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ผลของรูปแบบการเกบ็รักษาน�ำ้เช้ือเจือจางรูปแบบเหลว และรูปแบบวุ้นร่วมกบั

การเสริมกลูตาไธโอนต่อคุณภาพน�ำ้เช้ือสุกรทีเ่กบ็รักษาทีอ่ณุหภูม ิ17 องศาเซลเซียส
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บทคัดย่อ: การศกึษาในครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาการเปรียบเทียบผลของรูปแบบการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้สกุร
เจือจางแบบเหลว (ไมเ่สริมเจลาตนิ) และแบบวุ้น (เสริมเจลาตนิ 1.5 %(w/v)) ร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอน 4 ระดบั 
(0, 0.1, 1 และ 5 mM) ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรเจือจางเก็บรักษาท่ีอณุหภมิู 17 OC ท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 10 วนั 
โดยท�ำการตรวจประเมินคณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงัการเก็บรักษา 1, 4, 7 และ 10 วนั ผลการทดลองพบวา่ ภายหลงั
การเก็บรักษาในวนัท่ี 1, 4, 7 และ 10 การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบวุ้นรักษาคณุภาพของน�ำ้เชือ้ได้ดีกวา่การเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้แบบเหลว โดยมีอตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกติ
สงูกวา่อยา่งมีนยัส�ำคญั (P<0.05)แตไ่มแ่ตกตา่งกนัในด้านอตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้า (P>0.05) ในวนัท่ี 10 
ของการเก็บรักษาพบวา่การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางทัง้สองรูปแบบร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอน พบวา่ท่ีความเข้มข้น 
1 และ 5 mM มีอตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของตวัอสจิุสงูกวา่อยา่งมีนยัส�ำคญักวา่กลุม่ท่ีเสริมระดบั 0.1 และ 
0 mM (P<0.05) สว่นการเก็บรักษาในวนัท่ี 7 และ 10 พบวา่การเสริมกลตูาไธโอนท่ีระดบั 1 mM มีคา่เฉลีย่ของ
อตัราการมีชีวิต ความสมบรูณ์ของอะโครโซม และไมโตรคอนเดรียสมบรูณ์สงูท่ีสดุเม่ือเทียบกบักลุม่ควบคมุ 
แตไ่มแ่ตกตา่งกบักลุม่ท่ีเสริมระดบั 0.1 และ 5 mM (P>0.05) ดงันัน้การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบวุ้นสามารถเพ่ิมคณุภาพ
อตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกต ิ มากกวา่กลุม่ท่ีเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้แบบเหลว อยา่งไรก็ตามระดบัการเสริมกลตูาไธโอนท่ีดีท่ีสดุร่วมกบัการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ทัง้สองรูปแบบ คือ 1 mM
ค�ำส�ำคัญ: คณุภาพน�ำ้เชือ้, กลตูาไธโอน, เจลาติน, สกุร

ABSTRACT: The aim of this study was to compare two forms of semen preservation, liquid 
(absence of gelatin)and solid (presence of 1.5% gelatin (w/v)) combined with different concentrations 
of glutathione supplementation at 4 levels (0, 0.1, 1 and 5 mM ) on boar semen quality during 
storage at 17 OC for 10 days. Semen samples were evaluated on Days 1, 4, 7 and 10 after storage. 
The results showed that after storage on Days 1, 4, 7 and 10, percentages of sperm viability, 
acrosome integrity, and mitochondrial function of solid semen  were significantly higher than 
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liquid semen. However, there was no effect on sperm progressive motility (P>0.05). On Day 10, 
both forms of sperm preservation combined with glutathione at concentration of 1 and 5 mM 
had higher sperm progressive motility than 0. 1 and 0 mM groups (P<0.05). On Days 7 and 10 of 
storage, the highest percentages of sperm viability, acrosome integrity, and mitochondrial function 
in 1 mM of glutathione was found compared with 0 mM but did not differ with 0.1 and 5 mM 
of glutathione supplementation (P>0.05). Conclusions, solid semen preservation could increase 
efficiency of percentages of sperm viability, acrosome integrity, and mitochondrial function more 
than liquid semen preservation group. The best level of glutathione supplementation combined 
with both forms of semen preservation was 1 mM.
Keywords: Semen quality, glutathione, gelatin, boar

