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สาสน์จากบรรณาธิการบริหาร 

 ในช่วงระยะที่ผ่านมาในแวดวงปศุสัตว์ของประเทศไทยได้พบกับความท้าทายหลายอย่างทั้งโรคอุบัติใหม่ 
ที่ระบาดในสัตว์ ได้แก่ โรคลัมปิ สกิน (Lumpy Skin Diseases) ในโคกระบือ และโรคอหิวาต์แอฟริกาในสุกร 
(African Swine Fever Diseases) เป็นต้น ร่วมกับสถานการณ์การระบาดของโรคติดเชื ้อไวรัสโคโรนา 2019 
(COVID-19) จากเชื้อไวรัส SAR-coV2 ส่งผลกระทบต่อการเลี้ยงสัตว์ในประเทศเป็นอย่างมากทั้งด้านบุคคลากร 
การเลี้ยง อาหาร การรักษาและควบคุมป้องกันโรค ที่สำคัญที่สุดคือผลกระทบต่อสุขภาพสัตว์ซึ่งทำให้ผลผลิตสตัว์
ลดลงทั้งปริมาณและคุณภาพ  

 งานวิจัยที่ตอบโจทย์ต่อการพัฒนาการเลี้ยง ผลิตและขยายพันธุ์สัตว์ให้มีคุณภาพและสุขภาพที่ดีจึงเป็น
สิ่งจำเป็น โดยเฉพาะอย่างยิ่งการพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพชั้นสูงที่ทันสมัยซึ่งเกี่ยวเนื่องกับการสร้างและขยายพันธุ์
สัตว์ ไม่ว่าจะเป็นด้านการผสมเทียม การผลิตน้ำเชื้อและตัวอ่อน ตลอดจนการคัดเลือกและประเมินพันธุกรรมสัตว์
ในระดับดีเอ็นเอและจีโนม ทั้งนี ้ในปี พ.ศ. 2565 สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์จะเริ่มใช้ระบบฐานข้อมูล
ตามมาตรฐานสากลสำหรับการให้บริการแก่ผู้เกี่ยวข้องด้านการจัดการฟาร์มและระบบสืบพันธุ์  รวมทั้งวิทยาการ
ด้านเทคโนโลยีชีวภาพการปศุสัตว์ทั้งหมด โดยการรวบรวม จัดเก็บ และเชื่อมโยงข้อมูลจากระดับฟาร์มที่ได้จาก
การปฏิบัติงานในพื้นที่ และข้อมูลจากห้องปฏิบัติการของสำนักฯ ในรูปแบบของระบบฐานข้อมูลชีวสารสนเทศที่
เกี่ยวข้องกับข้อมูลทางด้านพันธุกรรม จีโนม โครโมโซม ดีเอ็นเอ เซลล์ร่างกาย อสุจิ ตัวอ่อน และลักษณะปรากฏ
ของปศุสัตว์ทุกชนิด ประกอบกับการที่กรมปศุสัตว์ได้มีการจัดทำข้อตกลงกับกระทรวงทรัพยากรธรรมชาติและ
สิ่งแวดล้อมในการให้ความร่วมมือการจัดทำระบบคลังข้อมูลความหลากหลายทางชีวภาพของประเทศไทย ซึ่งจะ
สามารถเชื่อมโยงกับฐานข้อมูลจากหน่วยงานอื่นทั้งภายในและภายนอกประเทศ สามารถอำนวยความสะดวกใน
การสืบค้น ประมวลผล อ้างอิง ซึ่งจะเอื้อต่อการศึกษา ค้นคว้าวิจัยและต่อยอดไปถึงการสร้างนวัตกรรมใหม่ที่มี
ประโยชน์ต่อวงการปศุสัตว์ 

 กองบรรณาธิการวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ (Journal of Biotechnology in Livestock 
Production) จึงคาดหวังว่าบทความวิจัยหรือบทความวิชาการในวารสารนี้จะเป็นส่วนหนึ่งของการพัฒนาทักษะ
ทางด้านงานวิจัยและวิชาการ ตลอดจน สาขาอ่ืน ๆ ที่เกี่ยวข้องแก่นักวิชาการท่ีสนใจ 
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ผู้อำนวยการสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
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ข้อแนะนำสำหรับผู้เขียน 

 วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
เ ป ็ น ว า ร ส า ร ท า ง ว ิ ช า ก า ร ข อ ง ส ำ นั ก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 
กำหนดออกปีละ 1 ฉบับ โดยวารสารจะตีพิมพ์
บทความ ผลงานค้นคว้าวิจัยด้านการผลิตปศุสัตว์ 
ทั้งด้านการพัฒนาและปรับปรุงพันธุ์ การจัดการ
อาหาร สุขภาพ และระบบสืบพันธุ์ ตลอดจนการ
ขยายพันธุ์ และการใช้เทคโนโลยีชีวภาพที่ก้าวหน้า
ในการปรับปรุงและพัฒนาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ
การผลิตปศุสัตว์ด้านต่างๆ ที่กล่าวมาข้างต้น คณะ
ผู้จัดทำวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
ยินดีรับเรื่องจากทุกท่านที่ส่งมาเพื่อเผยแพร่ และ
เพ่ือความสะดวกในการพิจารณา ขอเสนอแนะดังนี้ 
1. เรื่องท่ีจะตีพิมพ์ 
 1.1 ง านทดลอง  ว ิ จ ั ย  ทา ง ว ิ ช า ก า ร 
(Technical/ Research papers) หรือวิทยานิพนธ์ 
เป็นการเสนอผลการวิจัยที่ผู้เขียนได้ทำขึ้นเอง 
 1.2 บทความ  (Articles) และย ่อเอกสาร 
(Literature reviewed) ทางวิชาการ ที ่รวบรวม
ข้อมูล ความคิดเห็นและประสบการณ์ของผู้เขียน 
 1.3 เรื่องอื่นๆ ที่กองบรรณาธิการพิจารณา
เห็นสมควร 
2. ต้นฉบับ 
 2.1 ต ้นฉบ ับท ี ่ส ่ งมาต ีพ ิมพ ์ ในวารสาร
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ ไม่ควรเป็นเรื่อง
ที่เคยเผยแพร่ หรือ กำลังอยู่ระหว่างการพิจารณา
เพ่ือเผยแพร่ในวารสารอื่น 
 2.2 ต้นฉบับเป็นภาษาไทยหรือภาษาอังกฤษ
พิมพ์บนกระดาษ เอ 4 จำนวนไม่เกิน 12 หน้า โดย
จ ั ดพ ิ มพ ์ ด ้ ว ย  Microsoft Word for Windows 
หรือใช้ชนิดและขนาดตัวอักษรตามที่กำหนด  
 2.3 ไม่มีการส่งคืนต้นฉบับ 

 
3. การลำดับเรื่องในต้นฉบับ 
 เพ ื ่อให ้ขบวนการการพ ิจารณาผลงาน
วิชาการและการดำเนินการจัดพิมพ์วารสารเป็นไป
อย่างเรียบร้อยรวดเร็ว และถูกต้อง จึงจำเป็นต้อง
ให้ผู ้เขียนผลงานวิชาการปฏิบัติตามข้อกำหนด
อย่างเคร่งครัด ดังนี้ 
 3.1 ให้ส่งต้นฉบับเอกสารผลงาน จํานวน  
1 ชุด พร้อมไฟล์ Microsoft word  
 3.2 ต้นฉบับผลงานที่ส่งมา ให้ตรวจความ
ถูกต้องของตัวสะกด รูปแบบการจัดพิมพ์ให้ถูกต้อง
ตามท่ีกำหนด 
 3.3 เมื ่อผลงานผ่านการพิจารณาจากกอง 

บรรณาธิการแล้ว จะแจ้งกลับไปยังเจ้าของผลงาน

พร ้อมส ่ งต ้ นฉบ ับ เพ ื ่ อ ให ้ แก ้ ไขตามท ี ่ กอ ง

บรรณาธิการเสนอแนะ 

ส ่ งผลงานท ี ่ แก ้ ไข  ถ ูกต ้องแล ้ วตาม
ข้อแนะนำของกองบรรณาธิการ ในรูปแบบเอกสาร
ไฟล์ Microsoft Word และรูปแบบไฟล์ PDF มายัง   
e-mail : pongpeng.pj@gmail.com  
โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 
ชื่อผลงาน........................................................ 
ชื่อเจ้าของผลงาน............................................. 
ที่อยู่.................................................................   
โทรศัพท์.......................................................... 
E-Mail................................. ............................ 
 
 กรณีมีข้อสงสัย ติดต่อสอบถามได้ที่ 
นางจตุพร  พงษ์เพ็ง 
สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์  
ถ.ติวานนท์ ต.บางกะดี อ.เมือง 
จ. ปทุมธานี 12000 
โทรศัพท ์02-967-9791 หรือ 08-6700-3880 

mailto:pongpeng.pj@gmail.com
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 ดูข้อมูลรายละเอียดเกี่ยวกับข้อแนะนำ
สำหรับผู้เขียนผลงานที่ได้ 
http://www.dld.go.th/biotech 
4. การลำดับเรื่อง 
 4.1 ชื่อเรื่อง (Title) ควรตั้งชื่อให้สั้นและสื่อ
ความหมายให้ชัดเจน และพิมพ์ด้วยอักษร TH 
SarabunPSK ขนาดตัวอักษร 16 และตัวหนา 
 4.2 ชื ่อผ ู ้ เข ียนและผู ้ร ่วมงาน  (Author 
and co - workers) เข ียนช ื ่อนามสก ุลเต ็มทั้ ง
ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ วางก่ึงกลางใต้ชื่อเรื่อง  
 4.3 บทค ัดย ่อ  (Abstract) เข ียนสั้นๆได้
เนื ้อหาครอบคลุมวัตถุประสงค์ วิธ ีการ ผลการ
ทดลอง และสรุปผลการทดลอง ความยาวไม่ควร
เกินหนึ่งหน้ากระดาษ บทคัดย่อต้องมีทั้งภาษาไทย
และภาษาอังกฤษ แยกหน้าต่างหากจากกัน ส่ง 
บรรณาธิการวารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิต    
ปศุสัตว์ สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์    
ถ.ติวานนท์ ต.บางกะดี อ.เมือง จ.ปทุมธานี 12000 
 4.4 คำสำค ัญ  (Key words) เป ็นคำหรือ

ข้อความสั้นๆ ที่มีความหมายแสดงถึงความเป็นไป

ของการทดลองนั้นๆ รวมกันแล้วไม่เกิน 5 คำ หาก

ไม่สามารถแปลเป็นภาษาไทยได้ให้ใช้ภาษาอังกฤษ

แทน โดยการพิมพ์อยู่ใต้บทคัดย่อ (ขึ้นบรรทัดใหม่) 

4.5 เลขทะเบียนวิจัย (Registered No.)    
(ถ้ามี) 

4.6 สังกัดผู้วิจัย และสถานที่ติดต่อ ให้ระบุ
ไว้ในเชิงอรรถ (footnote) โดยให้ใช้ระบบเลขบน
ชื่อ เป็นตัวระบุในเชิงอรรถ เป็นชื่อหน่วยงานที่
สังกัด สถานที่ติดต่อได้สะดวก ให้ครบทุกคน กรณี
ผู้วิจัยอยู่หน่วยงานเดียวกันให้ใช้ตัวยก (super 
script) เดียวกัน 
 4.7 เนื้อหา (Text) สำหรับงานวิจัย
ประกอบด้วย 

 4.7.1 คำนำ (Introduction) อธิบายถึง
ป ัญหาและว ัตถ ุประสงค ์และควรม ีการตรวจ
เอกสาร (literature review) 
 4.7.2 อ ุปกรณ ์และว ิ ธ ี การทดลอง 
(Materials and Methods) อธ ิ บ าย เคร ื ่ อ งมื อ 
อุปกรณ์ท่ีใช้ในการทดลอง วิธีการที่ใช้ ถ้าคิดค้นขึ้น
ควรอธิบายอย่างละเอียด แต่ถ้าเป็นที ่ทราบกัน
โดยทั่วไปให้เขียนในลักษณะอ้างอิงถึง  ถ้าเป็น
เครื่องหมายตราหรือชื่อการค้า ควรทำเป็น foot 
note ไว้ที่ด้านล่างของหน้านั้น 
 4.7.3 ผลการทดลอง (Results) รายงาน
ผลการทดลองเป็นคำบรรยาย ให้ละเอียดและ
เข้าใจง่าย โดยแบ่งเป็นหลายๆ ย่อหน้า และจัด
ข้อความที่มีเนื้อหาเดียวกันไว้ด้วยกัน หากเป็นไป
ได้ควรเสนอในรูปของตารางหรือรูปภาพ  หรือ
กราฟพร้อมทั้งบรรยายประกอบ ทั้งนี้ตาราง รูป 
หรือกราฟ ไม่ควรแสดงผลที่เหมือนกัน 
 - ตาราง (Tables) ควรพิมพ์ให้ชัดเจน
เหมาะกับหน้า ต้องมีความหมายในตัวเอง และมี
คำอธิบายตารางอยู่เหนือตารางนั้น 
 - รูปภาพ (Figures) ควรเป็นภาพขาว – 
ดำ หรือภาพสี และอธิบายรายละเอียดไว้ใต้รูปนั้น 
 4.7.4 วิจารณ์  (Discussion) เป ็นการ
วิจารณ์ผลการทดลอง โดยมีจุดมุ่งหมาย เพื่อให้
ผู ้อื ่นเห็นคล้อยถึงหลักการที่แสดงออกมาจากผล
การทดลอง หรือเพ่ือสนับสนุน หรือคัดค้านทฤษฎี
ที่มีผู้เสนอมาก่อน หรือเพื่อเปรียบเทียบกับผลการ
ทดลองและการตีความหมายของผู้อื่น ผู้เขียนควร
พยายามเน้นถึงปัญหาหรือข้อโต้แย้งในสาระสำคัญ
ของเรื่องที่กำลังกล่าวถึง ตลอดจนข้อเสนอแนะเพ่ือ
การวิจัยในอนาคตและลู่ทางที่จะนำผลไปใช้เป็น
ประโยชน์ 
 4.7.5 ส ร ุ ป ผ ล ก า ร ท ด ล อ ง 
(Conclusion) ควรเป็นใจความที ่สำคัญ กระชับ
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เป็นไปตามวัตถุประสงค์และคุณค่าของงานเพื่อให้
ผู้อ่านเข้าใจง่ายขึ้น 
 4.7.6 ข้อเสนอแนะ (Suggestion) เป็น
การเสนอให ้นำผลงานว ิจ ัย ไปใช ้ประโยชน์  
(application) ใครหรือหน่วยงานใด ควรทำอะไร 
คำนึงถึงสิ ่งใดบ้าง ควรปรับปรุง พัฒนาอย่างไร 
และควรแสดงผลกระทบจากการนำไปใช้ด้วย 
 4.7.7 กิตติกรรมประกาศ 
(Acknowledgement) ควรมีในกรณีที่ได้รับความ
ช่วยเหลือ หรือความร่วมมือที่สนับสนุนงาน
ค้นคว้าวิจัยนั้นๆ 
 4.7.8 เอกสารอ้างอิง (References) 
 ก. กรณีที่อ้างอิงในเนื้อเรื่อง ควรอ้างอิง
ดังนี้คือ 
 1) กรณีที่อ้างจากการตรวจเอกสาร 
โดยผู้อ่ืนให้ใช้คำว่า อ้างถึงโดย (cited by) 
 2) กรณีผู้รายงานเอกสารเป็นคนไทย 
เมื่อเป็นประธานของประโยค ใช้ “สาโรชและสาย
ใจ (2562), สายใจและคณะ (2562) กล่าวว่า.......” 
หรือเมื่อรายงานอยู่กลาง หรือท้ายประโยค ใช้ 
(สาโรชและสายใจ, 2562) หรือมีเอกสารอ้างอิงใน
เรื่องเดียวกันมากกว่า 1 ฉบับ ให้ใช้ (สายัณห์และ
คณะ, 2561; จรรยาพรและวรพงษ์, 2562; .....) 
 3) กรณีผ ู ้รายงานเอกสารเป ็นชาว
ต ่างประเทศ  เม ื ่อเป ็นประธานของประโยค 
ใช้“Szyda and Komisarek (2007), Rychtarova 
et al. (2014) กล่าวว่า......... “ หรือเมื่อผู้รายงาน
อยู่ระหว่างกลางหรือท้ายประโยค ใช้ (Szyda and 
Komisarek, 2007; Rychtarova et al., 2014; 
.............) 
 4) กรณีอ้างถึงบุคคลหรือเรื่องที่ไม่เคย

ลงพิมพ์มาก่อน (personal communication) ให้

อ้างเฉพาะในเนื้อเรื ่องเท่านั้น ไม่ต้องนำไปลงใน

รายชื ่อเอกสารอ้างอิง เช ่น .....similar results 

(Walker, J.M., unpublished data), .......for 

other protocols (Walker, J.M., personal 

communication) 

 ข . การเข ียนเอกสารอ ้างอ ิงท ้ายเร ื ่อง  
 ควรขึ ้นต้นเอกสารอ้างอิงภาษาไทยก่อน 
เขียนเรียงตามลำดับพยัญชนะของผู้เขียน  
 
 
 1) กรณีอ้างอิงจากวารสาร  ให้ระบุชื่อ
ผู้เขียน ถ้าเป็นภาษาอังกฤษคนแรกใช้ชื่อสกุลตาม
ด้วยชื่อย่อของผู้แต่ง ผู้เขียนในลำดับถัดมาให้ใช้ชื่อ
ย่อขึ้นก่อนแล้วตามด้วยชื่อสกุล แล้วตามด้วยปี ชื่อ
เรื ่องวารสาร ปีที่ ฉบับที่ และหน้าที ่อ้างอิง ดัง
ตัวอย่าง 
สา โ รช  งามขำ  และ  สายใจ  ช ื ่ นส ุ ข . 2562. 

การศ ึกษาความส ัมพ ันธ ์ของร ูปแบบยีน 
Butyrophilin แ ล ะ  DGAT1 ท ี ่ ม ี ผ ล ต่ อ
องค์ประกอบและปริมาณน้ำนมในโคพันธุ์
ทรอปิคอลโฮลสไตน์ด้วยวิธี Real-time PCR. 
วารสารเทคโนโลยี ชีวภาพการผลิตปศุสัตว์. 
10:1-13. 

จรรยาพร รุ ่งเรืองศักดิ ์ และ วรพงษ์ พงษ์ศิริ . 
2562. ความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีน PDC-
109 ใน seminal plasma ของพ่อพันธุ์โคนม             
ทรอปิคอลโฮลสไตน์ต่อความสามารถในการ
แช่แข็งน้ำเชื้อ. วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการ
ผลิตปศุสัตว์. 10:58-74.  

Sarsaifi, K., A.W. Haron, J. Vejayan, R. Yusoff, 
H. Hani, M.A. Omar, L.W. Hong, N. 
Yimer, J.T. Ying and A.M. Othman. 2015. 
Two- dimensional polyacrylamide gel 
electrophoresis of Bali bull (Bos 
javanicus) seminal plasma proteins and 
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their relationship with semen quality. 
Theriogenology. 84(6):956-968. 

 2) กรณีอ้างอิงจากตำรา ให้ระบุชื่อผู้เขียน 
ปีที่ตีพิมพ์ ชื่อเรื่อง ชื่อตำรา (พิมพ์ครั้งที่เท่าใดและ
บรรณาธิการหากมี) สำนักพิมพ์ เมืองที่พิมพ์ หน้า
แรกและหน้าสุดท้ายที่อ้างถึง ดังตัวอย่าง 
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. 

 3) กรณีอ้างอิงจากเว็บไซด์ (Online 
references) ดังตัวอย่าง 
Lacorte, G.A., M.A. Machado, M.L. Martinez, 

A.L. Campos, R.P. Maciel, R.S. 
Verneque, R.L. Teodoro, M.G.C.D. 
Peixoto, M.R.S. Carlvaho, and C.G. 
Fonseca. 2006. DGAT1 K232A 
polymorphism in Brazillian cattle 
breeds. Genetics and Molecular 
Research. 
Online.http://www.funpecrp.com.br[ 
access date: 24/7/2007]. 

จันทรา แป้นตุ้ม จุฑาพร ศรีวิพัฒน์ วรวิทย์ แสงสิง
แก้ว และ พ่ึงพิศ ดุลยพัชร์. 2541. อาหารจาก
ข้าวโพด.คู่มือการส่งเสริมการเกษตรที่ 43. 
แหล่งที่มา: 

 http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.ht
m. 27 มีนาคม 2541. 

 
5. การพิมพ์ผลงานทางวิชาการ 

 ตัวพิมพ์ ให้ใช้เครื ่องพิมพ์ (Printer) หมึก
พิมพ์ต้องเป็นสีดำ คมชัด สะดวกแก่การอ่านและใช้
ต ัวพิมพ์แบบเด ียวกันทั ้งฉบับ  กรณีใช ้เคร ื ่อง
คอมพิวเตอร์พิมพ์เนื ้อความให้ใช้ตัวอักษร  TH 
Sarabun PSK 16 ตัวปกติ เท่านั ้น ยกเว้นหัวข้อ
ใหญ่ เช่น ชื่อเรื่อง บทคัดย่อ บทนำ อุปกรณ์และ
วิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และ
เอกสารอ้างอิง พิมพ์โดยใช้ต ัวอักษรแบบหนา 
(Bold) ขนาด 16 ส่วนหัวข้อย่อย เช่น ชื ่อผู ้ว ิจัย
และคณะ คำสำคัญ ตาราง รูปภาพ เป็นต้น พิมพ์
โดย ใช ้ ต ั วอ ั กษรแบบหนา  (Bold) ขนาด  16 
กระดาษที่ใช้พิมพ์ ให้ใช้กระดาษขาวไม่มีบรรทัด 
ขนาดมาตรฐาน A4 (210 X 297 มม.) ใช้เพียงหน้k
เดียว 
การเว้นที่ว่างขอบกระดาษ 
 - ตั้งก้ันหน้าบนและซ้ายไว้ที่ 2.5 เซนติเมตร 
 - ด้านขวาและด้านล่างไว้ที่ 2.0 เซนติเมตร

 การเว้นระยะในการพิมพ์ 

 - การเว้นระยะระหว่างบรรทัดและการย่อ

หน้า ควรจัดตามความสวยงาม 

 - กรณีคำสุดท้ายไม่จบบรรทัดนั้นๆ ให้ยกคำ
นั้นทั้งคำไปพิมพ์ในบรรทัดต่อไป ไม่ควรตัดส่วย
ท้ายของ คำไปพิมพ์ในบรรทัดใหม่ เช่น กระบือ
ปลัก ไม่ให้แยกเป็น กระบือ-ปลัก เป็นต้น 
จุลชีพ เช่น Escherichia coli หรือพิมพ์ตัวเอน 
Escherichia coli 
 - หลังเครื่องหมาย . และ , หรือ; เคาะ 1 
เคาะพืช เช่น Oryza sativa หรือพิมพ์ตัวเอน 
Oryza sativa 
 - ระหว่างคำสุดท้าย กับเครื่องหมาย . และ 
, ไม่เว้นช่องว่าง สัตว์ เช่น Bos taurus หรือ พิมพ์
ด้วยตัวเอน Bos taurus 
 - ไม่ต้องเว้นช่องว่าง ระหว่างวงเล็บ และคำ
ข้างในวงเล็บ เช่น (รพีพรรณ และคณะ) 

http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.%2027%20มีนาคม%202541
http://www.ku.ac.th/agri/cornn/corn.htm.%2027%20มีนาคม%202541


 Journal of Biotechnology in Livestock Production    vvvvvvv 

 

viii 

  การลำดับหน้า 
 - ลำดับหน้าโดยใช้หมายเลข 1,2,3...... 
ที่ก่ึงกลางหน้ากระดาษ 
 ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ 
 - ตารางประกอบด้วย  เลขที ่ของตาราง 
(table number) ชื่อของตาราง (table title) หัว
ตาราง (table heading) และที่มาของตาราง (ถ้า
มี) โดยให้ทำเป็นภาษาอังกฤษหรือภาษาไทยทั้ง
ตาราง พิมพ์อยู่ในหน้าเดียวกันทั้งหมด 
 - กรณีตารางมีความยาวมาก ไม่สามารถ
สิ้นสุดในหน้าเดียวได้ ให้พิมพ์ส่วนที่เหลือในหน้า
ถัดไปโดยพิมพ์เลขที่ตารางและตามด้วยคำว่า (ต่อ) 
 - กรณีรูปภาพ แผนที่ แผนภูมิ กราฟ ควร
เป็นภาพขาวดำ และใช้แนวทางข้างต้น 
 การพิมพ์ชื่อวิทยาศาสตร์ของสิ่งมีชีวิต ให้

ใช้ตามประมวลนามศาสตร์สากล (International 

code of nomenclature) ค ือ  ข ีดเส ้นใต้  หรือ 

พิมพ์ด้วยตัวเอน ชื่อวิทยาศาสตร์เป็นไปตามการตั้ง

ชื่อ 
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เรื่อง หน้า 

1. ผลของการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลต่อคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งและรูปแบบของโปรตีน
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(จรรยาพร รุ่งเรืองศักดิ์   วรพงษ์ พงษ์ศิริ   ณัฐธิญา แสงเรือง   วิลาสินี อินญาวิเลิศ) 
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20 

3. เทคนิคการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธ ี Laparoscopic Ovum Pick-Up (LOPU)  
และการผลิตตัวอ่อนแพะด้วยวิธีปฏิสนธินอกร่างกาย 

(พิงค์ลานนา กุญชร   อรรถพล พรประไพ) 

 

47 
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ผลของการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลต่อคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งและรูปแบบของโปรตีนในอสุจิโคเนื้อ  

จรรยาพร รุ่งเรืองศักดิ์1/ วรพงษ์ พงษ์ศิริ1/  ณัฐธิญา แสงเรือง1/  วิลาสินี อินญาวิเลิศ2/  

บทคัดย่อ 

กระบวนการผลิตน้ำเชื้อแช่แข็งมีผลกระทบต่อคุณลักษณะเซลล์อสุจิและอัตราการผสมติด เนื่องจากมี
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทำให้อนุมูลอิสระเพ่ิมสูงขึ้นส่งผลให้คุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งลดลงได้ วัตถุประสงค์ของ
การศึกษาครั้งนี้ เพื่อศึกษาผลของการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลที่ระดับความเข้มข้นต่างกันในสารละลาย
เจือจางน้ำเชื ้อที ่ส ่งผลต่อคุณภาพน้ำเชื ้อภายหลังการแช่แข็ง และรูปแบบของโปรตีนในอสุจิโคเนื้อ                     
โดยใช้น้ำเชื้อพ่อพันธุ์โคเนื้อ จำนวน 8 ตัว รีดสัปดาห์ละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 3 สัปดาห์ นำน้ำเชื้อของพ่อพันธุ์                 
แต่ละตัวที่รีดเก็บได้ แบ่งออกเป็น 4 ส่วนเท่าๆ กัน ดังนี้  กลุ่มที่ 1 กลุ่มควบคุมเจือจางด้วยน้ำยา Tris-citrate 
egg yolk แต่ไม่เสริมสารแกมมา-โอรีซานอล กลุ่มทดลองที่ 2-4 เจือจางด้วยน้ำยา Tris-citrate egg yolk              
ที ่เสริมสารแกมมา-โอรีซานอลความเข้มข้น 0.1 0.25 และ 0.5 mM ตามลำดับ และนำเข้าสู ่กระบวน              
การแช่แข็ง จากนั้นทำการประเมินคุณภาพน้ำเชื้อจากอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิด้วยเครื่องวิเคราะห์คุณภาพ
น ้ำเช ื ้อ (Computer assisted sperm analyzer, CASA) และร ูปแบบการแสดงออกของโปรต ีนด ้วย                
เทคนิค Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) ร่วมกับเทคนิค 
Two-Dimensional Polyacrylamide Gel Electrophoresis (2D-PAGE) ผลการศ ึกษาพบว ่า การเสริม
แกมมา-โอรีซานอลที่ระดับความเข้มข้น 0.25 และ 0.5 mM ทำให้อัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการเคลื่อนไป
ข้างหน้าของอสุจิมีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) สำหรับรูปแบบการแสดงออกของ
โปรตีนเมื่อมกีารเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล ที่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM จะพบปริมาณโปรตีนที่มีน้ำหนัก
โมเลกุล 75 และ 130kDa สูงกว่ากลุ่มควบคุม ยิ่งไปกว่านั้นเมื่อทำการศึกษาด้วยเทคนิค 2D-PAGE พบว่า  
กลุ ่มที ่มีการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล 0.25 mM มีความเข้มข้นของโปรตีนจำนวน 12 จุด สูงกว่า 
กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่กลุ่มควบคุมมีระดับความเข้มข้นของโปรตีน 3 จุด 
สูงกว่ากลุ่มที่เสริมด้วยสารแกมมา-โอรีซานอล ที่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P<0.05) ทั้งนี้เมื่อวิเคราะห์ด้วยเครื่อง LC-MS พบโปรตีนทั้งหมด 9 ชนิด ที่มีความเกี่ยวข้องกับอสุจิ ได้แก่ 
Alpha-enolase, Phospholipid hydroperoxide, Glutathione peroxidase, Glutathione  
S-transferase Mu1, Tektin-3, Outer dense fiber protein 2, Tubulin alpha-3 chain, ATP synthase 
subunit beta และ Tektin 5 ซึ่งโปรตีนที่พบเหล่านี้อาจใช้เป็นเครื่องหมายบ่งชี้ทางชีวภาพที่ใช้ในการในการ
ทำนายคุณภาพน้ำเชื้อภายหลังการแช่แข็งต่อไป 

คำสำคัญ: แกมมา-โอรีซานอล น้ำเชื้อแช่แข็งโค สารละลายเจือจางน้ำเชื้อ  
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Effect of Gamma-oryzanol supplementation on  
frozen semen quality and spermatozoa proteomic profile in beef cattle 

Janyaporn Rungruangsak1/  Worapong pongsiri1/  Nattiya Saengruang1/  Wilasinee inyawilert2/ 

Abstract 

Semen cryopreservation procedure induces damage to sperm characteristics and fertilizing ability 
as a result of the increase in reactive oxygen species caused by temperature changes can reduce frozen 
semen quality. The aims of this study were to evaluate the effect of different concentrations of Gamma-
oryzanol supplementation in extender on the frozen semen quality in bull as well as the protein patterns 
in beef bull sperm. Four bulls were used for semen collection in which each was collected 3 weeks 
continuously. Each ejaculate was divided to 4 equal aliquots. After dilution with Tris-citrate egg yolk 
extender, Gamma-oryzanol was supplemented at the amount of 0 (as a control), 0.1, 0.25, and 0.5 mM 
into semen extender, and the diluted semen samples were cryopreserved. After cryopreservation 
process, computer Assisted sperm Analyzer (CASA), Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis (SDS-PAGE) and Two-Dimensional Gel Electrophoresis (2D gel) were used to evaluate 
spermatozoa viability, motility, and protein expression pattern after cryopreservation. The results showed 
that supplementation of either 0.25 or 0.5 mM Gamma-oryzanol in semen extender resulted in higher 
percentage of total and progressive sperm motility than control with statistical significance (P<0.05). For 
protein patterns, the supplementation of Gamma-oryzanol at 0.25 mM showed higher amount of 75 
and 130 kDa proteins than those of the control group. Moreover, using 2D-PAGE technique showed there 
were 12 points of protein intensity of the 0.25 mM Gamma-oryzanol supplementation group that were 
significantly higher than those of the control group (P<0.05) whereas  3 points of protein intensity of the 
control group were significantly higher than those of the 0.25 mM Gamma-oryzanol supplementation 
group (P<0.05). Furthermore, using LC-MS machine revealed 9 proteins associated with spermatozoa 
such as Alpha-enolase, Phospholipid hydroperoxide, Glutathione peroxidase, Glutathione S-transferase 
Mu1, Tektin-3, Outer dense fiber protein 2, Tubulin alpha-3 chain, ATP synthase subunit beta and Tektin 
5. These proteins might be used as biomarkers for frozen semen quality evaluation in the future.  

