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พชรพล  พะศรี : ผลของพลงังาน วติามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ ต่อ
ระยะเวลาการมีชีวติรอดของอสุจิ องคป์ระกอบทางชีวเคมี และการตา้นอนุมูลอิสระใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (EFFECTS OF ENERGY, VITAMIN C, VITAMIN E 
AND SELENIUM IN MATERNAL DIETS ON FERTILE PERIOD LENGTH OF 
SPERM, BIOCHEMICAL COMPOSITION AND ANTIOXIDANT ACTIVITY IN 
UTERINE FLUID) อาจารยท่ี์ปรึกษา : ผูช่้วยศาสตราจารย ์ดร. สุทิศา  เขม็ผะกา, 108 หนา้. 
 
การทดลองคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของระดบัพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และ

ซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ต่อสมรรถนะการผลิต ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ ระบบสืบพนัธ์ุ 
องคป์ระกอบทางชีวเคมี และการตา้นอนุมูลอิสระในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ ใชไ้ก่ไข่สาย
พนัธ์ุอีซ่า บราวน์ จ านวน 128 ตวั อายุ 33 สัปดาห์ โดยสุ่มแบ่งเป็น 4 กลุ่มๆ ละ 32 ตวั ตามแผนการ
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) ไก่ไข่ทุกตวัไดรั้บอาหารวนัละ 109 กรัม และใหน้ ้าอยา่งเต็มท่ีภายใต้
แสง 17 ชัว่โมงต่อวนั อาหารทดลองแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม 1) ระดบัพลงังานต ่า (2,650 kcal ME/
กิโลกรัม) 2) ระดับพลังงานต ่าร่วมกับการเสริมวิตามินซี 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม วิตามินอี 100 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม และซีลีเนียม 0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 3) ระดบัพลงังานปกติ (2,900 kcal ME/
กิโลกรัม) และ 4) ระดบัพลงังานปกติร่วมกบัการเสริมวติามินซี 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม วติามินอี 100 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม และซีลีเนียม 0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม  

ผลการทดลองพบวา่ พลงังานในอาหารท่ีระดบัปกติสามารถเพิ่มปริมาณพลงังานท่ีกินไดต่้อ
วนั ผลผลิตไข่ น ้ าหนกัไข่ และรักษาความสมบูรณ์ของรังไข่ (p<0.05) การเสริมวิตามินซี วิตามินอี 
และซีลีเนียมในอาหารพลงังานต ่าสามารถเพิ่มผลผลิตไข่ไดเ้ทียบเท่ากบัอาหารพลงังานปกติทั้งกลุ่ม
ท่ีมีการเสริมและไม่มีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม (p>0.05) อีกทั้งการเสริมวิตามินซี 
วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารพลงังานปกติสามารถเพิ่มน ้ าหนักไข่ไดสู้งสุดเม่ือเปรียบเทียบกบั
กลุ่มทดลองอ่ืนๆ และลดการสะสมของไขมนัช่องทอ้งไดดี้กวา่อาหารพลงังานปกติท่ีไม่มีการเสริม 
(p<0.05) การเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารพลงังานต ่าและอาหารพลงังานปกติ
สามารถเพิ่มกิจกรรมของเอนไซม์กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส และการสะสมวิตามินอีในไข่แดง 
รวมถึงการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารพลงังานปกติสามารถเพิ่มค่า DPPH 
และลดค่า TBARS ในไข่แดงได้ดีกว่ากลุ่มทดลองอ่ืนๆ (p<0.05)  อย่างไรก็ตามไม่มีผลในการ
เปล่ียนแปลงระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด (p>0.05)องค์ประกอบทาง
ชีวเคมีในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่จากแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังานปกติมีปริมาณกลูโคส 
แอลฟา-กลูโคส เบตา้-กลูโคส และการแสดงออกของโปรตีนมาเลตดีไฮดดรจีเนส 1  เพิ่มข้ึนเม่ือ
เปรียบเทียบกบัอาหารพลงังานต ่า (p<0.05) การเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมทั้งในอาหาร
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พลังงานต ่ าและพลังงานปกติสามารถเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซม์กลูต้าไธโอน                   
เปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase, GPx) และการแสดงออกของโปรตีนซุปเปอร์ออกไซด ์   
ดิสมิวเตส 1 รวมถึงมีการแสดงออกของโปรตีนอีโนเลส 1 ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่
สูงสุดในอาหารพลงังานปกติร่วมกบัการเสริมวติามินและแร่ธาตุ (p<0.05)  

จากการทดลองคร้ังน้ีสรุปไดว้่า พลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีผลในการเพิ่ม
สมรรถนะการผลิต การตา้นอนุมูลอิสระในไข่แดงและของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่  รวมถึง
สามารถปรับเปล่ียนองค์ประกอบทางชีวเคมี และการแสดงออกของโปรตีนในของเหลวจากต่อม
สร้างเปลือกไข่ของแม่ไก่ได ้
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This study aimed to examine the effects of the dietary metabolizable energy 

(ME) level, vitamin C, vitamin E and selenium (Se) on productive performance, fertile 

period length of sperm, and antioxidant activity. A total of 128 ISA Brown female 

laying hens aged 33 weeks were randomly allotted to 4 groups of 32 birds each in a 

Completely Randomized Design (CRD). All birds were fed diets of 109 g/day and free 

access to water under a 17 hours of light. The experimental diets consisted of 4 groups: 

1) low energy (2,650 ME kcal/kg) diet; 2) low energy diet supplemented with 200 

mg/kg of vitamin C, 100 mg/kg of vitamin E, and 0.3 mg/kg of Se; 3) normal energy 

diet (2,900 ME kcal/kg); and 4) normal energy diet supplemented with 200 mg/kg of 

vitamin C, 100 mg/kg of vitamin E, and 0.3 mg/kg of Se.  

The results showed that the normal energy diet can improve energy intake, egg 

production, egg weight, and maintain ovarian integrity (p<0.05). The supplementation 

of vitamin C, vitamin E, and Se in the low energy diet can increase egg production 

similar to the normal energy diet in both with and without supplementation (p>0.05). 

In addition, the supplementation of vitamin C, vitamin E, and Se in the normal energy 

diet can increase egg weight compared to other groups and can also reduce abdominal  
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fat more than the normal energy diet without supplementation (p<0.05). Furthermore, 

the supplementation of vitamin C, vitamin E, and Se in both energy levels can enhance 

glutathione peroxidase activity and vitamin E deposition in egg yolk. The antioxidant 

capacity (DPPH) and low TBARS of egg yolk in the normal energy diet with 

supplementation improved more than the other groups (p>0.05); however, no 

significant differences were found in the fertile period length and fertility rate 

(p>0.05). The biochemical composition of uterine fluid in hens fed the normal energy 

diet revealed that the glucose, α-glucose and ᵦ-glucose values, and malate 

dehydrogenase 1 expression were higher than the low energy diet (p<0.05). The 

supplementation of vitamin C, vitamin E, and Se in both dietary energy levels 

increased glutathione peroxidase activity and superoxide dismutase 1 (SOD1) 

expression. Moreover, the highest enolase 1 expression was found in the normal 

energy diet supplemented with vitamins and mineral (p<0.05). 

In conclusion, it is indicated that dietary energy, vitamin C, vitamin E, and Se 

can enhance productive performance, antioxidant activity in egg yolk and uterine fluid, 

and can also alter biochemical composition and protein expression in uterine fluid of 

the hens. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญัของปัญหา 

อตัราการผสมติดในฝูงไก่พ่อแม่พนัธ์ุ เป็นปัจจยัหน่ึงท่ีส าคญัท่ีจะไดม้าซ่ึงจ านวนลูกไก่ท่ี
อายุ 1 วนั ปัจจยัท่ีมีผลต่ออตัราการผสมติดมีสาเหตุมาทั้งจากฝงูไก่พ่อพนัธ์ุและแม่พนัธ์ุ เช่น อาย ุ         
ความสมบูรณ์พนัธ์ุ ปัจจยัทางดา้นอาหาร พนัธุกรรม น ้ าหนกัตวั รูปแบบการผสมพนัธ์ุ สุขภาพ และ
การจดัการสภาพแวดลอ้มในโรงเรือน เป็นตน้ นอกจากน้ีการเล้ียงไก่พ่อแม่พนัธ์ุในระบบเขม้ขน้ 
(intensive system) สามารถเหน่ียวน าให้เกิดความเครียดออกซิเดซนั (oxidative stress) ไดง่้ายข้ึน 
ก่อใหเ้กิดอนุมูลอิสระเกินกวา่ท่ีกลไกของร่างกายจะสามารถก าจดัออกได ้โดยอนุมูลอิสระเหล่าน้ีจะ
เขา้แย่งเอาอิเล็กตรอนของโมเลกุลขา้งเคียงจนกลายเป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งเยื่อหุ้ม
เซลล์ของตัวอสุจิ ซ่ึงอุดมไปด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว ท่ีมีความว่องไวต่อการเกิดภาวะเครียด
ออกซิเดชันกบัโมเลกุลไขมนั (lipid peroxidation) ท าให้เกิดความเสียหายต่อโมเลกุลไขมนัและ
คอเลสเตอรอล (Ahsan et al., 2014) การเคล่ือนยา้ยของของเหลวภายในเยื่อหุ้มเซลล์ และคุณสมบติั
เป็นเยื่อเลือกผ่านต่างๆ บนเยื่อหุ้มเซลล์เสียไป น าไปสู่การสูญเสียความสามารถในการรักษาสมดุล
ของปริมาตร และเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ (Edens and Sefton, 2009; Ahsan et al., 2014) ส่งผลท า
ใหอ้ตัราการผสมติดลดลง  

ในประเด็นการแก้ปัญหาอตัราการผสมติดนักอาหารสัตวม์กัให้ความส าคญั และจดัการ
แกปั้ญหาในไก่เพศผูม้ากกว่า เช่น การเสริมสังกะสี ซีลีเนียม และวิตามินอีในอาหารเพื่อปรับปรุง
คุณภาพน ้ าเช้ือ พฒันาระบบสืบพนัธ์ุ และกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ อย่างไรก็ตามจากการ
รวบรวมเอกสารพบวา่ ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิในท่อน าไข่ (oviduct) ท่ีนานข้ึนก็เป็นปัจจยั
หน่ึงท่ีส าคญัท่ีมีผลต่อการผสมติดเช่นกนั (Breque et al., 2003; Suria, 2005) ระยะเวลาการมีชีวิต
ของอสุจิ (fertile period length, FPL) เก่ียวขอ้งกบัสภาพแวดลอ้มทางชีวเคมีต่างๆ ภายในของเหลวท่ี
หลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่ (uterine fluid) และท่อน าไข่ เช่น วิตามินซี วิตามินอี กลูตา้ไธโอน 
(glutathione) เอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase, GPx) และซุปเปอร์ออก
ไซต์ดิสมิวเตส (superoxide dismutase, SOD)โดยมีความผนัแปรไปตามสภาวะร่างกายของสัตว ์
รวมถึงสารอาหารท่ีได้รับ นอกจากน้ียงัมีการรายงานว่าระดับพลังงานท่ีสัตว์ได้รับก็มีผลต่อ
ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิเช่นเดียวกนั (Breque et al., 2003; Cufadar et al., 2010a;  
Ahammadet al., 2013a; Ahammad et al., 2013b) แต่อยา่งไรก็ตามขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารอาหารท่ีมี



2 
 

ผลในการยืดอายุการมีชีวิตของอสุจิในท่อน าไข่ยงัขาดขอ้มูลการศึกษา ดงันั้นการศึกษาบทบาท
ของพลงังานร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ เพื่อท่ีจะน าความรู้
ดงักล่าวไปประยุกต์ใช้ท  าสูตรอาหารให้มีความเหมาะสมเพื่อเพิ่มอตัราการผสมติด น่าจะเป็นอีก
ทางเลือกหน่ึงท่ีช่วยแกปั้ญหาได ้ 

ตามปกติอสุจิจะมีชีวติรอดในท่อน าไข่ของไก่เพศเมียประมาณ 14-21 วนั หลงัการผสมพนัธ์ุ
โดยจะถูกเก็บไวภ้ายในท่อจดัเก็บอสุจิ (sperm storage tubules, SST) บริเวณรอยต่อระหว่างช่อง
คลอดและต่อมสร้างเปลือกไข่หรือมดลูก (utero-vaginal junction, UVJ) ซ่ึงเป็นจุดหลกัและบริเวณ
ปากแตร (infundibulum) (Bakst, 2011) ความสามารถในการเก็บรักษาอสุจิให้มีชีวิตรอดได้นาน
เพียงใดนั้นข้ึนอยู่กบัสภาพแวดล้อมทางชีวเคมีในท่อน าไข่ การเสริมวิตามินอีในอาหารแม่ไก่ต่อ   
การสะสมสารต้านอนุมูลอิสระภายในเน้ือเยื่อท่อน าไข่ พบว่ามีการสะสมวิตามินซี วิตามินอี                
กลูต้าไธโอน เอนไซม์กลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดส และซุปเปอร์ออกไซต์ดิสมิวเตสในเน้ือเยื่อ
บริเวณช่องคลอด UVJ และต่อมสร้างเปลือกไข่ โดยปริมาณท่ีพบจะเปล่ียนแปลงไปตามอายุของแม่
ไก่ (Breque et al., 2006) และยงัพบว่ามีการแสดงออกของโปรตีนกลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส 
ซุปเปอร์ออกไซต์ดิสมิวเตส และแคทตาเลสในเน้ือเยื่อท่อน าไข่ของแม่ไก่ท่ีได้รับสารตา้นอนุมูล
อิสระในอาหาร (Carillon et al., 2016) จากขอ้มูลดงักล่าวจึงเป็นแนวคิดท่ีส าคญัในการพฒันาสูตร
อาหารสัตวใ์ห้มีการสร้างสารตา้นอนุมูลอิสระ และสามารถปรับปรุงสภาพแวดลอ้มทางชีวเคมีของ
ของเหลวภายในท่อน าไข่ โดยสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีจะเลือกใช้ตอ้งสามารถออกฤทธ์ิได้ภายใน
ของเหลวท่ีหลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่ รวมถึงท่อน าไข่ส่วนอ่ืนๆ และยงัมีคุณสมบติัในการรักษา
คุณภาพอสุจิ สารตา้นอนุมูลอิสระท่ีพบในอาหารไดแ้ก่ วติามินซี วติามินอี และซีลีเนียม เป็นตน้ โดย
วิตามินซีมีความส าคญัต่อกลไกการตา้นอนุมูลอิสระ ช่วยป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนัในตวักลางท่ี
เป็นน ้ าน่าจะท างานไดดี้ในของเหลว สามารถท างานร่วมกบัวิตามินอีในกระบวนการคืนสภาพของ
วิตามินอี (vitamin E recycline) และมีบทบาทในการกระตุน้การสร้างภูมิคุม้กนั (Surai, 2005; Khan 
et al., 2012; Skrivan et al., 2013) วิตามินอีมีบทบาทป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชัน่ในตวักลางท่ีเป็น
ไขมนัช่วยหยุดปฏิกิริยาลูกโซ่ท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ (chain breaking antioxidant) สะสมไดดี้ในไข่
แดงส่งผลดีต่อการพฒันาตวัอ่อน ซีลีเนียมมีบทบาทท่ีส าคญัต่อการพฒันาระบบสืบพนัธ์ุ และยงัเป็น
ส่วนประกอบของเอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีป้องกนัเซลล์จากปฏิกิริยา
ออกซิเดชนัโดยการสลายเปอร์ออกไซด์ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์และป้องกนัไม่ให้เน้ือเยื่อถูกท าลาย 
(Puthpongsiriporn et al., 2001; Surai, 2006; Ebeid, 2009) นอกจากน้ีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี
หรือซีลีเนียมในอาหารสัตวปี์กเพศเมีย ยงัมีบทบาทส าคญัต่อระบบสืบพนัธ์ุ กลไกการตา้นอนุมูล
อิสระ คุณภาพน ้ าเช้ือ อตัราการผสมติด การฟักออก และสามารถสะสมภายในไข่ขาวและไข่แดง 
(Nowaczewaki and Kontecka, 2005; Leeson et al., 2008; Attia et al., 2010; Hassan et al., 2011 
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Khan et al., 2012) อีกทั้งระดบัพลงังานในอาหารอาจมีผลต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมขั้นพื้นฐานท่ี
ส่งผลต่อการผสมติดเช่นเดียวกนั เน่ืองจากการเคล่ือนท่ีและการปฏิสนธิของอสุจิภายในท่อน าไข่
ตอ้งใชพ้ลงังานในรูปของ ATP กระบวนการเมแทบอลิซึมเพื่อผลิต ATP อสุจิสามารถสลายน ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว เช่น glucose, fructose และ mannose รวมถึง glycerol, lactate, pyruvate และ acetate 
ในวิถีไกลลิซีส (glycolysis pathway) จนไดเ้ป็นไพรูเวต หลงัจากนั้นไพรูเวตจะเขา้สู่วฏัจกัรเครบส์ 
(krebs cycle)ได้ผลผลิตเป็นพลงังานในรูป ATP (Pasupuleti, 2007) ปริมาณกลูโคสท่ีอยู่ภายใน
ของเหลวท่ีหลั่งจากต่อมสร้างเปลือกไข่เป็นแหล่งพลังงานหลักในการสนับสนุนกระบวนการ         
เมแทบอลิซึมของอสุจิ (Ahammad et al., 2013; Ahammad et al., 2013a) จากการรวบรวมเอกสารท่ี
เก่ียวขอ้งกบัระดบัพลงังานในอาหารแม่พนัธ์ุสัตวปี์ก พบว่าระดบัพลงังานในอาหารตั้งแต่ 2,080- 
2,950 kcal ME/kg มีผลต่อการเปล่ียนแปลงน ้าหนกัตวั ผลผลิตไข่ อตัราการผสมติด และเปอร์เซ็นไข่
ฟักท่ีแตกต่างกนั (Enting et al., 2007; Sunder et al., 2007; Cufadar et al., 2010a;  Cufadar et al., 
2010b; Ghonim et al., 2010) โดยปกติเม่ืออสุจิอยูใ่นท่อน าไข่ ในช่วงแรกจะยงัมีสารตา้นอนุมูล
อิสระท่ีสะสมในเซลลแ์ละน ้าหล่อเล้ียงของอสุจิ (Surai et al., 1998; Surai, 2000) แต่หลงัจากนั้นอสุจิ
จะถูกเก็บอยู่ภายใน SST ร่วมกบัของเหลวท่ีหลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่  ดงันั้นการปรับปรุงค่า
ชีวเคมีของของเหลวท่ีหลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่ขณะท่ีอสุจิถูกเก็บใน SST เพื่อยืดอายุอสุจิน่าจะ
เพิ่มประสิทธิภาพในการผสมติดได้ดีข้ึน แต่อย่างไรก็ตาม การวิจยัเก่ียวกบัระบบการตา้นอนุมูล
อิสระในของเหลวท่ีหลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่ยงัมีการศึกษาท่ีจ ากดั อีกทั้งการศึกษาพลงังาน
ร่วมกับวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมยงัขาดข้อมูลในการศึกษา ดังนั้นการศึกษาสารอาหาร
ดงักล่าวน่าจะเป็นอีกทางเลือกท่ีจะสามารถปรับปรุงระบบการตา้นอนุมูลอิสระในของเหลวภายใน 
SST ท่ีจะช่วยยดือายอุสุจิ 

ดงันั้นงานวิจยัคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และ
ซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ ต่อระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ ระบบสืบพนัธ์ุ องค์ประกอบทาง
ชีวเคมี และการตา้นอนุมูลอิสระในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 
 

1.2 วตัถุประสงค์ของการวจิัย 
1.2.1 เพื่อศึกษาผลของพลงังานร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหาร

แม่ไก่ต่อระยะเวลาการมีชีวติรอดของอสุจิในท่อน าไข่ 
1.2.2 เพื่อศึกษาผลของพลงังานร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหาร

แม่ไก่ต่อระบบสืบพนัธ์ุ องคป์ระกอบทางชีวเคมี และการตา้นอนุมูลอิสระในของเหลวจากต่อมสร้าง
เปลือกไข่ (uterine fluid) 
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1.3 สมมติฐานของงานวจิัย 
1.3.1  พลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม สามารถเพิ่มสมรรถนะการผลิตและ

ระยะเวลาการมีชีวติรอดของอสุจิในท่อน าไข่ และรักษาความสมบูรณ์ของระบบสืบพนัธ์ุ 
 1.3.2  พลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม สามารถปรับปรุงสารตา้นอนุมูลอิสระใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 
 1.3.3  พลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม สามารถเปล่ียนแปลงองค์ประกอบทาง
ชีวเคมี และการแสดงออกของโปรตีนในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 

 
1.4  ขอบเขตของงานวจิัย 

การวิจยัน้ีมุ่งเน้นศึกษาอิทธิพลของพลงังานร่วมกบัวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม ต่อ
สมรรถนะการผลิต ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิภายในท่อน าไข่ ระบบสืบพนัธ์ุ กิจกรรมการ
ตา้นอนุมูลอิสระ องคป์ระกอบทางชีวเคมี และการแสดงออกของโปรตีนในของเหลวจากต่อมสร้าง
เปลือกไข่ของแม่ไก่  
 

1.5  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
1.5.1  ทราบถึงบทบาทของพลังงาน วิตามินอี วิตามินซี และซีลีเนียม ต่อกระบวนการ             

เมแทบอลิซึมภายในท่อน าไข่ของไก่เพศเมียท่ีมีผลต่อการมีชีวติรอดของอสุจิและอตัราการผสมติด 
1.5.2  น าความรู้ไปประยุกตใ์ชใ้นการเลือกวตัถุดิบอาหารสัตว์ รวมถึงประกอบสูตรอาหาร

สัตวท่ี์สามารถเพิ่มระยะเวลาการมีชีวติรอดของอสุจิในท่อน าไข่ เพิ่มอตัราการผสมติด และทา้ยท่ีสุด
จะไดม้าซ่ึงจ านวนลูกไก่ต่อแม่ไก่มากข้ึน 



 
บทที ่2 

ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
  
2.1  ท่อกกัเกบ็อสุจิ  

จุดเด่นท่ีส าคญัของสรีรวิทยาระบบสืบพนัธ์ุสัตวปี์กเพศเมียคือ ความสามารถของท่อน าไข่ 
(oviduct) ท่ีสามารถรักษาคุณภาพอสุจิ เพิ่มระยะเวลาการมีชีวติรอด และอตัราการผสมติด โดยทัว่ไป
ภายในท่อน าไข่ของสัตวปี์กมีท่อกกัเก็บอสุจิ (sperm storage tubules, SST) อยูเ่ป็นจ านวนมากตรง
บริเวณรอยต่อระหวา่งช่องคลอดและต่อมสร้างเปลือกไข่หรือมดลูก (utero-vaginal junction, UVJ) 
เป็นจุดหลกัส าหรับการจดัเก็บอสุจิและยงัพบท่ีบริเวณปากแตร (infundibulum) แสดงดงัภาพท่ี 2.1 
(Breque et al., 2006) โดยมีฮอร์โมนเอสเจน (estrogen) ท าหนา้ควบคุมและการขยายตวัของท่อใน
การเก็บอสุจิ โครงสร้างของท่อกกัเก็บอสุจิเป็นลกัษณะท่อปลายปิดจ านวนประมาณ 2,000-4,900 ท่อ
ต่อตวั ขนาด 200-600 ไมโครเมตร ซ่ึงแตกต่างกนัตามพนัธุกรรม ภายในท่อกกัเก็บอสุจิประกอบดว้ย
เยื่อบุผิวชั้นเดียวแบบไม่มีการหลัง่สารคดัหลัง่ และไม่มีลกัษณะเป็นเซลล์ขน (nonciliated cell) เป็น
ส่วนใหญ่แต่ภายในมีของเหลวตลอดเวลา ภายหลงัจากท่ีมีการผสมพนัธ์ุตามธรรมชาติหรือผสมเทียม
อสุจิจะเคล่ือนท่ีไปยงั UVJ และอาศยัภายใน SST โดยฝังตวัอยูใ่นของเหลว ส่วนท่ีเหลือจะเคล่ือนท่ี
ข้ึนตามทิศทางท่อน าไข่ อสุจิสามารถเคล่ือนท่ีดว้ยตนเองหรืออาศยัการท างานของกลา้มเน้ือเรียบ
และ ciliated cells ของท่อน าไข่ ในขณะท่ีแม่ไก่ตกไข่อสุจิท่ีอาศยัอยูจ่ะทยอยออกมาแลว้เคล่ือนตวั
ไปรอเพื่อปฏิสนธิกบัเซลล์ oocytes ใบต่อไปท่ีบริเวณปากแตร ช่วงระยะเวลาการมีชีวิตของอสุจิใน
ท่อน าไข่ของสัตวปี์กแต่ละชนิดแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิด สายพนัธ์ุ อายุ และพนัธุกรรมโดยไก่เพศ
เมียสามารถรักษาอสุจิไวภ้ายใน SST ไดถึ้ง 14-21 วนั (Breque et al., 2003; Bakst, 2011) 

การเก็บรักษาอสุจิภายในท่อน าไข่โดยท่ีอสุจิยงัมีชีวติรอดและผสมติดได้นั้นเก่ียวขอ้งกบัท่อ
น าไข่มีสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมส าหรับอสุจิ โดยเฉพาะอย่างยิ่งองค์ประกอบทางชีวเคมีภายใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (uterus fluid) ท่ีมีส่วนประกอบของสารอินทรียแ์ละอนินทรียท่ี์
ซบัซอ้น ซ่ึงของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ไม่เพียงแต่มีบทบาทเฉพาะการสร้างเปลือกเท่านั้น แต่
ยงัมีประโยชน์ส าหรับการมีชีวติรอดและการเคล่ือนไหว (Bakst, 2011; Blesbois, 2012) ในระหวา่งท่ี
อสุจิอาศยัอยูบ่ริเวณท่อกกัเก็บอสุจิไดส้ัมผสักบัของเหลวตลอดเวลา ดงันั้นของเหลวภายในท่อน าไข่
ตอ้งมีสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมในการท าหนา้ให้สารเคมี สารชีวเคมี หรือสารตั้งตน้แหล่งพลงังาน
ในปริมาณเพียงพอเพื่อสนับสนุนสภาพท่ีเหมาะสมส าหรับการมีชีวิตของอสุจิ รวมถึงสามารถ
น ามาใชส้ลายเป็นแหล่งพลงังาน (anabolisms) ในขณะอยูภ่ายในท่อกกัเก็บอสุจิ สามารถควบคุมสาร
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ชีวโมเลกุลท่ีเป็นพิษจากกระบวนแคแทบอลิซึม (catabolism) ของอสุจิให้เป็นกลาง อีกทั้งป้องกนั
และยบัย ั้งการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั (lipid peroxidation) ท่ีจะส่งผลเสียต่อผนงัเซลล์อสุจิ (Breque  
et al., 2003)          
 

 

 
 
ภาพที ่2.1  ลกัษณะทางกายวภิาคของท่อน าไข่ไก่เพศเมีย 
ทีม่า: Breque et al. (2003) และ Bakst (2011) 
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2.2  ปัญหาทีส่่งผลกระทบกบัการมชีีวติรอดของอสุจิขณะอาศัยอยู่ภายในท่อน าไข่ 
การเล้ียงไก่พ่อแม่พนัธ์ุในระบบเข้มข้น (intensive system) มีหลายปัจจัย อาทิเช่น 

กระบวนการเมแทบอลิซึม คุณภาพอาหาร ความหนาแน่น อุณหภูมิ ความช้ืน การท าวคัซีน 
สภาพแวดล้อม สุขภาพสัตว์และการจัดการโรงเรือน สามารถเหน่ียวน าให้เกิดความเครียด
ออกซิเดชนั (oxidative stress) ก่อให้เกิดอนุมูลอิสระเกินกว่าท่ีกลไกของร่างกายจะสามารถก าจดั
ออกได ้โดยอนุมูลอิสระเหล่าน้ีจะเขา้แย่งเอาอิเล็กตรอนของโมเลกุลขา้งเคียงจนกลายเป็นปฏิกิริยา
ลูกโซ่ โดยเฉพาะอย่างยิ่งกบัเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิในขณะอาศยัอยูภ่ายในท่อกบัเก็บอสุจิ องค์ประกอบ
ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิท่ีอุดมไปดว้ยกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั polyunsaturated fatty acids (PUFA) ซ่ึงกรด
ไขมนัชนิดน้ีมีความวอ่งไวต่อการเกิดภาวะเครียดออกซิเดชนักบัโมเลกุลไขมนั (lipid peroxidation) 
ท าใหเ้กิดความเสียหายต่อโมเลกุลไขมนัและคอเลสเตอรอล (Ahsan et al., 2014) ท าให้การเคล่ือนตวั
คล้ายของเหลวภายในเยื่อหุ้มเซลล์ และคุณสมบติัเป็นเยื่อเลือกผ่านต่างๆ บนเยื่อหุ้มเซลล์เสียไป 
น าไปสู่การสูญเสียความสามารถในการรักษาสมดุลของปริมาตร และเมแทบอลิซึมภายในเซลล์ ถา้
บริเวณส่วนหัว (head) ของอสุจิซ่ึงมีนิวเคลียสท่ีบรรจุสารพนัธุกรรมหรือส่วนกลาง (midpiece) ท่ีมี               
ไมโทคอนเดรียเป็นแหล่งให้พลังงานเม่ือเกิดความผิดปกติก็จะมีผลต่อการเคล่ือนไหวและการ
ปฏิสนธิ ซ่ึงเป็นปัจจยัส าคญัส่งผลต่อการเส่ือมสภาพของอสุจิท าใหคุ้ณภาพลดลง และอตัราการผสม
ติดลดลง (Edens and Sefton, 2009; Ahsan et al., 2014) 

 

2.3  บทบาทของท่อกกัเกบ็อสุจิในการรักษาสภาพอสุจิ  
 ระยะเวลาการผสมติดของสัตวปี์กมีความสัมพนัธ์กบัประชากรอสุจิท่ีอยู่ในท่อกกัเก็บอสุจิ 
จึงกลายเป็นท่ีสนใจและมีขอ้สงสัยเก่ียวกบับทบาทของท่อกักเก็บอสุจิท่ีสามารถเป็นแหล่งของ
สารอาหารใหก้บัอสุจิ และก าจดัของเสียจากกระบวนการเมแทบอลิซึมของอสุจิได ้ถึงแมว้า่ยงัไม่พบ
กลไกเก่ียวกบัการรักษาสภาพอสุจิภายในท่อกกัเก็บอสุจิได้อย่างชัดเจน แต่อย่างไรก็ตามมีหลาย
ปัจจยัท่ีน่าจะเก่ียวขอ้งกบัการรักษาสภาพอสุจิ โดยเฉพาะเม่ืออสุจิไดเ้ขา้สู่ภายในท่อกกัเก็บแลว้จะ
หยุดการเคล่ือนท่ีจึงท าให้กระบวนการเมแทบอลิซึมและความตอ้งการใช้พลงังาน ATP ลดลง จึง
น าไปสู่การเกิดอนุมูลอิสระ reactive oxygen species จากกระบวนการเมแทบอลิมซึมลดลงเพื่อ
ควบคุมผลเสียท่ีจะเกิดข้ึนแก่อสุจิ (Bakst, 1985; Bakst and Richards, 1985) เยื่อบุผิวบริเวณท่อกกั
อสุจิสามารถปลดปล่อยกรดไขมันเป็นสารอาหารให้แก่อสุจิ เน่ืองจากกรดไขมันจะถูกอสุจิ
ออกซิเดชนัเพื่อสร้างพลงังานในการเคล่ือนท่ี (Bakst et al., 1994) อีกทั้งยงัมีโปรตีนหลายชนิด 
รวมถึง carbonic anhydrase, avidin, aquaporins และ alkaline phosphatase มีบทบาทต่อการรักษา
สภาพอสุจิ (Holm et al., 1996; Long et al., 2003; Zaniboni and Bakst, 2004) อีกปัจจยัท่ีส าคญัท่ี
สนบัสนุนการเก็บรักษาอสุจิในท่อน าไข่คือการป้องกนัการต่อตา้นอสุจิจากการตอบสนองของระบบ
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ภูมิคุม้กนั ทั้งน้ีเป็นเพราะระบบภูมิคุม้กนัในท่อน าไข่ถูกสร้างข้ึนเพื่อก าจดัส่ิงแปลกปลอมจากการติด
เช้ือโดยจุลินทรียต่์างๆ ซ่ึงอาจส่งผลต่อการรอดชีวติของตวัอสุจิในกกัเก็บได ้เม่ือร่างกายของสัตวปี์ก
เพศเมียจดจ าวา่อสุจิเป็นส่ิงแปลกปลอมในท่อน าไข่ Das et al. (2006) พบวา่อสุจิจะถูกปกป้องจาก
การตอบสนองของระบบภูมิคุม้กนัโดยโครงสร้างของท่อกกัเก็บอสุจิและ transforming growth 
factor ᵦ (TGFᵦ) โดยโครงสร้างของท่อกกัเก็บอสุจิจะมีการแสดงออก TGFᵦ และตวัรับ TGFᵦ 
(receptor) เพิ่มข้ึนเม่ืออสุจิอยู่ภายในท่อกักเก็บอสุจิอาจป้องกันจากการตอบสนองของระบบ
ภูมิคุม้กนัในการต่อตา้นอสุจิ  
 

2.4  องค์ประกอบทางชีวเคมีภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ต่อการรักษาสภาพ
อสุจิ 

สารชีวเคมีท่ีพบในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่แสดงไวใ้นตรารางท่ี 2.1 โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งองค์ประกอบแร่ธาตุและกลูโคสท่ีท าหน้าท่ีเป็นแหล่งพลงังานส ารองท่ีอสุจิสามารถใชเ้ป็น
พลงังานส ารองส าหรับการเคล่ือนท่ีและกิจกรรมต่างๆ ส่วนสารชีวเคมีท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระเช่น Ca+2 Mg+2 และ Zn+2 ช่วยป้องกนัอสุจิจากการถูกออกซิไดซ์ (Ahammad et al., 
2013a; Ahammad et al., 2013b) ค่าออสโมลาริตีท่ีระดบั 250-460 mOsmol kg-1 ช่วยเพิ่มอตัราการมี
ชีวิตรอดของอสุจิ ในส่วนค่า pH ท่ีระดบัมากกว่า 7 (alkaline pH) ช่วยรักษาความสมบูรณ์ของ
เน้ือเยือ่บริเวณอะโครโซม (acrosome) ส่งผลให้อสุจิมีศกัยภาพในการผสมติด (Sexton and Fewlass, 
1978; Lake and Ravie, 1987)  

ปัจจุบนัไดมี้การศึกษากระบวนการเมแทบอลิซึม (metabolilsm) โดยรวมของเซลล์ หรือท่ี
เรียกกนัว่า metabolomics เพื่อวิเคราะห์สารชีวเคมีในเซลล์ขณะใดขณะหน่ึงว่ามีวิถีและกลไกท่ี
สัมพนัธ์กนัอยา่งไรจากตวัอยา่งของส่ิงมีชีวิต (biological sample) โดยใชเ้ทคนิค nuclear magnetic 
resonance (NMR) spectroscopy (Gregory et al., 2012) จากการศึกษาของ Gerard et al. (2015) พบวา่ 
ของเหลวจากฟอลิเคิล (follicular fluid) ของววั หมูและม้า มีองค์ประกอบสารชีวเคมีเก่ียวกับ
กระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีแตกต่างกนั ในของเหลวจากฟอลิเคิลขนาดใหญ่ทั้ง 3 สายพนัธ์ุมีปริมาณ
แอลฟาและเบตา้กลูโคสสูงกวา่ฟอลิเคิลขนาดเล็ก โดยกลูโคสสามารถถูกใชใ้นวิถีเพนโตสฟอสเฟต 
(pentose phosphate pathway) เพื่อควบคุมการเจริญของนิวเคลียสในเซลล์ นอกจากน้ีในของเหลว
จากฟอลิเคิลของมา้และววัยงัพบปริมาณซกัซิเนต (succinate) และซิเตรท (citrate) ท่ีเป็นสารตวักลาง
ส าคญัในวฏัจกัรเครบส์ (TCA cycle) ถึงแมว้่ายงัไม่พบการศึกษาองค์ประกอบสารชีวเคมีใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ดว้ยเทคนิค NMR แต่การศึกษาปฏิสัมพนัธ์การแสดงออกของยีนท่ี
ไดรั้บกระตุน้ดว้ยปัจจยัจากสารอาหารท่ีส่งผลต่อเปล่ียนแปลงสารชีวเคมีท่ีเก่ียวขอ้งกระบวนการ                
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เมแทบอลิซึมในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ เพื่อหาสารตวับ่งช้ีท่ีจ  าเพาะ (biomarker) ต่อการ
รักษาสภาพและการมีชีวติรอดของอสุจิ 
 