บทน�ำ

เทคโนโลยีการผสมเทียม (Artificial Insemination) 
มีบทบาทส�ำคญัในการปรับปรุงพนัธุ์ และระบบการ
ผลติสกุรในระบบฟาร์มสมยัใหม ่ โดยสว่นใหญ่การผลติ
สกุรจะใช้การผสมเทียมมากกวา่ผสมตามธรรมชาติ
โดยเฉพาะในประเทศท่ีพฒันาแล้วมีการผสมพนัธุ์
แมส่กุรด้วยการผสมเทียมมากถงึ 75-80 % (Shinde 
and Gupta, 2016) โดยเป็นน�ำ้เชือ้เจือจางในประเทศท่ี
พฒันาแล้วมีการผสมพนัธุ์แมส่กุรด้วยการผสมเทียม
มากถงึ 75-80 % (Shinde and Gupta, 2016) โดยเป็น
น�ำ้เชือ้เจือจางแบบแช่เย็นในการผสมเทียมมากถึง 
99 % (Rodriguez-Gil and Estrada, 2013) น�ำ้เชือ้
เจือจางอาจน�ำไปผสมเทียม หรือเก็บรักษาแบบแชเ่ยน็
ท่ีอณุหภมิู 15-20 OC ก่อนน�ำไปใช้ผสมเทียมสกุร 
(Riesenbech, 2011) ส�ำหรับน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้
สามารถแบง่ได้เป็น 2 ประเภทตามระยะเวลาในการ
เก็บรักษา ได้แก่ ระยะสัน้ (short - term) และระยะยาว 
(long - term) (Frydrychová et al., 2010) อยา่งไรก็ตาม
พบวา่ข้อจ�ำกดัของการใช้น�ำ้เชือ้เจือจางแบบแชเ่ยน็ คือ 
มีระยะเวลาการเก็บรักษาสัน้ เป็นผลให้อสจิุเสือ่มสภาพ
อยา่งรวดเร็ว เน่ืองจากเย่ือหุ้มเซลล์อสจิุของสกุรประกอบ
ด้วยกรดไขมนัชนิดไมอ่ิ่มตวั (Polyunsaturated fatty 
acids; PUFA) ปริมาณสงูจงึมีความไวตอ่การเกิด
ความเสือ่มของเย่ือหุ้มเซลล์เน่ืองจากสารอนมุลูอิสระ 
(reactive oxygen species; ROS) (Awda et al., 2009) 
และเม่ืออสจิุถกูเก็บรักษาในรูปแบบเหลว อสจิุสามารถ
เคลื่อนท่ีได้อยา่งอิสระก่อให้เกิดการใช้พลงังานผา่น
กระบวนการเมตาบอลซิมึ ก่อให้เกิดกระบวนการสร้าง
สารอนมุลูอิสระซึง่เป็นอนัตรายตอ่ตวัอสจิุ (Nagya et al., 
2002; Gadea, 2003) จงึเป็นข้อจ�ำกดัในการขนสง่
น�ำ้เชือ้ไปยงัท่ีหา่งไกลท่ีใช้เวลายาวนาน ท�ำให้การใช้

ประโยชน์ของพอ่พนัธุ์ท่ีมีสายพนัธกุรรมท่ีดีลดลง
การศกึษาท่ีผา่นมาพบวา่การใช้น�ำ้ยาเจือจางท่ี

เพ่ิมความหนืดโดยการเสริมเจลาตนิสง่ผลดีตอ่อตัรา
การเคลือ่นท่ี อตัราการรอดชีวิต และอตัราการผสมตดิ
ในสตัว์หลายชนิด (Nagya et al., 2002; Yániz et al., 
2005; Salvador et al., 2006; Corcini et al., 2011) 
โดยท่ีอุณหภูมิห้องสารละลายเจลาตินจะอยู่ในรูป
ของเหลว แต่เม่ือถูกเก็บท่ีอุณหภูมิต�่ำกว่า 20 ˚C 
ความหนืดของสารละลายจะเพ่ิมขึน้ และสารละลาย
เจือจางน�ำ้เชือ้จะเปลีย่นเปลีย่นสภาพเป็นของกึง่แข็ง 
(Resseguie, 1981) สง่ผลดีตอ่การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ 
เน่ืองจากความหนืดของสารละลายอาจจะไปขดัขวาง
การเคลือ่นท่ีสง่ผลให้ความต้องการในการเผาผลาญ
พลงังานของอสจิุเพ่ือใช้ในการเคลื่อนท่ีลดลง และ
หลีกเลี่ยงการตกตะกอนของอสจิุขณะเก็บรักษา ซึง่
ช่วยลดการเปลี่ยนแปลงของสภาพแวดล้อมภายใน
น�ำ้ยาเจือจางท�ำให้เซลล์อสจิุไม่ได้รับความเสียหาย 
(Nagya et al., 2002) ระหวา่งการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้
สารต้านอนมุลูอิสระในน�ำ้ยาเจือจางมีบทบาทส�ำคญั
ตอ่การปอ้งกนัอนัตรายท่ีเกิดขึน้จาก ROS (Funahashi 
and Sano, 2005) พบวา่การใช้กลตูาไธโอนซึง่เป็น
สารต้านอนมุลูอิสระในกลุม่ไธออล ท่ีพบในน�ำ้เชือ้สตัว์ 
และมีคณุสมบตัหิลายประการ ได้แก่ ปอ้งกนัสภาวะ
เครียดท่ีเกิดจากออกซเิดชนั (oxidative stress) (Gadea, 
2003) ปอ้งกนัการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation 
จาก ROS ในกระบวนการเก็บรักษาอสจิุในหลอดทดลอง 
(Bilodeau et al., 2001) เม่ืออสจิุสกุรท่ีถกูเก็บรักษา
ในน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้ท่ีมีการเสริม กลตูาไธโอนสง่
ผลดีต่อคุณภาพน� ำ้เชือ้ภายหลังการเก็บรักษา 
(Funahashi and Sano, 2005; Zhang et al., 2012; 
Vongpralub et al., 2016) และแม้วา่จะมีรายงาน
วิจยัเร่ืองการเสริมกลตูาไธโอนในน�ำ้ยาเจือจางเพ่ือ
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รักษาคณุภาพน�ำ้เชือ้เจือจางแบบแชเ่ยน็มาบ้าง แต่
พบว่ายังไม่มีรายงานวิจัยในเร่ืองของการเสริม 
กลูตาไธโอนร่วมกับการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจาง
แบบวุ้นมาก่อน ซึง่เป็นไปได้วา่จะสง่ผลดีตอ่คณุภาพ
น�ำ้เชือ้สกุรย่ิงขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัการเสริมกลตูาไธโอน
ร่วมกับการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางแบบแช่เย็น 
เน่ืองจากน�ำ้เชือ้เจือจางแบบวุ้นอาจจะขดัขวางการ
เคลื่อนท่ีอสจิุ และหลีกเลี่ยงการตกตะกอนของอสจิุ
ขณะท�ำการเก็บรักษา ท�ำให้เซลล์อสจิุไมไ่ด้รับความ
เสียหายขณะเก็บรักษา ดงันัน้งานวิจัยครัง้นีจ้ึงมี
วัตถุประสงค์เ พ่ือเปรียบเทียบคุณภาพน� ำ้ เ ชื อ้
ระหวา่งวิธีการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบแชเ่หลว และแบบ
วุ้นร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอนท่ีอณุหภมิู 17 OC 
ภายหลงัการเก็บรักษาเวลา 10 วนั ซึง่อาจเป็นแนวทาง
ท่ีสามารถปรับปรุงคณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงัการเก็บรักษา
ให้มีอายกุารเก็บรักษาท่ียาวนานขึน้ เป็นประโยชน์
ในการน�ำไปใช้ในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรระดบั
ครัวเรือนท่ีอยูร่ะยะหา่งไกล  และฟาร์มสกุรขนาดเลก็
ท่ีไมมี่ตู้เก็บรักษาน�ำ้เชือ้ท่ีควบคมุภมิูในอนาคตตอ่ไป

