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สารจากบรรณาธกิารบรหิาร 
 

ปจจุบันการเลี้ยงโคเนื้อในประเทศไทยไดมีการพัฒนาข้ึนอยางตอเนื่องและรวดเร็ว  จนถือไดวา

ประเทศไทยเปนผูนําดานการผลิตโคเนื้อที่มีคุณภาพที่ดีประเทศหนึ่ง  ทั้งนี้เพราะประเทศไทยมีโคเนื้อ

หลากหลายสายพันธุที่ไดรับการพัฒนาจากทั้งภาครัฐและเอกชน  เพื่อผลิตออกมาสนองตอตลาดและ

สภาพแวดลอมระบบการเลี้ยงของไทย  อยางไรก็ตามกรมปศุสัตวยังมีการพัฒนาอยางตอเนื่องเพื่อยกระดับ

คุณภาพโคเนื้อใหดียิ่งขึ้น  และใหผลตอบแทนแกเกษตรกรมากขึ้น 

ดังนั้น  สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  จึงไดสนับสนุนการศึกษาและวิจัยในการ

ปรับปรุงและพัฒนาโคเนื้อสายพันธุใหมซึ่งโคพันธุดังกลาวคือ โคพันธุไทย – แบล็ค  ซึ่งมีความทนทานตอ

สภาพแวดลอม  ทั้งยังมีคุณภาพเนื้อที่สูงขึ้น  มีความนุมและมีไขมันแทรกที่แตกตางไปจากโคเนื้อที่มีอยูใน

ปจจุบัน  เพื่อเพิ่มผลผลิตใหแกเกษตรกร   และยังใหผลตอบแทนในการเลี้ยงที่สูงขึ้นดวย 

  วารสารฉบับนี้นอกจากการนําเสนอผลงานวิจัยดานการปรับปรุงและพัฒนาโคเนื้อสายพันธุ

ใหม ใหมีความทนทานตอสภาพแวดลอมและมีคุณภาพดีข้ึนแลว  ยังไดนําเสนอเนื้อหาสาระในดานตางๆ ทาง

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  เชน  งานวิจัยดานการยายฝากตัวออนและการโคลนนิ่งโคขาวลําพูนพันธุ

แท  รวมทั้งการศึกษาวิจัยทางดานชีวโมเลกุล  การสํารวจระดับแอนติบอดีตอการตานทานโรค  การศึกษา

ฮอรโมนที่ควบคุมการใหน้ํานมในโคที่ไมมีการตั้งทอง  งานวิจัยดานการผสมเทียมเพื่อเพิ่มอัตราการผสมติด

และเหนี่ยวนําการเปนสัดในแพะ  งานวิจัยดานการผลิตน้ําเชื้อเพื่อเพิ่มคุณภาพน้ําเชื้อโคในน้ํายาเจือจาง   และ

การแกไขปญหาความสมบูรณพันธุที่มีสาเหตุและปจจัยมาจากความไมสมดุลของฮอรโมนที่มีผลตอการตกไข

และจํานวนตัวออนในโคพื้นเมืองทางภาคใต ฯลฯ 

  สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวหวังเปนอยางยิ่งวาวารสารฉบับนี้จะมีสวนในการ

ผลักดันใหเกิดนักวิจัยที่มีผลงานทางวิชาการเพื่อพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวใหเพิ่มยิ่งขึ้น  ทั้งนี้

เพื่อใหวิทยาการความรูทางดานการผลิตปศุสัตวของประเทศไทยไดรับการถายทอดและพัฒนาตอยอดใหเกิด

ประโยชนสูงสุดตอเกษตรกรในการนําไปประยุกตในการเลี้ยงปศุสัตวใหไดประสิทธิภาพและกาวหนามากยิ่งขึ้น 

 

 

 

 

   (นายอยุทธ  หรินทรานนท) 

ผูอํานวยการสํานักเทคโนโลยีชีภาพการผลิตปศุสัตว
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ขอแนะนาํสาํหรับผูเขียน 
 

 

วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว 

เปนวารสารทางวิชาการของสํานักเทคโนโลยีชีวภาพ

การผลิตปศุสัตว กรมปศุสัตว กําหนดออกปละ 1 

ฉบับ คือ เดือนกรกฎาคม  วารสารนําลงบทความ 

ผลงานคนควาวิจัยดานการผลิตปศุสัตว ทั้งดานการ

พัฒนาและปรับปรุงพันธุ การจัดการอาหาร สุขภาพ 

และระบบสืบพันธุ ตลอดจนการขยายพันธุ และการ

ใชเทคโนโลยีชีวภาพที่กาวหนาในการปรับปรุงและ

เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตปศุสัตวดานตางๆที่กลาว

มาขางตน คณะผูจัดทําวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการ

ผลิตปศุสัตว ยินดีรับเร่ืองจากทุกทานที่สงมาเพื่อ

เผยแพร และเพื่อความสะดวกในการพิจารณา ขอ

เสนอแนะดังนี้ 

 
1. เรื่องที่จะนําลง 

1.1 งานทดลอง วิจัย ทางวิชาการ 

(Technical/ Research papers) หรือวิทยานิพนธ 

เปนการเสนอผลการวิจัยที่ผูเขียนไดทําข้ึนเอง 

1.2 บทความ (Articles) และยอเอกสาร 

(Literature reviewed) ทางวิชาการ ที่รวบรวมขอมูล 

ความคิดเหน็และประสบการณของผูเขียน 

1.3 เร่ืองอื่นๆ ที่คณะผูจัดทาํพิจารณา

เห็นสมควร 

 
2. ตนฉบับ 

2.1 ตนฉบับที่สงมาพิมพในวารสาร

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ไมควรเปนเรื่องที่

เคยพิมพ หรือ กําลังอยูระหวางการพิจารณาเพื่อลง

พิมพวารสารอื่น 

2.2 ตนฉบับเปนภาษาไทยหรือภาษาอังกฤษ

พิมพบนกระดาษ เอ 4 จํานวนไมเกิน 12 หนา โดย

จัดพิมพดวย Microsoft Word for Windows หรือใช

ชนิดและขนาดตัวอักษรตามที่กําหนด 2.3 ไมมีการ

สงคืนตนฉบับ 

 
3. การลําดับเรื่องในตนฉบับ 

เพื่ อ ให ขบวนการการพิจารณาผลงาน

วิชาการและการดําเนินการจัดพิมพวารสารเปนไป

อยางเรียบรอยรวดเร็ว และถูกตอง จึงจําเปนตองให

ผูเขียนผลงานวิชาการปฏิบัติตามขอกําหนดอยาง

เครงครัด ดังนี้ 

3.1 ใหสงตนฉบับผลงานวิชาการจํานวน 1 

ชุด และยังไมตองสงแผนบันทึกขอมูล (Diskette) 

3.2 ตนฉบับผลงานวิชาการที่สงมา ใหตรวจ

ความถูกตองของตัวสะกด รูปแบบการจัดพิมพ

ผลงาน 

วิชาการใหถูกตองตามทีก่ําหนด 

3.3 สงแผนบันทึกขอมูลมาให เมื่อผลงาน

วิชาการนั้นไดผานการพิจารณาจากคณะกรรมการ

วิจัยสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว แลว

เทานั้น โดยเลขาคณะกรรมการวิจัยฯ จะแจงกลับไป

ยังเจาของผลงานวิชาการพรอมสงตนฉบับเพื่อให

แ ก ไ ข ต า ม ที่ ค ณ ะ ก ร ร ม ก า ร วิ จั ย สํ า นั ก

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวใหขอเสนอแนะ 
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บันทึกผลงานวิชาการที่แกไข ถูกตองแลวตาม

ข อ แ น ะ นํ า ข อ ง คณ ะ ก ร ร ม ก า ร วิ จั ย สํ า นั ก

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  ลงใน Diskette 

ขนาด 3.5 นิ้ว หรือ CD-ROM ใชโปรแกรม Microsoft 

Word for Windows โดยมีรายละเอียดบนสติกเกอร

ติดหนา Diskette หรือ CD-ROM ดังนี้ 

 

 

    ชื่อผลงานวชิาการ............................................ 

    ชื่อเจาของผลงาน............................................. 

    ชื่อไฟล............................................................. 

    ที่อยู เบอรโทรศัพท/E-Mail................................. 

 

หรือสงทาง Internet มายัง  jureeratn@gmail.com 

3.4 ตนฉบับผลงานวิชาการที่สงให

คณะกรรมการวิจัย สทป. พิจารณา จะเปนบทความที่

จัดรูปแบบไดถูกตองตามที่กําหนดเทานั้น หากผลงาน

วิชาการที่สงมาใหไมถูกตองตามขอกําหนด จะจัด

สงคืนใหเจาของผลงานวิชาการกลับไปแกไขให

ถูกตอง 

3.5 ตนฉบับที่จัดสงมาตองชัดเจน ทั้งเนื้อหา

และรูปภาพประกอบผลงานวิชาการ โดยสงมาที่ 

 

 

 

3.6 หรือติดตอสอบถามไดที ่

นางจุรีรัตน แสนโภชน 

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ถ.ติ

วานนท ต.บางกะด ีอ.เมือง 

จ. ปทุมธาน ี12000 

โทรศัพท 02-967-9791 หรือ 02-967-9792 

โทรสาร. 02-5011386 

ดูขอมูลรายละเอียดเกี่ยวกับขอแนะนําสาํหรับผูเขียน

ผลงานที่ได   http://www.dld.go.th/biotech

 
4. การลําดับเรื่อง 

4.1 ชื่อเรื่อง (Title) ควรตองชื่อใหส้ันและสื่อ

ความหมายใหดี และพิมพโดยใชขนาดตัวอักษร 18 

และตัวหนา 

4.2 ชื่อผูเขียนและผูรวมงาน (Author and 

co - workers) เขียนชื่อนามสกุลเต็มทั้งภาษาไทย

และภาษาอังกฤษ วางกึ่งกลางใตชื่อเร่ือง พรอมทั้ง

สถานที่ทํางานที่ติดตอไดสะดวกพิมพ ไว ใตชื่ อ

คณะผูวิจัย โดยใชขนาดตัวอักษร 16 และตัวปกติ 

4.3 บทคัดยอ (Abstract) เขียนสั้นๆได

เนื้อความคลุมวัตถุประสงค วิธีการ และผลการ

ทดลอง ความยาวไมควรเกิน 3% ของตัวเรื่อง 

บทคัดยอตองมีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ แยก

หนาตางหากจากกัน 
สง 

บรรณาธิการวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว 

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว 

ถ.ติวานนท ต.บางกะด ีอ.เมอืง 

จ.ปทุมธานี  12000 

4.4 คําสําคัญ (Key words) เปนคําหรือ

ขอความสั้นๆ ที่มีความหมายแสดงถึงความเปนไป

ของการทดลองนั้นๆ รวมกันแลวไมเกิน 5 คํา หากไม

สามารถแปลเปนภาษาไทยไดใหใชภาษาอังกฤษแทน 

โดยการพิมพอยูใตบทคัดยอ (ข้ึนบรรทัดใหม) 

 

 

http://www.dld.go.th/biotech
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4.5 เนื้อหา (Text) สําหรับงานวิจยั

ประกอบดวย 

4.5.1 บทนํา(Introduction) อธิบายถึง

ปญหาและวัตถุประสงคและควรมีการตรวจเอกสาร 

(literature review) 

4.5.2 อุปกรณและวิธีการ (Materials and 

Methods) อธิบายเครื่องมือ อุปกรณที่ใชในการ

ทดลอง วิธีการที่ใช ถาคิดคนขึ้นควรอธิบายอยาง

ละเอียด แตถาเปนที่ทราบกันโดยทั่วไปใหเขียนใน

ลักษณะอางอิงถึง ถาเปนเครื่องหมายตราหรือช่ือ

การคา ควรทําเปน foot note ไวที่ดานลางของหนา

นั้น 

4.5.3 ผล (Results) รายงานผลการทดลอง

เปนคําบรรยาย ใหละเอียดและเขาใจงาย โดย

แบงเปนหลายๆ ยอหนา และจัดขอความที่มีเนื้อหา

เดียวกันไวดวยกัน หากเปนไปไดควรเสนอในรูปของ

ตารางหรือรูปภาพ หรือกราฟพรอมทั้งบรรยาย

ประกอบ ทั้งนี้ตาราง รูป หรือกราฟ ไมควรแสดงผลที่

เหมือนกัน 

- ตาราง (Tables) ควรพิมพใหชัดเจนเหมาะ

กับหนา ตองมีความหมายในตัวเอง และมีคําอธิบาย

ตารางอยูเหนอืตารางนั้นๆ 

- รูปภาพ (Figures) ควรเปนภาพขาว – ดํา 

ภาพสีหากจาํเปนผูเขียนตองเสียคาใชจายเองอธิบาย

รายละเอียดไวใตรูปนั้นๆ 

4.5.4 วิจารณ (Discussion) เปนการ

วิจารณผลการทดลอง โดยมีจุดมุงหมาย เพื่อใหผูอ่ืน

เห็นคลอยถึงหลัu3585 กการที่แสดงออกมาจากผล

การทดลอง หรือเพื่อสนับสนุน หรือคัดคานทฤษฏีที่มี

ผูเสนอมากอน  หรือเพื่อเปรียบเทียบกับผลการ

ทดลองและการตีความหมายของผูอ่ืน ผูเขียนควร

พยายามเนนถึงปญหาหรือขอโตแยงในสาระสําคัญ

ของเรื่องที่กําลังกลาวถึง ตลอดจนขอเสนอแนะเพื่อ

การวิจัยในอนาคตและลูทางที่จะนําผลไปใชเปน

ประโยชน 

4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความที่

สําคัญและคุณคาของงานเพื่อใหผูอานเขาใจงายขึ้น 
4.5.6 กิตติกรรมประกาศ 

(Acknowledgement) ควรมีในกรณีที่ไดรับความ

ชวยเหลือ หรือความรวมมอืที่สนับสนุนงาน

คนควาวิจัยนัน้ๆ 

4.5.7 เอกสารอางอิง (References) 

ก. กรณทีี่อางอิงในเนื้อเรือ่ง ควรอางองิ

ดังนี้คือ 

1. กรณีที่อางจากการตรวจเอกสาร โดย

ผูอ่ืนๆ ใหใชคําวาอางถึงโดย (cited by) 

2. กรณีผูรายงานเอกสารเปนคนไทย เมื่อ

เปนประธานของประโยค ใช “วิบูรณ และ จุรีรัตน 

(2549), เลิศชัย และคณะ(2549) กลาววา.......” หรือ

เมื่อรายงานอยูกลาง หรือทายประโยค ใช (วิบูรณ, 

2549) หรือมีเอกสารอางอิงในเรื่องเดียวกันมากกวา 1 

ฉบับ ใหใช (ถาวรและคณะ, 2547; นริศ และสิน

สมุทร, 2543 .....) 

3. กรณีผูรายงานเอกสารเปนชาว

ตางประเทศ เมื่อเปนประธานของประโยค ใช

“Rudbeck and Dissing (1998), Kashi et al. 

(1990) กลาววา......... “ หรือเมื่อผูรายงานอยูระหวาง

กลางหรือทายประโยค ใช (Rudbeck and Dissing, 

1998; Kashi et al.,1990 .............) 

4. กรณีอางถึงบุคคลหรือเร่ืองที่ไมเคยลง

พิมพมากอน (personal communication) ใหอาง

เฉพาะในเนื้อเร่ืองเทานั้น ไมตองนําไปลงในรายชื่อ
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เอกสารอางอิง เชน ....similar results (Walker,J.M., 

unpublished data), .......for other protocols 

(Walker,J.M., personal communication) 

ข. การเขียนเอกสารอางอิงทายเรื่อง ควร

ข้ึนตนเอกสารอางอิงภาษาไทยกอน เขียนเรียง

ตามลําดับพยัญชนะของผูเขียน ถาเปนภาษาอังกฤษ

ใชชื่อสกุลตามดวยชื่อยอของผูแตง แลวตามดวยป 

ชื่อเร่ืองชื่อหนังสือ หรือชื่อยอวารสาร ปที่ ฉบับที่ และ

หนาที่อางอิง ดังตัวอยาง   

วิบูรณ ตุลารักษา และ จุรีรัตน แสนโภชน. 

2549. การสกัด ดีเอ็นเอ กเซลลรากขนในโคนมไทย

โฮลสไตน. การประชุมวิชาการสัตวศาสตร คร้ังที่ 2 

“กาวทันสมัยกับปศุสัตวไทย” วันที่ 24 มกราคม 

2549. โรงแรมโซฟเทล ขอนแกน. หนา 452-463. 

เลิศชัย จินตพิทักษสกุล รพีพรรณ เอ้ือเวชนิช

กุล และกัลยา เกงวิกยกรรม. 2549. การประเมินวิธี

สกัดแยกดีเอ็นเอจากเลือด น้ําเชื้อ และเซลลรากขน

ของพ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างอิงจากตํารา ใหระบุชื่อผูเขียน ปที่

ตีพิมพ ชื่อเร่ือง ชื่อตํารา (พิมพคร้ังที่เทาใดและ

บรรณาธิการหากมี) สํานักพิมพ เมืองที่พิมพ หนาแรก

และหน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. 

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างอิงจากเวบไซด (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  ศรีวิพัฒน         

วรวิทย   แสงสิงแกว   และ  พึ่งพิศ   ดุลยพัชร.   

2541. อาหารจากขาวโพด.คูมือการสงเสริม

การเกษตรที่ 43. แหลงที่มา:  

http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.          

27 มีนาคม 2541. 

 
5. การพิมพผลงานทางวชิาการ 

ตัวพิมพ ใหพิมพดีด หรือใชเครื่องพิมพ 

(Printer) หมึกพิมพตองเปนสีดํา คมชัด สะดวกแก

การอานและใชตัวพิมพแบบเดียวกันทั้งฉบับ กรณีใช

เครื่องคอมพิวเตอรพิมพเนื้อความใหใชตัวอักษร 

Angsana UPC 16 ตัวปกติ เทานั้น ยกเวนหัวขอใหญ 

เชน ชื่อเร่ือง บทคัดยอ บทนํา อุปกรณและวิธีการ ผล 

วิจารณ สรุป  กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอางอิง 

พิมพโดยใชตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 18 สวน

หัวขอยอย เชน ชื่อผูวิจัยและคณะ คําสําคัญ ตาราง 

รูปภาพ เปนตน พิมพโดยใชตัวอักษรแบบหนา (Bold) 

ขนาด 16 

กระดาษที่ใชพิมพ ใหใชกระดาษขาวไมมี

บรรทัด ขนาดมาตรฐาน A4 (210 X297 มม.) ใชเพียง

หนาเดียว 
การเวนทีว่างขอบกระดาษ 
-  ตั้งกัน้หนาบนและซายไวที ่2.5 เซนติเมตร 

-  ดานขวาและดานลางไวที ่2.0 เซนติเมตร 
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ระบบทวินาม (Binomial nomenclature) คือ

ประกอบดวยคํา2 คํา คําแรกเปนชื่อ Genus ข้ึนตน

ดวยอักษรตัวใหญ คําหลังเปน specific epithet 

พิมพเวนวรรคหางจากคําแรก และขึ้นตนดวยอักษร

ตัวเล็ก ดังตัวอยาง 

การเวนระยะในการพิมพ 
- การเวนระยะระหวางบรรทัดและการยอ

หนา ควรจัดตามความสวยงาม 

- กรณีคําสุดทายไมจบบรรทัดนั้นๆ ใหยกคํา

นั้นทั้งคําไปพิมพในบรรทัดตอไป ไมควรตัดสวยทาย

ของ คําไปพิมพในบรรทัดใหม เชน กระบือปลัก ไมให

แยกเปน กระบือ-ปลัก เปนตน 
จุลชีพ เชน Escherichia coli หรือพิมพตวั

เอน Escherichia coli 
- หลังเครื่องหมาย . และ , หรือ; เคาะ 1 

เคาะ 
พืช เชน Oryza sativa หรือพิมพตวัเอน 

Oryza sativa 
- ระหวางคาํสดุทาย กับเครื่องหมาย . และ , 

ไมเวนชองวาง 
สัตว เชน Bos taurus หรือ พิมพดวยตัวเอน 

Bos taurus 

- ไมตองเวนชองวาง ระหวางวงเล็บ และคํา

ขางในวงเล็บ เชน (รพีพรรณ และคณะ) 
 

 
การลําดับหนา  
- ลําดับหนาโดยใชหมายเลข 1,2,3......ที่

กึ่งกลางหนากระดาษ 
 

 
ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ  
- ตารางประกอบดวย เลขที่ของตาราง 

(table number) ชื่อของตาราง (table title) หัวตาราง 

(table heading) และที่มาของตาราง (ถามี) โดยให

ทําเปนภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยทั้งตาราง พิมพอยู

ในหนาเดียวกันทั้งหมด 

 

 

 

 

 
- กรณีตารางมีความยาวมาก ไมสามารถ

ส้ินสุดในหนาเดียวได ใหพิมพสวนที่เหลือในหนา

ถัดไปโดยพิมพเลขที่ตารางและตามดวยคําวา (ตอ) 

 

 

 
- กรณีรูปภาพ แผนที ่แผนภูมิ กราฟ ควรเปน

ภาพขาวดาํ และใชแนวทางขางตน 
 

การพิมพชื่อวิทยาศาสตรของสิ่งมีชีวติ ให

ใชตามประมวลนามศาสตรสากล (International 

code of nomenclature) คือ ขีดเสนใต หรือ พิมพ

ดวยตัวเอน    ชื่อวิทยาศาสตรเปนไปตามการตั้งชื่อ 
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การผลิตโคเนื้อคุณภาพไทย-แบล็ค 
การตรวจสอบเครื่องหมายพันธกุรรมที่สัมพนัธตอลักษณะไขมนัแทรกเนื้อและความนุมของเนื้อ 

(Detection of DNA markers related to marbling and tenderness meat) 
 

น.สพ. ดร. ณชัย  ศราธพันธุ 
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว 

คํานํา 
การตรวจหาเครื่องหมายพนัธุกรรม(DNA)ของยีน (Gene) ที่สัมพันธกบัลักษณะที่สําคัญทางเศรษฐกิจ

ของโคเนื้อ เชน ไขมันแทรกเนื้อและความนุมของเนือ้จะชวยในการตัดสินใจคัดเลือกหรือคัดทิง้โคไดเร็วขึ้น 

สามารถชวยลดระยะเวลาในการเลีย้งลงได หากพบเครื่องหมายพนัธุกรรมดังกลาวสามารถทาํนายไดเบื้องตน

วา โคทีท่ดสอบจะเปนโคที่ใหไขมันแทรกเนื้อและเนื้อจะมีความนุม  

ยีนที่สัมพนัธกบัไขมันแทรกเนื้อที่ดําเนนิการตรวจในการผลิตโคเนื้อไทย-แบล็ค คือยนี Thyroglobulin 

(TG) และ Leptin (LT)  เครื่องหมายพนัธุกรรมของยนี TG และ LT พบอยูทีบ่ริเวณสวน 5-UTR ของยนี TG 

และ LT จึงเรยีกวายนี TG5 และ LT5 ซึ่งบริเวณนี้ดีเอ็นเอมีการเปลีย่นแปลงชนิดของเบสหนึ่งตาํแหนง (Single 

Nucleotide Polymorphism) หรือทีเ่รียกวา SNP (สนิป) จากเบส Cytosine (C) เปน Thymine (T)  การ

เปลี่ยนแปลงชนิดของเบสอาจเกิดขึ้นไดหลายจุดของยนี TG5 และ LT5 ไดมีการศึกษาเครื่องหมายพนัธุกรรม

ของยีนทั้งสองนี้ในโคเนื้อหลายสายพนัธุในตางประเทศพบวา โคทีม่ีเครื่องหมายพนัธุกรรมของยนีทัง้สองนี้เปน 

T จะมีความสมัพันธกับไขมนัแทรกเนื้อสูงกวาโคที่มีเครือ่งหมายพันธกุรรมเปน C 

 
รูปที่ 1 ภาพวาดโครโมโซมขางหนึ่งประกอบดวยเกลียวสายดีเอ็นเอเสนคู 

 
รูปที่ 2  สายดีเอ็นเอหนึ่งเสนประกอบดวยโมเลกุลน้ําตาลและเบสเกาะยึดกันเปนสายดวยหมูฟอสเฟต ดีเอ็นเอสายคูเกาะยึด

กันดวยพันธะของเบส T กับ A  และ C กับ G 
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รูปที่ 3  การเรียงลําดับเบสของสายดีเอ็นเอเสนหนึ่งของยีน TG5 และ LT5  แสดงบริเวณดีเอ็นเอมีการเปลี่ยนแปลงชนิดของ

เบสหนึ่งตําแหนง (C/T)  ณ ตําแหนงที่ 422 ของยีน TG5  และตําแหนงที่ 528 ของยีน LT5 

            

 
  

รูปที่ 4  แสดงลักษณะจีโนไทปของยีน TG5 และ LT5 ที่มีความสัมพันธกับไขมันแทรกเนื้อ 

 

 สวนยนีที่สัมพนัธกับความนุมของเนื้อที่จะดําเนนิการตรวจหาเครื่องหมายพันธุกรรมในการผลิตโคเนื้อ

ไทย-แบล็ค คือยีน Calpastatin (CAST) และ Calpain (CAPN1)  เครื่องหมายพนัธุกรรมของยนี CAST ที่พบ

คืออยูที่บริเวณสวน 3-UTR ของยีน CAST มีการเปลีย่นแปลงของเบสหนึง่ตําแหนง (SNP) จาก Adenine (A) 

เปน Guanine (G)  ไดมีการศึกษาเครื่องหมายพนัธุกรรมของยนีนี้ในโคเนื้อหลายสายพนัธุในตางประเทศ

พบวา โคทีม่ีเครื่องหมายพันธกุรรมของยีนนี้เปน G จะมีความสัมพันธกับความนุมของเนื้อสูงกวาโคที่มี

เครื่องหมายพนัธุกรรมเปน A 

เครื่องหมายพนัธุกรรมของยนี CAPN1 มกีารเปลี่ยนแปลงของเบสหนึง่ตําแหนง (SNP) จาก Thymine 

(T) เปน Cytosine (C)  ไดมีการศึกษาเครื่องหมายพนัธุกรรมของยนีนี้ในโคเนื้อหลายสายพนัธุในตางประเทศ

พบวา โคทีม่ีเครื่องหมายพันธกุรรมของยีนนี้เปน C จะมีความสัมพันธกับความนุมของเนื้อสูงกวาโคที่มี

เครื่องหมายพนัธุกรรมเปน T 
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รูปที่ 5  ยีน CAST3 อยูบนโครโมโซม 7 ทีบ่ริเวณ UTR3 มีดีเอ็นเอมกีารเปลี่ยนแปลงชนิดของเบสหนึง่ตําแหนง 

(SNP) ซึ่งพบได 2 จุด ทําใหมีรูปแบบของสายดีเอ็นเอ (Allele) เปน 3 แบบ  

 

 
  

รูปที่ 6  การเรียงลําดับเบสของยีน CAPN1 ที่มีการเปลี่ยนแปลงชนิดของเบสหนึ่งตําแหนง (SNP) หนึ่งจุดที่

ตําแหนง nt 6545  (C/T) 
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รูปที่ 7  การตั้งชื่อจีโนไทปของยีน CAST3 จากรูปแบบการเรียงตวัของสายดีเอน็เอ (Allele) สองเสนที่อยูบน

โครโมโซม 7 และการตั้งชื่อจีโนไทปของยีน CAPN1 จากรูปแบบการเรียงตัวของสายดเีอ็นเอทีม่ีการเปลี่ยนแปลง

ชนิดของเบสหนึ่งตําแหนง (SNP) ซึ่งพบได 1 จุด แสดงถึงลักษณะจีโนไทปของยีนทัง้สองมคีวามสัมพันธกับ

ความนุมของเนื้อหลงัจากการบม (Aging) 

2. วัตถุประสงค  

2.1  เพื่อตรวจเครื่องหมายพนัธุกรรม(ดเีอ็นเอ) ของยนี(SNP) ที่จําเพาะตอลักษณะไขมันแทรกเนื้อ

และความนุมของเนื้อดวยเทคนิค Real-time PCR  

2.2  การประเมินคุณภาพเนื้อสูง (High Quality Grade) ไดจากโคที่มีลักษณะจีโนไทปของยนีที่มี

