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บทคัดยอ 

วัตถุประสงคของการศึกษานี้ คือ เพ่ือตรวจหาจํานวนอสุจิใน crypts ของ uterotubal junction (UTJ) 
และทอนําไขในแมสุกร ที่ประมาณ 24 ชั่วโมง หลังทําการผสมเทียมดวยวิธี intrauterine (IUI) และ deep 
intrauterine (DIUI) และทําการเปรียบเทียบกับจํานวนตัวอสุจิเมื่อใชวิธีการผสมเทียมแบบปกติ การทดลองใชแม
สุกรพันธุผสม Landrace x Yorkshire (LY) จํานวน 15 ตัว หาเวลาที่เกิดการตกไขที่สัมพันธกับพฤติกรรมการเปน
สัดโดยทําการอัลตราซาวนดผานทางทวารหนักทุก 4 ชั่วโมง ผสมเทียมแมสุกรดวยน้ําเชื้อสดเจือจางเพียงครั้ง
เดียวที่เวลาประมาณ 6-8 ชั่วโมงกอนเวลาที่คาดวาจะมีการตกไขดวยวิธี AI (n=5) IUI (n=5) และ DIUI (n=5) โดย
ทําการผสมเมื่อสุกรเปนสัดครั้งที่สองหลังจากหยานม วิธี AI ใชอสุจิ 3,000 ลานตัวในปริมาตร 100 มิลลิลิตร วิธี 
IUI ใชอสุจิ 1,000 ลานตัวในปริมาตร 50 มิลลิลิตร และวิธี DIUI ใชอสุจิ 150 ลานตัวในปริมาตร 5 มิลลิลิตร  
หลังจากผสมเทียมประมาณ 24 ชั่วโมง ทําการวางยาแมสุกรเพ่ือตัดรังไขและมดลูกออก เก็บทอนําไขและปก
มดลูกสวนตน (1 เซนติเมตร) ทั้งสองขาง แบงเปน 4 สวน ไดแก UTJ สวนทายของ isthmus สวนตนของ 
isthmus และ ampulla ชะลางตัวอสุจิที่อยูในทอของแตละสวนดวยสารละลาย phosphate buffer หลายๆ ครั้ง  
หลังจากทําการชะลางแลว นําสวน UTJ และทอนําไขทุกสวนไปแชในสารละลาย 10% neutral buffered formalin 
จากนั้นนํา UTJ และสวนตางๆ ของทอนําไขไปตัดแบงเปน 4 สวนเทา ๆ กันและนําไปใสใน paraffin block  ทํา
การตัดขวางเนื้อเยื่อที่ความหนา 5 ไมครอน  ชิ้นเนื้อเยื่อที่ตัดไดทุกๆ 5 ชิ้นจะนาํไปยอมสีดวยสียอม 
haematoxylin และ eosin  นบัจํานวนตัวอสุจิทั้งหมดจาก 32 ชิ้นในแตละสวนของเนื้อเย่ือ (16 ชิ้นจากดานซาย 
และอีก 16 ชิ้นจากดานขวา) ดวยกลองจุลทรรศน ผลการศึกษาพบวาตัวอสุจิสวนใหญจะอยูกันเปนกลุมบริเวณ 
epithelial crypt  คาเฉล่ียของจํานวนตัวอสุจิทั้งหมดในแหลงกักเก็บตัวอสุจิ (UTJ และสวนทายของ isthmus) เปน 
2296  729 และ 22 ตัวในกลุมที่ผสมเทียมดวยวิธี AI IUI และ DIUI ตามลําดับ (P<0.01) แมสุกรทุกตัวในกลุมที่
ผสมเทียมดวยวิธี AI และ IUI จะพบตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดทั้งสองขาง แตแมสุกรในกลุมที่ผสมเทียม
ดวยวิธี DIUI จํานวน 3 ตัวจาก 5 ตัวไมพบตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิทั้งสองขาง แมสุกร 1 ตัวพบตัวอสุจิใน
แหลงกักเก็บตัวอสุจิเพียงขางเดียว และแมสุกรอีก 1 ตัวพบตัวอสุจิไดทั้งสองขาง ไมพบตัวอสุจิในสวนตนของ 
isthmus ขณะท่ีพบตัวอสุจิเพียง 1 ตัวในสวน ampulla ในแมสุกร 1 ตัวจากกลุมที่ผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยสรุป 
การผสมเทียมดวยวิธี DIUI จะพบจํานวนตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิที่ 24 ชั่วโมงหลังทําการผสมเทียมนอย
กวาเมื่อเทียบกับวิธี AI และ IUI อยางมีนัยสําคัญ ตัวอสุจิสามารถไปอยูในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดทั้งสองขางหลัง
ทําการผสมเทียมดวยวิธี AI และ IUI แตในแมสุกรกลุมที่ทําการผสมเทียมดวยวิธี DIUI พบไดเพียง 1 ตัวจาก 5 
ตัว 
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Abstract 
The aim of this study was to investigate the number of spermatozoa in the crypts of the utero-

tubal junction (UTJ) and the oviduct of sows approximately 24 h after intrauterine insemination (IUI) and 
deep intrauterine insemination (DIUI) and compared with that of conventional artificial insemination (AI). 
Fifteen crossbred Landrace x Yorkshire (LY) multiparous sows were used in the experiment. Transrectal 
ultrasonography was performed every 4 h to examine the time of ovulation in relation to oestrous 
behaviour. The sows were inseminated with a single dose of diluted fresh semen by the AI (n = 5), IUI 
(n = 5) and DIUI (n = 5) at approximately 6–8 h prior to the expected time of ovulation, during the 
second oestrus after weaning. The sperm dose contained 3000x106 spermatozoa in 100 ml for AI, 1,000 
x 106 spermatozoa in 50 ml for IUI and 150x106 spermatozoa in 5 ml for DIUI. The sows were 
anaesthetized and ovario-hysterectomized approximately 24 h after insemination. The oviducts and the 
proximal part of the uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive tracts were collected. The 
section was divided into four parts, i.e. UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and ampulla. The 
spermatozoa in the lumen in each part were flushed several times with phosphate buffer solution. After 
flushing, the UTJ and all parts of the oviducts were immersed in a 10% neutral buffered formalin 
solution. The UTJ and each part of the oviducts were cut into four equal parts and embedded in a 
paraffin block. The tissue sections were transversely sectioned to a thickness of 5 lm. Every fifth serial 
section was mounted and stained with haematoxylin and eosin. The total number of spermatozoa from 
32 sections in each parts of the tissue (16 sections from the left side and 16 sections from the right side) 
was determined under light microscope. The results reveal that most of the spermatozoa in the 
histological section were located in groups in the epithelial crypts. The means of the total number of 
spermatozoa in the sperm reservoir (UTJ and caudal isthmus) were 2296, 729 and 22 cells in AI, IUI 
and DIUI groups, respectively (p < 0.01). The spermatozoa were found on both sides of the sperm 
reservoir in all sows in the AI and the IUI groups. For the DIUI group, spermatozoa were not found on 
any side of the sperm reservoir in three out of five sows, found in unilateral side of the sperm reservoir 
in one sow and found in both sides of the sperm reservoir in one sow. No spermatozoa were found in 
the cranial isthmus, while only one spermatozoon was found in the ampulla part of a sow in the IUI 
group. In conclusion, DIUI resulted in a significantly lower number of spermatozoa in the sperm reservoir 
approximately 24 h after insemination compared with AI and IUI. Spermatozoa could be obtained from 
both sides of the sperm reservoir after AI and IUI but in one out of five sows inseminated by DIUI. 
 
Keywords: Pig, Reproduction, Artificial insemination, Spermatozoa, Sperm reservoir 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

ปจจุบัน การผสมเทียม (Artificial Insemination, AI) เขามามีบทบาทอยางสูงในอุตสาหกรรมการผลิต
สุกรท้ังในประเทศไทยและตางประเทศ ในปจจุบันการผสมเทียมสุกรใชน้ําเชื้อสดท่ีรีดไดจากพอสุกรนํามาเจือจาง 
(extended fresh semen) และผสมผานทอผสมเทียมโดยการปลอยน้ําเชื้อบริเวณคอมดลูก การผสมเทียมแตละ
ครั้งใชน้ําเชื้อสดท่ีเจือจางลงประมาณ 5-10 เทาตัว ในปริมาตร 80-100 มิลลิลิตร และมีจํานวนตัวอสุจิท้ังหมด 2-3 
พันลานตัว วิธีนี้สามารถลดจํานวนพอสุกรลงไดถึง 4-5 เทาตัว เปรียบเทียบกับการผสมธรรมชาติ อยางไรก็ดีจาก
การวิจัยพบวาการผสมเทียมสุกรแบบปจจุบัน >90 % ของตัวอสุจิสูญเสียไปกอนท่ีจะเขาถึงบริเวณท่ีมีการปฏิสนธิ
ภายในทอนําไข (Sumransap et al., 2007) โดยสูญเสียจากการไหลยอนกลับของน้ําเชื้อ (Stervink et al., 1998) 
และจากกระบวนการเก็บกินส่ิงแปลกปลอมของเซลลเม็ดเลือดขาวที่เกิดภายในมดลูกเอง (Kaeoket et al., 2002, 
2003) ดวยเหตุนี้การพัฒนาปรับปรุงวิธีการผสมเทียมสุกรใหมีศักยภาพสูงขึ้นจึงเปนท่ีสนใจ 

ปจจุบัน มีการพัฒนาประสิทธิภาพของการผสมเทียมในสุกร ดวยการพยายามลดจํานวนตัวอสุจิตอการ
ผสมแตละคร้ังลง โดยที่ไมสงผลตอความสมบูรณพันธุ เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชพอสุกร และเตรียมพรอม
สําหรับการผสมทียมดวยน้ําเชื้อสุกรท่ีผานการแชแข็ง และ คัดแยกเพศ (Roca et al. 2003; Roca et al., 2006) 
การลดจํานวนตัวอสุจิไดมีการเริ่มทดลองมามากกวา 10 ป แลว โดย Krueger et al. (1999) ไดทําการทําการผสม
เทียมสุกร โดยทําการผาตัดและทําการปลอยน้ําเชื้อ ท่ีบริเวณใกลกับชวงตอของปกมดลูกกับทอนําไข (uterotubal 
junction, UTJ ) ซึ่งเปนแหลงกักเก็บอสุจิเพ่ือรอการตกไข (sperm reservior) จากการทดลองพบวาน้ําเชื้อท่ีมี
จํานวนตัวอสุจิเพียง 10 ลานตัว ก็เพียงพอเมื่อเทียบกับการผสมเทียมตามปกติ (ผสมเทียมปกติใชน้ําเชื้อ 3,000 
ลานตัว) ลดลง 300 เทาตัว แสดงวาสุกรมีความตองการอสุจิเพียง 0.3% ของปริมาณที่ใชในปจจุบัน การศึกษานี้
ยืนยันวาจํานวนอสุจิท่ีอยูภายในแหลงกักเก็บอสุจินี้มีความสําคัญตออัตราการผสมติดและจํานวนลูกตอครอกใน
สุกร 

ผลการวิจัยตางๆ ในชวง 10 ปท่ีผานมาบงชี้วาการผสมเทียมสุกรแบบปกติท่ีใชในปจจุบันนับวายังไม
เหมาะสมท่ีจะใชกับเชื้ออสุจิสุกรท่ีมีมูลคาสูงและมีความออนแอ เชน น้ําเชื้อพอพันธุท่ีนําเขาจากตางประเทศ 
น้ําเชื้อท่ีผานการแชแข็ง และนํ้าเชื้อท่ีผานการคัดแยกเพศ การผสมเทียมแบบใหมจึงไดถูกขึ้น โดยใชวิธีการสอด
ทอผานคอมดลูกเพ่ือนําน้ําเชื้อไปปลอยท่ีในตัวมดลูก เรียกวา “intrauterine insemination” (IUI) หรือสอดผานไป
จนถึงสวนตนของปกมดลูก เรียกวา “deep intrauterine insemination” (DIUI) โดยไมตองทําการผาตัด ปจจุบัน
เทคโนโลยีการผสมเทียมสุกรท้ัง 2 วิธี ไดเร่ิมมีการน้ําเขาจากตางประเทศ และเริ่มนํามาใชอุตสาหกรรมการผลิต
สุกรในประเทศไทยแลว การวิจัยท่ีเกี่ยวของกับเทคนิคในการผสมเทียมแบบใหมนี้ยังมีนอยมากในประเทศไทย 
(Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al., 2007) และมีความจําเปนอยางย่ิงท่ีควรตองพัฒนาเพ่ือเพ่ิม
ศักยภาพการผสมเทียมสุกร และรองรับการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสุกรแชแข็ง ซึ่งในชวง 2-3 ปท่ีผานมา การผสม
เทียมสุกรดวยน้ําเชื้อแชแข็งมีการพัฒนาและใชงานในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรอยางรวดเร็วในสหรัฐอเมริกา และ
ยุโรป (Roca et al., 2006) ในเชิงอุตสาหกรรมการผลิตสุกรดวยน้ําเชื้อแชแข็ง ในประเทศไทยยังลาหลังมาก 
เน่ืองจากขาดขอมูลพ้ืนฐานท่ีเกี่ยวของในกระบวนการผลิตท้ังหมด ท้ังขั้นตอนและเทคนิคการผลิต จนถึงเทคนิค
การผสมพันธุ ทําใหตองพ่ึงพาการนําเขาเทคโนโลยีเหลานี้จากตางประเทศท้ังหมด เนื่องจากเกษตรกรตองการ
นําเขาน้ําเชื้อพอพันธุสุกรจากตางประเทศเพื่อใชพัฒนาพันธุกรรมของสุกรในประเทศไทยใหมีศักยภาพการผลิต
ทัดเทียมและสามารถแขงขันกับตางประเทศได 
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ในประเทศอังกฤษ Watson and Behan (2002) ศึกษาการใชทอผสมเทียมแบบสอดทอเขามดลูก (IUI, 
Deep Goldenpig™) เปนอุปกรณในการผสมเทียมสุกร พบวาสามารถที่จะลดจํานวนตัวอสุจิลงเหลือ 1 พันลานตัว
ตอโดส โดยไมกระทบตออัตราการผสมติด ในประเทศสเปน Martinez et al. (2001, 2002) ประสบความสําเร็จใน
การผสมเทียมสุกร โดยนําน้ําเชื้อเขาไปในปกมดลูกแมสุกรไดโดยพัฒนาวิธีการผสมเทียมแบบ DIUI ขึ้น จาก
ทดลองพบวาสามารถที่จะลดความเขมของน้ําเชื้อลงไดถึง 60 เทาตัว เมื่อเทียบกับการผสมเทียมแบบเดิม วิธีการ
ผสมเทียมสุกรแบบ DIUI ไดมีการนําไปประยกุตใชกับน้ําเชื้อแชแข็งและน้ําเชื้อท่ีผานการคัดเลือกเพศแลว (Roca 
et al., 2003; Vazquez et al., 2003) เน่ืองจากตัวอสุจิท่ีมีอยูในน้ําเชื้อแชแข็งและน้ําเชื้อท่ีผานการคัดเลือกเพศไม
แข็งแรง ดังนั้นจึงจําเปนตองปลอยน้ําเชื้อใหใกลกับบริเวณที่จะเกิดการปฏิสนธิใหมากท่ีสุด เพ่ือปองกันไมใหตัว
อสุจิเกิดการตายกอนในระหวางท่ีเคล่ือนท่ีจากคอมดลูกมายังทอนําไข จากการวิจัยพบวาเทคนิค DIUI สามารถ
ใชไดในการผสมเทียมสุกรและใหจํานวนลูกตอครอกสูงถึง 8-10 ตัว ตอครอก ในระดับฟารม (Martinez et al., 
2002 ; Roca et al., 2003; Vazquez et al., 2003) 

