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บทคัดยอ

การทดสอบกระบวนการสกัดฮอรโมนเพศในอุจจาระของกวางปาไทย (Cervus unicolor) เพศเมีย 2 ตวัโดยใช
สารละลาย 80% เมทานอล พบวาประสิทธิภาพของกระบวนการสกัด วัดจากปริมาณของสาร 125I-Progesterone ที่ได
กลับคนืมาภายหลังตัวอยางผานกระบวนการสกัดมีคาเฉล่ีย (± sem.) เทากับ 46.6% (±0.4) นอกจากนี้ยังพบวา
ฮอรโมนโปรเจสเตอโรนมีการกระจายตัวสมํ่ าเสมอภายในกองอุจจาระ โดยมีคา C.V. เทากับ 8.4% และ 6.1% สํ าหรับ
อุจจาระกวางตัวที่ 1และ 2โดยลํ าดับ โดยที่ระยะเวลาที่อุจจาระอยูภายนอกรางกายกอนที่จะถูกแชแข็ง ≥ 3 ชัว่โมง มีผล
ทํ าใหความสมํ ่าเสมอของการกระจายตัวของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในตวัอยางอุจจาระสูงขึ้น (C.V. > 20%) นอกจากนี้
ยงัพบวาระยะเวลาที่อุจจาระอยูภายนอกรางกายมีผลทํ าใหระดับความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในอุจจาระเพิ่ม
สูงขึ้น (p<0.05) โดยมคีาเฉล่ียความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนเทากับ 0.3, 0.5, 0.9 และ 1.9 µg/g ของน้ํ าหนัก
อุจจาระแหง เมื่ออุจจาระอยูภายนอกรางกาย 0, 1, 3 และ 6 ชั่วโมงตามลํ าดับ จากการทดลองชี้ใหเห็นวามคีวามเปนไป
ไดที่การสกัดฮอรโมนเพศในตัวอยางอุจจาระดวยสารละลายเมทานอลสามารถนํ ามาใชในกระบวนการสกัดฮอรโมนเพื่อ
การวิเคราะหฮอรโมนเพศในอุจจาระ
คํ าสํ าคัญ : กวางปาไทย, โปรเจสเตอโรน, sambar deer, Cervus unicolor, fecal hormone, progesterone, extraction

1. บทนํ า
    การวิเคราะหระดับฮอรโมนเพศในส่ิงขับถายไดแก 
ปสสาวะและอุจจาระ เปนวิธีการที่ไดรับความสนใจนํ า
มาใช ในการศึกษาชีววิทยาระบบสืบพันธุ ของสัตว 
(Monfort และคณะ, 1990 และ 1991) เพราะการเก็บตัว
อยางส่ิงขับถายมีความสะดวก ประหยัดและปลอดภัย
ตอตัวสัตวและผู ปฏิบัติงานมากกวาการเก็บตัวอยาง
ชนิดอ่ืน เชน เลือดสัตว แตตัวอยางส่ิงขับถายโดย
เฉพาะอุจจาระสัตวจํ าเปนตองผานกระบวนการสกัด
ฮอรโมนจากตวัอยางอุจจาระที่เหมาะสม จงึจะสามารถ
นํ าไปวิเคราะหระดับฮอรโมนดวยเทคนิค radio-
immunoassay (RIA) หรือ enzyme immunoassay
(EIA) จากการศึกษาในกวางชนิดอ่ืน (Monfort และ
คณะ, 1993; Kapke และคณะ,1999; Stoop และคณะ, 

1999; และ Yamaushi และคณะ, 1999) รวมถึงสัตว
ชนิดอ่ืน เชน scimitar-horned oryx (Morrow และ 
Monfort, 1998 และ Morrow และคณะ, 1999) และ 
caribou (Messier และคณะ, 1990) พบวารายงานสวน
ใหญใชกระบวนการสกัดดวยสารละลายเอทานอลหรือ
สารละลาบอีเทอรซ่ึงมีกระบวนการซับซอน ในปค.ศ. 
2000 มีการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของฮอรโมนใน
อุจจาระของกวาง Mesopotamian fallow deer ดวย
เทคนิค EIA ซ่ึงในการทดลองใชการสกัดฮอรโมนดวย
สารละลายเมทานอลทํ าใหมีขั้นตอนของกระบวนการ
สกัดมีความสะดวกและไมซับซอน และตวัอยางที่สกัดได
สามารถติดตามการทํ  างานของรั งไข ของกวาง  
Mesopotamian fallow deer ไดเปนอยางดี (ขอมูลยัง
ไมไดตพีิมพ) ซ่ึงวิธีการสกัดทีค่ลายคลึงกันน้ีมีการนํ ามา