ความสัมพันธกับไขมันแทรกเนื้อและความนุมของเนื้อสูง  

 
3. วธิีการ 

 3.1   ออกแบบไพรเมอรที่มคีวามจาํเพาะตอการเรียงตวัเบสของยนีบริเวณที่ตองการใหไดชิ้นสวนดีเอ็น

เอเพิ่ม ข้ึนจากปฏิกิริยาลูกโซโพลีเมอเรส (PCR)  

 3.2  ออกแบบไพรเมอรโพรบที่มีความจาํเพาะกับเบส (SNP) ที่มีการเปลี่ยนแปลง จํานวนยีนละ 2 โพ

รบซ่ึงติดสีเรืองแสง 2 ชนิด เรียกโพรบแบบนี้วา Hybridisation probe 

 3.3   ทําปฏิกิริยา PCR แบบ Real-time PCR  

  
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่  8  เครื่อง Real-time PCR 
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 3.4  ติดตามผลปฏิกิริยา PCR ที่เกิดขึ้นไดจากจอคอมพวิเตอร ซึ่งใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9   ภาพหนาจอคอมพิวเตอรในขณะที่เครื่อง Real-time PCR กําลังตรวจตัวอยางดีเอ็นเอ 

  

3.5   วิเคราะหผลจากโปรแกรมของเครื่อง LightCycler  

 

  

 

 

 

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 10  เมื่อเสร็จส้ินปฏิกิริยา PCR เครื่องจะคอยๆ ใหความรอนสูงขึ้น ทําใหชิ้นสวนดีเอ็นเอสายคูที่ได แยกออกเปน 2 เสน 

อุณหภูมิที่ทําใหดีเอ็นเอแยกออกเปนสองเสน 50% เรียกวา Temperature of melting (Tm) 
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รูปที่ 11  แสดงผลการวิเคราะหคาของอุณหภูมิ Tm ของแตละตัวอยางที่ทําการตรวจ จะเห็นไดวามีตัวอยาง 2 กลุมคือ กลุมที่มี

อุณหภูมิ Tm เฉล่ียประมาณ 60 และ 68 องศาเซลเซียส กับกลุมที่มีอุณหภูมิTm เฉล่ียประมาณ 68 องศาเซลเซียส  ที่อุณหภูมิ 

Tm ประมาณ 60 องศาเซลเซียส  เปนชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มี SNP เปน T และ ที่อุณหภูมิ Tm ประมาณ 68 องศาเซลเซียส เปน

ชิ้นสวนดีเอ็นเอที่มี SNP เปน C 

 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12  แสดงผลเปรียบเทียบการตรวจเครื่องหมายดีเอ็นเอ (SNP)  ของยีน TG5 และ LT5 จากตัวอยางดีเอ็นเอจากโคเนื้อ

ไทย-แบล็ค F1 เพศเมีย จํานวน 48 ตัวอยางที่จะนํามาเปนแมพันธุเพื่อสรางโคเนื้อไทย-แบล็ค F2  จากตารางจะเห็นไดวามี

ตัวอยาง 5 ตัวอยาง (10.4%) ที่ใหผลจีโนไทปของยีนทั้งสองเปน CT ที่มีสวนสัมพันธกับไขมันแทรกเนื้อปานกลาง 
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4. ผลลพัธ ( Outcome )  
ในปงบประมาณ 2552 (ต.ค.- ธ.ค.)  ไดตรวจเครื่องหมายดีเอ็นเอ (SNP markers) ของยีนจาํนวน 2  

เครื่องหมาย  ในโคไทย-แบล็ค F1 เพศเมยี จํานวน 48  ตัว 

 
   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 12  กลุมโคเนื้อไทย-แบล็ค F1 เพศเมียที่ไดรับการตรวจเครื่องหมายพันธุกรรม เพื่อเปนขอมูลสําหรับการคัดเลือกไวเปน

แมพันธุ 

 
5. ตัวชีว้ัดความสาํเร็จ  

ไดลักษณะจีโนไทปของยีนที่มีความสัมพนัธกับไขมนัแทรกเนื้อของโคไทย-แบล็ค F1 ใชในการประเมิน
คุณภาพเนื้อ (Beef Quality Grade) ในโคเพศเมียจาํนวน 48 ตัว ชวยในการตัดสินใจคัดเลือกแมโคที่จะเปนโค

แมพันธุ เพื่อสรางโคเนื้อไทย-แบล็ค F2 โดยเทคโนโลยีชวีภาพตอไป  
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ประสิทธิภาพการลดฮอรโมน  PMSG ในการเหนี่ยวนําการเปนสัด 

และผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งในแพะ  

พีระพงษ  สําราญทรัพย1    สาโรช  งามขํา1    อนนท  เทืองสันเทียะ2    ณรงค  เล้ียงเจริญ2   

 

บทคัดยอ 
 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อเปรียบเทียบผลของการลดขนาดของฮอรโมนเพร็กแนนท แมร ซีรัม โก
นาโดโทรปน (PMSG) ในแพะนมพันธุซาเนนที่ไดรับการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวยวิธีการสอดฮอรโมนโปรเจส

เตอโรนชนิดสอดชองคลอด (CIDR-G) ตอการแสดงอาการเปนสัดและอัตราการผสมติด ใชแมแพะนมพันธุ

ซาเนนจํานวน 68 ตัวในการทดลอง แบงแพะ ออกเปน 2 กลุมๆละ 34 ตัวทําการสอดฮอรโมน CIDR-G เปน

เวลา16 วัน กอนการดึง CIDR-G ออกทําการฉีด PMSG เขากลามในวันที่ 14 โดยกลุมที่ 1 จํานวน 34 ตัว ฉีด 

PMSG150 IU  และกลุมที่ 2 จํานวน 34 ตัว ฉีด PMSG 250 IU  ตรวจอาการเปนสัดแพะทุกตัว และทําการผสม

เทียมโดยปลอยน้ําเชื้อที่บริเวณคอมดลูก มดลูก ในชั่วโมงที่  48 และ 60 หลังถอด CIDR-G ออก น้ําเชื้อแชแข็ง

ที่ใชมีจํานวนตัวอสุจิไมต่ํากวา 200 ลานตัว/โดส หลังจากการผสมเทียมไปแลว 35 วัน ตรวจผลการติดตั้งทอง

โดยใชเครื่องอุลตราซาวด จากผลการทดลองพบวา ในแพะทั้งสองกลุมไมมีความแตกตางกันของการแสดงการ
เปนสัด และอัตราการเผสมติด (P>0.05) แพะทั้งหมดแสดงอาการเปนสัด โดยมีระยะเวลาแสดงอาการเปนสัด

ในกลุมที่ 1 48.2 ±7.4 ช่ัวโมง ไมแตกตางจากกลุมที่ 2 45.7± 9.5 ช่ัวโมง และอัตราการผสมติด ในกลุมที่ 1 47% 

(16/34) ไมแตกตางจากกลุมที่ 2  50% (17/34) สรุปไดวาการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวย CIDR-G รวมกับการลด

ขนาดของฮอรโมน PMSG จากเดิม250 IU เปน150 IU มีประสิทธิภาพไมแตกตางกัน 

 

 

 
 
 
 
คําสําคัญ:  การเหนี่ยวนําการเปนสัด แพะ ฮอรโมนพีเอ็มเอสจี  
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Efficiency of PMSG reduction on estrous synchronization and artificial insemination  
with frozen semen in goats 

Peerapong  Sumransap1  Saroch  Ngamkhum1   Anone  Thungsanthia2  Narong  Leingcharoen2

 

Abstract 
 

The aim of this study was to compare the effective of two dosages of pregnant mare serum 

gonadotropins (PMSG) in controlled internal drug release (CIDR-G) synchronized Saanen goats on 

estrus response and conception rate. Sixty eight Saanen goats were used in this study. All goats 

were randomly divided into two groups and inserted with with CIDR-G in vagina for 16 days and 

injected with  PMSG 150 at day 14. Group I (n=34) was injected with  PMSG 150 IU and group II 

was injected with  PMSG 250 IU. All goats were detected for estrus signs and inseminated with one 

dose of frozen semen which has two hundreds millions spermatozoas at 48 and 60 hr after CIDR-G 

removals. Pregnancy diagnosis was performed by ultrasound at 35 days after insemination.  The  

results showed there was no statistical difference between the group in estrus response and 

conception rate (p>0.05). All goats showed oestrus. Duration of estrus for both groups were 48.2 

±7.4 h and 45.7± 9.5 h and conception rate of group I was 47% (16/34) and group II was 50% 

(17/34). It can be concluded that synchronized estrus using CIDR-G with reduction doses of PMSG 

from 250 IU to 150 IU be the same effective.    

 

 

 

 

 

 

 

Key word: Estrus synchronization, goat, PMSG  
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บทนํา 
 

    ปญหาและขอจํากัดของการปรับปรุงพันธุแพะของเกษตรกรคือ  จํานวนพอพันธุแพะที่มีคุณภาพดีมี
จํานวนจํากัดและไมเพียงพอกับความตองการของเกษตรกร   และปญหาโรคติดตอทางระบบสืบพันธุ  เชน  โรค
แทงติดตอ  เปนตน  รวมทั้งการใชพอพันธุตัวเดิมคุมฝูงเปนเวลานาน  มักจะพบปญหาการผสมเลือดชิด  ดังนั้น  
ถานําเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวอันไดแก  การเหนี่ยวนําการเปนสัด  และการผสมเทียม  มาใชในการ
ปรับปรุงและขยายพันธุแพะ  จะชวยใหการปรับปรุงพันธุแพะของเกษตรกรเปนไปไดอยางรวดเร็วรวมทั้งทําให
เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตและเปนการลดตนทุนดวย 

 การเหนี่ยวนําการเปนสัดในแพะที่ไดผลสําเร็จ ทั้งในระหวางและนอกฤดูกาลผสมพันธุจะใชฮอรโมน
โปรเจสเตอโรนหรืออนุพันธุของโปรเจสเตอโรน (Ak et al., 1998; Amoah and Gelaye, 1990) โดยมันจะไป

ยับยั้งการหลั่งของลูตีไนซิงฮอรโมนจากตอมใตสมองสวนหนา ทําใหไมเกิดการเจริญของกระเปาะไขและการ
ตกไขตามมา หลังจากที่ถอดฮอรโมนออกแพะจะแสดงการเปนสัดและเกิดการตกไขในชวงเวลาที่คาดได 
(Bretzlaff, 1997; Leboeuf et al., 1998)  รูปแบบการใชฮอรโมนที่นิยมกันทั่วไปจะเปนแทงซิลิโคนหรือ

ฟองน้ําที่เคลือบฮอรโมนไว สําหรับใสในชองคลอด และชนิดของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่ใช ไดแก เมด็อกซี 
โปรเจสเตอโรน อะซีเตท และ ฟลูออโรเจสโตน อะซีเดท (Baril et al., 1993; Romano, 1996; Romano, 

2004; Motlomelo et al., 2002) โดยมักจะใชรวมกับการให ฮอรโมนเพร็กแนนท แมร ซีรัม โกนาโดโทรปน 

(PMSG) กอนถอดฮอรโมนออก 48 ช่ัวโมง หรือในชวงที่ถอดฮอรโมนออก PMSG ซ่ึงมีฤทธ์ิของฮอรโมนเอฟ 

เอส เอ็ช และ แอล เอ็ช  จะไปมีผลทําใหเกิดการเจริญของกระเปาะไข รวมทั้งเวลาที่จะเกิดการตกไข (Bretzlaff, 

1997; Leboeuf et al., 1998) ในขณะเดียวกันก็สามารถใชรวมกับฮอรโมนพร็อสตาแกลนดิน  ซ่ึงจะชวยให

เกิดการเสื่อมสลายของคอรปสลูเตียมในชวงทายของการเหนี่ยวนําการเปนสัด (Baril et al., 1993; Leboeuf et 

al., 1998; Motlomelo et al., 2002; Oliviera et al., 2001) ขนาดของ PMSG ที่ใชในการเหนี่ยวนําการเปนสัด

รวมกับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน มีรายงานแตกตางกันตั้งแต 200 - 750 IU (Amarantidis et al., 2004; Dogan, 

et al., 2004; Fonseca et al., 2005; Freitas et al., 1996; Motlomelo et al., 2002) ในประเทศไทย มีรายงาน

การใช PMSG 100 IU รวมกับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนสําหรับเหนี่ยวนําการเปนสัด ของแพะตัวรับในการยาย

ฝากตัวออน (Sumretprasong et al., 1995) จะเห็นวามีการใชฮอรโมนนี้ในขนาดแตกตางกันมาก สําหรับแพะ

ที่เล้ียงในประเทศไทย ซ่ึงมักเปนแพะพันธุลูกผสมพื้นเมือง ที่มีขนาดเล็กกวา จึงนาจะศึกษาถึงขนาด PMSG ใน

ขนาดที่ลดลงจากที่รายงานในตางประเทศในการเหนี่ยวนําการเปนสัดในแพะ 

 การศึกษานี้มวีตัถุประสงค เพื่อเปรียบเทียบผลของการใช  PMSG 2 ขนาดคือ 150 IU และ 250 IU 

ในการเหนีย่วนําการเปนสัดในแพะดวย CIDR-G  
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อุปกรณและวิธีการดําเนินการวิจัย 
 

การเหนีย่วนําการเปนสัดในแมแพะ 
คัดเลือกแมแพะนมพนัธุซาเนน จํานวน 68 ตัว ที่มีสภาพรางกายสมบรูณ และผานการตรวจโรคติดตอ

ทางระบบสืบพันธุ อายุ 1 – 5 ป แบงแมแพะะออกเปน  2  กลุมๆ ละ  34  ตัว โดยวิธีการสุมแบบ simple 

randomization  เหนีย่วนําการเปนสัดแมแพะทั้ง  2  กลุม โดยการสอดฮอรโมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดชอง

คลอด (EAZI-BREEDTM CIDR® Sheep and Goat Device, Pharmacia & Upjohn,NSW) เขาชองคลอด เปน

เวลา 16 วัน และกอนถอดฮอรโมนออก 2 วัน ใน กลุมที่ 1 ฉีดฮอรโมนเพร็กแนนแมรซีรัมโกนาโดโทรปน 

(PMSG, Folligon, Intervet International BV, Holland) เขากลามเนือ้ 150 IU (ตัวละ 0.75 ซีซี) กลุมที่ 2 ทํา

การฉีด PMSG 250 IU (ตัวละ1.25 ซีซี) 

การผสมเทียมแพะ 

 สังเกตการเปนสัดในแพะทั้งสองกลุม ทําการผสมเทียมในชั่วโมงที่ 48  และ 60  หลังถอดฮอรโมนออก
แพะทั้งสองกลุมโดยปลอยน้ําเชื้อในคอมดลูก (cervix) โดยทําความสะอาดและเช็ดบริเวณปากชองคลอดและทํา

ใหแหง ทําการสอดเครื่องถางชองคลอด สอดปนผสมเทียมใหเขาไปในคอมดลูก และปลอยน้ําเชื้อ น้ําเชื้อแช
แข็งที่ใชมีขนาดหลอด 0.25 ซีซี มีจํานวนตัวอสุจ ิ200 ลานตัว/โดส หลังจากทําการผสมเทียมไปแลว 35 วันจะ

ตรวจการตั้งทองดวยเครื่องอุลตราซาว ดําเนินการเก็บรวบรวมขอมูล  และเปรียบเทยีบอัตราการผสมติด โดยใช 
chi-square test  
 

ผลและวิจารณ 
 

ในการเหนี่ยวนําการเปนสัดดวย CIDR-G รวมกับ PMSG ในขนาด 150 และ 250 IU นั้นแพะทั้งสองกลุม

แสดงอาการเปนสัดทุกตัว และมีระยะเวลาการแสดงการเปนสัดที่ไมแตกตางกัน โดยกลุมที่1 มีระยะเวลาการแสดง
การเปนสัดเฉลี่ย 48.2 ± 7.4 ชม. และกลุมที่ 2 มีระยะเวลาการแสดงการเปนสัดเฉลี่ย 45.7 ± 9.5 ชม.อัตราการ
ผสมติดในทั้งสองกลุมไมมีความแตกตางกัน  โดยกลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 ใหอัตราการผสมติดรอยละ 47 (16/34) 

และ 50 (17/34) ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 
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ตารางที่ 1 แสดงรอยละอัตราการผสมตดิและการตอบสนองตอการเปนสัด 
 

กลุมทดลอง จํานวน 

(ตัว) 
ขนาดของ 

PMSG 

(IU) 

การตอบสนองตอ
การเปนสัด 

(%) 

ระยะเวลาการแสดง
การเปนสัด 

(ชม.) 

อัตรา         
การผสมติด 

(%) 
      

กลุม 1 34 150 100 48.2 ± 7.4  47 (16/34) 

กลุม 2 34 250 100 45.7 ± 9.5 50 (17/34) 
      

 

จากผลการศึกษาพบวาการใชฮอรโมนเพร็กแนนแมรซีรัมโกนาโดโทรปน (PMSG) ทั้งสองขนาด คือ 

250 IU และ 150 IU รวมกับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดชองคลอด (CIDR-G) ในการทดลองนีม้ี

ประสิทธิภาพใกลเคียงกันในการเหนี่ยวนาํการเปนสัดในแพะ โดยแพะทั้งสองกลุมมีการตอบสนองตอการ
เหนีย่วนําการเปนสัดทุกตวั และไมพบความแตกตางของระยะเวลาการแสดงการเปนสัดดวย  สอดคลองกับ
การศึกษาของ Motlomelo และคณะ (2002) ที่แพะแสดงการเปนสัดทกุตัว และมีอัตราการผสมติด 46.71% จาก

การเหนีย่วการเปนสัดโดยใช CIDR-G รวมกับ PMSG ขนาด 300 IU เชนเดียวกับการศึกษาของ Oliviera และ

คณะ (2001) ที่พบแพะมอีาการแสดงการเปนสัดทุกตวัแตในการทดลองนี้มีการใชฮอรโมนพร็อสตาแกลนดิน

รวมดวย ระยะเวลาในการแสดงการเปนสดัของแพะทัง้สองกลุมที่ไดรับการสอดฮอรโมน CIDR-G รวมกับการ

ฉีด PMSG มีคาเฉลี่ย 48.2 ± 7.4 และ 45.7 ± 9.5 ช่ัวโมง ซ่ึงมีคาใกลเคียงกับการศกึษาของ Romano (2004) ที่มี

คาเฉลี่ยของระยะเวลาการเปนสัด 39.2 ± 10.9 ช่ัวโมง แตจะมากกวาจากการศึกษาของ Motlomelo และคณะ 

(2002) และ Romano (1996) ที่มีคาเฉลี่ยระยะเวลาการแสดงเปนสัดระหวาง 32.5 -36.1 ช่ัวโมง และในสวน

ของอัตราการผสมติดพบวามีความใกลเคยีงกับกับการศกึษาที่ผานมา ที่มีคาเฉลี่ยอยูระหวาง 46 – 64 % (Baril 

et al., 1992, Fonseca et al., 1995; Motmelo et a., 2003)  การใช PMSG รวมกับ CIDR-G เพื่อเหนีย่วนํา

การเปนสัดและกําหนดระยะเวลาที่จะผสมเทียมเปนสิ่งจําเปน พบวาเมือ่ใช PMSG จะทําใหแพะแสดงอาการ

เปนสัดเร็วกวาการใชฮอรโมนโปรเจสเตอโรนเพียงอยางเดียว นอกจากนี้ PMSG ยังมีผลตอการเวลาในการ

แสดงการเปนสัดและการตกไขดวย แต PMSG ก็มีขอจํากัดเมื่อใชบอยครั้งหรือใชในขนาดที่สูงจะทําใหรางกาย

สัตวสรางภูมิคุมกันขึ้นมาทําให ประสิทธิภาพในการเหนี่ยวการเปนสดัลดลง แพะอาจจะไมแสดงการเปนสัด
หรือเกิดการเปนสัดลาชา (Baril et al., 1992; Roy et al., 1999) การตอบสนองของแพะตอการเหนี่ยวนําการ

เปนสัดจะแตกตางกันตามรูปแบบและชนิดของฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (Motlomelo et al., 2002; Romano, 

1996) พันธุ และสภาวะทางโภชนาการ (Mani et al., 1992; Smith, 1991) ความเครียด และสภาพแวดลอม 

(Doney et al., 1973) และอิทธิพลของตัวผู (Romano, 1998) การพิสูจนประสิทธิภาพในการฮอรโมนตางๆ 
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ในการเหนีย่วนําการเปนสัด จะเปนประโยชนและเปนทางเลือกที่จะใชในการเหนีย่วนาํการเปนสัดในแพะ ยิง่
ไปกวานั้นกย็ังจะเปนประโยชนในการพัฒนาไปใชในการเหนี่ยวนําใหเกิดการตกไขหลายใบในแพะตัวให และ
การเหนีย่วนําการเปนสัดในแพะตวัรับ ใหประสพความสําเร็จมากขึ้น 

การใชฮอรโมน CIDR-G รวมกับ PMSG ในขนาด 150 IU และ 250 IU
 
เพื่อเหนี่ยวนําการเปนการเปน

สัดและทําการผสมเทียมหลังจากถอดฮอรโมนแลว 48 และ 60 ช่ัวโมง สามารถทําใหแพะแสดงการเปนสัดและ

มีอัตราการผสมติดไมแตกตางกัน 
 

กิตติกรรมประกาศ 
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เทคโนโลยีชีวภาพราชบุรี ที่ใหความชวยเหลือในดานปฏิบัติการ การเก็บขอมูล และการอํานวยความสะดวกตางๆ ในพื้นที่ที่รับผิดชอบ ทําใหการ
ศึกษาวิจัยคร้ังนี้สําเร็จลุลวงดวยดี

 

เอกสารอางอิง
 

Ak, K., Ozturkler, Y., Kasikci, G., Horoz, H., Kilicarslan, R. and Ileri, I.K., 1998. Ankara kecilerinde 

farkli ostrus senkronizasyonu yontemleri ve serum progesteron, LH seviyeleri uzerinde 

arastirmalar. J. Fac. Vet. Med. Univ. Istanbul. 24, 367-377. 

Amarantidis, I., Karagiannidis, A., Saratsi, Ph.and Brikas,  P. 2004.  Efficiency of methods used for 

estrous synchronization in indigenous Greek goats.  Small Ruminant Research 52 : 247–252. 

Amoah, E.A. and Gelaye, S. 1990. Superovulation, synchronization and breeding of does. Small 

Rum. Res. 3 : 63-72. 

Baril G, Remy B, Vallet JC, Beckers JF. 1992. Effect of repeated use of progestagen - PMSG 

treatment for estrus control in dairy goats out of the breeding season. Reprod.Dom. Anim.,  

27 : 161-168. 

Baril G, Leboeuf B, Saumande J. 1993. Synchronization of estrus in goats: the relationship between 

time of occurrence of estrus and fertility following artificial insemination. Theriogenology,  

49 : 621-628. 

Bretzlaff, K., 1997. Control of the estrous cycle. In: Current therapy in large animal theriogenology. 

Ed. Youngquist, R.S., W.B. Saunders Company, Philadelphia. pp. 510-514. 



Journal  of  Biotechnology in Livestock  Production 
Vol. 4  ;  No. 1  ;  June  2009 

 

  22

Dogan, I., Nur, Z., Gunay, U.,  Soylu, M.K. and Sonmez, C. 2004. Comparison of fluorgestone and 

medroxyprogesterone intravaginal sponges for oestrus synchronization in Saanen does 

during the transition period.  South African Jour. Anim. Sci. 34 : 18-22. 

Doney, J.M., Gunn, R.G., Griffiths, J.G., 1973. The effect of premating stress on the onset of oestrus 

and on ovulation rate in Scottish Blackface ewes. J. Reprod. Fertil. 35: 381–384. 

Fonseca, J.F., Bruschi, J.H., Zambrini, Demczuk, F.N., Viana, J.H.M., and Palhao, M.P. 2005. 

Induction of synchronized estrus in dairy goats with different gonadotrophins. Anim. Reprod. 

2: 50-53. 

Freitas, V.J., Baril, G. and Saumande, J. 1996. Induction and synchronization of estrus in goats: The 

relative efficiency of one versus two fluorogestone acetate impregnated vaginal sponge. 

Theriogenology. 46 : 1251-1256. 

Leboeuf, B., Manfredi, E., Boue, P., Piacére, A., Brice, G., Baril, G., Broqua, C., Humblot, P. and 

Terqui, M., 1998. Artificial insemination of dairy goats in France. Livest. Prod. Sci. 55,  

193-203. 

Mani, A.U., McKelvey, W.A.C., Watson, E.D., 1992. The effects of low level of feeding on response 

to synchronization of estrus, ovulation and embryo loss in goats. Theriogenology 38,  

1013–1022. 

Muna, M., Ahmed, M., Malawi, S.E. and Jubara, A.S. 1998. Synchronization of estrus in Nubian 

goats. Small Rum. Res. 30:113-120. 

Motlomelo, K.C., Greyling, J.P.C. and Schwalbach, L.M.J., 2002. Synchronisation of oestrus in 

goats: the use of different progestagen treatments. Small Rumin. Res. 45, 45-49. 

Oliviera, M.A.L., Guido, S.I. and Lima, P.F. 2001. Comparison of different protocols used to induce 

and synchronize estrus cycle of Saanen goats. Small Rum. Res. 40 : 149-153. 

Roy, F., Maurel, M.C., Combes, B., Vaiman, D., Cribiu, E.P., Lantier, I., Pobel, T., Deletang, F., 

Combanous, Y. and Gillou, F. 1999. the negative effect of repeated equine chorionic 

gonadotropin treatment on subsequent fertility in Alpine goats is due to a humoral immune 

response involving the major histocompatability complex. Biol. Reprod. 60 : 805-813. 

Romano, J.E., 1996. Comparison of fluorogestone and medroxyprogesterone intravaginal pessaries 

for estrus synchronization in dairy goats. Small Rumin. Res. 22, 219–223. 

Romano, J.E., 1998. The effect of continuous presence of bucks on hastening the onset of estrus in 

synchronized does during the breeding season. Small Rumin. Res. 30, 99-103. 

 



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศสุัตว 
ปที่  4  ฉบับที่  1  มิถุนายน  2552 

 

23 

Romano, J.E., 2004. Synchronization of estres using CIDR, FGA or MAP intravaginal pessaries 

during the breeding season in Nubian goats. Small Rumin. Res. 55 : 15-19. 

Sumretprasong, J., Apimeteetumrong, M. and Sukwongs, Y.  1995. Increasing the number of kids 

born from each embryo collection by the bisection of the goat embryo: A preliminary study.  

