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สาสน์จากบรรณาธิการบริหาร 

 วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ (Journal of Biotechnology in Livestock Production)  
มีอายุครบรอบ 15 ปี ในปี พ.ศ. 2567 นี้ ซึ ่งยังคงยึดมั ่นเป้าหมายในการเผยแพร่ผลงานวิจัยและบทความ 
ทางวิชาการ เพื่อเป็นส่วนหนึ่งในการพัฒนาและขับเคลื่อนงานวิจัยและวิชาการด้านเทคโนโลยีชีวภาพการผลิต 
ปศุสัตว์ของประเทศ ซึ่งถือเป็นยุคแห่งการเปลี่ยนผ่านสู่การผลิตปศุสัตว์โดยใช้เทคโนโลยีการปศุสัตว์ชั้นสูงที่มีความ
ทันสมัย เพื ่อสนับสนุนวงการปศุสัตว์ไทยให้มีการพัฒนาอย่างรวดเร็วและยั ่งย ืน ยกระดับคุณภาพชีวิต  
และเพิ่มความสามารถในการแข่งขันด้วยเศรษฐกิจสร้างมูลค่า โดยอาศัยความร่วมมือจากทุกภาคส่วน โดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง ปัญหาราคาสินค้าภาคปศุสัตว์ สภาวะต้นทุนอาหารสัตว์และต้นทุนการผลิตอื่นที่เพิ่มสูงขึ้นจากวิกฤต
พลังงานประกอบกับการแข่งขันในยุคการค้าเสรีที่พบในปัจจุบัน  

การศึกษาวิจัยถือเป็นแรงขับเคลื่อนหนึ่งที่มีความสำคัญเพื่อนำองค์ความรู้ที่ได้มาประยุกต์ใช้ในการแก้ไข
ปัญหาต่างๆ และเพิ่มศักยภาพการผลิตให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้น อันจะส่งผลในการเพิ่มความสามารถด้านการ
แข่งขันให้แก่เกษตรกร นำไปสู่การสร้างรายได้ สร้างอาชีพ สร้างความมั่นคงทางอาชีพและเศรษฐกิจฐานราก และ
เศรษฐกิจโดยรวมของประเทศให้ดียิ่งขึ้น ไปสู่เป้าหมายตามภารกิจกรมปศุสัตว์ ดังวิสัยทัศน์ทีก่ล่าวว่า “เป็นองค์กร
พัฒนาการปศุสัตว์ด้วยนวัตกรรมและเทคโนโลยี เพิ่มมูลค่าสินค้าสู่ตลาดโลกและเติบโตอย่างยั่งยืน” นำไปสู่
การขับเคลื่อนภารกิจของกระทรวงเกษตรและสหกรณ์ “เกษตรกรมีคุณภาพชีวิตที่ดี มีรายได้เพิ่มขึ้นไม่น้อยกว่า
ร้อยละ 10 ต่อปี” 

วารสารฉบับนี ้ ย ินดีเปิดร ับบทความทั ้งที่ เป ็นบทความวิจ ัย และบทความว ิชาการในทุกสาขา  
โดยทุกบทความจะได้รับการตรวจพิจารณาจากกองบรรณาธิการ เพื่อคุณภาพและคุณค่าของวารสารที่เหมาะสม
ต่อการเผยแพร่ และเป็นแหล่งข้อมูลที่สำคัญในการศึกษาค้นคว้า อ้างอิง โดยทางกองบรรณาธิการหวังเป็นอย่างยิ่ง
ว่าจะสามารถเป็นแหล่งสืบค้นและเป็นองค์ความรู้ที ่เป็นประโยชน์ในการพัฒนางานวิจัย นวัตกรรมใหม่ๆ และ
นำไปสู่การใช้ประโยชน์ในวงการปศุสัตว์และสาขาอ่ืนที่เก่ียวข้องต่อไป 

 
 

      (นายกิติกรณ์  เจนไพบูลย์) 
ผู้อำนวยการสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
 
 
 
 
 

 



ii 
 

วัตถุประสงค ์

1. ส่งเสริมการศึกษา ค้นคว้า วิจัยด้านการผลิต    
ปศุสัตว์และเทคโนโลยีชีวภาพ  

2. รวบรวม เผยแพร่ความรู้ด้านการผลิตปศุสัตว์และ
เทคโนโลยีชีวภาพ 

3. ส่งเสริมความสัมพันธ์ และความร่วมมือระหว่าง 
    นักวิชาการและสถาบันต่างๆ 
 

เจ้าของ 

สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
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ถ.ติวานนท์ ต.บางกะดี อ.เมือง 

จ.ปทุมธานี 12000 
โทร/โทรสาร 0-2501-2438 
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ข้อแนะนำสำหรับผู้เขียน 

 วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ 
เป็นวารสารทางวิชาการของสำนักเทคโนโลยีชีวภาพ
การผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ กำหนดออกปีละ     
1 ฉบับ โดยวารสารจะตีพิมพ์บทความ  ผลงาน
ค้นคว้าวิจัยด้านการผลิตปศุสัตว์ ทั้งด้านการพัฒนา
และปรับปรุงพันธุ์ การจัดการอาหาร สุขภาพ และ
ระบบสืบพันธุ์ ตลอดจนการขยายพันธุ์ และการใช้
เทคโนโลยีชีวภาพที่ก้าวหน้าในการปรับปรุงและ
พัฒนาเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตปศุสัตว์ด้าน
ต่างๆ ที ่กล ่าวมาข้างต้น  คณะผู ้จ ัดทำวารสาร
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ ยินดีรับเรื ่อง
จากทุกท่านที ่ส่งมาเพื ่อเผยแพร่ และเพื ่อความ
สะดวกในการพิจารณา ขอเสนอแนะดังนี้ 
1. เรื่องท่ีจะตีพิมพ์ 
 1.1 งานทดลอง วิจัย ทางวิชาการ (Technical/ 
Research papers) หรือวิทยานิพนธ์ เป็นการเสนอ
ผลการวิจัยที่ผู้เขียนได้ทำขึ้นเอง 
 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

พร้อมส่งต้นฉบับเพ่ือให้แก้ไขตามที่กองบรรณาธิการ

เสนอแนะ 

ส ่งผลงานที ่แก ้ไข ถ ูกต ้องแล ้วตามข้อ 
แนะนำของกองบรรณาธิการ 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 
โทรศัพท์ 02-967-9791 หรือ 08-6700-3880 
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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 บทคัดย ่อ (Abstract) เข ียนส ั ้นๆได้
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 (ขึ้นบรรทัดใหม)่ 

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
ปัญหาและวัตถุประสงค์และควรมีการตรวจเอกสาร 
(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
โดยทั ่วไปให้เขียนในลักษณะอ้างอิงถึง  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 หรือเพื่อสนับสนุน หรือคัดค้านทฤษฎี
ที่มีผู้เสนอมาก่อน หรือเพื่อเปรียบเทียบกับผลการ
ทดลองและการตีความหมายของผู้อื่น ผู้เขียนควร
พยายามเน้นถึงปัญหาหรือข้อโต้แย้งในสาระสำคัญ
ของเรื่องที่กำลังกล่าวถึง ตลอดจนข้อเสนอแนะเพ่ือ
การวิจัยในอนาคตและลู่ทางที่จะนำผลไปใช้เป็น
ประโยชน์ 
 4.7.5 สรุปผลการทดลอง (Conclusion) 
ควรเป็นใจความที ่สำคัญ กระช ับเป ็นไปตาม
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วัตถุประสงค์และคุณค่าของงานเพื่อให้ผู้อ่านเข้าใจ
ง่ายขึ้น 
 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 
their relationship with semen quality. 
Theriogenology. 84(6):956-968. 
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 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 ัวพ ิมพ ์แบบเด ียวก ันท ั ้ งฉบ ับ  กรณีใช ้ เคร ื ่อง
คอมพิวเตอร์พิมพ์เนื ้อความให้ใช ้ต ัวอักษร  TH 

Sarabun PSK 16 ตัวปกติ เท่านั ้น ยกเว้นหัวข้อ
ใหญ่ เช่น ชื่อเรื ่อง บทคัดย่อ บทนำ อุปกรณ์และ
วิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และ
เอกสารอ้างอิง  พิมพ์โดยใช ้ต ัวอ ักษรแบบหนา 
(Bold) ขนาด 16 ส่วนหัวข้อย่อย เช่น ชื่อผู้วิจัยและ
คณะ คำสำคัญ ตาราง รูปภาพ เป็นต้น พิมพ์โดยใช้
ตัวอักษรแบบหนา (Bold) ขนาด 16 กระดาษที่ใช้
พิมพ์ ให้ใช้กระดาษขาวไม่มีบรรทัด ขนาดมาตรฐาน 
A4 (210 X 297 มม.) ใช้เพียงหน้าเดียว 
การเว้นที่ว่างขอบกระดาษ 
 - ตั้งก้ันหน้าบนและซ้ายไว้ที่ 2.5 เซนติเมตร 
 - ด้านขวาและด้านล่างไว้ที่ 2.0 เซนติเมตร

 การเว้นระยะในการพิมพ์ 

 - การเว้นระยะระหว่างบรรทัดและการย่อ

หน้า ควรจัดตามความสวยงาม 

 - กรณีคำสุดท้ายไม่จบบรรทัดนั้นๆ ให้ยกคำ
น ั ้นท ั ้ งคำไปพิมพ์ในบรรท ัดต ่อไป  ไม ่ควรตัด
ส ่วนท ้ายของ  คำไปพิมพ์ในบรรท ัดใหม่  เช่น 
กระบือปลัก 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) 
  การลำดับหน้า 
 - ลำดับหน้าโดยใช้หมายเลข 1,2,3...... 
ที่ก่ึงกลางหน้ากระดาษ 
 
 ตาราง รูปภาพ แผนภูมิ กราฟ 

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

ตั้งชื่อ 
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สารบัญ 

เรื่อง หน้า 

1. ผลสำเร็จของการเหนี่ยวนำการเป็นสัดกระบือลูกผสมมูร่าห์ในฟาร์มเกษตรกร 

(นิติพัฒน์ ขุมหิรัญ  สินชัย วิโรจน์วุฒิกุล  กิตติศักดิ์ แสงสกุล  กมลชนก สร้อยเพชร) 

1 

2. ผลของระยะเวลาผสมเทียมหลังการเป็นสัดต่อเพศลูกและอัตราการผสมติดในกระบือปลัก
ไทย   
(จตุรงค์ จริยะนรวิชช์  นิติพัฒน์ ขุมหิรัญ  สุเทพ กันทะสี  ฉัตรชัย สืบคำ   
ณัฐนันท์ ศิริรัตนธัญญะกุล)  

11 

3. ผลของฮอร์โมนเอฟ เอส เอชในสารละลายไฮยาลูโรแนนต่อการเพิ่มการตกไข่ในโคเนือ้

(วิชญาณี ภูมิพิทักษ์กุล  ศุภาพิชญ์ คันธาวฒัน์  สถาปัตย์ อ่ิมโพธิ์  อนนท์ เทืองสันเทียะ    

อรุณ จันทร์กระจ่าง) 

25 

4. ผลของความแตกต่างระหว่างวิธีการทำละลายน้ำเชื้อโคในอุณหภูมิที่แตกต่างกันต่อลักษณะ
การแสดงออกของโปรตีนในเซลล์อสุจิโค 
(สุจิรา ธรรมวัง  วิชญาณี ภูมพิิทักษ์กุล นิติรัฐ  ถียัง   มุขสุดา  เรืองกรี) 

46 

5. การประเมินการตั้งท้องระยะต้นในโคนมด้วยอุณหภูมิพื้นผิวร่างกายและอุณหภูมิน้ำนมโดย

ใช้เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรด 

(วิชญาณี ภูมิพิทักษ์กุล  กอบสุข ทองสอดแสง  จิรภัทร ศักดิ์เสรีชัยกุล) 

69 
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ผลสำเร็จของการเหนี่ยวนำการเป็นสัดกระบือลูกผสมมูร่าห์ในฟาร์มเกษตรกร 

นิติพัฒน์ ขุมหิรัญ1  สินชัย วิโรจน์วุฒิกุล2 กิตติศักดิ์ แสงสกุล3 กมลชนก สร้อยเพชร4  

 

บทคัดย่อ 
การวิจัยในครั้ งนี้ มีวัตถุประสงค์  เพื่อศึกษาผลของการเหนี่ยวนำการเป็นสัด 2 วิธี ระหว่ าง 

วิธี ใช้ฮอร์ โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหู และ วิธี Ovsynch แล้วผสมเทียมแบบกำหนดเวลาต่ออัตราการตั้งท้องใน
กระบือลูกผสมมูร่าห์ โดยคัดเลือกแม่กระบือลูกผสมมูร่าห์ จํานวน 60 ตัว  ที่เคยมีลูกมาแล้วอย่างน้อย 1 ตัว อายุ
ระหว่าง 4-8 ปี มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณ์ มีความสมบูรณ์พันธุ์ มีระบบสืบพันธุ์ปกติ ในฟาร์มเกษตรกรพ้ืนที่จังหวัด
ฉะเชิงเทรา แบ่งออกเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 30 ตัว โดยสุ่มกระจายช่วงอายุไปในแต่ละกลุ่มเท่าๆกัน คือ กลุ่ม 1 แม่
กระบือรับการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหู (crestar®) และ กลุ่ม 2 แม่กระบือรับ
การเหนี ่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch โดยกลุ ่ม 1 ทําการทดลองโดยการฝังฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน 
(crestar®) บริเวณใบหูกระบือ หลังจากนั้น 12 วัน ทำการถอด crestar® พร้อมกับฉีดฮอร์โมนพรอสต้าแกลนดิน 

เอฟ ทู อัลฟ่า (PGF2α) ทำการผสมเทียมชั่วโมงที่ 56 และ 72 หลังการถอดฮอร์โมน กลุ่ม 2 แม่กระบือรับการ
เหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch  ผสมเทียมชั่วโมงท่ี 12 และ 24 หลังการฉีดฮอร์โมน GnRH  และตรวจการ
ตั้งท้องโดยการตรวจด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ ภายหลังจากผสมเทียม 45 วัน ผลการทดลองพบว่าอัตราการแสดง
การเป็นสัดของกระบือกลุ่ม 1 และ 2 คือ 86.67% (26/30) และ 93.33% (28/30) ตามลําดับ ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) และพบว่าอัตราการตั้งท้องของทั้ง 2 กลุ่มคือ 30.00% (9/30) และ 33.33% (10/30) 
ตามลําดับ ซึ่งไมแ่ตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) สรุปผลการทดลองนี้พบว่าแม่กระบือลูกผสมมูร่าห์ทั้ง 
2 กลุ่ม มีอัตราการแสดงการเป็นสัดและอัตราการตั้งท้องไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  
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Estrous Synchronization in Murrah Crossbred  Buffaloes  under  Small Farm Holder 
Condition. 

Nitipat Khoomhirun1 Sinchai Wirojwutthikul2 Kittisak Sangsakul3 Kamonchanok Soipet4   

Abstract  

The research objective was to investigate the effect of estrus synchronization between 
norgestomet ear implant (crestar®) and Ovsynch protocol, and fixed time AI on pregnancy rate in 
Murrah crossbred buffaloes. Sixty females Murrah crossbred buffaloes were selected from farm 
holder in Chachoengsao province. Animals were divided into 2 groups as group 1 and group 2. 
The group 1 was treated with Crestar® and group 2 was treated with Ovsynch protocol. The group 

1 with Crestar® was implant ear for 12 days and treated with PGF2α in the day of removal of 
crestar®. Fixed-time AI was performed in the animals at 56th and 72th hour after crestar® removal. 
The group 2 with Ovsynch protocol and fixed-time AI was performed in the animals at 12th and 
24th hour after GnRH injection. All Murrah crossbred buffaloes were pregnant examined by rectal 
palpation and ultrasonography on 45 days after AI. The results indicated that the estrus rate in 
group 1 and group 2 were 86.67% (26/30) and 93.33% (28/30), respectively which were not 
significant different (p>0.05). In addition, the pregnancy rate in treatment1 and treatment2 were 
30.00% (9/30) and 33.33% (10/30) respectively which were not significant different (p>0.05). The 
study showed that the Ovsynch protocol and norgestomet ear implant (crestar®) rate of estrus 
and rate of pregnancy were not significant different (p>0.05).  
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คำนำ 

ปัจจุบันในประเทศไทยมีเกษตรกรเริ่มให้ความสนใจการเลี้ยงกระบือมูร่าห์มากขึ้น แต่ประสบปัญหาการ

ผลิตและปรับปรุงพันธุ์ของกระบือหลายด้าน เช่น ปัญหาการเกิดเลือดชิด (inbreed) ในกระบือ ซึ่งควรแก้ไขปัญหา

ด้วยการผสมเทียม ปัญหาการเป็นสัดเงียบ เป็นต้น เนื่องจากกระบือจะแสดงอาการเป็นสัดไม่ชัดเจนเหมือนโคการ

จับสัดทำได้ยากทำให้มีปัญหาเกี่ยวกับการกำหนดเวลาเพื่อผสมเทียมตามมา (EI-Wishy, 2007; Perera, 2011) 

ส่งผลให้อัตราการผสมติดต่ำ จากปัญหาการเป็นสัดไม่ชัดเจนดังกล่าว จึงมีผู ้พยายามศึกษาการใช้ฮอร์โมน 

โปรแกรมต่างๆ มาใช้เหนี่ยวนำการเป็นสัดในกระบือ เพ่ือให้การผสมเทียมกระบือมีประสิทธิภาพสูงขึ้น ซึ่งมีทั้งการ

ใช้ฮอร์โมน GnRH ร่วมกับ PGF2α ในโปรแกรม Ovsynch โดยฉีด GnRH 2.5 ml. เข้ากล้ามเนื้อในวันแรก หลังจาก

นั้นฉีด PGF2α ขนาด  500 µg. เข้ากล้ามเนื้อในวันที่ 7  ส่วนในวันที่ 9 ฉีด GnRH เข้ากล้ามเนื้อ 2.5 ml. แล้วทำ

การผสมเทียมครั้งที่ 1  และ 2 ในชั่วโมงที่ 12 และ 24 ภายหลังจากฉีดฮอร์โมน GnRH ครั้งที่สอง (Paul and 

Prakash, 2005) นอกจากนี้ยังมีการใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในการเหนี่ยวนำการเป็นสัดเพื่อผสมเทียมแบบ

กำหนดเวลา โดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนฝังไว้ใต้ผิวหนังบริเวณใบหูเป็นเวลา 9 ถึง 14 วัน และใช้ร่วมกับพรอสตา

แกลนดินเอฟทูแอลฟา โดยฉีดสารเหล่านี้ 2 วันก่อนสิ้นสุดการเหนี่ยวนำด้วยโปรเจสเตอโรน เคยมกีารศึกษาการใช้

โปรแกรม Ovsynch และการใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหูแล้วผสมเทียมแบบกำหนดเวลาแล้วพบว่ากระบือ

มีอัตราการตั้งท้องอยู่ที่ 33.3-38.89 % (Vadhanakul et al., 1988; Virakul et al., 1992; Paul and Prakash, 

2005; ธัชฎาพร, 2551)   

จากรายงานการศึกษาดังกล่าวข้างต้นพบว่าโปรแกรม Ovsynch และการใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิด

ฝังหูแล้วผสมเทียมแบบกำหนดเวลา ยังให้ผลอัตราการตั้งท้องที่ยังไม่สูงมากนัก ประกอบกับยังมีผู้ศึกษาเรื่อง

กระบือมูร่าห์ในประเทศไทยค่อนข้างน้อย ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเปรียบเทียบผลของการเหนี่ยวนำการเป็นสัด

แล้วผสมเทียมแบบกำหนดเวลาทั้งสองโปรแกรมในกระบือลูกผสมมูร่าห์ เพ่ือช่วยแก้ไขปัญหาการจับสัดยากและทำ

ให้ทราบช่วงเวลาที่เหมาะสมในการผสมเทียมกระบือมูร่าห์ ซึ่งจะเป็นการช่วยเพิ่มโอกาสการผสมติด เพิ่มผลผลิต

ลูกกระบือมูร่าห์ได ้ 

งานวิจัยชิ้นนี้มีจุดประสงค์เพื่อศึกษาผลสำเร็จของการเหนี่ยวนำการเป็นสัด 2 วิธีระหว่าง วิธีใช้ฮอร์โมน          
โปรเจสเตอโรนชนิดฝังหู (Norgestomet; Crestar®, Intervet, Netherlands) กับ วิธี Ovsynch แล้วผสมเทียม
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แบบกำหนดเวลาต่ออัตราการผสมติดในกระบือลูกผสมมูร่าห์ ซึ่งผลการศึกษาสามารถนำไปใช้ เพิ่มประสิทธิภาพ
การผลิตให้กับเกษตรกรในพ้ืนที่ได้ต่อไป และถือเป็นการสนับสนุนและส่งเสริมให้เป็นแหล่งปศุสัตว์ที่ยั่งยืน      

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 ดำเนินการทดลองในแม่กระบือลูกผสมมูร่าห์จำนวน 60 ตัว ที่เคยมีลูกแล้วอย่างน้อย 1 ตัว อายุระหว่าง 
4-8 ปี มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณ์ มีความสมบูรณ์พันธุ์ มีระบบสืบพันธุ์ปกติ สถานที่ทำการทดลอง คือ ฟาร์ม
กระบือมูร่าห์เอกชนแห่งหนึ่งในจังหวัดฉะเชิงเทรา แม่กระบือเหล่านี้จะถูกแบ่งโดยวิธีสุ่มเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 30 ตัว 
โดยสุ่มกระจายช่วงอายุไปในแต่ละกลุ่มเท่าๆ กัน ดังนี้   

 กลุ่มที่ 1 Norgestomet; crestar® (Norgestomet+ Oestradiol valerate + PGF2α) 

แม่กระบือรับการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหู (Norgestomet; crestar®) 

ซึ่งมีลักษณะเป็นแท่งซิลิโคนเคลือบด้วยฮอร์โมน Norgestomet โดยฝัง crestar® ที่ใบหูในวันแรก พร้อมฉีด

ฮอร์โมน Norgestomet 3 mg. และ Oestradiol valerate 5 mg.  เข้ากล้ามเนื ้อ และอีก 12 วันต่อมาถอด

ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหู พร้อมฉีด PGF2α เข้ากล้ามเนื้อ ทำการผสมเทียมแม่กระบือจำนวน 2 ครั้ง

หลังจากถอดฮอร์โมนในชั่วโมงท่ี 56 และ 72 (ภาพท่ี 1)  

 

 
 
 

 

 

 

ภาพที่ 1  โปรแกรมการเหนี่ยวนำการเป็นสัดกระบือ โดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหู 

กลุ่มที่ 2 Ovsynch (GnRH+ PGF2α+ GnRH) 

 แม่กระบือรับการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch โดยฉีด GnRH 2.5 ml. เข้ากล้ามเนื้อในวันแรก 

หลังจากนั้นฉีด PGF2α ขนาด  500 µg. เข้ากล้ามเนื้อในวันที่ 7  ส่วนในวันที่ 9 ฉีด GnRH เข้ากล้ามเนื้อ 2.5 ml. 
แล้วทำการผสมเทียมครั้งที่ 1  และ 2 ในชั่วโมงท่ี 12 และ 24 ภายหลังจากฉีดฮอร์โมน GnRH (ภาพท่ี 2)  
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     ภาพที่ 2  โปรแกรมการเหนี่ยวนำการเป็นสัดกระบือ ด้วยวิธี Ovsynch    

 

 

 น้ำเชื้อพ่อพันธุ์กระบือมูร่าห์ที่ใช้เป็นน้ำเชื้อแช่เข็งจากพ่อพันธุ์เดียวกันและทำการแช่แข็งครั้งเดียวกัน  
เจ้าหน้าที่ผสมเทียมเป็นผู้ที่มีประสบการณ์งานผสมเทียมมากกว่า 5 ปี ทำการตรวจท้องหลังผสมเทียม 45 วัน   
ด้วยเครื่องอัลตร้าซาวด์   
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 วิเคราะห์เปรียบเทียบความแตกต่างของอัตราการเป็นสัดและอัตราการตั้งท้องระหว่างกลุ่มทดลองด้วย  
Fisher's Exact Test กำหนดค่าความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที่ p-value <0.05 
ผลการทดลอง และวิจารณ์ 

ผลการทดลองการเหนี่ยวนำการเป็นสัดในแม่กระบือลูกผสมมูร่าห์กลุ่มที่ 1 และกลุ่มที่ 2 พบว่าทั้งสองกลุ่ม
แสดงอาการเป็นสัดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Table 1) 

Table 1 Percentage of estrus rate in Group 1 and Group 2   

No. of Estrus 
detection n 

Treatments p-value 

 Group 1  Group 2  
Estrus  30 26 (86.67%) 28 (93.33%) 

0.67 
Non-estrus  30 4 (13.33%) 2 (6.67%) 

 
จากผลการทดลองข้างต้นพบว่า แม่กระบือทั้ง 2 กลุ่ม มีอัตราการเป็นสัดไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญ

ทางสถิติ ซึ่งการแสดงการเป็นสัดที่ไม่แตกต่างกันนั้นเกิดจากการให้ PGF2α ในกระบือทั้งสองกลุ่ม มีผลทำให้ 
corpus luteum ที่สมบูรณ์เกิดการสลายตัว ส่งผลให้ระดับโปรเจสเตอโรนลดต่ำลงภายใน 24 ชั่วโมง หลังฉีด (De 
Rensis and Lopes-Gatius, 2007) กระตุ้นให้มีการพัฒนาของฟอลลิเคิลขนาดใหญ่ ฮอร์โมนเอสโตรเจนในฟอลลิ

D0 D7 

PGF2α  GnRH +1st AI                           

(12 h. after GnRH) 
ultrasound  GnRH  2nd AI                           

(24 h. after GnRH) 

D9 D10 D45 
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เคิลจะออกฤทธิ์กระตุ้นให้แสดงพฤติกรรมการเป็นสัด (Mihm et al., 2002) ซึ่งอัตราการแสดงอาการเป็นสัดของ
กระบือทั้ง 2 กลุ่ม สอดคล้องกับที่เคยมีการศึกษาไว้ว่าสามารถเหนี่ยวนำให้กระบือแสดงอาการเป็นสัดและเกิดการตกไข่
หลังจากถอดสารโปรเจสเตอโรนประมาณ 40-96 ชั ่วโมง และอัตราการแสดงอาการเป็นสัดอยู ่ระหว่าง 62-100%        
(Vahhanakul et al.., 1988; Geary, 2001; De Rensis and Lopes-Gatius, 2007; ธัชฎาพร, 2551) ขึ้นอยู่กับปริมาณ
ของ norgestomet ฤดูกาล และสิ่งทดลองร่วม  

กระบือลูกผสมมูร่าห์ทั ้งสองกลุ ่มการทดลอง มีอัตราการตั้งท้องไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ        
(Table 2)   

Table 2 Percentage of pregnancy rate in Group 1 and Group 2   

No. of 
pregnancy  

n Treatments 
p-value 

 Group 1   Group 2   
pregnancy  30 9 (30.00%) 10 (33.33%) 

0.99 
Non-pregnancy 30 21 (70.00%) 20 (66.67%) 

 กระบือกลุ ่ม 1 มีอัตราการตั ้งท้องอยู ่ที ่ 30% ซึ ่งใกล้เคียงกับผลการศึกษาของ  Virakul (1987) 
Vadhanakul et al. (1988) และ Virakul et al. (1992) ที่ใช้โปรแกรมการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมน     
โปรเจสเตอโรนชนิดฝังหูเช่นเดียวกับกระบือกลุ่ม 1 พบว่ามีอัตราการตั้งท้องอยู่ที่  30-38.89%  ส่วนในกระบือ
กลุ่ม 2 ที่มีการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้โปรแกรม Ovsynch มีอัตรกาการตั้งท้องอยู่ที่ 33.33% ซึ่งใกล้เคียงกับ
การศึกษาของ ธัชฎาพร (2551) ที่ทำการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยโปรแกรมเช่นเดียวกันกับกระบือในกลุ่ม 2 พบว่ามี
อัตราการตั้งท้องอยู่ที่ 34.6% อัตราการตั้งท้องของกระบือลูกผสมมูร่าห์ที่ใช้โปรแกรม Ovsynch แล้วผสมเทียมแบบ
กำหนดเวลา ของการศึกษานี้พบว่ามีค่าใกล้เคียงกับการศึกษาลักษณะเดียวกันในกระบือแม่น้ำในประเทศต่างๆ 
ได้แก่ กระบือเมดิเตอร์เรเนียน ในประเทศอิตาลี กระบือมูร่าห์ในประเทศอินเดีย และกระบือนิริ -ราวิ ในประเทศ
ปากีสถาน มีอัตราการตั้งท้องเท่ากับ 33.3-36.3% (Neglia et al., 2003; Campanile et al., 2005; De Rensis 
et al., 2005; Paul and Prakash, 2005; Warriach et al., 2008)  ส่วนอัตราการตั้งท้องที่ไม่แตกต่างกันของ
กระบือทั้ง 2 กลุ่มนั้น อาจเกิดจากการผสมเทียมสองครั้งในกลุ่มกระบือทั้งสองกลุ่ม ซึ่งจะเพิ่มโอกาสการตั้งท้อง
สำหรับแม่กระบือที่มีไข่ตกช้า และไม่ได้รับการฉีดหรือไม่ตอบสนองต่อฮอร์โมน GnRH ซึ่งการตอบสนองต่อการให้
ฮอร์โมน GnRH แตกต่างกันไปขึ้นกับปัจจัยต่างๆ เช่น ชนิดของโค (โคเนื้อ, โคนม) ลำดับการคลอดลูก และวิธีการ
เหนี่ยวนำให้เกิดการเป็นสัด เป็นต้น (Peters, 2005)    การที่กระบือทั้งสองกลุ่มในการศึกษาครั้งนี้แสดงอาการ
เป็นสัดแต่ผสมไม่ติดนั้น อาจเกิดจากกระบือที่แสดงอาการเป็นสัดแต่อาจไม่มีการตกไข่เกิดขึ้นก็เป็นได้  โดย
การศึกษาของเอกชาติ และคณะ (2549) พบว่ากระบือปลักที่เหนี่ยวนำด้วยฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดฝังหูเป็น
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เวลา 10 วัน ร่วมกับฮอร์โมน PGF2α มีการตกไข่เพียง 9.1% (1/11) และ Mudgal (1992) เคยทำการศึกษาการ
เป็นสัดในกระบือแม่น้ำ จำนวน 500 ตัว พบว่า 15% ของกระบือแสดงอาการเป็นสัด แต่ไม่พบการตกไข่ ทั้งนี้อาจ
เป็นผลจากการที่ระดับฮอร์โมน LH ไม่เพียงพอต่อการโน้มนำให้เกิดการตกไข่ 
 จากการศึกษาต่างๆ ดังที่ได้กล่าวมาข้างต้นพบว่ามีผลการทดลองที่แตกต่างจากการทดลองในครั้งนี้ อาจ
เนื่องมาจากกลุ่มสัตว์ที่ใช้ในการทดลองมีความแตกต่างกัน เช่น สภาพแวดล้อม สภาพภูมิอากาศ เป็นต้น  และ
การศึกษาของงานวิจัยครั้งนี้ถึงแม้การเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยโปรแกรมการเหนี่ยวนำของทั้งสองกลุ่มนั้นให้ผล
การผสมติดที่ยอมรับได้และใกล้เคียงกับการศึกษาที่ผ่านมาดังได้กล่าวมาแล้วข้างต้น แต่ทั้งสองโปรแกรมก็ยังมี
ข้อจำกัดอยู่ เช่น กลุ่ม 1 crestar® เวลาใช้ต้องฝังใต้ผิวหนังทำให้สัตว์เกิดความเจ็บปวดและยากต่อการบังคับ
สัตว์ทดลองเวลาฝังฮอร์โมน นอกจากใช้ฮอร์โมนชนิดฝังหูนี้แล้ว ยังมีโปรแกรมการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้
ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอดเรียกว่า CIDR-B ซึ่งให้ผลอัตราการตั้งท้องอยู่ที่ 30-50.6% (อภิรักษ์ 
และคณะ, 2545; Carvalho et al., 2013) ผลการตั้งท้องมีทั้งที่ใกล้เคียงและสูงกว่าในงานวิจัยครั้งนี้ แต่การใช้ 
CIDR-B ก็มีข้อเสียเช่นกันโดยอาจทำให้เกิดการปนเปื้อน และเกิดหนองในช่องคลอดได้ แต่การใช้ crestar® จะ
หลีกเลี่ยงการปนเปื้อน และการเกิดหนองในช่องคลอดได้ ส่วนในกลุ่ม 2 ต้องเข้าปฏิบัติกับตัวสัตว์หลายครั้ง จาก
การกำหนดเวลาผสมเทียมจำนวน 2 ครั้ง ที่ 12 และ 24 ชั่วโมง หลังจากฉีด GnRH เข็มที่ 2 คาดว่ายังคงเป็น
ระยะเวลาที่เหมาะสมที่จะเกิดการปฏิสนธิระหว่างไข่และอสุจิ เนื่องจากระยะเวลามีชีวิติอยู่ของอสุจิภายในอวัยวะ
สืบพันธุ์เพศเมียยาวนานถึง 24-30 ชั่วโมงหลังผสม (Kasimanickam et al., 2008) และเป็นไปได้ว่าสามารถ
กำหนดเวลาผสมเป็น 24 ชั่วโมงหลังจากฉีด GnRH เข็มที่ 2 ได้ หากต้องการปรับเวลาผสมเทียมให้เหลือเพียง 1 
ครั้ง เพื่อความสะดวกในการปฏิบัติงาน (ธัชฎาพร, 2551) โดยในแต่ละโปรแกรมการเหนี่ยวนำการเป็นสัดมีความ
แตกต่างกันในแง่ของความสะดวกในการใช้และประสิทธิภาพการเหนี่ยวนำ       

สรุปผลการทดลอง 
จากการทดลองสรุปได้ว่ากระบือลูกผสมมูร่าห์สามารถถูกเหนี่ยวนําการเป็นสัดด้วยฮอร์โมนและตั้งท้อง

