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ผลของชนิดสารละลายเจือจาง อตัราส่วนการเจือจาง ความเร็วในการป่ัน และบรรจุภัณฑ์ในการขนส่ง 
ต่ออตัราการเคล่ือนที ่และความคงทนต่อเย่ือหุ้มเซลล์อสุจิในนํา้เช้ือม้าแช่เยน็ 
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บทคดัย่อ 

ตวัอยา่งนํ้ าเช้ือมา้จาํนวน 14 ตวัอยา่ง ถูกนาํมาตรวจร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิและร้อยละค่าความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มเซลล์ในชั่วโมงท่ี 0, 24, 48, 72และ 120 ภายหลงัการเก็บรักษานํ้ าเช้ือด้วยการแช่เย็นท่ีอุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบผลของชนิดสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ อตัราส่วนการเจือจาง 
ความเร็วในการป่ันเหวีย่ง และลกัษณะการบรรจุนํ้าเช้ือในระหวา่งการขนส่งต่อคุณภาพนํ้าเช้ือมา้ท่ีเกบ็รักษาดว้ยการแช่
เยน็ จากการศึกษาพบว่าชนิดของสารสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ อตัราส่วนการเจือจาง และความเร็วในการป่ันเหวี่ยง
ส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีและความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิมา้ท่ีเก็บรักษาดว้ยการแช่เยน็อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
นํ้าเช้ือมา้ท่ีถูกเจือจางนํ้าเช้ือในสารละลายเจือจางชนิด INRA82ท่ีอตัราส่วน 1 ต่อ 3 และป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบ
ต่อนาที มีแนวโนม้ใหคุ้ณภาพนํ้าเช้ือมา้ท่ีเกบ็รักษาดว้ยการแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสดีท่ีสุด 

 

ABSTRACT 
The sixteen equine semen samples were evaluated for percentage of motility and percentage of plasma 

membrane integrity at 0, 24, 48, 72 and 120 hours after cooled preservation at 5 C. This study aims to compare the 
effect of extender, dilution ratio, speed of centrifugation and transport packaging on quality of equine cooled semen. 
The results showed type of extender, dilution ratio and speed of centrifugation significantly effect on motility and 
plasma membrane integrity. Semen diluted with INRA82 extender at 1:3 ratio and subsequently centrifuged 2000 rpm 
showed the most impressive semen quality post chilling at 5 C. 
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บทนํา 
ในประเทศไทยมีการเล้ียงม้าหลากหลายสาย

พนัธ์ุ โดยวตัถุประสงค์การเล้ียงข้ึนอยูก่บัลกัษณะการ
ใชง้าน ทั้งการเล้ียงไวเ้ป็นเพ่ือน หรือใชใ้นการแข่งขนั
กีฬาประเภทต่างๆ  เช่น  ศิลปะการบังคับม้า  การ
กระโดดขา้มเคร่ืองกีดขวาง การข่ีมา้มาราธอน  ความ
นิยมในการเล้ียงมา้ในประเทศเร่ิมมีมากยิง่ข้ึน ส่งผลให้
มีความตอ้งการจาํนวนมา้มากข้ึน และเพื่อให้ไดลู้กมา้
ตามความตอ้งการท่ีมากข้ึนนั้น จึงมีการพฒันาเทคนิค
การผสมเทียมเพ่ือให้ได้ลูกม้าสายพนัธ์ุท่ีดีตามความ
ตอ้งการในระยะเวลาอนัสั้น นํ้าเช้ือท่ีจะใชเ้พ่ือการผสม
เทียมอาจจะตอ้งผา่นขบวนการเก็บรักษาดว้ยความเยน็
หรือการแช่แข็ง เพ่ือยืดอายุนํ้ าเช้ือและช่วยลดการใช้
งานของพ่อม้า การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ
ต่างกนัก็ส่งผลต่ออายุในการเก็บรักษา คุณภาพนํ้ าเช้ือ
ภายหลงัขั้นตอนการแช่เยน็ และอตัราการผสมติด โดย
นํ้ าเช้ือสดและนํ้ าเช้ือแช่เยน็มกัมีคุณภาพนํ้ าเช้ือท่ีดี แต่
มีอายกุารเกบ็รักษาท่ีสั้นกวา่นํ้าเช้ือแช่แขง็   

ขั้ นตอนการทํานํ้ าเช้ือแช่เย็นเร่ิมจากการ
คดัเลือกนํ้ าเช้ือเร่ิมตน้ท่ีดีมาใชโ้ดยดูจาก ความเขม้ขน้
ของอสุจิ ร้อยละการเคล่ือนท่ีและร้อยละอสุจิท่ีมีชีวิต
ตวัอย่างนํ้ าเช้ือมกัถูกนําไปป่ันเหวี่ยงเพ่ือแยกตวัอสุจิ
ออกจากนํ้าเล้ียงเช้ือ เติมสารละลายเจือจางนํ้าเช้ือใหไ้ด้
ความ เข้มข้น ท่ี เหมาะสม  บรรจุและลดอุณหภูมิ 
ป ริมาตรนํ้ า เช้ื อปกติในม้ามีค่ าตั้ งแ ต่  30 ถึ ง  250 
มิลลิลิตร  (Davies and Mina, 2008) ค่าการเคล่ือนท่ี
ของอสุจิ ต้องไม่น้อยกว่า 70 เปอร์เซ็นต์จึงจัดเป็น
นํ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพดี (Bearden et al., 2004) แต่นํ้ าเช้ือท่ี
เหมาะต่อการเกบ็รักษานํ้าเช้ือดว้ยวิธีแช่เยน็และแช่แขง็  
ควรมีค่ าการเค ล่ือนท่ีของตัวอสุ จิไม่น้อยกว่า 50 
เปอร์เซ็นต์ การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิไปด้านหน้าไม่
นอ้ยกวา่ 60 เปอร์เซ็นต ์(Khlifaoui et al., 2005) ค่าร้อย
ละของอสุจิท่ี มี ชีวิตไม่น้อยกว่า 60 (Bearden et al., 
2004) หรือมีค่าความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ 
(Hos-test) ซ่ึงเป็นวิธีการตรวจตวัอสุจิท่ีมีชีวิตทางออ้ม
ไม่นอ้ยกวา่ร้อยละ 60 (Mansour, 2009) 