The Thai Journal of Veterinary Medicine. 25 (4): 317-325.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Journal  of  Biotechnology in Livestock  Production 
Vol. 4  ;  No. 1  ;  June  2009 

 

  24

ผลของขนาดฮอรโมน เอฟ เอส เอช ตอการเพิ่มการตกไขและจํานวนตัวออนในโคพื้นเมืองภาคใต 
ชาญยุทธ  กาพล    อนนท  เทืองสันเทียะ   ณรงค  เล้ียงเจริญ   มาลี  อภิเมธีธํารง 

 
บทคัดยอ 

 
 วัตถุประสงคของการศึกษานี้ เพื่อเปรียบเทียบขนาดฮอรโมน FSH (Follicle Stimulating Hormone) 2 

ระดับ คือ 200 และ 150 มก. ในการกระตุนเพิ่มการตกไขในโคพื้นเมอืงภาคใต ใชแมโคพื้นเมืองภาคใตเปนตัว

ใหตัวออน (donor) จํานวน 8 ตัว มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณ และมีวงจรการเปนสัดปกติ  อายุประมาณ 5-8 ป มี

น้ําหนกัระหวาง 250-350 กก. เลีย้งที่ศนูยวจิัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชวีภาพสุราษฎรธานี จ.สุราษฎร

ธาน ี เหนีย่วนาํการเปนสัดดวยฮอรโมนโปรเจสเตอรโรนชนิดสอดในชองคลอด และกระตุนเพิ่มการตกไขโดยใช

ฮอรโมน FSH  (Folltropin V ®, Vetrepharm, Canada) โดยแบงกลุมแมโคพื้นเมืองแบบสุมเปน 2 กลุมๆ ละ 4  

ตัว  วางแผนการทดลองแบบ Crossover design ทําซ้าํ 5 คร้ัง แตละครั้งหางกนัหนึง่เดือน โคกลุมทีห่นึง่ใช

ฮอรโมน FSH ขนาด 150 มก. ตอตัว และกลุมที่สองใชฮอรโมน FSH ขนาด 200 มก.ตอตัว โดยฉีดแบบลด

ขนาดเปนเวลา 3 วัน เก็บตัวออนหลังผสมดวยน้ําเชื้อแชแข็งพอโคภาคใต 7 วัน วเิคราะหผลโดยใช Student, s t 

test ผลการดําเนินการในการเก็บตัวออนทัง้หมด 33 คร้ัง แมโคที่ใหฮอรโมนขนาด 150 มก. เก็บตัวออน 16 คร้ัง 

ไดตัวออนที่มคีุณภาพยายฝากได (เกรด เอ บี ซี) จํานวน 29 ใบ อัตราการเก็บตัวออนได 49.47% (47/95) 

คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐานของจาํนวน CL และตัวออนคุณภาพยายฝากไดเทากับ 5.94 ± 0.95 และ 

1.81 ± 0.62 ตัวออน (n = 16) สําหรับแมโคที่ใหฮอรโมน 200 มก.เก็บตัวออน 17 คร้ัง ไดตัวออนที่มคีุณภาพยาย

ฝากได (เกรด เอ บี ซี) จํานวน 44 ตัวออน อัตราการเก็บตัวออนได 64.29% (72/112, จํานวนไข/ตัวออนที่เก็บได

เทียบกับจํานวน corpus luteum; CL) คาเฉลี่ย ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ของจํานวน CL และตัวออนคุณภาพ

ยายฝากไดเทากับ 6.59 ± 0.80  และ 2.59 ± 0.69 ตัวออน (n =17) พบวา ขนาดฮอรโมน FSH 200 มก. และ 

150 มก.ใหคาเฉลี่ยจํานวน CL ตัวออนที่เก็บได และตัวออนคุณภาพยายฝากไดไมแตกตางกนัทางสถิติ 

(P>0.5)  ผลการศึกษานี้แสดงวาขนาดฮอรโมน FSH 150 มก. และ 200 มก.  ใหผลไมแตกตางกันตอการเพิ่ม
การตกไข จํานวนและคุณภาพตัวออนทีเ่กบ็ไดในโคพื้นเมืองภาคใต 

 
 
 
คําสําคัญ : การกระตุนเพิ่มการตกไข โคพืน้เมืองภาคใต ตัวออนคุณภาพที่ยายฝากได ฮอรโมนเอฟเอสเอช 
 
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว กรมปศุสัตว อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000 

 



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศสุัตว 
ปที่  4  ฉบับที่  1  มิถุนายน  2552 

 

25 

Effect of FSH Doses on Superovulation and the Number of Embryo in  
Southern Thai Native Cattle 

Chanyuth Kapol   Anone Thuangsanthia   Narong Liengchareon    Malee Apimeteetumrong 

 
Abstract 

 
 The objective of this study was to investigate the effect of follicle stimulating hormone (FSH) doses 
and number of embryos on superovulatory responses in southern Thai native cattle (Bos indicus). Eight cyclic 
cows underwent two superovulatory treatments with a crossover design, 5 replications. They were 5-8 years 
of age and live weight 250-350 kg., raised at Surachthani AI Research and Biotechnology Center. All cows 
were estrous synchronized with CIDR-B® and Prostaglandin F2� and were injected with FSH (Folltropin V ®, 

Vetrepharm, Canada) twice daily for 3 days in decreasing doses according to its dose assignment, 200 or 150 
mg. Group1: treated with 150 mg. FSH and Group 2: treated with 200 mg. FSH. Numbers of corpora lutea 
were determined by rectal palpation and embryos were collected on day 7 after the artificial insemination with 
same semen batch of a southern Thai native bull. Data were analyzed by Student, s t test. A total of thirty three 
embryo collections were performed in both treatment groups. In Group 1, a total of 29 transferable embryos 
were collected in 16 sessions, for a recovery rate of 49.47% (47/95). The numbers of CL and transferable 

embryos (mean ± SE) were 5.94 ± 0.95 and 1.81 ± 0.62 (n =16). In Group 2, a total of 44 transferable 
embryos (A, B, C grades) were collected in 17 sessions, for a recovery rate of 64.29% (72/112, total 

ova/embryos/numbers of CL).  The numbers of CL and transferable embryos (mean ± SE) were 6.59 ± 0.80 
and 2.59 ± 0.69 (n =17). No significant difference in the numbers of CL and transferable embryos were found 

between two treatment groups (P>0.05). This study demonstrated that 150 or 200 mg of FSH did not affect the 
numbers of CL and transferable embryos in southern Thai native cattle.  
 
 
 
Keywords: superovulation, Southern Thai native cattle, transferable embryos, 
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บทนํา 
 

 โคที่เลี้ยงในภาคใตสวนใหญเปนโคพืน้เมืองที่สามารถกินหญาทั่วๆไปที่มีคุณภาพไมดี แตยังมี

สุขภาพสมบูรณและใหลูกไดตามปกติ  โดยเกษตรกรจะเลี้ยงเพื่อเปนรายไดเสริม  เพราะมีราคาดีกวาโคเนือ้

พันธุอ่ืน  และเพื่อเปนเกมกีฬา (ววัชน) มีการคัดเลือกโคที่มีลักษณะดีเพื่อการชนวัวโดยเฉพาะเปนเวลานาน  

โดยเกษตรกรผูเลี้ยงจะไมยอมนําไปผสมกับพนัธุอ่ืน นบัวาเปนการอนุรักษสายพนัธุพื้นเมอืงแทนีไ้วไดเปนอยาง

ดี  ปญหาและอุปสรรคในการเลี้ยงโคพื้นเมือง ไดแก มพีื้นที่เลี้ยงนอยลง ขาดการปรับปรุงพันธุ มีการเลี้ยงตัวผู

และตัวเมียรวมกัน ทําใหเกดิสายเลือดชิด ลูกเกิดมาแคระแกร็นไมแข็งแรง ดังนั้นจงึนาจะมกีารศกึษาวิจัยดาน

การปรับปรุงพนัธุและอนุรักษสายพันธุนี้ใหคงอยูตอไปอยางเรงดวน 

            ในการดําเนินงานการยายฝากตวัออน การกระตุนเพิ่มการตกไขโดยการใชฮอรโมนเอฟ เอส เอช (FSH, 

Follicle Stimulating Hormone) เปนขัน้ตอนสําคัญที่มีผลตอความสําเร็จในกระบวนการผลิตตัวออน มีการ

ดําเนนิการอยางแพรหลายในโคนม (Bos Taurus)  มีรายงานวา Bos indicus  มีการตอบสนองตอ FSH มากกวา 

Bos taurus ซึ่ง Lewis (1992) รายงานวาสามารถใชฮอรโมนในขนาดทีน่อยกวาที่ใชใน Bos taurus 25-30% จาก

รายงานของณรงค และคณะ (2549) มีความสาํเร็จในการทดลองใชฮอรโมน FSH กระตุนเพิ่มการตกไขในโค

พื้นเมืองพันธุขาวลําพูน (Bos indicus) อยางไรก็ตาม การดําเนินงานยายฝากตัวออนในโคพื้นเมืองภาคใตยังไม

เคยมีรายงานเรื่องการใช ฮอรโมน FSH  สําหรับการกระตุนเพิม่การตกไข  ดังนั้นจงึนาจะศึกษาผลของขนาด

ฮอรโมน FSH ตอการเพิ่มการตกไขและจํานวนตวัออน โดยใชปริมาณเทากับที่ใชในโคพืน้เมืองพนัธุขาวลําพูน 

วัตถุประสงคของการศึกษานี้ เพื่อเปรียบเทียบขนาดฮอรโมน FSH 2 ระดับ คือ 150 และ 200 มิลลิกรัม ในการ

กระตุนเพิ่มการตกไขในโคพื้นเมืองภาคใต 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

1)  ใชแมโคพืน้เมืองภาคใตที่เปนตวัใหตวัออน จาํนวน 8  ตัว มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณ และมี

วงจรการเปนสัดปกติ อายปุระมาณ 5-8 ป มีน้าํหนักระหวาง 250-350  กก. เลี้ยงที่ศูนยวิจัยการผสมเทียมและ

เทคโนโลยีชวีภาพสุราษฎรธาน ี จ.สุราษฎรธาน ี ดําเนนิการเก็บตัวออนระหวางเดอืน พฤศจกิายน 2550 -

สิงหาคม 2551 แมโคไดรับการเหนี่ยวนาํการเปนสัดดวยฮอรโมนโปรเจสเตอรโรนชนิดสอดในชองคลอด และ

กระตุนเพิ่มการตกไขโดยใชฮอรโมน FSH (Folltropin V®, Vetrepharm, Canada) โดยแบงกลุมแมโคพื้นเมือง

แบบสุมเปน 2 กลุมๆ ละ 4 ตัว วางแผนการทดลองแบบ  crossover design ทําซ้ํา 5 คร้ัง แตละครั้งหางกนัหนึง่

เดือน  
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กลุมทีห่นึง่ ไดรับฮอรโมน  FSH ขนาด 150 มก.ตอตัว ฉีดเขากลามเนื้อ เชา-เยน็ หางกนั 12  ชัว่โมง ฉีด

ติดตอกันแบบลดขนาดเปนเวลา 3 วนั (35-35, 25-25 และ 15-15 มก.)  

กลุมที่สองไดรับฮอรโมน FSH ขนาด  200  มก.ตอตัว ฉีดเขากลามเนือ้ เชา- เย็น  หางกนั  12  ชั่วโมง  ฉีด

ติดตอกันแบบลดขนาดเปนเวลา  3  วนั (50-50 , 30-30 และ 20-20 มก.) 

โดยเริ่มให FSH ในวนัที ่ 9 หลงัใสฮอรโมนโปรเจสเตอรโรนชนิดสอดในชองคลอด (CIDR-B®, 

Interag, New Zealand) 
2) ในวนัที่ 3 ของการฉีดฮอรโมน FSH ทาํการฉีดพรอสตาแกลนดิน (Estrumate®, New Zealand) 

ขนาด 2 มล. (500 ไมโครกรัม) เขากลามเนื้อเชา- เยน็ รวมกับการถอด  CIDR-B ออกชวงเยน็ ในโคทั้งสองกลุม 

3)  สังเกตการเปนสัดและผสมเทียมในแมโคตัวให จํานวน 3 คร้ัง หางกัน 12 ชั่วโมง โดยใชน้ําเชื้อ

แชแข็งของพอโคพื้นเมืองสายพนัธุภาคใต (โคชน) ที่ผานการทดสอบคณุภาพหลงัการละลายแลว พรอมกับฉีด

ฮอรโมนโกนาโดทรอปน (Receptal®, Germany)  ขนาด 5 มล. เขากลามใหกับแมโคหลังจากผสมเทยีมครั้งแรก 

4)  ในวันที่ 7 หลังอาการสัด ลวงตรวจการตอบสนองตอการกระตุนการตกไข โดยการนับจํานวน

คอรปสลูเทียม (CL) บนรังไขทั้งสองขาง จากนั้นทําการเก็บตัวออนจากแมโคตัวให  โดยใชน้ํายาชะลางตัวออน  

(Emcare®, New Zealand)  ชะลางตัวออนออกจากปกมดลูกทั้ง  2  ขางดวยน้ํายาขางละ  500  มล.โดยใชชุด

สายยางสําหรับชะลางตัวออน (flushing  set) ตอกับทอสวนตามวิธีของ Saito (1994) และปลอยน้ํายาไหลผาน

ถวยกรองตัวออน ในกรณีที่จํานวน CL เทากับ 0-1 ถือวารังไขไมตอบสนองตอฮอรโมนกระตุน จะไมเก็บตัวออน 

5)  ตรวจหาตวัออน และประเมินคุณภาพตัวออนภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ  บันทกึจํานวน 

และประเมินคณุภาพตัวออนที่เก็บได ตามวิธีของ Linder และ Wright (1983) ดังนี ้  เกรด เอ ตัวออนคุณภาพ

ดีมาก มีพัฒนาการปกต ิลักษณะของเซลลตัวออนหรือบลาสโตเมียรเปนทรงกลมเกาะกนัแนน ไมมีเซลลแตก  
เกรด บี ตัวออนคุณภาพดี มพีัฒนาการปกติ ลักษณะของตัวออนเปนทรงกลม มีบางเซลลแยกออก

จากเซลลกลุมใหญ 10- 20% ของเซลลทัง้หมด 
เกรด ซี ตัวออนคุณภาพพอใช ตัวออนอาจมีรูปรางไมเปนทรงกลม มีการเสื่อมของเซลลประมาณ 30 - 

40% 

เกรด ดี เปนตัวออนที่มีการเสื่อมสลายของเซลลมาก มีเซลลที่ยังเกาะแนนต่ํากวา  40% หรือเปนตัว

ออนที่มีพัฒนาการชากวาปกติและหยุดเจริญหรือไขที่ยังไมไดรับการผสม 

ตัวออนเกรด เอ บี และ ซี เปนตัวออนคุณภาพที่สามารถนําไปฝากใหตัวรับได (transferable embryos) 
และตัวออนเกรด เอ บี เปนตัวออนที่นําไปแชแข็งได 

6)  รวบรวมผลการดําเนินการ และนาํขอมูลไปวิเคราะหผลโดยใช Student, s t test 
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ผลและวิจารณ 
 
  อัตราการเก็บตัวออนได (recovery rate) ในกลุมที่ไดรับฮอรโมนขนาด 150 มก. ไดคาต่ํากวาครึ่งหนึง่ 

(49.47%) ในจํานวนการเกบ็ 16 คร้ัง มีถึง 4 คร้ังทีเ่ก็บไข/ตัวออนไมไดเลย (25%, 4/16) สวนกลุมที่ไดรับ

ฮอรโมนขนาด 200 มก. อัตราการเก็บตัวออนไดสูงกวา ขนาด 150 มก. (64.29%) อยางไรก็ตามผลที่ไดนี้นับวา

ต่ํากวารายงานในโคพื้นเมือง Sistani cattle (Bos indicus) ของอิหราน (Barati et al., 2006) ซึ่งไดอัตราการเก็บ

เฉล่ีย 61-84% เมื่อใหฮอรโมน FSH ขนาด 160-200 มก. โดยโคพื้นเมืองอิหรานมนี้ําหนักตวัเฉลี่ยมากกวา 

(368-391 กก.) เมื่อเทียบกับโคพืน้เมืองไทยที่ใชในการศึกษานี ้ (250-350 กก.) การที่โคมีขนาดเล็กซึ่งจะมี

ขนาดของปกมดลูกเล็ก ทําใหเปนอุปสรรคตอการเก็บตัวออน อาจเปนสาเหตุทาํใหเก็บตัวออนไดนอยทั้งที่โคมี

การตอบสนองตอฮอรโมนด ี

 
Table 1 Effects of FSH on CL number and embryo quality  
FSH Level n CL Number 

(range) 

Recovered embryo 
number (range) 

Transferable 
embryo number 

(range) 

Recovery rate 
(%) 

150  mga 16 95 (2 -16) 47 (0 -16) 29 (0 - 8) 49.47 (47/95) 

200  mgb  17  112 (3 -14) 72 (0 -14) 44 (0 -10) 64.29 (72/112) 
a4 cows did not respond to treatment 

 b3 cows did not respond to treatment  

Recovery rate: Calculated from CL number/Recovered embryo number 
Transferable embryo: A B or C grade 
 

Table 2 Effects of FSH on CL number, oval/embryo and transferable embryo numbers (Mean ± SE) 
FSH Level  Mean ± SE 

FSH mg (n)               CL total ova/embryos transferable embryos 
150 (16) 5.94 ± 0.95 2.94 ± 1.12 1.81 ± 0.62 
200 (17) 6.59 ± 0.80 4.24 ± 1.01 2.59 ± 0.69 

Transferable embryos: A B or C grade 
 

 คาเฉลี่ยจํานวน CL จํานวนไข/ตัวออนที่เก็บได และตัวออนคุณภาพยายฝากได (table 2) จาก

การศึกษาครั้งนี้ พบวาไมมคีวามแตกตางกันทางสถิต ิ (P>0.05) ในโคพื้นเมืองที่ไดรับฮอรโมน FSH ขนาด 200 

หรือ 150 มก. ซึง่ใหผลไปในทิศทางเดยีวกนักับรายงานในโคขาวลาํพนู (ณรงค และคณะ, 2549) ที่ได
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เปรียบเทยีบขนาดฮอรโมน FSH ขนาด 200 และ 150 มก. กลาวคอื ที่ 200 มก. มีแนวโนมไดจํานวน CL 

มากกวาและจาํนวนไข/ตัวออนที่เก็บไดมากกวา ที่ FSH 150 มก. อยางไรก็ตามพบวาคาเฉลีย่จํานวน CL ทั้ง

จากฮอรโมน FSH ขนาด 200 และ 150 มก. มีคาต่ํากวาในรายงานของโคขาวลําพูนคอนขางมาก (ณรงค และ

คณะ, 2549) โดยใชขนาดฮอรโมนเทากัน แสดงใหเห็นวา รังไขของโคพื้นเมืองภาคใตมีการตอบสนองตอ

ฮอรโมน FSH ไมดีเทาโคขาวลําพนู เมื่อเปรียบเทยีบคาเฉลี่ยจํานวนตัวออนคุณภาพยายฝากได จากผล 

 
การศึกษานี ้ (2.59 ± 0.69 และ 1.81 ± 0.62, table 2) พบวามีคาใกลเคียงกนัมากกับของโคขาวลําพนู ใน

รายงานของ ณรงค และคณะ (2549)  ดังนัน้การศึกษาตอไป อาจตองพิจารณาถงึการ 

เพิ่มขนาดของฮอรโมน FSH  เพื่อหาขนาด FSH ที่เหมาะสมสาํหรับโคพื้นเมืองภาคใต ซึ่งอาจอยูในชวง 220-

240 มก.  

  จากผลการศึกษาครั้งนี้สรุปไดวา ขนาดฮอรโมน FSH 200 มก. มีแนวโนมใหผลสูงกวาขนาด 150 มก. 
อยางไรก็ตาม ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพือ่หาขนาดที่เหมาะสมในโคพืน้เมืองภาคใต เพื่อจะไดใชเทคโนโลยีการ

ยายฝากออนใหเปนประโยชนอยางสูงสุดสาํหรับการอนุรักษพนัธกุรรมโคพื้นเมืองตอไป 
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คุณภาพน้ําเช้ือแชแข็งโคที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% ในน้ํายาเจือจางน้ําเช้ือ 

ตรวจดวยเครื่องตรวจวิเคราะหคุณภาพน้ําเช้ือ 

* จตุพร พงษเพง็*    สินชัย วโิรจนวุฒกิุล      รพีพรรณ เอื้อเวชนิชกุล     

 เลิศชัย จนิตพิทกัษสกุล*    กุลณสรรค สายขุน** 

 

บทคัดยอ 

 

การเปรียบเทียบคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% ในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อไข

แดงทริส เจือจางน้ําเชื้อดวยวิธีหนึ่งขั้นตอนและสองขั้นตอน ใชน้ําเชื้อโคโฮลสไตนฟรีเชี่ยนอายุ 3-5 ป จํานวน 

20 ตัว ทดลองสัปดาหละครั้งรวม 3 คร้ัง พบวาน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อโคที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% มีตัว

อสุจิที่มีการเคลื่อนที่หลังละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ 0 ชม. ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) ลักษณะการ

เคลื่อนที่วัดดวยคา ALH (amplitude of lateral head displacement) เมื่อใชกลีเซอรอลชนิด 99% สูงกวาอยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05) แตหลังละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ 5 ชม. กลีเซอรอลชนิด 87% ใหตัวอสุจิที่มีการเคลื่อนที่และ

การเคลื่อนที่ไปขางหนาต่ํากวาชนิด 99% อยางมีนัยสําคัญคือ 14.85±1.31 เทียบกับ 26.67±1.41% และ 

8.95±0.90 เทียบกับ 15.85±1.18% (P<0.05) ตามลําดับ แตความเร็วในการเคลื่อนที่วัดดวยคา VAP (path 

velocity) และ VCL (curvilinear velocity) รวมถึงคา ALH สูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) วิธีเจือจางน้ําเชื้อ

หนึ่งและสองขั้นตอนไมมีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งหลังละลายที่ 0 ชม. แตที่ 5 ชม. วิธีหนึ่งขั้นตอน มีการ

เคลื่อนที่ของตัวอสุจิสูงกวาอยางมีนัยสําคัญคือ 22.99±1.53 เทียบกับ 18.64±1.39% (P<0.05) ความยาวและ
พื้นที่สวนหัวของตัวอสุจิ รวมถึงความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมไมมีความแตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ (P>0.05) กลีเซอรอลชนิด 87% ใหคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งหลังละลายที่ 0 ชม. ดีกวา แตกลีเซอรอล

ชนิด 99% ใหคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งหลังละลายที่ 5 ชม. ดีกวา และไมพบความแตกตางของวิธีเจือจางน้ําเชื้อ

หนึ่งและสองขั้นตอนที่ 0 ชม. ยกเวนที่ 5 ชม. วิธีเจือจางน้ําเชื้อหนึ่งขั้นตอนดีกวา 

 

คําสําคัญ:  น้ําเชื้อแชแข็งโค   การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ   กลีเซอรอล   น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ 

 
*สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว  กรมปศุสัตว ถนนติวานนท ปทุมธานี 12000 
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Quality of Bull Deep Frozen Semen Extended with 87 and 99% Glycerol Evaluated with 
Computer Assisted Semen Analysis 

Rapiphan Uavechanichkul*   Jatuporn Pongpeng* Sinchai Wirojwutthikul*   

Lertchai Jintapitaksakul*   Kunnasant Saikhun** 

 

Abstract 
 

Comparison of after thawing motility of bull deep frozen semen was carried out using two types of 
glycerol, 87 and 99% to be diluted with one-step and two-step methods in egg yolk Tris extender.  Semen of 
20 Holstein-Fresian bulls aged 3-5 years were collected once a week for 3 weeks.  The result showed the after 
thawing motility and progressive motility of the sperm from the 87 and 99% glycerol at 0 hour were not 
significantly different (P>0.05), the ALH (amplitude of lateral head displacement) of the sperm from the 
extender using the 99% glycerol was significantly higher (P<0.05). However, after 5 hours the 87% glycerol 

gave significantly lower motility and progressive motility 14.85±1.31 vs 26.67±1.41% and 8.95±0.90 vs 

15.85±1.18% (P<0.05) respectively, with higher VAP (path velocity), VCL (curvilinear velocity) and ALH 

(P<0.05).   The dilution methods did not differ significantly at 0 hour except at 5 hours the one-step method 

revealed significant higher motility 22.99±1.53 vs 18.64±1.39% (P<0.05).  The sperm head elongation and 

the area including plasma membrane and acrosomal integrity were not different significantly (P>0.05).  In 
conclusion 87% glycerol showed better semen quality at 0 hour after thawing except at 5 hour which the 99% 
glycerol gave a better semen quality.  The dilution methods did not alter semen quality at 0 hour after 
thawing, however, at 5 hours after thawing the one-step dilution method revealed a better semen quality.  

 

 

Key words:  bull deep frozen semen, sperm motility, glycerol, semen extender. 
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บทนํา 
 

การผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคของศูนยผลิตน้ําเชื้อตางๆ มีรายละเอียดในขั้นตอนการผลิตตางกันซึ่งมีผลตอ

คุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง เชน การเจือจางน้ําเชื้อ เนื่องจากสวนประกอบของสารในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อมีผลตอ

คุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง (Liu et al., 1998; Foote and Kaproth, 2002) กลีเซอรอลเปนสวนประกอบของน้ํายาเจือ
จางน้ําเชื้อโคซึ่งเปนสารที่เปนพิษตอเซลลส่ิงมีชีวิตแตเปนสารปองกันตัวอสุจิเสียหายหรือตายระหวางการลด

อุณหภูมิขณะแชแข็งดวย (McLaughlin et al., 1992) กลีเซอรอลชวยลดการเปนเกล็ดน้ําแข็งภายในเซลล

ส่ิงมีชีวิตระหวางการแชแข็ง โดยผานผนังเซลลเขาไปแทนที่น้ําในเซลลเกิด dehydration effect ชวยปองกันการ

เกิดเกล็ดน้ําแข็งในเซลล (Curry, 2000) ลดความเสียหายของผนังเซลลอสุจิ (Peters and Ball, 1995)  เนื่องจาก

น้ําบางสวนกลายเปนน้ําแข็ง ความเขมขนของสารละลายโดยรอบเซลลจึงเพิ่มข้ึน (Holt and North, 1994) ทํา
ใหเกิดการเปลี่ยนแปลงตางๆ ที่ผนังเซลล เชน องคประกอบของผนังเซลล สภาวะของของเหลวที่ผนังเซลล 

คุณสมบัติการผานเขาออกของสาร และสวนประกอบของไขมันที่เปนองคประกอบสําคัญของผนังเซลล

ส่ิงมีชีวิตรวมทั้งเซลลอสุจิของโค (Shannon and Vishwanath, 1995) การเปลี่ยนแปลงเหลานี้อาจมีมากถึงขั้น

วิกฤต ทําใหผนังเซลลอสุจิแตก (Lessard et al., 2000) ผนังในสวนตางๆของเซลลอสุจิที่ไดรับความเสียหายจาก

การแชแข็งจนเกิดการเปลี่ยนแปลงดังที่กลาวมาแลวคือ plasma membrane, acrosomal membrane และ 

mitochondrial membrane (Thomas  et al., 1998) ความเสียหายของอะโครโซม (acrosome) ซึ่งคลุมอยูที่หัวของ
ตัวอสุจิ บางครั้งไมทําใหตัวอสุจิตายแตจะทําใหตัวอสุจิไมสามารถปฏิสนธิกับไขไดเมื่อนําไปผสมเทียม มีผลให

อัตราการผสมติดต่ํา (Januskauskas et al., 2003) ความเขมขนของกลีเซอรอลที่เหมาะสมขึ้นกับชนิดของสัตว 

ตัวอสุจิโคมีความทนทานตอกลีเซอรอลไดมากกวาตัวอสุจิสุกร (Critser et al., 1988) ความเขมขนของกลีเซ

อรอล 7% ในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อโคชนิดไขแดงซิเตรท ทําใหการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิหลังแชแข็งดีกวาความ

เขมขน 10 และ 11% อยางมีนัยสําคัญ (Mortimer et al., 1976) ความเขมขนของกลีเซอรอลมีผลตอความ

สมบูรณของอะโครโซมหลังการแชแข็ง (Robbins et al., 1976) 

สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคโดยใชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อไขแดงทริสที่มี

สวนผสมของกลีเซอรอล 7.0% (v/v) (กองผสมเทียม, 2520) โดยไมระบุวาเปนกลีเซอรอลชนิด 87 หรือ 99% กลี

เซอรอลสองชนิดใหความเขมขนในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อตางกันเปน 5.6% และ 6.4% ตามลําดับ สํานัก

เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวใชกลีเซอรอลชนิด 87% ในขณะที่ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคในประเทศอื่นใช

กลีเซอรอลชนิด 99% การใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% อาจมีผลตอตัวอสุจิและคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง

ตางกัน 

วิธีการเจือจางน้ําเชื้อโคของศูนยผลิตน้ําเชื้อของสํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตวใชวิธีหนึ่ง

ข้ันตอน ผสมน้ําเชื้อสดกับน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีกลีเซอรอลใหเสร็จในข้ันตอนเดียว แตในประเทศอื่นใชวิธีสอง
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ข้ันตอน คือ ผสมน้ําเชื้อสดกับน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่ไมมีกลีเซอรอลกอน ในขั้นตอนที่สองจึงผสมน้ํายาเจือจาง

น้ําเชื้อสวนที่มีกลีเซอรอล วิธีที่ตางกันนี้อาจมีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง การศึกษานี้จึงเปรียบเทียบคุณภาพ

น้ําเชื้อแชแข็งโคที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และชนิด 99%โดยใชวิธีเจือจางน้ําเชื้อสองวิธี ตรวจประเมินคุณภาพ

น้ําเชื้อดวยเครื่องตรวจวิเคราะหคุณภาพน้ําเชื้อ CASA (Computer Assisted Semen Analysis, Hamilton-Thorne 

Biosciences, MA, USA.) และเครื่อง flow cytometer ที่สามารถประเมินคุณภาพน้ําเชื้อไดละเอียดแมนยําและ

รวดเร็วกวาการตรวจดวยสายตา (Graham, 2001) 

