
แก่นเกษตร 47 (1) : 159-168 (2562).	 KHON KAEN AGR. J. 47 (1) : 159-168 (2019). /doi: 10.14456/kaj.2019.14

การเปรียบเทยีบวธีิการแช่แขง็และการท�ำละลายต่อคุณภาพน�ำ้เช้ือสุกรแช่แขง็

The comparison of freezing and thawing methods on boar semen quality

ฤทยัพร ราชมคัร1, เทวนิทร์ วงษ์พระลบั1,2, วุฒไิกร บุญคุ้ม1,2 และ วบัิณฑติา จนัทร์กติสิกลุ1,2*

Ruthaiporn Ratchamak1, Thevin Vongpralub1,2, Wuttigrai Boonkum1,2  

and Vibuntita Chankitisakul1,2*

Received May 27, 2018
Accepted July 25, 2018
1  ภาควิชาสตัวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น จงัหวดัขอนแก่น 40002
   Department of Animal Science, Faculty of Agriculture, Khon Kaen University, Khon Kaen, 40002
2  กลุม่วิจยัโคนมทนร้อน มหาวิทยาลยัขอนแก่น ขอนแก่น 40002
   Thermo-tolerance Dairy Cattle Research Group, Khon Kaen University, Khon Kaen 40002
*  Corresponding author:  vibuch@kku.ac.th

บทคัดย่อ: วตัถปุระสงค์ของงานวิจยัครัง้นีเ้พ่ือเปรียบเทียบวิธีการการแชแ่ขง็และการท�ำละลายน�ำ้เชือ้สกุรแชแ่ขง็
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงัการท�ำละลาย รีดน�ำ้เชือ้จากสกุร พนัธุ์เปียแตรง จ�ำนวน 1 ตวั และพนัธุ์ดร็ูอก 
จ�ำนวน 1 ตวั ตวัละ 2 ซ�ำ้ ท�ำการลดอณุหภมิูในกระบวนการแชแ่ข็งแบบองัไอไนโตรเจนเหลวท่ีแตกตา่งกนั 2 
วิธี ได้แก่ ทรีทเมนต์ท่ี 1: -35 OC เป็นเวลา 5 นาที และ -120 OC เป็นเวลา 10 นาที (สงูจากระดบั ไนโตเจนเหลว 
11 และ 5 เซนตเิมตร) และทรีทเมนต์ท่ี 2: -135 OC เป็นเวลา 20 นาที(สงูจากระดบั ไนโตเจนเหลว 3 เซนตเิมตร)  
ร่วมกบัวิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้ 3 วิธี (60 OC เป็นเวลา 8 วินาที; 42 OC เป็นเวลา 25 วินาที; และ 5 OC เป็นเวลา 
5 นาที) ประเมินคณุภาพน�ำ้เชือ้ด้านการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ การมีชีวิตรอดของอสจิุ และความ
สมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ หลงัการเก็บท่ีอณุหภมิู -196 OC และท�ำการละลายตามวิธีข้างต้น ผลการศกึษาพบ
วา่ สายพนัธุ์เปียแตรง มีการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุสงูกวา่ดร็ูอก (P<0.05) วิธีการแชแ่ข็ง ทรีทเมนต์ท่ี 1 
มีผลท�ำให้คณุภาพน�ำ้เชือ้ด้านการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ และการมีชีวิตรอดของอสจิุ สงูกวา่ทรีทเมนต์
ท่ี 2 (P<0.05) สว่น วิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้พบวา่ การท�ำละลายน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งท่ีระดบัอณุหภมิู 5  OC เป็นเวลา 
5 นาที และ 60  OC เป็นเวลา 8 วินาที มีผลท�ำให้คณุภาพน�ำ้เชือ้สงูขึน้ในทกุพารามิเตอร์ท่ีท�ำการศกึษาเม่ือ
เปรียบเทียบกบัท่ีระดบั 42  OC เป็นเวลา 25 วินาที (P<0.05) อยา่งไรก็ตามพบวา่อิทธิพลร่วมระหวา่งวิธีการ
แชแ่ข็งและการท�ำละลายให้ผลไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิติ จงึสรุปได้วา่ วิธีการแชแ่ข็งในทรีท
เมนต์ท่ี 1 ร่วมกบัวิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้ท่ีระดบั 5  OC เป็นเวลา 5 นาที สง่ผลให้คณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรภายหลงั
การแชแ่ข็งภายหลงัการท�ำละลายดีท่ีสดุ
ค�ำส�ำคัญ: การแชแ่ข็ง, การท�ำละลาย, น�ำ้เชือ้แชแ่ข็ง, สกุรพอ่พนัธุ์

ABSTRACT: The objective of the present study was to compare effects of different freezing and 
thawing methods on post-thawed boar semen quality. Semen was collected from two different 
breeds (Pietrain and Duroc). The freezing methods were treatment 1; -35 OC for 5 min and -120 

OC for 10 min (11 and 5 cm. above the liquid nitrogen vapor); Treatment 2; -135 OC for 20 min(3 
cm. above the liquid nitrogen vapor) and thawing methods were 60 OC for 8 sec; 42 OC for 25 sec) 
on sperm progressive motility, sperm viability, and plasma membrane integrity were determined. 
The results revealed that the progressive motility was higher in 
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Pietrain than Duroc (P<0.05). Sperm progressive motility and viability were higher in Treatment 
1 compared with Treatment 2 (P<0.05). Semen thawed at at 5 OC for 5 min and 60 OC for 8 sec 
were higher in every parameters compared to the semen thawed at 42 OC for 25 sec (P<0.05). 
However there was no interaction effect between freezing and thawing method on post-thawed 
sperm quality. In conclusion, it could be inferred that the freezing methods in Treatment 1 (-35 

