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บทคัดย่อ 
 

  ไก่พ้ืนเมืองมีความสําคัญทั้งในแง่สังคม เศรษฐกิจ และความมั่นคงทางด้านอาหารของชาว
ชนบท แต่พบว่าในปัจจุบันมีความเสี่ยงต่อการสูญเสียความหลากหลายทางพันธุกรรม และเทคโนโลยี 
ชีวภาพที่สําคัญต่อการอนุรักษ์พันธุกรรมของไก่ คือ เทคโนโลยีการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแช่แข็ง 
การศึกษาคร้ังนี้ มีวัตถุประสงค์เพ่ือปรับปรุงวิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก่พ้ืนเมืองด้วยการแช่แข็ง จึงทํา 
การศึกษาใน 3 การทดลองเพ่ือศึกษาผลนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ, ผลของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง
นํ้าเช้ือ และผลของการเสริมกลูตาไทโอนหลังการละลายนํ้าเช้ือต่อคุณภาพอสุจิและอัตราการผสมติดใน
ไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
  การทดลองที่ 1 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบชนิดของนํ้ายาเจือจางต่อคุณภาพ
นํ้าเช้ือ (อัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ) และอัตราการผสมติด ระหว่างนํ้ายาเจือจาง 
4 สูตร คือ Schramm, IGGKPh, EK diluent  และ PVP based medium ศึกษาในไก่พันธ์ุประดู่หาง
ดํา โดยใช้ DMF เป็นสารป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็ง ที่ระดับ 6 เปอร์เซ็นต์ ของปริมาตรนํ้าเช้ือ 
บรรจุนํ้าเช้ือในหลอดขนาด 0.5 มลิลิลิตร มีอสุจิประมาณ 500x106 ตัว/หลอด แช่แข็งโดยอังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซยีส เวลา 10 นาที และ -135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ละลายนํ้าเช้ือที่ 5 องศาเซลเซียส จากการประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือหลัง
การแช่แข็งจากการศึกษาพบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และ EK diluent ให้ผลดีต่อคุณภาพ
นํ้าเช้ือแบบแช่แข็งในไก่พ้ืนเมอืง ในลักษณะของอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ (p<0.05) และอัตราการ
เคลื่อนที่หมู ่(p<0.01) มากกว่านํ้ายาสูตร IGGKPh และ PVP based medium ซึ่งสอดคล้องกับอัตรา
การผสมติด (p<0.01) และผลของปฏิกิริยาการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันต่อตัวอสุจิที่ผ่านการแช่แข็ง
และการละลาย (p<0.01) 
   การทดลองที่ 2 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของการเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 0, 5, 
10 และ 15 มิลลิโมล ในนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 0, 25, 50 และ 75 
มิลลิโมล ในนํ้ายาเจือจางสูตร EK ศึกษาในไก่พันธ์ุประดู่หางดํา โดยใช้ DMF เป็นสารป้องกันความ
เสียหายจากการแช่แข็ง ที่ระดับ 6 เปอร์เซน็ต์ ของปริมาตรนํ้าเช้ือ บรรจุนํ้าเช้ือในหลอดขนาด 0.5 
มิลลลิิตร มีอสจุิประมาณ  500x106  ตัว/หลอด แช่แข็งโดยอังไอไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -35 องศา
เซลเซียส เวลา 10 นาที และ -135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
ละลายนํ้าเช้ือที่ 5 องศาเซลเซียส จากการประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือหลังการแช่แข็ง จากการศึกษาพบว่า
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นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสรมิทรีฮาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล น้ันช่วยปรับปรุงอัตราการเคลื่อนที่ 
อัตราการอดชีวิต ความสมบูรณ์ของอะโครโซม  การทํางานของไมโตคอนเดรีย และอัตราการผสมติด 
(p<0.01) 
  การทดลองที่ 3 ศึกษาระดับการเสริมกลูตาไทโอนภายหลังการละลายเมื่อผ่านการเก็บรักษา
นํ้าเช้ือแบบแช่แข็งไก่พ้ืนเมืองภายใต้วิธีการลดอุณหภูมิแช่แข็งโดยการอังไอไนโตรเจน โดยใช้ไก่พ้ืนเมือง
ประดู่หางดํา อายุ 10 เดือน  จํานวน 24 ตัว และแม่ไก่พันธ์ุทางการค้า อายุ 51 สัปดาห์ จํานวน 48 ตัว 
ทําการศึกษาการเสริมกลูตาไทโอนภายหลังการละลายที่ระดับ 0, 0.1, 0.5 และ 1 มิลลโิมล พบว่าการ
เสริมกลูตาไทโอนระดับ 1 มิลลิโมล ภายหลังการละลาย มีผลทําให้ระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน
น้อยที่สุด แต่มผีลทําให้อัตราการผสมติดตํ่าลงตามไปด้วย แต่ในการเสริมกลูตาไทโอนที่ระดับ 0.1 และ 
0.5 มิลลิโมล ภายหลังการละลาย ไม่มีผลต่ออัตราการมีชีวิตรอด อัตราการเคลื่อนที่ เปอร์เซ็นต์ความ
สมบูรณ์ของอะโครโซม เปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรีย และอัตราการผสมติดของอสุจิไก่
พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง จากผลการศึกษาคร้ังน้ีสามารถนําข้อมูลไปพิจารณาไปใช้
ประโยชน์ในการเพาะขยายพันธ์ุ หรือการอนุรักษ์สายพันธ์ุไก่พ้ืนเมืองไทยในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือแบบ  
แช่แข็ง 
  การศึกษานี้แสดงให้เห็นถึงการเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล ในนํ้ายาเจือจางสูตร 
Schramm สามารถปรับปรุงอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิต ความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์      
อะโครโซม การทํางานของไมโตคอนเดรีย และอัตราการผสมติด ให้ดีขึ้น และการเสรมิกลูตาไทโอนที่
ระดับ 0.1 และ 0.5 มิลลิโมล ภายหลังการละลาย สามารถช่วยลดระดับการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์-   
ออกซิเดช่ันในตัวอสุจิไก่พ้ืนเมืองได้ 
 
คําสําคญั : นํ้ายาเจือจาง, ทรฮีาโลส, กลูตาไทโอน, การแช่แข็ง, ไก่พ้ืนเมอืง 
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ABSTRACT 
 

  Native chickens are important to the village community, not only as a source 
of income but also food security. But, it was found in the present that it is risky for the 
lost of genetic diversity. The reproductive technology for genetic conservation of 
chickens, is the semen cryopreservation. The objective of this study was to the 
cryopreservation technique for native chicken semen. Three experiments were 
conducted to determine the effects of various extender, effects of supplementation of 
treholose in semen extender and effects of glutathione in thawing medium on quality 
and fertility of cryopreserved native chicken spermatozoa 
  Experiment 1, The aim of this present study was to compare various diluents 
on the semen qualities (motility and viability rate) and fertility rate between diluted 
semen with various diluent (Schramm, IGGKPh, EK diluent, and PVP based medium). 
The semen was collected from Thai native (Pradu Hang Dam), cooled down to 5 ºC 
and diluents which DMF was added (6% DMF of final volume). Semen was loaded into 
0.5 ml straws with sperm concentration of 500x106/straw. Semen straws were placed in 
stylofoam box containing liquid nitrogen at -35 ºC for 10 min. and located at -135 ºC 
for 5 min. Then plunged into liquid nitrogen Straws were thawed in cold water at 5 ºC. 
The result of experiment showed that Schramm and EK diluents were superior to 
IGGKPh and PVP based medium. The post-thaw viability of sperm (p<0.05), motility of 
sperm (p<0.01), fertility rate (p<0.01) and level of lipid peroxidation (p<0.01) 
  Experiment 2, The aim of this present study was to effects of supplementation 
of trehalose in semen extender. The semen was collected from Thai native (Pradu 
Hang Dam). Semen sample were diluted with Schramm diluents, than, diluted with 
extender with difference concentrations of trehalose (0, 5, 10 and 15 mM) and diluted 
with EK diluents, than diluted with extender with different concentrations of trehalose 
(0, 25, 50 and 75 mM). Cooled down to 5ºC and diluents which DMF was added (6% 
DMF of final volume). Semen was loaded into 0.5 ml straws with sperm concentration 
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of 500x106/straw. Semen straws were placed in stylofoam box containing liquid 
nitrogen at -35 ºC for 10 min. and located at -135 ºC for 5 min. Then plunged into 
liquid nitrogen Straws were thawed in cold water at 5 ºC. The result of experiment 
showed that supplementation of 5 mM trehalose in Schramm extender significantly 
improved the post-thaw sperm motility, sperm viability, acrosomal integrity, 
mitochondria activity and fertility rate (P<0.01) 
  Experiment 3, In this study present evaluated the effects of glutathione  
(GSH; 0, 0.1, 0.5 and 1 mM) supplementation of the thawing extender on parameter of 
frozen-thawed chicken semen. The semen was collected from 24 Thai native (Pradu 
Hang Dam) and fertility tests in 48 laying hens (Isa Brown). The result of experiment 
showed that the effect of addition of GSH level to the mitochondrial potential, 
Integrity of plasma and acrosomal membranes did not have significant effect on 
standard semen parameter. And adding 5 mM GSH to thawing media resulted in a 
decrease in the number of spermatozoa with reduction of the reactive oxygen species 
generation and fertility rate. The information derived from this study suggests the 
importance of oxidative stress as responsible for cryo-injury to spermatozoa and opens 
new windows to explore the practical application to improve the quality of post-thaw 
chicken semen. 
  In conclusion, this is the report in native chicken spermatozoa showing that 
supplementation of 5 mM trehalose in Schramm extender significantly improve the 
motility, viability, membrane integrity, acrosome integrity and fertility of cryoperserved 
native chicken spermatozoa. Supplementation of GSH in the semen thawing medium 
can reduce lipid peroxidation in post-thawed native chicken spermatozoa. 
 
Key Words: extender, trehalose, glutathione, cryopreserved, native chicken 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 
1.1  ความเป็นมาและความสาํคญัของการวิจัย 
 
 ไก่พ้ืนเมือง (Gallus domesticus) เป็นสัตว์ที่มีความสําคญัต่อเศรษฐกิจของสังคมชนบทไทย
สืบเน่ืองยาวนานจากอดีตจนถึงปัจจุบัน ไก่พ้ืนเมืองสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพภูมิศาสตร์และอุณหภูมิ
ของประเทศไทยเป็นอย่างดี การอนุรักษ์พันธุกรรมจึงมีความสําคัญต่อความหลากหลายทางชีวภาพ 
เทคโนโลยีทางการสืบพันธ์ุ คือ การผสมเทียม (artificial insemination; AI) ซึ่งเป็นวิธีที่ถูกนํามาใช้
อย่างกว้างขวางเพ่ือปรับปรุงพันธุกรรมและขยายพันธ์ุสัตว์ ในขณะทีก่ารเก็บรักษาตัวอสุจิแบบแช่แข็ง
จัดเป็นวิธีที่ยืดอายุการเก็บรักษาพันธุกรรมที่สําคัญของสัตว์ให้ยาวนานขึ้น (Hu et al., 2009)  
จึงถูกนํามาใช้เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพทางการสืบพันธ์ุในสัตว์เลี้ยงหลายชนิด และเป็นเคร่ืองมือที่เป็น
ประโยชน์ในการรักษาพันธุกรรมจากสัตว์ทีใ่กล้สญูพันธ์ุด้วย (Axner et al., 2004) 
 การเก็บรักษาน้ําเช้ือและการผสมเทยีมน้ันสามารถกระจายพันธุกรรมสัตว์ที่ต้องการได้
โดยสะดวกและเป็นประโยชน์ในเรื่องการประหยัดต้นทุนในการเลี้ยงดูพ่อพันธ์ุ การควบคุมโรคติดต่อทาง
ระบบสืบพันธ์ุสามารถจัดคู่ผสมพันธ์ุของไก่ที่อยู่ห่างไกลกันได้ และยังช่วยลดปัญหาการผสมในธรรมชาติ
ที่อาจเกิดปัญหาจากคู่ผสมมขีนาดตัวต่างกัน (Phillips et al., 1996; Blesbois, 2007) การทํานํ้าเช้ือ
แช่เข็งและการผสมเทียมในไก่ จะพบปัญหาการผสมติดตํ่า (Donoghue and Wishart, 2000)  
จากการศึกษาพบว่าประสิทธิภาพการผสมติดของอสุจิของนํ้าเช้ือแช่แข็งประมาณ 2 เปอร์เซ็นต์ ของ
นํ้าเช้ือสดเท่าน้ันเอง ทั้งน้ีเน่ืองจากตัวอสุจิไก่มีไซโตพลาสซึมปริมาณน้อยและมีพ้ืนทีผ่วิมากเมื่อเทียบกับ
อสุจิโค ดังน้ันจึงพบว่าเมื่อทําการแช่แข็งและละลายนํ้าเช้ือไก่ อสุจิไก่จะพบความเสียหายของโครงสร้าง
ต่างๆ รวมถึง mitochondria โดยมีการสูญเสีย ATP ไปประมาณ 3-6 เท่า เมื่อเทียบกับนํ้าเช้ือสด  
จึงทําให้อสุจิไก่ไม่สามารถดํารงชีวิตได้อย่างยาวนานในระบบสืบพันธ์ุไก่ตัวเมีย (เทวินทร์ วงษ์พระลบั 
และยุพิน ผาสขุ, 2550) 
 ข้อจํากัดในการเก็บรักษาน้ําเช้ือด้วยวิธีแช่แข็ง คือ ในขั้นตอนการแช่แข็ง ความเย็นเป็นตัว
เหน่ียวนําให้ตัวอสุจิเกิดความเสียหายอย่างรุนแรง ทําใหคุ้ณภาพของตัวอสุจิลดลง มผีลกระทบรุนแรง
ต่อการเคลื่อนที่ (motility) และความสมบูรณ์ของอะโครโซม (acrosomal integrity) (Blesbois  
et al., 2008) นอกจากน้ีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิยังทําให้เกิดการช็อคจากความเย็น (cold shock) 
เน่ืองจากเกิดการก่อรูปและการละลายของผลึกนํ้าแข็ง (ice crystals) ซึ่งเป็นสาเหตุทําให้เย่ือหุ้มเซลล์
เสียหาย (Luvoni et al., 2003) ดังน้ัน ขั้นตอนในการแช่แข็งตัวอสุจิมีเป้าหมายหลัก คือ ทําให้ตัวอสุจิ
คงการเคล่ือนที่และการอยู่รอดปกติ โดยป้องกันไม่ให้เกิดผลึกนํ้าแข็งภายในเซลล์จนทาํให้เซลล์ตาย  
ลดความเสียหายของอะโครโซม (acrosome) และเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิ (plasma membrane) ระหว่าง
การแช่แข็ง (Hu et al., 2009) ด้วยการเติมสารป้องกันความเสียหายแก่ตัวอสุจิ (cryoprotectants) 
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 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า นํ้าตาลโมเลกุลคู่สามารถป้องกันโครงสร้างผนังตัวอสุจิที่เสียหาย
จากการเกิดความเครียดเน่ืองจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน (oxidation stress) และการช็อคจากความเย็น
ระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลายได้ นํ้าตาลโมเลกุลคู่ที่ไม่สามารถซึมผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ได้ เช่น 
ซูโครส (sucrose) และทรีฮาโลส (trehalose) มีความสามารถในการป้องกันเซลล์ซึ่งสัมพันธ์กับทั้ง
ผลกระทบจากแรงดันออสโมติก (osmotic effect) และปฏิกิริยาที่จําเพาะกับโครงสร้างผนังส่วนที่เป็น
ฟอสโฟลิปิด (phospholipid membrane) (Uysal and Bucak, 2009) โดยทรีฮาโลส สามารถทําให้
เซลลท์นต่อการสูญเสียนํ้า (dehydration) และการแช่แขง็ได้ (Westh and Ramlv, 1991) การทํางาน
ของทรีฮาโลส สามารถแทนทีนํ้่าที่บริเวณจุดเช่ือมระหว่างเย่ือหุ้มเซลล์และสารละลาย จงึได้นําทรีฮาโล
สมาใช้เป็นสารป้องกันความเสียหายแก่ตัวอสุจิ เพ่ือลดการเกิดผลึกนํ้าแข็งจากนํ้าภายในเซลล์ (Aisen 
et al., 2002)  
 โดยปกติแล้วในกระบวนการแช่แข็งนํ้าเช้ือจะประสบปัญหาท่ีเย่ือหุ้มเซลล์อสุจ ิโดยมีสาเหตุ
หน่ึงมาจากการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน (lipid peroxidation; LPO) ทั้งระหว่างขั้นตอนการแช่แข็ง
และการบ่มหลงัอุ่นละลาย เน่ืองจากเป็นสภาวะที่ผนังของตัวอสุจิ ซึ่งประกอบด้วยกรดไขมันไม่อ่ิมตัว 
(unsaturated fatty acid) จํานวนมาก ทําให้ไวต่อการเกิดความเสียหายจากปฏิกิริยาลิปิดเปอร์- 
ออกซิเดช่ัน (Maxwall and Watson, 1996) นอกจากน้ีเมตาบอลิซึม (metabolism) ของออกซิเจน 
ที่อยู่ในรูป reactive oxygen species (ROS) ซึ่งมีคุณสมบัติในการเป็นตัวออกซิแดนท์สูง 
(Kasimanickam et al., 2007; กัมพล แก้วเกษ, 2552) ยังเหน่ียวนําให้เกิดความเครียดเน่ืองจาก
ปฏิกิริยาออกซิเดช่ันด้วย โดยเป็นสภาวะที่เกี่ยวข้องกับการเพ่ิมอัตราการตายของเซลล์ ปฏิกิริยาเปอร์
ออกซิเดช่ันของไขมันที่เย่ือหุ้มเซลล์อสุจิเป็นกลไกสําคัญในการสร้าง ROS ที่เป็นสาเหตุทําให้ตัวอสุจิ 
เกิดความเสียหาย (Sikka et al., 1995  
  กลูตาไทโอน (glutathione; L- -glutamyl-L-cysteinylglycine; GSH) จัดเป็นสารต้าน
อนุมูลอิสระชนิดหน่ึงและเป็นสารประกอบไตรเปปไทด์ (tripeptide) แสดงบทบาทสําคัญในการเป็น
กลไกป้องกันภายในเซลล์ให้ต่อต้านการเกิดความเครียดเน่ืองจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน (Irvine, 1996; 
Gadea et al., 2005) จากการศึกษาของ Triwulanningsih และคณะ (2008) ที่พบว่าการเติม 
กลูตาไทโอน ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ สามารถลดและป้องกันการปรากฏขึ้นของอนุมูลอิสระที่จะไป
ทําลายเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิโคได้ กล่าวคือ กลูตาไทโอนเป็นสารต้านอนุมูลอิสระที่สามารถปกป้อง 
ไมโตคอนเดรีย (mitochondria) จากการเกิดอนุมูลอิสระได้ และสามารถควบคุม homeostatic ได้  
ทั้งภายในและภายนอกเซลล ์ดังน้ันการเติมกลูตาไทโอนเพ่ือเป็นสารต้านอนุมูลอิสระน้ันถูกคาดหวังว่า
จะสามารถช่วยลดความเสียหายที่จะเกิดกับเย่ือหุ้มเซลลอ์สุจิอันเป็นผลมาจากอนุมูลอิสระได้ (Parris, 
1998) 
 เป้าหมายในการศึกษาคร้ังนี้เพ่ือตอบสมมติฐานที่ว่าการเสริมทรีฮาโลสในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือ
และการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายนํ้าเช้ือน้ันจะส่งผลดีต่อคุณภาพอสุจิไก่พ้ืนเมือง
หลังการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง  
  
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Mahasarakham University 



3 

1.2 วัตถุประสงคข์องการวิจัย 
 
 1.2.1 เพ่ือศึกษาผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่อคุณภาพนํ้าเช้ือและอัตราการผสมติดในไก่ 
พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
 1.2.2  เพ่ือศึกษาผลของการเสริมทรฮีาโลสในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ และหาระดับความเข้มข้น 
ของการเสริมทรีฮาโลสท่ีเหมาะสมต่อคุณภาพอสุจิและอัตราการผสมติดในไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บ
รักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
 1.2.3  เพ่ือศึกษาผลของการเสริมกลตูาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายนํ้าเช้ือไก่ 
พ้ืนเมือง และระดับกลูตาไทโอนที่เหมาะสมต่อคุณภาพอสุจิและอัตราการผสมติดในไก่ 
พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย 
 
 การศึกษาผลของชนิดนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือต่อคุณภาพอสุจิและอัตราการผสมติดที่ให้ผลดีที่สุด
และศึกษาผลของการเสริมทรฮีาโลสในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือและการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจาง
หลังการละลายนํ้าเช้ือต่อคุณภาพนํ้าเช้ือและอัตราการผสมติดของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่เก็บรักษาด้วยวิธีการ
แช่แข็ง โดยจะประเมินคุณภาพตัวอสุจิทั้งก่อนและหลังการเสริม ซึ่งรวมถึงการประเมินการเคลื่อนที่ 
การมีชีวิต ความสมบูรณข์องเย่ือหุ้มเซลล์ ความสมบูรณ์ของอะโครโซม การทํางานของไมโตคอนเดรีย 
และประสิทธิภาพในการลดปฏิกิริยาลิปิดออกซิเดช่ันในตัวอสุจิ เพ่ือหาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมใน
การเสริมสารทัง้สองชนิดน้ีในกระบวนการทํานํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองแช่แข็งแลว้ได้ประสิทธิภาพสูงสุด และ 
มีอัตราการผสมติดสูงที่สุด 
 
1.4 ประโยชนท์ี่คาดว่าจะได้รับ 
 
 1.4.1 ได้ทราบถึงผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่อคุณภาพนํ้าเช้ือและอัตราการผสมติดในไก่ 
พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 

1.4.2  ได้ทราบถึงผลของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือต่อคุณภาพอสุจิและอัตรา
การผสมติดในไก่พ้ืนเมืองที่เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง และทราบถึงระดับความเข้มข้นของสารทรีฮาโลสที่
ทําให้อสุจิไก่พ้ืนเมืองมีคุณภาพดีที่สุดหลังการละลาย 
 1.4.3  ได้ทราบถึงผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายนํ้าเช้ือต่อ 
คุณภาพนํ้าเช้ือและอัตราการผสมติดของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง และทราบถึงระดับ
ความเข้มข้นของกลูตาไทโอนที่ทําให้อสุจิไก่พ้ืนเมืองมีระดับปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันตํ่าที่สุดหลัง
การละลาย 
 1.4.4  สามารถนําข้อมูลเกี่ยวกับการพัฒนาเทคโนโลยีชีวภาพทางระบบสืบพันธ์ุไก่พ้ืนเมือง 
โดยใช้สารทรีฮาโลสและกลูตาไทโอนที่ได้น้ี ไปดัดแปลงใช้กับสัตว์ที่ใกล้จะสูญพันธ์ุได้ 
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บทที่ 2 
 

วรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 
 
2.1 อสุจิของสัตว์ปีก (spermatozoa) 
 
 อสุจิของสัตว์ปีกมีลักษณะคลา้ยไส้เดือนทําหน้าที่นํา DNA มีความยาวประมาณ 100 
ไมโครเมตร มีรูปร่างของอะโครโซมคล้ายกระสุนปืน มีนิวเคลียสทรงกระบอกโค้งเล็กน้อย มีส่วน 
axoneme และ  มี mitochondria ประมาณ 30 อัน มี cytoplasm น้อยมาก ดังแสดงใน
ภาพประกอบ 2.1 และภาพประกอบ 2.2 (Polge, 1951; Etches, 1996; Thuston and Hess, 1987; 
Donoghue and Wishart, 2000) ในสภาพไร้อากาศ mitochondria จะเป็นแหล่งพลังงานซึ่งทําให้ 
axoneme มีการเคลื่อนไหว (Ashizawa et al., 1989) ความสมบูรณ์ของผนังเซลล์เก่ียวข้องกับ 
การมีชีวิตรอดของอสุจิ (Bakst et al., 1980) และมีความสามารถในการดํารงชีพของอสุจิในช่องคลอด 
(Froman and Thuston, 1984; Lake and Ravie, 1988; Froman and Thuston, 1994) และ
ความสามารถในการปฏิสนธิ โดยเจาะผนัง perivitelline layer ซึ่งภายหลังเจาะผ่านผนังดังกล่าวอสุจิ
จะเช่ือมกับ oocyte และ nucleus ของอสุจิจะก่อตัวเป็น pronucleus ของตัวผู้ แมว่้า organelle 
ต่างๆ ของอสุจิและโครงสร้างในสัตว์ปีกจะคล้ายคลึงกัน แต่ขบวนการเมตาบอลิซึมและความทนทานใน
ขบวนการเก็บรักษามีความแตกต่างกัน (Bakst et al., 1980)  
 

 
 

ภาพประกอบ 2.1 ลักษณะอสุจิของสัตว์ปีก 
ที่มา : Etches (1996) 
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ภาพประกอบ  2.2 ส่วนประกอบของตัวอสุจิสัตว์ปีกโดยใช้ กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอน 
    1) ส่วนหัวและอะโครโซมของตัวอสุจิ 
       2) ภาพตัดขวางส่วนคอของอสุจ ิ
       3) ภาพตัดขวางส่วนหางของอสุจิ 
ที่มา: Etches (1996) 
 
2.2 ท่อส่งอสจิุ (excurrent ducts) 
 
 ภายหลังจากที่อสุจิถูกขับออกมา อสุจิจะถกูแวดล้อมด้วยของเหลวที่เรียกว่า seminiferous 
tubule fluid ซึ่งของเหลวดังกล่าวผลิตโดย sertoli cells ดังแสดงในภาพประกอบ 2.3 ในระยะน้ีอสุจิ
จะไม่เคลื่อนไหว ดังน้ันจึงเคลื่อนที่ไปโดยอาศัยการไหลของของเหลว ซึ่งเกิดจาก myoepithelial cell 
ท่อ seminiferous เข้าสู่ rete testis และในที่สุดจะผ่านเข้าสู่ excurrent duct, efferent ducts, 
connecting ducts และ epididymal duct ท่อเหล่าน้ีเองก่อตัวเป็น epididymis ซึง่เร่ิมจากผิวของ
อัณฑะออกมา (Etches, 1996) อย่างไรก็ตาม efferent ducts จะเป็นทอ่พ้ืนฐานภายใน epididymis 
ของไก่ นกกระทา และไก่ต๊อก (เทวินทร ์วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข, 2550) 
 

 
 
ภาพประกอบ 2.3 sertoli cells (ซ้าย) และ spermatogonia (ขวา) ที่อยู่ภายใน seminiferous  
    tubule 
ที่มา: Etches (1996) 
  

1 2 3
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2.3 การหลั่งน้าํเชื้อ (ejaculation) 
 
 อสุจิผ่านมาตามระบบท่อสุดท้ายอยู่ที่ท่อ deferent ซึ่งออกสู่ cloaca ซึ่งเป็นจุดรวมของท่อ
ที่มาจากระบบย่อยอาหาร ระบบขับถ่าย และระบบสืบพันธ์ุ ดังแสดงในภาพประกอบ 2.4 cloaca ถูก
แบ่งเป็น 3 ส่วน คือ coprodeum, urodeum และ proctodeum แต่ละท่อมีลักษณะคล้ายนมหนู 
จาก lateral wall ของ urodeum ตรงนมหนูน้ี เรียกว่า papilla (เทวินทร์ วงษ์พระลบั และยุพิน 
ผาสุข, 2550) การหลั่งนํ้าเช้ือ คือ การขับนํ้าเช้ือจาก papilla การเก็บนํ้าเช้ือสามารถทําได้โดยการ
ควบคุมพ่อพันธ์ุไว้ จาก น้ันกระตุ้น spinal reflex ด้วยการนวดบริเวณรอบๆ ก้น จากนั้นเก็บนํ้าเช้ือใส่
ภาชนะ (Burrows and Quinn, 1937; Lake and Stewart, 1978) การหลั่งนํ้าเช้ือมาจากการ
ตอบสนองต่อการกระตุ้น โดยการรับรู้การสัมผสัที่ได้รับการกระตุ้นจะถ่ายทอดผ่าน sensory neurons 
ไปยัง motor neurons ซึ่งถ่ายทอดสัญญาณประสาทสู่กล้ามเน้ือเรียบบริเวณผนังของ receptaculum 
การบีบตัวของกล้ามเน้ือเรียบภายในผนังของ receptaculum ซึ่งเป็นที่กกัเก็บอสุจิรูปร่างคล้ายเมล็ดถั่ว 
บีบนํ้าเช้ือออกมาสู่ lumen ของ papilla กระบวนการต่างๆ จะรวดเร็วมาก การรีดน้ําเช้ือมักจะได้
ของเหลวสีใส (lymph – like fluid) ปนมา ซึ่งมาจาก tumescent lymphatic tissue (เทวินทร์  
วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข, 2550) 
 

 
 

ภาพประกอบ 2.4 cloaca ไก่ตัวผู้ 
ที่มา: Knight และคณะ (1984); Froman (1995) 

