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นภกานต์ สิงห์ค า : คุณลักษณะและการเลือกสีย้อมเพ่ือประเมินคุณภาพอสุจิโลมาอิรวดี 
(Orcaella brevirostris) ในสถานที่เพาะเลี้ยง (Sperm characteristic and staining 
selection for quality evaluation in  Irrawaddy dolphin (Orcaella brevirostris) 
in captivity) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: รศ. สพ.ญ. ดร. นันทริกา ชันซื่อ{, 74 หน้า. 

โลมาอิรวดี (Orcaella brevirostris) เป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมในทะเลชนิดหนึ่งที่อาศัยอยู่
ในประเทศไทย โลมาอิรวดีถูก IUCN จัดให้เป็นสัตว์ที่ใกล้สูญพันธุ์ เนื่องจากการลดลงอย่างต่อเนื่อง
ของประชากรโลมาอิรวดีในธรรมชาติ การศึกษาที่เกี่ยวกับระบบสืบพันธุ์ของโลมามีรายงานไว้ในโลมา
หลายๆสายพันธุ์ โดยการศึกษาในโลมาอิรวดีมีรายงานไม่มากนัก วัตถุประสงค์ของการศึกษาในครั้งนี้
เพ่ือศึกษาคุณลักษณะและรูปร่างของอสุจิในโลมาอิรวดีและหาคุณสมบัติของสีย้อมที่เหมาะสมส าหรับ
การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อ โดยท าการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อโลมาอิรวดีเพศผู้จ านวน 3 ตัวด้วยเทคนิคการ
กระตุ้นให้หลั่งน้ าเชื้อด้วยตัวเอง น าตัวอย่างน้ าเชื้อมาย้อมด้วยสีย้อมหลายชนิด ได้แก่ ปาปานิโคลัว, 
ชอร์, ดิฟฟ์ควิก, อีโอซิน, 0.1%โทลูอิดีนบลู, วิลเลียม, ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน และอีโอซินนิโกรซิน โดย
ท าการประเมินตัวอย่างทั้งหมดภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ผล
การทดลองแสดงให้เห็นว่าน้ าเชื้อโลมาอิรวดีมีลักษณะขุ่นขาวเหมือนน้ านม  มีปริมาตรน้ าชื้อเฉลี่ย 
3.42±0.49 มิลลิลิตร ความเข้มข้นของตัวอสุจิ 1.44±0.586 x109 ตัว/มิลลิลิตร บริเวณส่วนหน้าของ
หัวอสุจิมีรูปร่างบางแบนและเว้าเล็กน้อย ส่วนด้านหลังมีรูปร่างรียาว มีสันนูนขนานตามแนวยาวของ
บริเวณด้านท้ายหัวอสุจิ ส่วนคอของอสุจิยาวและหนา ขนาดหัวอสุจิมีความยาว 4.37±0.18 ไมครอน 
กว้าง 1.61±0.14 ไมครอน ความผิดปกติของดีเอ็นเอในอสุจิสามารถตรวจได้โดยการย้อมด้วย 
สีโทลูอิดีนบลู ส่วนการประเมินสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิสามารถใช้สีดิฟฟ์ควิก, วิลเลียม, 
ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน, ปาปานิโคลัว และสีชอร์ 
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NOPPHAKARN SINGKHUM: Sperm characteristic and staining selection for 
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ADVISOR: ASSOC. PROF. DR. NANTARIKA CHANSUE, Ph.D. {, 74 pp. 

Irrawaddy dolphin (Orcaella brevirostris) is one of the marine mammals 
species in Thailand. Since the continuing decline of Irrawaddy population, they have 
been classified by the IUCN as critically endangered species. There are many 
reproductive studies of several dolphin species. However, only limited studies on 
Irrawaddy species have been investigated. The objectives of this study were to 
determine the characteristics and morphology of Irrawaddy dolphin’s sperm and to 
find the staining properties for semen quality evaluation. Three male Irrawaddy 
dolphins were used for semen collection by self-ejaculated technique. The semen 
samples were stained with Papanicolaou, Shorr’s stain, Diff Quick, Eosin, 0.1% 
Toluidine blue, William’s stain, Hematoxylin & Eosin and Eosin-nigrosin stain. All 
specimens were evaluated under light microscope and electron microscope. The 
result showed that the color of Irrawaddy dolphin’s semen was milky white. The 
average semen volume was 3.42±0.49 ml., The average sperm density was 
1.44±0.586x109 sperm/ml. The dorsal view of sperm heads was elongated and 
ellipsoidal. The anterior region of sperm head was thin, flat and slightly concave. The 
ridges running parallel were long axis of the posterior region of these sperm heads. 

The neck was thick and long. The sperm length and width were 4.37±0.18 μm and 

1.61±0.14 μm, respectively. The results indicated that sperm with DNA damage 
could be evaluated by Touidine blue staining. In addition, Diff Quick, William's 
staining, Hematoxylin & Eosin, Papanicolaou and Shorr’s staining  were applicable for 
assessing sperm morphology. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงได้ด้วยความอนุเคราะห์และความช่วยเหลืออย่างดียิ่งของ 
รศ.สพ.ญ.ดร. นันทริกา ชันซื่อ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ซึ่งให้ค าแนะน า และข้อเสนอแนะที่
เป็นประโยชน์อย่างยิ่ง ตลอดจนให้ความช่วยเหลือทางด้านด าเนินงานวิจัย 

ขอขอบพระคุณ บริษัท วรพันธรัชต์ จ ากัด ที่อนุเคราะห์สถานที่เลี้ยงโลมาอิรวดี และ
อ านวยความสะดวกในการท าวิจัยในครั้งนี้ ขอขอบพระคุณ นางสาวจันทร์เพ็ญ สุวิมลธีระบุตร 
เจ้าหน้าที่บริการวิทยาศาสตร์(ช านาญการ) ที่ให้ความช่วยเหลือให้ค าปรึกษาทางด้านเทคนิคการ
ใช้สีย้อมตัวอสุจิ และการวิเคราะห์ตัวอย่าง ขอขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ทุกท่านในศูนย์วิจัยโรคสัตว์
น้ า คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความช่วยเหลือระหว่างท าวิจัย 
ขอขอบพระคุณภาควิชาสูติศาสตร์ เธนุเวชวิทยา และวิทยาสืบพันธุ์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความช่วยเหลือและความสะดวกในการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
โอลิมปัส บีเอ็ก51 (Olympus bx51) ขอบพระคุณเจ้าหน้าที่จากศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์
และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในด้านความช่วยเหลือและความสะดวกในการศึกษา
ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

ขอขอบพระคุณคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ทุกท่านที่ช่วยกรุณาชี้แนะ และให้
ค าปรึกษาเพ่ือให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น 

ขอขอบพระคุณจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่กรุณาให้ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช(the 90th Anniversary of Chulalongkorn University Fund 
(Ratchadaphiseksomphot Endowment Fund)) ในการท าวิจัยครั้งนี้ 

ขอขอบคุณพระคุณบิดามารดาที่คอยเป็นแรงผลักดัน ช่วยเหลือ ให้ก าลังใจ และ
สนับสนุนตลอดมา รวมทั้งญาติพ่ีน้อง และเพ่ือนทุกคนที่คอยเป็นก าลังใจและให้ความช่วยเหลือใน
การท าวิจัย จนท าให้งานวิจัยของข้าพเจ้าส าเร็จลุล่วงมาได้ด้วยดี ขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูง 
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บทที่ 1  
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

โลมาอิรวดี (Orcaella brevirostris)  จัดเป็นสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมที่อยู่ในทะเล อยู่ในวงศ์

(family) Delphinidae  โลมาอิรวดีตัวเต็มวัยตัวเมียมีความยาวล าตัวประมาณ 210-220 เซนติเมตร 

และในตัวผู้อาจจะยาวได้ถึง 280 เซนติเมตร มีหัวลักษณะกลมมนคล้ายบาตรพระ มีครีบหลังขนาด

เล็ก ล าตัวสีเทา โลมาอิรวดี กินปลา กุ้ง และสัตว์น้ าขนาดเล็กเป็นอาหาร สามารถพบเห็นได้บริเวณ

ชายฝั่งเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ไปจนถึงทางตอนเหนือของออสเตรเลีย (Perrin and Wursig, 2009)  

แหล่งอาศัยในประเทศไทย สามารถพบเห็นได้ทั้งในทะเลฝั่งอ่าวไทยและทะเลฝั่งอันดามัน โดยพบใน

น้ าจืด บริเวณทะเลสาบสงขลา น้ ากร่อยบริเวณปากแม่น้ า และน้ าเค็มตามชายฝั่งทะเล แหล่งที่พบ

โลมาอิรวดี เช่น อ่าวตราด จังหวัดตราด ไปจรดชายแดนกัมพูชา ปากแม่น้ าบางปะกง จังหวัด

ฉะเชิงเทรา ไปจนถึงอ่างศิลา จังหวัดชลบุรี ปากแม่น้ าท่าจีน อ าเภอเมือง จั งหวัดสมุทรสาคร       

ปากแม่น้ าบางตะบูน อ าเภอบ้านแหลม จังหวัดเพชรบุรี ทะเลสาบสงขลา จังหวัดพัทลุง หมู่เกาะ

สาหร่าย อ าเภอเมือง จังหวัดสตูล (กาญจนา และก้องเกียรติ, 2557) 

   ในปัจจุบันโลมาสายพันธุ์อิรวดีมีจ านวนลดลงอย่างต่อเนื่อง ทั้งยังมีรายงานการเสียชีวิต

ของโลมาในประเทศไทยอย่างต่อเนื่อง ไม่ว่าจะเป็นการติดอวนของชาวประมง การติดตาข่ายที่ใช้ดัก

ปลาบึก หรือการเกยตื้นตามชายหาดที่มีสาเหตุจากโดนใบพัดเรือ โดนท าร้าย หรือกินขยะในทะเล 

ดังที่มีรายงานการตายของโลมาอิรวดีในทะเลสาบสงขลา  ตั้งแต่เดือนตุลาคม 2549 - มกราคม 2554

จ านวน 43 ตัว รวมถึงการลักลอบจับเพ่ือน ามาใช้ในการแสดง  ที่มีรายงานการจับบริเวณชายฝั่ง

ประเทศไทยและประเทศกัมพูชา(มีโลมาอิรวดี 10 ตัว ถูกจับในช่วง 1983-1988 ส่งให้กับสถานแสดง

โลมาแห่งหนึ่งในจังหวัดจันทบุรี มีโลมาอิรวดีอีกจ านวน 8 ตัวถูกจับในน่านน้ ากัมพูชาถูกน าไปเลี้ยงใน 

สถานที่แสดงโลมาแห่งหนึ่งในกรุงเทพมหานคร และโลมาอิรวดีอีก 2 ตัวถูกส่งต่อให้สถานแสดงโลมา

แห่งหนึ่งในประเทศญี่ปุุน และล่าสุดในปี 2002 มีโลมาอิรวดีอีกอย่างน้อย 8 ตัวถูกจับใน เขตน่านน้ า

กัมพูชา เพ่ือน าไปเลี้ยงในสถานแสดงที่เกาะกง ฝั่งประเทศกัมพูชา) ซึ่งจากรายงานแสดงให้เห็นว่ามี

โลมาจ านวนหนึ่งถูกจับเพ่ือน าไปใช้ในการแสดง และยังมีอีกจ านวนหนึ่งที่ไม่มีในรายงาน ซึ่งถือได้ว่า
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เหตุเหล่านี้เป็นภัยคุกคามต่อจ านวนประชากรโลมาอิรวดีในธรรมชาติ (Curry et al., 2013) ด้วย

จ านวนประชากรที่ลดลงอย่างต่อเนื่อง ท าให้บางพ้ืนที่เกิดปัญหาการผสมเลือดชิดกันมากขึ้น ท าให้

ลักษณะด้อยเพ่ิมมากขึ้น ลูกโลมามีความอ่อนแอ ในขณะที่ช่วงวงรอบของการตั้งท้องจนถึงผสมพันธุ์

ได้อีกครั้ง ใช้ระยะเวลาที่ยาวนานเฉลี่ย 3 - 4 ปี ท าให้จ านวนโลมาเกิดใหม่ไม่สามารถทดแทนกับการ

สูญเสียโลมาในแต่ละปีไปได้ ท าให้สถานะปัจจุบันของโลมาอิรวดีเป็นสัตว์ที่ใกล้สูญพันธุ์อย่างวิกฤต 

(critical endangered species) ภายใต้บัญชีของสหภาพสากลว่าด้วยการอนุรักษ์ ( International 

Union for Conservation of Nature; IUCN) และในการประชุมอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่าง

ประเทศซึ่งชนิดของสัตว์ปุาและพืชปุาที่ใกล้จะสูญพันธุ์ (the Convention on International Trade 

in Endangered Species of Wild Fauna and Flora; CITES) ครั้งที่ 13 ในปี พ.ศ. 2547 ประเทศ

ไทยในฐานะประเทศเจ้าภาพได้เสนอให้ที่ประชุม มีมติให้ปรับเปลี่ยนสถานภาพของโลมาอิรวดี จาก

เดิมที่เคยอยู่ในบัญชีหมายเลขที่สอง (Appendix II) เป็นบัญชีหมายเลขที่หนึ่ง (Appendix I) ซึ่ง

หมายความว่าเป็นพืชหรือสัตว์ที่มีสถานภาพใกล้สูญพันธุ์ ห้ามมิให้มีการค้าในเชิงพาณิชย์โดยเด็ดขาด 

ยกเว้นเพื่อการศึกษาวิจัยและการเพาะพันธุ์เพ่ือการอนุรักษ์เท่านั้น (Perrin and Wursig, 2009) 

โลมาอิรวดีมีรายงานการเลี้ยงในที่กักขัง ทั้งในอินโดนีเซีย ไทย กัมพูชา ญี่ปุุนและในไทยมี

รายงานการเลี้ยงใน ซาฟารีเวิลด์ เขตมีนบุรี กรุงเทพมหานคร และ โอเอซีสซีเวิลด์ อ าเภอแหลมสิงห์ 

จังหวัดจันทบุรี (Curry et al., 2013) ส่วนในปัจจุบันที่มีการเลี้ยงโลมาอิรวดีในไทย คือ พัทยาดอลฟิน

เวิลด์ อ าเภอบางละมุง จังหวัดชลบุรี และโอเอซีสซีเวิลด์ โดยที่ไม่มีรายงานการเกิดลูกโลมาอิรวดีใน

สถานที่เลี้ยงอย่างเป็นทางการ และยังไม่มีการศึกษาวิจัยในโลมาอิรวดีที่เก่ียวกับระบบสืบพันธุ์  

สถานที่เลี้ยงโลมาในหลายๆแห่ง สามารถมีลูกโลมาในสถานที่เลี้ยงได้โดยวิธีผสมพันธุ์ตาม

ธรรมชาติ ซึ่งในปัจจุบันก็ได้เริ่มมีการศึกษาพัฒนาความรู้เกี่ยวกับระบบสืบพันธุ์ของโลมา จนสามารถ

น าองค์ความรู้ที่ได้มาใช้ในการพัฒนาเทคนิคการผสมเทียมในโลมา จนประสบความส าเร็จในการผสม

เทียมในโลมาในสถานที่เลี้ยง และหลังจากนั้นก็มีการผสมเทียมโลมาในสถานที่เพาะเลี้ยงมากขึ้น แต่

ส่วนใหญ่ที่พบจะเป็นการศึกษาในโลมาปากขวด โลมาแปซิฟิกไวท์ไซด์ วาฬเพชฌฆาตและวาฬเบลูก้า

(Robeck et al., 2003; Robeck et al., 2004; Robeck et al., 2005) แต่ทางด้านการศึกษาวิจัย 

ในโลมาอิรวดี ยังไม่มีการศึกษาวิจัยที่เกี่ยวกับระบบการสืบพันธุ์ ที่จะสามารถน าไปใช้เป็นข้อมูล

พ้ืนฐานส าหรับการพัฒนาการเพาะขยายพันธุ์โลมาอิรวดีในสถานที่เลี้ยง ที่ ในขณะนี้มีจ านวนใน
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ธรรมชาติลดลงเป็นอย่างมาก (นิติกร และอังสุนีย์, 2545) ดังนั้นการศึกษาเกี่ยวกับระบบการสืบพันธุ์

ของโลมาอิรวดีจึงมีความจ าเป็น เพ่ือที่จะน าไปใช้เป็นแหล่งข้อมูลอ้างอิงในการพัฒนาเทคนิค เพ่ือการ

เพาะขยายพันธุ์โลมาอิรวดีต่อไป 

การย้อมสีเพ่ือดูคุณภาพตัวอสุจินั้นมีการใช้คุณลักษณะในการติดสี เพ่ือดูความผิดปกติต่างๆ
ของตัวอสุจิ เช่น มีการย้อมเพ่ือใช้ดูการติดสีในตัวเป็นตัวตาย (live/dead sperm count) ซึ่งสีที่ใช้
ย้อมได้แก่ อีโอซิน-นิโกรซิน (Eosin nigrosin) โดยมีหลักการคือ ตัวอสุจิที่ตายจะมีผนังเซลล์
เสื่อมสภาพ ยอมให้สีซึมเข้าสู่ผนังเซลล์ได้ ซึ่งตัวอสุจิที่ตายจะติดสี ส่วนตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตจะไม่ติดสี  
การตรวจรูปร่างของอสุจิ การตรวจความผิดปกติของตัวอสุจิที่ส่วนหัว มักนิยมย้อมสีโดยวิธีวิลเลียม 
(William's method) ซึ่งจะท าให้พบความผิดปกติของตัวอสุจิได้ชัดเจน การตรวจเซลล์ที่ปนเปื้อนใน
น้ าเชื้อ นิยมท าการย้อมด้วยสีฮีมาท๊อกซีลิน อีโอซิน (haematoxylin-eosin) เป็นการย้อมเพ่ือตรวจดู
เซลล์ที่ปะปนมาในน้ าเชื้อ เช่น เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาว และเซลล์อ่ืนๆ และมีการศึกษา
พบว่าในอสุจิของมนุษย์ที่ย้อมด้วยสี ฮีมาท๊อกซีลิน อีโอซิน โทลูอิดีนบลู (Toluidine Blue) ย้อมด้วย
วิธีชอร์ (Shorr method) และ ปาปานิโคลัว (Papanicolaou) ที่น ามาใช้วัดขนาดอสุจิปกติจ านวน 
200 ตัวและน ามาเปรียบเทียบกันพบว่า ขนาดของอสุจิที่วัดได้จะแตกต่างกันตามสีย้อมที่ใช้ (Aksoy 
et al., 2012) 

การศึกษาครั้งนี้จึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาเทคนิคการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อในโลมาอิรวดี เพ่ือน า
ตัวอย่างน้ าเชื้อที่ได้มาใช้ศึกษาลักษณะรูปร่างอสุจิของโลมาอิรวดี ด้วยการย้อมอสุจิด้วยสีชนิดต่างๆ 
เพ่ือหาสีที่เหมาะสมส าหรับใช้ในการศึกษาดูลักษณะภายนอก ดูความผิดปกติ และดูคุณภาพของตัว
น้ าเชื้อที่เก็บมาได้ เพ่ือใช้ในการศึกษาต่อไป และการศึกษารูปร่างตัวอสุจิของโลมาอิรวดีทาง         
จุลกายวิภาค ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ทั้งแบบชนิดส่องผ่านและส่องกราด ที่ จะน ามาใช้เป็น
ข้อมูลอ้างอิง เพ่ือน าไปพัฒนาทางด้านวิทยาการสืบพันธุ์ของโลมาอิรวดีต่อไปได้ในอนาคต 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. ศึกษาลักษณะรูปร่างของตัวอสุจิโลมาอิรวดีด้วยกล้องจุลทรรศน์แสงสว่าง  และกล้อง

จุลทรรศน์อิเลคตรอน 

2. ศึกษาชนิดสีย้อมที่เหมาะสมกับการใช้เพ่ือตรวจคุณภาพน้ าเชื้อของโลมาสายพันธุ์อิรวดี  

1.3  สมมติฐานการวิจัย 

1. ลักษณะทางกายภาพของอสุจิของโลมาอิรวดีมีลักษณะที่เหมือนกับโลมาที่อยู่ในวงศ์
เดียวกัน 

2. สีที่ใช้ในการย้อมดูตัวอสุจิของโลมาอิรวดีมีคุณสมบัติที่แตกต่างกัน   
1.4 ขอบเขตและข้อจ ากัดงานวิจัย 

 โครงการนี้ต้องการศึกษาถึงคุณสมบัติการติดสีย้อมของอสุจิโลมาอิรวดี และพัฒนาวิธีการเก็บ
ตัวอย่างน้ าเชื้อในโลมาอิรวดี เพ่ือน้ ามาประเมินคุณภาพน้ าเชื้อ และศึกษาลักษณะจุลกายวิภาคของ
อสุจิโลมาอิรวดี น าอสุจิโลมาอิรวดีที่เก็บตัวอย่างได้แยกออกเป็น 2 ส่วน คือส่วนที่ท าการศึกษา
คุณสมบัติการติดสีย้อม และส่วนที่น ามาศึกษาทางจุลกายวิภาคด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบ
ส่องผ่านและส่องกราด เพ่ือดูลักษณะรูปร่างของตัวอสุจิ และความเหมาะสมของสีย้อมที่น ามาใช้
ประเมินคุณภาพตัวอสุจิ 
1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ทราบถึงลักษณะทางกายภาพของอสุจิของโลมาอิรวดี สามารถน าไปเปรียบเทียบกับ
โลมาสายพันธุ์อื่นๆได้  

2. ทราบว่าสีย้อมที่ใช้ในการย้อมดูตัวอสุจิของโลมาอิรวดีมีคุณสมบัติแตกต่างกันอย่างไรควร
จะใช้สีย้อมชนิดนั้นๆเพื่อวัตถุประสงค์อะไร 

3. ทราบวิธีการเก็บน้ าเชื้อในโลมาอิรวดีเป็นข้อมูลในการใช้ในงานวิจัยอื่นๆได ้
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับโลมาอิรวดี 

โลมาสายพันธุ์อิรวดี (Orcaella brevirostris) ลักษณะทางกายภาพ ตัวเต็มวัยมีขนาด 2 - 

2.75 เมตร ลูกแรกเกิดยาวประมาณ 1 เมตร รูปร่างหัวกลมมนคล้ายบาตรพระ มีครีบหลังขนาดเล็ก

อยู่กึ่งกลางล าตัวค่อนไปด้านท้าย ต่างจากโลมาหัวบาตรหลังเรียบที่ไม่มีครีบหลัง ล าตัวสีเทาเข้มส่วน

ท้องมีสีเทาจาง ฟันบนมี 34 – 40 ซี่ ฟันล่างมี 30 – 36 ซี่ มีพฤติกรรมการรวมกลุ่มตั้งแต่ประมาณ 2 

- 10 ตัว อาหารตามธรรมชาติ ได้แก่ ปลา กุ้ง และหมึก สามารถพบได้ท้ังในทะเล น้ ากร่อย และน้ าจืด 

แพร่กระจายในเขตอินโดแปซิฟิก แม่น้ าอิรวดี แม่น้ าโขง และอ่าวเบงกอล (Perrin and Wursig, 

2009) 

แหล่งที่พบโลมาอิรวดีในประเทศไทย อ่าวตราด จังหวัดตราด ไปจรดชายแดนประเทศ

กัมพูชา ปากแม่น้ าบางปะกง จังหวัดฉะเชิงเทรา ไปจนถึงอ่างศิลา จังหวัดชลบุรี ปากแม่น้ าท่าจีน 

