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การเปรียบเทียบผลของการเสริมเซริซินและกลูตาไธโอนต่อคุณภาพ
ของน�้ำเชื้อสุกรแบบแช่เย็น

A Comparative study on the effects of sericin and glutathione 
supplementation on cooled semen quality in boar
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บทคัดย่อ: การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบการเสริมสารต้านอนุมูลอิสระชนิดกลูตาไธโอน และเซริซินใน
น�ำ้ยาเจอืจางแช่เยน็รปูแบบการใช้งานระยะยาว ต่ออตัราการเคลือ่นทีแ่บบตรงไปข้างหน้า อตัราการมชีวีติรอด และความ
สมบูรณ์ของอะโครโซมของตัวอสุจิเก็บตัวอย่างน�้ำเชื้อด้วยวิธีบีบนวดปลายอวัยวะสืบพันธุ์จากพ่อพันธุ์สุกร จ�ำนวน 4 ตัว 
แบ่งน�ำ้เชือ้สดออกเป็น 3 กลุม่ทดลองในน�ำ้ยาเจอืจางสตูร Readingทีเ่สรมิสารต้านอนมุลูอสิระทีแ่ตกต่างกนัดงันี ้(1) ไม่มี
การเสริมเซริซิน และกลูตาไธโอน (กลุ่มควบคุม), (2) เสริมเซริซินที่ระดับ 1 ก./ล. (กลุ่มเซริซิน) และ (3) เสริมกลูตาไธโอน
ที่ระดับ 0.3 ก./ล. (กลุ่มกลูตาไธโอน) การเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 17 oซ เป็นเวลา 10 วัน ท�ำการประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อที่วัน
ที่ 0, 3, 6 และ 9 ของการเก็บรักษา การศึกษาพบว่าการเสริมเซริซิน และกลูตาไธโอน ส่งผลให้มีการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า
ของตวัอสจุสิงูกว่ากลุ่มควบคมุในวนัท่ี 3, 6 และ 9 (P<0.05) อตัราการมชีวีติรอดของตวัอสจุ ิและความสมบรูณ์ของอะโคร
โซมสูงกว่ากลุ่มควบคุมในวันที่ 9 (P<0.05) จากการศึกษาสรุปได้ว่าการเสริมเซริซิน หรือกลูตาไธโอน ให้ผลดีต่อคุณภาพ
น�้ำเช้ือสุกรไม่แตกต่างกัน โดยสามารถเลือกใช้สารทั้งสองชนิดเพื่อเป็นส่วนประกอบของน�้ำยาเจือจางน�้ำเช้ือสุกรส�ำหรับ
การเก็บรักษาแช่เย็นระยะยาว
ค�ำส�ำคัญ: เซริซิน, กลูตาไธโอน, การเก็บรักษาน�้ำเชื้อแบบเหลว, น�้ำเชื้อสุกร

ABSTRACT: The experiment was conducted to compare the effects of sericin and glutathione supplementation 
in long term extender on sperm progressive motility, viability and acrosome integrity. Semen of four boars was 
collected by gloved hand technique. They were diluted in Reading extender and divided into 3 groups (1) with no 
supplemented (control), (2) supplemented with sericin 1 g/L, and (3) supplemented with glutathione 0.3 g/L. Samples 
were storage in a refrigerator at 17 oC for 10 days. Sperm were assessed at Days 0, 3, 6, and 9 of storage. The results of 
the experiment showed that percentages of progressive motility were higher in sericin and glutathione supplemented 
groups compared with control on Day 3, 6 and 9 after storage (P<0.05). The sperm viability on Day 0, 3, 6 after 
storage were not different among groups (P>0.05). However, supplementation of long term extender with sericin 
and glutathione had a significant higher on sperm viability and acrosome integrity than control on day 9 (P<0.05). In 
conclusion, the addition of either sericin or glutathione could be recommended as an alternative component of boar 
semen extender for long-term cool storage. 
Keywords: sericin, glutathaione, liquid storage, porcine semen
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บทน�ำ