ตารางที ่2.1  องคป์ระกอบทางชีวเคมีภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 
Parameters Plumping fluid1 Calcifying fluid2 
Volume (ml/hen) 8.4±1.7 4.3±1.5 
Calcium (Ca+2; mmol/L) 5.2 ± 0.5 9.4±0.3 
Magnesium (mg+2; mmol/L) 5.9 ± 0.3 13.6±0.8 
Zinc (Zn+2; mmol/L) 3.9 ± 0.4 4.1±0.3 
Glucose (g/L) 5.8 ± 0.3 7.9±0.1 
pH 7.6 ± 0.2 7.5±0.1 
Osmolality (mOsm/kg H2O) 296.3 ± 0.7 - 
หมายเหตุ: 1 Plumping fluid were collected after the arrival of a membranous egg in the uterus at  

    5 - 6 hr. 
 2 Calcifying fluid were collected after the arrival of a membranous egg in the uterus at  
 13 hr. 
ทีม่า: Ahammad et al. (2013a) และ Ahammad et al. (2013b) 
  

2.4.1  ผลของของเหลวทีห่ลัง่จากต่อมสร้างเปลอืกไข่ต่อระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ และ
การปฏิสนธิ 

 การศึกษาอิทธิพลของของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ต่อระยะเวลาการมีชีวิตรอดของ
อสุจิท่ีทดสอบในหลอดทดลอง (in vitro) Ahammad et al. (2013a) ไดศึ้กษาสารรักษาคุณภาพน ้ าเช้ือ 
(Lake’s solution, LS) ผสมกบัของเหลวท่ีหลัง่มาจากต่อมสร้างเปลือกไข่ในอตัราส่วน 0, 10, 25 และ 
50% (v/v) โดยของเหลวจะถูกเก็บหลงัจากท่ีไข่เคล่ือนมาอยู่บริเวณต่อมสร้างเปลือกไข่แลว้เป็น
ระยะเวลา 5 ชัว่โมง (plumping fluid, PF)  พบว่า สารรักษาคุณภาพน ้ าเช้ือท่ีผสมกบัของเหลวใน
อตัราส่วน 25-50% สามารถรักษาการมีชีวิตรอดของอสุจิไดน้านถึงชัว่โมงท่ี 72 แต่หลงัจากชัว่โมงท่ี 
96 ของเหลวในอตัราส่วน 25% มีประสิทธิภาพสูงสุดในการรักษาการมีชีวิตรอดของอสุจิ (p<0.05) 
นอกจากน้ียงัพบว่าของเหลวท่ีหลัง่หลงัจากไข่เคล่ือนท่ีมายงัต่อมสร้างเปลือกไข่แลว้ 5-6 ชัว่โมง 
สามารถคงสภาพการมีชีวิตรอดของอสุจิไดถึ้ง 4 และ 6 ชัว่โมง ซ่ึงดีกวา่ของเหลวท่ีหลัง่หลงัจากไข่
เคล่ือนมายงัต่อมสร้างเปลือกไข่ (calcifying fluid, CF) แลว้ 13 ชัว่โมง (p<0.05) (Ahammad et al., 
2013b) จากผลการทดลองดงักล่าวบ่งช้ีให้เห็นถึงของเหลวท่ีหลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่สามารถ
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ช่วยให้อสุจิมีชีวิตรอดได ้และของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ยงัสามารถช่วยรักษาความสมบูรณ์
อสุจิท่ีไดถู้กพิสูจน์จากความสามารถในการเจาะเยือ่หุม้ในไข่แดงไข่ชั้นท่ีเพิ่มข้ึน จากผลดงักล่าวลว้น
เก่ียวขอ้งกบัองคป์ระกอบทางเคมีภายในของเหลวท่ีช่วยรักษาสภาพของอสุจิ เน่ืองจากสารชีวเคมีท่ี
พบในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่มีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ และมีกลูโคสเป็นสาร
ตั้งตน้ท่ีใชส้ าหรับการสร้างพลงังานในรูป ATP ส าหรับกิจกรรมต่างๆ ของอสุจิ (Ahammad et al., 
2013a; Ahammad et al., 2013b) ซ่ึงให้ผลท่ีสอดคลอ้งกบั Amaral et al. (2011) รายงานวา่อสุจิมีชีวิต
รอดเพิ่มข้ึนเม่ือมีการใส่กลูโคสในสารละลายน ้ าเช้ือ (extender) เพราะกลูโคสท าหน้าท่ีเป็นแหล่ง
พลงังานส ารองหลกัใหก้บัอสุจิในกระบวนการเมแทบอลิซึม  

 

2.5  กระบวนการเมแทบอลซึิมพลงังานของอสุจิ 
การยอ่ยสลายสารอาหารจ าพวกคาร์โบไฮเดรท ลิพิด และโปรตีนในกระบวนการต่างๆ ทาง

ชีวเคมีให้ไดพ้ลงังาน รวมทั้งโมเลกุลหน่วยการสร้าง (building block) สารอินเทอร์มีเดียต และสาร
ตั้งตน้ ซ่ึงจะถูกน าไปใช้ในการสังเคราะห์สารชีวโมเลกุลต่างๆ ท่ีเป็นองค์ประกอบของเซลล์ต่อไป 
สารอาหารพลงังานหรือสารชีวโมเลกุลท่ีเซลลต่์างๆ สามารถน าเขา้ไปสลายเพื่อให้ไดพ้ลงังานอิสระ
จะถูกเก็บไวใ้นรูป ATP หรือสารประกอบฟอสเฟตพลงังานสูงชนิดอ่ืน (พจน์ และคณะ 2555)  
ดงันั้นระดบัพลงังานในอาหารอาจจะมีผลต่อการเปล่ียนแปลงสารชีวเคมีในของเหลวจากต่อมสร้าง
เปลือกไข่ท่ีอสุจิสามารถจะน าไปใชใ้นกระบวนเมแทบอลิซึม ซ่ึงความตอ้งการพลงังานในรูป ATP 
ส าหรับการเคล่ือนท่ีของอสุจิจะเปล่ียนไปเม่ืออสุจิเหล่านั้นอาศยัอยู่ภายในท่อน าไข่ เน่ืองจาก ATP 
จะตอ้งมีปริมาณท่ีพอเพียงต่อกระบวนการเคล่ือนท่ีและการปฏิสนธิ 

อสุจิสามารถใช้น ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น glucose, fructose หรือ mannose รวมไปถึงสาร    
อินเทอร์มีเดียต glycerol, lactate, pyruvate และ acetate จากภายนอกเซลล์ดูดซึมผา่นผนงัเซลล์เขา้สู่
วิถีไกลโคลิซีส (glycolysis pathway) และวฏัจกัร tricarboxylic acid (TCA) cycle ตามล าดบั
จนกระทัง่ไดพ้ลงังานในรูป ATP เน่ืองจากอสุจิมีไมโทคอนเดรีย (mitochondria) จ  านวนมากบริเวณ
ช่วงกลางล าตวั (mid-piece) เป็นแหล่งผลิต ATP ท่ีมีประสิทธิภาพส าหรับการเคล่ือนท่ีและกิจกรรม
ต่างๆ โดยกระบวนการเมแทบอลิซึมของอสุจิเร่ิมจากเม่ือน ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว (glucose และ 
fructose) ถูกดูดซึมเขา้สู่เซลล์โดยผา่น glucose transporter ท่ีอยูบ่ริเวณผนงัเซลล์แลว้เขา้สู่วิถีไกลโค
ลิซีสถูกเปล่ียนเป็น glucose-1-phosphate หลงัจากนั้น glucose-1-phosphate เปล่ียนไปเป็น glucose-
6-phosphate จนกระทัง่ถูกเอนไซม์ phosphofructokinase (PFK) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาให้อยู่ในรูป 
fructose-1,6-biphosphate และถูกเปล่ียนเป็น glyceraldehyde-3-phosphat ตามขั้นตอนของวิถีไกลโค
ลิซีส หรือ glucose-6-phosphate สามารถผา่นตรงเขา้สู่วิถี pentose phosphate pathway (PPP) จน
กลายเป็น glyceraldehyde-3-phosphat เช่นเดียวกบัน ้าตาล fructose เขา้สู่วิถีฟรุกโตลิซิส (fucetolysis) 



11 

แลว้ถูกเอนไซม์ fructokinase (FRK) เร่งปฏิกิริยาจนเปล่ียนรูปเป็น fructose-1,6-biphosphate และ 
glyceraldehyde-3-phosphat ตามล าดบั ซ่ึงทั้งวิถีไกลโคลิซีสและฟรุกโตลิซีลในขั้นตอนสุดทา้ยได้
สาร glyceraldehyde-3-phosphat เหมือนกนั ส าหรับสังเคราะห์ไพรูเวท โดย glyceraldehyde-3-
phosphat ในวิถีไกลโคลิซีสใช ้2 ATP ต่อกลูโคส 1 โมเลกุล และได ้4 ATP ในขั้นตอนการสร้าง   
ไพรูเวทจาก  glyceraldehyde-3-phosphat ท าให้ไดพ้ลงังานสุทธิ 2 ATP จากการเกิดปฏิกิริยา
ออกซิเดชัน 1 โมเลกุลของกลูโคส ในส่วนของกระบวนการเมแทบอลิซึมพลงังานท่ีใช้แลคเตส 
(lactase) เป็นสารตั้งตน้โดยผ่านเขา้สู่เซลล์ทาง monocarboxylate transporters (MCTs) และถูก
เปล่ียนเป็นไพรูเวทได ้โดยมีเอนไซม ์lactate dehydrogenase (LDH) เป็นตวัเร่งปฏิกิริยา ไพรูเวทท่ีถูก
สร้างจากสารตั้ งต้นต่างๆ จะเข้าสู่วฎัจักรเครบส์ผลิต NADH และ FADH2 หลังจากนั้นเกิด
ออกซิเดชนั NADH และ FADH2 ในกระบวนการ eletron transport chian นอกจากน้ียงัสร้าง ATP 
โดย phosphorylation oxidative และพบวา่ อสุจิยงัสามารถใชก้รดอะมิโนและกรดไขมนัเป็นแหล่ง
พลงังานส าหรับสู่วฏัจกัร TCA ได ้แสดงไวด้งัภาพท่ี 2.2 (Pasupuleti, 2007; Dias et al., 2014)  

 

 
 

ภาพที ่2.2  กระบวนการเมแทบอลิซีมของพลงังานในเซลลอ์สุจิ  
ทีม่า: Dias et al. (2014) 
 

2.5.1  ผลของระดับพลงังานในอาหารสัตว์ปีกต่อสมรรถนะการผลติ  
 พลงังาน และโปรตีนมีผลโดยตรงต่อสมรรถนะการผลิตโดยเฉพาะอย่างยิ่งน ้ าหนกัไข่
และผลิตผลไข่ ซ่ึงผลของระดบัพลงังานท่ีแตกต่างกนัในอาหารสัตวปี์กต่อน ้ าหนักตวั ผลผลิตไข่ 
อตัราการผสมติดและเปอร์เซ็นต์ไข่ฟักไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 2.2 จากการศึกษาระดบัพลงังานใน
อาหารแม่พนัธ์ุไก่เน้ือพบวา่ พลงังานท่ีระดบั 2,860 kcal ME/kg มีผลต่อน ้ าหนกัตวัท่ีเพิ่มข้ึน และท่ี
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ระดบั 2,340 และ 2,080 kcal ME/kg สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตไ์ข่ฟักได ้(p<0.05) แต่พลงังานท่ีระดบั 
2,080, 2,340, 2,600 และ 2,860 kcal ME/kg ไม่มีผลต่ออตัราการผสมติด (p>0.05) เน่ืองจากระดบั
พลงังานท่ีสูงเกินไปส่งผลให้น ้ าหนกัตวัเพิ่มข้ึนโดยน ้ าหนกัตวัของไก่พ่อแม่พนัธ์ุมีความพนัธ์อยา่ง
มากกบัการให้ผลผลิตไข่และอตัราการผสมติด (Sunder et al., 2007) ในส่วนของ Ghonim et al. 
(2010) พบวา่ระดบัพลงังานท่ี 2,750 kcal ME/kg ช่วยเพิ่มอตัราการผสมติดสูงกวา่พลงังานท่ีระดบั 
2,950 kcal ME/kg (p<0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างต่อเปอร์เซ็นตไ์ข่ฟักในระดบัพลงังานอาหารท่ี 
2,750, 2,850 และ 2,950 kcal ME/kg  (p>0.05) และการศึกษาของ Cufadar et al. (2010a) พบวา่
ระดบัพลงังาน 2,700 kcal ME/kg ในอาหารแม่พนัธ์ุนกกระทาสามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตไ์ข่ฟักไดสู้งสุด 
(p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัระดบัพลงังาน 2,900 kcal ME/kg ซ่ึงอาจเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลง
องคป์ระกอบของกรดไขมนัในไข่แดงท่ีเช่ือมโยงกบัสัดส่วนไขมนัท่ีไดรั้บจากอาหารซ่ึงสามารถเป็น
แหล่งพลงังานและสารอาหารท่ีจ าเป็นส าหรับการพฒันาตวัอ่อน แต่ระดบัพลงังานท่ี 2,700 และ 
2,900 kcal ME/kg ไม่ส่งผลกระทบต่อน ้ าหนกัตวั ผลผลิตไข่ และอตัราการผสมติด อีกทั้งยงัมีการ
รายงานวา่พลงังานในอาหารสัตวปี์กท่ีระดบั 2,200 kcal ME/kg ให้ผลผลิตไข่สูงเม่ือเทียบกบั 2,800 
kcal ME/kg (p<0.05) แต่พลงังานท่ีระดบั 2,200, 2,500 และ 2,800 kcal ME/kg ไม่ส่งผลต่อน ้ าหนกั
ตวั อตัราการผสมติดและเปอร์เซ็นตไ์ข่ฟัก (Enting et al., 2007) นอกจากน้ีบางการศึกษายงัพบว่า 
ระดบัพลงังานในอาหาร 2,600-2,900 kcal ME/kg ไม่ส่งผลต่อ น ้ าหนกัตวั ผลผลิตไข่ รวมไปถึง 
อตัราการผสมติดและเปอร์เซ็นตไ์ข่ฟัก (Cufadar et al., 2010b)  การพิจารณาปริมาณพลงังานท่ีแม่ไก่
ไดรั้บควรค านึงถึงความตอ้งการขั้นพื้นฐานให้เหมาะส าหรับการบ ารุงรักษาร่างกาย กิจกรรม และ
ผลผลิต ซ่ึงในระยะการใหผ้ลผลิตเม่ือแม่ไก่ไดรั้บพลงังานท่ีไม่เพียงพออาจส่งผลให้คุณภาพไข่แยล่ง 
ผลผลิตไข่และน ้าหนกัตวัลดลง รวมถึงประสิทธิภาพการใชพ้ลงังานลดลง หรือการไดรั้บพลงังานท่ี
มากเกินไปก็ส่งผลให้มีน ้ าหนกัตวัและไขมนัช่องทอ้งท่ีเพิ่มข้ึนอาจท าให้เกิดความผิดปกติต่อระบบ
สืบพนัธ์ุ แต่อยา่งไรก็ตามการปรับเปล่ียนระดบัความเขม้ขน้ของพลงังานในอาหารแม่ไก่อาจส่งผล
ในทางตรงกนัขา้มต่อปริมาณพลงังานท่ีกินได้ สมรรถนะการผลิต และประสิทธิภาพการเปล่ียน
อาหารเป็นไข่ 

2.5.2  ผลของระดับพลงังานในอาหารไก่เพศเมียต่อการพฒันาระบบสืบพนัธ์ุและอวยัวะภายใน 
 ระดบัพลงังานในอาหารท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการพฒันาอวยัวะสืบพนัธ์ุ Sunder et al. 
(2007) ไดศึ้กษาความแตกต่างของระดบัพลงังานท่ี 2,080, 2,340, 2,600 และ 2,860 kcal ME/kg ใน
อาหารไก่พนัธ์ุอายุ 5-20 สัปดาห์ พบวา่มีการเพิ่มข้ึนของน ้ าหนกัไขมนับริเวณช่องทอ้ง (abdominal 
fat) ในกลุ่มท่ีได้รับพลงังาน 2,860 kcal ME/kg น ้ าหนักตบัในกลุ่มท่ีได้รับพลงังาน 2,340-2,860  
kcal ME/kg และน ้ าหนักท่อน าไข่ท่ีในกลุ่มท่ีได้รับพลงังาน 2,860-2,340 kcal ME/kg (p<0.05) 
การศึกษาระดบัพลงังานในแม่ไก่พื้นเมืองท่ีอายุ 16 และ 20 สัปดาห์ พบวา่พลงังานท่ีระดบั 3,000  
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kcal ME/kg ช่วยพฒันาใหแ้ม่ไก่มีน ้ าหนกัรังไข่เพิ่มข้ึนท่ีอายุ 16 สัปดาห์เม่ือเปรียบเทียบกบัพลงังาน
ท่ีระดบั 2,850  kcal ME/kg (p<0.05) แต่อยา่งไรพลงังานท่ีระดบั 2,850  และ 3,000  kcal ME/kg ไม่
ส่งผลต่อน ้ าหนกัและความยาวของท่อน าไข่ รวมถึงจ านวนของฟอลิเคิล (ovarian follicle) (p>0.05) 
ทั้งสองสัปดาห์ (Buakeeree and Nualhnuplong, 2016) 
 
ตารางที ่2.2  ผลของระดบัพลงังานในอาหารสัตวปี์กต่อน ้ าหนกัตวั ผลผลิต อตัราการผสมติดและ

เปอร์เซ็นตไ์ข่ฟัก 
Dietary energy 
level  

body 
weight (g) 

Egg production 
% 

Fertility 
(%) 

Hatchability 
(%) 

References 

2,080 kcal ME/kg  3,281b - 89.79a 79.81a 

Sunder et 
al., (2007) 

2,340 kcal ME/kg  3,321b - 91.34a 79.39a 

2,600 kcal ME/kg  3,306b - 79.39a 66.69b 

2,860 kcal ME/kg  3,470a - 87.17ab 70.73b 

2,200 kcal ME/kg  4,338a 60.20a 93.30 86.80a 
Enting et 
al., (2007) 

2,500 kcal ME/kg  4,253ab 58.00ab 93.30 85.90ab 

2,800 kcal ME/kg  4,233ab 57.70b 93.40 86.50a 

2,700 kcal ME/kg  492.30 21.20 94.46 88.24a Cufadar et 
al.,(2010a) 2,900 kcal ME/kg  485.10 20.80 81.51 44.29b 

2,600 kcal ME/kg  493.50 27.60 72.30 72.00 Cufadar et 
al.,(2010b) 2,900 kcal ME/kg  482.70 24.70 80.90 66.50 

2,750 kcal ME/kg  - - 90.97a 75.94 
Ghonim et 
al., (2010) 2,850 kcal ME/kg  - - 90.18ab 75.49 

2,950 kcal ME/kg  - - 89.64b 76.65 
หมายเหตุ: a,b Means within a columns with different letter different significantly (P<0.05) 
      ME = metabolizable energy 
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2.6  ภาวะเครียดออกซิเดชัน (Oxidative stress) 
 ภาวะเครียดออกซิเดชนั หรือ Oxidative stress คือ ภาวะความไม่สมดุลระหวา่งอนุมูลอิสระ 
(prooxidants) และสารตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant) เกิดข้ึนในเซลล์หรือร่างกาย อนุมูลอิสระเป็น
อิเล็กตรอนอิสระหรือไม่ครบคู่อยูใ่นวงรอบนอกของอะตอม หรือโมเลกุลมีความไม่เสถียรภาพและ
ความไวในการเกิดปฏิกิริยาท่ีสูงมาก ซ่ึงความสามารถในการท าลายสารชีวโมเลกุล ไดแ้ก่ ดีเอ็นเอ 
โปรตีน ไขมนั และคาร์โบไฮเดรท (Surai et al., 2016) โดยสารชีวโมเลกุลเหล่าน้ีมีความไวต่อการ
เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั ซ่ึงไขมนัถือเป็นสารชีวโมเลกุลท่ีไวต่อการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัโดย
อนุมูลอิสระ เน่ืองจากไขมนัเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัของผนงัเซลล์ การท่ีไขมนัถูกออกซิไดซ์โดย
อนุมูลอิสระมีผลให้มีการเพิ่มข้ึนของค่ามาลอนไดอลัดีไฮด์ (Malondialdehyde, MDA) ซ่ึงเป็น
ผลผลิตท่ีเกิดจากลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั (Lipid peroxidation, LPO) เม่ืออนุมูลอิสระเป็นตวัหลกัใน
การเขา้ท าลายไขมนัจะเกิดกระบวนการลิพิดเปอร์ออกซิเดชนัท่ีสร้างความเสียหายให้แก่เซลล์ และ
ท าให้เซลล์เกิดภาวะเครียดออกซิเดชัน (Hermes-Lima et al. 1998) โดยปฏิกิริยาลิพิดเปอร์
ออกซิเดชนัเกิดข้ึนเม่ือมีอนุมูลอิสระเขา้มาท าปฏิกิริยากบัไขมนั (autoxidation of lipid; LH) ท าให้
เกิดอนุมูลไขมนั (L• หรือ R•) เช่น •OH เม่ือมี L• เกิดข้ึนจะท าปฏิกิริยากบั O2 ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็น lipid 
peroxide (LOO•) และ LOO• จะท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลของไขมนัอ่ืนท าให้ไดผ้ลผลิตเป็น lipid 
peroxidase (LOOH หรือ LPO) โดยมีสมการไดด้งัน้ี (Jeejeebhoy, 1991)  

LH + R• → L• 
L• + O2 → LOO• 
LOO• + LH → L• + LOOH 
LOOH → LO• + LOO• + aldehydes 

เม่ือภายในเซลล์มีปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชันเกิดข้ึน แสดงว่าเซลล์มีความไม่สมดุล
เกิดข้ึนระหว่างอนุมูลอิสระและสารตา้นอนุมูลอิสระ ปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชนัท่ีเกิดข้ึนท าให้
ไดส้ารประกอบพวกคาร์บอนิล (reactive carbonyl compounds) เช่น ไฮดรอกซีแอลคีนอล (4-
hydroxy alkenals) และ MDA ซ่ึงสารประกอบ 2 ชนิดน้ีเป็นตวับ่งช้ีท่ีส าคญั ถึงภาวะท่ีเซลล์ หรือ
เน้ือเยือ่ของสัตวไ์ดรั้บความบาดเจบ็หรือเกิดภาวะเครียดออกซิเดชนั (Esterbauer et al., 1991) 
 อนุมูลอิสระภายในร่างกายมีการสร้างข้ึนอย่างต่อเน่ืองและเป็นปกติตามธรรมชาติ โดย
ส่ิงมีชีวิตทุกชนิดท่ีใช้ออกซิเจนในกระบวนเมแทบอลิซึมเพื่อผลิตพลงังาน โดยไมโทคอนเดรีย
ภายในเซลล์จะท าหน้าท่ีในการหายใจน าออกซิเจนมาใช้เป็นพลงังาน ออกซิเจนบางส่วนเหลือ
ตกค้างอยู่สามารถเปล่ียนไปอยู่ในรูปของอนุมูลอิสระ ในส่วนของกระบวนการเมแทบอลิซึม
สารอาหารภายในเอนโดพลาสมิกเรติคูลมัก็ท  าให้เกิดอนุมูลอิสระไดท้ั้งนั้น อนุมูลอิสระจึงถูกสร้าง
ข้ึนในไมโตคอนเดรีย และเอนโดพลาสมิกเรติคูลมั นอกจากน้ีปัจจยัอ่ืนๆ เช่น การอกัเสบ ภาวะ
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สารอาหารท่ีขาดความสมดุล ความเครียดจากความร้อน กระบวนการเมแทบอลิซึมท่ีสูง การหายใจ 
ภาวะโรค และการติดเช้ือจากปรสิตอาจน าไปสู่การก่อตวัของอนุมูลอิสระ สารอนุมูลอิสระแบ่ง
ออกเป็น 2 กลุ่มหลกัๆ คือ oxygen species (ROS) และ reactive nitrogen species (RNS) ซ่ึงเกิดข้ึน
เองในกระบวนการเมแทบอลิซึมในร่างกาย อนุมูลอิสระเหล่าน้ีท าให้เซลล์และเน้ือเยื่อบริเวณรอบๆ 
เกิดความเสียหาย โดยชนิดของอนุมูลอิสระท่ีพบไดแ้ก่ อนุมูลซูเปอร์ออกไซด์ (superoxide, O2

•- ) 
อนุมูลไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide, H2O2) อนุมูลไฮดรอกซิล (hydroxyl, OH•) ซิง
เกลทออกซิเจน(singlet oxygen, 1O2) อนุมูลไนโตรเจนออกไซด์ (nitric, oxide NO•) เปอร์ออกซีไน
ไตทร์ peroxynitrite (ONOO•) และไนตริกออกไซด ์nitrogen dioxide (NO2) (มนตส์รวง, 2557) 
 

2.7  สารอาหารที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระในการรักษาสภาพความสมบูรณ์
พนัธ์ุของอสุจิ 

 นกัโภชนศาสตร์อาหารสัตวไ์ดใ้ห้ความส าคญัในเร่ืองของโภชนะต่างๆ ในสูตรอาหาร โดย
เน้นสารอาหารครบถว้นตรงตามความตอ้งการของร่างกายสัตว ์เพื่อให้สัตวมี์ประสิทธิภาพในการ
ผลิตสูงสุด ความเครียดออกซิเดชันเป็นปัญหาท่ีส าคญัในไก่พ่อแม่พนัธ์ุท าให้เกิดเปอร์ออกไซด์ 
(peroxide, ROO•) หรือสารอนุมูลอิสระชนิดอ่ืนๆ ท่ีก่อใหเ้กิดการท าลายผนงัเซลล์ของอสุจิ ส่งผลให้
อตัราการผสมติดและฟักออกลดลง นอกจากน้ีการจดัต่างๆ เพื่อลดปัญหาดงักล่าวแลว้ การเสริม
วิตามินและแร่ธาตุๆ ท่ีมีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ วิตามินซี วิตามินอี วิตามินเอ                   
ไรโบฟลาวิน แคโรทีนอยด์ ซีลีเนียม คอปเปอร์ ซิงค์ และแมงกานีสในอาหารพ่อแม่พนัธ์ุก็เป็นอีก
แนวทางหน่ึงท่ีจะลดอนุมูลอิสระ (Surai, 2005) แสดงดงัภาพท่ี 2.3 
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ภาพที ่2.3  สารอาหารท่ีมีคุณสมบติัในการตา้นอนุมูลอิสระและรักษาความสมบูรณ์ของอสุจิ 
ทีม่า: Surai (2005) 
 

2.8  สารต้านอนุมูลอสิระ 
สารต้านอนุมูลอิสระถือว่ามีความส าคัญต่อกระบวนการออกซิไดซ์อนุมูลอิสระ หรือ

สามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาออกซิเดชัน โดยในส่ิงมีชีวิตจะมีระบบการป้องกันการท าลายเซลล์และ
เน้ือเยื่อจากอนุมูลอิสระ สารตา้นอนุมูลอิสระมีมากมายหลายชนิดท าหนา้ท่ีแตกต่างกนัไป สารตา้น
อนุมูลอิสระเหล่าน้ีมีกลไกการท างานไดห้ลายแบบ 

1. Free radical scavenging สารตา้นอนุมูลอิสระจะให้ไฮโดรเจนหรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูล
อิสระและท าให้อนุมูลอิสระมีความเสถียรมากข้ึน เม่ือสารต้านอนุมูลอิสระให้ไฮโดรเจนหรือ
อิเล็กตรอนไปแลว้ก็จะเกิดเป็นอนุมูลอิสระตวัใหม่ ซ่ึงมีความรุนแรงนอ้ยกวา่อนุมูลอิสระเดิม อาจจะ
ไปรวมตวักนักบัอนุมูลอิสระอีกโมเลกุลหน่ึงเกิดผลิตภณัฑท่ี์เสถียรหรือมีสารตา้นอนุมูลอิสระตวัอ่ืน 
ๆ มาให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนเพื่อเกิดผลิตภณัฑ์ท่ีเสถียรต่อไป สารท่ีมีกลไกการออกฤทธ์ิผา่น
กลไกน้ีเช่น Butylated hydroxyl anisole (BHA), Vitamin E (alpha-tocopherol) เป็นตน้ 

R •+ AH  → RH + A• 
RO• + AH → ROH + A• 
ROO• + AH  → ROOH + A• 
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R• + A•  → RA 
RO• + A • → ROA 
ROO• + A• →  ROOA 
Antioxidant + O2 → Oxidized Antioxidant 

2. Singlet oxygen quenching (1O2
•) ออกฤทธ์ิโดยไปยบัย ั้งการท างานของ singlet oxygen 

(1O2
•) โดยการเปล่ียน singlet oxygen ให้ไปอยูใ่นรูป triplet oxygen (3O2) และปล่อยพลงังานท่ี

ได้รับออกไปในรูปความร้อน สารท่ีออกฤทธ์ิผ่านกลไกน้ีเช่น carotenoids โดย carotenoids 1 
โมเลกุล สามารถท าปฏิกิริยากบั singlet oxygen ได ้1,000 โมเลกุล 

3. Metal chelating โลหะหนกั เช่น Fe2+/Fe3+ และ Cu2+ มีผลเร่งให้เกิดปฏิกิริยาออก ใน
ร่างกายซ่ึงโลหะหนกัดงักล่าวจะเร่งการเกิดอนุมูลอิสระหลายประเภทเช่น peroxyl radical, hydroxyl 
radical และ alkyl radical รวมถึง singlet oxygen ดงันั้นการท่ีมีสารไปจบักบัโลหะหนกัเหล่าน้ีจะ
ช่วยชะลอการเกิดอนุมูลอิสระในร่างกายได้ สารท่ีออกฤทธ์ิผ่านกลไกน้ีได้แก่ flavonoids, 
phosphoric acid, citric acid และ ascorbic acid เป็นตน้ 

4. ยบัย ั้งการท างานของเอน็ไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาอนุมูลอิสระ (enzyme inhibitor) สารประกอบ 
phenolics บางชนิด เช่น flavonoids phenolic acid และ gallates สามารถยบัย ั้งการท างานของ
เอนไซม์ lipoxygenase โดยสามารถเขา้จบักบัไอออนของเหล็กซ่ึงเป็น cofactor ส่งผลให้เอนไซม์
ดงักล่าวไม่สามารถท างานได ้(อธิป, 2557) 

5. เสริมฤทธ์ิ (synergism) สารชนิดน้ีจะช่วยสนบัสนุนให้สารตา้นอนุมูลอิสระท างานไดดี้
ข้ึน เช่น การท างานร่วมกนัระหว่างวิตามินอี (α-tocopherol) กบัวิตามินซี (ascorbic acid) โดยท่ี
วิตามินซีไม่สามารถท างานในสภาวะไม่มีขั้ว (hydrophobic condition) ไดเ้หมือนกบัวิตามินอี แต่จะ
ให้ไฮโดรเจนอะตอมแก่อนุมูลแอลฟ่า-โทโคฟีรอลเปอร์ออกซิล (α-tocopherol peroxyl) ท่ีเกิดจาก
การท าปฏิกิริยาระหว่างแอลฟ่า-โทโคฟีรอลกบัอนุมูลเปอร์ออกซิล (ROO•) เพื่อเปล่ียนรูปกลบัไป
เป็น แอลฟ่า-โทโคฟีรอลท่ีสามารถท างานได ้

6. การหยุดปฏิกิริยาการสร้างอนุมูลอิสระ (chain breaking) วิตามินอี ยบิูควินอล คาโรทีน
วิตามินเอ วิตามินซี กรดยูริค หรือสารตา้นอนุมูลอิสระตวัอ่ืนๆ สารตา้นอนุมูลอิสระน้ีจะยบัย ั้งการ
แพร่กระจายของปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั โดยการก าจดัอนุมูลเปอร์ออกซิล (ROO•) ท่ีเป็นตวั
ก่อให้เกิดเป็นปฏิกิริยาลูกลูกโซ่ โดยเฉพาะวิตามินอีท าหน้าท่ีเป็นตวัรับอิเล็กตรอนจากอนุมูลเปอร์
ออกซิล  

ROO• + Toc → Toc• + ROOH 
สารตา้นอนุมูลอิสระแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม 
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1.  สารตา้นอนุมูลอิสระในกลุ่มเอนไซม ์ (antioxidant enzymes) ในเซลล์ส่ิงมีชีวิตสามารถ
สังเคราะห์ข้ึนเองได ้ท าหนา้ท่ียบัย ั้งกิจกรรมของสารตั้งตน้ท่ีก่อให้เกิดการสร้างอนุมูลอิสระ ซ่ึงสาร
ตา้นอนุมูลอิสระในกลุ่มเอนไซมเ์หล่าน้ีมีแร่ธาตุเป็นองคป์ระกอบร่วมท่ีส าคญั เช่น Se, Cu, Zn, Mn 
และ Fe เป็นตน้ (ไมตรี และคณะ 2555) แบ่งออกเป็น 3 ชนิด ไดแ้ก่เอนไซม ์

1.1  ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (Superoxide dismutase, SOD) เป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระชนิดเอนไซม์ท่ีร่างกายสร้างข้ึนเองมีหนา้ท่ีส าคญัในการจ ากดัซุปเปอร์ออกไดซ์ (2O2

•) ให้เป็น
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) และออกซิเจน O2 นอกจากยงัสามารถยบัย ั้งปฏิกิริยาของอนุมูล        
ไนตริก (nitric oxide) (Fukai and Ushio-Fuka, 2011) เอนไซม ์SOD แบ่งกลุ่มเป็น 3 กลุ่มตามชนิด
โลหะท่ีอยูบ่ริเวณแอคทีฟ (active site) โดยส่วนใหญ่มีโลหะหนกั Cu, Zn และ Mn เป็นโคแฟกเตอร์ 
แสดงดงัตารางท่ี 2.3  

2O2 
•+2H+ SOD → H2O2+O2 

 
ตารางที ่2.3  รูปแบบและต าแหน่งของเอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซดดิ์สมิวเตส 
Isoform Metal cofactor Location 
SOD1  
(Cu/ZnSOD) 

Cu2+ (catalytic)  
Zn2+ (catalytic) 

Cytoplasm, mitochondrial IMS, and others 
(nucleus, lysosomes, peroxisomes) 

SOD2 (MnSOD) Mn2+ (catalytic) Mitochondria matrix 
SOD3 (ecSOD) Cu2+ (catalytic)  

Zn2+ (catalytic) 
Extracellular matrix, cell surface, extracellular 
fluids 

ทีม่า: Fukai and Ushio-Fuka (2011) 
 

1.2  เอนไซมค์าตาเลส (Catalase, CAT) เป็นเอนไซมท่ี์ใชเ้ร่งปฏิกิริยาการสลายตวัของ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้กลายเป็นน ้ าและออกซิเจนโดยใช้ substrate เป็นไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์จ  านวน 2 โมเลกุล ซ่ึงจะท าหน้าท่ีก าจดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ของ
เอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซมดิ์ว โดยเอนไซมช์นิดน้ีมี Mn หรือ Fe เป็นโคเฟกเตอร์ ซ่ึงจะพบเอนไซม์
ชนิดน้ีไดใ้นเซลลย์คูาริโอต (eukaryotic cell) 