โดยวิธีผสมเทียมแบบกําหนดเวลาได้ วิธีเหนี่ยวนำการเป็นสัดในกระบือกลุ่ม 1 และ กลุ่ม 2 ผลการทดลองพบว่า
อัตราการแสดงการเป็นสัดของกระบือทั้งสองกลุ่ม คือ 86.67% (26/30) และ 93.33% (28/30) ตามลําดับ และ
พบว่าอัตราการตั้งท้องของทั ้ง 2 กลุ่มคือ 30.00% (9/30) และ 33.33% (10/30) ตามลําดับ ทั้งสองวิธีใน
การศึกษาครั้งนี้ ทำให้กระบือลูกผสมมูร่าห์มีอัตราการแสดงการเป็นสัดและอัตราการตั้งท้องไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p>0.05) โดยมีอัตราการผสมติดที่ยอมรับได้ 

ข้อเสนอแนะ 

ในการศึกษาครั้งนี้ไม่ได้มีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของรังไข่ ทั้งขนาดและจำนวนของคอร์ปัสลูเทียม
ภายหลังได้รับฮอร์โมน GnRH และระดับของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนที่เปลี่ยนแปลงไป ซึ่งควรจะต้องมีการศึกษา
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ต่อไป และข้อมูลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้จะเป็นประโยชน์และเป็นแนวทางในการพัฒนาฟาร์มของเกษตรกร เพ่ือ
เพ่ิมอัตราการตั้งท้อง ซึ่งผลดังกล่าวสามารถนำไปประยุกต์ใช้ในพ้ืนที่ได้ นอกจากนี้โปรแกรม Ovsynch ที่ใช้ในการ
ทดลองครั้งนี้จำเป็นต้องปฏิบัติกับตัวสัตว์ถึง 3 ครั้งก่อนผสมเทียม และโปรแกรมที่ใช้ crestar® เวลาใช้ต้องฝังใต้
ผิวหนังทำให้สัตว์เกิดความเจ็บปวดและยากต่อ การบังคับสัตว์ทดลองเวลาฝังฮอร์โมนวิธีนี้จึงไม่ค่อยเป็นที่นิยม 
(Geary, 2001) อาจเป็นอุปสรรคในการปฏิบัติงาน ดังนั้นควรจะหาโปรแกรมการเหนี่ยวนำการเป็นสัด หรือ
ประยุกต์โปรแกรมให้ปฏิบัติกับตัวสัตว์น้อยลงกว่านี้เพื่อที่จะได้นำไปใช้ปฏิบัติงานจริงได้สะดวก และเป็นการ
ประหยัดค่าใช้จ่ายในการเดินทางไปปฏิบัติงาน 
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ผลของระยะเวลาผสมเทียมหลังการเป็นสัดต่อเพศลูกและอัตราการผสมติดในกระบือปลักไทย   

จตุรงค์ จริยะนรวิชช์1/  นิติพัฒน์ ขุมหิรัญ2/  สุเทพ กันทะสี1/  ฉัตรชัย สืบคำ1/  ณัฐนันท์ ศิริรัตนธัญญะกุล3/ 

บทคัดย่อ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาผสมเทียมแบบกำหนดเวลาหลังการเป็นสัดโดย
การเหนี่ยวนำการเป็นสัดต่อสัดส่วนเพศลูก และอัตราการผสมติดในกระบือปลักไทย ทำการเหนี่ยวนำการเป็นสัด
แม่กระบือปลักจำนวน 87 ตัว ด้วยวิธี Ovsynch กระบือที่แสดงอาการเป็นสัดหลังฉีด GnRH เข็มสุดท้ายมจีำนวน 
80 ตัว ถูกสุ่มออกเป็น 2 กลุ่มๆ ละ 40 ตัว คือ กลุ่มที่ 1 ผสมเทียมในชั่วโมงที่ 6-12  และ กลุ่มที่ 2 ผสมเทียมใน
ชั่วโมงที่ 18-24 หลังการเป็นสัด ทำการตรวจท้องโดยใช้การล้วงตรวจด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ ที่ 30 และ 60 วัน
หลังการผสมเทียม ผลพบว่า กระบือแสดงอาการเป็นสัดในชั่วโมงที่ 18.64±0.47 ชั่วโมง ระยะเวลาการผสมเทียม
หลังการเป็นสัดที่ภายหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัดไม่มีผลต่ออัตราการผสมติด (22.5 และ 45.0% ในกลุ่มที่ 1 
และ 2 ตามลำดับ, P=0.08) และสัดส่วนเพศของลูก (1:1.25 และ 1:1 ในกลุ่มที่ 1 และ 2 ตามลำดับ, P=0.84)  
อย่างไรก็ตาม การผสมเทียมในชั่วโมงท่ี 18-24 หลังการเป็นสัดที่ภายหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัด มีแนวโน้มอัตรา
ผสมติดสูงกว่า การผสมเทียมในชั่วโมงท่ี 6-12 (P=0.08) 
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Effect of AI timing postestrus on calf sex and conception rate in Thai swamp buffaloes 
Jaturong Jariyanorravisse1/ Nitipat Khumhirun2/ Suthep Kantasee1/ Chatchai Suebkom1/  

Nattanant Sirirattanatanyakul3/ 
 

Abstract 

 This study aimed to investigate the effect of the fixed timing of artificial insemination (AI) 
postestrus after estrous synchronization on the sex ratio of calves and conception rate in Thai 
swamp buffaloes. A total of 87 estrous cycling buffalo cows were synchronized using the Ovsynch 
protocol. Of the 80 cows displaying signs of estrus following the administration of GnRH, they 
were randomly divided into two groups of 40 each. Group 1 underwent AI within the 6-12 hour 
window, while Group 2 underwent AI within the 18-24 hour window postestrus. Pregnancy 
diagnosis was performed using ultrasound at 30 and 60 days after AI. Results showed that 
buffaloes exhibited estrus at 18.64±0.47 hours. The fixed timing of artificial insemination 
postestrus did not significantly affect the conception rate (22.5% and 45.0% in Group 1 and Group 
2, respectively, P=0.08) and the sex ratio of the offspring (1:1.25 and 1:1 in Group 1 and Group 2, 
respectively, P=0.84). However, there was a tendency for a higher conception rate when AI was 
performed within the 18-24 hour window postestrus compared to the 6-12 hour window (P=0.08). 
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คำนำ 

ข้อมูลเกษตรกรผู้เลี ้ยงสัตว์และกระบือทั้งประเทศ พ.ศ. 2561 รายงานว่า ประเทศไทยมีกระบือเพศผู้
จํานวน 338,526 ตัว กระบือเพศเมีย 842,497 ตัว รวมทั้งสิ ้นจํานวน 1,181,023 ตัว โดยมีเกษตรกรผู้ เลี ้ยง 
กระบือ จํานวน 217,539 ราย และมีแนวโน้มที ่ปริมาณกระบือจะลดลงอย่างต่อเนื ่อง สาเหตุมาจากการใช้
เครื่องจักรแทนการใช้แรงงานกระบือ และเกษตรกรที่เลี้ยงกระบือส่วนใหญ่ไม่ได้ให้ความสําคัญกับการผลิต และ
การพัฒนาปรับปรุงพันธุ์ที่เหมาะสม ส่งผลให้กระบือมีจํานวนที่ลดลง นอกจากนี้ยังพบว่ามีการบริโภคเนื้อ กระบือ
ปีละกว่า 200,000 ตัว ในขณะที่มีลูกกระบือเกิดใหม่เพียงปีละประมาณ 150,000 ตัว (กรมปศุสัตว์ กระทรวง
เกษตรและสหกรณ์, 2561) กอรปกับทางปศุสัตว์ เช่น โคเนื้อ โคนม มีความพยายามทำให้สัดส่วนของเพศลูกโคที่
เกิดมีการเบี่ยงเบนไปจากค่าปกติ (1:1) ซึ่งจะเป็นประโยชน์ทางเศรษฐกิจอย่างมากต่อเกษตรกร กล่าวคือ ในโคนม 
หากสามารถทำให้ลูกโคที่เกิดเป็นเพศเมียมากกว่าจะทำให้เกษตรกรได้ผลตอบแทนจากการให้ผลผลิตน้ำนม  และ
ลูกโคสาวทดแทน  ส่วนในโคเนื้อนั้น ผู้เลี้ยงต้องการลูกเพศผู้มากกว่า เพราะมีอัตราการเจริญเติบโตดีกว่าเพศเมีย 
ให้ผลผลิตเนื้อมากกว่า เพิ่มมูลค่าทางเศรษฐกิจแก่เกษตรกรผู้เลี้ยง  ในการเลี้ยงกระบือก็เช่นเดียวกัน เกษตรกรผู้
เลี้ยงก็มีความต้องการที่จะสามารถเบี่ยงเบนสัดส่วนของเพศลูกกระบือที่เกิดเพ่ือให้ได้ลูกกระบือเพศผู้หรือเมียตาม
ต้องการ โดยทั่วไปเกษตรกรต้องการกระบือเพศเมียมากว่าเพศผู้ เนื่องจากการบังคับควบคุมกระบือเพศผู้ทำได้ยาก 
และที่สำคัญกระบือเพศเมียสามารถให้ลูกเพื่อเพิ่มผลผลิต เพิ่มจำนวนแม่พันธุ์ในฝูงได้ เป็นการเพิ่มรายได้ให้กับ
เกษตรกรผู้เลี้ยงกระบืออีกทางหนึ่ง  

เพศผู้หรือเมียนั้นถูกกำหนดโดยโครโมโซมเพศ เพศเมียมีโครโมโซมเพศเป็น XX ส่วนเพศผู้เป็น XY 
เนื่องจากไข่มีโครโมโซมเพศเป็น X เพียงอย่างเดียว แต่อสุจิมีทั้งสองแบบ คือ อสุจิที่มีโครโมโซม X (อสุจิ X) และ
อสุจิที่มีโครโมโซม Y (อสุจิ Y) ดังนั้น ถ้าเราสามารถคัดแยกน้ำเชื้อให้ได้เฉพาะอสุจิ X หรือเอื้อโอกาสให้เฉพาะแต่
อสุจิ X ได้ผสมกับไข่แล้ว จะได้ลูกเพศเมีย ทำนองเดียวกัน ถ้าเราสามารถแยกเอาแต่อสุจิ Y เท่านั้นให้ผสมไข่จะได้
ลูกเพศผู ้(อนันต์, 2533) ได้มกีารพัฒนาเทคโนโลยีเพ่ือให้สามารถกำหนดเพศลูกเกิดได้ตามความต้องการ เช่น การ
ผลิตน้ำเชื้อแยกเพศเพื่อใช้ในการผสมเทียมด้วยเทคนิคแตกต่างกัน (Carvajal et al., 2004; Wolf et al., 2008) 
แต่ยังไม่ประสบความสำเร็จเท่าที่ควร อีกทั้งยังมีต้นทุนที่ค่อนข้างสูงจึงยังไม่เป็นที่นิยมของเกษตรกร การกำหนด
ช่วงเวลาการผสมเทียมเพ่ือให้ได้สัดส่วนเพศลูกเกิดที่แตกต่างกันจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่น่าจะทำให้มีสัดส่วนเพศ
ลูกเกิดตามความต้องการ โดยอาศัยหลักการความแตกต่างของอสุจิโครโมโซม X และ Y และสภาวะความเป็นกรด-
ด่างภายในช่องคลอด (Rorie, 1999; Santos et al., 2007; Khalifa et al., 2010) Rohde et al. (1973) พบว่า
อสุจิที่มีโครโมโซม Y เคลื่อนที่ไปข้างหน้าได้เร็วกว่าอสุจิที่มีโครโมโซม X ผ่านเมือกที่คอมดลูก กระบวนการ
คัดเลือกตัวอสุจิเกิดขึ้นที่ท่อนำไข่ โดยปฏิกิริยาระหว่างเยื่อบุผิวท่อนำไข่กับตัวอสุจิ ทำให้เกิดการรวมตัวกันอยู่
ในช่วงต่อของท่อนำไข่และปีกมดลูก (Uterotubul-isthmus junction) และเกิดกระบวนการ Capacitation 
ของ sperm เกิดขึ้น (กระบวนการเปลี่ยนแปลงส่วนหัวของตัวอสุจิให้พร้อมในการผสม ) ตัวอสุจิตัวใดที่ผ่าน
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กระบวนการนี้แล้วจะหลุดออก แล้วเคลื่อนที่ไปยังจุดผสมพันธุ์  (Hunter, 2001) การศึกษาผลของระยะเวลา
ผสมเทียมหลังการเป็นสัดต่อเพศลูกนั้นส่วนใหญ่จะทำการศึกษาในโคนม และโคเนื้อ ซึ่งก็มีวงรอบการเป็นสัดคล้าย
กับกระบือ ส่วนในประเทศไทยการศึกษาเกี่ยวกับเรื่องนี้มีน้อย โดยเฉพาะในกระบือปลักมีการศึกษาในเรื่องนี้น้อย
มาก (Presicce et al., 2004; Campanile et al., 2005; De Rensis and Lopez-Gatius, 2007; Chaikhun et 
al., 2010)  

การเหนี่ยวนำการเจริญและพัฒนาของฟอลลิเคิล (follicle) และการตกไข่ในโคมีหลายโปรแกรม แต่ที่เป็น
ที่นิยมใช้คือโปรแกรม Ovsynch ซึ่งเป็นการใช้ฮอร์โมนหลายชนิดร่วมกัน คือ การใช้ฮอร์โมน GnRH ร่วมกับ

ฮอร์โมน PGF2α (De rensis and Lopes-Gatius, 2007) โดยโปรแกรม Ovsynch ได้มีการใช้อย่างแพร่หลายใน
โคและกระบือ เนื่องจากมีประสิทธิภาพที่ดี (De Araujo Berber et al., 2002; Paul and Prakash, 2005; De 
rensis and Lopes-Gatius, 2007) การใช้โปรแกรม Ovsynch ในกระบือ ควรผสมเทียมแบบกำหนดเวลาในช่วง
ระหว่างชั่วโมงที่ 12-24 หลังจากการฉีด GnRH ครั้งที่ 2 (De rensis and Lopes-Gatius, 2007) อย่างไรก็ตาม 
ยังไม่มีการศึกษาผลของระยะเวลาผสมเทียมภายหลังการเป็นสัดที่แตกต่างกันโดยโปรแกรม Ovsynch ต่ออัตรา
การผสมติดในกระบือปลักของไทย และสัดส่วนเพศลูก 

การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาผสมเทียมหลังการเป็นสัดโดยการเหนี่ยวนำ
การเป็นสัดต่อสัดส่วนของเพศลูกและอัตราการผสมติดในกระบือปลักไทยเพ่ือใช้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการจัดการ
ที่สามารถทำให้ได้เพศลูกตามความต้องการของเกษตรกรผู้เลี้ยงกระบือ เป็นการพัฒนางานวิทยาการในการผลิตปศุ
สัตว์ และเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตกระบือปลักในประเทศไทยให้ก้าวหน้ามากข้ึน 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

 การศึกษาครั้งนี้ปฏิบัติงานในศูนย์วิจัยและบำรุงพันธุ์สัตว์นครพนม จ. นครพนม โดยใช้แม่กระบือปลักไทย 
จำนวน 87 ตัว อายุ 3-5 ปี ที่มีลูกแล้วอย่างน้อย 1 ตัว  มีสุขภาพแข็งแรง สมบูรณ์ และระบบสืบพันธุ์ปกติโดยการ
ล้วงตรวจระบบสืบพันธุ์ และใช้เครื่องอัลตราซาวด์ตรวจดูรังไข่และมดลูก มีคะแนนร่างกายระหว่าง 2.5-3.5 ได้รับ
วัคซีนและถ่ายพยาธิตามโปรแกรม ได้รับการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch (d.0 GnRH 5 ml; I/M, d.7 

PGF2α 2ml;I/M, d.9 GnRH 5 ml; I/M) จากนั้นสุ่มกระบือที่แสดงอาการเป็นสัด (standing heat) หลังฉีด GnRH 
เข็มสุดท้าย (d.9) จำนวน 80 ตัว โดยแบ่งกลุ่มการทดลองออกเป็น 2 กลุ่มแบบสุ่ม กลุ่มละ 40 ตัว ดังนี้ 
 กลุ่มที่ 1 ผสมเทียม ณ ชั่วโมงท่ี 6-12 หลังการเป็นสัด 
 กลุ่มที่ 2 ผสมเทียม ณ ชั่วโมงท่ี 18-24 หลังการเป็นสัด  
การผสมเทียมในกระบือทั้ง 2 กลุ่มใช้เจ้าหน้าที่ผู้ผสมเทียมเพียงคนเดียวและใช้น้ำเชื้อพ่อพันธุ์กระบือตัวเดียวกัน
จากชุดการผลิตเดียวกันที่มีอัตราการเคลื่อนที่ไปขา้งหน้าของอสุจิ ไมน่้อยกว่า 60 เปอรเ์ซ็นต์ 
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 โปรแกรม Ovsynch ที่ใช้ในการทดลองในครั้งนี้ดัดแปลงมาจากงานวิจัยที่ได้ศึกษาโปรแกรมดังกล่าวใน
กระบือนมในต่างประเทศ (Paul and Prakash, 2005; De Rensis and Lopez-Gatius, 2006) โดยปรับเปลี่ยน
ช่วงเวลาการผสมเทียม ดังแสดงตาม Figure 1 

 

 

 

 

 

Figure 1 Estrus synchronization with modified Ovsynch protocol in Thai swamp buffaloes 
 
 การประเมินการเป็นสัด และการตั้งท้อง 

ตรวจการเป็นสัดในกระบือหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัด โดยสังเกตจากอาการที่แสดงการเป็นสัด ได้แก่ 
อวัยวะเพศบวมแดง แสดงอาการขึ้นขี่ตัวอื่น หรือมีกระบือตัวอื่นขึ้นขี่ พบเมือกบริเวณช่องคลอด ส่งเสียงร้อง 
หรือไม่กินอาหาร ทำการตรวจท้องโดยใช้การล้วงตรวจด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ ในวันที่ 30 และ 60 หลังการผสม
เทียม บันทึกข้อมูลการเป็นสัด ระยะเวลาการเป็นสัดหลังการเหนี่ยวนำ การผสมติด จำนวนและเพศลูกที่เกิดจาก
การผสมเทียม คำนวณอัตราการผสมติด (สัดส่วนระหว่างจำนวนกระบือที่ตั้งท้องและจำนวนกระบือที่ได้รับการ
ผสมเทียมทั้งหมด) และสัดส่วนเพศลูก (สัดส่วนระหว่างจำนวนเพศผู้ของลูกกระบือที่เกิดต่อจำนวนเพศเมียของลูก
กระบือท่ีเกิด) 
 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

วิเคราะห์ทางสถิติเพ่ือเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยของระยะเวลาการเป็นสัดภายหลังการเหนี่ยวนำด้วยการ
ทดสอบ t-test เปรียบเทียบอัตราการผสมติด และสัดส่วนของเพศลูกด้วยสถิติแบบไคสแควร์ (Chi-square test) 

โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป กำหนดระดับนัยสำคัญทางสถิติที่ 5% (α = 0.05) 

ผลการทดลองและวิจารณ์  

 จากการทดลองพบว่ากระบือที่ได้รับการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch ทั้งหมด 87 ตัว แสดง
อาการเป็นสัด 80 ตัว คิดเป็น 91.95% ซึ่งน้อยกว่าการศึกษาของ ธัชฎาพร (2551) ที่ทำการศึกษาในกระบือปลักใน
พ้ืนที่จังหวัดชลบุรีโดยใช้โปรแกรม Ovsynch มีอัตราการเป็นสัดเท่ากับ 100 % การทดลองครั้งนี้กระบือแสดงอาการเป็น
สัดน้อยกว่าการศึกษาที่ผ่านมาของ ธัชฎาพร (2551) อาจเกิดจากปัญหาการเป็นสัดก่อนเวลา(premature estrus) 

D0 D7 D9 D30 

PGF2α  GnRH                   ultrasound  GnRH  
6-12 hr.  

18-24 hr. 

Standing heat 

Group 1 
AI 

Group 2 
AI 

D60 
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ระหว่างการให้ GnRH เข็มแรกถึงวันที่ให้ฮอร์โมน PGF2α ซึ่งตรวจพบได้ 5 - 11.8% รวมถึงปัญหาการสลายตัวที่
ไม่สมบูรณ์ของคอร์ปัสลูเทียมที่เกิดจากฟอลลิเคิลขนาดใหญ่ ในวันเริ่มต้นโปรแกรม (Kim et al., 2003)  

ระยะเวลาที่สังเกตพบอาการเป็นสัดภายหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัดของกระบือพบว่า ไม่แตกต่างกัน
ระหว่างสองกลุ่ม (P>0.05) โดยมีค่าเฉลี่ย (±SE) เท่ากับ 18.40±0.68 และ 18.88±0.67 ชั่วโมง ในกลุ่มที่ 1 และ 
2 ตามลำดับ (Table 1) โดยมีค่าเฉลี่ยทั้งหมดเท่ากับ 18.64±0.47 ชั่วโมง ซึ่งแสดงอาการเป็นสัดช้ากว่าการศึกษา
ของ Chenault et al. (2003) ที ่เหนี ่ยวนำด้วยวิธ ี Ovsynch ที ่พบว่ากระบือแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ ่ง ที่ 
16.20±1.20 ชั่วโมงภายหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัด ซึ่งการสังเกตพบอาการเป็นสัดช้ากว่า อาจเกิดเนื่องจาก
กระบือแสดงอาการเป็นสัดในช่วงเวลากลางคืนอาจทำให้เกิดความคลาดเคลื่อนในการสังเกตการเป็นสัดได้ (ตรวจ
พบอาการเป็นสัดช้ากว่าความเป็นจริง) เมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาอ่ืนๆ ในกระบือปลักไทย พบว่าการศึกษาครั้ง
นี้มคี่าเฉลี่ยระยะเวลาที่สังเกตพบอาการเป็นสัดภายหลังการเหนี่ยวนำ (18.64±0.47 ชั่วโมง) อยู่ในช่วงที่เคยมีการ
รายงานมาก่อนโดย ธัชฎาพร (2551) ที ่รายงานระยะเวลาตกไข่อยู ่ในช่วง 18-38 ชั ่วโมง เมื ่อใช้โปรแกรม 
Ovsynch  

Table 1. On-set time of estrus (standing heat) after synchronization 

Group n Mean (SE) Min Max 

Group 1 40 18.40 (0.68) 12 28 

Group 2 40 18.88 (0.67) 10 29 

All 80 18.64 (0.47) 10 29 

P-value 1 - 0.62 - - 

1 Comparison between Groups 1 and 2 

อัตราการผสมติด 

 ผลการตรวจการตั ้งท้องจากการผสมเทียมภายหลังการเหนี ่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch ที่
ระยะเวลาต่างกัน (กลุ่มที่ 1 : 6-12 ชั่วโมง, กลุ่มที่ 2 : 18-24 ชั่วโมง หลังการเป็นสัด) แสดงใน Table 2 โดย
พบว่ากลุ่มที่ 2 มีอัตราการผสมติด (45.0%; 18/40) สูงกว่ากลุ่มที่ 1 (22.5%; 9/40)  แต่ไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ 
(P=0.08) ซึ่งใกล้เคียงกับผลการศึกษาของ Paul and Prakash (2005) และ Mohan et al. (2006)  ที่เหนี่ยวนำ
กระบือมูร่าห์ด้วยวิธี Ovsynch โดยอัตราการตั้งท้องอยู่ที่ 30% ถึง 40%  เคยมกีารศึกษาประสิทธิภาพที่ดีของการ
เหนี่ยวนำการเป็นสัดในกระบือโดยการใช้วิธี Ovsynch โดย Rensis et al. (2005) โดยช่วยให้มีการตกไข่ที่ดีและมี
ผลการตั้งท้อง 44% ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานของ Neglia et al. (2003) ที่พบว่าวิธีนี้ให้ผลการตั้งท้องในกระบือ 
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44.4%  นอกจากนี้ ยังมีรายงานอัตราการตั้งท้องที่มีค่าใกล้เคียงกันในโคนมจากการศึกษาอื่น ซึ่งมีค่าเท่ากับ 
28.1% (Cavestany et al., 2003) และ 29% (De Jarnette and Marshall, 2003)  ในทางตรงกันข้าม Baruselli 
และคณะ (2004) รายงานอัตราการตั้งท้องในแม่โคนมที่ต่ำกว่าการศึกษาอื่นๆ (15%)  ผลการทดลองในครั้งนี้ที่
พบว่าอัตราการผสมติดทั้งสองกลุ่มไม่แตกต่างกัน อาจเนื่องมาจากความสัมพันธ์ของเวลาตกไข่และเวลาผสมเทยีม 
จากการกำหนดเวลาผสมเทียมในการศึกษาครั้งนี้จำนวน 2 แบบ คือ ชั่วโมงที่ 6-12 (กลุ่มที่ 1) และ ชั่วโมงที่ 18-
24 (กลุ่มที่ 2) หลังเป็นสัดยืนนิ่ง คาดว่าช่วงเวลาดังกล่าวยังคงเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมที่จะเกิดการปฏิสนธิ
ระหว่างไข่และอสุจิ เนื่องจากอสุจิสามารถมีชีวิตอยู่ภายในอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมียยาวนานถึง 24-30 ชั่วโมงหลัง
ผสม (Kasimanickam et al., 2008)  จากการศึกษาของ ธัชฎาพร (2551) ที่ใช้โปรแกรม Ovsynch ในกระบือ
ปลักพบว่าอัตราการตกไข่เท่ากับ 83.3% (10/12) ระยะเวลาตกไข่อยู่ในช่วง 18-38 ชั่วโมง การที่อัตราการผสมติด
ในกระบือกลุ่มที่ 1 (22.5%) มีแนวโน้มต่ำกว่า กลุ่มที่ 2  (45.0%) (P=0.08) นั้น อาจเนื่องมาจากขนาดของฟอลลิ
เคิล ณ วันเริ่มต้นโปรแกรม Ovsynch การศึกษาโปรแกรมดังกล่าวในกระบือก่อนหน้านี้พบว่าสิ่งสำคัญที่ทำให้การ
ใช้โปรแกรม Ovsynch ประสบความสำเร็จคือการปรากฏฟอลลิเคิลขนาดใหญ่ในเวลาเริ่มต้นฉีด GnRH ครั้งแรก 
(Thatcher et al., 2001; De Rensis et al., 2005) เนื่องจาก GnRH ที่ฉีดในครั้งแรกจะไปทำหน้าที่กระตุ ้นให้
ฟอลลิเคิลใหญ่เกิดการตกไข่ พร้อมทั้งกระตุ้นให้มีการเจริญของฟอลลิเคิลจากคลื่นฟอลลิเคิลคลื่นใหม่ (Thatcher 
et al., 1989; Thatcher et al., 1993; Wolfenson et al., 1994; Xu et al., 2000b)  Presicce et al. (2005) 
ให้เหตุผลว่าความล้มเหลวของการตกไข่หลังจากฉีด GnRH ครั้งแรก และการลดระดับลงของฮอร์โมนโปรเจสเตอ

โรนในขณะที่ฉีดฮอร์โมน PGF2α ร่วมกัน ส่งผลให้อัตราการเหนี่ยวนำการตกไข่และอัตราการผสมติดลดลงใน
กระบือ และมีการศึกษาในโคนมพบความสัมพันธ์ของการผสมติดที่ล้มเหลว กับการสลายตัวที่ไม่สมบูรณ์ของคอร์
ปัสลูเตียมที่เกิดจากฟอลลิเคิลใหญ่ในวันเริ่มต้นโปรแกรม (Kim et al., 2003) นอกจากนี้ Peters and Pursley 
(2003) ได้รายงานว่าระยะเวลาระหว่างช่วงการลดต่ำลงของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนถึงช่วงที่ฮอร์โมนแอลเอชสูงสุด 
(LH surge) ที่ยาวนาน ทำให้อัตราการผสมติดเพิ่มมากขึ้น อาจเนื่องจากช่วยให้อสุจิมีชีวิตรอดและเดินทางไปยัง
ตำแหน่งปฏิสนธิได้ดีขึ้น (ธัชฎาพร, 2551) ถึงแม้ว่าอัตราการผสมติดระหว่างกลุ่มที่ 1 และ 2 ในการศึกษาครั้งนี้ไม่
แตกต่างกันทางสถิติ แต่มีแนวโน้มที่กลุ่มที่ 2 จะมีอัตราการผสมติดสูงกว่ากลุ่มที่ 1 (0.05 < P <0.1) ซึ่งใกล้เคียง
กับการศึกษาของ ธัชฎาพร (2551) ที่เหนี่ยวนำการเป็นสัดในแม่กระบือปลักด้วยวิธีเดียวกันพบว่ามีอัตราการผสม
ติด 42.9% (15/35) การเพ่ิมจำนวนตัวอย่างอาจช่วยให้เห็นความแตกต่างที่ชัดเจนมากขึ้น อย่างไรก็ตาม อัตราการ
ผสมติดในกลุ ่มที ่ 2 (45%) สูงกว่ากลุ ่มที ่ 1 (22.5%) น่าจะชี ้แนะได้ว่าการผสมเทียมโดยการเหนี ่ยวนำด้วย 
Ovsynch ควรทำที่ 18-24 ชั่วโมงภายหลังกระบือแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง เพราะการผสมเทียมและเหนี่ยวนำมี
ค่าใช้จ่ายสูง ดังนั้นการผสมเทียมแล้วมีอัตราการผสมติดที่ดีกว่าจะช่วยลดต้นทุนและเพ่ิมประสิทธิภาพการผลิตได้ 
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Tabel 2. Conception rate and calf sex ratio after synchronization of ovulation in Swamp buffaloes 

 Group 1 Group 2 df x2 P-value 

Conception rate (%) 22.50 45.00 1 4.53 0.08 

Sex ratio (Male/Female) 4/5 (0.8 : 1) 9/9 (1 : 1) 1 0.07 0.84 

 ในต่างประเทศ ได้รายงานระยะห่างระหว่างการฉีดฮอร์โมน GnRH ครั้งที่ 2 จนกระทั่งตกไข่เท่ากับ 
26.5±9.6 ชั่วโมง ในกระบือลูกผสมพันธุ์มูร่าห์และพันธุ์เมดิเตอร์เรเนียนในประเทศบราซิล (De Araujo Berber et 
al., 2002) และ 23±1.3 ชั่วโมง ในกระบือพันธุ์มูร่าห์ของประเทศอินเดีย (Paul and Prakash (2005) De rensis 
and Lopes-Gatius (2007) ได้แนะนำว่าควรผสมเทียมแบบกำหนดเวลา ในช่วงระหว่างชั่วโมงที่ 12-24 หลังจาก
การฉีด GnRH ครั้งที่ 2 เมื่อใช้โปรแกรม Ovsynch เพ่ือเพ่ิมผลสำเร็จในการผสมติด 

สัดส่วนของเพศลูก 

Table 2 แสดงสัดส่วนเพศลูกเกิดจากการผสมเทียมภายหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี Ovsynch 
ที่ระยะเวลาต่างกัน (กลุ่มท่ี 1 : 6-12 ชั่วโมง, กลุ่มท่ี 2 : 18-24 ชั่วโมง หลังการเป็นสัด)  โดยพบว่า กลุ่มท่ี 1 คลอด
ลูก 9 ตัว เป็นเพศผู้ 4 ตัว เพศเมีย 5 ตัว สัดส่วนเพศผู้ต่อเพศเมีย 4/5 (0.8 : 1 นั่นคือ ลูกเพศผู้ 80 ตัว ต่อ ลูกเพศ
เมีย 100 ตัว) และกลุ่มที่ 2 คลอดลูก 18 ตัว เป็นเพศผู้ 9 ตัว เพศเมีย 9 ตัว สัดส่วนเพศผู้ต่อเพศเมีย  9/9 (1:1) 
โดยสัดส่วนเพศลูกเกิดไม่แตกต่างกัน (P=0.84) ผลที่ได้ในครั้งนี้คล้ายกับรายงานในโคนมที่พบว่าช่วงเวลาที่ทำการ
ผสมเทียมไม่มีผลต่อสัดส่วนเพศของลูกโคที่เกิด (Foote et al., 1977; Orkun et al., 2007) อย่างไรก็ตาม มี
รายงานสัดส่วนเพศลูกแตกต่างกันเมื่อผสมเทียมในช่วงเวลาที่ต่างกัน Rorie (1999) รายงานถึงผลจากการผสม
เทียมโค ในช่วงต้นของการเป็นสัดให้ลูกเกิดเพศเมียสัดส่วนมากกว่าลูกเพศผู้ แต่การผสมเทียมในช่วงท้ายๆ ของ
การเป็นสัดส่งผลให้ลูกเกิดเพศผู้สูงกว่า รายงานการศึกษาของ Martinez et al. (2004) อธิบายให้เห็นว่าการที่
ลูกเกิดเป็นเพศเมียในอัตราที่สูงกว่า มีสัดส่วนผู้ต่อเพศเมีย เท่ากับ 103/141 (1:1.37) จากการผสมเทียมโคที่
เป็นสัดในช่วงต้นของการเป็นสัด (ชั่วโมงที่ 8 ถึง 18) โดยไม่สูญเสียอัตราการผสมติด (66.19%) เพราะอสุจิที่มี
โครโมโซม Y จะผ่านกระบวนการ Capacitation สมบูรณ์ก่อนอสุจิที่มีโครโมโซม X และจะมาถึงจุดผสมพันธุ์
ก่อนการตกไข่เป็นเวลานานและตายก่อนที่จะผสมพันธุ์กับไข่  อสุจิที ่มีโครโมโซม X ซึ่งผ่านกระบวนการ 
Capacitation มาช้ากว่าและมีอายุนานกว่า จะมาถึงจุดผสมพันธุ์ในเวลาที่เหมาะสมที่มีไข่ตกมาลงมาแล้วเกิด
การผสมพันธุ์กันเกิดลูกโคเพศเมีย และเคยมีการศึกษาในการผสมเทียมโคที่ช่วงเวลามากกว่า 30 ชั่วโมงหลัง
การเป็นสัด ก็จะเกิดเหตุการณ์ดังกล่าวข้างต้น เพียงแต่ว่าอสุจิที่มีโครโมโซม Y หลังผ่านการ Capacitation 
เมื่อมาถึงจุดผสมพันธุ์จะมีไข่มารอรับการผสมพันธุ์และเป็นเวลาที่เหมาะสมพอดีในการจะเข้าผสมพันธุ์กับไข่จึง
เกิดลูกโคเพศผู ้ในอัตราส่วนที ่สูง  (72.06%) (Wehner et al., 1997) และจากรายงานในหลายชนิดสัตว์
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สันนิษฐานในทำนองเดียวกันคือ อสุจิโครโมโซม X และ Y มีความแตกต่างในส่วนของรูปร่าง โครงสร้าง และ
ขนาด โดยอสุจิที่มีโครโมโซม X จะมีขนาดและจำนวนของ DNA ใหญ่กว่าอสุจิที่มีโครโมโซม Y ซึ่งมีผลต่อ
ความสามารถในการเคลื่อนที่และกระบวนการเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้มเซลล์ของอสุจิแตกต่างกัน (Paasch et 
al., 2007) การที่ผลของสัดส่วนเพศลูกในการศึกษานี้ไม่แตกต่างกันเมื่อผสมเทียมกระบือปลักที่ระยะเวลาต่างกัน
ภายหลังการเป็นสัดนั้น หากพิจารณาเฉพาะช่วงเวลาในการผสมเทียมเพียงปัจจัยเดียวอาจไม่มีผลต่อสัดส่วนเพศ
ของลูก แต่น่าจะเกิดจากหลายปัจจัย  เช่น รูปร่างและโครงสร้างของอสุจิ สภาพแวดล้อมภายในช่องคลอด สาร
คัดหลั่งภายในระบบสืบพันธุ์เพศเมีย และค่า pH (Schulman and Karabinus, 2005; Paasch et al., 2007) 

