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บทคัดย่อภาษ าไทย  

กนกวรรณ ธรรมประดิษฐ์ : คุณภาพน้้าเชื้อภายหลังการแช่แข็งของตัวอสุจิรูปร่าง
ผิดปกติที่เก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อแมว. (Frozen-thawed quality 
of morphologically abnormal epididymal and ejaculated cat sperm) อ.ที่
ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: น.สพ. ดร. ศุภวิวัธน์ พงษ์เลาหพันธุ์, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
ร่วม: รศ. สพ.ญ. ดร. เกวลี ฉัตรดรงค์, 46 หน้า. 

สัตว์ปุาตระกูลแมวมีการสร้างน้้าเชื้อที่มีอสุจิรูปร่างผิดปกติในสัดส่วนที่มากกว่าอสุจิ
รูปร่างปกติ และอสุจิรูปร่างผิดปกติจะถูกคัดทิ้งก่อนได้รับการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งและก่อน
การท้าเทคโนโลยีชีวภาพ เช่น การปฏิสนธินอกร่างกาย (ไอวีเอฟ และอ๊ิกซ่ี) ท้าให้มีการสูญเสียสาร
พันธุกรรมของสัตว์ตระกูลนี้ การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์คือ1) ประเมินประสิทธิภาพของการปั่น
แยกชั้นเดียว (single-layer centrifugation, SLC) ในการแยกอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ 2) 
เพ่ือประเมินคุณภาพของตัวอสุจิที่รูปร่างผิดปกติก่อนการแช่แข็งและภายหลังการแช่แข็งที่ได้จาก
การหลั่งน้้าเชื้อและจากการเก็บจากอิพิดิไดมิส และ3) เพ่ือเปรียบเทียบคุณภาพตัวอสุจิรูปร่างปกติ
และผิดปกติก่อนแช่แข็งและภายหลังแช่แข็งที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อและจากเก็บจากอิพิดิไ ดมิส 
โดยใช้ตัวอย่างอสุจิจากการเก็บจากอิพิดิไดมิสจากแมวบ้าน  12 ตัวอย่าง โดยแต่ละตัวอย่างเก็บ
จากอิพิดิไดมิส 4 ชิ้น และจากการรีดน้้าเชื้อด้วยการกระตุ้นไฟฟูาจากแมว 26 ตัว และท้าการแยก
เซลล์ด้วยเทคนิค SLC เมื่อได้อสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติน้ามาประเมินคุณภาพและแยกเก็บรักษา
ด้วยวิธีการแช่แข็ง และท้าการการละลายเพ่ือตรวจคุณภาพอีกครั้ง ผลที่ได้พบว่าการคัดแยกเซลล์
ด้วยวิธี SLC ในตัวอย่างอสุจิรูปร่างปกติจากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อ พบว่า 
recovery rate เท่ากับ 31.0 ± 23.0 และ 30.8 ± 20.6 (ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
ตามล้าดับ ส่วนร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และคุณภาพอสุจิดีขึ้นในส่วน
ของรูปร่างหาง ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมของอสุจิรูปร่างปกติ มีค่าสูงกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างผิดปกติ (p < 0.05) และอสุจิรูปร่างปกติที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อยังมี
รูปร่างส่วนหัวปกติที่สูงกว่า  (p < 0.05) และหลังจากการแช่แข็งและจากการละลายพบว่าอสุจิ
รูปร่างปกติยังคงมีค่าร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และรูปร่างส่วนหางปกติที่
สูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากทั้งสองแหล่ง ความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรมของอสุจิทั้งจาก
การเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อพบว่าไม่มีความแตกต่างในอสุจิทั้ง 2 กลุ่ม (p > 0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบร้อยละการลดลงของการเคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าหลังจากการ
แช่แข็งและการละลายพบว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติพบว่ามีค่ามากกว่าอสุจิรูปร่างปกติ (p < 0.05) จึง
แสดงให้เห็นว่า SLC สามารถคัดแยกความแตกต่างเรื่องการเคลื่อนที่ รูปร่างส่วนหาง ความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมได้ และอสุจิรูปร่างผิดปกติสามารถเก็บรักษาโดย
กระบวนการแช่แข็งได้ ถึงแม้ว่าอัตราการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมของอะโครโซมลดลงอย่างมาก (p < 0.05) 
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บทคัดย่อภาษ าอังกฤษ 
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KANOKWAN THAMMAPRADIT: FROZEN-THAWED QUALITY OF MORPHOLOGICALLY 
ABNORMAL EPIDIDYMAL AND EJACULATED CAT SPERM. ADVISOR: SUPPAWIWAT 
PONGLOWHAPAN,PH.D., CO-ADVISOR: ASSOC. PROF. KAYWALEE CHATDARONG,PH.D., 
46 pp. 

Feline semen samples that contain high number of morphologically abnormal 
sperm are discarded from semen freezing protocol and biotechnology i.e. IVF and ICSI. This 
may lead to a loss of genetic materials. The aims of study were 1) to evaluate the efficiency 
of single-layer centrifugation (SLC) to separate morphologically normal and abnormal sperm 
2) to compare frozen-thawed quality of normal and abnormal versus ejaculated and 
epididymal spermatozoa and 3) to evaluate the quality of morphologically abnormal 
ejaculated and epididymal spermatozoa following freezing-thawing. Twelve unit samples; 
each contained sperm from the caudal epididymis of four cats and thirteen ejaculated sperm 
samples; each collected from two cats were studied and to separate morphologically normal 
and abnormal sperm by SLC and follow frozen – thawed process. Sperm quality was 
evaluated; head and tail morphology, sperm membrane integrity, acrosome integrity and DNA 
integrity, after centrifugation and freezing and thawing. After SLC, the normal morphologically 
epididymal and ejaculated spermatozoa had recovery rate of 31.0 ± 23.0 and 30.8 ± 20.6 
(mean ± SD), respectively and improved total motility (TM), progressive motility (PM), tail 
morphology, integrity of sperm membrane and acrosome than abnormal ones (p < 0.05). 
Moreover, the normal morphologically ejaculated spermatozoa had better normal head 
morphology (p < 0.05). After thawing, TM, PM, and normal tail of normal morphologically 
epididymal and ejaculated ones except intact sperm membrane and acrosome were higher 
than abnormal ones (p < 0.05). However, DNA integrity of normal morphologically epididymal 
and ejaculated spermatozoa did not differ from abnormal morphologically spermatozoa after 
SLC and thawing (p > 0.05). In conclusion, SLC was efficient at separating morphologically 
normal/abnormal spermatozoa of both sources, i.e. epididymal and ejaculated particularly 
tail morphology defect. Abnormal morphologically spermatozoa can be preserved following 
freezing and thawing protocol. However, TM, PM and intact plasma membrane and acrosome 
were significantly low (p < 0.05) 
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บทที่ 1 
บทน า 

 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 จากการรายงานของอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศ สัตว์ปุาและพืชปุาที่ใกล้จะ   
สูญพันธุ์หรือ CITES (CITES, 1973) สัตว์ตระกูลแมวที่มีจ้านวนสมาชิกท้ังหมด 37 ชนิดถูกจัดให้อยู่ใน
กลุ่มของสัตว์ใกล้สูญพันธุ์ (endangered species) ยกเว้นตระกูลแมวบ้าน (domestic cat) ซึ่งถือได้
ว่ามีจ้านวนสมาชิกมากที่สุดในสัตว์ตระกูลแมวทั้งหมดและเป็นเพียงชนิดเดียวในสัตว์ตระกูลนี้ที่ยังไม่
ถูกจัดเป็นสัตว์ใกล้สูญพันธุ์ ด้วยเหตุนี้จึงได้มีการน้าแมวบ้านมาเป็นรูปแบบในการท้าวิจัยทางระบบ
สืบพันธุ์ของสัตว์ตระกูลแมวที่ใกล้สูญพันธุ์และระบบสืบพันธุ์ของมนุษย์ (Donoghue et al., 1992; 
Wildt et al., 1992) โดยสามารถจ้าแนกสัตว์ตระกูลแมวออกเป็น 2 กลุ่ม ตามลักษณะของรูปร่าง
อสุจิที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อคือ กลุ่มที่มีการสร้างตัวอสุจิที่ผิดปกติทางรูปร่างมากกว่าหรือเท่ากับร้อย
ละ 60 เรียกว่า teratospermia ซ่ึงร้อยละ 70 ของสัตว์ตระกูลนี้ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มนี้ และอีกกลุ่มคือ
มีการสร้างตัวอสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติน้อยกว่าร้อยละ 40 เรียกว่า normospermia (Pukazhenthi et 
al., 2001) 

การเก็บน้้าเชื้อในสัตว์ตระกูลแมวสามารถท้าได้หลากหลายวิธีเช่นการใช้ช่องคลอดเทียม 
(artificial vagina) การรีดน้้าเชื้อด้วยการกระตุ้นด้วยไฟฟูา (electro-ejaculation) หรือการสอดท่อ
ปัสสาวะเก็บน้้าเชื้อโดยสารเคมี (medetomidine) กระตุ้น (chemical-induced urethral 
catheterization) (Axner, 2008; Zambelli et al., 2008) นอกจากนี้ยังสามารถเก็บอสุจิที่มีชีวิต
และเคลื่อนไหวได้จากอิพิดิไดมิสส่วนท้าย (caudal epididymis) หลังจากการท้าหมันหรือเก็บ
ตัวอย่างจากสัตว์ที่เพ่ิงเสียชีวิต มีการศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพอสุจิที่เก็บได้จากอิพิดิไดมิสและจาก
การหลั่งน้้าเชื้อแมวบ้านภายหลังการเก็บรักษาแช่แข็งและการละลาย พบว่าให้ผลไม่แตกต่างกันในตัว
แปรต่างๆเช่น การเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และรูปร่าง
ของสุจิ (Tebet et al., 2006) การเก็บตัวอย่างจากอิพิดิไดมิสส่วนท้าย พบว่ามีจ้านวนอสุจิที่ผิดปกติ 
(abnormal sperm) และอสุจิที่ตายแล้ว (dead sperm) จ้านวนมากอย่างชัดเจนเช่นเดียวกับสิ่ง
ปนเปื้อนอ่ืนๆเช่น เยื่อบุผิวเซลล์ (epithelium) เซลล์เม็ดเลือดแดง (red blood cell) เม็ดเลือดขาว 
(white blood cell) แบคทีเรีย และเศษเซลล์ (cell debris)  เป็นที่ทราบกันดีว่าสิ่งปนเปื้อนเหล่านั้น
สามารถผลิตสารอนุมูลอิสระ (reactive oxidative stress หรือ ROS) ซึ่งมีผลท้าให้การคุณภาพของ
การปฏิสนธิด้อยลง (Nichi et al., 2007) และมีการรายงานการศึกษาคุณภาพของน้้าเชื้อสุนัขที่มีการ
ปนเปื้อนของเลือดหลังจากการเก็บน้้าเชื้อโดยการหลั่ง พบว่าคุณภาพของอสุจิสุนัข เช่น การเคลื่อนที่ 
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ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และความสมบูรณ์ของอะโครโซมลดลงภายหลังการแช่แข็งและการ
ละลาย (Rijsselaere et al., 2004) นอกจากนี้ของเหลวที่เป็นองค์ประกอบในน้้าเชื้อหรือ seminal 
plasma ที่สร้างจากต่อมเพศ (accessory sex gland) ที่หลั่งออกมาพร้อมตัวอสุจิขณะการหลั่ง
น้้าเชื้อ (ejaculation) โดยส่วนประกอบในของเหลวดังกล่าวมีปัจจัยที่ ไปขัดวางหรือยับยั้ ง
ความสามารถของอสุจิ เช่น decapacitation factor (Oliphant et al., 1985; Boue et al., 1996) 
และ sperm motility inhibiting ท้าให้มีผลต่อความอยู่รอดของอสุจิ  เหตุนี้เองจึงมีการน้าเทค
นิกการคัดแยกเซลล์ (cell separation) เพ่ือคัดแยกอสุจิที่รูปร่างปกติ เคลื่อนที่ได้ และมีชีวิตออกจาก
สิ่งปนเปื้อนดังกล่าว เทคนิคนี้มีการใช้ในสัตว์หลายชนิดรวมถึงแมวบ้าน (Chatdarong et al., 
2010b) เทคนิคการคัดแยกเซลล์มีหลากหลายวิธี แต่ละวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกันออกไป เช่น วิธี 
swim-up เป็นวิธีการที่ใช้คัดเลือกอสุจิรูปร่างปกติและเคลื่อนที่ได้ โดยอสุจิที่คุณสมบัติดังกล่าวจะว่าย
ขึ้นมาด้านบน แต่มีข้อเสียคือวิธีการนี้จะได้จ้านวนของอสุจิและอัตราการคัดเลือกอสุจิ (recovery 
rate) น้อยเพียงร้อยละ 10-20 (Hallap et al., 2004) การใช้สารเคมี Percoll หรือ Accudenz โดย 
Percoll ไม่ได้รับการยอมรับจากองค์การอาหารและยา (FDA) เพราะว่าสารนี้มีการปนเปื้อนของ 
endotoxin ซึ่งเป็นสาเหตุท้าให้เยื่อหุ้มเซลล์ของอสุจิเสียหายและอาจเป็นสารก่อมะเร็งหากน้าไปใช้
ต่อไป ในขณะที่ Accudenz ได้การยอมรับจากองค์การอาหารและยา (FDA) ให้ใช้ในสัตว์ได้ และ
พบว่าหลังจากการใช้สารตัวนี้ให้การคัดเลือกอสุจิ คุณภาพของการเคลื่อนที่และความสมบูรณ์ของอะ
โครโซมของอสุจิดีขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สาร Percoll (Marco et al., 1996) แต่สาร 
Accudenz ยังมีข้อจ้ากัดในเรื่องเทคนิคของการเตรียมสารเพ่ือใช้ในการคัดเลือกเซลล์ ซึ่งค่อนข้าง
ยุ่งยากและได้ปริมาณของอสุจิที่จะน้ามาใช้ต่อได้น้อย เนื่องจากมีการสูญเสียอสุจิไปในขั้นตอนการเก็บ
ภายหลังการปั่นแยกจ้านวนมาก ในปัจจุบันมีเทคนิคใหม่ที่น้าเข้าใช้ในการคัดแยกเซลล์โดยใช้   
single-layer centrifugation (SLC) เป็นการใช้เทคนิคแยกเซลล์ผ่านสารคอลลอยด์โดยใช้หลักการ
ปั่นเหวี่ยงตามความหนาแน่นของสาร (conventional density gradient centrifugation) (Morrell 
et al., 2008) จากการศึกษาพบว่า SLC ที่ใช้ในการคัดแยกเซลล์ในน้้าเชื้อม้า ท้าให้คุณภาพของอสุจิดี
ขึ้นหลังการแช่แข็งและการละลาย (Morrell et al., 2009) และเม่ือใช้ในการคัดแยกเซลล์ในน้้าเชื้อวัว
ภายหลังการแช่แข็งและการละลายพบว่าความสามารถในการปฏิสนธิดีขึ้น (Thys et al., 2009) ส่วน
ในแมวบ้านมีการใช้ SLC ในตัวอย่างอสุจิที่เก็บจากอิพิดิไดมิส พบว่าสามารถแยกอสุจิรูปร่างปกติและ
ผิดปกติได้ คุณภาพของอสุจิที่เก็บดีขึ้นในส่วนของรูปร่าง ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ ( sperm 
membrane integrity) และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม (DNA integrity) เช่นเดียวกับวิธี 
swim-up แต่อย่างไรก็ตาม recovery rate หลังจากคัดแยกเซลล์ด้วย SLC ดีกว่าอย่างชัดเจนเมื่อ
เปรียบเทียบกับวิธี swim-up (Chatdarong et al., 2010b).  
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เป็นที่ทราบกันดีว่าน้้าเชื้อของสัตว์ตระกูลแมวมีอสุจิรูปร่างผิดปกติอยู่จ้านวนมาก โดยเฉพาะใน
บางสายพันธุ์ ซึ่งเป็นข้อจ้ากัดของการเก็บรักษาสารพันธุกรรมโดยขบวนการเก็บน้้าเชื้อแช่แข็ง เพราะ
อสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติจ้านวนมากจะถูกทิ้งไป ไม่น้ามาเก็บรักษาไว้ ซึ่งท้าให้สูญเสียสารพันธุกรรมไป
โดยไม่เกิดประโยชน์ งานวิจัยนี้จึงสนใจที่จะศึกษาความเป็นไปได้ของการแช่แข็งอสุจิรูปร่างผิดปกติ 
เปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติ โดยท้าการคัดแยกรูปร่างอสุจิก่อนเข้าสู่ การเก็บรักษาแช่แข็งผ่าน
เทคนิคการคัดแยกเซลล์ด้วย SLC  