OC for 5 min and -120 OC for 10 min) and thawing methods 5 OC for 5 min could be used to 
maximize boar cryopreserved semen quality.
Keywords: Freezing, Thawing, Semen Cryopreservation, Boar

บทน�ำ

การเก็บรักษาน� ำ้ เ ชื อ้สุกรแบบแช่แข็ง 
(boar semen cryopreservation) สง่ผลดีในด้าน
อายุการเก็บรักษาท่ียาวนานขึน้และยังสามารถ
กระจายพนัธกุรรมได้อยา่งรวดเร็ว อีกทัง้ยงัประหยดั
คา่ใช้จา่ยในการเลีย้งสกุรพอ่พนัธุ์ อยา่งไรก็ตามใน
ด้านคณุภาพพบวา่ การใช้น�ำ้เชือ้สกุรแบบแชแ่ข็งจะ
ส่งผลกระทบต่อการมีอัตราการผสมติดต�่ำและ
จ�ำนวนลกูตอ่ครอกน้อย ด้วยเหตนีุก้ารใช้น�ำ้เชือ้สกุร
แบบแช่แข็งในระดับอุตสาหกรรมจึงมีเพียง 1% 
(Rodriguez-Gil and Estrada, 2013) เม่ือเปรียบ
เทียบกบัการใช้น�ำ้เชือ้แบบแชเ่ยน็ โดยสาเหตสุ�ำคญั
ซึง่สง่ผลตอ่คณุภาพของอสจิุโดยตรงมาจากความเสยีหาย
ในกระบวนการแชแ่ข็ง (Rodriguez-Martinez and 
Wallgren, 2011)

โดยเซลล์อสุจิจะมีชีวิตอยู่ได้ภายใต้การ
ลดอณุหภมิูให้ต�่ำสดุท่ีระดบัอณุหภมิู -196 OC ซึง่
กระบวนการแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้จะประกอบไปด้วย 3 
ระยะ ได้แก่ 1) การลดอณุหภมิูจาก 37 OC ซึง่เทา่กบั
อณุหภมิูร่างกายของสตัว์ไปเป็น 15 OC 2) การลด
อณุหภมิูจาก 15 OC ไปเป็น 5 OC และ 3) การองัไอ
เยน็ของไนโตรเจนเหลว ก่อนท่ีจะจุม่หลอดน�ำ้เชือ้
ลงในไนโตรเจนเหลวท่ีอณุหภมิู -196 OC อนัเป็นการ
หยดุกระบวนการเกิดเมทาบอลซิมึ และชว่ยเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้ได้เป็นระยะเวลานาน (Fraser et al., 2014)

ทัง้นีพ้บว่าอัตราการลดอุณหภูมิในช่วง
การองัไอเยน็ของไนโตรเจนเหลวท่ีอณุหภมิู -135 OC 
(freezing rate) มีความส�ำคญัตอ่การมีชีวิตอยูข่อง
อสจิุ (Muldrew and McGann, 1994; Gao and 
Critser, 2000) หากอตัราการลดอณุหภมิูช้าจะ
ท�ำให้น�ำ้ภายในเซลล์เกิดการไหลออกจากเซลล์ได้
มากขึ น้และจะส่งผลท� ำใ ห้ความเ ข้ม ข้นของ
สารละลายภายในเซลล์มีปริมาณสงูขึน้ ผลท่ีตาม
มาจะเกิดภาวการณ์ขาดน�ำ้ (dehydrate) และเกิด

ก า ร ก่ อ ตั ว ข อ ง ผ ลึ ก น� ำ้ แ ข็ ง ภ า ย น อ ก เ ซ ล ล์ 
(extracellular ice crystal) แตห่ากอตัราการลด
อณุหภมิูลดลงเร็ว น�ำ้ภายในเซลล์จะไมส่ามารถ
ไหลออกจากเซลล์ได้สมบูรณ์ส่งผลให้เกิดการแข็ง
ตวัของของเหลวภายในเซลล์ก่อตวัเป็นผลกึน�ำ้แข็ง
ภายในเซลล์ (intracellular ice crystal) การเกิด
ผลึกน�ำ้แข็งจะน�ำไปสู่การเกิดความเสียหายต่อ
โครงสร้างและเย่ือหุ้ มเซลล์ซึ่งจะส่งผลกระทบต่อ
ความสมบรูณ์ของตวัอสจิุ (Yeste, 2016) อยา่งไร
ก็ตามเซลล์แตล่ะชนิดมี freezing rate ท่ีเหมาะสม
แตกตา่งกนัขึน้อยูก่บัลกัษณะเซลล์ สารปอ้งกนัการ
แข็งตวั ความเข้มข้นของสารปอ้งกนัการแข็งตวัและ 
บรรจภุณัฑ์ของน�ำ้เชือ้ เป็นต้น 

นอกจากกระบวนการแชแ่ข็งแล้ว ใน
กระบวนการท�ำละลายน�ำ้เชือ้จากการแชแ่ข็งยงัเป็น
อีกกระบวนการท่ีมีความส�ำคญัและส่งผลกระทบ
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ (Yeste, 2015) โดยหลงัจากอสจิุ
ถูกแช่แข็งเม่ือถูกกระตุ้ นด้วยอุณหภูมิเพ่ือการท�ำ
ละลาย การเปลี่ยนแปลงของอณุหภมิูท่ีเหมาะสม
จะน�ำไปสู่ความส�ำเร็จในการท�ำละลายได้เช่นกัน  
แม้ว่าท่ีผ่านมามีรายงานวิจยัในสกุรซึง่ใช้วิธีการลด
อณุหภมิูในขณะแช่แข็งโดยใช้หลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้องั
ไอเยน็โดยหา่งจากระดบัไนโตรเจนเหลว 3 เซนตเิมตร 
หรือท่ีอณุหภมิู -135 OC เป็นเวลา 20 นาที (อตัรา
การลดอณุหภมิู -7 OC ตอ่นาที) และท�ำละลายท่ี
อณุหภมิู 40-70 OC เป็นเวลา 8-25 วินาที 
(Chanapiwat et al., 2010; Okazaki and 
Shimada, 2012; Tomas et al., 2014;) แตผ่ลลพัธ์
ด้านคณุภาพน�ำ้เชือ้ยงัไมดี่เทา่ท่ีควร

