


	 ใน​ปี 2558 อาเซียน​จะ​รวม​ตัว​เป็น​ประชาคม​เศรษฐกิจ​อาเซียน  
มี​เป้า​หมาย​เพื่อ​ส่ง​เสริม​ให้​อาเซียน​เป็น​ตลาด​และ​ฐาน​การ​ผลิต​ร่วม​กัน  
(Single market and single production base) มี​การ​เคลื่อน​ย้าย​สินค้า 
บริการ การ​ลงทุน แรงงาน​มี​ฝีมือ​อย่าง​เสรี และ​เงิน​ทุน​อย่าง​เสรี​มาก​ขึ้น 
(free flows of goods, services, investment, and skilled labors, and freer flow of capital)  
ผล​ที่​จะ​เกิด​ขึ้น​หลัง​จาก​เป็น AEC ประกอบ​ด้วย การ​ยกเลิก​ภาษี​ศุลกากร​สำหรับ​สินค้า การ​ลด​ขั้น​ตอน​
พิธีการ​ศุลกากร อนุญาต​ให้​ผู้​ส่ง​ออกรับ​รอง​ถิ่น​กำเนิด​สินค้า​ด้วย​ตนเอง (Self Certification) ตลอด​จน​ 
ลด​เลิก​ข้อ​จำกัด / อุปสรรค​ใน​การ​ให้​บริการ​ทุก​รูป​แบบ มี​การ​เปิด​เสรี​การ​ลงทุน คุ้มครอง​การ​ลงทุน  
สง่​เสรมิ​และ​อำนวย​ความ​สะดวก​การ​ลงทนุครอบคลมุ​ธรุกจิ 5 ภาค​ไดแ้ก ่เกษตร ประมง ปา่​ไม ้เหมอืง​แร ่
และ​ภาค​การ​ผลิต​รวม​ถึง​บริการ​ที่​เกี่ยว​เนื่อง นำ​ไป​สู่​การ​เพิ่ม​ขีด​ความ​สามารถ​ใน​การ​แข่งขัน​ของ​อาเซียน  
ม​ีการ​พฒันา​เศรษฐกจิ​ระหวา่ง​ประเทศ​สมาชกิ​ที​่เสมอ​ภาค​ยิง่​ขึน้ ทำให​้กำลงั​ซือ้​ของ​ประเทศ​เพือ่น​บา้น​ด​ีขึน้  
ขยาย​โอกาส​การ​สง่​ออก​และ​การ​ลงทนุ​ของ​ไทย และ​ม​ีการ​เชือ่ม​โยง​กบั​ประเทศ​ภายนอก โดย​เฉพาะ​ประเทศ​
คู่​เจรจา​ของ​อาเซียน (+6) เป็นการ​เพิ่ม​โอกาส​การ​ค้า​และ​การ​ลงทุน 

	 ใน​ด้าน​ปศุสัตว์ ประเทศไทย​มี​ข้อ​ได้​เปรียบ​ประเทศ​ใน​เขต​อาเซียน​ทั้ง​ด้าน​พันธุกรรม​โค​เนื้อ​คุณภาพ 
และ เทคโนโลยี​การ​ผสมเทียม ซี่​ง​เป็น​สอง​ปัจจัย​หลัก​ใน​การ​ผลิต สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​
ปศุสัตว์ จึง​ได้​พัฒนา​โครงการ​เพื่อ​เตรียม​ความ​พร้อม​ขยาย​การ​ผลิต​โค​เนื้อ​คุณภาพ เพื่อ​รองรับ​การ​เปิด​
ตลาด​เนื้อ​โค​คุณภาพ​ใน​อาเซียน ประกอบ​ด้วย “โครงการ​สร้าง​พันธุ์​โค​เนื้อ​คุณภาพ​ไทย-แบล็ค” และ 
“โครงการ​เรง่รดั​การ​ผลติ​โค​เนือ้​คณุภาพ​สงู โดย​วธิ​ีการ​ผสมเทยีม” ซึง่​ทำให้​สามารถ​จดั​ระเบยีบ​ฟารม์​
ใน​ประเทศไทย​โดย​จำแนก​เป็น Breeding และ Fattening Farm ด้วย​การ​สร้าง​ระบบ​การ​ผสม​พันธุ์​
ที่​ชัดเจน​มี​รูป​แบบ เพื่อ​ให้​เกษตรกร​สามารถ​บริหาร​จัดการ​ฟาร์ม​ได้​อย่าง​เหมาะ​สม​และ​มี​ประสิทธิภาพ  
นำ​ไป​สู่​การ​เป็น​ศูนย์กลาง​ผลิต​พันธุ์​โค​เนื้อ และ​ผลิตภัณฑ์​เนื้อ​โค​คุณภาพ​ใน​อาเซียน ใน​อนาคต​อัน​ใกล้ 

	 ทั้งนี้​สำ​นักฯ ยัง​มุ่ง​มั่น​พัฒนา​งาน​เพื่อ​ให้​ไทย​สามารถ​คง​ความ​เป็น​ผู้นำ​ด้าน​ปศุสัตว์​ใน​อาเซียน​ด้วย​
การ​สง่​เสรมิ สรา้ง​สรร​งาน​วจิยั และ​เผย​แพร​่ใน​วารสาร​เทคโนโลย​ีชวีภาพ​การ​ผลติ​สตัวอ์ยา่ง​ตอ่​เนือ่ง​เปน็​
ประจำ​ทุก​ปี เพื่อ​ให้​เกิด​การ​แลก​เปลี่ยน เรียน​รู้ นำ​ไป​สู่​การ​พัฒนา​ต่อ​ไป

	 (นาย​สัตวแพทย์ จี​ระ​ศักดิ์ พิพัฒ​นพงษ์​โสภณ)

	 ผู้​อำนวย​การ​สำนัก​เทคโนโลยี​ชีวภาพ​การ​ผลิต​ปศุสัตว์
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ข้อแนะนําสําหรับผู้เขยีน 
 วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ์
เ ป็ น ว า ร ส า ร ท า ง วิ ช า ก า ร ข อ ง สํ า นั ก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ์ กรมปศุสัตว ์
กาํหนดออกปีละ 1 ฉบบั คือ เดือนกรกฎาคม 
วารสารนาํลงบทความ ผลงานคน้ควา้วิจยัดา้นการ
ผลิตปศุสัตว ์ ทั้งดา้นการพฒันาและปรับปรุงพนัธ์ุ 
การจดัการอาหาร สุขภาพ และระบบสืบพนัธ์ุ 
ตลอดจนการขยายพันธ์ุ  และการใช้
เทคโนโลยีชีวภาพท่ีกา้วหน้าในการปรับปรุงและ
เพิ่มประสิทธิภาพการผลิตปศุสัตวด์า้นต่างๆท่ีกล่าว
มาขา้งตน้ คณะผูจ้ดัทาํวารสารเทคโนโลยีชีวภาพ
การผลิตปศุสัตว ์ ยินดีรับเร่ืองจากทุกท่านท่ีส่งมา
เพื่อเผยแพร่ และเพื่อความสะดวกในการพิจารณา 
ขอเสนอแนะดงัน้ี 
 
1. เร่ืองทีจ่ะนําลง 
 1.1 งานทดลอง วิจยั ทางวิชาการ (Technical/ 
Research papers) หรือวิทยานิพนธ์ เป็นการเสนอ
ผลการวิจยัท่ีผูเ้ขียนไดท้าํข้ึนเอง 
 1.2 บทความ (Articles) และย่อเอกสาร 
(Literature reviewed) ทางวิชาการ ท่ีรวบรวมขอ้มูล 
ความคิดเห็นและประสบการณ์ของผูเ้ขียน 
 1.3 เร่ืองอ่ืนๆ ท่ีคณะผูจ้ดัทาํพิจารณา
เห็นสมควร 
 
2. ต้นฉบบั 
 2.1 ตน้ฉบบัท่ีส่งมาพิมพใ์นวารสาร
เทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสตัว ์ไม่ควรเป็นเร่ือง
ท่ีเคยพิมพ ์หรือ กาํลงัอยูร่ะหวา่งการพิจารณาเพื่อ
ลงพิมพว์ารสารอ่ืน 

 
  
2.2 ตน้ฉบบัเป็นภาษาไทยหรือภาษาองักฤษพิมพ์
บนกระดาษ เอ 4 จาํนวนไม่เกิน 12 หนา้ โดย
จดัพิมพด์ว้ย Microsoft Word for Windows หรือใช้
ชนิดและขนาดตวัอกัษรตามท่ีกาํหนด  
 2.3 ไม่มีการส่งคืนตน้ฉบบั 
3. การลาํดับเร่ืองในต้นฉบบั 
 เพื่อใหข้บวนการการพิจารณาผลงานวิชาการ
และการดาํเนินการจัดพิมพ์วารสารเป็นไปอย่าง
เรียบร้อยรวดเร็ว และถูกตอ้ง จึงจาํเป็นตอ้งให้
ผูเ้ขียนผลงานวิชาการปฏิบติัตามขอ้กาํหนดอย่าง
เคร่งครัด ดงัน้ี 
 3.1 ให้ส่งตน้ฉบบัผลงานวิชาการจาํนวน 1 
ชุด และยงัไม่ตอ้งส่งแผน่บนัทึกขอ้มูล (Diskette) 
 3.2 ตน้ฉบบัผลงานวิชาการท่ีส่งมา ใหต้รวจ
ความถูกตอ้งของตวัสะกด รูปแบบการจดัพิมพ์
ผลงานวิชาการใหถู้กตอ้งตามท่ีกาํหนด 
 3.3 ส่งแผน่บนัทึกขอ้มูลมาให้ เม่ือผลงาน

วิชาการนั้นไดผ้่านการพิจารณาจากคณะกรรมการ

วิจยัสาํนกัเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ์ แลว้

เท่านั้น โดยเลขาคณะกรรมการวิจยัฯ จะแจง้

กลบัไปยงัเจา้ของผลงานวิชาการพร้อมส่งตน้ฉบบั

เพื่ อให้แก้ไขตามท่ีคณะกรรมการวิจัยสํานัก

เทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสตัวใ์หข้อ้เสนอแนะ 

บนัทึกผลงานวิชาการท่ีแกไ้ข ถูกตอ้งแลว้
ตามขอ้แนะนาํของคณะกรรมการวิจยัสาํนกั
เทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสตัว ์ลงใน Diskette 
ขนาด 3.5 น้ิว หรือ CD-ROM ใชโ้ปรแกรม 
Microsoft Word for Windows โดยมีรายละเอียด
บนสติกเกอร์ติดหนา้ Diskette หรือ CD-ROM ดงัน้ี 
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ช่ือผลงานวิชาการ............................................ 
ช่ือเจา้ของผลงาน............................................. 
ช่ือไฟล.์............................................................ 
ท่ีอยู ่เบอร์โทรศพัท/์E-Mail................................. 
หรือส่งทาง Internet มายงั jureeratn@gmail.com 
 3.4 ต้นฉบับผลงานวิชาการท่ีส่งให้
คณะกรรมการวิจยั สทป. พิจารณา จะเป็นบทความ
ท่ีจดัรูปแบบไดถู้กตอ้งตามท่ีกาํหนดเท่านั้น หาก
ผลงานวิชาการท่ีส่งมาให้ไม่ถูกตอ้งตามขอ้กาํหนด 
จะจดัส่งคืนให้เจา้ของผลงานวิชาการกลบัไปแกไ้ข
ใหถู้กตอ้ง 
 3.5 ตน้ฉบบัท่ีจดัส่งมาตอ้งชดัเจน ทั้งเน้ือหา
และรูปภาพประกอบผลงานวิชาการ โดยส่งมาท่ี 
 3.6 หรือติดต่อสอบถามไดท่ี้ 
นางจุรีรัตน ์แสนโภชน ์
สาํนกัเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสตัว ์ 
ถ.ติวานนท ์ต.บางกะดี อ.เมือง 
จ. ปทุมธานี 12000 
โทรศพัท ์02-967-9791  
โทรสาร. 02-5011386 
ดูขอ้มูลรายละเอียดเก่ียวกบัขอ้แนะนาํสาํหรับ
ผูเ้ขียนผลงานท่ีได ้http:// biotech.dld.go.th 
 
4. การลาํดับเร่ือง 
 4.1 ช่ือเร่ือง (Title) ควรตอ้งช่ือใหส้ั้นและส่ือ
ความหมายใหดี้ และพิมพโ์ดยใชข้นาดตวัอกัษร 18 
และตวัหนา 
 4.2 ช่ือผู้เขียนและผู้ร่วมงาน (Author and co 
- workers) เขียนช่ือนามสกุลเตม็ทั้งภาษาไทยและ
ภาษาองักฤษ วางก่ึงกลางใตช่ื้อเร่ือง พร้อมทั้ง
สถานท่ีทํางานท่ีติดต่อได้สะดวกพิมพ์ไว้ใต้ช่ือ
คณะผูว้ิจยั โดยใชข้นาดตวัอกัษร 16 และตวัปกติ 

 4.3 บทคัดย่อ (Abstract) เขียนสั้นๆได้
เน้ือความคลุมวตัถุประสงค ์ วิธีการ และผลการ
ทดลอง ความยาวไม่ควรเกิน 3% ของตวัเร่ือง 
บทคดัยอ่ตอ้งมีทั้งภาษาไทยและภาษาองักฤษ แยก
หน้าต่างหากจากกนัส่ง บรรณาธิการวารสาร
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ สํานัก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว ์ ถ.ติวานนท ์ ต.
บางกะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000 
 

 4.4 คําสําคัญ (Key words) เป็นคาํหรือ

ขอ้ความส้ันๆ ท่ีมีความหมายแสดงถึงความเป็นไป

ของการทดลองนั้นๆ รวมกนัแลว้ไม่เกิน 5 คาํ หาก

ไม่สามารถแปลเป็นภาษาไทยไดใ้หใ้ชภ้าษาองักฤษ

แทน โดยการพิมพอ์ยูใ่ตบ้ทคดัยอ่ (ข้ึนบรรทดัใหม่) 

 4.5 เนือ้หา (Text) สาํหรับงานวิจยั
ประกอบดว้ย 
 4.5.1 บทนํา(Introduction) อธิบายถึง
ปัญหาและวตัถุประสงคแ์ละควรมีการตรวจเอกสาร 
(literature review) 
 4.5.2 อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and 
Methods) อธิบายเคร่ืองมือ อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการ
ทดลอง วิธีการท่ีใช ้ ถา้คิดคน้ข้ึนควรอธิบายอยา่ง
ละเอียด แต่ถา้เป็นท่ีทราบกนัโดยทัว่ไปใหเ้ขียนใน
ลกัษณะอา้งอิงถึง ถา้เป็นเคร่ืองหมายตราหรือช่ือ
การคา้ ควรทาํเป็น foot note ไวท่ี้ดา้นล่างของหนา้
นั้น 
 4.5.3 ผล (Results) รายงานผลการทดลอง
เป็นคาํบรรยาย ให้ละเอียดและเขา้ใจง่าย โดย
แบ่งเป็นหลายๆ ยอ่หนา้ และจดัขอ้ความท่ีมีเน้ือหา
เดียวกนัไวด้ว้ยกนั หากเป็นไปไดค้วรเสนอในรูป
ของตารางหรือรูปภาพ หรือกราฟพร้อมทั้งบรรยาย
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ประกอบ ทั้งน้ีตาราง รูป หรือกราฟ ไม่ควร
แสดงผลท่ีเหมือนกนั 
 - ตาราง (Tables) ควรพิมพใ์หช้ดัเจน
เหมาะกบัหนา้ ตอ้งมีความหมายในตวัเอง และมี
คาํอธิบายตารางอยูเ่หนือตารางนั้นๆ 
 - รูปภาพ (Figures) ควรเป็นภาพขาว – 
ดาํ ภาพสีหากจาํเป็นผูเ้ขียนตอ้งเสียค่าใชจ่้ายเอง
อธิบายรายละเอียดไวใ้ตรู้ปนั้นๆ 
 4.5.4 วิจารณ์ (Discussion) เป็นการ
วิจารณ์ผลการทดลอง โดยมีจุดมุ่งหมาย เพื่อให้
ผูอ่ื้นเห็นคลอ้ยถึงหลกัการท่ีแสดงออกมาจากผล
การทดลอง หรือเพื่อสนบัสนุน หรือคดัคา้นทฤษฏี
ท่ีมีผูเ้สนอมาก่อน หรือเพื่อเปรียบเทียบกบัผลการ
ทดลองและการตีความหมายของผูอ่ื้น ผูเ้ขียนควร
พยายามเนน้ถึงปัญหาหรือขอ้โตแ้ยง้ในสาระสาํคญั
ของเร่ืองท่ีกาํลงักล่าวถึง ตลอดจนขอ้เสนอแนะเพื่อ
การวิจยัในอนาคตและลู่ทางท่ีจะนําผลไปใช้เป็น
ประโยชน์ 
 4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความท่ี
สาํคญัและคุณค่าของงานเพ่ือใหผู้อ่้านเขา้ใจง่ายข้ึน 
 4.5.6 กติติกรรมประกาศ 
(Acknowledgement) ควรมีในกรณีท่ีไดร้บความ
ช่วยเหลือ หรือความร่วมมือท่ีสนบัสนุนงาน
คน้ควา้วจิยันั้นๆ 
 4.5.7 เอกสารอ้างองิ (References) 
 ก. กรณทีีอ้่างองิในเนือ้เร่ือง ควรอา้งอิง
ดงัน้ีคือ 
 1. กรณีท่ีอา้งจากการตรวจเอกสาร โดย
ผูอ่ื้นๆ ใหใ้ชค้าํวา่อา้งถึงโดย (cited by) 
 2. กรณีผูร้ายงานเอกสารเป็นคนไทย เม่ือ
เป็นประธานของประโยค ใช ้“วิบูรณ์ และ จุรรัตน์ 
(2549), เลิศชยั และคณะ(2549) กล่าววา่.......” หรือ

เม่ือรายงานอยูก่ลาง หรือทา้ยประโยค ใช ้(วิบูรณ์, 
2549) หรือมีเอกสารอา้งอิงในเร่ืองเดียวกนัมากกวา่ 
1 ฉบบั ใหใ้ช ้(ถาวรและคณะ, 2547; นริศ และสิน
สมุทร, 2543 .....) 
 3. กรณีผูร้ายงานเอกสารเป็นชาว
ต่างประเทศ เม่ือเป็นประธานของประโยค ใช้
“Rudbeck and Dissing (1998), Kashi et al. (1990) 
กล่าวว่า......... “ หรือเม่ือผูร้ายงานอยูร่ะหว่างกลาง
หรือทา้ยประโยค ใช ้(Rudbeck and Dissing, 1998; 
Kashi et al.,1990 .............) 
 4. กรณีอา้งถึงบุคคลหรือเร่ืองท่ีไม่เคยลง

พิมพม์าก่อน (personal communication) ใหอ้า้ง

เฉพาะในเน้ือเร่ืองเท่านั้น ไม่ตอ้งนาํไปลงในรายช่ือ

เอกสารอา้งอิง เช่น ....similar results (Walker,J.M., 

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

(Walker,J.M., personal communication) 

 ข. การเขียนเอกสารอ้างองิท้ายเร่ือง ควร
ข้ึนตน้เอกสารอา้งอิงภาษาไทยก่อน เขียนเรียง
ตามลาํดบัพยญัชนะของผูเ้ขียน ถา้เป็นภาษาองักฤษ
ใชช่ื้อสกลุตามดว้ยช่ือยอ่ของผูแ้ต่ง แลว้ตามดว้ยปี 
ช่ือเร่ืองช่ือหนงัสือ หรือช่ือยอ่วารสาร ปีท่ี ฉบบัท่ี 
และหนา้ท่ีอา้งอิง ดงัตวัอยา่ง 
วิบูรณ์ ตุลารักษา และ จุรีรัตน์ แสนโภชน์. 2549. 

การสกดั ดีเอน็เอ เซลลร์ากขนในโคนมไทย
โฮลสไตน์. การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ 
คร้ังท่ี 2 “กา้วทนัสมยักบัปศุสตัวไ์ทย” วนัท่ี 24 
มกราคม 2549. โรงแรมโซฟิเทล ขอนแก่น. 
หนา้ 452-463. 

