  เพ่ือเปรียบเทียบคณุภาพของน้ําเช้ือแชแข็งแพะจากการผลิตโดยวิธีปน 
และไมปนแยกเซมินอลพลาสมา  รีดเก็บน้ําเชื้อจากพอแพะพันธุผสมซาเนน-พื้นเมือง  2  ตวั  สัปดาหละครั้ง 
ติดตอกนั  5  สัปดาห  ตรวจสอบคุณภาพแลวรวมน้ําเชื้อก อนแบงออกเปนสองสวน  สวนหนึ่งนําไปปนแยกเซมิ 
นอลพลาสมากอนแชแข็ง อีกสวนหนึ่งเติมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อทันทีก อนแชแข็งโดยไมปน ใชน้ํายาเจือจาง Tris - 
citric –fructose มีไขแดง 20% และ 7% glycerol เปรียบเทียบขอมูลโดยใช Student‘s    t-test  พบวา การแชแข็ง 
น้ําเช้ือโดยวิธีปนแยกเซมินอลพลาสมาใหคาการเคล่ือนทีข่องตัวอสุจิ  ตัวอสุจิมีชีวิต สูงกวา (p < 0.05)  การไม 
ปนแยกเซมินอลพลาสมา (motility: 62% vs 36% และ live spermatozoa: 72.4% vs 51.8%) แตคาความผิดปกติ 
ของอโครโซม  (45.6%  vs  42.6%)  และ  ความสมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิเมื่อตรวจสอบดวย  HOS  –Test 
(85.6 % vs 83.6%) ตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ จากผลการศกึษานี้แสดงใหเห็นวา การปนแยกเซมินอลพ 
ลาสมาออกจากน้ําเช้ือแพะก อนนําไปแชแข็งในน้ํายาเจือจางน้ําเช้ือ  Tris  -citric  –fructose  ที่มีไข แดงและ 
glycerol  ทําใหคุณภาพของน้ําเชื้อแชแข็งหลังละลายดีกวาการไมปนแยก  ในแงคาการเคล่ือนที่ของตวัอสุจิและ 
ตัวอสุจิมีชีวิต อยางไรกต็ามวิธีการปนแยกเซมินอลพลาสมาไมมีผลตอคาความผิดปกตขิองอโครโซม และ ความ 
สมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิเมื่อเทียบกับวิธีไมปนแยกเซมินอลพลาสมา 
คําสําคัญ: น้ําเช้ือแชแข็ง แพะ เซมินอลพลาสมา 

ทะเบียนผลงานวิชาการเลข : 
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  กรมปศุสัตว อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000
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Effect of Seminal Plasma Removal on Quality of Frozen-Thawed Goat Spermatozoa 
Anone Thuangsanthia,    Jatuporn Pongpeng,   Banluer Glamplu  andMalee Apimeteetumrong 

Abstract 

This  study was carried out  to  compare  the  effect of  seminal plasma  removal  on quality  of  frozen- 
thawed goat semen. Semen from 2 Saanan-Thai native bucks was collected weekly for consecutive 5 weeks. 
After quality testing, semen was pooled and divided into 2 parts. First part, seminal plasma was removed by 
centrifugation before  freezing. Another part, whole  semen was directly added with extender. Extender was 
Tris  -citric –fructose containing  20% egg yolk and 7% glycerol.   Data were compared  by Student‘s  t-test. 
Motility and  the percentage  of  live  spermatozoa were higher  (p < 0.05) after  freezing of  removed  seminal 
plasma semen than that of non removed seminal plasma semen (motility: 62% vs 36% and live spermatozoa: 
72.4%  vs  51.8%).  No  significant  difference  was  found  on  abnormal  acrosome  (45.6%  vs  42.6%)  and 
membrane integrity (85.6 % vs 83.6%, HOS-Test) of spermatozoa after freezing by removed or non removed 
seminal  plasma  procedure.  These  results  showed  that  removal  of  seminal  plasma  prior  to  freezing  goat 
spermatozoa in Tris extender containing egg yolk and glycerol gave better quality of frozen thawed semen, in 
terms  of motility and  survival  of  spermatozoa, as compared  to non  removal.     However,  removed  seminal 
plasma procedure had no detrimental effect on acrosome abnormality and membrane integrity as compared to 
non removed seminal plasma procedure. 

Keywords:    frozen semen, goat, seminal plasma 
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บทนํา 

ในการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของสัตว เกือบทุกชนดิ  ไข แดงมักถูกนํามาใชเปนสวนผสมในน้ํายาเจือจาง 
น้ําเช้ือก อนนําไปแชแข็ง  โดยไข แดงจะทาํหนาที่ในการปองกนัความเสียหายของผนังเซลลอสุจิจากการลด 
อุณหภูมิอยางรวดเรว็ระหวางแชแข็ง (อางถึงโดย Cabrera et al., 2005)  กรณขีองแพะ  ตอม bulbourethral gland 
มีการขับเอ็นไซม phospholipases  เรียกอีกอยางหนึ่งว า egg  yolk  coagulating  enzyme ปนในเซมินอลพลาสมา 
(seminal  plasma)  ในน้ําเช้ือดวย  เอ็นไซมนี้เม่ือทําปฏิกิริยากับสาร  lecithin  ในไข แดง   ทําใหเกดิสารพิษ ชื่อวา 
Lysolecithin ซ่ึงเปนพิษตอตัวอสุจิแพะ ทําใหเกิดการจับตวักันของตัวอสุจิและทําใหการเคล่ือนที่ชาลง (Iritani et 
al., 1961;  Iritani and Nishikawa,1963; Ritar and Salamon, 1982)  มีการศึกษาการแชแข็งน้ําเช้ือแพะสายพันธุ 
ตางๆ  เพ่ือเล่ียงขอจําก ัดดังกลาว  โดยใชน้ํายาเจือจางน้ําเชือ้ที่มีปริมาณไข แดงต่ําๆ  หรือ  การลางเพื่อแยกเอาเซมิ 
นอลพลาสมา ออกก อนการเติมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ  (Ritar and Salamon, 1982; Tuli and Holtz, 1994; Leboeuf 
et al., 2000; Cabrera et al., 2005) ซ่ึงผลมีความแปรปรวนค อนข างมากในแตละหองปฏิบัติการ รพีพรรณ และ 
คณะ (2548) รายงานการใชน้ํายาเจือจางสําเร็จรูปทีไ่มมีสวนประกอบของไขแดงมาใชแชแข็งน้ําเช้ือแพะ โดยไม 
มีการลางเซมินอลพลาสมาออก  พบวาการเคล่ือนที่ของอสุจิต างกันอยางไมมีนัยสําคญัระหวางน้ํายาเจือจาง 
สําเร็จรูปและน้ํายาเจือจางที่มีสวนผสมของไขแดง  และไมพบวามีน้ํายาที่ศกึษาชนิดใดใหผลการเคล่ือนที่อสุจิ 
ผานเกณฑหลังละลายของน้ําเชื้อแชแข็งสําหรับผสมเทียม  อยางไรก็ตาม  การศกึษาวิจัยเกี่ยวกับการผลิตน้ําเชื้อ 
แชแข็งแพะในประเทศไทย  มีอยูนอยมาก  อีกทั้งยังไมมีรายงานการแยกเซมินอลพลาสมาออกจากน้ําเช้ือ  ใน 
กระบวนการแชแข็งน้ําเช้ือแพะ  ดังนัน้  วัตถุประสงค ของการศึกษานี้  เพ่ือเปรียบเทียบคุณภาพของน้ําเช้ือแชแข็ง 
แพะจากการผลิตโดยวิธีปนและไมปนแยกเซมินอลพลาสมา 

วิธีดําเนินการ 

พอพันธ ุแพะที่ใชรีดน้ําเชื้อ 
พอแพะพันธุผสมซาเนน-พื้นเมือง จํานวน 2 ตวั อายุประมาณ 3 - 4 ป มีน้ําหนักระหวาง 40-60 กก. เคย 

ผสมใหลูกมาแลว มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณ สามารถรดีเกบ็น้ําเชื้อได การศึกษาครั้งนี้ รดีเก็บน้ําเชื้อในชวงเดือน 
สิงหาคม-กันยายน 

น้ํายาเจือจางน้ําเชือ้ 
น้ํายาพื้นฐาน  คือ  Tris  (250 mM)-citric  acid  (90 mM)-fructose  (70 mM)  ปรับคา  pH  เปน  7.0  ค า 

osmolarity ประมาณ 375 mOsm/kg  (Choe et al., 2006)  ใชสําหรับปนแยกเซมินอลพลาสมา  สวนน้ํายาเจือจาง 
ที่ใชแชแข็งน้ําเช้ือ ประกอบดวย น้ํายาพื้นฐานที่มีไข แดง 20 % และ 7% glycerol  (v/v)
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การรีดเกบ็น้ําเชื้อ การประเมินคุณภาพน้ําเชือ้ก อนแชแข็ง 
รีดเก็บน้ําเชื้อจากพอพันธุทั้ง 2 ตัวสัปดาหละ 1 ครั้ง ติดตอกัน 5 สัปดาห โดยใชโยนีเทียม (Artificial 