อ าเภอเมือง จังหวัดสมุทรสาคร ปากแม่น้ าบางตะบูน อ าเภอบ้านแหลม จังหวัดเพชรบุรี ทะเลสาบ

สงขลา (ทะเลน้อย จังหวัดพัทลุง) และหมู่เกาะสาหร่าย อ าเภอเมือง จังหวัดสตูล (กาญจนา และ  

ก้องเกียรติ, 2557) 

โลมาอิรวดีเป็นสัตว์ปุาคุ้มครองประเภทเลี้ยงลูกด้วยน้ านมล าดับที่ 138 ตามพระราชบัญญัติ

สงวนและคุ้มครองสัตว์ปุา ซึ่งหมายความว่า ห้ามล่า ห้ามครอบครอง หรือห้ามเพาะพันธุ์เว้นแต่จะ

ได้รับอนุญาต และพระราชบัญญัติการประมง พ.ศ.2490 และฉบับแก้ไขเพ่ิมเติม ได้ก าหนดห้ามท า

การประมงโลมาในน่านน้ าไทยโดยเด็ดขาด เว้นแต่จะได้รับอนุญาต รวมทั้งโลมาอิรวดีได้อยู่ใน

สถานภาพของสัตว์ที่ใกล้สูญพันธุ์อย่างวิกฤต (critical endangered species) ภายใต้บัญชีของ

สหภาพสากลว่าด้วยการอนุรักษ์ (International Union for Conservation of Nature; IUCN) 

และในการประชุมอนุสัญญาว่าด้วยการค้าระหว่างประเทศซึ่งชนิดของสัตว์ปุาและพืชปุาที่ใกล้จะ   

สูญพันธุ์ (CITES) ครั้งที่ 13 ในปี พ.ศ. 2547 มีมติให้ปรับเปลี่ยนสถานภาพของโลมาอิรวดี จากเดิมที่

เคยอยู่ในบัญชีที่สอง ปรับสถานภาพเป็นบัญชีที่หนึ่ง ซึ่งหมายถึงว่าเป็นพืชหรือสัตว์ที่มีสถานภาพใกล้
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สูญพันธุ์ และเข้าข่ายห้ามมิให้มีการค้าโดยเด็ดขาด ยกเว้นเพ่ือการศึกษาวิจัยและการเพาะพันธุ์เพ่ือ

การอนุรักษ์เท่านั้น(Perrin and Wursig, 2009) 

2.2 ระบบสืบพันธุ์ของโลมาและวาฬเพศผู้ (Male cetacean reproductive system)  

อวัยวะสืบพันธุ์ของโลมาและวาฬเพศผู้ 
ลึงค ์(penis) 
โดยปกติแล้วลึงค์ของวาฬและโลมาจะหดอยู่ภายในล าตัว จะแสดงออกมาเมื่อได้รับการ

กระตุ้น ลักษณะลึงค์ของโลมาและวาฬ คล้ายกับพวกสัตว์กีบคู่ เช่น โค สุกร ขนาดลึงค์ของโลมาและ

วาฬ ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์และความยาวล าตัว โดยปกติแล้วลึงค์ของโลมาและวาฬ จะขดเป็นรูปตัวเอส 

อยู่ภายในตัว แล้วมีกล้ามเนื้อท่ีคอยควบคุมให้อวัยวะเพศยื่นออกมาจากช่องเปิดอวัยวะเพศ (ภาพที่ 1)

หรือหดกลับเข้าไปในตัววาฬและโลมา (Perrin and Wursig, 2009)  

 

ภาพที่ 1 ต าแหน่งอวัยวะสืบพันธุ์โลมาเพศผู้ (ก) เพศเมีย (ข) วิธีแยกเพศในโลมาลูกศรแสดงบริเวณ
ช่องเปิดอวัยวะเพศในโลมาเพศผู้ช่องเปิดจะอยู่ห่างจากทวารหนักมากกว่าโลมาเพศเมีย ส่วนใน
โลมาอิรวดีช่องเปิดเต้านมจะสามารถพบได้ท้ังเพศผู้และเพศเมีย    
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อัณฑะ/อิพิดิไดมิส (testis/epididymis) 
อัณฑะเป็นโครงสร้างหลักท่ีส าคัญของระบบสืบพันธุ์เพศผู้ เนื่องจากเป็นโครงสร้างที่ท าหน้าที่

ในการผลิตอสุจิและฮอร์โมนเพศผู้ชื่อ เทสโทสเทอโรน (testosterone) อัณฑะมีลักษณะที่รียาว ติด

อยู่ในผนังช่องท้องโดยเยื่อยึดมีซอร์เซียม (mesorchium) วางอยู่ในแนวนอน อยู่ด้านท้ายของไต และ

มีอิพิดิไดมิส (epididymis) วางอยู่ทางด้านท้ายของอัณฑะ โครงสร้างภายในของอัณฑะประกอบด้วย

ท่อผลิตอสุจิที่ขดไปมา (seminiferous tubule) และเนื้อเยื่อข้างเคียง (interstitial tissue) ที่

ประกอบไปด้วยเซลล์ชนิดต่างๆ รวมถึงหลอดเลือดและเส้นประสาท ทั้งนี้ภายในท่อผลิตอสุจิที่ขดไป

มานี้มีกลุ่มเซลล์ที่ท าหน้าที่สร้างอสุจิรวมถึงเซลล์ที่ท าหน้าที่เป็นเซลล์พ่ีเลี้ยงในกระบวนการสร้างอสุจิ 

(Harrison, 1969; Boyd et al., 1999) 

อิพิดิไดมิส เป็นโครงสร้างที่มีความส าคัญต่อการพัฒนาโครงสร้างและหน้าที่ของอสุจิ ภาย

ในอิพิดิไดมิสมีท่อที่ขดไปมา ที่หน้าที่ในการขนส่งและกักเก็บอสุจิ รวมถึงมีหน้าที่ในการท าให้อสุจิ

เจริญสมบูรณ์และพร้อมปฏิสนธิ (sperm maturation)  โดยทั่วไปจะแบ่งอิพิดิไดมิสออกเป็น 3 ส่วน

ได้แก่ ส่วนหัว(head หรือ caput eipididymis) ส่วนกลาง (body หรือ corpus of epididymis) 

และส่วนหาง (tail หรือ caudal epididymis) แต่ละส่วนของอิพิดิไดมิสมีหน้าที่ต่างกันขึ้นกับชนิด

ของเซลล์ที่อยู่รอบอิพิดิไดมิส (Boyd et al., 1999) 

อิพิดิไดมิสส่วนหัว ท าหน้าที่ในการดูดซึมกลับของเหลวที่มาจากการน าส่งอสุจิจาก ท่อผลิต

อสุจิผ่านมายังอิพิดิไดมิส นอกจากนี้อิพิดิไดมิสส่วนหัวและกลางมีหน้าที่ในการสร้างสารคัดหลั่งจาก

เซลล์ภายในอิพิดิไดมิส ที่มีความส าคัญเกี่ยวเนื่องกับการเจริญสมบูรณ์ของอสุจิ อย่างไรก็ตามอสุจิที่

อยู่ในท่อของอิพิดิไดมิสส่วนหัวและกลางนั้น มีความสมบูรณ์ในแง่ของโครงสร้างเท่านั้นแต่ยังไม่

สามารถปฏิสนธิได้ ซึ่งความสามารถในการปฏิสนธิของตัวอสุจินั้นจะพบเฉพาะในอสุจิที่อยู่ใน       

อิพิดิไดมิสส่วนท้ายเท่านั้น ซึ่งอิพิดิไดมิสส่วนหางหรือส่วนท้ายมีความส าคัญในแง่ของการกักเก็บอสุจิ

ที่พร้อมปฏิสนธิและสามารถน าไปใช้เพื่อการผสมเทียมได้อีกด้วย  

การสร้างตัวอสุจิ (spermatogenesis)  

กระบวนการสร้างอสุจิ เกิดข้ึนในท่อ seminiferous tubule  ที่ ข ด ไ ปม า ใ น อัณ ฑ ะ  โ ด ย

กระบวนการเปลี่ยนแปลงของเซลล์สืบพันธุ์ จากสเปิร์มมาโตโกเนีย (spermatogonia) มาเป็นตัวอสุจิ 
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(spermatozoa) โดยอาศัยการแบ่งตัวแบบเพ่ิมจ านวนมากขึ้น ไมโทซิส (mitosis) และการแบ่งตัว

แบบไมโอซิส (miosis) โดยลดจ านวนโครโมโซมเหลือ n เดียว  

ในเพศผู้จะสามารถผลิตอสุจิจากอัณฑะได้ตลอดชีวิต โดยเริ่มต้นจากสเปิร์มมาโทโกเนียม 

(spermatogonium) แบ่งตัวให้เซลล์ใหม่เป็นจ านวนมาก  สเปิร์มมาโทโกเนียมแต่ละตัวจะมีการ

พัฒนาสร้างเป็นตัวอสุจิ (spermatozoa) ได้ 64 ตัว ขั้นตอนในการสร้างตัวอสุจิ  เริ่มต้นจากสเปิร์ม 

มาโทโกเนียม ซึ่งมีโครโมโซมเป็น diploid number แบ่งตัวแบบไมโตซิสหลายๆ ครั้งได้สเปิร์ม      

มาโทโกเนียม จ านวนมากซึ่งแบ่งได้เป็น 2 ชนิด คือ ชนิด A เพ่ือสะสมไว้เป็นเซลล์ตั้งต้น และ ชนิด B 

ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดที่มีการเปลี่ยนแปลงและเข้าสู่กระบวนการสร้างอสุจิ สเปิร์มมาโทโกเนียม 

(spermatogonium) ชนิด B เปลี่ยนแปลงเป็น primary spermatocyte โดยการสร้างดีเอ็นเอ 

(DNA) เพ่ิมเป็น 2 เท่า จากนั้นเข้าสู่กระบวนการแบ่งตัวแบบไมโอซิสให้ secondary spermatocyte 

2 ตัว แต่ละตัวจะมีโครโมโซมลดลงครึ่งหนึ่งซึ่งเป็น haploid number เมื่อเข้าสู่การแบ่งตัวแบบ 

meiosis ครั้งที่ 2 โครมาติด (chromatid) ของแต่ละโครโมโซม (chromosome) จะแยกจากกันให้

สเปิร์มมาติด (spermatid) 4 ตัว ซึ่งแต่ละตัวมีโครโมโซม 23 อัน (ธีรวัฒน์, 2555) 

การพัฒนาเป็นเชื้ออสุจิ (spermiogenesis) 
สเปิร์มมาติด (spermatid) จะพัฒนาเป็นตัวอสุจิโดยผ่านกระบวนการที่เรียกว่า 

spermiogenesis มีการเปลี่ยนแปลงที่นิวเคลียสและไซโตพลาสซึม นิวเคลียส อัดแน่นขึ้นท าให้

นิวเคลียสมีขนาดเล็กลง มีการปล่อยไซโตพลาสซึม จากเซลล์ golgi apparatus โดยเปลี่ยนแปลงเป็น

ส่วนของอะโครโซม (acrosome) อยู่ที่หัว และเซนทริโอล (centrioles) จะเจริญเป็นส่วนหาง ผลของ

การพัฒนาท าให้ได้ตัวอสุจิมีรูปร่างยาวขึ้น ส่วนหัว ประกอบด้วยโครมาติน (chromatin) ซึ่งอัดตัวกัน

แน่น อะโครโซม มีเอนไซม์ท าหน้าที่ช่วยย่อยเซลล์ที่หุ้มไข่และละลายเมือกในช่องคลอด ส่วนกลาง

ล าตัวอสุจิ (mid piece) มีไมโตคอนเดรียมากมายซึ่งเป็นแหล่งสร้างพลังงานเพ่ือใช้ในการเคลื่อนไหว

ของตัวอสุจิ ส่วนหาง (tail) มีโครงสร้างคล้ายซีเลีย (cilia) ประกอบด้วยไมโครทิวบู (microtubules) 

11 คู่ช่วยในการพัดโบกขณะเคลื่อนไหว กระบวนการสร้างอสุจิในระยะเริ่มเจริญพันธุ์ (puberty) ต้อง

อาศัยเทสโทสเตอโรน และ FSH (Follicle-stimulating hormone) แต่ในสัตว์ที่สมบูรณ์พันธุ์แล้ว 

(maturity) กระบวนการสร้างเชื้ออสุจิอาศัยเพียงเทสโทสเตอโรนเท่านั้น  
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ส่วนประกอบของตัวอสุจิ 

หัวของอสุจิ 
หัวอสุจิถูกแบ่งย่อยออกเป็นส่วนต่างๆ ดังนี้ ส่วนระหว่างอะโครโซมส่วนหน้า  (anterior 

acrosome)  หรืออะโครโซมแคพ (acrosome cap) ส่วนบริเวณอีควาโทเรียล (equatorial) และ

บริเวณอะโครโซมส่วนท้าย (postacrosomal region) นอกจากนี้ยังมีวงด้านหน้าที่อยู่ระหว่าง       

อะโครโซมส่วนหน้า (anterior acrosome) กับอะโครโซมส่วนท้ายและ วงรอยสันนูน (serrated 

band) ที่อยู่ระหว่างอีควาโทเรียล กับบริเวณอะโครโซมส่วนท้าย ถัดมายังมีส่วนวงแหวนด้านท้าย

(posterior ring) ของบริเวณอะโครโซมส่วนท้าย ที่ผนึกแน่นระหว่างช่องนิวเคลียส (cytoplasmic 

compartments) ของหัวและหาง (Yanagimachi, 1988) หลังจากเกิดปฏิกิริยาของอะโครโซม         

(acrosome reaction) บริเวณเหนือบริเวณด้านหลังอะโครโซม สามารถรวมกับเยื่อหุ้มเซลล์ 

(oolemma) ของโอโอไซด์ (oocyte) (Yanagimachi, 1994) 

หางของตัวอสุจิ 
หางประกอบด้วยเอ็กโซนีม (axoneme) ที่มีไมโครทิวบู (microtubules) จ านวน 9 คู่ + 2 

คู ่เรียงตัวอยู่ ล้อมรอบด้วยเดนส์ไฟเบอร ์(dense fibers)  ไมโครทิวบูประกอบด้วยโปรตีนชนิดหนึ่งที่

เรียกว่า dynein ที่มีหน้าที่สร้างพลังงานให้เกิดการเคลื่อนไหวของแฟลกเจลลัม(flagellum) (Turner, 

2003) ส่วนหน้าของหางมีชิ้นส่วนที่เชื่อมต่อคอกับล าตัว ส่วนหลังประกอบด้วยไมโตคอนเดรีย 

(mitochondria) ห่อเป็นเกลียวแน่นรอบเดนส์ไฟเบอร์ และล้อมรอบด้วย ปลอกไมโตคอนเดรียล 

(mitochrondrial sheath) 

ไมโตคอนเดรีย ผลิตเอทีพี (adenosine triphosphate;ATP) เป็นแหล่งพลังงานส าหรับ

กิจกรรมการเผาผลาญของเซลล์และการเคลื่อนไหวของแฟลกเจลลา (Turner, 2003) ล าตัวถูกแยก

ออกจากหางส่วนหลัง (posterior tail) โดยแอนนูลัส (annulus) ซึ่งเป็นเส้นใยหนา (dense fibrous) 

รอบเอ็กโซนีมอลคอมเพล็กซ์ (axonemal complex)   

หางส่วนหลังล้อมรอบด้วย fibrous sheath และแบ่งย่อยเป็นหางส่วนหลัก (principal 

piece) และส่วนปลาย (end piece) หน้าที่ของแฟลกเจลลัม มีเพ่ือให้พาตัวอสุจิเคลื่อนที่ไปยัง 

perivitelline space ของโอโอไซด์ โดยทั่วไปพลังงานจะสร้างจากฐานโดยการขยับในรูปแบบคลื่น

และคลื่นเหล่านี้จะแพร่กระจายไปตามความยาวจนถึงปลายแฟลกเจลลัม การเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี
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ภายในแฟลกเจลลัม เปลี่ยนแปลงรูปแบบของการเคลื่อนไหวจากการเคลื่อนที่และเป็นวงกลมไปเป็น

การเคลื่อนไหวที่รวดเร็วและไปข้างหน้า (Turner, 2003) 

สายพันธุ์ของสัตว์ที่แตกต่างกันแสดงให้เห็นรูปแบบที่แตกต่างกันของการเคลื่อนไหวของอสุจิ

อย่างไรก็ตามสัตว์หลายชนิดรวมถึงโลมา แสดงการเคลื่อนที่ที่จ าเพาะต่อระบบสืบพันธุ์เพศเมีย

ระหว่างการเกิดคาปาซิเตชั่น (capacitation) คือกระบวนเปลี่ยนแปลงทางชีวเคมี ที่เกิดขึ้นกับอสุจิ

ก่อนเกิดปฏิกิริยาของอะโครโซม (Yanagimachi, 1994)  

ตัวอสุจิของโลมาและวาฬ  
จากการศึกษาลักษณะทางกายวิภาคของอสุจิโลมาและวาฬพบว่ามีลักษณะใกล้เคียงกับสัตว์

เลี้ยงลูกด้วยนมชนิดอื่นๆ (Fleming et al., 1981; Miller et al., 2002)  อย่างไรก็ตามก็มีรายงานว่า

มีความแตกต่างในด้านขนาด ความยาว ความกว้าง และรูปร่างของหัวอสุจิ สอดคล้องกับที่มีรายงาน

ว่าความยาวของตัวอสุจิแปรผกผันกับขนาดตัวโลมาและวาฬ (Cummins and Woodall, 1985; Kita 

et al., 2001) ในวาฬขนาดใหญ่เช่น วาฬบาร์ดบีค (Berardius bairdii) และวาฬบรูด้า 

(Balaenoptera edeni) มีขนาดตัวอสุจิที่เล็ก จากการศึกษาทางจุลกายวิภาคของตัวอสุจิด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนทั้งชนิดส่องกราดและส่องผ่านจากโลมาและวาฬ 11 สายพันธุ์  (Kita et al., 

2001; Miller et al., 2002)  พบว่าส่วนหัวอสุจิของวาฬเพชฌฆาต (Orcinus orca) พบว่าหัวมีความ

กว้างกว่าโลมาและวาฬสายพันธุ์อ่ืนๆ จากการศึกษาลักษณะภายนอกของอสุจิในตระกูลโลมาพบว่า 

วาฬเพชฌฆาต มีลักษณะของอสุจิแตกต่างจากสัตว์ในวงศ์เดียวกันมี ลักษณะส่วนหัวที่มีรูปร่างคล้าย

กับพัดญี่ปุุน แต่ในสายพันธุ์อื่นมีลักษณะเรียวยาวมากกว่า (Kita et al., 2001) 

 

2.3 การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อ (Semen collection) 

ก่อนหน้าที่จะมีวิธีเก็บตัวอย่างโดยวิธีกระตุ้นด้วยมือ การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อในโลมาใช้วิธี
กระตุ้นด้วยไฟฟูา (electroejeculation) (Seager et al., 1981) ซึ่งการควบคุมตัวสัตว์อาจส่งผลกับ
คุณภาพของน้ าเชื้อที่เก็บมาได้ และไม่เหมาะสมที่จะน ามาใช้ในการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้ออย่างต่อเนื่อง
ได้เพราะท าให้เกิดความเครียดกับตัวสัตว์  ส่วนวิธีเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อโดยการฝึกโลมาให้หลั่งน้ าเชื้อ 
ได้มีการฝึกเป็นผลส าเร็จในโลมาปี 1986 โดยการฝึกให้โลมาปากขวดหลั่งน้ าเชื้อออกมาโดยการ
กระตุ้นด้วยมือ (manual stimulation) (Keller, 1988) ซึ่งหลังจากนั้นก็มีการฝึกส าเร็จในโลมา
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แปซิฟิกไวท์ไซด์ วาฬเพชฌฆาตและวาฬเบลูก้า ได้คุณภาพน้ าเชื้อดังที่แสดงในตารางที่ 1 การเก็บ
ตัวอย่างน้ าเชื้อโลมาสามารถเก็บจากการฝึกโลมาโดยใช้มือกระตุ้นให้โลมาหลั่งน้ าเชื้อออกมา (hand 
manipulation) โดยวิธีการฝึกใช้การกระตุ้นให้โลมายื่นอวัยวะเพศ และหลั่งน้ าเชื้อออกมา ร่วมกับใช้
การเสริมแรงทางบวก (positive reinforcement) เช่น การให้ปริมาณอาหารมากขึ้นต่อ 1 ค าสั่ง ใน
ระหว่างที่ท าการฝึกโลมา (Schroeder and Keller, 1989)  

 

2.4 ความถี่ในการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อในโลมา 

การศึกษาในวัวและม้าพบว่า ความถี่ของการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อมีผลกระทบกับคุณภาพ
น้ าเชื้อที่เก็บได้ เมื่อมีการเพ่ิมความถี่ในการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อพบว่า คุณภาพน้ าเชื้อที่ได้จากวัวและ
ม้ามีคุณภาพลดลง ในด้าน ปริมาตรน้ าเชื้อ จ านวนตัวอสุจิและความหนาแน่นของตัวอสุจิแต่พบว่ามี 
อสุจิที่เคลื่อนไหว (motility) เพ่ิมขึ้นเล็กน้อยจากการเก็บตัวอย่าง 5 ครั้งต่อสัปดาห์ มากกว่าเมื่อ
เปรียบเทียบการเก็บตัวอย่าง 3 ครั้งต่อสัปดาห์  ความถี่ในการเก็บตัวอย่าง (6 ครั้งต่อสัปดาห์) ไม่มีผล
ต่อการเจริญเติบโตและการพัฒนาของระบบสืบพันธุ์ในวัว (Almquist, 1982) การเปรียบเทียบความ
แตกต่างของอสุจิที่เคลื่อนไหวหรือมีชีวิต ระหว่าง การหลั่ง 2 ครั้งติดต่อกัน พบว่าไม่มีนัยส าคัญทาง
สถิติ (Pickett et al., 1985)  

ทั้งนี้ยังไม่มีการศึกษาผลกระทบของความถี่ในการเก็บน้ าเชื้อโลมา กับคุณภาพน้ าเชื้อแต่เชื่อ
ได้ว่าความถี่ในการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้ออาจมีผลต่อคุณภาพของน้ าเชื้อโลมาที่เก็บได้ การเพ่ิมความถี่ใน
การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อมีผลให้ปริมาตรของน้ าเชื้อ ความเข้มข้นของตัวอสุจิลดลงกว่าปกติ   

 

2.5 การศึกษาเกี่ยวกับระบบสืบพันธุ์เพศผู้ในโลมาสายพันธุ์ต่างๆ 

โลมาปากขวด (Tursiops aduncus) 

