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ผลของน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เช้ือต่อการเกบ็รักษาน�ำ้เช้ือไก่พนัธ์ุซิลกี้
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บทคัดย่อ: การศกึษานีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือศกึษาผลของน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้สตูร Schramm สตูร TNCE ตอ่คณุภาพ
ของการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์ซลิกีด้้วยวิธีการแชแ่ขง็ท�ำการเจือจางน�ำ้เชือ้ในอตัรา 1:3 ลดอณุภมิูไปท่ี 5 ºC เป็นเวลา 
60 นาที โดยใช้ 6% DMF เป็นสารปอ้งกนัความเสียหายจากการแชแ่ข็ง บรรจนุ�ำ้เชือ้ในหลอด straws ขนาด 0.5 มล.  
มีอสจิุประมาณ 500x106/หลอด ด�ำเนินการแชแ่ข็งด้วยวิธีการองัไอไนโตรเจนเหลวท่ีอณุหภมิู -35 ºC เวลา 12 นาที 
และ -135 ºC เป็นเวลา 5 นาที เก็บรักษาน�ำ้เชือ้ในไนโตรเจนเหลวอุน่ละลายน�ำ้เชือ้ท่ีอณุหภมิู 5 ºC นาน 5 นาที ประเมิน
รูปแบบการเคลือ่นท่ีด้วย CASA ประเมินความสมบรูณ์ของอะโครโซมและการท�ำงานของไมโตคอนเดรีย ด้วยการย้อม
สีฟลูออเรสเซนต์ น�ำ้เชือ้ไก่ซิลกีก้ลุ่มท่ีใช้น�ำ้ยาเจือจางสูตร TNCE มีการเคลื่อนท่ีรวม การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้า  
ความสมบรูณ์ของอะโครโซมและการท�ำงานของไมโตรคอนเดรียสงูกว่ากลุม่ท่ีเจือด้วยน�ำ้ยาเจือจางสตูร Schramm 
(P<0.05)
ค�ำส�ำคัญ: น�ำ้เชือ้, สารละลายเจือจางน�ำ้เชือ้, ไก่ซลิกี,้ น�ำ้เชือ้แชแ่ข็ง

ABSTRACT: The objective of this study was to investigate on Schramm and TNCE diluent 
in cryopreserved semen quality of Silkie chicken. Semen samples were pooled, dilution 
semen with twice diluents 1:3 ratio, cooled down to 5 ºC for 60 min and diluent which DMF 
was added (6% DMF of final volume). Semen was loaded into 0.5 ml straws with sperm 
concentration of 500 x106/straw. Semen straws were placed in stylofoam box containing 
liquid nitrogen at -35 ºC for 12 min. and located at -135 ºC for 5 min. Then plunged in to 
liquid nitrogen. Straws were thawed in cold water at 5ºC. Semen quality was determine by 
CASA and fluorescent straining. The result of experiment showed that TNCE extender was 
higher sperm motility progressive motility acrosome integrity and mitochondrial function 
than Schramm extender (P<0.05).
Keywords: semen, semen diluent, silkie chicken, cryopreservation
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บทน�ำ