Vagina) เติมน้ําอุนประมาณ 45 º C และใชแพะตัวเมียเปนสัดเปนตัวลอ บันทึกปริมาตร ตรวจคุณภาพของน้ําเช้ือ 
โดยดู สี ความหนืด  การเคล่ือนไหวหมู  (mass movement)  อัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิ  (motility)  อัตรา 
สวนตัวอสุจิมีชีวิต (Live spermatozoa)โดยการยอมสี nigrosin-eosin  ความผิดปกติของอโครโซม (abnormal 
acrosome)โดยการดองในน้ํายา formalsaline  ความผิดปกติของรูปรางตัวอสุจิ  ตรวจสอบความสมบูรณของ 
ผนังเซลลอสุจิ (membrane  integrity)  ดวยวิธี Hypoosmotic  Swelling  Test  (HOS-Test)  และตรวจนับความ 
เขมขนโดยใช Haemocytometer  โดยใชผูปฏิบัติที่มีความชํานาญคนเดียวกันตลอดการทดลอง คัดเลือกน้ําเชื้อที่ 
ใชทดลองที่มีคุณสมบัติ ดังตอไปนี้ คือ  มีปริมาตรน้ําเชื้อสดที่รีดเก็บได  ≥  0.5 มล.  ความเขมขนของตัวอสุจิ ≥ 
3,000 x 10 6 ตัว/มล.  และอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิ  ≥  7 0 %  (Aboagla and Terada, 2004) น้ําเชื้อที่ 
รีดเก ็บไดไปแชในอางน้ําอุน 30°  C 

การแชแขง็น้ําเชื้อ 
นําน้ําเชื้อสดของพอแพะพันธุผสมซาเนน-พื้นเมือง จํานวน 2 ตัว มาผสมรวมกัน เนื่องจากตองการเพิ่ม 

ปริมาณของน้ําเชื้อและตองการลดปจจัยจากพอพันธุ  การผสมกันใชสัดสวนเทาก ัน จากนั้นแบงเปนสองสวน 
เทาๆกัน สวนแรก นําไปปนแยกเซมินอลพลาสมา ดวยเคร ือ่งปนเหวี่ยง ปรับแรงหนีศูนยกลางท่ี 1000g นาน 10 
นาที ใชอัตราสวนของน้ําเช้ือ : น้ํายาพื้นฐาน เทากับ 1:20  ตามวิธีของ Ritar and Salomon (1991) เสร็จแลว ดูด 
เอาน้ํายาสวนใสออก เติมน้ํายาแชแข็งน้ําเช้ือ Tris  ที่มีไข แดง และglycerol ปรับใหความเข มขนเปน 480 x 10 6 

ตัว/มล. จากนัน้นําไปปรับลดอณุหภูมิ ที่ 4 ° C ในต ูปรับอุณหภูมิ เปนเวลา 4 ชั่วโมง น้ําเช้ือสวนที่สอง เติมน้ํายา 
แชแข็งน้ําเช้ือ โดยไมตองนําไปปนแยก จากนั้นนําไปแชแข็งเชนเดียวกับสวนแรก เมื่อส้ินสุดการปรับลด 
อุณหภูมิ ตรวจอัตราการเคล่ือนที่ของตวัอสุจิในน้ําเช้ือทั้งสองสวน บรรจุน ้ําเชื้อในหลอดขนาด 0.25 มล. อุด 
ปลายหลอดด วยผงอุด น ําไปแชแข็งในกลองโฟมท่ีมีไนโตรเจนเหลวโดยวางหลอดบรรจุน้ําเช้ือ เหนือระดับ 
ไนโตรเจนเหลว ประมาณ 5 ซม. อุณหภูมิประมาณ -120° C นาน10 นาที จากนั้นแชลงในไนโตรเจนเหลว 

ตรวจคุณภาพน้ําเช้ือหลังจากแชแข็งแลวไมต่ํากวา 24 ชั่วโมง โดยละลายน้ําเช้ือดวยน้ําอุน 37° C 
นาน 30 วินาที แลวนําไปตรวจดูอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิ  ตัวอสุจิมีชีวิต ความผิดปกติของอโครโซม และ 
HOS-Test  โดยใชวิธีการเชนเดียวกับการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อสด วิเคราะหและเปรียบเทียบขอมูลโดยใช 
Student‘s  t-test 

ผลและวิจารณ 

ผลการปนแยกและไมปนแยกเซมินอลพลาสมาออกจากน้ําเช้ือแพะก อนแชแข ็ง  ตออัตราการเคล่ือนที่ 
ของตัวอสุจิ    จํานวนตัวอสุจิมีชีวติ  ความผิดปกติของอโครโซม  และ  ความสมบูรณของผนังเซลลอสุจิ  ตรวจ
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โดย HOS-Test  (Table 1)  พบวา การแยกเซมินอลพลาสมาออกจากน้ําเช้ือแพะก อนแชแข ็ง ใหคาการเคล่ือนที่ 
ของตัวอสุจิ  ตัวอสุจิมีชีวิต สูงกวาการไมแยกเซมินอลพลาสมาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (motility: 62% vs 36% 
และ  live  spermatozoa:  72.4%  vs  51.8%,  p  <  0.05)  เปนการยนืยันผลของเอ็นไซมในเซมินอลพลาสมาของ 
น้ําเช้ือแพะที่มีตออัตราการเคล่ือนที่และตัวอสุจิมีชวีิตเม่ือเจือจางโดยใชน้ํายาเจือจางท่ีมีสวนผสมของไขแดง 
สอดคลองกับงานของ Ritar  and    Salamon  (1982),  Cabrera  et  al.  (2005),  Choe  et  al.  (2006)  แตผลจาก 
การศึกษาครั้งนีก้ลับตรงกนัข ามกับรายงานของ Tuli and Holtz (1994) ซ่ึงทดลองในแพะพันธุบอร อาจเนื่องจาก 
ใชแพะตางสายพันธุ  ตางสถานที่และฤดูกาลที่รีดเก็บน้ําเช้ือ  ซ่ึงมีผลกระทบตอความเขมขนของเอ็นไซมในเซมิ 
นอลพลาสมา  (Leboeuf  et  al.,  2000)  การปนเพ่ือแยกเอาเซมินอลพลาสมาออก  อาจเปนการลางเอาสารที่ให 
พลังงาน  เชน  ฟรุคโตส  และสารอาหารอ่ืนๆท่ีจําเปนออกไปดวย  จึงทําใหเกิดผลเสียตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง 
หลังละลาย (Tuli and Holtz, 1994) 

Table  1.  Effect  of  removal  of  seminal  plasma  on motility,  live  spermatozoa,  abnormal  acrosome  and 
membrane integrity of spermatozoa (HOS -Test) after freezing of  Saanan-Thai native goat semen. 
Treatment  Motility  Live 

spermatozoa 
Abnormal acrosome  HOS -Test 

Removed seminal plasma 
Non removed seminal 
plasma 

62.0 ± 3.7 a 

36.0 ± 4.0 b 
72.4 ± 3.5 a 

51.8 ± 3.5 b 
45.6 ± 3.6 
42.6 ± 2.4 

85.6 ± 1.5 
83.6 ± 1.4 

Values are mean percentages ± SEM.  The experiment was repeated 5 times. 
a, b The values with different superscripts within the same column differ significantly (p < 0.05). 

การปนแยกหรือไมแยกเซมินอลพลาสมา ใหค าอัตราความผิดปกติของอโครโซม (45.6% vs 42.6%) 
และ ความสมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิเมื่อตรวจสอบดวย HOS –Test (85.6 % vs 83.6%) แตกตางกันอยางไม 
มีนัยสําคัญทางสถิติ (Table  1)  แสดงวา เอ็นไซม phospholipases ในเซมินอลพลาสมาของแพะที่ใชในการ 
ทดลองคร ั้งนี้ ไมมีผลกระทบตอค าความผิดปกติของอโครโซมและความสมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิ อีกทั้ง 
การปนซ่ึงนับวาเปนการกระทําที่คอนข างรุนแรง ไมทําใหค าความผิดปกติของอโครโซมเพิ่มขึ้นและไมไดลด 
ความสมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิอยางมีนัยสําคัญเทียบกับที่ไมไดปน นอกจากนี้ยังมีไขแดงอยูในน้ํายาเจือจาง 
น้ําเช้ือถึง 20% ซ่ึงชวยปกปองความเสียหายที่จะเกิดกับอโครโซมและความสมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิ การมี 
ปริมาณไขแดงในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่12%จะใหคาความสมบูรณของอโครโซมและผนังเซลลตัวอสุจิสูงกวาไข  
แดงปริมาณที่ 6% (Cabrera et al., 2005)
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เม่ือพิจารณาจากค าตัวแปรตางๆ คุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งแพะ ที่ไดจากการศึกษานี้ นับวาผานมาตรฐาน 
ของน้ําเช้ือแชแข็งสําหรับใชผสมเทียม (Salvador et al., 2005) คือ มีค าการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิ > 35%  อโคร 
โซมปกติ > 50% และความสมบูรณของผนังเซลลอสุจิ > 35%  ฉะนั้น สามารถนําวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อแพะ ดัง 
ในการศึกษานี้ไปใชผลิตน้ําเชื้อแชแข็งแพะ เพ่ือใชผสมเทียมกับแมแพะตอไป 