วธีิการศกึษา

สัตว์ทดลอง
ตวัอยา่งน�ำ้เชือ้ได้รับจากศนูย์ผลติน�ำ้เชือ้พอ่พนัธุ์

สกุร บริษัท เบทาโกร จ�ำกดั จงัหวดัขอนแก่น ประเทศไทย 
การทดลองใช้สกุรพ่อพนัธ์ทางการค้าอายุระหว่าง 
1-2 ปี จ�ำนวน 8 ตวั ถกูเลีย้งแบบแยกคอกรายตวัใน
โรงเรือนระบบปิด โดยสกุรได้รับน�ำ้แบบเต็มท่ีจาก
เคร่ืองให้น�ำ้อตัโนมตั ิและได้รับอาหารตามความต้องการ
ในการให้ผลผลติผลติน�ำ้เชือ้ ทัง้นีส้กุรมีความสมบรูณ์พนัธุ์ 
สขุภาพแข็งแรง และถกูใช้ส�ำหรับการผสมเทียมใน
งานประจ�ำวนั

น�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้เชือ้
สารเคมีทัง้หมดของการศกึษาครัง้นีถ้กูจดัซือ้จาก 

Sigma-Aldrich ซึง่น�ำ้ยาเจือจางสตูร Butsehwiller 
ประกอบด้วย กลโูคส 35.00 g., โซเดียมซเิตรต 6.90 g., 
EDTA 2.25 g., โซเดียมไบคาร์บอเนต 1.00 g., 
BSA 3.00 g., Tris 5.60 g., กรดซิตริก 3.15 g.,  
แอลซเิตอีน 0.05 g., พิโนมยัซนิ 1.00 g/L (ไมมี่สว่น
ประกอบของเจลาตนิ และ กลตูาไธโอน) ถกูน�ำมาใช้

เป็นน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้พืน้ฐาน ส�ำหรับน�ำ้ยาเจือจาง
สตูร Butsehwiller กลุม่ท่ีเสริมเจลาตนิ 1.5 % ถกูเตรียม
ท่ีอณุหภมิู 37 OC ภายหลงัการท�ำละลายน�ำ้ยาเจือจาง 
และเจลาตนิเป็นเนือ้เดียวกนั บรรจใุสห่ลอดทดลอง
ขนาด 50 ml. และปิดผลกึหลอด เก็บรักษาท่ีอณุหภมิู 
5 OC และท�ำการอุน่น�ำ้ยาเจือจางท่ีอณุหภมิู 37 OC 
เป็นเวลา 30 นาที ก่อนการใช้งาน

การรีดน�ำ้เชือ้ และการเตรียมสารละลายเจอืจาง
น�ำ้เชือ้

ภายหลงัการรีดเก็บน�ำ้เชือ้ด้วยวิธีการบีบนวด
การบีบนวดบริเวณปลายลงึค์ (Gloved hand technique) 
และเก็บน� ำ้เชือ้เฉพาะน� ำ้เชือ้ส่วนท่ีมีอสุจิมาก 
(sperm rich fraction) (Vongpralub et al., 2016) 
ตรวจ วิ เคราะห์คุณภาพน� ำ้ เ ชื อ้ เ บื อ้ ง ต้น ด้วย
โปรแกรมตรวจนบั Motility Concentration CASA 
dynamic swine sperm (Pornchai intertrade Part., 
Ltd., Thailand) คดัเลอืกน�ำ้เชือ้ท่ีมีอตัราการเคลือ่นท่ี
มากกวา่ 80 % มาใช้ในการทดลอง

