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บทคัดย่อ 
 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อ ศึกษาคุณภาพอสุจิหลังการทำละลาย และเพื่อ
ศึกษาสัดส่วนเพศลูกแพะจากการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งแยกเพศอสุจิที่ผ่านการปั่นเหว่ียงผ่าน
ช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันในแพะ โดยแบ่งออกเป็น 2 การ
ทดลอง ดังนี้ 

การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความ
เข้มข้นต่างกันต่อคุณภาพอสุจิแพะหลังการทำละลาย โดยรีดเก็บน้ำเช้ือจากพ่อพันธ์ุบอร์จำนวน 3 ตัว 
อายุ 3-5 ปี รีดเก็บน้ำเช้ือเป็นเวลา 3 สัปดาห์ติดต่อกัน จากนั้นนำน้ำเช้ือที่รีดได้มาตรวจประเมิน
คุณภาพโดยน้ำเช้ือที่มีการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าไม่ต่ำกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นไม่น้อยกว่า 
2,000 ล้านตัวต่อมิลลิลิตร มารวมกันแล้วแบ่งน้ำเช้ือออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนที่ 1 เป็นกลุ่มควบคุม 
น้ำเช้ือถูกนำไปผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งโดยไม่ผ่านการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ ส่วนที่ 2 เป็น
กลุ่มทดลอง น้ำเช้ือถูกนำไปปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์จำนวน 7 ช้ัน (40 , 
45, 50, 65, 70, 80, และ 90 เปอร์เซ็นต์) และนำน้ำเช้ือจาก 2 ช้ันล่างสุดไปผลิตน้ำแช่แข็ง ทำการ
ตรวจคุณภาพน้ำเช้ือหลังละลายด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์คุณภาพอสุจิในช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, 
และ 6 หลังละลาย  

ผลการศึกษาพบว่า อิทธิพลร่วมระหว่างการปั่นเหว่ียงและเวลาของเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของอสุจิมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) สำหรับค่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของ
อสุจิ ค่าความเร็วในการเคลื่อนที่ (VAP, VSL และ VCL) ค่าลักษณะการเคลื่อนที่ (ALH, BCF, STR 
และ LIN) ไม่พบอิทธิพลร่วมระหว่างการปั่นเหว่ียงและเวลา (P>0.05) และอิทธิพลของการปั่นเหว่ียง
ไม่มีผลต่อค่าต่างๆ จึงสรุปว่า การปั่นเหว่ียงอสุจิแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ไม่ส่งผลต่อคุณภาพ
น้ำเช้ือแพะแช่แข็งหลังละลาย จึงสามารถนำน้ำเช้ือที่ผ่านการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของ
สารละลายเพอร์คอลล์ไปผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งได้ และอาจนำไปใช้ประโยชน์ในการพัฒนาการคัดแยก
เพศจากเซลล์อสุจิแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ต่อไป 

การทดลองที่ 2  การศึกษาผลของการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วย
วิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันต่อสัดส่วนเพศลูก



(6) 

 
 

แพะ แม่แพะทดลองจำนวน 90 ตัว มีน้ำหนักประมาณ 25-30 กิโลกรัม มีค่าคะแนนร่างกายอยู่ในช่วง 
3-3.5 (คะแนน 1-5) เป็นแม่แพะท้องที่ 1 หรือมากกว่า ถูกแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม  เพื่อฉีดน้ำเช้ือผสม
เทียม โดยกลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่มควบคุม จำนวน 46 ตัว ได้รับการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ไม่ผ่าน
การแยกเพศ ส่วนกลุ่มที่ 2 เป็นกลุ่มทดลอง จำนวน 44 ตัว ได้รับการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งแยก
เพศอสุจิที่ผ่านการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ โดยการฉีดน้ำเช้ือหลังแม่
แพะแสดงอาการเป็นสัดยืนน่ิง 12-24 ช่ัวโมง และผสมซ้ำอีกครั้งให้กับแม่แพะที่ยังเป็นสัดยืนนิ่ง โดย
ฉีดห่างจากครั้งแรก 12 ช่ัวโมง แม่แพะที่ได้รับการฉีดน้ำเช้ือ 1 และ 2 ครั้ง มีจำนวน 75 และ 15 ตัว 
ตามลำดับ ใน 1 หลอดน้ำเช้ือมีจำนวนอสุจิ 150 ล้านตัวหลอด และตรวจการตั้งท้องแม่แพะด้วย
เครื่องอัลตราซาวด์ 45-60 วันหลังผสม หลังจากนั้นเมื่อแม่แพะคลอดจึงตรวจสอบเพศลูกแพะ  

ผลการทดลองพบว่า อัตราการผสมติดของแม่แพะกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า
เท่ากับ 78.26 และ 70.45 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ สัดส่วนเพศของลูกแพะของทั้งสองกลุ่มมีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.0172) โดยพบว่า สัดส่วนลูกแพะเพศเมียและเพศผู้ของ
กลุ่มทดลองมีค่าเทา่กับ 70.45 และ 29.55 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ส่วนกลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากับ 45.65 
และ 54.35 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ จึงสรุปได้ว่า เทคนิคการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลาย
เพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกัน สามารถนำมาใช้ในการคัดแยกเพศอสุจิและเพิ่มปริมาณสัดส่วนลูก
แพะเพศเมียได้  
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ABSTRACT 
 

The objectives of this study were to investigate the post-thawed 
semen quality and sex ratio of kids with sperm sexed by Percoll density gradient 
centrifugation in goat. The study was divided into 2 experiments which were: 

Experiment 1: effect of Percoll density gradient centrifugation on post-thawed sperm 
quality  

The semen was collected from three mature Boer bucks, 3-5 years of 
age, once a week for 3 consecutive weeks using artificial vaginal method. Each week, 
the semen with progressive motility and concentration greater than 70% and 2,000 
million sperm per milliliter, respectively, were pooled. The pooled semen was then 
divided into 2 groups of with or without centrifugation before frozen semen 
processing. For the centrifugation group, the semen was centrifuged using 7 layer of 
Percoll density gradient (40, 45, 50, 65, 70, 80 and 90%). After centrifugation, only 
semen from 2 layers of 80 and 90% Percoll were further processed for frozen semen. 
Post-thawed semen quality was analyzed by CASA at 0, 1, 2, 3, 4, 5 and 6 h after 
incubation at 37C.  

The results showed that the interaction between treatment (with or 
without centrifugation) and times was highly significant difference (P<0.01) for sperm 
motility, whereas the progressive motility, velocity (VAP, VSL and VCL) and kinetic 
movement (ALH, BCF, STR and LIN) of sperm were not significant (P>0.05).  

In addition, the centrifugation using Percoll density gradient did not 
effect on progressive motility, velocity and kinetic movement of sperm. From this 
study it could be concluded that the centrifugation using Percoll density gradient 
had no effect on post-thawed semen quality in goat. In addition, Percoll density 
gradient technique could be applied for goat sperm sexing. The benefit of this study 
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could be used for frozen sexing sperm production, using percoll density gradient 
centrifugation, in goat.  

Experiment 2: effect of insemination with sexed sperm by Percoll density gradient 
centrifugation on sex ratio of kids 

A total of 90 does (first-parity or greater) were used in this study. The 
body weight of does was between 25-30 kilograms. Does were in 3-3.5 body 
condition score (score 1-5). The experimental does were divided into 2 groups of 
control (n = 46) and treatment (n = 44).  The does in control group were inseminated 
with frozen unsexed sperm whereas in the treatment group were inseminated with 
frozen sexed sperm by Percoll density gradient centrifugation. The does were 
inseminated with frozen-thawed semen (150 million sperm per dose) at 12-24 h after 
the onset of estrus once or twice (12 h interval). Mostly does (n=75) were received 
one insemination and another 15 doses were two at 12 h interval. Conception was 
determined by trans-rectal ultrasonography at about 45-60 days after insemination 
and the sex of kids were detected at kidding.  

The results showed that the conception rate of does was 78.26 and 
70 .45 % in control and experimental group, respectively. The sex ratio of kids was 
significantly different between two groups (P<0.0172). The percentage of female and 
male kids in control group was 70.45 and 29.55, respectively, whereas in treatment 
group was 45.65 and 54.35, respectively. In conclusion, the Percoll density gradient 
centrifugation could be used for sperm sexing in goat to increase female kid. 
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ALH = Amplitude of lateral head displacement (ความกว้างของส่วนหัวของ
ตัวอสุจิทีส่่ายไปมา) 

AV = Artificial vaginal method (การรีดเกบ็น้ำเช้ือโดยการใช้ช่องคลอดเทียม) 
BCF 
BSA 

= 
= 

Beat cross frequency (ความถ่ีของการส่ายส่วนหัวของตวัอสุจิ) 
Bovine Serum Albumin 

CASA   = Computer Assisted Semen Analysis (เครื่องตรวจวิเคราะห์คุณภาพอสุจิ) 
LIN 
 
PCR 

= 
 
=           

Linearity (อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ย
ของการเคลื่อนที่วิถีโค้งมี) 
Polymerase  Chain  Reaction                                                  

PVP 
SAS 

= 
= 

Polyvinylpyrrolidone (โพลีไวนิลไพโรลิโดน) 
Statistical Analysis System 

STR = Straightness (ความตรงในการเคลื่อนที่ ซึง่คำนวณจากอัตราส่วนความเร็ว
ของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนทีคู่ณด้วยร้อย) 

VAP = Average path velocity (ความเร็วในการเคลื่อนทีเ่ฉลี่ยจากระยะทางจริงใน 
1 วินาที) 

VCL = Curvilinear velocity (ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีโค้งเป็นการคำนวณ
แนวโน้มของการเคลื่อนที่เฉลี่ยใน 1 วินาที) 

VSL = Straight-line velocity (ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีตรง เปน็การคำนวณจาก
จุดหนึ่งไปยังอกีจุดหนึ่งในแนวเส้นตรงในช่วงระยะเวลา 1 วินาที) 
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บทที่ 1 

บทนำ 
 

 

บทนำต้นเรื่อง 
 

ปัจจุบันภาครัฐ โดยกรมปศุสัตว์ ได้ส่งเสริมเทคโนโลยีชีวภาพที่นำไปใช้ในฟาร์ม
เกษตรกร อย่างต่อเนื่องและหลายวิธีเพื่อให้เกษตรกรได้รับเทคโนโลยีใหม่ๆไปใช้ประโยชน์ในการ
พัฒนาสายพันธ์ุแพะและสร้างความเข้มแข็งทางการผลิต  เช่น การผลิตน้ำเช้ือแช่แข็ง การผสมเทียม  
การย้ายฝากตัวอ่อน เป็นต้น ซึ่งความต้องการเทคโนโลยีเหล่านี้มีเพิ่มมากข้ึนอย่างต่อเนื่อง ทั้งนี้ด้วย
ความต้องการพัฒนาสายพันธ์ุแพะในฟาร์มของตนเองที่สามารถสร้างมูลค่าเพิ่มได้มากกว่าการผลิต
เป็นแพะขุนโดยทั่วไป ซึ่งแพะพ่อแม่พันธ์ุแท้ที่ตลาดต้องการอาจมรีาคาสูง จากรายงานของนิรจุน์ และ
พิสมัย (2562) รายงานราคาจำหน่ายแพะพ่อพันธ์ุราคาเฉลี่ย 15,000 บาท/ตัว แม่พันธ์ุราคา 5,500 
บาท/ตัว พ่อพันธ์ุที่นำเข้าจากต่างประเทศ ซึ่งอาจมีราคาสูงถึงตัวละ 1 แสน บาท ถึงแม้ว่าพ่อแม่พันธ์ุ
จะมีราคาแพงแต่เกษตรกรก็ยังพยายามที่จะนำเข้ามาเลี้ยงในฟาร์มของตัวเองเพื่อใช้เป็นพ่อคุมฝูงแม่
พันธ์ุ ซึ่งเมื่อคำนวณความคุ้มค่าจากราคาพ่อพันธ์ุที่คุมฝูงแม่พันธ์ุแท้ ตามสัดส่วนพ่อพันธ์ุ 1 ตัว ต่อแม่
พันธ์ุ 20-30 ตัว (ลักษณ์ และทัสนันท์, 2561) และใช้ประโยชน์เพียงระยะเวลาไม่เกิน 2 ปี ภายหลัง
ใช้งานแล้วก็จำหน่ายต่อให้ฟาร์มอื่นๆ ก็มีความคุ้มค่ากับราคาที่ค่อนข้างสูง หรือมีการแลกเปลี่ยนพ่อ
พันธ์ุระหว่างฟาร์มพัฒนาพันธ์ุก็จะมีความคุ้มค่ามากไปอีก ทั้งนี้อยู่ที่การจัดการการผสมของเกษตรกร
เอง นอกจากนี้การนำเข้าแพะพ่อแม่พันธ์ุดีในราคาที่สงูก็อาจถูกนำไปใช้ประโยชน์ในเทคโนโลยีชีวภาพ
ด้านอื่นๆ เช่น นำเข้าพ่อพันธ์ุดีเพื่อมาผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งจำหน่ายให้กับเกษตรกรรายอื่นๆ เมื่อผลิต
น้ำเช้ือจนเป็นที่น่าพอใจแล้วค่อยนำไปเป็นพ่อพันธ์ุคุมฝูง หรือนำเข้าฝูงแม่พันธ์ุเพื่อเป็นแม่พื้นฐาน
ภายในฟาร์มผลิตแพะพันธ์ุแท้สายเลือดสูง หรือผลิตลูกพันธ์ุดีเพื่อเป็นพ่อพันธ์ุ ไปผลิตน้ำเช้ือ หรือ
นำเข้าแม่พันธ์ุมาผลิตตัวอ่อน เป็นต้น จึงจะเห็นได้ว่า การผลิตแพะในปัจจบุันของประเทศไทยไม่ได้อยู่
ที่แพะขุนเพียงอย่างเดียว ยังมีฟาร์มขนาดใหญ่ที่ต้องการผลิตแพะพันธ์ุดี ต้องการพันธุกรรมแพะพันธ์ุ
ดีเพื่อกระจายให้ฟาร์มขนาดกลางและขนาดเล็กนำไปเป็นพ่อพันธ์ุคุมฝูงเพื่อการผลิตแพะขุน ซึ่งเป็น
ปลายทางของห่วงโซ่การผลิตแพะเนื้อ ความต้องการแพะพ่อแม่พันธ์ุดีเป็นจำนวนมาก  ทำให้ฟาร์ม
ขนาดใหญ่ต้องพยายามพัฒนาสายพันธ์ุของตนเอง และต้องนำเทคโนโลยีชีวภาพที่ทันสมัยมาพัฒนา
พันธ์ุ เพราะหากนำเข้าจากต่างประเทศเพียงอย่างเดียวก็จะมีต้นทุนการผลิตสูง นอกจากนั้น การ
นำเข้าแพะพันธ์ุดีจากต่างประเทศโดยไม่มกีารปรับปรงุพันธ์ุแพะภายในประเทศก็จะมีอุปสรรคในเรื่อง
การจัดการ เนื่องจากแพะที่นำเข้ามาไม่ทนต่อสภาพอากาศและโรคประจำถ่ิน  เกษตรกรโดยทั่วไปจึง
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พยายามลดต้นทุนโดยการนำเทคโนโลยีชีวภาพด้านต่างๆ มาใช้ เช่น การผลิตน้ำเช้ือแช่แข็ง และการ
ย้ายฝากตัวอ่อน เป็นต้น ถึงแม้เทคโนโลยีเหล่านี้จะไม่สามารถทำเองได้แต่ก็มีภาครัฐที่คอยให้ความ
ช่วยเหลือ 

ฟาร์มแพะโดยส่วนใหญ่ในปัจจุบัน ต้องการแพะเพศเมียเพื่อใช้เป็นแม่พื้นฐาน
เนื่องจากหากไม่มีฐานแม่พันธ์ุก็จะผลิตลูกแพะไม่ได้ กระแสความต้องการแพะเพศเมียในปัจจุบันจึง
เกิดข้ึนอย่างมาก ยิ่งมีการส่งเสริมให้มีการเลี้ยงแพะ แพะเพศเมียก็จำเป็นต้องนำมาใช้เป็นแม่พื้นฐาน
ภายในฝูงมากข้ึน ส่วนแพะเพศผู้หากหายากก็ยังพอมีน้ำเช้ือแช่แข็งที่จะนำไปผสมเทียมได้ ความ
ต้องการที่จะได้แพะเพศเมียจึงต้องมีการศึกษาค้นคว้าหาวิธีการผลิตแพะเพศเมียให้ได้จำนวนมากๆ 
ตามความต้องการ ขณะเดียวกันจากนโยบายภาครัฐในปัจจุบันก็มีการย้ายฝากตัวอ่อนแพะ ความ
ต้องการแพะเพศเมียเป็นแม่ตัวให้ (Donor) ที่ดีเพื่อผลิตตัวอ่อนและนำไปย้ายฝากให้กับแม่แพะตัวรับ 
(Recipient) ของเกษตรกรจึงมีเพิ่มมากข้ึน  การมีแม่ตัวให้จำนวนมากจะสามารถผลิตตัวอ่อนได้
จำนวนมากๆ ซึ่งจะมีคุณประโยชน์ต่อการผลิตแพะและการกระจายพันธ์ุแพะพันธ์ุดีอย่างรวดเร็ว  อีก
ประเด็นการผลิตนมแพะต้องการแพะเพศเมียเพื่อเป็นแม่รีดนมที่ดีการมีแม่แพะนมจำนวนมากก็จะ
ผลิตน้ำนมได้จำนวนมากเช่นกัน  ในการพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพข้ันสูงก็อาจต้องการแพะเพศเมียเพื่อ
ผลิตไข่ (Oocyte) การมีแพะเพศเมียจำนวนมากพอจะสามารถผลิตไข่ (Oocyte) เพื่อการนำไปผสม
ในหลอดทดลอง (In Vitro Fertilization) เป็นตัวอ่อนหลอดแก้ว อาจนำไปใช้ในงานวิจัยอื่นๆหรือ
หากเป็นตัวอ่อนแพะพัน ธ์ุดีก็อาจนำไปย้ายฝาก (Embryo transfers) ให้กับแม่แพะตัวรับ 
(Recipient) ของเกษตรกรก็จะได้ลูกเกิดที่ต้องการจำนวนมากตามไปด้วย จะเห็นว่าหากสามารถ
กำหนดเพศลูกแพะให้เป็นตัวเมียได้ก็จะตอบสนองความต้องการของเกษตรกรซึ่งจะทำให้มีความ
รวดเร็วในการพัฒนาพันธ์ุแพะไม่ว่าจะเปน็แพะเนื้อหรือแพะนมและเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนาอาชีพ
การเลี้ยงแพะสามารถพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศได้เป็นอย่างดี 

โดยทั่วไปการกำหนดเพศของลูกแพะนั้นเป็นการกำหนดเพศตามธรรมชาติข้ึนอยู่กับ
ตัวอสุจิที่เข้ามาผสมกับไข่ว่าเป็นอสุจิที่มีโครโมโซม X หรือโครโมโซม Y  ซึ่งไดม้ีรายงานว่าเพศของลูก
แพะมีสัดส่วนเป็นลูกแพะเพศผู้ประมาณ 54.7 - 57.7 เปอร์เซ็นต์ และลูกแพะเพศเมียประมาณ   
42.3 - 45.3 เปอร์เซ็นต์ และพบว่ามีปัจจัยทางด้านอื่นๆ ในการกำหนดเพศลูกแพะตามธรรมชาติด้วย 
เช่น ฤดูกาลและปีที่ผสมพันธ์ุ อายุของแม่ และการให้ลูกแฝด ซึ่งมีผลต่อสัดส่วนเพศของลูกทั้งสิ้น 
( Kharkar et al. ,  2017; Kumar et al., 2001; Polak et al., 2015; Soundararajan and 
Sivakumar, 2011)   