 

วัตถุประสงค์ของโครงการ 
 

1.เพ่ือเปรียบเทียบคุณภาพตัวอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติก่อนแช่แข็งและภายหลังแช่แข็งที่
ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อและจากเก็บจากอิพิดิไดมิส 

2.เพ่ือประเมินคุณภาพของตัวอสุจิที่รูปร่างผิดปกติก่อนการแช่แข็งและภายหลังการแช่แข็งที่
ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อและจากการเก็บจากอิพิดิไดมิส 

3.เพ่ือประเมินประสิทธิภาพของ single-layer centrifugation ที่ใช้แยกอสุจิรูปร่างปกติและ
ผิดปกต ิ
 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 
 เป็นแนวทางพัฒนาการเก็บรักษาอสุจิที่รูปร่างผิดปกติที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อและจากการ
เก็บจากอิพิดิไดมิส เพ่ือเป็นการเก็บพันธุกรรมของสัตว์ในตระกูลแมวที่ใกล้สูญพันธุ์ให้เป็นประโยชน์
สูงสุดโดยอาจน้าไปศึกษาเพ่ือใช้ในการปฏิสนธินอกร่างกายต่อไป 
 

 

 

 

 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 

พื้นหลังคุณลักษณะของสัตว์ตระกูลแมว 
 
 สัตว์ตระกูลแมวปุามีสมาชิกท้ังหมด 37 ชนิดที่จัดอยู่ในกลุ่มสัตว์ใกล้สูญพันธุ์ ยกเว้นแมวบ้าน 
จากการรายงานของอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศ สัตว์ปุาและพืชปุาที่ใกล้จะสูญพันธุ์หรือ 
CITES มีการศึกษาถึงคุณลักษณะของน้้าเชื้อในสัตว์ตระกูลนี้พบว่ามีการสร้างอสุจิที่รูปร่างผิดปกติใน
สัดส่วนที่มากกว่าอสุจิที่รูปร่างปกติ ดังภาพที่ 1 หากมีการสร้างอสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติมากกว่าร้อยละ 
60 จะถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มของ teratospermia แต่ในทางกลับกันหากมีการสร้างอสุจิรูผิดปร่างปกติ
น้อยว่าร้อยละ 40 จะอยู่ในกลุ่มของ normospermia (Pukazhenthi et al., 2001) การที่สัตว์
ตระกูลนี้มีการสร้างอสุจิรูปร่างผิดปกติเป็นจ้านวนมาก เป็นผลมาจากความหลากหลายทางพันธุกรรม
ลดลง เนื่องจากมีการผสมพันธุ์ด้วยเชื้อสายที่ใกล้ชิด (inbreeding) เป็นสิ่งที่กังวลที่จะเกิดขึ้นในสัตว์
ตระกูลแมวปุา (Luvoni et al., 2003) ซึ่งเป็นปัญหาหลักของสัตว์ตระกูลนี้ที่มีผลกระทบและน้าไปสู่
ความไม่สมบูรณ์พันธุ์ หรือ ผสมไม่ติด (infertility) และความไม่สมบูรณ์พันธุ์แบบเงียบ (subfertility) 
(Wildt, 1994) ในมนุษย์ก็มีปัญหาเช่นเดียวกับสัตว์ตระกูลนี้ คือมนุษย์ที่มีภาวะไม่สมบูรณ์พันธุ์หรือ
เป็นหมัน (infertility) ร้อยละ 78 ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่ม teratospermic ซึ่งเป็นเหตุส้าคัญที่ท้าให้
ความสามารถในการปฏิสนธิของอสุจิด้อยลง (Ali and Grimes, 1989)  
  ในปัจจุบันเรื่องของเทคโนโลยีชีวภาพทางระบบสืบพันธุ์เข้ามามีบทบาทอย่างมาก เช่นการ
ปฏิสนธินอกร่างกาย (in vitro fertilization หรือ IVF) และการท้าอ๊ิกซี่ (intracytoplasmic sperm 
injection หรือ ICSI) โดยกระบวนการเหล่านี้จ้าเป็นต้องท้าการคัดเลือกตัวอสุจิที่มีคุณภาพดี รูปร่าง
ปกติก่อนเข้าสู่กระบวนการทางเทคโนโลยีชีวภาพ โดยอสุจิรูปร่างผิดปกติหรือที่มีการสร้างไม่สมบูรณ์
จะถูกคัดออกก่อนเข้าสู่กระบวนการของเทคโนโลยีชีวภาพ เนื่องจากข้อบกพร่องของความผิดปกติ
ด้านรูปร่างของเซลล์ ซึ่งมีผลต่อความสามารถในการปฏิสนธิ และจากการศึกษาพบว่าอสุจิรูปร่างปกติ
จากแมวตัวผู้ที่อยู่ในกลุ่มของ teratospermia ก็ลดความสามารถในการเกิดปฏิกิริยาอะโครโซม 
(acrosome reaction) ลดความสามารถในการยึดและแทรกผ่านเข้าเยื่อหุ้มเซลล์ไข่ (zona 
pellucida) และลดความสามารถในการเข้าไปรวมกับเซลล์ไข่เช่นกัน (Pukazhenthi et al., 2001) 
อย่างไรก็ตามเนื่องจากสัตว์ตระกูลนี้มีข้อจ้ากัดด้านความหลากหลายทางพันธุกรรมและจ้านวนสัตว์ 
การคัดทิ้งน้้าเชื้อที่มีอสุจิรูปร่างผิดปกติมากทิ้งไป อาจเป็นการลดความหลากหลายทางพันธุกรรมลง
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อีก เทคนิคการคัดแยกเซลล์อสุจิที่มีรูปร่างปกติและผิดปกติออกจากกันจึงเป็นเทคนิคที่มีความส้าคัญ
อย่างมากส้าหรับเทคโนโลยีชีวภาพทางระบบสืบพันธุ์ เพ่ือการอนุรักษ์สายพันธุ์ในสัตว์ตระกูลแมว  
 

 

 

การเก็บน้ าเชื้อสัตว์ตระกูลแมว 

 

 การเก็บน้้าเชื้อในสัตว์ตระกูลแมวสามารถท้าได้หลากหลายวิธี อาทิเช่น การใช้ช่องคลอด
เทียม (artificial vagina) การรีดน้้าเชื้อผ่านการกระตุ้นด้วยไฟฟูา (electro-ejaculation) และการ
สวนท่อสวนปัสสาวะเพ่ือเก็บน้้าเชื้อ (urethral catheterization) ภายใต้การวางยาในกลุ่มแอลฟุา
ทูอะดรีเนอจิก อะโกนิส (medetomidine) นอกจากนี้การเก็บน้้าเชื้อสามารถท้าได้โดยการเก็บจาก
ส่วนท้ายของอิพิดิไดมิส ภายหลังการท้าหมันหรือหลังจากสัตว์เสียชีวิตทันที เทคนิคการเก็บน้้าเชื้อแต่
ละวิธีมีข้อดีข้อเสียแตกต่างกัน เช่นการเก็บน้้าเชื้อโดยใช้ช่องคลอดเทียม (artificial vagina) เป็นวิธี
ปลอดภัยเนื่องจากไม่ต้องมีการใช้สารเคมีใดๆเพ่ือวางยาหรือต้องบังคับสัตว์ แต่ไม่เหมาะสมกับสัตว์ที่ดุ
ร้าย หวาดกลัวหรือสัตว์ตระกูลแมวปุาอ่ืนๆ เช่นเสือ แมวดาว เป็นต้น  อีกทั้งวิธีการนี้จ้าเป็นต้องใช้
แมวเพศเมียที่แสดงอาการเป็นสัดมากระตุ้น อัตราความส้าเร็จของวิธีนี้ขึ้นอยู่กับสภาวะจิตใจของแมว

รูปภาพที่ 1 สัดส่วนร้อยละของอสุจิรูปร่างปกติในสัตว์ตระกูลแมว 23 ชนิด โดยแสดงค่าเฉลี่ย ± S.E.M. และตัวเลข
ในวงเล็บคือจ้านวนสัตว์เพศผู้ที่ถูกประเมิน (Pukazhenthi et al., 2006) 
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เพศผู้ (Sojka et al., 1970) การรีดน้้าเชื้อด้วยวิธีกระตุ้นด้วยไฟฟูา (electro-ejaculation) เป็นวิธีที่
นิยมใช้เก็บน้้าเชื้อในสัตว์ตระกูลแมว เพราะวิธีนี้ไม่จ้าเป็นต้องมีการฝึกในสัตว์มาก่อน และสามารถท้า
ได้ในสัตว์เพศผู้ทุกตัวแต่จ้าเป็นต้องวางยาสลบก่อนท้าการรีดน้้าเชื้อ หากแต่ต้องเตรียมอุปกรณ์เฉพาะ
และสัตว์อาจมีความเสี่ยงจากการวางยาสลบ ในปัจจุบันวิธีการสอดท่อสวนปัสสาวะเพ่ือเก็บน้้าเชื้อ 
(urethral catheterization) หลังจากการวางยาด้วย medetomidine โดยตัวยานี้มีผลท้าให้อสุจิ
เคลื่อนตัวออกมาจากอิพิดิไดมิสส่วนท้ายไปตามท่อน้าน้้าเชื้อเข้ามาอยู่ในท่อปัสสาวะส่วนต้น เมื่อใช้ใน
ยาในขนาด 130 ถึง 140 ไมโครกรัมต่อน้้าหนักตัว 1 กิโลกรัม (Zambelli et al., 2007) มีการ
รายงานว่าประสบความส้าเร็จและเป็นอีกวิธีหนึ่งที่ใช้เป็นทางเลือกในการเก็บน้้าเชื้อในแมวบ้าน 
(domestic cat) (Zambelli et al., 2008) ส่วนการเก็บน้้าเชื้อจากอิพิดิไดมิสส่วนท้ายหลังจากการ
ท้าหมันหรือหลังจากสัตว์ที่เพ่ิงเสียชิวิต วิธีนี้มักใช้ในการเก็บตัวอย่างเพ่ือท้าในการวิจัย และเพ่ือเป็น
การรักษาพันธุกรรมส้าหรับสัตว์ตระกูลแมวปุาหลังจากสัตว์เสียชีวิตกระทันหัน ตัวอย่างน้้าเชื้อที่เก็บ
ได้จากส่วนของอิพิดิไดมิส มักจะปนเปื้อนด้วยเยื่อบุเซลล์ เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว แบคทีเรีย และ
เศษเซลล์ต่างๆ ซึ่งสิ่งที่ปนเปื้อนมาเหล่านี้รวมถึงอสุจิที่รูปร่างผิดปกติและอสุจิที่ตายแล้ว มีการ
รายงานว่าสิ่งปนเปื้อนต่างๆเหล่านี้สามารถผลิตสารอนุมูลอิสระ (ROS) เป็นผลท้าให้อสุจิมี
ความสามารถในการปฏิสนธิลดลงและมีคุณภาพด้อยลง (Nichi et al., 2007) นอกจากสิ่งปนเปื้อน
เหล่านั้น ของเหลวที่อยู่ในน้้าเชื้อหรือ seminal plasma ที่สร้างจากต่อมเพศ โดยจะหลั่งออกมา
ระหว่างการรีดน้้าเชื้อ พบว่าในของเหลวเหล่านั้น  มีปัจจัยหลายปัจจัยที่ไปขัดวางหรือยับยั้ง
ความสามารถของอสุจิ ตัวอย่างเช่น decapacitation factor โดยไปยึดกับตัวอสุจิ และ เช่นเดียวกัน
มีปัจจัยบางปัจจัยที่คอยส่งเสริมในการท้าหน้าที่ของอสุจิ (Oliphant et al., 1985) อีกทั้งยังมีปัจจัย
บางตัวเช่น sperm motility inhibiting factor ที่มีผลต่อการเคลื่อนที่เมื่ออยู่ภายนอกสิ่งมีชีวิต เช่น 
การท้า IVF และนอกจากนี้ยังสามารถผลิตสารอนุมูลอิสระ ซึ่งเป็นสารที่มีผลเสียต่อการอยู่รอดของตัว
อสุจิเมื่อเก็บรักษาเป็นระยะเวลานาน (Hammadeh et al., 2008) ดังนั้นการคัดแยกเซลล์จึงมี
บทบาทส้าคัญและมีความจ้าเป็นที่จะน้ามาใช้คัดแยกเซลล์ก่อนเข้าสู่กระบวนการเก็บรักษาอสุจิด้วย
วิธีการแช่แข็งและก่อนเข้าสู่กระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพต่อไป 

 

การคัดแยกอสุจิในสัตว์ตระกูลแมว  

 

 เป็นที่ทราบกันดีว่าสัตว์ตระกูลแมวมีการสร้างอสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติเป็นจ้านวนมาก  ดังนั้น
การคัดเลือกอสุจิจึงมีบทบาทส้าคัญต่อสัตว์ตระกูลนี้เป็นอย่างมาก การคัดแยกเซลล์เป็นวิธีที่ช่วย
คัดเลือกแต่อสุจิที่คุณภาพดี เพ่ือน้าไปใช้ประโยชน์ในกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพทางระบบสืบพันธุ์ 
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(reproductive biotechnology) เช่นการท้าปฏิสนธินอกร่างกาย (IVF) และการท้าอ๊ิกซี่ (ICSI) ซึ่งมี
ความต้องการใช้เพียงเซลล์ของอสุจิที่ปกติปราศจากของเหลวที่เป็นองค์ประกอบของน้้าเชื้อ 
(seminal plasma) เศษเซลล์ และเม็ดเลือดแดง (Morrell and Rodriguez-Martinez, 2009).  
ถึงแม้มีการศึกษาพบว่าการท้า IVF โดยใช้อสุจิจากแมวบ้านกลุ่ม normospermia จะให้อัตราการ
ปฏิสนธิที่สูงกว่าใช้อสุจิจากแมวบ้านกลุ่ม teratospermia อีกทั้งความสมบูรณ์ของโครมาติน 
(chromatin integrity) ของแมวบ้านกลุ่ม teratospermic ยังมีคุณภาพน้อยกว่า แต่ผลของการท้า
อ๊ิกซี่ (ICSI) ไม่มีความแตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบในแมวบ้านทั้ง 2 กลุ่ม (Penfold et al., 2003) 
ด้วยเหตุนี้จึงมาความเป็นไปได้ที่จะน้าเอาอสุจิรูปร่างผิดปกติไปใช้ประโยชน์ต่อไปเช่นเดียวกับอสุจิ
รูปร่างปกติภายหลังการเก็บรักษาด้วยการแช่แข็ง  