ไก่พนัธุ์ซลิกี(้Silkie)(Gallus gallus) มีถ่ินก�ำเนิด
ในประเทศจีน โดย Marco Polo ในศตวรรษท่ี 13 
ระหว่างการส�ำรวจทวีปเอเชีย ได้อธิบายไก่ท่ีมี
ลกัษณะพิเศษขนยาว (Haw, 2006) เป็นไก่ซิลกีมี้
ลกัษณะทางสณัฐานวิทยาท่ีคอ่นข้างแตกตา่งจากไก่
ทัว่ไป มีขนยาวคล้ายผมของมนษุย์ ผิวหนงั เย่ือบตุา 
หลอดเลอืด ถงุลม เป็นสดี�ำ (Faraco et al., 2001)
และมีขนหลายส ีแตจ่ะมีคณุสมบตัเิฉพาะ คือ ขนยาว 
หวัหงอนเป็นมงกฎุ หสูฟีา้มีขนท่ีขา และมีห้านิว้ ซึง่
แสดงถึงความหลากหลายทางชีวภาพของสตัว์ปีก 
(Dorshost, 2010) มีการเลีย้งเป็นไก่พนัธุ์ซลิกีเ้ป็นสตัว์
เลีย้งสวยงาม และเลีย้งไว้เป็นอาหารโดยเฉพาะใน
ตลาดเอเชียไก่เนือ้ด�ำจดัเป็นอาหารเป็นบ�ำรุงสขุภาพ
เป็นท่ียอมรับของผู้บริโภคเน่ืองจากเนือ้ไก่มีสารเมลา
นิน (melanin) ซึง่ท�ำหน้าท่ีเป็นสารต้านอนมุลูอิสระ 
และเสริมสร้างระบบภมิูคุ้มกนั (Tu et al., 2009) ดงั
นัน้ไก่พนัธุ์ซิลกีจ้งึเป็นไก่ด�ำสายพนัธุ์หนึง่ท่ีความน่า
สนใจต่อการเก็บรักษาพันธุกรรมเพ่ือรักษาความ
หลากหลายทางชีวภาพและเพ่ือประโยชน์ในการใช้
ปรับปรุงพันธุกรรมหรือแม้แต่ค้าขายสายพันธุ์ใน
อนาคต การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ในรูปน�ำ้เชือ้แชแ่ข็งเป็น
แนวทางท่ีมีประสิทธิภาพสงูในการเก็บรักษาเซลล์
สืบพนัธุ์เพศผู้สะดวกต่อการเคลื่อนย้ายแต่อย่างไร
ก็ตามคุณภาพของน�ำ้เชือ้แบบแช่แข็งนัน้ขึน้อยู่
พนัธกุรรมและสภาพแวดล้อมซึง่เป็นสว่นส�ำคญัท�ำให้
น�ำ้เชือ้แบบแช่แข็งของสัตว์ปีกแต่ละสายพันธุ์ มี
คณุภาพ (Peter et al., 2008) สณัฐานวิทยา และการ
รอดชีวิตอสุจิท่ีแตกต่างกัน (Siudzińsha and 
Łukaszewicz, 2008) โดยอสจิุของไก่แตล่ะสายพนัธุ์
มีความสามารถในการทนได้ต่อการแช่แข็งต่างกัน 
(Makhafola et al., 2009) สารละลายเจือจางน�ำ้เชือ้
ก็เป็นอีกปัจจยัหนึง่ท่ีมีความส�ำคญัตอ่อตัราการรอด
ชีวิตของอสจิุภายหลงัการแชแ่ข็งโดยน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้
เชือ้สตูร Schramm และ TNCE เป็นน�ำ้ยาเจือจางท่ี
ให้ผลดีในการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ไก่พืน้เมืองไทย 
(Thananurak et al., 2016; 2018) แตอ่ยา่งไรก็ตาม
ในไก่พนัธุ์ซิลกีน้ัน้ยงัไม่พบรายงานผลของการเก็บ
รักษาน�ำ้เชือ้ด้วยวิธีการแชแ่ขง็ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ของ

ไ ก่ พัน ธุ์ ก ล่ า ว ดัง นั น้ ใ น ก า ร ศึก ษ า ค รั ้ง นี จ้ึ ง มี
วตัถปุระสงค์เพ่ือเปรียบเทียบประสทิธิภาพของชนิด
ของสารละเจือจางน�ำ้เชือ้สูตร TNCE และสูตร 
Schramm ตอ่คณุภาพการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์
ซลิกีท่ี้เก็บรักษาด้วยวิธีการแชแ่ข็ง

