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Supplementation of a short term extender with L-carnitine for  
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บทคัดย่อ: การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของการเสริมแอล-คาร์นิทีน ลงในน�ำ้ยาเจือจางน�้ำเชื้อต่ออัตราการ
เคลือ่นที ่อตัราการมชีวีติรอด อสจุทิีม่อีะโครโซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรยีสภาพปกต ิใช้น�้ำเชือ้จากพ่อพนัธุ ์จ�ำนวนรวม 
12 ตัว แบ่งน�้ำเชื้อของพ่อพันธุ์แต่ละตัว ออกเป็น 4 ส่วน เจือจางด้วยน�้ำยา BTS ที่เสริมแอล-คาร์นิทีน ที่ระดับ 0, 1, 5 และ 
10 มลม. ท�ำการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 17 ºซ เป็นเวลา 5 วัน ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิตรอด อสุจิที่มีอะโคร
โซมสมบรูณ์ และไมโตคอนเดรยีสภาพปกติ พบว่าการเสรมิแอล-คาร์นทินี ทีร่ะดบั 5 และ 10 มลม. ให้ผลดต่ีอการเคลือ่นที่ 
อสจุมิชีวีติ ความสมบรูณ์ของอะโครโซม และไมโตคอนเดรยีสภาพปกต ิภายหลงัการเกบ็รกัษาสงูกว่ากลุม่อืน่ๆ (P < 0.05) 
ผลการศกึษานีแ้สดงให้เหน็ว่า การเสรมิแอล-คาร์นทินี ระดบั 5 และ 10 มลม. สามารถปรบัปรงุคณุภาพน�้ำยาเจอืจางชนดิ
เก็บรักษาระยะสั้น เพื่อเก็บรักษาน�้ำเชื้อสุกรแบบแช่เย็นให้มีคุณภาพได้
ค�ำส�ำคัญ: น�้ำเชื้อสุกร, การเก็บรักษาแบบแช่เย็น, แอล-คาร์นิทีน, น�้ำยาเจือจาง BTS

ABSTRACT: The experiment was conducted to determine the efficacy of L - carnitine on the sperm viability, sperm 
motility, the percentage of live sperm with normal apical ridge and high mitochondrial energy status of cooled boar 
semen during storage as parameter of semen quality. Semen samples from each of the twelve boar were divided 
into 4 aliquots and were diluted with BTS extender supplemented with different concentration of L - carnitine  
(0, 1, 5 and 10 mM) and cooled at 17 ºC for 5 days. Then, evaluated sperm viability, sperm motility, percentage of 
live sperm with normal apical ridge and high mitochondrial energy status. The results of the experiment showed that 
L - carnitine at concentration of 5 and 10 mM  increased the motility, live sperm with normal apical ridge and high 
mitochondrial energy status at day 3 and 5 of storage (P < 0.05). The results indicated that the addition of 5 and 10 
mM L - carnitine can improved as a component of boar short-term semen extender.
Keywords: boar semen, Cooled storage, L-carnitine, BTS
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บทน�ำ

	 ปัจจุบันมีการใช้เทคโนโลยีการผสมเทียมสุกร

อย่างแพร่หลายในอุตสาหกรรมการผลิตสุกร โดย

เฉพาะในประเทศทีพ่ฒันาแล้ว และจ�ำนวนแม่สกุรทีใ่ช้

วิธีผสมเทียมเพิ่มขึ้นเป็นล�ำดับ (Riesenbeek, 2011) 

โดยใช้น�้ำเชื้อที่ท�ำการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 15 - 20 ºซ 

