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ต่อการพัฒนาฟอลลิเคิลและคุณภาพของโอโอไซต์ของแม่แพะพื้นเมืองไทย
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บทคัดย่อ: เพื่อศึกษาผลของวิธีการให้อาหารแบบขั้นบันไดในระยะวงรอบการเป็นสัดต่อการพัฒนาการของฟอลลิเคิล 
และคุณภาพของโอโอไซต์ ใช้แพะพื้นเมืองเพศเมียนํ้าหนักเฉลี่ย 17±0.6 กก. อายุ 8 เดือน จำ�นวน 16 ตัว เป็นแพะ 
ทีม่วีงรอบการเปน็สดัมาแลว้ไมน่อ้ยกวา่ 2 วงรอบ และใชแ้พะเพศผูท้ีผ่า่ตดัทอ่นำ�นํา้เชือ้เพือ่ตรวจสอบการเปน็สดัของแพะ
เพศเมยีทกุวนั แพะเพศเมยีแบง่เปน็ 2 กลุม่คอื กลุม่ควบคมุ (Control) ใหอ้าหารตามความตอ้งการโภชนะของแพะในระยะ
วัยเจริญพันธุ์ หรือคิดเป็น 100% โดยให้หญ้ารูซี่แห้ง 500 กรัม/ตัว/วัน ร่วมกับอาหารข้นที่มีโปรตีน 16% เสริมในระดับ 1% 
ของนํ้าหนักตัว รวมอาหารที่ให้กิน 670 กรัม/ตัว/วัน มีพลังงานใช้ประโยชน์ (metabolizable energy, ME) เท่ากับ 1.48  
เมกะแคลอรีต่อกิโลกรัม และโปรตีนที่ได้รับ 55 กรัม/ตัว/วัน ตลอดระยะเวลา 42 วัน กลุ่มที่ 2 ให้อาหารแบบขั้นบันได  
(Stair-step feeding) ประกอบดว้ย 2 ระยะคอื ระยะแรก(วนัที ่1-21) ใหอ้าหารแพะแบบจำ�กดั โดยไดร้บัอาหารเพยีง 70% 
ของกลุ่มควบคุม ระยะที่สอง (วันที่ 22-42) ให้อาหารเพิ่มขึ้นเป็น 130% ของปริมาณที่ให้จากกลุ่มควบคุม  จากนั้นแพะ 
ทุกกลุ่มถูกผ่าตัดเปิดช่องท้องครั้งแรกในวันที่ 41 เพื่อศึกษาพัฒนาการของฟอลลิเคิล และครั้งที่สอง (หลังจากแพะ 
แสดงอาการเป็นสัด 3 วัน) เพื่อเจาะดูดฟอลลิเคิลขนาด 2 มม. และเก็บโอโอไซต์ไปประเมินคุณภาพ จากผลการทดลอง
พบว่า ปริมาณการกินได้ อัตราการเจริญเติบโต และอัตราการเปลี่ยนอาหารของแพะทั้งสองกลุ่มไม่มีความแตกต่างกัน  
(P>0.05) ส่วนค่าทางชีวเคมีพบว่า ค่าเฉลี่ยกลูโคส ที่ 4 ชั่วโมงหลังการกินอาหารของกลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันได  
ในวงรอบการเปน็สดัครัง้ที ่2 ซึง่เปน็ระยะทีม่กีารเพิม่การใหอ้าหารที ่4 ชัว่โมงมรีะดบัทีส่งูกวา่กลุม่ควบคมุ (P<0.05) ระดบั
ของกรดไขมันอิสระในซีรั่ม (NEFA) ของแพะที่ให้อาหารแบบขั้นบันได ในระยะวงรอบการเป็นสัดครั้งที่ 1 เมื่อมีการจำ�กัด 
อาหารมีค่าไม่แตกต่างจากแพะกลุ่มควบคุม แต่ในวงรอบการเป็นสัดครั้งที่ 2 เมื่อให้อาหารเพิ่มขึ้นเป็น 130% พบว่า 
กรดไขมนัอสิระในซรีัม่ของแพะกลุม่ทีใ่หอ้าหารแบบขัน้บนัได มรีะดบัลดลงเมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ (P<0.05) ระดบั
ของฮอร์โมนอินซูลินในแพะกลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันได มีระดับที่สูงกว่ากลุ่มควบคุม (P<0.05) ในส่วนของฟอลลิเคิล 
ทั้งหมดที่นับได้ในกลุ่ม ที่ให้อาหารแบบขั้นบันได มีจำ�นวนมากกว่ากลุ่มควบคุม (P<0.05) จากการเจาะดูดฟอลลิเคิล 
และเกบ็โอโอไซตม์าประเมนิคณุภาพ  พบวา่จำ�นวนของโอโอไซตท์ีม่คีณุภาพดทีีไ่ดจ้ากฟอลลเิคลิขนาดทีม่เีสน้ผา่ศนูยก์ลาง 
1-3, 4-6 และ ≥7 มม. ในกลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันได มีจำ�นวนมากกว่ากลุ่มควบคุม อย่างมีนัยสำ�คัญยิ่งทางสถิติ 
(P<0.01) นอกจากนั้นแล้วค่าดัชนีในการแบ่งเซลล์ (% PCNA labeling index) ในเนื้อเยื่อชั้นกรานูโลซาและชั้นทีกาของ
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บทนำ�

