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วีระศักดิ์  ฟุงเฟอง  2552: การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเจือจางน้ําเชื้อและสาร
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เก็บน้ําเชื้อจากพอพันธุไกสามเหลืองจํานวน 10 ตัวดวยวิธีการนวดบริเวณทองเพื่อศึกษา
ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง (การทดลองที่ 1) และวิธีการการ
แชแข็ง (การทดลองที่ 2) ตอคุณภาพน้ําเชื้อที่ผานการแชแข็งของไกสามเหลือง สารเจือจางน้ําเชื้อ
ในการศึกษาคือ Beltsville poultry semen extender (BPSE) และ modified Tyrode’s medium 
(TALP) สารปองกันอันตรายจากการแชแข็งที่ใชไดแก 8% dimethyl sulfoxide (DMSO) และ 6% 
dimethyl acetamide (DMA) ในการทดลองที่ 1ทําการเจือจางและและแบงการแชแข็งน้ําเชื้อเปน 4 
กลุมคือ BPSE + 8% DMSO, BPSE + 6% DMA, TALP + 8% DMSO และ TALP+ 6% DMA
พบวา TALP + 8% DMSO ใหคุณภาพน้ําเชื้อหลังการแชแข็งโดยมีเปอรเซ็นตอสุจิมีชีวิตเทากับ 
57.32±0.40 เปอรเซ็นตอสุจิรูปรางปกติเทากับ 56.67±1.10 เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิเทากับ 
48.50±3.40 เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิเทากับ 10.50±3.40 และมีการเคลื่อนที่
ของอสุจิในหลอดทดลองในตูบมเลี้ยงเซลลที่ 37 องศาเซลเซียสและคารบอนไดออกไซด 5  
เปอรเซ็นตไดนาน 5 ชั่วโมง ในการทดลองที่ 2 ทําการเจือจางน้ําเชื้อดวย TALP และแบงการแช
แข็งเปน 4 กลุมคือ one-step + 8% DMSO, one-step + 6% DMA, two-step + 8% DMSO และ
two-step + 6% DMA  พบวากลุมของ 8% DMSO ที่มีการแชแข็งดวยขั้นตอน one-step ใหคุณภาพ
น้ําเชื้อหลังการแชแข็งเหมือนกับการแชแข็งดวยขั้นตอน two-step แตกลุมของ 6% DMA ที่แช
แข็งดวยขั้นตอน one-step ใหคุณภาพน้ําเชื้อหลังการแชแข็งที่ดีกวาการแชแข็งดวยขั้นตอน two-
step อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  

ผลการศึกษาคุณภาพน้ําเชื้อหลังการแชแข็งในหองปฏิบัติการครั้งนี้แสดงใหเห็นวาการใช
สารเจือจางน้ําเชื้อ TALP รวมกับ 8% DMSO เปนทางเลือกสําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อไกสาม
เหลืองโดยสามารถใชวิธีการการแชแข็งแบบ one-step
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Semen was collected from 10 three-yellow cocks (Gallus domesticus) by a massage 
technique. Pooled semen was treated to determine the effect of extender and cryoprotectant 
(experiment 1) and the effect of freezing protocol and cryoprotectant (experiment 2) on 
frozen/thawed semen quality. The examined extenders were Beltsville poultry semen extender 
(BPSE) and modified Tyrode’s medium (TALP). The cryoprotectants were 8% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) and 6% dimethyl acetamide (DMA). In experiment 1, semen was diluted and 
frozen in 4 treatments: BPSE + 8% DMSO, BPSE + 6% DMA, TALP + 8% DMSO and TALP 
+ 6% DMA. The superior result (p<0.05) as followed was obtained by using TALP + 8% 
DMSO: percentages (mean±SD) of live (57.32±0.40), morphological normal (56.67±1.10), 
motile (48.50±3.40), progressive motile (10.50±3.40) sperm, and sustenance of sperm motility 
at 37 ๐C in an incubator (5% CO2 in air) for 5 h. In experiment 2, TALP was used as a basis 
extender. Semen was diluted and frozen in 4 treatments: one-step + 8% DMSO, one-step + 6% 
DMA, two-step + 8% DMSO and two-step + 6% DMA. The one-step method gave similar 
results to the two-step method in the case of using 8% DMSO, but not that of 6% DMA, in 
which the one-step method was superior (p<0.05).

This study indicated that from in vitro analysis, TALP with 8% DMSO was the 
preferred freezing solution for three-yellow cock sperm and this could be carried out by a one-
step freezing protocol.
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การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการ 
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The Comparison of the Effects of Extenders and Cryoprotectants on Frozen 
Semen Quality of Three-yellow Cocks (Gallus domesticus)

คํานํา

ไกเปนสัตวเศรษฐกิจของไทยที่ทําใหภาคอุตสาหกรรมการสงออกเนื้อสัตวสรางรายได
ใหแกประเทศปละหลายลานบาท โดยพบวาประเทศไทยเปนผูผลิตและสงออกไกเนื้อที่สําคัญของ
โลก เนื่องดวยไกที่เลี้ยงเพื่อการสงออกลวนแตเปนไกที่นําสายพันธุมาจากตางประเทศทําใหมีการ
สูญเสียเงินไปในแตละปเปนจํานวนมากเชนเดียวกัน การพัฒนาสายพันธุไกใหเหมาะสมกับสภาพ
พื้นที่ สภาพอากาศ เนื้อมีคุณภาพเปนที่ตองการของตลาด เปนเรื่องที่หลายๆ หนวยงานทําการศึกษา
เพื่อใหไดพันธุดีและทนทานตอโรค  ไกสามเหลืองซึ่งเปนไกพันธุพื้นเมืองของประเทศจีนและไดมี
การนําเขามาเลี้ยงในประเทศไทยซึ่งเปนไกพันธุที่มีความแข็งแรง ทนทานตอโรค เลี้ยงงาย หากิน
เกง มีความสามารถปรับตัวเขากับสภาพดิน ฟา อากาศแบบรอนชื้นไดเปนอยางดี เนื้อมีรสชาติ
หวาน กลิ่นหอมชวนกินและเนื้อนุมพอเหมาะจึงไดถูกนํามาศึกษาในการพัฒนาปรับปรุงสายพันธุ
ไกเพื่อใหไดไกที่มีความทนทานตอโรค สภาพอากาศ เนื้อรสชาติหวานกลิ่นหอมชวนกิน และเปนที่
ตองการของทองตลาด ดังเชน ไกลูกผสมไกสีทองกําแพงแสน ที่มีการพัฒนาปรับปรุงพันธุมาจาก
ไกเบตงและไกสามเหลือง

 เนื่องดวยในปจจุบันสัตวปกหลายชนิดมีความเสี่ยงตอการสูญเสียทางพันธุกรรม เนื่องจาก
ภัยคุกคามของมนุษย ภัยธรรมชาติ และโรคระบาด โดยเฉพาะโรคไขหวัดนกที่มีการระบาดใน
หลายพื้นที่ของประเทศไทยทําใหตองมีการทําลายสัตวปกเปนจํานวนมากจึงมีโอกาสที่จะทําใหเกิด
การสูญพันธุได  การใชเทคโนโลยีทางระบบสืบพันธุ เชน การเก็บรักษาเซลลสืบพันธุ  การผลิต
น้ําเชื้อแชแข็ง การผสมเทียม มีความสําคัญในการที่จะเก็บรักษาพันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตนั้นๆ เพื่อ
นําไปใชในอนาคตเพื่อที่จะดํารงความหลากหลายทางชีวภาพใหคงอยูและที่สําคัญคือเปนการ
อนุรักษพันธุสัตวที่มีคุณลักษณะดีเดน หายาก มีความเสี่ยงที่จะสูญพันธุ สําหรับในประเทศไทยมี
รายงานการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกรูปแบบของการแชแข็งไดเปนผลสําเร็จแตในปจจุบันนี้การใชน้ําเชื้อ
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แชแข็งไกเพื่อการผลิตเชิงอุตสาหกรรมนั้นยังไมเปนที่นิยม เนื่องจากมีตนทุนในการจัดการที่สูง 
ปญหาการสูญเสียความสมบูรณพันธุของอสุจิภายหลังการแชแข็งเพราะลักษณะทางโครงสรางของ
อสุจิไกที่มีโอกาสเกิดความเสียหายไดงายกวาปกติ หรือปญหาเกี่ยวกับการใชสารเคมีปองกันการ
แข็งตัวของอสุจิในกระบวนการแชแข็ง  ดังนั้นการหาวิธีที่จะชวยรักษาน้ําเชื้อไวใหมีคุณภาพที่ดีจึง
เปนสิ่งจําเปนสําหรับการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของไกพื้นเมือง 

เพื่อเปนการอนุรักษพันธุของไกสามเหลืองและเก็บรักษาพันธุกรรมเพื่อชวยคงความ
หลากหลายทางชีวภาพ การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อของไกสาม
เหลือง โดยศึกษาถึงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งที่เหมาะสม
สําหรับไกสามเหลืองและเพื่อเปนการพัฒนาวิธีการสําหรับการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งสําหรับสัตวปกที่
ใกลสูญพันธุชนิดอื่นตอไป 



วัตถุประสงค

1. เพื่อศึกษาชนิดของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งที่เหมาะสม
สําหรับการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของไกสามเหลือง

2. เพื่อศึกษาวิธีการแชแข็งที่เหมาะสมสําหรับการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของไกสามเหลือง

3. เพื่อพัฒนาวิธีผลิตน้ําเชื้อแชแข็งสําหรับไก



การตรวจเอกสาร

ไกสามเหลือง (Three-yellow chicken) มีถิ่นกําเนิดในประเทศสาธารณรัฐประชาชนจีน 
ลักษณะเดนประจําพันธุคือมีขนสีเหลือง แขงเหลืองและหนังมีสีเหลือง (รูปที่ 1) เนื้อมีรสชาติหวาน 
กลิ่นหอมชวนกินและเนื้อนุมพอเหมาะ เนื่องดวยไกสามเหลืองเปนไกพื้นเมืองซึ่งการเจริญเติบโต
ชาและมีประสิทธิภาพการใชอาหารที่ต่ํา จึงไดมีการพัฒนาปรับปรุงพันธุเพื่อใหไดไกลูกผสมที่มี
การเจริญเติบโตเร็ว หรือใหไขในปริมาณที่สูง โดยที่ยังคงลักษณะประจําพันธุไวคือ สีขน สีของ
หนังและสีของแขง รวมไปถึงรูปรางและขนาด(Yang and Jiang, 2005) สมรรถภาพการใหผลผลิต
น้ําหนักที่อายุ 4 สัปดาห 254.34 + 22.39 กรัม น้ําหนักที่อายุ 8 สัปดาห 758.34 + 67.41 กรัม น้ําหนัก
ที่อายุ 12 สัปดาห 1,418.00 + 213.55 กรัม อายุเมื่อใหไขฟองแรก 150 + 5 วัน น้ําหนักตัวเมื่อใหไข
ฟองแรก 2,070.33 + 184.62 กรัม น้ําหนักไขฟองแรก 41.67 + 8.34 กรัม ไขปละ 150 + 4 ฟอง (นิร
นาม, 2550) สุชาติ (2547) ไดทําการศึกษาการใชแมพันธุไกสามเหลืองผสมกับพอพันธุไกเบตงใน
การผลิตไกลูกผสม ไกสีทองกําแพงแสน พบวาไกลูกผสมดังกลาวมีความแข็งแรง เลี้ยงงาย ทนตอ
สภาพดินฟาอากาศไดดี เนื้อมีรสชาติหวาน กลิ่นหอมชวนกิน เปนที่ตองการของผูบริโภค และไดมี
การสงเสริมใหเกษตรกรมีการเลี้ยงไกสีทองกําแพงแสนเพิ่มมากขึ้น

           

                 

ภาพที่ 1  ไกสามเหลือง
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ระบบสืบพันธุเพศผูของสัตวปก

ระบบสืบพันธุเพศผูของสัตวปกประกอบดวยอวัยวะสืบพันธุที่ไมมีความซับซอนเหมือน
สัตวเลี้ยงลูกดวยนมทั่วไป ซึ่งประกอบดวย อัณฑะ (testis), tubuli recti and rete testis, epididymis, 
ducti deferentes และ อวัยวะสําหรับการปลอยน้ําเชื้อขนาดเล็ก (erectile tissue and phallus) ดัง
แสดงในรูปที่ 2 สําหรับสัตวปกอัณฑะมีรูปรางคลายเมล็ดถั่ว สีเหลืองออน วางขนานกันอยูใน
ตําแหนงซี่โครงคูสุดทายของลําตัวและอยูดานหนาไตทั้ง 2 ขาง อัณฑะของสัตวปกแตกตางจากของ
สัตวเลี้ยงลูกดวยนม คืออยูในชองลําตัวและไมมี accessory organ ภายนอกของอัณฑะถูกคลุมดวย 
tunica albuginea ซึ่งจะไมเชื่อมตอและแบงภายในของอัณฑะเปนสวนยอย ภายในอัณฑะ
ประกอบดวยทอสรางอสุจิ (seminiferous tubule) และ interstitial cell (leydig cell)  สวนของ tubuli 
recti ซึ่งเปนสวนของปลาย seminiferous tubule มีขนาดสั้นๆ เปนสวนเชื่อมตอมายัง rete testis และ
เชื่อมตอไปยังสวน ducti efferentes ของ epididymis ซึ่งจะมีสวนเชื่อมตอกับ epididymal duct และ
ขยายขนาดเปน ductus deferens โดยจะมีลักษณะเปนทอที่ขดตลอดความยาวของทอและจะขยาย
ใหญขึ้นขดงอมากขึ้นทําหนาที่เปนที่เก็บอสุจิในสัตวปกกอนที่จะเปดออกที่ urodeum ของ cloaca 
โดยเปนตุมหรือติ่ง (papillae) (รูปที่ 3 และ4) ในขณะผสมพันธุพอพันธุจะสอดใส papillae เขาไป
ในชองคลอด (vagina) ของแมพันธุและหลั่งน้ําเชื้อโดยผานจากปลายของปุมยืดตัวตามรองเกลียว
จากโคนถึงปลาย papillae ในไกเล็กและไกงวง papillae จะเปนเพียงติ่งเนื้อเล็กๆ ซึ่งติดอยูกับผนัง
ตอนบนของทวารหนัก ปริมาณของน้ําเชื้อที่หลั่งออกมาในการผสมพันธุแตละครั้งอยางมาก
ประมาณ 1 มิลลิลิตรขึ้นอยูกับพันธุและความสมบูรณพันธุของพอไก (สุจินต, 2532; McIntosh and 
Porter, 1967; Crawford,1990)
             
การสรางอสุจิ (Spermatogenesis)

การพัฒนาของอัณฑะและการสรางตัวอสุจิของสัตวปกพบวาอัณฑะมีการเปลี่ยนแปลง
อยางเห็นไดชัดและสวนมากคลายกันในสัตวปกทุกชนิด การพัฒนาของอัณฑะและการสรางตัว
อสุจิของสัตวปกภายหลังจากที่ฟกออกจากไขแลวสามารถแบงไดเปน 3 ระยะคือ 1) Prepubertal 
phase ชวงอายุประมาณ 10-14 สัปดาห 2) Pubertal phase ชวงอายุ 20-24 สัปดาห และ 3) Sexual 
maturity ไกที่มีอายุประมาณ 5 สัปดาหทอสรางเชื้ออสุจิปรากฏเห็นไดและเมื่ออายุ 20 สัปดาหมีตัว
อสุจิในทอสรางเชื้ออสุจิ (McIntosh and Porter, 1967)
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ภาพท่ี 2  แสดงอวัยวะสืบพันธุเพศผูในสัตวปก
ที่มา:  http://campus.murraystate.edu/academic/faculty/terry.derting/cva_atlases/canduck/Image016.jpg 
        (2008)

                  

ภาพท่ี 3  แสดงสวนของ testis และ epididymis ในสัตวปก         
ที่มา: Crawford (1990)
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ภาพท่ี 4  แสดงสวนของ cloaca และ ductus deferens ในสัตวปก
ที่มา: Crawford (1990)

ตัวอสุจิมีการพัฒนาหลายขั้นตอนกอนที่จะเปนตัวอสุจิที่สมบูรณและสามารถผสมพันธุได 
ดังนี้

1. Germ cell เจริญเติบโตเปน spermatogonia
2. Spermatogonia  เจริญเติบโตกลายเปนPrimary spermatocyte 
3. Primary spermatocyte เจริญตอไปเปน Secondary spermatocyte 
4. Secondary spermatocyte เจริญตอไปเปน Spermatid 
5. Spermatid  มีการพัฒนาตัวเองตอไปเปนอสุจิที่สมบูรณ