 การพิจารณาเลือกกระบวนการทางเลือก 
(ทัง้กระบวนการแชแ่ข็งและการท�ำละลาย) เพ่ือ
ประยุกต์ใช้ในการเพ่ิมคุณภาพน�ำ้เชือ้สุกรจึงเป็น
โจทย์วิจยัส�ำคญัส�ำหรับงานวิจยัครัง้นี ้ ซึง่พบวา่มี
รายงานวิจยัในสตัว์ปีก (Vongpralub et al., 2011; 
Chuaychu-noo et al., 2017) โดยใช้วิธีการลด
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อณุหภมิู 2 ขัน้ตอนโดยการใช้หลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้องั
ไอเยน็และเว้นระยะหา่งจากไนโตรเจนเหลว 11 และ 
3 เซนตเิมตร ตามล�ำดบั ก่อนจุม่แชแ่ข็งลงใน
ไนโตรเจนเหลว และท�ำละลายท่ีอณุหภมิู 5 OC เป็น
เวลา 5 นาที ซึง่ผลการศกึษาตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ไก่
ในด้านอตัราการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ มีคา่
สงูถงึ ร้อยละ58-60% ซึง่ผู้วิจยัเหน็วา่วิธีการดงั
กลา่วอาจมีความเป็นไปได้ท่ีจะน�ำมาประยกุต์ใช้กบั
การแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้พนัธุ์สกุรได้ งานวิจยันีจ้งึมี
วัตถุประสงค์ เ พ่ือศึกษาผลของอัตราการลด
อณุหภมิูในกระบวนการแชแ่ข็งท่ีแตกตา่งกนัร่วมกบั
วิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้สุกรต่อคุณภาพน�ำ้เชือ้ใน
ด้าน การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ การมีชีวิต
รอดของอสจิุ และความสมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์
เพ่ือให้เป็นประโยชน์ในการน�ำไปสู่การพฒันาและ
การปรับปรุงคณุภาพการท�ำน�ำ้เชือ้สกุรแบบแช่แข็ง
ตอ่ไปในอนาคต

วธีิการศกึษา

สัตว์ทดลอง
สกุรพอ่พนัธุ์อาย ุ 3 ปี พนัธุ์ดร็ูอก จ�ำนวน  

1 ตวั และพนัธุ์เปียแตรง จ�ำนวน 1 ตวั จากฟาร์มสกุร 
ภาควิชาสตัวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยั
ขอนแก่น เป็นพอ่พนัธุ์ท่ีก�ำลงัใช้งานสปัดาห์ ละ 1-2 
ครัง้ มีสขุภาพสมบรูณ์แข็งแรง เลีย้งด้วยระบบโรงเรือน
แบบเปิด ถกูน�ำมารีดเก็บน�ำ้เชือ้ด้วยวิธีการใช้มือบีบ
ปลายลงึค์ (glove hand technique) โดยเก็บน�ำ้เชือ้ใน
สว่นท่ีมีลกัษณะขุน่ข้น (sperm–rich portion) (เทวินทร์, 
2542) โดยภายหลงัการตรวจคณุภาพเบือ้งต้น อสจิุจะ
ต้องมีอตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของอสจิุมากกวา่ 
70% และมีความเข้มข้นมากกว่า 200 x 106 ตัว/
มิลลิลิตร จงึจะสามารถน�ำตวัอยา่งน�ำ้เชือ้ไปทดลอง
ในกระบวนการตอ่ไป

กระบวนการแช่แข็งน�ำ้เชือ้และการวางแผน
งานทดลอง
	 แผนการทดลองท่ีใช้คือ 2x3 factorial 
experiment in RCBD โดยก�ำหนดให้ศกึษาปัจจยัท่ี 
1 คือวิธีการแชแ่ข็งแบง่เป็น 2 วิธี ทรีทเมนต์ท่ี 1 (a1) 
และทรีทเมนต์ท่ี 2 (a2) และปัจจยัท่ี 2 คือวิธีการท�ำ
ละลายน�ำ้เชือ้แบง่เป็น 3 ระดบั คือ 60 OC เป็นเวลา 