 
อุปกรณและวิธีการ 

 
วางแผนการทดลองแบบ 2x2 factrorial in RCBD (randomized complete block design) ปจจัยแรกคือ 

น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อไขแดงทริสที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และชนิด 99% ปจจัยที่สองคือ วิธีเจือจางน้ําเชื้อ วิธีหนึ่ง

ข้ันตอนและสองขั้นตอน   

น้ําเชื้อทดลอง ใชน้ําเชื้อโคโฮลสไตนฟรีเชี่ยน ที่มีอายุ 3-5 ป จํานวน 20 ตัว ของศูนยผลิตน้าํเชื้อแช

แข็งพอพนัธุผสมเทียมลําพญากลาง จงัหวัดนครราชสีมา ใชน้ําเชื้อที่มีการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไมต่ํากวา 70% 

จํานวนตวัอสจุิที่มีความผิดปกติสวนหัวไมเกิน 12% และสวนหางไมเกิน 25% รีดเก็บน้ําเชื้อโคดวย artificial 

vagina (AV) ทําการทดลองในโคสัปดาหละครั้งๆ ละ 20 ตัว ทาํ 3 ซ้ํา 

การเจือจางน้ําเชื้อ เตรียมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อไขแดงทริสสองชนิดที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% 

(tris 30.28 g, citric acid 17.0 g, fructose 12.5 g, demineralised water 920.0 ml, glycerol 80 ml, egg yolk 250.0 

ml, penicillin G sodium 1,000,000 IU และ streptomycin sulfate 1g) (กองผสมเทียม, 2520) แบงน้ําเชื้อสดโค
เปน 4 หลอด ปริมาตรเทาๆกัน ทําการเจือจางน้ําเชื้อ ดังนี้ 

 - วิธีหนึ่งขั้นตอน ใชน้ําเชื้อสดโคสองหลอด เจือจางน้ําเชื้อแตละหลอดดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อแต

ละชนิด ใหมีจํานวนตัวอสุจิ 100 ลานตัว/มล. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4oซ ใหตัวอสุจิปรับสมดุลในน้ํายาเจือจาง

น้ําเชื้อเปนเวลา 4 ชั่วโมง  

 - วิธีสองข้ันตอน ข้ันตอนที่หนึ่ง ใชน้ําเชื้อสดโคสองหลอด ผสมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อไขแดงทริสที่ไมมี

กลีเซอรอล (tris 30.28 g, citric acid 17.0 g, fructose 12.5 g, demineralised water 920.0 ml, egg yolk 250.0 ml, 

penicillin G sodium 1,000,000 IU streptomycin sulfate 1 g) ในแตละหลอดใหมีจํานวนตัวอสุจิ 200 ลานตัว/

มล. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4oซ เปนเวลา 3 ชั่วโมง ข้ันตอนที่สอง เติมน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีกลีเซอรอลชนิด 87 

และ 99% หลอดละชนิด ดวยปริมาตรเทากับที่เติมในขั้นตอนที่หนึ่ง เพื่อเจือจางใหจํานวนตัวอสุจิเปน 100 ลาน

ตัว/มล. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมิ 4oซ เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
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การบรรจุและแชแข็งน้ําเชื้อ บรรจุน้ําเชื้อในหลอดน้ําเชื้อ French ministraws 0.25 มล. ดวยเครื่อง

บรรจุน้ําเชื้อ (Type machine  MRS3, Code YC250, IMV, France) ทําการแชแข็งน้ําเชื้อดวยเครื่องแชแข็งน้ําเชื้อ

อัตโนมัติ (Digitcool 5300, ZH350&UE350 with 900 HP program 3T Software, IMV, France) และเก็บไวใต
ระดับไนโตรเจนเหลวในถังเก็บน้ําเชื้อจนกวาจะนํามาตรวจ 

 การตรวจวเิคราะหคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง สุมน้ําเชือ้แชแข็งจากแตละการทดลอง มาตรวจวิเคราะห

คุณภาพดวยเครื่อง CASAโปรแกรม IVOS motility analyzer version 12.0 (Hamilton-Thorne, Biosciences, 

MA, USA) ตรวจตัวชีว้ัดตางๆ ที่มีรายละเอยีดของนิยามและสูตรการคํานวณที่ไดกลาวไวในรายงานของ 

Agarwal et al. (2003) และ Tardif et al. (1997) ไดแก 

-  การเคลื่อนที่ (motility) และการเคลื่อนที่ไปขางหนา (progressive motility)  

-  ความเร็วในการเคลื่อนที่วดัดวยคา path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL) และ     

        curvilinear velocity (VCL)  
-  ลักษณะการเคลื่อนที่วัดดวยคา amplitude of lateral head displacement (ALH), beat cross    

   frequency (BCF), straightness (STR) และ linearity (LIN)  

-  ความยาว (elongation) และพื้นที่สวนหวัของตัวอสุจิ (area) โดยยอมตัวอสุจิ      ดวยสี Ident®   

      (Bioscience, MA, USA) กอนนาํไปวิเคราะห 

ตรวจความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจ ิ(plasma membrane integrity) และอะโครโซม (acrosome 

integrity) ใชวธิียอมตัวอสุจดิวยสี FITC-PNA/PI (fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut 

agglutinin/propidium iodide) และตรวจวิเคราะหดวยเครื่อง flow cytometer 

การวิเคราะหและประมวลผล วิเคราะหคาตัวชี้วัดตางๆ โดยใชโปรแกรมสถิติ SAS วิธี Analysis of 

Variance in RCB และวิเคราะหความแตกตางของคาเฉลี่ยตัวชี้วัดดวยวิธี Duncan multiple range test (DMRT)  

 

ผล 
 

การวิเคราะหทางสถิติพบวาปจจัยทั้งสอง คือชนิดของกลีเซอรอลและวิธีเจือจางน้ําเชื้อไมมีปฎิกิริยา

สัมพันธ (interaction) จึงเปรียบเทียบคาเฉลี่ยของตัวชี้วัดจากแตละปจจัย  
ปจจัยแรกคือชนิดกลีเซอรอล พบวาการเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปขางหนาของตัวอสุจิหลังละลาย

น้ําเชื้อที่ 0 ชม. ในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ 

(P>0.05) แตที่ 5 ชม. การเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปขางหนาของตัวอสุจิในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่ใชกลีเซ

อรอลชนิด 87% ต่ํากวาชนิด 99% อยางมีนัยสําคัญคือ 14.85±1.31เทียบกับ 26.67±1.41% และ 8.95±0.90 

เทียบกับ 15.85±1.18% (P<0.05) ตามลําดับ และความเร็วในการเคลื่อนที่วัดดวยคา VAP และ VCL แตกตาง
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กันอยางมีนัยสําคัญคือ 72.80 ±1.99 เทียบกับ 65.19 ±1.61μm/s และ 130.52±3.52 เทียบกับ 114.61±2.91 

μm/s (P<0.05) ตามลําดับ (ตารางที่ 1) 

ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิหลังละลายน้ําเชื้อที่ 0 ชม. วัดดวยคา ALH ในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่

ใชกลีเซอรอลชนิด 87% มีคาต่ํากวาชนิด 99% อยางมีนัยสําคัญ คือ 6.60±0.14 เทียบกับ 7.09±0.13 μm 

(P<0.05) แตที่ 5 ชม. มีกลับคาสูงกวาอยางมีนัยสําคัญ คือ 6.03±0.12 เทียบกับ 5.36 ±0.14 μm (P<0.05) 

ลักษณะการเคลื่อนที่วัดดวยคา BCF ที่ 0 ชม. มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญเชนกันคือ 33.84±0.33 

เทียบกับ 32.38±0.31 HZ ตามลําดับ (P<0.05) (ตารางที่ 1) 

ปจจัยที่สองคือวิธีเจือจางน้ําเชื้อ พบวาน้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลายที่ 5 ชม. วิธีหนึ่งขั้นตอนทําใหตัว

อสุจิมีการเคลื่อนที่สูงกวาวิธีสองขั้นตอนอยางมีนัยสําคัญ คือ 22.99±1.53 เทียบกับ 18.64±1.39% (P<0.05) 
แตไมมีผลตอการเคลื่อนที่ไปขางหนา ความเร็วในการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ รวมถึงความยาวและ

พื้นที่หัวตัวอสุจิอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 2)  

ความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมในน้าํเชื้อแชแข็งโค เมื่อใชกลีเซอรอลตางชนิดและวธิี

เจือจางตางกนัไมมีความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญ (P>0.05) (ตารางที ่3) 

ตารางที่ 1 คุณภาพน้าํเชื้อแชแข็งโคหลังละลายที่ 0 และ 5 ชัว่โมง เมื่อใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% 
 

น้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลาย (n=60) 

ที่ 0 ชม. ที่ 5 ชม. 

ชนิดกลีเซอรอล  
คาชี้วัดตัวอสุจิ 

87%        99% 87% 99% 
การเคลื่อนที่ (%) 36.96±1.13 35.87±1.19 14.85±1.31a 26.67±1.41b

การเคลื่อนที่ไปขางหนา (%) 25.55±0.98 24.96±0.94 8.95 ±0.90 a 15.85±1.18b

ความเร็วในการเคลื่อนที่ (μm/s) 

Average path velocity: VAP  105.16±1.85 100.41±1.75 72.80 ±1.99a 65.19 ±1.61b

Straight-line velocity: VSL  82.23±1.11 79.47±1.12 56.12±1.62 52.51±1.37 
Curvilinear velocity: VCL  175.22±4.46 184.64±3.96 130.52±3.52a 114.61±2.91b
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ตารางที่ 1 (ตอ) คุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลายที่ 0 และ 5 ชัว่โมง เมื่อใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% 
น้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลาย (n=60) 

ที่ 0 ชม. ที่ 5 ชม. 

ชนิดกลีเซอรอล  
คาชี้วัดตัวอสุจิ 

87%        99% 87% 99% 
ลักษณะการเคลื่อนที่ 
Amplitude of lateral head 

displacement: ALH (μm) 
6.60±0.14a 7.09±0.13b 6.03±0.12a 5.36 ±0.14b

Beat cross frequency: BCF (HZ) 33.84±0.33a 32.38±0.31b 26.49±0.62 26.71±0.79 
Straightness: STR (%) 80.15±0.67 78.82±0.47 77.99±0.93 75.97±1.17 
Linearity: LIN (%) 49.32±0.76 47.64±0.53 46.55±0.74 44.23±0.94 
ความยาวและพื้นที่สวนหัว 

Elongation 66.66±0.29 66.07±0.32 63.59±0.85 60.99±1.09 
Area 15.40±0.46 15.07±0.43 14.31±0.38 13.48±0.42 

ab ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 

 

ตารางที่ 2 คณุภาพน้าํเชื้อแชแข็งโคหลังละลายที่ 0 และ 5 ชัว่โมง เจือจางน้ําเชื้อดวยวิธหีนึ่งขัน้ตอนและสอง  
ข้ันตอน  

น้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลาย (n=60) 

ที่ 0 ชม. ที่ 5 ชม. 

วิธีเจือจางน้ําเชื้อ 
คาชี้วัดตัวอสุจิ 

หนึ่งขั้นตอน สองขั้นตอน หนึ่งขั้นตอน สองขั้นตอน 

การเคลื่อนที่ (%) 36.78 ± 1.15 36.05 ± 1.58 22.99±1.53a 18.64±1.39b

การที่เคลื่อนที่ไปขางหนา (%) 25.41±0.92 25.19±0.99 13.84±1.12 11.02±1.07 
ความเร็วในการเคลื่อนที่ (μm/s) 

Average path velocity: VAP  103.22±1.76 102.37±1.86 71.16±1.87 66.83±1.79 
Straight-line velocity: VSL  81.51±1.15 80.20±1.08 55.88±1.50 52.74±1.51 
Curvilinear velocity: VCL  179.31±4.11 180.58±4.36 125.29±3.37 119.85±3.24 
Amplitude of lateral head 

displacement: ALH  
6.83±0.14 6.86±0.14 5.74±0.13 5.65±0.15 
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ตารางที่ 2  (ตอ) คุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลายที่ 0 และ 5 ชัว่โมง เจือจางน้าํเชื้อดวยวิธหีนึ่งขัน้ตอนและ  
สองข้ันตอน  

น้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลาย (n=60) 

ที่ 0 ชม. ที่ 5 ชม. 

วิธีเจือจางน้ําเชื้อ 
คาชี้วัดตัวอสุจิ 

หนึ่งขั้นตอน สองขั้นตอน หนึ่งขั้นตอน สองขั้นตอน 
ลักษณะการเคลื่อนที่ 
Beat frequency: BCF (HZ) 33.63a±0.32 32.59b±0.33 26.57±0.72 26.23±0.69 
Straightness: STR (%) 80.12±0.53 78.85±0.62 77.26±0.93 76.69±1.18 
Linearity: LIN (%) 48.79±0.64 48.16±0.67 45.93±0.81 44.85±0.89 
ความยาวและพื้นที่สวนหัว 

Elongation 66.46±0.29 66.27±0.29 62.46±0.92 62.12±1.05 
Area 15.44±0.45 15.04±0.44 13.97±0.41 13.82±0.42 

ab ตัวอักษรที่ตางกันในแถวเดียวกัน มีความแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 

 

ตารางที่ 3  ความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมในน้ําเชื้อแชแข็งโคผลิตโดยใช        กลีเซอรอล

ชนิด 87 และ 99% เจือจางน้าํเชื้อดวยวิธหีนึ่งขัน้ตอนและสองขั้นตอน 

 
ตัวอสุจิ (%) (n=60) 

ชนิดกลีเซอรอล วิธีเจือจางน้ําเชื้อ 
ความสมบูรณของเยื่อหุมตัวอสุจิและ 

อะโครโซม 
87% 99% หนึ่งขั้นตอน สองขั้นตอน 

เยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมสมบูรณ  43.25±1.11  40.87±1.16 42.46±0.99  41.65±1.27 
เยื่อหุมตัวอสุจิเสียหาย อะโครโซมสมบูรณ 26.75±0.62 26.70±0.62 27.16±0.56 26.29±0.68 
เยื่อหุมตัวอสุจิและอะโครโซมเสียหาย  31.67±0.88 29.99±0.98 31.54±0.85 30.12±1.01 

 

วิจารณ 
 

จากการตรวจวิเคราะหคุณภาพดวยเครื่อง CASA ในการศึกษาครั้งนี้พบวากลีเซอรอลชนิด 87 และ 

99% ใหคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคหลังละลายในดานการเคลื่อนที่ การเคลื่อนที่ไปขางหนาและความเร็วในการ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิไมแตกตางกันที่ 0 ชม. แตหลังการละลายน้ําเชื้อแชแข็งโคที่ 5 ชม. กลับพบวากลีเซอรอล

ชนิด 87% ใหตัวอสุจิที่มีการเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปขางหนา ต่ํากวาการใชกลีเซอรอลชนิด 99% อยางมี

นัยสําคัญ (P<0.05) ถึงแมวาความเร็วในการเคลื่อนที่จะสูงกวา (ตารางที่ 1) ผลการศึกษานี้สอดคลองกับ
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การศึกษาของจิรุตมและคณะ (2547) ที่ใชวิธีตรวจประเมินดวยสายตา แตไมสามารถประเมินความเร็วในการ

เคลื่อนที่ของตัวอสุจิได 
เนื่องจากคาการเคลื่อนที่ไปขางหนาบอกถึงจํานวนตัวอสุจิมีชีวิตในน้ําเชื้อ ซึ่งมีรายงานในการทดลอง

กับตัวอสุจิของแฮมสเตอร พบวามีความสัมพันธกับการไปปฏิสนธิกับไขในหลอดทดลอง (r=0.791) (P<0.01) 

(Kathiravan et al., 2003) และพบวาน้ําเชื้อที่มีคาการเคลื่อนที่ไปขางหนามากกวาหรือมีจํานวนตัวอสุจิมีชีวิต
มากกวายอมมีโอกาสสูงกวาที่จะเกิดการปฏิสนธิกับไขในระบบสืบพันธุโคเพศเมียหลังทําการผสมเทียม 

(Andersson, 2003) จึงเปนไปไดวาน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่ใชกลีเซอรอลชนิด 99% มีศักยภาพในการไปปฏิสนธิ
กับไขมากกวาหลังการละลายน้ําเชื้อที่ 5 ชม. 

ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ วัดดวยคา ALH (ความกวางที่หัวตัวอสุจิสายไปมาในขณะเคลื่อนที่) 

หลังละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ 0 ชม. เมื่อใชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87% มีคา ALH ต่ํากวาเมื่อใช

กลีเซอรอลชนิด 99% (6.60±0.14 vs 7.09±0.13) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 1) คา ALH ที่สูงแสดงถึง

ลักษณะการเคลื่อนที่แบบ erratic movement ของตัวอสุจิ (Abaigar et al., 1999; Miro et al., 2005) เชนเดียวกับ

การทดลองของจิรุตมและคณะ (2547) เมื่อใชกลีเซอรอลชนิด 99% หลังละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ 0 ชม. ซึ่งพบวา

ตัวอสุจิมีลักษณะการเคลื่อนที่แบบ erratic movement แตไมสามารถวิเคราะหลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ
เปนคาตัวเลขที่ใชอางอิงได เนื่องจากเปนการประเมินดวยสายตา (ขอมูลที่ไมไดตีพิมพ) ยังไมพบรายงานของ

ลักษณะการเคลื่อนที่แบบนี้ตออัตราการผสมติด 

ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ หลังละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ 5 ชม. เมื่อใชกลีเซอรอลชนิด 87% คา 

ALH กลับสูงกวาการใชกลีเซอรอลชนิด 99% (6.03±0.12 vs 5.36±0.14) อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 1) 
แสดงถึงลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิมีการเปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ซึ่งพบรายงานวาลักษณะการเคลื่อนที่

ของตัวอสุจิโคมีความแตกตางและเปลี่ยนแปลงไปตามสภาวะแวดลอม เชน สวนประกอบของของเหลวรอบตัว

อสุจิ หรือความหนาของหยดน้ําเชื้อที่หยดลงบนแผนกระจกสไลด (Amann, 1988) ในการศึกษานี้ เนื่องจาก

ชวงเวลา 5 ชม. หลังการละลายน้ําเชื้อแชแข็ง ตัวอสุจิตองใชน้ําตาลฟรุคโตส เพื่อเปนพลังงานในการดํารงชีวิต 

(Bearden et al., 2004) ทําใหปริมาณน้ําตาลฟรุคโตสในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อเปลี่ยนแปลง และขบวนการเมตาโบ

ลิซึมของตัวอสุจิทําใหเกิดกรดแลคติดสะสมเพิ่มข้ึน (Bearden et al., 2004) การเปลี่ยนแปลงของสวนประกอบ
ของของเหลวรอบตัวอสุจินี้อาจมีผลทําใหตัวอสุจิมีลักษณะการเคลื่อนที่แตกตางไปจากเดิมหลังละลายน้ําเชื้อ

แชแข็งที่ 0 ชม.  

วิธีการเจือจางน้ําเชื้อหนึ่งขั้นตอนและสองขั้นตอนไมแตกตางกันหลังละลายน้ําเชื้อที่ 0 ชม. แตที่ 5 ชม. 

วิธีการเจือจางน้ําเชื้อหนึ่งขั้นตอนใหคาการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิสูงกวาอยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 2) 

สอดคลองกับการทดลองของรพีพรรณและคณะ (2544) แตที่ 5 ชม. รพีพรรณและคณะ (2544) ไมพบความ

แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) ผลการศึกษานี้แตกตางจากการทดลองของจตุพรและคณะ (2551) ที่
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พบวาวิธีเจือจางน้ําเชื้อสองขั้นตอน ตัวอสุจิมีการเคลื่อนที่หลังละลายน้ําเชื้อที่ 0 ชม. สูงกวาอยางมีนัยสําคัญ 

(P<0.05) แตไมไดรายงานการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิหลังละลายน้ําเชื้อที่ 5 ชม.  

จากการศึกษานี้ น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อโคที่ใชกลีเซอรอลชนิด 87 และ 99% ไมมีความแตกตางของ

คุณภาพน้ําเชื้อโคหลังละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ 0 ชม. ตัวอสุจิที่ใชกลีเซอรอลชนิด 99% มีลักษณะการเคลือ่นทีว่ดั

ดวยคา ALH สูง แสดงถึงการเคลื่อนที่แบบ erratic movement แตที่ 5 ชม. กลีเซอรอลชนิด 99% ตัวอสุจิมีการ

เคลื่อนที่ไปขางหนาสูงกวา ลักษณะการเคลื่อนที่วัดดวยคา ALH ต่ํากวา สวนวิธีเจือจางน้ําเชื้อทั้งสองวิธีไมมี

ผลตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งหลังละลายที่ 0 ชม. แตที่ 5 ชม. วิธีหนึ่งขั้นตอนใหการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิดีกวา 
ความยาวและพื้นที่สวนหัวของตัวอสุจิ ตลอดจนถึงความสมบูรณของเยื่อหุมและอะโครโซมของตัวอสุจิไมมี

ความแตกตางกันเมื่อใชกลีเซอรอลตางชนิดและวิธีเจือจางน้ําเชื้อตางกัน 

 กลีเซอรอลทั้งสองชนิดใหคณุภาพน้าํเชื้อหลังละลายที่ 0 ชม.ไมตางกนั ยกเวนกลเีซอรอลชนิด 99% ทีม่ี

ลักษณะการเคลื่อนที่ของตวัอสุจิแบบ erratic movement กลีเซอรอลชนิด 87% จึงอาจจะดีกวาสาํหรับคุณภาพ

น้ําเชื้อหลังละลายที ่0 ชม. แตเมื่อพิจารณาคุณภาพน้ําเชื้อหลังละลายที่ 5 ชม. กลีเซอรอลชนิด 99% ใหการ

เคลื่อนที่ไปขางหนาของตวัอสุจิและลักษณะการเคลื่อนทีข่องตัวอสุจิดีกวา จึงอาจเปนประโยชนในกรณีที่มีการ

ตกไขลาชาในโคเพศเมียหลงัผสมเทียม เพราะมีตวัอสจุิที่อยูไดนานถึง 5 ชม. มากกวา แตทั้งนี้ยงัไมมีการศึกษา

สภาวะในชองคลอดโคที่อาจมีผลตอตัวอสจุิแตกตางไปจากการศึกษาในหลอดทดลอง สวนวธิีเจือจางน้ําเชื้อ

หนึง่ขั้นตอนใหผลการศึกษาไมตางกับวิธสีองข้ันตอนแตดีกวาที่ 5 ชม. ซึง่ในการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งโคของศูนย

ผลิตน้ําเชื้อวิธหีนึง่ขั้นตอนเปนวิธทีี่สะดวกกวาโดยเฉพาะในกรณีที่มพีอพนัธุจาํนวนมาก 
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Effects of cell culture and injectable grades of antibiotics on the quality and  
fertility of frozen-thawed bull semen 

M. Rattanappaskorn1, K. Sangsakul2, S. Wiroachwuthikul3, R. Uavechnichkul1,  
K. Kornkaewrat4 and K. Saikhun5 

 

Abstract 
 

Antibiotics added in extender during production of frozen semen play an important role for 
decreasing microbial contamination. The objective of the present study was to examine the effects of different 
grade of antibiotics (cell culture grade vs injectable grade) supplemented in the semen extender on the quality 
and fertility of frozen-thawed bull sperm. Semen samples collected from six bulls were frozen in Tris egg yolk 
extender containing either cell culture grade antibiotics (GTLS: 250 μg/ml gentomycin, 50 μg/ml Tylosin, 
150/300 μg/ml Lincomycin/Spectinomycin) or injectable grade antibiotics (GTLSsS4: 250 μg/ml gentamycin, 
50 μg/ml Tylosin, 150/300 μg/ml Lincomycin/Spectinomycin and 400 μg/ml gentomycin. The thawed 
samples were evaluated for bacteriological contamination, semen quality and fertility. 
Progressive motility and curvilinear velocity (VCL) of sperm in GTLS group were significantly (P<0.05) 
higher than that in GTLSsS4. group. There were no significant differences in percentages of total motility and 
other motility characteristics, membrane and acrosomal status of sperm among antibiotic grades. There were 
no significant differences in the calving rates following artificial insemination (AI) with frozen semen derived 
from GTLS (51.6 ± 6.3) or GTLSsS4 (49.8 ± 3.9) groups. The results indicated that injectable antibiotics 
which cheaper than cell culture grade can be effectively used for producing frozen semen without affect the 
semen quality and fertility of bull sperm. 
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INTRODUCTION 
 

The two major goals for artificial insemination (AI) are genetic improvement of livestock breeds for 
increasing milk and meat production and elimination of venereal diseases. However, it is well accepted that 
that bacterial and viral agents can be transmitted in semen by AI. It has been shown that microorganisms can 
be found in ejaculates even during hygienic semen collection in the perfectly and healthy bulls. Semen was 
contaminated at the time of collection from atmosphere, teaser animals and semen extenders. So, additional of 
antibiotics into semen diluents is necessary to prevent proliferation of the bacteria present in the ejaculated 
semen.  

In Thailand, 87% of fresh semen samples were contaminated with ureaplasma whereas 52% were 
contaminated with mycoplasma (REF).  The semen samples were also contaminated with Pseudomonas 
(41%), which 6% of them were Pseudomonas aeruginosa and 6% were Corynebacterium pyogenes but free 
from Campylobater spp. and Hemophillus somnus (Ratanapaskorn et al., 1996). Shin et al (1988) reported that 
the combination of gentamicin (250 μg/ml), tylosin (50 μg/ml) and Linco-Spectin (150/300 μg/ml) (GTLS) 
was more effective for the control of mycoplasmas and ureaplasmas and equally effective for the control of C. 
fetus subsp. venerealis and Haemophilus somnus than the standard combination of penicillin, 
dihydrostreptomycin and polymyxin B sulfate. The combination of GTLS was partially controlled ureaplasma 
and mycoplasma by decreasing the contamination from 87 to 27% and from 51 to 14%, respectively 
(Ratanapaskorn et al., 1996).  Most of laboratory worldwide including in Thailand used cell culture grade 
antibiotics which typically are pure and have been proven for the quality in producing the frozen semen. 
Although they are effectiveness for the control of microorganism, however, it is more expensive, while 
injectable antibiotics available for animals are more sheaper. Therefore, the objective of this study was to 
investigate the effects of cell culture and injectable grades antibiotics supplemented in the semen extender on 
the quality and fertility of frozen-thawed bull sperm. 

 

MATERIALS AND METHODS 
 

Chemicals 
All chemicals in this study were purchased from Sigma Chemical Company (Sigma, St. Louis, MO, 

USA), unless stated otherwise.  
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Animals and semen collections 
Six Thai Holstein dairy bulls housed at the bull stud, Loburi province, Thailand were included in this 

study.  Semen samples from each bull were collected by artificial vagina. Immediately after the collection, 
each ejaculate was visually assessed for sperm motility under a phase contrast microscope (400x) equipped 
with a warm stage (37°C). Sperm concentration was assessed using a calibrated spectrophotometer (model 
REF.Z160, IMV, France).  Samples containing ≥ 70% motile sperm, and ≥ 500×106 cells/ml were used in 
this study. 

Semen freezing and thawing 
Two consecutive ejaculates were pooled and diluted to a concentration of 80×106 cells/ml with a 

cryodiluent (20% egg yolk-Tris) containing either GTLS (250 μg/ml gentomycin, 50 μg/ml Tylosin, 150/300 
μg/ml Lincomycin/Spectinomycin) or GTLSsS4 (250 μg/ml gentamycin (Gentalvet), 50 μg/ml Tylosin 
(Tylovet), 150/300 μg/ml Lincomycin/Spectinomycin (Phamacia) and 400 μg/ml gentomycin (Merk). The 
diluted samples were frozen in the 0.25 ml labeled plastic straw using a Digitcool 5300 cotrolled rate freezer 
(IMV, France). The frozen straws were stored in liquid nitrogen until examine. For thawing, the frozen 
samples were rapidly thawed by placing the straws in a 37 °C water bath for 30 s. The semen samples were 
expelled into a 50 ml tube and kept in a 37 °C water. Ten microlitres of the thawed semen were then taken and 
placed on a pre-warmed microscopic slide and the post-thaw sperm motility was assessed under a phase 
contrast microscopy (400x). The frozen-thawed samples with a ≥40% motility were accepted for AI.  

