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บทที่ 1 

บทน า 

ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

สนุขัเป็นสตัว์เลีย้งเป็นเพ่ือนท่ีมีคณุคา่ทางจิตใจอย่างมากในปัจจบุนั ประชาชนมกัเลีย้ง
สนุขัพนัธุ์แท้กนัมากขึน้ ท าให้ธุรกิจการเพาะเลีย้งและขยายพนัธุ์สนุขัเป็นไปอย่างกว้างขวาง การ
ผสมพนัธุ์สนุขัในปัจจบุนัมีด้วยกนัหลายรูปแบบ คือ การผสมพนัธุ์ตามธรรมชาตแิละการผสมเทียม 
การผสมพนัธุ์ตามธรรมชาติมกัพบปัญหาการตดิเชือ้ทางระบบสืบพนัธุ์ การติดเชือ้ ปรสิต และ
พยาธิทัง้ภายในและภายนอกระหวา่งคูผ่สม จงึท าให้การผสมเทียมเข้ามามีบทบาทเพิ่มมากขึน้ 
การเก็บรักษาน า้เชือ้เป็นกระบวนการเร่ิมต้นท่ีส าคญัในการผสมเทียม และยงัเป็นการอนรัุกษ์
พนัธุกรรมสนุขัท่ีมีลกัษณะดีตรงตามสายพนัธุ์ โดยวิธีการเก็บรักษาน า้เชือ้มีด้วยกนัหลายรูปแบบ 
ได้แก่ การแชเ่ย็น และการแชแ่ข็ง (Linde-Forsberg, 2001) สว่นประกอบของสารเจือจางน า้เชือ้
เป็นปัจจยัส าคญัอยา่งหนึง่ท่ีสง่ผลตอ่คณุภาพของน า้เชือ้ โดยสารเจือจางน า้เชือ้จะมีคณุสมบตัใิน
การควบคมุความเป็นกรด-ดา่ง มีออสโมลาริตีเ้หมาะสม เป็นแหลง่พลงังานให้อสจุิ และป้องกนั
ความเสียหายท่ีจะเกิดขึน้กบัอสจุิ  ในปัจจบุนัมีสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีเป็นผลิตภณัฑ์ทางการค้าหลาย
ชนิดท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลายในสกุรและโค แตมี่คอ่นข้างน้อยในสนุขั สารเจือจางน า้เชือ้แชเ่ย็นทาง
การค้าท่ีมีใช้ในสนุขั เชน่ สารเจือจางน า้เชือ้ CLONE Chilled Semen Extender (Cryogenetic 
laboratories of New England Inc., Philadelphia, PA, USA) และ Canirep (Uppsala, 
Sweden) ซึง่ไมมี่การเปิดเผยสว่นประกอบของสารเจือจางน า้เชือ้  

ในทางปฏิบตั ิ การเก็บน า้เชือ้สนุขัท่ีฟาร์มเพาะพนัธุ์สนุขัจะเป็นการหลีกเล่ียงความเครียด
จากการเคล่ือนย้ายสตัว์ จงึต้องมีการใสส่ารเจือจางน า้เชือ้เพ่ือรักษาคณุภาพอสจุิในเบือ้งต้นก่อน
น าไปใช้กบัแมพ่นัธุ์ท่ีอยูห่่างไกลออกไป หรือแบง่ผสมแมพ่นัธุ์หลายตวั รวมทัง้อาจขนส่งโดยการแช่
เย็นมายงัห้องปฏิบตัิการเพ่ือท าการแชแ่ข็งตอ่ไป ในปัจจบุนัสารเจือจางน า้เชือ้ชนิดท่ีใช้กนัอยา่ง
แพร่หลาย คือ สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดง (tris egg-yolk) (Iguer-Ouada and Verstegen, 
2000; Tsuitsui et al., 2000) ซึง่มีสว่นประกอบหลกัคือ ทริส (tris) น า้ตาล กรดซิตริก ยาปฏิชีวนะ 
และไขแ่ดง (Linde-Forseberg, 2001) โดยไขแ่ดงเป็นสว่นประกอบหลกัในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ี
น ามาใช้ในการแชเ่ย็นและแช่แข็งอสจุิในสตัว์หลายชนิดมาเป็นเวลากวา่ 60 ปีแล้ว (Witte et al., 
2009) ไขแ่ดงจะชว่ยป้องกนัการเกิดความเสียหายจากการลดอณุหภูมิ (cold shock) จงึชว่ยรักษา
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คณุสมบตัใินการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิและการท างานของไมโทคอนเดรียของตวัอสจุิได้ 
(Salamon and Maxwell, 1995) แตไ่ขแ่ดงท่ีเป็นส่วนประกอบของสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีใช้กนั
แพร่หลาย มกัเป็นไขแ่ดงสดซึง่เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจากสตัว์อาจมีการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรีย
หรือสารปนเปือ้นอ่ืนๆ ท่ีสง่ผลให้คณุภาพของอสจุิลดลงได้ (Gil et al., 2003) สารเจือจางน า้เชือ้ท่ี
มีสว่นประกอบของไขแ่ดงสดจะเก็บไว้ได้ในระยะเวลาประมาณ 2-3 เดือน ภายใต้อณุหภมูิ 4-5 
องศาเซลเซียส แตห่ากน าไข่แดงออกแล้วส่วนประกอบอ่ืน ๆ ของสารเจือจางน า้เชือ้อยูใ่นรูปแบบ
ผงท่ียงัไมล่ะลายน า้ จะสามารถเก็บไว้ได้ท่ีอณุหภมูิห้อง การใช้ไขแ่ดงผงแทนไขแ่ดงสดนอกจากจะ
ลดการปนเปือ้นแล้ว ยงัเป็นการลดความแตกตา่งของไขแ่ดงสดท่ีมีคณุภาพหลากหลายด้วย 

จากท่ีกลา่วมาจะเห็นได้ว่าการใช้ไขแ่ดงผงแทนการใช้ไข่แดงสดจงึอาจเป็นอีกทางเลือก
หนึง่ในการพฒันาสารเจือจางน า้เชือ้ในรูปแบบพร้อมใช้ เน่ืองจากไขแ่ดงผงผา่นกระบวนการพาส
เจอร์ไรเซชัน่ ซึง่ท าลายเชือ้แบคทีเรียและสารปนเปือ้นได้บางสว่น นอกจากนีไ้ขแ่ดงผงยงัสามารถ
เก็บรักษาไว้ได้นานและสะดวกในการขนสง่ไปยงัฟาร์มเพาะพนัธุ์สนุขัอีกด้วย เคยมีการศกึษาใน
แกะโดยการใช้ไขแ่ดงผงเป็นสว่นประกอบในสารเจือจางน า้เชือ้แชแ่ข็งพบว่าอตัราการเคล่ือนท่ีของ
อสจุิดีกวา่การใช้ไขแ่ดงสด (Marco-Jimenez et al., 2004) แตย่งัไมเ่คยมีการศกึษาในสนุขั  