ท�ำการเตรียมน�ำ้ยาเจือจางเชือ้สองแบบคือ 1) 
สตูร Butsehwiller ท่ีมีการเสริมเจลาตนิ 1.5 % ซึง่เป็น
ความเข้มข้นท่ีเคยมีรายงานการใช้ และให้ผลการทดลอง
ท่ีมีประสทิธิภาพในแกะ (Yániz et al., 2005) แพะ 
(Salvador et al., 2006) และสกุร (Corcini et al., 2011) 
และ 2) สตูรท่ีไมมี่เจลาตนิ นอกจากนีย้งัมีการเสริม 
กลตูาไธโอนในระดบัท่ีแตกตา่งกนั คือ 0, 0.1, 1 และ 
5 mM โดยอตัราสว่นน�ำ้เชือ้สด (Fresh semen) ตอ่
น�ำ้ยาเจือจางในแตล่ะทรีทเมนต์เทา่กบั 1:1 ในหลอด
ทดลองขนาด 50 ml. ท่ีอณุหภมิู 35OC จากนัน้
ท�ำการเก็บน�ำ้เชือ้ท่ีอุณหภูมิห้องในกล่องทึบแสง 
เพ่ือน�ำกลบัมาตรวจประเมินความเข้มข้นของน�ำ้เชือ้
ท่ีห้องปฏิบตัิการภายในเวลา 1 ชัว่โมง ภายหลงัจาก
ตรวจวิเคราะห์ความเข้มข้นของน�ำ้เชือ้ท�ำการเจือจาง
ด้วยน�ำ้ยาเจือจางสตูร Butsehwiller ท่ีมีการเสริม 
เจลาตนิ และไมมี่เจลาตนิร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอน
ในระดบัท่ีตา่งกนั ภายหลงัการเจือจางมีความเข้มข้น
ของอสจิุท่ี 3 x 107 sperm/ml. แตล่ะกลุม่ถกูน�ำไปใส่
ในหลอดทดลอง ขนาด 15 ml. ปริมาตรหลอดละ 5 ml. 
จ�ำนวน 4 ตวัอยา่งยอ่ย ท�ำการเก็บรักษาหลอดน�ำ้เชือ้
ท่ีอณุหภมิู 17 OC เพ่ือใช้ในการประเมินคณุภาพน�ำ้เชือ้
ในวนัท่ี 1, 4, 7 และ 10 ของการเก็บรักษา (Figure 1)
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แผนการทดลอง และการวเิคราะห์ข้อมูลทางสถติิ
การศึกษาครัง้นีมี้ปัจจยัท่ีสนใจศึกษาทัง้หมด 

3 ปัจจยัได้แก่ ปัจจยัท่ี 1 รูปแบบการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้
มี 2 รูปแบบ คือ รูปแบบเหลว และรูปแบบวุ้น ปัจจยัท่ี 
2 ปริมาณของกลตูาไธโอนท่ีใช้ในน�ำ้เชือ้มี 4 ระดบั 
(0, 0.1, 1, 5 mM) และปัจจยัท่ี 3 ระยะเวลาการเก็บ
รักษาน�ำ้เชือ้มี 4 ระดบั (วนัท่ี 1, 4, 7, 10) โดยดู
ข้อมลูอตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้า อตัราการมีชีวิตรอด
ของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรีย
สภาพปกต ิถกูวิเคราะห์ภายใต้แผนการทดลอง Split-
plot ท่ีจดั main plot แบบ 2 x 4 factorial in CRD 
และจดั sub plot เป็น time factor (Steel and Torrie, 
1980) ด้วยวิธี General Linear Model (GLM) และ
เปรียบเทียบความแตกตา่งระหวา่งคา่เฉลี่ยในแตล่ะ
ปัจจยัด้วยวิธี Duncan’s New Multiple Range test 
โดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป SAS 9.0

การตรวจวิเคราะห์คุณภาพน�ำ้เชือ้ภายหลังการ
เกบ็รักษา

ตวัอยา่งน�ำ้เชือ้เจือจางปริมาตรหลอดละ 5 ml. 
จากแตล่ะทรีทเมนต์ ถกูน�ำมาตรวจวิเคราะห์การทดลอง
ในวนัท่ี 1, 4, 7 และ 10 ภายหลงัการเก็บรักษา โดย
ก่อนตรวจวิเคราะห์จะน�ำน�ำ้เชือ้มาอุน่ท่ีอณุหภมิู 37 OC 
เป็นเวลา 30 นาที

การตรวจวเิคราะห์การเคล่ือนที่ของตวัอสุจิ
	 การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุประเมิน

โดยการหยดน�ำ้เชือ้ลงบนแผน่สไลด์ปริมาตร 3-5 µl. 
จากนัน้ปิดด้วยแผน่ปิดกระจกสไลด์ ท�ำการสอ่งภายใต้
กล้องจลุทรรศน์ (Olympus รุ่น CH30, Tokyo, Japan) 
โดยใช้ก�ำลงัขยาย 400 เทา่ นบัตวัท่ีเคลื่อนท่ีตรงไป
ข้างหน้าจ�ำนวน 300 ตวั และประเมินเป็นร้อยละ
การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ

Figure 1 Experimental method. 
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การประเมนิอัตราการมีชีวติรอดของตวัอสุจทิี่มี 
อะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกติ

การตรวจประเมินอตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุ
ท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกต ิ
ด้วยการย้อมด้วยสารเรืองแสง (Fluorescent multiple 
staining; FMS) ซึ่งมีการดดัแปลงจากวิธีการของ 
Vongpralub et al. (2016) โดยน�ำน�ำ้เชือ้มาอุน่ท่ี
อณุหภมิู 37 OC เวลา 30 นาที ก่อนย้อมสี จากนัน้
เตรียมตวัอยา่งน�ำ้เชือ้ตวัอยา่งละ 150 µl. ใสห่ลอด
ทดลองขนาด 1.5 ml. ผสมกบั Propidium iodide (PI) 
ปริมาตร 2 µl. fluorescein isothiocyanate-
conjugated with Arachis hypogaea agglutinin 
from peanut (FITC-PNA) ปริมาตร 5 µl. และ 
5 , 5 ’ , 6 , 6 ’ - t e t r a c h l o r o - 1 , 1 ’ , 3 , 3 ’ 
tetraethylbenzimidazolyy-carbocyanine iodide 
(JC-1) ปริมาตร 2 µl. บม่ในความชืน้ท่ีอณุหภมิูห้อง 
เป็นเวลา 10 นาที ตรวจประเมินด้วยกล้องจลุทรรศน์
ชนิดเรืองแสง (fluorescent microscope in triple fitter; 
Inverted microscope with micromanipulartor 

Olympus IX71) ท่ีก�ำลงัขยาย 400 เทา่ นบัอสจิุ
ทัง้หมดจ�ำนวน 300 ตวั/ตวัอยา่ง ซึง่หลกัการย้อมสี
สารเรืองแสงนัน้อาศยัหลกัการซมึผา่นของสารเรืองแสง
เข้าสูเ่ซลล์อสจิุ โดยจดักลุม่อสจิุท่ีสว่นหวัไมต่ดิส ีและ
มีไมโตรคอนเดรียสีส้มอมแดงเป็นกลุ่มอสุจิมีชีวิต 
อะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตรคอนเดรียมีพลงังานสงู

ผลการศกึษา

การทดลองเพ่ือท�ำการศกึษาเปรียบเทียบผลของ
รูปแบบการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบแชเ่หลว และแบบวุ้น
ร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอนตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้สกุร
ท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภมิู 17 OC ภายหลงัการเก็บรักษา
เวลา 10 วนั ใช้ตวัอยา่งน�ำ้เชือ้สดจากสกุรพอ่พนัธุจ์�ำนวน 
8 ตวั มีปริมาตรน�ำ้เชือ้สดเฉลีย่เทา่กบั 276.75±73.26 
ml. ความเข้มข้นของอสจิุเทา่กบั 343.75±53.88 x 106 
sperm/ml. จ�ำนวนอสจิุท่ีเคลือ่นท่ีรวมเทา่กบั 96.00± 
2.00 % และคา่ความเป็นกรด-ดา่งของน�ำ้เชือ้เทา่กบั 
7.47±0.18

Table 1 Physiochemical parameters of fresh semen after ejaculation

Fresh semen parameters (n=8)

Volume (ml) Sperm concentration (106sperm/ml) Total sperm motility (%) pH

276.75 ± 73.26 343.75 ± 53.88 96.00 ± 2.00 7.47 ±0.18

การวิเคราะห์ค่าความแปรปรวนคณุภาพของ
อสจิุเจือจางท่ีท�ำการเก็บรักษาแบบเหลว และแบบวุ้น
ร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอนตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้สกุร
ท่ีเก็บรักษาท่ีอณุหภมิู 17 ◦C ภายหลงัการเก็บรักษา
เวลา 10 วนั ในด้านอตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของ
อสจิุพบวา่ การเสริมกลตูาไธโอนในระดบัท่ีแตกตา่งกนั 
(P<0.05) และระยะเวลาในการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้สง่ผล
ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงัการเก็บรักษาทัง้สองรูปแบบ 
(P<0.05) แตอ่ยา่งไรก็ตามรูปแบบการเก็บรักษาน�ำ้
เชือ้เจือจางไม่ส่งผลต่ออัตราการเคลื่อนท่ีไปข้าง
หน้าของอสจิุ (P>0.05) ขณะท่ีในด้านอตัราการมี
ชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไม
โตคอนเดรียสภาพปกติ พบวา่การเสริมกลตูาไธโอน
ในระดบัท่ีแตกตา่งกนั (P<0.05) และระยะเวลาใน

การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ (P<0.05) รวมทัง้รูปแบบการ
เก็บรักษาน�ำ้เชือ้รูปแบบเหลว และรูปแบบวุ้นสง่ผลตอ่
คณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงัการเก็บรักษาทัง้สองรูปแบบ 
(P>0.05) ดงัแสดงใน Table 2

การศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบการเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้สุกรเจือจางระหว่างการเก็บรักษาแบบวุ้ น 
และการเก็บรักษาแบบเหลว พบวา่รูปแบบการเก็บ
รักษาน�ำ้เชือ้ทัง้สองรูปแบบไม่ส่งผลต่อคณุภาพน�ำ้
เชือ้เจือจางในด้านอัตราการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้า
ของอสจิุ (P>0.05) แตส่ง่ผลตอ่อตัราการมีชีวิตรอด
ของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรีย
สภาพปกตภิายหลงัการเก็บรักษาในวนัท่ี 1, 4, 7 และ 
10 ซึง่การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางสกุรแบบวุ้นนัน้ 
สง่ผลให้อตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซม
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สมบรูณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกตสิงูกวา่การ
เก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางแบบเหลวในทกุวนัท่ีท�ำการ
ตรวจประเมินคณุภาพ (P<0.05) ดงัแสดงใน Table 3

การศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบการเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้ร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอน พบวา่กลุม่ท่ีเสริม 
กลตูาไธโอนท่ีระดบั 1 และ 5 mM มีอตัราการเคลือ่นท่ี
ไปข้างหน้ามากกว่ากลุม่ท่ีเสริมกลตูาไธโอนท่ีระดบั 
0.1 และ 0 mM (P>0.05) ในวนัท่ี 10 ของการเก็บ
รักษาทัง้แบบเหลว และแบบวุ้น ขณะท่ีในวนัท่ี 7 
และ 10 ของการเก็บรักษาทัง้สองรูปแบบพบวา่กลุม่
ท่ีเสริมกลตูาไธโอนท่ีระดบั 1 mM มีคา่เฉลี่ยของ
อตัราการมีชีวิต ความสมบรูณ์ของ อะโครโซม และ
ไมโตรคอนเดรียสมบูรณ์สูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับกลุ่ม
ควบคมุ แตไ่มแ่ตกตา่งกบักลุม่ท่ีเสริมกลตูาไธโอนท่ี
ระดบั 0.1 และ 5 mM (P<0.05) นอกจากนีพ้บวา่
ระยะเวลาในการเก็บรักษาน� ำ้เชือ้ยังส่งผลต่อ
คุณภาพน�ำ้เชือ้ท่ีลดลงภายหลังการเก็บรักษาท่ี
ยาวนานขึน้ (P>0.05) ดงัแสดงใน Table 3 

วจิารณ์

การศึกษาครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่าการเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้แบบวุ้นดีกวา่การเก็บรักษาแบบเหลวโดยพบวา่
สง่ผลดีตอ่อตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซม
สมบูรณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกติ เม่ือเสริม 

กลตูาไธโอนร่วมกบัการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางทัง้สอง
รูปแบบพบวา่ท่ีการเสริมระดบั 1 mM รักษาคณุภาพ
น�ำ้เชือ้ได้ดีท่ีสดุ โดยมีแนวโน้มส่งผลดีต่ออตัราการ
เคลือ่นท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ อตัราการมีชีวิตรอดของ
ตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรีย
สภาพปกต ิ นอกจากนีย้งัพบวา่ระยะเวลาการเก็บรักษา
ท่ียาวนานขึน้ท�ำให้อสจิุเกิดความเสียหายเพ่ิมขึน้

ผลของการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางแบบวุ้ น 
พบวา่ไมส่ง่ผลอตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้า แตส่ง่ผลดี
ตอ่อตัราการมีชีวิต ความสมบรูณ์ของ อะโครโซม และ
ไมโตรคอนเดรียสมบรูณ์ท่ีเก็บรักษาในวนัท่ี 1, 4, 7 
และ 10 เม่ือเทียบกบักลุม่ท่ีเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบเหลว 
เน่ืองจากเจลาตนิมีคณุสมบตัเิป็น Collagen hydrolyzate 
สามารถละลายน�ำ้ได้ สารละลาย เจลาตนิจะอยูใ่น
รูปของเหลวท่ีอณุหภมิูห้อง เม่ือถกูเก็บท่ีอณุหภมิูต�ำ่กวา่ 
20 OC ความหนืดของสารละลายจะเพ่ิมขึน้ และ
เปลีย่นแปลงสภาพเป็นของกึง่แขง็ (Resseguie, 1981) 
เม่ืออสจิุถูกเก็บรักษาในน�ำ้ยาเจือจางท่ีมีการเสริม
เจลาตนิขณะการเก็บรักษาภายใต้อณุหภมิู 17 OC 
ความหนืดของสารละลายอาจจะขดัขวางการเคลือ่นท่ี
ของอสุจิส่งผลให้ความต้องการในการเผาผลาญ
พลงังานของอสจิุเพ่ือใช้ในการเคลื่อนท่ีลดลง และ
หลกีเลีย่งการตกตะกอนของอสจิุขณะท�ำการเก็บรักษา 
ซึง่ชว่ยลดการเปลีย่นแปลงของสภาวะแวดล้อมภายใน
น�ำ้ยาเจือจาง ท�ำให้เซลล์อสจิุไมไ่ด้รับความเสียหาย 

Table 2 Summary of analysis of variance for progressive motility and sperm viability, acrosome 
integrity, and mitochondrial function of different sperm preservation model between liquid 
semen and solid semen combined with various glutathione concentrations and stored for 
10 days after cooling storage at 17 OC

Source of variation
Level of significance
Progressive motility

(P-value)

Level of significance Viability, 
Acrosome integrity, and Mitochondrial 

function (P-value)