เลิศชยั จินตพิทกัษส์กุล รพีพรรณ เอ้ือเวชนิชกุล 
และกลัยา เก่งวิกยก์รรม. 2549. การประเมินวิธี
สกดัแยกดีเอน็เอจากเลือด นํ้ าเช้ือ และเซลล์
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รากขนของพ่อพนัธ์ุโค. สัตวแพทยส์าร. 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. 

 กรณีอ้างองิจากตํารา ใหร้ะบุช่ือผูเ้ขียน ปีท่ี
ตีพิมพ ์ ช่ือเร่ือง ช่ือตาํรา (พิมพค์ร้ังท่ีเท่าใดและ
บรรณาธิการหากมี) สาํนกัพิมพ ์ เมืองท่ีพิมพ ์ หนา้
แรกและหนา้สุดทา้ยท่ีอา้งถึง ดงัตวัอยา่ง 
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. 

 กรณอ้ีางองิจากเวบไซด์ (Online references) 
ดงัตวัอยา่ง 
Weeden, N.F. 1993. Comparison of DNA 

extraction protocols. [Online] 
http://home.twony.rr.com/protocol.htm 
Access 29/10/2005. 

จนัทรา แป้นตุม้ จุฑาพร ศรีวิพฒัน์ วรวิทย ์แสงสิง
แกว้ และ พึ่งพิศ ดุลยพชัร์. 2541. อาหารจาก
ขา้วโพด.คู่มือการส่งเสริมการเกษตรท่ี 43. 
แหล่งท่ีมา: 

 http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.  
 27 มีนาคม 2541. 
 
5. การพมิพ์ผลงานทางวชิาการ 
 ตัวพิมพ์ ให้พิมพดี์ด หรือใชเ้คร่ืองพิมพ ์
(Printer) หมึกพิมพต์อ้งเป็นสีดาํ คมชดั สะดวกแก่

การอ่านและใชต้วัพิมพแ์บบเดียวกนัทั้งฉบบั กรณี
ใชเ้คร่ืองคอมพิวเตอร์พิมพเ์น้ือความให้ใชต้วัอกัษร 
Angsana UPC 16 ตวัปกติ เท่านั้น ยกเวน้หัวขอ้
ใหญ่ เช่น ช่ือเร่ือง บทคดัยอ่ บทนาํ อุปกรณ์และ
วิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และ
เอกสารอา้งอิง พิมพโ์ดยใช้ตวัอกัษรแบบหนา 
(Bold) ขนาด 18 ส่วนหวัขอ้ยอ่ย เช่น ช่ือผูว้ิจยัและ
คณะ คาํสาํคญั ตาราง รูปภาพ เป็นตน้ พิมพโ์ดยใช้
ตวัอกัษรแบบหนา (Bold) ขนาด 16กระดาษท่ีใช้
พิมพ ์ ให้ใชก้ระดาษขาวไม่มีบรรทดั ขนาด
มาตรฐาน A4 (210 X297 มม.) ใชเ้พียงหนา้เดียว 
 การเว้นทีว่่างขอบกระดาษ 
 - ตั้งกั้นหนา้บนและซา้ยไวท่ี้ 2.5 เซนติเมตร 
 - ดา้นขวาและดา้นล่างไวท่ี้ 2.0 เซนติเมตร

 การเว้นระยะในการพมิพ์ 

 - การเวน้ระยะระหวา่งบรรทดัและการยอ่

หนา้ ควรจดัตามความสวยงาม 

 - กรณีคาํสุดทา้ยไม่จบบรรทดันั้นๆ ใหย้กคาํ
นั้นทั้งคาํไปพิมพใ์นบรรทดัต่อไป ไม่ควรตดัส่วย
ทา้ยของ คาํไปพิมพใ์นบรรทดัใหม่ เช่น กระบือ
ปลกั ไม่ใหแ้ยกเป็น กระบือ-ปลกั เป็นตน้ 
จุลชีพ เช่น Escherichia coli หรือพิมพต์วัเอน 
Escherichia coli 
 - หลงัเคร่ืองหมาย . และ , หรือ; เคาะ 1 เคาะ 
พืช เช่น Oryza sativa หรือพมิพต์วัเอน Oryza 
sativa 
 - ระหวา่งคาํสุดทา้ย กบัเคร่ืองหมาย . และ , 
ไม่เวน้ช่องวา่ง 
สตัว ์เช่น Bos taurus หรือ พิมพด์ว้ยตวัเอน Bos 
taurus 
 - ไม่ตอ้งเวน้ช่องวา่ง ระหวา่งวงเลบ็ และคาํ
ขา้งในวงเลบ็ เช่น (รพีพรรณ และคณะ) 
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  การลาํดับหน้า 
 - ลาํดบัหนา้โดยใชห้มายเลข 1,2,3......ท่ี
ก่ึงกลางหนา้กระดาษ 
  
ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ 
 - ตารางประกอบดว้ย เลขท่ีของตาราง (table 
number) ช่ือของตาราง (table title) หวัตาราง (table 
heading) และท่ีมาของตาราง (ถา้มี) โดยใหท้าํเป็น
ภาษาองักฤษหรือภาษาไทยทั้งตาราง พิมพอ์ยู่ใน
หนา้เดียวกนัทั้งหมด 

 - กรณีตารางมีความยาวมาก ไม่สามารถ
ส้ินสุดในหนา้เดียวได ้ ให้พิมพส่์วนท่ีเหลือในหนา้
ถดัไปโดยพิมพเ์ลขท่ีตารางและตามดว้ยคาํวา่ (ต่อ) 
 - กรณีรูปภาพ แผนท่ี แผนภูมิ กราฟ ควรเป็น
ภาพขาวดาํ และใชแ้นวทางขา้งตน้ 
 การพมิพ์ช่ือวทิยาศาสตร์ของส่ิงมีชีวติ ใหใ้ช้

ตามประมวลนามศาสตร์สากล (International code 

of nomenclature) คือ ขีดเส้นใต้ หรือ พิมพ์ด้วยตัว

เอน ช่ือวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการตั้งช่ือ 
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ผลของน้าํมันปลาทูนา่ในอาหารข้นต่อคณุภาพน้ําเชื้อพอ่พันธุ์โคทรอปิคอลโฮลสไตน ์ 

จิรุตม์ รัตนเทพ1 ศศิธร เจาะจง2 ภาณุพันธ์ พงษ์เพ็ง3 

บทคัดย่อ 

 การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบระดับการเสริมนํ้ามันปลาทูน่าในอาหารข้นต่อคุณภาพ
นํ้าเช้ือสดและนํ้าเช้ือแช่แข็งของพ่อพันธ์ุโคทรอปิคอลโฮลสไตน์ ดําเนินการทดลองที่ศูนย์ผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งพ่อ
พันธ์ุผสมเทียมลําพญากลาง อําเภอลําสนธิ จังหวัดลพบุรี ระหว่างเดือนมกราคม ถึงเดือนกรกฎาคม 2556 วาง
แผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) โดยใช้โคพ่อพันธ์ุทรอปิคอล
โฮลสไตน์ อายุ 4-7 ปี จํานวน 18 ตัว สุ่มออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ให้ได้รับอาหารข้น 3 ชนิด คือ กลุ่มที่ 1 
เลี้ยงด้วยอาหารข้นระดับโปรตีน CP 16% ไม่เสริมน้ํามันปลาทูน่า กลุ่มที่ 2 เลี้ยงด้วยอาหารข้นระดับโปรตีน 
16% เสริมนํ้ามันปลาทูน่าที่ระดับ 1% กลุ่มที่ 3 เลี้ยงด้วยอาหารข้นระดับโปรตีน 16% เสริมนํ้ามันปลาทูน่าที่
ระดับ 2% เลี้ยงในคอกเลี้ยงเด่ียวขนาด 5x10 เมตร ทําการรีดเก็บตัวอย่างนํ้าเช้ือและผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็ง
สัปดาห์ละคร้ัง ติดต่อกัน 12 สัปดาห์ 

ผลการทดลองพบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือสดของโคพ่อพันธ์ุที่ได้รับอาหารข้นทั้ง 3 กลุ่ม มีปริมาตรของ
นํ้าเช้ือ ความเข้มข้น จํานวนอสุจิทั้งหมดที่รีดเก็บได้ในแต่ละคร้ัง และจํานวนอสุจิรูปร่างผิดปกติไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติ (p>0.05) แต่อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในกลุ่มโคพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 
2% มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารไม่เสริมและเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% ในขณะที่จํานวนอสุจิที่มี          
อะโครโซมสมบูรณ์ในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% มีค่าสูงที่สุดคือร้อยละ 75.6±0.30 
รองลงมาคือกลุ่มที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% มีค่าร้อยละ 73.70±0.27 ส่วนพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารไม่เสริม
นํ้ามันปลาทูน่ามีค่าตํ่าสุดคือมีค่าร้อยละ 71.69±0.21 และเมื่อพิจารณาคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็ง 
พบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งของโคพ่อพันธ์ุทั้ง 3 กลุ่มมีอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า และความเร็วในการเคลื่อนที่ทั้ง 3 ลักษณะคือ VAP, VSL และ VCL ไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(p>0.05) ในขณะที่จํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ในกลุ่มโคพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 
2% มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% และกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารไม่เสริมนํ้ามันปลาทู
น่า คือ 67.84±0.16, 64.14±0.18 และ 58.34±0.16 ตามลําดับ (p<0.05) 

จากผลการทดลองสรุปได้ว่าการเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% ในอาหารข้น ไม่มีผลต่อปริมาตรและความ
เข้มข้นของนํ้าเช้ือสด แต่มีผลทําให้อัตราเคลื่อนที่ อัตราเคลื่อนที่ไปข้างหน้า จํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ 
สูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า และส่งผลให้คุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งในส่วนของจํานวนอสุจิที่
มีอะโครโซมสมบูรณ์สูงกว่ากลุ่มที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% และกลุ่มที่ไม่เสริม  
 
 
 
คําสําคัญ: คุณภาพนํ้าเช้ือ โคพ่อพันธ์ุ นํ้ามันปลาทูน่า  
เลขทะเบียนผลงานวิจัย : 56(1)-0208-010 
1สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ อ. เมือง จ. ปทุมธานี 12000 
2ศูนย์วิจัยและพัฒนาอาหารสัตว์ขอนแก่น อ. เมือง จ. ขอนแก่น 40000 
3 ศูนย์ผลิตน้ําเชื้อแช่แข็งพ่อพันธ์ุผสมเทียมลําพญากลาง  อ. ลําสนธิ จ. ลพบุรี 15190 
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 Effect of Tuna Oil in Feed on Semen Quality of Tropical Holstein Bulls. 

Chirut  Ratanadheb1 Sasitorn Jorjong2 Panupan pongpeng3 
 

Abstract 
 

The purpose of the study was to investigate the effects of dietary Tuna oil 
supplement on fresh semen and frozen semen quality of Tropical Holstein bull. Eighteen 
bulls age 4-7 year were randomized into 3 groups equally and were fed with 16% crude 
protein feed for the treatment of 1%, 2% Tuna oil supplement and control for consecutive 
12 weeks. Semen samples were weekly collected, evaluated and processed to freezing. 
Results of the response to Tuna oil supplement on volume, concentration and total sperm 
of fresh semen of each group were not significantly different (p>0.05). The acrosomal 
integrity of the 2% treatment group was higher than the 1% and control group at 
75.60±0.30, 73.70±0.27 and 71.69±0.21 % respectively. The semen quality after thawing on 
% motility, % progressive motility and sperm velocity of each group were founded non 
significantly different. The effect on acrosomal integrity showed the result as the same as on 
fresh semen of each group with percentage of intact acrosome highest on the 2% treatment 
group at 67.84±0.16 to 64.14±0.18 % and 58.34±0.16 % of the 1% treatment and control 
group respectively. The results of this study defined that the 2% Tuna oil supplement on 
feed had no effect on semen volume concentration and total sperm of fresh semen and no 
significant effects on after thawing motility and velocity of frozen semen but showed 
beneficial effect on acrosomal integrity of both fresh and frozen semen which may enhance 
the ability on fertilization of bull sperm on artificial insemination.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Key words: Semen quality, Bulls, Tuna oil 
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บทนํา 
การจัดการด้านอาหารและโภชนาการในโคพ่อพันธ์ุที่เหมาะสม เป็นปัจจัยหลักที่มีผลต่อสุขภาพ

และการให้ผลผลิต โดยเฉพาะพ่อพันธ์ุโคนมที่ใช้ในการรีดเก็บนํ้าเช้ือเพ่ือผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็ง ที่ความต้องการ
อาหารมีความแตกต่างออกไป เน่ืองจากการเลี้ยงโคพ่อพันธ์ุน้ันการให้อาหารต้องคํานึงถึงความต้องการโภชนะ
ที่มีต่อกิจกรรมทางเพศควบคู่กับคะแนนร่างกายท่ีต้องรักษาไว้ในระดับที่ไม่อ้วนหรือผอมจนเกินไป ดังน้ัน
องค์ประกอบของวัตถุดิบในสูตรอาหารโคพ่อพันธ์ุจึงควรมีส่วนในการส่งเสริมให้โคพ่อพันธ์ุมีสุขภาพแข็งแรง 
และมีคุณภาพนํ้าเช้ือที่ดี และเมื่อนําไปผลติเป็นนํ้าเช้ือแช่แข็งก็จะได้นํ้าเช้ือแช่แข็งที่คุณภาพดีตามมา  

อาหารโคพ่อพันธ์ุทดสอบตามรายละเอียดคุณลักษณะเฉพาะท่ีกรมปศุสัตว์กําหนดเป็นอาหารที่
ต้องมีโปรตีนไม่น้อยกว่าร้อยละ 16 และต้องไม่มีส่วนผสมของยูเรียเน่ืองจากยูเรียเป็นพิษต่ออสุจิและตัวอ่อน 
(Yugal et al., 2013)  นอกจากน้ียังพบว่าชนิดของไขมันมีผลต่ออสุจิด้วยเน่ืองจากเป็นสารที่มีความสําคัญใน
การผลิตฮอร์โมนในระบบสืบพันธ์ุและการสร้างเซลล์สืบพันธ์ุ โดยเฉพาะกรดไขมันในกลุ่ม Polyunsaturated 
Fatty Acid (PUFA) ได้แก่ โอเมก้า 3 โอเมก้า 6 และ Docosahexaenoic Acid (DHA) เป็นสารต้ังต้นที่ใช้ใน
การสร้างเซลล์อสุจิและของเหลวที่อยู่ภายในเย่ือหุ้มเซลล์ และพบมากในบริเวณผิวเย่ือหุ้มเซลล์ทั้งส่วนหัวและ
หางของอสุจิ ซึ่งมีความสําคัญมากต่อความแข็งแรงของอสุจิและความสามารถในการปรับตัวให้เข้ากับ
สภาพแวดล้อมที่เปลี่ยนแปลง เช่น การสัมผัสกับของเหลวอ่ืน และอุณหภูมิที่เปลี่ยนไป (Steven  et al., 
2005; Strzezek et al., 2004) ดังน้ันถ้าปริมาณของ PUFA ในตัวอสุจิเพ่ิมขึ้นก็น่าจะสามารถช่วยป้องกัน
ความเสียหายขององค์ประกอบภายในเซลล์ และรักษาความสมบูรณ์เย่ือหุ้มเซลล์และอะโครโซมของอสุจิได้ดี
ขึ้น ซึ่งมีปัจจัยเหล่าน้ีมีพบว่าความสัมพันธ์กับการอยู่รอดของอสุจิภายหลังการทําละลาย 

นํ้ามันปลาทูน่าอุดมไปด้วยไขมันในกลุ่ม PUFA ซึ่งในนํ้ามันปลาทูนา 100 กรัมมีปริมาณของ DHA 
2,877 มิลลิกรัม และ Eicosapentaenoic Acid (EPA) 1,288 มิลลิกรัม (นฤมลและคณิต, 2542) นํามาใช้
เลี้ยงโคพ่อพันธ์ุพบว่าสามารถเพ่ิมคุณภาพนํ้าเช้ือสดให้สูงกว่าการกินอาหารที่ไม่เสริมกรดไขมันโอเมก้า 3 
(Hamid et al., 2011) และในทํานองเดียวกับ Adeel et al. (2009) ที่ทําการเสริม 1% ไขมันในกลุ่มที่มี 
PUFA ในอาหารกระบือ พบว่ากระบือที่ได้รับอาหารที่เสริมไขมัน มีปริมาตรนํ้าเช้ือสดเพ่ิมขึ้น และอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิสูงกว่าการไม่เสริมไขมันในอาหาร ส่วนในพ่อพันธ์ุแพะการเสริมนํ้ามันปลาที่ระดับ 2.5% มีผล
ให้คุณภาพนํ้าเช้ือและความสมบูรณ์พันธ์ุสูงขึ้น (Dolatpanah et al., 2008)  

ดังน้ันจึงทําการทดลองเสริมนํ้ามันปลาทูน่าชนิด semi-refined ซึ่งเป็นแหล่งที่อุดมไปด้วย PUFA 
สูง และเป็นผลพลอยได้จากอุตสาหกรรมที่ต้นทุนตํ่า ในอาหารสําหรับเลี้ยงพ่อพันธ์ุโคนม เพ่ือศึกษาผลท่ีมีต่อ
ปริมาณและคุณภาพนํ้าเช้ือสด และคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็ง 

 
วิธีการดําเนนิการวิจัย 

สัตว์ทดลอง พ่อพันธ์ุโคทรอปิคอลโฮลสไตน์ อายุ 5-7 ปี จํานวน 18 ตัว เลี้ยงในคอกเลี้ยงเด่ียวขนาด 
5x10 เมตร ที่ศูนย์ผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งพ่อพันธ์ุผสมเทียมลําพญากลาง อําเภอลําสนธิ จังหวัดลพบุรี ทําการรีด
เก็บนํ้าเช้ือด้วยวิธี artificial vagina สัปดาห์ละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 12 สัปดาห์ 
 แผนการทดลอง วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) โดยใช้
โคพ่อพันธ์ุทรอปิคอลโฮลสไตน์ อายุ 4-7 ปี จํานวน 18 ตัว สุ่มออกเป็น 3 กลุ่มๆ ละ 6 ตัว ให้ได้รับอาหารข้น 
3 ชนิด คือ  กลุ่มที่ 1 เลี้ยงด้วยอาหารข้น ระดับโปรตีน 16% ไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า  

กลุ่มที่ 2 เลี้ยงด้วยอาหารข้นระดับโปรตีน 16% CP เสริมนํ้ามันปลาทูน่าที่ระดับ 1%  
กลุ่มที่ 3 เลี้ยงด้วยอาหารข้นระดับโปรตีน 16% เสริมนํ้ามันปลาทูน่าที่ระดับ 2%  
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 การให้อาหารและการเลี้ยงดู ให้อาหารตามความต้องการโภชนะของโคนมพ่อพันธ์ุตาม NRC (2001) 
โดยใช้อาหารหยาบคือหญ้าแพงโกล่าแห้งวันละ 12 กิโลกรัม และอาหารข้น (ตารางที่ 1) วันละ 4 กิโลกรัม/ตัว 
โดยแบ่งให้เช้าและบ่ายวันละ 2 เวลา ก่อนเริ่มเก็บข้อมูลทําการเลี้ยงปรับสภาพโคให้เข้ากับสิ่งทดลองเป็นเวลา 
3 สัปดาห์ และเลี้ยงเพ่ือเก็บนํ้าเช้ือเป็นระยะเวลา 12 สัปดาห์ รวมระยะเวลาทั้งหมด 15 สัปดาห์ 
 