ขบวนการผลิตอสุจิ (Spermatogenesis) ใน
ม้าจะเกิดข้ึนเม่ือม้าเขา้สู่วยัเจริญพนัธ์ุ จากการศึกษา
ของ Naden และคณะ ปี 1990 พบว่ามา้เพศผูท่ี้เขา้สู่วยั
เจริญพนัธ์ุสามารถผลิตตวัอสุจิได ้50 ลา้นตวัและมีค่า
การผลิตอสุจิต่อวนัเท่ากบั 1.1 พนั ลา้นตวั หรือมีค่าท่ี
ควรผลิตอสุจิต่อวนัไดเ้ท่ากบั 1.7 พนัลา้นตวั ซ่ึงพบใน
ม้าเพศผูท่ี้มีช่วงอายุระหว่าง 1 ถึง 3 ปี (Naden et al., 
1990; Clay and Clay 1992) แต่คุณภาพนํ้ าเช้ือจะลดลง
เม่ือพ่อม้ามีอายุ  20 ปี  (Fukuda et al., 2001; Madill, 
2002)  มีรายงานของ Janett et al., 2003 กล่าวว่าค่ า
ปริมาตรนํ้ าเช้ือ จาํนวนตวัอสุจิ และค่าการเคลื่อนท่ี
ของอสุจิในนํ้ าเช้ือสด ในฤดูร้อนมีค่าที่สูงกว่าในฤดู
หนาว  แต่ความเข้มข้นของอสุจิเป็นไปในทิศทาง
ตรงกนัขา้ม ค่าความเขม้ขน้มีค่าน้อยท่ีสุดในฤดูร้อน
เม่ือเทียบกบัฤดูกาลอ่ืนๆ 

มีการศึกษาเพื่อพฒันาขั้นตอนการทาํนํ้ าเช้ือ
แช่เยน็ใหน้ํ้ าเช้ือแช่เยน็ท่ีผลิตไดค้งคุณภาพท่ีดีและเก็บ
รักษาได้นานท่ีสุด โดยการเปล่ียนตวัแปรท่ีส่งผลต่อ
คุณภาพในแต่ละขั้นตอนการแช่เยน็ ไดแ้ก่ สารละลาย
เจือจางนํ้ าเช้ือ ส่วนประกอบท่ีสําคญัของสารละลาย
เจือจางนํ้าเช้ือคือ สารใหพ้ลงังาน บฟัเฟอร์ ยาปฏิชีวนะ 
ซ่ึงมีความแตกต่างกนัในแต่ละชนิดสารละลายเจือจาง 
เช่นสารท่ีทาํหน้าท่ีให้พลงังานใน สารละลายเจือจาง
นํ้ าเช้ือของ Krause และ Grove ปี 1967 มีองคป์ระกอบ
เป็นกลูโคส แลค็โตส และแรฟฟิโนส การใชไ้ข่แดง นม
เป็น ส่วนประกอบ เพ่ือป้องกันอันตรายจากการ
เปล่ียนแปลงอุณหภูมิ เพ่ิมความคงทนของเยือ่หุ้มเซลล์
และป้องกันการช็อคของอสุจิจากความเย็น  (cold 
shock) (ธีรวฒัน์, 2555) นอกจากน้ียงัพบวา่พอ่มา้แต่ละ
ตัวมีความชอบจาํเพาะต่อชนิดสาระลายเจือจางต่าง
ช นิ ด กั น  (Phetudomsinsuk et al., 2008) ก าร ผ ส ม
สารละลายเจือจางนํ้ า เช้ือ ก่อนการป่ัน เหวี่ ยงใน
อตัราส่วนท่ีเหมาะสมจะช่วยให้อสุจิมีชีวิตอยู่ไดน้าน
มาก ข้ึน  (Aurich, 2008; Love et al, 2002; Bozkurt et 
al., 2007) ความเร็วรอบและระยะเวลาท่ีใชใ้นการป่ัน
เหวี่ยงส่ งผลต่อการเค ล่ือน ท่ีของตัวอสุ จิ ต่างกัน 
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(Pickett et al., 1975; Macpherson, 2001; Loomis, 2006) 
นอกจากน้ีการแช่เยน็ในบรรจุภณัฑท่ี์เหมาะสม จะช่วย
รักษาอุณหภูมิภายในบรรจุภณัฑ์ให้คงท่ีไดแ้มว้่าจะมี
อุณหภูมิของส่ิงแวดลอ้มภายนอกท่ีสูง (Brinsko et al., 
1999; Katila et al., 1997)  