ใชอยางประสบผลสํ าเร็จกับการศึกษาในกวาง white-
tailed deer (Millspaugh และ Washburn,2003) การ
ศึกษาในครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบหาประสิทธิ
ภาพและความเหมาะสมที่จะนํ าวิธีการสกัดฮอรโมนใน
อุจจาระของกวางปาไทยดวยสารละลายเมทานอลมาใช
ในการวิเคราะหระดับฮอรโมนเพศในอุจจาระเพื่อตรวจ
สอบการทํ างานของรังไขในกวางปาไทยดวยเทคนิค 
EIA ตอไป
2. อปุกรณและวิธีการทดลอง
2.1 สตัวทดลอง
    การศึกษาครั้งน้ีใชตัวอยางอุจจาระจากกวางปาเพศ
เมยีที่กํ าลังอยูในวัยเจริญพันธุ 2 ตัว ซ่ึงมีอายุ 4-5 ป
และ 2-3 ป กวางทั้ง 2 ตัวถูกเล้ียงแบบ intensive 
farming system ทีฟ่ารมในจังหวัดนครปฐม กวางไดรับ
น้ํ าสะอาด หญาและขาวโพดเปนอาหารหลัก รวมทั้งมีแร
ธาตุกอนเสริม กวางทั้ง 2 ตัวอยูรวมกับฝูงเพศเมียตวั
อ่ืนรวม 10 ตวัและมีกวางเพศผูที่สมบูรณพันธุคุมฝูง 1 
ตวั โดยที่ชวงเวลาที่เก็บตัวอยางอยูในชวงฤดูผสมพันธุ
2.2 การเก็บตัวอยาง
    เก็บตัวอยางอุจจาระกวางขณะที่กวางกํ าลังถายหรือ
จากกองอุจจาระสดที่กวางเพิ่งถายลงบนพื้นซ่ึงระบุได
ชัดเจนวาเปนของกวางตัวน้ัน กํ าจัดส่ิงปนเปอน แลว
แยกตวัอยางอุจจาระของกวางแตละตัวจเก็บไวในถุงเก็บ
ตัวอยางเฉพาะของแตละตัว อุจจาระทั้งหมดของกวาง
ตัวที่ 1 นํ ามาแชน้ํ าแข็งทันที (ชุดที่ 1/1) สวนอุจจาระ
ของกวางตัวที่ 2 ถูกแบงออกเปน 4 สวน ดังน้ี
ชุดที่ 2/1 นํ าตัวอยางแชน้ํ าแข็งทันที
ชุดที่ 2/2 นํ าตัวอยางแชน้ํ าแข็งหลังจากการเก็บตัวอยาง
ไวที่อุณหภูมิส่ิงแวดลอม (~30ºc) นาน 1 ชัว่โมง
ชุดที่ 2/3 นํ าตัวอยางแชน้ํ าแข็งหลังจากการเก็บตัวอยาง
ไวที่อุณหภูมิส่ิงแวดลอม (~30ºc)  นาน 3 ชัว่โมง
ชุดที่ 2/4 นํ าตัวอยางแชน้ํ าแข็งหลังจากการเก็บตัวอยาง 
ไวที่อุณหภูมิส่ิงแวดลอม (~30ºc)  นาน 6 ชัว่โมง
ในหองปฏิบัติการ นํ าตวัอยางอุจจาระจากกวางชดุที่ 1/1 
และ 2/1-2/4 แบงเปนตัวอยางยอยๆใสในหลอดเก็บตัว
อยาง หลอดละ 1-2 เมด็ เพื่อใชในการทดสอบการ
กระจายตัวของฮอรโมนในกองอุจจาระ ชั่งน้ํ าหนัก

