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บทคัดย่อ 

การศึกษาคร้ังนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา ผลของการปั่นแยกเซมินอลพลาสมา และแหล่ง
ของเลซิตินที่เหมาะสมในสารละลายเจือจางต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง  แบ่งการศึกษาออกเป็น 
2 การทดลอง 

การทดลองที่ 1 ศึกษาผล ของเลซิตินจากถั่วเหลืองและ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ระดับ
ต่างๆ ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ ต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง โดยใช้แผนการทดลอง แบบสุ่ม
สมบูรณ์ภายในบล็อก ที่มีการวัดซ้้าเพื่อทดสอบผลของการเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองและ เลซิตินจาก
เมล็ดทานตะวันแตกต่างกัน  4 ระดับ คือ 1.5 , 3.0, 4.5 และ 6 .0 เปอร์เซ็นต์ โดยท้าการรีดเก็บน้้าเชื้อ
จากพ่อแพะที่มีคุณภาพน้้าเชื้อดี น้ามาเจือจางตามทรีตเมนต์ที่ก้าหนด ประเมินคุณภาพน้้าเชื้อแพะ
แช่แข็ง หลังละลาย ( ชั่วโม งที่ 0) และ เมื่อบ่มน้้าเชื้อ ไว้ในอ่างน้้าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศา
เซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 และ  4 โดยท้าการทดลองซ้้าติดต่อกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์ ผลการทดลอง
พบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจาก ถั่วเหลือง ระดับ  3.0 เปอร์เซ็นต์  มีค่าเฉลี่ยอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมด 
อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ และจ้านวนอสุจิมีชีวิตสูงสุด สูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจาก 
ถั่วเหลือง ระดับ 1.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์  (p<0.05) ส้าหรับกลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน
ระดับ 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์  มีค่าเฉลี่ยอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมด อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
ความเร็วการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ และจ้านวนอสุจิมีชีวิตไม่แตกต่างกัน ( p>0.05) 
สูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 1.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์  (p<0.05) อย่างไรก็ตาม 
ในชั่วโมงที่ 4 ของการบ่มน้้าเชื้อไว้ในอ่างน้้าอุ่นควบคุมอุณหภูมิ ที่ 37 องศาเซลเซียส พบว่า  
การเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 3.0 เปอร์เซ็นต์  มีค่าเฉลี่ยอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดและ
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิสูงสุด จากการศึกษาสรุปได้ว่า  การเติม เลซิตินจาก ถั่วเหลืองและ  
เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 3.0 เปอร์เซ็นต์ มีความเหมาะสมส้าหรับการแช่แข็งน้้าเชื้อแพะ 

การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาร่วมกับแหล่งของเลซิตินจาก  
ถั่วเหลืองและ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ระดับที่เหมาะสม ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ ต่อคุณภาพ
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น้้าเชื้อแพะแช่แข็ง  โดยจัดการทดลองแบบ  2x2 แฟคทอเรียล ในแผนการทดลอง แบบสุ่มสมบูรณ์
ภายในบล็อกที่มีการวัดซ้้า (Repeated Measurements 2x2 Factorial in RCBD) และเปรียบเทียบกับ
กลุ่มควบคุม  (ปั่นแยก เซมินอลพลาสมา x ไข่แดง ระดับ 20 เปอร์เซ็นต)์ อิทธิพลของ 2 ปัจจัย  คือ 
ปัจจัยที่ 1 การเตรียมน้้าเชื้อก่อนการทดลองได้แก่ การปั่นแยกและไม่ปั่นแยก เซมินอลพลาสมา และ
ปัจจัยที่  2 แหล่งของเลซิติน  ได้แก่ เลซิตินจากถั่วเหลือง และเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 3 .0 
เปอร์เซ็นต์ ท้าการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลาย (ชั่วโมงที่ 0) และเมื่อบ่มน้้าเชื้อไว้
ในอ่างน้้าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 และ 4 และประเมินความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิและอะโครโซมหลังละลาย โดยท้าการทดลองซ้้าติดต่อกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์ 
ผลการทดลอง พบว่า การปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาและการเติมเลซิตินทั้ง 2 แหล่ง 
ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ ไม่มีผลต่อค่าเฉลี่ยอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมด อัตราการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า ความเร็วการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ และจ้านวนตัวอสุจิที่มีเยื่อหุ้มเซลล์
และอะโครโซมสมบูรณ์ (p>0.05) อย่างไรก็ตาม เมื่อบ่มน้้าเชื้อไว้ในอ่างน้้าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 
องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 4  พบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ส่งผลให้ค่าเฉลี่ยอัตรา
การเคลื่อนที่ทั้งหมด อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็วการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงกว่ากลุ่มที่
เติมเลซิตินจากถั่วเหลือง ( p<0.05) จากการศึกษานี้ กลุ่มทดลองมีค่าเฉลี่ยอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมด
และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าต้่ากว่ากลุ่มควบคุม (p<0.05) 

จากการศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่า เลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน
สามารถเติมในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อแพะส้าหรับการแช่แข็งได้ในระดับ 3.0 เปอร์เซ็นต์ โดย  
ไม่จ้าเป็นต้องปั่นแยกเซมินอลพลาสมา อย่างไรก็ตาม เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันสามารถป้องกัน
ความเสียหายแก่ตัวอสุจิจากการแช่แข็งได้ดีกว่าเลซิตินจากถั่วเหลือง จึงแนะน้าให้ใช้เลซิตินจาก  
เมล็ดทานตะวันเป็นสารป้องกันการช็อกจากความเย็นในการแช่แข็งน้้าเชื้อแพะ 
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Abstract 

The objective of this study was to investigate the effects of seminal plasma removal and 
sources of lecithin based-extenders on the quality of frozen goat semen. The study was divided 
into 2 experiments as the following: 

In experiment 1, the effect of soybean and sunflower lecithin levels in semen extender on 
frozen goat semen quality was determined using repeated measurements in randomized complete 
block design (RCBD). The semen samples, from good semen quality bucks, were collected and 
diluted with 4 different levels of soybean lecithin and sunflower lecithin (1.5, 3.0, 4.5 and 6%). 
The frozen-thawed sperm quality was examined at 0, 2 and 4 hr of incubation at 37ºC. 
This experiment was repeated for 5 weeks consecutively. The results showed that total motility, 
progressive motility and viability of frozen-thawed sperm in 3.0% soybean lecithin level were 
higher than those in 1.5 and 6.0% (p<0.05). For sunflower lecithin, the frozen-thawed sperm 
quality of 3.0 and 4.5% level were significantly higher than 1.5 and 6.0% (p<0.05). However,  
the total motility and progressive motility of frozen-thawed sperm in 3.0% sunflower lecithin was 
the highest when incubated at 37ºC for 4 hours. From this experiment, it could be concluded that 
3.0% of soybean and sunflower lecithin were the suitable level to use as a cold shock protectants 
in frozen-semen extender. 

In experiment 2, the effect of seminal plasma removal and sources of lecithin 
based-extender on frozen goat semen quality was studied using repeated measurements in a 2x2 
factorial in randomized complete block design (RCBD). The treatment arrangement was 3.0% of 
soybean and sunflower lecithin based-extender with and without seminal plasma removal 
compared to egg yolk (20%) extender without seminal plasma removal. The semen samples,  
from good semen quality bucks, were collected and assigned to 5 different treatments. 
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The frozen-thawed sperm quality was examined at 0, 2 and 4 hr of incubation at 37ºC. Then  
the membrane sperm and acrosome integrity (FITC-PNA/PI) were analyzed after thawing (0 h)  
at 37ºC using flow cytometry. This experiment was repeated for 5 weeks consecutively. 
The results showed that there were no effect of seminal plasma removal and sources of lecithin 
based-extender on total motility, progressive motility, average path velocity, straight-line 
velocity, curve-line velocity, amplitude of lateral head displacement, beat cross frequency, 
straightness, linearity and acrosome and membrane sperm integrity percentage of frozen-thawed 
sperm (p>0.05). However, the total motility, progressive motility and average path velocity of 
frozen-thawed sperm in 3.0% sunflower lecithin was higher than 3.0% soybean lecithin when 
incubated at 37ºC for 4 hours. In addition, total motility and progressive motility of frozen-
thawed sperm of four treatment groups were lower than control group. 

Results from both experiments could be concluded that both of soybean and sunflower 
lecithin could be used in extender of goat semen without seminal plasma removal. Nevertheless, 
the sunflower lecithin showed a better result as a cold shock protectant in frozen-semen extender 
than the soybean lecithin. Thus, the sunflower lecithin is recommended to use in frozen-semen 
extender. 
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บทท่ี 1 
 

บทน า 
 

บทน าต้นเร่ือง 
 

การผสมเทียม ( Artificial insemination) เป็นเทคโนโลยีชีวภาพทางการสืบพันธุ์ที่น ามาใช้
เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตสัตว์และกระจายพันธุกรรมของสัตว์พันธุ์ดี เป็นประโยชน์อย่างยิ่งต่อ
การปรับปรุงพันธุ์สัตว์ ความส าเร็จของการผสมเทียมขึ้นอยู่กับ การรีดเก็บน้ าเชื้อ  การเก็บรักษา
น้ าเชื้อ  และการน าไปใช้ผสมเทียม ( Leboeuf et al., 2000) การเก็บรักษาน้ าเชื้อเป็นปัจจัย หนึ่งที่
ส าคัญ โดยเฉพาะการเก็บรักษาน้ าเชื้อแบบแช่แข็ง  (frozen semen) ไว้ในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ 
-196 องศาเซลเซียส  ท าให้สามารถเก็บน้ าเชื้อของสัตว์พันธุ์ดีไว้ได้ยาวนานและสามารถให้บริการ
ผสมเทียมในพื้นที่ห่างไกล ช่วยยกระดับพันธุกรรมสัตว์ของเกษตรกรให้สูงขึ้น  อย่างไรก็ตาม แม้ว่า
น้ าเชื้อแช่แข็งจะมีข้อดีหลายประการ แต่ขั้นตอนในการท าน้ าเชื้อแบบแช่แข็งก็มีจุดอ่อน ที่จะท าให้
ตัวอสุจิเกิดความเสียหายจากการเปลี่ยนแปลงแรงดันออสโมติก  (osmotic pressure) และโครงสร้าง
ภายในตัวอสุจิ ส่งผลให้จ านวนอสุจิมีชีวิตหลังละลาย ( viability) และอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
(motility) มีค่าลดลง เป็นปัจจัยที่ส่งผลให้อัตราการผสมติดและอัตราการต้ังท้องจากการผสมเทียม
ด้วยน้ าเชื้อแช่แข็ง มักจะมีค่าต่ ากว่าการใช้น้ าเชื้อสดและน้ าเชื้อแบบแช่เย็น (Purdy, 2006) 

ดังนั้น ในกระบวนการท าน้ าเชื้อแช่แข็ง จึงมีความจ าเป็นต้องเติมส่วนที่เรียกว่า สารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อ ( extender) ซึ่งประกอบด้วย น้ า สารรักษาความเป็นกรด-ด่าง สารรักษาระดับแรงดัน
ออสโมติก สารที่เป็นแหล่งพลังงาน ยาปฏิชีวนะ  และส่วนประกอบ ที่ส าคัญ คือ  สารป้องกันการ
ช็อกเน่ืองจากความเย็น  (cold shock protectant) และสารป้องกัน ความเสียหาย จากการแช่แข็ง  
(cryoprotectant) ท าหน้าที่ป้องกันความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจาก กระบวน การแช่แข็ง  
(Watson, 2000) จากความส าเร็จของการแช่แข็งน้ าเชื้อโค สารป้องกันการช็อกจากความเย็นที่นิยม
ใช้กันมานานในสูตรสารละลายเจือจางน้ าเชื้อโดยทั่วไป คือ เลซิตินจากไข่แดง ( egg yolk lecithin) 
อย่างไรก็ตาม สถานการณ์ปัจจุบันการใช้ไข่แดงเป็นส่วนประกอบในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อมี
ข้อจ ากัดมาก  ทั้งนี้ เพราะความเข้มงวดในการเฝ้าระวังโรคไข้หวัดนก (Avian influenza, bird flu) 
ซึ่งเป็นโรคระบาดที่ส าคัญ โดยเฉพาะกลุ่มสหภาพยุโรป ส่งผลให้มีการพัฒนาสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อที่ปราศจากไข่แดง ( egg yolk free medium) เช่น สารละลายเจือจางน้ าเชื้อของบริษัทที่มีชื่อ
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การค้า ว่า Bioxcell® และ Andromed® โดยใช้สารป้องกันการช็อกจากความเย็น จากแหล่งจากพืช
แทนไข่แดง  

นอกจากนี้  จากหลายรายงานผลการศึกษาที่ผ่านมา พบว่าปริมาณของไข่แดงที่เติมใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ ส่งผลให้ อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิและจ านวนตัวอสุจิมีชีวิตหลัง
ละลายลดลง  ทั้งนี้เนื่องจากในแพะมีการผลิตเอนไซม์ มีชื่อว่า  egg yolk coagulating enzyme 
(EYCE) หรือ phospholipase A ซึ่งหลั่งจากต่อมบัลโบยูเรทอลออกมาปนอยู่ในเซมินอ ลพลาสมา  
เอนไซม์นี้เป็นตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยา ไฮโดรไลซิส  (hydrolyses) เปลี่ยนเลซิตินจากไข่แดงให้เป็น
กรดไลโซเลซิติน  (lysolecithin) ก่อให้เกิดความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของอสุจิแล ะอะโครโซม 
(Upreti et al., 1999) จึงท าให้ไม่สามารถเติมไข่แดงในระดับสูงถึง 20 เปอร์เซ็นต์ในสูตรสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อแพะได้ หรือไม่ก็ต้องท าการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาออกก่อนเติมสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อที่มีไข่แดง (Roy, 1957; Sias et al., 2005)  

ในประเทศไทย กรมปศุสัตว์ซึ่งเป็นหน่วยงานหลักในการผลิตน้ าเชื้อแพะแช่แข็งได้
ตระหนักถึงผลกระทบดังกล่าว จึงท าการค้นคว้าวิจัยเพื่อพัฒนาคุณภาพของน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง เช่น 
พัฒนาสูตรสารละลายเจือจางน้ าเชื้อส าเร็จรูปชนิดต่างๆ มาใช้แทนสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดที่
เติมไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์ (รพีพรรณ และคณะ , 2548) การศึกษาปริมาณไข่แดงในระดับต่างๆ ใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ (ณรงค์ และคณะ , 2550) และการศึกษาวิธีการปั่นแยกและไม่ปั่นแยก
เซมินอลพลาสมาออกก่อนเติมสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส-เบสที่เติมไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์ 
(อนนท์ และคณะ , 2551) จากผลการวิจัยและพัฒนาดังกล่าว สรุปได้ว่าในการผลิต น้ าเชื้อแพะ 
แช่แข็งของกรมปศุสัตว์ จะต้องน าน้ าเชื้อมาปั่นแยกเซมินอลพลาสมาก่อนเติมสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อชนิดทริส-เบส ที่เติมไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์ จึงจะน าน้ าเชื้อเข้าสู่กระบวนการแช่แข็งตามปกติ 
แต่ปัญหาของการด าเนินการน้ี คือ มีค่าใช้จ่ายเพิ่มขึ้นจากการเตรียมสารละลาย และใช้ระยะ
เวลานานขึ้นก่อนน าน้ าเชื้อเข้าสู่กระบวนการแช่แข็ง นอกจากนี้ ยังมีบางรายงานกล่าวว่า  การปั่น
แยกเซมินอลพลาสมา อาจจะส่งผลให้คุณภาพของตัวอสุจิลดลง (Ramukhithi et al., 2011) 

ปัจจุบันจึงมีการศึกษาการใช้สารป้องกัน การช็อกเน่ืองจากความเย็น หลายชนิดในสูตร
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ  เพื่อลดปัญหาที่กล่าวมา โดยใช้แหล่งเลซิตินจากพืช เช่น   
เลซิตินจากถั่วเหลือง (soybean lecithin) เพื่อจะได้ไม่ต้องท าการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาและท าให้
น้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลาย มีคุณภาพดีขึ้น (Salmani et al., 2014) แหล่งเลซิตินจากพืชนั้น 
นอกจากจะพบได้ในถั่วเหลืองแล้ว ยังพบได้ในพืชหลายชนิด เช่น ข้าวโพด เมล็ดฝ้าย และที่
น่าสนใจ คือ  เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน  (sunflower lecithin) เน่ืองจากมีฟอสฟาติดิลโคลีน  
(Phosphatidyl choline) ใกล้เคียงกับเลซิตินจากถั่วเหลือง แต่เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน มีสารต้าน
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อนุมูลอิสระ เช่น โอเมกา 6 (linoleic acid) และโอเมกา 9 (oleic acid) ซึ่งมีรายงานการน ามาเสริมใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อโค ส่งผลให้มีค่าการเคลื่อนที่ของอสุจิและจ านวนตัวอสุจิที่เยื่อหุ้มเซลล์
และอะโครโซมสมบูรณ์สูงขึ้น (Takahashi et al., 2012)  

ดังนั้น การศึกษาคร้ังนี้จึงมุ่งเน้นที่จะหาระดับของเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจาก
เมล็ดทานตะวันที่เหมาะสมในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อร่วมกับการปั่นแยกและไม่ปั่นแยก 
เซมินอลพลาสมา เปรียบเทียบกับวิธีการปัจจุบันที่ใช้ไข่แดงเป็นแหล่งเลซิติน เพื่อหาแนวทางใน
การพัฒนาสูตรสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะส าหรับการแช่แข็งที่เหมาะสมต่อไป 

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 

1. เพื่อศึกษาระดับของเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่เหมาะสมใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง 

2. เพื่อศึกษาผลของการปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาร่วมกับผลของเลซิตินจาก
ถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับที่เหมาะสมใน สารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ต่อคุณภาพ
น้ าเชื้อแพะแช่แข็ง เปรียบเทียบกับสูตรที่ใช้ไข่แดงและปั่นแยกเซมินอลพลาสมา 
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บทท่ี 2 
 

การตรวจเอกสาร 
 

ระบบสืบพันธุ์แพะเพศผู้  
 

Girma (2009) กล่าวว่า กายวิภาคศาสตร์ระบบสืบพันธุ์ของแพะเพศผู้  ( Figure 1) 
ประกอบด้วย อัณฑะ ท าหน้าที่ผลิตอสุจิ ฮอร์โมนเพศ  และส่วนประกอบอื่นๆ  ระบบท่อท าหน้าที่
การล าเลียงอสุจิ ต่อมร่วม ท าหน้าที่ผลิตเซมินอลพลาสมา และลึงค์ รายละเอียดดังน้ี  

1. อัณฑะ  (testis) ลักษณะเป็นวงรีคล้ายรูปไข่  มีจ านวน 1 คู่ ภายในถุงหุ้มอัณฑะ  ซึ่งอยู่
นอกล าตัวห้อยลงมาจากช่องท้องด้านท้าย มีความยาวประมาณ 10 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 7 เซนติเมตร ท าหน้าที่ผลิต เซลล์อสุจิ (sperm) และฮอร์โมนเพศ เช่น  เทสโทสเตอโรน  
(testosterone) ซึ่งมีบทบาทต่อการผลิตอสุจิและการแสดงออกพฤติกรรมทางเพศ 

2. ถุงหุ้มอัณฑะ (scrotum) ประกอบด้วยผิวหนังอยู่ทางด้านนอกและกล้ามเนื้ออยู่ทางด้าน
ใน หุ้มอยู่รอบๆ  อัณฑะ ท าหน้าที่ปกป้องอัณฑะและช่วยรักษาอุณหภูมิภายในอัณฑะให้ต่ ากว่า
อุณหภูมิร่างกาย 3 ถึง 5 องศาเซลเซียส เพื่อความเหมาะสมในการผลิตอสุจิ 

3. ท่อพักอสุจิ หรือ อิพิดิไดมิส  (epididymis) มีลักษณะเป็นท่อยาวติดอยู่กับ ส่วนของ
อัณฑะ แบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ ส่วนหัว เรียกว่า คาพัท อีพีดิไดมิส ( caput epididymis) ส่วนกลาง 
เรียกว่า คอพัท อิพีดิไดมิส ( corput epididymis) และส่วนหางเป็นจุดต่อเชื่อมกับท่อน าน้ าเชื้อ  
เรียกว่า คูดาอิพีดิไดมิส (cauda epididymis) ท าหน้าที่  เป็นจุดพักให้ตัวอสุจิเพื่อพัฒนาต่อให้
สมบูรณ์เต็มที่และเก็บสะสมอสุจิไว้บริเวณส่วนหางของท่อพักอสุจิ 

4. ท่อน าน้ าเชื้อ หรือ วาส เดฟเฟอเรน  (vas deferens) มีลักษณะเป็นท่อต่อมาจากท่อพัก
อสุจิ เข้าไปในช่องท้องมีปลายเปิดสู่ท่อปัสสาวะ ส่วนน้ี ท าหน้าที่ขนส่งน้ าเชื้อออกจากท่อพักอสุจิ
ไปยังท่อปัสสาวะ 

5. ท่อปัสสาวะ  (urethra) มีลักษณะเป็นท่อยาว ในแพะ มีส่วนปลายของท่อปัสสาวะโผล่
พ้นล าลึงค์ออกมา ( urethral process) ในท่อปัสสาวะมีลิ้นปิดเปิดไม่ให้น้ าเชื้อปนกับน้ าปัสสาวะ  
เป็นจุดที่มีการผสมกันอย่างสมบูรณ์ระหว่างอสุจิกับเซมินอลพลาสมาที่มาจากต่อมร่วม  บริเวณ 
ท่อน าปัสสาวะส่วนโพรงเชิงกรานในระหว่างการหลั่งน้ าเชื้อ 

6. ต่อมร่วม (accessory sex glands) อยู่บริเวณรอบๆ ท่อปัสสาวะ ท าหน้าที่ ผลิตส่วนของ
ของเหลวในน้ าเชื้อ ต่อมร่วมมี 3 ต่อม ได้แก่ 

http://haamor.com/th/%E0%B8%AD%E0%B8%B1%E0%B8%93%E0%B8%91%E0%B8%B0
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6.1 ต่อมเซมินัล เวสิเคิล  (seminal vesicle glands) เป็นต่อมคู่  มีลักษณะคล้าย  
พวงองุ่น  มีท่อเปิดต่อกับท่อปัสสาวะ ท าหน้าที่ผลิตเซมินอลพลาสมาที่เป็นสารอินทรีย์มากมาย
หลายชนิด โดยเฉพาะน้ าตาลฟรุกโทส (fructose) 

6.2 ต่อมลูกหมาก  (prostate gland) เป็นต่อมเด่ียว  อยู่รอบๆ ตามแนวยาวของ 
ท่อปัสสาวะใกล้กับท่อเปิดของต่อม เซมินัล เวสิเคิล  ต่อมนี้ท าหน้าที่ผลิตเซมินอลพลาสมา 
ประกอบด้วยสารอนินทรีย์ ได้แก่ โซเดียม คลอไรด์ แคลเซียม และแมกนีเซียม  