การศึกษาการคัดแยกเซลส์อสุจิในปัจจุบันนั้นมีการทำในสิ่งมีชีวิตหลายชนิดและ
หลายวิธีการทำให้สัดส่วนลูกเพศผู้ต่อเพศเมียแตกต่างไปจากการกำหนดเพศตามธรรมชาติและ
สามารถคัดแยกเพศลูกสัตว์ได้ตามที่ต้องการหรืออาจจะไม่ได้ตามที่ต้องการ แต่ก็ยังมีความพยายามที่
จะศึกษาในเรื่องนี้เนื่องจากมีความคุ้มค่าและช่วยลดระยะเวลาการผลิตลูกสัตว์ตามที่ต้องการ 
กล่าวคือ การกำหนดเพศลูกเองโดยธรรมชาติและได้เพศที่ไม่ต้องการนั้นเสียเวลาและค่าใช้จ่ายการ
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เลี้ยงดูไม่คุ้มค่า อย่างไรก็ตามเทคนิคการกำหนดเพศนั้นมีบางเทคนิคที่ประสบความสำเร็จอย่างมาก 
เช่น Flow Cytometer/cell sorter โดยสามารถกำหนดเพศได้ในอัตราที่สูง (Bathgate et al., 
2013; Parrilla et al., 2004) แต่เกษตรกรหลายรายก็ไม่สามารถเข้าถึงเทคโนโลยีนี้ได้เนื่องจาก
เครื่องมือมีราคาที่สูงมาก การศึกษาการคัดแยกเพศโดยวิธีการอื่นๆ จึงเกิดข้ึนหลายวิธีการคัดแยกเพศ
อสุจิที่น่าสนใจอีกวิธีการหนึ่งคือ การคัดแยกเพศอสุจิด้วยการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของ
สารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันเป็นวิธีการที่นิยมนำมาแยกเพศอสุจิในโค (Hossepian 
et al., 2015; Lucio et al., 2012; Malik et al., 2013; Promthep et al., 2016; Wolf et al., 
2008;) และพบมีรายงานในคน (Wang et al., 1994) และสัตว์หลายชนิด เช่น แกะและกระต่าย 
(Hussein, 2014; Ferreira et al., 2017) เพราะมีต้นทุนที่ต่ำและเป็นวิธีที่มีประสิทธิภาพ แต่รายงาน
เกี่ยวกับการแยกเพศอสุจิแพะด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ยังให้
ผลไม่เป็นที่น่าพอใจ (Ferreira et al., 2017) อย่างไรก็ตาม ถึงแม้ว่าการคัดแยกเพศอสุจิแพะด้วย
วิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลาย  เพอร์คอลล์โดยนักวิจัยที่ผ่านมาจะไม่ประสบ
ความสำเร็จ ผู้วิจัยก็ยังสนใจเนื่องจากมีต้นทุนที่ต่ำและไม่ยุ่งยากเหมือนวิธีการอื่นๆ อีกทั้งไม่ต้องมี
เครื่องมือที่ทันสมัยและยังไม่มีรายงานการศึกษาในประเทศไทย  

ดังนั้นการคัดแยกเพศอสุจิแพะด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลาย
เพอร์คอลล์จึงเป็นเรื่องที่ควรศึกษาเพื่อนำผลการทดลองไปใช้ในฟาร์มหรือห้องปฏิบัติการระดับ
ภูมิภาคที่มีความต้องใช้อสุจิเพศเมียและต้องการผลิตแพะเพศเมียเป็นแม่พันธ์ุพื้นฐานหรือแม่พันธ์ุดี  
เพื่อเป็นการพัฒนาการเลี้ยงแพะในประเทศไทย เป็นการส่งเสริมอาชีพเกษตรกรและเป็นการพัฒนา
เศรษฐกิจฐานรากของประเทศ สามารถแข่งขันในตลาดโลกได้ 

 

 
การตรวจเอกสาร 
 
การกำหนดเพศตามธรรมชาติ 
 

ในธรรมชาติลูกสัตว์ที่เกิดมามักพบว่ามีสัดส่วนลูกเพศผู้และเพศเมียในสัดส่วนที่
ใกล้เคียงกัน คือ ประมาณ 50:50 ซึ่งการกําหนดเพศนั้น ถูกกำหนดโดยตัวอสุจิ เนื่องจากอสุจิแต่ละ
ตัวมีโครโมโซมเพศเพียงชนิดเดียว กล่าวคือ โครโมโซม Y (Y- chromosome) หรือโครโมโซม X (X-
chromosome) อย่างใดอย่างหนึ่งเท่าน้ัน ส่วนเซลล์ไข่จะมีโครโมโซม X เท่าน้ัน ดังนั้น หากอสุจิที่มี
โครโมโซม Y ผสมกับเซลล์ไข่ จะได้ตัวอ่อนเป็นเพศผู้ (XY) และหากอสุจิที่มโีครโมโซม X ผสมกับเซลล์
ไข่ จะได้ตัวอ่อนเป็นเพศเมีย (XX) (Wilhelm et al., 2007)  

สำหรับในแพะนั้น มีรายงานว่า เพศของลูกแพะมีสัดส่วนเป็นลูกแพะเพศผู้ประมาณ 
54.7 - 57.7 เปอร์เซ็นต์ และเพศเมียประมาณ 42.3 - 45.3 เปอร์เซ็นต์ และพบว่ามีปัจจัยทางด้าน
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ฤดูกาลและปีที่ผสมพันธ์ุ อายุของแม่ และการให้ลูกแฝด มีผลต่อสัดส่วนเพศของลูกแพะ (Kharkar et 
al., 2017; Kumar et al., 2001; Polak et al., 2015; Soundararajan and Sivakumar, 2011)  

Kharkar et al. (2017) ศึกษาสัดส่วนส่วนเพศลูกแพะพันธ์ุออสมาดามาดีจำนวน 
182 ตัว ในปี ค.ศ. 2011-2016 พบว่าได้สัดส่วนลูกแพะเพศผู้ต่อเพศเมีย 56.59 และ 53.41 % ซึ่ง
สัดส่วนของลูกแพะเพศผู้จะสูงในเดือน พฤศจิกายน ถึง เมษายน ของปีถัดไป และสัดส่วนลูกแพะเพศ
เมียจะสูงในเดือนมิถุนายน ถึง เดือนตุลาคม ซึ่งสัดส่วนเพศของลูกแพะมีความสัมพันธ์กับปีและ
ฤดูกาลอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.05) Polak et al. (2015) รายงานข้อมูลการผลิตแพะใน
สาธารณะรัฐเชคโดยการผสมพันธ์ุตามธรรมชาติ ช่วงปี ค.ศ.1992-2004 พบว่าสัดส่วนเพศผู้ต่อเพศ
เมียในลูกแพะเท่ากับ 0.568 จากข้อมูลลูกเกิดแพะจำนวน 59,335 ตัว จำนวน 30,633 ครอก จาก
จำนวนแม่แพะ 11,644 ตัว Bushara et al. (2013) รายงานสัดส่วนเพศลูกแพะจากข้อมูลลูกเกิด 62 
ตัว พบว่า ได้ลูกเพศผู้ 32 ตัว เพศเมีย 30 ตัว จากการศึกษาของ Abecia et al. (2016) ในลูกแพะที่
เกิดจำนวน 5,671 ตัว ในปี ค.ศ. 2002-2007 พบว่าสัดส่วนเพศลูกเพศผู้ต่อเพศเมียมีค่าเท่ากับ 0.5 
และไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) Cote et at. (2001) รายงานสัดส่วน
ลูกเกิดแพะว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) จากจำนวนลูกแพะเพศผู้ 75 ตัว และ เพศเมีย 
85 ตัว Gorecki et al. (2003) รายงานลูกแพะที่เกิดในประเทศโปแลนด์ จำนวนลูก 527 ตัว จาก
ทั้งหมด 268 ครอก ว่าสัดส่วนลูกแพะเพศเมียมีค่าเท่ากับ 55.8 % และลูกแพะเพศผู้ 45.2% ไม่มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) สัดส่วนเพศลูกแพะจากการผสมเทียม 

 
ความแตกต่างของอสุจิ X และ Y 
 
  ความแตกต่างด้าน DNA ขนาด น้ำหนักและความเร็ว 
 

ความแตกต่างส่วนประกอบ DNA ของอสุจิ X และ Y พบว่า ของอสุจิ Y มีน้อยกว่า
อสุจิ X (Yadav et al., 2017) จากการศึกษาของ Prasad et al. (2017) รายงานว่าความแตกต่าง
ขององค์ประกอบ DNA แตกต่างกัน 3.5-4.2 เปอรเซ็นต  ขนาดของอสุจิ X มีขนาดใหญ่กว่าอสุจิ Y 
ทำให้การเคลื่อนที่ของอสจุ ิY เร็วกว่าอสุจิ X จากรายงานของ Cui (1997) รายงานความแตกต่างของ
อสุจิ X และอสุจิ Y ของคน ว่ามีความแตกต่างกันทางด้านโครโมโซมทั้งชนิดและจำนวนของยีนส์และ
แตกต่างกันทั้งทางโครงสร้างและหน้าที่ นอกจากนี้พื้นที่ส่วนหัวและความยาวส่วนคอและหางของอสจุิ 
X ใหญ่และยาวกว่าอสุจิ Y และจากรายงานของ Ali et al. (1990) พบว่าอสุจิ X และอสุจิ Y ของโค 
มีนํ้าหนักตางกันประมาณ 3.82 - 4.18 เปอรเซ็นต  
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  ความแตกต่างกันทางด้านประจุไฟฟ้า 
 

ความแตกต่างกันทางด้านประจุไฟฟ้า พบว่าอสุจิ X จะมีประจุไฟฟ้าลบบนพื้นผิวที่
มากกว่าอสุจิ Y ซึ่งประจุไฟฟ้าลบเกิดจากสารไกลโคโปรตีนพวก Sialic acid ซึ่งสามารถแยกอสุจิด้วย
วิธี Electrophoresis ได ้ทำให้อสุจิ X ว่ิงเข้าหาข้ัวบวก ในขณะที่อสุจิ Y ว่ิงเข้าหาข้ัวลบ (Kaneko et 
al., 1984 อ้างโดย ฉัตรชัย, 2015) ขณะเดียวกันน้ำหนักของอสุจิ X ที่หนักกว่าก็มีส่วนช่วยให้เซลส์
อสุจิตกลงเร็วกว่าอสุจิ Y ที่มีน้ำหนักเบา โดยอาศัยเครื่อง Free-flow electrophoresis ที่มีข้ัวบวก-
ลบเป็นตัวคอยเหนี่ยวนำ ดึงและผลักให้อสุจิ X และอสุจิ Y แยกห่างออกจากกันไปยังคนละข้ัวไฟฟ้า 
พบว่า 83-89 เปอร์เซ็นต์ของอสุจิคนที่พบที่ขั้วลบจะแสดงลักษณะ F-body ออกมาในเปอร์เซ็นต์สูง 
(Mohri et al., 1987 อ้างโดย ฉัตรชัย, 2015) 

 
  ความแตกต่างกันทางด้าน H-Y antigen 
 
   ความแตกต่างกันทางด้าน H-Y antigen ที่ผิวเซลส์อสุจิ Y มี H-Y antigen ผิวเซลล์
ของอสุจิ Y มีความจำเพาะต่อโปรตีน ซึ่ง H-Y antigen จะพบในเซลส์ของเพศผู้ และ F-body มีแขน
ยาวบนวายโครโมโซม (Johnson et al., 1995) 
 
วิธีการคัดแยกเพศจากเซลล์อสุจิ 
 

วิธีการที่จะนำมาใช้ในการคัดแยกเพศจากเซลส์อสุจิในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมนั้นมี
หลายวิธี ดังนี้ 

 
Flow cytometer/ cell sorter   
 
 วิธีการคัดแยกเซลส์อสุจิ  Flow cytometer/ cell sorter  เป็นวิธีการแยกเพศจาก

เซลส์อสุจิได้บริสทุธ์ิมากทีสุ่ด โดยใช้หลักการย้อมสี DNA และใช้แสงเลเซอร์ส่งผ่านและส่งสัญญาณไป
ยังตัวประมวลผล ซึ่งประสบความสำเร็จในการคัดแยกทั้งเซลส์อสุจิคนและสัตว์ เช่น สุกร และแพะ 
(Bathgate et al., 2013; Parrilla et al., 2004) จากรายงานของ Alexander et al. (2010) กล่าว
ว่าเทคนิคนี้เหมาะสำหรับฟาร์มขนาดใหญ่เชิงพาณิชย์เนื่องจากมีต้นทุนที่สูงโดยใช้หลักการของ
องค์ประกอบ DNA ในทางกายภาพที่โครโมโซม X มีปริมาณมากกว่า โครโมโซม Y อยู่ประมาณ 3% 
ความแตกต่างนี้สามารถตรวจพบได้จากเทคนิค Fluorescent Activated Cell Sorting technique 
(FACS)   Yadav et al. (2017) รายงานว่า การตรวจจับอสุจิด้วยวิธีการนี้เป็นวิธีที่ใช้ทดสอบทาง
สรีรวิทยาและรูปรา่งของอสุจแิละยังมีประสิทธิภาพของเซลส์อสุจสิูง Talokar et al. (2019) รายงาน
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ว่า การคัดแยกเพศด้วยวิธีนี้มีประสิทธิภาพมากที่สุดถึง 80-90 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งวิธีการนี้ไม่ทำให้รูปร่าง
ของอสุจิเปลี่ยนไป วิธีการนี้สามารถผลิตลูกโคเพศเมียได้มากและได้ปริมาณน้ำนมมาก และลดปัจจัย
เรื่องการคลอดยาก เพิ่มประสิทธิภาพในการคัดเลือกพันธ์ุ และประสิทธิภาพการย้ายฝากตัวอ่อน และ
การปฏิสนธิตัวอ่อนในหลอดแก้ว การคัดแยกเพศเซลส์อสุจิช่วยให้ฝูงโคนมขยายตัวข้ึนจากการที่มีลูก
ตัวเมียเพิ่มข้ึน ดังนั้น ในฟาร์มโคนมจึงมีความต้องการการคัดแยกเพศจากเซลส์อสุจิมากขึ้นในอนาคต
อันใกล้นี้ Prasad et al. (2017) รายงานว่าวิธีการคัดแยกเซลส์อสุจิ Flow cytometer/ cell sorter  
มีการพัฒนาให้คัดแยกได้เร็ว 11 ล้านเซลส์อสุจิต่อช่ัวโมงและคงประสิทธิภาพในการคัดแยกที่ระดับ 
90 เปอร์เซ็นต์ การคัดแยกด้วยวิธีนี้ประสบความสำเร็จโดยไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของเซลส์อสุจิและ
อัตราการผสมติด การพัฒนาอุปกรณ์สามารถเพิ่มอัตราการคัดแยกให้เซลส์อสุจิบริสุทธ์ิได้ 

 
Immunological method 
 
เป็นวิธีการแยกเซลส์อสจุทิางวิทยาภูมิคุ้มกนัโดยการใช้แอนติบอดี โดย H-Y antigen 

ที่อยู่บนพื้นผิวเซลส์อสุจิ Y และใช้แอนติบอดีที่มีความจำเพาะต่อ H-Y antigen มาจับ หลังจากนั้นจึง
ใช้คุณสมบัติการติดเรืองแสงฟลูออร์เรสเซนต์ของเซลส์อสุจิแยกอสุจิ  Y ออกมา วิธีการนี้ประสบ
ความสำเร็จในการนำมาคัดแยกเพศจากเซลส์อสุจิโดยสามารถผลิตตัวอ่อนเพศเมียได้สูงกว่าเพศผู้ใน
หลอดทดลอง (Rattanasuk, 2011 ; Yadav et al., 2017)   

Ali et al. (1990) รายงานการคัดแยกเซลส์อสุจิโคโดยใช้แอนติบอดีต่ออสุจิ Y 
พบว่า ในกลุ่มที่คัดแยกสามารถคัดแยกเซลส์อสุจิ Y ได้สัดส่วน Y ต่อ X มีค่าเท่ากับ 76 : 24, 88 : 12 
และ 77 : 23 และสามารถคัดแยกเซลสอ์สุจิ X ได้สัดส่วน Y ต่อ X มีค่าเท่ากับ 26 : 74, 35 : 65 และ 
23 : 77 และกลุ่มที่ไม่คัดแยกได้สัดส่วน Y ต่อ X เท่ากับ 50:50 รายงานของ Sang et al. (2010) 
ศึกษาการคัดแยกเพศอสุจิโคโดยใช้หลักการวิทยาภูมิคุ้มกัน พบว่า สามารถคัดแยกเพศอสุจิโคได้อย่าง
มีประสิทธิภาพโดยใช้ภูมิคุ้มกันของกระต่าย sex-specific antibodies (SSAb) ซึ่งมีโปรตีนที่จำเพาะ 
(30-kDa protein) ใช้คัดแยกเพศอสุจิได้ทั้ง Xและ Y จากรายงานของ Soleymani et al. (2019) 
รายงานการคัดแยกเซลส์อสุจิแพะเพศผู้โดยใช้แอนติบอดีที่มีความจำเพาะต่อ SRY ยีนส์ พบว่า
สามารถแยกเซลส์อสุจิได้อย่างมีประสิทธิภาพ  

 
Albumin gradient  
 
การคัดแยกเซลส์อสุจิด้วยช้ันอัลบูมินโดยการเทอสุจิลงบนช้ันของอัลบูมินที่มีความ

เข้มข้นต่างกัน รายงานโดย Hadi and Al-Timimi (2013) ศึกษาการคัดแยกด้วย Bovine serum 
albumin เพื่อจะแยกอสุจิ Y ซึ่งอสุจิ Y จะเคลื่อนที่ลงไปสู่ส่วนล่างของหลอดเนื่องจากว่ายเร็วกว่า
และมีขนาดเล็กกว่าเซลล์อสุจิ X ซึ่งประสบความสำเร็จในการคัดแยกเพศอสุจิในสัตว์ เช่น แกะ  
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รายงานของ Kim et al. (1984) พบว่าการคัดแยกเซลส์อสุจิด้วยช้ันอัลบูมินมีประสิทธิภาพในการคัด
แยกอสุจิ Y เนื่องจากอสุจิ Y มีขนาดเล็กและเคลื่อนที่ได้เร็วแต่ไม่สามารถแยกน้ำเช้ือได้หากมีปริมาตร
น้อย  

Hadi and Al-Timimi (2013) ทำการคัดแยกเซลส์อสุจิแกะด้วยช้ันอัลบูมิน โดยการ
เทอสุจิลงบนช้ันของอัลบูมินที่มีความเข้มข้นต่างกัน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 แบบ นำน้ำเช้ือที่
ผ่านคัดแยกไปผลิตตัวอ่อนและทดสอบเพศด้วยปฏิกิริยา PCR พบว่าทั้ง 4 การทดลองให้ผลเป็นที่น่า
พอใจ คือ สามารถคัดแยกอสุจิ Y ต่อ อสุจิ X ได้ 72.7:27.2; 54.5:45.4; 81.8:18.1 และ 63.6:36.3 
เปอร์เซ็นต์  

 
Polymerase chain reaction (PCR) 
 

