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The objectives of the present study were to investigate activities of glutathione peroxidase (GPx) 

and superoxide disrnutase (SOD) in dog semen after chilled and frozen, and to compare effects of GPx 

combined with SOD and SOD alone added in the extender for chilling and freezing of dog semen. The 

study was divided into two experiments. Experiment 1, semen was collected from three dogs, pooled to 

obtain a final concentration of 1,200 x 10
6

/mL. The sample was divided into 3 aliquots: chilled for 3, 24 

and 96 hours prior to freezing. The experiment 1 was performed with 7 repetitions. Experiment 2, semen 

was collected from two or three dugs and pooled to constitute 600 x 10
6 

of total sperm. The sample was 

divided into 3 groups, chilled and cryopreserved in extenders supplementated with; 1) GPx (5 unitslmL) 

combined with SOD (100 unitslmL), 2) SOD (100 unitslmL) alone, and 3) without antioxidative enzyme 

supplementation (controls). The experiment 2 was performed with 9 repetitions. All samples were evaluated 

for sperm quality including motility, progressive motility, viability, DNA and acrosome integrity. Total 

reactive oxygen species (tROS), SOD and GPx activity assays were examined in the experiment 1. The 

sperm chilled up to 96 hours had lower percentages of motility and progressive motility than that at 3 hours 

(p < 0.05). The frozen-thawed sperm after chilled for 96 hours had lower percentages of motility, viability 

and acrosome integrity than the frozen-thaWe<1 sperm after chilled for 3 hours (p < 0.05). The tROS and 

GPx activity did not change at all times after chilling and freezing (p > 0.05) . The frozen-thawed sperm 

after chilled up to 24 hours had lower SOD activity than that frozen after chilled for 3 hours (p < 0.05). 

After 96 hours cold storage, sperm frozen in the extender containing GPx and SOD had higher viability 

than the control and the extender containing SOD alone (p < 0.05) whereas the other parameters were not 

different (p > 0.05). Chilled dog semen should be transported within 24 hour.> to a freezing centre to 

maintain sperm quality. Addition of GPx combined with SOD protected viability of frozen-thawed dog 

sperm up to 96 hours c0:d storage. 
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 บทที่  1 

บทนํา 

ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
ความสนใจเกีย่วกับการปรับปรุงคุณภาพน้าํเชื้อแชเยน็กอนนาํไปแชแข็งมีมากข้ึนในปจจุบัน  

โดยเฉพาะในสถานทีห่รือฟารมที่ต้ังอยูหางไกลจากหองปฏิบัติการทําน้ําเชื้อแชแข็ง ซึง่ตองทาํการแช
เย็นน้ําเชื้อในระหวางการขนสง ในระหวางการแชเย็น อสุจิที่มีชวีิตมกีารใชออกซิเจนในกระบวนการ
เมตาบอลิซึมของเซลล กอใหเกิดสารอนุมลูอิสระ คือ รีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีส (reactive oxygen 

species-ROS) (Silva, 2006) การสะสม ROS ในระดับที่เกนิสมดุล จะเหนี่ยวนําใหเกิดสภาวะที่
เรียกวา ออกซิเดทิฟ สเตรส (oxidative stress) ทําใหอสุจิไดรับความเสียหาย ทั้งอัตราการเคล่ือนที่ 
การมีชีวิต และความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (Agarwal et al., 2003) รวมทัง้ในกระบวนการทํา
น้ําเช้ือแชเย็นและแชแข็งมีการเหนี่ยวนาํใหเกิดการเพิม่ข้ึนของ ROS เชนกนั (England and Ponzio, 

1996) การรักษาสมดุลของระดับ ROS ในธรรมชาติ เปนผลจากการทํางานของสารตานอนุมูลอิสระ
ที่มีในน้ําเล้ียงอสุจิ (seminal plasma) และภายในเซลลอสุจิเอง (Storey, 1997) มีรายงานการเติม
สารตานอนุมลูอิสระประเภทท่ีไมใชเอนไซม ไดแก วิตามินอี (vitamin E) วิตามนิบี 12 (vitamin B12) 

และสารตานอนุมูลอิสระชนดิเอนไซม เชน คะตาเลส (catalase) ในสารเจือจางน้าํเชื้อสุนัข สามารถ
ลดระดับ ROS ลงได (Michael et al., 2009) ในขณะที่บางรายงานพบวา catalase ทําใหคุณภาพ
อสุจิแชแข็งดีข้ึน แตไมลดการสราง ROS (Michael et al., 2007) กลไกการทํางานของสารตานอนมุูล
อิสระเหลานี้ ยังไมเปนทีท่ราบแนชัด การเติมสารตานอนุมูลอิสระชนดิเอนไซมกลูตาไธโอนเปอรออก
ซิเดส (glutathione perxoidase-GPx) หรือซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide dismutase-

SOD) ในสารเจือจางน้ําเชื้อแกะ ชวยลดความสูญเสียอัตราการเคล่ือนที่ และความเสียหายของอะ
โครโซมของอสุจิ (Maxwell and Stojanov, 1996) นอกจากนี้ GPx ยังปองกนัการสูญเสียอัตราการ
เคล่ือนที่ของอสุจิโคได (Bilodeau et al., 2001) การศึกษาการใชสารตานอนุมูลอิสระมากกวาหนึ่ง
ชนิดรวมกนั พบวาการเติม SOD รวมกับ catalase ใหผลดีกับคุณภาพอสุจิหลังการแชแข็งของ
มนุษยมากกวาการใช SOD ชนิดเดียว (Rossi et al., 2001) ในสุนัขมีการศึกษาพบวา GPx และ 

SOD เปนสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมหลักที่ทาํหนาที่รักษาสมดุลเมตาบอลิซึมของอสุจิในน้าํ



 
 

2

เล้ียงอสุจิและอสุจิ (Strzezek et al., 2009) แตยังไมมีการตรวจวดัระดับสารตานอนุมูลอิสระชนิด
เอนไซมสองชนิดนี้ในระหวางการแชแข็งภายหลังการแชเย็นในสุนัข ในทางปฏิบัติทัว่ไป กอนการแช
เย็นและแชแข็งอสุจิสุนัข  มกีารแยกน้ําเล้ียงอสุจิออกกอน (Rota et al., 1995) ทาํใหสารตานอนมุุล
อิสระชนิดเอนไซมเหลานีห้มดไปดวย การเติมเอนไซมดังกลาวในสารเจือจางน้ําเชือ้จึงอาจชวยเพิ่ม
คุณภาพอสุจิในระหวางการเก็บรักษา 

วัตถุประสงคของการวิจยั 
1. เพื่อตรวจวัดปริมาณของ GPx และ SOD ในเซลลอสุจิและน้ําเล้ียงอสุจิของสุนัขใน

น้ําเช้ือสด น้ําเช้ือแชเย็น และนํ้าเชื้อแชแข็ง และตรวจวดัปริมาณ ROS ในน้ําเชื้อสุนัขแช
เย็นและแชแข็ง  

2. เพื่อเปรียบเทยีบคุณภาพอสุจิของสุนัขหลังการแชเย็นและแชแข็ง ในสารเจือจางน้ําเชื้อที่
มีการเติม GPx รวมกับ SOD  

ขอบเขตของการวิจัย 
1. ศึกษาปริมาณ GPx และ SOD และปริมาณของ ROS ที่เปล่ียนแปลงภายในเซลลอสุจิ

และนํ้าเล้ียงอสุจิสุนัขในน้ําเชื้อสด น้ําเช้ือแชเย็น และน้าํเชื้อแชแข็งทีร่ะยะเวลาตาง ๆ 

เปรียบเทยีบกบัคุณภาพอสุจิที่เปล่ียนแปลงไป โดยกาํหนดคาพารามิเตอรดังนี ้ อัตรา
การเคลื่อนที ่ ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา อัตราการมีชีวิต เปอรเซ็นตอสุจิที่มีความ
สมบูรณของดีเอ็นเอ และอะโครโซม 

2. เปรียบเทยีบคุณภาพอสุจิของสุนัขหลังการแชเย็นและแชแข็ง ในสารเจือจางน้ําเชื้อที่มี
การเติม GPx รวมกับ SOD กับสารเจือจางน้ําเชื้อที่เติม SOD ชนดิเดียว และสารเจือ
จางน้ําเชื้อที่ไมมีการเติมเอนไซม  

ขอตกลงเบื้องตน 
คัดเลือกสุนัขที่ใหน้ําเชื้อมีอสุจิที่มีอัตราการเคล่ือนทีม่ากกวาหรือเทากับ 70% และอสุจิที่มี

รูปรางปกติมากกวาหรือเทากับ 70% จึงจะผานเกณฑและใชในการทดลองได 
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คําจํากัดความท่ีใชในการวิจัย 
ROS หมายถึง Reactive oxygen species (สารอนุมูลอิสระ)  

SOD หมายถงึ สารตานอนมุูลอิสระชนิดเอนไซม superoxide dismutase 

GPx หมายถึง สารตานอนุมลูอิสระชนิดเอนไซม glutathione peroxidase 

ประโยชนที่คาดวาจะไดรบั 
1. ทราบถงึปริมาณ SOD และ GPx ในน้ําเชือ้สดของสุนัข                      

2. ทราบถงึปริมาณ SOD และ GPx การสะสมของ ROS และคุณภาพอสุจิในระหวางการแช
เย็นและภายหลังการแชแข็ง         

3. ทราบถงึผลของการแชเย็นน้าํเชื้อกอนการแชแข็งตอคุณภาพอสุจิของสุนัข 

4. ทราบถงึผลของการเติม SOD และ GPx ในสารเจือจางน้ําเชื้อแชเย็นและแชแข็ง  
วิธีดําเนินการวิจัย 
 การวิจยัเชิงวิเคราะหไปขางหนา (Prospective analytical research) 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 

แนวคิดและทฤษฎ ี
1. กระบวนการแชเย็นและแชแข็งอสุจิจะเหนีย่วนาํใหเกิดการสะสมของ ROS 

2. สารตานอนุมลูอิสระชนิดเอนไซม คือ SOD และ GPx ที่มีในอสุจิจะลดลงหลังการแชเยน็
และแชแข็ง 

3. การเติม SOD และ GPx ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อเพื่อแชเย็นและแชแข็งอสุจิชวยรักษา
คุณภาพของอสุจิจากการถูกทําลายโดยการแชเย็นและแชแข็งได 

เอกสารและงานวจิัยที่เกีย่วของ 
การเก็บรักษาอสุจ ิ
 โดยทัว่ไปการแชเย็นน้ําเชื้อสุนัขที่อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส เปนอุณหภูมทิี่เหมาะสมใน
การเก็บรักษาอสุจิเปนระยะเวลาส้ันๆ เพื่อลดกระบวนการเมตาบอลิซมึของเซลลอสุจิ (Bouchard et 

al., 1990; Rota et al., 1995) การแชเย็นน้ําเชื้อสุนัขตามอุณหภูมขิางตนจะสามารถรักษาคุณภาพ
อสุจิไดนานกวา 3 สัปดาห และผสมติดไดเมื่อแชเย็นน้ําเชื้อไวนาน 10 วัน (Verstegen et al., 2005) 

England and Ponzio (1996) พบวา ควรทําการแชเย็นอสุจกิอนแชแข็ง และไมควรแชเย็นนานกวา 

4.9 วัน หลังการรีดเก็บน้ําเชือ้ เนื่องจากใน 2 วันแรก หลังการรีดเกบ็น้ําเชื้อ อสุจทิี่แชเยน็มีคุณภาพ
น้ําเช้ือดีกวาอสุจิแชแข็ง สําหรับหนาทีข่องสารเจือจางสําหรับแชเย็นน้ําเช้ือคือชวยปองกันอสุจิจาก
ผลกระทบอันเกิดจากกระบวนการเมตาบอลิซึมของเซลล ลดการเคลื่อนที่ของอสุจ ิ เพิ่มอัตราการ
ปฏิสนธิโดยลดการเปล่ียนแปลงที่ผนังเซลลอสุจิ ควบคุมความเปนกรด-ดาง และออสโมลาลิต้ี 