จากผลการศกึษานี้ สรุปวา  คุณภาพของน้ําเช้ือแชแข็งแพะที่ผลิตโดยวิธีปนแยกเซมินอลพลาสมาใหคา 
การเคล่ือนที่ของตวัอสุจิ  ตวัอสุจิมีชีวิต  สูงกวาการไมปนแยกเซมินอลพลาสมา  แตไมมีผลตอคาความผิดปกติ 
ของอโครโซม และความสมบูรณของผนังเซลลตัวอสุจิเมื่อตรวจสอบดวย HOS –Test  อยางไรก็ตาม ผลที่ไดมา 
จากพอพันธุแพะเพียงพันธุเดียว  หากจะนําไปใชกับแพะพันธุอ่ืน  ควรมีการศึกษาเพิ่มเติม  ถึงปจจัยที่มีผลตอ 
คุณภาพน้ําเช้ือแชแข็ง  ไดแก  ชนิดของน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ พันธุแพะและฤดูกาลที่รีดเก็บน้ําเชื้อ ตลอดจนการนํา 
น้ําเช้ือไปผสมเทียมในฟารม 
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เปรียบเทียบความเขมขนของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดโค 
ในการตรวจแยกเพศดวยวิธี PCR โดยใช TSPY Gene 

วิบูรณ   ตุลารกัษา 1* สายใจ ชื่นสขุ 1 

บทคัดย อ 

Testis-specific  protein,  Y-encode  (TSPY)  เปนยีนทีอ่ยูบนโครโมโซม  Y  และมีความจําเพาะตอ 
การศึกษาการคดัเลือกเพศในโคเพศผู  โดยการศกึษาครั้งนี้เปนการเปรียบเทียบปริมาณดีเอ็นเอที่ใชในการตรวจ 
แยกเพศโดยยนี  TSPY  ดวยเทคนิค  PCR  โดยใชดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดโคสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียน  100 
ตัวอยาง  แบงเปนเพศผูและเพศเมียอยางละ  50  ตัวอยาง  และใช  primers  ที่มีความจําเพาะตอยีน  TSPY  ดวย 
เทคนิค  PCR  พบวาประสิทธิภาพการตรวจใหผลแมนยําถึง  100%  โดยใหผลบวกที่มีขนาดผลผลิตจากปฏิกิริยา 
PCR  ขนาด  260  bp  เฉพาะตวัอยางจากโคเพศผูเทานั้น  และไมพบผลบวกในเพศเมียเลย  นอกจากนี้ยังสามารถ 
ตรวจพบผลผลิต PCR จากการทดลองใชปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตน (DNA template) เพียง 1 pg จากการศกึษาครั้งนี้ 
แสดงใหเห็นวา TSPY เปนยีนที่มีความจําเพาะตอโคสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียนเพศผู 

คําสําคัญ: โคสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียน, การตรวจแยกเพศ, polymerase chain reaction, ยีน TSPY 
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Comparison on DNA Concentration Extracted from Bovine Blood Samples in 
Sexing Determination by Polymerase Chain Reaction and using the TSPY Gene 

Wiboon Tularaksa 1*  Saijai Cheunsuk 1 

Abstract 

Testis-specific protein, Y encoded (TSPY) is gene cluster on Y chromosome and specific to study sex 
determination for male cattle dairy. This study was performed in order to compare DNA concentration for sex 
determination with TSPY gene using PCR  technique. DNA from blood samples of 100 Thai Holstein dairy 
(50 male and 50  female), were  tested with specific primer for TSPY gene using PCR  technique. The study 
showed  that sexing efficiency was 100% with all male samples were positive and all female were negative. 
Moreover, only small amount of DNA template (1 pg) was used in each test. This result indicated that TSPY 
was male-specific marker for Thai Holstein dairy cattle. 

Keywords: bovine, sex determination, polymerase chain reaction, TSPY gene 
1 Livestock  Biotechnology  Research  and  Development  Section,  Bureau  of  Biotechnology  in  Livestock 
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บทนํา 

ในปจจุบันมกีารศึกษาการแยกเพศสัตวดวยดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือด,  เนื้อเยื่อ,  เสนขน หรือเซลลตัวออน 
เพ่ือใชประโยชนในงานด านนิติวิทยาศาสตร  การพิสูจน เอกลักษณบุคคล  หรือกระทั่งการคัดแยกเพศตัวออน 
ก อนการยายฝากเพ่ือใหไดเพศท่ีตองการเปนตน  ในดานปศุสัตว พบวามีการศึกษาในสวนโครโมโซม  Y  ซ่ึงพบ 
เฉพาะในเพศผู ไดเริ่มทําการศกึษาในป 1987 มีศึกษาการแยกเพศของตวัออนโคโดยใชเซลลในระยะ blastomere 
ทําปฏิกิริยากับ anti-histocompatibility (H)-Y antiserum พบการเรืองแสงของสารฟลูออเรสเซนต ในเพศผู แตวิธี 
นี้ส้ินเปลืองคาใชจายและใชระยะเวลานาน  [White et al., 1987]  ตอมาไดมกีารพัฒนาเทคนคิ  in  situ 
hybridization โดยใช probe ที่มีความจําเพาะตอโครโมโซม Y เพ่ือใชในการแยกเพศ [Popescu et al., 1988] ในป 
1990 เริ่มมีการแยกเพศตวัออนโดยใชเทคนคิ PCR รวมกับเทคนิค hybridization โดยใช primers และ probe ที่มี 
ความจําเพาะกับโครโมโซม  Y  ซ่ึงเปนว ิธีที่งายและรวดเร็วมากข ึ้น  [Kirszenbaum et al.,  1990]  และมีการ 
พัฒนาการสราง primers ที่มีความจําเพาะตอโครโมโซม Y ทําใหสามารถแยกเพศโดยใชวิธี PCR รวมกับวิธี gel 
electrophoresis ทําใหมีความแมนยํามากขึ้น [Peura et al., 1991] ในป 1994 เทคนคิ PCR ถูกใชใชในการตรวจ 
เพศก อนทําการยายฝากตวัออนในโคสายพนัธุ Indian Zebu โดยใช primers ที่มีความจําเพาะตอ bovine satellite 
บนโครโมโซม  Y  พบวาไมสามารถใชในการแยกเพศได  แตเมื่อใช  primers  ที่มีความจําเพาะตอ  bovine  Y 
chromosome  โดยตรง  พบวาใหผลบวกเฉพาะใน  ดีเอ็นเอที่มาจากเพศผูเทานั้น  และนํามาทดสอบในเซลลตัว 
ออนระยะบลาสโตซิส  พบวาสามารถใชในการแยกเพศตวัออนได อยางแมนยําและรวดเร็ว  และสามารถฝากต ัว 
ออนได ทันทีโดยไมตองแชแข็งตัวออน  [Appa Rao K.B.C. et al.,  1994]  ในป  2001 Lopes และคณะ    ทําการ 
ทดสอบเพศตัวออนของโค โดยใชmale specific Y-chromosome ดวย PCR พบวามีประสิทธิภาพในการแยกเพศ 
ได 92 – 94% และมีความแมนยํา 90 – 100% จากลูกโคที่ฝากและคลอดสมบูรณ [Lopes et al., 2001] ซ่ึงตอมาใน 
ป 2003 มีการพัฒนาใช primers ที่มีความจําเพาะตอโครโมโซม Y เพ่ือใชในการแยกเพศในต ัวออนของ taurine 
ซ่ึงอยูในกลุม Bos taurous จํานวน 30 ตัวอยางและ zebu ซ่ึงอยูในกลุม Bos indicus จํานวน 173 ตัวอยาง ดวยวิธ ี
random amplified polymorphic DNA (RAPD) รวมกับเทคนิค in situ hybridization (FISH) พบวาสามารถใชใน 
การแยกเพศไดถึง 100% [Alves et al., 2003] 

Testis-specific  protein,  Y-encoded  หรือ  TSPY  gene  เปนยีนที่มีตําแหนงเฉพาะบนโครโมโซม  Y 
[Affara et al., 1996] มีโครงสรางของยีนที่เหมือนกันในสตัว เล้ียงลูกดวยนมหลายชนิด  เชน มนุษย, มา และ โค 
เปนตน โดยเฉพาะในมนษุยและโคมี conserved region 2 บริเวณ และพบวามีความเหมือนกันถึง 88% และ 71% 
[Jakubiczka et al.,1993 และ Vogel et al., 1997] TSPY gene ในโคประกอบไปดวย 7 exons และ 6 intron อยูใน 
สวนของ Yq  มีขนาด 3179 bp [ Vogel et al., 1997 และ 1998] ซ่ึงพบการแสดงออกเฉพาะในเซลลสืบพันธุเพศ 
ผูและระหวางการพัฒนาเปนตวัออนเทานั้น ในป 2001 Park และคณะ [2001] สามารถแยกเพศจากดีเอ็นเอที่สก ัด 
จากเลือดโคที่มคีวามเขมข น 5 pg และสามารถแยกเพศตัวออนของโคโดยใช blastomere 1, 2, 4 และ 8 เซลลจาก
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ตัวออนของโค พบวามีประสิทธิผลถึง 92.1, 94.3, 96.3 และ 100% ตามลําดับ ซ่ึงแสดงใหเห็นวาปริมาณดีเอ็นเอ 
อาจมีผลตอประสิทธิภาพการตรวจ นอกเหนือจากการพัฒนาวิธีการตางๆ แลว การศึกษาเกี่ยวกับปริมาณดีเอ็นเอ 
ยังไมแพรหลาย  ซ่ึงมีการศึกษาของ Daniela  และคณะ  รายงานการตรวจ  TSPY  ในต ัวอยางเลือดโคดวยเทคนคิ 
PCR โดยใชปริมาณ DNA เพียง 1 pg [Daniela et al, 2005] ในการศึกษาครั้งนี้เพื่อศึกษาเปรียบเทียบหาปริมาณ 
ความเขมข นของดีเอ็นเอที่นอยที่สุดที่สามารถใชในการตรวจแยกเพศโคโดยใช  TSPY  Gene  ดวยเทคนิค  PCR 
และสามารถนําไปประยุกตใชตรวจแยกเพศตัวออนโคก อนยายฝากหรือเก็บเปนต ัวออนแชแข็งที่ทราบเพศ  ซ่ึง 
จะเปนประโยชนตอไปในอนาคต โดยจะต องมีการศึกษาและพัฒนาเทคนคิตอไป 