อุตสาหกรรมการผลิตสุกรได้น�ำการผสมเทียม 

(artificial insemination) ซ่ึงเป็นวิทยาการทางการ

สืบพัน ธุ ์ เ พ่ือขยาย และปรับปรุงพันธุ ์ สัตว ์ที่ มี

ประสิทธิภาพมาใช้เพื่อตอบสนองต่อความต้องการ

บรโิภคเนือ้สกุรทีเ่พิม่สงูข้ึนในปัจจุบนั ในการผสมเทยีม

มีการใช้น�้ำเช้ือเจือจางแช่เย็นที่มีการเก็บรักษาท่ี

อณุหภมิู 15 - 20 oซ เพิม่มากข้ึน (Riesenbeck, 2011) 

ส�ำหรับน�้ำยาเจือจางน�้ำเช้ือมีความแตกต่างกันตาม

ลักษณะการใช้งาน สามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท 

ได้แก่ ระยะสั้น (short - term) และระยะยาว (long - 

term) (Frydrychová et al., 2012) อย่างไรก็ตามใน

การเกบ็รกัษาน�ำ้เช้ือก่อให้เกดิการเสือ่มสภาพของอสจุิ 

ทัง้นีเ้นือ่งจากเยือ่หุม้เซลล์อสจุปิระกอบด้วย phospho-

lipid, sterol, saturated fatty acids และ polyun-

saturated fatty acids (PUFA) ซึ่งเซลล์อสุจิสุกรมี 

PUFA ปริมาณสูงจึงมีความไวต่อการเกิดความเสื่อม

ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ เนื่องจาก PUFA สามารถก่อให้

เกดิ lipid peroxidation (LPO) ทีม่ผีลต่อความเสยีหาย

แก่อสุจิ (Awda et al., 2009) จึงได้มีการศึกษาการ

เสริมสารต้านอนุมูลอิสระในสูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อ

ในสตัว์ชนิดต่างๆ ทัง้ในรปูแบบแช่เย็น และรปูแบบแช่

แข็ง พบว่าสามารถช่วยปรบัปรงุคณุภาพของอสจุ ิและ

ลดสารอนุมูลอิสระได้ ซึ่งในสุกรพบว่า สารต้านอนุมูล

อิสระที่เสริมแล้วส่งผลที่ดีต่อคุณภาพน�้ำเช้ือ ได้แก่ 

vitamin E (Pech-Sansores et al., 2011), cysteine 

(Szczesniak-Falianczyk et al., 2011), L-carnitine 

(Manee-in et al., 2014), sericin (Vongphalub et al., 

2015), glutathione (Vongpralub et al., 2016; 

Zhang et al., 2016)

sericin (เซริซิน) คือโปรตีนขนาดใหญ่ละลายน�้ำ

รูปร่างกลม สกัดได้จากไหม (Bombyx mori) พบการ

รายงานว่ามคีณุสมบตัใินการเป็นสารต้านอนมุลูอสิระ 

(Takechi et al., 2004) เนื่องจากสามารถยับย้ังการ

เกิด hydroxyl radical, superoxide radical, DPPH 

radical และ lipid oxidation (Fan et al., 2009) ยบัยัง้

การท�ำงานของแบคทีเรีย รวมทั้งท�ำหน้าที่เป็นสาร

ป้องกนัการเสยีหายจากการแช่แขง็ในอสจุขิองกระบอื 

(Kumar et al., 2013) นอกจากนี้ Vongpralub et al. 