 
2.4  การเมตาบอลิซึมของอสุจิ 
 
 Bearden และคณะ  (2004) กล่าวว่าพลังงานที่ได้จากกระบวนการเมตาบอลิซึม คือ  
พลังงานท่ีอสุจิเปลี่ยนวัตถุดิบต่างๆ ให้อยู่ในรูปของพลังงาน ซึ่งเอนไซม์ทีใ่ช้สําหรับกระบวนการเปลี่ยนน้ี
จะสามารถพบได้ในส่วนของ mitochondrial sheath ซึ่งแหล่งพลังงาน ได้แก่ fructose, sorbitol 
และ GPC สามารถพบได้ใน seminal plasma นอกจากน้ี plasmalogen และไขมันจะถูกเก็บไว้ 
เป็นพลังงานสํารองโดยจะพบใน spermatozoon และจะถูกนํามาใช้เมื่อวัตถุดิบอ่ืน ๆ ถูกใช้หมดไป 
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 2.4.1  ปัจจัยทีม่ีผลต่อการเมตาบอลิซึม 
  อุณหภูมิ เมื่ออุณหภูมิสูงข้ึนการเมตาบอลิซึมจะสูงข้ึนด้วยเช่นกัน ผลของการเกิดเมตาบอลิ
ซึมทีสู่งขึ้นจะทําให้ค่า pH ในนํ้าเช้ือลดตํ่าลง เน่ืองจากเกิดจากกรดแลคติก (Salisbury et al., 1978) 
  pH ที่เหมาะสมจะอยู่ประมาณ 7.0 (6.9–7.5 ขึ้นกับชนิดของสัตว์) เมื่อ pH เข้าใกล้ 7.0 
จะมีการเมตาบอลิซึมสูง หาก pH เป็นกรดหรือด่าง การเมตาบอลิซึมก็จะลดลง (Bearden et al., 
2004) 
  Osmotic pressure สารละลายที่เป็น hypotonic และ hypertonic จะทําให ้
การเมตาบอลิซึมของนํ้าเช้ือลดลงและเซลล์อสุจิเกิดความเสียหาย ดังน้ันในน้ํายาเจือจางน้ันจะต้องมี 
osmotic pressure ที่มีคณุสมบัติเป็น isotonic (Bearden et al., 2004) 
  ฮอร์โมน ซึ่ง testosterone และ androgen อ่ืนๆ จะลดการเมตาบอลิซึมของอสุจิ 
ของเหลวในทอ่ระบบสืบพันธ์ุเพศเมียจะมีผลกระตุ้นให้เกิดการเมตาบอลิซึมเพ่ิมสูงข้ึน ซึ่งเป็นผลมาจาก
ฮอร์โมน estrogen (Salisbury et al., 1978; Bearden et al., 2004) 
  Gas ถ้าความเข้มข้นของ CO2 น้อย จะกระตุ้นให้เกิด aerobic metabolism ของอสุจิ ถ้า
มี CO2 ประมาณ 5 –7 เปอร์เซ็นต์ อัตราการเมตาบอลิซึมจะลดลง ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือ O2 ในระดับ
ที่สูงจะเป็นพิษและอัตราการเมตาบอลิซึมจะลดลง (Salisbury et al., 1978; Bearden et al., 2004) 
  แสง มผีลกระทบต่อการเกิดอัตราเมตาบอลิซึมในการเคลือ่นที่ และการผสมติดของอสุจิ 
ซึ่งแสงทําปฏิกิริยากับนํ้าเช้ือทําให้ได้ hydrogen peroxide ดังน้ัน ไม่ควรให้นํ้าเช้ือสัมผัสกับแสง
โดยตรง (Bearden et al., 2004)  
 2.4.2  ปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพนํ้าเช้ือและการผสมติดในไก่ 
  ปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพนํ้าเช้ือและการผสมติดมีหลายปัจจัย ดังน้ี 
   2.4.2.1 พันธุกรรม  
    สายพันธ์ุเป็นอีกปัจจัยหน่ึงที่มีผลต่อคุณภาพอสุจิ โดยพบว่าถึงแม้จะเป็นสายพันธ์ุ
เดียวกัน ให้อาหารแบบเดียวกัน มีการจัดการแบบเดียวกัน แต่ก็ยังสามารถพบพ่อพันธ์ุแต่ละตัวมี
คุณภาพนํ้าเช้ือแตกต่างกัน (Peter et al., 2008) 
    Siudzinkg และ Lakaszewicz (2008) ได้ทําการศึกษาผลของนํ้ายาเจือจางและ
ระยะเวลาของการเก็บรักษาต่อสัณฐานวิทยา และการมีชีวิตรอดของอสุจิภายหลังการเก็บรักษา 48 
ช่ัวโมง ในไก่ 4 สายพันธ์ุ พบว่าสายพันธ์ุไก่ที่แตกต่างกันมีผลต่อความสามารถของการอยู่รอดของ 
อสุจิที่แตกต่างกัน 
   2.4.2.2 การจัดการพ่อพันธ์ุ 
    Das (2002) รายงานว่า การให้พ่อพันธ์ุได้กินอาหารแบบเต็มที่และความบ่อยของ
การให้อาหารต่อวันเพ่ิมขึ้น มีผลดีต่อการให้นํ้าเช้ือของไก่  Pana และคณะ (2000) รายงานว่าการให้
อาหาร 130 กรัม/ตัว/วัน ไม่มีผลต่อการหลัง่นํ้าเช้ือและความเข้มข้นรวม เมื่อเปรียบเทียบกับการให้กิน
อาหารแบบเต็มที่ Hocking และ Bernard (1997) กล่าวว่าเปอร์เซ็นต์โปรตีนรวมในสตูรอาหารและ   
การกินได้ของอาหาร มีผลต่อการผลิตนํ้าเช้ือ 
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   2.4.2.3 ฤดูกาล 
    Schineder และคณะ  (1957) และ Cooper (1964) รายงานว่านํ้าเช้ือไก่จะมี            
การเคลื่อนที่ดีในช่วงเดือนมกราคมถึงเดือนพฤษภาคม และจะมีการเคลื่อนที่ตํ่าลงในช่วงเดือนสิงหาคม
ถึงเดือนตุลาคม ส่วน Kamar (1960) รายงานว่าในช่วงฤดูหนาวอสุจิจะมีความผิดปกติของรูปร่างที่
บริเวณส่วนหัวในเปอร์เซ็นต์ทีสู่งมาก ส่วนในฤดูร้อนอสุจิจะมีความผิดปกติของรูปร่างบริเวณหาง
มากกว่า Obidi และคณะ  (2008) รายงานว่านํ้าเช้ือไก่จะมีปริมาตรและความเข้มข้นสงูในช่วงฤดูฝน 
และมปีริมาตรและความเข้มข้นตํ่าในช่วงฤดูฝน Sonseeda และคณะ  (2013) ได้ศึกษาคุณภาพนํ้าเช้ือ
ไก่พ้ืนเมืองไทยใน 1 รอบปี พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน 
   2.4.2.4 อายุของพ่อพันธ์ุ 
    จากการศึกษาของ Cerolini และคณะ  (1997) พบว่า เมื่อพ่อพันธ์ุมีอายุมากข้ึน 
องค์ประกอบของ phospholipid ของอสุจิจะลดลงตามอายุที่เพ่ิมขึ้น โดย lipid และ fatty acid ต่างๆ 
เป็นองค์ประกอบที่สําคัญของอสุจิและการผสมติด โดย Cooper (1964) รายงานว่าอายุของพ่อพันธ์ุไก่ 
Leg horn ที่ให้คุณภาพนํ้าเช้ือดีน้ันอยู่ในช่วงอายุ 26 – 28 สัปดาห์ จนถึงช่วงอายุ 32 – 36 สัปดาห์ 
และ Wineland (1994) รายงานว่าพ่อพันธ์ุไก่จะให้คุณภาพนํ้าเช้ือดีที่สุด เมื่ออายุ 34 – 37 สัปดาห์ 
ทั้งน้ี Sornseeda (2013) ได้ศึกษาผลของอายุพ่อพันธ์ุไก่พ้ืนเมืองต่อคุณภาพนํ้าเช้ือ พบว่า นํ้าเช้ือ 
พ่อพันธ์ุ 10-20 เดือน มีคุณภาพไม่แตกต่างกัน 
   2.4.2.5 วิธีการรีด 
    การรีดน้ําเช้ือในไก่นิยมทําตามวิธีของ Burrows และ Quinn (1937) โดยใช้ 2 
คนทํางานร่วมกัน คนหน่ึงเป็นผู้จับไก่ อีกคนหน่ึงเป็นผู้รีด มีการกระตุ้นก่อนการรีดโดยการลูบหลังพ่อ
พันธ์ุด้วยฝ่ามือข้างหน่ึง (อาจใช้มืออีกข้างหน่ึงลูบท้องช่วย) เมื่อลูบถึงโคนหางและก้นพ่อพันธ์ุ ใช้แรงบีบ
บริเวณโคนหางน้ําเช้ือจะพุ่งหรือไหลออกมา (Lake and Stewart, 1978) การรีดเก็บนํ้าเช้ือไก่พ่อพันธ์ุ 
ควรระมัดระวังไม่ให้มีการปนเป้ือนมูลไก่ และ Urates ซึ่งจะมีผลต่ออัตราการผสมติด ถา้มีการปนเป้ือน
จะคัดนํ้าเช้ือทิ้งทันที การมี urete ปนอยู่ในปริมาณมากจะทําให้นํ้าเช้ือมีคุณภาพตํ่า (Blanco et al., 
2001) Blesbois และ Reviers (1992) รายงานว่าใน seminal plasma ของสัตว์ปีกน้ัน มีสารทีม่ี
นํ้าหนักโมเลกุลตํ่า ซึ่งเป็นโทษต่อการผสมติด  
    คุณภาพเบ้ืองต้นของนํ้าเช้ือมีผลต่อการเก็บรักษา นํ้าเช้ือที่จะนําไปใช้จึงต้องมี
คุณภาพดี กล่าวคือ มีอสุจิทีแ่ข็งแรง เคลื่อนที่ได้เป็นจํานวนมาก และมีความเข้มข้นสูง (Tajima et al., 
1989; Buss, 1993; Thurston, 1995; Blesbois et al., 2007) ภายหลังการรีดต้องดําเนินการเจือจาง
นํ้าเช้ือโดยเร็วภายใน 10-15 นาที (Sexton, 1997; Van Voorst and Leenstra, 1995) การเจือจาง 
ในอัตราที่รวดเร็วจะทําให้นํ้าเช้ือที่ได้ มีคุณภาพดีกว่าการดําเนินการที่ช้า (Park and McDaniel, 2006) 
    ความบ่อยคร้ังในการรีดนํ้าเช้ือมีผลต่อคุณภาพภายหลังการแช่แข็ง โดย  
Van Voorst และ Leenstra (1995) รายงานว่าในการรีดเก็บนํ้าเช้ือเพ่ือทํานํ้าเช้ือแบบแช่แข็งในไก่  
โดยรีดติดต่อกัน 4 วัน นํ้าเช้ือที่รีดในวันที่ 3 และ 4 ให้อัตราการผสมติดดีกว่านํ้าเช้ือที่รีดและทํานํ้าเช้ือ
แช่แข็งในวันที ่1 และ 2 เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข (2550) ได้แสดงความเห็นว่าน่าจะเกิด
จากการท่ีไก่ไมม่ีepididymis กักเก็บอสุจิทีม่ีประสิทธิภาพ ดังน้ันนํ้าเช้ือในช่วงแรกจึงเป็นนํ้าเช้ือเก่า  
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    โดยทั่วไป การรีดน้ําเช้ือพ่อพันธ์ุไก่เพ่ือนํามาเก็บรักษาแบบแช่แข็งจะรีดเก็บเป็น
ประจํา สัปดาห์ละ 2-3 ครั้ง (Chalah et al., 1999; Tselutin et al., 1999) อายุของพ่อพันธ์ุมีผลต่อ
คุณภาพนํ้าเช้ือ ส่วนใหญ่แล้วมักใช้พ่อพันธ์ุที่อยู่ในช่วงอายุ 7-12 เดือน (Van Voorst and Leenstra, 
1995; Kirby et al., 1998) 
 
2.5  การผสมเทียมในสัตว์ปกี (Artificial Insemination in Poultry) 
 
 เทคโนโลยีด้านการผสมเทียมในสัตว์ปีก ส่วนใหญ่ถกูนําไปใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตไก่งวง 
แต่อย่างไรก็ตามในแง่ของการทดลองส่วนใหญ่จะทําในไก่พันธ์ุไข่ (Hammerstedt, 1995) โดยมีประวัติ
ความเป็นมาซึ่งอ้างโดย Lake (1995) ดังน้ี บุคคลแรกที่เก็บนํ้าเช้ือสัตว์ปีก คือ Ivanov ในปี 1913  
โดยการบีบจาก ductus deferent ของไก่ตัวผู้ที่ถูกฆ่าใหม่ๆ จากน้ันนําไปฉีดเข้าใน vagina ของ 
ไก่เพศเมีย ซึ่งมีผลการผสมติดเพียงเล็กน้อย ในปี 1914 Payne เก็บนํ้าเช้ือจากก้นไก่ตัวเมียภายหลัง
ผสมพันธ์ุและนําไปผสมเทียมให้กับตัวเมียอ่ืน และรายงานว่ามีการผสมติดของไข่ ปี 1932 Nikitina 
ถ่างก้นไก่เพ่ือให้ผสมติดง่าย ต่อมาปี 1934 Serebrovski และ Sokolovskaja และปี 1937 Letard 
และ Tinet เป็นกลุ่มนักวิจัยที่นํา electroejaculator มาใช้กระตุ้นรีดนํ้าเช้ือไก่ แต่ไม่มีรายงานถึง 
ผลการทดลอง ปี 1935 Warren และ Scolt เป็นกลุ่มแรกที่ประสบความสําเร็จในการเก็บนํ้าเช้ือไก่งวง 
ขณะที่ผสมพันธ์ุกัน แล้วนําไปผสมเทียมโดยใช้ pipette สอดเข้าในช่องคลอด ในปี 1935 Quinn 
ค้นพบวิธีการรีดนํ้าเช้ือไก่พันธ์ุไข่ตัวผู้ โดยวิธีการลูบหลังแล้วบีบที่บริเวณก้น ผลการค้นพบดังกล่าว  
ถูกนําไปดัดแปลงใช้ในสัตว์ปีกชนิดอ่ืนๆ ทั้งในกลุ่มสัตว์เลี้ยงและสัตว์ป่า (เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยพิุน 
ผาสุข, 2550) 
 2.5.1 ความลึกและตําแหน่งในการผสมเทียม  
  ความลึกของการสอดผ่านอุปกรณ์ในการผสมเทียมน้ัน เป็นอีกปัจจัยหน่ึงที่มีผลกระทบต่อ
อัตราการผสมติด โดย Donoglue และ Wishart (2000) ได้รายงานว่าการผสมเทยีมที่เหมาะสมที่ระดับ
ความลึกที ่3-4 เซนติเมตร เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข (2550) ได้ศึกษาถึงความลึกของการ
สอดใส่ไซริงค์ ในการผสมเทยีมที่ 3 และ 6 เซนติเมตร พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ส่วน Van 
Voorst และ Leenstrs (1995) รายงานว่าการผสมเทียมที่ระดับความลึก 6 เซนติเมตร ให้อัตราการ
ผสมติดที่ดีและ Bacon และคณะ (1985) ได้ศึกษาตําแหน่งของการผสมเทียมที่ช่องคลอด มดลูก และ
แมกนัมของทอ่นําไข่ด้วยน้ําเช้ือแช่แข็ง ปรากฏว่าการผสมเทียมทีแ่มกนมัให้อัตราการผสมติดและฟัก
ออกดีที่สุด แต่ไม่สะดวกสําหรับการปฏิบัติงานและการผสมเทียมไก่ที่ระดับความลึกที่ 5 เซนติเมตร  
เป็นความลึกทีเ่หมาะสมในการผสมเทียม 
 2.5.2  ความถี่ของการผสมเทยีม 
  Cooper (1964) รายงานว่าการผสมเทียมด้วยนํ้าเช้ือสดในไก่ 1 ครั้ง/สปัดาห์ ให้อัตราการ
ผสมติด 80 เปอร์เซ็นต์ และหากมีการผสมเทียมถี่ขึ้นเป็น 2 ครั้ง/สัปดาห์ ให้อัตราการผสมติดสูงข้ึน 
เป็น 92-95 เปอร์เซ็นต์ ส่วน Pym (1966) รายงานว่าหากมีการผสมเทียมบ่อยคร้ังขึ้น เช่น สัปดาห์ละ 2 
คร้ัง จะทําให้อัตราการผสมติดดีขึ้นกว่าการผสมเทียมสัปดาห์ละครั้ง และเทวินทร์ วงษ์พระลับ และยพิุน 
ผาสุข (2550) รายงานว่าการผสมเทียมไก่พ้ืนเมืองด้วยน้ําเช้ือสดโดยไม่ได้เก็บรักษาสัปดาห์ละครั้งให้
อัตราการผสมติด 96 เปอร์เซ็นต์  
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 2.5.3  จํานวนอสุจิและปริมาตร 
  ในการผสมเทยีมไก่ด้วยน้ําเช้ือสดควรมีอสุจ ิ100 ล้านตัว ผสมเทียมสัปดาห์ละ 1 ครั้ง  
แต่หากผสมเทยีมด้วยนํ้าเช้ือเจือจางที่เก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6-24 ช่ัวโมง 
ควรมีความเข้มข้นของตัวอสุจิประมาณ 200 ล้านตัว (Christensen, 1995) และปริมาตรที่ใช้ใน 
การผสมเทียมน้ันเป็นปัจจัยที่สําคัญอย่างหนึ่งของการผสมเทียม หากปริมาตรนํ้าเช้ือที่ใช้ผสมเทียมน้อย
เกินไปจะทําให้นํ้าเช้ือติดท่ีปลายหลอดจนไม่ได้จํานวนอสุจิที่ต้องการได้ หากใช้ปริมาตรในการผสมเทียม
มากเกินไปอาจมีปัญหาเวลาที่ผสมเทียมจะทําให้นํ้าเช้ือทะลักออกมา Christensen (1995) รายงานว่า
ปริมาตรนํ้าเช้ือที่เหมาะสมในการผสมเทียมด้วยนํ้าเช้ือเจือจางควรอยู่ระหว่าง 0.1-0.4 มิลลิลิตร ขึน้กับ
จํานวนอสุจิที่ต้องการใช้ เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข (2550) ได้รายงานว่าในการผสมเทียมไก่
พ้ืนเมืองด้วยน้ําเช้ือแช่แข็งด้วยปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร จํานวนอสุจิ 600 ลา้นตัวข้ึนไป มีความเหมาะสม
ที่สุด ให้อัตราการผสมติดและฟักออกในระดับที่น่าพอใจ 
 2.5.4  การเดินทางของอสุจิและการปฏิสนธิ 
  ความสามารถของการเคลื่อนที่ (motility) ของอสุจิเป็นปัจจัยสําคัญในการคงระดับอัตรา
การผสมติด ในสัตว์ตระกูลนก บริเวณช่องคลอดจะควบคุมการเดินทางของอสุจิผ่านเข้าสู่ภายในและมี
เพียงอสุจิที่เคลื่อนที่ได้เท่าน้ันที่สามารถเดินทางไปถึงบริเวณท่อกักเก็บอสุจิ (sperm storage tubules, 
SST) ซึ่งเป็นตําแหน่งที่อยู่บริเวณส่วนต่อระหว่างท่อนําไข่กับช่องคลอด กลไกการควบคุมดังกล่าวยังไม่
เป็นที่กระจ่างชัดในปัจจุบัน โครงสร้างของบริเวณส่วนต่อของท่อนําไข่กับช่องคลอดจะเป็นที่พักพิงของ
อสุจิ และอสุจจิะค่อยๆ เดินทางออกจากบริเวณดังกล่าวตลอดเวลา เพ่ือประกันว่าจะมีอสุจิไปถึงบริเวณ
ที่มีการปฏิสนธิ (Bakst, 1993; King et al., 2000) การผสมพันธ์ุที่ทําใหม้ีประชากรอสุจิจํานวนมาก
บรรจุอยู่ใน SST จะเกี่ยวข้องกับอัตราการผสมติดสูง อย่างไรก็ตามประมาณ 87 เปอร์เซ็นต์ ของอสุจจิะ
ถูกขับออกไปภายใน 1 ช่ัวโมง ภายหลังการผสมพันธ์ุ และมีไม่ถึง 1 เปอร์เซ็นต์ ที่พบหลงเหลือในบริเวณ 
SST (Brillard and Bakst, 1990) การปฏิสนธิเกิดขึ้นบริเวณท่อนําไข่ส่วน infundibulum โดยอสุจิของ
สัตว์ปีกจะไม่มีการ capacitation ก่อนการปฏิสนธิดังเช่นในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม และมกัพบ polyspermy 
เมื่อตกไข่ oocyte อสุจิจะทําการเจาะผ่าน perivitelline membrane และทําการปฏิสนธิกับไข่ 
(Froman et al., 2000) 
 
2.6 การเก็บรกัษาตัวอสุจิด้วยวิธีแช่แข็ง (cryopreservation of spermatozoa) 
 
 การเก็บรักษาน้ําเช้ือด้วยวิธีแช่แข็งน้ันสร้างประโยชน์ได้มากมายต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ 
โดยเฉพาะอย่างย่ิงช่วยในการขยายพันธ์ุสัตว์สายพันธ์ุดี โดยการผสมเทียม (artificial insemination; 
AI) (Tanaka et al., 2000) 
 2.6.1 การเจือจางนํ้าเช้ือ (semen dilution) 
  นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือทั้งหมดที่นํามาใช้ทั้งแช่เย็นและแช่แข็งนํ้าเช้ือของสัตว์ทุกชนิด ควรมี
สารอาหารที่เป็นแหล่งพลังงาน มีสารที่มคีณุสมบัติเป็นบัฟเฟอร์ (buffer) เพ่ือช่วยป้องกันอันตรายจาก
การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH) มีแรงดันออสโมติก (osmotic pressure) และความเข้มข้น
ของ electrolytes ที่เหมาะสม มกีารป้องกันการเจริญเติบโตของแบคทีเรีย โดยการเติมยาปฏิชีวนะ 
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และควรป้องกันไม่ให้ตัวอสุจิเกิดการช็อคจากความเย็น โดยการเติมสารป้องกันการเยือกแข็ง เพ่ือลด
จํานวนความเสียหายที่จะเกดิขึ้นขณะแช่แข็งนํ้าเช้ือ (Bateman, 2001) 
  การเสริมสารทีเ่ป็นพวกนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว เช่น กลูโคส ฟรุกโตส และกาแลคโตส น้ันถูก
จัดเป็นแหล่งพลังงานภายนอกให้กับอสุจิ นอกจากน้ียังมีการเสริมสารป้องกันการเยือกแข็งอ่ืนๆ เช่น 
glycerol, dimethyl sulfoxide และ trehalose เป็นต้น โดย glycerol จัดเป็นสารป้องกันการเยือก
แข็งที่มีการใช้อย่างกว้างขวาง glycerol ที่ใช้ความเข้มข้นตํ่า (4 เปอร์เซ็นต์) มีความเป็นพิษกับอสุจิน้อย
กว่าความเข้มข้นสูง (>8 เปอร์เซ็นต์) และการเอาสารป้องกันการเยือกแข็งออกในหลายขั้นตอนด้วย
สารละลาย isotonic จะช่วยให้เกิดความเสียหายต่อเย่ือหุ้มเซลล์และการเคลื่อนที่ของอสุจิน้อยที่สุด 
นอกจากน้ี glycerol ที่เติมลงในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือยังช่วยเพิ่มจํานวนตัวอสุจิที่มีชีวิตรอดหลังการทํา
ละลายด้วย (Pukazhenthi et al., 2002) 
  ความดันของสารละลายของน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือหากสูงหรือตํ่าเกินไปจะทําให้ตัวอสุจิ
เสียหาย นํ้าเช้ือเจือจางแล้วใช้ผสมเทียมเลยโดยไม่ต้องเก็บรักษา สามารถเจือจางด้วยนํ้ายาที่มีความดัน
สารละลายระหว่าง 250-330 มิลลิออสโมลต่อกิโลกรัม (Sexton and Fewlass, 1978; Bakst, 1980) 
อย่างไรก็ตาม Donoghue and Wishant (2000) รายงานว่าอสุจิของสัตว์ปีกสามารถทนต่อความดัน
สารละลายในช่วง 250-410 มิลลิออสโมลต่อกิโลกรัม  
  ระดับ pH ที่สงูหรือตํ่าเกินไปเป็นอันตรายต่อตัวอสุจิ โดยระดับ pH ที่เหมาะสมของนํ้ายา
เจือจางสําหรับเก็บรักษาน้ําเช้ือไก่ที่ 5 องศาเซลเซียส ระดับ pH ที่เหมาะสม คือ 6.8-7.1 (Lake and 
Ravie, 1979; Christensen, 1995) สารเคมีที่ใช้เป็นส่วนประกอบของน้ํายาเจือจางโดยทั่วไปมักเป็น
กลุ่มฟอสเฟต ซิเตรท พวก zwitterionic molecules เช่น BES [N,N-bis (2-hydroxyethyl)-2-
aminoethane sulfonic acid] และ TES [N-Tris (hydroxymethyl) methyl-2-aminoethane 
sulfonic acid] (Sexton and Fewlass 1978; Lake and Ravie, 1979; Chistenson, 1995) 
  นํ้าที่ใช้เตรียมนํ้ายาหากเป็นนํ้าที่ไม่บริสุทธ์ิ มีการปนเป้ือนโลหะหนักและ Ca+ จะมีผลเสีย
ต่ออสุจิ (เทวินทร์ วงษ์พระลบั และยุพิน ผาสุข, 2550) Froman และ Thurston (1985) รายงานว่า
นํ้าเช้ือเจือจางที่เก็บรักษาในอุณหภูมิเย็นจะมีการไหลเข้าของ Ca+ สูงข้ึนส่งผลใหม้ีการไหลออกของ 
acrosin ที่หัวอสุจิ ซึ่งส่งผลต่อการผสมติดที่ระดับตํ่า  
  จุลินทรีย์ที่พบในนํ้าเช้ือ ส่วนใหญม่ีแหล่งมาจากก้นของไก่ นํ้ายาเจือจางส่วนใหญ ่
จึงมีการเสริมยาปฏิชีวนะลงไป ซึ่งพบว่าสามารถควบคุมได้โดยไม่มีผลเสยีต่ออัตราการผสมติด 
(Chistenson, 1995) 
  เน่ืองจากการแช่แข็งนํ้าเช้ือก่อให้เกิดความเสียหายแก่ตัวอสุจิจํานวนหน่ึง ดังน้ันใน 
การผสมเทียมจึงต้องการอสุจิจํานวนมาก จึงทําให้อัตราการเจือจางตํ่ากว่านํ้าเช้ือในสภาพเหลว  
โดยรวมการเจือจางด้วยนํ้ายาที่มี cryoprotectant (CPAs) แล้ว การเจือจางจะอยู่ประมาณ 1:2-1:5 
(Sexton, 1979; Chalah et al., 1999) สารเคมีที่เสริมในนํ้ายาเจือจาง เพ่ือบรรเทาความเสียหาย 
แก่ตัวอสุจิในกระบวนการแช่แข็ง ที่นิยมใช้ ได้แก่ glycerol, dimethylsulphoxide (DMSO), 
dimethylacetamide (DMA), ethyleneglycol (EG), dimethylformamid (DFM) และ 
propyleneglycol (PG) ผลการวิจัยส่วนใหญ่แสดงให้เห็นว่า glycerol มีพิษต่อตัวอสุจิน้อยที่สุด 
และมีผลทําให้อสุจิมีอัตราการรอดชีวิตภายหลังการละลายสูงสุด แต่เน่ืองจากสารชนิดน้ีเป็นอันตรายต่อ
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ช่องคลอดไก่ตัวเมีย จึงมีการกําจัดออกก่อนการผสมเทียมด้วยวิธีต่างๆ เช่น dialysis เป็นต้น 
(Donoghue and Wishart, 2000)  
  Tselutin และคณะ  (1999) ได้ศึกษาเปรียบเทียบความเป็นพิษในความเข้มข้นระดับต่างๆ 
ของ CPAs 3 ชนิด คือ glycerol, DMA และ DMSO บ่มที่ระดับอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 30 นาที 
พบว่า glycerol มีพิษน้อยที่สุด ตามด้วย DMA ส่วน DMSO มีความเป็นพิษสูงมากขึ้นตามลําดับ 
อย่างไรก็ตามแม้จะพบว่า DMSO เป็นพิษสูงกว่า glycerol แต่ไม่เป็นอันตรายต่อระบบสืบพันธ์ุของ 
ไก่ตัวเมีย การใช้ DMSO จึงมีความสะดวกสูง ดังน้ันจึงยังคงมีความนิยมใช้อยู่พอสมควร ซึ่ง Van 
Voorst และ Leenstra (1995) พบว่าการแช่แข็งโดยมี DMSO เป็น CPAs ให้ผลการผสมติด 
ในระดับที่สูง  
  2.6.1.1 นํ้ายาเจือจาง 
   วัตถุประสงค์ในการทํานํ้ายาเจือจาง เพ่ือต้องการให้ได้สารละลายที่มีส่วนประกอบและ
คุณสมบัติคล้ายกับนํ้าเช้ือจริงมากที่สุด หลงัจากที่ทําการรีดนํ้าเช้ือแล้วจะมีการเติมนํ้ายาเจือจาง  
เพ่ือเป็นการถนอมและเพ่ิมปริมาณของนํ้าเช้ือที่ได้จากการหลั่งของพ่อพันธ์ุแต่ละครั้ง ทําให้สามารถ
นําไปผสมกับแม่พันธ์ุได้เป็นจํานวนมาก และทําให้การเก็บรักษาคุณภาพนํ้าเช้ือเป็นไปได้ดีและยาวนาน
ขึ้น โดยองค์ประกอบทางเคมีในนํ้ายาเจือจางมักมีองค์ประกอบที่คล้ายกับนํ้าเช้ือของสัตว์ปีก (Lake, 
1995) Dumpala และคณะ (2006) รายงานว่าการเก็บรักษาน้ําเช้ือเจือจางเป็นเวลา 8 ช่ัวโมง  
ทําการประเมินคุณภาพทุก ๆ ช่ัวโมง คุณภาพของนํ้าเช้ือจะค่อย ๆ ลดตํ่าลงเป็นลําดับๆ ในการเจือจาง
นํ้าเช้ือและผสมเทียมภายหลงัการรีดนํ้าเช้ือโดยไม่เก็บรักษา ไม่พบความแตกต่างในเรื่องอัตราการผสม
ติดและฟักออก (เทวินทร ์วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข, 2550) ตัวอย่างของนํ้ายาเจือจางที่นิยมใช้ 
ในสัตว์ปีกมี 5 สูตร ดังแสดงในตารางที่ 2.1 
 

ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบทางเคมีของสูตรนํ้ายาเจือจางต่อ 1,000 มิลลลิิตร 
 
ส่วนประกอบทางเคมีของน้าํยาเจือจาง  
(กรัม/ลิตร) 

ชนิดของน้ํายาเจือจาง 
1 2 3 4 5 

Magnesium acetate 0.7 0.7    
Magnesium chloride   0.34   
Sodium acetate   4.3   
Potassium citrate   6.4  1.4 
Sodium glutamate 19.2 28.5 8.67 19.2 14 
Dipotassium hydrogen phosphate   12.7  9.8 
Potassium dihydrogen phosphate   0.65   
Sodium dihydrogen phosphate     2.1 
Glucose 8.0 5.0   9.0 
Fructose    5.0 8.0  
Inositol  2.5   9.0 
TES   1.95   
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ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบทางเคมีของสูตรนํ้ายาเจือจางต่อ 1,000 มิลลลิิตร (ต่อ) 
 
ส่วนประกอบทางเคมีของน้าํยาเจือจาง  
(กรัม/ลิตร) 

ชนิดของน้ํายาเจือจาง 
1 2 3 4 5 

Potamaine sulfate    0.32  
Potassium acetate 5.0 5.0  5.0  
PVP (polyvinyl pyrolidone) 3.0   3.0  
หมายเหตุ  สูตรที่ 1 คือ Prefreezing Lake’diluent (Lake, 1960) 
  สูตรที่ 2 คือ Tseulutin (Tselutin et al., 1995) 
  สูตรที่ 3 คือ Schramm (Schramm, 1976) 
  สูตรที่ 4 คือ BPSE (Sexton, 1977) 
  สูตรที่ 5 คือ IGGKP (Surai and Whishart, 1996) 
   