 จากการชันสูตรซากเพ่ือดูความสมบูรณ์พันธุ์ของโลมาเพศผู้โดยศึกษาจาก น้ าหนักของอัณฑะ 
เส้นผ่านศูนย์กลางของหลอดสร้างอสุจิ (seminiferous tubule) การมีอสุจิในหลอดสร้างอสุจิ และ
การมีน้ าอสุจิ (seminal fluid) ในท่ออิพิดิไดมิส พบว่าโลมาเพศผู้ในช่วงอายุ 10-13 ปีเป็นช่วงที่
สมบูรณ์พันธุ์ที่สุด (Cockcroft and Ross, 1990) และจากการสังเกตลักษณะสร้างเซลล์สืบพันธุ์
(gonad) ที่เก็บจากโลมาปากขวดในแม่น้ าฟลอริดา พบว่าอาจเริ่มที่อายุ 9 ปีก็ได้ และมีการประมาณ
ช่วงความสมบูรณ์พันธุ์ที่อายุ 14.5 ปีในโลมาเพศผู้ที่มาจากทางตะวันออกของแอฟริกาใต้ (Cockcroft 
and Ross, 1990) โดยมีการรายงานว่าในโลมาที่เลี้ยงไว้อายุ 7 ปี จะสามารถหลั่งน้ าเชื้อออกมาเป็น
ปกติ (Yuen et al., 2009) และโลมาที่อยู่ที่เพาะเลี้ยง ช่วงที่อายุน้อยมีโอกาสในการผสมติดอยู่
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บ่อยครั้ง  ส่วนสัตว์ที่อยู่ตามธรรมชาติลักษณะทางสรีรวิทยาเพศผู้จะปรากฏให้เห็นถึงความสมบูรณ์
พันธุ์ในจ่าฝูง แต่ในความเป็นจริงแล้วอาจยังไม่สมบูรณ์พันธุ์ เพราะตัวผู้ที่จะผสมพันธุ์ในธรรมชาติได้
ส าเร็จนั้นต้องมีอายุอย่างน้อย 20 ปีขึน้ไป (Duffield and Wells, 1991) 

 จากการศึกษาระดับของฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ในฤดูต่างๆ ของโลมาปากขวด ที่ประเทศ
สหรัฐอเมริกา พบว่าในเดือนกันยายนถึงตุลาคม ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนเพ่ิมสูงขึ้น 14 - 24   
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และยังพบว่าในช่วงเดือนเมษายนถึงพฤษภาคม ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน
เพ่ิมสูงขึ้นด้วยเช่นเดียวกัน ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนที่ขึ้นสูงสุดสัมพันธ์กับพฤติกรรมความ
ต้องการผสมพันธุ์ของโลมา โดยวัดระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนในเลือดและอสุจิที่ผลิตออกมาจาก
โลมาปากขวดอายุ 19 ปี เก็บเลือด 2 ครั้งต่อเดือน และกระตุ้นการหลั่งน้ าเชื้อ 2 ครั้งต่อสัปดาห์ เป็น
ระยะเวลามากกว่า 28 เดือน ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนจะอยู่ในช่วง 1.1 - 54.1 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร จะเพ่ิมสูงขึ้นในเดือนเมษายนและขึ้นสูงสุดในเดือนกรกฎาคม ต่อเนื่องกันสองฤดูกาล และ
พบว่ามีความเข้มข้นของตัวอสุจิมากที่สุด ปริมาณตัวอสุจิจะลดลงในช่วงปลายเดือนสิงหาคมจนถึง
ตุลาคมเช่นเดียวกันกับที่ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนจะลดต่ าสุด (Harrison and Ridgwa, 1971) 

 นอกจากนี้ยังพบว่ามีความสัมพันธ์ของการสร้างตัวอสุจิที่เพ่ิมมากขึ้น หลังจากที่ระดับ
ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนในเลือดที่มีระดับสูงสุด ผลกระทบของระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนที่สูงขึ้น
น่าจะมีความสัมพันธ์ต่อการเกิดกระบวนการสร้างตัวอสุจิ 

 มีการศึกษารวบรวมข้อมูลของ ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ในซีรั่มโลมาปากขวด โดยเก็บ
อาทิตย์ละ 2 ครั้ง จากโลมาเพศผู้ 5 ตัว ช่วงเวลา 6 - 24 เดือน โดยแยกลักษณะโลมาที่ยังไม่โตเต็มวัย 
ที่ก าลังเข้าสู่วัยเจริญพันธุ์ และตัวที่อยู่ในช่วงสมบูรณ์พันธุ์ ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ในโลมาโต
เต็มวัย (อายุ 13 - 15 ปี) มีความผันแปรอยู่ที่ 2 และ 5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรเพ่ิมสูงขึ้นถึง 10        
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรในช่วงฤดูผสมพันธุ์ การประมาณว่าเพศผู้ เข้าสู่วัยเจริญพันธุ์โดยดูจากระดับ
ฮอร์โมน   เทสโทสเทอโรน ที่เริ่มพบครั้งแรกน้อยกว่า 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรจนถึง 10 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตรในทางกลับกัน พบว่าระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ที่น้อยกว่า 1 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรใน    
โลมาปากขวด (Tursiops aduncus) เพศผู้ที่โตเต็มวัย รวมถึงการใช้คลื่นความถี่สูงดูเนื้อเยื่อของ
อัณฑะ (testicular echo pattern) บ่งชี้ถึงการเข้าสู่ช่วงโตเต็มวัยของโลมาได้ สิ่งที่ส าคัญยิ่งกว่านั้น
คือ จากการศึกษาเพ่ิมเติมพบว่าปัจจัยที่ส่งผลกับการผสมพันธุ์ของโลมา คือ อุณหภูมิ ส่วนเรื่องปัจจัย
ด้านอาหารและสภาพแวดล้อมมีความจ าเป็นน้อยมาก มีการศึกษาจ านวนมากแสดงให้เห็นถึงการเพ่ิม
จ านวนในช่วงเวลาหนึ่งของโลมาในรอบปี ซึ่งสามารถแบ่งเป็นฤดูกาลผสมพันธุ์ได ้(Kirby, 1990)  
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โลมาไวท์ไซด์ (Lagenorhynchus obliquidens) 

เพศผู้ที่มีความสมบูรณ์พันธุ์จะมีความยาวล าตัวระหว่าง 2 - 4 เมตร และอายุอยู่ในช่วง 6 - 8 
ปี  งานวิจัยในญี่ปุุน บ่งชี้ว่าโลมาแปซิฟิกไวท์ไซด์เพศผู้ 1 ตัวมีการเก็บอสุจิได้ในช่วงเดือนพฤษภาคม
ถึงกันยายน ข้อมูลประกอบด้วยระดับของฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ปริมาณอสุจิที่ผลิตได้ และความ
เข้มข้นของอสุจิในช่วงสูงที่สุดในเดือนมิถุนายนได้ 19.3 × 108 ตัวต่อมิลลิลิตร (เป็นค่าเฉลี่ยตั้งแต่
เดือน พฤษภาคมถึงกันยายน = 19.3 × 108 ตัวต่อมิลลิลิตร ± 0.65 ) จนถึงช่วงที่มีการสร้างอสุจิได้
น้อยสุดจากเดือนพฤศจิกายนถึงเดือนเมษายน ด้วยข้อมูลที่จ ากัดและข้อแตกต่างที่พบในโลมา     
ปากขวด พบว่าช่วงฤดูผสมพันธุ์ เป็นช่วงที่ระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนสูงที่สุด และพบว่าเกิดขึ้น
พร้อมกันกับปริมาณอสุจิที่เพ่ิมสูงขึ้นในเดือนพฤษภาคมและมิถุนายน โลมาแปซิฟิกไวท์ไซด์มีช่วง
ฤดูกาลการผสมพันธุ์ที่สั้น โดยไม่ทราบกลไกทางสรีรวิทยาว่าควบคุมวงรอบการผสมระหว่างตัวเมีย
อย่างไร(Dierauf and Gulland, 2001) 

 

วาฬเพชฌฆาต (Orcinus orca) 

มีการประเมินความสมบูรณ์พันธุ์ของวาฬเพชฌฆาต จะอยู่ในช่วงอายุประมาณ 15 - 16 ปี มี
ความยาวช่วงตัว 6 - 7 เมตร โดยประเมินจากระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนในซีรั่ม มีรายงานว่า วาฬ
เพชฌฆาตเพศผู้สามารถผสมพันธุ์ได้ตั้งแต่อายุก่อน 10 ปี แต่ยังไม่มีการศึกษาถึงระดับของ    
ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ในตัวเต็มวัยที่อยู่ในช่วงอายุแรกเริ่ม  อย่างไรก็ตาม มีการรายงานว่าในโลมา
ตัวเต็มวัยที่อยู่ในช่วงอายุแรกเริ่ม จะมีความเข้มข้นของระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนต่ ากว่า 1      
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรจนถึงอายุ 12 ปี  

 การเปลี่ยนแปลงฤดูกาลไม่มีนัยส าคัญต่อระดับของฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนที่ตรวจได้จาก
ซีรั่มของ วาฬเพชฌฆาตเพศผู้จ านวน 5 ตัวอายุ 10 ปี หรือมากกว่า แต่ค่าเฉลี่ยของระดับฮอร์โมน              
เทสโทสเทอโรนลดลงอย่างมีนัยส าคัญในเดือนตุลาคม ความเข้มข้นของฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนที่
ต่ าสุดในเดือนตุลาคม อยู่ที่ 1.4 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และสูงสุดในเดือนเมษายนที่ 2.2 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตรมีระดับสูงสุดช่วงเดือนมีนาคมถึงกรกฎาคม ความเข้มข้นของอสุจิที่เก็บจากวาฬเพชฌฆาต ที่
อยู่ในสถานที่เลี้ยงในฤดูกาลต่างๆ ไมแ่ตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ วาฬเพศผู้สามารถผสมพันธุ์ได้ตลอด
ทั้งปีและผสมพันธุ์สูงสุดในช่วงฤดูใบไม้ผลิและฤดูร้อน (Dierauf and Gulland, 2001) 
 

วาฬเบลูก้า (Delphinapterus leucas) 

มีการศึกษาว่าฤดูกาลมีผลต่อเพศผู้หรือไม่พบว่า การจัดล าดับ ขนาดฝูงที่ผสมสภาพแวดล้อม 
หรือ แหล่งอาหาร การเปลี่ยนแปลงของฤดูกาล อาจมีผลหรือไม่มีผลในโลมาเพศผู้ที่โตเต็มที่แล้ว 
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พบว่าถ้าวาฬเบลูก้าที่อยู่ในสถานที่เดียวกันแต่มาจากแหล่งที่มาคนละพ้ืนที่ก็จะมีช่วงเวลาผสมพันธุ์ที่
แตกต่างกัน (Katsumata et al., 2012) และในช่วงฤดูหนาวจะมีการสร้างอสุจิลดลง  

 วาฬเบลูก้าเพศผู้อายุ 3 – 21 ปี จ านวน 11 ตัว มีค่าเฉลี่ยระดับความเข้มข้นของ             
ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน ต่ าสุดเดือนกันยายน 0.9 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และสูงสุดเดือนมีนาคม 
4.95 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน เพ่ิมสูงขึ้นตั้งแต่เดือนมกราคมถึง
เดือนเมษายนโดยทั้ง 4 เดือนมีปริมาณฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนมากกว่า 3.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
ยังไม่ทราบถึงความสัมพันธ์ของ ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนในเลือด และการผลิตอสุจิ แต่วาฬเบลูก้า มี
ลักษณะทางสรีรวิทยาคล้ายกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมอ่ืนๆที่มีการผสมพันธุ์กันตามฤดูกาล และสร้าง
ปริมาณอสุจิได้สูง 1 ถึง 2 เดือน หลังจากที่มีระดับฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนขึ้นสูงที่สุด จึงอาจจะ
สันนิษฐานได้ว่าวาฬเบลูก้าเพศผู้ ที่เลี้ยงไว้จะมีการสร้างอสุจิสูงที่สุดในเดือนพฤษภาคมถึงมิถุนายน  
(Calle et al., 2000) 

ข้อมูลเกี่ยวกับ spermatogenesis และ sperm biology แสดงให้เห็นถึงข้อมูลพ้ืนฐาน
ส าคัญที่จ าเพาะต่อวาฬและโลมาในสายพันธุ์นั้นๆ ซึ่งสามารถน ามาใช้ในการประเมินสุขภาพของสัตว์
ในกลุ่มวาฬและโลมา ทั้งที่อยู่ในสถานที่เลี้ยงและอยู่ในธรรมชาติได้  ถึงแม้ว่าโลมาเพศผู้จ านวนมาก
ได้รับการฝึกให้สามารถเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อ ที่ได้น้ าเชื้อคุณภาพดีบ่งบอกถึงการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ 
ที่สามารถเก็บรวบรวมเป็นประจ าหลังจากที่การพัฒนาของการฝึกอบรมและการเก็บรวบรวมวิธีการที่
เหมาะสม การฝึกอบรมและการเก็บรวบรวมวิธีการต่างออกไปเล็กน้อยในสายพันธุ์ที่แตกต่างกัน แต่
เทคนิคทั้งหมดจะขึ้นอยู่กับการการตอบสนองของการหลั่งน้ าเชื้อ และหลีกเลี่ยงการปนเปื้อนของน้ า
ทะเลและปัสสาวะ ผลกระทบของฤดูกาลต่อการหลั่งฮอร์โมนเทสโทสเทอโรนและการผลิตอสุจิ ขึ้นอยู่
กับสายพันธุ์โลมาและวาฬที่ศึกษา การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อโลมาที่มีคุณภาพสามารถเก็บได้ตลอดทั้งปี
จากสัตว์ในกลุ่มโลมาและวาฬที่มีการศึกษาในสถานที่เลี้ยง ยกเว้นในโลมาพันธุ์แปซิฟิกไวท์ไซด์ ที่มี 
ฤดูผสมพันธุ์ ที่จะสามารถเก็บน้ าเชื้อได้เฉพาะในช่วงฤดูร้อนและต้นฤดูใบไม้ร่วง (Robeck et al., 
2009) 

ส าหรับสายพันธุ์ที่มีแนวโน้มว่าฤดูการสืบพันธุ์จะส่งผลกระทบกับคุณภาพน้ าเชื้อเช่น  วาฬ
เบลูก้า และโลมาปากขวด ช่วงระยะเวลาที่เหมาะสมในการเก็บตัวอย่างที่จะได้น้ าเชื้อที่มีคุณภาพดี
ที่สุด ในวาฬเบลูก้าคืออยู่ในช่วงฤดูหนาวจนถึงต้นฤดูใบไม้ผลิ (O'Brien et al., 2008) ส่วนในโลมา
ปากขวด การเก็บน้ าเชื้อในฤดูใบไม้ผลิและฤดูร้อนจะได้จ านวนตัวอสุจิมากกว่าฤดูใบไม้ร่วงและฤดู
หนาว 

ในโลมาแปซิฟิกไวท์ไซด์ (Lagenorhynchus obliquidens) ค่าเฉลี่ยความเข้มข้นของ
ฮอร์โมนเทสโทสเทอโรน จะสูงสุดในเดือนกรกฎาคมและมีค่ามากกว่าค่าเฉลี่ยจากเดือนอ่ืนๆ ในขณะที่
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ความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของความเข้มข้นของตัวอสุจิในแต่ละเดือนระหว่างเดือนกรกฏาคมถึง
เดือนตุลาคม พบว่าเดือนกันยายนมีความเข้มข้นของตัวอสุจิ มากกว่าเดือนกรกฎาคม สิงหาคม และ
ตุลาคมตามล าดับ (Robeck et al., 2009) 

  

การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อ 

การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อเบื้องต้น เพ่ือประเมินคุณภาพน้ าเชื้อที่เก็บมาได้ เป็นการประเมิน
ประสิทธิภาพความสามารถของตัวอสุจิในการปฏิสนธิ แบ่งได้ 2 แบบ ดังนี้ 1. การตรวจคุณภาพ
น้ าเชื้อด้วยตาเปล่า (macroscopic evaluation) 2. การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
(microscopic evaluation) 

1. การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อด้วยตาเปล่า แบ่งเป็น  

1. ปริมาตร (volume)   

2. สี (color) 

3. ความหนืด (consistency)   

4. ความหนาแน่นของตัวอสุจิ (density)  

5. ความเป็นกรดด่าง (pH) 

ปริมาตรของน้ าเชื้อ สี และความหนืด สามารถประเมินคุณภาพได้ในเบื้องต้นด้วยตาเปล่า 
เช่นปริมาตร มีความแตกต่างกันใน ขนาด อายุ และความถ่ีบ่อยในการผสมพันธุ์ สี โดยปกติแล้วสีของ
น้ าเชื้อจะมีสีขาวขุ่นมากคล้ายสีของน้ านม หากมีสีอ่ืนปนอยู่ด้วย อาจบ่งบอกถึงการบาดเจ็บ หรือ
ความผิดปกติอ่ืนๆได้ เช่น สีแดง แสดงว่ามีเลือดเจือปน หรือมีสีเหลืองอ่อนแสดงว่ามีน้ าปัสสาวะเจือ
ปน ความหนืด สังเกตด้วยตาเปล่าดูความหนืดของน้ าเชื้อ บันทึกผลเป็น creamy white: เมื่อน้ าเชื้อ
มีสีขาวครีมคล้ายนมข้น, milk white: เมื่อน้ าเชื้อมีสีขาวน้ านม, opaluscent: เมื่อน้ าเชื้อมีสีขาวขุ่น, 
watery : เมื่อน้ าเชื้อมีลักษณะเหลวใส ความเป็นกรดด่าง (pH) น้ าเชื้อที่มีคุณภาพดีมักจะมีสภาพเป็น
เป็นกรดเล็กน้อย และที่มีคุณภาพเริ่มไม่ดีคือมีสภาพเป็นกลางหรือด่างเล็กน้อย (Sigman and Zini, 
2009; Vasan, 2011) 

2.การตรวจคุณภาพน้ าเชื้อด้วยกล้องจุลทรรศน์ เป็นการตรวจให้ทราบถึงรายละเอียด ของ
คุณภาพของน้ าเชื้อ โดยมีสิ่งต้องตรวจคุณภาพดังนี้ (Vasan, 2011) 

2.1 การตรวจหาอสุจิที่เคลื่อนไหวหรือมีชีวิต (motility) 
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การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิจะต้องตรวจการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าเท่านั้น จะไม่นับการเคลื่อนที่
ที่ว่ายเป็นวงกลม การตรวจนี้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานของการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิและความสามารถของ
ตัวอสุจิที่จะเคลื่อนทีไ่ปปฏิสนธิกับไข่ได้   

 

วิธีการตรวจ 

หยดน้ าเชื้อลงบนแผ่นสไลด์ ที่อุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 1 หยดน าไปส่องดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ เมื่อต้องการดูการเคลื่อนไหวของอสุจิแบบเป็นกลุ่ม แต่ถ้าต้องการตรวจการเคลื่อนไหว
แบบรายตัว หลังจากหยดน้ าเชื้อลงบนแผ่นสไลด์แล้วค่อยๆ ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ จากนั้นส่องดู
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 50 เท่า (Dhurvey et al., 2012)  

 

2.2 ความเข้มข้นของตัวอสุจิในน้ าเชื้อ (concentration) sperm concentration/sperm 
count  

วิธีการตรวจ โดย haemocytometer 

ดูดน้ าเชื้อด้วย pipette ส าหรับเจือจางเม็ดเลือดขาว จนถึงขีด 0.5 จากนั้นดูด 3% formal 
saline จนถึงขีด 11 จะท าให้น้ าเชื้อเจือจาง 50 เท่า เขย่าเบาๆ ให้เข้ากันเป็นเวลานาน 2-3 นาที 
หยดน้ าเชื้อที่เจือจางแล้วทิ้งไป 3-4 หยดแรก แล้วจึงหยดน้ าเชื้อที่เจือจางแล้วลงบน chamber ที่วาง
กระจกปิดสไลด์แล้ว นับตัวอสุจิซึ่งอยู่ในช่องส าหรับนับเม็ดเลือดแดง 5 ช่องใหญ่ ซึ่งแบ่งเป็น 80 ช่อง
เล็ก โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ก าลังขยาย 40 เท่า (ภาพท่ี 2) (เกวลี และคณะ, 2535) 

 

วิธีค านวณ 

N = จ านวนตัวอสุจิที่นับได้จาก 5 ช่องใหญ่ 

ปริมาตรน้ าเชื้อที่เจือจางใน  1 ช่องใหญ่  = 1/5x1/5 x 1/10mm3 

    5 ช่องใหญ่  = 5 x 1/250  mm3 

เจือจางน้ าเชื้อ 50 เท่า   = 1/50   mm3 

น้ าเชื้อ 1  mm3 มีจ านวนอสุจิ  = N x 50 x 50  ตัว 

น้ าเชื้อ 1 cm3 มีจ านวนอสุจิ  = N x 2500 x 103  ตัว 
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ภาพที่ 2 แสดง haemocytometer และช่องที่ใช้นับจ านวนอสุจิ 
 

2.3 การตรวจรูปร่างของตัวอสุจิ (sperm morphology) และความผิดปกติของตัวเชื้ออสุจิ 
(abnormality) 

การศึกษารูปร่างและความผิดปกติของตัวเชื้ออสุจิจ าเป็นจะต้องย้อมสี เพ่ือที่จะสามารถแยก
หรือดูตัวอสุจิที่ปกติ และผิดปกติออกจากกันได้ง่าย ความผิดปกติของตัวอสุจิในสุนัขปกติที่ยอมรับได้
คือ มีความผิดปกติส่วนหัว หรือผิดปกติในส่วนหลัก (primary abnormality) ไม่เกิน 10% และ
ผิดปกติส่วนรอง (secondary abnormality) ไม่เกิน 20% หรือมีความปกติของตัวอสุจิมากกว่า 
70% ขึ้นไป 

 การตรวจความผิดปกติของตัวอสุจิที่ส่วนหัว มักนิยมย้อมสีโดยวิธีวิลเลียม (William’s 
method) ซึ่งจะท าให้พบความผิดปกติของตัวอสุจิได้ชัดเจน    

วิธีการตรวจ 

ท าการสเมีย (smear) น้ าเชื้อเป็นแผ่นฟิล์มบาง ๆ บนกระจกสไลด์ และทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้น
น าไปแช่ใน absolute alcohol นาน 3-4 นาที น าขึ้นมาแช่ต่อด้วย 0.5% chloramine solution 
นาน 1-2 นาที จนกว่าฝูาหรือเมือกบนกระจกสไลด์หมดไป ล้างด้วยน้ ากลั่น และ 96% แอลกอฮอล์ 
จากนั้นย้อมสีด้วย carbol fuchsin-eosin นาน 2-10 นาที และน าไปล้างน้ า ซับให้แห้ง เป็นอันเสร็จ
ขั้นตอน น ามาตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ หาสิ่งผิดปกติ ซึ่งมักพบความผิดปกติที่ส่วนหัว ได้แก่ หัว
เล็ก หัวที่ส่วนท้ายเล็ก หัวแหลม หัวกลม หัวใหญ่ เป็นต้น การนับจ านวนตัวอสุจิเพ่ือค านวณหา
เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติ นับจ านวนอย่างน้อย 200 ตัว (Koonjaenak, 2006) 

- narrow head   หมายถึง  อสุจิที่มีส่วนหัวแคบกว่าปกติ 

- small head              หมายถึง  อสุจิที่มีส่วนหัวขนาดเล็กกว่าปกติ 

- free normal head      หมายถึง  อสุจิที่ไม่มีส่วนหาง 

- broad head              หมายถึง  อสุจิที่มีส่วนหัวกว้างกว่าปกติ 
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- pear shape head  หมายถึง  อสุจิที่มีส่วนหัวลักษณะคล้ายลูกแพร์ 

