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การศึกษาผลของการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาและชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือต่อคุณภาพ
อสุจิในนํ้าเช้ือแพะแช่แขง็ แบ่งออกเป็น 2 การทดลอง ในการทดลองท่ี 1 ศึกษาคุณภาพของอสุจิหลงัการ
ทาํละลายท่ีผ่านกระบวนการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาด้วยความเร็วและเวลาท่ีแตกต่างกัน ใช้แผน 
การทดลองแบบ 2 x 2 แฟคทอเรียลในสุ่มสมบูรณ์เพื่อทดสอบปัจจยั 2 ปัจจยั คือ ความเร็ว (500 และ 
1500 รอบต่อนาที) และ เวลา (3 และ 10 นาที) พบว่า อสุจิท่ีผ่านการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ย
ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที มีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด (MOT) การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ (PMOT) ความเร็ว
เฉล่ียในการเคล่ือนท่ี (VAP) ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง (VSL) ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ 
(VCL) และ อสุจิมีชีวิต สูงกว่าอสุจิท่ีผ่านการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที 
นอกจากน้ี การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ส่งผลให้
อสุจิหลงัการทาํละลายมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดและอสุจิมีชีวิตสูงสุด ในการทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของ
ชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือต่อคุณภาพอสุจิหลงัการทาํละลาย ใชแ้ผนการทดลองแบบ 4 x 4 
แฟคทอเรียลในสุ่มสมบูรณ์เพื่อทดสอบปัจจยั 2 ปัจจยั คือ ชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ (กลูโคส 
ฟรุคโตส ทรีฮาโลส และซูโครส) และเวลาหลงัการทาํละลาย (0, 1, 2, และ 3 ชัว่โมง) พบว่า นํ้ าตาล 
ทรีฮาโลสส่งผลให้อสุจิหลงัการทาํละลายมี MOT PMOT VAP VSL VCL อสุจิมีชีวิต และอสุจิท่ีมี 
ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลลสู์งกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืน นอกจากน้ี คุณภาพอสุจิหลงัการทาํละลายทนัที 
(0 ชัว่โมง หลงัการทาํละลาย) มีค่า MOT PMOT VAP VSL VCL อสุจิมีชีวิต อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ 
ของเยือ่หุม้เซลล ์และอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติสูงกว่าอสุจิท่ีผา่นการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมง การศึกษา
ในคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที 
และการใช้นํ้ าตาลทรีฮาโลสในสารเจือจางนํ้ าเช้ือหลงัการทาํละลายทนัทีช่วยเพ่ิมคุณภาพอสุจิแพะ 
หลงัการทาํละลายทั้งลกัษณะการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตหลงัการทาํละลาย 
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The effects of centrifugation for seminal plasma separation and sugar types in semen extender 
on sperm quality of goat frozen semen were studied in two trials. In experiment 1, the effect of 
different speed and time of centrifugation to separate spermatozoa from the seminal plasma on the 
post-thawed sperm quality was conducted using 2 x 2 factorial in completely randomized designs. The 
centrifugation speeds (500 and 1500 rpm) and times (3 and 10 min), were two major factors tested. 
The results revealed that post-thawed spermatozoa centrifuged with 1500 rpm had higher total motility 
(MOT), progressive motility (PMOT), average path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL), 
curve-line velocity (VCL) and viability compared to those centrifuged with  500 rpm. In addition, 
there was interaction between speed (1500 rpm) and time (3 min), which could improve the MOT, 
viability and membrane integrity. In the experiment 2, the effect of different sugar types in semen 
extender and time after thawing on post-thaws sperm quality was conducted using 4 x 4 factorial in 
completely randomized designs. There were two factors of interest, sugar type (glucose, fructose, 
trehalose, and sucrose) and time after thawing (0, 1, 2, and 3 h.). The results revealed that trehalose 
could improve MOT, PMOT, VAP, VSL, VCL, viability and membrane integrity of spermatozoa 
which was higher than other sugar types. In addition, sperms after-thawing at 0 h. have higher MOT, 
PMOT, VAP, VSL, VCL, viability, membrane integrity and normal characteristic compared to those 
after thawing. These studies indicate that the seminal plasma removal by centrifugation with 1500 rpm 
for 3 minutes and use of trehalose in semen extender can improve sperm quality in terms of both 
sperm motility and survival after cryopreservation. 
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ผลของการป่ันเหวีย่งและชนิดนํา้ตาลในสารเจือจางนํา้เช้ือต่อคุณภาพของตัวอสุจิ 
ในนํา้เช้ือแพะแช่แขง็ 

 
Effect of Centrifugation and Sugar Types in Semen Extender on Sperm Quality  

of Goat Frozen Semen 
 

คาํนํา 
  
 ปัจจุบนั เทคโนโลยีชีวภาพทางระบบสืบพนัธ์ุมีบทบาทต่อการปรับปรุงประสิทธิภาพ
ระบบสืบพนัธ์ุ เพิ่มความสามารถในการให้ผลผลิตของตวัสัตว ์และกระจายแหล่งพนัธุกรรมดี 
ตามความตอ้งการของผูผ้ลิต เทคโนโลยีการผสมเทียม (artificial insemination) เป็นเทคโนโลยี
ประเภทหน่ึงท่ีไดรั้บการยอมรับและมีการนาํไปประยุกต์ใช้กนัอย่างแพร่หลาย ซ่ึงปัจจยัท่ีมีผล 
ต่อความสาํเร็จในการผสมเทียม ไดแ้ก่ คุณภาพของนํ้ าเช้ือหลงัการทาํละลาย ดงันั้น กระบวนการ
เก็บรักษานํ้ าเช้ือของสัตว์เพศผูเ้พื่อกระจายแหล่งพันธุกรรมท่ีดี จึงเป็นส่วนสําคัญต่อระบบ 
การผสมเทียม ซ่ึงวิธีในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือมีอยูห่ลายวิธี แต่วิธีท่ีไดรั้บความนิยมและมีการปฏิบติั
กนัโดยทัว่ไป คือการเก็บรักษาในรูปนํ้ าเช้ือแช่แขง็ (frozen semen) โดยทาํการเก็บนํ้ าเช้ือไวใ้น
ไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ซ่ึงถา้ปฏิบติัถูกตอ้งตามวิธีการ ก็จะสามารถเก็บ
รักษานํ้าเช้ือใหมี้คุณภาพไดอ้ยา่งยาวนาน และใหผ้ลการผสมเทียมไดอ้ยา่งน่าพอใจ 
 

การเกบ็รักษาอสุจิในกระบวนการผลิตนํ้าเช้ือแช่แขง็ จาํเป็นตอ้งมีการเติมสารเจือจางนํ้าเช้ือ 
เพื่อใหอ้สุจิสามารถมีชีวิตอยูไ่ดใ้นสภาวะการถูกแช่แขง็ เช่น นํ้า สารรักษาระดบัความเป็นกรด-ด่าง 
แหล่งพลงังาน สารควบคุมแบคทีเรีย สารรักษาระดบัแรงดนัออสโมติค (osmotic pressure) และสาร
ป้องกนัอนัตรายจากการแช่แขง็ (cryoprotectant) จากความสาํเร็จในการทาํนํ้ าเช้ือโคแช่แขง็ สารท่ี
นิยมใชใ้นการป้องกนัอนัตรายจากการแช่แขง็ คือ ไข่แดง และนมไขมนัตํ่า (skim milk) ซ่ึงสามารถ
ทาํปฏิกิริยากบั egg yolk coagulating enzyme (EYCE) (Roy, 1957) และ secreted bulbourethral III 
(SBUIII) (Nunes et al., 1982) ตามลาํดบั โดยโปรตีนทั้งสองชนิดจะมีการหลัง่ออกมาจากต่อม 
บลัโบยเูรทรอล (bulbourethral gland) ปะปนมากบัเซมินอลพลาสมา (seminal plasma) ซ่ึงผลผลิต
จากปฏิกิริยาดงักล่าวจะมีผลท่ีก่อให้เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลลข์องตวัอสุจิ ทาํให้อสุจิไวต่อ
การเกิดความเสียหายจากการแช่แขง็ ทาํใหอ้สุจิหลงัการทาํละลายมีการเคล่ือนท่ี และความสมบูรณ์
ของเยือ่หุม้เซลลล์ดลง (Naing et al., 2011) 
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ในการหลีกเล่ียงขอ้จาํกดัดงักล่าว จึงมีการศึกษาเพ่ือลดปริมาณการใชไ้ข่แดงในสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือ (Bispo et al., 2011) อีกทั้งการใชส้ารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีไม่มีส่วนประกอบของไข่แดง 
(รพีพรรณ และคณะ, 2549) หรือใชว้ิธีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือ
แช่แขง็ท่ีมีไข่แดงเป็นส่วนประกอบ (อนนท ์และคณะ, 2551; เฉลิมพล, 2552)อยา่งไรก็ตามความ
แรงและระยะเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา ปริมาณและชนิดของสารละลายท่ีใช้ในการ 
ป่ันเหวี่ยง เป็นปัจจยัท่ีส่งผลกระทบต่อคุณภาพของอสุจิหลงัการทาํละลาย (Leboeuf et al., 2000) 
นอกจากนั้น ชนิดของนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือก็มีผลต่อคุณภาพของตวัอสุจิหลงัการทาํละลาย
ด้วยเช่นกัน เน่ืองจากนํ้ าตาลสามารถใช้เป็นแหล่งพลงังานให้แก่ตวัอสุจิและเป็นสารป้องกัน
อนัตรายจากการแช่แขง็ นํ้าตาลท่ีนิยมใชเ้ป็นแหล่งพลงังานเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว ไดแ้ก่ กลูโคส 
หรือ ฟรุคโตส เน่ืองจากนํ้ าตาลเหล่าน้ีสามารถดูดซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลลเ์ขา้ไปเป็นแหล่งพลงังานแก่
อสุจิ (Ponglowhaphan et al., 2004) ขณะท่ีนํ้ าตาลโมเลกุลคู่ ไดแ้ก่ ทรีฮาโลส หรือ ซูโครส ไม่
สามารถผา่นเยื่อหุ้มเซลลอ์สุจิได ้แต่มีบทบาทเป็นตวัป้องกนัอนัตรายจากการถูกแช่แขง็ เน่ืองจาก
นํ้ าตาลโมเลกุลคู่มีผลต่อการสร้างแรงดนัออสโมติกช่วยกาํจดันํ้ าออกนอกเซลล ์เป็นผลให้เกิดผลึก
นํ้ าแข็งภายในเซลล์อสุจิน้อยลง ช่วยให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีการเคล่ือนท่ี ความสมบูรณ์ของ 
อะโครโซม และเยือ่หุม้เซลลดี์ข้ึน (Naing et al., 2010) การศึกษาในคร้ังน้ี จึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อ
เปรียบเทียบความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา และชนิดของนํ้ าตาลท่ีใช้ใน 
สารเจือจางนํ้ าเช้ือ ต่อคุณภาพตวัอสุจิหลงัการทาํละลาย (thawing) เพื่อเป็นแนวทางในการนาํไป
ประยุกต์ใชเ้ทคโนโลยีชีวภาพทางดา้นระบบสืบพนัธ์ุ ในการเพิ่มประสิทธิภาพการผสมติด และ
พฒันาสายพนัธ์ุต่อไป 
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วตัถุประสงค์ 
 

1. เพ่ือศึกษาผลของความเร็วและระยะเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อคุณภาพ
อสุจิแพะหลงัการทาํละลาย 

 
2. เพื่อศึกษาผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลังการทําละลาย 

(thawing) ต่อคุณภาพของตวัอสุจิ  
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การตรวจเอกสาร 
 

ระบบสืบพนัธ์ุแพะเพศผู้ 
 
อวยัวะสืบพนัธ์ุของแพะเพศผูมี้ลกัษณะคลา้ยกบัสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมอ่ืนๆ ดงัภาพท่ี 1 ซ่ึง

ประกอบดว้ย ส่วนต่างๆ ดงัน้ี 
 
1. อณัฑะ (testis) ถือไดว้่าเป็นอวยัวะสืบพนัธ์ุเพศผูท่ี้เป็นส่วนสาํคญั มีอยู่ 1 คู่ ติดอยูใ่น

ก่ึงกลางทางดา้นทา้ยของลาํตวั และอยู่ในถุงหุ้มอณัฑะ (scrotum) ท่ีอยู่นอกตวั ซ่ึงมีลกัษณะ
คลา้ยคลึงกนักบัอณัฑะโค โดยมีรูปร่างเป็นรูปไข่ (ovoid shape) แต่มีขนาดเล็กกว่า มีความยาว
ประมาณ 10 เซนติเมตร และนํ้ าหนกัประมาณ 250-300 กรัม ทาํหนา้ท่ีผลิตฮอร์โมนเพศ และอสุจิ 
ขณะท่ีถุงหุม้อณัฑะ ทาํหนา้ท่ีเป็นตวัคอยปรับอุณหภูมิท่ีเหมาะสมใหแ้ก่ลูกอณัฑะ เน่ืองจากอณัฑะ
ตอ้งการอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการผลิตอสุจิ ซ่ึงตอ้งมีอุณหภูมิตํ่ากว่าอุณหภูมิในร่างกายประมาณ 
2-4 องศาเซลเซียส (Hafez, 1993) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
ภาพที ่1  อวยัวะสืบพนัธ์ุของแพะเพศผู ้
ทีม่า:  Girma (2009) 
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2. ระบบท่อ (duct system) ท่ีเป็นทางเดินผา่นของตวัอสุจิจากอณัฑะออกมายงัภายนอกตวั
สตัว ์และ รวมกบัระบบท่อภายในอณัฑะ ไดแ้ก่  

 
2.1 อีพิดิไดมิส (epididymis) ติดกบัลูกอณัฑะ แบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ อีพิดิไดมิส 

ส่วนหวั (caput epididymis) อีพิดิไดมิสส่วนกลาง (corput epididymis) และอีพิดิไดมิสส่วนหาง 
(cauda epididymis) ทาํหน้าท่ีเก็บสะสมและขนส่งตวัอสุจิท่ีผลิตไดจ้ากลูกอณัฑะ โดยอสุจิท่ี 
เคล่ือนตวัมาถึงอีพิดิไดมิส จะเป็นอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์พร้อมท่ีจะเกิดการปฏิสนธิ 

 
2.2 ดกัตสัเดฟเฟอเรน (ductus deferens) หรือวาสเดฟเฟอเรน (vas deferens) มีลกัษณะ

เป็นท่อโดยต่อมาจากอีพิดิไดมิส แลว้มีปลายเปิดสู่หลอดปัสสาวะ (urethra) ตรงบริเวณใกลก้บัคอ
ของกระเพาะปัสสาวะ 

 
2.3 หลอดปัสสาวะ (urethra) จะวางตวัผา่นไปทางดา้นหลงั และทอดตวัไปบนพื้นของ

กระดูกเชิงกราน (pelvis) และจะไปสุดท่ีปลายองคชาต (penis) โดยเป็นท่ออยูภ่ายในองคชาต แต่ใน
แพะและแกะนั้น ท่อปัสสาวะจะยืน่โผล่พน้ออกจากส่วนหวัขององคชาต 
 

2.4 องคชาต (penis) ทาํหนา้ท่ีขนส่งนํ้าเช้ือ ผา่นเขา้ไปในอวยัวะสืบพนัธ์ุเพศเมีย 
 
 3. อวยัวะท่ีช่วยสร้างอาหารเล้ียงตวัอสุจิ คือ ต่อมช่วย (accessory sex organs) ประกอบดว้ย 
ต่อมเวสสิคูลาร์ (vasicular gland) ต่อมโพรสเตท (prostate gland) และต่อมบลัโบยเูรทรอล (bulbo-
urethral gland) หรือต่อมคาวเปอร์ (cowper’s gland) จะอยูบ่ริเวณรอบๆ หลอดปัสสาวะ ต่อมเหล่าน้ี
จะทาํหนา้ท่ีสร้างส่วนท่ีเป็นของเหลวในนํ้ าเช้ือหรือเซมินอลพลาสมา (seminal plasma) เพ่ือเป็น
อาหาร และสร้างส่ิงแวดลอ้มท่ีเหมาะสมให้แก่ตวัอสุจิ สารท่ีขบัออกมาประกอบไปดว้ย นํ้ าตาล
ชนิดต่างๆ โปรตีน กรดอะมิโน เกลือของกรดซิตริค เอนไซม ์วิตามินและเกลือแร่ โดยพบวา่สาํหรับ
แพะ ต่อมเวสสิคูลาร์สามารถผลิตฟรุคโตสออกมามากกวา่สารกลุ่มอ่ืน (พีระศกัด์ิ, 2548ก) 
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กระบวนการสร้างเซลล์อสุจิ (spermatogenesis) 
 
การสร้างเซลลอ์สุจิ (sperm) ในสัตวเ์พศผูเ้ร่ิมตน้เม่ือเขา้สู่วยัเจริญพนัธ์ุ ตวัอสุจิมีการผลิต

ออกมาจากเซมินิเฟอร์รัสทิวบูล (seminiferous tubule) ในลูกอณัฑะ ซ่ึงมีลกัษณะเป็นท่อขนาดเลก็
ขดไปมาในลูกอณัฑะ ชั้นของเซมินิเฟอรรัสอิพิติเลียม (seminiferous epithelium) ประกอบดว้ย
เซลลอ์สุจิต่างชนิดกนั คือ สเปอร์มาโทโกเนีย (spermatogonia) สเปอร์มาโทไซด์ (spermatocyte) 
และ สเปอร์มาทิด (spermatid) โดยเซลลเ์หล่าน้ีจะแทรกรวมตวักบัเซลลเ์ซอโทไล (sertoli cell) ซ่ึง
เป็นเซลลท่ี์ทาํหนา้ท่ีให้อาหารแก่อสุจิ โดยมีฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน (testosterone) ท่ีสร้างจาก
เซลลเ์ลยดิ์ก (leydig cell) ควบคุมการสร้างตวัอสุจิ กระบวนการสร้างเซลลอ์สุจิเป็นกระบวนการ
สร้างเซลลอ์สุจิจากเซลลสื์บพนัธ์ุเร่ิมตน้หรือเจิร์มเซลล ์(germ cells) ของสเปอร์มาโทโกเนียชนิด เอ 
(type A-spermatogonia) ซ่ึงมีโครโมโซมคู่ (2n) จนกระทัง่ไดอ้สุจิชนิดสเปอร์มาโทซวั (1n) ท่ี
พร้อมปฏิสนธิ (มงคล, 2543) แสดงดงัภาพท่ี 2 กระบวนการดงักล่าว ประกอบดว้ย 2 กระบวนการ
ยอ่ย คือ  

 
1. สเปอร์มาโทไซโทเจเนซิส (spermatocytogenesis) 

 
กระบวนการน้ีเร่ิมในระยะท่ีสัตวย์งัมีอายุนอ้ย จนกระทัง่เขา้สู่วยัเจริญพนัธ์ุ เป็นช่วง

เพิ่มจาํนวนเซลล ์มีการเปล่ียนแปลงจากสเปอร์มาโทโกเนียไปเป็นสเปอร์มาทิด สัตวเ์พศผูจ้ะมีเซลล์
สืบพนัธ์ุท่ีเรียกว่าโกโนไซท ์(gonocyte) อยู่ในอณัฑะตั้งแต่ยงัเป็นตวัอ่อน (embryonic testes) 
(Bearden and Fuquay, 1992) และพฒันาเปล่ียนแปลงไปเป็น สเปอร์มาโทโกเนียชนิด A0 ซ่ึงเป็น
เซลลเ์ร่ิมตน้ของการผลิตอสุจิ โดยแบ่งตวัแบบไมโทซิส (mitosis) และพฒันาอยา่งต่อเน่ืองไปเป็น
ชนิด A1 A2 และ A3 อาศยัอยูต่ามผนงัชั้นล่าง (basement membrane) ของเซมินิเฟอร์รัสทิวบูล 
ต่อมาจึงพฒันาไปเป็นอินเตอร์มีเดียทสเปอร์มาโทโกเนีย (intermediate spermatogonia) ส่วนท่ี
เหลือเป็นเซลลสื์บพนัธ์ุตน้ตอท่ีเกบ็ไว ้(resting type-A spermatogonia) (มงคล, 2543) 

 
จากนั้น อินเตอร์มีเดียทสเปอร์มาโทโกเนีย จะพฒันาต่อเน่ืองไปเป็น สเปอร์มาโท 

โกเนีย ชนิด B (type B-spermatogonia) แลว้จึงมีการแบ่งตวัแบบไมโทซิส ประกอบดว้ยระยะต่างๆ 
คือ ระยะโปรเฟสวนั (prophase I) มีระยะย่อยๆ คือ พรีเลพโตทีน (preleptotene) เลพโตทีน 
(leptotene) ไซโกทีน (zygotene) พาคีทีน (pachytene) และดิพโลทีน (diplotene) ต่อมาจึงเขา้สู่ระยะ
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เมทาเฟสวนั (metaphase I) แอนาเฟสวนั (anaphase I) และเทโลเฟสวนั (telophase I) กลายเป็น 
ไพรมารีสเปอร์มาโทไซท ์(primary spermatocyte) (มงคล, 2543) 

 
ไพรมารีสเปอร์มาโทไซท ์ (2n) จะมีการแบ่งตวัแบบไมโอซิสคร้ังท่ี 1 (1st meiotic 

devision) ซ่ึงจะมีการลดจํานวนโครโมโซมในนิวเคลียสลงมาคร่ึงหน่ึง  ได้เป็นเซกันดารี 
สเปอร์มาโทไซท ์(secondary spermatocyte)  จากนั้น เซกนัดารีสเปอร์มาโทไซท ์ (1n) จะแบ่งตวั
แบบไมโอซิสคร้ังท่ี 2 (2nd meiotic devision) ซ่ึงประกอบดว้ยระยะ โปรเฟส ทู (prophase II) 
เมทาเฟส ทู (metaphase II) แอนาเฟส ทู (anaphase II) และเทโลเฟส ทู (telophase II) อีกคร้ัง โดย
ไม่มีการเพ่ิมจาํนวนโครโมโซม กลายเป็น สเปอร์มาทิด (1n) (มงคล, 2543) แสดงดงัภาพท่ี 2 ซ่ึงจะ
มีการเปล่ียนแปลงรูปร่างท่ีเรียกว่า สเปอร์มิโอเจเนซิส (spermiogenesis) เจริญเป็นตวัอสุจิต่อไป 
(Arthur et al., 2001) กระบวนการสเปอร์มาโทไซโทเจเนซิสน้ีอยูภ่ายใตก้ารควบคุมของฮอร์โมน
ฟอลลิเคิลสติมูเลต้ิง (follicle stimulating hormone: FSH) (มงคล, 2543) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่2  กระบวนการสร้างเซลล์อสุจิ 
ทีม่า:  Senger (1999)
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2. สเปอร์มิโอเจเนซิส (spermiogenesis) 
 

กระบวนการสเปอร์มิโอเจเนซิส เป็นกระบวนการเปล่ียนแปลงรูปร่างของสเปอร์มาทิด
ไปเป็นสเปอร์มาโทซวั (spermatozoa) เป็นการเปล่ียนแปลงในระดบันิวเคลียสและไซโทพลาสซึม
ของตวัอสุจิ จากระยะท่ียงัไม่เจริญพร้อมท่ีจะปฏิสนธิ (immature spermatid, 1n) ไปเป็นตวัอสุจิท่ี
พร้อมปฏิสนธิกบัโอโอไซด ์(mature spermatozoa, 1n) ในระยะน้ี ตวัอสุจิจะมีนิวเคลียสกลม และมี
ไซโทพลาสซึมลอ้มรอบ ภายในไซโทพลาสซึมประกอบดว้ยไมโทคอนเดรีย (mitochondria) และ
กอลไจคอมเพล็กซ์ (golgi complex) กระบวนการดงักล่าวอยู่ภายใตก้ารทาํงานของฮอร์โมน 
ลูติไนซ่ิง (luteinizing hormone, LH) แบ่งกระบวนการน้ีออกเป็น 4 ระยะตามลกัษณะ 
การเปล่ียนแปลง ดงัน้ี 

 
ช่วงการเปล่ียนแปลงในระดบักอลไจบอดี (golgi phase) ในระยะแรก จะมีการสร้าง

ส่วนของกอลไจแอพพาราตสั (golgi apparatus) และมีโปรอะโครโซมเวสซิเคิล (proacrosome 
vesicle) ติดอยูก่บันิวเคลียส สามารถพบพรอกซิมอลเซนทริโอล (proximal centriole) ซ่ึงเป็นส่วนท่ี
พฒันาไปเป็นหาง (flagella) ของตวัอสุจิ ไมโทคอนเดรียกระจายอยู่ทัว่ไปในไซโทพลาสซึม 
ในช่วงทา้ยโปรอะโครโซมเวสซิเคิลพฒันาเป็นอะโครโซมเวสซิเคิล (acrosome vesicle) ซ่ึงมี
ลกัษณะเป็นแกรนูลเลก็ๆ ของอะโครโซม และสามารถพบส่วนของโครมาตอยบอดี (chromatoid 
body) ท่ีจะพฒันาเป็นวงรอบหาง 