8 วินาที (b1); 42 OC เป็นเวลา 25 วินาที (b2) และ 
5 OC เป็นเวลา 5 นาที (b3) และจดัพนัธุ์สกุรเป็น
บลอ็ก ท�ำการทดลองโดยการรีดเก็บน�ำ้เชือ้พอ่พนัธุ์
จ�ำนวน 2 ซ�ำ้ 
	 น�ำ้เชือ้สกุรภายหลงัการรีดเก็บรายตวัจะ
ถูกน�ำมาตรวจหาการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ 
โดยเร่ิมต้นจากการน�ำน�ำ้เชือ้สดท่ีรีดได้มาเจือจาง
กบัน�ำ้ยาเจือจาง Extender I (Modena extender; 
D-glucose 2.75 g., Tri-sodium citrate 0.69 g., 
Sodium hydrogen carbonate 0.10 g., EDTA 
disodiumsalt 0.235 g., Tris (Methylamine) 
0.565 g., Citric acid 0.29 g., Penicillin 0.06 g., 
Streptomycin 0.10 g.) ท่ีอณุหภมิู 37 OC ใน
อตัราสว่น 1:1 และบม่ท่ีอณุหภมิู 15 OC เป็นเวลา 
120 นาที จากนัน้น�ำมาป่ันเหว่ียงด้วยความเร็ว 800 
x g ท่ีอณุหภมิู 15 OC เป็นเวลา 10 นาที น�ำของเหลว
ใส (supernatant) ทิง้ให้เหลือเพียงอสจิุท่ีตกตะกอน
อยูด้่านลา่ง (sperm pellet) แล้วจงึน�ำมาผสมกบั
น�ำ้ยาเจือจาง Extender II (11% lactose(20 %) + 
egg yolk(80%)) โดยปรับความเข้มข้นให้ได้ตวัอสจิุ 
1.5x109ตวั/มิลลลิติร น�ำมาเก็บท่ีอณุหภมิู 5 OC เป็น
เวลา 90 นาที แล้วจงึเจือจางด้วยน�ำ้ยาเจือจาง 
Extender III (1.5 % glycerol(final concentration 
0.75% ), 9 % Equex(final concentration 4.5% ), 
89.5 % Extender II) ปรับความเข้มข้นตวัอสจิุเป็น 
1x109 ตวั/มิลลลิติร บม่ท่ีอณุหภมิู 5 OC เป็นเวลา 
30 นาที (Chanapiwat et al. 2014) แล้วท�ำการ
บรรจนุ�ำ้เชือ้ลงในหลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้ขนาด 0.5 ml 
และน�ำเข้าสูข่ัน้ตอนการแชแ่ข็งโดยการใช้กลอ่งโฟม
และตะแกรงวางน�ำ้เชือ้เหนือไนโตเจนเหลว (เท
ไนโตรเจนเหลวลงในกลอ่งโฟม 8 เซนตเิมตรก่อน
วางตะแกรงน�ำ้เชือ้) โดยวิธีการแชแ่ข็ง เป็นปัจจยัท่ี 
1 แบง่ออกเป็น 2 วิธี ได้แก่ 
	 ทรีทเมนต์ท่ี 1: ลดอณุหภมิู 2 ระยะ ใน
กลอ่งโฟมโดยน�ำหลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้วางบนตะแกรง
สงูหา่งจากระดบัไนโตรเจนเหลว 11 เซนตเิมตร เป็น
เวลา 5 นาที จากนัน้ลดระดบัหลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้โดย
การเลื่อนตะแกรงลงมาให้ห่างจากระดบัไนโตรเจน
เหลว 5 เซนตเิมตร เป็นเวลา 10 นาที จงึจุม่หลอด
น�ำ้เชือ้ลงไนโตรเจนเหลวและเก็บท่ีอณุหภมิู -196 

OC (Vongpralub et al., 2011)    
	 ทรีทเมนต์ท่ี 2: ลดอณุหภมิูในกลอ่งโฟม
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โดยน�ำหลอดท่ีบรรจุน�ำ้เชือ้วางสูงห่างจากระดับ
ไนโตรเจนเหลว 3 เซนตเิมตร เป็นเวลา 20 นาที แล้ว
จงึแชแ่ข็งโดยจุม่หลอดน�ำ้เชือ้ลงไนโตรเจนเหลวและ
เก็บท่ีอณุหภมิู -196 OC (Chanapiwat et al., 2010)

วิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้ เป็นปัจจยัท่ี 2 แบง่
ออกเป็น 3 วิธี โดยการท�ำละลายท่ีอณุหภมิูในเวลาท่ี
แตกตา่งกนั ได้แก่ 60 OC เป็นเวลา 8 วินาที; 42 OC 
เป็นเวลา 25 วินาที และ 5 OC เป็นเวลา 5 นาที ตามวิธี
การของ Okazaki and Shimada (2012); Dai et al. 
(2009) และ Chuaychu-noo et al. (2017) ตาม
ล�ำดบั ภายหลงัการท�ำละลายอุน่น�ำ้เชือ้ไว้ท่ีอณุหภมิู 
37 OC เป็นเวลา 30 นาที ก่อนน�ำน�ำ้เชือ้ไปประเมิน
คณุภาพภายหลงัการแชแ่ข็งและการท�ำละลาย

การประเมนิคุณภาพน�ำ้เชือ้ภายหลังการแช่แขง็
	 การตรวจการเคล่ือนที่ไปข้างหน้าของ
อสุจ ิ(Sperm Progressive Motility) 
	 การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุประเมิน
โดยการหยดน�ำ้เชือ้ลงบนแผน่สไลด์ ปริมาตร 3-5 µl. 
จากนัน้ปิดด้วยแผน่ปิดกระจกสไลด์ ท�ำการสอ่งภาย

ใต้กล้องจลุทรรศน์ (Olympus รุ่น CH30, Tokyo, 
Japan) โดยใช้ก�ำลงัขยาย 400 เทา่ นบัตวัท่ีเคลือ่นท่ี
ตรงไปข้างหน้าจ�ำนวน 300 ตวั และประเมินเป็นร้อย
ละการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ (เทวินทร์, 2542)

	 การมีชีวติรอดของอสุจ ิ(Sperm Viability)
	 การมีชีวิตรอดของอสจิุประเมินโดยการใช้
สีย้อม Eosin - Nigrosin (1% eosin, 5% nigrosin 
ในสารละลาย 2.9% sodium citrate) หยดน�ำ้เชือ้ 5 
µl. และหยดสีย้อม Eosin – Nigrosin 10 µl. ลงบน
แผน่สไลด์ ผสมให้เข้ากนั จากนัน้สเมียร์และท�ำให้
แห้งอยา่งรวดเร็ว น�ำมาสอ่งภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
(Olympus รุ่น CH30, Tokyo, Japan) ก�ำลงัขยาย 
400 เทา่ ประเมินโดยพิจารณาอสจิุท่ีมีชีวิตจะไมต่ดิ
สีย้อม eosin - nigrosin เน่ืองจากสี eosin ไม่
สามารถผา่นเข้าสูภ่ายในเซลล์ และอสจิุไมมี่ชีวิตจะ
ตดิสีชมพจูากการย้อมสี eosin - nigrosin นบัอสจิุ
จ�ำนวน 300 ตวั และประเมินร้อยละของการมีชีวิต
รอดของอสจิุ (เทวินทร์, 2542)