และใช้น�้ำเชื้อในวันแรกหรือวันต่อมาภายหลังการรีด 

ซึ่งน�้ำยาที่ใช้เป็นประเภท short - term (Johnson et 

al., 2000) เป็นน�้ำยาเจือจางที่มีราคาถูก สามารถเก็บ

รักษาได้ 2-3 วัน ในขณะที่น�้ำยาเจือจางประเภท long 

- term เป็นประเภทที่มีองค์ประกอบซับซ้อน มักจะใช้

ในกรณีที่แหล่งน�้ำเชื้ออยู่ห่างไกลจากฟาร์มแม่พันธุ์

ต้องมีการขนส่งและอาจใช้เวลานาน อย่างไรก็ตามใน

การเก็บรักษาน�้ำเชื้อนั้น น�้ำเชื้อจะเกิดการเสื่อมสภาพ 

(Gadea, 2003) เนื่องจากองค์ประกอบของเยื่อหุ้ม

เซลล์อสุจิประกอบด้วยกรดไขมันไม่อิ่มตัวในปริมาณ

มากจึงเป็นสาเหตุให้ไวต่อความเสื่อมจากสารอนุมูล

อิสระ (Awda et al., 2009) มีการศึกษาการเสริมสาร

ต้านอนุมูลอิสระในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อของสัตว์ชนิด

ต่างๆ และพบว่าให้ผลดี สามารถช่วยลดการเกิดสาร

อนมุลูอสิระ และช่วยปรบัปรงุคณุภาพอสจุไิด้ (Zhang 

et al., 2012) ในสุกรพบว่า สารต้านอนุมูลอิสระที่ได้

ผลดีในน�้ำเชื้อแช่เย็นและน�้ำเชื้อแบบแช่แข็งได้แก่ vi-

tamin E (Pena et al., 2003), glutathione (Funahashi 

and Sano, 2005), Cysteine (Szczesniak-Falianc-

zyk et al., 2011) และมีรายงานการวิจัยที่ชี้ให้เห็นถึง

ผลดีของการเสริมแอล-คาร์นิทีนที่ระดับ 0.5, 1 และ 2 

มลม. ในน�้ำเชื้อกระต่ายที่เก็บรักษาในสภาพเหลว 

(Sariozken et al., 2014) และมผีลดต่ีอน�ำ้เชือ้แบบแช่

แขง็ทีไ่ด้จากท่อพกัเกบ็น�ำ้เชือ้ของแมวทีร่ะดบั 25 มลม. 

(Manee-in et al., 2014) ซึง่แอล-คาร์นทินี มคีณุสมบตัิ

เป็นโคแฟกเตอร์ท�ำงานร่วมกับกรดไขมันสายยาวของ

กรดไขมันที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจะไปเสริมการท�ำ

งานของไมโตคอนเดรีย ท�ำให้มีการเคลื่อนที่เพิ่มสูงขึ้น 

(Lenzi  et al., 2003) จากการส�ำรวจข้อมูลการศึกษา

ถงึผลการเสรมิแอล-คาร์นทินี ในน�ำ้ยาเจอืจางชนดิเกบ็

รกัษาระยะสัน้ ยงัไม่พบรายงานในสกุร ดงันัน้งานวจิยั

นี้จึงศึกษาถึงผลของการเสริมแอล-คาร ์นิทีนต ่อ

คุณภาพน�้ำเชื้อสุกรภายหลังการเก็บรักษาด้วยน�้ำยา

เจือจางชนิดเก็บรักษาระยะสั้น

วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลอง

พ่อสุกรสายพันธุ ์ทางการค้าที่เลี้ยงในโรงเรือน

ระบบปิด ของศูนย์ผลิตน�้ำเชื้อพ่อพันธุ์สุกร บริษัท เบ

ทาโกร จ�ำกัด อ. กระนวน จ. ขอนแก่น ที่ได้รับรอง

มาตรฐานฟาร์มเลขที ่กษ 0222 06403 40090203 000 

จากกรมปศุสัตว์

พ่อสุกรสายพันธุ์ทางการค้าจ�ำนวน 12 ตัว รีดน�้ำ

เชือ้สปัดาห์ละ 2 ครัง้ ท�ำการเจอืจางด้วยน�้ำยาเจอืจาง

น�้ำเชื้อที่มีการเสริมท�ำการเสริมแอล-คาร์นิทีน ที่ระดับ 

0, 1, 5 และ 10 มลม.