 
ช่วงการเปล่ียนแปลงส่วนหวั (cap phase) แกรนูลเลก็ๆ ของอะโครโซมเคล่ือนท่ีมาอยู่

บริเวณตรงกลางนิวเคลียส และเร่ิมมีการขยายใหญ่มากข้ึน หางถูกสร้างข้ึนตรงขา้มกบัอะโครโซม 
ซ่ึงต่อมาอะโครโซมมีสีเขม้ข้ึนและเร่ิมปกคลุมนิวเคลียส ส่วนหางจะฝังอยูใ่นนิวเคลียส  

 
ช่วงการเปล่ียนแปลงส่วนอะโครโซม (acrosome phase) ในระยะแรก นิวเคลียสจะฝัง

อยูต่รงกลางเซลล ์อะโครโซมยึดติดอยูก่บัผนงัเซลล ์ต่อมามีการเปล่ียนแปลงรูปร่างของนิวเคลียส 
โดยขยายขนาดท่ียาวข้ึนและแบนลง โครมาตินมีลักษณะเข้มข้ึน สังเกตเห็นไมโครทิวบูล 
(microtubules) ท่ีดา้นหลงัและเห็นวงแหวนแอนนูลสั (annulus) ไดช้ดัเจน ในช่วงทา้ย อะโครโซม
จะมีการยดืยาวขยายข้ึนไปพร้อมกบันิวเคลียส  
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ช่วงการเจริญพร้อมปฏิสนธิ (maturation phase) เป็นระยะท่ีมีการเปล่ียนแปลงระยะ
สุดทา้ยของสเปอร์มาทิด มีการสะสมรวมตวัของโครมาตินเสร็จสมบูรณ์ ส่วนหนา้ของอะโครโซม
ดนัไปขา้งหนา้ และ เพอรินิวเคลียริง (perinuclear ring, PNR) เคล่ือนท่ีไปดา้นหลงั ส่วนของ 
แผ่นหุ้มอะโครโซม (postacrosomal sheath, PAS) ถูกสร้างข้ึน วงแหวนแอนนูลสัเคล่ือนท่ีไป
ดา้นหลงั สร้างเป็นส่วนกลางของตวัอสุจิ เม่ือเขา้สู่ช่วงปลายของกระบวนการน้ี ไมโทคอนเดรีย
ส่วนมากรวมตวักบัส่วนหางของตวัอสุจิ ส่วนของไซโทพลาสซึมจะหลุดออก เหลือเพียงเป็นหยด
เล็กๆ เรียกว่า ไซโทพลาสมิคดรอปเล็ท (cytoplasmic droplet) ท่ียงัอยู่รอบส่วนบนของมิดพีช 
(mid-piece) (มงคล, 2543) 

 
ตวัอสุจิปกติประกอบดว้ยส่วนหวัและส่วนหาง ส่วนหวัจะประกอบดว้ยนิวเคลียสและ

มีอะโครโซม โดยภายในนิวเคลียสจะมีสารพนัธุกรรมหรือดีเอน็เอ (deoxyribonucleic acid) ส่วนหวั
อสุจิจะถูกครอบดว้ยอะโครโซมซ่ึงภายในมีเอนไซมช่์วยในเจาะผ่านเปลือกไข่ (zona pellucida) 
โดยจะปล่อยออกมาเม่ือเกิดการปฏิสนธิ ส่วนหางแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ ส่วนตน้ (mid piece) 
ส่วนกลาง (main piece) และ ส่วนปลาย (end piece) โดยส่วนหางมีหนา้ท่ีเก่ียวกบัการเคล่ือนไหว
ของอสุจิ (เฉลิมพล, 2552) แสดงดงัภาพท่ี 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่3  ลกัษณะโครงสร้างอสุจิแพะ 
ทีม่า:  Barth and Oko (1989)
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วงรอบของการสร้างอสุจิ 
 
การผลิตอสุจิเกิดข้ึนอยา่งต่อเน่ืองตลอดเวลาในส่วนต่างๆ ของท่อผลิตอสุจิและพบตวัอสุจิ

ชนิดต่างๆ กันตลอดเวลา ในขณะท่ีกลุ่มเซลล์กลุ่มหน่ึงกําลังผ่านกระบวนการแบ่งตัวและ
เจริญเติบโตเตม็ท่ี เพื่อท่ีจะไดอ้สุจิท่ีสมบูรณ์ สเปอร์มาโทโกเนียอีกกลุ่มหน่ึงท่ีอยู ่ณ บริเวณเดียวกนั
กาํลังพฒันาข้ึนมาเร่ือยๆ และในแต่ละรอบการสร้างอสุจิจะประกอบด้วยรอบย่อยๆ ในแพะ 
มีวงรอบการสร้างประมาณ 4.5 วงรอบ แต่ละวงรอบการผลิตอสุจิใช้ระยะเวลา 10.6 วนั 
ประกอบดว้ย 8 ระยะ (Franca et al., 1999) ในแต่ละระยะมีการเปล่ียนแปลงตลอดช่วงเวลา ดงันั้น 
จึงพบระยะท่ีแตกต่างกันหลายระยะของตวัอสุจิในบริเวณต่างๆ ของท่อผลิตอสุจิ หากทาํการ
ตดัขวางท่อผลิตอสุจิก็จะพบอสุจิระยะต่างๆ กนั โดยระยะสุดทา้ยจะเป็นตวัอสุจิท่ีใกลจ้ะเจริญ
พร้อมปฏิสนธิชนิดสเปอร์มาโทซวั ในขณะท่ีสเปอร์มาทิดท่ีมีระยะใกลเ้คียงกนั อาจจะอยูชิ่ดๆ กนั 
หรือติดกบัระยะอ่ืนๆ กไ็ด ้(เฉลิมพล, 2552) 
 
การควบคุมการสร้างตัวอสุจิ 

 
ฮอร์โมนเพศชาย หรือ เทสโทสเทอโรน (testosterone) เป็นฮอร์โมนท่ีควบคุมการสร้างตวั

อสุจิ โดยสร้างมาจากเซลลอิ์นเตอร์สติเชียล (interstitial cell) หรือเซลลเ์ลยดิ์ค (Leydig cell) ซ่ึงติด
อยูก่บัเซมินิเฟอร์รัสทิวบูล เซลลเ์ลยดิ์คถูกกระตุน้ดว้ยฮอร์โมนลูติไนซ่ิง ทาํใหเ้กิดการหลัง่ฮอร์โมน
เทสโทสเทอโรน ส่วนฮอร์โมนฟอลลิเคิลสติมูเลต้ิง จะกระตุน้ใหเ้ซลลเ์ซอโตไล (sertoli cell) สร้าง
โปรตีนชนิดเอบีพี (androgen binding protein, ABP) โดยเอบีพีทาํหนา้ท่ีควบคุมปริมาณของ
ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน (testosterone, T) ในเซมินิเฟอร์รัสทิวบูล โดยจบักบัแอนโดรเจน
กลายเป็น ABP-T กระตุน้ให้มีการสร้างตวัอสุจิ ฮอร์โมนเอนโดรเจนเองก็มีบทบาทในการกระตุน้
ใหเ้ซลลเ์ซอโตไลตอบสนองต่อฮอร์โมนฟอลลิเคิลสติมูเลต้ิงมากข้ึนดว้ย ดงันั้น หนา้ท่ีของฮอร์โมน 
โกนาโดโทรปินทั้งสองชนิด (ฮอร์โมนลูติไนซ่ิง และ ฮอร์โมนฟอลลิเคิลสติมูเลต้ิง) คือ รักษาระดบั
ของเทสโทสเทอโรนและไดไฮโดรเทสโทสเทอโรนในเซมินิเฟอรัสทิวบูล ซ่ึงจะช่วยกระตุน้ 
การสร้างตวัอสุจิ และทาํใหเ้กิดตวัอสุจิท่ีสมบูรณ์ (มงคล, 2543) 
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ปริมาณการสร้างอสุจิ 
 

การสร้างอสุจิมีค่าผนัแปรระหว่าง 2.76-7.23 พนัลา้นตวัต่อวนัซ่ึงมีค่าผนัแปรไดเ้ลก็นอ้ย
ตามฤดูกาลและสายพนัธ์ุ (Derashri et al., 1992; Walkden-Brown et al., 1994) นอกจากน้ี Leboeuf 
et al., (2000) รายงานว่า เส้นรอบวงอณัฑะมีความสัมพนัธ์กนักบันํ้ าหนกัของอณัฑะและปริมาณ
อสุจิภายในอณัฑะ (r = 0.88 และ 0.72 ตามลาํดบั) ซ่ึงการวดัเส้นรอบวงอณัฑะสามารถทาํไดง่้าย
และมีความแม่นยาํสูง โดยเม่ือทาํการประเมินปริมาณอสุจิท่ีผลิตไดต่้อวนัในแพะพนัธ์ุแองโกรา
ในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ พบว่ามีจาํนวนอสุจิสาํรองในอีพิดิไดมิสประมาณ 4.0-6.4 พนัลา้นตวั สัมพนัธ์
กบันํ้ าหนกัของอณัฑะ (r = 0.50, p = 0.01) และจาํนวนอสุจิภายในอณัฑะ (r = 0.42, p < 0.07) แต่
ไม่สมัพนัธ์กบันํ้าหนกัของอีพิดิไดมิส (Ritar et al., 1992) 

 
เม่ือทาํการประเมินปริมาณการหลัง่อสุจิต่อวนั พบว่ามีการหลัง่ประมาณ 40-80 เปอร์เซ็นต์

ของปริมาณท่ีผลิตอสุจิไดต่้อวนั ในพ่อพนัธ์ุอลัไพน์และซาแนนมีการหลัง่อสุจิประมาณ 2.96 + 
0.36 พนัลา้นตวัต่อวนั (Degadillo et al., 1993) อยา่งไรก็ตาม ปริมาณท่ีเก็บไดก้็เพียงพอต่อการทาํ
นํ้าเช้ือแช่แขง็และการจดัการการผสมเทียม (Leboeuf et al., 2000) 

 
เมทาบอลซึิมของตัวอสุจิ 
 
 นํ้าตาลเป็นแหล่งพลงังานท่ีสาํคญัสาํหรับการมีชีวิตและการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ ซ่ึงนํ้ าตาล
ท่ีมีอยู่ในเซมินอลพลาสมาคือ ฟรุคโตส ส่วนนํ้ าตาลกลูโคสก็เป็นแหล่งพลงังานชนิดหน่ึงท่ีอสุจิ
สามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้ และนิยมนํามาใช้เป็นส่วนผสมในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ โดยอสุจิ
สามารถนาํนํ้ าตาลไปใชป้ระโยชน์ผา่นกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis) และไมโทคอนเดรีย 
ออกซิเดทีฟ ฟอสโฟรีเลชัน่ (mitocondrial oxidative phosphorelation) เพื่อสร้างพลงังาน สนบัสนุน
การมีชีวิตและการเคล่ือนท่ี (Naing et al., 2010) ผลท่ีไดจ้ากการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาลของอสุจิ 
คือ  ก๊ าซคา ร์บอนไดออกไซด์  นํ้ า  และกรดแลคติค  โดยหากมีความ เข้มข้นของ ก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซดใ์นระดบัสูง จะมีผลไปยบัย ั้งการเคล่ือนไหวของตวัอสุจิ และหากปล่อยท้ิงไว้
นานๆ จะเกิดการสะสมของกรดแลคติค จะทาํให้ความเป็นกรด-ด่างของนํ้ าเช้ือลดลง และมีผล 
ทาํใหก้ารมีชีวิตรอดของตวัอสุจินอ้ยลง (ศรีสุวรรณ, 2537) 
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เซมินอลพลาสมา (seminal plasma) 
 

เซมินอลพลาสมาเป็นส่วนหน่ึงของนํ้ าเช้ือ ประกอบด้วยสารคดัหลัง่ ท่ีสร้างข้ึนมาจาก 
ต่อมช่วย ซ่ึงมีดว้ยกนั 3 ต่อม คือ ต่อมเซมินอลเวสิเคิล ต่อมโพรสเตท และ ต่อมบลัโบยเูรทรอล 
ในระบบสืบพนัธ์ุเพศผู ้เซมินอลพลาสมามีบทบาทในการเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือ และมีส่วนสําคญั 
ในการพาอสุจิจากระบบสืบพนัธ์ุเพศผูไ้ปสู่ระบบสืบพนัธ์ุเพศเมีย ช่วยปรับสภาพของตวัอสุจิ 
เป็นแหล่งอาหารของตวัอสุจิ จาํเป็นต่อการเคล่ือนไหว ความสมบูรณ์ของอสุจิ และทาํหนา้ท่ีปกป้อง
อสุจิดว้ย (Hafez, 1993) นอกจากน้ี เซมินอลพลาสมายงัทาํหนา้ท่ีเป็นสารท่ีปรับความเป็นกลาง 
(buffer medium) โดยปกติเซมินอลพลาสมามีค่าความเป็นกรด-ด่าง ประมาณ 7.0 มีแรงดนัเท่ากบั
แรงดนัเลือด 

 
Mendoza et al. (1989)  ไดท้าํการศึกษาส่วนประกอบของเซมินอลพลาสมาในนํ้ าเช้ือแพะ

พนัธ์ุแองโกรา พบว่า ปกติแพะจะมีการหลัง่นํ้ าเช้ือประมาณ 0.8-1.0 มิลลิลิตร มีความเขม้ขน้
ประมาณ 2.94-3.33 พนัลา้นตวั และมีค่าความเป็นกรด-ด่าง ประมาณ 7.01-7.2 อสุจิสามารถใช้
ประโยชน์จากนํ้ าตาลฟรุคโตส (875 + 97 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) และกรดแลคติค (73 + 17 มิลลิกรัม/
มิลลิลิตร) เป็นแหล่งพลงังาน ช่วยสนับสนุนการมีชีวิตและการเคล่ือนท่ี ส่วนความเขม้ขน้ของ 
glycerylphosphorylcholine (GPC) ในปริมาณ 809 + 154 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร มีความสัมพนัธ์
กบัปริมาณนํ้ าเช้ือท่ีไม่มีตวัอสุจิ (p<0.001) แสดงใหเ้ห็นว่า GPC มีการหลัง่ออกมาจากอีพิดิไดมิส 
ซ่ึงตวัอสุจิไม่มีความสามารถในการใชป้ระโยชน์ได ้แต่สามารถใชป้ระโยชน์ไดจ้ากสารท่ีคลา้ยกนั 
คือ กลีเซอโรฟอสเฟต (glycerophosphate) และ กลีเซอรอล (glycerol) แต่ก็ไม่มากพอท่ีจะใชเ้ป็น
แหล่งพลงังานท่ีแทจ้ริง ส่วนกรดซิตริค กมี็ในปริมาณ 331 มิลลิกรัม/100 มิลลิลิตร และสีของนํ้ าเช้ือ 
เกิดจากปริมาณความเขม้ขน้ของไรโบฟลาวิน (riboflavin) ท่ีสร้างข้ึนจากต่อมเวสิคูลาร์ โดย 
ความเขม้ขน้ของไรโบฟลาวินในปริมาณ 5.38 + 2.89, 3.09 + 0.85 และ 1.73 + 0.88 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ส่งผลใหเ้กิดสีเหลือง เหลืองอ่อน และสีขาวในนํ้าเช้ือ ตามลาํดบั 

 
การเก็บรักษานํ้ าเช้ือในกระบวนการแช่แข็ง จาํเป็นต้องเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีสาร

ป้องกนัอนัตรายจากการแช่แขง็ โดยนิยมใชไ้ข่แดง (egg yolk) หรือ นมไขมนัตํ่า (not-fat dried skim 
milk) อยา่งไรกต็าม การเติมนํ้าเช้ือลงในสารเจือจางนํ้าเช้ือท่ีมีส่วนประกอบของไข่แดงหรือนม อาจ
สร้างความเสียหายให้แก่ตวัอสุจิ การรายงานของ Roy (1957) พบว่า การกาํจดัเซมินอลพลาสมา
ออกก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงเป็นองค์ประกอบ ทาํให้อสุจิมีความสามารถ 
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ในการเคล่ือนไหวไดดี้ แต่ถา้หากยงัมีการเจือจางนํ้ าเช้ือสดดว้ยสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงเป็น
องค์ประกอบ จะทาํให้เกิดการจบักนัเองของไข่แดง และเกิดการตายของตวัอสุจิ ปัจจยัดงักล่าว 
เกิดจาก egg yolk-coagulating enzyme (EYCE) ซ่ึงหลัง่จากต่อมบลัโบยเูรทรอล เช่นเดียวกนักบั 
การคน้พบของ Nunes et al. (1982) สามารถแยกโปรตีน secreted bulbourethral III (SBU III) จาก
เซมินอลพลาสมาซ่ึงพบว่ามีการสร้างมาจากต่อมบลัโบยเูรทรอล (bulbourethral secretion: BSU) 
โดยสามารถสร้างความเสียหายแก่อสุจิ  เ ม่ือทําการเจือจางด้วยสารเจือจางนํ้ า เ ช้ือท่ีมีนม 
เป็นองคป์ระกอบ 

 
ลกัษณะโครงสร้างโมเลกุลของ EYCE คลา้ยกบั SBU III (Leboeuf et al., 2000) โดย 

EYCE ออกฤทธ์ิคลา้ยฟอสโฟไลเปสเอ (phospholipase A) และ SBU III มีโครงสร้างโมเลกุล
เหมือนกบัไกลโคโปรตีนไลเปส (glycoprotein lipase) ซ่ึง EYCE มีนํ้ าหนกัโมเลกุลประมาณ 55-60 
กิโลดาลตนั มีการหลัง่มาจากต่อมบลัโบยเูรทรอล (Pellicer-Rubio et al., 1997) EYCE เป็นตวัเร่ง
ให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (hydrolysis) เปล่ียนเลซิติน (lecithin) ในไข่แดงให้เป็นกรดไขมนั 
(fatty acid) และไลโซเลซิติน (lysolecithin) (Iritani and Nishigawa, 1961) ซ่ึงไลโซเลซิตินน้ีเอง
เป็นตวัเหน่ียวนาํใหเ้กิดปฏิกิริยาอะโครโซม (acrosome reaction) ท่ีผนงัเซลลอ์สุจิ (Upreti et al., 
1999) ทาํให้เกิดการหดตวัของโครมาติน (Sawyer and Brown, 1995) ซ่ึงก่อให้เกิดอนัตรายต่อ 
ตวัอสุจินัน่เอง ส่วน SBU III มีโครงสร้างคลา้ยกบัเอนไซมพ์อร์ไซน์แพนครีเอติคไลเปส (porcine 
pancreatic lipase) (Carriere et al., 1994) สามารถเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสกบัไตรกลีเซอไรด ์
(triglyceride) ในนํ้ านม ไดผ้ลผลิตเป็นกรดไขมนัไม่อ่ิมตวั เช่น โอเลอิค (oleic acid) เป็นหลกั ซ่ึงมี
ความเป็นพิษต่อตวัอสุจิเช่นเดียวกนั (Purdy, 2006) โดยพบว่าปริมาณ EYCE มีความสัมพนัธ์
โดยตรงกบัปริมาณฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนในกระแสเลือด ซ่ึงในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุจะมีระดบั
ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนประมาณ 346.7 นาโนกรัมต่อเดซิลิตร และในช่วงนอกฤดูผสมพนัธ์ุ 
288.57 นาโนกรัมต่อเดซิลิตร ซ่ึงฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนในระดบัตํ่าอาจจะมีผลใหมี้การกระตุน้
ต่อมบลัโบยเูรทรอลท่ีนอ้ยลง ส่งผลใหมี้ EYCE ในเซมินอลพลาสมาลดลง (Cavalcante, 2003) 

 
เพ่ือเล่ียงขอ้จาํกดัดงักล่าว จึงมีแนวคิดการใชส้ารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีปริมาณไข่แดงหรือนม

ในปริมาณตํ่า (Bispo et al., 2011) การหลีกเล่ียงการใชเ้จือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีมีไข่แดงเป็น
องคป์ระกอบ โดยใชส้ารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีเลซิตินจากพืชเป็นส่วนประกอบ (ระพีพรรณ และคณะ, 
2549) หรือการกาํจดัเซมินอลพลาสมาโดยการป่ันแยกเอาเซมินอลพลาสมาออกใหเ้หลือเฉพาะตวั
อสุจิ ก่อนทาํการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงหรือนมเป็นองคป์ระกอบ โดยจุดประสงคข์อง
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การศึกษาเพ่ือตอ้งการให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีการเคล่ือนท่ีสูงสุด และเกิดความเสียหายต่อ 
อะโครโซมนอ้ยท่ีสุด (Ritar and Salamon, 1982)  

 
อนนท์ และคณะ (2551) ไดท้าํการศึกษาเปรียบเทียบการป่ันและไม่ป่ันแยกเซมินอล 

พลาสมาก่อนการเจือจางด้วยสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีประกอบด้วย ทริส กรดซิตริค นํ้ าตาล 
ฟรุคโตส ไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต ์และกลีเซอรอล 7 เปอร์เซ็นต ์พบว่า อสุจิหลงัการทาํละลายมีค่า 
การเคล่ือนท่ีทั้งหมดและอสุจิมีชีวิตสูงกว่าการไม่ป่ันแยกเซมินอลพลาสมา แต่มีค่าความผิดปกติ
ของอะโครโซม และความสมบูรณ์ของผนงัเซลลอ์สุจิแตกต่างกนัอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ ส่วน 
ผลของความแรงในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาท่ีแตกต่างกนัในระดบั 300, 900 และ 1500 g เป็น
เวลา 10 นาที ต่อคุณภาพอสุจิหลงัการทาํละลาย พบวา่ การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความแรงท่ี
แตกต่างกนัส่งผลให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด อสุจิมีชีวิต และความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มเซลล์ แตกต่างอย่างไม่มีนัยสําคญัทางสถิติ แต่ทุกค่าช้ีวดัแตกต่างอย่างมีนัยสําคญั 
ทางสถิติกบักลุ่มท่ีไม่มีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา (เฉลิมพล, 2552) นอกจากน้ี Bispo et al. 
(2011) ทาํการศึกษาเปรียบเทียบปริมาณการใช้ไข่แดงในสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีไม่มีการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาโดยมีกลูโคส-อีดีทีเอ (ethylene diamine tetra acetic acid, EDTA) เป็นสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือพื้นฐาน ผลการทดลอง พบว่า กลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงในปริมาณ 20 
เปอร์เซ็นต ์และกลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงในปริมาณ 2.5 เปอร์เซ็นต ์มีค่าการเคล่ือนท่ี
ทั้งหมด และค่าความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลลไ์ม่แตกต่างกนั แต่กลุ่มท่ีใชไ้ข่แดงในปริมาณตํ่า 2.5 
เปอร์เซ็นต ์ มีความผดิปกติของตวัอสุจิตํ่ากว่ากลุ่มท่ีใชไ้ข่แดงในปริมาณ 20 เปอร์เซ็นต ์ ขดัแยง้กบั
การศึกษาของ Tuli and Holtz (1994) ไดท้าํการประเมินเอนไซม ์glutamic oxaloacetic transminase 
(GOT) ท่ีหลัง่ออกมาจากตวัอสุจิ ซ่ึงเป็นตวับ่งบอกความเสียหายของเยือ่หุ้มเซลล ์โดยพบว่ากลุ่มท่ี
ทาํการป่ันแยกเซมินอลพลาสมามีระดบัของ GOT สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่มีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
ในขณะท่ีกลุ่มท่ีไม่มีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา มีการเคล่ือนท่ีทั้งหมด และ อสุจิท่ีมีชีวิตสูงกว่า
กลุ่มท่ีมีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
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การเกบ็รักษานํา้เช้ือ 
 

การเกบ็รักษานํา้เช้ือแบบแช่แข็ง (frozen semen) 
 
 การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบแช่แขง็ ทาํให้สามารถเก็บรักษาคุณภาพและพนัธุกรรมของสัตว์
ไดย้าวนานกว่าการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบแช่เยน็ นอกจากน้ียงัช่วยกระจายพนัธุกรรมของสัตวท่ี์มี
ลกัษณะดีไดอ้ย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาอนัสั้น ซ่ึงมีปัจจยัหลายประการท่ีตอ้งนาํมาพิจารณา
เพ่ือให้เหมาะสมกบัการผลิต เช่น สารเจือจางนํ้ าเช้ือ ชนิดของสารป้องกนัความเสียหายต่อตวัอสุจิ
จากการแช่แขง็ วิธีแช่แขง็นํ้าเช้ือ และระยะเวลาในการแช่แขง็นํ้าเช้ือ (พีระศกัด์ิ, 2548ข) 
 
