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The objectives of the present study were to investigate activities of glutathione peroxidase (GPx) 

and superoxide disrnutase (SOD) in dog semen after chilled and frozen, and to compare effects of GPx 

combined with SOD and SOD alone added in the extender for chilling and freezing of dog semen. The 

study was divided into two experiments. Experiment 1, semen was collected from three dogs, pooled to 

obtain a final concentration of 1,200 x 10
6

/mL. The sample was divided into 3 aliquots: chilled for 3, 24 

and 96 hours prior to freezing. The experiment 1 was performed with 7 repetitions. Experiment 2, semen 

was collected from two or three dugs and pooled to constitute 600 x 10
6 

of total sperm. The sample was 

divided into 3 groups, chilled and cryopreserved in extenders supplementated with; 1) GPx (5 unitslmL) 

combined with SOD (100 unitslmL), 2) SOD (100 unitslmL) alone, and 3) without antioxidative enzyme 

supplementation (controls). The experiment 2 was performed with 9 repetitions. All samples were evaluated 

for sperm quality including motility, progressive motility, viability, DNA and acrosome integrity. Total 

reactive oxygen species (tROS), SOD and GPx activity assays were examined in the experiment 1. The 

sperm chilled up to 96 hours had lower percentages of motility and progressive motility than that at 3 hours 

(p < 0.05). The frozen-thawed sperm after chilled for 96 hours had lower percentages of motility, viability 

and acrosome integrity than the frozen-thaWe<1 sperm after chilled for 3 hours (p < 0.05). The tROS and 

GPx activity did not change at all times after chilling and freezing (p > 0.05) . The frozen-thawed sperm 

after chilled up to 24 hours had lower SOD activity than that frozen after chilled for 3 hours (p < 0.05). 

After 96 hours cold storage, sperm frozen in the extender containing GPx and SOD had higher viability 

than the control and the extender containing SOD alone (p < 0.05) whereas the other parameters were not 

different (p > 0.05). Chilled dog semen should be transported within 24 hour.> to a freezing centre to 

maintain sperm quality. Addition of GPx combined with SOD protected viability of frozen-thawed dog 

sperm up to 96 hours c0:d storage. 
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 บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ความสนใจเกีย่วกับการปรับปรุงคุณภาพน้าํเชื้อแชเยน็กอนนาํไปแชแข็งมีมากข้ึนในปจจุบัน  

โดยเฉพาะในสถานทีห่รือฟารมที่ต้ังอยูหางไกลจากหองปฏิบัติการทําน้ําเชื้อแชแข็ง ซึง่ตองทาํการแช
เย็นน้ําเชื้อในระหวางการขนสง ในระหวางการแชเย็น อสุจิที่มีชวีิตมกีารใชออกซิเจนในกระบวนการ
เมตาบอลิซึมของเซลล กอใหเกิดสารอนุมลูอิสระ คือ รีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีส (reactive oxygen 

species-ROS) (Silva, 2006) การสะสม ROS ในระดับที่เกนิสมดุล จะเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะที่
เรียกวา ออกซิเดทิฟ สเตรส (oxidative stress) ทําใหอสุจิไดรับความเสียหาย ทั้งอัตราการเคล่ือนที่ 
การมีชีวิต และความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (Agarwal et al., 2003) รวมทัง้ในกระบวนการทํา
น้ําเช้ือแชเย็นและแชแข็งมีการเหนี่ยวนาํใหเกิดการเพิม่ข้ึนของ ROS เชนกนั (England and Ponzio, 

1996) การรักษาสมดุลของระดับ ROS ในธรรมชาติ เปนผลจากการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระ
ที่มีในน้ําเล้ียงอสุจิ (seminal plasma) และภายในเซลลอสุจิเอง (Storey, 1997) มีรายงานการเติม
สารตานอนุมลูอิสระประเภทท่ีไมใชเอนไซม ไดแก วิตามินอี (vitamin E) วิตามนิบี 12 (vitamin B12) 

และสารตานอนุมูลอิสระชนดิเอนไซม เชน คะตาเลส (catalase) ในสารเจือจางน้าํเชื้อสุนัข สามารถ
ลดระดับ ROS ลงได (Michael et al., 2009) ในขณะที่บางรายงานพบวา catalase ทําใหคุณภาพ
อสุจิแชแข็งดีข้ึน แตไมลดการสราง ROS (Michael et al., 2007) กลไกการทํางานของสารตานอนมุูล
อิสระเหลานี้ ยังไมเปนทีท่ราบแนชัด การเติมสารตานอนุมูลอิสระชนดิเอนไซมกลูตาไธโอนเปอรออก
ซิเดส (glutathione perxoidase-GPx) หรือซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide dismutase-

SOD) ในสารเจือจางน้ําเชื้อแกะ ชวยลดความสูญเสียอัตราการเคล่ือนที่ และความเสียหายของอะ
โครโซมของอสุจิ (Maxwell and Stojanov, 1996) นอกจากนี้ GPx ยังปองกนัการสูญเสียอัตราการ
เคล่ือนที่ของอสุจิโคได (Bilodeau et al., 2001) การศึกษาการใชสารตานอนุมูลอิสระมากกวาหนึ่ง
ชนิดรวมกนั พบวาการเติม SOD รวมกับ catalase ใหผลดีกับคุณภาพอสุจิหลังการแชแข็งของ
มนุษยมากกวาการใช SOD ชนิดเดียว (Rossi et al., 2001) ในสุนัขมีการศึกษาพบวา GPx และ 

SOD เปนสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมหลักที่ทาํหนาที่รักษาสมดุลเมตาบอลิซึมของอสุจิในน้าํ
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เล้ียงอสุจิและอสุจิ (Strzezek et al., 2009) แตยังไมมีการตรวจวดัระดับสารตานอนุมูลอิสระชนิด
เอนไซมสองชนิดนี้ในระหวางการแชแข็งภายหลังการแชเย็นในสุนัข ในทางปฏิบัติทัว่ไป กอนการแช
เย็นและแชแข็งอสุจิสุนัข  มกีารแยกน้ําเล้ียงอสุจิออกกอน (Rota et al., 1995) ทาํใหสารตานอนมุุล
อิสระชนิดเอนไซมเหลานีห้มดไปดวย การเติมเอนไซมดังกลาวในสารเจือจางน้ําเชือ้จึงอาจชวยเพิ่ม
คุณภาพอสุจิในระหวางการเก็บรักษา 

วัตถุประสงคของการวิจยั 
1. เพื่อตรวจวัดปริมาณของ GPx และ SOD ในเซลลอสุจิและน้ําเล้ียงอสุจิของสุนัขใน

น้ําเช้ือสด น้ําเช้ือแชเย็น และนํ้าเชื้อแชแข็ง และตรวจวดัปริมาณ ROS ในน้ําเชื้อสุนัขแช
เย็นและแชแข็ง  

2. เพื่อเปรียบเทยีบคุณภาพอสุจิของสุนัขหลังการแชเย็นและแชแข็ง ในสารเจือจางน้ําเชื้อที่
มีการเติม GPx รวมกับ SOD  

ขอบเขตของการวิจัย 
1. ศึกษาปริมาณ GPx และ SOD และปริมาณของ ROS ที่เปล่ียนแปลงภายในเซลลอสุจิ

และนํ้าเล้ียงอสุจิสุนัขในน้ําเชื้อสด น้ําเช้ือแชเย็น และน้าํเชื้อแชแข็งทีร่ะยะเวลาตาง ๆ 

เปรียบเทยีบกบัคุณภาพอสุจิที่เปล่ียนแปลงไป โดยกาํหนดคาพารามิเตอรดังนี ้ อัตรา
การเคลื่อนที ่ ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา อัตราการมีชีวิต เปอรเซ็นตอสุจิที่มีความ
สมบูรณของดีเอ็นเอ และอะโครโซม 

2. เปรียบเทยีบคุณภาพอสุจิของสุนัขหลังการแชเย็นและแชแข็ง ในสารเจือจางน้ําเชื้อที่มี
การเติม GPx รวมกับ SOD กับสารเจือจางน้ําเชื้อที่เติม SOD ชนดิเดียว และสารเจือ
จางน้ําเชื้อที่ไมมีการเติมเอนไซม  

ขอตกลงเบื้องตน 
คัดเลือกสุนัขที่ใหน้ําเชื้อมีอสุจิที่มีอัตราการเคล่ือนทีม่ากกวาหรือเทากับ 70% และอสุจิที่มี

รูปรางปกติมากกวาหรือเทากับ 70% จึงจะผานเกณฑและใชในการทดลองได 
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คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
ROS หมายถึง Reactive oxygen species (สารอนุมูลอิสระ)  

SOD หมายถงึ สารตานอนมุูลอิสระชนิดเอนไซม superoxide dismutase 

GPx หมายถึง สารตานอนุมลูอิสระชนิดเอนไซม glutathione peroxidase 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ทราบถงึปริมาณ SOD และ GPx ในน้ําเชือ้สดของสุนัข                      

2. ทราบถงึปริมาณ SOD และ GPx การสะสมของ ROS และคุณภาพอสุจิในระหวางการแช
เย็นและภายหลังการแชแข็ง         

3. ทราบถงึผลของการแชเย็นน้าํเชื้อกอนการแชแข็งตอคุณภาพอสุจิของสุนัข 

4. ทราบถงึผลของการเติม SOD และ GPx ในสารเจือจางน้ําเชื้อแชเย็นและแชแข็ง  
วิธีดําเนินการวิจัย 
 การวิจยัเชิงวิเคราะหไปขางหนา (Prospective analytical research) 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

แนวคิดและทฤษฎ ี
1. กระบวนการแชเย็นและแชแข็งอสุจิจะเหนีย่วนาํใหเกิดการสะสมของ ROS 

2. สารตานอนุมลูอิสระชนิดเอนไซม คือ SOD และ GPx ที่มีในอสุจิจะลดลงหลังการแชเยน็
และแชแข็ง 

3. การเติม SOD และ GPx ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อเพื่อแชเย็นและแชแข็งอสุจิชวยรักษา
คุณภาพของอสุจิจากการถูกทําลายโดยการแชเย็นและแชแข็งได 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
การเก็บรักษาอสุจ ิ
 โดยทัว่ไปการแชเย็นน้ําเชื้อสุนัขที่อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมทิี่เหมาะสมใน
การเก็บรักษาอสุจิเปนระยะเวลาส้ันๆ เพื่อลดกระบวนการเมตาบอลิซมึของเซลลอสุจิ (Bouchard et 

al., 1990; Rota et al., 1995) การแชเย็นน้ําเชื้อสุนัขตามอุณหภูมขิางตนจะสามารถรักษาคุณภาพ
อสุจิไดนานกวา 3 สัปดาห และผสมติดไดเมื่อแชเย็นน้ําเชื้อไวนาน 10 วัน (Verstegen et al., 2005) 

England and Ponzio (1996) พบวา ควรทําการแชเย็นอสุจกิอนแชแข็ง และไมควรแชเย็นนานกวา 