กระบวนการที่เจิมเซลล (primitive germ cell) มีการพัฒนาจนกลายเปนตัวสเปอรมาโตซัว 
(spermatozoa, sperm cell) กระบวนการทั้งหมดมีการพัฒนาที่ตอเนื่องเกิดขึ้นภายในทอเซมินิเฟอรัส
ของอัณฑะสามารถแบงกระบวนการนี้ออกเปนสองสวนคือ กระบวนการสเปอรมาโตไซโตเจเนซีส 
(spermatocytogenesis) เริ่มต้ังแตการพัฒนาจากเจิมเซลลไปจนถึงเซลลสเปอรมาติด (spermatid) และ
กระบวนการสเปอรมิโอเจเนซิส (spermiogenesis) เปนกระบวนการที่เซลลสเปอรมาติดมีการพัฒนา
ตอไปจนเปนอสุจิที่สมบูรณเกิดขึ้นภายในทอเซมินิเฟอรัส เจิมเซลลฝงตัวอยูในสุดของทอจะคอยๆ 
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พัฒนาขึ้นเปนอสุจิซึ่งจะพบเซลลเหลานี้บริเวณกลางทอเซมินิเฟอรัสของอัณฑะ กระบวนการสราง
อสุจิสามารถแบงออกไดเปน 4 ระยะ ดังนี้

1 สเปอรมาโตโกเนีย (spermatogonia) ซึ่งฝงตัวอยูบริเวณผนังทอสรางอสุจิ (seminiferous 
tubule) มีการแบงตัวแบบไมโตซิสไดเซลล 2 ชนิด คือ ดอรแมนทสเปอรมาโตโกเนีย (dormant 
spermatogomium, 2n) ซึ่งเปนเซลลที่เก็บสํารองไว และแอคทีฟสเปอรมาโตโกเนีย (active 
spermatogonium, 2n) เซลลชนิดนี้จะแบงตัวแบบไมโตซีสอีก 4 ครั้ง และไดเซลลไพรมารีสเปอรมา
โตไซท (2n) จํานวน 16 เซลล 

2 ไพรมารีสเปอรมาโตไซทแตละเซลลมีการแบงตัวแบบไมโอซิสครั้งที่ 1 (meiosis I) การ
แบงลดโครโมโซมลงเหลือครึ่งหนึ่งไดเซลลใหม คือ เซคคันดารีสเปอรมาโตไซท (secondary 
spermatocyte, n) จํานวน 2 เซลล 

3 เซคคันดารีสเปอรมาโตไซท แตละเซลลแบงตัวแบบไมโอซิสครั้งที่ 2 (meiosis II) ได
เซลลสเปอรมาติดจํานวน 2 เซลล ระยะนี้ใชเวลา 2-3 ชั่วโมง กลาวโดยสรุปสเปอรมาโตโกเนีย 1 
เซลลสามารถแบงไดสเปอรมาติดจํานวน 32 เซลล 

4 เปนขั้นตอนที่สเปอรมาติดเปลี่ยนแปลงรูปรางใหเปนอสุจิ (spermatozoa) หรือขั้นตอน 
spermiogenesisโดยไมมีการแบงเซลลอีกเลย ขั้นตอนนี้สเปอรมาติดมีการเปลี่ยนแปลงรูปรางให
กลายเปนอสุจิในระหวางขั้นตอนนี้สเปอรมาติดเกาะตัวอยูกับเซลลพี่เลี้ยง (sertoli cells) Soley and 
Groenewald (1999) อธิบายขั้นตอนในการเปลี่ยนแปลงนี้เปน 8 ระยะคือ 

ระยะที่ 1 สเปอรมาติดมีลักษณะเปนเซลลรูปรางกลม เริ่มมีการกอตัวของ acrosomal granule 
สวนของเยื่อหุมนิวเคลียสมีการหนาตัวขึ้นและมีการรวมตัวของโครมาตินภายในนิวเคลียส ในสวน
ของไซโตรพลาสซึมมีการเพิ่มจํานวนของ ไมโตรคอนเดรีย, dictyosome, smooth and granular 
endoplasmic reticulum

ระยะที่ 2 สเปอรมาติดยังมีลักษณะเหมือนกับในระยะแรก ระยะนี้กลุมเม็ดเล็ก  ๆของอโครโซม
จะจับตัวกันเปนชั้นเห็นเปนรูปหมวก ปกคลุมสวนหนาของนิวเคลียสอยางชัดเจน
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ระยะที่ 3 สวนของอโครโซมและเซนตริโอ (centriole) จะอยูในตําแหนงตรงกันขามกัน
ของนิวเคลียส สวนหางของอสุจิเริ่มมีการพัฒนาขึ้นในชวงปลายของระยะนี้จาก เซนตริโอ โดยพ
ล็อคซิมัลเซนตริโอ (proximal centriole) จะพัฒนาเปนทอนหางของอสุจิ สวนดิสตัลเซนตริโอ 
(distal centriole) จะพัฒนาเปนชองวงแหวนที่เกิดขึ้นภายในเซลลใกลนิวเคลียสทําใหหางของตัว
อสุจิทอดยาวผานไป

ระยะที่ 4 สเปอรมาติดเริ่มมีรูปรางที่ยาวขึ้น นิวเคลียสจะมีรูปรางคลายไตหรือลูกแพร สวน
ของอโครโซมนะมีลักษณะรูปรางที่แบนและติดกับดานหนึ่งของนิวเคลียสในขณะที่เซนตริโอจะอยู
ดานตรงขามและมีทิศทางขนานไปตามความยาวของเซลล มีการพัฒนาสวนของ circular manchette 

ระยะที่ 5 สเปอรมาติดมีรูปรางคลายระยะที่ 4 แตสวนของนิวเคลียสมีขนาดยาวและแคบ
กวาเดิม สวนของไซโตรพลาสซึมประกอบดวยแกรนนูลที่มีลักษณะละเอียดขึ้น เยื่อหุมเซลลคอบคลุม
สวนของอโครโซม

ระยะที่ 6 สเปอรมาติดมีรูปรางที่ยาวขึ้นรวมทั้งสวนของนิวเคลียสจะมีขนาดเสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 2 ไมโครเมตร โครมาตินมีลักษณะละเอียดขึ้น สวนทายของเซลลมีการพัฒนาของ flagellum 
โดยมีการสราง flagellar canal มีการพัฒนาในสวนของ circular manchette เปนอยางมาก

ระยะที่ 7 สเปอรมาติดมีความแตกตางจากระยะกอนหนานี้เล็กนอย นิวเคลียสมีขนาดยาวขึ้น
และแคบลงเล็กนอย สวนของอโครโซมมีการสราง acrosome cap-like ที่บริเวณปลายดานหนา
นิวเคลียส 

ระยะที่ 8 สเปอรมาติดมีการเคลื่อนตัวเขามาใกลภายในบริเวณทอ มีการพัฒนาขั้นสุดทายใน
ตัวอสุจิ (maturation) เชน มีการเจริญของไฟบรัสชิ้ท (fibrous sheath) หุมพันรอบหางทั้งหมด
และไมโตรคอนเดรียชีท (mitrochondria sheath) หุมโดยรอบสวนกลางของหางที่มีไมโตรคอน
เดรียอยู ระยะนี้ถาตัวอสุจิยังเกาะอยูกับเซลลเซอรโทไลจะยังปรากฏไซโตพลาสมิคดรอฟเลท 
(cytoplasmic droplet) อยูในตัวอสุจิบริเวณกลางของลําตัวและไซโตพลาสมิคดรอฟเลทจะ
สลายตัวไปเมื่ออสุจิคอยๆ เคลื่อนตัวหลุดออกจากเซลลพี่เลี้ยงและถูกขับดันโดยเทสติคูลาฟลูอิด 
(testicular fluid) ผานไปยังทอกักเก็บอสุจิ (epididymis) แลวเทานั้น



10

ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิของสัตวปก

ขนาดของอสุจิแตกตางกันไปขึ้นกับชนิดของสัตวปกแตก็มีโครงสรางทั่วไปคลายกัน ตัวอสุจิ
ในสัตวปกมีลักษณะสวนหัวเรียวแหลมคลายกันหมดในไกตัวอสุจิสวนหัวยาวและมี acrosome แหลม 
สวนกลาง (mid piece) สั้น ซึ่งตอกับสวนหางที่ยาว เมื่อเปรียบเทียบกับตัวอสุจิของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม 
พบวาตัวอสุจิของสัตวปกมีขนาดเล็กกวาดังแสดงในรูปที่ 5 และรูปที่ 6 คือ มีปริมาตร 9.2 ลูกบาศก
ไมโครเมตร มี acrosome ยาว 1.75 ไมโครเมตร  สวนหัวยาว 12.5 ไมโครเมตร สวนกลางยาว 4 
ไมโครเมตร และสวนหางยาว 80ไมโครเมตร สวนกลางคือ distal centriole ที่มีลักษณะกลมและคลุม
ดวย mitochondrial sheath ในสัตวปกตัวอสุจิไมมี cytoplasmic droplet เหมือนเชนในสัตวเลี้ยงลูกดวย
นม ทั้งตัวของอสุจิลอมรอบดวย cytoplasmic membrane สวนของ acrosome เปนแบบงายๆ ภายในมี 
spine ฝงอยู สวนปลายของหัวนี้อยูภายใน cap ที่มีลักษณะเปนรูปโคน mitochondrial sheath ของ
สวนกลางมีลักษณะเปนแผนโคงและไมมี outer fiber อยูรอบนอกของ fiber เกาคูที่อยูภายในเหมือนตัว
อสุจิของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม (สุจินต, 2532; ปฐม, 2540; Bakst and Howarth, 1975)

   
ภาพท่ี 5  แสดงรูปรางของอสุจิหนู, วัว และ ไก 
ที่มา: http://www.vivo.colostate.edu/hbooks/pathphys/reprod/semeneval/sperm3.jpg (2008)
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คุณสมบัติของน้ําเชื้อและสวนประกอบทางเคมี

สวนหัวของตัวอสุจิประกอบดวย DNA (deoxyribonucleotide) และสารที่เกี่ยวของกับ DNA 
เปนสวนใหญ มี cytoplasm นอย และอยูระหวางนิวเคลียสและ cytoplasmic membrane สารที่อยูใน 
cytoplasm ไดแก ไขมัน, ไกลโคโปรตีน, acrosome และสวนหางมีตนกําเนิดมาจากบริเวณ Golgi ของ
อสุจิ ซึ่งมีไขมันและไกลโคโปรตีนเปนสวนประกอบเชนกัน ในสวนกลางมีแตไขมันซึ่งนาจะมาจาก 
mitochondria และ cytoplasm ตัวอสุจิของไกมีเอนซัยมใน acrosome ที่สามารถทําให vitelline membrane 
ของ ovum สลายตัวได ชนิดของเอนซัยมอาจจะเปน Hyaluronidase หรือสารที่มีคุณสมบัติคลาย Trypsin 
ในของเหลวที่ไดจากอสุจิพบวามีการทํางานของเอนซัยมหลายชนิด เชน Lactic dehydrogenase, 
Hydroxybutyric dehydrogenase, Glutamic, Oxaloacetic transaminase, Creatinine kinase, Alolase, 
Sorbital dehydrogenase, Glucose-6-phosphate dehydrogenase, Phospaohexase isomerase, 
Acetylcholinesterase และ Leucine-amino-peptidase โดยทั่วไปเมตาบอลิซึมของอสุจิไกคลายกับของ
สัตวอื่นๆ คือ มีการใช anaerobic glycolytic pathway และ aerobic citric acid cycle (สุจินต, 2532; 
Yanagimachi and Teichman, 1972)

น้ําเชื้อไกตางจากของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เนื่องจากในไกหรือสัตวปกชนิดอื่นไมมีตอม 
seminal vesicle และตอม prostate มีเพียง epididymis ซึ่งไมพัฒนาเหมือนในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม น้ําเชื้อ
ไกจึงไมมี fructose, citrate, ergothionine, inositol, phosphoryle choline และ glyceryl phosphoryle choline 
มี chloride ต่ํา แตมี potassium และ glutamate  สูง แหลงที่มาของ glutamate อาจเปนทอสรางเชื้ออสุจิ 
น้ําเชื้อของไกมีสีขาวขุน มีความเปนกรด-ดางประมาณ 7-7.6 (สุจินต, 2532)

การเก็บรักษาน้ําเชื้อของสัตวปก

การเก็บรักษาเซลลสืบพันธุของสิ่งมีชีวิตมีความสําคัญในการที่จะเก็บรักษาพันธุกรรมของ
สิ่งมีชีวิตนั้นๆ ไวสําหรับนําไปใชในอนาคตเพื่อที่จะดํารงความหลากหลายทางชีวภาพใหคงอยูและที่
สําคัญคือเปนการอนุรักษพันธุสัตวที่มีลักษณะดี หายาก มีความเสี่ยงสูงที่จะสูญพันธุ รวมถึงการเพิ่ม
ประสิทธิภาพทางดานการผสมเทียม (Blesbois, 2007) การเก็บรักษาเซลลสืบพันธุของสัตวปกเริ่มมี
การศึกษากันเมื่อประมาณ 100 ปที่ผานมาโดยในระยะแรกเปนการศึกษาวิธีการที่จะเก็บรักษาเซลล
สืบพันธุในสภาวะอุณหภูมิต่ําแตก็มีขอมูลการศึกษาเพียงเล็กนอย ตอมา Shaffner et al. (1941) ไดแสดง
ใหเห็นวาสามารถผลิตไขที่ไดรับการปฏิสนธิจากน้ําเชื้อที่ผานการแชเย็นแตไมมีลูกไกฟกออกมาได 
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จนกระทั่งเมื่อประมาณ 50 ปที่ผานมาไดมีการเก็บรักษาเซลลสืบพันธุโดยเฉพาะอสุจิในรูปของการแช
แข็ง ซึ่งเปนการคนพบโดยความบังเอิญถึงคุณสมบัติของกลีเซอรอลในการปองกันอันตรายอสุจิจากการ
แชแข็งที่ผสมอยูใน Ringer’s solution รวมกับ กลีเซอรอล 20% แลวทําการแชแข็ง เมื่อทําการละลาย
น้ําเชื้ออยางเร็วพบวาอสุจิมีการเคลื่อนที่ไมแตกตางจากอสุจิที่ไมผานการแชแข็ง (Polge and Parkes, 
1949) และจากการคนพบนี้ทําใหมีการพัฒนาการเก็บรักษาอสุจิดวยวิธีการแชแข็งกับสัตวชนิดตางๆ 
เชน โค สุกร แกะ แพะ กระบือ และสัตวปกชนิดอื่นๆ เปนตน

ภาพท่ี  6  แสดงโครงสรางของอสุจิไก 
A สวน Acrosome, B สวน Midpiece และ C สวน Principle piece
1 plasmalemma, 2 acrosome, 3 sub-acrosomal space, 4 nucleus, 5 endonuclear canal
6 posterior ring, 7 segmented connecting piece, 8 proximal centriole, 9 wall of distal centriole
10 rod of dense material lying within distal centriole, 11 mitrochondrion, 12 inter-
mitochondrial cement, 13 annulus, 14 ribs of fibrous sheath, 15 outer double microtubules of 
axoneme, 16 inner microtubular pair of axoneme

ที่มา:  Soley and Groenewald (1999)
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Lake and Stewart (1978) ไดพัฒนาวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อของไกหลังจากที่มีการคนพบครั้งแรก
เมื่อประมาณ 30 ปกอนหนานี้ วิธีการสําหรับการแชแข็งแบบปรับลดอุณหภูมิชาๆ และมีการละลาย
น้ําเชื้ออยางชาๆ โดยใชกลี เซอรอลเปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งและเก็บในหลอดแกว 
ในขณะที่การศึกษาของ Sexton (1980) ไดใช dimethylsulfoxide (DMSO) เปนสารปองกันอันตรายจาก
การแชแข็งและบรรจุในหลอดเก็บน้ําเชื้อ (straw) หลังจากนั้นไดมีการพัฒนารูปแบบการแชแข็งและการ
ใชสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง Seigneurin and Blesbois (1995) และ Van Voorst and Leenstra 
(1995) ไดพัฒนารูปแบบการแชแข็งโดยการลดอุณหภูมิและการละลายน้ําเชื้ออยางเร็ว Tselutin et al. 
(1995) ศึกษาการนํา dimethyl acetamide (DMA) เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง Buss (1993) 
รายงานวาน้ําเชื้อแชแข็งที่ใชกลีเซอรอลเปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งเมื่อนําไปผสมเทียมโดย
ใชอสุจิ 156 ลานตัว/โดส พบอัตรการผสมติดระหวาง 7-79 เปอรเซ็นต Calvert (1978) รายงานการใชกลี
เซอรอลเปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง พบวามีผลเสียตอการปฏิสนธิของอสุจิและมีผลในการ
เปลี่ยนแปลงรูปรางของอสุจิแตถามีการแยกกลีเซอรอลออกจากอสุจิกอนการผสมเทียมจะทําใหมีอัตรา
การผสมติดดีขึ้น นอกจากนี้ Donoghue and Wishart (2000) รายงานวากลีเซอรอลมีความเปนพิษตอ
ระบบสืบพันธุเพศเมียบริเวณชองคลอด ซึ่งหากใชสารดังกลาวเปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง
จะตองมีการกําจัดออกจากนํ้าเชื้อแชแข็งกอนการผสมเทียม