จากการศึกษาการคัดแยกเซลล์จากอดีตจนถึงปัจจุบัน มีหลากหลายวิธีที่สามารถท้าได้โดย 
วิธีแรกท่ีจะกล่าวถึงคือวิธี swim-up เป็นวิธีทีที่ใช้ส้าหรับการคัดเลือกอสุจิที่มีรูปร่างปกติและสามารถ
เคลื่อนที่ได้ หลักการคืออสุจิที่มีชีวิตและเคลื่อนที่ได้จะเคลื่อนที่ไปด้านบน วิธีการนี้ยึดหลัก
ความสามารถของอสุจิที่สามารถเคลื่อนที่ได้ แต่ไม่ได้เป็นการคัดเลือกที่ยึดเกี่ยวกับรูปร่างของหัวที่
ปกติ ความสมบูรณ์ของโครมาติน หรือ การมีชีวิตของอสุจิ และความสมบูรณ์ของอะโครโซม (Somfai 
et al., 2002) วิธีการนี้ให้ผลร้อยละของการเคลื่อนที่ของอสุจิและรูปร่างปกติของอสุจิที่สูงขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับการชะล้างอสุจิธรรมดา (simple sperm washing) (Howard et al., 1993) ข้อเสีย
ของวิธีนี้คือได้อสุจิปริมาณค่อนข้างน้อย โดยมี recovery rate เพียงร้อยละ 10 ถึง 20 (Hallap et 
al., 2004) จึงไม่เป็นที่นิยมในการปฏิบัติส้าหรับเตรียมเพ่ือที่จะผสมเทียมในสัตว์บางชนิด มีการ
รายงานว่าอสุจิที่ได้จากการใช้สารคัดเลือกตามความหนาแน่นเมื่อใช้เครื่องปั่นเหวี่ยง (density 
gradient centrifugation) จะให้ผลดีกว่าการใช้วิธีคัดเลือกแบบ swim-up (Serafini et al., 1990) 
การคัดเลือกตามความหนาแน่นเมื่อใช้ density gradient centrifugation สารที่ใช้ในวิธีนี้คือ 
Percoll และ Accudenz โดยสามารถแยกอสุจิที่เคลื่อนที่ รูปร่างปกติ และสารโครมาตินที่สมบูรณ์ได้ 
(Morrell, 2006) และเทคนิคนี้ยังมีการรายงานใช้ในการคัดแยกเซลล์ในน้้าเชื้อมนุษย์พบว่าสามารถ
แยกเชื้อแบคทีเรีย (Nicholson et al., 2000) และไวรัส (Englert et al., 2004; Loskutoff et al., 
2005; Morrell and Geraghty, 2006) ได้อีกด้วย แต่ได้ recovery rate น้อย (Rodriguez-
Martinez et al., 1997; Morrell et al., 2005) นอกจากนี้สาร Percoll ยังไม่ได้รับการยอมรับจาก
องค์การอาหารและยา (FDA) เพราะว่าสารนี้สร้างสารที่เป็นพิษต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของอสุจิท้าให้เกิด
ความเสียหายได้ ในขณะที่ Accudenz มีการรายงานว่าได้รับการยอมรับจากองค์การอาหารและยา 
(FDA) ให้ใช้ได้ในสัตว์และท้าให้คุณภาพของอสุจิดีขึ้น ในส่วนของการเคลื่อนที่และความสมบูรณ์
ของอะโครโซมเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สาร Percoll (Marco et al., 1996) และในปัจจุบันมีการ
พัฒนาสารที่ใช้ในการคัดเลือกอสุจิขึ้นมาใหม่ โดยเป็นการใช้สารคอลลอยด์เป็นตัวแยก ซึ่งขั้นตอนท้า
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การค่อนข้างง่ายว่าการใช้ Percoll และ Accudenz โดยใช้สารคอลลอย์เพียงชั้นเดียวในการปั่น
เหวี่ยง หรือเรียกว่าวิธี single-layer centrifugation หรือ SLC สารคอลลอย์ที่ใช้คือ silica colloids 
(Morrell et al., 2008) โดยสารคอลลอยด์ที่ใช้มีความจ้าเพาะต่อชนิดสัตว์ จากการรายงานการใช้วิธี 
SLC ในการคัดแยกน้้าเชื้อหลังจากแช่แข็งในม้า พบว่าสามารถคัดเลือกประชากรส่วนน้อยของอสุจิที่
ยังมีคุณภาพดี (Morrell et al., 2009) โดยพบว่าระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าเพ่ิมขึ้น (Macias 
Garcia et al., 2009b) และรูปร่างความผิดปกติส่วนหัวลดลง (Macias Garcia et al., 2009a) 
เช่นเดียวกับในวัวเพศผู้ (Thys et al., 2009) ส่วนในแมวบ้านมีการรายงานการศึกษาเปรียบเทียบวิธี 
swim-up กับวิธีชะล้างอสุจิแบบง่าย (simple sperm washing) พบว่าถึงแม้วิธี swim-up จะให้ผล
ร้อยละการเคลื่อนที่สูงกว่า (Howard et al., 1993) แต่ recovery rate ของอสุจิยังค่อนต่้า และจาก
ที่ทราบว่าสารคอลลอย์ที่ใช้ในวิธี SLC มีความจ้าเพาะต่อชนิดสัตว์ จึงได้มีการคิดสูตรผสมคอลลอยด์
ใหม่ที่เหมาะกับสัตว์ตระกูลนี้ โดยมีการศึกษาพบว่าเมื่อการคัดแยกอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิ
สด้วยวิธี SLC ก่อนท้าการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งกับวิธี swim-up พบว่าทั้ง 2 วิธีให้ผลของคุณภาพ
อสุจิหลังจากการละลายดีขึ้นในด้านรูปร่าง ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และสารพันธุกรรม  แต่
อย่างไรก็ตามการวิธีคัดแยกเซลล์ด้วย SLC ให้ recovery rate ที่ดีกว่าวิธี swim-up (Chatdarong 
et al., 2010b)  

 

การเก็บรักษาอสุจิ 

 

 การเก็บรักษาอสุจิที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อและเก็บจากอิพิดิไดมิสเป็นวิ ธีที่คงรักษาสาร
พันธุกรรมเพ่ือน้าไปใช้ประโยชน์ต่อทางเทคโนโลยีชีวภาพ แต่ในทางกลับกันการเก็บรักษาด้วยวิธีการ
แช่แข็งและการละลาย (frozen-thawed process) มีผลกระทบต่อคุณภาพของอสุจิไม่ว่าจะเป็นเรื่อง
ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (sperm membrane integrity) ความสมบูรณ์ของอะโครโซม 
(acrosome integrity) และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม (DNA integrity) (Mazur, 1984) แต่
อย่างไรก็ตามยังมีปัจจัยอ่ืนๆที่มีผลกระทบต่อคุณภาพอสุจิในแง่ต่างๆเหล่านั้น อาทิเช่น ภาวะช็อคขอ
งอสุจิด้วยความเย็น (cold shock) โดยความเย็นมีผลต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซม (Pukazhenthi 
et al., 2001) แรงดันของสารละลายไหลผ่านเนื้อเยื่อ (osmotic pressure) (Watson, 2000) และ
สารอนุมูลอิสระต่างๆ oxidative stress (Aitken and Krausz, 2001) 
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 จากที่กล่าวมาทั้งหมดจะเห็นได้ว่าน้้าเชื้อของสัตว์ตระกูลแมวมีคุณลักษณะที่ประกอบด้วย
อสุจิที่รูปร่างผิดปกติจ้านวนมากเมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติ และมีเพียงอสุจิที่รูปร่างปกติ
เท่านั้นที่ถูกคัดเลือกในไปใช้ต่อในกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพเช่นการผสมเทียม (AI) การปฏิสนธิ
ภายนอกร่างกาย (IVF) และการท้าอ๊ิกซี่ (ICSI) จึงเป็นเหตุให้มีการคัดทิ้งอสุจิรูปร่างผิดปกติไปโดยที่
ไม่ได้ใช้ประโยชน์ใดๆ เพื่อเป็นการเพ่ิมคุณค่าความหลากหลายทางพันธุกรรมให้กับสมาชิกสัตว์ตระกูล
แมวซึ่งจัดอยู่ในกลุ่ม teratospermia ทางคณะผู้วิจัยจึงมีจุดมุ่งหมายที่จะศึกษาอสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติ
ที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อและเก็บจากอิพิดิไดมิสโดยท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และเก็บรักษาด้วย
การแช่แข็ง เพ่ือเป็นข้อมูลที่จะน้าไปใช้ประโยชน์ด้านเทคโนโลยีชีวภาพต่อไปในอนาคต 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

การออกแบบการทดลอง 

 

 ท้าการเก็บอสุจิการการหลั่งน้้าเชื้อและเก็บอิพิดิไดมิสเพ่ือประเมินความเข้มข้นอสุจิ จ้านวน
อสุจิ การเคลื่อนที่ของอสุจิและระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิ และตัวย่างจะผ่าน
กระบวนการแยกเซลล์โดยใช้ single-layer centrifugation (SLC) เพ่ือแยกอสุจิรูปร่างปกติและอสุจิ
รูปร่างผิดปกติ โดยตัวอย่างทั้งสองจะถูกประเมินความเข้มข้นอสุจิ จ้านวนอสุจิ การเคลื่อนที่ของอสุจิ 
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิ รูปร่างส่วนหัวและหางของอสุจิ ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ 
ความสมบูรณ์ของอะโครโชม และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม หลังจากนั้นท้าการเก็บรักษาด้วย
วิธีแช่แข็งตามขั้นตอนและภายหลังจากการแช่แข็งตัวอย่างทั้งสองจะถูกน้ามาประเมินผลด้วยตัวแปร
เดียวกันยกเว้นความเข้มข้นและจ้านวนอสุจิ 

 
การเก็บน้ าเชื้อ 
 

ก. จากการเก็บอิพิดิไดมิส 
 
 การเก็บน้้าเชื้อท้าได้โดยการเก็บตัวอย่างจากอิพิดิไดมิสภายหลังการท้าหมันแมวตัวผู้สุขภาพ
ดี (Chatdarong et al., 2010b) จากกองสัตวแพทย์สาธรณสุขและจากโรงพยาบาลสัตว์เล็ก คณะ
สัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย โดยแต่ละตัวอย่างท้าการรวมอสุจิที่ได้จากส่วนอิพิดิไดมิ
สจ้านวน 4 ชิ้น ซึ่งท้าได้โดยการตัดส่วนท้ายของอิพิดิไดมิสเป็นชิ้นเล็กๆใส่ในสารละลาย Tris buffer 
1 มิลลิลิตร  
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เก็บอสุจิการการหลั่งน้้าเชื้อและเกบ็อิพิดิไดมสิ 

ประเมินความเข้มข้นอสุจิ จ้านวนอสุจิทั้งหมด การเคลื่อนที่ของ
อสุจิและระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิ 

ถ้าจ้านวนอสุจิมากกว่า 100   ล้านตัวต่อ
มิลลิลิตร น้าไปคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC 

ถ้าจ้านวนอสุจิน้อยกว่า 100   ล้านตัวต่อ
มิลลิลิตร แนะน้าให้เก็บตัวอย่างเพิ่มเติม 

เก็บรักษาด้วยการแช่แข็งและท าการละลาย 

อสุจิรูปร่างปกต ิ

 

 

อสุจิรูปร่างผิดปกต ิ

    

  

 

-ประเมินความเข้มข้นของอสุจิ จ้านวนอสุจิ ร้อยละการเคลื่อนที่ และระดับการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า 

-ประเมินคณุภาพต่างๆเช่นความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรม 

 

- ประเมินร้อยละการเคลื่อนที่ และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 

- ประเมินคณุภาพต่างๆเช่นความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรม 

 รูปภาพที่ 2 แสดงแผนภาพวิธีด้าเนินงานวิจัย 
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และน้าตัวอย่างไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที หลังจากนั้นน้าชิ้นส่วนเนื้อเยื่อ
ของอิพิดิไดมิสออกและท้าการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อในส่วนของความเข้มข้นอสุจิ  จ้านวนอสุจิ การ
เคลื่อนที่ของอสุจิและการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิก่อนการปั่นแยกเซลล์ SLC โดยการท้าการ
ทดลองซ้้า 12 ครั้ง  รวมใช้อิพิดิไดมิสส่วนท้าย ทั้งหมด 48 ชิ้น 
 

ข. จากการหลั่งน้ าเชื้อ 
 

แมวที่ใช้ในการวิจัยเป็นแมวบ้านเพศผู้จ้านวนทั้งหมด 26 ตัว โดยท้าการรีดน้้าเชื้อ 2 ตัวต่อ 1
ตัวอย่ าง  อายุ  1-4 ปี  มี เ จ้ าของและสุขภาพดี  โดยแมวจะถูกท้ าการวางยาสลบด้วยยา 
medetomidine ขนาด 70 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม และเคตามีน ไฮโดรคลอไรด์ (ketamine HCL) 
ขนาด 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัม ให้ทางกล้ามเนื้อ ก่อนการรีดน้้าเชื้อผ่านการกระตุ้นไฟฟูาด้วยเครื่อง  
electro-ejeculation ตามการศึกษาของ Horward และคณะในปี 1990 เมื่อได้น้้าเชื้อจะมีการเติม
ปริมาณสารละลาย Tris buffer ในปริมาณที่เท่ากัน เพ่ือคงรักษาสภาพของอสุจิหลังจากการรีด 
หลังจากนั้นท้าการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อในส่วนของความเข้มข้นอสุจิ จ้านวนอสุจิ การเคลื่อนที่ของ
อสุจิและการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิก่อนการคัดแยกเซลล์ด้วย SLC   
 

การเตรียมสารเคมี (Media) 

 