	 แพะเป็นสัตว์เคี้ยวเอื้องขนาดเล็กที่มีสำ�คัญ

สำ�หรับเกษตรกรในภาคใต้ของประเทศไทย ซึ่ง 

กรมปศุสัตว์ (2552)  รายงานว่าจำ�นวนแพะที่เลี้ยงใน

ประเทศไทยปี 2552  มีจำ�นวน 383,796 ตัว เป็นแพะ

ที่อยู่ในภาคใต้มากถึงร้อยละ 73 ของแพะทั้งประเทศ 

เนื่องจากแพะเป็นสัตว์ที่เลี้ยงง่ายสามารถกินอาหาร

ได้หลากหลายชนิด ใช้พื้นที่ในการเลี้ยงน้อย มีระยะ 

เวลาในการตั้งท้องสั้น มีโอกาสเกิดลูกแฝดได้มาก  

อย่างไรก็ตามถึงแม้แพะเป็นสัตว์ที่ให้ลูกได้ปีละ  

2 ครั้ง และมีโอกาสในการเกิดแฝด 2 หรือ 3 ได้  

แต่เมื่อพิจารณาจากภาพรวมแล้วกลับพบว่า มีอัตรา 

การตายของลูกแพะในระหว่างการตั้งท้องและ 

หลังคลอดสูงถึงร้อยละ 30 (สุรศักดิ์และคณะ, 2536; 

ภาวดีและคณะ, 2551;  กรมปศุสัตว์, 2552) เนือ่งจาก

เกษตรกรยังขาดความรู้ ความเข้าใจในการจัดการ 

การสืบพันธุ์ของแพะในด้านต่างๆ   เช่น การจัดการให้

อาหาร  การจดัการการสบืพนัธุใ์นระยะกอ่นการตัง้ทอ้ง 

โดยปล่อยให้แพะผสมพันธุ์กันเองตั้งแต่อายุยังน้อย  

มผีลทำ�ขาดความสมบรูณพ์นัธุใ์นระยะกอ่นการผสมพนัธุ ์ 

ส่งผลต่อการตั้งท้อง และอัตราการมีชีวิตรอดของ 

ลูกแพะ ข้อจำ�กัดต่างๆเหล่านี้ส่งผลกระทบต่อการ

ผลติแพะพืน้เมอืงไทย  ดงันัน้หากมงีานวจิยัทีส่ามารถ 

ช่วยเพิ่มความสมบูรณ์พันธุ์ในแพะพื้นเมืองไทย จะมี

ส่วนช่วยลดอัตราการตายของลูกแพะลงได้  ซึ่งจะก่อ

ให้เกิดประโยชน์โดยตรงต่อเกษตรกรผู้เลี้ยงแพะ

	 ความสามารถในการให้ผลผลิตของสัตว์เลี้ยง 

ในฟาร์มขึ้นอยู่กับประสิทธิภาพทางการสืบพันธุ์ใน 

สัตว์เลี้ยงทั้งโดยตรงและโดยอ้อม ประสิทธิภาพ

ทางการสบืพนัธุถ์อืไดว้า่เปน็ปจัจยัหลกัทีม่คีวามสำ�คญั 

สำ�หรับความสามารถในการให้ผลผลิตของแพะ 

(Pralomkarn et al., 1996)  ซึ่งช่วงเข้าสู่วัยหนุ่มสาว

ถือได้ว่าเป็นช่วงที่มีความสำ�คัญมากต่อการสืบพันธุ์

รงัไขใ่นแพะทีใ่หอ้าหารแบบขัน้บนัไดสงูกวา่ในแพะกลุม่ควบคมุ อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(P<0.05) ดงันัน้การใหอ้าหาร
แบบขั้นบันไดในระยะวงรอบการเป็นสัดส่งผลดีต่อการพัฒนาการฟอลลิเคิลของแพะพื้นเมืองไทย

คำ�สำ�คัญ: การให้อาหารแบบขั้นบันได, ฟอลลิเคิล, โอโอไซต์,  แพะพื้นเมืองไทย   

ABSTRACT: The objective of this study was to determine the effect of stair-step feeding regimen during estrous 
cycle on follicular development and oocytes quality.  Sixteen Thai-native non pregnant goats were used with the 
average age and body weight of 8 months and 17±0.6 kg, respectively.  The does exhibited at least 2 normal estrous 
cycle and were housed in 1 m2 steel cages.  Heat detection was daily recorded using a vasectomized buck.  The does 
were randomly assigned into two groups: Control and Stair-step feeding group.  In the control group, does were fed 
100% of nutrients requirement for growth in puberty periods.  Does consumed Ruzi grass hay, DM = 500 g/head/d 
and concentrate supplemented at 1% of body weight.  Total feed intake was 670 g/head/d, (ME = 1.48 Mcal/kg/d,  
TP = 55 g/head/d during day 1-42).  In the Stair-step feeding group, treatment was divided in two phases: feed  
restriction and realimentation.  In the first phase, does were fed roughage and concentrate 70% of the average  
consumption of control group during day 1-21 (1st estrous cycle).  In the second phase, goats were offered 130% of 
the average consumption of control group during at day 22-42 (2nd estrous cycle).  Does were scheduled to determine 
follicular growth and number, as well as oocyte quality by surgical laparotomy.  The results showed that average 
total feed intake, average daily gain and feed conversion ratio were not statistically different between stair-step and 
control group (P>0.05).  Serum glucose concentrations at 4 h was during realiment phase were greater than control 
group (P<0.05).  Numbers of total follicles in stair-step group were greater than control group (P<0.05).  Moreover, 
Oocyte quality of the treatment group was better (P<0.01) than that of control group in follicular size of 1-3, 4-6 and 
≥7 mm.  Proliferation cell nuclear antigen (PCNA) was used to establish cell labeling techniques for investigating cell 
proliferation. In this study was observe differences among regions of the granulosa and theca cell layer. Difference  
of follicular size (1-3, 4-6, ≥7 mm) between treatment and control group were compared.  The results found that 
the labeling index in granulosa and theca layer of all follicular size 1-3, 4-6 and ≥7 mm were statistically different 
between  stair-step feeding and control group (P<0.05).  These results indicate that stair-step feeding regimen affects 
fertility improvement in Thai-native does.
Keywords: Stair-step feeding regimen, follicle, oocyte, Thai-native goats 
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เนื่องจากการพัฒนาเข้าสู่วัยหนุ่มสาวที่เป็นไปอย่าง