6.3 ต่อมบัลโบยูเรทรอล  (bulbourethral glands) เป็นต่อมคู่ ที่เรียกอีกชื่อหนึ่งว่า 
ต่อมคาวเปอร์  (Cowper’s gland) วางตัวตามยาวของท่อปัสสาวะ ท าหน้าที่ ผลิตน้ าเหนียวใสช่วย
หล่อลื่นท่อปัสสาวะเพื่อเปิดทางแก่ตัวอสุจิ  และท าฤทธิ์กรดที่เกิดจากปัสสาวะในท่อปัสสาวะให้
เป็นกลาง และช่วยล้างปัสสาวะและสิ่งแปลกปลอมที่เหลืออยู่ออกไป (Azerêdo et al., 2001)  

7. ลึงค์ (penis) เป็นส่วนปลายสุดของระบบสืบพันธุ์เพศผู้ ท าหน้าที่ในการน าน้ าเชื้อเข้า
ไปในช่องคลอดของตัวเมีย  โดยลึงค์เกิดการแข็งตัวเพิ่มขนาดและความยาวขึ้นอีกเล็กน้อย  เมื่อ
แพะตัวผู้ต้องการผสมพันธุ์  

 
 

 
 
Figure 1 The reproductive tract of the buck  
Source: Girma (2009) 
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กระบวนการสร้างเซลล์อสุจิ  (spermatogenesis)  
 

การสร้างเซลล์อสุจิ เมื่อสัตว์เพศผู้เข้าสู่วัยเจริญพันธุ์ ตัวอสุจิถูกผลิตขึ้นภายในอัณฑะ โดย
ภายในอัณฑะประกอบด้วยท่อเซมินิเฟอรัส  (seminiferous tubule) บางๆ ขดแน่นอยู่จ านวนมาก 
อสุจิถูกพัฒนาขึ้นจากเซลล์เร่ิมต้น เรียกว่า  ไพรมอร์เดียลเจิร์ม  (primordial germ cell) ที่ฝังตัวอยู่
ตามแนวขอบท่อแทรกตัวรวมอยู่กับเซลล์เซอโ ตไล (sertoli cell) ซึ่งเป็นเซลล์เร่ิมต้นในการผลิต
ของเหลวที่จ าเป็นต่อการพัฒนาของตัวอสุจิ และเซลล์เลย์ดิก ( leydic cell) ซึ่งเป็นเซลล์เร่ิมต้นของ
ฮอร์โมนเทสโทสเตอโรน ( testosterone) เซลล์เร่ิมต้นเหล่านี้จะอยู่ในระยะอินเตอร์เฟส  
(interphase) รอเวลาเพื่อพัฒนาต่อเป็นตัวอสุจิ  ภายใต้การควบคุมของ luteinizing hormone (LH) 
และ follicle stimulating hormone (FSH) จากต่อมใต้สมอง  (hypothalamus) (Schulze, 1979) 
กระบวนการสร้างอสุจิ (Figure 2) สามารถแบ่งเป็น 3 ระยะ ดังนี้ 

1. ระยะสเปอร์มาโตโกเนียล (spermatogonial stage)  
การสร้างอสุจิในระยะแรกจากเซลล์ต้นแบบ  (germ cells) โดยเร่ิมมีการแบ่งเซลล์แบบ 

ไมโทซิส  (mitosis) เพื่อเพิ่มจ านวนและเก็บสะสมไว้ภายในท่อเซมินิเฟอร์รัส เมื่อถูกกระตุ้นด้วย
ฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน (gonadotropin hormone) จากต่อมใต้สมองส่วนหน้า จะพัฒนาต่อไปจน
เปลี่ยนแปลงต่อกลายเป็น  สเปอร์มาโตโกเนียม (spermatogonium) ที่มีโครโมโซมคู่  (2n, diploid) 
ซึ่งเป็นเซลล์เร่ิมต้นสเปอร์มาโตโกเนียม ชนิด A0 จากนั้นส่วนหนึ่งจะถูกกระตุ้นให้แบ่งเซลล์และ
พัฒนาต่อเน่ืองจนกลายเป็น  สเปอร์มาโตโกเนียม ชนิด A1, A2 และ A3 แต่อีกส่วนหน่ึงจะยังคง
สภาพระยะพักไว้ท าหน้าที่เป็นเซลล์ต้นแบบและสามารถแบ่งตัวจนสมบูรณ์ได้ในภายหลัง ซึ่งเป็น
กลไกที่ช่วยรักษาและควบคุมจ านวนสเปอร์มาโทโกเนียม  ส่วนสเปอร์มาโตโกเนียมที่ถูกกระตุ้น
พัฒนาต่อเน่ืองไปเป็น สเปอร์มาโตโกเนียม ชนิด B เมื่อการแบ่งเซลล์แบบ ไมโทซิสเกิดขึ้นอย่าง
สมบูรณ์แล้ว และจะหยุดอยู่ที่ระยะโพรเฟส ที่หนึ่ง  (prophase I) เรียกเซลล์สืบพันธุ์ระยะนี้ว่า 
สเปอร์มาโทไซต ์ระยะแรก (primary spermatocyte) (Sharma and Agarwal, 2014) 

2. ระยะไมโอติก (meiotic stage) 
สเปอร์มาโตโกเนียม ชนิด B ที่เป็น สเปอร์มาโทไซต์ระยะแรก  เร่ิมเคลื่อนเข้าสู่ส่วน

แอดลูมินัล  (adluminal) ของเซลล์เซอโ ตไล  ซึ่งเป็นบริเวณที่มีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิส  
(meiosis) เพื่อท าให้จ านวนโครโมโซมในนิวเครียสลดลงมาครึ่งหน่ึง (1 n, haploid) โดยการแยก
โครโมโซมที่เหมือนกันไปยังขั้วตรงข้ามกันของเซลล์ เมื่อการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสระยะแรก
สิ้นสุดลง  ได้เซลล์สืบพันธุ์ สเปอร์มาโทไซต์  ระยะที่สอง  (secondary spermatocyte) จ านวน 2 
เซลล์ แต่ละเซลล์มีชุดโครโมโซมครึ่งหนึ่งประกอบด้วยสองโครมาทิด  (chromatid) และยึดกัน

http://www.diss.fu-berlin.de/diss/servlets/MCRSearchServlet?query=(creator+contains+Schultz%2C+Nikolaus)+and+(objectType+=+thesis)&amp;numPerPage=10&amp;mask=editor_form_search-simpledocument.xml
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ด้วยเซนโทรเมียร์  (centromere) จากนั้นสเปอร์มาโทไซต์ระยะที่สองจะแบ่งตัวอย่างรวดเร็ว  โดย
การแยกโครมาทิดออกจากกันและอยู่ขั้วตรงข้ามกัน  เป็นการสิ้นสุดการแบ่งเซลล์แบบ ไมโอซิส  
ระยะที่  2 ได้เซลล์สืบพันธุ์ที่เรียกว่า สเปอร์มาทิด  (spermatids) ระยะนี้เซลล์จะมีรูปร่างกลม 
ไม่สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้  จ าเป็นต้องมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างให้เหมาะสมเพื่อให้สามารถเข้า
ปฏิสนธิกับไข่ได้ (Schulze, 1979; Sharma and Agarwal, 2014) 

3. ระยะสเปอร์ไมโอเจเนซิส (spermiogenesis stage) 
ในระยะนี้ จะมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างจากสเปอร์มาทิดไปเป็นอสุจิ ( sperm cell) ซึ่งเป็น

กระบวนการสุดท้ายของการสร้างอสุจิและเกิดขึ้นทันทีเมื่อการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสสิ้นสุดลง  
การเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น  ได้แก่ การยืดยาวออกของส่วนหางเพื่อใช้ส าหรับเคลื่อนที่  การจัดเรียง
ตัวของไมโทคอนเดรีย  (mitochondria) ให้เป็นเกลียวหุ้มรอบส่วนต้นของหาง  (midpiece) และ
บริเวณคอของอสุจิ  การพัฒนาส่วนที่เรียกว่า  อะโครโซม  (acrosome) เพื่อหุ้มนิวเคลียสของส่วน
หัวอสุจิ และภายในอะโครโซมมีเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อยเปลือกไข่  (zona pellucida) เพื่อให้อสุจิ
เจาะเข้าภายในไข่ได้ และการขับออกของไซโทพลาสซึม (cytoplasm) ซึ่งเป็นส่วนเกินจากอสุจิ ท า
ให้มีรูปร่างเพรียวคล่องตัวสามารถว่ายไปปฏิสนธิกับไข่ การเปลี่ยนแปลงจากสเปอร์มาทิดไปเป็น
อสุจิเป็นกระบวนการที่ซับซ้อนและมีเพียงจ านวนหนึ่งเท่านั้นที่เปลี่ยนแปลงเป็นอสุจิได้สมบูรณ์  
(Schulze, 1979; Sharma and Agarwal, 2014) 

การเคลื่อนที่ของเซลล์อสุจิเกิดขึ้นไปพร้อมกับการพัฒนาอย่างต่อเน่ือง โดยเซลล์อสุจิจะ
ค่อยๆ เคลื่อนเข้าสู่ช่องว่างของท่อเซมินิเฟอรัส โดยไซโทพลาสซึมของเซลล์เซอโ ตไลที่อยู่รอบๆ  
บีบตัวท าให้รอยต่อของเซลล์แยกออก  อสุจิจึงสามารถออกมาตามรอยแยกดังกล่าวเข้าสู่ช่องว่าง
ของท่อเซมินิเฟอรัส ถึงแม้ว่าการพัฒนาเป็นอสุจิยังไม่สมบูรณ์  อสุจิดังกล่าวจะถูกส่งผ่านโดยการ
ไหลไปตามของเหลวที่สร้างจากเซลล์เซอ โตไลและการบีบตัวของท่อเซมินิเฟอรัส  ผ่านเข้าสู่  
ท่อพักอสุจิ ตามล าดับ  อสุจิจะมีการพัฒนาความสามารถในการเคลื่อนที่  พร้อมกับการ
เปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี ท าให้สามารถใช้สารอาหารจากภายนอกได้  และเจริญเป็นอสุจิที่สมบูรณ์
ที่บริเวณนี้  โดยกระบวนการที่เกิดขึ้นในการส่งผ่านอสุจิอยู่ภายใต้อิทธิพลของฮอร์โมนเพศ  
จากนั้นอสุจิจะถูกส่งมาพักไว้ที่ท่อพักอสุจิเพื่อให้อสุจิสมบูรณ์เต็มที่  (epididymal maturation) รอ
การหลั่งออกนอกร่างกาย (Schulze, 1979; Sharma and Agarwal, 2014) 

http://www.diss.fu-berlin.de/diss/servlets/MCRSearchServlet?query=(creator+contains+Schultz%2C+Nikolaus)+and+(objectType+=+thesis)&amp;numPerPage=10&amp;mask=editor_form_search-simpledocument.xml
http://www.diss.fu-berlin.de/diss/servlets/MCRSearchServlet?query=(creator+contains+Schultz%2C+Nikolaus)+and+(objectType+=+thesis)&amp;numPerPage=10&amp;mask=editor_form_search-simpledocument.xml
http://www.diss.fu-berlin.de/diss/servlets/MCRSearchServlet?query=(creator+contains+Schultz%2C+Nikolaus)+and+(objectType+=+thesis)&amp;numPerPage=10&amp;mask=editor_form_search-simpledocument.xml
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Figure 2 Mammalian spermatogenesis   
Source: Hafez (1993)  
 

องค์ประกอบของน้้าเชื้อ (composition of semen)  
 

น้ าเชื้อของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมประกอบด้วยส่วนส าคัญ 2 ส่วน มีรายละเอียดดังน้ี 
1. อสุจิ (sperm หรือ spermatozoa) เป็นเซลล์ที่มีลักษณะเฉพาะไม่เจริญเติบโตและไม่มี

การแบ่งตัวเพิ่ม ประกอบด้วยส่วนต่างๆ  (Figure 3) ได้แก่ ส่วนหัว (head) มีสารพันธุกรรมหรือดี
เอ็นเอ (deoxyribonucleic acid, DNA) โดยมีโพสนิวเคลีย  แคป (post nuclear cap) ปกคลุมบริเวณ
ส่วนหัวด้านล่าง และมีอะโครโซม  (acrosome) ปกคลุมบริเวณหัวด้านบน ภายในอะโครโซม
บรรจุเอนไซม์ช่วยในการเจาะผ่านเปลือกไข่เพื่อ การเข้าปฏิสนธิ กรณี ที่อะโครโซมผิดปกติหรือ
ได้รับความเสียหายจะส่งผลท าให้การปฏิสนธิล้มเหลว และส่วนหาง ( tail) แบ่งออกเป็น 3 
ส่วนย่อย คือ ส่วนต้น ( mid piece) เป็นส่วนที่ต่อมาจากส่วนหัว  มีเกลียวของไมโตรคอนเดรีย 
(mitochondria) มีโครงสร้างที่ซับซ้อน ส่วนนี้มีเอนไซม์ท าหน้าที่เปลี่ยนน้ าตาลฟรุกโทสให้เป็น
พลังงานแก่ตัวอสุจิ ส่วนกลาง (main piece) และส่วนปลาย (end piece) ส่วนน้ีมีหน้าที่เกี่ยวกับการ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (Sharma and Agarwal, 2014)  
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Figure 3 Schematic presentation of spermatozoa 
Source: Bearden and Fuquay (1997) 
 

เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ  (sperm plasma membrane) ประกอบด้วยชั้น ไขมันและ ชั้นโปรตีน  
(Figure 4) ส่วนของเยื่อหุ้ม ชั้นไขมัน  ( lipids) ประกอบด้วย ฟอสโฟไลปิด ( phospholipids)  
ไกลโคไลปิด ( glycolipids) และคอเลสเตอรอล  (cholesterol) ส่วนของ ฟอสโฟไลปิด ที่เป็น
องค์ประกอบของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ ส่วนใหญ่เป็นชนิดฟอสฟาติดิลโคลิ น (phosphatidyl choline) 
และฟอสฟาติดิลเอทท าโนมิน  (phosphatidyle thanolamine) และเยื่อหุ้มชั้นโปรตีน  มีรูหรือช่อง
ส าหรับการเข้า-ออกของโมเลกุลต่างๆ ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ ท าหน้าที่ห่อหุ้มเซลล์อสุจิช่วยลดแรง
ตึงผิว ควบคุมการไหลเข้า -ออกเซลล์ของสา รต่างๆ (Flesch and Gadella, 2000) และมีบทบาท
ส าคัญต่อการปฏิสนธิกับไข่ ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มอสุจิมีความสัมพันธ์กับการมีชีวิตรอดของ
ตัวอสุจิ เมื่อใดก็ตามที่เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิได้รับความเสียหาย ก็จะท าให้อัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิ
ลดลงด้วย (Mocè et al., 2010) 
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Figure 4 Structure of the plasma membrane 
 Source: Sheriff and Ali (2010) 

 
2. เซมินอลพลาสมา  (seminal plasma) เป็นส่วนประกอบหนึ่งในน้ าเชื้อที่พ่อแพะหลั่ง

ออกมา  ถูกผลิตมาจาก หลายส่วนได้แก่ ต่อมเซมินัล เวสิเคิล  (65 เปอร์เซ็นต์ ) ต่อมลูกหมาก   
(30 เปอร์เซ็นต์) ที่เหลือถูกหลั่งมาจากท่อภายในอัณฑะ  ท่อพักอสุจิ  และต่อมร่วม อ่ืนๆ เซมินอล-
พลาสมาของแพะมีค่าความเป็นกรด-ด่างประมาณ 7.0 ถึง 7.2 ประกอบด้วย (1) โปรตีน (protiens) 
ส่วนใหญ่ถูกหลั่งมาจากท่อพักอสุจิและต่อมเซมินอล เวสซิเคล  มีความจ าเป็นต่อการด ารงชีพของ
อสุจิและ มีบทบาทต่อการปฏิสนธิกับไข่  (2 ) สารกลุ่มแร่ธาตุ ( ions) ได้แก่  โซเดียม ( Na+) 
โพแทสเซียม (K+) สังกะสี (Zn2+) แคลเซียม (Ca++) คลอไรด์ (Cl-) และแมงกานีส (Mg++) ท าหน้าที่
รักษาความเป็นกรด-ด่าง ( buffer medium) ควบคุมการเปลี่ยนแปลงแรงดันออสโมติก  และปรับ
สภาพแวดล้อมสนับสนุนการมีชีวิตรอดแก่ตัวอสุจิ (3) สารให้พลังงาน  ได้แก่ ฟรุกโทส  (fructose) 
ซอร์บิทอล (sorbitol) และไกลเซอริล ฟอสโฟริลโคลีน ( glyceryl phosphorylcholine) (4) เอนไซม์ 
และฮอร์โมน  และสารอินทรีย์อื่นๆ ได้แก่ กรดซิตริค ( citric acid) กรดอะมิโน ( amino acid) มี
บทบาทส าคัญต่อการ  เมตาโบลิซึม  (Metabolism) การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ และการขนส่งตัวอสุจิ
ผ่านท่อต่างๆ  ในระบบสืบพันธุ์เพศผู้ รวมถึงน าพาตัวอสุจิเข้าสู่ระบบสืบพันธุ์ของเพศเมีย  
เอนไซม์บางตัวท าหน้าที่เป็นสาร ต้านอนุมูลอิสระ ( antioxidant enzymes) มีบทบาทในการก าจัด
ของเสียที่เกิดจากการเมตาโบลิซึม และ (5) ไขมัน มีสัดส่วนมากเป็นอันดับสองรองจากสารกลุ่มที่
ให้พลังงาน ประกอบด้วย คอสเลสเตอรอล ฟอสโฟไลปิด ไดกลีเซอไรด์  (diglyceride) และ  
ไตรกลีเซอไรด์  (triglyceride) สัตว์แต่ละชนิดมีองค์ประกอบและสัดส่วนของ ฟอสโฟไลปิด ที่
แตกต่างกัน (Figure 5 และ Table 1) สัดส่วนของฟอสโฟไลปิดในเซมินอลพลามามีความสัมพันธ์
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กับสัดส่วนของฟอสโฟไลปิดที่เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ  ท าหน้าที่ รักษาโครงสร้างของเซลล์ ช่วยในการ
เมตาบอลิซึมและมีบทบาทต่อการปฏิสนธิกับไข่ (Juyena and Stelletta, 2012) 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Figure 5 The model focuses the main content of seminal plasma and their functions on 

spermatozoa and the female genital tract 
Source: Juyena and Stelletta (2012) 
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Table 1 Phospholipids composition of ruminant seminal plasma  

Phospholipids 
Percentage of total phospholipids 

Bull Buffalo Goat 
Phosphatidyl choline (choline plamogen) 17.6-32.9 17.3 15.7-22.4 
Phosphatidyl choline 24.5-30.0 21.7-34.1 15.2-22.0 
Phosphatidyl ethanolamine 5.4-10.3 10.8-11.7 1.1-15.6 
Phosphatidyl ethanolamine 5.0-16.3 4.1-4.9 1.6-4.3 
Sphingomylin 11.6-16.3 13.0-13.8 10.6-19.8 
Phosphatidyl serine 1.3 2.8 1.1-5.9 
Phosphatidyl inositol 0.8 2.9 1.5-6.0 
Lysophosphatidyl ethanolamine 1.2-2.2 5.6-6.6 4.3-14.2 
Lysophosphatidyl choline 1.2-2.2 3.1-3.9 3.2-9.8 
Diphosphatidly glycerol 5.0-8.8 3.5-7.4 0.3-0.5 
Phosphatidic acid 0.4 0.5 0.2-1.4 

Source: Juyena and Stelletta (2012) 
 
การเก็บรักษาน้้าเชื้อแพะแบบแช่แข็ง 
 

การศึกษาวิธีการท าน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง มีรายงานต้ังแต่ปี 1950 โดยท าให้น้ าเชื้อเย็นจน
แข็งตัว และน าไปเก็บรักษาไว้ในน้ าแข็งแห้ง ( solid carbon dioxide) อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส 
นับเป็นวิวัฒนาการของเทคโนโลยีชีวภาพทางวิทยาการสืบพันธุ์แพะ ท าให้สามารถเก็บรักษา
น้ าเชื้อแพะไว้ใช้งานได้นานนับสิบๆ ปี และสามารถน าวิธีการผสมเทียมมาช่วยเพิ่มจ านวนและ
กระจายพันธุกรรมแพะพันธุ์ดีได้ในเวลาอันรวดเร็ว ในปัจจุบัน วิธีการเก็บรักษาน้ าเชื้อที่นิยมกัน  
มี 2 รูปแบบ คือ รูปแบบของน้ าเชื้อแช่เย็น  (liquid semen) เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส แต่
วิธีการน้ี สามารถเก็บน้ าเชื้อได้นานเพียง 48 ถึง 72 ชั่วโมง และอีกรูปแบบ คือ น้ าเชื้อแช่แข็ง 
(frozen semen) สามารถเก็บน้ าเชื้อไว้ได้หลายสิบปี (Barker, 1957 อ้างโดย Leboeuf et al., 2000) 

กระบวนการผลิตน้ าเชื้อแพะแช่แข็งมีหลายขั้นตอน ส าคัญ ที่ส่งผลต่อความส าเร็จในผลิต
การแช่แข็งน้ าเชื้อ เช่น อัตราการลดอุณหภูมิ ความเร็วในการแช่แข็ง และขั้นตอนการลดอุณหภูมิ
จาก 25  ถึง 5 องศาเซลเซียส เป็นขั้นตอนส าคัญ เน่ืองจากตัวอสุจิมีความไวต่อการเปลี่ยนแปลง
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อุณหภูมิ อาจจะท าให้เกิดการช็อกเนื่องจากความเย็นได้ และยังอาจจะส่งผลให้เกิดความเสียหาย
ต่อองค์ประกอบต่างๆ ของอสุจิ เช่น เยื่อหุ้มอสุจิ ( Rodriguez and Martin, 1994) ไมโตคอนเดรีย  
(Watson, 1995) และอะโครโซม ( Jones and Martin, 1973) เมื่อตัวอสุจิสูญเสียความสมบูรณ์ทาง
กายภาพท าให้ไม่สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ เน่ืองจากอะโครโซมเสียหาย เอนไซม์ที่บรรจุอยู่
ภายในจะสูญเสียคุณสมบัติทางชีวเคมี ท าให้ไม่สามารถเจาะผ่านเซลล์ไข่ได้ ดังน้ัน  ในสารละลาย 
เจือจางน้ าเชื้อ จึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งที่ต้องเติมสารป้องกันการช็อก เน่ืองจากความเย็น  เพื่อลด
ความเสียหายที่เกิดขึ้นกับตัวอสุจิ จึงจะส่งผลให้มีอัตราการเคลื่อนที่และความสามารถในการมี
ชีวิตรอดสูงขึ้น สามารถเคลื่อนที่ปฏิสนธิกับไข่ได้ (Purdy, 2006) 