 การเตรียมสารละลายน้้าเชื้อ (extender) ส้าหรับอสุจิและสื่อกลางการละลายแช่แข็งตาม
ระเบียบการของ Axnér และคณะในปี 2004 โดยสื่อกลางการละลายและช่วยฟ้ืนตัวของอสุจิซึ่ง
ประกอบด้วย Tris 3.025 กรัม กรดซิตริคร้อยละ 1.4 (น้้าหนักต่อปริมาตร) น้้าตาลกลูโคสร้อยละ 0.8 
(น้้าหนักต่อปริมาตร) sodium benzylpenicillin ร้อยละ 20 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และ 
streptomycin sulphate ร้อยละ 0.1 (น้้าหนักต่อปริมาตร) ในน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร สื่อกลางที่ใช้
ในการแช่แข็งอสุจิมี 2 ชนิดโดยแต่ละชนิดจะมีส่วนประกอบของtrisและไข่แดงเป็นพ้ืนฐาน (EYT) โดย
ชนิดแรกคือ egg yolk-I (EYT-I) มีส่วนประกอบคล้าย Tris buffer ตามที่กล่าวมาข้างต้น และมีการ
เพ่ิมส่วนประกอบของไข่แดง ร้อยละ 20 และ กลีเซอรอล ร้อยละ 3 ส้าหรับใช้ในการเตรียมแช่แข็ง
อสุจิ โดยการเติมสื่อกลางนี้จะต้องเติมที่อุณหภูมิห้อง หรือ 25 องศาเซลเซียส และน้าไปเข้าตู้ลด
อุณหภูมิลงเหลือ 4 องศาเซลลเซียส นาน 1 ชั่วโมง ส่วนสื่อกลางชนิดที่ 2 ส้าหรับแช่แข็งอสุจิ คือ 
EYT-II จะมีส่วนประกอบเหมือนกับสื่อกลางชนิดแรก (EYT-I) แต่มีการเพ่ิม Equex STM paste 
(Nova Chemical Sales, Scituate, Inc., MA, USA) ร้อยละ 1 (ปริมาตรต่อปริมาตร) และเพ่ิม
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ความเข้มข้นของกลีเซอรอลเป็น ร้อยละ 7 หลังจากเตรียมสื่อกลางทั้งหมดเรียบร้อยแล้ว จะแบ่ง
สื่อกลางแต่ละชนิด โดยแบ่งชนิดละ 1 มิลลิลิตรและน้าไปเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

 ส้าหรับส่วนประกอบของคอลลอยด์ที่ใช้ในวิธี SLC ที่ใช้ในการแยกเซลล์โดยมีส่วนประกอบ
ของ glycidoxypropyl- trimethoxysilane-coated silica จะมีความจ้าเพาะต่อสัตว์ชนิดนั้นๆซึ่ง
เป็นสารละลาย buffered salt (Androcoll-F; SLU, Sweden) การเตรียมคอลลอยด์จะเตรียม
จ้านวนหนึ่งชุดใหญ่ทีเดียวและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส และถ้าต้องการน้ามาใช้งาน
จะต้องน้าออกจากมาไว้ที่อุณหภูมิห้องก่อนใช้งาน 1 ชั่วโมง 
 
การคัดแยกเซลล์โดยใช้วิธี SLC 
 
 น้าสารคอลลอยด์ ปริมาณ 2 มิลลิลิตร ออกมาไว้ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 1 ชั่วโมง
ก่อนการใช้งาน โดยตัวอย่างของอสุจิที่ใช้ควรมีความเข้มข้นอย่างน้อย 100 ล้านเซลล์ต่อมิลลิลิตร  
หลังจากนั้นน้าตัวอย่างอสุจิปริมาณ  1 มิลลิลิตรปล่อยลงอย่างช้าๆลงชั้นด้านบนของคอลลอยด์และ
ระมัดระวังอย่าให้ผสมกับคอลลอยด์ หลังจากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 300 g นาน 20 นาที ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และระหว่างที่รอการปั่นเหวี่ยง ท้าการเตรียมสารละลายน้้าเชื้อ EYT-I 1 
มิลลิลิตรที่อุณหภูมิห้อง หลังจากการปั่นเหวี่ยงเสร็จสมบูรณ์แล้วจะสามารถแยกได้ 3 ชั้น โดยชั้นแรก
หรือด้านบนสุดของคอลลอยด์ ชั้นนี้จะประกอบด้วยอสุจิรูปร่างผิดปกติ อสุจิตัวตาย เม็ดเลือดแดง 
และเศษเซลล์ ชั้นที่สองเป็นชั้นคอลลอยด์ และชั้นล่างสุดจะเป็นอสุจิรูปร่างปกติ โดยชั้นแรกจะต้องท้า
การดูดออกด้วยความระมัดระวังและน้าไปใส่หลอดแบ่งอันใหม่ ส่วนชั้นที่สองท้าการดูดออกอย่างช้าๆ
จนกระท่ังเหลือคอลลอยด์เพียง 0.5 มิลลิลิตร หลังจากนั้นท้าการเปลี่ยนหัวปิเปตอันใหม่และสอดผ่าน
คอลลอยด์เข้าไปชั้นล่างสุดจนกระทั่งถึงอสุจิด้านล่าง และท้าการดูดเพียงอสุจิมาใส่สารละลายน้้าเชื้อ 
EYT-I ที่เตรียมไว้ก่อนหน้านี้  หลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการข้างต้นแล้ว จะท้าการประเมินคุณภาพ
ของอสุจิปกติและผิดปกติ โดยตัวแปรที่ประเมินมีดังนี้ ความเข้มข้นของอสุจิ จ้านวนอสุจิทั้งหมด ร้อย
ละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ รูปร่างในส่วนหัวและหาง ความสมบูรณ์ของ
เยื่อหุ้มเซลล์ ความสมบูรณ์ของอะโครโซม และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม 
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คอลลอยด ์
ปริมาณ 2 มิลลลิิตร 

ตัวอย่างน้้าเชื้อ 
อสุจิรูปร่าง
ผิดปกต ิ

อสุจิรูปร่างปกต ิ

 

ก่อนการคัดแยกด้วย SLC หลังการคัดแยกด้วย SLC 

รูปภาพที่ 3 แสดงภาพก่อนและหลังการคัดแยกเซลล์ด้วย SLC 



 
 

15 

วิธีการแช่แข็งและการละลาย 
 
 หลังจากท้าการปั่นแยกเซลล์และประเมินคุณภาพข้างต้นแล้ว จะเข้าสู่วิธีการแช่แข็งโดยเริ่ม
จากน้าสารละลายน้้าเชื้อ EYT-I เติมใส่ในตัวอย่างอสุจิรูปร่างปกติและอสุจิผิดรูปร่างปกติที่
อุณหภูมิห้อง และท้าการลดอุณหภูมิลงที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 1ชั่วโมง และหลังจากนั้นน้า
สารละลายน้้าเชื้อ EYT-II เติมเข้าไปในตัวอย่างทั้ง 2 ตัวอย่างในปริมาณที่เท่ากันกับการเติม
สารละลายน้้าเชื้อชนิดแรก หลังจากนั้นท้าการผสมให้เข้ากันและท้าการบรรจุตัวอย่างทั้ง 2 ตัวอย่าง
ในหลอดบรรจุขนาด 0.25 มิลลิลิตร และท้าการแช่แข็งด้วยวิธีแนวตั้ง 3 ขั้นตอน ในถังไนโตรเจนเหลว 
(A three-step vertical freezing) (Millenium 2000 SC-20; MVE Cryogenetics, New Prague, 
MN, USA) (Rota et al., 1997) 
 
 ส้าหรับวิธีการละลายจะน้าหลอดบรรจุแต่ละอันของอสุจิปกติและผิดปกติจุ่มลงในอ่างน้้าอุ่น
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที และน้าไปใส่ในหลอดที่มีสารละลาย Tris บรรจุอยู่ 0.25 
มิลลิลิตร และน้าไปอุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีก่อนน้าไปประเมินคุณภาพ
(Chatdarong et al., 2010a) ต่อไป 

 

อัตราการถูกคัดเลือก (recovery rate) คือ จ้านวนอสุจิที่ถูกคัดเลือก (อสุจิรูปร่างปกติ/ผิดปกติ) 
เมื่อเทียบกับจ้านวนอสุจิทั้งหมด โดยคิดเป็นร้อยละ 

 

 

 

 

 

หมายเหตุ อสุจิที่ถูกคัดเลือก คือ อสุจิรูปร่างอสุจิ หรืออสุจิรูปร่างผิดปกติ 

 

 

อัตราการถูกคัดเลือก (%) (recovery rate) 

= จ้านวนอสุจิที่ถูกคัดเลือก x100 

จ้านวนอสุจิทั้งหมด 
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อัตราการสูญเสีย (sperm loss) คือจ้านวนอสุจิที่สูญหายในชั้นคอลลอยด์ระหว่างท้าการคัดเลือกอจุ
จิ โดยคิดเป็นร้อยละและค้านวณได้ดังนี้ 

 

 

 

 

 

การประเมินคุณภาพอสุจิ 
 

ก. ความเข้มข้นอสุจิ รูปร่างอสุจิ และการเคลื่อนที่ 
 
 การประเมินความเข้มข้นอสุจิ จะต้องเจือจางตัวอย่างอสุจิ 10 มิลลิลิตร ในฟอร์มอล ซาไลน์ 
100 มิลลิลิตร และนับในสไลด์นับเม็ดเลือด Bürker chamber จ้านวน 25 ช่อง และแบ่งตัวอย่างที่
เจือจางปริมาณ 10 มิลลิลิตร น้าไปประเมินคุณภาพในส่วนรูปร่างของหาง โดยจะนับจ้านวนตัวอสุจิ
ทั้งหมด 200 ตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดตัดแสงที่ก้าลังขยาย 400 เท่า ส้าหรับการประเมิน
คุณภาพในส่วนรูปร่างของหัว ท้าได้โดยการน้าตัวอย่างของอสุจิปริมาณ 10 มิลลิลิตร ปูายบางๆลงบน
สไลด์และย้อมด้วยสี carbolfuchsine และท้าการประเมินโดยการนับจ้านวนอสุจิ 200 ตัวภายใต้
กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสงที่ก้าลังขยาย 1000 เท่า(Lagerlo ̈f, 1934; Bane, 1961) ส่วนการ
ประเมินการเคลื่อนที่ของอสุจิและระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ท้าได้โดยการแบ่งตัวอย่างอสุจิ
ปริมาณ 10 มิลลิลิตร วางลงบนสไลด์อุ่นและปิดด้วยที่ปิดสไลด์ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดตัดแสงที่
ก้าลังขยาย 200 เท่า และท้าการประเมินด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้้าเชื้อ (computer 
assisted sperm analysis หรือ CASA) (IVOS, Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, USA) 
อีกทางหนึ่ง หลังจากการละลายส่วนในหัวข้อการประเมินความเร็วของอสุจิด้วยเครื่อง CASA 3 หัวข้อ
ดังนี้ คือ 
- Average path velocity (VAP) คือค่าความเร็วเฉลี่ยของอสุจิที่ใช้ในการเคลื่อนที่วิถีตรงใน

ระยะทาง 1 ไมครอนต่อวินาที หน่วยเป็นไมโครเมตรต่อวินาที 
- Straight-line velocity (VSL) คือความเร็วที่เคลื่อนที่ในวิถีตรงจากจุดเริ่มต้นถึงจุดสิ้นสุดในหนึ่ง

วินาที มีหน่วยเป็นไมโครเมตรต่อวินาที  

อัตราการสูญเสีย (%) (sperm loss) 

= (จ้านวนอสุจิทั้งหมด – จ้านวนอสุจิที่ถูกคัดเลือกทั้งอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ) x100 

จ้านวนอสุจิทั้งหมด 
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- Curvillnear velocity (VCL) คือความเร็วของการเคลื่อนที่วิถีโค้งหรือระยะทางการเคลื่อนที่จริง
ที่เคลื่อนที่ได้ในหนึ่งวินาที มีหน่วยเป็นไมโครเมตรต่อวินาที 

 
ข. การประเมินความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรม 

 
 การประเมินความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (sperm membrane integrity) ท้าได้โดยการ
ผสมสารละลายของ SYBR-14 (Dead/Alive Kit, Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA) 
และ EthD-1 (Molecular Probes Inc. Eugene, OR, USA) น้าตัวอย่างอสุจิ 5 มิลลิลิตรผสมกับ
สารละลาย SYBR-14 ใน DMSO (Molecular Probes Inc. Eugene, OR, USA) ความเข้มข้น 0.38 
มิลลิโมลาร์ จ้านวน 1 ไมโครลิตร และสารละลาย EthD- 1 (Molecular Probes Inc. Eugene, OR, 
USA) ใน PBS (Sigma Chemical Co. ST. Louis Missouri, USA) ความเข้มข้น 14 มิลลิโมลาร์ 
จ้านวน 1 ไมโครลิตร และน้าไปอุ่นที่มืด อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที หลังจากนั้นน้า
ตัวอย่างวางบนสไลด์และปิดด้วยที่ปิดสไลด์ และท้าการประเมินโดยการนับจ้านวนอสุจิ 200 ตัว
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ (BX31, Olympus, Tokyo, Japan) การจ้าแนกความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์แบ่งออกเป็น 3 หมวดหมู่คือ อสุจิที่มีชีวิต (lived sperm) จะย้อมติดสีเขียว
ซึ่งเกิดจากสาร SYBR-14 อสุจิที่ตาย (dead sperm) จะย้อมติดสีแดงซึ่งเกิดจากสาร EthD-1 และ
อสุจิที่เสียหาย (damaged sperm) จะย้อมติดทั้งสีแดงและสีเขียว 
 
 การประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซม (acrosome integrity) ใช้เทคนิค double- 
fluorescent labeling (Axner et al., 2004) ท้าได้โดยการน้าตัวอย่างอสุจิ 10 ไมโครลิตร ปูายบน
สไลด์และทิ้งไว้ให้แห้ง หลังจากนั้นท้าการท้าลายความสามารถของเยื่อหุ้มเซลล์ด้วย เอทานอล 95 
เปอร์เซนต์ นาน 30 วินาที หลังจากนั้นผสมสาร FITC-PNA จ้านวน 90 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 100 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสารละลาย PBS (Sigma Chemical Co. ST. Louis, Missouri, USA) และ
สาร PI (Molecular Probes Inc. Eugene, OR, USA) จ้านวน 5 ไมโครลิตร ความเข้มข้น 340 มิลลิ
โมลาร์ โดยความเข้มข้นสุดท้ายคือ 18 มิลลิโมลาร์ และน้าสารละลายที่ผสมข้างต้นจ้านวน 20 
ไมโครลิตร ปูายลงบนสไลด์ที่เตรียมไว้ และน้าไปอุ่นในที่มืดและมีความชื้นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
นาน 30 นาที เมื่อครบก้าหนดเวลา น้าสไลด์ไปชะล้างด้วยน้้ากลั่นเย็นและทิ้งให้แห้งในที่มืดอุณหภูมิ 
4 องศาเซลเซียส และท้าการประเมินโดยการนับจ้านวนอสุจิ 200 ตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด
ฟลูออเรสเซนต์  การจ้าแนกความสมบูรณ์ของอะโครโซมแบ่งออกเป็น 3 หมวดหมู่คือ อะโครโซมที่
สมบูรณ์ (intact acrosome) จะย้อมติดสีเขียวสว่างสะท้อนแสงจากสาร FITC-PNA ต้าแหน่งหมวก
ของอะโครโซม อะโครโซมที่เสียหาย (damaged acrosome) จะย้อมติดสีเขียวเพียงบางส่วนของ
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ต้าแหน่งหมวกอะโครโซม และอะโครโซมที่สูญหาย (missing acrosome) จะติดสีเขียวเพียงแค่
รอยต่อของหมวกอะโครโซมหรือไม่ติดสีเขียวเลย 
 
 การประเมินความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม (DNA integrity) โดยใช้สาร Acredine 
orange (Sigma Chemical Co. ST. Louis, Missouri, USA) (Thuwanut et al., 2008) ท้าได้โดย
น้าตัวอย่างอสุจิ 10 ไมโครลิตรปูายลงบนสไลด์และทิ้งไว้ให้แห้ง หลังจากนั้นน้าสไลด์ท้าให้ตัวอย่างติด
แน่นโดยการโดยใช้กรด methanol-glacial acetic ที่ต้องเตรียมสดใหม่ (Carnoy’s solution โดยมี
อัตราส่วน 3 ต่อ 1 ปริมาตรต่อปริมาตร) นาน  24 ชั่วโมง เมื่อครบก้าหนดน้าสไลด์ออกมาผึ่งให้แห้ง
และท้าการย้อมด้วยสารละลาย AO ความเข้มข้น 1 เปอร์เซนต์ในน้้ากลั่น นาน 5 นาที หลังนั้นน้าไป
ชะล้างด้วยน้้ากลั่นที่ผ่านการอบด้วยไอน้้าและทิ้งไว้ให้แห้ง ท้าการประเมินโดยการนับจ้านวนอสุจิ 
200 ตัวภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดฟลูออเรสเซนต์ โดยต้าแหน่งหัวของอสุจิที่มีความสมบูรณ์ของสาร
พันธุกรรม (ดีเอ็นเอสายคู่) จะเปล่งแสงสีเขียวเมื่อดูผ่านกล้อง ในทางกลับกันสารพันธุกรรมที่ถูกแปร
สภาพหรือเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว จะเปล่งแสงสีส้ม สีเหลือง หรือสีแดง 
  
การวิเคราะห์ทางสถิติ 
 
 ข้อมูลจะถูกวิเคราะห์ด้วยชุดวิเคราะห์ทางสถิติ (Statistical Analysis Systems software, 
Version 9.0, SAS Institute, Cary, NC, USA) ข้อมูลจะถูกทดสอบความแปรปรวนด้วยโปรแกรม
ทางสถิติด้วยวิธีการ UNIVARIATE เพ่ือให้เป็นการกระจายตัวแบบปกติ แบบจ้าลองทางสถิติ
ประกอบด้วยตัวแบบอิทธิพลก้าหนดคืออสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการหลั่งและอิพิดิไดมิส (อสุจิที่ได้
จากการหลั่งและจากอิพิดิไดมิสโดยแบ่งได้ดังนี้ก่อนการคัดเลือกอสุจิ อสุจิปกติหลังจากการคัดเลือก 
อสุจิผิดปกติหลังจากการคัดเลือก อสุจิปกติหลังจากการละลาย และอสุจิผิดปกติหลังจากการละลาย ) 
และตัวแปรอิสระประกอบด้วยร้อยละของการเคลื่อนที่อสุจิ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ร้อยละของ
เยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรมที่ไม่เสียหาย รูปร่างของอสุจิที่ส่วนหัวและหางปกติ และ
รูปร่างที่ผิดปกติ โดยข้อมูลจะถูกทดสอบตามหัวข้อดังนี้ 
 

ก. การทดสอบด้วย pair t-test โดยมีระดับนัยส้าคัญที่ p < 0.05 
 

1. เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิก่อนท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และอสุจิรูปร่างปกติหลังจากคัด
แยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และ เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิก่อนท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC กับ
อสุจิรูปร่างปกติหลังจากคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC โดยเปรียบเทียบในหัวข้อต่างๆดังนี้ 
1.1 ร้อยละการเคลื่อนที่อสุจิ 
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2. เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิรูปร่างปกติและอสุจิรูปร่างผิดปกติหลังจากการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC 
โดยเปรียบเทียบในหัวข้อต่างๆดังนี้ 
2.1 ร้อยละการเคลื่อนที่อสุจิ 
2.2 ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์  
2.3 ความสมบูรณ์อะโครโซม 
2.4 ความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม 
2.5 รูปร่างของอสุจิส่วนหัว 
2.6 รูปร่างอสุจิส่วนหาง 

3. เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิรูปร่างปกติและอสุจิรูปร่างผิดปกติหลังจากการละลาย โดยเปรียบเทียบ
ในหัวข้อต่างๆดังนี้ 
3.1  ร้อยละการเคลื่อนที่อสุจิ 
3.2  ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ 
3.3  ความสมบูรณ์อะโครโซม 
3.4  ความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม 
3.5  รูปร่างของอสุจิส่วนหัว 
3.6  รูปร่างอสุจิส่วนหาง 
3.7  ค่า VAP จากการตรวจด้วยเครื่อง CASA 
3.8  ค่า VSL จากการตรวจด้วยเครื่อง CASA 
3.9  ค่า VCL จากการตรวจด้วยเครื่อง CASA 

 

ข. การทดสอบด้วย sign-rank test โดยมีระดับนัยส้าคัญที่ p < 0.05 
 

1. เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิก่อนท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และอสุจิรูปร่างปกติหลังจากคัด
แยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และ เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิก่อนท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC กับ
อสุจิรูปร่างปกติหลังจากคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC โดยเปรียบเทียบในหัวข้อต่างๆดังนี้ 
1.1 ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 

2. เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิรูปร่างปกติและอสุจิรูปร่างผิดปกติหลังจากการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC 
โดยเปรียบเทียบในหัวข้อต่างๆดังนี้ 
2.1 ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 

3. เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิรูปร่างปกติและอสุจิรูปร่างผิดปกติหลังจากการละลาย โดยเปรียบเทียบ
ในหัวข้อต่างๆดังนี้ 
3.1 ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 
1. คุณภาพภายหลังการแช่แข็งของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิได

มิสและจากการหลั่งน้ าเชื้อ 
 
1.1 คุณภาพน้ าเชื้อหลังจากการเก็บตัวอย่าง 

 
Epididymal sperm 

ผลจากการเก็บตัวอย่างอสุจิจากอิพิดิไดมิสจ้านวน 12 ตัวอย่าง  พบว่ามีค่าความเข้มข้น(sperm 
concentration) 273.4 ± 130.8 ล้านเซลล์ต่อมิลลิลิตร (ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) มี
จ้านวนอสุจิทั้งหมด (total sperm) 166.4 ± 81.8 ล้านเซลล์  ร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
(percentage of motility) มีค่าเท่ากับ 64.2 ± 11.7 และมีค่าระดับความเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
(score of progressive motility) เท่ากับ 3.6 ± 0.5  

Ejaculated sperm 
ผลจากการเก็บตัวอย่างอสุจิจากการหลั่งน้้าเชื้อจ้านวน 13 ตัวอย่าง ตัวอย่างอสุจิมีค่าความ

เข้มข้นเฉลี่ย 97.3 ± 68.8 ล้านเซลล์ต่อมิลลิลิตร  มีจ้านวนอสุจิทั้งหมดเฉลี่ย 49.8 ± 35.3 ล้านเซลล์ 
ร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิ มีค่าเท่ากับ  56.2 ± 11.2 และมีค่าระดับความเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
เท่ากับ 3.3 ± 0.5  

 
1.2 คุณภาพอสุจิที่ได้จากการเก็บอิพิดิไดมิส (epididymal sperm) และจากการหลั่งน้ าเชื้อ
ด้วยวิธีการรีดด้วยการกระตุ้นด้วยไฟฟ้า (electro-ejaculation) หลังจากการคัดเลือกเซลล์
ด้วยวิธี SLC 

 
หลังจากท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยสารคอลลอยด์ผ่านวิธีการ SLC โดยจะแยกได้ตัวอย่าง 2 ชนิด 

คืออสุจิรูปร่างปกติ (morphologically normal spermatozoa) และอสุจิรูปร่างผิดปกติ 
(morphologically abnormal spermatozoa) 
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1.2.1 ความเข้มข้น (concentration) และจ านวนอสุจิทั้งหมด (total sperm count) 
 

Epididymal spermatozoa 
อสุจิรูปร่างปกติมีความเข้มข้น 82.2 ± 49.2 ล้านเซลล์ต่อมิลลิลิตร มีจ้านวนอสุจิรูปร่างปกติ

ทั้งหมด 46.2 ± 28.9 ล้านเซลล์ อสุจิรูปร่างผิดปกติมีความเข้มข้น 59.5 ± 34.8 ล้านเซลล์ต่อ
มิลลิลิตร  มีจ้านวนอสุจิรูปร่างผิดปกติท้ังหมด 64.8 ± 46.3 ล้านเซลล์  
 Ejaculated spermatozoa 

อสุจิรูปร่างปกติมีความเข้มข้น 33.1 ± 35.2 ล้านเซลล์ต่อมิลลิลิตร มีจ้านวนอสุจิรูปร่างปกติ
ทั้งหมด 19.6 ± 21.3 ล้านเซลล์ ส่วนอสุจิรูปร่างผิดปกติมีความเข้มข้น 7.1 ± 6.8 ล้านเซลล์ต่อ
มิลลิลิตร  มีจ้านวนอสุจิรูปร่างผิดปกติท้ังหมด 2.9 ± 2.8 ล้านเซลล์  

 
1.2.2 ร้อยละการเคลื่อนที่ (percentage of motility) และ ระดับการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า (score of progressive motility) 
 
Epididymal spermatozoa 
ร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิรูปร่างปกติหลังจากการคัดเลือกเซลล์ด้วย SLC ผลที่ได้มีค่าดีขึ้น

เมื่อเปรียบเทียบก่อนการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC ส่วนค่าการเคลื่อนที่ของอสุจิรูปร่างผิดปกติมีค่า
ลดลงเมื่อเปรียบเทียบก่อนการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC ที่ระดับนัยส้าคัญที่ p < 0.05 และค่าระดับ
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้ามีค่าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญในอสุจิทั้งรูปร่างปกติและผิดปกติเมื่อเปรียบเทียบ
กับตัวอย่างอสุจิก่อนการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC (p < 0.05) แสดงผลในตารางที่ 1 

Ejaculated spermatozoa 
ร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิรูปร่างปกติหลังจากการคัดแยกเซลล์ด้วย SLC ไม่มีความแตกต่าง

อย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับก่อนการคัดแยก (p > 0.05) แต่ค่าระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า
ลดลง (p < 0.05) แต่ในทางกลับกันพบว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติหลังจาการคัดแยก มีร้อยละการเคลื่อนที่
และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (p <0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่าง
ปกติหลังจากการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC กับอสุจิก่อนการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และเมื่อ
เปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติหลังจากการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC ที่ระดับนัยส้าคัญ p < 0.05 
แสดงผลดังตารางที่ 1 
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ตารางท่ี 1 แสดงร้อยละการเคลื่อนที่ (ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า) ของอสุจิรูปร่างปกติและ
ผิดปกติท่ีได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อ ก่อนและหลังการแยกด้วย 
single-layer centrifugation (SLC) 

 ร้อยละการเคลื่อนที่ )ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า(   
ชนิดตัวอย่าง Epididymal sperm Ejaculated sperm 

ก่อนการคัดแยกด้วย 
SLC 

64.2 ± 11.7c 
(3.6 ± 0.5c) 

56.2 ± 11.2x 
(3.3 ± 0.5z) 

- อสุจิรูปร่างปกติ 73.3 ± 22.5a 
(3.3 ± 0.5a) 

53.1 ± 13.8x 
(2.8 ± 0.6x) 

- อสุจิรูปร่างผิดปกติ 22.5 ± 11.4b  
(2.5 ± 0.5b) 

21.5 ± 8.0y 
(2.2 ± 0.6y) 

หมายเหตุ a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  
x และ y แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 

 
1.2.3 ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (sperm membrane integrity) ความสมบูรณ์
ของอะโครโซม (acrosome integrity) และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม (DNA 
integrity) 

 
Epididymal spermtozoa  
โดยผลของการศึกษาพบว่าอสุจิรูปร่างปกติมีค่า intact plasma membrane สูงกว่าอสุจิ

รูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) ส่วนค่า intact acrosome และ intact DNA ของอสุจิ
รูปร่างปกติไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) แสดงผลในตารางที่ 2 

Ejaculated spermatozoa 
  ผลจากการประเมินคุณภาพในทั้ง 3  หัวข้อ พบว่าอสุจิรูปร่างปกติมีค่า intact plasma 
membrane และค่า intact acrosome  สูงกว่าอสุจิผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) แต่ intact 
DNA ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) โดยแสดงผลดังตารางที่ 2 
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ตารางที่ 2 แสดงร้อยละอสุจิที่มีเยื่อหุ้มเซลล์สมบูรณ์ (intact plasma membrane) อะโครโซม
สมบูรณ์ (intact acrosome) และสารพันธุกรรมสมบูรณ์ (intact DNA) ของอสุจิรูปร่างปกติและ
ผิดปกติจากตัวอย่างที่เก็บจากการเก็บจากอิพิดิไดมิส (epididymal sample) และจากการหลั่ง
น้้าเชื้อ (ejaculated sample) หลังจากการคัดเลือกเซลล์ด้วยวิธี single-layer centrifugation 
(SLC) 

Sperm quality 
(%) 

Epididymal sample Ejaculated sample 

Normal  sperm Abnormal sperm Normal sperm Abnormal sperm 

Intact plasma 
membrane 

55.4±15.7a 42.6±10.0b 48.4±18.0x 11.4±7.9y 

Intact acrosome 49.3±24.2a 41.1±25.2a 44.2±21.8x 24.1±12.9y 

Intact DNA 53.4±22.7a 43.0±19.2a 30.5±15.2x 32.3±12.1x 

หมายเหตุ  a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  
x และ y แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 

 
1.3 คุณภาพอสุจิที่ได้จากการเก็บอิพิดิไดมิส (epididymal sperm) และจากการหลั่งน้ าเชื้อ 
(ejaculated sperm) หลังการแช่แข็งและการละลาย 
 

1.3.1 ร้อยละการเคลื่อนที่ (percentage of motility) และ ระดับการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า (score of progressive motility) 
 
Epididymal spermatozoa 
หลังจากการละลายพบว่าร้อยละการเคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ

รูปร่างปกติและผิดปกติ มีค่าลดลง และเมื่อเปรียบเทียบร้อยละการลดลงของการเคลื่อนที่ของ
ตัวอย่างอสุจิตั้งแต่แรกเริ่มก่อนการคัดแยกด้วย SLC เปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติและรูปร่าง
ผิดปกติหลังการละลาย พบว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติมีร้อยละการเคลื่อนที่ลดลงจากเดิมมากถึง 92.1 มี
ความแตกต่างต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติ ซึ่งลดลงร้อยละ 
27.8 
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ส่วนผลจากการประเมินร้อยละการเคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าที่ด้ วย
เครื่องตรวจ CASA ของอสุจิรูปร่างปกติ มีค่าเท่ากับ 34.4 ± 13.7 และ 0.9 ± 0.5 ตามล้าดับ ส่วน
อสุจิรูปร่างผิดปกติมีค่าเท่ากับ 4.2 ± 2.9  และ  0.1 ± 0.0  ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบร้อยละการ
เคลื่อนที่และค่าระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าพบว่าอสุจิรูปร่างปกติหลังการแช่แข็งและการละลายมี
ค่าสูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) เมื่อตรวจวิเคราะห์คุณภาพด้วยเครื่องตรวจ 
CASA  