 
วตัถุประสงค์การวจิัย 

เพ่ือเปรียบเทียบผลของชนิดสารละลายเจือ
จาง อตัราส่วนการเจือจาง ความเร็วในการป่ันเหวี่ยง
และลกัษณะการบรรจุนํ้ าเช้ือในระหว่างการขนส่ง
ในขั้นตอนของการแช่เยน็นํ้ าเช้ือม้า ต่อการเคล่ือนท่ี
และความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลลอ์สุจิมา้ท่ีเก็บรักษา
ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 120 ชัว่โมง 

 
วธีิการวจิัย 

ใช้พ่อม้าสายพนัธุ์ Holsteiner, Australian 
Warmblood (Oldenburg), AustralianWarmblood 
(Dutch Wormblood) ท่ีมีสุขภาพดี จํานวน  4 ตัว อายุ
ระหวา่ง 8 ถึง 15 ปี พอ่มา้ทุกตวัถูกเล้ียงในคอกท่ีปูดว้ย
ฟาง มีนํ้ าและหญ้าแพงโกล่าให้กินตลอดเวลาและ
ไดรั้บอาหารขน้วนัละ 2 ม้ือ 
การเตรียมสารละลายเจือจางนํา้เช้ือและการเกบ็นํา้เช้ือ 

เตรียมสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ 2 ชนิด คือ
Kenney extender (Kenney et al., 1975) และ INRA-82 
extender (Magistrini et al., 1992) (pH 7-7.2, osmolality 
320-350 มิลลิออสโมล) เก็บตวัอย่างนํ้ าเช้ือโดยให้พ่อ
มา้ข้ึนข่ีตวัล่อซ่ึงเป็นแม่มา้ท่ีกาํลงัแสดงอาการเป็นสัด 
และใช้ ช่ อ งคลอด เที ยมช นิ ด  Modified Colorado 
สัปดาห์ละ 2 คร้ัง เป็นเวลา 2 สัปดาห์ 
การตรวจคุณภาพนํา้เช้ือ 

หลงัจากเก็บตวัอย่างแลว้ นํ้ าเช้ือจะถูกกรอง 
และตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือสด ไดแ้ก่ สี ปริมาตร ความเป็น
กรดด่าง ร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ร้อยละการ
เคล่ือนท่ีโดยรวม ร้อยละการเคล่ือนท่ีไปขา้งหน้าของ
อสุจิ ความเข้มข้นของอสุจิและร้อยละอสุจิท่ีมีชีวิต 
พารามิเตอร์ท่ีทาํการตรวจคุณภาพนํ้ าเช้ือระหว่างการ

เก็บ รักษานํ้ าเช้ือด้วยความเย็น ท่ี อุณหภูมิ  5 องศา
เซลเซียส ไดแ้ก่ ร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ซ่ึงตรวจ
โดยหยดนํ้ าเช้ือ 15 ไมโครลิตรลงบนแผ่นสไลด์ท่ีอุ่น
ดว้ยแผ่นความร้อนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปิดทบั
ด้วยกระจกปิดสไลด์นําสไลด์ตรวจภายใต้กล้อง
จุลทรรศน์กาํลังขยาย 400 เท่า และค่าความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ (hos-test) ตรวจโดยหยดนํ้ าเช้ือ 
10 ไมโครลิตรลงในสารละลายซูโครสท่ีมีค่าแรงดัน
สารละลายเท่ากับ  100 มิลลิออสโมล ปริมาตร 100 
ไมโครลิตร อุ่นในอ่างนํ้ าท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
เป็น เวลา  30 นาที  ตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
กาํลังขยาย 400 เท่า ตรวจนับตัวอสุจิจาํนวน 200 ตัว 
และเทียบเป็นค่าร้อยละความสมบูรณ์ในการทาํหน้าท่ี
ของเยื่อหุ้มอสุจิ อสุจิท่ีเยื่อหุ้มเซลลย์งัมีความสมบูรณ์
จะมีลกัษณะของหางบวมและม้วนงอ โดยการตรวจ
คุณภาพดงักล่าวใชผู้ต้รวจคนเดียว                 

การทดลองที่ 1 การทดสอบค่าความเป็นกรด
ด่างและแรงออสโมติกของสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือท่ี
ขั้นตอนการเตรียมและการเก็บรักษาท่ีแตกต่างกัน
เตรียมสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ 2 ชนิด คือ Kenney 
extender และ INRA-82 extender แบ่งสารละลายเจือ
จางนํ้ าเช้ือท่ีเตรียมไดแ้ต่ละชนิดเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 
นาํไปป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 4000 รอบเป็นเวลา 15 นาที 
กลุ่ม ท่ี  2 ไม่ต้องผ่านการป่ัน เหวี่ยง  จากนั้ นแบ่ ง
สารละลายเจือจางนํ้าเช้ือแต่ละชนิด และแต่ละกลุ่มเป็น 
2 ส่วน  ลงในหลอดทดลอง ส่วนท่ี 1 เก็บรักษาโดย
วิธีการแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียสในตูเ้ยน็ ส่วน
ท่ี 2 เก็บรักษาโดยวิธีการแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียสในตูแ้ช่แข็ง ทาํการทดสอบค่าความเป็นกรด
ด่างและค่าแรงดนัออสโมติกเป็นระยะเวลา 14 วนั 