- decapitate sperm defect   หมายถึง  อสุจิที่ไม่มีส่วนของ acrosome 

การตรวจหาความผิดปกติของอสุจิที่ส่วนหาง (midpiece and tail sperm abnormality) 
นิยมท าการดองด้วยน้ ายา formal saline น้ ายา formal-saline ปริมาตร 1 ลิตร มีองค์ประกอบคือ 
Na2HPO4-2H2O จ านวน 6.19 กรัม KH2PO4  2.54 กรัม ฟอร์มาลิน (formalin) เข้มข้น 125 ซีซี 
โซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 5.41 กรัม เติมน้ ากลั่นจนมีปริมาตร 1,000 ซีซี  

วิธีการตรวจ 

  ดูดน้ ายาฟอร์มอล (formal-saline)  0.5-1 ซีซี ใส่หลอดแก้ว จากนั้นหยดน้ าเชื้อลงไป 2-3  
หยด เขย่าให้เข้ากัน จากนั้น น าไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดเฟส คอนทราส (phase-contrast) สิ่ง
ผิดปกติที่มักตรวจพบได้แก่ไซโตพลาสมิค ดรอป (cytoplasmic droplets) ความผิดปกติของหาง
ส่วนกลาง (mid piece) ความผิดปกติของส่วนหางอ่ืน ๆ เช่น หางงอ มี 2 หาง หรือไม่มีหาง เป็นต้น 
น าไปนับจ านวนอสุจิที่มีความผิดปกติของส่วนกลางและส่วนหาง จ านวน 200 ตัว ด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ชนิดตัดแสง ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า ตามหลักเกณฑ์การแบ่งชนิดของความผิดปกติของ
ส่วนกลางและส่วนหางของตัวอสุจิ ดังต่อไปนี้ 

- midpiece defect        หมายถึง  ความผิดปกติของส่วนกลาง 

- coil tail                      หมายถึง  ลักษณะของหางที่ม้วนเป็นวง 

- bent tail                    หมายถึง  ลักษณะของหางที่พับไปทางหัว 

- proximal cytoplasmic droplets   หมายถึง  การมีหยดน้ าอยู่ที่ส่วนต้นของหาง 

- distal cytoplasmic droplets          หมายถึง  การมีหยดน้ าอยู่ที่ส่วนปลายของหาง 

การตรวจสอบความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มอสุจิโดยวิธี hypo-osmotic swelling (HOS) test 
ใช้สารละลาย hypoosmosis ที่มีค่าออสโมลลาลิตี้ (osmolarity) 150 มิลลิออสโมลต่อลิตร เพ่ือ
ตรวจสอบความสมบูรณ์ของ plasma membrane (Vasan, 2011) 

การเตรียม HOS solution  

HOS solution ที่มีออสโมลลาลิตี้  150 mOmol/kg 

Sodium citrate                  7.35    กรัม 

Fructose                      13.51  กรัม 

ละลายในน้ ากลั่น             1000   ซีซี  

HOS solution ที่มีออสโมลลาลิตี้  100 mOmol/kg 

Sodium citrate               4.90    กรัม   
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Fructose                          9.00    กรัม 

ละลายในน้ ากลั่น              1000   ซีซี  

วิธีการ 

น าน้ าเชื้อ 0.1 มิลลิลิตรผสมกับสารละลาย HOS solution 1 มิลลิลิตรที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส แล้วตั้งทิ้งไว้ 40-60 นาที (น้ าเชื้อสดใช้สารละลายที่มีออสโมลลาลิตี้ 100 mOmol/kg ส่วน
น้ าเชื้อแช่แข็งใช้สารละลายที่มีมีออสโมลลาลิตี้ 150 mOmol/kg ) ดูดส่วนผสมมา 0.5 มิลลิลิตร แล้ว
น าไปผสมกับสารละลาย hypoosmosis ที่มี 5% formaldehyde 0.5 มิลลิลิตร ดูดส่วนที่ผสมกัน
แล้วมาประมาณ 7 ไมโครลิตรลงบนสไลด์แล้วปิดด้วย cover glass เพ่ือตรวจลักษณะของหางที่โค้ง
งอด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิดตัดแสง (phase contrast microscope) ที่ก าลังขยาย 400 เท่า โดยนับ
อสุจิรวมทั้งหมดจ านวน 200 ตัว แล้วค านวณเป็นร้อยละ และบันทึกผล 

- Positive   หางโค้งงอ 

- Negative  หางตรง 

การย้อมสีตัวอสุจิ 

  การย้อมสีตัวเป็นตัวตาย (The live-dead sperm count) ท าได้โดยการย้อมสี ซึ่งสีที่ใช้ย้อม
ได้แก่ อีโอซินนิโกรซิน (Eosin Nigrosin) โดยมีหลักการคือ ตัวอสุจิที่ตาย ผนังเซลล์จะเสื่อมสภาพ 
ยอมให้สีซึมเข้าสู่ผนังเซลล์ได้ ซึ่งตัวอสุจิที่ตายจะติดสี ส่วนตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตจะไม่ติดสี 

  การตรวจรูปร่างของอสุจิ การตรวจความผิดปกติของตัวอสุจิที่ส่วนหัว มักนิยมย้อมสีโดยวิธี   
วิลเลียม (William's method) ซึ่งจะท าให้พบความผิดปกติของตัวอสุจิได้ชัดเจน การตรวจเซลล์ที่
ปนเปื้อนในน้ าเชื้อ นิยมท าการย้อมด้วยสีฮีมาท๊อกซีลิน อีโอซิน (haematoxylin-eosin) เป็นการย้อม
เพ่ือตรวจดูเซลล์ที่ปะปนมาในน้ าเชื้อ เช่น เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาว และเซลล์อื่นๆ 

มีการศึกษาพบว่าในอสุจิของมนุษย์ที่ย้อมด้วยสีฮีมาท๊อกซีลินอีโอซิน, โทลูอิดีนบลู
(Toluidine Blue ;TB), ย้อมด้วยวิธ๊ชอร์ (Shorr Method) และปาปานิโคลัว (papanicolaou)  
น ามาวัดขนาดอสุจิปกติจ านวน 200 ตัวและน ามาเปรียบเทียบกันพบว่า ขนาดของอสุจิที่วัดได้จะ
แตกต่างกันตามสีย้อมท่ีใช้ (Aksoy et al., 2012) 

โทลูอิดีนบลู สามารถจับกลุ่มฟอสเฟตของสายดีเอ็นเอ แสดงความผิดปกติที่เกิดกับดีเอ็นเอ
โดยจะพบหัวอสุจิติดสีน้ าเงิน (Nabi et al., 2013; Sasikumar and Dakshayani, 2013) นิวเคลียส
ภายนอกจะมีคุณสมบัติเป็นประจุลบ onthocromatic ติดสีฟูาและ metachromatic ติดสีม่วงเมื่อ
โปรตีนมีการคลายตัวมีการจับอย่างหลวมๆจะท าให้ดีเอ็นเอติดสีได้ 
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การศึกษาขนาดความแตกต่างของหัวอสุจิมนุษย์ โดยใช้สี ดิฟฟ์ควิก (Diff Quick®),          
ปาปานิโคลัว และสเปิร์มบลู (sperm blue) เทียบกับอสุจิที่ไม่ได้ย้อมสี พบว่าขนาดของอสุจิที่ได้จาก
สีดิฟฟ์ควิก มีขนาดใหญ่กว่า ลักษณะหัวอสุจิบวมกว่า เมื่อเทียบกับสี ปาปานิโคลัว และสเปิร์มบลูและ
พบว่าสีปาปานิโคลัว มีขนาดตัวอสุจิหดเล็กลง กว่าสีดิฟฟ์ควิก สเปิร์มบลูและอสุจิที่ไม่ได้ย้อมสี ส่วน 
สเปิร์มบลู ขนาดอสุจิไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญกับอสุจิที่ไม่ได้ย้อมสี 

 ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้เป็นการศึกษาเพ่ือหาคุณสมบัติของสีย้อมต่างๆ ว่าสีย้อมชนิดใดมี
คุณสมบัติที่เหมาะสม ที่จะน าไปใช้ในการศึกษาตัวอสุจิของโลมาอิรวดี  
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บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สัตว์ทดลอง 

ใช้โลมาเพศผู้สายพันธุ์อิรวดี (Orcaella brevirostris) ในสถานที่จัดแสดงโลมา พัทยา    
ดอลฟิน เวิลด์ อ าเภอบางละมุง จังหวัด ชลบุรี อายุ 25 - 35 ปี จ านวน 3 ตัว โดยที่โลมาอิรวดี 1 และ
โลมาอิรวดี 3 มีประวัติเคยให้ลูกโลมาในสถานที่เลี้ยง โลมาอิรวดีที่ใช้ในการศึกษา (ภาพที่ 3) เลี้ยงใน
บ่อระบบปิด ขนาด 3000 ลูกบาศก์เมตร น้ าหมุนเวียนเข้าสู่โรงกรองบ าบัดน้ าตลอด 24 ชั่วโมง ท า
การตรวจสุขภาพและโลหิตวิทยาก่อนท าการทดลอง (ตารางท่ี 1) ให้กินปลา เสริมด้วยกุ้ง และวิตามิน 
เป็นอาหารวันละ 6 มื้อในเวลา 8.00 น. 9.45 น. 11.45 น. 13.45 น. 15.45 น.และ 17.00 น.ปริมาณ
ร้อยละ 3 - 5 ของน้ าหนักตัวต่อวัน 

 
ภาพที่ 3 โลมาอิรวดีเพศผู้ที่ใช้ในการทดลอง 
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ตารางท่ี 1 ผลการตรวจทางโลหิตวิทยาของโลมาอิรวดีที่ใช้ในการศึกษา 

  
ค่าอ้างอิง 

(n = 3, 32 ตัวอย่าง) 
โลมาอริวดี 

1 
โลมาอริวดี 

2 
โลมาอริวด ี

3 
จ านวนเม็ดเลือดแดง 
(x106 เซลล/์มิลลลิิตร) 3.1-6.9 3.2 3.7 3.7 
ฮีโมโกลบิน(กรัม/เดซลิิตร) 10.6-6.6 10.9 12.4 12 
ฮีมาโทคริต(เปอร์เซ็นต)์ 35-51 37 43 39 
ปริมาตรของเม็ดเลือดแดงโดยเฉลีย่(MCV) 59.4-166 116 116 106 
ปริมาณเฉลีย่ของฮีโมโกลบินในเมด็เลือดแดง
(MCH) 19.9-44 33.4 33.2 31.8 
ความเข้มข้นเฉลี่ยของฮีโมโกลบินในเม็ด
เลือดแดง(MCHC) 21.4-38.1 28.9 28.7 30.1 
ปริมาณเมด็เลือดแดงตัวอ่อน(เปอร์เซ็นต)์ 0-5.2 0.4 1.4 1.4 
จ านวนเกล็ดเลือด(เซลล/์มิลลิลติร) 108000-281000 185000 155000 128000 
จ านวนเม็ดเลือดขาว(เซลล/์มิลลิลติร) 5300-15800 8200 10100 7800 
นิวโตรฟิล(เซลล/์มิลลิลติร) 4505-12008 6150 8787 6396 
นิวโตรฟิล(ตัวอ่อน) (เซลล/์มิลลลิติร) 0 0 0 0 
อีโอซิโนฟิล(เซลล/์มิลลลิิตร) 0-790 328 0 78 
ลิมโฟโซด(์เซลล/์มิลลลิิตร) 660-3496 1640 1212 1248 
โมโนไซด(์เซลล/์มิลลลิิตร) 0-207 82 101 78 
โปรตีนรวม(กรัม/เดซิลติร) 5.9-85 5.9 7.4 6.9 
แอลบูมิน(กรัม/เดซิลติร) 2.2-37 2.5 2.8 

 โกลบูลิน(กรัม/เดซลิิตร) 3.1-5.3 3.4 4.6 4.3 
ครีตินีน(มิลลิกรัมเปอร์เซ็นต)์ 1-2.2 1.5 1.2 1.5 
ยูเรียไนโตรเจนในเลือด 
(มิลลิกรัมเปอร์เซ็นต)์ 44-136 52 51 55 
แอสพาร์เตตอะมโินทรานสเฟอเรส(ALT) 30-167 30 71 41 
อะลานีนอะมโินทรานสเฟอเรส(AST) 136-318 271 266 186 

 

3.2 การเตรียมโลมาส าหรับการทดลอง 

ขั้นตอนที่ 1 ท าการฝึกโลมาเพ่ือท าความคุ้นเคยส าหรับการตรวจสุขภาพและการเก็บน้ าเชื้อ 
ตามล าดับขั้นตอนดังนี้ขั้นตอนที่ 1 ฝึกให้โลมาท าความคุ้นเคยกับผู้เก็บตัวอย่างท าการฝึกท่าพ้ืนฐาน
เพ่ือการตรวจรักษา  ใช้ระยะเวลาประมาณ 6 เดือน ครั้งละ 15 นาทีต่อตัว วันละ 1 ครั้ง เช่น การฝึก
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ให้โลมาอยู่นิ่งๆเพ่ือท าการตรวจสุขภาพ หรือท าการเก็บตัวอย่าง เช่น การเก็บตัวอย่างจากทวารหนัก 
หรือช่องทางเดินหายใจ การตรวจสุขภาพเบื้องต้น และการเก็บตัวอย่างเลือดเพ่ือส่งตรวจทาง     
โลหิตวิทยา (ภาพที่ 4 ) วิธีการฝึกเพ่ือเก็บตัวอย่างทางโลหิตวิทยา ท าการฝึกให้โลมาน าหางมาวางไว้
บนเบาะให้นานที่สุด โดยที่โลมาจะเลิกท าได้ก็ต่อเมื่อ มีการให้สัญญาณนกหวีดให้ไปได้ หลังจากที่
โลมาสามารถน าหางมาวางได้นานมากข้ึนก็เริ่มท าการฝึกเพ่ิมแรงกดที่หาง อาจจะให้นิ้วกดเป็นระยะๆ 
หลังจากนั้นพอเริ่มมั่นใจว่าโลมาไม่ตกใจแล้ว จึงเริ่มท าการเก็บตัวอย่างเลือด โดยระหว่างการฝึกต้อง
พิจารณาว่ามีปัจจัยอื่นๆที่จะท าให้การฝึกไม่ส าเร็จ เช่น สภาพอากาศ สภาพแวดล้อมรอบบ่อ โลมาตัว
อ่ืนที่อยู่ภายในบ่อ บุคคลที่ไม่เกี่ยวข้อง ล้วนสามารถส่งผลกระทบต่อตัวโลมาให้ไม่ปฏิบัติตามค าสั่งที่
เหมาะสมได้  

 
ภาพที่ 4 การฝึกโลมาเพ่ือท าการตรวจสุขภาพ (ก) ท าความคุ้นเคยกับโลมาและฝึกให้โลมานอนหงาย
(ข) ฝึกให้โลมาเอาหางมาให้สัตวแพทย์ท าการเจาะเลือด (ค) ฝึกให้โลมาคุ้นเคยกับการตรวจเบื้องต้น 

 

ขั้นตอนที่ 2 ท าการฝึกเพ่ือเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อในโลมา วิธีการฝึกให้โลมารับค าสั่งให้นอน
หงายโดยให้ช่องเปิดอวัยวะเพศอยู่เหนือผิวน้ า ให้โลมานอนนิ่งให้นานที่สุดโดยให้รับค าสั่งจาก
สัญญาณเสียงจากผู้ฝึก คือเมื่อผู้ฝึกให้สัญญาณให้เริ่มนอนหงายจนถึงสิ้นสุด โลมาถึงจะสามารถ
เปลี่ยนท่าแล้วได้รับการเสริมแรงทางบวก เช่น อาหารที่มากขึ้นต่อ 1 ค าสั่ง โดยหลักการให้คือ ปลา 1 
ตัวส าหรับพอใช้ 2 ตัวส าหรับการปฏิบัติที่ดี ถ้าดีมากอาจจะให้ 4 ตัว ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับขนาดของปลาที่
น ามาให้เป็นอาหาร และความเหมาะสม ความยากง่ายของท่าทางที่ใช้ฝึก โดยใช้สัญญาณนกหวีดเป็น
ตัวให้ค าสั่งให้หยุดการปฏิบัติ หลังจากที่โลมาเริ่มนอนหงาย ได้นานมากขึ้น ก็เริ่มท าการฝึกกระตุ้นให้
อวัยวะเพศออกมาจากช่องเปิดอวัยวะเพศควบคู่กับท่านอนหงาย โดยให้โลมาน าปลายอวัยวะเพศแตะ
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กับเปูาหมายที่เราก าหนดไว้ ในช่วงแรกโลมาจะไม่เข้าใจค าสั่ง หรือไม่ต้องการให้ผู้ฝึกสัมผัสบริเวณ
ช่องเปิดอวัยวะเพศ ซึ่งบางครั้งจะพบว่าช่องเปิดอวัยวะเพศมีการหดเกร็ง จนไม่สามารถน าเปูาหมาย
ไปแตะกับปลายอวัยวะเพศได้ อาจจะต้องท าการฝึกจนกว่าโลมาจะเกิดความไว้ใจกับตัวผู้ฝึกเอง การ
ฝืนเพ่ือเปิดช่องเปิดอวัยวะเพศจึงเป็นสิ่งที่ไม่ควรท า เนื่องจากอาจจะเป็นอันตรายต่อตัวผู้ฝึกเอง โดยที่
โลมาอาจจะเกิดอาการตกใจ จนท าอันตรายกับตัวผู้ฝึก ผู้ฝึกต้องท าการฝึกซ้ าๆเป็นระยะเวลาหนึ่ง จน
เมื่อโลมาเริ่มมีการพยายามขยับอวัยวะเพศจะสังเกตเห็นได้จาก พบว่ามีการหดเกร็งของกล้ามบริเวณ
รอบๆช่องเปิดอวัยวะเพศ จนเมื่อปลายอวัยวะเพศขยับจนแตะกับเปูาหมายที่เราก าหนดไว้ ให้เรารีบ
ให้สัญญาณเสียงจากนกหวีดโดยทันที แล้วให้การเสริมแรงทางบวก โดยพิจารณาดูจากการตอบสนอง
ของโลมาที่ท ากับเปูาหมายที่เราก าหนดไว้ อาจจะใช้เกณฑ์เป็นความยาวของอวัยวะเพศที่ขยับตาม
เปูาหมาย หากพบว่าการขยับของอวัยวะเพศไม่ขยับออกมาจากช่องเปิดอวัยวะเพศแต่มีการยื่นมาแตะ
กับเปูาหมายในระยะสั้นๆ ให้ท าการหยุดการฝึกเป็นระยะเวลา 1 สัปดาห์ และท าการฝึกใหม่อีกครั้ง 
จะท าให้โลมาสามารถยื่นอวัยวะเพศออกมาได้ไกลมากขึ้น ท าการฝึกทุกวัน วันละ 1 ครั้งเป็นเวลา 20 
นาทีต่อตัว ท าการฝึกเพ่ือเพ่ิมระยะเวลา และระยะที่อวัยวะเพศสามารถออกมาจากช่องเปิดอวัยวะ
เพศพร้อมกับ กระตุ้นให้มีการหลั่งน้ าเชื้อ (ejaculate) เข้าไปในภาชนะที่มีการเตรียมไว้ โดยในโลมา
บางตัวจะสามารถหลั่งน้ าเชื้อออกมาทันทีที่มีการยื่นอวัยวะเพศออกมานอกช่องเปิดอวัยวะเพศแต่ใน
กรณีท่ีไม่มีการหลั่งออกมาอาจจะต้องมีการกระตุ้นบริเวณปลายอวัยวะเพศเบาๆ จนกว่าจะมีการหลั่ง
น้ าเชื้อ และท าการเปลี่ยนเงื่อนไขที่ใช้ในการเสริมแรงทางบวกโดยปรับเป็น ถ้ามีการยื่นอวัยวะเพศ
ออกมาจากช่องเปิด ให้ปลา 1 ตัวและใช้ปริมาณการหลั่งเป็นเกณฑ์ในการให้อาหารที่เพ่ิมมากขึ้น ซึ่ง
ในระยะแรกสามารถให้ 4 ตัวต่อการหลั่งน้ าเชื้อ 1 ครั้งโดยไม่จ าเป็นต้องดูปริมาณน้ าเชื้อที่หลั่งออกมา
ได้ เพ่ือฝึกให้โลมาเข้าใจค าสั่งว่าต้องมีการหลั่งน้ าเชื้อร่วมกับการยื่นอวัยวะเพศออกมาด้วย ใช้
ระยะเวลาประมาณ 6 เดือน แล้วท าการเก็บตัวอย่างเดือนละ 2 ครั้ง โดยที่การฝึกทั้งหมดที่กล่าวมา
หากโลมาไม่ปฏิบัติตามค าสั่งที่ถูกต้องก็จะไม่มีการให้รางวัล แต่การให้อาหารตามปกติยังมีอยู่ใน
ปริมาณที่เพียงพอกับความต้องการของโลมา โดยให้โลมาท ากิจกรรมอ่ืนควบคู่กับการฝึกไปด้วย เช่น 
ใช้วิธีฝึกท่าทางง่ายๆ อ่ืนๆ ที่โลมาสามารถท าตามได้โดยง่าย   
 

3.3 การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อโลมา  

วิธีการ ผู้ท าการทดลองเตรียมหลอดเก็บน้ าเชื้อที่สะอาดให้พร้อม น าหลอดเก็บน้ าเชื้อใส่ใน
ภาชนะเพ่ือปูองกันแสง ท าความสะอาดบริเวณช่องเปิดอวัยวะเพศ เพ่ือปูองกันไม่ให้สิ่งสกปรกปะปน
กับน้ าเชื้อ ใช้ค าสั่งให้โลมานอนหงาย ท าการกระตุ้นบริเวณช่องเปิดอวัยวะเพศให้ค าสั่งให้ อวัยวะเพศ
ออกมาจากช่องเปิด ให้โลมาท าการหลั่งเข้าไปในหลอดเก็บน้ าเชื้อ (ภาพที่ 5) ระหว่างที่มีการหลัง
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น้ าเชื้อโลมาจะมีการขยับตัวเกร็งเป็นระยะๆ ให้ใช้ขาประคองให้บริเวณช่องเปิดอยู่เหนือน้ า และ
ปูองกันน้ าทะเลเข้าไปปนเปื้อนในตัวอย่างน้ าเชื้อที่เก็บได้ หากพบว่าโลมามีการปัสสาวะออกมาให้รอ
จนกว่าโลมาจะปัสสาวะหมดก่อน จึงค่อยเริ่มท าการเก็บตัวอย่างใหม่อีกครั้ง โดยดูว่ามีการปนเปื้อน
ของปัสสาวะในน้ าเชื้อที่เก็บด้วยหรือไม่ (ภาพที่ 6) หลังจากเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อเสร็จแล้วอวัยวะเพศ
ของโลมาจะหดกลับเข้าไปในร่างกายระยะเวลาอันรวดเร็ว 

 
ภาพที่ 5  วิธีการฝึกเพ่ือเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อ (ก) ขั้นตอนการกระตุ้นให้อวัยวะเพศออกมานอกช่องเปิด
อวัยวะเพศท าการกระตุ้นบริเวณรอบๆ พร้อมกับการใช้การเสริมแรงทางบวกในการฝึก  (ข) ฝึกโลมา
ให้หลั่งลงในหลอดที่เก็บน้ าเชื้อ 

 

 
ภาพที่ 6 น้ าเชื้อโลมาอิรวดีที่รีดได้ในแต่ละครั้ง 
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3.4 การทดลองที่ 1 ศึกษาจุลกายวิภาคของอสุจิโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (electron 
microscopy) 