สรุปผลการทดลอง  

การศึกษาในครั้งนี้ศึกษาผลของระยะเวลาผสมเทียมหลังการเป็นสัดโดยการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วยวิธี 
Ovsynch  ต่อสัดส่วนเพศลูก และอัตราการผสมติดในกระบือปลักไทย กระบือแสดงอาการเป็นสัดในชั่วโมงที่ 
18.64±0.47 ชั่วโมง ภายหลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัด ระยะเวลาการผสมเทียมหลังการเป็นสัดที่ภายหลังการ
เหนี่ยวนำการเป็นสัด (กลุ่มที่ 1 : 6-12 ชั่วโมง และกลุ่มที่ 2 : 18-24 ชั่วโมง) ไม่มีผลต่ออัตราการผสมติด (22.50 
และ 45.0% ในกลุ ่มที ่ 1 และ 2 ตามลำดับ, P=0.08) และสัดส่วนเพศ (1:1.25 และ 1:1 ในกลุ ่มที ่ 1 และ 2 
ตามลำดับ, P=0.84) อย่างไรก็ตาม การผสมเทียมที่ชั่วโมงที่ 18-24 ภายหลังกระบือแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง มี
แนวโน้มอัตราผสมติดสูงกว่าการผสมเทียมในชั่วโมงท่ี 6-12   

ข้อเสนอแนะ  

 เนื่องจากในการทดลองครั้งนี้ไม่ได้ทำการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมที่เกิดขึ้นภายในช่อง
คลอด สารคัดหลั่งภายในระบบสืบพันธุ์เพศเมีย และค่า pH ภายในระบบสืบพันธุ์ของกระบือกลุ่มทดลองที ่ใช้
โปรแกรม Ovsynch ดังนั้นจึงเป็นเรื่องที่น่าสนใจที่จะทำการศึกษาวิจัยถึงความแตกต่างดังกล่าวต่อไปในอนาคต 
ถึงแม้ว่าอัตราการผสมติดระหว่างกลุ่มที่ 1 และ 2 ในการศึกษาครั้งนี้ไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่มีแนวโน้มที่กลุ่มที่ 
2 จะมีอัตราการผสมติดสูงกว่ากลุ่มที่ 1 (P=0.08) น่าจะชี้แนะได้ว่าการผสมเทียมโดยการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วย
โปรแกรม Ovsynch ควรทำที่ 18-24 ชั่วโมงหลังกระบือแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง เพราะการผสมเทียมและ
เหนี่ยวนำมีค่าใช้จ่ายสูง ดังนั้นการผสมเทียมแล้วมีอัตราการผสมติดที่ดีกว่าจะช่วยลดต้นทุนและเพ่ิมประสิทธิภาพ
การผลิตได้ 
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ปฏิบัติงาน การเก็บรวบรวมข้อมูล และการอำนวยความสะดวกต่าง ๆ ในพ้ืนที่ที่รับผิดชอบ ทำให้การศึกษาวิจัย
ครั้งนี้สำเร็จลุล่วงด้วยดี 
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ผลของฮอร์โมนเอฟ เอส เอชในสารละลายไฮยาลูโรแนนต่อการเพิ่มการตกไข่ในโคเนือ้ 

วิชญาณี ภูมิพิทักษ์กุล1/  ศุภาพิชญ์ คันธาวฒัน์1/  สถาปัตย์ อ่ิมโพธิ์1/  อนนท์ เทืองสันเทียะ2/  อรุณ จันทร์กระจ่าง3/ 

บทคัดย่อ 
 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์ในการเปรียบเทียบผลของการกระตุ้นการตกไข่หลายใบโดยการใช้ฮอร์โมนเอฟ 
เอส เอชแบบปกติและการใช้ฮอร์โมนเอฟ เอส เอชผสมในสารละลายไฮยาลูโรแนนซึ่งมีคุณสมบัติในการคงระดับ
การออกฤทธิ์ของฮอร์โมนเอฟ เอส เอชให้ยาวนานยิ่งขึ้น การศึกษานี้ทำการศึกษาในแม่โคเนื้อตัวให้จำนวนทั้งสิ้น 
34 ตัว ทำการแบ่งโคออกเป็น 2 กลุ่มๆละ 17 ตัว ทำการเหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่โดยการสอด
ฮ อ ร ์ โ ม น โ ป ร เ จ ส เ ต อ โ ร น ท า ง ช ่ อ ง ค ล อ ด แ ล ะ ฉ ี ด ฮ อ ร์ โ ม น เ อ ฟ  เ อ ส  เ อ ช ข น า ด ร ว ม จ ำ น ว น  
200 มิลลิกรัมทั้ง 2 กลุ่ม โดยกลุ่มควบคุมทำการฉีดฮอร์โมนฮอร์โมนเอฟ เอส เอชจำนวน 6 ครั้งและกลุ่มทดลอง
ทำการฉีดฮอร์โมนเอฟ เอส เอชละลายในสารละลายไฮยาลูโรแนนจำนวน 2 ครั้ง จับสัดและผสมเทียมจำนวน 3 
ครั้งในวันที่ 13 และ 14 หลังการสอดฮอร์โมน ทำการอัลตราซาวน์และล้างเก็บตัวอ่อนในวันที่ 20 หลังการสอด
ฮอร์โมน บันทึกข้อมูลจำนวนฟอลลิเคิล จำนวนคอปัสลูเทียม จำนวนตัวอ่อนและประเมินคุณภาพของตัวอ่อน ผล
การศ ึ กษาพบว ่ า กล ุ ่ ม ทดลองม ี ค ่ า เ ฉล ี ่ ย จ ำนวนฟอลล ิ เ ค ิ ลบนร ั ง ไ ข่  (2.29+1.04 ใบ ) น ้ อยกว่ า 
กลุ่มควบคุม (5.71+1.61 ใบ) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ถึงแม้ว่าจำนวนคอปัสลูเทียมและจำนวนตัวอ่อน
ที่ล้างเก็บได้ระหว่างทั้งสองกลุ่มจะมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ แต่พบว่าร้อยละจำนวนตัวอ่อนในระยะ blastocyst 
(29.13±2.96%, p<0.05) แ ล ะ  degeneration (24.41±1.98%, p<0.05) ข อ ง ก ล ุ ่ ม ท ด ล อ ง  
มีจำนวนมากกว่ากลุ่มควบคุม (19.54+1.27% และ 9.20+0.62% ตามลำดับ) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ นอกจากนี้ 
เมื่อพิจารณาเฉพาะตัวอ่อนคุณภาพดีท่ีสามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งเก็บไว้ได้ พบว่าโคท่ีได้รับฮอร์โมนเอฟ เอส 
เอชในสารละลายไฮยาลูโรแนน มีร้อยละของตัวอ่อนในระยะ morula เกรด B (8.47+0.59%, p<0.05) และ 
blastocyst เกรด B (45.76+2.53%, p<0.05) มากกว ่ ากล ุ ่ มควบค ุม  (4.17+0.33% และ 22.92+1.06% 
ตามลำดับ) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังนั้น การกระตุ้นการตกไข่โดยการใช้ฮอร์โมนเอฟ เอส เอชในสารละลายไฮ
ยาลูโรแนนจึงเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพในการกระตุ้นการตกไข่และได้จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีปกติ  
คำสำคัญ: การกระตุ้นการตกไข่หลายใบ โคเนื้อ ฮอร์โมนเอฟ เอส เอช ไฮยาลูโรแนน  
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Effect of follicle stimulating hormone (FSH) in 5% hyaluronan solution on superovulation in beef cattle 

Vichayanee Pumpitakkul1/ Supapit Kanthawat1/ Sathapat Aimpo1/ Anon Thuangsanthia2/ Arun Chankrachang3/ 

Abstract 

The objective of this study was to assess the potential of a hyaluronan-based solution in enhancing 

the efficacy of follicle stimulating hormone (FSH) compared to the conventional superovulation protocol, 

which has the property of prolonging the activity of FSH. The study involved 34 beef cattle, randomly 

divided into two groups of 17 each. The beef cattle were induced to ovulate by vaginal progesterone 

administration and FSH injection, in a total volume of 200 milligram for both groups. The control group 

received FSH hormone injections six times, while the experimental group received FSH hormone dissolved 

in hyaluronan solution twice. The artificial insemination was performed three times on days 13 and 14 

after hormone induction. Ultrasound examination was conducted, and embryos were flushed on day 20 

after hormone induction. The data recorded included the number of follicles, the number of corpora 

lutea, embryo count, and embryo quality assessment. The study revealed that the experimental group 

had a significantly lower average number of follicles (2.29±1.04) compared to the control group (5.71±1.61). 

Although there was no significant difference in the average number of corpora lutea and flushed embryos 

between two groups, the experimental group showed a higher percentage of blastocyst (29.13±2.96%, 

p<0.05) and degenerated embryos (24.41±1.98%, p<0.05) compared to the control group (19.54±1.27% 

and 9.20±0.62%, respectively). Furthermore, when considering only high-quality embryos suitable for 

transfer or cryopreservation, the beef cattle that received FSH in hyaluronan solution had a higher 

percentage of grade B morula (8.47±0.59%, p<0.05) and grade B blastocyst (45.76±2.53%, p<0.05) 

compared to the control group (4.17±0.33% and 22.92±1.06%, respectively), with statistical significance. 

Therefore, utilizing FSH in hyaluronan solution is an effective method for superovulation, resulting in a 

comparable number of collectable embryos to the conventional method. 

Keywords: superovulation, beef cattle, follicle stimulating hormone, hyaluronan  

Registered number: 61(1)-0208-007 
1/ Bureau of Biotechnology and Livestock Production, Muang, Pathum Thani 
2/ Embryo Transfer Technology and Animal Germplasm Research Center, Pakchong, Nakorn Ratchasima 
3/ Saraburi Biotechnology and Artificial Insemination Research Center, Keangkoi, Saraburi 



27 
 

คำนำ 

ปัจจุบัน การเลี้ยงโคเนื้อในประเทศไทยได้ขยายวงกว้างมากขึ้น ซึ่งเป็นผลมาจากความต้องการบริโภคโค

เนื้อภายในประเทศที่เพิ่มขึ้นทั้งเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพ มีกลุ่มผู้บริโภคที่ต้องการบริโภคโคเนื้อคุณภาพสูง ทำ

ให้มีตลาดในการรองรับและผลักดันให้ผู้เลี้ยงโคเนื้อมีมาตรฐานในการเลี้ยงโคเนื้อเพิ่มสูงขึ้น พัฒนาจากการเลี้ยง

เพ่ือเป็นอาชีพเสริมหรือเป็นแบบรายย่อย มาสู่การเลี้ยงที่อาศัยความรู้เชิงวิชาการและใช้เทคโนโลยีทางชีวภาพเพ่ือ

เข้ามาเพ่ิมผลผลิตมากยิ่งขึ้น (สุวิช, 2558) การผลิตและการย้ายฝากตัวอ่อน (embryo transfer) เป็นเทคโนโลยีที่

นำมาใช้อย่างแพร่หลายและมีบทบาทสำคัญในการเพิ่มจำนวนและกระจายสัตว์ที่มีพันธุกรรมดีไปสู่เกษตรกรใน

ระยะเวลาอันสั้น สามารถลดระยะเวลาในการปรับปรุงและขยายพันธุ์สัตว์ ส่งผลให้สามารถผลิตโคเนื้อที่มีลักษณะ

ดีได้มากกว่า 1 ตัวต่อปีโดยอาศัยการย้ายฝากตัวอ่อนสู่แม่ตัวรับ (recipient) หลายๆ ตัว โดยในกระบวนการผลิต

ตัวอ่อนนั้น ประกอบด้วยขั้นตอนสำคัญ คือ การเตรียมแม่ตัวให้ (donor) โดยการเหนี่ยวนำให้เกิดการเป็นสัดและ

ทำการผสมเทียม จากนั้นทำการล้างเก็บตัวอ่อนที่ได้และนำตัวอ่อนนั้นเข้าฝากในแม่ตัวรับในระยะที่ เหมาะสม 

(สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์, 2556) โดยในการเตรียมแม่โคเพื่อเป็นแม่ตัวให้นั้น การกระตุ้นให้เกิด

การตกไข่หลายใบ (superovulation) ถือเป็นกระบวนการที่มีความสำคัญอย่างยิ่ง โดยมีวัตถุประสงค์หลักเพื่อทำ

ให้เกิดการผลิตและตกไข่จำนวนมากกว่าปกติ ส่งผลให้เพิ่มโอกาสในการปฏิสนธิและได้ตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้าย

ฝากในปริมาณที่มากขึ้น (Mapletoft and Bó, 2014) ซึ่งในขั้นตอนดังกล่าวจะใช้ฮอร์โมนในกลุ่มโกนาโดโทรปิน 

(gonadotropin hormone) ในการกระตุ ้นให้การตกไข่มีจำนวนเพิ ่มมากขึ ้นกว่าปกติ ฮอร์โมนดังกล่าวเป็น

ฮอร์โมนในกลุ่มเปปไทด์ที่สร้างจากต่อมใต้สมองส่วนหน้า (anterior pituitary) ประกอบด้วย 2 ฮอร์โมนสำคัญ 

ได้แก่ ฮอร์โมนเอฟ เอส เอช (follicle-stimulating hormone; FSH) และ ฮอร์โมนแอล เอช (luteinizing 

hormone; LH) โดยฮอร์โมนทั้งสองจะถูกกระตุ้นให้เกิดการหลั่งจากฮอร์โมนจี เอ็น อาร์ เอช (gonadotropin-

releasing hormone; GnRH) ซึ ่งสร้างจากเซลล์ประสาทของสมองส่วนไฮโปธาลามัส (hypothalamus) และ

กระตุ้นให้เกิดการตกไข่ต่อไป (Millar, 2005)  

ในกระบวนการผลิตตัวอ่อนในระยะแรก มีการนำฮอร์โมนอี ซี จี (equine chorionic gonadotropin; 

eCG) มาใช้ในกระบวนการกระตุ ้นการตกไข่หลายใบในโค โดยฮอร์โมนดังกล่าวมีค่าครึ ่งชีวิตในกระแสเลือด  

40 ชั่วโมงและสามารถคงอยู่ในกระแสเลือดได้เป็นเวลา 10 วัน ส่งผลให้เกิดการกระตุ้นรังไข่ท่ียาวนานกว่าปกติ ทำ

ให้ระบบต่อมไร้ท่อต่างๆ ในโคผิดปกติ และทำให้คุณภาพของตัวอ่อนที่ได้รับมีคุณภาพที่ลดลง (Murphy & 

Martinuk, 1991) ต่อมาจึงได้มีการประยุกต์ใช้ฮอร์โมน FSH เข้ามาแทนที่ฮอร์โมน eCG เพื่อช่วยกระตุ้นในการ

สร้างฟอลลิเคิล โดยจากการศึกษาของ Monniaux et al. (1983) พบว่าโคมีการตอบสนองต่อฮอร์โมน FSH ได้ดี

ขึ ้นกว่าการใช้ฮอร์โมน eCG เนื่องจากมีค่าครึ่งชีวิตในกระแสเลือดที่สั้นกว่า โดยมีค่าอยู่ที ่ประมาณ 5 ชั่วโมง 
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(Demoustier et al., 1988) อย่างไรก็ตาม เนื่องจากฮอร์โมน FSH มีค่าครึ่งชีวิตที่สั้น ส่งผลให้ในกระบวนการ

กระตุ้นการตกไข่หลายใบส่วนใหญ่มีความจำเป็นต้องให้ฮอร์โมน FSH เข้าทางกล้ามเนื้อจำนวน 2 ครั้งต่อวัน เป็น

เวลา 3-4 วัน ซึ่งมีผลให้โคตัวให้เกิดความเครียดอย่างต่อเนื่องและต้องใช้แรงงานในการจับบังคับ โดยความเครยีด

ที่เกิดขึ้นในโคตัวให้ ส่งผลให้เกิดการตอบสนองต่อฮอร์โมนที่ไม่สมบูรณ์และมีผลในการยับยั้งการเพิ่มขึ้นสูงของ

ฮอร์โมน LH ในกระแสเลือด (LH surge) ทำให้การกระตุ้นการตกไข่เป็นไปอย่างไม่มีประสิทธิภาพ (Hasler, 2003; 

Stoebel & Moberg, 1982)  

ต่อมาได้มีแนวคิดในการนำคุณสมบัติของสารละลายไฮยาลูโรแนนเข้ามาเป็นตัวช่วยในการแก้ปัญหาและ

เพิ่มประสิทธิภาพในกระบวนการกระตุ้นการตกไข่ในโคเนื้อ โดยได้มีการใช้คุณสมบัติของไฮยาลูโรแนนเพื่อช่วยคง

ประสิทธิภาพการออกฤทธิ ์ของฮอร์โมน FSH ให้นานยิ ่งขึ ้น เพื ่อหวังผลในการลดจำนวนครั ้งในการฉีด ลด

ความเครียดของสัตว์ในการจับบังคับ ลดแรงงานและประหยัดเวลาในการควบคุมสัตว์ โดยไฮยาลูโรแนนเป็นสาร

ประเภทโพลีเมอร์ที่ย่อยสลายได้ทางธรรมชาติ (biodegradable polymer) มีคุณสมบัติคล้ายคลึงกับเนื้อเยื่อของ

ร่างกาย ได้แก่ ผิวหนังและกระดูกอ่อนและไม่สามารถย่อยสลายได้โดยกระบวนการของร่างกาย เมื่อใช้เป็นตัวทำ

ละลายจะสามารถช่วยยืดระยะเวลาในการปลดปล่อยตัวยาได้ สารดังกล่าวเป็นสารที่มีคุณสมบัติข้นหนืด สามารถ

ละลายน้ำและอุ้มน้ำได้ดี จึงมีความเหมาะสมในการนำมาใช้เพื่อการเพิ่มประสิทธิภาพการคงรูปของยา โดยไฮยาลู

โรแนนจะทำหน้าที่คล้ายแหล่งกักเก็บ (depot matrix) จะทำการเก็บยาไว้และค่อย ๆ ปลดปล่อยตัวยาในรูปออก

ฤทธิ ์ได้ออกมาในบริเวณที่ฉีด จากการศึกษาในโคนมโฮลสไตน์ โดยเปรียบเทียบระดับของฮอร์โมน FSH ใน

พลาสมา พบว่าระดับของฮอร์โมน FSH ในพลาสมาไม่มีความแตกต่างกันในกลุ่มโคที่ได้รับฮอร์โมน FSH ละลายใน 

0.5% ไฮยาลูโรแนนจำนวน 1 ครั้งต่อวันทางกล้ามเนื้อและกลุ่มโคนมที่ได้รับฮอร์โมน FSH จำนวน 2 ครั้งต่อวัน 

(Vieira et al., 2016) การใช้ฮอร์โมน FSH ผสมในไฮยาลูโรแนนดังกล่าวจึงเป็นอีกวิธีหนึ่งที่มีความน่าสนใจในการ

เพิ่มประสิทธิภาพการกระตุ้นการตกไข่หลายใบในโคและสามารถช่วยลดจำนวนครั้งในการฉีดฮอร์โมน FSH ใน

กระบวนการเตรียมแม่ตัวให้ได้เม่ือเทียบกับการให้ฮอร์โมน FSH รูปแบบปกต ิ

 การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการเปรียบเทียบผลของการกระตุ้นการตกไข่หลายใบใน  

โคเนื้อด้วยการใช้ฮอร์โมน FSH แบบปกติที่ใช้ในศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์

สัตว์ อำเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา และการกระตุ้นการตกไข่โดยใช้ฮอร์โมน FSH ผสมในสารละลายไฮยาลู

โรแนน 5% โดยเปรียบเทียบจำนวนฟอลลิเคิล จำนวนคอปัสลูเทียมบนรังไข่ จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ คุณภาพ

ของตัวอ่อนและจำนวนตัวอ่อนคุณภาพดีที่สามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งเก็บไว้ได้ในโคเนื้อ ดังนั้น ผลที่ได้จาก

การศึกษานี้จะมีประโยชน์สูงสุดในการพัฒนาเทคนิคและเพิ่มประสิทธิภาพการย้ายฝากตัวอ่อนในโคเนื้อ โดยช่วย

ให้กระบวนการกระตุ้นการตกไข่หลายใบในโคเนื้อเป็นไปอย่างมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น ส่งผลให้เพิ่มโอกาสในการ
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ได้ตัวอ่อนจำนวนมากขึ้นและมีคุณภาพเหมาะสมในการย้ายฝากตัวอ่อน สามารถลดความเครียดในการจับบังคับโค

และช่วยให้เกิดความสะดวกต่อผู้ปฏิบัติงานมากยิ่งขึ้น  

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง 

 ทำการศึกษาในโคเนื้อเพศเมียจำนวน 34 ตัวที่มีอายุประมาณ 3-5 ปี มีสุขภาพแข็งแรง มีความสมบูรณ์

พ ันธ ุ ์ และม ีประว ัต ิ ให ้ล ูกมาแล ้วอย ่ างน ้อย 1 ต ัว  ม ีคะแนนร ่างกาย (body condition score; BCS)  

อยู ่ระหว ่าง 2.5-3.5 มีน ้ำหนักต ัวอย ู ่ ในช ่วงระหว ่าง 350-500 กิโลกร ัม ม ีประว ัต ิในการเป ็นแม่ต ัวให้  

โดยเคยได้รับการกระตุ้นการตกไข่หลายใบด้วยฮอร์โมนและล้างเก็บตัวอ่อนมาแล้วอย่างน้อย 1 ครั้ง ได้รับการ 

ฉีดวัคซีนและถ่ายพยาธิครบถ้วนตามโปรแกรมสุขภาพของกรมปศุสัตว์ ทำการศึกษา ณ ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพ

การย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ อำเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา  

การแบ่งกลุ่มสัตว์ทดลอง 

ทำการศึกษาในโคเนื้อเพศเมียจำนวน 34 ตัวที่เลี้ยงในศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและ

เซลล์ส ืบพันธุ์ส ัตว ์ อำเภอปากช่อง จังหวัดนครราชสีมา ทำการแบ่งโคแบบสุ ่มออกเป็น 2 กลุ ่ม ได้แก่  

กลุ่มควบคุมซ่ึงได้รับการกระตุ้นให้เกิดการตกไข่หลายใบโดยใช้ฮอร์โมน FSH แบบปกติตามโปรแกรมของศูนย์วิจัย

เทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ จำนวน 17 ตัว และกลุ่มทดลองซึ่งได้รับกระตุ้นการ

ตกไข่หลายใบโดยใช้ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนน 5% จำนวน 17 ตัว 

วิธีการทดลอง 

1. การเหนี่ยวนำการเป็นสัดและการกระตุ้นการตกไข่หลายใบ 

 เหนี่ยวนำการเป็นสัดและกระตุ้นการตกไข่หลายใบโดยใช้ฮอร์โมน FSH โดยมีโปรแกรมการดำเนินงานใน

กลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ดังนี้ 

กลุ่มควบคุม 

ให้ฮอร์โมน FSH (Folltropin®-V, Vetoquinol, Canada) ปริมาณทั้งหมด 200 มิลลิกรัม เพ่ือกระตุ้นการ

ตกไข่ โดยฉีดเข้าทางกล้ามเนื้อบริเวณคอของโค หลังจากให้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนแบบสอด (CIDR-B®, InterAg, 

New Zealand) ในวันที่ 9, 10 และ 11 ฉีดวันละ 2 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 12 ชั่วโมง ในปริมาณ 2.5, 1.5, และ 1 
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มิลลิลิตร (50, 30 และ 20 มิลลิกรัม) ตามลำดับ ตามโปรแกรมปกติของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัว

อ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ ดังแสดงใน Figure 1.  

Figure 1. Synchronization and superovulation program for embryo collection in the control group. 

วันที่ 0  สอดฮอร์โมน CIDR-B® ทางช่องคลอด 

วันที่ 9 ฉีดฮอร์โมน FSH ทางกล้ามเนื ้อ ปริมาตร 2.5 มิลลิล ิตร (50 มิลลิกร ัม) ช ่วงเช ้า (เวลา  

6.00 น.) และช่วงเย็น (เวลา 18.00 น.)  

วันที่ 10 ฉีดฮอร์โมน FSH ทางกล้ามเนื ้อ ปริมาตร 1.5 มิลลิล ิตร (30 มิลลิกร ัม) ช ่วงเช ้า (เวลา  

6.00 น.) และช่วงเย็น (เวลา 18.00 น.) 

วันที่ 11 ช่วงเช ้า (เวลา 6.00 น.) ทำการถอด CIDR-B® , ฉีดฮอร ์โมน  FSH ปริมาตร 1 มิลล ิล ิตร  

(20 ม ิ ลล ิ ก ร ั ม )  และฮอร ์ โ มนพรอสตาแกลนด ิน  (prostaglandin; PG) (Estrumate®,  

Vet Pharma Friesoythe GmbH, Germany) ปร ิ ม าต ร  2 ม ิ ล ล ิ ล ิ ต ร  ( 0.5 ม ิ ล ล ิ ก ร ั ม )  

ทางกล้ามเนื้อ ช่วงเย็น (เวลา 18.00 น.) ฉีดฮอร์โมน FSH ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (20 มิลลิกรัม) 

และฮอร์โมน PG ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (0.5 มิลลิกรัม) ทางกล้ามเนื้อ 

วันที่ 13 ตรวจการเป็นสัดและยืนนิ่งของแม่โค โดยหากโคแสดงอาการเป็นสัด ให้ทำการผสมเทียมครั้งที่ 1 

ในช่วงเวลา 6-10 ชั่วโมงหลังโคแสดงอาการ และฉีดฮอร์โมน GnRH (Receptal®, MSD Animal 

Health, UK) ปริมาตร 5 มิลลิลิตร (20 ไมโครกรัม) ทางกล้ามเนื้อ 

วันที่ 14 ผสมเทียมครั้งที่ 2 โดยทำการผสมในช่วงเวลา 12 ชั่วโมงหลังการผสมเทียมครั้งที่ 1 และผสม

เทียมครั้งที่ 3 ในช่วงเวลา 12 ชั่วโมงหลังการผสมเทียมครั้งที่ 2  
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วันที่ 20 ล้วงตรวจทางทวารหนักและอัลตราซาวน์เพื่อประเมินลักษณะและนับจำนวนของฟอลลิเคิลและ

คอปัสลูเทียมบนรังไข่ ล้างเก็บตัวอ่อนโค และฉีดฮอร์โมน PG ปริมาตร 2 มิลลิลิตรทางกล้ามเนื้อ 

กลุ่มท่ี 2: กลุ่มทดลอง 

ใช้ฮอร์โมน FSH เพื่อกระตุ้นการตกไข่ในขนาดรวม 200 มิลลิกรัมละลายในสารละลายไฮยาลูโรแนน 

(sodium hyaluronate) ความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (Bioniche Animal Health Inc., Canada) ฉีด

เข้าทางกล้ามเนื ้อจำนวน 2 ครั ้ง ห่างกันครั ้งละ 36 ชั ่วโมง ในวันที ่ 9 และวันที ่ 10 หลังจากให้ฮอร์โมน 

โปรเจสเตอโรนแบบสอด โดยปริมาณฮอร์โมน FSH ที่ใช้จะลดปริมาณจากที่ใช้ในกลุ่มควบคุมในสัดส่วน 2/3 และ 

1/3 คิดเป็น 6.6 และ 3.3 มิลลิลิตร (132 และ 67 มิลลิกรัม) ตามลำดับ ผสมในสารละลายไฮยาลูโรแนน 5% 

ปริมาณ 6.6 และ 3.3 มิลล ิล ิตรในอัตราส ่วนปร ิมาณฮอร์โมน  FSH 1 ส่วนต่อสารละลายไฮยาล ูโรแนน  

1 ส่วน โดยประยุกต์จากวิธีของ Tríbulo et al. (2012) ดังแสดงใน Figure 2.  

 

 

 

 

 

 

Figure 2. Synchronization and superovulation program for embryo collection in the treatment group. 