4.9 วัน หลังการรีดเก็บน้ําเชือ้ เนื่องจากใน 2 วันแรก หลังการรีดเกบ็น้ําเชื้อ อสุจทิี่แชเยน็มีคุณภาพ
น้ําเช้ือดีกวาอสุจิแชแข็ง สําหรับหนาทีข่องสารเจือจางสําหรับแชเย็นน้ําเช้ือคือชวยปองกันอสุจิจาก
ผลกระทบอันเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล ลดการเคลื่อนที่ของอสุจ ิ เพิ่มอัตราการ
ปฏิสนธิโดยลดการเปล่ียนแปลงที่ผนังเซลลอสุจิ ควบคุมความเปนกรด-ดาง และออสโมลาลิต้ี 

รวมทัง้เปนแหลงพลังงานใหอสุจิ (Foote and Leonard, 1964) นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะในสารเจือจาง
น้ําเช้ือยังยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Salisbury et al., 1978) ดังนัน้สวนประกอบตางๆ ที่
รวมอยูในสารเจือจางน้ําเชื้อ มีความสําคัญตออสุจิในระหวางการขนสงน้ําเชื้อไปยังสถานที่ตางๆ 

กอนที่จะทําการแชแข็งน้ําเช้ือตอไป 

 สารละลายทริส ซิเตรต (tris-citrate buffer) ที่มีสวนผสมของไขแดง 20 เปอรเซ็นต ใหผลใน
การเก็บรักษาอสุจิสุนัข ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสดีทีสุ่ด เมื่อทดลองในหองปฏิบติัการ (Rota et al., 
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1995) และในตัวสัตวโดยวัดอัตราการต้ังทอง (Linde-Forsberg et al., 1999) รวมทัง้ยังมีการศึกษา
การเติมสารตางๆ ลงในสารเจือจางสําหรับแชเย็นและแชแข็งน้ําเช้ือสุนัข เพื่อพัฒนาคุณภาพอสุจิ 
เชน น้าํตาล สารลดแรงตึงผิว กรดอะมิโน และสารตานอนุมูลอิสระ (Ponglowhapan et al., 2004; 

Luvoni, 2006) 

น้ําตาล 
น้ําตาลเติมลงในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเย็นและแชแข็ง เพื่อชวยปองกนัปฏิกิริยาเมตา

บอลิซึมที่เกิดข้ึนภายในเซลลและสวนประกอบของเซลล (Ponglowhapan et al., 2004) แบง
ออกเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว เชน กลูโคส (glucose) ฟรุกโตส (fructose) และแมนโนส (mannose) 

และนํ้าตาลโมเลกุลคู เชน แลกโตส (lactose) ซูโครส (sucrose) ทรีฮาโลส (trehalose) แรฟฟโนส 

(raffinose) และอาราบีโนส (arabenose) นอกจากนี้ยงัเปนแหลงพลังงานใหอสุจิ และเปนสาร
ปองกนัการแข็งตัว (Seager, 1969; England, 1993; Aisen et al., 2002) เนื่องจากอสุจิมีความไว
ตอการเกิด osmotic stress น้ําตาลที่ถกูเติมลงในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเยน็และแชแข็งอสุจิจะ
ชวยคงระดับของแรงดันออสโมซิส (osmotic pressure) ไว (Songsasen et al., 2002) 

สารลดแรงตึงผิว 
สารเอส ดี เอส (SDS; Sodium dodecyl sulphate) เปนองคประกอบหลักของสารอีเคว็ก 

เอสทีเอ็ม เพสต (Equex STM paste) ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวทีถู่กเติมลงในสารเจือจางน้ําเชื้อเพื่อ
เพิ่มคุณภาพอสุจิแชแข็งภายหลังการละลาย (Axnér et al., 2004; Luvoni, 2006; Chatdarong et 

al., 2008; Ponglowhapan and Chatdarong, 2008) พบวาการเติม Equex STM paste ลงใน
สารเจือจางน้าํเชื้อจะชวยรักษาสภาพความสมบูรณของอะโครโซม และรักษาการมชีีวิตของอสุจิสุนัข
ได (Ponglowhapan and Chatdarong, 2008) อยางไรก็ตามยงัไมทราบกลไกการทํางานที่แนชัด 

แตคาดวา สาร SDS จะชวยปรับโครงสรางของไลโปโปรตีนในไขแดง จึงปองกันผนังเซลลจากการถูก
ทําลายดวยความเย็นในข้ันตอนการแชแข็งอสุจ ิ(Rota et al., 1997) 

กรดอะมิโน 
กรดอะมิโน เชน ทอรีน (taurine) ไฮโปทอรีน (hypotaurine) โปรลีน (proline) ซิสทีอีน 

(cysteine) เอ็น อะเซ็สทิล ซิสทีอีน (N-acetyl cysteine; NAC)  และกลูตาไธโอน (glutathione) มี
บทบาทสําคัญในการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ พบวาการเติมโปรลีนในสารเจือจางน้าํเชื้อ ชวยเพิ่มการ
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เคล่ือนที่ของอสุจิสุนัข การมชีีวิต และความสมบูรณของอะโครโซม (Peña et al., 1998) ในขณะที่
การเติมสาร NAC ลงในสารเจือจางน้าํเชื้อเพื่อแชเยน็ สามารถเพิ่มการเคล่ือนที่ของอสุจิในสนุัขได 
(Michael et al., 2008) 

สารตานอนมุูลอิสระ 
หนาที่ของสารตานอนมุูลอิสระคือ ชวยปองกนัการถกูทาํลายของเซลลจากกระบวนการเมตา

บอลิซึม ซึ่งถกูเหนีย่วนําโดย ROS หรือสารอนุมูลอิสระอ่ืนๆ (Halliwell, 1997) สารตานอนมุูลอิสระ
แบงออกเปน 2 ชนิดตามการทํางาน คือ สารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม เชน คาตาเลส (catalase) 

กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase) และซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide 

dismutase) และชนิดที่ไมใชเอนไซม เชน วิตามินอี (alpha-tocopheral) วิตามินเอ (retinol)        

กรดยูริค (uric acid) และวิตามินซ ี(ascorbic acids) (Silva, 2006) 

มีหลายการศึกษารายงานผลของการเติมสารตานอนุมลูอิสระลงในสารเจือจางน้าํเชื้อ เชน 

กลูตาไธโอน  วิตามนิอี และวิตามนิซี ชวยเพิ่มคุณภาพของอสุจิไดในมนุษย (Askasi et al., 1994) 

สุกร (Peña et al., 2003; Funahashi and Sano, 2005) โค (Bilodeau et al., 2001) มา (Alemeida 

and Ball, 2005) และสุนัข (Michael et al., 2007) 

สาเหตุของความเสียหายของอสุจ ิ
แมวาจะมีการพัฒนาสารเจือจางน้ําเชื้ออยางตอเนื่อง เนื่องจากทาํใหคุณภาพอสุจิหลังการ

แชแข็งดีข้ึนได แตกระบวนการเก็บรักษาอสุจิโดยใชความเย็นมีดวยกนัหลายข้ันตอน เชน การปน 

การเจือจางอสุจิ การแชเยน็ การแชแข็ง และการอุนละลาย (Luvoni, 2006) โดยในแตละข้ันตอนทาํ
อันตรายตออสุจิ ทั้งในแงการสูญเสียหนาที่ของอสุจิ ไปจนถงึประสิทธิภาพในการปฏิสนธิลดลง โดย
สาเหตุหลักทีก่ารแชแข็งทาํอันตรายตออสุจิ คือ การชอ็คเนื่องจากความเย็น (cold shock) osmotic 

stress (Watson, 2000) และ oxidative stress (Aitken and Krausz, 2001; Sikka, 2001; Agarwal 

et al., 2003) อยางไรก็ตามสาเหตุในเร่ือง cold shock และ osmotic stress เปนที่แนนอนแลววาทํา
ใหอสุจิไดรับความเสยีหาย แตบทบาทของ oxidative stress ยังไมเปนที่แนชัด มหีลายการศึกษา
กลาววา oxidative stress โนมนําใหเกิดความเสียหายที่ผนงัเซลลและดีเอ็นเอของอสุจิในมนษุย 
(Aitken, 1999; Agarwal et al., 2003) มา (Baumber et al., 2000, 2003) แกะ (Peris et al., 

2007) และโค (Bilodeau et al., 2001, 2002; Nair et al., 2006) 
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ผลกระทบของ oxidative stress ตอการทํางานของอสุจ ิ
Oxidative stress เกิดข้ึนจากความไมสมดุลกันระหวางการสราง ROS กับการทาํลาย ROS 

(Sikka, 2001; Agarwal et al., 2003) ROS หรือสารอนุมูลอิสระ เชน superoxide radicals (O2
-) 

และ hydroxyl radicals (OH-) คือ อิเล็กตรอนเด่ียวซึ่งพยายามจูโจมเขาสูเซลลอ่ืนเพื่อจับคู
อิเล็กตรอนใหเขาคูกัน (Nogushi and Niki, 1999) โดยทั่วไปแลว ROS ในน้ําเชื้อถูกสรางจากอสุจิ
และเม็ดเลือดขาวที่อยูในน้ําเชื้อ (Engel et al., 1999; Silva, 2006) การสรางและการสะสมของ 
ROS ที่มากเกนิไปสงผลเสียตออสุจิ (Griveau and Le Lannou, 1997; Neild et al., 2002) มีหลาย
การศึกษาช้ีใหเห็นวา ROS ไดแก superoxide radicals (O2

-)  และ hydrogen peroxide (H2O2) 

ทําลายผนังเซลลและดีเอ็นเอของอสุจิในโค (Chatterjee and Gagnon, 2001) มนุษย (Aitken and 

Krausz, 2001) และมา (Baumber et al., 2000) 

เนื่องจากผนังเซลลอสุจิมี Polyunsaturated fatty acids (PUFA) เปนสวนประกอบหลัก 

(Alvarez and Storey, 1995) จึงถูกทําลายไดงายดวย ROS เชน hydroxyl radicals (OH-) กลไกนี้
เรียกวา ปฏิกิริยาลิปด เปอรออกซิเดช่ัน (lipid peroxidation) (Agarwal et al., 2003) ปฏิกิริยา lipid 

peroxidation ประกอบดวย 3 ข้ันตอน คือ initiation, propagation  และ termination (Noguchi 

and Niki, 1999) โดยในข้ันตอนสุดทายนัน้สามารถถูกยบัยั้งไดดวยสารตานอนุมูลอิสระ (Silva, 

2006) นอกจากนี ้Storey (1997) พบวา ปฏิกิริยา lipid peroxidation สงผลเสียตอผนังเซลลอสุจิทํา
ใหอสุจิสูญเสียการเคลื่อนที ่ รวมทั้งระดับ ROS จะถกูสรางมากข้ึนจากการแชแข็ง และอุนละลาย
น้ําเช้ือของมนษุย (Mazzilli et al., 1995) และโค (Chatterjee and Gagnon, 2001) ในขณะทีส่าร
ตานอนมุูลอิสระที่มีตามธรรมชาติในน้ําเชือ้ ไดแก กลูตาไธโอนและ SOD ลดลง (Alvarez and 

Storey, 1992; Bilodeau et al., 2000) ทาํใหกลาวไดวา ROS เปนสาเหตุหลักของการทาํใหอสุจถิูก
ทําลาย 

