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ผลของ cysteine และ glutathione ต่อคุณภาพน�้ำเชื้อแบบแช่แข็ง 
ของไก่พื้นเมืองไทย

Effect of cysteine ​​and glutathione  on the quality of cryopreserved 
Thai native chicken semen.

เทวินทร์  วงษ์พระลับ1*, พรจิต  สอนสีดา1 และ บัญญัติ เหล่าไพบูลย์1 

Thevin Vongpralub1*, Pornjit Sonseeda1 and Bunyat Loaphaibool1 

บทคดัย่อ: อตัราการรอดชวีติทีต่�ำ่ของอสจุใินน�ำ้เชือ้แบบแช่แขง็ เกดิจากการมอีนมุลูอสิระทีม่ากเกนิไป  ซึง่ก่อให้เกดิ  lipid 
peroxidation ส่งผลเสยีต่ออตัราการเคลือ่นที ่ และความสมบรูณ์พนัธุข์องอสจุ ิ การศกึษานีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาผลของ
การเสริม antioxidant ได้แก่ cysteine และ glutathione (Glu) ในน�้ำยาเจือจางต่ออัตราการเคลื่อนที่ และความสมบูรณ์
พันธุ์ของน�้ำเชื้อแบบแช่แข็งในก่พื้นเมืองไทย น�้ำเชื้อได้จากพ่อพันธุ์ไก่พื้นเมืองจ�ำนวน 20 ตัวรีดรวมกัน ในการทดลอง
ที่ 1 แบ่งน�้ำเชื้อออกเป็น 4 ส่วนเจือจางด้วยน�้ำยาเจือจางที่มี cysteine 0(กลุ่มควบคุม), 1, 5, และ 10 mM ตามล�ำดับ  
ในการทดลองที่ 2 แบ่งน�้ำเชื้อออกเป็น 4 ส่วน เจือจางด้วยน�้ำยาเจือจางที่มี Glu 0(กลุ่มควบคุม), 0.1, 0.5, และ 1 mM  
ตามล�ำดบั บรรจนุ�ำ้เชือ้เจอืจางในหลอดฟางขนาดความจ ุ0.5 มล. แช่แขง็โดยการองัไอไนโตรเจนเหลว  หลงัการเกบ็รกัษา
น�ำน�้ำเชื้อมาละลายและประเมินอัตราการเคลื่อนที ่ ซึ่งพบว่าการเสริม cysteine มีผลดีต่อการเคลื่อนที่และการรอดชีวิต
ของอสจุ ิส่วนการเสรมิ glutathione มผีลเสยีต่ออตัราการรอดชวีติ และจากการทดสอบความสมบรูณ์พนัธุข์องน�ำ้เชือ้แบบ
แช่แข็งโดยการผสมเทียมให้กับแม่ไก่ไข่ พบว่าการเสริม cysteine ระดับ 1 mM ให้อัตราของไข่มีเชื้อสูงกว่ากลุ่มควบคุม  
ส่วนการเสรมิ  glutathione นัน้ พบว่ามผีลเสยีต่ออตัราของไข่มเีชือ้ ผลจากการศกึษานีส้รปุได้ว่า การเสรมิ cysteine ระดบั 
1 mM เป็นระดับที่เหมาะสมต่อคุณภาพและความสมบูรณ์พันธ์ของน�้ำเชื้อแบบแช่แข็งในไก่พื้นเมือง
ค�ำส�ำคัญ : antioxidant, น�้ำเชื้อไก่, การแช่แข็ง, cysteine, glutathione

Abstract: Poor sperm viability post-thaw is associated with the excessive formation of reactive oxygen species, 
which results in lipid peroxidation and reduced sperm motility and subsequent fertility. The objective of this study was 
to determine the effects of addition of the antioxidants, cysteine and glutathione (Glu) to freezing media on post-thaw 
motility and fertility for cryopreservation of native chicken semen. Semen from twenty cocks was collected, pooled 
and used in two studies. In study I, pooled semen was divided into four aliquots: cysteine 0 (control), 1, 5, and 10 
mM. In study II, pooles semen was divided into four aliquots: control, Glu o.1 o.5 and 1 mM. Semen suspensions 
were loaded in 0.5 ml straws and placed in nitrogen vapour. After cryopreservation, frozen semen samples were 
thawed and examined for sperm motility. Cysteine showed more positive effect on viability than control whease Glu 
resulted negative effect on viability. The fertility of frozen semen was also evaluated by inseminating to layer hens, 
The fertility of 1 mM cysteine was higher than control and 10 mM groups. However, the 0.5 mM and 1.0 mM Glu 
had a negative impact in sperm fertility. In conclusion 1 mM cysteine was the optimum concentration to be added to 
freezing extender for improving the quality of frozen-thawed native chicken semen.
Key words: antioxidant, chicken semen, freezing, cysteteine, glutathione
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บทน�ำ