2H2O2 +2H → 2H2O + O2 
1.3  เอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส (Glutathione peroxidase, GPx) เป็นเอนไซม์

ชนิดซีลีโนโปรตีน มีโครงสร้างเป็นแบบ tetrameric ประกอบดว้ย 4 ซบัยนิูต แต่ละซบัยนิูตจะมีซีลี
โนซิสตีอีน (selenocysteine) เป็นองคป์ระกอบอยูบ่ริเวณเร่งปฏิกิริยา เอนไซมช์นิดน้ีตอ้งการไอออน
ของซีลีเนียมเป็นโคแฟกเตอร์ ซ่ึงจะเปล่ียนไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ให้กลายเป็นน ้ า และลิพิดเปอร์
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ออกซิเดชัน (LOOH) เป็นแอลกอฮอลล์ (alcohols) โดยเอนไซม์ GPx เป็นตวัเร่งปฏิกิริยารีดอกซ์
ใหก้บักลูตา้ไธโอนในรูปรีดิวส์ (GSH) ในการใหอิ้เล็กตรอน 

2GSH + H2O2 
          GPx      GSSG + 2H2O 

2GSH + LOOH       GPx      GSSG + LOH + H2O 
ระหวา่งการเร่งปฏิกิริยาโดย GPx จ าเป็นตอ้งอาศยักลูตา้ไธโอนในรูปรีดิวส์ (GSH) เป็นสาร

ตั้งตน้ในการท างาน และกลูตา้ไธโอนถูกเปล่ียนให้เป็นกลูตา้ไธโอนในรูปออกซิไดซ์ (GSSG) การ
ท างานของเอนไซมช์นิดน้ีจะตรงกนัขา้มกบัเอนไซมก์ลูตา้ไธโอนรีดกัซิเตส (glutathione reductase, 
GR) ซ่ึงจะเปล่ียนกลูตา้ไธโอนในรูปออกซิไดซ์ให้กลบัเป็นกลูตา้ไธโอนในรูปรีดิวส์อีกคร้ัง โดย
จ าเป็นตอ้งใช ้nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (NADPH) เป็นตวัให้อิเล็กตรอน ซ่ึง 
NADPH ไดม้ากระบวนการเมแทบอลิซึมของกลูโคสโดยปฏิกิริยาการกระตุน้ของเอนไซม ์glucose 
6-phosphate dehydrogenase ในวิถี pentose phosphate pathway (PPP)  ตามกลไกท่ีแสดงดงัภาพท่ี 
2.4  (Higuchi, 2014) 
 

 
 

ภาพที ่2.4  กลไกการก าจดัอนุมูลอิสระโดยเอนไซม์กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส และวิถีปฏิกิริยา             
รีดอกซ์ของกลูตา้ไธโอน (Higuchi, 2014) 

 
2.  สารตา้นอนุมูลอิสระในกลุ่มไม่ใช่เอน็ไซม ์(non-antioxidant enzymes) มีความส าคญัมาก

ในระบบป้องกนัอนุมูลอิสระเก่ียวขอ้งกบัปฏิกิริยารีดอกซ์ท่ีสามารถเป็นตวัให้อิเล็กตรอนแก่สาร
อนุมูลอิสระ ท าให้สารอนุมูลอิสระนั้นไม่สามารถออกฤทธ์ิไดต่้อไป หรือสารเหล่าน้ีสามารถเขา้ท า
ปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระก่อนท่ีอนุมูลอิสระจะท าปฏิกิริยาท าลายเซลล์และโครงสร้างเซลล์ หรือ
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ป้องกนัการสร้างอนุมูลอิสระเพิ่มข้ึนจากปฏิกิริยาลูกโซ่ในร่างกายได้แก่ วิตามินซี (vitamin C) 
วิตามินอี (vitamin E) วิตามินเอ (vitamin A) เบตา้-แคโรทีน (ᵦ-carotenoids) กรดยริูก (uric acid) ทอ
รีน (taurine) คาเนทีน (carnitine) หรือ ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) เป็นตน้ สารตา้นอนุมูลอิสระใน
กลุ่มไม่ใช่เอ็นไซม์โดยเฉพาะวิตามินซี วิตามินอีและซีลีเนียม สามารถท างานร่วมกนัได้อย่างมี
ประสิทธิภาพในการก าจดัอนุมูลอิสระซ่ึงส่วนใหญ่สารตา้นอนุมูลอิสระกลุ่มน้ีตอ้งไดรั้บผ่านทาง
อาหาร 
 2.1  วติามินซี คือ reducing agent ท่ีส าคญัในกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ โดยวิตามินซี
สามารถเขา้ท าปฏิกิริยาโดยการให้อิเล็กตรอนกบัอนุมูลอิสระ เช่น hydroxyl radical, singlet oxygen, 
peroxyl radical, alkoxyl radical, superoxide anion radical, peroxylnitrite, nitrogen dioxide radical 
และ nitric oxide รวมถึงกบัสารท่ีไม่ใช่อนุมูลอิสระ เช่น ozone และ hypochlorous acid เป็นตน้ 
วิตามินซีมีคุณสมบติัท่ีสามารถละลายในน ้ าได้ดีจึงเป็นสารต้านอนุมูลอิสระท่ีออกฤทธ์ิบริเวณ
ของเหลวระหว่างเซลล์และภายนอกเซลล์ นอกจากน้ียงัมีบทบาทส าคญัในกระบวนการคืนสภาพ
ของวติามินอีและกลูตา้ไธโอนหลงัจากก าจดัอนุมูลอิสระ 
 2.2 วิตามินอีมีบทบาทการต้านอนุมูลอิสระในเซลล์และป้องกันการออกซิไดซ์              
ไลโปโปรตีนชนิดความหนาแน่นต ่า วิตามินอีสามารถเขา้ท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระไดห้ลายชนิด 
และภายหลงัท าปฏิกิริยาจะเปล่ียนรูปเป็น α-tocopheroxyl radical เน่ืองจากวิตามินอีเป็นวิตามินท่ี
ละลายไดดี้ในไขมนัท าให้ปฏิกิริยาดงักล่าวเกิดข้ึนไดดี้ในส่วนเยื่อหุ้มเซลล์และลิปิดในไลโปรตีน 
โดยการหยดุปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain-breaking antioxidant) ของอนุมูลลิพิดเปอร์ออกซิล (lipid peroxyl 
radical) ก่อนท่ีจะเขา้ท าปฏิกิริยากบัลิพิดตวัอ่ืนๆ 
 2.8.1  กลไกการต้านอนุมูลอสิระร่วมกนัของวติามินซี วติามินอ ีและซีลเีนียม 
 การท างานของวิตามินซีและวิตามินอีภายในเซลล์ท่ีแตกต่างกนัข้ึนอยู่ลกัษณะทาง
ธรรมชาติท่ีชอบน ้ าหรือไม่ชอบน ้ า (hydrophilic หรือ hydrophobic) เช่น วิตามินซีและกลูตา้ไธโอน 
(glutathione, GSH) เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในตวักลางท่ีเป็นน ้ า ส่วนวิตามินอีในการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระในตวักลางท่ีเป็นไขมนั การท างานร่วมกนัของวิตามินอีและวิตามิซีเร่ิมจากเม่ือลิปิดบน
ผนงัเซลลถู์กออกซิไดซ์ดว้ยอนุมูลอิสระจะเกิดเป็น lipid peroxyl radical และเขา้ท าปฏิกิริยากบัลิปิด
ตวัอ่ืนๆ โดยเกิดการดึงไฮโดรเจนไดเ้ป็นผลิตภณัฑ์เป็น lipid hydroperoxide (LOOH) และ lipid 
peroxyl radical (LOO•)  ซ่ึง lipid radical ท่ีไดส้ามารถเขา้ท าปฏิกิริยากบัโมเลกุลของออกซิเจนได้
เป็น lipid peroxyl radical ในขณะท่ีปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดชนั (lipid peroxidation) ก าลงัด าเนิน
ไปนั้น วติามินอีจะแยง่เขา้ท าปฏิกิริยากบั lipid radical โดยเป็นตวัให้อิเล็กตรอนแลว้กลายเป็นอนุมูล 
α-tocopheroxyl radical จากนั้น α-tocopheroxyl radical  ท่ีเกิดข้ึนจะไดรั้บอิเล็กตรอนจากวิตามินซี
ท าให้ได ้α-tocopherol กลบัคืนสภาพมาใชใ้หม่อีกคร้ัง ส่วนวิตามินซีท่ีอยูใ่นรูป dehydroascorbate 
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radical ท่ีเกิดข้ึนจะถูกเปล่ียนรูปให้อยูใ่นแอสคอร์เบตไดอี้กโดยอาศยัโมเลกุลท่ีมีคุณสมบติัเป็นตวั
รีดิวซ์ เช่น กลูตา้ไธโอนในรูปรีดิวซ์ และกรดไดไฮโดรไลโปอิก เป็นตน้ (ภาพท่ี 2.5) (Inoue, 2011; 
ไมตรีและคณะ, 2555) 
 

  
 

ภาพที ่2.5  กลไกการท างานของวติามินซีและวติามินอี 
ทีม่า: Inoue (2011) 

 
บทบาทส าคญัของซีลีเนียมในการต้านอนุมูลอิสระ คือเป็นส่วนประกอบของเอนไซม ์    

กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส (glutayhione peroxide) กลไกเร่ิมจากเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซม์ดิส
มิสเตส ท าหนา้คาตาลิสตอ์นุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ (O2

_) ไปเป็นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ท า
ให้ซุปเปอร์ออกไซม์ดิสมิสเดสสูญเสียหน้าท่ีท าให้เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน กลายเป็นซุปเปอร์
ออกไซด์เป็นอนุมูลอิสระเร่ิมตน้ของปฏิกิริยาลูกโซ่ซ่ึงมีความวอ่งไวในการท าปฏิกิริยาสูงกลายเป็น
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซม์ หลังจากนั้นไฮโดรเจนเปอร์ออกไซม์จะถูกก าจัดโดยกลูต้าไธโอน          
เปอร์ออกซิเดสหรือคาตาเลสภายในร่างกาย (ภาพท่ี 2.6) (Mistry et al., 2011) นอกจากน้ียงัพบว่า
วิตามินอีและซีลีเนียมมีบทบาทในการท างานร่วมกนัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระโดยการเสริม
ฤทธ์ิกนั โดยวิตามินอีท าหน้าท่ีป้องกนัการเกิดอนุมูลซุปเปอร์ออกไซด์ ในขณะท่ีซีลีเนียมท าหนา้ท่ี
ก าจดัอนุมูลไฮโดรเจนเปอร์ออกไซมท่ี์เกิดข้ึนใหห้มดไป (Surai, 2000) 
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ภาพที ่2.6  กลไกการท างานของเอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส 
ทีม่า: Mistry et al. (2011) 
 

2.9  วติามนิซี (Vitamin C) 
วิตามินซี (vitamin C) หรือกรดแอสคอร์บิค (ascorbic acid) ในอาหารมี 2 รูปแบบคือ 

ascorbic acid และ dehydroascorbic acid ซ่ึงร่างกายสามารถน าไปใชป้ระโยชน์ไดท้ั้ง 2 รูปแบบ การ
เกิดปฏิกิริยายอ้นกลบัของออกซิเดชนัและรีดกัชนัระหวา่ง ascorbic acid กบั dehydroascorbic acid 
เป็นคุณสมบติัทางเคมีท่ีส าคญัของวติามินซี แต่วติามินซีไวต่อการถูกท าลายดว้ยปฏิกิริยาออกซิเดชนั
โดยแสงและความร้อน ร่างกายมนุษยแ์ละสัตวส์ังเคราะห์วิตามินซีมาจากสารตั้งตน้คือ  guanosine 
diphosphate mannose กระบวนการสังเคราะห์เกิดท่ีตบัและไต แต่สัตวปี์กเกิดข้ึนท่ีไต (Khan et al., 
2012) วติามินซีเป็นโคแฟกเตอร์ในปฏิกิริยา hydroxylation ท่ีเปล่ียนกรดอะมิโนไลซีน (lysine) และ
โปรลีน (proline) เพื่อสร้างคอลาเจนเป็นองคป์ระกอบของกระดูกอ่อน ฟัน เน้ือเยื่อเก่ียวพนัและผนงั
เส้นเลือด ช่วยเพิ่มการดูดซึมของธาตุเหล็ก รวมถึงเสริมสร้างระบบภูมิคุม้กนั นอกจากน้ีวิตามินซี
เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีช่วยป้องกนัปฏิกิริยาออกซิเดชนัในตวักลางท่ีเป็นน ้ า โดยสามารถท างาน
ร่วมกบัวิตามินอีในกระบวนการคืนสภาพของวิตามินอี (Vitamin E recycline)โดยวิตามินซีจะรีดิวซ์ 
α-tocopheroxy ท าใหไ้ด ้α-tocopherol กลบัมาใชอี้กคร้ัง 

2.9.1  การย่อยและการดูดซึมวติามินซี 
 วติามินซีในอาหารจะถูกออกซิไดซ์ในระบบทางเดินอาหารโดยมีเหล็ก (Iron, F3+) หรือ  
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ฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ท าหน้าท่ีเป็นตวัออกซิไซด์ วิตามินซีสามารถผ่านเซลล์เยื่อบุผนังล าไส้
โดยการขนส่งผา่น sodium-dependent vitamin C transporters (SDVC)  และ glucose transporters 
(GLUTs) โดยวิตามินซีท่ีอยูใ่นรูป ascorbate (A-) จะดูดซึมเขา้สู่เซลล์เยื่อบุผนงัล าไส้เล็กส่วนปลาย 
(ileum) ผ่าน SDVC1 พร้อมกบักระบวนการ Na+/K+ATPase ในภาวะท่ีเซลล์ตอ้งการวิตามินซี 
ascorbate สามารถออกจากบริเวณเน้ือเยื่อท่ีอยูติ่ดกบัหลอดเลือดผา่น SDVC2 เขา้สู่เซลล์ไดพ้ร้อม
กระบวนการ Na+/K+ATPase นอกจากน้ีในส่วนของวิตามินซีในรูป dehydroascorbic acid (DHA) 
สามารถดูดซึมได้ดีบริเวณล าไส้เล็กส่วนกลาง (jejunum) โดยเขา้สู่เซลล์เยื่อบุผนังล าไส้เล็กผ่าน
ช่องทาง GLUTs ขณะท่ี dehydroascorbic acid อยูใ่นเซลล์ผนงัล าไส้จะถูกรีดิวซ์ให้อยูรู่ป ascorbate 
ออกนอกเซลลเ์ขา้สู่เส้นเลือดฝอย (Figueroa-Méndez and Rivas-Arancibia, 2015) แสดงดงัภาพ 2.7 

 

 
 

ภาพที ่2.7  กระบวนการดูดของวติามินซี  
ทีม่า: Figueroa-Méndez and Rivas-Arancibia, (2015) 
 

2.9.2  ความต้องการวติามินซี 
 ความตอ้งการวิตามินซีในอาหารสัตวปี์กไม่ถูกก าหนดระดบัท่ีแน่นอนจาก NRC  และ
มาตรฐานสายพนัธ์ุต่างๆ เน่ืองจากสัตวปี์กสามารถสังเคราะห์ไดเ้องโดยมีเอนไซม์ gulonolactone 
oxidase ส าหรับใชใ้นการสังเคราะห์ แต่ลูกไก่ในช่วงสัปดาห์แรกยงัไม่สามารถสังเคราะห์วิตามินซี
ไดส้มบูรณ์ การเสริมวติามินซีในอาหารท่ีระดบั 100-300  มิลลิกรัม/กิโลกรัม ช่วยให้การเจริญเติบโต
และการตอบสนองต่อภูมิคุม้กนัดีข้ึน (Daghir, 2008; Attia et al., 2009) รวมถึงเม่ือสัตวอ์ยูภ่ายใต้
สภาวะความเครียดจากความร้อนส่งผลให้การสังเคราะห์วิตามินซีไม่เพียงพอต่อความตอ้งการ จึง
จ าเป็นตอ้งการเสริมวิตามินซีเพิ่มเติมในอาหาร (Ciftci et al., 2005) โดยในอาหารแม่ไก่ควรมีการ
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เสริมวิตามินซี 200-400 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ดงันั้นการเสริมวิตามินซีในอาหารเพื่อให้เกิดประโยชน์
สูงสุดจ าเป็นตอ้งค านึกปัจจยัอ่ืนๆ ดว้ย เช่น สภาวะแวดลอ้ม อุณหภูมิ อาหาร การจดัการ และสุขภาพ
สัตว ์เป็นตน้ (Skrivan et al., 2013)  

2.9.3  การขาดและความเป็นพษิของวติามินซี 
 สัตวปี์กสามารถสังเคราะห์วิตามินซีได้ อย่างไรก็ตามสัตวปี์กแรกเกิดมีการสังเคราะห์
วิตามินซียงัไม่สมบูรณ์ และหากเกิดความเครียดท่ีอาจเส่ียงต่อการขาดวิตามินซีได ้ ลูกไก่จะมีระดบั
วิตามินซีในเลือดท่ีต ่าเม่ืออยูใ่นสภาวะความเครียด อากาศร้อนหรือเยน็ การท าวคัซีน การอดอาหาร 
และการตดัปาก เป็นตน้ การขาดวติามินในสัตวปี์กโตเต็มวยัท่ีเป็นผลจากภาวะความเครียดจากความ
ร้อนอาจส่งผลกระทบต่อการเจริญเติบโต ผลผลิต คุณภาพเปลือกไข่ อตัราการสผมติดและคุณภาพ
อสุจิ ความเครียดจากความร้อนเป็นหน่ึงในความเครียดท่ีส าคญัในส่งผลกระทบต่อการเปล่ียนแปลง
ทางสรีรวิทยา การเปล่ียนแปลงเหล่าน้ีข้ึนอยูก่บัระดบัความรุนแรงของความเครียดความร้อนอาการ
ตอบสนองโดยทัว่ไป ไดแ้ก่ ปริมาณคอเลสเตอรอลในเลือดเพิ่มสูงข้ึน และปริมาณโปรตีน กลูโคส 
โซเดียม รวมทั้งโพแทสเซียมลดลง และเก่ียวขอ้งกบัน ้ าหนกัของต่อมหมวกไต เบอร์ซ่า (bursa) มา้ม 
และไทรอยด ์(thyroid) การเสริมวติามินซีมีบทบาทส าคญัท่ีจะช่วยลดความเส่ียงในการขาดวิตามินซี
ท่ีเกิดจากความเครียดจากความร้อน  (Whitehead and Keller, 2003) 
 การเป็นพิษโดยทัว่ไปพบวา่การบริโภควิตามินซีสูงจะมีความเป็นพิษต ่า ซ่ึงหลายการศึกษา
พบว่าไม่ส่งผลกระทบในไก่และไก่งวงเม่ือไดรั้บวิตามินซีในปริมาณสูง โดยการเสริมวิตามินซีท่ี
ระดบัสูงถึง 3% ไม่มีผลต่อการเพิ่มน ้ าหนกัตวั การกินไดแ้ละประสิทธิภาพการให้อาหารของลูกไก่
พนัธ์ุ แต่อย่างไรก็ตามระดบัท่ีเป็นพิษจะรบกวนการท างานเอนไซมท่ี์เร่งปฏิกิริยาในตบัส่งผลให้มี
การสะสมของธาตุเหล็กในตบัมากเกินไป (NRC, 1994;  Leeson and Summers, 2001) 
 

2.10  วติามนิอ ี(Vitamin E) 
วิตามินอี (vitamin E) มีโครงสร้างท่ีแตกต่างกนัถึง 8 ชนิดท่ีพบในธรรมชาติไดแ้ก่ กลุ่ม      

โทโคเฟอรอล (α-, ᵦ-, -, - tocopheral) และกลุ่มโทโคไตรอีนอล (α-, ᵦ-, -, - tocotrienol) ซ่ึง
แต่ละชนิดจะแตกต่างกันท่ีจ านวนและต าแหน่งของ methyl group (CH-3) ท่ีต่อกบัวงแหวน            
เบนซีนหรือบริเวณท่ีเรียกวา่  chromanol ring โดย 6-hydroxy group ของ chromanol ring จะเป็นตวั
คอยจบั (active site) กบัอนุมูลอิสระ  ในขณะท่ีบริเวณ side chain ของโครงสร้างวิตามินอีไม่ส่งผล
ต่อการเกิดปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระ แต่โครงสร้างในส่วนไอไซเมอร์ของวิตามินอีทั้งหมดเก่ียวขอ้ง
กบัการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (Raederstorff et al., 2015) วิตามินอีมีบทบาทความส าคญัต่อ
กระบวนการทางชีวเคมีต่างๆ ของส่ิงมีชีวิต รวมไปถึงกลไกการท างานของกลา้มเน้ือ ระบบสืบพนัธ์ุ 
ระบบไหลเวียนเลือด ระบบประสาท และระบบภูมิคุม้กนั เป็นตน้ วิตามินอีกลุ่มโทโคเฟอรอลท่ีอยู่
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ในรูปโครงสร้าง α-tocopheral มีประสิทธิภาพในการออกฤทธ์ิสูงสุดท่ีสามารถสะสมอยูภ่ายในเลือด
และเน้ือเยื่อ แต่ส่วนใหญ่จะพบโครงสร้าง -tocopheral เป็นโครงสร้างหลกัของวิตามินอี และใน
ส่วนของโทโคไตรอีนอล ถึงแมว้่าขอ้มูลท่ีเก่ียวขอ้งเพียงเล็กน้อย แต่เช่ือกนัว่าโทโคไตรอีนอลมี
บทบาทในการป้องกนัระบบประสาท ต่อตา้นมะเร็ง และลดคอเลสเตอรอล (Gagne et al., 2009) 
วิตามินอีเป็นวิตามินท่ีละลายในไขมนั (fat soluble vitamin) เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีมีศกัยภาพ
มากในการยบัย ั้งปฏิกิริยาลูกโซ่ (chain breaking) ช่วยปกป้องเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ถูกท าลายจากปฏิกิริยา      
ลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั lipidperoxidation ท่ีเกิดจากอนุมูลอิสระ 

2.10.1  การย่อยและการดูดซึมวติามินอ ี
 วิตามินอีเป็นวิตามินท่ีละลายไดใ้นไขมนัจึงละลายตวัเขา้กบัไขมนัท่ีมีอยู่ในอาหาร 

โดยวิตามินอีจะถูกน ้ าดีท่ีหลัง่จากตบัอ่อนหรือเอนไซมเ์อสเทอเรส (esterase) ยอ่ยไขมนัให้โมเลกุล
เล็กลงอยูใ่นรูปไมเซลล์ (micelle) หลงัจากนั้นการดูดซึมวิตามินอีจะเกิดข้ึนบริเวณล าไส้เล็กส่วนตน้ 
ซ่ึงไมเซลล์ดูดซึมผ่านเขา้สู่ผนงัเซลล์เยื่อบุล าไส้โดยการล าเลียงสารแบบไม่ใช้พลงังาน passive 
diffusion และแบบเยื่อเลือกผา่น (scavenger receptor class B type 1SR-B1;  Niemann-Pick C1-like 
protein 1, NPC1L1) เพื่อส่งต่อไปยงัระบบน ้ าเหลืองโดยผ่านตวัขนส่ง ATP-binding cassette 
transporters 1 (ABCA1) หรือในสัตวปี์กจะเขา้สู่ portal system วิตามินอีท่ีอยู่ในรูป chylomicron 
ภายในระบบน ้ าเหลืองจะถูกส่งผา่นไปยงัระบบไหลเวียนเลือด จากนั้นไลโปโปรตีน (lipoprotein) 
ในกระแสเลือดจะท าหน้าท่ีขนส่งวิตามินอีท่ีอยู่ในรูป chylomicron ไปสะสมยงัตบั เน้ือเยื่อและ
อวยัวะต่างๆ โดยเฉพาะไลโปโปรตีนจ าพวก low density lipoproteins (LDL), very low density 
lipoproteins (VLDL) และ high density lipoproteins (HDL) เม่ือ chylomicron เกิดการสลายของ
โมเลกุลไตรกลีเซอไรด์ดว้ยเอนไซมลิ์เพส วิตามินอีก็ยงัเกาะกบัอนุภาคของไลโปโปรตีนชนิด LDL 
อยูใ่นรูป chylomicron remnant ผา่นตวัรับ LDL receptor (LDLR)-related proteins เขา้สู่ตบั ในตบั
วิตามินในรูป α-tocopherol มีการขนส่งท่ีเก่ียวขอ้งกบัการจบักบัโปรตีน α-tocopherol transfer 
protein (α-TTP) โดยไลโปโปรตีนชนิด VLDL มีความสามารถสูงในการขนส่งวิตามินในตบัเขา้
ออกสู่รับไหลเวยีนเลือด (Schmolz et al., 2016) แสดงดงัภาพท่ี 2.8 

2.10.2  ความต้องการวติามินอ ี
 วิตามินอีเป็นวิตามินท่ีมีความจ าเป็นต่อสัตว ์เน่ืองจากร่างกายไม่สามารถสังเคราะห์

เองได้จึงต้องได้รับจากอาหารเท่านั้ น ในอุตสาหกรรมอาหารสัตว์จึงมีการใช้วิตามินอีในรูป 
esterified เช่น tocopheryl acetate ซ่ึงมีเสถียรภาพในระหว่างการเก็บรักษาและยงัไม่สามารถออก
ฤทธ์ิตา้นอนุมูลอิสระจนกวา่จะถูกร่างกายยอ่ยและดูดซึมจนเปล่ียนเป็นรูป α-tocopherol อีกคร้ังจึง
จะสามารถออกฤทธ์ิได ้(Panda and Cherian, 2014; Rengaraj and Hong, 2015) NRC (1994) ระบุวา่
ไก่ท่ีอาย ุ5  และมากวา่ 6 สัปดาห์ควรเสริมวิตามินอีท่ีระดบั 10  และ 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตามล าดบั 
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ในส่วนของแม่ไก่อยูท่ี่ระดบั 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ส่วนไก่พ่อแม่พนัธ์ุ Cobb และ Ross อยูท่ี่ระดบั 
100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เม่ืออยูภ่ายใตส้ภาวะความเครียดจากความร้อนควรมีปรับระดบัความตอ้งการ
วติามินอีอยูท่ี่ 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (Surai et al., 2016) 

 

 
 

ภาพที ่2.8  กระบวนการดูดซึมของวิตามินอี 
หมายเหตุ: SR-B1, Scavenger receptor class B type 1; LPL, Lipoprotein lipase; NPC1L1, 

Niemann-Pick C1-like 1, VLDL: Very low densitylipoproteins; HDL, High density 
lipoproteins; α-TOH, α-tocopherols; α-TTP, α-TOH transfer protein; LDL, Low 
density lipoproteins; LRP, LDL receptor-related proteins; LDLR, LDL receptor; 13’-
OH, 13’-hydroxy chromanol; 13’-COOH, 13’-carboxy chromanol; CEHC, 
Carboxyethyl hydroxyl chromanols; HDL, High density lipoproteins;  MDR3, 
multidrug resistance protein 3 

ทีม่า: Schmolz et al. (2016) 
 

2.10.3  การขาดและความเป็นพษิของวติามินอ ี
 การขาดวติามินอีในสัตวว์ยัอ่อนจะมีผลกระทบรุนแรงมากกวา่สัตวร์ะยะโตเต็มวยั ใน
ลูกไก่ท่ีขาดวิตามินอีจะแสดงอาการทางประสาท (encephamalacia) ตวับวม (exudative diathesis) 
กลา้มเน้ือตายเป็นอมัพาต (muscular dystrophy) โดยจะพบวิการทางประสาทมากกว่าวิการอ่ืน 
ขณะท่ีแม่ไก่ระยะโตเต็มวยัเล้ียงดว้ยวิตามินอีระดบัต ่าเป็นเวลานานไม่พบการแสดงออกของอาการ
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ทางคลินิก แต่ส่งผลให้ผลผลิตไข่และการฟักออกลดลง นอกจากน้ียงัพบการเส่ือมสภาพของอณัฑะ
ในไก่เพศผูท่ี้ขาดวติามินติดต่อกนั 6-8 สัปดาห์  

วติามินอีเป็นหน่ึงในวติามินท่ีพบอาการเป็นพิษนอ้ยท่ีสุดโดยไม่มีอาการท่ีเฉพาะเจาะจงและ
ส่วนใหญ่จะเก่ียวขอ้งกบัความบกพร่องในการดูดซึมวิตามินเอ และดี หรือไขมนั ปริมาณวิตามินอีท่ี
ปลอดภยัส าหรับสัตวส์ามารถใชไ้ดสู้งกวา่ความตอ้งการทางสรีรวทิยา 100 เท่า (Aljamal, 2011) 
 

2.11  ซีลเีนียม (Selenium) 
ซีลีเนียมเป็นแร่ธาตุส าคญัท่ีมีคุณสมบติัทางเคมีและกายภาพเหมือนกับก ามะถัน ใน

ธรรมชาติพบซีลีเนียมไดท้ั้ง 2 รูปแบบ คือ ซีลีเนียมอินทรีย์ ไดแ้ก่ ซีลีเนียมยีสต์ (selenium yeast)       
ซีลีโนเมทไธโอนีน (selenium methionine) และซีลีเนียมซีสทีอีน (selenium cysteine)  และอนินทรีย ์
ได้แก่ ซีลิไนท์ (selenite) และซีลิเนท (selenate) ซีลีเนียมเป็นส่วนประกอบท่ีส าคญัของเอนไซม ์ 
กลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดส (Glutathione peroxidase) เป็นเอนไซม์ชนิดซีลีโนโปรตีน 
(selenoprotein) ซ่ึงเป็นเอนไซมท่ี์ป้องกนัเซลล์จากปฏิกิริยาออกซิเดชนั โดยการสลายเปอร์ออกไซด์
ท่ีเกิดข้ึนภายในเซลล์และป้องกนัไม่ให้เน้ือเยื่อถูกท าลาย (Ebeid, 2009) นอกจากน้ีซีลีเนียมยงัมี
ความส าคัญโดยตรงต่อการควบคุมการท างานของระบบสรีรวิทยาต่างๆ เช่น ระบบสืบพนัธ์ุ 
สมรรถนะการผลิต ควบคุมปฏิกิริยารีดอกซ์ในการแสดงออกของยนี  กระบวนการเมแทบอลิซึมของ
ต่อมไทรอยด์ และเสริมสร้างความสมบูรณ์ของอสุจิในทั้งมนุษยแ์ละสัตว ์นอกจากน้ีซีลีเนียมยงัมี
บทบาทส าคญัในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ (Edens and Sefton, 2009; Ahangari et al., 2013; 
Ahsan et al., 2014) เม่ือสัตวข์าดซีลีเนียมจะท าให้ผลผลิตและประสิทธิภาพการสืบพนัธ์ุลดลง การ
เล้ียงสัตวใ์นระบบเขม้ขน้ (intensive system) มกัก่อใหเ้กิดความเครียด การเสริมชีลีเนียมในอาหารจึง
เป็นอีกทางเลือกหน่ึงท่ีช่วยเสริมสร้างการท างานของระบบสืบพนัธ์ุและการตา้นอนุมูลอิสระ ส่งผล
ท าให้คุณภาพน ้ าเช้ือ อตัราการผสมติด การพฒันาของตวัอ่อนและไข่ฟักเพิ่มข้ึน (Suria and Fisinin, 
2014) 

2.11.1  การย่อยและดูดซึมซีลเีนียม 
ประสิทธิภาพการดูดซึมซีลีเนียมในล าไส้เล็กในสัตวก์ระเพาะเด่ียวสูงกว่าในสัตว์

กระเพาะรวม โดย selenite ดูดซึมได ้79 และ 80% ในสัตวปี์กและสุกร ขณะท่ีแกะดูดซึมไดเ้พียง 
29% เท่านั้นส าหรับ selenomethionine และ selenate การดูดซึมมีมากกว่า 90% ในสัตวปี์ก เม่ือ
ร่างกายได้รับซีลีเนท (selenate, Na2SeO4) หรือ ซีลีไนท์ (selenaite, Na2SeO-) จากอาหารถูก
เปล่ียนไปเป็นซีลีไนท ์(Selenite, Na2SeO3) แลว้ถูกรีดิวซ์ดว้ย glutathione (GSH) ให้อยูใ่นรูป seleno-
diglutathione (GS-Se-SG) และถูกรีดิวซ์อีกคร้ังเป็นไฮโดรเจนซีลีไนด์ (hydrogen selenide, HSe-) 
โดยเอ็นไซม์ glutathione reductase ซ่ึงจะเปล่ียนรูปไปเป็นซีลีโนฟอสเฟต (selenophosphat) 
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จนกระทัง่กลายเป็นซีลีโนโปรตีน (selenoprotein) ท่ีมีบทบาทส าคญัในการสังเคราะห์ซีลีโนโปรตีน
พี (selenoprotein P) ซีลีโนโปรตีนดบัเบิ้ลย ู(selenoprotein W) เอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดช
และเอนไซมต่์างๆ (ตารางท่ี 2.4)  

ในขณะท่ีร่างกายไดรั้บซีลีเนียมอินทรียเ์กิดการรวมตวักนักบักรดอะมิโนอยูใ่นรูปซีลิโนเมท
ไธโอนีน (selenomethionine) มีกระบวนการเปล่ียนไปเป็นโปรตีนไดเ้ร็วข้ึน โดยจะเปล่ียนเป็น Se-
adenosyl methionine (SeAM) ให้อยูใ่น Se-adeonosyle homocystein (SeAH) แลว้เปล่ียนไปเป็น         
ซีลีโนซีสทีน (selenocysteine) โดยผ่านกระบวนการ trance-sulfuration โดยอาศยัการท างานของ
เอ็นไซม ์cystathionine ᵦ-synthase และ cystathionine γ-lyase จนเปล่ียนเป็นรูปไฮโดรเจนซีลีไนด ์
หรือซีลีไนท์ หรือซีลิเนียมเช่นเดียวกนั ไฮโดรเจนซีลีไนด์ถือวา่เป็นสารตั้งตน้หลกัในกระบวนการ  
เมแทบอลิซึมของซีลีเนียม ถา้หากมีปริมาณซีลีไนด์มากเกินท่ีไม่ใชใ้นการสังเคราะห์ซีลีโนโปรตีน
จะถูกเปล่ียนเป็นซีลีโนซูการ์ (selenosugars) ขบัออกทางปัสสาวะ นอกจากน้ีเม่ือไฮโดรเจนซีลีไนด์
ถูกเติมหมู่ methyl group จาก methyltransferases จะเปล่ียนเป็นเมทิลซีลีนอล (methylselenol) ได
เมทิลซีลีไนด์ (dimethyl selenide) และไตรเมทิลซีลีโนเนียม (trimethyl selenonium) ซ่ึงซีลีเนียมจะ
ถูกขบัออกจากทางการหายใจและอุจจาระในรูปไดเมทิลซีลีไนด์ และขบัออกทางปัสสาวะในรูปไตร
เมทิล ซีลีโนเนียม แสดงดังภาพท่ี 2.9 แต่อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการใช้ประโยชน์ของ
ซีลีเนียมอินทรียดี์กวา่ซีลีเนียมอนินทรีย ์เน่ืองจากร่างกายสามารถดูดซึมกลบัซีลีเนียมอินทรียท่ี์อยูใ่น
รูปซีลีโนเมทไธโอนีนเขา้มาสะสมไวท่ี้ตบัเพื่อเขา้สู่กลไกอ่ืนๆ ต่อไป แต่ถา้หากเป็นซีลีเนียมอนินท
รีย์เม่ือถึงขั้นตอนสุดท้ายของกระบวนเมแทบอลิซึมส่วนใหญ่จะถูกขบัออกจากร่างกายมาทาง
ปัสสาวะ (จุไลวรรณ, 2551; Mistry et al., 2011) 
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ตารางที ่2.4  บทบาทของซีลีโนโปรตีน 
Selenoprotein Proposed function 

Glutathione peroxidase (GPx) 

 
GPx1 Antioxidant in cell cytosol; Se store 

 
GPx2 Antioxidant in gastrointestinal tract 

 
GPx3 Antioxidant in extracellular space and plasma 

 