ปกติและเหมาะสมก็จะส่งผลทำ�ให้ประสิทธิภาพ 

การสืบพันธุ์ในแพะเป็นไปได้อย่างปกติ   การเข้าสู่วัย

หนุม่สาวมคีวามเกีย่วขอ้งกบัความสมัพนัธร์ะหวา่งอาย ุ

และนํา้หนกัตวัเมือ่เปน็สดัครัง้แรก รวมทัง้มคีวามเกีย่ว

เนื่องกับความเหมาะสมของปริมาณ คุณภาพ และ 

รูปแบบการให้อาหารอีกด้วย (Shelton, 1978)  ดังนั้น

หากมกีารเอาใจใสด่แูล และมกีารจดัการทีด่กีจ็ะทำ�ให้

แพะเจริญเข้าสู่วัยหนุ่มสาวได้อย่างปกติ (Shelton, 

1978; Agrawal et al., 1992) ในขณะที่ Saithanoo 

et al. (1991) รายงานวา่ 60% ของแพะในประเทศไทย

มักจะได้รับการผสมพันธุ์ก่อนอายุ 7 เดือน เป็นสาเหตุ

ใหเ้กดิการตัง้ทอ้งกอ่นถงึอายโุตเตม็วยั ซึง่จากขอ้มลูที่

ไดก้ลา่วมาขา้งตน้นีเ้ปน็สาเหตขุองสขุภาพของลกูแพะ

ที่ทำ�ให้ระยะเวลาการตั้งท้องสั้นกว่าปกติหรือเกิดอุบัติ

การณแ์ทง้ในอตัราทีส่งู และสง่ผลตอ่การลดการเจรญิ

ของรกและตัวอ่อนตามมา (Wallace et al., 2006)

	 จากความพยายามของนักวิจัยในการพัฒนา 

วิธีการให้อาหารเพื่อให้สัตว์สามารถให้ผลผลิตได้ดี 

โดยเฉพาะในช่วงที่สัตว์กำ�ลังเจริญเติบโต ระยะ 

วัยหนุ่มสาว หรือ ช่วงที่ตั้งท้อง โดยการให้อาหารที่

มีความเข้มข้นสูง (high feeding intensity) แก่สัตว์

ในระยะดังกล่าวพบว่ามีทั้งผลดี (Park et al., 1998)  

และผลเสีย (Johnson, 1988)  ต่อการเจริญเติบโต  

ความสมบูรณ์พันธุ์ และการให้นํ้านมของสัตว์ (Choi 

et al., 1997) ในระยะตอ่มามกีารพฒันาการใชร้ปูแบบ 

การให้อาหารแบบขั้นบันได (stair-step feeding 

regimen) โดยมีรูปแบบที่รวมเอาวิธีการจำ�กัดอาหาร

พลังงาน (dietary energy restriction) และการกลับ

มาให้อาหารพลังงานในระดับปกติ (realimentation 

or refeeding) เพือ่กระตุน้ใหร้า่งกายมกีารเจรญิเตบิโต 

ทดแทน (compensatory growth) ในชว่งเวลาทีฮ่อรโ์มน 

ในร่างกายมีความไวต่อการตอบสนองต่อการพัฒนาของ

ร่างกายในช่วงระยะต่างๆ เช่น ระยะก่อนเข้าสู่วัยสาว 

ระยะสาว จนถึงระยะตั้งท้อง (Ford and Park, 2001) 