สารตานอนมุูลอิสระในน้าํเชื้อสุนขั 
อสุจิในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีสารตานอนมุูลอิสระชนิดเอนไซม เพื่อชวยปองกนัสภาวะ 

oxidative stress นอกจากน้ียงัพบวาน้ําเล้ียงอสุจิยงัมีระบบที่ชวยปองกนัผนงัเซลลของอสุจิไมใหถูก
ทําลายจากสภาวะ lipid peroxidation (Lenzi et al., 2002) การผสมพันธุตามธรรมชาติ อสุจิจะอยู
ในสภาวะที่ไมใชออกซิเจนซ่ึงจะทําใหการสราง ROS ลดลง และยังพบวาน้าํเล้ียงทอนาํไขในสัตว
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เล้ียงลูกดวยนมมีทอรีนเปนองคประกอบ (Miller and Shultz, 1987) ซึ่งเปนสารทีล่ดการสะสมของ 
ROS (Alvarez and Storey, 1983; Holmes et al., 1992) นอกจากนี้ SOD ทีพ่บอยูในน้าํเชื้อสุนัขยัง
ปองกนัการเกดิ oxidative stress ที่จะทําอันตรายตออสุจิได (Cassani et al., 2005; Hatamoto  et 

al., 2006)  

กระบวนการทาํน้าํเชื้อแชแข็งเหนี่ยวนาํใหเกิดการสราง ROS และ ROS ที่มีปริมาณมาก
เกินไปจะทําอันตรายตออสุจิ เชน สูญเสียการเคลื่อนทีแ่ละทําลายดีเอ็นเอ (Aitken and Clarkson, 

1988; Storey, 1997; Bilodeau et al., 2001) มีรายงานวาการทาํน้าํเชื้อแชเยน็ และการละลายใน
น้ําเช้ือโคจะสงผลใหมกีารสราง superoxide radicals (O2

-) เพิ่มมากข้ึน ซึง่เปน ROS ชนิดหนึ่ง 
(Chatterjee and Gagnon, 2001) มีหลายรายงานช้ีใหเหน็วาสารตานอนุมูลอิสระชวยรักษา
คุณภาพของอสุจิแชแข็งในสุนัขไดภายหลังการทาํละลาย ดวยเหตุนีเ้องจึงมีความพยายามในการ
เติมสารตานอนุมูลอิสระชนดิตางๆ เพื่อชวยพัฒนาคุณภาพของอสุจิในสัตวหลายๆ ชนิด การเติม 

catalase ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อใหผลในการเพิ่มคุณภาพของอสุจสุินัขมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบ
กับ vitamin C, NAC, taurine, vitamin E และ B16 (Micheal et al., 2007) สอดคลองกับการเติม 

cystein หรือ vitamin E ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อชวยรักษาคุณภาพของอสุจิแชแข็งในแมวได ซึง่ไดมา
จากทอพักน้าํเชื้อ (epididymal sperm) (Thuwanut et al., 2009) 

ผลของกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (GPx) และซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) ตอการ
ทํางานของอสุจ ิ

สารตานอนุมลูอิสระชนิดเอนไซมหลักที่ชวยตอตานการสะสมของ ROS (O2
- และ H2O2) ใน

น้ําเช้ือสุนัขมีอยูดวยกัน 2 ระบบคือ SOD และ glutathione peroxidase/reductase pair (GPx/GR) 

(Strzezek et al., 2009) และยังมีรายงานวา GPx และ SOD ที่ถกูสรางจากทอนําน้ําเชื้อของสัตว
เล้ียงลูกดวยนมมีสวนชวยในการปองกนัการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่เกิดกับอสุจิ ในขณะ
ที่ถูกสะสมในทอพักน้าํเชื้อสวนทาย (cauda epididymis) (Perry et al., 1992) 

SOD พบไดทัว่ไปในเซลลทีใ่ชออกซิเจน (Fridovich, 1978) ซึ่งจะเปนตัวเปลี่ยนสารพิษ คือ 

superoxide radical (O2
-) ซึ่งไดจากกระบวนการสรางพลังงาน ใหกลายเปน H2O2 และ ออกซิเจน

โมเลกุล ตามสมการขางลาง 
                                        2O2

+ 2H+                   H2O2+O2 
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ROS ที่ถกูสรางข้ึนจะสงผลเสียตอหนาที่ของอสุจิในสนุัข โดยพบวาอัตราการเคล่ือนที่ 
รูปรางของอสุจิ และการทาํงานของผนงัเซลลอสุจิ โดยการตรวจดวยวิธ ี HOS test แยลง  (Tselkas 

et al., 2000) และสามารถพบ SOD ในเซลลอสุจิ น้าํเล้ียงอสุจิ และใน post-spermatic fraction ซึ่ง
ชวยปกปองอสุจิจากกระบวนการ lipid peroxidation ในระหวางการหล่ังน้าํเชื้อ และในขณะทีอ่สุจิ
เดินทางอยูในระบบสืบพันธุเพศเมียของสุนัข (Cassani et al., 2005) มีรายงานวาพบ SOD ในอสุจิ
ของสุนัขปริมาณมากที่สุด รองลงมาคือ GPx และไมพบ catalase ในทุกๆ fraction ของน้ําเชื้อสุนัข 

(Strzezek et al., 2009) 

กลูตาไธโอน (Glutathione; L-g-glutamyl-L-cysteinylglycine; GSH) เปน non-protein 

thiol ที่พบมากที่สุดในเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนม GSH ในเซลลทําหนาที่หลักในกระบวนการส่ิงมีชวีิต
มากมาย เชน การสังเคราะหโปรตีน และดีเอ็นเอ และกระบวนการขนสงกรดอะมิโน รวมทั้งยงัทาํ
หนาทีห่ลักในการปองกนัการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ของเซลล (Meister and Anderson, 

1983) นอกจากนี้ยงัทาํหนาที่ยับยัง้การสราง ROS โดย GPx จะเปนตัวเปลี่ยนสารพษิเหลานี้ และจะ
ถูกเปลี่ยนไปเปน oxidized glutathione (GSSG) (Irvine, 1996) ) (รูปที่ 1)  
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  O2 
   Xanthine oxidase 
   NADPH oxidase 
        Mitochondrial Electron Transport Chain 

   O2
-
 

 
 

                        H+ Superoxide dismutase 
 
  H2O2 
              Catalase  Glutathione peroxidase 
 
 H2O H2O 
 
 
       Glutathione reductase 
รูปที่ 1 ระบบปองกนัของซปุเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) และ กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (GPx)  

 

แมวาจะพบ GSH มากในอัณฑะ น้ําเล้ียงทอทางเดินสืบพนัธุ และ epididymal 

spermatozoa แตพบนอยใน ejaculated spermatozoa (Agrawal and Vanha-Perttula, 1988) 

และพบปริมาณที่แตกตางกนัในสัตวแตละชนิด ในขณะที่พบ GPx และ glutathione reductase 

(GR) มีปริมาณนอยกวา GSH มาก 

 GPx ถูกพบไดในไซโตพลาสซึมของ epididymal duct epididymal lumen และ ผนังเซลล
อสุจิในสุนัข (Rejraji et al., 2002) หนาที่หลักคือปองกันการถูกทําลายของอสุจิ และเนื้อเยื่อระบบ
สืบพันธุเพศผูจากปฏิกิริยา lipid peroxidation  

GSSG 2GSH

NAD(P)H 

 NAD(P)+ 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

สัตวทดลอง 
การทดลองที ่1 ใชสุนัขเพศผู พนัธุไซบีเรียน ฮัสกี้ จาํนวน 3 ตัว อายุ 3 3.5 และ 4 ป เล้ียงทีฟ่ารม

สุนัขเอ็น วาย (NY Kennel) อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม การทดลองที่ 2 ใชสุนัขเพศผู พันธุไซ
บีเรียน ฮัสกี ้จํานวน 5 ตัว จากฟารมสุนขัเอ็น วาย (NY Kennel) และสุนัขพนัธุบเีกิ้ล จาํนวน 3 ตัว 

เล้ียงที่ ศูนยฝกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม อายุเฉล่ีย 

4.75 ± 1.54 ป  
สุนัขที่คัดเลือกเขาศึกษาตองมีประวัติเคยผานการผสมติดมาแลว ผานการฝกรีดน้ําเชื้อมาแลว

และน้ําเช้ือมีอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิมากกวาหรือเทากับ 70 เปอรเซ็นต และตัวอสุจิที่มีรูปรางที่
ปกติมากกวาหรือเทากับ 70 เปอรเซ็นต  
การคัดเลือกและแบงกลุมตัวอยาง 

การทดลองที ่ 1 น้ําเช้ือที่รีดเก็บไดจากสุนัข 3 ตัว นาํมารวมกนั ใหไดจํานวนอสุจิทั้งหมด 

1,200 x 106 ตัว แบงน้ําเชือ้ ออกเปน 3 กลุมเทา ๆ กัน กลุมที ่ 1 น้ําเช้ือสุนัขที่ผานการแชเยน็ที่ 3 

ชั่วโมง  กลุมที ่2 น้ําเช้ือสุนัขที่ผานการแชเย็นที ่ 24 ชัว่โมง และกลุมที ่3 น้ําเช้ือสุนัขที่ผานการแชเย็น
ที่ 96 ชั่วโมง จากนัน้นําน้ําเชือ้ทั้ง 3 กลุมไปแชแข็ง ทําการทดลองซํ้า 7 คร้ัง (รูปที่ 2)  

การทดลองที ่ 2 รวมน้ําเชื้อจากสุนัขคร้ังละ 2-3 ตัว โดยการสุมเพื่อใหไดจํานวนอสุจิทั้งหมด 

600 x 106 ตัว จากนัน้แบงน้าํเชื้อที่ไดออกเปน 3 สวนเทา ๆ กนั สวนที่ 1 ไมเติมเอนไซม ใน
สารละลายสําหรับแชเย็นและแชแข็ง (กลุมควบคุม) สวนที่ 2 เติม กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส 

(glutathione peroxidase-GPx) และ ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide dismutase-SOD) 

(กลุม GPx + SOD) และสวนที ่3 เติม SOD (กลุม SOD) ทําการทดลองซํ้า 9 คร้ัง (รูปที่ 3) 

การรีดเก็บนํ้าเชื้อ 

รีดเก็บน้ําเชื้อสุนัขดวยมือ ตามวิธกีารของ (Christiansen, 1984) สัปดาหละคร้ัง โดยจะ
เลือกเก็บน้ําเชือ้เฉพาะสวนตนและกลาง (pre-spermatic and sperm rich fraction) ผานกรวยแกว
ลงในหลอดพลาสติกสําหรับเก็บน้าํเชื้อชนิดมีขีดบอกปริมาตร  
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การประเมินคุณภาพอสุจ ิ
ทําการตรวจคุณภาพอสุจิในน้ําเชื้อสด น้ําเช้ือแชเย็น 3 24 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที ่1) 