 2.6.2 หลักการท่ัวไปในการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
  การแช่แข็งนํ้าเช้ือมีผลทําให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทั้งทางกายภาพและทางเคมีซึ่งส่งผล 
ทําให้เซลล์อสจุิกว่า 50 เปอร์เซ็นต์ ตายไปหรือไม่เคลื่อนที่ (Salisbury et al., 1978)  
  แนวทางในการแช่แข็งเซลลต่์างๆ, เซลลส์บืพันธ์ุ และอวัยวะน้ันไม่ใช่เร่ืองแปลกใหม ่ 
โดยทฤษฎีในอดีตการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งน้ันเป็นการทําให้เซลล์ทีม่ชีีวิตสามารถถูกทําให้เย็นลงและ
ทนอยู่ในอุณหภูมิที่ตํ่ามากที่สุดได้ที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส (อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลวที่ใช้ใน
การแช่แข็ง) นํ้าจะมีลักษณะเป็นผลึกหรืออยู่ในสภาพคล้ายแก้ว ซึ่งทําให้มีความเหนียวหนืดสูงไม่
สามารถแพร่กระจายได้ ย่ิงไปกว่านั้น คือ ที่อุณหภูมิตํ่าน้ีจะขาดแคลนพลังงานความร้อนเพ่ือไปใช้ใน
ปฏิกิริยาเคมี (Bateman, 2001) เหลือเฉพาะเพียงบางปฏิกิริยาเท่าน้ัน ที่สามารถสร้างอนุมูลอิสระและ
ทําลายให้อยู่ในรูปโมเลกุลขนาดใหญ่ ซึ่งเป็นผลมาจากพ้ืนฐานของการแผ่รังสแียกอนุภาคท่ีมีประจุไฟฟ้า 
เมื่อเวลาผ่านไปการแยกอนุภาคที่มีประจุไฟฟ้าน้ีจะสามารถทําลายหรือทาํให้เกิดความเสียหายอ่ืนๆ ต่อ 
DNA จนกลายมาเป็นอันตรายต่อเซลล์ อย่างไรก็ตามเซลลไ์ม่สามารถมีชีวิตรอดอยู่ได้ในอุณหภูมิที่ -196 
องศาเซลเซียส แต่ช่วงระหว่างกลางของอุณหภูมิที่เป็นอันตราย คือ -15 ถึง -60 องศาเซลเซียส  
ซึ่งเซลล์จะต้องทําให้อยู่ในลักษณะขนานกับพ้ืนผิวภาชนะ (horizontal) ระหว่างแช่แข็งและในระหว่าง
การทําลายอีกครั้ง (Watson, 2000) และ Hammerstedt และคณะ  (1990) ได้เคยอธิบายข้ันตอนของ
กระบวนการเก็บรักษาตัวอสุจิด้วยวิธีแช่แข็งไว้ 5 ขั้นตอน ดังน้ี 1) การเจือจางนํ้าเช้ือและลดอุณหภูมลิง 
2) การปล่อยให้สารป้องกันการเยือกแข็งน้ันแทรกซึมผ่านเข้าไปในเซลลแ์ละบรรจุใส่หลอดพลาสติก  
3) ทําการแช่แข็ง 4) เก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว 5) ทําละลาย โดย 5 ขั้นตอนน้ีได้รับการยอมรับและ 
แต่ละข้ันตอนจะมีความสัมพันธ์พิเศษกับโครงสร้าง หน้าที่ของเย่ือหุ้มเซลล์ และกระบวนการเผาผลาญ
ของเซลล์ด้วย ซึ่งวิธีการในแต่ละข้ันตอนน้ันต้องนําไปพัฒนาต่อในสัตว์แต่ละชนิด เน่ืองจากแต่ละ
ขั้นตอนจะมีผลกระทบเฉพาะตัวที่ไม่เหมือนกันต่อการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิที่เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง  
  อสุจิไก่ไวต่อความเสียหายของการแช่แข็งสูงมาก (Donoghue and Wishart, 2000)  
แต่นํ้าเช้ือแช่แข็งมีประโยชน์ในด้านการอนุรักษ์พันธุกรรมของสัตว์เน่ืองจากสามารถเก็บรกัษาได้นาน  
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 2.6.3  การลดอุณหภูมิก่อนการแช่แข็ง (pre-freeze cooling) 
  การลดอุณหภูมิจะมีการเปลีย่นคุณสมบัติทางกายภาพของเย่ือหุ้มเซลลท์ั้งหมด 
(Hammerstedt et al., 1990) ถึงแม้ว่าจะยังไม่ชัดเจนแต่พบว่าอาจมีการจัดเรียงตัวของไขมัน/โปรตีน
ใหม่ ดังแสดงในภาพที่ 2.5 เป็นผลให้สูญเสยีความสามารถในการเลือกผา่นซึ่งเป็นคุณสมบัติพิเศษเฉพาะ
ทางชีวภาพของเย่ือหุ้มเซลลท์ี่ยังมีชีวิต (Watson, 1995) 
  โปรตีนที่สมบูรณ์ในเย่ือหุ้มเซลล์ทั้งหมดจะถกูนํามารวมกันเป็นก้อนโดยการแยกช้ันไขมัน 
(lipid phase separation) ดังน้ันการเปลี่ยนแปลงของไขมันอาจจะเปลี่ยนตําแหน่งและหน้าที่ของ
โปรตีนเหล่าน้ันด้วย (Watson, 2000) ดังเช่นการลดอุณหภูมิจะเหน่ียวนําให้เกิดการไหลของแคลเซียม
และส่งผลร้ายต่อการทํางานของเซลล์ ที่เป็นเช่นน้ีเพราะว่าการควบคุมแคลเซียมเป็นหน่ึงในการควบคุม
กระบวนการคาปาซิเตช่ัน (Dragileva et al., 1999; Parrish et al., 1999) ซึ่งโดยความเป็นจริงแลว้
อาจจะเป็นผลมาจากความเย็นที่เป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการเปลี่ยนแปลงการควบคุมแคลเซียมภายในเซลล์ 
(Watson, 2000; Bateman, 2001)  
 2.6.4  การเติมสารป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็ง (cryoprotectant addition) 
  สารป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็ง (cryoprotective agent; CPAs) ทําหน้าที่ใน
การป้องกันความเสียหายแก่อสุจิ โดยอาจมีผลต่อขนาดและรูปร่างของผลึกนํ้าแข็งภายในเซลล์ ซึ่งการ
ก่อตัวของผลึกนํ้าแข็งดังกล่าว หากเป็นผลกึขนาดใหญ่และเหมาะสม จะก่อให้เกิดความเสียหายต่อเซลล์
อสุจิได้ CPAs จะทําให้ขนาดผลึกของนํ้าแข็งเล็กลง สมมติฐานที่ค่อนข้างยอมรับกัน คือ CPAs ทําหน้าที่
ผ่านกลไกของความเป็นเกลือบัฟเฟอร์โดยการจับกับนํ้า ทําให้จุดเยือกแข็งของสารละลายตํ่าลง เกิดการ
ก่อตัวของนํ้าแข็งในปริมาณตํ่าในทุกระดับอุณหภูมิ ซึ่งส่งผลให้ความเข้มข้นของสารละลายในของเหลวที่
เหลือตํ่าลงด้วย ความเสียหายที่เกิดจากความเข้มข้นของสารละลายที่เกิดขึ้นน้ี ขึ้นกับระดับอุณหภูมิ 
CPAs ไปลดอุณหภูมิที่จะถึงจุดเยือกแข็งของสารละลายภายในเซลล์ จงึไปลดความเสียหายที่จะเกิดขึ้น 
บทบาทส่วนหน่ึงของ CPAs เป็นไปได้ว่าไปลดปริมาณนํ้าภายในเซลล์และการจับตัวกับไอออนของโลหะ 
โดยทั่วไปแล้วความเสียหายที่เกิดขึ้นกับเซลล์ในขณะแช่แข็งเกิดได้ 2 ด้าน คือ จากความเสียหายที่เป็น
ผลจากการก่อตัวของผลึกนํ้าแข็ง และความเสียหายที่เกิดจากความเข้มข้นที่เพ่ิมขึ้นของสารละลาย
ภายในเซลล ์ซึง่ทําให้ pH ลดตํ่าลงอย่างมาก 
  จากการศึกษาการทํางานของ glycerol ในการป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็ง   
เพ่ือนํามาใช้ในการแช่แข็งอสจุิ พบว่าการเติม glycerol ลงในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือจะช่วยลด 
ความเสียหายจากการแช่แขง็ได้อย่างมาก อย่างไรก็ตามการเติมและเอา glycerol ก็ยังคงเป็นสาเหตุที่
ทําให้ตัวอสุจิเสียหายได้ (Watson, 1995; Rota, 1998) โดย glycerol เป็นตัวที่ไวต่อแรงดันออสโมติก  
ด้วยเหตุน้ีการเติม glycerol ไปช่ัวคราวนั้นเป็นเหตุให้กลุ่มเซลล์เปลี่ยน เกิดการเคลื่อนย้ายไขมันบริเวณ
เย่ือหุ้มเซลล ์เน่ืองจาก glycerol อาจทําให้เย่ือหุ้มเซลลม์ีลักษณะเหมอืนพลาสติกได้ (Hammerstedt  
et al., 1990) และเซลล์เกิดการสูญเสียนํ้า จงึมีการปรับปรุงความสามารถของ glycerol เพ่ือให้
ตอบสนองต่อ osmotic stress ซึ่ง glycerol จะเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติในการรวมตัวกันของนํ้า 
จํานวนมากให้ตํ่ากว่าจุดเยือกแข็ง ดังน้ันจึงทําให้มีเวลามากขึ้นในการดึงนํ้าออกจากเซลล์ก่อนที่นํ้าจะ
เกิดการแข็งตัวและกลายเป็นผลึกนํ้าแข็งทีส่ามารถทําลายส่วนสําคัญภายในเซลล์ สารป้องกันการเยือก
แข็งรวมถึง glycerol เร่ิมทําให้เซลล์เกิดการสูญเสียนํ้าโดยแรงดันออสโมติกที่เกิดขึ้นจะเป็นตัวกระตุ้นให้
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เกิดการดึงนํ้าออกจากเซลลแ์ละเน่ืองจาก glycerol มีความสามารถเฉพาะตัวในการแทรกซึมผ่านเย่ือหุ้ม
เซลล์ได้ช้า (Watson, 1995) 
  ถึงแม้ว่าการแช่แข็งที่ใช้ glycerol เป็นสารป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็งจะได้รับ
การยอมรับว่า เป็นวิธีการที่เหมาะสมสําหรับการแช่แข็งนํ้าเช้ือไก่ โดยสามารถทําให้อัตราการผสมติด
ของไก่ในสายพันธ์ุที่มีความสมบูรณ์พันธ์ุตํ่า มีอัตราการผสมติดที่ดี (Blesbois, 2007) อย่างไรก็ตามก็มี
ความจําเป็นต้องกําจัด glycerol ซึ่งมีความเป็นพิษต่อ utero vaginal junction ของแม่ไก่ออกไป 
ดังน้ันจึงเพ่ิมความซับซ้อนในการปฏิบัติงานในภาคสนาม (เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยพิุน ผาสุข, 2550)  
สุนทร สุนาทัย และคณะ (2552) ได้รายงานว่าการใช้ glycerol เป็นสารป้องกันความเสียหายแก่อสุจ ิ
ในไก่พ้ืนเมืองในระดับ 10 เปอร์เซ็นต์ มีผลดีต่ออสุจิภายหลังการแช่แขง็ แต่การลดความเข้มข้นของ 
glycerol ในนํ้าเช้ือแช่แข็งโดยการเติมนํ้ายาเจือจาง เพ่ือลดความเป็นพิษต่อ utero vaginal junction 
และให้ง่ายต่อการปฏิบัติในภาคสนาม พบว่าไม่ประสบความสําเร็จในเรือ่งอัตราการผสมติดในแม่ไก่  
  นอกเหนือจาก glycerol แลว้สารจําพวกนํ้าตาลยังมีบทบาทหน้าที่หลายอย่าง 
ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ มีทั้งเป็นสารที่ให้พลงังานแก่อสุจิขณะบ่ม (Fukuhata and Nishikawa, 1973; 
Iordachescu and Imai, 2008) รักษาแรงดันออสโมติก (Salamon and Ritar, 1982; Aboagla and 
Terada, 2003) เป็นตัวทําให้ผนังอสุจิเกิดความม่ันคง และลดความเสยีหายของเซลล์อสุจิในการก่อตัว
ของผลึกนํ้าแข็ง (Liu et al., 1998) 
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ภาพประกอบ 2.5  แผนภาพของผลกระทบที่เป็นไปได้ในการลดอุณหภูมิและการกลับมาทําให้อุ่นขึ้น 
                 อีกครั้งต่อการกระจายตัวของไขมันรอบเย่ือหุ้มโปรตีน  
       ก) แสดงให้เห็นเย่ือหุ้มเซลลอ์สุจิที่รีดเก็บได้  
       ข) แสดงให้เห็นการจัดกลุ่มทีเ่หมาะสมของไขมันชนิด non-bilayer ซึ่งเป็นผลจาก  
             การลด อุณหภูมิลงไปที่ 4 องศาเซลเซียส  
                 ค) แสดงให้เห็นการจัดกลุ่มของไขมันในระหว่างแช่แข็ง  
                 ง) แสดงให้เห็นรูปแบบของไขมันที่เปลี่ยนแปลงไปหลังจากทําให้อุ่นขึ้นอีกครั้ง  
ที่มา: Hammerstadt และคณะ (1990) 
 
2.7  ทรีฮาโลส (Trehalose) 
 
 จากการศึกษาพบว่า ทรีฮาโลสจัดเป็นนํ้าตาลโมเลกุลคู่ที่มปีระโยชน์ต่อการมีชีวิตรอดหลังการ
ทําละลายของเซลล์อสุจิในสัตว์หลายชนิด (Bucak et al., 2007; Ejaz and Melih, 2012) รวมถึง 
ช่วยรักษาแรงดันออสโมติกของการเจือจาง และทําหน้าทีเ่ป็นสารป้องกันการเยือกแข็งได้อีกด้วย  
นํ้าตาลโมเลกุลคู่อย่างทรีฮาโลส ( -D-glucopyranosyl- -D-glucopyranoside) ซึ่งเช่ือมด้วยพันธะ 
alpha-1, 1 glucosidic bond (Elbein, 2003; Branca et al., 2004; Patist and Zoerb, 2005)  
ดังแสดงในภาพประกอบ 2.6 เป็นนํ้าตาลชนิดหน่ึงที่เป็นประโยชน์ต่อการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิ 
ภายหลังการแช่แข็งเมื่อถูกเติมลงในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือ  
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ภาพประกอบ 2.6 โครงสร้างทางเคมีของทรีฮาโลส 
ที่มา: Branca และคณะ (2004) 

 
 ทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือช่วยป้องกันเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิไม่ให้เกิดความเสียหายจากการ
ถูกแช่แข็งได้ เน่ืองจากนํานํ้าตาลโมเลกุลคูม่าใส่ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือให้มีสภาวะ hypertonic จะมีการ
ตอบสนองต่อการทํางานทางสรีรวิทยาทางเคมีของตัวอสุจิที่แตกต่างกัน โดยทรีฮาโลสจะไม่สามารถซึม
ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ได้ ส่งผลใหเ้กิดการดึงนํ้าออกและช่วยลดอัตราการเกิดผลึกนํ้าแข็งภายในเซลล์อสุจิได้ 
ดังน้ันจึงมีการนําทรีฮาโลสมาใช้เป็นสารป้องกันในการแช่แข็งนํ้าเช้ือ ที่เป็นเช่นน้ีเพราะว่าทรีฮาโลสจะ
ทํางานเป็นตัวป้องกันซึ่งสัมพันธ์กับผลกระทบจากแรงดันออสโมติก และมีปฏิกิริยาที่จําเพาะกับเย่ือหุ้ม
เซลลส์่วนที่เป็นฟอสโฟลิปิดตรงบริเวณท่ีมีช้ันไขมัน 2 ช้ัน (lipid bilayer) ซึ่งผลของแรงดันออสโมติกน้ี
จะไปลดความสามารถในการแข็งตัวของนํ้าภายในเซลลแ์ละช่วยลดความบาดเจ็บของตัวอสุจิอันเกิดจาก 
cold shock และผลกึนํ้าแข็งได้ (Storey et al., 1998) 
 การทํางานของทรีฮาโลสจะเกี่ยวข้องกับความสามารถในการแทนที่นํ้าตรงบริเวณจุดเช่ือมต่อ
ของเย่ือหุ้มเซลล์และสารละลาย (Patist and Zoerb, 2005) ดังแสดงในภาพประกอบ 2.7 จึงเป็นการ
แทนที่โมเลกุลของนํ้าขณะเกิดการสูญเสียนํ้า (Meyers, 2005) นอกจากน้ีการป้องกันที่เกิดขึ้นเป็นผลมา
จากการก่อตัวของพันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลของนํ้าตาลและบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ส่วนฟอสโฟ    
ลิปิดที่มีขั้ว (Holt and North, 1994; Watson, 1995) โดยทรีฮาโลสได้แสดงให้เห็นถึงการเกิดปฏิกิริยา
กับบริเวณข้ัวของเย่ือหุ้มเซลลส์่วนฟอสโฟลิปิดและทําให้เย่ือหุ้มเซลล์อสจุิเกิดความม่ันคงแข็งแรง 
เมื่ออยู่ระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลาย ด้วยเหตุน้ีจึงทําให้ทรฮีาโลสมีประสทิธิภาพมากกว่า 
เมื่อเทียบกับนํ้าตาลชนิดอ่ืน (Aisen et al., 2002)  
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ภาพประกอบ 2.7 กระบวนการการทํางานของทรีฮาโลส 

ที่มา: Patist และ Zoerb (2005) 
 
 มีการนําทรีฮาโลสมาใช้เป็นสารป้องกันการเยือกแข็งเพ่ือเสริมลงในสารเจอืจางนํ้าเช้ือใน
กระบวนการรักษาด้วยวิธีแช่แข็งนํ้าเช้ือโค (Chen et al., 1993; Woelders et al., 1997; Uysal  
et al., 2007; Sariozkan et al., 2009; Hu et al., 2010) หนู (Storey et al., 1998) แกะ (Lopez-
Saaz et al., 2000; Aisen et al., 2002; Mustafa and Necmettin, 2007; Bucak et al., 2007; 
2008; Uysal and Bucak, 2009; Nur et al., 2010; Cirit et al., 2013; Najafi et al., 2013) 
กระบือ (Reddy et al., 2010) สุกร (Funahashi and Sano, 2005; Gutierrez-Perez et al., 2008; 
Hu et al., 2009) สุนัข (Yildiz et al., 2000; Yamashiro et al., 2007; Michael et al.,2007; 
Martins-Bessa et al., 2009) กระต่าย (Dalimata and Graham, 1997; Kozdrowski, 2009) และ
แพะ (Aboagla and Terada, 2003; 2004; Atessshin et al., 2008; Khalili et al., 2009;  
Tuncer et al., 2013) และมอีีกหลายการศึกษาที่พบว่าทรีฮาโลสมีบทบาทในการป้องกันผลจากแรงดัน     
ออสโมติก และสามารถสร้างโครงร่างที่จําเพาะกับเย่ือหุ้มเซลล์ชนิดฟอสโฟลิปิดได้ ทําให้เซลลม์ีการดึง
นํ้าออกจากเซลล์ก่อนการแช่แข็งจึงช่วยลดจํานวนเซลล์ทีไ่ด้รับความเสียหายจากการเกิดผลึกนํ้าแข็ง 
และสามารถลดการตายและความเสียหายของตัวอสุจิได้ (Chen et al., 1993; Raddy et al., 2010) 
ระดับความเข้มข้นของทรีฮาโลสท่ีใช้เป็นสารป้องกันการแข็งตัวของอสุจิในการเก็บรักษาน้ําเช้ือจะอยู่
ระหว่าง 25-400 มิลลิโมล ดังแสดงในตารางที่ 2.2 โดยทั่วไปแล้วระดับความเข้มข้นของทรีฮาโลสท่ี 100 
มิลลิโมล และ 70 มิลลิโมล เป็นระดับความเข้มข้นที่ดีที่สุด (Ejaz and Melih, 2012) ซึ่ง Aisen และ
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คณะ (2002) ได้รายงานไว้ว่านํ้าตาลทรีฮาโลสและเดกซ์เทรนส์ (dextrans) ที่ไม่สามารถแพร่ข้ามผา่น
เย่ือหุ้มเซลล์อสุจิได้แต่จะสร้างแรงดันออสโมติก (osmotic pressure) เพ่ือเหน่ียวนําให้เซลลม์ีการ
สูญเสียนํ้าและมีอัตราการเกิดนํ้าแข็งภายในเซลล์ตํ่าลง เช่นเดียวกับการรายงานของ Yildiz et al. 
(2000) ที่ได้ศึกษาอิทธิพลของการเสริมนํ้าตาลต่างชนิดกัน (กาแลคโตส, กลูโคส, ฟรุคโตส, ไซโลส 
(นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว), แลคโตส, ทรีฮาโลส, มอลโตส, ซูโครส (นํ้าตาลโมเลกุลคู่) และราฟฟิโนส 
(นํ้าตาลสามโมเลกุล) ลงในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือ ผลปรากฏว่าตัวอสุจิสุนัขที่แช่แข็งด้วยน้ํายาเจือจาง 
ที่มีการเสริมทรีฮาโลส  สามารถปรับอัตราการทํางานทั้งหมดหลังการละลายของตัวอสุจิขึ้นได้มากกว่า 
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มการทดลองอ่ืน (p<0.05) สอดคล้องกับ Aboagla และ Terada (2003) 
ที่พบว่าการเติมทรีฮาโลสท่ีความเข้มข้นสูงลงในนํ้ายาเจือจางสามารถช่วยป้องกันอสุจิแพะไม่ให้เสียหาย
จากการแช่แขง็ได้อย่างมีนัยสําคัญ โดยนํ้าตาลโมเลกุลคู่จะเพ่ิมการไหลเวียนของของเหลว (fluidity)  
ที่บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ก่อนแช่แข็งทําให้ตัวอสุจิสามารถทนต่อความเสียหายที่เกิดในระหว่างกระบวนการ
แช่แข็งและการทําละลายได้ นอกจากน้ีการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางเพ่ือใช้ในการแช่แข็งอสุจิสุกร
และแกะของ Hu และคณะ (2009) และ Uysal และ Bucak (2009) โดยพบว่าการเสริมทรีฮาโลสที่ระ
ดับ 100 มิลลิโมล น้ันทําให้อสุจิสุกรและแกะมีการเคลื่อนที่ดีที่สุด และสง่ผลให้เปอร์เซน็ต์การรอดชีวิต
หลังการละลายสูงที่สุดด้วย (P<0.05) ซึ่ง Aisen และคณะ (2000) ยังพบว่าทรีฮาโลสสามารถช่วยให้
การรอดชีวิตของอสุจิแกะดีขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) เมื่อประเมินจากการเคลื่อนที่และ
ความสมบูรณข์องอะโครโซม สอดคล้องกับอีกหลายการศึกษาในสัตว์ชนิดอ่ืนๆ ที่พบว่า ทรีฮาโลสสามา
รถช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการทําให้นํ้าเช้ือหนูมีชีวิตรอดหลังการละลายได้ยาวนานขึ้น (Storey et al., 
1998) และตัวอสุจิแกะมีการเคล่ือนที่และการมีชีวิตหลังการแช่แข็งและการละลายดีขึ้น เมื่อมีการ
เสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางก่อนการแช่แข็ง (Aisen et al., 2005; Matsuoka et al., 2006)  
แต่ในทางตรงกันข้ามเมื่อเสริมทรีฮาโลสท่ีมคีวามเข้มข้นสงูเกินไป เช่น เสริมที่ระดับ 150 มิลลิโมล และ 
200  มิลลิโมล จะส่งผลเสียต่ออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิต และเปอร์เซ็นต์ความสมบูรณ์ของ
เย่ือหุ้มเซลล์อสุจิ ภายหลังการแช่แข็งและการละลายได้ เน่ืองจากความเข้มข้นของทรีฮาโลสท่ีสูง 
จะเป็นพิษต่อตัวอสุจิระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลาย (Hu et al., 2009; Uysal and 
Bucak, 2009) 
 Aboagla และ Terada (2003) รายงานว่าทรีฮาโลสช่วยค้ําจุนความสมบูรณ์ของอสุจิได้
ยาวนานกว่ากลูโคสที่เติมลงในนํ้ายาเจือจางที่ใช้ในการแช่แข็งนํ้าเช้ือ ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษา 
การเสริมทรีฮาโลสและซูโครสลงในสารเจือจางนํ้าเช้ือ พบว่าช่วยเพ่ิมการเคลื่อนที่และความสมบูรณ์ของ         
อะโครโซมของอสุจิสุกรภายหลังการละลาย (Woelder, 1997) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Gutierrez-
Perez (2009) พบว่าตัวอสุจิสุกรมีความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ดีขึ้นเมือ่มีการนําทรีฮาโลสมาเสริม
ร่วมกับกลีเซอรอลในสารเจือจางนํ้าเช้ือ  
 นอกจากน้ีมีรายงานที่เก่ียวข้องกับการเสริมทรีฮาโลส พบว่าสามารถช่วยปรับปรุงให้ 
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิโคที่ถูกแช่แข็งดีขึ้นเล็กน้อย (Chen et al., 1993) และทรีฮาโลสสามารถปรบั
ให้ตัวอสุจิสุนัขทนต่อการแช่แข็งได้ (Yamashiro et al., 2007) แต่ Kozdrowski (2009) รายงานว่า         
ทรีฮาโลสไม่มผีลต่ออัตราการมีชีวิตของตัวอสุจิกระต่ายยุโรปสีนํ้าตาลภายหลังการละลาย และ Squires      
และคณะ  (2004) ได้รายงานว่าการเสริมทรฮีาโลสลงในสารเจือจางนํ้าเช้ือไม่ได้ทําให้ตัวอสุจิม้าที่ผ่าน
การเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งมีอัตราการเคลื่อนที่สูงข้ึน 
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ตารางที่ 2.2 ระดับความเข้มข้นของทรีฮาโลสต่อเปอร์เช็นต์ motility, membrane integrity และ acrosome integrity ของอสุจิในสัตว์แต่ละชนิด 
 
ชนิดสัตว์ ความเข้มข้น Motility (%) Membrane integrity (%) Acrosome Integrity (%) ที่มา 

ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - 
กระบือ 100 mM 41.67±1.67b 31.67±1.67a 50b 35a - - Reddy et al. (2010)*** 

 25 mM 43.75±2.39cd 41.25±4.32d - - 17.75±1.89b 23.5±1.85a Badr et al. (2010)*** 

 50 mM 51.25±1.25bc 41.25±4.32d - - 15.5±1.32bc 23.5±1.85a  
 100 mM 61.25±1.25a 41.25±4.32d - - 10.25±2.39d 23.5±1.85a  
 150 mM 56.25±2.39ab 41.25±4.32d - - 12.00±1.29cd 23.5±1.85a  
 200 mM 52.5±4.79abc 41.25±4.32d   12.75±1.49cd 23.5±1.85a  
กระต่าย - 37ab 31a - - - - Dalimata and Graham (1997)*** 

 50 mM 12.75±3.61AFa 28.87±8.69ABE 41.52±6.14 42.82±4.47 38.36±4.18 38.25±5.03 Kozdrowski (2009)** 

 100 mM 8.25±3.54BGa 28.87±8.69ABE 42.23±3.46 42.82±4.47 38.53±2.25 38.25±5.03  
กวาง 400 mM 49.8±4.2 61.1±2.9 56.3±3.8 55.5±4.7 50.4±5.5 52.0±4.1 Fernández-Santos et al. (2007)* 

แกะ 50 mOsm 52ab 48b 58a,b 42b,c 68b 68b Aisen et al. (2002)** 

 100 mOsm 68a 48b 60a 42b,c 77a 68b  
 200 mOsm 30c 48b 39c 42b,c 60c 68b  
 400 mOsm 17c 48b 32c 42b,c 56c 68b  
 76 g/L - - 64.0±0.9 37.5±1.0 - - Aisen et al. (2005)*** 

หมายเหตุ :  * (P<0.1), **(P<0.01), ***(P<0.05), **** (P<0.001), ***** (P<0.0001) 
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ตารางที่ 2.2 ระดับความเข้มข้นของทรีฮาโลสต่อเปอร์เช็นต์ motility, membrane integrity และ acrosome integrity ของอสุจิในสัตว์แต่ละชนิด (ต่อ) 
 
ชนิดสัตว์ ความเข้มข้น Motility (%) Membrane integrity (%) Acrosome Integrity (%) ที่มา 

ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - 
แกะ 435 mM 50.0±2.0b 38.8±4.3a 17.3±2.8 - 93.4±2.1 94.0±1.8 Matsuoka et al. (2006)*** 

 50 mM 59.0±2.9b 47.5±4.3a 49.0±8.9 44.0±1.2 5.4±0.68 9.7±2.60 Bucak et al. (2007)** 

 100 mM 56.0±2.9ab 47.5±4.3a 44.8±5.7 44.0±1.2 6.2±0.58 9.7±2.60  
 62.5 mM 17 4 27 17 26 28 Soylu et al. (2007)*** 

 50 mM 68.0±2.9c 62.5±3.3bc 66.1±2.8c 61.4±3.1bc - - Uysal and Bucak (2009)*** 

 100 mM 72.0±3.7c 62.5±3.3bc 68.2±3.9c 61.4±3.1bc - -  
 150 mM 28.5±4.2a 62.5±3.3bc 26.9±3.8a 61.4±3.1bc - -  
 100 mM 49.2±2.7a 23.7±2.7b 36.5±2.6a 16.4±26b 65.3±3.5 49.2±3.5 Tonieto et al. (2010)*** 

 50 mM 51bcd 40e 49bc 42d 12bc 14a Jafaroghli et al. (2010)*** 

 70 mM 55bc 40e 55ab 42d 9ed 14a  
 100 mM 62a 40e 59a 42d 7e 14a  
 50 mM 32.6ef 26.8cde 48.5abc 36.9a 6.3ab 10.0bc Cirit et al. (2013)*****, **, ***** 

 100 mM 26.6cde 26.8cde 54.6c 36.9a 5.7ab 10.0bc  
 50 mM 52b 44c 49b 40d - - Najafi et al. (2013)*** 

 100 mM 62a 44c 56a 40d - -  
หมายเหตุ :  * (P<0.1), **(P<0.01), ***(P<0.05), **** (P<0.001), ***** (P<0.0001) 
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ตารางที่ 2.2 ระดับความเข้มข้นของทรีฮาโลสต่อเปอร์เช็นต์ motility, membrane integrity และ acrosome integrity ของอสุจิในสัตว์แต่ละชนิด (ต่อ) 
 
ชนิดสัตว์ ความเข้มข้น Motility (%) Membrane integrity (%) Acrosome Integrity (%) ที่มา 

ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - 
โค 0.2 M 3.0 57.7 - - 59.0 57.3 Woelder et al. (1997)*** 

 25 mM 38.34±1.35b 36.88±1.53b 36.87±1.95b 36.32±2.11b 55.26±1.32c 53.40±1.85c Hu et al. (2010)***

 50 mM 44.36±1.83a 36.88±1.53b 38.73±1.74b 36.32±2.11b 59.47±1.03b 53.40±1.85c  
 100 mM 46.61±1.62a 36.88±1.53b 44.33±1.71a 36.32±2.11b 64.78±1.35a 53.40±1.85c  
 200 mM 35.30±1.37b 36.88±1.53b 34.43±2.14b 36.32±2.11b 51.33±1.77c 53.40±1.85c  
 100 mM 47±1.15 36±3.05 50±1.52 37.667±3.38 - - Chhillar et al. (2012)*** 

แพะ 25 mM 66.0±2.9ab 62.0±1.8a - - 49a 40a Aboagla and Terada (2003)*** 

 50 mM 69.0±3.1bc 62.0±1.8a - - 50a 40a  
 75 mM 73.0±2.5bc 62.0±1.8a - - 60bc 40a  
 100 mM 78.0±1.8c 62.0±1.8a - - 65c 40a  
 50 mM 43.54±0.72de 35.45±0.69f 45.72±0.94c 35.65±0.74e 10.11±0.47b 16.11±0.49c Khalili et al. (2009)*** 

 75 mM 50.36±0.54b 35.45±0.69f 49.32±0.81b 35.65±0.74e 9.15±0.47ab 16.11±0.49c  
 100 mM 52.36±0.60a 35.45±0.69f 54.54±0.70a 35.65±0.74e 8.05±0.47a 16.11±0.49c  
 12.5 mM 54.4±5.21bc 46.3±6.32b 50.9±2.74bc 51.4±3.35bc 2.6±0.38a 2.5±0.33a Tuncer et al. (2013)****, **, *** 

 25 mM 61.9±3.40c 46.3±6.32b 56.1±2.57c 51.4±3.35bc 1.3±0.16a 2.5±0.33a  
หมายเหตุ : * (P<0.1), **(P<0.01), ***(P<0.05), **** (P<0.001), ***** (P<0.0001) 
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ตารางที่ 2.2 ระดับความเข้มข้นของทรีฮาโลสต่อเปอร์เช็นต์ motility, membrane integrity และ acrosome integrity ของอสุจิในสัตว์แต่ละชนิด (ต่อ) 
 
ชนิดสัตว์ ความ

เข้มข้น 
Motility (%) Membrane integrity (%) Acrosome Integrity (%) ที่มา 

ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - ทรีฮาโลส - 
แพะ 50 mM 61.9±4.11c 46.3±6.32b 53.9±1.89c 51.4±3.35bc 1.8±0.31a 2.5±0.33a Tuncer et al. (2013) ****, **, *** 

 75 mM 55.0±4.01bc 46.3±6.32b 51.3±3.53bc 51.4±3.35bc 2.0±0.38a 2.5±0.33a  
 100 mM 48.1±2.30bc 46.3±6.32b 44.0±2.08a 51.4±3.35bc 3.3±0.37a 2.5±0.33a  
 150 mM 28.1±5.59a 46.3±6.32b 42.5±2.44a 51.4±3.35bc 8.3±3.61b 2.5±0.33a  
ม้า 9 mM 66 63 - - - - Squires et al. (2004)*** 

สุกร 250 mM 18.59±8.4a 20.31±9.18a - - 70.0±4.33a 35.78±3.57b Gutiérrez-Pérez et al. (2009)*** 

 25 mM 37b 30c 36b 30c 54b 38c Hu et al. (2009)***

 50 mM 47b 30c 38b 30c 63a 38c  
 100 mM 50a 30c 45a 30c 67a 38c  
 200 mM 38b 30c 39b 30c 65a 38c  
สุนัข 70 mM 59.3±2.8de 50.7±4.3bcd - - 42.1±2.3a 55.1±2.2c Yildiz et al. (2000)*** 