ซึ่งในการให้โภชนะเพื่อกระตุ้นในช่วงที่มีการพัฒนา

ของร่างกายแต่ละช่วงแตกต่างกัน  ก่อนที่จะมีการ

ตั้งท้องครั้งแรกนั้น ทำ�ให้เกิดผลดีต่อการพัฒนาการ

ของระบบต่างๆในร่างกาย รวมทั้งการพัฒนาการของ

ระบบสืบพันธุ์ 

	 จากข้อมูลดังกล่าวในเบื้องต้นจึงเป็นที่มาของ

ประเดน็วจิยั  โดยมวีตัถปุระสงคเ์พือ่ศกึษาผลของวธิกีาร 

ให้อาหารแบบขั้นบันไดในระยะวงรอบการเป็นสัดต่อ

พัฒนาการของฟอลลิเคิล และคุณภาพของโอโอไซต์

ของแม่แพะพื้นเมืองไทย

วิธีการศึกษา

	 ในการทดลองครั้ งนี้คณะผู้วิจัยได้คำ�นึงถึง 

จรรยาบรรณในการใชส้ตัวท์ดลอง โดยมกีารเลีย้งดสูตัว์

และมกีาการปฏบิตัติอ่สตัวท์ดลองอยา่งเครง่ครดั ซึง่ได้

ผา่นการพจิารณาของคณะกรรมการดา้นจรรยาบรรณ

และมาตรฐานในการใช้สัตว์ทดลอง มหาวิทยาลัย

ขอนแก่นแล้ว ตามหนังสือลำ�ดับที่: จส.มข.39/2552 

เลขที่: ศธ 0514.1.12.2/47 และได้ดำ�เนินการดังนี้

สัตว์ทดลอง

	 การศึกษาครั้งนี้ทำ�การทดลองที่ฟาร์มเลี้ยงสัตว์

ทดลอง หมวดโคเนื้อและห้องปฏิบัติการสรีรวิทยา 

ภาควชิาสตัวศาสตร ์คณะเกษตรศาสตร ์มหาวทิยาลยั

ขอนแกน่ ในชว่งเดอืนตลุาคม 2552 ถงึ มกราคม 2553 

โดยใชแ้พะพืน้เมอืงไทยเพศเมยีวยัสาวมีนํา้หนกัเฉลี่ย 

17±0.6 กก. อายุประมาณ 8 เดือน จำ�นวน 16 ตัว  

เป็นแพะที่มีการจัดการวงรอบการเเป็นสัดก่อนเข้า

งานทดลองมาแล้ว โดยมีวงรอบการเป็นสัดเฉลี่ย  

21วัน และมีวงรอบมาแล้วไม่น้อยกว่า 2 วงรอบ และ

ใช้พ่อพันธุ์แพะพื้นเมืองไทยที่ผ่าตัดท่อส่งนํ้าเชื้อแล้ว  

(vasectomized buck) 1 ตัว อายุประมาณ 2 ปี  

เพื่อใช้ตรวจสอบการเป็นสัดของแพะเพศเมียทุกวัน 

ในเวลาเชา้และเยน็  โดยแบง่เปน็ 2 กลุม่ กลุม่ละ 8 ตวั  

คือกลุ่มที่ 1 กลุ่มควบคุม (Control)  ให้อาหารตาม

ความต้องการโภชนะของแพะในระยะวัยเจริญพันธุ์ 

(NRC, 1981) หรือคิดเป็น 100% โดยการคำ�นวณให้

อาหารหยาบเปน็หญา้รซูีแ่หง้ทีม่โีภชนะการยอ่ยไดร้วม 
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(TDN) 51% และโปรตีนรวม 8% มีนํ้าหนักแห้ง (DM) 
เท่ากับ 500 กรัม/ตัว/วัน ร่วมกับการให้อาหารข้นที่มี
โปรตีน 16%  เสริมในอัตรา 1.0% ของนํ้าหนักตัว หรือ 
170 กรัม/ตัว/วัน รวมอาหารที่ให้กิน 670 กรัม/ตัว/วัน  
มีพลังงานใช้ประโยชน์ (metabolizable energy,  
ME) เทา่กบั 1.48 เมกะแคลอรตีอ่กโิลกรมั และโปรตนี
ที่ได้รับ 50-55 กรัม/ตัว/วัน โดยให้ตลอดระยะเวลา  
42 วัน (2 วงรอบการเป็นสัด) กลุ่มที่ 2 ให้อาหารแบบ
ขัน้บนัได (Stair-step feeding regimen) ประกอบดว้ย  
2 ระยะ คือ ระยะแรกให้อาหารแพะแบบจำ�กัด  
(restriction) โดยการจำ�กัดอาหารที่ได้รับเหลือเพียง  
70% ของกลุม่ควบคมุ (Kim and Park; 2004) ในระยะ
วันที่ 1-21 (วงรอบแรกของการเป็นสัด) ระยะที่สอง 
กลับมาให้อาหารเพิ่มขึ้นเป็น 130% ของปริมาณที่ให้
จากกลุ่มควบคุมในระยะวันที่ 22-42 (วงรอบที่สอง
ของการเปน็สดั) จากนัน้แพะทกุกลุม่จะถกูเปดิชอ่งทอ้ง  
(laparotomy) ในวนัที ่41 หรอืกอ่นแสดงอาการเปน็สดั  
1 วัน (กำ�หนดวันได้จากการบันทึกการจัดการวงรอบ 
การเเป็นสัดก่อนเข้างานทดลอง) เพื่อดูพัฒนาการ
ของฟอลลิเคิล และประเมินคุณภาพของโอโอไซด์  
ในวันที่ 45
	 ก่อนการทดลองแพะทุกตัวได้รับยาถ่ายพยาธิ 
ภายในอัลเบนดาโซล (Albendazole®) และ 
ยาถ่ายพยาธิภายนอกเนกูวอน (Neguvon®)   
หลังจากนั้นทำ�วัคซีนป้องกันปากและเท้าเปื่อย และ
วคัซนีปอ้งกนัโรคแทง้ตดิตอ่ของกรมปศสุตัว ์ จดัการให้
อาหารและนํา้กนิแบบเตม็ทีเ่พือ่ปรบัสภาพของรา่งกาย
นาน 30 วันก่อนการทดลอง

การเก็บข้อมูล
	 1. 	 นํ้าหนักตัวและ สภาพร่างกายของแพะ 
(body condition score) โดยชั่งนํ้าหนักแพะก่อนที่
จะเขา้ทำ�การทดลอง และใหค้ะแนนสภาพของรา่งกาย  
ใชส้เกลจากระดบัคะแนน 1 ถงึ 5 (Ferguson et al., 1994)
	 2. 	 หาปริมาณการกินได้ของอาหารหยาบและ
อาหารขน้ของสตัวท์ดลองแตล่ะตวั โดยบนัทกึปรมิาณ
อาหารที่ให้และเหลือทุกๆ วัน  การเก็บข้อมูลทำ�ได้
โดยการชั่งนํ้าหนักแพะทุกๆวัน บันทึกปริมาณอาหาร