อุปกรณ และวิธีการ 
การเกบ็ตัวอยาง 

เก็บตัวอยางเลือดโคสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียน  จํานวน 100 ตัวอยาง แบงเปนเพศผู  50 ตัวอยาง และ 
เพศเมีย 50 ตัวอยาง ดวยหลอดเก็บเลือดที่มีสาร heparin เพ่ือปองกันการแข็งตัวของเลือดและเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส 
วิธีการสกดัดเีอน็เอ 

สกัดดีเอ็นเอจากตัวอยางเลือดโค 100 ตวัอยาง โดยใชเมด็เลือดขาว (Buffy coat) ดวย QIAamp® DNA 
blood mini kit และเก็บรักษาดีเอ็นเอที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
การเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอในปฏกิิริยาลกูโซ (PCR) 

ดีเอ็นเอที่สกัดได จากเลือดนํามาทําการเพิ่มจํานวนดีเอ็นเอดวยเทคนิค  PCR  โดยใช  primers  ที่มี 
ความจําเพาะกับ TSPY gene [Daniela Cristina Lemos et al. 2005] และ κ- casein gene [Chen Cong-Ying et al. 
2003]  เปน  primers  ควบคมุ  (internal  control)  โดยใชปริมาณดีเอ็นเอในปฏิกิริยา  20  นาโนกรัม  โดยปฏิกิริยา 
PCR ประกอบดวย 1X PCR buffer, 2mMMg 2+ , 200 µM dNTP, 0.1 µM primers และ 0.5 U PlatinumTaq DNA 
(invitrogen™) ที่สภาวะการทํางาน 94 O C 5 นาที, 94 O C 30 วินาที 62 O C 30 วินาที 72 O C 45 วินาที จํานวน 40 
รอบ และ 72 O C 10 นาที ดวยเครื่อง GeneAmp® PCR 9700 

การทดสอบหาปริมาณความเขมข นของดีเอ็นเอตนแบบ  (DNA  template)  ที่นอยที่สุดและเหมาะสมใน 
การเพ่ิมจํานวนดวยเทคนิค PCR ทดสอบดวย primers ที่มีความจําเพาะตอ TSPY gene โดยเจือจางดีเอ็นเอเพ่ือใช 
ในการเปรียบเทียบความเขมข นของปริมาณดีเอ็นเอดังนี้  ใชดีเอ็นเอที่ความเข มขน  10 นาโนกรัม,  1 นาโนกรัม, 
0.1 นาโนกรัม, 0.01 นาโนกรัมและ 0.001 นาโนกรัม ตามลําดับ โดยมีองคประกอบของปฏิกิริยา PCR ดังข างตน 

ตรวจสอบผลผลิต  PCR  ดวย  2%  Agarose  gel  electrophoresis  และตรวจสอบผลผลิต  PCR  ดวย 
ethidium bromide และดูภายใตแสง UV
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ผลการทดลอง 

เม่ือทําการสกัด DNA  จากตวัอยางเลือดโคสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียน จํานวน  100  ตัวอยาง  แบงเปน 
เพศผู 50 ตัวอยาง และเพศเมีย 50 ตัวอยาง ดวย QIAamp® DNA blood mini kit และทํา PCR โดยใช primers ที่มี 
ความจําเพาะตอโครโมโซม Y คือ TSPY gene ตรวจสอบผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR ดวยวิธี gel electrophoresis 
ดวย  2%  agarose  gel  และยอมดวย  ethidium  bromide  พบผลผลิตที่เกิดขึ้นจาก  primers  ที่มีความจําเพาะตอ 
TSPY gene มีขนาด 260 bp. พบเฉพาะโคเพศผูเทานัน้ และผลผลิตที่เกิดขึ้นจาก primers ที่มีความจําเพาะตอ κ- 
casein มีขนาด 443 bp. ซ่ึงเปน primers ควบคุม (internal control) พบท้ังโคเพศผูและเพศเมีย ดังรูปที่ 1 

รูปท ี่  1  ผลผลิต  PCR จาก  primers ที่มีความจําเพาะตอ TSPY  gene มีขนาด  260  bp.  และ  ผลผลิต  PCR จาก 
primers ที่มีความจําเพาะตอ κ-casein มีขนาด 443  bp. M;  100  bp  ladder,  L1  – L5; โคเพศผูสายเลือด 
โฮลสไตนฟรีเชียน, L6 – L10; โคเพศเมียสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียน, L11; negative control 

เม่ือทดสอบ primers ที่มีความจําเพาะตอ TSPY gene กับปริมาณความเขมขน DNA  template 10 ng, 1 
ng, 0.1 ng, 0.01 ng, 0.001 ng (1 pg) ตามลําดับ ในการเปรยีบเทียบหาปริมาณความเข มขน DNA template ที่นอย 
ที่สุดที่สามารถตรวจพบดวยวิธี PCR พบวาสามารถตรวจสอบไดถึงระดับความเข มขนของ DNA template 0.001 
ng (1pg) ดังรูปที่ 2 

443 bp ­ κ­ 
260 bp ­ TSPY
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รูปที่  2  เปรียบเทียบรูปแบบของผลผลิต  PCR  จาก  primers  ที่มีความจําเพาะตอ  TSPY  gene  โดยใช  DNA 
template จากโคเพศผูสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียนที่มีปริมาณความเข มขน 10 ng (L1 – L2), 1 ng  (L3 – 
L4), 0.1 ng (L5 – L6), 0.01 ng  (L7 – L8), 0.001 ng (L9 – L10) ตามลําดับ, M; 100 bp  ladder, L11; 
negative control 

วิจารณผลการทดลอง 

TSPY  gene  เปนสวนที่อยูบนโครโมโซม Y พบไดทั้งในโคและส่ิงมีชีวิตอ่ืน  และมีการแสดงออก 
เฉพาะในเพศผูเทานั้น [Affara et al.,  1995;  Jakubiczka et al.,  1993; Vogel et al.,  1997]  ซ่ึงสอดคลองกับ 
การศึกษาในครั้งนี้ โดยพบวา TSPY  gene  สามารถบอกความแตกตางระหวางโคเพศผูและเพศเมียไดอยาง 
ชัดเจน จากการทดสอบปฏิกิริยา PCR กับprimers ที่จําเพาะตอยีนน ี้ ผลที่ไดจากการทําปฏิกิริยาแสดงใหเห็นถึง 
ความแมนยําของการตรวจสอบมีค าถึง 100%  โดยดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดโคสายเลือดโฮลสไตนฟรีเชียน 
สามารถตรวจสอบเพศของสัตวทั้งหมดไดอยางถูกตองทั้งในเพศผู 50  ตัวอยาง และเพศเมีย 50  ตัวอยาง 
นอกจากนี้การทดสอบความไวของปฏิกิริยายังสามารถกระทําไดโดยการลดขนาดความเขมขนของปริมาณดีเอ็น 
เอเริ่มตน (DNA template) ซ่ึงผลการทดลองสามารถลดปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนเหลือเพียง 1 pg และสามารถ 
ตรวจสอบผลผลิต PCRไดอยางชัดเจน เชนเดียวกับการศึกษาที่กระทําโดย Lemos และคณะ (Daniela Cristina 
Lemos et al. 2005)ในป 2005 แสดงใหเห็นวายีน TSPY มีความจําเพาะตอปฏิกิริยา PCR และมีประสิทธิภาพสูง 
ถึงแมวาปริมาณดีเอ็นเอเริ่มตนมีปริมาณนอยยังสามารถใหผลบวกที่ชัดเจน จึงมีความเปนไปได  ที่จะนํายีน 
TSPY มาใชเปนเครื่องมือในการตรวจแยกเพศตัวออนในโอกาสตอไป 

260 bp – TSPY
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สรุปผลการทดลอง 

การทดสอบ Primers ที่มีความจําเพาะตอ TSPY Gene ดวยเทคนิค PCR พบวา TSPY gene สามารถบอก 
ความแตกตางระหวางโคเพศผูและเพศเมียไดอยางชัดเจน โดยผลผลิตที่เกิดขึ้นจาก primers ที่มีความจําเพาะตอ 
TSPY gene มีขนาด 260 bp. จะพบเฉพาะในโคเพศผูเทานั้น สําหรับการศึกษาเปรียบเทียบความเข มข นปริมาณ 
ดีเอ็นเอในครั้งนี้แสดงใหเห็นวา ในการเปรียบเทียบหาปริมาณความเข มข น DNA template(ดีเอ็นเอเริ่มตน) ที่ 
นอยที่สุดที่สามารถใชในการตรวจแยกเพศโคโดยใหผลบวกนั้น พบวาสามารถตรวจสอบไดที่ระดับความ 
เขมขนของ DNA template เพียง 0.001 ng (1pg)  แสดงใหเห็นวายีน TSPY มีความจําเพาะและมีประสิทธิภาพ 
สูงในการตรวจแยกเพศโค 
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DNA Extraction from Cattle Frozen Semen 
Saijai Cheunsuk 1*  Wiboon Tularaksa 1 