Figure 1 shows the experimental design 
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	 ความสมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ของอสุจ ิ
(Sperm Plasma Membrane Integrity)
	 ความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้ มเซลล์ของอสุจิ
ประเมินโดยใช้วิธีการ Hypo-osmotic swelling test 
(HOS test) โดยใช้ Host solution l (0.735 g. sodium 
citrate + 1.351 g. fructose+ 100 ml. DI water (ท่ีมี
แรงดนัออสโมตกิ 150 มิลลอิอสโมลตอ่ลติร))  950 
µl. ผสมกบัน�ำ้เชือ้ 50 µl. บม่ท่ีอณุหภมิู 37 OC เป็น
เวลา 30 นาที จากนัน้เตมิ Host solution ll (1 ml. 
Host solution l: 6.4 ml. 37% formaldehyde) 500 
µl. กบัสว่นแรกท่ีบม่ไว้ (Host solution l+น�ำ้เชือ้) 500 
µl. (Jeyendran et al., 1984) ตรวจนบัภายใต้
กล้องจลุทรรศน์ (Olympus รุ่น CH30, Tokyo, 
Japan) ก�ำลงัขยาย 400 เทา่โดยจะประเมินอสจิุโดย
นบัจ�ำนวนอสจิุท่ีหางม้วนงอ ซึง่จะแสดงถงึหุ้มเซลล์ท่ี
สมบรูณ์ของอสจิุ และประเมินร้อยละความสมบรูณ์
ของเย่ือหุ้มเซลล์ของอสจิุ (Marko et al., 2008)

การวเิคราะห์ทางสถติิ
การวิเคราะห์ความแปรปรวน (analysis 

of variance) ใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูปทางสถิต ิSAS v. 
9.0 โดยใช้ชดุค�ำสัง่ Proc ANOVA และเปรียบเทียบ
ความแตกตา่งของคา่เฉลี่ยในแตล่ะปัจจยั และ
ปัจจยัร่วมด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range 
Test ตามวิธีการของ Steel and Torrie (1980) 
ส�ำหรับสมการทางสถิตท่ีิใช้แสดงดงันี ้

yijk= μ+ρi+αj+ βk+αβjk+eijk

เม่ือ	 ijky  = คา่สงัเกตของการเคลื่อนท่ีไปข้าง
หน้าของอสจิุ การมีชีวิตรอดของอสจิุ และความ
สมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์
	 µ  = คา่เฉลี่ยของข้อมลูคา่สงัเกตใน
แตล่ะพารามิเตอร์ท่ีศกึษา
	 iρ  = ปัจจยัเน่ืองจากวิธีการแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้
	 jα  = ปัจจยัเน่ืองจากวิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้
	 kβ  = ปัจจยัเน่ืองจากพนัธุ์ของพอ่สกุร
	 αβjk = ปัจจยัร่วมเน่ืองจากวิธีการแชแ่ข็ง
น�ำ้เชือ้ร่วมกบัวิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้
	 ijke = คา่ความคลาดเคลื่อนงานทดลอง
 	 The different letter are significantly at P<0.05

ผลการศกึษา

	 ผลการตรวจคุณภาพเบือ้งต้นน�ำ้เชือ้สด
ก่อนการเก็บรักษาในพอ่พนัธุ์สกุรดร็ูอกและเปียแตรง 
พบวา่ พนัธุ์ดร็ูอกมีการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ
เฉลี่ย 77.5 % และความเข้มข้นของอสจิุเฉลี่ย 
295x106 ตวั/มิลลลิติร สว่นพนัธุ์เปียแตรง มีการ
เคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของอสจิุเฉลีย่ 80 % และความเข้มข้น
ของอสจิุเฉลี่ย 286 x106 ตวั/มิลลลิติร ดงัแสดงใน 
Table 1
	 ผลการตรวจสอบคุณภาพน�ำ้เชือ้ในการ
เปรียบเทียบระหวา่งวิธีการแชแ่ข็ง ร่วมกบัวิธีการท�ำ
ละลายน�ำ้เชือ้ พบวา่ ภายหลงัการท�ำละลายน�ำ้เชือ้
พอ่พนัธุ์เปียแตรงมีการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ
สงูกวา่พอ่พนัธุด์ร็ูอก (P<0.05) แตใ่นสว่นของอตัราการ
รอดชีวิต และความสมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ ให้ผล
ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ (P>0.05) 
ดงัแสดงใน Table 2 และเม่ือพิจารณาอิทธิพลร่วม
ระหวา่งวิธีการแชแ่ข็งและวิธีการท�ำละลาย พบวา่
ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
(P>0.05) ซึง่เม่ือพิจารณาแยกแตล่ะปัจจยั ได้แก่ 
ปัจจยัเน่ืองจากวิธีการแชแ่ข็ง พบวา่ ทรีทเมนต์ท่ี 1 
มีการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิและอัตราการ
รอดชีวิตของอสจิุ สงูกวา่ทรีทเมนต์ท่ี 2 (P<0.05) 
แต่ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทาง
สถิติในส่วนของความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้ มเซลล์ 
(P>0.05) ส�ำหรับผลการตรวจสอบคณุภาพน�ำ้เชือ้
ในสว่นของปัจจยัเน่ืองจากวิธีการท�ำละลาย พบวา่ 
การท�ำละลายท่ีอณุหภมิู 5 OC เป็นเวลา 5 นาที มีผล
ตอ่การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุท่ีสงูกวา่ การท�ำ
ละลายท่ี 60 OC เป็นเวลา 8 วินาที และ 42 OC เป็น
เวลา 25 วินาที (P<0.05) ตามล�ำดบั อยา่งไรก็ตาม
ในส่วนของการมีชี วิตรอดของอสุจิและความ
สมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ การท�ำละลายท่ีอณุหภมิู 
60 OC เป็นเวลา 8 วินาที และ 5 OC เป็นเวลา 5 นาที 
พบว่าไม่มีแตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิต ิ
(P>0.05) แตมี่คา่สงูกวา่การท�ำละลายท่ีอณุหภมิู 
42 OC เป็นเวลา 25 วินาที (P<0.05) ดงัแสดงใน 
Table 2