ที่กินในแต่ละวัน เพื่อนำ�ไปคำ�นวณหาอัตราการเจริญ
เติบโต/วัน และค่าแสดงอัตราการเปลี่ยนอาหาร  
	 3. 	 เกบ็ตวัอยา่งเลอืด จาก jugular vein ทีค่อแพะ  
ปริมาณ 5 มล. ทั้งสองกลุ่ม โดยเก็บก่อนการให้อาหาร
ในตอนเช้า (ที่ 0 ชม.) และหลังจากกินอาหารแล้ว 4 
ชั่วโมง ในวันที่ 0 ก่อนเริ่มการให้ treatment, วันที่ 6,  
12, 18, 21, 27, 33, 41, และวันที่ 45 ก่อนเปิด 
ช่องท้องครั้งที่  2 เพื่อนำ�ไปวิเคราะห์หา กลูโคส,  
ค่ากรดไขมันอิสระในเลือด (non esterified fatty  
acid, NEFA), ยเูรยีไนโตรเจน (Blood Urea Nitrogen, 
BUN)  การวิเคราะห์ค่าชีวเคมีในเลือดใช้ชุดทดสอบ
ทางการค้าด้วยวิธี Enzymatic spectrophotometry 
สำ�หรบัการตรวจความเขม้ขน้ของกลโูคส (Biotech test 
kit RA-122-11, BIOTECH, Thailand) ยเูรยีไนโตรเจน 
(Biotech test kit RA-115-22, BIOTECH, Thailand) 
และค่ากรดไขมันอิสระ (Randox test kit FA115, 
RANDOX Laboratories Ltd.,United Kingdom)  
สำ�หรับการวิเคราะห์ระดับความเข้นข้นของอินซูลิน  
(Insulin) ใช ้RIA kit (Eiken Chemical Co., Ltd., Tokyo, 
Japan) สถานที่วิเคราะห์ทำ�ที่ห้องปฏิบัติการสถาน 
บริการสุขภาพเทคนิคการแพทย์และกายภาพบำ�บัด 
คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น       
	 4. 	 ผ่าตัดเปิดช่องท้องแพะ ในวันที่ 41 ของ 
การทดลองเพือ่นบัจำ�นวนและดขูนาดของฟอลลเิคลิที่
ปรากฏบนรงัไข ่(preovulatory follicle) โดยมกีารแบง่
กลุ่มของฟอลลิเคิลเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ ขนาดที่มีเส้นผ่า
ศูนย์กลาง  1-3, 4-6 และ ≥7mm (Gonzalez-Bulnes 
et al., 2003) และวันต่อมา (วันที่ 42) สังเกตและ
บนัทกึพฤตกิรรมการเปน็สดัโดยใชแ้พะเพศผูต้รวจสอบ  
เมื่อแพะเป็นสัดให้นับเป็นวันที่ 0 (day 0) จากนั้นเปิด
ชอ่งทอ้งแพะเปน็ครัง้ที ่2 ในวนัที ่3 ภายหลงัการเปน็สดั  
(day 3) เพื่อสุ่มเจาะดูดฟอลลิเคิลโดยใช้ไซริงค์ขนาด 
1 มล. และเข็มเบอร์ 25 ยาว 5/8" เจาะดูดฟอลลิเคิล 
ขนาดตั้งแต่ 2 มม. ขึ้นไปเพื่อเก็บโอโอไซด์มาประเมิน
คุณภาพทางสัณฐานวิทยา (morphology) โดยการใช ้
กล้องจุลทรรศน์ส่องดู  ตามวิธีการของ Gordon  
(1997) โดยแบ่งคุณภาพของโอโอไซด์เป็น 2 เกรด
คือ คุณภาพดี (good quality) และ คุณภาพไม่ดี 
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(poor quality) ตามวิธีการของ Islam et al. (2007)   
หลังจากนั้นจึงตัดรังไข่ข้างที่ไม่ได้เจาะดูดฟอลลิเคิล 
เอาไว้ (Ovariectomy) เสร็จแล้วจึงเย็บปิดช่องท้อง 
	 5. 	 รังไข่ที่เก็บได้จากการทำ� Ovariectomy  
นำ�มาเพื่อตรวจวัด Proliferative cell nuclear  
antigen (PCNA) โดยใช้วิธี Immunohistochemistry   
ซึง่เปน็ตวัชีว้ดัถงึการเพิม่จำ�นวนของเซลจากฟอลลเิคลิ 
ที่ปรากฏใน labeling index โดยเริ่มจากการ Paraffin- 
embedded sections (4 µm) ของรังไข่ แล้วใช้  
specific monoclonal antibody (MAB24R, Chemicon  
International, Temecula, CA) หลังจากนั้นจึงนำ� 
granulosa cell labeling index และ thecal cell 
labeling index มาดูลักษณะแล้วคำ�นวณด้วยวิธี 
Image analysis system (Motic Images Plus 2.0, 
Olympus, JA) ตามวิธีของ Grazul-Bilska et al. 
(2007)  โดยเนื่อเยื่อของฟอลลิเคิลแต่ละตัวอย่างสุ่ม
เลือกพื้นที่ขนาด 0.05 มม.2 จำ�นวน 8 จุด แต่ละจุดนับ
จำ�นวน PCNA ซึ่งมีนํ้าตาลต่างจากเซลล์อื่นๆที่เห็น 
เป็นสีฟ้า ข้อมูลที่ได้แสดงออกเป็นค่าเฉลี่ยของร้อยละ  
(percentage±SEM) ของพื้นที่ทั้งหมดในแต่ละ 
เนื้อเยื่อฟอลลิเคิล

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
	 ข้อมูลที่ได้นำ�มาวิเคราะห์โดย GLM procedures 
เปรยีบเทยีบความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ของขอ้มลูทีไ่ด้

โดยวิธี Student t-test. (SAS, 2001)

ผลการศึกษาและวิจารณ์

ผลของวธิกีารใหอ้าหารแบบขัน้บนัไดตอ่การเจรญิ 

เติบโตของแพะพื้นเมืองไทย

	 คะแนนของร่างกายของแพะกลุ่มควบคุมและ 

กลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันไดเมื่อเริ่มการทดลองไม่มี

ความแตกต่างกันทางสถิติ (2.87±0.07 vs 2.93±0.06 

ตามลำ�ดับ, P>0.05) จากการทดลองพบว่าแพะ 

ในกลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันได มีปริมาณการกินได้

และอตัราการเจรญิเตบิโตไมแ่ตกตา่งจากกลุม่ควบคมุ 

(622.84±12.9 และ 52.81±2.58 กรัม/ตัว/วัน vs 

653.6±6.68 และ 46.2±3.21 กรัม/ตัว/วัน ตามลำ�ดับ, 

P>0.05) (Table 1) อย่างไรก็ตามเป็นที่น่าสังเกตว่า

ปริมาณการกินได้ทั้งหมดของแพะกลุ่มที่ให้อาหาร 

แบบขั้นบันไดมีแนวโน้มกินอาหารน้อยกว่า กลุ่ม

ควบคุม (622.84±12.90 vs 653.62±6.68, P=0.08) 