	 องค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิประกอบด้วย 
กรดไขมันไม่อิ่มตัวในปริมาณที่สูงจึงไวต่อ Lipid  
peroxidation (Fujihara et al., 1978)  seminal plasma  
จะมีสาร antioxidant ป้องกันเกิด peroxidation ได้
ชั่วคราว  ในการเก็บรักษาน�้ำเชื้อภายนอกร่างกาย ใน
ระยะเวลาทีย่าวนานจงึไม่สามารถป้องกนัการเกดิ lipid 
peroxidation ได้ ทั้งในสัตว์ปีกและสัตว์เลี้ยงลูกด้วย
นม (Breque et al., 2003) ส�ำหรับน�้ำเชื้อแบบแช่แข็ง 
ขั้นตอนหรือกระบวนการต่างๆ มีผลตอ่การลดปริมาณ 
antioxidant และเพิ่มปริมาณกลุ่ม reactive oxygen 
species (ROS) (Bilodeau et al., 2001) จึงเกิด lipid 
oxidation เพิ่มสูงขึ้น ส่งผลให้คุณภาพของอสุจิของ
น�้ำเชื้อแบบแช่แข็งต�่ำลง รวมถึงความสามารถในการ
ปฏิสนธิ (Hammadeh et al., 2009) มีรายงานการ
ศึกษาถึงผลดีในการเสริม antioxidant ในน�้ำเชื้อของ
สัตว์ชนิดต่างๆ ตัวอย่างเช่นในมีการเสริม oxidizes 
glutathione, bovine serum albumin, cysteine และ 
lycopane  ในน�้ำเชื้อแพะ (Uysal and Bucak, 2007) 
การเติม cysteine ในน�้ำเชื้อสุกร (Kacoket et al., 
2010) และการเสริม glutathione ในน�้ำเชื้อกระบือ 
(Ansari et al., 2011) ส�ำหรับน�้ำเชื้อแช่แข็งในไก่ซึ่งมี
คุณภาพที่ต�่ำกว่าน�้ำเชื้อสด และให้อัตราไข่มีเชื้อ ภาย
หลังการผสมเทียแม่ไก่ยังไม่เป็นที่น่าพอใจนั้น ยังไม่
พบรายงานการศึกษาถึงผลของการเสริม cysteine 
เพื่อปรับปรุงคุณภาพน�้ำเชื้อแบบแช่แข็ง การศึกษานี้
มีวัตถุประสงค์เพื่อ ศึกษาผลของการเสริม cysteine 
และ glutathione ต่อคุณภาพและความสมบูรณ์พันธุ์
ชองน�้ำเชื้อแบบแช่แข็งในไก่พื้นเมือง

วีธีการศึกษา

	 สัตว์ทดลองใช้พ่อพันธุ์ไก่พื้นเมืองสายพันธุ์ประดู่
หางด�ำ อายุ 1-2 ปี จ�ำนวนรวม 20 ตัว แยกเลี้ยงพ่อ
พันธุ์ในกรงขังเดี่ยว ให้อาหารไก่พ่อพันธุ์วันละ 110 
กรัม/ตัว/วัน และในการทดลองทดสอบอัตราการผสม
ติดของน�้ำเชื้อแช่แข็ง ท�ำการแม่พันธุ์ไก่ไข่ทางการค้า 