ขั้นตอนกระบวนการผลิตน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง 

1. การรีดเก็บน้้าเชื้อ  วิธีการรีดเก็บน้ าเชื้อจากพ่อแพะโดยการกระตุ้นให้พ่อแพะหลั่ง
น้ าเชื้อออกมา มีหลายวิธี เช่น การบีบนวดให้พ่อพันธุ์หลั่งน้ าเชื้อออกมา การเก็บจากอวัยวะเพศ
ของสัตว์เพศเมีย การกระตุ้นด้วยไฟฟ้า แต่วิธีที่นิยมมากที่สุด คือ ให้พ่อแพะขึ้นแม่ตัวล่อเพื่อเก็บ
น้ าเชื้อด้วยช่องคลอดเทียม ( artificial vagina) จากการศึกษาของ Ramukhithi และคณะ  (2011) 
พบว่า การรีดน้ าเชื้อจากพ่อแพะพันธุ์บอร์ (Boer) ด้วยช่องคลอดเทียม  มีปริมาตรน้ าเชื้อสดที่รีดได้
เฉลี่ย 0.6+0.1 มิลลิลิตรต่อคร้ัง มีความเข้มข้นของจ านวนอสุจิ 723.7+27.9 x 106 ตัวต่อมิลลิลิตร 
ความเป็นกรด-ด่าง 6.6+0.2 มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิทั้งหมด 76.9 +4.7 เปอร์เซ็นต ์

2. การเจือจางน้้าเชื้อ  ด้วยสารละลายเจือจางน้ าเชื้อมีความ จ าเป็นอย่างยิ่งในการเก็บรักษา
น้ าเชื้อด้วยวิธีแช่แข็ง ทั้งนี้ เพื่อ เพิ่มปริมาตรของน้ าเชื้อ รักษาความสมดุลทางชีวเคมี เป็นแหล่ง
พลังงาน และที่ส าคัญเพื่อป้องกันตัวอสุจิจากการลดอุณหภูมิในการแช่แข็ง เพื่อให้รักษาจ านวนตัว
อสุจิให้มีชีวิตรอดมากที่สุดหลังละลาย (Purdy, 2006) องค์ประกอบของสารละลายเจือจางน้ าเชื้อที่
ใช้กันในปัจจุบันมี ดังนี ้

2.1 สารประกอบที่ท าหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์หรือตัวปรับสภาพแวดล้อมให้
เหมาะสมกับตัวอสุจิ เช่น ซัลเฟต  ฟอสเฟต  ซิเตรท  ทริส เป็นต้น  สารเหล่านี้ ท าหน้าที่ปรับสมดุล
ความเป็นกรด-ด่าง และปรับสมดุลแรงดันออสโมติกในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ  โดยค่าความเป็น
กรด- ด่างในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ ประมาณ 6.75 ถึง 7.2 (Fukuhara and Nishikawa, 1973; 
Wahjuningsih, 2012) และค่าแรงดันออสโมติกของสารละลายเจือจางน้ าเชื้อเมื่อเติมสารป้องกัน
การช็อกจากความเย็นและ สารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็ง แล้ว มีค่าประมาณ 1,300 ถึง 1,500 
มิลลิออสโมลต่อกิโลกรัม (Joshi et al., 2006; Choe et al., 2006) 
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2.2 สารให้พลังงาน เพื่อช่วยในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ได้แก่ น้ าตาลชนิดต่างๆ 
เช่น ฟรุคโตส กลูโคส แลคโตส อาราบิโนส เป็นต้น (Mann, 1954) อย่างไรก็ตาม ในสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อแพะนิยมใช้ฟรุคโตสเป็นสารให้พลังงาน เนื่องจากเป็นน้ าตาลชนิดเดียวกันกับที่พบ
ในเซมินอลพลาสมาของแพะ (Pellicer-Rubio et al, 1997) 

2.3 สารป้องกันการช็อกเน่ืองจากความเย็นของตัวอสุจิมีหลายชนิด ได้แก่ ไข่แดง 
นมในรูปแบบต่างๆ เช่น นมสด นมแยกไขมัน (homogenized milk) นมผง และน้ ากะทิ  โดยมี
โมเลกุลของฟอสโฟไลปิดและโลเดนซิตีไลโปโปรตีน  (low density lipoprotein) ท าหน้าที่ห่อหุ้ม
เซลล์เพื่อลดผลกระทบของความเย็น (Purdy, 2006) 

2.4 ยาปฏิชีวนะ (antibiotic) เติมเพื่อระงับหรือท าลายการเจริญเติบโตของจุลชีพ 
เช่น การใช้เพนนิซิลลินร่วมกับสเตรปโตมัยซิน (Evans and Maxwell, 1987) 

2.5 น้ า เพื่อเพิ่มปริมาณของน้ าเชื้อ เป็นตัวท าละลาย  และปรับสมดุลของ  
แรงดันออสโมติกและต้องเป็นน้ ากลั่นที่สะอาด บริสุทธิ์ ปราศจากแร่ธาตุและไอออนต่างๆ 

2.6 สารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็ง (cryoprotectant) เช่น เอทิลีนไกลคอล 
(ethylene glycol) ไดเมทิลซัลฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide) ที่นิยมใช้มาก  คือ กลีเซอรอล 
(glycerol) เพื่อท าให้โมเลกุลของน้ าในและนอกเซลล์รวมตัวเป็นโมเลกุลใหญ่ขึ้น ลดการเกิดผลึก
น้ าแข็งเล็กๆ และท าหน้าที่ร่วมกับฟอสโฟไลปิดช่วยป้องกันการฉีกขาดเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์
อสุจิและลดการไหลเข้า-ออกของสารต่างๆ (Tuli and Holtz, 1994; Kundu et al., 2000) 

3. การแช่แข็งน้้าเชื้อ เป็นขั้นตอนส าคัญในการท าน้ าเชื้อแช่แข็ง  (deep freezing of semen) 
วิธีลดอุณหภูมิที่นิยมใช้กันทั่วไป คือ วิธีแช่แข็งแบบรวดเร็ว  (Simple rapid freezing) โดยลด
อุณหภูมิลงให้คงที่ 4 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปอังในไอนิ่งเหนือระดับไนโตรเจนเหลว ประมาณ  
4 ถึง 5 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ -100 องศาเซลเซียส ถึง -120 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ก่อนจุ่มลง
ในไนโตรเจนเหลว  -196 องศาเซลเซียส การแช่แข็งน้ าเชื้อท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงทางด้าน
กายภาพและทางเคมีภายในเซลล์อสุจิ มีความเสี่ยงที่จะก่อให้เกิดผลเสียหายต่อองค์ประกอบต่างๆ
ของตัวอสุจิ เช่น เยื่อหุ้มเซลล์ (Rodriguez and Martin, 1994) ไมโตคอนเดรีย (Watson, 1995) และ  
อะโครโซม (Jones and Martin, 1973) เมื่อเยื่อหุ้มอสุจิและอะโครโซมเสียหาย เอนไซม์ที่บรรจุอยู่
ภายในจะสูญเสียคุณสมบัติทางชีวเคมี ส่งผลให้ไม่สามารถเจาะผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ไข่ได้ ดังน้ัน  จึงมี
ความจ าเป็นอย่างยิ่งที่จะต้องเติมสารป้องกันอันตรายจากการแช่แข็ง เพื่อลดความเสียหายที่เกิด
ขึ้นกับตัวอสุจ ิท าให้คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งหลังละลายดีขึ้น (Purdy, 2006) 
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ปัจจัยท่ีมีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง 
 

คุณภาพของน้ าเชื้อแพะแช่แข็งเกี่ยวข้องกับหลายปัจจัย ดังนี้ ปัจจัยจากตัวพ่อแพะแต่ละ
ตัว ฤดูกาล ความเร็วใน การลดอุณหภูมิในการแช่แข็ง เทคนิคการปั่นล้างเซมินอลพลาสมา และ
ชนิดของสารที่เติมในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ มีรายละเอียดดังน้ี 

1. อิทธิพลของพ่อพันธุ์  
Zamfirescu และ Nadolu (2009) ท าการศึกษาการเปลี่ยนแปลงของอัตราการเคลื่อนที่ของ

อสุจิระหว่างน้ าเชื้อสดกับน้ าเชื้อแช่แข็งจากพ่อแพะพันธุ์ซาเนน ( Saanen) และอัลไพน์ (Alpine) 
จ านวน 38 ตัว ที่ท าการรีดเก็บในแต่ละคร้ัง พบว่า  มีอัตราการสูญเสียจากการแช่แข็ง ตั้งแต่ 10 ถึง 
90 เปอร์เซ็นต์ ทั้งนี้เนื่องจากอสุจิจากพ่อแพะแต่ละตัวทนต่อการแช่แข็งได้แตกต่างกัน ซึ่งเกิดจาก
หลายปัจจัยเข้ามาเกี่ยวข้องทั้งภายในตัวสัตว์ เช่น พันธุกรรม สายพันธุ์ อายุและฮอร์โมน รวมทั้ง
ปัจจัยภายนอก เช่น โภชนาการ  อุณหภูมิและความชื้น การเลี้ยงการจัดการและสุขภาพ ส่งผลให้
คุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลายแตกต่างกัน จึงควรท าการคัดเลือกพ่อแพะส าหรับน ามารีด
น้ าเชื้อเพื่อผลิตเป็นน้ าเชื้อแช่แข็ง 

2. อิทธิพลของฤดูกาล  
วนิดา  (2552) ท าการศึกษาอิทธิพลของฤดูกาลต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะพันธุ์ลูกผสม 

แองโกลนูเบียนพื้นเมืองและพันธุ์พื้นเมือง พบว่า  ปัจจัยของฤดูกาลมีผล ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิ เปอร์เซ็นต์์มีชีวิตของตัวอสุจิ และความเร็วในการเคลื่อนที่ลักษณะต่างๆ ของ
ตัวอสุจ ิในน้ าเชื้อสดที่รีดเก็บจากพ่อแพะ ในฤดูฝนดีกว่าฤดูหนาว  และฤดูร้อน แตกต่าง กันอย่างมี
นัยส าคัญยิ่งทางสถิต (p<0.01) ส่งผลให้คุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลายมีค่าแตกต่างกันด้วย
สอดคล้องกับการศึกษาของ Tuli และ Holtz (1995) รายงานว่า  ฤดูกาลมีผลต่อคุณภาพน้ าเชื้อ  
แช่แข็งแพะพันธุ์ลูกผสมบอร์  ท าให้ อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และความสามารถในการมีชีวิต
รอดของอสุจิหลังละลาย  ในฤดูใบไม้ร่วง  (45±3 และ 49±3 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ) มีค่ามากที่สุด 
สูงกว่าในฤดูใบไม้ผลิ  (29±2 และ 32±3 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ) ทั้งนี้อาจจะเกี่ยวข้องกับ  ช่วงแสง 
อุณหภูม ิและความชื้นสัมพัทธ์ ที่ส่งผลต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง  

3. ผลของวิธีการลดอุณหภูมิแช่แข็ง  
รพีพรรรณ (2551) กล่าวว่า การลดอุณหภูมิเป็นขั้นตอนส าคัญในการแช่แข็งน้ าเชื้อ   

(deep freezing of semen) ที่ท าให้โครงสร้างทางชีวโมเลกุลและชีวเคมีของสภาพแวดล้อม
โดยรอบและในตัวอสุจิเปลี่ยนแปลง  สามารถท า ให้เกิดความเสียหาย ต่อเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิได้มาก  
ส่งผลต่ออัตราการเคลื่อนที่และความสามารถ ในการ มีชีวิตรอดของอสุจิ จากการศึกษาของ  
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Mohammed และคณะ  (2012) ในการแช่แข็งน้ าเชื้อแพะพันธุ์ซาอุดิ อะราดิ ( Saudi Aradi) และ
ดามัสกัส (Damuscus) เพื่อเปรียบเทียบวิธีการลดอุณหภูมิ  2 แบบ คือ แบบ Simple rapid freezing 
และ Slow freezing พบว่า การลดอุณหภูมิแบบ Simple rapid freezing ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่
ของอสุจิหลังละลาย  (47.74+0.66 เปอร์เซ็นต์ ) สูงกว่าการลดอุณหภูมิแบบ  Slow freezing 
(34.15+1.04 เปอร์เซ็นต)์ 

4. ผลจากการปั่นล้างเซมินอลพลาสมาต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง  
จากหลายการศึกษา  พบว่า  องค์ประกอบทางชีวเคมีของเซมินอลพลาสมาแพะเป็น

อุปสรรคต่อการเก็บรักษาน้ าเชื้อ แพะด้วยวิธีการแช่แข็ง ทั้งนี้ เน่ืองจากพบเอนไซม์ที่มีชื่อเรียกว่า   
egg yolk coagulating enzyme หรือ EYCE (Roy, 1957; Leboeuf et al., 2000; Sias et al., 2005) 
ต่อมาระบุว่าเป็นเอนไซม์ phospholipase A2 (Iritani et al., 1961; Iritani and Nishikawa, 1963) ซึ่ง
มีน้ าหนักโมเลกุลประมาณ 55 ถึง 60 กิโลดาลตัน หลั่งมาจากต่อมบัลโบยูเรทรอลปนออกมา
รวมอยู่ในเซมินอลพลา สมาของแพะ เอนไซม์นี้เป็นตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส 
(hydrolysis) เปลี่ยนเลซิตินจากไข่แดงในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อให้กลายเป็นกรดไลโซเลซิติน  
(lysolecithin) ระหว่างการลดอุณหภูมิในขั้นตอนการแช่แข็ง กรดนี้เป็นตัวเร่งให้เกิดปฏิกิริยา  
อะโครโซม  รีเอกชั่น ( acrosome reaction) เหนี่ยวน าให้โครงสร้างของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิเสียหาย  
ไม่สามารถทนต่อการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิได้และท าให้เกิดการตกตะกอนในน้ าเชื้อแช่แข็งหลัง
ละลาย จากการศึกษาของ Iritani และ Nishikawa (1963) แสดงให้เห็นว่า ระดับไข่แดงที่เพิ่มใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะส่งผลให้ความหนืด ( viscosity) เพิ่มขึ้น และมีความสัมพันธ์เชิงลบ
ต่ออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ  

Ritar และ Salamon (1982) ท าการศึกษาเพื่อลดผลกระทบดังกล่าว โดยน าน้ าเชื้อ สดที่  
รีดเก็บได้จากพ่อแพะ มาเติมสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส -เบส ( Tris-base) ที่ไม่มีไข่แดง 
แล้วท าการปั่นด้วยเคร่ืองปั่นเหว่ียง (centrifuge) ที่ระดับความเร็ว 900 ×g นาน 10 นาที เพื่อแยก  
เซมินอลพลาสมาออก  ก่อนเติมสารเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส -เบส ที่เติมไข่แดง 12 เปอร์เซ็นต์ 
พบว่า กลุ่มที่ท าการ ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา จ านวน 1 คร้ัง มีอัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิแพะ  
ในชั่วโมงที่ 6 หลังละลาย มีค่าสูงสุด และสูงกว่ากลุ่มที่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา 2 คร้ัง  และกลุ่ม
ที่ไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา (37.3, 36.4 และ 26.7 เปอร์เซ็นต์ ตามล าดับ) 

อนนท์ และคณะ (255 1) ท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการปั่นแยกและไม่ปั่นแยก  
เซมินอลพลาสมาก่อนเติมสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส -เบส ที่เติมไข่แดงที่ระดับ 20 
เปอร์เซ็นต์ ต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง พบว่า  กลุ่มที่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมามีอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ (62 .0 เปอร์เซ็นต)์  และจ านวนตัวอสุจิมีชีวิต (72.4  เปอร์เซ็นต)์ หลังละลาย  
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สูงกว่ากลุ่มที่ไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา  (36.0 และ 51.8 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ) สอดคล้องกับ
การศึกษาของ  จตุรพร และคณะ (2 557) ผลของการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาต่อคุณภาพน้ าเชื้อ
แพะแช่แข็ง โดยท าการรีดเก็บน้ าเชื้อจากพ่อแพะ จ านวน  3 ตัว น าน้ าเชื้อมาเทรวมกัน  แบ่งเป็น  
3 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 ไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา  กลุ่มที่ 2 และ 3 ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาที่
ความเร็ว  1,500 รอบเป็นเวลา  5 นาที และ  10 นาที ตามล าดับ  ก่อนเติมสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ
ชนิดทริส-เบส ที่เติมไข่แดงที่ระดับ 20 เปอร์เซ็นต์ พบว่า  กลุ่มที่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา  ส่งผล
ให้การเคลื่อนที่ของอสุจิ จ านวนอสุจิ มีชีวิตและ เยื่อหุ้ม เซลล์อสุจิสมบูรณ์  ในน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง 
หลังละลาย มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา 

5. ผลของสารป้องกันการช็อกเนื่องจากความเย็นต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง 
สารป้องกันการช็อก เน่ืองจากความเย็นเป็นส่วนประกอบส าคัญในสารละลายเจือจาง

น้ าเชื้อ ได้แก่ สารในกลุ่มฟอสโฟไลปิด หรือ เลซิติน และโลเดนซิตีไลโปโปรตีน  ท าหน้าที่เป็น
เหมือนฟิล์มเคลือบผิวตัวอสุจิ หรือเข้าแทนที่ฟอสโฟไลปิดของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิตามธรรมชาติใน
ระหว่างการลดอุณหภูมิในกระบวนการแช่แข็ง แหล่งของเลซิตินที่นิยมเติมในสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อมากที่สุด คือ ไข่แดง  (egg yolk) เน่ืองจากในองค์ประกอบของไข่แดง  มีเลซิตินอยู่ใน
ปริมาณมากและยังมีองค์ประกอบอื่นที่สนับสนุนการมีชีวิตรอดของอสุจิ รองลงมาคือ เลซิตินจาก
ถั่วเหลือง  (soybean lecithin) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสารป้องกันการช็อก เน่ืองจากความเย็นใกล้เคียง
กับไข่แดง มีการน าไปเติมในสารละลายเจือจางใน การแช่แข็ง น้ าเชื้อสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมหลาย
ชนิด เช่น มนุษย์ ( Reed et al., 2009) โค (Crespilho et al., 2012) แกะ (Salmin et al., 2012) และ
แพะ (Phutikanit et al., 2011) อย่างไรก็ตาม  แหล่งของเลซิตินและระดับที่ต่างกันในสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อ ส่งผลให้คุณภาพน้ าเชื้อแตกต่างกันด้วย ดังผลการศึกษาต่อไปนี้ 

5.1 ผลของไข่แดงในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง 
Manjunath (2012)  กล่าวว่า ไข่แดงในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อนอกจากเป็นสารป้องกัน

การช็อกจากความเย็นแล้ว ยังช่วยจับยึดกับโปรตีนในเซมินอลพลาสมาของโค ซึ่งเป็นโปรตีนที่ท า
ให้อะโครโซมหลุดออกเพื่อปฏิสนธิกับไข่ เรียกว่า ไบเดอร์ สเปิร์ม  (binder of sperm, BSP) ท าให้
สามารถ ยืดอายุการเก็บรักษาน้ าเชื้อไว้ในรูปแบบของ ของเหลวได้นานขึ้น  จากการศึกษาของ 
Situmorang (2002) พบว่า การเติมไข่แดงระดับ 20 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ โค 
ส่งผลให้คุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งหลังละลายดีที่สุด โดยมีจ านวนอสุจิมีชีวิตและการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าหลังละลายสูงสุด และสามารถยืดอายุการเก็บรักษาน้ าเชื้อไว้ในรูปของของเหลวได้นาน
กว่า 7 วัน อย่างไรก็ตาม ระดับการเติมไข่แดงในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะแตกต่างจากใน
น้ าเชื้อโค เน่ืองมาจากผลของ EYCE ตามรายงานดังต่อไปนี้ 
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Eiman และ Terada (2004) ได้ท าการศึกษาผลการเติมไข่แดงในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ
แพะ โดยเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่ไม่เติมไข่แดง  (NY) กับกลุ่มที่เติมไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต(์ Y) 
ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส-เบส -กูลโคส (TCG) และ ทริส-เบส -ทรีฮาโลส  (TH) พบว่า 
อัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิหลังละลายกลุ่มที่เติมไข่แดง ( TCG-Y เท่ากับ  46.0 เปอร์เซ็นต์ 
และ TH-Y เท่ากับ 57.0 เปอร์เซ็นต)์ สูงกว่ากลุ่มที่ไม่เติมไข่แดง ( TCG-NY เท่ากับ 1.0 เปอร์เซ็นต์  
และ TH-NY เท่ากับ 2.0 เปอร์เซ็นต)์ อย่างมีนัยส าคัญยิ่งทางสถิติ (p<0.01) จึงสรุปได้ว่าการเติมไข่
แดงในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ สามารถป้องกันความเสียหายของเยื่อหุ้มตัวอสุจิจากการแช่แข็ง
ได้ดี ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังละลายสูงกว่าการไม่เติมไข่แดงอย่างชัดเจน 

Ajadi และคณะ (2012) ได้ท าการศึกษาการเก็บรักษาน้ าเชื้อสดจากพ่อแพะพันธุ์พื้นเมือง
แอฟริกา  โดยใช้สารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ที่เติมไข่แดง ที่ระดับ 5.0 , 10.0 , 15.0 และ 20.0 
เปอร์เซ็นต์ เมื่อท าการตรวจคุณภาพน้ าเชื้อในชั่วโมงที่ 0 , 1, 3 และ 5 หลังจากเติมสารละลาย  
เจือจางน้ าเชื้อ  และเมื่อเก็บรักษาน้ าเชื้อที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส พบว่า  อัตราการเคลื่อนที่ของ
ตัวอสุจิหลังละลาย ในกลุ่มที่เติมไข่แดง 10 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราการตายของอสุจิต่ าที่สุด โดยมี
อัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิในชั่วโมงที่ 5 เท่ากับ 70 เปอร์เซ็นต์ และในกลุ่มที่เติมไข่แดง 
20 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราการตายของอสุจิสูงสุด โดยอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิในชั่วโมงที่ 5 
เท่ากับ 10 เปอร์เซ็นต์  