  การคัดแยกเพศด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรส รายงานโดย Tavares et al. 
(2016) ศึกษาการคัดแยกเพศตัวอ่อนโค พบว่า ให้ผลถึง 100 เปอร์เซนต์ แต่วิธีนี้มีค่าใช้จ่ายของไพร
เมอร์และผู้ทำต้องมีทักษะในเรื่องการตัดตัวอ่อน (biopsy) จากรายงานของ Choi et al. (2009) 
พบว่า วิธีการคัดแยกเพศน้ำเช้ือสุกรเพศผู้ด้วยวิธีปฏิกิริยาลูกโซ่โพลิเมอร์เรสสามารถใช้คัดแยกได้
อย่างมีประสิทธิภาพโดยใช้   ไพร์เมอร์ที่จำเพาะต่อ SRY ยีนส์ บนโครโมโซมวายของอสุจ ิรายงานของ 
Khamlor et al. 2014 รายงานการคัดแยกเซลส์อสุจิโดยใช้เทคนิค PCR พบว่าสามารถใช้คัดแยก
เซลส์อสุจิได้อย่างมีประสิทธิภาพโดยใช้หลักการของไพร์เมอร์ที่ความจำเพาะต่อโครโมโซม X และ Y 
คื อ  bovine proteolipid protein (PLP) gene แ ล ะ วาย  sex-determining region Y (SRY) 
สามารถแยกเซลส์อสุจิX และ Y ได้ 97 เปอร์เซ็นต์ และ 99 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
  

Percoll density gradient centrifugation 
 
เป็นวิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้น

ต่างกัน (Percoll density gradient centrifugation) เป็นการคัดแยกเซลส์อสุจิโดยการปั่นเหว่ียง
ผ่านช้ัน    เพอร์คอลล์ที่มีระดับความเข้มข้นระดับต่างๆ ภายหลังปั่นแยกเซลส์อสุจิ X จะตกตะกอน
ลงมาอยู่ด้านล่างของหลอด เนื่องจากเซลส์อสุจิ X มีน้ำหนักที่มากกว่าเซลส์อสุจิ Y การคัดแยกเพศ
จากเซลส์อสุจิด้วยวิธีนี้ประสบความสำเร็จทั้งในการแยกเซลส์อสุจิคนและสัตว์หลายชนิด เช่น โค 
กระต่าย และแกะ รวมทั้งการได้ตัวอ่อนเพศเมียและลูกสัตว์เพศเมียที่สูงกว่าเพศผู้ด้วย (Ferreira et 
al., 2017; Hossepian et al., 2015; Hussein, 2014; Lucio et al., 2012; Malik et al., 2013; 
Promthep et al., 2016; Wang et al., 1994; Wolf et al., 2008)    
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ข้อมูลท่ัวไปของเพอร์คอลล์  
 
  เพอร์คอลล์ ประกอบด้วยเม็ดซิลกิาคอลลอยด์ขนาด 15-30 นาโนเมตร ซึ่งถูกเคลือบ
โดย  โพลีไวนิลไพโรลิโดน (Polyvinylpyrrolidone, PVP) เพอร์คอลล์มีค่าออสโมลาลติีต่ำและไม่เป็น
พิษต่อเซลล์และองค์ประกอบต่างๆ นำมาใช้ประโยชน์ในการคัดแยกเซลล์เม็ดเลือด เซลล์ตับ เซลล์
เม็ดเลือดขาวชนิดต่างๆ เซลล์แบคทีเรีย และองค์ประกอบเซลล์ (Pertoft, 2000)  
   
ผลของการปั่นเหว่ียงผ่านชั้นต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความ เข้มข้นต่างกันต่อ
คุณภาพอสุจิ สัดส่วนเพศของตัวอ่อนและลูกเกิด 
 
  ผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้น
ต่างกันต่อคุณภาพอสุจิ สัดส่วนเพศของตัวอ่อนและลูกเกิด  มีรายงานที่ศึกษาในโคเป็นส่วนใหญ่ ดังนี้ 

Resende et al. (2011) เปรียบเทียบการคัดแยกอสุจ ิX ระหว่างการปั่นเหว่ียงผ่าน
สารละลายเพอร์คอลล์กับสารละลาย OptiPrep โดยใช้น้ำเช้ือแช่แข็งจากโคเพศผู้พันธ์ุกีย์และเจอร์ซี่
อย่างละ 2 ตัว ในการวางช้ันสารละลาย 10 ช้ัน และนำไปปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลาย
ทั้งสองตัวหลังจากนั้นนำอสจุิที่ผ่านการคัดแยกเพศไปผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้ว ตรวจสอบสัดส่วนเพศ
ตัวอ่อนโดยเทคนิค PCR ผลการทดลอง พบว่า เปอร์เซ็นต์ของตัวอ่อนเพศเมียที่คัดแยกเพศโดยการ
ปั่นเหว่ียงผ่านสารละลายเพอร์คอลล์ และ OptiPrep มีค่าเท่ากับ 62.0 และ 47.3 เปอร์เซ็นต์  
ตามลำดับ 

Hossepian et al. (2015) พบว่า การคัดแยกเพศอสุจิโคผ่านช้ันสารละลายเพอร์
คอลล์และ OptiPrep โดยศึกษาในโคเพศผู้จำนวน 10 ตัว จาก 3 สายพันธ์ุ ได้แก่ พันธ์ุโฮสไตน์ (2 
ตัว) พันธ์ุกีย์ (4 ตัว) และพันธ์ุเรดแองกัส (4 ตัว) อายุ 4-8 ปี ใช้ระดับช้ันของสารละลายเพอร์คอลล์
กับ Optiprep 3 ช้ัน โดยแบ่งการทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม หลังจากทำการปฏิสนธิในหลอดทดลอง 
พบว่า ค่าเฉลี่ยอัตราการแบ่งตัวของตัวอ่อนจากกลุ่มที่ใช้อสุจิที่ไม่ได้คัดแยกเพศ (81.3 เปอร์เซ็นต์) มี
ค่าสูงกว่าที่คัดแยกเพศ (75.5 เปอร์เซ็นต์) แต่ค่าเฉลี่ยตัวอ่อนเพศเมียของกลุ่มที่ใช้อสุจิที่ผ่านการคัด
แยกเพศ (72.3±10.4 เปอร์เซ็นต์) มีค่าสูงกว่าที่ไม่ ได้คัดแยกเพศ (48.2±4.4 เปอร์เซ็นต์) เมื่อ
เปรียบเทียบอัตราการตั้งท้องจากการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือที่ผ่านการคัดแยกเพศด้วยสารละลายเพอร์
คอลล์กับไม่ได้คัดแยกเพศ พบว่า ไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละสายพันธ์ุ ซึ่งอัตราการตั้งท้องของแม่
โคที่ได้รับน้ำเช้ือที่ผ่านการคัดแยกเพศพันธ์ุกีย์มีค่าต่ำสุด (61.3 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเทียบกับพันธ์ุเรด
แองกัส (75.9 เปอร์เซ็นต์) และโฮสไตน์ (77.4เปอร์เซ็นต์) และพบว่า ลูกเพศเมียที่ได้จากการผสม
เทียมด้วยน้ำเช้ือที่คัดแยกเพศมีค่าสูงกว่าที่ไม่ได้คัดแยกเพศ ซึ่งสัดส่วนลูกเพศเมียที่ได้จากกการการ
ผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือไม่ได้คัดแยกเพศต่อคัดแยกเพศในพันธ์ุกีย์มีค่าเท่ากับ 47.6 ต่อ 68.4 เปอร์เซ็นต์ 
ในพันธ์ุโฮสไตน์เท่ากับ 50.0 ต่อ 70.8 เปอร์เซ็นต์  และพันธ์ุเรดแองกัสเท่ากับ 52.2 ต่อ 68.1 
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เปอร์เซ็นต์ ได้สัดส่วนลูกเพศเมียแตกต่างจากกลุ่มทดลองที่ไม่คัดแยกอสุจิ 68.1-70.8 เปอร์เซ็นต์ 
สำหรับอัตราการตั้งท้องจากการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือที่ไม่ได้ผ่านการคัดแยกเพศกับคัดแยกเพศด้วย
สารละลาย OptiPrep พบว่า ไม่มีความแตกต่างกันในแต่ละพันธ์ุ ซึ่งอัตราการตั้งท้องในน้ำเช้ือที่ผ่าน
การคัดแยกเพศพันธ์ุกีย์มีค่าต่ำสุด (59.5 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเทียบกับพันธ์ุเรดแองกัส (87.7 เปอร์เซ็นต์) 
และโฮสไตน์ (80.0 เปอร์เซ็นต์) แต่สัดส่วนลูกเพศเมียหลังจากคัดแยกเพศของทั้ง 3 พันธ์ุ มีค่า
แตกต่างกับที่ไม่ได้คัดแยกเพศอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ โดยมีค่าสัดส่วนลูกเพศเมียที่ไม่ได้คัดแยกเพศ
ต่อคัดแยกเพศในแต่ละพันธ์ุ ดังนี้พันธ์ุกีย์เท่ากับ 53.9 ต่อ 81.8 เปอร์เซ็นต์ พันธ์ุโฮสไตน์ 57.5 ต่อ 
70.8 เปอร์เซ็นต์ และพันธ์ุเรดแองกัส 52.6 ต่อ 72.2 เปอร์เซ็นต์  

Lucio et al. (2012) ทำการคัดแยกเพศอสุจิโค จากโคพันธ์ุเจอร์บราซิลเลี่ยน
จำนวน 2  ตัว และโคพันธ์ุเจอซี่จำนวน 2 ตัว ด้วยวิธีการ Modified swim up  วิธีการผ่านช้ันต่าง
ระดับสารละลายเพอร์คอลล์ และวิธีการ Modified swim up ร่วมกับสารละลายเพอร์คอลล์ แล้ว
ตรวจสอบสัดส่วนเพศจากตัวอ่อน พบว่า ในกลุ่มควบคุม ได้สัดส่วนเพศผู้ต่อเพศเมียเท่ากับ 54.8 และ 
45.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในกลุ่ม Modified swim up ได้สัดส่วนเพศผู้ต่อเพศเมีย 38.2 และ 61.8 
เปอร์เซ็นต์ ตามลดับ ในกลุ่มที่ใช้สารละลายเพอร์คอลล์ได้สัดส่วนเพศผู้ต่อเพศเมีย 40.6 และ 59.4 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ในกลุ่ม Modified swim up ร่วมกับสารละลายเพอร์คอลล์ ได้สัดส่วนเพศผู้
ต่อเพศเมีย 39.4 และ 60.6 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

Promthep et al. (2016) ทำการคัดแยกเพศอสุจิในโคนม โดยการใช้สารละลาย
เพอร์คอลล์ 7 ช้ัน คือ 80, 75, 70, 65, 60, 50 และ 40 เปอร์เซ็นต์ พบว่า สามารถแยกอสุจิที่มี
โครโมโซม X ได้ 60.75 เปอร์เซ็นต์ ที่ช้ัน 65-70 เปอร์เซ็นต์ และคุณภาพน้ำเช้ือไม่แตกต่างจากช้ัน 
75-80 เปอร์เซ็นต์ ที่ช้ันนี้สามารถคัดแยกอสุจิได้ 76.21 เปอร์เซ็นต์ และหลังจากนำอสุจิที่แยกเพศ
แล้วไปผสมเทียมได้อัตราผสมติดที่ 40 เปอร์เซ็นต์ และได้สัดส่วนลูกเกิดเพศเมียเท่ากับ 71.43 
เปอร์เซ็นต์ (30/42) จากการประเมินคุณภาพอสุจิในช้ัน 75-80 เปอร์เซ็นต์ ที่มีเปอร์เซ็นต์อสุจิ X 
สูงสุดกลับพบว่า มีค่าการเคลื่อนที่ของอสุจิต่ำ แต่อสุจิส่วนใหญ่ที่พบอยู่ในช้ัน 65-70 เปอร์เซ็นต์ มีค่า
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าสูงเท่ากับ 95.86 ปอร์เซ็นต์ จึงได้นำน้ำเช้ือในช้ันนี้ไปทำน้ำเช้ือแช่แข็ง แล้ว
นำไปทำการปฏิสนธิในหลอดทดลองสำหรับใช้ถ่ายฝากตัวอ่อนและทำการผสมเทียม ผลการทดลอง
พบว่า จากจำนวนแม่โคที่ทำการถ่ายฝากตัวอ่อนทั้งหมด 69 ตัว มีแม่โคตั้งท้อง 28 ตัว (48.58 
เปอร์เซ็นต์) ให้ลูกเพศผู้ต่อเพศเมียเท่ากับ 9 ต่อ 19 ตัว (32.15 ต่อ 67.86 เปอร์เซ็นต์) ส่วนจำนวน
แม่โคที่ทำการผสมเทียมทั้งหมด 150 ตัว มีแม่โคตั้งท้อง 60 ตัว (40 เปอร์เซ็นต์) ให้ลูกเพศผู้ต่อเพศ
เมียเท่ากับ 12 ต่อ 30 ตัว (28.57 ต่อ 71.43 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับแม่โคที่ทำการผสมด้วย
น้ำเช้ือที่ไม่ได้คัดแยกเพศอสุจิจำนวน 128 ตัว มีแม่โคตั้งท้อง 59 ตัว (46.09 เปอร์เซ็นต์) ให้ลูกเพศผู้
ต่อเพศเมียเท่ากับ 29 ต่อ 30 ตัว (49.15 ต่อ 50.85 เปอร์เซ็นต์) 

ธานี และคณะ (2542) ทำการคัดแยกเพศอสุจิโคด้วยการปั่นเหว่ียงผ่านสารละลาย
เพอร์คอลล์ต่างระดับ 3 ช้ัน (40, 60 และ 90 เปอร์เซ็นต์) ปั่นเหว่ียง 350 x g เป็นเวลา 20 นาที 
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จากนั้นนำไปตรวจสอบสัดสว่นเพศ โดยใช้วิธีในการตรวจสอบ 2 วิธี ดังนี้ การนำไปผสมเทียมกับแมโ่ค
ของเกษตรกรในพื้นที่อำเภอพนมสารคราม จังหวัดฉะเชิงเทรา จำนวน 520 ตัว พบว่า แม่โคมีการ
ผสมติดจำนวน 472 ตัว ได้ลูกเพศเมีย 364 ตัว (77.12 เปอร์เซ็นต์) และลูกเพศผู้ 108 ตัว (31 
เปอร์เซ็นต์) และเมื่อนำนำเช้ือที่ได้จากการแยกเพศอสุจิไปทำการปฏิสนธิในหลอดทดลอง พบว่า ได้
ตัวอ่อนเพศเมีย 69 เปอร์เซ็นต์ 

Buranaamnuay et al. (2015) ทำการปั่นเหว่ียงแยกเพศอสุจิของโคพันธ์ุโฮสไตน์ 
ฟรีเช่ียน ผ่านสารละลาย 3 ชนิดๆ ละ 8 ระดับ ได้แก่ PureSperm (40, 50, 60, 70, 75, 80, 85 
และ 90 เปอร์เซ็นต์) OptiPrep (10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 และ 45 เปอร์เซ็นต์) และเพอร์คอลล์ 
(40, 50, 60, 70, 75, 80, 85 และ 90 เปอร์เซ็นต์) โดยใช้น้ำเช้ือแช่แข็งในการวางช้ันและนำไปปั่น
เหว่ียง และนำอสุจิที่ผ่านการคัดแยกเพศไปทำการผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้ว และใช้เทคนิค PCR ใน
การวิเคราะห์หาอัตราส่วนเพศของอสุจิหลังจากปั่นเหว่ียงผ่านสารละลาย ผลการทดลองพบว่า 
เปอร์เซ็นต์ของตัวอ่อนเพศเมียที่ได้จากการใช้อสุจิที่ผ่านการคัดแยกเพศโดยการปั่นเหว่ียงผ่าน
สารละลายเพอร์คอลล์มีค่าต่ำสุด (54.3 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเทียบกับ PureSperm (61.6 เปอร์เซ็นต์)
และ OptiPrep (61.0 เปอร์เซ็นต์) และเมื่อเปรียบเทียบกับน้ำเช้ือไม่ได้คัดแยกเพศ (58.5 เปอร์เซ็นต์) 
พบว่า ไม่มีความแตกต่างกัน 

Malik et al. (2013) รายงานว่า การแยกเพศอสุจิโคด้วยวิธี swim up วิธีปั่นเหว่ียง
ผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ (45-90) และวิธี swim-up using TALP medium 
ได้ผลอสุจิ X เท่ากับ 58.33, 44.33 และ 50 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

 สำหรับการศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่
มีความเข้มข้นต่างกันต่อคุณภาพอสุจิ สัดส่วนเพศของตัวอ่อนและลูกเกิดในสุกร มีรายงานดังนี้ 

กรวิการ์ และคณะ (2531) ศึกษาการนำน้ำเช้ือสุกรพันธ์ุมาปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่าง
ระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกัน 6 ระดับ คือ ระดับความเข้มข้นสารละลาย   
เพอร์คอลล์ 0 (น้ำเช้ือสด), 20 , 35, 50, 65 และ 80 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ระดับความเข้มข้นของ
สารละลายเพอร์คอลล์มีผลต่อความเข้มข้นของตัวอสุจิ กรด-ด่าง เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่แบบตรงไป
ข้างหน้าของตัวอสุจิ เปอร์เซ็นต์ลักษณะอสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติ และเปอร์เซ็นต์อสุจิมีชีวิต ในทุกระดับ
ความเข้มข้นของสารละลายเพอร์คอลล์ (P<0.01) ส่วนอิทธิพลร่วมระหว่างพันธ์ุกับระดับความเข้มข้น
สารละลายเพอร์คอลล์ พบว่า มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ การเคลื่อนที่แบบตรงไปข้างหน้าของตัวอสุจิ และ
เปอร์เซ็นต์อสุจิมีชีวิต (P<0.01)  

Noguchi et al. (2013) ศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงน้ำเช้ือสุกรผ่านช้ันต่างระดับ
ของสารละลายเพอร์คอลล์ทีม่ีความเข้มข้นต่างกัน 2 ระดับ คือ 50 และ 80 เปอร์เซ็นต์ พบว่า ในกลุ่ม
ที่ผ่านการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์มีค่าอัตราการเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า
สูงข้ึนภายหลังการปั่นเหว่ียงเมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง คือ มีค่าอัตราการ
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เคลื่อนที่ 55.2 และ 92.1 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และค่าอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 12.5 และ 
51.8 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และค่าความสมบูรณ์ของอะโครโซมมีค่าสูงข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ได้ผ่านการปั่นเหว่ียง คือ ในกลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากับ 37.2 และในกลุ่มทดลองมีค่า 65.9 
เปอร์เซ็นต์  ทำให้สัดส่วนการเจาะไข่อ่อนของอสุจิเพื่อผลิตเป็นตัวอ่อนระยะต่างๆ แตกต่างจากกลุ่ม
ทดลองอย่างชัดเจน คือ ในกลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากับ 30.3 และในกลุ่มทดลองมีค่าเท่ากับ 54.6 
เปอร์เซ็นต์  

นอกจากนี้ มีรายงานการคัดแยกเพศจากอสุจิด้วยการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับ
ของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันในสัตว์อื่นๆ ดังนี้ 