Ejaculated spermatozoa 

หลังจากการแช่แข็งและการละลายพบว่าร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิและระดับการเคลื่อนที่
ไปข้างหน้าของทั้งรูปร่างปกติและผิดปกติลดลง และเมื่อเปรียบเทียบร้อยละการลดลงของการ
เคลื่อนที่ตัวอย่างอสุจิตั้งแต่แรกเริ่มก่อนการคัดแยกด้วย SLC เปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติและ
รูปร่างผิดปกติหลังการละลาย พบว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติมีร้อยละการเคลื่อนที่ลดลงจากเดิมมากถึง 
92.1 ซึ่งมีค่าลดลงเท่ากับอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสมีความแตกต่างต่างอย่างมี
นัยส้าคัญ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิรูปร่างปกติ ซึ่งลดลงร้อยละ 41.7 ซึ่งลดลงมากกว่า
อสุจิรูปร่างปกติท่ีได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส 

ส่วนผลจากการประเมินร้อยละการเคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าที่ด้วย
เครื่องตรวจ CASA ของอสุจิรูปร่างปกติ มีค่าเท่ากับ 22.6 ± 16.2 และ 0.2 ± 0.5 ตามล้าดับ ส่วน
อสุจิรูปร่างผิดปกติมีค่าเท่ากับ 3.3 ± 3.5  และ 0.1 ± 0.1  ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบร้อยละการ
เคลื่อนที่และค่าระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าพบว่าอสุจิรูปร่างปกติหลังการแช่แข็งและการละลายมี
ค่าสูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) เมื่อตรวจวิเคราะห์คุณภาพด้วยเครื่องตรวจ 
CASA) 

ผลจากการตรวจผ่านเครื่อง CASA อสุจิรูปร่างปกติที่เก็บได้จากทั้งอิพิดิไดมิสและจากการ
หลั่งน้้าเชื้อพบว่ามีค่า VAP และ VSL สูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
ส่วนค่า VCL อสุจิรูปร่างปกติท่ีเก็บจากจากอิพิดิไดมิสอย่างเดียวที่มีค่าสูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ (p < 
0.05) แต่อสุจิรูปร่างปกติที่ได้จากการเก็บการหลั่งน้้าเชื้อจะไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญในส่วนของ VCL แสดงผลดังตารางที่ 4 
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1.3.2 ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (sperm membrane integrity) ความสมบูรณ์
ของอะโครโซม (acrosome integrity) และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม 
(DNA integrity) 

 

Epididymal spermatozoa 
หลังการแช่แข็งและการละลาย พบว่าตัวแปรทั้ง 3 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 

0.05) ไม่ว่าจะเป็น intact plasma membrane intact acrosome และ intact DNA เมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ โดยผลแสดงดังตารางที่ 3 

Ejaculated spermatozoa 
หลังจากการแช่แข็งและการละลายพบว่าอสุจิรูปร่างปกติมีค่า  intact plasma membrane 

intact acrosome สูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) แตค่่า intact DNA ไม่ มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิต ิ(p > 0.05) 
 
ตารางที่ 3 แสดงร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ที่สมบูรณ์ 
(intact plasma membrane) อะโครโซมที่สมบูรณ์ (intact acrosome) และสารพันธุกรรมที่
สมบูรณ์ (intact DNA) ของอสุจิรูปร่างปกติ (normal sperm) และผิดปกติ (abnormal sperm) 
จากตัวอย่างที่เก็บจากอิพิดิไดมิส (epididymal sample) และจากการหลั่งน้้าเชื้อ (ejaculated 
sample) หลังจากการแช่แข็งและการละลาย 
Sperm quality 
(%) 

Epididymal sample Ejaculated sample 

Normal  sperm Abnormal sperm Normal sperm Abnormal sperm 

TM 44.2 ± 15.1a  5.0  ± 5.4b 32.3 ± 10.1x 4.6  ± 5.8y 

PM (0-5) 2.5 ± 0.5a 1.8 ± 0.8b 2.1 ± 0.4 x 0.7 ± 0.6y   

Intact plasma 
membrane 

19.2±13.5a 17.3±15.9a 22.9±16.8x 6.2±5.9y 

Intact 
acrosome 

22.5±17.4a 16.0±13.7a 16.3±6.6x 11.6±7.8y 

Intact DNA 26.0±16.9a 21.8±19.2a 24.8±19.6x 23.9±16.5x 

 หมายเหตุ  a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  
x และ y แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 
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ตารางทึ่ 4 แสดงค่าการประเมินรูปแบบการเคลื่อนที่ของอสุจิ จากการตรวจด้วยcomputer 
assisted sperm analysis (CASA) โดยเปรียบเทียบระหว่างตัวอย่างที่มีอสุจิรูปร่างปกติ (normal 
sperm) และผิดปกติ (abnormal sperm) จากอิพิดิไดมิส (epididymal sample) และจากการหลั่ง
น้้าเชื้อ (ejaculated sample) หลังจากการแช่แข็งและละลาย 

 Epididymal sample Ejaculated sample 

Motile 
pattern* 

(µm/s) 

Normal  sperm 

 

Abnormal sperm Normal sperm Abnormal sperm 

VAP 84.6±11.9a 56.9±32.2b 63.2±21.12x 36.1±32.1y 

VSL 74.6±11.3a 49.5±27.6b 55.7±19.5x 31.6±27.2y 

VCL 139.0±18.1a 98.3±54.2b 114.5±47.9x 78.1±70.6x 

หมายเหตุ  -*VAP คือ ค่าความเร็วเฉลี่ยของอสุจิที่ใช้ในการเคลื่อนที่วิถีตรงในระยะทาง 1 
ไมครอนต่อวินาที หน่วยเป็นไมโครเมตรต่อวินาที *VSL คือ ความเร็วที่เคลื่อนที่ในวิถีตรงจาก
จุดเริ่มต้นถึงจุดสิ้นสุดในหนึ่งวินาที มีหน่วยเป็นไมโครเมตรต่อวินาที  *VCL คือ ความเร็วของการ
เคลื่อนที่วิถีโค้งหรือระยะทางการเคลื่อนที่จริงที่เคลื่อนที่ได้ในหนึ่งวินาที มีหน่วยเป็นไมโครเมตรต่อ
วินาที a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  x และ y 
แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 

 

2. คุณภาพภายหลังการแช่แข็งของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและ
จากการหลั่งน้ าเชื้อ 

 
จะเห็นว่าผลที่กล่าวมาข้างต้นของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติมีค่าของร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับ

การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม สารพันธุกรรม มีค่าลดลงเมื่อ
เทียบกับก่อนการแช่แข็งและการละลาย ดังนั้นจึงมีการหาค่าร้อยละที่ลดลงในแต่ละตัวแปรของอสุจิ
รูปร่างปกติและผิดปกติ พบว่าเมื่อหลังจากการแช่แข็งและการละลาย ร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิ
รูปร่างผิดปกติจากท้ังการเก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อมีค่าลดลงมากกว่าอสุจิรูปร่างปกติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) ส่วนระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการ
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หลั่งน้้าเชื้อเพียงอย่างเดียวที่มีร้อยละในการลดลงมากกว่าอสุจิรูปร่างปกติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p 
< 0.05) แต่ในส่วนของระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส ความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรมของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและ
การหลั่งน้้าเชื้อ ร้อยละในการลดลงของตัวแปรต่างเหล่านั้นไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) 
เมื่อเปรียบเทียบระหว่างอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ แสดงผลดังตารางที่ 5 

 
ตารางที่ 5 ร้อยละการลดลงของอัตราเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อ
หุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรมของอสุจิรูปร่างปกติ (normal sperm) และผิดปกติ 
(abnormal sperm) ที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส (epididymal sample) และการหลั่งน้้าเชื้อ 
(ejaculated sample) 

 Epididymal sample Ejaculated sample 
Sperm quality 
(%) 

Normal sperm Abnormal 
sperm 

Normal sperm Abnormal 
sperm 

%TM 60.5 ± 16.7a  25.9 ± 20.7b 62.3 ± 15.9x 18.1 ± 20.3y 

PM 91.0 ± 24.5a 95.8 ± 50.3a 78.2 ± 18.5 x 34.6 ± 35.7y   

Intact plasma 
membrane 

34.8±22.1a 39.4±36.5a 48.1±28.1x 63.0±70.3x 

Intact 
acrosome 

52.8±35.6a 61.5±86.6a 41.0±15.0x 55.0±32.7x 

Intact DNA 49.1±26.1a 62.8±71.0a 84.9±53.2x 80.3±48.1x 

หมายเหตุ  a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  
x และ y แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 

 
 

3. ประสิทธิภาพของ SLC ที่ใช้ในการคัดแยกอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ 
 

SLC สามารถคัดแยกอสุจิรูปร่างปกติออกจากอสุจิรูปร่างผิดปกติได้ หลังจากการคัดแยก 
อสุจิรูปร่างปกติจะอยู่ด้านล่างสุดของคอลลอยด์ ส่วนอสุจิรูปร่างผิดปกติอยู่ด้านบนคอลลอยด์ 
โดยสามารถค้านวณอัตราการคัดเลือก (recovery rate) ของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ และ
สามารถหาอัตราการสูญหาย (sperm loss) ไประหว่างชั้นคอลลอยด์ได้เช่นกัน แสดงดังแผนภาพ
ที่ 4 และ 5 
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ภาพที่ 4 แสดงร้อยละอัตราการคัดเลือก (recovery rate) ของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติท่ีได้จาก
การเก็บจากอิพิดิไดมิสและส่วนอสุจิที่สูญหาย ( sperm loss) ไประหว่างชั้นคอลลอยด์  

 

 

 

ภาพที่ 5 แสดงร้อยละอัตราการคัดเลือก (recovery rate) ของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติท่ีได้จาก
การหลั่งน้้าเชื้อและส่วนอสุจิที่สูญหาย (sperm loss) ไประหว่างชั้นคอลลอยด์  
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นอกจากนี้ SLC สามารถคัดเลือกอสุจิที่มีความผิดปกติทางรูปร่างในส่วนหางออกมาได้โดย
ประกอบด้วยส่วนปกติ (normal tail) และผิดปกติดังนี้ proximal droplet distal droplet bent 
tail coiled tail midpeice defect และ loose โดยพบว่าอสุจิรูปร่างปกติมีส่วนหางที่ปกติมากกว่า
อสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) จากทั้งการเก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อ 
แต่ทั้งนี้ยังมีความผิดปกติแทรกอยู่ในบางรูปแบบเช่น proximal droplet distal drople bent tail 
และ coiled tail แต่พบว่ามีปริมาณที่น้อยกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) 
แสดงผลดังตารางที่ 6  
 
ตารางที ่6 แสดงร้อยละความผิดปกติในส่วนหางรูปแบบต่างๆของอสุจิรูปร่างปกติ (normal sperm) 
และผิดปกติ (abnormal sperm) ที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส (epididymal sample) และจาก
การหลั่งน้้าเชื้อ (ejaculated sample) หลังจากคัดแยกเซลล์ด้วย single-layer centrifugation 
(SLC) 
 Epididymal sample Ejaculated sample 

 
Normal  
sperm 

Abnormal 
sperm 

Normal 
sperm 

Abnormal 
sperm 

Proximal droplet 7.0±6.3a 1.3±1.6b 0.8 ± 1.3x 2.3 ± 2.8x 

Distal droplet 7.7±4.6 a 2.7±1.7b 1.1 ± 1.6x 4.1± 3.1y 

Bent tail 36.2±15.9 a  8.7±8.0b 32.0 ± 16.5x 45.6 ± 11.6y 

Coiled tail 6.5±2.8 a 0.4±0.4b 3.9± 4.2x 21.6 ± 11.5y 

Midpeice defect 4.1±1.5 a 3.0±2.6a 3.5 ± 4.2x 5.3 ± 6.6x 

Loose 0.2±0.6 a 0.3±0.5a 0.7 ± 1.2x 0.1± 0.3x 

Normal 38.2±14.1 a  83.7±8.8b 53.2 ± 19.1x 20.9 ± 14.1y 

หมายเหตุ  a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  
x และ y แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 
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 ในส่วนรูปร่างส่วนหัวประกอบด้วยลักษณะปกติ (normal head) และผิดปกติดังนี้ ลักษณะ 
narrow narrow at base pear varies sizes (small large round) abnormal contour abaxial 
และ loose โดยหลังจากการใช้ SLC พบว่าไม่สามารถแยกความแตกต่างของรูปร่างส่วนได้ชัดเจน
เช่นเดียวกับส่วนหาง แต่ก็พบว่าส่วนที่ผิดปกติแบบ abnormal contour และ loose ของอสุจิรูปร่าง
ปกติและผิดปกติ อสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p < 0.05) 
แต่ในส่วนความผิดปกติแบบอ่ืนๆไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (p > 0.05) แต่อสุจิที่ได้จาก
การหลั่งน้้าเชื้อพบว่าในส่วนที่ผิดปกติมีเพียงความผิดปกติเดียวคือ loose และส่วนหัวปกติ (normal 
head) ของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p < 0.05) โดยพบว่าอสุจิรูปร่าง
ผิดปกติมีความผิดปกติแบบ loose มากกว่าอสุจิรูปร่างปกติ ในทางกลับกันอสุจิรูปร่างปกติมีส่วนหัวที่
ปกติมากกว่า แต่ในส่วนความผิดปกติแบบอ่ืนๆไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (p > 0.05) โดย
แสดงผลในตารางที่ 7 
 
ตารางที่ 7 แสดงร้อยละความผิดปกติในส่วนหัวรูปแบบต่างๆของอสุจิรูปร่างปกติ (normal sperm) 
และผิดปกติ (abnormal sperm) ที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส (epididymal sample) และจาก
การหลั่งน้้าเชื้อ (ejaculated sample) หลังจากการคัดเลือกเซลล์ด้วยวิธี single-layer 
centrifugation (SLC) 

 Epididymal spermatozoa Ejaculated spermatozoa 
 Normal  

sperm 
Abnormal 
sperm 

Normal 
sperm 

Abnormal 
sperm 

Narrow 6.5±2.8a 8.2±3.8a 18.7±10.3x 17.9±10.5x 
Narrow at base 7.9±3.6a 7.0±2.7a 7.8±8.3x 9.0±5.1x 
Pear - shape 1.9±0.8a 1.8±1.3a 3.6±3.0x 3.8±4.1x 
Varies 
(small, large, round) 

3.0±1.7a 1.9±1.2a 2.8±1.8x 3.0±3.4x 

Abnormal contour 0.3±0.5a 0.7±0.6b 0.1±0.5x 0.5±0.9x 
Abaxial 3.1±1.7a 2.8±1.4a 1.1±13x 0.7±1.0x 
loose 1.1±0.8a 4.3±3.2b 2.4±4.2x 14.1±10.9y 