และ 3 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที่ 2) และนํ้าเชื้อแชแข็งหลังการแชเย็น 3 24 และ 96 ชั่วโมง   
(การทดลองที ่1) และนํ้าเชือ้แชแข็งหลังการละลาย 0 และ 6 ชั่วโมง (การทดลองที ่2) ทาํการประเมิน
คุณภาพอสุจิ ไดแก จํานวนอสุจิทั้งหมด อัตราการเคล่ือนที่ และระดับการเคล่ือนที่ของอสุจิ อัตราการ
มีชีวิต เปอรเซน็ตอสุจิที่มีความสมบูรณของดีเอ็นเอ และอะโครโซม 

จํานวนอสุจทิั้งหมด 
นับจํานวนอสุจิจากฮีโมไซโตมิเตอร แชมเบอร (Hemocytometer chamber) (Boeco, 

Humburg, Germany) (Beardon and Fuquay, 1997) โดยใชตัวอยางน้ําเชื้อ 1 สวน ตอสารละลาย
ฟอรมัลซาลีน (formal saline) 40 สวน ผสมใหเขากนั จากนั้นดูดตัวอยาง 10 ไมโครลิตร ใสในฮีโมไซ
โตมิเตอร แชมเบอร แลวนบัจํานวนอสุจ ิ คํานวณความเขมขนของอสุจิตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
จํานวนอสุจทิัง้หมด   

อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิ
ประเมินอสุจทิีม่ีการเคลื่อนที ่โดยใชตัวอยางน้าํเชื้อ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดแกวอุน 37 

องศาเซลเซยีส ปดดวยแผนปดสไลด และสองดูดวยกลองจุลทรรศนตัดแสง (Olympus CX31, 

Japan) กําลังขยาย 400 เทา คํานวณเปอรเซ็นตการเคลือ่นที่อสุจ ิ 

ระดับการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสจุิ 
ประเมินอสุจทิีเ่คล่ือนที่เปนเสนตรง และว่ิงไปขางหนาดวยความเร็ว เปนคะแนน โดยระดับ

นอยไปมาก คือ 0 ถึง 5 (0 = อสุจิที่ไมเคล่ือนที ่และ 5 = อสุจิที่เคล่ือนที่ไปขางหนา ดวยความเร็ว
มาก) โดยใชตัวอยางน้าํเชื้อ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดอุน ปดดวยแผนปดสไลด และสองดูดวย
กลองจุลทรรศนตัดแสง (Olympus CX31, Japan) กําลังขยาย 200 เทา 

อัตราการมชีวีิตของอสุจ ิ 
ประเมินอัตราการมีชีวิตของอสุจิในน้าํเชื้อสดที่ฟารมสุนขั โดยยอมอสุจิดวยสีอะนลีีน บลู 

(aniline blue) โดยหยดตัวอยางอสุจ ิและ aniline blue อยางละ 10 ไมโครลิตร ลงบนสไลด ผสมให
เขากันแลวใชสวนปลายของปเปต ทิป (pipette tip) ปาดใหทัว่สไลด ประเมินจาํนวนอสุจิทัง้หมด 
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200 ตัว ภายใตกลองจุลทรรศนตัดแสง (Olympus CX31, Japan) กาํลังขยาย 1,000 เทา อสุจมิีชีวติ
ไมติดสี อสุจิทีต่ายแลวติดสีแดง 

ประเมินอัตราการมีชีวิตของอสุจิในน้าํเชื้อแชเย็น และแชแข็งในหองปฏิบัติการ โดยยอมอสุจิ
ดวยสีฟลูออเรสซีน ไซเบอรโบรไมด 14 (SyBr-14) (Fertilight®, Sperm viability kit, Molecular 

Probes Europe, Leiden, The Netherlands) และโพรพเิดียมไอโอไดด (propidium iodide)  

(Fertilight®, Sperm viability kit, Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands)  ความ
เขมขน 0.2 ไมโครโมลารและ 0.03 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ประเมนิจํานวนอสุจทิั้งหมด 200 ตัว 

ภายใตกลองฟลูออเรสเซนส (Olympus BX51, Japan) กําลังขยาย 1000 เทา อสุจิมีชีวิตติดสีเขียว 

อสุจิที่ตายแลวติดสีแดง (Garner and Johnson, 1995) 

ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ  
ประเมินความสมบูรณของดีเอ็นเอ โดยใชวิธีที่ประยุกตมาจาก (Tejada et al., 1984; Lui 

and Baker, 1992) ปายน้าํเชื้อตัวอยางลงบนสไลดปริมาณ 5 ไมโครลิตร รอใหแหง จุมสไลดใน
สารละลายคารนอย (Carnoy’s solution, methanol-glacial acetic acid) นาน 24 ชั่วโมง ลางออก
แลวจุมสไลดในสียอมอะคริดีนออเรนจ (acridine orange) 1 เปอรเซ็นต (100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
ในน้าํกล่ันนาน 5 นาที นับจํานวนอสุจทิัง้หมด 200 ตัว สองดูภายใตกลองฟลูออเรสเซนส (Olympus 

BX51, Japan) กําลังขยาย 1000 เทา อสุจิติดสีเขียวมีดีเอ็นเอสมบูรณ อสุจิติดสีสม เหลืองหรือแดง 
มีดีเอ็นเอเสียหายบางสวนหรือทั้งหมด การเตรียมสียอม acridine orange ทําไดโดยเติมน้ํากล่ัน 10 

มิลลิลิตร ลงใน 1 เปอรเซ็นต ของ acridine orange เติมน้ํากล่ัน 40 มิลลิลิตร ลงใน 0.1 โมลาร ของ
กรดซิตริค  (Merck, Darmstadt, Germany) และเติมน้ํากล่ัน 2.5 มิลลิลิตร ลงใน 0.3 โมลาร ของ 
Na2HPO4.7H2O (Merck, Darmstadt, Germany) หลังจากนัน้ผสมใหเขากนั สียอมตองถกูเตรียม
ใหมทกุวนั และเก็บไวในที่มดืที่อุณหภูมิหองจนกวาจะใชจริง 

ความสมบูรณของอะโครโซมของอสุจ ิ
ความสมบูรณของอะโครโซม ประเมนิโดยใชสียอม FITC-PNA (fluorescein 

isothiocyanate-labeled peanut agglutinin) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)  และ 

PI (propidium iodide)  (Molecular probes Inc., OR, USA) ความเขมขน 100 ไมโครกรัมใน 

สารละลายพบีีเอส 1 มิลลิลิตร และ 18 ไมโครโมลาร ตามลําดับ (Cheng et al., 1996; Axnér et al., 
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2004) ปายตัวอยางน้าํเชื้อ 5 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด รอใหแหง จุมในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 
30 วินาท ีผสม FITC-PNA 90 ไมโครลิตร กับ PI 5 ไมโครลิตร ใหเขากันดี จากนัน้ดูดสีที่ผสมกันแลว 

20 ไมโครลิตร เกล่ียสียอมบนสไลดใหทั่ว แลวเก็บในกลองทึบแสงในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาท ีลางดวยน้าํเยน็ 4 องศาเซลเซียส ประเมินอสุจิทั้งหมด 200 ตัว ดวยกลอง
ฟลูออเรสเซนส (Olympus BX51, Japan) กําลังขยาย 1000 เทา อสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ ติดสี
เขียวจากสียอม FITC-PNA บริเวณสวนหัวตําแหนงอะโครโซม อสุจิที่มีอะโครโซมเสียหายบางสวน 

ติดสีเขียวเปนจุด ๆ บริเวณสวนหัว อสุจิที่มีอะโครโซมเสียหายติดสีเขียวจากสียอม FITC-PNA 

เฉพาะสวนกลางของหัว หรือไมติดสีเขียวเลย  
สารเจือจางน้ําเชื้อ (ตารางที่ 1) 

สารเจือจางน้าํเชื้อแบงเปน 2 สวน สารเจือจางน้ําเชื้อสวนที ่ 1 (สารเจือจางสาํหรับแชเย็น
อสุจิ) ประกอบดวย ทริส 2.4 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ซิตริคแอซิด 1.4 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) กลูโคส 0.8 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) กลีเซอรอล 3 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) โซเดียมเบนซิลเพนนิซิลิน 0.06 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) สเตร็ปโตมัยซินซัลเฟต 

0.1 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) และไขแดง 20 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในขณะที่
สารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่ 2 (สารเจือจางสําหรับแชแข็งอสุจิ) มีสวนประกอบเชนเดียวกับสารเจือจาง
น้ําเช้ือสวนที ่ 1  แตมีกลีเซอรอล 7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และเพิ่มสารอีเคว็ก เอสทเีอ็ม 

เพสต 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) (Nova Chemical Sales, Scituate, Inc., MA, USA) 

สารเจือจางน้าํเชื้อหลังการละลายคือ สารละลายทริส บัฟเฟอร มสีวนประกอบเชนเดียวกับสารเจือ
จางน้ําเชื้อสวนที ่1 แตไมมีไขแดงและกลีเซอรอลเปนสวนประกอบ 
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ตารางที่  1 สวนประกอบของสารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่1 (EE-I) และ 2 (EE-II) และสารเจือจางน้าํเชื้อ
แชแข็งเพื่อทาํละลาย  

 
การแชเย็นน้าํเชื้อ  

หลังจากปนเหวี่ยงน้าํเชื้อ ดวยแรง 600 g เปนเวลา 10 นาที ละลายตะกอนอสุจิโดยเติม
สารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่1 ปริมาตร 6 มิลลิลิตร (การทดลองที่ 1) และ 3 มิลลิลิตร (การทดลองที่ 2) 

ปรับใหมีความเขมขนอสุจิ 200 × 106   ตัว/ มิลลิลิตร แบงน้ําเชื้อออกเปน 3 สวน ทําการแชเยน็อสุจิ
เปนเวลา 3, 24 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที่ 1) หรือแชเย็นอสุจใินสารเจือจางน้ําเชื้อ Uppsala 

Equex (กลุมควบคุม) สารเจือจางน้ําเชื้อที่มีการเติม GPx และ SOD รวมกนั หรือสารเจือจางน้าํเชื้อ 

Uppsala Equex ทีม่ีการเติม SOD เพียงชนิดเดียว (การทดลองที่ 2) 

การแชแข็งน้าํเชื้อ 
แบงน้ําเชื้อแชเย็นที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (การทดลองที่ 1) เติม

สารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่ 2 ปริมาตรเทากับสารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่ 1 คนใหเขากัน บรรจุตัวอยาง
อสุจิในหลอดพลาสติกสําหรับแชแข็งขนาด 0.5 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิโดยใชวิธีแชแข็งตามรายงาน

สารเจอืจางน้ําเชือ้ EE-I EE-II ทรสิ 

ทรสิ (กรมั) 2.4 2.4 2.4 

กรดซติรคิ (กรมั) 1.4 1.4 1.4 

กลโูคส (กรมั) 0.8 0.8 0.8 

กลเีซอรอล (มลิลลิติร) 3 7 0 

ไขแ่ดง (มลิลลิติร) 20 20 0 

โซเดยีม เบนซลิ เพนิซลิลิ (กรมั) 0.06 0.06 0.06 

สเตรปโตมยัซนิ ซลัเฟต (กรมั) 0.1 0.1 0.1 

อเีควก็ซ ์เอสทเีอม็ เพส (มลิลลิติร) 0 1 0 

น้ํากลัน่ (มลิลลิติร) ถงึ 100  ถงึ 100  ถงึ 100  

pH 6.4 6.5 6.5 

Osmolarity (มลิลอิอสโมล) 877 1374 256 
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ของ (Rota et al., 1997) โดยหยอนหลอดบรรจุนํ้าเชื้อในแนวต้ังในถังไนโตรเจนเหลวท่ีระดับ 7 13 และ 21 