มีรายงานในกระต่ายโดยการศึกษาเปรียบเทียบการนำอสุจิของกระต่ายพันธ์ุ
นิวซีแลนด์ไวท์ ไปปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่ระดับความเข้มข้น 45-90 
เปอร์เซ็นต์ และเปรียบเทียบกับการนำอสุจิไปผ่านวิธี swim up พบว่า เมื่อนำอสุจิที่ผ่านการปั่น
เหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่ระดับความเข้นข้นเพอร์คอลล์ 67.5 เปอร์เซ็นต์ 
ไปผสมกับแม่กระต่ายทำให้ได้ลูกกระต่ายเพศเมียต่อเพศผู้ เท่ากับ 65.8  และ 34.2 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ ส่วนในวิธี swim up ได้ลูกกระต่าย เพศเมียต่อเพศผู้ เท่ากับ 25 และ 75 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ (Hussein, 2014)  

รายงานการศึกษาในสัตว์เค้ียงเอื้องขนาดเล็กโดย Ferreira et al. (2017) ศึกษาการ
นำอสุจิแกะ 4 ตัว และ แพะ 4 ตัว ที่รีดเก็บน้ำเช้ือด้วยไฟฟ้ามาปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของ
สารละลายเพอร์คอลล์ และตรวจสอบสัดส่วนเพศด้วยวิธี PCR พบว่า ในแกะได้สัดส่วนอสุจิ X 
มากกว่า Y ส่วนในแพะมีค่าใกล้เคียงกัน 

มีรายงานในคนที่รายงานโดย Wang et al. (1994) ที่ทำการศึกษาการคัดแยกเพศ
อสุจิด้วยเพอร์คอลล์ 12 ช้ัน ( 25-80 เปอร์ซ็นต์)  พบว่า สามารถใช้แยกอสุจิได้โดยมีอัตราส่วนของ
อสุจิที่มีโครโมโซม X : Y เท่ากับ 55.1 : 41.1 (1.35)     

ผลการศึกษาการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความ
เข้มข้นต่างกันต่อสัดส่วนอสุจิ X เพศของตัวอ่อนและลูกเกิดในสัตว์ชนิดต่างๆ สามารถสรุปแสดงดัง
ตารางที่ 1 
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Table 1 Effect of Percoll Density Gradient Centrifugation on percentage of sperm X, 
female embryos and new born female 

Year Animal Parameters Percentage References 
1994 Human sperm X 55.1 Wang et al. (1994) 
2011 Cattle Female calves 62 Resende et al. (2011) 
2013 Cattle sperm X 44.33 Malik et al. (2013) 
2012 Cattle Female embryo 59.4 Lucio et al. (2012) 
2014 Rabbit Female kids 65.8 Hussein (2014) 
2015 Cattle Female embryo 54.3 Buranaamnuay et al. (2015) 
2015 Cattle Female calves 68.1-70.8 Hossepian et al. (2015) 

2016  Cattle  
sperm X 

Female calves 
60.75 
71.43 Promthep et al. (2016)  

2017 Sheep sperm X X>Y Ferreira et al. (2017) 
 Goat sperm X X=Y  

 
การผสมเทียมในแพะ 

การผสมเทียมแพะ เป็นเทคนิคการเก็บน้ำเช้ือจากแพะเพศผู้มาปล่อยในช่องอวัยวะ
สืบพันธ์ุเพศเมียโดยผ่านกระบวนการประเมินคุณภาพน้ำเช้ือ ซึ่งสามารถแบ่งผสมได้หลายครั้งหากได้
น้ำเช้ือที่มีปริมาณมาก โดยน้ำเช้ือจะมีการเตรียมสารละลายและน้ำยาเลี้ยงน้ำเช้ือที่มีความใกล้เคียง
ตามธรรมชาติอย่างดี ในแต่ละหลอดต้องมีจำนวนอสุจิอย่างน้อย 20 ล้านตัวต่อโด๊ส และมีอสุจิตัวเป็น
ไม่น้อยกว่า 8 ล้านตัวต่อโด๊ส (Tsuma et al., 2015)  

 การผสมเทียมแพะ ต้องทำการผสมให้สอดคล้องกับเวลาในการตกไข่ โดยการ
สังเกตอาการเป็นสัดซึ่งโดยทั่วไปต้องผสมก่อนการตกไข่ Stewart and Shipley (2014) รายงานว่า 
แพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่งโดยเฉลี่ย 36 ช่ัวโมง หรืออยู่ในช่วง 24-48 ช่ัวโมง  การตกไข่เกิดข้ึนได้
ตั้งแต่ 9-72 ช่ัวโมง แต่โดยทั่วไปจะตกไข่อยู่ในช่วงใกล้หมดการเป็นสัด จึงควรสังเกตอาการเป็นสัด
อย่างน้อยวันละ 2 ครั้ง วิธีการผสมเทียมแพะ โดยทั่วไปเป็นการฉีดผสมด้วยการปล่อยน้ำเช้ือใน
ตำแหน่งคอมดลูก (Cervical artificial insemination)  โดยใช้ speculum ถ่างอวัยวะเพศเมีย แล้ว
ใช้ไปเปตหรือปืนผสมเทียมสอดเข้าไปในคอมดลูกโดยให้เข้าไปให้ได้ลึกที่สุดเท่าที่จะทำได้โดยไม่ใช้
แรงดัน ซึ่งส่วนใหญ่จะสามารถสอดเข้าไปได้ลึกประมาณ 5 -12 มิลลิเมตร โดยมีคำแนะนำให้สอด
อุปกรณ์ผสมเทียมลึกไม่เกิน 38 มิลลิเมตร เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดอันตรายต่อคอมดลูก  ภายหลังการ
ปล่อยน้ำเช้ือต้องไม่มีการไหลย้อนกลับของน้ำเช้ือ ซึ่งเทคนิคนี้สามารถใช้ได้ทั้งน้ำเช้ือแช่เย็นและแช่
แข็ง (Faigl et al., 2012) ช่วงเวลาที่เหมาะสมในการผสมเทียมแพะ ให้สังเกตจากช่วงวลาที่แม่แพะ
ตัวนั้นมักจะแสดงการเป็นสดั ถ้าแม่แพะมีช่วงการเป็นสัดยาวประมาณ 24 ช่ัวโมง ให้ผสมเทียมทันทีที่
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พบอาการเป็นสัด ในแม่แพะที่มีช่วงอาการเป็นสัดยาวประมาณ 36 ช่ัวโมง ให้ผสมเทียมภายใน 12 
ช่ัวโมงของการเป็นสัด ในแม่แพะที่มีช่วงการเป็นสัดยาวประมาณ 48 ช่ัวโมง ให้ผสมเทียม 24 ช่ัวโมง
หลังเป็นสัด ในแม่แพะที่มีช่วงอาการเป็นสัดยาวประมาณ 72 ช่ัวโมง ให้ผสมเทียม 48 ช่ัวโมงหลังเป็น
สัด และให้ผสมเทียม 2 (หรือ 3) ครั้ง ห่างกัน 12 ช่ัวโมง ถ้าแม่แพะยังแสดงอาการเป็นสัด (Allison 
and Hagevoort. 2009)  

อัตราการผสมติดจากการผสมเทียมให้กับแม่แพะที่เป็นสัดแบบธรรมชาติ รายงาน
โดย Andrabi et al. (2018) ซึ่งทำการเปรียบเทียบอัตราผสมติดจากการผสมเทียมแพะด้วยน้ำเช้ือ
แช่แข็งหลังจากแพะแสดงอาการเป็นสัดยืนนิ่ง 12 ช่ัวโมง ในพันธ์ุบีเทิล และพันธ์ุแจทเทิล พบว่า 
ให้ผลอัตราผสมติดที่ ไม่แตกต่างกัน คือ 50 เปอร์เซ็นต์ (7/14) และ 34 เปอร์เซ็นต์ (10/29) 
ตามลำดับ Dovenski et al. (1997) ผสมเทียมแพะด้วยวิธีผ่านคอมดลูกให้อัตราผสมติดได้ถึง 67.48 
เปอร์เซ็นต์ 

อย่างไรก็ตาม เวลาที่ใช้ในการผสมเทียมมีผลต่ออัตราการตั้งท้อง Faigl et al. 
(2012) รายงานว่า การผสมเทียมทีใ่ช้เวลาน้อยประมาณ 20 วินาที เปรียบเทียบกับการผสมเทยีมที่ใช้
เวลา 60 วินาที โดยปล่อยน้ำเช้ือในคอมดลูกหรือหน้าคอมดลูก พบว่า กลุ่มที่ใช้เวลาน้อยให้ผลอัตรา
การตั้งท้องสูงกว่าทั้งวิธีที่ปล่อยน้ำเช้ือที่หน้าคอมดลูก (60.9 และ 15.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ) หรือ
ปล่อยในคอมดลูก (61.0 และ 50.7 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ) โดยความลึกของการปล่อยน้ำเช้ือในคอ
มดลูกไม่มีผล 

นอกจากนี้ ในการผสมเทียมแพะนั้นมีการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมน ซึ่งจะ
ทำการฉีดน้ำเช้ือที่ เวลา 55 ช่ัวโมง หลังถอดฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (Faigl et al., 2012) หรือ
ประมาณ 45 ช่ัวโมงหลังถอดฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนในการผสมครั้งเดียว หรือในการผสมสองครั้ง ให้
ทำการผสมในช่ัวโมงที่ 30 และ 48 หลังถอดฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (Cseh et al., 2012) การผสม
เทียมด้วยวิธีนี้ควรใช้น้ำเช้ือ 200x106 ตัว ในปริมาตร 0.2 ซีซี (Cseh et al., 2012; Faigl et al., 
2012; Sohnrey and Holtz, 2005 )  

Houdeau et al. (2008) ทำการผสมเทียมระยะสั้นโดยใช้  fluorogestone 
acetate intravaginal sponges (FGA, 40 mg) ฝังไว้ในช่องคลอดระยะ 11 วัน ร่วมกับการใช้
ฮอร์โมน  cloprostenol  ปริมาณ  50 mg และ eCG ขนาด 250 IU ฉีดก่อนถอดฮอร์ โมน 
fluorogestone acetate intravaginal sponge ที่เวลา 48 ± 2 ช่ัวโมง และ ผสมเทียมช่ัวโมงที่ 45 
หลังถอดฮอร์โมนพบว่า ให้อัตราผสมติดที่ 52.9 - 68.8 เปอร์เซ็นต์  

Arrebola et al. (2012) ทำการผสมเทียมให้กับแม่แพะ 3,941 ตัว และเหนี่ยวนำ
การเป็นสัดโดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอดและผสมเทยีมแบบกำหนดเวลาประมาณ
ช่ัวโมงที่ 46 หลังถอดฮอร์โมน ตรวจการตั้งท้องที่ 42-46 วัน หลังผสม ด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ พบว่า
มอีัตราการการผสมติดเท่ากับ 48.7 เปอร์เซ็นต์  
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ในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาการผสมเทียมแพะ ดังนี้  

มาลี และคณะ (2556)  ศึกษาเปรียบเทียบการผสมเทียมครั้งเดียวกับสองครั้งโดย
การผสมเทียมแพะโปรแกรมระยะสั้น 5 วัน แบบกำหนดเวลาโดยการเหนี่ยวการเป็นสัดโดยใช้ 
CIDR® ในแพะที่เลี้ยงในพื้นที่ภาคใต้ เปรียบเทียบการผสมเทียมครั้งเดียวและสองครั้งช่ัวโมงที่ 49 
และ 73 หลังถอด CIDR® พบว่า ให้ผลไม่แตกต่างกัน คือ ผลอัตราการตั้งท้อง 28.9 เปอร์เซ็นต์ 
(22/76) และ 34.2 เปอร์เซ็นต์ (26/76) ตามลำดับ  

นิวัตน์ และคณะ (2550) ทำการผสมเทียมแบบกำหนดเวลาในแพะนมสองครั้ง 
ช่ัวโมงที่ 48 และ 72  โดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด CIDR-G ร่วมกับพีเอ็มเอสจี 
150 IU ร่วมกับฮอร์โมน Prostaglandin  F2 alpha  รายงานอัตราการผสมติด 52 เปอร์เซ็นต์ 
(21/40)   

พีระพงษ์ และคณะ (2552) เหนี่ยวนำการเป็นสัดแพะโดยใช้ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน
ชนิดสอดช่องคลอด CIDR-G ร่วมกับฮอร์โมน PMSG (Pregnant mare gonadotropin) และผสม
เทียมแพะพันธ์ุซาเนนด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ความเข้มข้น 200 ล้านตัวต่อโด๊ส สองครั้งได้ผลอัตราการ
ผสมติด 47-50 เปอร์เซ็นต์   

พีระพงษ์ และสาโรช (2553) ศึกษาผลของใช้ CIDR-G  และ Chornogest ในการ
เหนี่ยวนำการเป็นสัดและผสมเทียมในแพะซาเนนด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่มีความเข้มข้น 200 ล้านตัวต่อ
โด๊ส พบว่ามีอัตราการผสมติดเท่ากับร้อยละ 39.9-43.1 

วิศิษฐ และคณะ (2561) เปรียบการผสมเทียมแพะแบบกำหนดเวลาครั้งเดียวและ
สองครั้งโดยผสมครั้งเดียวช่ัวโมงที่ 48 และสองครั้งช่ัวโมงที่ 48 และ 72 และเหนี่ยวนำการเป็นสัด
แพะโดยใช้โปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด CIDR-G ร่วมกับ PMSG ตามวิธีของ นิวัตน์ และคณะ 
(2550) รายงานผลอัตราผสมติดที่ 50 เปอร์เซ็นต์ และไม่มีความแตกต่างกัน 

พีรศักดิ์ (2548) ทำการเหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้โปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่อง
คลอด CIDR-G  และผสมเทียมเพียงครั้งเดียว ช่ัวโมงที่    43 -45 ได้อัตราการผสมติด 60-65 
เปอร์เซ็นต์  

ความสำเร็จของการผสมเทียมแพะข้ึนอยู่กับหลายปัจจัย  ประกอบด้วย ปัจจัยของ
สภาพแวดล้อม ได้แก่ การจัดการฟาร์ม วัน เดือน ปี ที่ทำผสมเทียม ปัจจัยของเทคนิคการทำผสม
เทียม ได้แก่ โปรแกรมเหนี่ยวนำการเป็นสัด น้ำเช้ือจากพ่อพันธ์ุแต่ละตัว เทคนิคการเจือจางน้ำเช้ือ 
เทคนิคการสอดปืนผสมเทียม และปัจจัยของความพร้อมของแม่แพะ ได้แก่ ความสมบูรณ์ร่างกาย 
ลำดับท้อง ช่วงห่างจากคลอดถึงผสมเทียม ซึ่งปัจจัยเหล่าน้ีในแต่ละพื้นที่อาจจะพบแตกต่างกันไป 
(Mellado et al., 2004; Nunesa and Salgueiro, 2011; Salvador et al., 2005) นอกจากนี้ จิต
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ศักดิ์ และคณะ 2561  รายงานว่า ปัจจัยที่มีผลต่อความสำเร็จของการผสมเทียมแพะด้วยน้ำเช้ือแช่
แข็ง ได้แก่ เวลา  สถานะแม่แพะ พ่อพันธ์ุแพะ อาการเป็นสัด ความลึกของสอดปืนฉีดน้ำเช้ือ เป็นต้น 

Arrebola et al. (2012) ทำการศึกษาถึงปัจจัยที่มีอิทธิพลต่อการผสมเทียมแพะ
พันธ์ุฟลอริดา จากการวิเคราะห์ข้อมูลการผสมเทียมย้อนหลัง 7 ปี พบว่า ปัจจัยทางด้านปี และ
ฤดูกาล พ่อพันธ์ุ ตำแหน่งที่ปล่อยน้ำเช้ือ มีผลต่ออัตราผสมติด 

Arrebola et al. (2015) รายงานว่า ปัจจัยทางด้านการจัดการฟาร์มมีผลต่ออัตรา
การผสมติด รวมทั้งอุณหภูมิความช้ืน ช่วงแสงและปริมาณน้ำฝน การวางแผนการผสมเทียมในฟาร์ม
ต้องใช้ข้อมูลพยากรณ์อุณหภูมิ การผสมเทียมจึงจะประสบความสำเร็จ 

Mellado et al. (2004) ทำการศึกษาปัจจัยที่มีผลต่ออัตราการผสมติดและการให้
ลูกในแพะโดยศึกษาจากค่าคะแนนร่างกาย 1-5  ลำดับการให้นม ลำดับท้อง การงอกเขา ค่าเลือด
และสารภายในเลือด โดยศึกษาจากแม่แพะที่ปลอดโรคแท้งติดต่อ 374 ตัว พบว่า ค่าคะแนนร่างกาย
ไม่มีผลต่ออัตราการผสมติด แม่แพะที่มีค่ากลูโคสในเลือดมากกว่า 60 มิลลิกรัม ต่อ 100 ซีซี มีค่า
อัตราการผสมติดสูงกว่ากลุ่มที่มีค่ากลูโคสต่ำกว่า แม่แพะท้องแรกจะมีอัตราผสมติดที่ต่ำกว่าแม่แพะ
ตั้งแต่ท้องสองข้ึนไป และค่าองค์ประกอบเลือดอื่นๆ มีผลต่ออัตราผสมติด เช่น ค่ายูเรียในเลือด ระดับ
แมกนีเซียมและแคลเซียมในเลือด จึงสรุปว่าค่าพลังงานในร่างกายที่ต่ำ ค่าระดับกลูโคสที่ต่ำ มีผล
อัตราการผสมติด 

Salvandor et al. (2005) รายงานว่า ปัจจัยทางด้านฟาร์ม และความลึกของการ
ปล่อยน้ำเช้ือมีผลต่ออัตราการตั้งท้องในแพะพันธ์ุ Murciano-Granadina ในช่วงนอกฤดูผสมพันธ์ุ 
ในขณะที่ ปัจจัยทางด้านพ่อพันธ์ุและเจ้าหน้าที่ผสมเทียมไม่มีผล 

 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
   

1. เพือ่ศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ทีม่ี
ความเข้มข้นต่างกันต่อคุณภาพอสจุิแพะหลังการทำละลายเปรียบเทียบกบักลุม่ควบคุม 

 2. เพื่อศึกษาผลของการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วย
วิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันต่อสัดส่วนเพศลูก
แพะเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
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บทที่ 2 

วัสดุ  อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

 
งานวิจัยน้ีได้ผ่านการพิจารณาและเห็นชอบจากคณะกรรมการกำกับดูแลการเลี้ยง

และใช้สัตว์ของสถาบัน มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ เลขที่ 6/2020 เมื่อวันที่ 3 กมุภาพันธ์ 2563 
 

 
วัสดุ  และอุปกรณ์   
 

1. วัสดุ และอุปกรณส์ำหรับรีดเก็บนำ้เชื้อ 
 

พ่อแพะพันธ์ุบอร ์
แม่แพะสำหรบัใช้เป็นตัวล่อเพื่อรีดเก็บน้ำเช้ือ 
หลอดทดลอง ขนาด 15 มิลลิลิตร 
ช่องคลอดเทียมสำหรับรีดน้ำเช้ือแพะ (Artificial vagina) 
เทอร์โมมเิตอร ์
กระติกน้ำร้อน 
บีกเกอร ์
ซองบงัคับแพะ 
ถุงมือยางตรวจโรค      
เจลหล่อลื่น 
กระดาษชำระ 
สำลีแอลกอฮอล ์
ปากกาเขียนหลอด 
ตะกร้าใสอุ่ปกรณ์ 
เสื้อกาวด์ยาวสำหรบัผูป้ฏิบัติงานรีดน้ำเช้ือ 
รองเท้าบทู 
 