 Smith and Polge (1950) เร่ิมศึกษาการแช่แขง็นํ้ าเช้ือแพะเป็นคร้ังแรก โดยแช่แขง็ท่ี
อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส วิธีการและสารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีนาํมาประยกุตใ์ชใ้นการทาํนํ้าเช้ือ
แพะแช่แขง็เป็นวิธีปฏิบติัในการทาํนํ้ าเช้ือโคแช่แขง็ ซ่ึงเซมินอลพลาสมาเช่ือว่าทาํให้เกิดอนัตราย
ต่ออสุจิหากมีการใชส้ารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงหรือนมไขมนัตํ่าเป็นส่วนประกอบ จึงนิยมกาํจดั 
เซมินอลพลาสมาก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ Corteel (1974) พบว่า นํ้าเช้ือท่ีรีดไดค้วรมี
การบ่มเพ่ือปรับสภาพประมาณ 1-3 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจึงมีการเติมนํ้ายาลา้งตวัอสุจิลงในนํ้าเช้ือสด
ในอตัราส่วน นํ้ าเช้ือสดต่อนํ้ ายาลา้งตวัอสุจิ 1:5-1:10 และทาํการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาท่ี
ความเร็ว 600-1000 g เป็นเวลานาน 10-15 นาที ซ่ึงนํ้ ายาลา้งอสุจิท่ีมีการใชใ้นปัจจุบนั ไดแ้ก่ Krebs-
Ringer phosphate buffer (มีหรือไม่มีกลูโคส) หรือ สารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีปราศจากกลีเซอรอล 
และไข่แดง (อนนท ์และคณะ, 2551) 
 
 ประสิทธิภาพในการกําจัดเซมินอลพลาสมาข้ึนอยู่กับกระบวนการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมา ยกตวัอยา่งเช่น ชนิดและปริมาณของนํ้ ายาลา้งตวัอสุจิก่อนการป่ันเหวี่ยง หรือจาํนวนคร้ัง
ของการป่ันเหวี่ยง การเพิ่มจาํนวนคร้ังของการป่ันเหวี่ยงเป็น 2 คร้ัง อาจช่วยเพิ่มประสิทธิภาพใน
การกาํจดัเซมินอลพลาสมาได ้หรืออีกวิธีหน่ึงคือการเพ่ิมอตัราส่วนของนํ้ ายาลา้งตวัอสุจิเป็น 2 เท่า 
คือ อตัราส่วนของอสุจิต่อนํ้ ายาลา้งตวัอสุจิ เป็น 1:20 (Ritar and Salamon, 1982) ในกระบวนการ
ของ Corteel (1974) จะมีการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีไม่มีกลีเซอรอล และนาํไปลดอุณหภูมิโดยการ
แช่เยน็จาก 30 องศาเซลเซียส เป็น 4 องศาเซลเซียส ใน 1 ชัว่โมง หลงัจากนั้นจึงเติมสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือท่ีมีกลีเซอรอล 14 เปอร์เซ็นต ์และปรับความเขม้ขน้ของตวัอสุจิเป็น 400 ลา้นตวัต่อมิลลิลิตร 
หลงัจากนั้นจึงทาํการบ่มท่ี 4 องศาเซลเซียสอีก 3 ชัว่โมงก่อนการแช่แขง็  
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กระบวนการดงักล่าว เป็นกระบวนการแช่แขง็แบบ 2 ขั้นตอน คือ มีการเติมสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือ 2 คร้ัง คร้ังแรกคือ เติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีไม่มีกลีเซอรอลในนํ้ าเช้ือท่ีกาํจดัเซมินอล 
พลาสมาเรียบร้อยแลว้ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส และคร้ังท่ีสอง คือ เติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมี 
กลีเซอรอลและไข่แดงในนํ้ าเช้ือท่ีมีการบ่มอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แต่กระบวนการแช่แขง็แบบ 
1 ขั้นตอน จะมีการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีกลีเซอรอลและไข่แดงในนํ้ าเช้ือหลงักาํจดัเซมินอล 
พลาสมาเพียงคร้ังเดียว ท่ีอุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ซ่ึงวิธีแช่แขง็แบบ 2 ขั้นตอน ไม่ไดท้าํให ้
อตัราการมีชีวิตของอสุจิหลงัการทาํละลายมากกว่าวิธีแช่แขง็แบบ 1 ขั้นตอนแต่อยา่งใด (Ritar and 
Salamon, 1982) 

 
โดยปกติแลว้เม่ือนาํนํ้าเช้ือมาผา่นกระบวนการทาํนํ้าเช้ือแช่แขง็ จะทาํใหอ้สุจิตายอยา่งนอ้ย

คร่ึงหน่ึงของอสุจิทั้งหมด (Watson, 1995) ทั้งน้ี เน่ืองจากกระบวนการลดความเยน็ลงนั้น จะทาํให้
นํ้ าท่ีแทรกอยู่ภายในเซลล์เกิดเป็นผลึกข้ึน อาจก่อให้เกิดความเสียหายต่อตวัอสุจิ นอกจากนั้น 
ของเหลวท่ีอยูร่อบๆ ตวัอสุจิ เม่ือไดรั้บความเยน็จะทาํใหโ้มเลกุลของนํ้ าท่ีปะปนอยู ่แยกตวัออกมา
จากทั้งในเซลลอ์สุจิและรอบๆ เซลล ์กลายเป็นผลึกนํ้ าแขง็ ทาํให้สารละลายมีความเขม้ขน้ข้ึน และ
สร้างความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลลอ์สุจิไดเ้ช่นกนั อตัราการลดอุณหภูมิท่ีแนะนาํ คือ จากช่วง 5 ถึง 
15 องศาเซลเซียส ลดลง 0.8-3 องศาเซลเซียสต่อนาที และช่วงจาก 15 ถึง-79 องศาเซลเซียส ลดลง 
3-5 องศาเซลเซียสต่อนาที โดยหากลดความเยน็ลงช้าเกินไป นํ้ าในสารเจือจางนํ้ าเช้ือจะถูก 
ดึงออกมาเป็นผลึกนํ้าแขง็มากข้ึน ทาํใหส้ารเจือจางนํ้าเช้ือมีความเขม้ขน้มากข้ึน อสุจิเกิดการสูญเสีย
นํ้ ามากข้ึน ก่อให้เกิดอนัตรายต่อตวัอสุจิ แต่ถา้ลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว จะทาํให้ผนงัเซลลอ์สุจิ 
แตกไดเ้ช่นกัน การลดอุณหภูมิในอตัราน้ีจะช่วยให้มีการเกิดผลึกนํ้ าแข็งนอกเซลล์อสุจิน้อยลง 
(พีระศกัด์ิ, 2548ข) 

 
ในทาํนองเดียวกัน การทาํละลายนํ้ าเช้ือแช่แข็งสําหรับใช้ในการผสมเทียมนั้น การทาํ

ละลายท่ีเร็วโดยใชอุ้ณหภูมิสูงในระยะเวลาอนัสั้น เป็นวิธีป้องกนัอสุจิสัมผสักบัสารละลายท่ีเขม้ขน้ 
ไดดี้กว่าการทาํละลายท่ีชา้ (พีระศกัด์ิ, 2548ข) ดงันั้น จึงนิยมละลายนํ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที (อนนท ์และคณะ, 2551) 
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สารเจือจางนํา้เช้ือ (semen extenders) 
 

 ในกระบวนการเกบ็รักษานํ้าเช้ือโดยการแช่แขง็ จาํเป็นตอ้งมีการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือ เพื่อ
เพิ่มปริมาตรของนํ้ า เ ช้ือ  เป็นแหล่งอาหาร  ควบคุมปริมาณจุลินทรีย์ และเป็นตัวป้องกัน 
ความเสียหายจากการแช่แขง็ สารเจือจางนํ้ าเช้ือในสัตวแ์ต่ละชนิดจะมีองคป์ระกอบ และอตัราส่วน
ของสารต่างๆ แตกต่างกนั อยา่งไรกต็าม สารเจือจางนํ้ าเช้ือจะตอ้งมีความสามารถในการปรับสภาพ
ความเป็นกรดด่าง ซ่ึงในสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม จะมีค่าความเป็นกรด-ด่าง ระหว่าง 7.2-7.8 และ 
ในแพะ มีค่าความเป็นกรด-ด่างอยูร่ะหว่าง 6.8-7.0 (Barbas and Mascaraenhas, 2009) สารเจือจาง
นํ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ีนิยมใชใ้นปัจจุบนัมีจาํนวนมากมาย เช่น โซเดียมซิเตรท-กลูโคส-ไข่แดง แลคโตส-
ไข่แดง ทริส-กรดซิตริค-กลูโคส-ไข่แดง-กลีเซอรอล หรือ ทริส-ไข่แดง เป็นต้น การศึกษา
เปรียบเทียบการใช้สารเจือจางนํ้ าเช้ือมักใช้ค่าดัชนีช้ีวดั เช่น ค่าอสุจิมีชีวิตหลังการทาํละลาย 
การเคล่ือนท่ีทั้ งหมด การเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า ความเร็วในการเคล่ือนท่ี อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ 
ความสมบูรณ์ของอะโครโซม ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ การปลดปล่อยเอนไซม์ glutamic 
oxaloacetic transminase (GOT) และ อตัราการปฏิสนธิ เป็นตน้ 
 
 คุณลกัษณะของสารท่ีใชส้าํหรับสารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ มีดงัน้ี  

 
1. สารแตกตัวและสารไม่แตกตัวเป็นไอออน 

 
สารชนิดน้ีใชผ้สมลงไปเพ่ือรักษาความดนัออสโมติก และรักษาสภาพความเป็นกรด-ด่าง

ของสารละลาย เช่น โซเดียมซิเตรทไดไฮเดรต (sodium citrate dehydrate) ทริส (tris) โมโน
โซเดียมกลูตาเมท (monosodium glutamate) คาร์โบไฮเดรต (carbohydrate) และนม ท่ีผ่าน 
การเตรียมดว้ยวิธีการต่างๆ สารเหล่าน้ีมีคุณสมบติัและประสิทธิภาพท่ีแตกต่างกนัไป สารท่ีนิยมใช้
กันมากในปัจจุบัน  คือ  ไข่แดง-ซิเตรท  รวมถึง  ไข่แดง-ทริส  ซ่ึงให้คุณภาพนํ้ าเ ช้ือโคหลัง 
การทาํละลายเป็นท่ีน่าพอใจ เน่ืองจากทริสมีความสามารถในการรักษาสภาพความเป็นกรด-ด่างได้
ดี จึงมีการใชท้ริสเป็นส่วนประกอบในสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็แบบเมด็หรือแบบหลอดฟางทั้งใน
นํ้าเช้ือแพะและนํ้าเช้ือแกะ (พีระศกัด์ิ, 2548ข) 
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2. สารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แข็ง (cryoprotectants) 
   
  ในกระบวนการแช่แขง็อสุจิ จาํเป็นตอ้งมีการเติมสารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็
แก่ตวัอสุจิ เพื่อช่วยป้องกนัและลดความเสียหายของตวัอสุจิขณะทาํการลดอุณหภูมิ การแช่แข็ง 
รวมถึงการทาํละลายนํ้าเช้ือ โดยสารป้องกนัความเสียหายอนัเน่ืองมาจากการแช่แขง็ จะช่วยป้องกนั
อสุจิในระดบัเยือ่หุม้เซลล ์(plasma membrane) องคป์ระกอบภายในเซลล ์(organelles) และโครงร่าง
ของเซลล ์(cytoskeleton) (Barbas and Mascarenhas, 2009) นอกจากนั้น สารเหล่าน้ียงัช่วยลด 
ความเสียหายท่ีเกิดจากความเขม้ขน้ของสารภายในเซลล ์(solution effect) และการเกิดการแขง็ตวั
ของนํ้าภายในเซลล ์(Purdy, 2006) โดยสารท่ีทาํหนา้ท่ีป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ สามารถ
แบ่งออกไดเ้ป็น 2 กลุ่ม คือ 
 

2.1  กลุ่มทีซึ่มผ่านผนังเซลล์ (penetrating membrane cryoprotectant) 
 

สารกลุ่มน้ี มีความสามารถในการแทรกซึมผา่นเขา้ไปภายในเซลลอ์สุจิ มีผลทั้งภายใน
และภายนอกเซลล์ ทาํให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางโครงสร้างของไขมันและโปรตีนท่ีบริเวณ 
เยื่อหุ้มเซลล์เป็นผลให้มีการไหลเวียนของสารท่ีผนังเซลล์เพิ่มมากข้ึน มีการขจดันํ้ าออกไดดี้ข้ึน 
สร้างความสมดุลของนํ้ าภายในและภายนอกเซลล ์ช่วยลดการเกิดผลึกนํ้ าแขง็ภายในเซลล ์และช่วย
เพิ่มการมีชีวิตของอสุจิหลงัผ่านการแช่แข็ง (Holt, 2000) ซ่ึงสารในกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ กลีเซอรีน 
(glycerine) ไดเมทธิลซลัฟอกไซด ์(dimethyl sulfoxide, DMSO) เอทิลีนไกลคอล (ethylene glycol) 
หรือ พรอไพลีนไกลคอล (propylene glycol) 

 
กลีเซอรอลท่ีใช้ผสมลงในสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็ง มีผลต่อการกาํจดันํ้ าออกนอก

เซลล์ มีการเปล่ียนแปลงทางรูปร่างของผลึกนํ้ าแข็งภายในเซลล์เพื่อให้เป็นอนัตรายต่อตวัอสุจิ
น้อยลง นอกจากน้ี กลีเซอรอลมีความสามารถในการรวมตัวกับนํ้ า ทําให้จุดเยือกแข็งของ 
สารเจือจางนํ้ าเช้ือลดลง เป็นผลใหมี้การเกิดผลึกนํ้ าแขง็ (crystallization) ภายในเซลลน์อ้ยกว่าปกติ 
ดงันั้น อสุจิจึงมีความไวต่อการเสียหายจากการแช่แขง็น้อยลง นอกจากนั้น เม่ือเติมสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือแช่แข็งลงในนํ้ าเช้ือ กลีเซอรอลจะผ่านเขา้อสุจิไดอ้ย่างรวดเร็ว และไปสะสมอยู่ท่ีดา้นทา้ย
ของส่วนหวัอสุจิ อสุจิจะนาํกลีเซอรอลไปใชเ้ป็นแหล่งพลงังาน ทาํใหมี้ชีวิตรอดไดดี้ข้ึน (พีระศกัด์ิ, 
2548ข) มีการศึกษาการใชอิ้ทิลีนไกลคอล (ethylene glycol) และ โปรปิลีนไกลคอล (propylene 
glycol) ใชเ้ป็นสารป้องกนัอนัตรายจากการแช่แขง็ แต่ยงัใหป้ระสิทธิภาพดอ้ยกว่าการใชก้ลีเซอรอล 
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(Waide et al., 1977)  โดยพบวา่ปริมาณการใชก้ลีเซอรอลท่ีเหมาะสมท่ีสุดอยูใ่นช่วง 4-7 เปอร์เซ็นต ์
ของสารเจือจางนํ้าเช้ือทั้งหมด (Leboeuf et al., 2000) 

 
2.2  กลุ่มทีไ่ม่ซึมผ่านผนังเซลล์ (non-penetrating membrane cryoprotectant) 
 

สารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ในกลุ่มน้ี จะไม่สามารถแทรกซึมผา่นเขา้ไป 
ในเซลลข์องตวัอสุจิได ้เช่น ไข่แดง (egg yolk) นํ้ าตาลกลุ่มไดแซคคาไรด ์(disaccharide) หรือ 
ไตรแซคคาไรด ์(trisaccharide) เป็นตน้ สารเหล่าน้ีจะทาํหนา้ท่ีป้องกนัความเสียหายจากภายนอก
เซลล ์ช่วยขดัขวางกระบวนการเกิดผลึกนํ้ าแขง็ภายนอกเซลล ์(Kundu et al., 2002) ซ่ึงนิยมใช ้
ไข่แดงเป็นส่วนผสมในปริมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาณสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็งทั้งหมด 
(พีระศกัด์ิ, 2548ข) 

 
ปัจจุบนั ไดมี้การพิจารณาการใชน้ํ้ าตาลโมเลกุลคู่ เช่น ทรีฮาโลส (trehalose) ซูโครส 

(sucrose) แลคโตส (lactose) ราฟิโนส (rafinose) หรือ เด็กซ์แตรน (dextrane) เป็นสารป้องกนั
อนัตรายจากการแช่แขง็ การใชน้ํ้ าตาลเป็นส่วนประกอบของสารเจือจางนํ้ าเช้ือไม่ไดจ้าํกดัการใชแ้ค่
นํ้ าตาลท่ีมีนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่าท่ีสามารถผ่านเขา้สู่เซลล์ของตวัอสุจิไดอ้ย่างรวดเร็ว เช่น กลูโคส 
(glucose) หรือ ฟรุคโตส (fructose) เท่านั้น แต่นํ้ าตาลท่ีไม่สามารถผ่านเขา้สู่ผนงัเซลลไ์ด ้ก็ส่งผลดี
มากมายเช่นเดียวกนั โดยนํ้ าตาลเหล่าน้ีจะสร้างแรงดนัออสโมติกต่อเซลล์อสุจิ เหน่ียวนาํให้เกิด 
การสูญเสียนํ้ าออกนอกเซลล์ และในท่ีสุดคือทาํให้เกิดการเกิดผลึกนํ้ าแข็งในเซลล์อสุจิน้อยลง 
นอกจากน้ี นํ้ าตาลทรีฮาโลสยงัมีผลต่อชั้นฟอสโฟลิพิด (phospholipid) ท่ีเยื่อหุ้มเซลล ์ก่อให้เกิด 
การจดัระบบใหม่ของเยื่อหุ้มเซลล ์ซ่ึงเป็นผลให้อสุจิสามารถมีชีวิตท่ีดีกว่าหลงัผ่านกระบวนการ 
แช่แขง็ (Aisen et al., 2002) มีการศึกษาระดบัการใชท้รีฮาโลสในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ เช่น การทาํ
นํ้ าเช้ือแกะแช่แขง็โดยใชน้ํ้ าตาลทรีฮาโลสในระดบั 100.0 มิลลิโมล (Jafaroghli et al., 2011; 
Tonieto et al., 2010) การทาํนํ้ าเช้ือแพะแช่แขง็โดยใชน้ํ้ าตาลกลูโคสร่วมกบันํ้ าตาลทรีฮาโลส นระ
ดบั 70.0 และ 198.2 มิลลิโมล ตามลาํดบั (Naing et al., 2010) และการทาํนํ้ าเช้ือสุกรแช่แขง็โดยใช ้
ทรีฮาโลสในระดบั 330.0 มิลลิโมล (Malo et al., 2010) โดยพบว่าอสุจิหลงัการทาํละลายมีค่า 
การเคล่ือนท่ี อสุจิมีชีวิต ความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์และความสมบูรณ์ของอะโครโซมท่ีดีกว่า
กลุ่มท่ีไม่มีนํ้ าตาลหรือมีนํ้าตาลชนิดอ่ืนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  
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Aboagla and Terada (2003) ทดสอบการใชน้ํ้ าตาลทรีฮาโลสในระดบัท่ีแตกต่างกนั 
(0, 93.75, 187.50, 281.25, และ 375.00 มิลลิโมล) เพื่อใชเ้ป็นสารป้องกนัความเสียหายจาก 
การแช่แข็งในสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมี ทริส กรดซิตริค และกลูโคส เป็นสารเจือจางนํ้ าเช้ือพื้นฐาน 
พบว่า สารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลสในระดบั 375 มิลลิโมล ส่งผลให้อสุจิหลงั 
การทาํละลายมีการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ และความเร็วในการเคล่ือนท่ีดีท่ีสุด 
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มท่ีใชน้ํ้ าตาลกลูโคสเพียงอย่างเดียว เม่ือทาํการวิเคราะห์การเคล่ือนท่ีของ 
เยื่อหุ้มเซลลด์ว้ยวิธี flow cytometric พบว่า นํ้ าตาลทรีฮาโลสสามารถสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบั 
ขั้ว (polar-head group) ของฟอสโฟลิปิดท่ีบริเวณผิวหนา้ของเยื่อหุ้มเซลล ์เกิดการเคล่ือนท่ีของ 
เยื่อหุ้มเซลล์ มีจดัระบบใหม่ของโปรตีนและไขมนั จึงช่วยลดความเสียหายทางโครงสร้างของ 
เยื่อหุ้มเซลล ์อีกทั้งนํ้ าตาลทรีฮาโลสยงัมีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกว่านํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว จึงสามารถ
สร้างแรงดนัออสโมติกไดม้ากกว่านํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว ทาํให้มีการกาํจดันํ้ าออกนอกเซลลไ์ดดี้ข้ึน 
เป็นผลใหมี้ผลึกนํ้ าแขง็ภายในเซลลน์อ้ยลง อสุจิหลงัการทาํละลายจึงมีชีวิตไดน้านข้ึน เช่นเดียวกบั
การศึกษาในนํ้ าเช้ือสุกรแช่แข็ง พบว่าสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลสส่งผลให้อสุจิหลงั 
การทาํละลายมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ ความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลลแ์ละ
ความสมบูรณ์ของอะโครโซม สูงกว่ากลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลแลคโตส และกลูโคส 
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (Malo et al., 2010) 

 
3. สารทีใ่ช้เป็นแหล่งพลงังาน 
 

สารท่ีนิยมใชเ้ป็นแหล่งพลงังานในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ คือ นํ้าตาล โดยเฉพาะนํ้ าตาลโมเลกุล
เด่ียว (monosaccharide) เช่น กลูโคส หรือ ฟรุคโตส เพราะนํ้ าตาลเหล่าน้ีมีนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่า 
สามารถซึมผ่านผนังเซลล์ไดอ้ย่างรวดเร็ว และถูกใช้เป็นแหล่งพลงังานสําหรับตวัอสุจิไดท้นัที 
(พีระศกัด์ิ, 2548ข) นอกจากน้ี Corteel (1974) รายงานว่า ในกระบวนการผลิตนํ้ าเช้ือแพะแช่แขง็ท่ีมี
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมา กลูโคสเป็นแหล่งพลงังานท่ีอสุจิสามารถนาํไปใชไ้ดท้นัที ส่งผลให้
อสุจิในกลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสมีการเคล่ือนท่ีมากกว่ากลุ่มท่ีเติมสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือท่ีไม่มีนํ้ าตาล (Leboeuf et al., 2000) ซ่ึงปกติแลว้ในเซมินอลพลาสมาจะมีนํ้ าตาลฟรุคโตส
เป็นแหล่งพลงังานแก่ตวัอสุจิ แต่เม่ือมีการกาํจดัเซมินอลพลาสมาก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือ 
นํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือจึงมีหน้าท่ีเป็นแหล่งพลงังานแก่ตวัอสุจิและป้องกันความเสียหาย 
จากการแช่แขง็ (Fukuhara and Nishigawa, 1973)   
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4. ยาปฏิชีวนะ 
  

มีการศึกษาการใช้ยาปฏิชีวนะในสารเจือจางนํ้ าเช้ือมากมาย เน่ืองจากมีการพิจารณาใช ้
ยาปฏิชีวนะในสารเจือจางนํ้ าเช้ือเป็นมาตรฐานสากล (Certified Semen Services, 2002) โดย 
ยาปฏิชีวนะท่ีนิยมใชใ้นปัจจุบนั ไดแ้ก่ สเตร็ปโตมยัซิน (streptomycin) และ เพนนิซิลิน (penicillin) 
รวมถึงการผสมรวมกนัของเจนตามยัซิน (gentamycin) ทยัโลซิน (tylosin) และ ลินโคสเป็คติน 
(linco-spectin) ในการควบคุมเช้ือจุลินทรียต่์างๆ เช่น  mycoplasmas, ureaplasmas, Campylobacter 
fetus, Haemophilus somnus และ pseudomonas เป็นตน้ ยาปฏิชีวนะจึงช่วยลดความเสียหาย 
ท่ีเกิดจากเช้ือจุลินทรีย ์และช่วยเพิ่มอตัราการผสมติดในการผสมเทียมโดยใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ (Akhter 
et al., 2007) 
 