ในท านองเดียวกัน Priyadharsini และคณะ (2011) ท าการศึกษาเปรียบเทียบผลการเติม  
ไข่แดงที่ระดับ 10 กับ 20 เปอร์เซ็นต์ในสารเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส-เบส ในการแช่แข็งน้ าเชื้อแพะ
พันธุ์จาคห์ราน่า พบว่า มีค่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังละลายไม่แตกต่างกัน (35.2 ±2.40 และ 
30.1 ±3.18 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ ) แต่มีค่า ความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มตัวอสุจิ (60.56 ±1.31 และ 
52.7±1.87 เปอร์เซ็นต์  ตามล าดับ) และความสมบูรณ์ของอะโครโซม (48.0 ±1.06 และ 32.5±2.59 
เปอร์เซ็นต ์ตามล าดับ) ในกลุ่มที่เติมไข่แดงที่ระดับ 10 เปอร์เซ็นต์ มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมไข่แดง 20 
เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( p<0.05) สอดคล้องการศึกษาของ Bispo และคณะ (2011) 
ผลการเปรียบเทียบการเติมไข่แดง ที่ระดับสูงสุด ( T1 เท่ากับ 20 เปอร์เซ็นต)์ กับที่ระดับต่ าสุด  
(T2 เท่ากับ 2.5 เปอร์เซ็นต)์ ในการแช่แข็งน้ าเชื้อแพะพันธุ์อัลไพน์ ( Alpine) และซาเนน  (Saanen) 
พบว่า ความแข็งแรงของตัวอสุจิ และจ านวนตัวอสุจิที่มีรูปร่างปกติ ในกลุ่ม เติม ที่ไข่แดงที่ระดับ
สูงสุดมีค่าสูงกว่ากลุ่ม เติมไข่แดงที่ระดับต่ าสุด จึงเห็นได้ว่า  การใช้ไข่แดง  ที่ระดับ 20 เปอร์เซ็นต์ 
ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ โดยการไม่ปั่นแยก เซมินอลพลาสมา ออกก่อนเติมสารละลาย  
เจือจางน้ าเชื้อ อาจจะท าให้คุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็งลดลง  
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5.2 ผลของเลซิตินจากพืชต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง  
เลซิตินจากพืชเป็นสารป้องกันอันตรายจากการช็อกเนื่องจากความเย็นอีกตัวหนึ่งที่นิยม

น ามาใช้ทดแทนเลซิตินจากไข่แดง โดยเฉพาะเลซิตินจากถั่วเหลือง  (soybean lecithin) ซึ่งมี  
รายงานผลการศึกษาเพื่อหาระดับที่เหมาะสมในสูตรสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ  ทั้งในการแช่แข็ง
น้ าเชื้อแกะและแพะ เน่ืองจากการเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ต่างระดับกันมีผลต่อคุณภาพของอสุจิ
หลังละลาย จากการศึกษาของ Salmin และคณะ  (2012) ในการแช่แข็งน้ าเชื้อแกะ  เปรียบเทียบผล
การเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดที่มีความเข้มข้นของฟอสฟาทิดิลโคลีน  สูงกว่าหรือเท่ากับ 30 
เปอร์เซ็นต ์ที่ระดับ 0, 1.0, 2.0, 3.0 และ 4.0 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส -เบส 
พบว่า  กลุ่มที่ เติมเลซิตินจากถั่วเหลือง ที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ของตัว
อสุจิมีค่าสูงสุด (63.18±3.61 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนในการแช่แข็งน้ าเชื้อแพะ Chelucci และคณะ (2015) 
จากศึกษาผลของเลซิตินจากถั่วเหลือง ชนิดที่มีความเข้มข้นของฟอสฟาทิดิลโคลีน  สูงกว่าหรือ
เท่ากับ 30 เปอร์เซ็นต์  ที่ระดับต่างๆ (1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์) ในสารละลาย  
เจือจางน้ าเชื้อ พบว่า กลุ่มที่เติมเลซินจากถั่วเหลืองที่ระดับ 1. 0 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้อัตราการ
เคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิและจ านวนอสุจิมีชีวิตรอดในน้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังลายมีค่าสูงสุด  
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

Phutikanit และคณะ (2011) รายงานว่า ความเข้มข้นของฟอสฟาทิดิลโคลีนในสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อ มีผลท าให้คุณภาพน้ าเชื้อแพะแตกต่างกันด้วย โดยท าการศึกษาเปรียบเทียบการ
เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดที่มีความเข้มข้นของฟอสฟาทิดิลโคลีน 20 และ 95 เปอร์เซ็นต์ เติมที่
ระดับ 1.0 , 2.0 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อชนิดทริส -เบส ในการเก็บรักษา
น้ าเชื้อแพะแบบแช่เย็น ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่า  กลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดที่มี
ฟอสฟาทิดิลโคลีน 20 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ สูงกว่ากลุ่มที่เลซิตินจากถั่วเหลือง
ชนิดที่มีฟอสฟาทิดิลโคลีน 95 เปอร์เซ็นต์ แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) 

เลซิตินจากพืชนอกจากจะพบในถั่วเหลืองแล้ว  ยังสามารถพบได้ในเมล็ดทานตะวัน ซึ่งมี
ปริมาณฟอสฟาทิดิลโคลีนใกล้เคียง กัน แต่ในเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน มีกรดไขมันซึ่งเป็นสาร
ต้านอนุมูลอิสระโอเมกา 6 และโอเมกา 9 อยู่ในปริมาณสูง ( Table 2) จากรายงานของ Yimer และ
คณะ (2016) พบว่า การเสริมสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) ในกลุ่มกรดไขมัน โอเมกา 3, 6 
และ 9 ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ส่งผลให้การเคลื่อนที่ของอสุจิ จ านวนอสุจิมีชีวิต และจ านวน
ตัวอสุจิที่มีเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมสมบูรณ์ สูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (p<0.05)  
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Table 2 Comparison of the main phospholipids isomers of lecithin from different sources  

Components 
Phospholipids 

Typical value (%) 
Soybean Sunflower 

Phosphatidyl choline; PC 20 15 
Phosphatidyl ethanolamine;PE 18 16 
Phosphatidyl inositol; PI 11.5 7.2 
Phosphatidic acid ; PA 4.3 5.2 
Lyso PC 4.6 0 
Linoleic Acid 0 44.3 
Oleic Acid 0 11.6 
Sources Avanti Polar lipids, Inc., 

 AL, USA 
Lekithos, Inc., 

 FL, USA 
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บทท่ี 3 
 

การทดลองท่ี 1 
 

การศึกษาผลของเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับต่างๆ  
ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง 

 
บทน้า 
 

เลซิติน (lecithin) เป็นไขมันชนิดฟอสโฟลิพิด (phospholipids) ประกอบด้วยกรดไขมัน
และฟอสฟอรัส มักพบโมเลกุลวิตามินบีรวมอยู่ด้วย เช่น โคลีน ( choline) เลซิตินเป็น
ส่วนประกอบส าคัญของเยื่อหุ้มเซลล์สิ่งมีชีวิต  (Cooper and Hausman, 2004) จึงถูกน ามาเติมเป็น
สารป้องกันการช็อก เน่ือง จากความเย็น ในการ เก็บรักษาน้ าเชื้อด้วยวิธีแช่เย็นและแช่แข็ง เพื่อ
ทดแทนฟอสโฟลิพิดของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ  และป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิเสียหายจากการ 
ลดอุณหภูมิลงต่ ามาก (Watson, 1981) แหล่งเลซิตินที่นิยมน ามาเติมในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ  
คือ ไข่แดง (egg yolk lecithin) อย่างไรก็ตาม การเติมไข่แดงในสูตรสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ นั้นก็
มีความเสี่ยงต่อการปนเปื้อนเชื้อโรค นอกจากนี ้การเติมไข่แดงในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อส าหรับ
แช่แข็งน้ าเชื้อสัตว์หลายชนิด ส่งผลให้คุณภาพของตัวอสุจิหลังละลายลดลง  (Upreti et al., 1999) 
การเติมเลซิตินจากพืชจึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่งโดยเฉพาะเลซิตินจากถั่วเหลือง ซึ่งถูกน ามาใช้เป็น
สารป้องกันการช็อก เน่ืองจากความเย็นในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ  ส าหรับการแช่แข็งน้ าเชื้อโค
และ แกะ (กอบแก้ว และคณะ  2555; Salmin et al., 2012) เลซิตินจากพืชนอกจาก พบในถั่วเหลือง  
ยังพบได้ในพืชหลายชนิด ที่น่าสนใจ  คือ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน  เน่ืองจากมีปริมาณ  
ฟอสฟาติดิลโคลีนใกล้เคียงกับเลซิตินจากถั่วเหลือง แต่มีส่วนประกอบฟอสโฟลิปิดแตกต่างกัน 
(The Solae Company, 2014) และยังไม่มีรายงานการใช้เป็น สารป้องกันการช็อก เน่ืองจากความ
เย็นในการท า น้ าเชื้อแพะแช่แข็ง มาก่อน ดังนั้น  จึงท าการศึกษาระดับเลซิตินจากถั่วเหลืองและ  
เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่เหมาะสมในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง 
 
วัตถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาระดับของเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่เหมาะสมใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง 
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สัตว์ทดลอง 
แพะพันธุ์บอร์  (Boer) ที่เลี้ยงภายในศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพ 

สุราษฎร์ธานี มีอายุระหว่าง 24 ถึง 36 เดือน น้ าหนัก 60 ถึง 90 กิโลกรัม จ านวน 3 ตัว มีประวัติการ
ใช้เป็นพ่อพันธุ์ส าหรับผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งได้คุณภาพดีในช่วงก่อนท าการทดลอง 

การจัดการเลี้ยงดูพ่อพันธุ์ทั้ง 3 ตัว  เลี้ยงอยู่ภายในโรงเรือนเลี้ยงแพะพ่อพันธุ์แบบยกสูง
จากพื้นดิน 1.5 เมตร ปูพื้นด้วยไม้ระแนงแบบเว้นช่อง 1 นิ้ว หลังคาจั่วสูงติดต้ังพัดลมดูดอากาศ 
พ่อพันธุ์แต่ละตัวถูกแยกขังเด่ียว ในคอกขนาด 2x4 ตารางเมตร 

การจัดการด้านอาหาร  พ่อพันธุ์ได้รับหญ้าแพงโกล่าแห้งโดยให้กินเต็มที่  มีถังใส่น้ า
สะอาด และก้อนเกลือแร่แขวนไว้ให้สามารถกินได้ตลอด เสริมด้วยอาหารข้นชนิดเม็ดที่มีโปรตีน
ไม่ต่ ากว่า 16 เปอร์เซ็นต์ วันละ 1 กิโลกรัมต่อตัว ในเวลา 09.00 นาฬิกา มีโปรแกรมตรวจสุขภาพ
และท าวัคซีนตามข้อก าหนดมาตรฐานฟาร์มแพะของกรมปศุสัตว์ 

 
วัสดุอุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

1. วัสดุ ประกอบด้วย 
1.1 สารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ชนิดทริส-เบส (Tris-base) ประกอบด้วย  Tris 

(hydroxymethyl animomethane) (250 mM), citric acid (90 mM), fructose (70 mM), penicillin G 
(100 IU/ml) และ streptomycin (100 µg/ml) มีค่าความเป็นกรด-ด่าง7.0 มีค่าแรงดันออสโมติก 
ประมาณ 265 ถึง 320 มิลลิออสโมลต่อกิโลกรัม 

1.2 เลซิตินจากถั่วเหลือง  (L-α-phosphatidylcholine20%) ชนิดเกล็ด  (granules) 
(Avanti Polar lipids, Inc., AL, USA) 

1.3 เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน  (phosphatidylcholine 15%) ชนิดผง  (powder) 
(Lekithos, Inc., FL, USA) 

1.4 สารละลาย  eosin-nigrosin ส าหรับใช้ ย้อมตัวอสุจิ เพื่อ ตรวจจ านวนอสุจิมี
ชีวิตและไม่มีชีวิต 

2. อุปกรณ์ประกอบด้วย 
2.1 อุปกรณ์ในการรีดเก็บน้ าเชื้อ 

   2.1.1 ช่องคลอดเทียม (artificial vagina) 
   2.1.2 กระติกน้ าอุ่น  
   2.1.3 เทอร์โมมิเตอร์ ขนาด 0 ถึง 100 องศาเซลเซียส  

2.2 อุปกรณ์ส าหรับตรวจคุณภาพน้ าเชื้อ 
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  2.2.1 กล้องจุลทรรศน์ชนิดตัดแสง( phase contrast microscope) 
  2.2.2 สไลด์ ( slide) และกระจกปิดสไลด์ (cover glasses) 
  2.2.3 เคร่ืองอุ่นสไลด์ ( slide warmer) 
  2.2.4 อ่างน้ าร้อน ( water bath) 
  2.2.5 ไปเปตส าหรับเจือจางน้ าเชื้อ ( diluting pipette) 
  2.2.6  สไลด์นับเม็ดเลือดแดง (hemocytometer) 

2.3 อุปกรณ์เตรียมสารละลายเจือจางและแช่แข็งน้ าเชื้อ 
  2.3.1 เคร่ืองชั่งสารเคมี  
  2.3.2 เคร่ืองกวนสารเคมีชนิดควบคุมอุณหภูมิ  
  2.3.3 เคร่ืองวัดกรดด่าง  (pH meter) 
  2.3.4  เคร่ืองวัดออสโมลาริตี (osmometer) 
  2.3.5 ตู้เย็นควบคุมอุณหภูมิ 
  2.3.6 กล่องโฟมส าหรับใส่ไนโตรเจนเหลว 
  2.3. 7 ถังบรรจุไนโตรเจนเหลว 

2.4 อุปกรณ์ในการตรวจคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็ง 
  2.4.1 เคร่ืองตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้อด้วยคอมพิวเตอร์ (Computer 

Assisted Sperm Analyzer, CASA) โปรแกรม  IVOS Motility Analyzer version 12.0 (Hamilton-
Thorne, Biosciences, MA, USA) 

3. วิธีการทดลอง 
3.1 แผนการทดลอง  
การทดลองย่อยท่ี 1 ศึกษาผลของเลซิตินจากถั่วเหลืองระดับต่างๆ ในสารละลาย

เจือจางต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง  ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก ที่มีการวัด
ซ้ า (Repeated Measurements in Randomized Completely Block Design) โดยก าหนดระดับต่างๆ 
ของเลซิตินจากถั่วเหลือง 4 ระดับ ได้แก่ 1.5, 3.0, 4.5 และ 6 .0 เปอร์เซ็นต์  เป็นทรีตเมนต์  น้ าเชื้อที่
รีดเก็บจากพ่อแพะทุกตัวในแต่ละสัปดาห์ถูก น ามาเทรวมกัน เป็นหนึ่งชุดน้ าเชื้อ  แต่ละชุดน้ าเชื้อ 
คือ 1 บล็อก ท าการรีดเก็บน้ าเชื้อติดต่อกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์  แบ่งน้ าเชื้อแต่ละชุดออกเป็น 4 
ส่วนเท่าๆ กัน ท าการเจือจางด้วยสารละลายเจือจางน้ าเชื้อตามทรีตเมนตท์ี่ก าหนด 

การทดลองย่อยท่ี 2 ศึกษาผลของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับต่างๆ ใน
สารละลายเจือจางต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง ใช้แผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก
ที่มีการวัดซ้ า (Repeated Measurements in Randomized Completely Block Design) โดยก าหนด
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ระดับต่างๆ ของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน  4 ระดับ ได้แก่  1.5, 3.0, 4.5 และ 6 .0 เปอร์เซ็นต์ เป็น  
ทรีตเมนต์ น้ าเชื้อ ที่รีดเก็บ จากพ่อแพะทุกตัว ในแต่ละสัปดาห์ถูก น ามาเทรวมกัน เป็นหนึ่งชุด
น้ าเชื้อแต่ละชุดน้ าเชื้อ คือ 1 บล็อก ท าการรีดเก็บน้ าเชื้อติดต่อกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์ แบ่งน้ าเชื้อ
แต่ละชุดออกเป็น 4 ส่วนเท่าๆ กัน  ท าการ เจือจางด้วย สารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ตามทรีตเมนต์ ที่
ก าหนด 

3.2 การท้าน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง ตามวิธีการที่แนะน าโดย รพีพรรณ (2551) ดังนี ้
    3.2.1  การรีดเก็บน้้าเชื้อ เตรียมอุปกรณ์ในการรีดเก็บน้ าเชื้อและเตรียม
ความพร้อมของแพะพ่อพันธุ์ เร่ิมท าการรีดเก็บน้ าเชื้อเวลาประมาณ 08.00 น.  น าช่องคลอดเทียม
มาเติมน้ าอุ่นอุณหภูมิประมาณ 40 องศาเซลเซียส  น าแพะตัวเมียที่เป็นสัดเป็นตัวล่อเข้าซองบังคับ 
จากนั้นจูงพ่อแพะเข้ามาเพื่อปีนทับตัวล่อ ใช้ช่องคลอดเทียมสวมลึงค์ขณะพ่อแพะปีนทับตัวล่อ
เพื่อกระตุ้นให้พ่อแพะหลั่งน้ าเชื้อลงในหลอดเก็บน้ าเชื้อ 
    3.2.2 การตรวจคุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้น น้ าเชื้อที่น ามาใช้ในการทดลอง 
ต้องมีปริมาตรน้ าเชื้อสดที่เก็บได้ต่อคร้ังไม่น้อยกว่า 0.7 มิลลิลิตร ตรวจคุณภาพด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ชนิดตัดแสง มีการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิไม่น้อยกว่า 70 เปอร์เซ็นต์  และตรวจ
นับความเข้มข้นของตัวอสุจิโดยใช้  hemocytometer มีจ านวนอสุจิมากกว่า 2.5 x 109 ตัวต่อ
มิลลิลิตร 

3.2.3  การเจือจางและแช่แข็งน้้าเชื้อ  น าน้ าเชื้อที่ผ่านการตรวจคุณภาพ
ของพ่อแพะแต่ละตัวมาเทรวมกัน แบ่งเป็น 4 ส่วนเท่าๆ กัน สุ่มให้ได้รับสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ
ที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับต่างๆ ตามทรีตเมนต์  เพื่อท าการ
เจือจางน้ าเชื้อให้มีความเข้มข้นของอสุจิ 150 ล้านตัวต่อโด้ส  โดยใช้ปริมาตรสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อ ตามสูตรจากการค านวณดังนี ้

 
จ านวนโด้ส =   การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (เปอร์เซ็นต)์ x ปริมาตร (มิลลิลิตร) x ความเข้มข้นของอสุจิ (ตัวต่อมิลลิลิตร) 

 ความเข้มข้นของอสุจทิี่ต้องการ (150 x 106 ตัวต่อโด้ส) 

 
ปริมาตรน้ าเชื้อหลังการเจือจาง (มิลลิลิตร) = จ านวนโด้ส x ปริมาตรน้ าเชื้อต่อโด้ส (0.25 มิลลิลิตร) 
 

ปริมาตรสารเจือจางที่ใช้ (มิลลิลิตร) = ปริมาตรน้ าเชื้อหลังเจือจาง - ปริมาตรน้ าเชื้อก่อนเจือจาง  
 
น าน้ าเชื้อที่เจือจาง เรียบร้อย แล้วบรรจุในหลอดน้ าเชื้อขนาด 0.25 มิลลิลิตร  
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น าเข้าตู้ควบคุมอุณหภูมิ  เพื่อลดอุณหภูมิลงให้คงที่ที่ระดับ 4 ถึง 5 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 4 
ชั่วโมงก่อนน าไปอังในไอนิ่งเหนือระดับไนโตรเจนเหลว ประมาณ  4 ถึง 5 เซนติเมตร ที่อุณหภูมิ 
-100 ถึง -120 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที ก่อนจุ่มลงในไนโตรเจนเหลว -196 องศาเซลเซียส  เพื่อ
ท าการแช่แข็ง 

3.3 การตรวจคุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งหลังละลาย  
ท าการตรวจคุณภาพน้ าเชื้อหลังการแช่แข็งอย่างน้อย 24 ชั่วโมง โดยท าการสุ่ม

หยิบน้ าเชื้อแช่แข็ง  จ านวน 3 หลอดต่อชุดน้ าเชื้อในแต่ละทรีตเมนต์ ท าการละลายน้ าเชื้อแช่แข็ง 
(thawing) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที  ตรวจคุณภาพน้ าเชื้อทันทีหลังละลาย 
(ชั่วโมงที่ 0 ) ส่วนที่เหลือบ่มไว้ในอ่างน้ าควบคุม  (incubation) อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ท า
การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อ ซ้ าอีกครั้งในชั่วโมงที่ 2 และ 4 หลังละลาย (Deka and Rao, 1987) ตาม
ตัวชี้วัด ดังนี้ 

3.3.1 การเคลื่อนท่ี ความเร็วและลักษณะการเคลื่อนท่ีของอสุจิ  ตรวจด้วย
เคร่ืองคอมพิวเตอร์ส าหรับวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้อ (CASA) โดย การหยดน้ าเชื้อ ขนาด 5 
ไมโครลิตรลงบนสไลด์ ก าหนดให้เคร่ืองตรวจนับและวัดการเคลื่อนที่ของอสุจิ อย่างน้อย 800 ตัว 
ตามตัวชี้วัดดังนี ้

(1) การเคลื่อนที่ของอสุจิ 
   (1.1) การเคลื่อนที่ทั้งหมด (total motility, MOT)  

    (1.2) การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive motility, PMT)  
(2) ความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ วัดค่าดังนี้  

   (2.1) ความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ (average path velocity, VAP) 
   (2.2) ความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีตรง (straight-line velocity, VSL) 
   (2.3) ความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีโค้ง (curve-line velocity, VCL) 

(3) ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ วัดค่าดังนี้ 
   (3.1) ค่าความกว้างของการเคลื่อนที่ส่วนหัว (amplitude of lateral head 
displacement, ALH) 
   (3.2) ความถี่ในการส่ายส่วนหัว (beat cross frequency, BCF) 

(3.3) อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยใน
การเคลื่อนที ่(straightness, STR)  

(3.4) อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วของการ
เคลื่อนที่ในวิถีโค้ง (linearity, LIN) 
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3.3.2 ตรวจประเมินตัวอสุจิมีชีวิตท้ังหมด ( total viability) ด้วยวิธีการย้อมสี  
eosin-nigrosin โดยนับจ านวนอสุจิมีชีวิตและค านวณเป็นร้อยละของอสุจิมีชีวิตต่อจ านวนอสุจิ
ทั้งหมด โดยอุ่นสไลด์และสีที่จะใช้ย้อมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส หยดน้ าเชื้อ 5 ไมโครลิตร 
ผสมกับสี eosin-nigrosin ในปริมาณ 50 ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากันบนสไลด์ท าการสเมียร์  (smear) 
ให้เป็นแผ่นฟิล์มบางๆ บนแผ่นสไลด์ปล่อยให้แห้ง น าสไลด์ที่ได้ไปตรวจนับด้วยกล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 400  เท่า อสุจิที่ใสไม่ติดสีแสดงว่า  เป็นอสุจิที่มีชีวิต ส่วนอสุจิที่ติดสีแดงหรือส้มแดง
แสดงว่า  เป็นอสุจิที่ตายนับจ านวนอสุจิทั้งหมด 300 ตัว และน ามาค านวณเป็นร้อยละของอสุจิมี
ชีวิตต่ออสุจิทั้งหมด  

4. วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล 
ค่าเฉลี่ยของข้อมูลคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังการท าละลาย  (ชั่วโมงที่ 0 ) และเมื่อบ่ม

น้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 และ4 ได้แก่ การ
เคลื่อนที่ทั้งหมด การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็วในการเคลื่อนที่ลักษณะการเคลื่อนที่ ของอสุจิ
และจ านวนตัวอสุจิมีชีวิตมาวิเคราะห์ความแปรปรวน  (Analysis of Variance, ANOVA) ตาม
แผนการทดลอง แบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก ที่มีการวัดซ้ า (Repeated Measurements in 
Randomized Completely Block Design) โดยมีแบบหุ่นทางสถิต ิ(statistical model) คือ 