Keywords: Gamma-oryzanol, Bull frozen semen, Semen extender  
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คำนำ  

การผสมเทียมโคด้วยน้ำเชื้อแช่แข็งเป็นวิธีที่แพร่หลายไปทั่วโลก แต่ข้อจำกัดคือคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็ง

ลดลงหลังการละลาย เนื่องจากในขั้นตอนการแช่แข็งน้ำเชื้อจะเกิดผลึกน้ำแข็งใน เซลล์อสุจิทำให้เกิดสภาพ               

cold shock ส่งผลให้เกิดภาวะ osmotic stress และ oxidative stress ทำให้ปริมาณสารอนุมูลอิสระเพ่ิมข้ึน  

(Bailey et al., 2008; Johnson, 2000) เกิดการสูญเสียกรดไขมันไม่อ่ิมตัวที ่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจาก

ปฏิกิริยา lipid peroxidation และทำให้ดีเอ็นเอของเซลล์อสุจิเกิดความเสียหาย (DNA damage) และส่งผล

ให้อสุจิมีชีวิตลดลง (Amidi et al., 2016; Qadeer et al., 2016) นอกจากนี้ยังทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลง

ลักษณะรูปร่างของอสุจิ (Sperm morphology) และการเคลื่อนที่ของอสุจิ (Sperm motility) น้ำมันรำข้าวมี

สารต้านอนุมูลอิสระที ่สำคัญหลายชนิด ได้แก่ วิตามินอี  (กลุ ่มโทโคเฟอรอล และโทโคไตรอินอล ) และ                 

แกมมา-โอรีซานอล (Gamma-oryzanol) โดยเฉพาะอย่างยิ่ง สารแกมมา–โอรีซานอลซ่ึงเป็นสารธรรมชาติที่มี

คุณค่าทางโภชนาการสูง มีคุณสมบัติในการต้านอนุมูลอิสระได้สูงกว่าวิตามินอีถึง 6 เท่า (Petal and Naik, 

2004) โดยสารแกมมา-โอรีซานอลสามารถป้องกันการเกิดออกซิเดชั่นของกรดไขมันอิ่มตัว ลดการเสื่อมสภาพ

ของเซลล์ (ฉลวย ทับศรีม่วงพรวน, 2555) มีรายงานว่า การเสริมสารแกมมา- โอรีซานอลจากน้ำมันรำข้าวใน                 

น้ำยาเจือจางน้ำเชื้อ lactose-egg yolk (LEY) สามารถเพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งสุกร ซึ่งอาจเกิดจากการลด

อนุมูลอิสระที่จะทำลายเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง (Chanapiwat and Kaeoket, 2015)            

มีการศึกษาเกี่ยวกับสารต้านอนุมูลอิสระหลายชนิดที่อาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงกลไกการสร้าง
โปรตีนโดยใช้เทคนิคโปรติโอมิกส์ในสัตว์ชนิดต่างๆ โดยเฉพาะอย่างยิ ่งในโคและสุกร (Lippolis and 

Reinhardt, 2008) โดย Rodríguez‐Martínez et al. (2011) ได้รายงานการศึกษาเกี่ยวกับ biomarker ใน
สัตว์รวมถึง องค์ประกอบของน้ำเชื้อ และ seminal plasma ที่มีความสัมพันธ์กับความสมบูรณ์พันธุ์ และจาก
การศึกษาของ Towhidi and Parks (2012) พบว่าโปรตีนในอสุจิโคที่มีอัตราการผสมติดสูง เมื่อเปรียบเทียบ
กับอสุจิโคที่ให้อัตราการผสมติดต่ำจะมีรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนที่แตกต่างกัน ปัจจุบัน เทคนิคที่ใช้
ว ิเคราะห์ด้านโปรติโอมิกส์มีหลายวิธี เช่น Two-dimensional  Polyacrylamide Gel Electrophoresis   
(2D-PAGE) และ Mass Spectrometry (MS) เป็นต้น โดยวิธีเหล่านี้สามารถบอกถึงข้อมูลพื้นฐานที่เกี่ยวข้อง
กับการแสดงออกของโปรตีนที่มีความจำเพาะในอสุจิได้ ทำให้มีความสำคัญในการระบุตัวบ่งชี้ที่เหมาะสมเพ่ือ
ใช้ในการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่มีความสมบูรณ์พันธุ์ (Xu et al., 2012) การนำเทคนิคโปรติโอมิกส์มาประยุกต์ใช้
เพ่ือศึกษาเก่ียวกับคุณภาพน้ำเชื้อในเชิงลึกน่าจะทำให้เกิดประโยชน์ต่อการประเมินคุณภาพน้ำเชื้อ 

การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของการเติมสารต้านอนุมูลอิสระชนิด แกมมา-โอรีซานอลที่
สกัดจากน้ำมันรำข้าวในน้ำยาเจือจางน้ำเชื้อโคต่อคุณภาพน้ำเชื้อ ตลอดจนชนิดและรูปแบบการแสดงออกที่
แตกต่างกันของโปรตีนในอสุจิ 
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อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง 

พ่อพันธุ์โคเนื้อสายพันธุ์บราห์มัน อายุ 4-11 ปี จำนวน 8 ตัว จากศูนย์วิจัยและผลิตน้ำเชื้อแช่แข็ง                 

พ่อพันธุ์ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ตำบลท่าพระ อำเภอเมือง จังหวัดขอนแก่น โดยเป็นพ่อพันธุ์ที่กำลังใช้ผลิต

น้ำเชื้อแช่แข็ง ทำการรีดน้ำเชื้อสดโดยใช้ช่องคลอดเทียม (Artificial vagina, AV) โดยน้ำเชื้อที่จะนำไปใช้ใน

การทดลองต้องผ่านเกณฑ์คือมีปริมาตรน้ำเชื้อสดที่รีดได้แต่ละครั้ง ไม่น้อยกว่า 5 ml มีความเข้มข้นของอสุจิ

มากกว่า 0.5 ×109 cells/ml และมีอัตราการเคลื่อนที่ไม่ต่ำกว่าร้อยละ 70  

การวางแผนการทดลอง 

           วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) กำหนดให้พ่อพันธุ์                
แต่ละตัว (individual) เป็นบล็อก (block) โดยนำน้ำเชื้อสดที่รีดเก็บได้ และผ่านเกณฑ์การตรวจคุณภาพ
เบื้องต้น มาเจือจางด้วยสารละลายเจือจางน้ำเชื้อ egg yolk-tris ตามวิธีการผลิตน้ำเชื้อแช่แข็งของศูนย์วิจัย
และผลิตน้ำเชื ้อแช่แข็งพ่อพันธุ ์ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ ให้ได้ความเข้มข้นของอสุจิเท่ากับ 120x106 
cells/ml และแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มเท่าๆ กัน ดังต่อไปนี้ 

  กลุ่มท่ี 1 เป็นกลุ่มควบคุม ไม่เสริมสารแกมมา-โอรีซานอล 
          กลุ่มท่ี 2 เป็นกลุ่มทดลองที่ เสริมสารแกมมา-โอรีซานอลความเข้มข้น 0.1 mM 

  กลุ่มท่ี 3 เป็นกลุ่มทดลองที่ เสริมสารแกมมา-โอรีซานอลความเข้มข้น 0.25 mM 

  กลุ่มท่ี 4 เป็นกลุ่มทดลองที่ เสริมสารแกมมา-โอรีซานอลความเข้มข้น 0.5 mM 

การบรรจุและแช่แข็ง 

  นำน้ำเชื้อที่ผ่านการเจือจางและเสริมด้วยสารแกมมา -โอรีซานอลความเข้มข้นที่ความเข้มข้นต่างๆ 
บรรจุใส่ในหลอดน้ำเชื้อขนาด 0.25 ml บ่มและปรับสมดุลที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนั้นทำการ
แช่แข็งด้วยเครื่องแช่แข็งแบบอัตโนมัติ และนำไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวทันทีจนกว่าจะถึงเวลาทดสอบ  

การตรวจสอบคุณภาพน้ำเชื้อหลังการแช่แข็ง 

          ตรวจสอบคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งภายหลังการเก็บรักษาใต้ระดับไนโตรเจนเหลวเป็นเวลาอย่างน้อย 24 

ชั่วโมง โดยสุ่มน้ำเชื้อแช่แข็งจากพ่อพันธุ์ทุกชุดการผลิตๆ ละ 3 หลอดจากแต่ละกลุ่มทดลอง ทำการละลายโดย

แช่ในน้ำอุ่นที่อุณหภูมิ 37 ºC เป็นเวลา 30 วินาที และบ่มตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ 37 °C ตลอดการตรวจคุณภาพ 

จากนั้นทำการตรวจคุณภาพน้ำเชื้อ ด้วยเครื่อง CASA (Computer Assisted Sperm Analyzer) ดังนี้ 
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1) อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ (total motility; %) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ (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 

คำนวณจากจุดหนึ่งไปยังอีกจุดหนึ่งในแนวเส้นตรงในช่วงระยะเวลา 1 วินาที 
- Curvilinear Velocity (VCL; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีโค้ง เป็นการคำนวณ 

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 ซึ่งคำนวณจากอัตราส่วนความเร็ว 

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

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

เฉลี่ยของการเคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย  

การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในอสุจิโคจากน้ำหนักโมเลกุล ด้วยเทคนิค Sodium Dodecyl 
Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

นำตัวอย่างน้ำเชื้อจากกลุ่มควบคุมและกลุ ่มทดลองที ่มีคุณภาพน้ำเชื้อสูงสุด (0.25 mM)  
มาสกัดโปรตีน ดังนี้ละลายน้ำเชื้อแช่แข็ง 3 หลอด/พ่อพันธุ์/ชุดการผลิต โดยแช่ในน้ำอุ่นที่อุณหภูมิ 37 ºC 
เป็นเวลา 30 วินาที จากนั้นนำไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1800 x g ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที  
เพื่อแยกเซลล์อสุจิออกจากสารละลายเจือจาง หลังจากนั้นล้างด้วย 20% glycerol ใน Phosphate buffer 
saline (PBS) และนำไปปั่นเหวี่ยง 1800 x g ที่อุณหภูมิ 4 ºC เป็นเวลา 5 นาที ทำการสกัดและหาปริมาณ

โปรตีนรวมชองอสุจิโดยวิธี Bradford protein assay (Bradford, 1976) และเก็บไว้ที่ตู้แช่อุณหภูมิ -80C 
จนกว่าจะถึงการทดสอบ จากนั้นทําการแยกโปรตีนใน 4.5% stacking gel โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 85 
โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที ต่อด้วย ใน 10 % separating gel ที่ 125 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที บันทึกผล
รูปแบบโปรตีนบนแผ นเจล โดยใช เครื่อง gel document system (Biorad, Sweden) 
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การวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกโปรตีนของตัวอสุจิโคด้วยเทคนิค two-dimensional 

Polyacrylamide gel electrophoresis (2D-PAGE) 

  สกัดโปรตีนรวมจากอสุจิโคของกลุ่มควบคุม และกลุ่มทดลองที่มีคุณภาพน้ำเชื้อสูงสุด (0.25 mM) 
ด้วยเทคนิค 2D-PADGE ข้างต้นให้มีความเข้มข้น 200 ไมโครกรัม/ตัวอย่าง ทำการแยกโปรตีนรวมที่สกัดได้ 
ใน immobilized strips (GE Healthcare, Sweden) ที่ความต่างศักย์ 100 V/1h, 500 V/2h, 500 V/4h, 
1000V over 1h, 8000V over 3h, 8000V 2.5h อุณหภูมิ 20 ºC หลังจากนั ้นปรับสมดุลสารละลาย  
ทำการล้าง strip ด้วย 1X SDS-running buffer และวาง IPG strip ลงสบน 12.5% SDS-PAGE และใส่ 0.5 
%  (w/ v)  Agarose IEF (GE Healthcare, Sweden)  solution (0. 5% agarose in the SDS- running 
buffer) ต่อด้วยการแยกโปรตีนด้วยความต่างศักย์ 600 V และล้างสีย้อมด้วย destain solution จนกว่าจะ
เห็นจุดโปรตีน (protein spot) ชัดเจน ทำการถ่ายภาพเจลด้วย scanned (400dpi)  ChemiDoc™ Touch 
Imaging System (BIO-RAD) จากนั้นนำเจลแช่ใน 0.1% acetic acid ที่ 4°C จนกระทั่งทำการตัดเก็บจุด
โปรตีน 

การวิเคราะห์ชนิดโปรตีนด้วย Liquid Chromatography - Mass Spectrometry (LC-MS)  

  ทำการตัดจุดโปรตีนจากเจล 2D-PAGE ขนาด 1x1 mm3 ล้างด้วย 100% acetonitrile (ACN)       
เพื่อดึงน้ำออกจากจุดโปรตีน จำนวน 2 ครั้ง และเติม 10 mM TBP in 10 mM ammonium bicarbonate 
ที่อุณหภูมิ 60 ºC เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ทำการแอลกิเลชั่น (alkylation) ด้วย 100 mM Iodoacetamide (IAA) 
และ 10 mM ammonium bicarbonate ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 45 นาที ในที่มืด จากนั้น ทำการดึงน้ำ
ออกจากจุดโปรตีนด้วย 100 ACN ซ้ำอีก 2 ครั้ง เติมทริปซิน (trypsin) เพ่ือย่อยจุดโปรตีน และบ่มที่อุณหภูมิ 
37 ºC จากนั้นเติม 50 ACN ใน 0.1 formic acids จำนวน 30 µl. ลงในจุดโปรตีน และทำการบ่มต่อที่
อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที บนเครื่องเขย่า (shaker) นำโปรตีนที่สกัดได้มาทำให้แห้งที่อุณหภูมิ 44 ºC 
และเติม 0.1% formic acid ก่อนทำการวิเคราะห์ด้วยเครื ่อง LC-MS เพื่อระบุชนิดของโปรตีน หลังจาก
วิเคราะห์ความแตกต่างของระดับความเข้มข้นของจุดโปรตีนทางสถิติ ทำการตัดจุดโปรตีนทั้ง 2 กลุ่ม คือ      
กลุ ่มควบคุมและกลุ ่มที ่เสร ิมสารแกมมา-โอรีซานอล ที ่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM จำนวน 15 จุด                        
ย่อยโปรตีนด้วยเอนไซม์ทริปซิน และวิเคราะห์ชนิดโปรตีนด้วย tandem-mass spectroscopy หลังจาก
วิเคราะห์ตัวอย่างเสร็จแล้ว ข้อมูล Mass spectra จะถูกนำไปวิเคราะห์ผลโดยอัตโนมัติที่โปรแกรมวิเคราะห์
ข้อมูล เพื ่อหา MS/MS spectra ประจุ และขนาดโมเลกุลของเปปไทด์ เพื ่อสร้างรูปแบบข้อมูล Mascot 
generic file (mgf) โดยนำไฟล์ mgf  ซึ่งเป็นข้อมูล MS/MS ion ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับข้อมูลโปรตีนที่อยู่ใน
ฐานข ้อม ูลโดยการใช ้  Mascot database search  ท ี ่ เป ็นโปรแกรมออนไลน ์ของ Matrix Science 
(http://www.matrixscience.com) เพ่ือวิเคราะห์ข้อมูล MS/MS ion ของเปปไทด์  

http://www.matrixscience/
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การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลของทั้ง 4 กลุ่มทดลอง ด้วย one-way analysis of variance (one-
way ANOVA) เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Tukey’s multiple comparison test และเปรียบเทียบค่าความ
เข้มข้นโปรตีนของสองกลุ่มที่มีความแตกต่างกันคือกลุ่มควบคุม และ กลุ่มทดลองที่ให้ผลคุณภาพน้ำเชื้อดีที่สุด 
ด้วย t-test for independent samples ทั้งนี้ การวิเคราะห์ทางสถิติของการทดลองดังกล่าวฯ นี้ กำหนดค่า
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญที่ระดับร้อยละ 95 (P<0.05) โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ R commander version 
4.1.1 (R Core Team, 2021) 

ผลการทดลอง 

คุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย 

จาก Table 1 ผลการวิเคราะห์คุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งโคภายหลังการละลาย พบว่าอัตราการเคลื่อนที่
และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิจากกลุ่มที่เสริมด้วยแกมมา-โอรีซานอลในทุกระดับความเข้มข้น 
(0.1, 0.25 และ 0.5 mM) สูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ไม่ได้เสริมสารแกมมา- โอรีซานอลอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P<0.05) และกลุ่มที่เสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในปริมาณ 0.25 และ 0.5 mM  มีอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของ
อสุจิสูงกว่ากลุ่ม 0.1mM และกลุ่มควบคุม ทั้งนี้กลุ่มที่มีการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล 0.25 และ 0.5 mM ไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ในขณะที่ความเร็วในการเคลื่อนที่ (VAP, VSL และ VCL) รวมทั้ง
ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ (ALH, BCF, STR, LIN และ WOB) ของน้ำเชื้อแช่แข็งโคระหว่างกลุ่มควบคุม
และกลุ ่มที ่มีการเสริมสาร แกมมา-โอรีซานอล ในทุกระดับความเข้มข้น ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ         
(P>0.05) เช่นเดียวกับและความผิดปกติของตัวอสุจิพบว่า  ความผิดปกติของอสุจิทั้งแบบ หางงอ หางม้วน 
แบบ proximal droplet และ distal droplet ของน้ำเชื้อแช่แข็งโคระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่มีการเสริม
สารแกมมา-โอรีซานอล ในทุกระดับความเข้มข้นไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05)  
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Table 1 Frozen-thawed bull semen quality of 4 experimental groups supplemented with 

different Gamma-oryzanol concentrations (Least square mean ± SE)             

 

Parameters  

 

                     Treatments 

Control group 

      

0 mM 

(N=30) 

Gamma-oryzanol groups 

 

 0.1 mM 

 (N=32) 

0.25 mM 

(N=34) 

0.5 mM 

(N=32) 

Motility     

Total motility (%) 41.8±2.18b 52.9±2.01a 56.7±1.95a 54.2±2.07a 

Progressive 

motility (%) 

9.77±0.869c 13.50±0.801b 16.65±0.778a 16.60±0.826a 

Velocity     

VAP (µm/s) 61.2±1.61 62.0±1.49 60.4±1.45 61.8±1.53 

VSL (µm/s) 45.5±1.13 46.1±1.04 44.9±1.01 45.8±1.08 

VCL (µm/s) 115±3.16 116±2.91 114±2.83 116±3.00 

 Kinematic movement 

ALH (µm) 6.47±0.138 6.44±0.127 6.40±0.123 6.57±0.131 

BCF (Hz) 24.7±0.303 24.8±0.279 24.6±0.271 24.3±0.288 

STR (%) 74.3±0.513 74.7±0.473 74.5±0.459 74.5±0.487 

LIN (%) 41.1±0.565 41.8±0.521 41.7±0.506 41.7±0.537 

WOB (%) 54.0±0.380 54.6±0.351 54.5±0.340 54.6±0.361 

Morphology     

Bent tail (%) 15.0±0.853 14.1±0.787 14.0±0.764 14.4±0.811 

Coiled tail (%) 2.41±0.267 2.09±0.246 1.77±0.239 1.90±0.253 

Proximal droplet 

(%) 

2.70±0.245 2.34±0.226 2.29±0.219 2.09±0.233 

Distal droplet (%) 6.75±0.366 5.60±0.338 5.41±0.328 5.36±0.348 
abc Different superscripts within the same row demonstrated significant differences (P0.05) 
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การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนของตัวอสุจิหลังจากละลายน้ำเชื้อโคแช่แข็ง ด้วยเทคนิค 

Sodium Dodecyl Sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE)  

  โปรตีนของอสุจิในกลุ่มที่เสริมสารแกมมา-โอรีซานอล 0.25 mM และ กลุ่มควบคุมท่ีถูกสกัดเพ่ือดูรูปแบบ
การแสดงออกของโปรตีนในเบื้องต้นด้วยเทคนิค SDS-PAGE พบว่า มีโปรตีนรวมทั้งหมดประมาณ 20 แถบ
โปรตีน แต่มีการแสดงออกของโปรตีนที่เด่นชัดและมีความแตกต่างในแต่ละกลุ่มทดลองเพียง 5 ชนิด ได้แก่
โปรต ีนท ี ่น ้ ำหน ักโมเลก ุล 30  75 100 130 และ 245 kDa (Figure1) โดยกล ุ ่มท ี ่ ม ีการเสร ิมสาร 
แกมมา-โอรีซานอล 0.25 mM  มีระดับความเข้มของโปรตีนที่มากกว่ากลุ่มควบคุมมีนัยสำคัญทางสถิติ ได้แก่
กลุ่มโปรตีนที่มีขนาด 75 และ 130 kDa ส่วนความเข้มของโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลอื่นไม่มีความแตกต่าง
ระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ซึ่งความแตกต่างของความเข้มในแถบโปรตีนนี้ไม่สามารถมองเห็นด้วยตา
เปล่าแต่สามารถคำนวนค่าความเข้มได้จากโปรแกรม image J และนำมาเปรียบเทียบกันพบความแตกต่างของ
ความเข้มของโปรตีนตาม Table 2  

 
Figure 1.  Protein expression patterns using SDS-PAGE gel electrophoresis; Lane 1: Protein 

Markers, Lane 2: Control, Lane 3: 0.25 mM Gamma-oryzanol 

 

 

 

 

30 
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Table 2. Comparison of expressed protein concentrations between post-thawed semen with 

and without Gamma-oryzanol supplementation at 0.25 mM in semen extender (mean ± SE). 

Molecular weight 

(kDa) 

 

Protein intensity   

p-value 

 

Control 

 

Gamma-oryzanol 0.25 mM 

 

30  14614.28 + 193.78 15555.89 + 49.46 0.0536 

75  2476.71b + 42.75 2854.86a + 61.20 0.02995 

100 8925.97 + 83.26 11056.51 + 1026.69 0.1847 

130  14060.24b + 92.47 16005.12a + 264.17 0.009336 

245  4759.31 + 9.65 8017.11 + 929.53 0.07245 

ab Different superscripts within the same row demonstrated statistical significant differences 

(P0.05) 

การวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกโปรตีนของอสุจิโคด้วยเทคนิค Two-dimensional gel 

electrophoresis (2D-PAGE)

  

                                  A                                                  B 

Figure 2. The 15 protein spots of frozen bull semen with or without gamma-oryzanol 

supplementation in semen extender; control group (A) and 0.25 mM of gamma-oryzanol group 

(B) and E, G, F letters indicated the spots of protein in 2D-PAGE (analyzed by Malaline 7 

software) 
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การเปรียบเทียบความแตกต่างของปริมาณโปรตีนระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เสริมด้วย 0.25 mM สาร

แกมมา-โอรีซานอล  

 เมื ่อถ่ายภาพเจลทั ้ง 2 กลุ ่ม คือ กลุ ่มควบคุมและกลุ ่มที ่ เสร ิมด้วยสารแกมมา-โอร ีซานอล                          

ที่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM ด้วย ChemiDoc™ Touch Imaging System (BIO-RAD) ที่ 400 dpi และวัด

ความเข้มของจุดโปรตีนที่แสดงถึงปริมาณโปรตีนด้วยโปรแกรม Malaline 7 software พบว่ามีจุดโปรตีน                

(Figure. 2) ทั้งหมด 15 จุด (E1, E2, E3, E8, F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, F8, G1, G3, และ G5) ที่มีความ

แตกต่างของความเข้มอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยกลุ่มที่มีการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล 0.25 

mM มีความเข้มข้นของโปรตีนจำนวน 12 จุดได้แก่ E1, E2, E8, F1, F2, F3, F4, F5, F6, F7, G1, G3 สูงกว่า

กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะที่กลุ่มควบคุมมีระดับความเข้มข้นของโปรตีน 3 จุด 

คือ E3 F8 และ G5  สูงกว่ากลุ ่มที ่เสริมด้วยสารแกมมา -โอรีซานอล ที ่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM  

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) (Table3) 

 

Table 3. Comparison of expressed proteins between post-thawed semen with and without 

gamma-oryzanol supplementation in semen extender (mean ± SE).  