การรีดน�้ำเชื้อ

การรีดเก็บน�้ำเชื้อพ่อพันธุ์สุกรใช้วิธีบีบนวดปลาย

อวัยวะสืบพันธุ์ของพ่อสุกร (Glove hand method) 

ท�ำการรดีเกบ็ทกุส่วนของน�ำ้เชือ้ (total semen) ความถี่

ของการรีดสัปดาห์ละ 2 ครั้ง น�ำน�้ำเชื้อที่ได้มาตรวจ

สอบคุณภาพน�้ำเชื้อในห้องปฏิบัติการ วัดปริมาตรน�้ำ

เชื้อที่รีดเก็บได้จากการใช้ถุงพลาสติกเป็นภาชนะ

รองรบัน�ำ้เชือ้ไปชัง่ด้วยเครือ่งชัง่ดจิติอลแล้วหกัน�ำ้หนกั

ของถุงพลาสติกออก จากนั้นค�ำนวณหาปริมาตรของ

น�ำ้เชือ้แท้จรงิ วดัความเป็นกรด-ด่าง (pH) โดยใช้เครือ่ง

วดัความเป็นกรด-ด่าง (pH meter) วเิคราะห์ความเข้ม

ข้นของตัวอสุจิในน�้ำเชื้อ (concentration) โดยการใช้

เครือ่งวดัความเข้มข้นของน�ำ้เชือ้โดยใช้ โปรแกรมตรวจ

นับ Motility Concentration CASA dynamic swine 

sperm โดยกล้องรุ่น Optika

การเตรียมน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อ

	 น�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อสูตร Beltsville Thawing 

Solution (BTS) ประกอบด้วย glucose 37 ก., tri-so-
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dium citrate 6.0 ก., sodium hydrogen carbonate 

1.25 ก., EDTA disodium salt 1.25 ก., potassium 

chloride 0.75 ก., penicillin 0.6 ก., streptomycin 1.0 

ก. เจอืจางในน�ำ้กลัน่สองครัง้ ให้ได้ปรมิาณ 1,000 มล. 

ตามวิธีการของ Pursel and Johnson (1975)

การเตรียมน�้ำเชื้อสดและการเก็บรักษาน�้ำเชื้อ

น�้ำเชื้อสดที่ผ่านการตรวจคุณภาพในห้องปฏิบัติ

การแล้วมีคุณภาพดี น�ำน�้ำเชื้อสุกรแต่ละตัวมาแบ่ง

เป็นกลุ่มเพื่อน�ำมาเจือจางกับน�้ำยาเจือจางที่มีการเส

ริมแอล-คาร์นิทีน ที่ระดับ 0, 1, 5 และ 10 มลม. ใน

อัตราส่วน 1 : 5 แล้วท�ำการแบ่งน�้ำเชื้อที่เจือจางแล้ว

อีกครั้งหนึ่ง ลงในหลอด microtube ขนาด 5 มล. 

ปริมาณหลอดละ 3 มล.จ�ำนวน 3 ชุด เพื่อใช้ในการ

ประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อ ท�ำการเก็บรักษาหลอดน�้ำเชื้อ

ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 17 ºซ เป็นเวลา 5 วัน

การประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อ 

น�ำหลอดตัวอย่างน�้ำเชื้อออกจากตู้เย็นมาพักไว้ที่

อุณหภูมิห้องประมาณ 30 นาที แล้วท�ำการประเมิน

คุณภาพน�้ำเชื้อสุกรดังต่อไปนี้ ประเมินความแรงของ

การเคลื่อนที่ (vigor score) ก�ำหนดเป็นคะแนน 1 - 5 

และอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าอสุจิ (progressive 

motile) ซึ่งท�ำการอุ่นสไลด์ที่ 37 ºซ ตรวจสอบด้วย

กล้องจลุทรรศน์ชนดิตดัแสง การประเมนิคณุภาพอสจุิ

โดยตรวจสอบความเสียหายของอะโครโซม โดยการ

ย้อมส ี fluorescein isothiocyanate- labeled peanut 

(Arachis hypogeal) agglutinin FITC-PNA staining 

(Sigma, L7381) ร่วมกับ Propidium Iodide (PI) และ

การท�ำงานของไมโตคอนเดรียย้อมสี 5,5’,-tatrachlo-

ro-1,1’,3,3’ tetraethylbenzimdazolyl-carbocyanine 

iodide (JC - 1)  (Sigma,  C50390) ร่วมกับ Propid-

ium Iodide (PI) (Sigma, 28, 707 - 5) จากนั้นท�ำการ

ส่องตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ ชนิดเรืองแสง (fluores-

cense microscope; Inverted Microscope with 

Micromanipulartor Olympus IX71) ทีก่�ำลงัขยาย 400 

เท่า นับจ�ำนวนอสุจิจ�ำนวนทั้งหมด 300 ตัว น�ำมา

ค�ำนวณเป็นเปอร์เซน็ต์ ตามวธิกีารของ Andrade et al. 