ในตัวแมสุกร ภายหลังการผสมเทียม อสุจิจะถูกขนสงผานทอทางเดินระบบสืบพันธุเพศเมียไปยังสวนกัก
เก็บอสุจิซึ่งอยูบริเวณสวนรอยตอระหวางมดลูกและทอนําไข บริเวณนี้ เรียกวา “sperm reservoir” อสุจิจะใชเวลา
เดินทางเพียงไมกี่นาที-ไมเกินชั่วโมงเพื่อไปยัง sperm reservoir จํานวนอสุจิท่ีพบท่ี sperm reservoir ขึ้นกับ
จํานวนอสุจิท่ีใชผสมเทียม sperm reservoir มีหนาท่ีในการรักษาสภาพอสุจิใหมีชีวิต คงความสามารถในการ
ปฏิสนธิ และเปนท่ีหลบจากการถูกเก็บกินโดยเซลลเม็ดเลือดขาวภายในมดลูกในชวงเวลาท่ียังไมมีการตกไข 
(Rodriguez-Martinez et al., 2005) หลังจากนั้นอสุจิจะคอยๆ ถูกปลอยจากบริเวณ sperm reservoir ชาๆ เพ่ือไป
ยังบริเวณทอนําไขสวนกลางเพื่อปฏิสนธิกับไข การปลอยอสุจิออกมาจาก sperm reservoir เกิดจากการเหน่ียวนํา
โดยสารเคมีที่หล่ังมาจากทอนําไขสวนแอมพูลลาในเวลาใกลตกไข การปลดปลอยอสุจิออกมาจาก sperm 
reservoir จะเกิดขึ้นสอดคลองกับเวลาในการตกไข การศึกษากอนหนานี้พบวาการผสมเทียมดวยเทคนิค IUI และ 
DIUI โดยใชจํานวนอสุจิลดลง 3 และ 20 เทาตัว จะสามารถตรวจพบอสุจิภายใน sperm reservoir ไดไมแตกตาง
จากการผสมเทียมแบบเดิมท่ีใชอสุจิมากกวา (Sumransap et al. 2007; Tummaruk et al., 2007) อยางไรก็ดี
การศึกษานี้ยังไมไดตรวจเช็คจํานวนอสุจิในระดับจุลกายวิภาคศาสตร ซึ่งอสุจิเหลานี้จะหลบอยูภายในหลืบของ 
sperm reservoir ไมสามารถชะลางออกมาได การศึกษาเมื่อไมนานมานี้ในแมวพบวาจํานวนอสุจิท่ีหลบอยูใน
ซอกหลืบของ sperm reservoir ซึ่งจะสามารถตรวจเช็คไดจากการทําการตรวจระดับจุลกายวิภาคศาสตรเทานั้น มี
จํานวนมากกวาอสุจิท่ีอยูบนผิวของ sperm reservoir (Chatdarong et al., 2004) การตรวจเช็คจํานวนอสุจิภายใน 
sperm reservoir ดวยวิธีนี้ ยังไมเคยศึกษามากอนในสุกร การประมาณการจํานวนอสุจิภายใน sperm reservoir ท่ี
แมนยําจะชวยใหคํานวณจํานวนอสุจิท่ีควรใชเพ่ือการผสมเทียมสุกรไดเหมาะสมมากยิ่งขึ้น 

ในการศึกษากอนหนานี้ในประเทศไทยโดยคณะผูวิจัย (Tummaruk et al., 2007) พบวาการผสมเทียม
สุกรดวยวิธี DIUI สามารถผสมติดสูงถึง 5/8 ตัว โดยใชอสุจิเพียง 150 ลานตัว และพบตัวออนท้ังสองขางของมดลูก
โดยเฉล่ีย 11.4 ตัว ซึ่งอยูในระดับท่ีนาพอใจ แสดงใหเห็นวา เทคนิคการผสมเทียมแบบ DIUI นาจะสามารถพัฒนา
ตอไปเพ่ือใชกับน้ําเชื้อสุกรแชแข็ง น้ําเชื้อท่ีผานการคัดแยกเพศ และ การยายฝากตัวออนได อยางไรก็ดีผล
การศึกษาตรวจพบอสุจิบนผิวของ sperm reservoir เพียงดานใดดานหนึ่งของมดลูก ในขณะที่พบตัวออนท้ังสอง
ดาน ภายในเวลาไมถึง 3 วันหลังผสมพันธุ ซึ่งการเคล่ือนท่ีของตัวออนภายในมดลูกไมนาจะเปนสาเหตุ จึงเกิด
คําถามการวิจัยตอเนื่องวาอสุจิเคล่ือนท่ีไปหาไขไดอยางไร โดยมีความเปนไปได 2 แนวทางคือ การเคล่ือนท่ีผาน
ชองทองไปยังอีกดานของทอนําไขขณะมีการตกไข หรือ การซอนตัวอยูภายใน sperm reservoir ท้ังสองดานของ 
sperm reservoir สมมุติฐานเหลานี้ยังคงตองการการวิจัยเพ่ิมเติมในเรื่องโครงสรางของ sperm reservoir ในระดับ
จุลกายวิภาคศาสตรเพ่ือหาคําตอบ 
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การศึกษาการกระจายตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก มีประโยชนในการชวยวินิจฉัย
ความผิดปกติของมดลูกในสุกรท่ีถูกคัดท้ิงเนื่องจากปญหาความลมเหลวในระบบสืบพันธุ (Dalin et al., 1997) 
อยางไรก็ดีกอนท่ีจะสามารถทําการการแยกแยะลักษณะทางพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นไดนั้น ลักษณะปกติของเซลล
เหลานี้ท่ีเกิดจากวงจรการเปนสัดตามปกติตองศึกษากอน (Dalin et al., 2004) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีบริเวณ
เย่ือบุผนังมดลูกมดลูกเปนสวนหนึ่งของ mucosal immune system แบงการทํางานออกเปน 2 ชนิด ไดแก non-
specific และ specific immune response เซลลเม็ดเลือดขาวเหลานี้สรางมาจากไขกระดูกแบงตามเซลลตนกําเนิด
ได 2 กลุม คือ lymphoid และ myeloid lineage lymphoid lineage สราง lymphocyte ซึ่งประกอบดวย B T และ 
NK cell ในขณะที่ myeloid lineage สราง macrophages  neutrophils  eosinophils  และ basophils การศึกษา
ครั้งนี้จะทําการตรวจสภาวะปกติของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณ sperm reservoir ท่ีเวลา 24 ชั่วโมงหลัง
ตกไข เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางระหวางการผสมแบบเดิมและแบบใหมซึ่งมีการสอดทอผานคอมดลูก และมี
การกระทบผนังมดลูกมากกวาการผสมเทียมแบบเดิม การเปล่ียนแปลงของเซลลในระบบภูมิคุมกันบริเวณเย่ือบุ
ผนังมดลูกมีการศึกษาแลวท้ังในแมสุกรท่ีมีวงรอบการเปนสัดปกติ และภายหลังการผสมเทียม (Kaeoket et al., 
2002; 2003) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีพบมากบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก ไดแก lymphocyte neutrophil eosinophil 
และ macrophage โดยปริมาณที่พบขึ้นกับระยะของวงจรการเปนสัดและมีความสัมพันธุกับระดับฮอรโมนเอสโตร
เจน และโปรเจสเตอโรน เชน neutrophil เปนเซลลท่ีพบมากที่สุดในชวง Prooestrus และ Oestrus และ ลด
ปริมาณลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อสุกรเริ่มเขาสูระยะ early dioestrus (70 ชั่วโมงหลังตกไข) (Kaeoket et al., 2002) 
เซลลชนิด eosinophil พบสูงขึ้นในสุกรท่ีอุมทองระยะตน (Kaeoket et al., 2003) เมื่อไมนานนี้ มีการศึกษาพบวา 
lymphocyte และ neutrophil สามารถพบไดบริเวณทอนําไขสวนตางๆ เชนกัน โดยพบมากในสวน infundibulum 
แตมีการเปล่ียนแปลงตามวงรอบการเปนสัดนอยกวาเซลลบริเวณมดลูก (Jiwakanon et al., 2005; 2006) ในสุกร 
sperm reservoir อยูบริเวณตําแหนงรอยตอระหวางปกมดลูกและทอนําไข และสวนทอนําไขสวนisthmusสวนทาย 
ปริมาณของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณน้ีในสุกรปกติภายหลังการผสมเทียมท้ัง 3 แบบ ยังไมเคยมีรายงาน
มากอน การศึกษาวิจัยเพ่ือหาขอมูลสวนนี้เปนพ้ืนฐานท่ีสําคัญตอท้ังการวินิจฉัยพยาธิสภาพ และอธิบายลักษณะ
การเปล่ียนแปลงในระดับจุลกายวิภาคปกติของ sperm reservoir มากยิ่งขึ้น 
 
วัตถุประสงคโครงการ 

การวิจัยครั้งนี้ มีวัตถุประสงค เพ่ือ 
1. ศึกษาปริมาณและตําแหนงท่ีพบอสุจิใน sperm reservoir ในระดับจุลกายวิภาคศาสตร หลังการผสม

เทียม แบบ IUI และ แบบ DIUI เปรียบเทียบกับการผสมเทียมแบบเดิม (conventional AI)  
2. ศึกษาปริมาณและการกระจายตัวของเซลลของระบบภูมิคุมกันบริเวณ sperm reservoir ในแมสุกรท่ี

เวลาประมาณ 24 ชั่วโมงหลังผสมเทียม แบบ IUI และ แบบ DIUI เปรียบเทียบกับการผสมเทียม
แบบเดิม (conventional AI) 
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บทท่ี 2 
 

ทบทวนผลงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

ปจจุบันการผสมเทียมไดเขามามีบทบาทสําคัญในอุตสาหกรรมการผลิตสุกรท่ัวโลก เนื่องจากการผสม
เทียมทําใหเกิดการถายทอดพันธุกรรมไปไดอยางรวดเร็ว และมีสมรรถภาพทางการสืบพันธุดีกวาหรือเทากับการ
ผสมพันธุแบบธรรมชาติ (Flowers and Esbenshade, 1993; Almond, 1998; Weitze, 2000; Singleton, 2001) 
ปจจัยท่ีมีผลทําใหการผสมเทียมในสุกรมีประสิทธิภาพ ประกอบดวย คุณภาพของน้ําอสุจิ คุณภาพของสุกรเพศเมีย 
เวลาในการผสมเทียม และ เทคนิคการผสมเทียม (Soede et al., 1995; Nissen et al., 1997; Tummaruk et al., 
2000) โดยปกติการผสมเทียมสุกรแตละคร้ังจะใชน้ําเชื้อสดเจือจางท่ีมีตัวอสุจิ 2,000–5,000 ลานตัว ในปริมาตร 
80–100 มิลลิลิตร และปลอยน้ําเชื้อภายในคอมดลูก ซึ่งมีความยาวประมาณ 15-20 ซม. หลังจากนั้นตัวอสุจิก็
เดินทางตอไปยังตัวมดลูก ซึ่งมีความยาวประมาณ 5 ซม. และตอไปยังปกมดลูกซาย และขวา ซึ่งแตละขางมีความ
ยาวประมาณ 90-140 ซม.ตัวอสุจิจะเดินทางไปจนถึง บริเวณรอยตอระหวางปกมดลูกกับทอนําไข (uterine tubal 
junction, UTJ) ภายในเวลาไมกี่นาที บริเวณนี้เรียกวา sperm reservoir (Hunter, 1990; Rodriguez-Martinez et 
al., 2001) หนาท่ีของ sperm reservoir คือ เปนท่ีคัดกรองอสุจิท่ีวิ่งผานเขาไปยังทอนําไข ใหมีปริมาณนอยลง เพ่ือ
ปองกัน การเกิดภาวะ ไขถูกผสมโดยอสุจิมากกวาสองตัว (polyspermia)  ชวยในการทําใหอสุจิอยูในระยะพรอม
ปฏิสนธิ (capacitation) และ ชวยใหอสุจิ มีชีวิตยาวนานขึ้น และปองกันเซลลของระบบภูมิคุมกันมิใหทําลายอสุจิ 
อสุจิจะรออยูท่ีบริเวณ UTJ จนกระท่ังเกิดการตกไข (Hunter, 1990; Rodriquez-Martinez et al., 2005) หลังจาก
นั้นอสุจิจะถูกปลอยใหเขาไปยังทอนําไขมากขึ้น แตอยางไรก็ดีอสุจิท่ีสามารถเดินทางผานทอนําไขเพ่ือเขาไปผสม
กับไขไดนั้นมีจํานวนนอยกวาจํานวนที่ผสมเขาไปมาก Mburu et al. (1996) พบวา มีจํานวนอสุจิท่ีบริเวณ UTJ 
เพียงประมาณ 10,000 ถึง 20,000 ตัว และท่ีบริเวณ ทอนําไขสวนลางพบอสุจิ นอยกวา 1,000 ตัว ในขณะที่แม
สุกรตกไขและมีอสุจิเพียงหน่ึงตัวเทานั้นจะมีโอกาสไดผสมกับไขหนึ่งใบ ในการผสมเทียมแบบดั้งเดิม 
(conventional AI) นั้น อสุจิประมาณ 3,000 ลานถูกผสม แตพบวาประมาณ 25-40% ถูกมดลูกบีบตัวออกมานอก
รางกายหลังจากผสมภายใน 2 ชั่วโมงครึ่ง (Steverink et al., 1998; Matthijs et al., 2003) อสุจิอีกมากกวา 50% 
จะถูกเก็บกินโดยเซลลของระบบภูมิคุมกันของรางกายภายในมดลูกหลังการผสมเทียมประมาณ 1 ชั่วโมง 
(Woelders and Matthijs, 2001; Matthijs et al., 2003) และอสุจิสวนท่ีเหลือ จะหลบอยูตามซอกหลืบของคอมดลูก 
หรือตัวมดลูก (Matthijs et al., 2003)และบางสวนจะหลุดเขาไปในชองทอง ดังนั้นจะเหลืออสุจิเพียงไมถึง 5% ท่ีมี
ความสามารถที่จะผสมไดอยู บริเวณ UTJ (Mburu et al., 1996; Rodriquez-Martinez et al., 2005) 

งานวิจัยในดานการผสมเทียมในสุกร มุงท่ีจะลดจํานวนตัวอสุจิตอการผสม โดยที่ไมสงผลตอความ
สมบูรณพันธุ วิธีการหนึ่งคือ การลดจํานวนตัวอสุจิตอโดสการผสมโดยปลอยน้ําเชื้อภายในมดลูก Krueger และ
คณะ (1999) ไดทําการทําการผสมเทียมสุกรสาว โดยทําการผาตัดและทําการปลอยน้ําเชื้อ ท่ีบริเวณใกลกับชวงตอ
ของปกมดลูกกับทอนําไข (uterotubal junction, UTJ) พบวานํ้าเชื้อท่ีมีจํานวนตัวอสุจิ 10 ลานตัวในปริมาตร 0.5 
มิลลิลิตร ก็เพียงพอเมื่อเทียบกับการผสมเทียมตามปกติ เชนเดียวกันกับในสุกรนาง (Krueger and Rath, 2000) 
อุปกรณในการผสมเทียมตางๆไดถูกพัฒนาขึ้น เพ่ือใชในการนําน้ําเชื้อไปปลอยท่ีในตัวมดลูก (intrauterine 
insemination, IUI) หรือสวนตนของปกมดลูก (deep intrauterine insemination, DIUI) (รูปท่ี 1) Watson and 
Behan (2002) ศึกษาการใชทอผสมเทียมแบบสอดทอเขามดลูก (IUI) เปนอุปกรณในการผสมเทียมสุกร พบวา
สามารถท่ีจะลดจํานวนตัวอสุจิลงเหลือ 1,000 ลานตัวตอโดส โดยที่ไมมีผลตออัตราการผสมติด และเปนวิธีการที่
ทําไดงาย ไมยุงยาก และมีประสิทธิภาพ  Martinez et al. (2001) ประสบความสําเร็จในการผสมเทียมสุกร โดยฉีด
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น้ําเชื้อเขาไปในปกมดลูก (deep intrauterine insemination, DIUI) โดยวิธีไมผาตัดและไมตองวางยา โดยใชทอ 
endoscope สอดผานทอผสมเทียม ผานคอมดลูก และปลอยน้ําเชื้อท่ีปกขางใดขางหน่ึง และพบวาไมมีความ
แตกตางของอัตราการเขาคลอด ขนาดครอก เมื่อเทียบกับการผสมเทียมตามปกติ ตอมา Martinez et al. (2002) 
ไดพัฒนาวิธีการผสมเทียม DIUI โดยนําทอท่ีสามารถโคงงอได (flexible catheter) มาใชแทนทอ endoscope ท่ีมี
ราคาแพง และแตกหักไดงาย ซึ่งไมเหมาะท่ีจะนํามาใชในภาคสนาม จากทดลองพบวาสามารถที่จะลดความเขม
ของน้ําเชื้อลงได 20–60 เทา เมื่อเทียบกับการผสมเทียมแบบเดิม บริเวณที่ปลอยน้ําเชื้อคือ 1 ใน 3 ของปกมดลูก
ทางสวนตน (รูปท่ี 1) 
 

 
รูปท่ี 1 รูปแสดงอวัยวะสืบพันธุสุกรเพศเมียท่ีไดรับการผสมเทียม 3 แบบ 1=แบบด้ังเดิม (conventional artificial 
insemination, AI) 2=แบบสอดทอเขาตัวมดลูก (intra uterine insemination, IUI) และ 3=แบบสอดทอเขาปก
มดลูก (deep intra uterine insemination, DIUI) (ท่ีมา: Belstra, 2002) 
 
ตารางที่ 1 ผลผลิตของสุกรหลังการใชทอผสมเทียมชนิดสอดลึกไปยังปกมดลูก (deep intrauterine insemination) 
ในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง ในสุกรท่ีเกิดการตกไขตามธรรมชาติ 
ปริมาณตัวอสุจิ 
(ลานตัว) 

ปริมาตร
น้ําเชื้อ (มล.) 