อุจจาระสดพรอมหลอด แลวนํ าอุจจาระทั้งหมดแชแข็งที่
อุณหภูมิ -20ºC เพื่อรอการนํ าไปวิเคราะหตอไป
2.3 การเตรียมตัวอยางกอนการสกัด
    กอนการสกัด นํ าตัวอยางอุจจาระไปท ําใหแหงดวย
วิธี freeze dry แลวนํ าตัวอยางมาชั่งน้ํ าหนักอีกครั้ง เพื่อ
หาปริมาณความชื้นของตัวอยางสด นํ าอุจจาระที่แหง
แลวไปบดใหละเอียดและเก็บรักษาไวโดยการแชแข็งที่
อุณหภูมิ -20ºC ระหวางรอเขาสูกระบวนการสกัด
2.4 การสกัด
    จากผลการทดลองเบื้องตนเพื่อหาปริมาณตัวอยางที่
เหมาะสมสํ าหรับการสกัด โดยใชปริมาณตัวอยางแหง 
25, 50 และ 100 มิลลิกรัม พบวาปริมาณตัวอยางแหงที่
เหมาะสมสํ าหรับกระบวนการสกัดดวยวิธีน้ีคือ 100 
มิลลิกรัม ขั้นตอนการสกัดมีดังน้ี ชัง่อุจจาระที่แหงและ
บดแลวใสหลอดทดลอง หลอดละ 100 มิลลิกรัม เติม
สารละลาย 80% เมทานอล ปริมาตร 5 มิลลิลิตร ลงใน
แตละหลอด ปดฝาหลอดใหสนิท ผสมใหเขากันเปน
เวลา 30 นาทกีอนที่จะนํ าไปปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ
1500 g เปนเวลา 15 นาที  เก็บสารละลายดานบนไว
สํ าหรับการวิเคราะหโดยใสหลอดแชแข็งเก็บรักษาไวที่
อุณหภูมิ -80ºC
2.5 การวดัความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอ
โรนดวยวิธี radioimmunoassay (RIA)
    การวัดปริมาณโปรเจสเตอโรนใชชุดทดสอบสํ าเร็จรูป 
Coat-A-Count Progesterone (DPC, The United 
States) ซ่ึงมีวิธีการโดยสรุปดังน้ี เตมิสารละลายมาตร
ฐานโปรเจสเตอโรนความเขมขนตั้งแต 0.1-40 ng/ml 
(calibrators A-G) หรือสารตัวอยางที่สกัดไดปริมาตร
100 ไมโครลิตรลงในหลอดที่ภายในเคลือบดวย
แอนติบอดีที่มีความจํ าเพาะตอฮอรโมนโปรเจสเตอโรน 
(coated tube) และหลอดเปลาที่ไมไดเคลือบดวย
แอนติบอดีเพื่อใชเปนหลอด non-specific binding 
(NSB), จากนั้นเติมสาร 125I-Progesterone ปริมาตร 1 
มิลลิลิตร ลงในแตละหลอด รวมทั้งหลอดเปลา 1 หลอด
เพื่อใชเปนหลอด total count (T) ผสมสารในหลอดให
เขากันดี ตั้งทิง้ไวเปนเวลา 3 ชั่วโมง ทีอุ่ณหภูมิหอง 
(~25ºC) แลวเทสารละลายภายในหลอดออกจนหมด



เมื่อหลอดแหงดีนํ าไปวัดปริมาณรังสีแกมมาดวยเครื่อง 
gamma counter นํ าขอมูลที่ไดไปเขาโปรแกรมสํ าเร็จ
รูป GMS Version 3.05: GAMMA-C12 เพื่อสรางกราฟ
มาตรฐานของสารละลายมาตรฐานและกราฟ logit-log 
ของความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในตัวอยาง
2.6 การทดสอบ
2.6.1 ประสทิธิภาพของกระบวนการสกัด
    ตัวอยางอุจจาระที่แหงและบดแลวจากกองเดียวกัน
ของกวางตัวที่ 1 จํ านวน 10 ตวัอยาง ตัวอยางละ 100 
มิลลิกรัม นํ าแตละตัวอยางมาเติมสารฮอรโมนโปรเจส
เตอโรน ที่ติดฉลากดวยสารไอโซโทป 125I (125I-
Progesterone) 1 มิลลิลิตร ผสมใหเขากันดีและสกัด
ดวยสารละลาย 80% เมทานอลตามวิธีการขางตน เก็บ
ตัวอยางสวนใสทั้งหมด มาวัดปริมาณเปอรเซนตของ
สาร 125I Progesterone ทีไ่ดคืนมาภายหลังตวัอยางผาน
กระบวนการสกัด
2.6.2 การกระจายของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนใน
กองอจุจาระของกวางปาไทย
    สุมตัวอยางอุจจาระชดุที่ 1/1 และชุดที่ 2/1-2/4 ชุดละ 
5 ตวัอยาง นํ าตัวอยางทั้งหมดไปสกัดดวยสารละลาย 
80% เมทานอลและหาคาความเขมขนของฮอรโมนโปร
เจสเตอโรนโดยวิธี RIA ตามวิธีที่กลาวมาแลว นํ าขอมูล
ที่ไดในแตละชุดตัวอยางไปวิเคราะหหาความสมํ่ าเสมอ
ของการกระจายของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในกอง
อุจจาระของกวางภายในชุดตัวอยาง
2.6.3 อิทธิพลของระยะเวลาที่อุจจาระอยูภายนอก
รางกายกวางตอระดับความเขมขนของฮอรโมน
โปนเจสเตอโรนในอุจจาระ
    นํ าขอมูลความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรน
ของตวัอยางอุจจาระชุดที่ 2/1-2/4 มาวเิคราะหหาอิทธิ
พลของระยะเวลาที่ตัวอยางอุจจาระอยูภายนอกรางกาย
กอนที่จะถูกแชในน้ํ าแข็งที่มีผลตอระดับความเขมขน
ของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในอุจจาระ
2.7 การวิเคราะหผลทางสถิติ
    คามาตรฐานทางสถิติเชิงพรรณนาที่ใชในการราย
งานและวิเคราะหผลการทดลอง คือ คาเฉล่ีย (x), คา
เบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉล่ีย (sem.) และคา