อยา่งไรก็ตามการท่ีไขแ่ดงผงต้องผา่นกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ซึง่ต้องผา่นอณุหภูมิสงู 
อาจท าให้โปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบในไขแ่ดงมีการเปล่ียนแปลงหรือถกูท าลายไปบางสว่น
(Landfield et al., 2002) แตย่งัไมมี่ข้อมลูท่ียืนยนัว่ามีผลตอ่คณุภาพของอสจุิหรือไม ่ นอกจากนี ้
การศกึษานีย้งัได้มีการน าสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีเตรียมแล้วในรูปของเหลวไปผา่นกระบวนการไลโอฟิ
ไลเซชัน่ (lyophilization) ซึง่เป็นกระบวนการระเหิดเอาน า้ออกจากสารเจือจางน า้เชือ้ภายใต้
อณุหภมูิและความดนัต ่า โดยผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากกระบวนการนีจ้ะมีความเสียหายต ่า โครงสร้างมีรู
พรุนมาก สง่ผลให้ผลิตภณัฑ์สามารถคืนตวั (rehydration) ได้อยา่งรวดเร็ว การท าแห้งแบบเยือก
แข็งจงึเป็นอีกทางเลือกหนึง่ท่ีน ามาใช้กบัการเตรียมผลิตภณัฑ์ทางเภสชักรรมและการแพทย์
จ าพวกโปรตีน ฮอร์โมน เอนไซม์ วคัซีน แบคทีเรีย ยีสต์ รวมไปถึงสารปฏิชีวนะ แตย่งัไมเ่คยมีการ
น ากระบวนการนีม้าใช้ในสารเจือจางน า้เชือ้ นอกจากนีส้ามารถเก็บได้เป็นเวลานานท่ีอณุหภมูิห้อง
จงึอาจเป็นทางเลือกหนึง่ในการพฒันารูปแบบสารเจือจางน า้เชือ้มาใช้ในสนุขัอีกด้วย 
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วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

1. เพ่ือศกึษาความเป็นไปได้ในการใช้ไขแ่ดงผงแทนการใช้ไขแ่ดงสดเป็นสว่นประกอบใน

สารเจือจางน า้เชือ้สนุขัแชเ่ย็น 

2. เพ่ือพฒันาสารเจือจางน า้เชือ้ในรูปแบบผงพร้อมใช้ในการเก็บรักษาน า้เชือ้สนุขัโดย

การแชเ่ย็น 

ขอบเขตของการวิจัย 

เปรียบเทียบคณุสมบตัอิสจุิสนุขัท่ีเก็บรักษาในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีมีสว่นประกอบของไข่
แดงสด สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีมีสว่นประกอบของไขแ่ดงผง และสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสม
สว่นประกอบตา่ง ๆ แล้ว น าไปผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) ให้อยูใ่น
รูปแบบผง ภายหลงัการแชเ่ย็นเป็นระยะเวลาตา่งๆ โดยก าหนดคา่พารามิเตอร์ในการเปรียบเทียบ 
ดงันี ้ อตัราการเคล่ือนท่ี ระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า อตัราการมีชีวิต ความสมบรูณ์ของอะ
โครโซม การท างานของไมโตคอนเดรีย และการเกิดอะพ็อพโทซิส (apoptosis) ของอสจุิ 

ข้อตกลงเบือ้งต้น 

 น า้เชือ้ท่ีให้อสจุิท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ีมากกวา่หรือเทา่กบั 70 เปอร์เซ็นต์ และอสจุิมี
ลกัษณะรูปร่างปกตมิากกวา่หรือเทา่กบั 70 เปอร์เซ็นต์ จงึจะผา่นเกณฑ์และน ามาใช้ในการทดลอง
ได้ 

ค าจ ากัดความที่ใช้ในการวิจัย 

1. สารเจือจางน า้เชือ้ หมายถึง ของเหลวท่ีเตมิลงไปในน า้เชือ้สนุขั เพ่ือเจือจางอสจุิ และ

เพ่ือยืดระยะการมีชีวิตของอสจุิเมื่ออยูภ่ายนอกร่างกาย 

2. ไขแ่ดงสด หมายถึง สว่นประกอบของไขไ่ก่ ท่ีมีลกัษณะเป็นทรงกลมอยู่บริเวณ

กึ่งกลางของไขข่าว ได้มาจากการแยกไขข่าวออกให้หมด 

3. ไขแ่ดงผง หมายถึง ผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจากการน าไขแ่ดงสดมาผา่นกระบวนการพาส

เจอร์ไรเซชัน่และน ามาผา่นกระบวนการท าแห้งแบบพน่กระจายให้เป็นผง 
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4. การท าแห้งแบบเยือกแข็ง หมายถึง กระบวนการท าแห้งภายใต้สภาวะอณุหภมูิและ

ความดนัต ่า 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. ได้สารเจือจางน า้เชือ้สนุขัท่ีอยูใ่นรูปแบบผง 

2. ทราบขัน้ตอนการผลิตสารเจือจางน า้เชือ้ในรูปแบบผงท่ีเหมาะสม เพ่ือใช้ในการแช่

เย็นน า้เชือ้สนุขัก่อนขนสง่มายงัห้องปฏิบตักิาร เพ่ือท าการผสมพนัธุ์หรือแชแ่ข็งตอ่ไป 

3. ทราบถึงผลของการแชเ่ย็นเป็นระยะเวลาตา่ง ๆ ตอ่คณุภาพอสจุิสนุขั 

วิธีด าเนินการวิจัย 

 การวิจยัเชิงวิเคราะห์ไปข้างหน้า (Prospective analytical research)  
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

แนวคิดและทฤษฎี 

1. ไขแ่ดงสด เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจากสตัว์อาจมีการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียหรือสาร

ปนเปือ้นอ่ืน ๆ เม่ือน ามาเป็นสว่นประกอบของสารเจือจางน า้เชือ้ จะเก็บแชแ่ข็งได้ใน

ระยะเวลาไมเ่กิน 2-3 เดือน และต้องแชเ่ย็นในระหวา่งการขนสง่ 

2. กระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ในการท าไขแ่ดงผง ท าลายเชือ้แบคทีเรียและสาร

ปนเปือ้นในไขแ่ดงสดได้  

3. การเปล่ียนรูปแบบของสารเจือจางน า้เชือ้จากลกัษณะเป็นของเหลว ให้เป็นผงแห้ง

เก็บในซองสญูญากาศ และละลายน า้เม่ือต้องการใช้ จะท าให้สะดวกในการเก็บรักษา

และน าไปใช้ 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

การเก็บรักษาอสุจิ 

 การเก็บรักษาน า้เชือ้สนุขัเป็นวิธีการอนรัุกษ์พนัธุกรรมสนุขัท่ีมีลกัษณะดีตรงตามสายพนัธุ์ 
โดยวิธีการเก็บรักษาน า้เชือ้มีด้วยกนัหลายรูปแบบ คือ การแชเ่ย็น และการแช่แข็ง (Linde-
Forsberg, 2001) โดยการแชเ่ย็นจะประหยดัคา่ใช้จา่ยและเกิดการเสียหายของอสจุิน้อยกวา่การ
แชแ่ข็ง (Ponglowhapan et al., 2004) อณุหภมูิท่ีเหมาะสมท่ีสดุท่ีใช้ในการแชเ่ย็นน า้เชือ้สนุขั คือ 
4-5 องศาเซลเซียส (Morton and Bruce, 1989) การแชเ่ย็นน า้เชือ้จะสามารถรักษาระดบัการ
เคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิ และอตัราการมีชีวิตของอสจุิได้ 5 ถึง 7 วนั (Salamon and Maxwell, 
1995) โดยการเก็บน า้เชือ้สนุขัท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสจะสง่ผลให้การเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของ
อสจุิ และอตัราการมีชีวิตของอสจุิดีกวา่การเก็บน า้เชือ้ท่ีอณุหภมูิ 22 และ 37 องศาเซลเซียส 

