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วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 

ข้อแนะน าส าหรับผู้เขยีน 
 วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
เป็นวารสารทางวิชาการของส านักเทคโนโลยี  
ชีวภาพการผลิตปศุสัตว ์ กรมปศุสัตว ์ ก าหนดออก
ปีละ 1 ฉบับ คือ เดือนกรกฎาคม วารสารน าลง
บทความ ผลงานคน้ควา้วิจยัด้านการผลิตปศุสัตว์ 
ทั้ งด้านการพฒันาและปรับปรุงพนัธ์ุ การจัดการ
อาหาร สุขภาพ และระบบสืบพนัธ์ุ ตลอดจนการ
ขยายพนัธ์ุ และการใชเ้ทคโนโลยีชีวภาพท่ีกา้วหน้า
ในการปรับปรุงและเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต    
ปศุสัตว์ด้านต่างๆท่ีกล่าวมาข้างต้น คณะผูจ้ ัดท า
วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ ยินดีรับ
เร่ืองจากทุกท่านท่ีส่งมาเพื่อเผยแพร่ และเพื่อความ
สะดวกในการพิจารณา ขอเสนอแนะดงัน้ี 
 
1. เร่ืองทีจ่ะน าลง 
 1.1 งานทดลอง วจิยั ทางวชิาการ (Technical/ 
Research papers) หรือวิทยานิพนธ์ เป็นการเสนอ
ผลการวจิยัท่ีผูเ้ขียนไดท้  าข้ึนเอง 
 1.2 บทความ  (Articles) และย่อ เอกสาร 
(Literature reviewed) ทางวิชาการ ท่ีรวบรวมขอ้มูล 
ความคิดเห็นและประสบการณ์ของผูเ้ขียน 
 1.3 เ ร่ื อ ง อ่ืนๆ  ท่ี คณะผู ้จ ัดท าพิ จ า รณา
เห็นสมควร 
 
2. ต้นฉบับ 
 2.1 ตน้ฉบบัท่ีส่งมาพิมพใ์นวารสาร
เทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสัตว ์ไม่ควรเป็นเร่ือง
ท่ีเคยพิมพ ์หรือ ก าลงัอยูร่ะหวา่งการพิจารณาเพื่อ
ลงพิมพว์ารสารอ่ืน 
 2.2 ตน้ฉบบัเป็นภาษาไทยหรือภาษาองักฤษ
พิมพบ์นกระดาษ เอ 4 จ  านวนไม่เกิน 12 หนา้ โดย

จดัพิมพด์ว้ย Microsoft Word for Windows หรือใช้
ชนิดและขนาดตวัอกัษรตามท่ีก าหนด  
 2.3 ไม่มีการส่งคืนตน้ฉบบั 
 
3. การล าดับเร่ืองในต้นฉบับ 
 เพื่อใหข้บวนการการพิจารณาผลงานวิชาการ
และการด าเนินการจัดพิมพ์วารสารเป็นไปอย่าง
เรียบร้อยรวดเร็ว และถูกต้อง จึงจ าเป็นต้องให้
ผูเ้ขียนผลงานวิชาการปฏิบติัตามข้อก าหนดอย่าง
เคร่งครัด ดงัน้ี 
 3.1 ให้ส่งต้นฉบบัผลงานวิชาการจ านวน 1 
ชุด และยงัไม่ตอ้งส่งแผน่บนัทึกขอ้มูล (Diskette) 
 3.2 ตน้ฉบบัผลงานวิชาการท่ีส่งมา ให้ตรวจ
ความถูกต้องของตัวสะกด รูปแบบการจัดพิมพ์
ผลงานวชิาการใหถู้กตอ้งตามท่ีก าหนด 
 3.3 ส่งแผ่นบันทึกข้อมูลมาให้ เม่ือผลงาน

วิชาการนั้นไดผ้่านการพิจารณาจากคณะกรรมการ

วิจยัส านกัเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ แลว้

เท่านั้น โดยเลขาคณะกรรมการวจิยัฯ จะแจง้กลบัไป

ยงัเจา้ของผลงานวิชาการพร้อมส่งตน้ฉบบัเพื่อให้

แก้ไขตามท่ีคณะกรรมการวิจยัส านักเทคโนโลยี 

ชีวภาพการผลิตปศุสัตวใ์หข้อ้เสนอแนะ 

บนัทึกผลงานวิชาการท่ีแกไ้ข ถูกตอ้งแล้ว
ตามข้อแนะน าของคณะกรรมการวิจัยส านัก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ ลงใน Diskette 
ขน าด  3.5 น้ิ ว  ห รื อ  CD-ROM ใช้ โป รแกรม 
Microsoft Word for Windows โดยมีรายละเอียดบน
สติกเกอร์ติดหนา้ Diskette หรือ CD-ROM ดงัน้ี 
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ช่ือผลงานวชิาการ............................................ 
ช่ือเจา้ของผลงาน............................................. 
ช่ือไฟล.์............................................................ 
ท่ีอยู ่เบอร์โทรศพัท/์E-Mail................................. 
หรือส่งทาง Internet มายงั jureeratn@gmail.com 

 3.4 ต้นฉบับผลงานวิชาการท่ีส่งให้คณะ 
กรรมการวิจัย สทป. พิจารณา จะเป็นบทความท่ี
จัดรูปแบบได้ถูกต้องตามท่ีก าหนดเท่านั้ น หาก
ผลงานวิชาการท่ีส่งมาให้ไม่ถูกตอ้งตามขอ้ก าหนด 
จะจดัส่งคืนให้เจา้ของผลงานวิชาการกลบัไปแกไ้ข
ใหถู้กตอ้ง 
 3.5 ตน้ฉบบัท่ีจดัส่งมาตอ้งชดัเจน ทั้งเน้ือหา
และรูปภาพประกอบผลงานวชิาการ โดยส่งมาท่ี 
 3.6 หรือติดต่อสอบถามไดท่ี้ 
นางจตุพร  พงษเ์พง็ 
ส านกัเทคโนโลยชีีวภาพการผลิตปศุสัตว ์ 
ถ.ติวานนท ์ต.บางกะดี อ.เมือง 
จ. ปทุมธานี 12000 
โทรศพัท ์02-967-9791 หรือ 02-967-9792 
โทรสาร. 02-5011386 
ดูขอ้มูลรายละเอียดเก่ียวกบัขอ้แนะน าส าหรับ
ผูเ้ขียนผลงานท่ีได ้http://www.dld.go.th/biotech 
 
4. การล าดับเร่ือง 
 4.1 ช่ือเร่ือง (Title) ควรตอ้งช่ือใหส้ั้นและ
ส่ือความหมายใหดี้ และพิมพโ์ดยใชข้นาดตวัอกัษร 
18 และตวัหนา 
 4.2 ช่ือผู้เขียนและผู้ร่วมงาน (Author and 
co- workers) เขียนช่ือนามสกุลเต็มทั้ งภาษาไทย
และภาษาองักฤษ วางก่ึงกลางใตช่ื้อเร่ือง พร้อมทั้ง
สถานท่ีท างานท่ีติดต่อได้สะดวกพิมพ์ไว้ใต้ช่ือ
คณะผูว้จิยั โดยใชข้นาดตวัอกัษร 16 และตวัปกติ 

 4.3 บทคั ด ย่ อ  (Abstract) เ ขี ยนสั้ น ๆ ไ ด้
เน้ือความคลุมวตัถุประสงค์ วิธีการ และผลการ
ทดลอง ความยาวไม่ควรเกิน 3% ของตัว เ ร่ือง 
บทคดัย่อตอ้งมีทั้งภาษาไทยและภาษาองักฤษ แยก
หน้า ต่างหากจากกันส่ง บรรณาธิการวารสาร
เทคโนโลยี ชี วภ าพการผ ลิตป ศุสั ตว์  ส านัก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ ถ.ติวานนท์ ต.
บางกะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000 
 4.4 ค า ส า คั ญ  (Key words) เ ป็ นค าห รื อ

ขอ้ความสั้นๆ ท่ีมีความหมายแสดงถึงความเป็นไป

ของการทดลองนั้นๆ รวมกนัแลว้ไม่เกิน 5 ค า หาก

ไม่สามารถแปลเป็นภาษาไทยไดใ้หใ้ชภ้าษาองักฤษ

แทน โดยการพิมพอ์ยูใ่ตบ้ทคดัยอ่ (ข้ึนบรรทดัใหม่) 

 4.5 เน้ือหา (Text) ส าหรับงานวจิยั
ประกอบดว้ย 
 4.5.1 บทน า (Introduction) อ ธิ บ า ย ถึ ง
ปัญหาและวตัถุประสงคแ์ละควรมีการตรวจเอกสาร 
(literature review) 
 4.5.2 อุปกรณ์และวิธีการ (Materials and 
Methods) อธิบายเคร่ืองมือ อุปกรณ์ท่ีใช้ในการ
ทดลอง วิธีการท่ีใช้ ถ้าคิดคน้ข้ึนควรอธิบายอย่าง
ละเอียด แต่ถา้เป็นท่ีทราบกนัโดยทัว่ไปให้เขียนใน
ลักษณะอ้างอิงถึง ถ้าเป็นเคร่ืองหมายตราหรือช่ือ
การคา้ ควรท าเป็น foot note ไวท่ี้ดา้นล่างของหน้า
นั้น 
 4.5.3 ผล (Results) รายงานผลการทดลอง
เป็นค าบรรยาย ให้ละเอียดและเข้าใจง่าย โดย
แบ่งเป็นหลายๆ ยอ่หนา้ และจดัขอ้ความท่ีมีเน้ือหา
เดียวกนัไวด้้วยกนั หากเป็นไปได้ควรเสนอในรูป
ของตารางหรือรูปภาพ หรือกราฟพร้อมทั้งบรรยาย
ประกอบ ทั้งน้ีตาราง รูป หรือกราฟ ไม่ควรแสดงผล
ท่ีเหมือนกนั 
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 - ตาราง (Tables) ควรพิมพใ์หช้ดัเจน
เหมาะกบัหนา้ ตอ้งมีความหมายในตวัเอง และมี
ค าอธิบายตารางอยูเ่หนือตารางนั้นๆ 
 - รูปภาพ (Figures) ควรเป็นภาพขาว – 
ด า ภาพสีหากจ าเป็นผูเ้ขียนตอ้งเสียค่าใชจ่้ายเอง
อธิบายรายละเอียดไวใ้ตรู้ปนั้นๆ 
 4.5.4 วิ จ า ร ณ์  (Discussion) เ ป็ น ก า ร
วจิารณ์ผลการทดลอง โดยมีจุดมุ่งหมาย เพื่อใหผู้อ่ื้น
เห็นคล้อยถึงหลักการท่ีแสดงออกมาจากผลการ
ทดลอง หรือเพื่อสนบัสนุน หรือคดัคา้นทฤษฏีท่ีมีผู ้
เสนอมาก่อน หรือเพื่อเปรียบเทียบกับผลการ
ทดลองและการตีความหมายของผูอ่ื้น ผูเ้ขียนควร
พยายามเนน้ถึงปัญหาหรือขอ้โต้แยง้ในสาระส าคญั
ของเร่ืองท่ีก าลงักล่าวถึง ตลอดจนขอ้เสนอแนะเพื่อ
การวิจยัในอนาคตและลู่ทางท่ีจะน าผลไปใช้เป็น
ประโยชน ์
 4.5.5 สรุป (Conclusion) เขียนใจความท่ี
ส าคญัและคุณค่าของงานเพื่อใหผู้อ่้านเขา้ใจง่ายข้ึน 
 4.5.6 กติติกรรมประกาศ 
(Acknowledgement) ควรมีในกรณีท่ีไดร้บความ
ช่วยเหลือ หรือความร่วมมือท่ีสนบัสนุนงาน
คน้ควา้วจิยันั้นๆ 
 4.5.7 เอกสารอ้างองิ (References) 
 ก. กรณีทีอ้่างองิในเน้ือเร่ือง ควรอา้งอิง
ดงัน้ีคือ 
 1. กรณีท่ีอา้งจากการตรวจเอกสาร โดย
ผูอ่ื้นๆ ใหใ้ชค้  าวา่อา้งถึงโดย (cited by) 
 2. กรณีผูร้ายงานเอกสารเป็นคนไทย เม่ือ
เป็นประธานของประโยค ใช ้“วบูิรณ์ และ จุรรัตน์ 
(2549), เลิศชยั และคณะ(2549) กล่าววา่.......” หรือ
เม่ือรายงานอยูก่ลาง หรือทา้ยประโยค ใช ้(วบูิรณ์, 
2549) หรือมีเอกสารอา้งอิงในเร่ืองเดียวกนัมากกวา่ 

1 ฉบบั ใหใ้ช ้(ถาวรและคณะ, 2547; นริศ และสิน
สมุทร, 2543 .....) 
 3. ก ร ณี ผู ้ร า ย ง าน เ อกส า ร เ ป็ นช า ว
ต่างประ เทศ  เ ม่ือ เ ป็นประธานของประโยค 
ใ ช้ “Rudbeck and Dissing (1998), Kashi et al. 
(1990) กล่าววา่......... “ หรือเม่ือผูร้ายงานอยูร่ะหวา่ง
กลางหรือท้ายประโยค ใช้ (Rudbeck and Dissing, 
1998; Kashi et al.,1990 .............) 
 4. กรณีอา้งถึงบุคคลหรือเร่ืองท่ีไม่เคยลง

พิมพม์าก่อน (personal communication) ให้อา้ง

เฉพาะในเน้ือเร่ืองเท่านั้น ไม่ตอ้งน าไปลงในรายช่ือ

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

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

(Walker,J.M., personal communication) 

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

การสกัด ดีเอ็นเอ เซลล์รากขนในโคนมไทย
โฮลสไตน์. การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ 
คร้ังท่ี 2 “กา้วทนัสมยักบัปศุสัตวไ์ทย” วนัท่ี 24 
มกราคม 2549. โรงแรมโซฟิเทล ขอนแก่น. 
หนา้ 452-463. 

เลิศชัย จินตพิทักษ์สกุล รพีพรรณ เอ้ือเวชนิชกุล 
และกลัยา เก่งวกิยก์รรม. 2549. การประเมินวิธี
สกัดแยกดีเอ็นเอจากเลือด น ้ าเช้ือ และเซลล์
รากขนของพ่อพนัธ์ุโค. สัตวแพทยส์าร. 56 (3) 
:68-79. Jason, R. H. and Callings, D.F. 1971. 
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Transplacental infection of piglets with a 
porcine parvovirus. Res. Vet. Sci. 12: 570-
572. 

 กรณีอ้างอิงจากต ารา ให้ระบุช่ือผูเ้ขียน ปีท่ี
ตีพิมพ์ ช่ือเร่ือง ช่ือต ารา (พิมพ์คร้ังท่ีเท่าใดและ
บรรณาธิการหากมี) ส านักพิมพ์ เมืองท่ีพิมพ์ หน้า
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
แก้ว และ พึ่ งพิศ ดุลยพชัร์. 2541. อาหารจาก
ข้าวโพด.คู่มือการส่งเสริมการเกษตรท่ี 43. 
แหล่งท่ีมา: 

 http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.  
 27 มีนาคม 2541. 
 
5. การพมิพ์ผลงานทางวชิาการ 
 ตัวพิมพ์ ให้พิมพ์ดีด หรือใช้เคร่ืองพิมพ์ 
(Printer) หมึกพิมพ์ตอ้งเป็นสีด า คมชัด สะดวกแก่
การอ่านและใช้ตวัพิมพแ์บบเดียวกนัทั้งฉบบั กรณี
ใชเ้คร่ืองคอมพิวเตอร์พิมพเ์น้ือความให้ใชต้วัอกัษร 

Angsana UPC 16 ตวัปกติ เท่านั้น ยกเวน้หวัขอ้ใหญ่ 
เช่น ช่ือเร่ือง บทคดัย่อ บทน า อุปกรณ์และวิธีการ 
ผล  วิ จ า ร ณ์  ส รุป  กิ ต ติกรรมประก าศ  และ
เอกสารอ้างอิง  พิมพ์โดยใช้ตัวอักษรแบบหนา 
(Bold) ขนาด 18 ส่วนหัวขอ้ย่อย เช่น ช่ือผูว้ิจยัและ
คณะ ค าส าคญั ตาราง รูปภาพ เป็นตน้ พิมพโ์ดยใช้
ตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 16กระดาษท่ีใช้
พิมพ์  ให้ ใช้กระดาษขาวไม่ มีบรรทัด  ขนาด
มาตรฐาน A4 (210 X297 มม.) ใชเ้พียงหนา้เดียว 
 การเว้นทีว่่างขอบกระดาษ 
 - ตั้งกั้นหนา้บนและซา้ยไวท่ี้ 2.5 เซนติเมตร 
 - ดา้นขวาและดา้นล่างไวท่ี้ 2.0 เซนติเมตร

 การเว้นระยะในการพมิพ์ 

 - การเวน้ระยะระหวา่งบรรทดัและการยอ่

หนา้ ควรจดัตามความสวยงาม 

 - กรณีค าสุดทา้ยไม่จบบรรทดันั้นๆ ให้ยกค า
นั้นทั้งค  าไปพิมพ์ในบรรทดัต่อไป ไม่ควรตดัส่วย
ท้ายของ ค าไปพิมพ์ในบรรทัดใหม่ เช่น กระบือ
ปลกั ไม่ใหแ้ยกเป็น กระบือ-ปลกั เป็นตน้ 
จุลชีพ เช่น Escherichia coli หรือพิมพต์วัเอน 
Escherichia coli 
 - หลงัเคร่ืองหมาย . และ , หรือ; เคาะ 1 เคาะ 
พืช เช่น Oryza sativa หรือพิมพต์วัเอน Oryza 
sativa 
 - ระหวา่งค าสุดทา้ย กบัเคร่ืองหมาย . และ , 
ไม่เวน้ช่องวา่ง 
สัตว ์เช่น Bos taurus หรือ พิมพด์ว้ยตวัเอน Bos 
taurus 
 - ไม่ตอ้งเวน้ช่องวา่ง ระหวา่งวงเล็บ และค า
ขา้งในวงเล็บ เช่น (รพีพรรณ และคณะ) 
   
 

http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm
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 การล าดับหน้า 
 - ล าดับหน้าโดยใช้หมาย เลข  1,2,3......ท่ี
ก่ึงกลางหนา้กระดาษ 
 ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ 
 - ตารางประกอบดว้ย เลขท่ีของตาราง (table 
number) ช่ือของตาราง (table title) หัวตาราง (table 
heading) และท่ีมาของตาราง (ถา้มี) โดยให้ท าเป็น
ภาษาองักฤษหรือภาษาไทยทั้งตาราง พิมพ์อยู่ใน
หนา้เดียวกนัทั้งหมด 

 - กรณีตารางมีความยาวมาก ไม่สามารถ
ส้ินสุดในหน้าเดียวได ้ให้พิมพส่์วนท่ีเหลือในหนา้
ถดัไปโดยพิมพเ์ลขท่ีตารางและตามดว้ยค าวา่ (ต่อ) 
 - กรณีรูปภาพ แผนท่ี แผนภูมิ กราฟ ควรเป็น
ภาพขาวด า และใชแ้นวทางขา้งตน้ 
 การพมิพ์ช่ือวทิยาศาสตร์ของส่ิงมีชีวติ ใหใ้ช้

ตามประมวลนามศาสตร์สากล (International code 

of nomenclature) คือ ขีดเส้นใต้ หรือ พิมพ์ด้วยตัว

เอน ช่ือวทิยาศาสตร์เป็นไปตามการตั้งช่ือ 
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การเป็นสัดและอัตราการผสมติดในแพะ 
(สาโรช งามข า  พีระพงษ์ ส าราญทรัพย์) 

     40 

ระยะเวลาผสมเทียมหลังเหนี่ยวน าการเป็นสัดต่ออัตราการผสมติดในแพะเนื้อลูกผสม 

(กิตติศักดิ์ แสงสกุล  สินชัย วิโรจน์วุฒิกุล) 

     49 

ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน PDC-109 ใน seminal plasma  ของพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล 
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การศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบยีน Butyrophilin และ DGAT1 ที่มีผลต่อองค์ประกอบและ 

ปริมาณน้ านมในโคพันธุ์ทรอปิคอลโฮลสไตน์ด้วยวิธี  Real-time PCR 

สาโรช  งามข า  สายใจ  ชื่นสขุ 

บทคัดย่อ 

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษารูปแบบความถี่ของยีน Butyrophillin (BTN) และ Acyl-
CoA: diacylglycerol acyltransferase1 (DGAT1) โดยใช้เทคนิค Real-Time PCR และความสัมพันธ์รูปแบบ
ของยีนที่มีผลต่อปริมาณน้ านมที่ 305 วัน เปอร์เซ็นต์ไขมันและเปอร์เซ็นต์โปรตีนของโคนมทรอปิคอลโฮลสไตน์
เพศเมียในเขตพ้ืนทีจ่ังหวัดราชบุรีและสระบุรี จ านวน 170 ตัว ระหว่างเดือนมีนาคม 2558 ถึงกันยายน 2560 โดย
เก็บตัวอย่างเลือดโคตัวละ 6 ซีซี ในหลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลือดแข็ง (EDTA) น ามาสกัดดีเอ็นเอ เพ่ือศึกษา
รูปแบบและความถี่ของยีน BTN และ DGAT1 ด้วยวิธี Real-time PCR ระบุ genotype ของยีน allele และเก็บ
ตัวอย่างน้ านมเพ่ือวิเคราะห์ เปอร์เซ็นต์ไขมันและเปอร์เซ็นต์โปรตีนเดือนละ 1 ครั้งติดต่อกัน 10 เดือน               
ผลการศึกษาพบว่ารูปแบบของยีน BTN ไม่มีความสัมพันธ์กับลักษณะทางพันธุกรรมของทุกลักษณะที่ศึกษา 
ในขณะที่รูปแบบของยีน DGAT1 มีความสัมพันธ์กับลักษณะทางพันธุกรรมของเปอร์เซ็นต์โปรตีนอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) และอิทธิพลร่วมกันระหว่างรูปแบบของยีน BTN และ DGAT1ไม่มีผลต่อลักษณะทาง
พันธุกรรมของทุกลักษณะที่ศึกษา อย่างไรก็ตามรูปแบบของยีน BTN และ DGAT1 สามารถตรวจสอบได้โดยวิธี 
Real-time PCR ซึ่งให้ผลที่แม่นย าและรวดเร็ว  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค าส าคัญ:    โคทรอปิคอลโฮลสไตน์ ปริมาณน้ านม วิธี Real-time PCR ยีนButyrophilinยีนDGATองค์ประกอบ
น้ านม 

เลขทะเบียนวิจัย: 57(1)-0208-013 
ส านักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ อ. เมือง จ. ปทุมธานี 
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Genotypic Study of Butyrophilin and DGAT1 Gene Related toMilk Composition 

and Yield in Tropical Holsteins Using Real-Time PCR 

Saroch Ngamkhum  Saijai Cheunsuk 

Abstract 

The objective of this study was to analyze association between Butyrophillin gene (BTN), 
Acyl-CoA:diacylglycerolacyltransferase1 gene (DGAT1) by Real-Time PCR technic and 305-day milk 
yield, milk composition (%Fat and %Protein) from Dairy Farm in Saraburi and Ratchaburi province. 
One hundred and seventy crossbred Holstein primiparous cows were used and their blood 
samples were taken for the study during March 2016 to September 2017. Real-time PCR was 
used to identify the allele and genotype of genes. A general linear model and t-test significant 
differences were used to compare the mean of each trait between genotypes. The results found 
indicated that DGAT1 to associate with %FAT (p=0.03). Simultaneously, the association between 
genotype patterns of two genes on estimated breeding value shown that DGAT was associated 
with %Protein EBV (p=0.01) whereas another combined gene were not associated with estimated 
breeding value. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Key word: Tropical Holstein cow, milk yield, Real-time PCR, Butyrophilin gene, DGAT1 gene, 

milk composition 
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ค าน า 
อุตสาหกรรมโคนมและผลิตภัณฑ์นมในประเทศไทยมีการรับซื้อน้ านมตามคุณภาพน้ านม ดังนั้นการที่แม่

โคนมสามารถผลิตน้ านมที่มีคุณภาพและปริมาณที่สูง จะท าให้เกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมมีรายได้สูงตามมาด้วย การ
ปรับปรุงพันธุ์โคนมถือว่าเป็นเครื่องมือในการพัฒนาพันธุ์โคนมในประเทศ ส านักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
กรมปศุสัตว์ มีหน้าที่และความรับผิดชอบในการใช้เทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือปรับปรุงพันธุ์โคนมของเกษตรกรผู้เลี้ยง
โคนม เพ่ือให้บรรลุถึงเป้าหมายของการเลี้ยงโคนมของเกษตรกรให้มีรายได้ดี ดังนั้น โปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์โค
นมจะมุ่งเน้นให้ความส าคัญการปรับปรุงพันธุกรรมด้านผลผลิตและองค์ประกอบน้ านมเป็นหลัก (Rychtarova et 
al., 2014) การที่สามารถระบุยีนที่เป็นตัวบ่งชี้ทางพันธุกรรม (genetic marker) ของลักษณะที่ส าคัญทาง
เศรษฐกิจได้แก่ปริมาณและองค์ประกอบน้ านมแล้วน ามาคัดเลือกโคนมเพ่ือใช้ในการปรับปรุงพันธุ์เป็นวิธีหนึ่งที่
ได้รับความนิยมและมีประสิทธิภาพมากในปัจจุบัน (Zhu and Zhao, 2007)  

Butyrophilin (BTN) เป็น acidic glycoprotein ชนิดหนึ่งซึ่งพบได้ในปริมาณมากกว่า 40% ของ total 
milk fat globule membrane protein ในโค (Mather et al., 1980) และมีส่วนส าคัญในการช่วยขับหลั่งไขมัน
ในน้ านมของเต้านมระหว่างช่วงการให้นม (Jack and Mather, 1990) การแสดงออกของยีน BTN  จะพบจ าเพาะ
ในเต้านมและเฉพาะในช่วงการให้น้ านมเท่านั้น (Franke et al, 1981) มีการศึกษาโดย Bhattacharya et al. 
(2006) พบว่าลักษณะที่แตกต่างกันภายในยีน BTN (genotypic difference)  ทั้งสิ้น 3 แบบ (AA, AB, และ BB) 
มีผลต่อการสร้างไขมันในน้ านมโคสายพันธุ์ผสมระหว่าง Holstein Friesian และ Hariana ซึ่งสอดคล้องกับการ
รายงานผลการทดสอบความสัมพันธ์ของยีนนี้กับการสร้างไขมันในน้ านมโคสายพันธุ์ Jersey โดย Komisarek et 
al. ( 2006) ทั้งนี้การทดสอบของทั้ง 2 คณะใช้เทคนิค PCR-RFLP ในการตรวจสอบ เช่นเดียวกับ ยีน Acyl - CoA: 
diacylglycerolacyltransferase1 (DGAT1) ที่จัดอยู่ในกลุ่มยีนที่ควบคุมขบวนการสร้างไตรกลีเซอไรน์ซึ่งเป็น
แหล่งเก็บพลังงานที่ส าคัญของร่างกายและสามารถพบได้ในปริมาณสูงถึง 95% ในไขมันนม ( Jensen, 2002; 
Farese et al., 2000) การศึกษายีนนี้โดยวิธี PCR-RFLP ในโคหลายสายพันุ์พบว่าโคพันธุ์เจอร์ซี (Komisarek et 
al., 2004) พันธุ์ Holstein-Friesian (Winter et al., 2002; Pareek et al., 2005) พันธุ์ Brazilian (Lacorte et 
al., 2006) พบว่ายีน BTN มีความสัมพันธ์ในการควบคุมลักษณะองค์ประกอบโปรตีนนมและไขมันนมในโคนม
ลูกผสมไทยโฮลสไตน์ (Saijai et al., 2553) และมีส่วนส าคัญในการช่วยขับหลั่งไขมันในน้ านมของเต้านมระหว่าง
ช่วงการให้นม (Jack and Mather, 1990) 

ในขณะที่ยีน DGAT1 พบว่าเป็นยีนหลักยีนหนึ่งที่มีบทบาทส าคัญในการพัฒนาเต้านมของสัตว์เลี้ยงลูก
ด้วยนมเพศเมียขณะก าลังเจริญเติบโต (Smith et al., 2000) และ ยังมีบทบาทส าคัญในการสร้างเอ็นไซม์ Acyl-
CoA diacylglycerol acyltransferase ซึ่งมีความส าคัญในขบวนการเมตาบอริซึมของ triglyceride ในร่างกาย 
เช่น การดูดซึม troiglycerideในล าไส้ การสร้าง adipose tissue และการสร้างน้ านมเมื่อสัตว์คลอดลูก (Cases 
et al., 1998; Smith et al., 2000) พบว่าหนูเพศเมียที่ถูกสกัดกั้นการแสดงออกของยีน DGAT1  ไม่สามารถหลั่ง
น้ านมได้เมื่อคลอดลูก ในโคนมยีน DGAT1 มีต าแหน่งอยู่ที่ส่วนปลาย (3 cM) ของโครโมโซมคู่ที่ 14 (Farnir et 
al., 2002) ซึ่งต่อมาพบว่าบน exon xiii  ของ DGAT gene มีการเปลี่ยนแปลงของล าดับเบสที่ท าให้การ
ถอดรหัสอะมิโนแอซิด เปลี่ยนจาก Lysine เป็น Alanine ( Spelman et al., 2002; Thaller et al., 2003; 
Weller et al., 2003) การเปลี่ยนแปลงนี้มีผลต่อลักษณะการให้น้ านมในโคนมที่พบได้ในพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชียน
ทั้งสายพันธุ์ เยอรมัน โปแลนด์ นิวซีแลนด์ อิสราเอล และในโคบราซิล (Thaller et al., 2003; Spelman et al., 
2002; Lacorte et al., 2006; Szyda and Komisarek, 2007) ทั้งนี้ผลของการเปลี่ยนแปลงล าดับเบสต่อ
ปริมาณน้ านม ไขมัน โปรตีน และเปอร์เซ็นต์ ไขมัน โปรตีน แตกต่างกันไปในแต่ละประชากร 
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ปัจจุบันใช้เทคนิค PCR-RFLP (restriction fragment length polymorphism) เป็นวิธีเพ่ือตรวจหา
ลักษณะที่แตกต่างในระดับเบสของสายดีเอ็นเอของยีน แต่การตรวจด้วยวิธีนี้จะใช้เวลานาน 2-3 วันและมีหลาย
ขั้นตอนในการตรวจไม่เหมาะสมในการปฏิบัติงาน เพราะอาจเกิดการปนเปื้อนของตัวอย่างและความผิดพลาด
ระหว่างขั้นตอนได้มาก เทคนิค Real-time PCR ซึ่งได้ถูกพัฒนาขึ้นเป็นวิธีเพ่ือลดปัญหาดังกล่าว โดยอาศัย
หลักการใช้ probe ติดสารเรืองแสง ที่ได้รับการออกแบบจ าเพาะเพ่ือค้นหาการเปลี่ยนล าดับเบสที่ต้องการตรวจ 
ท าให้การตรวจให้ผลแม่นย าและรวดเร็ว ลดขั้นตอนการปฏิบัติงาน 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษารูปแบบและความถี่ของยีน BTN และ DGAT1 ในโคนมทรอปิ
คอลโฮลสไตน์เพศเมีย โดยใช้เทคนิค Real-Time PCR และความสัมพันธ์ของแต่ละรูปแบบของยีนที่มีต่อปริมาณ
เปอร์เซนต์ไขมันและเปอร์เซนต์โปรตีนของน้ านม ซึ่งจะท าให้ทราบรูปแบบของยีนที่มีผลต่อการผลิตน้ านมทั้ง
ปริมาณและคุณภาพในโคนมส่วนใหญ่ของประเทศที่กรมปศุสัตว์ให้บริการ แนะน าและส่งเสริมการเลี้ยงโค
เกษตรกรให้สามารถผลิตน้ านมได้มีประสิทธิภาพทั้งปริมาณและคุณภาพเพราะการปรังปรุงพันธุ์ที่กรมปศุสัตว์จะ
พัฒนาขึ้นโดยล าดับ 