GPx4 
Antioxidant in membranes; structural protein in sperm; 
apoptosis 

 
GPx5 Unknown 

  GPx6 GPx1 homolog 

Thioredoxin reductase (TR) 

Multiple roles including dithiol-disulphide 
oxoreductase. Detoxifies peroxides, reduces thioredoxin 
(control of cell growth); maintains redox state of 
transcription factors 

 
TR1 Mainly cytosolic, ubiquitous 

 
TR2 Expressed by testes 

  TR3 Mitochondrial, ubiquitous 
Iodothyronine deiodinases 

 

 

Types D1 and D2 
Converts thyroxine (T4) to bioactive 3,5,3’-tri-
iodothyronine(T3) 

  Types D1 and D3 Converts T4 to bioinactive 3’, 3’, 5’ reverse T3 
Selenoprotein P Se transport protein; antioxidant in endothelium 
Selenoprotein W Antioxidant in cardiac and skeletal muscle 

Selenophosphate synthetase (SPS2) 
Synthesis of selenophosphate for selenoprotein 
synthesis 

15 kDa selenoprotein (Sep 15) Protects against cancer 
Selenoproteins H, I, K, M, N,O, R, 
S, T, V 

Role largely unknown 

ทีม่า : Mistry et al. (2011) 
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ภาพที ่2.9  กระบวนการดูดซึมซีลีเนียม (จุไลวรรณ, 2551) 
 

2.11.2  ความต้องการซีลเีนียม 
 ไก่ไข่ตอ้งการซีลีเนียมท่ีระดบั 0.03-0.08 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ข้ึนอยูก่บัปริมาณการกิน
ไดต่้อวนัและไก่เน้ืออยูท่ี่ระดบั 0.15 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (NRC, 1994)  ขณะท่ี AAFCO (2003) ได้
ก าหนดระดบัสูงสุดในการเสริมซีลิเนียมอยูท่ี่ระดบั 0.30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยส่วนใหญ่ความ
ตอ้งการซีลีเนียมของในอาหารไก่พ่อแม่พนัธ์ุอยู่ได้มีการระบุไวท่ี้ระดบั 0.30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
(Dekalb Inc, 2015; Aviagen Inc, 2016) ในอาหารสัตวปี์กไดมี้การเสริมซีลีเนียมอนินทรียท่ี์อยูใ่นรูป
โซเดียมซีลีเนท (Na2SeO3) อยา่งไรก็ตามซีลีเนียมอินทรีย ์ ไดแ้ก่ selenocysteine, selenomethionine 
หรือ selenium yeast มาใชเ้สริมในอาหารสัตวม์ากข้ึน เน่ืองจากมีประสิทธิภาพในการดูดซึมและการ
น าไปใชป้ระโยชน์ไดสู้งกว่าซีลีเนียมอนินทรีย ์อีกทั้งยงัสามารถสะสมในเน้ือและไข่แดงไดดี้ ซ่ึงมี
ความส าคญัต่อการพฒันาของตวัอ่อน ถึงแมว้่าซีลีเนียมจดัเป็นแร่ธาตุรองและมีความตอ้งการใน
ปริมาณนอ้ย แต่ซีลีเนียมมีความจ าเป็นต่อบ ารุงรักษาสุขภาพ สมรรถนะการผลิต  ระบบสืบพนัธ์ุ และ
หนา้ท่ีต่อระบบสรีรวทิยาต่างๆ   

2.11.3  การขาดและความเป็นพษิของซีลเีนียม 
 การขาดซีลีเนียมในสัตวปี์กโดยเฉพาะเม่ือมีการขาดร่วมกบัวิตามินอีก่อให้เกิดโรค
ต่างๆ เช่น exudative diathesis, nutritional encephalomalacia และ nutritional pancreatic atrophy 
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โดยเฉเพาะโรค exudative diathesis พบมากในลูกไก่ท่ีเกิดจากแม่ไก่ขาดซีลีเนียม เป็นสาเหตุท าให้
ลูกไก่มีการดูดซึมผ่านเส้นเลือดฝอยท่ีผิดปกติ อีกทั้งการขาดซีลีเนียมยงัส่งผลต่อระบบภูมิคุม้กนัท่ี
บกพร่อง การตายของตวัอ่อนเพิ่มข้ึน ผลผลิตไข่ อตัราการผสมติดและฟักออกลดลง โดยการลดลง
ของอตัราการผสมติดและการฟักออกเกิดข้ึนเม่ือได้รับซีลีเนียมในระดบัต ่า ซ่ึงไข่ฟักจากแม่ไก่ท่ี
ไดรั้บซีลีเนียมในระดบัต ่ามากจะพบไข่ไม่มีเช้ือ (infertile) ถึง 12.6% มีอตัราการตายของตวัอ่อน 
29% และการฟักออกต ่า  
 ระดบัความเป็นพิษของซีลีเนียมอยูท่ี่ 10-20 ppm โดยสูงกวา่ระดบัความตอ้งการ 100 เท่า    
ซีลีเลียมท่ีระดบัต ่า 3-5 ppm ในอาหารไม่ก่อให้เกิดพิษต่อสัตว ์แต่การไดรั้บซีลีเนียมมากเกินไป
ก่อให้เกิดพิษ (selenosis) ได้ โดยพบอาการผมและเล็บร่วง ท้องเสีย เล็บเปราะบาง อ่อนเพลีย 
หงุดหงิด และมีอาการทางระบบประสาททั้งในมนุษยแ์ละสัตว ์ในสัตวปี์กท่ีไดรั้บซีลีเนียมระดบัท่ีสูง
เกินไปท าใหอ้ตัราการเจริญเติบโต การผสมและฟักออกลดลง เม่ือเสริมซีลีเนียม 7 ppm ในอาหารแม่
ไก่มีการลดลงของการฟักออก และการใชซี้ลีเนียมอนินทรีย ์(sodium selenite) ท่ี 5-9 ppm ส่งผลเสีย
ต่อน ้าหนกัไข่ และผลิตผลไข่ (Aljamal, 2011) 
 

2.12  การเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารสัตว์ปีกเพศเมียต่อสมรรถนะ
การผลติ 

 2.12.1  ผลการเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลเีนียมต่อน า้หนักไข่และผลผลิตไข่ 
 ผลของน ้ าหนกัไข่ และผลผลิตไข่ในแม่ไก่ท่ีไดรั้บการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และ
ซีลีเนียมท่ีมีการเสริมในอาหารทั้งแบบชนิดเดียว หรือเสริมร่วมกนัแสดงในตารางท่ี 2.5 โดยพบว่า
การเสริมวิตามินซี 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม วิตามินอี 125 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และวิตามินซี 200 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวิตามินอี 125 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ท าให้น ้ าหนกัไข่มากกวา่กลุ่มควบคุม 
(p<0.05) และการเสริมวิตามินซี 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวิตามินอี 125 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
สามารถเพิ่มผลผลิตไดสู้งสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้วิตามินซีหรือวิตามินอีเพียงชนิดเดียว และ
กลุ่มควบคุม (p<0.05) (Cifitci et al., 2005) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Hassan et al. (2013) พบวา่การ
ใชว้ติามินซี 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวติามินอี 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ช่วยเพิ่มน ้ าหนกัไข่และ
ผลผลิตไข่ไดสู้งสุด (p<0.05) อีกทั้งในการศึกษาของ Attia et al. (2016) และ Attia et al. (2011) 
พบวา่การใชว้ิตามินซี 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และวิตามินอี 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เพียงชนิดเดียว
หรือเสริมร่วมกนัภายใตส้ภาพอากาศร้อนท่ีอุณหภูมิ 34°C สามารถช่วยเพิ่มผลผลิตไข่ได ้(p<0.05) 
ยกเวน้น ้ าหนกัไข่ แต่การใชว้ิตามินซี และวิตามินอีในอาหารภายใตส้ภาพอากาศปกติท่ีอุณหภูมิ 22- 
24°C ไม่มีผลต่อน ้าหนกัไข่และผลผลิตไข่ (p>0.05) นอกจากน้ียงัมีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และ
ซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่เพียงอยา่งเดียวหรือร่วมกนัโดยพบวา่ผลของการเสริมซีลีเนียมอินทรีย ์0.20 
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มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวิตามินซี 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม สามารถเพิ่มน ้ าหนกัไข่ไดสู้งสุดเม่ือ
เทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) แต่ไม่แตกต่างกบักลุ่มท่ีมีการเสริมซีลีเนียมและวิตามินซีเพียงอย่าง
เดียว (p>0.05)  แต่แม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีการเสริมซีลีเนียมอินทรียร่์วมกบัวิตามินซีมีผลผลิตไข่ท่ี
สูงข้ึนมากกว่ากลุ่มท่ีได้รับซีลีเนียมและวิตามิซีเพียงอย่างเดียว รวมไปถึงกลุ่มควบคุม (p<0.05) 
(Attia et al., 2015) ซ่ึงใหผ้ลการทดลองท่ีใกลก้นักบัการศึกษาของ Ziaei et al. (2013) พบวา่การเสริม
วิตามินอี 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เพียงอยา่งเดียว หรือการเสริมวิตามินอี 250 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
ร่วมกบัซีลีโนเมทโอนีน 0.5-0.75 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ส่งผลต่อน ้ าหนกัไข่ และผลผลิตไข่ท่ีเพิ่มข้ึน
ดีกวา่การเสริมเพียงอยา่งเดียวหรือร่วมกนัของวติามินอี 125 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และซีลีโนเมทโอนีน 
0.5-0.75 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารแม่ไก่ 
 
ตารางที ่2.5  ผลการเสริมวิตามินซี วติามินอีและซีลีเนียมต่อน ้าหนกัไข่และผลผลิตไข่ 
Treatments Egg weight Egg production References 

 (g)  (%) 
control  58.70b 82.25d 

Cifitci et al., 
(2005) 

200 mg Vit. C/kg 59.60a 84.25c 
125 mg Vit. E/kg 59.80a 85.92b 
125 mg Vit. E/kg + 200 mg vit. C /kg 59.00a 88.29a 
control (positive) 48.50a 70.00a 

Attia et al. 
(2011) 

control (negative) 45.50c 57.50e 
200 mg Vit. C/kg   47.80abc 66.40b 
150 mg Vit. E/kg  46.20bc 61.80c 
150 mg Vit. E/kg + 200 mg vitC /kg   47.10abc 66.30b 
control  47.83b 54.33b 

Hassan et al. 
(2013) 

250 mg Vit. C/kg  48.60ab 57.00ab 
150 mg Vit. E/kg  49.00ab 58.00ab 
150 mg Vit. E/kg + 250 mg Vit. C/kg 49.50a           61.00a 
control (positive)         50.50       68.00a 

Attia et al. 
(2016) 

control (negative)         49.40       60.50e 
200 mg Vit. C/kg         50.50       65.80b 
150 mg Vit. E/kg         49.40       63.60d 
150 mg Vit. E/kg + 200 mg Vit. C/kg       49.80          64.80c 



33 

ตารางที ่2.5  ผลการเสริมวิตามินซี วติามินอีและซีลีเนียมต่อน ้าหนกัไข่และผลผลิตไข่ (ต่อ) 
Treatments Egg weight Egg production References 
  (g) (%)   
Control 59.50b 76.70c 

Ziaei et al. 
(2013) 

0.5 mg SM/kg 60.10b 76.30c 
0.75 mg SM/kg 60.80b 77.40c 
125 mg Vit. E/kg 60.40b 80.00b 
0.5 mg SM/kg + 125 mg Vit. E/kg 61.80b 82.20b 
0.75 mg SM/kg + 125 mg Vit. E/kg 62.90ab 85.60ab 
250 mg Vit. E/kg 63.90ab 87.00a 
0.5 mg SM/kg + 250 mg Vit. E/kg 65.30a 88.30a 
0.75 mg SM/kg + 250 mg Vit. E/kg 65.05a 89.60a 
Control 43.50b 55.80c 

Attia et al. 
(2015)  

250 mg Vit. C/mg 43.80ab 58.03b 
0.2 mg Se/kg 43.50b 57.58b 
0.2 mg Se/kg + 250 mg Vit. C/kg 45.20a 59.37a 
หมายเหตุ: a,b, c, d, e Means within a columns with different letter different significantly (P<0.05) 
      Vit. E = vitamin E; Vit. C = vitamin C; SM = selenomethionine; SE = selenium 
 

2.12.2  ผลการเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลเีนียมในอาหารสัตว์ปีกเพศเมียต่ออตัราการ
ผสมติดและการฟักออก 
การเสริมซีลีเนียมยสีตใ์นอาหารแม่ไก่สามารถเพิ่มอตัราการผสมติด และการฟักออก

ไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) โดยพบวา่การเสริมซีลีเนียมยีสต์ท่ีระดบัตั้งแต่ 0.1, 0.2 
และ 0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ไม่มีผลต่ออตัราการผสมติด และการฟักออก (p>0.05) (Hanafy et al., 
2009)  ส่วน Attia et al. (2010) พบวา่ปัจจยัร่วมระหวา่งแหล่งและระดบัซีลีเนียมท่ีใชใ้นอาหารแม่ไก่
มีผลต่ออตัราการผสมติด และการฟักออก (p<0.05) โดยการใช้ Na2SeO3 0.40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มี
อตัราการผสมติดท่ีดีกว่า Na2SeO3 0.25 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ซ่ึงไม่แตกต่างกบัการใช้ซีลีเนียมยีสต์
ตั้งแต่ระดบั 0.10-0.40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และการใชซี้ลีเนียมยีสตแ์ละ Na2SeO3 ท่ีระดบั 0.25 และ 
0.40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ส่งผลต่อการเพิ่มข้ึนของการฟักออกเม่ือเทียบกลุ่มควบคุม (0.10 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม) โดยการใช้ Na2SeO3 0.40 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ให้ผลท่ีดีท่ีสุด แต่การศึกษาของ Yuan et al. 
(2011) พบวา่ความแตกต่างของแหล่ง (sodium selenite, selenium yeast-Sel-PlexTM, selenomethionine) 
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และระดบั (0.15 และ 0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) รวมถึงปัจจยัร่วมระหวา่งแหล่งกบัระดบัของซีลีเนียมท่ี
เสริมลงในอาหารแม่ไก่ไม่ส่งผลต่ออัตราการผสม และการฟักออก (p>0.05) ยกเวน้ระดับของ
ซีลีเนียมท่ีแตกต่างกนัมีผลต่อการฟักออก ถึงแมว้า่จะมีการใชซี้ลีเนียมทั้งในรูปอินทรียแ์ละอนินทรีย์
ในอาหารสัตวปี์ก แต่อยา่งไรก็ตามซีลีเนียมอินทรียมี์การขบัออกสู่ส่ิงแวดลอ้มทางมูลนอ้ยท่ีสุดและมี
ประสิทธิภาพท่ีจะสามารถเก็บสะสมไวต้ามเน้ือเยือ่และไข่แดง  

การเสริมวิตามินซี และวิตามินอีในอาหารสัตวปี์กเพศเมียต่ออตัราการผสมติดและการฟัก
ออกจากผลการทดลองของ Nowaczewski and Komtecka (2005) ไดมี้การรายงานวา่แม่พนัธ์ุไก่ฟ้า 
(aviary pheasants) ท่ีไดรั้บการเสริมวิตามินซี 100 และ 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารสามารถ
เพิ่มอตัราการผสมและการฟักออกเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) ในส่วนผลของวิตามินอีต่อ
อตัราการผสมติดและการฟักออกพบวา่การเสริมระดบัวิตามินอีเพียงอยา่ง (100 และ 200 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม) และการเสริมวติามินอีเพียงอยา่งเดียว (150 มิลลิกรัม/กิโลกรัม) หรือร่วมกบัวิตามินซี (200 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม) สามารถเพิ่มอตัราการผสมติดและการฟักออกไดเ้ทียบเท่ากนั  (p>0.05) แต่มีค่า
อตัราการผสมติดและการฟักออกท่ีสูงกว่ากลุ่มควบคุม (p<0.05) อีกทั้งสภาพแวดลอ้มในการเสริม
การใช้วิตามินซีและวิตามินอีในช่วงสภาพอากาศร้อนจะเกิดประสิทธิภาพสูงสุด โดยไม่พบความ
แตกต่างในการเสริมเม่ือสภาพอากาศปกติ (Nadia et al., 2008; Attia et al., 2011) นอกจากน้ีการ
ทดลองของ Ipek and Dikmen (2014) พบว่าแม่ไก่ท่ีไดรั้บการเสริมวิตามินอีท่ีระดบัสูงสุด 240 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวติามินซีท่ีระดบั 240 และ 120 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ช่วยเพิ่มอตัราการผสม
ติดและการฟักออกไดสู้งกวา่การเสริมวติามินอีร่วมกบัวติามินซีท่ีระดบัต ่ากวา่ (p<0.05) แต่อยา่งไรก็
ตามยงัมีบางการศึกษาท่ีพบวา่การระดบัหรือรูปแบบการเสริมของวิตามินซีและวิตามินอีไม่ส่งผลต่อ
การฟักออก (Biswas et al., 2010; Attia et al., 2011) แสดงไวด้งัตารางท่ี 2.6 
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ตารางที ่2.6  ผลของวติามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อต่ออตัราการผสมติดและการฟักออก 

Treatments 
Type Fertility Hatchability 

References 
of poultry  (%)  (%) 

Se level × Se source 
   

Attia et al. 
(2010) 

Control  (0.10 mg/kg Se) 
 

93.02ab 72.02c 

0.25 mg/kg Na2SeO3  
90.66b 89.44ab 

0.40 mg/kg Na2SeO3 Breeder hens 97.44a 92.74a 

0.25 mg/kg SY 
 

94.96ab 88.80b 

0.40 mg/kg SY 
 

92.69ab 85.14b 

P-value   0.007 0.02 

0.15 mg/kg Na2SeO3 

Broiler 
breeder 

88.77 88.41ab 

Yuan et al. 
(2011) 

0.30 mg/kg Na2SeO3 87.61 85.15b 

0.15 mg/kg SY 89.52 87.72ab 

0.30 mg/kg SY 90.45 86.80ab 

0.15 mg/kg SM 91.69 89.69a 

0.30 mg/kg SM 87.27 85.03b 

Se source NS NS 
Se level NS * 
Se level x source NS NS 

Control 

Laying hens 

86.20b 88.90b 

Hanafy et al. 
(2009) 

0.10 mg/kg SY 91.40a 93.15a 

0.20 mg/kg SY 92.65a 94.65a 

0.30 mg/kg SY 94.40a 94.90a 

control  
aviary 
pheasants 

78.10b 73.20b Nowaczewski 
and Komtecka 
(2005)  

100 mg Vit. C/kg 88.40a 81.80a 

200 mg Vit. C/kg 89.40a 82.40a 
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ตารางที ่2.6  ผลของวติามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อต่ออตัราการผสมติดและการฟักออก (ต่อ) 

Treatments 
Type Fertility Hatchability 

References 
of poultry  (%)  (%) 

control 

Laying Hens 

74.00c 61.11c 
Nadia et al. 
(2008) 

100 mg Vit. E/kg 85.44a 77.33b 

200 mg Vit. E/kg  86.89a 79.33ab 

control Indian native 
kadaknath 
hen 

83.14a 80.24 
Biswas et 
al. (2010) 

150 mg Vit. E/kg  91.27b 86.15 

300 mg Vit. E/kg  86.39a 82.27 

control (positive) 

Laying hen 

96.60a 83.40 

Attia et al. 
(2011) 

control (negative) 80.20b 89.10 

200 mg Vit. C/kg 95.20a 81.10 

150 mg Vit. E/kg 96.90a 83.00 

150 mg Vit. E/kg + 200 mg vit C /kg 95.90a 82.50 

60 mg Vit. E/kg + 60 mg vit. C /kg 

Japanese 
quails 
female 

82.70d 71.00d 

Ipek and 
Dikmen 
(2014) 

60 mg Vit. E/kg + 120 mg vit. C /kg 87.30c 76.20c 

60 mg Vit. E/kg + 240 mg vit. C /kg 90.40b 80.50b 

120 mg Vit. E/kg + 60 mg vit. C /kg 88.30c 76.80c 

120 mg Vit. E/kg + 120 mg vit. C /kg 90.70b 81.20b 

120 mg Vit. E/kg + 240 mg vit. C /kg 90.10b 81.20b 

240 mg Vit. E/kg + 60 mg vit. C /kg 90.40b 81.10b 

240 mg Vit. E/kg + 120 mg vit. C /kg 92.00a 84.60a 

240 mg Vit. E/kg + 240 mg vit. C /kg 92.60a 85.50a 

หมายเหตุ: a,b,c Means within a columns with different letter different significantly (p<0.05) 
Na2SeO3 = sodium selenite; SeY = Selenium yeast-Sel-PlexTM; SM = 
Selenomethionine; Vit. E = vitamin E; Vit. C = vitamin C 
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2.12.3  ผลการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารไก่ต่อกิจกรรมการต้านอนุมูล
อสิระ 

 สารตา้นอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ ไดแ้ก่ วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีบทบาท
ส าคัญในสัตว์ปีกโดยรักษาความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระภายในร่างกาย รวมถึงระบบ
สืบพนัธ์ุของสัตว์ปีกในการท าหน้าท่ีป้องกนัอนุมูลอิสระให้กับอสุจิและเน้ือเยื่อของตวัอ่อน ซ่ึง
ภาพรวมผลของวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระในสัตวปี์กไดแ้สดง
ไวต้ารางท่ี 2.7 พบว่าเน้ือเยื่อบริเวณท่อน าไข่ในส่วนของช่องคลอด รอยต่อระหว่างช่องคลอดกบั
ต่อมสร้างเปลือกไข่ และต่อมสร้างเปลือกไข่มีการสะสมวิตามินอีและกิจกรรมของกลูตา้ไธโอนเพิ่ม
สูงข้ึนในแม่ไดท่ี้ไดรั้บอาหารเสริมวิตามินอี 300 มิลลิกรัม/กิโลกรัม รวมไปถึงการเสริมวิตามินอี 30 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารมีผลต่อปริมาณวิตามินอี วิตามินซี และกิจกรรมของกลูต้าไธโอน 
เอนไซม์กลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดส และซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตสในเน้ือเยื่อท่อน าไข่แต่ละ
บริเวณท่ีแตกต่างกนัตามช่วยอายุ (Breque et al., 2006) ในขณะท่ีการทดลอง Jena et al. (2013) และ 
Cinar et al. (2014) ได้เสริมวิตามินอีร่วมกบัวิตามินในอาหารไก่  พบว่าสามารถลดค่า  MDA 
(malondialdehyde) หรือลดปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั และยงัส่งต่อการเพิ่มกิจกรรมการท างาน
ของเอนไซม์กลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดส ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส แคสตาเลส  และค่า
ความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ (FRAP) เช่นเดียวกับการเสริมวิตามินอีร่วมกับซีลีเนียมท่ี
สามารถลดการเกิดปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั และเพิ่มกิจกรรมการท างานของสารตา้นอนุมูล
อิสระชนิดเอนไซม์ในกลา้มเน้ือ โดยพบว่าซีลีเนียมมีบทบาทต่อเอนไซม์กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิ
เดส (Ghazi et al., 2012) สอดคลอ้งกบัการเสริมวิตามินอีร่วมกบัซีลีเนียมในอาหารไก่พ่อพนัธ์ุท่ี
สามารถเพิ่มป้องกนัการเกิดปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชนัและเสริมสร้างกิจกรรมการตา้นอนุมูล
อิสระของเอนซ์กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดสในน ้าหล่อเล้ียงอสุจิ (Ebeid, 2012) 
 นอกจากยงัพบการแสดงออกของโปรตีนท่ีเก่ียวขอ้งกบัสารตา้นอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม์
ภายในเน้ือเยื่อท่อน าไข่ของแม่ไก่ท่ีได้รับสารต้านอนุมูลอิสระจากแหล่งวตัถุดิบแตงโมงแห้งใน
อาหาร โดยภายในเน้ือเยื่อท่อน าไข่ทั้ง 3 บริเวณ ไดแ้ก่ ช่องคลอด ต่อมสร้างเปลือกไข่และส่วนท่ี
สร้างไข่ขาวหรือแมกนั่ม (magnum) มีการแสดงออกของโปตีนกลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดส 
ซุปเปอร์ออกไซดดิ์สมิวเตส และคาตาเลสสูงกวา่กลุ่มควบคุม (Carillon et al., 2016) ดงันั้นการเสริม
วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารอาจจะเพิ่มแสดงออกของโปรตีนท่ีบ่งช้ีถึงกิจกรรมการ
ตา้นอนุมูลอิสระในของเหลวจากต่อมสร้างไข่ไดเ้ช่นเดียวกนั 
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ตารางที ่2.7  ผลของวติามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ 
Treatments  Sample Result of antioxidant activities References 

Dietary vitamin E 
supplementation 

Oviduct 
tissues 
(vagina, 
UVJ, uterus) 

The 300 mg Vitamin E/kg 
supplementation can increases 
concentrations of a-tocopherol observed 
in all tissues and GSH in the UVJ. In 
addition to the dietary supplementation 
with vitamin E (30 mg/kg) had effect on 
a-tocopherol, ascorbic acid, GSH, GPx 
and SOD activity. 

Breque et al. 
(2006) 

Vitamin E and 
organic selenium 

Seminal 
plasma 

The dietary vitamin E in combination 
with organic Se has a synergistic effect in 
minimizing lipid peroxidation and 
improving the GPX activity and total 
antioxidant activity in seminal plasma 

Ebeid (2012) 

Supplementation 
of vitamin E and 
selenium 

Skeletal 
muscle 

The heat stress chicks that received the 
combined supplementary level of vitamin 
E and Se had the lowest concentration of 
MDA and the highest activity of SOD and 
GPx in the skeletal muscle. Dietary Se 
also caused a significant increase in 
enzyme activity of GPx in the skeletal 
muscle. 

Ghazi et al. 
(2012) 

Supplementation 
of vitamin E and C 

Plasma The supplementation of vitamins E or C 
alone or in combinations showed 
significantly lowered MDA level, higher 
activities of SOD, CAT enzymes and 
higher FRAP activities in erythrocytes 
than control. However, supplementation 
with combination of vitamins proved to 
be better than individual supplementation. 

Jena et al. 
(2013) 
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ตารางที ่2.7  ผลของวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมต่อความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (ต่อ) 
Treatments  Sample Result of antioxidant activities References 

Supplementation 
of vitamin E and C 

Plasma Supplemental vitamin C and vitamin E alone or 
in combination significantly increased total 
blood GPx activity, but did not affect the 
erythrocyte SOD and CAT activities, MDA 
concentration when compared to control group. 

Cinar et al. 
(2014) 

หมายเหตุ: UVJ = utero-vaginal junction; MDA = malondialdehyde; GPx = glutathione 
peroxidase; SOD = superoxide dismutase; CAT = catalase;  FRAP = ferric reducing 
antioxidant power; GSH = glutathione 

 
2.12.4  ผลของการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารไก่ต่อการพัฒนาระบบ

สืบพนัธ์ุและอวยัวะภายใน 
 ภายใตส้ภาพอากาศร้อนการใช้วิตามินซี (200 mg/kg ascorbic acid) และวิตามินอี 
(150 mg/kg α-Tocopherol acetate) ในอาหารแม่ไก่ท่ีเสริมร่วมกนัหรือเพียงชนิดเดียวสามารถช่วย
เพิ่มน ้ าหนกัของฟอลิเคิลขนาดใหญ่ (large follicle weight) ท่อน าไข่ (oviduct weight) รังไข่ (ovary 
weight) และตบั (liver weight) รวมไปถึงความยาวท่อน าไข่ได ้(p<0.05) แต่ไม่ส่งต่อน ้ าหนกัไขมนั
ช่องทอ้ง (abdominal fat) จ  านวนของฟอลิเคิลขนาดเล็กและใหญ่ (p>0.05) (Attia et al., 2016) ใน
ส่วนการทดลองของ Hassan et al. (2011) พบวา่แม่ไก่ท่ีไดรั้บวิตามิน 1000 มิลลิกรัม/กิโลกรัม มีผล
ต่อความยาวท่อน าไข่ท่ีเพิ่มข้ึน และน ้ าหนกัตบัลดลง (p<0.05) นอกจากน้ียงัพบวา่การเสริมซีลีเลียม
ขนาดโมเลกุลระดบันาโน (selenium nano particles) และซีลีเนียมอินทรีย ์(selenomethionine) ท่ี
ระดบั 0.30มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารแม่พนัธ์ุไก่งวงสามารถเพิ่มความยาวและน ้ าหนกัท่อน าไข่ 
น ้ าหนักรังไข่ได้สูงกว่าการเสริมซีลีเนียมอนินทรีย ์(sodium selenite) โดยเสริมที่ระดบั 0.30 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม เท่ากนั (p<0.05) แต่อย่างไรก็ตามการเสริมซีลีเนียมทั้งอินทรียแ์ละอนินทรีย์
สามารถช่วยพฒันาระบบสืบพนัธ์ุไดเ้ม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม (p<0.05) (Ismail et al., 2016) 

2.11.5  ผลของการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารไก่ต่อการสะสมวิตามินอ ี
และซีลเีนียมไข่แดง 
การสะสมวติามินอีและซีลีเนียมในไข่แดงไดแ้สดงไวใ้นตารางท่ี 2.8 การทดลองของ 

Skinvan et al. (2013) พบวา่ การเสริมซีลีเนียมยีสตร่์วมกบัวิตามินซี (0.30 mg SeY/kg + 150 mg vit 
C/kg) มีปริมาณการสะสมซีลีเนียมในไข่แดงท่ีสูงกว่าซีลีเนียมอนินทรียร่์วมกบัวิตามินซี (0.3 mg 
Na2SeO3/kg + 150 mg Vit. C/kg) ซ่ึงการเสริมซีลีเนียมทั้งสองรูปแบบร่วมกบัวิตามินซีสามารถเพิ่ม
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การสะสมซีลีเนียมในไข่แดงไดดี้กวา่การเสริมซีลีเนียมและวิตามินซีเพียงชนิดเดียว (p<0.05) ขณะท่ี
การเสริมวิตามินอีร่วมกบัซีลีเนียมไม่ส่งผลต่อการเปล่ียนแปลงการสะสมวิตามินอีและซีลีเนียมใน
ไข่แดง (p>0.05) แต่เม่ือพิจารณาแต่ละปัจจยัหลกัพบว่าการสะสมวิตามินอีในไข่แดงเป็นผลมาจาก
การไดรั้บวติามินอีจากอาหารโดยตรง ซ่ึงการสะสมจะเพิ่มข้ึนตามระดบัการเสริมวิตามินอี (p<0.05) 
ในส่วนของปัจจยัท่ีเก่ียวกบัซีลีเนียมพบว่าระดบัของการเสริมซีลีเนียม 0.55 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
ส่งผลให้มีการสะสมวิตามินอี นอกจากน้ีการเสริมซีลีเนียมอินทรียท่ี์ระดบั 0.75 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 
สามารถเพิ่มการสะสมซีลีเนียมไดสู้งสุด (p<0.05) (Scheideler et al., 2010) โดยให้ผลการทดลองท่ี
คลา้ยกนักบั Puthpongsiriporn et al. (2001) พบว่าการเพิ่มปริมาณของวิตามินอีในอาหารส่งผลต่อ
การสะสมวิตามินอีในไข่แดงท่ีสูงข้ึน เช่นเดียวกบัแม่ไก่ท่ีไดรั้บซีลีเนียมในรูปอินทรียมี์การสะสม
ซีลีเนียมในไข่แดงท่ีเพิ่มมากกวา่การไดรั้บซีลีเนียมอนินทรีย ์(Leeson et al., 2008) 
 
ตารางที ่2.8  ผลของการเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมในอาหารสัตวปี์กต่อองคป์ระกอบทาง

เคมีในไข่ 

Treatment 

Parameter 

Reference 
Vitamin E Selenium 

concentration  
in yolk 

concentration  
in yolk 

 
µg/g 

Puthpongsiriporn 
et al. (2001) 

25 mg vitamin E/kg 22.87c  - 

45 mg vitamin E/kg 60.84b - 

65 mg vitamin E/kg 93.16a  - 

0.1 mg Na2SeO3/kg  - 7.16c  

Leeson et al. 
(2008) 

0.3 mg Na2SeO3/kg  - 7.68c  

0.1 mg SeY/kg  - 7.22c  

0.3 mg SeY/kg  - 7.80bc  

0.1 mg B-Traxim Se/kg  - 8.58ab 
 

0.3 mg B-Traxim Se/kg  - 8.82ab   
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ตารางที ่2.8  ผลของการเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมในอาหารสัตวปี์กต่อองคป์ระกอบทาง
เคมีในไข่ (ต่อ) 

Treatment Parameter Reference 

 

Vitamin E Selenium 

 
concentration concentration 

in yolk in yolk 

 
µg/kg 

 
50 mg Vit. E + 0.55 mg Na2SeO3/kg  122.39 0.56 

Scheideler et 
al. (2010) 

50 mg Vit. E + 0.55 mg Sel-Plex/kg  129 0.69 
50 mg Vit. E + 0.75 mg Na2SeO3/kg  114.03 0.64 
50 mg Vit. E + 0.75 mg Sel-Plex/kg  121.54 0.81 
100 mg Vit. E + 0.55 mg Na2SeO3/kg  298.31 0.58 
100 mg Vit. E + 0.55 mg Sel-Plex/kg  238.97 0.62 
100 mg Vit. E + 0.75 mg Na2SeO3/kg  269.33 0.62 
100 mg Vit. E + 0.75 mg Sel-Plex/kg  239.77 0.82 
150 mg Vit. E + 0.55 mg Na2SeO3/kg  443.75 0.83 
150 mg Vit. E + 0.55 mg Sel-Plex/kg  406.85 0.57 
150 mg Vit. E + 0.75 mg Na2SeO3/kg  310.98 0.63 
150 mg Vit. E + 0.75 mg Sel-Plex/kg  332 0.79 
Main effect 

  

Vitamin E, mg/kg 
  

50 121.74c   0.67 

100 260.84b   0.66 

150 373.40a   0.69 

Main effect    

Se, mg/kg of diet    

0.55 273.21a   0.63b    

0.75 230.77b   0.72a    

 



42 

ตารางที ่2.8  ผลของการเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมในอาหารสัตวปี์กต่อองคป์ระกอบทาง
เคมีในไข่ (ต่อ) 

Treatment Parameter 

Reference 

 

Vitamin E Selenium 

concentration concentration 

in yolk in yolk 

Se source µg/kg 
Scheideler et 

al. (2010) 
Inorganic 259.8 0.60b   

Organic 244.19 0.75a   

  mg/kg DM yolk 

Skinvan et al. 
(2013) 

Control 215 603.00d   

 150 mg Vit. C/kg 240 594.00d  

0.3 mg Na2SeO3/kg  244 1073.00c  

0.3 mg Na2SeO3/kg + 150 mg Vit. 
C/kg 

264 1117.00b  

0.3 mg SeY/kg  255 1066.00c  

0.3 mg SeY/kg + 150 mg Vit. C/kg 253 1168.00a  

หมายเหตุ: a,b,c Means within a columns with different letter different significantly (P<0.05) 
     Na2SeO3 = sodium selenite; SeY = Selenium yeast-Sel-PlexTM; Se = Selenium;  
     Vit C = vitamin C; vit E = vitamin E 
     1B-Traxim Se is a newly developed organic Se product using soybean peptides as the 

          ligand. 