รวมทัง้เปนแหลงพลังงานใหอสุจิ (Foote and Leonard, 1964) นอกจากนี้ยาปฏิชีวนะในสารเจือจาง
น้ําเช้ือยังยับยัง้การเจริญเติบโตของแบคทีเรีย (Salisbury et al., 1978) ดังนัน้สวนประกอบตางๆ ที่
รวมอยูในสารเจือจางน้ําเชื้อ มีความสําคัญตออสุจิในระหวางการขนสงน้ําเชื้อไปยังสถานที่ตางๆ 

กอนที่จะทําการแชแข็งน้ําเช้ือตอไป 

 สารละลายทริส ซิเตรต (tris-citrate buffer) ที่มีสวนผสมของไขแดง 20 เปอรเซ็นต ใหผลใน
การเก็บรักษาอสุจิสุนัข ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสดีทีสุ่ด เมื่อทดลองในหองปฏิบติัการ (Rota et al., 
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1995) และในตัวสัตวโดยวัดอัตราการต้ังทอง (Linde-Forsberg et al., 1999) รวมทัง้ยังมีการศึกษา
การเติมสารตางๆ ลงในสารเจือจางสําหรับแชเย็นและแชแข็งน้ําเช้ือสุนัข เพื่อพัฒนาคุณภาพอสุจิ 
เชน น้าํตาล สารลดแรงตึงผิว กรดอะมิโน และสารตานอนุมูลอิสระ (Ponglowhapan et al., 2004; 

Luvoni, 2006) 

น้ําตาล 
น้ําตาลเติมลงในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเย็นและแชแข็ง เพื่อชวยปองกนัปฏิกิริยาเมตา

บอลิซึมที่เกิดข้ึนภายในเซลลและสวนประกอบของเซลล (Ponglowhapan et al., 2004) แบง
ออกเปนน้ําตาลโมเลกุลเด่ียว เชน กลูโคส (glucose) ฟรุกโตส (fructose) และแมนโนส (mannose) 

และนํ้าตาลโมเลกุลคู เชน แลกโตส (lactose) ซูโครส (sucrose) ทรีฮาโลส (trehalose) แรฟฟโนส 

(raffinose) และอาราบีโนส (arabenose) นอกจากนี้ยงัเปนแหลงพลังงานใหอสุจิ และเปนสาร
ปองกนัการแข็งตัว (Seager, 1969; England, 1993; Aisen et al., 2002) เนื่องจากอสุจิมีความไว
ตอการเกิด osmotic stress น้ําตาลที่ถกูเติมลงในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเยน็และแชแข็งอสุจิจะ
ชวยคงระดับของแรงดันออสโมซิส (osmotic pressure) ไว (Songsasen et al., 2002) 

สารลดแรงตึงผิว 
สารเอส ดี เอส (SDS; Sodium dodecyl sulphate) เปนองคประกอบหลักของสารอีเคว็ก 

เอสทีเอ็ม เพสต (Equex STM paste) ซึ่งเปนสารลดแรงตึงผิวทีถู่กเติมลงในสารเจือจางน้ําเชื้อเพื่อ
เพิ่มคุณภาพอสุจิแชแข็งภายหลังการละลาย (Axnér et al., 2004; Luvoni, 2006; Chatdarong et 

al., 2008; Ponglowhapan and Chatdarong, 2008) พบวาการเติม Equex STM paste ลงใน
สารเจือจางน้าํเชื้อจะชวยรักษาสภาพความสมบูรณของอะโครโซม และรักษาการมชีีวิตของอสุจิสุนัข
ได (Ponglowhapan and Chatdarong, 2008) อยางไรก็ตามยงัไมทราบกลไกการทํางานที่แนชัด 

แตคาดวา สาร SDS จะชวยปรับโครงสรางของไลโปโปรตีนในไขแดง จึงปองกันผนังเซลลจากการถูก
ทําลายดวยความเย็นในข้ันตอนการแชแข็งอสุจ ิ(Rota et al., 1997) 

กรดอะมิโน 
กรดอะมิโน เชน ทอรีน (taurine) ไฮโปทอรีน (hypotaurine) โปรลีน (proline) ซิสทีอีน 

(cysteine) เอ็น อะเซ็สทิล ซิสทีอีน (N-acetyl cysteine; NAC)  และกลูตาไธโอน (glutathione) มี
บทบาทสําคัญในการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ พบวาการเติมโปรลีนในสารเจือจางน้าํเชื้อ ชวยเพิ่มการ
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เคล่ือนที่ของอสุจิสุนัข การมชีีวิต และความสมบูรณของอะโครโซม (Peña et al., 1998) ในขณะที่
การเติมสาร NAC ลงในสารเจือจางน้าํเชื้อเพื่อแชเยน็ สามารถเพิ่มการเคล่ือนที่ของอสุจิในสนุัขได 
(Michael et al., 2008) 

สารตานอนมุูลอิสระ 
หนาที่ของสารตานอนมุูลอิสระคือ ชวยปองกนัการถกูทาํลายของเซลลจากกระบวนการเมตา

บอลิซึม ซึ่งถกูเหนีย่วนําโดย ROS หรือสารอนุมูลอิสระอ่ืนๆ (Halliwell, 1997) สารตานอนมุูลอิสระ
แบงออกเปน 2 ชนิดตามการทํางาน คือ สารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม เชน คาตาเลส (catalase) 

กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase) และซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide 

dismutase) และชนิดที่ไมใชเอนไซม เชน วิตามินอี (alpha-tocopheral) วิตามินเอ (retinol)        

กรดยูริค (uric acid) และวิตามินซ ี(ascorbic acids) (Silva, 2006) 

มีหลายการศึกษารายงานผลของการเติมสารตานอนุมลูอิสระลงในสารเจือจางน้าํเชื้อ เชน 

กลูตาไธโอน  วิตามนิอี และวิตามนิซี ชวยเพิ่มคุณภาพของอสุจิไดในมนุษย (Askasi et al., 1994) 

สุกร (Peña et al., 2003; Funahashi and Sano, 2005) โค (Bilodeau et al., 2001) มา (Alemeida 

and Ball, 2005) และสุนัข (Michael et al., 2007) 

สาเหตุของความเสียหายของอสุจ ิ
แมวาจะมีการพัฒนาสารเจือจางน้ําเชื้ออยางตอเนื่อง เนื่องจากทาํใหคุณภาพอสุจิหลังการ

แชแข็งดีข้ึนได แตกระบวนการเก็บรักษาอสุจิโดยใชความเย็นมีดวยกนัหลายข้ันตอน เชน การปน 

การเจือจางอสุจิ การแชเยน็ การแชแข็ง และการอุนละลาย (Luvoni, 2006) โดยในแตละข้ันตอนทาํ
อันตรายตออสุจิ ทั้งในแงการสูญเสียหนาที่ของอสุจิ ไปจนถงึประสิทธิภาพในการปฏิสนธิลดลง โดย
สาเหตุหลักทีก่ารแชแข็งทาํอันตรายตออสุจิ คือ การชอ็คเนื่องจากความเย็น (cold shock) osmotic 

stress (Watson, 2000) และ oxidative stress (Aitken and Krausz, 2001; Sikka, 2001; Agarwal 

et al., 2003) อยางไรก็ตามสาเหตุในเร่ือง cold shock และ osmotic stress เปนที่แนนอนแลววาทํา
ใหอสุจิไดรับความเสยีหาย แตบทบาทของ oxidative stress ยังไมเปนที่แนชัด มหีลายการศึกษา
กลาววา oxidative stress โนมนําใหเกิดความเสียหายที่ผนงัเซลลและดีเอ็นเอของอสุจิในมนษุย 
(Aitken, 1999; Agarwal et al., 2003) มา (Baumber et al., 2000, 2003) แกะ (Peris et al., 

2007) และโค (Bilodeau et al., 2001, 2002; Nair et al., 2006) 
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ผลกระทบของ oxidative stress ตอการทํางานของอสุจ ิ
Oxidative stress เกิดข้ึนจากความไมสมดุลกันระหวางการสราง ROS กับการทาํลาย ROS 

(Sikka, 2001; Agarwal et al., 2003) ROS หรือสารอนุมูลอิสระ เชน superoxide radicals (O2
-) 

และ hydroxyl radicals (OH-) คือ อิเล็กตรอนเด่ียวซึ่งพยายามจูโจมเขาสูเซลลอ่ืนเพื่อจับคู
อิเล็กตรอนใหเขาคูกัน (Nogushi and Niki, 1999) โดยทั่วไปแลว ROS ในน้ําเชื้อถูกสรางจากอสุจิ
และเม็ดเลือดขาวที่อยูในน้ําเชื้อ (Engel et al., 1999; Silva, 2006) การสรางและการสะสมของ 
ROS ที่มากเกนิไปสงผลเสียตออสุจิ (Griveau and Le Lannou, 1997; Neild et al., 2002) มีหลาย
การศึกษาช้ีใหเห็นวา ROS ไดแก superoxide radicals (O2

-)  และ hydrogen peroxide (H2O2) 

ทําลายผนังเซลลและดีเอ็นเอของอสุจิในโค (Chatterjee and Gagnon, 2001) มนุษย (Aitken and 

Krausz, 2001) และมา (Baumber et al., 2000) 

เนื่องจากผนังเซลลอสุจิมี Polyunsaturated fatty acids (PUFA) เปนสวนประกอบหลัก 

(Alvarez and Storey, 1995) จึงถูกทําลายไดงายดวย ROS เชน hydroxyl radicals (OH-) กลไกนี้
เรียกวา ปฏิกิริยาลิปด เปอรออกซิเดช่ัน (lipid peroxidation) (Agarwal et al., 2003) ปฏิกิริยา lipid 

peroxidation ประกอบดวย 3 ข้ันตอน คือ initiation, propagation  และ termination (Noguchi 

and Niki, 1999) โดยในข้ันตอนสุดทายนัน้สามารถถูกยบัยั้งไดดวยสารตานอนุมูลอิสระ (Silva, 

2006) นอกจากนี ้Storey (1997) พบวา ปฏิกิริยา lipid peroxidation สงผลเสียตอผนังเซลลอสุจิทํา
ใหอสุจิสูญเสียการเคลื่อนที ่ รวมทั้งระดับ ROS จะถกูสรางมากข้ึนจากการแชแข็ง และอุนละลาย
น้ําเช้ือของมนษุย (Mazzilli et al., 1995) และโค (Chatterjee and Gagnon, 2001) ในขณะทีส่าร
ตานอนมุูลอิสระที่มีตามธรรมชาติในน้ําเชือ้ ไดแก กลูตาไธโอนและ SOD ลดลง (Alvarez and 

Storey, 1992; Bilodeau et al., 2000) ทาํใหกลาวไดวา ROS เปนสาเหตุหลักของการทาํใหอสุจถิูก
ทําลาย 