การทดลองที่ 2 ผลของชนิดสารละลายเจือ
จางนํ้ าเช้ือต่อคุณภาพนํ้ าเช้ือก่อนและหลังเก็บรักษา
ด้วยความเย็นอุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส  ทําการอุ่น
สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด Kenney และ INRA-82 ท่ี
เตรียมไวท่ี้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส แบ่งนํ้าเช้ือพอ่มา้
แต่ละตวัออกเป็น 3 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 นํ้าเช้ือมา้ท่ีรีดเกบ็ได ้
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(เจือจางด้วยนํ้ าเล้ียงเช้ืออสุจิของพ่อม้า) กลุ่มท่ี  2 
นํ้าเช้ือมา้เจือจางในสารละลายเจือจางชนิด Kenney ใน
อัตราส่วน 1 ต่อ 1 และกลุ่มท่ี 3 นํ้ าเช้ือม้าเจือจางใน
สารละลายเจือจางชนิด INRA-82 ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 
โดยนํ้ าเช้ือทั้ง 3 กลุ่ม จะถูกเจือจางจนไดค้วามเขม้ขน้
สุดทา้ยเท่ากบั 200 ลา้นตวัต่อมิลลิลิตร นาํนํ้าเช้ือแต่ละ
ก ลุ่ม เก็บ รักษาท่ี อุณห ภู มิ  5 องศาเซล เซี ยส  เป็น
ระยะเวลา 120 ชั่วโมง จดบันทึก อัตราการเคล่ือนท่ี
และค่าความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์ (Hos-test) ของ
ตวัอยา่งนํ้าเช้ือในแต่ละกลุ่ม   

การทดลองที่3 ผลของอตัราส่วนสารละลาย
เจือจางนํ้ าเช้ือต่อคุณภาพนํ้ าเช้ือหลังเก็บรักษาด้วย
ความเยน็ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส แบ่งนํ้ าเช้ือพ่อมา้
แต่ละตวัออกเป็น 5 กลุ่ม กลุ่มท่ี 1 นํ้าเช้ือมา้ท่ีรีดเกบ็ได ้
(เจือจางด้วยนํ้ าเล้ียงเช้ืออสุจิของพ่อม้า) กลุ่มท่ี  2 
นํ้าเช้ือมา้เจือจางในสารละลายเจือจางชนิด Kenney ใน
อัตราส่ วน  1 ต่อ1 กลุ่ ม ท่ี  3 นํ้ า เช้ื อม้า เจือจางใน
สารละลายเจือจางชนิด Kenney ในอตัราส่วน 1 ต่อ 3 
กลุ่มท่ี 4 นํ้ าเช้ือม้าเจือจางในสารละลายเจือจางชนิด 
INRA-82 ในอตัราส่วน 1 ต่อ 1 และ กลุ่มท่ี 5 นํ้าเช้ือมา้
เจือจางในส ารละลาย เจือจางช นิ ด  INRA-82 ใน
อตัราส่วน 1 ต่อ 3 ส่วน โดยนํ้าเช้ือทั้ง 5 กลุ่ม จะถูกเจือ
จางจนได้ความเขม้ขน้สุดท้ายเท่ากบั 200 ลา้นตวัต่อ
มิลลิลิตร นํานํ้ าเช้ือแต่ละกลุ่มเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียสเป็นระยะเวลา 120 ชัว่โมง  

การทดลองที่ 4 ผลของความเร็วในการป่ัน
เหวี่ยงต่อคุณภาพนํ้ าเช้ือหลงัการเก็บรักษาด้วยความ
เยน็ท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส นํานํ้ าเช้ือพ่อม้าท่ีถูก
แบ่งเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 3 แบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม
ดังน้ี  กลุ่มท่ี  1 ไม่ป่ันเหวี่ยงกลุ่มท่ี  2 ป่ันเหวี่ยงด้วย
ความเร็ว 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 10 นาที และกลุ่ม
ท่ี 3 ป่ันเหวี่ยงดว้ยความเร็ว 4000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 
10 นาที ดูดส่วนท่ีเป็นนํ้ าใสดา้นบน (supernatant) ออก
หมด และใส่สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิดเดิมให้ได้
ความเขม้ขน้ 200 ลา้นตวัต่อมิลลิลิตร นาํนํ้ าเช้ือแต่ละ

กลุ่ ม เก็บ รักษ าท่ี อุณห ภู มิ  5 องศาเซล เซี ยส เป็น 
ระยะเวลา 120 ชัว่โมง  

การทดลองที่ 5 ผลของลักษณะการบรรจุ
นํ้ า เ ช้ื อ ใ น ร ะ ห ว่ า ง ก า ร ข น ส่ ง จ า ก ฟ า ร์ ม ถึ ง
ห้องปฏิบติัการ นาํนํ้ าเช้ือพ่อมา้ท่ีถูกแบ่งเช่นเดียวกบั
การทดลองท่ี 4 แบ่งเป็น  2 ส่วน โดยบรรจุลงในหลอด
ทดลองขนาด 10 มิลลิลิตร ปริมาณหลอดละเท่าๆกนั 
แยกบรรจุในระหว่างการขนส่งเป็น 2 แบบ คือ แบบท่ี 
1 ตวัอยา่งในหลอดทดลองถูกห่อดว้ยหนังสือพิมพใ์ส่
ถุงพลาสติกท่ีปิดสนิท นาํไปใส่กล่องโฟม ซ่ึงภายใน
บรรจุดว้ยชั้นนํ้ าแข็งดา้นล่าง ตวัอยา่ง และปิดทบัดว้ย
ชั้นของนํ้ าแข็ง  แบบท่ี 2 ตวัอย่างในหลอดทดลองใส่
ถุงพลาสติกท่ีปิดสนิท  นําไปใส่กล่องโฟม  ภายใน
บรรจุด้วยชั้ นนํ้ าแข็งด้านล่างและด้านบน  ระหว่าง
ตวัอย่างและชั้นนํ้ าแข็งจะถูกขั้นดว้ยแผ่นโฟม หนา 1 
เซนติเมตร การขนส่งทั้ ง 2 รูปแบบใช้ระยะเวลา 2 
ชัว่โมง ทาํการวดัอุณหภูมินํ้ าเช้ือเม่ือถึงห้องปฏิบติัการ
และ เก็บ รักษ าท่ี อุณห ภู มิ  5 องศาเซล เซี ยส เป็ น
ระยะเวลา 120 ชัว่โมง  