Normal 76.3±5.1a 73.5±7.0a 63.5±15.7x 51.0±12.6y 

หมายเหตุ  a และ b แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม epididymal sperm (p < 0.05)  
x และ y แสดงความแตกต่างทางสถิติของกลุ่ม ejaculated sperm (p < 0.05) 
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บทที่ 5 
การอภิปราย ข้อสรุป และข้อเสนอแนะ 

 

1. คุณภาพภายหลังการแช่แข็งของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิได
มิสและจากการหลั่งน้ าเชื้อ 

 

จากการเก็บตัวอย่างจากท้ัง 2 แหล่ง พบว่าการเก็บจากการหลั่งน้้าเชื้อด้วยการรีดด้วยการกระตุ้น
ด้วยไฟฟูา พบว่าปริมาณของอสุจิ และร้อยละการเคลื่อนที่ค่อนข้างน้อยตั้งแต่เริ่มแรก อาจด้วยปัจจัย
จากตัวสัตว์เป็นหลักเนื่องจากสัตว์ตระกูลแมวมีความหลากหลายในการผลิตน้้าเชื้อและคุณภาพน้้าเชื้อ
มีความหลากหลายเฉพาะตัวสัตว์เช่นกัน (Axner, 2008) อย่างไรก็ตามมีการศึกษาเปรียบเทียบ
คุณภาพของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อ พบว่าไม่มีความแตกต่างกัน
ทางด้านอัตราการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และรูปร่าง
ของอสุจิ (Tebet et al., 2006) 

 
1.1 คุณภาพอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติภายหลังจากการคัดเลือกเซลล์ด้วยวิธี SLC  

 
โดยจากผลของตัวอย่างที่เก็บได้จากทั้งอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อพบว่าร้อยละการ

เคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิรูปร่างปกติมีค่าสูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติอย่างมี
นัยส้าคัญ (p < 0.05) แสดงถึงว่าการใช้การคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC นั้นสามารถแยกอสุจิที่เคลื่อนที่
ได้ (motile sperm) เช่นเดียวกับวิธี swim-up (Hallap et al., 2004) ซึ่งวิธีนี้อาศัยหลักการของการ
เคลื่อนที่ของอสุจิรูปร่างปกติเพียงอย่างเดียว (Somfai et al., 2002) 

เมื่อตรวจคุณภาพอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อ พบว่าหลังจากการ
คัดเลือกเซลล์ด้วย SLC คุณภาพของความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (sperm membrane integrity) 
และความสมบูรณ์ของอะโครโซมดีขึ้น (acrosome integrity) ในส่วนของรูปร่างหัวและหางคุณภาพดี
ขึ้น สามารถคัดแยกส่วนหางที่ปกติได้ และส่วนที่ผิดปกติเช่น distal droplet bent tail และ loose 
จะพบในอสุจิรูปร่างผิดปกติมากกว่าในทั้ง 2 แหล่ง แต่อสุจิที่เก็บจากการหลั่งน้้าเชื้อพบว่าคุณภาพ
ของหัวดีขึ้น โดยอสุจิรูปร่างปกติมีรูปร่างส่วนปกติมากกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ เช่นเดียวกับการศึกษา
ในน้้าเชื้อม้าที่ผ่านการแช่แข็งและการละลายพบว่ามีระดับการเคลื่อนที่สูงขึ้นและอสุจิที่มีชีวิตอยู่
สูงขึ้น อีกทั้งความผิดปกติของส่วนหัวลดลงในอสุจิที่ถูกคัดเลือกด้วย SLC (Macias Garcia et al., 
2009b) และเมื่อเปรียบกับการศึกษาก่อนหน้าที่มีการศึกษาในแมวโดยเก็บน้้าเชื้อจากอิพิดิไดมิส 
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พบว่าวิธีการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และวิธี swim-up ให้คุณภาพอสุจิที่ดีขึ้นในด้านรูปร่าง ความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และสารพันธุกรรม (Chatdarong et al., 2010b) ซึ่งในการศึกษานี้พบว่า
ความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรมไม่มีความแตกต่างกันในอสุจิทั้งรูปร่างปกติและผิดปกติ อย่างไรก็ตาม
จะเห็นได้ว่าการศึกษานี้ พบว่าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC สามารถแยกอสุจิที่รูปร่างปกติและ
ผิดปกติออกมาได้อย่างชัดเจนทั้งในทางรูปร่างในส่วนหางและความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะ
โครโซม แต่อะโครโซมของอสุจิจากการเก็บจากอิพิดิไดมิสให้ผลไม่แตกต่างกันระหว่างอสุจิรูปร่างปกติ
และผิดปกติ ส่วนความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรมของอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติที่ได้จากการเก็บ
จากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อให้ผลไม่แตกต่างกัน (p > 0.05) 
 

1.2 คุณภาพอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติภายหลังจากการแช่แข็งและการละลาย  
 

 หลังจากผ่านกระบวนการแช่แข็งและการละลาย คุณภาพของอสุจิจะลดลงเมื่อเปรียบเทียบ
ระหว่างก่อนและหลังจากการผ่านกระบวนการดังกล่าว ร้อยละการเคลื่อนที่ในแต่ละตัวอย่างลดลง 
แต่อสุจิรูปร่างปกติก็ยังคงมีร้อยละการเคลื่อนที่ (percentage of motility) และระดับการเคลื่อนที่
ไปข้างหน้า (score of progressive motility) สูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ และเมื่อเปรียบเทียบการ
ลดลงของร้อยละการเคลื่อนที่ตั้งแต่แรกเริ่มของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการเก็บ
จากการหลั่งน้้าเชื้อ พบว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติมีร้อยละที่ลดลงเท่ากันในทั้ง 2 แหล่งตัวอย่างคือลดลง
ร้อยละ 92.1 แต่อสุจิรูปร่างปกติที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อลดลงมากกว่า โดยลดลงร้อยละ 41.7 ส่วน
ตัวอย่างจากการเก็บจากอิพิดิไดมิสลดลงเพียงร้อยละ 27.8 และเมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง CASA 
พบว่าผลของร้อยละการเคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าผลไปในแนวทางเดียวกันคืออสุจิ
รูปร่างปกติมีค่าสูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ และเครื่องนี้ยังสามารถประเมินรูปแบบการเคลื่อนที่แบ่ง
ออกได้ 3 ลักษณะ คือ ค่าความเร็วเฉลี่ยของอสุจิที่ใช้ในการเคลื่อนที่วิถีตรง (VAP) ความเร็วที่
เคลื่อนที่ในวิถีตรงจากจุดเริ่มต้นถึงจุดสิ้นสุด (VSL)  และ ความเร็วของการเคลื่อนที่วิถีโค้งหรือระยะ
ทางการเคลื่อนที่จริงที่เคลื่อนที่ได้ (VCL) พบว่าอสุจิรูปร่างปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและ
การหลั่งน้้าเชื้อ มีค่าของทั้ง 3 รูปแบบการเคลื่อนที่สูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ ยกเว้นค่า VCL ของอสุจิ
ที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อพบว่าไม่มีความแตกต่างกันในอสุจิทั้ง 2 รูปร่าง จากรูปแบบการเคลื่อนที่ทั้ง 3 
ค่าสามารถบ่งบอกได้ว่าอสุจิที่รูปร่างปกติสามารถเคลื่อนที่ได้หลากหลายและมีความเร็วมากกว่าอสุจิ
รูปร่างผิดปกติซึ่งสอดคล้องกับร้อยละการเคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าที่ตรวจได้  
 นอกจากนี้กระบวนการเก็บรักษาแบบแช่แข็งและการละลายยังมีผลกระทบต่อคุณภาพของ
อสุจิไม่ว่าจะเป็นเรื่องความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (sperm membrane integrity) ความสมบูรณ์
ของอะโครโซม (acrosome integrity) และความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรม (DNA integrity) 
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(Mazur, 1984) แต่อย่างไรก็ตามยังมีปัจจัยอื่นๆท่ีมีผลกระทบต่อคุณภาพอสุจิเช่น ภาวะช็อคของอสุจิ
ด้วยความเย็น (cold shock) แรงดันของสารละลายไหลผ่านเนื้อเยื่อ (osmotic pressure) 
(Watson, 2000) และสารอนุมูลอิสระต่างๆ (oxidative stress) (Aitken and Krausz, 2001) ผล
การศึกษานี้พบว่าตัวอย่างอสุจิทั้ง 2 รูปร่างมีค่าความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสาร
พันธุกรรมลดลง เนื่องจากการศึกษาก่อนหน้านี้ พบว่าความเย็นมีผลต่อความสมบูรณ์ของอะโครโซม 
(Pukazhenthi et al., 2001) แต่ในส่วนรูปร่างส่วนหางปกติพบว่าอสุจิรูปร่างปกติที่ได้จากการเก็บ
จากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อยังคงมีรูปร่างในส่วนของหางปกติมากกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ 
นอกจากนี้ยังพบว่าอสุจิรูปร่างปกติท่ีได้จากการหลั่งน้้าเชื้อมีรูปร่างส่วนหัวปกติ ความสมบูรณ์ของเยื่อ
หุ้มเซลล์ และอะโครโซมมีค่ามากกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติเช่นกัน เนื่องจากอสุจิรูปร่างผิดปกติและสิ่งที่
ปนเปื้อนเช่นเม็ดเลือดแดง เศษเซลล์ และของเหลวที่เป็นองค์ประกอบของน้้าเชื้อสามารถสร้างสาร
อนุมูลอิสระ จึงมีการกระทบต่อความมีชีวิต และ ท้าให้คุณภาพของการปฏิสนธิด้อยลงได้ (Nichi et 
al., 2007) แต่การศึกษานี้ได้ประเมินเพียงคุณภาพของอสุจิเท่านั้น อาจจะต้องท้าการศึกษาโดยการ
น้าอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ ได้จากการคัดแยกเซลล์และการแช่แข็งและการละลาย น้าไปเข้าสู่
กระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพเพ่ือทดสอบกระบวนการปฏิสนธิว่าอัตราการปฏิสนธิที่ได้ระหว่างอสุจิ
รูปร่างปกติและผิดปกติให้ผลต่างกันหรือไม่ แต่อย่างไรก็ตามผลการศึกษานี้พบว่าหลังจากการคัดแยก
เซลล์ด้วยวิธี SLC และหลังเข้าสู่กระบวนการแช่แข็งและการละลายแล้ว พบว่าอสุจิรูปร่างปกติและ
ผิดปกติ มีค่าความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรมใกล้เคียงกัน ถึงแม้หลังจากการแช่แข็งและการละลายจะ
ลดลง แต่ตัวอย่างทั้ง 2 มีค่าใกล้เคียงกัน จาการศึกษาก่อนหน้าที่ว่าความสมบูรณ์ของโครมาติน 
(chromatin integrity) ของแมวบ้านกลุ่ม teratospermia มีคุณภาพน้อยกว่ากลุ่ม normospermia 
แต่ผลของการท้าอ๊ิกซี่ (ICSI) ไม่มีความแตกต่างกันเมื่อเปรียบเทียบในแมวบ้านทั้ง 2 กลุ่ม (Penfold 
et al., 2003)  

ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงมีข้อเสนอแนะว่า ควรมีการน้าอสุจิรูปร่างผิดปกติไปท้าอ๊ิกซี่ (ICSI) 
เพ่ือเปรียบเทียบผลระหว่างอสุจิปกติและผิดปกติ หากผลการศึกษาไม่มีความแตกต่างกัน อาจไม่
จ้าเป็นต้องคัดทิ้งอสุจิรูปร่างผิดปกติเพ่ือลดการสูญเสียสารพันธุกรรม เนื่องจากสัตว์ตะกูลแมวนี้มีการ
สร้างอสุจิรูปร่างผิดปกติในสัดส่วนที่ค่อนข้างสูงและสัตว์ตระกูลนี้ถูกจัดให้อยู่ในกลุ่มสัตว์ใกล้สูญพันธุ์ 
นอกจากนี้อสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ คุณภาพที่ได้ภายหลังจากการแช่แข็งและการละลาย พบว่า
ร้อยละการเคลื่อนที่ลดลงเช่นกัน การน้าไปใช้ประโยชน์ต่อด้านกระบวนการเทคโนโลยีชีวภาพ อาจจะ
ต้องค้านึงถึงในหลายๆปัจจัยเช่น หากค่าร้อยละการเคลื่อนที่มีค่ าน้อย อาจจะไม่เหมาะสมต่อการ
น้าไปผสมเทียม แต่การศึกษาก่อนหน้านี้ในการผสมเทียมแมวโดยฉีดผ่านทางมดลูก ( IUI) มีการ
รายงานว่าเมื่อใช้อสุจิภายหลังจากการแช่แข็งและการละลายที่มีร้อยละการเคลื่อนที่เท่ากับ 30 
สามารถให้อัตราการตั้งท้องถึงร้อยละ 57 (Tsutsui et al., 2000) แต่ทั้งนี้นอกเหนือจากคุณภาพของ
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อสุจิแล้ว อาจจะขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืนๆเช่น ความสามารถและประสบการณ์ของผู้ท้าเทคโนโลยีชีวภาพ 
เช่น AI IVF หรือ ICSI หรือความสมบูรณ์พันธุ์ของสัตว์เพศเมีย เป็นต้น 
 

2. คุณภาพภายหลังการแช่แข็งของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส
และจากการหลั่งน้ าเชื้อ 
 

เนื่องด้วยตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อนั้นมีค่าเริ่มต้นของ
ตัวแปรต่างๆเช่น ร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ 
อะโครโซม และสารพันธุกรรม ไม่เท่ากัน จึงมีการค้านวณหาร้อยละการลดลงเพ่ือเป็นการ
เปรียบเทียบคุณภาพภายหลังการแช่แข็งของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อ 
พบว่าร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อมี
ค่าลดลงมากกว่าอสุจิรูปร่างปกติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p < 0.05) แต่ระดับการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อเพียงอย่างเดียวที่มีค่าลดลงมากกว่าอสุจิรูปร่าง
ปกติอย่างมีนัยส้าคัญ (p <0.05) แต่ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิ
ไดมิส ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ อะโครโซม และสารพันธุกรรมของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิ
ไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อ เมื่อเปรียบเทียบร้อยละการลดลงหลังจากการแช่ แข็งและการละลาย 
พบว่าไม่มีความแตกต่างกันในอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ แสดงว่าคุณภาพของอสุจิภายหลังการแช่
แข็งในตัวแปรต่างๆเหล่านั้น ได้รับผลกระทบจากกระบวนการแช่แข็ง (Mazur, 1984) ภาวะช็อคขอ
งอสุจิด้วยความเย็น (cold shock) แรงดันของสารละลายไหลผ่านเนื้อเยื่อ (osmotic pressure) 
(Watson, 2000) และสารอนุมูลอิสระต่างๆ (oxidative stress) (Aitken and Krausz, 2001) 
เช่นกัน แต่การศึกษาครั้งนี้ไม่ได้มีการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มตัวอย่างที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส
และจากการหลั่งน้้าเชื้อ จึงไม่สามารถบอกได้ว่าคุณภาพของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากการเก็บ
จากอิพิดิไดมิสหรือจากการหลั่งน้้าเชื้อมีคุณภาพที่ดีกว่ากัน แต่การศึกษาก่อนหน้า ท้าการศึกษา
เปรียบเทียบคุณภาพหลังจากการแช่แข็งและการละลายของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและ
การหลั่งน้้าเชื้อ พบว่าไม่มีความแตกต่างกันในส่วนของร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ และรูปร่างของอสุจิ (Tebet et al., 2006) แต่การศึกษา
ดังกล่าวไม่ได้ศึกษาในส่วนของคัดแยกเซลล์ เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่แน่ชัดอาจจ้าเป็นต้องมี การศึกษา
เพ่ิมเติม  