 
บทที ่3 

 วธีิด าเนินงานวจิยั  
 

 การศึกษาคร้ังน้ีแบ่งออกเป็น 2 การทดลอง คือการทดลองท่ี 1 ศึกษาผลของพลงังานระดบั
ต ่า (2,650 kcal ME/kg) และระดบัปกติ (2,900 kcal ME/kg) ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี 200 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม วิตามินอี 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และซีลีเนียม 0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เพื่อศึกษา
ผลต่อสมรรถนะการผลิต ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด ส่วนการทดลองท่ี 
2 ศึกษาผลของพลงังานร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมเพื่อศึกษาผลท่ีมีต่อระบบ
สืบพนัธ์ุ การตา้นอนุมูลอิสระ องคป์ระกอบทางเคมี และการแสองออกของโปรตีนในของเหลวจาก
ต่อมสร้างเปลือกไข่ ซ่ึงใชไ้ก่ไข่เป็นโมเดลโดยท าการทดลองในไก่ไข่ท่ีอาย ุ33 สัปดาห์ จนถึงอายุ 38 
สัปดาห์ เป็นระยะเวลาในการทดลองทั้งหมด 6 สัปดาห์ ซ่ึงมีรายละเอียดของการทดลองดงัน้ี 
 

3.1  การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของพลงังาน วิตามินซี วิตามินอ ีและซีลเีนียมในอาหารแม่
ไก่ ต่อสมรรถนะการผลติ ระยะเวลาการมชีีวติรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด 

 การทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อทดสอบระดบัพลงังาน (2,650 และ 2,900 kcal ME/kg) 
วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ ต่อสมรรถนะการผลิต การผสมติด และระยะเวลา
การมีชีวิตรอดของอสุจิภายในท่อน าไข่ เร่ิมท าการทดลองในไก่ไข่ท่ีอายุ 33 สัปดาห์ จนถึงอายุ 35 
สัปดาห์ รวมระยะเวลาในการทดลอง 3 สัปดาห์ 

3.1.1 อาหารทดลอง 
  เป็นการทดสอบระดบัพลงังานร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมใน
อาหารไก่ไข่เพศเมีย พลงังานในอาหารแบ่งออกเป็น 2 ระดบัคือ พลงังานระดบัปกติ 2,900 kcal 
ME/kg ตามค าแนะน าของมาตรฐานสายพนัธ์ุอีซ่า บราวน์ และพลงังานระดบัต ่า 2,650 kcal ME/kg 
ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมท่ีระดบัความตอ้งการขั้นพื้นฐานของไก่ไข่ โดย
เสริมวติามินซี (ascorbic acid) ท่ีระดบั 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม วติามินอีท่ีใชอ้ยูใ่นรูปดีแอล-อลัฟาโท
โคฟีรอล (DL-alpha tocopherol) ท่ีระดบั 100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (Aviagen Inc, 2013) และซีลีเนียม
เสริมในรูปของซีลีเนียมยสีต ์(selenium yeast) ท่ีระดบั 0.30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม (NRC, 1994) โดยไก่
ไดรั้บอาหารวนัละ 109 กรัม โดยไก่ไดรั้บพลงังานวนัละ 281 และ 316 kcal ME ส าหรับอาหาร
พลงังานต ่า และพลงังานปกติตามล าดบั ซ่ึงเป็นไปตามสมการการค านวณของ Scott  et al. (1982) 
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และ Lesson and Summers (2005) โดยอาหารระดบัพลงังานต ่าดงักล่าวค านวณอยูบ่นพื้นฐานท่ีคาด
วา่จะไม่ส่งผลกระทบต่อการใหผ้ลผลิตไข่ ส่วนโภชนะชนิดอ่ืนๆ ในสูตรอาหารทั้งหมดค านวณตาม
ค าแนะน าของNRC (1994) ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 ท าการวิเคราะห์หาองค์ประกอบทางเคมีของ
อาหารทดลองโดยวธีิ proximate analysis ไดแ้ก่ ความช้ืน โปรตีน ไขมนั เยือ่ใยหยาบ และเถา้ ตามวิธี
ของ AOAC (1998) ปริมาณของแคลเซียมและฟอสฟอรัสโดยวิธี ICP-MS/OES ดงัแสดงตารางท่ี 
3.1.1 

สมการที่ 1: Total ME requirement (kcal/bird/day) = ME maintenance + ME activity 
+ ME egg  โดย Scott  et al. (1982) 

  NE maintenance = 83*(body weight)0.75 
  ME maintenance = NE maintenance/0.32 
  ME activity = ME maintenance*0.37 
  ME egg = 86*egg production 

  สมการที่ 2: Total ME requirement (kcal/bird/day) = (((Body weight)*((170-(2.2*ºC))) 
+ (2*Egg mass) + (5*Weight gain) โดย Lesson and Summers (2005) 

อาหารทดลองท่ีใชใ้นการทดลองแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ประกอบดว้ย 
กลุ่มท่ี 1  :  ระดบัพลงังานในอาหาร 2,650 kcal ME/kg 
กลุ่มท่ี 2  :  ระดบัพลงังานในอาหาร 2,650 kcal ME/kg ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี

วติามินอี และซีลีเนียม 
กลุ่มท่ี 3  :  ระดบัพลงังานในอาหาร 2,900 kcal ME/kg 
กลุ่มท่ี 4  :  ระดบัพลงังานในอาหาร 2,900 kcal ME/kg ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี 

   วติามินอี และซีลีเนียม 
3.1.2 สัตว์ทดลอง 

1. ไก่แม่พันธ์ุ ใชไ้ก่ไข่สายพนัธ์ุอีซ่า บราวน์ เพศเมียอายุ 33 สัปดาห์ เป็นตวัแทนแม่
ไก่พนัธ์ุจ านวน 128 ตวั ท าการแบ่งไก่ไข่ออกเป็น  4  กลุ่มๆ ละ 32 ซ ้ า น ้ าหนกัเฉล่ีย 1,700±20 กรัม 
เล้ียงบนกรงตบัขงัเด่ียว โดยใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (completely randomized design, 
CRD)  แม่ไก่ทุกตวัไดรั้บอาหารในปริมาณท่ีเท่ากนัตามมาตรฐานสายพนัธ์ุวนัละ 109 กรัม และให้
น ้ าอยา่งเต็มท่ีตลอดการทดลอง (ad libitum) โดยเล้ียงในโรงเรือนระบบปิด โปรแกรมแสงเปิดแสง 
17 ชัว่โมงและปิดแสง 7 ชัว่โมง ส าหรับขั้นตอนการปรับสัตวก่์อนเร่ิมการทดลองในสัปดาห์ท่ี 1 ท า
การจดัไก่เขา้ตามกลุ่มทดลองต่างๆ และเช็คเวลาการออกไข่ของไก่แต่ละตวั หลังจากนั้นให้กิน
อาหารทดลองในสัปดาห์ท่ี 31 และ 32 เป็นระยะเวลา 2 สัปดาห์จึงจะเร่ิมการทดลองในสัปดาห์ท่ี 33 
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2. ไก่พ่อพนัธ์ุ  
2.1 การจดัการพ่อพนัธ์ุ โดยใชไ้ก่พ่อพนัธ์ุ มทส. อายุ 40-41 สัปดาห์ จ านวน 120 ตวั 

ท่ีผา่นการตรวจสอบ  คุณภาพน ้ าเช้ือไดแ้ก่ การเคล่ือนท่ี ความเขม้ขน้ สี ตวัเป็นตวัตาย และปริมาณ
น ้ าเช้ือ เพื่อเป็นแหล่งน ้ าเช้ือสดคุณภาพดีส าหรับใชศึ้กษาในการทดลองท่ี 1 เล้ียงในโรงเรือนระบบ
ปิด โปรแกรมแสงเปิดแสง 16 ชั่วโมงและปิดแสง 8 ชั่วโมง บนกรงตบัแบบขงัเด่ียว ไก่พ่อพนัธ์ุ 
มทส. ไดรั้บอาหารสูตรทางการคา้วนัละ 130 กรัม และใหน้ ้าอยา่งเตม็ท่ี 
 
ตารางที ่3.1  ส่วนประกอบวตัถุดิบของสูตรอาหารทดลอง 

Ingredients (%)  
Low - ME Normal - ME 

2,650 ME Kcal/kg 2,900 ME Kcal/kg 
Corn 55.20 55.20 
Meat meal 4.29 4.29 
Soybean meal, 44 %CP 24.30 24.30 
Soybean oil - 4.45 
Cassava pulp 5.53 1.08 
Salt 0.36 0.36 
DL-methionine 0.15 0.15 
CaCo3 9.17 9.17 
Mono-calcium phosphate 0.50 0.50 
Premix1 0.50 0.50 

Calculated compositions (%)   
ME (kcal/kg) 2,650 2,900 
Calcium  4.00 4.00 
Available Phosphorus  0.39 0.39 

  Calculated compositions (%) 

Digestible Lysine  0.85 0.84 
Methionine  0.40 0.40 
Methionine + Cystine  0.61 0.61 
Threonine  0.56 0.56 
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ตารางที ่3.1  ส่วนประกอบวตัถุดิบของสูตรอาหารทดลอง (ต่อ) 
 Ingredients (%) Low - ME Normal - ME 
  2,650 ME Kcal/kg 2,900 ME Kcal/kg 

Analyzed compositions (%) 

Dry matter 93.18 92.82 
Crude protein 17.75 17.71 
Crude fiber  2.27 2.28 
Ether extract  2.59 7.16 
Calcium  4.08 4.10 
Total Phosphorus  0.54  0.54 
หมายเหตุ: 1 Premix for laying hen (/kg diet): Vitamin A, 2,000,000 IU; Vitamin D3, 600,000 IU; 

Vitamin K3, 300 mg; Vitamin B1 ,400 mg; Vitamin B2, 1,000 mg; Vitamin B6, 600 mg; 
Vitamin B12, 1.3 mg; Nicotinic acid, 2,500 mg; Choline Chloride, 100 mg; D-calcium 
pentothal, 1,500 mg;  Folic acid, 100 mg; Biotin, 2 mg; Mn, 12 g; Zn, 10 g; Fe, 8 g; 
Cu, 2 mg; I, 0.4 mg; Co, 0.4 mg. 

  
 2.2  การเก็บน ้ าเช้ือเพื่อใช้ในการผสมเทียม ไก่พ่อพนัธ์ุถูกรีดน ้ าเช้ือดว้ยวิธีการ
นวดวนัละ 60 ตวั/วนั ในช่วงเวลา 13.00 หลงัจากนั้นน าน ้ าเช้ือทั้งหมดท่ีไดม้ารวมกนัแลว้ผสมกบั
สารรักษาคุณภาพน ้ าเช้ือ Beltsville poultry semen extender (BPSE) ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) จุ่ม
หลอดน ้าเช้ือลงในน ้าท่ีอุณหภูมิ 25ºC ควบคุมอุณหภูมิและอยา่ใหส้ัมผสักบัแสงจนกระทัง่น าไปผสม
ควรท าอยา่งรวดเร็ว 

3.1.3 การผสมเทยีม และการฟักไข่ 
ท าการผสมเทียมวนัละ 1 คร้ังต่อเน่ืองกนัเพียงแค่ 2 วนั ในช่วงเวลา 13.30-14.30 โดย

ใช้ไซริงค์ขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดน ้ าเช้ือปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร จ านวนอสุจิต่อแม่ไก่หน่ึงตวั (total 
number spermatozoa/hen/day) ประมาณ 250-300 x 106 เซลล์ ท าการบีบบริเวณทอ้งแม่ไก่ให้ปาก
มดลูกท่ีอยูด่า้นในทวารร่วมออกมาดา้นนอก จากนั้นสอดไซริงคเ์ขา้ไปลึกประมาณ 2-4 เซนติเมตร 
แลว้ท าการฉีดน ้ าเช้ือเขา้สู่ท่อน าไข่พร้อมกบัปล่อยแรงดนัท่ีบีบบนช่องทอ้งแม่ไก่ หลงัจากท่ีผสม
เทียมในวนัท่ี 2 เสร็จเรียบร้อยแลว้ จึงเร่ิมเก็บไข่ในวนัรุ่งข้ึนโดยเก็บเป็นระยะเวลาทั้งหมด 21 วนั 
และน าไข่ท่ีเก็บในแต่ละวนัเรียงใส่ถาดฟักเก็บรวบรวมไวใ้นในห้องเก็บไข่อุณหภูมิ 19ºC โดยทุก ๆ 
1 สัปดาห์จะน าไข่ท่ีรวบรวมไดเ้ขา้ตูฟั้กท่ีอุณหภูมิ 100.40 ºF (Petersime incubator®) เม่ือครบ 1 
สัปดาห์ จึงท าการส่องไข่เพื่อหาจ านวนไข่มีเช้ือและไม่มีเช้ือ ในกรณีท่ีพบวา่เป็นไข่ไม่มีเช้ือจะตอ้ง
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ท าการตอกไข่และตรวจสอบบริเวณจุดก าเนิด (germinal disc) อีกคร้ังเพื่อยืนยนัผล (Biswas et al., 
2010; Ahammad et al., 2013a) 

3.1.4 ลกัษณะทีต้่องการศึกษา 
1. ศึกษาสมรรถนะการผลติ (Productive performance) 

 ชัง่น ้ าหนกัตวัไก่ไข่ก่อนเร่ิมและส้ินสุดการทดลอง บนัทึกขอ้มูลหลงัจากท่ีมีการ
ผสมเทียมคร้ังท่ี 2 เป็นเวลา 21 วนั โดยบนัทึกปริมาณอาหารท่ีกิน จ านวนไข่  น ้าหนกัไข่ จ  านวนไข่มี
เช้ือ และไม่มีเช้ือ น าค่าต่างๆ ขา้งตน้มาค านวณเพื่อวดัสมรรถนะการผลิตและการมีชีวิตรอดของอสุจิ
ดงัสูตรต่อไปน้ี 

ปริมาณอาหารท่ีกินต่อตวั (feed intake, gram/day) 
= ปริมาณอาหารท่ีกินในช่วงการทดลอง 

จ านวนไก่ทั้งหมด 
ปริมาณพลงังานท่ีกินไดต่้อวนั(energy intake, ME kcal/day)  

= ปริมาณอาหารท่ีกินต่อตวั X ระดบัพลงังานในอาหาร 
         1000 

ผลผลิตไข่ (hen day production, %) 
 = จ านวนท่ีเก็บไดท้ั้งหมดในวนันั้น X 100  

จ านวนไก่ทั้งหมดท่ีมีอยูใ่นวนันั้น 
อตัราการผสมติด (fertility rate, %) 

 = จ านวนไข่ทั้งหมดท่ีมีเช้ือ X 100 
     จ านวนไข่ทั้งหมดท่ีเขา้ฟัก 
ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ (fertile period length, day) =  จะนบัจ านวนวนัจากไข่มีเช้ือท่ีพบ
ในวนัสุดทา้ยหลงัจากท่ีตรวจพบไข่เช้ือตายติดต่อกนั 3 วนั ตามวธีิของ Beaumont et al. (1992) 

 

3.2  การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อระบบ
สืบพันธ์ุ องค์ประกอบทางเคมี และการต้านอนุมูลอิสระในของเหลวจากต่อมสร้าง
เปลอืกไข่ 

การทดลองน้ีมีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของระดับพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และ
ซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ต่อลกัษณะระบบสืบพนัธ์ุและอวยัวะภายในของแม่ไก่ การปรับเปล่ียน
องค์ประกอบทางเคมีท่ีสนับสนุนการมีชีวิตรอดของอสุจิ กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ และการ
แสดงออกของโปรตีนท่ีจากของเหลวจากท่ีหลัง่ต่อมสร้างเปลือกไข่ และการสะสมสารตา้นอนุมูล
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อิสระในไข่แดง ซ่ึงการทดลองน้ีต่อเน่ืองจากการทดลองท่ี 1 ไก่ไข่อายุ 36 สัปดาห์ จนถึงอายุ 38 
สัปดาห์ 

3.2.1 การเกบ็ของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ (uterine fluid) และไข่แดง 
  สุ่มไก่จ านวน 10 ตวัต่อกลุ่มการทดลองเพื่อเก็บของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ ซ่ึง
เก็บสัปดาห์ละคร้ังติดต่อกนั 2 สัปดาห์ท่ีไก่ไข่อาย ุ36-37 สัปดาห์ โดยจะเก็บจากแม่ไก่ตวัเดิม ในการ
เก็บของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่จะท าการเก็บไข่เม่ือไข่อยูใ่นท่อน าไข่ประมาณ 10 ชัว่โมง แม่
ไก่จะถูกฉีดโพรสตาแกลนดิน (prostaglandin) จ  านวน 0.1 มิลลิลิตร (ในอตัราโพรสตาแกลนดิน 1 
ส่วน : น ้าเกลือ (normal saline) 9 ส่วน, V/V) เขา้สู่เส้นเลือดบริเวณปีก (wing vein) จากนั้นประมาณ 
2 นาที ใช้มือนวดทอ้งดนัออกมาทางทวาร (cloaca) จนกระทัง่ไก่หลัง่ของเหลวพร้อมดว้ยฟองไข่
ออกมา น าตวัอยา่งของเหลวท่ีไดผ้สมกบัสารละลาย phosphate buffer saline 2X , PBS (อตัราส่วน 
1:1, V/V) แลว้แบ่งใส่ในหลอด 1.5 มิลลิลิตร เพื่อน าไปวิเคราะห์ทางเคมี และน าตวัอยา่งของเหลว 
100 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย laemmli buffer 5X เพื่อวิเคราะห์ western blots แลว้เก็บไวท่ี้
อุณหภูมิ -80ºC (Gautron et al., 1997) ในส่วนของฟองไข่ถูกน ามาแยกไข่ขาวออกหมดจนเหลือ
เฉพาะไข่แดงใส่ลงในกล่องพลาสติกปิดฝาใหเ้รียบร้อยแช่เยน็ท่ี -20ºC เพื่อรอน าไปวิเคราะห์ทางเคมี
ต่อไป 

3.2.2 การศึกษาอวยัวะทีเ่กีย่วข้องกบัระบบสืบพนัธ์ุและอวยัวะภายใน 
  เม่ือเสร็จส้ินการทดลองอายุไก่ไข่ท่ี 38 สัปดาห์ ท าการสุ่มไก่ไข่กลุ่มการทดลองละ 5 
ตวั ชัง่น ้ าหนกัตวั และท าให้สลบโดยใช้ยา Nembutal® จ  านวน 0.1 มิลลิลิตร ฉีดเขา้บริเวณหลอด
เลือดด า (jugular vein) รอจนกระทัง่ไก่สงบน่ิงแลว้ท าการเชือดคอเพื่อน าเลือดออกจนหมดเพื่อไม่ให้
มีเลือดในช่องทอ้ง หลงัจากนั้นผา่เปิดช่องทอ้งแยกช้ินส่วนท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบสืบพนัธ์ุ และอวยัวะ
ภายใน โดยท าการเก็บขอ้มูลดงัน้ีชัง่น ้ าหนกัท่อน าไข่ รังไข่ ตบั ไขมนัช่องทอ้ง และวดัความยาวท่อ
น าไข่ นบัจ านวน  ฟอลิเคิล (follicle) แบ่งออกเป็น 2 ขนาด คือ ฟอลิเคิลขนาดเล็ก ≥5-10 mm และ
ขนาดใหญ่ >10 mm โดยใชเ้วอร์เนียร์คาลิปเปอร์ (vernier caliper ) ตามวิธี Attia et al. (2010) และ 
Oke et al. (2016) ค  านวณหาค่าเปอร์เซ็นตอ์วยัวะต่างๆ ขา้งตน้โดยเทียบกบัน ้าหนกัตวัมีชีวติ 

3.2.3 การวเิคราะห์ทางเคมี 
3.2.3.1 การวดั 1,1-Diphenyl-2  picrylhydrazyl (DPPH)  

  การวดัค่า DPPH ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ และไข่แดงดดัแปลง
มาจาก  Marinova and Batchvarov (2011) ท าการสกดัตวัอยา่งดว้ยสารละลายเมทานอล (methanol) 
หรือ (ethanol) เอทานอล จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยง (centrifuge) ท่ีความเร็ว 10.000 rpm เป็นเวลา 5 
นาที น าไปท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระดีพีพีเอช (DPPH•, 1,1-diphenyl-2-picryhydrazyl radical) ซ่ึง
เป็นสารสังเคราะห์ท่ีอยูใ่นรูปอนุมูลอิสระท่ีคงตวัและมีสีม่วง เม่ือ DPPH• ท าปฏิกิริยากบัสารตา้น
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อนุมูลอิสระท่ีให้อิเล็กตรอนหรือไฮโดรเจนอะตอมท าให้สีม่วงจางลง จนเป็นสีเหลือง DPPH : H  
วดัผลท าโดยการน าสารละลายท่ีเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์แลว้มาวดัค่าดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟ
โตรมิเตอร์ (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 515 นาโนเมตร ท าให้สามารถหาการเป็นสารตา้น
อนุมูลอิสระของสารตวัอยา่งไดจ้ากการค านวณสีท่ีจางลงของการยบัย ั้ง DPPH• (ปวีณา, 2559) สูตร
ค านวณเปอร์เซ็นต์การยบัย ั้งอนุมูลอิสระได้จากการน าค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ีท า
ปฏิกิริยากนัระหวา่งตวัอยา่งกบัสาร DPPH เทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย DPPH ตาม
สมการของ Gherraf et al. (2011) ดงัน้ี 

 % Inhibition = [(A control – A sample)/ x A control] x 100 
หมายเหตุ:  A control คือค่าการดูดกลืนแสงของของสารละลาย DPPH  
                 A sample คือค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง + สารละลาย DPPH 
 

3.2.3.2 การวดั Thiobarbituric acid reactive substances (TBARS) 
  การวดัตรวจวดัมาลอนไดแอลดีไฮด์ (malondialdehyde, MDA) ด้วยวิธี 
Thiobarbituric acid reactive substance (TBARs) assay ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ และไข่
แดงคดัแปลงมาจาก Premanand et al. (2007) เพื่อวดัปริมาณ MDA ท่ีเป็นผลผลิตจากปฏิกิริยาลิพิด 
เปอร์ออกซิเดชนัของโมเลกุลไขมนัภายในตวัอยา่ง โดยน าตวัอยา่งของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 
และไข่แดงท าปฏิกิริยากบัสารละลาย Thiobarbituric acid (TBA) ภายใตส้ภาวะกรดและความร้อนท า
ให ้MDA ท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่งท าปฏิกิริยากบั TBA จะไดเ้ป็นสารประกอบท่ีมีสีชมพูและน าไปวดัค่า
ดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร แลว้น าค่าดูดกลืนแสง
ท่ีไดม้าเปรียบเทียบกบักราฟมาตรฐาน โดยใช ้MDA ท่ีความเขม้ขน้ 0-40 นาโนโมล/มิลลิลิตร เพื่อ
หาปริมาณของ MDA ท่ีเกิดข้ึนในตวัอยา่ง 

3.2.3.3 การวดัค่า glutathione peroxidase (GPx) 
 การวดัค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซม์กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดสใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ และไข่แดงตามวิธี enzymatic assay of glutathione peroxidase (EC 
1.11.1.9) ของบริษทั Sigma โดยวดัค่าดูดกลืนแสงในปฏิกิริยาจากการลดลงของ NADPH ท่ีความยาว
คล่ืน 340 นาโนเมตร ดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตมิเตอร์ ซ่ึงจะท าการวดัค่าทุกๆ 1 นาที จนครบ 10 นาที 
และน าค่าดูดกลืนแสงท่ีไดค้  านวณหาค่ากิจกรรมการท างานของเอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดสดว้ย  
โปรแกรมส าเร็จรูปแลว้จะแสดงผลในรูป U/ml ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ ในส่วนของไข่
แดงตอ้งวเิคราะห์หาค่าโปรตีนก่อนเพื่อใชค้  านวณผลให้อยูใ่นรูป U/mg protein  
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3.2.2.4 การวิเคราะห์สารชีวเคมีภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่โดยใช้
เทคนิค  Nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy 

  การวิเคราะห์องคป์ระกอบสารชีวเคมีภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือก
ไข่คดัแปลงมาจากวิธีของ Gerard et al. (2015) สุ่มตวัยา่งของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ท่ีถูกผสม
กบัสารละลาย PBS 2x กลุ่มการทดลองละ 5 ตวัอยา่ง หลงัจากนั้นเตรียมตวัอยา่งโดยน าของเหลวจาก
ต่อมสร้างเปลือกไข่ปริมาณ 450 ไมโครลิตร ผสมกบั 1 มิลลิโมลาร์  4,4-dimethyl-4-silapentane-1-
sulfonic acid (DSS) ในสารละลาย Deuterium oxide (D2O) ปริมาณ 50 ไมโครลิตร แลว้บรรจุลงใน
หลอด NMR ขนาด 5 มิลลิเมตร เก็บไวท่ี้ 4ºC เพื่อน าไปวิเคราะห์องคป์ระกอบสารชีวเคมีไดแ้ก่ 
lactate, acetate, N-acetyl groups, citrate, creatine-creatinine, glucose, ᵦ-glucose, α-glucose, และ 
formate โดยเทคนิค H1 NMR spectroscopy รุ่นความถ่ี 500 MHz  ยี่ห้อ Bruker ในการทดลองน้ีส่ง
ตวัอยา่งเพื่อวเิคราะห์ท่ีศูนยเ์คร่ืองมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

3.2.2.5 การวเิคราะห์วติามินซี 
  การวิเคราะห์ปริมาณวิตามินซีในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่โดยใช้
เคร่ือง High Performance Liquid Chromatography (HPLC) ดดัแปลงมาจากวิธีของ (ธาราทิพย์, 
2554) โดยน าตวัอยา่งของเหลวท่ีผสมกบั PBS2X มากรองดว้ย syringe filter ใส่ลงในขวดแกว้สีชา
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปิดฝาให้สนิทเก็บไวท่ี้ -20ºC เพื่อน าไปวิเคราะห์โดยใชเ้คร่ือง HPLC แบบ 
reverse-phase รุ่นHP 1100 โดยใชค้อลมัน์ C18 (4.0 mm ID x 250 mm) ในการทดลองน้ีใช ้Mobile 
phase เป็น Eluent 1 ต่อ Eluent 2 อตัราส่วน 3 ต่อ 7 (Eluent 1: 78 mM potassium dihydrogen 
phosphate, 0.2% 1,5-dimthylhexylamine, pH3; Eluent 2: 900 ml Eluent1, 98 ml Acetonitrile, 42 ml 
ethanol) flow rate 0.8 มิลลิลิตรต่อนาที ท าการฉีดตวัอยา่งคร้ังละ 20 µl ตรวจจบัดว้ย UV detector 
ความยาวคล่ืน 254  นาโนเมตร 

3.2.2.6 การวเิคราะห์วติามินอ ี
  การวเิคราะห์ปริมาณวติามินอีในไข่แดง เร่ิมจากขั้นตอนการสกดัวิตามินอีใน
ไข่แดงคดัแปลงมาจาก Schweigert et al. (2002) ท าการชัง่ไข่แดง 0.3 กรัม ลงในหลอดทดลอง
พลาสติกฝาเกลียวขนาด 15 มิลลิลิตร เติมสารละลายเอเทนอล 400 ไมโครลิตร และเติม BHT 0.05% 
(BHT 0.05 กรัม ละลายใน Hexane 100 มิลลิลิตร) 2 มิลลิลิตร แล้วบดให้ละเอียดด้วย glass 
homogenizer ประมาณ 1 นาที ตั้งทิ้งไวจ้นเกิดการแยกชั้น หลงัจากนั้นยา้ยชั้นดา้นบน (hexane) ใส่
ลงในหลอดทดลองแบบแกว้ น าไประเหย hexane ดว้ยการเป่าแก๊สไนโตรเจนบริสุทธ์ิในตูดู้ดควนั
จน hexane ระเหยหมดจะเหลือเฉพาะส่วนที่เป็นน ้ ามนั  จากนั้นละลายด้วยสารละลาย 
methanol/chloroform (อตัราส่วน1:1 V:V) 1 มิลลิลิตร เทใส่ในขวดแกว้สีชาส าหรับใชก้บัเคร่ือง 
HPLC ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปิดฝาสนิท เก็บท่ีอุณหภูมิ -20ºC จนกวา่จะน าไปวิเคราะห์วิตามินอี การ



51 

วิเคราะห์ปริมาณวิตามินอี ใชเ้คร่ือง HPLC แบบ reverse-phase รุ่น Agilent 1260 ตรวจจบัดว้ย 
Fluorescence detector ท่ี excitation 292 นาโนเมตร และ emission 327 นาโนเมตร โดยใชค้อลมัน์ 
C18 (4.0 mm ID x 250 mm) และ Mobile phase คือ methanol ต่อ น ้ ากลัน่ดีไอโอไนซ์ อตัราส่วน 98 
ต่อ 2 อตัราการไหล (flow rate) ท่ี 1.5 มิลลิลิตร/นาที  

3.2.2.7 การวเิคราะห์ซีลเีนียม 
  การวิเคราะห์หาปริมาณซีลีเนียมในไข่แดงคดัแปลงมาจาก Jing et al. (2015) 
ท าการย่อยไข่แดงดว้ยเคร่ืองไมโครเวฟรุ่น Multiwave 3000 ยี่ห้อ Anton Paar โดยท าการชัง่ 300 
มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอดยอ่ยแลว้เติมกรดไนตริก 70%  8 มิลลิลิตร และเติมกรดไฮโดรคลอริก 37% 
1 มิลลิลิตร ตั้งทิ้งไวใ้นตูดู้ดควนัประมาณ 12 ชัว่โมงจนกระทัง่ไม่พบไอกรดสีเหลืองลอยออกจาก
หลอดจึงน าเขา้ย่อยดว้ยเคร่ืองไมโครเวฟท่ี power 600 และอุณหภูมิ 190 ºC เม่ือยอ่ยเสร็จแลว้เท
สารละลายใส่ขวดปรับปริมาณขนาด 25 มิลลิลิตร ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ดีไอโอไนซ์เขยา่ให้เขา้
กนั ท าการเตรียมสารละลายซีลีเนียมมาตรฐานท่ีระดบั 0, 0.02 0.05, 1.00, 5.00 และ 10.00 มิลลิกรัม/
ลิตร น าสารละลายตวัอยา่งและสารมาตรฐานเทใส่หลอดพลาสติกขนาด 15 มิลลิลิตร เพื่อน าไป
วิเคราะห์หาปริมาณซีลีเนียมดว้ยเคร่ือง inductively coupled plasma optical emission spectrometry 
(ICP-OES) รุ่น optima 8000 ยี่ห้อ PerkinElmer ใชก้ารตรวจวดัแบบ Axial ท่ีความยาวคล่ืน 196.026 
นาโนเมตร  

3.2.2.8 การวเิคราะห์หาปริมาณโปรตีนด้วยวธีิวธีิ BSA Protein assay kit และ 
การแสดงออกของโปรตีนด้วยวธีิ Western blots   

  วเิคราะห์การแสดงออกของโปรตีนภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่
ไดแ้ก่ Enolase 1 (ENO1); Superoxide Dismutase 1 (SOD1) และ Malate Dehydrogenase1 (MDH1) 
คดัแปลงมาจาก Carillon et al. (2016) ท าการหาความเขม้ขน้ของปริมาณโปรตีนภายในของเหลวจาก
ต่อมสร้างเปลือกไข่โดยใช้ตวัอยา่งของเหลวท่ีผสมกบัสารละลาย PBS 2X  ดว้ยวิธี BSA Protein 
Assay  kit เพื่อใชค้  านวณหาปริมาณโปรตีนในตวัอยา่งของเหลวท่ีผสมกบั laemmli buffer 5X 
  การวิเคราะห์แสดงออกของโปรตีนด้วยวิธี Western blots ค  านวณหา
ปริมาตรตวัอยา่งของเหลวท่ีผสมกบั laemmli buffer 5x ท่ีจะตอ้งใชใ้นการวิเคราะห์ไม่ควรเกิน 60 
ไมโครลิตร (ตามขนาดหลุมของเจล) โดยให้มีความเขม้ข้นของโปรตีน 10 มิลลิกรัม/ปริมาตร 
จากนั้นท าการแยกโมเลกุลโปรตีนดว้ย Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis 
(SDS-page) โดยใชเ้จล polyacrylamide ท่ีมีความเขม้ขน้ 8-16% Separating gel ขนาด 1.5 มิลลิเมตร 
แยกดว้ยกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์120 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที และท าการยา้ยโปรตีน
ไปยงัแผน่ไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose membrane) ดว้ยวิธี wet blotting โดยใชก้ระแสไฟฟ้าท่ี
ความต่างศกัย ์155 โวลต์ เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที น าแผ่นไนโตรเซลลูโลส บ่มด้วย primary 
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antibody ท่ีมีความจ าเพาะไดแ้ก่  ENO1,  SOD1 และ MDH1 ในอตัราส่วนเจือจาง 1:1,000 (ใน 5% 
milk in TBST 1X ) จบักบัโปรตีนแผน่ไนโตรเซลลูโลสและเลือกใช ้Goat anti rabbit ในอตัราส่วน
เจือจาง 1:5,000 (ใน 5% milk in TBST 1X) เป็น secondary antibody ท่ีจ  าเพาะต่อ primary antibody 
อีกที เพื่อใช้ในการตรวจสอบการแสดงออกของโปรตีนท่ีสนในศึกษาโดยใช้เค ร่ือง Gel 
documentation system 
 

3.3  การวเิคราะห์ทางสถิต ิ 
  น าขอ้มูลท่ีไดว้ิเคราะห์หาความแปรปรวน (analysis of variances, ANOVA)  ตามแผนการ 
ทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (CRD) เปรียบเทียบความแตกต่างค่าเฉล่ียในแต่ละกลุ่มการทดลองดว้ยวิธี 
Duncan’s New Multiple Range Test (DUNCAN) โดยใช ้SPSS 16.0 software และใช ้Orthogonal 
contrasts เพื่อเปรียบเทียบ 1) ความแตกต่างค่าเฉล่ียในอาหารพลงังานต ่ากบัพลงังานปกติ และ 2) 
กลุ่มท่ีไม่มีการเสริมกบักลุ่มท่ีมีการเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียม 
 

3.4  สถานทีท่ าการทดลอง 
 3.4.1  ศูนย์เคร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี อาคารเคร่ืองมือ 10 มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยสุีรนารี 
 3.4.2  หอ้งปฏิบติัการโภชนศาสตร์ อาคารเคร่ืองมือ 14 
 3.4.3   Physiologie de la Reproduction et des Comportements, UMR 085, INRA, CNRS, 
Université de Tours, IFCE, 37380 Nouzilly, France 
 3.4.4  งานสัตวปี์ก ฟาร์มมหาวทิยาลยั มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 

3.5  ระยะเวลาในการท าการทดลอง 
 เร่ิมท าการทดลอง 1 พฤศจิกายน พ.ศ. 2558 
 ส้ินสุดการทดลอง 24 กรกฎาคม พ.ศ. 2559 



 
บทที ่4 

ผลและวจิารณ์ผลการทดลอง 
 

4.1 ผลของพลงังาน วติามนิซี วติามนิอ ีและซีลเีนียม ต่อสมรรถนะการผลติ ระยะการมี
ชีวติรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด 