 
การวเิคราะห์ข้อมูล 
 ใ ช้  Descriptive statistics แ ส ด ง ค่ า เฉ ล่ี ย 
(Mean+SD) ของคุณภาพนํ้ าเช้ือมา้ ใช้ one way anova
ในการเปรียบเทียบตวัแปรอิสระ ไดแ้ก่ ชนิด อตัราส่วน
การเจือจางนํ้ าเช้ือ ความเร็วในการป่ันเหวี่ยง และบรรจุ
ภณัฑใ์นการขนส่งนํ้ าเช้ือ ตวัแปรตามไดแ้ก่ เปอร์เซ็นต์
การเคล่ือนท่ีของอสุจิและความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้ม
เซลลแ์ละใช ้GLM procedure ในการหาปัจจยัท่ีจะมีผล
ต่อคุณภาพของนํ้ าเช้ือ ทาํการวิเคราะห์ทางสถิติโดยใช้
โปรแกรม SAS (SAS Inst. V. 9.0, Cary, NC USA) ท่ี
ระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
 
ผลการวจิัย 

จากการทดลองท่ี 1 การทดสอบค่าความเป็น
กรดด่างและแรงดนัออสโมติกของสารละลายเจือจาง
นํ้ า เช้ื อ ท่ี ขั้ น ตอนการ เต รียมและการ เก็บ รักษ า
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สารละลายเจือจางท่ีอุณหภูมิแตกต่างกนั แสดงดงัภาพ
ท่ี 1 พบว่าสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด Kenney ทั้ง 4 
กลุ่ม จะมีค่าความเป็นกรดด่างท่ีเปล่ียนไปทางด่างมาก
ยิง่ข้ึน และสูงข้ึนเกินกวา่ค่ามาตรฐาน (pH7.2) ในวนัท่ี 
3 ของการเก็บรักษา ในขณะท่ีสารละลายนํ้ าเช้ือชนิด 
INRA-82 ทั้ง 4 กลุ่ม มีค่าความเป็นกรดมากข้ึนในวนัท่ี 
3 ของการเก็บรักษาแต่ค่าความเป็นกรดท่ีเพ่ิมข้ึนไม่
เกินค่ามาตรฐาน ค่าความเป็นกรดด่างของสารละลาย
เจือจางนํ้ าเช้ือชนิด INRA-82 และ Kenney ทั้ง 4 กลุ่ม 
ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ  (p>0.05) 
ระหว่างกลุ่มทดลองในวันเดียวกันและไม่มีความ
แตกต่างกนัระหวา่งวนัท่ีเก็บรักษา การเปล่ียนแปลงค่า
แรงดนัออสโมติกของสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด 
Kenney ทั้ง 4 กลุ่มเม่ือเทียบกบัวนัแรกท่ีเตรียมพบวา่มี
ค่าเพ่ิมสูงข้ึนเล็กนอ้ย ส่วนชนิด INRA-82 มีค่าแรงดนั
ออสโมติกเพ่ิมสูงข้ึนชดัเจน แต่ไม่พบความแตกต่างกนั
ระหวา่งกลุ่มทดลองในวนัเดียวกนัและในระหวา่งกลุ่ม
ทดลองในระหวา่งวนัท่ีเก็บรักษาทั้งสารละลายเจือจาง
ทั้ง 2 ชนิด  

 
ภาพที่ 1 แสดงค่าความเป็นกรด-ด่างและค่าแรงดัน

ออสโมติกของสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด 
Kenney แ ล ะ  INRA-82 ห ลั ง ก าร เต รี ย ม
สารละลายและเก็บรักษาเป็นระยะเวลา 14
วนั 

การทดลองท่ี 2 ผลของชนิดสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ
ต่อคุณภาพนํ้าเช้ือก่อนและหลงัการเกบ็รักษาดว้ยความ
เยน็อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส โดยดูจากค่าร้อยละการ
เคล่ือนท่ีของอสุจิและค่าความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลล์
อสุจิ พบว่านํ้ าเช้ือท่ีไม่ได้รับการผสมสารละลายเจือ

จางมีร้อยละการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิลดตํ่าลงตั้ งแต่
ชัว่โมงท่ี 24 ภายหลงัการรีดเก็บนํ้ าเช้ือ โดยมีค่าร้อยละ
การเคล่ือนท่ีของอสุจิก่อนและหลงัการเก็บรักษาท่ี 24 
ชั่วโมงเท่ากับ  80.53 และ 8.85 ตามลําดับ  และมีค่า
แตกต่างกบักลุ่มท่ีเจือจางดว้ยสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ
ทั้ ง  2  ชนิด  อย่างมีนัยสํ าคัญ  ในขณะท่ีนํ้ า เช้ือใน
สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด Kenney และ INRA-82 
จะมีร้อยละอตัราการเคล่ือนท่ีน้อยกว่า 10 เปอร์เซ็นต ์
เม่ือเก็บรักษาได ้48 ชัว่โมง และ 96 ชัว่โมงตามลาํดบั
(ภาพ A) นํ้ าเช้ือท่ีเจือจางในสารละลายชนิด INRA-82 
ให้ค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิสูงกว่านํ้ าเช้ือใน
สารละลายชนิด  Kenney ตลอดช่วงการเก็บรักษาท่ี
อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p<0.05) ค่าความสมบูรณ์ของเยือ่หุ้มเซลลข์องอสุจิใน
สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด Kenney และ INRA-82 
มีผลไปในแนวเดียวกนักบัค่าการเคล่ือนท่ี (ภาพ B) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ A แสดงค่าเฉล่ียร้อยละอัตราการเคล่ือนท่ีของ