Bacteriological examination of fresh and frozen-thawed semen 
Fresh and frozen-thawed semen samples were evaluated for ureaplasma diversum (Ud), mycoplasma 

spp., campylobacter fetus and leptospira spp. contaminations. For detection Ud, semen samples were serially 
diluted until 10-7 with Taylor–Robinson (TR) broth (PPLO broth w/o cv 10 % (w/v), 0.04 % phenol-red 
solution, 20 % (v/v) horse serum (inactivated),  2.5 % (v/v) fresh yeast extract,  0.1 % (w/v) urea,   5,000 
iu/ml Penicillin G, 0.1 %  thallium acetate and the  pH was adjusted to 5.7 - 5.8)  and were incubated at 37  oC 
for 4 days. To detect mycoplasma, semen was serially diluted until 10-5 with modified Hayflick (mH) broth 
(mH broth has the same fomular with PPLO broth except 0.2% DNA calf thymus were added in stead of urea 
and adjust pH to 7.8) and incubated for 4 days. Each diluted mH broth was inoculated onto mH agar plate and 
incubated for 5 days at 37°C under 5% CO2 atmosphere to observe growth of mycoplasma colony.   To detect 
campylobacter fetus, semen was cultured in blood agar plate No.2 and Butzler (campylobacter selective 
supplement, Oxoid) using Campygen (Oxoid) to control atmosphere in the dessicator, incubated at 37°C for 3 
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days. To detect Leptospira spp., semen was cultivated in EMJH medium supplemented with inactivated rabbit 
serum, incubated at 28°C and observed for 8 weeks (Heinemann et al., 2000). 
Semen quality evaluation 
Motility and movement characteristics Assessment by CASA 

In order to assess for motility and movement characteristics, 5 μl of the thawed semen was placed on 
a prewarmed (37°C) 2X-CELL slide chamber (20 μm depth) and analyzed by CASA (IVOS, Hamilton 
Thorne Research, Beverly, MA, USA). At least 800 sperm were analyzed for total and progressive motility 
(PM) and movement characteristics including average path velocity (VAP), progressive velocity (VSL), 
curvilinear velocity (VCL), beat cross frequency (BCF), straightness of track (STR), amplitude of lateral head 
displacement (ALH), and linearity of track (LIN). 

Membrane and acrosome integrity assessment by flow cytometry 
The fluorescent probes used for membrane and acrosome integrity assessment were PI and FITC-

PNA, respectively. The thawed semen was washed immediately by dilution with 10-fold volume of Hepes-
buffered modified Tyrode medium (SP-TALP; 2.0 mM CaCl2, 3.1 mM KCl, 0.4 mM MgCl2, 100.0 mM 
NaCl, 25.0 mM NaHCO3, 0.3 mM NaH2PO4, 1.0 mM sodium pyruvate, 21.6 mM sodium lactate, 10.0 mM 
Hepes, and 6 mg/ml BSA) at 37°C and filtered through 41 mm nylon mesh (Spectrum, Los Angeles, CA) and 
centrifuged at 500g for 10 min at room temperature to remove cell debris and extenders. The washing 
procedure was repeated twice. The sperm pellet was resuspended in 1 ml of SP-TALP and the concentration 
was adjusted to 50x106 cells/ml. For staining, a 440-ml aliquot of sperm suspension was mixed with 10 μl of 
PI (marker for membrane damage) and 50 μl of FITC-PNA (marker for acrosome damage) to obtain final 
concentrations of 25 and 10 μg/ml, respectively. Each sample was incubated at 37°C for 30 min in the 
absence of light. The stained samples were filtered through 41 mm nylon mesh and subjected to flow 
cytometric analysis.  

Assessment of in vivo fertility by AI 
Artificial insemination series using frozen semen from six bulls were conducted at Chantaburi and 

Srakaew provinces. The cows, body condition score ranged from 3 to 4 (REF) were inseminated on the 
second heat after calving with semen frozen in either GTLS (n= 1260) or GTLSsS4 (n=1,445). The calving 
rates were recorded.  
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RESULTS 
 

Bacteriological examination in fresh and frozen-thawed semen 
Fifteen fresh and frozen samples were examined for bacteriological contamination. There was no 

contamination of mycoplasma, campylobacter, leptospires in either fresh or frozen-thawed semen. By 
contrast, 14 out of 15 (93%) fresh semen samples were contaminated with ureaplasma at 102 to 105 CCU/ml, 
whereas only 1 out of 15 (7%) of frozen-thawed sample was contaminated at 102 to 104 CCU/ml. 

  Assessment of motility and movement characteristics by CASA 
Effect of different sources of antibiotics on motility and movement characteristics of frozen-thawed 

sperm analyzed by CASA is summarized in Table 1. There were no significant differences in percentages of 
total motility of frozen-thawed sperm among antibiotic sources. By contrast, progressive motility of sperm 
diluted in extender containing GTLS was significantly (P<0.05) higher than that in GTLSsS4. group. No 
significantly difference in the sperm movement characteristics between groups was observed, except for VCL 
in GTLS group was significantly higher (P<0.05) than that in GTLSsS4 group (147.9 ± 17.9 vs 138.8 ± 14.3).   
 

Table 1. Mean ± SD of motility, progressive motility and movement characteristics of bull sperm following 
freezing and thawing in egg yolk Tris containing either GTLS or GTLSsS4. 
 

Parameters No. of bull GTLS1  GTLSsS4
2

Motility (%) 20 56.0 ± 15.3a   53.9 ± 13.1 a

PM (%) 20 32.2 ± 10.0 a 27.2 ± 8.2 b

VAP 20          85.2 ± 6.8 a 82.5 ±  7.2 a

VSL 20          65.9 ± 5.1 a            64.0 ± 5.8 a

ALH 20            7.8 ± 1.3 a 7.3 ± 0.9 a

VCL 20        147.9 ± 17.9 a          138.8 ± 14.3 b

BCF 20          25.8 ± 4.0 a            25.5 ± 4.3 a

STR 20          76.4 ± 5.5 a            77.4 ± 5.5 a

LIN 20          46.8 ±  5.5 a            47.4 ± 4.8 a

GTLS: cell culture grade antibiotics; GTLSsS4: injectable grade antibiotics 
Different superscripts in the same rows differ significantly (P < 0.05).  
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Assessment of membrane and acrosome integrity by flow cytometry 
Percentage of membrane and acrosome integrity of frozen-thawed sperm analyzed by flow cytometry 

is summarized in Table2. There were no significant differences among antibiotic sources (GTLS vs GTLSsS4) 
in percentages of sperm with membrane-acrosome intact, membrane damage -acrosome intact and membrane-
acrosome  damage.  

 

Table 2. Percentages (mean ± SD) of membrane and acrosomal status of bull sperm following freezing and 
thawing in egg yolk Tris containing either GTLS or GTLSsS4. 
 

Parameters No. of bull GTLS GTLSsS4  
Membrane-acrosome 
intact 

20 53.0 ± 10.0  54.2 ± 9.7 

Membrane damage -
acrosome intact 

20     23.4 ± 7.9 21.8 ± 5.5 

Membrane-acrosome  
damage 

20    23.7 ± 10.0 24.0 ±  7.7 

GTLS: cell culture grade antibiotics; GTLSsS4: injectable grade antibiotics 
No significant differences in percentages of membrane and acrosomal status of bull sperm among antibiotic groups (P > 
0.05). 

Artificial insemination and calving rate 
Number of cow inseminated with sperm from each six bulls frozen in extender containing either GTLS or 
GTLSsS4 and calving rate are summarized in Table 3. A total of 2,705 cows were inseminated, 1260 and 
1,445 cows were inseminated with sperm treated with GTLS and GTLSsS4, respectively. There were no 
significant differences in calving rates following AI with sperm derived from Bulls 1 to 5 (B1 to B5) frozen in 
extender containing either GTLS or GTLSsS4. By contrast, calving rate produced by Bull 6 (B6) showed 
significantly higher (P<0.05) in GTLS group than that in GTLSsS4 group (62.6 vs 54.5). 
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Table 3. Calving rates following AI with bull sperm cryopreserved in egg yolk Tris containing either GTLS 
or GTLSsS4. 

 GTLS: cell culture grade antibiotics; GTLSsS4: injectable grade antibiotics 

GTLS GTLSsS4Bulls 
  No. of cow Calving rate (%)   No. of cow Calving rate (%) 

B1 226 48.7 a 238 46.6 a

B2 167 52.1 a 263 49.8 a

B3 224 48.7 a 228 50.4 a

B4 229 53.3 a 241 54.4 a

B5 243 44.0 a 240 46.6 a

B6 171 62.6 a 235 54.5 b

Total 1260 51.6 ± 6.3 1,445 49.8 ± 3.9 

Different superscripts in the same rows differ significantly (P < 0.05).  
 

DISCUSSION 
 
 A number of microorganisms can be found either in fresh ejaculated semen or frozen semen that 
contaminated during the procedures of semen freezing. Moreover, bacterial contamination is also present in 
the yolks of fresh eggs (Bousseau et al., 1998). Therefore, there is a need to add antibiotics in semen extender 
to prevent microbial contamination. The present study showed that injectable grade antibiotics (GTLSsS4) can 
be successfully used to prevent bacterial contamination without decreasing semen quality and fertilizing 
ability of frozen semen comparable to cell culture grade ones (GTLS). These findings have a benefit for 
reducing the cost of frozen semen production due to injectable grade antibiotics were cheaper thancell culture 
grade ones.   

To reduce the risk of semen donors from microbial contamination, all semen donors in the Semen 
Production Centre have to carefully checked and free from IBR and BVD. Furthermore, prepuce washing 
before semen collection decreased bacterial contamination such as Campylobacter fetus, Trichomonas or 
ureaplasma (Chanarthinat et a., 1997; Rattanapaskorn et al., 1996). The antibiotic combination (gentamicin, 
tylosin and Linco-Spectin: GTLS) used in this study was effective in controlling microorganisms and was not 
detrimental to seminal quality (progressive motility and acrosomal integrity), which agrees with previous 
study (Lorton et al., 1988a). Field fertility (nonreturn rate) studies were performed to evaluate bovine semen 
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processed for freezing using the antibiotics (GTLS). The results indicated no significant effect on seminal 
quality as measured by field fertility under the conditions of these experiments using heated whole milk or 
egg yolk-sodium citrate seminal extenders (Lorton et al., 1988b). The combination of gentamicin, tylosin, and 
Linco-Spectin® can be safely used in bull semen to control specific contaminating organisms and is being 
adopted by the artificial breeding industry (Ahmad et al., 1987). It has been reported that gentamicin was 
harmless to motility and acrosomal status of frozen-thawed bull sperm, by contrast, it appeared to reduce 
fertility of bull semen in a field trial (Ahmad et al., 1987; Ahmad and Foote, 1986). Tylosin is effective 
against mycoplasma and ureaplasma in bovine semen (Truscott and Abreo, 1978), addition of this antibiotic to 
processed bull semen may be useful to inhibit these potential semen contaminants. Moreover, motility and 
fertility of tylosin-treated bull sperm was comparable with fertility of control semen (Ahmad et al., 1987; 
Foote and Berndtn, 1976). Linco-Spectin® has been reported successfully used in bull semen as an 
antimycoplasma agent without affecting sperm motility or fertility (Ahmad et al., 1987). 

Injectable grade antibiotics did not affect percentages of motility, plasma and acrosomal membranes 
of frozen-thawed sperm as compared to cell culture grade ones. Furthermore, differences grade of antibiotics 
did not affect calving rates following AI. Sperm is complex cell, which need to possess many attributes 
(motility, an intact acrosome, ability to bind to the zona pellucida, ability to bind to the oolemma, etc.) in 
order to fertilize an oocyte.  A number of motile sperm cells are required for enhancing the fertilizing ability 
of frozen-thawed semen, sperm may be infertile due to a lack of motility. High fertility sperm after freezing 
and thawing must has an intact and competent plasma membrane which easily to rupture during the 
freeze/thaw cycle causes intracellular ice formation (Steponkus et al.,1983), a major cause of cell death during 
cryopreservation (Mazur, 1977). High fertilizing sperm must maintain an intact acrosome up to the time it 
binds to the zona pellucida of the oocyte and undergoes the acrosome reaction, which releases the acrosomal 
enzymes permitting the sperm to digest a hole through the zona pellucida, thereby allowing the spermatozoa 
access to the oolemma (Yanagimachi, 1981). In conclusion, injectable grade antibiotics which cheaper than 
cell culture grade can be successfully used to produce frozen semen without affect the semen quality and 
fertility of bull sperm. These succeed can be used in AI industry.   
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การสํารวจระดับแอนตีบอดีตอโรคคลามัยเดียในโคเขต 1 

พรรณพิไล เสกสิทธิ์1  และ  อรุณ  จันทรกระจาง2   

 

บทคัดยอ 
 

 ศึกษาระดับแอนติบอดีตอโรคคลามัยเดียในโคเพศเมยีจํานวน 1672 ตัวจากฟารมเกษตรกรในจงัหวัด

สระบุรีและลพบุรี 167 ฟารม และโคเพศผูที่เลี้ยงไวเปนพอพนัธุจาํนวน 74 ตัวโดยการตรวจจากซีร่ัมดวยวธิี 

ELISA โดยโคเพศเมียที่ศึกษามีประวัติเคยแทงลกูจํานวน 86 ตัว (6.63%) ผสมติดยากและมีประวัติการผสม

ซ้ําเกนิ 5 คร้ังจํานวน 327 ตัว (25.19%) การวเิคราะหระดับแอนติบอดีตอโรคคลามัยเดียใชชุดตรวจโรคคลา

มัยเดียในโคชนิดสําเร็จรูป (Chlamydia antibody test kit –EVL diagnostic division) อานผลจากการวัดแสง

เทียบกับน้าํยามาตรฐานบวก และลบ ผลการวิเคราะหไมพบโคตัวใดที่ใหผลบวก แสดงวาในโคกลุมศึกษาไม

เคยเปนโรคคลามัยเดีย ปญหาการผสมพันธุที่เกิดขึ้นอาจจะเกิดจากสาเหตุอ่ืน 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

  

คําสําคัญ: แอนติบอดี คลามัยเดีย โค  
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Survey for antibody to Chlaydia psittaci in Cattle in Livestock  Region 1 

Panpilai  Sekasiddhi 1* and  Arun Chankrachang2

 

ABSTRACT 
 

 Serum samples of 1,672 heifers and cows from 167 farms in Saraburi and Lopburi provinces and 74 
young bulls in Saraburi AI and Technology Research Center were examined for chlamydial antibodies using 
ELISA technique. From the data eighty six cows of this  group (6.63%) were  aborted and 327 cows (25.19%) 
were inseminated more than 5 times. Results from ELISA ( Chlamydia antibody test kit –EVL diagnostic 
division) were all negative. We concluded that all of these cattle were free from chlamydiosis. Breeding 
problems in these cows might be other causative agants 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords : antibody,   Chlamydia ,cattle 
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บทนํา 

 ปญหาการผสมติดยาก ผสมซ้ําหลายครั้ง ตลอดจนการผสมติดแตแทงลูกเปนปญหาที่ผูเล้ียงโคมักจะ

ประสบอยูเสมอ โรคติดตอทางการสืบพันธุโรคหนึ่งที่อาจจะมองขามคือโรคคลามัยเดียซึ่งเกิดจากเชื้อ 

แบคทีเรียคือ Chlamydia spp. ถึงแมวายังไมเคยมีรายงานการเกิดโรคนี้ในโคในไทย แตโรคนี้ก็มีความสําคัญ

ตอสุขภาพของสัตวตลอดจนการสืบพันธุ นาที่จะทําการสํารวจโรคนี้โดยเฉพาะในฟารมที่มีแมโคมีประวัติแทง

ลูก มีปญหาผสมไมติด ผสมซํ้าหลายครั้ง โรคนี้อาจติดจากสัตวปก โคปวยจะมีน้ํามูก น้ําตาไหล ทองเสีย และ

เปนสาเหตุของการแทงลูกในโค เชื้อเปนสาเหตุของการติดเชื้อในระบบหายใจอยางเฉียบพลัน หลอดลมอักเสบ 

ปอดบวม เตานมอักเสบ แทงลูก ลําไสอักเสบ ทองเสีย สมองอักเสบ (Fukushi and Hirai, 1992) และเปนโรค

สัตวติดคน (Bazala and Renda, 1992) นอกจากนี้ในสัตวที่เปนพอพันธุก็อาจจะเกิดโรคไดและสามารถปลอย

เชื้อลงในน้ําเชื้อ (Teankum et al., 2007)  วัตถุประสงคของการศึกษาครั้งนี้เพื่อสํารวจหาระดับแอนติบอดีตอ

โรคคลามัยเดียในลูกโค โคสาว และโคที่มีปญหาผสมซ้ําหลายครั้ง หรือเคยมีประวัติแทงลูกในฟารมโคที่เลี้ยง

อยูในจังหวัดสระบุรีและลพบุรีซึ่งเปนแหลงที่มีการเลี้ยงโคหนาแนนสวนหนึ่งของประเทศและโคเพศผูวัยรุน 

(young bull) ที่เลี้ยงไวในศูนยวิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี สําหรับเปนพอพันธุผสมเทียม  
 

อุปกรณและวิธีการ 

 
 วิธีการดําเนินการวิจัย  

ทําการสํารวจขอมูลแมโค ที่มีปญหาผสมซ้ําหลายครั้ง หรือเคยมีประวัติแทงลูก จํานวน 167 ฟารมใน

จังหวัดสระบุรีและลพบุรี เก็บตัวอยางเลือดจากโคทุกตัวในฟารมจํานวน 1672 ตัว เก็บขอมูลการผสมพนัธุในโค

แตละตัว และเก็บตัวอยางเลือดโคเพศผู (young sire) ที่เล้ียงที่ศูนยวิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพ

สระบุรี จํานวน 74 ตัว ปนแยกเก็บซีร่ัมและเก็บรักษาไวในอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จนกวาจะนํามา

ตรวจหาระดับแอนติบอดีตอโรคคลามัยเดียดวยวิธี ELISA โดยใชชุดตรวจสอบสําเร็จรูป(Chlamydia antibody 

test kit –EVL Diagnostic division) และอานผลการเกิดปฏิกิริยาโดยการวัดแสง(Absorbance)ที่ความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตร โดยมีน้ํายามาตรฐานบวกและลบเปนตัวเทียบสี  โดยคาน้ํายามาตรฐานบวกจะตองมีคา 

O.D. สูงกวา 0.400 และตัวอยางที่ใหผลบวกจะตองมีคา O.D. สูงกวาคา น้ํายามาตรฐานลบ สูงกวา 3 เทา 
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ผลการทดลอง 
 

 จากประวัติโคที่ศึกษาพบวา จํานวนแมโค 1298 ตัวเคยแทงลูกจํานวน 86 ตัว (6.63%) การแทงลูกอยู
ในชวง 3 เดือนแรก (first trimester) มีจํานวน 11 ตัว แทงในชวงกลาง (second trimester หรือ ชวงเดือนที่ 4-
6) จํานวน 12 ตัว และแทงในชวงทาย (เดือนที่ 7 จนถึงคลอด) จํานวน 10 ตัว มีลูกตายหลังคลอด 26 ตัว โคที่
มีปญหาผสมติดยากผสมซ้ําเกินกวา 5 คร้ัง จํานวน 327 ตัว (25.19%) ซ่ึงเปนโคที่มีปญหาผสมซ้ําและแทงลูก
ดวยจํานวน 17 ตัว  

การตรวจวัดผลปฏิกิริยาแอนติบอดีตอโรคคลามัยเดียในโคที่สํารวจทั้งหมดใหผลลบ  แสดงวาไมมี
สภาวะของโรคคลามัยเดียในโคในฟารมที่สํารวจและกลุมโคเพศผูที่เปน young sire ตามตารางที่ 1 

ตารางที่ 1 ผลของปฏิกิริยาแอนติบอดีตอโรคคลามัยเดียจากการใชชุดตรวจสําเร็จรูป 

ชนิดของโค จํานวน คา O.D. 
ของ +ve 
control 

คา O.D. 
ของ    -ve 
control 

คา O.D. 
ของ 

ตัวอยาง 

ผลการ
วิเคราะห
ตัวอยาง 

ลูกโค 131 1.152 0.310 0.308-0.406 ใหผลลบ 

โครุน 243 1.062 0.333 0.320-0.476 ใหผลลบ 

แมโค 1298 1.086 0.339 0.337-0.555 ใหผลลบ 

เคยแทงลูก 26     
ลูกตายหลัง
คลอด 

327     

ผสมติดยาก 
ผสมซํ้าเกิน 5 

คร้ัง 

327     

โคผู 74 1.022 0.340 0.332-0.433 ใหผลลบ 

รวม 1746    ใหผลลบ 
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วิจารณ 

 

 ถึงแมวาการศึกษาครั้งนี้จะไมพบโคที่ใหผลบวกตอโรคคลามัยเดีย แตโรคนี้เคยเกิดแบบ outbreak ใน
ประเทศญี่ปุน (Nabeya et al., 1991) Cavirani et al. (2001) พบ seroprevalence ของ Chlamydia psittaci ทั่ว
ประเทศอิตาลี Norton et al (1989) พบปญหาการแทงลูกที่เกิดจาก Chlamydia psittaci 3.1%  Lisak et al 
(1989) พบ 7.1% และ Sachse and Grossmann (2002) พบการเกิดโรคในประเทศเยอรมัน เชื้อคลามัยเดียเปน
เชื้อที่พบไดใน โค มา แมว  สุกร (Ulrike et al., 2004)    และแกะ (Travnicek et al , 2001) Griffiths et al 
(1995) พบวาโคติดจากแกะในฟารมที่มีการเลี้ยงสัตวสองขนิดรวมกันKatoch et al. (2003) พบผลบวกตอ
โรคคลามัยเดียใน normal yaks การตรวจกรองปญหาการแทงลูกซึ่งเปนปญหาที่เกิดจากสาเหตุตางๆหลาย
ประการนั้น นอกจากจะตรวจโรคเชน BHV ,  BVD , Leptospira hardjo แลวก็ควรตรวจ Chlamydia psittaci
ดวย (Akkermanns and Kreeft, 1992) แตเนื่องจากการศึกษาในภาพรวมทั้งหมดตองใชงบประมาณสูง จึงมี
วัตถุประสงคที่จะศึกษาเฉพาะโรคคลามัยเดียเนื่องจากโรคนี้โคอาจจะติดเชื้อมาจากนก ซ่ึงสภาพการเลี้ยงใน
ฟารม นอกจากการเลี้ยงสุนัขที่อาจจะเดินหรือนอนอยูตามคอกสัตวแลว ยังมีการเลี้ยงไกซ่ึงเดินไปตามราง
อาหาร หรือแปลงหญา นอกจากนี้ก็มีนกบินเกาะตามตนไม หรือนกกระจอกที่หาอาหารตามรางอาหาร แต 

 การติดเชื้อในสัตวเคี้ยวเอื้องมักจะเปน serovar 1 (omp I type Chlamydia psittaci B 577) ทําใหเกิด 
enteritis , seminal vesiculitis โคทองแทงลูก ซ่ึงเชื้อ Chlamydia psittaci B 577 นี้จะทําใหคนที่อยูใกลชิดกับ
สัตวที่เปนโรคติดโรคได (Kaltenboeck et al., 1997)  โดย McKinlay et al. (1985) พบวามีคนทองที่ติดเชื้อ
คลามัยเดียจากแกะที่แทงลูกแบบ enzootic  เชื้อ Chlamydia trachomatis ซ่ึงเปนสาเหตุที่ทําใหเกิดโรคสตัวตดิ
คนนั้นเปนเชื้อที่อยูในรางกายของคนและสัตวแบบปรสิตไดนาน (Bazala and Renda, 1992) ในโคเชื้อที่เปน
สาเหตุของการแทงแบบ sporadic abortion เกิดการแทงในระยะทายของการตั้งทองในชวงใกลคลอด  (last 
trimester) แตอาจจะเกิดในชวงตนของการตั้งทองก็ได โดยมีวิการที่รกเกิดการหดตัวมีการอักเสบ 
(placentitis) cotyledon และ intercotyledonary area มี exudate สีเหลืองน้ําตาล บางตัวอาจมีปอดบวม และตับ
อักเสบ (hepatitis) รวมดวย (www.merckvetmedmanual.com)  ในพอโคที่ตรวจพบผลบวกจากการตรวจทาง 
serology พบวาไมมีความสัมพันธกับการ shred เชื้อลงในน้ําเชื้อ (Kaufford et al., 2007) 

 ถึงแมวาในการศึกษาครั้งนี้จะไมพบโคที่มีแอนติบอดีตอโรคคลามัยเดีย ผูวิจัยคิดวาควรที่จะเฝาระวัง
โรคนี้ไมใหเกิดเนื่องจาก Wittenbrink et al (1994) พบโคที่ติดเชื้อคลามัยเดียในโคที่เปน repeat breeder และ
มดลูกอักเสบเปนสวนใหญ Cox et al (1998) รายงานการพบเชื้อคลามัยเดียในโคแทงลูกเปนชนิด 
mammalian serovar 1 ซ่ึงไมไดเกิดจากการแพรเชื้อจากนก การสํารวจโรคนาจะใชวิธี ELISA เนื่องจากโคที่
ติดเชื้อคลามัยเดียจะมี Antibody titer ตอ chlamydial genus-specific-LPS-antigen แตในพอพันธุนาจะทําการ
ตรวจในน้ําเชื้อ (Teankum et al, 2007) 

http://www.merckvetmedmanual.com/
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ระดับฮอรโมนในโคที่ไมมีลูกแตใหนม 
พรรณพิไล เสกสิทธิ์1 *   สาทิศ  ธนวัฒนชยั2   จําเนียน เปกเครือ3 

       

บทคัดยอ 
 

ศึกษาระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน คอรติซอล และธัยรอยด (ธัยรอกซินและไตรไอโอโดธัยโรนีน) ทุก 3 

วันเปนระยะเวลา 105 วันในซีร่ัมแมโค(หมายเลข 259) อายุ 15 ปประวัติเคยมีลูกเพียงตัวเดียวเมื่อมีอายุ 3 ป 

แลวไมมีลูกอีกเลยเนื่องจากหลังคลอดไมแสดงอาการเปนสัด ผสมไมติด แตสามารถใหน้ํานมได เปนเวลานาน

กวา 11 ป และมีระยะแหงนมเปนระยะสั้นๆ แลวมีการสรางน้ํานมขึ้นมาใหมไดเอง ในชวงของการศึกษา

สามารถรีดนมไดเฉลี่ยวันละ 6.37 ± 0.76 กิโลกรัม และในโคสาวอายุ 4 ปจํานวน 4 ตัว มีการขยายตัวของเตา

นมกอนการผสมพันธุและบางตัวสามารถปลอยน้ํานมได โคสาวตัวหนึ่งเปนเหลนของแมโคตัวแรก ใหน้ํานม

กอนการตั้งทอง และในระหวางการศึกษาเปนระยะหลังการคลอดลูกได 4 เดือน(ลูกตายหลังคลอด)ใหน้ํานม

เฉลี่ยวันละ 8.71 ±  1.78 กิโลกรัม การวิเคราะหฮอรโมนโดยวิธีเรดิโออิมมูโนเอสเสย  พบวามีโคสาวเพียงตัว

เดียวในกลุมศึกษาที่มีระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนสูงตลอดระยะการศึกษา (5.65 ± 0.37 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

สอดคลองกับประวัติการผสมติด โคตัวอ่ืนๆมีระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนผิดปกติไมเปนรูปแบบของวงจรการ

เปนสัด (noncycling) (คาเฉลี่ยโปรเจสเตอโรนจากแมโคอายุ 15 ป เหลนของโคหมายเลข 259 และโคสาวอีก 2 

ตัวดังนี้ 1.18 ± 0.14 1.87 ± 0.33  3.90 ± 0.48 และ 3.92 ± 0.41 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โคตัวที่ตั้งทองมี

คาเฉลี่ยฮอรโมนคอรติซอลต่ํากวาโคตัวอ่ืนๆ (0.67 ± 0.25 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที่ตัวอื่นมีคาเฉลี่ย 3.40 

± 0.51  6.78  ±1.46  2.09 ± 0.58  และ 7.02 ± 0.67 นาโนกรัม/มิลลิลิตรตามลําดับ)  ระดับฮอรโมนธัยรอกซิน

เฉลี่ยในโคตัวที่ตั้งทองสูงที่สุดคือ 63.26 ± 2.01 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที่ตัวอื่นมีคาเฉลี่ย 19.15 ± 1.67  

32.46 ± 2.12  55.42 ± 5.10  และ 44.47 ± 2.37 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และคาเฉลี่ยฮอรโมนไตรไอโอโดธัยโรนีน

ในโคตัวที่ตั้งทองคือ 1.56  0.27 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในขณะที่ตัวอื่นมีคาเฉลี่ย 1.15 ± 0.04   1.58 ± 0.05   

2.44 ± 0.08 และ 1.33 ± 0.05 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ 

 

คําสําคัญ โปรเจสเตอโรน คอรติซอล ธัยรอยดฮอรโมน โคไมตั้งทอง  การใหนม 
1 สํานกัเทคโนโลยีชวีภาพการผลิตปศุสัตว กรมปศุสัตว อําเภอเมือง จังหวัดปทุมธาน ี12000 

2  สํานักสุขศาสตรสัตวและสุขอนามัยที่ 6 อําเภอเมือง จังหวัดพิษณุโลก 65000 
3  คณะวทิยาศาสตรและเทคโนโลยกีารเกษตร มหาวทิยาลัยราชมงคลลานนา ตําบลบานกราง อําเภอเมือง 

จังหวัดพิษณุโลก65000 
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Hormonal Profile in Non-Calve Milking Cows 
Panpilai  Sekasiddhi1*   Satis  Thanawatchaii2   Jumnian Pegkrue3

 

ABSTRACT 
 

Progesterone, cortisol and thyroid (thyroxine and triiodothyronine)  hormonal profiles of    15 year 
nonpregnant anestrous lactating cow and 4 heads of 4 year heifers were analysed by radioimmunoassay. This 
primiparous cow calved only once (female) when  she was 3 years old .After calving she did not show sign of 
estrus and could not conceive  but she had milk letdown for more than 11 years. Her milkyield during the 
period of hormonal studying was 6.37 ± 0.76 kilograms per day. Her grand- granddaughter and the other 3 
heads of heifer  that were in the same age of 4 years and could develop mammary glands before pregnancy 
were also studied. Some of these heifers had milk letdown before insemination. Her grand-granddaughter 
delivered one female 4 months before  studying and showed a long period of anestrus after calving more than 
17 months. Her milkyield during the period of studying was 8.71 ± 1.78 kilograms per day.  Only one heifer 
conceived after fist insemination while the other 2 heifers showed abnormal of estrous cycle and non-
conceived.  Blood sampling was done 3 days apart during 1 September 2006 – 15 December 2006 (105 days). 
Milk records and A.I. program were investigated till February 2007. Mean ± S.E. of progesterone profile in 
pregnant heifer was 5.65 ±0.37 ng/ml while the 15 year  cow and the other heifers were 1.18 ± 0.14 1.87 ± 
0.33  3.90 ± 0.48 and 3.92 ± 0.41 ng/ml, respectively. Mean of cortisol in the pregnant heifer was less than the 
others (0.67 ± 0.25 vs 3.40 ± 0.51 , 6.78  ±1.46 , 2.09 ± 0.58  and 7.02 ± 0.67 ng/ml,respectively). Thyroxine 
in the pregnant heifer was  63.26 ± 2.01 ng/ml while the others were  19.15 ± 1.67 , 32.46 ± 2.12 , 55.42 ± 
5.10  and 44.47 ± 2.37  ng/ml, respectively. Triiodothyronine were  1.56  0.27 , 1.15 ± 0.04  , 1.58 ± 0.05  , 
2.44 ± 0.08 and 1.33 ± 0.05 ng/ml, respectively. 
 