 0.375 M 68.3±1.6b-
72.0±2.5b 

55.0±2.8a-
63.3±4.4ab 

- - 76.3±2.0-
83.0±1.7 

77.3±2.6-
81.0±4.6 

Yamashiro et al. (2007)*** 

หนู 0.3 M 62 42 42 24 - - Sztein et al. (2001)** 

หมายเหตุ :* (P<0.1), **(P<0.01), ***(P<0.05), **** (P<0.001), ***** (P<0.0001) 
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2.8  การแช่แข็งตัวอสุจิ (sperm freezing) 
 
 ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแช่แข็งในสัตว์แต่ละชนิด มีปัจจัยที่ต้องนํามาพิจารณาเพ่ือกําหนด
ความเหมาะสมในวิธีการแช่แข็งนํ้าเช้ือ เพ่ือให้ได้นํ้าเช้ือเมื่อทําละลายแล้วมีคุณภาพดีที่สุดเท่าที่จะ
เป็นไปได้ คือ 1) ชนิดและระดับของสารที่ใช้ป้องกันความเสียหายจากกระบวนการแช่แข็งและทําละลาย 
2) อัตราการลดอุณหภูมิจนถึงสภาพแข็งเพ่ือควบคุมการเกิดผลึกนํ้าแข็ง 3) อัตราการทําละลายเพ่ือให้
เซลล์กลับคืนสูส่ภาพปกติ (เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข, 2550) โดยธรรมชาติแล้วเมื่อเจือจาง
นํ้าเช้ือด้วยนํ้ายาเจือจาง จะเกิดผลต่อตัวอสุจิไม่มากก็น้อย ขึ้นอยู่กับสูตรนํ้ายาเจือจาง และระยะเวลา 
เมื่อลดอุณหภูมิลงอสุจิมักเกิดการ ช็อค (cold shock)  เน่ืองจากอุณหภูมิที่ตํ่า โดยเฉพาะการลด
อุณหภูมิอย่างรวดเร็ว โดยปรากฏการณ์ที่พบ คือ หางอสุจิงอพับ สูญเสียความสามารถในการเคลื่อนที่ 
เมื่อสารป้องกันการเยือกแข็งถูกเติมลงไปและปรับสมดุลกับนํ้าเช้ือ จะเร่ิมเข้าสู่กระบวนการแช่แข็ง 
อัตราในการแช่แข็งน้ันค่อนข้างหลากหลายขึ้นอยู่กับสัตว์แต่ละชนิด และลักษณะภาชนะบรรจุ โดย
ขณะที่การแช่แข็งเร่ิมขึ้นและอุณหภูมิเร่ิมลดลงจาก 5 ถงึ -15 องศาเซลเซียส (ซึ่งอธิบายได้ว่าเป็น
ช่วงเวลาที่ผลึกนํ้าแข็งเริ่มก่อตัวขึ้นในสารละลายรอบๆ เซลล์ ในขณะทีส่ว่นที่อยู่ภายในเซลล์ยังไม่
แข็งตัว) โดยทั่วไปแล้วอุณหภูมิวิกฤตสําหรับเซลล์ระหว่างการแช่แข็ง คือ อุณหภูมิระหว่าง -15 ถึง -16 
องศาเซลเซียส อสุจิจะพบอุณหภูมิวิกฤต 2 ครั้ง โดยคร้ังแรกจะเกิดขึ้นในขณะแช่แข็ง ครั้งที่สองในขณะ
ทําละลาย ขณะแช่แข็งที่ -196 องศาเซลเซยีส สภาวะต่างๆ ที่เก่ียวข้องกบัการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ
ไม่มี เน่ืองจากอุณหภูมิตํ่ากว่า -130 องศาเซลเซียส และสภาพนํ้าเช้ือจะเป็นผลึกที่คงตัว สันนิษฐานได้
ว่าอาจเป็นเพราะรูของเย่ือหุ้มเซลล์มีขนาดเล็กเกินไปที่ผลึกนํ้าแข็งจะแพร่กระจายเข้ามาได้ ด้วยเหตุน้ี
การที่จะเกิดผลึกนํ้าแข็งในเซลล์จึงถูกขัดขวางไว้ (Hammerstedt et al., 1990; Parks and Graham, 
1992) เน่ืองจากนํ้าที่เย็นมากภายในเซลลม์ีคุณสมบัติทางเคมีต่างจากนํ้าภายนอกเซลล์ ดังน้ันจึงเกิดการ
ไหลออกและแข็งตัวอยู่ภายนอก และเมื่ออุณหภูมิลดลงอย่างต่อเน่ืองและน้ําภายนอกเร่ิมแข็งตัว เซลล์
จะตกอยู่ในสภาวะไฮเปอร์โทนิก (hypertonic) และความเข้มข้นของเกลอืภายนอกเซลล์ก็สูงข้ึนด้วย 
เป็นเหตุให้นํ้าไหลออกเพ่ิมมากขึ้น ซึ่งการทีนํ้่าไหลออกนอกเซลล์น้ันจะช่วยลดความเสียหายที่มีโอกาส
เกิดขึ้นจากการเกิดผลึกนํ้าแข็งภายในเซลล์ได้ ดังแสดงในภาพประกอบ 2.8 ดังน้ันอัตราในการแช่แข็ง 
จึงกลายเป็นสิ่งสําคัญต่อจํานวนการก่อตัวข้ึนของผลึกนํ้าแข็งภายในเซลล์ ถ้าหากว่าจัดช่วงเวลาเร็ว
เกินไปไม่เพียงพอที่จะทําให้นํ้าออกจากเซลล์ได้ทันและผลกึนํ้าแข็งขนาดใหญ่ภายในเซลล์สามารถก่อตัว
ขึ้นได้ จะไปเพ่ิมโอกาสทําให้เย่ือหุ้มเซลล์เสยีหายจากการเกิดผลึกนํ้าแข็งหรือเป็นผลจากการ
เปลี่ยนแปลงปริมาตรอย่างรวดเร็วจนเยื่อหุ้มเซลล์ไม่สามารถรองรับได้ (Harmmerstedt et al., 1990; 
Watson, 1995) แต่ถ้าใช้เวลาในการแช่แข็งช้าเกินไปก็จะทําให้เซลล์สญูเสียนํ้าและลดการก่อตัวขึ้นของ
ผลึกนํ้าแข็ง อย่างไรก็ตามเซลล์ที่ตกอยู่ในสารละลายเข้มขน้เป็นเวลานาน เซลล์จะมีการสูญเสียเฉพาะใน
ขณะที่เกิดการดึงนํ้ากลับเข้าเซลล์อีกครั้งเท่าน้ัน จึงทําให้เห็นได้ว่าอัตราการแช่แข็งที่เหมาะสมน้ันขึน้อยู่
กับลักษณะของภาชนะบรรจุ ปริมาตร และขั้นตอนในการแช่แข็ง ซึ่งต้องมีการพิจารณาไปตามสัตว์ 
แต่ละชนิด 
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ภาพประกอบ 2.8  สภาพเซลล์อสจุิของสัตว์ทั่วไปเมื่อมีการลดอุณหภูมิและการละลาย 
     ในอุณหภูมิที่แตกต่างกัน 
ที่มา: Hammerstedt (1995) 
 
2.9 การละลายน้ําเชื้อแช่แขง็ 
 
 นํ้าเช้ือแช่แข็งที่ทําการแช่แขง็ด้วยการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว ซึ่งจะทําให้นํ้ายังคงเหลืออยู่ใน
เซลลใ์นปริมาณมากน้ัน หากทําการละลายด้วยอัตราการละลายช้า จะทําให้อสุจิรอดตายตํ่า เน่ืองจาก
ทําให้เกิดการก่อตัวของนํ้าแข็งขนาดใหญ่ภายในเซลล์ เกิดผลึกรูปทรงแหลมตลอดจนเกดิ dilution 
shock นํ้าเช้ือแช่แข็งที่ลดอุณหภูมิช้าซึ่งภายในเซลล์เหลอืนํ้าอยู่น้อยจะต้องทําการละลายอย่างช้า 
เพ่ือให้มีโอกาสซึมเข้าเซลล์ได้ในอัตราที่เหมาะสม หากทําการละลายด้วยอุณหภูมิที่สูง ซึ่งทําให ้
การละลายเป็นไปได้อย่างรวดเร็ว ผนังเซลล์อสุจิอาจเกิดความเสียหายจากการไหลเข้าหาน้ําได้ (เทวินทร์ 
วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข, 2550) 
  
2.10  การเกิด Reactive Oxygen Species (ROS) 
 
 เมื่อเซลลท์ี่มีชีวิตถูกเก็บอยู่ในสภาวะที่ใช้ออกซิเจน เช่น ระหว่างการแช่เย็น แช่แข็ง และ
ละลายตัวอสุจิ จะต้องการออกซิเจนเพ่ือไปช่วยในกระบวนการสันดาป แต่อย่างไรก็ตามผลิตผลจากการ
สันดาปออกซิเจนที่มากเกินไป คือ ROS จะเป็นสาเหตุทําให้เซลล์เสียหายและเกิดการตายได้ โดย ROS 
คือพวกอนุมูลอิสระ ที่มีอิเล็คตรอนไม่เข้าคู่ เช่น superoxide radicals (O2

-), hydroxyl radicals 
(OH•) หรือ hydrogen peroxide (H2O2) (Thuwanut, 2007) ซึ่งในระหว่างกระบวนการแช่แข็งอสจุิ
จะถูกทําให้เกิดการช็อคจากความเย็นและสัมผสักับออกซิเจนในบรรยากาศ ทําให้ไวต่อการเกิดปฏิกิริยา
ลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน เน่ืองจากมีการสร้าง reactive oxygen species (ROS) ที่สูงข้ึน ความเสียหายที่
ย่ิงไปกว่าน้ัน คือ ROS มีความเกี่ยวข้องทางสรีรวิทยาในการรักษาความสามารถในการปฏิสนธิและ
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กระบวนการคาปาซิเตช่ัน (capacitation)/อะโครโซมรีแอคช่ัน (acrosome reaction) ของตัวอสุจิ  
โดย ROS ที่มากเกินไปจะไปทําให้ความสามารถในการเคลื่อนที่และการปฏิสนธิน้ันลดน้อยลง 
(Baumber et al., 2000; Bucak et al., 2008) นอกจากน้ีการผลิต ROS ในปริมาณมากจากตัวอสุจิ 
ที่ไม่โตเต็มที่และอสุจิที่มีรูปร่างไม่ปกติ และระดับของ ROS (superoxide, hydroxyl, hydrogen 
peroxide, nitricoxide, peroxynitrile) ทีสู่งน้ันเป็นอันตรายต่อการเคลื่อนที่ การมีชีวิตรอด และ 
การทํางานของตัวอสุจิ เน่ืองจากเกิดปฏิกิริยากับไขมันที่บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ โปรตีน นิวเคลียสและ 
mitochondrial DNA ซึ่งกระบวนการที่ก่อให้เกิดความเสยีหายขึ้นอยู่กับเย่ือหุ้มเซลลอ์สุจิของสัตว์ที่เต็ม
ไปด้วยกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวเป็นจํานวนมาก ส่งผลให้เย่ือหุ้มเซลล์มีความเหลวมาก แต่ในขณะเดียวกัน
ก็ทําให้ไวต่อการที่พวกอนุมูลอิสระจะเหน่ียวนําให้ตัวอสุจิเกิดความเสียหายเน่ืองจากปฏิกิริยา 
เปอร์ออกซิเดช่ัน (peroxidation damage) (Sikka, 2004) 
 
2.11 การเกิด oxidative stress และการเกิด lipid peroxidation ที่เยื่อหุ้มเซลลอ์สุจิ 
 
 ความเสียหายจากปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดช่ันที่เกิดขึ้นเริ่มต้นจากการผลิต ROS ในปรมิาณมาก
ระหว่างการเกิด oxidative stress ซึ่งทําใหเ้กิดการสูญเสยีการทํางานของเย่ือหุ้มเซลลร์วมถึงเกิดความ
เสียหายของ DNA ที่ส่วนหัวของอสุจิด้วย (Agarwal and Said, 2003) ภายใต้สภาวะปกติตัวอสุจิที่ 
DNA เสียหายน้ันจะไม่สามารถเข้าสู่กระบวนการปฏิสนธิได้ ที่เป็นเช่นน้ีเพราะว่าปฏิกิริยาเปอร์ออกซิ
เดช่ันที่เกิดขึ้นน้ันได้ไปเพ่ิมความเสียหายต่อเย่ือหุ้มเซลลอ์สุจิด้วยเช่นกัน โดยปกติในเน้ือเย่ือทุกชนิดจะ
ปรากฏกลไกการทํางานของสารต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์และสารที่หลั่งออกมาจะไปยังย้ังการผลิต 
ROS และต่อต้านป้องกันไม่ให้เซลล์เกิดความเสียหายจากปฏิกิริยาออกซิเดช่ัน ดังน้ัน ในทางทฤษฎี 
การเสริมสารต้านอนุมูลอิสระจะสามารถป้องกันและขัดขวางไม่ให้เกิดความเสียหายจากปฏิกิริยา ROS 
ซึ่งโดยทั่วไปแล้วสิ่งที่มีอิทธิพลต่อการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันในเซลล์มากทีสุ่ดคือ การเข้าไป
รบกวนโครงสร้างและหน้าที่ของเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิ ซึ่งจากกลไก การป้องกันที่เย่ือหุ้มเซลล์อสุจ ิการที่เย่ือ
หุ้มเซลล์ม ีNADH และกลูตาไทโอนในระดับตํ่าน้ันจะส่งผลให้ไปเพ่ิมการทํางานของเอนไซม์กลูตาไทโอน
เปอร์ออกซิเดส (glutathione peroxidase) ในการขนย้ายผลิตผลจากการสันดาปลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน 
(metabolites of lipid peroxidation) และจะส่งผลต่อปริมาณแคลเซยีม (Ca2) และสภาวะการปรับ
สมดุล (homeostasis) ของเซลล์อีกด้วย (Sikka, 2004) และเมื่อความสมดุลของแคลเซียมมีการ
เปลี่ยนแปลงไปก็จะส่งผลเสยีต่อการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (Aaberg et al., 1989; Sikka, 2004) ตามมา  
 อย่างไรก็ตามการเพ่ิมขึ้นของปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน ขึ้นอยู่กับกระบวนการต้านอนุมูล
อิสระที่ทํางานโดยตัวอสุจิ โดยหน่ึงในผลิตภัณฑ์ของการสลายปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน คือ 
malondialdehyde ซึ่งผลิตภัณฑ์ตัวน้ีถูกใช้ในการตรวจวิเคราะห์ทางชีวเคมีเพ่ือตรวจวัดระดับความ
เสียหายของตัวอสุจิจากปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดช่ัน (Aitken et al., 1989; Aitken and Fisher, 1994) 
 มีรายงานว่าอนุมูลออกซิเจนอิสระ (superoxide radicals; O2-•) จะถูกผลิตขึ้นระหว่าง
กระบวนการแช่แข็งและทําละลายตัวอสุจิโค (Chatterjee and Gagnon, 2001) และสุนัข (Michael 
et al., 2007) นอกจากน้ียังมีรายงานอีกด้วยว่า วงรอบในการแช่แข็งและการทําละลายทําให้ระดับของ
สารต้านอนุมูลอิสระจําพวกกลูตาไทโอน (GSH) ซุปเปอร์ออกไซด์ดิสมิวเตส (superoxide dismutase; 
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SOD) ลดลง ซึง่เป็นการบ่งบอกว่า ROS สามารถเป็นสาเหตุที่ทําให้ตัวอสุจิเกิดความเสียหายในระหว่าง
กระบวนการแช่แข็งได้ (Thuwanut, 2007) 
 
2.12 ผลของสารตา้นอนุมูลอิสระต่อการเกิด oxidative stress และการทํางานของอสุจิ 
 
  สารต้านอนุมูลอิสระในน้ําเช้ือน้ันสามารถเกดิขึ้นได้ในสภาวะปกติจากการเมตาบอลิซึมของ
ออกซิเจน จะอยู่ในรูป reactive oxygen species (ROS) ซึ่งเป็นสารอนุมูลอิสระทีม่คีุณสมบัติใน 
การเป็นตัวออกซิแดนซ์สูง ประกอบด้วย ซุปเปอร์ออกไซด์แอนไอออน (superoxide anion, O2

•-), 
ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide, H2O2), เพอร์รอกซ์ซิลล ์(peroxyl radicals) และ 
ไฮดรอกซ์ซิลล ์(hydroxyl radicals, HO•) โดยสภาวะปกติน้ันการมีสารต้านอนุมูลอิสระในน้ําเช้ือจะ
สามารถพบได้ในปริมาณเล็กน้อยเน่ืองจากในนํ้าเลี้ยงเช้ือ (seminal plasma) มีสารต้านอนุมูลอิสระ
เป็นองค์ประกอบทําให้เกิดสมดุลขึ้น ซึ่งเป็นผลดีในการช่วยกระตุ้นการเกิดปฏิกิริยา capacitation  
ของตัวอสุจิ กระตุ้นการเกิดการยึดเกาะกันของตัวอสุจิกับช้ัน zona pellucida ของไข่ และเป็นสารช่วย
กระตุ้นการเกิดปฏิกิริยา acrosome reaction อย่างไรก็ตามเมื่อนํานํ้าเช้ือมาผ่านขั้นตอนต่างๆ ใน
กระบวนการผลิตนํ้าเช้ือแช่แข็งจะทําให้ปริมาณของน้ําเลี้ยงเช้ือลดลง ส่งผลให้ปริมาณสารต้านอนุมูล
อิสระลดลงด้วย ทําให้เกิดการเพ่ิมสูงข้ึนของอนุมูลอิสระในนํ้าเช้ือ ซึ่งสามารถก่อให้เกิดอันตรายกับตัว
อสุจิได้ โดยพบว่าการมีระดับสารอนุมูลอิสระที่มากเกินไปจะส่งผลให้เกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน 
(lipid peroxidation) ที่บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิซึ่งมีกรดไขมันเป็นองค์ประกอบหลักส่งผลให้เย่ือหุ้ม
เซลลม์ีความชุ่มฉ่ําลดลง (decrease fluidity) และพบการแตกออกของสาย DNA (DNA 
fragmentation) การเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันที่มากเกินไปจะส่งผลใหค้วามสามารถใน 
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิลดน้อยลงและลดความสามารถในการเกิดการรวมตัวกันของอสุจิและไข่ใน 
การเกิดการปฏิสนธิ (Kim and Parthasarathy, 1998; Roca et al., 2005; Sheweita et al., 2005; 
Robaire, 2006) 
  ภายใต้สภาวะทางสรีรวิทยาปกติ (normal physiologic conditions) เซมินอล พลาสมา 
และตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ปกติจะไม่ผลิต ROS ในระดับสูง ซึ่งจะไม่ตรวจพบในนํ้าเช้ือของคนหรือสัตว์ปกติ 
ในทางกลับกันจะมีการตรวจพบระดับ ROS จากคนไข้ที่ไมส่มบูรณ์พันธ์ุ (infertile patients) และอสจุิที่
มีรูปร่างไม่ปกติก็สามารถผลติ ROS เพ่ิมขึ้นได้เช่นกัน (Sharma, Agarwal, 1996; Ramanda et al., 
2002) ดังแสดงในภาพประกอบ 2.9 โดย ROS จะเกิดขึ้นจากความหลากหลายขององค์ประกอบของ
อสุจิ เช่น การไม่เคลื่อนที่หรือการท่ีอสุจิมีรูปร่างผิดปกติ มีเม็ดเลือดขาวปน และอสุจทิี่มรีูปร่างปกติ 
แต่การทํางานไม่ปกติ โดยทั่วไปเอนไซม์ที่เป็นตัวกําจัด ROS ประกอบด้วย เอนไซม์ superoxide 
dismutase (SOD) ซึ่งเคยตรวจพบในตัวอสุจิของสิ่งมีชีวิตหลายชนิดรวมทั้ง แกะ มนุษย์ กระต่าย และ
หนู โดยระดับของ SOD ในตัวอสุจิน้ันจะสัมพันธ์โดยตรงกับช่วงเวลาในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ รวมถึง
เอนไซม์ catalase ที่เป็นตัวป้องกันความเสียหายอันเกิดจาก ROS เช่นเดียว กับเอนไซม์ selenium-
containing antioxidase ทีม่ีระบบการขนย้าย ROS รวมท้ังเอนไซม์กลตูาไทโอนเปอร์ออกซิเดส 
(glutathione peroxidase; GSSG) และเอนไซม์กลูตาไทโอนรีดักเตส (glutathione reductase; 
GSH) ที่ซึ่งมีอยู่ในตัวอสุจิ นอกจากน้ีระบบอาจจะทํางานโดยตรงในการเป็นสารต้านอนุมูลอิสระและ 
ยังย้ังการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน และอัตราส่วนระหว่าง GSH/GSSG ทีสู่งจะช่วยให้ตัวอสุจิต่อสู้กับ
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ความเสียหายที่จะเกิดขึ้นกับปฏิกิริยาออกซิเดช่ันได้ดี โดยปกติแล้วความสมดุลคือ การรักษาจํานวนการ
ผลิต ROS และการที่เซลล์กาํจัด ROS ออก โดยที่ความเสียหายของเซลล์จะเกิดขึ้นต่อเมื่อความสมดุลน้ี
ถูกรบกวน โดยเฉพาะอย่างย่ิงเมื่อระบบการขนย้าย (scavenging system) ไม่สามารถกําจัดการเพ่ิมขึ้น
ของ ROS และการไม่สามารถทราบสาเหตุของความไม่สมบูรณ์พันธ์ุได้ (Sikka, 2004) 
 

 
 

ภาพประกอบ 2.9 กลไกในการผลิต ROS เพ่ิมขึ้นจากตัวอสุจิที่มีรูปร่างผดิปกติ 
ที่มา: Ramanda และคณะ (2002) 

 
 จากการศึกษาโดยใช้เซลล์อสจุิที่ไม่มีเซมินอล พลาสมา พบความสัมพันธ์ระหว่างความ
บกพร่องในการทํางานของตัวอสุจิกับระดับ SOD และการผลิต ROS ทั้งเกิดขึ้นตามธรรมชาติหรือ
ภายหลังการกระตุ้นด้วย calcium ionophore ซึ่งสารอ่ืนๆ ในนํ้าเช้ือก็สามารถทําหน้าที่ขนย้าย ROS 
ได้ด้วยเช่นกัน โดยจะทํางานเหมือนกับการทํางานของ SOD หรือ catalase นอกจากนี้โปรตีนจําพวก 
albumin และสารโมเลกุลเลก็อ่ืนๆ เช่น กลตูาไทโอน ไพรูเวท (pyruvate) ทัวรีน (taurine) และไฮ
โปทัวรีน (hypo-taurine) รวมถึงวิตามินอี และวิตามินซีด้วย ที่สามารถปกป้องเน้ือเย่ือจากการเกิด 
oxidative stress ได้ (Sharma and Agarwal, 1996) และจากการรายงานพบว่ากลูตาไทโอนในเซลล์
มีบทบาทต่อกระบวนการทางชีวภาพมากมาย ประกอบด้วยการสังเคราะห์โปรตีน DNA และการขนส่ง
กรดอะมิโน แต่กลูตาไทโอนจะมีบทบาทสําคัญในการปกป้องเซลล์จากการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดช่ันได้
ชัดเจนกว่าบทบาทอ่ืน โดยกลูตาไทโอนมีสว่นร่วมในกลไกการป้องกันที่เก่ียวกับการยับย้ังการเกิด ROS 
รวมถึงการก่อตัวขึ้นของ peroxides ในกระบวนการสันดาปออกซิเจนของเซลล์ด้วย และความเป็นพิษ 
ที่เกิดขึ้นน้ีอาจจะถูกขจัดออกในกระบวนการผ่านทางปฏิกิริยา รีดักช่ัน โดย glutathione peroxidase 
(GPX) ซึ่งจะเปลี่ยนเป็น oxidized glutathione (GSSG) ในทางกลับกัน GSSG จะถกูเปลี่ยนโดย 
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glutathione reductase (GRD) ในขณะทีม่ี NADPH ร่วมด้วยในปฏิกิริยา  ดังแสดงในภาพประกอบ
2.10 (Irvine, 1996) นอกจากน้ีสารประกอบอ่ืนๆ เช่น xenobiotics อาจจะช่วยขจัดความเป็นพิษได้  
โดยมีการทํางานร่วมกันของ glutathione S-transferases และกลูตาไทโอน (Den Boer et al., 
1990b; Irvine, 1996) 
 

 
 
ภาพประกอบ 2.10  กระบวนการเกิดปฏิกิริยาลิปิดออกซิเดช่ันและระบบการป้องกันของเอนไซม์ทีท่ํา  
                   หน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระในตัวอสุจิ ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์อาจจะไป 
     ลดการทํางานของ  superoxide dismutase (SOD), glutathione peroxidase  
     (GPX) และ glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) ตามเส้นประ  
     (-----) ซึ่งเป็นการยอมให้ผลิตผลของ ROS ภายนอกมีผลต่อการสะสม lipid  
     peroxides ที่เป็นพิษและพัฒนาเป็นปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน 
ที่มา: Irvine (1996) 
 
  จากการศึกษาผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลาย (semen 
thawing media; Tm) ในกระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือสุกรแบบแช่แขง็ เสริมกลูตาไทโอนท่ีระดับ 1 
มิลลิโมล และ 5 มิลลิโมล ร่วมกับนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลาย พบว่าอัตราการปฏิสนธิเป็น 
85.08±3.46 และ 97.46±1.46 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (18.52±3.36 
เปอร์เซ็นต์) สามารถสรุป  ได้ว่าการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายมี
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ประสิทธิภาพเพ่ิมความสามารถในการปฏิสนธินอกร่างกายของอสุจิสุกรได้ (P<0.05) (Gadea et al., 
2004) 
 จากการศึกษาข้างต้นทําให้มีการศึกษาต่อเน่ือง โดยทําการประเมินผลของการเสริมกลตูาไท
โอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลาย เพ่ือชดเชยปริมาณกลูตาไทโอนในตัวอสุจิที่สูญเสียไประหว่าง
กระบวนการแช่แข็ง ผลการศกึษาพบว่าการเสริมกลูตาไทโอน ที่ระดับ 1 มิลลิโมล และ 5 มลิลิโมล 
ทําให้มีจํานวนของตัวอสุจิที่ผ่านกระบวนการคาปาซิเตช่ันตํ่ากว่า (15.07±0.59 และ 14.35±0.50 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (16.44±0.77 เปอร์เซ็นต์) (p=0.03) และ 
มีจํานวนอสุจิทีม่ีการเปลี่ยนแปลงปริมาณกลุ่มซลัฟ์ไฮดริลในเย่ือหุ้มเซลลล์ดลง (6.83±0.29 และ 
6.41±0.21 ไมโครโมล/มิลลิลติร/5x106 เซลล์) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (7.24±0.31 ไมโคร
โมล/มิลลิลิตร/5x106 เซลล)์ (P<0.04) จากการศึกษากระบวนการคาปาซิเตช่ัน (39.02±1.65 และ 
42.13±1.74 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) และจาํนวนอสุจิที่เปลี่ยนแปลงปริมาณกลุ่มซลัฟ์ไฮดริลในเย่ือหุ้ม
เซลล ์(32.38±1.08 และ 32.73±1.06 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ที่เสริมกลตูาไทโอนที่ระดับ 1 มิลลิโมล 
และ 5 มิลลิโมล ไม่พบความแตกต่างระหว่างการตายของตัวอสุจิ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(39.96±1.6 และ 32.61±0.95 ตามลําดับ) (ย<0.01) นอกจากน้ียังมีการลดลงของการสร้าง ROS  
ในเซลล์ (1 มิลลิโมล GSH: 74.64±1.64 เปอร์เซ็นต์, 5 มลิลิโมล GSH: 66.32±1.05 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งพบ
ความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (140.45±3.75 เปอร์เซ็นต์) 
(p<0.0001) และตัวอสุจิที่มีความสามารถในการเจาะโอโอไซต์เพ่ิมสูงขึ้นอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) (1 มิลลิโมล GSH: 51.94±2.85 เปอร์เซ็นต์, 5 มิลลิโมล GSH: 58.95±2.92 เปอร์เซ็นต์)  
เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (35.18±2.73 เปอร์เซ็นต์) และยังมีการรายงานอีกด้วยว่าการเสริมก
ลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายสามารถให้ประโยชน์ในการปรับหน้าที่การทํางานและ
ความสามารถในการปฏิสนธิของอสุจิสุกรที่ผา่นการแช่แข็งให้ดีขึ้นได้ (Gadea et al., 2005)  
 Gadea และคณะ (2011) ทาํการศึกษาผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ
หลังการละลาย ที่ระดับ 1 มลิลิโมล และ 5 มิลลิโมล ในอสุจิมนุษย์ เพ่ือหาอัตราการเคลื่อนที่และ 
อัตราการรอดชีวิตของตัวอสุจิ พบว่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิเพ่ิมมากขึ้น (1 มิลลิโมล: 47.10±0.74 
เปอร์เซ็นต์, 5 มิลลิโมล: 48.44±0.70 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญย่ิง
ทางสถิติ (39.68±0.76 เปอร์เซ็นต์) (P<0.01) แต่ไม่พบความแตกต่างระหว่างอัตราการรอดชีวิตของตัว
อสุจิ (1 มิลลิโมล: 39.27±1.05 เปอร์เซ็นต์, 5 มิลลิโมล: 39.11±0.92 เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม (39.42±0.78 เปอร์เซ็นต์) (p<0.05) จากการศึกษาน้ีสามารถสรุปได้ว่าการเสริมกลูตาไท
โอนในสารเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลาย สามารถช่วยให้อัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิเพ่ิมมากขึ้น 
 Gadea และคณะ  (2013) ได้ทําการศึกษาผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจาง
น้ําเช้ือหลังการละลายในอสุจแิพะ ที่ระดับ 1 มิลลิโมล และ 5 มิลลิโมล พบว่าสามารถเพ่ิมอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิได้ (1 มิลลิโมล: 60.3±1.1 เปอร์เซ็นต์, 5 มิลลิโมล: 59.9±1.3 เปอร์เซ็นต์) อย่างมี
นัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (53.8±1.5 เปอร์เซ็นต์) ลดจํานวนตัว
อสุจิที่ผ่านกระบวนการคาปาซิเตช่ัน  (1 มิลลิโมล: 49.75±1.44 เปอร์เซ็นต์, 5 มิลลิโมล: 46.50±1.54 
เปอร์เซ็นต์) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคมุ (51.51±1.66 เปอร์เซ็นต์) (p<0.01) ช่วยเพิ่มอัตราการ
รอดชีวิตและเพ่ิมจํานวนอะโครโซมท่ีไม่ถูกทําลาย ที่ระดับ 5 มิลลิโมล (47.87±1.46 เปอร์เซ็นต์)  
พบความแตกต่างอย่างมีนัยย่ิงสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (42.29±1.54 
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เปอร์เซ็นต์) (P<0.01) แต่ไมพ่บความแตกต่างที่ระดับ 1 มิลลิโมล (44.15±1.37 เปอร์เซ็นต์) ลดอัตรา
การเกิดปฏิกิริยา ROS ภายในเซลล ์(1 มิลลิโมล: 12.57±1.23 ไมโครเมตร/มิลลิลิตร/5x106 เซลล,์ 5 
มิลลิโมล: 11.76±0.97 ไมโครโมล/มิลลิลิตร/5x106 เซลล)์ อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มควบคมุ (21.40±2.33 ไมโครโมล/มิลลลิิตร/5x106 เซลล)์ (p<0.01) และช่วยลดอัตราการเกาะ
กลุ่มของโครมาติน (1 มิลลิโมล: 8.38±1.00 เปอร์เซ็นต์, 5 มิลลิโมล: 3.36±0.48 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัย
ย่ิงสําคัญทางสถิติ (p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (21.47±5.63 เปอร์เซ็นต์) นอกจากน้ียังมี
การศึกษาเปรียบเทียบการเสริมระหว่าง reduced glutathione (GSH) ที่ระดับ 5 มิลลิโมล และ 
oxidized glutathione (GSSG) ที่ระดับ 2.5 มิลลิโมล ในสารเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลาย เพ่ือช่วย
เพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่ เพ่ิมอัตราการอดชีวิตและลดการเกิดปฏิกิริยา ROS ภายในเซลล์ พบว่าการเสริม 
GSH ที่ระดับ 5 มิลลิโมล สามารถเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่ เพ่ิมอัตราการรอดชีวิตและลดการเกิดปฏิกิริยา 
ROS ภายในเซลล์ได้อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) (55.35±0.84, 45.54±1.35 เปอร์เซ็นต์, 
3.22±0.23 ไมโครเมตร/มิลลลิิตร/5x106 เซลล์ ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
(50.23±0.84, 41.00±1.26 เปอร์เซ็นต์ และ 4.66±0.43 ไมโครโมล/มลิลิลิตร/5x106 เซลล ์ตามลําดับ) 
แต่ไม่พบความแตกต่างของการเสริม GSSG ที่ระดับ 2.5 มิลลิโมล (49.03±0.88, 42.15±1.21 
เปอร์เซ็นต์, 4.46±0.40 ไมโครโมล/มลิลิลติร/5x106 เซลล์ ตามลําดับ) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม   
 จากการศึกษาที่ผ่านมาจะเหน็ได้ว่าการเสริมกลูตาไทโอนลงในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ 
หลังการละลาย ช่วยเพ่ิมความสามารถในการปฏิสนธินอกร่างกายของอสุจิ (Gadea et al.,2004; 
2005) ช่วยลดจํานวนตัวอสุจิที่ผ่านกระบวนการคาปาซิเตช่ัน ลดการเกิดปฏิกิริยา ROS ภายในเซลล์ 
และเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิได้ เมื่อผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
(Gadea et al., 2005; 2011; 2013)  
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนนิการวิจัย 
 