ตารางที่ 1 แสดงคุณค่าทางโภชนะของอาหารข้นที่ใช้เลี้ยงโคพ่อพันธ์ุในแต่ละกลุ่มทดลอง 

คุณค่าทางโภชนะ สูตรควบคุม เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% 
พลังงาน (Kcal) 2,812 2,850 2,845 
โปรตีน,% 15.94 15.82 15.84 
ไขมัน,% 3.19 4.28 5.28 
แคลเซียม,% 0.81 0.79 0.78 
 การผลิตน้ําเชื้อแช่แข็ง นํ้าเช้ือที่รีดเก็บได้ในแต่ละสัปดาห์นํามาผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งโดยทําการเจือ
จางน้ําเช้ือด้วย Egg Yolk Tris ให้มีความเข้มข้น 96 ล้านตัว/มิลลิลิตร จากน้ันนําไปบรรจุในหลอดบรรจุนํ้าเช้ือ
ขนาด 0.25 มล. และลดอุณหภูมิไปที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ทําการแช่แข็งด้วยเครื่องแช่แข็ง
นํ้าเช้ืออัตโนมัติ และเก็บรักษาไว้ภายใต้ระดับไนโตรเจนเหลว จากน้ันทําการตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการ
แช่แข็ง 24 ช่ัวโมง โดยมีตัวช้ีวัดดังน้ี 

- นํ้าเช้ือสด ได้แก่ ปริมาตรของน้ําเช้ือ (volume) ความเข้มข้น (concentration) มีหน่วยเป็นล้านตัว
ต่อมิลลิลิตร ตรวจด้วยเครื่องตรวจนับความเข้มข้น (spectrophotometer) จํานวนอสุจิทั้งหมดที่รีดเก็บได้ใน
แต่ละคร้ัง คํานวณจากปริมาตรคูณด้วยความเข้มข้น ความหนาแน่น (density) การเคลื่อนไหวหมู่ (mass 
movement) อัตราการเคลื่อนที่ (motility) จํานวนอสุจิรูปร่างผิดปกติ ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดตัดแสง 
(phase contrast microscope) และจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ ด้วยวิธีการย้อมสี Congo red  

- นํ้าเช้ือแช่แข็ง ได้แก่ อัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็วในการเคลื่อนที่ 
ได้แก่ Average path velocity (VAP), Straight-line velocity (VSL), Curvilinear velocity (VCL) 
ลักษณะการเคลื่อนที่ ได้แก่  Amplitude of lateral head (ALH), Beat cross frequency (BCF), 
Straightness (STR) Linearity (LIN) ลักษณะรูปร่างอสุจิ ได้แก่ Elongation และ Area ตรวจด้วยเครื่อง 
Computer Assisted Semen Analysis (CASA)  รูปร่างอสุจิผิดปกติ และอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์  

 การวิเคราะห์และประมวลผล วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวิธี Analysis of Variance วิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี DMRT (Duncan’s Multiple Range Test)  

 
ผลการทดลองและวิจารณ ์

คุณภาพน้ําเชือ้สด 
 จากการศึกษาคุณภาพนํ้าเช้ือพ่อพันธ์ุโคที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นโปรตีน 16% ไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 
และเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1 และ 2% พบว่าพ่อพันธ์ุที่ได้รับอาหารข้นทั้ง 3 กลุ่ม มีปริมาตรของน้ําเช้ือ ความ
เข้มข้น และจํานวนอสุจิทั้งหมดที่รีดเก็บได้ในแต่ละคร้ังไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) แต่พบความแตกต่าง
ในส่วนของความหนาแน่นของนํ้าเช้ือในกลุ่มพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% มีค่า 
1.99±0.08 สูงกว่า นํ้าเช้ือของพ่อพันธ์ุในกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% ส่วนลักษณะการ
เคลื่อนไหวหมู่และอัตราการเคลื่อนที่ ในโคพ่อพันธ์ุกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% มีค่าสูง
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กว่าโคท่ีเลี้ยงด้วยอาหารข้นที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% ในขณะที่พ่อพันธ์ุโคทั้ง 3 กลุ่มมีจํานวนอสุจิรูปร่าง
ผิดปกติไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) แต่จํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ในพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารที่
เสริมน้ํามันปลาทูน่า 2% มีค่าสูงที่สุดคือร้อยละ 75.6±0.30 รองลงมาคือพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารท่ีเสริม
นํ้ามันปลาทูน่า 1% มีค่าร้อยละ 73.70±0.27 ส่วนพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่ามีค่าตํ่าสุด
คือมีค่าร้อยละ 71.69±0.21 (ตารางที่ 2) 
 จากผลการทดลองพบว่าโคพ่อพันธ์ุที่กินอาหารข้นที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่าไม่มีผลให้ปริมาตรนํ้าเช้ือ 
ความเข้มข้น และจํานวนอสุจิเพ่ิมขึ้น แต่มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ และความสมบูรณ์ของอะโครโซม ซึ่ง
สอดคล้องกับ Hamid et al. (2011) ที่ทําการศึกษาโดยให้โคพ่อพันธ์ุกินโอเมก้า 3 โดยตรงในรูปของแคปซูล 
ซึ่งใน 100 กรัม ประกอบด้วย DHA 10% และ EPA 6% ไม่สามารถช่วยเพ่ิมปริมาตร ความเข้มข้น หรือ
จํานวนอสุจิทั้งหมดในนํ้าเช้ือโค แต่สามารถช่วยเพ่ิมในส่วนของลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ ที่วิเคราะห์ด้วย 
CASA ได้แก่ อัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และ VAP ของอสุจิสูงกว่าโคกลุ่มที่ไม่ได้กิน 
และให้ผลในทํานองเดียวกับที่ทําการศึกษาใน แพะ (Dolatpanah et al. 2008) และในแกะ (Towhidi et al. 
2008) แต่แตกต่างในสุกร (Paulenz et al. 1999) และในม้า (Brinsko et al. 2005) ซึ่งพบว่าพ่อพันธ์ุที่ได้รับ
อาหารท่ีอุดมไปด้วยสารกลุ่มโอเมก้า สามารถช่วยเพ่ิมปริมาณและคุณภาพนํ้าเช้ือให้สูงขึ้นได้ ทั้งน้ีได้ให้เหตุผล
ในทํานองเดียวกันคือ PUFA ที่ได้รับจากการกินช่วยให้เย่ือหุ้มเซลล์อสุจิมีความสมบูรณ์แข็งแรงเพ่ิมขึ้น 
  
 ตารางที่ 2  แสดงลักษณะนํ้าเช้ือสดของพ่อพันธ์ุโคที่ได้รับอาหารข้นที่ไม่เสริมและเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 
 อาหารข้น 16% CP 

พ่อพันธ์ุโคนม ไม่เสริมน้ํามันปลา เสริมน้ํามันปลา 1% เสริมน้ํามันปลา 2% 
  ปริมาตร (มล.) 6.04±0.19 6.36±0.18 6.01±0.15 
  ความเข้มข้น (x106 ตัว/มล.) 725.90±19.32 720.37±20.80 751.68±19.21 
  จํานวนอสุจิท้ังหมด (x106 ตัว) 5,745.05±235.34 5,565.51±191.27 5,593.54±196.92 
  ความหนาแน่น (Density) 1.86ab±0.05 1.76b±0.05 1.99a±0.08 
  การเคล่ือนไหวหมู่ (Mass movement) 2.21a±0.06 2.02b±0.06 2.19 a±0.06 
  อัตราการเคลื่อนท่ี (%) 66.45a±0.52 64.12b±0.88 66.74 a±0.62 
  จํานวนอสุจิรูปร่างผิดปกติ (%) 12.23±0.69 10.57±0.60 11.81±0.65 
  จํานวนอสุจิท่ีมีอะโครโซมสมบูรณ์ (%) 71.69c±0.21 73.70b±0.27 75.60 a±0.30 
abcอักษรท่ีแตกต่างกันในแนวนอนเดียวกันแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
 

เมื่อโคพ่อพันธ์ุได้รับอาหารที่อุดมไปด้วยกรดไขมันสายยาวจากนํ้ามันปลาทูน่า โคพ่อพันธ์ุจึงมีปริมาณ
ของ PUFA ในร่างกายเพ่ิมขึ้น และ PUFA ที่เพ่ิมขึ้นส่งผลต่อการสร้างอสุจิ โดยทําให้เย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจิมี
ปริมาณของ PUFA เพ่ิมขึ้นตามไปด้วย โดยพบมากที่ส่วนหางของอสุจิ ซึ่งอาจรวมไปถึง flagellar ช่วยให้อัตรา
การเคล่ือนที่ของอสุจิดีย่ิงขึ้น อีกทั้งยังมีความสําคัญต่อการแลกเปลี่ยนสารระหว่างภายในและภายนอกเซลล์ 
จึงช่วยทําให้อสุจิมีเย่ือหุ้มเซลล์และอะโครโซมสมบูรณ์แข็งแรง (Humid et al., 2011) แต่ PUFA ไม่มีส่วน
ช่วยในการสร้างเซลล์สืบพันธ์ุทั้งในส่วนการเพ่ิมการสร้างอสุจิ และความผิดปกติของรูปร่างอสุจิ จากผลการ
ทดลองในครั้งน้ีพบว่าโคที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% เป็นระดับที่นํ้าเช้ือมีอะโครโซมสมบูรณ์
สูงที่สุด 
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 วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 

 
คุณภาพน้ําเชือ้ภายหลังการแช่แข็ง 
 เมื่อนํานํ้าเช้ือที่รีดเก็บจากพ่อพันธ์ุทั้ง 3 กลุ่มผลิตเป็นนํ้าเช้ือแช่แข็ง พบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการ
แช่แข็งของโคพ่อพันธ์ุทั้ง 3 กลุ่มมีอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอสุจิรูปร่างผิดปกติไม่
แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) แต่ความเร็วในการเคลื่อนที่ทั้ง 3 ลักษณะคือ VAP, VSL และ VCL ของอสุจิโค
พ่อพันธ์ุกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% มีค่าสูงที่สุด รองลงมาคือกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้น
ไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า และกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% ในขณะที่ลักษณะการเคลื่อนที่
ของอสุจิ ค่า ALH  ในกลุ่มโคพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% มีค่าสูงที่สุด รองลงมาคือ
กลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า และกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% มีค่า
ตํ่าที่สุด แต่ลักษณะการเคลื่อนที่อ่ืน ได้แก่ BCF, STR และ LIN ในกลุ่มที่เสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% มีค่าตํ่ากว่า
กลุ่มที่ไม่เสริมและเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% ส่วนลักษณะรูปร่างของอสุจิ ค่าส่วนหัวของอสุจิ (Area) ในกลุ่มที่
กินอาหารไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่ามีค่าสูงกว่า กลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1 และ 2% ในขณะที่
อสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ในกลุ่มโคพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เลี้ยง
ด้วยอาหารเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1% ส่วนกลุ่มที่เลี้ยงด้วยอาหารไม่เสริมนํ้ามันปลาทูน่ามีค่าตํ่าสุด (ตารางที่ 3)
    
ตารางที่ 3 แสดงคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งของพ่อพันธ์ุโคนมที่ได้รับอาหารข้นแตกต่างกัน 
 อาหารข้น 16% CP 

คุณภาพน้ําเชื้อ ไม่เสริมน้ํามันปลา เสริมน้ํามันปลา 1% เสริมน้ํามันปลา 2% 
อัตราการเคลื่อนท่ี    
  Motility (%) 43.23±2.88 39.88±1.32 39.48±1.16 
  Progressive motility (%) 22.15±0.53 20.78±0.70 21.27±0.80 
ความเร็วในการเคลื่อนท่ี    
Average path velocity:VAP (m/s) 80.92b±0.80 85.06a±1.08 77.47c±0.93 
Straight-line velocity:VSL (m/s) 61.99b±0.51 63.80a±0.64 59.76c±0.73 
Curvilinear velocity:VCL (m/s) 141.04b±1.69 152.35a±2.24 136.03c±1.72 
ลักษณะการเคล่ือนท่ี    
Amplitude of lateral head: ALH (m) 6.75b±0.06 7.33a±0.08 6.66b±0.05 
Beat cross frequency:BCF (HZ) 24.91a±0.18 23.56b±0.23 24.60a±0.24 
Straightness: STR (%) 75.94a±0.28 74.24b±0.34 76.27a±0.23 
Linearity: LIN (%) 45.35a±0.28 43.35b±0.33 45.27 a±0.24 
ลักษณะตัวอสุจิ    
Elongation 45.30b±0.17 46.17a±0.20 46.23 a±0.17 
พ้ืนท่ีส่วนหัวของอสุจิ (Area; m) 8.96a±0.05 8.80b±0.06 8.69b±0.04 
อสุจิรูปร่างผิดปกติ (%) 19.95±0.70 19.56±0.64 20.09±0.68 
อสุจิท่ีมีอะโครโซมสมบูรณ์ (%) 58.34c±0.16 64.14b±0.18 67.84a±0.16 
abcตัวอักษรต่างกันในแนวนอนเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ(p<0.05) 
 

การทดลองในคร้ังน้ีแตกต่างไปจากผลการทดลองในกระบือ (Adeel et al., 2009)  และม้า (Steven 
et al., 2005) ซึ่งการเลี้ยงพ่อพันธ์ุด้วยอาหารที่อุดมไปด้วยโอเมก้า 3 สามารถช่วยเพ่ิมคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลัง



 

7	
 

 Journal of Biotechnology in Livestock Production 

การแช่แข็ง ให้มีอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าพ่อพันธ์ุที่เลี้ยงด้วยอาหารข้นที่ไม่มีมีโอเมก้า 3 โดยเน่ืองจากโอเมก้า 
3 ช่วยเสริมความแข็งแรงให้กับเย่ือหุ้มเซลล์ และยังทําหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระตัวหน่ึง ทําให้อสุจิทนต่อ
การลดอุณหภูมิและการแช่แข็งได้ดี เมื่อกินอาหารที่อุดมไปด้วยโอเมก้า 3 หรือ PUFA ที่กินเข้าไปสามารถช่วย
เพ่ิม PUFA ที่อยู่บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจิมีส่วนช่วยเสริมความแข็งแรงให้อสุจิเน่ืองจากเป็นสารต้านอนุมูล
อิสระชนิดหน่ึง ในการทําหน้าที่ควบคุมการแลกเปลี่ยนสารเข้า-ออกเซลล์ ในขบวนการ flexibility และ 
compressibility อีกทั้งยังช่วยลดการเกิดปฏิกิริยา oxidation เมื่ออสุจิใช้ประโยชน์จากสารต่างๆ ในนํ้ายา
เจือจาง และขบวนการ metabolism ที่เกิดขึ้นและจะขับของเสียที่เป็นพิษกับอสุจิเอง (Strzezek et al., 
2004)  

การทดลองเล้ียงโคพ่อพันธ์ุด้วยอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า ไม่มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ภายหลัง
การแช่แข็ง แต่มีผลต่อความเร็วในการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคล่ือนที่ และจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ 
ซึ่งการพิจารณาคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็ง โดยทั่วไปใช้อัตราการเคลื่อนที่ในการตัดสิน คือต้องมีอัตรา
การเคล่ือนที่ไม่น้อยกว่าร้อยละ 40 หรือไม่น้อยกว่า 8 ล้านตัว การทดลองในครั้งน้ีไม่พบความแตกต่างของ
อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ โดยนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งทั้ง 3 กลุ่มมีอัตราการเคลื่อนที่ใกล้เคียงเกณฑ์ที่
กําหนด ส่วนความเร็วในการเคลื่อนที่และลักษณะการเคลื่อนที่ยังไม่มีเกณฑ์ที่กําหนดชัดเจน ดังน้ันจึงพิจารณา
ให้ความสําคัญกับจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ เน่ืองจากอะโครโซมเป็นองค์ประกอบที่ส่วนหัวของอสุจิ 
และบรรจุเอนไซม์ไฮยารูโลนิเดส (Hyaluronidase) อยู่ภายใน ทําหน้าที่ช่วยในการย่อยสลายช้ันที่ห้อหุ้มไข่ 
(Zona Pellucida) เพ่ือเข้าปฏิสนธิกับไข่ ถ้านํ้าเช้ือที่ใช้ในการผสมเทียมมีจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์สูง 
ก็น่าจะเป็นการเพ่ิมโอกาสในการเข้าปฏิสนธิกับไข่ได้สูงกว่านํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจิที่อะโครโซมสมบูรณ์ตํ่ากว่า  

เมื่อพิจารณาร่วมกับต้นทุนค่าอาหารโคพ่อพันธ์ุซึ่งเป็นอาหารมีส่วนประกอบของโปรตีนไม่น้อยกว่า
ร้อยละ 16 และไม่มียูเรีย มีต้นทุนประมาณกิโลกรัมละ 10 บาท ถ้าเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 1 % ต้นทุนจะเพ่ิมขึ้น
เป็นกิโลกรัมละ 10.58 บาท และต้นทุนของอาหารข้นเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% ประมาณกิโลกรัมละ 11.16 
บาท เมื่อคํานึงถึงผลที่ได้รับคือ ปริมาณและความเข้มข้นของนํ้าเช้ือ อัตราการเคลื่อนที่ ไม่ได้เพ่ิมขึ้น แต่เพ่ิมขึ้น
เฉพาะจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ ซึ่งถ้ามีจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์สูงโอกาสในการเข้าปฏิสนธิ
กับไข่ก็น่าจะสูงกว่ากว่านํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจิที่อะโครโซมสมบูรณ์ ดังน้ันการเสริมนํ้ามันปลาทูน่าในอาหารข้น 
จึงนับว่าเป็นอีกทางเลือกที่สามารถช่วยเพ่ิมคุณภาพนํ้าเชื้อสดและคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็ง โดยการเพ่ิมต้นทุน
เพียงเล็กน้อย  

 
สรุปผลการทดลอง 

การเสริมนํ้ามันปลาทูน่า 2% ในอาหารข้นที่ใช้เลี้ยงโคพ่อพันธ์ุทรอปิคอลโฮลสไตน์ ไม่สามารถเพ่ิม
ปริมาตร และความเข้มข้นของนํ้าเช้ือสดได้ แต่ช่วยเพ่ิมอัตราเคลื่อนที่ อัตราเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และ
จํานวนอสจุที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ให้สูงขึ้น ส่วนคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งมีคุณภาพเพ่ิมขึ้นในด้าน
จํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ จึงมีแนวโน้มให้ผลที่ดีหากพิจารณาเสริมในอาหารโคพ่อพันธ์ุเป็นประจํา
ต่อไป 
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ผลการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางน้ําเชื้อตอ่คุณภาพน้าํเชื้อภายหลังการละลายและอัตรา
การผสมติดของโคนม 

 

จิรุตม์ รัตนเทพ1  สินชัย วิโรจน์วุฒิกุล2 สราวุธ ฉายประสาท3 จตุพร   พงษ์เพ็ง4 
 

บทคัดย่อ 
การศึกษาครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบผลการเสริมกลูตาไธโอนในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือต่อ

คุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการละลายและอัตราการผสมติดของโคนม วางแผนการทดลองแบบ Randomized 
Complete Block Design (RCBD) โดยใช้นํ้าเช้ือจากพ่อพันธ์ุโคนม ทรอปิคอลโฮลสไตน์ อายุ 5-7  ปี  จํานวน 
5  ตัว (บล็อก) ที่มีนํ้าเช้ือสดด้วยอัตราเคลื่อนที่ไม่ตํ่ากว่า 70 % ทําการรีดเก็บนํ้าเช้ือสัปดาห์ละ 1 ครั้ง 
ติดต่อกัน 5 สัปดาห์ นํ้าเช้ือที่รีดเก็บได้จากพ่อพันธ์ุแต่ละตัวแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม แล้วเจือจางนํ้าเช้ือด้วย Egg 
Yolk Tris ที่ไม่เสริมและเสริมกลูตาไธโอนท่ีระดับความเข้มข้น 0.5 1 และ 2 mM แล้วทําการแช่แข็ง นํา
นํ้าเช้ือแช่แข็งน้ีไปตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือ sperm motility, progressive motility, velocity(VAP, VSL, VCL), 
kinetic movement(ALH,BCF,STR,LIN) and acrosome integrity และผสมเทียม โดยใช้โคนมเพศเมีย 50 
ตัวต่อกลุ่ม และทําการตรวจท้องภายหลังการผสมเทียม 60 วัน 

ผลการศึกษาพบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งทั้ง 4 กลุ่ม มีอัตราการเคลื่อนที่ (motility) 
อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า(progressive motility) ความเร็วในการเคลื่อนที่ (velocity: VAP,VSL,VCL) 
และลักษณะการเคลื่อนที่(kinetic movement: ALH,BCF,STR) มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05)  แต่
ลักษณะการเคลื่อนที่(kinetic movement) ในส่วนของค่า linearity (LIN) พบว่ากลุ่มที่เสริมกลูตาไธโอน 1 
mM (42.01±0.30) มีค่าแตกต่างทางสถิติ (p>0.05)  กับกลุ่มที่ไม่เสริมกลูตาไธโอน (42.96±0.45)   ส่วน
ความสมบูรณ์ของอะโครโซม พบว่า acrosome-intact ในกลุ่มที่เสริมกลูตาไธโอน 0.5 mM (67.90±2.45) 
แตกต่างทางสถิติ (p>0.05) กับกลุ่มที่ไม่เสริมกลูตาไธโอน(57.72±3.30)  ในขณะที่ acrosome-damage ของ
กลุ่มที่เสริมกลูตาไธโอน 0.5 mM (28.54±2.72) ก็แตกต่างทางสถิติ (p>0.05) กับกลุ่มที่ไม่เสริมกลูตาไธโอน
(38.73±2.97) และเมื่อนํานํ้าเช้ือแช่แข็งไปผสมเทียมให้กับโคนมเพศเมียพบว่า นํ้าเช้ือแช่แข็งกลุ่มที่เสริมกลูตา
ไธโอน 0.5 และ 1.0 mM และกลุ่มที่ไม่เสริมกลูตาไธโอนมีอัตราการผสมติดแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) คือ 
36.00±11.23ม 31.49±2.95 และ 15.90±4.65 ตามลําดับ 

การศึกษานี้ช้ีว่านํ้าเช้ือแช่แข็งของโคนมที่เจือจางด้วย Egg Yolk Tris ที่เสริมกลูตาไธโอน มีผลดีต่อ
คุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งและอัตราการผสมติด 

 
 
 
 
คําสําคญั:  กลูตาไธโอน คุณภาพนํ้าเช้ือ พ่อพันธ์ุโคนม  อัตราการผสมติด  
เลขทะเบียนวิจัย: 56(1)-0208-011 
1สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์  กรมปศุสัตว์  อ. เมือง  จ. ปทุมธานี 12000 
2ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพนครชลบุรี  อ. บ้านบึง จ. นครราชสีมา 20220 
3ศูนย์ผลิตน้ําเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์โครงการหลวงอินทนนท์ อ.จอมทอง จ. เชียงใหม่ 50000 
4ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี อ. เมือง จ. สระบุรี 15190 
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Effect of Glutathione Supplements in Tris-based extender on Post-Thaw 
Semen  Quality and fertility of Dairy Bulls. 