Protein 

Groups  

*Protein 

name 

**Molecular 

weight 

 

Protein intensity (%) p-value 

 Control Gamma-

oryzanol 

0.25 mM 

E1 Alpha-enolase  47.639 5.64938±0.27b 6.65879±0.31a 0.0124 

E2 

Phospholipid  

hydroperoxide 

glutathione 

peroxidase  

 

22.739 

 

6.36552±0.22b 

 

6.83591±0.18a 

 

0.0135 

E3 

Glutathione S-

transferase 

Mu1 (GSTM1) 

25.789 4.19844±0.31a 2.3819±0.39b 0.0466 
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E8 Alpha-enolase 47.639 3.73918±0.31b 3.96665±0.37a 0.0484 

F1 Alpha-enolase 47.639 2.76446±0.2b 4.20102±0.23a 0.0354 

F2 Tektin-3 57.102 1.15324±0.22b 1.27675±0.19a 0.0412 

F3 Tektin-3 57.102 0.779228±0.19b 1.80043±0.32a 0.0447 

F4 
Outer dense 

fiber protein 2 

76.249 2.291±0.19b 2.77725±0.25a 0.0328 

F5 
Outer dense 

fiber protein 2 

76.249 2.32418±0.26b 2.5396±0.29a 0.0293 

F6 
Outer dense 

fiber protein 2 

76.249 1.94178±0.19b 2.34295±0.23a 0.0301 

F7 
Outer dense 

fiber protein 2 

76.249 14.6338±0.23b 15.5135±0.32a 0.0491 

F8 

Myogenic 

factor 5 (Myf-

5) 

28.851 16.2105±0.12a 15.0278±0.17b 0.0310 

G1 
Tubulin alpha-

3 chain 

50.578 14.2515±0.14b 16.1979±0.2a 0.0129 

 

G3 
ATP synthase 

subunit beta 

56.249 19.2756±0.28b 25.1339±0.25a 0.0167 

G5 Tektin-5 57.779 4.6851±0.25a 3.74938±0.34b 0.0460 

ab Different superscripts within the same row demonstrated statistical significant differences 

(P0.05) 

*Protein name: The identified proteins obtained from MASCOT search algorithm (http:// 
www.matrixscience.com) against Bovine database. 
** Calculated molecular weight of proteins by MASCOT search algorithm (http:// www.matrixscience.com) 
against Bovine database. 
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การวิเคราะห์ชนิดของโปรตีนด้วยเครื่อง Liquid chromatography–mass spectrometry (LC-MS) 
หลังจากวิเคราะห์ความแตกต่างของระดับความเข้มของจุดโปรตีน ทำการย่อยจุดโปรตีนทั้ง 2 กลุ่ม 

คือ กลุ่มควบคุมและกลุ่มที่เสริมสารแกมมา-โอรีซานอล ที่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM จำนวน 15 จุด  
ด้วยเอนไซม์ทริปซิน (Trypsin digestion) และวิเคราะห์ชนิดโปรตีนด้วย tandem-mass spectroscopy 
พบว ่าประกอบด้วยโปรต ีนท ั ้ งหมด 9 ชน ิด ได ้แก ่  Alpha-enolase, Phospholipid hydroperoxide 
glutathione peroxidase (GPx-4), Glutathione S-transferase Mu1, Tektin-3, Outer dense fiber 
protein 2, Myogenic factor 5 (Myf-5), Tubulin alpha-3 chain, ATP synthase subunit beta, แล ะ 
Tektin-5  (Table3)  ซึ่งข้อมูลชนิดโปรตีนได้มาจากการเปรียบเทียบกับข้อมูลโปรตีนที่อยู่ในฐานข้อมูลโดย
การใช้ Mascot database search  ที่เป็นโปรแกรมออนไลน์ของ Matrix Science 
(http://www.matrixscience.com)  

วิจารณ์ผลการทดลอง 

จากผลการทดลองพบว่าเมื่อเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลที่สกัดจากน้ำมันรำข้าวในสารละลายเจือจาง

น้ำเชื้อโดยตรงในปริมาณที่เหมาะสมสามารถเพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งให้ดีขึ้นเมื่อวิเคราะห์จากอัตราการ

เคลื่อนที่ของอสุจิทั้งอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ ซึ่งความเข้มข้นของสาร

แกมมา-โอรีซานอลที่สามารถเพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งได้ดีและมีความเหมาะสมที่สุดสำหรับเสริมในสาร                 

เจือจางน้ำเชื้อของการทดลองครั้งนี้คือที่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM โดยสามารถเพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อได้

เทียบเท่ากับการเติมสารแกมมา-โอรีซานอล 0.5mM ทั ้งนี ้ในระหว่างกระบวนการแช่แข็งอสุจิจะเกิด 

oxidative stress ที่จะส่งผลให้เกิด lipid peroxidation ในอสุจิ ทำให้อสุจิเหี่ยวและเกิดผลึกน้ำแข็งจึงส่งผล

ให้อัตราการเคลื ่อนที่ และอัตราการมีชีว ิตรอดลดลง (Hammerstedt et al., 1990; Said et al., 2010; 

Takeo and Nakagata, 2011) การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลซึ่งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ ช่วยป้องกันการ

เกิดปฏกิิริยาออกซิเดชั่นของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิในระหว่างกระบวนการแช่แข็งได้ จึงส่งผลให้คุณภาพน้ำเชื้อดีขึ้น 

ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาเกี่ยวกับการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำข้าวต่อคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งใน

สุกรพ่อพันธุ์ของ Kaeoket et al. (2012) ที่ทำการเปรียบเทียบการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำ

ข้าว 2 ชนิด พบว่า การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำข้าวทั้ง 2 ชนิด ที่ระดับความเข้มข้น  0.1 

mg/ml สามารถเพิ ่มอัตราการเคลื ่อนที ่ไปข้างหน้า อัตราการมีช ีว ิตรอด และร้อยละความสมบูรณ์                   

ของอะโครโซม สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ ซึ่งต่อมา Chanapiwat and Kaeoket (2015) ได้ศึกษา

อิทธิพลของสายพันธุ์สุกรและการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำข้าวต่อคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็ง โดยทำ

การเปรียบเทียบผลของการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำข้าวที่ระดับความเข้มข้นต่างกัน คือ                   

0, 0.08, 0.16, 0.24 และ 0.32 mM ในสารละลายเจือจางน้ำเชื ้อแช่แข็งสุกรพ่อพันธุ ์ดูร็อค ลาร์จไวท์                   

และแลนด์เรซ พบว่า การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำข้าวที่ระดับความเข้มข้น 0.16 mM สามารถ

http://www.matrixscience.com/


 Journal of Biotechnology in Livestock Production    vvvvvvv 

 

14 

เพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งในสุกรพ่อพันธุ์ ดูร็อคอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่สุกรพันธุ์

ลาร์จไวท์และแลนด์เรซ พบว่า การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำมันรำข้าวที่ระดับความเข้มข้น 0.24 mM 

เพ่ิมคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งอย่างมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  

อย่างไรก็ตามการศึกษาในสัตว์ชนิดอื่นๆ นั้น ส่วนใหญ่มักใช้การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลทางการ
กิน (oral supplementation) เพื่อศึกษาผลต่อคุณภาพน้ำเชื้อ เช่น การศึกษาผลของการเสริมสารแกมมา- 
โอรีซานอลในอาหารต่อคุณภาพน้ำเชื้อม้าของ Raphael et al. (2006) ซึ่งไม่พบความแตกต่างในการเสริมสาร
แกมมา-โอรีซานอลต่อคุณภาพและปริมาตรน้ำเชื้อ ความเข้มข้นอสุจิ ความผิดปกติของอสุจิ และความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มอสุจิ ในขณะที่การศึกษาของ Arlas et al. (2008) ซึ่งใช้การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลเพียง 1% 
ในอาหารต่อคุณภาพน้ำเชื้อม้า พบว่าช่วยเพิ่มความเข้มข้นอสุจิ  อัตราการเคลื่อนที่อสุจิ ความสมบูรณ์ของ 
เยื่อหุ้มอสุจิได้อย่างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้ Eduarda et al. (2019) ได้รายงานการศึกษาผลของการเสริมสาร
แกมมา-โอรีซานอลทางการกินต่อความเสื ่อมของอัณฑะในพ่อพันธุ ์แกะ  (testicular degeneration)  
เมื่อถูกเหนี่ยวนำด้วยการหุ้มฉนวนความร้อนที่ถุงหุ้มอัณฑะ (scrotal insulation) พบว่าการเสริมสารแกมมา- 
โอรีซานอลในอาหารช่วยลดอนุมูลอิสระในอัณฑะ และการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ทั้งยังช่วยเพ่ิม
คุณภาพน้ำเชื้อ ในสัปดาห์ที่ 3 ตั้งแต่เริ่มกินเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่มีการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล อย่างไรก็ดี
การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในอาหารอาจมีปัจจัยอื ่นๆ เข้ามาด้วยมากกว่าการเสริมสารแกมมา - 
โอรีซานอลในสารละลายเจือจางน้ำเชื้อโดยตรงเช่นจากการถูกย่อยในระบบทางเดินอาหารหรือปริมาณที่ถูกดูด
ซึมไปใช้จริง เป็นต้น ในปัจจุบันยังไม่มีรายงานการศึกษาผลของการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในสารละลาย
เจือจางน้ำเชื้อโดยตรงในโคเหมือนการศึกษาในครั้งนี้ อย่างไรก็ตามการศึกษาในครั้งนี้ดำเนินการทดลองใน 
โคพ่อพันธุ์สายพันธุ์บรามันห์เพียงสายพันธุ์เดียวและเป็นพ่อโคที่คุณภาพน้ำเชื้ออยู่ในเกณฑ์ปกติที่ใช้ในการผสม
เทียม จึงควรมีการศึกษาเปรียบเทียบในสายพันธุ์อ่ืนด้วยเพ่ือให้ทราบระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมในการเสริม
สารแกมมา- โอรีซานอลในสารละลายเจือจางน้ำเชื้อต่อไปหรือศึกษาในพ่อพันธุ์ที่อายุมากหรือน้ำเชื้อมีคุณภาพ
ไม่ดี ว่าจะสามารถปรับปรุงคุณภาพน้ำเชื้อได้จริง 

การศึกษาความแตกต่างของโปรตีนในอสุจิโคเนื้อ โดยเบื้องต้นจะพิจารณาความแตกต่างของน้ำหนัก
โมเลกุลของกลุ ่มโปรตีนที ่พบในน้ำเชื ้อเมื ่อมีการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลเทียบกับกลุ ่มควบคุม  
โดยการใช้เทคนิค SDS-PAGE ซึ่งเป็นเทคนิคที่ทำได้ง่าย ค่าใช้จ่ายน้อย ทั้งนี้ การศึกษาด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
เป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้น เพื่อดูความแตกต่างของรูปแบบการแสดงออกของโปรตีน แต่ไม่สามารถใช้
เปรียบเทียบชนิดและปริมาณของโปรตีนได้ เนื่องจากโปรตีนต่างชนิดที่มีน้ำหนักโมเลกุลเท่ากันอาจอยู่ในแถบ
โปรตีนเดียวกัน (Matsumoto et al., 2019) จึงต้องมีการศึกษาชนิดของโปรตีนด้วยวิธีอื่นๆ ได้แก่ เทคนิค 
2D-PAGE และ LC-MS เพื่อระบุชนิดโปรตีนต่อไป 2D-PAGE เป็นเทคนิคที่ใช้ในการแยกโปรตีนโดยการรวม
วิธีการแยกด้วยประจุ (isoelectric focusing) และ SDS-PAGE เข้าด้วยกัน โดยมิติแรกโปรตีนจะถูกแยกด้วย 
isoelectric focusing ซึ่งจะแยกโดยอาศัยความต่างของ isoelectric point (pI) จากนั้นจึงแยกโปรตีนอีกครั้ง
ในมิติที่สองด้วยวิธี SDS-PAGE โดยอาศัยความแตกต่างของน้ำหนักโมเลกุล (Issaq and Veenstra, 2008 ; 
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Magdeldin et al., 2014) จากผลการศึกษาคุณภาพน้ำเชื้อในขั ้นตอนแรก กลุ ่มทดลองที่มีการเสริมสาร
แกมมา-โอรีซานอลที่ความเข้มข้น 0.25 mM ถูกนำมาใช้ในการวิเคราะห์ เนื ่องจากคุณภาพน้ำเชื ้อไม่มี 
ความแตกต่างกับ 0.5 mM ดังนั้น   จึงทำการศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนระหว่างกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มที่เสริมสาร  แกมมา-โอรีซานอลในสารเจือจางน้ำเชื้อ ที่ระดับความเข้มข้น 0.25 mM เพ่ือหา 
Potential Biomarkers ที่อาจมีความสัมพันธ์กับคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็ง  และพบว่ามีโปรตีนที่แสดงออก
ประมาณ 90 จุด (protein spots) แต่เมื่อนำเข้าโปรแกรม Malaline 7 software พบว่ามีความแตกต่างของ
ความเข้มของโปรตีนเพียง 15 จุด (Figure 2) จากผลการเปรียบเทียบความเข้มของโปรตีนใน Table3 ซึ่งเป็น
การเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง จะเห็นว่าโปรตีนส่วนใหญ่ที่พบในกลุ่มที่มีการเสริมสาร
แกมมา-โอรีซานอล  0.25 mM มีความเข้มของโปรตีนที่สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ อย่างไรก็ตาม  
ยังต้องมีการศึกษาถึงผลของโปรตีนชนิดนั้นต่อคุณภาพน้ำเชื้อโคโดยตรงต่อไป  ทั้งนี้มีการศึกษาวิจัยเกี่ยวกับ
โปรตีนบางชนิดในอสุจิ เช่น โปรตีน Alpha-enolase เป็นโปรตีนที ่พบในเซลล์อสุจิที ่โตเต็มที ่ (mature 
spermatozoa) และเป็นโปรตีนที่มีบทบาทสำคัญในการตอบสนองต่อความเครียด (Gitlits et al., 2000;  
Ji et al., 2016) โปรตีน Phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase (PHGPx) เป็นโปรตีนที่
เกี่ยวข้องกับความสมบูรณ์พันธุ์โคพ่อพันธุ์ (Stradaioli et al., 2009) ส่วนกลุ่ม Glutathione S-transferase 
Mu1 (GSTM1) เป็นโปรตีนที่มีความเกี่ยวข้องกับการป้องกันอนุมูลอิสระ ในกระบวนการต่างๆของการสร้าง
อสุจิ (Xiong et al., 2015; Yu and Huang, 2015)  ซึ่งในโคนมพบว่าหากเกิดการกลายพันธุ์ (mutation) 
ของย ีนท ี ่ สร ้ าง  Glutathione S-transferase Mu1 (GSTM1) จะทำให ้การเคล ื ่ อนท ี ่ ของอส ุจ ิลดลง 
อย่างมีนัยสำคัญ (Hering et al., 2015)  สำหรับ Tektin-4 นั้นเคยมีการศึกษาในโคพันธุ์บราห์มันจำนวน 18 
ตัว โดย Thepparat et al. (2012) พบว่าเป็นโปรตีนที่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของอสุจิในเชิงบวก นอกจากนี้ยัง
พบว ่ า  Tektin-5 ในหน ู เป ็ น โปรต ีน ในกล ุ ่ ม  Tektin ท ี ่ พบอย ู ่ บ ร ิ เ วณ middle piece of flagella  
ส่วน mitochondrial sheath  ซึ ่งทำหน้าที ่เกี ่ยวกับการเคลื ่อนที่ของตัวอสุจิ (Murayama et al., 2008) 
 โดยการเกิด mutation ในการแสดงออกของยีนที่สร้าง Tektin ในคนจะเกี่ยวข้องกับความผิดปกติในการ
เคลื่อนที่อสุจิ และส่งผลให้เกิดความไม่สมบูรณ์พันธุ์ในเพศผู้  (Cao et al., 2011)  ในขณะที่ Outer dense 
fiber protein 2 เป็นโปรตีนที่เกี่ยวข้องกับโครงสร้างที่สำคัญของเซลล์อสุจิในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และมีหน้าที่
สำคัญในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (Zhao et al., 2018) รวมถึง ATP synthase subunit beta เป็นโปรตีน 
ที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ของอสุจิ (Ryu et al., 2019) สำหรับการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าโปรตีนที่ตรวจพบ
ทั ้งหมด 9 ชนิดนั ้น ม ี 3 ชนิด ได ้แก่  Myogenic factor 5 (Myf-5), Glutathione S-transferase Mu1 
(GSTM1) และTektin 5 ที่กลุ่มควบคุมจะมีความเข้มข้นของโปรตีนสูงกว่ากลุ่มที่มีการเสริมสารแกมมา - 
โอรีซานอล 0.25 mM ในขณะที่โปรตีนอีก 6 ชนิด ได้แก่ Alpha-enolase, Phospholipid hydroperoxide 
glutathione peroxidase,Tektin-3, Outer dense fiber protein 2, Tubulin alpha-3 chain, ATP 
synthase subunit beta  จะพบมากในกลุ่มที่มีการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล 0.25mM โดยการศึกษานี้
เป็นการศึกษาเบื้องต้นถึงผลของการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในปริมาณที่แตกต่างกัน ที่ส่งผลต่อคุณภาพ
น้ำเชื้อ และ ความแตกต่างของชนิดโปรตีนในอสุจิ ทั้งนี้ ข้อมูลที่ได้ยังไม่สามารถบอกได้ว่าโปรตีนแต่ละชนิดที่มี
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ปริมาณแตกต่างกันในแต่ละกลุ่มจะส่งผลในเชิงบวก หรือ เชิงลบ ต่อคุณภาพน้ำเชื้อ จำเป็นต้องมีการศึกษาถึง
ผลของโปรตีนโดยตรงต่อคุณภาพน้ำเชื้อในอนาคต นอกจากนี้การศึกษานี้เป็นการศึกษาในกลุ่มพ่อพันธุ์ที่มี
คุณภาพน้ำเชื้อผ่านเกณฑ์ก่อนการนำมาผลิตน้ำเชื้อแช่แข็งตามเกณฑ์ของกรมปศุสัตว์แล้ว ไม่ได้เป็นการศึกษา
จากพ่อพันธุ์กลุ่มที่มีคุณภาพน้ำเชื้อแตกต่างกัน ซึ่งหากต้องการศึกษากลไกการทำงานของโปรตีนชนิดใด  
ชนิดหนึ่งอาจต้องทำทดสอบโดยสกัดโปรตีนชนิดที่สนใจนำมาเสริมเพ่ือทดสอบคุณภาพน้ำเชื้อภายหลังการแช่
แข็ง เพ่ือดูผลของโปรตีนชนิดนั้นต่อคุณภาพน้ำเชื้อภายหลังการแช่แข็ง หรือใช้กลุ่มพ่อพันธุ์ที่มีคุณภาพน้ำเชื้อ
ที่แตกต่างกัน ทั้งก่อนและหลังการแช่แข็ง เพื่อหากลุ่มโปรตีนที่มีโอกาสพัฒนาเป็น biomarker เกี่ยวกับ
คุณภาพน้ำเชื้อต่อไป ทั้งนี้ การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในความเข้มข้น 
ที่เหมาะสมในสารละลายเจือจางน้ำเชื้อน่าจะช่วยลดอนุมูลอิสระที ่เกิดขึ ้นระหว่างกระบวนการแช่แข็ง  
ช่วยป้องกันการเสียหายของอสุจิ ทำให้อสุจิมีชีวิตรอดมากขึ้น รวมถึงสารแกมมา-โอรีซานอล อาจช่วยกระตุ้น
กลไกการทำงานของยีน ให้สร้างโปรตีนบางตัวในอสุจิให้เพิ ่มขึ ้นหรือลดลง ส่งผลให้อสุจิมีช ีว ิตรอด  
และมีรอ้ยละการเคลื่อนที่แตกต่างกับกลุ่มที่ไม่มีการเติมสาร แกมมา-โอรีซานอล   

สรุปผลการทดลอง  

การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล ในระดับความเข้มข้น 0.25 mM เป็นปริมาณเหมาะสมที่สามารถ

เพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อภายหลังการแช่แข็งในโคเนื้อได้ ทั้งนี้สารแกมมา -โอรีซานอลที่สกัดจากน้ำมันรำข้าว 

เป็นสารที ่หาได้ง่าย ราคาไม่สูงมาก และมีขั ้นตอนการใช้ที ่ไม่ยุ ่งยาก ทำให้สามารถนำมาใช้พัฒนาสูตร

สารละลายเจือจางน้ำเชื้อในโคเพื่อเพิ่มคุณภาพน้ำเชื้อในโคได้ เมื่อพิจารณาร่วมกับรูปแบบโปรตีนทั้ง 9 ชนิด 

ในน้ำเชื ้อที ่มีการเสริมด้วยสารละลายแกมมา -โอรีซานอลว่ามีความแตกต่างอย่างชัดเจนกับกลุ ่มที ่ไม่มี  

การเสริมสารดังกล่าว แสดงให้เห็นถึงความเป็นไปได้ที่จะนำโปรตีนเหล่านั้นมาเป็น biomarkers เพ่ือใช้ในการ

ประเมินคุณภาพน้ำเชื้อโคหรือร่วมกับงานพัฒนาการผลิตน้ำเชื้อโคให้มีคุณภาพดีต่อไปในอนาคต      

ข้อเสนอแนะ 

 การเสริมสารแกมมา-โอรีซานอล ในสารละลายเจือจางน้ำเชื้อในสัตว์แต่ละชนิด  หรือในสัตว์ชนิด

เดียวกันแต่ต่างสายพันธุ์อาจต้องใช้ความเข้มข้นของการเสริมสารแกมมา -โอรีซานอลที่แตกต่างกันเพื่อเพ่ิม

คุณภาพน้ำเชื้อ ทั้งนี้ อาจต้องมีการศึกษาการเสริมสารแกมมา-โอรีซานอลในน้ำยาเจือจางน้ำเชื้อในพ่อพันธุ์โค

ที ่มีความสมบูรณ์พันธุ ์ต่ำ หรือ ความสามารถในการแช่แข็งต่ำ  เพื ่อศึกษาผลของการเสริมสารแกมมา - 

โอรีซานอลต่อคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งของพ่อพันธุ์กลุ่มดังกล่าว 
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ผลของจีโนไทป์โคนมเพศเมียต่อการประเมินค่าพันธุกรรมจีโนมในประชากรโคนมไทย 
ภัทรพล สำเร็จดี1/ สมศักดิ์ เปรมปรีดิ์2/ กอบสุข ทองสอดแสง3/ 

บทคัดย่อ 
 ความแม่นยำในการทำนายค่าพันธุกรรมจีโนมเป็นสิ่งที่สำคัญต่อการพัฒนาเพ่ือเพ่ิมความก้าวหน้าทาง
พันธุกรรม ซึ่งขึ้นอยู่กับจำนวนสัตว์ที่ทราบลักษณะจีโนไทป์เป็นหลัก ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือ
ศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงจำนวนจีโนไทป์ของแม่โคในประชากรอ้างอิงต่อความแม่นยำของค่าพันธุกรรม
จีโนมและการจัดอันดับของสัตว์ด้วยค่าพันธุกรรมในประชากรโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ฟรีเชี่ยนของไทย ข้อมูลที่
ใช้ประกอบด้วย ลักษณะปริมาณน้ำนมที่ 305 วัน องค์ประกอบน้ำนม ได้แก่ เปอร์เซ็นต์ไขมัน เปอร์เซ็นต์
โปรตีน และเปอร์เซ็นต์ของแข็งทั้งหมด อายุเมื่อคลอดลูกครั้งแรก และคะแนนรูปร่างรวม โดยใช้ข้อมูลสองชุด 
คือ ข้อมูลชุดเต็ม และชุดข้อมูลบางส่วนสำหรับแต่ละลักษณะเพ่ือการทำนายค่าพันธุกรรม ใช้การคัดเลือกด้วย
จีโนมแบบขั้นตอนเดียว (single-step genomic best linear unbiased prediction, ssGBLUP) เปรียบเทียบ
กับวิธีการแบบดั้งเดิม (pedigree BLUP) มีการออกแบบการเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแบบสะสมเข้าใน
ประชากรอ้างอิง (สัตว์ที่มีข้อมูลพันธุ์ประวัติ จีโนไทป์ และฟีโนไทป์) โดยเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิด
รุ่นใหม่ๆ เข้าไปในประชากรอ้างอิงพ่อพันธุ์อย่างต่อเนื่อง เปรียบเทียบค่าพันธุกรรมที่วิเคราะห์จากข้อมูล
บางส่วนและชุดข้อมูลเต็มด้วยความแม่นยำเชิงทฤษฎี สหสัมพันธ์เชิงอันดับ  และค่าที ่ได้จากวิธี linear 
regression (LR) method สำหรับโคพ่อพันธุ์ที่ใช้ตรวจสอบ ผลการศึกษาพบว่า การเพ่ิมจำนวนข้อมูลจีโนไทป์
แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิงพ่อพันธุ์ช่วยเพิ่มทั้งความแม่นยำเชิงทฤษฎี ความแม่นยำในการจัดอันดับสัตว์ 
และสัดส่วนของความแม่นยำ นอกจากนี้ ยังลดอคติของการทำนายค่าพันธุกรรมในอนาคตของพ่อโคที่ใช้
ตรวจสอบสำหรับทุกลักษณะที่ศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีที่ใช้เฉพาะข้อมูลจีโนไทป์ของพ่อพันธุ์และวิธีแบบ
ดั้งเดิม ซึ่งผลเชิงบวกที่พบดังกล่าวชัดเจนมากยิ่งขึ้นตามจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เพิ่มขึ้น  โดยให้ความ
แม่นยำในการจัดอันดับ (rank correlation) และสัดส่วนของความแม่นยำที่สูง (>0.70) สำหรับปริมาณน้ำนม
เมื่อเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิดรุ่นใหม่ๆ เข้าไปในประชากรอ้างอิง  ดังนั้นการเพ่ิมขนาดประชากรอ้างอิงมาก
ยิ่งขึ้นจะช่วยเพิ่มความแม่นยำของการทำนายพันธุกรรมจีโนมให้สูงขึ้นสำหรับทุกลักษณะที่ศึกษา การเพ่ิม
ขนาดประชากรอ้างอิงของประชากรโคนมของไทยด้วยการเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคซึ่งมีข้อมูลฟีโนไทป์
แบบสะสมในประชากรอ้างอิงร่วมกับข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์มีความเหมาะสม อันจะช่วยลดระยะเวลาในการ
ปรับปรุงพันธุกรรมสำหรับลักษณะที่สำคัญทางเศรษฐกิจของโคนมไทย 

คำสำคัญ: การคัดเลือกด้วยจีโนม การทำนายพันธุกรรมจีโนม โคนม จีโนไทป์ สนิปส์ 
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Effects of genotyping cows on genomic predictions in Thai dairy cattle population 
Pattarapol Sumreddee1/ Somsak Prempree2/ Korbsook Thongsodsaeng/ 

Abstract 

 The accuracy of genomic predictions is important for genetic progress, and it strongly 
depends on the number of genotyped animals. Thus, this study aimed at evaluating effects 
of the change in number of genotyped cows in reference population on the accuracy of 
predictions and ranking of animals by breeding values in crossbred Holstein-Friesian cattle in 
Thailand. Datasets consisted of 305-day milk yield, milk components (fat, protein and total 
solid percentages) age at first calving and final score. For each trait, two datasets were created, 
namely, whole and partial datasets, to assess genomic predictions. Single-step genomic best 
linear unbiased prediction (ssGBLUP) was used to compute genomic predictions and was 
compared with traditional pedigree BLUP procedure. The reference population (animals with 
pedigree, genotype and phenotypes) was updated by subsequently adding genotyped cows from 
newer generations into bull reference population. Genomic predictions were assessed by comparing 
estimated breeding values of validation bulls obtained from whole and partial datasets using 
theoretical accuracy and metrics from linear regression (LR) method. Results illustrated that, across 
traits analyzed, adding genotyped cows into bull reference population generally resulted in an 
increase in theoretical accuracy, rank correlation and ratio of accuracies, as well as a decrease in 
biasedness of predictions compared to scenario with only genotyped bulls and traditional pedigree 
BLUP method. Such positive effects were more pronounced with more cow’s genomic information 
where a high level of rank correlation and ratio of accuracies (>0.70) was observed for milk yield. In 
conclusion, more genotyped cows in the reference population would result in more positive effect 
for all traits analyzed. Addition of genotyped cows to enlarge the reference population was 
encouraging, aimed at accelerating the rate of genetic gain for economically important traits for Thai 
dairy cattle. 