 ผลของระดบัพลงังาน วติามินซี  วติามินอี และซีลีเนียม ต่อสมรรถนะการผลิตของแม่ไก่ได้
แสดงไวใ้น ตารางท่ี 4.1 พบว่า น ้ าหนักไข่ ผลผลิตไข่ และปริมาณพลงังานท่ีกินได้ต่อวนั (kcal 
ME/day) ในไก่ไข่กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารพลงังานปกติ (2,900 kcal ME/kg) มีค่าสูงกว่ากลุ่มท่ีไดรั้บ
อาหารพลงังานงานต ่า (2,650 kcal ME/kg) (p<0.05) โดยพบว่าแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังานต ่ามี
ผลผลิตไข่ต ่าสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัอาหารพลงังานต ่าท่ีมีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม 
(p<0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างในส่วนของปริมาณอาหารท่ีกิน น ้ าหนักตัวสุดท้าย และการ
เปล่ียนแปลงน ้าหนกัตวั (p>0.05)  
 ตามปกติไก่ไข่จะกินอาหารตามระดบัพลงังานท่ีร่างกายตอ้งการเพื่อน าไปใช้ในการด ารง
ชีพและสร้างผลผลิต แต่อาหารจะตอ้งมีพลงังานอยูใ่นช่วง 2,600-3,000 kcal ME/kg ถึงจะสามารถ
ปรับเปล่ียนปริมาณการกินไดดี้ (Cufadar et al., 2010b; Perez-Bonilla et al., 2012) โดยพลงังานมี
บทบาทโดยตรงต่อการให้ผลผลิตไข่ ซ่ึง Ribeiro et al. (2014) และ Yang et al. (2016) รายงานวา่ไก่
ไข่ท่ีไดรั้บอาหารท่ีมีพลงังาน 3,000 kcal ME/kg ให้ผลผลิตไข่ท่ีดีกวา่อาหารท่ีมีพลงังาน 2,700 kcal 
ME/kg นอกจากน้ี Perez-Bonilla et al. (2012) ยงัพบวา่ไก่ไข่กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารพลงังาน 2,850 kcal 
ME/kg มีผลผลิตไข่สูงกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารพลงังาน 2,650 kcal ME/kg ถึงแมว้า่การให้อาหาร
พลงังานต ่า (2,650 kcal ME/kg) ในการศึกษาคร้ังน้ีจะมีผลท าใหน้ ้าหนกัไข่ลดลง แต่น ้าหนกัไข่ยงัคง
อยูใ่นช่วง 50-70 กรัม ท่ีสามารถน าเขา้ฟักได ้แต่อยา่งไรก็ตามไข่ท่ีมีน ้ าหนกัมากก็ส่งผลให้ลูกไก่มี
น ้าหนกัตวัแรกเกิดท่ีเพิ่มข้ึนเช่นกนั ซ่ึงเป็นผลดีต่ออุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวปี์ก 
 นอกจากน้ีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมยงัมีผลในการเพิ่มผลผลิตไข่ และ
น ้าหนกัไข่ (p<0.05) โดยเฉพาะอยา่งยิ่งการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารพลงังาน
ต ่า สามารถเพิ่มผลผลิตไข่ไดเ้ทียบเท่ากบัอาหารพลงังานปกติทั้งกลุ่มท่ีมีการเสริมและไม่มีการเสริม
วิตามินซีวิตามินอี และซีลีเนียม และยงัพบว่าน ้ าหนักไข่ในไก่กลุ่มท่ีได้รับอาหารพลงังานปกติ
ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีค่าเฉล่ียสูงสุด (P<0.05) สอดคลอ้งกบั Hanafy et 
al. (2009) ศึกษาผลการเสริมซีลีเนียม 0.3 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารไก่ไข่พบว่า สามารถเพิ่ม
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ผลผลิตไข่และน ้ าหนกัไข่ Joachim et al. (2011) ศึกษาการเสริมวิตามินซีท่ีระดบั 150 มิลลิกรัม/
กิโลกรัม ร่วมกบัวิตามินอีท่ีระดบั 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารไก่ไข่ สามารถเพิ่มน ้ าหนกัไข่
ไดสู้งกวา่กลุ่มควบคุม นอกจากน้ียงัมีงานทดลองอื่นๆ เช่น การเสริมวิตามินซีท่ีระดับ 200 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวิตามินอีท่ีระดบั 150 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารไก่แม่พนัธ์ุ  (Aydin 
and Dikmen, 2014) และการเสริมวิตามินซีท่ีระดบั 240 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกบัวิตามินอีท่ีระดบั 
100 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารนกกระทาท่ีเล้ียงภายใตส้ภาวะอากาศร้อน (Attia et al., 2016) 
สามารถเพิ่มผลผลิตไข่ น ้าหนกัไข่ การผสมติด และการฟักออกได ้เน่ืองจากภายใตส้ภาวะเครียดจาก
ความร้อนวติามินอีมีบทบาทช่วยเพิ่มผลผลิตและน ้ าหนกัไข่ได ้โดยสามารถแกไ้ขความบกพร่องใน
การสังเคราะห์สารโปรตีนตั้งตน้ส าหรับสร้างไข่แดงหรือไวเทลโลจีนิน (vitellogenin) โดยวิตามินอี
ช่วยเพิ่มการสังเคราะห์ไวเทลโลจีนินจากตบัเขา้สู่กระแสเลือดเพื่อน าไปสร้างไข่แดง (Ciftci et al., 
2005) 
 จากผลการทดลองน้ีพบวา่ ระดบัพลงังาน วิตามินซี  วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่
ไม่มีผลต่อระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด (p>0.05) (ตารางท่ี 4.1) ถึงแมว้่า
การทดลองคร้ังน้ีไม่พบผลในการเพิ่มระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด ซ่ึงยงั
ไม่สามารถอภิปรายผลไดอ้ยา่งแน่ชดั รวมถึงงานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้งกบัเร่ืองดงักล่าวยงัมีค่อนขา้งจ ากดั 
แต่อาจเป็นไปได้ว่าไก่ไข่ท่ีใช้เป็นโมเดลในการศึกษาคร้ังน้ี มีประสิทธิภาพการผลิตสูงสุดตาม
ศกัยภาพของพนัธุกรรมอยูแ่ลว้ ซ่ึงตามมาตรฐานไก่ไข่อีซ่า บราวน์ อายุ 33-38 สัปดาห์มีผลผลิตไข่ 
และน ้าหนกัไข่ประมาณ 92.5-93.9% และ 62.4-63.3 กรัม ตามล าดบั จากงานทดลองน้ีอาหารทดลอง
ทุกสูตร ยกเวน้กลุ่มอาหารพลงังานต ่าและไม่มีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม สามารถ
เพิ่มผลผลิตไข่ไดสู้งกวา่มาตรฐาน รวมถึงจากการรวบรวมเอกสารงานวิจยัพบวา่ สารประกอบทาง
เคมีจ าพวก Ca2+ Mg2+  Zn2+ กลูโคส รวมถึงค่า pH ของของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ มีบทบาท
ส าคัญในการปกป้องเยื่อหุ้มเซลล์ของอสุจิจากการถูกท าลายโดยสารอนุมูลอิสระ และยงัเป็น
พลงังานส ารองส าหรับการเคล่ือนท่ีของอสุจิ (Ahammad et al., 2013b) จากการทดลองใน
หอ้งปฏิบติัการ (in vitro) พบวา่ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่มีบทบาทส าคญัในการยืดระยะการ
มีชีวิตรอดของอสุจิ และเพิ่มอตัราการผสมติด (Ahammad et al., 2013a) Breque et al. (2006) พบ
การสะสมวติามินอีปริมาณสูงในเน้ือเยื่อบริเวณช่องคลอด ส่วนต่อระหวา่งช่องคลอดและต่อมสร้าง
เปลือกไข่ และต่อมสร้างเปลือกไข่ ในไก่กลุ่มท่ีรับวิตามินอี 130 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เม่ือเทียบกบั
กลุ่มท่ีไดรั้บวิตามินอีท่ีระดบั 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัม อีกทั้งยงัพบปริมาณการสะสมของวิตามินซี 
กลูตา้ไธโอน เปอร์ออกซิเดส และ ซุปเปอร์ออกไซต ์ดิสมิวเตสในเน้ือเยื่อบริเวณขา้งตน้มีปริมาณท่ี
แตกต่างกนัในแต่ละช่วงอายุ ดงันั้นการปรับเปล่ียนค่าทางชีวเคมีของของเหลวภายในต่อมสร้าง
เปลือกไข่ เพื่อยืดระยะเวลามีชีวิตรอดอสุจิและเพิ่มอตัราการผสมติด ควรค านึงถึงสารตา้นอนุมูล
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อิสระชนิดอ่ืนๆ เพิ่มเติมท่ีสามารถออกฤทธ์ิไดดี้ในท่อน าไข่ เช่น Cu Zn และ Mn เป็นตน้ โดยแร่ธาตุ
ดงักล่าวเป็นสารตั้งตน้ในการสังเคราะห์เอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซต์ ดิสมิวเตส ซ่ึงเป็นเอนไซม์ท่ีมี
บทบาทส าคญัล าดบัแรกในกลไกการต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ท่ีจะเขา้ก าจดัอนุมูลซุปเปอร์
ออกไซด์ ในสัตวปี์กพบเอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซตดิ์สมิวเตสไดใ้นไมโทคอนเดรียเป็นหลกัและใน
ไซโทซอลบางส่วน ดงันั้นการเพิ่มเอนไซม์ซุปเปอร์ออกไซตดิ์สมิวเตสในเซลล์ท่อน าไข่หรือเซลล์
อสุจิ อาจช่วยยบัย ั้งซุปเปอร์ออกไซดท่ี์เป็นสาเหตุหลกัในการสร้างอนุมูลอิสระชนิดอ่ืนท่ีจะส่งผลต่อ
ความเสียต่อเซลลข์องอสุจิ 
 
ตารางที ่4.1  ผลของพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม ต่อสมรรถนะการผลิต ระยะการมี

ชีวติรอดของอสุจิ และอตัราการผสมติด 

Parameters 

Treatments 

Pooled 
SEM 

P-value 
Low energy   Normal energy 

Contrast1 
Non   

 
Non    

Supplement Supplement 
 

supplement Supplement 1 2 
Feed intake (g/day)    

 
108.31 108.75 

 
107.70 107.60 0.197 NS NS 

Energy intake  (ME kcal/day) 

 
287.02b 287.10b 

 
310.00a 313.00a 1.208 0.0001 NS 

Final body weight (g) 
 

 
1,736.25 1,745.52 

 
1,725.38 1,732.86 6.671 NS NS 

Body weight change (g) 

 
26.25 48.45 

 
26.15 35.00 6.025 NS NS 

Egg production (%) 

 
92.08b 93.98a 

 
93.96a 94.58a 0.315 0.040 0.040 

Egg weight (g) 
       

 
58.42c 57.04d  59.00b 59.83a 0.127 0.0001 0.008 

Fertile period length (day) 

 
16.83 17.62  17.27 17.39 0.156 NS NS 

Fertility (%) 
 77.96 79.32   79.63 78.61 0.617 NS NS 
หมายเหตุ : a-d Means within the same row with different letters differ significantly (p<0.05).  

         1Orthogonal contrasts: 1) low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet 
(2,900 kcal ME/kg) and 2) non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 
100  mg/kg of vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 
 NS= non-significant 
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4.2 ผลของพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม ต่อลักษณะระบบสืบพันธ์ุและ
อวยัวะภายใน 

ผลของระดบัพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารต่อลกัษณะระบบสืบพนัธ์ุ
และอวยัวะภายในของแม่ไก่แสดงไวใ้นตารางท่ี 4.2 พบวา่น ้าหนกัรังไข่ และไขมนัในช่องทอ้งในไก่
ไข่กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารพลงังานปกติ มีค่าสูงกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บอาหารพลงังานงานต ่า (p<0.05) โดยแม่
ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังานปกติร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีน ้ าหนกัรังไข่มาก
ท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองอ่ืนๆ (p<0.05) แต่ไม่แตกต่างกบัแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังาน
ปกติ (p>0.05) ขณะท่ีไขมนัช่องทอ้งมีค่าสูงสุดในแม่ไก่ท่ีได้อาหารพลงังานปกติท่ีไม่มีการเสริม
วติามินและแร่ธาตุเม่ือเปรียบเทียบกบัการทดลองอ่ืนๆ (p<0.05) การท่ีน ้ าหนกัรังไข่เพิ่มข้ึนในกลุ่มท่ี
ไดรั้บอาหารพลงังาน 2,900 kcal ME/kg อาจเน่ืองมาจากไก่ไดรั้บพลงังานอยา่งเพียงพอส าหรับการ
รักษาความสมบูรณ์ของรังไข่ แต่อยา่งไรก็ตามระดบัพลงังานท่ีสูงก็ส่งผลท าให้การสะสมไขมนัใน
ช่องทอ้งเพิ่มข้ึนเช่นกนั (Suder et al., 2007) น ้ าหนกัรังไข่ท่ีเพิ่มข้ึนจากการทดลองน้ีบ่งช้ีถึงการ
พฒันาฟอลิเคิลในระยะต่างๆ เพื่อเตรียมพร้อมส าหรับการตกไข่ (ovulation) ไดอ้ย่างต่อเน่ือง ซ่ึง
ใหผ้ลสอดคลอ้งกบัผลผลิตไข่ท่ีสูงในกลุ่มท่ีไดรั้บอาหารพลงังานปกติตามท่ีกล่าวมาขา้งตน้ Suder et 
al. (2007) พบวา่พลงังานในอาหารท่ีระดบั 2,860 kcal ME/kg มีผลในการเพิ่มน ้าหนกัไขมนัช่องทอ้ง
และท่อน าไข่ท่ีมากกวา่อาหารพลงังานระดบัต ่า Buakeeree and Nualhnuplong (2016) รายงานว่า
น ้ าหนกัรังไข่ของไก่แม่พนัธ์ุท่ีไดรั้บอาหารพลงังาน 3,000 kcal ME/kg มีค่าสูงกวา่ไก่กลุ่มท่ีไดรั้บ
พลงังาน 2,850 kcal ME/kg แต่ไม่พบความแตกต่างในส่วนของน ้ าหนกัและความยาวของท่อน าไข่ 
ส่วนไขมนัในช่องทอ้งซ่ึงเป็นแหล่งพลงังานส ารองท่ีส าคญัส าหรับสร้างผลผลิตไข่ในช่วงการให้ผล
ผลิตสูงสุด (peak production) ตามมาตรฐานไก่ไข่พนัธ์ุอีซ่า บราวน์ การให้ผลผลิตสูงสุดอยูใ่นช่วง
อายุ 23-46 สัปดาห์ ซ่ึงตรงกบัช่วงอายุแม่ไก่ท่ีใชใ้นการทดลองคร้ังน้ี (33-38 สัปดาห์) แต่อยา่งไรก็
ตามหากมีไขมนัสะสมท่ีมากเกินไปหลงัจากช่วงให้ผลผลิตสูงสุดแลว้จะท าให้ผลผลิตไข่ อตัราการ
ผสมติดและการฟักลดลง อีกทั้งยงัอาจเพิ่มอตัราการตายของแม่ไก่ได ้(Aviagen Inc, 2013)  

เป็นท่ีน่าสนใจว่าอาหารพลงังานระดบัปกติ เสริมด้วยวิตามินอี วิตามินซี และซีลีเนียม 
สามารถลดไขมนัในช่องในทอ้งลงไดเ้ทียบเท่ากบัอาหารพลงังานต ่า (p>0.05) ซ่ึงอาจเป็นไปไดว้่า
วติามินซีและวติามินอีมีบทบาทส าคญัในกระบวนการเมแทบอลิซึมของไขมนั โดยวิตามินอีสามารถ
เปล่ียนลิโปโปรตีนในรูป low-density lipoprotein cholesterol (LDL-C) ไปเป็น high-density 
lipoprotein cholesterol (HDL-C) เน่ืองจาก HDL-C จะเป็นตวัพาไขมนัชนิดเลวหรือคอเลสเตอรอล
จากเน้ือเยื่อมาท าลายท่ีตบั (Sklan, 1983) อีกทั้งยงัสามารถเพิ่มความเขม้ขน้ของสารตั้งตน้ส าหรับ
การสร้างไข่แดงในเลือดเช่น ไวเทลโลจีนิน และ very low-density lipoprotein นอกจากน้ีวิตามินซี
ยงัท าหนา้ท่ีร่วมกบัเอนไซม ์7α-hydroxylase ในการควบคุมการเปล่ียนคอเลสเตอรอลเป็นกรดน ้ าดี 
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ท าให้ระดบัคอเลสเตอรอลในเลือดลดลง และใชพ้ลงังานในการสังเคราะห์สารตั้งตน้ไข่แดง จึงท า
ให้การสะสมไขมนัในร่างกายลดลง (Maziar and Zaghari, 2010) จึงอาจเป็นผลให้รังไข่มีน ้ าหนกั
เพิ่มข้ึน แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาคร้ังน้ีวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมไม่มีผลในการปรับปรุง
ระบบสืบพนัธ์ุและอวยัวะภายใน เน่ืองจากช่วงระยะเวลาการเสริมท่ีสั้นซ่ึงโดยปกติตอ้งใชร้ะยะใน
การเสริมมากกวา่ 8 สัปดาห์ข้ึนไป (Brennan et al., 2011) ดงันั้นระยะเวลาในการเสริมและช่วงอายุท่ี
มีผลต่อการพฒันาระบบสืบพนัธ์ุของแม่ไก่เป็นอีกหน่ึงปัจจยัท่ีควรมีการศึกษาเพิ่มเติม 

 
ตารางที ่4.2  ผลของพลงังาน วติามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อลกัษณะระบบสืบพนัธ์ุและอวยัวะ

ภายใน 

Parameters 

Treatments 

Pooled 
SEM 

P-value 

Low energy   Normal energy 

Contrast1 Non   
 

Non    

Supplement Supplement 
 

supplement Supplement 1 2 
Ovary weight (% BW) 

 
1.98b 1.96b 

 
2.26ab 2.36a 0.060 0.003 NS 

Oviduct weight (% BW) 

 
3.19 3.20 

 
3.06 3.19 0.038 NS NS 

Oviduct length (cm) 
 

 
62.60 63.40 

 
60.40 66.80 1.467 NS NS 

Small yellow follicles (the number of follicles) 

 
10.20 12.00 

 
11.80 12.00 0.325 NS NS 

Large yellow follicles (the number of follicles) 

 
4.60 4.80 

 
4.80 5.20 0.109 NS NS 

Liver weight  (%BW) 
       

 
2.16 2.08 

 
2.37 2.13 0.044 NS NS 

Abdominal fat  (%BW) 

 
1.43b 1.45b 

 
3.28a 2.13b 0.243 0.002 NS 

หมายเหตุ : a-b Means within the same row with different letters differ significantly (p<0.05).  
1 Orthogonal contrasts: 1) low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet 
(2,900 kcal ME/kg) and 2) non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 
100 mg/kg of vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 
NS= non-significant 
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ในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบความแตกต่างในส่วนของน ้ าหนักและความยาวของท่อน าไข่ 
จ  านวนฟอลิเคิล และน ้าหนกัตบั (p>0.05) ซ่ึงอาจเป็นผลมาจากช่วงอายุแม่ไก่ท่ีใชใ้นการทดลองคร้ัง
เป็นช่วงท่ีสมบูรณ์พนัธ์ุเต็มท่ีแล้ว เน่ืองจากระบบสืบพนัธ์ุ และอวยัวะต่างๆ ภายในร่างกายจะถูก
พฒันาให้พร้อมในช่วงระยะไก่รุ่น (pullet) ตั้งแต่อายุสัปดาห์แรกจนกระทัง่ถึงประมาณ 20 สัปดาห์
ข้ึนอยูก่บัสายพนัธ์ุ การจดัการอาหารหรือการกระตุน้ดว้ยแสง (Renema and Robinson, 2004; Cobb-
Vantress Inc, 2016) โดยการศึกษาของ Sunder et al. (2007) พบวา่ระดบัพลงังานท่ีแตกต่างกนัใน
อาหารมีผลต่อการพฒันาอวยัวะและระบบสืบพนัธ์ุในแม่พนัธ์ุระยะไก่รุ่นท่ีอายุ 5-20 สัปดาห์ และ
พบว่าการใช้วิตามินซีในอาหารไม่ส่งผลต่อน ้ าหนักท่อน าไข่ในแม่ไก่ท่ีช่วงอายุ 50-70 สัปดาห์ 
(Hassan et al., 2011)  
 

4.3  ผลของพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อกิจกรรมการต้านอนุมูลอิสระ
และการสะสมสารต้านอนุมูลอสิระภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ และไข่แดง 

ผลของกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ (antioxidant activity) ประกอบดว้ยค่าความสามารถ
ในการตา้นอนุมูลอิสระทั้งหมด (DPPH, 2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) TBARS เอนไซมก์ลูตา้ไธ
โอนเปอร์ออกซิเดส (GPx)  และการสะสมสารต้านอนุมูลอิสระแสดงในตารางท่ี 4.3 เม่ือ
เปรียบเทียบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มการทดลองแบบ Orthogonal contrast พบวา่การเสริมวิตามิน
ซี วิตามินอี และซีลีเนียมสามารถเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส
ได้ทั้ งในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่และไข่แดงได้สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่มีการเสริม (p<0.05) 
นอกจากน้ีความแตกต่างของระดบัพลงังานทั้งท่ีมีการเสริมหรือไม่มีการเสริมวิตามินซี วิตามินอี 
และซีลีเนียมยงัมีผลในการเปล่ียนแปลงความสามารถในการตา้นอนุมูลอิสระ (DPPH) และ TBARS 
ในไข่แดง (p<0.05) แต่ไม่พบผลดงักล่าวในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (p>0.05)   

วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีบทบาทส าคญัต่อกิจกรรมการท างานของเอนไซม์กลูตา้
ไธโอนเปอร์ออกซิเดสทั้งจากของเหลวท่ีหลัง่จากต่อมสร้างเปลือกไข่และไข่แดง เพราะซีลีเนียม
นอกจากถูกเมแทบอไลท์ เพื่อใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึมของร่างกายแลว้ยงัถูกส่งผลต่อเพื่อ
สะสมในไข่แดง ท าให้การท างานของเอนไซม์กลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดสในไข่แดงดีข้ึน แต่
อย่างไรก็ตามในการศึกษาคร้ังน้ีไม่พบความแตกต่างของปริมาณซีลีเนียมท่ีตรวจวดัในไข่แดง จึง
อาจเป็นไปไดซี้ลีเนียมถูกเมแทบอไลทใ์ห้อยู่ในรูปสารอ่ืน เพื่อใชใ้นกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ 
(Wang  et al., 2010; Mistry et al., 2011) รวมถึงการทดลองคร้ังน้ีใช้ซีลีเนียมอินทรียท่ี์อยูใ่นรูป
ซีลีเนียมยีสต์ ซ่ึงมีประสิทธิภาพในการดูดซึมและการน าไปใช้ประโยชน์ (bioavailability) สูงกว่า
ซีลีเนียมอนินทรีย ์(Jing et al., 2015) จึงอาจเป็นปัจจยัท่ีช่วยส่งเสริมให้สามารถน าซีลีเนียมไปใชไ้ด้
ในกระบวนการเมแทบอลึซึมไดม้ากข้ึน จาการรวบรวมเอกสารพบวา่ ซีลีเนียมท่ีสะสมอยูใ่นไข่แดง
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และไข่ขาว มีบทบาทส าคญัในการตา้นอนุมูลอิสระ โดยเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซม์ GPx 
ในตบัของลูกไก่ระยะเอ็มบริโอ (Suria, 2000; Suria et al., 2016) นอกจากน้ี Brennan et al. (2011) 
รายงานวา่ การเสริมซีลีเนียมในอาหารไก่สามารถเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซม ์GPx ในเลือด 
น ้าหล่อเล้ียงอสุจิ เน้ือเยือ่ และไข่ รวมถึงยงัส่งเสริมการท างานของเอนไซม ์GPx บริเวณท่อน าไข่ได้
ดีอีกดว้ย ซ่ึงการสะสมของซีลีเนียมมีความผนัแปรไปตามปริมาณและชนิด หรือการเสริมร่วมกบั
สารอ่ืนๆ เช่น วิตามินอี (Yuan et al., 2011; Gjorgovska et al., 2012; Invernizzi et al., 2013; Jing et 
al., 2015) ซีลีเนียมเป็นองค์ประกอบท่ีส าคญัในการสังเคราะห์เอนไซม ์GPx มีหนา้ท่ีช่วยปกป้อง
เซลล์และเน้ือเยื่อจากอนุมูลอิสระหรือลิพิดเปอร์ออกไซด์ (lipid peroxide, LOO•) และก าจดั
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) ในขั้นตอนสุดทา้ยของกลไกการตา้นอนุมูลอิสระ (Hassan et al., 
1988; Toyoda et al., 1990; Pavlata et al., 2001; Spears et al., 2003; Mistry et al., 2011; Ziaei at al., 
2013; Surai and Fisinin, 2014) อีกทั้งความสามารถในการท างานเสริมฤทธ์ิ (synergistic) กนั
ระหวา่งวิตามินอีกบัซีลีเนียมในกลไกการตา้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจากเอนไซม์ GPx ท าให้วิตามินอี
กลบัคืนสภาพหลงัจากสูญเสียอิเล็กตรอนเพื่อก าจดัไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ไดอี้กคร้ัง (detoxifying 
hydroperoxides) (Surai, 2000; Skrivan et al., 2008) แมว้า่เอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดสใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่จะเพิ่มข้ึน แต่ไม่ส่งผลต่ออตัราการผสมติดและการมีชีวิตรอดของ
อสุจิ อาจเป็นเพราะในการทดลองคร้ังน้ีไดท้  าการวิเคราะห์กิจกรรมการสารตา้นอนุมูลอิสระเฉพาะ
ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่เท่านั้น อาจส่งผลช่วยป้องกนัอสุจิจากอนุมูลอิสระเพียงส่วน
หน่ึง ซ่ึงยงัขาดการวเิคราะห์กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระภายในเซลลอ์สุจิโดยตรงหลงัจากท่ีอสุจิถูก
เก็บร่วมกลบัของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่หรืออยู่ภายในท่อน าไข่ เพื่อท่ีจะสามารถพิสูจน์
ขอ้เท็จจริงน้ีไดช้ดัเจนยิ่งข้ึน โดย Surai (2016) พบวา่ภายในเซลล์อสุจิยงัมีสารตา้นอนุมูลอิสระอีก
หลายชนิด โดยเฉพาะอยา่งยิง่ซุปเปอร์ออกไซตดิ์สมิวเตส ซ่ึงเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม์
ตวัแรกท่ีเขา้ท าปฏิกิริยากบัอนุมูลอิสระซุปเปอร์ไซมอ์อกไซต์ท่ีเกิดข้ึนภายในไซโตซอลและไมโท
คอนเดรียของเซลลอ์สุจิ  

ค่า DPPH เป็นกิจกรรมการตา้นอนุมูลท่ีบ่งช้ีถึงความสามารถในการยบัย ั้ง หรือก าจดัอนุมูล
อิสระของสารตา้นอนุมูลอิสระในตวัอย่าง ส่วนค่า TBARS บ่งช้ีถึงการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั 
(lipid peroxidation) ท่ีเกิดข้ึนหลงัจากอนุมูลอิสระท าลายโครงสร้างไขมนัของเซลล์ ในการทดลองน้ี
การเปล่ียนแปลงระดบัพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม มีผลต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูล
อิสระในไข่แดง โดยระดบัพลงังานปกติ (2,900 kcal ME/kg) สามารถเพิ่มค่า DPPH และลดค่า 
TBARS เม่ือเปรียบเทียบกบัระดบัพลงังานต ่า (2,650 kcal ME/kg) (p<0.05) รวมถึงการเสริมวิตามิน
ซี วิตามินอี และซีลีเนียมก็มีผลท าให้ค่า DPPH เพิ่มข้ึนและค่า TBARS ลดลงเม่ือเปรียบเทียบกบั
กลุ่มท่ีไม่มีการเสริมเช่นกนั (p<0.05) โดยกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระเม่ือวดัในรูป DPPH และ 
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TBARS มีประสิทธิภาพสูงสุดในกลุ่มอาหารพลงังานปกติ ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และ
ซีลีเนียม อาจเป็นเพราะการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลี เนียมมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูล
อิสระ จึงสามารถเสริมสร้างกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระในไข่แดงไดโ้ดยเฉพาะอย่างยิ่งวิตามินอี 
เน่ืองจากวิตามินอีเป็นสารต้านอนุมูลอิสระหลกัท่ีพบมากในไข่แดง มีประสิทธิภาพในการช่วย
ปกป้องความเสียหายของเซลล ์และเน้ือเยือ่จากปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชนั วิตามินอีสามารถหยุด
ปฏิกิริยาลูกโซ่ของอนุมูล lipid peroxyl โดยท าหนา้ท่ีเป็นตวัให้อิเล็คตรอนกบัอนุมูล lipid peroxyl  
นอกจากน้ีการเสริมวิตามินอีร่วมกบัซีลีเนียมยงัเพิ่มประสิทธิภาพในการตา้นอนุมูลอิสระไดดี้ข้ึน 
โดยกลไกน้ีไดก้ล่าวไวใ้นพารากราฟขา้งตน้แลว้ (Jana et al., 2013) ซ่ึงมีงานทดลองหลายๆ งาน
ดว้ยกนัท่ีรายงานวา่ การเสริมวติามินอีร่วมกบัซีลีเนียมในอาหารไก่พอ่พนัธ์ุช่วยเพิ่มความสามารถใน
การตา้นอนุมูลอิสระทั้งหมด (Total antioxidant capacity) ภายในน ้ าหล่อเล้ียงอสุจิ (seminal plasma) 
(Ebeid, 2012) หรือการใชว้ิตามินอี วิตามินซี หรือซีลีเนียมเพียงอยา่งเดียวหรือร่วมกนัในอาหารแม่
ไก่ (Skrivan et al., 2008; Jena et al., 2013; Jiang et al., 2013; Zdunczyk et al., 2013; Jing et al., 
2015; Asadi et al., 2016) สามารถเพิ่มกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ และช่วยยบัย ั้งการเกิดลิพิด 
เปอร์ออกซิเดชนัได ้ Puthpongsiriporn et al. (2001) รายงานวา่วิตามินซีไม่มีผลในการยบัย ั้งการเกิด
ลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน เพราะวิตามินซีในไข่แดงมีปริมาณท่ีน้อยมาก แต่อย่างไรก็ตาม พลงังาน 
วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมไม่มีผลต่อการเปล่ียนแปลงค่า DPPH และ TBARS รวมถึงปริมาณ
วิตามินซีในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ เน่ืองดว้ยองค์ประกอบของของเหลวจากต่อมสร้าง
เปลือกไข่ส่วนใหญ่เป็นน ้า อาจท าใหไ้ม่สามารถตรวจวดัค่า TBARS จากปริมาณสารมาลอนไดแอล
ดีไฮด ์(malondialdehyde) ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนัของโมเลกุลไขมนั (Grotto et al., 2009) งาน
ทดลองน้ีไม่พบการเปล่ียนแปลงการสะสมวิตามินซีในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ อาจ
เน่ืองมาจากในสภาวะปกติ ร่างกายสัตวปี์กสามารถสังเคราะห์วิตามินซีข้ึนเองไดบ้ริเวณไตโดยใช้
น ้าตาลจ าพวกกลูโคส (glucose) ฟรุกโตส (fructose) และแมนโนส (mannose) เป็นสารตั้งตน้ (Lin et 
al., 2006; Elkheir et al., 2008; Khan, 2011) การสะสมวิตามินซีในของจากต่อมสร้างเปลือกไข่จึงมี
ปริมาณท่ีใกล้เคียงกนั อีกทั้งการทดลองคร้ังน้ีแม่ไก่ถูกเล้ียงในโรงเรือนระบบปิดอุณหภูมิเฉล่ีย
ประมาณ 25-28ºC  ซ่ึงเป็นสภาพอุณหภูมิท่ีสัตวอ์ยูส่บาย (comfort zone) จึงอาจส่งผลท าให้วิตามินซี
แสดงผลไม่ชดัเจนอยา่งไรก็ตามจากการรวบรวมเอกสารพบวา่ ภายใตส้ภาวะความเครียดจากความ
ร้อน (34ºC) สัตวจ์ะตอ้งการสารตา้นอนุมูลอิสระ เช่น วติามินซีมากกวา่ปกติเพื่อให้เพียงพอต่อความ
ต้องการ โดยจ าเป็นต้องได้รับการเสริมจากอาหาร ท าให้สารต้านอนุมูลอิสระเหล่าน้ีแสดง
ประสิทธิภาพไดช้ดัเจนกว่าการเม่ือเปรียบเทียบกบัการเล้ียงท่ีอุณหภูมิปกติ (24ºC) (Attia et al., 
2011; Attia et al., 2016)   
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นอกจากน้ีความแตกต่างของระดับพลังงานในอาหารมีผลต่อค่า TBARS ของไข่แดง 
โดยเฉพาะอาหารพลงังานต ่ามีการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชนัสูงกวา่อาหารพลงังานสูง ทั้งน้ีอาจเป็น
ผลมาจากในการทดลองน้ีไดจ้  ากดัปริมาณอาหารท่ีกินต่อวนัจึงท าให้แม่ไก่ไดรั้บอาหารพลงังานต ่ามี
ปริมาณพลังงานท่ีกินเฉล่ีย 287 ME kcal/วนั ซ่ึงต ่ากว่าเม่ือเปรียบเทียบกับแม่ไก่ได้รับอาหาร
พลงังานปกติท่ีปริมาณพลงังานท่ีกินเฉล่ีย 311 ME kcal/วนั และแม่ไก่ท่ีใช้ในการทดลองคร้ังน้ีอยู่
ในช่วง อายุ 32-38 สัปดาห์ ซ่ึงเป็นระยะท่ีให้ผลผลิตไข่สูงสุด ดงันั้นอาจเป็นไปไดว้่าแม่ไก่กลุ่มท่ี
ไดรั้บอาหารพลงังานต ่า มีพลงังานไม่เพียงพอต่อความตอ้งการจึงมีการสลายไขมนัท่ีสะสมภายใน
ร่างกายเพื่อน ามาใช้ส าหรับการด ารงชีวิตและให้ผลผลิต (Aviagen Inc, 2013) จึงก่อให้เกิดอนุมูล
อิสระจากกระบวนการสลายไขมนัท าให้ค่า TBARS สูงข้ึนดว้ยเช่นกนั (Chance et al., 1979; 
Halliwell and Gutteridge, 1999; Surai, 2003) 

จากการทดลองน้ีพบว่าวิตามินอีมีการสะสมในไข่แดง เน่ืองจากวิตามินอีเป็นวิตามินท่ี
จ าเป็นและร่างกายไม่สามารถสังเคราะห์ไดเ้อง จ าเป็นตอ้งไดรั้บผา่นทางอาหารเท่านั้น (Chan and 
Decker, 1994; Ziaei et al., 2013) โดยปริมาณการสะสมมีความแปรผนัไปตามระดบัของวิตามินอี
และรูปแบบท่ีเสริม (Surai et al., 1997; Surai et al., 1998; Vieira, 2007; Puthpongsiriporn et al., 
2001; Scheideler et al., 2010; Jiang et al., 2013) โดยวิตามินอีสังเคราะห์ท่ีนิยมเสริมในอาหารสัตว์
ปีกโดยทัว่ไปอยูใ่นรูป α-tocopherol  ซ่ึงจะเสริมในระดบัสูงกวา่ NRC ก าหนดไว ้(Biswas et al., 
2010; Urso et al., 2015) Jiang et al. (2013) รายงานวา่การเสริมวิตามินอีในรูป D-α-tocopherol 
acetate ท่ีระดบั 200 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ในอาหารไก่ไข่ สามารถเพิ่มการสะสมวิตามินอีในไข่แดง
มากกวา่กลุ่มท่ีไม่ไดเ้สริม Scheideler et al. (2013) รายงานวา่ศึกษาการเสริมวิตามินอีในรูป DL-α-
tocopherol ท่ีระดบั 50-150 มิลลิกรัม/กิโลกรัม โดยวิตามินอีมีการสะสมวิตามินในไข่แดงเพิ่มสูงข้ึน
ตามระดบัการเสริม เน่ืองจากวติามินอีเป็นวิตามินท่ีละลายในไขมนั และท าหนา้ตา้นอนุมูลอิสระได้
ดีในบริเวณเน้ือเยือ่ วติามินอีท่ีอยูใ่นรูป α-tocopherol  มีประสิทธิภาพสูงในการดูดซึมและออกฤทธ์ิ 
(biologically active) โดยหลงัจากการดูดซึมวิตามินอีสามารถถูกเคล่ือนยา้ยมาเก็บสะสมไวใ้นไข่
แดง ในการทดลองคร้ังน้ีวิตามินอีท่ีสะสมในไข่แดงอาจเป็นประโยชน์ต่อการพฒันาของตวัอ่อน 
โดยวติามินอีในไข่แดงสามารถส่งผา่นไปสะสมยงัเน้ือเยื่อ ป้องกนัอนุมูลอิสระท่ีเกิดจากกระบวนเม
แทบอลิซึม ในช่วงของการพฒันาตวัอ่อน (Surai et al., 1999; Cherian and Sim, 2003; Parolini et 
al., 2017) ส่งผลใหอ้ตัราการฟักออกเพิ่มข้ึน (Aydin and Dikmen, 2010) 
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ตารางที ่4.3  ผลของพลงังาน วติามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ 