3.4.1 การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด  

น าตัวอย่างน้ าเชื้อโลมาที่เก็บได้จ านวน 3 ตัวอย่าง มาท าการตรึง(fixation)ด้วย 2.5% 
glutaraldehyde ใน 0.1 โมล phosphate buffer (pH 7.4)  โดยท าการหยดน้ าเชื้อบนกระจกสไลด์ 
แล้วแช่ใน glutaraldehyde ให้ท่วมกระจกสไลด์ประมาณ 1 เซนติเมตร แล้วแช่เย็นที่อุณหภูมิ 0 -4 
องศาเซลเซียส  ควรเก็บตัวอย่างไว้ไม่เกิน 24 ชั่วโมง เตรียมตัวอย่างตามวิธีของรุจิพร (2541) โดย
หลังจากตรึงเรียบร้อยแล้ว ให้น าไปล้างในบัฟเฟอร์ และแช่ใน 0.1% osmium tetroxideใน 0.1 โมล 
phosphate buffer (pH 7.4) ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ล้างด้วยบัฟเฟอร์อีกครั้ง แล้วน าไปผ่าน
การดึงน้ าออกโดยใช้แอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ จากนั้นน าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด ( field emission scanning electron microscope (FESEM) (JSM-
7610F;JEOL, Tokyo, Japan)) (ภาพที่ 7) สังเกตลักษณะของอสุจิบริเวณส่วนหัวและหาง พร้อมทั้ง
วัดความยาวของส่วนหัวและส่วนหางของตัวอสุจิ จ านวน 200 ตัว 

 
ภาพที่ 7 กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด ( field emission scanning electron 
microscope (FESEM)(JSM-7610F;JEOL, Tokyo, Japan)) 

3.4.2 การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน 

น าตัวอย่าง จ านวน 3 ตัวอย่าง ท าการแบ่งน้ าเชื้อของโลมาแต่ละตัวอย่างมาตรึงด้วย 2.5% 
glutaraldehyde ใน 0.1 โมล phosphate buffer โดยเตรียมสารละลาย agar ในน้ าอุ่นที่อุณหภูมิ
ประมาณ 60 องศาเซลเซียส ผสมน้ าเชื้อกับ agar รอให้ agar เริ่มแข็งตัว แล้วใส่ 2.5% 
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glutaraldehyde ให้ท่วมตัวอย่าง  เก็บให้พ้นแสง แล้วน าไปแช่ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทั้งนี้ควร
ท าการเตรียมตัวอย่างให้เร็วที่สุดและควรเป็นตัวอย่างที่เก็บไว้ไม่เกิน 24 ชั่วโมง เตรียมตัวอย่างตามวิธี
ของศิริเพ็ญและคณะ (2535) โดยหลังจากตรึงเรียบร้อยแล้ว ให้น าตัวอย่างไปล้างในบัฟเฟอร์ และแช่
ใน 0.1% osmium tetroxide ใน 0.1 โมล phosphate buffer (pH 7.4) ที่อุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส อย่างน้อย 2 ชั่วโมง แล้วล้างด้วยบัฟเฟอร์อีกครั้ง  แล้วน าไปผ่านการดึงน้ าออกโดยใช้
แอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่างๆกัน จากนั้นน าตัวอย่างมาตัด section ให้มีความบาง 60 – 90      
นาโนเมตร น าไปย้อมด้วย uranyl acetate และ lead citrate จากนั้นน าไปส่องดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน สังเกตและบันทึกลักษณะของอสุจิทั้งหมด ศึกษาโครงสร้าง
นิวเคลียส และออร์กาเนลอื่นๆ 
 

3.5 การทดลองที่ 2 การย้อมสีเพื่อศึกษาคุณลักษณะของสีย้อม 

หลังจากเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อจากโลมาทั้ง 3 ตัวแล้ว น ามาท าการย้อมสีตัวอสุจิเพ่ือศึกษา
ลักษณะภายนอกของตัวอสุจิ หลังท าการย้อมสีตัวอสุจิด้วยวิธีที่จะกล่าวต่อไป จากนั้นท าการวัดขนาด
ของตัวอสุจิ  ได้แก่ ความยาวของหัว (head length) (ภาพที่ 8ก) ความกว้างของหัว (head width) 
(ภาพที่ 8ข) สัดส่วนระหว่างความกว้างต่อความยาวของหัว (ratio) วัดความยาวหัวถึงหาง (total 
length) (ภาพที่ 8ค) และความยาวหาง (tail length) จ านวน 500 ตัว ด้วย cellSens™ 
microscope imaging software โดยการย้อมจะใช้สีย้อมชนิดต่างๆ ดังต่อไปนี้ 

 
ภาพที่ 8 แสดงตัวอย่างการวัดขนาดตัวอสุจิที่ได้จากการย้อมสี 

 

3.5.1 วิธีการย้อมด้วยสีปาปานิโคลัว (Papanicolaou) (World Health Organization, 2010) 

การย้อมด้วยสีปาปานิโคลัว เป็นวิธีหนึ่งที่ใช้ได้ดีในการย้อมตัวอสุจิ และเซลล์ชนิดอ่ืนๆ โดยสี
ชนิดนี้จะย้อมติดบริเวณอะโครโซม (acrosome) และส่วนหัว (head) ที่มีปริมาณของไซโตพลาสซึม 
อยู่ปริมาณมาก รวมไปถึงส่วนของล าตัว (midpiece) ด้วย ดังนั้นสีชนิดนี้จึงถูกน ามาปรับใช้กับการ
วิเคราะห์ลักษณะภายนอกของตัวอสุจิ และในการตรวจสอบเซลล์สืบพันธุ์ที่ยังไม่เจริญเต็มที่ 
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(immature germ cell) และเซลล์อสุจิที่มีลักษณะผิดปกติ วิธีการนี้สามารถน ามาปรับโดยไม่ใช้       
อีเธอร์ (ether) เป็น fixative หรือ xylene ในการท าให้เซลล์ยึดติดกับสไลด์ สไลด์ที่ใช้วิธีการย้อม
ด้วย ปาปานิโคลัว จะสามารถย้อมติดสีอย่างถาวรและน าไปเก็บไว้ใช้ในอนาคตได้ หากเก็บไว้ในที่มืด
จะสามารถเก็บไว้ได้นานหลายเดือน หรือหลายปี 

1.1 ขั้นตอนการย้อมสีปาปานิโคลัว 

การย้อมด้วยสีปาปานิโคลัว สามารถท าได้โดยหลังจากที่ท าการสเมียร์ ตัวอย่างน้ าเชื้อลงบน
สไลด์แล้ว น าไปจุ่มลงใน 95% ethanol นาน 15 นาทีเพ่ือท าการตรึงตัวอย่าง แล้วน าสไลด์จุ่มลงใน 
80% ethanol 30 วินาที ตามด้วย 50% ethanol 30 วินาที แล้วล้างด้วยน้ าเปล่านาน 30 วินาที 
หลังจากนั้นน าสไลด์จุ่มลงใน Harris’s haematoxylin 4 นาที แล้วล้างด้วยน้ าเปล่าอีกครั้งนาน 30 
วินาที แล้วน าสไลด์ที่ได้จุ่มลงใน acidic ethanol 4-8 ครั้ง (การจุ่ม 1 ครั้ง ใช้เวลา 1วินาที) ขั้นตอนนี้
เป็นขั้นตอนที่ส าคัญมาก ควรเริ่มจุ่มจ านวน 4 ครั้งก่อน แล้วค่อยท าการจุ่มครั้งต่อไปจนกว่าสีที่ได้จะ
เหมาะสม หากจุ่มหลายครั้งเกินไปจะท าให้พ้ืนหลัง และตัวอสุจิเข้มมากขึ้น แล้วเปิดน้ าเย็นไหลผ่าน
สไลด์นาน 5 นาที  แล้วน าไปจุ่ม 50% ethanol, 80% ethanol และ 95% ethanol อีกอย่างละ 
30 วินาที เรียงตามล าดับ หลังจากนั้นน าไปย้อมด้วย G-6 orange stain 1 นาที แล้วจุ่มใน 95% 
ethanol อีก 3 ครั้ง นานครั้งละ 30 วินาที เมื่อครบแล้วน าไปย้อมด้วย EA-50 green stain 1 นาที 
แล้วจุ่ม 95% ethanol อีก 2 ครั้ง นานครั้งละ 30 วินาที และ absolute ethanol 2 ครั้ง นานครั้ง
ละ 15 วินาที 

อย่างไรก็ตามวิธีการนี้มีการใช้ ethanol ในการตรึงตัวอย่าง ซึ่งวิธีการนี้จะท าให้เซลล์แห้ง 
ดังนั้นหลังจากการตรึงตัวอย่าง จนถึงการเริ่มต้นการย้อม ไม่ควรรอเวลานานเกินไป โดยเวลาที่
เหมาะสมควรใช้เวลาเพียง 10 วินาทีเท่านั้น ในขณะที่สไลด์ที่ถูกท าให้แห้งหลังการตรึง ต้องจุ่มใน 
50% ethanol นานขึ้น ประมาณ 2-3 นาที สไลด์ที่ได้หลังจากการย้อมแล้วสามารถน าไปตรวจ
ตัวอย่างได้โดยที่จะผ่านหรือไม่ผ่านกระบวนการเก็บรักษาตัวอย่างก็ได้  

1.2 การเตรียมสไลด์ก่อนการเก็บรักษาตัวอย่างหลังการย้อมสี 

ก่อนการเก็บรักษาตัวอย่างหลังการย้อมสีจะต้องมีการเตรียมตัวอย่างให้พร้อมส าหรับขั้นตอน
การเก็บรักษา โดยใช้ของเหลวได้ 2 ชนิด คือ สารละลาย ethanol และ ethanol ที่ไม่ใช่สารละลาย 

 การใช้สารละลาย ethanol สามารถท าได้โดยการหยดสารละลาย ethanol mounting 
media ลงบนสไลด์ได้โดยตรง ในขณะที่ absolute ethanol ยังไม่แห้ง ส าหรับการใช้ ethanol ที่
ไม่ใช่สารละลาย จะต้องเตรียมสไลด์ในตู้ดูดควัน โดยการเตรียมสไลด์นั้นจะท าต่อจากขั้นตอนการย้อม
สี ท าได้โดยจุ่มสไลด์ลงในสารที่ผสมระหว่าง xylene ต่อ ethanol ใน ปริมาณ 1:2 เป็นเวลา 1 นาที 
แล้วจุ่มด้วย 100% xylene อีก 1 นาท ี
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3.5.2 การย้อมด้วยวิธีชอร์ (Shorr’s staining) (World Health Organization, 2010) 

การย้อมด้ วยวิ ธี นี้ จะมี ลั กษณะที่ ค่ อนข้ างคล้ ายกับการย้อมด้ วยสี ปาปานิ โคลั ว                   
(Papanicolaou) ท าได้โดยหลังจากตัวอย่างสเมียร์ลงบนสไลด์และรอให้แห้งแล้วท าการตรึงด้วยการ
น าไปจุ่มลงใน 75% ethanol เป็นเวลา 1 ชั่วโมงแล้วจึงท าการย้อม 

วิธีการย้อมด้วยวิธีชอร์ (Shorr’s Staining) 

 หลังจากท าการตรึงแล้วน าสไลด์ที่ได้ไปจุ่มลงในน้ าเปล่าที่มีน้ าไหลผ่านประมาณ 12 - 15 
ครั้ง แล้วจุ่มลงใน haematoxylin เป็นเวลา 1 - 2 นาที จากนั้นน าไปจุ่มลงในน้ าเปล่าที่มีน้ าไหลผ่าน
อีกครั้ง โดยจุ่มประมาณ 12 - 15 ครั้ง แล้วจุ่ม ammoniacal ethanol 10 ครั้ง จากนั้นจุ่มลงใน
น้ าเปล่าเช่นเดิม แล้วน าสไลด์ไปจุ่มลงใน 50% ethanol นาน 5 นาที  หลังจากนั้นย้อมด้วยสี 
Shorr’s stain 3-5 นาที แล้วท าการจุ่มลงใน 50% ethanol, 75% ethanol และ 95% ethanol 
เรียงตามล าดับ อย่างละ 5 นาที สไลด์ที่ได้หลังจากการย้อมแล้วสามารถน าไปตรวจตัวอย่างได้โดยที่
จะผ่านหรือไม่ผ่านกระบวนการเก็บรักษาตัวอย่างก็ได้ โดยวิธีการเก็บรักษาตัวอย่างนั้นท าเช่นเดียวกัน
กับวิธีย้อมด้วยสี Papanicolaou (ดูในหัวข้อ 1.2 และ 1.3) 

 

3.5.3 การย้อมสีด้วยวิธีดิฟฟ์ควิก (Diff Quick) (World Health Organization, 2010) 

วิธีนี้เป็นวิธีที่นิยมใช้กันทางคลินิกท่ัวไปที่ต้องวิเคราะห์ผลภายในวันที่ได้รับการตรวจอย่างไรก็
ตามคุณภาพในการย้อมนั้นจะแตกต่างกันออกไปตามคุณภาพของสี ซึ่งท าให้การย้อมด้วยวิธีนี้จะได้
คุณภาพของการย้อมต่ ากว่าวิธีอ่ืนๆข้างต้น โดยสารเคมีที่ใช้นั้นประกอบด้วย Triarylmethane dye 
ปริมาณ 1.8 มิลลิกรัม ละลายอยู่ใน 95% methanol 1,000 มิลลิลิตร ใช้ในการตรึง (fixative 
reagent) และสารเคมีที่ส าคัญในการย้อม 2 ชนิด คือ eosinophilic xanthene (staining solution 
1) และ basophilic thiazine (staining solution 2) วิธีการย้อมท าได้โดยการน าสไลด์ที่สเมียร์แล้ว
จุ่มลงในสาร fixative reagent ที่เตรียมไว้เป็นเวลา 15 วินาที หรือใช้ 95% mathanol เป็นเวลา 1 
ชั่วโมง แล้วท าให้แห้งโดยการวางสไลด์ในแนวตั้งบนกระดาษ หลังจากนั้นจุ่มสไลด์ลงใน staining 
solution 1 และ staining solution 2 เป็นเวลา 10 วินาที และ 5 วินาที ตามล าดับ แล้วล้างด้วย
น้ าเปล่า โดยการเปิดน้ าไหลผ่านสไลด์ และท าให้แห้งโดยการวางสไลด์ในแนวตั้งบนกระดาษที่ดูดซึม
ได้ สไลด์ที่ได้หลังจากการย้อมแล้วสามารถน าไปตรวจตัวอย่างได้โดยที่จะผ่านหรือไม่ผ่านกระบวนการ
เก็บรักษาตัวอย่างก็ ได้  โดยวิธีการเก็บรักษาตั วอย่างนั้นท าเช่นเดียวกันกับวิธีย้อมด้วยสี 
Papanicolaou (ดูในหัวข้อ 1.2 และ 1.3) 
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3.5.4 วิธีการย้อมสีอีโอซิน (eosin) (World Health Organization, 2010) 

ใช้ micropipette ดูดน้ าเชื้อสดหรือน้ าเชื้อที่เจือจางด้วยสารละลายเจือจางน้ าเชื้อ ปริมาตร 
10 ไมโครลิตร ที่ขอบสไลด์ ด้านหนึ่ง หยดสี eosin จ านวน 1 หยดที่บริเวณใกล้กับหยดน้ าเชื้อจากนั้น
ผสมให้เข้ากัน ท าการสเมียร์แล้วปล่อยทิ้งไว้ให้แห้ง น าสไลด์ที่ย้อมสีเรียบร้อยแล้วมาตรวจนับและดู
รูปร่างลักษณะของ ตัวอสุจิ  

 

3.5.5 วิธีการย้อมสีโทลูอิดีนบลู (0.1% toluidine blue) (Aksoy et al., 2012) 

เป็นวิธีที่ใช้ย้อมดูความผิดปกติของโครมาติน โดยที่หัวอสุจิที่มีความสมบูรณ์ของโครมาตินจะ
ติดสีฟูา ถ้ามีความสมบูรณ์ของโครมาตินลดลงจะติดสีม่วงเข้ม ถ้าอสุจิติดสีม่วงเข้มให้ถือว่ามีความ
ผิดปกติ วิธีการย้อมท าการสเมียร์ ตัวอย่างน้ าเชื้อลงบนสไลด์แล้ว รอให้แห้งที่อุณหภูมิห้อง น าไปจุ่ม
ลงใน 95% ethanol นาน 15 นาทีเพ่ือท าการตรึง แล้วน าสไลด์จุ่มลงใน 0.1% toluidine blue 
นาน 5 นาที น าสไลด์ที่ย้อมสีเรียบร้อยแล้วมาตรวจนับ 

 

3.5.6 การย้อมตัวอสุจิด้วยวิธีวิลเลียม (William’s staining)  

เป็นการเตรียมน้ าเชื้อเพ่ือตรวจความผิดปกติของรูปร่างตัวอสุจิ ตัวอสุจิจะติดสีชมพูม่วง ท า
การหยดน้ าเชื้อลงบนแผ่นกระจกสไลด์แล้วสเมียร์  ทิ้งให้แห้ง แช่สไลด์ใน absolute ethyl alcohol 
3 - 4 นาที ทิ้งให้แห้ง แช่ใน 0.5% chloramines solution 4 นาที จนกว่าฝูา หรือเมือกบนสไลด์
หมดไป ล้างในน้ าสะอาดและใน 95% ethyl alcohol  ย้อมด้วยสี carbol fuchsin - eosin 8 - 10 
นาที ล้างในน้ าสะอาดและปล่อยให้แห้ง ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์  

 

3.5.7 การย้อมตัวอสุจิด้วยวิธีอีโอซิน นิโกรซิน (Eosin-nigrosin staining) 

  เป็นวิธีเตรียมน้ าเชื้อที่ง่ายและสะดวก ใช้สาหรับการตรวจความผิดปกติของรูปร่างตัวอสุจิ 
และตรวจจ านวนตัวอสุจิที่มีชีวิตซึ่งไม่ติดสีและตัวอสุจิที่ตายซึ่งติดสีแดงของ eosin ส่วน nigrosin 
เป็นสีพ้ืนเข้ม วิธีการย้อม หยดสี eosin Y (1% eosin Y) 1 หยด ลงบนหยดน้ าเชื้อที่อยู่บนแผ่น
กระจกสไลด์อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ผสมให้เข้ากัน ทิ้งไว้ 30 วินาทีหยดสี nigrosin (10% 
nigrosin) 2 หยด ผสมให้เข้ากันสเมียร์ น้ าเชื้อโดยลากท ามุม 30 องศา ให้แผ่กระจายบนสไลด์ แล้ว
ทิ้งให้แห้ง ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์  
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3.5.8 การย้อมตัวอสุจิด้วยวิธีฮีมาท๊อกซิลิน อีโอซิน (haematoxylin & eosin staining) 

เป็นการเตรียมน้ าเชื้อเพ่ือที่จะใช้ตรวจหาเซลล์อ่ืนๆที่ปะปนมาในน้ าเชื้อ  เช่น เม็ดเลือดขาว 
เม็ดเลือดแดง เซลล์เยื่อบุผนัง  โดยหยดน้ าเชื้อสดลงบนแผ่นกระจกสไลด์สเมียร์ให้หนาและทิ้ งให้แห้ง 
แช่ใน methyl alcohol นาน 3 นาที จุ่มใน absolute ethyl alcohol  จุ่มใน 96% ethyl 
alcolhol  แล้วจุ่มใน 70% ethyl alcohol หลังจากนั้นจุ่มในน้ ากลั่น  ย้อมด้วยสี haematoxylin 
นาน 7 นาที  แช่ทิ้งไว้ในน้ าสะอาด ปล่อยให้น้ าไหลล้นออกตลอดเวลา นาน 30 นาที  ย้อมด้วยสี 
eosin นาน 2 - 7 นาที จุ่มใน 70% ethyl alcohol  จุ่มใน 96% ethyl alcohol   จุ่มใน absolute 
ethyl alcohol อีก 2 ครั้ง จุ่มใน xylol ถ้าต้องการเก็บนาน ให้ปิดทับด้วย canada balsam หรือ 
DePeX (Gurr's distrene plasticizer xylene) 
 

3.6 การวิเคราะห์ผล 

 น าข้อมูลที่ได้จากขั้นตอนการเก็บรวบรวมข้อมูลมาวิเคราะห์โดยใช้โปรแกรมทางสถิติ  SPSS 
เวอร์ชั่น 22 ข้อมูลตัวเลข (quantitative data) ของคุณภาพน้ าเชื้อเบื้องต้นจะน ามาวิเคราะห์สถิติเชิง
พรรณนา (descriptive analysis) เพ่ือค านวณค่าเฉลี่ย (mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard 
deviation; SD) ค่าต่าสุด (minimum) ค่าสูงสุด (maximum) เปรียบเทียบขนาดของตัวอสุจิที่ย้อม
ด้วยวิธีต่างๆ ร่วมกับขนาดของตัวอสุจิที่วัดได้จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

ผลของการศึกษาขนาดของตัวอสุจิที่ย้อมด้วยวิธีต่างๆ ได้แก่ สีปาปานิโคลัว วีธีชอร์        
ดฟิฟ์ควิก อีโอซิน โทลอิูดีนบลู วิธีวิลเลียม และอีโอซินนิโกรซิน เปรียบเทียบกับขนาดของตัวอสุจิที่

วัดได้จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน ด้วย One-way ANOVA 

เปรียบเทียบผลการศึกษาจ านวนตัวเป็นตัวตายของอสุจิ  จากวิธีย้อมด้วยสีอีโอซิน และสี     
อีโอซินนิโกรซิน ด้วย independent sample t-test 

เปรียบเทียบผลการศึกษาจ านวนความผิดปกติของอสุจิ จากวิธีย้อมด้วยวิธี วิลเลียม ชอร์    
ปาปานิโคลัว ฮีมาทอกซิลินอีโอซิน และ ดิฟฟ์ควิก ด้วย one-way ANOVA 
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บทที ่4  
ผลการวิจัย 

4.1 ศึกษาจุลกายวิภาคศึกษาของอสุจิโดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน (electron microscopy) 

จากการวิเคราะห์ตัวอย่างน้ าเชื้อจากโลมาอิรวดี และได้ท าการตรวจคุณภาพเบื้องต้น 
ลักษณะน้ าเชื้อโลมาอิรวดีที่ ได้มีลักษณะขุ่ นขาวเหมือนน้ านม ปริมาตรน้ าเชื้อที่ เก็บได้เฉลี่ย 
3.42±0.49 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 7.5 ความเข้มข้นของตัวอสุจิ 1440±586.79 ล้านตัวต่อ
มิลลิลิตร เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของอสุจิ 72±3% ค่าออสโมลาลิตี้ 357±7.07 ดังที่แสดงในตาราง
ที่ 2 

 

ตารางท่ี 2 แสดงคุณภาพของน้ าเชื้อโลมาอิรวดี (n = 18) 

คุณลักษณะ ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1. ปริมาตรน้ าเชื้อ
(มิลลิลิตร) 

3 4 3.42 0.49 

2. ค่าความเป็นกรด
ด่าง 

7.5 7.5 7.5 0.00 

3. ความเข้มข้นของตัว
อสุจิ (x106ตัว/
มิลลิลิตร) 