การผลิตน้ําเชื้อไกแชแข็งในประเทศไทยมีรายงานการศึกษาการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของไกพื้น
เมืองไทยนอย จํากัดอยูในหนวยงานราชการและสถานศึกษา ขอมูลที่เกี่ยวของตางๆ ยังมีนอย ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากการใชสารเคมีปองกันอันตรายจากการแชแข็งของอสุจิในกระบวนการแชแข็ง อดิศักดิ์และ
คณะ (2545) ไดศึกษาความเขมขนของกลีเซอรอลที่เหมาะสมในการผลิตน้ําเชื้อไกพื้นเมืองแชแข็งพบวา
ที่ระดับความเขมขน 4-8 เปอรเซ็นต มีอัตราการเคลื่อนที่รายตัวประมาณ 36 เปอรเซ็นต แลเมื่อผสม
เทียมดวยความเขมขนของอสุจิ 100 ลานตัว/โดส มีอัตราการผสมติด 16.39 เปอรเซ็นต ภูมินทรและ
คณะ (2549) ไดศึกษาระดับความเขมขนของเอทธิลีนไกคอลที่ เหมาะสมในการทําน้ําเชื้อไกพื้น
เมืองไทยแชแข็งพบวาการใชเอทธิลีนไกคอลที่ระดับความเขมขน 7 เปอรเซ็นตใหเปอรเซ็นตการ
เคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิสูงกวาที่ระดับความเขมขน 3, 5 และ 10 เปอรเซ็นต

สุนทรและคณะ (2547) ไดศึกษาการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งของไกพื้นเมืองไทยโดยทําการรีดเก็บ
น้ําเชื้อไกพื้นเมืองไทย 4 วันติดตอกันพบวาน้ําเชื้อที่รีดเก็บวันที่ 2 มีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ
หลังการละลายสูงกวาที่รีดเก็บในวันที่ 3 และ 4 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) อัตราการผสมติด
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และการฟกออกของไขมีเชื้อของน้ําเชื้อแชแข็งที่เก็บรักษา 24 ชั่วโมงไมแตกตางกันกับที่เก็บรักษานาน 
3 เดือน (37.50 และ 46.66 เปอรเซ็นต, 34.37 และ 36.36 เปอรเซ็นต)

สุนทรและคณะ(2548) ไดศึกษาความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อไกพื้นเมืองไทยภายหลังการเจือ
จางโดยสารเจือจาง BPSE, Egg yolk-Tris และ Kiev และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวา
น้ําเชื้อที่เจือจางดวย BPSE มีการเคลื่อนที่รายตัวดีที่สุดและมีการเคลื่อนที่นาน 6 วัน ในขณะที่ Kiev มี
การเคลื่อนที่ต่ําสุดและมีการเคลื่อนที่เพียง 1 วัน เมื่อทําการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อที่เจือจางและเก็บไวที่ 4 
องศาเซลเซียส นาน 3 วัน พบวามีอัตราการผสมติดของสารเจือจาง BPSE, Egg yolk-Tris และ Kiev คือ 
44.64, 21.68 และ 4.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ การศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 4  และ10 องศาเซลเซียสและ
ชนิดของสารเจือจาง BPSE และEgg yolk-Tris พบวาอัตราการฟกไมแตกตางกัน ในขณะที่การเก็บรักษา
ที่ 4  องศาเซลเซียส สงผลใหอัตราการผสมติดและอัตราการฟกสูงกวาการเก็บรักษาที่ 10 องศาเซลเซียส

สราวุธและคณะ(2549) ไดศึกษาผลของระยะเวลาในการลดอุณหภูมิน้ําเชื้อไปที่ 5 องศา
เซลเซียสตอคุณภาพน้ําเชื้อในไกพื้นเมืองไทยพบวาการเคลื่อนที่ของอสุจิที่ผานการลดอุณหภูมิแบบ
ทันทีและลดอุณหภูมิอยางคงที่โดยใชเวลา 30 นาที 1, 2 และ 3 ชั่วโมง มีอัตราการเคลื่อนที่สูงกวาน้ําเชื้อ
จากกลุมที่ใชเวลา 4 ชั่วโมงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) อัตราการมีชีวิตของอสุจิและการใชสีเมทิ
ลีนบลูในกลุมที่ใชการลดอุณหภูมิทันทีสูงกวากลุมที่ใชเวลา 4 ชั่วโมงอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(p<0.05) แตไมแตกตางจากกลุมที่ใชเวลา 30 นาที 1, 2 และ 3 ชั่วโมงและพบวาอัตราการเคลื่อนที่ของ
อสุจิและการใชสีเมทิลีนบลูมีคาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธในทางลบคอนขางสูง (R2=0.74)

เทวินทรและคณะ (2550ก) ไดศึกษาผลของสารเจือจางน้ําเชื้อตอคุณภาพน้ําเชื้อที่เก็บรักษาไวที่ 
41 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง ของไกพื้นเมืองพันธุเหลืองหางขาว, คละสี และพอพันธุไกโรดไอส
แลนดเรด โดยเปรียบเทียบสูตรของสารเจือจางน้ําเชื้อ 5 สูตร คือ BPSE, Prefreezing Lake, Tselutin et al. 
modified, Schramm และ IGGKP พบวา น้ําเชื้อของไกพื้นเมืองพันธุเหลืองหางขาว, คละสี สารเจือจาง
น้ําเชื้อสูตร IGGKP และ BPSE ใหคุณภาพอสุจิภายหลังการเก็บรักษาสูงสุด สวนพอพันธุไกโรดไอส
แลนดเรด สารเจือจางน้ําเชื้อสูตร IGGKPใหผลดีที่สุด และเมื่อนําน้ําเชื้อที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางสูตร 
Prefreezing Lake, Tselutin et al. modified, Schramm, BPSE และ IGGKP ใหอัตราการผสมติด 93.65, 
89.39, 96.53, 93.43 และ 94.78 เปอรเซ็นตตามลําดับ
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เทวินทรและคณะ (2550ข) ไดศึกษาผลของชนิดของสารเจือจางและชนิดของ สารปองกัน
อันตรายจากการแชแข็งตอคุณภาพน้ําเชื้อไกพื้นเมืองที่เก็บรักษาไวที่ 5 องศาเซลเซียส นาน 24 
ชั่วโมง โดยใชสารเจือจางน้ําเชื้อสูตร BPSE, Lake และ Tselutin พบวามีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อไก
พื้นเมืองไมแตกตางกัน และเมื่อทําการผสมเทียมดวยสารเจือจางน้ําเชื้อดังกลาวใหผลอัตราการผสม
ติด 81.97, 77.04 และ 78.99 เปอรเซ็นตตามลําดับ  ผลการศึกษาชนิดของสารปองกันอันตรายจาก
การแชแข็งที่ เสริมในน้ําเชื้อที่ เจือจางดวย BPSE โดยใช ethylene glycol, glycerol, 
dimethylacetamide และ dimethylsulfoxide ที่ระดับความเขมขน 0, 2, 4, 6 และ 8 เปอรเซ็นต พบวา
ที่ระดับความเขมขน 8 เปอรเซ็นตเปนพิษตอตัวอสุจิยกเวน glycerol  และเมื่อทําการศึกษาผลของ
สารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตออัตราการผสมติดพบวามีผลทําใหอัตราการผสมติดลดลง

เทวินทรและคณะ(2550ค) ไดศึกษาผลของวิธีการผสมพันธุตออัตราการผสมติดของไก
พื้นเมืองโดยวิธีการผสมตามธรรมชาติแบบฝูงเล็ก การผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อไมเจือจาง และการผสม
เทียมโดยน้ําเชื้อเจือจางพบวาวิธีการผสมพันธุดังกลาวใหอัตราการผสมติดไมแตกตางกัน นอกจากนี้
ยังไดศึกษาผลของตําแหนงที่ปลอยน้ําเชื้อในการผสมเทียมตออัตราการผสมติดในไกพื้นเมืองและไก
ไขทางการคา โดยมีตําแหนงในการปลอยน้ําเชื้อที่ความลึก 2 และ 4 เซนติเมตรพบวาตําแหนงการ
ปลอยน้ําเชื้อที่ความลึกทั้งสองตําแหนงใหผลตออัตราการผสมติดไมแตกตางกันทั้งในไกพื้นเมืองและ
ไกไขทางการคา การศึกษาความยาวนานในการผสมติดดวยน้ําเชื้อสดและน้ําเชื้อเจือจางภายหลังการ
ผสมเทียมครั้งเดียว พบวาความสามารถในการผสมติดจากการผสมเทียมลดนอยลงจากสัปดาหที่ 1 ถึง 
3 และการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อไมเจือจางใหอัตราการผสมติดสูงกวาการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อเจือจาง
ในสัปดาหที่ 2 



อุปกรณและวิธีการ

อุปกรณ

สารเคมี

1. เทส (TES, N-tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic acid) 
2. HEPES (N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N-(2-ethanesulfonic acid))
3. โบไวนซีรัมอัลบูมิน (Bovine serum albumin)
4. กลูโคสโมโนฮัยเดรต (Glucose monohydrate)
5. ฟรุคโตส (Fructose)
6. เพนนิซิลิน จี (Penicillin G)
7. แคลเซียมคลอไรด (CaCl26H2O)
8. แมกนีเซียมคลอไรด (MgCl26H2O)
9. โพแทสเซียมคลอไรด (KCl)
10. โพแทสเซียมซิเตรต (C6H5K3O7)
11. ไดโพแทสเซียมฟอสเฟต (K2HPO4)
12. โมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต (KH2PO4)
13. โซเดียมกลูตาเมต (C5H8NNaO4)
14. โซเดียมอะซิเตต (NaCH3COO)
15. โซเดียมคลอไรด (NaCl)
16. โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4)
17. โซเดียมไบคารบอเนต (NaHCO3)
18. โซเดียมไพรูเวท (C3H3NaO3)
19. กรดแลคติค (Lactic acid; 60% syrup)
20. ไดเมธิลซัลฟอกไซด (Dimethyl sulfoxide; DMSO)
21. ไดเมธิลอะเซตตาไมด (Dimethylacetamide; DMA)
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วัสดุและอุปกรณ

1. ถังไนโตรเจนเหลวพรอมไนโตรเจนเหลว
2. ตูควบคุมความเย็น (ASECO® system,Inc)
3. เครื่องอุนสไลด (Slide warmer)
4. สไลดแกว (Glass slide)
5. แผนปดสไลด (Cover slip)
6. หลอดเก็บน้ําเชื้อ (straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร
7. กลองโฟม (Styrofoam box)
8. แร็ค (Vaporization rack)
9. ผงอุดหลอดน้ําเชื้อ (Sealing power)
10. สียอมอีโอซิน-นิโกรซิน (Eosin-Nigrosin stain)
11. หลอดจุลภาค (Microcentrifuge tube) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร
12. หลอดทดลอง (Test tube) ขนาด 3 มิลลิลิตร
13. เคาทติ้งแชมเบอร (Counting chamber)
14. เครื่องจับเวลา
15. เครื่องนับดวยมือ (Hand counter)
16. สไลดใชนับเม็ดเลือด (Hemacytometer)
17. มาตรวัดความเปนกรด-ดาง (pH meter)
18. มาตรวัดออสโมลาริตี้ (Osmolarity meter)
19. เครื่องชั่งทศนิยม 4 ตําแหนง
20. ไมโครปเปต ขนาด 1-20, 10-100, 100-1000 ไมโครลิตร
21. กลองจุลทรรศนแสงสองผาน (Ligh microscope)
22. ปากคีบ (Forcep)
23. ขวดรูปชมพู (Flask)
24. มาตรวัดอุณหภูมิ (Thermometer)
25. ปากกาเขียนถาวร
26. น้ํายาเช็ดเลนส
27. กระดาษเช็ดเลนส
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วิธีการ

สัตวทดลอง

พอพันธุไกสามเหลืองอายุระหวาง 1-2 ป จํานวน 10 ตัว โดยการสุม โดยไกทุกตัวเลี้ยงใน
กรงเลี้ยงแบบแยกขังเดี่ยว ไดรับแสงตามธรรมชาติ 14 ชั่วโมงตอวัน ใหอาหารวันละ 2 ครั้งในตอน
เชาและตอนเย็น (อาหารสําเร็จรูปคุณคาทางโภชนาการโปรตีนไมต่ํากวารอยละ 17 ใหกินประมาณ 
125 กรัม/ตัว/วัน) มีน้ําสะอาดใหกินตลอดเวลา ดําเนินการทดลองที่ ศูนยวิจัยและพัฒนาการผลิต
สัตวปก สถาบันสุวรรณวาจกกสิกิจ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร วิทยาเขตกําแพงแสน อ.กําแพงแสน 
จ.นครปฐม

การเก็บตัวอยางน้ําเชื้อ การตรวจคุณภาพน้ําเชื้อ

การรีดเก็บตัวอยางน้ําเชื้อจากไกสามเหลืองดวยวิธีการนวดทวารรวมตามวิธีของ Burrows and 
Quinn (1937) 2 ครั้ง/สัปดาห จํานวน 6 ครั้ง รองรับน้ําเชื้อดวยหลอดทดลองขนาด 5 มิลลิลิตร โดยรีด
น้ําเชื้อไกพอพันธุ 10 ตัวและนําน้ําเชื้อมารวมกัน (pool semen) นําน้ําเชื้อที่รีดเก็บไดมาตรวจสอบ
คุณภาพโดย การวัดปริมาณของน้ําเชื้อ(volume), กรด-ดาง (pH), ความดันสารละลาย (osmolarity), ความ
เขมขนของตัวอสุจิ (sperm concentration), ลักษณะรูปรางของอสุจิ (abnormal morphology), เปอรเซ็นต
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (percentage of motile spermatozoa) และเปอรเซ็นตของตัวอสุจิที่ปกติและ
ผิดปกติ (percentage of normal and abnormal spermatozoa)

การตรวจสอบคุณภาพน้ําเชื้อ

การวัดความเขมขนของตัวอสุจิ (sperm concentration) โดยใชอุปกรณสําหรับนับเม็ดโลหิต 
(heamatocytometer) ซึ่งจะปฏิบัติกับน้ําเชื้อสด (pool semen) และน้ําเชื้อที่แชแข็ง โดยเจือจางน้ําเชื้อ
ดวยสารละลาย formal saline อัตราสวน 1:100 เขยาใหเขากัน ใชไมโครปเปตดูดน้ําเชื้อที่เจือจาง
ดวยสารละลายดังกลาวใสลงในชองของ  heamatocytometer ใหเต็มพอดี ปดดวยกระจก 
(coverglass) ตั้งทิ้งไวอยางนอย 2-3นาที เพื่อใหตัวอสุจิลงสูพื้นหรือหยุดนิ่ง นํามานับจํานวนดวย
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400x โดยนับจํานวนอสุจิในชองใหญ 4 มุมและชองตรงกลาง (รวม 5 
ชองใหญ หรือ 80 ชองเล็ก) รวมกัน เพื่อนํามาใชคํานวณหาอสุจิตอ 1 มิลลิลิตร
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อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ

ทําการหยดน้ําเชื้อ 1 หยดบนสไลดที่อุนไวที่ 41 องศาเซลเซียส ปดทับดวยกระจกปดสไลด 
ทําการประเมินภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 400 เทา ทําการตรวจการเคลื่อนที่ของอสุจิจาก 5 
ตําแหนงบนสไลดและประเมินการเคลื่อนที่ตรงไปขางหนาโดยใหคะแนนการเคลื่อนที่ตั้งแต 0-100 
เปอรเซ็นต ทําการประเมินการเคลื่อนที่ตัวอยางละ 3 สไลดและหาคาเฉลี่ยของการเคลื่อนที่ของอสุจิ 

อัตราการมีชีวิตของอสุจิ

โดยการหยดน้ําเชื้อ 1 หยดลงบนสไลดที่อุนไวที่ 41 องศาเซลเซียสและเติมสี eosin-
nigrosin 2 หยดใชไมจิ้มฟนสะอาดผสมน้ําเชื้อและสีใหเขากัน เสมียรบนสไลด เปาใหแหงและ
ตรวจดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 1,000 เทา อสุจิที่มีชีวิตจะไมติดสี สวนอสุจิที่ตายจะติดสีแดง
ของสี eosin ทําการตรวจนับอสุจิจํานวน 200 ตัวตอ 1 ตัวอยางแลวจึงคํานวณเทียบเปนรอยละของ
อสุจิที่มีชีวิต 

Computer-aided sperm motility analysis (CASA)

ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของอสุจิ โดยเจือจางนําเชื้อ 1:100 ของสารเจือจางน้ําเชื้อ จากนั้น
นําไปหยดลงบนสไลดที่ 37 องศาเซลเซียส ทําการประเมินการเคลื่อนที่ของอสุจิดวยเครื่อง CASA 
(HTM-IVOS, Sperm analysis system version 12; Hamilton Thorne Biosciences, USA) โดยจะ
แสดงผลคาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิดังนี้ average path velocity (VAP), progressive 
velocity (VSL), curvilinear velocity (VCL), beat cross frequency (BCF), straightness of track 
(STR), amplitude of lateral head displacement (ALH) และ linearity of track (LIN) (Girija  and
Shivaji, 1994 และ Shivaji et al., 1995)
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ตารางที่ 1  คาการทํางานของเครื่อง HTM-IVOS motility สําหรับวิเคราะหการเคลื่อนที่