 

Keywords : progesterone,cortisol,thyroid hormone, nonconceived cattle , lactating 
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บทนํา 
 

   โคนมเปนสัตวที่ใหน้ํานมมากจนสามารถรีดขายทํารายไดใหแกเจาของโค ตามปกติโคจะตองตั้งทอง

และคลอดลูกกอน จึงจะมีการใหน้ํานมหลังคลอดซึ่งจะมี peak หรือมีปริมาณการใหนมในปริมาณสูงในชวง

หลังคลอด แลวจึงลดระดับการใหนมลงจนเขาสูระยะแหงนมหรือดราย (dry) ซึ่งเปนชวงหยุดรีดนมตามปกติ

เพื่อเปนระยะพักกอนการคลอดลูกตัวใหมหรือหลังจากการตั้งทองได 225 วัน (Eissa et al., 1994) โคสวนใหญที่
มีปญหาผสมไมติดหรือ ผสมติดยากเปนระยะเวลายาวนาน มักจะเปนโคที่ไมใหนม สงผลกระทบตอรายไดของ

เจาของ จึงมีนักวิจัยหลายทานคิดหาวิธีการกระตุนหรือเหนี่ยวนําใหโคที่อยูในระยะแหงนมและมีปญหาผสมไม

ติดมีการผลิตน้ํานมออกมา (induce lactation) ดวยการฉีดฮอรโมนเอสตราไดออล และคอรติซอลเปนตัวกระตุน 

(Skarda et al.,1982, Base et al., 1983) หรือสอดฟองน้ําที่มีฮอรโมนเอสตราไดออล 500 มิลลิกรัมผสมกับ   โป

รเจสเตอโรน  1000 มิลลิกรัมเขาชองคลอด (Davis et al., 1983) แลวฉีดเด็กซาเมททาโซน (Fulkerson and 

McDowell, 1975) หรือ         รีเซอรปน reserpine (Collier et al., 1977) สามารถเหนี่ยวนําใหโคสรางน้ํานมขึ้นมา
ได แตมีแมโคที่เลี้ยงอยูในมหาวิทยาลัยราชมงคลลานนา จังหวัดพิษณุโลก ไมเคยผสมติดเลยหลังจากการมีลูก

เพียงตัวเดียวแตสามารถปลอยน้ํานมออกมาไดเปนชวงระยะเวลาที่เปรียบเสมือนการใหนมปกติของโคทั่วไป 

เปนเวลานานนับสิบป  และมีโคสาวจํานวนหนึ่งที่เพิ่งเริ่มเขาสูวัยสาวยังไมตั้งทองแตมีลักษณะเตานมขยายตัว

เหมือนแมโคที่กําลังจะปลอยน้ํานม และบางตัวสามารถปลอยน้ํานมออกมาได เปนความผิดปกติที่แตกตาง

จากโคที่มีปญหาการผสมติดยากทั่วไปที่การใหน้ํานมจะหมดไปเมื่อถึงระยะเวลาหนึ่ง ไมสามารถรีดนมไดอีก 

และแตกตางจากโคสาวปกติทั่วไปที่เตานมจะขยายเมื่อมีการตั้งทองและไมเคยมีรายงานการปลอยน้ํานมในโค

สาว ความผิดปกตินี้นาจะมีผลกระทบมาจากระดับฮอรโมน ในรางกายซึ่งมีผลตอเตานมตลอดจนการใหนม 

การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคที่จะศึกษาการเปลี่ยนแปลงของระดับฮอรโมน โปรเจสเตอโรน ธัยรอยดและคอรติ

ซอลในแมโคที่ไมตกลูกแตสามารถปลอยน้ํานมได และโคสาวที่ยังไมคลอดลูกแตมีลักษณะเหมือนแมโคที่กําลัง

จะปลอยน้ํานมในชวงระยะการเปนสัดเปนเวลา 5 ชวงหรือ 105 วัน 
 

อุปกรณและวิธีการ 
 

      ศึกษาประวัติยอนหลังของแมโคจํานวน 2 ตัวและโคสาวจํานวน 3 ตัวและประวัติปจจุบันจดบันทึกการ

ใหนม ปริมาณน้ํานมที่รีดได (ตารางที่ 1) เก็บตัวอยางเลือดทุก 3 วัน(ตั้งแต 1 กันยายน 2549 ถึง 15 ธันวาคม 

2549)  รวม 33 คร้ังเพื่อใหครอบคลุมถึง 5 ชวงระยะการเปนสัด(21x5=105 วัน) แยกปนเก็บซีร่ัมทันทีที่เลือด

แข็งตัว แชแข็งที่อุณหภูมิ     -20 องศาเซลเซียส กอนการตรวจวิเคราะหฮอรโมนโปรเจสเตอโรน ธัยรอยด(ธัย

รอกซิน T4 และไตรไอโอโดธัยโรนีน T3) และคอรติซอลโดยวิธีเรดิโออิมมูโนเอสเสยใชชุดตรวจสอบฮอรโมน

สําเร็จรูป R โดยทําการ validate ชุดตรวจสอบโดยการทดสอบความจําเพาะของเอสเสยโดยวิธี serial dilution 
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หาความแมนยําในการทําเอสเสย (precision)โดยความแมนยําระหวางการทําเอสเสยคร้ังนี้ (intraassay)มีคา

สัมประสิทธิ์แหงการกระจาย (CV)ใน  R   Adaltis Italia S.p.A. ฮอรโมนแตละชนิดตามลําดับดังนี้ 2.48% 1.18% 

4.73% และ3.22%  และความแมนยําระหวางการทําเอสเสยแตละครั้ง (interassay)มีคาสัมประสิทธิ์แหงการ

กระจายในฮอรโมนแตละชนิดตามลําดับดังนี้ 9.35% 7.5% 5%และ 6.07% วิเคราะหรูปแบบการเปลี่ยนแปลง
ของระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน ธัยรอยดและคอรติซอลในโคแตละตัวตลอดระยะการศึกษา 

 
ตารางที่ 1 ประวัติโคที่ศึกษาแบบยอนหลังและประวัติปจจุบัน 
ห ม า ย 

เลขโค 

วันเกิด อายุ * หมายเลขพอแม 

สายเลือดพันธุ 

ประวัติการผสม

พันธุ 

ประวัติการคลอด

ลูก 

ประวัติการใหนม 

ป พ.ศ.            ก.ก. 

259 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1  เ ม . ย .
2536 

15 ป 
8 เดือน 

 พอ 75% HF 
แม หมายเลข170  

ไมมีอาการเปน
สัดหลังคลอดไม
เคยผสมติดอีกเลย 
แตสามารถตรวจ
การเปนสัดตัวอื่น
ได 

คลอดลูกวันที่  1 
ก.ค. 2539 เปนตัว
เ มี ย   
หมายเลข 291  

2539-2540     4517.0  
   2541           1440.9 
   2542           2125.8 
   2543           3126.6 
   2544           2518.4 
   2545           2721.2 
   2546           2210.2 
   2547           2508.2 
   2548           3669.0 
   2549           2372.7 
   2550           1420.8 
สามารถใหน้ํานมไดตลอด 
จะหยุดรี ดประมาณ  1 -2 
เดือนเมื่อน้ํ านมเริ่มลดลง 
จากนั้นจะมีการสรางน้ํานม
ขึ้นมาอีก 

376 

 

3  มี . ค . 

2547 

4 ป 9 

เดือน 

พอ 87TH 197 

แม หมายเลข330  

ย า ย  หม าย เ ล ข

2 9 1 ( เ ป น ลู ก ตั ว

เ ดี ย ว ข อ ง โ ค

หมายเลข259) 

15/8/48 

27/10/50 

11/2/51 

เปนแม โคที่ เคย

ใ ห ลู ก 1ตั ว (ตั ว

เ มี ย ) เ มื่ อ

18/5/2549 

แตลูกตาย 

เมื่ อ เ ริ่ ม เปนสาว เต านม

ขยายกอนการผสมมีการ

สรางน้ํานมออกมา ตองรีด

ทิ้ง  

 

หลังคลอดเริ่มรีดนมตั้งแต

18 /5 /49ถึ งป  2550  ได 

4212.3 ก.ก.. 

 



Journal  of  Biotechnology in Livestock  Production 
Vol. 4  ;  No. 1  ;  June  2009 

 

  64

ตารางที่ 1 (ตอ) ประวัติโคที่ศึกษาแบบยอนหลังและประวัติปจจุบัน 
ห ม า ย 

เลขโค 

วันเกิด อายุ * หมายเลขพอแม 

สายเลือดพันธุ 

ประวัติการผสม

พันธุ 

ประวัติการคลอด

ลูก 

ประวัติการใหนม 

ป พ.ศ.            ก.ก. 

376 

 

3  มี . ค . 

2547 

4 ป 9 

เดือน 

พอ 87TH 197 

แม หมายเลข330  

ย า ย  หม าย เ ล ข

2 9 1 ( เ ป น ลู ก ตั ว

เ ดี ย ว ข อ ง โ ค

หมายเลข259) 

15/8/48 

27/10/50 

11/2/51 

เปนแม โคที่ เคย

ใ ห ลู ก 1ตั ว (ตั ว

เ มี ย ) เ มื่ อ

18/5/2549 

แตลูกตาย 

เมื่ อ เ ริ่ ม เปนสาว เต านม

ขยายกอนการผสมมีการ

สรางน้ํานมออกมา ตองรีด

ทิ้ง  

 

หลังคลอดเริ่มรีดนมตั้งแต

18 /5 /49ถึ งป  2550  ได 

4212.3 ก.ก.. 

374 

 

2  ก . พ .

2547 

4 ป  1 0 

เดือน 

พอ SwPC 

แม หมายเลข346 

9/8/49, 

4/12/49, 

5/1/50, 

1/10/50, 

19/4/51, 

7/6/51 

เป น โคสาว  ยั ง

ผสมไมติดยังไม

ตั้งทอง 

ยั ง ไม ได รีดนม  แต มีการ

ขยายตัวของเตานมตั้งแต

กันยายน 2549 

378  26 เม.ย. 

2547 

4 ป 8 

เดือน 

พอ 87TH197 

แม หมายเลข335 

5/10/49, 

17/7/50, 

29/3/51 

เปนโคสาว ยังไม

ตั้งทอง 

เตานมขยายตั้งแตกันยายน 

2549 เริ่มรีดนมไดตั้ งแต

ก.ค.50 ถึงก.พ.51 ได 1415 

ก.ก.โดยที่ในแตละเดือนรีด

ไดดังนี้165.8 ก.ก. 189.6 

ก .ก .  177.6 ก .ก .  177.4 

ก.ก. 180.6 ก.ก.  176.8

ก .ก .  189.0 ก .ก .  158.2 

ก.ก.  

381 9  ก . ค . 

2547 

4  ป  5 

เดือน 

พอ 89TH197 

แม  หมายเลข274 

24/8/49 ผสมติด เปนโคสาว กําลัง

ตั้งทองขณะเก็บ

ซีร่ัม 

มีการขยายตัวของเตานม

ตั้งแตกันยายน 2549  ไมมี

ประวัติการใหนมเนื่องจาก

โคตายเมื่อวันที่  13/7/50 

 

* นับจนถงึเดอืนธันวาคม 2551 
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ผล 

 

การศึกษาประวัติ  

โคหมายเลข 259 เปนแมโคที่เคยมีลูกเพียงตัวเดียวเมื่อปพ.ศ. 2539 ไมแสดงอาการเปนสัดและผสมไม
ติดจนถึงปจจุบัน มีลักษณะการหยอนตัวของ sacrosciatic ligament ทําใหโคนหางมีลักษณะเปนแอง สามารถ
ปลอยน้ํานมทุกวันในบางชวงเชนในระหวางเดือนมกราคม 2549-มีนาคม 2549 สามารถรีดน้ํานมไดในชวงเย็น 
ในกลางเดือนมีนาคม 2549 สามารถใหน้ํานมทั้งมื้อเชาและมื้อเย็น ปริมาณการใหนมในแตละมื้อประมาณ 2.2-
3.8 ก.ก. (รูปที่ 1) ในระหวางการศึกษา (1 ก.ย. 2549-15 ธ.ค. 2549) ใหนมเฉลี่ยวันละ 6.37 ก.ก. 

 โคหมายเลข 376 มีความสัมพันธกับโคหมายเลข 259 ในฐานะเปนเหลน เปนแมโคที่มีการขยายตัวของ
เตานมเมื่อเร่ิมเปนสาวกอนที่จะมีการผสมพันธุ มีการสรางน้ํานมออกมา ตองรีดทิ้ง ประวัติการผสมเทียม
ในขณะเปนโคสาว สามารถผสมครั้งเดียวติดตั้งทอง มีระยะหางหลังการคลอดถึง การผสม (interval to  first 
A.I.) นานถึง 1 ป 5 เดือน และผสมซ้ําในครั้งที่ 2 หางจากการผสมครั้งแรก 1 ป 2 เดือน ประวัติการใหนมตามรูป
ที่ 2 ในระหวางการศึกษา (1 ก.ย. 2549-15 ธ.ค. 2549) ใหนมเฉลี่ยวันละ 8.96 ก.ก. 

 โคหมายเลข 374  378 และ 381 เปนโคสาวที่มีการขยายตัวของเตานมกอนการคลอดลูก  โคหมายเลข  
381 เปนโคสาวที่กําลังตั้งทองจากการผสมเพียงครั้งเดียว (first insemination conception)  

259
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         รูปที ่1 ปริมาณน้าํนมที่รีดไดในแตละวันของโคหมายเลข 259 ในระหวางการเก็บตัวอยางเลอืด 
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         รูปที ่2 ปริมาณน้าํนมที่รีดไดในแตละวันของโคหมายเลข 376 ในระหวางการเก็บตัวอยางเลอืด 

 

การศึกษาระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน 

 โคหมายเลข 259 เปนโคที่มีความผิดปกติทางดานรังไข เนื่องจากไมมีการสรางฟอลลิเคิล โคจึงไมเปน

สัดระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนมีรูปแบบที่ผิดปกติ (รูปที่ 3) คือไมลงต่ําถึงระดับต่ํากวา 0.2 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร ซึ่งเปนความเขมขนของโปรเจสเตอโรนในระยะเปนสัด ระดับของโปรเจสเตอโรนเฉลี่ยตลอดระยะ

การศึกษา(mean ±S.E.) 1.18 ± 0.14 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ( 0.22 – 3.17 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 

โคหมายเลข  376  มีระดับโปรเจสเตอโรนต่ําในชวงเดือนแรกที่ศึกษา คือมีคาเฉลี่ย 0.42  ±0.07 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร จากนั้นมีการเพิ่มระดับโปรเจสเตอโรนเปน 2.98 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในชวงสั้นๆแลวกลับมาอยู

ที่ 0.2-0.5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร นานกวา 21 วันแลวเพิ่มเปน 3.5-4.5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร เพียง 6 วัน ซึ่งไมใช

ลักษณะของการเจริญที่ปกติของคอรปสลูเทียม ระดับโปรเจสเตอโรนเฉลี่ยตลอดการศึกษา 0.87 ± 0.33 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร 

โคหมายเลข 374 และ378 มีความคลายกันคือระดับโปรเจสเตอโรนอยูในระดับสูงนานกวา 1 เดือน 

(เฉลี่ยตลอดระยะการศึกษา 3.90 ± 0.48 และ 3.92 ± 0.41นาโนกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ) เปนลักษณะของ

การเกิดคอรปสลูเทียมคาง (persistent corpus luteum) หรือ prolonged luteal phase ไมกลับเปนสัดทุก 21 

วันตามวงจรปกติ 

โคหมายเลข 381 ซึ่งเปนโคตั้งทอง มีระดับโปรเจสเตอโรนอยูในระดับสูงตลอดระยะการศึกษา เฉลี่ย 

5.65 ± 0.37 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 
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รูปที่ 3 ระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในโคแตละตัวที่เก็บทุก 3 วนัตั้งแตวันที่ 1 กันยายนถึง 15 ธนัวาคม 2549 

 
การศึกษาระดับฮอรโมนคอรติซอล 
 ตามรูปที่ 4 โคหมายเลข 259 มีระดับคอรติซอลเฉลี่ยตลอดระยะการศึกษา 3.40 ± 0.51 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร(0-10.2 นาโนกรัม/มิลลิลิตร)โคหมายเลข 376มีระดับคอรติซอลโดยเฉลี่ย 6.78 ± 1.46 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร (0-46.38 นาโนกรัม/มิลลิลิตร โคหมายเลข 374 และ 378 มีคาเฉลี่ย 2.09 ± 0.58 และ 7.02 ±0.67 

นาโนกรัม/มิลลิลิลิตร (0-14.02 และ 0-14.14 นาโนกรัม/มิลลิลิลิตร ตามลําดับ)ในขณะที่ โคหมายเลข 381 ซึ่ง

ตั้งทองมีระดับคอรติซอลต่ํากวาโคทุกตัวคือเฉลี่ย 0.67 ± 0.25 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (0-6.96 นาโนกรัม/

มิลลิลิลิตร) 
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รูปที่ 4 ปริมาณฮอรโมนคอรติซอลทุก 3 วันในโคแตละตัวตั้งแตวันที่ 1 กันยายนถึง 15 ธันวาคม 2549 

 
การศึกษาระดับฮอรโมนธยัรอกซิน 
 ตามรูปที่ 5 โคหมายเลข 259 มีระดับฮอรโมนธัยรอกซินขึ้นๆลงๆแบบ pulsatile คาเฉลี่ยตลอดระยะ

การศีกษา 19.15 ± 1.67 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ( 7.07 -38.03 นาโนกรัม/มิลลิลิตร)  โคหมายเลข 376 มีคาเฉลี่ย 

32.46 ± 2.12 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (11.38-60.04 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) ในขณะที่โคหมายเลข 374 และ 378 มี

คาเฉลี่ยของธัยรอกซินสูงถึง 55.42 ± 5.10 และ 44.47 ± 2.37 นาโนกรัม/มิลลิลิตร (27.20-195.78 และ 

13.96-89.70 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ตามลําดับ)โคหมายเลข 374 มีระดับธัยรอกซินสูงสุด 165.57 นาโนกรัม

ในชวงที่มีระดับโปรเจสเตอโรนต่ําลงใกลถึงระยะการเปนสัดคือ 0.67 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และมีระดับคอรติ

ซอล 14.01 นาโนกรัม/มิลลิลิตร โคสาวตั้งทองหรือหมายเลข 381 มีระดับธัยรอกซินสูงที่สุดคือ 63.26 ± 2.01 

นาโนกรัม/มิลลิลิตร(47.38 - 95.11 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 
การศึกษาระดับฮอรโมนไตรไอโอโดธยัโรนีน 
 ตามรูปที่ 6 โคหมายเลข 259 มีระดับไตรไอโอโดธัยโรนีนเฉลี่ยตลอดระยะการศึกษา 1.15 ± 0.04 นา

โนกรัม/มิลลิลิตร ( 0.77 - 1.97 นาโนกรัม/มิลลิลิตร โคหมายเลข 376 มีคาเฉลี่ย 1.58 ± 0.05 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร (0.80 - 2.20 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โคหมายเลข 374 มีคาเฉลี่ยสูงกวาโคทุกตัวคือ 2.44 ± 0.08 นาโน

กรัม/มิลลิลิตร (1.66 – 3.87 นาโนกรัม/มิลลิลิตร( โคหมายเลข 378 มีคาเฉลี่ย 1.33 ±  0.05 นาโนกรัม/

 



วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศสุัตว 
ปที่  4  ฉบับที่  1  มิถุนายน  2552 

 

69 

มิลลิลิตร (0.45 – 2.05 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) โคหมายเลข 381 มีคาเฉลี่ย 1.56 ±  0.04 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

(0.98 – 2.21 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) 
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รูปที่ 5 ปริมาณฮอรโมนธัยรอกซินทกุ 3 วนัในโคแตละตวัตั้งแตวันที ่1 กันยายนถงึ 15 ธันวาคม 2549 
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รูปที่  6 ปริมาณฮอรโมนไครไอโอโดโรนีนทกุ 3 วันในโคแตละตัวตั้งแตวนัที ่1 กนัยายนถงึ 15 ธนัวาคม 2549 
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วิจารณ 
 

 ในโคปกติหลังจากที่มีการตกไข ฟอลลิเคิลจะเจริญไปเปนคอรปสลูเทียม ซึ่งสรางฮอรโมนโปรเจสเตอ

โรน ระดับโปรเจสเตอโรนจะเพิ่มข้ึนจนถึงระยะกึ่งกลางวงจรการเปนสัด (mid cycle) ซึ่งอยูระหวางวันที่ 10-17 

ซึ่งชวงนี้เปนชวงที่ระดับโปรเจสเตอโรนสูงสุด หลังจากนี้คอรปสลูเทียมจะเริ่มเสื่อมสลาย ทําใหระดับโปรเจส

เตอโรนลดต่ําลงอยางรวดเร็วประมาณวันที่ 18 หรือวันที่ 19 (Shearer,2008)จนถึง ต่ํากวา 0.1 นาโนกรัม/

มิลลิลิตรในวันที่ทําการผสมเทียม ในโคที่ผสมติดระดับโปรเจสเตอโรนจะอยูในระดับนี้เปนเวลา 2 วันแลวจึง

เพิ่มระดับเปน 0.2 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ในวันที่ 3โปรเจสเตอโรนจะเพิ่มข้ึนตามลําดับจนถึงวันที่ 15 อยูในชวง 

2.5-3.5 นาโนกรัม/มิลลิลิตร จนถึงระยะตั้งทองที่ 106 วันจึงลดลงเปน 2.2-2.9 นาโนกรัม/มิลลิลิตร จนถึงวันที่ 

180 ของการตั้งทอง จากนั้นระดับโปรเจสเตอโรนจะเพิ่มสูงจนถึง 3.5-3.9 นาโนกรัม/จนถึงระยะแหงนม  

(Eissa et al., 1994)  มีโคเพียงตัวเดียว ที่อยูในระหวางการตั้งทอง(โคหมายเลข 381)มีระดับโปรเจสเตอโรน 

เฉลี่ยเกินกวา 2.0 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ตลอดระยะการศึกษาซึ่งสอดคลองกับระดับโปรเจสเตอโรนในโคตั้งทอง

จากรายงานของ Eissa et al. (1994)และในการศึกษาครั้งกอน (พรรณพิไลและไกรวรรณ  2548)  

ในการศึกษาครั้งนี้เปนการศึกษาระดับของฮอรโมนในโคที่มีความผิดปกติจากการที่สามารถใหนมได

โดยไมตั้งทองและโคสาวที่มีการขยายตัวของเตานมกอนการคลอด ไมไดศึกษาถึงอวัยวะภายในโดยการลวง

ตรวจผานทางทวารหนัก โคที่ศึกษานี้สวนใหญเปนโคที่มีปญหาความไมสมบูรณพันธุ มีวงจรการเปนสัด

ผิดปกติ มีระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนไมเปนรูปแบบปกติ เชน  แมโคหมายเลข 259 ซึ่งเคยมีลูกหนึ่งตัว แลว

ไมเปนสัดอีกเลย และเหลนของมัน (โคหมายเลข 376) เพียงแตโคหมายเลข 376 มีลักษณะของรังไขไมทํางาน 

(inactive ovary) ในชวงระยะสั้นๆ มีการสรางคอรปสลูเทียมในชวงสั้น 6-11 วัน โคสาวหมายเลข 374 และ 

378 มีระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนสูงกอนวันผสมเทียม และหลังวันผสม แสดงวาโคไมไดผสมเทียมในระยะ

การเปนสัดจริง รูปแบบของโปรเจสเตอโรนเปนรูปแบบของการเกิด คอรปสลูเทียมคาง (persistent corpus 

luteum) และไมมีประวัติการผสมอีกเลย  ซึ่ง Roussel et al. (1977) รายงานวาโคที่ไมเปนสัดตามปกติหรือไม

เปนสัด (anestrus) จะมีระดับโปรเจสเตอโรนสูงถึง 3.9 นาโนกรัม/มิลลิลิตร Yoshida and Nakao (2005) 

พบวาในโคที่รีดนมมีการสรางฮอรโมนโปรเจสเตอโรนจากตอมหมวกไต (adrenal cortex) มีผลทําใหระดับโป

รเจสเตอโรนเพิ่มสูงขึ้นมาไดและสงผลกระทบตอการเปนสัด Hommeida et al. (2004) รายงานวาหากโคมี

รูปแบบของระดับโปรเจสเตอโรนที่ปกติจะผสมติดดีกวาโคที่มีรูปแบบโปรเจสเตอโรนผิดปกติ Petersson et al. 