2. วัสดุ อุปกรณ์ และเครื่องมือสำหรับตรวจสอบคุณภาพน้ำเชื้อและผลิตนำ้เชื้อ    

แช่แข็ง 
 

เครื่องวิเคราะห์คุณภาพอสุจิ (Computer Assisted Semen Analysis; CASA) 
กล้องจลุทรรศน์  
เครื่องปั่นเหว่ียง (Centrifuge) 
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ตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
ถังไนโตรเจนเหลว 
สไลด์นับเม็ดเลือด (Hemocytometer) 
แผ่นสไลด์และกระจกปิดสไลด ์
หลอดทดลอง ขนาด 15 มิลลิลิตร 
ไมโครปเิปต (Micropipette)  
ทิป (Tip)  
อ่างน้ำวนควบคุมอุณหภูม ิ
บีกเกอร ์
มีด/กรรไกร  
พาราฟิลม์ (Parafilm)  
ตะแกรงใส่หลอดทดลอง (Rack)  
หลอดบรรจุน้ำเช้ือ  ขนาด 0.25 มิลลิลิตร (French ministraws) 
กล่องโฟม 
ปากกาเขียนหลอดน้ำเช้ือ 
สารละลายเพอร์คอลล์ (GE Healthcare™)  
สารละลายเลกเตท 
One stepTM extender (Continental Plastic Corp, USA.) 
สารละลายเจอืจางน้ำเช้ือสูตร Tris-egg yolk (รายละเอียดสารลายและวิธีการ

เตรียม แสดงไว้ในภาคผนวก ข) 
 
3. วัสดุ และอุปกรณส์ำหรบัผสมเทียมแพะ 
 
ปืนผสมเทียมแพะ 
ถังไนโตรเจนเหลวบรรจุน้ำเช้ือแช่แข็ง 
เครื่องถ่างอวัยวะเพศ (Vaginal speculum) 
ซองผสมเทียมแพะ 
กระติกเทอร์มอส 
พลาสตกิชีท 
เจลหล่อลื่น 
ถุงมือยาง 
กระดาษทิชชู 
กรรไกร 
หลอดไฟฉายส่องสว่าง 
ปากคีบ 
สำลีแอลกอฮอล ์



18 

 

 
 

สมุดบันทึกผสมเทียม 
 

4. วัสดุและอุปกรณ์การตรวจท้องแพะ 
 

เครื่องอัลตราซาวด์  AGROSCAN รุ่น L พร้อมหัวสแกนแบบ Linear Rectal  
ถุงมือตรวจโรคสัตว์ 
กระดาษชำระ 
เจลล่อลื่น 
 

 
วิธีการทดลอง 
 

การศึกษาการคัดแยกเพศจากอสจุิของแพะด้วยการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของ
สารละลายเพอร์คอลล์  ได้ทำการแบง่เป็น 2 การทดลอง ดังนี ้

 
การทดลองท่ี 1 การศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงผา่นชัน้ต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมี

ความเข้มข้นต่างกันต่อคณุภาพอสุจิแพะหลังการทำละลาย 
 

วัตถุประสงค ์

- เพื่อศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มี
ความเข้มข้นต่างกันต่ออัตราการเคลื่อนที่  อัตราการเคลื่อนที่ ไปข้างหน้า 
ความเร็วในการเคลื่อนที่ และลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังการทำละลาย
เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

- เพื่อศึกษาผลของเวลาที่บม่น้ำเช้ือหลงัการทำละลายของน้ำเช้ือแช่แข็งที่ผ่านการ
ปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันต่อ
อัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็วในการเคลื่อนที่ และ
ลักษณะการเคลื่อนที่เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 

แพะทดลอง การรีดเก็บน้ำเชื้อ และการตรวจคุณภาพนำ้เชื้อ 
 
คัดเลือกพ่อแพะพันธ์ุบอร์จำนวน 3 ตัว อายุ 3-5 ปี ที่มีสุขภาพแข็งแรงผ่านการ

ตรวจโรคติดต่อทางระบบสืบพันธ์ุ เลี้ยงภายใต้การจัดการเดียวกัน โดยให้อาหารข้นวันละ 500 กรัม 
และอาหารหยาบแบบเต็มทีต่ลอดวัน ทำการเก็บน้ำเช้ือด้วยวิธี Artificial vaginal method (แสดงดัง
ภาพที่ 1 ในภาคผนวก ก) ทุกสัปดาห์ๆ ละครั้ง เป็นเวลา 3 สัปดาห์ติดต่อกัน นำน้ำเช้ือที่รีดเก็บได้มา 
ตรวจสอบคุณภาพน้ำเช้ือ (แสดงดังภาพที่ 2 ในภาคผนวก ก) ด้วยเครื่องตรวจวิคราะห์คุณภาพอสุจิ 
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(Computer Assisted Semen Analysis; CASA) รุ่น Hamilton Thorne CEROS II และวิเคราะห์
ค่าการเคลื่อนที่ ดังนี้ 

การเคลื่อนที่ของอสุจิ (Spermatozoa motility, %) ได้แก่ 

- การเคลื่อนที่ทั้งหมด (total motility)  
- การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive motility)  

ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ (Spermatozoa velocity) ได้แก่ 

- Average path velocity, VAP (µm/s) คือ ความเร็วในการเคลื่อนที่เฉลี่ยจาก
ระยะทางจริงใน 1 วินาที  

- Straight-line velocity, VSL (µm/s) คือ ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีตรง เป็น
การคำนวณจากจุดหนึ่งไปยังอีกจุดหนึ่งในแนวเส้นตรงในช่วงระยะเวลา 1 วินาที 

- Curvilinear velocity, VCL (µm/s) คือ ความเร็วในการเคลื่อนที่วิถีโค้ง เป็นการ
คำนวณแนวโน้มของการเคลื่อนที่เฉลี่ยใน 1 วินาที 

ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ (Spermatozoa kinetic movement) ได้แก่ 

- Amplitude of lateral head displacement, ALH (µm) คือ ความกว้างของ
ส่วนหัวของตัวอสุจิที่ส่ายไปมา  

- Beat cross frequency, BCF (Hz) คือ ความถ่ีของการส่ายส่วนหัวของตัวอสุจิ  
- Straightness, STR (%) คือ ความตรงในการเคลื่อนที่ ซึ่งคำนวณจากอัตราส่วน

ความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่คูณด้วยร้อย  
- Linearity, LIN (%) คือ อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็ว

เฉลี่ยของการเคลื่อนที่วิถีโค้งมี 

ทำการนับความเข้มข้นของอสุจิโดยใช้สไลด์นับเม็ดเลือด Hemocytometer ทำการ
เจือจางน้ำเช้ือในอัตราการเจือจาง 1:200 นับจำนวนตัวอสุจิโดยหยดน้ำเช้ือลงบนสไลด์นับเม็ดเลือด 
ปิดทับด้วยแผ่นกระจก บางที่มาพร้อมสไลด์นับเม็ดเลือด ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 2 นาทีเพื่อให้ตัวอสุจิหยุด
ลอย นับตัวอสุจิในตารางของสไลด์นับเม็ดเลือดผ่านกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย  x400 นับตัวอสุจิใน
สี่เหลี่ยมจัตุรัสที่มีกรอบเป็นเส้นคู่ขนาน 5 ช่อง (ภายในแต่ละ 5 ช่อง มีสี่เหลี่ยมเล็ก 16 ช่อง) โดยนับ
ช่องที่มุม 4 ช่องและช่องกลาง 1 ช่อง เมื่อนับจำนวนตัวอสุจิใน 5 ช่องรวมกันแล้ว คำนวณความ
เข้มข้นของตัวอสุจิต่อมิลลิลิตร (รพีพรรณ, 2552)   

น้ำเช้ือที่นำไปใช้ในการทดลองเป็นน้ำเช้ือผ่านการคัดแยกคุณภาพน้ำเช้ือเบื้องต้น 
โดยกำหนดให้มีค่าอัตราการเคลือ่นที่ไปข้างหน้าไม่ต่ำกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ และความเข้มข้นไม่น้อยกว่า 
2,000 ล้านตัวต่อมิลลิลิตร  
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นำน้ำเช้ือแพะที่ผ่านการตรวจคุณภาพเบื้องต้นจากพอ่แพะแต่ละตัวมาเทรวมกันแล้ว
แบ่งเป็น 2 ส่วนเท่าๆ กัน กลุ่มแรกเป็นกลุ่มควบคุมไม่ผ่านการปั่นเหว่ียง กลุ่มที่สองเป็นกลุ่มทดลอง
นำไปปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ 7 ช้ัน  

 
  วิธีการเตรียมและการวางชั้นสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความเข้มข้นแตกต่างกัน 
7 ระดับ  
 

ระดับความเข้มข้นของสารละลายเพอร์คอลล์ในช้ันต่างๆ ที่ใช้ในการทดลองนี้ ได้ถูก
ดัดแปลงจาก Promthep et al. (2016) และการทดลองวางช้ันก่อนการทดลองจริง (Preliminary) 
โดยทดลองทำการวางช้ันแต่ละช้ันและวางน้ำเช้ือไว้ช้ันบนสุด หลังจากนั้นนำไปปั่นเหว่ียง สังเกต
ลักษณะการเคลื่อนตัวลงมาในระดับช้ันต่างๆ ของน้ำเช้ือ ลักษณะน้ำเช้ือที่ลงมาสู่ด้านล่างจะต้องมีการ
ลงอย่างเป็นช้ันๆ ไม่มีการแตกช้ันของน้ำเช้ือ (แสดงดังภาพที่ 3 ในภาคผนวก ก) จากผลที่ได้จากการ
ทดลองเบื้องต้นนี้ ทำให้ได้ระดับสารละลายเพอรค์อลล์ใหม้ีความเข้มข้น 7 ระดับ คือ 40, 45, 50, 65, 
70, 80, และ 90 เปอร์เซ็นต์ (V/V)  

การเตรียมสารละลายเพอร์คอลล์ ให้มีความเข้มข้น 7 ระดับ คือ 40, 45, 50, 65, 
70, 80, และ 90 เปอร์เซ็นต์ (V/V) โดยการนำน้ำยาเพอร์คอลล์ปริมาตร 90 มิลลิลิตร มาเจือจางกับ
สารละลาย Ringer's Lactate solution ความเข้มข้น 10 เท่า (วิธีการเตรียมสารละลายแสดงไว้ใน
ภาคผนวก ข) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน (สารละลาย A) หลังจากนั้น นำมาเจือจางกับ
สารละลาย Ringer's Lactate solution ที่ มี  Bovine Serum Albumin (BSA) 5 เปอร์ เซ็ นต์  
(สารละลาย B) ตามระดับความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 

ความเข้มข้นที่ระดับ 40 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 4 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 6 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 

ความเข้มข้นที่ระดับ 45 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 5.5 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 

  ความเข้มข้นที่ระดับ 50 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 5 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 

  ความเข้มข้นที่ระดับ 65 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 6.5 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 3.5 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 
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  ความเข้มข้นที่ระดับ 70 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 70 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 30 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 

  ความเข้มข้นที่ระดับ 80 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 8 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 

  ความเข้มข้นที่ระดับ 90 เปอร์เซ็นต์ เตรียมสารละลายในหลอดพลาสติก ขนาด 15 
มิลลิลิตร ให้ได้ปริมาตรรวม 10 มิลลิลิตร โดยทำการเติมสารละลาย A ปริมาตร 9 มิลลิลิตร และ
สารละลาย B ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ละลายให้เข้ากัน 

  วางช้ันเพอร์คอลล์ในหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร โดยเอียงหลอดประมาณ 30 
องศา ดูดสารละลายเพอร์คอลล์ความเข้มข้นระดับต่างๆ ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ด้วยทิปพลาสติก 
(เปลี่ยนทิปทุกครั้งในแต่ละความเข้มข้นเพื่อป้องกันความผิดพลาดของความเข้มข้นสารละลายเพอร์
คอลล์ในช้ันที่จะวางต่อมา) วางช้ันเพอร์คอลล์ไม่ให้แตกช้ันเนื่องจากการแตกช้ันจะไม่สามารถใช้แยก
น้ำเช้ือได้ ตรวจเช็คการวางช้ันด้วยการเอียงหลอดซ้ายขวาเล็กน้อยในที่ไม่มีแสงจ้าเกินไปเพื่อดูว่ามี
การรวมช้ันของเพอร์คอลล์หรือไม่ การรวมช้ันของเพอร์คอลล์จะไม่สามารถนำมาทดลองได้ วางช้ัน
สารละลายเพอร์คอลล์ปริมาตรช้ันละ 1 มิลลลิิตร โดยให้เรียงจากความเข้มข้นมากที่สุด คือ ช้ันที่มี
ความเข้มข้น 90 เปอร์เซ็นต์ (V/V) อยู่ล่างสุดของหลอดทดลองแล้ววางช้ันต่อไปจนครบ 7 ช้ัน ซึ่งใน
หลอดทดลองจะมีการจัดเรียงช้ันสารละลายเพอร์คอลล์ คือ 40, 45, 50, 65, 70, 80, และ 90 
เปอร์เซ็นต์ (V/V) จากบนลงล่างเมื่อวางช้ันเพอร์คอลล์พร้อมแล้วจึงส่งสัญญาณให้ผู้รีดน้ำเช้ือ นำแพะ
เข้าซองพร้อมรีด  
 
  การปั่นเหว่ียงผ่านชั้นต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ ท่ีมีความเข้มข้น
แตกต่างกัน  
 
  นำน้ำเช้ือส่วนที่สองซึ่งเป็นกลุ่มทดลอง วางบนช้ันสูงสุดของหลอดทดลองที่มี
สารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นแตกต่างกัน 7 ระดับ แล้วนำไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 300 g 
เป็นเวลา 15 นาที  ภายหลังการปั่นเหว่ียงสังเกตการเคลื่อนตัวลงของน้ำเช้ือจนถึงช้ันล่างสุด น้ำเช้ือที่
ใช้ได้จะต้องเคลื่อนที่ลงมาโดยไม่มีการแตกช้ัน เคลื่อนลงมาเป็นช้ันๆ อย่างเห็นได้ชัด น้ำเช้ือจะลงมา
ตกตะกอนอยู่บริเวณช้ันที่มีความเข้มข้นสารละลายเพอร์คอลล์ 80-90 เปอร์เซ็นต์ (แสดงดังภาพที่ 4 
ในภาคผนวก ก) น้ำเช้ือที่ไม่สามารถแยกได้จะมีลักษณะ เช่น น้ำเช้ือลงมาเป็นก้อนส่วนกลางของ
หลอด  น้ำเช้ือลงมาเป็นก้อนด้านข้างหลอด  มีการแตกช้ันหรือรวมช้ันของสารละลายเพอร์คอลล์ 

 หลังการปั่นเหว่ียง ทำการดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง แล้วนำสารละลายช้ันที่มีระดับ
ความเข้มข้น   80 และ 90 ปอร์เซ็นต์ ที่มีน้ำเช้ือแพะตกตะกอนแยกช้ันลงมาไปแยกสารละลายเพอร์
คอลล์และเซมินอลพลาสมาออกจากน้ำเช้ือ โดยการเติมสารละลายน้ำเช้ือ Tris-egg yolk extender  
(วิธีการเตรียมสารละลายแสดงไว้ในภาคผนวก ข)  ลงไปให้ได้ปริมาตร 10 มิลลิลิตร แล้วนำปั่นเหว่ียง
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ที่ ความเร็ว 300 g เป็นเวลา 15 นาที  หลังจากนั้น ดูดสารละลายส่วนบนทิ้ง แล้วนำน้ำเช้ือส่วนที่
ตกตะกอนก้นหลอดไปผลิตน้ำเช้ือแช่แข็ง 

 
กระบวนการผลิตน้ำเชื้อแพะแช่แข็ง 
 
นำน้ำเช้ือทั้ง 2 ส่วน ได้แก่ น้ำเช้ือส่วนที่ไม่ผ่านการปั่นเหว่ียง (ทำการปั่นล้างเซมิ

นอล พลาสมาออกก่อน) และส่วนที่ปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ของช้ันที่มี
ความเข้มข้น 80 และ 90 เปอร์เซ็นต์ ไปผ่านกระบวนการผลิตน้ำเช้ือแช่แข็ง โดยทำการเจือจาง
น้ำเช้ือด้วยน้ำยาเจือจาง Tris-egg yolk ให้มีความเข้มข้น 600 ล้านตัวต่อมิลลิลิตร (150 ล้านตัวต่อ
โด๊ส) จากนั้นนำไปบ่มในตู้เย็นที่ควบคุมอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง บรรจุน้ำเช้ือ
ลงในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ทำการแช่แข็งด้วยการอังหลอดบรรจุน้ำเช้ือเหนือไอ
ไนโตรเจนเหลว 3-4 เซนติเมตร ในกล่องโฟม ซึ่งมีอุณหภูมิประมาณ -120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
13 นาที และเก็บรักษาไว้ภายใต้ระดับไนโตรเจนเหลวในถังเก็บน้ำเช้ือที่อุณหภูมิประมาณ –196 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง หลังจากนั้นทำการตรวจสอบคุณภาพน้ำเช้ือหลังละลายทั้ง 2 
กลุ่ม ด้วยเครื่อง CASA ในช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, และ 6 หลังละลาย บันทึกข้อมูลและนำไป
วิเคราะห์ทางสถิติ 

 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 
นำข้อมูลลักษณะคุณภาพอสุจิหลังการทำละลายในช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5, และ 6 

มาวิเคราะห์สถิติโดยใช้ General Linear Model โดยใช้โปรแกรมสำเร็จรูป Statistical Analysis 
System (SAS)  ดังสมการ 

 

𝑦𝑖𝑙𝑗𝑙 = 𝜇 + 𝜏𝑖 + 𝜄𝑗 + 𝑝𝑘 + 𝜏𝜄𝑖𝑗 + 𝜀𝑖𝑗𝑘𝑙 
 

เม่ือ 

𝒚𝒊𝒍𝒋𝒍 = ค่าสังเกต 

𝝁 = ค่าเฉลี่ย 

𝝉𝒊 = อิทธิพลของทรทีเมนต์ เมื่อ 𝒊 = 𝟏, 𝟐 
𝜾𝒋 = อิทธิพลของเวลาทีอุ่่นน้ำเช้ือ เมือ่  𝒋 = 𝟎, 𝟏, 𝟐, 𝟑, 𝟒, 𝟓, 𝟔 
𝑷𝒌 = อิทธิพลของชุดน้ำเช้ือ เมื่อ  k=1, 2, 3 
𝝉𝜾𝒊𝒋 = อิทธิพลร่วมระหว่างทรีทเมนต์และเวลาในการอุ่นน้ำเช้ือ 
𝜺𝒊𝒋𝒌𝒍 = ความคลาดเคลื่อน 
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การทดลองท่ี 2 การศึกษาผลของการผสมเทียมด้วยน้ำเชื้อแช่แข็งท่ีผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วย
วิธีการปั่นเหว่ียงผ่านชั้นต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความเข้มข้น
ต่างกันต่อสัดส่วนเพศลูกแพะ 

 
วัตถุประสงค์ 
 
เพื่อศึกษาผลของการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วย

วิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกันต่อสัดส่วนเพศลูก
แพะ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