3.1  แผนการดําเนนิการวิจัย 
 
 การศึกษาผลของชนิดนํ้ายาเจือจางที่เหมาะสมที่มีการเสริมทรีฮาโลสในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือ 
และการเสริมกลูตาไทโอนในสารเจือจางหลังการละลายนํ้าเช้ือต่ออสุจิไก่พ้ืนเมืองที่เก็บรักษาด้วยวิธีการ
แช่แข็ง ประกอบด้วย 3 การทดลอง ดังต่อไปนี้ คือ 
   3.1.1 การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่อคุณภาพนํ้าเช้ือและอัตราการ 
ผสมติด ในไก่พ้ืนเมืองที่เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง โดยกลุ่ม การศึกษาทั้งหมดแบ่ง ออกเป็น 4 กลุ่ม คอื
    วิธีการทดลอง 
     สัตว์ทดลองและโรงเรือน 
     ทําการศึกษาโดยใช้พ่อพันธ์ุไก่พ้ืนเมืองพันธ์ุประดู่หางดํา อายุเฉลี่ย 10 เดือน 
จํานวน 24 ตัว แยกเลี้ยงขังกรงเด่ียว และได้รับอาหารประมาณ 130 กรัม/ตัว/วัน ทําการถ่ายพยาธิ
ภายในและตัดขนรอบทวาร การทดสอบอัตราการผสมติด ใช้แม่ไก่ไข่พันธ์ุทางการค้าจํานวน 48 ตัว  
อายุ 35 สัปดาห์ มีเปอร์เซ็นต์การให้ไข่ไม่ตํ่ากว่า 85 เปอร์เซ็นต์ ได้รับอาหารประมาณ 120 กรัม/ตัว/วัน 
สัตว์ได้รับนํ้าสะอาดเต็มที่ เลี้ยงในโรงเรือนแบบเปิด ได้รับแสงตามธรรมชาติ ทั้งน้ีได้รับอนุญาตจาก
คณะกรรมการด้านจรรณยาบรรณและมาตรฐานในการใช้สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลัยขอนแก่น  
(เลขที ่ศธ 0514.1.12. 2/31) 
     แบ่งกลุ่มทดลองออกเป็น 4 กลุ่ม ดังน้ี 

   กลุ่มที ่1 นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm 
      กลุ่มที ่2 นํ้ายาเจือจางสูตร IGGKPh 
      กลุ่มที ่3 นํ้ายาเจือจางสูตร EK  
      กลุ่มที ่4 นํ้ายาเจือจางสูตร PVP base medium 

   นํ้ายาเจือจาง 
    นํ้ายาเจือจางที่ใช้ศึกษา ได้แก่ สูตร Schramm (Schramm, 1991), สูตร IGGKPh 
(Surai and Whishart, 1996), สูตร EK (Partyka et al., 2010) และสูตร PVP based Medium 
(Santiago-Moreno et al., 2012) ดังแสดงในตารางที่ 3.1 สารเคมีทีใ่ช้ในการประกอบสูตรนํ้ายา 
เป็นผลิตภัณฑ์ของ Sigma และน้ําที่ใช้ละลายเป็นนํ้ากลั่น 2 คร้ัง ซึ่งทําการเตรียมนํ้ายาเจือจางคร้ัง 100 
มิลลลิิตร/สูตร 
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ตารางที่ 3.1 องค์ประกอบทางเคมีของสูตรนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ 
 

ส่วนประกอบทางเคมี 
ของน้ํายาเจือจาง 

ชนิดของน้ํายาเจือจาง (กรัม/100 มิลลิลติร) 
Schramm IGGKPh EK  PVP 

Magnesium acetate 0.07   0.08 
Potassium citrate  0.14 0.14  
Potassium acetate 0.50   0.50 
Sodium glutamate 2.85 1.40 1.40 1.92 
Dipotassium hydrogen phosphate  0.98   
Sodium dihydrogen phosphate  0.21 0.21  
Protamine sulfate   0.02  
Anhydrous sodium hydrogen 
phosphate 

  0.98  

Glucose 0.50 0.90 0.70  
Fructose    0.20  
Inositol 0.25 0.90 0.70  
Polyvinylpyrrolidone (PVP)   0.10 0.30 
Osmolality (mOsm) 416 397 395 348 
หมายเหตุ: นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm diluents (Schramm, 1991), สูตร IGGKPh (Surai and  
              Whishart, 1996), สูตร EK diluents (Partyka et al., 2010) และสูตร PVP based  
        Medium (Santiago-Moreno et al., 2012) 
 
   วิธีการวิจัย 
    การรีดเก็บนํ้าเช้ือ 
            ดําเนินการรีดโดยใช้ 2 คนช่วย ตามวิธีการ (Burrow and Quinn, 1935)  
มีการดัดแปลงวิธีการเพ่ือความสะดวกในการปฏิบัติงาน โดยคนหน่ึงเป็นผู้จับไก่อีกคนหน่ึงเป็นผู้รีด  
มีการตัดขนและทําความสะอาดบริเวณ cloaca การกระตุ้นก่อนการรีด กระทําโดยการลูบหลังพ่อพันธ์ุ
ด้วยฝ่ามือ (อาจใช้มืออีกข้างหน่ึงลูบท้องช่วยด้วย) เมื่อลูบถึงโคนหางพ่อพันธ์ุจะมีการตอบสนอง  
โดยการกระดกหางข้ึนและมอีาการเกร็งที่ขา รีบเก็บนํ้าเช้ือโดยใช้น้ิวหัวแม่มือและน้ิวช้ีของมือกดเข้าไป
ทั้งสองข้างของ cloaca คือบริเวณท่ีนุ่มของฐานกระดูกทันที ใช้แรงบีบพอประมาณนํ้าเช้ือจะพุ่งหรือ
ไหลออกมา รองรับนํ้าเช้ือด้วยหลอดขนาด 1.5 มิลลิลิตร การรีดเก็บนํ้าเช้ือไก่พ่อพันธ์ุควรต้องระวังไม่ให้
มีการปนเป้ือนของมูลไก่ นํ้าเช้ือไก่ที่รีดได้มีปริมาตรประมาณ 100-500 ไมโครลิตร มีสขีาวข้น 
ความเข้มข้นของอสุจิประมาณ 5,000 ล้านตัว/มิลลิลิตร จากน้ันทําการตรวจคุณภาพก่อน โดยเลือก 
การเคลื่อนที่ไม่ตํ่ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์และมีการเคลื่อนทีเ่ป็นคลื่น นําน้าํเช้ือที่รีดได้มารวมกัน (pooled 
semen) เพ่ือนําไปใช้ในงานทดลองต่อไป 
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     การเจือจางนํ้าเช้ือ  
            ในการเจือจางนํ้าเช้ือ ทั้งนํ้าเช้ือและนํ้ายาเจือจางต้องมีอุณหภูมิใกล้เคียงกัน 
เจือจางนํ้าเช้ือภายหลังการรีดเก็บและตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือภายในระยะเวลา 15 นาที ภายหลังการรีด
เก็บลดอุณหภูมิของนํ้าเช้ือที่เก็บรักษาโดยใช้เวลาลดอุณหภูมิจาก 20 องศาเซลเซียส ไปที่ 5 องศา
เซลเซียส ใช้เวลาประมาณ 1 ช่ัวโมง อัตราการเจือจางที่ใช้ขึ้นอยู่กับแต่ละการทดลอง (พรจิต สอนสดีา, 
2552) 
     การประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือ 
      การประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือทั้งหมดน้ันจะประเมินโดยผู้วิจัยเพียงคนเดียว 
ประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือสดหลังการรีดเก็บทันที โดยจะประเมินจากสี, วัดปริมาตรโดยใช้ไมโครปิเปต 
(micropipette), การเคลื่อนที่ และการมีชีวิตรอด รวมถึงการประเมินความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์
และอะโครโซมของตัวอสุจิไก่ด้วย 

1. การประเมินความเข้มข้นของตัวอสุจิ โดยใช้ haemocytometer  
เป็นแท่นนับเมด็เลือด มีอยู่หลายแบบ ส่วนใหญใ่น 1 ตารางมิลลิเมตร จะมี 25 ช่องใหญ่ ที่บนหมายเลข 
5 จากน้ันสุ่มนับ 5 ช่อง เลือกบริเวณช่องที่มีการกระจายสม่ําเสมอและปริมาตรท่ีอยู่บนหมายเลข 5 คือ 
25 ช่อง ดังแสดงในภาพที่ 3.1 จะมีนํ้าเช้ืออยู่ประมาณ 0.1x0.1x0.01 = 0.00001 มิลลิลิตร (เทวินทร์ 
วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข,  2550; Chatdarong  et al., 2010) 

 

 
ภาพประกอบ 3.1 อุปกรณ์นับเม็ดเลือด (haemocytometer) 

ที่มา: ดัดแปลงจาก เทวินทร์ วงษ์พระลับ และยุพิน ผาสุข (2550) 
  
          ขั้นตอนวิธีการประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือ  
        1) เจือจางนํ้าเช้ือ 1 ใน 1,000 เท่า โดยเจือจางด้วย 4 เปอร์เซ็นต์ 
NaCl/eosin โดยใช้ปิเปตดูดนํ้าเช้ือ 5 ไมโตรลิตร และดูด 4 เปอร์เซ็นต์ NaCl/eosin 4,995 ไมโครลิตร 
ใส่ลงใน test tube และกลับหลอดไปมาใหเ้ข้ากัน 
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        2) ใช้ cover slip ปิดวางบนแท่น haemocytometer แล้วหยดส่วนผสม
ของน้ําเช้ือในข้อที่ 1 ลงบนตารางทั้ง 2 ด้านของแท่นนับ ตรวจดูของเหลวบรรจุอยู่เต็มช่องว่าง 
ไม่มีฟองอากาศ 
        3) ทิ้งไว้ประมาณ 3-5 นาที เพ่ือให้อสุจิโรยตัวลงบนพ้ืนระนาบเดียวกัน 
จากน้ันนับจํานวนอสุจิในตาราง 5 ช่องใหญ่จาก 25 ช่องของทั้ง 2 ข้าง โดยนับจาก 4 มุม และตรงกลาง 
1 ตาราง 
        4) คํานวณความเข้มข้น โดยหาค่าเฉลี่ยจองจํานวนอสุจิที่นับได้ 5 ตาราง
ใหญ่ของทั้ง 2 ข้าง นํามาค่าเฉลี่ยน้ันมาคูณด้วย 107 จะเป็นจํานวนอสุจิใน 1 มิลลลิิตรของน้ําเช้ือ 
โดยคํานวณจากสูตร 
 
       จํานวนตัวอสุจิต่อ 1 ลูกบาศก์เซนติเมตร      = N x D x 103 ตัว 
                        V 
       N = จํานวนอสุจิที่นับได้ใน 5 ช่อง 
       D = อัตราการเจือจาง 
       V = ปริมาณนํ้าเช้ือที่เจือจางแล้วนับใน 5 ช่องใหญ ่
      ดังน้ันจึงสามารถหาค่าความเข้มข้นของการเจือจางนํ้าเช้ือ 1:1,000 เท่า ดังน้ี 
       พ้ืนที่ 25 ตาราง  = 0.1 x 0.1 ลูกบาศก์เซนติเมตร 
       มีปริมาตร (ลึก 0.01 cm)  = 0.1 x 0.1 x 0.01 มิลลลิิตร 
           = 1/10,000 มิลลลิิตร 
       เจือจางนํ้าเช้ือ  = 1 : 1,000 เท่า 
       นํ้าเช้ือ 5/25  = 1 : 5 
       ค่าเฉลี่ยของตัวอสุจิที่นับได้ 5 ช่อง จาก 25 ช่อง = N 
       ฉะน้ันความเข้มข้นของอสุจิใน 1 มิลลลิิตร = N x 10,000 x 1,000 x 5 เซลล ์
         = N x 108 เซลล์ 
 
      2. ประเมินการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยหยดนํ้าเช้ือ 1 หยด (5-10 ไมโครลิตร)  
ลงบนแผ่นสไลด์กระจกอุ่น (35 องศาเซลเซยีส) ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ขนาด 18 x 18 มิลลิเมตร 
นําไปตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่กําลังขยาย 100 – 400 เท่า ประเมนิ 5 จุด บนแผน่สไลด์และหา
ค่าเฉลี่ยที่ได้ โดยให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เป็น 0-100 เปอร์เซ็นต์ (ดัดแปลงจาก NAFA and ESHRE-
SIGA, 2002)  
    3. การประเมนิคุณภาพอสุจิด้วย Computer-Assisteds Sperm Analyser 
(CASA) โดยใช้เคร่ือง Computer-Assisteds Sperm Analyser ด้วยระบบเคร่ืองของ CASA; HTM-
IVOS รุ่น 10.0D (Hammilton-Thorne Bioscience, Beverly, MA, USA) โดยการนําน้ําเช้ือแช่แข็ง
เจือจางด้วยสารละลายเจือจางอีกครั้ง ที่อัตราการเจือจาง 1 : 15 (นํ้าเช้ือ : นํ้ายาเจือจาง) หยดตัวอย่าง
ลงบนแผ่นสไลด์ ตัวอย่างละ 5 ไมโครลิตร โหลดลงบน Dual Slided Sperm Analysis ปิดด้วย  
cover glass (Hammilton-Thorne Bioscience, Beverly, MA, USA) โดยต้ังค่าอุ่นสไลด์ที่ 30 องศา
เซลเซียส แต่ละตัวอย่างจะวัดค่าของ เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่, เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่แบบตรงไป
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ข้างหน้า, เปอร์เซ็นต์ตัวตาย, เปอร์เซ็นต์ตัวเคลื่อนที่ช้า, เปอร์เซ็นต์ตัวเคลื่อนที่เร็ว, VAP, VCL, ALH, 
BCF, STR และ LIN โดยมีการกําหนดค่า Analysis setup ดังรายละเอียดในตารางที่ 3.2 
 

ตารางที่ 3.2  ค่า Analysis setup 
 

 ค่า Analysis setup 
Temperature (˚C) 37.0 
Apply sort 0 
Frames Acquired 30 
Frames rate (Hz) 60 
Minimum contrast 25 
Minimum Cell Size (pixels) 4 
Minimum Static Contrast 15 
Straightness (STR) Threshold (%) 80 
VAP Cutoff  (μm/sec) 5 
Prog. Min VAP (μm/sec) 20 
VSL Cutoff (μm/sec) 20 
Cell Size (pixels) 4 
Cell Intensity 50 
Static Head Size 0.72-8.82 
Static Head Intensity 0.14-1.84 
Static Elongation 0-47 
Slow Cell Motile Yes 
Magnification 1.92 
Video Frequncy 60 
Bright Field No 
Chamber depth (μm) 20 
Field Selection Mode Auto 

หมายเหตุ : ค่าที่ได้จากการต้ังค่าอุปกรณ์ก่อนทําการวิเคราะห์นํ้าเช้ือไก่ 
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      4. ประเมินการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิไก่หลังการแช่แข็ง ด้วยการย้อมสี 
Fluorescent ประเมินด้วยวิธีการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ด้วยสี SYBER -14 ร่วมกับ propidium iodide 
(PI) (Live/dead® sperm viability kit L7011 Invitrogen USA) ดัดแปลงจากวิธีการของ Partyka  
และคณะ (2010) โดยมีวิธีการดังน้ี นําตัวอย่างนํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจิ 150x106 ตัว/มิลลิลิตร เติม 5 
ไมโครลิตร ของสี SYBR-14 บ่ม 10 นาที และ เติม propidium iodide 5 ไมโครลิตร บ่ม 5 นาที ทํา
การ fixed cell ด้วย 30 ไมโครลิตร 20 เปอร์เซ็นต์ formaldehyde จากน้ันทําการประเมินภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ (fluorescense microscope; Inverted Microscope with 
Micromanipulartor Olympus IX71)  ที่กําลังขยาย 400 เท่า ที่ประกอบด้วยฟิวเตอร์ 3 ชนิด คือ 
UV-2E/C (excitation 340-380 นาโนเมตร และ emission 435-485   นาโนเมตร), B-25/C 
(excitation 465-495 นาโนเมตร และ emission 515-555 นาโนเมตร) และ G-2E/C (excitation 
540-525 นาโนเมตร และ emission 605-655 นาโนเมตร) 
      5. ประเมินระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน โดยการวิเคราะห์จากปริมาณ 
maloaldehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ด้วยวิธี thiobarbituburic acid reactive species (TBARS) ซึ่งตัว
อสุจิจะถูกแยกออกจากสารเจือจางโดยการนําไปป่ันเหว่ียงที่ 4 องศาเซลเซียส 3,000 รอบ เป็นเวลา 15 
นาที และเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ เพ่ือให้อสุจิมีความเข้มข้นสุทธิ 50x106 ตัว/หลอดบรรจุ เย่ือ
หุ้มเซลล์อสุจิจะถูกทําลายโดยใส่ลงในสารทีม่ีอัตราส่วนของ chloroform/methanol (2 : 1) และนาํไป
เจือจางด้วยสารละลายที่มสี่วนประกอบ ดังนี้ 2 มิลลลิิตร 0.36 เปอร์เซ็นต์ thiobarbituric acid 
(Sigma, T550-0), 1 มิลลลิิตร 35 เปอร์เซ็นต์ trichloroacetic acid (Sigma, T6399), 0.1 มิลลลิิตร 
2.78 เปอร์เซ็นต์ ferrous sulfate.7H2O (Ajex, 0906251)  และ 0.1 มิลลิลิตร 0.22 เปอร์เซ็นต์ 
butylated hydroxytoluene (Sigma, B1378)  ใน ethanol ส่วนผสมท้ังหมดจะถูกนําไปต้มเพ่ือทํา
ให้เกิดปฏิกิริยาภายใต้ 100 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที และ TRARS จะถูกสกดัโดยเติม 1 
มิลลลิิตร acetic acid ร่วมกับ 2 มิลลลิิตร chloroform จากน้ันจะเห็นการแยกช้ันของสารในหลอด
ทดลองดูดเอาส่วนบนที่มีสีชมพูออกมา นําไปวัดหาปริมาณ MDA ด้วยเครื่อง UV-visble 
spectrophotometry (Analytikjena Model Specord 250 plus) ที่ความยาวคลื่น 532 นาโนเมตร 
ซึ่งจะใช้สาร 1, 1’, 3, 3’ tetramethoxy-propane (Sigma, 108383)  เป็นสารมาตรฐาน เพ่ือสร้าง
กราฟค่ามาตรฐานออกมา โดยนําค่าที่ได้จากการวัดจากตัวอสุจิไปเทียบหาปริมาณ TBARS ที่เกิดขึ้น 
(ดัดแปลงจาก Aisen et al., 2005; Partyka et al., 2007) 
            การแช่แข็งและละลายนํ้าเช้ือ 
      การทํานํ้าเช้ือแช่แข็งดัดแปลงจาก Vongpralub และคณะ (2011) โดยภายหลังจา
การรีดน้ําเช้ือ นํ้าเช้ือสดที่ได้ในแต่ละครั้งจะถูกนําไปประเมินคุณภาพตามวิธีต่างๆ ข้างต้น โดยนํ้าเช้ือ
ของไก่แต่ละตัวต้องมีอัตราการเคลื่อนที่ไมตํ่่ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์ จากน้ันจึงนํานํ้าเช้ือไก่ทั้งหมดที่ได้มา
รวมกัน (pooled semen) และแบ่งนํ้าเช้ือออกเป็น 4 ส่วน ทําการเจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางทั้ง 4 สูตร 
ได้แก่ Schramm, IGGKPh, EK และสูตร PVP based Medium ในสดัส่วน (นํ้าเช้ือ : นํ้ายาเจือจาง) 1 : 
3 ทําการเก็บรักษาที่อุณหภูม ิ5 องศาเซลเซยีส โดยทําการลดอุณหภูมิไปที่ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 
ช่ัวโมง เติมนํ้ายาเจือจางที่มี 6 เปอร์เซ็นต์ DMF (N, N-Dimethylformamide) (v : v) จากน้ันจึงบรรจุ
นํ้าเช้ือเจือจางลงในหลอดพลาสติก (straw) (IMV ref. A201, AAA 414) ขนาด 0.5 มิลลลิิตร และอุด
ปลายด้านที่เปิดด้วยผง polyvinyl alcohol (IMV ref. A508) เช็ดหลอดให้แห้งด้วยผ้าสะอาดโดยใช้
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เวลาให้สั้นที่สดุเพ่ือป้องกันการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ แล้วนําหลอดบรรจุนํ้าเช้ือวางบนตะแกรงในกลอ่ง
โฟมเหนือไนโตรเจนเหลวบริเวณที่มีอุณหภูมิประมาณ -35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันลด
อุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ก่อนจุ่มหลอดบรรจุนํ้าเช้ือลงใน
ไนโตรเจนเหลวสําหรับเก็บรักษาน้ําเช้ือแช่แข็ง 
     การละลายนํ้าเช้ือแช่แข็ง 
      นําหลอดบรรจุนํ้าเช้ือแช่แข็งออกจากถังไนโตรเจนเหลว จุม่ในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2-5 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที หลอดบรรจุนํ้าเช้ือแช่แข็งมาเช็ดหลอดให้แห้งแล้วตัดปลายเพ่ือถ่ายน้ําเช้ือ
ลงในหลอดรับนํ้าเช้ือที่สะอาดและแช่อยู่ในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้นํ้าไปผสมเทียม 
หรือนํ้าไปตรวจสอบคุณภาพนํ้าเช้ือ หรือทําการผสมเทียมต่อไป 
   การผสมเทียม  
       ดําเนินการตรวจสอบอัตราการผสมติดของชนิดนํ้ายาเจือจางต่อคุณภาพนํ้าเช้ือไก่
พ้ืนเมืองที่เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งในแม่ไก่ไข่ทางการค้า โดยการฉีดนํ้าเช้ือเข้าสู่ช่องคลอดไก่ ตามวิธีการ
ของ Burrows and Quinn, 1937 และมีการดัดแปลงโดยดําเนินการใช้คน 2 คน คือ ผู้ปลิ้นก้นไก่แม่
พันธ์ุและผู้ผสมเทียม (แม่ไก่ที่ใช้เป็นไก่ที่มสีภาพร่างกายท่ีสมบูรณ)์ ทําการฉีดสอดกระบอกฉีดยา 
ขนาด 1 มลิลลิิตร (tuberculin syringe) ที่ถอดเข็มออกและบรรจุนํ้าเช้ือ 0.4 มลิลลิติร สอดเข้าช่อง
คลอดลึกประมาณ 4 เซนติเมตร ดําเนินการผสมเทียมแม่ไก่เพียง 1 ครั้งต่อสัปดาห์ ในช่วงเวลา 15.00-
17.00 น. ทดสอบซ้ําทั้งหมด 6 ครั้ง 
   การเก็บข้อมูลอัตราการผสมติด 
     เร่ิมเก็บไข่ในวันที่ 3 ภายหลังการผสมเทียม รวบรวมไข่ติดต่อกัน 7 วัน นําไข่เข้าฟัก
สัปดาห์ละ 1 ครั้ง นําไข่ที่เข้าฟักมาทดสอบอัตราการผสมติดโดยการส่องไข่เพ่ือดูการเจริญของ 
คัพภะภายหลังฟัก 7 วัน 
 
   อัตราการผสมติด  = จํานวนไข่มีเช้ือทั้งหมด X 100 
                         จํานวนไข่ที่เข้าฟักทั้งหมด 
 
   การวิเคราะห์ข้อมูล 
    วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD)  
นํ้าข้อมูลคุณภาพนํ้าเช้ือและอัตราการผสมติดมาทําการวิเคราะห์หาความแปรปรวน (Analysis of 
Variance: ANOVA) และเปรยีบเทียบค่าความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละทรีทเมนต์ด้วยวิธี 
Duncan’s New Multiple Rang Test (SAS, 1998) 
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3.1.2 การทดลองที่ 2 ศึกษาระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือต่อ 
คุณภาพและอัตราการผสมติดอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการ แช่แข็ง  

   โดยใช้นํ้ายาเจือจางสูตรที่ให้ผลดีที่สุดจากการทดลองท่ี 1 คือ นํ้ายาเจือจางสูตร 
Schramm และสูตร EK นํามาเสริมทรีฮาโลส 0, 5, 10 และ 15 มิลลิโมล  และ 25, 50 และ 75  
มิลลิโมล ตามลําดับ แบ่งออกเป็น 8 กลุ่ม ดังน้ี 
    กลุ่มที ่1 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยสารเจือจางนํ้าเช้ือสูตร Schramm 
โดยไม่มีการเสริมทรีฮาโลส  

    กลุ่มที ่2 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร Schramm
ร่วมกับการเสริมทรีฮาโลส ที่ระดับความเข้มข้น 5 มิลลิโมล  
    กลุ่มที ่3 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร Schramm 
ร่วมกับการเสริมทรีฮาโลส ที่ระดับความเข้มข้น 10 มิลลิโมล  
    กลุ่มที ่4 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร Schramm 
ร่วมกับการเสริมทรีฮาโลส ที่ระดับความเข้มข้น 15 มิลลิโมล 
     กลุ่มที ่5 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร EK โดยไม่ม ี
การเสริมทรีฮาโลส  

    กลุ่มที ่6 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร EK ร่วมกับ 
การเสริมทรีฮาโลส ที่ระดับความเข้มข้น 25 มิลลิโมล  
    กลุ่มที ่7 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร EK ร่วมกับ 
การเสริมทรีฮาโลส ที่ระดับความเข้มข้น 50 มิลลิโมล  
    กลุ่มที ่8 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร EK ร่วมกับ 
การเสริมทรีฮาโลส ที่ระดับความเข้มข้น 75 มิลลิโมล 
    วิธีการทดลอง 
    สัตว์ทดลองและโรงเรือน 
     ใช้พ่อพันธ์ุไก่พ้ืนเมืองพันธ์ุประดู่หางดํา อายุเฉลี่ย 10 เดือน จํานวน 24 ตัว 
แยกเลี้ยงขังกรงเด่ียว และได้รับอาหารประมาณ 130 กรัม/ตัว/วัน และใช้แม่ไก่ไข่พันทางการค้า อายุ 
43 สัปดาห์ ในการทดสอบอัตราการผสมติด ได้รับอาหารประมาณ 120 กรัม/ตัว/วัน สัตว์ได้รับนํ้า
สะอาดเต็มที่ เลี้ยงในโรงเรือนแบบเปิด ได้รับแสงตามธรรมชาติ ทั้งน้ีได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการ
ด้านจรรณยาบรรณและมาตรฐานในการใช้สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลัยขอนแก่น (เลขที ่ศธ 
0514.1.12.2/31) 
       วิธีการแช่แข็งนํ้าเช้ือ 
      ทําการตรวจสอบคุณภาพนํ้าเช้ือ นําน้ําเช้ือไก่ทั้งหมดที่ได้มารวมกัน แลว้ทําการ
แบ่งออกเป็น 8 ส่วน เท่าๆ กัน โดยใช้นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และสูตร EK  ที่มกีารเสริมทรี
ฮาโลส 0, 5, 10 และ 15 มิลลิโมล  และ 25, 50 และ 75 มิลลิโมล ตามลําดับ เจือจางในสัดส่วน 1 : 3 
(นํ้าเช้ือ : นํ้ายาเจือจาง) ทําการลดอุณหภูมิไปที่ 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงจากน้ันจึงบรรจุ
นํ้าเช้ือเจือจางลงในหลอดพลาสติก (straw) (IMV ref. A201, AAA 414) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร และอุด
ปลายด้านที่เปิดด้วยผง polyvinyl alcohol  (IMV ref. A508) เช็ดหลอดให้แห้งด้วยผ้าสะอาดโดยใช้
เวลาให้สั้นที่สดุเพ่ือป้องกันการเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิ แล้วนําหลอดบรรจุนํ้าเช้ือวางบนตะแกรงในกลอ่ง
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โฟมเหนือไนโตรเจนเหลวบริเวณที่มีอุณหภูมิประมาณ -35 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 10 นาที จากน้ัน 
ลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาที ก่อนจุ่มหลอดบรรจุนํ้าเช้ือลงใน
ไนโตรเจนเหลวสําหรับเก็บรักษาน้ําเช้ือแช่แข็ง (Vongpralub et al., 2011)  
     การละลายนํ้าเช้ือแช่แข็ง 
      นําหลอดบรรจุนํ้าเช้ือแช่แข็งออกจากถังไนโตรเจนเหลว จุม่ในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2-5 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที หลอดบรรจุนํ้าเช้ือแช่แข็งมาเช็ดหลอดให้แห้งแล้วตัดปลายเพ่ือถ่ายน้ําเช้ือ
ลงในหลอดรับนํ้าเช้ือที่สะอาดและแช่อยู่ในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เพ่ือใช้นํ้าไปผสมเทียม 
หรือนํ้าไปตรวจสอบคุณภาพนํ้าเช้ือ หรือทําการผสมเทียมต่อไป 
    การประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็ง    

    1. การประเมนิคุณภาพอสุจิด้วย Computer-Assisteds Sperm Analyser 
(CASA) โดยใช้เคร่ือง Computer-Assisteds Sperm Analyser ด้วยระบบเคร่ืองของ CASA; HTM-
IVOS รุ่น 10.0D (Hammilton-Thorne Bioscience, Beverly, MA, USA) 