จํานวน
สุกร 

อัตราการเขา
คลอด % 

จํานวนลูก
ท้ังหมด/ครอก 

เอกสารอางอิง 

1,000 5 40 70.0 9.25  (Roca et al., 2003) 

250 5 NA 42.9 7.2  (Bathgate et al., 2003) 

1,000 0.5 20 65.0* 6* (Wongtawan, 2004) 

*ตัวเลขท่ีแสดงเปนอัตรา การต้ังทอง และจํานวนตัวออนท่ีนับไดในมดลูก; NA=ไมมีขอมูล 
 

โดยทั่วไปหลังการผสมเทียมระบบภูมิคุมกันจะตอบสนองตอน้ําเชื้อโดยการเพ่ิมจํานวน และเกิดการ
เคล่ือนท่ีของเม็ดเลือดขาวชนิด นิวโทรฟล (neutrophils) ลิมโฟไซต (lymphocytes) และ แมคโครฟาจ 
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(macrophages) ไปยังเยื่อบุโพรงมดลูก (Bischof et al., 1994; Engelhardt et al., 1997; Kaeoket et al., 2003) 
นอกจากนี้ มดลูกยังตอบสนองตอน้ําเล้ียงเชื้อโดยการขับสารคัดหล่ังสารจากเนื้อเยื่อบุโพรงมดลูกหลังจากการถูก
กระตุนดวยน้ําเล้ียงเชื้อและตัวอสุจิ (Lovell and Getty, 1968; Pursel et al., 1978) การตอบสนองของระบบ
ภูมิคุมกันตอน้ําเล้ียงเชื้อและตัวอสุจินี้เปนการทําความสะอาดเน้ือเยื่อบุโพรงมดลูก เพ่ือกอใหเกิดประโยชนกับตัว
ออนท่ีกําลังเดินทางมาฝงตัว (Engelhardt et al., 1997; Rozeboom et al., 1998, 1999; Kaeoket et al., 2003) 
Rozeboom et al. (1999, 2000, 2001) พบวาน้ําเล้ียงเชื้ออสุจิมีผลในการลดและยับย้ังหนาท่ีของระบบภูมิคุมกัน 
โดยเฉพาะผลตอเม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟล เมื่อโดสท่ีใชในการผสมเทียมที่มีน้ําเล้ียงเชื้อเปนสวนประกอบ 8-
12% โดยปริมาตร จึงแนะนําใหทําการรีดเก็บน้ําเชื้อทุกสวน (entire ejaculation) ยกเวนน้ําเล้ียงเชื้ออสุจิท่ีหล่ัง
ออกมาสวนแรกของการหล่ังน้ําเชื้อ ดวยวิธีนี้จะทําใหน้ําเชื้ออสุจิท่ีเก็บไดนั้นมีน้ําเล้ียงเชื้ออสุจิ เปนสวนประกอบใน
ปริมาณที่พอเพียง นอกจากผลของน้ําเล้ียงเชื้อ Kaeoket et al. (2002) พบวาการตอบสนองของเซลลของระบบ
ภูมิคุมกันในมดลูกยังสัมพันธกับระดับฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรน อยางมีนัยสําคัญ 

ในการศึกษากอนหนานี้ของคณะผูวิจัย (Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al. 2007) พบวาการ
ผสมเทียมแบบสอดทอเขาตัวมดลูก (IUI) สามารถท่ีจะทําการสอดทอผสมเทียมผานคอมดลูกไดในแมสุกรทุกตัว 
และไมพบเลือดท่ีปลายทอผสมเทียม หลังจากทําการผสมเทียมเสร็จแลว สอดคลองกับการศึกษาของ Roca et al. 
(2003) ท่ีสามารถสอดทอผานคอมดลูกแมสุกรจํานวน 94.0 เปอรเซ็นต และพบเลือดท่ีปลายทอจํานวน 1.7 
เปอรเซ็นต และผลการศึกษาของ Dallanora et al. (2004) พบวาแมสุกรจํานวน 94.7 เปอรเซ็นตสามารถท่ีจะสอด
ทอไดและพบเลือดท่ีปลายทอจํานวน 1.7 เปอรเซ็นต นอกจากนี้ยังพบอีกวา หลังการผสมเทียมอสุจิจะสูญเสียจาก
การไหลยอนกลับของน้ําเชื้อแลว และจะถูกเม็ดเลือดขาวและเซลลในระบบภูมิคุมกันเขามาเก็บกิน (Matthijs et al., 
2003) Mburu et al. (1996) พบวา กอนไขตกตัวอสุจิสวนใหญจะเขาไปอยูตรงบริเวณสวนตอของทอนําไขและปก
มดลูก และสวนลางของ isthmus แตหลังไขตกตัวอสุจิจะเขาไปอยูในสวนของ isthmus สวนบนมากขึ้น สวน
รอยตอของทอนําไขและปกมดลูก จะเปนบริเวณที่สะสมของตัวอสุจิ โดยบริเวณนี้มีสภาพแวดลอมท่ีเอ้ืออํานวยตอ
การมีชีวิตของตัวอสุจิและยังทําหนาท่ีชวยกรองตัวอสุจิท่ีจะผานเขาไปในทอนําไขดวย (Rigby, 1966; Tienthai, 
2003) ซึ่งสอดคลองกับผลการทดลองของคณะผูวิจัย ซึ่งพบวา หลังผสมเทียม 24 ชั่วโมง อสุจิสวนใหญจะพบท่ี
สวนของรอยตอระหวางทอนําไขและมดลูก (ตารางที่ 2) 
 
ตารางที่ 2 คาเฉล่ีย (mean) ของจํานวนตัวอสุจิท้ังหมดท่ีตรวจพบในทอนําไขและปกมดลูกในแมสุกรหลังการผสม
เทียมแบบปกติ (AI) แบบสอดทอเขามดลูก (IUI) และแบบสอดทอเขาปกมดลูก (DIUI) (Sumransap et al., 2007; 
Tummaruk et al., 2007) 

กลุม จํานวน 1 2 3 4 5 6 7 
AI 6 87 a 343 a 1,411a 142,500 b 90,000 c 69,167 cd 45,000 d 
IUI 6 85 a 296 a 1,280 a 131,167 b 90,000 c 66,167cd 37,250 ad 

DIUI 5 25a 76a 284a 23,500b 15,400c 9,000d 7,000d 
* สวนท่ี 1 ampullae 2 isthmus สวนตน 3 isthmus สวนทาย 4 UTJ 5 ปกมดลูกสวนตน 6 ปกมดลูกสวนกลาง 7 
ปกมดลูกสวนทาย abcd อักษรตางกันในแถวแนวนอนมีความแตกตางทางสถิติ (P<0.05) 
 

การศึกษาการกระจายตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก มีประโยชนในการชวยวินิจฉัย
ความผิดปกติของมดลูกในสุกรท่ีถูกคัดท้ิงเนื่องจากปญหาความลมเหลวในระบบสืบพันธุ (Dalin et al., 1997) 
อยางไรก็ดีกอนท่ีจะสามารถทําการการแยกแยะลักษณะทางพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นไดนั้น ลักษณะปกติของเซลล
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เหลานี้ท่ีเกิดจากวงจรการเปนสัดตามปกติตองศึกษากอน (Dalin et al., 2004) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีบริเวณ
เย่ือบุผนังมดลูกมดลูกเปนสวนหนึ่งของ mucosal immune system แบงการทํางานออกเปน 2 ชนิด ไดแก non-
specific และ specific immune response เซลลเม็ดเลือดขาวเหลานี้สรางมาจากไขกระดูกแบงตามเซลลตนกําเนิด
ได 2 กลุม คือ lymphoid และ myeloid lineage lymphoid lineage สราง lymphocyte ซึ่งประกอบดวย B T และ 
NK cell ในขณะที่ myeloid lineage สราง macrophages  neutrophils  eosinophils  และ basophils การศึกษา
ครั้งนี้จะทําการตรวจสภาวะปกติของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณ sperm reservoir ท่ีเวลา 24 ชั่วโมงหลัง
ตกไข เพ่ือเปรียบเทียบความแตกตางระหวางการผสมแบบเดิมและแบบใหมซึ่งมีการสอดทอผานคอมดลูก และมี
การกระทบผนังมดลูกมากกวาการผสมเทียมแบบเดิม การเปล่ียนแปลงของเซลลในระบบภูมิคุมกันบริเวณเยื่อบุ
ผนังมดลูกมีการศึกษาแลวท้ังในแมสุกรท่ีมีวงรอบการเปนสัดปกติ และภายหลังการผสมเทียม (Kaeoket et al., 
2002, 2003) เซลลของระบบภูมิคุมกันท่ีพบมากบริเวณเย่ือบุผนังมดลูก ไดแก lymphocyte, neutrophil, 
eosinophil และ macrophage โดยปริมาณที่พบขึ้นกับระยะของวงจรการเปนสัดและมีความสัมพันธกับระดับ
ฮอรโมนเอสโตรเจน และโปรเจสเตอโรน เชน neutrophil เปนเซลลท่ีพบมากที่สุดในชวง Pro-oestrus และ 
Oestrus และ ลดปริมาณลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อสุกรเร่ิมเขาสูระยะ early dioestrus (70 ชั่วโมงหลังตกไข) 
(Kaeoket et al., 2002) เซลลชนิด eosinophil พบสูงขึ้นในสุกรท่ีอุมทองระยะตน (Kaeoket et al., 2003) เมื่อไม
นานนี้ มีการศึกษาพบวา lymphocyte และ neutrophil สามารถพบไดบริเวณทอนําไขสวนตางๆ เชนกัน โดยพบ
มากในสวน infundibulum แตมีการเปลี่ยนแปลงตามวงรอบการเปนสัดนอยกวาเซลลบริเวณมดลูก (Jiwakanon et 
al., 2005, 2006) ในสุกร sperm reservoir อยูบริเวณตําแหนงรอยตอระหวางปกมดลูกและทอนําไข และสวนทอ
นําไขสวน isthmus สวนทาย ปริมาณของเซลลของระบบภูมิคุมกันในบริเวณน้ีในสุกรปกติภายหลังการผสมเทียม
ท้ัง 3 แบบ ยังไมเคยมีรายงานมากอน การศึกษาวิจัยเพ่ือหาขอมูลสวนนี้เปนพ้ืนฐานที่สําคัญตอท้ังการวินิจฉัย
พยาธิสภาพ และอธิบายลักษณะการเปล่ียนแปลงในระดับจุลกายวิภาคปกติของ sperm reservoir มากยิ่งขึ้น 
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บทที่ 3 
 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 

สถานท่ีทําการวิจัย 
 
หองปฏิบัติการของภาควิชากายวิภาคศาสตร คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปน

สถานท่ีสําหรับปฏิบัติการทางจุลกายวิภาคศาสตร 
 

จริยธรรมของการวิจัยในคนและสัตว 
 
ตัวอยางของอวัยวะสืบพันธุท่ีไดมาจากแมสุกรท่ีถูกคัดท้ิง และผูวิจัยทําการซื้อมาเพ่ือการทดลองเปนเวลา 

2 เดือน โดยสุกรไดรับการเล้ียงดูอยางดี ที่โรงพยาบาลปศุสัตว คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาฯ จังหวัด นครปฐม 
สุกรไดรับน้ําด่ืมตลอด 24 ชั่วโมง และอาหารสําเร็จรูปวันละ 2 มื้อ คณะผูวิจัยมีความเห็นวาการศึกษานี้ไมมีปญหา
ทางดานจริยธรรมตอสัตว 
 

สัตวทดลอง 
 

การทดลองนี้ใชสวนของชิ้นเนื้อของทอนําไขและสวนตนของมดลูกจากแมสุกรนางจํานวน 15 ตัว จาก
การศึกษากอนหนาน้ี (Sumransarp et al., 2007; Tummaruk et al., 2007) โดยเปนแมสุกรท่ีไดรับการผสมเทียม 
3 แบบ ไดแก แบบ AI 5 ตัว แบบ IUI 5 ตัว และ แบบ DIUI 5 ตัว กอนทําการผสมเทียม แมสุกรทุกตัวไดรับการ
ตรวจการเปนสัด และเวลาตกไขดวยอัลตราซาวดแบบ เรียลไทม บี โหมด ผานทางทวารหนัก ทุก 4 ชั่วโมง ขอมูล
การเปนสัดและการตกไขแสดงในตารางที่ 3 
 
ตารางที่ 3 แสดงคาเฉล่ีย (means) และ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) ของลําดับครอก ระยะหยานมถึงเปนสัด 
ระยะเปนสัดถึงตกไข และ ระยะเวลาเปนสัดของแมสุกรในกลุมท่ีไดรับการผสมเทียมแบบปกติ (AI) แบบสอดทอ
เขามดลูก (IUI) และแบบสอดทอเขาปกมดลูก (DIUI) 

กลุม จํานวน ลําดับครอก ระยะหยานมถึงเปนสัด 
(วัน) 

ระยะเปนสัดถึงตกไข 
(ชม.) 

ระยะเวลาเปนสัด 
(ชม.) 

AI 6 8.6 ± 1.1 5.8 ± 2.1 32.3 ± 9.6 55.1 ± 22.5 
IUI 6 5.4± 3.0 4.2 ± 0.7 34.5 ± 13.8 53.0 ± 11.7 

DIUI 5 6.8 ± 1.9 5.3±1.5 43.5±12.6 60.0±12.2 
 

การผสมเทียม 
 

ชิ้นเนื้อของทอนําไขและมดลูก ไดถูกแบงเปนกลุมตามวิธีการผสมเทียม 3 แบบ ไดแก 
กลุมท่ี 1 แมสุกรไดรับการผสมเทียมโดยวิธี intracervical insemination (AI) แมสุกรนางจํานวน 5 ตัว ท่ี

ไดรับการเช็คสัดและครบกําหนดเวลาท่ีจะผสมเทียมจะไดรับการทําความสะอาด และเช็ดบริเวณปากชองคลอดให
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แหง จะถูกผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสดท่ีอยูในถุงพลาสติก cochete ท่ีมีปริมาตร 100 มิลลิลิตร และมีจํานวนตัวอสุจิ 3 
พันลานตัว สอดทอผสมเทียม Goldenpig® ใหเขาไปล็อกในคอมดลูก แลวทําการปลอยน้ําเชื้อ หลังจากน้ําเชื้อถูก
ดูดเขาไปในมดลูกหมดแลว ใหปลอยทอผสมเทียมคางไวในคอมดลูกประมาณ 1 นาที เพ่ือปองกันน้ําเชื้อไหล
ยอนกลับ 

กลุมท่ี 2 แมสุกรไดรบัการผสมเทียมโดยวิธี intrauterine insemination (IUI) แมสุกรนางจํานวน 5 ตัว ท่ี
ไดรับการเช็คสัดและครบกําหนดเวลาท่ีจะผสมเทียมจะไดรับการทําความสะอาด และเช็ดบริเวณปากชองคลอดให
แหง หลังจากนั้นทําการสอดทอผสมเทียม Deep Goldenpig™ (ยาว 60 ซม. เสนผานศูนยกลาง 4 มม. ขนาดเสน
ผานศูนยกลางภายใน 1.8 มม.) สอดทอผสมเทียมใหเขาไปล็อกอยูในคอมดลูก แลวคอยๆสอดทอขนาดเล็กท่ีอยู
ดานในเดือยผสมเทียมใหผานคอมดลูกจนกระทั่งปลายไปอยูในตัวมดลูก กอนท่ีจะทําการผสมเทียมจะลางทอดาน
ในดวยสารละลาย BTS จํานวน 2 มิลลิลิตรเขาไปในทอ และทําการผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อท่ีมีจํานวนตัวอสุจิ 1 
พันลานตัว ในปริมาตร 50  มิลลิลิตร โดยตอเขากับทอขนาดเล็กท่ีอยูดานในทอผสมเทียม หลังจากนั้นจะใช
สารละลายจํานวน 2 มิลลิลิตรเพ่ือดันน้ําเชื้อท่ีคางเหลืออยูในทอใหเขาไปในมดลูก 

กลุมท่ี 3 แมสุกรไดรับการผสมเทียมโดยวิธี Deep intrauterine insemination (DIUI) ทําการผสมเทียม
จํานวน 5 ตัว โดยการทําความสะอาดและเช็ดบริเวณปากชองคลอดใหแหง ทําการสอดทอผสมเทียมผานชอง
คลอด ใหเขาไปอยูในคอมดลูกและใชทอขนาดเล็กท่ีออกแบบเปนพิเศษ ซึ่งจะสอดทอนี้ผานทอผสมเทียม ใหผาน
คอมดลูกไปอยูในปกมดลูกขางใดขางหน่ึงจนกระท่ังสุดความยาวของทอ กอนท่ีจะทําการผสมเทียมจะลางทอดาน
ในดวยสารละลาย และจะใสสารละลาย BTS จํานวน 2 มิลลิลิตรเขาไปในทอ และทําการผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อท่ีมี
จํานวนตัวอสุจิ 150 ลานตัว ในปริมาตร 7.5 มิลลิลิตร ใสไปในกระบอกฉีดยาขนาด 10 มิลลิลิตรและตอเขากับทอท่ี
ใชการผสมเทียม หลังจากนั้นจะใชสารละลาย BTS จํานวน 2 มิลลิลิตรเพื่อดันน้ําเชื้อท่ีคางเหลืออยูในทอใหเขาไป
ในมดลูก 
 