เซนติเมตร จากปากถัง เปนเวลา 2 2 และ 1 นาที ตามลําดับ 

การละลายอสุจิแชแข็ง 
ทําโดยจุมหลอดบรรจุนํ้าเชื้อลงในอางอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ตัดปลาย

หลอดแลวปลอยนํ้าเชื้อลงในหลอดบรรจุสารละลายทริส บฟัเฟอร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่อุนที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส คนใหเขากนั 
สารเจือจางน้ําเชื้อท่ีมกีารเติมสาร GPx และ SOD 

ในการทดลองที่ 2 เติมสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมคือ กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส 
(GPx) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) ความเขมขน 5 ยูนิตตอมิลลิลิตร (Maxwell 
and Stojanov, 1996) และ ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) (Sigma Chemical Co., St Louis, 
MO, USA) ความเขมขน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร (Maxwell and Stojanov, 1996; Rossi et al., 
2001) ตามลําดับ ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อชนดิ tris egg yolk extender สวนที่ 1  

การสกัดแยกเอนไซมจากเซลลอสจุ ิ

การสกัดแยกเอนไซมที่อยูในเซลลอสุจิดวยวิธี hyposmotical-thermical shock method 

(Cassani et al., 2005) โดยนําน้าํเชื้อมาปนที ่600 g นาน 10 นาท ีดูดเอาน้ําเล้ียงอสุจิออก เกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนําไปวิเคราะห นําอสุจทิี่ตกตะกอนมาผสมกับ น้ําเกลือ 

(normal saline) ไปปนที่ 600 g นาน 10 นาท ีที่อุณหภูมิหอง ทําซํ้า 2 คร้ัง ดูดเอาสวนบนทิง้แลวเติม
น้ํากล่ัน แลวนาํไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชัว่โมง ทําซํ้า 2 รอบ จากนัน้นํา
ตะกอนอสุจิมาละลายที่อุณหภูมิหอง แลวปนดวยเคร่ืองปนเหวีย่งรักษาอุณภูมิ (Eppendorf® รุน 

5810 R, Hamburg, Germany) ที่รอบ 20,000×g นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้
นําเอาแตสวนบนไปทาํการวเิคราะหหาเอนไซม GPx และ SOD 

การตรวจวัดปฏิกิรยิาของกลูตาไธโอน เปอรออกซิเดส (GPx) 

การตรวจวัดปฏิกิริยา GPx ใชชุดตรวจ RANSEL (Randox Laboratories, Antrim, UK) เจือ
จางน้ําเล้ียงอสุจิ และอสุจทิีผ่านการทาํใหแตกตัว 10 เทา ดวยสารละลาย diluting agent ภายหลัง
การเติม cumene ปฏิกิริยาจะเร่ิมทาํงาน อานคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร 
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(Sapphire 120®, Audit Diagnostics, Cork, Ireland) ซึ่งจะวัดการลดลงของคาดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร ไดคาปริมาณ GPx ในหนวยเปนยนูิต ชุดตรวจมีหลักการปฏิกิริยาทางเคมี 

ดังนี้  

 

       2GSH + ROOH           ROH + GSSG + H2O 

 

GSSG + NADPH + H+                      NADP+ + 2GSH 

GSH = glutathione GR = glutathione reductase GSSG = oxidized glutathione GPx = 

glutathione peroxidase ROOH = cumene hydroperoxide 

โดยทาํการตรวจปฏิกิริยา GPx ในน้าํเล้ียงอสุจิของสุนัขแตละตัว และอสุจิที่ผานการแชเย็น และแช
แข็ง ที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยอสุจิตองผานการสกดัแยกเอนไซมแลวตามข้ันตอน
ขางตน  

การตรวจวัดปฏิกิรยิาของซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) 
การตรวจวัดปฏิกิริยา SOD ใชชุดตรวจ RANSOD (Randox Laboratories, Antrim, UK) 

เจือจางน้ําเล้ียงอสุจิ และอสุจิที่สกัดแยกเอนไซมแลว 10 เทา ดวยสารละลายบัฟเฟอร กอนทาํการ
ตรวจ ภายหลังการเติม xanthine oxidase วัดปริมาณ SOD โดยใชเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมเิตอร 
(Sapphire 120®, Audit Diagnostics, Cork, Ireland) วัดคาการดูดกลืนแสง โดยทาํการตรวจวัด
ตัวอยางมาตรฐานกอนเพื่อสรางกราฟมาตรฐาน หลังจากนั้นวัดปฏิกิริยา SOD ของตัวอยาง ชุด
ตรวจมีหลักการปฏิกิริยาทางเคมี ดังนี ้ 
  

Xanthine            XOD               Uric acid + O2
- 

                                        I.N.T. +    O2
-                            Formazan dye 

O2
-                            SOD                          O2

   +   H2O2 

SOD = superoxide dismutase XOD = xanthine oxidase 

 

GPX

GR  
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โดยทาํการตรวจปฏิกิริยา SOD ในน้าํเล้ียงอสุจิของสุนัขแตละตัว และอสุจิที่ผานการแชเย็น และแช
แข็ง ที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยอสุจิตองผานการสกดัแยกเอนไซมแลวตามข้ันตอน
ขางตน  

การวัด รีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีสรวม (tROS) 
การวัดรีแอคทฟี ออกซิเจน สปชีสรวม ตามเทคนิคของ  (Michael et al., 2007) ใชตัวอยาง

น้ําเช้ือ 100 ไมโครลิตร ผสมกับน้าํกล่ัน 890 ไมโครลิตร แลวนาํมารวมกับสารละลายลูมนิัล 1 มิลลิ
โมลาร (luminol: 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) (Sigma Chemical Co., St Louis, 

Missouri, USA)  ซึ่งจะทาํปฎิกิริยากับรีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีส หลายๆ ชนิดในตัวอยาง ใชเคร่ือง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร (Thermo Spectronic®, Genesys 5, Wisconsin, USA) ตรวจวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน  380 นาโนเมตร คํานวณคา tROS ตามสมการของ Lambert Beer’s law ซึ่ง
แสดงตามสมการขางลาง ดังนี ้

 

A = εdc 

A = คาการดูดกลืนของแสงของตัวอยางน้าํเชื้อ ε  = molar extinction coefficient d = ความยาว
ของคิวเวท (หนวยเปนเซนติเมตร) และ c = molar concentration 

โดยทาํการตรวจวัด tROS ในน้าํเชื้อที่ผานการแชเยน็ และแชแข็ง ที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง 
ตามลําดับ โดยเปนการตรวจวัด tROS ที่อยูภายนอกเซลลนั่นเอง 
แผนการทดลอง 
การทดลองที ่1  

ศึกษาผลของการแชเยน็ตอคุณภาพอสุจิ ปริมาณ GPx SOD และ tROS ในน้าํเชือ้แชเย็น
เปนเวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง โดยแบงตัวอยางน้ําเชื้อแชเยน็แตละชวงเวลาไปทําการแชแข็ง 
ประเมินคุณภาพอสุจหิลังการรีดเก็บ หลังการแชเย็น 3, 24 และ 96 ชั่วโมง และหลังการแชแข็ง 
ตรวจวัดปริมาณ GPx SOD และ tROS ในน้าํเล้ียงอสุจ ิและในเซลลอสุจิ หลังการรีดเก็บ และหลัง
การแชเยน็ 3 24 และ 96 ชั่วโมง (รูปที่ 2)    
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รูปที่ 2 แผนภาพแสดงการทดลองที่ 1 

การทดลองที ่2 

ศึกษาผลของการเติมเอนไซม GPx รวมกบั SOD และ SOD ชนิดเดียว ในสารเจือจางน้ําเชื้อ 

โดยแบงตัวอยางเปน 3 กลุม กลุมที ่1 ไมเติมเอนไซม (กลุมควบคุม) กลุมที่ 2 เติม GPx รวมกับ SOD 

กลุมที ่3 เติม SOD ชนิดเดียว (รูปที่ 3) 

 

 

 

 

 

ตะกอนอสุจ ิ
GPx      
SOD     
tROS 

น้ําเชื้อรวม

แชเย็น 3ชม. แชเย็น 24ชม. แชเย็น 96ชม. 

แชแข็งและละลาย 

                        
                                    

 ตรวจคุณภาพอสุจ ิ
 

น้ําเลีย้งอสุจ ิ

ตรวจคุณภาพอสุจ ิ

GPx                           
SOD                          
tROS                 
ตรวจคุณภาพอสุจ ิ
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รูปที่ 3 แผนภาพแสดงการทดลองที่ 2 

 
การทดลองที ่1 

ตัวแปรอิสระ 
1. เวลาการแชเยน็และแชแข็ง (3 24 และ 96 ชั่วโมง) 
2. การแชเยน็กอนการแชแข็งทีร่ะยะเวลาเดียวกัน (3 24 และ 96 ชั่วโมง) 
ตัวแปรตาม 
1. อัตราการเคล่ือนที ่(%) 

2. ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา  

3. อัตราการมีชีวติ (%) 

4. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ (%) 

5. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (%) 

ตรวจคุณภาพ
อสุจิ 

น้ําเชื้อรวม

แชเย็น   
3 ชั่วโมง 

แชแข็งและละลาย 

อุน 0 และ 6 ชั่วโมง 

Uppsala Equex  
(กลุมควบคุม) 

Uppsala Equex  
(GPx + SOD) 

Uppsala Equex  
(SOD) 

ตรวจคุณภาพ
อสุจิ 

แชเย็น 96 
ชั่วโมง 

แชเย็น   
3 ชั่วโมง

แชเย็น 96 
ชั่วโมง

แชเย็น 3 
ชั่วโมง   

แชเย็น 96 
ชั่วโมง 

ตรวจคุณภาพ
อสุจิ 
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6. ปริมาณ tROS (10-7/โมลาร) 
7. ปริมาณ GPx (ยูนิต/50×106 อสุจิ) 
8. ปริมาณ SOD (ยูนิต/50×106 อสุจิ) 

การทดลองที ่2 

ตัวแปรอิสระ 
1. กลุมตัวอยาง (treatment group) คือ กลุมที่มีการเติม GPx รวมกับ SOD และ กลุมที่มีการ

เติม SOD เพยีงชนิดเดียว ในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเย็น  และแชแข็งอสุจิ  
2. ระยะเวลาในการแชเย็นที ่ 3 และ 96 ชัว่โมง และแชแข็ง ภายหลังการแชเย็น 3 ชั่วโมง โดย 

ทําละลายในเวลา 0 และ 6 ชั่วโมง 
ตัวแปรตาม 
1. อัตราการเคล่ือนที ่(%) 

2. ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา  

3. อัตราการมีชีวติ (%) 

4. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ (%) 

5. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (%)  
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
การทดลองที ่1 

ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) (Int. Inc. Cary. 