 

Keywords: genomic selection, genomic prediction, dairy cattle, genotypes, SNPs 
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คำนำ 

 การคัดเลือกด้วยจีโนม (genomic selection) ถือเป็นวิธีมาตรฐานและเป็นเครื่องมือที่สำคัญในการ

ปรับปรุงพันธุ ์โคนมในปัจจุบัน เนื ่องจากสามารถช่วยเร่งให้เกิดความก้าวหน้าทางพันธุกรรม (genetic 

progress) ได้รวดเร็วยิ่งขึ้นเนื่องจากความแม่นยำในการทำนายค่าพันธุกรรมที่สูงขึ้น และช่วยลดระยะห่างชั่ว

รุ่น (generation interval) ในการสร้างพ่อแม่พันธุ์โดยสามารถการคัดเลือกสัตว์ได้ตั้งแต่อายุน้อย แม้ว่าจะยัง

ไม่มีข้อมูลผลผลิตหรือข้อมูลจากการทดสอบลูกสาว (Hayes et al., 2009; VanRaden et al., 2009) ทั้งยัง

สามารถลดต้นทุนในการทดสอบลูกสาว (progeny test) ในโปรแกรมการปรับปรุงพันธุ์แบบดั้งเดิม (Wiggans 

et al., 2017) ปัจจุบันค่าใช้จ่ายในการตรวจจีโนไทป์ (genotype) สำหรับใช้ในการประเมินพันธุกรรมจีโนม 

(genomic evaluations) ลดลงอย่างมาก ส่งผลให้การคัดเลือกด้วยจีโนมได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายใน

หลายประเทศผู้นำด้านการเลี้ยงโคนม เช่น สหรัฐอเมริกา แคนาดา ออสเตรเลีย นิวซีแลนด์ และเนเธอร์แลนด์ 

(Schefers and Weigel, 2012; VanRaden, 2020) Meuwissen et al. (2001) ได้ริเริ ่มการนำข้อมูลจีโนม

มาใช้ในการคัดเลือกสัตว์ โดยวิธีการคัดเลือกด้วยจีโนมในโคนมที่นิยมใช้ในปัจจุบัน ได้แก่ วิธีแบบหลายขั้นตอน 

(multistep method) (VanRaden, 2008; Lund et al., 2011) และว ิธ ีแบบขั ้นตอนเด ียว (single step 

method) (Aguilar et al., 2010; Christensen and Lund, 2010) โดยการประเมินพันธุกรรมจีโนมจะอาศัย

ข้อมูลลักษณะปรากฏหรือฟีโนไทป์ (phenotype) พันธุ์ประวัติสัตว์ และจีโนไทป์ ร่วมกันเพื่อทำนายค่า

พันธุกรรมจีโนม (genomic estimated breeding values, GEBVs) 

 แม้ว่าจำนวนสัตว์ที่มีข้อมูลจีโนไทป์เพิ่มจำนวนอย่างมากในปัจจุบัน เช่น โคนมพันธุ์โฮลสไตน์ของ

ประเทศสหรัฐอเมริกาที ่ข ้อมูลจีโนไทป์ มีจำนวนมากกว่า 4 ล้านตัว เป็นต้น (Council on Dairy Cattle 

Breeding, n.d.) อย่างไรก็ตาม จำนวนสัตว์ที่มีข้อมูลจีโนไทป์ในประเทศอ่ืนๆ ยังมีจำนวนน้อยกว่ามาก ซึ่งความ

แม่นยำของการทำนายค่า GEBVs ขึ้นอยู่กับจำนวนสัตว์ที่มีข้อมูลจีโนไทป์เป็นหลัก (VanRaden et al., 2009, 

Calus et al., 2010; Daetwyler et al., 2010) โดยในการคัดเลือกด้วยจีโนมนั้น ขนาดของประชากรอ้างอิง 

หรือ reference population ซึ่งต้องประกอบด้วยสัตว์ที่มีข้อมูลฟีโนไทป์ พันธุ์ประวัติ และจีโนไทป์  ถือเป็น

ปัจจัยสำคัญที่ส่งผลต่อความแม่นยำของการทำนายค่าพันธุกรรมจีโนม (Daetwyler, et al., 2008; Goddard 

and Hayes, 2009) ซึ่งอาจมีค่าต่ำหรือเทียบเท่ากับการทำนายพันธุกรรมแบบดั้งเดิมที่ไม่ใช้ข้อมูลจีโนมใน

กรณีที่ประชากรอ้างอิงมีขนาดเล็ก (VanRaden et al., 2009) การเพิ่มจำนวนสัตว์ในประชากรอ้างอิงอย่าง

ต่อเนื่องเป็นวิธีปฏิบัติซึ่งช่วยป้องกันการลดความแม่นยำในการทำนายค่า GEBVs (De Roos et al., 2011; 

Pryce et al., 2012) โดยปกติแล้ว ประชากรอ้างอิงในประเทศผู้นำด้านอุตสาหกรรมโคนมจะเป็นโคเพศผู้ที่

ผ่านการทดสอบลูกสาว (progeny-tested bulls) เนื่องจากค่าพันธุกรรมของโคเหล่านี้มีความน่าเชื่อถือสูง 

(VanRaden et al., 2009) แต่การสร้างประชากรอ้างอิงด้วยวิธีดังกล่าวเป็นไปได้ยากในบางประเทศที่มี

จำนวนพ่อพันธุ์ที่ผ่านการทดสอบลูกสาวไม่มากเพียงพอ ดังนั้น แม่พันธุ์ชั้นเลิศที่ใช้ผลิตลูกโคเพ ศผู้ (bull 
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dams) จึงสามารถใช้เป็นแหล่งข้อมูลจีโนมเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมความแม่นยำในการทำนายค่า GEBVs (Tsuruta et 

al., 2013; Lourenco et al., 2014) ในประชากรโคนมที่มีขนาดเล็กจึงมีการเสนอให้ใช้ข้อมูลจีโนไทป์ของโค

เพศเมียเพื่อเพิ่มขนาดประชากรอ้างอิง ซึ่งสามารถเร่งความก้าวหน้าทางพันธุกรรมและถือเป็นการลงทุนที่

คุ้มค่า (Thomasen et al., 2014; Gao et al., 2015) 

โคนมในประเทศไทยเป็นโคนมลูกผสมซึ่งมีความเหมาะสมกับสภาพแวดล้อมแบบร้อนชื้น ส่วนใหญ่มี

สายเลือดโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ฟรีเชี่ยน (Holstein-Friesian, HF) ตั้งแต่ 87.50 – 93.75% และสายเลือดโค

อินเดีย (Bos indicus) (ตั ้งแต่ 6.25 – 12.50%) ได้แก่ ซาฮิวาล เรดซินดิ บราห์มัน และโคพื้นเมืองไทย 

(Buaban et al., 2021) กรมปศุสัตว์ได้นำการคัดเลือกโคนมด้วยจีโนมมาใช้ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2559 เพื่อทดแทน

การประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม (กรมปศุสัตว์, 2560) โดยใช้การประเมินพันธุกรรมแบบขั้นตอนเดียวด้วยวิธี 

single-step genomic best linear unbiased prediction (ssGBLUP) (Aguilar et al., 2010) ป ั จ จ ุ บั น

ประชากรอ้างอิงสำหรับการประเมินพันธุกรรมจีโนมของโคนมไทยยังมีขนาดเล็กเนื่องจากจำนวนข้อมูลจีโน

ไทป์ของพ่อพันธุ์ซึ่งผ่านการทดสอบลูกสาวมีจำกัดเพียงประมาณปีละ ≤10 ตัว และการเพิ่มขนาดประชากร

อ้างอิงมาจากข้อมูลจีโนไทป์ของโคเพศเมีย ได้แก่ แม่พันธุ์ชั ้นเลิศ และลูกสาวของพ่อทดสอบ เป็นหลัก 

Buaban และคณะ ในปี 2021 ได้รายงานถึงประโยชน์ของการคัดเลือกโคนมของไทยด้วยจีโนมสำหรับลักษณะ

ปริมาณการให้ผลผลิตน้ำนม และองค์ประกอบน้ำนมที่ 305 วัน เมื่อใช้ข้อมูลจีโนไทป์จากท้ังพ่อโคและแม่โคใน

การประเมินพันธุกรรม ซึ่งในปัจจุบันประชากรอ้างอิงมีขนาดใหญ่กว่าการศึกษาดังกล่าวมากกว่า 3 เท่า 

อย่างไรก็ตาม ยังไม่เคยมีรายงานผลการจัดอันดับค่าพันธุกรรมจีโนมระหว่างสัตว์พ่อแม่พันธุ์ในประชากร 

(ranking) โดยการจัดอันดับสัตว์ด้วยค่าพันธุกรรมจะช่วยให้ทราบสถานภาพความดีเด่นหรือด้อยของสัตว์แต่ละ

ตัวสำหรับลักษณะต่างๆ ซึ่งจะช่วยเพิ่มความมั่นใจในการคัดเลือกสัตว์อายุน้อยเพื่อใช้งานจริงในโปรแกรมการ

ปรับปรุงพันธุ์โคนมของประเทศไทย อันจะส่งผลให้เกิดความก้าวหน้าทางพันธุกรรมรวดเร็วยิ่งขึ้นจากระยะห่าง

ชั่วรุ่นที่ลดลง ดังนั้น ข้อมูลที่มีอยู่ในปัจจุบันจึงสามารถนำมาใช้ในการประเมินผลการทำนายค่าพันธุกรรมจีโนม 

การจัดอันดับโคเพศผู้ที่เป็นตัวเลือกสำหรับการคัดเลือกเป็นพ่อพันธุ์ (selection candidates) รวมถึงการ

ประเมินผลของรูปแบบการเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์ของแม่โคเพื่อเพิ่มขนาดของประชากรอ้างอิง การศึกษาครั้งนี้จึง

มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการเปลี่ยนแปลงจำนวนข้อมูลจีโนไทป์ของแม่โคในประชากรอ้างอิงต่อความ

แม่นยำของค่าพันธุกรรมจีโนมและการจัดอันดับของสัตว์ด้วยค่าพันธุกรรม 

อุปกรณ์และวิธีทดลอง 

ข้อมูลลักษณะปรากฏและพันธุ์ประวัติ (Phenotypes and pedigree) 

 ข้อมูลของลักษณะการให้ผลผลิตน้ำนม องค์ประกอบน้ำนม ความสมบูรณ์พันธุ์ และรูปร่าง รวมถึง
ข้อมูลพันธุ์ประวัติ ได้มาจากระบบฐานข้อมูลโคนมของสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์   
ซึ่งใช้สำหรับการประเมินพันธุกรรมโคนมของประเทศ ข้อมูลลักษณะการให้ผลผลิตน้ำนม ได้แก่ ปริมาณน้ำนม 
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(milk yield, MY) องค์ประกอบน้ำนม 3 ลักษณะ ได้แก่ เปอร์เซ็นต์ไขมัน (fat percentage, FP) เปอร์เซ็นต์
โปรตีน (protein percentage, PP) และเปอร์เซ็นต์ของแข็งทั้งหมด (total solid percentage, TP) ความ
สมบูรณ์พันธุ์ ได้แก่ อายุเมื่อคลอดลูกครั้งแรก (age at first calving, AFC) และรูปร่าง ได้แก่ คะแนนรูปร่าง
รวม (final score, FS) โดยข้อมูลลักษณะปริมาณน้ำนมและองค์ประกอบน้ำนมเป็นข้อมูลผลผลิตน้ำนมในวัน
ทดสอบรายเดือน (test day records) ของโคนมในรอบการให้นมครั้งแรก ซึ่งคลอดลูกในระหว่าง พ.ศ. 2536 
- 2564 ข้อมูลลักษณะ AFC ได้มาจากข้อมูลการผสมเทียม การตรวจท้อง และการติดตามลูกเกิดในระหว่างปี 
พ.ศ. 2545 - 2564 ส่วนข้อมูลลักษณะ FS ได้มาจากข้อมูลลักษณะรูปร่างของแม่โคในรอบการให้นมครั้งแรก 
ซึ่งคลอดลูกในระหว่างปี พ.ศ. 2545 – 2564 เพื่อให้ได้ชุดข้อมูลที่เหมาะสมในการวิเคราะห์ ทำการตรวจสอบ
ข้อมูลตามวิธีของ สายัณห์ และคณะ (2563) และ Buaban et al. (2020) เรียกชุดข้อมูลที่สมบูรณ์ซึ่งผ่านการ
ตรวจสอบแล้วว่า “ข้อมูลชุดเต็ม (whole dataset)” โดยชุดข้อมูลเต็ม สำหรับ MY มีจำนวน 232,425 ข้อมูล 
(จากโค 32,962 ตัว) องค์ประกอบน้ำนม มีจำนวน 222 ,346 ข้อมูล (จากโค 31,338 ตัว) AFC มีจำนวน 
113,040 ข้อมูล (จากโค 113,040 ตัว) และ FS มีจำนวน 16,276 ข้อมูล (จากโค 16,276 ตัว) (Table 1) 

 ข้อมูลพันธุ์ประวัติที่ใช้ในการวิเคราะห์สำหรับทุกลักษณะสร้างขึ้นโดยการสืบย้อนกลับไป 3 ชั่วอายุ 
(generation) จากสัตว์ที่มีข้อมูลบันทึกลักษณะปรากฏ ดังนั้น จึงมีสัตว์ในชุดข้อมูลพันธุ์ประวัติสำหรับ  MY 
จำนวน 67,205 ตัว องค์ประกอบน้ำนม จำนวน 64,983 ตัว AFC จำนวน 208,943 ตัว และ FS จำนวน 
41,165 ตัว ค่าเฉลี่ยของลักษณะที่ศึกษาแสดงใน Table 1 

Table 1. A summary description of test-day milk-production traits (based on a 305-d basis), 
age at first calving and final score; and their respective pedigree-based estimates of heritability 

Trait 1 No. of 
animals with 

records 

No. of records Mean (SD) 2 No. of 
animals in 
pedigree 

Heritability 3 

MY, kg 32,962 232,425 14.11 (4.59) 67,205 0.52 
FP, % 31,338 222,346 3.57 (0.96) 64,983 0.15 
PP, % 31,338 222,346 3.12 (0.38) 64,983 0.22 
TP, % 31,338 222,346 12.11 (2.20) 64,983 0.20 
AFC, month 113,040 113,040 31.94 (5.74) 208,943 0.21 
FS, score 16,276 16,276 69.66 (5.40) 41,165 0.03 

1 MY = test-day milk yield; average FP = fat percentage; PP = protein percentage; TP = total solid 
percentage, AFC = age at first calving, FS = final score 
2 Mean and SD were calculated based on all records for each trait. 
3 Heritability for MY, FP, PP, and TP were based on 305-d basis 
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ข้อมูลจโีนม (Genomic information) 

 ข้อมูลจีโนไทป์ได้จากการตรวจหาความแตกต่างทางพันธุกรรมในระดับจีโนม  (single nucleotide 
polymorphisms, SNPs) ของโคนมรายตัวด้วย Illumina BovineSNP50 BeadChip (Illumina Inc., San 
Diego, CA, USA) เวอร์ชัน 2 (54,609 SNPs) หรือ เวอร์ชัน 3 (53,218 SNPs) โดยเลือกใช้ SNPs ที่เหมือนกัน
จากทั้งสองเวอร์ชัน จำนวน 50,908 SNPs ควบคุมคุณภาพข้อมูลจีโนไทป์ด้วยโปรแกรม PREGSF90 (Misztal 
et al., 2018) ได้แก่ call rate >0.9 สำหรับทั ้ง SNPs และตัวสัตว ์ ความถี ่อ ัลลีลย่อย (minor allele 
frequency, MAF) >0.05 การออกจากสมดุล Hardy-Weinberg (ความแตกต่างระหว่างความถี่ที่คาดหวัง 
และความถี ่ที ่ส ังเกต) <0.15 การทดสอบความขัดแย้งระหว่างคู ่พ่อแม่ลูก (parent-progeny conflict)  
จากนั้นคัดแยก SNPs ที่ไม่ทราบตำแหน่งบนจีโนมหรืออยู่บนโครโมโซมเพศออก (unmapped and non-
autosomal SNPs) ดังนั ้นข้อมูลจีโนไทป์ที ่นำมาใช้ว ิเคราะห์ล ักษณะการให้ผลผลิตน้ำนมและ  AFC 
ประกอบด้วยสัตว์จำนวน 2,774 ตัว (42,097 SNPs) โดยมีพ่อพันธุ์โค 183 ตัว และแม่โค 2,591 ตัว และ 
สำหรับลักษณะ FS ใช้จำนวนข้อมูลจากสัตว์จำนวน 2,171 ตัว (42,087 SNPs) โดยมีพ่อพันธุ์โค 183 ตัว  
และแม่โค 2,188 ตัว ซึ่งข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ดังกล่าวเป็นโคที่เกิดระหว่างปี พ.ศ. 2503 - 2559 ส่วนข้อมูลจี
โนไทป์แม่โคได้มาจากโคที่เกิดระหว่างปี พ .ศ. 2543 - 2560 ข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ประกอบด้วยพ่อพันธุ์
ต่างประเทศ และพ่อพันธุ์ที่เกิดในประเทศ ซึ่งพ่อพันธุ์ในประเทศส่วนใหญ่เป็นโคท่ีผ่านการพิสูจน์พันธุกรรมใน
โปรแกรมการทดสอบลูกสาวของกรมปศุสัตว์ แม่โคทุกตัวที่มีข้อมูลจีโนไทป์มีข้อมูลบันทึกฟีโนไทป์สำหรับ
ลักษณะที่ศึกษา 

การจัดชุดข้อมูลจีโนไทป์แม่โค 
 เพื่อศึกษาผลของการเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิงต่อการทำนายค่าพันธุกรรม  
จีโนม จึงกำหนดสถานการณ์จำลอง 6 สถานการณ์ (Table 2) เพื่อตรวจสอบผลของจำนวนและรูปแบบของ
การเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โค โดยเริ่มจากประชากรอ้างอิงที่มีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์โคพ่อพันธุ์เท่านั้น (scenario 
1) จากนั ้น เพิ ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิงเดิมแบบสะสม (updating reference 
population)  จากข้อมูลจีโนไทป์แม่โคกลุ่มที่เกิดตั้งแต่ปี พ.ศ. 2543 – 2550 สำหรับสถานการณ์ถัดๆ ไป  
เพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิดในทุกๆ 2 ปี ถัดจากแม่โคในสถานการณ์ก่อนหน้า จนถึงแม่โคที่เกิดปี พ.ศ. 2558 
ยกตัวอย่างเช่น scenario 2 เพิ่มข้อมูลจีโนไทป์กลุ่มแม่โคที่เกิดตั้งแต่ปี พ.ศ. 2543 – 2550 เข้าไปรวมกับ
ข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ scenario 3 เพิ ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที ่เกิดปี พ.ศ. 2551 – 2552 จนกระทั ่งถึง 
scenario 6 ซึ่งเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิดปี พ.ศ. 2557 - 2558 โดยที่ scenario 6 ประกอบด้วยข้อมูลจีโน
ไทป์จากแม่โคท้ังหมดและพ่อโค รูปแบบการเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแบบสะสมดังกล่าวพิจารณาจากเหตุผลที่
โคเพศเมียจะเริ่มให้ผลผลิตตั้งแต่อายุ 2 ปี โดยประมาณ ซึ่งการออกแบบเช่นนี้เป็นเพียงการจำลองสถานการณ์
เพ่ือศึกษาตามวัตถุประสงค์ที่ตั้งไว้เท่านั้น โดยอาจแตกต่างจากการปฏิบัติจริงในแต่ละปีซึ่งแม่โคชั้นเลิศและลูก
สาวที่เกิดจากโปรแกรม progeny test จะถูกเลือกเพ่ือเก็บตัวอย่างตรวจจีโนไทป์ 
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Table 2. Amount of genomic information in reference population to assess effects of cow 
genotypes on genomic predictions 

Scenario Detail 1 Number of genotyped cows 
Milk yield and 
components 
 and AFC 2 

FS 3 

1 Males only (n=183) 0 0 
2 Males + females born from 2543 to 2550 203 202 
3 Males + females born from 2543 to 2552 591 587 
4 Males + females born from 2543 to 2554 1,068 1,048 
5 Males + females born from 2543 to 2556 1,552 1,467 
6 Males + females born from 2543 to 2558 2,275 1,938 

1 Number of genotyped bulls was the same for all traits and all scenarios (183 bulls). The remaining 
genotyped animals were in validation population. Year of birth was based on the Buddhist Era. 
2, 3 AFC = age at first calving, FS = final score 

โมเดลทางสถิติ (Statistical models) 

 โมเดลสำหรับวิเคราะห์ลักษณะปริมาณและองค์ประกอบน้ำนม ใช้โมเดลวันทดสอบถดถอยแบบสุ่ม 
(random regression test-day model, RR-TDM) สำหรับการวิเคราะห์ด้วยวิธ ีแบบดั ้งเดิม  (pedigree-
based) และวิธีที ่ใช้ข้อมูลจีโนมร่วม (genomic based) แบบขั้นตอนเดียวด้วย ssGBLUP (SS-RR-TDM)  
ซึ่งคล้ายกับโมเดลที่ใช้ในการประเมินพันธุกรรมโคนมของ กรมปศุสัตว์ (กรมปศุสัตว์, 2564) และ Buaban et 
al. (2021) ใช้การวิเคราะห์ทีละลักษณะ (single-trait analysis) เพื่อคำนวณค่าพันธุกรรม โมเดลในรูปของ
เมทริกซ์แสดงได้ดังนี ้

𝐲 =  𝐗1𝐛1 +  𝐗2𝐛2 +  𝐕𝐡 + 𝐙𝐚 + 𝐖𝐩 + 𝐞,   (1) 

 โดย 𝐲 คือ เวคเตอร์ของบันทึกข้อมูลในวันทดสอบของลักษณะ MY, FP, PP และ TP, 𝐛1 คือเวกเตอร์
ของอิทธิพลคงที่ซึ ่งประกอบด้วย หน่วยผสมเทียม-ปี-ฤดูกาลที่คลอด กลุ่มพันธุ์-กลุ่มอายุที่คลอด, 𝐛2 คือ
เวกเตอร์ของค่าสัมประสิทธิ์การถดถอยคงที่ของ Legendre polynomials (LPs) ที่ซ้อนอยู่ในกลุ่มพันธุ์-กลุ่ม
อายุที ่คลอด, 𝐡 คือเวกเตอร์ของอิทธิพลสุ ่มเนื ่องจาก ฝูง-ปี-เดือนทดสอบ, 𝐚 และ 𝐩 คือเวกเตอร์ของ
สัมประสิทธิ์การถดถอยแบบสุ่มของ LPs ที่ซ้อนกันภายในอิทธิพลเนื่องจากพันธุกรรม และสิ่งแวดล้อมถาวร 
ตามลำดับ , 𝐞 คือเวกเตอร์ของความคลาดเคลื ่อน (residuals), 𝐗1, 𝐗2, 𝐕, 𝐙 และ 𝐖 คือ incidence 
matrices ที่สอดคล้องกันกับอิทธิพลที่กล่าวมาข้างต้น ลำดับของ LPs ซึ่งเป็นค่าแปรผันร่วม (covariates)  
ของปัจจัยคงท่ีและปัจจัยสุ่มที่คำนวณจากวันให้นมโดยใช้ LPs ลำดับที่ 3 (constant, linear, quadratic และ 
cubic) สำหรับลักษณะปริมาณน้ำนม และองค์ประกอบน้ำนม สำหรับทั ้งอิทธิพลใน 𝐚 และ 𝐩 กำหนด
สมมุติฐานให้ความแปรปรวนของอิทธิพลใน 𝐞 มีค่าเท่ากันตลอดการให้นม (homogeneity of residual 
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variances) เพื่อลดความซับซ้อนของโมเดล การวิเคราะห์ด้วยวิธี SS-RR-TDM ใช้ข้อมูลฟีโนไทป์ พันธุ์ประวัติ 
ร่วมกับข้อมูลจีโนไทป์ในการประเมินพันธุกรรม โดยที่เมทริกซ์ของความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างสัตว์ใน
พันธุ ์ประวัติ (numerator relationship matrix, 𝐀) ถูกแทนที ่ด ้วยเมทริกซ์  𝐇 (realized relationship 
matrix) ที่รวมเอาความสัมพันธ์ของสัตว์ในเมทริกซ์ 𝐀 เข้ากับเมทริกซ์ความสัมพันธ์ทางจีโนม 𝐆 (genomic 
relationship matrices) (Lourenco et al., 2020) เมทริกซ ์𝐇 ถูกดัดแปลงเพื่อลดความอคติของการทำนาย
ตามวิธีที่แสดงไว้ใน Buaban et al. (2021) ค่าพันธุกรรมของสัตว์รายตัวสำหรับลักษณะการให้ผลผลิตน้ำนม
และองค์ประกอบน้ำนมถูกคำนวณออกมาในพื้นฐานของค่าพันธุกรรมที่  305 วัน (305-d EBV สำหรับ  
RR-TDM หรือ 305-d GEBV สำหรับ SS-RR-TDM) โดยค่าพันธุกรรมที่ 305 วัน สำหรับ MY คำนวณจากค่า
พันธุกรรมสะสมจากวันให้นมที่ 5 ถึง 305 (DIM 5 to 305) และใช้ค่าเฉลี่ยในรอบการให้นม (DIM 5 to 305) 
สำหรับลักษณะองค์ประกอบน้ำนม (FP, PP และ TP) 

 โมเดลตัวสัตว์ (animal model) ถูกใช้สำหรับวิเคราะห์ลักษณะ AFC และ FS ซึ่งประยุกต์มาจาก
โมเดลในการประเมินพันธุกรรมโคนมของกรมปศุสัตว์ (กรมปศุสัตว์, 2564) และที่ใช้โดย สายัณห์ และคณะ 
(2563) ทำการวิเคราะห์ด้วยวิธีแบบดั้งเดิม (Best linear unbiased prediction, BLUP) และวิธีประเมิน
พันธุกรรมจีโนมแบบ ssGBLUP เพื่อคำนวณค่า EBV และ GEBV ตามลำดับ โมเดลในรูปของเมทริกซ์แสดงได้
ดังนี้ 

𝐲 = 𝐗𝐛 + 𝐕𝐡 + 𝐙𝐮 + 𝐞,     (2) 

 โดย 𝐲 คือเวคเตอร์ของบันทึกข้อมูล AFC หรือ FS, 𝐛 คือเวกเตอร์ของอิทธิพลคงที่ ประกอบด้วย  
ปี-เดือนที่คลอดลูก กลุ่มพันธุ์ ตัวแปรร่วม (covariates) ของวันให้นม ตัวแปรร่วมของอายุที่วัดและประเมิน
รูปร่าง (linear and quadratic terms) สำหรับลักษณะ FS หรือ ปี-เดือน ของการผสมเทียมครั้งแรก และ
กลุ่มพันธุ์ สำหรับลักษณะ AFC, 𝐡 คือเวกเตอร์ของอิทธิพลสุ่มเนื่องจากหน่วยผสมเทียม-ฝูง-ปี-เดือนที่วัดและ
ประเมินรูปร่าง สำหรับลักษณะ FS หรือ ฝูง-ปีของการผสมเทียมครั้งแรก สำหรับลักษณะ AFC, 𝐮 คือเวกเตอร์
ของอิทธิพลสุ ่มเนื ่องจากอิทธิพลทางพันธุกรรมของตัวสัตว ์ (EBV สำหรับ BLUP และ GEBV สำหรับ 
ssGBLUP), 𝐞 คือเวกเตอร์ของความคลาดเคลื่อน, 𝐗, 𝐕 และ 𝐙 คือ incidence matrices ที่สอดคล้องกันกับ
อิทธิพลที่กล่าวมาข้างต้น 

 ประมาณค ่าองค ์ประกอบของความแปรปรวน  (variance components) ด ้วยว ิธ ี  Average 
information restricted maximum likelihood (AI-REML) โดยใช้โปรแกรม AIREMLF90 (Misztal et al., 
2018) ทำการวิเคราะห์แยกทีละลักษณะโดยใช้วิธีแบบดั้งเดิมด้วยชุดข้อมูล whole datasets และโมเดล
เหมือนกับที่ใช้ในการประเมินพันธุกรรมข้างต้น แก้สมการของโมเดลผสม (mixed model equation, MME) 
เพื่อหาคำตอบของสมการด้วยโปรแกรม BLUPF90 (Misztal et al., 2018) ค่าอัตราพันธุกรรม (heritability) 
สำหรับลักษณะ MY, FP, PP, TP, AFC และ FS เท่ากับ 0.52, 0.15, 0.22, 0.20, 0.21 และ 0.03 ตามลำดับ (Table 1) 
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การตรวจสอบผลการทำนายค่าพันธุกรรม (Validation of predictions) 

 การสร้างชุดข้อมูลประชากรตรวจสอบ (Validation population) 