การเก็บตัวอยางทอทางเดินระบบสืบพันธุ 
 

แมสุกรนางถูกวางยาสลบ และเปดผาชองทองหลังตกไขทําการผาตัดเพ่ือนํารังไขและมดลูกของแมสุกร
ออก หลังจากนําอวัยวะในระบบสืบพันธุของแมสุกรออกมา ทําการผูกท่ีท่ีสวนปลายสุดของทอนําไข ทําการผูกและ
แบงทอนําไขกับสวนปกมดลูกแตละขางออกเปน 6 สวน ไดแก ทอนําไขสวน ampullae ทอนําไข isthmus สวนตน 
ทอนําไข isthmus สวนทาย ชวงตอของทอนําไขและปกมดลูก ปกมดลูกสวนตน และปกมดลูกสวนทาย สวนตน
ของปกมดลูกในการหาตัวอสุจิในสวนของทอนําไขสวน  ampullae จะลางดวย BTS ท่ีอุน จํานวน 1 มิลลิลิตร ใน
สวนของ isthmus  และ UTJ จะชะลางดวยสารละลาย BTS ท่ีอุนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร และในสวนของปกมดลูก
จะลางดวย BTS ท่ีอุน จํานวน 20 มิลลิลิตร แตละสวนจะถูกชะลางจํานวน 2 ครั้ง หลังจากชะลางเสร็จแลวทําใหตัว
อสุจิมีความเขมขนขึ้นโดยนําของเหลวที่ชะลางมาจากสวนตางๆ ไปปนดวยเครื่องปนท่ีอุน ดวยความเร็ว 400 รอบ
ตอนาที ทอนําไขและมดลูกท่ีทําการชะลางตัวอสุจิออกแลวจะนํามาดองใน 10% natural buffer formalin 
 

การตรวจทางจุลกายวิภาคศาสตรดวยกลองจุลทรรศนแสงสวาง (LM) 
 
ตัวอยางชิ้นเนื้อจากทอทางเดินระบบสืบพันธุจากแมสุกรท้ัง 4 สวน ท้ังซายและขวา นํามาตัดใหไดลักษณะที่

ตองการ แลวนํามาผานขั้นตอนการเตรียมเน้ือเยื่อทางจุลกายวิภาคศาสตร โดยใหตัวอยางแตละสวนมีความหนา 
5-7 ไมครอน ทอทางเดินระบบสืบพันธุดานซายและขวาจะแยกออกจากกันเพ่ือเปรียบเทียบการกระจายตัวของ
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อสุจิ นับสวนละ 4 ชิ้น ดานซายเปรียบเทียบกับดานขวา ตัวอยางชิ้นเนื้อท่ีไดจะนําไปยอมดวยสี Hematoxyline 
and Eosin (H&E) ทําการตรวจสอบชิ้นเนื้อของทอนําไขแตละสวน (UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus และ 
ampulla)  

เน้ือเยื่อสวน UTJ และ caudal isthmus นํามายอมดวยวิธีทาง immunohistochemistry เพ่ือตรวจจํานวน
ตัวรับของฮอรโมนเอสโตรเจน และโปรเจสเตอโรน ในกลุมท่ียอมดวยสี H&E ดวยการนับจํานวนเม็ดเลือดขาวที่
เคล่ือนท่ีขึ้นมาจากชั้น lamina propria เขามาท่ีชั้นเย่ือบุผิว (number of intraepithelial leukocytes) โดยการสุมนับ
แตละพ้ืนท่ีของเยื่อบุผิวดวย eyepiece micrometer จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวที่เคล่ือนท่ีขึ้นมาที่เย่ือบุผิว จะนับ
จํานวนทั้งหมดโดยการสุมจํานวน 50 พ้ืนท่ี โดยการใช eyepiece micrometer (ท่ีมีตารางเล็กๆ 25 ตาราง) โดยใช
กําลังขยายเดียวกัน ผลท่ีไดจะเปน number of cells/ocular field area คาท่ีไดนํามาประมวลผลทางสถิติและ
เปรียบเทียบกับคาท่ีไดจากกลุมสุกรในกลุมควบคุม ทําการตรวจสอบชิ้นเนื้อของทอนําไขแตสวน (UTJ, caudal 
isthmus, cranial isthmus และ ampulla) คาท่ีไดจะนํามาประมวลผลทางสถิติและเปรียบเทียบระหวางกลุม นับ
จํานวนอสุจิท่ีพบท้ังหมดในทุกชิ้นเนื้อแลวนํามาหาคารวมเพ่ือเปรียบเทียบจํานวนอสุจิในสวนตางๆ ภายในกลุม
เดียวกัน และระหวางกลุม 
 

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
 

ทําการวิเคราะหทางสถิติ โดยใชโปรแกรม SAS (SAS Inst. V. 9.0, Cary, NC USA) โดยทําการหา
คาความถ่ี และคาเฉล่ีย และเปรียบเทียบสัดสวนของตัวอสุจิท่ีสวนตางๆ ในทอทางเดินสืบพันธุ ไดแก สวน รอยตอ
ของปกมดลูกและทอนําไข  สวนตน และสวนทายของ isthmus  และแอมพูลลา ทั้งสองดาน โดยใช Analysis of 
Variance (ANOVA) การเปรียบเทียบระหวางดานซายและขวาภายในสัตวตัวเดียวกัน ใชการวิเคราะหขอมูลแบบ 
Pair t-test คา P<0.05 ถือวามีนัยสําคัญทางสถิติ 
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บทที่ 4 
 

ผลการทดลอง 
 
ปริมาณและตําแหนงท่ีพบอสุจิใน sperm reservoir ในระดับจุลกายวิภาคศาสตร 
 

พารามิเตอรทางระบบสืบพันธุ ไดแก ระยะหยานมถึงเปนสัด ระยะเปนสัดถึงตกไข ระยะเวลาการเปนสัด 
จํานวนไขท่ีตก และความยาวของปกมดลูก แสดงไวดังตารางที่ 1 พารามิเตอรเหลานี้ไมมีความแตกตางระหวาง
กลุมควบคุมและกลุมทดลองอยางมีนัยสําคัญ (ตารางที่ 1) ชวงเวลาตั้งแตทําการผสมเทียมถึงการผาตัดเอามดลูก
และรังไขออกมีความแปรปรวนระหวาง 24.6 ถึง 26.1 ชั่วโมงระหวางกลุม (P>0.05) 
 
ตารางที่ 1 พารามิเตอรทางระบบสืบพันธุของแมสุกรท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI ปกติ IUI และ DIUI 

พารามิเตอร 
กลุม 

P-value AI IUI DIUI 
ลําดับทอง 
น้ําหนักตัว (กก) 
เปนสัดคร้ังแรก 
     ระยะหยานมถึงเปนสัด (วัน) 
     ระยะเปนสัดถึงตกไข (ชม) 
     ระยะเวลาการเปนสัด (ชม) 
เปนสัดคร้ังท่ีสอง 
     ระยะเวลาตั้งแตผสมถึงตัดรังไข 
     และมดลูก (ชม) 
     จํานวนไขท่ีตก 
     ความยาวของปกมดลูก (ซม) 

9.0±1.4 
198±50 

 
5.2±1.6 
34.2±9.3 
55.1±22.5 

 
24.6±0.8 

 
15.3±2.1 
248±33 

6.0±3.2 
208±34 

 
4.2±0.8 

38.0±12.1 
53.0±11.7 

 
26.1±1.6 

 
17.7±1.5 
263±28 

6.8±1.9 
234±19 

 
5.3±1.5 

43.5±12.6 
60.0±12.2 

 
24.8±1.9 

 
17.2±1.6 
256±44 

0.42 
0.40 

 
0.42 
0.46 
0.80 

 
0.27 

 
0.19 
0.85 

AI, artificial insemination; IUI, intra-uterine insemination; DIUI, deep intra-uterine insemination 
 

ลักษณะของอสุจิสวนใหญท่ีตรวจพบในทางจุลกายวิภาคจะอยูรวมกันเปนกลุมบริเวณ epithelial crypt 
(รูปท่ี 1) จํานวนตัวอสุจิท่ีพบในเนื้อเยื่อแสดงในตารางที่ 2 คาเฉล่ียของจํานวนตัวอสุจิท้ังหมดในแหลงกักเก็บตัว
อสุจิท่ีศึกษา (ยูท่ีเจ และสวนทายของ isthmus ) เปน 2,296 729 และ 22 ตัวในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI IUI 
และ DIUI ตามลําดับ (P<0.05) จํานวนตัวอสุจิมีความแตกตางกันระหวางแมสุกรตั้งแต 36 ถึง 3,927 ตัวในกลุมท่ี
ทําการผสมเทียมดวยวิธี AI ตั้งแต 141 ถึง 2,260 ตัวในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และต้ังแต 0 ถึง 56 ตัวในกลุม
ท่ีผสมเทียมดวยวิธี DIUI (ตารางที่ 2) แมสุกรทุกตัวไมพบตัวอสุจิในสวนตนของ isthmus  และมีแมสุกรในกลุมท่ี
ทําการผสมเทียมดวยวิธี IUI เพียงตัวเดียวที่พบตัวอสุจิ 1 ตัวในสวนแอมพูลลา 
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รูปท่ี 1 การกระจายตัวของอสุจิในผนังเยื่อบุทอนําไขในแมสุกรท่ีเวลา 24 ชั่วโมงหลังผสมเทียม 
SP=Spermatozoa, RBC=Red blood cell, E=Epithelium, S=Subepithelium (a) 100x magnification (b) 400x 
magnification. H&E stained. 
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ในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI และ IUI สามารถพบตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดท้ังสองขาง สวนใน
กลุมท่ีทําการผสมเทียมดวยวิธี DIUI แมสุกรจํานวน 3 ตัวจาก 5 ตัวไมพบตัวอสุจิในสวนยูท่ีเจ หรือสวนอื่นๆ ของ
ทอนําไข แมสุกร 1 ตัวพบตัวอสุจิในยูท่ีเจ เพียงขางเดียว และแมสุกร 1 ตัวพบตัวอสุจิในยูท่ีเจ ทั้งสองขาง 

คํานวณคาประมาณของจํานวนตัวอสุจิท่ีซอนอยูใน crypt ของยูท่ีเจ และสวนทายของ isthmus ตอพ้ืนท่ี 
(32 ชิ้น x 5 ไมครอน = 160 ไมครอน) ตัวอยางเชน จํานวนตัวอสุจิใน UTJ หลังผสมเทียมดวยวิธี AI เปน 
2,276/160 = 14.2 ตัวตอไมครอน หรือ 142,000 ตัวตอเซนติเมตรของยูท่ีเจ 
 
ตารางที่ 2 คาเฉล่ียและพิสัยของจํานวนตัวอสุจิใน UTJ และสวนทายของ isthmus ของแมสุกรหลังผสมเทียมดวย
วิธี AI, IUI และ DIUI ประมาณ 24 ชั่วโมง 
กลุม จํานวน UTJ สวนทายของ isthmus  จํานวนทั้งหมด 
AI 
IUI 
DIUI 

5 
5 
5 

2276a (36-3829) 
716a (141-2260) 

22b (0-56) 

20a (0-98) 
13a (0-59) 

0a 

2296a (36-3927) 
729a (141-2260) 

22b (0-56) 
ยูท่ีเจ (UTJ), utero-tubal junction; AI, artificial insemination; IUI, intrauterine insemination ; DIUI, deep 
intrauterine insemination ตัวอักษรเหมือนกันในคอลัมภเดียวกันแสดงถึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ 
(p>0.05) 
 
การกระจายตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในทอนําไข 
 

การแทรกตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวในชั้นเย่ือบุมดลูกของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจที่
ตําแหนงยูท่ีเจ และสวนทายของ isthmus  ในแมสุกรแสดงไวดังรูปท่ี 2 และ 3  จํานวนเซลลเม็ดเลือดขาวในชั้นเย่ือ
บุมดลูกของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจที่ตําแหนงยูท่ีเจ ของแมสุกรหลังการผสมเทียม (AI) การ
ผสมเทียมแบบ IUI และการผสมเทียมแบบ DIUI ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (P>0.1) (รูปท่ี 3) เซลล
เม็ดเลือดขาวที่พบในชั้นเยื่อบุท่ีตําแหนงกักเก็บตัวอสุจิภายหลังการผสมเทียมท่ี 24 ชั่วโมงสวนใหญมักเปนเซลล
ลิมโฟไซต  เซลลนิวโทรฟลและแมคโครฟาจพบในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดในจํานวนไมมากในแมสุกรสวนใหญ (รูป
ท่ี 2 และ 3) จํานวนของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจที่แทรกตัวในชั้นเย่ือบุท่ีตําแหนงสวนทายของ 
isthmus  ในแมสุกรหลังการผสมเทียมแบบ AI  IUI และ DIUI แสดงไวดังตารางที่ 3  เซลลระบบภูมิคุมกันท่ีพบใน
สวนทายของ isthmus สวนใหญเปนเซลลลิมโฟไซต ขณะท่ีเซลลนิวโทรฟลและแมคโครฟาจก็สามารถพบไดบาง 
(ตารางที่ 3) 
 
ตารางที่ 3 คาเฉล่ีย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐานของจํานวนเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจ ท่ีอยูในชั้นเย่ือ
บุบริเวณสวนทายของ isthmus ในแมสุกรหลังการทํา AI, IUI และ DIUI 
เซลล AI IUI DIUI 
ลิมโฟไซต 
นิวโทรฟล 
แมคโครฟาจ 

18.6±2.0a 
0.1±0.04a 
0.8±0.2a 

22.1±2.0a 
1.5±0.8a 
1.6±0.4a 

11.8±0.7a 
0.3±0.1a 
0.6±0.1a 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแตละแถวแสดงถึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) 
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รูปท่ี 2 เซลลลิมโฟไซตท่ีแทรกตัวในชั้นเย่ือบุ (ลูกศรสีดํา) และเซลลนิวโทรฟล (หัวลูกศรสีดํา) ท่ีสวนทายของ 
isthmus ยอมดวยสียอม H&E (ความยาวแทง=10 ไมโครเมตร) 
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รูปท่ี 3 คาเฉล่ีย±คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของเซลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจในชั้นเย่ือบุท่ีตําแหนงยูท่ีเจ 
ของแมสุกรภายหลังการผสมเทียมแบบ AI IUI และ DIUI ตัวอักษร a, b, c ท่ีเหมือนกันในแตละชนิดของเซลแสดง
ถึงไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) 
 
การแสดงออกของตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนในทอนําไข 

ผลการทําอิมมูโนฮิสโตเคมีของตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจน (oestrogen receptor, ER) และตัวรับฮอรโมน
โปรเจสเตอโรน (progesterone receptor, PR) พบวา เซลลบริเวณทอนําไขและมดลูกไมพบการแสดงออกของ ER 
แตพบการแสดงออกของ PR (รูปท่ี 4) การแสดงออกของ PR ในทอนําไขและมดลูกสวน UTJ แสดงในตารางท่ี 4 
และ 5 ตามลําดับ ในทอนําไข ความเขมของ PR ในชั้นกลามเนื้อ และสัดสวนของการติดสี PR ในชั้นเย่ือบุผิวใน
กลุม DIUI มีระดับตํ่ากวากลุม AI อยางมีนัยสําคัญ (P<0.05) ในสวนของมดลูกการแสดงออกของ PR ในสุกรท้ัง 3 
กลุมไมมีความแตกตางกัน ยกเวนในชั้นกลามเน้ือท่ีพบวาความเขมของ PR ในกลุม AI สูงกวากลุม DIUI (P<0.05) 
 
ตารางที่ 4 ลักษณะการยอมติดสีอิมมูโนฮิสโตเคมีของตัวรับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (PR) โดยการใหคะแนน 
(ความเขม/สัดสวนของเซลลท่ีติดสี) ในทอนําไขแมสุกรหลังการผสมเทียมแบบ AI, IUI และ DIUI 
กลุม Surface epithelium Stroma Tunica muscularis 
AI 1.8a/2.7A 1.6a/1923A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.5A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.3a/1.8B 1.7a/1475A 2.2b/3.7A 

The different superscript letters between rows are significantly different (P<0.05) 
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ตารางที่ 5 ลักษณะการยอมติดสีอิมมูโนฮิสโตเคมีของตัวรับฮอรโมนโปรเจสเตอโรน (PR) โดยการใหคะแนน 
(ความเขม/สัดสวนของเซลลท่ีติดสี) ในมดลูกแมสุกรหลังการผสมเทียมแบบ AI, IUI และ DIUI 
กลุม Surface 

epithelium 
Superficial 
gland 

Deep gland Stroma Myometrium 

AI 1.6a/2.7A 1.4a/2.4A 1.4a/2.4A 1.8a/1990A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.7A 1.3a/2.4A 1.4a/2.5A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.6a/2.7A 1.2a/1.8A 1.2a/1.9A 1.8a/1933A 2.2b/3.8A 

The different superscript letters between rows are significantly different (P<0.05) 
 

 
 

รูปท่ี 4 การแสดงออกของตัวรับฮอโมนสโปรเจสเตอโรนใน
ทอ UTJ ของสุกร (a) megative control, (b) positive 
control, (c) AI, (d) IUI, (e) DIUI  
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บทที่ 5 
 