Preservation model (Pre) 0.2780 0.0309
Glutathione (Glu) 0.0006 0.0002
Day of storage (Day) <.0001 <.0001
Pre x Glu 0.9996 0.6607
Pre x Day 0.4406 0.8219
Glu x Day 0.0180 <.0001
Pre x Glu x Day 0.9978 0.6477
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(Nagya et al., 2002) สอดคล้องกบังานทดลองท่ีผา่นมา
ในสตัว์ชนิดอ่ืน (Yániz et al, 2005; Salvador et 
al., 2006; Corcinai et al., 2011) ในทางตรงกนั
ข้ามการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบเหลวนัน้อสจิุสามารถ
เคลื่อนท่ีได้อยา่งอิสระก่อให้เกิดการใช้พลงังานผา่น
กระบวนการเมตาบอลซิมึเกิดการสร้างสารอนมุลูอิสระ 
(Gadea, 2003) เม่ือผา่นกระบวนการเก็บรักษาจะเกิด
การตกตะกอนของอสจิุ สง่ผลให้ความเป็นกรด-ดา่ง
ในน�ำ้ยาเจือจางเปลี่ยนแปลง และมีการเพ่ิมขึน้ของ
สารพิษท่ีเกิดจากกระบวนการเมตาบอลซิมึ (Nagya 
et al., 2002) สง่ผลให้อสจิุเกิดความเสียหายขณะ
ท�ำการเก็บรักษา นอกจากนีย้งัมีความเก่ียวข้องกบั
การเปลี่ยนแปลงกระบวนการตายภายในเซลล์อสจิุ
(apoptotic-like changes) เชน่ เกิดการเสื่อมของ
เย่ือหุ้มไมโตรคอนเดรีย และการเปลี่ยนแปลงของ 
phosphatidylserine จากภายในออกสูภ่ายนอกของ
เย่ือหุ้ มเซลล์อสุจิลดลง ซึ่งการเสื่อมของเย่ือหุ้ ม 
ไมโตรคอนเดรียมีส่วนเก่ียวข้องกบัการเพ่ิมขึน้เป็น
อยา่งมากของอสจิุท่ีผิดปกต ิ และการลดลงของอตัรา
การผสมตดิ (Anaya et al., 2013) 

อสุจิสามารถเกิดความเสียหายเน่ืองจาก
กระบวนการออกซเิดชนั (oxidation damage) มีสาเหตุ
มาจากการสร้าง ROS โดยเซลล์อสจิุระหวา่งการ
เก็บรักษาได้แก่ superoxide anion radical, hydrogen 
peroxide radical และ lipid hydroperoxide เป็น
สาเหตท่ีุท�ำให้คณุภาพของอสจิุลดลง (Alvarez and 
Storey, 2005) จากการศกึษาก่อนหน้านีแ้สดงให้
เห็นว่าเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิสุกรประกอบด้วย PUFA 
ปริมาณสงูจึงมีความไวต่อการเกิดความเสื่อมของ
เย่ือหุ้มเซลล์เน่ืองจากสารอนมุลูอิสระ ROS (Awda 
et al., 2009) ดงันัน้อนมุลูอิสระจ�ำเป็นต้องถกูก�ำจดั
โดยการเตมิสารต้านอนมุลูอิสระ อยา่งไรก็ตามการ
ศึกษาครัง้นีพ้บว่าการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางทัง้
สองรูปแบบร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอนท่ีระดบั 1 และ 
5 mM สง่ผลดีตอ่อตัราการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของ
การเก็บรักษาในวนัท่ี 10 และเม่ือเสริมท่ีระดบั 1 mM 
ท�ำให้อตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซม
สมบูรณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกติสูงท่ีสุด 
เน่ืองจากกลตูาไธโอนเป็นสารต้านอนมุลูอิสระกลุม่ไธออล 
พบในน�ำ้เชือ้มีบทบาทในการป้องกันภายในเซลล์
อสจิุจากสภาวะเครียดท่ีเกิดจากออกซเิดชนั (oxidative 
stress) (Gadea, 2003) ปอ้งกนัการเกิดปฏิกิริยา 
lipid peroxidation จาก ROS ในกระบวนการเก็บ

รักษาอสจิุในหลอดทดลอง (Bilodeau et al., 2001) 
ช่วยป้องอสุจิไม่ให้เกิดความเสียหายขณะท�ำการ
เก็บรักษา สอดคล้องกับการทดลองท่ีผ่านมาโดย 
Joaquin et al. (2015) พบวา่การเสริมกลตูาไธโอนท่ี
ระดบั 1 และ 5 mM ลงในน�ำ้ยาเจือจางแชแ่ข็งน�ำ้
เชือ้สกุรชว่ยให้ลดการเกิด capacitation จงึสง่ผลดี
ต่อไมโตคอนเดรียของอสุจิในขณะเก็บรักษา  
Zhang et al. (2012) รายงานวา่การเสริมกลตูาไธ
โอนในน�ำ้ยาเจือจางแบบแชเ่ยน็ท่ีระดบั 1, 5 และ 
10 mM สง่ผลดีตอ่ความสมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์ 
อตัราการเคลื่อนท่ี และอตัราการมีชีวิตรอดของอสจิุ 
และ Vongpralub et al. (2016) พบวา่การเสริม 
กลตูาไธโอนท่ีระดบั 0.1, 1และ 5 mM ชว่ยปรับปรุง
ให้อตัราการเคลื่อนท่ีของอสจิุดีขึน้ และถงึแม้วา่ใน
การศกึษาในครัง้นีพ้บวา่การเสริมกลตูาไธโอน 0.1, 
1 และ 5 mM สง่ผลดีตอ่อตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้า 
และอตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซม
สมบรูณ์ และไมโตคอนเดรียสภาพปกตท่ีิไมแ่ตกตา่งกนั 
แตพ่บวา่ท่ีระดบัการเสริมท่ี 1 mM สง่ผลให้คา่เฉลี่ย
ในแตล่ะคา่สงัเกตสงูท่ีสดุ 

ภายหลงัการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางทัง้สอง
รูปแบบ ร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอนท่ีเก็บรักษาเป็น
เวลา 10 วนั พบวา่คณุภาพของน�ำ้เชือ้ลดลงภายหลงั
การเก็บรักษาท่ียาวนานขึน้ ทัง้นีเ้น่ืองจากระยะเวลา
การเก็บรักษาท่ีเพ่ิมขึน้ ก่อให้เกิดการเปลีย่นแปลงของ
เย่ือหุ้มเซลล์ การแตกหกัของโครมาตนิเพ่ิมขึน้ และ
มีการท�ำงานของอะโครซนิลดลง (Yeste, 2017) แต่
การศึกษาครัง้นีพ้บว่าเม่ือเก็บรักษาน�ำ้เชือ้แบบวุ้น 
ร่วมกบัการเสริมกลตูาไธโอนท่ีระดบั 1 mM สามารถ
ชว่ยยืดอายกุารเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ได้ยาวนานขึน้ ซึง่อาจ
เกิดจากบทบาทหน้าท่ีท่ีต่างกันของเจลาติน และ 
กลตูาไธโอนท่ีส่งผลต่ออสจิุขณะเก็บรักษา โดยใน
กระบวนการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้มีการลดอณุหภมิูจาก
น�ำ้เชือ้เจือจางไปท่ีมีอณุหภมิูประมาณ 28-25 OC ไปยงั
อณุหภมิูท่ีท�ำการเก็บรักษาท่ี 17 OC ก่อให้เกิดความเครียด
ทางกายวิภาค และทางเคมีบริเวณเย่ือหุ้มเซลล์อสจิุ
ท�ำให้อตัราการมีชีวิต และอตัราในการผสมตดิลดต�ำ่ลง 
(Gadea et al., 2005) ความเครียดเน่ืองจากความเยน็
ของอสจิุเก่ียวกบั oxidative stress โดยการสร้าง ROS 
(Johnson et al., 2000) การเสริมกลตูาไธโอนลงใน
น�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้สุกรท�ำให้ความเสียหายของ
อสจิุลดลง เน่ืองจากกลตูาไธโอนมีบทบาทในการปอ้งกนั
ภายในเซลล์อสจิุจาก oxidative stress (Gadea, 
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2003) ล�ำดบัตอ่มาเม่ืออณุหภมิูในการเก็บรักษาลดต�ำ่
กวา่ 20 OC สารละลายเจลาตนิจะเปลีย่นสถานะเป็น
สารกึง่แข็ง อาจชว่ยลดความเสียหายจากสารพิษท่ี
ได้รับจากกระบวนการเมตาบอลซิมึของอสจิุ และคา่
ความเป็นกรด-ด่างของสารละลายไม่เปลี่ยนแปลง 
(Nagya et al., 2002; Gadea, 2003)

โดยสรุปการศกึษาครัง้นีชี้ใ้ห้เหน็วา่การเก็บรักษา
น�ำ้เชือ้เจือจางรูปแบบวุ้นดีกวา่แบบเหลวโดยสง่ผลดี
ต่อคุณภาพน�ำ้เชือ้ในด้านอตัราการมีชีวิตรอดของ
ตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรีย
สภาพปกติ ภายหลงัการเก็บรักษาภายระยะเวลา 
10 วนั เม่ือท�ำการเก็บรักษาทัง้สองรูปแบบร่วมกบั
การเสริมกลตูาไธโอน พบวา่ท่ีระดบัการเสริม 1 mM 
นัน้ดีท่ีสดุ โดยสง่ผลดีตอ่อตัราการเคลือ่นท่ีไปข้างหน้า 
อตัราการมีชีวิตรอดของตวัอสจิุท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์ 
และไมโตคอนเดรียสภาพปกต ิ อยา่งไรก็ตามการศกึษา
ครัง้นีแ้สดงให้เห็นเพียงความแตกต่างของรูปแบบ
การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ร่วมกับการเสริมกลูตาไธโอน
ในห้องปฏิบตัิการเท่านัน้ ควรมีการศกึษาเพ่ิมเติม
เพ่ือเปรียบเทียบรูปแบบการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ท่ี 
แตกต่างกันร่วมกับการเสริมกลูตาไธโอนไปใช้ใน
งานผสมเทียมเพ่ือทดสอบคณุภาพน�ำ้เชือ้ภายหลงั
การเก็บรักษา รวมทัง้เพ่ือใช้ในการตดัสนิใจเลือกใช้
วิธีการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้เจือจางร่วมกับการเสริม 
กลตูาไธโอนท่ีเหมาะสมต่อการน�ำไปใช้ผสมเทียม
ในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรระดับครัวเรือนท่ีอยู่
ระยะหา่งไกลและฟาร์มสกุรขนาดเลก็ตอ่ไป

ค�ำขอบคุณ

คณะผู้ วิจัยขอขอบคุณส�ำนักงานกองทุน
สนบัสนนุงานวิจยั (สกว.) ท่ีสนบัสนนุทนุวิจยัภายใต้
โครงการปริญญาเอกกาญจนาภิเษก (คปก.) รุ่น 18 
ระดับปริญญาเอก ศูนย์ผลิตน�ำ้เชือ้พ่อพันธ์สุกร 
บริษัท เบทาโกร จ�ำกดั อ. กระนวน จ. ขอนแก่น ท่ีให้
ความอนเุคราะห์ตวัอยา่งน�ำ้เชือ้สกุร กลุม่วิจยัโคนม
ทนร้อน มหาวิทยาลยัขอนแก่น ท่ีสนบัสนนุสารเคมี
บางสว่นในการวิจยั และห้องปฏิบตักิารเทคโนโลยี
ชีวภาพ สาขาสัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลยัขอนแก่น ท่ีเอือ้เฟือ้ท่ีเอือ้เฟือ้อนเุคราะห์
สถานท่ีในการท�ำงานวิจยัครัง้นี ้
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