Parameters 

Treatments 

Pooled 
SEM 

P-value 

Low energy 
 

Normal energy 
Contrast1 

Non  
  

Non  
 supplement Supplement   supplement Supplement 1 2 

GPx in uterine fluid (U/ml) 

 
0.15b 0.18ab 

 
0.23ab 0.28a 0.017 NS 0.017 

GPx in egg yolk (U/mg protein) 

 
15.44b 16.75a 

 
15.40b 16.88a 0.160 NS 0.0001 

DPPH in uterine fluid (%) 
 44.91 45.36  45.17 44.03 0.591 NS NS 
DPPH in egg yolk (%) 
 42.88d 59.28b  50.21c 66.73a 1.562 0.0001 0.0001 
TBARS in uterine fluid (nmol/ml) 
 ND ND  ND ND - - - 
TBARS in egg yolk (nmol/ml)       
 5.94a 4.00b  4.85ab 3.27c 0.253 0.032 0.0001 
Vitamin C  in uterine fluid (mg/L) 

 
4.20 3.98 

 
2.84 3.94 0.255 NS NS 

Vitamin E in egg yolk (mg/kg egg yolk) 

 
3.15c 15.5a 

 
4.91c 9.04b 1.035 NS 0.0001 

Se in egg yolk (mg/kg egg yolk) 
  1.89 1.85   1.78 1.78 0.044 NS NS 

หมายเหตุ : a-d Means within the same row with different letters differ significantly (p<0.05).  
1 Orthogonal contrasts: 1) low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet 
(2,900 kcal ME/kg) and 2) non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 
100 mg/kg of vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 
ND = no detecting; NS= non-significant  
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4.4  ผลของพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อองค์ประกอบชีวเคมีภายใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ 

ผลของระดบัพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ทั้ง 4 สูตร ต่อ
องคป์ระกอบชีวเคมีในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ ดงัแสดงไวใ้นตารางท่ี 4.4 และภาพท่ี 4.1 
เม่ือท าการเปรียบเทียบแบบ Orthogonal contrast พบว่าอาหารพลงังานปกติ 2,900 kcal ME/kg 
สามารถเพิ่มปริมาณน ้ าตาลกลูโคส (glucose) แอลฟา-กลูโคล (α-glucose) และ เบตา้-กลูโคส (ᵦ-
glucose) ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ไดสู้งกวา่อาหารพลงังานต ่า 2,6500 kcal ME/kg 
(p<0.05) โดยแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังานปกติ และพลงังานปกติร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามิน
อี และซีลีเนียมมีปริมาณกลูโคสเท่ากบั 0.82 และ 0.87 มิลลิโมล แอลฟา-กลูโคลเท่ากบั 0.344 และ 
0.304 มิลลิโมล และเบตา้-กลูโคสเท่ากบั 0.787 และ 0.791 มิลลิโมลาร์ ตามล าดบั ทั้งน้ีอาจเป็น
เพราะอาหารพลงังานท่ีใช้ประโยชน์ได ้(metabolizable energy) โดยเฉพาะสารอาหารจ าพวกคาร์
โบไฮเดรทท่ีอยูใ่นอาหารสัตวปี์ก 60-65% เม่ือร่างกายมีการยอ่ยสลายอาหารพลงังานระดบัสูงจะถูก
เปล่ียนเป็นกลูโคสในปริมาณเพิ่มข้ึนกวา่อาหารพลงังานระดบัต ่า ซ่ึงการเพิ่มข้ึนของปริมาณกลูโคส
ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ น่าจะเป็นแหล่งพลังงานส ารองท่ีส าคญัส าหรับใช้ใน
กระบวนการเมแทบอลิซึมของอสุจิขณะท่ีอาศยัอยูภ่ายในท่อน าไข่ 

สารอาหารจ าพวก กลูโคส (glucose) กาแล็กโทส (galactose) ฟรักโทส (fructose) กรดอะมิ
โน (amino acid) ไขมนั (fatty) วิตามิน และเกลือแร่ท่ีได้จากการย่อยอาหารพลงังานปกติเพียง
พอท่ีจะดูดซึมผ่านกระแสเลือดและถูกล าเลียงไปยงัอวยัวะต่างๆ โดยปกติอสุจิสามารถใช้น ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส ฟรักโทส หรือ แมนโนส โดยดูดซึมผา่นเขา้สู่ผนงัเซลล์ดว้ยกระบวนการ
ขนส่งกลูโคส (glucose transporters) แลว้เขา้สู่วิถีไกลโคลิซีส (glycolytic pathway) เพื่อเป็นแหล่ง
พลังงานในการสร้าง ATP (adenosine triphosphate) ส าหรับใช้ในกิจกรรมต่างๆ ของอสุจิ 
(Pasupuleti, 2007; Bucci et al., 2011) จากการรวบรวมเอกสารพบว่า ปริมาณกลูโคสภายใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่เป็นแหล่งพลงังานส ารองส าหรับกระบวนการเมแทบอลิซึมของ
อสุจิ (Ahammad et al., 2013a; Ahammad et al., 2013b) ในการเคล่ือนท่ี ระยะเวลาการมีชีวิตรอด 
และความสามารถในการผสมติด โดย Amaral et al. (2011) รายงานวา่ อสุจิท่ีถูกเก็บในสารท่ีรักษา
คุณภาพน ้ าเช้ือผสมกลูโคสมีชีวิตรอดเพิ่มข้ึน นอกจากน้ียงัมีสารชนิดอ่ืนๆ ท่ีถูกใช้เป็นแหล่ง
พลงังานให้แก่อสุจิ เช่น  fructose, citrate, glutamate และ acetate ฯลฯ (Douard et al., 2004) 
ถึงแมว้า่จากผลการทดลองคร้ังน้ีไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติต่อปริมาณ Acetatec, 
N-acetyl, Citrate, Creatin-creatinine, Formate รวมไปถึงปริมาณโปรตีนทั้งหมด (total protein) 
(p>0.05) ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ของแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารทดลองทั้ง 4 สูตร Patra et 
al. (2015) รายงานว่า สารชีวเคมีจากของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่หรือของเหลวจากรังไข่ 
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(follicular fluid) เป็นสารบ่งช้ี (biomarker) ท่ีส าคญัในการใชศึ้กษาความสัมพนัธ์หรือความแตกต่าง
ระหว่างสารเคมีกบักระบวนการต่างๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัระบบสืบพนัธ์ุ ซ่ึงสารบ่งช้ี (biomarker) บาง
ชนิด น่าจะสามารถใชเ้ป็นตวัติดตามการท างาน เม่ือถูกเหน่ียวน าโดยสารอาหารท่ีให้แก่แม่ไก่ผ่าน
ทางอาหารในอนาคตได ้
 

  
 

 
ภาพที ่4.1 ตวัอย่าง H1-NMR สเปคตรัมของของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (1) DSS, (δ0); (2) 

lactate, (δ1.33);  (3) acetate, (δ1.91); (4) N-acetyl groups, (δ2.02-2.07); (5) citrate, 
(δ2.69) ; (6)  creatine-creatinine, ( δ3.02) ; (7)  glucose, ( δ3.26-3.90) ; (8)  ᵦ-glucose, 
(δ4.64); (9) α-glucose, (δ5.22)  and (10) formate (δ8.45) ใชฐ้านขอ้มูลเลขเคมิคลัชิฟท ์
(chemical shift, δ) ในการจ าแนกสารเคมีอา้งอิงจาก Nicholson et al. (1995); Gerard et 
al. (2015); Settachaimongkon et al. (2014) 
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ตารางที ่4.4  ผลของพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อองค์ประกอบชีวเคมีภายใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่  

Parameters 

Treatments 

Pooled 
SEM 

P-value 

Low energy   Normal energy 
Contrast1 

Non  
 

 
Non   

supplement Supplement   supplement Supplement 1 2 

 
mM 

   Acetate  0.008 0.009 
 

0.007 0.009 0.0005 NS NS 
N-acetyl 0.024 0.020 

 
0.018 0.018 0.001 NS NS 

Citrate  0.01 0.014 
 

0.014 0.011 0.001 NS NS 
Creatin-
Creatinine  

0.01 0.01 
 

0.01 0.009 0.0008 NS NS 

Glucose  0.71b 0.72b 
 

0.82ab 0.87a 0.023 0.004 NS 

α-glucose  0.25b 0.27b 
 

0.344a 0.304ab 0.011 0.001 NS 

ᵦ-glucose  0.63b 0.67ab 
 

0.787a 0.791a 0.024 0.04 NS 
Formate  0.006 0.005 

 
0.005 0.005 0.0003 NS NS 

Total protein in uterine fluid (mg/ml) 
  0.3 0.42   0.39 0.35 0.027 NS NS 

หมายเหตุ : a-b Means within the same row with different letters differ significantly (p<0.05).  
1 Orthogonal contrasts: 1) low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet 
(2,900 kcal ME/kg) and 2) non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 
100 mg/kg of vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 
NS= non-significant 
 

4.5  ผลของระดับพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม ต่อการแสดงออกของ
โปรตีน Superoxide Dismutase 1 (SOD1), Enolase 1 (ENO1) และ Malate 
Dehydrogenase 1 (MDH1) ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ 

 ผลการแสดงออกของโปรตีนท่ีมีบทบาทในการตา้นอนุมูลอิสระ (SOD1 และ ENO1) 
ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่จากการเหน่ียวน าด้วยพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และ
ซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ เม่ือเปรียบเทียบแบบ Orthogonal contrast พบวา่ กลุ่มท่ีมีการเสริมวิตามินซี 
วติามินอี และซีลีเนียมทั้งในอาหารพลงังานปกติและพลงังานต ่า มีการแสดงออกของโปรตีน SOD1 
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และ ENO1 สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่มีการเสริม (p<0.05) โดยแม่ไก่ท่ีได้รับอาหารระดับพลังงานปกติ
ร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีการแสดงออกของโปรตีน ENO1 สูงสุดเม่ือ
เปรียบเทียบกบักลุ่มทดลองอ่ืนๆ (p<0.05) แสดงดงัภาพท่ี 4.2, 4.3 และ 4.4  

การเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน SOD1 และ 
ENO1 ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะวา่ วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมี
บทบาทในการเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระช่วยลดผลกระทบท่ีเป็นอนัตรายต่อเซลล์จากอนุมูลอิสระ 
รวมถึงช่วยกระตุน้กิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ เน่ืองจากโปรตีน SOD เป็นสารตา้นอนุมูลอิสระ
ชนิดเอนไซม์ ท าหน้าท่ีในการก าจดัซุปเปอร์ออกไซด์ (superoxide, O2*) ไปเป็นไฮโดรเจนเปอร์
ออกไซด์ อีกทั้ งยงัช่วยป้องกันการเกิดปฏิกิริยาลิพิดเปอร์ออกซิเดชันบริเวณเน้ือเยื่อของระยะ
เอม็บริโอและอสุจิในสัตวปี์ก โดย (Surai, 2016) รายงานวา่ SOD มีการสังเคราะห์เพิ่มข้ึนเม่ือสัตวอ์ยู่
ภายใตส้ภาวะความเครียดแสดงให้เห็นถึงร่างกายหรือเซลล์มีการปรับกลไกเพื่อก าจดัอนุมูลอิสระ 
จากการรวบรวมผลการทดลองอ่ืนๆ ท่ีใกลเ้คียงกนั พบวา่การใช้สารตา้นอนุมูลอิสระไรโบฟลาบิน 
(riboflabin) สามารถเหน่ียวน ายีนในกลุ่มตา้นอนุมูลอิสระ enolase (ENO1), superoxide dismutase 1 
(SOD1) รวมถึง catalase (CAT), glutathione peroxidase 1 (GPX1), haem oxygenase 1 (HMOX1), 
transketolase (TKT), NADPH oxidase 5 (NOX5), dual oxidase 1 (DUOX1) cDNA, mitochondrial 
ferritin (FTMT) และ aldehyde dehydrogenase 3A1 (ALD3A1) ให้มีการแสดงออกเพิ่มข้ึน หรือการ
ใชว้ตัถุดิบอาหารสัตว ์(กากเมล่อนแหง้) ท่ีมีคุณสมบติัเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระในอาหารไก่ไข่พบวา่
เน้ือเยือ่บริเวณท่อน าไข่ (magnum, uterus และ vagina) มีการแสดงออกของโปรตีน SOD, GPX และ 
CAT เพิ่มข้ึน (Cheung et al., 2014; Carillon el al., 2016) ในส่วนของโปรตีน ENO พบวา่มีบทบาท
ทั้งในดา้นกระบวนการเมแทบอลิซึมพลงังานและการตา้นอนุมูลอิสระ โดย ENO เป็นเอนไซมท่ี์มี
โลหะเป็นองค์ประกอบอยู่ในโมเลกุล (metalloenzyme) ท าหน้าท่ีกระตุ้นการเปล่ียน 2- 
phosphoglyceric acid ไปเป็น phosphoenolpyruvic acid  เกิดข้ึนไดท้ั้งในวิถีไกลโคลิซีส (glycolytic 
pathway) และกลูโคนีโอจีนีซีส (gluconeogenesis)  เก่ียวขอ้งกบัรักษาระดบัน ้ าตาลกลูโคสและ
กระบวนการสร้างพลงังานท่ีอยู่ใน ATP ท่ีส าคญัส าหรับเซลล์ รวมถึงการเคล่ือนท่ีของอสุจิ การ
พฒันาอวยัวะและระบบสืบพนัธ์ุ ขณะท่ีการแสดงออกของ ENO ยงับ่งช้ีถึงการตอบสนองต่อภาวะ
ความเครียดออกซิเดชนั (Nakamura et al., 2013; Ji et al., 2016) ซ่ึงผลการทดลองคร้ังน้ี แม่ไก่ท่ี
ได้รับอาหารพลงังานปกติร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอีและซีลีเนียมมีการแสดงออกของ
โปรตีน ENO สูงกว่ากลุ่มการทดลองอ่ืนๆ แต่อยา่งไรก็ตาม แม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังานต ่าท่ีไม่มี
การเสริมมีการแสดงออกโปรตีน ENO สูงกว่าแม่ไก่ท่ีได้รับอาหารพลงังานต ่าท่ีมีเสริมวิตามินซี 
วติามินอีและซีลีเนียม และอาหารพลงังานปกติท่ีไม่มีการเสริม ทั้งน้ีอาจผลมาจากความแตกต่างของ
ระดบัพลงังาน และการเสริมสารตา้นอนุมูลอิสระในอาหาร เน่ืองจากกระบวนการแคแทบอลิซึม
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และเมแทบอลิซึม ของส่ิงมีชีวิต เน้ือเยื่อ หรือเซลล์ตอ้งการเอนไซม์ ENO ใช้ส าหรับปฏิกิริยาเร่ง 
(catalyzed reaction) ในวถีิไกลโคลิซีส หรือปฏิกิริยายอ้นกลบั (reverse reaction) ในวิถีกลูโคนีโอจีนี
ซีสอยา่งใดอยา่งหน่ึง เพื่อเปล่ียน 2-phosphoglyceric acid เป็น phosphoenolpyruvic acid  ซ่ึงการเกิด
กระบวนการดังกล่าวนั้นข้ึนอยู่กับการปรับเปล่ียนกระบวนการเมแทบอลิซึมของส่ิงมีชีวิตใน
ขณะนั้น (Avilan et al., 2011) นอกจากน้ีแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังานต ่าท่ีไม่มีเสริม อาจเกิดจากการ
ปรับสมดุลการตา้นอนุมูลอิสระให้เพียงพอต่อการก าจดัสารอนุมูลอิสระ โดยปกติร่างกายและเซลล์
ส่ิงมีชีวิตมีกลไกการปรับสมดุลอนุมูลอิสระตามธรรมชาติ โดยอนุมูลอิสระท่ีร่างกายสร้างสามารถ
กระตุ้นการส่งสัญญาณ (signaling) หรือกระบวนการถอดรหัส ( transcription) ของเซลล์ให้เกิด
กระบวนการตา้นอนุมูลอิสระเพื่อปรับสมดุลอนุมูลอิสระให้เป็นกลาง (Surai, 2016) จึงอาจท าให้
การแสดงออกโปรตีน ENO ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่เพิ่มข้ึนไดเ้ช่นกนั 

การแสดงออกของโปรตีน MDH1 ในของเหลวท่ีได้จากต่อมสร้างเปลือกไข่ของแม่ไก่ท่ี
ไดรั้บอาหารพลงังานปกติมีค่าสูงกวา่อาหารพลงังานต ่า (p<0.05) โดยแม่ไก่ท่ีไดรั้บอาหารพลงังาน
ปกติร่วมกบัการเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมมีปริมาณการแสดงออกของโปรตีน MDH1
สูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มการทดลองอ่ืน (p<0.05) (ภาพท่ี 4.2 และ 4.5) แสดงให้เห็นวา่ แม่ไก่
ไดรั้บพลงังานท่ีเพียงพอต่อความตอ้งการ เน่ืองจาก MDH1 มีบทบาทส าคญัใน Krebs cycle เพื่อ
สร้างพลงังานผ่านการสลายสารอาหารแบบใช้ออกซิเจน เม่ือยีน MDH1 เข้าถอดรหัสเพื่อผลิต
เอนไซม์ MDH1 ท าหน้าท่ีควบคุมการขนส่ง NADH เขา้สู่ไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ซ่ึง 
NADH สามารถถ่ายอิเล็กตรอนให้แก่ออกซิเจน โดยผา่นลูกโซ่ขนส่งอิเล็กตรอน (electron transport 
chain) ท าให้เกิดพลงังานท่ีจะท าให้เกิดปฏิกิริยาระหวา่ง ADP กบัฟอสเฟตกลายเป็น ATP (Zhou et 
al., 2012; Filho et al., 2014) โดยการศึกษาของ Fouchecourt et al. (2000) พบวา่ ท างานของไซม ์
MDH ภายในวิถี TCA cycle ส่งผลให้เกิดการกระตุน้ปฏิกิริยาเมแทบอลิซึมภายในตวัอสุจิ และเพิ่ม
ความสามารถในการเปล่ียนคาร์โบไฮเดรตไปเป็นพลังงาน มีผลท าให้ความสามารถในการเข้า
ปฏิสนธิของอสุจิเพิ่มสูงข้ึน เม่ือพิจารณาจากผลการทดลองคร้ังน้ีพบวา่ อาหารพลงังานปกติท่ีมีการ
เสริมวิตามินซี วิตามินอีและซีลีเนียมมีการแสดงของโปรตีน MDH1 สูงสุด อาจเป็นผลมาจากกลุ่ม
การทดลองดงักล่าว มีปริมาณกลูโคสภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ท่ีสูงดว้ยเช่นกนั ซ่ึง
อสุจิสามารถยอ่ยสลายโมเลกุลของกลูโคสไปเป็นไพรูเวต จากนั้นเปล่ียนไพรูเวตไปเป็นอะเซติลโค
เอนไซม์ เอ (acetyl-coA) เพื่อเขา้สู่ TCA cycle ดว้ยเหตุผลน้ีจึงอาจส่งผลให้มีการแสดงออกของ
โปรตีน MDH เพิ่มข้ึน เน่ืองจาก เอนไซม์ MDH เป็นตวัเร่งปฏิกิริยาให้กรดมาลิก (malic acid) 
สูญเสีย 2H ให้แก่ NAD+ ไดผ้ลิตภณัฑ์เป็น  NADH + H+ และกรดออกซาโลแอซีติก (oxaloacetate) 
ในปฏิกิริยาขั้นสุดทา้ยของ TCA cycle (Minarik et al., 2002)  
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การท่ีพลงังาน วติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมสามารถปรับเปล่ียนองคป์ระกอบทางชีวเคมี 
และ การแสดงออกของโปรตีนภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ต่อเซลล์อสุจิยงัขาดขอ้มูล
การศึกษา ซ่ึงในการศึกษาคร้ังต่อไปควรน าเทคนิคอ่ืน ๆ ท่ีสามารถน ามาประยุกตใ์ชใ้นการวิเคราะห์
องค์ประกอบทางเคมี และการแสดงออกของโปรตีนทั้ งหมดภายในเซลล์อสุจิ เช่น เทคนิคเม
แทบอโลมิกส์ (metabolomics) หรือโปรติโอมิกส์ (proteomics) เพื่อตรวจหาสารเคมีหรือโปรตีนตวั
บ่งช้ี (biomarkers) (พชัรา และเทวินทร์, 2559; Wu et al., 2011) แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีโดยเบ้ืองตน้ช้ี
ให้ว่า การปรับเปล่ียนสารอาหารมีผลต่อการแสดงออกของโปรตีน ดังนั้นการประยุกต์โดยใช้
สารอาหาร เพื่อเหน่ียวน าการออกโปรตีนท่ีมีบทบาทต่อการรักษาความสมบูรณ์พนัธ์ุ และการมีชีวิต
รอดของอสุจิ น่าจะน าไปสู่การเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตได ้ 
 
 

 
 

 
 

 
 

ภาพที ่4.2  การแสดงออกของโปรตีน ENO1, SOD1 และ MDH1 ภายในของเหลวจากต่อมสร้าง
เปลือกไข่เม่ือวดัโดยวธีิ Western blot  

หมายเหตุ : T1; low energy diet (2,650 kcal ME/kg), T2; low energy diet and supplement 200 
mg/kg of vitamin C, 100 mg/kg of vitamin E and 0.3 mg/kg of Se, T3; normal energy 
diet (2,900 kcal ME/kg) and T4; normal energy diet and supplement 200 mg/kg of 
vitamin C, 100mg/kg of vitamin E and 0.3 mg/kg of Se. 

ENO1 
(47 KDa) 

SOD1 
(24 KDa) 

MDH1 
(37 KDa) 
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ภาพที ่4.3  ผลของพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อการแสดงออกของโปรตีน SOD1 
ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (ผลการทดลองน้ีเป็นขอ้มูลเชิงปริมาณจาก
ความหนาแน่นของแถบ (Band density) ในแต่ละกลุ่มการทดลอง) 

หมายเหตุ : A-B Means within the different letters differ significantly (p<0.05) by using orthogonal  
      contrasts: low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet (2,900 kcal 

ME/kg) or non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 100 mg/kg of 
vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 

                 a-b Means within the different letters differ significantly (p<0.05) by using Duncan's 
new multiple range test. 
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ภาพที ่4.4  ผลของพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อการแสดงออกของโปรตีน ENO1 
ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (ผลการทดลองน้ีเป็นขอ้มูลเชิงปริมาณจาก
ความหนาแน่นของแถบ (Band density) ในแต่ละกลุ่มการทดลอง) 

หมายเหตุ : A-B Means within the different letters differ significantly (p<0.05) by using orthogonal  
contrasts: low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet (2,900 kcal 
ME/kg) or non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 100 mg/kg of 
vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 

a-c Means within the different letters differ significantly (p<0.05) by using Duncan's 
new multiple range test. 

 

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

Low energy Normal enegy Non supplement Supplement

In
te

n
si

ty
 o

f 
p

ro
te

in
 e

x
p

re
ss

io
n

 

ENO1 

0.0

2.0

4.0

6.0

8.0

10.0

12.0

Low energy Low energy +

supplement

Normal enegy Normal enegy +

supplement

In
te

n
si

ty
 o

f 
p
ro

te
in

 e
x
p
re

ss
io

n
  
  

  
  

ENO1 

b 

c 
c 

a 

A 

B 



71 

 
 

 
 

ภาพที ่4.5  ผลของพลงังาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมต่อการแสดงออกของโปรตีน MDH1 
ภายในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ (ผลการทดลองน้ีเป็นขอ้มูลเชิงปริมาณจาก
ความหนาแน่นของแถบ (Band density) ในแต่ละกลุ่มการทดลอง) 

หมายเหตุ : A-B Means within the different letters differ significantly (p<0.05) by using orthogonal  
contrasts: low energy diet (2,650 kcal ME/kg) vs. normal energy diet (2,900 kcal 
ME/kg) or non-supplement vs. supplement (200 mg/kg of vitamin C, 100 mg/kg of 
vitamin E and 0.3 mg/kg of Se). 
a-b Means within the different letters differ significantly (p<0.05) by using Duncan's 
new multiple range test. 
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บทที ่5 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
 

5.1  บทสรุป 
การศึกษาผลของพลงังาน วติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมในอาหารแม่ไก่ต่อสมรรถนะการ

ผลิต ระยะเวลาการมีชีวิตรอดของอสุจิ องค์ประกอบทางชีวเคมี และการต้านอนุมูลอิสระใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ โดยภาพรวมสรุปไดด้งัน้ี 

5.1.1 พลงังานในอาหารท่ีระดบัปกติ (2,900 kcal ME/kg) สามารถเพิ่ม น ้ าหนกัไข่ ผลผลิต
ไข่ และรักษาความสมบูรณ์ของรังไข่ ไดดี้กวา่อาหารพลงังานต ่า (2,650 kcal ME/kg) 

5.1.2 การเสริมวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมในอาหารพลงังานต ่า (2,650 kcal ME/kg) 
สามารถเพิ่มผลผลิตไข่ นอกจากน้ียงัสามารถเพิ่มน ้ าหนกัไข่ และลดการสะสมไขมนัในช่องทอ้งเม่ือ
เสริมร่วมกบัอาหารพลงังานปกติ 

5.1.3 การเสริมวติามินซี วติามินอี และซีลีเนียมสามารถเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซม์
กลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส และการสะสมวิตามินอีในไข่แดงทั้งในอาหารพลงังานต ่าและพลงังาน
ปกติ อีกทั้งเม่ือเสริมในอาหารพลังงานปกติสามารถเพิ่มความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระ         
ลดการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชนัในไข่แดงไดดี้ข้ึน 

5.1.4 อาหารพลังงานปกติสามารถเพิ่มปริมาณกลูโคส และการแสดงออกของโปรตีน 
malate dehydrogenase 1 (MDH1) นอกจากน้ีวิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมสามารถเพิ่มการ
แสดงออกของโปรตีน superoxide dismutase 1 (SOD1) ทั้งในอาหารพลงังานต ่าและพลงังานปกติ 
รวมถึงยงัช่วยเพิ่มกิจกรรมการท างานของเอนไซมก์ลูตา้ไธโอนเปอร์ออกซิเดส และการกระตุน้การ
แสดงออกของโปรตีน enolase 1 (ENO1) ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ไดดี้ข้ึนเม่ือเสริมใน
อาหารพลังงานปกติ อย่างไรก็ตามทั้ งพลังงาน วิตามิน และแร่ธาตุดังกล่าว ไม่มีผลในการ
เปล่ียนแปลงระยะเวลาการมีชีวติรอดของอสุจิ และการผสมติด 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 
5.2.1 ควรมีการศึกษาอตัราการฟักออกเพิ่มเติม เน่ืองจากการทดลองคร้ังน้ี พบว่าพลงังาน 

วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียมสามารถปรับปรุงกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระภายในไข่แดงได ้
ดงันั้นอาจมีผลช่วยปกป้องตวัอ่อน (embryo) ท่ีอยูใ่นฟองไข่จากสารอนุมูลอิสระ  
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5.2.2 ถึงแม้ว่าในการทดลองน้ีพลังงาน วิตามินซี วิตามินอี และซีลีเนียม จะสามารถ
ปรับปรุงกิจกรรมการตา้นอนุมูลอิสระ องค์ประกอบทางชีวเคมี และการแสดงออกของโปรตีนใน
ของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ แต่อยา่งไรก็ตามไม่มีผลต่ออตัราการผสมติดและระยะเวลาการมี
ชีวติรอดของอสุจิ โดยกลไกดงักล่าวยงัไม่ชดัเจนแต่อาจเป็นไปไดว้า่การเปล่ียนแปลงท่ีเกิดข้ึนอาจมี
ผลน้อยต่ออสุจิ เน่ืองจากภายในเซลล์อสุจิยงัมีสารชีวเคมี สารตา้นอนุมูลอิสระ รวมถึงโปรตีนอีก
หลายชนิดท่ีเก่ียวขอ้งกบักระบวนการเมแทบอลิซึม ดงันั้นควรศึกษาสารตา้นอนุมูลอิสระอ่ืนๆ เพิ่มเติม 
เช่น เอนไซมซุ์ปเปอร์ออกไซตดิ์สมิวเตส แคตาเลส กลูตา้ไธโอนรีดกัเทส หรือกลูตา้ไธโอนทรานสเฟอเรส 
เป็นตน้ เพื่อดูว่าสารตา้นอนุมูลอิสระใดน่าจะมีบทบาทในการเพิ่มอตัราการมีชีวิตรอดของอสุจิมาก
ท่ีสุด เพื่อน าไปสู่การเลือกเสริมสารตั้งตน้ในอาหารท่ีมีบทบาทในการกระตุน้การท างานของสาร
ดงักล่าว 
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วธีิการด าเนินงานการเกบ็ตวัอย่างของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ และไข่แดง 

 
1. การเกบ็ของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ (uterus fluid) 

การเก็บของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่จะเก็บหลงัจากแม่ไก่วางไข่แลว้ 10 ชัว่โมง หรือ 
เก็บเม่ือไข่เคล่ือนตวัมาตั้งแต่ปากแตรจนมาถึงต่อมสร้างเปลือกไข่ ณ ชัว่โมงท่ี 10 ของกระบวนการ
สร้างไข่ 

วสัดุและอุปกรณ์ 
1. กรวยกรองแกว้ขนาด 62 มิลลิเมตร 
2. หลอดทดลองพลาสติก 
3. Eppendorf tube 
4. กระบอกน ้ากลัน่ 
5. Micropipette 
6. เขม็อินซูลิน 
7. กระดาษช าระ 
8. Heat box 

 สารเคมี 
1. Normal saline solution 
2. ฮอร์โมนโพรสตาแกลนดิน (Lutalyse™) 
3. Phosphate buffer saline 2X 
4. Laemmli buffer 5X 

การเตรียมสารเคมี 
1. สารละลาย laemmli buffer 5X โดยเตรียมสารละลาย trizma ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ pH 6.8 

ปริมาตร 5 มิลลิลิตร โดยชัง่ trizma 1.8 กรัมใส่ลงในบีกเกอร์เติมน ้ ากลัน่ 3 มิลลิลิตรคนสารจน
ละลายแลว้ใช ้HCl ความเขม้ขน้ 3.12 มิลลิโมลาร์ ปรับค่า pH เท่ากบั 6.8 โดยการไตเตท ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ น าสารละลายท่ีไดม้ากรองดว้ย syringe filter ขนาด 0.45 ไมโครเมตร  หลงัจาก
นั้น น าสารละลาย trizma ความเขม้ขน้ 3 โมลาร์ pH 6.8 ท่ีเตรียมไวข้า้งตน้จ านวน 1 มิลลิลิตรใส่
หลอดพลาสติกฝาเกลียวผสมกบั glycerol ปริมาณ 5 มิลลิลิตร น ้ ากลัน่ 1.74 มิลลิลิตร และ sodium 
dodecyl sulfate 1 กรัมผสมให้เขา้กนัแลว้เติม bromophenol blue sodium salt เพียงเล็กนอ้ยคนจน
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สารละลาย หลังจากนั้นเติม ᵦ-mercaptoethanol ปริมาณ 1.25 มิลลิลิตรผสมให้เข้ากนั(ปริมาณ
สารละลายในหลอดพลาสติกฝาเกลียวทั้งหมดเท่ากบั 10 มิลลิลิตร) น าไปเก็บไวท่ี้ -20ºC 

2. Phosphate buffer saline 2X ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เตรียมโดยใช ้phosphate buffer saline 
จ านวน 2 เมด็ ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ น าไปเก็บไวท่ี้ 4ºC 

ขั้นตอนการเกบ็ของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่  
1. เช็คระยะเวลาของไข่ท่ี 10 ชัว่โมงภายในต่อมสร้างเปลือกไข่หลงัจากท่ีแม่ไก่ออกไข่แลว้ 

ใช้น้ิวกลางดา้นขาวสอดเขา้ไปภายในท่อน าไข่ซ่ึงดา้นซ้ายของตวัไก่ประมาณ 1 ขอ้น้ิวมือหรือ 3 
เซนติเมตร เม่ือสัมผสักบัฟองไข่ท่ี 10 ชัว่โมงตอ้งสามารถใช้ปลายน้ิวหมุนรอบฟองไข่ เยื่อหุ้ม
เปลือกไข่มีลกัษณะตึงฟองไข่ไม่อยูลึ่กจนเกินไป และไม่มีการเกาะของแคลเซียม 

2. เม่ือพบฟองไข่ท่ี 10 ชัว่โมงแลว้ หลงัจากนั้นจบัแม่ไก่นอนตะแคงลงบนโต๊ะโดยหนัปีก
ขาวข้ึนดา้นบน และใชเ้ชือกผกูตรงบริเวณหนา้แขง้เพื่อป้องกนัการด้ิน ฉีดฮอร์โมนโพรสตาแกรลน
ดิน 0.1 มิลลิลิตร (ฮอร์โมนโพรสตาแกลนดิน 1 ส่วนมาผสมกบั normal saline solution 9 ส่วน) เขา้
เส้นเลือด wing vein  ดงัภาพท่ี ก1 
 

 
 

ภาพที ่ก1   การฉีดฮอร์โมนโพรสตาแกรลนดินเขา้เส้นเลือด wing vein 
 

3. หลงัจากฉีดฮอร์โมนแลว้ใช้มือซ้ายจบับริเวณโคนหางแม่ไก่ และใช้มือขาวกดทอ้งแม่ไก่
เบาๆ เพื่อปล้ินกน้ แลว้ใช้น ้ ากลัน่ฉีดเช็ดดว้ยกระดาษช าระเพื่อท าความสะอาดทวารรวม (cloaca) 
ตอ้งระมดัระวงัส่ิงปนเป้ือนในตวัอยา่งของเหลวใหม้ากท่ีสุด 

4. ประมาณ 2-3 นาที แม่ไก่จะแสดงอาการออกไข่ ใชมื้อขาวค่อยๆ นวดบริเวณช่องทอ้งดนั
ออกมาทวารรวมให้ท่อน าไข่ส่วนปลายโผล่ออกมา น ากรวยแกว้ขนาด 60 มิลลิเมตรสวมเขา้กบั
หลอดทดลองรองรับบริเวณท่อน าไข่ส่วนปลายท่ีโผล่ออกมา หลงัจากนั้นนวดกระตุน้เร็วข้ึนจนแม่



92 

ไก่หลัง่ของเหลวออกมาพร้อมดว้ยฟองไข่แล้วรีบหยิบไข่ออกเพื่อป้องกนัไข่แตกไปปนเป้ือนกบั
ของเหลวแสดงดงัภาพ ก2 

 

 
 

ภาพที ่ก2  การเก็บตวัอยา่งของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 
 

5. น าตวัอยา่งของเหลวจ านวน 100 ไมโครลิตร ใส่หลอด eppendort เติมสารละลาย laemmli 
buffer 5X จ านวน 25 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัแลว้น าไปให้ความร้อน 95ºC ดว้ย heat box หรือ 
water bath เป็นเวลา 3 นาที เก็บไวท่ี้ -80ºC เพื่อเป็นตวัอยา่งส าหรับวิเคราะห์ western blots ในส่วน
ตวัอย่างของเหลวส าหรับการวิเคราะห์ทางเคมีเตรียมโดยน าตวัอย่างเหลวผสมกับสารละลาย 
phosphate buffer saline 2X ในอตัราส่วน 1:1 (v/v) แบ่งออกเป็นหลอดๆ ตามการวิเคราะห์ท่ีก าหนด
ไวเ้ก็บไวท่ี้ -20ºC 

6. ในขณะไข่แดงท าการแยกไข่ขาวทิ้งแล้วน าไข่แดงใสกล่องพลาสติกเก็บไวท่ี้ -20ºC 
จนกระทัง่น าไปวเิคราะห์ 
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วธีิการด าเนินงานในห้องปฏิบัตกิาร 
 

1. การวัดค่าความสามารถในการต้านอนุมูลอสิระด้วยวิธี 1,1-Diphenyl-2-picrylhydrazyl 
(DPPH) 