เนื่องจากในช่วงต่อระยะที่มีการจำ�กัดอาหาร (ได้รับ 

70% จากกลุ่มควบคุม)แล้วเปลี่ยนมาเพิ่มอาหารขึ้น

เป็น 130% จากกลุ่มควบคุม ในระยะ 4-5 วันแรก 

หลังจากที่เพิ่มการให้อาหาร แพะในกลุ่มที่ให้อาหาร

แบบขั้นบันไดกินอาหารไม่หมด โดยเฉพาะอาหาร

หยาบที่ให้เป็นหญ้าแห้ง หลังจากนั้นจึงเริ่มปรับตัวกิน

หญ้าแห้งได้มากขึ้น ทำ�ให้ส่งผลต่อปริมาณการกินได้

ทั้งหมดให้น้อยลงด้วย

 

Table 1	 Effect of stair-step feeding regimen on growth performance of does during estrous cycle.

Data Control Stair-step P-value
No. of goats treated 8 8  
Body condition score 2.87±0.07 2.93±0.06 0.53
Initial weight (kg) 16.50±0.22 16.37±0.47 0.54
Final weight (kg) 18.35±0.28 18.48±0.38 0.25
Weight gain (kg) 1.88±0.12 2.10±0.10 0.21
Total feed intake (g/d)   653.62±6.68  622.84±12.90 0.08
     Concentrate (g/d) 172.30±2.03 167.81±4.33 0.95
     Roughage (g/d) 482.02±4.72 455.03±8.60 0.06
Average daily gain (g/d) 46.25±3.21 52.81±2.58 0.09
Feed conversion ratio 14.43±0.90 12.71±0.91 0.11
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ผลของวิธีการให้อาหารแบบขั้นบันไดต่อการ

เปลีย่นแปลงทางโลหติวทิยาของแพะพืน้เมอืงไทย

	 การเปลี่ยนแปลงเมทาบอไลท์ (metabolite)  

ของโภชนะมีผลต่อการสืบพันธุ์ในสัตว์เคี้ยวเอื้อง 

ขนาดเล็ก (Rondina et al., 2005) ซึ่งกลูโคสจัดเป็น

สารเมทาบอไลท์ที่มีความสำ�คัญต่อการทำ�งานของ

ระบบสืบพันธุ์ โดยเป็นแหล่งพลังงานที่สำ�คัญของ

ระบบประสาทส่วนกลาง หากมีปริมาณไม่พอเพียง 

ส่งผลต่อการหลั่งฮอร์โมน GnRH (Hunter et al.,  

2004) การเพิ่มการสังเคราะห์กลูโคสจึงมีความสำ�คัญ

ต่อประสิทธิภาพการเป็นพลังงาน หากมีพลังงาน 

ไม่เพียงพอจะมีการสลายเนื้อเยื่ออะดิโพส (adipose 

tissue) ทำ�ให้ปริมาณของกรดไขมันอิสระ (NEFA) 

ในพลาสมาเพิ่มสูงขึ้นก่อให้เกิดการสะสมคีโตน  

(ketone) การจำ�กัดการสังเคราะห์กลูโคส ส่งผลต่อ

การลดการหลัง่ของฮอรโ์มน LH จากตอ่มใตส้มองดว้ย  

(Hunter et al., 2004)  สว่นคา่ยเูรยีไนโตรเจนในพลาสมา 

เป็นเมทาบอไลท์ที่บ่งชี้ปริมาณโปรตีนที่สัตว์ได้รับ  

(Kaneko et al., 1989; Kanyinji et al., 2009) และ

เป็นตัวชี้วัดการทำ�หนาที่ของไตร่วมกับครีทินีน  

(creatinine) ซึ่งยูเรียไนโตรเจนเป็นสารตั้งต้นที่จะ

เปลี่ยนเป็นครีทินีนในกล้ามเนื้อและถูกกรองที่ไต  

ส่วนยูเรียไนโตรเจนที่เหลือจะถูกขับออกจากร่างกาย

ทางปัสสาวะ (Stockham and Scott,  2002)  

ในการทดลองครั้งนี้พบว่าระดับค่ากลูโคส ของกลุ่มที่

ให้อาหารแบบขั้นบันไดในวงรอบการเป็นสัดครั้งที่ 2 

ซึง่เปน็ระยะทีม่กีารเพิม่การใหอ้าหารที ่4 ชัว่โมงมรีะดบั

ทีส่งูกวา่กลุม่ควบคมุ (P<0.05) สว่นคา่ยเูรยีไนโตรเจน

ในซีรั่ม ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05;  

Table 2) โดยค่ากลูโคส และยูเรียไนโตรเจน ของแพะ

ทั้งสองกลุ่มอยู่ในช่วงระดับปกติ โดยสอดคล้องกับ

รายงานของ Kanyinji et al. (2009) ที่รายงานว่า 

ค่าของกลูโคสและยูเรียไนโตรเจน ระดับปกติในแพะ

อยู่ในช่วง 40-85 mg/dl และ 10-20 mg/dl ตามลำ�ดับ 

อย่างไรก็ตามเมื่อพิจารณาค่ากลูโคสและยูเรีย ที่มี 

การเปลี่ยนแปลงจากชั่วโมงที่ 0 หลังจากกินอาหาร

จนถงึ ชัว่โมงที ่4 ในกลุม่แพะทีใ่หอ้าหารแบบขัน้บนัได 

พบว่ามีค่าเพิ่มขึ้นสูงอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

(P<0.05) ทั้งในวงรอบการเป็นสัดครั้งที่ 1 และ 2

	 ระดับของกรดไขมันอิสระในซีรั่ม (NEFA) เป็นตัว

บ่งชี้สภาวะโภชนาการในสัตว์เคี้ยวเอื้องได้เป็นอย่างดี  

(Peris et al., 1997) ระดับของกรดไขมันอิสระในซีรั่ม 

ของแพะที่มีภาวะโภชนาการที่ปกติที่รายงานโดย 

Kaneko (1989) มีระดับไม่เกิน 0.45 mmol/L ระดับ

ของกรดไขมันอิสระที่สูงขึ้นในช่วงที่ถูกจำ�กัดอาหาร

เป็นเวลานานบ่งบอกถึงการขาดอาหารเกิดสมดุลย์

พลังงานที่เป็นลบ (negative energy balance)   