วันที่ 0  สอดฮอร์โมน CIDR-B® ทางช่องคลอด 

วันที่ 9 ฉีดฮอร์โมน FSH ปริมาตร 6.6 มิลลิลิตร (132 มิลลิกรัม) ผสมในสารละลายไฮยาลูโรแนน 

ปริมาตร 6.6 มิลลิลิตร ช่วงเช้า (เวลา 6.00 น.) ทางกล้ามเนื้อ 

วันที่ 10 ฉีดฮอร์โมน FSH ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตร (67 มิลลิกรัม) ผสมในสารละลายไฮยาลูโรแนน 

ปริมาตร 3.3 มิลลิลิตร ทางกล้ามเนื้อ โดยห่างจากเข็มที่ 1 เป็นเวลา 36 ชั่วโมง (เวลา 18.00 น.)    
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วันที่ 11 ช่วงเช้า (เวลา 6.00 น.) ทำการถอด CIDR-B® และฉีดฮอร์โมน PG ปริมาตร 2 มิลลิลิตร (0.5 

มิลลิกรัม) ทางกล้ามเนื้อ ส่วนช่วงเย็น (เวลา 18.00 น.) ฉีดฮอร์โมน PG ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

(0.5 มิลลิกรัม) ทางกล้ามเนื้อ 

วันที่ 13 ตรวจการเป็นสัดและยืนนิ ่งของแม่โค โดยหากโคแสดงอาการเป็นสัด ให้ทำการผสมเทียม 

ครั ้งที ่ 1 ในช่วงเวลา 6-10 ขั ่วโมงหลังโคแสดงอาการ และฉีดฮอร์โมน  GnRH ปริมาตร  

5 มิลลิลิตร (20 ไมโครกรัม) ทางกล้ามเนื้อ 

วันที่ 14 ผสมเทียมครั ้งที ่ 2 โดยทำการผสมในช่วงเวลา 12 ชั ่วโมงหลังการผสมเทียมครั ้งที ่ 1 และ 

ผสมเทียมครั้งที่ 3 ในช่วงเวลา 12 ชั่วโมงหลังการผสมเทียมครั้งที่ 2  

วันที่ 20 ล้วงตรวจทางทวารหนักและอัลตราซาวน์เพื่อประเมินลักษณะและนับจำนวนของฟอลลิเคิลและ

คอปัสล ูเท ียมบนรังไข ่ ล ้างเก ็บต ัวอ ่อนโค และฉีดฮอร ์โมน PG ปริมาตร 2 มิลล ิล ิตร  

(0.5 มิลลิกรัม) ทางกล้ามเนื้อ 

2. การประเมินรังไข่ด้วยการล้วงตรวจทางทวารหนักและอัลตราซาวน์ 

 ทำการล้วงตรวจรังไข่ทั้ง 2 ข้างร่วมกับการอัลตราซาวน์ในวันที่ 20 หลังการสอดฮอร์โมน เพื่อนับจำนวน

ฟอลลิเคิลและจำนวนคอปัสลูเทียมบนรังไข่ท้ังด้านซ้ายและด้านขวา  

3. การล้างเก็บตัวอ่อนและประเมินคุณภาพตัวอ่อน 

 ในวันที่ 20 ของการศึกษา ทำการล้างเก็บตัวอ่อนโดยใช้น้ำยาล้างตัวอ่อน (Vigro Complete Flush® 

Bioniche Animal Health, USA) ชะล้างตัวอ่อนออกจากปีกมดลูกทั ้ง 2 ข้าง ข้างละ 500 มิลลิลิตร โดยใช้ 

ชุดสายยางสำหรับชะล้างตัวอ่อน (flushing set) ต่อกับท่อสวนตามวิธีของ Saito (1994) ปล่อยน้ำยาให้ไหลผ่าน

ถ้วยกรองตัวอ่อน จากนั้นนำถ้วยกรองตัวอ่อนไปนับจำนวน ประเมินระยะของตัวอ่อนและจำแนกคุณภาพของตัว

อ่อนด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดสเตอริโอ (Lindner & Wright, 1983) โดยระยะของตัวอ่อนสามารถจำแนกออกได้

เป็นระยะต่าง ๆ ได้แก่ ระยะ morula, early blastocyst, blastocyst, expanded blastocyst, degeneration 

และ unfertilized oocytes (UFO) โดยคำจำกัดความของตัวอ่อนอ้างอิงจาก Manual of the International 

Embryo Transfer Society ของแต่ละระยะมีดังนี้ 
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- Morula เป็นระยะต้นของตัวอ่อนภายหลังจากการปฏิสนธิ โดยจะเป็นช่วงที่มีการแบ่งตัวของตัวอ่อน

อย่างรวดเร็ว ประกอบด้วยเซลล์ (solid mass of cells) จำนวน 16 เซลล์หรือมากกว่าอยู่ภายในเซลล์ไข่

ชั้น zona pellucida  

- Early blastocyst เป็นระยะที่มีการเคลื่อนที่ของเซลล์ ทำให้เริ่มพบช่องว่างในตัวอ่อน (blastocoel) 

น้อยกว่าครึ่งหนึ่งของปริมาตรตัวอ่อน 

- Blastocyst เป็นระยะที่พบ blastocoel มากกว่าครึ่งหนึ่งของปริมาตรตัวอ่อน เริ ่มพบการแยกส่วน

ระหว่างชั้น inner cell mass และ trophoblast 

- Expanded blastocyst เป็นระยะที่ blastocoel มีขนาดใหญ่ขึ้นกว่า 2 ระยะแรก ตัวอ่อนมีขนาดใหญ่

ขึ ้น พบผนังชั ้น zona pellucida บางลงครึ ่งหนึ ่งและมีการแยกส่วนของชั ้น inner cell mass และ 

trophoblast ได้อย่างชัดเจน 

- Degeneration เป็นระยะที่ตัวอ่อนมีการเสื่อมสลายของเซลล์มาก มีเซลล์ที่ยังเกาะแน่นกับเซลล์กลุ่ม

ใหญ่ต่ำกว่าร้อยละ 40 หรือเป็นตัวอ่อนที่มีพัฒนาการช้ากว่าปกติและหยุดเจริญเติบโต ไม่สามารถนำไป

ย้ายฝากตัวอ่อนได ้ 

- Unfertilized oocyte (UFO) เป็นระยะของตัวอ่อนที่ไม่ได้รับการปฏิสนธิ 

โดยตัวอ่อนที่อยู่ในระยะ morula, early blastocyst, blastocyst และ expanded blastocyst จัดเป็น

ตัวอ่อนคุณภาพดีที ่สามารถนำไปย้ายฝากตัวอ่อนหรือแช่แข็งเก็บเพื ่อไว ้ย ้ายฝากในภายหลังได้ ด ังนั้น  

ตัวอ่อนที่อยู่ใน 4 ระยะดังกล่าวข้างต้น จะมีการประเมินคุณภาพของตัวอ่อน โดยแบ่งออกเป็นเกรด A, B และ C 

ตามเกณฑ์ในการประเมินคุณภาพตัวอ่อนอ้างอิงจาก Manual of the International Embryo Transfer Society 

และหอ้งปฏิบัติการศูนย์วิจัยและเทคโนโลยีชีวภาพการย้ายฝากตัวอ่อนและเซลล์สืบพันธุ์สัตว์ ดังนี้  

เกรด A ตัวอ่อนคุณภาพดีมาก มีการพัฒนาการปกติ ลักษณะของเซลล์ตัวอ่อนหรือบลาสโตเมียร์ 

(blastomere) ต้องเป็นทรงกลมเกาะกันแน่น ไม่มีเซลล์แตก พบ cumulus ล้อมรอบเซลล์ไม่

น้อยกว่า 2 ชั้น (cumulus-oocyte complexes) 

เกรด B ตัวอ่อนคุณภาพดี มีคุณภาพปกติ ลักษณะของตัวอ่อนเป็นทรงกลม มีบางเซลล์แยกออกจากเซลล์

กลุ่มใหญค่ิดเป็นร้อยละ 10-20 ของเซลล์ทั้งหมด พบ cumulus ล้อมรอบเซลล์บางส่วน (partial 

cumulus cells) 
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เกรด C ตัวอ่อนคุณภาพพอใช้ ตัวอ่อนมีร ูปร่างเป็นทรงกลม มีการแยกของเซลล์ออกจากเซลล์ 

กลุ ่มใหญ่ประมาณร้อยละ 30-40 ของเซลล์ทั ้งหมด พบ denuded oocytes และไม่พบ 

ชั้น cumulus รอบเซลล์  

4. การบันทึกข้อมูล 

บันทึกข้อมูลต่างๆ ของกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ได้แก่ จำนวนฟอลลิเคิลบนรังไข่ทั้งสองข้าง จำนวน

คอปัสลูเทียมบนรังไข่ทั้งสองข้าง จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ทั้งหมด จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้จำแนกตามระยะ

ต่างๆ ได้แก่ ระยะ morula, early blastocyst, blastocyst, expanded blastocyst, degeneration และ UFO 

จำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งต่อไปได้ทั้งหมด และจำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากตัว

อ่อนหรือแช่แข็งได้จำแนกตามคุณภาพของตัวอ่อน ได้แก่ เกรด A, B และ C ตามลำดับ  

5. การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ข้อมูลและรายงานผลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนาแสดงค่าเฉลี่ย±ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 

(mean±standard error; SE) ทดสอบการแจกแจงปกติ (normality test) ของข้อมูลทั้งหมดด้วยวิธี Shapiro-

Wilk test เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมในข้อมูลที่มีการแจกแจงปกติ

ด้วยวิธี Unpaired t-test ได้แก่ จำนวนคอปัสลูเทียมบนรังไข่ทั้งสองข้างและจำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ทั้งหมด 

ส่วนข้อมูลที่ไม่มีการแจกแจงปกติ ได้แก่ จำนวนฟอลลิเคิลบนรังไข่ทั้งสองข้างและจำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไป

ย้ายฝากหรือแช่แข็งได้ทั้งหมด จะทำการเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม

ด้วยวิธี Mann-Whitney U test เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติของร้อยละจำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้จำแนก

ตามระยะต่างๆและร้อยละจำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากตัวอ่อนหรือแช่แข็งได้จำแนกตามคุณภาพของตัว

อ่อนระหว่างกลุ ่มทดลองและกลุ่มควบคุมด้วยวิธ ี  Two-way ANOVA และเปรียบเทียบพหุคูณ (Multiple 

comparisons test) ของตัวอ่อนในแต่ละระยะและในแต่ละเกรดระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมด้วยวิธี 

Šidàk method ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติจะพิจารณาเมื่อค่า p<0.05 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

 การศึกษานี้ได้ทำการทดลองเพ่ือเปรียบเทียบผลของการใช้ฮอร์โมน FSH ในการกระตุ้นการตกไข่หลายใบ

ในโคเนื้อ โดยกลุ่มควบคุมใช้ใช้ฮอร์โมน FSH ขนาดรวมจำนวน 200 มิลลิกรัม ฉีดจำนวนทั้งสิ้น 6 ครั้ง ส่วนในกลุ่ม

ทดลองใช้ฮอร์โมน FSH ขนาดรวมเท่ากับกลุ่มควบคุมผสมในสารละลายไฮยาลูโรแนนและทำการฉีดจำนวนทั้งสิ้น 

2 ครั้ง ทำการประเมินผลการศึกษาในด้านต่าง ๆ ดังนี้ 
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จำนวนฟอลลิเคิลและจำนวนคอปัสลูเทียมบนรังไข่ 

หลังจากให้ฮอร์โมนเพื ่อกระตุ ้นการตกไข่หลายใบและเหนี ่ยวนำการเป็นส ัดในโคเนื ้อ ทำการ  

อัลตราซาวน์เพื่อตรวจนับปริมาณฟอลลิเคิลและคอปัสลูเทียมบนรังไข่ในโคทั้งสองกลุ่ม ผลการศึกษาพบว่าจำนวน

ฟอลลิเคิลบนรังไข่ทั้งสองข้างในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีปริมาณเฉลี่ย 5.71±1.61 ใบต่อตัวและ 2.29±1.04 

ใบต ่ อต ั ว ต ามลำด ั บ  โ ดยจำนวนฟอลล ิ เ ค ิ ล เ ฉล ี ่ ย ใ นกล ุ ่ ม ทดลองม ี ค ่ าน ้ อยกว ่ า กล ุ ่ ม ค วบ คุ ม  

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) อย่างไรก็ตาม เมื่อเปรียบเทียบจำนวนคอปัสลูเทียมเฉลี่ยบนรังไข่ทั้งสองด้าน

พบว่าค ่าเฉลี ่ยจำนวนคอปัสลูเท ียมในกลุ ่มควบคุมและกลุ่ มทดลอง มีค ่า 8.82±1.66 และ 12.00±1.61  

ใบต่อตัวตามลำดับ ซึ่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติระหว่างทั้งสองกลุ่มดังแสดงใน Figure 3. 

จากการศึกษาของ Tríbulo et al. (2011) ได้ทำการศึกษาจำนวนฟอลลิเคิลและคอปัสลูเทียมในโคเนื้อที่ได้รับ

ฮอร์โมน FSH ขนาดรวม 400 มิลลิกรัม จำนวน 2 ครั้งต่อวันเข้าทางกล้ามเนื้อเป็นเวลา 4 วัน (กลุ่มควบคุม) 

เปรียบเทียบกับโคเนื ้อที ่ได้ร ับฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนนขนาดรวม 400 มิลลิกรัม จำนวน  

1 คร ั ้ ง เข ้าทางกล ้ามเน ื ้อ (กล ุ ่มทดลอง ) พบว ่าจำนวนฟอลล ิ เค ิลของกล ุ ่มทดลองน ้อยกว ่าจำนวน 

ฟอลลิเคิลในกลุ่มทดลองอย่างมีนัยสำคัญซึ่งสอดคล้องกับผลของการศึกษานี้ เช่นเดียวกันกับการศึกษาของ  

Thorne (2013) ที่ได้ทำการเปรียบเทียบจำนวนของคอปัสลูเทียมในโคตัวรับระหว่างกลุ่มที่ได้รับฮอร์โมน FSH 

ตามกระบวนการกระตุ ้นการตกไข่หลายใบแบบปกติ  (กลุ ่มควบคุม) และในกลุ ่มที ่ ได ้ร ับฮอร ์โมน FSH  

ในสารละลายไฮยาลูโรแนนในวันที่ 5 หลังการเหนี่ยวนำการเป็นสัด (กลุ่มทดลอง) ผลการศึกษาพบว่าค่าเฉลี่ย

จำนวนคอปัสลูเทียมในกลุ่มควบคุมถึงแม้จะมีจำนวนเพิ่มขึ้นแต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มทดลอง อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาในโคนมของ Gutiérrez-Reinoso et al. (2022) ได้มี

การเปรียบเทียบจำนวนฟอลลิเคิลและคอปัสลูเทียมบนรังไข่ในโคสาวพันธุ์โฮลสไตน์ที่ได้รับฮอร์โมน FSH แบบออก

ฤทธิ์ปกติ (กลุ่มควบคุม) เปรียบเทียบกับโคที่ได้รับฮอร์โมน FSH ชนิดออกฤทธิ์นานแบบพิเศษ (extra-long-acting 

recombinant bovine FSH; bscrFSH) (กลุ่มทดลอง) พบว่าในวันที่ 15 หลังจากการสอด CIDR-B® จำนวนฟอลลิ

เคิลในกลุ่มทดลองไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม ในขณะที่จำนวนคอปัสลู

เทียมในกลุ่มทดลองมีจำนวนเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)  
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Figure 3. Bar graph represents the number of detected follicles and corpora lutea of control 
and treatment groups. Asterisk (*) indicates statistical significance at p<0.05. 

ตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้และการประเมินระยะของตัวอ่อน 

 หลังจากทำการชะล้างตัวอ่อนออกมาจากโพรงมดลูกของแม่โค ตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ทั ้งหมดจะถูก

เคลื ่อนย้ายมายังห้องปฏิบัต ิการเพื ่อน ับจำนวนและประเมินระยะของตัวอ่อนภายใต้กล้องจุลทรรศน์  

เมื่อเปรียบเทียบจำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้จากแม่โคทั้งสองกลุ่ม พบว่าจำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ในกลุ่มควบคุมมี

จำนวนรวมทั้งสิ้น 87 ใบ คิดเป็นค่าเฉลี่ย 5.12±1.25 ใบต่อตัว ส่วนจำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ในกลุ่มทดลองมี

จำนวนรวมทั้งสิ้น 127 ใบ คิดเป็นค่าเฉลี่ย 7.47±1.78 ใบต่อตัว ซึ่งจำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ของทั้งสองกลุ่มไม่มี

ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ ดังนั้น กระบวนการกระตุ้นการตกไข่หลายใบโดยใช้ฮอร์โมน FSH ใน

สารละลายไฮยาลูโรแนนสามารถให้จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ไม่แตกต่างจากวิธีการใช้ฮอร์โมน FSH แบบปกติที่

ใ ช ้ ใ น ศ ู น ย ์ ว ิ จ ั ย เ ท ค โ น โ ล ย ี ช ี ว ภ า พ ก า ร ย ้ า ย ฝ า ก ต ั ว อ ่ อ น แ ล ะ เ ซ ล ล ์ ส ื บ พ ั น ธุ์ ส ั ต ว์   

อย่างไรก็ตาม จากผลการศึกษานี้บ่งชี้ให้เห็นถึงแนวโน้มการได้จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้มากข้ึนในกลุ่มทดลอง ซึ่ง

สอดคล ้ อ งก ั บการศ ึ กษาก ่ อนหน ้ า ซ ึ ่ ง พบว ่ า กา ร ใช ้ ฮอร ์ โ มน  FSH ป ร ิ ม าณรวม  200 ม ิ ลล ิ ก รั ม 

ในสารละลายไฮยาลูโรแนน 0.5% จำนวน 1 ครั้งต่อวัน สามารถให้จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ มากกว่ากลุ่ม

ควบคุม ที่ได้รับฮอร์โมน FSH ปริมาณรวม 200 มิลลิกรัมจำนวน 2 ครั้งต่อวัน (4.70±0.70 ใบและ 3.70±0.70 ใบ

ตามลำดับ) แต่ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) (Vieira et al., 2016)  
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 นอกจากนี้ ตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ทั้งหมดจะนำมาประเมินระยะและนับจำนวนของตัวอ่อนจำแนกตามระยะ

ต่างๆ เพื่อคัดกรองตัวอ่อนที่อยู่ในระยะที่เหมาะสมในการนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งเก็บไว้ต่อไป นอกจากนี้ยังเป็น

การค ั ดท ิ ้ ง ต ั ว อ ่ อนท ี ่ อ ย ู ่ ใ นระยะท ี ่ ไ ม ่ เ หมาะสมหร ื อต ั ว อ ่ อนท ี ่ ไ ม ่ ไ ด ้ รั บกา รปฏ ิ สนธ ิ อ ี กด ้ ว ย  

ผลการศึกษาพบว่า ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองพบตัวอ่อนในทุกระยะ โดยตัวอ่อนที่อยู่ในระยะ morula  

มีจำนวนคิดเป็นร้อยละ 2.30±0.33 ในกลุ่มควบคุมและ 4.72±0.61 ในกลุ่มทดลองตามลำดับ ส่วนตัวอ่อนที่อยู่ใน

ร ะยะ  early blastocyst และ  blastocyst ม ี จ ำน ว นค ิ ด เ ป ็ น ร ้ อ ยล ะ  32.18±2.57 แล ะ  19.54±1.27  

ในกลุ ่มควบคุม และคิดเป็นร้อยละ 11.81±1.32 และ 29.13±2.96 ในกลุ ่มทดลองตามลำดับ นอกจากนี้ 

เมื่อประเมินตัวอ่อนในระยะ expanded blastocyst พบว่า ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีจำนวนตัวอ่อนคิด

เป็นร้อยละ 1.15±0.24 และ 0.79±0.24 ตามลำดับ อย่างไรก็ตาม ตัวอ่อนในระยะ degeneration และ UFO ซึ่ง

เป็นตัวอ่อนที่ไม่มีคุณภาพเพียงพอในการนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งเก็บไว้ได้ มีจำนวนคิดเป็นร้อยละ  9.20±0.62 

แ ล ะ  18.29±2.19 ใ น ก ล ุ ่ ม ค ว บ ค ุ ม แ ล ะม ี จ ำ น ว น ค ิ ด เ ป ็ น ร ้ อ ย ล ะ  24.41±1.98 แ ล ะ  23.62±2.84  

ในกลุ ่มทดลองตามลำดับ โดยร้อยละของตัวอ่อนในระยะ blastocyst และ degeneration ในกลุ ่มทดลอง 

มีจำนวนมากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนร้อยละตัวอ่อนในระยะ early blastocyst 

ในกลุ่มควบคุมมีจำนวนน้อยกว่ากลุ่มทดลองอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงใน Figure 4.   

จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าการใช้ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนนมีแนวโน้มในการเพ่ิม

จำนวนตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้ทั้งหมดให้มากขึ้น อย่างไรก็ตาม จำนวนตัวอ่อนที่เพ่ิมข้ึนนี้เป็นผลมาจากการเพ่ิมขึ้นของ

ตัวอ่อนในระยะ degeneration ในกลุ่มทดลองด้วยเช่นเดียวกัน ซึ่งเป็นตัวอ่อนที่ไม่มีคุณภาพและไม่สามารถนำไป

แ ช ่ แ ข ็ ง ห ร ื อ ย ้ า ย ฝ า ก ต ่ อ ไ ป ไ ด้  จ า ก ร า ย ง า น ข อ ง  Stroud and Hasler (2006) ก ล ่ า ว ว่ า  

การกระต ุ ้นการตกไข ่หลายใบโดยการใช ้ฮอร ์โมนในกล ุ ่ม gonadotropins จากภายนอก  (exogenous 

gonadotropins) นั้น ถือเป็นวิธีการที ่ไม่เป็นไปตามธรรมชาติ  ซึ ่งจะกระตุ ้นให้เกิดการเจริญและตกไข่ของ 

ฟอลลิเคิลจำนวนมาก ส่งผลให้มีโอกาสพบการฝ่อลง (atresia) หรือการเสื่อม (degeneration) ของฟอลลิเคิล

เพิ่มขึ้นได้ ทำให้ฟอลลิเคิลที่เกิดขึ้นมีความไม่สมบูรณ์ ซึ่งแตกต่างจากสภาวะปกติที่มีการตกไข่เพียงใบเดียว  

ต่อ 1 รอบการเป็นสัดเท่านั้น ดังนั้น ตัวอ่อนที่ได้จึงมีอัตราการรอดชีวิตต่ำและมีโอกาสเกิดตัวอ่อนที่ไม่มีคุณภาพสูง 

โดยพบว่าประมาณ 20% ของแม่ตัวให้ที่ได้รับการกระตุ้นการตกไข่หลายใบจะมีโอกาสให้ตัวอ่อนที่ไม่มีชีวิตสูงขึ้น

ทั ้งในกลุ ่มโคสายพันธ ุ ์ย ุโรป (Bos taurus) (Lerner et al., 1986) และโคสายพันธ ุ ์อ ินเด ีย  (Bos indicus) 

(Baruselli et al., 2006) อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าจะใช้ปริมาณฮอร์โมน FSH รวมทั้งในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง

ในปริมาณเท่ากันในการศึกษานี้ แต่ปริมาณฮอร์โมน FSH ที่ให้ในครั้งแรกของกลุ่มทดลอง (132 มิลลิกรัม) จะมี

ปริมาณมากกว่ากลุ่มควบคุม (50 มิลลิกรัม) กล่าวคือมีปริมาณมากกว่าปกติประมาณ 3 เท่า ส่งผลให้ระดับของ
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ฮอร ์โมน FSH ในช ่วงแรกของกล ุ ่มทดลองอย ู ่ ในระด ับท ี ่ส ู งมากจากการศ ึกษาของ Ali et al. (2012)  

ได้ทำการเปรียบเทียบคุณภาพของตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้จากแม่โคตัวให้ที่ได้รับฮอร์โมน FSH ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน

ในกระบวนการกระตุ้นการตกไข่หลายใบ พบว่าเมื่อโคได้รับฮอร์โมน FSH ในปริมาณสูงขึ้น จะมีโอกาสพบตัวอ่อน

ในระยะ degeneration จำนวนมากขึ้นตามลำดับ นอกจากนี้ จากการศึกษาในมนุษย์พบว่า ปริมาณของฮอร์โมน 

FSH ที ่ได้รับในปริมาณสูง (มากกว่า 200 IU) ในช่วงต้นของกระบวนการกระตุ ้นการตกไข่หลายใบเพื ่อทำ 

intracytoplasmic sperm injection (ICSI) มีผลทำให้คุณภาพของโอโอไซด์ลดลงเช่นเดียวกัน (Luo et al., 

2022) ส่งผลให้ตัวอ่อนที่พบในกลุ่มทดลองของการศึกษานี้มีแนวโน้มอยู่ในระยะ degeneration มากยิ่งขึ้น 

 

Figure 4. Bar graph shows the percentage of collected embryos at each stage of the control and 
treatment groups. Asterisk (*) indicates statistical significance at p<0.05. 

ตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากต่อหรือแช่แข็งเก็บไว้ได้และการประเมินคุณภาพของตัวอ่อน 

ในกรณีที่ได้ตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้อยู่ในระยะที่เหมาะสม จะมีการประเมินคุณภาพตัวอ่อนจำแนกตามเกรด

และคัดเลือกตัวอ่อนเหล่านั้นมาเพ่ือใช้ประโยชน์ต่อไป โดยหากมีการเตรียมตัวแม่ตัวรับไว้เรียบร้อยแล้ว จะทำการ

คัดเลือกตัวอ่อนที่มีคุณภาพดีเพื่อนำไปย้ายฝากในแม่ตัวรับต่อไปทันที อย่างไรก็ตาม หากตัวอ่อนที่ล้างเก็บได้มี

ปริมาณมากเกินกว่าแม่ตัวรับที่เตรียมไว้ หรือไม่ได้มีการเตรียมแม่ตัวรับไว้ในวันที่ล้างเก็บตัวอ่อน ตัวอ่อนดังกล่าว

จะถูกนำไปแช่แข็งและเก็บรักษาไว้เพื่อใช้ย้ายฝากสู่แม่โคในภายหลังต่อไป ซึ่งตัวอ่อนที่สามารถนำไปแช่แข็ งหรือ

นำไปใช้ย้ายฝากได้นั้น จะต้องเป็นตัวอ่อนที่อยู่ในระยะ morula, early blastocyst, blastocyst และ expanded 

blastocyst เท่านั้น โดยจากการศึกษานี้พบว่าจำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปแช่แข็งหรือนำไปใช้ย้ายฝากได้มี
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จำนวนรวมทั้งสิ้น 48 ใบในกลุ่มควบคุม คิดเป็นค่าเฉลี่ย 2.82±0.83 ใบต่อตัว ส่วนในกลุ่มทดลองได้จำนวนตัวอ่อน

ทั้งสิ ้น 59 ใบ คิดเป็นค่าเฉลี ่ย 3.47±1.02 ใบต่อตัว ซึ ่งจากผลการศึกษานี ้พบว่าโคในกลุ ่มที ่ได้รับฮอร์โมน 

เอฟ เอส เอช ในสารละลายไฮยาลูโรแนนได้จำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปแช่แข็งหรือนำไปใช้ย้ายฝากไม่แตกตา่ง

อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Tríbulo et al. (2012)  

ที่ได้ทำศึกษาผลของการกระตุ้นการตกไข่หลายใบในโคเนื้อโดยให้ฮอร์โมน FSH ปริมาณ 400 มิลลิกรัมวันละ  

2 ครั้งเข้าทางกล้ามเนื้อเป็นเวลา 4 วัน (กลุ่มควบคุม) เปรียบเทียบกับกลุ่มโคที่ให้ฮอร์โมน FSH ปริมาณ 400 

มิลลิกรัมในสารละลายไฮยาลูโรแนนจำนวน 2 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 48 ชั่วโมง (กลุ่มทดลอง) ผลการศึกษาพบว่า

จำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากได้ แม้ว่าจะมีจำนวนเพิ่มขึ้นในกลุ่มทดลองเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม

แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (3.70+1.30 ใบและ 2.50+0.80 ใบตามลำดับ) เช่นเดียวกันกับ

การศึกษาของ Biancucci et al. (2016) ได้ทำการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการกระตุ้นการตกไข่หลายใบในโค 

โดยเปรียบเทียบจำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากและจำนวนตัวอ่อนที่สามารถแช่แข็งได้ในกลุ่มควบคุมที่ใช้

ฮอร์โมน FSH แบบโปรแกรมปกติ โดยให้ฮอร์โมนรวมทั้งสิ้น 8 ครั้ง แบ่งฉีดวันละ 2 ครั้งเป็นเวลา 4 วันและกลุ่ม

ทดลองที่ใช้ฮอร์โมน FSH ละลายในสารละลายไฮยาลูโรแนน ทำการฉีดจำนวน 2 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 48 ชั่วโมง 

ผลการศึกษาพบว่า จำนวนตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากและจำนวนตัวอ่อนที่สามารถแช่แข็งได้ในกลุ่มทดลอง 

(9.60+1.40 ใบและ 9.60+1.40 ใบตามลำดับ) มีจำนวนมากกว่ากลุ่มควบคุม (6.60+1.00 ใบและ 6.00+1.00 ใบ

ตามลำดับ) แต่ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเช่นกัน 

เมื่อพิจารณาถึงจำนวนและคุณภาพของตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งต่อได้ดังแสดงไว้ใน  

Table 1. ตัวอ่อนที่มีคุณภาพดีในแต่ละระยะจะถูกนำมาจำแนกคุณภาพตามเกรดของตัวอ่อนเป็น 3 ระดับ ได้แก่ 

เกรด A, B และ C เรียงตามคุณภาพของตัวอ่อนจากมีคุณภาพมากไปยังมีคุณภาพน้อย เมื่อคำนวณจากจำนวนตัว

อ่อนทั้งหมดที่สามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งได้ พบว่าตัวอ่อนในระยะ morula ในกลุ่มควบคุม อยู่ในเกรด B 

ทั้งหมด คิดเป็นร้อยละ 4.17±0.33 ในขณะที่กลุ่มทดลองพบตัวอ่อนระยะ morula เกรด A และเกรด B คิดเป็น

ร้อยละ 1.69±0.24 และ 8.47±0.59 ตามลำดับ ส่วนตัวอ่อนระยะ early blastocyst ในกลุ่มควบคุม พบตัวอ่อน

เกรด A, B และ C คิดเป็นร้อยละ 4.17±0.33, 50.00±2.24 และ 4.17±0.49 ตามลำดับ และในกลุ่มทดลองพบตัว

อ่อนเฉพาะในเกรด A และ B คิดเป็นร้อยละ 6.78±0.56 และ 18.64±1.32 ตามลำดับ เมื่อพิจารณาตัวอ่อนใน

ระยะ blastocyst ในกลุ่มควบคุม พบตัวอ่อนในเกรด A และ B คิดเป็นร้อยละ 12.50±0.70 และ 22.92±1.06 

ตามลำดับ และในกลุ่มทดลองพบตัวอ่อนในเกรด A, B และ C คิดเป็นร้อยละ 15.25±0.87, 45.76±2.53 และ 

1.69±0.24 ตามลำดับ ส่วนตัวอ่อนในระยะ expanded blastocyst พบเฉพาะตัวอ่อนที่อยู่ในเกรด A ในกลุ่ม

ควบคุมและในกลุ่มทดลองคิดเป็นร้อยละ 2.08±0.24 และ 1.69±0.24 ตามลำดับ โดยร้อยละจำนวนตัวอ่อนใน
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ระยะ morula เกรด B และระยะ blastocyst เกรด B ในกลุ ่มทดลองมีจำนวนมากกว่ากลุ ่มควบคุมอย่างมี

นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่ร้อยละจำนวนตัวอ่อนในระยะ early blastocyst เกรด B ของกลุ่มทดลอง

มีจำนวนน้อยกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05)  

Table 1. The percentage of transferable or freezable embryos, categorized by the stage and 

grading for the control and treatment groups.  

Embryonic stages and grading 
Percentage of transferrable or freezable embryos (mean+SE) 

Control group Treatment group 

Morula 

Grade A - 1.69±0.24 

Grade B 4.17±0.33b 8.47±0.59a 

Grade C - - 

Early blastocyst 

Grade A 4.17±0.33  6.78±0.56  

Grade B 50.00±2.24a 18.64±1.32b 

Grade C 4.17±0.49 - 

Blastocyst 

Grade A 12.50±0.70  15.25±0.87  

Grade B 22.92±1.06b 45.76±2.53a 

Grade C - 1.69±0.24 

Expanded blastocyst   

Grade A 2.08±0.24 1.69±0.24 

Grade B - - 

Grade C - - 

a,b indicate the statistical significance at p<0.05 between two groups.   
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จากผลการทดลองเมื่อพิจารณาเฉพาะตัวอ่อนที่สามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งได้ ในกลุ่มควบคุมจะพบ
ตัวอ่อนในระยะ early blastocyst จำนวนมากที่สุดโดยพบเป็นเกรด B มากที่สุดและมีความแตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มทดลอง ส่วนในกลุ่มทดลองพบว่าตัวอ่อนที่ได้มากที่สุดจะเป็นตัวอ่อนใน
ระยะ  blastocyst โดยพบเป ็น เกรด B มากท ี ่ ส ุ ดและม ี ความแตกต ่ า งอย ่ างม ี น ั ยสำค ัญทางสถ ิ ติ  
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมเช่นกัน ดังนั้น เมื่อคัดทิ้งตัวอ่อนที่ไม่มีคุณภาพออกไปแล้ว (ตัวอ่อนในระยะ 
degeneration และ UFO) จะเห็นได้ว่าการกระตุ้นการตกไข่ทั้งสองวิธีสามารถให้จำนวนตัวอ่อนที่มีคุณภาพดีเพ่ือ
นำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งต่อไปได้ไม่แตกต่างกัน จึงสามารถพิจารณาใช้วิธีการกระตุ้นการตกไข่หลายใบด้วย
ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนนเข้ามาทดแทนวิธีการแบบเดิมได้ อย่างไรก็ตาม เมื่อพิจารณาในเชิงปัจจัย
ทางเศรษฐกิจร่วมด้วย โดยคำนวณจากต้นทุนการผลิตตัวอ่อนเปรียบเทียบกับจำนวนของตัวอ่อนคุณภาพดีที่
สามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งเก็บไว้ได้ของทั้งสองวิธีพบว่า การผลิตตัวอ่อนโดยใช้วิธีการกระตุ้นการตกไข่
หลายใบด้วยการใช้ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนน โคแต่ละตัวในกลุ่มทดลองจะมีต้นทุนเพ่ิมข้ึนจากการ
ใช้สารละลายไฮยาลูโรแนนเพื่อนำมาใช้ในการทำละลายฮอร์โมน FSH โดยในการกระตุ้นการตกไข่หลายใบในโค  
1 ตัวจะต้องใช้สารละลายไฮยาลูโรแนนปริมาณรวมทั้งสิ้น 9.9 มิลลิลิตรต่อการกระตุ้นการตกไข่หลายใบ 1 ครั้ง  
คิดเป็นต้นทุนที่ต้องจ่ายเพิ่มจากวิธีการเดิมครั้งละ 3,500 บาท ซึ่งเมื่ออ้างอิงจำนวนตัวอ่อนที่มีคุณภาพที่ได้จาก
การศึกษานี้พบว่า การกระตุ้นการตกไข่หลายใบโดยใช้สารละลายไฮยาลูโรแนนจะสามารถเพิ่มจำนวนตัวอ่อน
คุณภาพดีได้คิดเป็นค่าเฉลี่ย 0.65 ใบต่อโค 1 ตัวเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีการเดิม ดังนั้น เมื่อคำนวณจากรายได้ที่ได้
เพ่ิมข้ึนจากการได้ตัวอ่อนคุณภาพดีเพ่ิมขึ้นหักลบกับต้นทุนการผลิตที่เพ่ิมขึ้นแล้ว เกษตรกรจะยังคงได้กำไรเพ่ิมขึ้น
จากการจำหน่ายตัวอ่อนคิดเป็นเงินประมาณ 6,250 บาทต่อตัวอ่อน 1 ใบ (คำนวนจากราคาจำหน่ายตัวอ่อนโค  
1 ใบมีมูลค่าประมาณ 15,000 บาทและต้นทุนการผลิตตัวอ่อนโคด้วยวิธีปกติมีมูลค่าประมาณ 6,200 บาทต่อตัว
อ่อนโค 1 ใบ) นอกจากนี้ หากเปรียบเทียบในมุมมองของจำนวนครั ้งในการจับบังคับสัตว์ที ่ลดลง การลด
ความเครียดของสัตว์ที่เกิดจากการจับบังคับ การประหยัดเวลาและประหยัดแรงงานประกอบด้วยแล้ว พบว่าการ
กระตุ้นการตกไข่หลายใบโดยใช้ฮอร์โมน FSH ร่วมกับสารละลายไฮยาลูโรแนน ยังเป็นวิธีที่มีความสะดวกมากกว่า
วิธีปกติ วิธีการนี้จึงเป็นทางเลือกที่มีความเหมาะสมต่อเกษตรกรในกรณีท่ีค่าจ้างแรงงงานมีราคาสูง มีแรงงานจำกัด
หรือในกรณีที่โคจับบังคับได้ยาก โดยสารละลายไฮยาลูโรแนนแม้จะอยู่ในกลุ่มสารที่มีความข้นหนืด แต่สามารถ
ผสมให้เข้ากันกับฮอร์โมน FSH ได้ไม่ยากนัก ทำให้ใช้เวลาไม่นานในการเตรียมฮอร์โมน อย่างไรก็ตาม ตำแหน่งที่มี
การบริหารยาควรมีการเช็ดทำความสะอาดผิวหนังด้วยแอลกอฮอล์ให้เรียบร้อยก่อน และเม่ือทำการบริหารยาเข้าสู่
ร่างกายโคแล้วควรมีการนวดคลึงบริเวณจุดที่ฉีดเพ่ือให้เกิดการกระจายตัวของฮอร์โมนและลดโอกาสการเกิดก้อนฝี
หนองขึ้นในภายหลัง การศึกษานี้จึงเป็นการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีชีวภาพและเทคนิคทางชีวโมเลกุลเพื่อช่วย
ปรับปรุง พัฒนาและเพิ่มประสิทธิภาพกระบวนงานย้ายฝากตัวอ่อนให้มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น โดยมุ่งหวังให้การ
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ผลิตโคเนื้อในประเทศไทยด้วยการย้ายฝากตัวอ่อนมีความยั่งยืน มีผลผลิตอย่างต่อเนื่องและสามารถกระจาย
พันธุกรรมโคเนื้อท่ีดีได้เป็นวงกว้างให้แก่เกษตรกรต่อไป 