Parameter setup
Temperature (oC) 37
Apply sort None
Frame acquired 30
Frame rate (Hz) 60
Minimum contrast 50
Minimum cell size (pixels) 4
Minimum static contrast 50
Threshold straightness (%) 80
Low VAP cut off (um/s) 5
Medium VAP cut off (um/s) 24.9
Low VSL cut off (um/s) 15
Non-motile head size (pixels) 4
Non-motile head intensity 50
Static head size 0.1-2.92
Static head intensity 0.48-3.0
Static elongation (limits) 50-99
Slow cell motile Yes
Magnification 2.04
Video source Camera
Video frequency 60
Bright field No
Image type Phase contrast
Brightness for LED 2681
Minimum track point 15

ดัดแปลงจาก: Sontakke et al. (2004)
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ตารางที ่2  สวนประกอบทางเคมี คาออสโมลาลิตี และ pH ของสารเจือจางน้ําเชื้อ

สารเจือจางน้ําเชื้อสวนประกอบ (กรัม) 
BPSE1 SP-TALP2

Potassium citrate 0.64 -
Dipotassium phosphate 3 H2O 12.70 -
Sodium glutamate 8.67 -
Sodium acetate 3 H2O 4.30 -
Monopotassium phosphate 0.65 -
Magnesium chloride 6 H2O 0.34 0.08
Fructose 5.00 -
Sodium chloride - 5.69
Potassium chloride - 0.23
Sodium dihydrogen phosphate - 0.04
Sodium bicarbonate - 2.09
Calcium chloride 6 H2O - 0.29
Sodium pyruvate - 0.02
Glucose monohydrate - 0.90
Lactic acid (60% syrup) - 3.68
HEPES - 2.38
BSA - 6.00
TES 1.95 -
Penicillin G - 0.01
Distilled water 1,000 ml
Osmolality (mOsm/kg H2O) 366 280-290
pH 7.5 7.4

HEPES = N-(2-hydroxyethyl) piperazine-N-(2-ethanesulfonic acid)
BSA = Bovine serum albumin
TES = N-tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic acid

ที่มา:  1 Sexton (1977); 2 Parrish et al. (1988)
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การทดลองที่ 1 การเปรียบเทียบชนิดของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง
ในการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งของไกสามเหลือง

โดยปจจัยที่ศึกษามี 2 ปจจัย ไดแก 1) สารเจือจางน้ําเชื้อ 2 ชนิดคือ BPSE (Beltsville 
Poultry Semen Extender) และ SP-TALP และ 2) สารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง 2 ชนิดคือ 
DMSO (dimethylsulfoxide) และ DMA (dimethylacetamide) นําน้ําเชื้อรวม (pool semen) มา
แบงเปน 4 กลุมการทดลองแตละกลุมผสมกับสารเจือจางน้ําเชื้ออัตราสวน 1:2 (น้ําเชื้อ:สารเจือจาง
น้ําเชื้อ) คือ 

กลุมที่ 1 เจือจางน้ําเชื้อดวยสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE และใชสารปองกันอันตรายจากการ
แชแข็ง DMSO

 กลุมที่ 2 เจือจางน้ําเชื้อดวยสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE และใชสารปองกันอันตรายจากการ
แชแข็ง DMA

กลุมที่ 3 เจือจางน้ําเชื้อดวยสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-TALP และใชสารปองกันอันตรายจาก
การแชแข็ง DMSO

กลุมที่ 4 เจือจางน้ําเชื้อดวยสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-TALP และใชสารปองกันอันตรายจาก
การแชแข็ง DMA

ผสมสารเจือจางน้ําเชื้อครึ่งหนึ่งของปริมาณที่คํานวณไดนําไปแชที่อุณหภูมิ 4  องศา
เซลเซียสเปนเวลา 30 นาที จากนั้นนํามาผสมกับสารเจือจางน้ําเชื้อสวนที่เหลือที่มีสารปองกัน
อันตรายจากการแชแข็งผสมอยูโดยมีความเขมขนสุดทายของ DMA 6 เปอรเซ็นตและ DMSO 8
เปอรเซ็นต นําสวนผสมที่ไดไปแชที่อุณหภูมิ 4  องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที  บรรจุสวนผสมที่
ไดในหลอดน้ําเชื้อขนาด 0.50 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิโดยนําไปวางไวเหนือระดับไนโตรเจนเหลว 5 
เซนติเมตรเปนเวลา 10 นาที จากนั้นแชลงไปในไนโตรเจนเหลว ทําการตรวจสอบคุณภาพของ
น้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการเก็บรักษาไวนาน 1 สัปดาหโดยนําหลอดน้ําเชื้อมาอุนละลายที่อุณหภูมิ 41 
องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที
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การทดสอบการเคลื่อนของอสุจิภายหลังการอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็งในหลอดทดลองโดยมี
กลุมควบคุมคือ น้ําเชื้อรวมที่เจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-TALP และ BPSE อัตราสวน 1:1 โดย
ไมแชแข็ง กลุมทดลองคือ น้ําเชื้อแชแข็งที่นํามาอุนละลายแลวเจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อตาม
ชนิดที่แชแข็งดวยอัตราสวน 1:5 (น้ําเชื้อแชแข็ง:สารเจือจางน้ําเชื้อ) แลวนําไปเก็บรักษาในหลอด
ทดลองในตูบมเลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียส คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต ตรวจสอบ
เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิดวยเครื่อง CASA ณ เวลา 0, 30 นาที และทุกๆ 1 ชั่วโมง เปนเวลา 
6 ชั่วโมง

การทดลองที่ 2 การเปรียบเทียบขั้นตอนการเก็บรักษาน้ําเชื้อแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสอง
ขั้นตอน

โดยปจจัยที่ศึกษามี 2 ปจจัย ไดแก 1) ขั้นตอนการเก็บรักษาน้ําเชื้อแชแข็งแบบขั้นตอนเดียว 
(1 step) และแบบสองขั้นตอน (2 step) 2) สารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง 2 ชนิดคือ DMSO 
และ DMA นําน้ําเชื้อรวม (pool semen) มาเจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อชนิดที่ใหผลดีที่สุดจากการ
ทดลองที่ 1 อัตราสวน 1:2 (น้ําเชื้อ:สารเจือจางน้ําเชื้อ) โดยแบงเปน 4 กลุมทดลอง คือ 

กลุมที่ 1 แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวโดยใช DMSO เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง

กลุมที่ 2 แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวโดยใช DMA เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง

กลุมที่ 3 แชแข็งแบบสองขั้นตอนโดยใช DMSO เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง

กลุมที่ 4 แชแข็งแบบสองขั้นตอนโดยใช DMA เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง

วิธีการทดลองของกลุมที่ 1 และกลุมที่ 2 นําน้ําเชื้อรวมเจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อที่มี
สารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง DMA ที่มีความเขมขนสุดทาย 6 เปอรเซ็นต และ DMSO ที่มี
ความเขมขนสุดทาย 8 เปอรเซ็นต

วิธีการทดลองของกลุมที่ 3 และกลุมที่ 4 นําน้ําเชื้อรวมเจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อ
ครึ่งหนึ่งของปริมาณที่คํานวณไดแลวนําไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเปนเวลา 30 นาที จากนั้น
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นํามาผสมกับสารเจือจางน้ําเชื้อสวนที่เหลือที่มีสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง DMA ที่มีความ
เขมขนสุดทาย 6 เปอรเซ็นต และ DMSO ที่มีความเขมขนสุดทาย 8 เปอรเซ็นต

นําสวนผสมที่ไดในแตละกลุมไปแชที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที บรรจุ
สวนผสมที่ไดในหลอดน้ําเชื้อขนาด 0.50 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิโดยนําไปวางไวเหนือระดับ
ไนโตรเจนเหลว 5 เซนติเมตรเปนเวลา 10 นาที จากนั้นแชลงไปในไนโตรเจนเหลว ทําการ
ตรวจสอบคุณภาพของน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการเก็บรักษาไวนาน 1 สัปดาหโดยนําหลอดน้ําเชื้อมา
อุนละลายที่อุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส นาน 15 วินาที

การทดสอบการเคลื่อนของอสุจิภายหลังการอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็งในหลอดทดลองโดย 
น้ําเชื้อแชแข็งที่นํามาอุนละลายแลวเจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อชนิดเดียวกับที่ใชในการแชแข็ง
ดวยอัตราสวน 1:5 (น้ําเชื้อแชแข็ง: สารเจือจางน้ําเชื้อ) แลวนําไปเก็บรักษาในหลอดทดลองในตูบม
เลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียส คารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต ตรวจสอบเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่
ของอสุจิดวยเครื่อง CASA ณ เวลา 0, 30 นาที และทุกๆ 1 ชั่วโมง เปนเวลา 6 ชั่วโมง

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

การศึกษาครั้งนี้ใชแผนการทดลองจัดทรีตเมนตแบบแฟคทอเรียลในการทดลองแบบสุม
สมบูรณ (factorial experimental in completely randomized design) โดยศึกษาผลของสารเจือจางน้ําเชื้อ
และสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง และการเปรียบเทียบขั้นตอนการผลิตนําเชื้อแชแข็ง ตอ การ
เคลื่อนที่ของอสุจิ  อัตราการมีชีวิตของอสุจิ โดยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (analysis of variance, 
ANOVA) และทดสอบความแตกตางของคาเฉลี่ยของแตละกลุม (mean ± standard deviation) ดวยวิธี
Duncan’s New Multiple Range Test โดยโปรแกรมสําเร็จรูป SAS (2003) ในการวิเคราะห พารามิเตอร
ที่ใชในการวิเคราะหประกอบดวย การเคลื่อนที่ของอสุจิ อสุจิที่มีชีวิต รูปรางอสุจิ การศึกษาครั้งนี้มี
แบบหุนทางคณิตศาสตรของการทดลองแบบ 2x2 factorial ที่ใชแผนการทดลองแบบ completely 
randomized design
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Yijk = µ + Ai + Bj + ABij + eijk

µ = คาเฉลี่ยรวม
Ai = อิทธิพลของปจจัยสารเจือจางน้ําเชื้อ (i = 1,2)
Bj = อิทธิพลของปจจัยสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง (j = 1,2) 
ABij = อิทธิพลรวมของปจจัยสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง
eijk = ความคาดเคลื่อนของการทดลอง
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ผลการทดลอง

1. การเปรียบเทียบชนิดของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งในการเก็บ
รักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งของไกสามเหลือง

คุณภาพของน้ําเชื้อสด

ผลจากการศึกษาคุณภาพของน้ําเชื้อสดที่รีดจากพอพันธุไกสามเหลืองจํานวน 10 ตัวแลวนํา
น้ําเชื้อมารวมกันทําการรีดสัปดาหละ 2 ครั้ง ลักษณะที่ทําการศึกษาคือปริมาตรของน้ําเชื้อรวม
(volume), คาความเปนกรด-ดาง (pH), ความดันสารละลาย (osmolarity), ความเขมขนของตัวอสุจิตอ
มิลลิลิตร (sperm concentration) (ตารางที่ 3) การศึกษาลักษณะรูปรางของอสุจิ (abnormal morphology), 
เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (percentage of motile spermatozoa) และเปอรเซ็นตของตัวอสุจิที่มี
รูปรางปกติและผิดปกติ (percentage of normal and abnormal spermatozoa) ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 3  คาเฉลี่ยคุณลักษณะของน้ําเชื้อสดที่นํามารวมกันหลังรีดเก็บจากพอพันธุไกสามเหลือง

ลักษณะที่ศึกษา คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อน
มาตรฐาน

พิสัย

1. ปริมาตรของน้ําเชื้อรวม (มิลลิลิตร) 2.22±0.09 (1.70-2.80)

2. คาความเปนกรด-ดาง 7.82±0.08 (7.44-8.22)

3. คาความดันสารเจือจางน้ําเชื้อ 347.75±6.78 (328.00-402.00)
4. ความเขมขนของอสุจิ (ลานตัว/
มิลลิลิตร) 3,463.75±32.68 (3,210.00-3,635.00)

5. เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ 89.17±1.35 (80.00-95.00)
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ลักษณะรูปรางของอสุจิกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็ง

จากการศึกษาผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง เมื่อนํามา
วิเคราะหขอมูลทางสถิติ พบวาชนิดของสารเจือจางน้ําเชื้อและชนิดของสารปองกันอันตรายจากการ
แชแข็งไมมีอิทธิพลรวมตอกันตอลักษณะรูปรางของอสุจิ และคาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
สําหรับผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอลักษณะรูปรางของอสุจิ
กอนการแชแข็งและหลังการแชแข็ง (ตารางที่ 4) พบวาลักษณะรูปรางของอสุจิที่ปกติมีคาลดลงหลัง
การแชแข็งเมื่อเทียบกับกอนการแชแข็งอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ลักษณะรูปรางที่ผิดปกติ
ของอสุจิพบวาอสุจิภายหลังการแชแข็งมีลักษณะผิดปกติแบบ macrocephalic, amorphous head, 
bent tail, bent mid piece และอสุจิที่ตาย มีคาสูงกวาอสุจิกอนการแชแข็งอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) สวนลักษณะความผิดปกติแบบ cytoplasmic droplet ไมมีความแตกตางทางสถิติ

รูปรางของอสุจิที่ปกติกอนการแชแข็งพบวาอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 
8% DMSO และ 6% DMA มีคา 81.00±0.63 และ 85.33±1.37 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนอสุจิที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 80.25±0.62 และ 79.50±0.75
เปอรเซ็นตตามลําดับ สําหรับรูปรางของอสุจิที่ปกติภายหลังการแชแข็งพบวา อสุจิที่ใชสารเจือจาง
น้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 56.67±1.10 และ 49.25±1.48 เปอรเซ็นต
สวนอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 42.33±1.58 และ 
40.75±0.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ แสดงใหเห็นวาอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 
8% DMSO มีอสุจิที่มีรูปรางปกติหลังการแชแข็งสูงกวากลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สวน
อสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  6% DMA มีอสุจิที่มีรูปรางปกติหลังการแชแข็งต่ํา
กวาอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  8% DMSO แตสูงกวาอสุจิที่ใชสารเจือจาง
น้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)

ลักษณะผิดปกติแบบ macrocephalic กอนการแชแข็งของกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 2.33±0.44 และ 2.17±0.38 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 
2.33±0.40 และ 2.58±0.37 เปอรเซ็นตตามลําดับ สําหรับภายหลังการแชแข็งพบในอสุจิที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO เทากับ 2.33±0.44 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคา
นอยกวากลุมอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-
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TALP รวมกับ 6% DMA สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มี
คา 4.33±0.42, 4.33±0.44 และ 4.58±0.35 เปอรเซ็นตตามลําดับ

ลักษณะผิดปกติแบบ amorphous head กอนการแชแข็งของกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-
TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 1.00±0.13 และ 1.00±0.13 เปอรเซ็นตตามลําดับ  สารเจือ
จางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 1.17±0.21 และ 1.50±0.26 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ สําหรับภายหลังการแชแข็งพบวาในอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  8% 
DMSO เทากับ 1.92±0.43 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคานอยกวากลุมอื่น  ๆ โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  6% DMA โดยกลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 6% DMA, สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO 
และ  6% DMA มีคา 3.25±0.44, 2.42±0.37 และ 2.42±0.37 เปอรเซ็นตตามลําดับ

ลักษณะความผิดปกติแบบ bent tail กอนการแชแข็งของกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-
TALP รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.33±0.17 และ 2.67±0.36 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่
ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.58±0.33 และ 3.50±0.43
เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  8% DMSO มีคานอย
ที่สุดและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE 
รวมกับ  6% DMA สําหรับภายหลังการแชแข็งพบวาในอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ  8% DMSO เทากับ 17.92±0.79 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคานอยกวากลุมอื่นๆ โดยมีความแตกตางอยาง
มีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% 
DMA โดยกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  6% DMA, สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE 
รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 18.58±0.81,20.92±0.45 และ 20.17±0.48 เปอรเซ็นตตามลําดับ

ลักษณะความผิดปกติแบบ bent mid piece กอนการแชแข็งของกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด
SP-TALP รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.00±0.18 และ 1.50±0.26 เปอรเซ็นตตามลําดับ  
กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.08±0.15 และ 
1.33±0.21 เปอรเซ็นตตามลําดับ สําหรับภายหลังการแชแข็งพบวาในอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด 
SP-TALP รวมกับ 8% DMSO เทากับ 2.42±0.30 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคานอยกวากลุมอื่น  ๆอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) โดยกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 6% DMA สารเจือจางน้ําเชื้อ
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ชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 4.83±0.33, 4.08±0.52 และ 4.83±0.49 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ

ลักษณะความผิดปกติแบบ cytoplasmic droplet กอนการแชแข็งของกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด SP-TALP รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.75±0.36 และ 1.25±0.25 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ  กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.25±0.25
และ 2.17±0.28 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  6% 
DMA มีคานอยกวากลุมอื่น  ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สําหรับภายหลังการแชแข็งพบวาใน
อสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ  6% DMA เทากับ 1.25±0.25 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคานอย
กวากลุมอื่น  ๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ  8% DMSO  สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.08±0.33, 
2.50±0.32 และ 2.33±0.25 เปอรเซ็นตตามลําดับ