สารตานอนมุูลอิสระในน้าํเชื้อสุนขั 
อสุจิในสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีสารตานอนมุูลอิสระชนิดเอนไซม เพื่อชวยปองกนัสภาวะ 

oxidative stress นอกจากน้ียงัพบวาน้ําเล้ียงอสุจิยงัมีระบบที่ชวยปองกนัผนงัเซลลของอสุจิไมใหถูก
ทําลายจากสภาวะ lipid peroxidation (Lenzi et al., 2002) การผสมพันธุตามธรรมชาติ อสุจิจะอยู
ในสภาวะที่ไมใชออกซิเจนซ่ึงจะทําใหการสราง ROS ลดลง และยังพบวาน้าํเล้ียงทอนาํไขในสัตว
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เล้ียงลูกดวยนมมีทอรีนเปนองคประกอบ (Miller and Shultz, 1987) ซึ่งเปนสารทีล่ดการสะสมของ 
ROS (Alvarez and Storey, 1983; Holmes et al., 1992) นอกจากนี้ SOD ทีพ่บอยูในน้าํเชื้อสุนัขยัง
ปองกนัการเกดิ oxidative stress ที่จะทําอันตรายตออสุจิได (Cassani et al., 2005; Hatamoto  et 

al., 2006)  

กระบวนการทาํน้าํเชื้อแชแข็งเหนี่ยวนาํใหเกิดการสราง ROS และ ROS ที่มีปริมาณมาก
เกินไปจะทําอันตรายตออสุจิ เชน สูญเสียการเคลื่อนทีแ่ละทําลายดีเอ็นเอ (Aitken and Clarkson, 

1988; Storey, 1997; Bilodeau et al., 2001) มีรายงานวาการทาํน้าํเชื้อแชเยน็ และการละลายใน
น้ําเช้ือโคจะสงผลใหมกีารสราง superoxide radicals (O2

-) เพิ่มมากข้ึน ซึง่เปน ROS ชนิดหนึ่ง 
(Chatterjee and Gagnon, 2001) มีหลายรายงานช้ีใหเหน็วาสารตานอนุมูลอิสระชวยรักษา
คุณภาพของอสุจิแชแข็งในสุนัขไดภายหลังการทาํละลาย ดวยเหตุนีเ้องจึงมีความพยายามในการ
เติมสารตานอนุมูลอิสระชนดิตางๆ เพื่อชวยพัฒนาคุณภาพของอสุจิในสัตวหลายๆ ชนิด การเติม 

catalase ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อใหผลในการเพิ่มคุณภาพของอสุจสุินัขมากที่สุด เมื่อเปรียบเทียบ
กับ vitamin C, NAC, taurine, vitamin E และ B16 (Micheal et al., 2007) สอดคลองกับการเติม 

cystein หรือ vitamin E ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อชวยรักษาคุณภาพของอสุจิแชแข็งในแมวได ซึง่ไดมา
จากทอพักน้าํเชื้อ (epididymal sperm) (Thuwanut et al., 2009) 

ผลของกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (GPx) และซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) ตอการ
ทํางานของอสุจ ิ

สารตานอนุมลูอิสระชนิดเอนไซมหลักที่ชวยตอตานการสะสมของ ROS (O2
- และ H2O2) ใน

น้ําเช้ือสุนัขมีอยูดวยกัน 2 ระบบคือ SOD และ glutathione peroxidase/reductase pair (GPx/GR) 

(Strzezek et al., 2009) และยังมีรายงานวา GPx และ SOD ที่ถกูสรางจากทอนําน้ําเชื้อของสัตว
เล้ียงลูกดวยนมมีสวนชวยในการปองกนัการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่เกิดกับอสุจิ ในขณะ
ที่ถูกสะสมในทอพักน้าํเชื้อสวนทาย (cauda epididymis) (Perry et al., 1992) 

SOD พบไดทัว่ไปในเซลลทีใ่ชออกซิเจน (Fridovich, 1978) ซึ่งจะเปนตัวเปลี่ยนสารพิษ คือ 

superoxide radical (O2
-) ซึ่งไดจากกระบวนการสรางพลังงาน ใหกลายเปน H2O2 และ ออกซิเจน

โมเลกุล ตามสมการขางลาง 
                                        2O2

+ 2H+                   H2O2+O2 
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ROS ที่ถกูสรางข้ึนจะสงผลเสียตอหนาที่ของอสุจิในสนุัข โดยพบวาอัตราการเคล่ือนที่ 
รูปรางของอสุจิ และการทาํงานของผนงัเซลลอสุจิ โดยการตรวจดวยวิธ ี HOS test แยลง  (Tselkas 

et al., 2000) และสามารถพบ SOD ในเซลลอสุจิ น้าํเล้ียงอสุจิ และใน post-spermatic fraction ซึ่ง
ชวยปกปองอสุจิจากกระบวนการ lipid peroxidation ในระหวางการหล่ังน้าํเชื้อ และในขณะทีอ่สุจิ
เดินทางอยูในระบบสืบพันธุเพศเมียของสุนัข (Cassani et al., 2005) มีรายงานวาพบ SOD ในอสุจิ
ของสุนัขปริมาณมากที่สุด รองลงมาคือ GPx และไมพบ catalase ในทุกๆ fraction ของน้ําเชื้อสุนัข 

(Strzezek et al., 2009) 

กลูตาไธโอน (Glutathione; L-g-glutamyl-L-cysteinylglycine; GSH) เปน non-protein 

thiol ที่พบมากที่สุดในเซลลสัตวเล้ียงลูกดวยนม GSH ในเซลลทําหนาที่หลักในกระบวนการส่ิงมีชวีิต
มากมาย เชน การสังเคราะหโปรตีน และดีเอ็นเอ และกระบวนการขนสงกรดอะมิโน รวมทั้งยงัทาํ
หนาทีห่ลักในการปองกนัการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation ของเซลล (Meister and Anderson, 

1983) นอกจากนี้ยงัทาํหนาที่ยับยัง้การสราง ROS โดย GPx จะเปนตัวเปลี่ยนสารพษิเหลานี้ และจะ
ถูกเปลี่ยนไปเปน oxidized glutathione (GSSG) (Irvine, 1996) ) (รูปที่ 1)  
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  O2 
   Xanthine oxidase 
   NADPH oxidase 
        Mitochondrial Electron Transport Chain 

   O2
-
 

 
 

                        H+ Superoxide dismutase 
 
  H2O2 
              Catalase  Glutathione peroxidase 
 
 H2O H2O 
 
 
       Glutathione reductase 
รูปที่ 1 ระบบปองกนัของซปุเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) และ กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (GPx)  

 

แมวาจะพบ GSH มากในอัณฑะ น้ําเล้ียงทอทางเดินสืบพนัธุ และ epididymal 

spermatozoa แตพบนอยใน ejaculated spermatozoa (Agrawal and Vanha-Perttula, 1988) 

และพบปริมาณที่แตกตางกนัในสัตวแตละชนิด ในขณะที่พบ GPx และ glutathione reductase 

(GR) มีปริมาณนอยกวา GSH มาก 

 GPx ถูกพบไดในไซโตพลาสซึมของ epididymal duct epididymal lumen และ ผนังเซลล
อสุจิในสุนัข (Rejraji et al., 2002) หนาที่หลักคือปองกันการถูกทําลายของอสุจิ และเนื้อเยื่อระบบ
สืบพันธุเพศผูจากปฏิกิริยา lipid peroxidation  

GSSG 2GSH

NAD(P)H 

 NAD(P)+ 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

สัตวทดลอง 
การทดลองที ่1 ใชสุนัขเพศผู พนัธุไซบีเรียน ฮัสกี้ จาํนวน 3 ตัว อายุ 3 3.5 และ 4 ป เล้ียงทีฟ่ารม

สุนัขเอ็น วาย (NY Kennel) อําเภอสามพราน จังหวัดนครปฐม การทดลองที่ 2 ใชสุนัขเพศผู พันธุไซ
บีเรียน ฮัสกี ้จํานวน 5 ตัว จากฟารมสุนขัเอ็น วาย (NY Kennel) และสุนัขพนัธุบเีกิ้ล จาํนวน 3 ตัว 

เล้ียงที่ ศูนยฝกนิสิต คณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย จังหวัดนครปฐม อายุเฉล่ีย 

4.75 ± 1.54 ป  
สุนัขที่คัดเลือกเขาศึกษาตองมีประวัติเคยผานการผสมติดมาแลว ผานการฝกรีดน้ําเชื้อมาแลว

และน้ําเช้ือมีอัตราการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิมากกวาหรือเทากับ 70 เปอรเซ็นต และตัวอสุจิที่มีรูปรางที่
ปกติมากกวาหรือเทากับ 70 เปอรเซ็นต  
การคัดเลือกและแบงกลุมตัวอยาง 

การทดลองที ่ 1 น้ําเช้ือที่รีดเก็บไดจากสุนัข 3 ตัว นาํมารวมกนั ใหไดจํานวนอสุจิทั้งหมด 

1,200 x 106 ตัว แบงน้ําเชือ้ ออกเปน 3 กลุมเทา ๆ กัน กลุมที ่ 1 น้ําเช้ือสุนัขที่ผานการแชเยน็ที่ 3 

ชั่วโมง  กลุมที ่2 น้ําเช้ือสุนัขที่ผานการแชเย็นที ่ 24 ชัว่โมง และกลุมที ่3 น้ําเช้ือสุนัขที่ผานการแชเย็น
ที่ 96 ชั่วโมง จากนัน้นําน้ําเชือ้ทั้ง 3 กลุมไปแชแข็ง ทําการทดลองซํ้า 7 คร้ัง (รูปที่ 2)  

การทดลองที ่ 2 รวมน้ําเชื้อจากสุนัขคร้ังละ 2-3 ตัว โดยการสุมเพื่อใหไดจํานวนอสุจิทั้งหมด 

600 x 106 ตัว จากนัน้แบงน้าํเชื้อที่ไดออกเปน 3 สวนเทา ๆ กนั สวนที่ 1 ไมเติมเอนไซม ใน
สารละลายสําหรับแชเย็นและแชแข็ง (กลุมควบคุม) สวนที่ 2 เติม กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส 

(glutathione peroxidase-GPx) และ ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide dismutase-SOD) 

(กลุม GPx + SOD) และสวนที ่3 เติม SOD (กลุม SOD) ทําการทดลองซํ้า 9 คร้ัง (รูปที่ 3) 

การรีดเก็บนํ้าเชื้อ 

รีดเก็บน้ําเชื้อสุนัขดวยมือ ตามวิธกีารของ (Christiansen, 1984) สัปดาหละคร้ัง โดยจะ
เลือกเก็บน้ําเชือ้เฉพาะสวนตนและกลาง (pre-spermatic and sperm rich fraction) ผานกรวยแกว
ลงในหลอดพลาสติกสําหรับเก็บน้าํเชื้อชนิดมีขีดบอกปริมาตร  
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การประเมินคุณภาพอสุจ ิ
ทําการตรวจคุณภาพอสุจิในน้ําเชื้อสด น้ําเช้ือแชเย็น 3 24 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที ่1) 

และ 3 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที่ 2) และนํ้าเชื้อแชแข็งหลังการแชเย็น 3 24 และ 96 ชั่วโมง   
(การทดลองที ่1) และนํ้าเชือ้แชแข็งหลังการละลาย 0 และ 6 ชั่วโมง (การทดลองที ่2) ทาํการประเมิน
คุณภาพอสุจิ ไดแก จํานวนอสุจิทั้งหมด อัตราการเคล่ือนที่ และระดับการเคล่ือนที่ของอสุจิ อัตราการ
มีชีวิต เปอรเซน็ตอสุจิที่มีความสมบูรณของดีเอ็นเอ และอะโครโซม 

จํานวนอสุจทิั้งหมด 
นับจํานวนอสุจิจากฮีโมไซโตมิเตอร แชมเบอร (Hemocytometer chamber) (Boeco, 

Humburg, Germany) (Beardon and Fuquay, 1997) โดยใชตัวอยางน้ําเชื้อ 1 สวน ตอสารละลาย
ฟอรมัลซาลีน (formal saline) 40 สวน ผสมใหเขากนั จากนั้นดูดตัวอยาง 10 ไมโครลิตร ใสในฮีโมไซ
โตมิเตอร แชมเบอร แลวนบัจํานวนอสุจ ิ คํานวณความเขมขนของอสุจิตอปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ
จํานวนอสุจทิัง้หมด   

อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิ
ประเมินอสุจทิีม่ีการเคลื่อนที ่โดยใชตัวอยางน้าํเชื้อ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดแกวอุน 37 

องศาเซลเซยีส ปดดวยแผนปดสไลด และสองดูดวยกลองจุลทรรศนตัดแสง (Olympus CX31, 

Japan) กําลังขยาย 400 เทา คํานวณเปอรเซ็นตการเคลือ่นที่อสุจ ิ 

ระดับการเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสจุิ 
ประเมินอสุจทิีเ่คล่ือนที่เปนเสนตรง และว่ิงไปขางหนาดวยความเร็ว เปนคะแนน โดยระดับ

นอยไปมาก คือ 0 ถึง 5 (0 = อสุจิที่ไมเคล่ือนที ่และ 5 = อสุจิที่เคล่ือนที่ไปขางหนา ดวยความเร็ว
มาก) โดยใชตัวอยางน้าํเชื้อ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลดอุน ปดดวยแผนปดสไลด และสองดูดวย
กลองจุลทรรศนตัดแสง (Olympus CX31, Japan) กําลังขยาย 200 เทา 

อัตราการมชีวีิตของอสุจ ิ 
ประเมินอัตราการมีชีวิตของอสุจิในน้าํเชื้อสดที่ฟารมสุนขั โดยยอมอสุจิดวยสีอะนลีีน บลู 

(aniline blue) โดยหยดตัวอยางอสุจ ิและ aniline blue อยางละ 10 ไมโครลิตร ลงบนสไลด ผสมให
เขากันแลวใชสวนปลายของปเปต ทิป (pipette tip) ปาดใหทัว่สไลด ประเมินจาํนวนอสุจิทัง้หมด 
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200 ตัว ภายใตกลองจุลทรรศนตัดแสง (Olympus CX31, Japan) กาํลังขยาย 1,000 เทา อสุจมิีชีวติ
ไมติดสี อสุจิทีต่ายแลวติดสีแดง 

ประเมินอัตราการมีชีวิตของอสุจิในน้าํเชื้อแชเย็น และแชแข็งในหองปฏิบัติการ โดยยอมอสุจิ
ดวยสีฟลูออเรสซีน ไซเบอรโบรไมด 14 (SyBr-14) (Fertilight®, Sperm viability kit, Molecular 

Probes Europe, Leiden, The Netherlands) และโพรพเิดียมไอโอไดด (propidium iodide)  

(Fertilight®, Sperm viability kit, Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands)  ความ
เขมขน 0.2 ไมโครโมลารและ 0.03 มิลลิโมลาร ตามลําดับ ประเมนิจํานวนอสุจทิั้งหมด 200 ตัว 

ภายใตกลองฟลูออเรสเซนส (Olympus BX51, Japan) กําลังขยาย 1000 เทา อสุจิมีชีวิตติดสีเขียว 

อสุจิที่ตายแลวติดสีแดง (Garner and Johnson, 1995) 

ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ  
ประเมินความสมบูรณของดีเอ็นเอ โดยใชวิธีที่ประยุกตมาจาก (Tejada et al., 1984; Lui 

and Baker, 1992) ปายน้าํเชื้อตัวอยางลงบนสไลดปริมาณ 5 ไมโครลิตร รอใหแหง จุมสไลดใน
สารละลายคารนอย (Carnoy’s solution, methanol-glacial acetic acid) นาน 24 ชั่วโมง ลางออก
แลวจุมสไลดในสียอมอะคริดีนออเรนจ (acridine orange) 1 เปอรเซ็นต (100 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร) 
ในน้าํกล่ันนาน 5 นาที นับจํานวนอสุจทิัง้หมด 200 ตัว สองดูภายใตกลองฟลูออเรสเซนส (Olympus 

BX51, Japan) กําลังขยาย 1000 เทา อสุจิติดสีเขียวมีดีเอ็นเอสมบูรณ อสุจิติดสีสม เหลืองหรือแดง 
มีดีเอ็นเอเสียหายบางสวนหรือทั้งหมด การเตรียมสียอม acridine orange ทําไดโดยเติมน้ํากล่ัน 10 

มิลลิลิตร ลงใน 1 เปอรเซ็นต ของ acridine orange เติมน้ํากล่ัน 40 มิลลิลิตร ลงใน 0.1 โมลาร ของ
กรดซิตริค  (Merck, Darmstadt, Germany) และเติมน้ํากล่ัน 2.5 มิลลิลิตร ลงใน 0.3 โมลาร ของ 
Na2HPO4.7H2O (Merck, Darmstadt, Germany) หลังจากนัน้ผสมใหเขากนั สียอมตองถกูเตรียม
ใหมทกุวนั และเก็บไวในที่มดืที่อุณหภูมิหองจนกวาจะใชจริง 

ความสมบูรณของอะโครโซมของอสุจ ิ
ความสมบูรณของอะโครโซม ประเมนิโดยใชสียอม FITC-PNA (fluorescein 

isothiocyanate-labeled peanut agglutinin) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA)  และ 

PI (propidium iodide)  (Molecular probes Inc., OR, USA) ความเขมขน 100 ไมโครกรัมใน 

สารละลายพบีีเอส 1 มิลลิลิตร และ 18 ไมโครโมลาร ตามลําดับ (Cheng et al., 1996; Axnér et al., 
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2004) ปายตัวอยางน้าํเชื้อ 5 ไมโครลิตร ลงบนแผนสไลด รอใหแหง จุมในเอทานอล 95 เปอรเซ็นต 
30 วินาท ีผสม FITC-PNA 90 ไมโครลิตร กับ PI 5 ไมโครลิตร ใหเขากันดี จากนัน้ดูดสีที่ผสมกันแลว 

20 ไมโครลิตร เกล่ียสียอมบนสไลดใหทั่ว แลวเก็บในกลองทึบแสงในตูเยน็ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส นาน 30 นาท ีลางดวยน้าํเยน็ 4 องศาเซลเซียส ประเมินอสุจิทั้งหมด 200 ตัว ดวยกลอง
ฟลูออเรสเซนส (Olympus BX51, Japan) กําลังขยาย 1000 เทา อสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ ติดสี
เขียวจากสียอม FITC-PNA บริเวณสวนหัวตําแหนงอะโครโซม อสุจิที่มีอะโครโซมเสียหายบางสวน 

ติดสีเขียวเปนจุด ๆ บริเวณสวนหัว อสุจิที่มีอะโครโซมเสียหายติดสีเขียวจากสียอม FITC-PNA 

เฉพาะสวนกลางของหัว หรือไมติดสีเขียวเลย  
สารเจือจางน้ําเชื้อ (ตารางที่ 1) 

สารเจือจางน้าํเชื้อแบงเปน 2 สวน สารเจือจางน้ําเชื้อสวนที ่ 1 (สารเจือจางสาํหรับแชเย็น
อสุจิ) ประกอบดวย ทริส 2.4 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) ซิตริคแอซิด 1.4 เปอรเซ็นต (น้ําหนัก
ตอปริมาตร) กลูโคส 0.8 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) กลีเซอรอล 3 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอ
ปริมาตร) โซเดียมเบนซิลเพนนิซิลิน 0.06 เปอรเซ็นต (น้ําหนกัตอปริมาตร) สเตร็ปโตมัยซินซัลเฟต 

0.1 เปอรเซ็นต (น้าํหนักตอปริมาตร) และไขแดง 20 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) ในขณะที่
สารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่ 2 (สารเจือจางสําหรับแชแข็งอสุจิ) มีสวนประกอบเชนเดียวกับสารเจือจาง
น้ําเช้ือสวนที ่ 1  แตมีกลีเซอรอล 7 เปอรเซ็นต (น้ําหนักตอปริมาตร) และเพิ่มสารอีเคว็ก เอสทเีอ็ม 

เพสต 1 เปอรเซ็นต (ปริมาตรตอปริมาตร) (Nova Chemical Sales, Scituate, Inc., MA, USA) 

สารเจือจางน้าํเชื้อหลังการละลายคือ สารละลายทริส บัฟเฟอร มสีวนประกอบเชนเดียวกับสารเจือ
จางน้ําเชื้อสวนที ่1 แตไมมีไขแดงและกลีเซอรอลเปนสวนประกอบ 

 
 
 

 

 

 



 
 

15

ตารางที่  1 สวนประกอบของสารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่1 (EE-I) และ 2 (EE-II) และสารเจือจางน้าํเชื้อ
แชแข็งเพื่อทาํละลาย  

 
การแชเย็นน้าํเชื้อ  

หลังจากปนเหวี่ยงน้าํเชื้อ ดวยแรง 600 g เปนเวลา 10 นาที ละลายตะกอนอสุจิโดยเติม
สารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่1 ปริมาตร 6 มิลลิลิตร (การทดลองที่ 1) และ 3 มิลลิลิตร (การทดลองที่ 2) 

ปรับใหมีความเขมขนอสุจิ 200 × 106   ตัว/ มิลลิลิตร แบงน้ําเชื้อออกเปน 3 สวน ทําการแชเยน็อสุจิ
เปนเวลา 3, 24 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที่ 1) หรือแชเย็นอสุจใินสารเจือจางน้ําเชื้อ Uppsala 

Equex (กลุมควบคุม) สารเจือจางน้ําเชื้อที่มีการเติม GPx และ SOD รวมกนั หรือสารเจือจางน้าํเชื้อ 

Uppsala Equex ทีม่ีการเติม SOD เพียงชนิดเดียว (การทดลองที่ 2) 

การแชแข็งน้าํเชื้อ 
แบงน้ําเชื้อแชเย็นที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง ปริมาตร 1 มิลลิลิตร (การทดลองที่ 1) เติม

สารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่ 2 ปริมาตรเทากับสารเจือจางน้าํเชื้อสวนที ่ 1 คนใหเขากัน บรรจุตัวอยาง
อสุจิในหลอดพลาสติกสําหรับแชแข็งขนาด 0.5 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิโดยใชวิธีแชแข็งตามรายงาน

สารเจอืจางน้ําเชือ้ EE-I EE-II ทรสิ 

ทรสิ (กรมั) 2.4 2.4 2.4 

กรดซติรคิ (กรมั) 1.4 1.4 1.4 

กลโูคส (กรมั) 0.8 0.8 0.8 

กลเีซอรอล (มลิลลิติร) 3 7 0 

ไขแ่ดง (มลิลลิติร) 20 20 0 

โซเดยีม เบนซลิ เพนิซลิลิ (กรมั) 0.06 0.06 0.06 

สเตรปโตมยัซนิ ซลัเฟต (กรมั) 0.1 0.1 0.1 

อเีควก็ซ ์เอสทเีอม็ เพส (มลิลลิติร) 0 1 0 

น้ํากลัน่ (มลิลลิติร) ถงึ 100  ถงึ 100  ถงึ 100  

pH 6.4 6.5 6.5 

Osmolarity (มลิลอิอสโมล) 877 1374 256 
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ของ (Rota et al., 1997) โดยหยอนหลอดบรรจุนํ้าเชื้อในแนวต้ังในถังไนโตรเจนเหลวท่ีระดับ 7 13 และ 21 

เซนติเมตร จากปากถัง เปนเวลา 2 2 และ 1 นาที ตามลําดับ 

การละลายอสุจิแชแข็ง 
ทําโดยจุมหลอดบรรจุนํ้าเชื้อลงในอางอุนอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที ตัดปลาย

หลอดแลวปลอยนํ้าเชื้อลงในหลอดบรรจุสารละลายทริส บฟัเฟอร ปริมาตร 1 มิลลิลิตร ที่อุนที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส คนใหเขากนั 
สารเจือจางน้ําเชื้อท่ีมกีารเติมสาร GPx และ SOD 