				    แก่นเกษตร 47 (1) : 159-168 (2562). /doi: 10.14456/kaj.2019.14164

Table 1 Fresh semen quality after ejaculation in boar

Boar Progressive motility
(%)

Concentration
(sperm/ml.)

Duroc 77.5 295x106

Pietrain 80 286 x106

Table 2 Effects of different freezing rates and thawing temperatures on sperm progressive motility, 
sperm viability and sperm plasma membrane integrity of frozen/thawed boar sperm

Parameters Progressive Motility 
(%)

Viability 
(%)

Plasma membrane 
integrity (%)

Breeds (Block)  
Duroc (n=12) 14.22±0.79b 16.92±0.85 27.22±2.11
Pietrain (n=12) 15.52±0.64a 17.25±0.90 27.17±2.54 
P-value 0.0402 0.6911 0.9865
Freezing methods (Factor A)
Treatment 1 15.92±0.83a 18.45±0.56a 27.50±1.91
Treatment 2 13.83±0.47b 15.72±0.93b 26.89±2.70
P-value 0.0068 0.0186 0.9865

Thawing methods (Factor B)
60 °C, 8 sec 14.83±0.32b 18.96±0.29a 28.58±0.77a

42 °C, 25 sec 12.67±0.43c 14.04±0.73b 18.75±0.54b

5 °C, 5 min 17.11±1.48a 18.25±1.01a 34.25±1.8a

P-value 0.0017 0.0079 0.0227

Freezing*Thawing methods  
(Interaction between factor A x B) 
(Treatment1*60°C, 8sec) 15.33±0.33 19.59±0.23 29.50±0.81
(Treatment1*42°C, 25sec) 13.17±0.40 16.25±0.10 20.50±1.22
(Treatment1*5°C, 5min) 19.15±0.10 19.50±0.54 32.50±1.76
(Treatment2*60°C, 8sec) 14.34±0.34 18.33±0.61 27.67±2.37
(Treatment2*42°C, 25sec) 12.17±0.06 11.83±0.06 17.00±0.74
(Treatment2*5°C 5min) 14.98±0.53 17.00±0.27 36.00±0.20
P-value 0.0569 0.3426 0.6838
a,b,c,d  Means±SE within column within parameter followed by the different letter are significantly at P<0.05 by DMRT (n=12)

วจิารณ์ผลงานทดลอง
	 ความแตกต่างระหว่างพันธุ์ของพ่อสุกร
เร่ิมแสดงจากคณุภาพน�ำ้เชือ้สด โดยจากการศกึษา
ของ Tierz et al. (2008) ได้รายงานถงึคณุภาพ 
น�ำ้เชือ้สดท่ีแตกตา่งระหวา่งพนัธุ์ โดยพนัธุ์เปียแตรง 
มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิและ
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของอสุจิท่ีต�่ำกว่าพันธุ์ 
ดูร็อก ซึ่งเป็นปัจจัยเร่ิมต้นท่ีน�ำไปสู่คุณภาพภาย