รวมทั้งสิ้นจ�ำนวน  48 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 3 ตัว  
ส�ำหรับแม่พันธุ์ได้รับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน 
และให้น�้ำสะอาดกินแบบเต็มที่   น�้ำยาเจือจางที่ใช้
คือสูตร Schramm โดยมีองค์ประกอบทางเคมี(ใช้
ผลิตภัณฑ์ของ Sigma,USA) ในน�้ำ  1 ลิตรดังนี้  
Magnesium  acetate 0.70 กรมั, Sodium  glutamate 
28.50 กรัม,   Glucose 5.00 กรัม,  Inositol 2.50 กรัม,   
และ Potassium  acetate 5.00 กรมั (Schramm, 1976 
อ้างโดย Chalah, 1999) การรีดน�้ำเชื้อพ่อพันธุ์โดยใช้
ทีมผู้รีด 2 คน โดยจับบังคับไก่ 1 คน  ส่วนอีกคนหนึ่ง
เป็นผู้กระตุ้นพ่อพันธุ์ด้วยการลูบหลังจากด้านหน้า
ไปด้านหลัง เมื่อพ่อพันธุ์ตอบสนองด้วยการเกร็งและ
กระดกหาง บีบโคนก้นเพื่อเก็บน�้ำเชื้อทันที รองเก็บน�้ำ
เชือ้ด้วยหลอดทีส่ะอาดขนาด 1.5 ml. โดยในหลอด 1.5 
ml จะมีน�้ำยาเจือจางอยู่ 200 µl แช่น�้ำเย็นที่ควบคุม
อุณหภูมิไว้ที่ 20 °ซ ประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อเบื้องต้น
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ bright microscope  
ตามที่อ้างโดย (เทวินทร์ และยุพิน, 2551) น�้ำเชื้อ
ที่ปนเปื้อนและเคลื่อนที่ต�่ำกว่าร้อยละ 80 จะไม่น�ำ
มาศึกษา ส�ำหรับสารเคมีที่ใช้ในการประกอบสูตร
น�้ำยาเจือจาง รวบรวมน�้ำเชื้อแต่ละสายพันธุ์ในหลอด
เดียวกัน (pooled semen) แบ่งการศึกษาออกเป็น 
2 การทดลอง คือการทดลองที่ 1 ศึกษาเปรียบเทียบ
ผลของการเสริม cysteine(Sigma, C7352,USA) 
ระดับ 0 (กลุ่มควบคุม), 1, 5, และ 10 mM ในน�้ำยา
เจือจางต่อคุณภาพน�้ำเชื้อแบบแช่แข็ง การทดลองที่ 
2 ศึกษาเปรียบเทียบการเสริม glutathione (Sigma, 
G6013,USA) ระดับ 0 (กลุ่มควบคุม), 0.1, 0.5, และ 
1.0 mM ในน�้ำยาเจือจางต่อคุณภาพน�้ำเชื้อแบบแช่
แข็ง เติมน�้ำยาเจือจางอีกให้ได้สัดส่วน 1:3 (น�้ำเชื้อ : 
น�้ำยา)  ท�ำการทดลอง 6 ซ�้ำ
	 ส�ำหรับการแช่แข็งน�้ำเชื้อภายหลังการเจือจางน�้ำ
เชื้อนั้นลดอุณหภูมิเหลือ 5°ซ โดยใช้เวลาประมาณ 
1 ชั่วโมง เตรียมน�้ำยาที่มีส่วนผสม dimethylforma-
mide (DMF) โดยค�ำนวณองค์ประกอบเป็นร้อยละ 
6 ในน�้ำเชื้อเจือจางสุดท้าย 4 ส่วน (ส่วนเดิม 3 ส่วน 
ส่วนที่มี DMF 1 ส่วน) บรรจุน�้ำเชื้อเจือจางในหลอด 
straw ขนาด 0.5 มิลลิลิตร  บ่มหลอดน�ำ้เชื้อเจือจาง
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ที่อุณหภูมิ 5°ซ  นาน 15 นาที จากนั้นเช็ดหลอดบรรจุ
น�ำ้เชือ้ให้แห้ง  น�ำหลอดน�ำ้เชือ้วางบนตะแกรงในกล่อง
โฟมเหนอืไนโตรเจนเหลวบรเิวณทีม่อีณุหภมูปิระมาณ 
-35°ซ   เป็นเวลานาน 10 นาที ลดอุณหภูมิลงมาที่
ระดับ -135°ซ  นาน 5 นาที ก่อนจุ่มหลอดฟางบรรจุ
น�้ำเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว  เป็นการสิ้นสุดขบวนการ
ท�ำน�้ำเชื้อแช่แข็งไก่หลังจากนั้นน�ำไปเก็บรักษาไว้ใน
ถังไนโตรเจนเหลว  ละลายน�้ำเชื้อแช่แข็งโดยจุ่มลง
ในน�้ำเย็นอุณหภูมิ 2–5°ซ  นาน 5 นาที เช็ดหลอดให้
แห้งแล้วตัดปลายถ่ายเทน�้ำเชื้อลงในหลอดขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ที่จุ่มในน�้ำเย็นน�ำไปตรวจคุณภาพหรือน�ำ
ไปผสมเทียมแม่ไก่โดยทันที  การผสมเทียมนั้นด�ำเนิน
ตามวธิกีารผสมเทยีมโดยการฉดีน�ำ้เชือ้เข้าสูช่่องคลอด
ไก่ตามวิธีการของ  Quinn  และ  Burrows (1936) อ้าง
โดย   (Lake  and  Stewart, 1978)  ท�ำการผสมเทียม
ในช่วงเวลา 15.00 – 17.00 น.  โดยใช้ไซริงค์ขนาด 1 
มิลลิลิตรที่ถอดปลายเข็มฉีดยาออกแล้ว   ดูดบรรจุน�้ำ
เชื้อ 0.4 มิลลิลิตร ผสมเทียมโดยการสอดไซริงค์ความ
ลึกประมาณ 4 ซม. ค่อยๆ ปล่อยน�้ำเชื้อเข้าช่องคลอด
ของไก่   โดยใช้เวลาปล่อยน�้ำเชื้อประมาณ 5 วินาที  
ด�ำเนินการผสมเทียม 1 ครั้ง/สัปดาห์ ส่วนการประเมิน
อตัราการผสมตดินัน้ท�ำการเกบ็ไข่ในวนัที่ 2-8 หลงัการ
ผสมเทียม  และส่องไข่ในวันที่   7   หลังน�ำไข่เข้าฟัก  
ซึ่งอัตราผสมติดคิดจากร้อยละของไข่มีเชื้อที่มีชีวิตต่อ
จ�ำนวนไข่ที่เข้าฟักทั้งหมด  การวิเคราะห์ทางสถิติ โดย
การวเิคราะห์ความแปรปรวน  (analysis  of variance)  
ตามแผนการทดลองแบบ RCBD  การวิเคราะห์ความ
แตกต่างทางสถิติโดยใช้โปรแกรม     SAS ส�ำเร็จรูป 
(SAS, 1985) วิเคราะห์เปรียบเทียบค่าความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละปัจจัยการทดลองด้วยวิธี 
Duncan’ s Multiple Rang Test  