ในการทดลองที่ 2 เติมสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมคือ กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส 
(GPx) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) ความเขมขน 5 ยูนิตตอมิลลิลิตร (Maxwell 
and Stojanov, 1996) และ ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) (Sigma Chemical Co., St Louis, 
MO, USA) ความเขมขน 100 ยูนิตตอมิลลิลิตร (Maxwell and Stojanov, 1996; Rossi et al., 
2001) ตามลําดับ ลงในสารเจือจางน้ําเชื้อชนดิ tris egg yolk extender สวนที่ 1  

การสกัดแยกเอนไซมจากเซลลอสจุ ิ

การสกัดแยกเอนไซมที่อยูในเซลลอสุจิดวยวิธี hyposmotical-thermical shock method 

(Cassani et al., 2005) โดยนําน้าํเชื้อมาปนที ่600 g นาน 10 นาท ีดูดเอาน้ําเล้ียงอสุจิออก เกบ็ไวที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส จนกวาจะนําไปวิเคราะห นําอสุจทิี่ตกตะกอนมาผสมกับ น้ําเกลือ 

(normal saline) ไปปนที่ 600 g นาน 10 นาท ีที่อุณหภูมิหอง ทําซํ้า 2 คร้ัง ดูดเอาสวนบนทิง้แลวเติม
น้ํากล่ัน แลวนาํไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 2 ชัว่โมง ทําซํ้า 2 รอบ จากนัน้นํา
ตะกอนอสุจิมาละลายที่อุณหภูมิหอง แลวปนดวยเคร่ืองปนเหวีย่งรักษาอุณภูมิ (Eppendorf® รุน 

5810 R, Hamburg, Germany) ที่รอบ 20,000×g นาน 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้
นําเอาแตสวนบนไปทาํการวเิคราะหหาเอนไซม GPx และ SOD 

การตรวจวัดปฏิกิรยิาของกลูตาไธโอน เปอรออกซิเดส (GPx) 

การตรวจวัดปฏิกิริยา GPx ใชชุดตรวจ RANSEL (Randox Laboratories, Antrim, UK) เจือ
จางน้ําเล้ียงอสุจิ และอสุจทิีผ่านการทาํใหแตกตัว 10 เทา ดวยสารละลาย diluting agent ภายหลัง
การเติม cumene ปฏิกิริยาจะเร่ิมทาํงาน อานคาการดูดกลืนแสงดวยเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร 
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(Sapphire 120®, Audit Diagnostics, Cork, Ireland) ซึ่งจะวัดการลดลงของคาดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคล่ืน 340 นาโนเมตร ไดคาปริมาณ GPx ในหนวยเปนยนูิต ชุดตรวจมีหลักการปฏิกิริยาทางเคมี 

ดังนี้  

 

       2GSH + ROOH           ROH + GSSG + H2O 

 

GSSG + NADPH + H+                      NADP+ + 2GSH 

GSH = glutathione GR = glutathione reductase GSSG = oxidized glutathione GPx = 

glutathione peroxidase ROOH = cumene hydroperoxide 

โดยทาํการตรวจปฏิกิริยา GPx ในน้าํเล้ียงอสุจิของสุนัขแตละตัว และอสุจิที่ผานการแชเย็น และแช
แข็ง ที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยอสุจิตองผานการสกดัแยกเอนไซมแลวตามข้ันตอน
ขางตน  

การตรวจวัดปฏิกิรยิาของซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) 
การตรวจวัดปฏิกิริยา SOD ใชชุดตรวจ RANSOD (Randox Laboratories, Antrim, UK) 

เจือจางน้ําเล้ียงอสุจิ และอสุจิที่สกัดแยกเอนไซมแลว 10 เทา ดวยสารละลายบัฟเฟอร กอนทาํการ
ตรวจ ภายหลังการเติม xanthine oxidase วัดปริมาณ SOD โดยใชเคร่ืองสเปคโตรโฟโตมเิตอร 
(Sapphire 120®, Audit Diagnostics, Cork, Ireland) วัดคาการดูดกลืนแสง โดยทาํการตรวจวัด
ตัวอยางมาตรฐานกอนเพื่อสรางกราฟมาตรฐาน หลังจากนั้นวัดปฏิกิริยา SOD ของตัวอยาง ชุด
ตรวจมีหลักการปฏิกิริยาทางเคมี ดังนี ้ 
  

Xanthine            XOD               Uric acid + O2
- 

                                        I.N.T. +    O2
-                            Formazan dye 

O2
-                            SOD                          O2

   +   H2O2 

SOD = superoxide dismutase XOD = xanthine oxidase 

 

GPX

GR  
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โดยทาํการตรวจปฏิกิริยา SOD ในน้าํเล้ียงอสุจิของสุนัขแตละตัว และอสุจิที่ผานการแชเย็น และแช
แข็ง ที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง ตามลําดับ โดยอสุจิตองผานการสกดัแยกเอนไซมแลวตามข้ันตอน
ขางตน  

การวัด รีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีสรวม (tROS) 
การวัดรีแอคทฟี ออกซิเจน สปชีสรวม ตามเทคนิคของ  (Michael et al., 2007) ใชตัวอยาง

น้ําเช้ือ 100 ไมโครลิตร ผสมกับน้าํกล่ัน 890 ไมโครลิตร แลวนาํมารวมกับสารละลายลูมนิัล 1 มิลลิ
โมลาร (luminol: 5-amino-2,3-dihydro-1,4-phthalazinedione) (Sigma Chemical Co., St Louis, 

Missouri, USA)  ซึ่งจะทาํปฎิกิริยากับรีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีส หลายๆ ชนิดในตัวอยาง ใชเคร่ือง
สเปคโตรโฟโตมิเตอร (Thermo Spectronic®, Genesys 5, Wisconsin, USA) ตรวจวัดการดูดกลืน
แสงที่ความยาวคล่ืน  380 นาโนเมตร คํานวณคา tROS ตามสมการของ Lambert Beer’s law ซึ่ง
แสดงตามสมการขางลาง ดังนี ้

 

A = εdc 

A = คาการดูดกลืนของแสงของตัวอยางน้าํเชื้อ ε  = molar extinction coefficient d = ความยาว
ของคิวเวท (หนวยเปนเซนติเมตร) และ c = molar concentration 

โดยทาํการตรวจวัด tROS ในน้าํเชื้อที่ผานการแชเยน็ และแชแข็ง ที่เวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง 
ตามลําดับ โดยเปนการตรวจวัด tROS ที่อยูภายนอกเซลลนั่นเอง 
แผนการทดลอง 
การทดลองที ่1  

ศึกษาผลของการแชเยน็ตอคุณภาพอสุจิ ปริมาณ GPx SOD และ tROS ในน้าํเชือ้แชเย็น
เปนเวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง โดยแบงตัวอยางน้ําเชื้อแชเยน็แตละชวงเวลาไปทําการแชแข็ง 
ประเมินคุณภาพอสุจหิลังการรีดเก็บ หลังการแชเย็น 3, 24 และ 96 ชั่วโมง และหลังการแชแข็ง 
ตรวจวัดปริมาณ GPx SOD และ tROS ในน้าํเล้ียงอสุจ ิและในเซลลอสุจิ หลังการรีดเก็บ และหลัง
การแชเยน็ 3 24 และ 96 ชั่วโมง (รูปที่ 2)    
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รูปที่ 2 แผนภาพแสดงการทดลองที่ 1 

การทดลองที ่2 

ศึกษาผลของการเติมเอนไซม GPx รวมกบั SOD และ SOD ชนิดเดียว ในสารเจือจางน้ําเชื้อ 

โดยแบงตัวอยางเปน 3 กลุม กลุมที ่1 ไมเติมเอนไซม (กลุมควบคุม) กลุมที่ 2 เติม GPx รวมกับ SOD 

กลุมที ่3 เติม SOD ชนิดเดียว (รูปที่ 3) 

 

 

 

 

 

ตะกอนอสุจ ิ
GPx      
SOD     
tROS 

น้ําเชื้อรวม

แชเย็น 3ชม. แชเย็น 24ชม. แชเย็น 96ชม. 

แชแข็งและละลาย 

                        
                                    

 ตรวจคุณภาพอสุจ ิ
 

น้ําเลีย้งอสุจ ิ

ตรวจคุณภาพอสุจ ิ

GPx                           
SOD                          
tROS                 
ตรวจคุณภาพอสุจ ิ
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รูปที่ 3 แผนภาพแสดงการทดลองที่ 2 

 
การทดลองที ่1 

ตัวแปรอิสระ 
1. เวลาการแชเยน็และแชแข็ง (3 24 และ 96 ชั่วโมง) 
2. การแชเยน็กอนการแชแข็งทีร่ะยะเวลาเดียวกัน (3 24 และ 96 ชั่วโมง) 
ตัวแปรตาม 
1. อัตราการเคล่ือนที ่(%) 

2. ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา  

3. อัตราการมีชีวติ (%) 

4. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ (%) 

5. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (%) 

ตรวจคุณภาพ
อสุจิ 

น้ําเชื้อรวม

แชเย็น   
3 ชั่วโมง 

แชแข็งและละลาย 

อุน 0 และ 6 ชั่วโมง 

Uppsala Equex  
(กลุมควบคุม) 

Uppsala Equex  
(GPx + SOD) 

Uppsala Equex  
(SOD) 

ตรวจคุณภาพ
อสุจิ 

แชเย็น 96 
ชั่วโมง 

แชเย็น   
3 ชั่วโมง

แชเย็น 96 
ชั่วโมง

แชเย็น 3 
ชั่วโมง   

แชเย็น 96 
ชั่วโมง 

ตรวจคุณภาพ
อสุจิ 
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6. ปริมาณ tROS (10-7/โมลาร) 
7. ปริมาณ GPx (ยูนิต/50×106 อสุจิ) 
8. ปริมาณ SOD (ยูนิต/50×106 อสุจิ) 

การทดลองที ่2 

ตัวแปรอิสระ 
1. กลุมตัวอยาง (treatment group) คือ กลุมที่มีการเติม GPx รวมกับ SOD และ กลุมที่มีการ

เติม SOD เพยีงชนิดเดียว ในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเย็น  และแชแข็งอสุจิ  
2. ระยะเวลาในการแชเย็นที ่ 3 และ 96 ชัว่โมง และแชแข็ง ภายหลังการแชเย็น 3 ชั่วโมง โดย 

ทําละลายในเวลา 0 และ 6 ชั่วโมง 
ตัวแปรตาม 
1. อัตราการเคล่ือนที ่(%) 

2. ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา  

3. อัตราการมีชีวติ (%) 

4. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ (%) 

5. เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (%)  
การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ 
การทดลองที ่1 

ทําการวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) (Int. Inc. Cary. 