วธีิการศกึษา

สตัว์ทดลองใช้พ่อพนัธุ์ไก่ซิลกี ้ อาย ุ 10 เดือน 
จ�ำนวน 20 ตวั แยกเลีย้งในกรงขงัเด่ียว ให้อาหาร 
วนัละ 100 กรัมต่อตวัต่อวนั มีน�ำ้สะอาดกินแบบ 
เต็มท่ี รีดน�ำ้เชือ้สัปดาห์ละ2ครัง้ โดยวิธีการนวด 
(ดดัแปลงจาก Burrow and Quin, 1937) ท�ำประเมิน
คณุภาพน�ำ้เชือ้ด้วยการวดัปริมาณน�ำ้เชือ้ตอ่การรีด 
ความเข้มข้นของอสจิุ (โดยใช้อปุกรณ์นบัเม็ดเลือด 
haemocytometer) (เทวินทร์ และยพิุน, 2550) อตัรา
การรอดชีวิต (การย้อมสี eosin nigrocin) คะแนน 
การเคลื่อนท่ี (1-5 คะแนน) น�ำ้เชือ้ท่ีมีการเคลื่อนท่ี 
เกิน 85% จะน�ำไปรวบรวมน�ำ้เชือ้ (pooled semen) 
แล้วแบ่งเป็น 2ส่วนเพ่ือเจือจางกับน�ำ้ยาเจือจาง 
น�ำ้เชือ้ 2 สูตร คือสูตร Shramm (ประกอบด้วย 
magnesium acetate tetrahydrate, 0.7 ก., 
L-Glutamic acid monosodium salt hydrate  
28.5 ก., glucose5 ก., myo-Inositol, 2.5 ก. และ 
potassium acetate, 5 ก. เตมิน�ำ้กลัน่ชนิด double-
distilled ปรับให้ได้ปริมาตร 1,000 มล (Schramm, 
1991) (pH 7.1 และคา่แรงดนัสารละลาย (Osmotic 
pressure; O.P.) 395 mOsm/kg) และสตูร Thai 
Native Chicken Extender (TNCE) (ประกอบด้วย 
magnesium acetate, potassium citrate, potassium 
acetate, sodium glutamate, sodium acetate, 
glucose trehalose, cysteine; ข้อมลูยงัไมเ่ผยแพร่) 
ในอตัรา 1:3 แล้วลดอณุหภมิูน�ำ้เชือ้ไปท่ี5 ˚C โดยใช้
เวลาประมาณ 60 นาที เตมิสารปอ้งกนัความเสยีหาย
จากการแชแ่ข็ง DMF (N, N-Dimethylformamide, 
sigma: D4551) (v:v) 6% ในสารละลายเจือจาง
ปริมาตรสดุท้าย บรรจลุงในหลอด straw (IMV ref. 
A201, AAA 414) ขนาด 0.5 มล.ปิดปลายหลอดน�ำ้
เชือ้ด้วยผง polyvinyl alcohol (IMV ref. A508) แตล่ะ
หลอดมีจ�ำนวนอสจิุประมาณ 500x106 ตวั ท�ำการแช่
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แข็งด้วยวิธีองัไอไนโตรเจนเหลวตามวิธีของ เทวินทร์ 
และยพิุน (2550) ภายหลงัการเก็บรักษาด้วยวิธีการ
แช่แข็งเป็นเวลา 1 เดือน ท�ำการประเมินรูปแบบ 
การเคลื่อนท่ีด้วย Computer Assisted Sperm 
Analyser (CASA) ประเมินความสมบูรณ์ของ 
อะโครโซม และการท�ำงานของไมโตคอนเดรีย ด้วย
การย้อมสีฟลอูอเรสเซนต์ (fluorescent) ประกอบ
ด้วย fluorescein isothiocyanate conjugated 
peanut agglutinin (FITC-PNA) (Sigma, L7381) 5, 
5’, 6, 6’-tetrachloro-1, 1’, 3, 3’ tetraethylbenzimidazolyl-
carbocyanine iodide (JC-1)(Sigma, C50390) 
และpropidium iodide (PI)(Sigma, 28, 707-5) แล้ว
ตรวจสอบด้วยเคร่ือง Flow cytometer (ดดัแปลงจาก 
Lange-Consiglo et al., 2013) วิเคราะห์ความ
แปรปรวน (analysis of variance) ใช้โปรแกรม 
ส�ำเร็จรูป SAS (SAS, 1996) เปรียบเทียบคา่ความ
แตกตา่งระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละปัจจยัการทดลอง
ด้วยวิธี Duncan’s new Multiple Range Test

ผลการศกึษา

ผลการศกึษาการประเมินคณุภาพน�ำ้เชือ้เบือ้ง
ต้นของไก่พันธุ์ซิลกีพ้บว่ามีปริมาณน�ำ้เชือ้เฉลี่ย 
225.13 ±120.20 ไมโครลิตร ตอ่ครัง้การรีดจ�ำนวน
เซลล์อสจิุเฉลี่ย 2,850.25±250.32x106เซลล์/มล. 
การเคลื่อนท่ีหมู่เฉลี่ย 4.2±0.20 คะแนน อตัราการ
รอดชีวิตเฉลี่ย 93.5±4.50%