 

Chirut Ratanadheb1 Sinchai Wirojwutthikul2 Sarawuth Chaiprasat3 Jatuporn pongpeng4 
 

Abstract 
The aim of this study was to evaluated the effects of Tris-based semen extender 

supplemented with different concentrations of glutathione, 0.5, 1, and 2 mM, on dairy bulls 
semen quality and conception rate. Five Tropical Holstein bulls 5-7 years of age with fresh 
sperm motility rate more than 70 percent were set in Randomized Complete Block Design 
(RCBD).  Semen from all 5 bulls was collected once a week for 5 consecutive weeks. Each 
batch of collected semen was divided into 4 groups and extended with Egg Yolk Tris 
supplemented with 4 different concentrations of glutathione, control, 0.5, 1.0, and 2.0 mM, 
then frozen. After thawing, semen samples were determined for semen quality : sperm 
motility, progressive motility, velocity(VAP, VSL, VCL), kinetic movement(ALH,BCF,STR,LIN) and 
acrosome integrity. Fifty cows per group were artificially inseminated (AI) with control and 
treated semen. Pregnancy check was determined 60 days after AI. The results revealed 
sperm motility, progressive motility and velocity (VAP, VSL, VCL) of control and all treated 
groups were non significantly different (p>0.05), however, LIN of the control group 
(42.96±0.45)  was significantly different (p>0.05)  from treated group,1.0mM (42.01±0.30). The 
acrosome-intact of the control group (57.72±3.30) was significantly different (p>0.05) from 
treated groups, 0.5mM, (67.90±2.45). While acrosome-damage of the control group 
(38.73±2.97) was also significantly different (p>0.05) from treated groups,0.5mM, (28.54±2.72). 
Conception rate of the control group and treated group,0.5 and 1.0mM, were significant 
difference (p>0.05), 15.90±4.65, 36.00±11.23 and 31.49±2.95, respectively. 

This study suggested that semen extender supplemented with glutathione had 
beneficial effects on semen quality and conception rate of dairy bull frozen semen. 

 
 
Keywords : glutathione, semen quality, dairy bull, conception rate 
Registered No. : 56(1)-0208-011  
1Bureau of Biotechnology in Animal Production, Department of Livestock Development, Pathumthani 12000. 
2Chonburi Artificial  Insemination and Biotechnology Research Center, Chonburi 20220 
3Bull Semen Production Center (Inthanond Royal Project), Jomthong ChiangMai. 50000  
4Lamphayaklang Bull Semen Production Center, Lamsonthi, Lopburi. 15190 
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คํานาํ 
องค์ประกอบของสารต่างๆ ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือมีผลต่อความสามารถในการมีชีวิตรอดของอสุจิใน

กระบวนการแช่แข็ง นอกจากการเจือจางนํ้าเช้ือให้มีความเข้มข้นตามความต้องการแล้ว ยังทําหน้าที่เป็นแหล่ง
ให้พลังงานและสารที่จําเป็นต่อการเคลื่อนที่ การมีชีวิตรอด รวมทั้งการป้องกันความเสียหายที่จะเกิดขึ้นกับตัว
อสุจิจากขั้นตอนการลดอุณหภูมิและการแช่แข็ง ซึ่งอสุจิจะมีความไวต่อการตอบสนองในการเปลี่ยนแปลงของ
สภาพแวดล้อม เช่นเมื่ออุณหภูมิเย็นลงกะทันหัน อาจทําให้อสุจิเกิด cold shock และตายได้ หรือการ
เกิดปฏิกิริยาเมื่อสัมผัสกับสารเคมี ซึ่งจะส่งผลต่อคุณสมบัติของเย่ือหุ้มเซลล์และอะโครโซม หรือการ
เกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation จากสารอนุมูลอิสระ (Uysal and Bucak, 2007) เป็นต้น ซึ่งการ
เปลี่ยนแปลงเหล่าน้ีล้วน ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่และการรอดชีวิตของอสุจิภายหลังการแช่แข็งลดลง (Hu et 
al., 2010)  

กลูตาไธโอนเป็นสารต้านอนุมูลอิสระชนิดหน่ึงที่มีคุณสมบัติช่วยลดจํานวนสารในกลุ่มอนุมูลอิสระที่
เป็นสาเหตุทําให้เกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่มีผลเสียต่อเย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจิ การเสริมกลูตาไธโอนใน
นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ จึงน่าจะเป็นอีกทางเลือกหน่ึงที่จะช่วยเพ่ิมอัตราการรอดชีวิต และคงสภาพของอะโครโซม
ของอสุจิให้สมบูรณ์ได้มากขึ้น โดยมีการศึกษาในหลายชนิดสัตว์และให้ผลการทดลองที่แตกต่างกัน 
Triwulanningsih et al. (2008) รายงานว่าการเสริมกลูตาไธโอน 0.5 mM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือโคสามารถ
ช่วยเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่และความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์สูงกว่าการเสริมที่ 1 และ 1.5 mM ในขณะที่ 
Gadea et al. (2007) รายงานว่า การเสริมกลูตาไธโอนที่ 1 mM สามารถเพ่ิมคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งโคในส่วน
ความสมบูรณ์ของอะโครโซมและการเข้าปฏิสนธิกับไข่ดีกว่าการไม่เสริมกลูตาไธโอน สอดคล้องกับ Sariozkan 
et al. (2009) รายงานว่าการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือโคสามารถเพ่ิมความทนทานต่อการแช่
แข็งได้ดีกว่าการไม่เสริม แต่ในการแช่แข็งนํ้าเช้ือกระบือ การเสริมกลูตาไธโอนที่ 2 mM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ
ทําให้นํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งมีคุณภาพสูงกว่านํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือที่ไม่เสริมกลูตาไธโอน (Ansari et al., 
2010)  

ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบผลการเสริมกลูตาไธโอนท่ีระดับความ
เข้มข้นแตกต่างกันในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือโคต่อคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการละลายและอัตราการผสมติด  

 
อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง พ่อพันธ์ุโคนมทรอปิคอลโฮลสไตน์ อายุ 5-7 ปี จํานวน 5 ตัว ที่ตัวอสุจิในนํ้าเช้ือสดจาก
พ่อพันธ์ุโคทุกตัวมีอัตราการเคลื่อนที่ไม่ตํ่ากว่า 70 % ทําการรีดเก็บนํ้าเช้ือจากพ่อพันธ์ุโคทั้ง 5 ตัวน้ีที่ศูนย์ผลิต
นํ้าเช้ือแช่แข็งพ่อพันธ์ุผสมเทียมลําพญากลาง ตําบลหนองรี อําเภอลําสนธิ จังหวัดลพบุรี ระหว่างเดือน 
พฤศจิกายน 2555 ถึงเดือนมกราคม 2556  

แผนการทดลอง วางแผนการทดลองแบบ Randomize Complete Block Design (RCBD) 
กําหนดให้พ่อพันธ์ุแต่ละตัวเป็นบล็อก ทําการรีดเก็บนํ้าเช้ือจากพ่อพันธ์ุโคทั้ง 5 ตัวสัปดาห์ละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 
5 สัปดาห์ นํ้าเช้ือของพ่อพันธ์ุแต่ละตัวที่รีดเก็บได้จะถูกแบ่งออกเป็น 4 ส่วนเท่าๆ กัน แต่ละส่วนนํามาเจือจาง
ด้วยนํ้ายาเจือจาง 4 แบบ เป็น 4 กลุ่มทดลอง ดังน้ี 

กลุ่มที่ 1  เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจาง Egg Yolk Tris (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 1.0 g.) เป็นกลุ่มควบคุม 
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กลุ่มที่ 2  เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจาง Egg Yolk Tris เสริม Glutathione 0.5 mM 
กลุ่มที่ 3  เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจาง Egg Yolk Tris เสริม Glutathione 1.0 mM  
กลุ่มที่ 4  เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจาง Egg Yolk Tris เสริม Glutathione 2.0 mM 
กลูตาไธโอน ที่ใช้ในการทดลอง เป็น analytical grade เรียกว่า L-Glutathione reduced (cat. No. 

G6013; Sigma Chemical Co.,) 
การแช่แข็งน้ําเชื้อ นํานํ้าเช้ือที่เจือจางแล้วบรรจุในหลอดบรรจุนํ้าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตร และทํา

การลดอุณหภูมิในตู้ควบคุมอุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง จากน้ันทําการแช่แข็งด้วยเครื่องแช่
แข็งอัตโนมัติ (Digitcool 5300, ZH350&UE350 with 900 HP program 3T Software, IMV, France) 
และเก็บรักษในไนโตรเจนเหลว  

การตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ หลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือ 24 ชม. สุ่มนํ้าเช้ือแช่แข็งกลุ่มละ 3 หลอดจากแต่ละ
สัปดาห์มาทําให้ละลายโดยแช่ในนํ้าอุณหภูมิ 37 เซลเซียส นาน 30 วินาที และทําการตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือโดย
ตรวจ 1.อัตราการเคลื่อนที่ตัวอสุจิ (motility) 2.อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าตัวอสุจิ (progressive motility) 
3.ความเร็วในการเคลื่อนที่ตัวอสุจิ (velocity)ได้แก่ average path velocity:VAP, straight-line:VSL, 
curvilinear velocity:VCL.4.ลักษณะการเคลื่อนที่(kinetic movement) ได้แก่ amplitude of lateral 
head:ALH, beat cross frequency:BCF, straightmess:STR, linearity:LIN ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์
คุณภาพนํ้าเช้ือ CASA โปรแกรม IVOS motility analyzer version 12.0 (Hamilton-Thorne, 
Biosciences, MA., USA.) และ 5.ความสมบูรณ์ของอะโครโซมตัวอสุจิ acrosome integrity: acrosome-
intact, acrosome-damage, acrosome-loss โดยดองตัวอสุจิด้วย formal saline แล้วตรวจนับด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ชนิดตัดแสง(phase contrast) 

การศึกษาอัตราการผสมติด ทําการสุ่มนํ้าเช้ือแช่แข็งจากทั้ง 4 กลุ่มเพ่ือใช้ผสมเทียมให้กับแม่โคนมใน
เขตจังหวัดชลบุรี ที่มี body condition score 2.5–3 คะแนน กลุ่มละ 50 ตัว ผสมครั้งแรกหลังคลอด 60-90 
วัน ในช่วงเดือนมกราคมถึงเดือนกุมภาพันธ์ 2556 และตรวจท้องด้วยการล้วงตรวจผ่านทางทวารหนักภายหลัง
การผสม 60 วัน  
 การวิเคราะหแ์ละประมวลผล ด้วยวิธี Analysis of Variance วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ีย
โดยวิธี Duncan’s Multiple Range Test (มนต์ชัย, 2544)  
 

ผลการทดลองและวิจารณ ์
 คุณภาพน้ําเชือ้ภายหลังการแช่แข็ง 

การศึกษาผลของนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือที่ไม่เสริมและเสริมกลูตาไธโอนท่ีระดับความเข้มข้น 0.5, .01 
และ 2.0 mM ต่อคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็ง ซึ่งพบว่าอัตราการเคลื่อนที่ (motility) อัตราการ
เคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive motility) และความเร็วในการเคลื่อนที่(velocity) ได้แก่ Average path 
velocity (VAP), Straight-line velocity (VSL), Curvilinear velocity (VCL) ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ 
(p>0.05) ในขณะที่ลักษณะการเคล่ือนที่ ได้แก่  Amplitude of lateral head (ALH), Beat cross 
frequency (BCF), Straightness (STR) มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ(p>0.05)เช่นกัน แต่ในส่วนของ 
Linearity (LIN) พบว่ากลุ่มที่เสริมกลูตาไธโอน 1.0 mM มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) กับกลุ่มที่ไม่
เสริมกลูตาไธโอน (ตารางที่ 1) จากข้อมูลการศึกษานี้ช้ีว่าการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไม่มีผลต่อ
อัตราการเคลื่อนที่ ความเร็วในการเคลื่อนที่ ซึ่งสอดคล้องกับ Gadea et al. (2007) และ Tuncer et al. 
(2010) ที่รายงานว่าการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการ
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ละลาย แต่ขัดแย้งกับ Triwulanningsih et al. (2008) ซึ่งรายงานว่าการเสริม กลูตาไธโอน 0.5 mM  ในนํ้ายา
เจือจางนํ้าเช้ือโคมีผลทําให้อัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าการเสริมที่ 1.0 และ 1.5 mM หรือในการศึกษา
เปรียบเทียบการเสริมกลูตาไธโอนที่ระดับ 0.5, 1, 2 และ 3 mM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือกระบือ ซึ่งใช้นํ้ายาเจือ
จางน้ําเช้ือชนิดเดียวกับนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือโค พบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือกระบือภายหลังการแช่แข็งที่เจือจางด้วย
นํ้ายาเจือจางที่เสริมกลูตาไธโอนต้ังแต่ 2 mM สามารถเพ่ิมคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งได้ โดยทําให้
อัตราการเคลื่อนที่ อสุจิมีชีวิต สูงกว่าไม่เสริม (Ansari  et al., 2010)   

ตารางที่ 1  แสดงค่าเฉล่ีย ±SE การเคล่ือนที่ของนํ้าเช้ือแช่แข็งโคภายหลังการละลายที่เสริมและไม่
เสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจาง EYT  

 

ab ตัวอักษรที่แตกต่างกันอยู่ในแนวนอนเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (p0.05) 
 
สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ กําหนดให้นํ้าเช้ือแช่แข็งต้องมีอัตราการเคลื่อนที่ 

Motility (%) ไม่น้อยกว่าร้อยละ 40 หรือมีอสุจิเคลื่อนที่ไม่น้อยกว่า 8 ล้านตัว จึงจะสามารถนําไปใช้ในการ
ผสมเทียมได้ แต่ทั้งน้ีจําเป็นต้องพิจารณาควบคู่ไปกับความสมบูรณ์ของอะโครโซม ซึ่งเป็นโครงสร้างที่ส่วนหัว
ของอสุจิ บรรจุเอ็นไซม์ hyaluronidase สําหรับทําปฏิกิริยาย่อยสลายช้ันเซลล์ Zona Pellucida ของไข่   

จากการทดลองคร้ังน้ี นํ้าเช้ือแช่แข็งทั้ง 4 กลุ่ม มีอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่ามาตรฐานที่กรมปศุสัตว์
กําหนดถือว่าเป็นนํ้าเช้ือแช่แข็งคุณภาพดี และเมื่อพิจารณาความสมบูรณ์อะโครโซมของอสุจิภายหลังการแช่
แข็งโดยการตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดตัดแสง (phase contrast microscope) พบว่านํ้าเช้ือแช่แข็งที่เจือ
จางด้วยนํ้ายาเจือจางที่เสริมกลูตาไธโอน 0.5mM มีอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์ (acrosome-intact) สูงกว่าไม่
เสริมกลูตาไธโอน ในขณะที่ อะโครโซมที่เสียหายของอสุจิที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางที่เสริมกลูตาไธโอน 0.5 
mM มีค่าตํ่ากว่ากลุ่มไม่เสริมและเสริมที่ 2.0 mM (ตารางท่ี 2) อาจเน่ืองมาจากการทําหน้าที่เป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระของกลูตาไธโอนที่ช่วยลดการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่มีผลต่อเย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจิ ( 
Uysal and Bucak, 2007 และ Hu et al., 2010) มีการศึกษาการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ
พบว่าเย่ือหุ้มเซลล์และอะโครโซมของตัวอสุจิสมบูรณ์สูงกว่าในกลุ่มที่ไม่เสริมกลูตาไธโอน โดยให้เหตุผล

 
คุณภาพน้ําเชื้อ 

ชนิดของน้ํายาเจือจาง 
ไม่เสริม 

กลูตาไธโอน 
เสริมกลูตาไธโอน 

0.5 mM 1 mM 2 mM 
Motility (%) 51.73±2.32 51.20±1.83 54.42±2.11 54.08±2.09 
Progressive motility (%) 27.71±1.30 26.62±1.05 28.37±1.35 28.02±1.17 
ความเร็วในการเคลื่อนท่ี     
Average path velocity:VAP (m/s) 91.85±0.79 93.23±0.85 93.29±0.82 93.32±0.77 
Straight-line velocity:VSL (m/s) 67.58±0.51 67.60±0.49 67.73±0.58 67.91±0.51 
Curvilinear velocity:VCL (m/s) 161.64±1.75 164.08±1.73 165.12±1.57 164.92±1.59 
ลักษณะการเคล่ือนท่ี     
Amplitude of lateral head: ALH (m) 7.43±0.08 7.47±0.07 7.59±0.06 7.56±0.06 
Beat cross frequency:BCF (HZ) 24.43±0.32 24.31±0.30 24.07±0.28 24.43±0.29 
Straightness: STR (%) 72.50±0.45 71.50±0.42 71.52±0.36 71.76±0.40 
Linearity: LIN (%) 42.96b±0.45 42.28ab±0.73 42.01a±0.30 42.33ab±0.35 
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สอดคล้องกันคือ กลูตาไธโอนสามารถช่วยลดการเกิดปฏิกิริยา oxidation จึงทําให้ความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้ม
เซลล์และอะโครโซมสูงขึ้น (Triwulanningsih et al., 2010; Ansari et al., 2010) ดังน้ันนํ้าเช้ือแช่แข็งที่มี
ค่าอะโครโซมสมบูรณ์สูงจึงน่าจะมีโอกาสในการปฏิสนธิกับไข่ได้สูงตามไปด้วย โดยต้องพิจารณาควบคู่กับการ
เคลื่อนที่ของอสุจิด้วยเช่นกัน  
 