(2007) ท�ำการประเมนิคณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรในวนัที ่1, 3 

และ 5 ของการเก็บรักษา

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

 	 วางแผนการทดลองแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ 

(Random completely block design) ท�ำการแปลง

ข้อมูลโดยใช้ arcsin  วิเคราะห์ความแปรปรวน (anal-

ysis of variance) และเปรยีบเทยีบความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยโดยวิธี Duncan new multiple Range Test 

(DMRT)

ผลและวิจารณ์ผลการศึกษา

ผลการเสริม L - carnitine ในน�้ำยาเจือจาง

น�้ำเชื้อสูตร BTS ต่อความแรงของการเคลื่อนที่ การ

เคลื่อนที่ทั้งหมด การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า อัตราการมี

ชีวิตและสภาพสมบูรณ์ ความเสียหายของอะโครโซม 

และการท�ำงานของไมโตคอน    เดรีย ของน�้ำเชื้อสุกร

ที่ท�ำการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่เย็นในวันที่ 1, 3 และ 5 

จากตัวอย่างน�้ำเชื้อสุกร 12 ตัว ที่มีความเข้มข้นเฉลี่ย 

342×106 ตวั/มล. pH เท่ากบั 7.6 และมปีรมิาตรน�ำ้เชือ้

ที่รีดได้ต่อครั้งต่อตัวเฉลี่ยที่ 252 มล.

 	 ผลการประเมนิการเคลือ่นทีข่องน�ำ้เชือ้สกุรทีเ่สรมิ

แอล-คาร์นิทีน ในน�้ำยาเจือจางและเก็บรักษาโดยวิธี

การแช่เย็น พบว่า ในวันที่ 1 ของการเก็บรักษา ความ

แรงของการเคลื่อนที่ การเคลื่อนที่ทั้งหมด และการ

เคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิสุกร ไม่มีความแตกต่าง

กัน (P > 0.05) แต่พบว่าในวันที่ 3 และ 5 ของการเก็บ

รกัษา การเสรมิแอล-คาร์นทินี ทีร่ะดบั 5 และ 10 มลม. 

ในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อ มีผลท�ำให้ความแรงของการ

เคลือ่นที ่การเคลือ่นทีท่ัง้หมด และการเคลือ่นทีไ่ปข้าง

หน้า สูงกว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มเสริมแอล-คาร์นิทีน 

ที่ระดับ 1 มลม. (P < 0.05) ดังแสดงใน Table 1

 	 ผลการประเมินคุณภาพอสุจิด้วยการย้อมสี fluo-

rescent ดังแสดงใน Figure 1 และ Table 2 พบว่าใน

วนัที ่1 ของการเกบ็รกัษา การเสรมิแอล-คาร์นทินี ไม่มี
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ผลต่อเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่สมบูรณ์ ความเสียหายขอ

งอะโครโซมและการท�ำงานของไมโตคอนเดรีย (P > 

0.05) คณุภาพอสจุสิกุรในวนัที ่3 ของการเกบ็รกัษา พบ

ว่าการเสริมแอล-คาร์นิทีน ที่ระดับ 10    มลม. มี

เปอร์เซ็นต์อสุจิที่สมบูรณ์สูงกว่ากลุ่มควบคุม และมี

เปอร์เซ็นต์อสุจิไม่มีชีวิต อะโครโซมเสียหาย และ

ประสิทธิภาพการท�ำงานของไมโตคอนเดรียที่ต�่ำน้อย

กว่ากลุม่ควบคมุ (P < 0.05) แต่ไม่แตกต่างจากกลุม่ที่

เสริมแอล-คาร์นิทีน ที่ระดับ 1 และ 5 มลม. ในวันที่ 5 

ของการเก็บรักษา การเสริมแอล-คาร์นิทีน ที่ระดับ 10 

มลม. มีเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่มีชีวิตสูง และมีเปอร์เซ็นต์

ตวัอสจุทิีไ่ม่มชีวีติ อะโครโซมเสยีหาย ประสทิธภิาพการ

ท�ำงานของไมโตคอนเดรียต�่ำกว่ากลุ่มควบคุม (P < 

0.05) แต่ไม่แตกต่างกับการเสริมแอล-คาร์นิทีน ที่

ระดับ 1 และ 5 มลม.