อสุจิในแต่ละชนิดสารละลายเจือจางนํ้าเช้ือ 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ B แสดงค่าเฉล่ียร้อยละความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้

เซลลอ์สุจิในแต่ละชนิดสารละลายเจือจาง
นํ้าเช้ือ 

Extender Centrifuge Temp OC pH Osmolarity

D0 D3 D14 D0 D3 D14

Kenny Yes 5OC 7.17 7.61 7.54 319.5 328 324

-20OC 7.17 7.64 7.68 319.5 329 323.5

No 5OC 7.17 7.72 7.57 319.5 332 321.5

-20OC 7.17 7.6 7.76 319.5 325 322

INRA82 Yes 5OC 7.14 7.1 7.07 323 343 343

-20OC 7.14 7.08 7.05 323 350 343

No 5OC 7.14 7.09 7.04 323 348 346

-20OC 7.14 7.1 7.03 323 345 344.5
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การทดลองท่ี 3 ผลของอตัราส่วนสารละลายเจือจาง
นํ้ าเช้ือต่อคุณภาพนํ้ าเช้ือก่อนและหลงัเก็บรักษาด้วย
ความเย็นอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส  พบว่านํ้ าเช้ือท่ี
ไม่ได้รับการเจือจางสารละลายนํ้ าเช้ือ มีร้อยละการ
เคล่ือนท่ีของอสุจิลดตํ่าลงกว่ากลุ่มท่ีไดรั้บการเจือจาง
ดว้ยสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือทั้ง 2 ชนิดท่ีอตัราส่วน 1 
ต่อ 1 และอตัราส่วน 1 ต่อ 3 อยา่งมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(p<0.05) ตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 2 หลงัจากเจือจางนํ้าเช้ือ (ภาพ 
C) อยา่งไรก็ตามไม่พบความแตกระหว่างกลุ่มท่ีไดรั้บ
การเจือจางด้วยอัตราส่วนอัตราส่วน  1 ต่อ  1 และ
อตัราส่วน 1 ต่อ 3 เช่นเดียวกนักบัค่าความสมบูรณ์ของ
เยือ่หุม้เซลลอ์สุจิในกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บการผสมสารละลาย
เจือจางนํ้ าเช้ือ ร้อยละความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์
อสุจิจะลดตํ่าลงอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติและลดลง
อย่างรวดเร็วตั้งแต่ชัว่โมงท่ี 24 หลงัการรีดเก็บนํ้ าเช้ือ
(ภาพ D) 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพ C แสดงค่าเฉล่ียร้อยละอัตราการเคล่ือนท่ีของ

อสุจิของนํ้ าเช้ือมา้ในสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ 
ท่ีอตัราส่วนการเจือจาง 1:0, 1:1 และ 1:3 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพ D แสดงค่าเฉล่ียร้อยละความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้ม

เซลล์อสุจิของนํ้ าเช้ือม้าในสารละลายเจือจาง
นํ้าเช้ือ ท่ีอตัราส่วนการเจือจาง 1:0 และ 1:3 

การทดลองท่ี 4 ผลของความเร็วในการป่ันเหวี่ยงต่อ
คุณภาพนํ้ าเช้ือก่อนและหลงัการเก็บรักษาด้วยความ
เยน็อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส นํ้าเช้ือในกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บ
การป่ันเหวี่ยง  มีค่าการเคล่ือนท่ีของอสุจิตํ่ากวา่กลุ่มท่ี
ไดรั้บการป่ันเหวี่ยงตลอดระยะเวลาการเก็บรักษา โดย
พบความแตกต่างระหวา่งกลุ่มท่ีไม่ไดรั้บการป่ันเหวี่ยง
กับกลุ่มท่ีได้รับการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 และ 
4000 รอบในชัว่โมงท่ี 24 และ 48 ตามลาํดบั (ภาพ E)
ขณะท่ีค่าการเคล่ือนท่ีของอสุจิและค่าความสมบูรณ์ของ
เยื่อหุ้มเซลล์อสุ จิในกลุ่มท่ีได้รับการป่ัน เหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 2000 รอบต่อนาทีให้ค่าท่ีสูงกว่ากลุ่ม 4000 
รอบ แต่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  
(ภาพ E-F) 

 
ภาพ E แสดงค่าเฉล่ียร้อยละอัตราการเคล่ือนท่ีของ

อสุจิของนํ้ าเช้ือม้าภายหลังการป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 0, 2000 และ 4000 รอบต่อนาที 

 
ภาพ F แสดงค่าเฉล่ียร้อยละความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้ม

เซลลอ์สุจิของนํ้าเช้ือมา้ภายหลงัการป่ันเหวี่ยงท่ี
ความเร็ว 2000 และ 4000 รอบต่อนาที 