การใช้นํา้ตาลในสารเจือจางนํา้เช้ือแช่แข็ง 
 
Purdy (2006) รายงานว่า ในกระบวนการเก็บรักษาตวัอสุจิแพะดว้ยกระบวนการแช่แขง็ 

นิยมใชน้ํ้ าตาลเป็นส่วนประกอบหลกัในสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ เช่น ฟรุคโตส กลูโคส แลคโตส 
ซูโครส ทรีฮาโลส หรือนํ้าตาลชนิดอ่ืน เน่ืองจากอสุจิมีความสามารถในการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาล
ไดท้นัทีในกระบวนการหายใจโดยใชอ้อกซิเจนจากนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว หรือการสร้างสมดุลของ
แรงดนัออสโมติค และป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ อยา่งไรก็ตามเม่ือมีการหลัง่นํ้ าเช้ือของ
แพะเพศผู ้ฟรุคโตสเป็นนํ้ าตาลชนิดเดียวท่ีสามารถพบได้ในเซมินอลพลาสมา ซ่ึงจาํเป็นต่อ 
การมีชีวิตและการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ (Corteel, 1974) โดยสามารถจาํแนกชนิดนํ้ าตาลตามขนาด
โมเลกุลหรือจาํนวนหน่วยย่อยของโมเลกุลไดเ้ป็น 4 ประเภทใหญ่ๆ คือ โมโนแซคคาไรด ์
(monosaccharide) ไดแซคคาไรด ์(disaccharide) โอลิโกแซคคาไรด ์(oligosaccharide) และโพลี
แซคคาไรด ์(polysaccharide) ซ่ึงคาํว่าแซคคาไรดม์าจากภาษากรีกโบราณแปลว่านํ้ าตาล (ฤดี, 2005) 
การเลือกใช้นํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็งมักพิจารณาถึงบทบาทและหน้าท่ีของนํ้ าตาล 
ชนิดนั้นๆ ไดแ้ก่ โมโนแซคคาไรด ์และ ไดแซคคาไรด ์ดงัรายละเอียดดงัน้ี 

 
1. โมโนแซคคาไรด์ หมายถึง นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว สามารถแบ่งจาํพวกออกตามจาํนวน

อะตอมของคาร์บอนในโมเลกลุ ไดแ้ก่ 
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เตโตรส (tetrose) จาํนวนอะตอมของคาร์บอน เป็น 4 อะตอม  
เพนโตส (pentose) จาํนวนอะตอมของคาร์บอน เป็น 5 อะตอม  
เฮกโซส (hexose) จาํนวนอะตอมของคาร์บอน เป็น 6 อะตอม  
เฮปโตส (heptose) จาํนวนอะตอมของคาร์บอน เป็น 7 อะตอม 
 

นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวท่ีนิยมใชเ้ป็นส่วนประกอบในสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็ง คือ นํ้ าตาล 
เฮกโซส ซ่ึงไดแ้ก่ กลูโคส หรือ ฟรุคโตส มีโครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 4 โดย Corteel (1974)  
รายงานว่า ภายหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือแช่แข็ง อสุจิในกลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีมี
นํ้ าตาลกลูโคสมีการเคล่ือนท่ีทั้ งหมดดีกว่ากลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็งท่ีไม่มีนํ้ าตาล 
เน่ืองจากอสุจิท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอลพลาสมามีความตอ้งการนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือเพื่อใช้
เป็นแหล่งสร้างพลงังานในทนัที และส่งผลให้มีการเคล่ือนท่ีได้ดีกว่า โดยนํ้ าตาลกลูโคส หรือ 
ฟรุคโตส เป็นนํ้ าตาลท่ีมีนํ้ าหนักโมเลกุลตํ่า สามารถผ่านเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิและถูกนํามาใช้เป็น 
สารตั้งตน้ในกระบวนการไกลโคไลซิส (glycolysis) และออกซิเดทีฟฟอสโฟรีเลชัน่ (oxidative 
phosphorelation) เพื่อสร้างพลงังาน สนบัสนุนการมีชีวิต และการเคล่ือนท่ี (Naing et al., 2010) 
ผลท่ีไดจ้ากการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาลของอสุจิ คือ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด ์นํ้า และกรดแลคติค 
โดยหากมีความเขม้ขน้ของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ในระดบัสูง จะมีผลไปยบัย ั้งการเคล่ือนไหว
ของตวัอสุจิ และหากปล่อยท้ิงไวน้านๆ จะเกิดการสะสมของกรดแลคติค จะทาํให้ความเป็นกรด-
ด่างของนํ้าเช้ือลดลง และมีผลทาํใหก้ารมีชีวิตรอดของตวัอสุจินอ้ยลง (ศรีสุวรรณ, 2537) 

 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที ่4  โครงสร้างของนํ้าตาลกลูโคส และ ฟรุคโตส 
ทีม่า: ฤดี (2005) 
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2. ไดแซคคาไรด ์หรือนํ้าตาลโมเลกลุคู่ คือนํ้าตาลโมเลกลุเด่ียว 2 ตวัเช่ือมต่อกนัดว้ยพนัธะ
ทางเคมีท่ีเรียกว่าพนัธะไกลโคซิดิก (glycosidic linkage) ชนิดท่ีรู้จกักนัดีไดแ้ก่ ซูโครส มอลโตส 
แลคโตส และ ทรีฮาโลส เป็นตน้ มีโครงสร้างแสดงดงัภาพท่ี 5 โดยนํ้ าตาลในกลุ่มน้ีไม่สามารถผา่น
เยื่อหุ้มเซลลอ์สุจิได ้ จึงสามารถสร้างแรงดนัออสโมติกต่อเยื่อหุ้มเซลล ์ช่วยให้อสุจิมีการกาํจดันํ้ า
ออกนอกเซลลไ์ดดี้ข้ึน ลดการเกิดผลึกนํ้ าแขง็ภายในเซลล ์(Purdy, 2006) จึงมีการใชน้ํ้ าตาลในกลุ่ม
น้ีเป็นสารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ นอกจากน้ี นํ้าตาลทรีฮาโลสซ่ึงมีการใชใ้นวิศวกรรม
อาหารในกระบวนการการทาํแห้งโดยการแช่เยือกแขง็ (freeze dry) มีคุณสมบติัในการรักษา
เสถียรภาพ ปกป้องเยือ่หุม้เซลล ์โปรตีนและไขมนัจากความเสียหายจากการแช่แขง็ เม่ือนาํมาใชใ้น
สารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ยงัมีความสามารถในการสร้างพนัธะไฮโดรเจนกบัขั้วของฟอสโฟลิปิดท่ี
ผวิหนา้ของเยื่อหุ้มเซลล ์ เกิดการจดัระบบใหม่ของโปรตีนและไขมนัท่ีเยื่อหุ้มเซลล ์ส่งผลให้อสุจิ
หลงัการทาํละลายมีชีวิตรอดจากการแช่แขง็ไดดี้ข้ึน (Aisen et al., 2002; Aboagla and Terada, 
2003)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที ่5  โครงสร้างของนํ้าตาลซูโครส มอลโทส แลคโทส และทรีฮาโลส 
ทีม่า: ฤดี  (2005) 
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ตารางที ่1  ตวัอยา่งส่วนประกอบของสารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีไม่มีการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาก่อนการเจือจางนํ้าเช้ือ 

 

สารเคมี อตัราส่วนการเจือจาง (นํ้าเช้ือสด : สารละลายนํ้าเช้ือ) 
1 : 1 1 : 2 1 : 3 1 : 4 

ทริส (กรัม) 6.057 4.543 4.039 3.768 
กรดซิตริค (กรัม) 3.475 2.606 2.316 2.172 
กลูโคส (กรัม) 1.000 0.750 0.667 0.625 
ไข่แดง (มิลลิลิตร) 4.0 3.0 2.6 2.5 
กลีเซอรอล (มิลลิลิตร) 8 6 5.3 5 
เพนนิซิลิน (ไอ.ย.ู) 100,000 100,000 100,000 100,000 
สเตรปโตมยัซิน (มิลลิกรัม) 100 100 100 100 
เติมนํ้ากลัน่ใหค้รบ (มิลลิลิตร) 100 100 100 100 
 
ทีม่า:  ศรีสุวรรณ (2537) 
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อุปกรณ์และวธีิการ 

 
การทดลองที ่1   การศึกษาผลของความเร็วและระยะเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อ

คุณภาพอสุจิแพะหลงัการทาํละลาย 
 
สัตว์ทดลอง 
 

แพะพนัธ์ุแองโกลนูเบียน (Anglonubian) ช่วงอายรุะหว่าง 2-3 ปี นํ้ าหนกัระหว่าง 60-70 
กิโลกรัม จาํนวน 1 ตวั มีระบบสืบพนัธ์ุปกติ สามารถผลิตนํ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพดี โดยนํ้ าเช้ือท่ีรีดได้
ก่อนการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา ตอ้งมีอสุจิมีชีวิตไม่ตํ่ากว่า 70 เปอร์เซ็นตแ์ละตวัผิดปกติไม่เกิน 
25 เปอร์เซ็นต ์

 
อาหารทดลอง 
 

แพะพ่อพนัธ์ุจะไดรั้บอาหารขน้ท่ีมีโปรตีนไม่ตํ่ากว่า 16 เปอร์เซ็นต ์ไขมนัไม่นอ้ยกว่า 4 
เปอร์เซ็นต์ วนัละ 2 กิโลกรัม รวมถึงได้รับหญา้แห้ง และนํ้ าสะอาดอย่างเต็มท่ีตลอดเวลา 
ท่ีทาํการทดลอง 
 
โรงเรือนและการจัดการเลีย้งดู 
 

โรงเรือนท่ีใชเ้ล้ียงแพะพ่อพนัธ์ุ เป็นคอกแยกขงัเด่ียว ขนาด 2 x 2 เมตร มีพื้นคอกเป็นพื้น 
สแลตคอนกรีต 

 
อุปกรณ์ 

 
อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 
 

1.  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการรีดนํ้าเช้ือ 
1.1  ช่องคลอดเทียม (artificial vagina) 
1.2  สารหล่อล่ืน (K-Y gelly) 
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2.  อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับวิเคราะห์คุณภาพนํ้าเช้ือ 
2.1  กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast 
2.2  ไมโครไปเปต (micropipette) 
2.3  สไลด ์(slide) และกระจกปิดสไลด ์(cover glasses) 
2.4  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2.5  สี eosin-nigrosin 
2.6  สารละลาย hypo-osmotic swelling test (HOS-test) 
2.7  แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์
2.8  กระดาษชาํระและผา้สะอาด 
2.9  เคร่ืองอุ่นสไลด ์(warming plate) 
2.10  เคร่ืองอุ่นนํ้า (water bath) 
 

3.  อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชใ้นการทาํนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
3.1  ถงัไนโตรเจนเหลว 
3.2  ไนโตรเจนเหลว 
3.3  กล่องโฟม ขนาดกวา้ง 12 เซนติเมตร ยาว 42 เซนติเมตร สูง 17 เซนติเมตร 
3.4  เทอร์โมมิเตอร์ 
3.5  อุปกรณ์นบัความเขม้ขน้อสุจิ (haemocytometer) 
3.6  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifugation) 
3.7  เคร่ืองลดอุณหภูมิ Bio cool (FTS system, INC. NY, USA) 
3.8  กระดาษชาํระและผา้สะอาด 
3.9  หลอดบรรจุนํ้าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตร (mini-straw) 
3.10  ปากคีบ (forceps) และถาดสแตนเลสท่ีใชว้างหลอดบรรจุนํ้าเช้ือ 
3.11  สารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
 

สารเจือจางนํา้เช้ือแช่แขง็ 
 
 สารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็ง (ทริส-กรดซิตริค-ฟรุคโตส) ประกอบดว้ย ทริส 3.03 กรัม 
กรดซิตริค 1.89 กรัม นํ้าตาลฟรุคโตส 1.26 กรัม ไข่แดง 20 มิลลิลิตร และ กลีเซอรอล 8 มิลลิลิตร 
เจือจางในนํ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร (อนนท ์และคณะ, 2551) 
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วธีิการทดลอง 
 

การศึกษาผลของความเร็วรอบและระยะเวลาท่ีใช้ในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
ต่อคุณภาพของตวัอสุจิ แบ่งการทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ซํ้ า ซํ้ าละ 1 หลอด โดยใช้
ความเร็วรอบ และระยะเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาท่ีแตกต่างกนั โดยแบ่งการทดลอง
ออกเป็น 4 กลุ่ม ดงัน้ี 
 

กลุ่มท่ี 1 ป่ันแยกเซมินอลพลาสมา โดยใชค้วามเร็ว 500 รอบ/นาที นาน 3 นาที 
 

กลุ่มท่ี 2 ป่ันแยกเซมินอลพลาสมา โดยใชค้วามเร็ว 500 รอบ/นาที นาน 10 นาที 
 

กลุ่มท่ี 3 ป่ันแยกเซมินอลพลาสมา โดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบ/นาที นาน 3 นาที 
 
กลุ่มท่ี 4 ป่ันแยกเซมินอลพลาสมา โดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบ/นาที นาน 10 นาที 

 
การรีดนํา้เช้ือ การเจือจางนํา้เช้ือ และการทาํนํา้เช้ือแช่แข็ง  
 
 เตรียมแพะพ่อพนัธ์ุและอุปกรณ์การรีดนํ้ าเช้ือ ทาํการรีดเก็บนํ้ าเช้ือในช่วงเชา้เวลา 6.00-
8.00 น. โดยใชช่้องคลอดเทียม (artificial vagina) โดยการเติมนํ้ าอุ่นประมาณ 45 องศาเซลเซียส 
ลงในช่องคลอดเทียม เป่าลมเขา้ในช่องคลอดเทียม จนท่อยางอ่อนภายในรู้สึกกระชบั (พีระศกัด์ิ, 
2548ข) และใชแ้พะเพศเมียเป็นตวัล่อ นาํนํ้ าเช้ือท่ีรีดได ้เติมดว้ยนํ้ าเกลือ (normal saline) ใน
อตัราส่วน 1:19 ทาํการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาด้วยความเร็วและเวลาท่ีแตกต่างกัน เม่ืออสุจิ 
มีการตกตะกอน ทาํการกาํจดัเซมินอลพลาสมาโดยดูดส่วนใสดา้นบนท้ิง นาํนํ้ าเช้ือท่ีไดม้าตรวจ
ปริมาตรหลงัการป่ันเหวี่ยงและนบัความเขม้ขน้ของตวัอสุจิโดยใช ้Haemocytometer แลว้จึงเติมดว้ย 
สารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แข็ง โดยหลงัการเจือจางตอ้งมีจาํนวนตวัอสุจิ 150 x 106 ตวัต่อหลอด 
ซ่ึงปริมาตรสารเจือจางนํ้าเช้ือท่ีใช ้ไดจ้ากการคาํนวณดงัน้ี 
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จาํนวนโด๊ส = ปริมาตรนํ้าเช้ือก่อนการเจือจาง (มิลลิลิตร) x ความเขม้ขน้ของอสุจิก่อนการเจือจาง (ตวั/มิลลิลิตร) 
                        ความเขม้ขน้ของอสุจิต่อโด๊ส (150 x 106 ตวั/โด๊ส) 
 
ปริมาตรนํ้าเช้ือหลงัการเจือจาง (มิลลิลิตร)  =  จาํนวนโด๊ส x ปริมาตรนํ้าเช้ือต่อโด๊ส (0.25 มิลลิลิตร) 
       
ปริมาตรสารเจือจางท่ีใช ้(มิลลิลิตร)  =  ปริมาตรนํ้ าเช้ือหลงัการเจือจาง (มิลลิลิตร) – ปริมาตรนํ้ าเช้ือ 
                                                                    ก่อนการเจือจาง (มิลลิลิตร) 
 

หลงัเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ ทาํการบ่มนํ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5-10 นาที แลว้
จึงนาํเขา้ตูล้ดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 4 ชัว่โมง (equilibration time) จากนั้น จึงทาํ
การบรรจุนํ้ าเช้ือในหลอดบรรจุนํ้ าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตร อุดปลายหลอดนํ้ าเช้ือดว้ยโพลีไวนิล
แอลกอฮอล ์(polyvinyl alcohol) ทาํการเรียงหลอดนํ้ าเช้ือบนถาดเรียงนํ้ าเช้ือ และนาํไปลดอุณหภูมิ
ต่อในกล่องโฟมท่ีมีไนโตรเจนเหลวนาน 13 นาที โดยวางถาดเรียงนํ้ าเช้ือเหนือระดับ
ไนโตรเจนเหลว ประมาณ 5 เซนติเมตร สุดทา้ยจึงนาํหลอดนํ้ าเช้ือท่ีไดไ้ปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว 
(อนนท ์และคณะ, 2551) 
 
การทาํละลายนํา้เช้ือและการตรวจคุณภาพของตัวอสุจิ 

 
ภายหลงัจากการเก็บรักษานํ้ าเช้ือในถงัไนโตรเจนเหลว อย่างน้อย 24 ชัว่โมง ทาํการ 

ทาํละลายนํ้าเช้ือแช่แขง็ (thawing) ในนํ้าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที (อนนท ์
และคณะ, 2551) เพื่อตรวจคุณภาพของตวัอสุจิหลงัการทาํละลาย ซ่ึงการตรวจคุณภาพของตวัอสุจิ
แต่ละค่าจะใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ 10 หลอด โดยตรวจคุณภาพตวัอสุจิตามวิธีการต่างๆ ดงัน้ี 
 
1.  การตรวจประเมินตวัอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility) ก่อนการแช่แขง็ 
 
 หยดนํ้ าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ลงบนแผน่สไลด ์ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด ์ประเมินตวัอสุจิ 
ท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast กาํลงัขยาย 400 เท่า ประเมิน 5 จุด
บนแผ่นสไลด์และหาค่าเฉล่ีย โดยให้คะแนนการเคล่ือนท่ีของอสุจิเป็น 0-100 เปอร์เซ็นต ์
(เฉลิมพล, 2552) 
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2.  การตรวจประเมินตวัอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility) หลงัการทาํละลาย 
 
 หยดนํ้ าเช้ือ 5 ไมโครลิตร ลงบนสไลดส์าํหรับเคร่ือง Computer Assisted Sperm Analyzer 
(CASA) (Hamilton Thorne Biosciences IVOS, Version 12 TOX IVOS, Beverly, USA) ปิดทบัดว้ย
กระจกปิดสไลดด์า้นบน ทาํการประเมินดว้ยเคร่ือง CASA โดยตอ้งมีจาํนวนอสุจิไม่นอ้ยกว่า 800 
ตวั บนัทึกค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี ความเร็ว
การเคล่ือนท่ีในแนวตรง และความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้  
 
3.  การตรวจประเมินตวัอสุจิท่ีมีชีวิตทั้งหมด (total viability) 
 

หยดนํ้ าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ผสมกบัสี eosin-nigrosin ในปริมาณ 20 ไมโครลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนับ่มไว ้30 วินาที แลว้จึงสเมียร์ตวัอยา่งลงบนสไลด ์ทาํการ
ประเมินตวัอสุจิมีชีวิตทั้งหมด ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 400 เท่า นบัตวัอสุจิจาํนวน 200 ตวั
แล้วจึงเทียบออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์ โดยอสุจิท่ีมีชีวิตจะไม่ติดสี ส่วนอสุจิตัวตายจะติดสีแดง 
บริเวณส่วนหวั (เฉลิมพล, 2552) 
 
4.  การประเมินอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(membrane integrity) 
 

หยดนํ้ าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ในสารละลายท่ีมีความดนัตํ่า (HOS-test) 1 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที หยดนํ้ าเช้ือบนสไลดปิ์ดดว้ยกระจกปิดสไลด ์ตรวจภายใต้
กลอ้งจุลทรรศนช์นิด phase contrast กาํลงัขยาย 400 เท่า นบัอสุจิจาํนวน 200 ตวัแลว้จึงเทียบออกมา
เป็นเปอร์เซ็นต ์โดยอสุจิท่ีมีหางงอ คือ อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(Naing et al., 2010) 

 
5.  การตรวจประเมินรูปร่างของตวัอสุจิ (normal morphology) 
 

จากตวัอยา่งสไลด์ท่ีใชป้ระเมินตวัอสุจิมีชีวิต ทาํการประเมินรูปร่างตวัอสุจิ โดยการตรวจ
นบัดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast กาํลงัขยายสูง (1000 เท่า) นบัตวัอสุจิทั้งหมดอยา่งนอ้ย 
200 ตวั แลว้จึงเทียบออกมาเป็นเปอร์เซ็นตข์องตวัผิดปกติชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ความผิดปกติส่วนหัว 
ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง และการเกิดหยดนํ้าบริเวณลาํตวั 
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การบันทกึข้อมูล 
  

การศึกษาคุณภาพตวัอสุจิก่อนการแช่แขง็ ทาํการบนัทึกลกัษณะต่างๆ ดงัน้ี 
1. อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility) 
2. อสุจิมีชีวิตทั้งหมด (total viability) 
3. อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(membrane integrity) 
4. อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (normal morphology) 
 

การศึกษาคุณภาพตวัอสุจิหลงัการทาํละลาย ทาํการบนัทึกลกัษณะต่างๆ ดงัน้ี 
 

1. อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility, MOT) 
2. อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ (progressive motility, PMOT)  
3. ความเร็วเฉล่ียการเคล่ือนท่ี (average path velocity, VAP) 
4. ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง (straight-line velocity, VSL) 
5. ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ (curve-line velocity, VCL) 
6. อสุจิมีชีวิตทั้งหมด (total viability) 
7. อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(membrane integrity) 
8. อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (normal morphology) 

 
แผนการทดลองและการวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 
 ใชแ้ผนการทดลองแบบ 2x2 แฟคทอเรียล ในแผนการทดลองแบบสุ่มอยา่งสมบูรณ์ โดยมี
แบบหุ่นทางสถิติ (statistical model) คือ  
 

Yij = μ + Ai +Bj + ABij + Eijk 
 
เม่ือ                   Yijk  คือ ค่าสังเกตจากอิทธิพลร่วมของความเร็วท่ี i, เวลาในการป่ันท่ี j และซํ้าท่ี k 
  μ   คือ  ค่าเฉล่ียรวม 
  Ai  คือ  อิทธิพลของความเร็วในการป่ัน คือ 500 และ 1500 รอบต่อนาที 

Bj   คือ  อิทธิพลของเวลาในการป่ัน คือ 3  และ 10 นาที 
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ABij คือ  อิทธิพลร่วมของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
 Eijk  คือ  ความคลาดเคล่ือนของการทดลอง 

 
วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลดว้ย one-way anova และเปรียบเทียบความแตกต่าง

ระหว่างปัจจยัดว้ยวิธี Duncan’s new multiple range test ดว้ยโปรแกรมสาํเร็จรูป ท่ีระดบั 
ความเช่ือมัน่ p<0.05 
 
การทดลองที ่2   การศึกษาผลของชนิดของนํา้ตาลในสารเจือจางนํา้เช้ือและเวลาหลงัการทาํละลาย

ต่อคุณภาพของตัวอสุจิ 
 
สัตว์ทดลอง 
 

แพะพนัธ์ุแองโกลนูเบียน (Anglonubian) ช่วงอายรุะหว่าง 2-3 ปี นํ้ าหนกัระหว่าง 60-70 
กิโลกรัม จาํนวน 1 ตวั มีระบบสืบพนัธ์ุปกติ สามารถผลิตนํ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพดี โดยนํ้ าเช้ือท่ีรีดได้
ก่อนการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา ตอ้งมีอสุจิมีชีวิตไม่ตํ่ากว่า 70 เปอร์เซ็นตแ์ละตวัผิดปกติไม่เกิน 
25 เปอร์เซ็นต ์

 
อาหารทดลอง 
 

แพะพ่อพนัธ์ุจะไดรั้บอาหารขน้ท่ีมีโปรตีนไม่ตํ่ากว่า 16 เปอร์เซ็นต ์ไขมนัไม่นอ้ยกว่า 4 
เปอร์เซ็นต์ วนัละ 2 กิโลกรัม รวมถึงได้รับหญา้แห้งและนํ้ าสะอาดอย่างเต็มท่ีตลอดเวลา 
ท่ีทาํการทดลอง 
 
โรงเรือนและการจัดการเลีย้งดู 
 

โรงเรือนท่ีใชเ้ล้ียงแพะพ่อพนัธ์ุ เป็นคอกแยกขงัเด่ียว ขนาด 2 x 2 เมตร มีพื้นคอกเป็นพื้น 
สแลตคอนกรีต 
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อุปกรณ์ 
 
อุปกรณ์ทีใ่ช้ในการทดลอง 
 

1.  อุปกรณ์ท่ีใชใ้นการรีดนํ้าเช้ือ 
1.1  ช่องคลอดเทียม (artificial vagina) 
1.2  วาสลีนสาํหรับหล่อล่ืน (K-Y jelly) 

 
2.  อุปกรณ์และสารเคมีสาํหรับวิเคราะห์คุณภาพนํ้าเช้ือ 

2.1  กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast 
2.2  ไมโครไปเปต (micropipette) 
2.3  สไลด ์(slide) และกระจกปิดสไลด ์(cover glasses) 
2.4  หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2.5  สี eosin-nigrosin 
2.6  สารละลาย hypo-osmotic swelling test (HOS-test) 
2.7  แอลกอฮอล ์70 เปอร์เซ็นต ์
2.8  กระดาษชาํระและผา้สะอาด 
2.9  เคร่ืองอุ่นสไลด ์(warming plate) 
2.10  เคร่ืองอุ่นนํ้า (water bath) 
 