อสุจิที่ตาย กอนการแชแข็งของกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO
 และ 6% DMA มีคา 9.58±0.47 และ 6.08±0.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด 
BPSE รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 10.33±0.44 และ 9.42±0.47 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวา
พบวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 6% DMA มีคานอยกวากลุมอื่น  ๆ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05)  สวนภายหลังการแชแข็งพบวาอสุจิที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ 8% DMSO มีคา 16.67±0.60 เปอรเซ็นตซึ่งมีคานอยกวากลุมอ่ืน  ๆโดยมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% 
DMA ซึ่งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 6% DMA สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE 
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 18.50±0.73, 23.42±0.66 และ 24.92±0.58 เปอรเซ็นตตามลําดับ
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            ตารางที่ 4  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอลักษณะรูปรางของตัวอสุจิ

Pre-freezing Post thawing
SP-TALP BPSE SP-TALP       BPSEParameter

 8% DMSO  6% DMA  8% DMSO  6% DMA  8% DMSO  6% DMA  8% DMSO  6% DMA
Morphological normal 81.00±0.63A 85.33±1.37B 80.25±0.62A 79.50±0.75A 56.67±1.10a 49.25±1.48b 42.33±1.58c 40.75±0.69c

Macrocephalic 2.33±0.44 2.17±0.38 2.33±0.40 2.58±0.37 2.33±0.44a 4.33±0.42b 4.33±0.44b 4.58±0.35b

Amorphous head 1.00±0.13 1.00±0.13 1.17±0.21 1.50±0.26 1.92±0.43a 3.25±0.44b 2.42±0.37ab 2.42±0.37ab

Bent tail 2.33±0.17A 2.67±0.36AB 2.58±0.33AB 3.50±0.43B 17.92±0.79a 18.58±0.81ab 20.92±0.45c 20.17±0.48bc

Bent mid piece 1.00±0.18 1.50±0.26 1.08±0.15 1.33±0.21 2.42±0.30a 4.83±0.33b 4.08±0.52b 4.83±0.49b

Cytoplasmic droplet 2.75±0.36A 1.25±0.25B 2.25±0.25A 2.17±0.28A 2.08±0.33a 1.25±0.25b 2.50±0.32a 2.33±0.25 a

Death 9.58±0.47A 6.08±0.69B 10.33±0.44A 9.42±0.47A 16.67±0.60a 18.50±0.73a 23.42±0.66b 24.92±0.58b

           คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
                   AB ตัวอักษรที่ตางกันภายในแถวชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
                   abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในแถวชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่  7  แสดงลักษณะรูปรางของอสุจิ
  ก  อสุจิปกติ
  ข  อสุจิตาย
  ค  อสุจิผิดปกติแบบ cytoplasmic droplet

                            

ภาพที่ 8  แสดงลักษณะความผิดปกติของอสุจิแบบ bent tail  

ก

ข

ค
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คาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิ

ผลจากการศึกษาการเคลื่อนที่ของอสุจิและคาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนและ
หลังการแชแข็งพบวาการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการแชแข็งยังคงมีการเคลื่อนที่ไปขางหนาคลายกับ
กอนการแชแข็งแตมีความเร็วนอยกวา สําหรับคาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่พบวาเปอร เซ็นตการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ (motile) เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ (progressive motile), VAP, 
VSL, VCL, ALH มีคาลดลงตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ(p<0.05) สําหรับคา
STR  และ LIN มีคาสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่คา 
BCF ไมแตกตางทางสถิติระหวางกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็ง

เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ (motile) กอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-
TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 90.00±3.49 และ 90.00±3.490 เปอรเซ็นตตามลําดับ 
กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 85.25±1.38 และ 
82.75±1.25 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด SP-TALP รวมกับ  8% DMSO และ 6% DMA มีคา 48.50±3.40 และ 33.50±7.75 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA  มีคา 17.00±2.80
และ 11.50±3.30 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาการเคลื่อนที่ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-
TALP รวมกับ  8% DMSO มีคามากกวากลุมอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) และกลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 6% DMA มีคามากกวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE 
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังตารางที่ 5 และภาพที่ 9

การเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ(progressive motile) กอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจาง
น้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 66.50±9.77 และ 68.50±8.53
เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มี
คา 57.25±7.34 และ 58.00±8.29 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิหลัง
การแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 
10.50±3.40 และ 6.00±0.41 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 
8% DMSO และ 6% DMA มีคา 4.00±1.08 และ 3.00±0.82 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาการเคลื่อนที่
ไปขางหนาของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO มีคามากกวา
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กลุมอื่นและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด
BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA ดังตารางที่ 6 และภาพที่ 10

คา VAP ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 116.53±11.81 และ 127.43±11.55 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 125.18±12.21และ 113.28±15.91
ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ สวนคา VAP ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด
SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 59.18±3.85 และ 64.28±5.73ไมโครเมตรตอวินาที
ตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 82.18±4.38
และ 68.40±5.26 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ พบวาคา VAP ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO มีคามากกวากลุมอ่ืนและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA ดังตารางที่ 7 
และภาพที่ 11

คา VSL ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 98.58±9.28 และ 111.05±10.15 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่
ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 113.10±12.04  และ 
102.60±15.82  ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ สวนคา VSL ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 51.70±3.09 และ 
56.18±6.64 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA  มีคา 75.80±5.18  และ 63.93±4.66 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ พบวาคา 
VSL ของอสุจิ ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO มีคามากกวา
กลุมอื่นและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด
SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA ดังตารางที่ 8  และภาพที่ 12

คา VCL  ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 168.10±13.51 และ 177.70±11.37ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 176.60±8.90 และ 154.23±8.29
ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ สวนคา VCL ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด
SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 87.73±3.99 และ 91.70±3.67 ไมโครเมตรตอวินาที
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ตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 128.95±2.72
และ 95.70±7.81 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ พบวาคา VCL ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO มีคามากกวากลุมอื่นอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ดังตารางที่ 9 
และภาพที่ 13

คา ALH ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด  SP-TALP รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 6.38±0.38 และ 6.45±0.2 1 ไมโครเมตรตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจาง
น้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 6.00±0.3 1 และ 5.65±0.18 ไมโครเมตร
ตามลําดับ สวนคา BCF ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 4.18±0.19และ 3.78±0.36ไมโครเมตรตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ  6% DMA มีคา 5.63±0.79 และ 4.08±0.53ไมโครเมตรตามลําดับ 
พบวาคา ALH ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ  8% DMSO มีคามากกวากลุม
อื่นและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-
TALP รวมกับ 6% DMA ดังตารางที่ 10 และภาพที่ 14

คา BCF ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 25.48±1.24 และ 26.43±1.98 เฮิรทซตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 28.38±2.28 และ 31.20±1.77 เฮิรทซตามลําดับ 
สวนคา BCF ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO 
และ 6% DMA มีคา 24.40±1.48 และ 29.45±1.49 เฮิรทซตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด
BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA  มีคา 28.15±1.43 และ 24.33±1.99 เฮิรทซตามลําดับ พบวาคา 
BCF ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 6% DMA มีคามากกวากลุมอ่ืนและมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP รวมกับ 
8% DMSO และกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 6% DMA ดังตารางที่ 11 และภาพที่ 15

Straightness of track (STR) ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมทีใ่ชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 83.00±0.91 และ 85.25±0.25 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมทีใ่ช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 89.50±1.85 และ 86.50±0.65
เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนคา STR ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 87.75±1.25 และ 87.25±2.10 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่ใช
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สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 91.25±1.25 และ 93.25±1.31 
เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาคา STR ของอสุจิกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 6% DMA มี
คามากกวากลุมอื่นและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ
ชนิด SP-TALP รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA ดังตารางที่ 12 ภาพที ่16

Linearity of track (LIN) ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 57.50±1.19 และ 61.00±2.04 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSEรวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 61.75±3.77 และ 54.00±2.48 
เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนคา LIN ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด SP-TALP 
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 62.50±2.25 และ 63.75±6.14 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่ใช
สารเจือจางน้ําเชื้อชนิด BPSE รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 59.00±3.76 และ 68.00±4.02
เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาคา LIN ของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุมไมมีความแตกตางกันทาง
สถิติดังตารางที่ 13 ภาพที่ 17

ตารางที่ 5  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอเปอรเซ็นตการ
                  เคลื่อนที่ของอสุจิ

Motile
Fresh Cooling

 30 min
Equilibrate

15 min
Equilibrate

30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 90.00±3.49 91.75±2.06ab 81.75±2.43a 78.00±5.05a 48.50±3.40a

SP-TALP + 6% DMA 90.00±3.49 94.25±1.11a 93.00±1.08a 88.75±1.55a 33.50±7.75b

BPSE + 8% DMSO 85.25±1.38 79.75±4.33bc 52.75±5.65b 59.00±5.76b 17.00±2.80c

BPSE + 6% DMA 82.75±1.25 70.00±6.36c 50.75±5.62 b 42.50±4.94c 11.50±3.30c

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 9  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอเปอรเซ็นตการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ อักษรเหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึง 

 ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 6  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอเปอรเซ็นตการ
      เคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ

P Motile
Fresh Cooling 

30 min
Equilibrate

15 min
Equilibrate

30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 66.50±9.77 64.50±3.12 39.75±3.68ab 32.50±4.09ab 10.50±3.40a

SP-TALP + 6% DMA 68.50±8.53 66.75±4.63 54.25±2.46a 42.50±4.72a 6.00±0.41ab

BPSE + 8% DMSO 57.25±7.34 59.50±7.03 25.50±6.60 b 32.75±8.22ab 4.00±1.08b

BPSE + 6% DMA 58.00±8.29 45.25±15.09 32.50±7.90b 18.00±5.79b 3.00±0.82b

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ab ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)
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ภาพที่ 10  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอเปอรเซ็นต
    การเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ อักษรเหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลา
   เดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 7  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคาVAP 

Average path velocity (VAP)
Fresh Cooling

 30 min
Equilibrate

15 min
Equilibrate

 30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 116.53±11.81 112.98±3.76 77.20±3.54a 77.18±2.13a 59.18±3.85a

SP-TALP + 6% DMA 127.43±11.55 110.93±5.08 92.30±4.30ab 85.35±4.07a 64.28±5.73a

BPSE + 8% DMSO 125.18±12.21 111.98±17.29 90.23±3.14ab 100.83±3.91b 82.18±4.38b

BPSE + 6% DMA 113.28±15.91 99.80±13.92 101.18±11.41b 92.23±6.38b 68.40±5.26ab

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ab ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 11  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา VAPอักษร
   เหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัย 
   สําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 8  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา VSL

Progressive velocity (VSL)
Fresh Cooling 

30 min
Equilibrate 

15 min
Equilibrate

 30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 98.58±9.28 95.90±2.51 66.08±3.48a 65.03±2.02a 51.70±3.09a

SP-TALP + 6% DMA 111.05±10.15 92.65±4.45 70.35±3.49a 67.43±2.87a 56.18±6.64a

BPSE + 8% DMSO 113.10±12.04 100.05±15.15 82.50±3.55ab 93.28±2.19b 75.80±5.18b

BPSE + 6% DMA 102.60±15.82 89.85±14.08 90.98±10.18b 80.50±6.22c 63.93±4.66ab

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 12  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา VSL อักษร
เหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัย        
สําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 9  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา VCL

Curvilinear velocity (VCL)
Fresh Cooling

 30 min
Equilibrate 

15 min
Equilibrate

 30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 168.10±13.51 161.60±6.26 120.95±5.92a 116.60±3.20a 87.73±3.99a

SP-TALP + 6% DMA 177.70±11.37 158.50±6.26 152.33±6.16bc 134.33±7.37ab 91.70±3.67a

BPSE + 8% DMSO 176.60±8.90 162.30±19.44 140.70±4.42b 150.40±7.47b 128.95±2.72b

BPSE + 6% DMA 154.23±8.29 151.90±11.88 169.20±7.37c 146.18±8.30b 95.70±7.81a

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 13 แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา VCL อักษร
   เหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัย 
  สําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 10  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอ Amplitude of 
                    lateral head displacement (ALH)

Amplitude of lateral head displacement (ALH)
Fresh Cooling

 30 min
Equilibrate

 15 min
Equilibrate

 30min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 6.38±0.38 6.20±0.22 5.20±0.21a 5.13±0.13a 4.18±0.19a

SP-TALP + 6% DMA 6.45±0.21 6.48±0.23 6.55±0.12b 6.03±0.25b 3.78±0.36ab

BPSE + 8% DMSO 6.00±0.31 5.73±0.43 5.23±0.31ac 5.33±0.28a 5.63±0.79bc

BPSE + 6% DMA 5.65±0.18 5.75±0.13 5.83±0.30bc 5.60±0.18ab 4.08±0.53a

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 14  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา ALH
   อักษรเหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตาง
   อยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 11  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอ Beat cross 
                    frequency (BCF)

Beat cross frequency (BCF)
Fresh Cooling

 30 min
Equilibrate

 15 min
Equilibrate

 30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 25.48±1.24a 24.20±1.02a 27.05±0.63 25.50±0.78 24.40±1.48a

SP-TALP + 6% DMA 26.43±1.96ab 23.18±0.72ab 26.30±0.87 26.30±0.87 29.45±1.49b

BPSE + 8% DMSO 28.38±2.28ab 28.03±1.43ac 30.25±2.97 30.25±2.97 28.15±1.43ab

BPSE + 6% DMA 31.20±1.77b 26.98±2.21a 26.40±3.25 26.40±3.25 24.33±1.99ac

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 15  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา BCF อักษร
   เหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัย
  สําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 12  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอ Straightness of 
      track (STR)

Straightness of track (STR)
Fresh Cooling 

30 min
Equilibrate

 15 min
Equilibrate

30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 83.00±0.91a 82.00±0.91a 85.00±0.91a 83.75±0.48a 87.75±1.25a

SP-TALP + 6% DMA 85.25±0.25ac 80.75±1.11a 75.00±0.82b 78.00±1.08b 87.25±2.10a

BPSE + 8% DMSO 89.50±1.85bc 88.25±0.85b 89.75±0.63c 89.75±1.65c 91.25±1.25ab

BPSE + 6% DMA 86.50±0.65c 88.00±1.58b 87.25±0.75a 86.00±0.71a 93.25±1.31b

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ภาพที่ 16  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา STR อักษร
   เหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัย 
   สําคัญ (p<0.05)  

ตารางที่ 13  ผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอ Linearity of track
     (LIN)

Linearity of track (LIN)
Fresh Cooling

 30 min
Equilibrate

15 min
Equilibrate

30 min
Thaw

SP-TALP + 8% DMSO 57.50±1.19 57.75±0.75 56.25±1.38a 57.75±1.49a 62.50±2.25

SP-TALP + 6% DMA 61.00±2.04 56.00±1.08 47.25±0.85b 52.25±1.44b 63.75±6.14

BPSE + 8% DMSO 61.75±3.77 61.25±1.65 58.25±1.80ac 61.75±1.93ac 59.00±3.76

BPSE + 6% DMA 54.00±2.48 59.00±3.08 54.00±6.10ab 55.00±2.04ab 68.00±4.02

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 
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ภาพที่ 17  แสดงผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคา LIN อักษร
   เหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัย 
   สําคัญ (p<0.05)  

ผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็งในหลอดทดหลอง
ในตูบมเลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียสคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นตพบวา ในกลุมของน้ําเชื้อ
รวมที่เจือจางดวยสารเจือจางน้ําเชื้อโดยไมผานการแชแข็ง (SP-TALP และ BPSE) มีเปอรเซ็นตการ
เคลื่อนที่ 58.00 ±1.16 และ 46.25±1.26 เปอรเซ็นตตามลําดับ เมื่อเก็บรักษาไวนาน 6 ชั่วโมง สําหรับ
น้ําเชื้อแชแข็งดวย SP-TALP + 8% DMSO มีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ 10.25±2.21 เปอรเซ็นตเมื่อเก็บ
รักษาไวนาน 5 ชั่วโมงและไมพบการเคลื่อนที่ของอสุจิที่เวลา 6 ชั่วโมง ขณะที่ น้ําเชื้อแชแข็งดวย 
SP-TALP + 6% DMA, BPSE + 8% DMSO และ BPSE + 6% DMA มีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ 
11.75±2.99, 2.75±1.89 และ 2.00±2.31 เปอรเซ็นตตามลําดับเมื่อเก็บรักษาไดนาน 3 ชั่วโมงโดยไม
พบการเคลื่อนที่ของอสุจิที่เวลา 4 ชั่วโมงดังแสดงในตารางที่1
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ตารางที่ 14  ตารางแสดงเปอรเซ็นตการเคลื่อนของอสุจิในหลอดทดลองในตูบมเลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียสคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต

       คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
            ABCD ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
            abcdef ตัวอักษรที่ตางกันภายในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