Abstract 

Four  different  methods  of  DNA  extraction,  (1)  guanidine  thiocyanate  method  A,  (2)  guanidine 
thiocyanate method B, (3) chelex100 method, and (4) phenol-chloroform method, were used to extract DNA 
from cattle frozen semen. The results indicated that guanidine thiocyanate method B and chelex100 mehthod 
gave  the highest purity of DNA  (OD=1.72±0.16 and 1.67±0.05) compared  to guanidine  thiocyanate A and 
phenol-chloroform method (OD=2.50±0.27 and 1.58±0.07). In addition, chelex100 method gave  the highest 
amount  of  DNA  201.7±72.86  µg/ml  compared  to  guanidine  thiocyanate  A,  guanidine  thiocyanate B,  and 
phenol-chloroform method (DNA yield=47.76±9.32, 14.51±4.61, and 29.27±7.14 µg/ml, respectively). There 
was no difference in DNA quality except DNA extracted with guanidine thiocyanate A when used to perform 
PCR  reaction. DNAs  extracted  from  guanidine  thiocyanate method B,  chelex100,  and  phenol-chloroform 
method presented positive  results  of PCR whereas DNA  extracted  from guanidine  thiocyanate A gave  the 
negative result. These results indicated that all three methods except guanidine thiocyanate A could be used to 
extract DNA from cattle frozen semen. 

Keywords: DNA extraction, frozen cattle semen, guanidine thiocyanate, chelex100, phenol-chloroform 
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การสกัด Sperm DNA จากน้ําเชื้อโคแชแข็ง 
สายใจ ชื่นสุข 1*  วิบูรณ  ตุลารกัษา 1 

บทคัดย อ 

การสกัดดีเอ็นเอจากน้าํเชื้อโคแชแข็งมีหลายวิธี  ในการศกึษาครั้งนี้ใชวิธีแยกสกดัดีเอ็นเอ  4  วิธี ดังนี้คือ 
วิธีสกัดโดยใช (1) guanidine thiocyanate method A, (2) guanidine thiocyanate method B, (3)  chelex100 และ 
(4) phenpl-chloroform เพ่ือหาวิธีท่ีใหปริมาณดีเอ็นเอมากที่สุด และมีคุณภาพดีที่สุด ผลการทดลองพบวา ดีเอ็น 
เอที่ไดจากการสกัดดวยวิธีท่ีใช  guanidine  thiocyanate  B  และ  chelex100  มีความบริสุทธิมากที่สุด 
(OD=1.72±0.16 และ  1.67±0.05  )  เม่ือเทียบกับวิธี  guanidine  thiocyanate  A และ  phenol-chloroform method 
(OD=2.50±0.27 และ 1.58±0.07) ในแงปริมาณดีเอ็นเอ พบวาดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดด วยวิธีท่ีใช chelex100 ให 
ปริมาณดีเอ็นเอสูงสุด  คือ  201.7±72.86  µg/ml  เม่ือเปรียบเทียบกับดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดด วยวิธี  guanidine 
thiocyanate  A,  guanidine  thiocyanate  B,  และ  phenol-chloroform  method  (47.76±9.32,  14.51±4.61,  และ 
29.27±7.14 µg/ml ตามลําดับ) อยางไรก ็ตามเมื่อนําตัวอยางดีเอ็นเอจากวิธีสกัดทั้ง 4 วิธี มาทดสอบดวยวิธี PCR 
พบวา  เฉพาะดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดดวยวิธี  guanidine  thiocyanate  B,  chelex100,  และ  phenol-chloroform 
เทานั้นที่ใหผลบวก  สวนดีเอ็นเอที่ไดจากการสกัดด วยวิธี  guanidine  thiocyanate  A  ใหผลลบ  ผลจากการศึกษา 
ครั้งนี้แสดงใหเห็นวาว ิธีการสกัดดีเอ็นเอ  3  วิธีไดแก  guanidine  thiocyanate  B,  chelex100,  และ  phenol- 
chloroform สามารถนํามาใชเปนว ิธีสกัดดีเอ็นเอจากน้ําเช้ือโคแชแข็งได 

คําสําคัญ: การสกัดดีเอ็นเอ น้ําเช้ือโคแชแข็ง guanidine thiocyanate chelex100 phenol-chloroform 

ทะเบียนผลงานวิชาการเลขที่ : 51 (2)-0208-169 
1 กลุมงานวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพปศุสัตว  สํานกัเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  กรมปศุสัตว  
* ผูเข ียนผูรับผิดชอบ: keemojung@yahoo.com
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Introduction 

Several DNA extraction methods are routinely used  in molecular  laboratories for DNA preparation. 
However, a single DNA extraction technique is not suitable to all types of samples due to the variation in their 
gross  and microscopic  structures  and  how  the  samples are  preserved.  To  optimize  both DNA  quality  and 
quantity, many techniques are developed to process different tissues (Roe et al., 1996). 

In contrast to mammalian somatic cells, mammalian spermatozoa are resistance to conventional DNA 
extracted procedures (Shibura and Nandi., 1979; Bahnak et al., 1988). The DNA of mammalian spermatozoa 
is presented in a group of low molecular weight proteins called protamines while the DNA of somatic cells is 
presented  in  a  complex with histones. The  sperm-specific protamines  are  tightly bound  to  the DNA make 
them sixfold more highly condensed  than  those  in somatic cells (Balhorn., 1982; Pienta and Coffey., 1984; 
Evenson and Jost., 1994). Because of highly DNA condensation, specific procedure to extract DNA is needed 
to  be developed. Moreover,  the preservation of  semen  such as cryopreservation  to maintain  the quality  of 
sperm  until  used  is  also  considerable  since many  chemical  reagents  have  been  added.  The  preparation  of 
sperm  DNA  is  absolutely  necessary  for  certain  research  objectives  such  as  sperm  genotyping,  sex 
determination, paternal testing, etc, through several molecular techniques. 

Guanidine Thiocyanate is a powerful protein denaturant; both the guanidinium cation and thiocyanate 
anion are  strong chaotropic  agents.  It  is  recommended  for use  in  isolation of nucleic acid, especially  from 
tissues high in ribonuclease activity such as pancreas (Chirgwin et al., 1979). Many studies have been done to 
optimize  the  appropriated  concentration  of  guanidinium  thiocyanate  solution  (Chomczynski  and  Sacchi., 
1987; Hossain et al.,1997). 

Chelex 100 is a chelating resin used to purify other compounds via ion exchange. It is noteworthy for 
its ability to bind transition metal ions. Procedures utilizing Chelex 100 chelating resin have been developed 
for extracting DNA from  forensic-type samples  for use with  the PCR. Polar resin beads bind polar cellular 
components  after  breaking  open  cells. Non-polar  nuclear DNA  and RNA  remain  in water  solution  above 
chelex (Walsh et al., 1991). 

The goal of this study was to compare the quantity and quality of DNA extracted using four different 
methods: guanidinium thiocyanate method A, guanidinium thiocyanate method B, the chelex 100 method, and 
the phenol-chloroform method which is currently used in Animal Molecular Biology Laboratory at Bureau of 
Molecular Biotechnology in Livestock Production.

http://en.wikipedia.org/wiki/Chelate
http://en.wikipedia.org/wiki/Resin
http://en.wikipedia.org/wiki/Ion_exchange
http://en.wikipedia.org/wiki/Transition_metal
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Materials and Methods 

1. Semen samples 
Twenty frozen semen samples from one bull and one batch were used in each DNA isolation method. 
2. DNA extraction 
Method 1: Guanidinium Thiocyanate method A 
The  procedure  was  modified  from  a  protocol  described  by  Hossain,  A.M.  et  al  (1997).  Semen 

samples were thawed and 100 µl of each sample was used. The spermatozoa were separated from the extender 
by centrifugation and washed 3  times with phosphate-buffered saline. The sperm pellet was  lysed  in a lysis 
buffer containing 4M guanidinium, 30mM sodium citrate (pH 7.0), 0.5% Sarcosyl, 0.20mg/ml proteinase K, 
and  0.3M  b-mercaptoethanol,  and  incubated  at  55°C  for  3-4  hr.  To  precipitate  DNA,  two  volume  of 
isopropanol was added directly  to  the  lysate  and  the  tubes were gently  inverted back and  forth until DNA 
fibers clumped together. After removal of the transparent gel matrix (incompletely lysed protein), DNA fibers 
were washed in 70% ethanol. The recovered DNA was dissolved in Tris-EDTA (TE) buffer and keep at -20°C 
until analysis. 

Method 2: Guanidinium Thiocyanate method B 
The procedure was modified from a protocol available at www.protocol-online.org. Semen samples 

were  thawed and 100 µl  of  each  sample was used. The  spermatozoa were  separated  from  the  extender  by 
centrifugation and washed 3  times with 1.1M Sodium Citrate. The sperm pellet was  lysed  in a  lysis buffer 
containing  100 mM NaCl,  100 mM  Tris-Cl  pH  8.0,  25 mM  EDTA  pH  8.0,  0.5%  SDS,  and  0.2 mg/ml 
proteinase K. To precipitate protein, 100 µl of 4M Guanidine Thiocyanate in 0.1 M Tris-Cl, pH 7.5 was added 
into the lysate, centrifuged at 13,000 rpm for 5 minutes. Transfer supernatant into a new tube and precipitated 
DNA by adding 2 volume of  isopropanol and washed DNA pellets with 70% ethanol. The  recovered DNA 
was dissolved in Tris-EDTA (TE) buffer and keep at -20°C until analysis. 