    2. ประเมินระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน โดยการวิเคราะห์จากปริมาณ 
maloaldehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ด้วยวิธี thiobarbituburic acid reactive species (TBARS) 
      3. การประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซมโดยสี fluorescein isothiocyanate 
conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) (Sigma, L7381) ร่วมกับ propidium iodide (PI) 
(Sigma, 28, 707-5) ขั้นตอนมีดังน้ี นําตัวอย่างนํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจิ 15x106 ตัว/มิลลิลิตร เติม 5 
ไมโครลิตร ของสี FITC-PNA (2 มิลลิกรัม ของ FITC-PNA ใน 1 มิลลิลิตร PBS ที่ pH 7.4) บ่ม 5 นาที 
และเติม propidium iodide 5 ไมโครลิตร ที่มีความเข้มขน้ 1 มิลลกิรัม/มิลลลิิตร บ่ม 5 นาที  
จากน้ันทําการประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซม โดยใช้ Flow cytometer (FACSCalibur; Becton 
Dickinson, San Jose, CA, USA) (ดัดแปลงจาก Andrade et al., 2007) 
      4. ประเมินคุณภาพการทํางานของไมโตคอนเดรีย โดย 5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-
1, 1’, 3, 3’ tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) (Sigma, C50390) นํา
ตัวอย่างนํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจ ิ15x106 ตัว/มิลลิลิตร เติม 2 ไมโครลิตร JC-1 (0.153 มิลลิโมล ใน 
dimethylsulfoxide; DMSO) บ่ม 30 นาที ในที่มืด จากน้ันทําการประเมินคุณภาพการทํางานของ 
ไมโตคอนเดรีย โดยใช้ Flow cytometer (FACSCalibur; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 
(ดัดแปลงจาก Andrade et al., 2007) 
    การผสมเทียม  
     การตรวจสอบอัตราการผสมติดด้วยการผสมเทียมกับแม่ไก่ไข่ทางการค้า โดยการ
ฉีดนํ้าเช้ือเข้าสู่ช่องคลอดไก่ ตามวิธีการของ Burrows and Quinn (1937) การฉีดนํ้าเช้ือด้วยกระบอก
ฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร และบรรจุนํ้าเช้ือ 0.4 มิลลิลิตร การผสมเทียมแม่ไก่เพียง 1 คร้ังต่อสัปดาห์ 
ในช่วงเวลา 15.00 -17.00 น. ทําการทดลองซ้ํา 6 ครั้ง 
   การเก็บข้อมูลการผสมติด 
     เร่ิมเก็บไข่ในวันที่ 3 ภายหลังการผสมเทียม รวบรวมไข่ติดต่อกัน 7 วัน นําไข่เข้าฟัก
สัปดาห์ละ 1 ครั้ง นําไข่ที่เข้าฟักมาทดสอบอัตราการผสมติดโดยการส่องไข่เพ่ือดูการเจริญของ 
คัพภะภายหลังฟัก 7 วัน 
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     อัตราการผสมติด  =  จํานวนไข่มีเช้ือทั้งหมด    X 100 
                     จํานวนไข่ที่เข้าฟักทั้งหมด 
 
   การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ   

    วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block Design (RCBD) 
วิเคราะห์หาความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) และเปรยีบเทียบค่าความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละการทดลองด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test (SAS, 1998) 
   3.1.3 การทดลองที่ 3 ศึกษาผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลาย
นํ้าเช้ือต่อคุณภาพของอสุจิและอัตราการผสมติดในไก่พ้ืนเมืองที่ 
เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
     ทําการศึกษา 2 ปัจจัย ประกอบด้วย ปัจจัยแรก ชนิดของนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ 2 ชนิด 
คือ นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร schramm และนํ้ายาเจือจางสูตร scharmm เสริมทรีฮาโลส 5 มลิลิโมล 
ซึ่งเป็นสูตรนํ้ายาเจือจางที่ให้ผลดีจากการทดลองที่ 2 ปัจจัยที่สอง การเสริมกลูตาไทโอนหลังการทํา
ละลายนํ้าเช้ือ ที่ระดับ 0, 0.1, 0.5 และ 1 มลิลิโมล โดยกลุม่ศึกษาทั้งหมดแบ่งออกเป็น 8 กลุ่ม คือ  
    กลุ่มที ่1 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm และหลังการละลาย
ที่ไม่มีการเสริมกลูตาไทโอน 
    กลุ่มที ่2 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm และหลังการละลาย
มีการเสริมกลตูาไทโอน ที่ระดับความ เข้มขน้ 0.1 มิลลิโมล 
    กลุ่มที ่3 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm และหลังการละลาย
มีการเสริมกลตูาไทโอน ที่ระดับความ เข้มขน้ 0.5 มิลลิโมล 
       กลุ่มที ่4 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm และหลังการละลาย
มีการเสริมกลตูาไทโอน ที่ระดับความ เข้มขน้ 1 มิลลิโมล 
    กลุ่มที ่5 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm เสรมิทรฮีาโลส 5 
มิลลิโมล และหลังการละลายไม่เสริมกลูตาไทโอน  
    กลุ่มที ่6 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm เสรมิทรฮีาโลส 5 
มิลล ิโมล และหลังการละลายมีการเติมกลตูาไทโอนที่ระดับ 0.1 มิลลิโมล 
                      กลุ่มที ่7 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm เสรมิทรฮีาโลส 5 
มิลลิโมล และหลังการละลายมีการเติมกลตูาไทโอนที่ระดับ 0.5 มิลลิโมล                    
     กลุ่มที ่8 นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm เสรมิทรฮีาโลส 5 
มิลลิโมล และหลังการละลายมีการเติมกลตูาไทโอนที่ระดับ 1 มิลลิโมล   
   วิธีการทดลอง 
    สัตว์ทดลองและโรงเรือน 
     ใช้พ่อพันธ์ุไก่พ้ืนเมืองพันธ์ุประดู่หางดํา อายุเฉลี่ย 10 เดือน จํานวน 24 ตัว 
แยกเลี้ยงขังกรงเด่ียว และได้รับอาหารประมาณ 130 กรัม/ตัว/วัน และใช้แม่ไก่ไข่พันทางการค้า  
อายุ 51 สัปดาห์ ในการทดสอบอัตราการผสมติด ได้รับอาหารประมาณ 120 กรัม/ตัว/วัน สัตว์ได้รับนํ้า
สะอาดเต็มที่ เลี้ยงในโรงเรือนแบบเปิด ได้รับแสงตามธรรมชาติ ทั้งน้ีได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการ
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ด้านจรรณยาบรรณและมาตรฐานในการใช้สตัว์ทดลอง มหาวิทยาลัยขอนแก่น (เลขที ่ศธ 
0514.1.12.2/31) 
      การแช่แข็งและละลายนํ้าเช้ือ 
      ภายหลังการประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือ ทําการแบ่งออกเป็น 8 ส่วน เท่าๆ กัน  
โดยใช้นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และ Schramm  เสรมิทรีฮาโลส 5 มิลลิโมล ซึ่งให้ผลดีที่สุดจาก
การทดลองที่ 2 ในนํ้ายาเจือจาง ในสัดส่วน 1 : 3 (นํ้าเช้ือ : นํ้ายาเจือจาง) ทําการลดอุณหภูมิไปที่ 5 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง บรรจุนํ้าเช้ือเจือจางลงในหลอดพลาสติก (straw) (IMV ref. A201, 
AAA 414) ขนาด 0.5 มิลลลิติร และอุดปลายด้านที่เปิดด้วยผง polyvinyl alcohol (IMV ref. A508) 
เช็ดหลอดให้แห้งด้วยผ้าสะอาดโดยใช้เวลาให้สั้นที่สุดเพ่ือป้องกันการเพ่ิมขึ้นของอุณหภูมิ แล้วนํา
หลอดบรรจุนํ้าเช้ือวางบนตะแกรงในกล่องโฟมเหนือไนโตรเจน เหลวบริเวณท่ีมีอุณหภูมิประมาณ -35 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที จากน้ันลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 
นาที ก่อนจุ่มหลอดบรรจุนํ้าเช้ือลงในไนโตรเจนเหลวสําหรบัเก็บรักษาน้ําเช้ือแช่แข็ง (Vongpralub  
et al., 2011)  
     การละลายนํ้าเช้ือแช่แข็ง 
      นําหลอดบรรจุนํ้าเช้ือแช่แข็งออกจากถังไนโตรเจนเหลว จุม่ในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2-5 
องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เช็ดหลอดให้แห้งแล้วตัดปลายเพ่ือถ่ายน้ําเช้ือลงในหลอดรับนํ้าเช้ือที่สะอาด
และแช่อยู่ในนํ้าเย็นอุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส จากน้ันทาํการเสริมกลูตาไทโอนท่ีระดับ 0, 0.1, 0.5 
และ 1 มิลลิโมล ตามกลุ่มการทดลองที่จัดไว้ เพ่ือนําไปตรวจสอบคุณภาพนํ้าเช้ือ หรือทําการผสมเทยีม
ต่อไป 
    การประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือแบบแช่แข็ง    

    1. การประเมนิคุณภาพอสุจิด้วย Computer-Assisteds Sperm Analyser 
(CASA) โดยใช้เคร่ือง Computer-Assisteds Sperm Analyser ด้วยระบบเคร่ืองของ CASA;  
HTM-IVOS รุน่ 10.0D (Hammilton-Thorne Bioscience, Beverly, MA, USA) 

    2. ประเมินระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน โดยการวิเคราะห์จากปริมาณ 
maloaldehyde (MDA) ที่เกิดขึ้น ด้วยวิธี thiobarbituburic acid reactive species (TBARS) 
      3. การประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซมโดยสี fluorescein isothiocyanate 
conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) (Sigma, L7381) ร่วมกับ propidium iodide (PI) 
(Sigma, 28, 707-5) ขั้นตอนมีดังน้ี นําตัวอย่างนํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจิ 15x106/ต่อมิลลิลิตร เติม 5 
ไมโครลิตร ของสี FITC-PNA (2 มิลลิกรัม ของ FITC-PNA ใน 1 มิลลิลิตร PBS ที่ pH 7.4) บ่ม 5 นาที 
และเติม propidium iodide 5 ไมโครลิตร ที่มีความเข้มขน้ 1 มิลลกิรัม/มิลลลิิตร บ่ม 5 นาที  
จากน้ันทําการประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซม โดยใช้ Flow cytometer (FACSCalibur; Becton 
Dickinson, San Jose, CA, USA) (ดัดแปลงจาก Andrade et al., 2007) 
      4. ประเมินคุณภาพการทํางานของไมโตคอนเดรีย โดย 5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-
1, 1’, 3, 3’ tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1) (Sigma, C50390)  
นําตัวอย่างนํ้าเช้ือที่มีจํานวนอสุจิ 15x106 ตัว/มิลลิลิตร เติม 2 ไมโครลติร JC-1 (0.153 มิลลิโมล  
ใน dimethylsulfoxide; DMSO) บ่ม 30 นาที ในทีม่ืด จากน้ันทําการประเมินคุณภาพการทํางานของ
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ไมโตคอนเดรีย โดยใช้ Flow cytometer (FACSCalibur; Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) 
(ดัดแปลงจาก Andrade et al., 2007) 
   การผสมเทียม  
     การตรวจสอบอัตราการผสมติดด้วยการผสมเทียมในแม่ไก่ไข่ทางการค้า ตามวิธีการ
ของ Burrows and Quinn (1937) โดยใช้กระบอกฉีดยา ขนาด 1 มิลลิลิตร (tuberculin syringe) 
บรรจุนํ้าเช้ือ 0.4 มิลลิลิตร สอดเข้าช่องคลอด ลึกประมาณ 4 เซนติเมตร ดําเนินการผสมเทียมแม่ไก่
เพียง 1 ครั้งต่อสัปดาห์ ในช่วงเวลา 15.00 -17.00 น. ทําซ้ํา 6 ครั้ง 
   การเก็บข้อมูลการผสมติด 
     เร่ิมเก็บไข่ในวันที่ 3 ภายหลังการผสมเทียม รวบรวมไข่ติดต่อกัน 7 วัน นําไข่เข้าฟัก
สัปดาห์ละ 1 ครั้ง นําไข่ที่เข้าฟักมาทดสอบอัตราการผสมติดโดยการส่องไข่เพ่ือดูการเจริญของ 
คัพภะภายหลังฟัก 7 วัน 
 
     อัตราการผสมติด  =  จํานวนไข่มีเช้ือทั้งหมด  X 100 
                     จํานวนไข่ที่เข้าฟักทั้งหมด 
 
  การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ      
    วางแผนการทดลองแบบ 2x4 Factorial in Complete Block Design (RCBD) 
วิเคราะห์หาความแปรปรวน (Analysis of Variance: ANOVA) และเปรยีบเทียบค่าความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละการทดลองด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Rang Test (SAS, 1998) 
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บทที ่4 
 

ผลการวิจัยและการอภิปราย 
 

4.1 การทดลองที่ 1 ผลของชนิดน้ํายาเจือจางต่อคุณภาพน้าํเชื้อไก่พืน้เมืองท่ีผ่านการเก็บรักษาด้วย  
วิธีแช่แข็ง 
 
   4.1.1 ผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่ออัตราการรอดชีวิตของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลังการ    
แช่แข็ง 
   ผลการศึกษาพบว่าคุณภาพนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลังการแช่แข็งต่อชนิดของนํ้ายาเจือจาง
ที่แตกต่างกัน เมื่อนํามาละลายที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 5 นาที และทําการประเมิน
อัตราการมีชีวิตของอสุจิ ด้วยวิธีการย้อมสีฟลูออเรสเซนต์ด้วยสี SYBER -14 ร่วมกับ propidium 
iodide (PI) พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm มีอัตราการรอดชีวิตของอสุจิสูงที่สุด (49.98±2.05 
เปอร์เซ็นต์) แตกต่างจากสูตร PVP base medium (43.94±1.02 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) แต่ไม่แตกต่างกับสูตร IGGKPh และสูตร EK diluents (45.76±1.89 และ 48.75±2.67 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ดังแสดงในภาพประกอบ 4.1 
 

 

 
 
ภาพประกอบ 4.1  ผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่ออัตราการรอดชีวิตของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านกระบวนการ 
     เก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
หมายเหตุ : (a, b)ตัวอักษรที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ภาพประกอบ 4.2 ลักษณะของอสุจิที่ย้อมด้วยสฟีลูออเรสเซนต์ด้วยสี SYBER -14 ร่วมกับ  
     propidium iodide (PI) และประเมิณคุณภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์  
     ที่กําลังขยาย 400 เท่า สีเขียว คือ ลักษณะอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่มีชีวิตที่ติดสี  
     SYBRE-14  สแีดง คือ ลักษณะอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ไม่มีชีวิตที่ติดสี PI 
 
  4.1.2 ผลของน้ํายาเจือจางต่ออัตราการเคลื่อนที่ของน้ําเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลังการแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาอัตราการเคลื่อนที่นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านกระบวนการเก็บรักษาด้วยวิธีการ      
แช่แข็ง และนาํมาละลายที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ประเมินคุณภาพอสุจิด้วย 
Computer-Assisteds Sperm Analyser (CASA) พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และสูตร EK 
diluents มีผลทําให้อัตราการเคลื่อนที่รวม (MOT) สูงที่สดุ (60.17±0.95 และ 60.00±1.54 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลําดับ) ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับนํ้ายาเจือจางสูตร IGGKPh และสูตร PVP 
base medium (51.33±1.32 และ 47.83±0.72 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
(PMOT) นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm สูตร IGGKPh สูตร EK และสูตร PVP base medium (26.83± 
1.02, 27.02±1.18, 25.15±1.52 และ 27.00±0.63 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ไม่พบความแตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญทางสถิติ นํ้ายาเจือจางสูตร IGGKPh และสูตร EK มีผลต่อการเคลื่อนที่เป็นเส้นตรงของอสุจิ 
(VAP) (108.27±0.63 และ 104.27±1.94 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) สูงกว่านํ้ายาเจือจางสูตร 
Schramm และสูตร PVP (89.43±1.53 และ 80.83±2.01 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) ซึ่งแตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญ (p<0.05) และพบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm สูตร IGGKPh และสูตร EK มีผลทํา
ให้อสุจิมีอัตราการเคลื่อนที่เป็นวิถีโค้ง (VSL) (76.82±1.35, 85.03±1.80 และ 91.47±2.03 ไมโครเมตร 
/วินาที ตามลําดับ) และอัตราการเคลื่อนที่ระยะสั้น (VCL) (129.18±0.85, 138.32±0.97 และ 
130.12±1.22  ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) สูงกว่าอสุจิที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางสูตร PVP 
(62.63±1.72 ไมโครเมตร/วินาที) และ (105.22±1.31ไมโครเมตร/วินาที ) แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ 
(P<0.05)  
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ตารางที่ 4.1 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง  
             จากการทําการทดลอง 6 ซ้ํา (Mean ± SE; n=6) 
 
ลักษณะการเคลื่อนทีข่องอสจิุ  ชนิดของน้ํายาเจือจาง 
 Schramm IGGKPh EK PVP 
MOT (%) 60.17±0.95A 51.33±1.32B 60.00±1.54A 47.83±0.72B

PMOT (%) 26.83±1.02 27.02±1.18 25.15±1.52 27.00±0.63
VAP (μm/s) 89.43±1.53B 108.27±0.63A 104.27±1.94A 80.83±2.01B

VSL (μm/s) 76.82±1.35A 85.03±1.80AB 91.47±2.03A 62.63±1.72C

VCL (μm/s) 129.18±0.85A 138.32±0.97A 130.12±1.22A 105.22±1.31B

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ    
             (P<0.01), (a, b) แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) 
 
  จากการศึกษาน้ีแสดงให้เห็นถึงอิทธิพลของนํ้ายาเจือจางต่างชนิดกันต่อคุณภาพนํ้าเช้ือที่ผ่าน
กระบวนการแช่แข็ง มีสูตรนํ้ายาเจือจางจํานวนมากที่นิยมใช้ในการผสมเทียมสัตว์ปีกทั้งทางด้านวิชาการ
และในการค้า และได้มีการเปรียบเทียบผลของน้ํายาเจือจางต่ออัตราการผสมติด เมื่อพิจารณาถึง
คุณสมบัติโดยรวมของน้ํายาเจือจางเหล่าน้ี คือ การรักษาระดับ pH, ความดันสารละลายที่เหมาะสม 
ใกล้เคียงกับ seminal fluid ของน้ําเช้ือสัตว์ที่ทําการศึกษา โดยทั่วไปค่า pH และค่าออสโมลาลิต้ีที่
เหมาะสมกับสตัว์ปีกจะอยู่ระหว่าง 6.0-8.0 และ 250-460 มิลลิออสโมล/กิโลกรัม ตามลําดับ 
(Christensen, 1995; Siudzinsks and Lukaszewicz, 2008) และมแีหล่งพลังงานให้กับตัวอสุจิ  
การมี pH ที่ตํ่าจะทําให้มีการเกิดออกซิเจนเพ่ิมมากขึ้น มีการผลิตกรดแลกติก ส่งผลใหอ้สุจิมีการ
เคลื่อนที่ลดลง ในขณะที ่pH สูงเป็นผลทําให้อัตราการเมตาโบลิซึมสูง สาํหรับสภาวะที่มีค่าออสโมลาลิต้ี
ตํ่าจะทําให้เซลล์อสุจิบวม และสภาวะที่มีค่าออสโมลาลิต้ีสงูจะทําให้เซลลอ์สุจิมีการสญูเสียนํ้าและเกิด
สภาวะเซลล์เห่ียว เมื่อทําการศึกษาภายนอกร่างกาย (Lake, 1995) การศึกษาคร้ังนี้นํ้ายาเจือจางมี pH 
ระหว่าง 7.1-7.4 และความดันสารละลายนํ้ายาเจือจางระหว่าง 340-420 มลิลิออสโมล/กิโลกรัม  
ซึ่งอยู่ในระดับมาตรฐาน ซึ่งนํ้ายาเจือจางสูตร IGGKPh มีความดันสารละลายสูงสุด นํ้าตาลฟรุคโตสเป็น
นํ้าตาลที่อสุจิไก่สามารถใช้ได้ดีกว่ากลูโคส และ inositol อย่างไรก็ตามมีหลายรายงานที่ระบุว่ากลูโคส
และฟรุคโตสต่างให้ผลดีในการเป็นองค์ประกอบของน้ํายาเจือจาง (Blanco et al., 2008; Siudzinska  
and Lukaszewicz, 2008) นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือในสัตว์ปีกมีองค์ประกอบพ้ืนฐานที่มีบทบาทต่างๆ ดังน้ี 
1) บัฟเฟอร์ (TES, phosphates (Na+ หรือ K+) หรือ Tris) 2) พลังงาน (fructose, glucose, inositol 
และ raffinose) 3) chelator (glutamate, albumin) 4) องค์ประกอบที่เก่ียวข้องกับความดัน
สารละลาย (magnesium choride, sodium acetate, potassium citrate, glutamic acid และ 
sodium chloride) (Donoghue et al., 2003; Wishart, 2009) โดยพบว่า sodium glutamate 
เป็นสารที่เป็นส่วนประกอบสําคัญของนํ้ายาเจือจางทั้ง 4 สูตร ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือ ซึ่งมีคุณสมบัติใน
การควบคุมแรงดันออสโมติก (Lake, 1960) และมคีุณสมบัติในการยืดระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของ
อสุจิ (Donoghue and Wishart, 2000) ในนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และสูตร PVP มีสารเคม ี
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กลุ่ม acetate เป็นองค์ประกอบ ในส่วนของน้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh และสูตร  EK มีสารเคมีกลุ่ม 
citrate เป็นองค์ประกอบ จากการรายงานของ Douard และคณะ (2004) พบว่าสารเคมีกลุ่ม acetate 
เป็นสารที่สําคญัที่ช่วยในการเคลื่อนที่ของอสุจิ ซึ่งมีประสทิธิภาพมากกว่าทั้ง fructose และ citrate 
โดยสารเคมีกลุม่ acetate จะถูกเปลี่ยนรูปให้เป็นอนุพันธ์ของ coenzyme A (Co A) และจะเข้าสู ่
วัฏจักรกรดซิตริก หรือ tricaboxylic acid cycle เพ่ือให้ได้พลังงาน และในน้ํายาเจือจางสูตร PVP 
มีสารเคมีกลุ่ม Poly vinylpyrrolidone (PVP) เป็นองค์ประกอบ ซึ่ง PVP มีคุณสมบัติเป็นสารป้องกัน
ความเสียหายจากการแช่แขง็ ที่ออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์ จงึทําให้เซลล์อสจุิได้รับการปกป้องเมื่อเก็บ
รักษาแบบวิธีแช่แข็ง (Santiago-Moreno et al., 2012) และในน้ํายาเจอืจางสูตร Schramm สูตร 
IGGKPh และสูตร EK มี glucose เป็นแหลง่พลังงาน แต่ตัวอสุจิสามารถเปลี่ยนนํ้าตาล glucose 
ให้เป็นนํ้าตาล fructose เพ่ือใช้ประโยชน์ได้ (Donoghue et al., 2003) ในการศึกษาครั้งน้ี นํ้ายาเจือ
จางสูตร Schramm สูตร IGGKPh และสูตร EK ให้ผลดีด้านคุณภาพนํ้าเช้ือในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก่
มากกว่านํ้ายาเจือจางสูตร PVP ซึ่งนํ้ายาเจือจางแต่ละสูตรต่างก็มีองค์ประกอบพ้ืนฐานที่กล่าวมาข้างต้น 
จึงน่าจะเป็นสาเหตุที่ทําให้นํ้าเช้ือในสูตรนํ้ายาที่แตกต่างกัน ที่ผ่านกระบวนการแช่แข็ง มีคุณภาพที่
แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามระดับ pH และความดันสารละลายของนํ้ายาเจือจางแต่ละสูตร ยังอยู่ในช่วงที่
ไม่มีผลเสียหายอย่างรุนแรงต่ออสุจิ ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแช่แข็งจะอาศัยการทํางานนํ้ายาเจือจาง
ร่วมกับสารป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็ง โดยสารป้องกันความเสียหายจากการแช่แข็งน้ีจะทาํ
หน้าที่ป้องกันอันตรายเซลลอ์สุจิระหว่างการแช่แข็ง ซึ่งสามารถเก็บรักษาพันธุกรรมที่ดีของไก่พ้ืนเมืองไว้
ในรูปของ sperm bank ถึงแม้พ่อพันธ์ุจะไม่มีชีวิตอยู่ โดยมีการรายงานว่าสามารถเก็บรักษาน้ําเช้ือไก่ 
ที่ผ่านกระบวนการแช่แข็งได้นานถึง 9 ปี โดยไม่ลดอัตราการผสมติด (Lake, 1995)  
 4.1.3 ผลของน้ํายาเจือจางต่อระดับลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลัง 
การแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาชนิดของนํ้ายาเจือจางต่อระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของอสุจิไก่ที่
ผ่านกระบวนการแช่แข็งและละลายที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส โดยการวิเคราะห์หาปริมาณ malon 
dialdehyde (MDA) ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายของการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน ที่วัดได้ด้วยวิธี 
triobarbituburic acid reactive species (TBARS) ซึ่งวัดด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ระดับ
ความยาวคลื่นที่ 532 นาโนเมตร ทําการวิเคราะห์ในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) หลังการละลาย พบว่านํ้ายา
เจือจางสูตร EK และสูตร Schramm มีปรมิาณ MDA ที่วัดได้ (1.47±1.23 และ 1.52±0.95 ไมโครโมล/
มิลลลิิตร/50x106 เซลล ์ตามลําดับ) ตํ่ากว่านํ้ายาเจือจางสูตร IGGKPh และสูตร PVP (2.60±1.02 และ 
2.80±0.86 ไมโครโมล/มิลลิลติร/50x106 เซลล์ ตามลําดับ) อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P<0.01) 
แสดงให้เห็นว่าสูตรนํ้ายาเจือจางสูตร EK และ สูตร Schramm มีผลดีต่อการลดความเสยีหายของเย่ือหุ้ม
เซลล์อสุจิได้ นอกจากน้ีพบว่าอสุจิกลุ่มที่มีความทนได้ต่อการแช่แข็งได้ดีกว่าน้ัน ให้ผลผลิตของ MDA  
ตํ่ากว่ากลุ่มที่ทนได้ต่อการแช่แข็งตํ่า (Lenzi et al., 1996; Paulenz et al., 1999; Strezezek et al., 
2004) แม้ว่ากลุ่มอสุจิทีม่ีความทนได้ต่อการแช่แข็งได้ดีกว่าน้ันอาจเกิดได้จากหลายปัจจัย ซึ่งได้แก่ 
ปริมาณ antioxidant ในเซมนิอลพลาสมาของนํ้าเช้ือซึ่งไม่เท่ากัน และความแข็งแรงของเย่ือหุ้มอสุจ ิ
มีความแตกต่างกัน (Lenzi et al., 1996) เย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจิน้ันจะมีสว่นประกอบกรดไขมัน 
ชนิดไม่อ่ิมตัวจํานวนมาก ทําให้ไวต่อการเกิดความเสียหายเน่ืองจากปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดช่ัน ซึ่งผลที่
ตามมาคือ เย่ือหุ้มเซลล์สญูเสยีความสมบูรณ์ การเคลื่อนที่ของอสุจิลดลง และสญูเสียความ สามารถใน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Mahasarakham University 



48 

การปฏิสนธิในที่สุด โดยเป็นผลมาจากปฏิกิริยา ROS ระหว่างการบ่ม (Bucak et al., 2007;  
Uysal et al., 2007) ในการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งจะเปลี่ยนสถานะของหมู่ซัลไฮดริล (sulfhydryl 
status) ซึ่งหมู่ซัลไฮดริลจะเปลี่ยนแปลงอยู่ภายใต้การควบคุมของปฏิกิริยารีดอกซ์ที่เย่ือหุ้มเซลล์  
โดยจะเช่ือมโยงกับการเกิดปฏิกิริยา ROS ที่จะเกิดขึ้นขณะลดอุณหภูมิ แช่แข็งและการละลายตัวอสุจิ 
เน่ืองจากตัว ROS เองและผลผลิตสุดท้ายของ ROS เช่น ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) น้ันเป็นพิษต่อ
ตัวอสุจิ (Aitken, 1995) โดยจะก่อให้เกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน ซึ่งถือเป็นหน่ึงในสาเหตุสําคัญ
ที่สุดของการลดความสมบูรณ์ทางระบบสืบพันธ์ุ (Agarwal et al., 2003; Aitken et al., 2007) 
นอกจากน้ี Kelso et al. (1997) รายงานว่าองค์ประกอบของน้ําเช้ือสัตว์ปีกมีสัดส่วนของ PUFA  
ในเซมินอลพลาสมาสูง แต่กระบวนการแช่แข็งจะกระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน  
ทําให้อสุจิเกิดการแตกหักและเกิดอาการ cold shock และอะโครโซมเสียหาย 

 
หมายเหตุ : (A, B) ตัวอักษร ที่แตกต่างกัน แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 
 
ภาพประกอบ 4.3  ค่าเฉลี่ยปริมาณ malondialdehyde (MDA) จากตัวอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่าน 
     การเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้ชนิดของนํ้ายาเจือจางที่แตกต่างกัน 
     (ไมโครโมล/มลิลิลิตร/ 50x106 เซลล)์ 
 
  4.1.4 ผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่ออัตราการผสมติดของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลัง 
การแช่แข็ง 
   ผลของชนิดนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือที่แตกต่างกันต่ออัตราการผสมติดของนํ้าเช้ือแบบแช่แข็ง 
โดยทําการผสมเทียมในแม่ไก่ไข่พันธ์ุทางการค้า จํานวน 48 ตัว ที่มีอายุ 35 สัปดาห์ ทําการทดลองซ้ํา  
6 ครั้ง พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และสูตร EK (89.24±1.34 และ 85.04±0.92 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลําดับ) ใหอั้ตราการผสมติดสูงกว่านํ้ายาเจือจางสูตร IGGKPh และสตูร PVP (77.50±0.81 และ 
64.98±1.14 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าอัตราการผสมติดของนํ้าเช้ือแบบแช่แข็งทีม่ีการใช้นํ้ายาเจือจางสูตร EK  
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ในห่านสายพันธ์ุ White Italian โดยวิธีการบ่มที่ 4 องศาเซลเซียส 15 นาที และทําการแช่แข็ง  
ที่อุณหภูมิ   -140 องศาเซลเซียส อัตราการลดอุณหภูมิที ่60 องศาเซลเซียสต่อนาที และละลายนํ้าเช้ือ
ที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส มีอัตราการผสมติด 66.1 เปอร์เซ็นต์ (Lukaszewicz, 2001) และ 83.78 
เปอร์เซ็นต์ (Lukaszewicz, 2002) สายพันธ์ุ Greylag และสายพันธ์ุ White Koluda 37.5 และ 25 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (Lukaszewicz et al., 2004) และอัตราการผสมติดของนํ้าเช้ือแบบแช่แข็งทีม่ี
การใช้นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ในไก่พ้ืนเมือง สายพันธ์ุเหลืองหางขาว ประดู่หางดํา และชีแช่แข็ง
โดยอังไอไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส เวลา 10 นาทีและ -135 องศาเซลเซียส  
เป็นเวลา 5 นาที เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ละลายนํ้าเช้ือที่ 5 องศาเซลเซียส  มีอัตราการผสมติด 
60.8, 59.1 และ 66.9 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ (พรจิต สอนสีดา, 2556) ในส่วนของอัตราการผสมติด 
ของน้ําเช้ือแบบแช่แข็งที่มีการใช้นํ้ายาเจือจางสูตร PVP โดยทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือด้วยเครื่องอัตโนมัติ 
(Biological freezer unit; Computer Freezer-Icetube 1810, Minitub, Tiefenbach, Germany) 
ที่มีการลดอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส มีอัตราการลดอุณหภูมิ 7 องศาเซลเซียส/นาที และจาก -35 
องศาเซลเซียส ถึง -140 องศาเซลเซียส มีอัตราการลดอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส/นาที และ 
ทําการละลายนํ้าเช้ือ ที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที ในไก่พ้ืนเมืองสเปน 12 สายพันธ์ุ 
(Black–Barred Andaluza, Black–Red Andaluza, Blue Andaluza, Black Castellana,  
Buff Prat, White Prat, Red-Barred Vasca, Red Villafranquina, Birchen Leonesa, Blue 
Leonesa, White-Faced Spanish, Black Menorca) มีอัตราการผสมติดเฉลี่ย 13.9 เปอร์เซ็นต์ 
(Santiago-Moreno et al., 2012) 
 
ตารางที่ 4.2 อัตราการผสมติดของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้ชนิด 
             ของน้ํายาเจือจางที่แตกต่างกัน (Mean ± SE; n=6) 
 
ชนิดของน้ํายาเจือจาง จํานวนไข่เขา้ฟัก อัตราการผสมติด (%) 
Schramm 321 89.24±1.34A 
BIGGKPh 311 77.50±0.81B 
EK 320 85.04±0.92A 
PVP 315 64.98±1.14C 
หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.01) 
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4.2 การทดลองที่ 2 ผลของระดับการเสรมิทรีฮาโลสในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อต่อคณุภาพอสุจิไก่ 
พื้นเมืองท่ีผา่นการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
 