(2006) พบวาโคหลังคลอด 56 วัน มีระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน ที่แสดงถึงการทํางานของรังไขปกติเพียง 

15.6% โคที่มีปญหาไดแกรังไขหยุดการสรางไขจํานวน  6.6% และโคที่มีการ prolonged luteal phase จํานวน 

7.3% ซึ่งเปนปญหาของการผสมพันธุ Macmillan (2002) พบวาโคที่มีปญหาดาน infertility ในนิวซีแลนดมัก

เปนพวกที่ไมตกไขและไมเปนสัดหลังการคลอด (postpartum anovulaory anoestrus หรือ AA) ซึ่งเกิดจาก

พันธุ พันธุกรรม คะแนนความสมบูรณของรางกาย(BSC) การจัดการ และฤดูกาล ในโคหมายเลข 259 และ 
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376 มีความสัมพันธกัน จึงอาจจะเปนไดที่มีการถายทอดลักษณะทางพันธุกรรม Peterson et al. (2006) พบวา

รอยละ 15.6 ของโคพันธุ Swedish Holstein มีปญหาดาน delayed onset of cyclicity หลังคลอดนานถึง 56 

วันมีระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนต่ํา และพบโคที่เปน prolonged luteal phase 7.3%  Shrestha et al. 

(2004) พบโคหลังคลอดมี luteal activity ยาวนานกวา 20 วัน ไมมีการตกไขหลังคลอดนานกวา 45 วัน 13.2%  

และ Leyva-Ocariz et al. (1996) พบวาความเขมขนของฮอรโมนคอรติซอลมีผลลดการหลั่งของฮอรโมนโป

รเจสเตอโรนทําใหเกิดผล infertility ในโคโดยเฉพาะในชวงฤดูแลง  

อยางไรก็ตามการเกิดความผิดปกติดานการใหนมโดยที่โคไมมีการคลอดลูก นับวาเปนความผิดปกติที่

ไมสามารถสืบคนรายงานผลงานวิจัยที่ตีพิมพแลวได   โคที่ศึกษานี้อาจจะเกิดสภาวะทองเทียม

(pseudopregnancy) ซึ่งไมพบรายงานการเกิดในโค แตมีรายงานการเกิดในสุนัขบอยกวาสัตวชนิดอื่น( 

Gobello et al.,2001) โดยในสุนัขจะมีเตานมขยาย เมื่อบีบเตานมจะมีน้ํานมไหลออกมา รอยละ 78.6 มีเตานม

ขยาย รอยละ 71.4 มีการหลั่งน้ํานม (Darder et al. , 2005)นอกจากนี้ยังอาจจะเกิดในสุนัขจิ้งจอก (Johnson, 

1980) อาจจะเหนี่ยวนําใหเกิดไดในหนู และกระตาย ในสุกรก็สามารถเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะทองเทียมไดโดย

การใชเอสโตรเจนหลังการเปนสัด 12 วัน และ 16 วัน (Uzumicu et al., 2008) ในกระตายเหนี่ยวนําใหเกิด

สภาวะทองเทียม ดวยการใหเด็กซาเมทธาโซน พบวาเปนตัวการขัดขวางการเกิดเมตาบอลิซึมของเซลลในรังไข

และมดลูกทําใหเกิดความไมสมดุลของฮอรโมน มีการสราง       สเตียรอยด จากตอมอะดรีนอลซึ่งจะขัดขวาง

การสรางไข (oogenesis) และการเจริญของฟอลลิเคิล นอกจากนี้เด็กซาเมทธาโซนยังไปกดการหลั่ง 

(secretory activity)ของ endometrial epithelial cell (Dominik and Maria,2004) โคที่ศึกษามีระดับคอรติ

ซอลอยูในระดับสูง ยกเวนโคหมายเลข 381 ที่อยูในสภาวะการตั้งทอง มีระดับคอรติซอล ต่ํากวาตัวอ่ืน ดังนั้น

โคตัวอื่นจึงเกิดปญหาไมมีการสรางไข  

มีรายงานการวิจัยดานการเหนี่ยวนําใหมีน้ํานม(induce lactation)ในโคที่มีปญหาผสมไมติด ไม

สามารถผลิตน้ํานม (Leenanuruksa et al.,1984) โดยการใชยาเชน การฉีดฮอรโมนเอสโตรเจนรวมกับโปรเจส

เตอโรนเปนเวลา 1-30 วันขึ้นกับสัดสวนของฮอรโมนทั้งสอง ฮอรโมนที่ฉีดจะไปกระตุนตอมน้ํานมทั้ง ductal 

system และ secretory cell เปนระยะที่เรียกวา priming phase ( Fulkerson and McDowell,1974) จากนั้น

จะตองทําใหเขาสูระยะ trigger phase ซึ่งเปนระยะของการหลั่งน้ํานมออกมาจากเตานมที่ develop แลว ซึ่ง

นิยมใช  รีเซอรปน ( Collier et al., 1977)  ปริมาณน้ํานมที่หลั่งออกมาเปน 50-70% ของปริมาณน้ํานมปกติ 

Smith and Schanbecher (1973) ใช สเตียรอยดแทนรีเซอรปนก็ไดผลดี จากการที่ใชฮอรโมนโปรเจสเตอโรน

รวมกับเอสโตรเจน และสเตียรอยด กระตุนใหโคที่อยูในระยะแหงนมสามารถปลอยน้ํานมออกมาได สอดคลอง

กับโคที่ศึกษาซึ่งมีระดับโปรเจสเตอโรนและคอรติซอลอยูในระดับสูง อาจจะเปนไปไดวาการที่โคมีระดับฮฮร

โมนทั้งสองชนิดนี้อยูในระดับสูงเปนผลใหตอมน้ํานมมีการพัฒนาสามารถผลิตน้ํานมออกมาได การกระตุนให

สรางน้ํานมโดยการฉีดฮอรโมนผสมมักเปนสาเหตุโนมนําใหเกิดโรคถุงน้ําในรังไข (Lembowicz et al.,1982)  

การฉีดรีเซอรปนมีผลทําใหโปรแลคตินในกระแสโลหิตเพิ่มข้ึนโดยการยับยั้งฤทธิ์ของโดพามิน (dopamine) ใน 
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hypothalamicpituitary axis  โคจึงสรางน้ํานมออกมาได (available online www.freepatentsonline.com) 

แตเปนที่นาเสียดายที่การศึกษาครั้งนี้ไมสามารถวัดระดับฮอรโมนโปรแลคตินเนื่องจากมีความจํากัดดาน

หองปฏิบัติการเรดิโออิมมูโนเอสเสย 

 Wiltbank et al. (2006) พบวาการสรางน้ํานมในแมโคทําใหมีการเพิ่มเมตาบอลิซึมของสเตียรอยด 

เปนเหตุใหความสมบูรณพันธุลดลง  คาปกติของคอรติซอลในพลาสมา อยูระหวาง 5-10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร 

(Nakao et al., 1994) ซึ่งโคที่ศึกษามีระดับคอรติซอลอยูในเกณฑนี้ ยกเวนโคหมายเลข 376 374 และ 378 ที่มี

ระดับคอรติซอลในบางวันสูงเกินกวา 10 นาโนกรัม/มิลลิลิตร  ฮอรโมนที่สรางมาจากตอมหมวกไต (adrenal 

cortex) เปนฮอรโมนหนึ่งในอีกหลายฮอรโมนที่กระตุนการเจริญของตอมน้ํานม และชวงในการสรางน้ํานม

ในชวงตนของการใหนม ตลอดจนการ maintenance การสรางน้ํานม (Gorewit and Tuckar, 1976) 

ในโคปกติ ฮอรโมนแลคโตเจนในรก (bovine placental lactogen,bPL)เปนตัวกระตุนตอมน้ํานม ทํา

ใหเตานมเจริญในระยะตั้งทอง (Byatt et al., 1997) โดยที่ bPL เปนโปรตีนฮอรโมนสรางจาก trophoblast มี

ความคลายกับ pituitary hormone หรือ somatotropin และ prolactin (Byatt et al., 1992) และหลังการ

คลอดลูกมีกระบวนการสรางน้ํานม ซึ่งเปนอิทธิพลของฮอรโมนอ็อกซิโตซินรวมกับรีแลคซิน แตฮอรโมนทั้งสอง

ชนิดเปนโปรตีนฮอรโมนซึ่งมีความยุงยากจนหองปฏิบัติการของกรมปศุสัตวไมสามารถตรวจวิเคราะหได  

Gorewit (1993) พบวา พบวาในการทดลองฉีด endotoxin ของเชื้อ Escherichia coli เขาเตานมจะกระตุนการ

หลั่งฮอรโมนอ็อกซิโตซินในน้ํานมสูงกวาระดับปกติ 1.5 ถึง 2 เทา  ในโคนมที่ผลิตน้ํานมจนถึงpeak จะมีการลด

ปริมาณการหลั่งน้ํานมลง เนื่องมาจากเกิด apoptotic death ของ mammary epithelial cell หากฉีดเอสโต

รเจนจะชวยกระตุนการสรางน้ํานมเพิ่มข้ึนไดทั้งนี้เนื่องจากเอสโตรเจนชวยควบคุมการเกิด involution ของเตา

นมโค (Dulbecchi and Lacasse,2006) ในโคหมายเลข 259 และ 376 มีการใหนมเปนชวงและมีชวงหยุด

ปลอยนมและมีปริมาณลดลงอาจจะเกิดจาก apoptotic death ของ mammary epithelial cell 

ธัยรอยดฮอรโมน(ธัยรอกซิน T4 และไตรไอโอโดธัยโรนีน T3) มีบทบาทสําคัญในกระบวนการเมตาบอลิ

ซึม เชนอุณหภูมิของรางกาย การเตนของหัวใจ การซอมแซมส่ิงที่สึกหรอ และการผลิตน้ํานม (Webet and 

Walace) ซึ่งมีผลตอการใหนม (Gueorguiev,1999, Akasha et al., 1987) ธัยรอยดฮอรโมนเปน 

galactopoietic กระตุนการหลั่งน้ํานมใหเพิ่มมากขึ้น (Premachandra and Turner, 1962) ในโคที่กําลังใหนม 

ปริมาณน้ํานมมีความสัมพันธเชิงลบกับปริมาณ T4 และ T3 ในกระแสโลหิต เนื่องจากในชวงตนของระยะการ

ใหนม จําเปนตองมีกระบวนการเมตาบอลิซึมในเตานมเพื่อการสรางน้ํานม (Gueorguiev,1999) ในชวงตนของ

การใหนม ระดับ T4 ในซีร่ัมจะตํ่ากวาในชวงทายของการใหนม (50 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และ 55 นาโนกรัม/

มิลลิลิตร ตามลําดับ) ในขณะที่ระดับ T3 อยูในระดับ 1200 – 1300 พิโคกรัม/มิลลิตร(Akrasha et al., 1987) 

โคหมายเลข 259 และ 376 มีระดับ T4 อยูในเกณฑต่ํากวา และเปนโคที่กําลังใหนม ในขณะที่โคสาวอีก 3 ตัวมี

ระดับ T4 สูงกวาระดับการใหน้ํานม  เชนเดียวกันกับ T3 โคสาวทั้งสามมีระดับสูงกวาเกณฑการใหนม  
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วารสารเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศสุัตว 
ปที่  4  ฉบับที่  1  มิถุนายน  2552 

 

73 

สรุป 
 

 ในการศึกษาครั้งนี้ มีโคสาวเพียงตัวเดียวที่มีความสมบูรณพันธุ ผสมติดตั้งทองมีระดับฮอรโมนโปรเจส

เตอโรน คอรติซอลอยูในเกณฑปกติ มี T4 และ T3 อยูในเกณฑสูงกวามาตรฐานของโคที่กําลังใหนม โคตัวอ่ืนมี

ระดับโปรเจสเตอโรนที่ผิดปกติ และระดับคอรติซอลสูงกวาระดับปกติ ซึ่งการที่มีระดับฮอรโมนทั้งสองคือโป

รเจสเตอโรนและคอรติซอลสูงกวาปกตินี้อาจจะเปนสาเหตุโนมนําใหเตานมมีการขยายตัว และบางตัวสามารถ

ปลอยน้ํานมออกมาได  สวนธัยรอยดฮอรโมนเปนฮอรโมนที่มีความสําคัญตอการใหน้ํานม โคสวนใหญมีระดับ

ฮอรโมนทั้งสองคอนขางสูง 
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การผลิตตัวออนโคขาวลําพูนพันธุแทโดยการเก็บเซลลไขจากรังไขผานทาง 
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บทคัดยอ 
 

เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการผลิตตัวออนโคขาวลําพูนพันธุแทโดยใชเทคนิคการปฏิสนธินอก

รางกายรวมกับการเก็บเซลลไขผานทางผนังชองคลอด ใชแมโคขาวลําพูน จํานวน 15 ตัว อายุระหวาง 5-10 ป 

ทําการเก็บเซลลไขโดยการเจาะผานทางผนังชองคลอดหลังจากใหฮอรโมนฟอลลิเคิลสติมมูเลติงแกแมโค 

ดําเนินการเจาะเก็บสัปดาหเวนสัปดาหคราวละ 3-5 ตัว ตัวละ 4-6 คร้ัง พบวา สามารถเจาะเก็บเซลลไขไดรวม 

307 ใบ เลือกเซลลไขเกรด เอ บี และซีบางสวน จํานวน 216 ใบ นําไปเพาะเลี้ยงและปฏิสนธินอกรางกาย ได

อัตราการแบงตัว 44% (88/200) อัตราการเจริญถึงระยะบลาสโตซีสต 27.27% (24/88) เมื่อเทียบกับจํานวนตัว

ออนที่แบงตัว และ 11.11% (24/216) เมื่อเทียบกับจํานวนไขที่นําไปเพาะเลี้ยงหลังการผสม หลังจากทําการ

ฝากตัวออนสด 6 ใบในตัวรับ 3 ตัวซึ่งเปนโคนมพันธุผสมที่เปนสัดธรรมชาติมาแลว 7 วัน พบวาตัวรับต้ังทอง 1 

ตัว และตอมามีลูกเกิด 1 ตัว ผลจากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา มีความเปนไปไดในการผลิตตัวออนโคขาว

ลําพูนจากการปฏิสนธินอกรางกาย โดยใชเซลลไขที่เจาะเก็บจากรังไขผานทางผนังชองคลอด 

 

 

 

 

 

 

 

 

คําสําคัญ: การปฏิสนธินอกรางกาย การเก็บเซลลไขผานผนงัชองคลอด โคขาวลําพูน ตัวออน  
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Abstract 
 
 This study was carried out to explore the potential for production of embryos in Kao 

Lumpoon cattle using ovum pick up (OPU: transvaginal follicle aspiration) and in vitro fertilization 

techniques. A group of 15 cows, between 5 to 10 years of age, were used as oocyte donors. 

Oocyte recovery was performed using OPU, in FSH-stimulated donors, at every 2 weeks during 10-

month intervals. Each donor cows was follicle aspirated for 4-6 sessions. A total of 307 oocytes 

were recovered. Out of the 216 oocytes (A, B and some C grades) were subjected to in vitro 

maturation and in vitro fertilization, 88 reached the 2-4 cell stage at day 2 post-fertilization, with a 

cleavage rate of 40.74% (88/216).  Twenty four blastocysts were obtained at day 7 after culture in 

vitro, with a blastocyst rate of 27.27% and 11.11%, based on the numbers of the cleaved zygotes 

and cultured oocytes, respectively. Six embryos were transferred into 3 recipients at Day 7 post 

natural estrous. One recipient was pregnant and then gave one calf. This study demonstrates that it 

is possible to generate the in vitro blastocyst-stage embryos from Kao Lumpoon cattle, using 

oocytes collected by OPU technique. 
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โคขาวลําพูนเปนโคพันธุพื้นเมืองไทยที่มีถิ่นที่อยูเฉพาะในภาคเหนือของประเทศไทยเทานั้น ซึ่งยังไมมี

การรายงานการพบในประเทศอื่น และจะพบเฉพาะในเขตจังหวัดลําพูนและเชียงใหม โคขาวลําพูนพันธุแทเปน

โคที่มีลักษณะเฉพาะพันธุ คือ มีขนตัว ขนตา และพูหางสีขาว  โดยจมูกและกีบเทามีสีชมพูออน มีรูปรางสูง

ใหญสวยงาม โคขาวลําพูนพันธุแทที่ผานการคัดเลือกลักษณะอยางดีเยี่ยมแลวจะนําไปใชในพิธีพระราชพิธี

จรดพระนังคัลแรกนาขวัญ  ปจจุบันจํานวนโคขาวลําพูนพันธุแทลดลงอยางตอเนื่อง (Yiengvisavakul, 1997) 

เนื่องจากการเลี้ยงเพื่อใชเปนแรงงานลดลง นอกจากนั้นยังมีการผสมขามสายพันธุ คาดวาโคขาวลําพูนพันธุแท

จะมีนอยกวา 1,000 ตัว และกําลังลดจํานวนลงเรื่อยๆ จําเปนตองหาวิธีเพิ่มจํานวนโคขาวลําพูนพันธุแทอยาง

เรงดวนพรอมกับการอนุรักษพันธุกรรม 

เทคโนโลยีเกี่ยวกับการผลิตลูกโคจากการปฏิสนธินอกรางกาย ไดมีการพัฒนาไปอยางมาก   และมี

การนํามาใชอยางแพรหลายทั้งเพื่อการวิจัยการขยายและการปรับปรุงพันธุ (Hasler et al., 1995) การเก็บ

เซลลไข เพื่อนํามาปฏิสนธิกับตัวอสุจิในหองทดลองโดยการเจาะผานทางชองคลอดรวมกับการใชเครื่องอัลตรา

ซาวด (ultrasound-guided transvaginal ovum pick-up: OPU) ไดเร่ิมดําเนินการในสัตว เพื่อลดการบาดเจ็บ

และอันตรายสําหรับสัตว อีกทั้งยังทําซ้ําไดหลายครั้ง มีรายงานการนําเทคโนโลยีดังกลาวมาประยุกตใชเพือ่การ

อนุรักษโคพื้นเมืองประจําถิ่น (Bos indicus) ในประเทศอินเดียโดย Manik และคณะ (2003) ในปจจุบันมี

รายงานวิจัยในประเทศมากขึ้นเกี่ยวกับการผลิตตัวออน โดยใชเทคนิคการปฏิสนธินอกรางกายรวมกับการเก็บ

เซลลไขผานทางชองคลอดโดยไมใชเครื่องอัลตราซาวด ทั้งในโคนมและโคพันธุพื้นเมืองภาคใต อยางไรก็ตาม

ยังไมมีรายงานในโคพันธุขาวลําพูน วัตถุประสงคของการศึกษานี้ เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการผลิตตัวออน

โคขาวลําพูนพันธุแทโดยใชเทคนิคการปฏิสนธินอกรางกาย รวมกับการเก็บเซลลไขผานทางผนังชองคลอด 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

สัตวทดลองและการเตรยีมตัวสัตว 
แมโคขาวลําพนูพนัธุแท อายรุะหวาง 5-10 ป น้าํหนกัประมาณ 250-300 กิโลกรัม จาํนวน 15 ตัว เลี้ยง

ที่ศูนยวิจัยและพัฒนาเทคโนโลยกีารยายฝากตัวออน อ.ปากชอง จ.นครราชสีมา ในโรงเรือนแบบเปด อาหารที่

ใหเปนอาหารอัดเม็ด 1 กก.ตอวัน ใหวนัละมื้อ และหญาแหง 5-7 กก.ตอวัน แบงใหวนัละ 2 มื้อ โคทั้งหมดถกู

ปรับสภาพของรางกายใหสมบูรณกอนเริม่ทําการเกบ็เซลลไขประมาณ 1 เดือน ใชฮอรโมน FSH (Folltropin V, 

Ontario, Canada) กระตุนใหรังไขมีฟอลลเิคิลเจริญพรอมๆ กนัหลายใบ ขนาด 100 มก. ตอตัวโดยแบงฉีดเปน 

2 โดสเทากัน หางกนั 12 ชม.  (สุรจิต และคณะ, 2547) ฉีดฮอรโมนเข็มแรกประมาณ 48 ชม. กอนเจาะ โดย

กอนฉีดเข็มแรกทําการตรวจสอบขนาดฟอลลิเคิล หากพบวามีขนาดเสนผานศูนยกลางมากกวา 1 ซม. หรือที่มี

ขนาดใหญที่สุดใหเจาะทิ้งกอน ดําเนนิการเจาะเก็บเซลลไขหลังฉีดฮอรโมนเข็มสุดทาย 24-36 ชม. ใหยาชาที่

โคนหาง (2% ลิโดเคน) ในอัตราสวน 1 มล. ตอน้ําหนกัโค 100 กก. กอนเจาะเก็บ แมโคแตละตัวถูกนํามาเก็บ
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เซลลไขสัปดาหละ 1 คร้ัง สัปดาหเวนสปัดาห เปนเวลาตอเนื่อง 4-6 คร้ัง ใชเวลาดําเนินงานเจาะเก็บเซลลไข

รวม 18 คร้ัง ระหวางเดือน มิถุนายน 2550 – กรกฎาคม 2551 

 
การเก็บเซลลไขโดยการเจาะผานทางผนังชองคลอด 
 ทําการเจาะเกบ็เซลลไขตามวิธีที่ไดรายงานกอนหนานี้ของ ณรงค และคณะ (2547) ดวยเครื่องมอืของ

ฮิลล (Hill Aspirator, Mable Hill Embryos INC.) น้ํายาที่ใชเก็บเซลลไข คือ PBS (Gibco, BRL, USA) เติม

ดวย FSH 1% (v/v) ยาปฏิชวีนะ (penicillin-streptomycin)  และสารกันเลือดแข็งตวั (50 หนวย/มล. heparin) 

กอนเจาะเกบ็เซลลไข ทําการตรวจนับจํานวนฟอลลิเคิลบนรังไขดวยโพรบอัลตราซาวดชนิด linear transducer 

(5 MHz) จากนัน้ดําเนนิการเจาะเก็บ ตามขั้นตอนดงัที่รายงานไวของณรงค และคณะ (2547) เสร็จแลว

ตรวจสอบจํานวนฟอลลิเคลิที่รังไขอีกครั้งดวยวิธีการเชนเดียวกับกอนการเจาะ ตรวจหาเซลลไขที่เก็บไดและ

ประเมินคุณภาพภายใตกลองจุลทรรศนสเตอริโอ ประเมินคุณภาพตามลักษณะของเซลลคิวมูลัสที่ลอมรอบ

และไซโทพลาสซึม ตามวิธีของ Hasler et al. (1995) ดังนี ้

 เกรด เอ (A grade) ไขที่มีเซลลคิวมลัูสลอมรอบหนาแนน ตั้งแต 4 ชั้นขึ้นไป (cumulus oocyte 

complexes) 

เกรด บี (B grade) ไขที่มีเซลลคิวมูลัสลอมรอบ 1-3 ชั้นหรือหลุดลอกบางสวน  (partially denuded 

oocytes) 

เกรด ซี (C grade) ไขที่ไมมีเซลลคิวมูลัสลอมรอบ (denuded oocytes) 

เกรด ดี (D grade) ไขที่มกีารแผขยายของเซลลคิวมูลัส (expanded oocytes) 

คัดเลือกเซลลไขเฉพาะเกรด เอและบี นําไปดําเนินการตามขั้นตอนการปฏิสนธินอกรางกาย (มาลี และ 

คณะ, 2548) ที่หองปฏิบัติการปฏิสนธินอกรางกาย ณ สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว กรมปศุสัตว ต.

บางกะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี  
 

ผลและวิจารณ 
 

จาก Table 1 เก็บเซลลไขไดรวม 307 ใบ ไดเซลลไขเกรดบี มากที่สุด คิดเปน 41% การศึกษาครั้งนี้

สามารถเจาะเก็บไขเกรด เอ และบี ซึ่งจะนําไปปฏิสนธินอกรางกายไดจากโคทดลองทุกตัว ซึ่งตางจากรายงาน

ของ Manik et al. (2003) ที่รายงานในโคพื้นเมืองบางตัว (Bos indicus) ไมเคยไดเซลลไขเกรด เอ หรือ บี เลย 

ในการศึกษาครั้งนี้ไดเซลลไขเกรด เอ และ บี รวม 67.42% (207/307) ใกลเคียงกับรายงาน ของณรงค 

และคณะ (2547) และของสุรจิต และคณะ (2547) ในโคพื้นเมืองภาคใต (65% และ 56.8%) ผลการผลิตตัว

ออนโคขาวลําพูนจากการปฏิสนธินอกรางกายโดยใชเซลลไขที่เจาะเก็บได ไดอัตราการแบงตัว 40.74% (Table 

1) ซึ่งนับวายังต่ําเมื่อเทียบกับที่รายงานในโคนม  (Ward et al., 2000) ที่ไดประมาณ 60% หรือในโคพันธุซิ
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มเมนทอล   (Reis et al., 2002) ที่ไดถึง 70.5-81%  แตยังสูงกวาที่รายงานในโคพื้นเมืองในประเทศอินเดีย 

(33%) ของ Manik et al. (2003)  เมื่อพิจารณาสัดสวนของตัวออนที่เจริญจนถึงระยะบลาสโตซีสต ณ วันที่ 7 

หลังการเพาะเลี้ยง เทียบกับจํานวนตัวออนที่แบงตัวและไขที่นําเลี้ยงหลังปฏิสนธินอกรางกาย จากการศึกษานี้ 

ที่ไดผลเทากับ 27.27% (เทียบกับตัวออนที่แบงตัว) และ 11.11% (เทียบกับเซลลไขที่ใช) พบวาไดคาใกลเคียง 

(25% และ 10.5-12.7%) กับรายงานของ Reis et al. (2002) และรายงานในโคพันธุพื้นเมืองแตเปนลูกโคกอน

วัยเจริญพันธุ (Techakumphu et al., 1996)  ที่ไดอัตราการเจริญถึงระยะบลาสโตซีตสต่ํากวา 10% แตไดคา

ต่ํากวาในโคพื้นเมืองภาคใต (30% และ 14.63 %) ของสุรจิต และคณะ (2547)  อยางไรก็ตามงานดังกลาวไมมี

รายงานลูกเกิด  

 

Table 1  Summary on embryo production by ovum-pick up and in vitro fertilization techniques in 

Kao Lampoon cattle  

 

Categories Numbers 

No. of  oocytes recovered (number of cows) 307 (15) 

No. of  oocytes grade A (%) 81 (26.38) 

 No. of oocytes grade B (%)             126 (41.04) 

 No. of oocytes grade C (%)             87 (28.34) 

 No. of oocytes grade D (%)             10 (3.26) 

No.  of oocytes used for IVF (%) 216 (70.36) 

% Cleaved zygotes  (n/oocytes used) 40.74 (88/216) 

% Blastocysts at Day 7  (n/cleaved zygotes) 27.27 (24/88) 

% Blastocysts at Day 7 (n/oocytes used) 11.11 (24/216) 

No. of embryos transferred/no.recipient 6/3 

No. recipient pregnant (%) 1 (33.33) 

No. calf  born 1 

 

หลังจากทําการฝากตัวออนสด 6 ใบในตัวรับ 3 ตัวซึ่งเปนโคนมพันธุผสมที่เปนสัดธรรมชาติมาแลว 7 

วัน พบวาตัวรับต้ังทอง 1 ตัว โดยตัวรับที่ตั้งทอง เกิดจากการฝากตัวออน 4 ใบในคราวเดียว มีลูกเกิด 1 ตัวเมื่อ

เดือนพฤศจิกายน 2551  นับเปนรายงานครั้งแรกในประเทศไทยที่มีลูกโคขาวลําพูนเกิดจากเทคนิคการเก็บ

เซลลไขที่เก็บจากรังไขผานทางผนังชองคลอดและปฏิสนธินอกรางกาย  
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การเปรียบเทียบน้ํายาเจือจาง EGG YOLK TRIS ที่มีไขแดงของ นกกระทา ไก  
และเปดเปนองคประกอบตอคุณภาพน้ําเช้ือแชแข็งโค 

จตุพร   พงษเพ็ง1   อภิชัย   พูนชยั2

 

บทคัดยอ 
 

การเปรียบเทียบคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อชนิด egg yolk Tris (EYT) 

ที่มีไขแดงของนกกระทา ไก และเปด เปนองคประกอบ โดยใชน้ําเชื้อโคโฮลสไตน-ฟรีเชี่ยน อายุประมาณ 5-7 ป 

จํานวน 6 ตัว รีดเก็บน้ําเชื้อติดตอกัน 5 สัปดาห พบวาน้ําเชื้อโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ EYT ที่มีไข

แดงของเปดและนกกระทาเปนองคประกอบมีการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิสูงกวาน้ําเชื้อโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือ

จางน้ําเชื้อ EYT ที่มีไขแดงของไก (45.14 ± 3.25% และ 43.72 ± 3.08% เทียบกับ 34.18 ± 3.12%) การ

เคลื่อนที่ไปขางหนาของตัวอสุจิในน้ําเชื้อโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ EYT ที่มีไขแดงของเปดเปน

องคประกอบมีคาสูงที่สุด เมื่อเทียบกับน้ําเชื้อโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ EYT ที่มีไขแดงของนก

กระทาและไก  (24.23 ± 1.95%,  21.00 ± 1.51%, 17.90 ± 1.72%) ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ

ภายหลังการละลายในลักษณะ beat cross frequency (BCF) ในน้ํายาเจือจางที่มีไขแดงของไก เปน

องคประกอบ(25.20±0.70 Hz) มีคาสูงกวาที่มีไขแดงของเปด (22.89 ± 0.42 Hz) และไขแดงของนกกระทา 

(23.00±0.46 Hz) ความสมบูรณของอะโครโซมภายหลังการละลาย พบวาน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของ

เปดกับนกกระทามีคาสูงกวาน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไกเปนองคประกอบ 70.14 ±3.25% , 68.72 

±3.08% และ 59.18±3.12๔ ตามลําดับ แตไมพบความแตกตางของลักษณะรูปรางของตัวอสุจิที่ผิดปกติ จาก

การทดลองนี้(P> 0.05) การใชไขแดงของเปดมีความเหมาะสมที่สุดสําหรับใชเปนองคประกอบในน้ํายาเจือ

จางน้ําเชื้อโคเมื่อเปรียบเทียบกับการใชไขแดงของนกกระทาและไก 

 

 

 

 

คําสําคัญ : น้าํเชื้อแชแข็งโค น้าํยาเจือจาง ไขแดง 

 
1ศูนยผลิตน้าํเชื้อแชแข็งพอพันธุผสมเทียมลําพญากลาง ลําสนธ ิลพบุรี 
2ศูนยวิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชวีภาพนครราชสีมา เมือง นครราชสีมา 
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Comparison of Quail, Chicken, and Duck Egg Yolk Tris Extender on  
Bull Frozen Semen Quality 

Jatuporn   Pongpeng1   Apichai   PoonChai2

 

Abstract 
 

 Comparison of the quality of bull frozen semen using egg-yolk from quail, chicken and duck 

in egg-yolk Tris extender (EYT), was carried out  once a week for 5 weeks on 6 Holstein-Freisian 

bulls aged 5-7 years.  The result showed higher post-thaw motility of semen extended with duck 

and quail egg-yolks than those extended with chicken egg-yolk (45.14 ± 3.25% and 43.72 ± 

3.08% vs. 34.18 ± 3.12%).  Progressive motility was highest in semen extended with duck egg-yolk 

than those with quail and chicken egg-yolks (24.23 ± 1.95% vs. 21.00 ± 1.51% and 17.90 ± 

1.72%).  Beat cross frequency (BCF) of spermatozoa in semen extended with chicken egg-yolk 

(25.20±0.70 Hz) was higher than those with duck (22.89 ± 0.42 Hz) and quail (23.00±0.46 Hz) 

egg-yolks.  Acrosomal integrity of spermatozoa in duck and quail egg-yolk extenders were highest 

as compared with chicken egg-yolk extender (70.14 ±3.25% and 68.72 ±3.08% vs. 59.18±3.12%).  