Group 0 min 30 min 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h
Pooled semen+SP-TALP 83.00 ±0.82A,a 83.25±0.96A,a 80.75±0.96A,b 79.75±1.26A,bc 79.00±0.82A,c 78.50±1.29A,c 70.75±1.26A,d 58.00 ±1.16A,e

Pooled semen+BPSE 83.00±0.82A,a 83.00±0.82A,a 80.50±0.58A,b 79.25±0.96A,b 77.75±0.96 A,c 66.50±1.29B,d 56.75±0.96B,e 46.25±1.26B,f

SP-TALP + 8% DMSO 51.50±5.32B,a 47.50±1.91 B,a 31.50±2.65B,b 27.75±1.5 0B,b 22.25±3.59B,c 16.50±4.36C,d 10.25±2.21C,e 0 C,f

SP-TALP + 6% DMA 34.50±13.89C,a 30.25±13.96C,ab 22.75±5.62C,bc 17.50±5.00C,c 11.75±2.99C,d 0D,e 0D,e 0C,e

BPSE + 8% DMSO 20.75±2.75D,a 18.75±2.75D,a 13.50 ±1.91D,b 7.25±0.96 D,c 2.75±1.89 D,d 0D,d 0D,d 0C,e

BPSE + 6% DMA 16.00±3.65D,a 15.00±3.37D,a 10.25±1.71D,b 6.25±0.96D,c 2.00±2.31D,d 0D,d 0D,d 0C,d

45



46

2. การเปรียบเทียบขั้นตอนการเก็บรักษาน้ําเชื้อแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอ
ลักษณะรูปรางของอสุจิกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็ง

จากการศึกษาผลของขั้นตอนการแชแข็งและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง เมื่อนํามา
วิเคราะหขอมูลทางสถิติ พบวาขั้นตอนการแชแข็งและชนิดของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง
ไมมีอิทธิพลรวมตอกันตอลักษณะรูปรางของอสุจิและคาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิ จากการ 
ศึกษาลักษณะรูปรางของอสุจิกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็งพบวา ลักษณะรูปรางของอสุจิที่ปกติมี
คาลดลงหลังการแชแข็งเมื่อเปรียบเทียบกับกอนการแชแข็งอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ลักษณะ
รูปรางที่ผิดปกติของอสุจิพบวาอสุจิภายหลังการแชแข็งมีลักษณะผิดปกติแบบ macrocephalic, bent tail, 
amorphous head, bent mid piece และ อสุจิที่ตาย มีคาสูงกวาอสุจิกอนการแชแข็งอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) สวนลักษณะความผิดปกติแบบ cytoplasmic droplet ไมมีความแตกตางทางสถิติ (ตารางที่ 
15)

รูปรางของอสุจิที่ปกติกอนการแชแข็งพบวาอสุจิที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO 
และ  6% DMA มีคา 79.83±0.83 และ 81.75±0.85 เปอรเซ็นตตามลําดับ อสุจิที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 81.25±1.10 และ 80.75±0.67 เปอรเซ็นตตามลําดับ สําหรับ
รูปรางของอสุจิที่ปกติภายหลังการแชแข็งพบวา อสุจิที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  6% DMA มีคา 
40.42±0.40 เปอรเซ็นต ซึ่งนอยกวากลุมอื่นๆ อยางมีนัยสําคญัทางสถิต ิ (p<0.05) โดยรูปรางของอสุจิที่
ปกติที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO, 6% DMA และอสุจิที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ 8% DMSO มีคา 50.17±0.63, 48.83±1.27 และ 51.50±0.85 เปอรเซ็นตตามลําดับ

ลักษณะความผิดปกติแบบ macrocephalic กอนการแชแข็งของกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียว
รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.58±0.30 และ 2.67±0.27 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่แชแข็ง
แบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.92±0.24 และ 2.17±0.31 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ สวนภายหลังการแชแข็งพบวาในอสุจิที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  6% DMA มีคา 
4.58±0.27 เปอรเซ็นต ซึ่งมคีามากกวากลุมอื่นๆ โดยพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญทางสถิติ
(p<0.05) กับกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ 6% DMA ซึ่งกลุมที่แชแข็งแบบ
ขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA และกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO 
มีคา 3.33±0.40, 4.17±0.33  และ 3.58±0.30 เปอรเซ็นตตามลําดับ
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ลักษณะความผิดปกติแบบ amorphous head กอนการแชแข็งของกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอน
เดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.42±0.30 และ 1.17±0.21 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่
แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.08±0.37 และ 2.58±0.44 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ พบวากลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 6% DMA มีคามากกวากลุมอื่นๆ โดยมีความ
แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ 
6% DMA สวนภายหลังการแชแข็งพบวาในกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  6% DMA มีคา 
3.33±0.40 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคามากกวากลุมอื่นๆ โดยพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) กับกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ 8% DMSO ซึ่งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และกลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.92±0.44, 1.92±0.44  และ 3.00±0.32 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ

ลักษณะความผิดปกติแบบ bent tail กอนการแชแข็งของกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  
8% DMSO และ  6% DMA มีคา 3.83±0.49 และ 3.00±0.29 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 3.42±0.58 และ 3.00±0.29 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวน
ภายหลังการแชแข็งพบวาในกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  6% DMA มีคา 19.92±0.46 ซึ่งมีคา
มากกวากลุมอ่ืน  ๆ โดยพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับกลุมที่แชแข็งแบบ
ขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO ซึ่งกลุมที่แช
แข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA และกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 
8% DMSO มีคา 18.08±0.51, 18.67±0.78 และ 16.50±0.29  เปอรเซ็นตตามลําดับ

ลักษณะความผิดปกติแบบ bent mid piece กอนการแชแข็งของกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียว
รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.75±0.28 และ 1.92±0.30 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่แชแข็ง
แบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.83±0.25 และ 1.92±0.30 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ สวนภายหลังการแชแข็งพบวาในกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  6% DMA มีคา 
19.92±0.46 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคามากกวากลุมอื่น  ๆ โดยพบวามีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ
(p<0.05) กับกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ  8% DMSO ซึ่งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และกลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 2.42±0.30, 2.42±0.30 และ 4.67±0.33 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ
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ลักษณะความผิดปกติแบบ cytoplasmic droplet กอนการแชแข็งของกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอน
เดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.83±0.28 และ 1.83±0.28 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่
แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 1.58±0.27 และ 1.83±0.28 เปอรเซ็นต
ตามลําดับ สวนภายหลังการแชแข็งพบวาในกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 6% DMA มีคา 
1.25±0.25 เปอรเซ็นตซึ่งมีคานอยกวากลุมอื่นๆ อยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (p<0.05) โดยกลุมที่แชแข็ง
แบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% DMSO และ 6% 
DMA มีคา 2.08±0.33, 2.25±0.38 และ 2.42±0.30 เปอรเซ็นตตามลําดับ

อสุจิที่ตายกอนการแชแข็งของกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ 6% 
DMA มีคา 8.75±0.38 และ 7.67±0.42 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% 
DMSO และ  6% DMA มีคา 6.92±0.38 และ 7.75±0.38 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวากลุมที่แชแข็งแบบ
ขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO มีคามากกวากลุมอ่ืนๆ โดยมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถติิ 
(p<0.05) กับกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% DMSO สวนภายหลังการแชแข็งพบวากลุมที่แช
แข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  6% DMA มีคา 18.92±0.71 เปอรเซ็นต ซึ่งมีคานอยกวากลุมอื่นๆ อยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และกลุมที่แชแข็ง
แบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 22.00±0.88, 21.83±0.76 และ 25.00±0.41
เปอรเซ็นตตามลําดับ
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 ตารางที่ 15  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอลักษณะรูปรางของตัวอสุจิ

Prefreezing Post thaw

1 Step 2 Step 1 Step 2 StepParameter
DMSO DMA DMSO DMA DMSO DMA DMSO DMA

Morphological normal 79.83±0.83 81.75±0.85 81.25±1.10 80.75±0.67 50.17±0.63a 48.83±1.27ab 51.50±0.85ac 40.42±0.40d

Macrocephalic 2.58±0.30 2.67±0.27 2.92±0.24 2.17±0.31 3.33±0.40a 4.17±0.33ab 3.58±0.30a 4.58±0.27b

Amorphous head 1.42±0.30A 1.17±0.21A 2.08±0.37AB 2.58±0.44B 1.92±0.44a 3.33±0.40b 1.92±0.44a 3.00±0.32ab

Bent tail 3.83±0.49 3.00±0.29 3.42±0.58 3.00±0.29 18.08±0.51a 18.67±0.78ab 16.50±0.29a 19.92±0.46b

Bent mid piece 1.75±0.28 1.92±0.30 1.83±0.25 1.92±0.30 2.42±0.30a 4.83±0.33b 2.42±0.30a 4.67±0.33b

Cytoplasmic droplet 1.83±0.28 1.83±0.28 1.58±0.27 1.83±0.28 2.08±0.33a 1.25±0.25b 2.25±0.38a 2.42±0.30a

Death 8.75±0.38A 7.67±0.42AB 6.92±0.38B 7.75±0.38AB 22.00±0.88a 18.92±0.71b 21.83±0.76a 25.00±0.41c

 คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
  AB ตัวอักษรที่ตางกันภายในแถวชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
  abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในแถวชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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คาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิ

ผลจากการศึกษาการเคลื่อนที่ของอสุจิและคาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนและหลัง 
การแชแข็งดวยวิธีแบบขั้นตอนเดียวและสองขั้นตอนพบวาการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการแชแข็งยังคง
มีการเคลื่อนที่ไปขางหนาคลายกับกอนการแชแข็งแตมีความเร็วนอยกวา สําหรับคาพารามิเตอรของการ
เคลื่อนที่พบวา เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ (motile), เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ 
(progressive motile), VAP, VSL, VCL และ ALH มีคาลดลงตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) สําหรับคา STR และ LIN มีคาสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) ในขณะที่คา BCF ไมแตกตางทางสถิติระหวางกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็ง

เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ (motile) กอนการแชแข็ง กลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ
8% DMSO และ  6% DMA มีคา 89.33±1.05 และ 92.83±1.85 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 92.5±1.75 และ 96.00±0.82 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวน
การเคลื่อนที่ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ  6% DMA มี
คา 47.00±8.82 และ 34.17±4.23 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO 
และ  6% DMA มีคา 40.83±3.82 และ 28.00±2.74 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาการเคลื่อนที่ของอสุจิกลุมที่
แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO มีคามากกวากลุมอื่นและมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (p<0.05) กับตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  6% DMA ดังตารางที่ 16 และภาพที่ 
18

การเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ (progressive motile) กอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบ
ขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ  6% DMA มีคา 34.17±2.33 และ46.67±4.21 เปอรเซ็นตตามลําดับ 
กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ 6% DMA มีคา 76.50±2.52 และ 80.17±2.90 
เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอน
เดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 10.83±2.93 และ 11.17±2.12 เปอรเซ็นตตามลําดับ  กลุมที่
แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 11.33±2.19 และ 8.50±2.19 
เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุม
ไมมีความแตกตางกันทางสถิต ิดังตารางที่ 17 และภาพที ่19
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คา VAP ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% 
DMA มีคา 79.33±1.89 และ 83.78±0.66 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 76.50±2.52 และ 121.65±3.60 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ 
สวนคา VAP ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA 
มีคา 64.77±3.56 และ 64.48±1.98 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 
8% DMSO และ  6% DMA มีคา 59.38±3.39 และ 65.20±3.76 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ พบวาคา 
VAPของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ดังตารางที่ 18 และภาพที ่20

คา VSL ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ 
6% DMA มีคา 66.58±1.69 และ 63.35±0.86 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 100.87±2.38 และ 101.83±3.38ไมโครเมตรตอ
วินาทีตามลําดับ สวนคา VSL ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% 
DMSO และ  6% DMA มีคา 56.87±3.00 และ 54.15±1.20 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่แช
แข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 52.70±2.27 และ 58.03±3.78
ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ พบวาคา VSL ของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุมไมมีความ
แตกตางกันทางสถิติ ดังตารางที่ 19 และภาพที่ 21

คา VCL ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียว รวมกับ 8% DMSO และ  6% 
DMA มีคา 119.62±2.63 และ 137.72±1.54 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 174.30±4.36 และ 174.80±3.42 ไมโครเมตรตอวินาที
ตามลําดับ สวนคา VCL ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 
6% DMA มีคา 76.85±12.90 และ 89.00±4.58 ไมโครเมตรตอวินาทีตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสอง
ขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 84.00±6.93 และ 88.55±4.83 ไมโครเมตรตอวินาที
ตามลําดับ พบวาคา VCL ของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ดัง
ตารางที่ 20 และภาพที่ 22

คา ALH ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 
6% DMA มีคา 5.12±0.09 และ 6.10±0.07 ไมโครเมตรตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 6.60±0.17 และ 6.67±0.07 ไมโครเมตรตามลําดับ สวนคา 
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BCF ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มี
คา 4.00±0.23 และ 3.97±0.39 ไมโครเมตรตามลําดับ       กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 3.65±0.30 และ 3.62±0.32 ไมโครเมตรตามลําดับ พบวาคา ALH ของ
อสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุมไมมีความแตกตางกันทางสถิติ ดังตารางที่ 21 และภาพที่ 23

คา BCF ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ 
6% DMA มีคา 25.77±0.40 และ 25.45±0.83 เฮิรทซตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอน
รวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 25.17±1.08 และ 23.67±0.68 เฮิรทซตามลําดับ สวนคา 
BCF ของอสุจิหลังการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ  6% DMA มี
คา 24.03±2.06 และ 26.63±1.16 เฮิรทซตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 23.62±2.54 และ 23.10±3.06 เฮิรทซตามลําดับ พบวาคา BCF ของอสุจิ
ภายหลังการแชแข็งของทุกกลุมไมมีความแตกตางกันทางสถิติดังตารางที่ 22 ภาพที่ 24

คา STR ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% 
DMA มีคา 83.33±0.40 และ 75.17±0.54 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% 
DMSO และ  6% DMA มีคา 81.83±0.60 และ 81.67±0.49 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนคา STR ของอสุจิหลัง
การแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ  8% DMSO และ  6% DMA มีคา 88.00±2.06 และ 
86.00±1.81 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 
89.00±1.84 และ 89.33±1.33 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาคา STR ของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุม
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติดังตารางที่ 23 ภาพที่ 25

คา LIN ของอสุจิกอนการแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 6% 
DMA มีคา 57.17±0.91 และ 47.67±1.14 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% 
DMSO และ 6% DMA มีคา 57.33±0.71 และ 57.67±0.99 เปอรเซ็นตตามลําดับ สวนคา LIN ของอสุจิหลัง
การแชแข็งกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA มีคา 64.33±2.01 และ 
63.67±2.11 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO และ 6% DMA มีคา 
65.33±2.56 และ 68.00±3.51 เปอรเซ็นตตามลําดับ พบวาคา LIN ของอสุจิภายหลังการแชแข็งของทุกกลุม
ไมมีความแตกตางกันทางสถิติดังตารางที่ 24 ภาพที่ 26
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ตารางที่ 16  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่
     ของอสุจิ

Motile

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 89.33±1.05a 89.50±1.95a 89.67±1.15a 47.00±8.82a

1 step- 6% DMA 92.83±1.85ab 90.33±2.28a 91.83±1.82a 34.17±4.23ab

2 step- 8% DMSO 92.5±1.75ab 81.17±1.05b 80.67±1.84b 40.83±3.82ab

2 step- 6% DMA 96.00±0.82b 88.50±0.85a 89.33±0.99a 28.00±2.74b

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ab ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 18  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอเปอรเซ็นตการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ อักษรเหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึง       
ความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ตารางที่ 17  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่
      ไปขางหนาของอสุจิ

P Motile

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 34.17±2.33a 36.83±2.73a 40.67±2.81a 10.83±2.93

1 step- 6% DMA 46.67±4.21b 49.00±2.65b 53.67±1.50b 11.17±2.12

2 step- 8% DMSO 76.50±2.52c 34.17±3.40a 33.33±2.59c 11.33±2.19

2 step- 6% DMA 80.17±2.90c 54.67±2.86b 52.33±1.23b 8.50±2.19

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 19  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอเปอรเซ็นตการ
    เคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ อักษรเหนือแทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลา
    เดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
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ตารางที่ 18  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอ Average path velocity 
     (VAP)

Average path velocity (VAP)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 79.33±1.89a 87.12±2.16a 86.53±1.10a 64.77±3.56

1 step- 6% DMA 83.78±0.66a 86.27±0.96a 82.30±0.78ab 64.48±1.98

2 step- 8% DMSO 120.72±3.24b 77.28±1.36b 77.72±3.22b 59.38±3.39

2 step- 6% DMA 121.65±3.60b 99.86±1.26c 95.48±1.64c 65.20±3.76

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 20  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอ คา VAP อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
   (p<0.05)  
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 ตารางที่ 19  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา VSL

Progressive velocity (VSL)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 66.58±1.69a 72.60±1.95a 73.35±0.96a 56.87±3.00