ผลและวิจารณ์

	 ผลของการเสริม cysteine ในน�้ำยาเจือจางต่อ
คณุภาพและความสมบรูณ์พนัธุข์องน�ำ้เชือ้แบบแช่แขง็  
จากการศึกษาพบว่า การเสริม cysteine .ให้ผลต่อ
ความแข็งแรงในการเคลื่อนที่แบบหมู ่ และเปอร์เซ็นต์

ของการเคลื่อนที่แบบรายตัวไม่แตกต่างกัน แต่มีผล
ต่อเปอร์เซ็นต์ของอสุจิมีชีวิต   โดยการเสริม cysteine 
ที่ระดับสูงเกินไปไม่เป็นผลดีต่ออัตราการรอดชีวิตของ
อสุจิ  และพบว่าการเสริม cysteine มีผลต่ออัตราการ
ปฏิสนธิหรืออัตราของไข่มีเชื้อภายหลังการผสมเทียม
ด้วยน�ำ้เชือ้แบบแช่แขง็ โดยระดบัทีเ่หมาะสมคอื  1mM 
ส่วนการเสริมที่ระดับสูงเกินไปมีผลเสียต่ออัตราการ
ผสมติด (Table 1) การศึกษานี้สอดคล้องกับรายงาน
ของ Uysal and Bucak (2007) ซึ่งศึกษาเปรียบเทียบ
การเสริม cysteine ที่ระดับ 0, 5, 10, และ 20 mM ใน
น�ำ้เชือ้แพะ พบว่าในระดบั 10 mM ให้ผลดทีีส่ดุ ต่อน�้ำ
เชือ้แพะแบบแช่แขง็ และการเสรมิในปรมิาณทีส่งูเกนิ
ไปมีผลต่อคุณภาพน�้ำเชื้อและสอดคล้องกับ Kaeoket 
et al., (2007) ซึ่งรายงานว่าการเสริม cysteine มีผลดี
ต่อน�ำ้เชือ้แบบแช่แขง็ในสกุร โดยระดบัทีเ่หมาะสมคอื 
5 และ 10 mM ส่วนการเสริมในระดับสูงเกินไปเกิดผล
เสียเช่นกัน
	 ผลของการเสรมิ glutathione ในน�ำ้ยาเจอืจางต่อ
คุณภาพและความสมบูรณ์พันธุ์ในน�้ำเชื้อแบบแช่แข็ง 
จากการศึกษาพบว่าการเสริม glutathione ที่ระดับ 
0.1-1.0 mM มีผลเสียต่อคุณภาพน�้ำเชื้อไก่พื้นเมือง 
(Table 1) โดยท�ำให้ความสามารถในการเคลือ่นทีแ่ละ
ความสมบูรณ์พันธุ์ต�่ำลง โดยขัดแย้งกับรายงานอื่น
ซึ่งศึกษาในแพะ (Uysal and Bucak, 2007) ในแมว 
(Monteiro et al., 2009) และในกระบือ (Ansari et 
al., 2011) ซึ่งรายงานการเสริม glutathione ในน�้ำยา
เจอืจางน�ำ้เชือ้ อย่างไรกต็ามการเสรมิในระดบัทีส่งูเกนิ
ไป เกนิผลเสยีต่ออสจุใินทกุรายงาน ส�ำหรบัในสตัว์ปีก
มรีายงานถงึผลของการเสรมิสารกลุม่ antioxidant คอื 
E, C, butylateed hydroxytolulene และ Tempo ในน�ำ้
เชื้อไก่งวง (Donoghue and Donoghue, 1997) และ 
Breque et al., (2003) ได้รายงานถงึผลดขีองการเสรมิ 
antioxidant  ต่ออสุจิทั้งในธรรมชาติ, ภายในร่างกาย
สัตว์ ,และในการเก็บรักษาภายนอกร่างกาย ในการ
ศึกษานี้อาจเป็นไปได้ว่า ระดับ glutathione ที่ท�ำการ
ศึกษาสูงเกินไปส�ำหรับ น�้ำเชื้อไก่พื้นเมือง จึงท�ำให้
ผลจากการเสริมมีคุณภาพน�้ำเชื้อต�่ำกว�่ำกลุ่มควบคุม 
อย่างไรก็ตามควรมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกต่อไป