อุปกรณ์และวิธีการ 
สัตว์ทดลอง 

โคนมเพศเมียที่มีการให้ผลผลิตครั้งแรก มีอายุเฉลี่ยในช่วง 2-3 ปี จากฟาร์มเกษตรกรที่เข้าร่วมโครงการ
ผลิตพ่อโคนมทรอปิคอลโฮลสไตน์ในเขตจังหวัดราชบุรีและสระบุรี จ านวน 170 ตัว ที่มีข้อมูลการเก็บตัวอย่าง
น้ านมตลอดระยะการให้นมได้รับการถ่ายพยาธิ ฉีดวัคซีนตามโปรแกรม และได้รับอาหาร แร่ธาตุตามสภาพการ
เลี้ยงในแต่ละฟาร์ม เก็บตัวอย่างเลือดเพ่ือศึกษารูปแบบและความถี่ของยีน BTN และ DGAT1จากเส้นเลือดด าที่
บริเวณโคนหางจ านวน 6 ซีซี ในหลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลือดแข็ง (EDTA) เพ่ือน ามาสกัดดีเอ็นเอ และเก็บ
ตัวอย่างน้ านมเพ่ือวิเคราะห์คุณภาพน้ านมเดือนละ 1 ครั้งติดต่อกัน 10 เดือน ซึ่งด าเนินการตั้งแต่เดือนมีนาคม 
2558 ถึงเดือนกันยายน 2560 
การสกัดดีเอ็นเอ 

ตัวอย่างเลือดทั้งหมดถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °C ก่อนน ามาสกัด genomic DNA ด้วยชุดสกัด DNA 
ส าเร็จรูป (QIAGEN Genomics DNA Extraction Kit, QIAGEN. USA) ตัวอย่างทั้งหมดถูกเก็บไว้ในสารละลาย 
TE buffer และท าการวัดปริมาณและความบริสุทธิ์ของ DNA ให้มีค่า OD ที่ 260/280 ระหว่าง 1.6-1.8 ด้วย 
Microvolume Spectrophotometer (Nanodrop, DeNovix.USA) 
การทดสอบรูปแบบยีน BTN และ DGAT1ด้วยปฏิกิริยา PCR-RFLP  

น าดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางเลือดของโคมาเพ่ิมขยายชิ้นสวน DNA (PCR) ตามวิธีของ Saijai et al., 
2553 และ Jureeratn et al., 2553 ดังนี้  

การวิเคราะหย์ีน BTN ใช้ปริมาณดีเอ็นเอ 5 μl (20 ng), 10xPCR buffer 2 μl, Forward 
primer:btnF(TGGAGCTCTATGGAAATGGG)และ Reverseprimer:btnR(TACCCAACAGGAAGAAACAG) 
อย่างละ 2 μl(0.2 µM) Platinum Taq DNA polymerase 0.5 μl(1 unit)dNTPs 5 μl(0.2 mM) MgCl2 1.5 
μl (1.5 mM) distilled water 7μl ปริมาตรรวม 20 μlและ PCR condition คือ pre-denaturation 95°C 
นาน 5 นาท ีdenaturation 95°C นาน 30 วินาที annealing 65°C นาน 60 วินาทีและ extension 72°C นาน 
60 วินาที จ านวน 35 รอบ ตามดวย 72°C นาน 5 นาที จากนั้นน าผลผลิต PCR (PCR product)ที่ไดจากขั้นตอน
การเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอมาท า purification โดยใช้ NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up (Macherey-
Nagel. Germany) จากนั้นน ามาตัดโดยใชเอนไซมตัดจ าเพาะ Hae III โดยมีปริมาณดีเอ็นเอ 20 μl (10ng/μl), 
reaction buffer 2.5 μl, enzyme 2 μl, distilled water 0.5 μlปริมาตรสุดทาย25 μlหลังจากนั้น incubate 
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ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 30 ชั่วโมงแลวน ามาย้อมสีด้วย GelRed Loading Buffer (Biotium, USA) ท าอิเล็คโตร
โฟรีซีสใน 2% (w/v) agarose gel ที่ 100 V นาน 30 นาที ตรวจขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel-Doc 
system (Alpha image 3400, USA) 

การวิเคราะห์ยีน DGAT1 ใช้ปริมาณดีเอ็นเอ 5 μl(20 ng), 10xPCR buffer 2μl, Forward primer: 
DGAT1-F(GCACCATCCTCTTCCTCAAG) และ Reverseprimer: DGAT1-R (GGAAGCGCTTTCGGATG) อย่าง
ละ 2 μl(0.5 µM) Platinum Taq DNA polymerase 0.5 μl(0.8 unit)dNTPs 5 μl(0.2 mM) MgCl2 1.5 μl(1.5 
mM) distilled water 7 μl ปริมาตรรวม 20 μlและPCR condition คือ pre-denaturation 94°C นาน 4 นาท,ี 
denaturation 94°C นาน 60 วินาที, annealing 66°C นาน 60 วินาที (ลดอุณหภูมิลงรอบละ 1°C) และ 
extension 72°C นาน 60 วินาที ตามด้วย pre-denaturation 94°C นาน 4 นาที, denaturation 94°C นาน 
60 วินาที, annealing 60°C นาน 60วินาที และ extension 72°C นาน 60 วินาที จ านวน 25 รอบ และ 72°C 
นาน 10 นาที น าผลิตภัณฑ์ที่ไดจากขั้นตอนการเพ่ิมชิ้นสวนดีเอ็นเอมาท า purification เช่นเดียวกับยีนBTN 
จากนั้นน ามาตัดโดยใชเอนไซมตัดจ าเพาะCfrI โดยมีปริมาณดีเอ็นเอ 20 μl (10ng/μl), reaction buffer 2.5 μl, 
enzyme 2 μl, distilled water 0.5 μlปริมาตรสุดทาย 25 μl หลังจากนั้น incubate ที่อุณหภูมิ 37°C นาน 30 
ชั่วโมงแล้วน ามาย้อมสีด้วย GelRed Loading Buffer (Biotium, USA) ท าอิเล็คโตรโฟรีซีสใน 5% (w/v) 
denaturing polyacrylamide gel ตรวจขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วย silver straining K232A 
การตรวจสอบล าดับเบสของยีน BTN และ DGAT1 เพ่ือออกแบบไพรเมอร์และโพรบ (primers and probes) 
ส าหรับปฏิกิริยา Real-timePCR 

น าตัวอย่างดีเอ็นเอโคที่ได้ทดสอบ genotype จากปฏิกิริยา PCR-RFLP  มาท าการหาล าดับเบสด้วยวิธี 
automated dye-terminator cycle sequencing method with AmpliTaq DNA polymerase โดยใช้เครื่อง 
ABI 3130 DNA Analysis Sequencer (ABI, USA) และวิเคราะห์ต าแหน่ง SNP  ด้วยโปรแกรมthe BLAST 
Sequence Analysis program (National Center for Biotechnology Information, NCBI. USA) เ พ่ื อ ใ ช้
ออกแบบ TaqMan MGB-probes (minor groove binding probes)  fluorescence real- time PCR ด้ วย 
Primer 5 software โดยใช้สีฟลูออเรสเซนต์ชนิด VIC และ FAM (GENEPLUS, USA) (Table 1) 
Table 1  Real time PCR-Probes for BTN and DGAT1 gene underline/italic letter represented SNP 

polymorphisms 
Gene        Primers    Sequence (5’           3’)  
BTN        F-Rt    CGGCCCTTCTTCTGCTTGT 

   R-Rt    CATCAGTGACTGGGCAGATAGT 
   Report-1    (VIC) - CTGTGGTAAAAAGCCCCT 

Report-2    (FAM) – TGTGGTAAAAGGCCCCT 
 DGAT1  F-Rt    CGCTTGCTCGTAGCTTTGG 

R-Rt    CGCGGTAGGTCAGGTTGTC 
   Report-1    (VIC) - CGTTGGCCTTCTTACC 
   Report-2    (FAM) – TTGGCCGCCTTACC 

การทดสอบรูปแบบยีน BTN และDGAT1ด้วยปฏิกิริยา Real-time PCR 
 น าตัวอย่างดีเอ็นเอที่สกัดจากเลือดโคนมพันธุ์ทรอปิคอลโฮลสไตน์ทั้งหมด 170 ตัวอย่าง มาทดสอบ 
genotype ของทั้ง 2 ยีน ด้วยวิธี Real-time PCR โดยใช้ชุดตรวจ CustomTaqMan SNP Genotyping Assay 
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(GENEPLUS, USA.) และเครื่อง Step One Plus Real-time PCRSystem (GENEPLUS, USA.) ดังนี้ปริมาณดี
เอ็นเอ 20 ng2X TaqMan Genotyping MasterMix5 μl, 40X Assay Mix cDNA0.25 μlปริมาตรสุดทาย 10 μl
และ PCR condition คือ pre-denaturation 95°C นาน 10 นาที , denaturation 95°C นาน 15 วินาที , 
annealing และ extension 60°C นาน 60 วินาที จ านวน 50 รอบ 
การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้ านม 
 การเก็บตัวอย่างน้ านมส าหรับการตรวจวิเคราะห์หาเปอร์เซ็นต์ไขมัน และเปอร์เซนต์โปรตีนเดือนละครั้ง
ตั้งแต่หลังคลอดจนถึงแห้งนม และตรวจวิเคราะห์เปอร์เซ็นต์ไขมัน และเปอร์เซนต์โปรตีนของน้ านมด้วยเครื่อง 
combifossft+ (Foss, Denmark) 
การวิเคราะห์ทางสถิติ: 

การวิเคราะห์ข้อมูลพันธุกรรมของลักษณะที่ศึกษาประเมินค่าทางพันธุกรรม (Breeding value, BV )และ
ค่า Yield deviation (YD) ของลักษณะปริมาณน้ านม เปอร์เซ็นต์ไขมัน และเปอร์เซ็นต์โปรตีน ด้วยโปรแกรม 
BLUPF90 and AIREMLF90 programs โดยใช้ BLUPF90-DairyPAK3.0 (Misztal et al., 2002). ด้วยโมเดล
วิเคราะห์หา Heterozygozityของ allele frequency โดยใช้หลัก Hardy-Weinberg Law  
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การวิเคราะห์ความสัมพันธ์ศึกษาอิทธิพลของ Allele substitution ของยีนส์ BTN และ DGAT1 ต่อ

ปริมาณน้ านม เปอร์เซนต์ไขมันและเปอร์เซนต์โปรตีน โดยวิธี Generalized Linear Model (Henderson, 1984) 
ที่ระดับนัยส าคัญ p<0.05 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
จากการศึกษารูปแบบยีน BTN ใช้วิธี Real-time PCR ตรวจการเพ่ิมขึ้นของ PCR product โดยการ

ออกแบบ Probe และ Primer ที่มีความจ าเพาะต่อ SNPs ของยีนและการวัดปริมาณสี fluorescence 2 ชนิด 
ได้แก่ allele A ด้วย VIC-fluorescence dye (กราฟสีเขียว) และ allele B ด้วย FAM-fluorescence dye 
(กราฟสีน้ าเงิน) (Figure 1) เช่นเดียวกับยีน DGAT1 ปฏิกิริยา Real-time PCR สามารถตรวจ SNP ของยีน 
(Figure 2) 

Genotype ของยีนBTNในประชากรโคทรอปิคอลโฮลสไตน์ในการทดลองนี้สามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มคือ 
AA และ AG โดยมีจ านวน 136 และ 34 ตัว คิดเป็นความถี่ 0.80 และ 0.20 ตามล าดับ โดยมีความถี่ของ allele 
A และ G คือ 0.90 และ 0.3 ซึ่งไม่พบลักษณะ Genotype แบบ GG เลย (Table 2) ในขณะที่ genotype ของ
ยีน DGAT1 สามารถพบได้ 3 กลุ่ม คือ AA AG และ GG ซึ่งมีจ านวน 1888 และ 64 ตามล าดับ คิดเป็นความถี่ 
0.110.51 และ 0.38 ตามล าดับ โดยมีความถี่ของ allele A และ G คือ 0.36 และ 0.64 (Table 3) เมื่อพิจารณา
สภาพความสมดุลของยีน (Equilibrium of genes) พบว่าการกระจายตัวของทั้งยีนBTN และ DGAT1ไม่มีความ
สมดุลตามหลักสมการ Hardy-Weinberg ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการปรับปรุงพันธุ์โดยโคเหล่านี้เป็นโคที่เกิดจาก
การผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อของพ่อพันธุ์โคจากโครงการผลิตพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอลโฮลสไตน์ของกรมปศุสัตว์  ท า
ให้การผสมพันธุ์ไม่เป็นไปอย่างสุ่ม (non-random mating) นอกจากนี้การคัดเลือก (selection) ตามลักษณะ
ปรากฎของตัวสัตว์ (phenotype) ที่ต้องการเพ่ือน ามาเป็นพ่อแม่พันธุ์ที่จะใช้สร้างพันธุ์ต่อไป เช่นลักษณะการให้
น้ านม ปริมาณน้ านม เป็นต้น ส่งผลให้เกิดการการเปลี่ยนแปลงความถี่ของยีนหรือเกิดการสูญหายของยีน 
(สุรินทร์, 2552) 
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Figure 1   Real-time PCR genotyping for BTNgene of Tropical Holstein cows.VIC-fluorescence 
dye (green) and FAM-fluorescence dye (blue) indicated allele A and G, respectively. 
Graph presented 2 genotypes as AA and AG.  

 

Figure 2  Real- time PCR genotyping for DGAT1gene of Tropical Holstein cows. VIC- fluorescence 
dye ( green)  and FAM- fluorescence dye ( blue)  indicated allele AA and GC, 
respectively. Graph presented 3 genotypes as AA, AGand GG.  

  
Table 2 Genotype and gene frequencies of the BTN gene in 170Tropical Holsteincows. 

Genotypes n genotypic frequency 

AA 136 0.80 

AG 34 0.20 

GG 0 0.0 

Allele  allele frequency 

A  0.90 

G  0.10 
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Table 3 Genotype and gene frequencies of the DGAT1 gene in 170Tropical Holsteincows. 

Genotypes n genotypic frequency 

AA 18 0.11 

AG 88 0.51 

GG 64 0.38 

Allele  allele frequency 

A  0.36 

G  0.64 

 
Table 4 Descriptive statistics of the dataof 170 dairy cows. 
Traits Mean SD Min Max 

Milk 305 day (kg) 4,384.12 1,423.05 1,460.94 8,526.70 

Fat (%) 3.56 1.12 1.11 6.65 

Protein (%) 3.04 0.20 2.45 3.62 

 
ค่าเฉลี่ยของปริมาณน้ านมที่ 305 วันเปอร์เซ็นต์ไขมันและเปอร์เซ็นต์โปรตีนมีค่าเท่ากับ 4,384.12 กก. 

3.56% และ 3.04% ตามล าดับ (Table 4) ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับการศึกษาของวันทนาและคณะ (2558) และส านัก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ (2560) 

Table 5 Effect of genotype gene markers on 305-day Milk yield,Fatand Protein (Least square 
means ± Standard error) 

Gene Genotype Milk yield Fat(%) Protein(%) 

DGAT AA 4,711.23±390.56 3.89±0.33a 3.05±0.06 
 

AG 4,265.24±232.32 3.68±0.20a 3.08±0.03 
 

GG 4,085.40±272.55 3.24±0.23b 3.04±0.04 
 

P-value 0.23 0.03 0.44 

BTN AA 4,239.44±231.96 3.54±0.20 3.05±0.03 
 

AG 4,468.48±313.50 3.67±0.27 3.06±0.05 
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P-value 0.39 0.57 0.90 

a,bwithin a column in each gene with no common superscript are significant difference   
   (P<0.05) 

ผลการศึกษาในครั้งนี้ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของยีน BTN กับค่าปริมาณน้ านมที่ 305 วัน 
เปอร์เซ็นต์ไขมัน และเปอร์เซ็นต์โปรตีน ดังแสดงใน Table 5 ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Saijai et al. (2553) 
วันทนาและคณะ (2558) และ Rychtarova et al. (2014) ที่ไม่พบความสัมพันธ์เช่นกันแสดงว่ารูปแบบของยีน 
BTN ไม่สามารถใช้เป็นตัวบ่งบอกความสามารถในการให้ผลผลิตน้ านมและองค์ประกอบน้ านมได้ ในขณะที่
รูปแบบของยีน DGAT1 พบว่ามีความสัมพันธ์กับเปอร์เซ็นต์ไขมัน โดยลักษณะ genotype GC/GC มีเปอร์เซ็นต์
ไขมันต่ าสุด แต่ไม่พบความสัมพันธ์กับปริมาณน้ านมที่ 305 วัน และเปอร์เซ็นต์โปรตีน อย่างไรก็ตามจากการศึกษา
ของ Molee et al. (2012) พบว่ารูปแบบของ GC/GC มีผลต่อลักษณะขององค์ประกอบของนมทั้งหมดอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งเป็นประชากรแม่โคนมลูกผสมโฮลสไตน์เช่นกันซึ่งแตกต่างจากศึกษาครั้งนี้เพราะประชากร
โคนมเป็นของเกษตรกรที่มีการจัดการที่แตกต่างกันในแต่ละฟาร์มผลการศึกษาความสัมพันธ์รูปแบบยีน BTN และ 
DGAT1 กับค่าการผสมพันธุ์ พบว่าไม่มีความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบของยีน BTN กับค่าการผสมพันธุ์ลักษณะ
ปริมาณน้ านมที่ 305 วัน เปอร์เซ็นต์ไขมัน และเปอร์เซ็นต์โปรตีน แต่รูปแบบของยีน DGAT1 มีความสัมพันธ์กับ
ค่าการผสมพันธุ์ลักษณะเปอร์เซ็นต์โปรตีนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05)  

ความสัมพันธ์ของรูปแบบgenotpeโดยการรวมยีนเครื่องหมายเข้าด้วยกัน (combined genes) กับค่า
การผสมพันธุ์ในลักษณะที่ศึกษาต่างๆ (Table 6) พบว่าไม่มีความสัมพันธ์กัน ดังนั้นอิทธิพลของรูปแบบยีน 
DGAT1 ในการศึกษาครั้งนี้ไม่สูงจนสามารถใช้ในการคัดเลือกเพ่ือเพ่ิมองค์ประกอบที่ส าคัญในน้ านมได้ เนื่องจาก
ลักษณะการให้ผลผลิตและค่าองค์ประกอบน้ านมมียีนที่ควบคุมลักษณะการแสดงออกหลายยีน และภายใต้การ
เลี้ยงการจัดการของฟาร์มที่ศึกษาครั้งนี้อาจจะท าให้การแสดงออกของยีนทั้งคู่ไม่ส่งผลต่อความแปรปรวนของ
องค์ประกอบและปริมาณน้ านม (สมศักดิ์และเริงวุฒิ, 2561) อย่างไรก็ตามอิทธิพลของรูปแบบ GC/GC ในโคนม
ลูกผสมโฮลสไตน์อาจไม่สูงจนสามารถใช้ในการคัดเลือกเพ่ือเพ่ิมองค์ประกอบที่ส าคัญในน้ านมได้ ซึ่งอาจมีสาเหตุ
จากอิทธิพลระหว่างยีนที่อยู่ต่างต าแหน่งกันมีผลข่มการแสดงออกของยีน ทั้งนี้อาจเนื่ องจากโครงสร้างพันธุกรรม
ของโคลูกผสมโฮลสไตน์ส่วนหนึ่งประกอบด้วยสายเลือดโคพ้ืนเมือง อาจมีพันธุกรรมที่เกี่ยวข้องกับองค์ประกอบ
น้ านมต่ า และพันธุกรรมดังกล่าวอาจมีผลต่อการแสดงออกของยีนนี้ (ณัฐญา, 2555; Lillehammer et al., 
2009) ยังพบผลกระทบที่ส าคัญของปฏิสัมพันธ์ระหว่างสภาพแวดล้อมและการแสดงออกของยีน ดังนั้นก่อนที่  
genotype GC/GC จะสามารถน ามาใช้ในโปรแกรมปรับปรุงพันธุ์ได้ควรศึกษาผลกระทบนอกจากนี้การแสดงออก
ของยีนนี้ขึ้นกับการจัดการอาหารสัตว์และสภาพแวดล้อมอ่ืน ๆ (Hayes et al., 2003; Lillehammer et al., 
2009; Hammami et al., 2009)  

 
Table 6 Effect of genotype gene markers on estimated breeding value 305-day Milk yield, 

%Fatand%Protein (Least square means ± Standard error) 
Gene Genotype Milk yield %Fat %Protein 

DGAT AA 62.57±164.60 -0.04±0.05 0.00±0.02ab 

 
AG 90.38±57.32 -0.02±0.02 0.01±0.01a 
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GG 77.55±75.69 -0.06±0.03 -0.03±0.01b 

 
P-value 0.98 0.46 0.01 

BTN AA 145.33±47.91 -0.01±0.02 -0.02±0.01 
 

AG 8.33±117.27 -0.07±0.04 0.00±0.02 
 

P-value 0.28 0.15 0.25 

Combine AA/AA 232.59±116.39 0.02±0.04 -0.01±0.02 

DGAT- BTN AA/AG -107.46±307.93 -0.09±0.10 0.01±0.04 
 

GC/AA 101.03±56.22 0.00±0.02 -0.02±0.01 
 

GC/AG 79.72±99.91 -0.05±0.03 0.03±0.01 
 

GC/AG 102.38±62.86 -0.05±0.02 -0.03±0.01 
 

GC/AG 52.71±137.71 -0.07±0.05 -0.04±0.02 
 

P-value 0.66 0.76 0.12 

a,b/within a column in each gene with no common superscript are significant difference (P<0.05) 
สรุปผลการทดลอง 

ผลการศึกษาพบว่ารูปแบบของยีน BTN ไม่มีความสัมพันธ์กับค่าการผสมพันธุ์กับทุกลักษณะที่ศึกษา 
ในขณะที่รูปแบบของยีน DGAT1 มีความสัมพันธ์กับค่าการผสมพันธุ์ของลักษณะเปอร์เซ็นต์โปรตีนอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) และอิทธิพลร่วมระหว่างรูปแบบของยีน DGAT1 และ BTN ไม่มีผลต่อค่าการผสม
พันธุ์ของปริมาณน้ านม เปอร์เซนต์ไขมันและเปอร์เซนต์โปรตีน อย่างไรก็ตามรูปแบบของยีนBTN และ DGAT1
สามารถตรวจสอบได้โดยวิธี Real-time PCR ซึ่งให้ผลที่แม่นย าและรวดเร็ว  
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การศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบยีน Inhibin ทีมี่ผลต่ออัตราการตกไข่ 

ในโคลูกผสมแองกัสด้วยวิธี Real-Time PCR 

สายใจ ชื่นสุข1/ วิษณุ ไพศาลรุ่งพนา2/ อนนท์ เทืองสันเทียะ3/ 

 

บทคัดย่อ 

การศึกษาในครั้ งนี้ มีจุดประสงค์ เ พ่ือ พัฒนาวิธีวิ เคราะห์รูปแบบของ exon 1 ของยีน Inhibin 
(INHAgene)ในโคลูกผสมแองกัสจ านวน 200 ตัวโดยใช้เทคนิค Real-Time PCR และหาความสัมพันธ์ของแต่ละ
รูปแบบของยีนInhibinต่ออัตราการตกไข่ที่เกิดจากการเหนี่ยวน าการตกไข่หลายใบ (superovulation) ในโค
ลูกผสมแองกัสเพศเมียจ านวน 38 ตัวผลการทดลองพบว่าเมื่อท าการตรวจ exon 1 ของยีนInhibinด้วยวิธีReal-
Time PCR โดยการออกแบบฟลูออเรสเซนต์โพรบให้จ าเพาะต่อสนิปที่ต าแหน่ง A192Gสามารถแบ่งลักษณะที่
แตกต่างกันของอัลลีล 2 ลักษณะคือ อัลลีลแบบ A และแบบ G ท าให้เกิดลักษณะทางพันธุกรรม 3 แบบได้แก่ AA 
AGและ GG โดยมีความถ่ีอัลลีล A และ G คือ0.65 และ 0.35 และความถ่ีของลักษณะทางพันธุกรรมแบบ AA AG
และ GG คือ 0.36 0.59และ 0.05 ตามล าดับ ลักษณะที่แตกต่างกันนี้พบว่ามีผลต่อจ านวนไข่และตัวอ่อนที่ได้จาก
การท า superovulation โดยโคที่มีรูปแบบของexon 1 ของยีนInhibinชนิด GG จะให้ปริมาณตัวอ่อนทั้งหมด
และตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้สูงกว่าชนิดรูปแบบ AG และ AA อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในทั้ง 3 ครั้งของการทดลอง 
แต่ไม่พบความแตกต่างของจ านวนไข่ที่ไม่ถูกผสมและจ านวนตัวอ่อนตายหรือเสื่อมสภาพ สรุปว่าวิธี Real-time 
PCR สามารถใช้ตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ที่แตกต่างกันของexon 1 ของยีนInhibin และรูปแบบที่แตกต่างของ
ยีนนี้มีความสัมพันธ์กับอัตราการตกไข่จากกระบวนการ superovulationในโคลูกผสมแองกัส 

 

 

 

 

 

 

ค าส าคัญ: การตกไขห่ลายใบโคลูกผสมแองกัส วิธี Real-time PCR ยีนInhibin  
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Genotypic Study of InhibinGeneRelated to Ovulation Rate  

in Cross-bred Angus Cattle Using Real-Time PCR 

Saijai Cheunsuk1/Witsanu Paisalrungphana2/Anone Thuangsanthia3/ 

 

Abstract 

The aims of this study was to develop a molecular method, Real-time PCR, to identify 
the genotypes of the exon 1of Inhibingene(INHA) in 200 Cross-bred Angus Cattleas well as the 
association between the superovulation performance among gene polymorphisms in 38 
genotyping cows. The study showed that, by using the fluorescence probe specific to the SNP 
A192G, the exon 1ofInhibingene was contained with 2 alleles, A and G allele with allelic 
frequencies of  0.65 and 0.35 respectively and divided into 3 genotypes as AA, AG and GG with 
genotypic frequencies of 0.36, 0.59, and 0.05, respectively. Moreover, the genotypes had 
significant effects on the oocytes and embryos under the superovulation procedure. The results 
showed that the cows with GG genotype resulted in significant different higher increasing in the 
total number of embryo and the number of transferable embryothan AG and AA genotype in all 
3 experiments. However, among 3 genotypes, there was no significant different in the number of 
unfertilized ova and the number of degenerate embryo in all 3 experiments. These results 
indicated that Real-time PCR method could be used to identify the polymorphisms of 
Inhibingeneand these polymorphisms had correlation to the ovulation rate in superovulation 
practice. 
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ค าน า 

การท าให้สัตว์เพศเมียเกิดการตกไข่จ านวนมาก(Superovulation) เพ่ือใช้ในการย้ายฝากตัวอ่อน
(Multiple ovulation and embryo transfer, MOET)มีจุดมุ่งหมายให้ได้จ านวนตัวอ่อนจ านวนมากที่สามารถใช้
ในกระบวนการย้ายฝากตัวอ่อน เพ่ิมโอกาสเกิดลูกโคที่มีลักษณะพันธุกรรมที่ถ่ายทอดจากพ่อแม่ที่ดีเยี่ยมได้คราว
ละหลายๆตัว ลดโอกาสการน าโรคเข้าสู่ฟาร์มและเพ่ิมความแม่นย าในการคัดเลือกสัตว์ (Armstrong, 1993)ทั้งยัง
สามารถจัดเก็บรักษาในสภาพแช่แข็งเพ่ือน าไปใช้ภายหลังดังนั้นกระบวนการSuperovulationจึงเป็นเทคนิคที่
ส าคัญมากในขั้นตอนการย้ายฝากตัวอ่อนโดยเฉพาะอย่างยิ่งในการเลี้ยงโค เนื่องจากเป็นสัตว์ที่มีลูกคราวละตัว
เดียวและใช้เวลาในการตั้งท้องนาน แต่ปัญหาที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่พบคือการตอบสนองของรังไข่ต่อการกระตุ้นจาก
ฮอร์โมนที่เกี่ยวข้องซึ่งจะแตกต่างกันในแต่ละตัวสัตว์ (Mapletoft and Hasler, 2005) แม้ว่าจะได้มีการพยายาม
ปรับปรุงสภาพแวดล้อมและการเลี้ยงดู หรือการใช้ฮอร์โมนชนิดต่างๆเข้าช่วยแต่ก็ไม่ท าให้เกิดการตอบสนอง
เท่าท่ีควร(Thatcher et al.,2001;Malhiet al., 2008)ส่งผลต่อประสิทธิภาพและผลประโยชน์ที่ได้รับ  

Follicle-Stimulating Hormone (FSH) เป็นฮอร์โมนทีห่ลั่งจากต่อมใต้สมอง(pituitary gland) สามารถ
พบในกระแสเลือดของรอบการเป็นสัด (estrous cycle) (Kaneko, 1995) และหลังคลอด (postpartum period) 
(Sunderland, 1994) หรือในโคที่มี Follicular cysts (Hamiltonet al., 1995; Todorokiet al., 2001) มีหน้าที่
หลักในการควบคุมและกระตุ้นการเจริญของไข่ในรังไข่การยับยั้งการท างานของ FSH จะท าให้ไข่ไม่เจริญเติบโต
ส่งผลให้ไม่มีการตกไข่ในปัจจุบันมักนิยมใช้ FSH เป็นตัวหลักในการเหนี่ยวน าซึ่งอาจจะให้ผลแตกต่างกันในด้าน
การตอบสนองของสัตว์แต่ละตัว (Hasler, 2003) ทั้ งนี้ขึ้นกับขนาดและระยะเวลาที่ ใช้  (Pictonet al., 
1990;McNeillyet al., 1991) Takedomi et al. (2005) รายงานว่าการหลั่ ง  FSH จาก pituitary glandถูก
ควบคุมโดยการท างานร่วมกันของฮอร์โมน 2 ชนิด คือ Inhibin และ Estradiol ส าหรับฮอร์โมน Inhibin เป็น
ฮอร์โมนที่ถูกควบคุมการสร้างโดยยีน Inhibin โดยพบการสร้างและขับออกมาสู่กระแสเลือดจากอัณฑะและรังไข่
ซึ่งมี 2 ชนิดคือ  Inhibin A (INHA)และ Inhibin B (INHB) โดยทั้ง 2 ชนิดท าหน้าที่ในการกดการหลั่งของ FSH 
จาก pituitary cell แต่ไม่มีผลต่อการสร้าง LHในเซลล์เพาะเลี้ยง (Robertson et al., 1985; Lu et al., 2009) 
ดังนั้นปริมาณของฮอร์โมนinhibin ในกระแสเลือดน่าจะมีผลต่อการท างานของ FSH หรือปริมาณของฟอลลิเคิล 
(Sasakiet al., 2006)  