การอภิปรายผล สรุป และขอเสนอแนะ 
 
ปริมาณและตําแหนงท่ีพบอสุจิใน sperm reservoir ในระดับจุลกายวิภาคศาสตร 
 

การผสมเทียมดวยวิธี IUI และ DIUI ซึ่งใชจํานวนตัวอสุจิตอโดสจํานวนนอยไดถูกพัฒนาขึ้นเพ่ือชวยให
สามารถใชพอสุกรไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุด และเพ่ือเปนการนําไปสูการประยุกตใชเทคโนโลยีเกี่ยวกับการผสม
เทียมดวยอสุจิท่ีมีความออนแอ เชน น้ําเชื้อแชแข็ง และ อสุจิท่ีผานการคัดแยกเพศ (Roca et al., 2003; Vazquez 
et al., 2005; Sumransap et al., 2007) การศึกษาในครั้งนี้นับเปนครั้งแรกท่ีไดแสดงใหเห็นถึงการกระจายตัวของ
ตัวอสุจิใน UTJ สวนทายของ isthmus  สวนตนของ isthmus  และสวนแอมพูลลา ของทอนําไขในแมสุกรหลังทํา
การผสมเทียมดวยวิธี IUI และ DIUI ซึ่งใชปริมาณโดสต่ําเปรียบเทียบกับการผสมเทียมดวยวิธีปกติ การศึกษาครั้ง
นี้ใชเทคนิคการตรวจทางจุลกายวิภาค ซึ่งเทคนิคนี้เคยมีการใชในสัตวหลายชนิด เชน แมว สุกร โค และแฮมสเตอร 
(Larsson and Larsson, 1985; Smith and Yanagimachi, 1990; Mburu et al., 1997; Chatdarong et al., 2004) 
การกระจายตัวของตัวอสุจิภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี AI IUI และ DIUI ท่ีพบในการศึกษาคร้ังนี้ใหผลตรงกับ
การศึกษาครั้งกอนๆ ซึ่งทําการศึกษาโดยการชะลางตัวอสุจิจากทอในระบบสืบพันธุ (Sumransap et al., 2007; 
Tummaruk et al., 2007)  ผลจากการศึกษาบงชี้วา ในชวงระยะเวลาหลังการตกไข การกระจายตัวของตัวอสุจิ
ภายในชองวางและภายใน crypt ของแหลงกักเก็บตัวอสุจิมีความใกลเคียงกัน  อยางไรก็ตาม จํานวนตัวอสุจิท่ี
ประเมินโดยวิธีการชะลางจะมีคานอยกวาความเปนจริง (Smith and Yanagimachi, 1990; Chatdarong et al., 
2004)  นอกจากน้ัน ตัวอสุจิท่ีอยูบริเวณตรงกลางของทอในแหลงกักเก็บตัวอสุจิมักเปนตัวอสุจิท่ีตายแลว 
(Rodriguez-Martinez et al., 2005) จากการศึกษาในตัวสัตวพบวา ตัวอสุจิท่ีมีชีวิตสวนใหญจะอยูบริเวณรองท่ีอยู
ลึกๆ ในชวงกอนและขณะที่มีการตกไขซึ่งเปนระยะท่ีมีการเปนสัดยืนนิ่ง และตัวอสุจิเหลานี้จะยังไมเกิด
กระบวนการ capacitation จนกระท่ังจะมีการตกไข (Rodriguez-Martinez et al., 2005) ในการศึกษาครั้งนี้พบวา 
จํานวนตัวอสุจิท่ีอยูบริเวณ UTJ และสวนทายของ isthmus ท่ีนับไดจากชิ้นเนื้อ (32 ชิ้น) มีความสัมพันธกันอยาง
มากเมื่อเทียบกับการศึกษาครั้งกอนๆ ท่ีใชเทคนิคการชะลางในการศึกษา 

ในการศึกษาครั้งนี้สามารถยืนยันไดวา การผสมเทียมดวยวิธี DIUI จะมีจํานวนตัวอสุจิท่ีพบไดในแหลงกัก
เก็บตัวอสุจิภายหลังการผสมเทียม 24 ชั่วโมงนอยกวาอยางมีนัยสําคัญเมื่อเปรียบเทียบกับการผสมเทียมดวยวิธี 
AI และ IUI  การศึกษาครั้งกอนๆ มีการแสดงใหเห็นวา การผสมเทียมดวยวิธี DIUI โดยลดจํานวนตัวอสุจิลง 20 
เทา ไดจํานวนลูกสุกรแรกคลอดตอครอกนอยกวาวิธีการผสมเทียมปกติอยางมีนัยสําคัญ (Vazquez et al., 2001; 
Martinez et al., 2006)  จํานวนตัวอสุจิในแหลงกักเก็บตัวอสุจิท่ีนอยนี้อาจอธิบายไดถึงอัตราการผสมติดท่ีต่ํา
ภายหลังจากทําการผสมเทียมดวยวิธี DIUI ในการนําไปใชจริงซึ่งไดมีการรายงานไวกอนหนาน้ีแลว (Martinez et 
al., 2006) นอกจากนี้ยังพบวา เมื่อตัวออนและไขถูกชะลางออกในวันท่ี 6 หลังจากผสมพันธุ แมสุกรท่ีทําการผสม
เทียมดวยวิธี DIUI จะพบการปฏิสนธิท่ีเกิดเพียงบางสวนและเกิดเพียงขางเดียวไดมากกวาแมสุกรท่ีทําการผสม
ดวยวิธีผสมเทียมปกติ (Martinez et al., 2006) การศึกษาคร้ังนี้พบวาอัตราการผสมติดท่ีต่ําและการเกิดการ
ปฏิสนธิเพียงขางเดียวภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี DIUI อาจเกิดจากมีการสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิเพียงขาง
เดียวในแมสุกรบางตัว Rodriguez-Martinez และคณะ (2005) พบวาท้ังตัวอสุจิและนํ้าเล้ียงตัวอสุจิ (รวมท้ัง
สวนประกอบโปรตีนในน้ําเล้ียงตัวอสุจิ) เปนส่ิงสําคัญในการสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิ จํานวนตัวอสุจิสวนหนึ่งและ
โปรตีนบางสวนในน้ําเล้ียงตัวอสุจิท่ีถูกสงไปตามชองวางในมดลูกและรอดจากการถูกเก็บกินจะเขาไปอยูในแหลง
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กักเก็บตัวอสุจิ  นอกจากนั้น ตัวอสุจิสวนท่ีอยูใน 10 มิลลิลิตรแรกของน้ําเชื้อสวนท่ีมีตัวอสุจิเขมขนจะสามารถไป
อยูในแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดมากกวาตัวอสุจิท่ีอยูในน้ําเชื้อสวนที่เหลือ (Rodriguez-Martinez et al., 2005) ซึ่งผล
การศึกษานี้แสดงวาการผสมเทียมในดานเดียวดวยจํานวนตัวอสุจิและนํ้าเล้ียงตัวอสุจิท่ีนอยอาจไมเพียงพอที่จะไป
ทําใหเกิดการสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิไดท้ังสองขาง ซึ่งจะทําใหอัตราการผสมติดตํ่าและเกิดการปฏิสนธิเพียงดาน
เดียวภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี DIUI 

ในการศึกษาครั้งนี้ แมสุกร 1 ตัวจาก 5 ตัวในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี DIUI มีตัวอสุจิอยูใน UTJ เพียงขาง
เดียว ในขณะท่ีแมสุกรตัวอื่นในกลุมมีตัวอสุจิท้ังสองขางของ UTJ ผลการศึกษานี้พบวาไมสอดคลองกับผลจาก
การศึกษาในครั้งกอน (Tummaruk et al., 2007) ซึ่งบงชี้วาตัวอสุจิบางตัวมีการซอนอยูใน crypt ของแหลงกักเก็บ
ตัวอสุจิในขณะที่มีการตกไข ซึ่งไมสามารถตรวจพบไดจากวิธีการชะลาง (Chatdarong et al., 2004)  การศึกษา
กอนหนานี้เคยแสดงใหเห็นแลววา การเกิดการปฏิสนธิเพียงขางเดียว และการปฏิสนธิเพียงบางสวน สามารถ
เกิดขึ้นไดท้ังจากการผสมดวยวิธี AI หรือ DIUI (Hunter, 1967; Waberski et al., 1994; Soede et al., 1995; 
Martinez et al., 2006) สาเหตุท่ีคาดวาจะทําใหเกิดการปฏิสนธิเพียงดานเดียว และการปฏิสนธิเพียงบางสวนอาจ
เกิดจากระยะเวลาตั้งแตผสมจนกระทั่งตกไขท่ีใชเวลานาน จํานวนตัวอสุจิตอครั้งท่ีผสมนอย และปจจัยจากแมสุกร
เอง (Waberski et al., 1994; Soede et al., 1995; Martinez et al., 2006)  Martinez และคณะ (2006) เสนอแนะ
วา ถาจํานวนตัวอสุจิเพ่ิมขึ้นจาก 150 ลานตัวตอโดสเปน 600 ลานตัวตอโดสจะไมพบการปฏิสนธิเพียงดานเดียว 
สําหรับการผสมเทียมดวยวิธี DIUI Martinez และคณะ (2005) ศึกษาพบวาจํานวนตัวออนจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ
เมื่อทําการผสมเทียมดวยตัวอสุจิ 250 ลานตัว จํานวนตัวอสุจิตอโดสท่ีแนะนําใหใชในการผสมเทียมดวยวิธี IUI คือ 
500 ลานตัว (Mezalira et al., 2005)  Bennemann และคณะ (2004) แสดงใหเห็นวาจํานวนตัวออนท้ังหมดท่ี 32 
วันหลังผสมเทียมดวยวิธี IUI จะลดลงอยางมีนัยสําคัญเมื่อระยะหางต้ังแตผสมเทียมถึงตกไขมากเกิน 24 ชัว่โมง 
แมวาอัตราการผสมติดจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญ  ในการศึกษาคร้ังนี้พบวา จํานวนอสุจิตอโดสในการ
ผสมเทียมดวยวิธี DIUI ควรเพ่ิมขึ้น และชวงเวลาตั้งแตผสมถึงตกไขควรมีความเหมาะสมเพ่ือชดเชยผลกระทบ
จากปจจัยอื่น เชน ปจจัยจากแมสุกร เพ่ือใหมีจํานวนตัวอสุจิท่ีแหลงกักเก็บตัวอสุจิเพียงพอเมื่อเกิดการตกไข ถา
ปจจัยตางๆ นี้มีความเหมาะสมแลว การสรางแหลงกักเก็บตัวอสุจิท้ังสองขางภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี DIUI 
อาจเกิดขึ้น อยางนอยก็อาจเกิดในแมสุกรบางตัว 

เทคนิคการผสมเทียมดวยวิธี IUI ในสุกรมีรายงานครั้งแรกในป 2002 (Watson and Behan, 2002) ซึ่ง
แสดงใหเห็นถึงเทคนิคในการผสมเทียมสุกรดวยการลดจํานวนตัวอสุจิตอโดส  แมวาเทคนิคการผสมเทียมแบบ IUI 
มีการนํามาใชในฟารมแลวก็ตาม แตหลายคนยังไมมั่นใจการการลดจํานวนอสุจิตอโดส  ในบางกรณีอาจพบจํานวน
ลูกสุกรแรกเกิดท้ังหมดตอครอกลดลงภายหลังการผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยใชจํานวนตัวอสุจินอยกวา 1,000 ลาน
ตัวตอโดส (Rozeboom et al., 2004; Roberts and Bilkei, 2005) ถาผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยใชตัวอสุจิ 1,000 
ลานตัวตอโดสทําใหขนาดครอกเมื่อคลอดลดลงแลว อาจคาดไดวาเกิดจากการปฏิสนธิเพียงบางสวน อยางไรก็ตาม 
ในการศึกษาครั้งนี้บงชี้วาจํานวนตัวอสุจิใน crypt ของ UTJ และสวนทายของ isthmus ไมมคีวามแตกตางอยางมี
นัยสําคัญในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และวิธี AI ปกติ ซึ่งใหผลไปในแนวทางเดียวกันกับการศึกษากอนหนานี้
ซึ่งเก็บตัวอสุจิท่ีอยูตรงกลางของทอโดยวิธีการชะลาง (Sumransap et al., 2007) ในการศึกษาคร้ังนี้พบวา จํานวน
ตัวอสุจิใน crypt ของ UTJ ในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI จะมีนอยกวากลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI ประมาณ 3 เทา  
UTJ เปนดานกั้นทางกายภาพขั้นแรกในทอนําไขท่ีจะยอมใหตัวอสุจิจํานวนจํากัดผานเขาไปยังจุดท่ีจะเกิดการ
ปฏิสนธิได (Rodriguez-Martinez et al., 2005) ในชวงกอนระยะเวลาตกไข ตัวอสุจิสวนใหญจะอยูในซอกสวนลึก
ของแหลงกักเก็บตัวอสุจิ การชะลางจะนําตัวอสุจิออกมาไดยากเนื่องจากชองวางของทอท่ีปดและเมือกท่ีพบภายใน
ทอ (Tienthai et al., 2004)  ตัวอสุจิจะกลับมาอยูในทออีกคร้ังภายหลังจากไขตก (Mburu et al., 1996) 
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Sumransap และคณะ (2007) พบวาตัวอสุจิสวนใหญ (ประมาณ 47%) ท่ีรอดชีวิตในทางเดินระบบสืบพันธุของเพศ
เมียจะพบที่ UTJ  ในการศึกษาคร้ังนี้แสดงใหเห็นวาตัวอสุจิท่ีอยูใน UTJ มีจํานวนนอยกวาประมาณ 3 เทาในกลุม
ท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยลดจํานวนตัวอสุจิตอโดส 3 เทาเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี AI ปกติ 
ซึ่งผลการศึกษานี้ยังไมเคยมีการรายงานมากอน  ในการศึกษาคร้ังกอนๆ พบวา จํานวนตัวอสุจิท่ีอยูใน UTJ ท่ีได
จากวิธีการชะลางในกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และ AI มีความใกลเคียงกัน (Sumransap et al., 2007) และ
จํานวนตัวอสุจิใน isthmus ของกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธี IUI และ AI ก็มีความใกลเคียงกัน ซึ่งผลเปนไปในแนวทาง
เดียวกันกับการศึกษากอนหนาน้ี (Sumransap et al., 2007) จากผลการศึกษาเหลานี้บงชี้ไดวา ถาทอนําไขทํางาน
เปนปกติแลว การผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยลดจํานวนตัวอสุจิลง 3 เทานาจะไมมีผลกระทบตออัตราการผสมติด
และขนาดครอก 

โดยสรุป การผสมเทียมดวยวิธี IUI โดยการลดจํานวนตัวอสุจิลง 3 เทามีแนวโนมท่ีจะมีจํานวนตัวอสุจิท่ี
อยูบริเวณ crypt ของ UTJ นอยลง แตไมมีผลในบริเวณสวนทายของ isthmus ซึ่งอาจไมมีผลรบกวนกระบวนการ
ปฏิสนธิเน่ืองจากตัวอสุจิในบริเวณที่จะเกิดการปฏิสนธิมีจํานวนเพียงพอ  ในการผสมเทียมเพียงคร้ังเดียว การผสม
ดวยวิธี DIUI โดยใชจํานวนตัวอสุจิตอโดสลดลง 20 เทาอาจทําใหจํานวนตัวอสุจิท่ีอยูใน crypt ของแหลงกักเก็บตัว
อสุจิกอนเกิดการปฏิสนธินอย  ตัวอสุจิสามารถพบไดในแหลงกักเก็บตัวอสุจิท้ังสองขางภายหลังการผสมเทียมดวย
วิธี AI และ IUI แตการผสมเทียมดวยวิธี DIUI พบไดในแมสุกรเพียง 1 ตัวจาก 5 ตัว 
 
การกระจายตัวของเซลลระบบภูมิค ุ มกันในทอนําไข 
 

ในการศึกษาครั้งนี้ ลิมโฟไซตเปนเซลลระบบภูมิคุมกันหลักที่พบไดในสุกรทุกกลุมหลังการผสมเทียม
ประมาณ 24 ชัว่โมง  ในขณะที่นิวโทรฟลและแมคโครฟาจพบไดนอยในแหลงกักเก็บตัวอสุจิ ลักษณะการแทรกตัว
ของเซลลเม็ดเลือดขาวในมดลูกแมสุกรใกลเคียงกับชวงแรกของระยะ dioestrus (ประมาณ 70 ชั่วโมงหลังตกไข) 
(Kaeoket et al., 2003) นิวโทรฟลและแมคโครฟาจซึ่งพบไดนอยบงชี้วา การทํางานของระบบภูมิคุมกันชนิดไม
จําเพาะหรือการเก็บกินส่ิงแปลกปลอมในแหลงกักเก็บตัวอสุจิถูกจํากัด โดยท่ัวไป จํานวนตัวอสุจิท่ีใชในการผสม
เทียมดวยวิธี IUI และ DIUI จะนอยกวาการผสมเทียมดวยวิธีปกติ 3 และ 20 เทา (Sumransap et al., 2007; 
Tummaruk et al., 2007) จากการศึกษาครั้งนี้บงชี้ไดวา การลดจํานวนตัวอสุจิท่ีใชในการทํา IUI และ DIUI ไมทํา
ใหเกิดการเปล่ียนแปลงของการแทรกตัวของเซลลเม็ดเลือดขาวลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจในตําแหนง 
UTJ และสวนทายของ isthmus แตกตางจากกลุมท่ีผสมเทียมดวยวิธีปกติ (AI) การศึกษานี้พบวาการผสมเทียม
ดวยวิธี IUI และ DIUI สามารถนํามาใชในการผสมเทียมสุกรไดโดยปราศจากผลกระทบเกี่ยวกับการแทรกตัวของ
เซลลเม็ดเลือดขาวในแหลงกักเก็บตัวอสุจิกอนเกิดการปฏิสนธิ 