 4.2.1 ผลของระดับการเสริมทรีฮาโลสต่ออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่าน 
การเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาการเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 0 (กลุ่มควบคุม) 5, 10 และ 15 มิลลิโมล/
มิลลลิิตร ในนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และในระดับ 0 (กลุ่มควบคมุ)  25, 50 และ 75 มิลลิโมล/
มิลลลิิตรในนํ้ายาเจือจางสูตร EK ต่ออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านกระบวนการเก็บรักษา
ด้วยวิธีการแช่แข็ง ที่นํามาละลายที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที และทําการประเมิน
คุณภาพอสุจิด้วย Computer-Assisteds Sperm Analyser (CASA) ดังแสดงในตารางที่ 4.3 พบว่า
นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm กลุ่มควบคมุ  และน้ํายาเจือจางสูตร EK กลุ่มควบคุม  มีอัตราการ
เคลื่อนที่รวม (PMOT) สูง (53.00±1.48 และ 54.25±1.88 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ไม่แตกต่างกับนํ้ายา
เจือจางสูตร EK ที่มีการเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 25, 50 และ 75 มิลลิโมล/มิลลลิิตร (52.00±1.25, 
50.25±1.45, 51.50±1.63 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) และน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสรมิทรีฮาโลส 
ที่ระดับ 5 มิลลิโมล/มลิลลิิตร (47.00±1.12 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) แต่พบว่ามีความแตกต่างอย่างมี
นัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) กับอสุจิที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริมทรีฮาโลสที่ 
ระดับ 10 และ 15 มิลลิโมล/มิลลลิิตร (36.75±1.70 และ 35.25±1.50 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ผลต่อ
อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (PMOT) พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm (กลุ่มควบคุม) และกลุม่ที่
ได้รับการเสริมทรีฮาโลส 5 มลิลิโมล/มิลลิลติร มีอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างของอสุจิสูง (27.25±1.06  
และ 27.85±1.00 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ไม่แตกต่างกับอสุจิกลุ่มที่เจือจางด้วยนํ้ายาสูตร Schramm ที่
เสริมทรีฮาโลส 10 และ 15 มลิลิโมล/มิลลิลติร และน้ํายาเจือจางสูตร EK (กลุ่มควบคุม) (26.50±1.73, 
23.25±1.70 และ 23.00 ±1.65 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) แต่พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิง
ทางสถิติ (P<0.01) กับอสุจิกลุ่มที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางสูตร EK ที่เสริมทรีฮาโลสท่ี ระดับ 25, 50 
และ 75 มิลลิโมล/มิลลิลิตร ที่มีผลทําให้การเคล่ือนที่ไปขา้งหน้าลดลง (22.50±1.20 21.00±0.74 และ 
21.00±1.63 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) นํ้ายาเจือจางสูตร EK (กลุ่มควบคุม) มผีลทําให้อสุจิเคลื่อนทีใ่น
ลักษณะ VAP และ  VSL สูงสุดแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) (85.32±1.04 และ 
76.17±1.09 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) รองลงคือนํ้ายาเจือจางสูตร EK  ที่เสริมทรีฮาโลส ระดับ 
25, 50 และ 75 มลิลิโมล/มิลลิลิตร (80.67 ±1.26 81.35±1.19 และ 81.2±1.95 ไมโครเมตร/วินาที 
ตามลําดับ) และ (72.50 ±1.55 71.32 ±0.95 และ 73.15 ±1.74 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ)  
โดยกลุ่มที่เจือจางด้วยนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm (กลุ่มควบคุม) และกลุ่มที่เสริมทรฮีาโลส ระดับ 5, 
10 และ 15 มลิลิโมล/มิลลิลติร มีอัตราการเคลื่อนที่ลักษณะ VAP และ VSL ตํ่าที่สุด (77.40±1.54, 
74.35±1.37, 74.07±0.86 และ 75.30 ±1.45 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) และ (61.30±1.54, 
58.55±1.37, 63.70±0.86 และ 63.32±1.45 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) อย่างไรก็ตามพบว่า 
ชนิดของนํ้ายาเจือจางไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่ในลักษณะ VCL  
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   จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการเสริมทรีฮาโลสในน้ํายาเจอืจางเพ่ือใช้ในการแช่แข็ง 
อสุจิสุกรและแกะของ Hu et al. (2009) และ Uysal and Bucak (2009) ตามลําดับ พบว่าการเสริมทรี
ฮาโลสท่ีระดับ 100 มิลลิโมล ทําให้อสุจิสกุรและแกะมีการเคล่ือนที่ดีที่สุด นอกจากน้ียังส่งผลต่ออัตรา
การรอดชีวิตหลังการแช่แข็งสูงด้วย (p<0.05) ซึ่ง Aisen และคณะ (2000; 2005) และ Matsuoka et 
al. (2006) พบว่าทรีฮาโลส สามารถช่วยให้อัตราการรอดชีวิตและอัตราการเคลื่อนของอสุจิแกะ 
หลังการแช่แขง็ดีขึ้น เมื่อประเมินจากการเคลื่อนที่และความสมบูรณข์องอะโครโซม และการศึกษาของ 
Gutierrez-Perez (2009) พบว่าอสุจิสุกรมคีวามสมบูรณข์องเย่ือหุ้มเซลล์ดีขึ้นเมื่อนําทรีฮาโลสเสริม
ร่วมกับกลีเซอรอลในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ ซึ่งสอดคล้องกับอีกหลายการศึกษาในสัตว์ชนิดอ่ืนๆ พบว่า 
ทรีฮาโลส ช่วยเพ่ิมอัตราการมีชีวิตรอดและอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิหนูหลังการละลายได้ยาวนานขึ้น 
(Storey et al., 1998) และยังมีรายงานที่เกี่ยวข้องกับการเสริมทรีฮาโลสได้ระบุว่า สามารถช่วย
ปรับปรุงให้การเคลื่อนที่ของอสุจิโคผ่านกระบวนการแช่แข็งได้ (Chen et al., 1993) และทรีฮาโลส 
สามารถช่วยปรับให้อสุจิสุนัขทนต่อกระบวนการแช่แข็งได้ (Yamashiro et al., 2007) นอกจากน้ียังมี
การศึกษาที่แสดงให้เห็นว่านํ้าตาล 3 โมเลกลุ ไม่มีประสิทธิภาพในการช่วยเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่ของ
อสุจิโคหลังการละลายได้เท่ากับนํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวและน้ําตาลโมเลกุลคู่ (Malo et al., 2010)  
แต่ในทางตรงกันข้ามเมื่อเสริมทรีฮาโลสท่ีมคีวามเข้มข้นสงูเกินไป เช่น เสริมที่ระดับ 150 และ 200  
มิลลิโมล จะส่งผลเสียต่ออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิต และความสมบูรณข์องเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิ 
ภายหลังการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งและลายละลายได้ เน่ืองจากความเข้มข้นของทรีฮาโลสท่ีสูง 
จะเป็นพิษต่อตัวอสุจิระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลาย (Hu et al., 2009; Uysal and 
Bucak, 2009)  
   ผลของทรีฮาโลสต่อความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ จากการศึกษาที่ผ่านมา พบว่า 
ทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางช่วยปกป้องเย้ือหุ้มเซลล์ของอสุจิไม่ให้เกิดความเสียหายจากกระบวนการแช่
แข็งได้ เองจากจากนํานํ้าตาลโมเลกุลคู่มาใส่ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือให้มีสภาวะ hypertonic จะมีการ
ตอบสนองต่อการทํางานทางสรีรวิทยาทางเคมีของตัวอสุจิที่แตกต่างกัน โดยทรีฮาโลสจะไม่สามารถซึม
ผ่านเย่ือหุ้มเซลล์ได้ ส่งผลใหเ้ซลล์เกิดการดึงนํ้าออกและช่วยลดอัตราการเกิดผลึกนํ้าแข็งภายในอสุจิได้ 
ดังน้ันจึงมีการนําทรีฮาโลสมาใช้เป็นสารป้องอันตรายจากการแช่แข็ง ซึ่งสัมพันธ์กับผลกระทบจาก
แรงดันออสโมติก และมีปฏิกริิยาที่จําเพาะกับเย่ือหุ้มเซลลส์่วนที่เป็นฟอสโฟลิปิดตรงบริเวณท่ีมีช้ันไขมัน  
2 ช้ัน (lipid bilayer) ซึ่งผลของแรงดันออสโมติกน้ีจะไปช่วยลดความสามารถในการแข็งตัวของนํ้า
ภายในเซลลแ์ละช่วยลดความเสียหายของตัวอสุจิ อันเกิดจาก cold shock และผลกึนํ้าแข็งได้ (Storey 
et al., 1998) การทํางานของทรีฮาโลสเก่ียวข้องกับความสามรถในการแทนท่ีนํ้าตรงบริเวณจุดเช่ือมต่อ
ของเย่ือหุ้มเซลล์ และในขั้นตอนการละลายจึงเป็นการแทนที่โมเลกุลของน้ํา ขณะเกิดการสูญเสียนํ้า 
(Meyers, 2000) นอกจากน้ีการป้องกันที่เกิดขึ้นเป็นผลมาจากการก่อตัวของพันธะไฮโดรเจนระหว่าง
หมู่ไฮดรอกซิลของนํ้าตาลและบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์ส่วนฟอสโฟลิปิดที่มีขั้ว (Holt and North, 1994; 
Watson, 1995) โดยทรีฮาโลสได้แสดงให้เห็นถึงการเกิดปฏิกิริยากับบริเวณขั้วของเย่ือหุ้มเซลล ์
ส่วนฟอสโฟลิปิดและทําให้เย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจิเกิดความมั่นคงแข็งแรง เมื่ออยู่ระหว่างกระบวนการแช่
แข็งและกระบวนการละลาย ด้วยเหตุน้ีจึงทําให้ทรีฮาโลสมีประสิทธิภาพมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ
นํ้าตาลชนิดอ่ืน (Aisen et al., 2002) แต่อย่างไรก็ตาม กลไกที่แท้จริงในการป้องกันตัวอสุจิในระหว่าง
กระบวนการแช่แข็งและกระบวนการละลายของทรีฮาโลสยังคงต้องศึกษาต่อไปและกลไกที่แน่นอนของ
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การเกิดความเสียหายเน่ืองจากการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วยังคงมีข้อโต้แย้งกันอยู่ ถึงแม้ว่าทรีฮาโล
สจะมีความสําคัญในการทําให้อสุจิสามารถทนต่อการสูญเสียนํ้าภายในเซลล์อย่างรวดเร็วในระหว่าง 
การแช่แข็งได้ แต่ก็อาจจะมีความเสี่ยงเล็กน้อยของเย่ือหุ้มเซลล์ต่อการเปลี่ยนแปลงทางกายภาพและ
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างอย่างรวดเร็วที่เกิดขึ้นในระหว่างที่นํ้าภายในเซลล์ไหลออกอย่างรวดเร็วเช่นกัน 
นอกจากน้ีการมี  ทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจางมีโอกาสท่ีจะสง่ผลกระทบต่อรูปแบบของการเกิดผลึก, 
รูปร่าง และความกว้างของช่องการไหลของนํ้าในสารละลายที่ไม่ถูกแช่แข็ง ซึ่งช่วยลดและป้องกัน 
ความเสียหายของอสุจิจากการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วได้ และยังมีความเป็นไปได้ที่ทรีฮาโลสจะแทรก
ตัวลงไปในช้ันไขมันในฟอสโฟลิปิด ซึ่งสามารถปรับเน่ือหุ้มเซลล์อสุจิให้เกิดการไหลเวียน (fluidity) ของ
สารจนทําให้เย่ือหุ้มเซลล์สามารถทนต่อความเสียหายจากการแช่แข็งได้ก่อนเข้าสู่กระบวนการแช่แข็ง 
(Aboagla and Terada, 2003
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ตารางที่ 4.3 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไก่พื้นเมืองที่มีการเสริมทรีฮาโลสและเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง (Mean ± SE; n=6) 
 

ลักษณะการเคลื่อนที่   
ของอสุจิ 

ชนิดของน้ํายาเจือจาง 
สูตร Schramm สูตร EK 

ระดับทรฮีาโลส (mM/mL) 
0 5 10 15 0 25 50 75 

MOT (%) 53.00±1.48A 47.00±1.12ABC 36.75±1.70DC 35.25±1.50D 54.25±1.88A 52.00±1.25AB 50.25±1.45AB 51.50±1.14AB 

PMOT (%) 27.25±1.06A 27.85±1.00A 26.50±1.73AB 23.25±1.70ABC 23.00±1.65ABC 22.50±1.20BC 21.00±0.74C 21.00±1.63C 

VAP (μm/s) 77.40±1.41C 73.35±1.75c 78.07±1.29C 75.30±1.71C 85.32±1.04A 80.67±1.26B 81.35±1.19B 80.92±1.95B 

VSL (μm/s) 61.30±1.54D 58.55±1.37D 63.70±0.86CD 63.32±1.45CD 76.17±1.09A 72.50±1.55B 71.32±0.95B 77.15±1.74B 

VCL (μm/s) 122.82±1.5 114.35±0.94 119.35±1.41 121.75±1.42 121.45±0.65 119.10±1.16 118.47±1.28 116.65±0.90 

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01) 
 
 
 
 
 

53 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 Mahasarakham University 



54 

 4.2.2 ผลของระดับทรีฮาโลสต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่าน 
การเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
  อสุจิไม่สามารถที่จะปฏิสนธิกับไข่ได้ทันทีหลังการหลั่ง และอสุจิจะมีความสามารถใน 
การปฏิสนธิโดยได้รับการกระตุ้นจากช่องทางเดินระบบสืบพันธ์ุเพศเมีย (Hamner et al., 1970) และ
การเช่ือมกันของ zona pillucila จะกระตุ้นให้อสุจิเข้าสูป่ฏิกิริยาอะโครโซมรีแอคช่ัน (acrosome 
reaction) ตรงบริเวณเย่ือหุ้มอะโครโซมช้ันนอกจะเกิดการหลอมรวมกับเย่ือหุ้มเซลลส์่วนบน (overly 
plasma membrane) โดยเหตุการณ์ทางกายภาพนอกเซลล์น้ีเป็นผลสมัพันธ์กับการหลั่งเอนไซม์ย่อย
สลายที่เป็นสิ่งจําเป็นสําหรับกระบวนการปฏิสนธิ ด้วยเหตุน้ีตัวอสุจิที่ถูกทําให้สญูเสียอะโครโซมจะไม่
สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ ดังน้ันความสมบูณข์องอะโครโซมจึงเป็นตัวบ่งช้ีให้เห็นถึงความจําเป็นเพ่ิมเติม
ของศักยภาพการทํางานของตัวอสุจิในการปฏิสนธิกับโอโอไซต์ ขณะผสมเทียม (Hu et al., 2009)  
จากการรายงานก่อนหน้าน้ีมีความเป็นไปได้ ในการนําสาร fluorescein isothiocyanate conjugated 
peanut agglutinin มาใช้เพ่ือศึกษาถึงปฏิกิริยาอะโครโซม รแีอคช่ันของอสุจิ (Axner et al., 2004) 
   ผลการศึกษาระดับของทรีฮาโลสต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซมของอสจุิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่าน
การเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งและนํามาละลายที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
ที่ประเมินด้วยสี fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) ร่วมกับ 
propidium iodide (PI) และนําไปวิเคราะห์ผลด้วย flow cytometer ดังแสดงในตารางที่ 4.4 และ
ภาพที่ 4.4 พบว่าเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่มีชีวิตและมีอะโครโซมสมบูรณ ์(PI-PNA-) ในนํ้ายาเจือจางสูตร 
Schramm เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับความเข้มข้น 5 มิลลิโมล มีค่าสูงทีสุ่ด (33.30±1.27 เปอร์เซ็นต์)  
ซึ่งแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) กับนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm เสริมทรีฮาโลสท่ี 
ระดับ 0, 10 และ 15 มิลลิโมล (28.50±0.70, 24.70±0.84 และ 24.50±0.84  เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) 
และน้ํายาเจือจางสูตร EK ที่เสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 0, 25, 50 และ 75 มลิลิโมล (26.65±0.63, 27.95 
±1.20, 24.95±0.21 และ 23.60±0.84 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริม  
ทรีฮาโลสท่ีระดับ 0 มีเปอร์เซ็นต์ความเสียหายของอะโครโซม (PI-PNA+) (19.70±0.14 เปอร์เซ็นต์)    
สูงกว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริมทรีฮาโสที่ระดับ 10 และ 15 มิลลิโมล (13.75±77 และ 
16.20±1.55 เปอร์เซ็นต์) และน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร EK ที่เสรมิทรีฮาโลสในทุกระดับ (15.65±0.91, 
16.65±0.21, 15.45±1.48 และ 12.65±0.63 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ซึ่งมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) แต่ไม่แตกต่างกับนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริมด้วยทรีฮาโลส  
ที่ระดับ 5 มิลลิโมล (17.20±1.27 เปอร์เซ็นต์) ในส่วนของเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิต (PI+PNA-) 
พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 10 และ 15 มิลลิโมล มีเปอร์เซ็นต์อสุจ ิ
ที่ไม่มีชีวิตสูงสุด (21.70±0.70 และ 22.25±1.20 เปอร์เซ็นต์) แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ 
(p<0.01) กับนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสรมิทรีฮาโลส ที่ระดับ 5 มิลลิโมล (17.25±1.06 
เปอร์เซ็นต์) และน้ํายาเจือจางสูตร EK ที่เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 0, 25, 50 และ 75 มิลลิโมล 
(17.70±0.56, 14.80 ±1.68, 13.75±1.06 และ 15.70±0.56 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) แต่ไม่แตกต่างกับ
นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm (กลุ่มควบคุม) (19.70±0.14 เปอร์เซ็นต์) เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไมม่ีชีวิตและ
มีอะโครโซมถูกทําลาย (PI+PNA+) พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร EK เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 50 และ 75  
มิลลิโมล มีเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิตและมีอะโครโซมถูกทําลายสูงสุด (45.85±0.63 และ 48.05±035 
เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) กับนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm 
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ในกลุ่มควบคุม และน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 5, 10 และ 15  
มิลลิโมล (32.10±0.98, 32.25±1.06, 39.85±0.63 และ 37.05±1.90 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) และ
นํ้ายา  เจือจางสูตร EK ที่ไม่มกีารเสริมทรีฮาโลส (กลุ่มควบคุม) และน้ํายาเจือจางสูตร EK ที่เสริมด้วยทรี
ฮาโลส ที่ระดับ 25 มิลลิโมล (40.00±0.98 และ 40.60±1.67 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ซึ่ง Aboagla และ 
Terada (2003) รายงานว่านํ้าตาลทรีฮาโลสช่วยค้ําจุนความสมบูรณ์ของตัวอสุจิได้ยาวนานกว่ากลูโคสที่
เสริมในน้ํายาเจือจางที่ใช้ในกระบวนการแช่แข็ง ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาก่อนหน้าน้ี ในการเสริมทรี
ฮาโลสและซูโครสลงในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ พบว่าช่วยเพ่ิมการเคลื่อนที่และความสมบูรณ์ของอะโครโซม
ของอสุจิสุกรภายหลังการแช่แข็ง (Woelders, 1997) นอกจากน้ีการศึกษาของ Yildiz และคณะ 
(2000), Thuwanut และคณะ  (2008) และ Chatdarong และคณะ (2010) ช้ีให้เห็นว่านํ้าตาลโมเลกุล
คู่สามารถลดจาํนวนอสุจิที่ไม่มีชีวิตและลดอัตราการเกิดความเสียหายบริเวณอะโครโซมของตัวอสุจิสุนัข
ได้ ในขณะที่นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียว ยกเว้นกาแลคโตสและกลูโคส สามารถช่วยให้อัตราความสมบูรณ์
ของอะโครโซมดีขึ้น (Yildiz et al., 2000) 
 4.2.3 ผลของระดับทรีฮาโลสต่อการของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บ 
รักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาระดับของทรีฮาโลสต่อการทํางานของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่
ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งและนํามาละลายที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที  
ที่ประเมินคุณภาพการทํางานของไมโตคอนเดรีย โดยการใช้ 5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 3’ 
tetraethyl-benzimidazolyl carbocyanine iodide (JC-1) และวิเคราะห์ด้วย flow cytometer  
ดังแสดงในตารางที่ 4.5 และภาพที่ 4.5 พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm (กลุ่มควบคุม) และ 
นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสรมิทรีฮาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล มผีลทําให้ตัวอสุจิมเีปอร์เซ็นต์ 
การทํางานของไมโตคอนเดรียสูงสุด (PI-/JC-1+) (45.40±1.55 และ 48.75±0.35 เปอร์เซ็นต์) แตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) กับนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริมด้วยทรีฮาโลสท่ีระดับ 
10 และ 15 มิลลิโมล (36.80±0.42 และ 39.20±0.28 เปอร์เซ็นต์) และนํ้ายาเจือจางสูตร EK  
(กลุ่มควบคุม) และน้ํายาเจือจางสูตร EK ที่มีการเสริมทรฮีาโลสท่ีระดับ 25, 50 และ 75 มิลลิโมล 
(40.60±1.83, 42.00±1.97, 38.95±1.05 และ 34.40±0.34  เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ)  
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ภาพประกอบ 4.4  ความสมบูรณข์องอะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษา 

ด้วยวิธีการแช่แข็ง ที่มีการเสริมทรีฮาโลสในน้ํายาเจือจาง ประเมินด้วยสี 
fluorescein isothiocyanate  conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) 
ร่วมกับ propidium iodide (PI) และ วิเคราะห์ผลด้วย flow cytometer 
(จํานวนอสุจิ 100,000 เซลล์) 

 

 
 
ภาพประกอบ 4.5  การทํางานของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษา 
     ด้วยวิธีการแช่แข็ง ที่มีการเสริมทรีฮาโลสในน้ํายาเจือจาง ประเมินโดยการใช้ 5, 5’,  
     6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3,  3’ tetraethylbenzimidazolyl- carbocyanine 
     iodide (JC-1) ร่วมกับ propidium iodide (PI) และวิเคราะห์ด้วย flow  
     cytometer (จํานวนอสุจิ 100,000 เซลล์) 
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ตารางที่ 4.4 เปอร์เซ็นต์ความสมบูรณข์องอะโครโซมของอสุจิไก่พื้นเมืองที่มีการเสริมทรีฮาโลสและผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง (Mean ± SE; n=6) 
 

ความสมบูรณ์           
ของอะโครโซม           

(%) 

ชนิดของน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ 
สูตร Schramm สูตร EK 

ระดับทรีฮาโลส (mM/mL) 
0 5 10 15 0 25 50 75 

LIA     :  PI- FITC-PNA- 28.50±0.70B 33.30±1.27A 24.70±0.84CD 24.50±0.84CD 26.65±0.63BC 27.95±1.20B 24.95±0.21CD 23.60±0.84D 

LRA    :  PI- FITC-PNA+ 19.70±0.14A 17.20±1.27AB 13.75±0.77CD 16.20±1.55D 15.65±0.91BC 16.65±0.21B 15.45±1.48BC 12.65±0.63BC 

DIA    :  PI+ FITC-PNA- 19.70±0.14AB 17.25±1.06BC 21.70±0.70A 22.25±1.20A 17.70±0.56BC 14.80±1.68CD 13.75±1.06D 15.70±0.56CD 

DRA   :  PI+ FITC-PNA+ 32.10±0.98C 32.25±1.06C 39.85±0.63B 37.05±1.90B 40.00±0.98B 40.60±1.67B 45.85±0.63A 48.05±0.35A 

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.01), LIA; Live with intract acrosome, LRA; Live with ruptured acrosome,  
             DIA; Dead with intact acrosome, DRA; Dead with ruptured acrosome, FITC-PNA; fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin, PI; propidium  
             iodide  
 

ตารางที่ 4.5 เปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พื้นเมืองที่มีการเสริมทรีฮาโลสและผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง (Mean ± SE; n=6) 
 

การทํางานของ         
ไมโตคอนเดรีย          

(%) 

ชนิดของสารละลายเจือจางน้ําเชื้อ 
สูตร Schramm สูตร EK 

ระดับทรีฮาโลส (mM/mL) 
0 5 10 15 0 25 50 75 

PI- / JC-1+ 45.40±1.55A 48.75±0.35A 36.80±0.42CD 39.20±0.28BC 40.60±1.83B 42.00±1.97B 38.95±1.05BC 34.40±0.34D 

PI- / JC-1- 2.80±0.42 1.80±0.42 1.65±0.35 1.50±0.42 1.70±0.28 1.75±0.21 1.45±0.35 1.85±0.07 

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.01), JC-1; 5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 3’ tetraethylbenzimidazolyl-  
              carbocyanine iodide, PI; propidium iodide 
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  4.2.4 ผลของระดับทรีฮาโลสท่ีต่อระดับลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลัง 
การแช่แข็ง 
   ศึกษาถึงผลในการช่วยลดปฏิกิริยาการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของทรีฮาโลสที่ผ่าน
กระบวนการแช่แข็งและละลายที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซยีส โดยการวิเคราะห์หาปริมาณ malon 
dialdehyde (MDA) ซึ่งเป็นผลผลิตสุดท้ายของการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่วัดได้ด้วยวิธี 
triobarbituburic acid reactive species (TBARS) ซึ่งวัดด้วยเครื่อง spectrophotometer ที่ระดับ
ความยาวคลื่นที่ 532 นาโนเมตร ผลการวิเคราะห์ในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) หลังการละลาย ดังแสดงใน
ตารางที่ 4.6 พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm (กลุ่มควบคุม), นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm 
เสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 5, 10 และ 15 มิลลิโมล (1.42±0.99, 1.48±0.26, 1.62±0.90 และ 1.54±0.20  
ไมโครโมล/มิลลิลิตร/50x106 เซลล ์ตามลําดับ และน้ํายาเจือจางสูตร EK (กลุม่ควบคุม), นํ้ายาเจือจาง
สูตร EK เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 25, 50 และ 75 มิลลิโมล (1.24±0.17, 1.49 ±0.10, 1.68±0.60 และ 
1.61±0.90 ไมโครโมล/มิลลิลติร/ 50x106 เซลล ์ตามลําดับ) มีระดับของการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน
ของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ไม่แตกต่างกัน (p>0.05)    
 
ตารางที่  4.6 ระดับทรีฮาโลสท่ีเหมาะสมต่อระดับลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลัง  
                การแช่แข็ง (Mean ± SE; n=6) 
 

ชนิดของน้ํายาเจือจาง MDA (ไมโครโมลต่อมิลลลิติรต่อ 50x106 เซลล)์
Sch+T0mM 1.42±0.99 
Sch+T5mM 1.48±0.26 
Sch+T10mM 1.62±0.90 
Sch+T15mM 1.54±0.20 
EK+T0mM 1.24±0.17 
EK+T25mM 1.49±0.10 
EK+T50mM 1.68±0.60 
EK+T75mM 1.61±0.09 
หมายเหตุ Sch; นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm, EK; นํ้ายาเจือจางสูตร EK, T; ระดับของทรีฮาโลส 
 
  4.2.5 ผลของระดับทรีฮาโลสท่ีเหมาะสมต่ออัตราการผสมติดของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลัง
การแช่แข็ง 
   อัตราการผสมติดโดยทําการผสมเทียมในแม่ไก่ไข่พันธ์ุทางการค้า จํานวน 48 ตัว ที่มีอายุ 
43 สัปดาห์ ทาํการทดลองซ้ํา 6 ครั้ง ดังแสดงในตารางที่ 4.7 พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm  
ที่มีการเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล (87.67±1.26 เปอร์เซ็นต์) ให้อัตราการผสมติดสูงที่สุด 
แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติกับกลุ่มอ่ืนๆ และพบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm เสริมทรฮีาโล
สที่ระดับ 0 และ 10 มิลลิโมล (77.78±1.79 และ 72.29±1.58 เปอร์เซ็นต์) และน้ํายาเจือจางสูตร EK 
เสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 0 และ 25 มิลลิโมล (74.69±1.90 และ 72.07±1.40 เปอร์เซ็นต์) มีอัตรการผสม
ติดไม่แตกต่างกับนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm เสริมทรฮีาโลสท่ีระดับ 15 มิลลิโมล (70.75±1.47 
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เปอร์เซ็นต์) และน้ํายาเจือจางสูตร EK เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 50 และ 75 มิลลิโมล (70.02±1.21 และ 
68.00±1.44 เปอร์เซ็นต์) ซึ่งนํ้ายาเจือจางสูตร EK เสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 75 มิลลิโมล ให้อัตราการผสม
ติดตํ่าที่สุด 
 
ตารางที่ 4.7  เปอร์เซ็นต์การผสมติดของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง  
   ที่มีการเสริมทรีฮาโลสในระดับที่แตกต่างกัน (Mean ± SE; n=6) 
 
ชนิดของน้ํายาเจือจาง ระดับทรฮีาโลส (mM) จํานวนไข่เขา้ฟัก อัตราการผสมติด (%) 
Sch 0 232 77.78±1.79B

 5 253 87.67±1.26A

 10 245 72.29±1.58BCD

 15 250 70.75±1.47CD

EK 0 241 74.69±1.90BC

 25 232 72.07±1.40B

 50 254 70.02±1.21CD

 75 245 68.00±1.44D

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  
    (p<0.01) 
 
   อย่างไรก็ตามที่มีการรายงานถึงประโยชน์ของการเสริมทรีฮาโลสลงในนํ้ายาเจือจาง แต่ก็
ไม่ทั้งหมดที่ให้ผลการทดลองเหมือนกัน ความแตกต่างที่พบน้ันส่วนหน่ึงอาจเกิดจากความเข้มข้นของ  
ทรีฮาโลสท่ีน้อยหรือมากเกินไป หรือต่างกันที่ชนิดของสัตว์ที่นํามาทดลอง Kazdrowski (2009) รายงาน
ว่าทรีฮาโลสไม่มีผลต่อการมีชีวิตรอดของอสุจิกระต่ายยุโรปสีนํ้าตาลภายหลังการแช่แขง็ และ Squires 
และคณะ (2004) รายงานว่าการเสริมทรีฮาโลสในน้ํายาเจอืจางนํ้าเช้ือไม่ทําให้อสุจิม้าทีผ่่านการเก็บ
รักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง มีการเคล่ือน ทีสู่งข้ึน รวมถึงการศึกษาของ Molinia และคณะ (1994) พบว่า
นํ้าตาลโมเลกุลเด่ียวเหมาะสมกว่านํ้าตาลโมเลกุลคูใ่นการเก็บรักษาอสุจิแกะด้วยวิธีการแช่แข็ง 
   กลไกการทํางานของทรีฮาโลสในการป้องกันอสุจิระหว่างขั้นตอนการแช่แข็งและข้ันตอน
การละลายยังคงต้องมีการศึกษาต่อไป นอกเหนือจากประสิทธิภาพในการป้องกันอันตรายจากการแช่
แข็งและหน้าทีใ่นการเป็นสารที่ให้พลังงานแล้ว นํ้าตาลจะช่วยทําให้เซลล์เกิดการคายนํ้าออกก่อนเข้า
กระบวนการแช่แข็ง ในสภาวะที่มีนํ้าตาล ความสมบูรณ์ของโครงสร้างและคุณสมบัติในการซึมผ่านของ
เย่ือหุ้มเซลล์น้ันจะยังคงอยู่ การกลับมาเริ่มทํางานอีกครั้งของอสุจิภายหลังการแช่แขง็และการละลายจะ
เพ่ิมสูงขึ้นเมื่อเย่ือหุ้มเซลล์มีความสามารถในการให้สารไหลผ่านสูง และ Malo และคณะ  (2010) 
รายงานว่าทรีฮาโลสช่วยเพ่ิมความสามารถในการไหลผ่านของสารบริเวณเย่ือหุ้มเซลลไ์ด้ ในสภาวะที่
เซลล์ถกูดึงนํ้าออก เน่ืองจากทรีฮาโลสสามารถสร้างพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ฟอสโฟลิปิดได้ และเช่ือมต่อ
กับเย่ือหุ้มเซลล์ จึงเป็นการแทนที่โมเลกลุของนํ้า ด้วยเหตุการณ์น้ีทรีฮาโลสจึงทําให้เย่ือหุ้มเซลล์มีความ
ง่ายต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างน้อยลง ซึ่งจะเกิดขึ้นในช่วงที่มีการไหลย้อนกลับของน้ําที่เข้าเซลล ์
อย่างรวดเร็ว            
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4.3 การทดลองที่ 3 ผลของการเสริมกลตูาไทโอนในนํ้ายาเจือจางน้าํเชื้อหลังการละลายต่อคุณภาพ    
และอัตราการผสมติดของอสุจิไก่พื้นเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการ แช่แข็ง 