(2015) รายงานว่าการเสรมิเซรซินิความเข้มข้นท่ีระดับ 

0.25-0.1 % ในน�ำ้เชือ้สกุรแบบแช่เยน็ ส่งผลดต่ีออตัรา

การเคลื่อนที่, อัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิ และความ

สมบูรณ์ของอะโครโซม 

glutathione (กลูตาไธโอน) ประกอบด้วยเพปไทด์

สามโมเลกุล (tripeptide) คือ ซีสเตอีน กรดกลูตา

มิก และไกลซีน มีพันธะเพปไทด์แกมมาระหว่างหมู่

คาร์บอกซิลของหมู่ข้างกลูตาเมตและหมู่เอมีนของซิส

ทีน และพนัธะเพปไทด์ระหว่างซสีทีนกบัไกลซนี ซึง่เป็น

สารต้านอนุมูลอิสระท่ีเป็นองค์ประกอบของน�้ำกามใน

น�้ำเชื้อ และในเซลล์สิ่งมีชีวิต Joaquin et al. (2005) 

พบว่าในการทดลองเสริมกลตูาไธโอนทีร่ะดบั 1 และ 5 

มลม. ส่งผลดีต่อไมโตคอนเดรีย และ Vongpralub et 

al. (2016) พบว่าการเสริมพบว่าการเสริมกลูตาไธโอน

ที่ระดับ 1 มลม. สามารถท�ำให้อัตราการเคลื่อนที่ของ

อสุจิดีขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับ Zhang et al. (2016) 

ที่ท�ำการเสริมกลูตาไธโอนที่ระดับ 1, 5 และ 10 มลม. 

ส่งผลดีต่อความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ และ

อตัราการเคลือ่นทีข่องอสจุ ิรวมท้ังอตัราการมชีวิีตรอด

ของอสจุ ิเนือ่งจากกลตูาไธโอนสามารถป้องกนัการถกู

ท�ำลายองค ์ประกอบท่ีส�ำคัญภายในเซลล ์จาก

ออกซเิจนท่ีไวต่อปฏกิริยิา (reactive oxygen species) 

(Funahashi and Sano, 2005)

อย่างไรก็ตามยังไม่เคยมีการศึกษาเพื่อเปรียบ

เทียบผลของการเสริมเซริซินซึ่งเป ็นโปรตีนจาก

ธรรมชาติที่มีคุณสมบัติเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ 

(Takechi et al., 2004) และกลตูาไธโอนทีเ่ป็นสารต้าน

อนุมูลอิสระท่ีเป็นองค์ประกอบในน�้ำกามของน�้ำเชื้อ 

(Zhang et al., 2016) ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีมี

วัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการ

เสรมิเซรซินิ และกลตู้าไธโอน ลงในน�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้เชือ้

สุกรแบบระยะยาว ที่เก็บในอุณหภูมิ 17 oซ เป็นเวลา 

10 วัน เพื่อให้สามารถตัดสินใจในการเลือกน�ำไปเป็น

ส่วนประกอบน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อสุกรแบบระยะยาว
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วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลอง

พ่อพนัธุส์กุร (ดรูอค แลนด์เลซ ลาร์จไวท์ และเปีย

แตรง) อายุ 1 - 2 ปี จ�ำนวน 4 ตัว เลี้ยงภายใต้สภาวะ

โรงเรอืนระบบเปิด ให้อาหารวนัละ 2 คร้ัง และได้รบัน�ำ้

อย่างเต็มที่ ทั้งนี้สุกรมีความสมบูรณ์พันธุ ์ ท�ำการ

ทดลอง  ณ หมวดสุ ก ร  ภาค วิชาสั ตวศาสตร ์ 

มหาวิทยาลัยขอนแก่น โดยด�ำเนินงานทดลองเดือน

ตุลาคม 2559

น�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อ

น�้ำยาเจือจางสูตร Reading (ประกอบด้วย glu-

cose 11.5 ก., sodium citrate 11.65 ก., EDTA 2.35 

ก., sodium bicarbonate 1.75 ก., trehalose 1 ก., tris 

5.5 ก., potassium chloride 0.75 ก., citric acid 4.1 

ก., และ penomycin1 ก./ล. โดยไม่มส่ีวนประกอบของ 

sericin และ glutathione ) สารเคมีทั้งหมดของการ

ศึกษาครั้งนี้จาก Sigma - Aldrich ตามวิธีการของ 

Vongpralub et al. (2015)