โดยสรุป การศึกษานี้สามารถพิสูจนไดวาการผสมเทียมดวยวิธี IUI และ DIUI ซึ่งเปนวิธีใหมในการผสม
เทียมสุกรไมมีผลกระทบตอการแทรกตัวของเซลลลิมโฟไซต นิวโทรฟล และแมคโครฟาจในชั้นเย่ือบุมดลูกท่ีแหลง
กักเก็บตัวอสุจิกอนเกิดการปฏิสนธิ 
 
การแสดงออกของตัวรับฮอรโมนเอสโตรเจนและโปรเจสเตอโรนในทอนําไข 

การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นการแสดงออกของ PR หลังการผสมเทียมแบบ IUI และ DIUI ในสุกร
เปรียบเทียบกับการผสมเทียมแบบปกติ เปนครั้งแรก การผสมเทียมแบบ IUI และ DIUI ในสุกรเปนการผสมเทียม
แบบใหม ยังไมเคยมีรายงานการศึกษาการแสดงออกของ PR มากอน เปนท่ีทราบกันดีวาฮอรโมนโปรเจสเตอโรน
ทําใหเกิดการเปล่ียนแปลงของเนื้อเยื่อของมดลูกท้ังในวงจรการเปนสัดปกติของสุกรและภายหลังการปฏิสนธิ การ
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แสดงออกของ PR ท่ีบริเวณมดลูกเคยมีรายงานแลวท้ังในสุกรและในสัตวชนิดอื่นๆ (Hartt et al., 2005; Peralta et 
al., 2005; Sukjumlong et al., 2005) ในการศึกษาครั้งนี้ความเขมของการติดสีและสัดสวนของเซลลท่ีติดสี
คอนขางสูงในชวง 24 ชั่วโมงหลังตกไข สอดคลองกับผลการศึกษากอนหนาน้ีในสุกรปกติ (Sukjumlong et al., 
2005) กอนหนานี้เคยมีการศึกษาบงชี้วาการแสดงออกของ PR ในมดลูกของสุกรจะสูงระหวาง 5-70 ชั่วโมงหลัง
การผสมเทียม (Sukjumlong et al., 2005) ในการศึกษาครั้งนี้พบวากลุม DIUI พบการแสดงออกของ PR ต่ํากวา
กลุม AI ปกติในบางสวนของทอนําไข สาเหตุอาจเกิดจากจํานวนอสุจิท่ีใชในการผสมเทียมในกลุม DIUI ต่ํากวา
กลุม AI 20 เทาตัว เคยมีการศึกษาพบวาฮอรโมนเอสโตรเจนสามารถกระตุนใหเกิดการแสดงออกของ PR สูงขึ้น 
(Sukjumlong et al., 2005) เนื่องจากน้ําเชื้อพอสุกรมีฮอรโมนเอสโตรเจน การผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อปริมาณนอย
จึงทําใหการแสดงออกของ PR ต่ําลง อยางไรก็ดี การแสดงออกของ PR ในกลุม IUI ไมแตกตางจากกลุม AI 

โดยสรุปการผสมเทียมดวยวิธี DIUI โดยใชปริมาณน้ําเชื้อลดลง 20 เทาตัว ทําใหการแสดงออกของ PR ใน
บางสวนของทอนําไขลดต่ําลง ซึ่งอาจมีผลกระทบตอกระบวนการขนสงอสุจิและการปฏิสนธิได 
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The aim of this study was to investigate the number of
spermatozoa in the crypts of the utero-tubal junction (UTJ)
and the oviduct of sows approximately 24 h after intrauterine
insemination (IUI) and deep intrauterine insemination (DIUI)
and compared with that of conventional artificial insemination
(AI). Fifteen crossbred Landrace · Yorkshire (LY) multipa-
rous sows were used in the experiment. Transrectal ultraso-
nography was performed every 4 h to examine the time of
ovulation in relation to oestrous behaviour. The sows were
inseminated with a single dose of diluted fresh semen by the AI
(n = 5), IUI (n = 5) and DIUI (n = 5) at approximately 6–
8 h prior to the expected time of ovulation, during the second
oestrus after weaning. The sperm dose contained 3000 · 106

spermatozoa in 100 ml for AI, 1,000 · 106 spermatozoa in
50 ml for IUI and 150 · 106 spermatozoa in 5 ml for DIUI.
The sows were anaesthetized and ovario-hysterectomized
approximately 24 h after insemination. The oviducts and the
proximal part of the uterine horns (1 cm) on each side of the
reproductive tracts were collected. The section was divided
into four parts, i.e. UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and
ampulla. The spermatozoa in the lumen in each part were
flushed several times with phosphate buffer solution. After
flushing, the UTJ and all parts of the oviducts were immersed
in a 10% neutral buffered formalin solution. The UTJ and
each part of the oviducts were cut into four equal parts and
embedded in a paraffin block. The tissue sections were
transversely sectioned to a thickness of 5 lm. Every fifth serial
section was mounted and stained with haematoxylin and eosin.
The total number of spermatozoa from 32 sections in each
parts of the tissue (16 sections from the left side and 16 sections
from the right side) was determined under light microscope.
The results reveal that most of the spermatozoa in the
histological section were located in groups in the epithelial
crypts. The means of the total number of spermatozoa in the
sperm reservoir (UTJ and caudal isthmus) were 2296, 729 and
22 cells in AI, IUI and DIUI groups, respectively (p < 0.01).
The spermatozoa were found on both sides of the sperm
reservoir in all sows in the AI and the IUI groups. For the
DIUI group, spermatozoa were not found on any side of the
sperm reservoir in three out of five sows, found in unilateral
side of the sperm reservoir in one sow and found in both sides
of the sperm reservoir in one sow. No spermatozoa were found
in the cranial isthmus, while only one spermatozoon was found
in the ampulla part of a sow in the IUI group. In conclusion,
DIUI resulted in a significantly lower number of spermatozoa
in the sperm reservoir approximately 24 h after insemination
compared with AI and IUI. Spermatozoa could be obtained
from both sides of the sperm reservoir after AI and IUI but in
one out of five sows inseminated by DIUI.

Introduction

Recently, new procedures for artificial insemination (AI)
in pigs such as intrauterine insemination (IUI) and deep

intrauterine insemination (DIUI) have been established
(Martinez et al. 2002; Watson and Behan 2002; Sum-
ransap et al. 2007; Tummaruk et al. 2007). The proce-
dures consist of a specially designed catheter that can be
passed through the cervix allowing the deposition of
sperm into the uterine body (in the case of IUI) or the
proximal third of the uterine horn (in the case of DIUI).
Using these techniques, the number of spermatozoa per
dose can be reduced to one billion spermatozoa for IUI
(Watson and Behan 2002) and 150 million spermatozoa
for DIUI (Martinez et al. 2002). It has been demon-
strated that the IUI technique with a three-time reduc-
tion in sperm numbers per dose results in the same
conception rate and litter size, under farm conditions
when compared with conventional AI (Watson and
Behan 2002). However, Rozeboom et al. (2004) found
that IUI with £1 · 109 spermatozoa per dose resulted in
a smaller litter size compared with conventional AI with
4 · 109 spermatozoa per dose. Sperm distribution within
the female reproductive tract following conventional AI
is well established in pigs (Hunter 1981; Mburu et al.
1996; Langendijk et al. 2002; Rodriguez-Martinez et al.
2005). Yet, only a few studies on the distribution of
spermatozoa in the female reproductive tract for both
IUI and DIUI have been conducted (Sumransap et al.
2007; Tummaruk et al. 2007). Using a low number of
spermatozoa per dose, DIUI results in a significantly
lower number of spermatozoa in the female reproductive
tract at 24 h after insemination (Tummaruk et al. 2007),
while the spermatozoa flushed from the utero-tubal
junction (UTJ) and oviducts do not differ significantly
between IUI and conventional AI (Sumransap et al.
2007). Furthermore, the spermatozoa could be obtained
from only one side of the reproductive tracts after DIUI
and therefore a unilateral colonization of spermatozoa in
the sperm reservoir was suspected (Tummaruk et al.
2007). On the other hand, it was demonstrated that four-
to eight-cell embryos were found in both sides of the
reproductive tract at 48 h after DIUI in other groups of
sows (Tummaruk et al. 2007). In cats, it has been
reported that the number of spermatozoa in the crypts
of the sperm reservoir after mating was found to be
greater than in the lumen (Chatdarong et al. 2004). The
number of spermatozoa in the crypts of the sperm
reservoir after IUI and DIUI in pigs with a reduced
number of spermatozoa has not been reported. The
present study was performed to investigate the number
of spermatozoa in the UTJ and each part of the oviducts
of sows approximately 24 h after IUI or DIUI and
compared with that of conventional AI.
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Materials and Methods

Animals and the detection of oestrus and ovulation

Fifteen crossbred Landrace · Yorkshire (LY) multipa-
rous sows were used in the experiment. On the day of
weaning, they were brought from commercial farms to
the Department of Obstetrics, Gynaecology and Repro-
duction, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn
University and were allocated to individual pens adja-
cent to adult boars. The sows were fed 3 kg ⁄day (twice a
day) with a commercial feed (Starfeed176�; BP Feed
Co. Ltd, Saraburi, Thailand) containing 15% protein,
2% fat and 10% fibre. Water was provided ad libitum.
The sows were observed for pro-oestrus twice a day
(a.m. ⁄p.m.). The sows were randomly assigned to three
groups according to ear tag, i.e. AI (n = 5), IUI
(n = 5) and DIUI (n = 5) groups. The sows were
examined for the onset of standing oestrus every 6 h
using a back pressure test in the presence of a mature
boar. Transrectal ultrasonography (Echo camera SSD-
550; Aloka Co. Ltd, Tokyo, Japan) was performed in all
sows every 4 h, starting from approximately 10 to 12 h
after the onset of oestrus, using a 5 MHz probe to
examine the time the time of ovulation (Tummaruk
et al. 2007).

The collection and dilution of semen and insemination

The semen was collected from an adult Duroc boar
with proven fertility. Semen with a motility of ‡70%, a
concentration of ‡150 spermatozoa ⁄ml and sperm with
normal morphology ‡85%, was diluted, using a Belts-
ville thawing solution diluent (BTS, Minitüb; Abfüllund
Labortechnik GmbH &Co. KG, Tiefenbach, Germany).
The sperm dose contained 3000 · 106 spermatozoa in
100 ml for conventional AI, 1000 · 106 spermatozoa
in 50 ml for IUI (Deep goldenpigTM catheter; IMV
Technologies, L’Aigle, France) and 150 · 106 sperma-
tozoa in 5 ml for DIUI (Martinez et al., 2002). The sows
were inseminated with a single dose of the diluted semen
during the second oestrus after weaning. The time of
ovulation during the first oestrus was used to determine
the timing of insemination, which was carried out at 6–
8 h prior to the expected time of ovulation. The sows
were inseminated by conventional AI, IUI and DIUI
techniques. The DIUI technique was modified after
Martinez et al. (2000). Intrauterine insemination and
DIUI techniques have been described by Sumransap
et al. (2007) and Tummaruk et al. (2007).

Sampling procedures

The sows were anaesthetized at 25.2 ± 1.6 h after
insemination (Table 1). General anaesthesia was in-
duced by i.m. injection of 2 mg ⁄kg azaperone (Stress-
nil�; Janssen Animal Health, Beerse, Belgium), and
30 min later, 10 mg ⁄kg of thiopental sodium was given
intravenously. Ovario-hysterectomy was performed by
laparotomy. The reproductive organs were removed and
immediately transferred to the laboratory. The number
of corpus haemorrhagicum was counted and regarded as
the number of ovulations. The total length of the uterine
horn was measured. The oviducts and the proximal part

of uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive
tract were collected. The section was divided into four
parts, i.e. UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and
ampulla (Tummaruk et al. 2007). The lumen of each
segment was flushed with phosphate buffer solution
several times. The numbers of spermatozoa obtained via
the flushing technique have been reported previously
(Sumransap et al. 2007; Tummaruk et al. 2007). After
flushing, the UTJ and all parts of the oviducts were
immersed in a 10% neutral buffered formalin solution
for further processing.

Tissue sections

The UTJ and each part of the oviducts were cut into
four equal parts and embedded in a paraffin block. The
tissue sections were transversely sectioned to a thickness
of 5 lm. Every fifth serial section was mounted and
stained with haematoxylin and eosin. The number of
spermatozoa in defined sections was determined under
light microscope with a magnification of 200–400·. The
defined sections represent the total number of sperma-
tozoa from 32 sections in each part of the tissue (16
sections from the left and 16 sections from the right
sides).

Statistical analysis

Data were analysed using SAS software (SAS Institute
Inc 1996). Descriptive statistics including the mean and
the standard deviations (SD) of all parameters were
calculated. Parameters including parity number, body
weight, weaning-to-oestrus interval, oestrus-to-ovula-
tion interval, oestrus duration, insemination-to-ovari-
ohyterectomy interval, number of ovulations and length
of the uterine horns were compared among groups using
a one-way ANOVA. The number of spermatozoa in the
UTJ and each part of the oviducts was presented as the
means of the groups and the range of the means of each
sow. The normality of the data was tested using residual
plot under the UNIVARIATE procedure of SAS.
Skewness, kurtosis and Shapiro–Wilk statistical meth-
ods were used to evaluate the normality of the data. As
a result of the skew of the data, a natural log

Table 1. Reproductive parameters of sows inseminated by conven-
tional AI, IUI and DIUI

Parameters

Groups

p-valueAI IUI DIUI

Parity 9.0 ± 1.4 6.0 ± 3.2 6.8 ± 1.9 0.42

Body weight (kg) 198 ± 50 208 ± 34 234 ± 19 0.40

First oestrus

Weaning-to-oestrus (days) 5.2 ± 1.6 4.2 ± 0.8 5.3 ± 1.5 0.42

Oestrus-to-ovulation (h) 34.2 ± 9.3 38.0 ± 12.1 43.5 ± 12.6 0.46

Oestrus duration (h) 55.1 ± 22.5 53.0 ± 11.7 60.0 ± 12.2 0.80

Second oestrus

Insemination to

ovario-hyterectomy (h)

24.6 ± 0.8 26.1 ± 1.6 24.8 ± 1.9 0.27

Number of ovulation 15.3 ± 2.1 17.7 ± 1.5 17.2 ± 1.6 0.19

Length of uterine horns

(cm)

248 ± 33 263 ± 28 256 ± 44 0.85

AI, artificial insemination; IUI, intra-uterine insemination; DIUI, deep intra-

uterine insemination.
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transformation was applied to the number of sperma-
tozoa before being included in the statistical models.
The numbers of spermatozoa (log transformation) in
each part of the reproductive tract were compared
among groups using a general linear model procedure.
Least-squared means were obtained from each group
and were compared using Tukey–Kramer adjustment
for multiple comparison. Differences with p < 0.05
were regarded as having statistical significance.

Results

Reproductive parameters including weaning-to-oestrus
interval, oestrus-to-ovulation interval, oestrus duration,
number of ovulation and length of the uterine horns are
presented in Table 1. All of these parameters display no
significant differences between groups (Table 1). The
interval from insemination to ovario-hysterectomy
operation varied from 24.6 to 26.1 h among groups
(p > 0.05).

Most of the spermatozoa in the histological section
were located in groups in the epithelial crypts (Fig. 1).

The numbers of spermatozoa in the tissue sections are
presented in Table 2. The means of the total number of
spermatozoa in defined sections of the sperm reservoir
(UTJ and caudal isthmus) were 2296, 729 and 22 cells in
AI, IUI and DIUI groups respectively (p < 0.05). The
number of spermatozoa in the defined sections of the
sperm reservoir varied between sows from 36 to 3927
cells in the AI group, 141–2260 cells in the IUI group
and 0–56 cells in the DIUI group (Table 1). No
spermatozoa were found in the cranial isthmus in any
sows, while only one spermatozoon was found in the
ampulla part of a sow in the IUI group.

Spermatozoa were found on both sides of the sperm
reservoir in all sows in the AI and the IUI groups. For the
DIUI group, no spermatozoa were found in the UTJ and
all parts of the oviducts in three out of five sows, but
spermatozoa were found on the unilateral side of the UTJ
in one sow and found on both sides of theUTJ in one sow.

The estimated number of spermatozoa hiding in the
crypts of the UTJ and the caudal isthmus per area (32
section · 5 microns = 160 microns) could be calcu-
lated. As for instance, in the UTJ after AI, it was
2276 ⁄160 = 14.2 spermatozoa per micron or 142 000
spermatozoa ⁄ cm of the UTJ.