ตารางที่ 2  แสดงค่าเฉล่ีย ±SE อโครโซมของอสุจิในนํ้าเช้ือแช่แข็งโคท่ีเสริมและไม่เสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายา

เจือจาง EYT ภายหลังการละลาย 

คุณภาพน้ําเชื้อ 

 ชนิดของน้ํายาเจือจาง 

ไม่เสริม 
กลูตาไธโอน 

เสริมกลูตาไธโอน 

        0.5 mM          1 mM   2 mM 

acrosome intact  (%) 57.72a±3.30 67.90b±2.45 63.66ab±3.53 59.17ab±2.80 
acrosome damage (%) 38.73b±2.97 28.54a±2.72 33.18 ab ±3.46 37.76b±2.99 
acrosome loss (%) 3.55±0.01 3.56±0.02 3.16±0.01 3.07±0.01 

ab ตัวอักษรที่แตกต่างกันอยู่ในแนวนอนเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (p0.05) 
 
อัตราการผสมติด  

ผลจากการนํานํ้าเช้ือแช่แข็งในแต่ละกลุ่มไปใช้ในการผสมเทียมให้กับแม่โคกลุ่มละ 50 ตัว ที่มีคะแนน
ร่างกายที่ระดับ 2.5–3 อายุประมาณ 3-5 ปี โดยทําการผสมให้กับแม่โคหลังคลอดประมาณ 60–90 วัน และ
ตรวจท้องด้วยการล้วงตรวจภายหลังผสมเทียม 60 วัน ผลการศึกษาพบว่า การผสมเทียมด้วยน้ําเช้ือแช่แข็งใน
กลุ่มที่เสริมกลูตาไธโอน 0.5 และ 1.0 mM มีอัตราการผสมติดต้ังท้องร้อยละ 36.00±11.23 และ31.49±2.95 
ซึ่งสูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริมกลูตาไธโอน ซึ่งมีค่าร้อยละ 15.90±4.65 ซึ่งแตกต่างกันทางสถิติ (p0.05) (ตารางท่ี 
3) ผลจากการศึกษาดังกล่าวพบว่า การเสริมกลูตาไธโอนที่ระดับความเข้มข้น 0.5 mM มีอัตราการผสมติดสูง
ที่สุด โดยเป็นการเสริมที่น้อยกว่า และให้ผลไม่แตกต่างกับการเสริมที่ระดับ 1.0 mM ซึ่งเมื่อพิจารณาร่วมกับ
ผลการทดลองในส่วนของการเคลื่อนที่และความสมบูรณ์ของอะโครโซม ให้ผลสอดคล้องกับรายงานของ 
Tuncer et al. (2010) ที่ว่าการเสริมสารต้านอนุมูลอิสระนั้นไม่ช่วยให้น้ําเช้ือภายหลังการแช่แข็งมีอัตราการ
เคลื่อนที่สูงขึ้น แต่มีความสําคัญต่อประสิทธิภาพในการปฏิสนธิ เน่ืองจากการทําหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ
ของกลูตาไธโอนในการช่วยลดการเกิดปฏิกิริยา oxidation ส่งผลให้อสุจิมีชีวิตรอดและมีความสมบูรณ์ของเย่ือ
หุ้มเซลล์สูง (Gadea et al., 2007) 

 
ตารางที่ 3 แสดงผลการผสมเทียมโคด้วยนํ้าเช้ือแช่แข็งที่เสริมกลูตาไธโอนและไม่เสรมิในน้ํายาเจือจาง EYT  
 ชนิดของน้ํายาเจือจาง 

ไม่เสริม 
กลูตาไธโอน 

เสริมกลูตาไธโอน 
0.5 mM 1 mM 2 mM 

โคท่ีได้รับการผสมเทียม (ตัว) 50 49 49 44 
อัตราการไม่กลับสัด (%) 43.38a±6.64 62.54b±6.71 49.33a±6.61 42.94a±7.88 
อัตราผสมติดต้ังท้อง (%) 15.90a±4.65 36.00b±11.23 31.49b±2.95 25.35ab±7.19 

ab ตัวอักษรที่แตกต่างกันอยู่ในแนวนอนเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (p0.05) 
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ดังน้ันเมื่อพิจารณาตัวช้ีวัดทั้งหมดจากผลการทดลอง พบว่าการเสริมกลูตาไธโอนไม่สามารถเพ่ิมอัตรา

การเคลื่อนที่และความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิได้ แต่สามารถเพ่ิมจํานวนอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ์และ
อัตราการต้ังท้องให้สูงกว่าการไม่เสริม โดยการเสริมกลูตาไธโอนท่ีระดับ 0.5 mM ให้ผลที่ดีในทุกตัวช้ีวัด  
ดังน้ันการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือน่าจะเพ่ิมคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งโค  

สรุปผลการทดลอง 
 ผลการศึกษาครั้งน้ีช้ีว่าการเสริมกลูตาไธโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไม่มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่และ
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการแช่แข็ง แต่การเสริมกลูตาไธโอนท่ีระดับ 0.5 mM มีผลทําให้
ความสมบูรณข์องอะโครโซมในนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แขง็ และอัตราการท้องจากการผสมเทียมสูงกว่าการไม่
เสริมกลูตาไธโอน  

กิตติกรรมประกาศ 
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณ เจ้าหน้าที่ของศูนย์ผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งพ่อพันธ์ุผสมเทียมลําพญากลางที่ได้ให้

ความช่วยเหลือในการทดลอง การผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็ง และตรวจสอบคุณภาพนํ้าเช้ือ และเจ้าหน้าทีข่อง
ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพชลบุรีที่ได้ปฏิบัติงานผสมเทียมในภาคสนาม ตรวจท้อง และ
รวบรวมข้อมูลมาใช้ในการวิเคราะห์ผล 
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                     ความสมัพันธ์ระหว่างสนิปของยีนเลปตินกับคุณภาพซาก 

ในโคเนื้อลูกผสมแองกัส x พื้นเมือง 50%  
ณชัย ศราธพันธ์ุ  1   สายใจช่ืนสุข1    กัลยา เก่งวิกย์กรรม1 

บทคัดย่อ 
วัตถุประสงค์ในการศึกษาครั้งน้ี เพ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างสนิปของยีนเลปตินกับคุณภาพซากใน

โคลูกผสมแองกัส x พ้ืนเมือง 50% จากการศึกษาความถ่ีของสนิปจีโนไทป์ยีนเลปตินส่วนโปรโมเตอร์ 
(Leptin-5UTR) ในโคลูกผสมแองกัส x พ้ืนเมือง 50% จํานวน 133 ตัว พบว่ามีความถี่จีโนไทป์ของยีนเลปติน 
CC, CT และ TT เท่ากับ 0.53, 0.44 และ 0.03 ตามลําดับ เมื่อวิเคราะห์ตามกฏของ Hardy-Weinberg 
equilibrium (HWE) พบว่ามีความถ่ีจีโนไทป์ของยีนเลปติน CC, CT และ TT เท่ากับ 0.57, 0.37 และ 
0.06 ตามลําดับ ซึ่งมีความถี่อัลลิล C และ T เท่ากับ 0.75 และ 0.25 ตามลําดับ อิทธิพลสนิปของยีนเลปติน
กับคุณภาพซากในขณะมีชีวิตซึ่งวัดโดยใช้เครื่องอัลตราซาวน์ในโคลูกผสมแองกัส x พ้ืนเมือง 50% จํานวน 
81 ตัว ซึ่งเป็นเพศผู้ตอน 16 ตัวและเพศเมีย 65 ตัว พบว่าโคเพศผู้และเพศเมียที่มีสนิปจีโนไทป์ CC และ 
CT มีค่าเฉล่ียพ้ืนที่หน้าตัดกล้ามเน้ือสันนอก (น้ิว2) ไขมันแทรกเน้ือ (%) ความหนาของไขมันที่หลัง (น้ิว) 
และความหนาของไขมันที่สะโพก (น้ิว) ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) อย่างไรก็ตาม ผล
การศึกษาคุณภาพซากหลังจากสัตว์ถูกฆ่าและบ่มซากเป็นเวลา 14 วัน ในโคเพศผู้ที่ตอน อายุเฉลี่ย 
2.43±0.13 ปี นํ้าหนักเฉลี่ย 412.42±10.94 กิโลกรัม จํานวน 11 ตัว และเพศเมียอายุเฉลี่ย 2.60±0.17 
ปี นํ้าหนักเฉลี่ย 391.07±15.12 กิโลกรัม จํานวน 15 ตัว พบว่าโคเพศผู้ที่มีสนิปจีโนไทป์ CC มีค่า
พ้ืนที่หน้าตัดสันนอก (น้ิว2) ต่อนํ้าหนัก100 กิโลกรัม คะแนนไขมันแทรกเน้ือ (0-9) ความหนาของไขมันที่
หลัง (น้ิว) และค่าแรงตัดผ่านเน้ือ (กิโลกรัม) เฉลี่ยเท่ากับ 2.33, 2.63, 0.22 และ 11.02 ตามลําดับ ส่วนโค
เพศผู้ที่มีสนิปจีโนไทป์ CT มีค่าเท่ากับ 2.31, 3.00, 0.24 และ 10.43 ตามลําดับ ซึ่งค่าเฉล่ียของโคทั้งสอง
กลุ่มไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  ในขณะที่โคเพศเมียที่มีสนิปจีโนไทป์ CC มี
ค่าเฉล่ียพ้ืนที่หน้าตัดสันนอก (น้ิว2) ต่อนํ้าหนัก100 กิโลกรัม คะแนนไขมันแทรกเนื้อ (0-9) ความหนาของ
ไขมันที่หลัง (น้ิว) และค่าแรงตัดผ่านเน้ือ (กก) เฉลี่ยเท่ากับ 3.22, 1.00, 0.52 และ 19.85 ตามลําดับ ส่วน
โคเพศเมียที่มีสนิปจีโนไทป์ CT มีค่าเท่ากับ 2.68, 2.00, 0.35 และ 11.61 ตามลําดับ ซึ่งโคเพศเมียที่มีสนิป
จีโนไทป์ CC มีพ้ืนที่หน้าตัดกล้ามเน้ือสันนอกมากกว่าโคท่ีมีสนิปจีโนไทป์ CT (p<0.05)  ในทางตรงกันข้าม
โคเพศเมียที่มีสนิปจีโนไทป์ CT มีคะแนนไขมันแทรกเน้ือมากกว่า (p<0.01)  และมีค่าแรงตัดผ่านเนื้อน้อย
กว่า (p<0.05) โคเพศเมียที่มีสนิปจีโนไทป์ CC ผลจากการศึกษาในครั้งน้ีสรุปได้ว่า โคเพศเมียที่มีอัลลิล C 
จะให้คุณลักษณะพ้ืนที่หน้าตัดกล้ามเน้ือสันนอกมากกว่าอัลลิล T ส่วนอัลลิล T จะให้คุณลักษณะคะแนน
ไขมันแทรกเน้ือและความนุ่มของเน้ือมากกว่าอัลลิล C    

 

คําสําคญั : โคลูกผสมแองกัสxพ้ืนเมืองไทย50%  คุณภาพซาก  สนิป  จีโนไทป์  ยีนเลปติน 

เลขทะเบียนวิจัย : 53(1)-0408-037  
1 สํานักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ ต. บางกะดี อ. เมือง จ. ปทุมธานี 1200 
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Association of SNP in the Bovine Leptin gene with Carcass Quality Trait 

of 50% Angus x Thai Native Crossbred Beef Cattle 
Nachai Sarataphan1   Saijai Cheunsuk1   Kalaya. Kengvikkum1                                                         

 
Abstract 

The objective of this study was to determine association of a SNP in the bovine 
leptin gene with carcass quality trait of 50% Angus x Thai native crossbred beef. Total 
of 133 DNA samples of 50% Angus x Thai native crossbred beef were analyzed 
genotype frequency of a SNP of leptin gene at the promoter region (leptin-5UTR). 
Observed genotype frequencies of CC, CT and TT were 0.53, 0.44 and 0.03, 
respectively. Expected genotype frequencies from HWE calculation were 0.57, 0.37 and 
0.06 respectively. Allele frequencies of C and T were 0.75 and 0.25, respectively.  
Eighty-one of 50% Angus x Thai native crossbred beef, included 16 castrated male and 
65 female animals were evaluated carcass quality trait by real-time ultrasound 
measurement in live animals. The result revealed that average of ribeye area (REA), 
intramuscular fat (IMF), back fat (BF) thickness and rump fat (RF) thickness were not 
significant difference (p>0.05) in the male and female animals with leptin-5UTR 
genotype CC and CT.   However, carcass quality trait was evaluated after experimental 
animals, included 11 castrated male and 15 female animals were slaughtered and 14 
days of the carcass ageing.  The results revealed that average of REA/100 kg (inch2), 
beef marbling score (BMS) standard (0-9), BF (inch) and  Warner-Bratzler Shear Force 
(WBSF, kg) of the male animals with genotype CC were 2.33, 2.63 0.22 and 11.02, 
respectively, as well as 2.31, 3.00 0.24 and 10.43, respectively in the male animals with 
genotype CT. The average values of carcass quality traits in both groups were not 
difference (p>0.05). In contrast, the results revealed that average of REA/100 kg, BMS, 
BF and WBSF of the female animals with genotype CC were 3.22, 1.00, 0.52 and 19.85, 
respectively, as well as 2.68, 2.00 0.35 and 11.61, respectively in the female animals 
with genotype CT. The result indicated that the average of REA/100 kg in female 
animals with genotype CC was higher than genotype CT (p<0.05). Whereas, the average 
of BMS (p<0.01) and WBSF (p<0.05) in the female animals with genotype CT was higher 
than genotype CC. This study concluded that the female animal with allele C would 
have REA more than the female animal with allele T. The female animals with allele T 
would have more BMS and meat tenderness than allele C.   

 
Key words: Angus x Thai native 50%, carcass traits, SNP, genotype, leptin gene   
Registered No. : 53(1)-0408-037 
1Bureau of Biotechnology in Livestock Production, Tiwanon Road., Bang Kadi, Muang,    
 Pathumthani, 12000 
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Introduction 
Leptin is a 16-kDa protein that is synthesized by adipose tissue and involved in 

regulation of feed intake, energy balance, fertility, and immune functions (Fruhbeck et 
al., 1998). Leptin binds to a receptor mainly localized on neuropeptide Y-neurons, 
which results in a reduction of feed intake and an increase of energy expenditure. 
Neuropeptide Y is also involved in the control of reproductive function (Magni et al., 
2000). Although polymorphisms in the bovine leptin gene have been described (Pomp 
et al., 1997; Haegeman et al., 2000) and an association with fat deposition in beef cattle 
was reported (Fitzsimmons et al., 1998). These physiological properties support leptin 
as a strong candidate gene for evaluation of genetic polymorphisms that could affect 
carcass fat content in cattle.    

Polymorphisms in the bovine promoter of leptin gene (leptin-5UTR) had been 
reported by Nkrumah et al. (2005). The study indicated that Bos taurus x Bos taurus 
crossbred cattle with the TT genotype at nucleotide position 528 according to GenBank 
accession No. AB070368 showed 48 and 39% increases highly significant in serum leptin 
concentration, 39 and 31% increases in backfat thickness and 13 and 9% increase 
significant in marbling score, compared with CC or CT genotypes, respectively. 
Association study of SNP in the bovine leptin promoter with carcass quality traits has 
not been reported yet in 50% Angus x Thai  native crossbred beef cattle.  

The objective of this study was to determine association of a SNP in the bovine 
leptin gene with carcass quality trait of 50% Angus x Thai native crossbred beef.  

 

Materials and Methods 
Animals 

SNP genotype frequency analysis  

Total of 133 blood samples of 50% Angus x Thai native crossbred beef from the 
project of high quality Thai-Black beef production under the Bureau of Biotechnology in 
Livestock Production (BBLP), Department of Livestock Development (DLD) were used to 
analyze genotype frequency of a single nucleotide polymorphism (SNP) in leptin gene 
at the promoter region (leptin-5UTR). In addition, 10 and 6 of frozen semen samples of 
Angus pure breed bulls and Thai native cattle were also used to determine frequency 
of the SNP in leptin-5UTR. 
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Carcass quality trait analysis in live animals by real-time ultrasound  

 
Total of eighty-one of animals included 16 male and 65 female of 50% Angus x 

Thai native crossbred beef were used to determine association of a SNP in the leptin-
5UTR gene with carcass quality trait by real-time ultrasound measurement. The 
experiment animals were average of 2.43±0.13 and 1.64±0.10 yr of age, as well as 
441.06±16.75 and 329.81±6.70 kg of body weight in male and female animals, 
respectively. The male animals were reared with stems and sweet corn pulps by-
product of sweet corn can.  Fourteen percent protein of commercial concentrated 
pellet were added daily at 4 kg per animal. The female animals were reared with 14 % 
protein of total mix ration (TMR) including concentrated and dry Pangola hays.  
 
Carcass quality trait analysis by carcass measurement 
 

Total of twenty-six of animals included 11 male and 15 female of 50% Angus x 
Thai native crossbred beef were used to determine association of a SNP in the leptin-
5UTR gene with carcass quality trait by carcass measurement. The male and female 
animals were slaughtered and analyzed at average 2.43±0.13 and 2.60±0.17 yr of age 
with 412.42±10.94 and 391.07±15.12 kg of live body weight.   
DNA samples 

Blood samples of each animal were collected from the jugular vein into 6 ml of 
EDTA tube. The blood samples were kept in ice box and submitted to our laboratory. 
Two hundred microlitre (μl) of each blood sample was extracted genomic DNA by 
commercial kit (AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep kit : Axygen Bioscience; USA). 
Frozen semen samples of Angus bull were extracted DNA by the standard phenol: 
chloroform method (Sambrook et al. 1989). Twenty nanogram (ng) of the DNA samples 
were prepared for detecting the SNP in the leptin-5UTR gene. 

SNP detection and genotyping 

 A SNP of bovine leptin gene at the promoter according to GenBank accession 
AB070368 (g528:C>T) was amplified by primers and specific probes. The forward primer: 
5’-aggtgccca gggactca-3’, the reverse primer: 5’-caacaaaggccgtgtgaca-3’ and two ABI 
TaqMan fluorogenic probes: Probe 1, 5’-caagctctagagcctgtgt-3’and Probe 2, 5’-
aagctctagagcctatgt-3’ were designed according to Nkrumah et al. (2005). The probe 1 
and 2 were tagged with VIC and FAM fluorescent dyes which showed green and blue 
color of amplification curve in a result of analysis by StepOnePlus software 
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(StepOnePlus, ABI, USA).  A specific match of the probe sequence to the target 
sequence would be resulted in amplification, during which cleavage and releasing of 
the reporter dye occured. Fluorescent signal for one or two dyes indicated 
homozygous or heterozygous for a particular allele of the SNP.    

Ultrasound for carcass quality traits 

 Economic important traits for carcass quality including, ribeye area (REA) of 
Longissimus dorsi muscle (inch2), back fat (BF) thickness (inch), rump fat (RF) thickness 
(inch) and percentage of intramuscular fat (%IMF) were measured between the 12th and 
13th rib interface. The ultrasound measurement was done before submitting the 
animals to slaughter house by real-time ultrasound (Aloka, Japan) with a 17 cm, 3.5 
MHz linear array transducer. The data were analyzed by Image Analysis Software 
(Designer Genes Technologies, Inc., USA).     

Carcass examination 

In each carcass, ribeye area (REA) muscle between the 10th to 13th rib was cut 
and submitted to our laboratory for 14 d of ageing. One half of the REA muscle 
samples were cut into 250-300 g of rib eye steak for REA, back fat thickness and beef 
marbling score (BMS) measurement (0-9) using Australian’s score card. The other half of 
the carcasses were deboned and cut into 3 x 2 x 5 cm of longitudinal Longissimus dorsi 
muscle for submitting to measure Warner-Bratzler Shear Force (WBSF) using the 
machine of  Instron Model 1011 (Instron Corporation, USA ) at the Chiang Mai’s meat 
laboratory under the DLD. 