การศึกษาโครงสร้างของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้างฮอร์โมนINHAในคน พบว่ามีการกลายพันธุ์ในต าแหน่ง 
A257T จะท าให้เกิดภาวะ premature ovarian failure (POF) ซึ่งเป็นลักษณะที่รังไข่หยุดท างานก่อนวัยอันควร 
(Woad et al., 2009) เป็นต้น ส าหรับการศึกษาในสัตว์นั้นHua (2007) พบว่าต าแหน่ง G284A ของยีน Inhibin 
ในส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAในแพะที่มีความแตกต่างของรูปแบบสนิป (Single Nucleotide Polymorphism, 
SNP) จะมีผลต่อจ านวนลูกต่อครอกโดยลักษณะ G ให้ลูกต่อครอกมากกว่าลักษณะ Aนอกจากนี้มีการศึกษา
ความส าคัญของ Inhibin gene ในโคโดยเคยมีการฉีด anti-αsubunit inhibinของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้าง
ฮอร์โมน INHAพบว่าสามารถเพ่ิมการหลั่ง FSH จากต่อมใต้สมองท าให้มีระดับ FSH ในกระแสเลือดเพ่ิมขึ้น 
(Ishigameet al., 2004) และอัตราการตกไข่รวมถึงจ านวนตัวอ่อนที่สามารถย้ายฝากได้มีปริมาณเพ่ิมขึ้น 
(Takedomiet al., 2005; Mei et al., 2009) แสดงให้เห็นถึงความส าคัญของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้างฮอร์โมน 
INHAที่มีผลต่อการท า superovulation นอกจากนี้Tanget al. (2011)ใช้วิธีการตรวจแบบ PCR-RFLP เพ่ือหา
ลักษณะการกลายพันธุ์ใน exon I ของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAในโคสายพันธุ์ Chinese Holstein
ซึ่งสามารถแบ่งเป็น 3 จีโนไทป์ ได้แก่ AA AGและ GG พบว่าแต่ละจีโนไทป์มีความสัมพันธ์กับการตอบสนองต่อ
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การเหนี่ยวน าให้เกิดการตกไข่แตกต่างกันแม้ว่าYang et al. (2014) ศึกษาลักษณะของ β-A subunit Inhibin 
geneในโคสายพันธุ์ Chinese Holstein โดยใช้วิธีเดียวกัน พบว่าที่ต าแหน่ง 7639 ของยีน Inhibin มีการเปลี่ยน
ล าดับเบสจาก Cเป็น T ซึ่งสามารถแยกเป็น 3 จีโนไทป์ (CT, TT, CC) เช่นกัน แต่ไม่มีความแตกต่างของการ
ตอบสนองต่อการท า superovulation ในแต่ละจีโนไทป์ในทั้ง 2 รายงานแสดงให้เห็นวิธี PCR-RFLP สามารถใช้
ในการตรวจหา SNP ของยีนนี้ได้แม้ในต าแหน่งที่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามวิธีการตรวจแบบ PCR-RFLP เป็นวิธีที่
มีขั้นตอนในการตรวจยุ่งยากหลายขั้นตอน ใช้เวลานานทั้งยังต้องเลือกเอนไซม์ตัดเฉพาะที่สามารถแยกความ
แตกต่างของต าแหน่งของ SNP ได้ซึ่งเป็นข้อจ ากัดของวิธีนี้ 

วัตถุประสงค์ของการศึกษาครั้งนี้เพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะห์รูปแบบจีโนไทป์ของ exon 1 ของยีน Inhibin ใน
ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAในโคลูกผสมแองกัสโดยใช้เทคนิคReal-Time PCRแทนการใช้วิธีเดิมคือ วิธี PCR-RFLP 
และความสัมพันธ์ของแต่ละรูปแบบจีโนไทป์ของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAที่มีต่ออัตราการตกไข่ที่
เกิดจากการเหนี่ยวน าด้วยฮอร์โมนในโคลูกผสมแองกัสเพศเมีย 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลองและการเก็บตัวอย่าง 
โคลูกผสมแองกัสเพศเมียอายุ 3-5 ปีที่เคยมีลูกอย่างน้อย 1 ตัวจ านวน 200 ตัว เลี้ยงที่ศูนย์ฝึกอบรมและ

ถ่ายทอดเทคโนโลยีชีวภาพการปศุสัตว์ อ าเภอท่าหลวง จังหวัดลพบุรี ได้รับการถ่ายพยาธิ ฉีดวัคซีนตามโปรแกรม 
และได้รับอาหาร แร่ธาตุตามข้อก าหนดของศูนย์ฯท าการเก็บตัวอย่างเลือดโคจาก jugular veinจ านวนตัวละ6 ซีซี
ในหลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด EDTAน ามาสกัดดีเอ็นเอเพ่ือศึกษารูปแบบและความถี่จีโนไทป์ของ
exon 1 ของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAจากนั้นจัดการสุ่มตัวอย่างโคแบบไม่เฉพาะเจาะจงตามกลุ่ม
จีโนไทป์ดังนี้ AA AG และ GG จ านวนจีโนไทป์ละ 15 ตัวส าหรับท าการทดลองตามขั้นตอนsuperovulationการ
ผสมเทียมและการเก็บตัวอ่อน โดยแต่ละตัวจะท าการเก็บตัวอย่าง 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 3 เดือน เพ่ือศึกษา
ความสัมพันธ์ของแต่ละรูปแบบจีโนไทป์ของยีน Inhibinที่มีผลต่ออัตราการตกไข่ที่เกิดจากการเหนี่ยวน าด้วย
ฮอร์โมน 

การสกัดดีเอ็นเอ 
ตัวอย่างเลือดทั้งหมดถูกเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสก่อนน ามาสกัด genomic DNA ด้วยชุด

สกัดDNAส าเร็จรูป(QIAGEN Genomics DNA Extraction Kit, QIAGEN. USA)ท าการวัดปริมาณและความ
บริสุทธิ์ ของDNA ให้มีค่ า  OD ที่ 260/280 ระหว่าง  1 .6-1 .8ด้วยMicrovolume Spectrophotometer 
(Nanodrop, DeNovix. USA)ตัวอย่างทั้งหมดถูกเก็บไว้ในสารละลาย TE buffer ที่อุณหภูมิ -20°C จนกว่าจะท า
การทดสอบ 

การออกแบบไพรเมอร์ส าหรับปฏิกิริยา PCR-RFLPและเอนไซม์ตัดเฉพาะ 
การออกแบบไพรเมอร์จ าเพาะต่อ bovine Inhibin gene ที่มีชิ้นส่วนของ SNP-A192G (GenBank 

number: rs41257116) (Tang et al., 2011) ใช้โปรแกรมPrimer 3 plus (Untergasser and Nijveen, 2007) 
(Table 1) และ โปรแกรม NEBcutter V2.0 (New England BioLabs, USA) ใช้หาต าแหน่งตัดจ าเพาะและ
ท านายขนาดของนวิคลีโอไทด์ของเอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
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การทดสอบรูปแบบ INHA geneด้วยปฏิกิริยา PCR-RFLP 
น าดีเอ็นเอที่สกัดไดจากตัวอยางเลือดของโคลูกผสมแองกัส ปริมาณตัวอยางละ 5μl (20 ng/μl) มาเพ่ิม

ขยายชิ้นสวน DNA (PCR) ดังนี้10xPCR buffer 5μl primer InhFและ InhR (Forward และ Reverse primers) 
( Table 1 ) อย่ า ง ล ะ  2μl (0 . 2  µ M)Platinum Taq DNA polymerase 0.5μl (1 unit) dNTPs 5μl (0.2 
mM)MgCl2 1.5 μl (1.5 mM) distilled water 29μlป ริ ม า ต ร ร วม50μlแ ล ะ  PCR condition คื อ  pre-
denaturation 95°C นาน 2นาที denaturation 95°C นาน45 วินาที annealing 62°Cนาน 45 วินาทีและ 
extension 72°Cนาน 45 วินาทีจ านวน 40รอบ ตามดวย 72°C นาน10นาที น าผลผลิตจากปฏิกิริยา PCR (PCR 
product) มาคัดแยกชิ้นส่วนดีเอ็นเอที่ต้องการด้วยวิธีpurification โดยใช้ NucleoSpin® Gel and PCR 
Clean-up (Macherey-Nagel. Germany) และน ามาตัดโดยใชเอนไซมตัดจ าเพาะ MspIโดยมีปริมาณดีเอ็นเอ
20 μl(10ng/ μl) reaction buffer 2.5μlMspI restriction enzyme2μldistilled water 0.5μl ป ริ ม า ต ร
สุดท้าย 25μlบ่มที่อุณหภูมิ 37°Cนาน 30ชั่วโมงจากนั้นย้อมสีด้วย GelRed Loading Buffer (Biotium, USA)
แยกขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอใน 5% (w/v) Nusieve agarose gel electrophoresisที่ 100 V นาน 1.5 ชั่วโมง
ตรวจขนาดชิ้นส่วนดีเอ็นเอด้วยเครื่อง Gel-Doc system (Alpha image 3400, USA) 

การตรวจสอบล าดับเบสของ INHAgene เพ่ือออกแบบ primers และ probes ส าหรับปฏิกิริยา Real-timePCR 
 ตัวอย่างดีเอ็นเอที่ทราบจีโนไทป์ (AA, AG, GG) จากปฏิกิริยา PCR-RFLP มาวิเคราะห์ล าดับเบสด้วยวิธี 
automated dye-terminator cycle sequencing method with Ampli Taq DNA polymerase โ ดย ใ ช้
เครื่อง ABI 3130 DNA Analysis Sequencer (ABI, USA) และต าแหน่งจุดตัดเฉพาะของเอนไซมตัดจ าเพาะ 
MspIด้ ว ย โ ป รแกรม  the BLAST Sequence Analysis program (National Center for Biotechnology 
Information, NCBI. USA) และโปรแกรม NEBcutter V2.0 ส าหรับการตรวจสอบรูปแบบของสนิปที่ต าแหน่ง 
A192G ของ INHA gene ในปฏิกิริยา Real-time PCR ใช้  TaqMan MGB-probes (minor groove binding 
probes) fluorescence real-time PCRที่ได้รับการออกแบบprimers และ probesด้วยโปรแกรม Primer 3 
Plusซึ่งจะใช้ทดสอบ A และ G alleles ในเวลาเดียวกัน (Table1) 

Table 1. PCR-RFLP Primers and Real-time PCR Primers and Probes with the expecting amplicon 
sizes, underline and italic letter in Real-time PCR reactions represented SNP 
polymorphisms 

Reactions  Primers  Sequence (5’           3’)  amplicon sizes 
PCR-RFLP  Inh-F1  GCCCTGTTTCTGGATGCC   249 bp 

Inh-R1   ATTCAACCCAACCTGCCTA  
Real-time PCR  F-Rt  AAGGTGGAGATCCTGGAGTCA   161 bp 

R-Rt  GCCCCTGCGCATGAAG     
Report-1  (VIC)-CTGCACCGAAGGCA 
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การทดสอบรูปแบบ INHAgeneด้วยปฏิกิริยา Real-time PCR 

 ตัวอย่างดีเอ็นเอจากเลือดโคทั้ง 200 ตัวอย่างที่ได้ท าการทดสอบจีโนไทป์ด้วยวิธี PCR-RFLP แล้วน ามา
ทดสอบจีโนไทป์อีกครั้งด้วยวิธี Real-time PCRโดยใช้ชุดตรวจCustomTaqMan SNP Genotyping Assay 
(GENEPLUS, USA.) ซึ่งใช้สีฟลูออเรสเซนต์ชนิด VIC และ FAM (GENEPLUS, USA) ด้วยเครื่อง Step-One 
PlusReal-time PCR System (GENEPLUS, USA)ดั ง นี้ ป ริ ม าณ ดี เ อ็ น เ อ  2 0  ng2X TaqMan Genotyping 
MasterMix 5  μl40X Assay Mix cDNA 0 . 25μlป ริ ม า ต รสุ ดท าย  1 0μlแ ล ะ  PCR condition คื อ  pre-
denaturation 95°C นาน 10นาที denaturation 95°C นาน15 วินาที annealing และ extension 60°C นาน 
60 วินาทีจ านวน 50รอบ 

การกระตุ้นการตกไข่และการเก็บตัวอ่อน 
 โคที่ถูกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่มตาม genotype ได้แก่ AA AG และGG จะถูกเลือกแบบสุ่มไม่เฉพาะเจาะจง
ภายในกลุ่มที่มีจีโนไทป์เดียวกัน จ านวนจีโนไทป์ละ 15 ตัว ให้ฮอร์โมนเพ่ือกระตุ้นการตกไข่หลายใบ ผสมเทียม
และเก็บตัวอ่อนตามขั้นตอนของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ อ.ปากช่อง 
จ.นครราชสีมา (Figure 1) ท าการเก็บตัวอย่างโดยมีการกระตุ้นการตกไข่หลายใบ ผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็ง
จากพ่อพันธุ์ตัวเดียวกันที่ผลิตในครั้งเดียวกันและเก็บตัวอ่อนโดยจะท าการเก็บตัวอย่างจากโคแต่ละตัว 3 ครั้ง ห่าง
กันครั้งละ 3 เดือน 
 

 
Figure1. Superovulation procedures and embryo harvest program followedEmbryo Transfer 

Technology and Animal Germplasm Research Centerprotocol. 
Note:  *CIDR-B®: intravaginal progesterone releasing device (Ceva Sante Animale, France) 

**Folltropin-V®: FSH (Bioniche Animal Health Canada Inc.) 
***Estrumate: prostaglandin F2α (Intervet Canada Inc.) 

 
บันทึกข้อมูลการตกไข่เป็น 4 ชนิดได้แก่อัตราการตกไข่ซึ่งหมายถึงจ านวนรวมของตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้ ไข่

ที่ไม่ได้รับการผสม และตัวอ่อนที่เสื่อมสภาพทั้งหมด (the total number of ovulation; TNO = the total 
number of transferable embryo/unfertilized ova/degenerate embryo)จ านวนตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้  
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(the number of transferable embryo; NTE)จ านวนไข่ที่ ไม่ถูกผสม (the number of unfertilized ova; 
NUO) และจ านวนตัวอ่อนตายหรือเสื่อมสภาพ (the number of degenerate embryo; NDE) 

การวิเคราะห์ข้อมูล 
น าข้อมูลที่ได้มาวิเคราะห์หาความถี่ของยีนและจีโนไทป์โดยใช้สมการ  
(pA+qa)2 = p2AA+2pqAa+q2aa  
โดยที่ A  หมายถึง A allele 
 a หมายถึง G allele 
 P หมายถึงความถ่ีของA allele 
 q หมายถึงความถ่ีของ G allele 
 p+q = 1 
การศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบยีน Inhibin ทีม่ีผลต่ออัตราการตกไข่โดยวิเคราะห์อิทธิพลของจีโน

ไทป์ของยีนกับปริมาณและชนิดตัวอ่อน/ไข่ท่ีเก็บได้ด้วยวิธี Generalized Linear Model (GLM)ตามสมการ 
Yikj = u+Gi+Nk+Tj+eijk 
โดยที่ Yikj หมายถึง phenotypic value of traits 
 U หมายถึง population mean 
 Gi หมายถึง fixed effect of genotype 
 Nk หมายถึง fixed effect of age  
 Tj หมายถึง fixed effect of contemporary group และ 

  eikj หมายถึง random residue error 
 

ผลและวิจารณ์การทดลอง 

 การศึกษารูปแบบจีโนไทป์ของยีน Inhibin ในส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHA สามารถท าได้โดยการใช้วิธีทาง
ชีวโมเลกุลซึ่งเดิมใช้วิธี PCR-RFLP ดังนั้นในการตรวจสอบโดยใช้วิธีใหม่คือ Real-time PCR ต้องแน่ใจว่าการ
ออกแบบprimers และprobes ของขั้นตอน Real-time PCR นั้นมีความถูกต้องและแม่นย าตามจีโนไทป์จริง จึง
ต้องมีการจัดกลุ่มจีโนไทป์ที่ถูกต้องในกลุ่มสัตว์ทดลองก่อนส าหรับการทดลองครั้งนี้มีการออกแบบไพรเมอร์ที่ใช้ใน
วิธี PCR-RFLPให้ครอบคลุมบริเวณ A192G ในexon 1 ของยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAโดยการ
ทดสอบในขั้นตอนนี้พบว่ามีขนาดชิ้นส่วนของดีเอ็นเอจากปฏิกิริยา PCR เท่ากับ 249 bp การกลายพันธุ์จาก A 
allele (ACCGAAGGCA) เป็น Gallele (ACCGGAGGCA)ที่ต าแหน่ง 192 (A192G) ท าให้เพ่ิมจุดตัดของเอนไซม์
ตัดจ าเพาะ MspI(CCGG) ขึ้นอีก 1 ต าแหน่ง(Figure 2)เมื่อตรวจสอบขนาดชิ้นส่วนDNA หลังการตัดดัวย MspI
พบว่าในกลุ่มจีโนไทป์AA มีขนาด 123 95และ31 bp และในกลุ่มจีโนไทป์GG มีขนาด 95 79 44 และ31 bp ส่วน
กลุ่มจีโนไทป์ AG พบทั้ง 5 ขนาด (123 95 79 44 และ 31) (Figure 3) 
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Figure 2. The cleavage point (arrow) of MspI endonuclease (CC-GG) on the 249 bp PCR product 
of INHAgene. Number in the box indicated number of the cutting side (Aallele: box I and III; G 
allele: box I, II, and III).   
 

 

Figure 3.A representative gel showing exon 1 INHAgenegenotyping by PCR-RFLP technique. 50and 
100 bp molecular markers were presented on lane 1 and 2, respectively. The 249 bp of uncut 
PCR product was shown on lane 3, then, Lane 4 and 5: AA genotype (123, 95 and 31bp); lane 6 
and 7: AG genotype (123, 95, 79, 44 and 31bp); lane 8 and 9: GG genotype (95, 79, 44 and 31bp) 

 เมื่อน าตัวอย่างดีเอ็นเอชุดเดียวกันมาทดสอบด้วยวิธีReal-time PCR ที่ได้รับการพัฒนาขึ้นโดยการ
ออกแบบ primers และprobes ที่จ าเพาะต่อ SNP ของยีนที่ต าแหน่ง A192G และตรวจการเพ่ิมขึ้นของ PCR 
product โดยการวัดปริมาณสี fluorescence 2 ชนิด ได้แก่ A allele ด้วยVIC-fluorescence dye (กราฟสี
เขียว) และ G alleleด้วยFAM-fluorescence dye (กราฟสีน้ าเงิน) (Figure 4) ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับวิธี PCR- 
RFLPแล้วพบว่าทั้ง 2 วิธีสามารถตรวจสอบ genotype ของยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAได้และให้ผล
เหมือนกันทั้ง 200 ตัวอย่าง  
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Figure 4 . Real-time PCR genotyping for exon I ofINHA gene in Angus crossbred cows. VIC-fluorescence 
dye (green)  and FAM-fluorescence dye (blue)indicated A and G alleles, respectively. a), b) and c) 
represented AA, AG and GG genotype, respectively. 

การตรวจสอบรูปแบบจีโนไทป์ของยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAเดิมใช้วิธี PCR-RFLP (Tang et 
al.,2011)ซึ่งต้องผ่านกระบวนการหลายขั้นตอนที่ยุ่งยากรวมถึงขั้นตอนในการเลือกใช้เอนไซม์ตัดจ า เพาะ ท าให้
เสียเวลาและค่าใช้จ่ายสูง จากการทดสอบครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการตรวจโดยวิธี Real-time PCR จะให้ผลตรวจ
เหมือนกันในทุกตัวอย่างเลือดโคลูกผสมแองกัส (200 ตัวอย่าง)ที่ท าการแยกจีโนไทป์ด้วยวิธีPCR-RFLP ร่วมกับ
การตัดด้วยเอนไซม์ตัดเฉพาะ MspIแสดงว่าเทคนิค Real-time PCR เป็นวิธีที่มีความถูกต้องและแม่นย าสามารถ
ใช้ในการตรวจหาจีโนไทป์ของ  exon I ในยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAท าให้มีความสะดวก 
ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการทดสอบเม่ือเทียบกับวิธี PCR-RFLP   
 จีโนไทป์ของยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAในประชากรโคลูกผสมแองกัสส าหรับการทดลองนี้
สามารถแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มคือ AA AG และ GG ซึ่งมีจ านวน 72 118 และ10 ตัว โดยมีความถี่จีโนไทป์เป็น 0.36 
0.59 และ 0.05 ตามล าดับและมีความถี่ของ A และ G allele คือ 0.65 และ 0.35 ตามล าดับ (Table 2)เมื่อ
พิจารณาสภาพความสมดุลของยีน (Equilibrium of genes) พบว่าการกระจายตัวของยีน Inhibin ส่วนที่สร้าง
ฮอร์โมน INHAไม่มีความสมดุลตามหลักสมการ Hardy-Weinberg(p<0.01) โดยเฉพาะจีโนไทป์ GG พบเพียง 10 
ตัว ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการปรับปรุงพันธุ์ ซึ่งโคเหล่านี้เป็นโคที่เกิดจากการผสมเทียมโคพ้ืนเมืองด้วยน้ า เชื้อพ่อ
พันธุ์แองกัสที่ได้รับการคัดเลือกและมีจ านวนพ่อพันธุ์จ ากัดโดยมีจุดประสงค์เพ่ือพัฒนาและปรับปรุงพันธุกรรมใน
ประชากรเดิมท าให้การผสมพันธุ์ไม่เป็นไปอย่างสุ่ม (non-random mating) นอกจากนี้การคัดเลือก (selection) 
ตามลักษณะปรากฏของตัวสัตว์ (phenotype)เพ่ือน ามาเป็นแม่พันธุ์ที่จะใช้สร้างพันธุ์โคเนื้อต่อไป ส่งผลให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงความถี่ของยีนหรือเกิดการสูญหายของยีน(สุรินทร์, 2552) 
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Table2. Genotypic and allelic frequencies of the Inhibin gene exon 1 in 200 Angus 
crossbredcows. 

Genotypes n Genotypic frequency 

AA 72 0.36 

AG 118 0.59 

GG 10 0.05 

Alleles n Allelic frequency 

A 200 0.65 

G 0.35 

การศึกษาความสัมพันธ์ของรูปแบบจีโนไทป์ยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAกับอัตราการตกไข่ที่
เกิดจากการท า superovulationพบว่ามีแม่โคในกลุ่มจีโนไทป์GG ที่มีเพียงจ านวน 10 ตัวในประชากรโค 200 ตัว
นั้นมีจ านวน 2 ตัวที่มีความผิดปกติของรังไข่ในขณะที่ท าการทดสอบ จึงเหลือเพียง 8 ตัวที่สามารถใช้ในการ
ทดลองทั้งนี้จ านวนตัวอ่อนและไข่ที่เกิดจากการท า superovulation ตามรูปแบบจีโนไทป์ของกลุ่มโคทดลองแต่
ละครั้งของการทดลอง จ านวน 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 3 เดือน แสดงใน Table 3 
Table 3. Association analysis of INHAgenotypes with the superovulation traits of the number of 
total ovulation (TNO), the number of transferable embryo (NTE), the number of unfertilized 
ova(NUO) and the number of degenerate embryo (NDE) in Angus crossbred cows 
3a) the first superovulation testing: 
 

Types AA (15) AG (15) GG (8) P value 

TNO 4.20a±0.45 5.27a±0.45 8.00b±0.62 <0.0001 

NTE 2.27a±0.51 3.20ab±0.51 4.75b±0.70 0.0259 

NUO 1.20±0.29 1.33±0.29 1.88±0.40 0.3893 

NDE 0.73±0.20 0.73±0.20 1.38±0.28 0.1385 
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3b) the second superovulation testing: 
Types AA (15) AG (15) GG (8) P value 

TNO 4.87a±0.59 6.47a±0.59 9.75b±0.80 <0.0001 

NTE 3.13a±0.61 3.33a±0.61 7.25b±0.83 0.0006 

NUO 0.60±0.40 1.93±0.40 1.00±0.55 0.0711 

NDE 1.13±0.34 1.20±0.34 1.50±0.47 0.8140 

3c) the third superovulation testing: 
Types AA (15) AG (15) GG (8) P value 

TNO 5.00a±0.67 6.47a±0.67 9.87b±0.92 0.0006 

NTE 2.33a±0.47 3.00a±0.47 5.87b±0.65 0.0003 

NUO 1.33±0.42 1.80±0.42 1.87±0.58 0.6647 

NDE 1.33±0.33 1.67±0.33 2.13±0.45 0.3768 

Note: number in parenthesis indicated number of cows in each genotype group. Least square 
means values (±SE) with different letters in the same row were significant different at P 
value as shown. 

ความสัมพันธ์ของรูปแบบจีโนไทป์ของยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAต่ออัตราการตกไข่พบว่า โค
ที่มีจีโนไทป์แบบ GG มีค่าจ านวนการตกไข่ทั้งหมด (ค่ารวมของจ านวนตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้ ไข่ที่ไม่ได้รับการผสม
และตัวอ่อนที่เสื่อมสภาพ) หรือ TNO สูงกว่า กลุ่ม AA และ AG ในการเก็บตัวอ่อนจากการท า superovulation 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในการทดลองทั้ง 3 ครั้ง (P =<0.0001 ในครั้งท่ี 1 และครั้งที่ 2 และ P =0.0006 ในครั้ง
ที่ 3) ในขณะที่กลุ่ม AA และ AG ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของ TNOในการทดลองทั้ง 3 ครั้ง 
(Table 3a, 3b และ 3c) เช่นเดียวกับค่าของจ านวนตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้หรือ NTE โดยกลุ่ม GG มีค่าสูงกว่ากลุ่ม 
AA และ AG อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในการทดลองทั้ง 3ครั้ง (P =0.0259 0.0006 และ 0.0003 ตามล าดับ) 
(Table 3) ยกเว้นครั้งที่ 1 ที่ค่า NTE ของกลุ่ม GG ไม่แตกต่างจากกลุ่ม AG(Table 3a) ส าหรับจ านวนไข่ที่ไม่ถูก
ผสมหรือ NUO และจ านวนตัวอ่อนตาย/เสื่อมสภาพหรือ NDE พบว่าไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ในการทดลองทั้ง 3 ครั้งของทุกกลุ่มจีโนไทป์ (Table 3) จากผลการทดลองเห็นได้ว่ารูปแบบจีโนไทป์ของยีน 
Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAที่มีความแตกต่างกันของ exon I ในโคลูกผสมแองกัสซึ่งเป็นโคเนื้อที่ใช้ในการ
ทดลองครั้งนี้มีผลต่ออัตราการตกไข่เมื่อท า superovulation โดยกลุ่ม GG จะให้จ านวนตัวอ่อนและไข่ทั้งหมด 
(TNO) และจ านวนตัวอ่อนที่สามารถท าการย้ายฝากได้ (NTE) สูงกว่าลักษณะ AA และ AG ซึ่งสอดคล้องกับการ
ทดลองของ Tang et al. (2011)ที่พบว่าลักษณะ GG ของ INHA gene ในโคนมพันธุ์ Chinese Holstein ให้
ปริมาณตัวอ่อนและไข่ทั้งหมด และจ านวนตัวอ่อนที่สามารถท าการย้ายฝากได้มากกว่าลักษณะ AA ทั้งนี้การ
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เปลี่ยนแปลงล าดับเบสของยีนในต าแหน่ง A192G อาจมีผลท าให้การท างานของ INHA gene ลดลงหรือเกิดความ
ไม่เสถียรของRNA ในขั้นตอน RNA transcription ท าให้บทบาทในการระงับการท างานของ FSH ที่ต่อมใต้สมอง
ลดลง (Sangetal., 2011) ปริมาณ FSH จึงเพิ่มขึ้นส่งผลให้รังไข่ถูกกระตุ้นให้สร้างฟอลลิเคิลได้มากขึ้น ซึ่งลักษณะ
ของ A allele จะมีผลทางลบต่อการกระตุ้นการตกไข่หลายใบ ในขณะที่ G allele จะให้ผลทางบวก   

นอกจากนี้การทดลองนี้ยังศึกษาผลของการเหนี่ยวน าเพ่ือให้เกิดการตกไข่จ านวนมากซ้ าๆหลายครั้ง
ติดต่อกันว่าจะมีต่อการตอบสนองต่อฮอร์โมนในแม่โคทดลองหรือไม่ โดยไม่ได้ค านึงถึงรูปแบบของยีน (Table4) 
พบว่าการเหนี่ยวน าเพ่ือให้เกิดการตกไข่จ านวนมากซ้ าๆหลายครั้งติดต่อกันไม่มีผลต่อค่าเฉลี่ยจ านวนตัวอ่อนและ
ไข่ท้ัง 4 ชนิดในแต่ละครั้งของการทดลอง ยกเว้นพบจ านวนตัวอ่อนตาย/เสื่อมสภาพหรือ NDEในครั้งท่ี 3 มากกว่า
ครั้งที่ 1 อย่างมีนัยส าคัญ ซึ่งอาจจะเป็นผลมาจากสภาพอากาศและอาหารเนื่องจากช่วงระยะเวลาที่ท าการเก็บตัว
อ่อนในครั้งแรกอยู่ในเดือนธันวาคมซึ่งสัตว์อยู่ในสภาพอุณหภูมิเย็นกว่าและอาหารมีคุณภาพดีก่อนท าการทดลอง 
ส่วนในการทดลองครั้งที่3 ที่มีการเก็บตัวอ่อนในราวเดือนมิถุนายนนั้นสัตว์อาจมีภาวะเครียดสะสมเนื่องจากผ่าน
สภาพอากาศร้อนจัด (ช่วงเดือนเมษายน-มิถุนายน) และอาหารไม่สมบูรณ์นักก่อนท าการเก็บตัวอ่อนส่งผลให้เกิด
ตัวอ่อนจ านวนหนึ่งไม่สมบูรณ์ ตายหรือเสื่อมสภาพมากขึ้น อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาในภาพรวมของจ านวน 
TNOและ NTE พบว่าไม่มีความแตกต่างโดยเฉพาะค่า NTE ซึ่งบ่งบอกถึงตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้อันเป็นส่วนส าคัญ
ที่สุดของจุดประสงค์ในการท า superovulation ดังนั้นการเหนี่ยวน าด้วยฮอร์โมนให้เกิดการตกไข่หลายใบ
สามารถกระท าได้ซ้ าๆอย่างน้อย 3 ครั้งติดต่อกันโดยไม่มีผลกระทบต่อปริมาณตัวอ่อนที่ย้ายฝากได้ 

 
Table 4.Effect of repeated superovulation treatments of the number of TNO, NTE, NUO and NDE 

in Angus crossbred cows (n= 38) 
Types 1st superovulation 2ndsuperovulation

  
3rdsuperovulation P value 

TNO 5.42±0.45 6.53±0.45 6.61±0.45 0.1178 

NTE 3.16±0.39 4.08±0.39 3.34±0.39 0.2198 

NUO 1.39±0.24 1.21±0.19 1.63±0.24 0.4628 

NDE 0.87a±0.19 1.24ab±0.19 1.63b±0.19 0.0183 

Note: Least square means values (±SE) with different letters were significant different at P value 
as shown. 