ผลการประเมินคุณภาพน�ำ้เชือ้ไก่พันธุ์ซิลกี ้
ท่ีเก็บรักษาด้วยวิธีการแช่แข็ง พบว่าน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์ 
ซลิกีท่ี้เจือจางด้วยน�ำ้ยาเจือจางสตูร TNCE มีผลตอ่
การเพ่ิมเปอร์เซ็นต์เคลื่อนท่ีรวม การเคลื่อนท่ีไป 
ข้างหน้าของอสจิุ ความสมบรูณ์ของอะโครโซมและ
การท�ำงานของไมโตคอนเดรีย ภายหลังการอุ่น
ละลายแตกตา่งอยา่งมีนยัส�ำคญัทางสถิต ิ(P<0.05) 
กบัน�ำ้ยาเจือจางสตูร Schramm (Table 1)

Table 1 Mean (±SD) values of motility, progressive motility, acrosome integrity and mitochondrial 
function with different diluent on Silkei chicken semen at cryopreservation (± SE) (N=8)

Diluent Motility
(%)

Progressive 
motility

(%)

Acrosome 
Integrity

(%)

Mitochondrial
Function

(%)

Schramm 47.20±0.62b 24.95±0.42b 33.32±0.84b 45.06±0.58b

TNCE 49.79±0.94a 27.65±0.31a 36.90±0.41a 48.53±0.39a

P-Value 0.02 0.02 0.04 0.05

a,b Means within column with no common superscript differ significantly (P<0.05)

วจิารณ์

การเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ด้วยวิธีการแชแ่ขง็นัน้น�ำ้ยา
เจือจางน� ำ้ เ ชื อ้ เป็นปัจจัยหนึ่ง ท่ี มีความส�ำคัญ
เน่ืองจากมีสว่นชว่ยถนอมคณุภาพน�ำ้เชือ้ เพ่ิมระยะ
เวลาในการเก็บรักษาคุณภาพน�ำ้เชือ้ยาวนานเป็น
แหลง่พลงังาน มีคณุสมบตัิเป็นบฟัเฟอร์ มีคา่ความ
ดันของสารละลาย และค่าความเป็นกรด-ด่างท่ี
เหมาะสม (เทวินทร์ และยพิุน, 2550) จากผลการ
ทดลองน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้สตูร Schramm และสตูร 
TNCE ตอ่คณุภาพน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์ซลิกีท่ี้เก็บรักษาด้วย

วิธีการแช่แข็ง แสดงให้เห็นว่าน�ำ้เชือ้สูตร TNCE  
มีประสิทธิภาพในการรักษาคณุภาพน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์ 
ซิลกีไ้ด้ดีกว่าน�ำ้เชือ้สตูร Schramm ทัง้นีเ้น่ืองจาก
น�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้สตูร TNCE นัน้มีองค์ประกอบ
ของ ทรีฮาโลส ซึง่น�ำ้ตาลโมเลกลุคูท่ี่เป็นแหลง่สารให้
พลังงานกับเซลล์อสุจิและยังมีคุณสมบัติเป็นสาร
ปอ้งกนัความเสียหายจากการแช่แข็ง ซึง่ Aboagla 
and Terada (2003) รายงานวา่น�ำ้ตาลทรีฮาโลสชว่ย
รักษาความสมบูรณ์ของตัวอสุจิได้ดีกว่าน�ำ้ตาล
กลโูคสท่ีเสริมในน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้เพ่ือเก็บรักษา
ด้วยวิธีการแชแ่ขง็นอกจากนัน้การเสริมทรีฮาโลสและ
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ซูโครสลงในน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้ มีส่วนช่วยเพ่ิม 
การเคลื่อนท่ีและความสมบูรณ์ของอะโครโซมของ
อสุจิสุกรภายหลงัการแช่แข็ง (Woelders, 1997)
Thananurak et al., (2016) รายงานว่าการเสริ 
มทรีฮาโลส 5 มิลลโิมลในน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้มีผลดี
ต่ออัตราการเคลื่อนท่ี การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้า  
ความสมบูรณ์ของอะโครโซม การท�ำงานของ 
ไมโตคอนเดรีย และอตัราการผสมตดิของไก่พืน้เมือง
ประดูห่างด�ำ นอกจากนัน้กรดอะมิโนซสิเทอีน ซึง่เป็น
สว่นประกอบในสตูรน�ำ้ยา TNCE มีคณุสมบตัิเป็น
สารปอ้งกนัอนมุลูอิสระมีสว่นช่วยลดความเสียหาย
ให้กบัเยือ้หุ้มเซลล์อสจิุไก่ท่ีผา่นการเก็บรักษาด้วยวิธี
การแชแ่ขง็ (เทวินทร์ และคณะ, 2555) สอดคล้องกบั
การศกึษาของ Thananurak et al., (2018) ท่ีใช้น�ำ้ยา
เจือจางน�ำ้เชือ้สตูร TNCE ในการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้ 
ไก่แดงและไก่ชน ซึง่เป็นไก่พืน้เมืองทางการค้าด้วย
วิธีการแช่แข็งนัน้ พบว่ามีผลดีต่อการเคลื่อนท่ี  
การเคลือ่นท่ีไปข้างหน้า ความสมบรูณ์ของอะโครโซม 
และการท�ำงานของไมโตคอนเดรีย