 สร้างชุดข้อมูลประชากรตรวจสอบ (validation population) เพื่อใช้ในการตรวจสอบผลของการ
ทำนายค่าพันธุกรรม โดยการตัดข้อมูลฟีโนไทป์ในช่วง 6 ปีสุดท้าย (ประมาณ 1 ชั่วรุ่น) ออกจากชุดข้อมูล 
whole dataset เรียกชุดข้อมูลที่เหลือนี้ว่า “ชุดข้อมูลบางส่วน (partial dataset)” โดย partial dataset 
ประกอบด้วยข้อมูลฟีโนไทป์ที่บันทึกจนถึงปี พ.ศ. 2559 (สำหรับ MY, FP, PP, TP และ FS) และ พ.ศ. 2558 
(สำหรับ AFC) จำนวนสัตว์และจำนวนข้อมูลฟีโนไทป์ในชุดข้อมูล  partial datasets อยู ่ในช่วง 47.0 ถึง 
64.3% และ 47.0 ถึง 60.1% ของ whole datasets ตามลำดับ ดังนั้น ประชากรตรวจสอบจึงประกอบด้วย
สัตว์ที่มีเฉพาะข้อมูลพันธุ์ประวัติ และข้อมูลจีโนไทป์ (ถ้ามี) แต่ไม่มีข้อมูลฟีโนไทป์ 

การศึกษาครั้งนี้สนใจการประเมินความแม่นยำในการทำนายค่าพันธุกรรมและการจัดอันดับโคเพศผู้
อายุน้อย (young bulls) เพ่ือการคัดเลือกในขณะที่โคเหล่านี ้ยังไม่มีข้อมูลผลผลิตของลูกสาว ซึ่งในการ
ประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม โคเหล่านี้จะถูกคัดเลือกโดยใช้ค่าพันธุกรรมเฉลี่ยของพ่อและแม่ (parent 
average, PA) เพื ่อนำเข้าสู ่โปรแกรม progeny test กำหนดให้โคเพศผู ้ที ่ใช้ตรวจสอบผลการทำนวยค่า
พันธุกรรม (validation bulls) เป็นโคหนุ่มอายุน้อยซึ่งอยู่ในประชากรตรวจสอบที่เกิดตั้งแต่ปี พ.ศ. 2551 ถึง 
2555 โดยโคกลุ่มนี้เป็นโคเพศผู้ที่ผ่านการทดสอบลูกสาว มีข้อมูลจีโนไทป์ และมีความแม่นยำเชิงทฤษฎีของค่า 
EBV (วิเคราะห์ด้วย whole datasets) อย่างน้อย 0.90 สำหรับ MY, FP, PP, TP และ AFC และ 0.75 สำหรับ 
FS  ดังนั้น โคในกลุ่ม validation bulls ไม่มีข้อมูลบันทึกฟีโนไทป์ของลูกสาวในชุดข้อมูล partial datasets 
แต่มีลูกสาวที ่มีข้อมูลบันทึกฟีโนไทป์ในชุดข้อมูล whole datasets โดย validation bulls มีจำนวน 18 
(สำหรับ FS) ถึง 26 ตัว (สำหรับ MY) การเตรียมชุดข้อมูลเพื่อตรวจสอบผลของการทำนายค่าพันธุกรรม 
(ตัวอย่างสำหรับ MY, FP, PP, TP และ FS) แสดงใน Figure 1 

 

 
Figure 1. An illustration of whole (A) and reduced datasets (B) for the validation of predictions 
(for 305-d milk yield, milk components and age at first calving). Year was based on the Buddhist Era. 
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 วิธีการตรวจสอบผลการทำนายค่าพันธุกรรม (Validation methods) 
 เพื่อตรวจสอบผลของการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคต่อการทำนายค่าพันธุกรรม ใช้หลักการของ linear 
regression method (LR method) (Legarra and Reverter, 2018) ซึ่งเปรียบเทียบค่าพันธุกรรมของกลุ่ม 
validation bulls ที่คำนวณได้จากการประเมินที่ต่างกันด้วยค่าสถิติต่างๆ โดยใช้ LR method เปรียบเทียบ
ค่าพันธุกรรม GEBV ที่คำนวณจากชุดข้อมูล whole และ partial datasets ด้วยโมเดลที่ใช้ข้อมูลจีโนม 
นอกจากนี้ คำนวณค่าพันธุกรรม EBV ด้วยโมเดลดั้งเดิม (ไม่ใช้ข้อมูลจีโนม) จากชุดข้อมูล whole และ partial 
datasets เพื่อใช้เปรียบเทียบผลที่ได้กับโมเดลที่ใช้ข้อมูลจีโนม โดยเรียกค่าพันธุกรรมที่วิเคราะห์โดยใช้ข้อมูล 
whole และ partial datasets ว่า 𝑢̂𝑤 และ  𝑢̂𝑝 ตามลำดับ ดังนั้น ในแต่ละลักษณะจึงทำการวิเคราะห์ข้อมูล
โดยวิธีแบบดั้งเดิม และวิธีการประเมินพันธุกรรมจีโนมแบบขั้นตอนเดียวด้วย whole และ partial datasets 
โดยการประเมินพันธุกรรมแบบหลังด้วย partial datasets ทำในชุดข้อมูลจีโนไทป์ที่จำลองการเพิ่มจำนวน
ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิงแบบสะสม 6 สถานการณ์  

เปรียบเทียบผลของการเพ่ิมจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในการประเมินพันธุกรรมจีโนมโดยใช้ค่าความ
แม่นยำเชิงทฤษฎีของค่าพันธุกรรม (theoretical accuracy) ใช้ค่าสถิติของวิธี LR method ที่คำนวณโดย
อาศัยการเปรียบเทียบค่าพันธุกรรม 𝑢̂𝑤 และ 𝑢̂𝑝 เพื ่อตรวจสอบผลการทำนายค่าพันธุกรรมสำหรับ 
validation bulls ได้แก่ ค่าสัดส่วนของความแม่นยำของค่าพันธุกรรม (ratio of accuracies) และค่าการ
กระจายของค่าพันธุกรรม (dispersion) และประยุกต์ใช้หลักการของ LR method สำหรับคำนวณค่า
สหสัมพันธ์เชิงอันดับ (rank correlation)  

1) ความแม่นยำเชิงทฤษฎี (Theoretical accuracy) 
ความแม่นยำเชิงทฤษฎี (𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙) เป็นความแม่นยำของค่าพันธุกรรมของสัตว์รายตัว ซึ่งได้มาจาก

ค่าความแปรปรวนของความคลาดเคลื่อนของการทำนาย (prediction error variance, PEV) (Misztal and 
Wiggans, 1988) การคำนวณ PEV อาศัยเมตริกซ์ส ัมประสิทธิ ์ (coefficient matrix) ของสมการผสม  
ซึ ่งคำนวณได้จากโปรแกรม BLUPF90 (Misztal et al., 2018) หาค่าเฉลี ่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 สำหรับโคในกลุ่ม 
validation bulls ในแต่ละสถานการณ์ของการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิง 

2) ค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับ (Spearman’s rank correlation) 
ค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับใช้สำหรับตรวจสอบความคล้ายคลึงกันของอันดับสัตว์ (ranking) ที่จัดอันดับ

ด้วยค่าพันธุกรรมที่ได้จากการประเมินพันธุกรรมที่ต่างกัน (วิธีการประเมิน และปริมาณข้อมูลจีโนไทป์ที่
ต่างกัน) ในการศึกษาในครั้งนี้ ค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับใช้วัดความสามารถของวิธีการประเมินพันธุกรรมที่ใช้
ปริมาณข้อมูลจีโนไทป์ที่ต่างกัน (scenario 1 – 6) ต่อการจัดอันดับโคในกลุ่ม validation bulls คำนวณจาก 

Spearman’s rank correlation (𝑟𝑆)ระหว ่างค ่าพันธ ุกรรม (GEBV หรือ EBV) ที ่ว ิ เคราะห์ด ้วย partial  
และ whole datasets สำหรับโคในกลุ่ม validation bulls นั่นคือ เปรียบเทียบการจัดอันดับเมื่อโคมีข้อมูลไม่
สมบูรณ์ (partial datasets) กับเมื่อโคเหล่านี้มีข้อมูลสมบูรณ์ (whole dataset) ค่า 𝑟𝑆 เข้าใกล้ 1 บ่งชี้ถึง
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ความคล้ายคลึงกันของการจัดอันดับสัตว์ด้วยค่าพันธุกรรมที่ได้จากการวิเคราะห์ที่ต่างกัน (นั่นคือ บ่งบอกถึง
ความแม่นยำในการจัดอันดับสัตว์) 

3) สัดส่วนของความแม่นยำของค่าพันธุกรรม (Ratio of accuracies) 
ค่าสัดส่วนของความแม่นยำของค่าพันธุกรรม เป็นค่าสหสัมพันธ์เพียร์สันระหว่าง 𝑢̂𝑝 และ 𝑢̂𝑤 (𝜌̂𝑤,𝑝) 

สำหรับโคในกลุ่ม validation bulls ซึ่งคำนวณจากชุดข้อมูล partial และ whole datasets ตามลำดับ โดยมี
ค่าคาดหวังเท่ากับสัดส่วนของความแม่นยำของ 𝑢̂𝑝 ต่อ 𝑢̂𝑤 หรือ  𝑎𝑐𝑐𝑝

𝑎𝑐𝑐𝑤
   ค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 สามารถบ่งบอกถึงความ

สอดคล้อง (consistency) ของค่าพันธุกรรมที่ประเมินจากครั้งที่ต่างกัน (เช่น การประเมินพันธุกรรมด้วย
โมเดล/วิธีการ และปริมาณข้อมูลที่ต่างกัน) ค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 ที่สูง >0.70 แสดงว่าการประเมินพันธุกรรมด้วยชุดข้อมูล 
partial dataset (ตัดฟีโนไทป์ออก) ให้ผลที่ค่อนข้างใกล้เคียงกับการใช้ชุดข้อมูลสมบูรณ์ (whole dataset) 
(Macedo et al., 2020a) ในบริบทของศึกษาในครั ้งนี ้ สัดส่วนของความแม่นยำของค่าพันธุกรรมยังถูก
ประยุกต์ใช้เพ่ือเปรียบเทียบผลของการเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิงต่อการทำนายค่าพันธุกรรม 
จีโนม โดยเปรียบเทียบค่าพันธุกรรมที่วิเคราะห์ได้จากข้อมูลที่มีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคน้อยกว่า (partial 
dataset ใน scenarios 1 - 6) กับข้อมูลจีโนไทป์แม่โคทั้งหมด (whole dataset) ซึ่งค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 ที่สูงสามารถ 
บ่งบอกถึงความเพียงพอของข้อมูลจีโนไทป์แม่พันธุ์ที่เพิ่มเข้าไปในประชากรอ้างอิงในการทำนายค่าพันธุกรรม
ในอนาคตของสัตว์ 

4) ค่าการกระจายของค่าพันธุกรรม (Dispersion) 
ค่าการกระจายของค่าพันธุกรรม ใช้บ่งบอกถึงความไม่มีอคติ (unbiasedness) ของค่าทำนาย

พันธุกรรม (ค่าพันธุกรรมไม่มีอคติ เมื่อ estimated breeding values = true breeding values) วัดได้จาก
ค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (regression coefficient, 𝑏̂𝑝) ของค่าพันธุกรรม 𝑢̂𝑤 ต่อ 𝑢̂𝑝 สำหรับโคในกลุ่ม 
validation bulls ซึ่งค่าคาดหวังของ 𝑏̂𝑝 = 1 เมื่อการทำนายค่าพันธุกรรมไม่มีอคติ โดยหาก 𝑏̂𝑝 <1 บ่งบอก
ว่าค่าพันธุกรรม 𝑢̂𝑝 มีการกระจายตัว (หรือขนาด magnitude) ที่สูงกว่าปกติ (over-dispersion) ส่วน 𝑏̂𝑝 >1 
บ่งชี้ว่าค่าค่าพันธุกรรม 𝑢̂𝑝 มีการกระจาย (หรือขนาด) ที่ต่ำกว่าปกติ (under-dispersion) (Macedo et al., 
2020a) 

การจ ัดการข้อมูล การว ิเคราะห์สถ ิต ิต ่างๆ (เช ่น descriptive statistics, Spearman’s rank 
correlation และ Pearson's correlation) และการคำนวณท่ีซับซ้อน อาศัยโปรแกรมทางสถิติสำเร็จรูป R (R 
Core Team, 2020) 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ความแม่นยำเชิงทฤษฎี (Theoretical accuracy) 

Table 3 แสดงค่าเฉลี่ยของความแม่นยำเชิงทฤษฎี (𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙) ของค่าพันธุกรรมของโคในกลุ่ม 
validation bulls ที่ประมาณด้วยโมเดลแบบดั้งเดิม (EBV) และโมเดลที่ใช้ข้อมูลจีโนม (GEBV) ซึ่งวิเคราะห์
ด้วยประชากรอ้างอิงที่มีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแตกต่างกัน สำหรับลักษณะ MY, FP, PP, TP, AFC  
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และ FS โดยทั่วไปเมื่อพิจารณาค่าเฉลี่ยจากทุกลักษณะ พบว่า ค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 ของค่าพันธุกรรมที่ได้
จากชุดข้อมูล whole datasets (มีข้อมูลฟีโนไทป์สมบูรณ์) มีค่าสูง โดยค่า EBV ที่ได้จากวิธีแบบดั้งเดิมมี
ค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 (0.92, range = 0.82 – 0.96) ต่ำกว่าค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 ของ GEBV (0.94, range = 
0.85 – 0.97) ที่ได้จากวิธีที่ใช้ข้อมูลจีโนมเล็กน้อย ความแม่นยำของการทำนายในระดับสูงดังกล่าวเกิดจาก
จำนวนลูกสาวของพ่อโคตรวจสอบมีมากเพียงพอ (จำนวนลูกสาว เฉลี่ย 70 ถึง 224 ตัว, Table 3) นอกจากนี้ 
ความแตกต่างของความแม่นยำเชิงทฤษฎีของลักษณะที่ศึกษายังขึ้นอยู่กับอัตราพันธุกรรม โดยจะเห็นว่า
ค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 สำหรับลักษณะ FS มีค่าต่ำที่สุด (0.82 และ 0.85 สำหรับ EBV และ GEBV ตามลำดับ) 
เนื่องจากมีอัตราพันธุกรรมค่อนข้างต่ำ (0.03) ประกอบกับ FS มีปริมาณข้อมูลฟีโนไทป์น้อยกว่าลักษณะอื่นๆ 
(Table 2) 

เมื ่อทำนายค่าพันธุกรรมโดยใช้ข้อมูลที ่ต ัดฟีโนไทป์จากชุดข้อมูลเต็มออก (partial datasets)  
เพ่ือจำลองสถานการณ์การประเมินพันธุกรรมในขณะที่พ่อโคอายุยังน้อย ค่า GEBV ที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วย
ข้อมูลจีโนไทป์ทั้งหมด (scenario 6: ใช้ข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์และแม่โคท้ังหมด) มีความแม่นยำเชิงทฤษฎีโดย
เฉลี่ยจากทุกลักษณะ (0.83) สูงกว่าค่าดังกล่าวของ EBV (0.66) ที่ได้จากการประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม 
(pedigree-based) โดยมีการเพิ่มขึ้น ของค่า 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 เท่ากับ 0.17 (gain in accuracy: 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 of 
GEBV - 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 of EBV) (≈ 25.7%) ค่าความแม่นยำเชิงทฤษฎีที่ได้จากการศึกษาในครั้งนี้สูงกว่าที่เคย
รายงานไว้ก่อนหน้านี้โดย สายัณห์ และคณะ (2563) และ Buaban et al. (2021) ที่ทำนายค่าพันธุกรรมของ
โคนมไทยสำหรับลักษณะเดียวกัน ทั้งค่า GEBV (และ EBV) ที่วิเคราะห์ด้วย whole และ partial datasets  
ซ่ึงผลที่พบดังกล่าวเกิดเนื่องจากปริมาณข้อมูลที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้มีมากข้ึน (ทั้งข้อมูลจีโนไทป์และฟีโนไทป์) 
ยกตัวอย่างเช่น จำนวนสัตว์ที่มีข้อมูลจีโนไทป์สำหรับลักษณะ MY เท่ากับ 876 และ 2,774 ตัว ในการศึกษา
ของ Buaban et al. (2021) และการศึกษาในครั้งนี้ ตามลำดับ 

ผลของการเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิงต่อการทำนายค่าพันธุกรรม ซึ่งวิเคราะห์
ด้วยชุดข้อมูล partial datasets (scenario 1 – 6) เมื่อพิจารณาจากทุกลักษณะ พบว่าค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙  

จากทุกสถานการณ์ที ่มีการเพิ ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิง (𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙  = 0.78 – 0.81 ใน 
scenarios 2 – 5) มีค่าสูงกว่าเมื่อประชากรอ้างอิงมีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์ของพ่อพันธุ์ (𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙  = 0.77 
ใน scenario 1) และสูงกว่าการประเมินด้วยวิธีแบบดั้งเดิม (𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙  = 0.66) โดยค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 
ค่อยๆ สูงขึ้นตามจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่มากขึ้น คิดเป็น 0.5% (scenario 2) 1.9% (scenario 3) 3.0% 
(scenario 4) 4.9% (scenario 5) และ 7.0% (scenario 6) เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้ข้อมูลจีโนไทป์ของพ่อ
พันธุ์เพียงอย่างเดียว (scenario 1) และการเพิ่มขึ้นดังกล่าว คิดเป็น 17.3 – 25.5% เมื่อเปรียบเทียบกับการ
ประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม ซึ่งให้ผลสอดคล้องกับเมื่อพิจารณาเป็นรายลักษณะ (เช่น  สำหรับลักษณะ MY 
(FS) ค่าเฉลี่ย 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙 เท่ากับ 0.77 (0.66), 0.78 (0.67) และ 0.80 (0.70) สำหรับ scenarios 1, 3, และ 
6 ตามลำดับ) เป็นที่น่าสังเกตว่า สำหรับลักษณะการให้ผลผลิตน้ำนม แม้ว่า MY จะมีอัตราพันธุกรรมสูงกว่า 
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แต่ค่าความแม่นยำในการทำนายพันธุกรรมจีโนม (0.77 – 0.80) ต่ำกว่าลักษณะ FP (0.80 – 0.89), PP (0.87 
– 0.93) และ TP (0.82 – 0.90) ซึ ่งอาจเกิดจาก MY เป็นลักษณะที ่ถูกคัดเลือกอย่างเข้มข้น (intensely 
selected trait) ในประชากรโคนมของไทย ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Lourenco et al. (2014) ที่พบว่า
ค่าความเชื่อมั่นของการทำนายสำหรับลักษณะปริมาณไขมันและปริมาณโปรตีนมีค่าต่ำกว่าลักษณะปริมาณ
น้ำนม โดยที่ปริมาณไขมันและปริมาณโปรตีนเป็นลักษณะที่ถูกคัดเลือกอย่างเข้มข้นในประชากรโคนมพันธุ์
โฮลสไตน์ของประเทศอิสราเอล และสอดคล้องกับ VanRaden et al. (2009) และ Bijma (2012) ที่สรุปว่าค่า 
ความเชื่อมั่นที่แท้จริงของการทำนายพันธุกรรม (realized reliability) อาจมีค่าต่ำกว่าค่าความเชื่อมั่นเชิง
ทฤษฎี (ค่ายกกำลังสองของ 𝑟𝑖𝑛𝑑𝑖𝑣𝑖𝑑𝑢𝑎𝑙) ถ้าหากลักษณะนั้นเป็นลักษณะที่ถูกคัดเลือกโดยตรง 

จะเห็นได้ว่า แม้ว่าจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิงเพิ ่มขึ ้นเป็นจำนวนมาก เมื่อ
เปรียบเทียบกับจำนวนข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ (เช่น จำนวนข้อมูลจีโนไทป์พ่อโค เท่ากับ 183 ตัว ส่วนจำนวน
ข้อมูลจีโนไทป์แม่โค เท่ากับ 203, 1,068 และ 2,275 ตัว ใน scenarios 2, 4, และ 6 ตามลำดับ สำหรับ
ลักษณะปริมาณและองค์ประกอบน้ำนม) แต่ความแม่นยำเชิงทฤษฎีของค่าพันธุกรรมสำหรับ validation 
bulls เพิ่มสูงขึ้นเล็กน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับกรณีมีข้อมูลจีโนไทป์พ่อโคเพียงอย่างเดียว (maximum gain ≈ 
7%) ซึ่งสอดคล้องกับค่าความเชื่อมั่น (reliability) ที่เพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อยจากการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่วัวเข้า
ไปร่วมในการประเมินพันธุกรรมโดย Lourenco et al. (2014) ซึ่งผลดังกล่าวเกิดจากคุณค่าของข้อมูลจากโค
เพศเมียมีน้อยกว่าโคเพศผู้ เนื่องจากค่าความเชื่อมั่นของค่าพันธุกรรมที่ต่ำกว่าโคเพศผู้ที่ผ่านการทดสอบลูก
สาว (Misztal et al., 2013; Boichard et al., 2015) ดังนั้น ประชากรอ้างอิงของโคเพศเมียจึงจำเป็นต้องมี
ขนาดใหญ่กว่าของโคเพศผู้อย่างมากเพื่อให้ได้ความแม่นยำของการทำนายพันธุกรรมที่เท่ากั น (Boichard et 
al., 2015)  Boichard et al (2015) สาธิตให้เห็นว่า สำหรับลักษณะที่มีอัตราพันธุกรรมเท่ากับ 0.30 และแม่
โคมีข้อมูลฟีโนไทป์หนึ่งข้อมูล (single records) จะต้องใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โค จำนวน 21 ตัว เพื่อให้ได้
ปริมาณข้อมูลเทียบเท่ากับพ่อโคที่ผ่านการทดสอบลูกสาวหนึ่งตัวที่มีค่า reliability ของค่าพันธุกรรมเท่ากับ 
0.90 และจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่ต้องการดังกล่าวจะเพิ่มมากยิ่งขึ้นเมื่ออัตราพันธุกรรมมีค่าต่ำลง  โดย 
Pryce et al. (2012) ได้ประมาณค่าความเชื่อมั่นของการทำนายว่าอาจสูงขึ้นถึง 7% เมื่อนำข้อมูลจีโนไทป์แม่
โค 10,000 ตัว รวมเข้ากับข้อมูลจีโนไทป์พ่อโค 3,000 ตัว 

ผลการศึกษาที่พบว่า การใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคร่วมกับพ่อโคในการคัดเลือกด้วยจีโนมเพื่อเพิ่มขนาด
ประชากรอ้างอิงช่วยเพิ่มความแม่นยำของค่าพันธุกรรม สอดคล้องกับผลที่ได้จากการศึกษาก่อนหน้านี้สำหรับ
ลักษณะเดียวกัน เช่น การศึกษาในโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ของประเทศออสเตรเลียพบความเชื่อมั่นเพิ่มขึ้น  4 - 
8% (Pryce et al., 2012) การศึกษาในโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ของประเทศอิสราเอลโดย Lourenco  et al. 
(2014) ที่พบว่าความเชื่อมั่นเพิ่มขึ้นเพียงเล็กน้อย และผลที่รายงานในโคนมพันธุ์ เจอร์ซี่ของกลุ่มประเทศนอร์
ดิกที่พบความเชื่อมั่นเพิ่มขึ้น 1.9 - 4.5% (Gao et al., 2015) แต่ต่ำกว่าผลที่รายงานไว้ในโคนมพันธุ์กีร์ของ
ประเทศบราซิลซึ่งพบว่าความเชื่อมั่นเพิ่มข้ึน 14% (Boison et al., 2017) เป็นต้น ผลจากการศึกษาในครั้งนี้ที่
การเพ่ิมข้ึนของความแม่นยำต่ำกว่าบางการศึกษาก่อนหน้านี้ เกิดจากประชากรอ้างอิงมีขนาดเล็กกว่ามาก (ทั้ง
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ข้อมูลจีโนไทป์โคเพศผู้และเพศเมีย) ทั้งนี้ การเพิ่มขึ้นของความแม่นยำที่แตกต่างกันเมื่อเพิ่มขนาดประชากร
อ้างอิงด้วยข้อมูลจีโนไทป์โคเพศเมียในการศึกษาต่างๆ น่าจะขึ้นอยู่กับจำนวนข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ ์ใน
ประชากรอ้างอิงเดิม และสัดส่วนของข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เพิ่มเข้าไปในประชากรอ้างอิง (Gao et al., 2015) 
โดยเมื่อประชากรอ้างอิงมีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์มากเพียงพอแล้ว การเพิ่มขึ้นของความเชื่อมั่นของค่า
พันธุกรรมมีไม่มากดังเช่นในโคนมโฮลสไตน์ของประเทศสหรัฐอเมริกา (Cooper et al., 2015) นอกจากนี้ 
วิธีการหรือโมเดลที่ใช้ในการประเมินพันธุกรรมที่แตกต่างกัน (เช่น multi-step และ sing-step) น่าจะมี
อิทธิพลต่อผลลัพธ์ที่ได้จากการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์โคเพศเมียในประชากรอ้างอิงด้วยเช่นกัน 

ค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับ (Rank correlation) 

Table 4 แสดงค่าความแม่นยำในการจัดอันดับสัตว์ด้วยค่าพันธุกรรม ซึ่งแสดงด้วยค่า Spearman’s 
rank correlation (𝑟𝑆) ระหว่างค่าพันธุกรรมที่วิเคราะห์จากชุดข้อมูล partial และ whole datasets โดยใช้ 
𝑟𝑆 เพื่อวัดระดับความคล้ายคลึงกัน (degree of similarity) ของการจัดอันดับโคในกลุ่ม validation bulls 
ด้วยค่าพันธุกรรมที่ได้จากการประเมินที่ต่างกัน (ทั้งวิธีการประเมิน และจำนวนข้อมูลจีโนไทป์ที่ต่างกัน) 
โดยทั่วไป เมื่อพิจารณาจากทุกลักษณะพบว่าค่าเฉลี่ยของ 𝑟𝑆 สำหรับโคในกลุ่ม validation bulls ที่ได้จากการ
ประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม (0.26) มีค่าต่ำกว่าการทำนายพันธุกรรมจีโนมที่ใช้เฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ 
(0.38 ใน scenario 1) และต่ำกว่าเมื่อมีการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิง (0.40 – 0.47 
ใน scenarios 2 – 6)  โดยค่า 𝑟𝑆 มีแนวโน้มสูงขึ้นเมื่อประชากรอ้างอิงมีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคมากขึ้น  
ผลที่ได้บ่งชี้ได้ว่า วิธีการประเมินพันธุกรรมแบบ ssGBLUP และการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากร
อ้างอิง (scenarios 2 – 6) ช่วยเพิ ่มความสามารถในการจัดอันดับสัตว์เมื ่อเปรียบเทียบกับการประเมิน
พันธุกรรมแบบดั้งเดิมสำหรับลักษณะที่ศึกษา 

Table 4. Estimates of Spearman’s rank correlations (𝑟𝑆) between estimated breeding values (EBV 
or GEBV) analyzed using partial and whole datasets; and with different information from cow 
genotypes 

Method 1 Scenario 2 
Trait 3 

MY FP PP TP AFC FS Average 
Genomic Scen1 0.65 0.49 0.41 0.35 0.28 0.14 0.38  

Scen2 0.66 0.42 0.49 0.45 0.29 0.21 0.42  
Scen3 0.72 0.39 0.47 0.36 0.30 0.17 0.40  
Scen4 0.72 0.44 0.49 0.45 0.30 0.15 0.43  
Scen5 0.76 0.40 0.68 0.58 0.29 0.15 0.47  
Scen6 0.75 0.36 0.62 0.64 0.31 0.14 0.47 

Pedigree - 0.58 0.24 0.39 0.22 0.13 0.01 0.26 
1 Genomic = genomic-based evaluations, Pedigree = traditional pedigree-based evaluations 
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2 Scen1 = only genotyped bulls in reference population (RP), scen2, 3, 4, 5, and 6 = inclusion of 
genotyped cows born from 2543 to 2550, 2552, 2554, 2556, and 2558 (the Buddhist Era), respectively, in 
the bull reference population 
3 MY = 305-d milk yield; FP = fat percentage; PP = protein percentage; TP = total solid percentage, AFC = 
age at first calving, FS = final score 