นอกจากนี้อสุจิรูปร่างผิดปกติที่มีค่าร้อยละการลดลงในส่วนของร้อยละการเคลื่อนที่และ
ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้ามากกว่านั้น อาจเป็นเพราะอสุจิรูปร่างผิดปกติยังคงมีสิ่งปนเปื้อนเช่น  
เม็ดเลือดแดง เศษเซลล์ และของเหลวที่เป็นองค์ประกอบของน้้าเชื้อสามารถสร้างสารอนุมูลอิสระ ท้า
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ให้ผลของคุณภาพของอสุจิรูปร่างผิดปกติด้อยกว่าอสุจิรูปร่างปกติในแง่ของร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับ
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า  

 
3. ประสิทธิภาพของ SLC ที่ใช้ในการคัดแยกอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ 

 
หลังจากท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยสารคอลลอยด์ผ่านวิธีการ SLC โดยจะแยกตัวอย่างได้ 2 

ชนิด คืออสุจิรูปร่างปกติ (morphologically normal spermatozoa) และอสุจิรูปร่างผิดปกติ 
(morphologically abnormal spermatozoa) การศึกษานี้พบว่าให้ผลของ recovery rate 
หลังจากการใช้วิธี SLC โดยตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสมี recovery rate เท่ากับร้อย
ละ 36.8 ± 20.9 และตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อมีค่าเท่ากับร้อยละ 30.8 ± 20.6 มีค่าสูง
กว่าวิธี swim-up ที่มีการศึกษาก่อนหน้านี้ โดยมีการศึกษาเพ่ือเปรียบเทียบดูว่าการใช้คัดแยกเซลล์
ด้วยวิธี SLC ก่อนการเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งกับวิธี swim-up พบว่า recovery rate ของการใช้
วิธี SLC สูงกว่าวิธี swim-up (Chatdarong et al., 2010b) ซึ่งการศึกษาครั้งนี้พบว่า recovery 
rate ที่ได้มีสูงกว่า ทั้งนี้ยังมีการหา recovery rate ของอสุจิผิดปกติที่สามารถแยกได้โดยพบว่า 
recovery rate ของอสุจิรูปร่างผิดปกติที่เก็บได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสคิดเป็นร้อยละ 31.0 ± 
23.0 และจากการหลั่งน้้าเชื้อเท่ากับร้อยละ 7.3 ± 7.4 และพบว่ามีอสุจิบางส่วนที่หายไประหว่างชั้น
ของคอลลอยด์ (sperm loss) ตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสคิดเป็นร้อยละ 35.2 ± 
26.3 ส่วนตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อคิดเป็นร้อยละ 61.8 ± 19.0 จะเห็นได้ว่าในส่วนของ
ตัวอย่างที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อพบว่ามีส่วนที่หายไปมากกว่า อาจจะเป็นเพราะตัวอย่างที่ได้จากการ
รีดน้้าเชื้อมีปริมาณน้อย จ้านวนอสุจิทั้งหมดมีจ้านวนน้อย ท้าให้เกิดการสูญหายของอสุจิระหว่างชั้น
คอลลอยด์คิดเป็นร้อยละค่อนข้างสูงเมื่อเทียบกับตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส  หรือ
อาจเป็นเพราะน้้าเชื้อที่ได้จากการหลั่งมีลักษณะเป็นสีขาวใส สีเดียวกับคอลลอยด์ จึงท้าให้เมื่อถึง
บริเวณรอยต่อการเก็บตัวอย่างบริเวณนั้นค่อนข้างล้าบากในการแยก อาจท้าให้ได้ตัวอย่างไม่ครบถ้วน 
ซึ่งต่างจากตัวอย่างที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส พบว่าตัวอย่างมีการปนเปื้อนของเม็ดเลือด ท้าให้
ตัวอย่างมีสีแดงอ่อนๆ จึงเห็นรอยต่อระหว่างคอยลอยด์ชัดเจนและง่ายต่อการเก็บและสามารถเก็บได้
ครบถ้วนหรือเก็บได้ปริมาณมากกว่า หรืออาจจะเป็นที่ตัวสูตรของคอลลอยด์เองที่มีความจ้าเพาะต่อ
ชนิดสัตว์ (Morrell et al., 2008) เนื่องจากคอลลอยด์ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้เป็นสูตรส้าหรับน้้าเชื้อ
แมวที่ได้ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิส วิธีแก้ไขปัญหาเพ่ือลดการสูญเสียอสุจิในชั้นคอลลอยด์หากต้อง
ใช้วิธี SLC ในตัวอย่างอสุจิที่ได้จากการหลั่งน้้าเชื้อ อาจจ้าเป็นต้องมีการเพ่ิมจ้านวนอสุจิหรือเพ่ิม
ปริมาณน้้าเชื้อโดยการรวมจากการรีดน้้าเชื้อแมวหลายตัว หรือลดปริมาณของคอลลอยด์ลงหากได้
อสุจิปริมาณน้อย หรืออาจจะต้องปรับความเร็วหรือเวลาในการปั่นเหวี่ยง แต่ทั้งนี้การศึกษานี้เป็น
การศึกษาครั้งแรกในการคัดแยก SLC ในตัวอย่างน้้าเชื้อแมวที่ได้จากการรีดน้้าเชื้อ ดังนั้นอาจ
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จ้าเป็นต้องมีการปรับสูตรคอลลอยด์เพื่อให้เหมาะสมกับตัวอย่างและชนิดสัตว์ ส่วนตัวอย่างของอสุจิที่
ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสสามารถปั่นแยกเซลล์อสุจิได้เช่นเดียวกับการศึกษาก่อนหน้า 
(Chatdarong et al., 2010b)  โดยที่อสุจิรูปร่างปกติจะอยู่ด้านล่างสุด ส่วนอสุจิรูปร่างผิดปกติจะอยู่
ด้านบนซึ่งปนกับสิ่งปนเปื้อนต่างๆเช่นเม็ดเลือดแดง เศษเซลล์ เป็นต้น เช่นเดียวกับตัวอย่างที่ได้จาก
การเก็บจากการหลั่งน้้าเชื้อ อสุจิรูปร่างปกติจะตกลงมาด้านล่างเช่นเดียวกัน และอสุจิที่ผิดปกติและ
ของเหลวที่เป็นองค์ประกอบในน้้าเชื้อ (seminal plasma) จะอยู่ด้านบน เหตุที่ต้องคัดแยกเซลล์อสุจิ
รูปร่างปกติออกจากอสุจิรูปร่างผิดปกติและสิ่งปนเปื้อนต่างๆเช่น เซลล์เม็ดเลือดแดง เศษเซลล์ หรือ
แม้กระทั่งของเหลวที่เป็นองค์ประกอบในน้้าเชื้อ (seminal plasma) เป็นที่ทราบกันดีว่าสิ่งเหล่านั้น
ลดคุณภาพของการปฏิสนธิ เนื่องจากสิ่งเหล่านี้สามารถสร้างอนุมูลอิสระ ท้าให้อสุจิตายได้ 
(Pukazhenthi et al., 2001)  
 
สรุป 
 
 จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC ในตัวอย่างอสุจิจากการเก็บจากอิพิดิ
ไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อ พบว่า recovery rate ดีขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาครั้งก่อน 
สามารถแยกอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติได้ หลังจากท้าการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC แล้ว ระดับการ
เคลื่อนที่ไปข้างหน้าและคุณภาพอสุจิดีขึ้นในส่วนของรูปร่างหาง ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์
และอะโครโซม ส่วนร้อยละการเคลื่อนที่ของอสุจิที่ได้จากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อ 
พบว่าดีขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับก่อนท้าการคัดแยก และเมื่อเปรียบเทียบร้อยละการเคลื่อนที่และระดับ
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าระหว่างอสุจิรูปร่างปกติและผิดปกติ พบว่าอสุจิรูปร่างปกติมีค่าร้อยละการ
เคลื่อนที่และระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้ามากกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ และอสุจิรูปร่างปกติที่ได้จาก
การหลั่งน้้าเชื้อยังมีรูปร่างส่วนหัวปกติท่ีสูงกว่า และหลังจากการแช่แข็งและจากการละลายพบว่าอสุจิ
รูปร่างปกติยังคงมีค่าร้อยละการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และรูปร่างส่วนหางปกติที่สูง
กว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติที่ได้จากทั้งสองแหล่ง นอกจากนี้อสุจิรูปร่างปกติที่ได้จากการหลั่ งน้้าเชื้อยังมี
รูปร่างส่วนหัวปกติ ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมที่สูงกว่าอสุจิรูปร่างผิดปกติ แต่ทั้งนี้
ความสมบูรณ์ของสารพันธุกรรมของอสุจิทั้งจากการเก็บจากอิพิดิไดมิสและการหลั่งน้้าเชื้อพบว่าไม่มี
ความแตกต่างในอสุจิทั้ง 2 รูปร่าง ทั้งจากหลังการคัดแยกเซลล์ด้วยวิธี SLC และหลังจากการแช่แข็ง
และการละลาย จึงแสดงให้เห็นว่าการคัดแยกด้วยวิธี SLC สามารถคัดแยกความแตกต่างเรื่องการ
เคลื่อนที่ รูปร่างส่วนหาง ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมได้ และอสุจิรูปร่างผิดปกติ
สามารถน้าไปเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็งได้โดยใช้วิธีการเดียวกับการเก็บรักษาอสุจิรูปร่างปกติหรือ
วิธีทั่วไป แต่อย่างไรก็ตามคุณภาพของอสุจิรูปร่างผิดปกติมีอัตราการเคลื่อนที่ ระดับการเคลื่อนที่ไป
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ข้างหน้า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมที่ลดลงอย่างมากเมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิ
รูปร่างปกต ิ
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ภาคผนวก 

 

ภาคผนวก ก 

ผลิตภัณฑ์ สารเคมี และเครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

Single- layer centrifugation  Androcoll-F; SLU, Sweden 

Equex STM paste    Nova Chemical Sales, Scituate, Inc., MA, USA 

SYBR-14  Dead/Alive Kit, Molecular Probes Inc., Eugene, 
OR, USA 

EthD-1  Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA 

DMSO  Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA 

FIT-C  Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA 

PI Molecular Probes Inc., Eugene, OR, USA 

Acridine orange  AO; Sigma Chemical Co. 

CASA Sperm Analyzers IVOS, Hamilton Thorne Bioscienes, Beverly, USA 

Fluorescence microscope BX31, Olympus, Tokyo, Japan   

Liquid nitrogen tank Millenium 2000 SC-20; MVE Cryogenetics, New 
Prague, MN, USA  
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ภาคผนวก ข 

ใบยินยอมของเจ้าของสัตว์เลี้ยง 

โครงการวิจัยเรื่อง  คุณภาพน้้าเชื้อภายหลังการแช่แข็งของตัวอสุจิปกติและ
ผิดปกติที่เก็บจากอิพิดิไดมิสและจากการหลั่งน้้าเชื้อใน
แมว  

ผู้วิจัย  สพ.ญ. กนกวรรณ ธรรมประดิษฐ์ 

อาจารย์ท่ีปรึกษา  อ.น.ส.พ. ดร. ศุภวิวัธน์ พงษ์เลาหพันธุ์ 

อาจารย์ท่ีปรึกษาร่วม รศ.สพ.ญ. ดร เกวลี ฉัตรดรงค์ 

ก่อนที่จะลงนามในใบยินยอมให้ท้าการวิจัยนี้  ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึง
วัตถุประสงค์ของการวิจัย  วิธีการวิจัย  และมีความเข้าใจดีแล้ว 
 ผู้วิจัยรับรองว่าจะตอบค้าถามต่าง ๆ ที่ข้าพเจ้าสงสัยด้วยความเต็มใจ  ไม่ปิดบังซ่อนเร้นจน
ข้าพเจ้าพอใจ 
 ข้าพเจ้ามีความเห็นชอบให้ผู้วิจัยรีดน้้าเชื้อแมวของข้าพเจ้าก่อนการท้าหมัน ที่โรงพยาบาล
สัตว์เล็ก จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นแล้ว  และมีความเข้าใจดีทุกประการ  และได้ลงนามใน 
ใบยินยอมนี้ด้วยความเต็มใจ 

 
  ลงนาม…………………………………………..ผู้ยินยอม 

  (………………………………………………………….) 
  ลงนาม…………………………………………..พยาน 

  (……………………………………………………….) 
ลงนาม…………………………………………..ผู้ท้าวิจัย 

  (………………………………………………………….) 
    วันที่ให้ค้ายินยอม  

วันที่………………..เดือน……………………
พ.ศ……………………... 

 
 

 



ภาคผนวก ค 

ภาพแสดงการประเมินคุณภาพความสมบูรณ์ชองอะโครโซมด้วยการย้อม FIT-C/PI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

- อะโครโซมที่ไม่เสียหาย (intact acrosome) จะย้อมติดสีเขียวสว่างสะท้อนแสงจากสาร FITC-
PNA ต้าแหน่งหมวกของอะโครโซม (ลูกศรสีเหลือง) 

- อะโครโซมที่เสียหาย (damaged acrosome) จะย้อมติดสีเขียวเพียงบางส่วนของต้าแหน่ง
หมวกอะโครโซม (ลูกศรสีขาว) 

- อะโครโซมที่สูญหาย (missing acrosome) จะติดสีเขียวเพียงแค่รอยต่อของหมวกอะโครโซม
หรือไม่ติดสีเขียวเลย (ลูกศรสีฟูา) 
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ภาพแสดงการประเมินคุณภาพความสมบูรณ์ชองสารพันธุกรรมด้วยการย้อม AO 

 

 

 
 

- ดีเอ็นเอสายคู่   จะเปล่งแสงสีเขียว (ลูกศรสีขาว) 
-  ดีเอ็นเอสายเดี่ยว  จะเปล่งแสงสีส้ม สีเหลือง หรือสีแดง (ลูกศรสีชมพู) 



 
 

46 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาว กนกวรรณ ธรรมประดิษฐ์ เกิดวันที่ 10 มีนาคม พ.ศ. 2529 ที่อ้าเภอวัฒนานคร 
จังหวัดสระแก้ว ส้าเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตร์บัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยมหิดล ในปีการศึกษา 2552 หลังจากส้าเร็จการศึกษาเข้าท้างานด้านสัตวแพทย์สัตว์เล็ก 
โรงพยาบาลสัตว์เอกชนเป็นเวลา 2 ปี และเข้าศึกษาต่อระดับปริญญาโท ในหลักสูตรวิทยาศาตร์
มหาบัณฑิต สาขาวิทยการสืบพันธุ์สัตว์ ที่ภาควิชาสูติศาสตร์ เธนุเวชวิทยาและวิทยาการสืบพันธุ์สัตว์
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2555 
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