 

   Yijk = μ + αi + δk +τj + ατij + φijk 

 เมื่อ  
Yijk คือ ค่าสังเกตจากปัจจัยของระดับของเลซิติน ที่ ระดับ i  

และเวลาหลังละลาย ที่ j ที่ชุดน้ าเชื้อ k 
 μ คือ ค่าเฉลี่ย 
 αi คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของระดับของเลซิติน ที่ i เมื่อ i = 1 ถึง 4 
 δk คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของชุดน้ าเชื้อ ที่ k เมื่อ k = 1 ถึง 5 
 τj คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของเวลาในการบ่มน้ าเชื้อ ที่ j เมื่อ j = 1 ถึง 3 

ατij คือ อิทธิพลร่วมจากปัจจัยของระดับของเลซิติน ที่ i และเวลาในการบ่ม 
น้ าเชื้อ ที่ j 

 φijk คือ ค่าความคลาดเคลื่อน 
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s new multiple range testและ

วิเคราะห์หาความสัมพันธ์รูปแบบ Linear, Quadratic และ Cubic ใช้วิธ ี Orthogonal polynomial 
(trend contrasts) ด้วยโปรแกรมส าเร็จรูป Statistical Analysis System (SAS, 1999) 
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ผลการทดลอง 
 
ผลการทดลองย่อยท่ี 1 ผลของเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ระดับต่างๆในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อต่อ
คุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง 
 

จากการศึกษาคุณภาพน้ าเชื้อก่อนน าเข้าสู่การทดลองย่อยที่  1 พบว่า  ปริมาตรน้ าเชื้อสดที่
รีดเก็บได้ต่อคร้ังต่อตัวเฉลี่ย  เท่ากับ  1.3+0.4 มิลลิลิตร เมื่อตรวจคุณภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์  
พบว่า  มีอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าเฉลี่ย  เท่ากับ  77.7+1.8 เปอร์เซ็นต์  และเมื่อตรวจนับความ
เข้มข้นของตัวอสุจิ โดยใช้ hemocytometer พบว่า มีจ านวนตัวอสุจิเฉลี่ย เท่ากับ 5.9+0.46 x 109 ตัว
ต่อมิลลิลิตร (Table 3) 
Table 3 Descriptive statistics of fresh semen quality of experimental buck used in Experiment 

1.1 (mean + SD) 

Lot no. N 
Semen volume 

 (ml) 
Progressive motility 

 (%) 
Sperm concentration 

(x 109cells/ml) 
1 3 1.4+0.1 78.3+2.9 6.2+1.96 
2 3 1.4+0.8 77.5+3.5 6.1+0.55 
3 3 1.0+0.0 77.5+3.5 5.3+0.58 
4 3 0.9+0.2 80.0+0.0 5.6+1.00 
5 3 1.8+1.1 75.0+7.1 6.4+0.13 

Overall mean  1.3+0.4 77.7+1.8 5.9+0.46 
 
ผลของเลซิตินจากถั่วเหลืองระดับต่างๆในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง  
 
1. การเคลื่อนท่ีของอสุจิ  

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับของ เลซิตินจากถั่วเหลือง และชั่วโมงในการบ่มน้ าเชื้อหลัง
ละลาย  ส่งผลให้ การเคลื่อนที่ทั้งหมด  (MOT) และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ( PMT) ของอสุจิ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) (Table 4) โดยพบว่า ค่า การเคลื่อนที่ทั้งหมด และ
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิหลังละลาย (ชั่วโมงที่ 0) และเมื่อบ่มน้ าเชื้อ ไว้ในอ่างน้ าอุ่น
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37  องศาเซลเซียส  ในชั่วโมงที่  2 ของกลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลือง ระดับ 3.0 
เปอร์เซ็นต์ มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมระดับ 1.5, 4.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์  (Table 5 และ 6 และ Figure 6 
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และ 7) จากการศึกษานี้  พบว่า การเคลื่อนที่ทั้งหมดและการเคลื่อนที่ไปข้าง ของอสุจิหลังละลาย 
(ชั่วโมงที่ 0) และเมื่อบ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37  องศาเซลเซียส  ในชั่วโมงที่  2 
มีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้ง Quadratic ต่อระดับเลซิตินจากถั่วเหลืองที่เพิ่มขึ้น (Table 5 และ 6 ) 
2. ความเร็วในการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับของ เลซิตินจากถั่วเหลือง  ไม่มีผลต่อความเร็วเฉลี่ยในการ
เคลื่อนที่ (VAP) ความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีตรง  (VSL) และความเร็วในการเคลื่อนที่ วิถีโค้งของ
อสุจิ  (VCL) แต่ชั่วโมงในการบ่มน้ าเชื้อหลังละลาย  ส่งผลต่อ ความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ 
ความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีตรง และความเร็วในการเคลื่อนที่ วิถีโค้งของอสุจิอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิต ิ(p<0.05) (Table 4)  
3. ลักษณะการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับของ เลซิตินจากถั่วเหลือง  ไม่มีผลต่อ ความกว้างของการ
เคลื่อนที่ส่วนหัวของอสุจิ (ALH)  อัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ย
ในการเคลื่อนที่  (STR) และอัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วของการ
เคลื่อนที่ในวิถีโค้ง (LIN) แต่ส่งผลต่อความถี่ในการส่ายส่วนหัว  (BCF) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ    
(p<0.05) (Table 4) โดยพบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ มีค่าความถี่ใน
การส่ายส่วนหัวของอสุจิ สูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองระดับ 3.0, 4.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์  
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) จากการศึกษานี้ พบว่า ความถี่ในการส่ายส่วนหัวของอสุจิหลัง
ละลาย (ชั่วโมงที่ 0) มีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้ง Quadratic และเมื่อบ่มน้ าเชื้อหลังละลาย ไว้ใน
อ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  ในชั่วโมงที่  4  มีแนวโน้มลดลงแบบเส้นตรง 
Linear ต่อระดับของเลซิตินจากถั่วเหลืองที่เพิ่มขึ้น (Table 11 และ Figure 12) 
4. จ้านวนตัวอสุจิมีชีวิต  

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับของ เลซิตินจากถั่วเหลือง ส่งผลให้ จ านวนอสุจิมีชีวิตต่อ
จ านวนอสุจิทั้งหมด  (viability) แตกต่างกัน อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) (Table 4) โดย
พบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองระดับ 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์  มีเปอร์เซ็นต์ อสุจิมีชีวิตสูง
กว่ากลุ่มที่เติมระดับ 1.5 และ 6 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( p<0.05) จากการศึกษานี้ 
พบว่า เปอร์เซ็นตอ์สุจิมีชีวิตหลังละลาย  (ชั่วโมงที่ 0) มีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้ง Quadratic ต่อ
ระดับของเลซิตินจากถั่วเหลืองที่เพิ่มขึ้น (Table 14 และ Figure 15) 
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Table 5 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on total motility 
percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation 
at 37C 

Soybean (SB) levels 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2 4 
1.5 %  31.4b 16.2c 4.0 
3.0 %  57.0a 43.8a 11.4 
4.5 %  53.4a 32.0b 8.0 
6.0 %  46.0a 17.1c 4.2 

p-value <0.05 <0.05 >0.05 
SEM1/ 2.94 3.11 1.17 

Treatment contrast(p-value)    
Linear ns ns ns 
Quadratic 0.0028 0.0001 ns 
Cubic ns ns ns 

a, b, c Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns  no significant difference (p>0.05) 
 

 
 

Figure 6 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender and incubation time on  
total motility percentage of frozen-thawed sperm 
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Table 6 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on progressive motility 
percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation 
at 37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 16.6b 9.4b 1.6 
3.0 % 38.6a 24.2a 5.6 
4.5 % 36.2a 19.6a 4.6 
6.0 % 31.0a 11.8b 1.8 

p-value <0.05 <0.05 >0.05 
SEM1/ 2.49 1.79 0.64 

Treatment contrast(p-value)    
Linear 0.0212 ns ns 
Quadratic 0.0019 <0.0001 ns 
Cubic ns ns ns 

a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns no significant difference (p>0.05) 
 

 
 

 

Figure 7 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender and incubation time on 
progressive motility percentage of frozen-thawed sperm 
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Table 7 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on average path velocity 
(µm/s) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 
37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2 4 
1.5 % 81.26 87.84 61.20 
3.0 % 85.14 82.30  69.82 
4.5 % 84.56 84.08  64.10 
6.0 % 76.64  75.26  58.92 

p-value ------------------------------- >0.05 ---------------------------------- 
SEM1/ 2.14 2.02 2.80 

SEM 1/standard error of mean 
 
 
 
 
 

 
 

 

Figure 8 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on average path velocity 
of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 8 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on straight-line velocity 
(µm/s) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 
37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 63.04 66.20 41.66 
3.0 % 66.64 63.84 54.32 
4.5 % 64.02 62.56 49.94 
6.0 % 61.42 60.06 49.70 

p-value ------------------------------- >0.05 ---------------------------------- 
SEM1/ 1.38 1.72 2.32 

SEM 1/standard error of mean 
    

 
 
 

 
 

Figure 9 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on straight-line velocity 
of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 9 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on curve-line velocity 
(µm/s) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at  
37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 144.34 147.94 112.90 
3.0 % 134.74 159.94 134.62 
4.5 % 129.08 135.12 118.20 
6.0 % 114.68 125.88 106.56 

p-value ----------------------------------- >0.05 ----------------------------------- 
SEM1/ 4.50 5.19 5.86 

SEM 1/standard error of mean 

    
 
 
 

 

 
Figure 10 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on curve-line velocity of 

frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 10 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on amplitude of lateral 
head displacement (µm) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour 
of incubation at 37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 6.72 7.02 5.44 
3.0 % 5.94 7.08 5.92 
4.5 % 6.20 6.72 6.00 
6.0 % 5.68 7.12 5.46 

p-value --------------------------------- >0.05 ---------------------------------- 
SEM1/ 0.18 0.20 0.29 

SEM 1/standard error of mean 

    
 
 
 
 

 
 

 

Figure 11 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on amplitude of lateral 
head displacement of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 
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Table 11 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on beat cross frequency 
(Hz) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at  
37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37 C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 28.86 27.04 35.72 30.54a 
3.0 % 22.76 25.20 28.18 23.58b 
4.5 % 20.40 23.74 26.62 24.91b 
6.0 % 23.86 24.54 26.72 25.38b 

p-value ------------------- >0.05 ------------------- <0.05 
SEM1/ 1.10 1.01 1.44  

Treatment contrast (p-value)     
Linear 0.0099 ns 0.0166  
Quadratic 0.0027 ns ns  
Cubic ns ns ns  

a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns  no significant difference (p>0.05) 

 

 
 

 

Figure 12 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on beat cross frequency 
of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 12 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on straightness 
percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation 
at 37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 79.20 74.16 67.60 
3.0 % 76.80 76.20 72.20 
4.5 % 76.60 74.60 68.60 
6.0 % 79.00 78.71 72.00 

p-value ------------------------------- >0.05 ---------------------------------- 
SEM1/ 1.30 1.12 2.46 

SEM 1/standard error of mean 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 

 
Figure 13 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on straightness of 

frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

SB 1.0% 

SB 4.5% 

SB 6.0% 

SB 3.0% 

ST
R 

(%
) 

 

0  2  4 
Incubation time (h) 



38 

Table 13 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on linearity percentage of 
frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37C(h) 

0 2  4  
1.5 % 44.80 45.80 40.40 
3.0 % 50.00 47.60 44.40 
4.5 % 50.60 47.20 45.08 
6.0 % 51.80 46.62 47.40 

p-value -------------------------------- >0.05 ----------------------------------- 
SEM1/ 1.18 1.34 1.31 

SEM 1/ standard error of mean 

    
 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 
Figure 14 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on linearity of frozen-

thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 14 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on viability percentage of 
frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

Soybean (SB) level 
Hour of incubation  at 37 C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 36.3 19.3 3.1 19.5b 
3.0 % 49.1 27.9 8.4 28.46a 
4.5 % 45.5 22.6 6.7 24.93a 
6.0 % 35.6 21.2 4.3 20.36b 

p-value ------------------------ >0.05 ------------------------- <0.05 
SEM1/ 1.75 1.49 0.78  

Treatment contrast (p-value)     
Linear ns ns ns  
Quadratic 0.0003 ns ns  
Cubic ns ns ns  

a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns no significant difference (p>0.05) 

 

 
 

 

 
Figure 15 Effect of different levels of soybean lecithin-based extender on viability of frozen-

thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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ผลการทดลองย่อยท่ี 2 ผลของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับต่างๆ ในสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง 

 
จากการศึกษาคุณภาพน้ าเชื้อก่อนน าเข้าสู่การทดลองย่อยที่ 2 พบว่า  ปริมาตรน้ าเชื้อสดที่

เก็บได้ต่อคร้ังต่อตัวเฉลี่ย  เท่ากับ 1.5+0.3 มิลลิลิตร เมื่อน าไปตรวจคุณภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์  
พบว่า  มีอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าเฉลี่ย  เท่ากับ 76.5+2.2 เปอร์เซ็นต์  และเมื่อตรวจนับความ
เข้มข้นของตัวอสุจิ โดยใช้  hemocytometer พบว่า จ านวนตัวอสุจิเฉลี่ย  เท่ากับ 6.5+0.87x 109 ตัว
ต่อมิลลิลิตร (Table15) 
Table 15 Descriptive statistics on semen quality of buck in fresh ejaculates used in Experiment 

1.2 (mean + SD) 

Lot no. N 
Semen volume 

 (ml) 
Progressive motility 

 (%) 
Sperm concentration 

(x 109cells/ml) 
1 3 1.9+0.4 77.5+2.5   7.0+1.49 
2 3 1.4+0.6 75.0+5.0 6.9+0.43 
3 3 1.2+0.2 80.0+0.0 5.3+0.43 
4 3 1.6+0.4 75.0+0.0   7.5+1.06 
5 3 1.4+0.1 75.0+5.0   6.0+2.57 

Overall mean  1.5+0.3 76.5+2.2   6.5+0.87 
 
ผลของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันท่ีระดับต่างๆ  ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อ
แพะ แช่แข็ง  
 
1. การเคลื่อนท่ีของอสุจิ  

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับ ของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน  ส่งผลให้การเคลื่อนที่
ทั้งหมดของอสุจิ ( MOT) แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05)  (Table 16) โดยพบว่า 
กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการเคลื่อนที่ทั้งหมดของ
อสุจิสูงกว่ากลุ่มที่เติมระดับ 1.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) (Table 17 
และ Figure 16) และระดับ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน และชั่วโมงในการบ่มน้ าเชื้อหลังละลาย 
ส่งผลให้การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ  (PMT) แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) 
(Table 16) โดยพบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์ มีค่า
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การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิหลังละลาย  (ชั่วโมงที่ 0) และเมื่อบ่ม น้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่น
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2  สูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน
ระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) แต่เมื่อบ่มน้ าเชื้อ ไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ชั่วโมงที่ 4 พบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 3.0 
เปอร์เซ็นต์ มี ค่าการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ สูงสุด  จากการศึกษานี้ พบว่า การเคลื่อนที่
ทั้งหมด และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิหลังละลาย  และเมื่อบ่มน้ าเชื้อ ไว้ในอ่างน้ าอุ่น
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียสในชั่วโมงที่ 2 และ 4 มีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้ง Quadratic 
ต่อระดับของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่เพิ่มขึ้น (Table 18 และ Figure 17) 
2. ความเร็วในการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ส่งผลให้การความเร็วเฉลี่ย
ในการเคลื่อนที่  (VAP) และความเร็วในการเคลื่อนที่ใน วิถีโค้ง (VCL) ของอสุจิ มีค่าแตกต่างกัน
ทางสถิติ ( p<0.05)  (Table 16) โดยพบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3.0 
เปอร์เซ็นต์ มี ความเร็ว เฉลี่ย ในการเคลื่อนที่ ของอสุจิสูงสุด สูงกว่า ในกลุ่มที่ เติม ระดับ  6.0 
เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( p<0.05) และกลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 
1.5 และ 3.0 เปอร์เซ็นต์  มีความเร็วในการเคลื่อนที่ใน วิถีโค้งสูงกว่าในกลุ่มที่เติมเลซิตินจาก  
เมล็ดทานตะวันที่ระดับ 4.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์  อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ( p<0.05) (Table 19, 20 
และ21 และ Figure 18, 19 และ 20) 
3. ลักษณะการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า ระดับ ของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน  ส่งผลให้ความกว้างของ
การเคลื่อนที่ส่วนหัว  (ALH) อัตราส่วนความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยในการ
เคลื่อนที่ (STR) และอัตราส่วนความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วของการเคลื่อนที่
ในวิถีโค้ง  (LIN) มีค่าแตกต่างกันทางสถิติ ( p<0.05) (Table 16) โดยพบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจาก
เมล็ดทานตะวันระดับ 6.0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าความกว้างของการเคลื่อนที่ส่วนหัวของอสุจิหลังละลาย
ต่ ากว่ากลุ่มที่เติมระดับ 1. 5, 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์  (p<0.05)  (Table 22 และ Figure 21) แต่มี
อัตราส่วนความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่และอัตราส่วนความเร็ว
ของการเคลื่อนที่ในวิถีตรงต่อความเร็วของการเคลื่อนที่ในวิถีโค้ง สูงกว่ากลุ่มที่เติมระดับ 1. 5, 3.0 
และ 4.5 เปอร์เซ็นต ์(p<0.05) (Table 24 และ 25 และ Figure 23 และ 24)  

นอกจากนี้ พบว่า ผลของระดับ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน และชั่วโมงในการบ่มน้ าเชื้อ
หลังละลาย ส่งผลให้ความถี่ในการส่ายส่วนหัวของอสุจิ  (BCF) มีค่าแตกต่างกันทางสถิติ  
(p<0.05) (Table 16) โดยพบว่า เมื่อบ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส 
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ในชั่วโมงที่ 4 กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ มีค่าความถี่ในการส่าย
ส่วนหัวของอสุจิสูงกว่าในกลุ่มที่เติมระดับ 3.0 , 4.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
(p<0.05) จากการศึกษานี้ พบว่า ความถี่ในการส่ายส่วนหัวของอสุจิ เมื่อบ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่น
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 4 มีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้ง Quadratic ต่อ
ระดับของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่เพิ่มขึ้น (Table 23 และ Figure 22) 
4. จ้านวนตัวอสุจิมีชีวิต  

จากผลการศึกษา พบว่า ผลของระดับเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ส่งผลให้เปอร์เซ็นต์อสุจิ
มีชีวิต (viability) แตกต่างกัน อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (p <0.05) (Table 16) โดยพบว่า กลุ่มที่
เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต ์มีจ านวนอสุจิมีชีวิตต่อจ านวนอสุจิ
ทั้งหมดหลังละลาย  สูงกว่ากลุ่มที่ เติมระดับ 1.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์  แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ( p <0.05)  จากการศึกษานี้ พบว่าจ านวนอสุจิมีชีวิตต่อจ านวนอสุจิทั้งหมดหลังละลาย 
และเมื่อบ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 0 มีแนวโน้ม
ลดลงแบบเส้นโค้ง  Quadratic ต่อระดับของเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่เพิ่มขึ้น  (Table 26 และ 
Figure 25) 
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Table 17 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on total motility 
percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37 C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 %  34.6 21.8 9.0 21.80b 
3.0 %  53.2 37.6 18.0 35.20a 
4.5 %  56.8 34.6 14.2 36.26a 
6.0 %  41.8 18.8 6.8 22.46b 

p-value --------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 3.29 2.36 1.45  

Treatment contrast (p-value)     
Linear ns ns ns  
Quadratic 0.0034 0.0002 0.0024  
Cubic ns ns ns  

a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns  no significant difference (p>0.05) 

 

 
Figure 16 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on total motility 

percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 
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Table 18 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on progressive motility 

percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation 
at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 20.0b 14.6b 4.8bc 
3.0 % 33.4a 19.6a 10.4a 
4.5 % 37.0a 21.0a 8.8ab 
6.0 % 28.6ab 11.2b 3.2c 

p-value -------------------------------- <0.05 --------------------------------- 
SEM1/ 2.19 1.35 0.85 

Treatment contrast(p-value)    
Linear ns ns ns 
Quadratic 0.0042 0.0002 0.0006 
Cubic ns ns ns 

a, b,c Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns  no significant difference (p>0.05) 

 

 
Figure 17 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender and incubation time on 

progressive motility percentage of frozen-thawed sperm 
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Table 19 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on average path 
velocity (µm/s) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2 4 

1.5 % 90.36 85.16 87.76 87.76a 
3.0 % 89.58 90.88 95.46 91.97a 
4.5 % 87.80 85.24 75.76 82.93ab 
6.0 % 75.90 71.36 70.40 72.55b 

p-value --------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 2.96 3.31 4.18  

a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 

 
     
     

 

 
 

 
Figure 18 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on average path 

velocity of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of  incubation 
at 37C 
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Table 20 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on straight-line velocity 
(µm/s) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation  
at 37C 

Sunflower (SF) level 
storage at 37C (h) 

0 2  4  
1.5 % 68.38 65.62 66.02 
3.0 % 67.70 69.36 72.02 
4.5 % 67.36 66.20 56.58 
6.0 % 62.02 62.96 61.46 

p-value ---------------------------------- >0.05 ---------------------------------- 
SEM1/ 2.03 1.52 2.75 

SEM 1/ standard error of mean 

 
 
 

 
 

 

 
Figure 19 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on straight-line 

velocity of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation 
at 37C 
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Table 21 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on curve-line velocity 
(µm/s) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 
37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 155.78 142.62 161.32 153.40a 
3.0 % 145.88 155.24 172.76 157.67a 
4.5 % 138.24 136.34 108.56 127.71b 
6.0 % 114.50 110.48 112.14 112.37b 

p-value --------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 5.93 6.79 9.20  

a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 

     
 
 

 

 
 
Figure 20 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on curve-line velocity 

of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 22 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on amplitude of lateral 
head displacement (µm) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour 
of incubation at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 7.18 6.76 7.38 7.10ab 
3.0 % 6.82 7.22 7.94 7.32a 
4.5 % 6.32 6.30 6.28 6.30b 
6.0 % 5.10 4.80 6.06 5.32c 

p-value --------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 0.26 0.30 0.35  

a, b, c Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 

     
 
 

 
 

 
Figure 21 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on amplitude of lateral 

head displacement of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 
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Table 23 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on beat cross frequency 
(Hz) of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 
37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 25.60 26.68 31.68 27.99a 
3.0 % 25.94 25.84 26.36 26.05b 
4.5 % 23.26 27.00 22.09 24.12b 
6.0 % 24.54 24.12 27.26 25.31b 

p-value ------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 0.52 0.44 0.98  