(Bouchard et al, 1990) นอกจากนีก้ารแชเ่ย็นน า้เชือ้จะยืดระยะเวลาการมีชีวิตของอสจุิได้โดยจะ
ลดการเกิดกระบวนการเมตาโบลิซมึของอสจุิ แตใ่นทางกลบักนัจะเหน่ียวน าให้เกิด cold shock 
ได้ในระหวา่งกระบวนการลดอณุหภมูิ (Hermansson and Axner, 2007) ข้อจ ากดัท่ีส าคญัอยา่ง
หนึง่ของการแชเ่ย็นน า้เชือ้สนุขั คือ ระยะเวลาการเก็บรักษาน า้เชือ้ท่ีจ ากดั (Shahiduzzaman and 
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Linde-Forsberg, 2007) ในทางปฏิบตันิ า้เชือ้แชเ่ย็นควรน ามาใช้โดยเร็วท่ีสดุ ไมค่วรแชเ่ย็นนาน
กวา่ 48 ชัว่โมง (Pena et al., 2006) การแชเ่ย็นน า้เชือ้เป็นเวลานานจะลดคณุภาพของอสจุิลงได้ 
ถ้าในสารเจือจางน า้เชือ้ไมมี่สว่นประกอบของสารป้องกนัการแข็งตวั โดยเฉพาะ นมผง (skimmed 
milk) และไขแ่ดงจะสง่ผลให้อสจุิมีระยะเวลาการมีชีวิตสัน้ลงอีก (Bouchard et al., 1990) 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

 สารเจือจางน า้เชือ้ คือ สารท่ีเตมิลงไปเพ่ือเจือจางน า้เชือ้และชว่ยยืดระยะการมีชีวิตของ
อสจุิเมื่ออยูภ่ายนอกร่างกายสนุขั ในปัจจบุนัสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีใช้ในสนุขัมีด้วยกนัหลายชนิด 
เชน่ น า้มะพร้าว (coconut water) นมผง (skimmed milk) (Ponglowhapan et al., 2004) และ
สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีพฒันาในเชิงพาณิชย์ 

 น ้ำมะพร้ำว (Coconut water) 

 สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดน า้มะพร้าวเป็นสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีใช้แชเ่ย็นน า้เชือ้ของสตัว์หลาย
ชนิด เชน่ แกะ สกุรและสนุขั สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดน า้มะพร้าวมีราคาถกู เตรียมได้ง่าย มี
การศกึษาการเตมิไขแ่ดง 20 เปอร์เซ็นต์ลงในสารเจือจางน า้เชือ้ชนิดน า้มะพร้าว พบวา่สามารถ
น ามาใช้ในการแชแ่ข็งน า้เชือ้สนุขัได้ (Cardoso et al., 2005) แตส่ารเจือจางน า้เชือ้น า้มะพร้าว
สามารถเก็บไว้ใช้ได้ในระยะเวลาสัน้ และมีข้อจ ากดัของการมีอยูข่องผลไม้ชนิดนีเ้พียงในบาง
ภมูิภาคของโลก นอกจากนีส้ว่นประกอบทางชีวเคมีของน า้มะพร้าวแตล่ะผลยงัมีความแตกตา่งกนั 
ซึง่จะสง่ผลโดยตรงตอ่ความสามารถของสารเจือจางน า้เชือ้ในการเก็บรักษาน า้เชือ้อีกด้วย 
(Cardoso et al., 2005) ดงันัน้การใช้สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดน า้มะพร้าวในรูปแบบผงเป็นอีก
ทางเลือกหนึง่ท่ีน ามาใช้ประโยชน์ในการเก็บรักษาน า้เชือ้ เคยมีการศกึษาโดยการน าสารเจือจาง
น า้เชือ้ชนิดน า้มะพร้าวในรูปแบบผงไปใช้ในแพะ (Salgueiro et al., 2002) ม้า (Sampaio Neto et 
al., 2002) และสนุขั (Cardoso et al., 2004) จากการศกึษาในสนุขัพบวา่สารเจือจางน า้เชือ้ชนิด
น า้มะพร้าวในรูปแบบผงสามารถรักษาการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิ อตัราการมีชีวิตของอสจุิ
และรูปร่างลกัษณะของอสจุิภายหลงัการแชแ่ข็งได้ไมแ่ตกตา่งจากการใช้สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดน า้
มะพร้าวในรูปแบบของเหลว (Cardoso et al., 2005) 
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 นมผง (skimmed milk) 

 สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดนมผง ใช้กนัมากในการเก็บรักษาน า้เชือ้หนแูละแพะ มีการศกึษา
ในสนุขัโดยการใช้สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีมีสว่นประกอบของนมผง และกลโูคส พบวา่สามารถ
รักษาการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิและอตัราการมีชีวิตของอสจุิภายหลงัการแชแ่ข็งได้คล้ายกบั
การใช้สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงกลโูคส (tris egg yolk-glucose) (Abe et al., 2008) ถึงแม้วา่
สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดนมผงจะสามารถน ามาใช้ในการเก็บรักษาน า้เชือ้ได้แตเ่ป็นผลิตภณัฑ์ท่ี
ได้มาจากสตัว์อาจมีความเส่ียงในการปนเปือ้นและสง่ผลเสียตอ่เซลล์ได้ (Marco-Jimenez et al., 
2004) 

ไข่แดง (egg yolk)  

ปัจจบุนัสารเจือจางน า้เชือ้ชนิดท่ีใช้กนัอย่างแพร่หลาย คือ สารเจือจางน า้เชือ้ทริส ซิเตรต 
(tris citrate buffer) ผสมไขแ่ดง 20 เปอร์เซ็นต์ และน า้ตาลกลโูคสหรือฟรุกโตส (Pena et al., 
2006) มีการศกึษาการผสมเทียมด้วยน า้เชือ้แชเ่ย็นท่ีเก็บรักษาในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดง  ให้
อตัราการตัง้ท้องสงูสดุ (62.5 เปอร์เซ็นต์) มากกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสบฟัเฟอร์ (57.1 
เปอร์เซ็นต์) และครีมไขแ่ดง (29.4 เปอร์เซ็นต์) (Linde-Forsberg, 1995) และอสจุิสนุขัท่ีเก็บรักษา
ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่แดง  ทริสบฟัเฟอร์ และครีมไขแ่ดงท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 วนั มีอตัราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิคือ 53.6  30.4 และ 14.1 เปอร์เซ็นต์ 
ตามล าดบั (Rota et al., 1995) นอกจากนีพ้บวา่สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงท่ีมีสว่นผสมของ
น า้ตาลฟรุกโตสเข้มข้น 70 มลิลิโมลาร์ สามารถรักษาอตัราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิสนุขัได้
ดีกวา่การใช้น า้ตาลกลโูคส (Ponglowhapan et al., 2004)  

สำรเจือจำงน ้ำเช้ือในรูปแบบเชิงพำณิชย์ (commercial extender) 

สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีอยูใ่นรูปแบบเชิงพาณิชย์ได้มีการพฒันาและใช้กนัอยา่งแพร่หลาย
ในทางปฏิบตัใินสกุรและววั สว่นในสนุขั สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีมีใช้ในการแชเ่ย็นน า้เชือ้คือ 1) 
CLONE Chilled Semen Kit (Cryogenic Laboratories of New England Inc., Philadelphia, 
PA, USA) และ 2) สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีพฒันามาจากสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดง คือ Uppsala 
Chilled Semen Extender (Rota et al., 1995) สารเจือจางน า้เชือ้ CLONE มีคณุสมบตัเิฉพาะคือ
หยดุการเคล่ือนท่ีของอสจุิในขณะแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 5 องศาเซลเซียส และท าให้อสจุิกลบัมา
เคล่ือนท่ีได้เชน่เดมิหลงัการอุ่นกลบัมาใช้ การทดลองพบวา่คณุสมบตัดิงักล่าวไมไ่ด้ชว่ยยืด
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ระยะเวลาการมีชีวิตของอสจุิเม่ือเปรียบเทียบกบัการเก็บรักษาน า้เชือ้ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่
แดง (Shahiduzzaman and Linde Forseberg, 2007)  

ส่วนประกอบและโครงสร้างของไข่แดง 

ไขไ่ก่สดมีไขแ่ดงเป็นสว่นประกอบ 36 เปอร์เซ็นต์ของน า้หนกัไขไ่ก่ โดยสว่นประกอบของไข่
ไก่สดและไขท่ี่ผา่นการกระบวนการท าแห้ง แสดงดงัตารางท่ี 1 

ตารางท่ี 1 สดัสว่นของสว่นประกอบตา่ง ๆ ในไขแ่ดงจากไขไ่ก่สด (เปอร์เซ็นต์) 

 ไขแ่ดงสด  ไขแ่ดงผง 

น า้ 

ไขมนั 

โปรตีน 

คาร์โบไฮเดรต 

แร่ธาต ุ

51.1 

33.6 

16.0 

0.6 

1.7 

- 

62.5 

33.0 

1.2 

3.5 

ดดัแปลงจาก Powrie และ Nakai (1986) 

  สว่นประกอบหลกัของไขแ่ดง คือไขมนั โดยหลงัการระเหยน า้ออกไปแล้ว สดัสว่นของ
ไขมนัตอ่โปรตีน ของไขแ่ดงผงยงัคงใกล้เคียงกบัไขแ่ดงสด คือ 1.8 : 1 โดยไขมนัสว่นใหญ่จะ
รวมตวักบัโปรตีนอยูใ่นรูปของไลโปโปรตีน (lipoprotein) 2 ชนิดคือ ชนิดท่ีมีความหนาแนน่สงู 
(high density lipoprotein) และชนิดท่ีมีความหนาแน่นต ่า (low density lipoprotein) เคยมี
การศกึษาพบวา่ ไลโปโปรตีนชนิดท่ีมีความหนาแนน่ต ่าเป็นสว่นประกอบในไขแ่ดง สามารถ
น ามาใช้ในการเก็บรักษาอสจุิได้ โดยไลโปโปรตีนชนิดท่ีมีความหนาแนน่ต ่าจะเกาะท่ีบริเวณเย่ือหุ้ม
เซลล์อสจุิ (Graham and Foote, 1987) และประกอบกนัเป็นเย่ือบางๆ (Anton et al., 2003) ท า
หน้าท่ีปกป้องเย่ือหุ้มตวัอสจุิ  มีการศกึษาการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิภายหลงัการแชแ่ข็ง
น า้เชือ้โคพบว่า การเก็บรักษาน า้เชือ้ในสารเจือจางน า้เชือ้โคท่ีมีไลโปโปรตีนชนิดท่ีมีความหนาแนน่
ต ่าเป็นส่วนประกอบมีอตัราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิดีกวา่การใช้ไขแ่ดงเป็นสว่นประกอบ
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ในสารเจือจางน า้เชือ้ 2 เทา่ (Moussa et al., 2002) นอกจากนีย้งัมีการศกึษาในสนุขัโดยใช้ไลโป
โปรตีนชนิดท่ีมีความหนาแน่นต ่าเป็นสว่นประกอบในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสกลโูคสแทนไขแ่ดง 
พบวา่การเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิและอตัราการมีชีวิตของอสจุิภายหลงัการแชแ่ข็งดีกวา่ 
(Varela et al., 2009) ดงันัน้ ไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนน่ต ่าจงึเป็นสว่นส าคญัในไขแ่ดงท่ีมี
บทบาทในการป้องกนัความเสียหายของอสจุิจากการลดอณุหภมูิในกระบวนการเก็บรักษา 

ผลของไข่แดงต่อคุณภาพของอสุจิ 

 ไขแ่ดงเป็นสว่นประกอบหนึง่ในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีน ามาใช้ในการเก็บรักษาน า้เชือ้สนุขั 
โดยไขแ่ดงมีคณุสมบตัรัิกษาสภาพการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิ ลดความเสียหายของอะ
โครโซม และรักษาสภาพการท างานของไมโทคอนเดรียของตวัอสจุิได้ (Salamon and Maxwell, 
1995) โดยไขแ่ดงจะปกป้องอสจุิผา่น 2 กระบวนการ คือ เหน่ียวน าให้เกิดความต้านทานการช็อ
คเน่ืองจากความเย็น (cold shock) และเพิ่มอตัราการอยูร่อดของอสจุิระหว่างการเก็บรักษา 
(Amirat et al., 2007) สารไลโปโปรตีนและฟอสโฟไลปิดท่ีเป็นสว่นประกอบของไขแ่ดงจะชว่ย
ปกป้องเย่ือหุ้มเซลล์สืบพนัธุ์ระหวา่งการแชเ่ย็นได้ (Beccaglia et al., 2009) ความเข้มข้นของไข่
แดงท่ีเหมาะสมใช้เป็นส่วนประกอบในสารเจือจางน า้เชือ้ คือ 1.5 ถึง 50 เปอร์เซ็นต์ (Salamon 
and Maxwell, 1995) จากการศกึษาท่ีผ่านมาพบวา่สารเจือจางน า้เชือ้ทริส ซิเตรต บฟัเฟอร์ (tris 
citrate buffer) ท่ีมีสว่นผสมของไขแ่ดง 20 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลดีท่ีสดุในการเก็บรักษาน า้เชือ้สนุขัท่ี
อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เม่ือทดลองในห้องปฏิบตักิาร (Rota et al., 1995) และในตวัสตัว์ 
(Linde-Forsberg et al., 1999) แตพ่บวา่ไขแ่ดงท่ีใช้เป็นไขแ่ดงสดซึง่เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีได้มาจาก
สตัว์อาจมีการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียหรือสารปนเปือ้นอ่ืนๆ ท่ีสง่ผลให้คณุภาพของอสจุิลดลง
ได้ (Gil et al., 2003)  เชือ้แบคทีเรียมกัเจริญเติบโตในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงท่ีอณุหภมูิ 22 
และ 35 องศาเซลเซียส (Shahiduzzaman and Linde Forsberg, 2007) เคยมีการศกึษาในคน
พบวา่การเจริญของเชือ้แบคทีเรียมีผลตอ่อตัราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิ  (Diemer et al., 
2003) จากการท่ีสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีมีสว่นประกอบของไขแ่ดงสดจะสามารถเก็บไว้ได้ใน
ระยะเวลาจ ากดัหลงัการผสมสว่นประกอบตา่ง ๆ แล้ว จงึมีการพฒันาสารเจือจางน า้เชือ้โดยใช้ไข่
แดงผงแทนการใช้ไขแ่ดงสด เพราะไขแ่ดงผงผา่นกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ ซึง่จะสามารถ
ท าลายเชือ้แบคทีเรียและสารปนเปือ้นได้ (Macro-Jimenez et al., 2004) ในปัจจบุนัเร่ิมมีการใช้ไข่
แดงผงเพิ่มมากขึน้ เน่ืองจากไขแ่ดงผงสามารถเก็บรักษาไว้ได้ระยะเวลานาน สะดวกและมีความ
คงท่ีของผลิตภณัฑ์ (Kim et al., 2008) แตก่ารท่ีไขแ่ดงผงต้องผา่นกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ซึง่
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ต้องผา่นอณุหภมูิสงูอาจท าให้โปรตีนท่ีเป็นสว่นประกอบในไขแ่ดงมีการเปล่ียนแปลงหรือหายไป
บางสว่น (Landfield et al., 2002) เคยมีการศกึษาในแกะโดยการใช้ไขแ่ดงผงเป็นสว่นประกอบใน
สารเจือจางน า้เชือ้แชแ่ข็งพบวา่อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิดีกวา่การใช้ไขแ่ดงสด (Marco-
Jimenez et al., 2004)  

กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization)  

 กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (freeze drying หรือ lyophilization) เป็นกระบวนการ
ท าแห้งภายใต้สภาวะอณุหภูมิและความดนัต ่า ใช้เวลาการท าแห้งคอ่นข้างนาน เน่ืองจากต้องการ
รักษาคณุภาพของผลิตภณัฑ์ให้ใกล้เคียงกบัผลิตภณัฑ์เดิมมากท่ีสดุ ทัง้คณุคา่ทางโภชนาการ เนือ้
สมัผสั โครงสร้าง สี กลิ่น และรสชาด ผลิตภณัฑ์ท่ีนิยมน ามาท าแห้งแบบเยือกแข็ง ได้แก่ อาหาร 
เคร่ืองส าอาง รวมถึงผลิตภณัฑ์ด้านเภสชักรรมและผลิตภณัฑ์ทางการแพทย์ท่ีมกัจะเก่ียวข้องกบั
โครงสร้างระดบัโมเลกลุ ซึง่จ าเป็นต้องรักษาองค์ประกอบและการเกิดปฏิกิริยาของสารท่ีไวตอ่การ
เส่ือมสลายเน่ืองจากความร้อน ดงันัน้การท าแห้งแบบเยือกแข็งจงึเป็นอีกทางเลือกหนึง่ท่ีน ามาใช้
กบัการเตรียมผลิตภณัฑ์ทางเภสชักรรมและการแพทย์จ าพวกโปรตีน ฮอร์โมน เอนไซม์ วคัซีน 
แบคทีเรีย ยีสต์ รวมไปถึงสารปฏิชีวนะ แตย่งัไมเ่คยมีการน ากระบวนการนีม้าใช้ในสารเจือจาง
น า้เชือ้ โดยผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากกระบวนการนีจ้ะมีความเสียหายต ่า โครงสร้างมีรูพรุนมาก สง่ผลให้
ผลิตภณัฑ์สามารถคืนตวั (rehydration) ได้อยา่งรวดเร็ว อยา่งไรก็ตาม เน่ืองจากผลิตภณัฑ์ท าแห้ง
แบบเยือกแข็งมีความไวตอ่ความเสียหายในสภาพบรรยากาศปกต ิ และคณุสมบตักิารดดูความชืน้
กลบั ดงันัน้ควรเลือกบรรจภุณัฑ์แบบสญูญากาศ (vacuum pack) จะสามารถเก็บได้เป็นเวลานาน
ท่ีอณุหภมูิห้อง จากท่ีกลา่วมาจะเห็นวา่การเตรียมสารเจือจางน า้เชือ้ในรูปแบบผงพร้อมใช้ โดย
ผา่นกระบวนการนี ้ นา่จะช่วยเพิ่มความสะดวกในการน าไปใช้ โดยการผสมน า้กลัน่ลงไปก่อนใช้ 
และน าไปเก็บรักษาน า้เชือ้สนุขัท่ีรีดเก็บมาได้ นอกจากนีส้ารเจือจางน า้เชือ้ในรูปแบบผงพร้อมใช้ 
ยงัสามารถยืดระยะเวลาในการเก็บรักษาและเก็บได้ง่ายท่ีอณุหภมูิห้องอีกด้วย  
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บทที่ 3 

วิธีด าเนินการวิจัย 

สัตว์ทดลอง 

 ใช้สนุขัเพศผู้  พนัธุ์ ไซบีเรียน ฮสักี ้ท่ีมีประวตักิารผสมติดมาก่อน จ านวน 5 ตวั อาย ุ3-5 ปี 
เลีย้งท่ีฟาร์มสนุขัเอ็น วาย (NY Kennel) อ าเภอสามพราน จงัหวดันครปฐม โดยระหว่างการศกึษา
ไมมี่การน าสนุขัมาผสมพนัธุ์ตามธรรมชาต ิ และน า้เชือ้ท่ีรีดเก็บมาเป็นตวัอยา่งจะต้องมีอตัราการ
เคล่ือนท่ีของตวัอสจุิมากกว่าหรือเทา่กบั 70 เปอร์เซ็นต์ และตวัอสจุิท่ีมีรูปร่างปกติมากกวา่หรือ
เทา่กบั 70 เปอร์เซ็นต์ 

การแบ่งกลุ่มตัวอย่าง 

 น าน า้เชือ้ท่ีรีดเก็บมาได้จากสนุขั 3 ใน 5 ตวั มารวมกนั แบง่น า้เชือ้ออกเป็น 3 กลุม่เทา่ ๆ 
กนั โดยแตล่ะกลุม่ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้เพ่ือปรับให้มีความเข้มข้น 200 ล้านตวัตอ่มิลลิลิตร กลุม่ท่ี 
1 ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้ทริสท่ีมีสว่นผสมของไขแ่ดงสด (tris fresh egg-yolk extender) กลุม่ท่ี 2 
ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้ทริสท่ีมีสว่นผสมของไขแ่ดงผง (tris powder egg-yolk extender) และกลุม่ท่ี 
3 ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้ทริสท่ีมีสว่นผสมของไขแ่ดงสด แล้วน ามาท าให้เป็นผงโดยผ่านกระบวนการ
ท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilized tris egg-yolk extender)  จากนัน้น าน า้เชือ้ท่ีละลายในสารเจือ
จางน า้เชือ้แตล่ะชนิดทัง้ 3 กลุม่ไปแชเ่ย็น ท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ท าการทดลองซ า้ 9 ครัง้  

การรีดเก็บน า้เชือ้ 

 ท าการรีดเก็บน า้เชือ้สนุขัด้วยมือ (digital manipulation) สปัดาห์ละครัง้ โดยจะเลือกเก็บ
น า้เชือ้เฉพาะสว่นกลาง (sperm rich fraction) ลงในหลอดพลาสตกิส าหรับเก็บน า้เชือ้ชนิดมีขีด
บอกปริมาตร  