Method 3: Chelex 100 method. 
The procedure was modified from a protocol available at www.protocol-online.org. Semen samples 

were  thawed and 100 µl  of  each  sample was used. The  spermatozoa were  separated  from  the  extender  by 
centrifugation and washed 3 times with wash buffer pH8.0 (10mM Tris, 10mM EDTA, 50mM NaCl, 2% w/v 
SDS) followed by a final wash with sdH2O. The sperm pellet was lysed in a lysis buffer containing 5% w/v 
Chelex 100, 10mg/ml Proteinase K, 1M DTT and  incubated at 55°C for 3-4 hr.  then 100°C for 10 minutes. 
Vortex briefly and centrifuge at 13,000 rpm 2 minutes. Transfer supernatant into a new tube and precipitated

http://www.protocol-online.org/
http://www.protocol-online.org/
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DNA by adding 300 µl  isopropanol and washed DNA pellets with  70% ethanol. The  recovered DNA was 
dissolved in Tris-EDTA (TE) buffer and keep at -20°C until analysis. 

Method 4: Phenol-chloroform method. 
This method  is  currently  used  in Animal Molecular  Biology  Laboratory  at Bureau  of Molecular 

Biotechnology  in Livestock Production. One hundred µl  of  thawed  semen was washed  3  times with 1.1M 
Sodium citrate. The sperm pellets were lysed in lysis buffer containing 10 mM Tris-HCl, 400mM NaCl, 2mM 
EDTA. After incubation at 55°C 1 hour, equal volume of phenol:Chloroform:isoamyl alcohol (25:24:1) was 
added, mixed together and centrifuge at 13,000 rpm for 1 minute. Upper phase (water phase) was transferred 
to a new tube, 2 volume of cold absolute ethanol and 1/10 volume of 3M sodium acetate pH5.2 was added to 
precipitate DNA. DNA pellets were washed with 70% ethanol. The recovered DNA was dissolved  in Tris- 
EDTA (TE) buffer and keep at -20°C until analysis. 

3. DNA analysis: 
The  quality  and  quantity  of  the  DNA  extracted  by  the  above  four  methods  was  assessed  by 

spectrophotometer (Beckman coulter DU 730). The optical density (OD) of DNA samples was measured at 
260 and 280 nm. and the ratio of 260/280 indicated the purity. The DNA yields obtained from equal numbers 
of spermatozoa and dissolved in a fixed volume of TE buffer. 

The quality of the DNA yield was further assessed by PCR with primers for TG5 gene which given 
final  product  of  500  bp.    Two  samples  of  each  method  were  randomly  selected  for  PCR  reaction. 
Amplifications were done in PCR tubes. Reaction mixture consisted of 30 ng. DNA template, 1x PCR buffer, 
2mM MgCl 2 , 200µM dNTPs, 0.1µM primers, and 0.5 U Tag DNA Polymerase. The samples were preheated 
at 95°C  for 5min.  followed by PCR amplification. Thirty  cycles  included: denaturation at 95°C  for 1 min, 
annealing at 58°C  for  30  sec, and elongation at 72°C  for  1 min. Final elongation was done  in 72°C  for  8 
minutes. PCR products were analyzed using gel electrophoresis in 2% agarose gel and gel was stained with 
ethidium bromide and photographed under UV light. 

4. Statistic analysis: Both amount of DNA (DNA yield) and DNA purity (OD) of four methods were 
compared by one-way ANOVA. Differences were considered significant when p<0.05.
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Results 

Four methods of DNA extraction were used to extracted cattle frozen semen with 20 repeats of each 
method. These  DNA  samples were  collected  from  one bull  and  preserved  under  the  same  condition  until 
experimented. 

The outcome of four extraction methods is summarized in Table 1. As shown in Table 1. The 260/280 
ratio (indicated of protein contamination) of DNA, extracted by guanidine thiocyanate method A, B, Chelex 
100,  and  phenol-chloroform method,  were  2.50±0.27,  1.72±0.16,  1.67±0.05,  and  1.58±0.07  respectively. 
However, Chelex100 method provided the highest yield of DNA (201.7±72.86). 
Table1.  Comparison  of  the  outcome  of  four  different  methods  of  DNA  extraction  from  frozen  bull 

spermatozoa 

Parameters  Methods 
_________________________________________________________ 

1  2  3  4 
Organic solvent  not used  not used  not used  used 
Hazardous reagents  used  not used  not used  not used 
Time requirement  1 day  1 day  1 day  1 day 
Protein contamination 1  2.50±0.27  1.72±0.16  1.67±0.05  1.58±0.07 
DNA yield (µg/ml) 2  47.76±9.32  14.51±4.61  201.7±72.86  29.27±7.14 
PCR reaction 3  no reaction  complete  complete  complete 
Method1  = guanidine thiocyanate method A. 
Method 2  = guanidine thiocyanate method B. 
Method 3  = chelex 100 method. 
Method 4  = phenol-chloroform method. 
1 The 260/280 ratio indicating the relative abundance of protein in DNA samples. 
2 Amount of DNA per equal spermatozoa dissolved in equal volume. 
3 PCR reaction was performed using primers specific to TG5 gene in cattle. 

The quality of DNA was  further evaluated by PCR  reaction using specific primers for detection of 
cattle TG5 gene with 500  bp product  in  length. Two DNA  samples  of each DNA extraction method were



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสัตว  J.Biotec.Liv.Prod. 
ปท ี่ 3 ฉบับที่ 1 มิถุนายน 2551  Vol. 3; No. 1; June 2008 

81 

randomly selected to perform PCR reaction. All samples except DNA samples from method 1 were positive 
for the presence of TG5 gene (Figure 1.) 

Figure1.  Electrophoresis  of  amplified  DNA  products  of  TG%  gene  from  bull  semen  with  four  DNA 
extraction methods. Lanes: M=100 bp marker, lane1-2 =DNA extracted using guanidine thiocyanate method 
A,  lane3-4  =  DNA  extracted  using  guanidine  thiocyanate  method  B,  lane5-6  =  DNA  extracted  using 
chelex100 method, 7-8= DNA extracted using phenol-chloroform method. 

Discussion 

Guanidine thiocyanate and chelex 100 have been used in the extraction of nucleic acid from human 
sperm and  forensic material  (Chomczynski  and Sacchi., 1987; Hossain et al., 1997; Walsh et al., 1991)  in 
which sperm DNA extraction has been routinely performed in molecular laboratory especially human fertility 
laboratory.  However,  cattle  sperm  using  in  the  field  of  artificial  insemination  is  different  due  to  the 
preservation of  spermatozoa  in  cryogenic condition before use. The process of  cryopreservation has added 
many reagents to maintain the quality of semen. Appropriated method to extract the DNA from cryopreserved 
semen is necessary. 

For  our  study, method 1 and method 2 both used guanidine  thiocyanate  as  protein precipitation 
reagent.  The  difference  of  these  2 methods was  the  combination  of  reagents  using  during  the  process.  In 
guanidine  thiocyanate method A,  hazardous  reagent  such  as  b-mercaptoethanol which  has  a  strong  rancid
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smell and  toxic  to  respiratory system was used. Moreover,  the process  to separate DNA pellets and  the gel 
matrix (incomplete  lysed protein) was  labored. This corresponded  to  the OD value which was 2.50±0.27 in 
guanidine thiocyanate method A indicated higher protein contamination than guanidine thiocyanate method B 
(OD=1.72±0.16, p<0.01).  In  addition,  guanidine  thiocyanate  B  gave  the  highest  purity  among  all  four 
methods although yielded the lowest amount of DNA (OD=14.51±4.61 µg/ml).  Chelex100, in our study, also 
gave the highest purity DNA (OD=1.67±0.05) with no significant difference to that of guanidine thiocyanate 
B  (1.72±0.16, p>0.05) but yielded  significantly  a great highest  amount  of DNA  (201.7±72.86 µg/ml)  than 
guanidine  method  A,  guanidine  method  B,  and  phenol-chloroform  method  which  yielded  47.76±9.32, 
14.51±4.61,  and 29.27±7.14 µg/ml  of DNA  (p<0.01),  respectively. Phenol-chloroform method  is  currently 
used  to  extract DNA  in  our  facility. For our  study,  this method gave  a moderate  value of both purity and 
amount of DNA (OD=1.58±0.07 and yield= 29.27±7.14µg/ml). However, phenol and chloroform used in this 
method are considered as hazardous chemical which harm to both respiratory system and direct contact. Any 
method which could avoid using these chemical should be considered. 

For  the  quality  of  the DNA,  PCR  using  primers  specific  to  cattle  TG5 was  used  to  detect  the 
reaction of each DNA group. As shown  in figure 1, all samples except samples from guanidine  thiocyanate 
method A, gave positive results which presented 500bp bands of TG 5 PCR product. This indicated that DNA 
from 3 out of 4 methods which were guanidine  thiocyanate method B, Chelex 100, and phenol-chloroform 
method, were  be  able  to  used  in  further molecular  procedures.  For  guanidine  thiocyanate method  A,  the 
negative result of TG5 PCR reaction might come from the high contamination from incomplete lysed protein 
which gave the fault measurement of DNA yield and in turned interfered the reaction of PCR which is a very 
sensitive reaction. 