การทดลองท่ี  5 ผลของลักษณะการบรรจุนํ้ าเช้ือใน
ระหว่างการขนส่งจากฟาร์มถึงห้องปฏิบัติการต่อ
คุณภาพนํ้ าเช้ือก่อนและหลังเก็บรักษาด้วยความเย็น
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อุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส พบว่านํ้ าเช้ือท่ีบรรจุด้วย
ลักษณะการบรรจุท่ี ต่างกันในระหว่างการขนส่งมี
อุณหภูมิต่างกัน โดยบรรจุภัณฑ์แบบใช้หนังสือพิมพ์
(แบบ A) มีอุณหภูมิเม่ือถึงห้องปฏิบัติการเท่ากับ 8.85 
องศาเซลเซียส อุณหภูมิของนํ้ าเช้ือท่ีบรรจุแบบมีแผ่น
โฟมคัน่(แบบ B) มีอุณหภูมิเท่ากบั 12.07 องศาเซลเซียส 
เม่ือเปรียบเทียบค่าการเคล่ือนท่ีของอสุจิระหว่างบรรจุ
ภณัฑท์ั้งสองแบบ พบวา่บรรจุภณัฑแ์บบ B มีร้อยละการ
เคล่ือนท่ีและความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิท่ี
ดีกว่าแบบ A แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคญัทาง
สถิติ (p>0.05) (ภาพ G-H) 

 
ภาพ G แสดงค่าเฉล่ียร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ของ

สารละลายเจือจางนํ้าเช้ือ 2 ชนิด 

 
ภาพ H แสดงค่าเฉล่ียร้อยละความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้ม

เซลลอ์สุจิ ของสารละลายเจือจางนํ้าเช้ือ 2 ชนิด 
 
อภิปรายและสรุปผลการวจิัย 

จากการทดสอบค่าความเป็นกรดด่างและ
แรงดนัออสโมติกของสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ พบว่า 
ส ารล ะล าย เจื อ จ างนํ้ า เ ช้ื อ ช นิ ด  Kenney มี ก าร
เปล่ียนแปลงค่าความเป็นกรดด่างอยา่งรวดเร็วภายใน 3 
วนัหลงัจากการเตรียม ซ่ึงแตกต่างกบัสารละลายเจือ

จางนํ้ าเช้ือชนิด INRA-82 ท่ีมีค่าความเป็นกรดด่างและ
แรงดนัออสโมติก อยูใ่นเกณฑท่ี์กาํหนดถึง 14 วนั อาจ
เน่ืองมาจากส่วนประกอบในสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ
ชนิด INRA-82 ท่ีมีองค์ประกอบของสารท่ีทาํหน้าท่ี
เป็นบัฟเฟอร์ได้แก่  HEPES, โปแตสเซียมซิ เตรท , 
โซเดียมซิเตรท ซ่ึงมีจาํนวนมากกว่าส่วนประกอบใน
สารละลายเจือจางชนิด Kenney ท่ีมีเพียง โซเดียมไบ
คาร์บอเนต จึงทําให้สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด 
INRA-82 มีการเปล่ียนแปลงความเป็นกรดด่างท่ีไม่สูง
นัก  ถึ งแม้ว่าสารละลายนํ้ า เช้ือชนิด  INRA-82 จะ
สามารถเก็บรักษาไวไ้ด้นานถึง 14 วนัโดยท่ีค่าความ
เป็นกรดด่างและแรงดันออสโมติกยงัอยู่ในเกณฑ์
มาตรฐานท่ีกาํหนดไว  ้แต่ควรทาํการทดลองใชใ้นการ
เก็บรักษานํ้ าเช้ือม้าแช่เย็นจริง เพ่ือดูผลของคุณภาพ
นํ้าเช้ือท่ีเกบ็รักษาต่อไป  

สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือชนิด INRA-82 ให้
ค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิและค่าความสมบูรณ์
ของเยือ่หุม้เซลลอ์สุจิท่ีสูงกวา่สารละลายเจือจางนํ้าเช้ือ
ชนิด Kenney อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ ในช่วงตลอด
ระยะเวลาการเก็บรักษา ซ่ึงองคป์ระกอบในสารละลาย
เจือจางนํ้ าเช้ือท่ี มีไข่แดงเป็นองค์ประกอบมีไลโป
โปรตีน เป็นส่วนท่ีช่วยเพ่ิมความคงทนของเยือ่หุ้มเซลล์
และป้องกันการช็อคจากความ เย็นของอ สุ จิได ้  
(ธีรวัฒ น์ , 2555; Amirat et al., 2004) สอดคล้องกับ
รายงานของ IjazและDucharme, ปี 1995 ท่ีเปรียบการ
ใช้สารละลายชนิด  INRA-82 และ  INRA-82 ท่ี เพ่ิม
ปริมาณไข่แดง เทียบกบัสารละลายชนิด Kenney พบวา่
ค่าการเคล่ือนท่ีของอสุจิของสารละลายชนิด INRA-82 
ใหผ้ลท่ีดีกวา่ชนิด Kenney  