การรีดน�้ำเชื้อ และการเตรียมสารละลายเจือจาง

น�้ำเชื้อ

	 ตัวอย่างน�้ำเชื้อจากพ่อพันธุ์สุกรแต่ละตัว ถูกเก็บ

ด้วยวิธีการรีดโดยใช้วิธีบีบนวดปลายอวัยวะสืบพันธุ์

ของพ่อพนัธุ ์(Gloved hand technique) และใช้หุน่แม่

พันธุ์ประกอบการรีดเก็บตัวอย่างน�้ำเชื้อ เก็บเฉพาะน�้ำ

เชือ้ส่วนทีขุ่น่ (sperm rich) จากน้ันน�ำไปตรวจประเมนิ

คณุภาพ ได้แก่ ปรมิาตร (volume), ความเข้มข้น (con-

centration), เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่แบบตรงไปข้าง

หน้า (progressive motility), เปอร์เซน็ต์สณัฐานวทิยา

ของอสุจิ (sperm morphology) โดยน�้ำเชื้อที่มีอัตรา

การเคลื่อนที่ตั้งแต่ 80 % และมีสัณฐานวิทยาที่ปกติ 

น�ำไปใช้ในการศึกษาต่อไป

น�้ำเชื้อจากพ่อพันธุ ์ทั้ง 4 ตัว ที่ผ่านการตรวจ

ประเมินคุณภาพจะถูกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม และเจือ

จางอตัราส่วน 1:4 (v/v) กบัน�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้เชือ้ (น�ำ้ยา

เจือจางแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม ได้แก่ กลุ่มที่ 1 ไม่มีการ

เสริมเซริซิน และกลูตาไธโอนกลุ่มที่ 2 เสริมเซริซินที่

ระดับ 1 ก./ล. และกลุ่มที่ 3 เสริมกลูตาไธโอนที่ระดับ 

0.3 ก./ล. เจือจางให้มคีวามเข้มข้นของอสจุทิี ่60 x 106 

ตวั/มล. เกบ็รักษาน�ำ้เชือ้ท่ีอณุหภมิู 17 oซ เป็นเวลา 10 

วัน และท�ำการประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อ ในวันที่ 0 3 6 

และ 9 ของการเก็บรักษา 

การตรวจประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อ

	 อตัราการเคล่ือนท่ีแบบตรงไปข้างหน้า (progres-

sive motile) ประเมนิคุณภาพท่ีอณุหภมู ิ37 oซ ภายใต้

กล้องจุลทรรศน์ (olympus CH30) ก�ำลังขยาย 400 

เท่า และการเคล่ือนที่แบบตรงไปข้างหน้าแสดงเป็น

เปอร์เซ็นต์ของการเคลื่อนที่ของอสุจิ (เทวินทร์, 2542)

อตัราการมชีวีติรอดของอสุจ ิ(viability) และความ

สมบรูณ์ของอะโครโซม (acrosome integrity) ประเมนิ

โดยการย้อมสี eosin - nigrosin (1% eosin, 5% ni-

grosin ในสารละลาย 2.9% sodium citrate) นับอสุจิ

จ�ำนวน 300 ตัว ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ (olympus 

CH30) ก�ำลังขยาย 400 เท่า อสุจิที่มีชีวิต และมีความ

สมบูรณ์ของอะโครโซมไม่ติดสีย้อม eosin - nigrosin 

เน่ืองจากสี eosin ไม่สามารถผ่านเข้าสู่ภายในเซลล์

อสุจมิชีวีติ และมอีะโครโซมท่ีสมบูรณ์ได้ ตรวจประเมนิ

เป็นเปอร์เซ็นต์ของอสุจิมีชีวิต และมีอะโครโซมท่ี

สมบูรณ์ (เทวินทร์, 2542)

การวิเคราะห์ทางสถิติ

วางแผนแบบสุ่มในบล็อกสมบูรณ์ (rand-

omized complete block design, RCBD) ท�ำการ

วเิคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) โดย

จัดให้สายพันธุ์เป็นบล็อก และเปรียบเทียบความแตก

ต่างระหว่างค่าเฉลี่ยในแต่ละกลุ่มการทดลองโดยวิธี 

Duncan new multiple rang test ซึ่งจะแสดงความ

แตกต ่างกันเมื่อค ่า P<0.05 โดยใช ้ โปรแกรม

คอมพิวเตอร์ส�ำเร็จรูป SAS
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ผลและวิจารณ์ผลการศึกษา