N.C. USA) เวอรชั่น 9.0 ขอมูลผลการทดลองแสดงผลดวย คาเฉลี่ยและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

วิเคราะหความแตกตางของตัวแปรอิสระโดยใช 2 model คือ one way ANOVA ดวยวิธ ี General 

Linear Model และ student’s t-test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 0.05 ของตัวแปรดังตอไปนี้ อัตราการ
เคล่ือนที ่ (%) อัตราการมีชวีิต (%) เปอรเซ็นตอสุจิที่มดีีเอ็นเอสมบูรณ (%) เปอรเซ็นตอสุจิทีม่อีะ
โครโซมสมบูรณ (%) ปริมาณ GPx และ ปริมาณ SOD นอกจากนั้นแลวยังใช NPAR one way 

procedure ดวยวธิี Wilcoxon Rank Sums test โดยเปรียบเทียบที ่ Normal Approximation และ 

Kruskal-Wallis Test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 0.05 ของตัวแปรดังตอไปนี้ ระดับการเคล่ือนที่ไป
ขางหนา และ ปริมาณ tROS  
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การทดลองที ่2  

ขอมูลผลการทดลองแสดงผลดวย คาเฉล่ียและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน โดยมีตัวแปรอิสระ
คือ กลุมตัวอยาง (treatment group) และ ระยะเวลาในการแชเย็นและแชแข็ง และ ตัวแปรตาม คือ 

อัตราการเคล่ือนที่ ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา อัตราการมีชีวิต เปอรเซ็นตอสุจิทีม่ีดีเอ็นเอสมบูรณ 
และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ วิเคราะหความแตกตางของตัวแปรอิสระในระหวางกลุม
โดยใช one way ANOVA ดวยวธิี General Linear Model และ student’s t-test ที่ระดับนัยสําคัญ p 

< 0.05  
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
การทาํงานของ SOD และ GPx ในน้ําเลี้ยงอสุจิในน้ําเชื้อสดของสุนขั 

สุนัขในการทดลองท้ัง 3 ตัว มีความแตกตางของปริมาณ SOD และ GPx ใกลเคียงกนัในแต
ละตัว (ตารางที่ 2) 

ผลของระยะเวลาการแชเย็นตอคุณภาพอสุจ ิ
หลังการแชเยน็อสุจิสุนัข 96 ชั่วโมง อัตราการเคล่ือนที่ (p < 0.05) ลดลง เมื่อเทียบกบักลุมที่

แชเย็น 3 ชั่วโมง ในขณะที่การแชเย็นอสุจิจนถงึ 96 ชั่วโมง ไมทําใหอัตราการมชีีวิต (p > 0.05) 

เปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ (p > 0.05) เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบรูณ (p > 0.05) 

ปริมาณ SOD (p > 0.05) และ ปริมาณ GPx (p > 0.05) ลดลงอยางมนีัยสําคัญ (ตารางที ่3) เมื่อทาํ
การคํานวนโดยใช one way ANOVA ดวยวิธ ีGeneral Linear Model และ student’s t-test ที่ระดับ
นัยสําคัญ p < 0.05 นอกจากนั้น พบวาระยะเวลาของการแชเย็นอสุจิที่นานข้ึน สงผลตอระดับการ
เคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ โดยการแชเยน็อสุจิที ่ 96 ชั่วโมง สงผลใหระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา
ของอสุจิลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทยีบกับการแชเย็นอสุจทิี่เวลา 3 ชั่วโมง (p < 

0.05) และ 24 ชั่วโมง (p < 0.05) แตไมพบวาการแชเย็นอสุจทิี่เวลา 3 และ 24 ชั่วโมง ทาํใหระดับ
การเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิเปล่ียนแปลงอยางมนียัสําคัญ (p > 0.05) และพบวาระยะเวลาการ
แชเย็นอสุจทิี่นานข้ึน (3 24 และ 96 ชั่วโมง) ไมสงผลกระทบตอปริมาณ tROS (p > 0.05) ที่
เปล่ียนแปลงไป การคํานวณโดยใช NPAR one way procedure ดวยวิธ ี Wilcoxon Rank Sums 

test โดยเปรียบเทียบที่ Normal Approximation และ Kruskal-Wallis Test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 

0.05 

ผลของการแชเย็นกอนการแชแข็งตอคุณภาพอสุจ ิ
การแชแข็งอสุจิทําใหอัตราการเคล่ือนที่อสุจิ (p < 0.05) อัตราการมีชีวิต (p < 0.05) และ

เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (p < 0.05) ลดลง หลังการแชเย็นอสุจิเปนเวลา 3 24 และ 96 

ชั่วโมง (ตารางท่ี 3) เมื่อทําการคํานวนโดยใช one way ANOVA ดวยวธิ ี General Linear Model 

และ student’s t-test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 0.05 และสงผลใหระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของ
อสุจิลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางที่ 3) เมื่อทาํการคํานวณโดยใช NPAR one 
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way procedure ดวยวิธี Wilcoxon Rank Sums test โดยเปรียบเทียบที่ Normal Approximation 

และ Kruskal-Wallis Test ทีร่ะดับนัยสําคัญ p < 0.05 

การแชแข็งอสุจิภายหลังการแชเย็นเปนเวลา 96 ชั่วโมง ทาํใหอสุจหิลังการละลาย มีอัตรา
การเคลื่อนที่ (p < 0.05) อัตราการมีชวีิต (p < 0.05) และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (p < 

0.05) ลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติมากกวาการแชเย็น 3 ชั่วโมง กอนการแชแข็ง การแชเยน็อสุจิ 
3 24 และ 96 ชั่วโมง ไมกระทบตอการเปล่ียนแปลงของ tROS (p > 0.05) และ GPx (p > 0.05) แต
พบวาการแชแข็งอสุจิหลังการแชเย็นเปนเวลาต้ังแต 24 ชัว่โมงข้ึนไป ทาํใหปริมาณ SOD (p < 0.05) 

ลดลง เมื่อเทียบกับการแชแข็งอสุจิหลังการแชเย็น 3 ชั่วโมง (ตารางที่ 3) 

ผลของการเติมเอนไซมในสารเจือจางน้ําเชื้อแชเย็น 
หลังการแชเยน็อสุจิเปนเวลา 3 ชั่วโมง พบวาการเติม SOD ชนิดเดียวในสารเจือจางน้ําเชื้อ 

ทําใหอัตราการเคล่ือนที ่ (p < 0.05) อัตราการมีชีวิต (p < 0.05) และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอ
สมบูรณ (p < 0.05) ตํ่ากวาอสุจิในสารเจอืจางที่มีการเติม SOD รวมกับ GPx อยางมีนยัสําคัญทาง
สถิติ (ตารางที่ 4) อยางไรก็ตามพบวาการเติม SOD รวมกับ GPx ไมทําใหคุณภาพอสุจิแชเยน็ 3 

ชั่วโมง ดีกวากลุมควบคุม (p > 0.05) 

นอกจากนัน้พบวาหลังการแชเย็น 96 ชั่วโมง อัตราการมีชีวิตของอสุจิในสารเจือจางที่มีการ
เติม SOD และ GPx รวมกนั มากกวากลุมควบคุม (p < 0.05) และมากกวากลุมที่เติม SOD ชนิด
เดียว (p < 0.05) ในขณะทีคุ่ณภาพอสุจิอ่ืน ๆ ไมแตกตางกนัในระหวางกลุม 

ผลของการเติมเอนไซมในสารเจือจางน้ําเชื้อตอคุณภาพนํ้าเชือ้แชแข็ง 
หลังการละลายอสุจิแชแข็งพบวา อัตราการมีชีวิตของอสจุิ (p < 0.05) และเปอรเซ็นตอสุจิที่

มีดีเอ็นเอสมบูรณ (p < 0.05) ในกลุมที่ใชสารเจือจางน้าํเชื้อทีม่ีการเติม SOD รวมกับ GPx มากกวา
กลุมควบคุม และมีแนวโนมสูงกวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อที่มกีารเติม SOD ชนดิเดียว (p = 0.08 

และ p = 0.07 ตามลําดับ) เชนเดียวกับหลังการละลาย 6 ชั่วโมง อสุจิในสารเจือจางน้ําเชื้อที่มกีาร
เติม SOD รวมกับ GPx มีเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณมากกวากลุมควบคุม (p < 0.05) และมี
แนวโนมมากกวากลุมที่ใช SOD ชนิดเดียว (p = 0.08) (ตารางที ่5) 
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ตารางที่ 2 ปริมาณซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) (ยูนิต/มิลลิลิตร) และ กลูตาไธโอน เปอรออกซิ
เดส (GPx) (ยูนิต/มิลลิลิตร) ในน้าํเล้ียงอสุจิในน้าํเชื้อสดของสุนัขแตละตัว โดยทาํการทดลองซํ้า
ทั้งส้ิน 7 คร้ัง (คาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

ชนิดของ 
สารตานอนมุูลอิสระ 

สุนัขตัวที่ 1 สุนัขตัวที่ 2 สุนัขตัวที่ 3 

 

ซุปเปอรออกไซด    
ดิสมูเตส (SOD) 

 

107.89 ± 7.19 

 

 

105.27 ± 2.25 

 

 

94.60 ± 7.82 

 

 
กลูตาไธโอน        

เปอรออกซิเดส (GPx) 
 

 

320.04 ± 73.34 

 

 

323.89 ± 46.9 

 

 

277.84 ± 11.69 
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ตารางที ่3 คุณภาพอสุจิสุนัขภายหลังการแชเย็นและแชแข็งในแตละชวงเวลา (จํานวนตัวอยาง = 7) 

(คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน) 

 

ลักษณะคุณภาพนํ้าเชื้อ ระยะเวลา(ชัว่โมง) 

3 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 
 
ตัวอสุจิแชเยน็ 
 

-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา
ของอสุจิ 
-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของ
อสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซม
ของอสุจิ (%) 

-ปริมาณ tROS (10-7/โมลาร) 
-ปริมาณ SOD (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 
-ปริมาณ GPx (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 

 

 

72.9 ± 9.5 a,A 

 

3.7 ± 1.0 a,A 

85.0 ± 7.8 A 

90.5 ± 5.9  

 

79.6 ± 8.9  A  

 

237.2 ± 149.1  

110.7 ± 2.8  

 

215.3 ± 11.1  

 

 

68.6 ± 10.7 ab,A 

 

3.1 ± 0.7 a 

79.6 ± 5.0 A 

86.9 ± 12.1  

 

76.4 ± 8.1 A 

 

181.7 ± 70.6  

106.7 ± 2.2  

 

218.6 ± 7.0  

 

 

57.1 ± 9.5 b,A 

 

2.0 ± 0.8 b 

74.6 ± 7.5 A 

84.0 ± 12.6  

 

67.4 ± 5.8 A 

 

259.9 ± 210.0  

106.8  ± 2.0  

 

221.8 ± 5.4  

 
ตัวอสุจิแชแข็ง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา
ของอสุจิ 
-อัตราการมีชวีิตของอสุจ ิ(%) 

 

 

48.6 ± 6.9 a,B 

2.7 ± 0.8 B  

 

57.4 ± 10.5 a,B 

 

 

42.9 ± 7.6 abB 

2.9 ± 0.2  

 