 
แม่แพะทดลอง 
 
คัดเลือกแม่แพะพันธ์ุลูกผสมของเกษตรกรจำนวน 90 ตัว ที่เลี้ยงในพื้นที่จังหวัดตรัง 

และนครศรีธรรมราช โดยคัดเลือกแม่แพะจากฟาร์มที่มีการเลี้ยงแพะจำนวน 10-20 แม่ข้ึนไป แพะ
ทดลองมีน้ำหนักประมาณ 25-30 กิโลกรัม มีคะแนนร่างกายอยู่ในช่วง 3-3.5 (คะแนน 1-5) เป็นแม่
แพะท้องที่ 1 หรือมากกว่า มีสุขภาพแข็งแรง มีการจัดการเลี้ยงดูแบบขังและปล่อยในทุ่งหญ้า มีการ
เสริมอาหารข้นโปรตีนไม่ต่ำกว่า 12 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณ 0.2-0.5 กิโลกรัมต่อตัวต่อวัน ทำการแบ่งแม่
แพะในแต่ละฟาร์มที่ถูกคัดเลือกออกเป็น 2 กลุ่ม  เพื่อฉีดน้ำเช้ือผสมเทียม โดยกลุ่มที่ 1 เป็นกลุ่ม
ควบคุม (Control) จำนวน 46 ตัว ได้รับการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ไม่แยกเพศ ส่วนกลุ่มที่ 2 
เป็นกลุ่มทดลอง (Treatment) จำนวน 44 ตัว ได้รับการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่แยกเพศอสุจิที่
ผ่านการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ 

 
การผสมเทียม 
 
ทำการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งให้กับแม่แพะทดลองทุกตัว โดยการฉีดน้ำเช้ือที่

ตำแหน่งคอมดลูก (Cervical artificial insemination)  ภายหลังแม่แพะแสดงอาการเป็นสัด  ยืนนิ่ง 
12-24 ช่ัวโมง หากแพะยังแสดงอาการเป็นสัดให้ผสมซ้ำครั้งที่สองหลังจากครั้งแรก 12 ช่ัวโมง (แม่
แพะที่ได้รับการฉีดน้ำเช้ือผสมเทียม 1 ครั้ง มีจำนวน  75  ตัว และแม่แพะที่ได้รับการฉีดน้ำเช้ือผสม
เทียม 2 ครั้ง มีจำนวน 15  ตัว) ซึ่งวิธีการผสมเทียมมีขั้นตอนดังต่อไปนี้  

การเตรียมน้ำเช้ือก่อนผสมเทียม 

คีบหลอดน้ำเช้ือที่ต้องการออกจากถังสนาม แล้วทำการละลายน้ำเช้ือโดยใส่ลงใน
กระติกเทอร์มอสที่มีน้ำอุ่นที่อุณหภูมิ 35-37 °C ทันที นานเป็นเวลา 30 วินาที และใช้เวลาตั้งแต่คีบ
หลอดน้ำเช้ือจนถึงแช่ลงในน้ำอุ่นไม่เกินกว่า 3 วินาที เมื่อละลายน้ำเช้ือในน้ำอุ่นครบ 30 วินาทีแล้ว 
ใช้ปากคีบคีบหลอดน้ำเช้ือข้ึนมาเช็ดหลอดน้ำเช้ือด้วยกระดาษทิชชูให้แห้งไม่ให้เหลือน้ำติดข้างหลอด 
สะบัดหลอดน้ำเช้ือให้ฟองอากาศไปอยู่ด้านที่ตีบ และตัดด้านที่ตีบโดยตัดระหว่างฟองอากาศ สอด
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หลอดน้ำเช้ือด้านที่ตัดเข้าไปในพลาสติกชีท และดันต่อเข้าไปจนสุด หลอดน้ำเช้ือจะล็อกกับจุกสีเขียว
ในพลาสติกชีท ดึงก้านปืนออกมาจากตัวปืนประมาณ 1 คืบแล้วสวมพลาสติกชีทที่มีหลอดน้ำเช้ืออยู่
ภายในครอบปืนฉีดน้ำเช้ือ ดันตัวปืนไปจนสุดพลาสติกชีท ใช้วงแหวนล็อคพลาสติกชีทให้ติดตัวปืน 
และล็อคให้แน่น  

เทคนิคการผสมเทียมแพะ 

เทคนิคการผสมเทียมแพะ ตามวิธีของ บรรจง (2554) โดยให้ผู้ช่วยทำการจับแม่
แพะ ยกส่วนท้ายสูงข้ึนให้ขาหลังลอยจากพื้น ล้างบริเวณอวัยวะเพศด้วยสบู่และน้ำสะอาด เช็ดให้แห้ง 
ใช้เครื่องถ่างอวัยวะเพศถ่างช่องคลอด โดยการหยดสารหล่อลื่นแล้วสอดเข้าในช่องคลอด ดันลึกข้ึน
ด้านบนเล็กน้อย ใช้ไฟฉายส่องตรวจจนเห็นปากมดลูกอยู่ปลายสุด สอดปืนฉีดน้ำเช้ือที่เตรียมไว้แล้ว
ผ่านปากมดลูก ปล่อยน้ำเช้ือในคอมดลูก แล้วดึงปืนฉีดน้ำเช้ือออกมา พยุงก้นแม่แพะให้อยู่ในท่ายก
ท้ายสูง 2-3 นาที แล้วจึงปล่อยแม่แพะ (แสดงดังภาพที่ 5 ในภาคผนวก ก)  

ทำการตรวจการตั้งท้องด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ 45-60 วัน หลังผสมเทียม โดย
ประกอบอุปกรณ์เครื่องอุลตราซาวด์ส่วนของตัวเครื่อง สายเคเบิล และ Probe เข้าด้วยกัน แล้วทำ
การปรับเครื่องไปที่ B- mode เลือกใช้ความถ่ี 7.5 MH  ให้ผู้ช่วยจับแม่แพะให้อยู่ในท่ายืน  ใช้นิ้วช้ี
และนิ้วกลางมือข้างที่ไม่ถนัดล้วงมูลแพะออกมาให้มากที่สุด  ทาเจลที่  Probe แล้วสอดเข้าทางทวาร
หนักเบา ๆ ค่อย ๆ สอดจนสังกตเห็นถุงปัสสาวะปรากฏบนหน้าจอภาพ ให้สังเกตบริเวณด้านหน้าและ
ล่างของถุงปัสสาวะ ถ้าแม่แพะตั้งท้องจะตรวจพบลกัษณะเปน็โพรง หรือลักษณะของถุงน้ำคร่ำหรือตัว
อ่อน กดปุ่มบันทึกภาพที่ตัวเครื่องเมื่อพบลักษณะของการตั้งท้อง ถ้าแม่แพะไม่ท้องจะตรวจพบการ
เคลื่อนตัวของลำไส้  เมื่อตรวจเสร็จแล้วให้ทำการถอย Probe ออกมา ทำความสะอาด ถอดแยก
ส่วนประกอบ และชาร์ตแบตเตอรี่ เพื่อเก็บไว้ใช้ครั้งต่อไป (แสดงเทคนิคการตรวจการตั้งท้องด้วย
เครื่องอัลตราซาวด์ดังภาพที่ 6 ในภาคผนวก ก) หลังจากนั้นเมื่อแม่แพะคลอดจึงตรวจสอบเพศลูก
แพะ 

 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 
ข้อมูลเพศของลูกแพะแรกเกิดถูกนำมาคำนวณสัดส่วนเพศของลูกแรกเกิด

เปรียบเทียบกับจำนวนแพะทดลองทั้งหมด  ข้อมูลที่ได้วิเคราะห์ความแตกต่างระหว่างกลุ่มควบคุม
และกลุ่มทดลองด้วยวิธีไคสแควร์ (Chi-square) ที่ระดับความเช่ือมั่นที่ P < 0.05 โดยใช้โปรแกรม
สำเร็จรูป Statistical Analysis System (SAS) 
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บทที่ 3 

ผลการศึกษา 
 
 

ผลของการปั่นเหว่ียงผ่านชั้นต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความเข้มข้นต่างกันต่อ
คุณภาพอสุจิแพะหลังการทำละลาย 
 

จากการศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ต่อ
คุณภาพอสุจิหลังละลายที่ช่ัวโมงต่างๆ (0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6) พบว่า อิทธิพลร่วมระหว่างการปั่น
เหว่ียงและเวลามีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของอสุจิ (P<0.01) 
สำหรับค่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ ค่าความเร็วในการเคลื่อนที่ (VAP, VSLและ 
VCL)  ค่าลักษณะการเคลื่อนที ่(ALH, STR และ LIN) อิทธิพลร่วมระหว่างการปั่นเหว่ียงและเวลาไม่มี
นัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05)  และอิทธิพลของการปั่นเหว่ียงมีผลต่อค่าต่างๆ เหล่านี้อย่างไม่มี
นัยสำคัญทางสถิติ (P>0.01) (Table 2-4) เมื่อพิจารณาแนวโน้มคุณภาพน้ำเช้ือหลังละลายจากช่ัวโมง
ที่ 0 ถึง 6 พบว่า ค่าการเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิของกลุ่มที่ผ่านการปั่นเหว่ียง
ผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลลม์ีค่าลดลงอย่างช้าๆ และลดลงน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคุมที่ไม่ผ่านการปั่นเหว่ียง (Figure 1)   

จากผลการทดลองที่แสดงดัง Table 2 พบว่า อัตราการเคลื่อนที่และอัตราการ
เคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิในน้ำเช้ือสดมีค่าเท่ากับ 73.4 และ 71.3 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ แต่หลัง
นำมาแช่เย็นด้วยตู้ควบคุมที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ช่ัวโมง ก่อนทำการแช่แข็ง พบว่า 
ค่าอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิมีค่าเพิ่มข้ึนทั้งสองกลุ่ม คือ กลุ่ม
ควบคุม มีค่าเท่ากับ 89.53 และ 85.10  เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ และกลุ่มทดลอง มีค่า 90.70 และ 
84.90 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

คุณภาพน้ำเช้ือแช่แข็งหลังทำละลายที่ช่ัวโมง 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 พบว่า กลุ่ม
ควบคุมมีค่าอัตราการเคลื่อนที่  เท่ากับ 52.77, 61.25, 52.57, 43, 33.53, 27.33 และ 16.57 
เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าเท่ากับ 49.83, 52.87, 50.27, 39.93, 31.02, 
24.58 และ 15.18 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ส่วนกลุ่มทดลองมีค่าอัตราการเคลื่อนที่ เท่ากับ 72.93, 
69.75, 77.16, 68.04, 77.79, 70.26 และ 66.38 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ อัตราการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าเท่ากับ 68.66, 67.95, 72.31, 62.11, 66.79, 64.78 และ 53.56 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

ค่าความเร็วในการเคลื่อนที่ที่แสดงดัง Table 3 พบว่า ค่า VAP ของน้ำเช้ือสดมีค่า 
159.63 µm/s และก่อนการแช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 90.83 และ 87.33 
µm/s ตามลำดับ ค่า VAP ของน้ำเช้ือหลังละลายช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ของกลุ่มควบคุมมี
ค่าเท่ากับ 94.07, 67.43, 75.28, 63.41, 59.13 ,42.69 และ 49.76 µm/s ตามลำดับ  และกลุ่ม
ทดลองมีค่าเท่ากับ 71.92, 81.67, 75.79, 79.67, 62.27, 64.61 และ 56.7 µm/s ตามลำดับ ค่า
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ความเร็วในการเคลื่อนที่ VSL ของน้ำเช้ือสดมีค่า 148.03 µm/s  และก่อนการแช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 68.94 และ 73.12 µm/s ตามลำดับ ค่า VSL ของน้ำเช้ือหลังละลาย
ช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ของกลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากับ 76.87, 55.28, 62.38, 53.21,50.19, 
36.88 และ 42.71 µm/s ตามลำดับ และกลุ่มทดลองมีค่า 68.68, 62.63, 66.65, 52.68, 55.2 และ 
51.58 µm/s ตามลำดับ ค่าความเร็วในการเคลื่อนที่ VCL ของน้ำเช้ือสดมีค่า 184.35 และก่อนการ
แช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 172.81 และ 128.05 µm/s ตามลำดับ ค่า VCL 
ของน้ำเช้ือหลังละลายช่ัวโมงที่  0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ของกลุ่มควบคุมมีค่า 147.65, 104.26, 
115.66, 97.1, 94.31, 68.03 และ 80.44 µm/s ตามลำดับ และกลุ่มทดลองมีค่า 111.27, 123.27, 
114.12, 114.94, 91.76, 94.66 และ 70.51 µm/s ตามลำดับ   

ค่าลักษณะการเคลื่อนที่ที่แสดงดัง Table 4 พบว่า  ค่า ALH ของน้ำเช้ือสดมีค่า
เท่ากับ 4.78 µm และก่อนการแช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 8.96 และ 6.53 
µm ตามลำดับ ค่า ALH ของน้ำเช้ือหลังละลายช่ัวโมงที ่0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ของกลุ่มควบคุมมีค่า 
6.85, 5.21, 5.64, 4.82, 5.36, 3.81 และ 4.61 µm ตามลำดับ  และกลุ่มทดลองมีค่า 5.34, 5.23, 
5.34, 5.42, 4.15, 4.27 และ 3.32 µm ตามลำดับ  ค่าลักษณะการเคลื่อนที่ BCF ของน้ำเช้ือสดมีค่า
เท่ากับ 36.65 µm และก่อนการแช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 22.93 และ 23.72 
Hz ตามลำดับ ค่า BCF ของน้ำเช้ือหลังละลายช่ัวโมง 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ของกลุ่มควบคุมมีค่า 
24.37, 24.14, 24.8, 23.43, 23.6, 24.63 และ 20 Hz ตามลำดับ  และกลุ่มทดลองมีค่า 25.51, 
20.61, 25, 25.32, 26.41, 26.6 และ 28.4 Hz ตามลำดับ  ค่าลักษณะการเคลื่อนที่ STR ของน้ำเช้ือ
สดมีค่าเท่ากับ 91.75 เปอร์เซ็นต์ และก่อนการแช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 
71.77 และ 82.69 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ค่า STR  ของน้ำเช้ือหลังละลายช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5 
และ 6 ของกลุ่มควบคุมมีค่า 82.05, 83.25, 83.16, 84.95, 84.86, 87.2 และ 70.09 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ  และกลุ่มทดลองมีค่า 82.8, 72.23, 83.32, 82.27, 84.64, 85.03 และ 94.9 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ ค่า LIN  ของน้ำเช้ือสดมีค่าเท่ากับ 80.35 เปอร์เซ็นต์ และก่อนการแช่แข็งน้ำเช้ือในกลุ่ม
ควบคุมและกลุ่มทดลองมีค่า 36.71 และ 57.64 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ ค่า LIN  ของน้ำเช้ือหลัง
ละลายช่ัวโมงที่ 0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 ของกลุ่มควบคุมมีค่า 53.97, 55.33, 57.58, 55.19, 59.16, 
45.33 และ 56.05 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ กลุ่มทดลองมีค่า 54.88, 57.52, 58.05, 58.62, 60.01, 
72.65 และ 56.39 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 
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Table 2 Effect of centrifugation using Percoll density gradient on post-thawed spermatozoa motility  

** Significant differences (P<0.01); NS= No significant differences (P>0.05) 

 
 
 
 
 

Parameters Fresh 
semen 

Before 
freeze 

Post-thawed sperm quality at 
Treatment Treatment*Time 

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h 

 
Motility (%) 73.4          

** 
 
Control  89.53 52.77 61.25 52.57 43 33.53 27.33 16.57 61.25  
 
Centrifugation  90.70 72.93 69.75 77.16 68.04 77.79 70.26 66.38 69.75  

 
Progressive motility (%) 71.3         NS NS 

 
Control  85.1 49.83 52.87 50.27 39.93 31.02 24.58 15.18 52.87  
 
Centrifugation  84.9 68.66 67.95 72.31 62.11 66.79 64.78 53.56 67.95  
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Table 3 Effect of centrifugation using Percoll density gradient on post-thawed spermatozoa velocity  

Parameters 
Fresh 
semen 

Before 
freeze 

Post-thawed sperm quality at 
Treatment Treatment*Time 

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h 

VAP (µm/s) 159.63         NS NS 

Control  90.83 94.07 67.43 75.28 63.41 59.13 42.69 49.76 64.54  

Centrifugation  87.33 71.92 81.67 75.79 79.67 62.27 64.61 56.7 70.38  

VSL (µm/s) 148.03         NS NS 

Control   68.94 76.87 55.28 62.38 53.21 50.19 36.88 42.71 50.11  

Centrifugation  73.12 59.45 68.68 62.63 66.65 52.68 55.2 51.58 59.57  

VCL (µm/s) 184.35         NS NS 

Control   172.81 147.65 104.26 115.66 97.1 94.31 68.03 80.44 93.30  

Centrifugation  128.05 111.27 123.27 114.12 114.94 91.76 94.66 70.51 101.54  

NS= No significant differences (P>0.05); VAP=Average path velocity (µm/s), VSL=Straight-line velocity (µm/s), VCL=Curvilinear velocity (µm/s) 
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Table 4 Effect of centrifugation using Percoll density gradient on post-thawed spermatozoa kinetic movement 

Parameters 
Fresh 
semen 

Before 
freeze 

Post-thawed sperm quality at 
Treatment Treatment*Time 

0 h 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h 

ALH (µm) 4.78         NS NS 

Control  8.96 6.85 5.21 5.64 4.82 5.36 3.81 4.61 4.91  

Centrifugation  6.53 5.34 5.23 5.34 5.42 4.15 4.27 3.32 4.62  

BCF (Hz) 36.65         NS NS 

Control   22.93 24.37 24.14 24.8 23.43 23.6 24.63 20 23.57  

Centrifugation  23.72 25.51 20.61 25 25.32 26.41 26.6 28.4 25.41  

STR (%) 91.75         NS NS 

Control   71.77 82.05 83.25 83.16 84.95 84.86 87.2 70.09 82.22  

Centrifugation  82.69 82.8 72.23 83.32 82.27 84.64 85.03 94.9 83.6  

LIN (%) 80.35         NS NS 

Control   36.71 53.97 55.09 55.33 57.58 55.19 59.16 45.33 56.05  

Centrifugation  57.64 54.88 49.23 57.52 58.05 58.62 60.01 72.65 56.39  

NS= No significant differences (P>0.05); ALH= Amplitude of lateral head displacement (µm), BCF=Beat cross frequency (Hz) STR=Straightness (%) LIN=Linearity (%) 
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Figure 1 The percentage of post-thawed motility and progressive motility of sperm 
with and without centrifugation using Percoll density gradient 

 

จากผลการทดลองดัง Figure 1 แสดงคุณภาพอสุจิหลังละลายจากช่ัวโมงที ่0 ถึง 6 พบว่า ค่า
การเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของกลุ่มควบคุมช่ัวโมงที่ 0 ถึง 1 มีค่าเพิ่มขึ้น หลังจากนั้นมี
ค่าลดลงจนถึงช่ัวโมงที่ 6 สำหรับค่าการเคลื่อนทีแ่ละการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิของกลุ่มทดลอง 
ในช่วง 2 ช่ัวโมงแรกมีค่าค่อนข้างสม่ำเสมอและลดลงอย่างช้าๆ จนถึงช่ัวโมงที่ 6  และลดลงน้อยกว่า
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  
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ผลของการผสมเทียมด้วยน้ำเชื้อแช่แข็งท่ีผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผา่นชั้น
ต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความเข้มข้นตา่งกันต่อสัดส่วนเพศลูกแพะ 
 

ภายหลังการผสมเทียมให้กับแม่แพะด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ไม่ผ่านการแยกเพศ (กลุ่ม
ควบคุม)  และที่ผ่านการแยกเพศอสุจิโดยการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่
มีความเข้มข้นต่างกัน (กลุ่มทดลอง) พบว่า อัตราการผสมติดมีค่าเท่ากับ 78.26 (36/46) และ 70.45 
(31 /44)  เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  