สัมประสิทธิ์ของความแปรผัน (C.V.) ที่คํ านวณจากขอ
มลูภายในชุดตัวอยางและระหวางชุดตัวอยาง
    คามาตรฐานทางสถิติเชิงอนุมานที่ใชในการวิเคราะห
ไดแก การวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และการ
เปรียบเทียบคาเฉล่ียแบบหลายชั้นโดยวิธีของฟชเชอร 
(Fisher’s least significant-difference, LSD)
3. ผลการทดลอง
    คาเฉล่ีย (x±sem.) ของปริมาณความชื้นในอุจจาระ
ของกวางตัวที่ 1 เทากับ 29.9±0.5%  และตัวที่2 เทากับ
9.9±0.1% ซ่ึงปริมาณความชื้นที่วัดไดมีความแตกตาง
กันที่ระดับนัยสํ าคัญเทากับ 0.05
3.1 ประสทิธิภาพของกระบวนการสกัด
    ปริมาณของสาร 125I-Progesterone ที่ไดกลับคืนมา
หลังจากตัวอยางอุจจาระผานกระบวนการสกัด มีคา
เฉล่ีย (x±sem.) เทากับ 46.6±0.4% ของปริมาณสาร
125I-Progesterone ทีเ่ตมิลงไปในตัวอยาง
3.2 การกระจายของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในกอง
อจุจาระของกวางปาไทย
    ความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนของแตละ
ตวัอยางยอยในกองอุจจาระของกวางตัวที่ 1 (ชดุที่ 1/1) 
และกวางตัวที่ 2 (ชดุที่ 2/1-2/4) แสดงผลดังกราฟที ่ 1 
โดยกราฟแตละแทงแสดงความเขมขนของฮอรโมนโปร
เจสเตอโรนในแตละตัวอยางยอยภายในชุดตัวอยาง และ
ตวัเลขเหนือแทงกราฟแสดงคา C.V. ของชุดตัวอยาง
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    จากกราฟความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนที่
วัดไดจากตัวอยางยอยในกองอุจจาระของกวางตัวที่ 1 
และกวางตวัที ่2 ที่มีระยะเวลากอนการแชแข็ง 0 ชั่วโมง 
(ชดุที่ 1/1 และ 2/1) มีคา C.V. ตํ่ า (<10%) สวนตัว
อยางทีม่รีะยะ เวลากอนการแชแข็ง ≥ 3 ชัว่โมง (ชุดที่ 
2/3 และ 2/4) มีคา C.V. สูง (>20%)

หมายเหตุ เนื่องจากขณะทํ าการทดลองหลอดทดสอบของตัว
อยางชุดที่ 2/1 ไดรับความเสียหายจํ านวน 1 หลอด ดังนั้นจํ านวน
ตัวอยางของตัวอยางชุดที่ 2/1 จึงมีจํ านวนเพียง 4 ตัวอยาง
3.3 อทิธพิลของระยะเวลาทีอ่จุจาระอยูภายนอกราง
กายกวางต อระดับความเข มข นของฮอร โมน
โปรเจสเตอโรนในอุจจาระ
    คาเฉล่ียความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนใน
อุจจาระของชุดตัวอยางที่ 2/1-2/4 แสดงผลดังกราฟที่ 2
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กราฟที่ 2 อิทธิพลของระยะเวลาที่ตัวอยางอุจจาระอยูภายนอก
รางกายสัตวตอระดับความเขมขนของฮอรโมนโปร
เจสเตอโรนในตัวอยางอุจจาระ