Statistical analysis 

Observed genotype frequencies of the SNP polymorphism were examined from 
the laboratory results. Expected genotype and allele frequencies of the SNP 
polymorphism were calculated according to Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) via 
online HWE calculator at http://www.oege. org/software/hwe-mr-calc.shtml (Rodriguez 
et al., 2009). The HWE formula is p2 +2pq +q2 = 1, when p and q are allele 1 and 
allele2. A statistical analysis, chi square (X2) for differentiation among observed and 
expected genotype was used in this study.  Test of deviation from HWE was performed 
using the chi-squared test with statistic on 1 degree of freedom. A different mean of 
two groups was tested by unpaired t-test using SE values in each group. The formula of 
the unpaired t-test was showed as  
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When, 
           = Mean1,  = Mean2 
            = (SE1)2 + (SE2)2   
         SE  =    s 
                 
         SEx  = Standard Error of Mean  
             s  = Standard Deviation (SD) 
    n  = number of test 

Association of the SNP in the leptin-5UTR gene with carcass quality trait of 50% 
Angus x Thai native crossbred beef was performed using correlation analysis. The 
correlation coefficient (r) was expressed in each group. 

Results and Discussion 
SNP genotype and allele frequencies 

 In table 1, observed frequency of the leptin-5UTR genotype CC, CT and TT of 
50% Angus x Thai native crossbred animals were 0.53, 0.44 and 0.03, respectively.  
Expected genotype CC, CT and TT from HWE calculation were 0.57, 0.37 and 0.06, 
respectively. Then, expected allele frequency of C and T were 0.75 and 0.25, 
respectively. Whereas, expected allele frequency of C and T of 100% Angus were 0.60 
and 0.40, respectively.  

Table 1  Observed, expected genotype, allele frequency of leptin-5UTR gene and 
testing for deviation from Hardy-Weinberg equilibrium in Thai native, 50% Angus and 
100% Angus  
 
      Leptin-5UTR 
Breed  n      Obs. freq.        Exp. freq.         Allele freq.       X2 

   CC CT TT CC CT TT C        T  
Thai native     6 1.00 0 0 1.00 0 0 1.00    0        - 
50% Angus 133 0.53 0.44 0.03 0.58 0.36 0.06 0.75    0.25  3.79ns 

100% Angus   10 0.40 0.40 0.20 0.36 0.48 0.16 0.60    0.40  0.28ns 
ns = no significance between obs. and exp. frequencies 
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The result indicated that differentiation among observed and expected 
genotype of 50% and 100% Angus were not statistical significance (X2=3.79 and X2 

=0.28, p>0.05).  The frequency of the allele T of leptin-5UTR gene of the 50% Angus x 
Thai native crossbred animals in this study (0.25) was nearly similar to experimental 
animals in a study of Nkrumah et al. (2005), which the T allele frequency (0.11-0.26) 
was significantly different among crossbred lines using Angus, Herford and Charolais 
sires.  It was noted that no allele T was observed in 6 Thai native cattle. Thus, the 
allele T of 50% Angus x Thai native animals might be inherited from 100% Angus sires.   

SNP genotypic effect on carcass trait by ultrasound measurement 

In table 2, SNP genotypic effect of leptin-5UTR gene on carcass quality traits 
were measured by ultrasound in 16 male and 65 female of 50% Angus x Thai native 
crossbred beef.  
 
Table 2 Genotypic effect of leptin-5UTR gene on carcass quality traits were measured 
by ultrasound in 16 male and 65 female of 50% Angus x Thai native crossbred beef. 
 
Sex  Leptin-5UTR         Ultrasound measurement 

Genotype  REA       REA/100 kg   IMF          BF        RF 
     (inch2)       (inch2)     %        (inch)     (inch) 
 
M (n=16)  CC (n=10)  

Mean  11.07a       2.47a     3.05a        0.16a 0.18a 
SE    0.48        0.10     0.22         0.01 0.01 

  CT (n=6) 
Mean  10.54a            2.49a     3.60a        0.20a 0.23a 
SE    0.76         0.12             0.41          0.04 0.07 

 
F (n=65)  CC (n=33) 

Mean               9.44x            3.04x             2.65x         0.20x 0.20x 
SE               0.28        0.09            0.16          0.01 0.01 

  CT (n=32) 
   Mean  10.01x            2.99x                 2.46x         0.19x       0.22x 
   SE            0.31         0.09             0.21         0.06      0.01 
 
a, x  means followed by the same letters on the same column are not significant 
(p>0.05).    

 
The result revealed that average of REA, REA/100 kg, IMF, BF thickness and RF 

thickness of the male animals with CC genotype were 11.07 inch2, 2.47 inch2, 3.05 %, 
0.16 inch and 0.18 inch, respectively.  Whereas in the male animals with CT genotype 
were  10.54 inch2, 2.49 inch2, 3.60 %, 0.20 inch and 0.23 inch, respectively.  In female 
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animals, average of REA, REA/100 kg, IMF, BF thickness and RF thickness of the female 
animals with CC genotype were 9.44 inch2, 3.04 inch2, 2.65 %, 0.20 inch and 0.20 inch, 
respectively.  Whereas in the female animals with CT genotype were  10.01 inch2, 2.99 
inch2, 2.46 %, 0.19 inch and 0.22 inch, respectively.   

The result concluded that average of REA, IMF, BF thickness and RF thickness 
were not significant difference (p>0.05) in the male and female animals with leptin-
5UTR genotype CC and CT, similarly to a study of Schenkel et al. (2005). However, only 
significant association of ultrasound rib eye area muscle with the leptin-5UTR gene was 
reported by Corva et al. (2009). 

 
SNP genotypic effect on carcass trait by carcass measurement 

In table 3, SNP genotypic effect of leptin-5UTR gene on carcass quality traits 
were measured by carcass measurement in 11 castrated male and 15 female of 50% 
Angus x Thai native crossbred beef. The result revealed that average of REA, REA/100 
kg, BF thickness and BMS of the male animals with CC genotype were 9.84 inch2, 2.33 
inch2, 0.22 inch and 2.63, respectively.  Whereas in the male animals with CT genotype 
were 8.69 inch2, 2.31 inch2, 0.23 inch and 3.00, respectively.  The average values of 
carcass quality traits by ultrasound measurement in both groups were not significant 
difference (p>0.05).  

In female animals, average of REA, REA/100 kg, BF thickness and BMS of the 
female animals with CC genotype were 12.08 inch2, 3.22 inch2, 0.52 inch and 1.00, 
respectively.  Whereas in the female animals with CT genotype were 10.36 inch2, 2.68 
inch2, 0.35 inch and 2.00, respectively. The result indicated that the average of REA/100 
kg in female animals with genotype CC was higher than genotype CT (p<0.05). Whereas, 
the average of BMS (p<0.01) in the female animals with genotype CT was higher than 
genotype CC. 

In table 3, average of REA/100 kg from the female animals carried CC and CT 
genotype were 3.22 and 2.68 inch2, respectively with correlation between CC and CT 
genotype was negative value (r = -0.38). The result indicated that a favorable allele C 
was slightly associated with REA/100 kg.  On the other hand,   average of BMS score 
from the female animals carried CC and CT genotype were 1.00 and 2.00, respectively 
with correlation between CC and CT genotype was positive value (r = 0.38). The result 
indicated that a favorable allele T was slightly associated with BMS.  The result of this 
study was similar to a study of Nkrumah et al. (2005) that animals inheriting with 
genotype TT had highly significantly higher BMS (p=0.01) compared with genotype CT or 
CC. 
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Table 3 Genotypic effect of leptin-5UTR gene on carcass quality traits were measured 
by carcass measurement in 11 castrated male and 15 female of 50% Angus x Thai 
native crossbred beef. 
 
Sex  Leptin-5UTR      Carcass measurement 
                    Genotype  REA      REA/100 kg         BF     BMS 
     (inch2)      (inch2)         (inch)     (0-9) 
 
M (n=11)   

CC (n=8)     
Mean   9.84a       2.33a         0.22a      2.63a 
SE   0.43         0.07                  0.03           0.26 

 
CT (n=3)  

Mean   8.69a       2.31a         0.24a      3.00a 
SE   0.59         0.07         0.02            0 

  Correlation CC and CT 
   r  -0.43       -0.03         0.23      0.27 
 
F (n=15)  

CC (n=2)   
Mean          12.08

x       3.22
x*         0.52

x      1.00
x**

 
   SE            2.16          0.23                 0.22      0.00 
   

CT (n=13)  
Mean          10.36

x            2.68
y*         0.35

x      2.00y** 
SE                  0.31       0.14                 0.02            0.25 

Correlation CC and CT 
   r           -0.41      -0.38        -0.49            0.38 
   
a, x, y    means followed by the same letters on the same column are not significant 
(p>0.05) and different letters on the same column are significant  (* p<0.05, **p<0.01).     
  

In table 4, Meat tenderness defined as Warner-Bratzler Shear Force (WBSF) of 
REA muscles after 14 d of ageing.   Average WBSF of REA muscles of the male animals 
carried CT and CC genotype were 10.43 and 11.02 kg, respectively (p>0.05). The 
correlation between CC and CT genotype was negative value (r = -0.16).  Whereas,  
average WBSF of REA muscles of the female animals carried CT and CC genotype were 
11.61 and 19.85 kg, respectively (p<0.05). The correlation between CC and CT genotype 
was also negative value (r = -0.62). The result indicated that a favorable allele T was 
moderately associated with WBSF. The animals with allele T would have more meat 
tenderness than allele C.     
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Table 4 Genotypic effect of leptin-5UTR gene on meat tenderness carcass were 
measured by Warner-Bratzler Shear Force (WBSF) in 9 male and 8 female of 50% Angus 
x Thai native crossbred beef. 
 
Sex                          Shear force (kg)            Correlation  
            Leptin-5UTR   efficient  
   TT  CT  CC                       (r) 
 
M (n=9)   0    2    7     
 Mean    10.43

a
  11.02

a
  -0.16 

SE     0.09    0.69 
 

F (n=8)    0    3    5    
 Mean    11.61

a*
  19.85

b*  -0.62 
SE     2.31    2.92 
 

a, b means followed by the same letters on the same row are not significant (p>0.05) 
and different letters on the same row are significant  (*p<0.05).       
 

In present study indicated that SNP genotypic effect of leptin-5UTR gene might 
be indirectly influenced on WBSF due to effect of leptin-5UTR genotype on BMS. In 
addition, the mean value of BMS was slightly associated with WBSF value, those were 
similarly to a study of Bertrand et al. (2001).  These studies indicated that greater 
marbling is slightly associated with greater meat tenderness. 

 
Conclusion 

This study concluded that the SNP genotype of leptin-5UTR was associated with 
REA, BMS score and meat tenderness. The female animals carried with allele C would 
have REA muscle more than those animals carried with allele T. On the contrary, the 
female animals carried with allele T would have BMS and WBSF more than those 
animals carried with allele C. Due to the result, economically important traits in this 
study eg. REA, BMS score and meat tenderness were associated with the SNP genotype 
of leptin-5UTR which found only in the female animals.  Thus, this SNP marker would 
be useful tool to use as a criterion for heifer of 50% Angus x Thai native crossbred 
selection for breeding program of Thai Black beef production. 
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ผลการเสริม Equex STM ในน้ํายาเจือจางไข่แดงทริส ต่อคุณภาพน้ําเชื้อก่อนและหลังการแช่แข็ง 

สุทธิวัฒน์  ชาปัญญา1 จตุพร  พงษ์เพ็ง2 
 

บทคัดย่อ 

 การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบผลการเสริม Equex STM ที่ระดับ 0.25 0.5 0.75 และ 
1 %(v/v) ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Egg Yolk Tris (EYT) ต่อคุณภาพนํ้าเช้ือของโคนม วางแผนการทดลองแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) ใช้พ่อพันธ์ุโคนมทรอปิคอลโฮลสไตน์ จํานวน 5 ตัว (บล็อก) 
ทําการรีดนํ้าเช้ือสัปดาห์ละ 1 วัน เป็นเวลา 3 สัปดาห์ (ซ้ํา) ในแต่ละสัปดาห์นํ้าเช้ือแต่ละพ่อที่รีดเก็บได้จะถูกแบ่ง
ออกเป็น 5 ส่วนเท่าๆกันเพ่ือเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือเสริมด้วย Equex STM ในระดับ 0.25, 0.5, 0.75 
และ 1 % (v/v) ผลการศึกษาพบว่า ก่อนการแช่แข็งการเสริม Equex STM 0.75% (v/v) ในนํ้ายาเจือจางมี
อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม (75.88±3.15 และ 64.64±4.21) แต่ไม่แตกต่างกันกับกลุ่มที่
เสริม Equex STM ที่ระดับ 0.25 0.5 และ 1% (v/v) คือมีอัตราการเคลื่อนที่ 74.94±2.47 73.17±3.70 และ 
71.47±3.24 ตามลําดับ ส่วนคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งพบว่า กลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ 0.5, 
0.75 และ 1%(v/v)  มีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 47.66±1.73, 48.13±1.82 และ 47.37±1.72 ตามลําดับ สูง
กว่ากลุ่มที่ไม่เสริมซึ่งมีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 41.10±1.75 เช่นเดียวกับอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าพบว่า
กลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ 0.75% (v/v) มีค่า 24.76±0.98 สูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม Equex STM 
(22.14±0.97) แต่ไม่มีความแตกต่างกันในกลุ่มที่เสริม Equex STM คือมีค่าร้อยละ 22.68±0.96 24.39±0.98 
และ 23.72±0.92 ที่ระดับ 0.25, 0.5 และ 1% (v/v) ตามลําดับ จากการศึกษาแสดงว่าการเสริม Equex STM 
ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ EYT สามารถช่วยเพ่ิมคุณภาพของนํ้าเช้ือโคนมภายหลังการแช่แข็ง ซึ่งการเสริม Equex 
STM ในระดับ 0.75 %(v/v) มีอัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิที่สูงที่สุด  

 

 

 

 

 

คําสําคัญ : Equex STM นํ้าเช้ือโคนม 
1ศูนย์ผลิตน้ําเชื้อแช่แข็งพ่อพันธ์ุผสมเทียมลําพญากลาง ตําบลหนองรี อําเภอลําสนธิจังหวัดลพบุรี 15190 

2 ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี ตําบลทับกวาง อําเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี 18260 
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Effect of Equex STM Supplements in Egg Yolk Tris Extenders on before and after freezing 
Semen Quality of Dairy Bulls. 

 
Suttiwat Chapanya1 Jatuporn Pongpeng2 

 
Abstract 

This study was performed to evaluate the effect of Equex STM concentration in Egg 
Yolk Tris (EYT) diluter on the quality of dairy cattle semen. Semen from five Tropical-Holstein 
bulls was collected and froze once a week for three consecutive weeks. Each bull’s semen 
sample was accessed for 5 treated groups: non-Equex STM treated (control) and supplement 
with 0.25, 0.5, 0.75 and 1% (v/v) Equex STM. The result showed that the before freezing 
motility of 0.75 (v/v) Equex STM supplement was higher than the control group (75.88±3.15 
and 64.64±4.21) with no significantly difference between Equex STM treated group (74.94±2.47 
73.17±3.70 and 71.47±3.24 respectively). Post-thawing sperm motility of 0.5, 0.75 and 1% (v/v) 
Equex STM supplement at 47.66±1.73, 48.13±1.82 and 47.37±1.72% respectively were 
significantly higher than the control group (41.10±1.75%) (P0.05). The progressive motility of 
0.75% (v/v) Equex STM supplement at 24.76±0.98 was significantly higher (P0.05) than the 
control group (22.14±0.97%) with no significantly difference among Equex STM treated group 
(22.68±0.96 24.39±0.98 23.72±0.92 respectively). The results from this study indicated that the 
addition of Equex STM in EYT extender improved quality which 0.75% (v/v) Equex STM added 
showed highest motility and progressive motility. 

 

 

 
 
 
 
 
 
Keywords : Equex STM, Semen Quality, Dairy Bull 
1Lumphayaklang Livestock Semen Production Center, Lamsonthi, 15190, Thialand 

2 Saraburi Artificial Insemination And Biotechnology Research Center, Kangkoi, 18260, Thialand. 
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บทนํา 

ในการผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งมีปัจจัยหลักๆ ที่มีผลต่อคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็ง คือ คุณภาพนํ้าเช้ือ
ที่รีดเก็บได้ อัตราการลดอุณหภูมิ และนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ ซึ่งก่อนจะผ่านกระบวนการแช่แข็ง นํ้าเช้ือที่รีดเก็บได้
ต้องเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ ซึ่งประกอบด้วยสารต่างๆท่ีเป็นแหล่งพลังงานของตัวอสุจิ และช่วยลดความ
เสียหายที่จะเกิดกับตัวอสุจิขณะทําการแช่แข็ง นอกจากน้ียังมีสารเสริมอ่ืนๆ อีกหลายกลุ่มที่เช่ือว่าช่วยทําหน้าที่
เสริมประสิทธิภาพของนํ้ายาเจือจางในการช่วยเพ่ิมคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งให้สูงขึ้น  

Equex STM เป็นสารลดแรงตึงผิว (emulsifying agent) มีคุณสมบัติละลายนํ้าได้ดี ใช้เติมในน้ํายาเจือ
จางนํ้าเช้ือเพ่ือช่วยลดการเกิดเกล็ดนํ้าแข็งรอบตัวอสุจิ และช่วยให้ผนังเซลล์อสุจิมีความแข็งแรงในระหว่างการ
ลดอุณหภูมิไปยังจุดเยือกแข็งในการแช่แข็งนํ้าเช้ือ (Loskutoff et al., 2010)  มีรายงานการเสริม Equex STM 
(Nova Chemical SlaesInc.Scituate,MA. USA) ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือเพ่ือการแช่แข็งในหลายชนิดสัตว์  
พบว่าการเสริม Equex STM ในการน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือสามารถเพิ่มจํานวนอสุจิมีชีวิตหลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือ
แพะ (El-Alamy and Foote,2001; Anakkul et al.,2010) นํ้าเช้ือสุกร (Graham and Crabo,1972) นํ้าเช้ือ
สุนัข (Rota et al.,1997) นํ้าเช้ือหนูทดลอง (Davit et al.,2000) โดยเติมในปริมาณต่างๆท่ีไม่มากจนทําอสุจิ
เสียหายแต่เพียงพอที่จะทําให้อสุจิมีชีวิตรอดหลังการแช่แข็งมากขึ้น  

ดังน้ันการศึกษาระดับการเสริม Equex STM ที่เหมาะสมในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือโคชนิดไข่แดงทริส เป็น
อีกแนวทางหน่ึงที่ช่วยเพ่ิมคุณภาพของนํ้าเช้ือโคนมภายหลังการแช่แข็ง  

 
วิธีการทดลอง 

อุปกรณ์และสตัว์ทดลอง 
ทําการศึกษาในนํ้าเช้ือพ่อพันธ์ุโคนมทรอปิคอลโฮลสไตน์ อายุประมาณ 3-4 ปี จํานวน 5 ตัว วาง

แผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) โดยกําหนดให้พ่อพันธ์ุเป็นบล็อก ทํา
การรีดเก็บนํ้าเช้ือสัปดาห์ละคร้ังติดต่อกัน 3 สัปดาห์ นํ้าเช้ือที่ได้ต้องมีความเข้มข้นไม่น้อยกว่า 500 ล้านตัว/มล. 
มีอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไม่น้อยกว่า 70% โดยใช้ช่องคลอดเทียม (Artificial Vagina:AV) นํ้าเช้ือพ่อโคท่ี
รีดเก็บได้นํามาแบ่งเป็น 4 ส่วนเท่าๆกัน เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือให้มีอสุจิ 80 ล้านตัว/มล. โดยเจือจาง
ด้วย 