53.0 ± 11.7 a,B 

 

 

30.0 ± 8.2 b,B 

2.6 ± 0.4  

 

35.9 ± 13.9 b,B 
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-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของ
อสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซม
ของอสุจิ (%) 

-ปริมาณ tROS (10-7/โมลาร) 
-ปริมาณ SOD (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 
-ปริมาณ GPx (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 

92.1 ± 7.7  

 

57.9 ± 19.6 a,B 

 

326.4 ± 316.6   

109.9 ± 2.3  a 

 

237.6 ± 18.4   

87.4 ± 6.1  

 

49.1 ± 19.5 ab,B 

 

244.9 ± 176.9   

103.1 ± 2.4 b 

 

216.8 ± 4.3  

84.9 ± 9.4  

 

33.3 ± 15.7 b,B 

 

370.7 ± 297.5   

103.5 ± 5.5 b 

 

219.3 ± 4.9  

 

ตัวอักษร (a,b) แทนความแตกตางระหวางกลุมการทดลอง (p < 0.05) 

ตัวอักษร (A,B) แทนความแตกตางในกลุมระหวางลักษณะของคุณภาพนํ้าเช้ือที่แตกตางกันในชวงเวลาเดียวกัน (p 
< 0.05) 

 

ตารางที่ 4 คุณภาพอสุจิในน้ําเชื้อสุนัขแชเย็น โดยใชสารเจือจางน้ําเชือ้ที่ไมมีการเติมเอนไซม (กลุม
ควบคุม) มีการเติมกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (GPx) รวมกับ ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) และ
เติม ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) ชนิดเดียว (จํานวนตัวอยาง = 9) (คาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน) 

 

 

เวลาในการแชเย็นตัวอสุจ ิ/  
ลักษณะคุณภาพนํ้าเชื้อ 

กลุมควบคุม GPx + SOD SOD 

 
น้ําเชื้อแชเยน็ที่เวลา 3 ชัว่โมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

 

 
 

78.9 ± 6.0 a,b 

4.7 ± 0.5  

 

 
 

82.8 ± 6.7 a  

4.7 ± 0.5  

 

 
 

73.3 ± 8.7 b 

4.3 ± 0.9  
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-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซมอสุจิ (%) 

 

84.1 ± 6.7 a 

95.1 ± 5.1 a,b 

76.2 ± 13.1  

 

86.7 ± 4.8 a 

96.2 ± 2.8 a  

82.6 ± 12.3  

76.5 ± 6.7 b 

88.8 ± 10.3 b  

71.3 ± 16.4  

 
น้ําเชื้อแชเยน็ที่เวลา 96 ชั่วโมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซมอสุจิ (%) 

 

 
 

60.6 ± 23.5  

2.3 ± 1.2  

70.1 ± 6.2 a, 

91.6 ± 9.8  

60.6 ± 16.8  

 
 

66.1 ± 20.0  

3.0 ± 1.0  

79.3 ± 8.3 b 

94.8 ± 6.3  

59.2 ± 24.0  

 
 

55.0 ± 27.2  

2.4 ± 1.2  

66.2 ± 6.7 a 

86.1 ± 14.2  

58.4 ± 24.1  

 

ตัวอักษร (a,b) ตางกันแสดงคาที่มีความแตกตางระหวางกลุมการทดลอง (p < 0.05) 

 

ตารางที ่5 คุณภาพอสุจิสุนัขแชแข็งภายหลังการแชเยน็ 3 ชั่วโมง ในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเย็น
ที่มีการเติมสาร GPx รวมกบั SOD และ SOD ชนิดเดียว และไมเติมสารใด ๆ (กลุมควบคุม) ใน
ชั่วโมงที ่0 และ 6 ภายหลังการละลายตัวอสุจิ (จํานวนตัวอยาง = 9) 

 

อสุจิที่ถูกละลาย (จํานวนชั่วโมง) กลุมควบคุม GPx + SOD SOD 
 

0 ชั่วโมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

 

40.0 ± 18.0  

2.8 ± 0.7  

34.1 ± 14.0 a  

80.3 ± 6.3 a 

 

52.2 ± 9.7  

3.3 ± 0.7   

47.6 ± 12.0 b 

86.2 ± 6.5 b 

 

44.0 ± 21.8  

3.3 ± 0.9  

37.9 ± 14.8 a,b 

80.9 ± 5.1 a,b 
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-ความสมบูรณของอะโครโซมของอสุจิ (%) 

  

64.1 ± 20.8  65.2 ± 17.7   64.2 ± 15.1  

6 ชั่วโมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซมของอสุจ ิ(%) 

 

 

28.3 ± 19.8  

2.0 ± 0.9  

24.5 ± 13.1  

72.8 ± 12.0 a 

32.5 ± 15.4  

 

31.7 ± 17.0  

2.1 ± 0.6  

36.1 ± 13.3  

84.5 ± 9.9 b 

36.2 ± 14.0  

 

20.0 ± 16.6  

1.7 ± 0.9  

30.3 ± 15.5  

74.6 ± 12.7 a,b 

29.2 ± 16.2  

ตัวอักษร (a,b) แทนความแตกตางระหวางกลุม (p < 0.05) 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัยและอภิปรายผลการวจิัย 
ปริมาณ SOD และ GPx ที่ตรวจไดในน้าํเล้ียงอสุจใินการทดลองนี้ มีคามากกวาใน

รายงานของ (Strzezek et al., 2009) ซึ่งทําการตรวจ SOD และ GPx ในน้ําเชื้อสุนัข แบงเปน 3 

สวน คือ pre-spermatic  spermatic และ post-spermatic fraction โดยมีปริมาณ SOD เฉล่ีย 

22.3  54.8 และ 40.1 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามลําดับ และไมพบ GPx ใน pre-spermatic fraction สวน
ปริมาณ GPx ใน spermatic และ post-spermatic fraction คือ 4.6 และ 4.0 ยนูิต/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ โดย (Strzezek et al., 2009) ทําการตรวจเอนไซมโดยใชวิธี acrylamide gel  

การศึกษาน้ีใชชุดตรวจซ่ึงใชหลักการของการปฏิกิริยาทีท่ําใหเกิดความขุนและการดูดกลืนแสงของ
สารละลาย ซึง่เปนการศึกษาแรก ทําใหไมสามารถเปรียบเทยีบคาที่ไดกับรายงานในสุนัขกอนหนา
นี้ได ทัง้นี้การทดลองในคนที่ใชชุดตรวจ RANSOD เดียวกนันี ้ ในน้าํเชื้อแชแข็ง พบวามีคา SOD 

เฉล่ีย 0.34 ± 0.06 ยนูิต/มิลลิกรัม โปรตีน (Murawski et al., 2007) การทดลองนี้มีปฏิกิริยาของ 
GPx สูงกวา SOD ทัง้ในเซลลอสุจิ และในนํ้าเล้ียงอสุจ ิซึ่งตางจากการศึกษากอนหนานีท้ี่รายงาน
วา SOD เปนเอนไซมหลักทีท่ําหนาทีเ่ปนสารตานอนุมลูอิสระ ในน้ําเช้ือสดของสุนขั (Strzezek et 

al., 2009) 

จากการศึกษานี้ หลังการแชเย็นน้ําเชื้อเปนเวลา 96 ชัว่โมง พบอัตราการเคล่ือนที ่ และ
ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจิตํ่าลง ซึ่งสอดคลองกับผลการแชเย็นอสุจจิากทอนาํน้าํเชื้อ 

(epididymis) ของสุนัข (Ponglowhapan and Chatdarong, 2008) ในการผสมเทยีมสุนัขโดยใช
น้ําเช้ือแชเย็น จึงแนะนําใหใชอสุจิแชเย็นภายในเวลา 5 วัน ซึ่งหากตองการเก็บอสุจนิานกวานี้ ควร
ใชการแชแข็งแทน (England and Ponzio, 1996)  

นอกจากนีก้ารทดลองนี้ ไมพบการเพิ่มข้ึนของ tROS ในอสุจิแชเยน็ และอสุจิแชแข็งหลัง
การแชเยน็ เปนเวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที ่ 1) ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ
(Michael et al., 2009) ที่ไมพบการเพิ่มข้ึนของ tROS อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ในอสุจิของสุนัขที่
ผานการแชเยน็ต้ังแต 0 24 และ 72 ชั่วโมง ในกลุมควบคุมที่ไมมีการเติมสารตานอนุมูลอิสระลงใน

 



 
 

31

สารเจือจางน้าํเชื้อ ทัง้นี้นาจะมาจากเทคนิคที่ดีในการเก็บรักษาอสุจิดวยความเย็น รวมทั้ง
ประสิทธิภาพที่ดีของสารเจือจางน้ําเชื้อ ทีย่ังคงรักษาอสุจิจนไมเกิดการสราง tROS ที่เพิม่ข้ึน  

จากการศึกษานี้ ไมพบการลดลงของ GPx และ SOD ในอสุจิหลงัการแชเย็นน้ําเชื้อจนถงึ
เวลา 96 ชั่วโมง (การทดลองที ่1) ซึ่งสอดคลองกับ (Kankofer et al., 2005) ที่ภายหลังการแชเย็น
น้ําเช้ือจนถึง 24 ชั่วโมง ไมพบมีการลดลงของสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม ซึ่งสาเหตุมาจาก
การที่ในชวงเวลาทีท่ําการแชเย็นอสุจิจนถงึ 24 ชั่วโมง ยังไมมีการเกดิปฏิกิริยาลิปด เปอรออกซิ
เดช่ัน (Kankofer et al., 2005) จึงทําใหไมมีการลดลงของ GPx และ SOD ในอสุจิ นอกจากนี้
พบวาอสุจิแชแข็งภายหลังการแชเย็นต่ังแต 3 ชั่วโมง เปนตนไป ไมสงผลกระทบตอเปอรเซ็นต
ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจ ิและหลังการแชเย็นต้ังแต 24 ชั่วโมง เปนตนไป ไมสงผลกระทบ
ตอระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ (Crockett et al., 2001) 

ที่ทดลองในมา พบวาการแชแข็งอสุจิภายหลังการแชเยน็ ที ่ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 หรือ 12 

ชั่วโมง จะไมสงผลกระทบตอคุณภาพของอสุจิ เมื่อเทียบกับการแชเย็นนาน 2 – 2.5 ชั่วโมง กอน
การแชแข็ง เนื่องจากมกีารนําน้ําเล้ียงอสจุิ (seminal plasma) ออกกอนที่จะกระทําการแชเย็น 

เพราะการคงเหลือของน้าํเล้ียงอสุจิปริมาณมากในน้าํเชื้อแชเย็นมานัน้ จะสงผลทําใหเกิดผลเสีย
ตออสุจิ โดยพบวาอัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติดลดลง (Pickett et al., 1975; 

Jasko et al., 1992)  

 จากการศึกษายังพบอีกวาการทาํงานของ SOD ลดลงในน้ําเชื้อแชแข็งที่ผานการแชเย็น
มากอนเปนเวลา 24 ชั่วโมงข้ึนไป (การทดลองที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ (Lasso et al., 