1 step- 6% DMA 63.35±0.86a 67.72±0.99b 64.07±0.34b 54.15±1.20

2 step- 8% DMSO 100.87±2.38b 63.62±1.60b 65.30±2.77b 52.70±2.27

2 step- 6% DMA 101.83±3.38b 77.03±1.70a 73.18±1.62a 58.03±3.78

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ab ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 21  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา VSL อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
   (p<0.05)  
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ตารางที่ 20  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา VCL

Curvilinear velocity (VCL)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 119.62±2.63a 126.13±1.10a 124.38±1.37a 76.85±12.90

1 step- 6% DMA 137.72±1.54b 132.93±2.11b 127.52±2.26a 89.00±4.58

2 step- 8% DMSO 174.30±4.36c 124.68±3.03a 119.68±4.39a 84.00±6.93

2 step- 6% DMA 174.80±3.42c 161.30±1.30c 153.88±2.43b 88.55±4.83

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 22  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา VCL อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
   (p<0.05)  
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ตารางที่ 21 ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา ALH

Amplitude of lateral displacement (ALH)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 5.12±0.09a 5.35±0.05a 5.32±0.10a 4.00±0.23

1 step- 6% DMA 6.10±0.07b 5.83±0.10b 5.77±0.09b 3.97±0.39

2 step- 8% DMSO 6.60±0.17c 5.57±0.22ab 5.30±0.10a 3.65±0.30

2 step- 6% DMA 6.67±0.07c 6.73±0.08c 6.52±0.10c 3.62±0.32

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 23  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา ALH อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
   (p<0.05)  
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ตารางที่ 22  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา BCF

Beat cross frequency (BCF)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 25.77±0.40 24.02±0.26a 23.90±0.52a 24.03±2.06

1 step- 6% DMA 25.45±0.83 25.20±1.04ab 24.13±0.40a 26.63±1.16

2 step- 8% DMSO 25.17±1.08 26.52±0.52b 25.58±0.38b 23.62±2.54

2 step- 6% DMA 23.67±0.68 24.55±0.58ab 23.93±0.23a 23.10±3.06

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
ab ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 24  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา BCF อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
   (p<0.05)  
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ตารางที่ 23  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา STR

Straightness of track (STR)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 83.33±0.61a 83.00±0.37a 84.50±0.67a 88.00±1.13

1 step- 6% DMA 75.17±0.54b 78.17±0.40b 78.00±0.63b 86.00±1.81

2 step- 8% DMSO 81.83±0.60a 81.83±1.49a 83.50±1.23a 89.00±1.84

2 step- 6% DMA 81.67±0.49a 75.33±1.02c 75.83±0.70b 89.33±1.33

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 25  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา STR อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ
   (p<0.05)  
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ตารางที่ 24  ผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา LIN

Linearity of track (LIN)

Fresh Cooling 30 min Equilibrate 30 min Thaw

1 step- 8% DMSO 57.17±0.91a 59.17±0.87a 61.17±0.95a 64.33±2.01

1 step- 6% DMA 47.67±1.14b 53.33±0.67b 53.00±0.77b 63.67±2.11

2 step- 8% DMSO 57.33±0.71a 53.00±2.02b 56.33±2.28b 65.33±2.56

2 step- 6% DMA 57.67±0.99a 48.33±1.33c 49.00±0.81c 68.00±3.51

คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
abc ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

ภาพที่ 26  แสดงผลของการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและแบบสองขั้นตอนตอคา LIN อักษรเหนือ
   แทงแผนภูมิที่แตกตางกันในชวงของเวลาเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
   (p<0.05)  
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ผลการศึกษาการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการอุนละลายนํ้าเชื้อแชแข็งในหลอดทดหลองในตู
บมเลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียสคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต พบวา สําหรับน้ําเชื้อแชแข็งดวย 1 
step + 8% DMSO  และ 2 step + 8% DMSO  มีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ 9.25±2.63 และ 7.25±1.89 
เปอรเซ็นตตามลําดับ เมื่อเก็บรักษาไวนาน 5 ชั่วโมงและไมพบการเคลื่อนที่ของอสุจิที่เวลา 6 ชั่วโมง 
ขณะที่น้ําเชื้อแชแข็งดวย 1 step + 6% DMA และ 2 step + 6% DMA มีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ 
2.50±1.91 และ 1.25±1.50 เปอรเซ็นตตามลําดับ เมื่อเก็บรักษาไดนาน 3 ชั่วโมงโดยไมพบการเคลื่อนที่
ของอสุจิที่เวลา 4 ชั่วโมง ดังแสดงในตารางที่ 25



ตารางที่ 25  ตารางแสดงเปอรเซ็นตการเคลื่อนของอสุจิในหลอดทดลองในตูบมเลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียสคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต

                                                  

         

                           

  คาที่แสดงเปน คาเฉลี่ย± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน
AB ตัวอักษรที่ตางกันภายในสดมภเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  
abcdef ตัวอักษรที่ตางกันภายในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05)  

Group 0 min 30 min 1 h 2 h 3 h 4 h 5 h 6 h
1step + 8% DMSO 46.50±1.92A,a 44.00±2.83A,a 31.75±0.69 A,b 26.75±1.50A,b 20.25±3.78A,c 14.50±4.44A,d 9.25±2.63A,e 0f

1step + 6% DMA 30.25±8.65B,a 16.25±2.63B,b 11.00±1.41B,c 7.00±1.41B,cd 2.50±1.91B,de 0B,e 0B,e 0e

2step + 8% DMSO 46.00±6.48A,a 42.00±3.65A,a 32.75±3.30A,b 28.75±2.99A,b 20.25±3.49A,c 14.00±2.71A,d 7.25±1.89A,e 0f

2step + 6% DMA 25.75±2.63B,a 16.50±1.73B,b 9.25±2.21B,c 4.75±1.26B,d 1.25±1.50B,e 0B,e 0B,e 0e  
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วิจารณ

การรีดเก็บน้ําเชื้อในไกสามเหลืองเพื่อนํามาเก็บรักษาแบบแชแข็ง โดยมีการนํามาตรวจคุณภาพ
กอนการแชแข็งพบวา ปริมาตรของน้ําเชื้อรวมเฉลี่ยเทากับ 2.22 มิลลิลิตรหรือมีปริมาตรของน้ําเชื้อเฉลี่ย 
0.22 มิลลิลิตรตอตัว ความเขมขนเฉลี่ย 3,463.75 ลานตัวตอมิลลิลิตร ความเปนกรดดางเทากับ 7.82 และ
เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิเฉลี่ยเทากับ 89.1 เปอรเซ็นตพบวามีคาใกลเคียงกับน้ําเชื้อไกพื้น
เมืองไทยที่ไดมีการศึกษามากอนหนานี้ สุนทรและคณะ (2548) ไดรายงานคุณภาพของน้ําเชื้อไกพื้น
เมืองไทยโดยการรีดเก็บน้ําเชื้อจากพอพันธุจํานวน 20 ตัว พบวามีความเขมขนเฉลี่ย 2,950 ลานตัวตอ
มิลลิลิตร ความเปนกรดดางเทากับ 7.5 และเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิเฉลี่ยเทากับ 85 เปอรเซ็นต  
ภูมินทรและคณะ(2549) รายงานการตรวจคุณภาพน้ําเชื้อไกพื้นเมืองไทยกอนการแชแข็งจากพอพันธุ 20 
ตัวมีปริมาตรน้ําเชื้อรวมเฉลี่ย 2.55 มิลลิลิตรหรือมีปริมาตรน้ําเชื้อเฉลี่ย 0.11 มิลลิลิตรตอตัว ความ
เขมขนเฉลี่ย 2.25 พันลานตัว/มิลลิลิตร และเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิเฉลี่ยเทากับ 67.78
เปอรเซ็นต สําหรับคาความดันสารละลายมีคา 328-402 mOsmol/kg พบวามีคามากกวาคาความดัน
สารละลายของไกงวง, นกกระทาและหาน ซึ่งมีคาเทากับ 320-340, 270-345 และ 250-260 mOsmol/kg 
ตามลําดับ (Chelmonska et al., 2006)

การศึกษาผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอลักษณะรูปราง
ของอสุจิโดยการยอมสี eosin-nigrosin  พบวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-TALP รวมกับ  8% 
DMSO มีคาเปอรเซ็นตอสุจิมีชีวิตและเปอรเซ็นตอสุจิที่มีลักษณะรูปรางปกติมีคาสูงที่สุด คือ 
57.32±0.40 และ 56.67±1.10 เปอรเซ็นตตามลําดับ กลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE รวมกับ  6% 
DMA มีคาเปอรเซ็นตอสุจิมีชีวิตและเปอรเซ็นตอสุจิที่มีลักษณะรูปรางปกติต่ําที่สุด  45.08±0.42  และ 
40.75±0.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ ขณะที่ลักษณะรูปรางที่ผิดปกติของอสุจิภายหลังการแชแข็งพบวามี
ลักษณะผิดปกติแบบ Bent tail มากที่สุด  เมื่อพิจารณาผลของสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกัน
อันตรายจากการแชแข็งตอคาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิพบวา เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของ
อสุจ(ิmotile) เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ (progressive motile), VAP, VSL, VCL, 
ALH มีคาลดลงตามกระบวนการแชแข็งอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) สําหรับคา STR, และ LIN 
มีคาสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่คา  BCF ไม
แตกตางกันทางสถิต ิ (p>0.05) ระหวางกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็งแสดงใหเห็นวาเมื่อทําการ
ละลายน้ําเชื้อภายหลังการแชแข็งอสุจิยังคงมีการเคลื่อนที่ไปขางหนาไดเหมือนกับกอนการแชแข็งแต
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อัตราเร็วในการเคลื่อนที่จะนอยกวา จากผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการใชสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-
TALP รวมกับ  8% DMSO มีผลเสียตอลักษณะรูปรางของอสุจิและลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจินอย
ที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับการใชสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE  ปจจุบันนี้ไดมีการพัฒนาและปรับปรุงสารเจือ
จางน้ําเชื้อเพื่อใหเหมาะสมตอการเก็บรักษาน้ําเชื้อของสัตวปก และมีประสิทธิ์ภาพในการผสมติดที่สูง 
(Donoghue and Wishart, 2000) สารเจือจางน้ําเชื้อแตละสูตรจะมีสวนประกอบที่แตกตางกันไปซึ่งก็ไดมี
รายงานการศึกษาผลของสวน ประกอบแตละชนิดตอคุณภาพของน้ําเชื้อที่เก็บรักษา Sexton (1988) ได
ศึกษาเปรียบเทียบชนิดของสารเจือจางน้ําเชื้อตอคุณภาพน้ําเชื้อไกงวงที่เก็บรักษาไวที่ 5 องศาเซลเซียส
นาน 24 ชั่วโมงพบวาสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE มีผลตอการเสื่อมสภาพของอสุจินอยที่สุด รองลงมาคือ 
BPSE รวมกับ Tobramycin, Minnesota Turkey Growers Association (MTGA) รวมกับ Gentamicin , 
Instruments for Veterinary Medicine (IMV) และ MTGA ตามลําดับ Sexton (1977) ศึกษาสวนประกอบ
ของสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE ตอคุณภาพของน้ําเชื้อไกงวงพบวาเมื่อไมเติมสวนประกอบของสารเจือจาง
น้ําเชื้อบางชนิดจะมีผลทําใหอัตราการผสมของน้ําเชื้อลดลง เชน สารที่ทําหนาที่เปนบัฟเฟอร (TES, 
potassium phosphate) และ neutral salt (citrate, acetate, chloride) ในขณะที่การขาด น้ําตาลฟลุคโตสและ
โซเดียมกลูตาเมท จะไมมีผลตออัตราการผสมติด

 สําหรับรายงานการศึกษาชนิดของน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อตอคุณภาพน้ําเชื้อของไกพื้นเมืองไทย
และไกทีเลี้ยงในประเทศไทยไดมีการศึกษาดังนี้ เทวินทรและคณะ (2550ก) ไดศึกษาผลของสารเจือจาง
น้ําเชื้อตอคุณภาพน้ําเชื้อที่เก็บรักษาไวที่ 41 องศาเซลเซียส นาน 6 ชั่วโมง ของไกพื้นเมืองพันธุเหลือง
หางขาว, คละสี และพอพันธุไกโรดไอสแลนดเรด โดยเปรียบเทียบสูตรของสารเจือจางน้ําเชื้อ 5 สูตร 
คือ BPSE, Prefreezing Lake, Tselutin et al. modified, Schramm และ IGGKP พบวา น้ําเชื้อของไก
พื้นเมืองพันธุเหลืองหางขาว, คละสี สารเจือจางน้ําเชื้อสูตร IGGKP และ BPSE ใหคุณภาพอสุจิภายหลัง
การเก็บรักษาสูงสุด สวนพอพันธุไกโรดไอสแลนดเรด สารเจือจางน้ําเชื้อสูตร IGGKPใหผลดีที่สุด
สุนทรและคณะ(2548) ไดศึกษาความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อไกพื้นเมืองไทยภายหลังการเจือจางโดย
สารเจือจาง BPSE, Egg yolk-Tris และ Kiev และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาน้ําเชื้อที่เจือ
จางดวย BPSE มีการเคลื่อนที่รายตัวดีที่สุดและมีการเคลื่อนที่นาน 6 วัน ในขณะที่การเจือจางดวย Kiev 
มีการเคลื่อนที่ต่ําสุดและมีการเคลื่อนที่เพียง 1 วัน เมื่อทําการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อที่เจือจางและเก็บไวที่ 
4 องศาเซลเซียส นาน 3 วัน พบวามีอัตราการผสมติดของน้ํายาเจือจาง BPSE, Egg yolk-Tris และ Kiev 
คือ 44.64, 21.68 และ 4.69 เปอรเซ็นตตามลําดับ การศึกษาผลของอุณหภูมิที่ 4 และ 10 องศาเซลเซียส
และชนิดของน้ํายาเจือจาง BPSE และEgg yolk-Tris พบวาอัตราการฟกไมแตกตางกัน ในขณะที่การเก็บ
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รักษาที่ 4 องศาเซลเซียส สงผลใหอัตราการผสมติดและอัตราการฟกสูกวาการเก็บรักษาที่ 10 องศา
เซลเซียส

จากการศึกษาครั้งนี้ไดใชสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE ซึ่งเปนสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับสัตวปกที่
นิยมใชกันอยางแพรหลายในสัตวปกหลายชนิดและสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-TALP ซึ่งเปนสูตรสําหรับ
การเลี้ยงเซลล (culture medium) ที่ดัดแปลงจาก Tyrod’s medium โดยการเพิ่ม albumin, lactate และ 
pyruvate พบวาสวนประกอบของสารเจือจางน้ําเชื้อทั้งสองชนิดที่ใชนี้มีความแตกตางกันดังที่กลาว
มาแลวซึ่งผลที่ไดจากการศึกษามีความสอดคลองกับการศึกษาของ Sontakke et al. (2004) ไดทําการศึกษา
สารเจือจางน้ําเชื้อที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเชื้อ Blue rock pigeon (Columba livia) ทั้งแบบแช
เย็นและแชแข็งพบวา SP-TALP มีความเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเชื้อของ Blue rock pigeon  ซึ่ง
มีคาเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงที่สุดเมื่อเทียบกับสารเจือจางน้ําเชื้อ turkey sperm extender, 
chicken  sperm extender, mouse sperm extender, Ham’s F-10 และ Tyrode’s medium โดยสวนใหญเปน
สารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับสัตวปก แสดงใหเห็นวาสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับสัตวแตละชนิดจะมีความ
เหมาะสมไมเหมือนกันแมวาจะเปนสัตวที่อยูในตระกูล(species) เดียวกันและกลาววา albumin, lactate 
และ pyruvate มีผลตอการเคลื่อนที่ของอสุจิโดยยังไมทราบกลไกที่ชัดเจน Bakst and Cecil (1992) ศึกษา
ผลของ bovine serum albumin (BSA) ตอการ เคลื่อนที่และการผสมติดของอสุจิไกงวง พบวา bovine 
serum albumin ทําใหมีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงขึ้นและอสุจิมีการเคลื่อนที่เร็วขึ้นแตไมมีผล
ตออัตราการผสมติด นอกจากนี้พบวา fatty acid-free BSA, globulin-free BSA และ fraction V BSA  ทํา
ใหมีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงขึ้นและอสุจิมีการเคลื่อนที่เร็วขึ้นเชนกัน รวมทั้งมีรายงานวา 
bovine serum albumin มีผลตอเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิในสัตวเลี้ยงลูกดวยนมหลายชนิด (Klem 
et al.,1986)

การศึกษาผลของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งสําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อของสัตวปกจาก
ผลการทดลองพบวาการใช DMSO ความเขมขน 8 เปอรเซ็นตรวมกับสารเจือจางน้ําเชื้อทั้งสองชนิด
พบวาลักษณะรูปรางของอสุจิที่ปกติมีคาสูงกวาการใช DMA ความเขมขน 6 เปอรเซ็นต ทั้งกอนการแช
แข็งและหลังการแชแข็ง รวมทั้งอสุจิที่มีลักษณะรูปรางที่ผิดปกติและอสุจิที่ตายมีคานอยกวาทั้งกอน
และหลังการแชแข็งนอกจากน้ีสวนของพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิก็ใหผลเชนเดียวกัน สําหรับ
การศึกษาผลของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอคุณภาพของน้ําเชื้อแชแข็งของสัตวปกจากการที่
พบวากลีเซอรอลมีคุณสมบัติเปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งที่เหมาะสมที่สุดแตเนื่องจากพบวา 
กลีเซอรอลมีผลตออัตราการผสมติดของน้ําเชื้อที่ผานการแชแข็งดวยกลีเซอรอล (Donoghue and 
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Wishart, 2000) มีการศึกษาวิธีการเพิ่มประสิทธิภาพการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็งที่ใชกลีเซอ 
รอลพบวาการกําจัดกลีเซอรอลกอนนําไปผสมจะชวยทําใหอัตราการผสมติดสูงขึ้น ขณะที่ 
Long and Kulkarni (2004) ไดศึกษาเปรียบเทียบวิธีการกําจัดกลีเซอรอลจากน้ําเชื้อแชแข็ง
พบวาการใชวิธี Accudenz centrifugation จะทําใหมีอัตราการผสมติดเพิ่มขึ้น 17.90-37.17
เปอรเซ็นต เมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ไมไดมีการกําจัดกลีเซอรอลออกกอนการผสม
ขณะที่วิธี Dialyze มีผลทําใหอัตราการผสมติดลดลงจาก 26.4 เปอรเซ็นตถึง 0 เปอรเซ็นต 
แมวาวิธีการ Dialyze และ Accudenz centrifugation จะชวยกําจัดกลีเซอรอลกอนการผสมแต
พบวามีขอเสียคือเสียเวลาและอาจทําใหเกิดอันตรายตออสุจิระหวางปฏิบัติงานได Tselutin et 
al. (1999) รายงานการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งตอ
อสุจิไก พบวากลีเซอ รอลมีประสิทธิภาพดีที่สุด รองลงมาคือ DMA และ DMSO ตามลําดับ
และเมื่อเปรียบเทียบรูปแบบของการแชแข็งพบวา การใช DMA รวมกับการแชแข็งแบบเม็ด 
(pellet) ใหอัตราการผสมติดสูงกวาการใชกลีเซอรอล และการใช DMA รวมกับการแชแข็ง
โดยใสในหลอดฟาง

Sexton (1975) รายงานการใช DMSO สําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อไกวามีขอจํากัดในการใชคือ 
DMSO จะมีประสิทธิภาพที่ดีเมื่อใชกับสารเจือจางน้ําเชื้อที่มีฟอสเฟตบัฟเฟอร โดยอาจมีสาเหตุเนื่องจาก
การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของสารเจือจางน้ําเชื้อซึ่งมีผลทาํใหอสุจิมีชีวิตอยูไดนานขึ้น จากการศึกษาครั้งนี้
ไดใชสารเจือจางน้ําเชื้อ BPSE และ SP-TALP โดยทั้งสองชนิดมีสวนประกอบของฟอสเฟตและปริมาณที่
แตกตางกันดังที่แสดงมากอนหนานี้ พบวาการใช DMSO รวมกับ SP-TALP ใหผลที่ดกีวาการใชรวมกับ 
BPSE  โดย SP-TALP มีสวนประกอบของโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต ขณะที ่BPSE มีสวนประกอบ
ของไดโพแทสเซียมฟอสเฟตและโมโนโพแทสเซียมฟอสเฟต จากผลการทดลองพบวามีความสอดคลอง
กับการศึกษาของ Han et al. (2005) พบวา DMSOที่ใชรวมกับสารเจือจางน้ําเชื้อที่มีสวนประกอบของ
โซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟตและโซเดียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต มีเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิหลัง
การแชแข็งสูงกวาสารเจือจางน้ําเชื้อที่มีสวนประกอบของไดโพแทสเซียมไฮโดรเจนฟอสเฟตและโพแทส 
เซียมไดไฮโดรเจนฟอสเฟต นอกจากน้ี Schramm (1976) รายงานวาความเปนพิษของ DMSO ขึ้นอยูกับ
ชนิดของสารเจือจางน้ําเชื้อที่ใช ดังนั้นจึงเปนไปไดวาสวนประกอบของสารเจือจางน้ําเชื้อที่เหมาะสม
และการเปลี่ยนแปลงทางเคมีของ SP-TALP  จะชวยลดความเปนพิษตออสุจิ

รายงานการศึกษาผลของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งในสัตวปกชนิดอื่นๆ Lukaszewicz 
(2002) ศึกษาการแชแข็งน้ําเชื้อของ White Italian gander โดยใชสารเจือจางน้ําเชื้อ EK diluent รวมกับ 
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6% DMF พบวามีการเปลี่ยนแปลงลักษณะของรูปรางอสุจิคือ รูปรางของอสุจิที่ปกติมีคาลดลงภายหลัง
การแชแข็งและลักษณะรูปรางที่ผิดปกติรวมกับอสุจิที่ตายมีคาสูงขึ้นภายหลังการแชแข็ง นอกจากนี้ยัง
ไดรายงานวาจํานวนอสุจิที่อยูรอดภายหลังการแชแข็งไมขึ้นอยูกับจํานวนอสุจิที่ปกติกอนการแชแข็งดัง
รายงานของ Lukaszewicz (2001) ที่ไดศึกษาการแชแข็งน้ําเชื้อหานที่มีรูปรางปกติกอนการแชแข็งสูง
โดยใช DMA เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง  พบวาภายหลังการแชแข็งมีอสุจิที่มีลักษณะปกติ
เพียง 29 เปอรเซ็นต ดังนั้นจึงควรใหความสําคัญในการเลือกสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตราย
จากการแชแข็ง Sontakke et al. (2004) รายงานวา DMSO ที่ระดับความเขมขน 8 เปอรเซ็นตมีความ
เหมาะสมสําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อของ Blue rock pigeon มากกวาการใช polyethylene glycol และกลีเซ
อรอล  Han et al. (2005) รายงานวา DMSO ที่ระดับความเขมขน 10 เปอรเซ็นต มีความเหมาะสมสําหรับ
การแชแข็งน้ําเชื้อเปดมากกวาการใชกลีเซอรอล, dimethyl acetamide และ dimethyl formamide เนื่องจากมี
รายงานการศึกษาสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งสําหรับสัตวปกมากมายหลายชนิดซึ่งใหผลที่มีความ
แตกตางกันไปทั้งน้ีควรจะตองมีการศึกษาถึงความเปนพิษตออสุจิ, ความเขมขนของสารปองกันอันตราย
จากการแชแข็งที่เหมาะสมสําหรับสัตวแตละชนิด, อุณหภูมิสําหรับการปรับสภาพ, ระยะเวลาการปรับ
สภาพ (equilibration time), รูปแบบการแชแข็ง, อุณหภูมิและระยะเวลาสําหรับการละลายน้ําเชื้อแชแข็ง 

การศึกษาผลของขั้นตอนการแชแข็งตอลักษณะรูปรางของอสุจิพบวาลักษณะรูปรางของอสุจิที่
ปกติมีคาลดลงภายหลังการแชแข็งโดยกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% DMSO มีคาสูงที่สุด
รองลงมาคือกลุมที่แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO และ 6% DMA ซึ่งไมมีความแตกตาง
ทางสถิติและกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 6% DMA มีคาตํ่าที่สุด ขณะที่ลักษณะรูปรางที่
ผิดปกติและอสุจิที่ตายมีคาสูงขึ้นภายหลังการแชแข็งโดยกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 6% 
DMA มีคาสูงที่สุดและกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ 8% DMSO มีคาตํ่าที่สุดแสดงใหเห็นวา
ขั้นตอนการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวรวมกับ 8% DMSO มีผลตอลักษณะรูปรางของอสุจิใกลเคียงกับ
การแชแข็งแบบสองขั้นตอนรวมกับ  8% DMSO สําหรับผลการศึกษาคาพารามิเตอรของการเคลื่อนที่
ของอสุจิพบวา เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิ (motile) เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิ 
(progressive motile), VAP, VSL, VCL, ALH, มีคาลดลงตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) สําหรับคา STR และ LIN มีคาสูงขึ้นตามระยะเวลาที่ทําการศึกษาอยางมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p<0.05) ในขณะที่คา BCF ไมแตกตางทางสถิติระหวางกอนการแชแข็งและหลังการแชแข็ง
แสดงใหเห็นวา ภายหลังการแชแข็งทั้งแบบขั้นตอนเดียวและสองขั้นตอนอสุจิยังคงมีการเคลื่อนที่ไปขาง 
หนาเหมือนกอนการแชแข็งแตมีความเร็วลดลง
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สําหรับขั้นตอนการแชแข็งอสุจิของสัตวปกนั้น จากการสืบคนขอมูลพบวาเปนการแชแข็งแบบ
สองขั้นตอนเพื่อเปนการลดอันตรายที่อาจเกิดขึ้นกับอสุจิจากสภาวะแรงดันออสโมติดที่เพิ่มขึ้นมาก เมื่อมี
การเติมสวนประกอบสําหรับการแชแข็ง โดยเฉพาะในสวนของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็ง 
Tselutin et al. (1999) ไดแสดงใหเห็นถึงการเปลี่ยนแปลงของแรงดันออสโมติกเมื่อเติม DMSO ที่ระดับ
ความเขมขน 4, 6, 8 และ 11 เปอรเซ็นต พบวามีคาแรงดันออสโมติก 870±42, 1,178±27, 1,474±45 และ
1,902 ±118 mOsm ตามลําดับ ขณะที่แรงดันออสโมติกเมื่อเติม DMA ที่ระดับความเขมขน 4, 6, 8 
และ 11 เปอรเซ็นต พบวามีคาแรงดันออสโมติก 1,033±43, 1,457±54, 1,845±35 และ 3,362±60 
mOsm ตามลําดับ รวมทั้งอธิบายวาผลเสียหายที่เกิดขึ้นกับอสุจิอาจขึ้นอยูกับความเขมขนของสารปองกัน
อันตรายจากการแชแข็งเพียงอยางเดียวแมวาความดันออสโมติกจะเพิ่มสูงขึ้นตามความเขมขน จากผลการ 
ศึกษาครั้งนี้เมื่อพิจาณาคาพารามิเตอรการเคลื่อนของอสุจิพบวาคา VAP, VSL และ VCL ของกลุมที่แชแข็ง
แบบขั้นตอนเดียวเมื่อมีการเติมสารเจือจางน้ําเชื้อและสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งแลวนํา ไปวัดคา
ทันทีพบวามีคาตํ่ากวากลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนและเมื่อผานขั้นตอนการปรับสภาพ (equilibrate)  
พบวามีคาใกลเคียงกับกลุมที่แชแข็งแบบสองขั้นตอนและสูงกวาในชวงแรกระยะหลังจากน้ันการเปลี่ยน 
แปลงคาดังกลาวมีแนวโนมคลายกันทั้งสองกลุมทั้งนี้อาจจะมสีาเหตุเนื่องจากในระยะแรกของขบวนการ
แชแข็งแบบขั้นตอนเดียวอสุจิตองอยูในสภาวะที่มีแรงดันออสโมติกสูงอาจมีผลตอการเคลื่อน ที่ของอสุจิ 
แตเมื่อเวลาผานไประยะหนึ่งเมื่อมีการเคลื่อนที่ของสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งเขาสูภายในเซลล
และมีการเคลื่อนที่ของน้ําออกจากเซลลมผีลทาํใหสมดุลของแรงดันออสโมติกเปลี่ยนแปลงไปสงผลให
การเคลื่อน ที่ของอสุจิดีขึ้นตามมา 

สําหรับการศึกษาการเคลื่อนที่ของอสุจิและคาพารามมิเตอรของการเคลื่อนที่ของอสุจิ
ดวยวิธี computer-aided sperm motility analysis ไดมีรายงานการศึกษาในอสุจิของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
หลายชนิด เชน หนูแฮมเตอร สิงโต เสือ เสือดาว กระตาย โค รวมทั้งมนุษย สําหรับการศึกษาในอสุจิของ
สัตวปกพบวามีขอมูลนอยมากจากการศึกษาครั้งนี้พบวามีลักษณะสอดคลองกับรายงานของ Sontakke et 
al. (2004) ที่ศึกษาคาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนและหลังการแชแข็งของ Blue rock pigeon 
(Columba livia)  พบวาภายหลังการแชแข็งมีการลดลงของคาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิ คือ VAP, 
VSL,VCL, BCF, ALH, STR และ LIN นอกจากน้ี Blesbois et al. (2007) ไดรายงานการศึกษา
คาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนและหลังการแชแข็งของไกพบวาภายหลังการแชแข็งมีการลดลง
ของคาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิ คือ VAP, VSL, STR, LIN, percentage of motile sperm, 
percentage of progressive motile และ percentage of rapid spermatozoa  King et al. (2000) ไดศึกษา
ความสัมพันธของคาพารามิเตอรการเคลื่อนที่ของอสุจิกับลกัษณะการเคลื่อนของอสุจิในไกงวง พบวา 
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VAP, VSL,VCL, BCF และ LIN จะมีคาสูงในกลุมที่มีลักษณะการเคลื่อนที่แบบเร็ว เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุมที่มีการเคลื่อนที่แบบปานกลางและแบบชา นอกจากน้ีคา VSL, BCF และ LIN มีความสัมพันธเชิง
บวกกบัลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิไกงวง

การศึกษาการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการอุนละลายน้ําเชื ้อแชแข็งในหลอดทดลอง
ในตูบมเลี้ยงเซลล 37 องศาเซลเซียสคารบอนไดออกไซด 5 เปอรเซ็นต พบวาน้ําเชื้อที ่แชแข็ง
ดวย SP-TALP รวมกับ 8% DMSO ทั้งการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและสองขั้นตอน อสุจิมีการ
เคลื่อนที่ได 5 ชั่วโมงและไมพบการเคลื่อนที่ของอสุจิที่เวลา 6 ชั่วโมง สวนน้ําเชื้อที่แชแข็งดวย BPSE 
รวมกับ 8% DMSO หรือ 6% DMA ทั้งการแชแข็งแบบขั้นตอนเดียวและสองขั้นตอน อสุจิมีการเคลื่อนที่
ได 3 ชั่วโมงและไมพบการเคลื่อนที่ของอสุจิที่เวลา 4 ชั่วโมง แสดงใหเห็นวา สารเจือจางน้ําเชื้อ, สาร
ปองกันอันตรายจากการแชแข็ง, ขั้นตอนของการแชแข็งและระยะเวลาของการเก็บรักษาน้ําเชื้อในหลอด
ทดลองมีผลตอการเคลื่อนที่ของอสุจิเมื่อทําการอุนละลาย Fujihara และ Koga (1984) รายงานวาเมื่อทําการ
เก็บรักษาน้ําเชื้อภายนอกรางกาย การเคลื่อนที่ของอสุจิลดลงทั้งน้ีอาจเนื่องมากจากการเสื่อมสลายของเยื่อ
หุมเซลลของอสุจิที่มากขึ้นจากภาวะ lipid peroxidation ที่เกิดขึ้นตลอดเวลา มีผลทําใหเยื่อหุมเซลลของ
อสุจิสวนที่เปนฟอสโฟไลปดจะมีการเสื่อมสลายเปลี่ยนเปน monoaldehyde เพิ่มขึ้นตลอดระยะเวลาที่เพิ่ม
มากขึ้นทําใหอสุจิสูญเสียการเคลื่อนที่หรือตายมากขึ้นตลอดเวลา



สรุปและขอเสนอแนะ

 สรุป

จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงใหเห็นวา การใชสารเจือจางน้ําเชื้อ SP-TALP รวมกับ 
DMSO ที่ระดับความเขมขน 8 เปอรเซ็นต เปนสารปองกันอันตรายจากการแชแข็งและการแชแข็ง
แบบขั้นตอนเดียว สามารถเปนทางเลือกสําหรับการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งในไกสามเหลือง

 ขอเสนอแนะ

สําหรับการศึกษาในครั้งนี้เปนการศึกษาผลของสารเจือจางน้ําเชื้อ สารปองกันอันตรายจาก
การแชแข็ง และขั้นตอนการผลิตน้ําเชื้อแชแข็งในหองปฏิบัติการ ดั้งนั้นควรมีการนําน้ําเชื้อแชแข็งที่
ไดไปผสมเทียมใหกับแมไก เพื่อเปนการทดสอบประสิทธิภาพของน้ําเชื้อแชแข็งในการปฎิสนธิ
ตอไป รวมทั้งมีควรมีการศึกษา อัตราสวนสําหรับการเจือจางน้ําเชื้อ อัตราเร็วในการลดอุณหภูมิ 
รูปแบบของการแชแข็ง อุณหภูมิและระยะเวลาสําหรับการอุนละลายน้ําเชื้อแชแข็ง ปริมาณความ
เขมขนของอสุจิที่เหมาะสมในการผสมเทียม และระยะเวลาในการผสมเทียม เพื่อใหไดผลการศึกษา
ที่สมบูรณและสามารถนําไปใชไดอยางมีประสิทธิภาพตอไป
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