อัต ราส่ วนส ารละลาย เจือ จางนํ้ า เช้ื อ ท่ี
อัตราส่วน 1 ต่อ 1 และ 1 ต่อ 3 ของสารละลายทั้ ง 2 
ชนิดให้ผลร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิท่ีดีกว่าการไม่
ผสมสารละลายเจือจาง ในอตัราส่วนสารละลายเจือจาง 
1 ต่อ 3 ให้ค่าการเคล่ือนท่ีของอสุจิท่ีสูงกวา่อตัราส่วน 1 
ต่อ  1 แต่ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
สอดคลอ้งกบัรายงานของ Bozkurt และคณะ ปี 2007 ท่ี
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กล่าวว่าอตัราส่วนการเจือจางนํ้ าเช้ือต่อสารละลายเจือ
จางนํ้าเช้ือท่ียอมรับและนิยมใชก้นัทัว่ไปคือท่ีอตัราส่วน 
1 ต่อ 3และอตัราส่วน 1 ต่อ4 หรือในทางปฏิบตัิทัว่ไป
นิยมใชส้ารละลายเจือจางนํ้าเช้ือสดท่ีอตัราส่วน 1 ต่อ 
2 และ 1 ต่อ 4 แต่ทั้งน้ีข้ึนกบัความเขม้ขน้อสุจิสุดทา้ย
ท่ีตอ้งการ (Davies and Mina, 2008) และอตัราส่วนท่ี
แนะนาํในการเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีน้อยท่ีสุดคืออตัราส่วน 1 
ต่ อ  1 (Brinsko and Varner, 1992) อั ต ร า ส่ ว น ข อ ง
สารละลายเจือจางท่ีเหมาะสมจะส่งผลต่อการมีชีวิตอยู่
ของอสุจิ ซ่ึงอสุจิตอ้งใชพ้ลงังานในการดาํรงชีวิตจาก
สารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ และป้องกันการช็อกจาก
ความเยน็ 

การป่ันเหวี่ยงเป็นขั้นตอนการช่วยกาํจัดส่ิง
แปลกปลอม ลดการปนเป้ือนของเช้ือแบคทีเรียและลด
เวลาสัมผสันํ้ าเล้ียงเช้ืออสุจิ(Bollendorf et al., 1994)  
จึงเป็นการช่วยเพิ่มคุณภาพนํ้ าเช้ือหลงัการเก็บรักษา
ดว้ยความเยน็ กลุ่มท่ีไดรั้บการป่ันเหวี่ยงจึงให้ผลการ
เคล่ือนท่ีของอสุ จิท่ี ดีกว่ากลุ่มท่ีไม่ ป่ันเหวี่ยงโดย
ความเร็วท่ีใชใ้นการป่ันเหวีย่ง 2000 รอบมีแนวโนม้ให้
ค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิสูงกวา่กลุ่มท่ีไดรั้บการ
ป่ันเหวี่ยง 4000 รอบต่อนาที ซ่ึง  สอดคลอ้งกบัรายงาน
ของ Loomis, 2006 ท่ีกล่าวว่าการป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 
1000 รอบเป็นระยะเวลา 20 นาที ซ่ึงเป็นความเร็วท่ีไม่
สูงนัก จะทาํให้เกิดการเสียหายกบัตวัอสุจินอ้ยมาก 
นอกจากความเร็วรอบท่ีใช้ในการป่ันเหวี่ยงแล้ว 
ระยะเวลาท่ี ใช้ในการป่ัน เหวี่ ยงก็ ส่ งผลต่ออสุ จิ
เช่นเดียวกนั (Pickett et al., 1975)  
 ลักษณะการบรรจุนํ้ าเช้ือในระหว่างการ
ขนส่งจากฟาร์มถึงหอ้งปฏิบติัการทั้ง 2 แบบ มีอุณหภูมิ
ในการเกบ็รักษาท่ีต่างกนัแต่ไม่พบความแตกต่างกนัทั้ง
ค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสุจิและความสมบูรณ์ของ
เยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ อย่างไรก็ตามค่าอุณหภูมิท่ีแตกต่าง
กนัระหวา่งบรรจุภณัฑท์ั้ง 2 ชนิดให้ผลค่าการเคล่ือนท่ี
ของอสุจิและความสมบูรณ์ของเยือ่หุม้เซลลอ์สุจิท่ีไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ  ซ่ึงเป็นไปได้ว่า
จํานวนตัวอย่างท่ีใช้ในการศึกษาอาจจะยงัไม่เพียง

พอท่ีจะแสดงถึงความแตกต่างได ้แต่ผูใ้ชง้านสามารถ
เลือกรูปแบบในการบรรจุภณัฑท่ี์สามารถใชง้านไดง่้าย 
และสะดวกในการปฏิบติังานจริง 

จากการศึกษาในคร้ังน้ีสรุปได้ว่าปัจจัยท่ี
ทําการศึกษา ได้แก่ ชนิดสารละลายเจือจางนํ้ าเช้ือ 
อตัราส่วนการเจือจาง และความเร็วในการป่ันเหวี่ยง 
ส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีของอสุจิและความสมบูรณ์ของ
เยือ่หุม้เซลลอ์สุจิของนํ้าเช้ือมา้ท่ีเกบ็รักษาในอุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียสอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  โดยมีค่า
ความสัมพนัธ์ของปัจจยักบัคุณภาพนํ้ าเช้ืออยู่ท่ี 36 %
จากผลการทดลองผูว้ิจยัแนะนาํใหน้ํ้าเช้ือท่ีจะเกบ็รักษา
ดว้ยความเยน็อุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ควรจะมีการ
เจือจางด้วยสารละลายนํ้ าเช้ือ ในอัตราส่วน 1 ต่อ 3 
และป่ันเหวี่ยงท่ีความเร็ว 2000 รอบต่อนาที เพ่ือคง
คุณภาพนํ้าเช้ือในการเกบ็รักษาดว้ยความเยน็นานข้ึน  
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