3.  อุปกรณ์และสารเคมีท่ีใชใ้นการทาํนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
3.1  ถงัไนโตรเจนเหลว 
3.2  ไนโตรเจนเหลว 
3.3  กล่องโฟม ขนาดกวา้ง 12 เซนติเมตร ยาว 42 เซนติเมตร สูง 17 เซนติเมตร 
3.4  เทอร์โมมิเตอร์ 
3.5  นาฬิกาจบัเวลา 
3.6  อุปกรณ์นบัความเขม้ขน้อสุจิ (haemocytometer) 
3.7  เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (centrifugation) 
3.8  เคร่ืองลดอุณหภูมิ Bio cool (FTS system, INC. NY, USA) 
3.9  กระดาษชาํระและผา้สะอาด 
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3.10  หลอดบรรจุนํ้าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตร (mini-straw) 
3.11  ปากคีบ (forceps) และถาดสแตนเลสท่ีใชว้างหลอดบรรจุนํ้าเช้ือ 
3.12  สารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

 
วธีิการทดลอง 

 
 การศึกษาผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือต่อคุณภาพของตวัอสุจิ ภายหลงัการทาํ
ละลายนํ้าเช้ือแช่แขง็ท่ี 0, 1, 2, และ 3 ชัว่โมง ทาํการแบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 10 ซํ้ า 
ซํ้าละ 1 หลอด ดงัน้ี 
 
ตารางที ่3  สารเคมีท่ีใชใ้นสารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร 
 

สารเคมี 
ปริมาณสารเคมีท่ีใชใ้นสารเจือจางนํ้าเช้ือ (100 มิลลิลิตร) 

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มท่ี 2 กลุ่มท่ี 3 กลุ่มท่ี 4 

ทริส (กรัม) 3.03 3.03 3.03 3.03 
กรดซิตริค (กรัม) 1.89 1.89 1.89 1.89 
ไข่แดง (มิลลิลิตร) 20 20 20 20 
กลีเซอรอล (มิลลิลิตร) 8 8 8 8 
กลูโคส (กรัม) 1.26 - - - 
ฟรุคโตส (กรัม) - 1.26 - - 
ซูโครส (กรัม) - - 1.26 - 
ทรีฮาโลส (กรัม) - - - 1.26 
 
การรีดนํา้เช้ือ การเจือจางนํา้เช้ือ และการทาํนํา้เช้ือแช่แข็ง 
 
 เตรียมแพะพ่อพนัธ์ุและอุปกรณ์การรีดนํ้ าเช้ือ ทาํการรีดเก็บนํ้ าเช้ือในช่วงเชา้เวลา 6.00-
8.00 น. โดยใชช่้องคลอดเทียม (artificial vagina) โดยการเติมนํ้ าอุ่นประมาณ 45 องศาเซลเซียส 
ลงในช่องคลอดเทียม เป่าลมเขา้ในช่องคลอดเทียม จนท่อยางอ่อนภายในรู้สึกกระชบั (พีระศกัด์ิ, 
2548ข) และใชแ้พะเพศเมียเป็นตวัล่อ นาํนํ้ าเช้ือท่ีรีดได ้เจือจางนํ้ าเช้ือกบันํ้ าเกลือ (normal saline) 
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ในอตัราส่วน 1:19 จากนั้น แลว้จึงนาํนํ้าเช้ือมาป่ันเหวี่ยงเพื่อกาํจดัเซมินอลพลาสมา โดยใชค้วามเร็ว
รอบและเวลาในการป่ันเหวี่ยงท่ีให้ผลคุณภาพอสุจิหลงัการทาํละลายดีท่ีสุดจากผลการทดลองท่ี 1 
หลงัการป่ันเหวี่ยงทาํการกาํจดัเซมินอลพลาสมาโดยดูดส่วนใสดา้นบนท้ิง นาํนํ้ าเช้ือท่ีไดม้าตรวจ
ปริมาตรและนับความเขม้ขน้ของอสุจิโดยใชเ้คร่ือง haemocytometer แลว้จึงเติมดว้ยสารเจือจาง
นํ้ าเช้ือแช่แขง็ โดยกาํหนดให้อสุจิหลงัการเจือจางมีความเขม้ขน้เท่ากบั 150 x 106 ตวัต่อหลอด 
ซ่ึงปริมาตรสารเจือจางนํ้าเช้ือท่ีใช ้ไดจ้ากการคาํนวณดงัน้ี 
 
จาํนวนโด๊ส = ปริมาตรนํ้าเช้ือก่อนการเจือจาง (มิลลิลิตร) x ความเขม้ขน้ของอสุจิก่อนการเจือจาง (ตวั/มิลลิลิตร) 
                        ความเขม้ขน้ของอสุจิต่อโด๊ส (150 x 106 ตวั/โด๊ส) 
 
ปริมาตรนํ้าเช้ือหลงัการเจือจาง (มิลลิลิตร)  =  จาํนวนโด๊ส x ปริมาตรนํ้าเช้ือต่อโด๊ส (0.25 มิลลิลิตร) 
       
ปริมาตรสารเจือจางท่ีใช ้(มิลลิลิตร)  =  ปริมาตรนํ้ าเช้ือหลงัการเจือจาง (มิลลิลิตร) – ปริมาตรนํ้ าเช้ือ 
                                                                    ก่อนการเจือจาง (มิลลิลิตร) 
 

หลงัเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือแช่แขง็ ทาํการบ่มนํ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิหอ้งเป็นเวลา 5-10 นาที แลว้
จึงนาํเขา้ตูล้ดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 4 ชัว่โมง (equilibration time) จากนั้น จึง
บรรจุนํ้ าเช้ือในหลอดบรรจุนํ้ าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตร และอุดปลายหลอดนํ้ าเช้ือดว้ยโพลีไวนิล
แอลกอฮอล ์(polyvinyl alcohol) ทาํการเรียงหลอดนํ้ าเช้ือบนถาดเรียงนํ้ าเช้ือ และนาํไปลดอุณหภูมิ
ต่อในกล่องโฟมท่ีมีไนโตรเจนเหลวนาน 13 นาทีโดยวางถาดเรียงนํ้ าเช้ือเหนือระดับ
ไนโตรเจนเหลว ประมาณ 5 เซนติเมตร สุดทา้ยจึงนาํหลอดนํ้ าเช้ือท่ีไดไ้ปแช่ในถงัไนโตรเจนเหลว 
(อนนท ์และคณะ, 2551) 
 
การทาํละลายนํา้เช้ือและการตรวจคุณภาพของตัวอสุจิ 

 
ภายหลงัจากการเก็บรักษานํ้ าเช้ือในถงัไนโตรเจนเหลว อย่างน้อย 24 ชัว่โมง ทาํการ 

ทาํละลายนํ้าเช้ือแช่แขง็ (thawing) ในนํ้าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที (อนนท์
และคณะ, 2551) เพื่อตรวจคุณภาพของตัวอสุจิหลังการทําละลาย  โดยบ่มนํ้ าเช้ือใน 
หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ในอ่างนํ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพื่อตรวจคุณภาพของ
ตวัอสุจิท่ี 0, 1, 2, และ 3 ชัว่โมงหลงัการทาํละลายซ่ึงการตรวจคุณภาพของตวัอสุจิแต่ละค่าจะใช้
นํ้ าเช้ือแช่แขง็ 10 หลอด โดยตรวจคุณภาพตวัอสุจิตามวิธีการต่างๆ ดงัน้ี 
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1.  การตรวจประเมินตวัอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility) ก่อนการแช่แขง็ 
 
 หยดนํ้าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ลงบนแผน่สไลด ์ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลด ์ประเมินตวัอสุจิท่ี
เคล่ือนท่ีทั้งหมด โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast กาํลงัขยาย 400 เท่า ประเมิน 5 จุด 
บนแผ่นสไลด์และหาค่าเฉล่ีย โดยให้คะแนนการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิเป็น 0-100 เปอร์เซ็นต ์
(เฉลิมพล, 2552) 
 
2.  การตรวจประเมินตวัอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility) หลงัการทาํละลาย 
 
 หยดนํ้ าเช้ือในปริมาณ 5 ไมโครลิตร ลงบนสไลดส์าํหรับเคร่ือง Computer Assisted Sperm 
Analyzer (CASA) (Hamilton Thorne Biosciences IVOS, Version 12 TOX IVOS, Beverly, USA) 
ปิดทบัดว้ยกระจกปิดสไลดด์า้นบน ทาํการประเมินดว้ยเคร่ือง CASA โดยตอ้งมีจาํนวนอสุจิไม่นอ้ย
กว่า 800 ตวั บนัทึกค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี 
ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง และความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้  
 
3.  การตรวจประเมินตวัอสุจิท่ีมีชีวิตทั้งหมด (total viability) 
 

หยดนํ้ าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ผสมกบัสี eosin-nigrosin ในปริมาณ 20 ไมโครลิตร ในหลอด
ทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนับ่มไว ้30 วินาที แลว้จึงสเมียร์ตวัอยา่งลงบนสไลด ์ทาํการ
ประเมินตวัอสุจิมีชีวิตทั้งหมด ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย 400 เท่า นบัตวัอสุจิจาํนวน 200 ตวั
แลว้จึงเทียบออกมาเป็นเปอร์เซ็นต ์โดยอสุจิท่ีมีชีวิตจะไม่ติดสี ส่วนอสุจิตวัตายจะติดสีแดงท่ีบริเวณ
ส่วนหวั (เฉลิมพล, 2552) 
 
4.  การประเมินอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(membrane integrity) 
 

หยดนํ้ าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ในสารละลายท่ีมีความดนัตํ่า (HOS-test) 1 มิลลิลิตร บ่มท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 60 นาที หยดนํ้ าเช้ือบนสไลดปิ์ดดว้ยกระจกปิดสไลด ์ตรวจภายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast กาํลงัขยาย 400 เท่า นบัอสุจิจาํนวน 200 ตวัแลว้จึงเทียบออกมา
เป็นเปอร์เซ็นต ์โดยอสุจิท่ีมีหางงอ คือ อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(Naing et al., 2010) 
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5.  การตรวจประเมินรูปร่างของตวัอสุจิ (normal morphology) 
 

จากตวัอยา่งสไลด์ท่ีใชป้ระเมินตวัอสุจิมีชีวิต ทาํการประเมินรูปร่างตวัอสุจิ โดยการตรวจ
นบัดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ชนิด phase contrast กาํลงัขยายสูง (1000 เท่า) นบัตวัอสุจิทั้งหมดอยา่งนอ้ย 
200 ตวั แลว้จึงเทียบออกมาเป็นเปอร์เซ็นตข์องตวัผิดปกติชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ ความผิดปกติส่วนหัว 
ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง และการเกิดหยดนํ้าบริเวณลาํตวั 

 
การบันทกึข้อมูล 
  

การศึกษาคุณภาพตวัอสุจิก่อนการแช่แขง็ ทาํการบนัทึกลกัษณะต่างๆ ดงัน้ี 
 

1. อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility) 
2. อสุจิท่ีมีชีวิตทั้งหมด (total viability) 
3. อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(membrane integrity) 
4. อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (normal morphology) 

 
การศึกษาคุณภาพตวัอสุจิหลงัการทาํละลาย ทาํการบนัทึกลกัษณะต่างๆ ดงัน้ี 
 

1. อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีทั้งหมด (total motility, MOT) 
2. อสุจิท่ีเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ (progressive motility, PMOT)  
3. ความเร็วเฉล่ียการเคล่ือนท่ี (average path velocity, VAP) 
4. ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง (straight-line velocity, VSL) 
5. ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ (curve-line velocity, VCL) 
6. อสุจิท่ีมีชีวิตทั้งหมด (total viability) 
7. อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(membrane integrity) 
8. อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (normal morphology) 
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แผนการทดลองและการวเิคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 

ใชแ้ผนการทดลองแบบ 4 x 4 แฟคทอเรียล ในแผนการทดลองแบบสุ่มอยา่งสมบูรณ์ โดยมี
แบบหุ่นทางสถิติ (statistical model) คือ 
 

Yij = μ + Ai +Bj + ABij + Eijk 

 

เม่ือ                   Yijk  คือ  ค่าสังเกตจากอิทธิพลร่วมของชนิดนํ้าตาลท่ี i, ระยะเวลาหลงัการทาํละลาย
นํ้าเช้ือท่ี j และซํ้าท่ี k 

  μ   คือ  ค่าเฉล่ียรวม 
  Ai  คือ  อิทธิพลของชนิดนํ้าตาล คือ กลูโคส ฟรุคโตส ทรีฮาโลส และ ซูโครส 

Bj   คือ  อิทธิพลของเวลาหลงัการทาํละลายนํ้าเช้ือ คือ 0, 1, 2,  และ 3 ชัว่โมง 
ABij คือ  อิทธิพลร่วมของชนิดนํ้าตาลและเวลาหลงัการทาํละลายนํ้าเช้ือ 

 Eijk  คือ  ความคลาดเคล่ือนของการทดลอง 
 
วิเคราะห์ความแปรปรวนของขอ้มูลดว้ย one-way anova และเปรียบเทียบความแตกต่าง

ระหว่างปัจจยัดว้ยวิธี Duncan’s new multiple range test ดว้ยโปรแกรมสาํเร็จรูป ท่ีระดบั 
ความเช่ือมัน่ p<0.05 
 
สถานทีท่าํการทดลอง 
  

1. ดาํเนินการเล้ียงสัตวท์ดลอง เก็บตวัอยา่งนํ้ าเช้ือ และ ดาํเนินการทาํนํ้ าเช้ือแช่แขง็ท่ี
ศูนยว์ิจยัการผสมเทียมและเทคโนโลยชีีวภาพสงขลา กรมปศุสตัว ์อาํเภอหาดใหญ่ จงัหวดัสงขลา 

 
2. วิเคราะห์คุณภาพนํ้ าเช้ือท่ีศูนยว์ิจยัและฝึกอบรมการเล้ียงสุกรแห่งชาติ สถาบนั

สุวรรณวาจกกสิกิจฯ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน จ.นครปฐม 
 

3. วิเคราะห์การเคล่ือนท่ีของอสุจิดว้ยเคร่ือง CASA ท่ีห้องปฏิบติัการเซลลว์ิทยา 
คณะสตัวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกาํแพงแสน จ.นครปฐม 
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ระยะเวลาในการทาํการทดลอง 
 
 เดือน กมุภาพนัธ์ – สิงหาคม 2555 
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ผลและวจิารณ์ 
 

การทดลองที ่1   การศึกษาผลของความเร็วและระยะเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อ
คุณภาพอสุจิแพะหลงัการทาํละลาย 

 
1.1  การเคลือ่นทีข่องตัวอสุจิ 

 
การเคล่ือนท่ีทั้งหมดของอสุจิก่อนนาํเขา้สู่การทดลอง พบวา่มีค่าเฉล่ียเท่ากบั 85 เปอร์เซ็นต ์

แต่หลงัผา่นการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็วและเวลาท่ีแตกต่างกนัท่ีระดบั ความเร็ว 500 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ความเร็ว 1500 รอบต่อ
นาทีเป็นเวลา 3 นาที และความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที พบว่าอสุจิมีค่าการเคล่ือนท่ี
ทั้งหมด เท่ากบั 77.0, 78.5, 79.5, และ 78.0 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่า ความเร็วและเวลา 
ในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา มีผลทาํให้อสุจิมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้ งหมดแตกต่างอย่างไม่มี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p>0.05) นอกจากน้ีหลงัการปรับสมดุลท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง พบว่าอสุจิมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด เท่ากบั 58.0, 61.0, 62.5, และ 62.5 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั พบว่า ความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา มีผลทาํให้อสุจิมีการเคล่ือนท่ี
ทั้งหมดแตกต่างอยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p>0.05) แสดงดงัตารางท่ี 4 

 
ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดของ

อสุจิหลงัการทาํละลาย พบวา่อสุจิท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที
เป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 
นาที และความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที มีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดเท่ากบั 27.2, 36.0, 
40.6, และ 35.6 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่า กลุ่มท่ีป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 
รอบต่อนาทีมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดสูงกว่ากลุ่มท่ีผ่านการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 
500 รอบต่อนาที อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างความเร็ว
และเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดของอสุจิหลงัการทาํละลาย 
(p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 4 

 
ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อค่าการเคล่ือนท่ีไปขา้งหน้า 

(progressive motility; PMO) ของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่าอสุจิท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอล 
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พลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 
ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที และ ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 
มีการเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ เท่ากบั 11.60, 14.00, 16.20, และ 14.40 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่า 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้อสุจิมีการเคล่ือนท่ี 
ไปขา้งหนา้สูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 500 รอบต่อนาที อยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 5 

 
ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี 

(average path velocity, VAP) ของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่ากลุ่มท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาในระดบัความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 
นาที ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที และความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 
มีความเร็วเฉล่ียเท่ากบั 57.32, 54.96, 77.96, และ 76.12 ไมโครเมตรต่อวินาที ตามลาํดบั พบว่า 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้อสุจิมีความเร็วเฉล่ีย 
ในการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 500 รอบต่อนาที อย่างมี
นยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง (straight-line velocity, VSL) 
ของอสุจิหลงัการทาํละลาย มีค่าเท่ากบั 47.20, 46.92, 55.34, และ 54.72 ไมโครเมตรต่อวินาที 
ตามลาํดบั พบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้อสุจิมี
ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรงสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 500 รอบต่อ
นาที อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ (curve-line velocity, 
VCL) ของอสุจิหลงัการทาํละลาย มีค่าเท่ากบั  107.40, 106.94, 150.86, และ 145.36 ไมโครเมตรต่อ
วินาที ตามลาํดบั พบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้
อสุจิมีความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้สูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็ว 500 
รอบต่อนาที อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05)  แสดงดงัตารางท่ี 5 

 
เม่ือเปรียบเทียบค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดของอสุจิก่อนการแช่แขง็ พบวา่การป่ันแยกเซมินอล 

พลาสมาด้วยความเร็วและระยะเวลาท่ีแตกต่างกันไม่มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิก่อน 
การแช่แข็ง เน่ืองจากกระบวนการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา มีจุดประสงค์เพื่อแยกเอาเซมินอล 
พลาสมาออกจากนํ้ าเช้ือ ดงันั้นการนาํนํ้ าเช้ือแพะสดมาเจือจางดว้ยนํ้ าเกลือในอตัราส่วน 1:19 แลว้
ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็วและเวลาท่ีแตกต่างกนัเพื่อใหต้วัอสุจิตกตะกอน สามารถแยกส่วนใสดา้นบน
ท่ีมีส่วนผสมของเซมินอลพลาสมาออกจากอสุจิท่ีตกตะกอนอยู่ด้านล่างได้ และไม่กระทบต่อ 
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การเคล่ือนท่ีของอสุจิ สอดคลอ้งกบัการทดลองของ เฉลิมพล (2552) ท่ีไม่พบความแตกต่างของ 
การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิก่อนการแช่แขง็ในนํ้าเช้ือท่ีป่ันเหวี่ยงดว้ยความความเร็วแตกต่างกนั 

 
ผลของความเร็วและเวลาท่ีใช้ในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อความสามารถ 

ในการเคล่ือนท่ีของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่า อสุจิท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้
ความเร็ว 1500 รอบต่อนาที มีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหน้า ความเร็วเฉล่ีย 
ในการเคล่ือนท่ี ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง และความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ สูงกว่าอสุจิ
ท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เน่ืองจาก การป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ทาํให้เกิดแรงเหวี่ยงในระดบัสูง ช่วยให้เกิดการแยกชั้น
ระหว่างเซมินอลพลาสมากบัอสุจิท่ีตกตะกอนไดอ้ย่างชดัเจน จึงสามารถกาํจดัเซมินอลพลาสมา 
ไดอ้ยา่งสมบูรณ์ (Len et al., 2010) อีกทั้งช่วยลดการสูญเสียตวัอสุจิในระหว่างกระบวนการกาํจดั 
เซมินอลพลาสมา (Violeta and Pana, 2007) นอกจากน้ี Naing et al. (2011) รายงานว่า การป่ันแยก
เซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 x g เป็นเวลา 3 นาที สามารถเพ่ิมคุณภาพนํ้ าเช้ือแพะ 
หลงัการทาํละลาย โดยหากมีเซมินอลพลาสมาปะปนอยู่กบัอสุจิ จะเกิดปฏิกิริยาระหว่าง EYCE 
ในเซมินอลพลาสมากบั egg yolk phosphatidylcholine ในสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดง 
เป็นองคป์ระกอบ จะไดผ้ลผลิตเป็น lysophosphatidylcholine ซ่ึงมีคุณสมบติัเป็นสารชะลา้งต่อ 
เยื่อหุ้มเซลล์ เกิดความเป็นพิษกบัเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ ทาํให้ลดความสามารถในการเคล่ือนท่ีและ 
การมีชีวติของตวัอสุจิหลงัการทาํละลาย (Ritar and Salamon, 1982) 
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ตารางที ่4  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อการเคล่ือนท่ีทั้งหมดของ
อสุจิ 

 

กลุ่มทดลอง 
การเคล่ือนท่ีทั้งหมดของอสุจิ (เปอร์เซ็นต)์ 

ก่อนการป่ันเหวี่ยง หลงัการลดอุณหภมิูท่ี 
4 องศาเซลเซียส 

หลงัการทาํละลาย 

ความเร็วในการป่ัน x เวลา 
500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
77.00  
78.50  
79.50  
78.00 

 
58.00  
61.00  
62.50  
62.50 

 
27.20b 
36.00a 
40.60a 
35.60a  

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
77.75 
78.75 

 
59.50 
62.50 

 
31.60 b 
38.10 a 

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
78.25 
78.25 

 
60.25 
61.75 

 
33.90 
35.80 

P-value 
ความเร็วในการป่ันxเวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.3195 
0.5053 
1.0000 

 
0.3799 
0.0839 
0.3799 

 
0.0129 
0.0181 
0.4526 

Pooled S.E. 3.16 2.50 5.52 
 

หมายเหตุ   a,  b อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที ่5  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อลกัษณะการเคล่ือนท่ีของ
อสุจิหลงัการทาํละลาย 

 
กลุ่มทดลอง 

 
PMO 

(เปอร์เซ็นต)์ 
ความเร็วการเคล่ือนท่ีของอสุจิ (ไมโครเมตร/วนิาที)  

VAP VSL VCL 
ความเร็วในการป่ันxเวลา 

500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
11.60 
14.00 
16.20 
14.40 

 
57.32  
54.96  
77.96   
76.12  

 
47.20  
46.92   
55.34   
54.72  

 
107.40   
106.94  
150.86   
145.36   

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
12.80 b 
15.30 a  

 
56.14 b  
77.04 a  

 
47.06 b  
55.03 a  

 
107.17 b  
148.11 a  

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
13.90  
14.20 

 
67.64 
65.54 

 
51.27 
50.82  

 
129.13 
126.15 

P-value 
ความเร็วในการป่ัน x เวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.0535 
0.0246 
0.7697 

 
0.8725 

<0.0001 
0.2063 

 
0.9211 
0.0002 
0.9733 

 
0.2625 

<0.0001 
0.1885 

Pooled S.E. 2.25 3.56 3.78 4.85 

 
หมายเหตุ   a,  b อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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1.2  อสุจิมีชีวติ 
 

เม่ือทาํการประเมินตวัอสุจิท่ีมีชีวิต พบว่าหลงัผ่านการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาในระดบั
ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ความเร็ว 
1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที และความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที มีค่าอสุจิมีชีวิต 
เ ท่ากับ  81.60,  85.55,  84.40, และ  82.85 เปอร์ เ ซ็นต์ ตามลําดับ  พบว่า  ความเ ร็วและเวลา 
ในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาส่งผลให้ค่าอสุจิมีชีวิตแตกต่างอย่างไม่มีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) นอกจากน้ี หลงัผา่นการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง มีค่าอสุจิมีชีวิต 
เท่ากบั 46.30, 65.00, 62.10, และ 57.90 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบวา่ กลุ่มท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีส่งผลให้มีค่าอสุจิมีชีวิตสูงกว่ากลุ่มท่ีผ่านการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปัจจยั 
ดา้นเวลา พบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมานาน 10 นาทีส่งผลใหมี้อสุจิมีชีวิตสูงกว่าการป่ันดว้ย
เวลา 3 นาทีอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสอง
ส่งผลให้ค่าอสุจิมีชีวิตแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัยิ่งทางสถิติ (p<0.0001) เม่ือตรวจคุณภาพของอสุจิ
หลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือ พบว่ามีค่าอสุจิมีชีวิต เท่ากบั 31.80, 46.60, 50.70, และ 43.40 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั พบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้มีค่า 
อสุจิมีชีวิตสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีอยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (p<0.05) นอกจากน้ียงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสองส่งผลให้ค่าอสุจิมีชีวิตแตกต่าง
อยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ทางสถิติ (p=0.0002) แสดงดงัตารางท่ี 6 