670 2400 1440 586.79 

4. เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนไหวของอสุจิ 

70 75 72 3 

5. ค่าออสโมลาลิตี้
(mOsmol/kg) 

352 362 357 7.07 

 

รูปร่างของอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อน าไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องกราด พบว่าหัวของอสุจิมีลักษณะทรงรีแบนและมีหางยาว (ภาพที่ 9) ตรงส่วนหน้าของอสุจิมี
ลักษณะเรียว มีรอยเว้าลงไป ตรงขอบรอบรอยเว้าจะเรียบจนถึงกลางตัวอสุจิโดยมีรอยนูนเป็นลาย
ด้านบนโค้งไปบนตัวอสุจิ (ภาพที่ 10และ11) เมื่อมองจากด้านข้างมีลักษณะเรียวแหลมส่วนหน้ามี



 

 

33 

ลักษณะบางและค่อยๆหนาตัวไปทางด้านท้ายหัวอสุจิจนถึงรอยเว้าด้านท้ายหัวที่เป็นรอยต่อระหว่าง
หัวอสุจิและล าตัว (ภาพที่ 12) บริเวณล าตัวเป็นส่วนที่ประกอบด้วยไมโตคอนเดรีย (ภาพที่ 13) เมื่อ
น ามาท าการวัดขนาดอสุจิได้ผลดังตารางที่ 3 

 

ตารางท่ี 3 แสดงค่าเฉลี่ยของขนาดตัวอสุจิในน้ าเชื้อโลมาอิรวดี (n = 200) (mean ± SD) 

ความยาว โลมาอิรวดี 1 โลมาอิรวดี 2 โลมาอริวดี 3 เฉลี่ย 

1. ความยาวหัว
(ไมโครเมตร)          

4.37±0.15 4.34±0.14 4.40±0.22 4.37±0.18 

2. ความกว้างหัว 
(ไมโครเมตร)         

1.61±0.13 1.61±0.15 1.62±0.14 1.61±0.14 

3. อัตราส่วนความ
กว้างต่อความยาว 

0.37±0.03 0.37±0.03 0.37±0.02 0.37±0.03 

4. ความยาวหัวถึงหาง
(ไมโครเมตร)          

59.86±3.45 60.46±3.64 59.99±3.31 60.10±3.45 

5. ความยาวหาง
(ไมโครเมตร)          

55.49±3.43 56.12±3.68 55.59±3.24 55.73±3.44 

6. เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วนความยาว
หัวต่อความยาวหัวถึง
หาง  

7.32±0.44 7.21±0.53 7.35±0.46 7.29±0.48 

7. เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วนความยาว
หางต่อความยาวหัวถึง
หาง                  

92.68±0.44 92.79±0.53 92.65±0.46 92.71±0.48 
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ภาพที่ 9  โครงสร้างลักษณะภายนอกของตัวอสุจิตั้งแต่หัวถึงหาง ของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดด้วยก าลังขยาย 2,300 เท่า 

 
ภาพที่ 10 โครงสร้างลักษณะภายนอกของตัวอสุจิในส่วนของหัวที่เชื่อมต่อกับล าตัวแล้วต่อไปถึงส่วน
ของหางของโลมาสายพันธุ์อิรวดี  เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดด้วยก าลังขยาย 
12,000 เท่า 
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ภาพที่ 11 โครงสร้างลักษณะภายนอกของตัวอสุจิในส่วนของหัวจากมุมมองด้านข้าง จะพบว่าส่วนหัว
ของอสุจิจะมีลักษณะเรียวแล้วค่อยๆหนาตัวไปทางด้านท้ายจนถึงรอยเว้าด้านท้ายที่ต่อกับล าตัว และ
ยังเห็นรอยเว้าบริเวณด้านหน้าของส่วนหัว ของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดด้วยก าลังขยาย 20,000 เท่า 

 
ภาพที่ 12 โครงสร้างลักษณะภายนอกของตัวอสุจิในส่วนของหัวจากมุมมองด้านข้าง จะพบว่าส่วนหัว
ของอสุจิจะมีลักษณะเรียวแล้วค่อยๆหนาตัวไปทางด้านท้ายจนถึงรอยเว้าด้านท้ายที่ต่อกับล าตัว และ
จุดที่เป็นรอยต่อระหว่างส่วนล าตัวกับส่วนหาง เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด
ด้วยก าลังขยาย 10,000 เท่า 
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ภาพที่ 13  โครงสร้างลักษณะภายนอกของตัวอสุจิ บริเวณกลางภาพจะเป็นส่วนของล าตัวที่เป็นส่วน
ที่ประกอบด้วยไมโตคอนเดรีย (ค) ซึ่งประกอบด้วยก้อนวงกลมในภาพ และเรายังเห็นจุดที่ต่อกับส่วน
หัว (ก) และส่วนที่ต่อกับหาง (ข) เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดด้วยก าลังขยาย 
30,000 เท่า 

 

 การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน โครงสร้างภายในของอสุจิโลมาสาย
พันธุ์อิรวดี เมื่อน าไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน พบว่าเมื่อตัดตามแนวยาวของตัว
อสุจิ หัวของตัวอสุจิประกอบไปด้วยอะโครโซมและนิวเคลียส โดยอะโครโซมมีลักษณะบางและเรียบ
คลุมบริเวณนิวเคลียสด้านหน้าส่วนหนึ่งไว้  ส่วนของล าตัวมีไมโตคอนเดรียอยู่โดยมีตรงกลางของล าตัว
เป็นเดนส์ไฟเบอร์ แล้วจะเห็นรอยต่อระหว่างส่วนของล าตัวและหาง แบ่งกันค่อนข้างชัดเจน  (ภาพที่ 
14,15,16 และ 18) 

เมื่อน าตัวของตัวอสุจิมาตัดตามขวาง ส่วนหัวของอสุจิส่วนของอะโครโซม มีลักษณะที่บาง จะ
คลุมอยู่ด้านนอกของนิวเคลียส อยู่ค่อนมาทางด้านหน้าของหัวอสุจิ ส่วนของล าตัวของสุจิเมื่อน ามาตัด
ตามขวางแล้วพบว่ามี ตรงกลางประกอบด้วยไมโครทิวบูอยู่ตรงกลาง 2 คู่ล้อมรอบด้วยไมโครทิวบูอีก 
9 คู่ ส่วนรอบนอกล้อมรอบด้วยเดนส์ไฟเบอร์ถัดออกไปล้อมรอบด้วย ไมโตคอนเดรีย ส่วนของหางจะ
พบส่วนของเดนส์ไฟเบอร์ วางตัวอยู่รอบ เอ็กโซนีม เช่นเดียวกับที่พบในส่วนของล าตัวแต่จะไม่พบ               
ไมโตคอนเดรีย (ภาพที่ 15,16,17,18,19 และ20) 
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ภาพที่ 14 โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน แสดงภาพหัวอสุจิที่ตัดขวางล าตัวในส่วนต่างๆ ลูกศร ก,ข และ ค เป็นส่วนด้านหน้าของ
หัวอสุจิจะเห็นว่ามีส่วนของอะโครโซม ติดอยู่ด้านนอกของนิวเคลียส ส่วนลูกศร ง จะเห็นว่ามีส่วนของ
ผิวที่ล้อมรอบนิวเคลียสจะมีส่วนที่นูนขึ้นมา ซึ่งเราจะเห็นจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง
กราดเป็นแถบท่ีคาดตามแนวโค้งบนตัวอสุจิ 

 
ภาพที่ 15 โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน A = อะโครโซม, M = ไมโตคอนเดรีย, D = dense fiber, H = หัว 
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ภาพที่ 16 โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน A = อะโครโซม, M = ไมโตคอนเดรีย, D = dense fiber, H = หัว, Mid = ล าตัว,      
P = postacrosome  

 
ภาพที่ 17 โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน แสดงลักษณะภาพตัดขวางของหาง (principal piece) ของตัวอสุจิ 
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ภาพที่ 18  โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน N = neck, Pi = principle piece, M = ไมโตคอนเดรีย, Mid = ล าตัว,                  
T = terminal piece   

 
ภาพที่ 19 โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน แสดงภาพตัดขวางของตัวอสุจิ ในส่วนของล าตัวกับส่วนของหาง  
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ภาพที่ 20 โครงสร้างภายในตัวอสุจิของโลมาสายพันธุ์อิรวดี เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน
ชนิดส่องผ่าน แสดงภาพตัดขวางของล าตัวอสุจิ ที่ประกอบด้วย D = dense fiber ที่ล้อมรอบด้วย
ส่วนของ M = ไมโตคอนเดรยี 

 

4.2 ย้อมอสุจิด้วยสีปาปานิโคลัว วีธีชอร์ ดิฟฟ์ควิก อีโอซิน โทลูอิดีนบลู วิลเลียม และ           
อีโอซินนิโกรซิน  

4.2.1 สีปาปานิโคลวั  

อสุจิที่ย้อมด้วยปาปานิโคลวั แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีฟูาจางๆ ส่วน 

ของอะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงินเข้ม ส่วนล าตัวจะติดสีแดง และหางแดงจางๆ สามารถเห็น
ลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน (ภาพที่ 21) เมื่อน ามาหาความผิดปกติของตัวอสุจิได้ผล
แสดงในตารางที่ 4 
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ภาพที่ 21 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยสีปาปานิโคลัว ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางที่ 4 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติตัวอสุจิที่ตรวจได้เมื่อย้อมด้วยสีปาปานิโคลัว (n = 6) 
(mean±SD) 

ความผิดปกติของตัวอสุจิ โลมาอิรวดี1 โลมาอิรวดี2 โลมาอิรวดี3 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของอสุจิ 5.50±2.07 13.33±2.73 2.97±0.90 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หัว 2.17±0.75 4.00±1.79 1.10±0.47 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่คอกับล าตัว 1.13±0.24 3.00±1.55 1.07±0.53 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หาง 2.33±1.37 6.33±1.86 0.80±0.54 

 

4.2.2 การย้อมด้วยวิธีชอร์  

อสุจิที่ย้อมด้วยวิธีชอร์ แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีฟูาจางๆ ส่วนของ     
อะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงินเข้ม ส่วนล าตัวจะติดสีแดง และหางติดสีน้ าเงินหรือแดงจางๆ 
สามารถเห็นลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน (ภาพที่ 22) เมื่อน ามาหาความผิดปกติของตัว
อสุจิไดผ้ลแสดงในตารางที่ 5 
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ภาพที่ 22 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยวิธีของชอร์ ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางท่ี 5 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติตัวอสุจิที่ตรวจได้เมื่อย้อมด้วยวิธีของชอร์ (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของตัวอสุจิ โลมาอิรวดี1 โลมาอิรวดี2 โลมาอิรวดี3 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของอสุจิ  6.67±3.33 13.83±5.18 2.33±1.97 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หัว 2.50±1.05 2.10±1.54 0.33±0.52 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่คอกับล าตัว 1.67±1.21 5.97±3.41  0.67±0.52 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หาง 2.50±2.35 5.43±2.88 1.33±1.37 

 

 

4.2.3 การย้อมสีด้วยวิธีดิฟฟ์ควิก 

อสุจิที่ย้อมด้วยดิฟฟ์ควิก แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซม จะติดสีม่วงจางๆ ส่วน 
อะโครโซมส่วนท้าย ส่วนล าตัวและหาง จะติดสีม่วง (ภาพที่ 23) เมื่อน ามาหาความผิดปกติของตัวอสุจิ
ไดผ้ลแสดงในตารางที่ 6 
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ภาพที่ 23 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยสีดิฟฟ์ควิก ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางท่ี 6 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติตัวอสุจิที่ตรวจได้เมื่อย้อมด้วยดิฟฟ์ควิก (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของตัวอสุจิ โลมาอิรวดี1 โลมาอิรวดี2 โลมาอิรวดี3 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของอสุจิ  10.17± 2.32 15.23±6.32 4.67±1.97 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หัว 1.83±0.41 3.97±0.64 1.33±1.37 

 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติท่ีคอกับล าตัว 1.33±0.52 3.63±0.80 1.17±0.75 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หาง 7.00±2.28 7.80±5.87 2.17±1.47 

 

4.2.4 วิธีการย้อมสีอีโอซิน 

อสุจิที่ย้อมด้วยอีโอซิน สามารถใช้บอกถึงความมีชีวิตของอสุจิ โดยดูจากความสมบูรณ์ของ
เยื่อหุ้มอยู่ของเซลล์ อสุจิที่ตายหัวจะติดสีแดงหรือชมพูเข้มจากในภาพที่ 24 จะพบว่าติดสีแดงทั้งตัว  
ส่วนตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตจะไม่ติดสี การสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ไมช่ัดเจน เมื่อน ามาหา
จ านวนตัวเป็นตัวตายของอสุจิได้ผลแสดงในตารางที่ 7 



 

 

44 

 
ภาพที่ 24 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยสี อีโอซิน ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางท่ี 7 การนับจ านวนตัวเป็นตัวตายของอสุจิด้วยสีย้อมอีโอซิน (n = 6) (mean±SD) 

โลมา ตัวตาย (%) ตัวเป็น (%) 

โลมาอิรวดี1  9.57±1.95 90.43±1.95 

โลมาอิรวดี2  19.13±7.94 80.87±7.94 

โลมาอิรวดี3  3.67±1.03 96.33±1.03 

เฉลี่ย 10.79±7.94 89.21±7.94 

 

4.1.5 วิธีการย้อมสีโทลูอิดีนบลู 

อสุจิที่ย้อมด้วยสีโทลูอิดีนบลู สามารถใช้บอกถึงความเสียหายของตัวอสุจิที่เกิดขึ้นกับดีเอ็นเอ 
อสุจิที่เกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอ หัวจะติดสีน้ าเงินเข้มหรือม่วงเข้ม ส่วนตัวที่ปกติจะพบว่าส่วน   
อะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงิน บริเวณส่วนของอะโครโซม จะติดสีฟูาจางๆ การสังเกตลักษณะทาง     
สัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ไม่ชัดเจน (ภาพที่ 25) เมื่อน ามาหาความผิดปกติที่เกิดกับดีเอ็นเอได้ผล
แสดงในตารางที่ 8 
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ภาพที่ 25 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยสีโทลูอิดีนบลู ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางท่ี 8 ความผิดปกติของโครมาติน (Nuclear  chromatin(%)) (n = 6) (mean±SD) 

โลมา เปอร์เซ็นตป์กติ เปอร์เซ็นตผ์ิดปกติ 

โลมาอิรวดี1  97.47±0.90 2.53±0.90 

โลมาอิรวดี2  89.49±3.29 10.51±3.29 

โลมาอิรวดี3  98.33±0.52 1.67±0.52 

 

4.1.6 การย้อมตัวอสุจิด้วยวิธีวิลเลียม  

อสุจิที่ย้อมด้วยวิลเลียม แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีชมพูจางๆ ส่วนของ 
อะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีชมพูหรือแดง ส่วนล าตัวจะติดสีแดงเข้ม และหางติดสีแดง สามารถเห็น
ลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน (ภาพที่ 26) เมื่อน ามาหาความผิดปกติของตัวอสุจิได้ผล
แสดงในตารางที่ 9 
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ภาพที่ 26 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยสีวิลเลียม ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่
ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางท่ี 9 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติตัวอสุจิที่ตรวจได้เมื่อย้อมด้วยสีวิลเลียม (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของตัวอสุจิ โลมาอิรวดี1 โลมาอิรวดี2 โลมาอิรวดี3 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของอสุจิ  2.50±1.87 8.37±2.84 3.57±1.92 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หัว 0.67±0.52 2.07±0.72 1.00±0.63 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่คอกับล าตัว 1.17±1.17 2.10±0.70 1.07±0.64 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หาง 0.67±0.52 4.20±2.30 1.50±0.84 

 

 

4.1.7 การย้อมตัวอสุจิด้วยวิธีอีโอซินนิโกรซิน 

อสุจิที่ย้อมด้วยอีโอซินนิโกรซิน สามารถใช้บอกถึงอสุจิมีชีวิต โดยดูจากความสมบูรณ์ของเยื่อ
หุ้มอยู่ ของเซลล์ อสุจิที่ตายหัวจะติดสีแดงหรือชมพูเข้มจากในภาพที่ 27 ส่วนตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตจะไม่
ติดสี การสังเกตลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ไม่ชัดเจน เมื่อน ามาหาจ านวนตัวเป็นตัวตายของ
อสุจิได้ผลแสดงในตารางที่ 10 

 



 

 

47 

 
ภาพที่ 27 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยอีโอซินนิโกรซิน ศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์
ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางท่ี 10 นับจ านวนตัวเป็นตัวตายของอสุจิด้วยสีย้อมอีโอซินนิโกรซิน (n = 6) (mean±SD) 

โลมา ตัวตาย (%) ตัวเป็น (%) 

โลมาอิรวดี1  2.87±0.55 97.13±0.55 

โลมาอิรวดี2  14.03±6.77 85.97±6.77 

โลมาอิรวดี3  1.23±1.13 98.77±1.13 

เฉลี่ย 6.04±6.94 93.96±6.94 

 

4.1.8 การย้อมตัวอสุจิด้วยวิธีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน 

อสุจิที่ย้อมด้วยฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีม่วง
หรือฟูาจางๆ ส่วนอะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงินหรือม่วงเข้ม ส่วนล าตัวจะติดชมพูหรือสีแดง และ
หางติดสีชมพูหรือแดง สามารถเห็นลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน (ภาพที่ 28) เมื่อน ามา
หาความผิดปกติของตัวอสุจิไดผ้ลแสดงในตารางที่ 11 
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ภาพที่ 28 แสดงลักษณะการติดสีของตัวอสุจิเมื่อย้อมด้วยฮีมาท๊อซิลินอีโอซิน ศึกษาด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 1,000 เท่า 

 

ตารางที่ 11 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติตัวอสุจิที่ตรวจได้เมื่อย้อมด้วยฮีมาท๊อซิลินอีโอซิน (n = 6) 
(mean±SD) 

ความผิดปกติของตัวอสุจิ โลมาอิรวดี1 โลมาอิรวดี2 โลมาอิรวดี3 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของอสุจิ  7.40±5.27 13.33±6.62 8.83±4.40 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หัว 2.73±1.90 3.33±2.66 2.20±1.81 

 เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติท่ีคอกับล าตัว 1.53±0.82 3.83±2.32 2.53±1.53 

เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หาง 3.13±2.58 6.17±2.79 4.10±1.84 

 

จากตารางที่ 12 เปรียบเทียบจ านวนตัวเป็นตัวตายของอสุจิที่ได้ท าการศึกษาจากโลมาทั้ง 3 
ตัวท าการหาจ านวนอสุจิมีชีวิต โดยการย้อมสี 2 ชนิดคือ สีอีโอซิน และสีอีโอซินนิโกรซิน พบว่า
จ านวนตัวเป็นที่วัดได้จากสีอีโอซินนิโกรซิน พบจ านวนตัวเป็นมากกว่า สีอีโอซิน และสีอีโอซิน จะพบ
จ านวนตัวตายของตัวอสุจิมากกว่า สีอีโอซินนิโกรซิน ดังที่แสดงในภาพที่ 29 เมื่อน ามาหา
ความสัมพันธ์พบว่าโลมาอิรวดีตัวที่ 1 และ 3 มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ส่วนโลมา
ตัวที่ 2 ตรวจพบจ านวนอสุจิมีชีวิตไม่แตกต่างกัน และค่าเฉลี่ยของโลมาท้ัง 3 ตัว ตรวจพบจ านวนอสุจิ
มีชีวิตไม่แตกต่างกัน 
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ตารางที่ 12  เปรียบเทียบการตรวจเปอร์เซ็นต์ตัวเป็นตัวตายของตัวอสุจิระหว่างสีอีโอซินและสีอี
โอซินนิโกรซิน (n = 6) (mean±SD) 

โลมา สีย้อม ตัวเป็น 

อิรวดี1 

 

อีโอซิน  90.43±1.95a 

อีโอซินนิโกรซิน  97.13±0.55b 

อิรวดี2 

 

อีโอซิน  80.87±7.94a 

อีโอซินนิโกรซิน  85.97±6.77a 

อิรวดี3 

 

อีโอซิน  96.33±1.03a 

อีโอซินนิโกรซิน  98.77±1.13b 

เฉลี่ย 

 

อีโอซิน  89.21±7.94a 

อีโอซินนิโกรซิน  93.96±6.94a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวตั้งเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p<0.05) 

  
ภาพที่ 29 แสดงเปอร์เซ็นต์จ านวนอสุจิมีชีวิตเปรียบเทียบระหว่างวิธีย้อมด้วยสีอีโอซินและอีโอซิน    
นิโกรซิน (n = 6) 

 

จากตารางที ่13 และภาพท่ี 30 แสดงเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติที่วัดจากโลมาตัวที่ 1 พบว่า
ในโลมาตัวที่ 1 เปอร์เซ็นต์ตัวที่ผิดปกติรวมของสีชอร์ ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซินและดิฟฟ์ควิกได้จ านวนตัว
ผิดปกติท่ีไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ความผิดปกติที่ส่วน หัว พบว่าสีวิลเลียม มี
ความแตกต่างกับสีปาปานิโคลัว, ชอร์ และสีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ส่วน
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ความผิดปกติที่คอและล าตัวผลที่ได้จากสีย้อมทั้ง 5 สี ไม่มีความแตกต่างกัน และความผิดปกติที่ส่วน
หาง พบว่าสีดิฟฟ์ควิก มีเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติแตกต่างกับสีอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)   

 

ตารางที่ 13 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของตัวอสุจิระหว่างสีปาปานิโคลัว ชอร์ ดิฟฟ์ควิก   
วิลเลียม และฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน ของโลมาอิรวดี 1 (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของ 

ตัวอสุจ ิ
ปาปานิโคลัว 

(n = 6) 
ชอร์ 

(n = 6) 
ดิฟฟ์ควกิ 
(n = 6) 

วิลเลยีม 
(n = 6) 

ฮีมาท๊อกซิลิน
อีโอซิน 
(n = 6) 

เปอร์เซ็นต์ความ 

ผิดปกติของอสุจ ิ 
5.5±2.07ab 6.67±3.33bc 10.17±2.32c 2.5±1.87a 7.4±5.27bc 

เปอร์เซ็นต์ความ 

ผิดปกติที่หัว 
2.17±0.75b 1.83±1.05b 1.83±0.41ab 0.67±0.52a 2.73±1.9b 

 เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่คอกับล าตัว 1.13±0.24a 1.67±1.21a 1.33±0.52a 1.17±1.17a 1.53±0.82a 

เปอร์เซ็นต์ความ 

ผิดปกติที่หาง 
2.33±1.37ab 2.5±2.35ab 7±2.28c 0.67±0.52a 3.13±2.58b 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 
ภาพที่ 30 แสดงความผิดปกติของอสุจิ (head = ความผิดปกติที่หัวอสุจิ, neck/midpiece = ความ
ผิดปกติที่คอหรือล าตัว, tail = ความผิดปกติที่หาง) จากโลมาอิรวดี 1 ที่วัดได้จากการย้อมสีต่างๆ
(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, diff = สีดิฟฟ์ควิก, William = สีวิลเลียม, H&E =            
สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน) 
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จากตารางที่ 14 และภาพที่ 31 แสดงเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติที่วัดจากโลมาตัวที่ 2 พบว่า
ในโลมาตัวที่ 2 เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติรวม ที่วัดได้จากสีดิฟฟ์ควิกมีความแตกต่างกับเปอร์เซ็นต์
ความผิดปกติที่วัดได้จากสีอ่ืนๆ อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)  และความผิดปกติที่ส่วนหัวและหาง ทุกสี
ไม่มีความแตกต่างกัน ส่วนคอและล าตัวสีชอร์มีเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติแตกต่างกับสีวิลเลียมและสี 
ปาปานิโคลัวอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)   