1994) ที่พบวาอสุจิแชแข็งในมนษุยจะมีการทํางานของ SOD ลดลงจากน้ําเชื้อสด และ (Marti et 

al., 2008) ทีพ่บวามีการทาํงานของ SOD ในน้ําเชื้อสด และนํ้าเชื้อแชเย็นในแกะ ปริมาณเปน 2 

เทาของในตัวอยางน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการทาํละลาย นัน่คือการแชแข็งอสุจิสงผลใหระดับการ
ทํางานของ SOD ลดลงอยางเห็นไดชัด โดยจะพบวา SOD เปนสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมที่
มีผลกระทบมากท่ีสุดเมื่อทาํการแชแข็งอสุจิ โดยพบวามปีริมาณลดลงถึง 65 เปอรเซ็นต ภายหลัง
การแชแข็งและทําละลายอสุจิ (Marti et al., 2008) สาเหตุนาจะมาจาก SOD เปนสารตานอนุมลู
อิสระหลักที่มหีนาที่ปองกนัอสุจิจากการถกูทําลายดวย ROS (Cassani et al., 2005) ในขณะที่ใน
การศึกษาคร้ังนี้ไมพบความแตกตางของการทํางานของ GPx ในน้าํเชื้อแชแข็งภายหลังการแชเยน็ 

ซึ่งสอดคลองกับการทดลองกอนหนานี้ในแกะ (Marti et al., 2008) และใกลเคียงกับผลการทดลอง



 
 

32

ของ  (Bilodeau et al., 2000) ที่ทาํการทดลองในอสุจิโค ซึ่งพบวาหลังการแชแข็งอสุจิ ระดับกลู
ตาไธโอน (GSH) ลดลง 78 เปอรเซ็นต 

จากผลการศึกษาการเติมสารตานอนุมูลอิสระ 2 ชนิด รวมกนั (การทดลองที ่ 2) คือ GPx 

และ SOD ในสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด tris-egg yolk extender จะทําใหอัตราการเคล่ือนที่ อัตรา
การมีชีวิต และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ สูงกวาการเติม SOD ชนิดเดียว ในอสุจิแชเยน็ที่ 
3 ชั่วโมง รวมทั้งทําใหอัตราการมีชีวิตของอสุจิแชเย็นที่ 96 ชั่วโมง สูงกวากลมควบคุม และกลุมที่
เติม SOD ชนิดเดียว นัน่คือการเติมเอนไซมทัง้ 2 ชนิด รวมกัน คือ GPx และ SOD ชวยรักษา
คุณภาพอสุจิแชเย็นไดนานกวา 96 ชั่วโมง โดยสอดคลองกับการทดลองเติม SOD รวมกบั 

catalase ในการแชแข็งน้าํเชื้อของมนษุย ซึ่งใหผลดีกวาการใช SOD ชนิดเดียวเชนกนั (Rossi et 

al., 2001) ทัง้นี้อาจเนื่องมาจาก SOD เปนเอนไซมที่เรงการเปล่ียนสารซุปเปอรออกไซด (O2
-) ซึ่ง

เปน ROS ชนดิหนึง่ ใหทาํปฏิกิริยากับไฮโดรเจนอิออน (H+) ไดผลผลิตเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(H2O2) ซึ่งเปน ROS อีกชนิดหนึง่ ถาในสารละลายมี catalase จะทาํใหมีการเปล่ียน H2O2 เปนน้ํา 

(H2O) การทาํงานรวมกนัของ SOD และ catalase ในลักษณะนี้ ทําใหไมเกิด ROS ข้ึนอีก ซึ่ง
ยืนยนัจากการลดลงของระดับ ROS ในน้าํเชื้อสุกรที่แชแข็งในสารละลายทีม่ี SOD และ catalase 

รวมกัน (Roca et al., 2005) การทํางานของ GPx เปนไปในทางเดียวกนักับ catalase ดังนัน้การ
ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเติม GPx และ SOD รวมกัน ใหผลดีกบัอสุจิมากกวาการเติม SOD 

เพียงชนิดเดียว นอกจากนัน้แลวยงัศึกษาพบวาหลังการละลายอสุจแิชแข็ง ทาํใหอัตราการมีชีวติ
ของอสุจิ และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ ในกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อที่มกีารเติม SOD 

รวมกับ GPx มากกวากลุมควบคุม และมีแนวโนมสูงกวากลุมที่ใชสารเจือจางน้าํเชื้อที่มีการเติม 

SOD ชนิดเดียว เชนเดียวกบัหลังการละลาย 6 ชั่วโมง อสุจิในสารเจอืจางน้ําเชื้อทีม่ีการเติม SOD 

และ GPx มีเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณมากกวากลุมควบคุม และมีแนวโนมมากกวากลุมที่
ใช SOD ชนิดเดียวซ่ึงนาจะเปนเหตุผลเดียวกับขางตน  

กลาวโดยสรุปคือ ในน้ําเล้ียงอสุจิ อสุจิแชเย็น และอสุจิแชแข็ง ของสุนัขมีการทํางานของ 
SOD และ GPx ทั้งนี้ระดับ tROS และการทํางานของ GPx ไมเปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาการแช
เย็นและหลังการแชแข็ง ในขณะที่การแชแข็งอสุจิของสุนัข หลังการแชเย็น 24 และ 96 ชั่วโมง ทํา
ใหการทํางานของ SOD ลดลง นอกจากนี้การเติมสารตานอนุมูลอิสระทั้ง 2 ชนิดรวมกัน คือ GPx 

และ SOD ลงในสารเจือจางน้ําเช้ือของสุนัข ปองกันอสุจิจากการถูกทําลายโดยการแชเย็นและแช
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แข็งไดดีกวาการเติม SOD ชนิดเดียว ดังนั้นในการเก็บรักษาน้ําเช้ือของสุนัขที่ตองผานการแชเย็น
และแชแข็งน้ําเชื้อ จึงควรเติม GPx และ SOD ในสารเจือจางน้ําเชื้อ เพื่อรักษาชีวิตของอสุจิจาก
สารอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนในระหวางการเก็บรักษา 
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ภาคผนวก  

เครื่องมือที่ใชในการวิจยั 
1. หลอดเก็บน้ําเชื้อชนิดมีขีดบอกปริมาตร 
2. พาสเจอรไปเปตพลาสติค สําหรับดูดตัวอยางน้ําเชื้อ 
3. หลอดพลาสติกบรรจุน้ําเช้ือ ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
4. ปเปตทิป ขนาด 10, 20-200 และ 200-1000 ไมโครลิตร 
5. สไลดแกวและแผนปดสไลด 
6. ถังเก็บไนโตรเจนและไนโตรเจนเหลว 
7. แรค สําหรับวางหลอดทดลอง 
8. หลอดพลาสติคขนาดเล็ก (Eppendrof) 
9. Globet สําหรับบรรจุหลอดพลาสติคแชแข็ง 
10. ถุงมือยาง 
11. กรวยแกวสําหรับรองรีดเก็บน้ําเชื้อ 
12. กลองจุลทรรศนชนิดเฟสคอนทราสต 
13. ชุดตรวจเอนไซมกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (RANSEL) (Randox Laboratories, Antrim, 

UK) 
14. ชุดตรวจเอนไซมซุปเปอรออกไซดไดมูเตส (RANSOD) (Randox Laboratories, Antrim, 

UK) 
15. เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Sapphire 120, Audit Diagnostics, Ireland) 
16. ตูควบคุมความเย็นอัตโนมัติ 
17. เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (Eppendorf รุน 5810 R, Hamburg, Germany) 
18. อางอุน 
19. สารเคมีสําหรับเตรียมสารเจือจางน้ําเชื้อ 
20. แอนต้ีออกซิแดนทเอนไซม ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide dismutase-SOD) 
21. แอนต้ีออกซิแดนทเอนไซม กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase-GPx) 
22. เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรสําหรับตรวจ tROS (Thermo Spectronic, Genesys 5, WI, 

USA) 
23. สารเคมีสําหรับตรวจ tROS 
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การเก็บขอมูลในการทดลอง เก็บขอมูลโดยใชตารางรวบรวมขอมูล (Dummy table) ดังนี้ 
 
การทดลองที ่ 1 
 
ตารางที่ 1 ตารางเก็บขอมูลลักษณะของตัวอสุจิ คุณภาพของตัวอสุจ ิและ ปริมาณแอนตี้ออกซิเด
ทีฟ เอนไซม และ รีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีส ในน้ําเชื้อสด แชเย็น และแชแข็งในชวงเวลาที่ตางกัน  
Date________________________ n = __________ 
Semen Profile 
Fresh:   (Dog A) 
Name_________________Age_________________Breed________________________ 
Volume_______________Color___________pH________________Concentration__________ 
Total number of sperm count __________________________Viability___________________ 
Motility__________________ Acrosome integrity ___________________ 
DNA integrity____________________  
Seminal plasma: SOD___________ U mL-1     GP________________________ U mL-1   
Morphology: 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh: (Dog B) 
Name_________________Age_________________Breed________________________ 
Volume_______________Color___________pH________________Concentration__________ 
Total number of sperm count __________________________Viability___________________ 
Motility__________________ Acrosome integrity ___________________ 
DNA integrity____________________  
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Seminal plasma: SOD___________ U mL-1     GP________________________ U mL-1   
Morphology: 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh :   (Dog C)  
Name_________________Age_________________Breed________________________ 
Volume_______________Color___________pH________________Concentration__________ 
Total number of sperm count __________________________Viability___________________ 
Motility__________________ Acrosome integrity ___________________ 
DNA integrity____________________  
Seminal plasma: SOD___________ U mL-1     GP________________________ U mL-1  
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
 
Chilled :  
Time Motility+Progressive Viability DNA Acrosome SOD GPx tROS
3 hr    
24 hr    
96 hr    
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Post-thawed :  

Time Motility+Progressive Viability DNA Acrosome SOD GPx tROS
3 hr    
24 hr    
96 hr    

 

การทดลองที ่2 

ตารางที่ 2 ตารางเก็บขอมลูคุณภาพตัวอสุจิที่ผานการแชเย็นและแชแข็งภายหลังการเติมสารตาน
อนุมูลอิสระ ชนิด GPx และ SOD  
 
Date________________________  
Semen  Profile 
Fresh :     
Name_________________ Age_________________Breed________________________ 
Volume____________________Concentration__________________Total number of sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
Morphology : 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh :     
Name_________________ Age_________________Breed________________________ 
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Volume____________________Concentration__________________Total number of 
sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
Morphology : 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh :     
Name_________________ Age_________________Breed________________________ 
Volume____________________Concentration__________________Total number of sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
Morphology : 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh pooled semen : n = ______________ 
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Volume____________________Concentration__________________Total number of 
sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
 
Chilled : (3hr) 
 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control  
GPx + SOD  

SOD  
 
Chilled : (96hr) 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control  
GPx + SOD  

SOD  
 
Post- thawed : (0hr) 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control  
GPx + SOD  

SOD  
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Post- thawed : (6hr) 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control     
GPx + SOD     

SOD     
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวอรทัย ชัยเวชการ เกิดวันที่ 15 มิถุนายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีมหานคร ในปการศึกษา 2550 และเขาศึกษาตอระดับปริญญาโท ในหลักสูตร
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิตทีค่ณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศึกษา 2551 
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