สรุปผลการทดลอง 

การใช้ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนนเพื่อกระตุ้นการตกไข่หลายใบในการผลิตตัวอ่อนโค  

มีผลให้จำนวนฟอลลิเค ิลน ้อยกว ่าการใช ้ฮอร ์โมน FSH แบบปกติ แต ่ให ้จำนวนตัวอ่อนที ่ล ้างเก ็บได้  

ไม ่แตกต ่างก ัน โดยพบตัวอ ่อนในระยะ blastocyst และ degeneration มากกว ่าการใช้ฮอร ์โมน FSH  

แบบปกติ ในขณะทีต่ัวอ่อนคุณภาพดีท่ีสามารถนำไปย้ายฝากหรือแช่แข็งได้มีจำนวนไม่แตกต่างกัน  

ดังนั้น การใช้ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนนจึงเป็นวิธีทางเลือกที่มีความน่าสนใจและสามารถ

ทดแทนการกระตุ้นการตกไข่หลายใบวิธีเดิมได้โดยให้ผลลัพธ์ไม่แตกต่างกัน โดยวิธีนี้ช่วยให้ใช้แรงงานในการจับ

บังคับโคลดลง ประหยัดเวลาในการทำงาน ลดจำนวนครั้งในการบริหารยาและช่วยลดความเครียดของโคลงได้  

ส ่ งผลโดยตรงต ่อการเพ ิ ่มประส ิทธ ิภาพกระบวนงานการผล ิตและย ้ายฝากต ัวอ ่อนในประเทศไทย  

ให้มีคุณภาพมากยิ่งข้ึน 

ข้อเสนอแนะ 

ควรมีการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบระดับของฮอร์โมน FSH ในกระแสเลือดโคเพิ่มเติมในช่วงก่อนและหลัง

การได้รับฮอร์โมนในโคแต่ละตัว เพื่อใช้เป็นข้อมูลประกอบในการบ่งชี้ถึงความสามารถในการคงระดับปริมาณ

ฮอร์โมนของสารละลายไฮยาลูโรแนน นอกจากนี้ เพื่อเป็นการลดปัจจัยความแปรปรวนภายในของสัตว์แต่ละตัว 

ควรทำการศึกษาทั้งสองวิธีในโคตัวเดียวกันโดยเก็บข้อมูลเปรียบเทียบระหว่างก่อนและภายหลังจากการกระตุ้น

การตกไข่หลายใบด้วยวิธีปกติและการกระตุ้นการตกไข่หลายใบโดยใช้ฮอร์โมน FSH ในสารละลายไฮยาลูโรแนน 

เพื่อให้ทราบถึงจำนวนตั้งต้นของฟอลลิเคิล คอปัสลูเทียมและความสามารถในการผลิตตัวอ่อนที่มีของแต่ละตัว  

ซึ่งสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานเพื่อให้สามารถประเมินผลของการศึกษาต่อการกระตุ้นการตกไข่หลายใบได้อย่าง  

ครอบคลุมมากยิ่งขึ้น ทั้งนี้ หากสามารถเพิ่มจำนวนประชากรที่นำมาใช้ในการศึกษาได้มากขึ้นโดยเลือกใช้กลุ่ม

ประชากรที่มีลักษณะใกล้เคียงกัน จะช่วยให้ผลการทดลองมีความชัดเจนและน่าเชื่อถือมากยิ่งขึ้น  
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ผลของความแตกต่างระหว่างวิธีการทำละลายน้ำเชื้อโคในอุณหภูมิที่แตกต่างกันต่อลักษณะการแสดงออกของ
โปรตีนในเซลล์อสุจิโค 

สุจิรา ธรรมวัง1/  วิชญาณี ภูมพิิทักษ์กุล2/ นิติรัฐ  ถียัง3/   มขุสุดา  เรืองกรี4/ 
บทคัดย่อ 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบคุณภาพของน้ำเชื้อแช่แข็งหลังการทำละลายที่อุณหภูมิต่างๆ และ
ประเมินคุณภาพน้ำเชื้อที่ทำการบ่มไว้หลังการทำละลายในระยะเวลาที่ต่างกัน โดยวิเคราะห์อัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ
และรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลง ทำการศึกษาโดยใช้น้ำเชื้อแช่แข็งของโคพ่อพันธุ์จำนวนทั้งสิ้น 240 
หลอด แบ่งตัวอย่างน้ำเชื้อออกเป็น 3 กลุ่มตามอุณหภูมิที่ใช้ในการทำละลาย ได้แก่ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 30 วินาทีตามลำดับ นอกจากนี้ นำน้ำเชื้อหลังการทำละลายของแต่ละกลุ่มไปบ่มเป็นระยะเวลา 0, 10, 30, 60, 90 
และ 120 นาที วิเคราะห์คุณภาพของน้ำเชื้อด้วยเครื่อง CASA และศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนด้วยเทคนิค 
SDS-PAGE นอกจากนี ้ ทำการศึกษาการปรากฏและระดับการแสดงออกของโปรตีน  MMP-1 ด้วยเทคนิค Gelatin 
zymography ผลการศึกษาพบว่า น้ำเชื้อที่ทำละลายอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสมีร้อยละ motility และร้อยละ ALH สูง
กว่ากลุ่มที่ทำละลายน้ำเชื้อในอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส (p<0.05) นอกจากนี้ การบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลาย
แล้วเป็นระยะเวลามากกว่า 60 นาทีเป็นต้นไป จะส่งผลให้การเคลื่อนที่ ได้แก่ ร้อยละ motility ร้อยละ progressive 
motility และความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ได้แก่ ร้อยละ VAP ร้อยละ VCL และร้อยละ VSL ลดลง (p<0.05) ใน
ส่วนรูปแบบการแสดงออกของโปรตีน พบการเปลี่ยนแปลงของระดับโปรตีนอย่างมีนัยสำคัญในโปรตีนขนาด 135 kDa ใน
ทุกกลุ่ม (p<0.05) โดยพบการลดลงของโปรตีนขนาดดังกล่าวเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อมากกว่า 30 นาทีเป็นต้นไป 
ซึ่งในตัวอย่างน้ำเชื้อที่ทำละลายที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส พบการเปลี่ยนแปลงของระดับโปรตีนขนาด 48 kDa อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติร่วมด้วย (p<0.05) โดยพบการลดลงของระดับโปรตีนเมื่อเวลาบ่มน้ำเชื้อเพิ่มขึ้น ซึ่งการปรากฏของแถบ
โปรตีนดังกล่าวมีขนาดใกล้เคียงกับขนาดของโปรตีน MMP-1 ที่พบได้ในน้ำเชื้อ ทำการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อดูการปรากฏของ
โปรตีน MMP-1 ในน้ำเชื้อที่ทำละลายที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสพบว่ามีการลดลงของระดับโปรตีนอย่างมีนัยสำคัญเมื่อ
ระยะเวลาในการบ่มมากกว่า 30 นาทีเป็นต้นไป (p<0.05) เช่นเดียวกัน ดังนั้น การศึกษานี้จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งในการ
ระบุอุณหภูมิและเวลาที่เหมาะสมในการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งโค และนำไปสู่การพัฒนาเครื่องหมายชีวภาพเพื่อใช้ในการ
บ่งชี้คุณภาพของน้ำเชื้อแช่แข็งต่อไปในอนาคตเพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการสืบพันธุ์ของโคในประเทศไทยได้อย่างยั่งยืน   
 
คำสำคัญ:  การทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็ง การแสดงออกของโปรตีนในน้ำเชื้อ คุณภาพน้ำเชื้อ  
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Effect of different thawing methods on semen characteristics and protein expression profile of bull 
  Sujira Thammawang1/ Vichayanee Pumpitakkul2/ Nitirath Theeyoung3/ Muksuda Ruangkree4/ 

Abstract 
This study aims to compare the quality of bull frozen semen after thawing at different 

temperatures and to evaluate the quality of post-thawed semen at various incubation time points by 
analyzing the sperm motility rate and protein expression patterns that change over incubation times. 
The study utilized a total of 240 bull frozen semen samples, divided into three groups thawed at 
temperatures of 30, 37, and 45oC for 30 seconds each. Additionally, post-thawed semen from each 
group was incubated for 0, 10, 30, 60, 90, and 120 minutes. The quality of semen was analyzed using 
CASA machine and the protein expression patterns were studied using SDS-PAGE technique. 
Furthermore, the study examined the intensity level of MMP-1 proteins using gelatin zymography. The 
results revealed that semen thawed at 45oC exhibited significantly higher percentages of motility and 
ALH compared to the groups thawed at 30 and 37 oC (p<0.05). Moreover, incubating the post-thawed 
semen for more than 60 minutes resulted in a significant decrease in the percentages of motility, 
progressive motility, VAP, VCL and VSL (p<0.05). Significant changes were observed in the protein 
expression patterns, particularly in a protein with a size of a 135 kDa protein in all groups (p<0.05). 
Furthermore, a statistically significant decrease in a protein with a size of 48 kDa was observed when 
the incubation time exceeded 30 minutes, especially in the group thawed at 45oC (p<0.05). The 
appearance of this protein band was similar in size to the MMP-1 proteins found in semen. Further 
investigation revealed a significant decrease in MMP-1 protein levels in post-thawed semen thawed at 
45oC after an incubation period exceeding 30 minutes (p<0.05). Thus, this study is highly beneficial in 
determining the appropriate temperature and duration for thawing frozen bull semen, leading to the 
development of biological markers to indicate the quality of frozen semen, thereby enhancing the 
breeding efficiency of cattle in Thailand in the future. 
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คำนำ 
การผสมเทียมโคโดยใช้น้ำเชื้อแช่แข็ง (Semen cryopreservation) ถือเป็นวิธีการขยายพันธุ์ปรับปรุง

พันธุ์ในที่ได้รับความนิยมแพร่หลายในปัจจุบัน เนื่องจากวิธีการดังกล่าวช่วยให้สามารถเก็บน้ำเชื้อได้เป็นระยะ

เวลานาน ลดค่าใช้จ่ายในการขนส่งและการเลี้ยงพ่อพันธุ์ และช่วยลดความเสี่ยงในการกระจายของโรคติดต่อจาก

พ่อพันธุ์ได้ อย่างไรก็ตาม น้ำเชื้อที่ผ่านกระบวนการแช่แข็งจะมีคุณภาพของน้ำเชื้อลดลง โดยพบรูปร่างของอสุจิ 

(Sperm morphology) ท ี ่ เ ป ล ี ่ ย นแป ล ง ไ ป  มี ก า ร เ คล ื ่ อ น ท ี ่ ข อ ง อส ุ จ ิ  ( Sperm motility) ที่ ล ดล ง  

พบการเปลี ่ยนแปลงของกรดไขมันไม่อิ ่มตัว (Unsaturated phospholipids) ที่บริเวณเยื ่อหุ้มเซลล์อสุจิจาก

ของเหลว (liquid phase) ไปสู่สถานะท่ีมีความหนืดข้นมากขึ้น (Gel phase) และพบว่าสารพันธุกรรมในเซลล์อสุจิ

ถูกทำลาย (DNA damage) ส่งผลให้อัตราการอยู่รอดของอสุจิ (Survival rate) ลดลงเหลือเพียงร้อยละ 20-50 

(Amidi et al., 2016; de Paula et al., 2006; Shahzad et al., 2016) นอกจากนี้ การที่เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิที ่มี

องค ์ประกอบของ Unsaturated phospholipids เป ็นจำนวนมากนั ้น ส ่งผลให้ต ัวอสุจ ิม ีความไวต่อการ

เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชันที่เกิดในไขมัน (Lipid peroxidation) ซึ่งก่อให้เกิดสารอนุมูลอิสระ (Oxidative stress) 

ข ึ ้นในเซลล์อส ุจ ิในช ่วงกระบวนการแช ่แข ็งและการทำละลาย  (Holt, 2000) ทั ้งน ี ้  แม ้ว ่าความสำเร็จ 

ในการผสมเทียมโคจะขึ ้นก ับหลากหลายปัจจ ัยร ่วม ได ้แก่ ส ุขภาพของแม่โค โรคทางระบบสืบพันธุ์   

การจับสัด (Heat detection) และเทคนิคการผสมเทียมที ่มีความถูกต้องและผสมในช่วงเวลาที ่เหมาะสม  

การเลือกใช้น้ำเชื้อที่มีคุณภาพดีและมีขั้นตอนการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่มีความเหมาะสมถือเป็นปัจจัยสำคัญ

อย่างยิ่งที่ส่งผลต่ออัตราการผสมติดและตั้งท้อง โดยกระบวนการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งนั้นมีผลโดยตรงต่อ

คุณภาพน้ำเช ื ้อหลังการทำละลาย  เน ื ่องจากเย ื ่อห ุ ้มเซลล์ (Plasma membrane) ของอสุจ ิ อะโครโซม 

(Acrosome) และไมโตคอนเดรีย (Mitochondria) มีความไวต่อการแช่แข็งและการทำละลายเป็นอย่างมาก 

(Yilmaz et al., 2020) ซึ่งการทำละลายน้ำเชื้อในช่วงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมถือเป็นกระบวนการที่มี

ความสำคัญที ่สามารถช่วยลดกระบวนการเกิดผลึกน้ำแข็ง (Water recrystallization) ที ่เป็นอันตรายต่อ 

เยื่อหุ้มเซลล์และไซโทพสาสซึมของอสุจิ ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่และอัตราการมีชีวิตหลังละลายดีขึ้น (Correa 

et al., 1996) การศึกษาก่อนหน้าในสหรัฐอเมริการายงานว่าอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมในการทำละลาย

น้ำเชื้อโคควรอยู่ในช่วง 35-38 องศาเซลเซียส เป็นเวลามากกว่า 30 วินาที (Senger et al., 1980) ซึ่งใกล้เคียงกับ

การศึกษาจากประเทศเยอรมนี ที่ระบุว่าการทำละลายน้ำเชื้อควรทำที่ช่วงอุณหภูมิ 37.5-38.5 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 10-12 วินาที (Koch et al., 2022) และการใช้อุณหภูมิในการทำละลายน้ำเชื้อมากกว่า 38 องศาเซลเซียส

จะส่งผลต่อคุณภาพของน้ำเชื้อจากความร้อนที่สูงเกินไป (Kaproth et al., 2005) อย่างไรก็ตาม อุณหภูมิและ
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ระยะเวลาที่เหมาะสมในการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งยังคงไม่มีการศึกษาชัดเจนและมีความหลากหลายแตกต่างกัน

ไปตามการศึกษาในแต่ละประเทศ  

นอกจากนี้ การทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิและระยะเวลาต่างๆ ยังส่งผลถึงการแสดงออกของ

โปรตีนที่เปลี่ยนแปลงไปด้วย โดยโปรตีนในกลุ่ม Matrix metalloproteinases (MMPs) จัดเป็นเอนไซม์ในกลุ่ม 

Endopeptidase ที่สามารถสร้างขึ้นได้จากเซลล์หลายชนิด มีคุณสมบัติในการย่อยสลายโปรตีนที่เป็นส่วนประกอบ

ของของเหลวภายนอกเซลล์ (Extracellular matrix) และชั้น Basement membrane ในช่วงที่มีการเปลี ่ยน

ร ู ป ร ่ า ง ขอ ง เ ซลล์  (Tissue reconstruction) โ ด ย ใน เ ซม ิ น อล พล าส ม ่ า  (Seminal plasma) ของ โ ค 

จะสามารถพบ MMP-1 ได้ (Kareskoski et al., 2021) ซึ่งปริมาณของ MMPs จะมีความสัมพันธ์โดยตรงต่อความ

เข้มข้นของตัวอสุจิ อัตราการมีชีวิตรอดและการเคลื่อนที่ของอสุจิ จึงสามารถนำการปรากฏของโปรตีนดังกล่าวมา

ใช้ในการประเมินคุณภาพของน้ำเชื้อที่ทำละลายในอุณหภูมิและช่วงเวลาที่แตกต่างกันได้ การศึกษาในครั้งนี้ จึงมี

วัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความแตกต่างของคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งและรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนใน

เซลล์อสุจิโคเมื่อทำการละลายน้ำเชื้อในอุณหภูมิและระยะเวลาที่แตกต่างกัน งานวิจัยนี้จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งใน

การระบุอุณหภูมิและช่วงเวลาในการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่เหมาะสมและนำไปสู่การค้นหาเครื่องหมายทาง

ชีวภาพเพ่ือใช้ในการบ่งชี้ถึงคุณภาพของน้ำเชื้อแช่แข็งต่อไปในอนาคตได้ ซึ่งส่งผลโดยตรงต่อการเพิ่มอัตราการผสม

ติดตั้งท้องในโค และช่วยเพิ่มประสิทธิภาพทางระบบสืบพันธุ์ในโคของประเทศไทยให้ดียิ่งขึ้น 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง 

ใช้ตัวอย่างน้ำเชื ้อแช่แข็งจำนวน 240 หลอดที่รีดเก็บจากโคพ่อพันธุ์ที ่มีอายุในช่วง 3-5 ปี จำนวน  

10 ตัว โดยโคพ่อพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษานี้เป็นพ่อโคที่อยู่ในสถานะให้ผลผลิตและสามารถรีดเก็บน้ำเชื้อเพื่อนำมา

ผลิตเป็นน้ำเช ื ้อแช่แข็งได้ น้ำเช ื ้อสดที ่ร ีดเก็บได้มี ต ัวอส ุจิที่ม ีอ ัตราการเคลื ่อนที ่ ไม ่ต ่ำกว่าร ้อยละ 70  

นำน้ำเชื้อสดมาเจือจางด้วยสารละลายเจือจางน้ำเชื้อ จากนั้นจึงนำน้ำเชื้อที่เจือจางแล้วมาผ่านกระบวนการ 

แช่แข็ง และบรรจุในหลอดฟางขนาด 0.25 ซีซี โดยมีความเข้มข้นของอสุจิ 20 ล้านตัวต่อหลอด  

การแบ่งกลุ่มตัวอย่าง 

แบ่งตัวอย่างน้ำเชื้อแช่แข็งท้ังหมดออกเป็น 3 กลุ่มตามอุณหภูมิและระยะเวลาในบ่มน้ำเชื้อ ดังนี้  

กลุ่มที่ 1 ทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
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กลุ่มที่ 2 ทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

กลุ่มที่ 3 ทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 

 โดยหลังจากทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งแล้ว ทำการบ่มน้ำเชื้อทั้ง 3 กลุ่มที่อุณหภูมิเฉลี่ย 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 0, 10, 30, 60, 90 และ 120 นาที ตามลำดับ 

การประเมินคุณภาพน้ำเชื้อด้วยเครื่อง Computer assisted sperm analysis (CASA) 

 สุ่มเลือกน้ำเชื้อแช่แข็งที่ทำละลายและผ่านการบ่มแล้วกลุ่มละ 3 ตัวอย่าง มาทำการตรวจประเมิน
คุณภาพน้ำเชื้อด้วยเครื่อง Computer assisted sperm analysis (CASA) โดยใช้ตัวแปรในการวิเคราะห์คุณภาพ
น้ำเชื้อ ดังนี้  

1. การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ 
1.1 ร้อยละการเคลื่อนทีข่องตัวอสุจิ (Motility)  
1.2 ร้อยละของการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (Progressive motility)  
1.3 ร้อยละของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ช้า (Slow)  
1.4 ร้อยละของตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่ (Static) 

2. ความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (Velocity) ได้แก่ 
2.1 Average path velocity (VAP; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่เฉลี่ยจากระยะทางจริงใน 

1 วินาที  
2.2 Straight line velocity (VSL; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีตรง เป็นการคำนวณการ

เคลื่อนทีจ่ากจุดหนึ่งไปยังอีกจุดหนึ่งในแนวเส้นตรงในช่วงระยะเวลา 1 วินาที  
2.3 Curvilinear velocity (VCL; µm/s) หมายถึง ความเร็วในการเคลื ่อนที ่วิถีโค้ง เป็นการคำนวณ

แนวโน้มของการเคลื่อนที่เฉลี่ยใน 1 วินาที  
2.4 Wobble (WOB; %) หมายถึง อัตราส่วนความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (VAP) ต่อความเร็วเฉลี่ยของ

การเคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย  
3. ลักษณะเคลื่อนทีข่องตัวอสุจิ (Kinematic movement) ได้แก่ 

3.1 Amplitude of lateral head displacement (ALH; µm) หมายถึง ความกว้างของส่วนหัวของอสุจิ
ที่ส่ายไปมา  

3.2 Beat cross frequency (BCF; Hz) หมายถึง ความถี่ของการส่ายส่วนหัวของอสุจิ 
3.3 Straightness (STR; %) หมายถึง ความตรงในการเคลื่อนที่ ซึ่งคำนวณจากอัตราส่วนความเร็วของ

การเคลื่อนที่ในวิถีตรง (VSL) ต่อความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (VAP) คูณด้วยร้อย  
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3.4 Linearity (LIN; %) หมายถึง อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยของการ
เคลื่อนที่วิถีโค้ง (VCL) คูณด้วยร้อย  

การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนหลังจากการทำละลายน้ำเชื ้อแช่แข็งด้วยเทคนิค Sodium 

dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

สุ่มเลือกน้ำเชื้อแช่แข็งที่ทำละลายและผ่านการบ่มในระยะเวลาที่แตกต่างกันกลุ่มละ 3 ตัวอย่าง นำไปปั่น

เหวี ่ยงด้วยความเร็ว 1000 × g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เพื ่อแยกเซลล์อสุจิออกจาก

สารละลายเจ ือจางน้ำเช ื ้อ ทำการล ้างเซลล์ด ้วย Phosphate buffer saline (PBS) และนำไปปั ่นเหว ี ่ยง  

1000 × g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นใช้ไมโครปิเปตดูด PBS ทิ้ง ทำซ้ำจำนวน 3 ครั้ง 

โดยหลังจากปั่นเหวี่ยงแล้วจะพบตะกอนสีขาวบริเวณก้นหลอดทดลอง (Pellet) สกัดโปรตีนออกจากเซลล์อสุจิด้วย

การเติมสารย่อยโปรตีน RIPA lysis buffer ลงในหลอดทดลองที่มีตะกอน Pellet อยู่ วัดปริมาณความเข้มข้นของ

โปรตีนที่สกัดได้ด้วยวิธี Lowry method (Lowry et al., 1951)  

เตร ียมเจลชน ิด Polyacrylamide gel โดยใช้ส ัดส ่วน 4.5% (w/v) Stacking gel และ 10% (w/v) 

Separating gel นําโปรตีนที ่สก ัดได ้ผสมกับ Loading buffer และนำไปต้มในอ่างน ้ำร ้อน (Water bath)  

ที่อุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นจึงนำไปแช่ในน้ำแข็งเป็นเวลา 5 นาที ทําการแยกโปรตีน

โดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า ดังนี้  

- 4.5% Stacking gel ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 85 โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที  

- 10% Separating gel ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 125 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที 

หลังจากแยกโปรตีนแล้ว นําแผ่นเจลที่ได้ไปย้อมสี 5% Coomassie brilliant blue staining เพื่อให้ปรากฏแถบ

โปรตีนในตัวอย่างเป็นเวลา 1 ช ั ่วโมง จากนั ้นแช่แผ่นเจลในสารละลาย Destaining solution เป็นเวลา  

1 ชั่วโมงเพื่อล้างสีส่วนเกินออกจากแผ่นเจล และแช่แผ่นเจลในน้ำกลั่นบนเครื่องเขย่าสาร (Shaker) เป็นเวลา 1 

คืน สังเกตเห็นการปรากฏของแถบโปรตีนบนแผ่นเจล อ่านรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนบนแผ่นเจลด้วยเครื่อง 

Gel document system และบันทึกผล 

การศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีน MMP-1 ในน้ำเชื ้อโคแช่แข็งหลังการทำละลายด้วยเทคนิค 

Gelatin zymography 

เตร ี ยม เจลชน ิด  Polyacrylamide gel โดยใช้ ส ั ดส ่ วน  3% Stacking gel (ประกอบด ้ วย  0.5M  

Tris pH 6.8, 40% Acrylamide, 10% Sodium dodecyl sulfate (SDS), 10% Ammonium persulphate 
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(APS), Tetramethylethylenediamine (TEMED) และ 8% Separating gel (ประกอบด้วย 1.5M Tris pH 8.8, 

40% Acrylamide, 3% Gelatin, 10% SDS, 10% APS และ  TEMED) ใช ้ โปรต ีนของ เซลล ์ อส ุ จ ิปร ิ ม าณ  

15 µg ผสมใน Zymogram buffer ในอัตราส่วน 1:1 ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นทำการ

แยกโปรตีนโดยใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้าและเวลาดังนี้  

- 3% Stacking gel ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 85 โวลต์ เป็นเวลา 15 นาที  

- 8% Separating gel ใช้ความต่างศักย์ไฟฟ้า 150 โวลต์ เป็นเวลา 40 นาที  

หล ังจากแยกโปรต ีนแล ้ว ล ้างแผ ่นเจลด ้วย Washing renaturation (2.5% (v/v) Triton X-100) จำนวน  

2 คร ั ้ ง คร ั ้ งละ 30 นาที จากน ั ้นล ้างแผ ่น เจลด ้วยน้ำกล ั ่นจำนวน  2 คร ั ้ งและเต ิม Incubation buffer  

นำแผ่นเจลเข้าตู้บ่ม (Incubator) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 19 ชั่วโมง และย้อมสีแผ่นเจลด้วย 5% 

Coomassie brilliant blue staining เป็นเวลา 30 นาที ล้างสีส่วนเกินบนแผ่นเจลด้วยสารละลาย Destaining 

solution เ ป ็ น เ ว ล า  30 นาท ี  จ า กน ั ้ น ล ้ า ง แผ ่ น เ จ ลด ้ ว ยน ้ ำ กล ั ่ น บน เ ค ร ื ่ อ ง เ ขย ่ า ส า ร  (Shaker)  

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จนกระท่ังสังเกตเห็นแถบโปรตีนปรากฏขึ้นบนแผ่นเจล วัดความเข้มข้นของแถบใสที่ปรากฏบน

เจลด้วยเครื่อง Gel document system และบันทึกผล  

การบันทึกข้อมูล 

 บันทึกค่าที่อ่านได้จากเครื่อง CASA ในตัวแปรต่างๆ ได้แก่ การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (ร้อยละ motility, 
progressive motility, slow และ static) ความเร็วในการเคลื่อนที่ (ร้อยละ VAP, VSL, VCL, WOB) และลักษณะ
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (ร้อยละ ALH, BCF, LIN และ STR) ระดับการแสดงออกของโปรตีนบน SDS-PAGE และ
ระดับการแสดงออกของโปรตีน MMP-1 ด้วยเทคนิค Gelatin zymography  

การวิเคราะห์ทางสถิติ 

ว า งแผนกา รท ดล อง แบ บ  2 ×2  factorial in randomized complete block design (RCBD)  
โดยกำหนดให ้ป ัจจ ัยศ ึกษา ได ้แก่  อ ุณหภ ูม ิ ในการทำละลายน ้ำ เช ื ้ อท ั ้ ง  3 อ ุณหภ ูม ิ  (30, 37 และ  
45 องศาเซลเซียส) และระยะเวลาที่ทำการบ่มน้ำเชื้อ (0, 10, 30, 60, 90 และ 120 นาที) กำหนดให้สายพันธุ์ 
พ่อโคเป็นบล็อกวิเคราะห์ข้อมูล รายงานผลโดยใช้สถิติเชิงพรรณนาแสดงค่าเฉลี่ย±ค่าความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน 
( mean±standard deviation; SD) แ ล ะ วิ เ ค ร า ะ ห ์ ค ว า ม แ ต ก ต ่ า ง ท า ง ส ถ ิ ต ิ ข อ ง ข ้ อ ม ู ล ด ้ ว ย ว ิ ธี   
Two-way ANOVA ตามด้วยการเปรียบเทียบระหว่างคู ่ (multiple comparison) ด้วยวิธี Sidak’s test และ
ทดสอบอิทธิพลของตัวแปรระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่ม (Interaction) โดยความแตกต่างอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติจะพิจารณาเมื่อค่า p<0.05  
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ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ทำการประเมินคุณภาพของน้ำเช ื ้อแช่แข็งที ่ทำละลายด้วยอุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่มที่  
แตกต่างกัน โดยเมื่อทำการทดสอบอิทธิพลของของตัวแปรระหว่างอุณหภูมิและระยะเวลาในการบ่มแล้วพบว่าตัว
แปรทั้งสองไม่มีปฏิสัมพันธ์ต่อกัน จึงทำการศึกษาผลแยกแต่ละตัวแปร ดังนี้ 

1. อุณหภูมิในการทำละลายน้ำเชื้อ 

พิจารณาผลของอุณหภูมิในการทำละลายน้ำเชื้อทั้ง 3 อุณหภูมิ ได้แก่ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียส 
โดยทำละลายเป็นระยะเวลา 30 วินาทีเท่ากันทั้ง 3 กลุ่ม ประเมินคุณภาพของน้ำเชื้อในด้านการเคลื่อนที่ ความเร็ว
ในการ เคล ื ่ อนท ี ่ และล ักษณะการ เคล ื ่ อนท ี ่ ของต ั วอส ุ จ ิ  โดยในด ้ านการ เคล ื ่ อนท ี ่ ของต ั ว อส ุ จิ   
ทำการประเมินร้อยละ motility ร้อยละ progressive motility ร้อยละตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ช้าและร้อยละตัวอสจุิที่
ไม่เคลื่อนที ่เมื่อเปรียบเทียบตัวอย่างน้ำเชื้อที่ทำละลายด้วยอุณหภูมิที่แตกต่างกันพบว่า ไม่พบความแตกต่างอย่าง
ม ี น ั ย ส ำค ัญทา งสถ ิ ต ิ ข อ ง ร ้ อ ยล ะ  progressive motility ใ นท ุ ก กล ุ ่ ม  แต ่ พบคว ามแตกต ่ า ง ข อ ง 
ร้อยละ motility ร้อยละของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ช้าและร้อยละของตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่ระหว่างกลุ่ม โดยพบความ
แตกต่างของปัจจัยดังกล่าวในกลุ่มที่ 3 เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ 1 และ 2 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 
โดยพบว่า กลุ่มท่ี 3 มีการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิสูงกว่าและมีร้อยละของตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่น้อยกว่ากลุ่มที่ 1 และ 2 
อย ่ า งมีน ั ยสำค ัญทางสถ ิต ิ  (p<0.05) อย ่ า ง ไรก ็ตาม ร ้ อยละของอส ุจ ิท ี ่ เคล ื ่ อนท ี ่ ช ้ า ในกล ุ ่ มท ี ่  3  
มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ 1 และ 2 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) 

ต่อมาเม่ือทำการเปรียบเทียบดัชนีที่เกี่ยวข้องกับความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ได้แก่ ร้อยละของค่า 
VAP, VCL, VSL และ WOB พบว่า ตัวอย่างน้ำเชื้อโคในกลุ่มที่ 1, 2 และ 3 มีร้อยละของค่า VAP, VCL และ VSL 
ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แต่พบความแตกต่างของร้อยละ WOB ระหว่างกลุ่มที่ 1 และ 3 อย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยในกลุ่มที่ 1 จะมีค่า WOB สูงสุดเมื่อเทียบกับทั้ง 3 กลุ่ม นอกจากนี้ ทำการ
วิเคราะห์ดัชนีที่เกี ่ยวข้องกับลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ได้แก่ ร้อยละของค่า ALH, BCF, LIN และ STR 
พบว่าเมื่อเปรียบเทียบลักษณะการเคลื่อนที่ของทั้ง 3 กลุ่มที่ทำละลายด้วยอุณหภูมิที่ต่างกัน กลุ่มท่ี 3 มีค่าทั้ง 4 ค่า
แตกต่างจากกลุ่มที่ 1 และ 2 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยค่า BCF, LIN และ STR จะมีค่าน้อยที่สุดใน
กลุ่มท่ี 3 ส่วนค่า ALH จะมีค่าสูงสุดในกลุ่มที่ 3 ดังแสดงใน Table 1. 
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Table 1. The motility, velocity and kinetic parameters of thawed frozen semen samples under 
various thawing temperature, ranging from 30, 37 and 45 °C.  