คุณภาพของน�้ำเชื้อสด เช่น การเคลื่อนที่ไปข้าง

หน้า ความเข้มข้น และปริมาตร ได้รับการประเมิน

คุณภาพซึ่งอัตราร้อยละของการเคลื่อนที่ตรงไปข้าง

หน้าเฉลี่ย 81.25 (ระดับ 80 - 85) ความเข้มข้น และ

ปริมาตรของน�้ำเช้ือสดที่รีดได้จากพ่อพันธุ์แต่ละตัว

เฉลีย่ไม่มคีวามแตกต่างกนัโดยมค่ีาระหว่าง 320 - 520 

x 106 ตัว/มล.และ 103 - 180 มล. ตามล�ำดับ

 ผลการประเมินการเคลื่อนที่แบบตรงไปข้างหน้า

ของอสุจิ พบว่าในวันที่ 0 ของการเก็บรักษา การ

เคลื่อนที่แบบตรงไปข้างหน้าของอสุจิไม่มีความแตก

ต่างกนั (P>0.05) แต่พบว่าในวนัที ่3 6 และ 9 ของการ

เก็บรักษา การเสริมเซริซิน และกลูตาไธโอน ในน�้ำยา

เจือจางน�้ำเชื้อ ส่งผลให้มีการเคลื่อนที่แบบตรงไปข้าง

หน้าสูงกว่ากลุ่มควบคุม (P<0.05) ดังแสดงใน Table 

1 และผลการประเมินอัตราการมีชีวิตรอด และความ

สมบรูณ์ของอะโครโซมของอสุจพิบว่าในวนัที ่0 3 และ 

6 อตัราการรอดชวีติ และความสมบรูณ์ของอะโครโซม

ไม่มีความแตกต่างกัน (P>0.05) แต่ในวันที่ 9 พบ

ว่าการเสรมิเซรซินิ และกลตูาไธโอนในน�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้

เชือ้ ส่งผลให้อตัราการมชีวีติรอด และความสมบรูณ์ขอ

งอะโครโซมของอสุจิสูงกว่ากลุ่มควบคุม (P>0.05) แต่

กลุม่ทีเ่สริมเซรซินิมผีลต่ออตัราการรอดชีวติ และความ

สมบูรณ์ของอะโครโซมไม่แตกต่างจากกลุ่มที่เสริมก

ลูต้าไธโอน (P<0.05) ดังแสดงใน Table 1 Vongpra-

lub et al. (2015) ได้ท�ำการเตมิเซรซิินทีร่ะดบัความเข้ม

ข้น 0.1 % ในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อสุกรระยะยาว พบว่า

มีผลดีต่อการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิ 

และท�ำให้พลังงานใน ไมโตคอนเดรียเพิ่มสูงข้ึน จึง

แสดงให้เห็นว่าเซริซินมีคุณสมบัติในการเป็นสารต้าน

อนมุลูอสิระ (Takechi et al., 2004) เนือ่งจากสามารถ

ยบัยัง้การเกดิ hydroxyl radical, superoxide radical, 

DPPH radical และlipid oxidation (Fan et al., 2009) 

นอกจากนี ้Joaquin et al. (2005) พบว่าในการทดลอง

เสริมกลูตาไธโอนที่ระดับ 1 และ 5 มลม. ลงในสูตร

น�้ำยาเจือจางแช่แข็งน�้ำเช้ือสุกร ซึ่งช่วยให้ลดการเกิด 

capacitation จึงส่งผลดีต่อไมโตคอนเดรียของอสุจิใน

ขณะเก็บรักษา ซึ่งสอดคล้องกับ Zhang et al. (2016) 

รายงานว่าการเสรมิกลตูาไธโอน ในน�ำ้ยาเจอืจางแบบ

แช่เย็นที่ระดับ 1, 5 และ 10 มลม.ส่งผลดีต่อความ

สมบูรณ์ของเยื่อหุ ้มเซลล์อสุจิ และส่งผลดีต่อการ

เคลื่อนที่ของตัวอสุจิ และอัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิ 

เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับ Vongpralub et al. 