กลุ่มที่ 1 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Egg Yolk Tris (EYT) 
 กลุ่มที่ 2 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Egg Yolk Tris (EYT) ที่เสริมด้วย Equex STM ในระดับ 0.25%(v/v) 

กลุ่มที่ 3 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Egg Yolk Tris (EYT) ที่เสริมด้วย Equex STM ในระดับ 0.5%(v/v) 
กลุ่มที่ 4 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Egg Yolk Tris (EYT) ที่เสริมด้วย Equex STM ในระดับ 0.75%(v/v) 
กลุ่มที่ 5 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Egg Yolk Tris (EYT) ที่เสริมด้วย Equex STM ในระดับ 1%(v/v) 
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การตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ 
ตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือด้วยเครื่อง CASA (Computer Assisted Semen Analyzer) โปรแกรม VIOS 

motility analyzer version 12.3 (Hamilton-Thorne, Biosciences, MA. USA) เพ่ือวิเคราะห์การเคลื่อนที่ของ
อสุจิก่อนการแช่แข็ง 
 
การบรรจุและการแช่แข็ง 

นํานํ้าเช้ือที่เจือจางแล้วไปทําการบรรจุนํ้าเช้ือใส่หลอดนํ้าเช้ือขนาด 0.25 มล. ด้วยเครื่องบรรจุนํ้าเช้ือ 
(Type Machine MRS3, Code YC250, IMV, France) บ่มไว้ที่อุณหภูมิ 4ºC เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง จากน้ันทําการ
แช่แข็งด้วยเครื่องแช่แข็งนํ้าเช้ืออัตโนมัติ  (Digitcool 5300, ZH350&UE350 with 900 HP program 3T 
Software, IMV, France) และเก็บไว้ใต้ระดับไนโตรเจนเหลวในถังเก็บนํ้าเช้ือ ภายหลังแช่แข็งอย่างน้อย 24 
ช่ัวโมง แล้วทําการตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็ง 
 การวิเคราะห์และแปรผล วิเคราะห์ค่าตัวช้ีวัดต่างๆ ด้วย Analysis of Variance และวิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียด้วยวิธี Duncan’s Multiple Range Test 

 

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
การศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งพ่อพันธ์ุโคนมที่ใช้นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ EYT ที่เสริม Equex 

STM พบว่า การเจือจางนํ้าเช้ือด้วย EYT ที่เสริม Equex STM 0.75% (v/v) ก่อนการแช่แข็ง มีอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิสูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม (75.88±3.15 และ 64.64±4.21) แต่ไม่แตกต่างกันในกลุ่มที่เสริม Equex 
STM ที่ระดับ 0.25 0.5 และ 1% (v/v)  คือมีอัตราการเคลื่อนที่ 74.94±2.47 73.17±3.70 และ 71.47±3.24 
ตามลําดับ ในขณะที่ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ (velocity movement) ได้แก่ VAP VSL และ VCL ไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) ส่วนลักษณะการเคลื่อนที่ (kinetic movement) พบว่า อสุจิในน้ํายาเจือ
จาง EYT ที่ไม่เสริม equex STM มีค่า BCF สูงกว่าอสุจิในนํ้ายาเจือจางที่เสริม equex STM (ตารางที่ 1) แสดง
ว่าการเสริม Equex STM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือมีผลต่ออสุจิต้ังแต่สัมผัสกับนํ้ายาเจือจาง เพราะจากผลการ
ทดลองท่ีพบว่าอัตราการเคลื่อนที่ และค่า BCF แตกต่างกันตั้งแต่เจือจางนํ้าเช้ือ ซึ่งน่าจะเป็นผลจากการทํา
ปฏิกิริยาระหว่างสารต่างๆ ที่มีอยู่ในนํ้ายาเจือจางกับเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิ (Thomas et al.,1998) 
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ตารางที่ 1 แสดงค่าเฉล่ีย±SE ของอสุจิภายหลังการเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือที่เสริม equex ทีร่ะดับ 

0.25 0.5 0.75 1% (v/v)  และไม่เสริม equex 

ab ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัอยูใ่นแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (P0.05) 

ภายหลังการแช่แข็งพบว่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในกลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ 0.5, 0.75 
และ 1%(v/v) มีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 47.66±1.73, 48.13±1.82 และ 47.37±1.72 ตามลําดับ สูงกว่ากลุ่ม
ที่ไม่เสริม Equex STM ซึ่งมีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 41.10±1.75 แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) ระหว่างกลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ 0.25, 0.5 0.75 และ 1% (v/v) ส่วนอัตราการ
เคลื่อนที่ไปข้างหน้าของกลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ 0.75%(v/v) มีค่า 24.76±0.98 สูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม 
Equex STM (22.14±0.97) อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P0.05) แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่เสริม EquexSTM ในระดับ 0.25, 0.5 และ 1% (v/v) คือมีค่าร้อยละ 
22.68±0.9624.39±0.9823.72±0.92 ตามลําดับ (ตารางที่ 2) ซึ่งสอดคล้องกับ Arriola and Foote (1987) 
รายงานว่าการแช่แข็งนํ้าเช้ือโคโดยเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางที่เติม Equex 0.5%(v/v) มีผลทําให้การเคลื่อนที่
ของอสุจิภายหลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือมีค่าสูงกว่าการเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางที่ไม่เติม Equex คือมีค่า 52% และ 
32% ในทํานองเดียวกับการรายงานของ Chaveiro et al. (2006) พบว่า เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิโค
หลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือเมื่อใช้ Equex 2-7 กรัม/ลิตร เติมในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือโคดีกว่าการไม่เติม Equex 
นอกจากน้ียังมีรายงานการทดลองในสัตว์หลายชนิดที่ให้ผลใกล้เคียงกัน เช่น รายงานการทดลองเติม Equex ใน

Sperm quality parameter Before freezing semen in YET supplement 

Control 0.25%Equex 0.50%Equex 0.75%Equex 1.0%Equex 

Motility (%) 64.64b±4.21 74.94ab±2.47 73.17ab±3.70 75.88a±3.15 71.47ab±3.24 

Progressive motility (%) 29.82±2.15 34.00±2.07 33.29±2.27 34.76±2.51 29.76±1.70 

Velocity movement      

Average path velocity:VAP (mm/s) 94.40±3.01 99.85±3.00 101.42±3.85 96.67±6.12 99.81±3.66 

Straight-line velocity:VSL (mm/s) 67.57±1.89 65.67±3.98 70.62±2.14 69.98±1.65 68.04±2.31 

Curve linear velocity:VCL (mm/s) 163.71±5.91 174.20±5.76 175.01±8.07 163.32±8.29 174.49±7.31 

Kinetic movement      

Amplitude of lateral head:ALH (mm) 7.41±0.17 7.81±0.14 7.84±0.22 7.74±0.20 7.92±0.20 

Beat cross frequency : BCF (HZ) 23.63a±1.14 22.30ab±0.81 21.54ab±0.89 21.04ab±0.83 20.24b±0.60 

Straightness:STR (%) 71.82±1.21 69.52±0.99 65.89±3.80 69.52±1.36 67.88±0.93 

Linearity: LIN (%) 43.52±1.08 41.70±0.91 41.94±1.03 42.47±1.29 40.58±0.91 
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นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสามารถเพ่ิมจํานวนอสุจิมีชีวิตหลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือแพะ (El-Alamy and foote, 2001; 
Anakkul et al.,2010) นํ้าเช้ือสุกร (Graham and Crabo,1972) นํ้าเช้ือสุนัข (Rota et al.,1997) นํ้าเช้ือหนู
ทดลอง (Davit et al.,2000) 

ตารางท่ี 2 แสดงค่าเฉลี่ย±SE ของอสุจิภายหลังการแช่แข็งที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางน้ําเช้ือที่เสริม Equex ที่
ระดับ 0.25 0.5 0.75 1%(v/v) และไม่เสริม Equex 

Sperm quality parameter Post-thawing semen in YET supplement 

Control 0.25%Equex 0.50%Equex 0.75%Equex 1.0%Equex 

Motility (%) 41.10b±1.75 44.68ab±1.85 47.66a±1.73 48.13a±1.82 47.37a±1.72 

Progressive motility (%) 22.14b±0.97 22.68ab±0.96 24.39ab±0.98 24.76a±0.98 23.72ab±0.92 

Velocitymovement      

Average path velocity:VAP (mm/s) 84.26a±1.42 82.97ab ±1.30 83.70ab ±1.34 80.99bc±1.98 79.67c±1.38 

Straight-line velocity:VSL (mm/s) 61.90a±0.81 60.74a±0.98 60.73a±0.93 60.02a±0.84 57.99b±0.92 

Curve linear velocity:VCL (mm/s) 155.28a±2.99 153.48a±2.90 154.62a±2.72 151.58ab±2.94 147.28b±3.00 

Kinetic movement      

Amplitude of lateral head:ALH (mm) 7.43±0.10 7.59±0.12 7.59±0.08 7.46±0.08 7.46±0.09 

Beat cross frequency:BCF (HZ) 24.69a±0.42 23.40b±0.42 22.86bc±0.40 22.34bc±0.42 22.00c±0.38 

Straightness:STR (%) 73.38a±0.60 71.25b±0.77 71.31b±0.80 72.29ab±0.51 72.18ab±0.47 

Linearity: LIN (%) 41.94±0.66 40.52±0.60 40.88±0.85 40.80±0.54 40.70±0.55 

abc ตัวอักษรที่แตกต่างกันอยู่ในแถวเดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P0.05) 
 

สรุปผลการทดลอง 

จากการศึกษาแสดงว่าการเสริม Equex STM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ EYT สามารถช่วยเพิ่มคุณภาพ
ของน้ําเช้ือโคนมภายหลังการแช่แข็ง ซึ่งการเสริม Equex STM ในระดับ 0.75 (v/v) มีอัตราการเคลื่อนที่ และ
อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิที่สูงที่สุด 
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Antimicrobial resistance pattern of E.coli isolated from endometritis dairy cows 
Veerasak Punyapornwithaya1, Atcharawan Takamtha2, Sukolrat Boonyayatra1,  

Kwanchai Kreusokon1 
 

Abstract 
The objective of this study was to determine the antimicrobial resistance pattern of 
Escherichia coli isolates collected from dairy cows with endometritis. Uterine discharge from 
90 dairy cows, 30-90 days postpartum, with abnormal virginal discharge was collected using 
transcervical guarded swab with aseptic technique. Bacteriological examination was 
performed under conventional aerobic conditions. Sensitivity to antibiotics was tested by the 
disk diffusion method. Of all 120 isolates, 28 isolates were E.coli. Most of E.coli isolates were 
resistant to amoxycillin (32%, n=9/28) and streptomycin (28%, n=8/28). Thirteen isolates 
(46%) were resistant to more than one type of antibiotics. Three isolates were only resistant 
to amoxycillin/clavulonic acid whereas 2 isolates were only resistant to streptomycin. The 
resistant pattern of the combination of amoxycillin/clavulonic acid, amoxycillin, ampicillin, 
oxytetracyclin and streptomycin were found in 2 isolates.  In conclusion, the study showed a 
moderate occurrence of multiple antimicrobial resistance of E.coli and some antimicrobial 
resistance patterns. This finding may reflect to the prudent use of antimicrobial agent in 
dairy farm. 
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Introduction 
 

Multiple antimicrobial resistances in bacteria populations are the world wide 
concern. The use of antimicrobial drugs in food animal has been shown to contribute to the 
increased prevalence of antibiotic-resistance bacteria of human significance (Mathew et al, 
2007). Improper use of antibiotic in dairy farm may associate with the increasing of 
multidrug-resistance bacteria. Although many studies reported the antimicrobial resistance 
pattern of bacteria isolated from mastitis cows, few data are available from endometritis 
cows. As the using of antibiotic agents for intrauterine therapy is normally practiced for 
endometriris cows (Azawi, 2008), it is important to determine the antimicrobial resistance 
status of bacteria in uterus. One of the most important bacteria types associated with 
endometritis is E.coli. Importantly, the microorganism is concerned for public health as E. 
coli may be transmitted to farm workers as a direct contact with the vaginal discharge, 
manure mixed with the discharge or other environmental sources such as cow’s bedding 
and floor (Sahoo et al., 2012). 

Determination of resistance pattern of bacteria is important for ongoing surveillance 
and for veterinarian in choosing effective antimicrobial therapy. Therefore, the aim of this 
study was to determine the antimicrobial resistance pattern of E.coli isolated from 
endometritis cow. 

 
Material and Methods 

Definition of endometritis 
Cows having physical abnormal discharge at cervix and vagina were defined as 

endometristis cows based on the criteria described previously (Sheldon and Dobson, 2004; 
Sheldon et al., 2006). 

 
Animals 

Cross bred Holstein-Frisian cows, lactation 1-6, with 30-90 days postpartum with 
abnormal vaginal discharge were enrolled for the study. The presence or absence of 
abnormal vaginal discharge was checked using a stainless steel probe with a semi-spherical 
rubber cup attached at one end (Metricheck™ device) by insertion of the device transvaginal 
and collection the mucous from vaginal tract and external os cervix. Additionally, all cows 
were from small holder dairy farms in Mea on district, Chiang Mai. 

 
Collection of uterine discharge 

Uterine endometrium discharged will be sampled from endometritis cows.                  
The collection of uterine discharge was operated using technique described previously 
(Virakul et al., 1995). Briefly, a transcervical guarded swab was used for swabbing cervical 
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discharge. The swab comprised a 0.3 cm diameter cotton wool tip sheathed in a long 
sterilized stainless steel 45 cm long, 0.6 cm diameter with 1.5x0.5 cm hole at 0.5 cm from 
the blocked tip and wrapped with plastic breeding sheath with the hole at the same 
position. To prevent contamination, this guard tube was covered with sanitary sheath before 
inserted through the vagina. The guard tube was pushed through the sanitary sheath when it 
reached external os cervix. Then the guard tube was passed through the cervical canal into 
the lumen of the uterus guided by palpation per rectum. In the uterine lumen, the swab 
was extruded from the guarded tube to swab uterine discharge. Withdrew the swab into the 
guard tube and removed from the uterus. The swab was transferred to the transport media 
and cultured within 3-4 hours after collection.  
 
Microbiological examination 

Bacteriological samples were cultured for aerobic bacteria on sheep blood agar and 
enriched in brain heart infusion (BHI) medium for 24 h at 37°C. The broths were streaked 
onto sheep blood agar plates and cultured for a second time 24 h at 37°C. Bacteria were 
identified on the basis of the characteristics of the colony, gram stain, morphology, 
hemolysis, biochemical profile with triple sugar iron (TSI) agar and motility-indole-lysine (MIL) 
medium, and other standard tests such as citrate, catalase, urease and growth on 
MacConkey agar. Plates containing 1 or more colony-forming units were regarded as positive 
bacterial growth. Plates with more than 3 species or with mixed culture of moderate degree 
or higher were considered contaminated (Werner et al., 2012). The contamination plates 
were excluded for further test.  

 
Antimicrobial sensitivity test 
The antimicrobial sensitivity was tested by the disc diffusion method and performed 
according to Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) guidelines in Mueller-Hinton 
agar (8). The following antibacterial agents (Oxoid) were used: amoxicillin with clavulanic acid 
(AMC; 30 μg), amoxicillin (AML; 10 μg), ampicillin (AMP; 10 μg), cephalexin (CL; 30 μg), 
cefazolin (KZ; 30 μg), gentamicin (CN; 10 μg), oxytetracycline (OT; 30 μg), streptomycin (S; 
10 μg) and sulfamethoxazole-trimethoprim (SXT; 25 μg). Interpretation of the test results 
were sensitivity (S), intermediate sensitive (I) and resistant (R) based on CLSI criteria. 
 

Results 
Of all 120 isolates, 28 isolates were characterized as E. coli. Twenty out of 28 isolates 

(71%) were resistant to at least one type of antimicrobial agent tested.  Most of E. coli 
isolates were most resistant to amoxicillin and streptomycin (Figure 1). Antimicrobial 
resistance pattern for E. coli was shown in Table 1. Thirteen isolates (46%) were resistant to 



 

38	
 

 Journal of Biotechnology in Livestock Production 

more than one type of antimicrobial agents. Three isolates were only resistant to 
amoxycillin/clavulonic acid whereas 2 isolates were only resistant to streptomycin. 
Interestingly, 3 isolates were resistant up to 5 antimicrobial tested. 
 
Table 1.  Antimicrobial resistant pattern of E.coli  isolates from metritis dairy cows 
 

Resistant phenotype 
observed 

Frequency 

AMC 3 
CL 1 
S 2 
CL, KZ 1 
CN, S 1 
OT, S 1 
AMC, AML 2 
AMC, AML, AMP 1 
AML, AMP, OT 1 
AML, AMP, S 1 
KZ, OT, SXT 1 
AML, AMP, OT, S 1 
AML, AMP, OT, SXT 1 
AMC, AML, AMP, OT, S 2 
AML, AMP, OT, S, SXT 1 

 
AMC=amoxicillin with clavulanic acid, AML= amoxicillin, AMP= ampicillin, CL = cephalexin, 
CN= gentamicin, KZ =cefazolin, OT=oxytetracycline, S = streptomycin and SXT = 
sulfamethoxazole-trimethoprim 
 

Discussion 
The main objective of this study was to determine the antimicrobial resistant pattern 

of E. coli which is considered to be an important pathogen related with public health. This 
microorganism may be transmitted from dairy cows to farm workers (Sahoo et al., 2012). In 
addition, the pathogen may be contaminated in raw milk and transmitted to human by raw 
milk consumption. 
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 Nearly fifty percent of E. coli isolates were resistant to more than 1 type of 
antimicrobial agents suggesting that the status of antimicrobial resistances in dairy 
production requires more attention. 

Generally, E.coli is considered as a major pathogen causing endometritis in dairy cows 
(Sheldon and Dobson, 2004). Previous report in Thailand indicated that most bacteria 
isolated from endometrium of metritis cows were most resistant to oxytetracycline (Virakul 
et al., 1995) which is an antibiotic commonly used for treating postpartum metritis. The 
finding from this study was consistent with previous report as E. coli isolates were highly 
resistant to oxytetracycline (Figure 1). Furthermore, our results showed that high proportion 
of E. coli isolates (n=7; Table 1) were resistant to the combination of amoxicillin/ampicillin 
and other antimicrobial agents. Unlike oxyteratcycline, amoxicillin and ampicillin is not 
commonly used for intrauterine therapy. However, these antimicrobial agents have been 
commonly used in dairy farms for treatment of other diseases such as mastitis, respiratory 
disease and reproductive diseases. It is possible that E. coli isolates causing metritis were 
from E. coli strains resistant to amoxicillin/ampicillin contaminated in environmental sources 
and transmitted to uterus. 
 

 
Figure 1. Antimicrobial resistance (%) of E .coli isolates for 9 antibiotics tested. 
AMC=amoxicillin with clavulanic acid, AML= amoxicillin, AMP= ampicillin,  CL = cephalexin, 
CN= gentamicin, KZ =cefazolin, OT=oxytetracycline, S = streptomycin and SXT = 
sulfamethoxazole-trimethoprim. 
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 It was surprisingly that some isolates were resistant to amoxicillin with clavulanic acid 
whereas this antimicrobial agent is not commonly used in the study area. A further 
investigation should be implemented to understand more about this finding. Most of E. coli 
isolates were susceptible to gentamicin and sulfa-trimethroprim. This finding was consistent 
with an investigation from our veterinarians from veterinary teaching hospital, faculty of 
veterinary medicine, Chiang Mai University located in the study area which indicated that 
these antimicrobial agents are not regularly used in the area. 
 

 A high proportion of E. coli isolates were resistant to more than 3 types of 
antimicrobial agents which may reflect to the prudent use of various types of antimicrobial 
agents in dairy farms. In the current study, we found 15 antimicrobial resistant patterns in       
E. coli isolates (Table 1). The most frequency pattern for multiple antimicrobial resistances 
was the combination of amoxicillin/clavulonic acid, amoxicillin, ampicillin, oxytetracyclin and 
streptomycin which was found in 2 E. coli isolates from dairy cows from different farm. 
However, the sample size was limited, thus we could not conclude that such pattern was a 
major pattern. Another benefit of this study is that veterinarian has some information for 
choosing the effective antimicrobial agent for treatment of metritis cows caused by E. coli.  