Parameters 
Thawing temperature (mean+SD) 

30oC 37oC 45oC 
Motility parameter  
Motility (%) 47.79+6.10b 46.50+8.60b 50.42+5.37a 
Progressive motility 
(%) 

17.76+5.16a 18.32+5.52a 18.78+4.13a 

Slow (%) 15.09+0.93b 15.62+2.20b 17.52+1.20a 
Static (%) 55.21+6.10a 53.50+8.60a 49.58+5.37b 
Velocity parameter 
VAP (%) 61.88+7.12a 61.03+6.66a 62.94+4.51a 
VCL (%) 112.40+11.37a 94.88+10.45a 115.91+6.87a 
VSL (%) 48.84+6.31a 47.90+5.57a 48.05+4.53a 
WOB(%) 55.94+1.10a 55.44+0.84ab 55.27+0.75b 
Kinetic parameter 
ALH (%) 6.00+0.35a 6.02+0.31a 6.39+0.16b 
BCF (%) 25.65+2.06a 25.55+1.64a 24.89+1.69b 
LIN (%) 44.76+1.64a 43.87+0.91a 42.61+1.13b 
STR (%) 78.01+1.21a 77.26+0.63a 75.33+1.01b 

 

2. ระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังทำละลาย 

น้ำเชื้อที่ทำละลายแล้วจะทำการบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็นระยะ 0, 10, 30, 60, 90 และ 
120 นาทีตามลำดับ ทำการประเมินผลของระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายต่อคุณภาพของน้ำเชื้อ
และลักษณะการแสดงออกของโปรตีนที่มีการเปลี่ยนแปลงไป โดยการวิเคราะห์รูปแบบการแสดงออกของโปรตีน
เพิ่มเติมนี้ จะช่วยให้ทราบถึงโปรตีนที่อาจมีความสัมพันธ์กับคุณภาพของน้ำเชื้อและช่วยในการประเมินระยะเวลา
หลังการทำละลายที่มีผลต่อคุณภาพของน้ำเชื้อ ดังนี้ 
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2.1 การประเมินคุณภาพน้ำเชื้อที่ทำการบ่มหลังการทำละลายในระยะเวลาที่แตกต่างกัน 

ประเมินคุณภาพของน้ำเชื้อทั้ง 3 ด้านโดยใช้ดัชนีที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ ความเร็วในการเคลื่อนที่และ
ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ จากผลการทดลองพบว่า ระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อที่มากข้ึนจะส่งผลให้ค่าดัชนี
ต่างๆที ่เกี ่ยวข้องกับคุณภาพของน้ำเช ื ้อลดลง ในส่วนของดัชนีที ่เกี ่ยวข้องกับการเคลื ่อนที ่ของตัวอส ุจิ  
จะพบความแตกต่างของการเคลื่อนที่อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับน้ำเชื้อหลังการทำละลายทันทีที่
ร ะยะ เวลาบ ่ ม  60 นาท ี เป ็ นต ้ น ไป  (p<0.05) ท ั ้ ง ในร ้ อยละ  motility ร ้ อยละ  progressive motility  
และร้อยละตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่ ทั้งนี้ ค่าร้อยละของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ช้าสามารถพบการลดลงของค่าดังกล่าวอย่าง
มีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับน้ำเชื้อหลังการทำละลายทันทีที่ระยะเวลาบ่มตั้งแต่ 10 นาทีเป็นต้นไป 
(p<0.05) 

เมื่อพิจารณาดัชนีที่เกี่ยวข้องกับความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ พบการลดลงของความเร็วในการ
เคลื่อนที่เมื่อระยะเวลาในการบ่มนานขึ้น โดยจะพบการลดลงของร้อยละ VAP, VCL และ VSL เมื่อเปรียบเทียบกับ
น้ำเชื้อหลังการทำละลายทันทีที่ระยะเวลาบ่ม 60 นาทีเป็นต้นไปอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) อย่างไรก็ตาม 
ไม่พบความแตกต่างของร้อยละของค่า WOB อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลาในการย่ม
น้ำเชื้อหลังการทำละลายที่แตกต่างกัน 

ในส่วนของลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ พบว่าดัชนีที่เกี่ยวข้องกับลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิมีค่า
ลดต่ำลงเช่นกันเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อเพิ่มขึ้น โดยจะพบความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติของร้อย
ละของค่า BCF และ LIN ที่ระยะเวลาการบ่มตั้งแต่ 120 นาทีเป็นต้นไป (p<0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างระหว่าง
กลุ่มในค่าร้อยละ ALH และ STR อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติดังแสดงใน Table 2. 
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Table 2. The motility, velocity and kinetic parameters of thawed frozen semen samples under 
various incubation time ranging from 0, 10, 30, 60, 90 and 120 °C.  

Parameters 
Incubation time after thawing (min) 

0 10 30 60 90 120 

Motility parameter 

Motility (%) 53.59+2.04a 52.95+2.34a 50.49+3.25ab 47.44+3.99b 41.89+3.13c 36.94+4.93d 
Progressive 
motility (%) 22.21+0.97a 23.03+0.84a 21.38+0.80ab 17.95+1.77b 14.24+0.95c 10.90+1.71cd 

Slow (%) 17.90+1.19a 17.20+1.51b 16.04+1.84b 16.02+1.63b 14.90+0.92b 14.41+1.99b 

Static (%) 46.29+2.04a 47.05+2.34a 49.51+3.25ab 52.57+3.99b 58.11+3.13c 63.06+4.93d 

Velocity parameter 

VAP (%) 67.7+0.37a 66.52+1.72a 65.93+1.32a 61.80+0.53b 57.59+3.37c 52.39+2.84d 

VCL (%) 124.29+0.35a 118.30+2.59ab 118.99+1.44c 112.95+6.96c 106.52+6.96d 98.67+5.49d 

VSL (%) 52.79+0.68a 52.76+2.38a 52.03+2.15a 47.94+0.72b 44.43+1.53c 39.65+0.95d 

WOB(%) 55.66+0.22a 56.70+1.13a 55.96+0.35a 55.47+0.24a 55.10+0.66a 54.40+0.69a 

Kinetic parameter 

ALH (%) 6.56+0.11a 6.11+0.23a 6.21+0.08a 6.12+0.17a 5.97+0.46a 5.86+0.38a 

BCF (%) 26.36+0.58ac 27.55+1.17ab 26.47+0.66a 24.99+0.43ac 23.88+0.47cd 22.94+0.40d 

LIN (%) 43.48+0.64ab 45.39+2.13a 44.44+0.98ab 43.57+0.87ab 43.29+1.48ab 42.36+1.40b 

STR (%) 76.45+0.64a 77.84+2.08a 77.38+1.35a 76.64+1.29a 76.79+1.83a 76.08+2.01a 
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Table 3. Analysis of motility of thawed semen samples across different time intervals (0-10, 10-
30, 30-60, 60-90 and 90-120 minutes) of incubation 

Parameters 
Thawing temperature 

30oC 37oC 45oC 

Differential motility changes during the time intervals of incubation (%) 

0-10 min 2.54 1.64 2.70 

10-30 min 5.19 8.57 0.18 

30-60 min 9.57 2.97 5.77 

60-90 min 6.50 17.45 10.63 

90-120 min 10.85 18.28 7.03 

Motility rate changes during the time intervals of incubation (%/min) 

0-10 min 0.25 0.16 0.27 

10-30 min 0.26 0.43 0.01 

30-60 min 0.32 0.10 0.19 

60-90 min 0.22 0.58 0.35 

90-120 min 0.36 0.61 0.23 

The incubation time 
point of motility rate 
< 40%  

120 min 90 min - 

 ในการศึกษานี้ ได้ทำการวิเคราะห์ร้อยละ motility เพิ่มเติม เนื่องจากเป็นดัชนีที่มีความสำคัญอย่างยิ่งใน
การประเมินคุณภาพของน้ำเชื้อ โดยพบว่าร้อยละ motility จะมีค่าลดต่ำลงเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลัง
การทำละลายนานขึ ้นในทุกอุณหภูมิที ่ทำการละลายน้ำเช ื ้อ ซึ ่งในช่วงระยะเวลาการบ่มที ่ 60-90 นาที 
เป็นต้นไป จะเห็นการลดลงของร้อยละ motility อย่างชัดเจน โดยในกลุ่มที่ทำละลายน้ำเชื้อที่ 37 องศาเซลเซียส
จะพบอัตราการเปลี่ยนแปลงสูงถึง 0.58 และ 0.61 ในช่วงระยะเวลาการบ่มน้ำเชื้อที่ 60-90 นาทีและ 90-120 
นาทีตามลำดับ นอกจากนี้ น้ำเชื้อที่มีคุณภาพดีและให้อัตราการผสมติดที่ดีควรมีค่าร้อยละ motility มากกว่าหรือ
เท่ากับร้อยละ 40 ขึ้นไปหลังการทำละลาย จากผลการศึกษาจะเห็นได้ชัดเจนว่าน้ำเชื้อที่ทำละลายที่อุณหภูมิ 45 
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องศาเซลเซียส เมื่อบ่มน้ำเชื้อไว้หลังการทำละลายเป็นเวลามากกว่า 120 นาทียังคงไม่พบน้ำเชื้อที่มีร้อยละ 
motility น้อยกว่าร้อยละ 40 ในขณะที่น้ำเชื้อที่ทำละลายด้วยอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เมื่อทำการบ่ม
นำเชื้อหลังการทำละลายบ่มไว้เป็นเวลา 120 และ 90 นาทีตามลำดับจะสามารถพบน้ำเชื้อที่มีร้อยละ motility 
น้อยกว่าร้อยละ 40 หลังการทำละลายได้ดังแสดงใน Table 3.  

ผลของการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่า อุณหภูมิในการทำละลายน้ำเชื้อมีผลโดยตรงต่อการเคลื่อนที่ ความเร็ว
ในการเคลื่อนที่และลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ซึ่งในภาพรวมการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งอุณหภูมิ  30 และ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ไม่พบความแตกต่างในด้านดัชนีที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ ความเร็วในการ
เคลื่อนที่และลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิอย่างมีนัยสำคัญ แต่การทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิ 45 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที มีผลให้ดัชนีที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่มีค่าดีขึ้นและค่าดัชนีที่เกี่ยวข้องกับอัตราการ
เคลื่อนที่บางค่า ได้แก่ ร้อยละของ ALH มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ทำละลายด้วยอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 30 วินาทีอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ซึ่งบ่งชี้ถึงความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่เพ่ิม
มากขึ้นจากการทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมินี้ อย่างไรก็ตาม ค่าดัชนีที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่ เช่น ร้อยละของตัว
อสุจิที่เคลื่อนที่ช้า และค่าดัชนีที่เกี่ยวข้องกับความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่บางค่า เช่น ร้อยละค่า WOB, BCF, 
LIN และ STR มีค่าน้อยกว่าน้ำเชื้อที่ทำละลายด้วยอุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียสอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ดังนั้น การศึกษาเพ่ิมเติมถึงการใช้อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาทีในการทำละลายน้ำเชื้อ
จึงยังคงต้องมีการศึกษาต่อไปก่อนการนำไปใช้จริงในพื้นที ่ โดยใช้การตรวจคุณภาพของน้ำเชื้อด้วยวิธีอื ่นๆ
ประกอบด้วย เช่น การประเมินความผิดปกติของรูปร่างตัวอสุจิด้วยการย้อมสี การประเมินความผิดปกติของอสุจิ
ส่วนอะโครโซม และการนับจำนวนอสุจิที่มีชีวิตและตาย ซึ่งจะช่วยให้สามารถวิเคราะห์ถึงคุณภาพของตัวอสุจิได้
แม่นยำมากยิ่งขึ้น 

ผลของการศึกษานี้สอดคล้องกับการศึกษาของ Al-Badry (2012) ที่รายงานว่าการทำละลายน้ำเชื้อโค 

ที่อุณหภูมิสูงในระยะเวลาอันสั้นเป็นวิธีการทำละลายน้ำเชื้อที่ดีที่สุด จะช่วยให้อสุจิมีอัตราการเคลื่อนที่และอัตรา

การมีช ีว ิตหลังละลายสูงกว ่าการทำละลายน้ำเช ื ้อท ี ่อ ุณหภูม ิ 37 องศาเซลเซ ียสเป ็นเวลา 20 ว ินาที 

อย ่างม ีน ัยสำค ัญทางสถ ิต ิ  (p<0.05) เช ่นเด ียวก ับการศ ึกษาของ Rastegarnia et al. (2013) ท ี ่พบว่า 

การทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิสูงมากกว่า 50 องศาเซลเซียสมีความปลอดภัยและช่วยให้อัตราการเคลื่อนที่ 

หลังละลายดีขึ้นในกระบือ นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบอุณหภูมิในการทำละลายน้ำเชื้อโคที่ 36, 38 และ 40 องศา

เซลเซียส พบว่าอุณหภูมิ 38 และ 40 องศาเซลเซียสสามารถเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่ รูปแบบการเคลื่อนที่และความ

แ ข ็ ง แ ร ง ข อ ง เ ย ื ่ อ ห ุ ้ ม เ ซ ล ล ์  (membrane integrity) ไ ด ้  (Zenteno et al., 2022) อ ย ่ า ง ไ ร ก ็ ต า ม  

การทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งของโคประเทศไทยในปัจจุบัน นิยมใช้อุณหภูมิในการทำละลายที่ 37 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 30 วินาที ซึ่งจากการศึกษาของ Goshme et al. (2021) ได้ทดลองทำการละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิและ



59 
 

เ ว ล า เ ท ่ า ก ั น แ ต ่ ใ ช ้ ว ิ ธ ี ก า ร ท ำ ล ะ ล า ย น ้ ำ เ ช ื ้ อ จ า ก ห น ่ ว ย ง า น ท ี ่ แ ต ก ต ่ า ง ก ั น  (เ ม ื อ ง  Baso,  

เมือง Chacha และเมือง Debre-Birhan) พบว่าแม้จะกำหนดให้ใช้อุณหภูมิและระยะเวลาในการทำละลายเท่ากัน

แต่วิธีและข้ันตอนในการทำละลายที่แตกต่างกันในแต่ละพ้ืนที่ ส่งผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่แตกต่างกัน 

โดยอัตราการเคลื ่อนที ่ของตัวอสุจ ิจะสามารถเปลี ่ยนแปลงได้ตามอุณหภูม ิของส ิ ่งแวดล้อม (ambient 

temperature) ในขณะนั้น นอกจากนี้ ปัจจัยอื่นๆ เช่น พันธุ์ อายุและฤดูกาลล้วนมีผลต่อคุณภาพของน้ำเชื้อหลัง

กรทำละลาย การกำหนดวิธีการทำละลายน้ำเชื้อมาตรฐาน (standard protocol) จึงเป็นสิ่งที่มีความสำคัญเพ่ือ

ช่วยลดความแปรปรวนต่างๆที่อาจส่งผลต่อคุณภาพน้ำเชื้อลงได้  

ในการศึกษานี้ ได้มีการศึกษาถึงระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายต่อการเคลื่อนที่ ความเร็ว
และลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิด้วย เพื่อใช้ในการบ่งชี้ถึงระยะเวลาที่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงของคุณภาพ
ของน้ำเชื้อหลังการทำละลาย จากผลการทดลองพบว่า หลังการทำละลายน้ำเชื้อแล้ว หากไม่นำไปผสมเทียมทันที 
เมื่อบ่มน้ำเชื้อไว้เป็นระยะเวลานานขึ้น จะส่งผลให้การเคลื่อนที่ ความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ
ลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายที่มากกว่า 60 นาทีเป็น
ต้นไป มีผลโดยตรงต่อการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ความเร็วและลักษณะการเคลื่อนที่ในภาพรวมอย่างมีนัยสำคัญทาง
สถิติ (p<0.05) โดยจากการศึกษาของ Diskin (2018) ระบุว่าระยะเวลาในการผสมเทียมที่ดีที่สุด ควรนำน้ำเชื้อแช่
แข็งไปผสมภายใน 6-8 นาทีหลังการทำละลายน้ำเชื้อ นอกจากนี้ ได้มีการศึกษาเปรียบเทียบร้อยละของตัวอสุจิที่
เคลื่อนที่ไปข้างหน้า ร้อยละของตัวอสุจิที่หยุดนิ่งและอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดในน้ำเชื้อโคที่ทำการละลายแล้ว
และบ่มไว้เป็นเวลา 0, 60, 120 และ 180 นาทีตามลำดับ ผลการศึกษารายงานว่า ร้อยละของตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าและอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดมีค่าลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเมื่อบ่มน้ำเชื้อไว้เป็นระยะเวลานานขึ้น 
(p<0.05) ยิ่งไปกว่านั้น ยังพบร้อยละของตัวอสุจิที่หยุดนิ่งมีค่าสูงขึ้นเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อนานขึ้นอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยมีร้อยละของตัวอสุจิที่หยุดนิ่งสูงสุดเมื่อทำการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายไว้เป็น
เวลา 180 นาที (Karunakaran and Devanathan, 2017) ซึ่งสอดคล้องกับผลของการศึกษานี้ อย่างไรก็ตาม  
การทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาทีให้น้ำเชื้อที่มีคุณภาพหลังการทำละลายได้ดี
ที่สุด โดยสามารถบ่มน้ำเชื้อไว้หลังการทำละลายได้นานมากกว่า 120 นาทีเป็นต้นไป โดยไม่พบตัวอสุจิที่มีร้อยละ
การเคลื่อนที่น้อยกว่าร้อยละ 40   

2.2 การประเมินรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในน้ำเชื้อที่ทำการบ่มหลังการทำละลายในระยะเวลาที่แตกต่าง
กัน 

การศึกษานี ้ ได ้ทำการเปร ียบเทียบรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนหลังทำการละลายน้ำเชื้อ 
แช่แข็งทั้ง 3 กลุ่ม ได้แก่ ที่อุณหภูมิ 30, 37 และ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที โดยมีระยะเวลาการบ่ม
น้ำเชื้อหลังการทำละลายที่แตกต่างกัน ผลการศึกษาพบว่า ในทุกกลุ่มพบการแสดงออกของแถบโปรตีนจำนวน
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ทั้งสิ ้น 13 แถบบน SDS-PAGE โดยพบการแสดงออกของโปรตีนในแถบที่ชัดเจนจำนวนทั้งสิ ้น 6 แถบ ได้แก่  
ที่น้ำหนักโมเลกุล 48, 65, 70, 75, 100 และ 135 kDa ดังแสดงใน Figure 1-3 เมื่อประเมินระดับการแสดงออก
ของโปรตีนในแต่ละกลุ่มพบว่า ตัวอย่างน้ำเชื้อแช่แข็งที่ทำละลายที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียสพบความ
แตกต่างของระดับโปรตีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติเฉพาะโปรตีนขนาด 135 kDa (p<0.05) โดยเมื่อพิจารณาใน
กลุ่มที่ทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสพบการแสดงออกของระดับโปรตีนที่ลดลงเมื่อเวลาการบ่ม
เพิ่มขึ้น โดยพบความแตกต่างของระดับโปรตีนที่ลดลงในช่วงระยะเวลาการบ่มที่ 30, 60 และ 120 นาทีอย่างมี
นัยสำคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับระยะเวลาในการบ่มที่ 0 และ 10 นาที (p<0.05) ส่วนในกลุ่มน้ำเชื้อที่ทำ
ละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พบการเพิ่มขึ้นของระดับโปรตีนขนาด 135 kDa อย่างมีนัยสำคัญในช่วงการ
บ่มหลังการทำละลายน้ำเชื้อที่ 10 นาที จากนั้นเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อนานขึ้น พบการลดลงของระดับ
โปรตีนอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังแสดงใน Figure 1. และ Figure 2. อย่างไรก็ตาม ในกลุ่มตัวอย่าง
น ้ ำ เ ช ื ้ อ แ ช ่ แ ข ็ ง ท ี ่ ท ำ ล ะ ล า ย ท ี ่ อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ  45 อ ง ศ า เ ซ ล เ ซ ี ย ส  เ ป ็ น เ ว ล า  30 ว ิ น า ที  
พบความแตกต่างของระดับโปรตีนที ่แสดงออกอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติที ่โปรตีนขนาด 48 และ 135 kDa  
โดยพบการลดลงของระดับโปรตีนในช่วงเวลาการบ่มที่ 30 นาทีเป็นต้นไปอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ของ
โปรตีนทั้งสองขนาดดังแสดงใน Figure 3.   

 
Figure 1. The protein expression pattern and intensity of semen samples, subjected to thawing 

at 30˚C for 30 seconds, followed by incubating at various time points (0, 10, 30, 60, 90 and 120 

minutes). The protein bands and intensity are presented in A) SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis and B) a bar chart. a,b,c indicate the statistical significant difference at p<0.05 

among various incubation times. 
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Figure 2. The protein expression pattern and intensity of semen samples, subjected to thawing 

at 37˚C for 30 seconds, followed by incubating at various time points (0, 10, 30, 60, 90 and 120 

minutes). The protein bands and intensity are presented in A) SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis and B) a bar chart. a,b,c indicate the statistical significant difference at p<0.05 

among various incubation times.  
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 Figure 3. The protein expression pattern and intensity of semen samples, subjected to thawing 

at 45˚C for 30 seconds, followed by incubating at various time points (0, 10, 30, 60, 90 and 120 

minutes). The protein bands and intensity are presented in A) SDS-polyacrylamide gel 

electrophoresis and B) a bar chart. a,b,c indicate the statistical significant difference at p<0.05 

among various incubation times. 

ผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นว่าการทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิต่างๆและระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อที่แกต
ต่างกัน ส่งผลต่อรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนในน้ำเชื้อ โดยพบรูปแบบของโปรตีนที่มีความแตกต่างอย่าง
ชัดเจน ได้แก่ โปรตีนขนาดประมาณ48 และ 135 kDa โดยแถบโปรตีนขนาด 48 kDa เป็นขนาดที่มีความใกล้เคียง
กับขนาดของโปรตีน MMP-1 ซึ่งโปรตีนชนิดนี้มีความสัมพันธ์กับกระบวนการย่อยสลายโปรตีนและมีผลต่อการ
พัฒนาและการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของตัวอสุจิ โดยมีการศึกษาก่อนหน้าที่พบว่า การปรากฏของโปรตีนในกลุ่ม 
MMPs มีความเก่ียวข้องกับการมีชีวิตของตัวอสุจิ กระบวนการคาพาซิเทชั่น (Capacitation) และอัตราการปฏิสนธิ 
(Kim et al., 2013) นอกจากนี้ การพบแถบโปรตีนขนาด 135 kDa มีความใกล้เคียงกับน้ำหนักโมเลกุลของ 
Heparin binding proteins ซึ่งโปรตีนนี้มีความเกี่ยวข้องกับอัตราการปฏิสนธิและสามารถใช้บ่งชี้ถึงความสามารถ
ของตัวอสุจิในการป้องกันอันตรายที่เกิดจากความเย็นจากกระบวนการแช่แข็งน้ำเชื้อ (Singh et al., 2019) โดย
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โปรตีนทั้งสองกลุ่มจะพบลดลงเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายมีระยะเวลานานขึ้น แสดงให้เห็น
ว่าระยะเวลาหลังการทำละลายที่นานขึ้นส่งผลต่อการแสดงออกของโปรตีน ซึ่งอาจเป็นโปรตีนที่มีความสำคัญต่อ
คุณภาพและการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิ ดังนั้น การใช้น้ำเชื้อทันทีหลังการทำละลายและผสมเทียมโคให้สำเร็จอย่าง
รวดเร็วที่สุด จึงเป็นปัจจัยสำคัญที่จะช่วยลดคุณภาพของน้ำเชื้อและเพิ่มอัตราการผสมติดในโคได้ อย่างไรก็ตาม 
การศึกษานี้ไม่สามารถระบุชนิดของโปรตีนที่ปรากฎได้อย่างชัดเจน จะทำได้เพียงประเมินรูปแบบและเปรียบเทียบ
ระดับการแสดงออกของโปรตีนที่เปลี่ยนแปลงเท่านั้น การศึกษาทางโปรตีโอมิกส์อื่นๆเพิ่มเติม เช่น การใช้เทคนิค  

Liquid Chromatography-Mass Spectrometer (LC-MS/MS) จะช่วยให้สามารถทราบชนิดของโปรตีนจาก
ลำดับของกรดอะมิโน หรือการใช้ western blotting เพื่อใช้แอนติบิดี ้ในการระบุชนิดของโปรตีนตามแถบที่
ปรากฎต่อไป  

2.3 การศึกษาระดับการแสดงออกของโปรตีน MMP-1 ในน้ำเชื้อโคที่ทำละลายที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสใน
ระยะเวลาในการบ่มที่แตกต่างกันด้วยวิธี Gelatin zymography 

จากผลการศึกษารูปแบบการแสดงออกของโปรตีนบน SDS-PAGE ข้างต้น ในตัวอย่างน้ำเช ื ้อที่  
ทำละลายที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที เป็นกลุ่มตัวอย่างที่พบการเปลี่ยนแปลงของระดับ
โปรตีนที่ขนาดประมาณ 48 kDa เมื่อมีระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายที่แตกต่างกัน ซึ่งขนาดของ
โปรตีนที่ปรากฎบน SDS-PAGE มีขนาดใกล้เคียงกับโปรตีน MMP-1 ซึ่งมีความเก่ียวข้องกับความมีชีวิตรอดของตัว
อสุจิ การศึกษานี้จึงได้นำตัวอย่างน้ำเชื้อในกลุ่มดังกล่าวมาทำการทดสอบเพิ่มเติมเพื่อยืนยันการปรากฏของแถบ
โปรตีนว่าเป็นโปรตีน MMP-1 ด้วยวิธี Gelatin zymography ซึ่งเป็นวิธีเฉพาะในการหาโปรตีนชนิดดังกล่าวจาก
การสังเกตการปรากฏของแถบใสที่เกิดจากการย่อยสลายเจลาตินที่อยู่บนแผ่นเจล  

จากผลการทดลองน ี ้พบว ่า เม ื ่อทำการเปร ียบเท ียบระด ับการแสดงออกของโปรต ีน MMP-1  
ในระยะเวลาการบ่มที่แตกต่างกันพบว่า โปรตีน MMP-1 ในตัวอย่างน้ำเชื้อที่ทำการบ่มเป็นเวลา 60, 90 และ 120 
นาที มีระดับการแสดงออกของโปรตีนลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับน้ำเชื้อที่ไมไ่ด้
ทำการบ่ม ซึ่งผลการทดลองนี้มีความสอดคล้องกับรูปแบบการแสดงออกของโปรตีนที่พบบน SDS-PAGE ดังแสดง
ใน Figure 4. โดยการลดลงของโปรตีน MMP-1 มีความเกี่ยวข้องโดยตรงกับคุณภาพของน้ำเชื้อและการเคลื่อนที่
ของตัวอสุจิที่ลดลง ดังนั้น ระยะเวลาหลังการทำละลายน้ำเชื้อที่เพิ่มขึ้น มีผลโดยตรงต่อการแสดงออกของโปรตีน 
MMP-1 และสอดคล้องกับคุณภาพของน้ำเชื้อที่ลดลงอย่างชัดเจน น้ำเชื้อแช่แข็งที่ผ่านกระบวนการทำการละลาย
แล้วจึงควรนำไปใช้ผสมเทียมในระยะเวลาที่เร็วที ่สุด เพื ่อช่วยลดความเสียหายของตัวอสุจิที ่อาจเกิดขึ้นได้ 
นอกจากนี้ ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงระดับของโปรตีน MMP-1 ต่อคุณภาพ
น้ำเชื้อแช่แข็ง ผลของการศึกษานี้จึงมีประโยชน์อย่างยิ่งในการบ่งชี้อุณหภูมิที่เหมาะสมในการทำละลายน้ำเชื้อ 
และระบุระยะเวลาหลังการทำละลายที่จะส่งผลต่อคุณภาพของน้ำเชื้ อที่เปลี่ยนแปลง นอกจากนี้ การแสดงออก
ของโปรตีนยังคงมีความสัมพันธ์ต่อคุณภาพของน้ำเชื้อ และสามารถพัฒนาต่อยอดไปสู่การค้นหาเครื่องหมาย
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โมเลกุลเพื่อใช้ในการบ่งชี้คุณภาพน้ำเชื้อในอนาคต ซึ่งมีความสำคัญในการช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพทางระบบสืบพันธุ์
ในฝูงโคและช่วยสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมได้อย่างยั่งยืน 

 
Figure 4. The intensity of MMP-1 protein in thawed semen samples at 45˚C for 30 seconds, 

measured at various incubation time points (0, 10, 30, 60, 90 and 120 minutes). * denotes the 

statistical significant difference at p<0.05 among various incubation times.  

สรุปผลการทดลอง 

 การศึกษานี้สรุปได้ว่า อุณหภูมิในการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งมีผลโดยตรงต่อการเคลื่อนที่ ความเร็วและ

ลักษณะในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยการทำละลายน้ำเชื้อแช่แข็งโคที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 

วินาที มีผลให้ดัชนีที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่และลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ได้แก่ ร้อยละ motility และ

ร้อยละ ALH มีค่าสูงกว่าการทำละลายน้ำเชื้อที่อุณหภูมิ 30 และ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  

 ในส่วนของระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส การบ่มน้ำเชื้อเป็น

เวลามากเกินกว่า 60 นาทีเป็นต้นไป จะส่งผลต่อค่าดัชนีที่เกี่ยวข้องกับการเคลื่อนที่และลักษณะการเคลื่อนที่ของ

ตัวอสุจิ ได้แก่ ร้อยละ motility ร้อยละ progressive motility ร้อยละ VAP ร้อยละ VCL และร้อยละ VSL โดยมี

ค่าลดลงอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ  

นอกจากนี้ อุณหภูมิในการทำละลายและระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อหลังการทำละลายยังส่งผลต่อรูปแบบ

การแสดงออกของโปรต ีน  โดยพบความแตกต ่ างของระด ับการแสดงออกของโปรต ีนขนาด 45  

และ 135 kDa ในน้ำเชื้อที่ทำละลายด้วยอุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที ซึ่งเมื่อนำน้ำเชื้อในกลุ่ม

ดังกล่าวมาทดสอบ พบระดับการแสดงออกของโปรตีน MMP-1 ที่ลดลงเมื่อระยะเวลาในการบ่มน้ำเชื้อนานขึ้นโดย
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จะพบการเปลี่ยนแปลงที่ชัดเจนเมื่อบ่มน้ำเชื้อทิ้งไว้นานกว่า 60 นาทีเป็นต้นไป ดังนั้น น้ำเชื้อที่ทำละลายแล้วจะมี

ค ุณภาพด ี ใกล ้ เ ค ี ย งก ับน ้ ำ เช ื ้ อท ี ่ ท ำละลายท ันท ี อย ู ่ ใ นช ่ ว ง ระยะ เวลาประมาณ 60 นาท ี แ รก 

หลังการทำละลาย อย่างไรก็ตาม การใช้น้ำเชื้อทันทีโดยผสมเทียมโคในระยะเวลาที่สั้นที่สุดหลังการทำละลาย

น้ำเชื้อจะช่วยคงคุณภาพของน้ำเชื ้อและอัตราการเคลื่อนที ่ของตัวอสุจิ ส่งผลให้เพิ่มโอกาสการผสมติดและ  

ตั้งท้องโคได้มากข้ึน  

ข้อเสนอแนะ 

 เพื่อให้สามารถประเมินคุณภาพของน้ำเชื้อที่มีการเปลี่ยนแปลงได้อย่างชัดเจน ควรมีการประเมินคุณภาพ

ของน ้ำเช ื ้อด ้วยว ิธ ีอ ื ่นๆเพ ิ ่มเต ิม เช ่น การประเม ินความผ ิดปกต ิของร ูปร ่างต ัวอส ุจ ิด ้วยการย ้อมสี   

การประเมินความผิดปกติของอสุจิส่วนอะโครโซม และการนับจำนวนอสุจิที่มีชีวิตและตาย เพ่ือให้การวิเคราะห์ผล

การทดลองมีความแม่นยำมากยิ่งขึ้น นอกจากนี้ เพื่อให้ทราบถึงผลของความแตกต่างของรูปแบบโปรตีนและชนิด

ของโปรตีนในน้ำเชื้อหลังการทำละลายอย่างชัดเจนและครอบคลุม ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมโดยใช้เทคนิคอื่นๆเข้า

ม า ร ่ ว ม ด ้ ว ย ใ น ก า ร ศ ึ ก ษ า  เ ช ่ น  ก า ร ท ำ  western blotting ห ร ื อ ก า ร ใ ช ้ เ ท ค น ิ ค เ ชิ ง 

โปรต ิโอม ิกส ์  (shotgun proteomics) ด ้วยเคร ื ่องม ือต ่างๆ เช ่น mass spectrometry หร ือ LC-MS/MS  

และเทียบสายโปรตีนที ่ได ้ในระบบฐานข้อมูล (database) เพื ่อให ้ได ้ข ้อม ูลของโปรตีนทั ้งหมดออกมา  

ทั้งความยาวของโปรตีน กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบของโปรตีนนั้นและชื่อของโปรตีน และทำการเลือกชนิดของ

โปรตีนที่น่าสนใจเพ่ือนำมาทำการศึกษาต่อไป ยิ่งไปกว่านั้น การศึกษาเพ่ิมเติมถึงความสัมพันธ์ระหว่างโปรตีนและ

โปรตีนที่สนใจ (protein-protein interaction) และความสัมพันธ์ของโปรตีนชนิดนั้นๆต่อกลไกต่างๆ (pathway 

analysis) จะช่วยให้เราเห็นถึงโปรตีนอื่นๆที่มีส่วนเกี่ยวข้อง หน้าที่ของโปรตีนนั้นเพื่อใช้บ่งชี้ถึงความเสียหายของ

ตัวอสุจิหลังการทำละลายที่อุณหภูมิต่างกันได้อย่างชัดเจน 

กิตติกรรมประกาศ 

ผลงานวิชาการนี ้ได้รับการสนับสนุนจากสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ ทางคณะผู้ว ิจัย

ขอขอบพระคุณสัตวแพทย์หญิงจรรยาพร รุ่งเรืองศักดิ์ นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ กลุ่มวิจัยการผลิตและ  

มาตรฐานน้ำเชื้อ สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. วิลาสินี อิญญาวิเลิศ  

อาจารย์คณะเกษตรศาสตร์ ทรัพยากรธรรมชาติและสิ่งแวดล้อม มหาวิทยาลัยนเรศวรที่ให้ความอนุเคราะห์

คำแนะนำในการวิเคราะห์ข้อมูลและให้คำปรึกษาจนกระทั่งงานวิชาการฉบับนี้เสร็จสมบูรณ์ลุล่วงไปได้ด้วยดี  
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การประเมินการตั้งท้องระยะต้นในโคนมด้วยอุณหภูมิพื้นผิวร่างกายและอุณหภูมิน้ำนมโดยใช้ 

เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรด 

วิชญาณี ภูมิพิทักษ์กุล1/      กอบสุข ทองสอดแสง1/     จิรภัทร ศักดิ์เสรีชัยกุล2/ 

บทคัดย่อ 

การวินิจฉัยการตั้งท้องในช่วงระยะต้นของการตั้งท้องมีความสำคัญอย่างยิ่งในการเพิ่มประสิทธิภาพทาง
ระบบสืบพันธุ์และช่วยลดจำนวนวันท้องว่างในฝูงโค อย่างไรก็ตาม การตรวจการตั้งท้องระยะต้นจำเป็นต้องใช้
บุคลากรที่มีความเชี่ยวชาญและใช้เครื่องมือที่มีราคาสูง ในการศึกษานี้ จึงได้ประยุกต์ใช้การวัดอุณหภูมิพื้นผิว
ร่างกายและอุณหภูมิน้ำนมโดยใช้เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดเพ่ือระบุตำแหน่งการวัดที่มีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิ
แ ก น ก ล า ง ร ่ า ง ก า ย ท า ง ท ว า ร ห น ั ก แ ล ะ ใ ช ้ ใ น ก า ร ป ร ะ เ ม ิ น ก า ร ต ั ้ ง ท ้ อ ง ร ะ ย ะต ้ น ใ น โ ค น ม ได้  
โดยการศึกษานี ้ได้ทำการทดลองในโคเพศเมียที่ เลี ้ยงในฟาร์มโคนมในพื ้นที ่ปศุสัตว์เขต 2 จำนวน 31 ตัว  
วัดอุณหภูมิแกนกลางร่างกายทางทวารหนักโดยใช้เทอร์โมมิเตอร์ชนิดปรอทและวัดอุณหภูมิพื้นผิวร่างกายจำนวน 
4 ตำแหน่ง และอุณหภูมิน้ำนมโดยใช้เครื ่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดตั ้งแต่ว ันที ่ 1-28 หลังการผสมเทียม  
เก็บตัวอย่างน้ำนมเพื่อหาปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในวันที่ 5, 10, 15 และ 28 และระดับโปรตีนที่สร้างจาก
รก (pregnancy-associated glycoproteins; PAGs) ในวันที่ 28 หลังการผสมเทียม ผลการศึกษาพบว่า อุณหภูมิ
น ้ ำนมม ี ค ว ามส ั มพ ั นธ ์ เ ช ิ งบวกก ั บอ ุณหภ ู ม ิ แกนกลา งร ่ า งกายมากกว ่ า อ ุณหภ ู มิ พ ื ้ น ผ ิ วท ี ่ วั ด 
ในตำแหน่งต่างๆ (r=0.38, p<0.05) โดยกลุ่มโคตั้งท้องมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายระหว่าง
วันที่ 26-28 และอุณหภูมิน้ำนมระหว่างวันที่ 14-16 อย่างมีนัยสำคัญ แต่ไม่พบในกลุ่มโคที่ไม่ตั้งท้อง และพบการ
ลดลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายและอุณหภูมิน้ำนมในโคตั้งท้องเปรียบเทียบกับโคไม่ตั้งท้องในวันที่ 27 และ 
28 ตามลำดับอย่างมีนัยสำคัญ นอกจากนี้ ยังพบว่าการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้ำนมในวันที่ 15 และวันที่ 28 มี
ความสัมพันธ์กับการตั้งท้อง (r=0.41 และ r=−0.60, p<0.05) และระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและ PAGs ใน
วันที่ 28 ตามลำดับ (r= 0.35 และ r=0.47, p<0.05) ดังนั้น การวัดอุณหภูมิจึงเป็นทางเลือกหนึ่งในการประเมิน
การตั้งท้องระยะต้นในโคนม เนื่องจาก เป็นวิธีการที่ไม่ซับซ้อนและเกษตรกรสามารถทำด้วยตนเองได้ โดยสามารถ
ใช้การวัดอุณหภูมิแกนกลางร่างกายทางทวารหนักโดยใช้เทอร์โมมิเตอร์ชนิดปรอท ควบคู่กับการวัดอุณหภูมิน้ำนม
โดยใช้เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดในการประเมินการตั้งท้องเบื้องต้นในโคได้ 
 
 
คำสำคัญ: การตรวจการตั้งท้องระยะต้น โคนม อุณหภูมิน้ำนม อุณหภูมิพ้ืนผิว 

เลขทะเบียนวิจัย 63(1)-0208-022  
1/ สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ อ.เมือง จ.ปทุมธานี 
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The application of infrared thermometer to detect body surface and milk temperature for 
early pregnancy diagnosis in dairy cattle 

Vichayanee Pumpitakkul1/    Korbsook Thongsodsaeng1/     Jirapat Saksereechaikul2/     
Abstract 

The early pregnancy diagnosis is a particularly crucial approach in improving reproductive 
performance and reducing the days open in the herd. However, early pregnancy diagnosis requires skilled 
personnel and expensive equipment. In this study, surface body temperature and milk temperature were 
measured using an infrared thermometer to identify the measurement positions related to the core 
temperature and assess early pregnancy. The experiment was conducted on 31 female cattle in the local 
farm, located at Chonburi province. The core body temperature was measured at rectum via the 
thermometer while the surface and milk temperature were determined using an infrared thermometer. The 
temperature values of all area were recorded from day 1 to day 28 post-artificial insemination. We then 
collected the milk samples on days 5, 10, 15, and 28 to analyse the levels of progesterone and pregnancy-
associated glycoproteins (PAGs). The study found a low positive correlation between milk temperature and 
body core temperature, more than with surface temperature at different positions (r=0.38, p<0.05). In the 
pregnant group, significant changes in body core temperature were observed between days 26-28 and in 
milk temperature between days 14-16. These patterns of change were not observed in the non-pregnant 
group. Additionally, significant decreases in body core temperature and milk temperature were found in 
pregnant cows compared to non-pregnant cows on days 27 and 28, respectively. Furthermore, when 
assessing the correlation coefficient values (r), changes in milk temperature on days 15 and 28 showed low 
positive and moderate negative correlations, respectively, with pregnancy (r=0.41 and r=−0.60, p<0.05). 
Similar correlations were found with progesterone hormone levels and PAGs on day 28 at low levels (r=0.35 
and r=0.47, respectively, p<0.05) with pregnancy. Therefore, temperature measurement is an alternative 
method for assessing early pregnancy in dairy cows due to its simplicity, allowing farmers to perform it 
independently. Measuring body core temperature using a rectal thermometer alongside milk temperature 
using an infrared thermometer can initially assess early pregnancy in cows. 
Keywords: early pregnancy diagnosis, dairy cattle, milk temperature, body surface temperature 

Registered number: 63(1)-0208-022 
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คำนำ 

การเลี้ยงโคนมเป็นอาชีพที่มีความสำคัญอย่างยิ่งของประเทศไทย โดยมีรูปแบบการเลี้ยงทั้งในระดับ
เกษตรกรรายย่อยและระดับอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ที่มีการประยุกต์ใช้เทคโนโลยีที่มีความทันสมัยเข้ามาสนับสนุน
ก า ร เ ล ี ้ ย ง  จ า ก ข ้ อ ม ู ล เ ก ษ ต ร ก ร ผ ู ้ เ ล ี ้ ย ง โ ค น ม ใ น ป ี  พ .ศ . 2565 ร า ย ง า น ว ่ า ใ น ป ร ะ เ ท ศ ไ ท ย 
มีเกษตรกรผู ้เลี ้ยงโคนมจำนวนทั้งสิ ้น 24,117 ราย โดยมีจำนวนโคนมรวมทั้งสิ ้น 812,235 ตัว พบการเลี ้ยง
หนาแน่นที ่สุดในพื้นที ่ปศุสัตว์เขต 1 คิดเป็นจำนวนโคร้อยละ 32.26 ของจำนวนโคนมทั้งหมดในประเทศ  
(กรมปศุสัตว์, 2565) โดยเป้าประสงค์หลักของการเลี้ยงโคนมคือต้องการให้โคผสมติดและตั้งท้องได้อย่างต่อเนื่อง
ทุกปี เพ่ือให้สามารถให้ผลผลิตน้ำนมอย่างต่อเนื่องเพียงพอและสร้างรายได้ให้แก่เกษตรกรผู้เลี้ยงโคนมอย่างยั่งยืน 
การตรวจการตั้งท้องภายหลังการผสมเทียมจึงถือเป็นการจัดการทางระบบสืบพันธุ์ที่มีความสำคัญอย่างยิ่ง เพื่อให้
โคนมสามารถให้ผลผลิตได้อย่างสม่ำเสมอ โดยหากสามารถตรวจการตั้งท้องภายหลังการผสมเทียมได้เร็วตั้งแต่ช่วง
ระยะต้นของการตั้งท้อง (early pregnancy diagnosis) จะช่วยลดโอกาสการสูญเสียตัวอ่อนในระยะแรกของการ
ตั้งท้อง (early embryonic loss) ได้อย่างมีประสิทธิภาพ (Humblot, 2001; Albaaj et al., 2022) ส่งผลให้ลด
ค่าดัชนีทางระบบสืบพันธุ์ต่างๆ ในโคนมได้ เช่น จำนวนวันท้องว่าง (days open) และระยะห่างการคลอดลูก 
(calving interval) นอกจากนี้ ยังช่วยให้สามารถปรับการจัดการด้านอาหารและการดูแลเลี้ยงดูโคท้องได้อย่าง
เหมาะสม และจัดการแก้ไขปัญหาสำหรับโคที่ผสมไม่ติดได้อย่างทันท่วงที โดยในกระบวนการตรวจยืนยันการตั้ง
ท้องโคที่ปฏิบัติในพ้ืนที่โดยทั่วไปจะใช้วิธีการล้วงตรวจผ่านทางทวารหนัก (rectal palpation) ในช่วงเวลา 60–90 
วันหลังการผสมเทียม (Romano et al., 2006) ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ที่ใช้ในการยืนยันการตั้ง
ท้องและให้ความแม่นยำในการตรวจสูง เนื่องจากผู้ตรวจจะสามารถสัมผัสได้ถึงการขยายตัวของปีกมดลูกด้านที่มี
การฝังตัวของตัวอ่อน อย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวอาจทำให้แม่โคมีความเครียดจากการจับบังคับและการล้วงตรวจ 
และเริ่มตรวจการตั้งท้องได้ล่าช้ากว่าวิธีอ่ืน  

ในปัจจุบันได้มีการประยุกต์ใช้เครื่องมืออื่นๆ เข้ามาช่วยในการยืนยันการตั้งท้องในโค เช่น การใช้การอัล
ตราซาวด์เพื่อตรวจการตั้งท้องผ่านทางทวารหนัก (transrectal ultrasonography) (Nation et al., 2003) หรือ
การประยุกต์ใช้การตรวจทางห้องปฏิบัติการ เพ่ือประเมินระดับของฮอร์โมนต่างๆ ที่เก่ียวข้องกับการตั้งท้อง ได้แก่ 
การตรวจระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (progesterone) (Pennington et al., 1976) หรือระดับโปรตีนที่สร้าง
จากรก (pregnancy associated glycoproteins, PAGs) จากตัวอย่างเลือดหรือตัวอย่างน้ำนม (Whitlock and 
Maxwell, 2008; Romano and Larson, 2010; Ghaidan et al., 2019) วิธีการเหล่านี้ช่วยให้การตรวจการตั้ง
ท้องมีความแม่นยำและสามารถทราบผลได้ตั้งแต่ช่วงระยะต้นของการตั้งท้อง อย่างไรก็ตาม การตรวจด้วยวิธีการ
ดังกล่าวข้างต้นยังคงมีข้อจำกัดอยู่มาก เนื่องจากต้องอาศัยบุคลากรที่มีความรู้ความชำนาญในการตรวจและแปล
ผล เครื่องมือและอุปกรณ์ในการตรวจมีราคาสูง และอาจไม่สามารถนำผลการวิเคราะห์ไปใช้แก้ไขปัญหาได้อย่าง
ทันท่วงทีได้ จากข้อจำกัดด้านกระบวนการส่งตัวอย่างไปห้องปฏิบัติการและรายงานผล ดังนั้น วิธีการตรวจการตั้ง
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ท้องที่เกษตรกรสามารถอ่านผลได้เองเบื้องต้นและเฝ้าระวังการตั้งท้องได้ในช่วงต้นของการตั้งท้องโดยใช้เครื่องมือที่
มีราคาไม่สูงและไม่มีความซับซ้อนจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่มีความน่าสนใจเพ่ือช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการตรวจการ
ตั้งท้องในโคนม ส่งผลให้โคสามารถผสมติดและตั้งท้องตามกำหนดเวลาที่ต้องการได้  
 จากการศึกษาของ Gil et al. (2001) รายงานถึงความสัมพันธ์ของการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิร่างกายและ
อุณหภูมิน้ำนมในโคนมต่อการตั้งท้อง โดยอุณหภูมิที่เพ่ิมข้ึนในช่วงตั้งท้องระยะต้นเป็นผลมาจากการตอบสนองทาง
ระบบภูมิคุ้มกันของแม่โคเม่ือมีการเคลื่อนที่ของตัวอ่อนเข้าสู่โพรงมดลูก การประยุกต์ใช้การตรวจวัดอุณหภูมิพ้ืนผิว
ร่างกายและอุณหภูมิน้ำนมมาใช้ในการประเมินการตั้งท้องระยะต้นในโคนม จึงเป็นทางเลือกที่มีความเป็นไปได้
ในทางปฏิบัติ เนื่องจากสามารถปฏิบัติได้อย่างสะดวกในพ้ืนที่ เกษตรกรสามารถทำได้ด้วยตนเองภายในฟาร์มและ
อ่านผลเบื้องต้นเองได้โดยใช้อุปกรณ์ที่มีราคาไม่สูง นอกจากนี้ การนำเครื่องวัดอุณหภูมิแบบอินฟราเรดเข้ามา
แทนที่การวัดอุณหภูมิร่างกายด้วยเทอร์โมมิเตอร์ชนิดปรอทผ่านทางทวารหนัก (rectal temperature) แบบปกติ
ทั่วไป จะช่วยให้การวัดอุณหภูมิโคทำได้ง่ายและสะดวกมากยิ่งขึ้น โดยเป็นวิธีทางเลือกท่ีไม่ทำให้โคเจ็บปวดและลด
การสัมผัสตัวโคในขณะวัด (non-invasive technique) การศึกษาในครั ้งนี ้จ ึงม ีว ัตถุประสงค์เพื ่อศ ึกษา
ความสัมพันธ์ของการวัดอุณหภูมิพื้นผิวร่างกาย (surface temperature) ในตำแหน่งต่างๆ และอุณหภูมิน้ำนม
โดยใช้เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดเทียบกับการวัดอุณหภูมิร่างกายผ่านทางทวารหนักโดยใช้เทอร์โมมิเตอร์ชนิด
ปรอท เพ่ือหาตำแหน่งที่เหมาะสมในการเป็นตัวแทนระบุอุณหภูมิแกนกลางร่างกายโค (core temperature) และ
เพ่ือศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิพ้ืนผิวร่างกายโคและอุณหภูมิน้ำนมต่อการประเมินการตั้งท้องระยะต้นใน
โคนม ผลที่ได้รับจากโครงการวิจัยนี้จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการประเมินการตั้งท้องในช่วงต้นของการตั้งท้อง ได้
กระบวนการใหม่ในการตรวจการตั้งท้องเบื้องต้นภายในพื้นที่ ซึ่งก่อให้เกิดประโยชน์โดยตรงแก่เกษตรกร นำไปสู่
การเลี้ยงและการจัดการระบบสืบพันธุ์ในฝูงโคนมท่ีมีประสิทธิภาพและยั่งยืนต่อไป 
 

อุปกรณ์และวิธีการทดลอง 

สัตว์ทดลอง 
ทำการศึกษาในโคนมเพศเมียพันธุ์ทรอปิคอลโฮลสไตน์ที่เลี้ยงในฟาร์มโคนมเครือข่ายผลิตพ่อโคนมพันธุ์

ทรอปิคอลโฮลสไตน์ 1 แห่งในพื้นที่ปศุสัตว์เขต 2 จำนวน 31 ตัว อายุระหว่าง 3-7 ปี มีคะแนนร่างกายระหว่าง 
2.5–3.5 เป็นโคท่ีมสีุขภาพร่างกายแข็งแรง มีประวัติการให้ลูกมาแล้วอย่างน้อย 1 ตัว มีระบบสืบพันธุ์ทีส่มบูรณ์ ไม่
มีโรคติดต่อทางระบบสืบพันธุ์ ได้รับวัคซีนและการถ่ายพยาธิอย่างครบถ้วนตามโปรแกรมสุขภาพของกรมปศุสัตว์  
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วิธีการทดลอง 

การเหนี่ยวนำการเป็นสัดและผสมเทียมโค 
ทำการล้วงตรวจระบบสืบพันธุ์โคเพื่อตรวจประเมินความสมบูรณ์ของระบบสืบพันธุ์ในส่วนของมดลูกและ

ร ังไข่  เหน ี ่ยวนำการเป ็นส ัด โดยใช ้ฮอร ์ โมนโปรเจสเตอโรนชน ิดสอดช ่องคลอด (CIDR-B®, InterAg,  
New Zealand) เป ็น เวลา 7 วัน  จากน ั ้นทำการฉ ีดฮอร ์ โมนพลอสตาแกลนด ิน  (prostaglandin; PG) 
(Estrumate®, Vet Pharma Friesoythe GmbH, Germany) ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ในวันที่ทำการถอดฮอร์โมน
ชนิดสอดช่องคลอดออก สังเกตอาการเป็นสัด จับสัดและผสมเทียมโคในช่วงระยะเวลาที่เหมาะสมโดยใช้น้ำเชื้อที่
ผ่านการรับรองและตรวจคุณภาพจากกรมปศุสัตว์ ในการศึกษานี้จะทำการเหนี่ยวนำโคเป็นชุดๆ และทำการศึกษา
ต่อเนื่องในฤดูกาลเดียวกัน เพ่ือลดอิทธิพลจากสิ่งแวดล้อมที่อาจเข้ามามีผลกระทบ 

การวัดอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย อุณหภูมิพื้นผิวร่างกายและอุณหภูมิน้ำนม 
 วัดอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย อุณหภูมิพื ้นผิวร่างกาย และวัดอุณหภูมิน้ำนมหลังจากการรีดนม  
โดยวัดอุณหภูมิวันละ 2 ครั ้ง ได้แก่ ช่วงเช้าเวลา 6.00 น. และช่วงเย็นเวลา 15.00 น. ในช่วงขณะที่ทำการ 
รีดนม บันทึกอุณหภูมิตั้งแต่วันที่ 1 จนถึงวันที่ 28 หลังการผสมเทียม ที่ระดับทศนิยม 1 ตำแหน่ง ดังนี้ 

- การวัดอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย ทำการวัดอุณหภูมิโดยใช้เทอร์โมมิเตอร์ชนิดปรอทผ่านทาง 
ทวารหนัก วัดอุณหภูมิจำนวน 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 5 นาที และคำนวณค่าเฉลี่ยอุณหภูมิ 3 ครั้ง 

- การวัดอุณหภูมิพื้นผิวร่างกาย ทำการวัดอุณหภูมิโดยใช้เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรด วัดอุณหภูมิจำนวน 
4 ตำแหน่ง ได้แก่ ด้านข้างลำตัว (บริเวณซี่โครงคู่ท่ี 13 ด้านซ้าย) ฐานเต้านมด้านซ้าย ช่องรูหูด้านซ้ายและ
ดวงตาด้านซ้ายตามการศึกษาของ Švejdová et al. (2013) วัดอุณหภูมิจำนวน 3 ครั้ง ห่างกันครั้งละ 5 
นาท ีและคำนวณค่าเฉลี่ยอุณหภูมิ 3 ครั้ง 

- การวัดอุณหภูมิน้ำนม รีดน้ำนมโคใส่หลอดเก็บตัวอย่างขนาด 50 มิลลิลิตร ทำการวัดอุณหภูมิโดยใช้
เครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดในน้ำนมโคทันทีหลังจากการรีดเก็บเป็นเวลา 1 นาที วัดอุณหภูมิจำนวน 3 
ครั้ง ห่างกันครั้งละ 5 นาที และคำนวณค่าเฉลี่ยอุณหภูมิ 3 ครั้ง 

การตรวจการตั้งท้องระยะต้นโดยการวัดปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและโปรตีน PAGs จากตัวอย่างน้ำนม
ในห้องปฏิบัติการ 
 เก ็บต ัวอย ่างน ้ำนมโคปร ิมาณ 10 มิลล ิล ิตรในว ันท ี ่  0, 5, 10, 15 และ 28 หล ังการผสมเท ียม  
เพื่อตรวจวัดปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน และใช้ตัวอย่างน้ำนมวันที่ 28 หลังการผสมเทียมเพื่อตรวจโปรตีน 
PAGs โดยตัวอย่างน้ำนมทั้งหมดจะส่งมาทดสอบที่ห้องปฏิบัติการสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ จังหวัด
ปทุมธานี เก็บรวบรวมตัวอย่างไว้ที่อุณหภูมิ −20 องศาเซลเซียสจนกระท่ังถึงวันที่ทดสอบทางห้องปฏิบัติการ โดยมี
รายละเอียดในการทดสอบดังนี้ 
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การตรวจวัดปริมาณโปรเจสเตอโรนในตัวอย่างน้ำนม 
ตรวจวัดปริมาณโปรเจสเตอโรนในตัวอย ่างน ้ำนมที ่ เก ็บในว ันที ่ 0, 5, 10, 15 และ 28 หลังการ 

ผสมเทียมด้วยชุดทดสอบ Progesterone ELISA kit (5081PROG) (EuroProxima, Netherlands) ทำการเตรียม
ตัวอย่างน้ำนมก่อนการทดสอบโดยกำจัด ไขมันในน้ำนมออกด้วยการบ่มน้ำนมปริมาณ 2 มิลลิล ิตรใน 
อ่างน้ำร้อน (water bath) ที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นนำมาปั่นเหวี่ยง (centrifuge) 
ที่ความเร็วรอบ 2,000 ×g อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที ดูดเฉพาะส่วนใสเก็บในหลอดทดลอง
ขนาด 1.5 มิลลิลิตรสำหรับใช้ทดสอบด้วยวิธี enzyme-linked immunoassay (ELISA) โดยเตรียมตัวอย่างโป
รเจสเตอโรนมาตรฐาน (standard) ที่มีความเข้มข้นของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนที่แตกต่างกัน ได้แก่ 0, 0.0625, 
0.1250, 0.2500, 0.5000, 1.0000 และ 5.0000 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ตามลำดับ ปิเปตสาร standard ทั้ง 7 ความ
เข้มข้นลงในหลุมทดสอบและปิเปตตัวอย่างน้ำนมปริมาณ 50 ไมโครลิตรลงในหลุมทดสอบที่เหลือ เติมสาร 
horseradish peroxidase ปริมาณ 25 ไมโครลิตร เพื่อทำหน้าที่เป็นคอนจูเกต (conjugate) ในปฏิกิริยา จากนั้น
เติมแอนติบอดี (antibody) ปริมาณ 25 ไมโครลิตร ลงในหลุมทดสอบ เติมซับสเตรท (substrate) ปริมาณ 100 
ไมโครลิตร และเติมสารเพื่อหยุดปฏิกิริยา (stop solution) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร อ่านผลการทดสอบที่ความ
ยาวคลื ่น 450 นาโนเมตรด้วยเครื ่อง microplate reader และคำนวณหาค่าร้อยละการดูดกลืนแสงสูงสุด 
(percentage of maximal absorbance) จากสมการ 

ร้อยละการดูดกลืนแสงสูงสุด = 100 x 
ค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง

ค่าการดูดกลืนแสงของสาร standard ที่ความเข้มข้น 0 นาโนกรัม/มิลลลิิตร
  

  
สร้างกราฟมาตรฐาน (calibration curve) โดยกำหนดให้แกน y แสดงร้อยละการดูดกลืนแสงสูงสุดของสาร 
standard ทั้ง 7 ความเข้มข้น และแกน x แสดงปริมาณความเข้มข้นของโปรเจสเตอโรนใน standard ที่อ่านค่าได้
จากเครื่อง microplate reader (หน่วยเป็นนาโนกรัม/มิลลิลิตร) สร้างสมการจากกราฟมาตรฐานเพื่อใช้คำนวณหา
ปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในตัวอย่างน้ำนมที่ส่งตรวจ บันทึกผล 

การตรวจวัดปริมาณ PAGs ในตัวอย่างน้ำนม 
ตรวจวัดปริมาณ PAGs ในตัวอย่างน้ำนมที่เก็บในวันที่ 28 หลังการผสมเทียมด้วยชุดทดสอบ IDEXX Milk 

Pregnancy Test (IDEXX Laboratories, Inc., USA) ด ้ ว ย เทคน ิ ค  ELISA ทำการป ิ เ ปตต ั ว อย ่ า งน ้ ำ นม  
ตัวควบคุมผลบวก (positive control) และตัวควบคุมผลลบ (negative control) ปริมาณ 150 ไมโครลิตร ลงใน
ถาดทดสอบที่เคลือบแต่ละหลุมด้วยแอนติบอดีต่อ PAGs (anti-PAGs capture antibody) จากนั้นเติมแอนติบอดี
ตัวที่สอง (biotinylated antibody) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร ลงในหลุดทดสอบ เติมคอนจูเกต (horseradish 
peroxidase) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร และเติมซับสเตรท (TMB substrate) ปริมาณ 100 ไมโครลิตร หยุด
ปฏิกิริยาทั้งหมดด้วย stop solution ปริมาณ 100 ไมโครลิตร สังเกตการเปลี่ยนสีของตัวอย่างในหลุมทดสอบโดย
จะแปรผันตรงกับปริมาณของ PAGs ในตัวอย่าง อ่านผลการทดสอบที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง 
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spectrophotometer คำนวณค่า S-N value ในตัวอย่างทดสอบ โดยคำนวณจากค่าการดูดกลืนแสงของตัวอย่าง
หักลบด้วยค่าการดูดกลืนแสงของ negative control ที่ความยาวคลื่น 450 นาโนเมตร (sample OD – negative 
control OD) และแปลผลการทดสอบดังนี้ 

S-N value < 0.100  หมายถึง โคไม่ตั้งท้อง (open) 
S-N value > 0.250  หมายถึง โคตั้งท้อง (pregnant) 
S-N value = 0.100-0.250 หมายถึง สงสัย ควรทำการทดสอบซ้ำอีกครั ้งด้วยวิธ ี อ่ืน

เพ่ิมเติม (recheck)   

การตรวจการตั้งท้องด้วยเครื่องอัลตราซาวด์และการล้วงตรวจผ่านทางทวารหนัก 
 ตรวจการตั้งท้องในแม่โคทุกตัวด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ในวันที่ 45 หลังการผสมเทียมและล้วงตรวจผ่าน
ทางทวารหนักในวันที่ 60 หลังการผสมเทียมเพ่ือยืนยันการตั้งท้อง บันทึกผลการตรวจการตั้งท้องของแม่โคทุกตัว   

การบันทึกข้อมูล 

บันทึกข้อมูลของโคทั้งหมดที่ทำการศึกษาจำนวนทั้งสิ้น 31 ตัวอย่าง โดยบันทึกข้อมูลทั่วไปของโค ได้แก่ 
อาย ุ  และลำด ับท ้องของโค อ ุณหภ ูม ิทางทวารหน ัก  อ ุณหภ ูม ิพ ื ้นผ ิวร ่ างกายและอ ุณหภ ูม ิน ้ ำนม 
วันละ 2 ครั ้ง ตั ้งแต่ว ันที ่ 1 จนถึงวันที ่ 28 หลังการผสมเทียม และคำนวณอุณหภูมิเฉลี ่ย (เช้าและเย็น)  
ปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในตัวอย่างน้ำนมที่ส่งตรวจในวันที่ 0, 5, 10, 15 และ 28 หลังการผสมเทียม 
ปริมาณ PAGs ในตัวอย่างน้ำนมวันที่ 28 หลังการผสมเทียม และผลการตรวจการตั้งท้องที่ยืนยันด้วยวิธีอัลตรา
ซาวด์และการล้วงตรวจทางทวารหนักในวันที่ 45 และ 60 หลังการผสมเทียม 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
วิเคราะห์ข้อมูลอายุ ลำดับท้อง อุณหภูมิแกนกลางร่างกาย อุณหภูมิพ้ืนผิวร่างกาย (อุณหภูมิด้านข้างลำตัว

บริเวณซี่โครงคู่ที่ 13 ด้านซ้าย อุณหภูมิฐานเต้านมด้านซ้าย อุณหภูมิช่องรูหูด้านซ้ายและอุณหภูมิดวงตาด้านซ้าย) 
อุณหภูมิน้ำนม ปริมาณโปรเจสเตอโรนในตัวอย่างน้ำนมและปริมาณ PAGs ในตัวอย่างน้ำนมในรูปแบบสถิติเชิง
พรรณนา แสดงค่าเฉลี่ย±ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (mean±standard deviation; SD) เปรียบเทียบความแตกต่าง
ของข้อมูลทั่วไปของกลุ่มประชากรที่ใช้ศึกษา ได้แก่ อายุและลำดับท้อง ระดับฮอร์โมน  PAGs ปริมาณฮอร์โมนโป
รเจสเตอโรนในตัวอย่างน้ำนมที่เก็บตัวอย่างในวันที่ 0, 5, 10, 15 และ 28 หลังการผสมเทียม และระดับฮอร์โมน 
PAGs ที่เก็บตัวอย่างในวันที่ 28 ระหว่างกลุ่มโคท่ีตั้งท้องและไม่ตั้งท้อง ด้วยวิธี unpaired t-test  

นอกจากนี้ ทำการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย อุณหภูมิพ้ืนผิวร่างกายที่ตำแหน่งต่างๆ
และอุณหภูมิน้ำนมที่เก็บตัวอย่างระหว่างวันที่ 1 ถึงวันที่ 28 หลังการผสมเทียมและค่าเฉลี่ยอุณหภูมิในแต่ละวัน
ระหว่างกลุ่มโคที่ตั้งท้องและไม่ตั้งท้องในแต่ละช่วงเวลาด้วยวิธี two-way repeated measure ANOVA และ
เปรียบเทียบความแตกต่างแต่ละคู่ของข้อมูล (post-hoc analysis) ด้วยวิธี Šídák's method ร่วมกับการหาความ
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แตกต่างของอุณหภูมิเมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิในวันก่อนหน้า โดยความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติจะ
พิจารณาเมื่อการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิเทียบกับวันก่อนหน้ามากกว่า 2 เท่าของค่า standard error (SE) ตาม
วิธีการของ Gil et al. (2001) หาค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) ระหว่างค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้ำนม ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิ
พ้ืนผิวร่างกายที่วัดแต่ละตำแหน่ง และค่าเฉลี่ยอุณหภูมิแกนกลางร่างกายตั้งแต่วันที่ 1-28 หลังการผสมเทียม และ
หาค่า r ระหว่างผลการตั้งท้องที่ยืนยันด้วยวิธีอัลตราซาวด์และการล้วงทางทวารหนัก อุณหภูมิทางทวารหนัก การ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิทางทวารหนักเมื่อเปรียบเทียบกับวันก่อนหน้า อุณหภูมิน้ำนม การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ
น้ำนมเมื่อเปรียบเทียบกับวันก่อนหน้า ปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน  และระดับของ PAGs ในวันที่ 5, 10, 15 
และ 28 หลังการผสมเทียม ด้วยวิธี Spearman’s rank correlation และพิจารณาความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติที ่ p<0.05 การแปรผลระดับความสัมพันธ์ของค่า r อ้างอิงตามการศึกษาของ Mukaka (2012) โดย
แบ่งเป็น ไม่มีความสัมพันธ์กัน (r=0-0.3) ความสัมพันธ์ระดับต่ำ (r=0.3-0.5) ความสัมพันธ์ระดับปานกลาง (r=0.5-
0.7) ความสัมพันธ์ระดับสูง (r=0.7-0.9) และความสัมพันธ์ระดับสูงมาก (r=0.9-1.0) 

ผลการทดลองและวิจารณ์ 

ข้อมูลประชากรโคที่ทำการศึกษาและการตรวจการตั้งท้องทางห้องปฏิบัติการด้วยการวัดระดับโปรตีน PAGs 
และระดับโปรเจสเตอโรนในตัวอย่างน้ำนม 

จากข้อมูลทั่วไปของโคทั้งหมดที่เข้าร่วมโครงการวิจัยจำนวนทั้งสิ้น 31 ตัว พบว่าโคมีอายุเฉลี่ย  (+SD) 
4.1±1.2 ปี และมีลำดับท้องเฉลี่ยที่ 2.8±1.0 (Table 1) โดยเมื่อตรวจยืนยันการตั้งท้องด้วยวิธีอัลตราซาวด์และ
ล้วงตรวจทางทวารหนักในวันที่  45 และ 60 หลังการผสมเทียมพบว่า มีโคตั ้งท้องจำนวนทั ้งส ิ ้น 5 ตัว  
คิดเป็นร้อยละ 16.13 และโคไม่ตั ้งท้องทั้งสิ ้น 26 ตัวคิดเป็นร้อยละ 83.87 แบ่งตัวอย่างออกเป็น 2 กลุ่มตาม 
ผลการตรวจยืนยันการตั้งท้อง ได้แก่ กลุ่มโคตั้งท้องและกลุ่มโคท่ีไม่ตั้งท้อง  
Table 1 Demographic profile of cows used in this study comparing between pregnant and non-
pregnant groups (mean+SD). 