342

สรุป

	 จากการศึกษาผลของการเสริม cysteine ใน
น�้ำยาเจือจางต่อคุณภาพน�้ำเชื้อและความสมบูรณ์
พันธุ์ของน�้ำเชื้อแบบแช่แข็งในไก่พื้นเมืองไทย แสดง
ให้เห็นว่าการเสริม cysteine  มีผลดีต่อน�้ำเชื้อแบบแช่
แข็ง และระดับที่เหมาะสมคือ 1 mM  ส�ำหรบัการเสริม  
glutathione  ในระดับ 0.1-1.0 mM พบว่าเป็นพิษต่อ
อสุจิอย่างไรก็ตาม ควรมีการศึกษาเพิ่มเติมอีกต่อไป

ค�ำขอบคุณ

	 คณะผู้วิจัยใคร่ขอขอบคุณ ภาควิชาสัตวศาสตร์ 
คณะเกษตรศาสตร์ มหาวทิยาลยัขอนแก่น ทีไ่ด้เอือ้เฟ้ือ
สถานที่และอุปกรณ์ในการทดลอง ขอบคุณโครงการ
ศูนย์เครือข่ายวิจัยและพัฒนาด้านการปรัปปรุงพันธุ์
สัตว์(ไก่พื้นเมือง) ที่ได้อนุเคราะห์พ่อพันธุ์ไก่ และงบ
ประมาณค่าอาหารสตัว์ จงึท�ำให้การศกึษาครัง้นีส้�ำเรจ็
ลุล่วงได้ด้วยดี
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Table 1 	Effects of cysteine and glutathione on post thaw quality and fertility of cryopreserve Thai native chicken 
semen.

parameters

Antioxidants (mM)

P-valuecysteine

SEM

P-value glutathione

SEM0 1 5 10 0 0.1 0.5 1

Mass movement 

(0-5)

2.5 2.7 2.8 2.8 0.17 0.834 3.1 3.2 3.1 2.6 0.07 0.120

Viability (%) 54.4a 52.2a 50.5ab 47.6b 0.67 0.000 54.1a 52.9a 50.4ab 47.6b 0.71 0.048
Motility (%) 52.7 59.7 57.9 54.7 1.04 0.185 61.5 63.9 60.3 55.2 0.93 0.055
Fertility (%) 65.6b 83.3a 74.9ab 48.7c 1.76 0.001 75.2a 58.1b 44.0c 30.4d 1.68 0.000
(Total egg) (194) (177) (188) (183) (185) (186) (185) (167)

a-d  within the same row indicate differences between antioxidant levels 