Discussion

Intrauterine insemination and DIUI techniques using a
low sperm number per dose of insemination are devel-
oped to maximize the use of superior boar sperm and to
apply for some new sperm technology, such as frozen-
thawed semen and sex-sorted sperm (Roca et al. 2003;
Vazquez et al. 2005; Sumransap et al. 2007). The
present study is the first to demonstrate the distribution
of spermatozoa in the UTJ, caudal isthmus, cranial
isthmus and ampulla parts of the oviduct in sows after
low-dose IUI and DIUI compared with conventional AI
by using the histological examination technique. This
technique has been performed on many species such as
cats, pigs, heifers and hamsters (Larsson and Larsson
1985; Smith and Yanagimachi 1990; Mburu et al. 1997;
Chatdarong et al. 2004). The distribution of spermato-
zoa after AI, IUI and DIUI observed in the present
study is in agreement with our previous findings, in
which spermatozoa were flushed from the lumen of the
reproductive tract (Sumransap et al. 2007; Tummaruk
et al. 2007). This indicated that during the post-ovula-
tion period, the distribution of spermatozoa in the
lumen and in the crypts of the sperm reservoir is quite
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Fig. 1. Distribution of spermatozoa in epithelial crypts of the utero-
tubal junction of a sow approximately 24 h after insemination. SP,
spermatozoa; RBC, red blood cell; E, epithelium; S, subepithelium
(a) 100· magnification (b) 400· magnification. Haematoxylin and
eosin stained

Table 2. Mean number of spermatozoa (cells) and range in the UTJ
and the caudal isthmus of sows approximately 24 h after conventional
AI, IUI and DIUI

Group n UTJ Caudal isthmus Total

AI 5 2276a (36–3829) 20a (0–98) 2296a (36–3927)

IUI 5 716a (141–2260) 13a (0–59) 729a (141–2260)

DIUI 5 22b (0–56) 0a 22b (0–56)

UTJ, utero-tubal junction; AI, artificial insemination; IUI, intrauterine insem-

ination; DIUI, deep intra uterine insemination.

Values with similar superscript letters within a column do not differ significantly

(p > 0.05).
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similar. However, it was suggested that the sperm
number estimated by a flushing technique was likely to
be an under estimate (Smith and Yanagimachi 1990;
Chatdarong et al. 2004). Furthermore, the spermatozoa
localized in the central lumen of the sperm reservoir are
likely to be dead spermatozoa (Rodriguez-Martinez
et al. 2005). For in vivo study, most of the viable
spermatozoa are usually harboured in deep furrows in
the pre- and peri-ovulatory period during standing
oestrus and these spermatozoa remained uncapacitated
until ovulation took place (Rodriguez-Martinez et al.
2005). In the present study, the number of spermatozoa
in defined section (32 sections) hiding in the crypts of the
UTJ and the caudal isthmus was relatively high com-
pared with earlier reports when flushing technique had
been used.

In the present study, it is confirmed that DIUI
resulted in a significantly lower number of spermatozoa
in the sperm reservoir approximately 24 h after insem-
ination compared with AI and IUI. Earlier studies have
shown that DIUI with a 20-fold reduction in number of
spermatozoa resulted in a significantly lower litter size
compared with conventional AI (Vazquez et al. 2001;
Martinez et al. 2006). The low number of spermatozoa
in the sperm reservoir might explain the poor fertiliza-
tion rate after DIUI in pigs under field conditions, which
was reported earlier (Martinez et al. 2006). In addition,
it was found that when the embryos and oocyte were
flushed at 6 days after insemination, partial and unilat-
eral fertilization was higher in sows inseminated with
DIUI compared with conventional AI (Martinez et al.
2006). The present study indicates that low fertilization
rate and unilateral fertilization after DIUI might be
caused by a unilateral sperm reservoir formation in
some sows. Rodriguez-Martinez et al. (2005) demon-
strated that both spermatozoa and seminal plasma (as
well as protein components in the seminal plasma) are
important for the formation of the sperm reservoir. A
certain number of spermatozoa and some proteins in
the seminal plasma have to be transported through
the uterine lumen and escape from phagocytosis to enter
the sperm reservoir. Furthermore, the spermatozoa
subpopulation in the first 10 ml of the sperm-rich
fraction seems to be more effective to a colonized sperm
reservoir than the rest of the sperm-rich fraction to
colonize sperm (Rodriguez-Martinez et al. 2005). These
findings suggest that unilateral insemination with a
small number of spermatozoa and seminal plasma may
not be enough to enhance the formation of bilateral
sperm reservoir. These events may cause low fertiliza-
tion and unilateral fertilization after DIUI.

In the present study, one out of five sows in the DIUI
group had spermatozoa on only one side of the UTJ,
while another sow in the same group had spermatozoa
on both sides of the UTJ. The later finding was not in
accordance with our previous study (Tummaruk et al.
2007). This therefore indicates that some spermatozoa
were hiding deep in the crypts of the sperm reservoir
during ovulation, which may not have been removed via
flushing (Chatdarong et al. 2004). Earlier studies have
shown that unilateral fertilization and partial fertiliza-
tion can occur in either conventional AI or DIUI
(Hunter 1967; Waberski et al. 1994; Soede et al. 1995;

Martinez et al. 2006). It has been suspected that the
causes of unilateral fertilization and partial fertilization
might be the prolonged interval from insemination to
ovulation, the low number of spermatozoa per insem-
ination and the variation among sows (Waberski et al.
1994; Soede et al. 1995; Martinez et al. 2006). Martinez
et al. (2006) proposed that if the number of spermatozoa
was increased from 150 · 106 spermatozoa ⁄dose to
600 · 106 spermatozoa per dose, unilateral fertilization
did not occur. For IUI, Mezalira et al. (2005) found that
the number of embryos was significantly decreased after
250 · 106 spermatozoa were used for insemination. The
minimum number of spermatozoa per dose recom-
mended for IUI was 500 · 106 spermatozoa (Mezalira
et al. 2005). Bennemann et al. (2004) demonstrated that
the total number of embryos at 32 days after IUI
significantly decreased when the interval from insemi-
nation to ovulation exceeded 24 h, although the con-
ception rate did not differ significantly. In the present
study, we suggest that the number of spermatozoa per
insemination dose for DIUI should be increased and the
interval from insemination to ovulation should be
optimized to compensate for the influences of other
factors, such as sow factors, to obtain the optimal
number of spermatozoa in the sperm reservoir during
ovulation. If these factors have been optimized, bilateral
formation of the sperm reservoir after DIUI might have
occurred, at least in some sows.

The IUI technique in pigs was reported for the first
time in 2002 (Watson and Behan 2002). It has been
demonstrated as a practical technique for AI in pigs
with a reduced number of spermatozoa per dose.
Although the IUI technique has been used under farm
conditions, many practitioners are not yet confident
enough to reduce the number of spermatozoa per dose.
In some cases, a reduced number of total piglets born
per litter after IUI with £1000 · 106 spermatozoa per
dose have been observed (Rozeboom et al. 2004;
Roberts and Bilkei 2005). If IUI with 1000 · 106

spermatozoa per dose causes a reduction in litter size
at farrowing, a partial fertilization can be expected. The
present study indicates that the number of spermatozoa
in the crypts of the UTJ and the caudal isthmus was,
however, not significantly different between IUI and
conventional AI. This is in agreement with our previous
finding, in which spermatozoa in the central lumen were
obtained by a flushing technique (Sumransap et al.
2007). In the present study, the number of spermatozoa
in the crypts of the UTJ in the IUI group was
approximately three times less than in the AI group.
The UTJ is known as the primary physical barrier to the
oviduct and restricts sperm access to the fertilization site
(Rodriguez-Martinez et al. 2005). During the pre-ovu-
lation period, most spermatozoa are hidden in the deep
lateral furrows of the sperm reservoir, flushing of which
are difficult to achieve because of the closed lumen and
the presence of intraluminal mucus in the lumen
(Tienthai et al. 2004). The spermatozoa were relocated
again after ovulation (Mburu et al. 1996). Sumransap
et al. (2007) demonstrated that the majority (approxi-
mately 41%) of the spermatozoa recovered from
the female genital tract were found in the UTJ. The
present study demonstrates that the sub-population of
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spermatozoa in the UTJ is approximately three times
lower in the IUI with a three times reduction in number
of spermatozoa per dose compared with that of
conventional AI. This has never been reported before.
In our previous study, the number of spermatozoa in the
UTJ obtained via flushing technique was quite similar
between IUI and AI (Sumransap et al. 2007). Yet, the
number of spermatozoa in the isthmus was quite similar
between IUI and AI. This is in agreement with our
previous findings (Sumransap et al. 2007). These indi-
cated that if the oviducts function normally, IUI with a
three time reduction in the number of spermatozoa may
not have an unfavourable effect on fertilization rate and
litter size.

In conclusion, IUI with a three times reduction in the
number of spermatozoa tended to have a lower number
of spermatozoa hiding in the crypts of the UTJ but not
in the caudal isthmus. This may not interfere with the
fertilization process because of the sufficient number of
spermatozoa heading to the fertilization site. For single
insemination, the DIUI with a 20-fold reduction in the
number of spermatozoa per dose might be too low to
obtain a sufficient number of spermatozoa in the crypts
of the sperm reservoir prior to fertilization. The sper-
matozoa could be obtained from both sides of the sperm
reservoir after AI and IUI, but in only one out of five
sows inseminated by DIUI.
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Introduction 
The mechanism of sperm transport from the 
insemination site to the fertilization area is regulated 
by many factors involving both the female genital 
tract and the spermatozoa (1). The utero-tubal 
junction (UTJ) is the primary physical barrier to the 
oviduct. The caudal isthmus and the UTJ act as a 
sperm reservoir to restrict sperm access to the 
fertilization site (2). Ovulation affects sperm 
transport by initiating the redistribution of 
spermatozoa from the sperm reservoirs                  
(3). Recently, new devices for artificial insemination 
(AI) in pig have been developed i.e., intrauterine 
insemination (IUI) and deep intrauterine 
insemination (DIUI) (4-7). Using these techniques, 
the number of spermatozoa per dose can be reduced 
(4-7). It has been shown that DIUI resulted in a 
significantly lower number of spermatozoa in the 
female reproductive tracts at 24 h after insemination 
(5), while the spermatozoa in the UTJ and oviducts 
do not differ significantly between IUI and 
conventional AI (4). After insemination, the 
excessive spermatozoa were eliminated by the local 
immune system of the sow’s uterus (8, 9). These 
immune cells are produced from lymphoid         
(e.g., lymphocyte, plasma cell) and myeloid lineage 
(e.g., neutrophil, macrophage and eosinophil) in the 
bone marrow (9). Lymphocyte is mainly function for 
specific immune response, while neutrophil is 
function for the non-specific immune response, 
phagocytosis (9). The infiltration of leukocyte 
subpopulation in the sow’s uterus and oviduct after 
conventional AI has been reported (8-10). However, 
infiltration of leukocyte after IUI and DIUI has 
never been reported. The present study was 
performed to investigate the infiltration of 
intraepithelial lymphocyte (IEL), neutrophil (IEN) 
and macrophage (IEM) in the UTJ and each part of 
the oviducts at about 24 h after IUI and DIUI 
compared to AI in sows. 
 
Material and Methods 
Animals and the detection of oestrus and ovulation: 
Fifteen crossbred Landrace x Yorkshire (LY)   
multiparous sows were used in the experiment. On 
the day of weaning, they were allocated to individual 
pens adjacent to adult boars. The sows were 
observed for pro-oestrus twice a day (am/pm). The  
 

 
sows were randomly assigned to 3 groups, i.e., AI 
(n=5), IUI (n=5) and DIUI (n=5). Transrectal 
ultrasonography (Echo camera SSD-550, Aloka co. 
ltd., Japan) was performed every 4 h using a 5 MHz 
probe to examine the ovulation time in all sows (5). 
Collection and dilution of semen and insemination: 
The semen was collected from an adult proven 
Duroc boar. Semen with a motility of ≥70% was 
diluted, using Beltsville thawing solution (BTS) 
diluent. The sperm dose contained 3,000x106 motile 
spermatozoa in 100 ml for conventional AI, 
1,000x106 motile spermatozoa in 50 ml for IUI 
(Deep golden pig®, Minitube, Germany) and 
150x106 motile spermatozoa in 5 ml for DIUI (7). 
The sows were inseminated with a single dose of the 
diluted semen during the second oestrus after 
weaning at 6 to 8 h prior to the expected time of 
ovulation. The sows were inseminated by the 
conventional AI, IUI and DIUI techniques (4, 5). 
Sampling procedures: The sows were general 
anesthetized at 25.2±1.6 h after insemination.      
The ovario-hysterectomy was performed by 
laparotomy. The reproductive organs were removed 
and immediately transferred to the laboratory.      
The oviducts and the proximal part of uterine horns       
(1 cm) on each side of the reproductive tracts were 
collected. The section was divided into 4 parts, i.e., 
UTJ, caudal isthmus, cranial isthmus and ampulla 
(5). The spermatozoa in the lumen in each part were 
flushed with Phosphate buffer solution (PBS) for 
several times. After flushing, the UTJ and all parts 
of the oviducts were immersed in 10% neutral buffer 
formalin solution for further processing. 
Tissue sections: The UTJ and each part of the 
oviducts were cut into four equal parts and 
embedded in paraffin block. The tissue sections 
were transversely section to a thickness of 5 μm. 
Every fifth serial section was mounted and stained 
with hematoxylin and eosin (H&E).  
Histological examination: The total number of IEL, 
IEN and IEM in each parts of the tissue was 
determined under light microscope using 400x mag. 
The leukocyte cells were counted in 15,625 μm2 for 
20 areas per tissue section. A total of 32 sections per 
organ (left and right sides) in each sow were 
determined. 
Statistical analysis: Data were analyzed using SAS 
software (11). The total number of IEL, IEN and 
IEM counted in the UTJ and the caudal isthmus 
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were presented as means±SEM. Due to the skew of 
the data, a natural log transformation was applied to 
the data before included in the statistical models. 
The numbers of IEL, IEN and IEM in each part of 
the sperm reservoir were compared among groups 
using General linear mixed model (MIXED) 
procedure. The model included groups, sides and 
organs as fixed effect and included animal and 
section nested within animal as random effects. 
Least-squared means were compared using Tukey-
Kramer adjustment for multiple comparisons. 
Differences with p<0.05 were regarded to have 
statistical significance. 
 
Results and Discussion 
Infiltration of IEL, IEN and IEM in the UTJ and the 
caudal isthmus of sow are demonstrated in Fig. 1 & 
2. The number of IEL, IEN and IEM in the UTJ of 
sow after AI, IUI and DIUI were not significantly 
difference (p>0.1) (Fig. 2). Lymphocyte was the 
most common leukocyte found in the epithelium of 
the sperm reservoir at 24 h after insemination. A 
small number of neutrophil and macrophage were 
also found in the sperm reservoir in most sows (Fig. 
1&2). Number of IEL, IEN and IEM in the caudal 
isthmus of sow after AI, IUI and DIUI are 
demonstrated in Table 1. Lymphocyte was the most 
common immune cells in the caudal isthmus, while 
few IEN and IEM were also found (Table 1). 
 

 
Fig. 1 Intraepithelial lymphocyte (black arrow)  
and neutrophil, (black arrowheads) in the caudal 
 isthmus, H&E stained   (bar: 10 μm). 
 
Table 1 Mean±SEM of intra epithelial lymphocyte, 
neutrophil and macrophage in the caudal isthmus of 
sow after AI, IUI and DIUI 
 

Cells AI IUI DIUI 
Lymphocyte 18.6±2.0a 22.1±2.0a 11.8±0.7a 
Neutrophil 0.1±0.04a 1.5±0.8a 0.3±0.1a 
Macrophage 0.8±0.2a 1.6±0.4a 0.6±0.1a 

Values with the same superscript within row do not differ 
significantly (p>0.05). 

 
 
 
 

In the present study, lymphocyte was the most 
common immune cell found in all groups at about 24 
h after insemination, while very rare neutrophil and 
macrophage were found in the sperm reservoir. The 
pattern of leukocyte infiltration was similar to the 
early diestrus stage (~70 h after ovulation) in the 
sow’s uterus (8). The low number of neutrophil and 
macrophage indicated that the function of non-
specific immune system or phagocytosis is limited in 
the sperm reservoir. In general, the number of 
spermatozoa used for IUI and DIUI was 3 and 20 
times less than conventional AI (4, 5). The present 
study indicated that the reduction in the number of 
spermatozoa for IUI and DIUI did not alter the 
infiltration of IEL, IEN and IEM in the UTJ and 
caudal isthmus. The present study suggests that both 
IUI and DIUI could be used for insemination in pig 
without any unfavorable effect on the leukocyte 
infiltration in the sperm reservoir prior to 
fertilization.  
In conclusion, the present study has proved that IUI 
and DIUI, new devices for AI in pig, do not 
influence the infiltration of IEL, IEN and IEM in the 
sperm reservoir prior to fertilization. 
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Fig. 2 Mean±SEM of intra epithelial lymphocyte, neutrophil and 
macrophage in the UTJ of sow after AI, IUI and DIUI. a,b,c 
Values with the same letters in each cell type do not differ 
significantly (p>0.05). 
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Introduction 
Recently, a new procedure for intrauterine 
insemination (IUI) in sows has been established      
(1,2). The procedure consists of a specially designed 
catheter that can be passed through the cervix 
allowing the deposition of sperm in the uterus. Using 
this technique, the number of spermatozoa per dose 
can be reduced by up to 1 billion spermatozoa. It has 
been demonstrated that the IUI technique with a     
3-times reduction in the sperm number per dose 
resulted in the same conception rate and litter size, 
under farm conditions, as conventional artificial 
insemination (AI) (1). However, Rozeboom et al. (3) 
found that IUI with ≤1 x 109 spermatozoa per dose 
resulted in a smaller litter size compared to a 
conventional AI with 4x109 spermatozoa per dose. 
The mechanism of sperm transport from the 
insemination site to the fertilization area is complex 
and is regulated by many factors involving both the 
female genital tract and the spermatozoa (4). 
Additionally, ovulation has been postulated to affect 
sperm transport by initiating the redistribution of 
spermatozoa from the sperm reservoirs. This 
redistribution may be regulated by a change in the 
hormonal profile that occurs during ovulation (4, 5). 
Sperm distribution and fertilization after IUI with a 
reduced number of spermatozoa have been 
demonstrated (2). Progesterone (P4) significantly 
increased soon after ovulation in pig and influences 
the transportation of spermatozoa and embryos (5). 
The mechanism of P4 on sperm transportation in the 
female reproductive tracts is related the expression 
of progesterone receptor (PR) in the uterine horn and 
the oviduct of pig (6). It is well established that 
estrogen (E2) up-regulated PR and P4 down-
regulates PR (6). PR was higher in inseminated sows 
compared to cyclic sows (6) The immunostaining of 
PR in the uterus was high during 5-6 h to 70 h after 
insemination (6). The expression of PR after IUI in 
pig has never been investigated. The present study 
was performed to investigate the expression of PR in 
the utero-tubal junction of sows at 24 h after IUI 
compared with conventional AI. 
 