Parameters Pregnant 
group 

Non-pregnant 
group 

p-value 

Number (heads) 5 (16.13%) 26 (83.87%) - 
Age (years) 4.3±1.2 4.1±1.2 0.16 
Number of parity 4.3±0.8 2.8±1.0 0.32 
S-N value of PAGs test at day 28 post AI 0.82±0.48 0.03±0.06 <0.001 
Progesterone level at day 28 post AI (ng/mL) 1.44±0.21 0.91±0.11 0.04 
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เมื่อพิจารณาในกลุ่มโคไม่ตั้งท้อง พบว่าโคมีอายุเฉลี่ย 4.1±1.2 ปีและมีค่าเฉลี่ยลำดับท้องที่ 2.8±1.0 ส่วน
กลุ่มโคตั้งท้อง โคมีอายุเฉลี่ย 4.3±1.2 ปี และมีค่าเฉลี่ยลำดับท้องที่ 4.3±0.8 ซึ่งข้อมูลทั่วไปของโคทั้งสองกลุ่มไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่าประชากรที่คัดเลือกเข้ามาในโครงการวิจัยไม่มีความแตกต่าง
ก ั น  นอกจากน ี ้  จ ากผลการตรวจว ิ น ิ จ ฉ ั ย กา รต ั ้ ง ท ้ อ ง ในห ้ อ งปฏ ิ บ ั ต ิ ก า ร โ ดย ใช ้ ร ะด ั บ  PAGs  
จากตัวอย่างน้ำนมที่เก็บในวันที่ 28 หลังการผสมเทียม ในกลุ่มโคที่ตั ้งท้องมีค่าเฉลี่ย S-N value สูงกว่ากลุ่ม 
โคที่ไม่ตั้งท้องอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยมีค่าเท่ากับ 0.82±0.48 และ 0.03±0.06 ตามลำดับ ทั้งนี้ พบว่าโค
ทุกตัวที่มีระดับ PAGs บ่งชี้ว่าตั้งท้อง ได้รับการตรวจยืนยันว่าตั้งท้องจริงจากการอัลตราซาวด์และล้วงตรวจทาง
ทวารหนักทั้งหมด จากผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าระดับ PAGs ในตัวอย่างน้ำนมสามารถใช้ใช้วินิจฉัยการตั้งท้อง
ระยะต้นในวันที่ 28 หลังจากการผสมเทียมได้และมีค่าสูงขึ้นอย่างชัดเจนในกลุ่มตั้งท้อง  

การตรวจวัดระดับโปรตีน PAGs ถือเป็นหนึ ่งในวิธ ีการตรวจการตั ้งท้องและสามารถใช้ประเมิน
ประสิทธิภาพการผสมเทียมในโคได้ (Barbato et al., 2022) เนื่องจากฮอร์โมนดังกล่าวถูกสังเคราะห์จากเซลล์
ทรอโฟบลาสต์ (trophoblast) ทั้งชนิดนิวเคลียสเดี่ยว (mononucleated trophoblast) และชนิดนิวเคลียสคู่ 
(binucleated trophoblast) (Touzard et al., 2013) โดยพบการแสดงออกได้มากในชั้น epithelial cell ของ
รกในสัตว์กีบคู่รวมทั้งในโค (Green et al., 2000) จากการศึกษาของ Romano and Larson (2010) รายงานว่า
การตรวจการตั้งท้องด้วยการวัดระดับ PAGs ในวันที่ 28 หลังการผสมเทียมมีความไวในการตรวจการตั้งท้อง 
(sensitivity) ส ู ง ถ ึ ง ร ้ อ ย ล ะ  93.9 แ ล ะม ี ค ว ามจ ำ เพ า ะ  (specificity) ร ้ อ ยล ะ  95.5 อย ่ า ง ไ ร ก ็ ต า ม  
ในการศึกษานี้พบว่ามีโคที่ตรวจ PAGs และให้ผลเป็น recheck จำนวนทั้งสิ้น 4 ตัว ซึ่งมีค่า S-N value อยู่ในช่วง
ระหว่าง 0.162-0.243 คิดเป็นค่าเฉลี่ย S-N value 0.20+0.04 แต่เมื่อตรวจยืนยันการตั้งท้องด้วยการใช้อัลตรา
ซาวด์และล้วงตรวจทางทวารหนักแล้วพบว่าไม่ตั้งท้อง ซึ่งสาเหตุดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากการเกิดการสูญเสียตัว
อ่อนในช่วงระยะต้นของการตั้งท้อง ทำให้มีการปรากฎของโปรตีนที่สร้างจากรกขึ้นแล้วแต่ยังมีปริมาณไม่สูงมาก
พอ (Ricci et al., 2015) ดังนั้นผลการตรวจการตั้งท้องด้วยโปรตีน PAGs ในวันที่ 28 หลังการผสมเทียม ถึงแม้จะ
เป็นวิธีที่มีความไวและความจำเพาะที่สูง แต่อาจไม่สามารถใช้ในการยืนยันการตั้งท้องด้วยวิธีเดียวได้  

เมื่อพิจารณาแนวโน้มของระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน พบว่าทั้งสองกลุ่มมีรูปแบบการเปลี่ยนแปลงของ
ระดับฮอร์โมนคล้ายคลึงกัน โดยในวันที่ 0 ค่าเฉลี่ยฮอร์โมนจะมีค่าต่ำสุดและจะมีค่าเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆและสูงสุดในวันที่ 
15 หล ั งการผสม เท ี ยม  จากน ั ้ น ระด ับฮอร ์ โ มนจะลดต ่ ำ ล ง ในว ั นท ี ่  28 และพบความแตกต ่ า ง 
อย่างมีน ัยสำคัญในว ันที ่  28 ระหว ่างกล ุ ่มต ั ้งท ้องและไม่ต ั ้งท ้อง (p<0.05) (Figure 1) โดยในว ันที ่  28  
โคที่ตั้งท้องมีระดับฮอร์โมนเฉลี่ยอยู่ที่ 1.44±0.21 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งสูงกว่าระดับฮอร์โมนในโคที่ไม่ตั้งท้อง 
(0.91±0.11 นาโนกรัม/มิลลิลิตร) อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05)  
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Figure 1 Bar graph shows the level of milk progesterone between pregnant and non-pregnant 

groups on day 0, 5, 10, 15, and 28 after artificial insemination.  
* indicates p<0.05 compared to day 0 within the same group 

ψ indicates p<0.05 compared to day 5 within the same group 

ϕ indicates p<0.05 compared to day 10 within the same group 
ξ indicates p<0.05 compared to day 15 within the same group 
Δ indicates p<0.05 compared to non-pregnant group on the same day 

เมื่อเปรียบเทียบระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนภายในกลุ่ม ทั้งภายในกลุ่มโคตั้งท้องและไม่ตั้งท้อง ระดับ
ฮอร ์โมนในว ันท ี ่  5, 10, 15 และ 28 จะม ีค ่าส ูงกว ่าว ันท ี ่  0 อย ่างม ีน ัยสำค ัญ (p<0.05) อย ่างไรก ็ตาม  
ในกลุ่มโคที่ไม่ตั้งท้อง ระดับฮอร์โมนในวันที่ 28 จะลดลงจากวันที่ 15 อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) ซึ่งไม่พบความ
แตกต่างนี้ในกลุ่มโคที่ตั้งท้อง โดยระดับของฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนนั้นมีผลโดยตรงต่อกระบวนการตั้งท้องและ
อัตราการผสมติด (Omontese et al., 2020) โดยสามารถพบว่าโคที่ผสมติดจะมีระดับฮอร์โมนสูงกว่าโคที่ผสมไม่
ติดได้ตั้งแต่ช่วง 7 วันหลังการผสมเทียม นอกจากนี้ ระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนที่ลดต่ำลงในช่วงวันที่ 19-24 
หลังการผสมเทียมจะสามารถใช้ทำนายการไม่ตั้งท้องในโคได้ โดยมีค่าความแม่นยำคิดเป็นร้อยละ 95 (O’Connor, 
1998) ทั้งนี้ ในการศึกษานี้ จะเริ่มเห็นความแตกต่างของระดับฮอรโมนระหว่างกลุ่มโคตั้งท้องกับไม่ตั้งท้องในวันที่ 
28 หลังการผสมเทียม และเริ่มเห็นการลดลงของระดับฮอร์โมนในช่วงวันที่ 28 อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติในกลุ่มโค
ที่ไม่ตั้งท้อง ซึ่งอาจเป็นผลมาจากประชากรที่ใช้ในการศึกษานี้มีขนาดเล็กและมีจำนวนโคในกลุ่มที่ตั้งท้องไม่มากนัก 

การเปรียบเทียบค่าอุณหภูมิแกนกลาง อุณหภูมิน้ำนมและอุณหภูมิพื้นผิวร่างกายที่ตำแหน่งต่างๆ ในกลุ่มโคตั้ง
ท้องและไม่ตั้งท้อง และศึกษาความสัมพันธ์เทียบกับอุณหภูมิแกนกลาง 
 ทำการวัดอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย อุณหภูมิน้ำนม และอุณหภูมิพ้ืนผิวร่างกายจำนวน 4 ตำแหน่ง ได้แก่ 
ด้านข้างลำตัว ฐานเต้านมด้านซ้าย ช่องรูหูด้านซ้ายและดวงตาด้านซ้ายตั้งแต่วันที่ 1-28 หลังการผสมเทียมในกลุ่ม
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โคตั้งท้องและไม่ตั้งท้อง (Table 2) ผลการศึกษาพบว่า เมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มตั้งท้องและไม่ตั้งท้อง ค่าเฉลี่ย
อุณหภูมิในทุกตำแหน่งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ การใช้ค่าเฉลี่ยของอุณหภูมิตั้งแต่วันที่ 1-28 
หลังการผสมเทียม จึงไม่มีประสิทธิภาพมากพอในการแยกความแตกต่างระหว่างโคตั้งท้องและไม่ตั้งท้องได้  
Table 2 The average temperatures of pregnant and non-pregnant groups from day 1-28 post 

artificial insemination, measured at six different areas (rectum, milk, left body at rib 13th, 
left udder, left ear canal, and left eye) (mean+SD). 

Groups 
 Area of temperature measurement 

Rectum Milk 
Left body 
(Rib 13th) 

Left udder 
Left ear 
canal 

Left eye 

Pregnant  38.36±0.19a 37.30±0.57b 36.83±0.16c 36.95±0.29c 36.64±0.18d 36.89±0.19d 
Non-pregnant 38.44±0.09a 37.19±0.42b 36.83±0.09bc 37.03±0.11bc 36.57±0.08bd 36.82±0.09bd 

a, b, c, d Different letters in the same column and row indicate significant differences between groups 
at the p < 0.05.  
 เมื่อพิจารณาภายในกลุ่ม พบว่าทั้งในกลุ่มโคตั้งท้องและไม่ตั้งท้อง อุณหภูมิวัดทางทวารหนักจะมีค่าสูง
ที่สุด เนื่องจากเป็นการวัดอุณหภูมิแกนกลางภายในร่างกายและมีอิทธิพลจากสิ่งแวดล้อมภายนอกน้อยกว่า
ตำแหน่งอื ่น และอุณหภูมิน้ำนมจะเป็นอุณหภูมิที ่มีค่ารองลงมา โดยในกลุ่ มโคที ่ไม่ตั ้งท้อง อุณหภูมิน้ำนม 
จะไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญกับอุณหภูมิพื้นผิวร่างกายที่วัดในตำแหน่งอื่น แต่ในกลุ่มโคตั้งท้องจะพบ
ความแตกต่างของอุณหภูมิน้ำนมเมื่อเปรียบเทียบกับตำแหน่งพ้ืนผิวอ่ืนๆอย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05)  

เมื่อหาความสัมพันธ์ระหว่างค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้ำนมที่วัดด้วยเครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรด ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิ
พ้ืนผิวทั้ง 4 ตำแหน่งที่วัดด้วยเครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรด และค่าเฉลี่ยอุณหภูมิแกนกลางร่างกายจากการวัดทาง
ทวารหนักด้วยเทอร์โมมิเตอร์ชนิดปรอทโดยใช้ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ ( r) (Figure 2) พบว่า อุณหภูมิที่วัดจาก
ตำแหน่งที่ใกล้เคียงกัน จะมีความสัมพันธ์อยู่ในระดับปานกลางเชิงบวก (มากกว่า 0.5 ขึ้นไป) เช่น อุณหภูมิระหว่าง
ดวงตาและช่องรูหู (r = 0.73, p<0.05) และอุณหภูมิระหว่างเต้านมและด้านข้างลำตัวบริเวณซี่โครง (r = 0.54, 
p<0.05) นอกจากนี้ อุณหภูมิด้านข้างลำตัวบริเวณซี่โครงยังมีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิดวงตาและอุณหภูมิช่องรูหู
อย่างมาก โดยมีค่า r เป็น 0.74 และ 0.77 ตามลำดับ โดยการวัดอุณหภูมิในทุกคู่จะมีความสัมพันธ์กันอย่างมี
นัยสำคัญ (p<0.05) 
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Figure 2  The Spearman correlation coefficient (r) of the averages of rectal temperature, milk 

temperature and surface temperature, measured at 4  areas (left body at rib13 , left 
udder, left ear canal and left eye) from day 1 - 28 after artificial insemination.  
* indicates correlation values with a p-value<0.05. and the level of correlation was categorized as 
follows: negligible (r=0-0.3), low (r=0.3-0.5), moderate (r=0.5-0.7), high (r=0.7-0.9) and very high 
(r=0.9-1.0) correlation. 

ทั้งนี้ เมื่อประเมินระดับความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิทางทวารหนักซึ่งเป็นตำแหน่งมาตรฐานในการวัด
อุณหภูมิแกนกลางร่างกายกับอุณหภูมิน้ำนม พบว่ามีค่า r มากที่สุดเมื่อเทียบกับการวัดอุณหภูมิพื้นผิวร่างกายใน
ตำแหน่งอื่นๆ โดยมีค่าความสัมพันธ์ในระดับต่ำเชิงบวก (r=0.38, p<0.05) (Figure 2) โดยมีการศึกษาก่อนหน้า
เช่นกันที ่รายงานความสัมพันธ์ของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายทางทวารหนักและอุณหภูมิน้ำนม แต่มีค่า
ความสัมพันธ์ในระดับสูงเชิงบวก (r=0.87) (West et al., 2003) อย่างไรก็ตาม ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิพ้ืนผิวร่างกายที่วัด
ด้วยเครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดในการศึกษานี้ ยังคงได้ค่าเฉลี่ยอุณหภูมิใกล้เคียงกับอุณหภูมิแกนกลางมากกว่า
การศึกษาอื ่น (Berry et al., 2003; Venjakob et al., 2016; Carvalho et al., 2019; Shu et al., 2022) ซึ่ง
ความแตกต่างของอุณหภูมิที่วัดได้ในแต่ละการศึกษาอาจเป็นผลมาจากปัจจัยอื่นๆ เช่น ความแตกต่างของสถานที่
เลี้ยงสัตว์ สภาพภูมิอากาศของแต่ละพื้นที่ที่ทำการศึกษาและความเครียดที่เกิดกับโคในขณะที่มีการวัดอุณหภูมิ 
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(Crump et al., 2022) ดังนั้น แม้ว่าความสัมพันธ์ของอุณหภูมิที่วัดจากน้ำนมและทางทวารหนักจะมีค่าไม่สูงมาก
นักในการศึกษาครั้งนี้ แต่ยังคงมีความสัมพันธ์ในเชิงบวกและมีค่าสูงที่สุดเมื่อเปรียบเทียบการวัดอุณหภูมิพื้นผิว
ร่างกายที่ตำแหน่งอ่ืนๆ ในการศึกษานี้จึงได้ใช้อุณหภูมิน้ำนมมาเป็นอีกปัจจัยหนึ่งในการหาความสัมพันธ์กับการตั้ง
ท้องในโค ร่วมกับอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย  

การศึกษาการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายที่วัดทางทวารหนักและอุณหภูมิน้ำนมในกลุ่มโคตั้ง
ท้องและไม่ตั้งท้อง 

ทำการศึกษารูปแบบการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิในแต่ละวัน (temperature dynamics) ตั้งแต่วันที่ 1-
28 หลังการผสมเทียม ดังแสดงใน Figure 3 ผลการศึกษาพบว่า กลุ่มโคที่ตั้งท้องจะไม่พบรูปแบบของอุณหภูมิที่
เปลี่ยนแปลงจากวันก่อนหน้าอย่างชัดเจนในช่วงระหว่างวันที่ 1-25 หลังการผสมเทียม แต่ในช่วงระหว่างวันที่ 26-
28 จ ะพบ ก า ร เ ป ล ี ่ ย น แ ป ล ง ข อ ง อ ุ ณ ห ภ ู ม ิ เ ม ื ่ อ เ ท ี ย บ ก ั บ ว ั น ก ่ อ น ห น ้ า ม า ก ก ว ่ า ร ้ อ ย ล ะ  0.5  
โดยในวันที่ 27 จะพบการลดลงของอุณหภูมิเมื่อเทียบกับวันที่ 26 อย่างมีนัยสำคัญ (p<0.05) โดยลดลงร้อยละ 
0.64 (0.2 องศาเซลเซียส) และในวันที่ 28 จะพบการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิเมื่อเทียบกับวันที่ 27 คิดเป็นร้อยละ 
0.82 (0.3 องศาเซลเซียส) ส่วนในกลุ่มที่ไม่ตั้งท้อง จะไม่พบการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิอย่างมีนัยสำคัญเมื่อ
เปรียบเทียบกับวันก่อนหน้าเลย รวมทั้งในช่วงวันที่ 26-28 หลังการผสมเทียม  

นอกจากนี้ เมื ่อทำการเปรียบเทียบอุณหภูมิแกนกลางร่างกายระหว่างกลุ ่มตั ้งท้องและไม่ตั ้งท้อง  
จะพบความแตกต่างของอุณหภูมิอย่างมีน ัยสำคัญทางสถิติ (p<0.05) ในวันที ่ 27 หลังผสมเทียม โดยโค 
ไม่ตั้งท้องจะมีอุณหภูมิเฉลี่ย 38.52±0.09 และโคตั้งท้องจะมีอุณหภูมิเฉลี่ย 38.07±0.10 องศาเซลเซียสตามลำดับ 
(Figure 3A) อย ่ า ง ไ รก ็ ต าม  การลดลงของอ ุณหภ ู ม ิ แกนกลา งร ่ า งกายจะ ในว ั นท ี ่  27 หล ั ง กา ร 
ผสมเทียมในโคตั้งท้องที่พบในครั้งนี้ ยังไม่เคยมีรายงานปรากฎในการศึกษาก่อนหน้า แต่สามารถพบได้การลดลง
ของอ ุณหภ ูม ิ เช ่นก ัน ในการว ัดอ ุณหภ ูม ิท ี ่ กระ เพาะอาหารส่ วน เรต ิค ิ วล ัม  (Bewley et al., 2008)  
ซึ่งเป็นตำแหน่งที่มีความสัมพันธ์ระดับสูงเชิงบวกต่ออุณหภูมิแกนกลางร่างกายที่วัดบริเวณทวารหนัก (r=0.645) 
(Kim et al., 2021) ซึ่งในช่วงเวลาดังกล่าวเป็นช่วงเวลาที่มีการสร้างรกขึ้น (cotyledon formation) โดยจะเริ่ม
เห็นการปรากฎของรกโคได้ในช่วงวันที่ 30 และการสร้างรกสมบูรณ์ในช่วงวันที่ 190 ของการตั้งท้อง (Davenport 
et al., 2023) ดังนั้น จึงควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมถึงความสัมพันธ์ของปรากฎการณ์ดังกล่าวต่อการเปลี่ยนแปลงของ
อุณหภูมิร่างกายในแม่โคต่อไป ซึ่งอาจจะสามารถนำความสัมพันธ์ของอุณหภูมิต่อการปรากฎของรกมาใช้ในการ
ทำนายการตั้งท้องในโคได ้
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Figure 3 Temperature dynamics of non-pregnant and pregnant groups throughout 28 days after 

artificial insemination, recorded from (A) rectum and (B) collected milk. Data are 
represented as mean±S.E.  
∆ indicates temperature changing more than two times of S.E. from the previous day (p<0.05)  
* indicates p<0.05 comparing between pregnant and non-pregnant groups on the same day after 
artificial insemination. 

ในส่วนของอุณหภูมิน้ำนมที่วัดโดยเครื่องวัดอุณหภูมิอินฟราเรดนั้น การศึกษานี้พบการเปลี่ยนแปลงของ
อุณหภูม ิอย ่างชัดเจนในช่วงระหว่างว ันที ่  14-16 หลังการผสมเทียมในกลุ ่มโคตั ้งท ้อง โดย ในว ันที่ 15  
กลุ ่มโคตั ้งท้องมีค่าเฉลี ่ยอุณหภูมิสูงขึ ้นมากกว่า 2 เท่าของค่า  S.E. เมื ่อเปรียบเทียบกับวันที ่ 14 (p<0.05)  
คิดเป็นการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิเพ่ิมขึ้นร้อยละ 4.31 (1.6 องศาเซลเซียส) นอกจากนี้ ในวันที่ 16 ยังพบการลดลง
ของค่าเฉลี ่ยอุณหภูมิมากกว่า 2 เท่าของค่า  S.E. เมื ่อเปรียบเทียบกับวันที ่ 15 (p<0.05) โดยคิดเป็นการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิลดลงร้อยละ 3.91 (1.5 องศาเซลเซียส) (Figure 3B.) ส่วนในกลุ่มที่ไม่ตั้งท้อง จะไม่พบความ
แตกต่างของอุณหภูมิเลยตั้งแต่วันที่ 1−28 หลังการผสมเทียม จากการศึกษาของ Gil et al. (2001) รายงานการ
เปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้ำนมในโคว่าในกลุ่มโคตั้งท้องจำนวนร้อยละ 88.30 เพิ่มขึ้นของอุณหภูมิน้ำนมอย่างมี
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นัยสำคัญในช่วงระหว่างวันที่ 5, 6 หรือ 7 หลังการผสมเทียม โดยพบการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิน้ำนม 0.64 องศา
เซล เซ ี ยส เม ื ่ อ เปร ี ยบ เท ี ยบก ับค ่ า เฉล ี ่ ย อ ุณหภ ู ม ิ น ้ ำนมว ั นก ่ อนหน ้ า  โดย ในช ่ ว งว ั นท ี ่  15-16  
หลังการผสมเทียมเป็นต้นไป จะเป็นช่วงเวลาที่เริ่มเกิดการรับรู้การตั้งท้องในแม่โค (pregnancy recognition) 
และเกิดการเชื่อมต่อกันระหว่างมดลูกของแม่ในชั้น endometrium และตัวอ่อน ซึ่งสามารถส่งผลให้เกิดการ
เปลี่ยนแปลงทางด้านร่างกายต่างๆในแม่โคได้ รวมถึงเกิดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิได้ (Sánchez et al., 
2019) นอกจากนี้ เมื่อทำการเปรียบเทียบอุณหภูมิน้ำนมระหว่างกลุ่มโคตั้งท้องและไม่ตั้งท้อง ในกลุ่มโคที่ตั้งท้องยัง
พบการลดลงของอุณหภูมิน้ำนม เมื่อเทียบกับโคในกลุ่มไม่ตั้งท้องในวันที่ 28 หลังการผสมเทียมอย่างมีนัยสำคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) โดยมีอุณหภูมิ 37.23±0.22 และ 37.94±0.15 องศาเซลเซียสตามลำดับ ซึ่งการลดลงของ
อุณหภูมิน้ำนมในช่วงเวลาดังกล่าวมีความสอดคล้องกับการพบการลดลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายเช่นกัน  

การศึกษาความสัมพันธ์ของการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลาง อุณหภูมิน้ำนม อุณหภูมิพื้นผิวที่ตำแหน่ง
ต่างๆ และการเปลี่ยนแปลงระดับฮอร์โมนต่อการประเมินการตั้งท้อง 

ทำการศึกษาตัวแปรทั้งหมดในการศึกษานี้เพื่อหาความสัมพันธ์ต่อผลการตั้งท้องในโคซึ่งยืนยันด้วยวิธี  
อัลตราซาวด์และการล้วงตรวจผ่านทางทวารหนัก ได้แก่ ปริมาณฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน อุณหภูมิแกนกลางที่วัด
ทางทวารหนัก อุณหภูมิแกนกลางที่วัดทางทวารหนักที่เปลี่ยนแปลงเมื่อเปรียบเทียบกับวันก่อนหน้า อุณหภูมิน้ำนม 
และอ ุณหภ ูม ิน ้ ำนมท ี ่ เปล ี ่ ยนแปลงเม ื ่ อ เปร ี ยบเท ียบก ับว ันก ่อนหน ้ า  และระด ับ โปรต ีน  PAGs  
ทำการเปรียบเทียบในวันที่ 5, 10, 15 และ 28 หลังผสมเทียม หาความสัมพันธ์และแสดงผลโดยใช้ heat map ดัง
แสดงใน Figure 4 และ Figure 5  
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Figure 4 Heat map illustrates the Spearman’s correlation coefficient (r) between the rectal 
temperature, changes in rectal temperature, milk temperature, changes in milk 
temperature, progesterone level and the pregnancy result of the cows on (A) day 5 
and (B) day 10 post artificial insemination. 
* indicates correlation values with a p-value < 0.05 and the level of correlation was categorized as 
follows: negligible (r=0-0.3), low (r=0.3-0.5), moderate (r=0.5-0.7), high (r=0.7-0.9) and very high 
(r=0.9-1.0) correlation. 

ผลการศึกษาพบว่าในวันที ่ 5 และ 10 หลังการผสมเทียม ไม่มีตัวแปรใดที ่มีความสัมพันธ์กับการ 
ตั ้งท้อง (p>0.05) (Figure 4A และ Figure 4B) แต่พบความสัมพันธ์ระดับปานกลางเชิงบวกระหว่างการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิแกนกลางที่วัดทางทวารหนักเมื่อเปรียบเทียบกับวันก่อนหน้าและอุณหภูมิน้ำนมอย่าง  
มีนัยสำคัญทางสถิติในวันที่ 10 หลังการผสมเทียม (r=0.54, p<0.05)  
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Figure 5 Heat map illustrates the Spearman’s correlation coefficient (r) between the rectal 

temperature, changes in rectal temperature, milk temperature, changes in milk 
temperature, progesterone level, pregnancy-associated glycoproteins level and the 
pregnancy result of the cows on (A) day 15 and (B) day 28 post artificial insemination. 
* indicates correlation values with a p-value < 0.05, and The level of correlation was categorized as 
follows: negligible (r=0-0.3), low (r=0.3-0.5), moderate (r=0.5-0.7), high (r=0.7-0.9) and very high (r=0.9-
1.0) correlation. 
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ในวันที่ 15 พบว่าผลการตั้งท้องมีความสัมพันธ์ระดับต่ำเชิงบวกกับอุณหภูมิน้ำนมที่เปลี่ยนแปลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับวันก่อนหน้าอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (r=0.41, p<0.05) (Figure 5A) สอดคล้องกับผลการศึกษาที่
แสดงใน Figure 3B การศึกษานี้จึงแสดงให้เห็นว่าการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้ำนมในวันที่ 15 เมื่อเทียบกับวัน
ก่อนหน้ามีความสัมพันธ์กับผลการตั้งท้องและสามารถใช้เป็นเครื่องมือหนึ่งในการประเมินการตั้งท้องระยะต้นในโค
ได้ นอกจากนี ้ในวันที่ 28 หลังการผสมเทียมพบว่าผลการตั้งท้องมีความสัมพันธ์ระดับปานกลางเชิงลบกับอุณหภูมิ
น้ำนม (r=−0.60, p<0.05) และมีความสัมพันธ์ระดับต่ำเชิงบวกกับระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (r=0.35, 
p<0.05) และระดับโปรตีน PAGs (r=0.47, p<0.05) อย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (Figure 5B) 

ดังนั ้น การศึกษานี ้แสดงให้เห็นว่า การตรวจวัดระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและโปรตีน PAGs  
ในวันที่ 28 สามารถใช้ในการประเมินการตั้งท้องได้ นอกจากนี้ การติดตามวัดการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้ำนม
ในวันที่ 14 - 16 ร่วมกับการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางในวันที่ 26 - 28 สามารถใช้เป็นอีกวิธีหนึ่งในการ
ประเมินการตั้งท้องระยะต้นในโคได้เช่นกัน โดยจากการศึกษาก่อนหน้ากล่าวว่าเมื่อโคได้รับการผสมเทียมแล้วจะมี
กล ไกของร ่ า งกาย เพ ื ่ อตอบสนองและรองร ั บการต ั ้ งท ้ อ ง เ ก ิ ดข ึ ้ น ในแม ่ โ ค  โดยม ี การ หลั่ ง ส าร 
สื่ออักเสบชนิดพลอสตาแกลนดินชนิดอีทู (prostaglandin E2; PGE2) ในกระแสเลือดของแม่เมื่อมีตัวอ่อนปรากฎ
อย ู ่ ภ า ย ใ น ม ด ล ู ก  ( Thatcher et al., 1984; Lemley et al., 2021) ซ ึ ่ ง ส า ร ส ื ่ อ อ ั ก เ ส บ ด ั ง ก ล ่ า ว 
มีคุณสมบัติให้เกิดการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิหรือทำให้เกิดอาการไข้ (pyrogen) (Vane, 1971) ส่งผลให้พบการ
เปลี ่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายและอุณหภูมิน ้ำนมในกลุ ่มโคตั ้งท้องได้ นอกจากนี ้ PGE2  
ยังมีบทบาทในการกดระบบภูมิคุ ้มกันของร่างกายแม่โค (immunosuppression) ได้อีกด้วย ซึ่งจะช่วยลดการ
กระบวนการปฏิเสธตัวอ่อนที่เคลื่อนเข้ามาสู่โพรงมดลูก (embryo rejection) ทำให้ตัวอ่อนเกิดการฝังตัวที่สมบูรณ์
และสามารถตั้งท้องต่อไปได้ (Tomaszewska and Przekop, 1997) อย่างไรก็ตาม การพบการลดลงของอุณหภูมิ
น้ำนมในวันที่ 28 หลังการผสมเทียมในการศึกษานี้ มีความสอดคล้องกับการลดลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกาย
ในโคตั้งท้อง การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือหาความสัมพันธ์ของการปรากฎของรกในช่วงเวลาดังกล่าวต่อการเปลี่ยนแปลง
ของอุณหภูมิ จึงมีความน่าสนใจเพ่ือช่วยอธิบายกลไกทางสรีรวิทยาที่เก่ียวข้องให้มีความชัดเจนมากยิ่งข้ึน ทั้งนี้ การ
ตรวจทางห้องปฏิบัติการอื่นๆ เพิ่มเติม เช่น การตรวจระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและ/หรือระดับของ PAGs ใน
ตัวอย่างน้ำนมสามารถทำควบคู่กันกับการวัดอุณหภูมิร่างกายที่เปลี่ยนแปลงได้ เพื่อให้การประเมินการตั้งท้อง
ระยะต้นมีความแม่นยำมากยิ่งข้ึน  
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สรุปผลการทดลอง 

1. การว ัดอ ุณหภ ูม ิพ ื ้นผ ิวร ่างกายที ่ตำแหน ่งต ่างๆไม ่ม ีความส ัมพ ันธ ์ก ับอ ุณหภ ูม ิแกนกลาง  
โดยอุณหภูมิน้ำนมมีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิแกนกลางมากที่สุดเมื ่อเปรียบเทียบกับตำแหน่งพื ้นผิวอื ่นๆ  
โดยเป็นความสัมพันธ์ในระดับต่ำ  

2. ในกลุ่มโคตั้งท้อง จะพบการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางที่วัดทางทวารหนักในวันที่ 26-28และ
อุณหภูมิน้ำนมในวันที่ 14-16 เมื่อเปรียบเทียบกับวันก่อนหน้า โดยในโคที่ไม่ตั้งท้องจะไม่พบรูปแบบการเปลี่ยน
ของอุณหภูมิดังกล่าว นอกจากนี้ เมื่อเปรียบเทียบระหว่างโคตั้งท้องและไม่ตั้งท้องจะพบว่าอุณหภูมิร่างกายและ
น้ำนมของโคตั้งท้องจะลดลงอย่างมีนัยสำคัญในวันที่ 27 และ 28 ตามลำดับ 

3. พบความสัมพันธ์ระดับต่ำของการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้ำนมในวันที่ 15 และความสัมพันธ์ระดับ
ปานกลางของการลดลงของอุณหภูมิน้ำนมในวันที ่ 28 หลังการผสมเทียมต่อการตั ้งท้อง ซึ ่งการตั ้งท้อง 
มีความสัมพันธ์ระดับต่ำกับระดับฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนและระดับโปรตีน PAGs ในวันที่ 28 เช่นกัน 

ดังนั้น การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายร่วมกับการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้ำนม  
จึงสามารถนำมาใช้เป็นดัชนีหนึ่งในการประเมินการตั้งท้องช่วงระยะต้นในโคได้  

ข้อเสนอแนะ 

การศึกษานี้เป็นการประยุกต์ใช้การเปลี ่ยนแปลงของอุณหภูมิแกนกลางร่างกายและอุณหภูมิน้ำนม  
ในการบ่งชี้การตั้งท้องในโค อย่างไรก็ตาม ความสัมพันธ์ระหว่างการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิทั้งสองตำแหน่งต่อ
การตั้งท้องยังเป็นความสัมพันธ์ในระดับที่ไม่สูงมากนัก ในการใช้ประโยชน์ในพื้นที่จึงยังคงจำเป็นต้องใช้วิธียืนยัน
การตั้งท้องอื่นๆร่วมด้วย ดังนั้น เพื่อให้ผลการศึกษามีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น ควรมีการตรวจวัดระดับฮอร์โมน
อื่นๆที่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ เช่น ฮอร์โมน  PGE2 หรือสารสื่ออักเสบต่างๆ นอกจากนี้ ควรมี
การศึกษาเพิ่มเติมเกี่ยวกับความสัมพันธ์ของการลดลงของอุณหภูมิร่างกายและอุณหภูมิน้ำนมในช่วงวันที่ 28 หลัง
การผสมเทียมว่ามีความสอดคล้องกับกระบวนการสร้างรกหรือกระบวนการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาอื่นๆ ใน
ร่างกายของแม่โคเพื่อตอบสนองต่อการตั้งท้องหรือไม่ ทั้งนี้ ในการศึกษานี้มีจำนวนตัวอย่างขนาดเล็กและโคที่ตั้ง
ท ้ องม ี จำนวนน ้อย  การศ ึกษาคร ั ้ งต ่ อ ไปจ ึ งควรทำการศ ึกษาในส ัตว ์ทดลองท ี ่ ม ี จำนวนมากขึ้ น  
เพ่ือให้ผลการทดลองมีความแม่นยำมากยิ่งขึ้น  

กิตติกรรมประกาศ 
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