(2016) ซึ่งได้พบว่าการเสริมกลูตาไธโอนที่ระดับ 1 

มลม. สามารถท�ำให้อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิดีขึ้น 

ท้ังน้ีเพราะกลูตาไธโอนสามารถป้องกันการถูกท�ำลาย

องค์ประกอบที่ส�ำคัญภายในเซลล์จาก reactive oxy-

gen spicies (Funahashi and Sano, 2005) ซึ่ง

สอดคล้องกับการทดลองในครั้งน้ีพบว่าการเสริมการ

เสริมเซริซินที่ระดับ 1 ก และกลูตาไธโอนที่ระดับ 0.3 

ก. ในน�ำ้ยาเจอืจางแบบระยะยาวสตูร Reading ส่งผล

ดีต่ออัตราการเคล่ือนท่ีแบบตรงไปข้างหน้า อัตราการ

มีชีวิตรอดของอสุจิ (viability) และความสมบูรณ์

ของอะโครโซม
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สรุป

	 การเสริมเซริซินที่ระดับ 1 ก. และกลูตาไธโอนท่ี

ระดบั 0.3 ก. ให้ผลดต่ีอคณุภาพน�ำ้เชือ้สกุรไม่แตกต่าง

กัน โดยสามารถเลือกใช้สารเซริซิน หรือกลูตาไธโอน

เพื่อเป็นส่วนประกอบของน�้ำยาเจือจางน�้ำเช้ือสุกร

ส�ำหรับการเก็บรักษาแบบแช่เย็นระยะยาว ทั้งนี้

สามารถน�ำมาใช้เพื่อเป็นทางเลือกในการเป็นส่วน

ประกอบของน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อสุกรส�ำหรับการเก็บ

รักษาแช่เย็นระยะยาว ซึ่งสามารถเก็บได้นานถึง 9 วัน 

โดยที่ยังมีอัตราการมีชีวิตรอด 63.125 ± 2.331% 

,66.425 ± 3.292% และอัตราการเคลื่อนที่ 64.700 ± 

5.292, 69.035 ± 2.278 ตามล�ำดับ การศึกษาครั้งนี้

เป็นเพียงการประเมินคุณภาพอสุจิโดยใช้วิธีอย่างง่าย 

ทั้งนี้ควรใช้ Computer Assisted Sperm Analysis 

(CASA) และการย้อมสี FITC - PNA เพื่อเพิ่มความ

แม่นย�ำในการประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อ และควรมีการ

ศึกษาเพิ่มเติมในการน�ำไปผสมเทียมกับสุกรโดยตรง

เพื่อทดสอบอัตราการผสมติด

ค�ำขอบคุณ

	 งานวิจัยนี้เป็นกิจกรรมการเรียนรู้ภายใต้โครงการ 

จากบทปฏิบัติการสู ่งานวิ จัย รายวิชา 137737 

เทคโนโลยีชีวภาพเพื่อการสืบพันธุ์ในสัตว์เล้ียง และ

ศูนย์เครือข่ายวิจัยและพัฒนาด้านการปรับปรุงพันธุ์

สตัว์ (ไก่พืน้เมอืง) ทีใ่ห้ความอนเุคราะห์สารเคมใีนการ

ทดลอง ฟาร์มสาธิตหมวดสุกรท่ีให้ความอนุเคราะห์

ตัวอย่างน�้ำเชื้อสุกร ห้องปฏิบัติการเทคโนโลยีชีวภาพ 

ภาควชิาสตัวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยั

ขอนแก่น ที่เอื้อเฟื้อสถานที่ในการท�ำงานวิจัย
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