N.C. USA) เวอรชั่น 9.0 ขอมูลผลการทดลองแสดงผลดวย คาเฉลี่ยและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 

วิเคราะหความแตกตางของตัวแปรอิสระโดยใช 2 model คือ one way ANOVA ดวยวิธ ี General 

Linear Model และ student’s t-test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 0.05 ของตัวแปรดังตอไปนี้ อัตราการ
เคล่ือนที ่ (%) อัตราการมีชวีิต (%) เปอรเซ็นตอสุจิที่มดีีเอ็นเอสมบูรณ (%) เปอรเซ็นตอสุจิทีม่อีะ
โครโซมสมบูรณ (%) ปริมาณ GPx และ ปริมาณ SOD นอกจากนั้นแลวยังใช NPAR one way 

procedure ดวยวธิี Wilcoxon Rank Sums test โดยเปรียบเทียบที ่ Normal Approximation และ 

Kruskal-Wallis Test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 0.05 ของตัวแปรดังตอไปนี้ ระดับการเคล่ือนที่ไป
ขางหนา และ ปริมาณ tROS  
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การทดลองที ่2  

ขอมูลผลการทดลองแสดงผลดวย คาเฉล่ียและสวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน โดยมีตัวแปรอิสระ
คือ กลุมตัวอยาง (treatment group) และ ระยะเวลาในการแชเย็นและแชแข็ง และ ตัวแปรตาม คือ 

อัตราการเคล่ือนที่ ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา อัตราการมีชีวิต เปอรเซ็นตอสุจิทีม่ีดีเอ็นเอสมบูรณ 
และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ วิเคราะหความแตกตางของตัวแปรอิสระในระหวางกลุม
โดยใช one way ANOVA ดวยวธิี General Linear Model และ student’s t-test ที่ระดับนัยสําคัญ p 

< 0.05  
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บทที่  4 

ผลการทดลอง 
การทาํงานของ SOD และ GPx ในน้ําเลี้ยงอสุจิในน้ําเชื้อสดของสุนขั 

สุนัขในการทดลองท้ัง 3 ตัว มีความแตกตางของปริมาณ SOD และ GPx ใกลเคียงกนัในแต
ละตัว (ตารางที่ 2) 

ผลของระยะเวลาการแชเย็นตอคุณภาพอสุจ ิ
หลังการแชเยน็อสุจิสุนัข 96 ชั่วโมง อัตราการเคล่ือนที่ (p < 0.05) ลดลง เมื่อเทียบกบักลุมที่

แชเย็น 3 ชั่วโมง ในขณะที่การแชเย็นอสุจิจนถงึ 96 ชั่วโมง ไมทําใหอัตราการมชีีวิต (p > 0.05) 

เปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ (p > 0.05) เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบรูณ (p > 0.05) 

ปริมาณ SOD (p > 0.05) และ ปริมาณ GPx (p > 0.05) ลดลงอยางมนีัยสําคัญ (ตารางที ่3) เมื่อทาํ
การคํานวนโดยใช one way ANOVA ดวยวิธ ีGeneral Linear Model และ student’s t-test ที่ระดับ
นัยสําคัญ p < 0.05 นอกจากนั้น พบวาระยะเวลาของการแชเย็นอสุจิที่นานข้ึน สงผลตอระดับการ
เคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ โดยการแชเยน็อสุจิที ่ 96 ชั่วโมง สงผลใหระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา
ของอสุจิลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทยีบกับการแชเย็นอสุจทิี่เวลา 3 ชั่วโมง (p < 

0.05) และ 24 ชั่วโมง (p < 0.05) แตไมพบวาการแชเย็นอสุจทิี่เวลา 3 และ 24 ชั่วโมง ทาํใหระดับ
การเคลื่อนที่ไปขางหนาของอสุจิเปล่ียนแปลงอยางมนียัสําคัญ (p > 0.05) และพบวาระยะเวลาการ
แชเย็นอสุจทิี่นานข้ึน (3 24 และ 96 ชั่วโมง) ไมสงผลกระทบตอปริมาณ tROS (p > 0.05) ที่
เปล่ียนแปลงไป การคํานวณโดยใช NPAR one way procedure ดวยวิธ ี Wilcoxon Rank Sums 

test โดยเปรียบเทียบที่ Normal Approximation และ Kruskal-Wallis Test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 

0.05 

ผลของการแชเย็นกอนการแชแข็งตอคุณภาพอสุจ ิ
การแชแข็งอสุจิทําใหอัตราการเคล่ือนที่อสุจิ (p < 0.05) อัตราการมีชีวิต (p < 0.05) และ

เปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (p < 0.05) ลดลง หลังการแชเย็นอสุจิเปนเวลา 3 24 และ 96 

ชั่วโมง (ตารางท่ี 3) เมื่อทําการคํานวนโดยใช one way ANOVA ดวยวธิ ี General Linear Model 

และ student’s t-test ที่ระดับนัยสําคัญ p < 0.05 และสงผลใหระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของ
อสุจิลดลงอยางมนีัยสําคัญทางสถิติ (p < 0.05) (ตารางที่ 3) เมื่อทาํการคํานวณโดยใช NPAR one 
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way procedure ดวยวิธี Wilcoxon Rank Sums test โดยเปรียบเทียบที่ Normal Approximation 

และ Kruskal-Wallis Test ทีร่ะดับนัยสําคัญ p < 0.05 

การแชแข็งอสุจิภายหลังการแชเย็นเปนเวลา 96 ชั่วโมง ทาํใหอสุจหิลังการละลาย มีอัตรา
การเคลื่อนที่ (p < 0.05) อัตราการมีชวีิต (p < 0.05) และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีอะโครโซมสมบูรณ (p < 

0.05) ลดลงอยางมีนยัสําคัญทางสถิติมากกวาการแชเย็น 3 ชั่วโมง กอนการแชแข็ง การแชเยน็อสุจิ 
3 24 และ 96 ชั่วโมง ไมกระทบตอการเปล่ียนแปลงของ tROS (p > 0.05) และ GPx (p > 0.05) แต
พบวาการแชแข็งอสุจิหลังการแชเย็นเปนเวลาต้ังแต 24 ชัว่โมงข้ึนไป ทาํใหปริมาณ SOD (p < 0.05) 

ลดลง เมื่อเทียบกับการแชแข็งอสุจิหลังการแชเย็น 3 ชั่วโมง (ตารางที่ 3) 

ผลของการเติมเอนไซมในสารเจือจางน้ําเชื้อแชเย็น 
หลังการแชเยน็อสุจิเปนเวลา 3 ชั่วโมง พบวาการเติม SOD ชนิดเดียวในสารเจือจางน้ําเชื้อ 

ทําใหอัตราการเคล่ือนที ่ (p < 0.05) อัตราการมีชีวิต (p < 0.05) และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอ
สมบูรณ (p < 0.05) ตํ่ากวาอสุจิในสารเจอืจางที่มีการเติม SOD รวมกับ GPx อยางมีนยัสําคัญทาง
สถิติ (ตารางที่ 4) อยางไรก็ตามพบวาการเติม SOD รวมกับ GPx ไมทําใหคุณภาพอสุจิแชเยน็ 3 

ชั่วโมง ดีกวากลุมควบคุม (p > 0.05) 

นอกจากนัน้พบวาหลังการแชเย็น 96 ชั่วโมง อัตราการมีชีวิตของอสุจิในสารเจือจางที่มีการ
เติม SOD และ GPx รวมกนั มากกวากลุมควบคุม (p < 0.05) และมากกวากลุมที่เติม SOD ชนิด
เดียว (p < 0.05) ในขณะทีคุ่ณภาพอสุจิอ่ืน ๆ ไมแตกตางกนัในระหวางกลุม 

ผลของการเติมเอนไซมในสารเจือจางน้ําเชื้อตอคุณภาพนํ้าเชือ้แชแข็ง 
หลังการละลายอสุจิแชแข็งพบวา อัตราการมีชีวิตของอสจุิ (p < 0.05) และเปอรเซ็นตอสุจิที่

มีดีเอ็นเอสมบูรณ (p < 0.05) ในกลุมที่ใชสารเจือจางน้าํเชื้อทีม่ีการเติม SOD รวมกับ GPx มากกวา
กลุมควบคุม และมีแนวโนมสูงกวากลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อที่มกีารเติม SOD ชนดิเดียว (p = 0.08 

และ p = 0.07 ตามลําดับ) เชนเดียวกับหลังการละลาย 6 ชั่วโมง อสุจิในสารเจือจางน้ําเชื้อที่มกีาร
เติม SOD รวมกับ GPx มีเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณมากกวากลุมควบคุม (p < 0.05) และมี
แนวโนมมากกวากลุมที่ใช SOD ชนิดเดียว (p = 0.08) (ตารางที ่5) 
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ตารางที่ 2 ปริมาณซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) (ยูนิต/มิลลิลิตร) และ กลูตาไธโอน เปอรออกซิ
เดส (GPx) (ยูนิต/มิลลิลิตร) ในน้าํเล้ียงอสุจิในน้าํเชื้อสดของสุนัขแตละตัว โดยทาํการทดลองซํ้า
ทั้งส้ิน 7 คร้ัง (คาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน) 

 

ชนิดของ 
สารตานอนมุูลอิสระ 

สุนัขตัวที่ 1 สุนัขตัวที่ 2 สุนัขตัวที่ 3 

 

ซุปเปอรออกไซด    
ดิสมูเตส (SOD) 

 

107.89 ± 7.19 

 

 

105.27 ± 2.25 

 

 

94.60 ± 7.82 

 

 
กลูตาไธโอน        

เปอรออกซิเดส (GPx) 
 

 

320.04 ± 73.34 

 

 

323.89 ± 46.9 

 

 

277.84 ± 11.69 
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ตารางที ่3 คุณภาพอสุจิสุนัขภายหลังการแชเย็นและแชแข็งในแตละชวงเวลา (จํานวนตัวอยาง = 7) 

(คาเฉลี่ย ± สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน) 

 

ลักษณะคุณภาพนํ้าเชื้อ ระยะเวลา(ชัว่โมง) 

3 ชั่วโมง 24 ชั่วโมง 96 ชั่วโมง 
 
ตัวอสุจิแชเยน็ 
 

-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา
ของอสุจิ 
-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของ
อสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซม
ของอสุจิ (%) 

-ปริมาณ tROS (10-7/โมลาร) 
-ปริมาณ SOD (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 
-ปริมาณ GPx (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 

 

 

72.9 ± 9.5 a,A 

 

3.7 ± 1.0 a,A 

85.0 ± 7.8 A 

90.5 ± 5.9  

 

79.6 ± 8.9  A  

 

237.2 ± 149.1  

110.7 ± 2.8  

 

215.3 ± 11.1  

 

 

68.6 ± 10.7 ab,A 

 

3.1 ± 0.7 a 

79.6 ± 5.0 A 

86.9 ± 12.1  

 

76.4 ± 8.1 A 

 

181.7 ± 70.6  

106.7 ± 2.2  

 

218.6 ± 7.0  

 

 

57.1 ± 9.5 b,A 

 

2.0 ± 0.8 b 

74.6 ± 7.5 A 

84.0 ± 12.6  

 

67.4 ± 5.8 A 

 

259.9 ± 210.0  

106.8  ± 2.0  

 

221.8 ± 5.4  

 
ตัวอสุจิแชแข็ง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนา
ของอสุจิ 
-อัตราการมีชวีิตของอสุจ ิ(%) 

 

 

48.6 ± 6.9 a,B 

2.7 ± 0.8 B  

 

57.4 ± 10.5 a,B 

 

 

42.9 ± 7.6 abB 

2.9 ± 0.2  

 

53.0 ± 11.7 a,B 

 

 

30.0 ± 8.2 b,B 

2.6 ± 0.4  

 

35.9 ± 13.9 b,B 
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-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของ
อสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซม
ของอสุจิ (%) 

-ปริมาณ tROS (10-7/โมลาร) 
-ปริมาณ SOD (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 
-ปริมาณ GPx (ยูนิต/50×106 

อสุจิ) 

92.1 ± 7.7  

 

57.9 ± 19.6 a,B 

 

326.4 ± 316.6   

109.9 ± 2.3  a 

 

237.6 ± 18.4   

87.4 ± 6.1  

 

49.1 ± 19.5 ab,B 

 

244.9 ± 176.9   

103.1 ± 2.4 b 

 

216.8 ± 4.3  

84.9 ± 9.4  

 

33.3 ± 15.7 b,B 

 

370.7 ± 297.5   

103.5 ± 5.5 b 

 

219.3 ± 4.9  

 

ตัวอักษร (a,b) แทนความแตกตางระหวางกลุมการทดลอง (p < 0.05) 