Treatment contrast (p-value)     
Linear ns ns 0.0212  
Quadratic ns ns 0.0051  
Cubic ns ns ns  

a, b, Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns  no significant difference (p>0.05) 
 

 

 
 

Figure 22 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender and incubation time on 
beat cross frequency of frozen-thawed sperm  
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Table 24 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on straightness 
percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 73.20 77.20 72.80 74.40b 
3.0 % 73.20 71.80 71.40 72.15b 
4.5 % 74.80 71.80 67.00 71.20b 
6.0 % 78.80 84.20 80.00 81.00a 

p-value --------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 0.87 1.44 1.78  

a, b Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
 

 
     
     

 

 
 

 

Figure 23 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on straightness 
percentage of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of 
incubation at 37C 
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Table 25 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on linearity percentage 
of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 44.80 46.80 42.80 44.80b 
3.0 % 44.40 44.00 41.40 43.26b 
4.5 % 48.00 44.20 42.40 44.86b 
6.0 % 54.40 56.60 50.20 53.73a 

p-value --------------------------- > 0.05 ------------------------- < 0.05 
SEM1/ 1.20 1.49 1.75  

a, b Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 

 
 
 

    

 
 

 
 

 

 
Figure 24 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on linearity percentage 

of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 26 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on viability percentage 
of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

Sunflower (SF) level 
Hour of incubation  at 37 C (h) 

Overall mean 
0 2  4  

1.5 % 40.2 23.8 7.3 23.74b 
3.0 % 50.0 26.2 10.4 29.20a 
4.5 % 46.1 23.1 10.1 26.75a 
6.0 % 38.9  20.0 6.2 20.27b 

p-value -------------------------- > 0.05 ------------------------
- 

< 0.05 

SEM1/ 1.77 1.61 0.79  
Treatment contrast (p-value)     

Linear ns ns ns  

Quadratic <0.0001 ns ns  
Cubic ns ns ns  

a, b, Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
SEM 1/ standard error of mean 
ns  no significant difference (p>0.05) 

 

 
 

 
Figure 25 Effect of different levels of sunflower lecithin-based extender on viability percentage 

of frozen-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

การเคลื่อนที่ของอสุจิเป็นดัชนีชี้วัดที่ส าคัญบ่งบอกถึงคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง  
หลังละลายมีความสัมพันธ์เชิงบวกต่ออัตราการผสมติดจากการผสมเทียมน้ าเชื้อแพะแช่แข็ง  
หลังละลาย มีอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิอยู่ระหว่าง  30 ถึง 45 เปอร์เซ็นต์ (Tuli et al, 
1991; Tuli and Holtz, 1994; Whittier, 2000) จากผลการทดลองนี้แสดงให้เห็นได้ว่า เลซิติน  หรือ
ฟอสโฟลิปิดจากถั่วเหลืองในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะสามารถป้องกันความเสียหายแก่อสุจิ
จากการแช่แข็งได้ ท าให้อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ หลังละลายกลุ่มที่ การเติมเลซิติน
จากถั่วเหลือง ที่ระดับ 3.0 เปอร์เซ็นต์  มีค่าสูงสุดสูงกว่ากลุ่มเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ ระดับ 1.5 
เปอร์เซ็นต์  ที่เป็นเช่นนี้ เนื่องมาจาก เมื่อตัวอสุจิได้รับผลกระทบจากการลดอุณหภูมิ ที่ต่ ามากจาก
กระบวนการแช่แข็งอสุจิจะสูญเสียฟอสโฟลิปิด ที่เยื่อหุ้ม เซลล์โดยเฉพาะฟอสฟาทิดิลโคลีน  
การเติมฟอสโฟลิปิดในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ  จะช่วยให้เกิดการเข้าจับแทนที่ ฟอสโฟลิปิดของ
เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ (bio-membrane of sperm) ส่งผลให้ตัวอสุจิสามารถทนต่อการลดอุณหภูมิต่ ามาก
และการแช่แข็งได้ดีขึ้น  (Manjunath, 2012) อย่างไรก็ตาม หาก ปริมาณของ ฟอสโฟลิปิด ใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อมีปริมาณน้อยเกินไป ก็จะไม่สามารถป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์ส่วนใหญ่ไว้ได้ 
ท าให้ตัวอสุจิได้รับความเสียหาย จากการไหลเข้า-ออกของน้ า และสารอ่ืนภายในเซลล์ระหว่างท า
การลดอุณหภูมิต่ าลง ส่งผลให้ อัตราการเคลื่อนที่ ของอสุจิลดลง (Aboagla and Terada, 2004) 
ผลจากการทดลองนี้สอดคล้องกับผลการศึกษาของ Salmin และคณะ (2012) ที่พบว่า การเติม  
เลซิตินจากถั่วเหลืองที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย เจือจางน้ าเชื้อแกะ ส่งผลให้การเคลื่อนที่
ไปข้างหน้าของอสุจิ มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลือง 0 , 1.0 และ 2.0 เปอร์เซ็นต์ ใน
ท านองเดียวกันผลการศึกษาของ  Paz และคณะ (2010) พบว่า การเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่มี  
ฟอสฟาทิดิลโคลีน 20 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับ 3.5 เปอร์เซ็นต์ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแกะ มีผลให้
การเคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ระดับ 1.0 เปอร์เซ็นต์ ในการ
เก็บรักษาน้ าเชื้อแบบแช่เย็นที่อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส 

ในท านองเดียวกัน การเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ ก็
สามารถป้องกันความเสียหายแก่ตัวอสุจิจากการแช่แข็งได้ โดยการเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน 
ที่ระดับ 3.0 ถึง 4.5 เปอร์เซ็นต์  ท าให้อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ หลังละลาย ใกล้เคียง
กับผลการเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองในการทดลองย่อยที่ 1 ทั้งนี้อาจจะเนื่องมาจากมีองค์ประกอบ
ของเลซิตินใกล้เคียงกัน ซึ่งเลซิตินที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้ใช้ คือ เลซิตินจากถั่วเหลืองเป็นชนิดที่
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มีฟอสฟาติดิลโคลีน 20 เปอร์เซ็นต์ และเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันเป็นชนิดที่มีฟอสฟาติดิลโคลีน 
15 เปอร์เซ็นต์ (The Solae Company, 2014) 

การบ่มน้ าเชื้อหลังละลายในอ่างน้ าอุ่น ควบคุม อุณหภูมิ ที่ 37 องศาเซลเซียส  เป็นการ
ทดสอบคุณภาพน้ าเชื้อหลังละลายโดยจ าลองสภาพแวดล้อมภายในมดลูกอย่างง่าย ( in-vitro) และ
มีราคาถูก สามารถบอกถึงความสามารถในการมีชีวิตรอดของอสุจิในสารละลายที่เตรียมขึ้น
(Mathur et al., 2002) จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า เมื่อบ่มน้ าเชื้อหลังละลายไว้ ใน
อ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  ในชั่วโมงที่ 2 และ 4  กลุ่มที่เติมระดับของเลซิติน
จากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ที่ระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ 
มีอัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดและการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิต่ ากว่ากลุ่มที่เติมที่ระดับ 3.0 
และ 4.5 เปอร์เซ็นต์ อย่างชัดเจน อาจจะเน่ืองมาจากปริมาณของ เลซิติน ในสารละลายเจือจาง
น้ าเชื้อแพะที่น้อยเกินไป ไม่สามารถป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจากการลดอุณหภูมิต่ ามากและการ
แช่แข็งได้ อาจจะท าให้เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ บางส่วนเสื่อมสภาพลง  ส่งผลให้ตัวอสุจิตายในระหว่าง
การเก็บรักษาในรูปของเหลว ก่อให้เกิดสารอนุมูลอิสระ ( reactive oxygen species; ROS) จึงเป็น
สาเหตุให้ตัวอสุจิมีชีวิตที่เหลืออยู่ตายลงอย่างรวดเร็ว ( Love et al., 2005) ส่งผลให้อัตราการ
เคลื่อนที่ลดลงตามไปด้วย 

อย่างไรก็ตาม จาก ผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า ระดับของเลซิตินในสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อแพะที่ สูงถึง 6.0 เปอร์เซ็นต์ มีผลท าให้การเคลื่อนที่ทั้งหมดและการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าของอสุจิมีค่าลดลง  ที่เป็นเช่นนี้ เนื่องมาจากปริมาณของเลซิตินที่สูงเกินไป ท าให้
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อมีความเข้มข้นสูงขึ้น อาจจะท าให้ตัวอสุจิตาย ส่งผลให้การเคลื่อนที่ของ
อสุจิลดลง ซึ่ง Forouzanfar และคณะ (2010) กล่าวว่า ความเข้มข้นของเลซิตินจากถั่วเหลืองที่สูง
เกิน อาจจะเป็นพิษต่อตัวอสุจิ หรืออาจจะไปขัดขวางการหายใจของตัวอสุจิ ส่งผลให้
ความสามารถในการมีชีวิตรอดของอสุจิหลังละลายและเมื่อ บ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุม
อุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส มีค่าลดลง จึงส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิลดลงตามไปด้วย
สอดคล้องกับผลการศึกษาของ  Phutikanit และคณะ (2011 ) พบว่า การเติมเลซิตินจากถั่วเหลือง
ชนิดที่มีความเข้มข้นของ ฟอสฟาติดิลโคลีนสูง  (L-α-phosphatidylcholine 95%) ในสารละลาย  
เจือจางน้ าเชื้อแพะ ส่งผล ให้อัตราการเคลื่อนที่ ทั้งหมด ของอสุจิมีค่าต่ ากว่า การ เติมเลซิตินจาก 
ถั่วเหลืองชนิดที่มี ความเข้มข้นของฟอสฟาติดิลโคลีนต่ า ( L-α-phosphatidylcholine 20%) ในการ
เก็บรักษาน้ าเชื้อแพะแบบแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ ( sperm velocity) ชี้ให้เห็นถึงความแข็งแรงของตัวอสุจิ 
เป็นดัชนีที่ใช้ในการพิจาณาทางอ้อมแสดงถึงการท างานของไมโตครอนเดรียของเซลล์อสุจิ 
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(Graham and Aman, 1984 ) จากผลการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า ความเข้มข้นของเลซิตินใน
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ส่งผลต่อ ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังละลายโดยมีแนวโน้มว่า
กลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ระดับ 6.0 เปอร์เซ็นต์  ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะมีค่าเฉลี่ย
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิทุกดัชนีต่ ากว่ากลุ่มอื่น โดยเฉพาะความเร็วในการเคลื่อนที่ในวิถี
โค้งของอสุจิที่เป็นเช่นนี้ เนื่องจากที่ระดับของเลซิตินจากถั่วเหลืองที่เพิ่มขึ้น ส่งผลให้สารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อเกิดจากความหนืดเพิ่มขึ้น เป็นอุปสรรคในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ จึงมีผลให้
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิลดลง (Watson, 1981) 

เมื่อพิจาณา ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิในทุกดัชนี  จากผลของ เลซิตินจาก  
เมล็ดทานตะวันที่ระดับ 1.5 , 3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์ พบว่า มีค่าค่อนข้างสูงเมื่อเปรียบเทียบกับ
การทดลองย่อยที่ 1  ผลของ เลซิตินจาก ถั่วเหลือง ทั้งนี้อาจจะเป็นผลมาจากองค์ประกอบของ  
เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ใช้ในการทดลองคร้ังนี้ มีส่วนประกอบของกรดไขมัน เช่นโอเมกา 6 
(linoleic acid) และโอเมกา 9 ( oleic acid) อยู่ค่อนข้างสูง จากการศึกษาของ Yimer และคณะ
(2016) พบว่า การเสริมกรดไขมัน โอเมกา 3, 6 และ 9ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ส าหรับการ 
แช่แข็งน้ าเชื้อโค ส่งผลให้ความเร็วในการเคลื่อนที่ทุกดัชนีมีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ไม่เสริม ทั้งนี้ อาจจะ
เกิดจากกรดไขมันโอเมกามีคุณสมบัติ ช่วยให้โครงสร้างของเซลล์สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมแข็งแรงขึ้น 
ยกเว้น กลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 6.0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าความเร็วในการเคลื่อนที่
ของอสุจิในทุกดัชนีต่ ากว่ากลุ่มอื่น  ซึ่งก็น่าจะเกิดขึ้นจากระดับของเลซิตินจาก เมล็ดทานตะวัน ที่
เพิ่มขึ้น ท าให้สารละลายเจือจางน้ าเชื้อเกิดจากความหนืดเพิ่มขึ้นด้วย 

อย่างไรก็ตาม ระดับของเลซิตินในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะที่ต่ าเกินไป ส่งผลต่อ
ลักษณะในการเคลื่อนที่ของอสุจิได้เช่นกัน จะเห็นได้ว่า ความถี่ของการส่ายส่วนหัวของตัวอสุจิ 
ในกลุ่มที่เติมเลซิตินที่ระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์  ทั้งสองการทดลอง  มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินที่
ระดับ 3.0 , 4.5 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์ ที่เป็นเช่นนี้ เนื่องจากปริมาณของ ฟอสโฟลิปิดในสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อที่มีปริมาณน้อยเกินไป  อาจจะไม่สามารถปกป้องตัวอสุจิได้ทั้งหมด ท า ให้เยื่อหุ้ม
เซลล์อสุจิและอะโครโซมบางส่วนเกิดความเสียหาย ทั้งจากกระบวนการแช่แข็งและการท าละลาย
น้ าเชื้อ (thawing) อาจจะไม่ท าให้ตัวอสุจิตายทันทีหลังละลาย แต่จะ ส่งผลต่อแรงดันออสโมติก
ภายในตัวอสุจิเสียสมดุล จึงท าให้ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจผิิดปกติ ลักษณะดังกล่าวอาจจะ
ส่งผลต่อความสามารถในการเคลื่อนที่เข้าไปปฏิสนธิกับไข่ (Rasul et al., 2000) ในทางกลับกัน 
ระดับของเลซิตินในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะที่สูงเกินไป คือการเติมเลซิตินที่ระดับ 6.0 
เปอร์เซ็นต ์ส่งผลให้ความกว้างของการเคลื่อนที่ส่วนหัวตัวอสุจิลดลงซึ่งเป็นไปในท านองเดียวกับ
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ความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ จึงอาจกล่าวได้ว่าการเพิ่มความเข้มข้นของเลซิตินท าให้
สารละลายเจือจางน้ าเชื้อมีความหนืดเพิ่มขึ้น ส่งผลให้ค่าความกว้างของการเคลื่อนที่ส่วนหัวลดลง 

ระดับของเลซิตินมีผลต่อเปอร์เซ็นต์ อสุจิมีชีวิต  จะเห็นได้ว่า เปอร์เซ็นต์ อสุจิมีชีวิต 
หลังละลายในกลุ่มที่ เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ ระดับ 1.5 และ6 .0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าต่ ากว่ากลุ่มที่
เติมเลซิตินที่ ระดับ  3.0 และ 4.5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องจากการที่มีปริมาณของ เลซิติน ในสารละลาย  
เจือจางน้ าเชื้อที่มีน้อยเกินไป เมื่อเกิดผลึกน้ าแข็งภายนอกเซลล์ส่งผลให้สารละลายเจือจางน้ าเชื้อมี
แรงดันออสโมติกสูงขึ้น ส่งผลให้เกิดการเปลี่ยนแปลงภายในชั้นไขมันของเยื่อหุ้มอสุจิ เป็นสาเหตุ
ให้ตัวอสุจิส่วนหนึ่งเกิดการช็อกตาย ( Watson, 1995) และอีกส่วนหน่ึงอาจจะ เกิดการเสื่อมของ  
เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจากการแช่แข็ง ( Thomas et al., 1998) ส่วนในกลุ่มที่ เติมเลซิตินในสารละลาย  
เจือจางน้ าเชื้อ ในปริมาณสูง ก็ส่งผลต่อ จ านวนอสุจิมีชีวิตต่อจ านวนอสุจิทั้งหมด หลังละลาย ได้
เช่นกัน เนื่องมาจากการเติมเลซิตินในปริมาณสูง ส่งผลให้ สารละลายเจือจางน้ าเชื้อ มีความเข้มข้น
มาก อาจจะไปยับยั้งการหายใจของอสุจิด้วย (Amirat et al., 2004) ส่งผลให้จ านวนอสุจิมีชีวิตหลัง
ละลายมีค่าลดลง 

อย่างไรก็ตาม การทดลองในคร้ังนี้ให้ผลแตกต่างกับการศึกษาของ Chelucci และคณะ 
(2015) ที่รายงานว่า การเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองชนิดที่มี  L-α-phosphatidilcholine สูงกว่าหรือ
เท่ากับ 30 เปอร์เซ็นต์ ที่ระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อแพะ ส่งผลให้อัตราการ
เคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิและเปอร์เซ็นต์อสุจิมีชีวิตหลังละลายสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจาก  
ถั่วเหลืองระดับ 0.5 , 1.0, 2.0 และ 2.5 เปอร์เซ็นต์ เนื่องมาจากความเข้มข้นของ ฟอสฟาติดิลโคลีน  
ในองค์ประกอบของเลซิตินต่างกัน อาจจะท าให้สามารถป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิในระหว่างการ
ลดอุณหภูมิได้ต่างกัน ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดและจ านวนอสุจิมีชีวิตรอดหลังละลาย
แตกต่างกัน (Watson, 1981; Phutikanitet al., 2011) 

 
สรุปผลการทดลอง 

ผลของเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ที่ระดับต่างๆ ในสารละลาย
เจือจางน้ าเชื้อต่อคุณภาพน้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลายสรุปผลได้ดังนี ้

1. การเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อที่ระดับ 3 .0 เปอร์เซ็นต์ ส่งผล
ให้คุณภาพของน้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลายและเมื่อ บ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 
37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 และ 4 มีค่าการเคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิ การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า
ของอสุจิ และจ านวนอสุจิมีชีวิตมีค่าสูงสุด  
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2. การเติม เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันในสารละลายเจือจางน้ าเชื้อที่ระดับ  3.0 ถึง 4.5 
เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้คุณภาพของน้ าเชื้อ แพะแช่แข็งหลังละลายมีค่าการเคลื่อนที่ทั้งหมดของอสุจิ 
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ และจ านวนอสุจิมีชีวิตไม่แตกต่างกัน  

3. การบ่มน้ าเชื้อไว้ในอ่างน้ าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 และ 
4 กลุ่มที่ เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ที่ระดับ  3.0 เปอร์เซ็นต์ มีค่าการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของ
อสุจสิูงสุดจึงควรเติมเลซิตินระดับ 3.0 เปอร์เซ็นต ์

4. ระดับเลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ที่เพิ่มขึ้น มีแนวโน้มท าให้
การเคลื่อนที่ทั้งหมด การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ  และจ านวนอสุจิมีชีวิต ลดลงแบบเส้นโค้ง 
Quadratic 
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บทท่ี 4 
 

การทดลองท่ี 2 
 

การศึกษาผลของการป่ันแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาร่วมกับแหล่งของเลซิติน 
ระดับท่ีเหมาะสมในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง 

 

บทน้า 
 

ปัจจุบันการผลิตน้้าเชื้อแพะแช่แข็งจ้าเป็นต้องเพิ่มขั้นตอนการน้าน้้าเชื้อสดมาปั่นด้วยเคร่ือง
ปั่นเหวี่ยง เพื่อแยกเซมินอลพลาสมาของแพะออกก่อนเติมสารละลายเจือจางที่เติมไข่แดงระดับ 20 
เปอร์เซ็นต์ เพื่อลดปฏิกิริยาไฮโดรไลซีสระหว่างเอนไซม์ EYCE ในเซมินอลพลาสมา กับเลซิตินใน
ไข่แดง ผลจากปฏิกิริยานี้ท้าให้เกิดกรดไลโซเลซิติน ซึ่งจะไปท้าความเสียหายแก่เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ 
จากผลการศึกษาที่ผ่านมา พบว่า การปั่นแยกเซมินอลพลาสมาส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ
และจ้านวนอสุจิมีชีวิตในน้้าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลายมีค่าสูงกว่าการไม่ปั่นแยก (อนนท์ และคณะ
2551) อย่างไรก็ตาม  การปั่นแยกเซมินอลพลาสมามีความเสี่ยงที่จะท้าให้คุณภาพของตัวอสุจิลดลง 
เน่ืองจากต้องใช้เวลานานขึ้นในการเตรียมน้้าเชื้อก่อนน้าสู่กระบวนการแช่แข็ง นอกจากนี้ การแยก
เอนไซม์ EYCE ในเซมินอลพลาสมาออกก็ได้แยกเอาส่วนประกอบอื่นที่มีบทบาทต่อการเคลื่อนที่ 
การมีชีวิตรอด และการปฏิสนธิกับไข่ของอสุจิ เช่น โปรตีน สารพลังงานและฮอร์โมน ( Juyena and 
Stelletta, 2012) ออกไปด้วย ในขณะเดียวกัน การใช้ไข่แดงยังเป็นอุปสรรคในการพัฒนาสารละลาย
เจือจางน้้าเชื้อในเชิงการค้า เนื่องจากเป็นผลิตภัณฑ์ที่ได้จากสัตว์ ซึ่งอาจน้าโรคต่างถิ่นเข้ามา 
(Bousseauet al., 1998) การเลือกใช้ เลซิตินจากพืช จึงเป็นอีกทางเลือกหนึ่ง ผลจากการทดลองที่ 1 
ชี้ให้เห็นว่าเลซิตินจากถั่วเหลือง และเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ในระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ เป็นระดับที่
เหมาะสมที่สามารถน้ามาใช้เป็นสารป้องกันการช็อกเนื่องจากความเย็นในน้้าเชื้อแพะแช่แข็งได้ 

วัตถุประสงค์ 

เพื่อศึกษาผลของการปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาร่วมกับ การเติม เลซิตินจาก  
ถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ที่ระดับ  3 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจาง ต่อคุณภาพ
น้้าเชื้อแพะแช่แข็ง เปรียบเทียบ กับกลุ่มควบคุมการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาร่วมกับเติมไข่แดงที่
ระดับ 20 เปอร์เซ็นต์  
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สัตว์ทดลอง 
แพะพันธุ์บอร์  (Boer) ที่เลี้ยงภายในศูนย์วิจัยการผสมเทียมและเทคโนโลยีชีวภาพ  

สุราษฎร์ธานี มีอายุระหว่าง 24 ถึง 36 เดือน น้้าหนัก 60 ถึง 90 กิโลกรัม จ้านวน 3 ตัว มีประวัติการ
ใช้เป็นพ่อพันธุ์ส้าหรับผลิตน้้าเชื้อแช่แข็งได้คุณภาพดีในช่วงก่อนท้าการทดลอง 