Abnormal sperm morphology was not significantly different (P> 0.05), in conclusion, duck egg-yolk 

extender gave the highest after thawing motility of bull spermatozoa compared with the chicken 

and the quail egg-yolk extenders.  

 

 

 

 

 

 

Key words: Bull frozen semen, extender, egg yolk 
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น้ํายาเจือจางน้ําเชื้อทีน่ิยมใชในการผลิตน้าํเชื้อแชแข็งโค คือ น้ํายาเจือจาง egg yolk Tris ซึ่งมี

องคประกอบหลัก คือ สารที่เปนแหลงพลังงานใหแกตัวอสุจิซึ่งไดแกน้ําตาลโมเลกุลเดี่ยวและสารที่ทาํหนาที่

เปน cryoprotectant ซึ่งไดแกกลีเซอรอลและไขแดง ทําหนาที่ชวยปองกนัความเสียหายที่จะเกิดกับอสุจิใน

กระบวนการแชแข็ง (Foote, 1970)   

ไขแดงเปนองคประกอบพื้นฐานในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อที่ทาํหนาที่ปองกนัความเสียหายของอสุจิจาก

การเกิด cold shock และปองกนัความเสยีหายจากขบวนการแชแข็งและการละลายน้ําเชื้อกอนนําไปใช 

(Salamon and Maxwell, 2000) ซึ่งเชื่อวาการทาํหนาที่ของไขแดงสามารถปกปองตัวอสุจิในระดับ cell 

membrane สารในไขแดงที่เปนตวัทาํปฏิกิริยาดังกลาว คือ สารในกลุม lipoprotein หรือ phospholipid 

(Bathqate et al., 2006) 

สารในกลุม lipoprotein ที่อยูในไขแดงของสัตวปกตางชนิดกนัมีสัดสวนแตกตางกนั องคประกอบที่

ซับซอนในไขแดงประกอบดวยของแข็งรอยละ 50 สัดสวนระหวางไขมันและโปรตีนคือ 2:1ไขมันทัง้หมดในไข

แดงอยูในรูปของ lipoprotein องคประกอบตางๆ ในไขแดง เปนตวักาํหนดพฤตกิรรมการทาํหนาที่ตางๆ ของไข

แดง โดยเฉพาะการเกิดเจลและอิมัลช่ัน โดยมี low density lipoproteins หรือ LDL เปนตัวสําคัญในการเกิดปกิ

กิริยา (ณฐมล, 2550) LDL สวนใหญอยูในรูปสารประกอบโคเลสเตอรอลและมีปริมาณตางกนัในไขแดงของ

สัตวปกตางชนิดกัน เชน ปริมาณโคเลสเตอรอลในไขแดงของไก มี 1480 มิลลิกรัม/100 กรัม ไขแดงของเปดมี 

1120 มิลลิกรัม/100 กรัม ซึ่งตางจากไขแดงของนกกระทาที่มีโคเลสเตอรอล 3640 มิลลิกรัม/100 กรัม (ภัท

ธราวทุธ, 2542) ดังนั้นเมื่อนํามาใชเปนองคประกอบในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อจึงนาจะใหผลการปองกันความ

เสียหายที่เกิดกับตัวอสุจิตางกนั จากการทดลองของ Briand-amirat และคณะ (2006) พบวา เมือ่เติม LDL ลง

ในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อโค  สามารถเพิ่มอัตราการเคลื่อนที่ของตวัอสจุิ และจาํนวนตัวอสุจิที่มีชวีติภายหลงัการ

แชแข็งได สวน Su และคณะ (2008) รายงานวาการใชไขแดงของนกพิราบซึ่งมปีริมาณของโคเลสเตอรอลสูง

กวาไขแดงจากสัตวปกชนิดอื่น เปนองคประกอบในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อชนิด EYT  ทําใหคณุภาพน้าํเชื้อ

ภายหลงัการแชแข็งดีกวาการใชไขแดงของ ไก เปด นกกระทา และหาน 

การศึกษาเปรยีบเทยีบคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งโคเพื่อเพิ่มคุณภาพน้าํเชือ้แชแข็ง โดยใชน้ํายาเจอืจาง

น้ําเชื้อ egg yolk Tris ที่ใชไขแดงของนกกระทา ไก และเปด เปนองคประกอบ จะชวยใหสามารถทราบวาไข

แดงของสัตวปกชนิดใดเหมาะสมในการทาํหนาที่ปองกนัความเสยีหายของตัวอสุจิจากการลดอุณหภูมิใน

ขบวนการแชแข็ง  
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วิธีการทดลอง 
 

ทําการทดลองโดยใชพอพนัธุโคนมลูกผสมโฮลสไตน-ฟรีเชี่ยน อายปุระมาณ 5-7  ป  จํานวน 6  ตัว ซึ่ง

น้ําเชื้อมีการเคลื่อนที่ของตวัอสุจิไมต่ํากวา 70 % รีดเกบ็น้ําเชื้อสัปดาหละ 1 คร้ัง ตลอด 5 สัปดาห วางแผนการ

ทดลองแบบ CRD นําน้ําเชื้อที่รีดเก็บไดมาแบงเปน 3 สวนเทาๆ กัน เจือจางดวยน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อใหมี

จํานวนตวัอสจุิ 96 ลานตัว/มล. เจือจางน้าํเชื้อสดดวยน้าํยาเจือจางตามชนิดของไขแดง ดังนี ้  

1. น้ํายาเจือจาง egg yolk Tris ที่มีไขแดงของนกกระทา 20% 

2. น้ํายาเจือจาง egg yolk Tris  ทีม่ีไขแดงของไก 20% 

3. น้ํายาเจือจาง egg yolk Tris ที่มีไขแดงของเปด 20% 

บรรจุน้ําเชื้อที่เจือจางแลวในหลอดบรรจุน้าํเชื้อขนาด 0.25 มล. และนําไปลดอุณหภูมิที ่ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง ทําการแชแข็งดวยเครื่องแชแข็งอัตโนมตัิ (Digitcool 5300, ZH350&UE350 with 

900 HP program 3T Software, IMV, France) และเก็บน้าํเชื้อที่แชแข็งแลวใตระดับไนโตรเจนเหลว  ตรวจ

คุณภาพน้าํเชือ้กอนการแชแข็งและภายหลังการแชแข็ง 24 ชั่วโมง โดยตรวจคุณภาพดังนี ้

1.    การเคลื่อนที่ของตวัอสุจิ ตรวจดวยเครื่อง CASA (computer assisted semen analysis)

โปรแกรม IVOS motility analyzer version 12.0 (Hamilton-Thorne, Biosciences, MA, USA) ตรวจตัวชี้วัด

ตางๆ ที่มีรายละเอียดของนยิามและสูตรการคํานวณทีไ่ดกลาวไวในรายงานของ Agarwal et al. (2003) ไดแก 

-  การเคลื่อนที่ (% motility) และการเคลือ่นที่ไปขางหนา (% progressive motility)  

-  ความเร็วในการเคลื่อนที่วดัดวยคา path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL) และ     

       curvilinear velocity (VCL) มีหนวยเปน μm/s 

-  ลักษณะการเคลื่อนที่วัดดวยคา amplitude of lateral head displacement;ALH(μm), beat cross    

      frequency ;BCF(Hz), straightness ;STR(%) และ linearity; LIN(%)  

             -  ความยาว (elongation) และพื้นที่สวนหัวของตัวอสุจิ (area) มีหนวยเปน μm 

2. ความผิดปกตขิองอะโครโซมและเยื่อหุมเซลล ตรวจดวยกลองจุลทรรศนชนิดตดัแสง (phase 

contrastmicroscope) 

3. รูปรางตัวอสุจทิี่ผิดปกติ โดยการยอมตัวอสุจิดวยสี eosin-nigrosin และตรวจดวยกลองจุลทรรศน

ชนิดตัดแสง  
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การทดลองในครั้งนี้ใชแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (completely randomized design, CRD) 

กําหนดใหชนิดของไขแดงเปนทรีทเมนต และเปรียบเทียบรอยละของความผิดปกติอะโครโซมและเยื่อหุมตัว

อสุจิในน้ําเชื้อแชแข็งและเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ ดวยตาราง ANOVA  เปรียบเทียบความ

แตกตางของคาเฉลี่ยดวย Duncan’s Multiple Range Test.  

 

ผลการทดลอง 
 
 จากการศึกษาพบวาเมื่อเจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางน้าํเชื้อทีม่ีไขแดงของไก เปด นกกระทา เปน

องคประกอบ กอนการแชแข็ง พบวายังไมพบความแตกตางของการเคลื่อนที่ของตวัอสุจิ (ตารางที่ 1) แตเมื่อ

ผานขบวนการแชแข็งแลว นาํน้าํเชื้อที่ไดมาละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาท ีพบวาการ

เคลื่อนที่ของตวัอสุจิในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของเปดและนกกระทาเปนองคประกอบ มีอัตราการ

เคลื่อนที่สูงกวาตัวอสุจิในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไกเปนองคประกอบ (45.14 ± 3.25%, 43.72 ± 

3.08%, 34.18 ± 3.12%)  สวนการเคลื่อนที่ไปขางหนา พบวาตัวอสุจใินน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของเปด

เปนองคประกอบมีอัตราการเคลื่อนที่ไปขางหนาสงูกวาตวัอสุจิในน้ํายาเจือจางที่มีไขแดงของนกกระทาและไก

เปนองคประกอบ (24.23 ± 1.95%, 21.00 ± 1.51%, 17.90 ± 1.72) อยางมีนยัสําคัญทางสถิต ิ (P<0.05) 

และทํานองเดยีวกนักับคา recovery rate (คาความแตกตางระหวางอัตราการเคลื่อนที่เร่ิมตนกับอัตราการ

เคลื่อนที่ภายหลังละลาย) ที่ตัวอสจุิในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อที่มไีขแดงของเปดเปนองคประกอบมีคาต่ําทีสุ่ด 

รองลงมาคือตัวอสุจิในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของนกกระทาเปนองคประกอบ  และคามากที่สุดคือตัว

อสุจิในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไกเปนองคประกอบ คือ 35.33 ± 2.78%, 39.38± 2.78% และ 

45.81± 3.28% ตามลาํดับ ซึ่งแสดงใหเห็นวาการเจือจางน้าํเชื้อดวยน้าํยาเจือจางที่มีไขแดงของเปดเปน

องคประกอบ มีการสูญเสียอสุจิในระหวางขบวนการแชแข็งต่ําที่สุด (ตารางที่ 2) 
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ตารางที่ 1    แสดงคาเฉลี่ยลักษณะของน้าํเชื้อโคกอนการแชแข็งโดยใชน้ํายาเจือจาง egg yolk Tris (EYT)  

                    ที่มีไขแดงของไก เปด และนกกระทาเปนองคประกอบ 

คาชี้วัดตัวอสจุิ น้ําเชื้อโคกอนการแชแข็ง  
 น้ํายาเจือจาง EYT  ที่มีไขแดง 20 % 

 ไก เปด นกกระทา 

การเคลื่อนที ่(%) 80.00 ± 1.64 79.45 ± 2.36 80.95 ± 2.32 

การเคลื่อนที่ไปขางหนา (%) 38.45 ± 3.14 37.59 ± 3.86 41.36 ± 3.81 

ความเรว็ในการเคลื่อนที ่ 

Average path velocity: VAP (μm/s) 129.38 ± 5.60 127.97 ± 4.88 126.05 ± 4.70 

Straight-line velocity: VSL (μm/s) 84.11 ± 4.07 83.25 ± 4.35 84.06 ± 4.01 

Curvilinear velocity: VCL (μm/s) 230.50 ± 

11.70 

233.95 ± 8.65 243.04 ± 

14.21 

ลักษณะการเคลื่อนที ่

Amplitude of lateral head 

displacement: ALH (μm) 

7.75 ± 0.36 7.94 ± 0.28 7.80 ± 0.29 

Beat cross frequency: BCF (Hz) 32.62 ± 1.11 32.55 ± 1.25 33.70 ± 1.15 

Straightness: STR (%) 67.68 ± 2.07 66.95 ± 2.20 68.95 ± 2.20 

Linearity: LIN (%) 40.22 ± 1.95 38.81 ± 1.75 40.72 ± 1.81 

ความยาวและพื้นที่สวนหวั 

Elongation (μm) 58.50 ± 0.45 57.95 ± 0.42 57.38 ± 2.35 

Area (μm) 8.23 ± 0.23 8.28 ± 0.22 7.98 ± 0.23 

 

 สวนลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิพบวาอสุจิในน้าํยาเจือจางทีม่ีไขแดงของไกเปนองคประกอบมี

คา ลักษณะ  Beat cross frequency (BCF) มีหนวยเปน Hz (ลักษณะความถี่ทีห่วัตัวอสุจิสายไปมาในขณะ

เคลื่อนที่) สูงกวาอสุจิในน้าํยาเจือจางที่มไีขแดงของเปดและนกกระทาเปนองคประกอบ คือ    25.20 ± 0.70 

Hz,    22.89 ± 0.42 Hz    และ 23.00 ± 0.46 Hz ตามลําดับ แต ความเรว็ในการเคลื่อนที่ของอสุจิไมแตกตาง

กัน นอกจากนี้ความยาวของอสุจิ (Elongation) ภายหลังละลายของอสุจิในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของ

นกกระทายาวกวาอสุจิในน้าํยาเจือจางที่มไีขแดงของไกและเปดเปนองคประกอบ คือ 46.40±0.59(μm), 

44.36±0.45(μm) และ 44.52 ±0.42(μm) ตามลาํดับ (ตารางที่ 2) 
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ลักษณะความผิดปกติของรูปรางตัวอสุจทิัง้กอนการแชแข็งและภายหลังการละลายไมแตกตางกนัทาง

สถิติ(P> 0.05) แตภายหลงัการละลาย ความสมบูรณของอะโครโซมของตัวอสุจิในน้าํยาเจือจางน้าํเชื้อทีม่ีไข

แดงของเปดกบันกกระทา มีความสมบูรณสูงกวาตัวอสุจิในน้ํายาเจือจางที่มีไขไกเปนองคประกอบ 70.14 

±3.25% , 68.72 ±3.08%  และ 59.18±3.12% ตามลําดับ ในทํานองเดยีวกบัจํานวนอะโครโชมที่เสียหาย 

พบวาภายหลงัการละลายตวัอสจุิในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไก  อะโครโซมไดรับความเสียหายสูง

กวาตวัอสุจิในน้ํายาเจือจางที่มีไขเปดและนกกระทาเปนองคประกอบ คือ 40.81±3.12% , 29.85 ±3.25% 

และ 31.27 ±3.08% ตามลําดับ (ตารางที ่3) 
 

ตารางที่ 2    แสดงคาเฉลี่ยลักษณะของน้าํเชื้อโคภายหลังการละลาย แชแข็งโดยใชน้ํายาเจือจาง 

egg yolk Tris (EYT)  ที่มีไขแดงของไก เปดและนกกระทาเปนองคประกอบ 

น้ําเชื้อแชแขง็โคภายหลังการละลาย  
น้ํายาเจือจาง EYT ที่มีไขแดง 20 % คาชี้วัดตัวอสจุิ 
ไก เปด นกกระทา 

การเคลื่อนที ่(%) 34.18a ± 

3.12 

45.14b ± 3.25 43.72b ± 3.08 

การเคลื่อนที่ไปขางหนา (%) 17.90a ± 

1.72 

24.23b ± 1.95 21.00ab ± 1.51 

ความเรว็ในการเคลื่อนที ่ 

Average path velocity: VAP (μm/s) 82.43 ± 2.65 87.94 ± 2.88 84.72 ± 2.95 

Straight-line velocity: VSL  (μm/s) 62.44 ± 1.91 65.37 ± 1.84 62.22 ± 1.77 

Curvilinear velocity: VCL (μm/s) 144.96 ± 

5.09 

154.88 ± 5.63 148.50 ± 5.52 

ลักษณะการเคลื่อนที ่

Amplitude of lateral head 

displacement: ALH (μm) 

6.81 ± 0.16 7.14 ± 0.19 7.00 ± 0.15 

Beat cross frequency: BCF (Hz) 25.20a ± 

0.70 

22.89b ± 0.42 23.00b ± 0.46 

Straightness: STR (%) 76.04 ± 0.81 74.57 ± 0.85 74.13 ± 0.87 

Linearity: LIN (%) 45.45 ± 0.81 44.00 ± 0.68 44.04 ± 0.72 
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ตารางที่ 2 (ตอ)  แสดงคาเฉลี่ยลักษณะของน้าํเชื้อโคภายหลงัการละลาย แชแข็งโดยใชน้ํายาเจือจาง 

egg yolk Tris (EYT)  ที่มีไขแดงของไก เปดและนกกระทาเปนองคประกอบ 

 

น้ําเชื้อแชแขง็โคภายหลังการละลาย  
น้ํายาเจือจาง EYT ที่มีไขแดง 20 % คาชี้วัดตัวอสจุิ 
ไก เปด นกกระทา 

ความยาวและพื้นที่สวนหวั 

Elongation (μm) 44.36a ± 

0.45 

44.52a ± 0.42 46.40b ± 0.59 

Area (μm) 7.85 ± 0.17 7.50 ± 0.08 7.57 ± 0.43 
ab ตัวอักษรที่ตางกนัในแถวเดียวกนั มีความแตกตางกนัทางสถิติ (P<0.05) 

 

ตารางที่ 3     แสดงคาเฉลีย่ลักษณะรูปรางและอะโครโซมของตัวอสจุิภายหลงัละลาย แชแข็งโดยใชน้ํายาเจือ

จาง egg yolk Tris (EYT) ที่มีไขแดงของไก เปด และนกกระทาเปนองคประกอบ 

ลักษณะตัว

อสุจิ 

น้ําเชื้อโคกอนการแชแข็ง น้ําเชื้อแชแข็งโคภายหลงัการละลาย 

 น้ํายาเจือจาง EYT ทีม่ีไขแดง 20 % น้ํายาเจือจาง EYT ทีม่ีไขแดง 20 % 

 ไก เปด นกกระทา ไก เปด นกกระทา 

รูปรางผิดปกต ิ

% 
11.87 ± 

0.47 

11.66±0.36 11.87±0.41 18.87±0.47  

18.66±0.36 

 

18.87±0.41 

70.14 

b±3.25 

68.72 

b±3.08 

อะโครโซม

สมบูรณ % 
75.00±1.64 74.45±2.36 75.95±2.32 59.18a±3.12 

40.81 

a±3.12 

29.85 

b±3.25 

31.27 

b±3.08 

อะโครโซม

เสียหาย % 
25.00±1.64 25.54±2.36 24.04±2.32 

ab ตัวอักษรที่ตางกนัในแถวเดียวกนั มีความแตกตางกนัทางสถิติ (P<0.05) 

 

 

 

 

 



Journal  of  Biotechnology in Livestock  Production 
Vol. 4  ;  No. 1  ;  June  2009 

 

  92

สรุปและวิจารณผลการทดลอง 
 

 ผลการการทดลองพบวาภายหลังการละลายน้ําเชื้อแชแข็งโคที่ใชน้ํายาเจือจางที่มีไขแดงของเปดและ

นกกระทาเปนองคประกอบ อัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิสูงกวาน้ําเชื้อโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางที่มีไขไก

เปนองคประกอบ สวนการเคลื่อนที่ไปขางหนาพบวาน้ําเชื้อโคที่ใชน้ํายาเจือจางที่มีไขแดงของเปดเปน

องคประกอบมีอัตราการเคลื่อนที่สูงกวาน้ําเชื้อโคที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางที่มีไขแดงของไกและนกกระทา

เปนองคประกอบ สาเหตุที่ใหผลแตกตางกันอาจเนื่องจากสัดสวนของสารประกอบ phospholipids ทีเ่ปนตวัทาํ

ปฏิกิ ริยาในการปองกันความเสียหายของตัวอสุจิในขบวนการแชแข็ง  ซึ่ งมีรายงานวาในไข เปดมี 

monounsaturates fatty acid (MUFA) มากกวาในไขไกและนกกระทา และยังมีสารในกลุม 

phosphatidylinositol (PI) มากกวาในไขไกและนก (Bathgate et al., 2006) ทั้งนี้ยังไมทราบแนชัดวาสารตัว

ใดแนที่เปนตัวที่ปองกันความเสียหายจากการแชแข็งที่แทจริงมีผูทดลองใชไขแดงของสัตวปกตางชนิดกันเปน

สวนผสมในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ เพื่อชวยปองกันความเสียหายจากการแชแข็งในหลายๆ สัตว ผลที่ไดมีความ

แตกตางกัน เชน Andrabi และคณะ (2008) พบวาการใชไขแดงของเปดเปนองคประกอบในน้ํายาเจือจาง

น้ําเชื้อกระบือ Tris-citric acid glycerol ทําใหการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ plasma membrane integrity มีคาสูง

กวาการใชไขแดงจากสัตวปกชนิดอื่น ในทํานองเดียวกับน้ําเชื้อแชแข็งมาที่ใชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของ

เปดเปนองคประกอบ มีคุณภาพน้ําเชื้อดีกวาการใชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไกเปนองคประกอบ 

(Clulow et al., 2007) แตน้ําเชื้อแชแข็งลา การใชไขแดงของนกกระทาทําใหคุณภาพน้ําเชื้อสูงกวาการใชไข

แดงของไก (Trimeche  et al. 1997) ในขณะที่ Su และคณะ (2008) พบวาการใชไขแดงของนกพิราบในน้ํายา

เจือจางน้ําเชื้อสงผลใหคุณภาพน้ําเชื้อสูงกวาการใชไขแดงของ ไก เปด หาน และนกกระทา ในทางตรงขาม 

การใชแดงของไกทําใหคุณภาพน้ําเชื้อสุกรสูงกวาการใชไขแดงของเปดและนกกระทา (Bathqate  et al., 

2006)  

ลักษณะการเคลื่อนที่ของตวัอสุจิภายหลงัการละลาย พบวาความกวางในการสายของสวนหัวของตวั

อสุจิ (ALH) มีคาไมแตกตางกนั แตความถี่ในการสายของหัวตวัอสุจทิี่เรียกวา BCF ในน้าํยาเจอืจางที่มีไขไก

เปนองคประกอบมีคาสูงกวาที่มีไขเปดและไขนกกระทา แสดงใหเหน็ถงึลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิมีการ

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม ซึง่พบรายงานวาลักษณะการเคลื่อนที่ของตวัอสุจิโคมีความแตกตางและเปลี่ยนแปลง

ไปตามสภาวะแวดลอม เชน สวนประกอบของของเหลวรอบตัวอสุจิ หรือความหนาของหยดน้ําเชื้อที่หยดลงบน

แผนกระจกสไลด (Amann, 1988) หรืออาจเปนลกัษณะการเคลื่อนที่แบบ erratic movement ของตวัอสจุิ 

(Abaigar et al., 1999) ซึ่งอาจเกี่ยวของกับลักษณะความยาวของอสุจิที่เปลี่ยนไป จากการทดลองพบวาตัว

อสุจิในน้าํยาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของนกกระทายาวกวาตวัอสุจิในน้ํายาเจือจางที่มีไขแดงของไกและเปด

เปนองคประกอบ คือ 46.40±0.59μm, 44.36±0.45μm  และ 44.52 ±0.42 μm ตามลาํดับ แตทั้งนี้ไมพบ

ความแตกตางของรูปรางตัวอสุจิในน้าํยาเจือจางที่มีไขแดงเปนองคประกอบตางกัน 
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ความสมบูรณของอะโครโซมภายหลังละลายในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของเปดกับนกกระทา

เปนองคประกอบมีคาสูงกวาในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไกเปนองคประกอบ คือ70.14 ±3.25% , 

68.72 ±3.08% และ 59.18±3.12%  ตามลําดับ ในทํานองเดียวกับจํานวนอะโครโชมที่เสียหาย พบวา

ภายหลังการละลาย ตัวอสุจิในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อที่มีไขแดงของไก มีอะโครโซมไดรับความเสียหายสูงกวาตัว

อสุจิในน้ํายาเจือจางที่มีไขเปดและนกกระทาเปนองคประกอบ คือ 40.81±3.12% , 29.85 ±3.25% และ 

31.27 ±3.08% ตามลําดับ ทั้งนี้จากหลายๆ การทดลองใหเหตุผลคลายกัน คือ การทํางานของไขแดงสามารถ

ทําปฏิกิริยาถึงระดับเซลลเมมเบรน จึงสงผลกระทบตออะโครโซมแตกตางกัน เนื่องจากมีองคประกอบของไข

แดงแตกตางกัน (Bathqate et al., 2006) 

จากการศึกษาในครั้งนี้ สรุปไดวาน้าํเชื้อแชแข็งโคที่ใชน้าํยาเจือจางน้าํเชื้อชนิด egg yolk Tris ที่มีไข

แดงของเปดเปนองคประกอบ 20 % มีคุณภาพน้าํเชื้อสูงที่สุด และเหมาะสมสาํหรับการใชเปนองคประกอบ

ของน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อโคเพื่อเพิ่มคุณภาพน้าํเชื้อภายหลังการแชแข็ง รองลงมาคอืน้ําเชื้อแชแขง็โคที่ใชน้ํายา

เจือจางน้ําเชื้อชนิด egg yolk Tris ที่มีไขแดงของนกกระทา และน้าํเชื้อแชแข็งโคทีใ่ชน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อชนิด 

egg yolk Tris ที่มีไขแดงของไกเปนองคประกอบ 
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