ตัวอักษร (A,B) แทนความแตกตางในกลุมระหวางลักษณะของคุณภาพนํ้าเช้ือที่แตกตางกันในชวงเวลาเดียวกัน (p 
< 0.05) 

 

ตารางที่ 4 คุณภาพอสุจิในน้ําเชื้อสุนัขแชเย็น โดยใชสารเจือจางน้ําเชือ้ที่ไมมีการเติมเอนไซม (กลุม
ควบคุม) มีการเติมกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (GPx) รวมกับ ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) และ
เติม ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (SOD) ชนิดเดียว (จํานวนตัวอยาง = 9) (คาเฉลี่ย ± สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน) 

 

 

เวลาในการแชเย็นตัวอสุจ ิ/  
ลักษณะคุณภาพนํ้าเชื้อ 

กลุมควบคุม GPx + SOD SOD 

 
น้ําเชื้อแชเยน็ที่เวลา 3 ชัว่โมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

 

 
 

78.9 ± 6.0 a,b 

4.7 ± 0.5  

 

 
 

82.8 ± 6.7 a  

4.7 ± 0.5  

 

 
 

73.3 ± 8.7 b 

4.3 ± 0.9  
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-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซมอสุจิ (%) 

 

84.1 ± 6.7 a 

95.1 ± 5.1 a,b 

76.2 ± 13.1  

 

86.7 ± 4.8 a 

96.2 ± 2.8 a  

82.6 ± 12.3  

76.5 ± 6.7 b 

88.8 ± 10.3 b  

71.3 ± 16.4  

 
น้ําเชื้อแชเยน็ที่เวลา 96 ชั่วโมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซมอสุจิ (%) 

 

 
 

60.6 ± 23.5  

2.3 ± 1.2  

70.1 ± 6.2 a, 

91.6 ± 9.8  

60.6 ± 16.8  

 
 

66.1 ± 20.0  

3.0 ± 1.0  

79.3 ± 8.3 b 

94.8 ± 6.3  

59.2 ± 24.0  

 
 

55.0 ± 27.2  

2.4 ± 1.2  

66.2 ± 6.7 a 

86.1 ± 14.2  

58.4 ± 24.1  

 

ตัวอักษร (a,b) ตางกันแสดงคาที่มีความแตกตางระหวางกลุมการทดลอง (p < 0.05) 

 

ตารางที ่5 คุณภาพอสุจิสุนัขแชแข็งภายหลังการแชเยน็ 3 ชั่วโมง ในสารเจือจางน้ําเชื้อสําหรับแชเย็น
ที่มีการเติมสาร GPx รวมกบั SOD และ SOD ชนิดเดียว และไมเติมสารใด ๆ (กลุมควบคุม) ใน
ชั่วโมงที ่0 และ 6 ภายหลังการละลายตัวอสุจิ (จํานวนตัวอยาง = 9) 

 

อสุจิที่ถูกละลาย (จํานวนชั่วโมง) กลุมควบคุม GPx + SOD SOD 
 

0 ชั่วโมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

 

40.0 ± 18.0  

2.8 ± 0.7  

34.1 ± 14.0 a  

80.3 ± 6.3 a 

 

52.2 ± 9.7  

3.3 ± 0.7   

47.6 ± 12.0 b 

86.2 ± 6.5 b 

 

44.0 ± 21.8  

3.3 ± 0.9  

37.9 ± 14.8 a,b 

80.9 ± 5.1 a,b 
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-ความสมบูรณของอะโครโซมของอสุจิ (%) 

  

64.1 ± 20.8  65.2 ± 17.7   64.2 ± 15.1  

6 ชั่วโมง 
-อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจ ิ(%) 

-ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิ

-อัตราการมีชวีิตของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจิ (%) 

-ความสมบูรณของอะโครโซมของอสุจ ิ(%) 

 

 

28.3 ± 19.8  

2.0 ± 0.9  

24.5 ± 13.1  

72.8 ± 12.0 a 

32.5 ± 15.4  

 

31.7 ± 17.0  

2.1 ± 0.6  

36.1 ± 13.3  

84.5 ± 9.9 b 

36.2 ± 14.0  

 

20.0 ± 16.6  

1.7 ± 0.9  

30.3 ± 15.5  

74.6 ± 12.7 a,b 

29.2 ± 16.2  

ตัวอักษร (a,b) แทนความแตกตางระหวางกลุม (p < 0.05) 
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บทที่  5 

สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และขอเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัยและอภิปรายผลการวจิัย 
ปริมาณ SOD และ GPx ที่ตรวจไดในน้าํเล้ียงอสุจใินการทดลองนี้ มีคามากกวาใน

รายงานของ (Strzezek et al., 2009) ซึ่งทําการตรวจ SOD และ GPx ในน้ําเชื้อสุนัข แบงเปน 3 

สวน คือ pre-spermatic  spermatic และ post-spermatic fraction โดยมีปริมาณ SOD เฉล่ีย 

22.3  54.8 และ 40.1 ยนูิต/มิลลิลิตร ตามลําดับ และไมพบ GPx ใน pre-spermatic fraction สวน
ปริมาณ GPx ใน spermatic และ post-spermatic fraction คือ 4.6 และ 4.0 ยนูิต/มิลลิลิตร 
ตามลําดับ โดย (Strzezek et al., 2009) ทําการตรวจเอนไซมโดยใชวิธี acrylamide gel  

การศึกษาน้ีใชชุดตรวจซ่ึงใชหลักการของการปฏิกิริยาทีท่ําใหเกิดความขุนและการดูดกลืนแสงของ
สารละลาย ซึง่เปนการศึกษาแรก ทําใหไมสามารถเปรียบเทยีบคาที่ไดกับรายงานในสุนัขกอนหนา
นี้ได ทัง้นี้การทดลองในคนที่ใชชุดตรวจ RANSOD เดียวกนันี ้ ในน้าํเชื้อแชแข็ง พบวามีคา SOD 

เฉล่ีย 0.34 ± 0.06 ยนูิต/มิลลิกรัม โปรตีน (Murawski et al., 2007) การทดลองนี้มีปฏิกิริยาของ 
GPx สูงกวา SOD ทัง้ในเซลลอสุจิ และในนํ้าเล้ียงอสุจ ิซึ่งตางจากการศึกษากอนหนานีท้ี่รายงาน
วา SOD เปนเอนไซมหลักทีท่ําหนาทีเ่ปนสารตานอนุมลูอิสระ ในน้ําเช้ือสดของสุนขั (Strzezek et 

al., 2009) 

จากการศึกษานี้ หลังการแชเย็นน้ําเชื้อเปนเวลา 96 ชัว่โมง พบอัตราการเคล่ือนที ่ และ
ระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจิตํ่าลง ซึ่งสอดคลองกับผลการแชเย็นอสุจจิากทอนาํน้าํเชื้อ 

(epididymis) ของสุนัข (Ponglowhapan and Chatdarong, 2008) ในการผสมเทยีมสุนัขโดยใช
น้ําเช้ือแชเย็น จึงแนะนําใหใชอสุจิแชเย็นภายในเวลา 5 วัน ซึ่งหากตองการเก็บอสุจนิานกวานี้ ควร
ใชการแชแข็งแทน (England and Ponzio, 1996)  

นอกจากนีก้ารทดลองนี้ ไมพบการเพิ่มข้ึนของ tROS ในอสุจิแชเยน็ และอสุจิแชแข็งหลัง
การแชเยน็ เปนเวลา 3 24 และ 96 ชั่วโมง (การทดลองที ่ 1) ซึง่สอดคลองกับการทดลองของ
(Michael et al., 2009) ที่ไมพบการเพิ่มข้ึนของ tROS อยางมีนยัสําคัญทางสถิติ ในอสุจิของสุนัขที่
ผานการแชเยน็ต้ังแต 0 24 และ 72 ชั่วโมง ในกลุมควบคุมที่ไมมีการเติมสารตานอนุมูลอิสระลงใน
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สารเจือจางน้าํเชื้อ ทัง้นี้นาจะมาจากเทคนิคที่ดีในการเก็บรักษาอสุจิดวยความเย็น รวมทั้ง
ประสิทธิภาพที่ดีของสารเจือจางน้ําเชื้อ ทีย่ังคงรักษาอสุจิจนไมเกิดการสราง tROS ที่เพิม่ข้ึน  

จากการศึกษานี้ ไมพบการลดลงของ GPx และ SOD ในอสุจิหลงัการแชเย็นน้ําเชื้อจนถงึ
เวลา 96 ชั่วโมง (การทดลองที ่1) ซึ่งสอดคลองกับ (Kankofer et al., 2005) ที่ภายหลังการแชเย็น
น้ําเช้ือจนถึง 24 ชั่วโมง ไมพบมีการลดลงของสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซม ซึ่งสาเหตุมาจาก
การที่ในชวงเวลาทีท่ําการแชเย็นอสุจิจนถงึ 24 ชั่วโมง ยังไมมีการเกดิปฏิกิริยาลิปด เปอรออกซิ
เดช่ัน (Kankofer et al., 2005) จึงทําใหไมมีการลดลงของ GPx และ SOD ในอสุจิ นอกจากนี้
พบวาอสุจิแชแข็งภายหลังการแชเย็นต่ังแต 3 ชั่วโมง เปนตนไป ไมสงผลกระทบตอเปอรเซ็นต
ความสมบูรณของดีเอ็นเอของอสุจ ิและหลังการแชเย็นต้ังแต 24 ชั่วโมง เปนตนไป ไมสงผลกระทบ
ตอระดับการเคล่ือนที่ไปขางหนาของอสุจ ิซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ (Crockett et al., 2001) 

ที่ทดลองในมา พบวาการแชแข็งอสุจิภายหลังการแชเยน็ ที ่ 5 องศาเซลเซียส เปนเวลา 6 หรือ 12 

ชั่วโมง จะไมสงผลกระทบตอคุณภาพของอสุจิ เมื่อเทียบกับการแชเย็นนาน 2 – 2.5 ชั่วโมง กอน
การแชแข็ง เนื่องจากมกีารนําน้ําเล้ียงอสจุิ (seminal plasma) ออกกอนที่จะกระทําการแชเย็น 

เพราะการคงเหลือของน้าํเล้ียงอสุจิปริมาณมากในน้าํเชื้อแชเย็นมานัน้ จะสงผลทําใหเกิดผลเสีย
ตออสุจิ โดยพบวาอัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติดลดลง (Pickett et al., 1975; 

Jasko et al., 1992)  

 จากการศึกษายังพบอีกวาการทาํงานของ SOD ลดลงในน้ําเชื้อแชแข็งที่ผานการแชเย็น
มากอนเปนเวลา 24 ชั่วโมงข้ึนไป (การทดลองที่ 1) ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ (Lasso et al., 

1994) ที่พบวาอสุจิแชแข็งในมนษุยจะมีการทํางานของ SOD ลดลงจากน้ําเชื้อสด และ (Marti et 

al., 2008) ทีพ่บวามีการทาํงานของ SOD ในน้ําเชื้อสด และนํ้าเชื้อแชเย็นในแกะ ปริมาณเปน 2 

เทาของในตัวอยางน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการทาํละลาย นัน่คือการแชแข็งอสุจิสงผลใหระดับการ
ทํางานของ SOD ลดลงอยางเห็นไดชัด โดยจะพบวา SOD เปนสารตานอนุมูลอิสระชนิดเอนไซมที่
มีผลกระทบมากท่ีสุดเมื่อทาํการแชแข็งอสุจิ โดยพบวามปีริมาณลดลงถึง 65 เปอรเซ็นต ภายหลัง
การแชแข็งและทําละลายอสุจิ (Marti et al., 2008) สาเหตุนาจะมาจาก SOD เปนสารตานอนุมลู
อิสระหลักที่มหีนาที่ปองกนัอสุจิจากการถกูทําลายดวย ROS (Cassani et al., 2005) ในขณะที่ใน
การศึกษาคร้ังนี้ไมพบความแตกตางของการทํางานของ GPx ในน้าํเชื้อแชแข็งภายหลังการแชเยน็ 