การประเมินคุณภาพอสุจิ  

ท าการตรวจคณุภาพอสจุิในน า้เชือ้สดท่ีรีดเก็บมาได้จากสนุขั 3 ตวัรวมกนัอีกครัง้ บนัทกึ
ปริมาตรน า้เชือ้ตามขีดบอกปริมาตรข้างหลอด และบนัทกึคา่ความเป็นกรดดา่งโดยใช้กระดาษ
ทดสอบความเป็นกรดดา่ง จากนัน้ประเมินอตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิ และระดบัการเคล่ือนท่ีไป
ข้างหน้าของอสจุิ ความเข้มข้นของอสจุิ จ านวนอสจุิทัง้หมด ลกัษณะรูปร่างของตวัอสจุิ อตัราการมี
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ชีวิตของอสจุิ ความสมบรูณ์ของอะโครโซม การเกิดอะพ็อพโทซิสของอสจุิ และการท างานของไมโท
คอนเดรียของอสจุิ โดยทกุตวัชีว้ดัจะท าการประเมินอีกภายหลงัการแชเ่ย็นท่ี 3  48 และ 96 ชัว่โมง 
7 วนัและ 10 วนั ตามล าดบั ยกเว้นความเข้มข้นของอสจุิ และลกัษณะรูปร่างของตวัอสจุิ จะท า
การประเมินเพียงครัง้เดียวก่อนเตมิสารเจือจางน า้เชือ้และแชเ่ย็น 

ความเข้มข้นของอสุจิ 

 ท าการตรวจประเมินทนัทีภายหลงัการรีดเก็บน า้เชือ้ โดยใช้ตวัอยา่งน า้เชือ้ 1 สว่นตอ่
สารละลายฟอร์มลัซาลีน (formal saline) 200 สว่น จากนัน้แบง่ตวัอย่างออกมา 10 ไมโครลิตรใส่
ในฮีโมไซโตมิเตอร์ แชมเบอร์ (hemocytometer chamber) (Boeco, Humburg, Germany) แล้ว
นบัจ านวนอสจุิ ค านวณความเข้มข้นของอสจุิตอ่ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และจ านวนอสจุิทัง้หมด 

อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิ 

 ท าการประเมินการเคล่ือนท่ีของอสจุิโดยใช้ตวัอยา่งน า้เชือ้ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลด์
อุน่ 37 องศาเซลเซียส และปิดด้วยแผน่ปิดสไลด์ จากนัน้สอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิดตดัแสง 
(Olympus CX31, Japan) ก าลงัขยาย 200 เทา่ และประเมินเป็นร้อยละการเคล่ือนท่ีของอสจุิ 

ระดับการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิ 

 ท าการประเมินระดบัความเร็วของอสจุิท่ีเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าในลกัษณะเป็นเส้นตรง โดย
ใช้ตวัอยา่งน า้เชือ้ 5 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลด์อุน่ ปิดด้วยแผน่ปิดสไลด์ จากนัน้สอ่งดดู้วยกล้อง
จลุทรรศน์ชนิดตดัแสง (Olympus CX31, Japan) ก าลงัขยาย 200 เทา่ และท าการประเมินเป็น
ระดบัคะแนนน้อยไปมาก คือ 0 ถึง 5 (0=อสจุิท่ีไมเ่คล่ือนท่ี และ 5=อสจุิท่ีเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า ด้วย
ความเร็วมาก) (Rota  et al., 1995) 

ลักษณะรูปร่างของอสุจิ 

 ความผิดปกติส่วนหวัของอสจิุ 

ป้ายตวัอยา่งน า้เชือ้ 5 ไมโครลิตรลงบนแผ่นสไลด์ รอให้แห้งจุม่ลงในเมทานอล 95 
เปอร์เซ็นต์นาน 4 นาที รอให้แห้ง หลงัจากนัน้น าสไลด์มาย้อมสีวิลเลียม (William’s stain) 
(Lagerlof, 1934) สอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิดแสงสวา่ง ก าลงัขยาย 1000 เทา่ ค านวณ
เปอร์เซ็นต์อสจุิท่ีมีส่วนหวัปกตแิละผิดปกตแิบบตา่ง ๆ จากอสจุิทัง้หมด 500 ตวั 
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 ความผิดปกติส่วนกลางและส่วนหางของอสจิุ 

 ใช้ตวัอยา่งน า้เชือ้ 1 สว่นตอ่สารละลายฟอร์มลัซาลีน (formal saline) 200 สว่น ผสมให้
เข้ากนั หยดลงบนสไลด์และปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ สอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์ชนิดตดัแสง 
ก าลงัขยาย 400 เทา่ ค านวณเปอร์เซ็นต์อสจุิท่ีมีสว่นกลางและส่วนหางปกตแิละผิดปกติแบบตา่ง 
ๆ จากอสจุิทัง้หมด 200 ตวั 

อัตราการมีชีวิตของอสุจิ 

 ประเมินอตัราการมีชีวิตของอสจิุในน ้าเช้ือสด 

ท าการประเมินภายหลงัการรีดเก็บน า้เชือ้ทนัทีท่ีฟาร์มสนุขั โดยหยดตวัอยา่งน า้เชือ้สด
และสีอะนิลีนบล ู(aniline blue) อยา่งละ 10 ไมโครลิตรลงบนสไลด์ ผสมให้เข้ากนัแล้วท าการ ป้าย
บนสไลด์โดยใช้ปลายปิเปต ทิป (pipette tip) จากนัน้สอ่งดดู้วยกล้องจลุทรรศน์แสงสวา่ง 
ก าลงัขยาย 1000 เทา่ และท าการประเมินจากอสจุิ 200 ตวั โดยอสจุิท่ีมีชีวิตจะไมต่ิดสี สว่นอสจุิท่ี
ตายแล้วจะติดสีแดง 

ประเมินอตัราการมีชีวิตของอสจิุในน ้าเช้ือแช่เย็น 

ท าการประเมินในห้องปฏิบตัิการ โดยใช้สีย้อมฟลอูอเรสเซนส์ 2 ชนิด คือ ไซเบอร์โบรไมด์ 
14 (SyBr-14) (Fertilight, Sperm viability kit, Molecular Probes Europe, Leiden, The 
Netherlands) ความเข้มข้น 0.2 ไมโครโมลาร์ และโพรพิเดียมไอโอไดด์ (propidium iodide) 
(Fertilight, Sperm viability kit, Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands) ความ
เข้มข้น 0.03 ไมโครโมลาร์ โดยน าตวัอยา่งน า้เชือ้ 12.5 ไมโครลิตร ผสมกบัสารละลาย ทริส 
บฟัเฟอร์ (tris buffer) 112.5 ไมโครลิตรให้เข้ากนัและน ามาผสมกบัสีไซเบอร์โบรไมด์ 14 จ านวน 
0.5 ไมโครลิตร เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5 นาที จากนัน้ดดูสว่นผสม 50 ไมโครลิตร
น ามาผสมกบัสีโพรพิเดียมไอโอไดด์ (propidium iodide) 0.625 ไมโครลิตร เก็บไว้ในตู้อบอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส 5 นาที ส่องดดู้วยกล้องฟลอูอเรสเซนส์ (Olympus BX51, Japan) ก าลงัขยาย 
1000 เทา่ ท าการประเมินจากอสจุิ 200 ตวั โดยใช้เกณฑ์อสจุิท่ีมีชีวิตจะตดิสีเขียว สว่นอสจุิท่ีตาย
แล้วจะตดิสีแดง (Garner and Johnson, 1995)  
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ความสมบูรณ์ของอะโครโซมของอสุจิ 