In conclusion, three DNA extraction methods which were guanidine thiocyanate method B, Chelex 
100,  and  phenol-chloroform method  could  be  selected procedure  to  perform DNA  extraction  in molecular 
laboratory. Due to the less harmful reagent and easy to perform of guanidine method B, this method could be 
used in case of enough amount of sample provided. 
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The Evaluation of Selected 13 Polymorphic Microsatellite Markers for the Parentage Test 
of Thai Holstein Cattle. 

Lerdchai Chintapitaksakul*  Rapiphan Uavechanichkul 

Abstract 

Nineteen families of 44 Thai Holstein cattle were evaluated for microsatellite characteristics and the 
parentage  test.  The  total  of  13 microsatellite markers  were  selected  from  the  genome  database  and  the 
genomic  DNAs  were  isolated  and  used  as  templates  for  amplification. Multiplex  PCR  of  these  thirteen 
markers in a single reaction showed that only ten markers; b1, b2, b3, b4, b6, b7, b10, b11, b12 and b13 could 
amplify the fragments ranging from 5 to 12. Nine markers are highly informative with PIC of more than 0.5. 
Accuracy test revealed  that seven markers (b2, b4, b6, b7, b10, b11 and b12) are completely matched with 
known  relationship.  The  combination  of  seven  markers  in  pedigree  testing  showed  0.9915  and  0.9997 
exclusion  probabilities  for  one  and  both  parents  exclusion,  respectively. We  concluded  that  seven  out  of 
thirteen selected microsatellite markers can be used as a tool in parentage testing in Thai Holstein cattle. This 
study  is  a  good  application  for  evaluation  of  microsattelites  DNA  in  parts  of  breeding  program  and 
improvement of livestock production. 

Keywords: Exclusion probability, Microsatellite marker, Multiplex PCR, Parentage test, Thai Holstein cattle 
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การประเมินการใช  ไมโครแซทเทลไลตจํานวน 13  ตัวเพื่อการตรวจพิสูจน  
พอ แม และ ลูกในโคนมไทยโฮสไตน  

นายเลิศชัย   จินตพิทักษสกุล*  รพีพรรณ   เอื้อเวชนิชกุล 

บทคัดย อ 

การศึกษานี้ไดเลือกเครื่องหมายพันธุกรรมไมโครแซทเทลไลต ๑ ชุด จํานวน ๑๓ ตวั เพ่ือนํามาประเมนิ 
ความเปนไปไดในการประยุกตใชเครื่องหมายนี้เพ่ือตรวจพิสูจน ความเปน  พอ  แมและลูก  จากตัวอยางดีเอ็นเอที่ 
นํามาจากโคนมไทยโฮสไตนจํานวน  ๔๔  ตัวอยาง  (๑๙  ครอบครัว)  ผลการเพ่ิมจํานวนชิ้นดีเอ็นเอเพ่ือวิเคราะห 
ขนาดของไมโครแซทเทลไลตดวยวิธี Multiplex PCR ในปฏิกริยาเดียว สามารถเพ่ิมจํานวนได   ๑๐ ไมโครแซท 
เทลไลต (b1, b2, b3, b4, b6, b7, b10, b11, b12 และ b13) จากทั้งหมด ๑๓ ไมโครแซทเทลไลต และสามารถหา 
ขนาดของชิ้นดีเอ็นเอที่เพิ่มจํานวนขึน้ด วยการใชเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติ  โดยขนาดของอัลลีลที่พบในแตละ 
ตําแหนง (locus) มีความแตกตางระหวาง ๕ ถึง ๑๒ แบบ นอกจากนี้ยังพบวาไมโครแซทเทลไลตจ ํานวน ๙ ตัว 
(b1,  b2,  b3,  b4,  b6,  b7, b10, b11 และ  b13) ใหคา PIC  (Polymorphism  Information Content)  มากกวา ๐.๕ 
สําหรับการทดสอบความถูกตองพบวาไมโครแซทเทลไลต  ๗ ตวั  (b2,  b4,  b6,  b7,  b10,  b11 และ  b12)  ใหผล 
สอดคลองกับพันธุประวัตจิริงและใหผล  one  and  both  parents  exclusion  probabilities  เทากับ  ๐.๙๙๑๕  และ 
๐.๙๙๙๗ ตามลําดับ ผลจากการศกึษานี้แสดงใหเห็นวาเครือ่งหมายพันธุกรรมที่คดัเลือกมาจํานวน ๗ ตัวสามารถ 
นํามาพิสูจน ความเปนพอ  แม  และลูกของโคนมไทยโฮสไตน  และเปนตัวอยางของวิธกีารประเมินเครื่องหมาย 
พันธุกรรม 

คําสําคัญ:  Exclusion probability, เครื่องหมายพันธุกรรมไมโคแซทเทลไลต, Multiplex PCR, การตรวจพิสูจน  พอ แม และ ลูก, 
โคนมไทยโฮสไตน 
ทะเบียนผลงานวิชาการเลขที่ :  51(2)-0208-167 
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุส ัตว กรมปศุส ัตว ถ.ติวานนท อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000*ผ ูเขียนผ ูรับผ ิดชอบ โทร. 02-967- 
9700 ตอ 3305, 3302  อีเมลล: lerdchai_th@hotmail.com
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Introduction 

Microsattellite is a stretch of DNA containing distribution of short tandem repeat sequences, normally 
being 1-6 bp repeat type. Typically, microsatellites span between twenty and a few hundred bases (Beckmann 
and Weber 1992) and most of microsatellites, about 30-67%, found in vertebrates’ genome are dinucleotides. 
The  first dinucleotide  type,  (AC) n  repeat,  is  the most common dinucleotide motif which  is  2.3  folds more 
frequent than (AT) n  , the second most general type of dinucleotids (Toth et al. 2000). Microsatellites can be 
found  anywhere  in  the  genome,  both  in  protein-encoding  and  noncoding  DNA  (Toth et al.  2000).  In 
eukaryotic organisms, microsatellites have been shown  to be  in excess  in noncoding regions compared  to a 
random distribution pattern (Metzgar et al. 2000). 

Traditionally, pedigree verification in diary cattle has been carried out using blood groups and protein 
polymorphism (Stormont 1967). Molecular techniques using DNA-based microsatellite markers offer several 
advantages over traditional blood typing. Any sample from an individual (for example, blood, hair, milk and 
saliva) can be used, as  long as  it contains DNA; hence,  the  technique can be noninvasive and retrospective 
from  stored  tissue or  semen  samples. The  accuracy  of  the DNA  test  is much greater  than  for blood group 
markers, as DNA markers can have many alleles and a virtually unlimited supply of markers are available 
(Kappes et al.  1997).  The  DNA-based  markers  have  been  become  the  international  standard  system  of 
identification  verification  in  livestock.  In  most  farm  animals,  there  is  now  a  wide  choice  of  suitable 
codominantly inherited genetic markers of known chromosomal location (Barendse et al. 1994; Bishop et al. 
1994; Rohrer et al. 1994; Burt et al. 1995; Crawford et al. 1995). Currently,  the microsatellites are markers 
for individual identification in cattle which is also applied for parentage testing. In this study, our experiment 
was assigned to evaluate the possibility of thirteen selected microsatellites for parentage test in nineteen Thai 
Holstein cattle families. 

Materials and Methods 
1)  Genomic DNA samples 

Genomic DNA samples used in this study were kindly provided by Dr Wiboon Tularaksa. The DNA 
samples were isolated from blood samples using QIAGEN kit. Total of 44 dairy Thai-Holstein cattle (6 bulls, 
19 cows and 19 daughters) from 19 families were included.
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2)  Selection of thirteen microsatellite markers 
Thirteen microsatellite markers,  named  b1  to  b13, were  selected  from  cattle markers  previously 

reported by Ihara et al.  (2004). They were selected based on heterozygosity over 0.6 and  the expected size 
should be between 100 and 270 bp (table 1). The b1 to b13 markers were corresponded to markers previously 
reported  as DIK1118,  TGLA40, DIK023, MS2063, DIK1125, DIK4511,  DIK2662, DIK5156,  DIK5411, 
DIK116, DIK2733, DIK4356 and DIK4515, respectively (Ihara et al. 2004). 

3)  Amplification and fragment analysis  of the thirteen microsatellite markers 
Thirteen pairs of primers were used and each pair of primers was labeled with fluorescent dyes. Details of 

primers are shown in table 1. 
Multiplex PCR reaction was performed in the total volume of 50 µl.  Each reactions composed of 0.2 

mM dNTPs, 4 mM MgCl 2 , 5 pmoles of each 13 primers and 1 Unit of Taq DNA polymerase in buffer (2 mM 
Tris-HCl pH 8.0, 10 mM KCl, 0.01 mM EDTA, 0.1 mM DTT, 5% glycerol, 0.05% Tween® 20 and 0.05% 
Nonidet® – P40) with 100 ng DNA  template  from DNA pellet suspensions above. The PCR  reaction was 
started with 94 o C for 7 min followed by 10 cycles of 94 o C for 30 sec, the  touch down annealing step was 
used at  the  temperature  of  65  to  57  o C  for  30  sec  and  extension at  72  o C  for  15  sec.   This  reaction was 
followed by 25 cycles of 94 o C for 30 sec, 57 o C for 30 sec and 72 o C for 15 sec, and a final extension step of 
72 o C for 7 min.  The amplified products were analyzed by gel electrophoresis using 1.5% agarose. 