เมื่อพิจารณารายลักษณะ พบว่าเมื่อเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิงพ่อพันธุ์ 
(scenarios 2 – 6) ลักษณะปริมาณน้ำนมที่ 305 วัน มีค่าความสัมพันธ์ของการจัดอันดับในระดับสูง (0.66 – 
0.75) และสูงกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับเมื่อประชากรอ้างอิงมีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ (0.65) โดยค่า 𝑟𝑆 มี
แนวโน้มสูงขึ้นเมื่อประชากรอ้างอิงมีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคมากขึ้น โดยเมื่อเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่
โคที่เกิดจนถึงปี พ.ศ. 2552 (ค.ศ. 2009) หรือมากกว่า (scenarios 3 – 6) การจัดอันดับโคด้วยค่าทำนาย
พันธุกรรมจีโนมที่ได้จากชุดข้อมูล partial datasets ค่อนข้างมีความคล้ายคลึงกันกับการจัดอันดับด้วยค่า
ทำนายพันธุกรรมจีโนมที่ได้จากชุดข้อมูล whole dataset ซึ่งมีข้อมูลจีโนไทป์และฟีโนไทป์ที่สมบูรณ์ (0.72 – 
0.75 ใน scenarios 3 – 6) ดังนั้น ผลที่ได้จากค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับสำหรับลักษณะ MY จึงอาจกล่าวเป็น
นัยน์ได้ว่าการทำนายพันธุกรรมจีโนมในอนาคตสำหรับปริมาณน้ำนมที่ 305 วัน สำหรับโคหนุ่มอายุน้อยด้วย
ประชากรอ้างอิงที่มีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่มากเพียงพอร่วมกับข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ (ใน scenarios 3 
– 5) สามารถช่วยให้การจัดอันดับสัตว์ถูกต้องสูงพอสมควรเมื่อเปรียบเทียบค่าทำนายพันธุกรรมที่ได้จาก
ช่วงเวลาที่โคเหล่านี้มีข้อมูลผลผลิตน้ำนมของลูกสาว (whole datasets) เป็นที่น่าสังเกตว่า ในสถานการณ์ที่
ใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคทั้งหมด (scenario 6) จะมีค่า 𝑟𝑆 ต่ำกว่าในสถานการณ์ที่มีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โค
น้อยกว่า (scenario 5) เล็กน้อย (𝑟𝑆 = 0.75 และ 0.76 ตามลำดับ) ซึ่งความผันผวนดังกล่าวอาจเกิดขึ้นได้
เนื่องจากจำนวน validation bulls มีจำนวนจำกัด 

สำหรับลักษณะอื่นๆ นอกเหนือจาก MY การทำนายค่าพันธุกรรมจีโนมของโคกลุ่ม validation bulls  
เมื่อประชากรอ้างอิงถูกเพิ่มขนาดด้วยข้อมูลจีโนไทป์แม่โค (scenarios 2 – 6) มีค่าความสัมพันธ์ของการจัด
อันดับที่สูงกว่าเมื่อประชากรอ้างอิงมีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ (scenario 1) โดยการใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่
โคในจำนวนที่แตกต่างกัน ค่า 𝑟𝑆 มีค่าอยู่ในระดับปานกลางสำหรับ FP (0.36 – 0.42) ระดับปานกลางถึงสูง
สำหรับ PP และ TP (0.36 – 0.68) ระดับต่ำสำหรับ AFC (0.29 – 0.31) และระดับต่ำมากสำหรับ FS (0.14 – 
0.21) โดยทุกลักษณะดังกล่าวพบความผันผวนของค่า 𝑟𝑆 เมื่อใช้จำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในสถานการณ์
ต่างๆ เช่นเดียวกับท่ีพบใน MY ซึ่งสามารถอธิบายได้ในทำนองเดียวกัน การเพ่ิมจำนวน validation bulls มาก
ขึ้นน่าจะช่วยลดความผันผวนของค่า 𝑟𝑆 ได ้

ในทางการปรับปรุงพันธุ์สัตว์ ค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับของสเปียร์แมนมีความสำคัญโดยใช้สำหรับ
เปรียบเทียบความคงที่ (stability) ของค่าพันธุกรรม วัดความสามารถในการจัดอันดับสัตว์ และตรวจสอบการ
เปลี่ยนแปลงอันดับสัตว์ (re-ranking) เมื่อมีการเปลี่ยนแปลงโมเดลหรือวิธีการในการประเมินพันธุกรรม (เช่น 
Schenkel et al., 2002; Zhang et al., 2010; Renzo et al., 2021) โดยเปรียบเทียบค่าพันธุกรรมที่ได้ใน
กลุ่มสัตว์ที ่สนใจ เช่น สัตว์ทุกตัว พ่อพันธุ์ทุกตัว พ่อพันธุ์อายุน้อย หรือ พ่อพันธุ์ชั ้นเลิศ เป็นต้น สำหรับ
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การศึกษาในครั้งนี้ การเปรียบเทียบอันดับสัตว์ทำในโคกลุ่ม validation bulls ซึ่งสมมุติให้เป็นตัวแทนของโค
หนุ่มที่ยังไม่มีข้อมูลผลผลิตหรือฟีโนไทป์ของลูกสาว (นั่นคือ เป็น selection candidates) โดยเปรียบเทียบ
การจัดอันดับโคเหล่านี้ด้วยค่าพันธุกรรมจีโนมที่วิเคราะห์จากประชากรอ้างอิงที่มีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่
แตกต่างกัน (partial datasets: scenarios 1 – 6) เปรียบเทียบกับเม่ือโคเหล่านี้มีข้อมูลฟีโนไทป์ลูกสาว (อายุ 
5 – 7 ปี โดยประมาณ) และมีข้อมูลจีโนไทป์ที่สมบูรณ์ (วิเคราะห์ด้วย whole dataset) โดยประยุกต์ใช้ LR 
method (Legarra and Reverter. 2018) สำหรับเปรียบเทียบค่าพันธุกรรมที่ได้จากการประเมินในครั้งที่ต่างกัน
ด้วยค่าค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับสเปียร์แมน  จากการสืบค้นข้อมูลงานวิจัยก่อนหน้า ยังไม่มีการศึกษา
เปรียบเทียบการจัดอันดับสัตว์ด้วยค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับในวิธีดังกล่าวแต่อย่างใด 

สัดส่วนความแม่นยำของค่าพันธุกรรม (Ratio of accuracies) 

Table 5. Estimates of ratio of accuracies (𝜌̂𝑤,𝑝) between estimated breeding values (EBV or 
GEBV) analyzed using partial and whole datasets; and with different information from cow 
genotypes 

Method 1 Scenario 2 
Trait 3 

MY FP PP TP AFC FS Average 
Genomic Scen1 0.64 0.49 0.40 0.42 0.21 0.15 0.38  

Scen2 0.65 0.44 0.46 0.45 0.22 0.17 0.40  
Scen3 0.67 0.41 0.48 0.47 0.22 0.16 0.40  
Scen4 0.70 0.44 0.54 0.53 0.21 0.17 0.43  
Scen5 0.72 0.37 0.65 0.59 0.19 0.14 0.44  
Scen6 0.72 0.41 0.65 0.62 0.20 0.13 0.46 

Pedigree - 0.62 0.20 0.43 0.21 0.14 0.09 0.28 
1 Genomic = genomic-based evaluations, Pedigree = traditional pedigree-based evaluations 

2 Scen1 = only genotyped bulls in reference population (RP), scen2, 3, 4, 5, and 6 = inclusion of 
genotyped cows born from 2543 to 2550, 2552, 2554, 2556, and 2558 (the Buddhist Era), respectively, in 
the bull reference population 
3 MY = 305-d milk yield; FP = fat percentage; PP = protein percentage; TP = total solid percentage, AFC = 
age at first calving, FS = final score 

Table 5 แสดงค่าสัดส่วนของความแม่นยำของค่าพันธุกรรมของโคกลุ่ม validation bulls ซึ่งเป็นค่า
สหสัมพันธ์ระหว่างค่าพันธุกรรมที่วิเคราะห์ด้วยชุดข้อมูล partial และ whole datasets (𝜌̂𝑤,𝑝)  โดยค่าที่สูง  
(เช่น >0.70) บ่งบอกว่าความแม่นยำในการทำนายมีค่าสูงเมื่อวิเคราะห์ด้วยข้อมูล partial datasets แม้ว่าไม่มี
ข้อมูลผลผลิตของลูกสาว (Macedo et al., 2020a) โดยภาพรวมเมื่อพิจารณาจากทุกลักษณะพบว่า การ
ประเมินพันธุกรรมจีโนมด้วยวิธี ssGBLUP ให้ค่าเฉลี่ยของ 𝜌̂𝑤,𝑝 ในระดับปานกลาง (0.38 – 0.46) ซึ่งสูงกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับการประเมินแบบดั้งเดิม (0.28) นอกจากนี้ การใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคร่วมในการวิเคราะห์ 
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(scenarios 2 – 6) ส่งผลให้ค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 (0.40 – 0.46) สูงมากกว่าการใช้เฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ (0.38 ใน 
scenario 1) โดยการเพิ่มขึ้นของค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 ค่อยๆ มากขึ้นตามลำดับตามจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่มากขึ้น 
ซึ่งผลที่ได้นี้แสดงให้เห็นว่าการคัดเลือกด้วยจีโนมด้วยวิธี ssGBLUP และการเพิ่มขนาดประชากรอ้างอิงด้วยการ
เพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแบบสะสม ทำให้ค่าทำนายพันธุกรรมของโคมีค่าใกล้เคียงกับค่าในอนาคตมากกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธีประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิมที่ไม่ใช้ข้อมูลจีโนม  (กล่าวอีกอย่างหนึ่งคือ วิธี ssGBLUP ที่
ประชากรอ้างอิงมีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ และมีข้อมูลจีโนไทป์แม่พันธุ์เพ่ิมแบบสะสม ให้ความแม่นยำใน
การทำนายค่าพันธุกรรมสูงกว่าวิธีแบบดั้งเดิม แม้ว่าจะยังไม่มีข้อมูลฟีโนไทป์ของลูกสาว) ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาก่อนหน้าที่พบว่าวิธี ssGBLUP ให้ค่าสัดส่วนของความแม่นยำสูงกว่าวิธีแบบดั้งเดิม (Macedo et al., 
2020a; Sungkhapreecha et al., 2021) โดย Sungkhapreecha et al. (2021) รายงานผลการทำนาย
พันธุกรรมการทนร้อนของโคนมลูกผสมโฮลสไตน์ของไทยว่าวิธี ssGBLUP ดีกว่าวิธีแบบดั้งเดิมทั้งในแง่ของ
ความแม่นยำของการทำนาย ค่าสัดส่วนของความแม่นยำของค่าพันธุกรรม และค่าอคติของการทำนายสำหรับ
ลักษณะปริมาณน้ำนม 

เมื่อพิจารณารายลักษณะ พบว่าลักษณะที่เก่ียวข้องกับการให้ผลผลิตน้ำนม มีค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 สูงกว่าลักษณะ 
AFC และ FS ในสถานการณ์ที่เหมือนกัน ยกตัวอย่างเช่น การประเมินพันธุกรรมจีโนมด้วยข้อมูลจีโนไทป์พ่อ
พันธุ์เพียงอย่างเดียว (scenario 1) มีค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 ตั้งแต่ 0.40 – 0.64 สำหรับ MY, FP, PP และ TP และมีค่า
ตั้งแต่ 0.15 – 0.21 สำหรับ AFC และ FS และให้ผลสอดคล้องกับในสถานการณ์อื่นๆ เป็นที่น่าสังเกตว่า 
ลักษณะ MY มีค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 สูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับลักษณะอื่นๆ ในทุกสถานการณ์ โดยมีค่า ≥0.70 ใน 
scenario 4 - 6 (เพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิดปี พ.ศ. 2554 – 2558 เข้าไปในประชากรอ้างอิงเดิม) ซึ่งแสดง
ให้เห็นว่า สำหรับลักษณะปริมาณน้ำนมที่ 305 วัน การใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิดจนถึงปี พ.ศ. 2554 ร่วมใน
การประเมินพันธุกรรม (นั่นคือ ไม่ใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่เกิดหลังปี พ.ศ. 2554 หรือกลุ่มแม่โครุ่นใหม่) ค่า
ทำนายพันธุกรรมของโคหนุ่ม validation bulls มีค่าค่อนข้างใกล้เคียงกับค่าพันธุกรรมในอนาคตในขณะที่โค
เหล่านี้มีข้อมูลผลผลิตน้ำนมของลูกสาว (Macedo et al., 2020a) การเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไป
ในประชากรอ้างอิงมีแนวโน้มช่วยให้ค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 สูงมากข้ึนเรื่อยๆ สำหรับลักษณะ PP และ TP แต่ผลที่ได้ดังกล่าว
มีความแตกต่างจากลักษณะ FP, AFC และ FS ที่พบความผันผวนของการเปลี่ยนแปลงค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 (FP และ FS) 
หรือแทบไม่เปลี่ยนแปลง (AFC) ซึ่งผลดังกล่าวอาจเกิดจากพื้นฐานทางพันธุกรรมของลักษณะ (genetic 
background) จำนวน validation bulls ที่มีจำกัด รวมถึงปัจจัยอื่นๆ ซึ่งควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในอนาคต 
สำหรับลักษณะ AFC และ FS ซึ่งพบว่าค่า 𝜌̂𝑤,𝑝 ที่ได้จากการประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม (0.09 – 0.14) 
และแบบที่ใช้ข้อมูลจีโนม (0.13 - 0.22) มีค่าค่อนข้างต่ำเม่ือเปรียบเทียบกับลักษณะอ่ืนๆ และสอดคล้องกับผล
ที่พบสำหรับความแม่นยำเชิงทฤษฎี และค่าสหสัมพันธ์เชิงอันดับ ซึ่งแสดงให้เห็นว่าข้อมูลฟีโนไทป์ของลูกสาวมี
ความสำคัญ และการเพิ่มขนาดประชากรอ้างอิงให้มีจำนวนข้อมูลจีโนไทป์มากขึ้น (ทั้งพ่อและแม่พันธุ์) รวมถึง
จำนวนสัตว์ที ่ใช้ตรวจสอบ (validation animals) มีความจำเป็นเพื ่อเพิ ่มความแม่นยำในการทำนายค่า
พันธุกรรม 
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นอกจากนี้ จะเห็นได้ว่าทุกลักษณะที่ศึกษา มีความสอดคล้องกันของค่าความแม่นยำเชิงทฤษฎี ค่า
สหสัมพันธ์เชิงอันดับ และค่าสัดส่วนความแม่นยำของค่าพันธุกรรม (การวิเคราะห์โดยใช้ข้อมูลจีโนไทปด์ว้ยวิธี 
ssGBLUP ดีกว่าวิธีแบบดั้งเดิม) เนื่องจากการใช้ข้อมูลจีโนมช่วยเพิ่มความเชื่อมั่นของค่าพันธุกรรมที่คำนวณ
โดยไม่มีข้อมูลบันทึกฟีโนไทป์ของลูกสาว ซึ่งผลที่ได้นี้สอดคล้องกับการศึกษาอื่นๆ ก่อนหน้า (เช่น Guarini et 
al., 2019; Buaban et al., 2021; Sungkhapreecha et al., 2021) 

การกระจายตัวของค่าทำนายพันธุกรรม (Dispersion) 

Table 6 แสดงค่าการกระจายตัวของค่าทำนายพันธุกรรมสำหรับโคกลุ่ม validation bulls ที่แสดง
ด้วยค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย (𝑏̂𝑝) ของค่าพันธุกรรมที่วิเคราะห์ด้วยชุดข้อมูล whole dataset (𝑢̂𝑤) ต่อ 
partial datasets (𝑢̂𝑝) ซึ่งเป็นตัวบ่งชี้ถึงความไม่มีอคติของการทำนายค่าพันธุกรรม EBV ด้วยวิธีดั้งเดิม และ
ค่าพันธุกรรม GEBV ด้วยวิธีที่ใช้ข้อมูลจีโนม โดยค่า 𝑏̂𝑝 ใกล้เคียง 1 บ่งชี้ว่าการทำนายค่าพันธุกรรมของสัตวไม่
มีอคติ (Macedo et al., 2020b) เมื่อพิจารณาค่าเฉลี่ยจากทุกลักษณะพบว่า วิธีประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม
และวิธีที่ใช้ข้อมูลจีโนมมีค่าพันธุกรรม 𝑢̂𝑝 สูงเกินจริง (over-dispersion of EBV and GEBV) อย่างไรก็ตาม 
การประเมินพันธุกรรมที่ข้อมูลจีโนไทป์ทุกสถานการณ์มีความอคติน้อยกว่าวิธีแบบดั้งเดิม (ค่าเฉลี่ย 𝑏̂𝑝 เท่ากับ 
0.54 – 0.75 และ 0.36 ตามลำดับ)  ในภาพรวม เมื่อพิจารณาการประเมินพันธุกรรมที่ใช้ข้อมูลจีโนไทป์แมโ่ค
ทั้งหมดร่วมกับข้อมูลจีโนไทป์พ่อโค (scenario 6) พบว่าค่า GEBV ของ validation bulls มีค่าสูงเกินจริง
สำหรับลักษณะ MY (0.69), FP (0.67), AFC (0.16) และ FS (0.18) (นั่นคือ ค่าทำนาย GEBV ของโคในอนาคต 
มีค่าสูงกว่าค่าที่ประเมินได้เมื ่อโคเหล่านี้มีข้อมูลบันทึกฟีโนไทป์ของลูกสาว) แต่มีค่าต่ำเกินจริง  (under-
dispersion) สำหรับลักษณะ PP (1.39) และ TP (1.42) (นั่นคือ ค่าทำนาย GEBV ของโคในอนาคต มีค่าต่ำ
กว่าค่าท่ีประเมินได้เมื่อโคเหล่านี้มีข้อมูลบันทึกฟีโนไทป์ของลูกสาว)  อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้วิธีแบบดั้งเดิม พบว่า
ค่า EBV มีความอคติมากขึ้นอย่างเห็นได้ชัดเจนสำหรับทุกลักษณะที่ศึกษา เนื่องจากค่า 𝑏̂𝑝 ห่างจาก 1 มากกว่า 

Table 6. Estimates of dispersion (𝑏̂𝑝) between estimated breeding values (EBV or GEBV) 
analyzed using partial and whole datasets; and with different information from cow 
genotypes 

Method 1 Scenario 2 
Trait 3 

MY FP PP TP AFC FS Average 
Genomic Scen1 0.63 0.62 0.76 0.92 0.16 0.17 0.54  

Scen2 0.61 0.55 0.87 0.95 0.17 0.21 0.56  
Scen3 0.62 0.61 0.89 1.09 0.17 0.20 0.60  
Scen4 0.65 0.64 0.97 1.13 0.17 0.22 0.63  
Scen5 0.67 0.59 1.24 1.36 0.16 0.19 0.70  
Scen6 0.69 0.67 1.39 1.42 0.16 0.18 0.75 

Pedigree - 0.46 0.27 0.77 0.43 0.10 0.11 0.36 
1 Genomic = genomic-based evaluations, Pedigree = traditional pedigree-based evaluations 
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2 Scen1 = only genotyped bulls in reference population (RP), scen2, 3, 4, 5, and 6 = inclusion of 
genotyped cows born from 2543 to 2550, 2552, 2554, 2556, and 2558 (the Buddhist Era), respectively, in 
the bull reference population 
3 MY = 305-d milk yield; FP = fat percentage; PP = protein percentage; TP = total solid percentage, AFC = 
age at first calving, FS = final score 

นอกจากนี้ การเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในการประเมินพันธุกรรมช่วยลดการเกิดค่าสูงเกินจริงของค่า
พันธุกรรม (over-dispersion) ในทุกลักษณะ (ค่าเฉลี่ย 𝑏̂𝑝 = 0.56 – 0.75 ใน scenarios 2 – 6, Table 6)  
เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้เฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ (ค่าเฉลี่ย 𝑏̂𝑝 = 0.54 ใน scenarios 1) โดยค่าเฉลี่ย 
𝑏̂𝑝 มีแนวโน้มเข้าใกล้ 1 (ค่าทำนายพันธุกรรมไม่มีอคติ) ตามปริมาณข้อมูลจีโนไทป์ที่มากขึ้น อย่างไรก็ตาม เมื่อ
พิจารณาเป็นรายลักษณะ พบว่าค่า 𝑏̂𝑝 มีความผันแปรแตกต่างกัน โดยลักษณะ MY, PP และ TP ค่า 𝑏̂𝑝 มี
แนวโน้มสูงขึ้นตามจำนวนข้อมูลจีโนไทป์ที่มากขึ้น ในขณะที่การเปลี่ยนแปลงของค่า 𝑏̂𝑝 สำหรับ FP, AFC และ 
FS ไม่มีรูปแบบที่ชัดเจน Tsuruta et al. (2011) ได้แนะนำว่าค่า 𝑏̂𝑝 ที่เบี่ยงเบนไปจาก 1 ภายใน ±15% ถือ
ว่ายอมรับได้ (นั่นคือ 0.85 – 1.15) เมื่อพิจารณาผลจากการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าค่า 𝑏̂𝑝  ที่ยอมรับได้พบใน 
scenarios 2 – 4 สำหรับ PP (0.87 – 0.97) และ scenarios 1 – 4 สำหรับ TP (0.92 – 1.13) แต่เมื่อปริมาณ
ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคค่อยๆ สะสมเพ่ิมเข้าไปในประชากรอ้างอิง ค่าทำนาย GEBV มีค่าต่ำเกินจริงมากยิ่งขึ้น (𝑏̂𝑝 

≈ 1.4 ใน scenario 6) เป็นที่น่าสังเกตว่าค่าทำนาย GEBV มีค่าต่ำเกินจริงอย่างมากสำหรับลักษณะ AFC และ 
FS (0.16 – 0.22) และการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิงแทบจะไม่ส่งผลต่อค่า 𝑏̂𝑝 โดย 

Luan et al. (2009) แสดงให้เห็นว่าลักษณะที่มีอัตราพันธุกรรมสูงกว่า ให้ค่าความแม่นยำที่มากกว่าและความ
มีอคติของการทำนายที่ต่ำกว่า ดังนั้น จะเห็นว่าอคติของการทำนายที่สูงสำหรับลักษณะ FS (𝑏̂𝑝 ต่ำกว่า 1 มาก
, range = 0.11 – 0.22) น่าจะเกิดจากลักษณะดังกล่าวมีอัตราพันธุกรรมที่ค่อนข้างต่ำ (0.03) 

ผลการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าการเพิ่มปริมาณข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแบบสะสมเข้าไปในประชากรอ้างอิง 
ช่วยลดอคติของการทำนายค่าพันธุกรรมสำหรับทุกลักษณะที่ศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับการประเมินพันธุกรรม
จีโนมที่ประชากรอ้างอิงมีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์ของพ่อพันธุ์  และเมื่อใช้การประเมินพันธุกรรมแบบดั้งเดิม โดย
ในภาพรวม ค่าเฉลี่ยของค่าการกระจายตัวของค่าทำนายพันธุกรรม (𝑏̂𝑝) มีค่าเข้าใกล้ 1 มากยิ่งขึ้น เมื่อมีการ
เพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแบบสะสม (Table 6) (การทำนายค่าพันธุกรรมไม่มีอคติเมื่อค่า 𝑏̂𝑝 = 1) ซึ่งบ่ง
ชี้ให้เห็นถึงอคติของการทำนายที่ลดลง 

ค่า 𝑏̂𝑝 สำหรับลักษณะปริมาณและเปอร์เซ็นต์องค์ประกอบน้ำนมที่พบในครั้งนี้ มีค่าโดยรวมใกล้เคียง 
1 มากกว่าการศึกษาก่อนหน้านี้ในประชากรโคนมของไทยโดย Buaban et al. (2021) ซึ่งได้รายงานการเกิด 
over-dispersion ที่มากกว่าสำหรับการทำนายค่าพันธุกรรมจีโนม (ใช้เฉพาะข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ หรือใช้
ข้อมูลจีโนไทป์พ่อและแม่พันธุ์) และค่าพันธุกรรมแบบดั้งเดิม ซึ่งน่าจะเกิดจากจำนวนข้อมูลจีโนไทป์ของสัตว์ที่
มากขึ้นในการศึกษาปัจจุบัน (Legarra and Reverter, 2018) รวมทั้งวิธีการคำนวณค่าสัมประสิทธิ์การถดถอย
ที่แตกต่างกัน (Macedo et al. 2020a) การเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคช่วยลดการเกิดค่า GEBV ที่สูงเกินจริง 
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และการเพิ่มจำนวน validation bulls น่าจะช่วยลดการเกิด over-dispersion ของค่าทำนายพันธุกรรมจีโนม
ได้ (Buaban et al., 2021)  

การเลือกแม่โคเพ่ือตรวจจีโนไทป์อาจมีผลต่ออคติของค่าทำนายพันธุกรรม Gao et al. (2015) พบว่า
การใช้ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคชั้นเลิศเพ่ือเพ่ิมขนาดประชากรอ้างอิง ส่งผลให้เกิดอคติของการทำนายสูงกว่าการใช้
ข้อมูลจีโนไทป์แม่โคที่ได้จากการเลือกแบบสุ่ม ในความเป็นจริงแล้ว การเลือกแม่โคเพื่อตรวจข้อมูลจีโนไทป์
สำหรับประชากรโคนมไทยมาจากทั้งแม่โค bull dams (แม่โคที ่อยู ่ใน 200 อันดับแรกของการประเมิน
พันธุกรรมในช่วงเวลาที่ทำการเลือกโคเพื่อตรวจข้อมูลจีโนไทป์) และลูกสาวของพ่อโคทดสอบที่มีข้อมูลบันทึก
ผลผลิตที่สมบูรณ์ ดังนั้น อคติของการทำนายค่าพันธุกรรมในทุกลักษณะที่พบจากการศึกษาในครั้งนี้ บางส่วน
อาจเกิดจากวิธีการเลือกโคเพศเมียเพื่อตรวจจีโนไทป์ดังกล่าว การเลือกโคเพศเมียโ ดยสุ่ม เช่น เลือกโคสาว
ก่อนที่จะคลอดลูกหรือให้ผลผลิต น่าจะช่วยลดอคติของการทำนายค่าพันธุกรรมได้ นอกจากนี้ อคติของการ
ทำนายอาจเกิดเนื่องจากพันธุ์ประวัติที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ยังมีความไม่สมบูรณ์ในบางส่วน (pedigree 
incompleteness) (Buaban et al., 2022) การประเมินพันธุกรรมด้วย metafounder model (Legarra et 
al., 2015) อาจช่วยลดอคติในการทำนายค่าพันธุกรรมลงได้ (Bradford et al., 2019; Macedo et al., 
2020a) 

การเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์จากโครุ่นใหม่ๆ อย่างต่อเนื่องเข้าไปในประชากรอ้างอิง เป็นสิ่งที่แนะนำให้
ปฏิบัติในการทำนายค่าพันธุกรรมจีโนมเพื่อป้องกันการลดต่ำลงของความแม่นยำของทำนายพันธุกรรม 
(persistency of genomic prediction accuracy) ซึ่งการลดลงของความแม่นยำในการทำนายเมื่อใช้เฉพาะ
ชุดข้อมูลจีโนไทป์จากสัตว์รุ่นเก่า (ancestral generations) เกิดจากความน่าเชื่อถือและความเป็นปัจจุบันของ
อิทธิพลของ SNPs (SNP effects) ที่ต่ำลง ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างสัตว์ที่ลดลง รวมถึงผลจากการ
เปลี่ยนแปลงอิทธิพลของปฏิกิริยาร่วมระหว่างยีนที่อยู่ตำแหน่งต่างกัน (epistatic effects) (Varona et al., 
2018) เป็นต้น ดังนั้น โดยทั่วไปแล้ว คุณค่าของข้อมูลจีโนไทป์ของสัตว์ต่อการทำนายค่าพันธุกรรมจะค่อยๆ 
ลดลง เมื่อความห่างระหว่างรุ่นของสัตว์ที ่มีข้อมูลจีโนไทป์กับสัตว์ที ่ต้องการทำนายห่างมากยิ่งขึ ้น  (เช่น 
Hidalgo et al., 2021; Hollifield et al., 2021) 