 นอกจากนี้ผลการวิจัยยังพบว่าในแต่ละครั้งของการทดลองการกระตุ้นการตกไข่ของโคกลุ่มนี้ จะได้ตัว
อ่อนและไข่ทั้งหมด(TNO) (โดยไม่ค านึงถึงชนิดจีโนไทป์)ต่อแม่โคตัวให้ (Donor) เฉลี่ยทั้ง 3 ครั้งของการทดลองที่
จ านวน 5.42±0.45 6.53±0.45 และ6.61±0.45ตามล าดับ(Table 4) ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานจ านวนตัวอ่อนใน
การท า superovulation ทั่วไปจะได้ประมาณ6 ตัวอ่อนต่อแม่โคตัวให้(Bo andMapletoft, 2014)โดยปัจจัยที่มี
ผลต่อปริมาณและคุณภาพตัวอ่อนในกระบวนการ superovulation และ embryo recovery คือ ปัจจัยจากตัว
สัตว์ได้แก่ พันธุกรรม ประวัติการสืบพันธุ์ อายุ สายพันธุ์ และสภาวะของระบบสืบพันธุ์และรังไข่ของ donor
ในขณะที่ท าการกระตุ้น เป็นต้น นอกจากนี้สภาวะแวดล้อม ได้แก่ ปัจจัยที่ก่อให้เกิดความเครียด เช่นอุณหภูมิ การ
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จัดการ อาหาร รวมถึง โปรแกรมการให้ฮอร์โมนกระตุ้นการตกไข่ น้ าเชื้อที่ใช้ในการผสมเทียม และผู้ที่ท าการผสม
เที ยมหรื อ เก็บตั ว อ่อน  (Butler, 2000; Benyeiet al.,2003; Hooperet al., 2015;Biancucciet al., 2016) 
อย่างไรก็ตามจ านวนโคท่ีใช้ในการหาความสัมพันธ์ระหว่างรูปแบบจีโนไทป์ของยีนและจ านวนตัวอ่อนนั้นอาจจะมี
จ านวนไม่มากนัก โดยเฉพาะอย่างยิ่งในกลุ่ม GG นั้นมีเพียง 8 ตัวดังนั้นจึงควรมีการศึกษาต่อในประชากรที่มากขึ้น 
และในโคสายพันธุ์อื่นๆว่ามีความสัมพันธ์ในแนวทางเดียวกันหรือไม่ 

สรุปผลการทดลอง 

รูปแบบจีโนไทป์ของยีนInhibin สามารถตรวจสอบได้โดยวิธี Real-time PCR โดยให้ผลที่แม่นย าและ
รวดเร็วกว่าการตรวจสอบด้วยวิธี PCR-RFLP ซึ่งเป็นวิธีเดิมที่มีความยุ่งยากและใช้เวลามาก ทั้งนี้รูปแบบจีโนไทป์ที่
แตกต่างกันของexon I ในยีน Inhibin ส่วนที่สร้างฮอร์โมน INHAมีผลต่ออัตราการตกไข่จากการเหนี่ยวน าให้เกิด
การตกไข่คราวละมากๆ (superovulation) โดยรูปแบบ GG จะให้ตัวอ่อนที่สามารถน าไปใช้ในการย้ายฝากได้มาก
ที่สุดตามวัตถุประสงค์ของการท า superovulationสามารถใช้เป็นแนวทางคัดเลือกแม่โคตัวให้ (donor) ที่มี
ลักษณะดีตรงตามจุดประสงค์การสร้างและพัฒนาสายพันธุ์เพ่ือการผลิตตัวอ่อนส าหรับการย้ายฝากเช่นการสร้าง
โคเนื้อคุณภาพสูงไทยแบล็คของกรมปศุสัตว์ ช่วยลดระยะเวลา ค่าใช้จ่ายในการเลี้ยงดูและการเหนี่ยวน าการตกไข่
และอาจน าไปศึกษาต่อเนื่องในโคพันธุ์อ่ืนๆต่อไป 
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ผลของ GNRH ต่ออัตราการผสมติดในแพะเนื อลูกผสมที่เหนี่ยวน้าการเป็นสัดด้วย CIDR-G® 

ชาญยุทธ กาพล1/ จิตศักดิ์ เมืองเขียว1/อุบลรัตน์ วิชัยดิษฐ1/ณัฐพร จุ้ยจุลเจิม2/ 

บทคัดย่อ 

การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาวงรอบการเป็นสัดรวมทั้งระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน 
ระยะเวลาการเป็นสัดและผลของฮอร์โมน GnRH ต่ออัตราการผสมติดในแม่แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียน 
การทดลองที่ 1 ใช้แม่แพะจ านวน 15 ตัว เก็บตัวอย่างเลือด (10 ml.) ทุก 3 วันตลอดวงรอบการเป็นสัดติดต่อกัน 
3 วงรอบตรวจวิเคราะห์ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนด้วยเทคนิค Radioimmunoassay (RIA) ผลการศึกษา
พบว่า วงรอบการเป็นสัด ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในระยะ follicular phase ระยะ Luteal phase และ
ระยะเวลาเป็นสัดมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 21.16±4.51 วัน 0.31±0.25 ng/ml 3.65±1.96 ng/ml และ 41.13±1.17 
ชั่วโมงตามล าดับการทดลองที่ 2 ใช้แม่แพะ จ านวน 52 ตัว แบ่งเป็น2 กลุ่มๆ ละ 26 ตัวกลุ่มควบคุม และกลุ่ม
ศึกษา ท าการเหนี่ยวน าการเป็นสัดแม่แพะทุกตัว ด้วย CIDR- G®(day 0)  14 วัน ฉีด PMSG 150 IU และ PGF2α 
125 µg. ก่อนถอด CIDR- G®2 วัน (day 12) ผสมเทียมที่ 24 ชั่วโมงหลังเป็นสัดยืนนิ่งทั้ง 2 กลุ่ม แต่กลุ่มศึกษา
(Experimental group) ได้รับGnRH 10 µg. เข้ากล้ามเนื้อพร้อมผสมเทียม ผลการศึกษาพบว่าอัตราการผสมติด 
ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มศึกษามีค่าเฉลี่ย 38.46±0.49 และ 42.31±0.50 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05)  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ค าส าคัญ: GnRH อัตราการผสมติด วงรอบการเป็นสัด แพะ 
เลขทะเบียนวิจัย: 57(1)–0208-003 
1/ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสุราษฏร์ธานีสุราษฎร์ธานี อ าเภอพุนพิน จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
2/มหาวิทยาลัยราชภัฏสรุาษฎร์ธานีอ าเภอเมือง จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
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Effect of GnRH on conception rate in crossbred meat goats 

synchronized for estrus  with CIDR-G® 

Chanyut kaphol1/Jitthasak   Maungkhiow1/Ubonrat Wichaidit1 Nattaporn Juijuljerm2/ 

Abstract 

The objectives of this study were to determine estrous cycle and its progesterone 
hormonal profile, duration of estrous and effect of GnRH on conception rate in Boer-Anglo Nubian 
crossbred does. Experiment 1 were conducted in 15 does, blood samples(10 ml.) were collected 
every 3 days during the estrous cycle, 3 cycles consecutively. Progesterone profile analysis was 
determined by Radioimmunoassay (RIA). The results showed estrous cycle and its progesterone 
profile (follicular phase as well as luteal phase) and duration of estrous as21.16± 4.51days, 
0.31±0.25 ng/ml (follicular phase), 3.65±1.96 ng/ml.(luteal phase) and 41.13± 1.17 hrs, 
respectively. Experiment 2: Fifty two does were divided into control group (n=26) and 
experimental group (n=26).  All does were estrous synchronized with CIDR-G® (first day of 
insertion, d. 0)14 days, PMSG 150 IU. and PGF2α 125 µg. i/m on d.12 (2 days before CIDR-G® 
removal) and artificial inseminated (AI) 24 hrs after standing heat. Only does in experimental 
group were i/m with GnRH 10 µg. at the time of AI. The result revealed the conception rates of 
the control and experimental groups were 38.46±0.49% and 42.31±0.50%, respectively, (P>0.05). 

 

 

 

 

 

 

 

Keywords: GnRH,Progesterone,Conception rate,Estrous cycle, Boer-Anglo Nubian crossbred  
Registered No. 57(1) – 0208 – 003 
1/Suratthani Biotechnology and Artificial Insemination Research Center Phunphin District 
Suratthani 
2/Suratthani Rajabhat University Mueang Suratthani 



    Journal of Biotechnology in Livestock Production 

31 
 

ค าน า 

แพะจัดเป็นสัตว์เคี้ยวเอ้ืองขนาดเล็ก มีระยะการอุ้มท้องประมาณ 150 วัน และมีโอกาสเกิดลูกแฝด
สูง สามารถกินได้ทั้งใบไม้ พืชใบพุ่มตลอดจนหญ้า และพืชตระกูลถั่วต่างๆ ได้ดี ในพ้ืนที่ภาคใต้เกษตรกรให้ความ
สนใจเลี้ยงแพะเนื้อและนิยมเลี้ยงมากที่สุดคือแพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียน เพราะเป็นที่ต้องการของตลาด
เนื้อแพะ การเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตแพะจึงเป็นสิ่งจ าเป็นต้องด าเนินการอย่างเร่งด่วน  เพ่ือเพ่ิมปริมาณและ
กระจายแพะพันธุ์ดีให้เพียงพอกับความต้องการของตลาดและผู้บริโภค จ าเป็นต้องใช้เทคโนโลยีชีวภาพทางการ
สืบพันธุ์ช่วยพัฒนาการผลิตแพะโดยเฉพาะการผสมเทียมซึ่งเป็นวิธีการเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตสัตว์และกระจาย
พันธุกรรมของสัตว์พันธุ์ดี ได้อย่างรวดเร็ว   อย่างไรก็ตาม จากผลการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการผสมเทียมแพะมี
อัตราการผสมติดค่อนข้างผันแปรเช่น อัตราการผสมติด 32.00-52.00 เปอร์เซ็นต์ (นิวัฒน์ และคณะ, 2550)  
13.33-30.00 เปอร์เซ็นต์ (อภิชัย และคณะ, 2553) 15.4-75.0 เปอร์เซ็นต์ (มาลีและคณะ, 2556) 41.5-50.0 
เปอร์เซ็นต ์(วิศิษฐ และคณะ, 2557) อัตราการผสมติดจากการผสมเทียมที่มีความผันแปรอาจมีผลจากแพะที่เลี้ยง
ในเขตร้อนชื้นสามารถเป็นสัดได้ตลอดทั้งปี มีวงรอบการเป็นสัด 3 รูปแบบ คือ วงรอบสั้น (11.50±3.02 วัน) 
วงรอบปกติ (21.83±2.03 วัน) และวงรอบยาว (23.81±3.14 วัน) (จรวย และศิริชัย, 2541) ระยะเวลาเป็นสัดยืน
นิ่งไม่แน่นอน 34.06±8.91 ชั่วโมง (ทองยศ และคณะ, 2527)  23.64±12.86 ชั่วโมง (จรวย, 2540) แพะแสดง
อาการเป็นสัดไม่ชัดเจนสังเกตอาการเป็นสัดได้ยาก(Cheminear et al.,1992) และเวลาการตกไข่ของแพะก็มี
ความหลากหลายไม่แน่นอน เช่น 20-48 ชั่วโมง (Akusu et al.,1986) 30-36 ชั่วโมง (Gordon,1997) และ 38 
ชั่วโมง (Greyling and Van Niekerk, 1990) หลังเริ่มเป็นสัดยืนนิ่งหรือไข่จะตกในช่วงปลายของการเป็นสัดยืนนิ่ง 
(Goel and Angawel, 2003) จึงยากท่ีจะก าหนดเวลาที่เหมาะสมในการท าผสมเทียมให้สอดคล้องกับเวลาการตก
ไข่ของแพะ การใช้ฮอร์โมนเหนี่ยวน าการเป็นสัดร่วมกับฮอร์โมนที่กระตุ้นการตกไข่ส าหรับควบคุมวงรอบการเป็น
สัดและเวลาการตกไข่เพ่ือก าหนดเวลาที่เหมาะสมในการผสมสมเทียมเป็นวิธีการหนึ่งที่จะท าให้อัตราการผสมติด
เพ่ิมข้ึน   เช่นใช้ฮอร์โมน Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH) ร่วมกับฮอร์โมนอ่ืนในการเหนี่ยวน าการ
เป็นสัดเพ่ือกระตุ้นให้ระดับฮอร์โมน Luteinizing hormone (LH) สูงขึ้น (Beck et al., 1996) ซึ่ง LH จะไป
กระตุ้นให้เกิดการตกไข่ และอัตราการผสมติดจะเพ่ิมข้ึน (Pierson et al.,2003) 

ดังนั้นจึงมีความจ าเป็นต้องศึกษาให้ทราบถึงวงรอบการเป็นสัดระยะเวลาการเป็นสัด ที่แน่นอนของ
แพะ โดยการตรวจวิเคราะห์ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในระหว่างวงรอบการเป็นสัดซึ่งจะบ่งชี้ได้อย่างชัดเจนว่า 
แพะนั้นก าลังเป็นสัดอย่างแท้จริงหรือไม่  หรือมีการเจริญและเปลี่ยนแปลงของ follicle หรือ corpus luteum 
(CL) หรืออยู่ในระยะใดของวงรอบการเป็นสัด ซึ่งจะท าให้สามารถก าหนดเวลาที่เหมาะสมในการผสมเทียมแพะ
จากการเป็นสัดตามธรรมชาติได้ถูกต้องเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการผสมติดและสร้างองค์ความรู้เพ่ิมเติมเพ่ือพัฒนา
งานผสมเทียมแพะต่อไป 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์ เพ่ือศึกษาวงรอบการเป็นสัดระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน ระยะเวลา
การเป็นสัด ของแพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนและเพ่ือเปรียบเทียบผลของฮอร์โมน GnRH ร่วมกับ
โปรแกรมการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย CIDR-G® ต่ออัตราการผสมติด (conception rate) ในแม่แพะเนื้อลูกผสม
บอร-์แองโกลนูเบียน ระยะเวลาหลังถอด CIDR- G® ถึงเป็นสัดยืนนิ่ง  
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
การทดลองที่ 1 
สัตว์ทดลอง 

แม่แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนหลังคลอดลูกไม่น้อยกว่า 30-45 วัน จ านวน 15 ตัว สุขภาพ
สมบูรณ์แข็งแรง ไม่มีความผิดปกติของระบบสืบพันธุ์ให้ลูก(parity)มาแล้ว 1 ครอก น้ าหนักตัวระหว่าง25-45
กิโลกรัมแพะทุกตัวได้รับอาหารหยาบและน้ าสะอาดแบบเต็มที่ เสริมอาหารข้นโปรตีนไม่น้อยกว่า 14เปอร์เซ็นต์
ปริมาณ 300 กรัม/ตัว/วัน มีแร่ธาตุก้อนให้ตลอดการทดลอง ปรับสภาพแม่แพะโดยการถ่ายพยาธิและฉีดวิตามิน
บ ารุง ให้มีคะแนนร่างกายระหว่าง 3-3.5 (BCS 1-5) ก่อนเริ่มด าเนินการทดลอง แพะทุกตัวมีระบบการเลี้ยงและ
การจัดการเหมือนกันโดยท าการทดลอง ณ ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสุราษฎร์ธานี 

วิธีการทดลอง 
เก็บตัวอย่างเลือด 10 มิลลิลิตรต่อตัว บริเวณเส้นเลือดด าที่คอ (jugular vein) ติดต่อกัน 3 วงรอบการ

เป็นสัดปั่นแยกซีรั่ม (Serum) ภายใน 2 ชั่วโมง เก็บซีรั่มท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ
ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน ด้วยเทคนิค Radioimmunoassay (RIA) และตรวจการเป็นสัดวันละ 4 ครั้ง โดยใช้แพะ
พ่อพันธุ์ที่เบี่ยงเบนลึงค์ร่วมกับสังเกตอาการเป็นสัดของแม่แพะ การบันทึกข้อมูล  

1) วงรอบการเป็นสัด (Estrous cycle: day) หมายถึง ระยะเวลาที่แพะเป็นสัดยืนนิ่งยอมรับการขึ้นทับ
จากพ่อแพะครั้งแรกในรอบการเป็นสัดครั้งที่ 1 ถึงเวลาที่แพะเป็นสัดยืนนิ่งยอมรับการขึ้นทับจากพ่อแพะครั้งแรก
ในรอบการเป็นสัดครั้งถัดไป 

2) ระยะเวลาการเป็นสัด (Duration of estrus: hr.) หมายถึง ระยะเวลาที่แพะเริ่มเป็นสัดยืนนิ่งยอมรับ
การข้ึนทับของพ่อแพะครั้งแรกถึงครั้งสุดท้ายในรอบการเป็นสัดเดียวกัน 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
วิเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้นของวงรอบการเป็นสัดและระยะเวลาการเป็นสัด โดยน ามาหาพิสัย ค่าเฉลี่ยและ

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน และวิเคราะห์ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนแต่ละระยะโดยน ามาหา พิสัย ค่าเฉลี่ยและ
ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

การทดลองที่ 2 

สัตว์ทดลอง 
แม่แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนจ านวน 52 ตัว มีสุขภาพแข็งแรงไม่มีความผิดปกติของระบบ

สืบพันธุ์ น้ าหนักตัวระหว่าง25-45 กิโลกรัมมีคะแนนร่างกายระหว่าง 2.0-4.0 (BCS 1-5) มีสภาพการเลี้ยงและ
สภาพแวดล้อมคล้ายคลึงกันจ านวน2 ฟาร์มๆ ละ 26 ตัว ในพ้ืนที่ใกล้เคียงกัน ของจังหวัดสุราษฏร์ธานี ในแต่ละ
ฟาร์มแบ่งแพะออกเป็น 2 กลุ่มๆละ 13 ตัว ดังนี้ 

กลุ่มที่ 1 กลุ่มควบคุม (Control group) สอด CIDR- G®14 วัน(day 0) ฉีด PMSG 150 IU และ 
PGF2α 125 µg. ก่อนถอด CIDR- G®2 วัน (day 12) ผสมเทียมที่ 24 ชั่วโมงหลังแพะเป็นสัดยืนนิ่ง 

กลุ่มที่ 2 กลุ่มศึกษา (Experimental group) สอด CIDR- G®14 วัน(day 0) ฉีด PMSG 150 IU 
และ  PGF2α 125 µg. ก่ อนถอด  CIDR- G®2 วั น  ( day 12)  ฉี ด  GnRH 10 µg. (GnRH: Receptal®, 1 ml. 
ประกอบด้วย Buserslin acetate 4.00 µg.) เข้ากล้ามเนื้อพร้อมผสมเทียมที ่24 ชั่วโมงหลังแพะเป็นสัดยืนนิ่ง 

วิธีการทดลอง 
แม่แพะทั้งสองกลุ่มได้รับการผสมเทียมเพียงครั้งเดียวในชั่วโมงที่ 24 หลังเริ่มเป็นสัดยืนนิ่ง ด้วยน้ าเชื้อแช่

แข็ง (Frozen semen) ขนาด 0.25 มิลลิลิตรที่มีจ านวนอสุจิไม่น้อยกว่า 150 ล้านตัว และอัตราการเคลื่อนไหว 
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(motility) ไม่น้อยกว่า 40 เปอร์เซ็นต์จากน้ าเชื้อพ่อพันธุ์ตัวเดียวกัน ท าการผสมเทียมด้วยเจ้าหน้าที่คนเดียวกัน
ตลอดการทดลอง ตรวจการตั้งท้องที่ 45 วัน หลังผสมเทียมด้วยเครื่องอัลตร้าซาวนด์ บันทึกข้อมูลระยะเวลาหลัง
ถอด CIDR- G® ถึงเวลาเริ่มเป็นสัดยืนนิ่ง 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ
วิเคราะห์ข้อมูลเบื้องต้นของอัตราการผสมติด และระยะเวลาหลังถอด CIDR- G® ถึงเวลาเริ่มเป็นสัดยืนนิ่ง 

โดยน ามาหา พิสัย ค่าเฉลี่ยและส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน เปรียบเทียบอัตราการผสมติดด้วยวิธี Chi-square test 
 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 
ผลการทดลองท่ี 1 

วงรอบการเป็นสัด (estrus cycle) 
แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียน มีจ านวนวงรอบการเป็นสัดทั้งหมด 47 วงรอบ มีความยาว

วงรอบการเป็นสัดระหว่าง 9 -27 วัน ค่าเฉลี่ยวงรอบการเป็นสัดเท่ากับ 19.96±5.36 วัน (Table 1) แบ่งเป็น 3 
กลุ่มตามวิธีของ สุรีย์และคณะ (2535) ดังนี้แบบวงรอบสั้น (ความยาววงรอบน้อยกว่า 17 วัน) แบบวงรอบปกติ
(ความยาววงรอบ 17-25 วัน) และ แบบวงรอบยาว (ความยาววงรอบมากกว่า 25 วัน) ค่าเฉลี่ยวงรอบการเป็นสัด
ของแต่ละแบบเท่ากับ 10.33±2.65, 21.26±2.00 และ 27.00±0.89 วัน ตามล าดับ ใกล้เคียงกับรายงานของ ทอง
เจือ (2545) ท าการศึกษาในแพะพ้ืนเมืองและลูกผสมพ้ืนเมืองค่าเฉลี่ยวงรอบการเป็นสัดแต่ละแบบเท่ากับ
12.83±5.41 20.91±1.17 และ 36.77±10.49 วัน ตามล าดับ ขณะที่รายงานของ จรวยและศิริชัย (2541) มี
ค่าเฉลี่ยวงรอบการเป็นสัดแต่ละแบบเท่ากับ 6.77±3.92, 21.70±1.98 และ 50.45±29.71 วัน ตามล าดับ 
เช่นเดียวกับรายงานของ สุรีย์และคณะ(2535) เท่ากับ 7.15±0.86, 21.25±0.52 และ 50.89±6.73 วันตามล าดับ 
จึงสรุปได้ว่าวงรอบการเป็นสัดตามธรรมชาติของแพะสามารถเกิดได้ถึง 3 รูปแบบดังกล่าว แต่ส่วนใหญ่ที่พบมาก
ที่สุด คือ วงรอบการเป็นสัดแบบปกติ คือ ระหว่าง 17- 25 วัน ซึ่งในการศึกษาครั้งนี้มีถึง 73.33 เปอร์เซ็นต์ เท่ากับ
การศึกษาของ Farshad et al. (2008) ที่ศึกษาในแพะพันธุ์ Markhoz ไว้ที่ 73.00 เปอร์เซ็นต์ และค่าเฉลี่ยวงรอบ
การเป็นสัดแบบปกติสอดคล้องกับรายงานของ จรวยและ ศิริชัย (2541) (21.70±1.98 วัน) ส่วนทองเจือ (2545) 
ศึกษาในแพะสาวและแพะนางมีวงรอบการเป็นสัดเฉลี่ย 20.62±2.58 และ 20.91±1.17 วัน ตามล าดับ ซึ่ง
ใกล้เคียงกับหลายการทดลองที่มีวงรอบการเป็นสัดเท่ากับ 21.7±0.7 วัน (Thompson et al.,1983) 20.7±0.7 
วัน (Greyling, 2000)  21.2±1.5 วัน (Zarkawi and Soukouti, 2001) แต่สูงกว่าในแพะพ้ืนเมืองในการศึกษา
ของทองยศและคณะ (2527) และ ฉวีวรรณ และคณะ (2526) มีวงรอบการเป็นสัด 18.23±4.40 วัน และ
17.94±5.02 วัน ตามล าดับ ทั้งนี้น่าจะเนื่องมาจากแพะพ้ืนเมืองมีความสมบูรณ์พันธุ์สูงกว่าแพะเนื้อลูกผสมบอร์-
แองโกลนูเบียน และข้ึนกับพันธุ์ อายุ ฤดูกาล (Romano and Abella,1997) 
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Table 1 Mean ± SD and percentage of estrous cycle in crossbred goats. 

Estrous cycle (days) Mean±SD Percentage 

<17 10.33±2.65 6.67 

17-25 21.26±2.00 73.33 

>25 27.00±0.89 20.00 

Overall 19.96±5.36 100.00 

 
ระยะเวลาการเป็นสัด (duration of estrus) 

แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนมีระยะเวลาการเป็นสัด แบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 
ระยะเวลาการเป็นสัดน้อยกว่า 36 ชั่วโมง (26.67%) กลุ่มที่ 2 ระยะเวลาการเป็นสัด 36-48 ชั่วโมง (20.00 %) 
และกลุ่มที่ 3 ระยะเวลาการเป็นสัดมากกว่า 48 ชั่วโมง (53.33 %) มีค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุ่มเท่ากับ 29.36±3.35, 
43.33±3.39 และ 50.70±3.07 ชั่วโมง ตามล าดับ มีค่าเฉลี่ยทั้งหมดเท่ากับ41.13±1.17 ชั่วโมง (Table 2) สูงกว่า
รายงานของ ทองยศ และคณะ (2527) จรวย (2540) และทองเจือ (2545) ท าการศึกษาในแพะพ้ืนเมืองและแพะ
ลูกผสมพ้ืนเมืองเท่ากับ 34.06±8.91 ชั่วโมง, 23.64±12.86 ชั่วโมง และ 21.80±2.98 ชั่วโมง ตามล าดับ สาเหตุที่
ระยะเวลาการเป็นสัดมีความผันแปรอาจเนื่องมาจากปัจจัยของพันธุ์ และปัจจัยอื่นๆ เช่นอายุ โภชนะ ฤดูกาล และ
อิทธิพลจากแพะตัวผู้ เป็นต้น (Gordon.I,1997) หากพิจารณาในกลุ่มที่ 2 และ 3 ที่มีระยะเวลาการเป็นสัดตั้งแต่ 
36 ชั่วโมง คิดเป็น 73.33 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งแสดงได้ว่าแพะส่วนมากจะมีระยะเวลาการเป็นสัดยืนนิ่งนานกว่า 36 
ชั่วโมงและ Goel and Angawel (2003) รายงานว่าแพะที่เป็นสัดไข่จะตกในช่วงปลายของการเป็นสัดยืนนิ่ง 
ดังนั้น จึงมีข้อแนะน าให้ท าการผสมเทียมแพะ 2 ครั้ง ในชั่วโมงที่ 36 และ 48 หลังเริ่มเป็นสัดยืนนิ่งจากการเป็น
สัดตามธรรมชาติ 

Table 2 Mean ± SD and percentage duration of estrus in crossbred goats. 

Duration of estrus (hrs.) Mean±SD Percentage 

<36 29.36±3.35 26.67 

36-48 43.33±3.39 20.00 

>48 50.70±3.07 53.33 

Overall 41.13±1.17 100.00 
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ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (plasma progesterone profile) 
แม่แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนที่มีวงรอบการเป็นสัดแบบปกติ จ านวน 22 วงรอบในวันที่ 

0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21และ 24 หลังเป็นสัดยืนนิ่ง ปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนเฉลี่ยเท่ากับ 0.17±0.08, 
0.87±0.35, 2.70±1.37, 4.26±1.94, 4.80±1.99, 4.15±2.26, 1.66±1.94, 0.17±0.07 ng/ml และ 0.20±0.06 
ng/ml. ตามล าดับ โดยในวันที่ 0 เริ่มเป็นสัดยืนนิ่ง มีปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนต่ าสุด มีค่าเฉลี่ย 0.17±0.08 
ng/ml จนถึงในวันที่ 3 หลังเป็นสัดยืนนิ่ง ซึ่งระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนมีค่าเฉลี่ย 0.87±0.35 ng/ml (Figure 
1) ทั้งนี้เนื่องจากอิทธิพลของฮอร์โมน FSH จากต่อมใต้สมองส่วนหน้ากระตุ้นให้เกิดการเจริญของ follicle พร้อม
กับผลิต estrogen ออกมา ท าให้แพะแสดงอาการเป็นสัดในช่วง 1-3 วันแรก ไข่จะตกในช่วงนี้หลังการตกไข่จะมี
การเจริญของ luteal cell พัฒนาเป็น CL ท าหน้าที่ผลิตและสร้างฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน ระดับของฮอร์โมนโป
รเจสเตอโรนจึงเริ่มเพ่ิมขึ้นมากกว่า 1.00 ng/ml ตั้งแต่วันที่ 6 หลังเป็นสัดยืนนิ่งวันที่ 12 ระดับฮอร์โมนโปรเจส
เตอโรน มีค่าเฉลี่ยสูงสุด 4.80±1.99 ng/ml และยังคงรักษาระดับไปจนถึง วันที่ 15จึงเริ่มลดลงอีกครั้ง และลดลง
อย่างรวดเร็วในวันที่ 18และต่ ากว่า 1.00 ng/ml ในวันที่ 21 (0.17±0.07ng/ml) จนถึงวันที่ 24 (0.20±0.06 
ng/ml) ซึ่งเป็นช่วงที่แม่แพะจะกลับมาแสดงอาการเป็นสัดอีกครั้งจากการเปลี่ยนแปลงระดับของฮอร์โมนโปรเจส
เตอโรน สามารถแบ่งวงรอบการเป็นสัดได้ 2 ระยะ คือ ระยะ Luteal phase หรือช่วงที่มี CL ระยะเวลาประมาณ
15 วัน ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนมีค่าเฉลี่ย 3.65±1.96 ng/ml(1.00-11.57 ng/ml) และระยะ follicular 
phase หรือช่วงที่มี follicle และเกิดการตกไข่ ระยะเวลาประมาณ6 วัน ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนมีค่าเฉลี่ย 
0.31±0.25ng/ml(0.01-0.98 ng/ml) (Table 3) ซึ่งระดับโปรเจสเตอโรนในช่วงที่แพะเป็นสัดครั้งนี้มีค่าสูงกว่าที่
มีรายงานในแพะพ้ืนเมืองไทยในช่วงเป็นสัดระหว่าง 0.10-0.20 ng/ml (กิติยาและคณะ, 2528) และ 
0.04±0.30ng/ml (ฉวีวรรณและคณะ, 2526) นอกจากนี้พบว่า การแสดงพฤติกรรมการเป็นสัดและการ
เปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาของแพะจากการสังเกตในแบบวงรอบสั้น แบบวงรอบปกติ และแบบวงรอบยาวในครั้ง
นี้เป็นไปในท านองเดียวกัน 

 
Figure.1 Plasma progesterone level (ng/ml) during the normal estrus cycle of crossbred goats. 
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Table 3 Plasma progesterone level (ng/ml) during the estrous cycle of crossbred goats. 

Estrous cycle 

Plasma progesterone level (ng/ml) 

Luteal phase Follicular phase 

Range Mean±SD Range Mean±SD 

Short cycle (<18) 1.07-5.14 2.37±1.47 0.07-0.38 0.22±0.06 

Normal cycle (18-24) 1.02-11.57 3.88±1.99 0.04-0.98 0.32±0.25 

Long cycle (>24) 1.00-5.76 3.12±1.27 0.01-0.92 0.29±0.27 

Total 1.00-11.57 3.65±1.96 0.01-0.98 0.31±0.25 

Table 4 Effect of GnRH on conception rate in crossbred does synchronized for estrus with 
CIDR-G 

Group 
No. crossbred 
does.(heads) 

No.pregnancy. 

(heads) 

Conception rate. 

(%) 

Standard error 
mean 

Control 26 10 38.46 0.097 

Experimental 26 11 42.31 0.099 

 

ผลการทดลองท่ี 2 

อัตราการผสมติดในกลุ่มควบคุมและกลุ่มศึกษาเฉลี่ยเท่ากับ38.46และ42.31 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 
ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่กลุ่มศึกษามีแนวโน้มสูงกว่า (Table 4) อย่างไรก็ตามยังมีค่า
ต่ ากว่าการศึกษาของ Pierson et al., (2003) ที่ศึกษาในแกะโดยใช้ MAP-sponge และ PGF2α ร่วมกับการฉีด 
GnRH หลังถอด MAP-sponge 24 ชั่วโมง อัตราการผสมติดในกลุ่มที่ฉีดและในกลุ่มที่ไม่ฉีด เท่ากับ 83.00 และ 
50.00เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ Riaz et al., (2012) รายงานการฉีด GnRH ร่วมกับการฉีด PG ในแพะและใช้พ่อ
พันธุ์ผสมพบว่ามีอัตราการผสมติด 60.00 และ 78.00เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ 

ระยะเวลาหลังถอด CIDR-G ถึงเริ่มเป็นสัดยืนนิ่ง (Time of CIDR-G removal to Onset of estrus) 
มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 23.82±4.64 ชั่วโมง (12.35-47.05 ชั่วโมง) ใกล้เคียงกับ อภิชัยและคณะ (2553) รายงานค่านี้ไว้
ที่ 29.05±7.64 ชั่วโมง (CIDR-G-Day16) แต่น้อยกว่ารายงานของ Romano (2004)                (40.2 ±10.5 h.) 