 
  4.3.1 ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายต่ออัตราการ 
เคลื่อนที่ของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาระดับของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายต่ออัตราการ
เคลื่อนที่นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านกระบวนการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง ประเมินคุณภาพอสุจิด้วย 
Computer-Assisteds Sperm Analyser (CASA) ดังแสดงในตารางที่ 4.8 ทําการประเมินในช่ัวโมงที่ 
0 (5 นาที)  
   ผลของนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 5 มิลลิโมล ให้อัตรา
การเคลื่อนที่รวม (MOT) (46.58±2.70 เปอร์เซ็นต์) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (PMOT) (28.50± 
1.62 เปอร์เซ็นต์) และอัตราการเคลื่อนที่แบบ VSL(80.35±1.69 ไมโครเมตร/วินาที) สูงกว่านํ้ายาเจือ
จางสูตร Schramm ที่ไม่มีการเสริมทรีฮาโลส (40.33±2.70, 24.66±2.09 เปอร์เซ็นต์ และ 61.35± 
2.29 ไมโครเมตร/วินาที) อย่างมีนัยสําคัญย่ืงทางสถิติ (p<0.01) แต่พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm 
มีผลต่อการเคลื่อนที่แบบ VCL (126.40±1.76 ไมโครเมตร/วินาที) มากกว่านํ้ายาเจือจางสูตร 
Schramm เสริมทรีฮาโลส 5 มิลลิโมล (117.68±1.69 ไมโครเมตร/วินาที) (p<0.01) และพบว่า 
ชนิดของนํ้ายาเจือจางไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่แบบ VAP 
         ผลของระดับการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลาย พบว่าการเสริม  
กลูตาไทโอนที่ระดับ 0 มิลลิโมล ให้อัตราการเคลื่อนที่รวม (49.33±1.76 เปอร์เซ็นต์) และการเคลื่อนที่
แบบ VAP (82.70±1.86) สูงที่สุด แตกต่างจากการเสริมกลูตาไทโอนที่ระดับ 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมล 
(40.83±1.87, 41.66±2.41 และ 43.00±1.41 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) และ (77.53±1.36, 76.46±1.31 
และ 75.71±1.42 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P>0.01) ทั้งน้ีระดับ 
การเสริมกลูตาไทโอนภายหลังการละลาย ไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (29.16±1.49, 
26.33±1.80, 25.50±1.08 และ 25.33±1.58 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) การเคลื่อนที่แบบ VSL 
(68.20±1.51, 68.76±1.70, 73.15±1.83 และ 73.30±1.94 ไมโครเมตร/วินาที ตามลําดับ) และ 
การเคลื่อนแบบ VCL (123.93±1.41, 116.10±1.45, 124.50±1.71 และ 123.65±1.71 ไมโครเมตร/
วินาที ตามลําดับ) 
   การประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่มีการเสริมกลูตาไทโอนลงในนํ้ายาเจือ
จางหลังการละลาย ในช่ัวโมงที่ 1 ดังแสดงในตารางที่ 4.9 พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm  
ที่มีการเสริมทรีฮาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล ให้อัตราการเคลื่อนที่รวม (42.66±1.75 เปอร์เซ็นต์) และ 
การเคลื่อนที่แบบ VCL (78.17±1.78 ไมโครเมตร/วินาที) สูงกว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไมม่ี
การเสริมทรีฮาโลส (36.25±2.02 เปอร์เซ็นต์ และ 59.36±1.57 ไมโครเมตร/วินาที) อย่างมีนัยสําคัญย่ิง
ทางสถิติ (p<0.01) แต่นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไมม่ีการเสริมทรฮีาโลสมีอัตราการเคลื่อนที่แบบ 
VSL (78.17±1.78 ไมโครเมตร/วินาที) สูงกว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริมทรีฮาโลส 
ที่ระดับ 5 มิลลิโมล (59.36±1.57 ไมโครเมตร/วินาที) และพบว่าชนิดของนํ้ายาเจือจางไม่มีผลต่ออัตรา
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (23.17±1.68 และ 25.16±1.15 เปอร์เซ็นต์) และอัตราการเคลื่อนที่แบบ VAP 
(72.10±1.88 และ 73.06±1.98 ไมโครเมตร/วินาที)  
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    ผลของระดับการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลาย พบว่ากลุ่มที่ไมม่ีการ
เสริมกลูตาไทโอน (กลุ่มควบคุม) ให้อัตราการเคลื่อนที่รวม (45.00±1.54 เปอร์เซ็นต์) และอัตราการ
เคลื่อนที่แบบ VAP (76.53±1.61 ไมโครเมตรต่อวินาที) สูงที่สุด แตกต่างจากกลุ่มที่มีการเสริมกลูตา    
ไทโอนที่ระดับ 0.1, 0.5 และ 1 อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P<0.01) (38.16±1.05, 36.83±1.21 และ 
37.83±1.25 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) และ (74.05±1.35, 71.88±1.86 และ 67.88±1.69 ไมโครเมตร
ต่อวินาที ตามลําดับ) แต่ระดับของการเสริมกลูตาไทโอนภายหลังการละลายไม่มีผลต่ออัตราการ
เคลื่อนที่ไปข้างหน้า อัตราการเคลื่อนที่แบบ VSL และอัตราการเคลื่อนที่แบบ VCL 
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ตารางที่ 4.8 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไก่พื้นเมืองที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในน้ํายาเจือจางหลังการแช่แขง็ ประเมินในชั่วโมงที่ 0 (5 นาที) (Mean ± SE; n=6) 
 

  รูปแบบการเคลื่อนที ่
  MOT PMOT VAP VSL VCL 

ชนิดน้ํายาเจือจาง Sch+T0mM 40.33±2.70B 24.66±2.09b 76.55±1.55 61.35±2.29B 126.40±1.76A 

Sch+T5mM 46.58±2.72A 28.50±1.62a 79.65±1.81 80.35±1.69A 117.68±1.69B 

ระดับนัยสําคัญ  0.001 0.03 0.07 0.001 0.002 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 49.33±1.76A 29.16±1.49 82.70±1.86A 68.20±1.51 123.93±1.41 
0.1 40.83±1.87B 26.33±1.80 77.53±1.36B 68.76±1.70 116.10±1.45 
0.5 41.66±2.41B 25.50±1.08 76.46±1.31B 73.15±1.83 124.50±1.71 
1 43.00±1.41B 25.33±1.58 75.71±1.42B 73.30±1.94 123.65±1.71 

ระดับนัยสําคัญ  0.003 0.38 0.03 0.13 0.06 
A*B  0.28 0.50 0.12 0.057 0.052 

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.01), (a, b) แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ     
              (p<0.05), T; ระดับการเสริมทรีฮาโลส 
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ตารางที่ 4.9 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิไก่พื้นเมืองที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในน้ํายาเจือจางหลังการแช่แขง็ ประเมินในชั่วโมงที่ 1 (Mean ± SE; n=6) 
 

  รูปแบบการเคลื่อนที ่
  MOT PMOT VAP VSL VCL 

ชนิดน้ํายาเจือจาง Sch+T0mM 36.25±2.02B 23.17±1.68 72.10±1.88 59.36±1.57B 125.62±1.49A 

Sch+T5mM 42.66±1.75A 25.16±1.15 73.06±1.98 78.17±1.78A 116.30±1.76B 

ระดับนัยสําคัญ  0.001 0.23 0.49 0.001 0.004 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 45.00±1.54A 26.50±1.32 76.53±1.61A 65.63±1.05 124.63±1.78 
0.1 38.16±1.05B 23.00±1.22 74.05±1.35B 67.01±1.00 124.63±1.19 
0.5 36.83±1.21B 23.33±1.54 71.88±1.86B 71.80±1.49 121.41±1.02 
1 37.83±1.25B 23.83±1.71 67.88±1.69B 70.63±1.00 123.60±1.59 

ระดับนัยสําคัญ  0.001 0.43 0.03 0.07 0.05 
A*B  0.12 0.72 0.12 0.052 0.06 

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.01), T; ระดับการเสริมทรีฮาโลส 
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  4.3.2 ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายต่อความสมบูรณ์ 
ของอะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายต่อความสมบูรณ์ของ         
อะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง ทีป่ระเมินในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) 
ด้วยสี fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin (FITC-PNA) ร่วมกับ 
propidium iodide (PI) และนําไปวิเคราะห์ผลด้วย flow cytometer ดังแสดงในตารางที่ 4.10 และ
ภาพที่ 4.6 พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไม่มีการเสริมทรีฮาโลสและนํ้ายาเจือจางสูตร 
Schramm ทีม่ีการเสริมทรฮีาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล ไมม่ีผลต่อเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่มีชีวิตและอยู่ใน
สภาพสมบูรณ ์(PI-PNA-) (33.93±1.21 และ 33.53±1.32 ตามลําดับ) เปอร์เซ็นต์ความเสียหายของ   
อะโครโซม (PI-PNA+) (19.80±1.40 และ 20.00±1.24 ตามลําดับ) เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิต 
แต่    อะโครโซมยังมีความสมบูรณ์ (PI+PNA-) (19.07±1.31 และ 20.90±1.93 ตามลําดับ) และ
เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิตและอะโครโซมเสียหาย (PI+PNA+) (27.18±1.71 และ 25.56±0.73 
ตามลําดับ) (p>0.05)  
   ผลของระดับของการเสริมกลตูาไทโอนที่ 0, 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมล ลงในนํ้ายาเจือจาง
หลังการละลาย ในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) พบว่าไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่มีชีวิต (PI-PNA-) (34.00 
±1.38, 34.37±1.35, 34.42±1.41 และ 32.15±1.25 ตามลําดับ) เปอร์เซ็นตความเสียหายของ        
อะโครโซม (PI-PNA+) (19.87±1.24, 19.42±1.35, 19.62±1.34 และ 20.67±0.72 ตามลําดับ) 
เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิตและอะโครโซมยังสมบูรณ์ (PI+PNA-) (20.37±1.68, 18.20±1.32, 
18.67±1.62 และ 22.70±1.40 ตามลําดับ) และเปอร์เซน็ต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิตและอะโครโซมเสียหาย 
(PI+PNA+) (25.75±1.39, 28.00±1.14, 27.27±1.31 และ 24.47±1.63 ตามลําดับ) (p>0.05) และไม่
พบปฏิกิริยาร่วมระหว่างชนิดของนํ้ายาเจือจางและระดับของการเสริมกลตูาไทโอน (p<0.05) 
   ผลการประเมนิความสมบูรณ์ของอะโครโซมในช่ัวโมงที่ 1 ดังแสดงในตารางที่ 4.11 พบว่า
นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไม่มีการเสริมทรีฮาโลสและนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริม 
ทรีฮาโลสท่ี  ระดับ 5 มิลลิโมล ไม่มผีลต่อเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่มีชีวิตและอยู่ในสภาพสมบูรณ์ (PI-PNA-) 
(29.87±1.28 และ 31.62±1.14 ตามลําดับ) เปอร์เซ็นต์ความเสียหายของอะโครโซม (PI-PNA+) 
(20.37±1.34 และ 18.22±0.58 ตามลําดับ) เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิตแต่อะโครโซมยังมีความ
สมบูรณ์ (PI+PNA-) (21.28±1.42 และ 22.86±1.48 ตามลําดับ) และเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิต
และอะโครโซมเสียหาย (PI+PNA+) (28.46±1.63 และ 27.28±0.94 ตามลําดับ) (p>0.05)  
          ผลของระดับของการเสริมกลตูาไทโอนที่ 0, 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมล ลงในนํ้ายาเจือจาง
หลังการละลายในช่ัวโมงที่ 1 พบว่าไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่มีชีวิต (PI-PNA-) (31.97±1.34, 32.67 
±0.49, 31.85±0.97 และ 30.50±0.81 ตามลําดับ) เปอรเ์ซ็นตความเสียหายของอะโครโซม (PI-PNA+) 
(17.65±0.65, 17.92±1.18, 19.05±1.20 และ 18.57±0.35 ตามลําดับ) เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิต
และอะโครโซมยังสมบูรณ์ (PI+PNA-) (22.72±1.03, 20.40±1.64, 21.37±1.21 และ 23.80±0.58 
ตามลําดับ) และเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ไม่มีชีวิตและอะโครโซมเสียหาย (PI+PNA+) (27.65±1.78, 
29.00±1.48, 27.20±1.43 และ 27.12±0.37 ตามลําดับ) (p>0.05) และไม่พบปฏิกิริยาร่วมระหว่าง
ชนิดของนํ้ายาเจือจางและระดับของการเสริมกลูตาไทโอน (p>0.05) 
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ตารางที่ 4.10  เปอร์เซ็นต์ความสมบูรณข์องอะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วย  
             วิธีการแช่แข็งที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในระดับที่แตกต่างกันในน้ํายาเจือจางหลังการ 
              ละลาย ประเมนิในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) (Mean ± SE; n=6) 
 
  ความสมบรูณข์องอะโครโซม (%) 

  PI-PNA- PI-PNA+ PI+PNA- PI+PNA+ 
ชนิดนํ้ายา    
เจือจาง 

Sch+T5mM 33.93±1.21 19.80±1.40 19.07±1.31 27.18±1.71 
Sch+T5mM 33.53±1.32 20.00±1.24 20.90±1.93 25.56±0.73 

ระดับนัยสําคัญ  0.70 0.81 0.06 0.07 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 34.00±1.38 19.87±1.24 20.37±1.68 25.75±1.39 
0.1 34.37±1.35 19.42±1.35 18.20±1.68 25.75±1.39 
0.5 34.42±1.41 19.62±1.34 18.67±1.62 27.27±1.31 
1.0 32.15±1.25 20.67±0.72 22.70±1.40 24.47±1.31 

ระดับนัยสําคัญ  0.39 0.72 0.07 0.18 
A*B  0.52 0.84 0.86 0.88 

หมายเหตุ: T; ระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง 
 
ตารางที่ 4.11  เปอร์เซ็นต์ความสมบูรณข์องอะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วย 
            วิธีการแช่แข็งที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในระดับที่แตกต่างกันในน้ํายาเจือจางหลังการ 
            ละลาย ประเมนิในช่ัวโมงที่ 1 (Mean ± SE; n=6) 
 
  ความสมบรูณข์องอะโครโซม (%) 

  PI-PNA- PI-PNA+ PI+PNA- PI+PNA+ 
ชนิดนํ้ายา    
เจือจาง 

Sch+T0mM 29.87±1.28 20.37±1.34 21.28±1.42 28.46±1.63 
Sch+T5mM 31.62±1.14 18.22±0.58 22.86±1.48 27.28±0.94 

ระดับนัยสําคัญ  0.61 0.76 0.10 0.13 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 31.97±1.34 17.65±0.65 22.72±1.03 27.65±1.78 
0.1 32.67±0.49 17.92±1.18 20.40±1.64 29.00±1.48 
0.5 31.85±0.97 19.05±1.20 21.37±1.21 27.20±1.43 
1.0 30.50±0.81 18.57±0.35 23.80±0.58 27.12±0.37 

ระดับนัยสําคัญ  0.07 0.24 0.09 0.35 
A*B  0.76 0.35 0.52 0.67 

หมายเหตุ: T; ระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง 
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ภาพประกอบ 4.6 ความสมบูรณข์องอะโครโซมของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษา 
     ด้วยวิธีการแช่แข็ง ที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลาย 
     ประเมินด้วยสี fluorescein isothiocyanate conjugated peanut agglutinin  
     (FITC-PNA) ร่วมกับ propidium iodide (PI) และวิเคราะห์ผลด้วย flow  
     cytometer (จํานวนอสุจิ 100,000 เซลล์) 
 
  4.3.3 ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายต่อการทํางานของ  
ไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง 
   ผลการศึกษาระดับกลูตาไทโอนที่เสริมลงในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายต่อการทํางานของ
ไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง ที่ประเมินคณุภาพการทํางาน
ของไมโตคอนเดรีย โดยการใช้ 5, 5’, 6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 3’ tetraethylbenzi midazolyl-
carbo cyanine iodide (JC-1) และวิเคราะห์ด้วย flow cytometer ในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) ดังแสดง
ในตารางที่ 4.12 และภาพประกอบ 4.7 พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไม่มีการเสริมทรีฮาโลส
และน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 5 มิลลิโมล (51.32±1.78 และ 
51.25±0.73 ตามลําดับ) ไมม่ีผลต่อเปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรียของตัวอสุจิ (PI-/JC-1+) 
และในการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาหลังการเจือจางที่ระดับ 0, 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมล น้ันไม่มผีลต่อ
เปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรีย (51.02±1.39, 51.40±0.45, 52.10±1.26 และ 50.62±0.35 
ตามลําดับ) (p>0.05) 
     เมื่อทําการประเมินการทํางานของไมโตคอนเดรียในช่ัวโมงที่ 1 ดังแสดงในตารางที่ 4.13 
พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไม่มกีารเสริมทรีฮาโลสและน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการ
เสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 5 มิลลิโมล (46.96±1.86 และ 47.67±1.09 ตามลําดับ) ไม่มผีลต่อเปอร์เซ็นต์
การทํางานของไมโตคอนเดรียของตัวอสุจิ (PI-/JC-1+) เช่นกัน การเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาหลังการ
เจือจางที่ระดับ 0, 0.1, 0.5 และ 1 มิลลิโมล น้ันไม่มผีลต่อเปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรีย 
(47.27±1.17, 48.40±1.67, 49.00±1.20 และ 46.60±0.83 ตามลําดับ) (p>0.05) 
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ตารางที่ 4.12  เปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วย 
    วิธีการแช่แข็งที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในระดับที่แตกต่างกันในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือหลัง 
              การละลายในช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) (Mean ± SE; n=6) 
 
  การทํางานของไมโตคอนเดรีย (%) 
  PI-/JC-1+ PI-/JC-1- 

ชนิดของนํ้ายาเจือจาง Sch+T0mM 51.32±1.78 2.41±0.77 
Sch+T5mM 51.25±0.73 2.28±0.35 

ระดับนัยสําคัญ  0.93 0.66 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 51.02±1.39 2.85±0.65 
0.1 51.40±0.45 2.40±0.50 
0.5 52.10±1.26 1.95±0.23 
1 50.62±0.35 2.20±0.62 

ระดับนัยสําคัญ  0.68 0.21 
A*B  0.81 0.41 

หมายเหตุ: T;ระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง 
 
ตารางที่ 4.13  เปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วย 
                   วิธีการแช่แข็งที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในระดับที่แตกต่างกันในน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือหลัง 
                   การละลาย ในช่ัวโมงที่ 1 (Mean ± SE; n=6) 
 
  การทํางานของไมโตคอนเดรีย (%) 
  PI-/JC-1+ PI-/JC-1- 

ชนิดของนํ้ายาเจือจาง Sch+T0mM 46.96±1.86 3.41±0.51 
Sch+T5mM 47.67±1.09 2.17±0.38 

ระดับนัยสําคัญ  0.61 0.21 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 47.27±1.17 2.60±0.39 
0.1 48.40±1.17 2.20±0.54 
0.5 49.00±1.20 1.90±0.34 
1 46.60±0.83 2.47±0.27 

ระดับนัยสําคัญ  0.68 0.09 
A*B  0.35 0.15 

หมายเหตุ: T;ระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง 
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ภาพประกอบ 4.7  แสดงการทํางานของไมโตคอนเดรียของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษา 
     ด้วยวิธีการแช่แข็งที่มีการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลาย  
     ประเมินโดยการใช้ 5, 5’, 6, 6’- tetrachloro-1, 1’, 3,  
     3’tetraethylbenzimidazolyl- carbocyanine iodide (JC-1)  
    ร่วมกับ propidium iodide (PI)  และวิเคราะห์ด้วย flow cytometer (จํานวนอสุจิ     
     100,000 เซลล์) 
 
  4.3.4 ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายต่อระดับลิปิด           
เปอร์ออกซิเดช่ันของนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลังการแช่แขง็ 
   บริเวณเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิมีกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวจํานวนมาก ดังน้ันจึงไวต่อการเกิด 
ความเสียหายเน่ืองจากปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน ผลที่ตามมาก็คือ เย่ือหุ้มเซลล์สญูเสียความ
สมบูรณ์ การเคล่ือนที่ของอสจุิลดลง และสญูเสียความสามารถในการปฏิสนธิในที่สุด โดยเป็นผลมาจาก
การเกิดปฏิกิริยา ROS ระหว่างการบ่มที่ใช้ออกซิเจน (Uysal et al., 2007) ดังน้ันอนุมูลอิสระจะต้องถูก
กําจัดออกโดยการเสริมสารต้านอนุมูลอิสระ (จําพวก กลูตาไทโอน ซีสเตมีน และ ทัวรีน เป็นต้น)  
ในระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลายหรือระหว่างการเก็บรักษาน้ําเช้ือ (Bucak et al., 2007) 
   ผลของกลูตาไทโอนในการช่วยลดปฏิกิริยาการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของกลูตาไทโอน
ต่ออสุจิที่ผ่านกระบวนการแช่แข็งและการละลาย โดยวิเคราะห์จากปริมาณ maloaldehyde (MDA)  
ที่วัดได้ด้วยวิธี thiobarbituburic acid reactive species (TBARS) ซึ่งวัดด้วยเครื่อง 
spectrophotometer ที่ระดับความยาวคล่ืนแสงที ่532 นาโนเมตร จากการวิเคราะห์ในช่ัวโมงที่ 0  
(5 นาที) หลังการละลายที่อุณหภูมิ 2-5 องศาเซลเซียส ดังแสดงในตารางที่ 4.14 พบว่าผลของนํ้ายาเจือ
จางนํ้าเช้ือสูตร Schramm และน้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือสูตร Schramm ที่มกีารเสริมทรีฮาโลส ไมม่ีผลต่อ
การเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน ในสว่นของการเสริมกลูตาไทโอนที่ระดับ 0, 0.1, 0.5 และ 1 
มิลลิโมล พบว่าการเสริมกลูตาไทโอนท่ีระดับ 1 มิลลิโมล ในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายนํ้าเช้ือน้ัน ช่วย
ให้ปริมาณ MDA ที่วัดได้ตํ่าที่สุด (0.45±0.90 ไมโครโมล/มิลลลิิตร/50x106 เซลล)์ ซึ่งมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (p<0.01) กับกลุ่มที่มีการเสริม กลูตาไทโอนที่ระดับ 0, 0.1 และ 0.5  
มิลลิโมล (1.35±0.24, 0.86±0.08 และ 0.70±0.61 ไมโครโมล/มิลลิลิตร/50x106 เซลล ์ตามลําดับ)  
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   ผลการวิเคราะห์ในช่ัวโมงที่ 1 หลังการละลาย ดังแสดงในตารางที่ 4.14 พบว่านํ้ายาเจือ
จางสูตร Schramm และน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริมทรฮีาโลสท่ีระดับ 5 มิลลิโมล ไมม่ี
ผลต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันของอสุจิ และการเสรมิกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจาง
หลังการละลายในระดับ 1 มลิลิโมลน้ัน ช่วยให้ปริมาณ MDA ที่วัดได้มีค่าตํ่าที่สุด (0.16±0.09 ไมโคร
โมล/มิลลิลิตร/50x106เซลล ์) ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มทีม่ีการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการ
ละลายที่ระดับ 0, 0.1 และ 0.5 มิลลิโมล (1.21±0.14, 0.80±0.08 และ 0.71±0.05 ไมโครโมล/
มิลลลิิตร/50x106 เซลล ์ตามลําดับ) 
   จากการทดลองน้ี พบว่าการเสริมกลูตาไทโอนท่ีระดับ 1 มิลลิโมลในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ
หลังการละลายที่ช่ัวโมงที่ 0 (5 นาที) และช่ัวโมงที่ 1 หลังการลาย ทําใหร้ะดับปริมาณการเกิดลิปิดเปอร์
ออกซิเดช่ันที่เกิดขึ้นน้อยกว่ากลุ่มการทดลองอ่ืนๆ 
 
ตารางที่ 4.14  ปริมาณ malondialdehyde (MDA) จากอสุจิที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง  
    ที่มีการเสริมกลูตาไทโอน (GSH) ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลาย  
    (μM/ml/50x106spz ±  SE; n=6) 
 
  ปริมาณ maloaldehyde (MDA) 

(μM/ml/50x106spz) 
  ชั่วโมงท่ี 0 (5 นาท)ี ชั่วโมงท่ี 1 

นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Sch+T0mM 0.86±0.40 0.73±0.37 
Sch-T5mM 0.81±0.31 0.69±0.46 

ระดับนัยสําคัญ  0.31 0.29 
กลูตาไทโอน  
(mM/mL) 

0 1.35±0.24A 1.21±0.14A

0.1 0.86±0.08B 0.80±0.08B

0.5 0.70±0.61C 0.71±0.05B

1.0 0.45±0.90D 0.16±0.09C

ระดับนัยสําคัญ  0.001 0.001 
A*B  0.671 0.054 

หมายเหตุ: (A, B)ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  
              (p<0.01), T; ระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง 
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  4.3.5 ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการต่ออัตราการผสมติดของ 
นํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองภายหลังการแช่แข็ง 
   ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลายต่ออัตราการผสมติด 
โดยการใช้นํ้าเช้ือที่ผ่านกระบวนการแช่แข็ง และทําการละลายที่อุณหภูม ิ2-5 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
5 นาที จากน้ันนําไปผสมเทยีมในแม่ไก่ไขพั่นธ์ุทางการค้า อายุ 51 สัปดาห์ ดังแสดงในตารางที่ 4.15 
พบว่า นํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่มีการเสริมทรีฮาโลสที่ระดับ 5 มิลลิโมล (74.92±1.22 
เปอร์เซ็นต์) มีอัตราการผสมติดสูงกว่ากลุ่มนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่ไม่มีการเสริมทรีฮาโลส 
(64.30±1.71 เปอร์เซ็นต์) อย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P<0.01)  
   ผลของระดับการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางหลังการละลาย พบว่าการเสริม 
กลูตาไทโอนที่ระดับ 0, 0.1 และ 0.5 มิลลิโมล มีอัตราการผสมติด (72.77±1.55, 71.65±0.51 และ 
69.46 ±1.11 เปอร์เซ็นต์ ตามลําดับ) ไมแ่ตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) แต่พบความแตกต่าง 
เมื่อมีการเสริมกลูตาไทโอนที่ระดับ 1 มิลลิโมล (64.59±1.01 เปอร์เซ็นต์) มีผลทําให้อัตราการผสมติด
ลดลงอย่างมีนัยสําคัญย่ิงทางสถิติ (P<0.01) 
 
ตารางที่ 4.15  เปอร์เซ็นต์การผสมติดของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง  
   โดยใช้นํ้ายาเจือจางหลังการละลายนํ้าเช้ือที่มีการเสริมกลูตาไทโอน (GSH)  
   ในระดับที่แตกต่างกัน (Mean ± SE; n=6) 
 
  จํานวนไข่เข้าฟัก อัตราการผสมติด (%) 
นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ Sch+T0mM 950 64.30±1.71B

 Sch-T5mM 948 74.92±1.22A

ระดับนัยสําคัญ   0.001 
กลูตาไทโอน 
(mM/mL) 

0 470 72.77±1.55A

0.1 486 71.62±0.51A

0.5 469 69.46±1.11A

1 473 64.59±1.01B

ระดับนัยสําคัญ   0.003 
A*B   0.052 

หมายเหตุ: (A, B) ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  
              (p<0.01), T; ระดับของการเสริมทรีฮาโลสในนํ้ายาเจือจาง 
 
   นอกจากน้ีขั้นตอนในการแช่แข็งยังเป็นขั้นตอนที่ทําให้ปริมาณกลูตาไทโอนภายในเซลล์
อสุจิสุกรลดลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (Gadea et al., 2004) เช่นเดียวกับอสุจิโค (Bilodeau et al., 
2000) และมนุษย์ (Gadea et al., 2005) และจากการศึกษาที่ผ่านมาเหน็ได้ว่าการเสริมกลูตาไทโอนลง
ในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการแช่แข็งในอสจุิสุกร สามารถช่วยเพ่ิมความสามารถในการปฏิสนธินอก 
ร่างของอสุจิได้ (Gadea et al., 2004; 2005) และสามารถช่วยลดกระบวนการเกิดคาปาซิเตช่ัน  
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ลดการเกิดปฏิกิริยา ROS ภายในเซลล์เพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิสุกร  
แพะ และมนุษย์ได้ เมื่อผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง (Gadea et al., 2005; 2011; 2013) 
   การเสริมกลูตาไทโอนลงในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือทั้งก่อนและหลังแช่แข็งน้ันถูกคาดหวัง 
ให้ช่วยปรับปรุงคุณภาพและความสามารถในการปฏิสนธิของอสุจิสุกรภายหลังการแช่แข็งและ 
การละลาย (Gadea et al., 2004; 2005) เช่นเดียวกับการศึกษาของ Bilodeau และคณะ (2001) และ 
Funahashi และ Sano (2005) ที่เสริมกลตูาไทโอนแล้วพบว่าสามารถช่วยรักษาอัตราการเคลื่อนที่ของ
อสุจิ และช่วยปกป้องอสุจิไม่ให้เสียหายจากปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ันได้  
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บทที่ 5 
 

สรุปผล และข้อเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
 
  การทดลองที่ 1 ผลของชนิดนํ้ายาเจือจางต่อคุณภาพนํ้าเช้ือไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษา
ด้วยวิธีแช่แข็ง พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm และสตูร EK ส่งผลให้อัตราการรอดชีวิต อัตราการ
เคลื่อนที่ ระดับการเกิดปฏิกิริยาลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน และอัตราการผสมติดดีที่สุด 
     การทดลองที่ 2 ผลของระดับการเสริมทรฮีาโลสในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือต่อคุณภาพอสุจิไก่
พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง พบว่านํ้ายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริมทรีฮาโลส  
ที่ระดับ 5 มิลลิโมล มีผลทําให้เปอร์เซ็นต์ความสมบูรณ์ของอะโครโซม เปอร์เซ็นการทาํงานของไมโต
คอนเดรีย และอัตราการผสมติดดีที่สุด แต่ไม่ส่งผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ และระดับของการเกิดปฏิกิริยา
ลิปิดเปอร์ออกซิเดช่ัน 
  การทดลองที่ 3 ผลของการเสริมกลูตาไทโอนในนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือหลังการละลายต่อ
คุณภาพและอัตราการผสมติดของอสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง พบว่า 
การเสริมกลูตาไทโอนระดับ 1 มิลลิโมล ภายหลังการละลาย มีผลทําให้ระดับการเกิดลิปิดเปอร์ออกซิ
เดช่ันน้อยที่สุด แต่มีผลทําใหอั้ตราการผสมติดตํ่าลงตามไปด้วย แต่ในการเสริมกลูตาไทโอนท่ีระดับ 0.1 
และ 0.5 มิลลิโมล ภายหลังการละลาย ไม่มผีลต่ออัตราการมีชีวิตรอด อัตราการเคลื่อนที่ เปอร์เซ็นต์
ความสมบูรณข์องอะโครโซม เปอร์เซ็นต์การทํางานของไมโตคอนเดรีย และ อัตราการผสมติดของ 
อสุจิไก่พ้ืนเมืองที่ผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็ง 
 
5.2  ข้อเสนอแนะ 
 
  จากการศึกษาคร้ังนี้พบว่า การเสริมทรีฮาโลสลงในนํ้ายาเจือจางเพ่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือไก่
พ้ืนเมืองด้วยวิธีแช่แข็งน้ัน เป็นอีกวิธีหน่ึงที่สามารถช่วยพัฒนาเทคโนโลยีทางการสืบพันธ์ุของไก่พ้ืนเมือง
ได้ ซึ่งสามารถนํามาใช้เป็นต้นแบบในการศึกษาเกี่ยวกับการทํานํ้าเช้ือแช่แข็งและการผสมเทียม 
ในสัตว์ปีกในอนาคตต่อไป 
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