สรุปผลการทดลอง 

 การเพ่ิมขนาดประชากรอ้างอิงด้วยวิธีเพ่ิมข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิงพ่อพันธุ์จะช่วย
เพิ่มความแม่นยำเชิงทฤษฎี ความแม่นยำในการจัดอันดับสัตว์ด้วยค่าพันธุกรรม สัดส่วนของความแม่นยำ  
ทั้งนี ้ยังลดอคติของการทำนายค่าพันธุกรรมในอนาคตสำหรับทุกลักษณะที่ศึกษาเมื่อเปรียบเทียบกับทั้งกรณีที่
ประชากรอ้างอิงมีเฉพาะข้อมูลจีโนไทป์ของพ่อพันธุ ์ในการประเมินพันธุกรรมจีโนมและวิธีการประเมิน
พันธุกรรมแบบดั้งเดิม โดยความแม่นยำเชิงทฤษฎี ความแม่นยำในการจัดอันดับสัตว์ และสัดส่วนของความ
แม่นยำ จะเพิ่มสูงขึ้นตามการเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคในประชากรอ้างอิง โดยลักษณะปริมาณน้ำนมที่ 
305 วัน ได้รับผลเชิงบวกจากการเพิ่มขึ้นแบบสะสมของข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิงชัดเจน
ที่สุด สำหรับลักษณะอื่นๆ การเพิ่มจำนวนโคตรวจสอบร่วมกับการเพิ่มขนาดประชากรอ้างอิง (ทั้ง ข้อมูลจีโน
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ไทป์ของพ่อโคและแม่โค) สามารถแสดงให้เห็นถึงประโยชน์ของการคัดเลือกด้วยจีโนมมากยิ่งขึ้น โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งกรณีอายุเมื่อคลอดลูกครั้งแรกและคะแนนรูปร่างรวม แม้ว่าความสำคัญของการใช้ข้อมูลของแม่โคมี
น้อยกว่าพ่อพันธุ์ด้วยข้อจำกัดด้านความเชื่อมั่นของค่าพันธุกรรมที่ต่ำกว่า แต่สำหรับในประชากรอ้างอิงของโค
นมไทยที่ยังมีขนาดเล็ก การเพิ่มขนาดประชากรอ้างอิงด้วยการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคแบบสะสมร่วมกับ
ข้อมูลจีโนไทป์พ่อพันธุ์ มีผลในเชิงบวกต่อการทำนายค่าพันธุกรรมสำหรับโคเพศผู้ที่ยังไม่มีข้อมูลผลผลิตหรือฟี
โนไทป์ของลูกสาว 

ข้อเสนอแนะ 

 1) การเพ่ิมขนาดประชากรอ้างอิงด้วยการเพิ่มจำนวนข้อมูลจีโนไทป์แม่โคซึ่งมีข้อมูลฟีโนไทป์ในแบบ
สะสม ซึ่งมีการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์โคที่เกิดรุ่นใหม่เข้าในประชากรอ้างอิงแบบสะสม  ร่วมกับการเพิ่มจำนวน
ข้อมูลจีโนไทป์ทั้งจากพ่อพันธุ์ควรดำเนินการต่อไปอย่างต่อเนื่อง อันจะช่วยเร่งความก้าวหน้าในการปรับปรุง
พันธุกรรมสำหรับลักษณะที่สำคัญทางเศรษฐกิจของประชากรโคนมไทยต่อไป 

 2) ในอนาคตควรมีการศึกษาเพ่ิมเติม เช่น การประเมินคุณค่าของข้อมูลจีโนไทป์เก่าและใหม่ (old vs. 
recent data) การประเมินความคงทนของความแม่นยำในการทำนายค่าพันธุกรรม (persistency of 
accuracy of genomic predictions) และการทดสอบวิธีในการลดความอคติของการทำนายค่าพันธุกรรมจี
โนม เช่น Metafounder model นอกจากนี้ ควรศึกษาปัจจัยอื่นๆ ที่อาจมีผลต่อการทำนายค่าพันธุกรรม
จีโนมเมือ่มีการเพิ่มข้อมูลจีโนไทป์แม่โคเข้าไปในประชากรอ้างอิง เช่น ความสัมพันธ์ทางพันธุกรรมระหว่างสัตว์
ภายในประชากรอ้างอิง และระหว่างประชากรอ้างอิงและประชากรที่ใช้ตรวจสอบ 
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เทคนิคการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธี Laparoscopic Ovum Pick-Up (LOPU)  

และการผลิตตัวอ่อนแพะด้วยวิธีปฏิสนธินอกร่างกาย 

พิงค์ลานนา กุญชร1/  อรรถพล พรประไพ1 /   

บทคัดย่อ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิคการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธี Laparoscopic 
Ovum Pick-Up (LOPU) และผลิตตัวอ่อนแพะจากโอโอไซต์ที่เจาะเก็บได้ด้วยวิธีปฏิสนธินอกร่างกาย  (In 
Vitro Embryo Production, IVP) โดยใช้แพะเพศเมียพันธุ์แองโกลนูเบียน จำนวน 10 ตัว ทำการกระตุ้นรังไข่
แพะด้วยฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและฟอลลิเคิลสติมูเลติง แล้วนำมาเจาะเก็บโอโอไซต์ด้วยวิธี LOPU โดย
ประยุกต์ใช้ Robertson’s pipette เชื่อมต่อ OPU needle ซึ่งเป็นเข็มเบอร์ 18G ยาว 3 นิ้ว แบบความลาดเอียง
ของเข็มน้อย (short bevel) เข้ากับชุดอุปกรณ์การเจาะเก็บโอโอไซต์และเครื่องปั๊มสุญญากาศ โดยใช้แรงดูด
สุญญากาศในการเจาะเก็บโอโอไซต์ 40 -50 มิลลิเมตรปรอท ร่วมกับการใช้กล้องลาพาโรสโคป พบว่าแพะมีการ
ตอบสนองโดยการสร้างฟอลลิเคิลของ งไข่เฉลี่ย 17.8±6.23 ฟอลลิเคิลต่อตัว ในจำนวนนี้มีโอโอไซต์ที่สามารถเจาะ
เก็บได้เฉลี่ย 13.5±5.44  โอโอไซต์ต่อตัว โดยมีอัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ (recovery rate) ร้อยละ 75.84 
(135/178) นำโอโอไซต์ที่เก็บได้ทั้งหมดเข้าสู่กระบวนการผลิตตัวอ่อนด้วยวิธีปฏิสนธิภายนอกร่างกาย โดยใช้
น้ำเชื้อสดผสมกับโอโอไซต์ที่เจริญพร้อมปฏิสนธิด้วยการใช้น้ำยาเพาะเลี้ยงสำเร็จรูป  (IVF bioscience, UK) 
เพาะเลี้ยงโอโอไซต์และตัวอ่อนตลอดกระบวนการผลิตตัวอ่อนภายนอกร่างกาย พบว่ามีอัตราการปฏิสนธิ ร้อย
ละ 91.38 (106/116) มีตัวอ่อนเจริญจนถึงระยะคลีเวจและ บลาสโตซิสต์ ร้อยละ 55.17 (64/116) และ 36.21 
(42/116) ของจำนวนโอโอไซต์ที่เจริญพร้อมปฏิสนธิตามลำดับ จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเทคนิคการ
เจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธี LOPU โดยใช้ OPU needle ที่แรงดูดสุญญากาศ 40 -50 มิลลิเมตรปรอท ร่วมกับ
การใช้กล้องลาพาโรสโคป สามารถเก็บโอโอไซต์จากแพะมีชีวิต ได้อย่างมีประสิทธิภาพ และสามารถนำโอโอไซต์
นั้นมาผลิตเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซิสต์ด้วยกระบวนการผลิตตัวอ่อนภายนอกร่างกาย 

 

 

 

 

 

 

คำสำคัญ :  กระบวนการผลิตตัวอ่อนภายนอกร่างกาย การเก็บโอโอไซต์ด้วยการส่องกล้องลาพาโรสโคป แพะ  

เลขทะเบียนวิชาการ : 64(2)-0208-119 
1/ ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชวีภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ อ.ปากช่อง จ.นครราชสีมา 
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Laparoscopic Ovum Pick-Up (LOPU) Technique and In Vitro Embryo Production (IVP)  

in Goats. 

Pinglanna Kunshorn1/ Attapol Pornprapai2/  

        Abstract 
 

The objectives of this study were to develop techniques for collecting goat oocytes 

using the laparoscopic ovum pick-up (LOPU) and to produce embryos in vitro. Ten Anglo-

Nubian donor does were superovulated with progesterone and follicle stimulating hormone. 

LOPU was performed for oocyte collection using an 18G, 3 inch long OPU needle with short 

bevel mounted on Robertson’s pipette connected to a collection tube and a vacuum pump 

with pressure setting to 40–50 mmHg. Oocytes were obtained by laparoscopy. After the 

hormonal treatment, the average number of follicles aspirated and oocytes recovered per 

doe were 17 . 8±6 . 2 3  and 13 . 5±5 . 4 4 , respectively, with oocyte recovery rate of 75 . 8 4 % 

( 1 35 / 178 ) .  All harvested oocytes underwent IVP program where fresh semen was used to 

fertilize matured oocytes by the use of commercial media (IVF bioscience, UK) at all steps. 

The fertilization rate was 91.38% (106/116). The cleavage rate and the blastocyst rate of all 

matured oocytes undergoing in vitro fertilization were 55.17% (64/116) and 36.21% (42/116) , 

respectively. In conclusion, goat oocytes could be efficiently collected from live goats using 

LOPU technique with OPU needle, a vacuum pressure of 40-50 mmHg and laparoscopy. These 

derived oocytes can develop to the blastocyst stage  by IVP. 

 

 

 

 

 

 

keywords :  In Vitro Embryo Production, laparoscopic ovum pick-up,  goat  
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คำนำ 
 

 แพะเป็นสัตว์เศรษฐกิจที่สำคัญชนิดหนึ่งของประเทศไทย จากข้อมูลปี พ.ศ. 2564 พบว่า
ประชากรแพะในประเทศไทย มีจำนวนทั้งสิ ้น 1,308,000 ตัว มีเกษตรกรผู้เลี ้ยงแพะ จำนวน 86,000 ราย                 
(ศูนย์เทคโนโลยีสารสนเทศและการสื่อสาร กรมปศุสัตว์ , 2564) ด้วยคุณลักษณะของแพะที่มีการเจริญเติบโต
และขยายพันธุ์ได้อย่างรวดเร็ว สามารถผสมพันธุ์ได้ตลอดทั้งปี เลี้ยงง่าย ใช้พื้นที่ในการเลี้ยงน้อย ทนทานและ                  
สามารถปรับตัวให้เข้ากับสภาวะแวดล้อมในเขตร้อนได้เป็นอย่างดี อีกทั้งมีช่องทางในการจำหน่ายหลากหลาย
และยังสามารถส่งออกแพะบางส่วนไปยังประเทศที่มีความต้องการบริโภคได้ราคาสูง ทำให้แพะเป็นสัตว์ที่ได้รับ
ความนิยมในการเลี้ยง สามารถเพิ่มรายได้ให้แก่เกษตรกรผู้เลี้ยงได้เป็นอย่างดี โดยสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการ
ผลิตปศุสัตว์เป็นหน่วยงานที่ได้รับมอบหมายภารกิจสำคัญที่จะนำเทคโนโลยีชีวภาพมาใช้ เพื่อการเพิ่มจำนวน 
พัฒนาปรับปรุงและสร้างพันธุ์แพะที่มีคุณลักษณะพันธุกรรมที่ดีตอบสนองความต้องการของตลาด ซึ่งการย้าย
ฝากตัวอ่อน เป็นเทคโนโลยีหนึ่งที่ถูกนำมาใช้ในการลดระยะเวลาในการพิสูจน์พ่อพันธุ์และเพ่ิมความแม่นยำใน
การทดสอบพันธุ์ในการสร้างสัตว์พันธุ์ดีโดยการดึงเอาลักษณะพันธุกรรมดีจากสายของพ่อและแม่มารวมเสริม
จุดเด่นของตัวอ่อน นั้น ๆ ทำให้สามารถกระจายพันธุกรรมที่ดีทั้งทางสายพ่อและแม่พันธุ์ได้พร้อมๆ กัน ส่งผล
ให้เพิ่มความเข้มข้น ในการคัดเลือก (selection intensity) และร่นระยะเวลาช่วงชั่วรุ่น (generation interval) 
(Paramio, 2010) โดยเทคโนโลยีการย้ายฝากตัวอ่อนจะมีประสิทธิภาพดีหรือไม่นั้น ส่วนหนึ่งขึ้นกับคุณภาพตัว
อ่อนที่ผลิตได้ ซึ ่งอาจได้จากวิธีการผลิตตัวอ่อนภายในร่างกาย (In vivo production) หรือ การผลิตตัวอ่อน
ภายนอกร่างกาย In vitro production, IVP)  

 การผลิตตัวอ่อนภายนอกร่างกาย เป็นเทคนิคทางเทคโนโลยีชีวภาพระบบสืบพันธุ์ ที่นำเซลล์
สืบพันธุ์เพศเมีย (โอโอไซด์) และเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ (อสุจิ) มาผสมกันในหลอดทดลองภายใต้สภาวะที่เหมาะสม                              
ทำให้เกิดกระบวนการปฏิสนธิภายนอกร่างกายในห้องปฏิบัติการจนเกิดเป็นตัวอ่อน และสามารถนำตัวอ่อน                       
ที่ได้นั ้นไปฝากในมดลูกของเพศเมียเพื ่อให้ตั ้งท้องต่อไป  ซึ ่งกระบวนการปฏิสนธินอกร่างกายประกอบ
กระบวนการเก็บโอโอไซต์ (Oocyte Recovery) การเพาะเลี ้ยงโอโอไซต์ให้เจริญพร้อมปฏิสนธิ (In Vitro 
Maturation, IVM)  การเตรียมน้ำเชื้อ (Sperm Preparation) การปฏิสนธิระหว่างน้ำเชื้อกับโอโอไซต์ในจานทดลอง 
(In Vitro Fertilization, IVF) และการเพาะเลี้ยงไซโกต (In Vitro Culture, IVC) (Mondal et al., 2008) โดย
การเก็บโอโอไซต์ (Oocyte Recovery) จากตัวสัตว์มีชีวิตนั้น ทำได้หลายวิธี เช่น วิธีผ่าตัดแบบเปิดหน้าท้อง 
(Laparotomy) แล้วเจาะดูดโอโอไซต์โดยตรง วิธีเจาะดูดโอโอไซต์ผ่านทางผนังช่องคลอดร่วมกับการใช้
เครื่องตรวจอวัยวะภายในด้วยคลื่นความถี่สูง (Transvaginal Ultrasound) และวิธีผ่าตัดด้วยการส่องกล้องลา
พาโรสโคปและเจาะดูดโอโอไซต์ (Laparoscopic Ovum Pick Up, LOPU) (เอกชาติ และคณะ, 2543; อรรถ
พล และคณะ, 2564) โดยวิธี LOPU เป็นเทคโนโลยีการเก็บโอโอไซต์จากฟอลลิเคิลที่รังไขโ่ดยวิธีการผ่าตัดด้วย
การส่องกล้องลาพาโรสโคป (Laparoscopy) ทำได้โดยเจาะรูเล็กๆที่ผิวหนังหน้าท้องแล้วผ่านกล้องขนาดเล็ก
เข้าไปทำให้เห็นอวัยวะภายในช่องท้องได้ชัดเจน ทำให้การผ่าตัดมีความปลอดภัยสูง สามารถใส่เครื ่องมือ
การแพทย์ผ่านทางรูที่เจาะไว้เพื่อทำหัตถการภายในช่องท้องได้อย่างง่ายดาย การผ่าตัดวิธี Laparoscopy ไม่
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จำเป็นต้องมีการดึงหรือขยายแผลให้กว้างออกเหมือนการผ่าตัดวิธี Laparotomy ทำให้มีการกระทบกระเทือน
ต่ออวัยวะอ่ืนในท้องลดลง และการฟ้ืนตัวหลังผ่าตัดเร็วขึ้นมาก 
 ในปัจจุบัน ประเทศไทยโดยสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ ได้มี
การศึกษาการนำเทคโนโลยี Laparoscopy มาใช้ในกระบวนการเก็บโอโอไซต์แพะ พบว่ามีความเป็นไปได้ใน
การเจาะเก็บโอโอไซต์โดยการใช้อุปกรณ์ผสมเทียมร่วมกับการผ่าตัดด้วยการส่องกล้องลาพาโรสโคป (LOPU)                                   
(อรรถพล และคณะ, 2564) และคาดว่าหากสามารถพัฒนาเทคนิคและอุปกรณ์ในการเก็บโอโอไซต์ให้เหมาะสม
ยิ่งขึ ้น จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของ LOPU ทำให้ได้โอโอไซต์คุณภาพดี และสามารถนำโอโอไซต์ดังกล่าว                  
ไปเข้ากระบวนการ IVP จนพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซิสต์จำนวนมากในคราวเดียว สามารถนำไปฝากให้              
แม่ตัวรับได้ครั้งละมากๆ ทำให้ราคาต้นทุนในการผลิตต่อตัวอ่อนลดลง และสามารถนำเทคโนโลยีนี้ไปใช้แก้ไข
ปัญหาการปฏิสนธิในแม่แพะที่มีพันธุกรรมดี รังไข่และฟอลลิเคิลสมบูรณ์แต่อาจมีปัญหาที่ท่อนำไข่ ปีกมดลูก
หรือมดลูกผิดปกติ นอกจากนั้นยังสามารถใช้ในกรณีที่ต้องการขยายพันธุ์จากน้ำเชื้อพ่อพันธุ์ที่มีลักษณะดีเยี่ยม
แตป่ริมาณจำกัด เช่น น้ำเชื้อพ่อพันธุ์ดีที่อายุมาก น้ำเชื้อพ่อพันธุ์จากต่างประเทศ หรือน้ำเชื้อแยกเพศ เป็นต้น 
เนื ่องจากจะช่วยลดปริมาณอสุจิที ่จะทำปฏิสนธิได้  เป็นการเก็บพันธุกรรมจากแม่พันธุ ์และพ่อพันธุ์ที ่ดี                            
ให้เกิดประโยชน์สูงสุด ทั้งยังสามารถประยุกต์ใช้ร่วมกับเทคโนโลยีชีวภาพอื่น ๆ เช่น การย้ายฝากสารพันธุกรรม 
(Gene transfer) การย้ายฝากนิวเคลียส (nuclear Transfer) หรือ cloning เพ่ือพัฒนางานด้านเทคโนโลยีชีวภาพ            
ในวงการปศุสัตว์ต่อไป  
 ดังนั้น การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิคการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธี 
Laparoscopic Ovum Pick-UP และผลิตตัวอ่อนแพะจากโอโอไซต์ที่เจาะเก็บได้ด้วยวิธีปฏิสนธินอกร่างกาย 

 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 
 

สัตว์ทดลอง 
คัดเลือกแพะเพศเมีย พันธุ์แองโกลนูเบียน ในศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์

สืบพันธุ์สัตว์ สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ อ.ปากช่อง จ .นครราชสีมา ที่มีสุขภาพ

แข็งแรง สมบูรณ์ ไม่มีปัญหาระบบสืบพันธุ์ จำนวน 10 ตัว อายุ 2-4 ปี  

 

วิธีการทดลอง     

1. การเก็บโอโอไซต์ (Oocyte recovery) จากแพะมีชีวิตด้วยวิธี LOPU  
1.1 เหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่หลายใบด้วยฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด 

และฟอลลิเคิลสติมูเลติง (FSH) ตามโปรแกรมของอรรถพล และคณะ (2564) (Figure 1.) ดังนี้ 

วันที่ 0 สอดฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด (CIDR®-G, 0.3 g progesterone, 

Eazi Breed, InterAg, New Zealand) เวลา 06.00 น. (AM) 
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 วันที่ 9 ฉีดฮอร์โมน FSH ( Folltropin-V®, Ontario, Canada) ปริมาณ 30 mg. เข้า

 กล้ามเนื้อ เวลา 18.00 น. (PM) 

 วันที่ 10  ฉีดฮอร์โมน FSH ปริมาณ 30 mg. เข้ากล้ามเนื้อเวลา 06.00 น. (AM) และปริมาณ 

20 mg. เข้ากล้ามเนื้อ เวลา 18.00 น. (PM) 

 วันที่ 11  ฉีดฮอร์โมน FSH ปริมาณ 20 mg. เข้ากล้ามเนื้อเวลา 06.00 น. (AM) และถอด                         

 CIDR -G® เวลา 18.00 น. (PM) (12 ชั่วโมงหลังจากฉีดฮอร์โมน FSH เข็มสุดท้าย) 

 วันที่ 12  เก็บโอโอไซต์ด้วยวิธี LOPU เวลา 06.00 น. (AM) (หลังจากถอด CIDR®-G  

12 ชั่วโมง) 

 

  

     D0      D9             D10              D11            D12                          
----------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
--->                    insert CIDR-G®(AM)       FSH 30mg (PM)     FSH 30mg (AM)     FSH 20mg(AM)     
LOPU (AM) 
              FSH 20mg (PM)     remove CIDR-G®(PM)                                                                                     

Figure 1. Estrus synchronization and superovulation program for LOPU. AM = 06.00, PM = 18.00 
 

1.2 เตรียมตัวแพะก่อนเจาะเก็บโอโอไซต์ โดยงดน้ำและอาหารเป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพื่อลดความเสี่ยงที่          

ปลายเข ็มจะไปทิ ่มแทงอว ัยวะภายในขณะทำ LOPU (Souza-Fabjan et al. , 2014; Antonio, 2018) 

หลังจากนั้นทำการระงับความรู้สึกแพะแบบทั่วร่างกายโดยการฉีดยาระงับประสาท (tranquilizer drug) กลุ่ม 

alpha-2 agonist ด้วย xylazine HCL 0.2 mg/kg ร่วมกับ atropine 0.04 mg/kg เข้ากล้ามเนื้อ และ ยา

ระงับปวด (analgesic drug) ด้วย phenylbutazone 4 mg/kg เข้ากล้ามเนื้อ และยาปฏิชีวนะก่อนเริ่มทำ

ผ่าตัด (prophylaxis antibiotic drug) ด้วย penicillin-streptomycin  20,000 IU/kg เข้ากล้ามเนื้อ  (อรรถ

พล และคณะ, 2564) เมื่อแพะมีอาการซึม นำแพะขึ้นบนเตียงผ่าตัด จัดท่าแพะให้อยู่ในท่านอนหงาย (dorsal 

recumbency) โดยให้ส่วนหัวของแพะอยู่ต่ำกว่าส่วนท้ายลำตัว ทำมุมเอียงประมาณ  30 - 45 องศา เพื่อให้

อวัยวะภายในช่องท้องเคลื่อนไปทางด้านหน้า และสามารถมองเห็นระบบสืบพันธุ์แพะเพศเมียจากกล้องลา

พาโรสโคป ได้สะดวกยิ่งขึ้น (Antonio, 2018) หลังจากนั้นทำการโกนขนและเตรียมบริเวณผ่าตัดด้วยเทคนิค

การปลอดเชื้อ (aseptic technique) (Figure 2.) 
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1.3 เก็บโอโอไซต์แพะทดลอง ด้วยวิธี LOPU ดังนี้  
กำหนดตำแหน่งที่จะทำการเจาะช่องท้องเพื่อสอดอุปกรณ์ 3 ตำแหน่ง โดยตำแหน่งที่ 1                     

อยู่บริเวณด้านหน้าของเต้านมซ้าย ประมาณ 2-3 เซนติเมตร (ตำแหน่งที่สอดกล้องลาพาโรสโคป) ตำแหน่งที่ 2  

ด้านหน้าของเต้านมขวา (ตำแหน่งที่สอด OPU needle) ตำแหน่งที่ 3 ตำแหน่งกึ่งกลางลำตัวค่อนมาทาง

ด้านหน้า (สอด grasping forceps)  

ดำเนินการระงับความรู้สึกเฉพาะที่ โดยการฉีดยา lidocaine HCl ณ ตำแหน่งที่มีการกรีด

ผิวหนังจุดละ 2 ml ทั้ง 3 ตำแหน่ง เจาะผนังช่องท้องตำแหน่งที่ 1 ด้วย trocar (1) นำกล้องลาพาโรสโคป 

สอดเข้าช่องท้องทางช่องของ trocar ซ่ึง trocar นี้มีที่เชื่อมต่อกับสายแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ จากนั้นเติมแก๊ส

คาร์บอนไดออกไซด์เข้าช่องท้องเพื่อเพิ่มช่องว่างในช่องท้องและเพิ่มมุมมองการมองเห็นจากกล้องลาพาโรส

โคป  ทำการเจาะผนังช่องท้องตำแหน่งที่ 2 ด้วย trocar (2) เพื่อสอด OPU needle จากนั้นใช้ trocar (3) 

เจาะที่ตำแหน่งกึ่งกลางลำตัวค่อนมาทางด้านหน้า เพื่อสอด grasping forceps ซึ่งใช้ในการจับเยื่อแขวนรังไข่ 

(mesovarium) และใช้ควบคุมบังคับตำแหน่งรังไข่ให้สะดวกในการเจาะเก็บโอโอไซต์ (Antonio, 2018)  

(Figure 2.) 

 

\ 

Figure 2. (A) LOPU view from monitor. (B) Positions of three trocars,                                

1 = laparoscope, 2 = OPU needle and 3 = grasping forceps. 

ทำการเจาะฟอลลิเคิลที่ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางมากกว่า 3 มิลลิเมตร ซึ่งสามารถมองเห็นได้   
จากบนผิวของรังไข่ (Figure 3.) โดยประยุกต์ใช้ Robertson’s pipette เชื่อมต่อกับ OPU needle ซึ่งเป็นเข็ม
เบอร์ 18G ยาว 3 นิ้ว แบบความลาดเอียงของเข็มน้อย (short bevel) (Watanabe Applied Technology : 
WTA, Brazil) เข ้าก ับช ุดอ ุปกรณ์การเจาะเก ็บโอโอไซต ์และเคร ื ่องป ั ๊มส ุญญากาศ  (NF100KT.18 RC 
(LIQUIDPORT 100), KNF, Switzerland) และ heating block (N-FTH-2012, COOK, Australia) ด้วยสาย
ซิลิโคน โดยใช้แรงดูดสุญญากาศระหว่าง 40-50 มิลลิเมตรปรอท (Antonio, H.M. et al., 2018) ใช้สารละลาย 

A B 

2

 

1

 3

 

monitor
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phosphate buffered saline (PBS) (Gibco, BRL, USA) เ ส ร ิ ม ด ้ ว ย  1% bovine serum (Gibco, New 
Zealand) เป็นน้ำยาเก็บโอโอไซต์ ซึ่งควบคุมอุณหภูมิสารละลายนี้ไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ใน heating block 
(figure 4)   

 

 

 

 

 

 

  Figure 3. Endoscopic view of using OPU needle 

 

 

Figure 4. (A) Robertson’s pipette and short bevel OPU needle size 18G, 3 inch length.  

(B) Robertson’s pipette and OPU needle which connected to air suction pump machine. 