 

 

สรุปผลการทดลอง 
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1. วงรอบการเป็นสัดในแม่แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนมี 3 รูปแบบ คือ แบบวงรอบสั้น
(10.33±2.65วัน) แบบวงรอบปกติ (21.26±2.00วัน) และแบบวงรอบยาว (27.00±0.89 วัน) เฉลี่ยเท่ากับ 
19.96±5.36วัน 

2. ระยะเวลาการเป็นสัดในแม่แพะเนื้อลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนแบ่งเป็น 3 กลุ่ม คือ น้อยกว่า 36 
ชั่วโมง 36-48 ชั่วโมง และมากกว่า 48 ชั่วโมงเฉลี่ยเท่ากับ 41.13±1.17 ชั่วโมง 

3. ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในระยะ follicular phase มีค่าเฉลี่ย 0.31±0.25 ng/ml และระยะ 
Luteal phase มีค่าเฉลี่ย 3.65±1.96 ng/ml 

4. ระยะเวลาหลังถอด CIDR-Gถึงเป็นสัดยืนนิ่งมีค่าเฉลี่ย 23.82±4.64 ชั่วโมง 
5. อัตราการผสมติดในแพะลูกผสมบอร์-แองโกลนูเบียนจากการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย CIDR- G® 14 

วัน ระหว่างกลุ่มไม่ฉีด GnRH และกลุ่มที่ฉีด GnRH พร้อมกับการผสมเทียมไม่แตกต่างกัน (38.46±0.49 และ 
42.31±0.50 เปอร์เซ็นต)์ 
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ประสิทธิภาพของฮอร์โมนเอฟเอสเอชและพีเอ็มเอสจี เม่ือใช้ร่วมกับ  CIDR-G 

ต่อการแสดงการเป็นสัดและอัตราการผสมติดในแพะ 
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สาโรช งามข า1/  พีระพงษ ์ส าราญทรัพย์2/ 

บทคัดย่อ 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบผลของการเหนี่ยวน าการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมนเอฟเอสเอช 
และพีเอ็มเอสจี ร่วมกับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอดต่อการแสดงอาการเป็นสัดและ อัตราการผสม
ติดในแพะโดยใช้แม่แพะนมพันธุ์ซาเนนจ านวน 20 ตัวแบ่งแพะออกเป็น 2 กลุ่มๆละ 10 ตัวท าการสอดฮอร์โมน 
CIDR-G เป็นเวลา 13 วันและในวันที่ถอดฮอร์โมนออก กลุ่มที่ 1 ฉีดฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี 200 IU.และกลุ่มที่ 2 ฉีด
ฮอร์โมนเอฟเอสเอช 55 mg. ตรวจอาการเป็นสัดแพะทุกตัว และท าการผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งที่มีจ านวนตัว
อสุจิไม่ต่ ากว่า 200 ล้านตัว/โด๊สโดยปล่อยน้ าเชื้อที่บริเวณคอมดลูกในชั่วโมงที่  48 และ 72 หลังถอด CIDR-G 
ตรวจการตั้งท้องโดยใช้เครื่องอัลตราซาวด์หลังจากการผสมเทียมไปแล้ว 35 วันและติดตามลูกเกิด ท าการทดลอง
ซ้ าในแพะทั้งสองกลุ่ม จนถึงการให้ลูกในท้องที่ 3 ผลการทดลองพบว่า แพะแสดงอาการเป็นสัดอัตราการผสมติด
และจ านวนลูกเกิดไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) โดยแพะในกลุ่มที่ 1และกลุ่มที่ 2มีระยะเวลาแสดง
อาการเป็นสัดเท่ากับ39.6. ± 10.8 ชั่วโมงและ 35.2 ±10.7 ชั่วโมง และอัตราการผสมมีคา่เท่ากับ 47% และ50% 
สรุปผลการทดลองได้ว่าการใช้ฮอร์โมน CIDR-G ร่วมกับฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีหรือฮอร์โมนเอฟเอสเอชเพ่ือเหนี่ยวน า
การเป็นสัดและท าการผสมเทียมสามารถท าให้แพะแสดงอาการเป็นสัดและมีอัตราการผสมติดไม่แตกต่างกัน 
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on Estrus response and Pregnancy rate in Goats 

Saroch Ngamkhum1/ Peerapong Sumransap2/ 

Abstract 

The objectives of this study were to compare the results of repeated used of pregnant 
mare serum gonadotropin (PMSG) and follicle stimulating hormone (FSH) with progesterone intra 
vaginal device ( CIDR-G) for estrus induction and conception rate in goats. Twenty saanen goats 
were divided into 2 groups. Each group included 10 does that was inserted with CIDR-Gfor 13days. 
At the day of removed hormone, Does in the first groups was injected with PMSG 200 IU while 
the second group was injected with FSH 55 mg intramuscular. Estrus detection was done and all 
does that showed estrus sign were intra cervical inseminated with frozen semen which have total 
sperms 200 million per dose at the 48th and 72th h after hormone removal. Pregnancy diagnosis 
was done by ultrasound at 35th days after insemination then observe the kids.  Then do the 
repeated experiment until the does gave the third kids. The results showed that there was no 
statistical difference between the group in estrus response and conception rate (p>0.05). Goats 
showed estrus by duration of estrus for both groups were 39.6.  ± 10.8h and 35 . 2 ± 10. 7h and 
conception rate of group I was 47% and group II was 50%. It can indicated that synchronized 
estrus using CIDR-G with PMSG or FSH mg be the same effective in estrus response and 
conception rate although repeated use of PMSG or FSH 
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ปัจจุบันเกษตรกรมีการเลี้ยงแพะเพ่ิมขึ้น รูปแบบการเลี้ยงส่วนใหญ่ยังเป็นการเลี้ยงแบบปล่อยและใช้พ่อ
พันธุ์แพะคุมฝูง ซึ่งหากไม่มีการจัดการฝูงที่ดีและปล่อยให้คุมฝูงเป็นเวลานาน ปัญหาที่เกิดตามมาคือ การผสม
เลือดชิดเป็นผลให้ลูกมีอัตราการเจริญเติบโตต่ า สุขภาพไม่แข็งแรง ติดโรคได้ง่าย และอาจท าให้เกิดการแพร่โรค
ทางระบบสืบพันธุ์ เนื่องจากการใช้พ่อพันธุ์ที่ไม่ได้ผ่านการตรวจคัดกรองโรคก่อนน าเข้าฝูง นอกจากนี้ยังท าให้การ
ปรับปรุงพันธุ์เป็นไปอย่างค่อนข้างช้า หากพ่อพันธุ์หรือแม่พันธุ์มีจ านวนไม่เพียงพอ การเหนี่ยวน าการเป็นสัดและ
ผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งเป็นวิธีที่สามารถช่วยแก้ปัญหานี้ได้ 

ปัจจุบันการเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะเพ่ือท าการผสมเทียม นิยมใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในรูปแบบที่
ส อด ไ ว้ ใ น ช่ อ ง คลอด  (intravaginal device) เ ช่ น  Controlled internal drug release – Goat (CIDR-G) 
(Motlomelo et al., 2002; Romano, 2004) ร่วมกับการฉีดฮอร์โมนพีเ อ็มเอสจี (Pregnant mare serum 
gonadodotropins) พบว่าแพะจะแสดงอาการเป็นสัดชัดเจนท าให้ก าหนดระยะเวลาการตกไข่และผสมเทียมได้
ในระยะเวลาที่เหมาะสม ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีมีระยะเวลาการออกฤทธิ์ยาวนานและราคาถูก (Drion et al., 2001)
ซึ่งฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีเป็นโปรตีนที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่ มีผลกระตุ้นการเจริญเติบโตของฟอลิเคิลและการตกไข่ 
เมื่อใช้ซ้ าบ่อยๆร่างกายจะมีการสร้างภูมิคุ้มกันขึ้นมาต่อต้านฮอร์โมนนี้ได้ ท าให้การเหนี่ยวการเป็นสัดในครั้งต่อไป
อาจไม่ได้ผลหรือไม่มีการตอบสนองต่อฮอร์โมนดังกล่าว (Beckers et al., 1990; Remy et al., 1991; Bodin et 
al., 1995; Baril et al., 1992) ในขณะที่ฮอร์โมนเอฟเอสเอช (Follicle stimulating hormone) ซึ่งเป็น สเตีย
รอยด์ที่มีโมเลกุลขนาดเล็ก และมีผลกระตุ้นการเจริญของฟอลลิเคิล (Pendelton et al., 1992)เช่นเดียวกับ
พีเอ็มเอสจี แต่ไม่มีผลท าให้ร่างกายสร้างภูมิคุ้มกันขึ้นมาต่อต้านฮอร์โมน 

ดังนั้นจึงท าการศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบผลของการเหนี่ยวน าการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมนเอฟเอสเอช และ
พีเอ็มเอสจี ร่วมกับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอดต่อการแสดงอาการเป็นสัดและ อัตราการผสมติดใน
แพะ 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง 

ท าการศึกษาในแม่แพะนมพันธุ์ซาเนนอายุ 2–5 ปีจ านวน 20 ตัว ที่มีสุขภาพร่างกายสมบูรณ์ ไม่เคยได้รับ
การเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยฮอร์โมน และผ่านการตรวจโรคติดต่อทางระบบสืบพันธุ์ ที่ศูนย์วิจัยการผสมเทียม
และเทคโนโลยีชีวภาพราชบุรี ระหว่างเดือนมีนาคม พ.ศ. 2555 ถึงเดือนกันยายน 2558 แบ่งแม่แพะออกเป็น 2 
กลุ่มๆละ 10  ตัวโดยวิธีการสุ่มท าการเหนี่ยวน าการเป็นสัดแม่แพะทั้ง 2 กลุ่ม โดยการสอดฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน
ชนิดสอดช่องคลอด (EAZI-BREEDTM CIDR® Sheep and GoatDevice, Pharmacia & Upjohn, NSW) เป็น
เวลา 13 วัน และในวันที่ถอดฮอร์โมนแพะในกลุ่มที่ 1 ฉีดพีเอ็มเอสจีเข้ากล้ามเนื้อขนาด 200 IU. (Folligon®, 
Intervet International BV, Holland) กลุ่มที2 ฉีดเอฟเอสเอชเข้ากล้ามเนื้อขนาด 55 mg. (Folltropin®, 
Vetoquinol, Canada) ตรวจการแสดงอาการเป็นสัดหลังถอด CIDR-Gทุก 3 ชั่วโมง  

วิธีการทดลอง 
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 แพะทั้งสองกลุ่มท าการผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งที่มีจ านวนตัวอสุจิ 200 ล้านตัว/โด๊ส จ านวน 2 ครั้ง ที ่
48 ชั่วโมง และ 72 ชั่วโมงภายหลังถอด CIDR-G โดยปล่อยน้ าเชื้อบริเวณคอมดลูก ตรวจการตั้งท้องด้วยเครื่องอัล
ตราซาวด์หลังจากผสมเทียม 35 วัน และติดตามลูกเกิดโดยแพะที่ไมต่ั้งท้องจะเหนี่ยวน าการเป็นสัดและผสมเทียม
จนกว่าจะติดตั้งท้อง ซึ่งแพะที่ให้ลูกในท้องแรกแล้ว จะท าการพักท้อง 3 เดือนและเริ่มเข้าสู่การทดลองซ้ าจนกว่า
จะให้ลูกครบ 3 ท้องติดต่อกัน  

การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 วิเคราะห์ทางสถิติ เปรียบเทียบการแสดงอาการเป็นสัดและอัตราผสมติดด้วยใช้ chi-square test ที่
ระดับความเชื่อม่ันร้อยละ 95(p<0.05) 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

แพะในกลุ่มที่เหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย CIDR-G ร่วมกับ พีเอ็มเอสจีมีอัตราการเป็นสัดสูงสุดในครั้งแรก
ของการเหนี่ยวน าและจะค่อยๆลดลง ในรอบการการเหนี่ยวน าการเป็นสัดถัดมา แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ 
และมีระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดที่ไม่แตกต่างกัน โดยมีระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดเฉลี่ย 39.6±10.8 ชม. 
อัตราการผสมติดและจ านวนลูกเกิดในแต่ละรอบการให้ลูกไม่มีความแตกต่างกัน โดยมีอัตราการผสมติดร้อยละ47
และจ านวนลูกเกิดเฉลี่ยเท่ากับ 1.2 ตัว จ านวนครั้งของการผสมเทียมที่ท าให้เกิดการติดตั้งท้องในแต่ละรอบของ
การให้ลูก พบว่าผสมเทียมครั้งเดียวแล้วติดตั้งท้องจะมีจ านวนสูงสุด รองลงมาเป็นการผสมเทียมสองครั้ง และใช้
การผสมเทียมสามครั้งตามล าดับ(Figure 1) 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1 Services per conception in each born kids of goats induced estrus with CIDR-G and 
PMSG 
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แพะกลุ่มที่เหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย CIDR-G ร่วมกับฮอร์โมนเอฟเอสเอชในขนาด 55 mgพบว่าในการ
เหนี่ยวการเป็นสัดครั้งแรกนั้น มีอัตราการตอบสนองต่อการเหนี่ยวน าเป็นสัดที่สูงสุดและจะลดลง เมื่อจ านวนครั้ง
การเหนี่ยวน าเป็นสัดเพ่ิมขึ้น แต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติและมีระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดที่ไม่แตกต่างกัน โดย
มีระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดเฉลี่ย 35.2 ± 10.7 ชม. อัตราการผสมติดและจ านวนลูกเกิดในแต่ละรอบการให้
ลูกไม่มีความแตกต่างกัน โดยมีอัตราการผสมติดร้อยละ50และจ านวนลูกเกิดเฉลี่ยเท่ากับ 1.3ตัว จ านวนครั้งของ
การผสมเทียมที่ท าให้เกิดการติดตั้งท้องในแต่ละรอบของการให้ลูก พบว่าท าการผสมเทียมครั้งเดียวแล้วติดตั้งท้อง
จะมีจ านวนสูงสุด รองลงมาเป็นการผสมเทียมสองครั้ง และใช้การผสมเทียมสามครั้งตามล าดับ (Figure 2) 

 

 

 

Figure 2 Services per conception in each born kids of goats induced estrus with CIDR-G and FSH 

แพะในกลุ่มที่เหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย CIDR-G ร่วมกับพีเอ็มเอสจี กับกลุ่มที่เหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย 
CIDR-G ร่วมกับเอฟเอสเอชนั้น กลุ่มที่ใช้พีเอ็มเอสจีมีอัตราการตอบสนองต่อการเหนี่ยวน าเป็นสัดที่ต่ ากว่า แต่ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ ระยะเวลาที่เริ่มแสดงการเป็นสัดในกลุ่มที่ใช้ พีเอ็มเอสจีคือ 33.2±9.6 ชม. ซึ่งช้ากว่า
กลุ่มที่ใช้เอฟเอสเอชที่ใช้ระยะเวลา 28.0 ±7.8 ชม. และมีระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดที่ไม่แตกต่างกัน กลุ่มที่
ใช้พีเอ็มเอสจีมีระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดเฉลี่ย 39.6±10.8 ชม. กลุ่มที่ใช้เอฟเอสเอชมีระยะเวลาการแสดง
การเป็นสัดเฉลี่ย 35.2±10.7 ชม. อัตราการผสมติดและจ านวนลูกเกิดในทั้งสองกลุ่มไม่มีความแตกต่างกัน โดยมี
อัตราการผสมติดร้อยละ 47 และ 50 ส่วนจ านวนลูกเกิดเฉลี่ยเท่ากับ 1.2 และ 1.3 ตัว ตามล าดับ (Table 1) 
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Table 1 Comparison the Pregnancy rate, estrus response and number of kids in goats induced 
estrus used CIDR-G withPMSGand CIDR-Gwith FSH 

Treatment 
groups 

 

Estrus 
response 

(%) 

Onset of estrus 
(h) 

Estrus duration 
(h) 

Pregnancy 
rate 
(%) 

PMSG 94.4 33.2±9.6 39.6±10.8 47 

FSH 96 28.0±7.8 35.2±10.7 50 

 

ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี นิยมใช้ร่วมกับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในการเหนี่ยวน าการเป็นสัดและผสมเทียมใน
แพะ ขนาดที่ใช้มีความแตกต่างกันค่อนข้างมาก ตั้งแต่ 200-600 IU (Amarantidis et al., 2004; Leboeuf et 
al., 1998) ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีมีระยะเวลาในการในการออกฤทธิ์ยาวนาน (Drion et al., 2001; Fonseca et 
al., 2005) พบว่าการใช้ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีร่วมในการเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะ นอกจากจะท าให้ประสิทธิภาพ
การสืบพันธุ์สูงขึ้นแล้วยังส่งผลท าให้จ านวนลูกต่อครอกเพ่ิมสูงขึ้นด้วย แต่ก็มีการศึกษาต่อมาที่พบว่าการใช้
ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี ซ้ าจ านวน 5 ครั้ง อาจจะกระตุ้นการสร้างแอนติบอดี ซึ่งจะส่งผลต่อประสิทธิภาพของฮอร์โมน 
(Becker et al., 1990; Bodin et al., 1995; Remy et al., 1991) อาจพบการเป็นสัดหรือตกไข่ล่าช้าหรืออาจ
ท าให้ไม่แสดงการเป็นสัด จากการเพ่ิมขึ้นแอนติบอดีต่อฮอร์โมน (Baril et al., 1996) แต่ในการศึกษาครั้งนี้ซึ่งใช้
ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีในขนาด 200 IU ไม่พบการลดลงของประสิทธิภาพระบบสืบพันธุ์ แม้จะมีการลดลงในการ
ตอบสนองการเป็นสัด และอัตราการผสมติด เมื่อจ านวนครั้งในการใช้ฮอร์โมนเพ่ือเหนี่ยวน าการเป็นสัดเพ่ิมขึ้น 
ส่วนระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดและจ านวนลูกเกิดมีแนวโน้มที่เพ่ิมขึ้น แต่ไม่มีความแตกต่างกันซึ่งแตกต่างกับ
การศึกษาของ Baril et al. (1992) ที่พบว่าการใช้ฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีซ้ าในการเหนี่ยวน าการเป็นสัดจะส่งผลให้
ประสิทธิภาพในการเหนี่ยวน าการเป็นสัดลดลงอย่างมีนัยส าคัญโดยการใช้ฮอร์โมนPMSGครั้งแรกจะมี
ประสิทธิภาพในการเหนี่ยวน าการเป็นสัดที่ดีที่สุด 

ส่วนฮอร์โมนเอฟเอสเอชที่มีฤทธิ์ในการกระตุ้นการเจริญของกระเปาะไข่ได้เหมือนฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี แต่
จะมีผลท าให้ระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดที่ยาวนานกว่า รวมทั้งอาจท าให้จ านวนกระเปาะไข่ท่ีเจริญเต็มที่มีมาก
ขึ้น (Drion et al., 2001; Amoah and Gelaye, 1990)มักถูกใช้ในแพะเพ่ือกระตุ้นการเป็นสัดและท าให้เกิดการ
ตกไข่หลายใบ โดยพบว่ามีประสิทธิภาพในการกระตุ้นเพ่ิมการตกไข่ที่ดีกว่า PMSG ทั้งในแง่ปริมาณและคุณภาพ 
( Pendelton et al., 1992; Rosnina, et al., 1992; Tsunada and Sugies, 1989) Knight et al.(2001) ใ ช้
ฮอร์โมนเอฟเอสเอชขนาด 55 มก. ร่วมกับโปรเจสเตอโรนในการเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแกะ ได้ผลอัตราการผสม
ติดครั้งแรกร้อยละ 49 เปอร์เซ็นต์ และพบว่าการตอบสนองการเป็นสัด จ านวนกระเปาะที่มากขึ้นและขนาดของ
กระเปาะไข่ท่ีใหญ่กว่า รวมทั้งอัตราการตกไข่ท่ีมากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนเพียงอย่าง
เดียว Pendleton et al.(1992) ใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน ร่วมกับฮอร์โมนเอฟเอสเอช ขนาด 24 มก.โดยแบ่งฉีด
เป็น 4 ช่วงเวลา พบอัตราการเป็นสัด 88 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งใกล้เคียงกับการศึกษาในครั้งนี้ โดยเมื่อใช้ฮอร์โมน      
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เอฟเอสเอชซ้ า เพ่ือเหนี่ยวน าการเป็นสัดและผสมเทียมในวงรอบการให้ลูกถัดมา ไม่พบการลดลงของประสิทธิภาพ
ระบบสืบพันธุ์ การตอบสนองการเป็นสัด ระยะเวลาการแสดงการเป็นสัดรวมทั้งอัตราการผสมติดมีแนวโน้มลดลง
แต่ไม่มีความแตกต่างตามจ านวนครั้งในการใช้ฮอร์โมนเพ่ือเหนี่ยวน าการเป็นสัดที่เพ่ิมขึ้น ส่วนค่าเฉลี่ยจ านวนลูก
เกิดแม้มีแนวโน้มที่เพ่ิมขึ้น แต่ก็ไม่มีความแตกต่างกันและเมื่อเปรียบเทียบการใช้ฮอร์โมน CIDR-G ร่วมกับฮอร์โมน
พีเอ็มเอสจีหรือใช้ฮอร์โมน CIDR-G ร่วมกับฮอร์โมนเอฟเอสเอชเพ่ือเหนี่ยวน าการเป็นการเป็นสัดซ้ าหลายๆครั้ง 
พบว่ามีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกัน โดยแพะทั้งสองกลุ่มมีอัตราตอบสนองต่อการเป็นสัด ระยะเวลาแสดงการเป็น
สัดอัตราการผสมติดและจ านวนลูกเกิดไม่แตกต่างกันแตกต่างจากการศึกษาของ Becker et al. (1990) Bodinet 
al. (1995) รวมทั้ง Remy et al.(1991 ) ซึ่งอาจเป็นผลมาจากขนาดของฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี 200 IU ใช้ใน
การศึกษาครั้งนี้เป็นขนาดที่ค่อนข้างต่ า ถึงแม้จะมีการใช้ซ้ าหลายครั้ง โอกาสที่จะเกิดแอนติบอดีก็จะน้อย ส่วน
ขนาดของฮอร์โมนเอฟเอสเอช 55 mg ที่ใช้ถึงแม้จะมีขนาดในเกณฑ์สูง แต่เมื่อเทียบกับโอกาสที่จะเกิดแอนติบอดี
ที่น้อยกว่า จึงท าให้ผลการทดลองในครั้งนี้ไม่พบความแตกต่างกัน 

 

สรุปผลการทดลอง 

การเหนี่ยวน าการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอดร่วมกับฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี 
หรือร่วมกับฮอร์โมนเอฟเอสเอชเพ่ือผสมเทียมสามารถท าให้แพะแสดงอาการเป็นสัดและมีอัตราการผสมติดไม่
แตกต่างกันและการเหนี่ยวน าการเป็นสัดร่วมกับฮอร์โมนพีเอ็มเอสจีซ้ า พบว่าสามารถกระตุ้นให้แพะแสดงอาการ
เป็นสัด และตั้งท้องได้ตามปกติ  

ข้อเสนอแนะ 

การเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะโดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอดร่วมกับฮอร์โมนพีเอ็ม
เอสจี หรือฮอร์โมนเอฟเอสเอช ต้องพิจารณาถึงต้นทุนของฮอร์โมนที่มีต้นทุนต่ ากว่า ในการทดลองนี้พบว่าต้นทุน
ของฮอร์โมนกลุ่มท่ี 1 ฉีดฮอร์โมนพีเอ็มเอสจี 200 IU. เท่ากับ 350 บาท และกลุ่มท่ี 2 ฉีดฮอร์โมนเอฟเอสเอช 55 
mgเท่ากับ 500 บาท  

กิตติกรรมประกาศ 

ขอขอบคุณผู้มีส่วนร่วมในการศึกษาวิจัย เจ้าหน้าที่ผู้เลี้ยงดูแพะ และเจ้าหน้าที่ห้องปฏิบัติการของ
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ระยะเวลาผสมเทียมหลังเหนี่ยวน าการเป็นสัดต่ออัตราการผสมติด 

ในแพะเนื้อลูกผสม 

กิตติศักดิ์ แสงสกุล1/สินชัย วิโรจน์วุฒิกุล1/ 

บทคัดย่อ 

 การศึกษาในครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาระยะเวลาผสมเทียมหลังเหนี่ยวน าการเป็นสัดต่ออัตราการ
ผสมติดในแพะเนื้อลูกผสม โดยท าการศึกษาระหว่างเดือนมกราคม พ.ศ.2557 – ธันวาคม พ.ศ. 2558 ในแพะเนื้อ
ลูกผสมในฟาร์มเกษตรกรเขตจังหวัดชลบุรี จ านวน 40 ตัว การทดลองที่ 1 ศึกษาระยะเวลาที่แพะแสดงอาการ
เป็นสัดหลังจากเหนี่ยวน าการเป็นสัดโดยใช้โปรแกรมการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยฮอร์โมน progesterone ชนิด
สอดช่องคลอดร่วมกับ PG และ PMSG ท าการตรวจการเป็นสัดด้วยพ่อพันธุ์ทุกๆ 3 ชั่วโมง การทดลองที่ 2 ศึกษา
ระยะเวลาผสมเทียมต่ออัตราการผสมติด โดยแบ่งแพะออกเป็น 2 กลุ่มเท่าๆ กัน เพ่ือผสมเทียมตามระยะเวลา ที่
ก าหนดจากการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยฮอร์โมน โดยกลุ่มที่ 1 ผสมเทียมโดยใช้น้ าเชื้อแช่แข็งในชั่วโมงที่ 48 และ 
72 หลังจากถอดฮอร์โมน progesterone และกลุ่มที่ 2 ผสมเทียมโดยใช้น้ าเชื้อแช่แข็งในชั่วโมงที่ 12 และ 36 
หลังจากแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง ผลการทดลองพบว่าแพะเนื้อลูกผสมแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งเฉลี่ยที่ 
25.96±5.11 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน และมีระยะเวลาเป็นสัดนาน เฉลี่ย 18.60±3.73 ชั่วโมง อย่างไรก็ดี กลุ่ม
ทดลองมีอัตราการผสมติดไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม คือมีอัตราการผสมติดที่ร้อยละ 50 และ 55 ตามล าดับ  
 

 

 

 

 

 

 

 

ค าส าคัญ: ระยะเวลาผสมเทียม โปรแกรมการเหนี่ยวน าการเป็นสัด แพะ อัตราการผสมติด 
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1/ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพชลบุรี อ. บ้านบึง จ. ชลบุรี 
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Effect of insemination time on conception rate after estrus synchronization  

in crossbred meat goats 

Kittisak Sangsakul1/ Sinchai Wirojwutthikul1/ 

Abstract 

The objective of this study was to determine the effect of insemination time on 
conception rate after estrus synchronization in crossbred meat goats. This was performed in 40 
crossbred meat goats in local farms located at Chonburi province, during January 2014– 
December 2015. The experiments of this study consisted of 2 parts. The first part was conducted 
to study the appropriate time of estrus after applying an estrus synchronization program with 
intra-vaginal progesterone, prostaglandin and PMSG injection. Heat detection was administered 
every 3 hours in order to evaluate the estrus period. Then, the second experiment was 
approached to assess the effect of insemination time on conception rate. All experimental goats 
were divided equally into 2 groups. In control group, the goats were inseminated twice using 
frozen semen at 48 and 72 hours after progesterone withdrawal while the experimental group 
were inseminated at 12 and 36 hours after onset of standing heat detection. The result of this 
study showed that the average onset of estrus could be detected at 25.96±5.11 hours after 
progesterone withdrawal. The average of estrus period was 18.60± 3.73 hours. However, the 
conception rate between control and experimental groups was not significantly different which 
was 50% and 55%, respectively.  

 

 

 

 

 

KEYWORDS: ARTIFICIAL INSEMINATION TIME, SYNCHRONIZATION PROGRAM, GOATS, 
CONCEPTION RATE 
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ค าน า 

 เทคโนโลยีการผสมเทียมเป็นแนวทางหนึ่งในการปรับปรุงและขยายพันธุ์แพะด้วยการเหนี่ยวน าให้เกิด
การเป็นสัดพร้อมกันและผสมเทียมในระยะเวลาที่ก าหนดไว้ สามารถช่วยให้การจัดการผสมพันธุ์ได้สะดวก
ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการออกปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่โดยการเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะ คือการ
ควบคุมระยะ luteal phase ในวงรอบของการเป็นสัด (estrous cycle) โดยใช้ฮอร์โมน progesterone    
การกระตุ ้นให้เกิดการเป็นสัดและตกไข่ในระยะเวลาที ่ต้องการ (premature luteolysis) (Amoah and 
Gelaye, 1990; Wildeus, 1999) โดยฮอร์โมน progesterone ที่ใช้ในการเหนี่ยวน ามีหลายรูปแบบ นิยมใช้
กันมากในแพะ คือ controlled internaldrug-releasing device (CIDR-G) ซึ่งเป็นแท่งซีลีโคน มีตัวยาเป็น 
progesterone ฉาบอยู่ ส าหรับสอดเข้าไว้ในช่องคลอด (Knights et al., 2001) 

 จากผลการศึกษาที่ผ่านมาพบรายงานการศึกษาโปรแกรมการเหนี่ยวน าการเป็นสัดเพ่ือการผสมเทียม

โดยใช้ฮอร์โมน progesterone ร่วมกับ PMSG และ PGF2α ขนาดตั้งแต่150 IU – 500 IU และก าหนดเวลาใน
การผสมเทียมแพะด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งในชั่วโมงที่ 48 และ 72 พบว่าสามารถเหนี่ยวน าการเป็นสัดได้เป็นอย่างดี 
และอัตราการผสมติด 52%  (นิวัตน์ และคณะ, 2550; Bongso et al.,1982) ในขณะที่ Dogan et al. (2005) 
รายงานว่าการผสมเทียมแพะภายหลังการเหนี่ยวน าการเป็นสัดชั่วโมงที่  36 และ48 หลังถอดฮอร์โมน 
progesterone ด้วยน้ าเชื้อสดมีอัตราการตั้งท้องเฉลี่ยสูงถึง 70%  ซึ่งไม่แตกต่างกับการผสมเทียมในแพะที่เป็น
สัดโดยธรรมชาติ ส่วน Motlomelo et al. (2002) เหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะพันธุ์บอร์ ด้วย CIDR พบว่าแพะ
ยืนนิ่ง ชั่วโมงที่ 27 หลังจากถอด CIDR ท าการผสมเทียมแบบก าหนดเวลาด้วยน้ าเชื้อสด ในชั่วโมงที่ 48 และ 60 
พบว่ามีอัตราการตั้งท้อง 47% ทั้งนี้แต่ละโปรแกรมขึ้นอยู่กับช่วงที่แพะแสดงอาการเป็นสัดซึ่งแตกต่างกันไปในแต่
ละสายพันธุ์ (Bretzlaff and Madrid, 1989; Waldrona et al., 1999) ตั้งแต่ 22–30 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน 
(Greyling and van Niekerk, 1986; Akusu and Egbunike, 1984) 

วัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาช่วงเวลาการเป็นสัดของแพะเนื้อลูกผสมที่ได้รับการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย
ฮอร์โมนและก าหนดเวลาผสมเทียมที่เหมาะสมที่อาจส่งผลให้มีอัตราการผสมติดที่สูงขึ้น 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

แพะทดลอง 
 แพะเนื้อลูกผสมที่เคยให้ลูกมาแล้วอย่างน้อย 1 ตัว อายุประมาณ 2-4ปี มีร่างกายสมบูรณ์แข็งแรงในฟาร์ม
เกษตรกรเขตจังหวัดชลบุรีจ านวน 40 ตัว ก่อนเข้าสู่งานทดลองได้รับการถ่ายพยาธิด้วยยาฉีด IVERMEC-F และฉีด
วิตามิน AD3E ท าการศึกษาระหว่างเดือนมกราคม  2557– ธันวาคม 2558   
วิธีการทดลอง  
การทดลองที ่1 การศึกษาระยะเวลาที่แพะแสดงอาการเป็นสัดหลังจากเหนี่ยวน าการเป็นสัด 

แพะทั้งหมดได้รับการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยโปรแกรมการเหนี่ยวน า (Figure 1) ดังนี้ 

         Day 0  สอดฮอร์โมน Progesterone ชนิดสอดเข้าช่องคลอด (CIDR-G; EAZI-BREED, CIDR®, 
Pharmacia & Upjohn)   

Day 14 ฉีดฮอร์โมน PMSG (Folligon®, Intervet International B.V., Holland) ปริมาณ 150 IU 
(0.75 ml.) และฉีดฮอร์โมน PGF2α (Estrumate®, Essex Animal Health, Germany) ปริมาณ 125 µg. เข้า
กล้ามเนื้อ 

Day 16 ถอดฮอร์โมน CIDR-G  
Day 17 สังเกตอาการเป็นสัด หลังถอดฮอร์โมน CIDR-G โดยใช้พ่อพันธุ์ตรวจการเป็นสัดทุกๆ 3 ชั่วโมง 

บันทึกอาการและเวลาเป็นสัดตั้งแต่แพะเริ่มแสดงอาการเป็นสัด (onset) จนกระท่ังเป็นสัดยืนนิ่งยอมให้พ่อแพะ
ขึ้นข่ี (standing heat) จนถึงไม่แสดงอาการแล้ว  

Insert   PMSG  Remove 

CIDR-G   PGF2α  CIDR-G    

        Detect heat 

 

 D 0   D 14     D 16     

Figure 1 Estrous synchronization program 

วิเคราะห์ข้อมูลชั่วโมงท่ีแพะเป็นสัดยืนนิ่งภายหลังถอดฮอร์โมน progesterone และระยะเวลาที่แสดง
อาการเป็นสัดด้วยด้วยสถิติพรรณนา  

การทดลองที่ 2 ศึกษาระยะเวลาผสมเทียมต่ออัตราการตั้งท้องโดยแบ่งแพะออกเป็น 2 กลุ่มเท่าๆ กัน ด้วยวิธีการ
สุ่ม เพ่ือผสมเทียมตามระยะเวลาดังนี้  

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุมโดยเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยฮอร์โมนตามโปรแกรมในการทดลองที่ 1 และผสม
เทียมโดยใช้น้ าเชื้อแช่แข็งท่ีมีอสุจิอยู่ 200 ล้านตัว และมีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 40% ในชั่วโมงท่ี 48 และ 72 
หลังจากถอดฮอร์โมน progesterone (นิวัตน ์และคณะ,2550) บันทึกข้อมูลการผสมเทียม (Figure 2) 

 

X 



    Journal of Biotechnology in Livestock Production 

53 
 

Insert   PMSG  Remove 

CIDR-G   PGF2α  CIDR-G             AI 1          AI 2 

       

 

   

D 0   D 14     D 16  48  hr.     
        72  hr.    