การจัดการเลี้ยงดูพ่อพันธุ์ทั้ง 3 ตัว เลี้ยงอยู่ภายในโรงเรือนเลี้ยงแพะพ่อพันธุ์แบบยกสูงจาก
พื้นดิน 1.5 เมตร ปูพื้นด้วยไม้ระแนงแบบเว้นช่อง 1 นิ้ว หลังคาจั่วสูงติดต้ังพัดลมดูดอากาศ พ่อพันธุ์
แต่ละตัวถูกแยกขังเด่ียว ในคอกขนาด 2x4 ตารางเมตร 

การจัดการด้านอาหาร พ่อพันธุ์ได้รับหญ้าแพงโกล่าแห้งโดยให้กินเต็มที่ มีถังใส่น้้าสะอาด 
และก้อนเกลือแร่แขวนไว้ให้สามารถกินได้ตลอด เสริมด้วยอาหารข้นชนิดเม็ดที่มีโปรตีนไม่ต่้ากว่า 
16 เปอร์เซ็นต์ วันละ 1 กิโลกรัมต่อตัว ในเวลา 09.00 นาฬิกา มีโปรแกรมตรวจสุขภาพและท้าวัคซีน
ตามข้อก้าหนดมาตรฐานฟาร์มแพะของกรมปศุสัตว์ 
 
วัสดุ อุปกรณ์ และวิธีการทดลอง 

1. วัสดุเหมือนกับการทดลองที่ 1 เพิ่มเติม คือ 
1.1 สารเคมีส้าหรับตรวจความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิและอะโครโซม ด้วย

เคร่ือง flow cytometry 
1.1.1 Hepes-buffered modified Tyrode medium (Sperm-TALP) (2.0 mM 

CaCl2, 3.1 mM KCL,0.4 mM MgCl2, 100.0 mM NaCl2, 25.0 mM NaHCO3 0.3 mM NaH2PO4, 1.0 
mM sodium pyruvate, 21.6 mM sodium lactate,10.0 mM Hepes, 6% (w/v) BSA in Milli-Qwarter)
มีค่าแรงดันออสโมติก 280 ถึง 300 มิลลิออสโมลต่อกิโลกรัมค่าความเป็นกรด-ด่าง 6.8-7.2 

1.1.2 สีย้อมตัวอสุจิ SYBR-14® dye propidium iodide, PI (Sigma Chemical 
Company, St. Louis, USA) และ สีย้อมอะโครโซม fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut 
agglutinin, FITC-PNA (EY Laboratories, Inc. LA, USA) 

1.2 แผ่นกรองไนลอน เมช (nylon mesh) ขนาด 41 ไมโครเมตร (Spectrum, Los 
Angeles, CA, USA) 

1.3 สารละลายแลคเตทริงเกอร์ (lactate ringer’s solution) 
2. อุปกรณ์เหมือนกับการทดลองที่ 1 เพิ่มเติม คือ 

2.1 เคร่ืองปั่นเหว่ียง (centrifuge) 
2.2 เคร่ือง flow cytometry รุ่น FACS caliber (Becton Dickinson, NJ, USA) 
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3. วิธีการทดลอง 
3.1 การวางแผนการทดลอง 
การศึกษาผลของการปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาร่วมกับแหล่งของ 

เลซิตินในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็งเป็นการวิจัยเชิงทดลองจัดการ
ทดลองแบบ  2x2 แฟคทอเรียล  ในแผนการทดลอง แบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก ที่มีการวัดซ้้า
(Repeated Measurements 2x2 Factorial in Randomized Completely Block Design) เพื่อศึกษา
อิทธิพลของ 2 ปัจจัย  คือ ปัจจัยที่ 1  การเตรียมน้้าเชื้อก่อนการทดลอง ได้แก่  การปั่นแยก  (seminal 
plasma removal, R) และไม่ปั่นแยก เซมินอลพลาสมา ( non removal of seminal plasma, NR) และ
ปัจจัยที่  2 แหล่งของเลซิติน  ได้แก่ เลซิตินจากถั่วเหลือง ( soybean, SB) ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ และ 
เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ( sunflower, SF) ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ และ เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  
(control) คือ การปั่นแยก  (seminal plasma removal, R) ร่วมกับไข่แดง ( egg yolk, EY) ระดับ 20 
เปอร์เซ็นต์ น้้าเชื้อที่รีดเก็บจากพ่อแพะทุกตัวในแต่ละสัปดาห์ถูก น้ามาเทรวมกัน เป็นหนึ่งชุดน้้าเชื้อ
แต่ละชุดน้้าเชื้อ คือ 1 บล็อก โดยท้าการรีดเก็บน้้าเชื้อติดต่อกันเป็นเวลา 5 สัปดาห์  

3.2 ขั้นตอนการทดลอง 
3.2.1 การรีดเก็บน้้าเชื้อ เหมือนกับการทดลองที่ 1 
3.2.2 การตรวจคุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้น เหมือนกับการทดลองที่ 1 
3.2.3 การเตรียมน้้าเชื้อก่อนการทดลอง น้าน้้าเชื้อที่รีดเก็บจากพ่อแพะแต่ละ

ตัวที่ผ่านการตรวจคุณภาพเบื้องต้น มาเทรวมกัน แบ่งเป็น 2 ส่วนเท่าๆกัน ส่วน ที่ 1 พักไว้ในอ่างน้้า
ควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส  ส่วนที่ 2 น้าไปเติมสารละลายแลคเตทริงเกอร์  ตามสัดส่วน
น้้าเชื้อ  1 ส่วนต่อ สารละลาย  20  ส่วน ท้าการ ปั่นด้วยเคร่ืองปั่นเหว่ียงปรับแรงหนีศูนย์กลางที่
ความเร็ว 900×g นาน 10 นาที ตามวิธีของอนนท์ และคณะ (2551) 

3.2.4 การเจือจางน้้าเชื้อ  น้าน้้าเชื้อส่วน ที่ 1 ที่ไม่ปั่นแยกน้า มาแบ่งย่อยอีก
คร้ังเป็น 2 ส่วนเท่าๆกัน สุ่มเพื่อเจือจางด้วยสารละลายเจือจางน้้าเชื้อชนิดทริส-เบส ที่เติมเลซิตินจาก 
ถั่วเหลืองที่ระดับ  3 เปอร์เซ็นต์ และเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ  3 เปอร์เซ็นต์  และส่วนที่  2 
ที่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาออกแล้วน้า มาแบ่ง ย่อย เป็น  3  ส่วนเท่าๆกัน  สุ่ม เพื่อ เจือจาง ด้วย
สารละลายเจือจางน้้าเชื้อชนิดทริส-เบส ที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ และเลซิติน
จากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ และกลุ่มควบคุมเติมไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์ โดย ให้มีความ
เข้มข้นของอสุจิ 150 ล้านตัวต่อ โด้ส น้า น้้าเชื้อที่เจือจางแล้วบรรจุในหลอดน้้าเชื้อขนาด 0.25 
มิลลิลิตรน้าเข้าตู้ควบคุมอุณหภูมิ  เพื่อล ดอุณหภูมิ ลงให้คงที่ ที่ระดับ 4 ถึง 5 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 4 ชั่วโมง ก่อนน้าไปอังในไอนิ่งเหนือระดับไนโตรเจนเหลว ประมาณ  4 ถึง 5 เซนติเมตร 
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ที่อุณหภูมิ -100 ถึง -120 องศาเซลเซียส นาน 10 นาทีก่อนจุ่มลงในไนโตรเจนเหลว-196 องศา
เซลเซียส เพื่อท้าการแช่แข็ง 

3.3 การตรวจคุณภาพน้้าเชื้อหลังละลาย  
3.3.1 อัตราการเคลื่อนที่ ความเร็ว  และลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ  ตรวจด้วย

เคร่ืองคอมพิวเตอร์ส้าหรับวิเคราะห์คุณภาพน้้าเชื้อ CASA เหมือนกับการทดลองที่ 1 
3.3 .2 การตรวจความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซล ล์และอะโครโซม  ท้าการตรวจ

คุณภาพน้้าเชื้อหลังการแช่แข็งอย่างน้อย 24 ชั่วโมง โดยสุ่ม หยิบน้้าเชื้อจ้านวน 3 หลอด ต่อชุด
น้้าเชื้อในแต่ละ ทรีตเมนต์  ท้าการละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง โดยจุ่มลงในน้้าอุ่น ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที น้าน้้าเชื้อที่ละลายแล้วใส่ในหลอดทดลอง จากนั้นเจือจางน้้าเชื้อด้วย
สารละลาย Sperm-TALP อัตราส่วน 1: 10 (น้้าเชื้อ : สารละลาย) แล้ว ท้าการกรองผ่าน  nylon mesh 
ขนาด 41 ไมโครเมตร  ต่อจากนั้น ย้อมด้วยสี FITC-PNA โดยใช้น้้าเชื้อ 440 ไมโครลิตรผสมกับสี  
FITC-PNA 50 ไมโครลิตร น ำตัวอย่างไปบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสนาน 30 นาที แล้วย้อม
ด้วยสี  PI โดยใช้น้้าเชื้อ 1 มิลลิลิตรต่อสี PI 10 ไมโครลิตร  แล้วน้า ตัวอย่าง ไปตรวจด้วยเคร่ือง  
flow cytometry 

4. วิธีการวิเคราะห์ข้อมูล 
ค่าเฉลี่ยของข้อมูลคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลาย  (ชั่วโมงที่ 0) และเมื่อบ่มไว้ใน  

อ่างน้้าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37 องศาเซลเซียส ในชั่วโมงที่ 2 และ4 ได้แก่  การเคลื่อนที่ทั้งหมด  
การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็วในการเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ ของอสุจิ  จ้านวนอสุจิ  
ที่มีเยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมความสมบูรณ์หลังละลาย น้ามาวิเคราะห์ผลดังนี ้

วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม ในแผนการทดลอง แบบ
สุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก ที่มีการวัดซ้้า (Repeated Measurements in Randomized Completely Block 
Design) โดยมีแบบหุ่นทางสถิต ิ(statistical model) คือ 

 
 Yijk = μ + αi + δk +τj + ατij + φijk 
 เมื่อ  
  Yijk คือ ค่าสังเกตจากปัจจัยของกลุ่มทดลองที่ระดับ i และเวลาหลังละลาย ที่ j 

  ที่ชุดน้้าเชื้อ k 
 μ คือ ค่าเฉลี่ย 
 αi คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของกลุ่มทดลอง ที่ i เมื่อ i = 1 ถึง 5 
 δk คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของชุดน้้าเชื้อ ที่ k เมื่อ k = 1 ถึง 5 
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 τj คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของเวลาในการบ่มน้้าเชื้อ ที่ j เมื่อ j = 1 ถึง 3 
 ατij คือ อิทธิพลร่วมจากปัจจัยของกลุ่มทดลองที่ i และเวลาในการบ่มน้้าเชื้อ

  ที่ j 
 φijk คือ ค่าความคลาดเคลื่อน 

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s new multiple range test ด้วย
โปรแกรมส้าเร็จรูป Statistical Analysis System (SAS, 1999) 

วิเคราะห์ความแปรปรวนของข้อมูลของกลุ่มทดลองตามการ จัดการทดลองแบบ  2x2
แฟคทอเรียล  ในแผนการทดลอง แบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบล็อก ที่มีการวัดซ้้า (Repeated 
Measurements 2x2 Factorial in Randomized Completely Block Design) โดยมีแบบหุ่นทางสถิติ  
(statistical model) คือ 

 
  Yijkl = μ + Ai + Bj + ABij + δk + τl + Aτil + Bτjl + ABτijl + φijkl 
 เมื่อ  

Yijkl คือ ค่าสังเกตจากอิทธิพลร่วมของการเตรียมน้้าเชื้อก่อนเจือจาง ที่ i แหล่ง
ของเลซิติน ที่ j และเวลาในการบ่มน้้าเชื้อ ที่ l ที่ชุดน้้าเชื้อ k 

 μ คือ ค่าเฉลี่ย 
Ai คือ อิทธิพลเน่ืองจากการเตรียมน้้าเชื้อก่อนเจือจาง ที่ i 
Bj คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยแหล่งของเลซิติน ที่ j 

ABτij คือ อิทธิพลร่วมของการเตรียมน้้าเชื้อก่อนเจือจางที่ iแหล่งของเลซิติน ที่ j  
 δk คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของชุดน้้าเชื้อ ที่ k เมื่อ k = 1 ถึง 5 
 τl คือ อิทธิพลเน่ืองจากปัจจัยของเวลาในการบ่มน้้าเชื้อ ที่ l เมื่อ l = 1 ถึง 3 

Aτijl คือ อิทธิพลร่วมของการเตรียมน้้าเชื้อก่อนเจือจาง ที่ i และเวลาในการบ่ม
น้้าเชื้อ ที่ l 

Bτijl คือ อิทธิพลร่วมของแหล่งของเลซิติน ที่ j และเวลาในการบ่มน้้าเชื้อ ที่ l 
ABτijl คือ อิทธิพลร่วมของการเตรียมน้้าเชื้อก่อนเจือจางที่ i แหล่งของเลซิติน ที่ j 

และเวลาในการบ่มน้้าเชื้อ ที่ l 
φijkl คือ ค่าความคลาดเคลื่อน 

เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan’s new multiple range test ด้วย
โปรแกรมส้าเร็จรูป Statistical Analysis System (SAS, 1999) 
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ผลการทดลอง 
 

จากการศึกษาคุณภาพน้้าเชื้อก่อนน้าเข้าสู่การทดลองที่ 2  พบว่า  ปริมาตรน้้าเชื้อสดที่เก็บได้
ต่อคร้ังต่อตัวเฉลี่ย เท่ากับ 1.7+0.4 มิลลิลิตร เมื่อน้าไปตรวจคุณภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ พบว่า  มี
อสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าเฉลี่ย เท่ากับ 76.6+1.6 เปอร์เซ็นต์  และเมื่อตรวจนับความเข้มข้นของตัว
อสุจิ โดยใช้ hemocytometer พบว่า  มีจ้านวนตัวอสุจิเฉลี่ย เท่ากับ  5.8+0.55 x 109 ตัวต่อมิลลิลิตร 
(Table 27) 
Table 27 Descriptive statistics of fresh semen quality of experimental buck used in Experiment 2 

(mean + SD) 

Lot no. N 
Semen volume 

(ml) 
Progressive motility 

 (%) 
Sperm concentration 

(x 109cells/ml) 
1 3 1.1+0.3 78.3+2.9 3.9+0.32 
2 3 1.9+0.8 78.3+2.9 7.2+1.34 
3 3 1.9+0.3 76.7+5.8 6.7+2.57 
4 3 1.9+0.2 75.0+5.0 4.5+0.3 
5 3 1.8+0.2 75.0+7.1 6.9+3.14 

Overall mean  1.7+0.4 76.6+1.6 5.8+0.55 
 
ผลของการป่ันแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา ร่วมกับ การเติม เลซิตินจากถั่วเหลืองและ  
เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันท่ีระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะ
แช่แข็งเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 
1. การเคลื่อนท่ีของอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า อิทธิพลของกลุ่มทดลองและชั่วโมงในการบ่มน้้าเชื้อหลังละลาย 
ส่งผลต่อการเคลื่อนที่ทั้งหมด  (MOT) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) (Table 28)โดยพบว่า  
ค่าการเคลื่อนที่ทั้งหมด ของอสุจิหลังละลาย (ชั่วโมงที่ 0) ของกลุ่มควบคุม มีค่าสูงสุด แต่ เมื่อบ่ม
น้้าเชื้อไว้ในอ่างน้้าอุ่นควบคุมอุณหภูมิที่ 37  องศาเซลเซียสในชั่วโมงที่  4 พบว่า ค่า การเคลื่อนที่
ทั้งหมดของอสุจิของกลุ่มควบคุมและกลุ่มที่ ปั่นแยกร่วมกับการเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันไม่
แตกต่างกันทางสถิติ ( p>0.05) แต่สูงกว่ากลุ่มที่ ปั่นแยกร่วมกับการเติมเลซิตินจากถั่วเหลือง กลุ่มที่
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ไม่ปั่นแยก ร่วมกับการเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองและกลุ่มที่ ไม่ปั่นแยก ร่วมกับการเติมเลซิตินจาก
เมล็ดทานตะวันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (Table 29 และ Figure 26) 

จากผลการศึกษา ยังพบว่า อิทธิพลของแหล่งของเลซิติน ส่งผลต่อการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า
ของอสุจิ ( PMT) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) (Table 28) โดยพบว่า ค่า การเคลื่อนที่ ไป
ข้างหน้าของอสุจิของกลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันมีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจาก  
ถั่วเหลืองอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (Table 30 และ Figure 27) 
2. ความเร็วในการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า อิทธิพลของกลุ่มทดลองส่งผลต่อ ความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่  
(VAP) และ ความเร็วการเคลื่อนที่ ในวิถีโค้ง  (VCL) ของอสุจิอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) 
(Table 28) โดยพบว่า ค่าความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่และความเร็วการเคลื่อนที่ ในวิถีโค้งของอสุจิ
ของกลุ่มที่ ปั่นแยก ร่วมกับการเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน และกลุ่มที่ ไม่ปั่นแยก ร่วมกับ  
การเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน มีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุม กลุ่มที่ ปั่นแยกและไม่ปั่นแยก ร่วมกับ
การเติมเลซิตินจากถั่วเหลืองอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) (Table 31 และ 33 และ Figure 28
และ 30) 

จากผลการศึกษา ยังพบว่า ผลของแหล่งเลซิติน ส่งผลต่อ ความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีตรง
ของอสุจิ (VSL) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) (Table 28) โดยพบว่า ความเร็วการเคลื่อนที่ใน
วิถีตรงของกลุ่มที่เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน มีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (Table 32 และ Figure 29) 
3. ลักษณะการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ 

จากผลการศึกษา พบว่า ผลของแหล่งเลซิตินและชั่วโมงในการบ่มน้้าเชื้อหลังละลายส่งผล
ต่ออัตราส่วนความเร็วการเคลื่อนที่วิถีตรงต่อความเร็วเฉลี่ยการเคลื่อนที่ของอสุจิ  (STR) อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) (Table 28) โดยพบว่า ค่า อัตราส่วนความเร็วการเคลื่อนที่วิถีตรงต่อ
ความเร็วเฉลี่ยการเคลื่อนที่ของอสุจิ  เมื่อบ่มน้้าเชื้อไว้ในอ่างน้้าอุ่นควบคุม อุณหภูมิ ที่ 37 องศา
เซลเซียส  ชั่วโมงที่ 2 และ 4 ของกลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองมีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจาก
เมล็ดทานตะวัน อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (Table 36 และ Figure 33) 

จากผลการศึกษา ยังพบว่า ผลของแหล่งเลซิติน ส่งผลต่อ อัตราส่วนความเร็วการเคลื่อนที่
วิถีตรงต่อความเร็วการเคลื่อนที่ในวิถีโค้งของอสุจิ  (LIN) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( p<0.05) 
(Table28) โดยพบว่า กลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองมีค่าสูงกว่ากลุ่มที่เติมเลซิตินจาก  
เมล็ดทานตะวัน อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (p<0.05) (Table 37 และ Figure 34) 
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4. ความสมบูรณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิและอะโครโซม 
จากผลการศึกษา พบว่า อิทธิพลของการเติมเลซิตินจากถั่วเหลือง และ เลซิตินจาก  

เมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3 .0 เปอร์เซ็นต์ ทั้งที่ปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาออก ไม่มีผล
ต่อความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้ม เซลล์ อสุจิและอะโครโซม  และมีค่าไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม 
(p>0.05) (Table 38 และ Figure 35) 
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Table 29 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on total motility 
percentage of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

0 2  4 
Treatment combination    

Control 72.2A 52.6 34.2A 
R x SB 3 %  56.6B 49.8 8.2B 
R x SF 3 %  60.0B 55.8 23.6A 
NR x SB 3 %  54.0B 48.4 12.8B 
NR x SF 3 %  59.2B 52.8 13.2B 
p-value <0.05 >0.05 <0.05 

Seminal plasma removal    
R 58.30 52.8 15.9 
NR 56.6 50.6 13.0 

Sources of lecithin    
SB 3% 55.3 49.10 10.5 
SF 3% 59.6 54.30 18.4 

Pooled S.E. 1.59 2.11 2.86 
A,B Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
 

 
Figure 26 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender and incubation time on 

total motility percentage of post-thawed sperm 
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Table 30 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on progressive motility 
percentage of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4 

Treatment combination     
Control 49.0 28.4 18.0 31.8a 
R x SB 3 %  29.4 23.8 3.8 18.53b 
R x SF 3 %  31.6 21.0 14.0 23.80b 
NR x SB 3 %  27.6 20.4 5.6 17.86b 
NR x SF 3 %  33.0 25.8 8.2 21.80b 
p-value -------------------------->0.05----------------------- <0.05 

Seminal plasma removal     
R 30.5 24.8 8.9 - 
NR 30.3 20.7 6.9 - 

Sources of lecithin     
SB 3% 28.5 22.1 4.7 18.20b 
SF 3% 32.3 23.4 11.1 22.80a 
p-value -------------------------->0.05----------------------- <0.05 

Pooled S.E. 1.39 2.01 1.22 - 
a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
 
 

 
Figure 27 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on progressive motility 

percentage of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 31 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on average path velocity 
(µm/s) of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C(h) 

Overall mean 
0 2  4 

Treatment combination     
Control 89.08 75.18 62.06 75.44b 
R x SB 3 %  92.20 87.58 62.00 78.30b 
R x SF 3 %  92.30 91.88 81.98 89.11a 
NR x SB 3 %  91.80 83.92 59.10 78.30b 
NR x SF 3 %  100.86 93.06 71.28 90.32a 
p-value -------------------------->0.05----------------------- <0.05 

Seminal plasma removal     
R 92.25 87.90 71.99 - 
NR 96.33 90.32 65.19 - 

Sources of lecithin     
SB 3% 92.00 85.75 60.55 - 
SF 3% 96.58 92.47 76.63 - 

Pooled S.E. 1.79 2.53 3.62 - 
a, b Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  

 

 

 
Figure 28 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on average path velocity 

of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 32 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on straight-line velocity 
(µm/s) of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4 

Treatment combination     
Control 72.12 55.78 47.38 - 
R x SB 3 %  66.12 60.46 49.72 - 
R x SF 3 %  66.26 64.02 60.58 - 
NR x SB 3 %  63.38 61.72 47.82 - 
NR x SF 3 %  73.20 64.04 60.36 - 
p-value --------------------------->0.05--------------------------- - 

Seminal plasma removal     
R 66.19 64.03 54.19 - 
NR 68.29 61.09 53.63 - 

Sources of lecithin     
SB 3% 64.75 62.24 47.81 58.26b 
SF 3% 69.73 62.88 60.01 64.20a 
p-value -------------------------->0.05----------------------- <0.05 

Pooled S.E. 1.74 1.92 2.67 - 
a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  

 
 

Figure 29 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on straight-line velocity 
of post-thawed sperm after thawing (0 hour) and 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 33 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on curve-line velocity 
(µm/s) of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2  4 