ในการทดลองครั้งนี้พบว่า ระดับของกรดไขมันอิสระ 

ที่ของแพะกลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันไดในระยะ 

วงรอบการเป็นสัดครั้งที่ 1 เมื่อมีการจำ�กัดอาหาร 

มีค่าไม่แตกต่างจากแพะกลุ่มควบคุม (0.29±0.03 vs  

0.23±0.02 mmol/L ตามลำ�ดับ, P>0.05) โดยที่ 

นํ้าหนักตัวไม่ได้ลดลง แต่ในระยะวงรอบการเป็นสัด

ครั้งที่ 2 เมื่อมีการให้อาหารเพิ่มขึ้นเป็น 130% พบว่า

ค่ากรดไขมันอิสระในซีรั่มของแพะกลุ่มที่ให้อาหาร 

แบบขัน้บนัไดมรีะดบัทีต่ํา่กวา่แพะกลุม่ควบคมุอยา่งมี

นัยสำ�คัญทางสถิติ (P<0.05)  

Table 2 	Effect of stair-step feeding regimen on glucose and BUN concentration.

Glucose (mg/dl) BUN (mg/dl)
                          1st estrous cycle       2nd estrous cycle1/ 1st estrous cycle 2nd estrous cycle
                           0 h 4 h 0 h 4 h 0 h 4 h 0 h 4 h
Control           51.0±4.7 56.0±1.7 52.0±2.5 55.3±2.8a 13.2±2.0 15.5±3.5 14.7±1.8 18.3±2.4
Stair-step     47.6±2.0 60.37±0.8 52.5±3.1 69.7±2.2b 12.0±1.1 15.7±1.2 15.8±1.1 20.0±1.0

1/  a,b Means ± SE differ within column, P<0.05
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	 ฮอร์โมนอินซูลินเป็นฮอร์โมนที่ เกี่ยวข้องกับ 

การควบคุมเมทาบอลิซึม ความเข้นข้นที่เปลี่ยนแปลง 

มีผลต่อสถานะทางเมทาลิซึม (metabolic status)  

ของสัตว์ มีรายงานการวิจัยพบว่าอินซูลินเป็นฮอร์โมน 

ที่ทำ�หน้าที่เป็นตัวกลางในการส่งสัญญาณผลของ

โภชนะต่อการพัฒนาการและการเปลี่ยนแปลงของ

ฟอลลิเคิล (follicular dynamics) ในโค (Gong et al.,  

1994) ในแกะ (Scaramuzzi et al., 2006) และแพะ  

(Selvaraju et al., 2003; Tanaka et al., 2004) 

นอกจากนั้นยังทำ�หน้าที่ร่วมกับกลูโคสในการกระตุ้น 

การหลั่ง GnRH จากไฮโปทาลามัส อีกทั้งอินซูลิน 

มีผลต่อการกระตุ้นการแบ่งเซลล์และการสังเคราะห์ 

เสตยีรอยดท์ีร่งัไข ่(Diskin et al., 2003) โดยในการทดลอง

พบวา่แพะกลุม่ทีใ่หอ้าหารแบบขัน้บนัไดมรีะดบัทีส่งูกวา่ 

กลุ่มควบคุม (P<0.05, Table 3) ซึ่งจากการรายงาน

ของ Tanaka et al. (2004) ในการวเิคราะหห์าระดบัของ

ฮอร์โมนอินซูลินในซีรั่มของแพะพันธุ์  Shiba  เพศเมีย 

ในภาวะที่ได้รับอาหารปกติต่อการทำ�งานของรังไข่  

พบว่ามีระดับของอินซูลินอยู่ระหว่าง 5-25 µU/ml.

ผลของวิธีการให้อาหารแบบขั้นบันไดต่อการ

พฒันาการของฟอลลเิคลิและคณุภาพของโอโอไซต์

	 จากการผ่าตัดเปิดช่องท้องแพะครั้งที่ 1 เพื่อดู

พัฒนาการของฟอลลิเคิล โดยการนับจำ�นวนและ 

ดูขนาดของฟอลลิเคิลที่ปรากฏบนรังไข่ พบว่าจำ�นวน 

ของฟอลลิเคิลทั้งหมดที่นับได้ในกลุ่มที่ให้อาหารแบบ

ขัน้บนัไดมจีำ�นวนมากกวา่กลุม่ควบคมุอยา่งมนียัสำ�คญั 

(P<0.05) อย่างไรก็ตามเมื่อเปรียบเทียบจำ�นวนของ

ฟอลลิเคิลในกลุ่มที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 1-3, 4-6 และ 

≥7 มม. ของแพะที่ให้อาหารแบบขั้นบันไดกับกลุ่ม

ควบคุมพบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05; 

Table 4)    

Table 3  	Effect of stair-step feeding regimen on NEFA and Insulin concentration.

NEFA (mmol/L) Insulin(uU/ml)
                          1st estrous cycle       2nd estrous cycle 1/ 1st estrous cycle 2nd estrous cycle
Control           0.22±0.02 0.26±0.03a 8.00±1.10 8.73±1.21a
Stair-step     0.28±0.03 0.16±0.02b 6.68±1.47 15.57±1.57b

1/  a,b Means ± SE differ within column, P<0.05

Table 4	 Effect of stair-step feeding regimen on number of preovulatory follicles.