Figure 2 Estrous synchronization program and fixed-time AI (Group 1) 

กลุ่มท่ี 2 กลุ่มทดลอง เหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยฮอร์โมนตามโปรแกรมในการทดลองที่ 1 และผสมเทียม
โดยใช้น้ าเชื้อแช่แข็งที่มีอสุจิอยู่ 200 ล้านตัว และมีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 40% ในชั่วโมงท่ี 12 และ 36 
ภายหลังแพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง และบันทึกข้อมูลการผสมเทียม (Figure 3) 

Insert   PMSG  Remove 

CIDR-G   PGF2α  CIDR-G             AI 1          AI 2 

      Standing heat 

 

   

D 0   D 14     D 16         12  hr.    
         24  hr.   

Figure 3 Estrous synchronization program and Fixed-time AI (Group 2) 

ตรวจการตั้งท้องแม่แพะทั้ง 2 กลุ่ม ภายหลังการผสมเทียมอย่างน้อย 45 วันด้วยเครื่องอัลตราซาวด์และ
วิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างของอัตราการผสมติดด้วยวิธี Chi-Square 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

การศึกษาระยะเวลาที่แพะแสดงอาการเป็นสัดหลังการเหนี่ยวน าด้วยฮอร์โมนพบว่าแพะแสดงอาการเป็น
สัดยืนนิ่งตั้งแต่ 18 ชั่วโมง จนถึง 39 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน โดยมีจ านวนแพะที่แสดงอาการเป็นสัดสูงสุด คือ 12 
ตัว จาก 40 ตัว ที่ 24 ชั่วโมง (Figure 4) 

 

X 
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Figure 4 Frequency distribution of onset of estrous following CIDR-G withdrawal in does 

เมื่อวิเคราะห์หาค่าเฉลี่ยที่สัตว์แสดงอาการเป็นสัด พบว่าแพะเนื้อลูกผสม จะแสดงอาการเป็นสัดเฉลี่ย ที่ 
25.96±5.11 ชั่ ว โมงหลังถอดฮอร์ โมน (Table 1) ซึ่ ง ให้ผลใกล้ เคียงกับ Akusu and Egbunike (1984) ที่

ท าการศึกษาในแพะพ้ืนเมืองแอฟริกันตะวันตก โดยการเหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วย Postraglandin F2α พบว่า 
แพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งเฉลี่ย 22.4±8.6 ชั่วโมง และ Bretzlaff and Madrid (1989) ท าการศึกษาการ
เหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะนม โดยใช้ฮอร์โมน progesterone ชนิดสอดช่องคลอด ร่วมกับ PG และ PMSG 
พบว่าแพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งที่ 22±6.3 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน 

Table1 Mean and SD of onset of estrous after CIDR-G withdrawal and estrous periods in does 

Parameters Mean SD Min Max 

Onset of estrous after CIDR-G withdrawal (hr.)  25.96 5.11 18 39 

Estrous periods (hr.) 18.60 3.73 12 27 

 
ในการศึกษาครั้งนี้เป็นแพะเนื้อลูกผสมที่มีสายเลือดของแพะพันธุ์บอร์ ซึ่งแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งที่ 

25.96±5.11 ชั่วโมง และมีระยะเวลาเป็นสัดสั้นเพียง 18.6±3.73 ชั่วโมง  เมื่อเปรียบเทียบกับ Motlomelo et 
al. (2002) ซึ่งศึกษาในแพะบอร์พันธุ์แท้ พบว่าแพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งที่ 27.2±0.4 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน 
progesterone และมีช่วงระยะเวลาเป็นสัดที่ค่อนข้างนาน 35.2±0.7 ชั่วโมง ในขณะที่พีระพงษ์ และคณะ (2552) 
ท าการศึกษาการเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะนมลูกผสม โดยใช้ฮอร์โมน progesterone ชนิดสอดช่องคลอด 
ร่วมกับ PG และ PMSG พบว่าแพะมีระยะเวลาแสดงอาการเป็นสัดที่ 48.2±7.4 ชั่วโมง นับจากเริ่มแสดงอาการ
เป็นสัด 
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ในวงรอบการเป็นสัดของแพะ เมื่อแพะเริ่มแสดงอาการเป็นสัด อีกประมาณ 30-36 ชั่วโมง จะเกิด
กระบวนการตกไข่ (เทวินทร์, 2542) ดังนั้นจ าเป็นต้องท าการผสมเทียมก่อนการตกไข่ เนื่องจากอสุจิต้องใช้เวลา
เดินทางในท่อน าไข่และเกิดขบวนการเตรียมพร้อมเพ่ือเข้าปฏิสนธิกับไข่ได้ ดังนั้นจากผลการศึกษาในครั้งนี้ พบว่า
แพะแสดงอาการเป็นสัดเฉลี่ยที่ 25.96±5.11 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน ดังนั้นจึงท าการผสมเทียมครั้งที่1 ที่ 44 
ชั่วโมง และผสมเทียมครั้งที่ 2 ที่ 68 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน 

การศึกษาระยะเวลาผสมเทียมต่ออัตราการผสมติด พบว่า แพะกลุ่มควบคุมที่ผสมเทียมที่ชั่วโมง 48 กับ 
72 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน มีอัตราการผสมติดไม่แตกต่างกันทางสถิติกับแพะที่ผสมเทียมภายหลังการเป็นสัดยืน
นิ่งที่ 12 ชั่วโมงและ 36 ชั่วโมง คือมี 50% และ 55% ตามล าดับ (Table 2) 

Table 2 Conception rate in does. 

 Control Group Treatment Group P value 

No. of does 20 20  

Conception rate (%) 50 55 0.78 

จากผลการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าแพะทั้ง 2 กลุ่มมีอัตราการผสมติดไม่แตกต่างกัน ทั้งนี้เนื่องจากการผสม
เทียมอยู่ในช่วงเวลาที่ไม่แตกต่างกันมากนัก และเป็นช่วงเวลาที่ก่อนจะมีการตกไข่และให้ผลใกล้เคียงกับการศึกษา
ที่ผ่านมา พบว่าในปี พ.ศ. 2550 มีการศึกษาเหนี่ยวน าการเป็นสัดในแพะพันธุ์ซาเนน ด้วยฮอร์โมนprogesterone 
ร่วมกับ PGF2α และ PMSG ในการผสมเทียมแบบก าหนดเวลาด้วยน้ าเชื้อแช่แข็งในชั่วโมงที่ 48 และชั่วโมงที่ 72 
พบว่ามีอัตราการผสมติดที่ร้อยละ 52 (นิวัตน์และคณะ2550) และพีระพงษ์และคณะ (2552) ได้ทดลองเหนี่ยวน า
การเป็นสัดด้วย ฮอร์โมน PMSG และผสมเทียมแพะพันธุ์ซาเนน พบว่าอัตราการผสมติดเท่ากับร้อยละ 47-50 
ต่อมาในปี พ.ศ. 2553 พีระพงษ์และสาโรช ศึกษาผลของใช้ CIDR®และ Chornogest ในการเหนี่ยวน าการเป็นสัด
และผสมเทียมในแพะซาเนน พบว่ามีอัตราการผสมติดเท่ากับร้อยละ 39.9-43.1 ในขณะที่ Holtz et al. (2008) 
ใช้น้ าเชื้อแช่แข็งผสมเทียมแพะที่ได้รับการเหนี่ยวน าพบว่ามีอัตราการผสมติดใกล้เคียงกัน คือร้อยละ 58 โดยผสม
เทียมครั้งเดียวที่ 46 ชั่วโมงภายหลังถอดฮอร์โมนprogesteroneชนิดฟองน้ าสอดช่องคลอดมีอัตราผสมติดที่ร้อย
ละ 48.7 (Arrebola et al., 2012) และDogan et al. (2004) ศึกษาเปรียบเทียบฮอร์โมนฟรูออโรเจสโตนและ
เมดดรอกซี่โปรเจสเตอโรนแบบฟองน้ าชนิดสอดช่องคลอดเหนี่ยวน าการเป็นสัดและผสมเทียมครั้งเดียวชั่วโมงที่ 
48 หลังถอดฮอร์โมน progesterone พบว่ามีอัตราผสมติดร้อยละ 52.6 และ 50 ตามล าดับ  

สรุปผลการทดลอง 

แพะเนื้อลูกผสมที่เหนี่ยวน าการเป็นสัดด้วยฮอร์โมน progesterone ชนิดสอดช่องคลอด ร่วมกับ PG และ 
PMSG จะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งเฉลี่ยที่ 25.96±5.11 ชั่วโมงหลังถอดฮอร์โมน มีระยะเวลาเป็นสัดนานเฉลี่ย 
18.60±3.73 ชั่วโมง และการผสมเทียมที่ 12 และ 36 ชั่วโมงภายหลังแพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง มีผลต่ออัตรา
การผสมติดไม่แตกต่างกับการผสมเทียมแบบก าหนดเวลาที่  48 และ 72 ชั่วโมงภายหลังถอดฮอร์โมน 
progesterone 
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ข้อเสนอแนะ 

       ปัจจุบันการผสมเทียมแพะเข้ามามีบทบาทส าคัญในการปรับปรุงและขยายพันธุ์แพะ ซึ่งส่วนใหญ่ยัง
เป็นการให้บริการโดยเจ้าหน้าที่ จากผลการทดลองพบว่าทั้ง 2 โปรแกรมมีผลต่ออัตราการผสมติดไม่แตกต่างกัน 
การผสมเทียมแบบก าหนดเวลาที่ 48 และ 72 ชั่วโมงภายหลังถอดฮอร์โมน progesterone สามารถช่วยให้การ
จัดการแผนการด าเนินงานได้สะดวก ประหยัดเวลาและค่าใช้จ่ายในการออกปฏิบัติงานของเจ้าหน้าที่ ส่วนในกรณี
ที่ฟาร์มเกษตรกรสามารถจับสัดได้แม่นย า อาจพิจารณาใช้การผสมเทียมที่ 12 และ 36 ชั่วโมง ภายหลังการแสดง
อาการเป็นสัด ซึ่งมีแนวโน้มท าให้อัตราการผสมติดดีกว่า 

กิตติกรรมประกาศ 
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ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน PDC-109 ใน seminal plasma 
 ของพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ ต่อความสามารถในการแช่แข็งน้ าเชื้อ 

จรรยาพร รุ่งเรืองศกัดิ ์ วรพงษ์ พงษ์ศิริ   

บทคัดย่อ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมาของ                
พ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ ต่อความสามารถในการแช่แข็งน้ าเชื้อ ท าการศึกษาในน้ าเชื้อ 60 ตัวอย่าง                   
จากพ่อพันธุ์จ านวน 12 ตัว อายุ 3-4 ปี ของศูนย์วิจัยและผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์ล าพญากลาง ท าการรีดเก็บ
น้ าเชื้อด้วยช่องคลอดเทียม สัปดาห์ละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 5 สัปดาห์ โดยแบ่งน้ าเชื้อเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกน าไปผลิต
น้ าเชื้อแช่แข็งและประเมินความสามารถในการแช่แข็ง ส่วนที่สองท าการปั่นแยกเฉพาะเซมินอลพลาสมาและเก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 °C เพ่ือน าไปสกัดและตรวจหาโปรตีน ผลการทดลองพบว่าน้ าเชื้อแช่แข็งในกลุ่มที่มี
ความสามารถในการแช่แข็งสูงมีอัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ย 53.79 ± 9.49% และกลุ่มท่ีมีความสามารถในการแช่แข็ง
ต่ ามีอัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ย 23.61 ± 9.31% ส่วนการศึกษาปริมาณโปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมาที่
น าไปวิเคราะห์ด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 
และตรวจสอบปริมาณโปรตีน PDC-109 ด้วยเทคนิค western blot พบว่าปริมาณโปรตีน PDC-109 ใน           
เซมินอลพลาสมาของน้ าเชื้อที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ ามีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) โดยมีค่าเฉลี่ย 0.13 ± 0.05 และ 0.14 ± 0.06 ตามล าดับ โดยขนาดโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบใน       
เซมินอลพลาสมาของพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ อยู่ในช่วงตั้งแต่ 14-97 kDa และกลุ่มโปรตีนที่มีขนาดต่ า
กว่า 14 kDa โดยพบแถบโปรตีนที่มีปริมาณมากที่สุด (major protein) ที่ขนาดโมเลกุลประมาณ 16 kDa และ  
ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ  ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ อสุจิมีชีวิต และความ
สมบูรณ์ของอะโครโซม ต่อปริมาณโปรตีน PDC-109 (P>0.05)  สรุปว่าปริมาณโปรตีน PDC-109 ในเซมินอล  
พลาสมาของพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ ไม่มีความสัมพันธ์ต่อความสามารถในการแช่แข็งซึ่งมีผลต่อเนื่อง
ไปถึงคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลาย 

 

 

 

 

ค าส าคัญ: ความสามารถในการแช่แข็งน้ าเชื้อ น้ าเชื้อแช่แข็งโค โปรตีนในเซมินอลพลาสมา 
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Relationship between PDC-109 in seminal plasma of Tropical Holstein sire                           
and freezability of spermatozoa 

Janyaporn Rungruangsak Worapong Pongsiri 

Abstract 

The aim of the study was to investigate the relationship between the amount of PDC-109 
protein in seminal plasma proteins in 60 ejaculates from 12 Tropical Holstein sires, ranging of 
age between 3-4 years, and its freezability. All sires were raised and fed under the same 
environment at Lumphayaklang Livestock Semen Production Center,  Lopburi province. Semen 
samples were collected once a week for 5 weeks and each sample was separated into 2 parts. 
The first part, semen samples were used for frozen semen production following conventional 
method and determination of semen freezability.  Another part, semen samples were 
centrifuged for seminal plasma collection and kept at -80 degree Celsius for protein extraction. 
The results showed that the average motil ity of high and low freezability  groups were           
53.79 ± 9.49% and 23.61 ± 9.31%, respectively. Consideration on the protein study in seminal 
p l a sma  u s i n g  Sodium Dodecyl Sulfate–Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) and 
western blot methods, it represented that the amounts of PDC-109 protein between high and 
low freezability groups did not show significantly different (P>0.05) which were 0.13 ± 0.05 and 
0.14 ± 0.06, respectively. In addition, the sizes of seminal plasma proteins found in this study 
were varied from 14 to 97 kDa which a major 16 kDa protein band was shown. In addition,          
a group of lower molecular weight protein under 14 kDa was also detected. However, the 
amount of PDC-109 seminal plasma protein did not correlate to the sperm motility, kinematic 
movement, sperm viability and acrosomal integrity (P>0.05). In conclusion, the amount of       
PDC-109 in seminal plasma of Tropical Holstein sires did not associate to the semen freezability 
which indicated the frozen semen quality of Tropical Holstein bull. 
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ค าน า 

การผสมเทียมเป็นเครื่องมือที่มีประสิทธิภาพในการผลิตและปรับปรุงพันธุ์โคนม โดย 80% ของโคนมทั่ว
โลกมีการผสมเทียมด้วยน้ าเชื้อแช่แข็ง (Morrell et al., 2018) คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งในโคนมจึงเป็นปัจจัยหนึ่งที่
บ่งชี้ถึงความสมบูรณ์พันธุ์ได้ ซึ่งปัจจุบันแนวโน้มในการศึกษาเกี่ยวกับโปรตีนในเซมินอลพลาสมา (seminal 
plasma) และอสุจิ (spermatozoa) ที่ส่งผลต่อความสามารถในการแช่แข็งและความสมบูรณ์พันธุ์  พบในสัตว์
เศรษฐกิจหลายขนิดรวมถึง โคนมด้วย ซึ่งโปรตีนในระบบสืบพันธุ์เพศผู้มีบทบาทมากต่อการท าหน้าที่และ       
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างของอสุจิเพ่ือให้พร้อมต่อการปฏิสนธิ (Belleannée et al., 2011; Dacheux et al., 
2003) รวมถึงคุณภาพน้ าเชื้อภายหลังการหลั่งออกมา (ejaculation) ด้วย ทั้งนี้ ผลของโปรตีนยังมีบทบาท       
ในกระบวนการเกิด capacitation และปฏิกิริยาระหว่างอสุจิกับเซลล์บุท่อน าไข่ (Gwathmey et al., 2006; 
Therien et al., 1998, 1999) รวมทั้งส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของอะโครโซม (acrosomal reaction) และการ
พัฒนาของตัวอ่อนอีกด้วย การศึกษาเชิงโปรติโอมิกส์ ซึ่งเป็นการศึกษาวิจัยโปรตีน ทั้งการระบุชนิดและปริมาณ
โปรตีนในเซมินอลพลาสมาและอสุจิ เพ่ือน าไปหา biomarker ต่างๆ จึงมีบทบาทและเป็นที่แพร่หลายในสัตว์
หลายชนิด ทั้งในมนุษย์ (Martínez-Heredia et al., 2006) หนู (Baker et al., 2008) โค กระบือ (Peddinti et 
al., 2008) และสุกร (González-Cadavid et al., 2014) โปรตีนในเซมินอลพลาสมาและอสุจิ ถูกพบว่า มี
ความสัมพันธ์ต่อความสามารถในการแช่แข็งในโค (Jobim et al., 2004) และสัตว์ชนิดอ่ืน เช่น ม้า (Jobim et 
al., 2011) เป็นต้น องค์ประกอบของโปรตีนในเซมินอลพลาสมา และอสุจิยังมีหลายองค์ประกอบที่ยังไม่รู้หน้าที่
แน่ชัด ซึ่งจากการศึกษาก่อนหน้านี้สามารถบ่งชี้แนวโน้มว่าโปรตีนหลายชนิดมีความสัมพันธ์กับความสามารถใน
การแช่แข็งและความสมบูรณ์พันธุ์ (Gaviraghi et al., 2010) 

โปรตีน PDC-109 เป็นกลุ่มโปรตีน binding sperm protein ที่ เป็นองค์ประกอบหลักในเซมินอล  
พลาสมาของโค (Jobim et al., 2004) ซึ่งส่งผลต่อความสามารถในการแช่แข็ง (freezability) ของอสุจิโคและ
กระบือ (Singh et al., 2014) เมื่อหลั่งน้ าเชื้อออกมา โปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมาจะเข้าจับส่วนผิวของ
อสุจิ (Manjunath  et al., 1994) ส่งผลให้โคลีนฟอสโฟลิปิด (choline phospholipid) และโคเลสเตอรอล 
(cholesterol) ไหลออก (efflux) จากส่วนหัวของอสุจิ กระตุ้นการเกิด capacitation และเกิดการเปลี่ยนแปลง
ของอะโครโซม ท าให้อสุจิสามารถเจาะผ่าน zona pellucida ของไข่เพ่ือเข้าปฏิสนธิได้ (Therien et al., 1998; 
Therien et al., 2001)    อย่างไรก็ตาม หากมีโปรตีน PDC-109 ความเข้มข้นที่สูงเกินไปและสัมผัสกับอสุจิเป็น
เวลานานจะส่งผลเสียให้กับอสุจิด้วยเช่นกัน เนื่องจากกระตุ้นให้เกิดการไหลออกของฟอสโฟลิปิดและ
โคเลสเตอรอลที่ก่อให้เกิดความไม่คงตัวของเยื่อหุ้มอสุจิ (plasma membrane) ท าให้อสุจิมีความไวต่ออนุมูล
อิสระออกซิเจน (Reactive Oxygen Species; ROS) และเกิดความไวต่อการเปลี่ยนแปลงในขั้นตอนของการผลิต
น้ าเชื้อแช่แข็ง (Srivastava et al., 2012)  

การศึกษานี้จึงมีจุดประสงค์เ พ่ือหาความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมา                    
ของพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ (Tropical Holstein) ต่อความสามารถในการแช่แข็งน้ าเชื้อ เพ่ือมาใช้ร่วม
เป็นเกณฑ์การคัดเลือกพ่อพันธุ์นอกเหนือไปจากการคัดเลือกลักษณะอ่ืนๆ ตลอดจนวางแผนการผลิตและ พัฒนา
เทคนิคการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งในโคนมให้มีคุณภาพสูงขึ้น 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
สัตว์ทดลอง 
       พ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ ระดับสายเลือด 93.75-96.87% HF ที่มอีายุระหว่าง 3-4 ปี 
จ านวน 12 ตัว ของศูนย์วิจัยและผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์ล าพญากลาง จังหวัดลพบุรี เก็บตัวอย่างน้ าเชื้อจาก   
พ่อพันธุ์ทั้งหมด 12 ตัว สัปดาห์ละ 1 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์ ด้วยช่องคลอดเทียม (artificial vagina) โดย
ก าหนดให้น้ าเชื้อสดมีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไม่ต่ ากว่า 70% และมีความผิดปกติของอสุจิส่วนหัวและส่วนหาง
ไม่เกิน 12% และ 25% ตามล าดับ (รพีพรรณ, 2551) 
 
การวางแผนการทดลอง  *ภาคผนวก 

แบ่งน้ าเชื้อออกเป็นสองส่วนเท่ากัน  
ส่วนที่ 1 น าไปผลิตเป็นน้ าเชื้อแช่แข็ง ตามวิธีการของศูนย์วิจัยและผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์ล าพญากลาง 

ตรวจคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลาย ด้วยเครื่อง CASA (The IVOS II, Hamilton Thorne Inc. 
Beverly, USA.) เพ่ือประเมินความสามารถในการแช่แข็ง (รพีพรรณ, 2551) ดังนี้  

กลุ่มที่ 1 น้ าเชื้อที่ความสามารถในการแช่แข็งสูง (good freezability) หมายถึงน้ าเชื้อที่มีอัตรา
การเคลื่อนทีเ่ท่ากับหรือมากกว่า 40%   

กลุ่มท่ี 2 น้ าเชื้อที่มีความสามารถในการแช่แข็งต่ า (poor freezability) หมายถึงน้ าเชื้อทีม่ีอัตรา
การเคลื่อนทีต่่ ากว่า 40%  

ส่วนที่ 2 ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยเครื่องปั่นแยก ความเร็ว 10,000 x g ที่ 4 ๐C นาน 15 นาที และ
ท าการเก็บส่วนใส ใส่หลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร เก็บท่ีอุณหภูมิ -80 ๐C เพ่ือท าการตรวจวิเคราะห์โปรตีนต่อไป  

 
การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง 

การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง โดยสุ่มน้ าเชื้อแช่แข็งชุดการผลิตละ 3 หลอด ท าการละลายโดยแช่ใน
น้ าอุ่นอุณหภูมิ 37 ๐C นาน 30 วินาที จากนั้นตรวจคุณภาพน้ าเชื้อด้วยเครื่อง CASA 

1) อัตราการเคลื่อนที ่(motility; %) และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive motility; %) 
2) ความเร็วในการเคลื่อนที่ (velocity) ไดแ้ก่  

- Average Path Velocity (VAP; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่เฉลี่ยจากระยะทาง
จริงใน 1 วินาที 

- Straight Line Velocity (VSL; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีตรง เป็นการ
ค านวณจากจุดหนึ่งไปยังอีกจุดหนึ่งในแนวเส้นตรงในช่วงระยะเวลา 1 วินาที  

- Curvilinear Velocity (VCL; µm/s) หมายถึงความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีโค้ง เป็นการค านวณ
แนวโน้มของการเคลื่อนที่เฉลี่ยใน 1 วินาที 

3) ลักษณะการเคลื่อนที่ (kinematic movement) ได้แก่  
- Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH; µm) หมายถึง ความกว้างของส่วนหัว

ของอสุจิที่ส่ายไปมา  
- Beat Cross Frequency (BCF; Hz) หมายถึง ความถี่ของการส่ายส่วนหัวของอสุจิ 
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- Straightness (STR; %) หมายถึง ความตรงในการเคลื่อนที่ ซึ่งค านวณจากอัตราส่วนความเร็ว
ของการเคลื่อนที่ในวิถีตรง (VSL) ต่อความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (VAP) คูณด้วยร้อย  

- Linearity (LIN; %) หมายถึง อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ย
ของการเคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย 

- Wobble (WOB; %) หมายถึง อัตราส่วนความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (VAP) ต่อความเร็ว
เฉลี่ยของการเคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย 

4) ความผิดปกติในส่วนหางของอสุจิโดยใช้โปรแกรมตรวจความผิดปกติอสุจิด้วยเครื่อง CASA 
5) อสุจิมีชีวิต (sperm viability; %) ก่อนการแช่แข็งโดยใช้วิธีย้อมสี eosin และ nigrosin ตามวิธีการ

ของ Dott and Foster (1972) และภายหลังการแช่แข็งด้วยสีย้อมชนิด SYBR-14 และPropidium 
iodide (Molecular Probes Inc., USA) ตามวิธีการของ Garner and Johnson (1995) 

6) ความผิดปกติของเซลล์อสุจิ (morphology) ก่อนการแช่แข็ง โดยใช้วิธีย้อมสี William’s staining 
(Blom and Birch-Andersan, 1970) 

7) ความสมบูรณ์ของอะโครโซม (acrosome integrity) โดยใช้วิธีย้อมสี FITC-PNA (fluorescein 
Isothiocyanate - conjugated peanut agglutinin) ตามวิธีการของ Axnér et al. (2004) 

8) ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มตัวอสุจิ  (membrane integrity) ด้วยวิธี Hypo-osmotic swelling test 
(HOS test) ตามวิธีการของ Revell and Mrode (1994) 

 
การวิเคราะห์โปรตีนด้วยเทคนิค SDS-PAGE และ Western blot  

เลือกตัวอย่างเซมินอลพลาสมาของน้ าเชื้อกลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ า กลุ่มละ 30 
ตัวอย่าง น ามาตรวจวิเคราะห์โปรตีนด้วยวิธี SDS-PAGE และ Western blot เพ่ือหาปริมาณโปรตีน PDC-109 
จากแถบโปรตีนที่วัดได้เทียบกับปริมาณโปรตีนรวม 
 การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนรวมในเซมินอลพลาสมา ด้วยชุดทดสอบโปรตีน (Quick Start Bradford 
Protein Assay; Bio-Rad®, USA) ต ามวิ ธี  Bradford’s assay (Bradford., 1976) โ ด ยยื น ยั น ชนิ ด โ ป ร ตี น       
PDC-109 โดยเทคนิค Western blot ตามวิธีของ  Thepparat et al., (2012) โดยสังเขปดังนี้  เตรียม 15% 
separating gel จ านวน 2 แผ่น โดยใช้ตัวอย่างเซมินอลพลาสมา ตัวอย่างละ 10 µg อิเล็กโตรโฟรีซิสด้วย
กระแสไฟฟ้า 150 V นาน 90 นาที จากนั้นน าเจล 1 แผ่นไปย้อมด้วยสี Coomassie Brilliant Blue R-250 เพ่ือ
แยกแถบโปรตีนในตัวอย่าง เจลแผ่นที่ 2 จะถูกน าไปถ่ายแถบโปรตีนลงสู่แผ่น  nitrocellulose โดยบ่มใน 
blocking solution (5% skim milk ในสารละลาย TBST buffer) เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 4oC จากนั้นน า
แผ่ น  nitrocellulose บ่ มร่ วมกับ  primary antibody (seminal plasma protein PDC-109 monoclonal 
antibodies; AbX™) ในอัตราส่วน 1:500 ที่เจือจางด้วย blocking solution ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4oC นาน 1 ชั่วโมง 
จากนั้นล้างแผ่น nitrocellulose ด้วยสารละลาย TBST buffer 3 ครั้งๆ ละ 5 นาที น าแผ่น nitrocellulose มา
บ่มต่อด้วย secondary antibody conjugated anti-mouse IgG  ในอัตราส่วน 1:2000 ทีอุ่ณหภูมิ 4oC นาน 1 
ชั่วโมง จากนั้นล้างแผ่น nitrocellulose ด้วยบัพเฟอร์ TBST buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 5 นาที แล้วน าแผ่น 
nitrocellulose มาแช่ในสารละลายซับสเตรตบัพเฟอร์ (substrate buffer) 2 ครั้ง ครั้งละ 30 วินาที ตรวจสอบ
ผลการเกิดปฏิกิริยาด้วยการเติมสารละลายซับสเตรต (substrate solution) เขย่าในที่มืดที่ 25oC นาน 5-10 
นาท ีจนมองเห็นแถบสีม่วงปรากฏชัดบนแผ่น nitrocellulose จึงหยุดปฏิกิริยาด้วยน้ ากลั่น 
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การวัดโปรตีนจากเทคนิค western blot ด้วยโปรแกรม ImageJ 

วิเคราะห์ความแตกต่างของปริมาณโปรตีนของตัวอย่างเซมินอลพลาสมา โดยแผ่น nitrocellulose จะ
ถูกน ามาย้อมสี Coomassie Brilliant Blue R-250 ตามวิธีการของ Welinder and Ekblad (2011) เพ่ือน ามา 
normalized กับแถบโปรตีนที่วัดได้ และวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม ImageJ (Version 1.6; NIH) 

ปริมาณโปรตีน PDC-109 = ความเข้มของแถบโปรตีน PDC-109/ปริมาณโปรตีนรวม 

โดยหน่วยที่ได้ของ ความเข้มของแถบโปรตีน PDC-109 และปริมาณโปรตีนรวมเป็น pixel/mm2  

การศึกษาแบบแผนโปรตีนด้วยเทคนิค Two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis (2D-
PAGE) 

น าเซมินอลพลาสมาจากกลุ่มตัวอย่างน้ าเชื้อที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ า จ านวน 5 สัปดาห์ 
โดยน าแต่ละกลุ่มมาท าการรวมกัน (pool) และศึกษาแบบแผนของโปรตีนด้วยเทคนิค 2D-PAGE เพ่ือดูความ
แตกต่างของชนิดและรูปแบบโปรตีนจากเซมินอลพลาสมาของทั้งสองกลุ่ม 