Treatment combination     
Control 155.28 154.30 115.70 141.76c 
R x SB 3 %  195.44 188.04 120.24 158.93b 
R x SF 3 %  196.08 205.80 146.56 182.81ab 
NR x SB 3 %  191.70 178.56 104.48 158.27b 
NR x SF 3 %  198.94 202.64 124.84 190.37a 
p-value ---------------------------->0.05------------------------------ <0.05 

Seminal plasma removal     
R 195.76 196.92 119.94 - 
NR 195.32 190.60 137.00 - 

Sources of lecithin     
SB 3% 193.57 183.30 98.90 - 
SF 3% 197.51 204.22 158.04 - 

Pooled S.E. 5.00 7.33 11.58 - 
a, b, c Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  
 

 
Figure 30 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on curve-line velocity of 

post-thawed sperm after thawing (0 hour) and 2 and 4 hour of incubation at 37C 

VC
L (

µm
/s)

 

0  2  4 
Incubation time (h) 

 

NRxSF 

RxSB 

RxSF 

NRxSB 

control 



73 

 
 

Table 34 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on amplitude of lateral 
head displacement (µm) of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 
37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

0 2 4 
Treatment combination    

Control 6.46 7.06 5.68 
R x SB 3 %  8.38 8.34 6.64 
R x SF 3 %  8.16 8.92 7.20 
NR x SB 3 %  8.50 8.12 6.06 
NR x SF 3 %  7.96 8.52 6.48 
p-value ---------------------------------->0.05---------------------------------- 

Seminal plasma removal    
R 8.27 8.63 6.92 
NR 8.23 8.32 6.27 

Sources of lecithin    
SB 3% 8.44 8.23 6.35 
SF 3% 8.06 8.72 6.84 

Pooled S.E. 0.16 0.22 0.49 
a, b  Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  

 
 

Figure 31 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on amplitude of lateral 
head displacement of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 35 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on beat cross frequency 
(Hz) of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

0 2 4 
Treatment combination    

Control 25.62 26.00 25.18 
R x SB 3 %  31.96 28.08 23.36 
R x SF 3 %  30.64 29.80 23.58 
NR x SB 3 %  28.76 27.00 25.60 
NR x SF 3 %  29.20 28.10 24.76 
p-value ---------------------------------->0.05-------------------------------- 

Seminal plasma removal    
R 31.30 28.94 24.04 
NR 28.98 27.55 25.18 

Sources of lecithin    
SB 3% 30.36 27.54 24.48 
SF 3% 29.92 28.95 23.17 

Pooled S.E. 1.21 1.29 1.7 

 

 
 
Figure 32 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on beat cross frequency 

of post-thawed sperm after thawing (0 hour) , 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Table 36 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on straightness 
percentage of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

0 2 4 
Treatment combination    

Control 78.60 73.60 77.00 
R x SB 3 %  69.00 70.60 81.40 
R x SF 3 %  69.20 66.60 73.40 
NR x SB 3 %  67.40 70.40 82.80 
NR x SF 3 %  69.60 64.80 84.20 
p-value --------------------------------->0.05-------------------------------- 

Seminal plasma removal    
R 69.10 68.60 77.40 
NR 68.50 67.60 83.50 

Sources of lecithin    
SB 3% 68.20 70.50a 82.10a 
SF 3% 69.40 65.70b 78.80b 
p-value >0.05 <0.05 <0.05 

Pooled S.E. 1.00 1.22 2.35 
a, b Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  

 
 

Figure 33 Effects of sources of lecithin-based extender and incubation time on straightness percentage of 
post-thawed sperm 
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Table 37 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on linearity percentage of 
post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 

group 
hour of incubation  at 37C (h) 

Overall mean 
0 2 4 

Treatment combination     
Control 54.00 41.00 45.00 - 
R x SB 3 %  34.40 36.20 54.00 - 
R x SF 3 %  35.60 32.80 43.80 - 
NR x SB 3 %  34.00 36.00 58.00 - 
NR x SF 3 %  38.40 31.80 38.80 - 
p-value ------------------------->0.05------------------------ - 

Seminal plasma removal     
R 35.00 34.50 46.30 - 
NR 36.20 33.90 54.50 - 

Sources of lecithin     
SB 3% 34.20 36.10 53.40 42.10a 
SF 3% 37.00 32.30 47.40 36.86b 
p-value                 -------------------------->0.05----------------------- <0.05 

Pooled S.E. 1.58 1.54 3.55 - 
a, b Different superscripts within column indicate a significant difference (p<0.05)  

 
 
Figure 34 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on linearity percentage 

of post-thawed sperm after thawing (0 hour), 2 and 4 hour of incubation at 37C 
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Figure 35 Dotplot (example) of flow cytometry analysis of membrane sperm and acrosome integrity (FITC-

PNA/PI) of frozen-thawed sperm after thawing at 37C (A: RxSB, B: RxSF, C: NRxSB, D: 
NRxSF and E: control group)  
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Table 38 Effects of seminal plasma removal and sources of lecithin-based extender on sperm membrane and 
acrosome integrity of frozen-thawed sperm after thawing  

group 
Parameters (%) 

MAI MDAI MAD MIAD 
Treatment combination     

Control 56.82 0.12 37.22 9.60 
R x SB 3 %  42.44 0.20 43.12 14.26 
R x SF 3 %  40.42 0.10 45.68 13.78 
NR x SB 3 %  36.68 0.34 51.94 11.18 
NR x SF 3 %  47.70 0.12 41.20 11.00 

p-Value >0.05 >0.05 >0.05 >0.05 
Seminal plasma removal     

R 41.43 0.15 44.40 14.02 
NR 42.19 0.23 46.57 11.09 

Sources of lecithin     
SB 3% 39.56 0.27 47.53 12.72 
SF 3% 44.06 0.11 43.44 12.39 

Pooled S.E. 0.35 2.47 2.60 0.78 

MAI: membrane acrosome intact sperm, MDAI: membrane defect and acrosome intact sperm, MIAD: 
membrane intact and acrosome defect sperm, MAD: membrane and acrosome defect sperm 
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วิจารณ์ผลการทดลอง 
 

สารป้องกันการช็อก เน่ือง จากความเย็นเป็นส่วนประกอบส้าคัญในสารละลายเจือจาง
น้้าเชื้อ ได้แก่ สารในกลุ่มฟอสโฟไลปิด หรือ เลซิติน ท้าหน้าที่เป็นเหมือนฟิล์มเคลือบผิวตัวอสุจิ 
หรือเข้าแทนที่ฟอสโฟไลปิดของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิตามธรรมชาติในระหว่างการลดอุณหภูมิใน
กระบวนการแช่แข็ง และช่วยจับยึดกับโปรตีนที่เรียกว่า บินเดอร์สเปิร์ม  (binder of sperm, BSP) 
เพื่อยืดอายุการสูญเสียเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิในระหว่างการบ่มน้้าเชื้อไว้ในรูปแบบที่เป็นของเหลว 
(Manjunath, 2012) แหล่งของเลซิตินที่นิยมเติมในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อมากที่สุด คือ ไข่แดง 
แต่การใช้ไข่แดงซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์ของสัตว์ เป็นอุปสรรคในการพัฒนาสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ 
(extender) ในเชิงการค้า ท้าให้ยากต่อการพัฒนาต่อยอดให้ได้มาตรฐาน ดังนั้น การหาทางเลือก
โดยใช้เลซินจากพืชจึงเป็นทางออกหนึ่ง จากการศึกษาในครั้งนี้ พบว่า การเติมเลซิตินจาก  
ถั่วเหลือง และ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ ทั้งที่ปั่นแยกและไม่ปั่นแยก  
เซมินอลพลาสมาออก ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมด อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า ความเร็ว
การเคลื่อนที่ ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิ และความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิและ  
อะโครโซมหลังละลาย มีค่าไม่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่า เลซิตินจากพืชทั้งสองแหล่งที่ศึกษา
สามารถป้องกันความเสียหายแก่ ตัวอสุจิจากกระบวนการ แช่แข็งได้ใกล้เคียงกัน แต่ เมื่อพิจารณา
ผลการบ่มน้้าเชื้อหลังละลายในอ่างน้้าอุ่น ควบคุมอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  เพื่อทดสอบคุณภาพ
น้้าเชื้อแพะหลังละลายโดยจ้าลองสภาพแวดล้อมภายในมดลูกอย่างง่าย ( in-vitro) พบว่า กลุ่มที่
เติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้การเคลื่อนที่ทั้งหมด การเคลื่อนที่
ไปข้างหน้า และความเร็วในการเคลื่อนที่ของอสุจิ ในชั่วโมงที่ 4 มีค่าสูงกว่าการเติมเลซิตินจาก  
ถั่วเหลือง ที่เป็นเช่นนี้ อาจจะเน่ืองมาจาก ในองค์ประกอบของ เลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ที่
น้ามาใช้ในการศึกษาครั้งน้ี มีส่วนประกอบของสารต้านอนุมูลอิสระ ได้แก่ โอเมกา 6 และโอเมกา 
9 อาจจะ ช่วยลด หรือ ชะลอการเสื่อมของ เยื่อหุ้มเซลล์ อสุจิมีชีวิตที่เกิดจากการเมตาบอลิซึม 
(metabolism) ในระหว่างการบ่มน้้าเชื้อในรูปของเหลว ท้าให้เกิดของเสีย เรียกว่า สารอนุมูลอิสระ 
(reactive oxygen species; ROS) ซึ่งไม่พบในแหล่งเลซิตินจากถั่วเหลืองที่น้ามาศึกษาครั้งน้ี  
สนับสนุนโดยรายงานของ Takahashi และคณะ ( 2012) พบว่าการเสริมโอเมกา 6 ในปริมาณ 1
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อโค ส้าหรับการแช่แข็ง ส่งผลให้อัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิมีค่าสูงขึ้น 

แต่อย่างไรก็ตาม จากการศึกษาครั้งน้ี พบว่า คุณภาพน้้าเชื้อหลังละลายของกลุ่มที่เติม  
เลซิตินจากถั่วเหลืองและจากเมล็ดทานตะวันที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ มีค่าต่้ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับ



80 

 
 

กลุ่มที่ใช้ไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์ สอดคล้องกับการศึกษาในการแช่แข็งน้้าเชื้อของ Burcu และ คณะ  
(2014) พบว่า อัตราการเคลื่อนที่ทั้งหมดและการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิหลังละลาย ในกลุ่ม
ที่เติมไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์ มีค่าสูงกว่าแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญยิ่ง ( p<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองที่ระดับ 1.0 , 3.0 และ 6.0 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ
ชนิดทริส-เบส ที่เป็นเช่นนี้ เนื่องจากในองค์ประกอบของไข่แดงมีเลซิตินอยู่ในปริมาณมาก เมื่อท้า
การปั่นแยกเซมินอลพลาสมา เพื่อแยกเอ็นไซม์ phospholipase A ซึ่งเป็นตัวการท้าให้เกิดปฏิกิริยา
ไฮโดรไลซีสกับไข่แดงออกแล้ว จึงท้าให้ฟอสโฟไลปิดในไข่แดงสามารถท้าหน้าที่ได้ปกป้อง
เซลล์อสุจิได้ดีขึ้น และ ในไข่ ยังมีองค์ประกอบโลเดนซิตีไลโปโปรตีน  รวมทั้ง วิตามินอี ที่
สนับสนุนการมีชีวิตรอดของอสุจิ นอกจากนี้ เลซิตินจากไข่แดงมีคุณสมบัติ emulsion สามารถ
แตกตัวได้ดีกว่าเลซิตินจากพืช ( Palacios and Wang, 2005) อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาในครั้งนี้
แตกต่างจากการศึกษาของ Salmani และคณะ(2014 ) ซึ่งพบว่าการแช่แข็งน้้าเชื้อแพะด้วย
สารละลายเจือจางน้้าเชื้อที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลือง (L-α-phosphatidylcholine> 30%) ที่ระดับ 1.5 
เปอร์เซ็นต์ สามารถปกป้องเซลล์อสุจิจากการลดอุณหภูมิในการแช่แข็งได้ไม่แตกต่างกับการเติม
ไข่แดงที่ระดับ 15 เปอร์เซ็นต์ ในท้านองเดียวกันผลการศึกษาของ Forouzanfar และคณะ  (2010) 
รายงานว่า ในการแช่แข็งน้้าเชื้อแกะด้วยสารละลายเจือจางน้้าเชื้อสูตรที่เติมเลซิตินจาก  
ถั่วเหลือง (L-α-phosphatidylcholine> 30%) ที่ระดับ 1.0 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่
ของอสุจิและจ้านวนอสุจิมีชีวิต มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ ( p>0.05) จากรายงานนี้ยังพบว่า 
ส่งผลให้อัตราการผสมติดจากการผสมเทียมในห้องปฏิบัติการ ( in vitro fertilization) มีค่าไม่
แตกต่างกันด้วย ทั้งนี้ อาจจะ เน่ือง มาจากองค์ประกอบ ของเลซิตินจากงานทดลองดังกล่าว 
แตกต่างกับเลซิตินที่ใช้ในการศึกษาในครั้งนี้ (L-α-phosphatidylcholine 15-20 %) 

การวัดคุณภาพของสารละลายเจือจางน้้าเชื้อด้วยการตรวจความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์
อสุจิและอะโครโซม เป็นวิธีการวัดประสิทธิภาพของตัวอสุจิโดยตรง เนื่องจากถ้าเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ
และอะโครโซมเสียหาย จะส่งผลให้เอ็นไซม์จากภายในตัวอสุจิ และเอ็นไซม์ที่อยู่ในส่วนของ
โครโมโซมออกมา ซึ่งเอ็นไซม์เหล่านั้น มีบทบาทส้าคัญต่อตัวอสุจิ เช่น กระบวนการเมตาบอลิซึม 
และกระบวนการปฏิสนธิไข่ ( fertilization) จะส่งผลให้อัตราการผสมติดจากการผสมเทียมลดลง 
(Graham and Mocè, 2005) จากการศึกษาครั้งน้ีแสดงให้เห็นว่า การเติมเลซิตินจากพืชทั้งสองชนิด
ที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ ทั้งปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมา 
สามารถป้องกันความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิและอะโครโซมจากการลดอุณหภูมิและ  
การแช่แข็งน้้าเชื้อแพะได้ ไม่แตกต่างกับกว่าการเติมไข่แดง ที่ระดับ 20 เปอร์เซ็นต์ ที่ปั่นแยก  
เซมินอลพลาสมา สอดคล้องกับการศึกษาของ Salmani และคณะ(2014 ) ซึ่งพบว่า การแช่แข็ง
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น้้าเชื้อแพะด้วยสารละลายเจือจางน้้าเชื้อที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลือง ที่ระดับ 1.5 เปอร์เซ็นต์ ส่งผล
ให้จ้านวนอสุจิที่เยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมสมบูรณ์ ไม่แตกต่างกับการเติมไข่แดง 15 เปอร์เซ็นต์  
แสดงให้เห็นว่า การเติม ฟอสโฟลิปิด จากแหล่งของพืชทั้งสองชนิดและไข่แดง ในสารละลาย  
เจือจางน้้าเชื้อ  ช่วยให้เกิดการเข้าจับแทนที่ ฟอสโฟลิปิด ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ  (bio-membrane of 
sperm) ส่งผลให้ตัวอสุจิสามารถทนต่อการลดอุณหภูมิต่้ามากและการแช่แข็งได้ ไม่แตกต่างกัน 
(Martinez-Pastor et al., 2010) 

สรุปผลการทดลอง 
1. การใช้เลซิตินจากถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน ที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ เป็น

สารป้องกันการช็อกจากความเย็น การปั่นแยกและไม่ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาก่อนเติม
สารละลายเจือจางน้้าเชื้อ ไม่ส่งผลให้คุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็งแตกต่างกัน 

2. การใช้เลซิตินจากพืชทั้งสองชนิด ที่ระดับ 3 เปอร์เซ็นต์ สามารถป้องกันความเสียหาย
แก่ตัวอสุจิจากการการแช่แข็งได้ไม่แตกต่างกัน ส่งผลให้การเคลื่อนที่ของอสุจิและจ้านวนอสุจิที่มี
เยื่อหุ้มเซลล์และอะโครโซมสมบูรณ์หลังละลายมีค่าไม่แตกต่างกัน แต่การเติมเลซิตินจาก  
เมล็ดทานตะวัน ซึ่งมีส่วนประกอบของสารต้านอนุมูลอิสระ สามารถลดความเสียหายของอสุจิ
ระหว่างการบ่มในรูปของเหลวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสได้ดีกว่าเลซิตินจากถั่วเหลือง  

3. การใช้เลซิตินจากพืชทั้งสองชนิด เป็นสารป้องกันการช็อกเนื่องจากความเย็น มีค่า  
การเคลื่อนที่ของอสุจิหลังละลายต่้ากว่ากลุ่มควบคุมที่เติมไข่แดง  20 เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับการ  
ปั่นแยกเซมินอลพลาสมาก่อนเติมสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ 
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บทท่ี 5 
 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

สรุป 
 การศึกษาผลของการปั่นแยกและไม่ปั่นแยก เซมินอลพลาสมา ร่วมกับแหล่งของเลซิตินที่
ระดับเหมาะสมในสารละลายเจือจางต่อคุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็ง  สรุปผลได้ดังนี้  เลซิตินจาก  
ถั่วเหลืองและเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน สามารถเติมลงในสารละลายเจือจางน้้าเชื้อแพะส้าหรับ
การแช่แข็งได้ที่ระดับ 3.0 เปอร์เซ็นต์ โดยไม่จ้าเป็นต้องปั่นแยกเซมินอลพลาสมาก่อนเติม
สารละลายเจือจาง นอกจากนี้ ยังพบว่า การเติมเลซิตินจากเมล็ดทานตะวันซึ่งมีส่วนประกอบของ
สารต้านอนุมูลอิสระ คือ โอเมกา 6 อยู่สูง อาจจะช่วยลดหรือชะลอความเสียหายของตัวอสุจิ  
หลังละลายในระหว่างการบ่มน้้าเชื้อที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ได้ดีกว่าการเติมเลซิตินจาก  
ถั่วเหลือง อย่างไรก็ตาม คุณภาพน้้าเชื้อแพะแช่แข็งหลังละลายจากการใช้เลซิตินจากถั่วเหลือง
และเลซิตินจากเมล็ดทานตะวัน เป็นสารป้องกันการช็อกเนื่องจากความเย็น ทั้งที่ปั่นแยกและ  
ไม่ปั่นแยกเซมินอลพลามา มีค่าการเคลื่อนที่ของอสุจิต้่ากว่ากลุ่มควบคุมที่เติมไข่แดง 20 
เปอร์เซ็นต์ ร่วมกับการปั่นแยกเซมินอลพลาสมาก่อนเติมสารละลายเจือจาง 
 
ข้อเสนอแนะ 

1. หากมีการศึกษาการใช้เลซิตินจากพืชทั้งสองชนิดในคร้ังต่อไป ควรศึกษาร่วมกับระดับ
ของกลีเซอรอล เน่ืองจากเป็นส่วนประกอบอีกตัวหนึ่งที่มีสัมพันธ์กัน มีผลต่อความสามารถใน
การป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ 

2. เมื่อพิจารณาคุณภาพน้้าเชื้อเมื่อบ่มไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่ 2 และ 4 ชั่วโมง 
ของกลุ่มควบคุม (ใช้ไข่แดงและปั่นแยกเซมินอลพลาสมา) มีค่าลดลงในสัดส่วนที่มากกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มที่เติมเลซิตินจากถั่วเหลืองและเมล็ดทานตะวัน แสดงให้เห็นว่า เมื่อเวลาใน
การบ่มน้้าเชื้อเพิ่มขึ้น การใช้แหล่งเลซิตินจากถั่วเหลืองและเมล็ดทานตะวัน เป็นสารป้องกันการ
ช็อกเน่ืองจากความเย็นได้ดีกว่าไข่แดง จึงเป็นเร่ืองที่น่าสนใจที่จะศึกษาต่อไป 

3. เพื่อให้ผลการศึกษานี้สมบูรณ์ยิ่งขึ้น ควรน้าน้้าเชื้อแช่แข็งที่ได้ไปท้าการทดลอง  
ผสมเทียม เพื่อศึกษาอัตราการผสมติดในแพะต่อไป 
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ตารางภาคผนวก 

Appendix Table 1 Composition, pH and osmotic pressure (mOsm/kg) of the different freezing 
media dissolved with Tris-base with 7% glycerol 

 

Extender pH Osmotic pressure 
SB 1.5% 7.0 1320 
SB 3.0% 6.8 1349 
SB 4.5% 6.8 1358 
SB 6.0% 6.8 1410 
SF 1.5% 6.9 1330 
SF 3.0% 6.8 1336 
SF 4.5% 6.7 1365 
SF 6.0% 6.7 1386 
EY 20% 6.7 1380 

 



 
 
Table 4 Summary of analysis of variance for total motility (MOT), progressive motility (PMT), average path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL), 

curve-line velocity (VCL), amplitude of lateral head displacement (ALH), beat cross frequency (BCF), straightness (STR), linearity (LIN) and 
viability of frozen-thawed sperm in different levels of soybean lecithin-based extender and  incubation time at 37 C  

 

Source of variation 
Level of significance (P-value)   

MOT PMT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN Viability  
Incubation time <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05  
Treatment <0.05 <0.05 ns ns ns ns <0.05 ns ns <0.05  
Incubation time x treatment <0.05 <0.05 ns ns ns ns ns ns ns ns  

 
 
 
 
 

 

 

 



 

 
Table 16 Summary of analysis of variance for total motility (MOT), progressive motility (PMT), average path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL), 

curve-line velocity (VCL), amplitude of lateral head displacement (ALH), beat cross frequency (BCF), straightness (STR), linearity (LIN) and  
viability of frozen-thawed sperm in different levels of sunflower lecithin-based extender and incubation time at 37 C  

 

Source of variation 
Level of significance (P-value)   

MOT PMT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN Viability  
Incubation time <0.05 <0.05 ns ns ns ns <0.05 ns ns <0.05  
Treatment <0.05 ns <0.05 ns <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05  
Incubation time x treatment ns <0.05 ns ns ns ns ns ns ns ns  

 
 
 

 

 

 

 



 

 

Table 28 Summary of analysis of variance for total motility (MOT), progressive motility (PMT), average path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL),  
curve-line velocity (VCL), amplitude of lateral head displacement (ALH), beat cross frequency (BCF), straightness (STR), linearity (LIN) and 
viability of frozen-thawed sperm with and without seminal plasma remove and sources of lecithin based-extender compared to egg yolk extender 
and incubation time at 37 C  

Source of variation 
Level of significance  (P-value) 

MOT PMT VAP VSL VCL ALH BCF STR LIN 
Incubation time <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 

Treatment  <0.05 <0.05 <0.05 ns <0.05 ns ns ns ns 
AB <0.05 ns <0.05 ns <0.05 ns ns ns ns 
A ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
B <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 ns ns <0.05 <0.05 
Incubation time x treatment <0.05 ns ns ns ns ns ns ns ns 
Incubation time x AB ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Incubation time x A ns ns ns ns ns ns ns ns ns 
Incubation time x B ns ns ns ns ns ns ns <0.05 ns 
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