ปริมาณและคุณภาพน�ำ้เชือ้ไก่นัน้ขึน้อยู่กับ
หลายปัจจยั เชน่ สายพนัธุ์ อาย ุหรือขึน้กบัพอ่พนัธุ์
แตล่ะตวั (Chuaychu-noo et al., 2017) จากผลการ
รีดน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์ซิลกีซ้ึง่เป็นไก่ขนาดเล็ก มีปริมาณ
น�ำ้เชือ้ท่ีรีดเก็บได้เฉลีย่ (225.13±120.20 ไมโครลติร/
ครัง้) และความเข้มข้นของอสจิุ (2,850.25 x106 ± 
250.32 เซลล์/มล.) ซึง่มีปริมาณน�ำ้เชือ้และความเข้ม
ข้นของอสุจิของไก่ซิลกีสู้งกว่าไก่แจ้ของมาเลเซีย 
(100±0.10 ไมโครลิตร และ 1,830x 106±763.00 
เซลล์/มล) แต่ต�่ำกว่าในไก่ป่า (0.33±0.16 มล.) 
(4,440 x 106± 905.00เซลล์/มล) (Malik et al., 2013) 
น�ำ้เชือ้ไก่สามารถรีดเก็บได้ประมาณ 100-800 
ไมโครลติร โดยมีจ�ำนวนเซลล์อสจิุเฉลีย่ 5.7x 109ล้าน
เซลล์/มล. (Etches, 1993; Gee, 1995)

สรุป

น�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้สูตร TNCE ให้ผลดีต่อ
คุณภาพน�ำ้เชือ้ไก่พนัธุ์ซิลกีท่ี้เก็บรักษาด้วยวิธีการ 
แช่แข็ง สงูกว่าน�ำ้ยาเจือจางน�ำ้เชือ้สตูร Schramm 
โดยอสจิุมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีรวม การเคลื่อนท่ี
ไปข้างหน้า ความสมบรูณ์ของอะโครโซมและการท�ำ
งานของไมโตคอนเดรียสงู (P<0.05)

ค�ำขอบคุณ

ขอขอบคุณศูนย์เครือข่ายวิจัยและปรับปรุง 
พนัธุ์สตัว์ (ไก่พืน้เมือง) ภาควิชาสตัวศาสตร์ คณะ
เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่นท่ีสนับสนุน 
สารเคมีในการศึกษา บริษัท ตะนาวศรีไก่ไทย 
ท่ีสนับสนุนสัต ว์ทดลองและสถาน ท่ีทดลอง 
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสรุนารี สนบัสนนุเคร่ืองตรวจ
วิเคราะห์การเคลื่อนท่ีอสุจิ  และขอบขอบคุณ
มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีราชมงคลศรีวิชยัท่ีสนบัสนนุ
เงินทนุในการท�ำงานวิจยัครัง้นี ้
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