 การแยกโปรตีนในทิศทางแรก โดยโปรตีนจะถูกแยกโดยอาศัยสมบัติที่แตกต่างกันของประจุ pI โดยใส่ 
(load) โปรตีนลงบน dry strip ในช่วง pH 3-10 ขนาด 7 เซนติเมตร จากนั้นท าการแยกโปรตีนด้วยเครื่อง Ettan® 
IPGphor (Amersham Biosciences, USA) ซึ่งมีขั้นตอนดังนี้ วาง strip holder ลงบนเครื่อง Ettan® IPGphor 
จากนั้นใส่สารละลายโปรตีน 100 µg/strip ที่ท าการผสมกับ rehydration buffer (7 M urea, 2 M thiourea,  
2% (w/v) CHAPS, 2 mM DTT, 0.8% (w/v) IPG buffer and 0.2% bromophenol blue) เรียบร้อยแล้วลงใน 
strip holder โดยปริมาตรสุดท้ายคือ 250 µL แล้วจึงท าการวาง IPG strip pH 3-10 ลงใน strip holder จากนั้น 
overlay IPG strip ด้วยน้ ายาเคมีชนิดแห้ง (dry strip cover fluid) ประมาณ 700 µL แล้วตั้งค่าโปรแกรม IEF 
ส าหรับการบ่ม IPG strip โดยท าการบ่ม IPG strip (pH 3-10) กับ equilibration solution ปริมาตร 2.5 mL       
ที่มี dithiothreitol (DTT) 0.025 g นาน 30 นาที จากนั้นท าการบ่ม IPG strip ต่อด้วย equilibration solution 
ปริมาตร 2.5 mL ที่มี iodoacetamide (IAA) 0.0625 g นาน 30 นาที หลังจากแยกโปรตีนในทิศทางแรกแล้ว
โปรตีนจะถูกแยกอีกครั้งในทิศทางที่สองโดยอาศัยสมบัติของขนาดของโมเลกุลที่แตกต่างกัน โดยในการทดลองนี้   
จะใช้ 13.5% separating gel (SDS-PAGE) จากนั้นวาง strip และกระดาษกรองที่ใส่ protein marker ปริมาตร 2 
µL ลงด้านบนของเจล โดยตั้งโปรแกรมที่ 10 mA นาน 15 นาท ีจากนั้นเพ่ิมเป็น 20 mA นาน 20 นาท ีแล้วน าเจล    
ที่ได้มาท าการย้อมโดยใช้ Coomassie Brilliant blue R-250  

การวิเคราะห์ข้อมูลจากเจลด้วยโปรแกรม ImageMasterTM 2D Platinum 

 สแกนแผ่นเจลและวิเคราะห์ความแตกต่างของจุด (spot) โปรตีนของตัวอย่างแต่ละกลุ่มด้วยโปรแกรม 
ImageMasterTM 2D platinum version 7.0 เพ่ือให้ได้จุดโปรตีนที่สนใจ คือโปรตีนที่มีการแสดงออกเพ่ิมขึ้น                  
หรือลดลง หรือมีการแสดงออกเฉพาะในบางกลุ่มทดลอง ท าการเปรียบเทียบแบบแผนของโปรตีนจาก                                  
เซมินอลพลาสมาของพ่อโคในกลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งที่สูงและต่ า  
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การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 ท าการวิเคราะห์ผลของคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์โคนมภายหลังการละลาย ได้แก่ อัตราการเคลื่อนที่ 
ความเร็วในการเคลื่อนที่ และลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ อสุจิมีชีวิต ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ และ
ความผิดปกติของอสุจิ โดยเปรียบเทียบคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายระหว่างกลุ่มที่มีความสามารถใน
การแช่แข็งน้ าเชื้อที่สูงและต่ า และเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน PDC-109 ระหว่างกลุ่มที่มีความสามารถในการแช่
แข็งน้ าเชื้อที่สูงและต่ า ด้วย t-test for independent samples และวิเคราะห์ความสัมพันธ์โดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์
สหสัมพันธ์ (correlation coefficient; r) ระหว่างพารามิเตอร์ของคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายและ
ปริมาณโปรตีน PDC-109 ทั้งนี้ การวิเคราะห์ทางสถิติของการทดลองดังกล่าวนี้ ก าหนดค่าความแตกต่าง        
อย่างมีนัยส าคัญที่ระดับ ร้อยละ 95 (P<0.05) โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ R commander version 3.5.2 (R Core 
Team, 2018) 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

การเปรียบเทียบคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง  

 ผลการเปรียบเทียบคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งระหว่างกลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งน้ าเชื้อที่สูงและต่ า 
(Table 1) พบว่า พารามิเตอร์ของคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง ได้แก่ อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ ความเร็วในการ
เคลื่อนทีข่องอสุจิ และลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิแบบ ALH ในกลุ่มท่ีมีความสามารถในการแช่แข็งสูง มากกว่า 
กลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งต่ าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ความผิดปกติในส่วนหางของอสุจิใน
กลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งต่ า สูงกว่า กลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
(P<0.05) นอกจากนี้พบว่า อสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มอสุจิ ในกลุ่มท่ีมีความสามารถในการแช่แข็งสูง 
มากกว่า กลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งต่ าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ทั้งนี้ ผลของคุณภาพน้ าเชื้อ
แช่แข็งเพ่ือน าไปใช้ในการแบ่งกลุ่มคุณภาพน้ าเชื้อดังกล่าวฯ นี้ สอดคล้องกับการแบ่งกลุ่มตัวอย่างเพ่ือหา
ความสัมพันธ์ของโปรตีนในเซมินอลพลาสมาต่อคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุโคของ Sarsaifi et al. (2015) ที่
แบ่งกลุ่มคณุภาพน้ าเชื้อแช่แข็งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ คุณภาพสูง กลาง และต่ า โดยพบว่าน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลัง
การละลายที่มีคุณภาพสูง มีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ ความเร็วในการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ ของอสุจิ 
อสุจิมีชีวิต และความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มอสุจิ สูงกว่ากลุ่มคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งคุณภาพต่ าอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ โดยค่าพารามิเตอร์ของคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง CASA นี้ มีรายงานว่า
พบความสัมพันธ์ในเชิงบวกต่อความสมบูรณ์พันธุ์  โดยค่าพารามิเตอร์ต่างๆ มีผลต่อการปฏิสนธิด้วย (Budworth 
et al. 1987; Farrell et al. 1998) และยังพบว่าความเร็วในการเคลื่อนที่แบบ VSL และ VCL และลักษณะ     
การเคลื่อนที่แบบ ALH และ LIN นั้น มีความสัมพันธ์ในเชิงบวกต่อความสมบูรณ์พันธุ์อีกด้วย (Farrell et al. 
1996; Perumal et al. 2011) 
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Table 1.  Semen quality parameters of frozen-thawed bull semen (mean ± SD)  

ab Different superscripts within the same row demonstrate significant differences (P0.05) 
 
รูปแบบโปรตีนในเซมินอลพลาสมาและปริมาณโปรตีน PDC-109  

เมื่อตรวจวิเคราะห์รูปแบบของโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบในเซมินอลพลาสมาของทั้ง 2 กลุ่ม ใน SDS-
PAGE พบว่ามีรูปแบบโปรตีนที่คล้ายกัน โดยมีขนาดโมเลกุลส่วนใหญ่ระหว่าง 14-97 kDa (Figure 1) และ
สามารถพบขนาดโมเลกุลเล็กกว่า 14 kDa ในปริมาณไม่มากนัก ทั้งนี้แถบโปรตีนที่มีปริมาณมากที่สุด (major 

Sperm quality parameters Semen quality performance groups 
Good (n=30) Poor (n=30)  

sperm motility  
   Total motility (%) 53.79a + 9.49 23.61b + 9.31 
   Progressive motility (%) 29.80a + 6.90 11.98b + 5.37 
Velocity 
 Straight Line Velocity (VSL; µm/s) 66.45a + 5.79 58.29b + 7.12 
Curvilinear Velocity (VCL; µm/s)        146.50a + 20.77           127.50b + 18.83 
Average Path Velocity (VAP; µm/s) 80.84a + 7.42             70.52b + 8.18 
Kinematic movement   
 Amplitude of Lateral Head 
Displacement (ALH; µm) 

6.92a + 1.34 6.26b + 1.16 

Beat Cross Frequency (BCF; Hz) 28.68 + 2.76 27.99 + 3.93 
Straightness (STR; %) 80.36 + 4.04 80.46 + 3.92 
Linearity (LIN; %)  46.96 + 5.38  47.05 + 5.41 
Wobble (WOB; %) 56.80 + 4.20 56.81 + 4.25 
Sperm defects  
   Bent tail (%) 13.86b + 3.35            19.08a + 4.76 
   Coiled tail (%)  1.46b + 0.69 2.18a + 1.03 
   Proximal droplet (%)  3.09b + 1.09 5.31a + 3.16 
   Distal droplet (%)  4.94b + 1.32 7.87a + 1.48 
Sperm function    
   Sperm viability (%) 84.11a + 9.34 76.67b + 15.59 
   Acrosome integrity (%)  68.38 + 15.73  65.38 + 19.15 
   Plasma membrane integrity (%) 52.81a + 13.44 45.09b + 16.13 
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protein) มีขนาดโมเลกุลประมาณ 16 kDa (Figure 2a) ซึ่งเป็นขนาดเดียวกันกับโปรตีน PDC-109 โดย 
Thepparat et al. (2012) ที่รายงานการวิเคราะห์เซมินอลพลาสมาด้วยเทคนิคโปรติโอมิกส์ โดยใช้เทคนิค 2D-
PAGE ว่าโปรตีน PDC-109 เป็นโปรตีนที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 16.5 kDa ส าหรับการศึกษารูปแบบโปรตีนในสัตว์
ชนิดอ่ืน เช่น การวิเคราะห์โปรตีนด้วย SDS-PAGE ในเซมินอล พลาสมาของกระบือ พบโปรตีน 25 ชนิดที่มีน้ าหนัก
โมเลกุลระหว่าง 14.4-80.5 kDa โดยโปรตีนส่วนมากจะน้ าหนักน้อยกว่าและเท่ากับ 35.5 kDa พบเป็น 28% ของ
โปรตีนรวมทั้งหมด (Asadpour et al., 2007) การศึกษารูปแบบโปรตีนในพ่อพันธุ์แกะ พบโปรตีนที่มีขนาด 15–
108 kDa (Jobim et al., 2005) การศึกษารูปแบบโปรตีนในในม้าพบโปรตีนขนาด 14–30 kDa (Töpfer et al., 
2005) ทั้งนี้ การศึกษาของ Arangasamy et al. (2005) ในกระบือที่รายงานว่าพบโปรตีน 18 ชนิดโดยมีขนาด
โปรตีนตั้งแต่ 12 -127 kDa นั้น แตกต่างจากการศึกษาของ Asadpour et al. (2007) โดยความแตกต่างของ
จ านวนแถบโปรตีนที่พบในการศึกษาแต่ละวิธีนั้น อาจเกิดจากความแตกต่างกันของวิธีการเตรียมโปรตีน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 1 SDS-PAGE patterns of proteins in bovine seminal plasma. The gels were stained with Coomassie 
Brilliant Blue R-250. M lane indicated low molecular weight standard.  

 
เทคนิค western blot ถูกน ามาใช้เพ่ือยืนยันชนิดของโปรตีนจากเซมินอลพลาสมาดังกล่าวฯ โดยใช้ 

mouse monoclonal anti PDC-109 พบว่าโปรตีนที่มีขนาดมวลโมเลกุล 16 kDa ซ่ึงพบเป็นโปรตีนหลักใน 
SDS-PAGE สามารถจับได้อย่างจ าเพาะกับโปรตีน PDC-109 (Figure 2b)  

 
 
 

               Figure 2a       Figure 2b 
 
Figure 2 SDS-PAGE patterns of proteins in bovine seminal plasma in both groups (good and poor sperm 
freezability; 2a). Western blot images show representative protein patterns for PDC-109 in 2 groups (2b).  
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ความสัมพันธ์ของโปรตีน PDC-109 ต่อคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง 

จากการเปรียบเทียบปริมาณโปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมาระหว่างน้ าเชื้อโคทั้งสองกลุ่ม (Table 
2) พบว่า มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P>0.05) และไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน 
PDC-109 กับความสามารถในการแช่แข็งซึ่งมีผลต่อเนื่องไปถึงคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายในทุก
ลักษณะ (Table 3) 

Table 2.  Amount of PDC-109 in seminal plasma of good and poor freezability groups (mean ± SD) 

Group (n=30)                       PDC-109 

                   Good freezability 0.13 + 0.05 
                   Poor freezability 0.14 + 0.06 

 Table 3 Correlation coefficients between sperm quality parameters of frozen-thawed semen and amount of 
PDC-109  

Parameters Correlation coefficients (r)   
between sperm quality parameters                       

and amount of PDC-109 (n=60) 

P-value 

Sperm motility (%)  
Total motility  -0.077 0.600 
Progressive motility  -0.102 0.482 
Slow motility  -0.008 0.956 
Static sperm 0.077 0.600 
Velocity   
VSL (µm/s) 0.051 0.689 
VCL (µm/s) 0.029 0.768 
VAP (µm/s) 0.040 0.784 
Kinematic movement   
ALH (µm) -0.058 0.690 
BCF (Hz) 0.253 0.079 
STR (%) -0.034 0.813 
LIN (%) 0.09 0.560 
WOB (%) 0.132 0.363 
Sperm with tail defects (%)  
Bent tail  -0.067 0.963 
Coiled tail  0.117 0.424 
Proximal droplets  0.08 0.967 
Distal droplets  -0.049 0.740 
Sperm functions (%)     
Sperm viability  0.050 0.755 
Acrosome integrity 0.262 0.082 
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ส าหรับการศึกษานี้ คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายที่มีความแตกต่างกันนั้น อาจเกิดข้ึนได้จาก
หลายปัจจัย เช่น ปริมาณโปรตีนชนิดอ่ืนที่มีความแตกต่างกันนอกจากโปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมา 
(Sarsaifi et al., 2015) เช่น อัลบูมิน (albumin) ช่วยป้องกันความเสียหายของเยื่อหุ้มอสุจิ และเพ่ิมอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ โปรตีนคลัสเตอริน (clusterin protein) ช่วยป้องกันความเสียหายจาก oxidative stress และ
ยับยั้งการท าลายอสุจิ (Moura et al., 2007) นอกจากนี ้Schöneck et al. (1996) ได้รายงานว่าโปรตีน bovine 
acidic seminal fluid สามารถป้องกันความเสียหายบริเวณเยื่อหุ้มอสุจิได้ ท าให้อสุจิมีชีวิตและอัตราการเคลื่อนที่
ของอสุจิสูงขึ้น สอดคล้องกับการศึกษาของ Jobim et al. (2004) ที่รายงานว่าพบความสัมพันธ์ในเชิงบวกระหว่าง
ปริมาณโปรตีน bovine acidic seminal fluid กับคุณภาพน้ าเชื้อหลังท าละลาย นอกจากนี้ สารต้านอนุมูลอิสระ
ต่างๆ (antioxidants) เช่น วิตามินเอ วิตามินอี กรดแอสคอบิก (ascorbic acid) และซีลีเนียม รวมถึงเอนไซม์ที่
ช่วยก าจัดอนุมูลอิสระออกซิเจน (enzymatic ROS scavengers) เช่น คะตะเลส (catalase) กลูตาไทโอน      
เปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase) และ ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเทส (superoxide dismutase) ที่อยู่ใน
เซมินอลพลาสมาก็เป็นปัจจัยหนึ่งที่ช่วยปกป้องอสุจิจากอนุมูลอิสระ (Gürler et al., 2015) ซึ่งความแตกต่างของ
โปรตีนหรือองค์ประกอบอ่ืนในเซมินอลพลาสมา อาจเป็นปัจจัยที่อาจส่งผลกับความสามารถในการแช่แข็งซึ่งมีผล
ต่อเนื่องไปถึงคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายได ้

 ในขณะที่ Singh et al. (2014) ได้ท าการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน HBP และ PDC-109 ใน
น้ าเชื้อกระบือ พบว่าน้ าเชื้อกระบือกลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งต่ ามีปริมาณโปรตีน PDC-109 สูงกว่ากลุ่ม
ที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูง ซึ่งแตกต่างจากการศึกษาในครั้งนี้  และจากการศึกษาของ Sánchez-Luengo 
et al. (2004) ท าการทดลองโดยเก็บน้ าเชื้อจากส่วนต่างๆ ของอิพิดิไดมิส (epididymis) เพ่ือศึกษาความเข้มข้น
ของโปรตีน PDC-109 ต่อการเคลื่อนที่ได้ของอสุจิที่ไม่ได้ผ่านกระบวนการแช่แข็ง พบว่าโปรตีน PDC-109 ที่ความ
เข้มข้นแตกต่างกันสามารถเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิได้ เนื่องจากการเก็บตัวอย่างจากอิพิดิไดมิส ยังไม่มี
อิทธิพลจากน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อ อีกทั้งการรีดเก็บน้ าเชื้อจนเข้าสู่กระบวนการผลิตน้ าเชื้อใช้ระยะเวลาไม่นาน    
ท าให้อสุจิสัมผัสกับโปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมาในช่วงเวลาสั้นๆ รวมทั้งการเติมน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อ
ชนิดไข่แดงทริสในขบวนการแช่แข็ง สามารถช่วยลดความเข้มข้นของโปรตีนชนิดต่างๆ เนื่องจากโปรตีนที่เป็น
องค์ประกอบหลักในเซมินอลพลาสมาจะเข้าจับกับ LDL ซึ่งเป็นองค์ประกอบในไข่แดงอย่างรวดเร็วและจ าเพาะจึง
ช่วยลดปริมาณของโปรตีนในเซมินอลพลาสมาที่จะเข้าจับกับอสุจิ (Manjunath and Therien, 2002) รวมถึง
โปรตีน PDC-109 ซึ่งมีบทบาทส าคัญในกระบวนการ sperm capacitation เพ่ือเตรียมความพร้อมส าหรับการเข้า
ปฏิสนธิกับไข่ ท าให้อสุจิไวต่อการเกิด cold shock จากกระบวนการแช่แข็ง (Purdy and Graham, 2004; 
Therien et al., 1998) โดยหากอสุจิสัมผัสเซมินอลพลาสมาในเวลานานจะท าให้เกิดภาวะการเปลี่ยนแปลงรูปร่าง
และกลไกการท างานของอสุจิก่อนที่จะเข้าสู่ระบบสืบพันธุ์เพศเมีย (pre-capacitation) ท าให้น้ าเชื้อมีคุณภาพ
ลดลงกว่าที่ควรจะเป็น (Therien et al., 1998) และจากการศึกษาของ Vishwanath et al. (1992) และ 
Bergeron et al. (2007) พบว่าน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อที่มีส่วนผสมของไข่แดงที่เป็นที่นิยมใช้ในการผลิตน้ าเชื้อแช่
แข็งนั้น ช่วยลดอันตรายจากการที่อสุจิสัมผัสเซมินอลพลาสมา โดยโปรตีนในไข่แดงสามารถเคลือบที่เยื่อหุ้มอสุจิ
และยังสามารถจับกับโปรตีน PDC-109 ได้อย่างรวดเร็วก่อนเข้าสู่กระบวนการแช่แข็ง นอกจากนี้ การศึกษาของ 
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Singh et al. (2007) รายงานว่าน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อที่มีสูตรเป็นไข่แดงทริสสามารถลดความเสียหายของอสุจิจาก
การแช่แข็งในน้ าเชื้อกระบือได้  

การศึกษาของ Srivastava et al. (2012) ซึ่งได้ท าการทดลองโดยการแบ่งน้ าเชื้อจากพ่อโคพันธุ์ผสม 
(cross breed) ออกเป็น 3 กลุ่ม โดยกลุ่มแรกจะเติมเฉพาะน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อที่มีส่วนผสมของไข่แดงทริส กลุ่มที่ 2 
จะมีการเคลือบหลอดที่เก็บน้ าเชื้อด้วยสาร anti-PDC109 และใช้น้ ายาเจือจางน้ าเชื้อสูตรที่ไม่มีไข่แดง ส่วนกลุ่มที่ 
3 จะมีการเคลือบหลอดที่เก็บน้ าเชื้อด้วยสาร anti-PDC109 และเติมน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อที่มีส่วนผสมของไข่แดง 
โดยผลการทดลองพบว่า กลุ่มที่ 3 มีคุณภาพน้ าเชื้อภายหลังการละลาย ได้แก่อัตราการมีชีวิตของอสุจิ ความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มอสุจิ และความสมบูรณ์ของอะโครโซม สูงกว่ากลุ่มที่ 1 และกลุ่มที ่2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแม้จะมีการเติมน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อ โปรตีน PDC-109 ยังคงมีอิทธิพลต่อคุณภาพน้ าเชื้อทั้งก่อน
และหลังการแช่แข็ง แต่อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาในครั้งนี้อาจสรุปได้ว่าน้ าเชื้อของพ่อโคนมพันธุ์ทรอปิคอล
โฮลสไตน์มีปริมาณและความเข้มข้นของโปรตีน PDC-109 ที่ต่ ากว่า เมื่อเปรียบเทียบกับพ่อโคสายพันธุ์อ่ืน และ
ร่วมกับภายหลังจากการรีดน้ าเชื้อได้เข้าสู่กระบวนการเติมน้ ายาเจือจางน้ าเชื้ออย่างรวดเร็ว ย่อมท าให้ผลของ
โปรตีน PDC-109 ต่ออสุจิลดลง ทั้งนี้ผลการทดลองจาก Table 3 ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีน 
PDC-109 ต่อคุณภาพน้ าเชื้อภายหลังการละลาย  ซึ่งสอดคล้องกับการศกึษาของ Srivastava et al. (2012)      ที่
พบว่าสารละลายเจือจางน้ าเชื้อสูตรที่มีไข่แดง ช่วยลดผลทางด้านลบของโปรตีน PDC-109 นอกจากนี้ ยังอาจเกิด
จากปัจจัยอื่นๆ เช่น ความแตกต่างระหว่างสายพันธุ์ของโค และพันธุกรรม ซึ่งส่งผลต่อการแสดงออกของยีนได้ ซึ่ง
จากการศึกษาของ Intasqui et al. (2013) พบว่าทั้งความสมบูรณ์และความเสียหายของดีเอ็นเอ เกิดจากความ
แตกต่างในการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งส่งผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิได้  

 

Figure 3 Two-dimensional polyacrylamide electrophoretic gel of bovine seminal plasma proteins 
were stained with Coomassie Brilliant blue R-250. 

 
 อย่างไรก็ตาม จากการทดสอบด้วยเทคนิค 2D-PAGE ได้มีการค้นพบความแตกต่างของรูปแบบโปรตีนอ่ืน

นอกเหนือไปจากโปรตีนเป้าหมายหลัก PDC-109 โดยพบว่าโปรตีนในเซมินอลพลาสมาทั้งสองกลุ่มมีการแสดง 
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ออกของโปรตีนที่แตกต่างกันตามการกระจายตัวของโปรตีนที่แยกบนเจล (Figure 3) ในกลุ่มน้ าเชื้อที่มี
ความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ า ซึ่งเมื่อน าเซมินอลพลาสมาจากพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์จากกลุ่ม
ตัวอย่างน้ าเชื้อที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ า จ านวน 5 สัปดาห์ มาท าการรวมกันและศึกษาแบบแผน
ของโปรตีนด้วยเทคนิค 2D-PAGE นั้น ผลการศึกษาพบว่า โปรตีนในเซมินอลพลาสมาทั้งสองกลุ่มมีการแสดงออก
ของโปรตีนที่แตกต่างกัน (Figure 3) ซึ่งการศึกษาดังกล่าวฯ อาจต้องมีการศึกษาต่อไปในอนาคต ทั้งในส่วนของ
รูปแบบโปรตีนในเซมินอล พลาสมาในพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์ที่จะมีผลต่อความสามารถในการแช่แข็ง
ซึ่งมีผลต่อเนื่องไปถึงคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายและความสมบูรณ์พันธุ์ของพ่อโค ซึ่งอาจท าให้
ค้นพบกระบวนการที่ช่วยในการเพ่ิมคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์โคภายหลังการละลาย รวมถึงเป็นส่วนหนึ่งใน
การคัดพ่อโคท่ีไม่เหมาะสมออกก่อนเข้าสู่กระบวนการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งได้ 

สรุปผลการทดลอง 

น้ าเชื้อจากพ่อพันธุ์โคนมทรอปิคอล โฮลสไตน์กลุ่มที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ า มีปริมาณ
โปรตีน PDC-109 ในเซมินอลพลาสมาไม่แตกต่างกัน และปริมาณโปรตีน PDC-109 ไม่มีความสัมพันธ์กับ
ความสามารถในการแช่แข็งของน้ าเชื้อซึ่งมีผลต่อเนื่องไปถึงคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลาย  

                                                           ข้อเสนอแนะ 

แม้ว่าในการศึกษาครั้งนี้ PDC-109 ไม่มีความสัมพันธ์กับความสามารถในการแช่แข็งของน้ าเชื้อซึ่งมีผล
ต่อเนื่องไปถึงคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลาย แต่ถ้าพิจารณาถึงรูปแบบของโปรตีนในเซมินอลพลาสมา
เมื่อตรวจด้วยเทคนิค 2D-PAGE ในน้ าเชื้อที่มีความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ า จะพบว่ามีการแสดงออกที่
แตกต่างกัน ซ่ึงอาจมีโปรตีนที่ส่งผลต่อความสามารถในการแช่แข็งชนิดอ่ืนซึ่งมีผลต่อคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง จึงควร
ท าการศึกษาโปรตีนอ่ืนที่เป็นองค์ประกอบในเซมินอลพลาสมาในกลุ่มพ่อโคที่มีคุณภาพน้ าเชื้อที่แตกต่างกัน 
รวมทั้งความสามารถในการแช่แข็งสูงและต่ าต่อไป เพ่ือน ามาใช้ในการร่วมเป็นเกณฑ์การคัดเลือกพ่อพันธุ์
นอกเหนือไปจากการคัดเลือกลักษณะอ่ืนๆ การวางแผนการผลิตและพัฒนาเทคนิคการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งในโคนม
ให้มีคุณภาพสูงขึ้น 
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ผลของวิธีการปั่นแยก seminal plasma ด้วยสารละลายเพอร์คอล 
ต่อคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลาย 

วรพงษ์ พงษ์ศิริ จรรยาพร รุ่งเรืองศักดิ์ 

บทคัดย่อ 

การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลต่อคุณภาพ
น้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลาย โดยใช้น้ าเชื้อจากสุกรพ่อพันธุ์จ านวน 9 ตัว อายุ 2-3 ปี จากศูนย์วิจัยและพัฒนาสุกร 
จังหวัดนครราชสีมา รีดเก็บน้ าเชื้อสัปดาห์ละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 4 สัปดาห์ ภายหลังปรับสมดุลอุณหภูมิที่ 15 °C นาน 120 
นาที แบ่งน้ าเชื้อออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มควบคุมไม่ใช้สารละลายเพอร์คอล กลุ่มที่ 2 ใช้สารละลาย เพอร์คอลชั้นเดียวที่ความ
เข้มข้น 80% และกลุ่มที่ 3 ใช้สารละลายเพอร์คอลสองชั้น ชั้นที่ 1 ความเข้มข้น 80% และชั้นที่ 2 ความเข้มข้น 45% ท าการ
ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา ที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที นาน 15 นาที น าส่วนที่ตกตะกอนเข้าสู่ขบวนการแช่แข็งและเก็บ
รักษาภายใต้ระดับไนโตรเจนเหลวอย่างน้อย 24 ชั่วโมง สุ่มตรวจอัตราการเคลื่อนที่ ความเร็วในการเคลื่อนที่ ลักษณะการ
เคลื่อนที่ และความผิดปกติในส่วนหางของอสุจิด้วยเครื่อง CASA ตรวจอสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์ของอะโครโซมด้วย
เครื่อง flow cytometer ผลการทดลองพบว่าน้ าเชื้อแช่แข็งในกลุ่มที่ 2 และ 3 มีคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลายที่
สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05)  ได้แก่ อัตราการเคลื่อนที่ (32.94 ± 11.80, 35.72 ± 10.52 และ 
25.22 ± 13.45) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (12.99 ± 5.86, 14.09 ± 5.51 และ 7.04 ± 5.22) ความเร็วในการเคลื่อนที่
แบบ VSL (52.91 ± 11.16, 54.04 ± 8.29 และ 46.20 ± 9.99) ลักษณะการเคลื่อนที่แบบ STR (81.33 ± 6.82, 79.70 ± 6.89 
และ 74.08 ± 8.37) แบบ LIN (51.85 ± 9.20, 49.27 ± 9.38 และ 42.90 ± 9.31) และแบบ WOB (61.82 ± 6.58, 59.72 ± 
6.72 และ 55.64 ± 6.34) ในขณะที่อสุจิมีชีวิตในกลุ่มที่ 3 สูงกว่ากลุ่มที่ 2 และกลุ่มควบคุม (54.99 ± 11.19, 51.36 ± 11.97 
และ 48.30 ± 10.15 ตามล าดับ) แต่ลักษณะความผิดปกติส่วนหางของอสุจิทั้งกลุ่มที่ 2 และ 3 ต่ ากว่ากลุ่มควบคุมอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่ความสมบูรณ์ของอะโครโซมของทั้งสามกลุ่มไม่แตกต่างกัน (P>0.05) (58.61 ± 24.97, 
58.11 ± 25.43 และ 63.79 ± 22.08 ตามล าดับ) สรุปได้ว่าการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้สารละลายเพอร์คอลทั้งแบบ
ชั้นเดียวและแบบสองชั้นมีคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรสูงกว่าการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาแบบไม่ใช้สารละลายเพอร์คอล   
โดยคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลายจากการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลแบบสองชั้นสูงกว่าการปั่นแยก
ด้วยสารละลายเพอร์คอลแบบชั้นเดียว 

 

 

 

 

ค าส าคัญ: เซมินอลพลาสมา น้ าเชื้อแช่แข็งสุกร สารละลายเพอร์คอล 
เลขทะเบียนวิจัย: 60(1)-(60:02)-0208-025 
ส านักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ อ.เมือง จ.ปทุมธานี 
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Effect of Percoll density gradient centrifugation for boar thawing semen quality 

Worapong Pongsiri Janyaporn Rungruangsak 

Abstract  

The present experiment aimed to evaluate the effects of different Percoll density gradient 
centrifugations on frozen-thawed boar semen quality. Nine mature boars aged 2 to 3 years old, were collected 
semen at one-week interval over a 4-week period. After incubation at 15 °C for 120 minutes, semen was divided 
into 3 groups; control group: separated without using Percoll, group 2: separated using one-step Percoll at 80% 
concentration, and group 3: separated using two-step Percoll with lower part of 80% and upper part of 45% 
concentrations. All semen samples were centrifuged for seminal plasma separation at 2,000 rpm for 15 minutes. 
The sperm pellets from each group, were used to continue the process of frozen-thawed boar semen 
production and stored in liquid nitrogen at least 24 hours before semen quality evaluation. The frozen semen 
quality was evaluated including sperm motility, velocity, kinematic movement, and sperm with tail defects 
using CASA as well as sperm viability and acrosomal integrity using flow cytometer. The results showed that 
frozen-thawed boar semen quality from group 2 and 3 were significantly better than the control group (P<0.05) 
including motility (32.94 ± 11.80, 35.72 ± 10.52 and 25.22 ± 13.45), progressive motility (12.99 ± 5.86, 14.09 ± 
5.51 and 7.04 ± 5.22), velocity VSL (52.91 ± 11.16, 54.04 ± 8.29 and 46.20 ± 9.99), kinematic movement STR 
(81.33 ± 6.82, 79.70 ± 6.89 and 74.08 ± 8.37), LIN (51.85 ± 9.20, 49.27 ± 9.38 and 42.90 ± 9.31), and WOB (61.82 
± 6.58, 59.72 ± 6.72 and 55.64 ± 6.34). Moreover, sperm viability from group 3 was higher than group 2 and 
control group (54.99 ± 11.19, 51.36 ± 11.97 and 48.30 ± 10.15 respectively) with statistical significance (P<0.05). 
The sperm with tail defects from group 2 and 3, were significantly lower than control group (P<0.05), whereas 
the acrosomal integrity did not show a significant difference (P>0.05) among the groups (58.61 ± 24.97, 58.11 ± 
25.43 and 63.79 ± 22.08 respectively). In conclusion, the process of seminal plasma separation using both one-
step Percoll at 80% concentration and two-step Percoll with lower part of 80% and upper part of 45% 
concentrations, provided better quality of frozen-thawed boar semen than those from the centrifugation 
without Percoll. Furthermore, two-step Percoll provided better quality of frozen-thawed boar semen than one-
step Percoll. 
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ค าน า 