Items     Control    Stair-step P-value
Follicular size 1-3 mm
Follicular size 4-6 mm
Follicular size ≥ 7 mm
Total1/

  6.66±0.61
  2.82±0.30
  1.33±0.33            

10.83±0.79a                                      

  8.33±1.35        
  5.33±1.40    
  2.16±0.79    

15.38±2.08b                             

 0.28
 0.13
 0.35
 0.04

1/  a,b Means ± SE differ within row, P<0.05

Table 5 	Effect of stair-step feeding regimen on oocyte quality. 

Items                                                                                    Control                  Stair-step             P-value
Percentage of  good quality (follicular size 1-3 mm)      8/13 (61.5%) a       10/11 (91.0%) b        <0.01
Percentage of  good quality (follicular size 4-6 mm)        5/8 (62.5%) a         9/11 (82.0%) b        <0.01
Percentage of  good quality (follicular size  ≥7 mm)        2/3 (67.0%) c         4/5 (80.0%) d            0.03

a, b, c, d  Percentages of oocyte quality  differ  within  row, p<0.01 and p<0.05 (Chi-square test)
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	 จำ�นวนของโอโอไซต์ที่มีคุณภาพดีที่ ได้จาก 

ฟอลลิเคิลขนาดที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 1-3, 4-6 และ  

≥7 มม. ในกลุ่มที่ให้อาหารแบบขั้นบันไดมีจำ�นวน

มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

(P<0.01 ของ follicular size 1-6 มม. และ P<0.05 

ของ follicular size ≥7 มม.) แสดงให้เห็นว่าวิธีการให้

อาหารแบบขั้นบันไดส่งผลดีต่อคุณภาพของโอโอไซต ์

ในวงรอบของการเป็นสัดและส่งผลทำ� ให้ เกิด 

ความสมบูรณ์พันธุ์  ซึ่งคล้ายคลึงกับรายงานของ  

Amal et al. (2008) ในการให้อาหารแบบจำ�กัด และ

เพิ่มการให้อาหาร ต่อลักษณะการสืบพันธุ์ในแพะ 

เพศเมียพื้นเมืองอียิปต์ซึ่งพบว่าส่งผลดีต่อการเป็นสัด

และมีอัตราการตกไข่เพิ่มขึ้น 40% 

	 จากการนำ�ชิ้นเนื้อของรังไข่แพะมาตรวจวัด  

Proliferative cell nuclear antigen (PCNA)  ซึ่งเป็น 

ตัวชี้วัดถึงการเพิ่มจำ�นวนของเซลจากฟอลลิเคิล

ที่ปรากฏใน labeling index  ผลการศึกษาพบว่า

ฟอลลเคิลขนาด 1-3, 4-6 และ ≥7 มม. ของแพะกลุ่ม

ที่ให้อาหารแบบขั้นบันได มีการปรากฏของ PCNA 

มากกว่าฟอลลิเคิลของแพะกลุ่มควบคุม ทั้งในชั้น 

granulosa cell และชั้น theca cell อย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติ (Table 6) 

สรุป

	 ผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่าอัตราการเจริญ

เตบิโต การกนิได ้และอตัราการเปลีย่นอาหารของแพะ 

ทีใ่หอ้าหารแบบขัน้บนัไดไมต่า่งจากการใหอ้าหารปกต ิ 

อย่างไรก็ตามจากการทดลองพบว่าการให้อาหาร 

แบบขัน้บนัไดทำ�ใหม้จีำ�นวนของฟอลลเิคลิทัง้หมดเพิม่

ขึน้และไดโ้อโอไซตท์ีม่คีณุภาพดมีากกวา่การใหอ้าหาร

แบบปกติ นอกจากนี้ยังส่งผลดีต่อการเพิ่มจำ�นวนของ

เซลในฟอลลเิคลิดว้ย  แสดงใหเ้หน็วา่วธิกีารใหอ้าหาร

แบบขั้นบันไดสามารถกระตุ้นให้เกิดการเจริญเติบโต 

ทดแทนส่งผลดีต่อคุณภาพของโอโอไซต์  และ 

การพฒันาการของฟอลลเิคลิในวงรอบของการเปน็สดั  

ดงันัน้ผลการศกึษาในครัง้นีม้สีว่นสำ�คญัตอ่ความเขา้ใจ 

ในการประยุกต์ใช้การเจริญเติบโตทดแทนในแพะ 

พื้นเมืองไทย  ในการทำ�ให้เกิดการพัฒนาการของ 

ฟอลลิเคิลโดยวิธีการให้อาหารแบบขั้นบันไดโดย 

การจำ�กัดอาหาร 70% และกลับมาให้อาหารเพิ่มขึ้น

เป็น 130% จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการสืบพันธุ์ใน

แพะเพศเมียในระยะก่อนการตั้งท้องเพิ่มขึ้น 

Table 6	 Proliferative cell nuclear antigen (PCNA) of follicular size 1-3, 4-6 and ≥ 7 mm.

Items Follicular size 1-3 mm Follicular size 4-6 mm Follicular size ≥7 mm
Grnulosa 

cell labeling
index1/ (%)

Thecal
labeling

index  (%)

Grnulosa 
Cell labeling 
index  (%)

Thecal
labeling 

index  (%)

Grnulosa 
cell labeling
index  (%)

Thecal
Labeling

index  (%)
Control 27.12±1.43 a

(n=5)
24.52±2.58 c

(n=5)
26.47±2.51 c

(n=4)
25.12±2.27 c

(n=4)
24.73±1.02 a

(n=3)
23.76±1.36 c

(n=3)
Stair-
step

38.95±1.70 b
(n=6)

33.26±2.44 d
(n=6)

34.55±1.92 d
(n=6)

36.73±3.59 d
(n=6)

33.60±0.62 b
(n=4)

30.27±0.55 d
(n=4)

1/ Labeling index = number of proliferating cells expressed as a proportion of the total number of cells.
ab Within a column, means with different superscripts differ (P<0.01) 
cd Within a column, means with different superscripts differ (P<0.05)
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