 
ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อค่าอสุจิมีชีวิตภายหลงัการ 

ทาํละลาย พบว่า การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที มีค่าอสุจิมีชีวิต 
สูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที ส่วนการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาโดยใชเ้วลา 10 นาที มีอสุจิมีชีวิตสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชเ้วลา 3 นาที 
นอกจากน้ียงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อ 
ค่าอสุจิมีชีวิต โดยพบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 
นาที หรือการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ส่งผลให ้
มีค่าอสุจิมีชีวิตสูงสุด ท่ีเป็นเช่นน้ีเน่ืองจากอิทธิพลของเซมินอลพลาสมา นอกจากลดความสามารถ
ในการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิแลว้ ยงัก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเยือ่หุม้เซลลอ์สุจิ (Naing et al., 2011) 
ส่งผลให้อสุจิในกลุ่มท่ีไม่ผ่านการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา หรือมีการกาํจดัเซมินอลพลาสมาไม่
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สมบูรณ์มีค่าอสุจิมีชีวิตตํ่ากว่ากลุ่มท่ีผ่านการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา (อนนท์ และคณะ, 2551) 
นอกจากน้ี Len et al. (2010) รายงานว่า ถึงแมก้ารป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็วและเวลา
ในระดบัสูง (1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที) สามารถแยกชั้นเซมินอลพลาสมาไดอ้ย่าง
สมบูรณ์ และลดการสูญเสียตวัอสุจิในระหว่างการกาํจดัเซมินอลพลาสมา (Violeta and Pana, 2007) 
แต่การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็วสูงเป็นเวลานาน (1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที) 
จะสามารถสร้างความเสียหายทางโครงสร้างต่อเซลล์อสุจิได้ ทาํให้พบค่าอสุจิมีชีวิตตํ่ากว่า 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที หรือการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ทั้งน้ี การตรวจสอบค่าอสุจิมีชีวิต
ดว้ยการยอ้มสีเป็นการตรวจสอบทางโครงสร้างของตวัอสุจิ (Brito et al., 2003) สอดคลอ้งกบั 
การรายงานในแพะพนัธ์ุอ่ืนๆ ท่ีพบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็วสูงและเวลาสั้น 
(1500 x g นาน 3 นาที) ช่วยเพิ่มความสามารถในการมีชีวิตของอสุจิหลงัผา่นการแช่แขง็ (เฉลิมพล, 
2552; Naing et al., 2011; Ritar and Salamon, 1982) 
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ตารางที ่6  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่ออสุจิมีชีวิต 
 

กลุ่มทดลอง จาํนวนเฉล่ียอสุจิมีชีวติ (เปอร์เซ็นต)์ 

หลงัการป่ันเหวี่ยง 
หลงัการลดอุณหภมิูท่ี 

4 องศาเซลเซียส 
หลงัการทาํละลาย 

ความเร็วในการป่ันxเวลา 
500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
81.60  
85.55  
84.40  
82.85  

 
46.30 c  
65.00 a  
62.10 a  
57.90 b  

 
31.80 c  

46.60 ab  
50.70 a  
43.40 b 

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
83.58 
83.63 

 
54.20 b 
61.45 a 

 
39.20 b 
47.05 a 

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
83.00 
84.20 

 
55.65 b 
60.00 a  

 
41.25 
45.00 

P-value 
ความเร็วในการป่ันxเวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.0991 
0.9756 
0.4649 

 
<0.0001 
<0.0001 
0.0006 

 
0.0002 
0.0037 
0.1239 

Pooled S.E. 2.42 2.29 5.16 

 
หมายเหตุ   a,  b, c อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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1.3  อสุจิทีมี่ความสมบูรณ์ของเยือ่หุ้มเซลล์ 
 

เม่ือทาํการประเมินตวัอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล ์พบว่าหลงัผ่านการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาในระดบัความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็น
เวลา 10 นาที ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที และความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
10 นาที มีค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล ์เท่ากบั 74.40, 71.00, 72.80, และ 71.90 
เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่าความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาส่งผลให้ค่าอสุจิมี
ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลลแ์ตกต่างอย่างไม่มีนัยสําคญัทางสถิติ (p>0.05) นอกจากน้ีหลงัผ่าน
การลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส นาน 4 ชัว่โมง มีค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล ์
เท่ากบั 54.70, 56.30, 60.20, และ 56.50 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่า การป่ันแยกเซมินอลพลาสมา
ดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีส่งผลใหมี้เปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลลสู์งกว่า
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) 
นอกจากน้ี  ยังพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยทั้ งสองมีผลทําให้อสุจิมีค่าความสมบูรณ์ของ 
เยื่อหุ้มเซลลแ์ตกต่างอย่างมีนัยสําคญัยิ่งทางสถิติ (p=0.0059) ภายหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือ พบค่า
อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล ์เท่ากบั 39.80, 42.60, 45.10, และ 40.00 เปอร์เซ็นต ์
ตามลําดับ  พบว่าอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยทั้ งสองมีผลทําให้อสุจิมีค่าความสมบูรณ์ของ 
เยือ่หุม้เซลลแ์ตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p=0.0081) แสดงดงัตารางท่ี 7 
 

อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์เป็นการประเมินตวัอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์และ 
การทาํหนา้ท่ีของเยื่อหุ้มเซลล ์(Brito et al., 2003) พบว่า หลงัการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมี
ส่วนประกอบของไข่แดง ถึงแม้ว่าปัจจัยด้านเวลาท่ีใช้ในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาจะมี
ความสาํคญัมากกว่าความเร็วก็ตาม (Violeta and Pana, 2007) การป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
ดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที สามารถแยกเซมินอลพลาสมา ส่ิงปลอมปนท่ีติดมากบันํ้ าเช้ือ และ
อสุจิตวัตาย ออกจากอสุจิท่ีตกตะกอนอยูด่า้นล่าง ซ่ึงนอกจากปฏิกิริยาระหว่าง EYCE ในเซมินอล 
พลาสมากบั egg yolk phosphatidylcholine ในสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีไข่แดงเป็นองคป์ระกอบ 
จะไดผ้ลผลิตเป็น lysophosphatidylcholine ซ่ึงมีความเป็นพิษกบัเยือ่หุม้เซลลอ์สุจิแลว้ อสุจิตวัตาย
สามารถผลิตรีแอคทีฟออกซิเจนสปีช่ี (reactive oxygen species, ROS) (Upreti et al., 1999) โดยหาก
พบรีแอคทีฟออกซิเจนสปีชีส์ในระดับสูง  จะเกิดกระบวนการลิปิดเปอร์ออกซิเดชั่นของ 
ฟอสโฟลิปิดท่ีบริเวณเยือ่หุม้เซลล ์ก่อใหเ้กิดความเสียหายและส่งผลต่อการทาํงานของเยือ่หุ้มเซลล ์
(Shekarriz et al., 1995) การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็วสูงและเวลาสั้น (ความเร็ว 1500 
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รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที) จึงสามารถกาํจดัส่ิงปลอมปน อสุจิตวัตาย และเซมินอลพลาสมา 
ไดอ้ย่างสมบูรณ์ ส่งผลให้มีจาํนวนอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์สูงสุด สอดคลอ้งกับ 
การทดลองของ Naing et al. (2011) ท่ีพบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 3000 x g 
เป็นเวลา 3 นาที ส่งผลให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีค่าความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์สูงสุด 
แต่แตกต่างกบัการทดลองของ เฉลิมพล (2552) ท่ีพบว่า การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 
300 x g นาน 10 นาทีให้ผลดีท่ีสุด ซ่ึงผลการทดลองอาจแตกต่างกนัอนัเน่ืองมาจากปัจจยัของ 
ตวัสตัว ์ความแตกต่างของพอ่พนัธ์ุ และฤดูกาล  
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ตารางที ่7  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่ออสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของ
เยือ่หุม้เซลล ์

 

กลุ่มทดลอง 
อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์(เปอร์เซ็นต)์ 

หลงัการป่ันเหวี่ยง 
หลงัการลดอุณหภมิูท่ี 

4 องศาเซลเซียส 
หลงัการทาํละลาย 

ความเร็วในการป่ัน x เวลา 
500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
74.40 
71.00 
72.80 
71.90 

 
54.70 b 
56.30 b 
60.20 a 
56.50 b 

 
39.80 b 
42.60 ab 
45.10 a 
40.00 b 

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
72.70 
72.35 

 
55.50 b 
58.35 a 

 
42.45 
41.30 

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
73.60 
71.45 

 
57.45 
56.40 

 
41.20 
42.55 

P-value 
ความเร็วในการป่ัน x เวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.2862 
0.7614 
0.0759 

 
0.0059 
0.0036 
0.2271 

 
0.0081 
0.3920 
0.3171 

Pooled S.E. 2.53 1.87 2.92 

 
หมายเหตุ   a,  b อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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1.4  อสุจิทีมี่รูปร่างปกต ิ
 

เม่ือทาํการประเมินลกัษณะตวัอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ พบว่าหลงัผ่านการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาในระดบัความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที ความเร็ว 500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 
นาที ความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 3 นาที และความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที 
มีอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ เท่ากบั 93.40, 88.70, 88.70, และ 86.90 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่าการป่ัน
แยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที ส่งผลให้มีเปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีรูปร่างปกติ 
สูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาทีอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) นอกจากน้ีการป่ันโดยใชเ้วลา 3 นาทีส่งผลให้มีเปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีรูปร่างปกติสูงกว่า 
การป่ันโดยใชเ้วลา 10 นาทีอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือทาํการประเมินรูปร่างอสุจิ 
หลงัการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง พบว่ามีอสุจิรูปร่างปกติ เท่ากบั 87.30, 
85.20, 84.70, และ 78.10 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 
500 รอบต่อนาที ส่งผลให้มีค่าอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติสูงกว่าการป่ันดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที
อย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชเ้วลา 3 นาที 
ส่งผลให้มีค่าอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้เวลา 10 นาที 
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือประเมินรูปร่างอสุจิหลงัการทาํละลาย มีค่าเท่ากบั 79.10, 
80.80, 80.60, และ 77.20 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั พบว่าอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสองมีผลทาํให้
อสุจิมีรูปร่างปกติแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p=0.0334) แสดงดงัตารางท่ี 8 

 
1.4.1  ความผดิปกติส่วนหวัอสุจิ 

 
ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อลกัษณะความผดิปกติ

ส่วนหัวอสุจิ พบว่า หลงัการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้มี
ความผดิปกติส่วนหวัอสุจิสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีอยา่ง 
มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชเ้วลา 10 นาทีส่งผลให้
มีความผิดปกติส่วนหัวอสุจิสูงกว่าการป่ันโดยใชเ้วลา 3 นาทีอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
เม่ือทาํการประเมินความผิดปกติส่วนหัวอสุจิหลงัการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชั่วโมง พบว่าหลงัการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาด้วยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให ้
มีความผิดปกติส่วนหัวอสุจิสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาที 
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ีการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชเ้วลา 10 นาที
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ส่งผลให้มีความผิดปกติส่วนหัวอสุจิสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้เวลา 3 นาที 
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสองมีผลทาํให้
เกิดความผิดปกติส่วนหัวอสุจิแตกต่างอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p=0.0179) เม่ือทาํการประเมิน
ความผิดปกติส่วนหัวอสุจิภายหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือ พบว่าอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสอง 
มีผลทาํให้เกิดความผิดปกติส่วนหัวอสุจิแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p=0.0331) แสดง 
ดงัตารางท่ี 9 

 
1.4.2  ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหางอสุจิ 
 

เม่ือทาํการประเมินความผิดปกติส่วนลาํตวัและหางอสุจิหลงัการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมา พบว่าการป่ันโดยใชเ้วลา 10 นาทีส่งผลให้อสุจิมีความผิดปกติส่วนลาํตวัและหางสูงกว่า
การป่ันโดยใชเ้วลา 3 นาทีอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือทาํการประเมินความผดิปกติส่วน
ลาํตวัและหางอสุจิหลงัการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง พบว่าการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลใหอ้สุจิมีความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง
สูงกว่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 500 รอบต่อนาทีอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) เม่ือประเมินความผิดปกติส่วนลาํตวัและหางอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่าความเร็วและ
เวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมามีผลทาํให้อสุจิมีความผิดปกติส่วนลาํตวัและหางแตกต่าง 
อยา่งไม่มีนยัสาํคญัทางสถิติ (p>0.05) แสดงดงัตารางท่ี 10 

 
1.4.3  อสุจิมีลกัษณะไซโทพลาสมิคดรอบเลท็ (cytoplasmic droplet) 
 

การศึกษาในคร้ังน้ี ไม่พบอสุจิท่ีมีลกัษณะไซโทพลาสมิคดรอปเลท็ ทั้งในลกัษณะ
อสุจิท่ีมีหยดนํ้าเกาะติดท่ีหางใตฐ้านของหวั (proximal cytoplasmic droplet) อสุจิท่ีมีหยดนํ้ าเกาะติด
ท่ีหางตรงกลางมิดพีซ (medial cytoplasmic droplet) และหยดนํ้ าเกาะติดท่ีหางตรงส่วนปลายของ
มิดพีซ (distal cytoplasmic droplet) จึงไม่สามารถนาํขอ้มูลมาเปรียบเทียบได ้

 
ลกัษณะความผดิปกติของอสุจิจากการทดลองในคร้ังน้ี สามารถพบความผดิปกติในหลาย

รูปแบบ เช่น ความผิดปกติส่วนหัว ไดแ้ก่ อสุจิท่ีมีหัวแคบกว่าปกติ อสุจิท่ีมีส่วนฐานของหัว 
แคบกว่าปกติ อสุจิมีหัวขนาดใหญ่กว่าปกติ อสุจิมีหัวรูปร่างกลม อสุจิมีหัวขนาดเลก็กว่าปกติ และ 
อสุจิมีหัวกวา้งมากกว่าปกติ ความผิดปกติส่วนลาํตัวและหาง ได้แก่ อสุจิท่ีมีแต่หัวหรือหาง 
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อสุจิหางขดงอ อสุจิมีความผิดปกติส่วนมิดพีซ และอสุจิหางมว้น จากการทดลองในคร้ังน้ี พบว่า
ความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมามีผลต่อลกัษณะรูปร่างอสุจิ โดยหลงักระบวนการ
ป่ันแยกเซมินอลพลาสมา และหลงัการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส การป่ันแยกเซมินอลพลาสมา
โดยใชค้วามเร็วตํ่า (500 รอบต่อนาที) ส่งผลให้มีค่าอสุจิรูปร่างปกติสูงกว่าการป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาโดยใชค้วามเร็วสูง (1500 รอบต่อนาที) ซ่ึงการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใชค้วามเร็วสูง
สามารถพบลกัษณะความผิดปกติในส่วนหัว และส่วนลาํตวัและหางเพ่ิมสูงข้ึน เช่นเดียวกนักบั 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้เวลาสั้ น (3 นาที) ส่งผลให้มีค่าอสุจิรูปร่างปกติสูงกว่า 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาโดยใช้เวลานาน (10 นาที) ซ่ึงการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
โดยใชเ้วลานาน สามารถพบลกัษณะความผิดปกติในส่วนหัว และส่วนลาํตวัและหางเพ่ิมสูงข้ึน 
เน่ืองจากความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมามีผลโดยตรงต่อความสมบูรณ์ 
ทางโครงสร้างของเซลล ์(Violeta and Pana, 2007) ถึงแมว้่าการป่ันแยกเซมินอลพลาสมา 
ดว้ยความเร็วสูงเป็นเวลานาน สามารถกาํจดัเซมินอลพลาสมา และอสุจิตวัตายออกได ้แต่แรงเหวี่ยง
ท่ีสูงและนานข้ึนยงัส่งผลต่อความเสียหายทางโครงสร้างของเซลลไ์ดม้ากเช่นกนั (Aurich, 2005) 
ทาํให้หลังผ่านการแช่แข็ง สามารถพบอิทธิพลร่วมระหว่างความเร็วและเวลาในการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาต่อค่าอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ โดยการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 
รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที ส่งผลให้มีค่าอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติตํ่าสุด โดยมกัพบลกัษณะ 
ความผิดปกติส่วนหัวมากท่ีสุด สอดคลอ้งกบัการทดลองในแพะพนัธ์ุบอร์ โดยพบว่าการป่ันแยก 
เซมินอลพลาสมาดว้ยความเร็วสูงในเวลาสั้น ช่วยลดความผดิปกติของตวัอสุจิ (Naing et al., 2011) 
เช่นเดียวกับการทดลองในสุกรท่ีพบว่า อสุจิท่ีผ่านการป่ันโดยใช้ความเร็วสูงเป็นเวลาสั้ น 
จะมีคุณภาพนํ้ า เ ช้ือหลังการทําละลาย  และมีความสามารถในการเจาะโอโอไซท์สูงกว่า 
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (Carvajal et al., 2004) นอกจากน้ี Violeta and Pana (2007) รายงานว่า 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาในนํ้าเช้ือสุนขัโดยใชค้วามเร็วสูงหรือใชเ้วลานาน สามารถพบลกัษณะ
ตวัอสุจิท่ีมีแต่หัว หางแตก และความเสียหายของอะโครโซมสูงท่ีสุด ส่วนอสุจิท่ีมีลกัษณะ 
ไซโทพลาสมิคดรอปเล็ท ถือเป็นอสุจิท่ียงัพฒันารูปร่างท่ีไม่สมบูรณ์ เกิดข้ึนในระหว่าง 
การเปล่ียนแปลงรูปร่างของอสุจิ (spermiogenesis) ทาํให้อสุจิเกิดการสูญเสียส่วนของ 
ไซโตพลาสซึม จึงเกิดลกัษณะหยดนํ้ าเกาะบริเวณลาํตวัและหางอสุจิ (Bearden and Fuquay, 1992) 
ซ่ึงการทดลองในคร้ังน้ีไม่พบความผดิปกติในลกัษณะดงักล่าว 
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ตารางที ่8  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่ออสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ 
 

กลุ่มทดลอง 
อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (เปอร์เซ็นต)์ 

หลงัการป่ันเหวี่ยง 
หลงัการลดอุณหภมิูท่ี 

4 องศาเซลเซียส 
หลงัการทาํละลาย 

ความเร็วในการป่ันxเวลา 
500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
93.40 
88.70 
88.70 
86.90 

 
87.30 
85.20 
84.70 
78.10 

 
79.10 a 
80.80 a 
80.60 a 
77.20 b 

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
91.05 a 
87.80 b 

 
86.25 a 
81.40 b 

 
79.95 
78.90 

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
91.05 a 
87.80 b 

 
86.00 a 
81.65 b 

 
79.85 
79.00 

P-value 
ความเร็วในการป่ันxเวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.1846 
0.0068 
0.0068 

 
0.0551 
0.0004 
0.0010 

 
0.0334 
0.3521 
0.4491 

Pooled SE 2.34 2.43 2.45 
 

หมายเหตุ   a,  b อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 

 
 
 
 
 



55 

ตารางที ่9  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่ออสุจิท่ีมีความผดิปกติ 
ส่วนหวั 

 

กลุ่มทดลอง 
อสุจิท่ีมีความผดิปกติส่วนหวั (เปอร์เซ็นต)์ 

หลงัการป่ันเหวี่ยง 
หลงัการลดอุณหภมิูท่ี 

 4 องศาเซลเซียส 
หลงัการทาํละลาย 

ความเร็วในการป่ันxเวลา 
500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
5.90 
9.20 
9.90 
10.90 

 
11.50 b 
13.40 b 
13.00 b 
19.90 a 

 
17.90 b 
17.20 b 
16.00 b 
20.10 a 

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
7.55 b 
10.40 a 

 
12.45 b 
16.45 a 

 
17.55 
18.05 

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
7.90 b 
10.05 a 

 
12.25 b 
16.65 a 

 
16.95 
18.65 

P-value 
ความเร็วในการป่ันxเวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.2130 
0.0054 
0.0275 

 
0.0179 
0.0007 
0.0003 

 
0.0331 
0.6336 
0.1180 

Pooled S.E. 1.98 2.12 2.30 
 

หมายเหตุ   a,  b อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที ่10  ผลของความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่ออสุจิท่ีมีความผดิปกติ
ส่วนลาํตวัและหาง 

 

กลุ่มทดลอง 
อสุจิท่ีมีความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง (เปอร์เซ็นต)์ 

หลงัการป่ันเหวี่ยง 
หลงัการลดอุณหภมิูท่ี 

 4 องศาเซลเซียส 
หลงัการทาํละลาย 

ความเร็วในการป่ันxเวลา 
500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
500 รอบต่อนาที x10 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 3 นาที 
1500 รอบต่อนาที x 10 นาที 

 
0.70 
2.10 
1.40 
2.20 

 
1.20 
1.40 
2.30 
2.00 

 
3.00 
2.00 
3.40 
2.70 

ความเร็วในการป่ัน 
500 รอบต่อนาที 
1500 รอบต่อนาที 

 
1.40 
1.80 

 
1.30 b 
2.15 a 

 
2.50 
3.05 

เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 
3 นาที 
10 นาที 

 
1.05 b 
2.15 a 

 
1.75 
1.70 

 
3.20 
2.35 

P-value 
ความเร็วในการป่ันxเวลา 
ความเร็วในการป่ัน 
เวลาท่ีใชใ้นการป่ัน 

 
0.3969 
0.2628 
0.0057 

 
0.4960 
0.0308 
0.8909 

 
0.8111 
0.3863 
0.1876 

Pooled S.E. 0.77 0.80 1.38 
 

หมายเหตุ   a,  b อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ผลการทดลองที ่2   การศึกษาผลของชนิดนํา้ตาลในสารเจือจางนํา้เช้ือและเวลาหลงัการทาํละลาย
ต่อคุณภาพของตัวอสุจิ 

 
2.1  การเคลือ่นทีข่องตัวอสุจิ 

 
การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลต่างชนิดกนั คือ กลูโคส 

ฟรุคโตส ทรีฮาโลส และซูโครส เท่ากบั 81.00, 79.67, 80.33, และ 81.00 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั หลงั
การลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง มีค่าการเคล่ือนท่ีเท่ากบั 65.00, 68.33, 61.67, 
และ 63.00 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  

 
ผลของชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อการเคล่ือนท่ีทั้งหมด 

(total motility, MOT) ของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่านํ้ าตาลทรีฮาโลสในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ
ส่งผลให้อสุจิมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมดสูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (p<0.05) 
ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 0, และ 1 ชัว่โมง มีการ
เคล่ือนท่ีทั้งหมดสูงกวา่อสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 2, และ 3 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
แสดงดงัตารางท่ี 11 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสองส่งผลทาํให้อสุจิมีค่า 
การเคล่ือนท่ีทั้งหมดแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p=0.0238) แสดงดงัตารางท่ี 12 

 
ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลังการทาํละลายต่อการเคล่ือนท่ี 

ไปขา้งหนา้ (progressive motility, PMOT) ของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่านํ้ าตาลทรีฮาโลสใน 
สารเจือจางนํ้ าเช้ือส่งผลให้อสุจิมีการเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้สูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอย่างมีนัยสําคญั 
ทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมง 
มีการเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้สูงกว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมงอย่างมีนยัสาํคญั 
ทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 11 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสอง 
มีผลทาํให้อสุจิมีการเคล่ือนท่ีไปขา้งหน้าแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.0001) 
แสดงดงัตารางท่ี 12 

 
ผลของชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อความเร็วเฉล่ียในการ

เคล่ือนท่ี (average-path velocity, VAP) ของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่านํ้ าตาลทรีฮาโลสใน 
สารเจือจางนํ้ า เ ช้ือส่งผลให้อสุจิ มีความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ีสูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืน 
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อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปัจจัยด้านเวลาหลังการทาํละลาย พบว่าอสุจิ 
หลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมง มีความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ีสูงกว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, 
และ 3 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 13 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วม
ระหว่างปัจจยัทั้งสองมีผลทาํให้อสุจิมีความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ีแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัยิ่ง
ทางสถิติ (p<0.0001) แสดงดงัตารางท่ี 14 

 
ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ า เ ช้ือและเวลาหลังการทําละลายต่อความเร็ว 