 

ตารางที่ 14 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของตัวอสุจิระหว่างสีปาปานิโคลัว ชอร์ ดิฟฟ์ควิก  
วิลเลียม และฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน ของโลมาอิรวดี 2 (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของตัว
อสุจ ิ

ปาปานิโคลัว 
 

ชอร์ 
 

ดิฟฟ์ควกิ 
 

วิลเลยีม 
 

ฮีมาท๊อกซิลิน 
อีโอซิน 

เปอร์เซ็นต์ความ 

ผิดปกติของอสุจ ิ 
13.33±2.73ab 13.83±5.18ab 15.23±6.32b 8.37±2.84a 13.33±6.62ab 

เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่หัว 

4±1.79a 2.1±1.54a 3.97±0.64a 2.07±0.72a 3.33±2.66a 

 เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่คอกับล าตัว 

3±1.55a 5.97±3.41b 3.63±0.8ab 2.1±0.7a 3.83±2.32ab 

เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่หาง 

6.33±1.86a 5.43±2.88a 7.8±5.87a 4.2±2.3a 6.17±2.79a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 
ภาพที่ 31 แสดงความผิดปกติของอสุจิ (head = ความผิดปกติที่หัวอสุจิ , neck/midpiece = ความ
ผิดปกติที่คอหรือล าตัว , tail = ความผิดปกติที่หาง) จากโลมาอิรวดี 2 ที่วัดได้จากการย้อมสีต่างๆ

0

5

10

15

20

25

pap shorr diff william H&E

เป
อร

์เซ
็นต

์คว
าม

ผิด
ปก

ติ 

sperm abnormality(%)

head

 neck/ midpiece

tail



 

 

52 

(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, diff = สีดิฟฟ์ควิก, William = สีวิลเลียม, H&E =            
สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน) (n = 6) 

 

จากตารางที่ 15 และภาพที่ 32 แสดงเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติท่ีวัดจากโลมาตัวที่ 3 พบว่า
ในโลมาตัวที่ 3 มีเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติรวม ความผิดปกติที่คอ ล าตัว และความผิดปกติที่ส่วน
หาง พบว่าสีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซินย้อมพบจ านวนตัวอสุจิผิดปกติมากที่สุดและมีความแตกต่างกับสี
อ่ืนๆอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) (ภาพที่ 32) ส่วนความผิดปกติที่ส่วนหัวจะมีเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติ
ที่ส่วนหัว แตกต่างกับสีชอร์อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 

ตารางที่ 15 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของตัวอสุจิระหว่างสีปาปานิโคลัว ชอร์ ดิฟฟ์ควิก  
วิลเลียม และฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน ของโลมาอิรวดี 3 (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของตัว
อสุจ ิ

ปาปานิโคลัว 
 

ชอร์ 
 

ดิฟฟ์ควกิ 
 

วิลเลยีม 
 

ฮีมาท๊อกซิลิน 
อีโอซิน 

เปอร์เซ็นต์ความ 

ผิดปกติของอสุจ ิ 
2.97±0.9a 2.33±1.97a 4.67±1.97a 3.57±1.92a 8.83±4.4b 

เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่หัว 

1.1±0.47ab 0.33±0.52a 1.33±1.37ab 1±0.63ab 2.2±1.81b 

 เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่คอกับล าตัว 

1.07±0.53a 0.67±0.52a 1.17±0.75a 1.07±0.64a 2.53±1.53b 

เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่หาง 

0.8±0.54a 1.33±1.37a 2.17±1.47a 1.5±0.84a 4.1±1.84a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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ภาพที่ 32 แสดงความผิดปกติของอสุจิ (head = ความผิดปกติที่หัวอสุจิ , neck/midpiece = ความ
ผิดปกติที่คอหรือล าตัว , tail = ความผิดปกติที่หาง)จากโลมาอิรวดี 3 ที่วัดได้จากการย้อมสีต่างๆ
(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, diff = สีดิฟฟ์ควิก, William = สีวิลเลียม, H&E =  สีฮีมาท๊
อกซิลินอีโอซิน) (n = 6) 

 

จากตารางที่ 16 และภาพที่ 33 แสดงเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติที่ตรวจจากโลมาตัวทั้ง 3 
ตัวพบว่า เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ผิดปกติรวมที่วัดได้จากสีวิลเลียม มีความแตกต่างกับสีฮีมาท๊อกซิลิน    
อีโอซิน และสีดิฟฟ์ควิก อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่หัว สีวิลเลียมมีความ
ผิดปกติแตกต่างกับสีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซินอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่คอ
และล าตัว สีวิลเลียมมีเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติแตกต่างกับสีชอร์อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) และ
เปอร์เซ็นต์ความผิดปกติที่ส่วนหาง พบว่าสีวิลเลียมมีเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติแตกต่างกับสีดิฟฟ์ควิก 
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05)   
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ตารางที่ 16 เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ความผิดปกติของตัวอสุจิระหว่างสีปาปานิโคลัว ชอร์ ดิฟฟ์ควิก  
วิลเลียม และฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน ของโลมาอิรวดีทั้ง 3 ตัวเฉลี่ยกัน (n = 6) (mean±SD) 

ความผิดปกติของ 

ตัวอสุจ ิ
ปาปานิโคลัว ชอร์ ดิฟฟ์ควกิ วิลเลยีม 

ฮีมาท๊อกซิลิน 
อีโอซิน 

เปอร์เซ็นต์ความ 

ผิดปกติของอสุจ ิ 

7.26±4.91ab 7.61±6.01ab 10.02±5.85b 4.81±3.37a 9.86±5.79b 

เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่หัว 

2.42±1.64bc 1.64±1.43ab 2.38±1.45bc 1.24±0.85a 2.76±2.08c 

 เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่คอกับล าตัว 

1.73±1.29ab 2.77±3.09b 2.04±1.33ab 1.44±0.95a 2.63±1.84ab 

เปอร์เซ็นต์ความ
ผิดปกติที่หาง 

3.16±2.72ab 3.09±2.79ab 5.66±4.34c 2.12±2.06a 4.47±2.63bc 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกัน
อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 
ภาพที่ 33 แสดงความผิดปกติของอสุจิ (head = ความผิดปกติที่หัวอสุจิ , neck/midpiece = ความ
ผิดปกติที่คอหรือล าตัว , tail = ความผิดปกติที่หาง) จากโลมาอิรวดีทั้ง 3 ตัวรวมกัน ที่วัดได้จากการ
ย้อมสีต่างๆ (pap = สีปาปานิโคลัว , shorr = สีชอร์ , diff = สีดิฟฟ์ควิก , William = สีวิลเลียม 
,H&E = สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน) (n = 6) 
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จากตารางที่ 17 เปรียบเทียบความยาวของหัวอสุจิโลมาอิรวดี 1 จาก 7 สีย้อมเปรียบเทียบ
กับผลจากการวัดขนาดจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (SEM) ได้แก่ สีย้อมดิฟฟ์ควิก    
ปาปานิโคลัว ชอร์ วิลเลียม ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน โทลูอิดีนบลู และอีโอซิน พบว่าส่วนของความยาวหัว 
ทั้ง 7 สีย้อมมีความยาวแตกต่างกับ SEM ทุกสีย้อมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) ความกว้างหัว ไม่มี
ความยาวแตกต่างกับสีย้อมดิฟฟ์ควิก ปาปานิโคลัว ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน โทลูอิดีนบลู และอีโอซิน 
อัตราส่วนความกว้างหัวต่อความยาวไมม่ีความแตกต่างกับสีวิลเลียม ปาปานิโคลัว และชอร์ ความยาว
หัวถึงหางและความยาวหางมีความยาวต่างกับความยาวที่วัดได้จากสีสีย้อมดิฟฟ์ควิก ปาปานิโคลัว    
วิลเลียม ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน โทลูอิดีนบลู และอีโอซิน อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วนความยาวหัวต่อความยาวหัวถึงหาง มีความแตกต่างกับทุกสีย้อมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
และเปอร์เซ็นต์อัตราส่วนความยาวหางต่อความยาวหัวถึงหางไม่มีความแตกต่างกับสีดิฟฟ์ควิก และ สี
วิลเลียม (ตารางที่ 18) 
 
ตารางที่ 17 สรุปรวมค่าเฉลี่ยของขนาดตัวอสุจิที่ได้จากการย้อมสีแล้วท าการวัดขนาด ในโลมาอิรวดี
ทั้ง 3 ตัว (mean±SD) 

 ความยาวหัว 

(ไมโครเมตร) 

ความกว้างหัว 

(ไมโครเมตร) 

อัตราส่วน
ความกว้างต่อ

ความยาว 

ความยาวหัว
ถึงหาง 

(ไมโครเมตร) 

ความยาวหาง 

(ไมโครเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน
ความยาว

หัวต่อความ
ยาวหัวถึงหาง 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน

ความยาวหาง
ต่อความยาว
หัวถึงหาง 

Pap 

(n = 500) 

4.68±0.52b 1.66±0.17bc 0.36±0.06bc 50.06±5.14a 45.38±5.16a 9.46±1.52d 90.54±1.52b 

Shorr 

(n = 500) 

4.92±0.42c 1.76±0.23d 0.36±0.05bc 59.63±5.48d 55.57±5.57d 6.86±2.51c 93.14±2.51c 

Diff 

(n = 500) 

5.03±0.39d 1.58±0.37a 0.31±0.08a 62.42±6.74e 57.39±6.78e 8.16±1.09bc 91.84±1.09cd 

Eosin 

(n = 500) 

5.51±0.56f 1.67±0.19c 0.31±0.04a 53.93±5.34c 48.42±5.22c 10.29±1.27e 89.71±1.27a 

TB 

(n = 500) 

4.72±0.42b 1.6±0.23ab 0.34±0.06b NA NA NA NA 

William 

(n = 500) 

5.22±0.48e 1.84±0.31e 0.36±0.07bc 65.60±2.93f 60.38±2.89f 7.96±0.77b 92.04±0.77d 

H&E 

(n = 500) 

4.83±0.33c 1.66±0.21abc 0.34±0.04b 51.88±4.02b 47.05±4.04b 9.37±1.00d 90.63±1.00b 

SEM 

(n = 200) 

4.37±0.18a 1.61±0.14bc 0.37±0.03c 60.10±3.45d 55.73±3.44d 7.29±0.48a 92.71±0.48d 
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(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, Diff = สีดิฟฟ์ควิก, Eosin = อีโอซิน, TB = โทลูอิดีนบลู, 
William = สีวิลเลียม, H&E = สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน, SEM = วัดความยาวจากกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด) 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวตั้งเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 

ตารางที่ 18 ความแตกต่างของขนาดตัวอสุจิที่วัดได้จากการย้อมสีเปรียบเทียบกับขนาดตัวอสุจิที่วัด
ไดจ้ากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด 

 

ค่าที่ใช้เปรียบเทียบ 
ปาปานิโคลวั ชอร ์ ดิฟฟ์ควิก อีโอซิน 

โทลูอิ    
ดีนบลู 

ฮีมาท๊อกซิลิน 
อีโอซิน 

วิลเลียม 

1. ความยาวหวั  - - - - - - - 

2. ความกวา้งหัว  √ - - √ √ √ - 

3. อัตราส่วนความกวา้ง
ต่อความยาวหวั 

√ √ - - - - √ 

4. ความยาวหวัถึงหาง          - √ - - - - - 

5. ความยาวหาง  - √ - - - - - 

6. เปอร์เซ็นต์อัตราส่วน
ความยาวหวัต่อความยาว
หัวถึงหาง  

- - - - - - - 

7. เปอร์เซ็นต์อัตราส่วน
ความยาวหางต่อความ
ยาวหัวถึงหาง                  

- - √ - - - √ 

หมายเหตุ สัญลักษณ์ √ แสดงว่าขนาดอสุจิที่วัดได้จากการย้อมสีไม่มีความแตกต่างกับขนาด
ทีว่ัดได้จากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด 
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บทที่ 5  
อภิปรายผลการวิจัย ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

5.1.1 การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อและประเมินคุณภาพน้ าเชื้อโลมาอิรวดี  

การทดลองนี้มีการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อของโลมาอิรวดี ซึ่งเป็นครั้งแรกที่มีการเก็บตัวอย่าง
น้ าเชื้อจากโลมาอิรวดีด้วยวิธีกระตุ้นด้วยมือ ซึ่งเป็นวิธีการเก็บที่พัฒนามาเพ่ือใช้ในการเก็บน้ าเชื้อ
โลมาในสถานที่เลี้ยง ในปัจจุบันมีการใช้วิธีการเก็บตัวอย่างนี้ในโลมา 5 สายพันธุ์ คือ โลมาปากขวด
(bottlenose และ indo-pacific bottlenose) โลมาแปซิฟิกไวด์ไซด์ วาฬเบลูก้า วาฬเพชฌฆาต
(Robeck et al., 2003; Robeck et al., 2004; Robeck et al., 2005; O'Brien et al., 2008; 
Robeck et al., 2009; Yuen et al., 2009) ซึ่งจากการทดลองนี้ท าให้ปัจจุบันนี้มีการเก็บตัวอย่าง
น้ าเชื้อได้ส าเร็จในโลมาอิรวดี เป็นสายพันธุ์ที่ 6    

คุณภาพน้ าเชื้อที่เก็บได้จากโลมาอิรวดีด้วยวิธีกระตุ้นด้วยมือ พบว่าปริมาตรน้ าเชื้อที่เก็บได้
ประมาณ 3.42 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 7.5 ความเข้มข้นของตัวอสุจิประมาณ 1,440 ล้านตัว
ต่อมิลลิลิตร เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของอสุจิประมาณ 72% ค่าออสโมลาลิตี้ประมาณ 357 พบว่า
ปริมาตรของอสุจิที่เก็บได้มีความแตกต่างกันทุกๆสายพันธุ์ ค่าความเป็นกรดด่างใกล้เคียงกับสายพันธุ์
ปากขวด (Tursiops truncates) คือ 7.6 ความเข้มข้นของตัวอสุจิมีความเข้มข้นมากกว่าทุกๆสาย
พันธุ์ เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของอสุจิมีการเคลื่อนไหวที่ดีกว่าวาฬเบลูก้าและโลมาปากขวด
(Tursiops truncates) แต่ด้อยกว่าเมื่อเทียบกับพันธุ์ปากขวด วาฬเพชฌฆาต และโลมาแปซิฟิกไวท์
ไซด์ ส่วนค่าออสโมลาลิตี้ของน้ าเชื้อมีความใกล้เคียงกับในสายพันธุ์เบลูก้า คือประมาณ 356    
mOsmol/kg (Robeck et al., 2003; Robeck et al., 2004; Robeck et al., 2005; O'Brien et 
al., 2008; Robeck et al., 2009; Yuen et al., 2009) 

เมื่อศึกษาขนาดและรูปร่างตัวอสุจิทางจุลกายวิภาค ด้วยจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด
พบว่า รูปร่างของตัวอสุจิมีลักษณะ พบว่าหัวของอสุจิมีลักษณะทรงรีแบนและมีหางยาว ตรงส่วนหน้า
ของอสุจิมีลักษณะเรียว มีรอยเว้าลงไป ตรงขอบรอบรอยเว้าจะเรียบจนถึงกลางตัวอสุจิโดยมีรอยนูน
เป็นลายด้านบนโค้งไปบนตัวอสุจิ เมื่อมองจากด้านข้างมีลักษณะเรียวแหลมส่วนหน้ามีลักษณะบาง
และค่อยๆหนาตัวไปทางด้านท้ายหัวอสุจิจนถึงรอยเว้าด้านท้ายหัวที่เป็นรอยต่อระหว่างหัวอสุจิและ
ล าตัว พบว่าลักษณะโดยรวมคล้ายคลึงกับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมส่วนใหญ่ (Downing Meisner et al., 
2005) และมีลักษณะรูปร่างใกล้เคียงกับโลมาและวาฬที่อยู่ในตระกูลเดียวกันแต่ก็มีความแตกต่างกับ
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ในโลมาและวาฬสายพันธุ์อ่ืนๆ บางสายพันธุ์เช่น วาฬเพชฌฆาต ที่มีลักษณะของหัวอสุจิที่มีลักษณะ
เป็นพัดญี่ปุุน (Kita et al., 2001)   

ท าการวัดขนาดของอสุจิโลมาอิรวดีพบว่า ความยาวหัวถึงหางยาวประมาณ 60.10±3.45 
ไมโครเมตร หัวอสุจิยาวประมาณ 4.37±0.18 ไมโครเมตรความยาวของหัวอสุจิของโลมาอิรวดี มี
ความใกล้เคียงกับโลมาและวาฬที่อยู่ ในวงศ์ delphinidae ได้แก่ โลมาธรรมดาชนิดปากยาว
(common dolphin) (ประมาณ 4.29 ไมโครเมตร) โลมาปากขวด (ประมาณ 4.41 ไมโครเมตร) 
(Kita et al., 2001; Plön and Bernard, 2006)  และใกล้เคียงกับสัตว์อีกชนิดหนึ่งที่ไม่ได้อยู่ในกลุ่ม
วาฬและโลมาคือ ฮิปโป (Hippopotamus amphibiousc) (ประมาณ 4.3-5 ไมโครเมตร) (Downing 
Meisner et al., 2005)  แต่ก็เป็นสัตว์ที่ถูกจัดว่ามีความสัมพันธ์ทางวิวัฒนาการที่ใกล้เคียงกันกับสัตว์
ในกลุ่มโลมาและวาฬ (Berta et al., 2005) ส่วนโลมาที่อยู่ในวงศ์ Phocoenidae มีความยาวหัวสั้น
กว่าโลมาอิรวดี (ประมาณ 3.58-3.98 ไมโครเมตร) (Kita et al., 2001; Plön and Bernard, 2006)   

 หัวอสุจิของโลมาอิรวดีกว้างประมาณ 1.61±0.14 ไมโครเมตร ความกว้างของหัวอสุจิ
โลมาอิรวดี มีความกว้างของหัวน้อยกว่าโลมาและวาฬ(โลมาและวาฬที่อยู่ในวงศ์ delphinidae หัว
อสุจิมีความกว้างประมาณ 1.96-3.88 ไมโครเมตร (Kita et al., 2001) และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมชนิด
อ่ืนๆ ประมาณ 2.6-4.8 ไมโครเมตร (Downing Meisner et al., 2005)   

  อัตราส่วนความกว้างต่อความยาวของอสุจิโลมาอิรวดี 0.37±0.03 หางตัวอสุจิยาวประมาณ 
55.73±3.44 ไมโครเมตร ความยาวหางของตัวอสุจิของโลมาอิรวดี มีความยาวน้อยกว่า โลมาและวาฬ
ที่อยู่ในวงศ์ delphinidae ที่ยาวประมาณ 64.98 - 70.01 ไมโครเมตร และวงศ์ Phocoenidae ที่
ยาวประมาณ 56.50 - 59.14 ไมโครเมตร แต่ก็มีความยาวมากกว่าวาฬในวงศ์ Balaenopteridae 
(วาฬ บรูด้า) ที่ยาวประมาณ 56.50 - 59.14 ไมโครเมตร และวาฬในวงศ์ Ziphiidae (Baird’s 
beaked whale) ที่ยาวประมาณ 47.32 ไมโครเมตร (Kita et al., 2001)  

เปอร์เซ็นต์อัตราส่วนความยาวหัวต่อความยาวหัวถึงหาง 7.29±0.48 เปอร์เซ็นต์  เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วนความยาวหัวต่อความยาวหัวถึงหาง มีเปอร์เซ็นต์มากกว่ากลุ่มโลมาและวาฬที่อยู่ในวงศ์ 
delphinidae (ประมาณ 6.02 - 6.30 เปอร์เซ็นต์) วงศ์ Phocoenidae (ประมาณ 5.71 – 6.59 
เปอร์เซ็นต์) และ วาฬในวงศ์ Balaenopteridae ( ประมาณ 6.84 เปอร์เซ็นต์) แต่น้อยกว่าวาฬใน
วงศ ์Ziphiidae (ประมาณ 8.45 เปอร์เซ็นต)์ (Kita et al., 2001)  

อัตราส่วนความยาวหางต่อความยาวหัวถึงหาง 92.71±0.48 เปอร์เซ็นต์  อัตราส่วนความยาว
หางต่อความยาวหัวถึงหาง มีเปอร์เซ็นต์น้อยกว่า โลมาและวาฬที่อยู่ในวงศ์ delphinidae (ประมาณ 
93.86 – 94.03 เปอร์เซ็นต์) วงศ์ Phocoenidae (ประมาณ 93.41 – 94.29 เปอร์เซ็นต์) และวาฬใน
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วงศ์ Balaenopteridae (ประมาณ 93.16 เปอร์เซ็นต์) แต่มากกว่าวาฬในวงศ์ Ziphiidae (ประมาณ 
91.55 เปอร์เซ็นต์ ) (Kita et al., 2001) 

การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน โครงสร้างภายในของอสุจิโลมาสาย
พันธุ์อิรวดี มีองค์ประกอบภายในเหมือนกับโลมาและวาฬทั่วไป จะมีแตกต่างก็มีต่างกับในวาฬ
เพชฌฆาต ที่ต่างกันที่ลักษณะภายนอก ส่วนของหัวจะมีขนาดใหญ่ ตามที่สามารถดูได้จากกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Miller et al., 2002)  

5.1.2 การย้อมสีเพ่ือศึกษาคุณลักษณะของสีย้อมดิฟฟ์ควิก ปาปานิโคลัว ชอร์ วิลเลียม                  
ฮีมาท๊อกซิลิน อีโอซิน อีโอซิน และอีโอซินนิโกรซิน 

 อสุจิที่ย้อมด้วยวิธีดิฟฟ์ควิก บริเวณส่วนของอะโครโซม จะติดสีม่วงจางๆ และติดสีม่วงเข้มที่
ส่วนของอะโครโซมส่วนท้าย ล าตัวและหางแม้ว่าคุณภาพของการย้อมสีจะมีความชัดเจนที่น้อยกว่า
เมื่อเทียบกับการย้อมปาปานิโคลัว การย้อมเพ่ือใช้ดูสัณฐานวิทยาของอสุจิด้วยวิธีดิฟฟ์ควิก จะย้อมได้
ง่ายกว่า 

สรุปข้อดีของการย้อมดิฟฟ์ควิก ไดด้ังนี้ 

ก) ระยะเวลาที่ใช้ย้อมจนถึงพร้อมอ่านผลใช้เวลาน้อย 

ข) สีย้อมมีจ าหน่ายในเชิงพาณิชย์มีการควบคุมคุณภาพของสีย้อม 

ค) ความสะดวกในการปฏิบัติงานที่สามารถท าซ้ าโดยไม่ต้องมีประสบการณ์ มีความน่าเชื่อถือ
ในการวิเคราะหค์ุณภาพอสุจิ (Kruger et al., 1987)  