ซึ่งสอดคลองกับการทดลองกอนหนานี้ในแกะ (Marti et al., 2008) และใกลเคียงกับผลการทดลอง
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ของ  (Bilodeau et al., 2000) ที่ทาํการทดลองในอสุจิโค ซึ่งพบวาหลังการแชแข็งอสุจิ ระดับกลู
ตาไธโอน (GSH) ลดลง 78 เปอรเซ็นต 

จากผลการศึกษาการเติมสารตานอนุมูลอิสระ 2 ชนิด รวมกนั (การทดลองที ่ 2) คือ GPx 

และ SOD ในสารเจือจางน้ําเชื้อชนิด tris-egg yolk extender จะทําใหอัตราการเคล่ือนที่ อัตรา
การมีชีวิต และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ สูงกวาการเติม SOD ชนิดเดียว ในอสุจิแชเยน็ที่ 
3 ชั่วโมง รวมทั้งทําใหอัตราการมีชีวิตของอสุจิแชเย็นที่ 96 ชั่วโมง สูงกวากลมควบคุม และกลุมที่
เติม SOD ชนิดเดียว นัน่คือการเติมเอนไซมทัง้ 2 ชนิด รวมกัน คือ GPx และ SOD ชวยรักษา
คุณภาพอสุจิแชเย็นไดนานกวา 96 ชั่วโมง โดยสอดคลองกับการทดลองเติม SOD รวมกบั 

catalase ในการแชแข็งน้าํเชื้อของมนษุย ซึ่งใหผลดีกวาการใช SOD ชนิดเดียวเชนกนั (Rossi et 

al., 2001) ทัง้นี้อาจเนื่องมาจาก SOD เปนเอนไซมที่เรงการเปล่ียนสารซุปเปอรออกไซด (O2
-) ซึ่ง

เปน ROS ชนดิหนึง่ ใหทาํปฏิกิริยากับไฮโดรเจนอิออน (H+) ไดผลผลิตเปนไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
(H2O2) ซึ่งเปน ROS อีกชนิดหนึง่ ถาในสารละลายมี catalase จะทาํใหมีการเปล่ียน H2O2 เปนน้ํา 

(H2O) การทาํงานรวมกนัของ SOD และ catalase ในลักษณะนี้ ทําใหไมเกิด ROS ข้ึนอีก ซึ่ง
ยืนยนัจากการลดลงของระดับ ROS ในน้าํเชื้อสุกรที่แชแข็งในสารละลายทีม่ี SOD และ catalase 

รวมกัน (Roca et al., 2005) การทํางานของ GPx เปนไปในทางเดียวกนักับ catalase ดังนัน้การ
ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาการเติม GPx และ SOD รวมกัน ใหผลดีกบัอสุจิมากกวาการเติม SOD 

เพียงชนิดเดียว นอกจากนัน้แลวยงัศึกษาพบวาหลังการละลายอสุจแิชแข็ง ทาํใหอัตราการมีชีวติ
ของอสุจิ และเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณ ในกลุมที่ใชสารเจือจางน้ําเชื้อที่มกีารเติม SOD 

รวมกับ GPx มากกวากลุมควบคุม และมีแนวโนมสูงกวากลุมที่ใชสารเจือจางน้าํเชื้อที่มีการเติม 

SOD ชนิดเดียว เชนเดียวกบัหลังการละลาย 6 ชั่วโมง อสุจิในสารเจอืจางน้ําเชื้อทีม่ีการเติม SOD 

และ GPx มีเปอรเซ็นตอสุจิที่มีดีเอ็นเอสมบูรณมากกวากลุมควบคุม และมีแนวโนมมากกวากลุมที่
ใช SOD ชนิดเดียวซ่ึงนาจะเปนเหตุผลเดียวกับขางตน  

กลาวโดยสรุปคือ ในน้ําเล้ียงอสุจิ อสุจิแชเย็น และอสุจิแชแข็ง ของสุนัขมีการทํางานของ 
SOD และ GPx ทั้งนี้ระดับ tROS และการทํางานของ GPx ไมเปล่ียนแปลงตลอดระยะเวลาการแช
เย็นและหลังการแชแข็ง ในขณะที่การแชแข็งอสุจิของสุนัข หลังการแชเย็น 24 และ 96 ชั่วโมง ทํา
ใหการทํางานของ SOD ลดลง นอกจากนี้การเติมสารตานอนุมูลอิสระทั้ง 2 ชนิดรวมกัน คือ GPx 

และ SOD ลงในสารเจือจางน้ําเช้ือของสุนัข ปองกันอสุจิจากการถูกทําลายโดยการแชเย็นและแช
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แข็งไดดีกวาการเติม SOD ชนิดเดียว ดังนั้นในการเก็บรักษาน้ําเช้ือของสุนัขที่ตองผานการแชเย็น
และแชแข็งน้ําเชื้อ จึงควรเติม GPx และ SOD ในสารเจือจางน้ําเชื้อ เพื่อรักษาชีวิตของอสุจิจาก
สารอนุมูลอิสระที่เกิดข้ึนในระหวางการเก็บรักษา 
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ภาคผนวก  

เครื่องมือที่ใชในการวิจยั 
1. หลอดเก็บน้ําเชื้อชนิดมีขีดบอกปริมาตร 
2. พาสเจอรไปเปตพลาสติค สําหรับดูดตัวอยางน้ําเชื้อ 
3. หลอดพลาสติกบรรจุน้ําเช้ือ ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
4. ปเปตทิป ขนาด 10, 20-200 และ 200-1000 ไมโครลิตร 
5. สไลดแกวและแผนปดสไลด 
6. ถังเก็บไนโตรเจนและไนโตรเจนเหลว 
7. แรค สําหรับวางหลอดทดลอง 
8. หลอดพลาสติคขนาดเล็ก (Eppendrof) 
9. Globet สําหรับบรรจุหลอดพลาสติคแชแข็ง 
10. ถุงมือยาง 
11. กรวยแกวสําหรับรองรีดเก็บน้ําเชื้อ 
12. กลองจุลทรรศนชนิดเฟสคอนทราสต 
13. ชุดตรวจเอนไซมกลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (RANSEL) (Randox Laboratories, Antrim, 

UK) 
14. ชุดตรวจเอนไซมซุปเปอรออกไซดไดมูเตส (RANSOD) (Randox Laboratories, Antrim, 

UK) 
15. เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอร (Sapphire 120, Audit Diagnostics, Ireland) 
16. ตูควบคุมความเย็นอัตโนมัติ 
17. เคร่ืองปนเหวีย่งควบคุมอุณหภูมิ (Eppendorf รุน 5810 R, Hamburg, Germany) 
18. อางอุน 
19. สารเคมีสําหรับเตรียมสารเจือจางน้ําเชื้อ 
20. แอนต้ีออกซิแดนทเอนไซม ซุปเปอรออกไซดดิสมูเตส (superoxide dismutase-SOD) 
21. แอนต้ีออกซิแดนทเอนไซม กลูตาไธโอนเปอรออกซิเดส (glutathione peroxidase-GPx) 
22. เคร่ืองสเปคโตรโฟโตมิเตอรสําหรับตรวจ tROS (Thermo Spectronic, Genesys 5, WI, 

USA) 
23. สารเคมีสําหรับตรวจ tROS 
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การเก็บขอมูลในการทดลอง เก็บขอมูลโดยใชตารางรวบรวมขอมูล (Dummy table) ดังนี้ 
 
การทดลองที ่ 1 
 
ตารางที่ 1 ตารางเก็บขอมูลลักษณะของตัวอสุจิ คุณภาพของตัวอสุจ ิและ ปริมาณแอนตี้ออกซิเด
ทีฟ เอนไซม และ รีแอคทีฟ ออกซิเจน สปชีส ในน้ําเชื้อสด แชเย็น และแชแข็งในชวงเวลาที่ตางกัน  
Date________________________ n = __________ 
Semen Profile 
Fresh:   (Dog A) 
Name_________________Age_________________Breed________________________ 
Volume_______________Color___________pH________________Concentration__________ 
Total number of sperm count __________________________Viability___________________ 
Motility__________________ Acrosome integrity ___________________ 
DNA integrity____________________  
Seminal plasma: SOD___________ U mL-1     GP________________________ U mL-1   
Morphology: 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh: (Dog B) 
Name_________________Age_________________Breed________________________ 
Volume_______________Color___________pH________________Concentration__________ 
Total number of sperm count __________________________Viability___________________ 
Motility__________________ Acrosome integrity ___________________ 
DNA integrity____________________  
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Seminal plasma: SOD___________ U mL-1     GP________________________ U mL-1   
Morphology: 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh :   (Dog C)  
Name_________________Age_________________Breed________________________ 
Volume_______________Color___________pH________________Concentration__________ 
Total number of sperm count __________________________Viability___________________ 
Motility__________________ Acrosome integrity ___________________ 
DNA integrity____________________  
Seminal plasma: SOD___________ U mL-1     GP________________________ U mL-1  
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
 
Chilled :  
Time Motility+Progressive Viability DNA Acrosome SOD GPx tROS
3 hr    
24 hr    
96 hr    
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Post-thawed :  

Time Motility+Progressive Viability DNA Acrosome SOD GPx tROS
3 hr    
24 hr    
96 hr    

 

การทดลองที ่2 

ตารางที่ 2 ตารางเก็บขอมลูคุณภาพตัวอสุจิที่ผานการแชเย็นและแชแข็งภายหลังการเติมสารตาน
อนุมูลอิสระ ชนิด GPx และ SOD  
 
Date________________________  
Semen  Profile 
Fresh :     
Name_________________ Age_________________Breed________________________ 
Volume____________________Concentration__________________Total number of sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
Morphology : 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh :     
Name_________________ Age_________________Breed________________________ 
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Volume____________________Concentration__________________Total number of 
sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
Morphology : 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh :     
Name_________________ Age_________________Breed________________________ 
Volume____________________Concentration__________________Total number of sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
Morphology : 
Head:   Normal_____________ Narrow__________ Narrow at the base ________________  
Pear-shape_________ Giant, broad, round_______________ Abnormal 
contour___________Undeveloped_________________Abaxial_________________________
Loose______________________________ 
Tail:  Normal____________ Distal droplet ______________________Simple bent 
tail___________________Coil tail_________ Abnormal Midpiece____________________ 
Acrosome defect___________________ Pouch form_______________ 
Loose_________________________ 
Fresh pooled semen : n = ______________ 
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Volume____________________Concentration__________________Total number of 
sperm 
count_______________Viability________________Motility__________________Acrosome 
integrity_____________________DNA Integrity_____________________ 
 
Chilled : (3hr) 
 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control  
GPx + SOD  

SOD  
 
Chilled : (96hr) 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control  
GPx + SOD  

SOD  
 
Post- thawed : (0hr) 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control  
GPx + SOD  

SOD  
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Post- thawed : (6hr) 

Antioxidative enz. 
supplementation Motility+Progressive Viability DNA Acrosome 

Control     
GPx + SOD     

SOD     
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ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 นางสาวอรทัย ชัยเวชการ เกิดวันที่ 15 มิถุนายน พ.ศ. 2525 ที่จังหวัดกรุงเทพมหานคร 
สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีสัตวแพทยศาสตรบัณฑิต จากคณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีมหานคร ในปการศึกษา 2550 และเขาศึกษาตอระดับปริญญาโท ในหลักสูตร
วิทยาศาสตรมหาบัณฑิตทีค่ณะสัตวแพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย ในปการศึกษา 2551 
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