  การวดัค่า DPPH ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ และไข่แดง เพื่อวิเคราะห์ฤทธ์ิตา้น
อนุมูลอิสระโดยเป็นการทดสอบดว้ยวิธีทางเคมีโดยใชส้ารท่ีมีคุณสมบติัเป็นอนุมูลอิสระคือ อนุมูล
อิสระดีพีพีเอช (DPPH•, diphenyl-picryhydrazyl radical) ซ่ึงเป็นสารสังเคราะห์ท่ีอยู่ในรูปอนุมูล
อิสระท่ีคงตวัและมีสีม่วง เม่ือ DPPH• ท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระท่ีให้อิเล็กตรอนหรือ
ไฮโดรเจนอะตอมท าให้สีม่วงจางลงๆ จนเป็นสีเหลือง DPPH : H  (ภาพท่ี ข1) การวดัผลท าโดยการ
น าสารละลายท่ีเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์แล้วมาวดัค่าดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ 
(spectrophotometer) (Marinova and Batchvarov, 2011) 
 

 
 

ภาพที ่ข1   ปฏิกิริยาระหวา่งอนุมูลอิสระดีพีพีเอชท าปฏิกิริยากบัสารตา้นอนุมูลอิสระ 
ทีม่า: ปวณีา (2559) 

 
1.1 การวดัค่า DPPH ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ 

วสัดุและอุปกรณ์ 
1. Eppendorf tube 
2. Vortex mixer 
3. 96 well plate 
4. Microplate spectrophotometer 
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5. Micropipette 
6. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge)  

สารเคมี 
1. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
2. Methanol 

วธีิการทดสอบค่า DPPH  
1. น าของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ท่ีถูกผสมกบัสารละลาย PBS 2X ออกจากตู ้-80ºC 

ท  าให้ละลายโดยใช้น้ิวมือสัมผสัท่ีหลอดแลว้เก็บไวใ้นกล่องน ้ าแข็ง ปิเปตตวัอย่างของเหลว 500 
ไมโครลิตร ใส่หลอด eppendorf เติมเมทานอล 100 ไมโครลิตร เขยา่ให้เขา้กนัโดยเคร่ือง vortex 
mixer 

2. น าตวัอยา่งมาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
3. จากนั้นดูดส่วนใส (supernatant) จ านวน 250 ไมโครลิตร ใส่หลอด eppendorf แลว้เติม

สารละลาย 0.08 mM DPPH (ละลายในเมทานอล) 250 ไมโครลิตร ส่วน control เตรียมโดยใช้
สารละลายเมทานอล 250 ไมโครลิตร และสารละลาย 0.08 mM DPPH 250 ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

4. น าหลอดตวัอยา่งและ control เก็บไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง (ระยะเวลาในการเก็บ
ข้ึนอยูก่บัการเกิดปฏิกิริยาโดยสังเกตจากการเปล่ียนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลือง) 

5. เม่ือเกิดปฏิกิริยาสมบูรณ์แลว้น าออกจากท่ีมืดแลว้ ปิเปตตวัอย่างและ control จ านวน  
200 ไมโครลิตรใส่ 96 well plate อยา่งละ 2 ซ ้ า เพื่อน าไปวดัค่าดูดกลืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟ
โตรมิเตอร์ (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร  

6. ค านวณเปอร์เซ็นตก์ารความสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระได ้จากการน าค่าการดูดกลืนแสง
ของสารละลายท่ีท าปฏิกิริยากนัระหว่างตวัอย่างกบัสาร DPPH เทียบกบัค่าการดูดกลืนแสงของ
สารละลาย DPPH ตามสมการของ Gherraf et al. (2011) ดงัน้ี 

% Inhibition = [(A control – A sample)/ x A control] x 100 

หมายเหตุ:  A control คือค่าการดูดกลืนแสงของของสารละลาย DPPH  

                 A sample คือค่าการดูดกลืนแสงของตวัอยา่ง + สารละลาย DPPH 
 

1.2  การวดัค่า DPPH ในไข่แดง 
วสัดุและอุปกรณ์ 

1. เคร่ืองชัง่ 
2. หลอดทดลองพลาสติกฝาเกลียวขนาด  
3. Eppendorf tube 
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4. Vortex mixer 
5. 96 well plate 
6. Microplate spectrophotometer 
7. Micropipette 
8. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) 
9. Homogenizer  

สารเคมี 
1. DPPH (1,1-diphenyl-2-picrylhydrazyl) 
2. ethanol 

 วธีิการทดสอบค่า DPPH  
1. น าตวัอยา่งไข่แดงออกจากตู ้-20 ºC ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิห้องจนกระทัง่สามารถตกัไดแ้ลว้

ชัง่ตวัอยา่งไข่แดง 2.5 มิลลิกรัม ใส่ลงในหลอดพลาสติกฝาเกลียดขนาด 50 มิลลิลิตร เติมเอทานอล 
10 มิลลิลิตรแลว้บดใหล้ะเอียดดว้ยเคร่ือง homogenizer  จนกระทั้งไข่แดงกบัเอทานอลเขา้กนั 

2. จากนั้นน ามาป่ันเหวีย่งท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 5 นาที 
3. ปิเปตส่วนใส (supernatant) จ านวน 100 ไมโครลิตร ใส่หลอด eppendorf แลว้เติม

สารละลาย 0.11 mM DPPH (ละลายในเอทานอล) 400 ไมโครลิตร ส่วน control เตรียมโดยใช้
สารละลายเอทานอล 250 ไมโครลิตร และ สารละลาย 0.11 mM DPPH (ละลายในเมทานอล) 250 
ไมโครลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

4. น าหลอดตวัอย่างและ control เก็บไวใ้นท่ีมืดเป็นเวลา 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้น ปิเปต
ตวัอยา่ง และ control จ านวน 200 ไมโครลิตรใส่ 96 well plate อยา่งละ 2 ซ ้ า เพื่อน าไปวดัค่าดูดกลืน
แสงดว้ยเคร่ืองสเปกโตโฟโตรมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 517 นาโนเมตร  

5. ค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารความสามารถยบัย ั้งอนุมูลอิสระตามสมการขอ้ 1.1 
 

2. การวดัค่า Thiobarbituric acid reactive substances (TBARs) 
การวดัตรวจวดัมาลอนไดแอลดีไฮด์ (malondialdehyde, MDA) ดว้ยวิธี Thiobarbituric acid 

reactive substance (TBARs) assay เป็นการท่ี MDA ท่ีเกิดข้ึนภายในตวัอย่างจะท าปฏิกิริยากบั 
Thiobarbituric acid (TBA) ภายใตส้ภาวะกรดและความร้อนจะกลายเป็นสารประกอบ MDA-TBA 
adduct ท่ีมีสีชมพ ูแสดงไวด้งัภาพท่ี ข2 
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ภาพที ่ข2  ปฏิกิริยาระหวา่ง MDA และ TBA เป็น MDA-TBA adduct  
ทีม่า: Grotto et al. (2009) 
 
 2.1  การวดัค่า TBARs (Thiobarbituric acid reactive substances) ในไข่แดง 

วสัดุและอุปกรณ์ 
1. เคร่ืองชัง่ 
2. Eppendorf tube 
3. หลอดทดลองพลาสติกฝาเกลียวขนาด  
4. Eppendorf tubec 
5. Vortex mixer 
6. 96 well plate 
7. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) 
8. Homogenizer  
9. Microplate spectrophotometer 
10. Water bath 
11. Volumetric flask 

 สารเคมี 
1. Thiobarbuturic acid (TBA) 
2. Trichloroacetic acid (TCA) 
3. Butylhydroxytuluene (BHT) 
4. น ้ากลัน่ดีไอโอไนซ์ (Deionized water) 
5. Malondialdehyde bis (dimethyl acetate) (MDA) 

วธีิการทดสอบค่า TBARs  
1. น าไข่แดงออกจากตู ้-20ºC ตั้งทิ้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้งจนละลายแลว้ชัง่ตวัอยา่งไข่แดง 2 กรัม 
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ใส่หลอดทดลองฝาเกลียวแลว้เติมสารละลาย BHT 7.2% จ านวน 34 ไมโครลิตร และน ้ ากลัน่ดีไอโอ
ไนซ์จ านวน 6 มิลลิลิตร น าไปบดใหเ้ขา้กนัโดยเคร่ือง homogenizer ประมาณ 40 วนิาที 

2. ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาในอตัราส่วน 1:2 ตวัอย่าง:สารละลาย TBA-TCA (ปริมาตร:
ปริมาตร) เตรียมโดยการปิเปตตวัอยา่งท่ีบดเขา้กนัแลว้ 2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองฝาเกลียวอนั
ใหม่แลว้เติมสารละลาย TBA-TCA (เตรียม 20 mM ใสสารละลาย TCA 15%) จ  านวน 4 มิลลิลิตร 
ผสมให้เขา้กนัดว้ยเคร่ือง vortex ปิดฝาให้เรียบร้อยแล้วน าไปใส่ลงในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water 
bath) ท่ี 90 ºC เป็นเวลา 20 นาที แลว้น าทิ้งไวใ้นเยน็ในกล่องน ้าแขง็ 

3. จากนั้นเม่ือน าตวัอยา่งมาป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็วรอบ 5,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที ปิเปต
ส่วนใสดา้นบน 200 ไมโครลิตรใส่ 96 well plate น าไปวดัค่าการดูดกล่ืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปคโตร
โฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) ท่ีความยาวคล่ืน 532 นาโนเมตร 

การเตรียมสารละลายมาตรฐาน MDA 
  สารละลายมาตรฐาน MDA ความเข้มข้น 100 นาโนโมล/มิลลิลิตร เตรียมโดยปิเปต
สารละลายมาตรฐาน MDA จ  านวน 17 ไมโครลิตรใส่ในขวดปริมาตรขนาด 1,000 มิลลิลิตร แลว้
ปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ดีไอโอไนซ์ (ควรเก็บไวใ้นท่ีมืดหรือห่อฟรอด์ยไม่ให้สัมผสัแสง) เพื่อ
น ามาใชเ้ตรียมสารละลายมาตรฐาน MDA ตามระดบัความเขม้ขน้ท่ี 0, 2, 4 , 6, 8 และ 10 นาโนโมล/
มิลลิลิตร ตามตารางท่ี ข1 จากนั้นปิเปตสารละลายมาตรฐาน MDA แต่ละความเขม้ขน้จ านวน 200 
ไมโครลิตรใส่หลอด eppendorf  เติมสารละลาย TBA-TCA ปริมาณ 400 ไมโครลิลิตร ผสมให้เขา้
กนัน าไปใส่ลงในอ่างควบคุมอุณหภูมิ (water bath) ท่ี 90 ºC เป็นเวลา 20 นาที แล้วปิเปต 200 
ไมโครลิตรใส่ 96 well plate วดัค่าการดูดกล่ืนแสงดว้ยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 
532 นาโนเมตร น าค่าดูดกลืนแสงท่ีไดส้ร้างกราฟมาตรฐานเพื่อค านวณหาค่า TBARs ในตวัอย่าง
โดยค านวณจากสมการท่ีไดจ้ากกราฟมาตรฐานดงัภาพท่ี ข3  
 

3. การวดัค่า Glutathione peroxidase enzyme (GPx) 
ปฏิกิริยาก าจดัไฮโดรเปอร์ออกไซด์ (ROOH) โดยเอนไซม์ glutathione peroxidase (GPx)จะ

เร่งปฏิกิริยาให้ glutathione (GSH) 2 โมเลกุล เปล่ียนไปเป็น glutathione disulfide (GSSG) 1 
โมเลกุล ในการทดลองจะวดัการท างานของเอนไซมช์นิดน้ีโดยทางออ้ม คือวดัการปฏิกิริยาเปล่ียน
กลบัเป็น GSH โดย GSSG จะเร่งปฏิกิริยา glutathione reductase โดยวดัค่าการดูดกลืนแสงของ 
NADPH ท่ีลดลง เน่ืองจาก NADPH เกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนัเป็น NADP+จากสมการออกซิเดชนั
ของ NADPH เป็น NADP+ การลดลงของ NADPH เป็นผลมาจาก GPx โดยตรง  

R-OOH + 2 GSH Glutathione peroxidase     R-OH + GSSG + H2O 



99 

GSSG + NADPH + H+ Glutathione reductase      2 GSH + NADP 
 
ตารางที ่ข1  วธีิการเตรียมระดบัความเขม้ขน้สารมาตรฐาน MDA 

Concentration (nmol) MDA Standard (µl) Deionized water (µl) 

0 0 1000 

2 20 980 

4 40 960 

6 60 940 

8 80 920 

10 100 900 
 
วธีิการท าค านวณ 
  ท าการอ่านค่าความเขม้ขน้จากกราฟมาตาฐานของ Malondialdehyde bis (dimethyl acetate) 
 

 
 

ภาพที ่ข3  กราฟมาตรฐาน MDA 
 

3.1 การวดัค่า GPx ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืกไข่ 
วสัดุและอุปกรณ์ 

1. Eppendorf tube 

y = 0.0325x + 0.0463 
R² = 0.9998 
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2. Vortex mixer 
3. 96 well plate 
4. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifuge) 
5. Microplate spectrophotometer 
6. Volumetric flask 
7. Homogenizer  

สารเคมี 
1. Sodium phosphate buffer (Sigma Prod. No. S-0751) 
2. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA, Sigma Stock No. ED4SS) 
3. Sodium azide solution (Sigma Prod. No. S-2002) 
4. ß-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate (ß-NADPH, Reduced Form, 

Tetrasodium Salt, Sigma Stock No. 201-201) 
5. Glutathione reductase, (GR, Sigma Prod. No. G-3664) 
6. Glutathione (GSH, Free Acid, Reduced Form, Sigma Prod. No. G-4251) 
7. Sodium phosphate buffer (Sodium phosphate, Monobasic, Anhydrous, Sigma Prod. 

No. S-0751) 
8. DL-Dithiothreitol (Sigma Prod. No. D-0632) 
9. Glutathione Peroxidase from bovine erythrocytes (Sigma Prod. No. G6137) 
10. Sodium hydroxide (NaOH) 
11. Tris-HCL 
12. น ้ากลัน่ดีไอโอไนซ์ (Deionized water) 

วธีิการเตรียมสาร 
1. สารละลาย A เตรียมจาก sodium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 50 มิลลิโมลาร์ร่วมกบั 

ethylenediaminetetraacetic acid ความเขม้ขน้ 0.40 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ชัง่ sodium 
phosphate buffer 600 มิลลิกรัม และ EDTA 16.65 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ดีไอโอไนซ์ ท่ี
อุณหภูมิ 25 ºC แลว้ปรับ  pH 7.01 ดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ หลงัจากนั้นใชน้ ้ ากลัน่ดีไอโอ
ไนซ์ปรับปริมาตร 

2. สารละลาย B เตรียมโดย sodium azide ความเขม้ขน้ 0.1 มิลลิโมลาร์ ชัง่ sodium azide 
3.25 มิลลิกรัม ละลายดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ A ปริมาตร 50 มิลลิลิตรแลว้เก็บไวท่ี้ 4ºC 

3. สาร C ชัง่ ß-Nicotinamide adenine dinucleotide phosphate จ านวน 1.0 มิลลิกรัมใส่ใน
ขวด vial สีชาขนาด 10 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้ 4 องศาเซลเซียส 
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4. สารละลายบพัเฟอร์ D เอนไซม ์glutathione reductase ความเขม้ขน้ 100 ยนิูต/มิลลิลิตร 
ใส่ในขวดสีชา ละลายดว้ยน ้ากลัน่ดีไอโอไนซ์เยน็ 4ºC แลว้เก็บไวท่ี้ 4ºC 

5. สารละลาย E Glutathione ความเขม้ขน้ 200 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ชั่ง 
glutathione 307 มิลลิกรัม ในขวดสีชาละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ดีไอโอไนซ์ เก็บไวท่ี้ 4ºC 

6. สารละลาย F เตรียมจาก sodium phosphate buffer ความเขม้ขน้ 10.0 มิลลิโมลาร์ 
ร่วมกบั DL-Dithiothreitol ความเขม้ขน้ 1.0 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ชั่ง sodium 
phosphate buffer 120 มิลลิกรัม และ DL-Dithiothreitol 15.43 มิลลิกรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ดีไอโอ
ไนซ์และปรับ pH ท่ี 7.01 ดว้ย NaOH ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส แลว้ปรับ
ปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ดีไอโอไนซ์น าไปเก็บไวท่ี้ 4ºC 

7. สารละลาย G เอนไซม์ glutathione Peroxidase, GPx ความเขม้ขน้ 3 ยูนิต/มิลลิลิตร 
เตรียมโดยปิเปตสารละลาย F จ านวน 1 มิลลิลิตร เติมลงในขวด Glutathione Peroxidase  เขยา่ให้เขา้
กนัจะไดส้ารละลายท่ีความเขม้ขน้ 100 Unit/ml เพื่อเป็น stock กลาง (เก็บท่ี -20 องศาเซลเซียส) 
หลงัจากนั้นปิเปตเอนไซม์ GPx จาก stock กลางจ านวน 30 ไมโครลิตรใส่ลงในขวดสีชาขนาด 2 
มิลลิลิตร แลว้เติมสารละลาย F จ านวน 970 ไมโครลิตรปิดฝาเขยา่ให้เขา้กนัจะไดเ้อนไซม ์ GPx ท่ี
ความเขม้ขน้ 3 ยนิูต/มิลลิลิตร น าไปเก็บไวท่ี้ - 20ºC ควรเตรียมสารใหม่ทุกคร้ังก่อนการวเิคราะห์ 

8. สารละลาย H เตรียม Hydrogen Peroxide (H2O2, 30%, w/w) ความเขม้ขน้ 0.042% 
ปริมาตร 5มิลลิลิตร ปิเปต 7 ไมโครลิตรแลว้เติมในน ้ากลัน่จ  านวน 4,993 ไมโครลิตร 

9. สารละลาย Reagent cocktail เตรียมโดยท าการปิเปตสารละลาย B จ านวน  
9.20 มิลลิลิตร สารละลาย D จ านวน 0.10 มิลลิลิตร และสารละลาย E จ านวน 0.05 มิลลิลิตรใส่ใน
ขวดสารละลาย C ปิดฝาและเขยา่ให้เขา้กนั จากนั้นปรับ pH เท่ากบั 7.0 ดว้ยใช ้NaOH หรือ HCL 
ความเขม้ขน้ 1 โมลาร์ แลว้น าไปเก็บไวใ้นท่ีมืดและอุณหภูมิท่ี 4ºC 

วธีิการทดสอบ 
1. น าตวัอยา่งของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ท่ีผสมอยูก่บั PBS 2X ออกจากตู ้-80ºC ใน

กล่องน ้ าแข็งท าให้ตวัอย่างละลายโดยใช้น้ิวมือหมุนสัมผสัรอบหลอดจนละลายใช้ syringe filter 
ขนาด 0.45 ไมโครเมตร กรองตวัอยา่งของเหลวใส่ในหลอด eppendorf หลอดใหม่แช่ในกล่องเพื่อ
ใชส้ าหรับวเิคราะห์ 

2. ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาไดแ้บ่งหลอด eppendorf   ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ออกเป็นหลอด 
Test, Blank และ Control โดยใส่ตวัอยา่งและสารละลายตามตารางท่ี ข2 ดงัน้ี 
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ตารางที ่ข2  วธีิการเติมสารละลายในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ 
 หลอด Test หลอด Blank  หลอด Control 
สารละลาย Reagent cocktail 40 µl 40 µl 40 µl 
สารละลาย F 250 µl 250 µl 430 µl 
ตวัอยา่งของเหลว (uterus fluid) 180 µl - - 
สารละลาย G (GPx) - 180 µl - 
 

3. เม่ือผสมสารละลายตามตารางเรียบร้อยแลว้เขย่าให้เขา้กนั หลงัจากนั้นปิเปตสารในแต่
ละหลอด Test, Blank และ Control ใส่ลงในถาดหลุม 96 well plats หลอดละ 2 ซ ้ าจนครบ  

4. จากนั้นเติมสารละลาย H (H2O2) ปริมาตร 20  ไมโครลิตรอยา่งรวดเร็วโดยใช้เคร่ือง 
automatic pipette เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาพร้อมกนั น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงโดยทนัทีท่ีความยาวคล่ืน 
340 นาโนเมตรโดยวดัผลค่าดูดกลืนแสงทุกๆ 1 นาทีเป็นระยะเวลา 10 นาที (Kinetic)  

5. น าค่าดูดกลืนแสงท่ีวดัได้มาค านวณโดยใช้โปรแกรมส าเร็จของ  Trevigen’s HT  
glutathione peroxidase assay kit โดยกราฟมาตรฐานสร้างจากค่าดูดกลืนแสงของหลอด Blank ท่ีใส่
เอนไซม์ GPx และหลอด Controlท่ีไม่ใส่เอนไซม์ GPx ตามภาพท่ี ข4 เพื่อใช้ค  านวณเปรียบค่า
กิจกรรมของเอนไซม ์GPx ในตวัอยา่งจากค่าดูดกลืนแสง 
 

 
 

ภาพที ่ข4   กราฟมาตรฐานของกิจกรรมเอนไซม ์GPx 
 
 
 

y = -8E-05x + 0.2077 
R² = 0.0612 

y = -0.059x + 0.816 
R² = 0.999 
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3.2 การวดัค่า GPx ในไข่แดง 
เตรียมสารละลายเหมือนกนักบัวธีิการวดั GPx ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือก 
วธีิการทดสอบ 
1. ท าการสกดัตวัอยา่งไข่แดงโดยชัง่น าตวัอยา่งไข่แดง 2 กรัม ใส่ในหลอดทดลองพลาสติก

ฝาเกลียว เติมสารละลาย Tric-HCL ความเขม้ขน้ 0.05 โมลาร์ จ านวน 10 มิลลิลิตร จากนั้นบดให้
ละเอียดดว้ยเคร่ือง homogenizer แลว้น าป่ันเหวีย่งดว้ยความเร็วรอบ 10,000 rpm เป็นเวลา 15 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 4ºC 

2. จากนั้นน าส่วนใสดา้นบนมากรอกดว้ยกระดาษกรอง Whatman No.1 น าตวัอยา่งส่วนใส
ท่ีไดจ้ากการกรองมาใชใ้นการวเิคราะห์ 

3. ขั้นตอนการท าปฏิกิริยาไดแ้บ่งหลอด eppendorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ออกเป็นหลอด 
Test, Blank และ Control โดยใส่ตวัอยา่งและสารละลายดงัตารางต่อไปน้ี (ตารางท่ี ข3) 
 
ตารางที ่ข3  วธีิการเติมสารละลายในขั้นตอนการท าปฏิกิริยาในไข่แดง 

 หลอด Test หลอด Blank  หลอด Control 
สารละลาย Reagent cocktail 40 µl 40 µl 40 µl 

สารละลาย F 280 µl 280 µl 430 µl 

ตวัอยา่งไข่แดงท่ีสกดัแลว้ 150 µl - - 

สารละลาย G (GPx) - 150 µl - 

 
4. เม่ือผสมสารละลายตามตารางเรียบร้อยแลว้เขย่าให้เขา้กนั หลงัจากนั้นปิเปตสารในแต่

ละหลอด Test, Blank และ Control ใส่ลงในถาดหลุม 96 well plats หลอดละ 2 ซ ้ าจนครบ  
5. จากนั้นเติมสารละลาย H (H2O2) ปริมาตร 20  ไมโครลิตร อยา่งรวดเร็วโดยใช้เคร่ือง 

automatic pipette เพื่อให้เกิดปฏิกิริยาพร้อมกนั น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงโดยทนัทีดว้ยเคร่ืองสเปค
โตรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 340 นาโนเมตรโดยวดัผลค่าดูดกลืนแสงทุกๆ 1 นาทีเป็นระยะเวลา 
10 นาที (Kinetic)  

6. น าค่าดูดกลืนแสงท่ีวดัได้มาค านวณโดยใช้โปรแกรมส าเร็จของ Trevigen’s HT 
glutathione peroxidase assay kit 
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4. วิเคราะห์หาความเข้มข้นโปรตีนในของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ด้วยวิธี  BSA 
Protein  Assay Kits 
1. น าตวัอยา่งของเหลวท่ีผสมกบั PBS 2X ป่ันเหวีย่งความเร็วรอบ 10,000 rpm ท่ีอุณหภูมิ 4 

ºC เป็นเวลา 5 นาที 
2. ปิเปตตวัอยา่งเฉพาะส่วนใสจ านวน 10 ไมโครลิตรใส่ใน 96 well plate หลงัจากนั้น เติม

สารละลาย Reagent (0.5 ml Reagent B + 25 ml Reagent A) 200 ไมโครลิตร 
3. เตรียมสารมาตรฐาน BSA (Bovine serum albumin, BSA) ตามตารางท่ี ข4 

 
ตารางที ่ข4  การเตรียมกราฟมาตรฐาน BSA 

Tube Cone. (mg/ml) BSA 2 mg/ml (µl) น า้กลัน่หรือ PBS (µl) 
1 0 - - 
2 0.05 5 195 
3 0.1 10 190 
4 0.25 25 175 
5 0.5 30 90 
6 1 60 60 
7 1.5 90 30 
8 2 - - 

 
4. น าสารมาตรฐาน BSA ในแต่ละความเขม้ขน้จ านวน 10 ไมโครลิตรไมโครลิตรลง ใน 96 

well plate หลงัจากนั้นเติมสารละลาย Reagent (A+B) จ านวน 200 ไมโครลิตรเช่นเดียวกบัตวัอยา่ง 
5. น าไปวดัค่าดูดกลืนแสงด้วยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ท่ีช่วงแสง 550 นาโนเมตร 

สร้างกราฟมาตรจากค่าดูดกลืนแสงสารมาตรฐาน BSA และค านวณหาค่าความเขม้ขน้ของโปรตีน
ในตวัอยา่ง  
 

5. การวัดการแสดงออกของโปรตีน Enolase 1, (ENO1); Superoxide Dismutase 1, 
(SOD1) และMalate Dehydrogenase1, (MDH1) ในของเหลวจากต่อมสร้างเปลอืก
ด้วยวธิี Western blots 

 ใชต้วัอยา่งของเหลวจากต่อมสร้างเปลือกไข่ท่ีผสมกบั laemmli buffer 5X จากแม่ไก่จ านวน 5  
ตวัในกลุ่มทดลองเดียวกนัน ามาผสมรวมกนัโดยมีระดบัความเขม้ขน้โปรตีน 10 มิลลิกรัมต่อปริมาณ
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ไม่เกิน 60 มิลลิลิตร (ใชค้่าความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีไดจ้ากการวิเคราะห์ขอ้ 4 ในการค านวณ) เพื่อ
ใชต้วัอยา่งส าหรับรันเจล 

วธีิการเตรียมสาร 
1. สารละลาย solution L2X  ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เตรียมจากชัง่ Tris base (3 โมลาร์) 18.15 

กรัม ร่วมกบั Sodium dodecyl sulfate (0.8%) 0.4 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลบัปรับ pH เท่ากบั 8.8 ดว้ย 
HCL และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่แลว้น ามากรอกดว้ย syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เก็บไว้
ท่ี 4ºC 

2. สารละลาย solution M ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ชัง่ ชัง่ Tris base (0.5 M) 3 กรัม ร่วมกบั 
Sodium dodecyl sulfate (0.4%) 0.2 กรัม  แลว้เติมน ้ ากลัน่ 30 มิลลิลิตร คนจนกระทัง่ละลายแลว้
ปรับ pH เท่ากบั 6.3 ดว้ย HCL จากนั้นใชน้ ้ากลัน่ปรับปริมาตร 

3. สารละลาย electrophoresis buffer 10X (ความเขม้ขน้ 10 เท่า) ปริมาตร 2 ลิตร ชัง่ Tris 
base (0.25 M) 60.4 กรัม ร่วมกบั Glycine (1.9 M) 288 กรัม และ Sodium dodecyl sulfate (0.8%) 20 
กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลบัปรับ pH เท่ากบั 8.5-9 ดว้ย HCL และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่แลว้น ามา
กรอกดว้ย syringe filter ขนาด 0.2 ไมโครเมตร เม่ือตอ้งการใชค้วรเจือจางให้มีความเขม้ขน้ 1 เท่า 
หรือ electrophoresis buffer 1X โดยเจือจางในอตัราส่วน 1:9 ปริมาณ:ปริมาณ (1 ส่วน electrophoresis 
buffer 10X ใน 9 ส่วนน ้ากลัน่) 

4. สารละลาย wet transfer buffer  ปริมาตร 1 ลิตร ชัง่ Tris base (0.25 M) 3 กรัม ร่วมกบั 
Glycine (1.9 M) 14.4 กรัม ละลายดว้ยน ้ ากลัน่ประมาณ 500 มิลลิลิตรแลว้เติม ethanol 200 มิลลิลิตร 
จากนั้นปรับ pH เท่ากบั 8.3 ดว้ย HCL และปรับปริมาตรดว้ยน ้ากลัน่ เก็บไวท่ี้ 4ºC 

5. สารละลาย TBS Tween 10X ปริมาตร 2 ลิตร เตรียมจาก ชัง่ Tris base (0.1 M) 24 กรัม 
ร่วมกบั NaCl (1.99 M) 174 กรัม และ Tween 20 (0.5%) 10 มิลลิลิตร เติมน ้ ากลัน่ประมาณ 1.5 ลิตร
ผสมใหล้ะลายแลว้ปรับ pH เท่ากบั 7.3 ดว้ย HCL และปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ เม่ือตอ้งการใชค้วร
เจือจางให้มีความเขม้ขน้ 1 เท่า หรือ TBS Tween 1X โดยเจือจางในอตัราส่วน 1:9 ปริมาณ:ปริมาณ 
(1 ส่วน TBS Tween 10X ใน 9 ส่วนน ้ากลัน่) 

6. สียอ้ม Rouge Ponceau 10X ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท าการชัง่ Ponceau S (2%) 2 กรัม 
ร่วมกบั TCA (30%) 30 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดว้ยน ้ ากลัน่ ขณะใช้ควรเจือจางให้มีความ
เขม้ขน้ 1 เท่า (Rouge Ponceau 1X) 

7. สารละลาย Nonfat-dried milk bovine ความเขม้ขน้ 5% ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ชัง่ Nonfat-
dried milk bovine จ านวน 5 กรัม ละลายและปรับปริมาตรดว้ย TBS Tween 1X เก็บไวท่ี้ 4ºC 
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วธีิการทดลอง 
ขั้นตอนการแยกโปรตีนดว้ยวิธี Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide  gel electrophoresis 

เตรียมเจลขนาด 1.5 มิลลิเมตรโดยให้มีระดบัความเขม้ขน้ของ polyacrylamide gel 8-16% โดย
เตรียมจาก Separating gel 8% และ Separating gel  16%  และเติม Stacking gel ตามวิธีการเตรียมดงั
ตารางท่ี ข5 และ ข6 
 
 ตารางที ่ข5  ส่วนประกอบของ Separating gel  8% และ 16% 

ส่วนประกอบ separating gel ส าหรับ 2 เจล Separating gel 8% Separating gel 16% 

Solution L2X (ml) 1 1 
Acrylamide 30% (ml) 2.2 4.4 
Glycerol (ml) 0 1.7 
น ้ากลัน่ (ml) 5 1.1 
Ammonium persulfate 10% (µl) 33.2 33.2 
Temed (µl) 6.6 6.6 
Total value 8.3 8.3 
 
ตารางที ่ข6 ส่วนประกอบของ stacking gel 
ส่วนประกอบ stacking gel 2 เจล Stacking gel 

Solution M (ml) 1.25 
Acrylamide 30% (ml) 0.75 
น ้ากลัน่ (ml) 3 
Ammonium persulfate 10% (µl) 50 
Temed (µl) 5 
 

1. เม่ือเตรียมเจลเสร็จแล้วท าการประกอบอุปกรณ์ electrophoresis ส าหรับรันเจลเติม
สารละลาย electrophoresis buffer 1X แลว้ปิเปตตวัอยา่งท่ีเตรียมไวใ้ส่ลงในหลุมเจล ท าการแยก
โปรตีนดว้ยกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์120 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที 

2. จากนั้ นน าแผ่นเจลมาท าการย้ายโปรตีนไปยงัแผ่นไนโตรเซลลูโลส (nitrocellulose 
membrane) ดว้ยวธีิ wet blotting เตรียมโดยน าแผน่เจลวางบนแผน่ไนโตรเซลลูโลส แลว้วางประกบ
ดว้ยกระดาษกรองและ medium well ท่ีแช่สารละลาย wet transfer buffer มาแลว้ทั้งสองดา้น จากนั้น
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ประกอบเขา้กบัชุด blot transfer system แลว้เติมสารละลาย wet transfer buffer เพิ่ม ท าการยา้ย
โปรตีนโดยใชก้ระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศกัย ์155 โวลต ์เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 30 นาที (ระหวา่งการรัน
ควรใส่น ้าแขง็เพื่อป้องกนัโปรตีนเสียสภาพ) 

3. น าแผ่นไนโตรเซลลูโลสออกจากระบบ blot transfer system แลว้ยอ้มสีดว้ย Rouge 
Ponceau 1X โดยเติม Rouge Ponceau 1X ใหท้่วมแผน่ไนโตรเซลลูโลสแช่ 5 นาที โดยการวางไวบ้น
เคร่ืองเขยา่ จากนั้นลา้งดว้ยน ้ากลัน่ 1-2 คร้ังแลว้จึงน ามาสแกนดว้ยเคร่ือง western blot scanner 

4. ลา้งแผน่ไนโตรเซลลูโลสท่ีอุณหภูมิห้อง ดว้ย TBS Tween 1X 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที บน
เคร่ืองเขยา่เพื่อลา้งสีออก แลว้บ่มดว้ยสารละลาย Nonfat-dried milk bovine 5% เป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

5. บ่มแผ่นไนโตรเซลลูโลสดว้ย primary antibody ท่ีมีความจ าเพาะไดแ้ก่ ENO1,  SOD1 
และ MDH1 ในอตัราส่วนเจือจาง 1:1,000 (ใน 5%milk in TBST 1X) โดยใส่แผน่  ไนโตรเซลลูโลส 
1 ลงในซองพลาสติกแลว้เติม primary antibody 5 มิลลิลิตรผนึกให้เรียบโดยสังเกตไม่ให้มี
ฟองอากาศและแผน่ไนโตรเซลลูโลสเคลือบดว้ย primary antibody เท่ากนัทั้งแผน่เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 
4ºC เป็นเวลา 1 คืน 

6. หลงัจากนั้นลา้งแผน่ไนโตสเซลลูโลสดว้ย TBS Tween 1X  จ านวน 3 คร้ังๆ ละ 10 นาที 
บนเคร่ืองเขยา่ (agitation) ท่ีอุณหภูมิห้อง เพื่อก าจดั primary antibody ควรแยกกล่องลา้งตามชนิด
ของ antibody 

7. น าแผน่ไนโตรเซลลูโลสท่ีลา้งเสร็จแลว้มาบ่มดว้ย secondary antibody คือ goat anti rabbit 
ในอตัราส่วนเจือจาง 1:5,000 (ใน 5%milk in TBST 1x)  จ  านวน 5 มิลลิลิตร เป็นเวลา 1-1.30 ชัว่โมง 
ท่ีอุณหภูมิ 37ºC แลว้ลา้งแผน่ไนโตรเซลลูโลส 3 คร้ังดว้ย TBS Tween 1X   

8. ถ่ายภาพการแสดงออกโปรตีนท่ีจ าเพาะโดยเติมสารละลาย  western blotting detection 
reagent (1:1, Solution A:Solution B) จ  านวน 1 มิลลิลิตรใหเ้คลือบผวิหนา้ของแผน่ไนโตรเซลลูโลส
เป็นเวลา 2 นาทีแลว้น าจึงไปถ่ายภาพดว้ยเคร่ือง gel documentation system ท าการเปรียบเทียบ
ต าแหน่งน ้ าหนกัโมเลกุลโปรตีนของ primary antibody กบัน ้ าหนกัโมเลกุลโปรตีนของตวัอย่างท่ี
แสดงบนแผ่นไนโตรเซลลูโลส  แลว้ใช้โปรแกรมวดัปริมาณความเขม้ขน้ของโปรตีนท่ีแสดงออก
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