Material and Method 
Animals: Ten crossbred (Landrace x Yorkshire) 
multiparous sows (LY) were used in the experiment. 
The sows were randomly assigned to 2 groups 
according to ear tag, control (conventional AI, n=5)  

 
and IUI groups (n=5). The sows were examined for 
the onset of standing oestrus every 6 h by using a 
back pressure test in the presence of a mature boar. 
Transrectal ultrasonography (Echo camera SSD-550, 
Aloka co. ltd., Japan) was performed every 4 h, 
starting from about 10-12 h after the onset of 
oestrus, using a 5 MHz probe to examine the time 
when ovulation took place in all sows (2). The 
semen was collected from an adult proven Duroc 
boar and was diluted, using Beltsville thawing 
solution (BTS) diluent. The sperm dose contained 
3,000x106 spermatozoa in 100 ml for conventional 
AI and 1,000x106 spermatozoa in 50 ml for IUI. The 
sows were inseminated with a single dose of the 
diluted semen during the second oestrus after 
weaning. The time of ovulation duing the first 
oestrus was used to determine the timing of 
insemination, which was carried out at 6-8 h prior to 
the expected time of ovulation. The sows were 
inseminated by the conventional AI or the IUI. The 
IUI technique has been described by Sumransarp  
et al. (2).  
Tissue collection: The sows were general 
anesthetized at about 24 h after insemination. 
General anesthesia was induced by azaperone 
(Stressnil®), 2 mg/kg, intramuscularly and 30 min 
later thio-pental sodium, 10 mg/kg, was given 
intravenously. The ovario-hysterectomy was 
performed by laparotomy. The reproductive organs 
were removed and immediately transferred to the 
laboratory. The oviducts and the proximal part of 
uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive 
tracts were collected. The utero-tubal junction and 
all parts of the oviduct were fixed in 10% neutral 
buffer formalin. The samples were embedded in 
paraffin blocks, cut in 4 μm thick sections and 
placed on Superfrost Plus glass slides (Menzel-
Glaser, Freiburg, Germany).  
Immunohistochemistry: The sections were  
deparaffinized in xylene and rehydrated in graded 
alcohol.  The   immunohistochemical protocol was 
modified after Sukjumlong et al. (6). Briefly, antigen 
retrieval technique was used in order to enhance the 
reaction between antigen and antibody by boiling in 
0.01 M citrate buffer pH 6.0, 2x5 min in a 
microwave at 750 watt. A standard avidin-biotin 
immunoperoxidase technique was applied to detect 
the PR proteins. The primary antibodies used were 
mouse monoclonal antibody to PR (Immunotech, 
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clone 10A9) at the dilution of 1:200 in a humidified 
chamber for 2 h at room temperature. Normal sow 
oviduct known to express PR was served as positive 
controls. In the final step, the color of the bound 
enzyme (brown color) was obtained using 3,3'-
diaminobenzidine (DAB). All sections were 
counterstained with Mayer’s hematoxylin, 
dehydrated and mounted with glycerine gelatin for 
investigation under a light microscope.  
Classification of positively stained cells: The UTJ   
was classified into 2 parts, the oviduct and the 
uterine parts. The oviduct part consisted of               
3 compartments: surface epithelium, subepithelial 
layer of the stroma and muscular layer. The uterine 
part was classified into 4 compartments: surface 
epithelium, glandular epithelium, subepithelial layer 
of the stroma and myometrium. The results of the 
immunostaining were evaluated by a manual scoring 
method. The scoring of PR positive cells was done 
by classification into three different levels of 
intensity: weak, 1; moderate, 2 and strong, 3. Since 
not all cells stained positively in some compartments 
of the tissue, the proportion of positive to negative 
cells was also included for these tissues. The 
proportions were estimated into four different levels 
(marked 1-4): low proportion (<30% of positive 
cells, 1); moderate proportion (30-60% of positive 
cells, 2); high proportion (>60-90% of positive cells, 
3) and almost all cells positive (more than 90%, 4) 
[6]. In connective tissue stroma of the uterus and the 
oviduct, not all cells were positively stained. 
Therefore, the number of PR positive cells per mm2 
in the subepithelial layer was identified in each 
section. Five arbitrarily chosen microscopic fields 
were counted. The counting was performed at x400 
mag. by using an ocular reticule (ocular micrometer, 
0.13x0.13 mm, with 25 squares) placed in the 
eyepieces of the light microscope and move the 
ocular micrometer along the subepithelial layer of 
the stroma (7). 
Statistical analysis: Data were analysed using SAS 
software [8]. Descriptive statistics including the 
mean and the standard deviations (SD) of all 
parameters were calculated. The score of intensities 
and score of positive cell were compared between 
groups using NPAR1WAY procedure of SAS 
(Wilcoxon rank sum test). Differences with p<0.05 
were regarded to have statistical significance. 
 
Results and Discussion 
Immunohistochemical staining of PR after AI and 
IUI in the oviductal and the uterine parts of the UTJ 
are presented in Table 1 and 2 and Fig. 1. The 
intensity and the proportion of PR positive cell after 
AI and IUI in all compartments of the UTJ were not 
significantly difference (p>0.05). For both AI and 
IUI, high intensities and high proportion of PR 
positive cell were observed in myometrium 
compartments of both the oviductal and uterine parts 
of the UTJ (Table 1 and 2).  

Table 1 Immunohistochemical staining of 
progesterone receptors (PR) presented as manual 
scoring (intensity and proportion) in oviductal part 
of uterotubal junction 
 

Group of 
sows 

Surface 
epithelium 

Stroma Myometrium 

AI 1.8a/2.7A 1.6a/1923A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.5A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 

The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
Table 2 Immunohistochemical staining of  progeste- 
rone receptors (PR) presented as manual scoring 
(intensity and proportion) in uterine part of 
uterotubal junction  
 

Group of 
sows 

Surface 
epithelium 

Connective 
tissue stroma 

Myometrium 

AI 1.6a/2.7A 1.8a/1990A 3.0a/4.0A 
IUI 1.4a/2.7A 2.4a/2370A 3.0a/4.0A 

 
The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
 

 
Fig. 1 Expression of PR in the UTJ of sows: (a) negative 
control, (b) positive control, (c) AI, (d) IUI 
 
The present study demonstrated the expression of 
PR after AI as well as IUI in pig. IUI is a new 
technique for insemination in pig and the expression 
of PR after IUI has never been reported before. In 
general, the number of spermatozoa recommended 
to be used for IUI was 3 time less than AI. The 
results indicated that the reduction in the number of 
spermatozoa per insemination by IUI technique dose 
not alter the expression of PR in the UTJ. The 
present study suggests that IUI could be used 
without any different effect on PR in the sperm 
reservoir prior to fertilization. Wu et al. [9] found 
that the activation of PR was also associated with the  
capacitating process and responsible for 
physiological sperm acrosome reaction induction.  
 



 Proceedings, The 15th Congress of FAVA                                                                                                                     27-30 October    
FAVA - OIE Joint Symposium on Emerging Diseases                                                                                                         Bangkok, Thailand                                    
 

 P193

 
The sperm acrosome reaction is required for 
mammalian fertilization. It has been suggest that P4 
is a physiological inducer for sperm acrosome 
reaction (9). In conclusion, the present study proved 
that IUI, a new AI technique in pig, does not 
influence the expression of PR in the UTJ prior to 
fertilization. 
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Introduction 
Recently, a special designed catheter for artificial 
insemination (AI) in pig has been developed for 
non-surgical deep intra-uterine insemination (DIUI) 
with a 20 folds reduction in the number of 
spermatozoa (1). The DIUI catheter is inserted 
through the uterine horn and deposited semen in one 
horn close to the sperm reservoir. Earlier studies 
have shown that a flexible catheter could be passed 
through the cervix completely in 90-95% of 
multiparous sows taking about 4 min/insemination 
(1, 2). The technique is also applicable for advanced 
biotechnology procedures such as frozen-thawed 
semen, sex sorted sperm and embryo transfer (3-5). 
The number of spermatozoa in the sperm reservior 
after DIUI with a reduced number of spermatozoa 
was significantly lower than AI (6). Furthermore, 
poor litter size and low fertilization rate has also 
been observed for DIUI (7). It has been 
demonstrated that progesterone (P4) significantly 
increased soon after ovulation in pig and influenced 
the transportation of spermatozoa and embryos (8). 
The physiological mechanism of P4 on sperm 
transportation in the female reproductive tracts is 
related to the expression of the P4 receptor (PR) in 
the uterine horn and the oviduct of pig (9). It has 
been demonstrated that the PR in the pig oviduct 
(ampulla and isthmus) was more intense during 
luteal phase compared with follicular phase (10) and 
the PR was higher in inseminated sows compared to 
cyclic sows (9). The expression of the PR after DIUI 
in pig has never been investigated. The present study 
was performed to investigate the expression of the 
PR in the utero-tubal junction (UTJ) of sows at 24 h 
after DIUI compared with conventional AI. 
 
Materials and Methods 
Animals: Ten crossbred (Landrace x Yorkshire) 
multiparous sows were used in the experiment. On 
the day of weaning and were observed for pro-
oestrus twice a day. The sows were randomly 
assigned to 2 groups, a control group (conventional 
AI, n=5) and a DIUI group (n=5). Transrectal 
ultrasonography was performed every 4 h, starting 
from about 10-12 h after the onset of oestrus, using a 
5 MHz probe to examine the time when ovulation 
took place in all sows (9). The semen was collected 
from an adult proven Duroc boar. Semen was diluted  
 

 
using Beltsville thawing solution (BTS) diluent. The 
sperm dose contained 3,000x106 spermatozoa in 100  
ml for conventional AI and 150x106 spermatozoa in 
5 ml for DIUI. The sows were inseminated with a 
single dose of the diluted semen during the second 
oestrus after weaning. The sows were inseminated 
by the conventional AI (n=5) or the DIUI (n=5). 
Tissue collection: The sows were general 
anesthetized at about 24 h after insemination. The 
ovario-hysterectomy was performed by laparotomy. 
The reproductive organs were removed and 
transferred to the laboratory. The oviducts and the 
proximal part of uterine horns (1 cm) on each side of 
the reproductive tracts were collected. The utero-
tubal junction and the oviduct were fixed in 10% 
neutral buffer formalin. The samples were embedded 
in paraffin blocks, cut in 4 μm thick sections and 
placed on Superfrost Plus glass slides. 
Immunohistochemistry: The sections were 
deparaffinized in xylene and rehydrated in graded 
alcohol. The immunohistochemical protocol was 
performed (12). Briefly, antigen retrieval technique 
was used in order to enhance the reaction between 
antigen and antibody by boiling in 0.01 M citrate 
buffer pH 6.0, 2x5 min in a microwave at 750 watt. 
A standard avidin-biotin immunoperoxidase 
technique (Vectastain® ABC kit, Vector 
Laboratories, Inc., USA) was applied to detect the 
PR proteins. The primary antibodies used were 
mouse monoclonal antibody to PR (Immunotech, 
clone 10A9) at the dilution of 1:200 in a humidified 
chamber for 2 h at room temp. Normal sow oviduct 
known to express PR was served as positive 
controls. The color of the bound enzyme (brown 
color) was obtained using 3, 3'–diaminobenzidine 
(DAB) (Vector Lab., Inc., USA). All sections were 
counterstained with Mayer’s hematoxylin, 
dehydrated and mounted with glycerine gelatin for 
investigation under a light microscope. 
Classification of positively stained cells: The UTJ 
was classified into 2 parts, the oviduct and the 
uterine parts. The oviduct part consisted of 3 
compartments: surface epithelium, subepithelial 
layer of the stroma and myometrium. The uterine 
part consisted of 4 compartments: surface 
epithelium, glandular epithelium, subepithelial layer 
of the stroma and myometrium.  
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The results of the immunostaining were evaluated by 
a manual scoring method. The scoring of PR 
positive cells was done by classification into three 
different levels of intensity: weak, 1; moderate, 2 
and strong, 3. Since not all cells stained positively in 
some compartments of the tissue, the proportion of 
positive to negative cells was also included for these 
tissues. The proportions were estimated into four 
different levels (marked 1-4): low (<30% of positive 
cells, 1); moderate (30-60% of positive cells, 2); 
high (>60-90% of positive cells, 3) and almost all 
cells positive (>90%, 4) (12). In connective tissue 
stroma of the uterus and the oviduct, not all cells 
were positively stained. Therefore, the number of PR 
positive cells per mm2 in the subepithelial layer was 
identified in each section. Five arbitrarily chosen 
microscopic fields were counted. The counting was 
performed at x400 mag. by using an ocular reticule 
(ocular micrometer, 0.13x0.13 mm, with 25 squares) 
placed in the eyepieces of the light microscope and 
move the ocular micrometer along the subepithelial 
layer of the stroma. 
Statistical analysis: Data were analysed using SAS 
(11). Descriptive statistics including the mean and 
the standard deviations of all parameters were 
calculated. The score of intensities and score of 
positive cell were compared between groups using 
NPAR1WAY procedure (Wilcoxon rank sum test). 
Differences with p<0.05 were regarded to have 
statistical significance. 
 
Results and Discussion 
Immunohistochemical staining of PR after AI and 
DIUI in the oviductal and the uterine parts of the 
UTJ are presented in Table 1 and 2. In the oviductal 
part of the UTJ, the intensity of PR in the 
myometrium and the proportion of PR positive cell 
in the surface epithelium after DIUI was 
significantly lower than AI (p<0.05). In the uterine 
part of the UTJ, both intensity and proportion of PR 
positive cell in all tissue compartment were not 
significantly different except for the myometrium in 
which higher intensity was found for AI (p<0.05). 
When comparing between tissue compartments, the 
prominent stating was observed in the muscular 
layer of the UTJ for both AI and DIUI. 
 
Table 1 Immunohistochemical staining of 
progesterone receptors (PR) presented as manual 
scoring (intensity and proportion) in oviductal tissue 
compartments 
 

Group of 
sows 

Surface 
epithelium 

Stroma Tunica 
muscularis 

AI 1.8a/2.7A 1.6a/1923A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.3a/1.8B 1.7a/1475A 2.2b/3.7A 

The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
 
 

Table 2 Immunohistochemical staining of 
progesterone receptors (PR) presented as manual 
scoring (intensity and proportion) in uterine tissue 
compartments 
 

Group 
of sows 

Surface 
epithelium 

Stroma Myometrium 

AI 1.6a/2.7A 1.8a/1990A 3.0a/4.0A 
DIUI 1.6a/2.7A 1.8a/1933A 2.2b/3.8A 

The different superscript letters between rows are significantly 
different (p<0.05) 

 
Progesterone mediates changes in pig reproductive 
tissue during oestrus cycle and important for the 
fertilization process. During recent years, the 
expression of PR in pig as well as in other species 
has been investigated intensively (9, 10). The 
intensity and the proportion of PR in the UTJ during 
post-ovulation period after insemination were 
relatively high, which is in agreement with a 
previous report in the sow uterus (9). It has been 
demonstrated that the immunostaining of PR in the 
uterus was high during 5-6 h to 70 h after 
insemination (9). The present study is the first, who 
report the expression of PR after DIUI in pig. The 
expression of PR in some compartments of the UTJ 
was significantly lower in the DIUI groups 
compared to AI. The number of spermatozoa as well 
as the volume of semen used for DIUI was 20 time 
less than AI. It is known that the boar semen contain 
a certain amount of estradiol (E2). It has been 
demonstrated that E2 up-regulate PR in the pig 
uterus (9). Low volume of semen used for DIUI 
might also influence the expression of PR due to the 
lack of E2. Furthermore, Tummaruk et al. (6) found 
that the number of spermatozoa recovered from the 
UTJ of sows after DIUI was significantly lower than 
AI. This indicates that the reduction in the number 
of spermatozoa in the UTJ around ovulation might 
alter the expression of PR. In clinical research, low 
fertilization rate and poor quality of embryos after 
DIUI with a small number of spermatozoa have also 
been observed (7). Although DIUI with a 20-fold 
reduction in number of spermatozoa resulted in 
similar pregnancy rate compared to AI, a higher 
number of partial fertilization, unilateral fertilization 
and lower litter size were observed (9). The present 
study indicated that number of spermatozoa and/or 
volume of semen used for insemination may also 
play a role on the expression of PR. 
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Fig. 1 Expression of PR in the UTJ of sows: (a) negative 
control, (b) positive control, (c) AI, (d) DIUI 
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