ปัจจุบันการใช้น้ าเชื้อแช่แข็งสุกรในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรทั่วโลกมีประมาณ 1% เท่านั้น (Yeste, 2015) 
เนื่องมาจากมีประสิทธิภาพในการผสมเทียมต่ออัตราการผสมติดและจ านวนลูกสุกรต่อครอกที่ต่ ากว่าการใช้น้ าเชื้อสด
หรือแช่เย็น (Chanapiwat et al., 2014; Martinez-Alborcia et al., 2012) แต่ข้อดีของการเก็บรักษาน้ าเชื้อด้วยวิธีการ
แช่แข็งคือสามารถเก็บรักษาอสุจิให้คงสภาพที่ดีได้เป็นเวลายาวนาน เพ่ือน ากลับมาใช้ในการเพาะขยายพันธุ์สุกรที่มี
คุณค่าทางเศรษฐกิจสูง ลดข้อจ ากัดด้านอายุของพ่อพันธุ์สุกรผสมเทียม (Safranski et al., 2011) สามารถขนส่งระยะ
ทางไกลและลดความเสี่ยงในการแพร่ผ่านของโรคทางระบบสืบพันธุ์ (Chanapiwat et al., 2014)  

น้ าเชื้อแช่แข็งสุกรคุณภาพดีเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่จะสามารถเพ่ิมประสิทธิภาพการผสมเทียม ดังนั้นจึงมี
ความส าคัญที่จะพัฒนาขบวนการผลิตเพ่ือเพ่ิมคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกร ซึ่งมีขั้นตอนและเทคนิคที่ซับซ้อนกว่าน้ าเชื้อ
ปศุสัตว์ชนิดอ่ืน โดยเฉพาะขั้นตอนการปั่นแยกเซมินอลพลาสมา (seminal plasma) ซึ่งเป็นขั้นตอนในการเพ่ิมความ
เข้มข้นของอสุจิให้สามารถเติมสารละลายในขบวนการแช่แข็ง อีกท้ังยังสามารถคัดแยกอสุจิคุณภาพดีออกจากอสุจิ
คุณภาพต่ า รวมถึงสิ่งปนเปื้อนอ่ืนๆ (Matás et al., 2011; Suzuki and Nagai, 2003) โดยวิธีที่นิยมคือการใช้สารละลาย
เพอร์คอลเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการในปั่นแยก ซึ่งเพอร์คอลไม่เป็นพิษต่อเซลล์ (Avery and Greve, 1995)  

การใช้สารละลายเพอร์คอลในขั้นตอนการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาจากน้ าเชื้อ อาศัยหลักการของสารละลายที่
มีค่าความหนาแน่นที่ไม่ต่อเนื่องกันหลายระดับ (discontinuous density gradient) โดยท าให้สารที่ต้องการคัดแยก
เคลื่อนที่ไปสู่จุดที่มีค่าความหนาแน่นที่ตรงกัน ซึ่งเทคนิคการปั่นแยกนี้สามารถใช้แยกอสุจิที่เคลื่อนที่ได้ออกจาก       
เซมินอลพลาสมา อสุจิที่ไม่สามารถเคลื่อนที่ได้ และเซลล์ปนเปื้อนชนิดอ่ืนๆ (Morrell, 2006) และเป็นที่นิยมในสัตว์
หลายชนิด (Arias et al., 2017) เช่น สุนัข (Phillips et al., 2012) สุกร (Grant et al., 1994; Jeong, B.S. and X. 
Yang, 2001; Matás et al., 2011; Mattioli et al., 1989) ม้า (Lindsey et al., 2002) โค (Arias et al., 2017; Cesari 
et al., 2006; Lee et al., 2009) โดยมีรายงานการศึกษาการใช้สารละลายเพอร์คอลเพ่ือปั่นแยกน้ าเชื้อสุกรทั้งแบบ
สารละลายเพอร์คอลแบบชั้นเดียวที่ระดับความเข้มข้น 15%, 30%, 45%, 60%, 75% และ 90% พบว่าที่ความเข้มข้น 
90% สามารถปั่นแยกอสุจิสุกรได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับระดับความเข้มข้นอ่ืน (Suzuki and Nagai, 2003) ในขณะ
ที่การปั่นแยกแบบสองชั้น ชั้นที่ 1 ความเข้มข้น 90% และชั้นที่ 2 ความเข้มข้น 45% มีความเร็วและลักษณะการ
เคลื่อนที่ของอสุจิสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ใช้สารละลายเพอร์คอล (Matás et al., 2011) แต่ในการศึกษานี้พบว่าการ
เตรียมสารละลายเพอร์คอลที่ความเข้มข้น 90% ท าให้อสุจิผ่านลงมาได้น้อยไม่เพียงพอต่อการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งสุกร
จึงได้ท าการปรับระดับความเข้มข้นของเพอร์คอลให้เหมาะสมกับการศึกษาในครั้งนี้ 

โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลต่อคุณภาพน้ าเชื้อ  
แช่แข็งสุกรภายหลังการละลาย ในขบวนการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรเพ่ือให้ได้น้ าเชื้อสุกรที่มีคุณภาพสูงขึ้น  

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง  
พ่อพันธุ์สุกรสายพันธุ์ดูร็อค ลาร์จไวท์ และแลนด์เรซ ที่มีความสมบูรณ์พันธุ์  อายุระหว่าง 2-3 ปี            

สายพันธุ์ละ 3 ตัว จ านวน 9 ตัว จากศูนย์วิจัยและพัฒนาสุกร จังหวัดนครราชสีมา รีดเก็บน้ าเชื้อโดยใช้เทคนิคการ
ใช้มือบีบนวดที่ปลายอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ (gloved hand technique) สัปดาห์ละ 1 ครั้ง เป็นเวลา 4 สัปดาห์
ติดต่อกัน โดยน้ าเชื้อสดสุกรที่น ามาผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งต้องมีค่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไม่ต่ ากว่า 70% 
(Buranaamnuay et al. 2009; Kaeoket et al. 2010) และค่าความผิดปกติของอสุจิในส่วนหัวและส่วนหางไม่
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เกิน 12% และ 25% ตามล าดับ โดยดัดแปลงจากเกณฑ์ค่าความผิดปกติของอสุจิในการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งสุกร
ของ Kaeoket et al. (2010) โดยใช้วิธีย้อมสี William’s staining (Blom and Birch-Andersan, 1970)  

การวางแผนการทดลอง 
วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) ก าหนดให้สายพันธุ์               

พ่อสุกรเป็นบล็อก (block) โดยน าน้ าเชื้อพ่อพันธุ์สุกรที่รีดเก็บได้เจือจางด้วยน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อชนิด Duragen® 

(Magapor, Spain) อัตราส่วน 1:1 (v/v) บรรจุในหลอดทดลอง และวางในภาชนะท่ีหล่อด้วยน้ าให้มีระดับเดียวกัน
กับของเหลวภายในขวด บ่มที่อุณหภูมิ 15 °C นาน 120 นาที จากนั้นแบ่งน้ าเชื้อออกเป็น 3 กลุ่มเท่าๆ กัน คือ 
กลุ่มควบคุม ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาโดยไม่เติมสารละลายเพอร์คอล กลุ่มที่ 2 เติมสารละลายเพอร์คอลชั้นเดียว
ที่ 80% และกลุ่มที่ 3 ใช้สารละลายเพอร์คอลสองชั้น ชั้นที่ 1 ความเข้มข้น 80% และชั้นที่ 2 ความเข้มข้น 45% 
น าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาท ีอุณหภูมิ 20 °C เป็นเวลา 15 นาที  

การผลิตน้ าเชื้อแช่แข็ง 
ด าเนินการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งดัดแปลงจากวิธีของ Buranaamnuay et al. (2009) โดยแยกเอาของเหลว

ส่วนบนทิ้ง เจือจางด้วย lactose-egg yolk (LEY; 20% ไข่แดง ในสารละลาย 11% lactose) ให้อสุจิมีความ
เข้มข้น 1.5x109 ตัว/มิลลิลิตร และแช่เย็นที่ 4 °C นาน 120 นาที หลังจากนั้นเจือจางด้วยน้ ายาเจือจาง LEY ผสม
กับ 9% glycerol และ 1.5% Equex-STM ให้มีความเข้มข้น 1.0x109 ตัว/มิลลิลิตร 

การบรรจุและการแช่แข็ง 
บรรจุน้ าเชื้อด้วยหลอดบรรจุน้ าเชื้อขนาด 0.5 มิลลิลิตร จากนั้นน าไปอังไว้เหนือไอไนโตรเจน 3-4 

เซนติเมตร อุณหภูมิประมาณ -120 °C นาน 20 นาที และเก็บรักษาไว้ภายใต้ระดับไนโตรเจนเหลวเพ่ือตรวจ
คุณภาพน้ าเชื้อต่อไป 

การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้อ 
คุณภาพน้ าเชื้อสดและน้ าเชื้อภายหลังการปั่นแยกเซมินอลพลาสมา ด้วยการตรวจอัตราการเคลื่อนที่ของ

อสุจิ (motility) และความผิดปกติของอสุจิ (abnormal morphology) ด้วยเครื่อง CASA (Computer Assisted 
Sperm Analyzer; IVOS II Motility Analyzer version, Hamilton-Thorne, Biosciences, MA., USA.) แ ล ะ
ความเข้มข้นของอสุจิด้วย hemocytometer  

คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งภายหลังการละลาย สุ่มน้ าเชื้อแช่แข็งจากทุกชุดการผลิตๆ ละ 3 หลอดต่อ               
พ่อพันธุ์สุกร ละลายน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรด้วยวิธีการอุ่นในน้ าอุณหภูมิที่ 50 °C นาน 12 วินาที และตัวอย่างบ่มไว้ที่
อุณหภูมิ 37 °C ตลอดการตรวจคุณภาพ ดังนี้ 

1) อัตราการเคลื่อนที ่(motility; %) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive motility; %)   
 อัตราการเคลื่อนที่แบบช้า (slow motility; %) และอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่ (static sperm; %)  
2) ความเร็วในการเคลื่อนที่ ได้แก่  

- Average Path Velocity (VAP; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่เฉลี่ยจากระยะทาง
จริงใน 1 วินาที 

- Straight Line Velocity (VSL; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีตรง เป็นการ
ค านวณจากจุดหนึ่งไปยังอีกจุดหนึ่งในแนวเส้นตรงในช่วงระยะเวลา 1 วินาที  
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- Curvilinear Velocity (VCL; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีโค้ง เป็นการค านวณ
แนวโน้มของการเคลื่อนที่เฉลี่ยใน 1 วินาที 
3) ลักษณะการเคลื่อนที่ ได้แก่  

- Amplitude of Lateral Head Displacement (ALH; µm) หมายถึง ความกว้างของส่วนหัว
ของอสุจิที่ส่ายไปมา  

- Beat Cross Frequency (BCF; Hz) หมายถึง ความถี่ของการส่ายส่วนหัวของอสุจิ 
- Straightness (STR; %) หมายถึง ความตรงในการเคลื่อนที่ ซึ่งค านวณจากอัตราส่วนความเร็ว

ของการเคลื่อนที่ในวิถีตรง (VSL) ต่อความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (VAP) คูณด้วยร้อย  
- Linearity (LIN; %) หมายถึง อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ย

ของการเคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย 
- Wobble (WOB; %) หมายถึง อัตราส่วนความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (VAP) ต่อความเร็ว

เฉลี่ยของการเคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย 
4) ความผิดปกติในส่วนหางของอสุจิโดยใช้โปรแกรมตรวจความผิดปกติอสุจิด้วยเครื่อง CASA 
5) อสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์ของอะโครโซมด้วยเครื่อง flow cytometer (Attune NxT, 
Thermo Fisher Scientific, USA) ดังนี้ 
         - ความสมบู รณ์ ของอะโคร โซมโดยย้ อมด้ วยสี  FITC-PNA (Lectin PNA From Arachis 

hypogaea (peanut), Alexa Fluor™ 488, Thermo Scientific, Kalamazoo, MI, L21409.) แ ล ะ  PI 
(LIVE/DEAD Sperm Viability Kit ,Molecular Probes) ตามวิธีการของ Nagy et al., (2003) นับจ านวนอสุจิ
ทั้งสิ้น 10 ,000 ตัวอสุจิ 

เกณฑ์การพิจารณาคุณภาพน้ าเชื้อทั้ง 3 กลุ่ม ภายหลังการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอล  
*ภาคผนวก 

การวิเคราะห์ทางสถิติ 
วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลด้วย one-way analysis of variance (one-way ANOVA) และ

เปรียบเทียบผลเฉลี่ยด้วยวิธี Tukey’s multiple comparison test ก าหนดค่าความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญที่
ระดับร้อยละ 95 (P<0.05) โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ R commander version 3.5.2 (R Core Team, 2018) 

ผลการทดลอง 

อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
จาก Table 1 ผลการวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลายในกลุ่มที่ 2 ปั่นแยกด้วย

สารละลายเพอร์คอลชั้นเดียวที่ความเข้มข้น 80% และกลุ่มที่ 3 ปั่นแยกสารละลายเพอร์คอลสองชั้น ชั้นที่ 1 ความ
เข้มข้น 80% และชั้นที่ 2 ความเข้มข้น 45% พบว่าอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าสูงกว่า
กลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ใช้สารละลายเพอร์คอล อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม
ที่ 2 และกลุ่มที่ 3 (P>0.05) ส่วนอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่ในกลุ่มควบคุม มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ 2 และกลุ่มที่ 3 อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05)  
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Table 1 Sperm motility parameters of frozen-thawed boar semen from three different Percoll  
density gradient centrifugations (mean ± SD)  

 
Parameters (%) 

Treatment 

Without Percoll 
(N=36) 

Percoll 80% 
(N=36) 

Percoll 80/45% 
(N=36) 

Total motility  25.22b ± 13.45  32.94a ± 11.80  35.72a ± 10.52 
Progressive motility 7.04b ± 5.22 12.99a ± 5.86 14.09a ± 5.51 
Slow motility  9.33 ± 4.01  10.21 ± 4.13  10.46 ± 4.04 
Static sperm 74.78a ± 11.54  67.06b ± 10.97  64.28b ± 10.41 

ab Different superscripts within the same row demonstrate significant differences (P0.05) 

ความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
เมื่อพิจารณาความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิในน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลาย

พบว่าในกลุ่มที่ 2 และกลุ่มที่ 3 มีความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ VSL และลักษณะการเคลื่อนที่แบบ STR แบบ 
LIN และแบบ WOB สูงกว่ากลุ่มควบคุม (P<0.05) ซ่ึงไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่มที่ 2 และกลุ่มที่ 3 (Table 2) 

Table 2 Velocity and kinematic movement parameters of frozen-thawed boar semen from 
three different Percoll density gradient centrifugations (mean ± SD) 

 
Parameters 

Treatment 

Without Percoll 
(n=36) 

Percoll 80% 
(n=36) 

Percoll 80%/45% 
(n=36) 

Velocity  
VAP (µm/s)    64.88 ± 15.93  66.16 ± 14.63   68.78 ± 10.34 
VSL (µm/s) 46.20b ± 9.99 52.91a ± 11.16 54.04a ± 8.29 
VCL (µm/s)  125.14 ± 34.96 113.87 ± 30.81  121.98 ± 24.32 

Kinematic movement 
ALH (µm) 5.02 ± 0.67   4.56 ± 1.24  4.90 ± 1.06 
BCF (Hz) 34.04 ± 5.50  32.89 ± 3.52 34.33 ± 3.64 
STR (%) 74.08b ± 8.37 81.33a ± 6.82 79.70a ± 6.89 
LIN (%) 42.90b ± 9.31 51.85a ± 9.20 49.27a ± 9.38 
WOB (%) 55.64b ± 6.34 61.82a ± 6.58 59.72a ± 6.72 

abDifferent superscripts within the same row demonstrate significant differences (P0.05) 

ความผิดปกติของอสุจิส่วนหาง 
ส าหรับการวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรด้านรูปร่างและความผิดปกติของตัวอสุจิส่วนหาง (Table 

3) พบว่ากลุ่มท่ี 2 และกลุ่มที่ 3 มีความผิดปกติในส่วนหางทั้งแบบหางงอ (bent tail) และแบบมีก้อนคล้ายหยดน้ า
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ที่หางตรงส่วนปลาย (distal droplet) ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม และไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม ที่ 2 และกลุ่มที่ 3 
(P>0.05) ส่วนความผิดปกติของอสุจิแบบหางม้วน (coiled tail) ในกลุ่มท่ี 3 มีค่าต่ ากว่ากลุ่มที่ 2 และกลุ่มควบคุม 
(P<0.05) 

Table 3 Sperm with tail defects of frozen-thawed boar semen from three different Percoll  
density gradient centrifugations (mean ± SD)  

 
Parameters (%) 

Treatment 

Without Percoll 
 (n=36) 

Percoll 80% 
(n=36) 

Percoll 80%/45% 
(n=36) 

Bent tail  21.48a ± 8.20 16.94b ± 9.36 16.01b ± 6.75 
Coil tail     2.8a ± 1.80   2.47a ± 1.71   1.64b ± 0.97 
Proximal droplet   16.21 ± 8.40   13.03 ± 5.72   14.78 ± 5.74 
Distal droplet    9.98a ± 4.31   7.09b ± 3.98    7.84b ± 4.43 

abDifferent superscripts within the same row demonstrate significant differences (P0.05) 

อสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์ของอะโครโซม 
ส าหรับการวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรด้านจ านวนอสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์ของอะโครโซม 

(Table 4) พบว่าอสุจิมีชีวิตในกลุ่มที่ 3 มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ 2 และกลุ่มควบคุม อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
ในขณะทีค่วามสมบูรณ์ของอะโครโซมของอสุจิสุกรจากทั้ง 3 กลุ่มไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 

Table 4 Sperm viability and sperm with intact acrosome of frozen-thawed boar semen from 
three different Percoll density gradient centrifugations (mean ± SD)  

 
Parameters (%) 

Treatment 

Without Percoll 
 (n=36) 

Percoll 80% 
(n=36) 

Percoll 80%/45% 
(n=36) 

Sperm viability 48.30b ± 10.15 51.36b ± 11.97 54.99a ± 11.19 
Intact acrosome  58.61 ± 24.97  58.11 ± 25.43  63.79 ± 22.08 

abDifferent superscripts within the same row demonstrate significant differences (P0.05) 

เมื่อท าการตรวจอสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์ของอะโครโซมโดยการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ชนิด FITC ที่บ่ง
บอกถึงความผิดปกติของอะโครโซม และชนิด PI ที่บ่งบอกถึงความผิดปกติของผนังหุ้มเซลล์อสุจิ (plasma 
membrane) หรืออสุจิที่ตายด้วยเครื่อง Flow cytometer พบว่าอสุจิที่มีชีวิตและมีความสมบูรณ์ของอะโครโซม
ต้องไม่ติดสีทั้ง 2 ชนิด (FITC-, PI-) (Figure1 , 2) 
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Figure 1. Flow cytometric out-gating of egg yolk particles based on scatter properties after 
dual-staining. (A) and (B) show small particles as judged on two-dimensional forward-scatter and 
sideways-scatter dot plot properties (A) were gated out for analyses to selectively analyze 
particles with sperm-like scatter properties (B). The two-dimensional fluorescence dot plot of PI 
and FITC-PNA fluorescence (C).  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 2. The lower left quadrant represents sperm cells with intact plasma membrane 

and acrosome, and the lower right quadrant shows sperm cells with intact plasma membranes 
but after the reaction of acrosome. The upper quadrants indicate the same acrosomal status of 
deteriorated cells, respectively. 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 

จากผลการศึกษาพบว่า น้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลายในกลุ่มที่ผ่านขบวนการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยก
เซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลทั้งแบบชั้นเดียวที่ความเข้มข้น 80% และแบบสองชั้น ชั้นที่ 1 ความ
เข้มข้น 80% และชั้นที่ 2 ความเข้มข้น 45% ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิมี
ค่าสูงกว่ากลุ่มที่ไม่ได้ใช้สารละลายเพอร์คอลในการปั่นแยก นอกจากนี้ยังพบว่าความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ
แบบ VSL และลักษณะการเคลื่อนที่แบบ STR, LIN และ WOB ของอสุจิสุกรภายหลังการละลาย ในกลุ่มที่ผ่าน
ขบวนการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอล ทั้งแบบชั้นเดียวและแบบสองชั้น มีค่าสูง
กว่ากลุ่มที่ไม่ได้ใช้สารละลายเพอร์คอลในการปั่นแยกเซมินอลพลาสมา ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยก 
เซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลช่วยเพ่ิมคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรภายหลังการละลายให้สูงขึ้น จากค่า
ความเร็วในการเคลื่อนที่แบบ VSL ลักษณะการเคลื่อนที่แบบ STR, LIN และ WOB ที่เพ่ิมข้ึน แสดงถึงอสุจิ       มี
ความสามารถในการเคลื่อนที่ได้ดีขึ้นในขณะที่ยังคงลักษณะการเคลื่อนที่ปกติของอสุจิไว้ โดยประเมินจาก
ลักษณะการเคลื่อนที่แบบ ALH และ BCF ที่ไม่แตกต่างกับกลุ่มที่ไม่ได้ใช้สารละลายเพอร์คอลในการปั่นแยก 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Grant et al. (1994) และ Matás et al. (2011) ที่รายงานว่าอัตราการเคลื่อนที่ 
ความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิมีค่าสูงขึ้นภายหลังการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอล ในท านอง
เดียวกับ Suzuki and Nagai (2003) ที่รายงานว่าการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลมีผลให้อัตราการเคลื่อนที่
และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิสุกรเพ่ิมขึ้น 

นอกจากนี้การปั่นแยกน้ าเชื้อด้วยสารละลายเพอร์คอลยังสามารถแยกอสุจิที่มีความผิดปกติออกได้ โดย
พบว่าความผิดปกติ ในส่ วนหางของอสุจิสุกรแช่แข็ งภายหลั งการละลายทั้ งแบบหางงอ  (bent tail)                  
แบบหางม้วน (coiled tail) และแบบมีหยดน้ าที่บริเวณส่วนปลายของหาง (distal droplets) มีค่าต่ ากว่าน้ าเชื้อ
แช่แข็งสุกรที่ไม่ผ่านขบวนการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอล สอดคล้องกับการศึกษาของ Matás et al. (2011) 
ทีพ่บว่าว่าการคัดแยกอสุจิสุกรด้วยสารละลายเพอร์คอลสามารถช่วยลดความผิดปกติในส่วนหางและความผิดปกติ
แบบมีหยดน้ าที่บริเวณส่วนปลายของหาง ส่วนความสมบูรณ์ของอะโครโซมพบว่าการปั่นแยกด้วยสารละลาย 
เพอร์คอลไม่มีผลต่ออะโครโซมของอสุจิสุกร โดยอะโครโซมของอสุจิสุกรแช่แข็งที่ผ่านขบวนการปั่นแยกด้วย
สารละลายเพอร์คอลมีความสมบูรณ์ของอะโครโซมไม่แตกต่างกับอะโครโซมของอสุจิสุกรแช่แข็งที่ไม่ผ่านขั้นตอน
การปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอล สอดคล้องกับการศึกษาของ Matás et al. (2011) ที่พบว่าการปั่นแยกอสุจิ
สุกรด้วยจ านวนชั้นและความเข้มข้นของเพอร์คอลที่แตกต่างกันไม่ มีผลต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซม ซึ่ง       
อะโครโซมเป็นส่วนที่ห่อหุ้มเอนไซม์หลายชนิดที่มีความจ าเป็นต่อการปฏิสนธิในระบบสืบพันธุ์เพศเมีย (Senger, 
2012) แต่อย่างไรก็ตามในการทดลองครั้งนี้พบว่าการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลแบบสองชั้นจะมีปริมาณ
อสุจิมีชีวิตสูงกว่าเมื่อปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลแบบชั้นเดียว อาจเนื่องมาจากสารละลายเปอร์คอลแบบสอง
ชั้นมีค่าความหนาแน่นของสารละลายแตกต่างกัน 2 ระดับ คือค่าความเข้มข้น 80% และ 45% โดยอสุจิที่มีชีวิต
และมีรูปร่างปกติจะมีค่าความหนาแน่นมากกว่าและเคลื่อนที่ได้ดีกว่า สามารถผ่านระดับชั้นความเข้มข้นที่
แตกต่างซึ่งคล้ายกับการคัดแยกกันสองระดับได้ดีกว่า อสุจิที่ตายแล้วหรือเคลื่อนที่ไม่ได้ ทั้งนี้อสุจิเหล่านี้จะติดอยู่
ในชั้นความเข้มข้นของเพอร์คอล 80% และ 45% ดังนั้นจึงพบจ านวนอสุจิมีชีวิตจากการปั่นแยกด้วยสารละลาย
เพอร์คอลแบบสองชั้นสูงกว่าจากการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลแบบชั้นเดียวที่ความเข้มข้น 80%          โดย
สอดคล้องกับการศึกษาของ Sharma et al. (1997) ที่เปรียบเทียบระหว่างการคัดแยกอสุจิโดยใช้สารละลายเปอร์
คอลแบบชั้นเดียวและแบบสองชั้น พบว่าการคัดแยกอสุจิโดยใช้สารละลายเปอร์คอลแบบสองชั้น  มีอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิและอสุจิมีชีวิตดีกว่าการคัดแยกอสุจิโดยใช้สารละลายเปอร์คอลแบบชั้นเดียวอย่างมีนัยส าคัญ 



วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 

84 
 

 จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าการเพ่ิมขั้นตอนการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลใน
ขบวนการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรสามารถเพ่ิมคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกร โดยจ านวนอสุจิมีชีวิตเพ่ิมขึ้น                
อสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติลดลง และไม่มีผลต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซม ซึ่งช่วยเพ่ิมโอกาสในการปฏิสนธิได้มาก
ขึ้นส าหรับการผสมเทียมสุกร รวมทั้งการปฏิสนธิภายนอกร่างกาย (IVF) โดยมีรายงานว่า ผลการปฏิสนธิด้วย
เทคนิค IVF โดยการใช้อสุจิสุกรแช่แข็งน ามาผ่านการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอล ให้ผลการปฏิสนธิที่ดีกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับแบบไม่ได้ปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลถึง 50% (Suzuki and Nagai, 2003) นอกจากนี้ 
การปั่นแยกน้ าเชื้อด้วยสารละลายเพอร์คอลยังเป็นการคัดแยกอสุจิที่ตายแล้วออกจากน้ าเชื้อที่จะใช้ผลิตน้ าเชื้อ 
แช่แข็ง ส่งผลให้อนุมูลอิสระออกซิเจน (Reactive Oxygen Species; ROS) ลดลง โดยการศึกษาของ Roca et 
al. (2013) รายงานว่าอสุจิที่ตายแล้วที่มีอยู่ในน้ าเชื้อมีผลเสียต่อการใช้น้ าเชื้อแช่แข็งสุกร โดยพบว่าอสุจิที่ตายจะ
ส่งผลลบต่อการใช้น้ าเชื้อแช่แข็งสุกร ซึ่งอาจเกิดจากการสร้างอนุมูลอิสระออกซิเจนที่ผลิตภายในอสุจิ  
(endogenous ROS) ออกมาในปริมาณมากในระหว่างขบวนการแช่แข็งอสุจิ ดังนั้นการคัดแยกอสุจิที่ตายแล้ว
ออกก่อนการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็ง จึงเป็นการช่วยเพิ่มคุณภาพน้ าเชื้อภายหลังการละลาย 

 โดยทั่วไปเมื่อเก็บรักษาน้ าเชื้อแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 °C จะสามารถคงคุณภาพ 
(quality) และหน้ าที่  (function) ของอสุ จิ ส าหรับการผสมเทียมได้  (Mazur, 1984) แต่อย่ า ง ไรก็ตาม                   
จากการศึกษาของ Li et al. (2018) ได้รายงานว่า คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรสามารถลดลงได้หากเก็บรักษาเป็น
ระยะเวลาที่ยาวนานหลายปีภายใต้ระดับไนโตรเจนเหลว แม้ว่าจ านวนอสุจิสุกรมีชีวิตไม่แตกต่างกัน แต่อัตราการ
เคลื่อนที่และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิลดลงเมื่อเก็บเป็นระยะเวลายาวนานมากกว่า 4 ปี สอดคล้อง
กับการศึกษาของ Fraser et al. (2014) ที่พบว่าการเก็บรักษาน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรเป็นระยะเวลาที่ยาวนาน       
อาจส่งผลให้คุณภาพอสุจิภายหลังการละลาย เช่น อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลายลดลง เป็นต้น 
การใช้เทคนิคการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลจากการศึกษาในครั้งนี้ จึงเป็นการพัฒนาวิธี
เพ่ือเพ่ิมจ านวนอสุจิที่มีคุณภาพให้ดียิ่งขึ้น เพ่ือใช้ในการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง และส่งผลให้คุณภาพน้ าเชื้อ
แช่แข็งภายหลังการละลายดีขึ้นกว่าการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรที่ไม่ได้ปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลทั้งในด้าน
อัตราการเคลื่อนที่ ความเร็วในการเคลื่อนที่  ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ และความสมบูรณ์ของอะโครโซม 
อย่างไรก็ตามการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอล 2 ชั้นจะให้อสุจิมีชีวิตในปริมาณที่สูงกว่าและ
มีความผิดปกติของอสุจิแบบหางม้วนต่ ากว่าแบบปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลชั้นเดียว 

สรุปผลการทดลอง 
การปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยสารละลายเพอร์คอลชั้นเดียวที่ความเข้มข้น 80% และสารละลาย   

เพอร์คอลสองชั้นที่ความเข้มข้น 80% และ 45% มีผลท าให้คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกร ทั้งอัตราการเคลื่อนที่ 
ความเร็วในการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ สูงกว่าการปั่นแยกแบบไม่ใช้สารละลายเพอร์คอล ทั้งนี้
การปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลแบบ 2 ชั้นให้คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งสุกรดีกว่าแบบชั้นเดียว  

ข้อเสนอแนะ 
แม้ว่าการใช้สารละลายเพอร์คอลในขั้นตอนการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาจะสามารถเพ่ิมคุณภาพน้ าเชื้อ

แช่แข็งสุกรภายหลังการละลายได้ดีกว่าการปั่นแยกแบบไม่ใช้สารละลายเพอร์คอล แต่ก็เป็นการเพ่ิมต้นทุนใน
กระบวนการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งสุกร เนื่องจากปริมาตรน้ าเชื้อสุกรที่ค่อนข้างมากเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้
สารละลายเพอร์คอลในสัตว์ชนิดอ่ืนจึงต้องใช้สารละลายเพอร์คอลในปริมาณที่มากกว่า ดังนั้น การเพ่ิมขั้นตอน
การปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลนี้ จึงเหมาะสมต่อการใช้ในด้านการอนุรักษ์สุกรสายพันธุ์ดี มีคุณค่า         
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ทางเศรษฐกิจสูง หรือประยุกต์ใช้กับน้ าเชื้อของพ่อพันธุ์สุกรที่พบปัญหาในการผลิตด้วยวิธีการแช่แข็งแบบปกติ 
เพ่ือให้ได้อสุจิแช่แข็งสุกรภายหลังการละลายที่มีคุณภาพดีหรือประยุกต์ใช้กับเทคโนโลยีชีวภาพชนิดอ่ืน 
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