การเคล่ือนท่ีในแนวตรง (straight-line velocity, VSL) พบว่านํ้ าตาลทรีฮาโลสในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ
ส่งผลให้อสุจิมีความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรงสูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมง มีความเร็ว
การเคล่ือนท่ีในแนวตรงสูงกว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมงอย่างมีนยัสาํคญั 
ทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 13 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสอง 
มีผลทําให้อสุจิมีความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรงแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.0001) แสดงดงัตารางท่ี 14 

 
ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ า เ ช้ือและเวลาหลังการทําละลายต่อความเร็ว 

การเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ (curve-line velocity, VCL) พบว่านํ้ าตาลทรีฮาโลสในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ
ส่งผลให้อสุจิมีความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้สูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมงมีความเร็ว
การเคล่ือนท่ีในแนวโคง้สูงกว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมงอย่างมีนยัสาํคญั 
ทางสถิติ (p<0.05) แสดงดังตารางท่ี 13 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสอง 
มีผลทําให้อสุจิมีความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโค้งแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ 
(p<0.0001) แสดงดงัตารางท่ี 14 

 
ผลของชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือต่อลกัษณะการเคล่ือนท่ีของอสุจิหลงัการทาํละลาย 

พบว่า นํ้ าตาลทรีฮาโลสส่งผลให้อสุจิหลังการทาํละลายมีการเคล่ือนท่ีทั้ งหมด การเคล่ือนท่ี 
ไปข้างหน้า ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง และความเร็ว 
การเคล่ือนท่ีในแนวโคง้สูงกว่านํ้ าตาลกลูโคส ฟรุคโตส และซูโครส (p<0.05) เน่ืองจาก นํ้ าตาล 
ทรีฮาโลสเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลคู่ ไม่สามารถดูดซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ไดเ้ช่นเดียวกบันํ้ าตาลซูโครส 
 แต่นํ้ าตาลทรีฮาโลสมีบทบาทในการลดความเสียหายจากการแช่แขง็ต่อเยื่อหุม้เซลลอ์สุจิ โดยปกติ 
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ฟอสโฟลิปิดของเยือ่หุม้เซลลอ์สุจิจะจบักบัโมเลกุลของนํ้ า แต่หมู่ไฮดรอกซิลของนํ้ าตาลทรีฮาโลส 
มีความจาํเพาะเจาะจงในการสร้างพนัธะไฮโดรเจนกับฟอสโฟลิปิด ทดแทนการจับกับนํ้ าท่ี 
เยื่อหุ้มเซลล ์ จึงช่วยเพิ่มการกาํจดันํ้ าออกนอกเซลล ์(Aisen et al., 2002) อีกทั้งยงัช่วยเพิ่ม 
การเคล่ือนท่ีของเยื่อหุ้มเซลล์ เกิดการจดัระบบใหม่ของโปรตีนและไขมนั ช่วยให้เยื่อหุ้มเซลล ์
ทนต่อความเสียหายจากการแช่แข็งได้ดีข้ึน (Aboagla and Terada, 2003) ทาํให้อสุจิ 
หลงัการทาํละลายมีการเคล่ือนท่ีไดดี้ข้ึน (Giraud et al., 2000 ) นอกจากน้ี นํ้ าตาลโมเลกุลคู่ยงัมี
บทบาทในการสร้างแรงดันออสโมติกต่อเยื่อหุ้มเซลล์ ช่วยให้เกิดการกาํจัดนํ้ าออกนอกเซลล ์
ไดดี้ข้ึน ทาํให้มีผลึกนํ้ าแขง็ในเซลลล์ดนอ้ยลง สอดคลอ้งกบัการทดลองในแพะ (Aboagla and 
Terada, 2003; Khalili et al., 2009) แกะ (Jafaroghli et al., 2011; Aisen et al., 2002; Bucak et al., 
2006) กระบือ (Reddy et al., 2010) โค (Chhillar et al., 2012) สุกร (Malo et al., 2010) และสุนขั 
(Yildiz et al., 2000; Yamashiro et al., 2007) ท่ีพบว่าหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือแช่แขง็ อสุจิท่ีเติม
สารเจือจางนํ้าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลมีการเคล่ือนท่ีท่ีดีกวา่อสุจิท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีไม่มีนํ้ าตาล
หรือมีนํ้าตาลชนิดอ่ืน แต่มีบางการทดลองท่ีพบว่า อสุจิท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส 
มีการเคล่ือนท่ีหลงัการทาํละลายไม่แตกต่างจากอสุจิท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลชนิดอ่ืน 
(สุพาที และคณะ, 2554;  Naing et al. 2010) ซ่ึงอาจแตกต่างกนั เน่ืองจากสายพนัธ์ุ วิธีการแช่แขง็ 
และลักษณะเฉพาะตัวของพ่อพนัธ์ุ ถึงแม้ว่า นํ้ าตาลโมเลกุลคู่มีความสามารถในการกาํจัดนํ้ า 
ออกนอกเซลลไ์ดดี้กวา่ (Molinia et al., 1994) แต่จากการทดลองในคร้ังน้ี แสดงใหเ้ห็นวา่แมน้ํ้ าตาล
โมเลกุลเ ด่ียวทั้ งกลูโคส  และฟรุคโตสจะมีบทบาทในการเป็นสารป้องกันความเสียหาย 
จากการแช่แข็งได้น้อยกว่านํ้ าตาลทรีฮาโลส แต่ก็มีความสามารถช่วยสนับสนุนการเคล่ือนท่ี 
ของอสุจิ ช่วยใหอ้สุจิหลงัการทาํละลายมีความเร็วในการเคล่ือนท่ีสูงกว่านํ้ าตาลซูโครส โดยนํ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียวจะถูกอสุจิดูดซึมผ่านทางช่องกลูโคสทรานสปอร์ตเตอร์ (glucose transportors, 
GLUTs) ซ่ึงสามารถดูดซึมเอาเฉพาะนํ้ าตาล 6 คาร์บอนผา่นเยื่อหุ้มเซลล ์เพื่อเขา้สู่ไกลโคไลซิส 
(glycolysis) และออกซิเดทีฟฟอสโฟริเลชัน่ (oxidative phosphorylation) สร้างเป็นแหล่งพลงังาน 
และช่วยสนบัสนุนการเคล่ือนท่ีของอสุจิ (Bucci et al., 2011) 

 
ผลของเวลาหลงัการทาํละลายต่อลกัษณะการเคล่ือนท่ีของอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่า 

อสุจิหลงัการทาํละลายทนัที (ท่ี 0 ชัว่โมง หลงัการทาํละลาย) มีการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ี 
ไปข้างหน้า ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง และความเร็ว 
การเคล่ือนท่ีในแนวโคง้สูงกว่าอสุจิหลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมง แสดงใหเ้ห็นว่า ยิง่เก็บ
รักษานํ้ าเช้ือไวน้านข้ึน การเคล่ือนท่ีของอสุจิทุกลกัษณะมีค่าลดลง ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการเส่ือมของ
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ตวัอสุจิ ความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์ซ่ึงเกิดในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง ความแข็งแรงหรือ
ความสมบูรณ์ทางโครงสร้างของอสุจิ หรือมีการผลิตกรดแลคติค จากการใช้นํ้ าตาลเป็นแหล่ง
พลงังานของอสุจิ ส่งผลใหค่้าความเป็นกรด-ด่างลดลง (ศรีสุวรรณ, 2542) สอดคลอ้งกบัการทดลอง
ในสุกร ท่ีพบว่าหลงัการทาํละลาย การเก็บรักษานํ้ าเช้ือนานข้ึนเป็นผลให้ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของ
อสุจิลดลง (Malo et al., 2010) นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัของชนิดนํ้ าตาลใน
สารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อลกัษณะการเคล่ือนท่ีของอสุจิ เน่ืองจาก นํ้ าตาล 
ทรีฮาโลสช่วยป้องกนัความเสียหายจากการแช่แข็ง (Aboagla and Terada, 2003) และเวลา 
หลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมงมีการเส่ือมของอสุจินอ้ยท่ีสุด (Malo et al., 2010) ส่งผลใหอ้สุจิท่ีเติม 
สารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลสหลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมงมีลกัษณะการเคล่ือนท่ีทั้งหมด 
และการเคล่ือนท่ีไปขา้งหน้าสูงสุด แต่หากพิจารณาความเร็วในการเคล่ือนท่ี พบว่าการใชน้ํ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว ทั้ งกลูโคส และฟรุคโตส ส่งผลให้อสุจิหลังการทาํละลายทันทีมีความเร็วใน 
การเคล่ือนท่ีสูงสุดทั้งความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี (VAP) ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง (VSL) 
และความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ (VCL) เน่ืองจากนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวสามารถถูกดูดซึมและ 
ใชป้ระโยชน์ไดอ้ยา่งรวดเร็ว ทาํให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีความเร็วในการเคล่ือนท่ีสูงกว่านํ้ าตาล
โมเลกุลคู่ แต่เม่ือทาํการบ่มอสุจิหลงัการทาํละลายในอ่างนํ้ าอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเป็น
เวลานานข้ึน อสุจิจะมีการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาลมากข้ึน มีการปลดปล่อยกรดแลคติค และก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์ออกมา ประกอบกบัอสุจิมีความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์จากกระบวนการ 
แช่แข็ง (ศรีสุวรรณ, 2542) ทาํให้อสุจิท่ีใช้นํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียวในสารเจือจางนํ้ าเช้ือ 
หลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมง มีความเร็วในการเคล่ือนท่ีตํ่ากวา่กลุ่มท่ีใชน้ํ้ าตาลทรีฮาโลส 
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ตารางที ่11   ผลของชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อการเคล่ือนท่ี
ทั้งหมดและการเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ของอสุจิ 

 

กลุ่มทดลอง 
การเคล่ือนท่ีของอสุจิ (เปอร์เซ็นต)์ 

การเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ 
ชนิดนํ้าตาล 

กลูโคส 
ฟรุคโตส 
ทรีฮาโลส 
ซูโครส 

 
20.13b 
19.35b 
31.25a 
9.45c 

 
6.00b 
6.35b 
10.80a 
2.65c 

เวลาหลงัการทาํละลาย 
0 ชัว่โมง 
1 ชัว่โมง 
2 ชัว่โมง 
3 ชัว่โมง 

 
26.00a 
25.65a 
17.13b 
11.40c 

 
10.90a 
8.70b 
4.05c 
2.15d 

P-value 
ชนิดนํ้าตาล 
เวลาหลงัการทาํละลาย 

 
<0.0001 
<0.0001 

 
<0.0001 
<0.0001 

Pooled S.E. 6.19 2.21 
 
หมายเหตุ   a,  b, c, d  อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ีย

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที ่12   อิทธิพลร่วมระหวา่งชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลาย 
ต่อการเคล่ือนท่ีทั้งหมดและการเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ของอสุจิ 

 

กลุ่มทดลอง 
การเคล่ือนท่ีของอสุจิ (เปอร์เซ็นต)์ 

การเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ 
ชนิดนํ้าตาล x เวลาหลงัการทาํละลาย 

กลูโคส x 0 ชัว่โมง 
กลูโคส x 1 ชัว่โมง 
กลูโคส x 2 ชัว่โมง 
กลูโคส x 3 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 0 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 1 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 2 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 3 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 0 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 1 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 2 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 3 ชัว่โมง 
ซูโครส x 0 ชัว่โมง 
ซูโครส x 1 ชัว่โมง 
ซูโครส x 2 ชัว่โมง 
ซูโครส x 3 ชัว่โมง   

 
30.90bc 
25.70 cd 
17.11e 
7.30gh 
24.20d 

26.00 cd 
16.62 e 
9.70fgh 
35.50ab 
37.00a 
28.70cd 
23.80d 
13.40ef 
12.30efg 
6.70h 
4.80h 

 
10.70ab 
7.20cd 
2.77efg 
0.50h 
9.20b 
8.20c 
2.75ef 

1.30efgh 
12.50ab 
14.50a 
9.70c 
6.50d 
5.70d 
3.40e 

1.20fgh 
0.30h 

P-value 0.0238 <0.0001 
Pooled S.E. 6.19 2.21 
 

หมายเหตุ   a,  b, c, d, e, f, g, h   อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่างของ
ค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที ่13   ผลของชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อลกัษณะ 
การเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

 

กลุ่มทดลอง 
ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของอสุจิ (ไมโครเมตรต่อวินาที) 

VAP VSL VCL 
ชนิดนํ้าตาล 

กลโูคส 
ฟรุคโตส 
ทรีฮาโลส 
ซูโครส 

 
45.07c 
47.78b 
52.97a 
44.99c 

 
36.80bc 
38.08b 
41.47a 
35.80c 

 
79.09c 
83.13b 
91.47a 
83.76b 

เวลาหลงัการทาํละลาย 
0 ชัว่โมง 
1 ชัว่โมง 
2 ชัว่โมง 
3 ชัว่โมง 

 
57.64a 
49.55b 
43.68c 
39.96d 

 
46.63a 
39.80b 
34.64c 
31.08d 

 
98.86a 
86.62b 
78.83c 
73.15d 

P-value 
ชนิดนํ้าตาล 

      เวลาหลงัการทาํละลาย 

 
<0.0001 
<0.0001 

 
<0.0001 
<0.0001 

 
<0.0001 
<0.0001 

Pooled S.E. 4.15 3.97 6.43 
 

หมายเหตุ  VAP (average path velocity) คือ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี 
 VSL (straight-line velocity) คือ ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง 
 VCL (curve-line velocity) คือ ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ 

a,  b, c, d  อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ีย
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที ่14   อิทธิพลร่วมระหวา่งชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อ
ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

 

กลุ่มทดลอง 
ลกัษณะการเคล่ือนท่ีของอสุจิ (ไมโครเมตรต่อวินาที) 

VAP VSL VCL 
ชนิดนํ้าตาล x เวลาหลงัการทาํละลาย 

กลโูคส x 0 ชัว่โมง 
กลโูคส x 1 ชัว่โมง 
กลโูคส x 2 ชัว่โมง 
กลโูคส x 3 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 0 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 1 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 2 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 3 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 0 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 1 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 2 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 3 ชัว่โมง 
ซูโครส x 0 ชัว่โมง 
ซูโครส x 1 ชัว่โมง 
ซูโครส x 2 ชัว่โมง 
ซูโครส x 3 ชัว่โมง   

 
59.70a 
46.29d 
38.66fg 
35.78g 
60.24a 
50.69c 
42.50ef 
38.27fg 
56.44ab 
56.52ab 
52.13c 
46.78d 

54.18 bc 
44.69de 
42.13ef 
38.99fg 

 
49.88a 
38.68ef 
31.13ij 
27.69j 
48.15ab 
40.62de 
33.61ghi 
30.34ij 

43.51bcd 
43.72cd 
41.79ce 
36.84fg 
44.97cd 
36.18fgh 
32.59hi 
29.46ij 

 
102.10a 
79.07ef 
70.12g 
65.64g 
103.24a 
87.41cd 
76.30f 
66.29g 
95.27b 
95.94b 
90.45b 
84.23de 
94.84bc 
84.04de 
79.74e 
76.42f 

P-value <0.0001 <0.0001 <0.0001 
Pooled S.E. 4.15 3.97 6.43 
 

หมายเหตุ  VAP (average path velocity) คือ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี 
 VSL (straight-line velocity) คือ ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง 
 VCL (curve-line velocity) คือ ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ 
 a,  b, c, d, d, e, f, g, h, i, j  อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั  

แสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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2.2  อสุจิมีชีวติ 
 
เม่ือทาํการประเมินอสุจิมีชีวิตก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลต่างชนิดกนั คือ 

กลูโคส ฟรุคโตส ทรีฮาโลส และซูโครส เท่ากบั 79.10, 77.05, 78.80, และ 80.00 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั นอกจากน้ี ทาํการประเมินอสุจิมีชีวิตหลงัการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 4 
ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 62.80, 66.10, 64.00, และ 65.30 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  

 
เม่ือทาํการประเมินอสุจิมีชีวิตภายหลงัการทาํละลาย พบว่าสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาล 

ทรีฮาโลสส่งผลใหมี้อสุจิมีชีวิตสูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปัจจยั
ดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าหลงัการทาํละลายทนัที (หลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมง) ส่งผลให้
มีอสุจิมีชีวิตสูงกวา่หลงัการทาํละลายท่ี 1, 2, และ 3 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) แสดง
ดงัตารางท่ี 15 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสองส่งผลใหมี้อสุจิมีชีวิตแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ทางสถิติ (p<0.0001) แสดงดงัตารางท่ี 16 

 
ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่ออสุจิมีชีวิตหลงั 

การทาํละลาย พบวา่สารเจือจางนํ้าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลสส่งผลใหอ้สุจิมีชีวิตสูงกว่านํ้ าตาลกลูโคส 
ฟรุคโตส และซูโครส เน่ืองจาก นํ้ าตาลทรีฮาโลสมีคุณสมบติัในการป้องกนัความเสียหายจากการ
แช่แขง็ (Aboagla and Terada, 2003) นอกจากน้ี Watson et al. (1995) รายงานว่า อนัตรายจาก
กระบวนการแช่แข็งอสุจิ คือ การเหน่ียวนําให้นํ้ าภายในเซลล์เปล่ียนเป็นผลึกนํ้ าแข็ง ซ่ึงอาจ
ก่อให้เกิดความเสียหายต่อองคป์ระกอบของเซลล ์(cell organelle) การเกิดผลึกนํ้ าแข็งจากนํ้ า
ภายนอกเซลล์ทาํให้สารเจือจางนํ้ าเช้ือมีแรงดนัออสโมติกสูงข้ึน การเปล่ียนแปลงชั้นไขมนัของ 
เยือ่หุม้เซลล ์ส่งผลใหเ้กิดการช็อคเน่ืองจากความเยน็ เกิดความเสียหายต่อเยือ่หุม้เซลลอ์สุจิ จึงพบว่า
อสุจิหลงัการทาํละลายมีเปอร์เซ็นตมี์ชีวิตตํ่าลง นอกจากน้ี การช็อคเน่ืองจากการแช่แขง็ยงัก่อใหเ้กิด
ความเสียหายต่อดีเอน็เอ (deoxynucleic acid; DNA) และความผดิปกติของโครมาติน (chromatin) 
ส่งผลต่อการพฒันาของตวัอ่อน (Sariozkan et al., 2012) จากการทดลองแสดงให้เห็นว่า นํ้าตาล
โมเลกุลคู่มีความสามารถในการป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็มากกว่านํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว 
โดยเฉพาะนํ้ าตาลโมเลกุลคู่ท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคสเป็นส่วนประกอบ จึงเห็นไดว้่า นํ้ าตาลทรีฮาโลส 
(กลูโคส+กลูโคส) มีความสามารถในการป้องกนัความเสียหายจากการแช่แข็งไดม้ากกว่านํ้ าตาล
ซูโครส (กลูโคส+ฟรุคโตส) (Fernandez et al., 2012) ส่วนเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่า หลงัการ 
ทาํละลายทนัที (ท่ี 0 ชั่วโมง หลงัการทาํละลาย) มีค่าอสุจิมีชีวิตสูงสุดและมีค่าลดลงเม่ือเวลา 
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เก็บรักษานานข้ึน ซ่ึงมีสาเหตุมาจากการเส่ือมของตวัอสุจิ ความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลลอ์สุจิจาก
กระบวนการแช่แขง็ การผลิตกรดแลคติค และก๊าซคาร์บอนไดออกไซดจ์ากกระบวนการหายใจโดย
ไม่ใชอ้อกซิเจน ซ่ึงเกิดจากการใชน้ํ้ าตาลเป็นแหล่งพลงังานของอสุจิ ส่งผลใหค่้าความเป็นกรด-ด่าง
ลดลง (ศรีสุวรรณ, 2542) นอกจากน้ี การเพ่ิมข้ึนของ ROS จากการปลดปล่อยของอสุจิตวัตายส่งผล
ให้เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลลไ์ดเ้ช่นกนั ทาํให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีการตายเพ่ิมมากข้ึน
ตามเวลาหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือ (Brinsko et al., 2002) สอดคลอ้งกบัการทดลองในสุกร ท่ีพบวา่
หลงัการทาํละลาย การเก็บรักษานํ้ าเช้ือนานข้ึนเป็นผลใหอ้สุจิมีชีวิตมีค่าลดลง (Malo et al., 2010) 
ดงันั้น การนาํนํ้ าเช้ือแพะแช่แขง็ไปใชใ้นการผสมเทียมเพ่ือให้ไดอ้ตัราการผสมติดท่ีดี ควรรีบผสม
เทียมโดยทนัทีหลงัการทาํละลายนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

 
2.3  อสุจิทีมี่ความสมบูรณ์ของเยือ่หุ้มเซลล์ 

 
เม่ือประเมินค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลลก่์อนเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาล

ต่างชนิดกนั คือ กลูโคส ฟรุคโตส ทรีฮาโลส และซูโครส มีค่าเท่ากบั 79.20, 79.00, 80.75, และ 
79.25 เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดับ เม่ือประเมินค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์หลงัการลด
อุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 56.55, 55.85, 55.40, และ 53.75 
เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั 

 
เม่ือทาํการประเมินค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์หลงัการทาํละลาย พบว่า

สารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลสส่งผลให้มีค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลลสู์งกว่า
นํ้ าตาลชนิดอ่ืนอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าหลงั
การทาํละลายทนัที (หลงัการทาํละลายท่ี 0 ชัว่โมง) มีค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล ์
สูงกวา่หลงัการทาํละลาย 1, 2, และ 3 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 15 
นอกจากน้ี ยังพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจัยทั้ งสองส่งผลต่อค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของ 
เยือ่หุม้เซลลแ์ตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ทางสถิติ (p<0.001) แสดงดงัตารางท่ี 16 

 
ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลังการทําละลายต่อค่าอสุจิท่ีมี 

ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ พบว่า อสุจิในกลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส 
มีค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์สูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืน เน่ืองจาก นํ้ าตาลทรีฮาโลส 
มีคุณสมบติัในการป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ (Aboagla and Terada, 2003) สอดคลอ้งกบั



67 

การทดลองในสุกร โดยพบว่ากลูโคสมีความสามารถในการป้องกนัความเสียหายจากการแช่แข็ง 
ไดดี้ท่ีสุดในกลุ่มนํ้ าตาลโมเลกุลเด่ียว แต่ยงัดอ้ยกว่านํ้ าตาลโมเลกุลคู่ เน่ืองจากนํ้ าหนกัโมเลกุลของ
นํ้าตาลโมเลกลุคู่ท่ีมากกว่ามีผลต่อแรงดนัออสโมติก ส่งผลใหมี้การกาํจดันํ้ าออกนอกเซลลไ์ดดี้กว่า 
(Pursel et al., 1972) แต่ชนิดนํ้าตาลโมเลกลุเด่ียวท่ีมารวมกนัเป็นนํ้าตาลโมเลกลุคู่ ก็มีบทบาทสาํคญั
ต่อการป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ โดยพบว่าการจบักนัของกลูโคส 2 โมเลกุลดว้ยพนัธะ
อลัฟ่า 1-1 กลูโคไซด์ (α-1→1 glucoside linkage) ซ่ึงสามารถพบไดใ้นนํ้ าตาลทรีฮาโลส 
มีความสามารถในการจบักบัขั้วของเยือ่หุม้เซลล ์(polar head group) ไดดี้กว่า จึงมีผลในการป้องกนั
ความเสียหายไดม้ากกว่านํ้ าตาลซูโครส ทาํให้พบค่าอสุจิท่ีมีเยื่อหุ้มเซลลส์มบูรณ์ และการเคล่ือนท่ี
ของเยือ่หุม้เซลลสู์งกว่านํ้ าตาลโมเลกุลคู่ชนิดอ่ืน (Fernandez et al., 2012; Aboagla and Terada, 
2003) ส่วนเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่า หลงัการทาํละลายทนัที มีค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของ 
เยื่อหุ้มเซลล์สูงท่ีสุดและมีค่าลดลงเม่ือเวลาเก็บรักษานานข้ึน เ น่ืองจากการเส่ือมของอสุจิ 
ความเสียหายจากการแช่แขง็ และการลดลงของค่าความเป็นกรด-ด่าง (ศรีสุวรรณ, 2542) นอกจากน้ี 
อสุจิตวัตายมากกว่า 75 เปอร์เซ็นต์ ยงัส่งผลให้ค่าความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิลดตํ่าลง 
โดยอสุจิตวัตายจะสามารถปลดปล่อย ROS ออกนอกเซลล ์ซ่ึงหากมี ROS ท่ีมากเกินไปจะสามารถ
เกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดชัน่กบัเยือ่หุม้เซลล ์ทาํใหเ้กิดความเสียหายต่อเยือ่หุม้เซลลไ์ดเ้ช่นกนั (Brinsko 
et al., 2002)  
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ตารางที ่15   ผลของชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่ออสุจิมีชีวิต และ
อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์