 	 แอล-คาร์นิทีน ท�ำหน้าที่เป็นโคแฟกเตอร์จะไป

ท�ำงานร่วมกับกรดไขมันสายยาวภายในกรดไขมัน ซึ่ง

จะไปเสริมการท�ำงานของไมโตคอนเดรีย และช่วย

ท�ำให้การเคลื่อนที่ของหางอสุจิเพิ่มสูงขึ้น (Mayers, 

2000; Lenzi et al., 2003) จากรายงานทีผ่่านมาพบว่า

แอล-คาร์นิทีน ช่วยปรับปรุงการเคลื่อนที่อสุจิแมวจา

กอิพิดิไดมิส และผ่านการเก็บรักษาด้วยวิธีแช่แข็งได้ 

(Manee - in et al., 2014) และการเสรมิแอล-คาร์นทินี 

ที่ระดับ 0.5-2 มลม. สามารถเพิ่มอัตราการเคลื่อนที่

และลดความเสียหายของอะโครโซมของอสุจิกระต่าย

ทีเ่กบ็รกัษาในสภาพเหลวได้ (Sariozkan et al., 2014) 

และการรายงานของ Newsletter (2000) พบว่าแอล-

คาร์นิทีน ช่วยเพิ่มอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ ซึ่ง

สอดคล้องกับการรายงานของ Vicari and Calogero 

(2001) ทีพ่บว่าแอล-คาร์นทินี เป็นสารต้านอนมุลูอสิระ

ที่สามารถลดการเกิดสารอนุมูลอิสระ ส่งผลให้การ

เคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิมนุษย์เพิ่มสูง

ขึ้น  

Figure 1 Epifluorescence photomicrography of boar spermatozoa stained with the association of   fluorescent 

probes, PI, FITC-PNA, and JC-1 (400x magnification).

A. Intact plasmatic and acrosomal membranes with high mitochondrial membrane potential. 

B. Damaged plasmatic membrane, intact acrosome with low mitochondrial membrane potential. 

C. Damaged plasmatic and acrosomal membranes with high mitochondrial membrane potential.

D. Damaged plasmatic and acrosomal membranes with low mitochondrial membrane potential.
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สรุป

 	 การเสริมแอล-คาร์นิทีน ในน�้ำยาเจือจางชนิดเก็บ

รักษาระยะสั้น (BTS) ที่ระดับ 5 และ 10 มลม. ให้ผลดี 

ในการเก็บรักษา สามารถช่วยเพิ่มอัตราการเคลื่อนที่

และอตัราการรอดชวีติของอสจุสิกุรได้ การศกึษาครัง้นี้

เป็นเพียงการศึกษาในห้องปฏิบัติการ ควรมีการศึกษา

เพิ่มเติมในการน�ำไปผสมเทียมกับสุกรโดยตรง 

ค�ำขอบคุณ

 	 ขอขอบคุณศูนย์ผลิตน�้ำเชื้อพ่อพันธุ์สุกร บริษัท  

เบทาโกร จ�ำกัด  อ.กระนวน  จ.ขอนแก่น ที่ให้ความ

อนุเคราะห์ตัวอย่างน�้ำเชื้อสุกร ศูนย์เครือข่ายวิจัยและ

พัฒนาด้านการปรับปรุงพันธุ์สัตว์ (ไก่พื้นเมือง) ที่ให้

ความอนุ เคราะห ์สารเคมี  และห ้องปฏิบัติการ

เทคโนโลยีชีวภาพ ภาควิชาสัตวศาสตร ์  คณะ

เกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่นที่เอื้อเฟื้อสถาน

ที่ในการท�ำวิจัย 
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