หลงัการแชแ่ข็งและท�ำละลาย ความทนได้ของอสจิุ
ภายหลงัการแชแ่ข็งและท�ำละลายมีความแตกตา่งทัง้
ในสว่นของพนัธุแ์ละความแตกตา่งรายตวั ซึง่สอดคล้อง
กบัการศกึษาของ Waterhouse et al. (2006) ท่ีเปรียบ
เทียบความแตกตา่งความทนได้ภายหลงัการแชแ่ข็ง
ของอสจิุ พบวา่ พอ่พนัธุ์ดร็ูอกมีความทนได้ภายหลงั
แชแ่ข็งท่ีดี อยา่งไรก็ตามมีการศกึษาของ Yeste (2016) 
ได้แสดงให้เห็นว่าพนัธุ์ของสกุรไม่ส่งผลกระทบต่อ
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คณุภาพน�ำ้เชือ้ แม้วา่อสจิุท่ีมีความสามารถทน
ความเยน็ได้ดีจะได้แก่ พอ่สกุรสายพนัธุ์ ลาร์จไวท์, 
แลนด์เรซ และ ดร็ูอก อยา่งไรก็ตามจากการศกึษา
ครัง้นีใ้ห้ผลการศึกษาท่ีไม่สอดคล้องกับการศึกษา
ก่อนหน้าโดยพบวา่ พนัธุ์เปียแตรงมีการเคลื่อนท่ีไป
ข้างหน้าของอสจิุท่ีสงูกวา่พอ่พนัธุ์ดร็ูอก ผลดงักลา่ว
มีความเป็นไปได้สงูท่ีจะเกิดจากความแตกต่างของ
สกุรรายตวัท่ีมีความเฉพาะตวัทางระบบสืบพนัธุ์ ท่ี
ส่ งผลต่อการแสดงออกด้านคุณภาพน� ำ้ เ ชื อ้ 
(Schulze et al., 2014) และรวมถงึในกระบวนการ
คดักรองและรีดเก็บน�ำ้เชือ้เบือ้งต้นอาจเป็นอีกหนึ่ง
ปัจจยัท่ีน�ำมาสู่ผลการทดลองท่ีมีความแตกต่างกนั
ของพอ่พนัธุ์สกุรแตล่ะตวั (Tierz et al., 2008) 
	 การเปลี่ยนแปลงของอณุหภมิูท่ีอยู่ในช่วง 
-15 OC ถงึ -60 OC ของขัน้ตอนการแชแ่ข็ง เป็นชว่งท่ี
ท�ำให้ให้เกิดอนัตรายตอ่อสจิุ ซึง่มีการศกึษาอตัรา
การแชแ่ข็ง เป็นการลดอณุหภมิูในชว่ง 5 OC ถงึ 
-196 OC ตอ่หนว่ยเวลา ทัง้ในด้านของอตัราการแช่
แข็งท่ีรวดเร็ว (faster freezing rate) และ อตัราการ
แชแ่ข็งท่ีช้า(slow freezing rate) เพ่ือท่ีจะพยายาม
ปรับปรุงคุณภาพอสุจิภายหลงัการท�ำละลายให้ดี
ขึน้ (Fazano. 1986) จากการศกึษาในครัง้นี ้พบวา่ 
ทรีทเมนต์ท่ี 1 ท�ำให้ภายหลงัการแชแ่ข็งมีเปอร์เซน็ต์
การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ และ การมีชีวิต
รอดของอสจิุท่ีดีกวา่ โดยเป็นการลดอณุหภมิู 2 
ระดบัโดยการองัไอเยน็ ก่อนท่ีจะจุม่น�ำ้เชือ้ลงในลง
ในไนโตรเจนเหลวท่ี -196 OC ทัง้นีว้ิธีการนีเ้ป็นวิธี
การท่ีค่อยๆลดอณุหภมิูให้อสจิุปรับตวัในระดบัแรก
ท่ีอณุหภมิู -35 OC เป็นเวลา 5 นาที ก่อนท่ีจะลดไป
ท่ีระดบั -135 OC มีรายงานวา่การปรับเปลี่ยน
อณุหภมิูดงักลา่วช่วยในการลดความเสียหายท่ีเกิด
ในชว่ง -15 OC ถงึ -60 OC ท่ีเป็นอนัตรายตอ่อสจิุ 
(Vongpralub et al., 2011) โดยการท่ีคอ่ยๆลด
อุณหภูมิในกระบวนการแช่แข็งจะท�ำให้น�ำ้ภายใน
เซลล์ของอสุจิไหลออกจากเซลล์ได้อย่างสมบูรณ์
ช่วยลดการเกิดผลึกน� ำ้แข็งภายในเซลล์อสุจิ ท่ี
สามารถท่ิมแทงเซลล์เสียหายให้ลดลงได้ (Yeste. 
2016)
	  อตัราการท�ำละลาย เป็นการเปลี่ยนแปลง
เซลล์ท่ีถูกเก็บในสภาพของแข็งท่ีอยู่ในน�ำ้ยาเจือ
จางท่ีแข็งตวั ให้สามารถกลบัคืนสภาพเหมือนก่อน
การเกิดผลกึน�ำ้แข็ง โดยอตัราในการท�ำละลายมี