 
 Due to the difference in production system, the use of antimicrobial for each 

area or each country may differ. In the study area, antimicrobial agents are often used with 
little or no veterinary consultation. Ideally, decision making for choosing type of 
antimicrobials, dosage and duration of treatment should be done by veterinarians. However, 
dairy farmers, livestock technicians and artificial insemination persons are able to purchase 
antibiotic by themself. Due to the limitation in education and training, the prudent use of 
antimicrobial agent is likely to be occurred. Because of the more antibiotics used improperly, 
the more chances for bacteria to resist to the antimicrobial agents, strategies aimed at 
decreasing unintended interaction between antibiotic and bacterial pathogens and treating 
infection with the effective antibiotics should be focused. Antimicrobial uses surveillance 
should be done periodically to monitor the resistance rate. Education and extension 
supporting the optimized use of antibiotic by dairy farmers is essential. Finally, the policy to 
control the usage of antibiotic in dairy farms should be implemented. 
 

In conclusion, this study provided updated information for antimicrobial resistance 
profile of E. coli isolated from endometritis dairy cows. The percentage of multidrug 
resistance bacteria was remarkable. Most of E. coli isolates were resistant to amoxycillin and 
streptomycin. The ongoing surveillance system on antimicrobial uses in dairy farms should 
be employed. 
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การใช้ Equex STM ในน้าํยาสําเร็จรูปเจือจางน้าํเชื้อไขแ่ดงเพื่อแช่แขง็น้ําเชื้อแพะ     
 

วิศิษฐ ทองเทีย่ง1 ธวัชชัย โพธ์ิคํา2 จตุพร พงษ์เพ็ง2 
 

บทคัดย่อ 

 การศึกษาคร้ังน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบผลการเสริม Equex STM ที่ระดับ  0.5 และ 1 %
(v/v) ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือผสมสําเร็จรูป (one step) ต่อคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งแพะ วางแผนการทดลองแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) โดยใช้แพะเพศผู้อายุ 2-3 ปี จํานวน 2 ตัว ที่นํ้าเช้ือสดมีการ
เคลื่อนที่ของอสุจิไม่ตํ่ากว่า 70% ความผิดปกติของอสุจิส่วนหัวไม่เกิน 12% และส่วนหางไม่เกิน 25% รีดเก็บ
นํ้าเช้ือด้วยวิธี artificial vaginal method สัปดาห์ละคร้ัง ติดต่อกัน 6 สัปดาห์ ในแต่ละสัปดาห์นํ้าเช้ือแต่ละพ่อ
ที่รีดเก็บได้จะแบ่งออกเป็น 3 ส่วนเท่าๆ กันเพ่ือเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไม่เสริม Equex STM และเสริม
ที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 % (v/v) ผลการศึกษาพบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งกลุ่มที่เสริม Equex 
STM ในระดับ 0.5 และ 1% (v/v) มีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 78.71±1.66 และ 78.33±2.19 ตามลําดับซึ่งสูง
กว่ากลุ่มที่ไม่เสริมซึ่งมีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 65.72±2.79 (p<0.05) ในทํานองเดียวกับอัตราการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าพบว่ากลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ 0.5% และ 1% (v/v) มีค่า 47.41±1.59และ46.11±2.07สูง
กว่ากลุ่มที่ไม่เสริม Equex STM (43.67±2.14) แต่การเสริม Equex STM ที่ระดับต่างกันไม่มีความแตกต่างกัน
ในทางสถิติ (p>0.05) จากผลการศึกษาสรุปว่าการเสริม Equex STM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือผสมสําเร็จรูป(one 
step) สามารถช่วยเพ่ิมคุณภาพของนํ้าเช้ือแพะภายหลังการแช่แข็ง ซึ่งการเสริม ในระดับ0.5 %(v/v) มีอัตรา
การเคลื่อนที่ และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิสูงที่สุด  
 

 

 

 

 

 

 

คําสําคัญ :  นํ้าเช้ือแพะ  นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือผสมสําเร็จรูป  Equex STM 
1ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา ตําบลหาดใหญ่ อําเภอหาดใหญ่ จังหวัดสงขลา 90110 

2 ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสระบุรี ตําบลทับกวาง อําเภอแก่งคอย จังหวัดสระบุรี 18260 
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Freezing  goat  Semen with Equex STM in Egg Yolk one step Extender 

Visid Thongthiang1 Twatchai Pocum2 Jatuporn Pongpeng2 
 

Abstract 
This study was performed to evaluate the effect of Equex STM concentration in Egg 

Yolk one step extender on the quality of goat semen. Semen from two bucks were collected 
and froze once a week for six consecutive weeks. Each sample were accessed weekly for 3 
treatment groups : non-Equex STM treated (control) and supplement with 0.5 and 1% (v/v) 
Equex STM. The result on post-thawing sperm motility of 0.5 and 1% (v/v) Equex STM dilutor 
at 78.71±1.66 % , 78.33±2.19 % were significantly higher than the control group at 65.72±2.79 
% (P0.05). The progressive motility of 0.5% and 1% (v/v) Equex STM diluter were 47.41±1.59 
%, 46.11±2.07 % were significantly higher than the control group at 43.67±2.14 % (P0.05) 
with no significantly difference among the treated group. The results from this study indicated 
that the addition of Equex STM in one step extender improved goat semen quality which 
0.5% (v/v) Equex STM supplement showed highest motility and progressive motility. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Keywords : Goat semen, One step extender,  Equex STM, 
1Songkhla Artificial Insemination And Biotechnology Research Center, Hadyai, 90110, Thialand 

2 Saraburi Artificial Insemination And Biotechnology Research Center, Kangkoi, 18260, Thialand. 
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บทนํา 

การผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งแพะในห้องปฏิบัติการขนาดเล็กที่ไม่สะดวกในการเตรียมนํ้ายาเจือจาง
นํ้าเช้ือเอง การใช้นํ้ายาเจือจางสําเร็จรูปจึงเป็นทางเลือกที่ดีในการช่วยลดขั้นตอนการทํางาน ซึ่งนํ้ายาเจือจาง
นํ้าเช้ือจะมีองค์ประกอบหลักคล้ายกัน คือต้องมีสารกลุ่มที่ให้พลังงาน และสารที่ทําหน้าที่ในการช่วยป้องกัน
ความเสียหายจากการลดอุณหภูมิในกระบวนการแช่แข็ง ที่นิยมใช้กันโดยทั่วไปมีทั้งแบบใช้งานได้ทันที เช่น 
Optidyl (Bio-vet, France) และ Bioexcel (IMV, France) และแบบกึ่งสําเร็จรูปคือต้องเติมไข่แดงสดก่อน
ใช้ เช่น One step (Continental Plactic Corporation) สามารถเลือกใช้ตามความเหมาะสมของแต่ละ
ห้องปฏิบัติการ การเลือกใช้นํ้ายาเจือจางแบบกึ่งสําเร็จรูปโดยการเติมไข่แดงสดก่อนใช้งาน น่าจะเป็นนํ้ายาเจือ
จางที่ได้ประโยชน์อย่างเต็มประสิทธิภาพจากองค์ประกอบของไข่แดงที่เติมเข้าไป ในการทําหน้าที่ช่วยป้องกัน
ความเสียหายที่เกิดจากกระบวนการลดอุณหภูมิก่อนแช่แข็ง แต่พบว่าการละลายเป็นเน้ือเดียวกันของนํ้ายาเจือ
จางแบบ one step กับไข่แดงไม่ดีเท่าที่ควร จึงมีการเติมสารที่ทําหน้าที่เป็น emulsifier ให้สารละลายรวมเป็น
เน้ือเดียวกันได้ดีย่ิงขึ้น เช่น สารในกลุ่ม sodium dodecyl sulphate (SDS) จะสามารถช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพ
ของน้ํายาเจือจาง  

Equex STM เป็นสารลดแรงตึงผิว (surfactant) ชนิดหน่ึงที่มีสารออกฤทธ์ิเป็น SDS มีคุณสมบัติ 
ละลายน้ําได้ดี นํามาเติมในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือเพ่ือช่วยลดขนาดของไขมันที่มีอยู่ในไข่แดงให้เล็กลงและละลาย
เป็นเน้ือเดียวกับองค์ประกอบอ่ืนในนํ้ายาเจือจาง ช่วยลดขนาดและปริมาณของผลึกของของเหลวทั้งภายนอก
และภายในเซลล์รอบตัวอสุจิ ในระหว่างการลดอุณหภูมิไปยังจุดเยือกแข็งในการแช่แข็งนํ้าเช้ือแพะ ส่งผลให้อสุจิ
ทนต่อการลดอุณหภูมิได้ดี และมีความเสียหายจากการแช่แข็งลดลง  (Loskutoff et al., 2010) มีรายงานการ
เสริม Equex STM (Nova Chemical SlaesInc.Scituate, MA. USA) ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือในหลายชนิดสัตว์ 
พบว่าการเสริม Equex STM ระดับความเข้มข้น 1% ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสามารถช่วยเพ่ิมอัตราการรอดของ
อสุจิแพะในช่วง 2 ช่ัวโมงภายหลังการละลาย (Anakkul et al.,2010) และทําให้คุณภาพนํ้าเช้ือในสัตว์ชนิดอ่ืนดี
ขึ้นเมื่อเติมในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือ เช่น สุกร ที่ระดับความเข้มข้น 1.5%  (Graham and Crabo,1972)  นํ้าเช้ือ
สุนัข 0.5% (Rota et al.,1997) นํ้าเช้ือโค 0.375 % (Underwood et al.,2009) และน้ําเช้ือหนูทดลอง 0.5% 
(Davit et al.,2000)  

ดังน้ันจึงได้ทําการศึกษาเปรียบเทียบการเสริม Equex STM ความเข้มข้นที่ 0.5% และ 1% ใน
นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือผสมสําเร็จรูป (one step) ที่เติมไข่แดงสด 20% ที่มีผลต่อคุณภาพของนํ้าเช้ือแพะภายหลัง
การแช่แข็ง 

วิธีการทดลอง 
 
อุปกรณ์และสตัว์ทดลอง 
 ทําการศึกษาในน้ําเช้ือพ่อพันธ์ุแพะ อายุประมาณ 2-3 ปี จํานวน 2 ตัว วางแผนการวิจัยแบบ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) โดยกําหนดให้พ่อพันธ์ุเป็นบล็อก พ่อแพะที่ใช้มีนํ้าเช้ือสดที่มี
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อัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไม่ตํ่ากว่า 70% ความผิดปกติของตัวอสุจิส่วนหัวไม่เกิน 12% และส่วนหางไม่เกิน 
25% ทําการเก็บนํ้าเช้ือด้วยวิธี artificial vaginal method สัปดาห์ละคร้ัง  ติดต่อกัน 6 สัปดาห์  
 นํ้าเช้ือที่รีดเก็บได้จากพ่อพันธ์ุแพะแต่ละตัวนํามาป่ันล้าง seminal plasma โดยการเติมสารละลาย 
Tris ที่ไม่มี glycerol ที่แรงดันออสโมติก 300 mOsm จากน้ันนําไปป้ันด้วยเครื่องป่ันเหว่ียงความเร็ว 1,500 
รอบ/นาที นาน 10 นาที แยกเอาสารละลายส่วนบนทิ้งไป นําเอาเฉพาะอสุจิที่จับตัวกันอยู่ส่วนล่างมาแบ่งเป็น 3 
ส่วนเท่าๆกันโดยเจือจางด้วย 
     ส่วนที่ 1 นํ้ายาผสมสําเร็จรูป (one step) ที่ไม่เสริม Equex 

 ส่วนที่ 2 นํ้ายาผสมสําเร็จรูป (one step) ที่เสริม Equex ระดับ 0.5  % (v/v)  
 ส่วนที่ 3 นํ้ายาผสมสําเร็จรูป (one step) ที่เสริม Equex ระดับ 1.0% (v/v) 

กําหนดความเข้มข้นภายหลังการเจือจางให้มีอสุจิ 150 ล้านตัว/มิลลิลิตร จากน้ันนําไปแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสเป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ทําการบรรจุนํ้าเช้ือในหลอดน้ําเช้ือขนาด 0.25 มล. (French ministraw) และนําไป
แช่แข็งด้วยการอังเหนือไอไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ –120 องศาเซลเซียส และเก็บรักษาไว้ใต้ระดับ
ไนโตรเจนเหลว 

ตรวจคุณภาพภายหลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือ 24 ชม. ด้วยการสุ่มนํ้าเช้ือแช่แข็ง 3 หลอดจากแต่ละการ
ทดลองมาทําให้ละลายโดยแช่ในนํ้าอุ่นที่อุณหภูมิ 37+1 องศาเซลเซียสนาน 30 วินาที จากน้ันทําการตรวจค่า
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ความเร็วในการเคลื่อนที่ (velocity movement) และลักษณะในการเคลื่อนที่ของตัว
อสุจิ (kinematic movement) ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์คุณภาพนํ้าเช้ือ CASA โปรแกรม IVOS motility 
analyzer version 12.0 (Hamilton-Thorne, Biosciences, MA., USA.) 
 
การวิเคราะห์และแปรผล 

วิเคราะห์ความแปรปรวนด้วยวิธี Analysis of Variance วิเคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียโดยวิธี 
DMRT (Duncan’s Multiple Range Test)  

ผลและวิจารณ์ผลการทดลอง 
ผลการศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งแพะที่ใช้นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือผสมสําเร็จรูป (one step) 

ที่ไม่เสริมและเสริม Equex STM ที่ระดับ 0.5 และ 1% (v/v) พบว่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในกลุ่มที่เสริม
Equex STM ในระดับ 0.5และ 1% (v/v) มีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 78.71±1.66 และ 78.33±2.19 
ตามลําดับสูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม Equex STM ซึ่งมีอัตราการเคลื่อนที่ร้อยละ 65.72±2.79 แต่ไม่มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) ระหว่างกลุ่มที่เสริม Equex STM ส่วนอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของ
กลุ่มที่เสริม Equex STM ในระดับ0.5%(v/v) มีค่า 47.41±1.59 สูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม Equex STM 
(43.67±2.14)อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P0.05) แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่เสริม EquexSTM ในระดับ 0.5 และ 1% (v/v) คือมีค่าร้อยละ  47.41±1.59 และ 
46.11±2.07 ตามลําดับ (ตารางท่ี1)  ซึ่งผลการศึกษาเป็นไปในทํานองเดียวกับ  Anakkul et al. (2010) 
รายงานว่าการเสริม Equex STM ระดับความเข้มข้น 1% ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแพะมีผลทําให้อัตราการรอด
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ของอสุจิได้สูงกว่านํ้ายาเจือจางที่ไม่เสริม Equex ในช่วง 2 ช่ัวโมงภายหลังการละลาย และพบรายงานการแช่
แข็งนํ้าเช้ือโคโดยเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางที่เติม Equex 0.5% (v/v) มีผลทําให้การเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลัง
การแช่แข็งนํ้าเช้ือมีค่าสูงกว่าการเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางที่ไม่เติม Equex คือมีค่าร้อยละ 52 และ 32 
ตามลําดับ (Arriola and Foote, 1987) ในทํานองเดียวกับรายงานของ Chaveiro et al. (2006) พบว่า 
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของตัวอสุจิโคหลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือเมื่อใช้ Equex 2-7 กรัม/ลิตร เติมในน้ํายาเจือจาง
นํ้าเช้ือโคให้ผลดีกว่าการไม่เติม Equex นอกจากน้ียังมีรายงานการทดลองในสัตว์หลายชนิดที่ให้ผลใกล้เคียงกัน 
เช่น รายงานการทดลองเติม Equex ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสามารถเพ่ิมจํานวนอสุจิมีชีวิตหลังการแช่แข็งนํ้าเช้ือ
แพะ (El-Alamy and foote, 2001; Anakkul et al.,2010) นํ้าเช้ือสุกร (Graham and Crabo,1972) นํ้าเช้ือ
สุนัข (Rota et al.,1997) นํ้าเช้ือหนูทดลอง (Davit et al.,2000) 
 
ตารางที่ 1 แสดงค่าเฉลี่ย±SE ของอสุจิภายหลังการแช่แข็งที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือที่เสริม Equex      

ที่ระดับ  0.5  1%(v/v) และไม่เสริม Equex 
Sperm quality parameter Post-thawing semen in one step supplement 

Control 0.5%Equex 1%Equex 
Motility (%) 65.72a±2.79 78.71b±1.66 78.33b±2.19 
Progressivemotility (%) 43.67±2.14 47.41±1.59 46.11±2.07 
Velocitymovement    
Averagepathvelocity:VAP (m/s) 105.66a±2.20 115.14b±3.06 110.78ab±2.89 
Straight-linevelocity:VSL (m/s) 82.29±1.66 85.12±2.02 81.19±2.06 
Curvilinearvelocity:VCL (m/s) 180.08a±5.73 204.25b±6.77 198.01ab±6.71 
Kineticmovement    
Amplitudeoflateralhead:ALH (m) 7.02a±0.35 8.06b±0.26 8.00b±0.30 
Beatcross frequency:BCF (HZ) 29.02b±0.56 26.79a±0.62 26.44a±0.72 
Straightness: STR (%) 77.50b±0.64 73.29a±0.87 72.78a±1.06 
Linearity: LIN (%) 47.06b±0.92 43.18a±1.08 42.67a±1.27 
Size    
Elongation (m) 46.38±0.52 46.24±0.35 46.61±0.58 

Area (m2) 5.78a±0.06 6.11b±0.08 6.17b±0.10 
ab ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัอยูใ่นแถวเดียวกนัมีความแตกตา่งกนัทางสถิติ (P0.05) 

จากผลการศึกษาแสดงว่า Equex มีส่วนช่วยในการลดความเสียหายจากการแช่แข็งได้ โดยสันนิฐานว่า
เกิดจากการทําหน้าที่ช่วยลดขนาดของไขมันที่มีอยู่ในไข่แดงให้เล็กลงและละลายเป็นเน้ือเดียวกับองค์ประกอบ
อ่ืนในน้ํายาเจือจางได้ดีขึ้น เมื่ออุณหภูมิลดลงเลยจุดเยือกแข็ง ทําให้การเกิดผลึกจากการที่ของเหลวกลายเป็น
ของแข็งมีขนาดและปริมาณลดลง จํานวนอสุจิที่ได้รับความเสียหายที่เกิดจากผลึกนํ้าแข็งก็น่าจะลดลงด้วย จึงทํา
ให้อัตราการเคลื่อนที่ และความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงกว่าการใช้นํ้ายาเจือจางที่ไม่เสริม Equex (Arriola 
and Foote, 1987) 
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คุณภาพนํ้าเช้ือภายหลังการแช่แข็งที่เพ่ิมขึ้น น่าจะส่งผลต่อโอกาสการในการผสมติดเพ่ิมขึ้นตามไปด้วย
เน่ืองจาก อัตราการเคลื่อนที่ และความเร็วในการเคลื่อนที่มีความสัมพันธ์เชิงบวกกับอัตราการผสมติด 
(Rodriguez-Martinez, 2003)  

 

 

สรุปผลการทดลอง 

ผลจากการศึกษาสรุปว่าการเสริม Equex STM ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือผสมสําเร็จรูป (one step) 
สามารถช่วยเพ่ิมคุณภาพของนํ้าเช้ือแพะภายหลังการแช่แข็ง ซึ่งการเสริม Equex STM ในระดับ0.5 (v/v) มี
อัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิที่สูงที่สุด 

กิตติกรรมประกาศ 
คณะผู้วิจัยขอขอบคุณนายสัตวแพทย์จักรภพ  จันทร์สะอาด ที่ให้การสนับสนุนงานวิจัย และเจ้าหน้าที่

ของศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา และศูนย์ผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งพ่อพันธ์ุผสมเทียมลําพญา
กลางที่ให้ความช่วยเหลือในการดําเนินการวิจัยครั้งน้ี 
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