 จากการศึกษาคุณสมบัติของสีย้อมพบว่าการเปลี่ยนแปลงองค์ประกอบทางเคมีของสีย้อม 
เหนี่ยวน าให้เกิด การเปลี่ยนแปลงของลักษณะภายนอกของตัวอสุจิ ในที่นี้คือการพบลักษณะหางงอ
มากขึน้ซึ่งสัมพันธ์กบัผลการทดลองท่ีพบความผิดปกติท่ีหางมากขึ้น (Root Kustritz et al., 1998)  

ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซินส่วนใหญ่นิยมใช้ท าการตรวจทางเซลล์วิทยา ใช้ในการตรวจดูว่ามีเซลล์
อ่ืนๆปนเปื้อนมาในน้ าเชื้อด้วยหรือไม่ (Allery et al., 2001) การตรวจเซลล์ที่ปนเปื้อนในน้ าเชื้อ เป็น
การย้อมเพ่ือตรวจดูเซลล์ที่ปะปนมาในน้ าเชื้อ เช่น เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาว และเซลล์
อ่ืนๆ  

วิธีย้อมวิลเลียม ใช้ในการตรวจรูปร่างของอสุจิ การตรวจความผิดปกติของตัวอสุจิที่ส่วนหัว   
มักนิยมย้อมสีโดย ซึ่งจะท าให้พบความผิดปกติของตัวอสุจิได้ชัดเจน (Aksoy et al., 2012)  

การศึกษาขนาดความแตกต่างของหัวอสุจิมนุษย์ โดยใช้สีย้อมดิฟฟ์ควิก ปาปานิโคลัว และ 
สเปิร์มบลู (Sperm blue) เทียบกับอสุจิที่ไม่ได้ย้อมสี พบว่าขนาดของอสุจิที่ได้จากสีย้อมดิฟฟ์ควิก มี
ขนาดใหญ่กว่า ลักษณะหัวอสุจิบวมกว่า เมื่อเทียบกับสีปาปานิโคลัว และสเปิร์มบลู และพบว่าสี     
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ปาปานิโคลัว มีขนาดตัวอสุจิหดเล็กลง กว่าสีดิฟฟ์ควิก ,สเปิร์มบลู และอสุจิที่ไม่ได้ย้อมสี ส่วนขนาด
ของ สเปิร์มบลู ไม่มีความแตกต่างกับอสุจิที่ไม่ได้ย้อมสีอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งความแตกต่างที่
เกิดขึ้นอาจเกิดขึ้นจากความแตกต่างของระดับออสโมลาลิตี้ที่อยู่ในน้ าเชื้อกับสีย้อม หรือสารที่ใช้ตรึง
ตัวอสุจิ ที่อยู่ในขั้นตอนการย้อมของสีย้อมดิฟฟ์ควิก และปาปานิโคลัว แต่น้ าเชื้อที่ท าการศึกษาอาจมี
ค่าออสโมลาลิตี้ที่ใกล้เคียงกับสเปิร์มบลู (Maree et al., 2010) ซึ่งขนาดตัวอสุจิที่แตกต่างกันไม่ได้
ส่งผลกับความผิดปกติที่ศึกษาเนื่องจากหากเกิดความผิดปกติที่หัวเช่น หัวมีขนาดใหญ่ขึ้นก็เป็นการ
เทียบกับในสีนั้นๆ ไม่ได้น าไปเทียบกับตัวอสุจิที่ได้จากการย้อมสีอ่ืนๆ ซึ่งการศึกษานี้ศึกษาแค่ในส่วน
หัวของอสุจิ แต่ในการศึกษาอ่ืนพบว่าความแตกต่างของค่าออสโมลาลิตี้ ที่อยู่ในน้ าเชื้อ สีย้อม และ
สารที่ใช้ตรึงอสุจิ สามารถท าให้เกิดความผิดปกติที่ส่วนหางของอสุจิได้มากขึ้น เช่น ท าให้เกิดหางงอได้
มากขึ้น (Root Kustritz et al., 1998) 

อีโอซิน และ อีโอซินนิโกรซิน มีการศึกษาการใช้อีโอซิน กับการใช้ อีโอซินนิโกรซิน พบว่า
ระยะเวลาในการสัมผัส กับ อีโอซิน และระดับการเจือจางส่งผลต่อปริมาณอสุจิมีชีวิต (Viability) ซึ่ง
ส่งผลให้ สีอีโอซินมีผลบวกเทียมมากขึ้น ซึ่งน่าจะเกิดจากระดับของ ออสโมลาลิตี้ ซึ่งในสีอีโอซินมี
ระดับออสโมลาลิตี้ที่ต่ า ในภายหลัง WHO จึงแนะน าให้ใช้ในการศึกษา viability ของอสุจิโดยวิธี อี
โอซินนิโกรซินมากกว่า (Björndahl et al., 2004) เนื่องจากง่ายต่อการปฏิบัติมีขั้นตอนที่น้อย แต่
ไม่ได้แนะน าให้ใช้สองข้ันตอนคือแยกสี อีโอซิน และสีนิโกรซิน แนะน าให้ใช้เป็นขั้นตอนเดียวคือ ให้ใช้
สีอีโอซินและสีนิโกรซินรวมกัน (Björndahl et al., 2004) 

โทลูอิดีนบลู มีความสามารถจับกับกลุ่มฟอสเฟตที่ประกอบอยู่ในสายดีเอ็นเอ ซึ่งจะจับได้เมื่อ
มีการคลายตัวหรือมีความผิดปกติที่เกิดขึ้นกับดีเอ็นเอ ซึ่งมีการศึกษาพบว่าตัวอสุจิที่มีการติดสีน้ าเงิน
เข้มสูงขึ้นหมายถึงเกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอในตัวอสุจิ (Nabi et al., 2013; Sasikumar and 
Dakshayani, 2013)  

 

5.2 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

5.2.1 สามารถเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อจากโลมาอิรวดี โดยใช้วิธีการฝึกโลมาเพ่ือให้ท าการหลั่ง
น้ าเชื้อลงภายในภาชนะที่ใช้เก็บตัวอย่าง การเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อและการฝึก สภาพแวดล้อมมีผลกับ
การเก็บตัวอย่าง เช่น ฤดูกาล อุณหภูมิน้ า สภาพอากาศ ความเครียดของตัวสัตว์ ปัจจัยทางฮอร์โมน
เทสโทสเทอโรนในตัวโลมาอิรวดี  ซึ่งท าให้ไม่สามารถเก็บตัวอย่างได้ หรือได้ตัวอย่างน้ าเชื้อที่มี
คุณภาพที่ลดลง ซึ่งต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติม  
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5.2.2 ระหว่างท าการฝึกโลมา เพ่ือท าการเก็บตัวอย่างน้ าเชื้อมีช่วงเวลาที่ไม่สามารถเก็บ
ตัวอย่างได้ หรือได้คุณภาพน้ าเชื้อที่ลดลง ซึ่งอาจเป็นผลของช่วงฤดูผสมพันธุ์ในโลมาอิรวดี ซึ่งยังไม่มี
ใครท าการศึกษา จึงควรท าการศึกษาเพ่ิมเติม  

5.2.3 ได้ค่าคุณภาพน้ าเชื้อโลมาอิรวดีเพ่ือใช้เป็นค่าอ้างอิงเบื้องต้น ดังนี้ 

ปริมาตรน้ าเชื้อที่เก็บได้เฉลี่ย  3.42±0.49 มิลลิลิตร  

ค่าความเป็นกรดด่าง   7.5  

ความเข้มข้นของตัวอสุจิ   1,440±586.79 ล้านตัวต่อมิลลิลิตร  

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของอสุจิ  72±3 

ค่าออสโมลาลิตี้   357±7.07 mOsmol/kg 

5.2.4 ทราบถึงลักษณะทางจุลกายวิภาค ของอสุจิโลมาอิรวดี พบว่าหัวของอสุจิมีลักษณะทรง
รีแบนและมีหางยาว ตรงส่วนหน้าของอสุจิมีลักษณะเรียว มีรอยเว้าลงไป ตรงขอบรอบรอยเว้าจะ
เรียบจนถึงกลางตัวอสุจิโดยมีรอยนูนเป็นลายด้านบนโค้งไปบนตัวอสุจิ เมื่อมองจากด้านข้างมีลักษณะ
เรียวแหลมส่วนหน้ามีลักษณะบางและค่อยๆหนาตัวไปทางด้านท้ายหัวอสุจิจนถึงรอยเว้าด้านท้ายหัวที่
เป็นรอยต่อระหว่างหัวอสุจิและล าตัว  

ส่วนโครงสร้างภายในของอสุจิโลมาสายพันธุ์อิรวดี พบว่าเมื่อตัดตามแนวยาวของตัวอสุจิ หัว
ของตัวอสุจิประกอบไปด้วยอะโครโซมและนิวเคลียส โดยอะโครโซมมีลักษณะบางและเรียบคลุม
บริเวณนิวเคลียสด้านหน้าส่วนหนึ่งไว้  ส่วนของล าตัวมีไมโตคอนเดรียอยู่โดยตรงกลางของล าตัวเป็น
เดนส์ไฟเบอร ์แล้วจะเห็นรอยต่อระหว่างส่วนของล าตัวและหาง แบ่งกันค่อนข้างชัดเจน 

เมื่อน าตัวของตัวอสุจิมาตัดตามขวาง ส่วนหัวของอสุจิส่วนของอะโครโซม มีลักษณะที่บาง จะ
คลุมอยู่ด้านนอกของนิวเคลียส อยู่ค่อนมาทางด้านหน้าของหัวอสุจิ ส่วนของล าตัวของสุจิเมื่อน ามาตัด
ตามขวางแล้วพบว่ามี ตรงกลางประกอบด้วยไมโครทิวบูอยู่ตรงกลาง 2 คู่ล้อมรอบด้วยไมโครทิวบูอีก 
9 คู่ ส่วนรอบนอกล้อมรอบด้วยเดนส์ไฟเบอร ์ถัดออกไปล้อมรอบด้วย ไมโตคอนเดรีย ส่วนของหางจะ
พบส่วนของเดนส์ไฟเบอร์ วางตัวอยู่รอบ เอ็กโซนีม เช่นเดียวกับที่พบในส่วนของล าตัวแต่จะไม่พบไม
โตคอนเดรีย 

5.2.5 ทราบถึงคุณสมบัติการติดสีอสุจิโลมาอิรวดี 

สีที่เหมาะส าหรับใช้ในการศึกษาลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิคือสี  ปาปานิโคลวั ชอร์         
ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน วิลเลียม และ ดิฟฟ์ควิก  

อสุจิที่ย้อมด้วยปาปานิโคลวั และ ชอร์ แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีฟูา

จางๆ ส่วน ของอะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงินเข้ม ส่วนล าตัวจะติดสีแดง และหางแดงจางๆ 
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สามารถเห็นลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน แต่สีปาปานิโคลวั และ ชอร์ เป็นสีที่ใช้

ระยะเวลาในการย้อมที่นานและมีขั้นตอนและสารเคมีที่ใช้มากกว่าวิธีอ่ืนๆ 

อสุจิที่ย้อมด้วยฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีม่วง
หรือฟูาจางๆ ส่วนอะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงินหรือม่วงเข้ม ส่วนล าตัวจะติดชมพูหรือสีแดง และ
หางติดสีชมพูหรือแดง สามารถเห็นลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน 

อสุจิที่ย้อมด้วยวิลเลียม แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซมจะติดสีชมพูจางๆ ส่วนของ 
อะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีชมพูหรือแดง ส่วนล าตัวจะติดสีแดงเข้ม และหางติดสีแดง สามารถเห็น
ลักษณะสัณฐานวิทยาของตัวอสุจิได้ชัดเจน 

 อสุจิที่ย้อมด้วยดิฟฟ์ควิก แสดงให้เห็นว่าบริเวณส่วนของอะโครโซม จะติดสีม่วงจางๆ ส่วน 
อะโครโซมส่วนท้าย ส่วนล าตัวและหาง จะติดสีม่วง เป็นสีที่สามารถย้อมได้ง่าย มีวิธีการและขั้นตอนที่
น้อยกว่าวิธีอ่ืนๆ สามารถเตรียมตัวอย่างท าการทดลอง และอ่านผลได้รวดเร็วกว่าวิธีอ่ืนๆ 

สีอีโอซิน และ อีโอซินนิโกรซิน เหมาะที่จะใช้ศึกษาความมีชีวิตของตัวอสุจิ โดยดูจากความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุ้มอยู่ (membrane integrity) ของเซลล์ อสุจิที่ตายหัวจะติดสีแดงหรือชมพู  
ส่วนตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตจะไม่ติดสี แต่สีอีโอซินจะพบจ านวนตัวตายได้มากกว่า แต่แตกต่างกันอย่างไม่มี
นัยส าคัญ (p>0.05) ไม่เหมาะที่จะใช้เพ่ือศึกษาลักษณะทางสัณฐานวิทยาเนื่องจากมองเห็นขอบเขต
ของตัวอสุจิไดไ้มช่ัดเจน 

อสุจิที่ย้อมด้วยสีโทลูอิดีนบลู สามารถใช้บอกถึงความเสียหายของตัวอสุจิที่เกิดขึ้นกับดีเอ็นเอ 
อสุจิที่เกิดความเสียหายกับดีเอ็นเอ หัวจะติดสีน้ าเงินเข้มหรือม่วงเข้ม ส่วนตัวที่ปกติจะพบว่าส่วน   
อะโครโซมส่วนท้ายจะติดสีน้ าเงิน บริเวณส่วนของอะโครโซม จะติดสีฟูาจางๆ การสังเกตลักษณะทาง     
สัณฐานวิทยาบริเวณส่วนหางของตัวอสุจิไดไ้มช่ัดเจน 

5.2.6 จากการเปรียบเทียบความยาวของหัวอสุจิโลมาอิรวดี ที่ได้จากการย้อมสี 7 สีชนิด
เปรียบเทียบกับผลจากการวัดขนาดจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด  (SEM) ได้แก่ สี
ย้อมดิฟฟ์ควิก ปาปานิโคลัว ชอร์ วิลเลียม ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน โทลูอิดีนบลู และอีโอซิน พบว่าส่วน
ของความยาวหัว ทั้ง 7 สีย้อมมีความยาวแตกต่างกับ SEM ทุกสีย้อมอย่างมีนัยส าคัญ(p<0.05) ความ
กว้างหัว ไม่มีความแตกต่างกับสีย้อมดิฟฟ์ควิก ปาปานิโคลัว ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน โทลูอิดีนบลู และ  
อีโอซิน อัตราส่วนความกว้างหัวต่อความยาวไม่มีความแตกต่างกับสีวิลเลียม ปาปานิโคลัว และ ชอร์ 
ความยาวหัวถึงหางและความยาวหางมีความยาวต่างกับความยาวที่วัดได้จากสีสีย้อมดิฟฟ์ควิก       
ปาปานิโคลัว วิลเลียม ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน และอีโอซิน อย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วนความยาวหัวต่อความยาวหัวถึงหาง มีความแตกต่างกับทุกสีย้อมอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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และเปอร์เซ็นต์อัตราส่วนความยาวหางต่อความยาวหัวถึงหางไม่มีความแตกต่างกับสีดิฟฟ์ควิก และ       
สีวิลเลียม ดังนั้นจึงสรุปได้ดังนี้ 

ถ้าต้องการศึกษาความกว้างของหัวอสุจิในโลมาอิรวดี ควรใช้สีดิฟฟ์ควิก โทลูอิดีนบลู          
ฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน ปาปานิโคลัว และอีโอซิน หากต้องการศึกษาสัดส่วนระหว่างความกว้างต่อความ
ยาวของหัวอสุจิโลมาอิรวดี ควรใช้สีวิลเลียม ปาปานิโคลัว และชอร์ หากต้องการศึกษาความยาวหัวถึง
หางและความยาวหางของตัวอสุจิ ควรใช้สีชอร์ หากต้องการศึกษาเปอร์เซ็นต์อัตราส่วนความยาวหาง
ต่อความยาวหัวถึงหาง ควรใช้สีดิฟฟ์ควิก และสีวิลเลียม  
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ภาคผนวก ข 

ตารางแสดงค่าเฉลี่ยของขนาดตัวอสุจิที่ได้จากการย้อมสีแล้วท าการวัดขนาด ในโลมาอิรวดี 1 
(mean±SD) 

(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, Diff = สีดิฟฟ์ควิก, Eosin = อีโอซิน, TB = โทลูอิดีนบลู, 
William = สีวิลเลียม, H&E = สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน) 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวตั้งเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p<0.05) 

 

 

 

 

 

 

 

 ความยาวหัว 

(ไมโครเมตร) 

ความกว้างหัว 

(ไมโครเมตร) 

อัตราส่วน
ความกว้างต่อ

ความยาว 

ความยาวหัว
ถึงหาง 

(ไมโครเมตร) 

ความยาวหาง 

(ไมโครเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน
ความยาว

หัวต่อความ
ยาวหัวถึงหาง 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วนความ
ยาวหางต่อความ
ยาวหัวถึงหาง 

Pap 

(n = 500) 

4.66±0.53b 1.66±0.18ab 0.36±0.06bc 49.95±5.31a 45.29±5.32a 9.45±1.55c 90.55±1.55ab 

Shorr 

(n = 500) 

4.91±0.42cd 1.75±0.24bc 0.36±0.05bc 59.56±5.40c 54.65±5.3c 8.29±0.89b 91.71±0.89c 

Diff 

(n = 500) 

5.02±0.39de 1.57±0.38a 0.31±0.08a 62.50±6.71d 57.48±6.76d 8.13±1.11b 91.87±1.11c 

Eosin 

(n = 500) 

5.51±0.57f 1.67±0.20ab 0.31±0.04a 53.93±5.42b 48.42±5.30b 10.29±1.29d 89.71±1.29a 

TB 

(n = 500) 

4.71±0.43bc 1.60±0.23a 0.34±0.06b NA NA NA NA 

William 

(n = 500) 

5.20±0.46e 1.84±0.32c 0.36±0.07bc 65.60±2.93e 60.40±2.91e 7.94±0.76b 92.06±0.76cd 

H&E 

(n = 500) 

4.83±0.33bc 1.66±0.21ab 0.34±0.04b 51.90±4.07ab 47.07±4.11ab 9.37±1.03c 90.63±1.03b 

SEM 

(n = 200) 

4.37±0.15a 1.61±0.13a 0.37±0.03c 59.86±3.45c 55.49±3.43c 7.32±0.44a 92.68±0.44d 
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ตารางแสดงค่าเฉลี่ยของขนาดตัวอสุจิที่ได้จากการย้อมสีแล้วท าการวัดขนาด ในโลมาอิรวดี 2  
(mean±SD) 

 ความยาวหัว 

(ไมโครเมตร) 

ความกว้างหัว 

(ไมโครเมตร) 

อัตราส่วน
ความกว้างต่อ

ความยาว 

ความยาวหัว
ถึงหาง 

(ไมโครเมตร) 

ความยาวหาง 

(ไมโครเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน
ความยาว

หัวต่อความ
ยาวหัวถึงหาง 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน

ความยาวหาง
ต่อความยาว
หัวถึงหาง 

Pap 

(n = 500) 

4.72±0.52bc 1.65±0.17ab 0.35±0.05bc 50.05±5.32a 45.33±5.29a 9.55±1.46c 90.45±1.46ab 

Shorr 

(n = 500) 

4.87±0.39c 1.74±0.21bc 0.36±0.05bc 58.94±5.00c 54.07±4.94c 8.32±0.90b 91.68±0.90c 

Diff  

(n = 500) 

5.08±0.37d 1.62±0.35a 0.32±0.07a 62.63±6.74d 57.55±6.78d 8.21±1.07b 91.79±1.07c 

Eosin 

(n = 500) 

5.54±0.55f 1.67±0.21ab 0.30±0.04a 54.72±5.38b 49.18±5.26b 10.20±1.23d 89.80±1.23a 

TB 

(n = 500) 

4.66±0.41b 1.62±0.25a 0.35±0.07bc NA NA NA NA 

William 

(n = 500) 

5.29±0.47e 1.82±0.29c 0.35±0.07b 65.48±2.98e 60.19±2.95e 8.09±0.77b 91.91±0.77c 

H&E 

(n = 500) 

4.82±0.35bc 1.67±0.22ab 0.35±0.04b 51.52±3.93a 46.69±3.97a 9.42±1.02c 90.58±1.02b 

SEM 

(n = 200) 

4.34±0.14a 1.61±0.15a 0.37±0.03c 60.46±3.64c 56.12±3.68d 7.21±0.53a 92.79±0.53d 

(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, Diff = สีดิฟฟ์ควิก, Eosin = อีโอซิน, TB = โทลูอิดีนบลู, 
William = สีวิลเลียม, H&E = สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน) 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวตั้งเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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ตารางแสดงค่าเฉลี่ยของขนาดตัวอสุจิที่ได้จากการย้อมสีแล้วท าการวัดขนาด ในโลมาอิรวดี 3 
(mean±SD) 

 ความยาวหัว 

(ไมโครเมตร) 

ความกว้างหัว 

(ไมโครเมตร) 

อัตราส่วน
ความกว้างต่อ

ความยาว 

ความยาวหัว
ถึงหาง 

(ไมโครเมตร) 

ความยาวหาง 

(ไมโครเมตร) 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน
ความยาว

หัวต่อความ
ยาวหวัถึงหาง 

เปอร์เซ็นต์
อัตราส่วน

ความยาวหาง
ต่อความยาว
หัวถึงหาง 

        

Pap 

(n = 500) 

4.65±0.53b 1.68±0.18bc 0.37±0.06d 50.16±4.97a 45.51±5.05a 9.39±1.60c 90.61±1.60b 

Shorr 

(n = 500) 

4.97±0.44cd 1.78±0.26cd 0.36±0.06cd 60.39±6.03cd 55.42±5.85b 8.28±0.88b 91.72±0.88c 

Diff 

(n = 500)  

4.99±0.40de 1.55±0.39a 0.31±0.08a 62.16±6.86d 57.17±6.91b 8.13±1.11b 91.87±1.11c 

Eosin 

(n = 500) 

5.48±0.58f 1.68±0.19bc 0.31±0.04a 53.14±5.27b 47.66±5.16a 10.38±1.31d 89.62±1.31a 

TB 

(n = 500) 

4.78±0.42bc 1.57±0.20ab 0.33±0.05ab NA NA NA NA 

William 

(n = 500) 

5.15±0.49e 1.86±0.34d 0.36±0.08d 65.71±2.92e 60.56±2.87c 7.85±0.78b 92.15±0.78c 

H&E 

(n = 500) 

4.84±0.32cd 1.64±0.19ab 0.34±0.04bc 52.23±4.11ab 47.39±4.12a 9.32±0.98c 90.68±0.98b 

SEM 

(n = 200) 

4.40±0.22a 1.62±0.14ab 0.37±0.02d 59.99±3.31c 55.59±3.24b 7.35±0.46a 92.65±0.46d 

(pap = สีปาปานิโคลัว, shorr = สีชอร์, Diff = สีดิฟฟ์ควิก, Eosin = อีโอซิน, TB = โทลูอิดีนบลู, 
William = สีวิลเลียม, H&E = สีฮีมาท๊อกซิลินอีโอซิน) 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวตั้งเดียวกันที่มีอักษรก ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญ (p<0.05) 
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นายนภกานต์ สิงห์ค า เกิดเม่ือวันที่ 14 เดือนพฤศจิกายน  พ.ศ. 2529 ณ จังหวัดพะเยา 
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