หลังจากนั ้นเติมสารละลาย normal saline 1,000 มิลลิลิตร ผสมกับ heparin 10,000 
IU/ml (Gland Pharm Limited, India) 2 มิลลิลิตร ที่ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ลงในช่องท้อง
ปริมาณ 200 - 250 มิลลิลิตร เพ่ือชำระล้างรังไข่ และป้องกันการเกิดแผลยึดติด (adhesion) ของอวัยวะระบบ
สืบพันธุ์และอวัยวะอ่ืนๆภายในช่องท้อง (Antonio, 2018) เย็บปิดบาดแผล และดูแลบาดแผลหลังการผ่าตัด  

OPU needle 

A B 

OPU needle 
Robertson’s pipette 

OPU needle 

air suction pump 
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1.4 นำของเหลวจากฟอลลิเคิล ไปตรวจหาโอโอไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ บันทึกจำนวน
และคุณภาพของโอโอไซต์ โดยจำแนกคุณภาพโอโอไซต์เป็น 4 เกรด ตามวิธีของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพการ
ย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ ดังนี้  

เกรด A : เป็นโอโอไซต์ที่มีเซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไม่น้อยกว่า 2 ชั้น (Cumulus-Oocyte Complexes, COCs ) 

เกรด B : เป็นโอโอไซต์ที่มีเซลล์คิวมูลัสบางส่วน ( Partial Cumulus Cells, Partial CCs)  

เกรด C : เป็นโอโอไซต์ที่ไม่มีเซลล์คิวมูลัส (denuded oocytes, Dos) 

 เกรด D : เป็นโอโอไซต์ที่เสื่อมสภาพ (Degenerated oocytes, Deg)  
 

      2. นำโอโอไซต์ที่ได้ทั้งหมด มาเข้ากระบวนการผลิตตัวอ่อนนอกร่างกาย (IVP) ที่ดัดแปลงมาจากวิธี
ของอรรถพลและคณะ (2564) ดังนี้  

2.1 การเพาะเลี้ยงโอโอไซต์ให้เจริญพร้อมปฏิสนธิ (In vitro maturation, IVM)  

          เป็นกระบวนการที่เพาะเลี้ยงโอโอไซต์ที่ยังเจริญเติบโตไม่เต็มที่ (Immature Oocyte) ให้มี                
การเจริญถึงระยะพร้อมปฏิสนธิ (Mature Oocyte) คือ มีสภาพ Nuclear and cytoplasmic Maturation                       
(วิบูลย์ และคณะ, 2540 ) โดยทำการตรวจหาโอโอไซต์จากของเหลวในฟอลลิเคิล แล้วทำการคัดเลือกโอโอไซต์
ที่เสื่อมสภาพ (degenerated oocytes) ออก จากนั้นนำโอโอไซต์มาล้างในน้ำยา TCM-199 Hepes (Gibco, 
USA) เสร ิมด ้วย 5% FBS และ penicillin-streptomycin 10,000 IU/ml (Gibco, USA) ปร ิมาตร 2-3 
มิลลิลิตร ใน จานปลอดเชื้อพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตร จำนวน 3 ครั้ง โดยใช้ปิเปตต์ดูดโอ
โอไซต์ใส่จานปลอดเชื้อที่ 1 แล้วย้ายไปจานปลอดเชื้อที่ 2 และ 3 ตามลำดับ จากนั้นนำโอโอไซต์มาล้างอีก 3 
ครั้ง ในน้ำยา BO-IVM Oocyte maturation medium (IVF Bioscience, UK) สำหรับเลี้ยงโอโอไซต์ให้เจริญ
พร้อมปฏิสนธิด้วยวิธีการเช่นเดิม แล้วจึงนำโอโอไซต์ใส่ในน้ำยา BO-IVM Oocyte maturation medium 
(IVF Bioscience, UK) ปริมาณ 500 ไมโครลิตร ในจานเพาะเลี้ยงแบบ 4 หลุม (4-well petri dishes, Nunc, 
Roskilde, Denmark) และเลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงที่ควบคุมสภาวะ (คารบ์อนไดออกไซต์ 5% อุณหภูมิ 38.5 องศา
เซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์ มากกว่า 95%) นาน 23-25 ชั่วโมง 

2.2 การเตรียมน้ำเชื้อแพะ (semen preparation) 
ทำการปรับสมดุลน้ำยาสำหรับปฏิสนธิระหว่างโอโอไซต์กับตัวอสุจิ โดยใส่น้ำยา BO-IVF 

fertilization medium (IVF Bioscience, UK) ในจานเพาะเลี้ยงชนิด 4 หลุมๆ ละ 400 ไมโครลิตร นำเข้าใน
ตู้เพาะเลี้ยงที่ควบคุมสภาวะ (แก๊สคาร์บอนไดออกไซต์ 5% อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 2 ชั่วโมงก่อน
ใช้งาน  

จากนั้นทำการเตรียมน้ำเชื้อ โดยนำน้ำเชื้อสดจากแพะพ่อพันธุ์แองโกนูเบียน จำนวน 6 ตัว         
มาตรวจสอบคุณภาพน้ำเชื ้อสดด้วยเครื ่องตรวจวิเคราะห์คุณภาพอสุจิ (computer assisted semen 
analysis, CASA) รุ ่น Hamiton Thorne CEROS II (Hamilton Thorne, USA) และตรวจวัดความเข้มข้น
น้ำเชื้อด้วยเครื่อง photometer (Minitube, Germany) ทำการปั่นล้างน้ำเชื้อ 2 ครั้ง ที่ความเร็ว 300 x g นาน 
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5 นาทีในน้ำยา BO-SemenPrep medium (IVF Bioscience, UK) โดยใช้น้ำยาปั ่นครั ้งละ 2 มิลลิลิตร ที่
อุณหภูมิห้อง ดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง ในการปั่นครั้งที่ 2 ให้เหลือน้ำยาที่มีตะกอนน้ำเชื้อประมาณ 200 ไมโครลิตร 
นำมาตรวจประเมิน motility ตรวจนับอสุจิด้วย hematocytometer จากนั้นคำนวณความเข้มข้นของน้ำเชื้อ
และปริมาณน้ำเชื้อที่จะเติมในจานเพาะเลี้ยงชนิด 4 หลุม โดยแต่ละหลุมจะใช้น้ำเชื้อ 1 ล้านตัว ต่อน้ำยา BO-
IVF fertilization medium (IVF Bioscience, UK) 500 ไมโครลิตร ต่อโอโอไซต์ไม่เกิน 50 โอโอไซต์  

 

2.3  การปฏิสนธิกับโอโอไซต์ในจานทดลอง (In vitro fertilization, IVF)  
นำโอโอไซต์ที่เพาะเลี้ยงจนครบเวลาการเจริญพร้อมปฏิสนธิแล้ว มาล้างด้วยน้ำยา BO-IVF 

fertilization medium ปริมาตร 2-3 มิลลิลิตร ในจานปลอดเชื ้อพลาสติกขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 35 
มิลลิเมตร จำนวน 3 ครั้ง โดยใช้ปิเปตต์ดูดโอโอไซต์ใส่จานปลอดเชื้อที่ 1 แล้วย้ายไปจานปลอดเชื้อที่ 2 และ 
3 ตามลำดับ หลังจากนั ้นย้ายโอโอไซต์ลงในจานเพาะเลี ้ยงชนิด 4 หลุม (4-well petri dishes, Nunc, 
Roskilde, Denmark) ที่มีน้ำยา BO-IVF fertilization medium 500 ไมโครลิตรที่เตรียมไว้ก่อนหน้า ทำการ
หยอดน้ำเชื้อลงในหลุมที่มีโอโอไซต์ เพาะเลี้ยงต่อในตู้เพาะเลี้ยงที่ควบคุมสภาวะ (คาร์บอนไดออกไซต์ 5% 
อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส) เป็นเวลานาน 18-19 ชั่วโมง 

 

2.4 การเพาะเลี้ยงตัวอ่อน (In vitro embryo culture, IVC)  

เมื ่อสิ ้นสุดเวลาการปฏิสนธิ ล้างตัวอ่อนในน้ำยา TCM-199 เสริมด้วย 5% FBS และ 
penicillin-streptomycin 10,000 IU/ml ปริมาตร 2-3 มิลลิลิตร ในจานปลอดเชื้อพลาสติกขนาด เส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 35 มิลลิเมตร จำนวน 3 ครั้ง โดยใช้ปิเปตต์ดูดตัวอ่อนดูดตัวอ่อนเข้าออกหลายๆครั้ง ใส่จานปลอด
เชื้อที่ 1 แล้วย้ายไปจานปลอดเชื้อที่ 2 และ 3 ตามลำดับ เพื่อกำจัดเซลล์คิวมูลัสออก จากนั้นนำตัวอ่อนมา
ล้างอีก 3 ครั้ง ในน้ำยา BO-IVC 1 step  culture medium (IVF Bioscience, UK)  ด้วยว ิธ ีการเช ่นเดิม 
แล้วจึงนำตัวอ่อนใส่ในน้ำยา  BO-IVC 1 step culture medium (IVF Bioscience, UK) ในจานเพาะเลี้ยง
แบบ 4 หลุม (4-well petri dishes, Nunc, Roskilde, Denmark) ปริมาณ 500 ไมโครลิตร  และเททับด้วย 
BO-OIL liquid paraffin (IVF Bioscience, UK) ปริมาณ 350 ไมโครลิตร เลี้ยงในตู้เพาะเลี้ยงที่ควบคุมสภาวะ 
(คาร์บอนไดออกไซต์ 5% อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส และความชื้นสัมพัทธ์ มากกว่า 95%) เพาะเลี้ยงจนถึง
วันที่ 7 (วันที่ 1 คือวันที่เริ่มเพาะเลี้ยง) ทำการตรวจดูพัฒนาการของตัวอ่อน และบันทึกข้อมูล 

 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

       หลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่หลายใบด้วยฮอร์โมน พบว่าแพะทดลองมีอัตรา             

การตอบสนองของรังไข่เฉลี่ย 17.8±6.23 ฟอลลิเคิลต่อตัว จากการเจาะฟอลลิเคิลทั้งหมด 178 ฟอลลิเคิลเพ่ือ

เก็บโอโอไซด ์ไดโ้อโอไซต์ทั้งหมดจำนวน 135 โอโอไซต์ เฉลี่ย 13.5±5.44 โอโอไซต์ต่อตัว โดยคิดเป็นอัตราการ

เจาะเก็บโอโอไซต์ (recovery rate) คือ ร้อยละ 75.84 (135/178) โดยพบโอโอไซต์เกรด A (COCs) มากที่สุด 

ร้อยละ 33.33 (45/135) ดังแสดงใน Table 1 
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Table 1.  No. of aspirated follicles and No. of derived oocytes from LOPU in 10 donors. 

    

Parameters Total Amount  Mean ± S.D.  Min-Max 

No. of aspirated follicles  178 17.8±6.23 9-31 

No. of derived oocytes (recovery rate) 135 (75.84) 13.5±5.44 6-21 
- No. of oocytes grade A (%) 45 (33.33) 4.5 ±4.43 0-12 

- No. of oocytes grade B (%) 39 (28.89) 3.9±4.18 0-15 

- No. of oocytes grade C (%) 39 (28.89) 3.9±2.33 1-7 

- No. of oocytes grade D (%) 12 (8.89) 1.2±1.62 0-5 
 

เมื ่อนำโอโอไซต์ที ่เก็บด้วยวิธี LOPU มาเข้ากระบวนการ IVP  และคัดเลือกโอโอไซต์ที่

เสื่อมสภาพออก หลังจากนั้นนำโอโอไซต์เข้าสู่กระบวนการเพาะเลี้ยงโอโอไซต์ให้เจริญพร้อมปฏิสนธิ (IVM) จน

ครบเวลา 23-25 ชั่วโมง พบว่ามีโอโอไซต์ที่เจริญพร้อมเข้าสู่กระบวนการปฏิสนธิ (IVF) จำนวน 116 โอโอไซต์                    

หลังจากกระบวนการปฏิสนธินาน 18-19 ชั่วโมง มีตัวอ่อนที่เข้าสู่กระบวนการการเพาะเลี้ยงตัวอ่อน (IVC) 

จำนวน 106 ตัวอ่อน และพัฒนาไปเป็นตัวอ่อนระยะคลีเวจและบลาสโตซิสต์ จำนวน 64 และ 42 ตัวอ่อน

ตามลำดับ คิดเป็นอัตราการปฏิสนธิ (Fertilization rate) คือ ร้อยละ (91.38 (106/116) อัตราการเกิดตัวอ่อน

ระยะคลีเวจ (cleavage rate) ร้อยละ 55.17 และตัวอ่อนระยะบลาสโตซิสต์ (blastocyst rate) ร้อยละ 

36.21 (42/116)  ของจำนวนโอโอไซต์ที่เจริญพร้อมเข้าสู่กระบวนการปฏิสนธิตามลำดับ ดังแสดงใน Table 2 

Table 2.  In vitro production of caprine oocytes derived from LOPU.  

         Parameters number Percent  
mature oocytes entering IVF  116  
embryos entering IVC 106  
embryos developed to cleavage stage  64  
embryos developed to blastocyst stage                         42  
Fertilization rate of all matured oocytes entering IVF  91.38 (106/116) 
Cleavage rate of all matured oocytes entering IVF  55.17 (64/116) 
Blastocyst rate  of all matured oocytes entering IVF  36.21 (42/116) 

                    In vitro fertilization(IVF), In vitro embryo culture (IVC). 
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จุดประสงค์ของการวิจัยครั้งนี้เพื่อพัฒนาเทคนิคการเก็บโอโอไซต์แพะมีชีวิตด้วยวิธี LOPU                  

ให้มีประสิทธิภาพมากที่สุด โดยพิจารณาจากจำนวนและคุณภาพโอโอไซต์ที่เจาะเก็บได้ และสามารถนำโอโอ

ไซต์นั้นไปเข้ากระบวนการปฏิสนธินอกร่างกาย เพื่อให้ได้ตัวอ่อนที่สามารถพัฒนาจนถึงระยะบลาสโตซิสต์ ซึ่ง

เป็นระยะ ที่เหมาะสมสำหรับนำไปย้ายฝากให้แก่แม่ตัวรับ 

 ในการทดลองคร ั ้งน ี ้ ได ้นำเอาเทคนิค  LOPU ที ่ใช้ Robertson’s pipette เชื่อมต่อกับ                         

OPU needle ซึ่งเป็นเข็มเบอร์ 18G ยาว 3 นิ้ว แบบความลาดเอียงของเข็มน้อย (short bevel) เข้ากับชุดอุปกรณ์       

เจาะเก็บโอโอไซต์และเครื ่องปั ๊มสุญญากาศ ร่วมกับการผ่าตัดแบบใช้กล้องลาพาโรสโคป จาก Table 1                        

พบว่าได้ผลอัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ (recovery rate) สูงถึงร้อยละ 75.84 และมีสัดส่วนของโอโอไซต์เกรด 

A มากถึงร้อยละ 33.33 ของโอโอไซต์ที ่เก็บได้ทั ้งหมด เมื ่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเทคนิค LOPU                   

ของอรรถพล และคณะ (2564) ที่ทำการศึกษาความเป็นไปได้ของการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วย LOPU และ                

ใช้โปรแกรมเดียวกันในการเหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่หลายใบ แต่แตกต่างกันที่เทคนิคและ

อุปกรณ์ในการเจาะเก็บโอโอไซต์ ที่ใช้เข็ม injection set ซึ่งเป็นอุปกรณ์สำหรับผสมเทียมแพะแบบลาพาโรส

โคปิค และแรงดูดสุญญากาศ ในระดับที่ต่ำกว่า คือ 30-40 มิลลิเมตรปรอท  ได้ผลอัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์

ร้อยละ 73.17 และมีสัดส่วนของของโอโอไซต์เกรด A เพียงร้อยละ 16.7 ของโอโอไซต์ที ่เก็บได้ทั ้งหมด 

นอกจากนั้นเมื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพกับเทคนิค LOPU ของ Wieczorek et al. (2020) ที่ทำการศึกษา

เกี่ยวกับกระบวนการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธี LOPU โดยมีการเหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่

ด้วยโปรแกรมฮอร์โมนแล้วทำการเจาะเก็บโอโอไซต์โดยใช้อุปกรณ์เข็มเบอร์ 20-22G ร่วมกับเทคนิคการใช้ 

grasping forceps และใช้ไซริงค์ในการดูดซึ่งเป็นแรงดูดสุญญากาศระดับต่ำและไม่สามารถเฝ้าระวังระดับของ

แรงดูดสุญญากาศดังกล่าวได้ พบว่ามีอัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ได้ร้อยละ 72 เห็นได้ว่าประสิทธิภาพ LOPU 

จากการทดลองในครั้งนี้ดีกว่าจากทั้งสองรายงานที่กล่าวถึง และจากข้อสังเกตอาจเป็นไปได้ว่า ขนาดเส้นผ่าน

ศูนย์กลางและความลาดเอียงของเข็มที่เป็นอุปกรณ์ในการเจาะ รวมถึงระดับของแรงดูดสุญญากาศ มีผลต่อ

อัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ สอดคล้องกับรายงานของ Souza-Fabjan et al. (2014) ที่สนับสนุนว่าในการทำ 

LOPU แพะ ขนาดของเข็มมีผลทำให้ได้อัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ที่สูงกว่าแต่ไม่มีผลต่อคุณภาพโอโอไซต์ เมื่อ

พิจารณาแรงดูดสุญญากาศที่ใช้ ก็พบว่ามีผลต่ออัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์และสัดส่วนโอโอไซต์คุณภาพดีด้วย

เช่นกัน การศึกษาครั้งนี้ใช้แรงดูดสุญญากาศที่ 40-50 มิลลิเมตรปรอท สอดคล้องกับ Souza-Fabjan et al. 

(2014) ที ่รายงานว่าแรงดูดสุญญากาศที่เหมาะสม ควรอยู ่ในช่วง  25-70 มิลลิเมตรปรอท หากแรงดูด

สุญญากาศน้อยกว่า 25 มิลลิเมตรปรอท จะทำให้อัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ได้ต่ำ และหากใช้แรงดูด

สุญญากาศมากกว่า 100 มิลลิเมตรปรอท จะทำให้สัดส่วนของโอโอไซต์เกรด A ต่อโอโอไซต์ที่เก็บได้ทั้งหมด

ลดลง สอดคล้องกับรายงานของเอกชาติ และคณะ (2543) ที่สนับสนุนว่าเมื่อใช้แรงดูดสุญญากาศมากเกิน จะ

ทำให้ได้โอโอไซต์ที่ไม่มีเซลล์คิวมูลัสหุ้มและยังไม่เจริญเต็มที่ (immature oocyte) เป็นจำนวนมาก ซึ่งเป็นโอ
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โอไซต์ที่มีคุณภาพไม่เหมาะสมสำหรับนำมาเข้ากระบวนการ IVP นอกจากนั้น Souza Fabjan et al. (2014) 

ยังได้รายงานว่า อัตราการไหลของของเหลวในการเก็บโอโอไซต์ก็มีผลต่อการเก็บโอโอไซต์คุณภาพดีในแพะด้วย

เช่นกัน พบว่าอัตราการไหลของของเหลวที่สม่ำเสมอ 7-7.5 มิลลิลิตร/นาท ีจะทำให้ได้โอโอไซต์คุณภาพดีมากถึง

ร้อยละ 70 เมื่อพิจารณาขนาดของเข็มเจาะ แม้ว่าการเจาะดูดโอโอไซด์ด้วยปลายเข็มที่ขนาดใหญ่กว่า อาจทำ

ให้สามารถเก็บโอโอไซต์ได้ปริมาณมากขึ้นแต่ขนาดของปลายเข็มที่ใหญ่เกินนั้นก็มีข้อด้อย คือ อาจทำให้รังไข่

บอบช้ำได้ อย่างไรก็ตามการบาดเจ็บที่เกิดขึ้นอาจขึ้นอยู่กับทักษะความชำนาญของผู้ปฏิบัติงานด้วย มีรายงาน

ของ Anna et al. (2003) ระบุว่าหากมีการบาดเจ็บของรังไข่เนื่องจาก LOPU จำนวนโอโอไซต์ที่เก็บได้ในแต่

ละครั้งจะลดลงสวนทางกับจำนวนครั้งที่เจาะเก็บโอโอไซต์และภายหลังการเก็บโอโอไซต์อาจมีโอกาสเกิดแผล

ยึดติดเล็กน้อยได้ประมาณร้อยละ 30 จากการทำ LOPU ซ้ำ ในช่วงเวลา 10 สัปดาห์    (Mencheca et al., 

2016)  

สิ่งที่จะทำให้ IVP ประสบความสำเร็จ มี 2 ปัจจัยหลัก คือ คุณภาพโอโอไซต์ที่เหมาะสม

สำหรับ IVP และระยะเวลาระหว่างนำโอโอไซต์ออกจากฟอลลิเคิลไปถึงขั้นตอนการเพาะเลี้ยงโอโอไซต์ให้เจริญ

พร้อมปฏิสนธิ (IVM) (Jie et al., 2018) จากการพัฒนาเทคนิค LOPU ครั้งนี้ สามารถเจาะเก็บโอโอไซต์ที่มี

คุณภาพ เกรด A และเกรด B ได้เป็นจำนวนมากถึงร้อยละ 33.33 และ 28.89 ตามลำดับ ซึ่งโอโอไซต์เกรด A 

สามารถพัฒนาเป็นตัวอ่อนระยะคอมแพคมอรูล่า และระยะบลาสโตซิสต์ดีกว่าโอโอไซต์เกรด  B (Mondal et 

al., 2008) แต่ในการศึกษาครั้งนี้ไม่ได้คัดเลือกเฉพาะโอโอไซต์เกรด A และ B เท่านั้น ทีม่าเข้ากระบวนการ IVP 

แต่ได้มีการนำเอาโอโอไซต์เกรด C มาเพาะเลี ้ยงรวมด้วย เนื ่องจากมีรายงานของ  Choi et al. (2013) 

สนับสนุนว่าการเพาะเลี้ยงโอโอไซต์เกรด A ร่วมกับ เกรด C จะทำให้พัฒนาการและคุณภาพของตัวอ่อนจาก

การทำ IVF ดีขึ้น 

  นอกจากนั้น ระยะเวลาระหว่างนำโอโอไซต์ออกจากฟอลลิเคิลไปถึงขั้นตอนการเพาะเลี้ยง                

โอโอไซต์ให้เจริญพร้อมปฏิสนธิ (IVM) ก็มีผลต่อความสำเร็จของกระบวนการ IVP เช่นกัน โดยรายงานของ                

Jie et al. (2018) สนับสนุนว่า ขั้นตอนนี้ควรใช้เวลาน้อยที่สุด เนื่องจากในขณะที่โอโอไซต์หลุดออกจาก                   

ฟอลลิเคิลบนรังไข่แล้ว โอโอไซต์จะถูกเหนี ่ยวนำให้เกิดกระบวนการ meiosis ตามธรรมชาติ ส่งผลให้                          

ไซโตพลาสซึมกับนิวเคลียสของโอโอไซต์ไม่สัมพันธ์กัน หากใช้เวลาระหว่างนำโอโอไซต์ออกจากฟอลลิเคิล                  

ไปถึงขั้นตอน IVM นาน จะทำให้โอโอไซต์นั้นมีโอกาสเสื่อมสภาพมากยิ่งขึ้น เป็นการลดความสามารถในการ

พัฒนาของโอโอไซต์ ดังนั้น ทักษะการปฏิบัติงานเป็นทีมภาคสนามเพื่อนำโอโอไซต์ออกจากตัวแพะก่อนส่ง

ต่อไปยังห้องปฏิบัติการควรต้องทำงานประสานสอดคล้องกันอย่างดี ให้เกิดความรวดเร็วและเป็นการป้องกัน

ความเสียหายที่อาจเกิดขึ้นได ้ซึ่งในการทดลองครั้งนี้ ใช้ระยะเวลาในการเก็บโอโอไซต์แพะตั้งแต่ขึ้นเตียงผ่าตัด

จนถึงนำของเหลวจากฟอลลิเคิลส่งห้องปฏิบัติการ ประมาณ 20 นาทีต่อตัว  
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ช่วงเวลาที่โอโอไซต์และอสุจิพร้อมที่จะผสมกันมากที่สุด (fertile span) นั้น เป็นช่วงเวลาที่

จำกัดและแตกต่างออกไปตามคุณภาพของโอโอไซต์และอสุจิ หากคุณภาพไม่ดีมาก ระยะเวลาที่เหมาะสมอาจ

สั้น โอกาสในการปฏิสนธิได้ก็จะต่ำลง ดังนั้น จึงจำเป็นต้องมีการเพาะเลี้ยงโอโอไซต์ให้พร้อมปฏิสนธิ (IVM) 

และตรวจคุณภาพอสุจิก่อนใช้งาน นอกจากนั้นในหว่างกระบวนการ IVF จำเป็นต้องอาศัยระยะเวลาที่เพียงพอ

สำหรับการทำปฏิสนธิซึ ่งห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งมีการใช้ระยะเวลาในการทำ IVF ที่แตกต่างกันออกไป 

ระหว่าง 6-24 ชั่วโมง ตามโปรแกรมของแต่ละห้องปฏิบัติการ (Jie et al., 2018) ในการศึกษาครั้งนี้ เลือกใช้

เวลาในขั้นตอน IVF 18-19 ชั่วโมง ซึ่งเพียงพอที่จะให้เกิดการปฏิสนธิ และได้อัตราการปฏิสนธิ ร้อยละ 91.38 

(106/116) ของโอโอไซต์ที่เจริญพร้อมเข้าสู่กระบวนการปฏิสนธิ อย่างไรก็ตามการเพ่ิมเวลาในกระบวนการ IVF 

เพ่ือเพ่ิมอัตราการปฏิสนธิ ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป 

             จากผลการทดลองพัฒนาเทคนิคการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะด้วยวิธี LOPU และผลิตตัวอ่อน

แพะจากโอโอไซต์ที่เจาะเก็บได้ด้วยวิธีปฏิสนธินอกร่างกายครั้งนี้ ทำให้มั ่นใจได้ว่า LOPU เป็นเทคนิคที่

เหมาะสม ในการเก็บโอโอไซต์จากแพะมีชีวิต เนื่องจากเป็นวิธีที่สามารถเก็บโอโอไซต์ได้จริง มีความปลอดภัย

สูง รวดเร็วแพะมีความบอบช้ำจากการผ่าตัดน้อย บาดแผลมีขนาดเล็ก แผลหายเร็ว และหลังการเก็บโอโอไซต์

แล้วแพะยังมีสวัสดิภาพที่ดี ความสำเร็จของเทคนิค LOPU ภายใต้การเหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตก

ไข่หลายใบด้วยโปรแกรมฟอลลิเคิล ความลาดเอียงของเข็มน้อย แรงดูดสุญญากาศและอัตราการไหลของ

ของเหลวในการเก็บโอโอไซต์ที่เหมาะสม ร่วมกับการยึดตรึงรังไข่เพ่ือให้เกิดความแม่นยำ จะทำให้ได้อัตราการ

เจาะเก็บโอโอไซต์ที่สูงและโอโอไซต์คุณภาพดี เหมาะสำหรับนำไปเข้ากระบวนการ IVP จนเพาะเลี้ยงได้ตัวอ่อน

ระยะบลาสโตซิสต์ ซึ่งเป็นระยะที่เหมาะสมที่จะนำไปย้ายฝากให้แกแ่ม่ตัวรับต่อไป  

 

สรุปผลการทดลอง 

จากผลการศึกษาเทคนิคการเจาะเก็บโอโอไซต์แพะที่ถูกเหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่

หลายใบ ด้วยวิธี LOPU โดยการใช้ OPU needle ขนาด 18G ยาว 3 นิ้ว แบบความลาดเอียงของเข็มน้อย (short 

bevel) ร่วมกับการใช้กล้องลาพาโรสโคป ที่แรงดูดสุญญากาศ 40-50 มิลลิเมตรปรอท พบว่าแพะมีการตอบสนอง

โดยการสร้างฟอลลิเคิลของรังไข่เฉลี่ย 17.8±6.23 ฟอลลิเคิลต่อตัว ในจำนวนนี้มีโอโอไซต์ที่สามารถเจาะเก็บได้

เฉลี ่ย 13.5±5.44  โอโอไซต์ต ่อตัว โดยมีอัตราการเจาะเก็บโอโอไซต์ ( recovery rate) ร ้อยละ 75.84 

(135/178)                    เมื่อนำโอโอไซต์นั้นเข้ากระบวนการผลิตตัวอ่อนด้วยวิธีปฏิสนธิภายนอกร่างกาย 

พบว่ามีอัตราการปฏิสนธิ ร้อยละ 91.38 (106/116) มีตัวอ่อนเจริญจนถึงระยะคลีเวจและบลาสโตซิสต์ ร้อยละ 

55.17 (64/116) และ 36.21 (42/116) ของจำนวนโอโอไซต์ที่เจริญพร้อมปฏิสนธิ  
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ข้อเสนอแนะ 

ในปัจจุบันการพัฒนาเทคโนโลยีที่เกี่ยวข้องกับการปฏิสนธินอกร่างกายแพะของประเทศไทยยัง

เป็นเพียงจุดเริ่มต้นและอยู่ระหว่างการพัฒนา ทางผู้เขียนมีความคิดเห็นว่าควรศึกษาในประเด็นอ่ืนที่เกี่ยวข้อง

เพิ ่มเติม นอกเหนือไปจากเทคนิคการเก็บโอโอไซต์เพื ่อนำไปผลิตตัวอ่อนนอกร่างกาย เป็นการเพิ ่มขีด

ความสามารถของการขยายพันธุ์สัตว์พันธุ์ดีสู่เกษตรกร เช่น การพัฒนาโปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นสัดและ

กระตุ้นการตกไข่หลายใบที่เหมาะสมต่อการเกิดฟอลิเคิลขนาดใหญ่ที่อาจทำให้ได้โอโอไซต์คุณภาพดีและ

เหมาะสมต่อการนำมาทำ IVP หรือการลดปริมาณตัวอสุจิที่จะทำปฏิสนธิในกระบวนการ IVF เพ่ือให้สามารถใช้

ประโยชน์จากน้ำเชื้อที่พันธุกรรมดีแต่ มีจำนวนจำกัดได้อย่างคุ้มค่า รวมทั้งการพัฒนาโปรแกรมการแช่แข็งตัว

อ่อน IVP เพ่ือนำไปย้ายฝากแก่แม่ตัวรับให้เป็นลูกเกิดจากการปฏิสนธินอกร่างกายต่อไป  
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งานวิจัยครั้งนี้ประสบความสำเร็จเป็นประโยชน์ในการพัฒนางานด้านเทคโนโลยีชีวภาพในวงการปศุสัตว์ต่อไป 
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