    คาเฉล่ียความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรน
เพิ่มสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ตัวอยางอุจจาระอยูภายนอก
ตัวสัตว พบวาคาเฉล่ียความเขมขนของฮอรโมนโปรเจส
เตอโรนของตัวอยางชุดที่ 2/1 และ 2/2 ไมแตกตางกัน 
(α=0.05) แตคาเฉล่ียความเขมขนของฮอรโมนโปรเจส
เตอโรนของตัวอยางชุดที่ 2/3 และชุดที่ 2/4 แตกตางกนั
และแตกตางจากชดุที่ 2/1 และชุดที่ 2/2 อยางมีนัย
สํ าคัญทางสถิติ (α=0.05)

4. สรุปและวิจารณผลการทดลอง
    กระบวนการสกัดดวยสารละลายเมทานอลสามารถ
สกัดฮอรโมนโปรเจสเตอโรนในตัวอยางอุจจาระของ
กวางปาเพศเมียไดประมาณ 50% ของฮอรโมนที่เติมลง
ไป โดยที่เปอรเซนตของปริมาณฮอรโมนที่สกัดไดจาก
ตวัอยางทัง้หมดมคีวามใกลเคียงกันสูงมาก ถงึแมวาใน
การทดลองนี้เปอรเซนตของฮอรโมนที่สกัดไดมีคาตํ่ า
กวาบางรายงานที่สกัดดวยสารละลายเอทานอลและสาร
ละลายอีเทอร (Meissier และคณะ, 1990; Morrow และ 
Monfort, 1998; Kapke และคณะ, 1999; และ 
Yamaushi และคณะ, 1999) รวมถึงการศึกษาในกวางซิ
กาซ่ึงใชสารละลายเมทานอลโดย Li และคณะ (2001)
แตก็มีความเขมขนของฮอรโมนโปรเจสเตอโรนเพียงพอ
สํ าหรับการวิเคราะหดวยวิธี RIA แตอยางไรก็ตามความ
เหมาะสมของระดับความเขมขนของฮอรโมนโปรเจส
เตอโรนที่สกัดไดดวยวิธีการในการทดลองนี้ต อการ
วเิคราะหความเขมขนของฮอรโมนดวยวิธี EIA จํ าเปน
ตองมีการศึกษาและทดสอบตอไป
    จากผลการทดลองแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาการ
กระจายของฮอรโมนภายในกองอุจจาระของตัวอยาง
อุจจาระมีความสมํ่ าเสมอสูงซ่ึงสอดคลองกับผลจากการ
รายงานของ Morrow และ Monfort (1998) ตางจากราย
งานของ Millspaugh และ Washburn (2003) ที่ทํ าการ
วัดระดับความเขมขนของฮอรโมนกลูโคคอรติคอยดจาก
ตวัอยางอุจจาระของกวาง white-tailed deer ซ่ึงปรากฏ
วาระดับฮอรโมนกลูโคคอรติคอยดจากตัวอยางแตละ
สวนภายในกองอุจจาระเดียวกันมีคาแตกตางกัน ชี้ให
เห็นวาการใชตัวอยางอุจจาระอาจมีความจํ าเพาะตอ
ชนิดของฮอรโมนที่ศึกษาและอาจรวมถึงชนิดของสัตว
ดวย ดังน้ันการศึกษาฮอรโมนชนิดใดจํ าเปนตองมีการ
ทดสอบหาความเหมาะสมของการใชตัวอยางอุจจาระ
เสียกอน
    ผลจากการทดลองแสดงใหเห็นอยางชัดเจนวาระยะ
เวลามีผลตอการเปล่ียนแปลงของระดับฮอรโมนโปรเจส
เตอโรนในตัวอยางอุจจาระทั้งตอการกระจายและความ
เขมขนของฮอรโมน ดังน้ันการเก็บตัวอยางอุจจาระเพื่อ
นํ ามาวิเคราะหระดับฮอรโมนโปรเจสเตอโรนจึงควรจะ
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เก็บตัวอยางแชแขง็ทันทีหรืออยางชาภายใน 1 ชัว่โมง
หลังการเก็บตัวอยาง
5. กิตติกรรมประกาศ
    ขอขอบคุณสํ านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย ฝาย
อุตสาหกรรม โครงการโครงงานอุตสาหกรรม สํ าหรับ
นักศกึษาปริญญาตรี ประจํ าป 2546 และทุนนักวิจัยหนา
ใหม คณะวิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่
มอบทุนอุดหนุนงานวิจัย และภาควิชาสัตววิทยา คณะ
วิทยาศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ที่อํ านวย
ความสะดวกทางหองปฏิบัติการ และสหกรณกวางแหง
ประเทศไทย จํ ากัด ที่ใหความอนุเคราะหตัวอยางที่ใชใน
การศึกษา
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