ในกลุ่มควบคุมมีจำนวนลูกแพะทั้งหมด 46 ตัว (จากแม่แพะที่คลอดลูกในกลุ่ม
ควบคุมจำนวน 36 ตัว) แบ่งเป็นลูกแพะเพศเมีย 21 ตัว และลูกแพะเพศผู้ 25 ตัว ส่วนในกลุ่มทดลอง
มีจำนวนลูกแพะทั้งหมด 44 ตัว (จากแม่แพะที่คลอดลูกในกลุ่มควบคุมจำนวน 31 ตัว)  แบ่งเป็นลูก
แพะเพศเมีย 31 ตัว และลูกแพะเพศผู้ 13 ตัว สัดส่วนเพศของลูกแพะของทั้งสองกลุ่มมีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ (P<0.0172) (Table 5) โดยพบว่า สัดส่วนลูกแพะเพศเมียและเพศผู้ของ
กลุ่มควบคุมมีค่าเท่ากับ 45.65 และ 54.35 เปอร์เซ็นต์ ส่วนกลุ่ มทดลองมีค่าเท่ากับ 70.45 และ 
29.55 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ 

 
 

Table 5 Sex ratio of kids obtained after artificial insemination with or without sperm 
sexed by Percoll density gradient centrifugation  

Group No. 
inseminated 

does 

No. 
pregnant 

does 

Total kid 
born 

No. 
female 

kids 

No. male 
kids 

Unsexed sperm  46 36 
(78.26%) 

46 21 
(45.65%) 

25 
(54.35%) 

Sexed sperm 44 31 
(70.45%) 

44 31 
(70.45%) 

13 
(29.55%) 

Total 90 67 90   

Chi-square P= 0.0172 
 

 

 



32 

 

 
 

บทที่ 4 

วิจารณ์ 

 

 

ผลของการปั่นเหว่ียงผา่นชั้นตา่งระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความเข้มขน้ต่างกันต่อ
คุณภาพอสุจิแพะหลังการทำละลาย 
 

จากผลการศึกษาการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ต่อ
คุณภาพอสุจิหลังละลาย ที่พบอิทธิพลร่วมระหว่างอิทธิพลการปั่นเหว่ียงและเวลาในการบ่มน้ำเช้ือที่
ช่ัวโมงต่างๆ (0, 1, 2, 3, 4, 5 และ 6) อธิบายได้ว่า  

จากผลการทดลองจะเห็นได้ว่าการปั่นเหว่ียงอสุจิแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ทำ
ให้คุณภาพน้ำเช้ือแพะแช่แข็งมีคุณภาพไม่แตกต่างจากการไม่ปั่นเหว่ียง โดยทำให้การเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า ความเร็วในการเคลื่อนที่ (VAP, VSL และ VCL) และลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ (ALH, 
STR และ LIN) ไม่แตกต่างกัน ซึ่งแสดงถึงอสุจิมีความสามารถในการเคลื่อนที่ได้ดีภายหลังการปั่น
เหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์  

คุณภาพอสุจิแพะหลังการทำละลายภายหลังการแช่แข็งด้วยไนโตรเจนเหลว ใน
น้ำเช้ือกลุ่มที่ผ่านการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ได้ตามเกณฑ์การ
ผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งของกรมปศุสัตว์ คือ อัตราการเคลื่อนที่ไม่ต่ำกว่า 40 เปอร์เซ็นต์ 

คุณภาพน้ำเช้ือแพะหลังละลายจากการศึกษาครั้งนี้ที่พบว่า ให้ผลไปในทางเดียวกัน
กับที่มีรายงานในสัตว์ชนิดอื่นๆ Batista et al. (2011) ทำการศึกษาการปั่นเหว่ียงอสุจิแพะด้วย
สารละลายเพอร์คอลล์แล้วตรวจคุณภาพน้ำเช้ือแช่แข็ง พบว่า  มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ เท่ากับ 
61.2±7.5 เปอร์เซ็นต์  นอกจากนั้น กรวิการ์ และคณะ (2531) ศึกษาคุณภาพน้ำเช้ือสุกรภายหลังการ
ปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอรค์อลล์ พบว่า ที่ช้ันเพอร์คอลลร์ะดับความเข้มข้น  80 เปอร์เซ็นต์ ให้ผล
อัตราการเคลื่อนที่และอตัราการเคลือ่นที่ไปข้างหน้าดีที่สดุเมือ่เปรียบเทียบกับช้ันอื่นๆ คือ มีค่าเท่ากับ 
87.62 และ 85 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  Noguchi et al. (2013) ทำการเปรียบเทียบคุณภาพน้ำเช้ือ
สุกรระหว่างกลุ่มที่ไม่ปั่นเหว่ียงกับกลุ่มที่ปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ พบว่า ในกลุ่มที่ปั่น
เหว่ียงมีคุณภาพน้ำเช้ือดีข้ึน คือ มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิ สูง
กว่ากลุ่มที่ไม่ปั่นเหว่ียง Samardzija et al. (2006) นำน้ำเช้ือโคไปปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์
คอลล์ พบว่า ภายหลังการปั่นเหว่ียงน้ำเช้ือมีค่าอัตราการเคลื่อนที่เท่ากับ 63±4.3 เปอร์เซ็นต์ 
Promthep และคณะ (2016) ทำการปั่นเหว่ียงน้ำเช้ือโคนมโดยการใช้สารละลายเพอร์คอลล์ 7 ช้ัน 
พบว่า ภายหลังการปั่นเหว่ียงน้ำเช้ือที่ช้ันต่างระดับความเข้มข้นของสารละลายเพอร์คอลล์ 65 -70 
เปอร์เซ็นต์ คุณภาพน้ำเช้ือมีค่าสูงข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับน้ำเช้ือสด คือ มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ไป
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ข้างหน้าเท่ากับ 95.86 และ 92.5 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ  จะเห็นได้ว่า จากการศึกษาของนักวิจัย
หลายๆ ท่าน และในหลากหลายชนิดสัตว์ คุณภาพน้ำเช้ือภายหลังการปั่นเหว่ียงของสารละลายเพอร์
คอลล์ดีข้ึน   

นอกจากนี้ เมื่อพิจารณาแนวโน้มคุณภาพน้ำเช้ือหลังละลายจากช่ัวโมงที่ 0 ถึง 6 
พบว่า ค่าการเคลื่อนที่และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิของกลุ่มที่ผ่านการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่าง
ระดับของสารละลายเพอร์คอลล์มีค่าลดลงอย่างช้าๆ และลดลงน้อยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม
ควบคุมที่ไม่ผ่านการปั่นเหว่ียง แสดงให้เห็นว่า น้ำเช้ือที่ผ่านการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์มี
คุณภาพดีกว่าการผลิตน้ำเช้ือในกลุ่มควบคุมซึ่งเป็นการผลิตน้ำเช้ือโดยทั่วไป การศึกษาในลักษณะนี้
อาจจะมีประโยชน์ในการนำไปปรบัปรุงวิธีการผลติน้ำเช้ือแช่แข็งเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลติ เพราะ
แสดงว่าน้ำเช้ือที่ผ่านกระบวนการนี้อยู่ได้ยาวนานกว่าปกติ ในการปฏิบัติงานผสมเทียมหากน้ำเช้ืออยู่
ได้ยาวนานภายหลังการผสมเทียมซึ่งน้ำเช้ือต้องอยู่ในช่องคลอดก็สามารถเพิ่มอัตราผสมติดได้  

การที่คุณภาพน้ำเช้ือหลังละลายของกลุ่มที่ผ่านการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์
คอลล์มีคุณภาพดีกว่ากลุ่มควบคุม น่าจะเนื่องมาจาก ในสารละลายเพอร์คอลล์ ที่นำมาใช้มี
ส่วนประกอบของ Bovine Serum Albumin (BSA) Sarıözkan et al. (2013) รายงานว่า BSA 
สามารถปกป้องความเสียหายของอสุจิกระต่ายแช่แข็งและปกป้องผิวของอสุจิจากปฏิกิริยาออกซิ
แดนส์ โดยทำให้ค่าความผิดปกติของอะโครโซมภายหลังละลายช่ัวโมงที่ 72 มีค่าต่ำกว่ากลุ่มควบคุม 
และมีค่า HOST test ที่ช่ัวโมง 48 และ 72 มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุม และมีผลทำให้ค่าความเสียหาย
ของอสุจิช่ัวโมงที่ 48 และ 72 มีค่าต่ำกว่ากลุ่มควบคุม 

Gokce et al. (2017) ศึกษาผลของระดับ BSA ที่แตกต่างกันในสารละลาย 
soybean-lecithin ต่อคุณภาพน้ำเช้ือแกะ ผลการศึกษาพบว่า การเสริม BSA ที่ความเข้มข้น 5, 7.5 
และ 10 mg/ml มีผลทำให้ค่าคุณภาพน้ำเช้ือดีข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม โดยค่าคุณภาพ
น้ำเช้ือดีข้ึนที่ระดับ BSA 5 และ 7.5 mg/ml และความเข้มข้น BSA ที่ระเบ 10 mg/ml คุณภาพ
น้ำเช้ือมีแนวโน้มลดลง  

Mahdi et al. (2019) รายงานว่า การเสริม BSA ที่ความเข้มข้น 5 เปอร์เซ็นต์ ในมี
ผลทำให้คุณภาพน้ำเช้ือมีค่าอัตราการเคลื่อนที่เพิ่มข้ึนและมีผลต่อความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มตัวอสุจิ
และลดการตายของอสุจิและลดความเสียหายของไมโตคอนเดรียภายหลังละลายน้ำเช้ือ แต่ที่ความ
เข้มข้น 7.5 เปร์เซ็นต์ และกลุ่มควบคุมคุณภาพน้ำเช้ือมีค่าไม่แตกต่างกัน  

Akhter et al. (2014) รายงานว่า การสริม BSA มีผลต่อคุณภาพน้ำเช้ือกระบือหลัง
ละลาย โดยไปมีผลทำให้ ค่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ เยื่อหุ้มเซลส์ ค่าลักษณะการเคลื่อนที่ ความ
เสียหายของ DNA ในช่ัวโมงที่ 0, 2 และ 4 หลังละลาย ดีข้ึน 

Perumal et al. (2014) ทำการทดลองเพื่อศึกษาผลของ BSA ต่อคุณภาพน้ำเช้ือ
พ่อโคหลังละลาย พบว่า BSA มีผลทำให้เปอร์เซนต์การตายของตัวอสุจิ ความผิดปกติของตัวอสุจิและ
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ความผิดปกติของอะโครโซมในช่ัวโมงต่างๆ ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ความเข้มข้น BSA 
ที่ 5 mg/ml สามารถทำให้คุณภาพน้ำเช้ือดีกว่าที่ความเข้มข้น 10 และ 20 mg/ml ภายหลังการแช่
แข็งที่ 30 ช่ัวโมง  

นอกจากนี้ อิทธิพลของการปั่นเหว่ียงแยกเซมินอลพลาสมายังมีผลทำให้คุณภาพ
อสุจิดีข้ึนด้วย Daramola (2017) ทำการศึกษาผลของการปั่นเหว่ียงน้ำเช้ือแพะและแยกเซมินอลพลา
สมาออก โดยปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 500g จำนวน 1, 2 และ 3 ครั้ง และเปรียบเทียบคุณภาพน้ำเช้ือ
กับกลุ่มควบคุม  พบว่า ทำให้ คุณภาพน้ำเช้ือ ดี ข้ึน เปอร์ เซ็นต์อะโครโซมและกระบวนการ 
capacitation ดีข้ึน โดยพบว่า คุณภาพน้ำเช้ือจะเพิ่มข้ึนตามจำนวนการปั่นล้าง การปั่นล้างมากครั้ง
ยิ่งทำให้คุณภาพน้ำเช้ือดีมากข้ึน 

 ภูเบศวร์ และคณะ (2555) รายงานว่า อสุจิที่ผ่านการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วย
ความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที มีการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็วเฉลี่ยใน
การเคลื่อนที่ ความเร็วการเคลื่อนที่ในแนวตรง ความเร็วการเคลื่อนที่ในแนวโค้ง และอสุจิมีชีวิตสูง
กว่าอสุจิที่ผ่านการปั่นด้วยความเร็ว 500 รอบต่อนาที นอกจากนี้ ยังพบอิทธิพลร่วมระหว่างการปั่น
โดยใช้ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ส่งผลดีต่อลักษณะการเคลื่อนที่ทั้งหมด และอสุจิ
มีชีวิต การศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า การปั่นแยกเซมินอลพลาสมาด้วยความเร็วสูงและใช้เวลา
น้อยส่งผลดีทั้งลักษณะการเคลื่อนที่และตัวอสุจิมีชีวิตในน้ำเช้ือที่ผ่านกระบวนการแช่แข็ง 

 วรพงษ์ และจรรยาพร (2560) ทำการศึกษาผลของวิธีการปั่นแยกเซมินอลพลาสมา
ด้วยสารละลายเพอร์คอลลต์่อคุณภาพน้ำเช้ือแช่แข็งสุกร แบ่งน้ำเช้ือออกเป็น 3 กลุ่ม คือ กลุ่มควบคุม 
ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาโดยไม่เติมสารละลายเพอร์คอลล์ กลุ่มที่ 2 เติมสารละลายเพอร์คอลล์ ช้ัน
เดียวที่  80 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มที่  3 ใช้สารละลายเพอร์คอลล์สองช้ัน ช้ันที่ 1 ความเข้มข้น 80 
เปอร์เซ็นต์ และช้ันที่ 2 ความเข้มข้น 45 เปอร์เซ็นต์ นำไปปั่นเหว่ียงที่ความเร็ว 2,000 รอบต่อนาที
อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที พบว่า การปั่นแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้สารละลาย
เพอร์คอลล์ทั้งแบบช้ันเดียวและแบบสองช้ันมีผลทำใหคุ้ณภาพน้ำเช้ือแช่แข็งสุกรดีกว่าการปั่นแยกเซมิ
นอลพลาสมาแบบไม่ใช้สารละลายเพอร์คอลล์ โดยคุณภาพน้ำเช้ือแช่แข็งสุกรภายหลังการละลายจาก
การปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลล์แบบสองช้ันดีกว่าการปั่นแยกด้วยสารละลายเพอร์คอลล์แบบ
ช้ันเดียว 
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ผลของการผสมเทียมด้วยน้ำเชื้อแช่แข็งท่ีผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผา่นชั้น
ต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ท่ีมีความเข้มข้นตา่งกันต่อสัดส่วนเพศลูกแพะ 
 

อัตราการผสมติดจากการผสมเทียมในการทดลองนี้มีค่าเท่ากับ 78.26 และ 70.21   
เปอร์เซ็นต์ ในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง ตามลำดับ ซึ่งอัตราผสมติดมี ค่าค่อนข้างสูงเมื่อ
เปรียบเทียบกับรายงานอื่นๆ ที่มีการศึกษาในแพะ   จากรายงานของ Andrabi et al. (2018) ที่
เปรียบเทียบอัตราผสมติดจากการผสมเทียมแพะด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งหลังจากแพะแสดงอาการเป็นสัด
ยืนนิ่ง 12 ช่ัวโมง พันธ์ุบีเทิลและพันธ์ุแจทเทิล พบว่า ให้อัตราผสมติดที่ไม่แตกต่างกัน คือ 50 
เปอร์เซ็นต์ (7/14) และ 34 เปอร์เซ็นต์ (10/29) ตามลำดับ จากรายงานของ นิวัตน์ และคณะ (2550) 
ซึ่งทำการเหนี่ยวนำการเป็นสัดในแพะพันธ์ุซาเนน ด้วยฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด 
(CIDR-G) ร่วมกับ PGF2α และ PMSG และผสมเทียมแบบกำหนดเวลาด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่มีความ
เข้มข้น 200 ล้านตัวต่อโด๊ส ในช่ัวโมงที่ 48 และช่ัวโมงที่ 72 พบว่า มีอัตราการผสมติดที่ร้อยละ 52  
พีระพงษ์ และสาโรช (2553)  ศึกษาผลของใช้ (CIDR-G)   และ Chornogest ในการเหนี่ยวนำการ
เป็นสัดและผสมเทียมในแพะซาเนนด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่มีความเข้มข้น 200 ล้านตัวต่อโด๊ส พบว่า มี
อัตราการผสมติดร้อยละ 39.9-43.1 และมาลี และคณะ (2556) ทำการเหนี่ยวนำการเป็นสัดด้วย
ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด (CIDR-G) และผสมเทียมแพะระยะ 5 วัน ช่ัวโมงที่ 49 
และ 73  รายงานอัตราผสมติดเท่ากับ 28.9-34.2 เปอร์เซนต์  รายงานของ วิศิษฐ และคณะ (2561) 
เปรียบการผสมเทียมแพะครั้งเดียวและสองครั้ง และเหนี่ยวนำการเป็นสัดแพะโดยใช้โปรเจสเตอโรน
ชนิดสอดช่องคลอด (CIDR-G)    ตามวิธีของ นิวัตน์ และคณะ (2550) รายงานผลอัตราผสมติดที่ 50 
เปอร์เซ็นต์ และให้ผลการผสมเทียมแพะครั้งเดียวและสองครั้งไม่มีความแตกต่างกัน พีรศักดิ์ (2548) 
เหนี่ยวนำการเป็นสัดโดยใช้โปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด (CIDR-G)    และผสมเทียมเพียงครั้ง
เดียว ช่ัวโมงที่   43-45 ได้อัตราการผสมติด 60-65 เปอร์เซ็นต์  จากรายงานของ Houdeau et al. 
(2008) ผสมเทียมระยะสั้นโดยใช้ fluorogestone acetate intravaginal sponges (FGA, 40 mg) 
ฝังไว้ในช่องคลอดระยะ 11 วัน ร่วมกับการใช้ฮอร์โมน cloprostenol  ปริมาณ 50 mg และ eCG 
ขนาด 250 IU ฉีดก่อนถอดฮอร์โมน fluorogestone acetate intravaginal sponge ที่เวลา 48 ± 
2 ช่ัวโมง และ ผสมเทียมช่ัวโมงที่  45 หลังถอดฮอร์โมนพบว่าให้อัตราผสมติดที่  52.9 - 68.8 
เปอร์เซ็นต์ รายงานของ Dovenski et al. (1997) ผสมเทียมแพะด้วยวิธีผ่านคอมดลูกให้อัตราผสม
ติดได้ถึง 67.48 เปอร์เซ็นต์  