การใช้อณุหภมิูท่ี 2-3 OC ถงึ 75-80 OC โดยจะ
สมัพนัธ์กบัการลดอณุหภมิูเพ่ือการแช่แข็งท่ีเหมาะ
สมกบัตวัอสจิุ (Vongpralub, 2016) การท�ำละลาย
น�ำ้เชือ้ภายหลงัการแช่แข็งในช่วงระหว่างอณุหภูมิ 
-15 OC ถงึ -60 OC จะอยูใ่นระยะวิกฤตท่ีิเรียกวา่ 
ความเครียดเน่ืองจากการอุน่ละลาย (Warm 
shock) ท�ำให้เป็นอนัตรายและก่อให้เกิดความเสีย
หายให้แก่อสจิุ (Bamba and Cran, 1988) และจาก
การศกึษาของ Athurupana et al. (2015) ได้
รายงานวา่ การท�ำลายละลายท่ีอณุหภมิูท่ีสงูและ
รวดเร็ว ท่ีอณุหภมิู 60 OC, 70 OC และ 80 OC เป็น
เวลา 10, 8 และ 6 วินาที ตามล�ำดบั สง่ผลตอ่การ
เคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ และการมีชีวิตรอดของ
อสจิุดีกวา่การท�ำละลายท่ีอณุหภมิู 40 OC ทัง้นี ้
สอดคล้องกบัในการศกึษาท่ีผา่นมาพบวา่ การท�ำ
ละลายท่ีอณุหภมิู 70 OC เป็นเวลา 8 วินาที ให้ผลดี
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้มากกวา่อณุหภมิู 37 OC เป็น
เวลา 20 วินาที (Tomas et al., 2014) และสอดคล้อง
กบัการศกึษาในครัง้นีเ้ช่นกนัท่ีพบว่าการท�ำละลาย
ท่ีอณุหภมิูสงู 60 OC เป็นเวลา 8 วินาที ให้ผลดีกวา่
เม่ือเปรียบเทียบกบั 42 OC เป็นเวลา 25 วินาที 
อย่างไรก็ตามเน่ืองจากยังไม่เคยมีรายงานการท�ำ
ละลายน�ำ้เชือ้ท่ีอณุหภมิู 5 OC เป็นเวลา 5 นาที มา
ก่อนในน�ำ้เชือ้สุกร การศึกษาในครัง้นีจ้ึงเป็นการ
รายงานครัง้แรกและพบวา่ การท�ำละลายน�ำ้เชือ้ท่ี
อณุหภมิู 5 OC เป็นเวลา 5 นาที ซึง่เป็นอณุหภมิูท่ีต�่ำ
ลงจากท่ีเคยมีรายงานในการท�ำละลายสกุรร่วมกบั
การใช้เวลานานขึน้ ส่งผลต่อการเคลื่อนท่ีไปข้าง
หน้าของอสจิุดีขึน้กว่าเดิม เน่ืองจากมีรายงานว่า
อตัราการท�ำละลายท่ีต�่ำลงจะส่งผลท�ำให้การปรับ
สมดลุความเข้มข้นของสารละลายและการจดัการ
น�ำ้ภายในเซลล์มีความสมดลุต่อระยะเวลาการท�ำ
ละลายและเหมาะสมกับเซลล์อสุจิ (Wiest and 
Steponkus, 1979; Mazur and Cole, 1985) น�ำไป
สูค่ณุภาพภายหลงัการท�ำละลายท่ีดีขึน้
	 ในส่วนของผู้ วิจัยท่ีมีการเลือกน�ำวิธีการ
แช่แข็งและการท�ำละลายของท่ีใช้ในไก่มาร่วมใน
การศกึษาครัง้นี ้เพราะ เม่ือผา่นกระบวนการแชแ่ข็ง
และท�ำละลายตามวิธีการท่ีอ้างอิง คณุภาพของน�ำ้
เชือ้ภายหลงัการท�ำละลายมีการมีชีวิตรอดของอสจิุ
และการเคลื่อนท่ีของอสจิุสงู (Chuaychu-noo et 
al., 2017) และเย่ือหุ้มเซลล์ของอสจิุมีองค์ประกอบ
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ของไขมนัท่ีแตกตา่งกนัแตล่ะชนิด โดยมีสดัสว่นของ
คอเลสเตอรอล:ฟอสโฟลปิิดในสกุร (0.26) เม่ือ
เทียบกบั สตัว์ปีก, ม้า และววั (0.30, 0.36, 0.45 
ตามล�ำดบั) (Parks and Lynch, 1992)ซึง่นบัวา่มี
ความใกล้เคียงกนัเม่ือเปรียบเทียบกบัในชนิดอ่ืน ซึง่
จากข้อมลูท่ีมีการศึกษาหากเลือกใช้วิธีการแช่แข็ง
ของไก่มาศึกษาร่วมเพ่ือเปรียบเทียบกับวิธีการ
มาตรฐานของการแชแ่ข็งสกุร นา่จะเป็นแนวทาง
ใหมท่ี่ดีส�ำหรับการพฒันาการแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้สกุร อีก
ทัง้ยงัวางแผนการทดลองแบบ factorial เพ่ือท่ีจะ
ทดสอบวิธีการแช่แข็งให้เหมาะสมกับวิธีการท�ำ
ละลาย ซึง่จากผลการศกึษาก็เป็นไปตามสมมตฐิาน
ท่ีวิธีการแช่แข็งและท�ำละลายของไก่เม่ือน�ำมา
ประยกุต์ใช้ในสกุรนัน้ให้ผลท่ีดี

การศึกษาในครัง้นีเ้ป็นเพียงการทดสอบ
วิธีการแชแ่ข็งและการท�ำละลาย ซึง่ความเสียหาย
จากการแช่แข็งยงัมีอีกหลายปัจจยัท่ีส่งผลกระทบ
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงัการท�ำละลาย อาทิ การ
เกิดความเครียดเน่ืองจากความเย็น (cold shock) 
(Gilmore et al., 1996) การเกิดอนมุลูอิสระกลุม่
ออกซเิจน (reactive oxygen species; ROS) 
เน่ืองจากการเกิดลิพิดเปอร์ออกซิเดชัน (lipid 
peroxidation) (Pena et al., 2003; Roca et al., 
2005; Kim et al., 2010) สง่ผลกระทบตอ่ความ
สมบรูณ์ของตวัอสจิุ ท�ำให้คณุภาพภายหลงัการแช่
แข็งและท�ำละลายยังน้อยกว่าในการศึกษาอ่ืนๆ 
(Chanapiwat et al., 2012; Chanapiwat and 
Kaeoket, 2015) ซึง่ในการศกึษาตอ่ไปในอนาคต
เพ่ือปรับปรุงคณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรแช่แข็งโดยการเติม
สารในกลุม่สารต้านอนมุลูอิสระ (Kaeoket et al., 2008; 
Amidi et al. 2016) นา่จะเป็นแนวทางในการชว่ย
ปรับปรุงคณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรแชแ่ขง็ให้ดีมากย่ิงขึน้ได้

สรุปและข้อเสนอแนะ

	 การศกึษาครัง้นีชี้ใ้ห้เหน็วา่ วิธีการแชแ่ข็ง
และวิธีการท�ำละลายน� ำ้เชือ้มีความส�ำคัญต่อ
คณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรแช่แข็งโดยพบว่าวิธีการแช่แข็ง
แบบ 2 ระยะ ร่วมกบัวิธีการท�ำละลายน�ำ้เชือ้ท่ี
อณุหภมิู 5 OC เป็นเวลา 5 นาที  สง่ผลตอ่คณุภาพ
น�ำ้เชือ้ภายหลงัการท�ำละลายดีท่ีสดุ อยา่งไรก็ตาม
การศกึษาในครัง้นีเ้ป็นเพียงการศกึษากระบวนการ

แชแ่ข็งและการท�ำละลาย ดงันัน้คณุภาพน�ำ้เชือ้
ภายหลังการท�ำละลายอาจยังไม่ดีเพียงพอต่อ
การน�ำไปใช้ผสมเทียมจริงได้ การปรับปรุงคณุภาพ
น�ำ้เชือ้ภายหลงัการแช่แข็งและการท�ำละลายโดย
การเติมสารป้องกันการเกิดอนุมลูอิสระน่าจะช่วย
ให้คณุภาพน�ำ้เชือ้ดีย่ิงขึน้ตอ่ไป
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