 

กลุ่มทดลอง 
อสุจิมีชีวิต 

(เปอร์เซ็นต)์ 
อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ 

ของเยือ่หุม้เซลล ์(เปอร์เซ็นต)์ 
ชนิดนํ้าตาล 

กลูโคส 
ฟรุคโตส 
ทรีฮาโลส 
ซูโครส 

 
23.74b 
22.25b 
34.80a 
14.36c 

 
23.60b 
18.43c 
30.83a 
9.78b 

เวลาหลงัการทาํละลาย 
0 ชัว่โมง 
1 ชัว่โมง 
2 ชัว่โมง 
3 ชัว่โมง 

 
30.05a 
28.68a 
21.30b 
15.13c 

 
28.56a 
22.66b 
17.13c 
14.26d 

P-value 
ชนิดนํ้าตาล 
เวลาหลงัการทาํละลาย 

 
<0.0001 
<0.0001 

 
<0.0001 
<0.0001 

Pooled S.E. 4.79 5.21 
 
หมายเหตุ   a,  b, c, d  อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ีย

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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ตารางที ่16   อิทธิพลร่วมระหวา่งชนิดนํ้าตาลในสารเจือจางนํ้าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลาย 
ต่ออสุจิมีชีวิตและอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์

 

กลุ่มทดลอง 
อสุจิมีชีวิต 

(เปอร์เซ็นต)์ 
อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ 

ของเยือ่หุม้เซลล ์(เปอร์เซ็นต)์ 
ชนิดนํ้าตาล x เวลาหลงัการทาํละลาย 

กลูโคส x 0 ชัว่โมง 
กลูโคส x 1 ชัว่โมง 
กลูโคส x 2 ชัว่โมง 
กลูโคส x 3 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 0 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 1 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 2 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 3 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 0 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 1 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 2 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 3 ชัว่โมง 
ซูโครส x 0 ชัว่โมง 
ซูโครส x 1 ชัว่โมง 
ซูโครส x 2 ชัว่โมง 
ซูโครส x 3 ชัว่โมง   

 
31.90 b 
26.90 cd 
22.45de 
13.70 gh 
29.75 bc 
29.00 bc 
17.50fg 
12.75h 
40.80 a 
40.70 a 
33.60 b 
24.10d 
18.50ef 
17.35 fg 
11.65h 
9.95h 

 
33.45b 
25.00 cd 
18.95 ef 
17.00 efg 
27.50c 
19.90 ef 
15.10 fgh 
11.20 hi 
39.05 a 
36.60 ab 
25.80 cd 
21.85 de 
14.25 gh 
9.15 i 
7.80 i 
7.90 i 

P-value 0.0060 0.0044 
Pooled S.E. 4.79 5.21 
 
หมายเหตุ   a,  b, c, d, e, f, g, h, i อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่างของ

ค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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2.4  อสุจิรูปร่างปกต ิ

 
เม่ือทาํการประเมินรูปร่างอสุจิปกติก่อนการเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลต่างชนิดกนั 

คือ กลูโคส ฟรุคโตส ทรีฮาโลส และซูโครส เท่ากบั 86.10, 90.80, 89.50, และ 91.40 เปอร์เซ็นต ์
ตามลาํดบั นอกจากน้ี ทาํการประเมินรูปร่างอสุจิปกติหลงัการลดอุณหภูมิท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง มีค่าเท่ากบั 87.00, 87.00, 85.70, และ 87.30 เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั  

 
เม่ือทาํการประเมินรูปร่างปกติอสุจิหลงัการทาํละลาย พบว่าสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาล 

กลูโคส หรือฟรุคโตสส่งผลให้มีอสุจิรูปร่างปกติสูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย พบว่าหลงัการทาํละลายทนัที (หลงัการทาํละลายท่ี 
0 ชัว่โมง) ส่งผลใหมี้อสุจิรูปร่างปกติสูงกว่าหลงัการทาํละลาย 1, 2, และ 3 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญั
ทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 17 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพลร่วมระหว่างปัจจยัทั้งสองส่งผลต่อ
รูปร่างอสุจิปกติแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p=0.0103) แสดงดงัตารางท่ี 18 

 
2.4.1  ความผดิปกติส่วนหวัอสุจิ 

 
เม่ือทาํการประเมินลกัษณะความผิดปกติส่วนหัวอสุจิภายหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือ 

พบว่า สารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส และซูโครสส่งผลให้อสุจิมีความผิดปกติส่วนหัว 
สูงกว่านํ้ าตาลชนิดอ่ืนอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) ส่วนปัจจยัดา้นเวลาหลงัการทาํละลาย 
พบว่าหลงัการทาํละลาย 3 ชัว่โมง ส่งผลใหอ้สุจิมีความผดิปกติส่วนหวัสูงกว่าหลงัการทาํละลายท่ี 
0, 1, และ 2 ชัว่โมงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) แสดงดงัตารางท่ี 17 นอกจากน้ี ยงัพบอิทธิพล
ร่วมระหวา่งปัจจยัทั้งสองส่งผลต่อความผดิปกติส่วนหวัอสุจิแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ทางสถิติ 
(p=0.0013) แสดงดงัตารางท่ี 18 

 
2.4.2  ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง 

 
เม่ือทาํการประเมินลกัษณะผิดปกติส่วนลาํตวัและหางภายหลงัการทาํละลายนํ้ าเช้ือ 

พบวา่ อิทธิพลร่วมระหวา่งปัจจยัทั้งสองส่งผลต่อรูปร่างอสุจิแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัยิง่ทางสถิติ 
(p<0.0001) แสดงดงัตารางท่ี 18 
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2.4.3  อสุจิมีลกัษณะไซโทพลาสมิคดรอบเลท็ (cytoplasmic droplet) 
 

การศึกษาในคร้ังน้ี ไม่พบอสุจิท่ีมีลกัษณะไซโทพลาสมิคดรอปเล็ท ทั้งในลกัษณะ
อสุจิท่ีมีหยดนํ้าเกาะติดท่ีหางใตฐ้านของหวั (proximal cytoplasmic droplet) อสุจิท่ีมีหยดนํ้ าเกาะติด
ท่ีหางตรงกลางมิดพีซ (medial cytoplasmic droplet) และหยดนํ้ าเกาะติดท่ีหางตรงส่วนปลายของ
มิดพีซ (distal cytoplasmic droplet) จึงไม่สามารถนาํขอ้มูลมาเปรียบเทียบได ้

 
ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่ออสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ 

พบวา่ กลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส หรือ ฟรุคโตส มีอสุจิรูปร่างปกติสูงกว่ากลุ่มท่ี
เติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส หรือซูโครส เน่ืองจากกลูโคส หรือฟรุคโตส เป็นนํ้ าตาล
โม เลกุล เ ด่ี ยว ท่ีสามารถผ่ าน เข้า สู่ เซลล์ได้  จึ ง นิยมใช้ เ ป็นแหล่งพลัง ง านแ ก่ตัวอ สุ จิ 
(พีรศกัด์ิ, 2542ข) แต่นํ้ าตาลทรีฮาโลส และซูโครสเป็นนํ้ าตาลโมเลกุลคู่ ไม่สามารถผา่นเขา้สู่เซลล์
ได ้ประกอบกบัการมีนํ้ าหนักโมเลกุลมากกว่า ส่งผลให้มีค่าออสโมลาริต้ี (osmolarity) สูงกว่า 
จึงกาํจดันํ้ าออกนอกเซลลไ์ดม้ากข้ึน (Pursel et al., 1972) อยา่งไรก็ตาม การกาํจดันํ้ าออกนอกเซลล์
ก็มีผลต่อการเปล่ียนแปลงขนาดเซลล ์ทาํให้อสุจิท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส หรือ
ซูโครสมีรูปร่างผิดปกติมากกว่าอสุจิท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส หรือฟรุคโตส 
(สุพาที และคณะ, 2554) เม่ือจาํแนกความผดิปกติตามโครงสร้างของตวัอสุจิ คือ ความผดิปกติส่วน
หวั ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง และการเกิดหยดนํ้ าท่ีบริเวณส่วนหาง พบว่า สารเจือจางนํ้ าเช้ือ
ท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส หรือซูโครส มีผลต่อความผดิปกติส่วนหวัมากกว่าอสุจิท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือ
ท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส หรือฟรุคโตส เช่น ลกัษณะอสุจิท่ีมีตวัอสุจิท่ีมีหวัแคบกว่าปกติ อสุจิท่ีมีส่วนฐาน
ของหัวแคบกว่าปกติ และ อสุจิมีหัวขนาดใหญ่กว่าปกติ อีกทั้งยงัพบว่า เวลาหลงัการทาํละลาย 
เพิ่มมากข้ึนส่งผลใหมี้ความผดิปกติส่วนหวัเพิ่มมากข้ึนเช่นกนั เน่ืองจากมีการเส่ือมของเยือ่หุม้เซลล์
อสุจิเพิ่มมากข้ึน อีกทั้งยงัมีการเปล่ียนแปลงของค่าออสโมลาริต้ีจากการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาล
โมเลกุลเด่ียว (ศรีสุวรรณ, 2542) นอกจากน้ี การเติมกลีเซอรอลก็มีผลต่อการเปล่ียนแปลงขนาด 
ของเซลลเ์ช่นกนั โดยพบวา่การค่อยๆ เติมทีละหยดโดยใชเ้วลามากกว่า 5 นาที ช่วยใหอ้สุจิสามารถ
รักษาขนาดเซลลไ์ดดี้กวา่ (Gilmore et al., 1998) แต่การศึกษาในคร้ังน้ี พบอิทธิพลร่วมระหวา่งชนิด
นํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อลกัษณะความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง 
โดยพบว่ากลุ่มท่ีเติมสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลกลูโคส หรือฟรุคโตสหลงัการทาํละลาย 3 ชัว่โมง
มีความผิดปกติส่วนหางเพิ่มมากข้ึน ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจากการใชป้ระโยชน์จากนํ้ าตาล เป็นผลให้
แรงดันออสโมติคลดลง นํ้ าจากภายนอกเซลล์จึงมีการไหลเขา้สู่เซลล์ ทาํให้พบความผิดปกติ 
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ในลกัษณะหางบวมเพ่ิมมากข้ึน และการทดลองในคร้ังน้ีไม่พบความผิดปกติในลกัษณะหยดนํ้ า
บริเวณลาํตวัและหาง (cytoplasmic droplet) 

 
ตารางที ่17   ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่ออสุจิท่ีมีรูปร่าง

ปกติ ความผดิปกติส่วนหวั ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหางของอสุจิ 
  

กลุ่มทดลอง 
ลกัษณะรูปร่างอสุจิ (เปอร์เซ็นต)์ 

อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ  ความผดิปกติส่วนหวั ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง 
ชนิดนํ้าตาล 

กลโูคส 
ฟรุคโตส 
ทรีฮาโลส 
ซูโครส 

 
81.80 a 
81.05 a 
73.95 b 
76.20 b 

 
15.10 b 
16.10 b 
23.15 a 
20.65 a 

 
3.10 
2.85 
2.90 
3.15 

เวลาหลงัการทาํละลาย 
0 ชัว่โมง 
1 ชัว่โมง 
2 ชัว่โมง 
3 ชัว่โมง 

 
85.15 a 
80.60 b 
76.20 c 
72.05 d 

 
13.05 d 
16.65 c 
20.70 b 
24.60 a 

 
2.80 
2.75 
3.10 
3.35 

P-value 
ชนิดนํ้าตาล 
เวลาหลงัการทาํละลาย 

 
<0.0001 
<0.0001 

 
<0.0001 
<0.0001 

 
0.8383 
0.3902 

Pooled S.E. 4.11 4.16 1.34 

 
หมายเหตุ   a, b, c, d   อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่างของค่าเฉล่ีย

อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 



73 

ตารางที ่18   อิทธิพลร่วมระหว่างชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อ
อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ ความผดิปกติส่วนหวั ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหางของอสุจิ 

 

กลุ่มทดลอง 
ลกัษณะรูปร่างอสุจิ (เปอร์เซ็นต)์ 

อสุจิท่ีมีรูปร่าง
ปกติ  

ความผดิปกติส่วน
หวั 

ความผดิปกติส่วน 
ลาํตวัและหาง 

ชนิดนํ้าตาล x เวลาหลงัการทาํละลาย 
กลโูคส x 0 ชัว่โมง 
กลโูคส x 1 ชัว่โมง 
กลโูคส x 2 ชัว่โมง 
กลโูคส x 3 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 0 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 1 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 2 ชัว่โมง 
ฟรุคโตส x 3 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 0 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 1 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 2 ชัว่โมง 
ทรีฮาโลส x 3 ชัว่โมง 
ซูโครส x 0 ชัว่โมง 
ซูโครส x 1 ชัว่โมง 
ซูโครส x 2 ชัว่โมง 
ซูโครส x 3 ชัว่โมง  

 
88.00a 

84.60b 

78.60cde 

76.00efg 

85.00ab 

81.80abc 

80.60abc 

76.80edf 

81.80bcd 

74.60edf 

72.20fgh 

67.20h 

85.00bcd 

80.60cde 

71.00gh 

68.20h 

 
9.60i 

14.20fghi 
17.00efg 
19.60def 
13.40hi 

16.40fgh 

15.40ghi 

19.20defg 

15.00 fghi 
23.20cde 

24.20bcd 

30.20a 

11.20fg 

15.80efg 

26.20abc 

29.40ab 

 
2.40bcd 

1.20d 
4.40a 

4.40a 

1.60abcd 

1.80dc 

4.00ab 

4.00 ab 
3.20abc 

2.20d 

3.60 ab 

2.60 abcd 
3.80dc 
3.60 ab 

2.80 abcd 
2.40bcd 

P-value 0.0103 0.0013 <0.0001 
Pooled S.E. 4.11 4.16 1.34 
 
หมายเหตุ   a, b, c, d, e, f, g, h, i  อกัษรท่ีแตกต่างกนัในสดมภ ์(column) เดียวกนัในแต่ละปัจจยั แสดงความแตกต่าง 

ของค่าเฉล่ียอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (p<0.05) 
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สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 

ผลของความเร็ว (500 และ 1500 รอบต่อนาที) และเวลา (3 นาที และ 10 นาที) ในการ 
ป่ันแยกเซมินอลพลาสมาต่อคุณภาพอสุจิแพะหลงัการทาํละลาย สรุปผลไดด้งัน้ี 

 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาด้วยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที ส่งผลให้อสุจิ 

หลงัการทาํละลายมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี 
ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโค้ง และอสุจิมีชีวิต สูงกว่า 
กลุ่มท่ีผา่นการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาในระดบั 500 รอบต่อนาที นอกจากน้ี การป่ันแยกเซมินอล 
พลาสมาดว้ยความเร็ว 1500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 3 นาที ส่งผลให้อสุจิหลงัการทาํละลาย 
มีการเคล่ือนท่ีทั้งหมด อสุจิมีชีวิต อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลลสู์งสุด 

 

ผลของชนิดนํ้ าตาลในสารเจือจางนํ้ าเช้ือและเวลาหลงัการทาํละลายต่อคุณภาพอสุจิแพะ
หลงัการทาํละลาย สรุปผลไดด้งัน้ี 
 

สารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลส ส่งผลให้อสุจิหลงัการทาํละลายมีค่าการเคล่ือนท่ี
ทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง 
ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ อสุจิมีชีวิต และอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ดีท่ีสุด 
ส่วนอสุจิหลงัการทาํละลายทนัที (ท่ี 0 ชั่วโมงหลงัการทาํละลาย) มีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด 
การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ ความเร็วเฉล่ียในการเคล่ือนท่ี ความเร็วการเคล่ือนท่ีในแนวตรง ความเร็ว
การเคล่ือนท่ีในแนวโคง้ อสุจิมีชีวิต อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์และอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ
สูงสุด นอกจากนั้ น อิทธิพลร่วมระหว่างสารเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีมีนํ้ าตาลทรีฮาโลสส่งผลให้อสุจิ 
หลงัการทาํละลายทนัทีมีค่าการเคล่ือนท่ีทั้งหมด การเคล่ือนท่ีไปขา้งหนา้ อสุจิมีชีวิต และอสุจิท่ีมี
ความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลลดี์ท่ีสุด  
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ข้อเสนอแนะ 
 

1. หากมีการศึกษาเร่ืองความเร็วและเวลาในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาในคร้ังต่อไป 
ควรปรับระดบัความเร็วในการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาให้สูงหรือตํ่ากว่า 1500 รอบต่อนาที โดย
กาํหนดเวลาในการป่ันเหวี่ยงท่ี 3 นาทีเท่าเดิม เพื่อสามารถหาระดบัความเร็วท่ีเหมาะสมสาํหรับ 
การป่ันแยกเซมินอลพลาสมาในนํ้าเช้ือแพะไดล้ะเอียดยิง่ข้ึน 

 
2. แพะแต่ละสายพนัธ์ุอาจจะมีลกัษณะโครงสร้างและองคป์ระกอบของเยือ่หุม้เซลลข์อง

เซลล์อสุจิท่ีแตกต่างกัน จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมเพื่อหาระดับความเร็วและเวลาท่ีเหมาะสม
สาํหรับการป่ันแยกเซมินอลพลาสมาในนํ้าเช้ือแพะแต่ละสายพนัธ์ุท่ีชดัเจนมากข้ึน 

 
3. ควรศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนผลของเวลาในการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เม่ือมีการ

เกบ็รักษาอสุจิแพะในรูปของนํ้าเช้ือแพะแช่แขง็ 
 

4. เน่ืองจากนํ้ าตาลทรีฮาโลสมีราคาแพง จึงควรพิจารณาถึงต้นทุนและความคุ้มค่า 
ในการผลิตนํ้าเช้ือแช่แขง็ รวมถึงอตัราการผสมติดเม่ือมีการนาํไปใชใ้นการผลิตนํ้าเช้ือแพะแช่แขง็ 
 

5. อสุจิท่ีผา่นกระบวนการแช่แขง็ อาจพบลกัษณะท่ีอ่อนแอ และไวต่อการตาย ดงันั้น ใน
การนาํนํ้าเช้ือแพะแช่แขง็ไปใชใ้นการผสมเทียม จึงควรรีบปฏิบติัทนัทีหลงัการทาํละลายนํ้าเช้ือ 
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ตารางผนวกที ่1   คุณสมบติัของสารเจือจางนํ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีปราศจากไข่แดงและกลีเซอรอลซ่ึงใช ้
นํ้าตาลชนิดแตกต่างกนั 
   

สูตรนํ้าตาล ค่าความต่างศกัยไ์ฟฟ้า 
(โวลต)์ 

ค่าความเป็นกรด-ด่าง ค่าแรงดนัออสโมติก 
(มิลลิออสโมล/ 
นํ้า 1 กิโลกรัม) 

ตน้ทุนการผลิต 
(บาท/โด๊ส) 

กลูโคส 1.7 7.1 271 0.24 
ฟรุคโตส 0.1 7.1 267 0.24 
ทรีฮาโลส 0.1 7.0 376 0.75 
ซูโครส 4.6 7.0 350 0.23 
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การทดสอบค่าอสุจิทีมี่ความสมบูรณ์ของเยือ่หุ้มเซลล์ด้วยสารสารละลายทีมี่ความดนัตํ่า  
(Hypo-osmotic swelling test solution: HOS-test) ตามวิธีของ Naing et al. (2010) 
  
 การทดสอบค่าอสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลลเ์ป็นวิธีท่ีใชต้รวจจาํนวนตวัอสุจิท่ีมี
ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล ์สามารถตรวจไดท้ั้งในนํ้ าเช้ือสดและนํ้ าเช้ือแช่แขง็ อาศยัหลกัการ
ของแรงดนัออสโมติก (osmotic pressure) โดยนํ้ าในสารละลายท่ีมีแรงดนัออสโมติกตํ่า (ในอสุจิโค
ใชแ้รงดนั 100 มิลลิออสโมล/นํ้า 1 กิโลกรัม) จะสามารถแทรกซึมเขา้ไปในตวัอสุจิท่ีมีชีวิตทาํให้
หางตวัอสุจิบวมและมว้นงอ ส่วนอสุจิตวัตายจะไม่เกิดเหตุการณ์ดงักล่าว 

 
การเตรียมสารละลาย 

-  Fructose      9 กรัม 
- Trisodium citrate     4.9 กรัม 
- Deionized water     1000 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที ่1   ลกัษณะอสุจิหลงัผา่นการตรวจความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์

ก.  อสุจิท่ีมีเยือ่หุม้เซลลเ์สียหาย 
ข.  อสุจิท่ีมีความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล ์

 
 
 

ก. 

ข. 
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การทดสอบค่าอสุจิมีชีวติด้วยสีอโีอซิน-นิโกรซิน (eosin-nigrosin) ตามวิธีของ ศรีสุวรรณ (2542)  
 

 สีอีโอซิน (eosin) เป็นสีท่ีไม่สามารถถูกดูดซึมเขา้ไปในตวัอสุจิท่ีมีชีวิตได ้แต่จะสามารถ
ผ่านเขา้ไปในตวัอสุจิท่ีตายแลว้ ดงันั้น สียอ้มเพ่ือดูตวัเป็นตวัตายทุกสูตรจึงตอ้งมีสีอีโอซินเป็น
ส่วนผสม ส่วนสีอ่ืนๆ เช่น นิโกรซิน (nigrosin) หรืออะนาไลน์ (analine) จะใชเ้ป็นสีพื้น เพ่ือทาํให้
หัวของตัวอสุจิมองเห็นได้ชัดเจนยิ่งข้ึน นอกจากน้ี การยอ้มสีตัวอสุจิด้วยอีโอซิน-นิโกรซิน 
ยงัสามารถใชส้าํหรับการตรวจความผดิปกติของรูปร่างตวัอสุจิไดเ้ช่นกนั  

 
การเตรียมสีอีโอซิน-นิโกรซิน 

- สีอีโอซิน     1 กรัม 
- สีนิโกรซิน     5 กรัม 
- โซเดียมซิเตรท    2.9 กรัม 
- นํ้ากลัน่     100 มิลลิลิตร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพผนวกที ่2   ลกัษณะอสุจิหลงัผา่นการยอ้มสีอีโอซิน-นิโกรซิน 

ก.  อสุจิตวัเป็น (live sperm) 
ข.  อสุจิตวัตาย (dead sperm) 

 

ก. 

ข. 
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การตรวจอสุจิทีมี่รูปร่างผดิปกติ  
 

ในการประเมินลกัษณะความผิดปกติของอสุจิ สามารถแบ่งความผิดปกติได ้ 3 ลกัษณะ 
ไดแ้ก่ ความผดิปกติส่วนหวั ความผดิปกติส่วนลาํตวัและหาง และการเกิดหยดนํ้ าเกาะติดท่ีตวัอสุจิ 
ตามวิธีของ Barth and Oko (1989) 
 

ความผดิปกตส่ิวนหัวของอสุจิ  
 

- narrow head     อสุจิท่ีมีหวัแคบกวา่ปกติ  
- narrow at base     อสุจิท่ีมีหวัฐานแคบกวา่ปกติ  
- pear shape     อสุจิท่ีมีหวัรูปร่างคลา้ยลูกแพร์  
- abaxial     อสุจิท่ีมีหางไม่อยูต่รงกลางหวั  
- tailless head    อสุจิท่ีไม่มีหาง มีแต่หวั  
- giant     อสุจิท่ีมีหวัขนาดใหญ่กวา่ปกติ 
- round      อสุจิท่ีมีหวัรูปร่างกลม 
- small     อสุจิท่ีมีหวัขนาดเลก็กวา่ปกติ 
- broad      อสุจิท่ีมีหวักวา้งมากกวา่ปกติ  
- double heads     อสุจิท่ีมีสองหวั  
 

ความผดิปกตส่ิวนลาํตัวและหางของอสุจิ  
 

- bent tail    อสุจิท่ีหางงอ  
- pathogenic midpiece   อสุจิท่ีส่วนมิดพีซมีความผดิปกติ  
- tail coiled around head   อสุจิท่ีหางพนัรอบส่วนหวั  
- tail coiled below head   อสุจิท่ีหางขดงอใตส่้วนหวั  
- double tails     อสุจิท่ีมีสองหาง 
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การเกดิหยดนํา้ทีต่ัวอสุจิ 
 

- proximal cytoplasmic droplet   อสุจิท่ีมีหยดนํ้าเกาะติดท่ีหางใตฐ้านของหวั  
- distal cytoplasmic droplet   อสุจิท่ีมีหยดนํ้าเกาะติดท่ีหางตรงส่วนปลายของมิดพีซ  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพผนวกที ่3  ลกัษณะความผดิปกติส่วนหวั และความผดิปกติส่วนลาํตวัและหางของอสุจิ 
ทีม่า:  Barth and Oko (1989) 
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