นอกจากนี้ มีรายงานอัตราการผสมติดที่ทำการผสมเทียมด้วยน้ำเช้ือที่ผ่านการแยก
เพศอสุจิในโค จากรายงานของ Promthep และคณะ (2016) ที่ทำการคัดแยกเพศน้ำเช้ือในโคนมโดย
การใช้สารละลายเพอร์คอลล์ 7 ช้ัน คือ 80, 75, 70, 65, 60, 50 และ 40 เปอร์เซ็นต์ พบว่า สามารถ
แยกอสุจิ X ได้ 60.75 เปอร์เซ็นต์ ที่ช้ัน 65-70 เปอร์เซ็นต์ และหลังจากนำอสุจิที่แยกเพศแล้วไปผสม
เทียมได้อัตราผสมติดที่ 40 เปอร์เซ็นต์  Lima และคณะ (2015) ศึกษาการปฏิสนธิของตัวอ่อนโค
ภายหลังการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอรค์อลล ์พบว่า ให้ผลแตกต่างกัน คือ มีอัตราการตั้งท้องที่สูง
กว่ากลุ่มที่ไม่ปั่นเหว่ียง 
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การทดลองนี้ทำการผสมเทียมให้กับแม่แพะที่เป็นสัดเองตามธรรมชาติและแม่แพะ
ทดลองส่วนใหญ่ได้รับการฉีดน้ำเช้ือผสมเทียมเพียงครั้งเดียว  ถึงแม้ว่าตามมาตรฐานของการฉีด
น้ำเช้ือผสมเทียมแพะแนะนำให้ผสมเทียม 2-3 ครั้ง ห่างกัน 12 ช่ัวโมง แต่ด้วยข้อจำกัดของการ
ปฏิบัติงานในพื้นที่ และการทดลองนี้ใช้แพะทดลองจากฟาร์มเกษตรกรและใช้อาสาสมัครผสมเทียม
ของกรมปศุสัตว์ ซึ่งการปฏิบัติงานส่วนใหญ่ผสมเทียมเพียงครั้งเดียวเนื่องจากแพะเป็นสัดชัดเจนและ
ไม่เป็นสัดซ้ำอีก 12 ช่ัวโมง จากการทดลองนี้มีค่าอัตราการผสมติดค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ
รายงานอื่นๆ อาจเป็นเพราะ ประสบการณ์ของเจ้าหน้าที่ผสมเทียม เทคนิคการผสมเทียมที่ดี การ
คัดเลือกแม่พันธ์ุที่ดูจากคะแนนร่างกาย (3-3.5) ซึ่งปัจจัยเหล่าน้ีมีผลทำให้อัตราผสมติดสูงข้ึน  

จากผลการศึกษาครั้งนี้ เมื่อเปรียบเทียบสัดส่วนลูกเพศเมียต่อลูกเพศผู้จากการผสม
เทียมให้กับแม่แพะด้วยน้ำเช้ือแช่แข็งที่ไม่ผ่านการแยกเพศ (กลุ่มควบคุม)  และที่ผ่านการแยกเพศ
อสุจิโดยการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้นต่างกัน (กลุ่ม
ทดลอง) พบว่า มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่า วิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ัน
ต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์สามารถนำมาใช้ในคัดแยกเซลส์อสุจิเพื่อนำไปผลิตน้ำเช้ือแช่แข็ง 
และนำไปฉีดผสมเทียมให้กับแม่แพะและให้ลูกเพศเมียที่มีอัตราสูงข้ึนกว่าปกติได้ ผลจากการศึกษา
ครั้งนี้ให้ผลสอดคล้องกับที่มีรายงานการศึกษาในโค Resende et al. (2011) ทำการคัดแยกเซลส์
อสุจิโคด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ แล้วนำไปปฏิสนธิในหลอดทดลอง ได้ตัวอ่อนที่ได้มีอัตราส่วนของ
เพศเมียสูง 62.0 เปอร์เซ็นต์  สอดคล้องกับรายงานของ  Lima และคณะ (2015) ที่รายงานว่าการคัด
แยกเพศอสุจิโคผ่านช้ันสารละลายเพอร์คอลล์และออปติเปป ได้สัดส่วนลูกเพศเมียแตกต่างจากกลุ่ม
ทดลองที่ไม่คัดแยกอสุจิ 68.1-70.8 เปอร์เซ็นต์  และรายงานของ Lucio และคณะ (2012) ที่ทำการ
แยกเพศอสุจิโคด้วยเพอร์คอลล์แล้วตรวจสัดส่วนเพศจากตัวอ่อน พบว่า มีอัตราส่วนของเพศเมียสูง 
59.4 เปอร์เซ็นต์ และจากการศึกษาของ Promthep และคณะ (2016) ที่ทำการคัดแยกเพศน้ำเช้ือใน
โคนมโดยการใช้สารละลายเพอร์คอลล์ 7 ช้ัน คือ 80, 75, 70, 65, 60, 50 และ 40 เปอร์เซ็นต์ พบว่า 
สามารถแยกอสุจิ X ได้ 60.75 เปอร์เซ็นต์ ที่ช้ัน 65-70 เปอร์เซ็นต์ และหลังจากนำอสุจิที่แยกเพศ
แล้วไปผสมเทียมได้สัดส่วนลูกเกิดเพศเมีย 71.43 เปอร์เซ็นต์ (30/42)  นอกจากนี้  มีรายงานใน
กระต่าย พบว่า การปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ที่ระดับความเข้มข้น 45-90 
เปอร์เซ็นต์ ได้ลูกกระต่ายเพศเมียต่อเพศผู้เท่ากับ 65.8  และ 34.2 เปอร์เซ็นต์ ตามลำดับ (Hussein, 
2014) การศึกษาในแกะ พบว่า การปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ ได้สัดส่วน
อสุจิ X มากกว่า Y ส่วนในแพะมีค่าใกล้เคียงกัน (Ferreira et al., 2017) มีรายงานในคน พบว่า การ
คัดแยกเพศอสุจิด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ 12 ช้ัน ( 25-80 เปอร์ซ็นต์)  สามารถใช้แยกอสุจิได้โดยมี
อัตราส่วนของอสุจิที่มีโครโมโซม X : Y เท่ากับ 55.1 : 41.1 (1.35)  (Wang et al., 1994) 
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บทที่ 5 

สรุป และข้อเสนอแนะ 
 
 

สรุป 
 

1. คุณภาพอสุจิแพะหลังการทำละลายที่ผ่านการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์
คอลล์มีคุณภาพดี การปั่นเหว่ียงอสุจิแพะด้วยสารละลายเพอร์คอลล์ไม่ทำให้คุณภาพอสุจิหลังการทำ
ละลายแตกต่างจากน้ำเช้ือแช่แข็งที่ผลิตที่ไม่ผ่านการปั่นเหว่ียง 

2. การนำน้ำเช้ือแพะแช่แข็งที่ผ่านการคัดแยกเพศอสุจิด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ัน
ต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ไปฉีดผสมเทียมให้กับแม่แพะ มีผลทำให้ได้อัตราผสมติดเป็นที่น่า
พอใจ และได้สัดส่วนลูกแพะเพศเมียมากกว่าเพศผู้ แตกต่างจากการฉีดน้ำเช้ือน้ำเช้ือแช่แข็งที่ไม่ผ่าน
การแยกเพศ 

จึงสรุปว่า การคัดแยกเพศอสุจิแพะด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของ
สารละลายเพอร์คอลล์สามารถนำไปใช้ในการผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งเที่ใช้ในการผสมเทียมเพื่อเพิ่มสัดส่วน
ลูกแพะเพศเมียได้  

 
 

ข้อเสนอแนะ 
 

1. การคัดแยกเพศอสุจิแพะด้วยวิธีการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลาย
เพอร์คอลล์สามารถนำไปใช้ในห้องปฏิบัติการของกรมปศุสัตว์หรือฟาร์ม
เกษตรกร เพื่อเพิ่มผลผลิตลูกแพะเพศเมีย หรือห้องปฏิบัติการที่ต้องการผลิตตัว
อ่อนเพศเมียหรือเทคโนโลยีชีวภาพข้ันสูงต่างๆ ซึ่งจะช่วยพัฒนาการผลิตแพะ
ของไทยและพัฒนาเศรษฐกิจของประเทศ 

2. แม้ว่าสารละลายเพอรค์อลลส์ามารถนำมาใช้เพื่อช่วยเพิ่มคุณภาพน้ำเช้ือแพะเพื่อ
ผลิตเป็นน้ำเช้ือแช่แข็งได้ แต่ต้นทุนในการนำสารละลายเพอร์คอลล์มาใช้ก็ยังมี
ราคาที่สูงอยู่ ซึ่งจากการศึกษานี้ มีต้นทุนอยู่ที่ประมาณ 100 บาทต่อการผลิต
น้ำเช้ือแช่แข็ง 1 โด๊ส (ผลิตน้ำเช้ือ 150 ล้านตัวต่อโด๊ส) อาจจะไม่ใช่วิธีที่
เหมาะสมสำหรับการผลิตน้ำเช้ือแพะแช่แข็งโดยทั่วไป แต่อาจพิจารณานำไป
ปรับใช้กับเทคโนโลยีชีวภาพข้ันสูง เช่น การผลิตตัวอ่อน การทำตัวอ่อน
หลอดแก้ว หรือการคัดแยกเพศจากอสุจิ เป็นต้น  
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3. ในกระบวนการผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งมักพบว่า คุณภาพอสุจิหลังการทำละลายมีค่า
อัตราการเคลื่อนที่ไม่ผ่านเกณฑ์การผลิตน้ำเช้ือแช่แข็ง คือ อัตราการเคลื่อนที่ต่ำ
กว่า 40 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งต้องทำลายน้ำเช้ือแช่แข็งแพะเหล่านั้นทิ้งเป็นจำนวนมาก 
ซึ่งในกรณีนี้ทำให้สูญเสียน้ำเช้ือแพะที่อาจเป็นน้ำเช้ือของพ่อพันธ์ุที่มีลักษณะดี
เป็นที่ต้องการของเกษตรกร แต่คุณภาพน้ำเช้ือไม่ดีไม่ผ่านเกณฑ์การประเมิน 
ดังนั้น อาจจะนำวิธีการปั่นเหว่ียงด้วยสารละลายเพอร์คอลล์มาใช้ในการผลิต
น้ำเช้ือแพะแช่แข็งที่คุณภาพน้ำเช้ือมีข้อมูลไม่ผ่านเกณฑ์มาตรฐาน ก่อนนำไป
ผลิตเป็นน้ำเช้ือแช่แข็งเพื่อกรองเซลส์อสุจิที่คุณภาพไม่ดีและเซลส์ที่ตายออก 
อาจจะทำให้ได้คุณภาพน้ำเช้ือที่ดีข้ึนเพื่อนำไปใช้ผสมเทียมได้ 

4. การศึกษานี้สามารถคัดแยกเซลส์อสุจิ X และนำไปผลิตเป็นน้ำเช้ือแช่แข็งที่มี
คุณภาพดีเพียงพอที่จะนำไปผสมเทียมและสามารถให้ลูกแพะเพศเมียในสัดส่วน
ที่สูงกว่าเพศผู้ อย่างไรก็ตาม ถ้ามีการศึกษาในลักษณะนี้เพิ่มเติม โดยการปรับ
ความเข้มข้นในแต่ละระดับช้ันของสารละลายเพอร์คอลล์ หรือปรับเปลี่ยนแรงที่
ใช้ในการปั่นเหว่ียง อาจจะทำให้สัดส่วนแพะเพศเมียเพิ่มข้ึนมากกว่านี้ได้ เพื่อ
ประโยชน์ในการคัดแยกเพศอสุจิที่จะนำไปใช้พัฒนาพันธ์ุแพะให้มีประสิทธิภาพ
ยิ่งขึ้น และวิธีการนี้เป็นการผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งคัดแยกเพศที่ไม่ต้องใช้เครือ่งมอืทีม่ี
ราคาแพง และสามารถทำได้ในห้องปฏิบัติการที่ผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งอยู่เป็นประจำ 
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ภาคผนวก ก 
 
 

ภาพประกอบการทำการทดลอง 
 

 
ภาพท่ี 1 การรีดเกบ็น้ำเช้ือโดยการใช้ช่องคลอดเทียม (Artificial vaginal, AV) 

ที่มา: ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา 
สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 

 
 

 

ก 
ภาพท่ี 2 การตรวจคุณภาพน้ำเช้ือและการผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งในห้องปฏิบัติการ 

ที่มา: ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา 
สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 

 

ก      ข 

ภาพท่ี 2 การตรวจคุณภาพน้ำเช้ือด้วยเครื่องตรวจวิเคราะหคุ์ณภาพอสุจิ (Computer Assisted 
Semen Analysis; CASA) รุ่น Hamilton Thorne CEROS II 
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ภาพท่ี 3 การวางช้ันสารละลายเพอร์คอลล์ 40, 45, 50, 65, 70, 80, และ 90 เปอรเ์ซ็นต์ (V/V) 

 
 
 

 
 

ภาพท่ี 4 การตกตะกอนของอสจุหิลงัการปั่นเหว่ียงผ่านสารละลายเพอร์คอลล์ทีม่ีความเข้มข้นต่างกัน 
7 ระดับ (40, 45, 50, 65, 70, 80, และ 90 เปอรเ์ซ็นต์ (V/V)) โดยเซลล์อสจุิจะตกลงมาอยู่ในช้ัน
เพอร์คอลล์ที่มีความเข้มข้น 80-90 เปอรเ์ซ็นต์ 
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ภาพท่ี 5 แสดงลักษณะท่าทางการผสมเทียมแพะ 

ที่มา: ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา 
สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 

 
 

 
 

ภาพท่ี 6 การตรวจการตั้งทอ้งแม่แพะด้วยเครื่องอัลตราซาวด์ 
ที่มา: ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา 

สำนักเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ กรมปศุสัตว์ 
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ภาคผนวก ข 
 

ข้ันตอนการเตรียมสารละลาย 
 

การเตรียมสารละลาย Ringer’s lactate solution ความเข้มข้น10 เท่า (10X)   

การเตรียมสารละลาย Ringer’s lactate solution ความเข้มข้น10 เท่า มี
ส่วนประกอบและข้ันตอนการเตรียมดังนี ้

Composition Concentration(mg/100ml) 10X 
NaCl 600  6g 
KCl 40 0.4g 
CaCl2 · 2H2O 27 0.27g 
NaC3H5O3 312 3.12g 
Osmolarity (mOsm/L) 277  
pH 5.0-7  

 
1. ทำการช่ังสาร NaCl ปรมิาณ 6 g, KCl ปริมาณ 0.4 g, CaCl2· 2H2O ปรมิาณ 0.27 g และ 
NaC3H5O3 ปริมาณ 3.12 g  
2. จากนั้นทำละลายด้วยน้ำกลั่นให้ได้ปริมาตร 100 มลิลิลิตร 
3. ก่อนนำสารละลาย Ringer’s lactate solution ไปใช้ ให้ทำการเติม  Na2HCO3 ปริมาณ 0.21g 
ลงในสารละลาย 10X Ringer’s lactate solution ปรมิาตร 10 มิลลลิิตร ละลายใหเ้ข้ากันแล้วกรอง
ออกด้วยกระดาษกรอง  
 
 
การเตรียมสารละลายน้ำเช้ือ Tris-egg yolk extender 

สารละลายน้ำเช้ือ Tris-egg yolk extender เตรียมจากสารละลายสำเรจ็รปู One 
stepTM extender ประกอบด้วย Tris 24.2 กรัม Citric acid 13.8 กรัม Fructose 10.0 กรมั 
Glyceral 70 มิลลิลิตร และ  Revese Osmosis Deionized Sterile water ปริมาตร 340 มิลลลิิตร 
เมื่อจะนำไปใช้ให้ตวง One stepTM extender  มาปรมิตร 34 มลิลิลิตร เติมไข่แดง 20 มลิลลิิตร 
และน้ำกลัน่ 46 มิลลลิิตร 
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ประวัติผู้เขยีน 
 

ชื่อ สกุล   นายวิศิษฐ  ทองเที่ยง 
รหัสประจำตัวนักศึกษา 5910620010 
วุฒิการศึกษา  ปริญญาตรสีัตวแพทยศาสตร์บัณฑิต 

วุฒิ ชื่อสถาบัน ปีที่สำเร็จการศึกษา 
ม.6 

ปริญญาตร ี
โรงเรียนพทัลงุจงัหวัดพัทลุง 
สัตวแพทยศาสตรบ์ัณฑิต 

2538 
2544 

 
ทุนการศึกษา (ท่ีได้รับในระหว่างการศึกษา) 

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจาก สถานวิจัยความเป็นเลิศเทคโนโลยีชีวภาพการเกษตรและ
ทรัพยากรธรรมชาติ ระยะที่ 2  
 
ตำแหน่งและสถานท่ีทำงาน  

1. ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ สหกรณ์โคนมพัทลุง ป ี2544-2548 
2. ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ 4 สำนักสุขศาสตร์สัตว์และสุขอนามัยที่ 9 กรมปศุสัตว์ ป ี2549-2552 
3. ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ ศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพสงขลา      
กรมปศุสัตว์ ป ี2553-2561 
4. ตำแหน่ง นายสัตวแพทย์ชำนาญการพิเศษ กลุ่มพัฒนาสุขภาพสัตว์ สำนักงานปศุสัตว์จังหวัดตรัง      
กรมปศุสัตว์ ป ี2562-ปัจจุบัน 
 
การตีพิมพ์เผยแพร่ผลงาน  

วิศิษฐ ทองเที่ยง  อรุณ  ชุมแก้ว  วิทยา  ขจีรัมย์  กฤษณ์  วีระวงศ์. 2556. เปรียบเทียบอัตราผสมติด
ระหว่างการผสมเทียมครั้งเดียวกับสองครั้งแบบกำหนดเวลาหลังเหนี่ยวนำการเป็นสัดในแพะ
พื้นเมืองลูกผสมในภาคใต้ของไทย. 2556. ระบบสารสนเทศ (ข้อมูลวิชาการ) สำนักงานปศุ
สัตว์  เขต 9 จ.สงขลา กรมปศุสัตว์.  

วิศิษฐ ทองเที่ยง  และ จำลอง  วรศรี . ผลของวัคซีนปากเท้าเปื่อยต่อคุณภาพน้ำเช้ือแช่แข็งแพะพันธ์ุ
บอร์ในภาคใต้ของไทย. เอกสารเผยแพร่งานประชุมวิชาการปศุสัตว์ ประจำปี 2559. หน้า 
175-183. 

วิศิษฐ ทองเที่ยง  ธวัชชัย โพธ์ิคำและจตุพร  พงษ์เพ็ง. 2556 .การใช้ equex stm ในน้ำยาสำเร็จรูป
เจือจางน้ำเช้ือไข่แดงเพื่อแช่แข็งน้ำเช้ือแพะ. วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์ . ปีที่ 
8 ฉบับที่ 1 พฤศจิกายน 2556. หน้า 42-48.  
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วิศิษฐ ทองเที่ยง  ธวัชชัย โพธ์ิคำและจตุพร  พงษ์เพ็ง. 2561. ผลของสารละลาย Equex STM และ
ระดับความเข้มข้นของน้ำเช้ือแช่แข็งต่ออัตราการผสมติดในแพะพื้นเมืองลูกผสมในภาคใต้
ของประเทศไทย. วารสารเทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์. ปีที่ 9 ฉบับพิเศษ. หน้า 79-89. 

วิศิษฐ ทองเที่ยง  กิตติศักดิ์ แสงสกุล  กุลสรรค์ สายขุน   คคนางค์ บูรณะอำนวย และ ธัญจิรา เทพ
รัตน์. 2562. ผลของการปั่นเหว่ียงผ่านช้ันต่างระดับของสารละลายเพอร์คอลล์ต่อคุณภาพ
น้ำเช้ือแพะ  แช่แข็งหลังละลาย. แก่นเกษตร 47 ฉบับพิเศษ 2 . หน้า 263-568. 

จักรภพ จันทร์สะอาด วิศิษฐ ทองเที่ยง วิทยา ขจีรัมย์  อรุณ ชุมแก้ว. เปรียบเทียบวิธีเหนี่ยวนำการ
เป็นสัดด้วย Ovsynch และโปรเจสเตอโรนชนิดสอดช่องคลอด โดยผสมเทียมแบบ
กำหนดเวลาในแพะพื้นเมืองลูกผสมในภาคใต้ของประเทศไทย. เอกสารเผยแพร่งานประชุม
วิชาการปศุสัตว์ ประจำปี 2559. หน้า 216-225. 
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