The  sizes  of  amplified  products were  analyzed  by MegaBACE  500  DNA Analysis System.    The 
sample  was  heated  at  95 o C  for  2  min  prior  to  analyze  by MegaBACE  500.  Raw  data  obtained  from 
MegaBACE Instrument Control Manager program version 2.5 was analyzed by MegaBACE Genetic Profiler 
program version 2.0. 

4)  Characteristics of the thirteen microsatellite markers 
The  individuals  were  genotyped  based  on  allele  size  data.  Allele  frequency,  heterozygosity  and 

polymorphism information content (PIC) were calculated using MS tools v3 software (Park SDE, 2001). 
Each microsatellites marker was evaluated for their accuracies by comparing the genotypes obtained 

from  known  relationship. All markers with more  than  95%  accuracy were  further  analyzed  for  exclusion 
probability/cumulative exclusion probability following method of Jamieson et al. (1997).
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Results 

The total of 44 genomic DNA samples from 19 families were used as  templates to amplify  thirteen 
microsatellite markers  in  single  reaction. Amplified  fragments were  analyzed  and  the  result  showed  that 
fragment sizes of  ten markers; b1, b2, b3, b4, b6, b7, b10, b11, b12 and b13 were obtained  in all samples, 
whereas that of two markers, b5 and b9, were inconsistently amplified due to the efficiency of amplification. 
One marker, b8, was inapplicable. In addition, it was found that b5 contains di-nucleotide repeat instead of tri- 
nucleotide repeat as previously reported (table 1). The data of ten markers was then further analyzed. 

The  observed  size  of  the  10  markers  is  between  103  and  266  bp,  allele  frequencies, 
expected/observed heterozygosities and PIC as shown in tables 2 and 3. 

For accuracy test by computing percentage of matched families for each marker found that seven of 
ten markers had 100% matched except  three markers; b1-94.74%, b3-89.47%  and b13-94.74%. The  seven 
markers (b2, b4, b6, b7, b10, b11 and b12) with completely matched pedigree were further computed for each 
exclusion probabilities and cumulative exclusion probabilities as shown in table 4. 

Discussion 

All thirteen microsatellite markers, except b8, contained dinucleotide short tandem repeat. However, 
one set of primer, b8, could not give an application and two markers which are b5 and b9 could amplify only 
in some samples. This result indicated that the efficiency of all markers in single reaction is different due to 
several factors such as types of templates, length of amplified product and numbers of repeat. 

This study found that the ten markers have numbers of alleles ranged from 5 to 12 (table 2) which is 
polymorphic  and  useful  for  individual  identification.  In  addition,  these markers  can  be  used  for  pedigree 
analysis. Based on the selective standard of microsatellite loci (Barker 1994), microsatellite loci ought to have 
at least four alleles to be considered useful for the evaluation of genetic diversity. 

The  polymorphism  information  content  or  PIC  is  a  parameter  indicative  for  the  degree  of 
informativeness  of  a marker  (Botstein et al.  1980).  PIC  of  the  ten markers  found  that  nine  are  highly 
informative  (PIC  >  0.5)  and one  (b12)  is moderately  informative  (0.25 < PIC  <  0.5) based  on criteria  of 
Botstein et al. (1980). 

Accuracy test indicated that seven markers (b2, b4, b6, b7, b10, b11 and b12) are completely matched 
with known  relationship. These  seven markers were  calculated  for exclusion probability  (PE) which  is  the
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probability that two random individuals do not share any alleles, so that parentage can be excluded (Visscher 
et al. 2002). The seven markers have highest PEs and the combination of these markers has 0.9915 and 0.9997 
cumulative  PEs  for  one  parent  exclusion  and  both  parents  exclusion,  respectively  (table  4).  This  study 
demonstrated  that  seven markers  can  be  used  for  parentage  testing  based  on  number  of  alleles,  PIC  and 
exclusion test. However, further analysis of all parameters in a larger sample size is required to evaluate the 
capability of the selected markers in parentage testing. 

Conclusion 

In this study revealed that the ten out of thirteen multiplexed PCR microsatellite markers which are 
assigned as b1, b2, b3, b4, b6, b7, b10, b11, b12 and b13, could amplify all 44 Thai Holstein genomic DNA 
samples. Numbers of alleles in all ten markers are between five and twelve that is useful for parentage  test. 
Nine out of  ten markers are highly informative (more  than 0.5). For accuracy  test at 95% confidence  level, 
seven (b2, b4, b6, b7, b10, b11 and b12) out of ten markers can be used for parentage testing with the highest 
cumulative PEs at 0.9915 and 0.9997 for the single and both parents exclusions, respectively. 
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Table 1: Thirteen microsatellite markers with known characteristics were selected from Genome database. Each pair of primer was labeled with 

fluorescent dye to be used in fragment analysis. 
Marker name  Locus name  Chromosome  Relative position (cM)  Repeat type  Expected size (bp.)  Expected heterozygosity  Florescent dye 

b1  DIK1118  10  7  di­nucleotide  102­118  0.821  Ned 

b2  TGLA40  25  12.3  di­nucleotide  103­125  0.750  Fam 

b3  DIK023  11  43  di­nucleotide  106­128  0.769  Hex 

b4  MS2063  3  116.5  di­nucleotide  151­169  0.643  Ned 

b5  DIK1125  9  59  tri­nucleotide  151­174  0.786  Fam 

b6  DIK4511  6  44.2  di­nucleotide  152­170  0.679  Hex 

b7  DIK2662  24  14.2  di­nucleotide  203­219  0.679  Ned 

b8  DIK5156  20  64.3  tri­nucleotide  203­228  0.731  Hex 

b9  DIK5411  18  2.8  di­nucleotide  204­218  0.808  Fam 

b10  DIK116  16  40.6  di­nucleotide  244­270  0.654  Ned 

b11  DIK2733  30  1.6  di­nucleotide  247­255  0.607  Fam 

b12  DIK4356  5  77.6  di­nucleotide  248­268  0.786  Hex 

b13  DIK4515  30  150.5  di­nucleotide  186­198  0.714  Fam
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Table 2:  Allele frequencies and observed fragment sizes obtained from ten markers. 

b1  b2  b3  b4  b6  b7  b10  b11  b12  b13 

Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq.  Allele  Freq. 

103  1.14  113  51.14  105  20.45  145  3.41  155  1.14  205  52.27  240  12.50  239  9.09  255  1.14  192  2.27 
105  36.36  115  20.45  109  6.82  149  11.36  157  31.82  209  1.14  244  3.41  243  2.27  257  3.41  196  14.77 
107  6.82  117  10.23  111  1.14  151  2.27  161  2.27  211  12.50  246  15.91  247  42.05  261  69.32  198  12.50 
109  20.45  119  3.41  113  3.41  153  17.05  163  52.27  213  10.23  252  3.41  249  2.27  263  19.32  200  45.45 
111  25.00  121  11.36  115  9.09  155  14.77  165  3.41  215  11.36  254  40.91  251  2.27  265  6.82  202  18.18 
113  4.55  123  3.41  117  21.59  157  13.64  167  3.41  217  9.09  256  7.95  253  13.64  204  6.82 

115  5.68  119  13.64  161  15.91  169  5.68  219  2.27  260  3.41  255  26.14 

121  3.41  163  21.59  223  1.14  264  5.68  257  2.27 

123  9.09  266  6.82 

125  2.27 

127  4.55 

129  4.55 

Observed size  Observed size  Observed size  Observed size  Observed size  Observed size  Observed size  Observed size  Observed size  Observed size 

103­115 bp  113­123 bp  105­129 bp  145­163 bp  155­169 bp  205­223 bp  240­266 bp  239­257 bp  255­265 bp  192­204 bp
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Table 3: PIC analysis in ten markers. 

Marker name 

b1  b2  b3  b4  b6  b7  b10  b11  b12  b13 

Locus name  DIK1118  TGLA40  DIK023  MS2063  DIK4511  DIK2662  DIK116  DIK2733  DIK4356  DIK4515 

No. alleles  7  6  12  8  7  8  9  8  5  6 
Expected heterozygosity  0.762  0.679  0.875  0.854  0.626  0.687  0.783  0.734  0.482  0.726 
Observed heterozygosity  0.705  0.500  0.909  0.864  0.682  0.795  0.841  0.659  0.500  0.636 
Polymorphic information 
content (PIC) 

0.716  0.633  0.851  0.824  0.559  0.651  0.752  0.687  0.434  0.683 

Table 4: Exclusion probability and cumulative exclusion probability in seven markers. 

Marker name 

b4  b10  b11  b7  b2  b6  b12 

Locus name  MS2063  DIK116  DIK2733  DIK2662  TGLA40  DIK4511  DIK4356 

Exclude a parent 
Exclusion probability (PE)  0.6847  0.5958  0.5052  0.4751  0.4481  0.3673  0.2633 
Cumulative PE  0.8726  0.9369  0.9669  0.9817  0.9884  0.9915 
Exclude both parents 

Exclusion probability (PE)  0.8543  0.7949  0.6970  0.6822  0.6436  0.5423  0.4197 
Cumulative PE  0.9701  0.9909  0.9971  0.9990  0.9995  0.9997
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