 ท าการประเมินโดยใช้สีย้อมฟลอูอเรสซีน FITC-PNA (fluorescein isothiocyanate-
labeled peanut agglutinin) (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) ความเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมในสารละลายพีบีเอส 1 มิลลิลิตร  และสีโพรพิเดียม ไอโอไดด์ (Molecular probes Inc., 
Eugene, OR, USA) ความเข้มข้น 18 ไมโครโมลาร์ โดยน าตวัอยา่งน า้เชือ้ 5 ไมโครลิตรมาป้ายลง
บนแผน่สไลด์ รอให้แห้งแล้วจุม่ลงในเมทานอล 95 เปอร์เซ็นต์นาน 40 วินาที จากนัน้ผสม
สารละลายพีบีเอส 90 ไมโครลิตร สี FITC-PNA 10 ไมโครลิตรกบัสีโพรพิเดียม ไอโอไดด์ 5 
ไมโครลิตร แล้วน าสีท่ีผสมแล้วมาเกล่ียลงบนสไลด์ให้ทัว่ น าไปเก็บไว้ในกลอ่งทึบแสง ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 นาที แล้วล้างออกด้วยน า้กลัน่เย็น 4 องศาเซลเซียส รอให้แห้งแล้ว
น าไปสอ่งดดู้วยกล้องฟลอูอเรสเซ้นส์ (Olympus BX51, Japan) ก าลงัขยาย 1000 เทา่ ท าการ
ประเมินจากอสจุิ 200 ตวั โดยอสจุิท่ีมีอะโครโซมสมบรูณ์จะตดิสีเขียว อสจุิท่ีมีอะโครโซมเสียหาย
บางสว่นจะติดสีเขียวเป็นจดุ ๆ ท่ีบริเวณส่วนหวั สว่นอสจุิท่ีมีอะโครโซมเสียหายจะไมต่ิดสีเขียวเลย 

การท างานของไมโทคอนเดรียของตัวอสุจิ 

 ท าการประเมินโดยใช้สีย้อมฟลอูอเรสซีน JC-1 (5,5′,6,6′-tetrachloro-1,1′,3,3′-
tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) ความเข้มข้น 15 ไมโครโมลาร์  โดยน าตวัอยา่ง
น า้เชือ้ 10 ไมโครลิตรผสมกบัสี JC-1  1 ไมโครลิตรให้เข้ากนั น าไปเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส 30 นาที และน ามาหยดลงบนสไลด์ ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์ น าไปสอ่งดดู้วยกล้องฟลอูอ
เรสเซ้นส์ (Olympus BX51, Japan) ก าลงัขยาย 1000 เทา่ ท าการประเมินจากอสจุิ 200 ตวั โดย
อสจุิท่ีมีการท างานของไมโทคอนเดรียในระดบัสงูจะตดิสีส้ม สว่นอสจุิท่ีมีการท างานของไมโทคอน
เดรียในระดบักลางถึงต ่าจะติดสีเขียว (Huo et al., 2002) 

การเกิดอะพอ็พโทซิสของอสุจิ 

 ท าการประเมินโดยใช้สีย้อม YOPRO-1 iodide (Molecular Probes Inc., Eugene, OR, 
USA)ความเข้มข้น 25 มิลลิโมลาร์ Carboxy SNARF-1 (Molecular Probes Inc., Eugene, OR)
ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์และ ethidium homodimer-1 (Molecular Probes Inc., Eugene, 
OR) ความเข้มข้น 1.167 มิลลิโมลาร์ ใช้ตวัอยา่งน า้เชือ้ 100 ไมโครลิตรผสมกบั SNARF-1 1 
ไมโครลิตรในพีบีเอส 100 ไมโครลิตร YOPRO-1 3 ไมโครลิตรและ ethidium homodimer 1 
ไมโครลิตร และทิง้ไว้ในท่ีมืด ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 15 นาที เตมิทริสบฟัเฟอร์ 200 ไมโครลิตร
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และน าไปตรวจด้วยเคร่ือง flow cytometer (Beckman Coulter Cytomic FC 500 MPL, 
Washington, USA) โดยอสจุิท่ีตดิสี YOPRO-1 อยูใ่นพืน้ท่ี FL1 อสจุิท่ีติดสี SNARF-1  อยูใ่นพืน้ท่ี 
FL2 และ อสจุิท่ีตดิสี ethidium homodimer-1 อยูใ่นพืน้ท่ี FL3  

การแปลผลแบง่เป็น 1) อสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์สมบรูณ์ (SNARF-1 +/ YOPRO-1 -/ 
ethidium homodimer -) 2) อสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพรอพโทซิสระยะแรก คือเร่ิมมีการเปล่ียนแปลง
โครงสร้างเย่ือหุ้มเซลล์ (SNARF-1 -/ YOPRO-1 +/ ethidium homodimer -) 3) อสจุิท่ีเกิดการ
ตายในระยะแรก (SNARF-1 -/ YOPRO-1 +/ ethidium homodimer +) และ 4) อสจุิท่ีเกิดการ
ตายในระยะท้าย (SNARF-1 -/ YOPRO-1 -/ ethidium homodimer +) (Pena et al., 2005) โดย
จะท าการประเมินจากอสจุิทัง้สิน้ 20,000 ตวั 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

 สารเจือจางน า้เชือ้ส าหรับใช้ในการแชเ่ย็นน า้เชือ้ท่ีใช้ในการศกึษานีมี้ 3 กลุม่ (ตารางท่ี 2) 
ได้แก่สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มีสว่นประกอบเชน่เดียวกบั
สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด แตใ่ช้ไขแ่ดงผง 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) แทนไขแ่ดง
สด และสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง มีสว่นประกอบเชน่เดียวกบัสารเจือจาง
น า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด โดยเตรียมเสร็จแล้วน าไปผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
(lyophilization) แล้วบรรจซุองสญูญากาศก่อนน ามาผสมน า้กลัน่ใช้ 
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ตารางท่ี 2 สว่นประกอบของสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และสารเจือจางน า้เชือ้
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง  

ชนิดสารเจือจางน า้เชือ้  ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง สารเจือจางน า้เชือ้ท่ี
ผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

ทริส (กรัม) 

กรดซิตริก (กรัม) 

Na-benzylpenicillin (กรัม) 

Streptomycin sulfate (กรัม) 

ไขแ่ดงสด(เปอร์เซ็นต์,ปริมาตร/ปริมาตร) 

ไขแ่ดงผง(เปอร์เซ็นต์,ปริมาตร/ปริมาตร) 

ฟรุกโตส (กรัม) 

น า้กลัน่ (มิลลิลิตร) 

ออสโมลาริตี ้(มิลลิออสโมล/กิโลกรัม) 

ความเป็นกรด-ดา่ง 

3.025 

1.7 

0.06 

0.1 

20 

 

    1.275 

เตมิเป็น 100 

330 

6.05 

3.025 

1.7 

0.06 

0.1 

 

         20 

      1.275 

เตมิเป็น 100 

 

6.05 

3.025 

1.7 

0.06 

0.1 

20 

 

           1.275 

เตมิเป็น 100 

330 

6.05 

การเตรียมสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่แดงสด (tris fresh egg-yolk extender) 

 สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด เตรียมโดยผสม ทริส 3.025 กรัม ซิตริกแอซิด 1.7 กรัม 
กลโูคส 1.25 กรัม โซเดียมเบนซิลเพนนิซิลิน 0.1 กรัม สเตร็ปโตมยัซินซลัเฟต 0.1 กรัม เตมิน า้กลัน่
จนถึงปริมาตร 80 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้เตมิไขแ่ดงสด 20 เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) จะได้
สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดเอ ปริมาตร 100 มิลลิลิตร  
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การเตรียมสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่แดงผง (tris powder egg-yolk extender) 

 สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง เตรียมโดยผสม ทริส 3.025 กรัม ซิตริกแอซิด 1.7 กรัม 
กลโูคส 1.25 กรัม โซเดียมเบนซิลเพนนิซิลิน 0.1 กรัม สเตร็ปโตมยัซินซลัเฟต 0.1 กรัม เตมิน า้กลัน่
จนถึงปริมาตร 80 มิลลิลิตร หลงัจากนัน้เตมิไขแ่ดงผงท่ีผา่นกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ (CPF, 
Bangkok, Thailand) ผสมน า้กลัน่ในอตัราสว่น ไขผ่ง 1 กรัม ตอ่น า้กลัน่ 2.5 มิลลิลิตร น าไขผ่งท่ี
ผสมแล้ว 20 มิลลิลิตร เติมลงในสารเจือจางน า้เชือ้สว่นท่ีเตรียมไว้แล้ว จะได้สารเจือจางน า้เชือ้
ชนิดบี ปริมาตร 100 มิลลิลิตร น าไปป่ันให้สว่นผสมเข้ากนันาน 30 นาที 

การเตรียมสารเจือจางน า้เชือ้ที่ผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilized tris egg-yolk 
extender) 

 สารเจือจางน า้เชือ้ชนิดซี เตรียมโดยผสม ทริส 3.025 กรัม ซิตริกแอซิด 1.7 กรัม กลโูคส 
1.25 กรัม โซเดียมเบนซิลเพนนิซิลิน 0.1 กรัม สเตร็ปโตมยัซินซลัเฟต 0.1 กรัม และไขแ่ดงสด 20 
เปอร์เซ็นต์ (ปริมาตรตอ่ปริมาตร) เชน่เดียวกบัสารเจือจางน า้เชือ้ชนิดเอ หลงัจากนัน้แบง่ใสห่ลอด
ทดลองหลอดละ 2 มิลลิลิตร และน าไปผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) 
ภายใต้สภาวะอณุหภมูิ -55 องศาเซลเซียสและความดนั 0.001 มิลลิบาร์ เป็นเวลา 48 ชัว่โมง จะ
ได้สารเจือจางน า้เชือ้รูปแบบผงน า้หนกั 0.38 กรัม (Christ Alpha 1-2, Insitute of pharmacy of 
Saint-Petersberg, Saint-Petersberg, Russia) หลงัจากนัน้น ามาแบง่บรรจซุองป้องกนัความชืน้ 
และเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้อง เม่ือต้องการน าสารเจือจางน า้เชือ้มาใช้จะเตมิน า้กลัน่ 2 มิลลิลิตรตอ่
สารเจือจางน า้เชือ้ 1 ซองเพื่อละลายสารเจือจางน า้เชือ้และน ามาใช้ผสมกบัน า้เชือ้สนุขัท่ีรีดเก็บมา 

การแช่เยน็น า้เชือ้  

 หลงัจากท าการรีดเก็บน า้เชือ้ แบง่น า้เชือ้ออกเป็น 3 กลุ่มในปริมาตรเทา่ ๆ กนั น าไปป่ัน
เหว่ียงด้วยแรง 600 g เป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนัน้เตมิสารเจือจางน า้เชือ้แตล่ะกลุม่ลงไปใน
ตะกอนอสจุิโดยปรับให้มีความเข้มข้น 200 ล้านตวัตอ่มิลลิลิตร และเก็บน า้เชือ้โดยคอ่ยๆ ลด
อณุหภมูิถึง 4 องศาเซลเซียสภายในเวลา 30 นาทีในตู้ปรับระดบัความเย็น และเก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ 4 
องศาเซลเซียส  
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แผนการทดลอง 

 รีดเก็บน า้เชือ้จากสนุขั 3 ตวัใน 5 ตวัและน าน า้เชือ้มารวมกนั หลงัจากนัน้แบง่น า้เชือ้
ออกเป็น 3 สว่นปริมาตรเท่าๆกนั ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้ชนิดเอ บี และซี โดยปรับให้มีความเข้มข้น 
200 ล้านตวัตอ่มิลลิลิตร กลุม่ท่ี 1 ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด กลุม่ท่ี 2 ใสส่ารเจือจาง
น า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง และกลุม่ท่ี 3 ใสส่ารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือก
แข็ง น าตวัอย่างอสจุิท่ีเจือจางแล้วไปแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ท าการประเมิน
อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิและระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิ อตัราการมีชีวิตของอสจุิ 
ความสมบรูณ์ของอะโครโซม การเกิดอะพ็อพโทซิสของอสจุิ และการท างานของไมโทคอนเดรีย
ของอสจุิ โดยท าการประเมินภายหลงัการแชเ่ย็น 3 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 96 ชัว่โมง 7 วนัและ 10 วนั
ตามล าดบั (รูปท่ี 1) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปท่ี 1 แผนภมูิแสดงแผนการทดลอง 

สุนขั 3 สุนขั 2 สุนขั 1 

น าน ้าเช้ือมารวมกนั 

ประเมินคุณภาพน ้าเช้ือ 

เติมสารเจือจางน ้าเช้ือทริสไข่แดงสด
ท่ีผา่นการท าแหง้แบบเยอืกแขง็ 

 

เติมสารเจือจางน ้าเช้ือ              
ทริสไข่แดงสด 

 

เติมสารเจือจางน ้าเช้ือ 
 ทริสไข่แดงผง 

แช่เยน็ 4 องศาเซลเซียส 

ประเมินคุณภาพน ้าเช้ือท่ีเวลา 3 48 และ 96 ชัว่โมง 7 วนั และ 10 วนั 
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ตัวแปรอิสระ 

1. กลุม่ตวัอยา่ง (treatment group) คือ กลุม่สารเจือจางน า้เชือ้ tris ท่ีมีสว่นผสมของไขแ่ดง

ผง 20 เปอร์เซ็นต์ (tris powder egg-yolk extender) และกลุม่สารเจือจางน า้เชือ้ tris ท่ีมี

สว่นผสมของไขแ่ดงสด 20 เปอร์เซ็นต์ และผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 

(lyophilized tris egg-yolk extender)  ส าหรับแชเ่ย็นอสจุิ 

2. ระยะเวลาในการแชเ่ย็นท่ี 3  48  96 ชัว่โมง 7 วนั และ 10 วนั 

ตัวแปรตาม  

1. อตัราการเคล่ือนท่ี (เปอร์เซ็นต์) 

2. ระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า (0 ถึง +5) 

3. อตัราการมีชีวิต (เปอร์เซ็นต์) 

4. ความสมบรูณ์ของอะโครโซมของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) 

5. การเกิดอะพ็อพโทซิสของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) 

6. การท างานของไมโทคอนเดรียของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิต ิ

ท าการวิเคราะห์ข้อมลูโดยใช้โปรแกรม Statistical Analysis System (SAS) (Int. Inc. Cary. 
N.C. USA) เวอร์ชัน่ 9 ข้อมลูผลการทดลองแสดงผลด้วย คา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
วิเคราะห์ความแตกตา่งของตวัแปรอิสระโดยใช้ two-way ANOVA (General Linear Model 
(GLM))  ท่ีระดบันยัส าคญั p<0.05 ของตวัแปรดงัตอ่ไปนี ้ อตัราการเคล่ือนท่ี (เปอร์เซ็นต์) ระดบั
การเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า อตัราการมีชีวิต (เปอร์เซ็นต์) ความสมบรูณ์ของอะโครโซมของอสจุิ 
(เปอร์เซ็นต์) การเกิดอะพ็อพโทซิสของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) การท างานของไมโทคอนเดรียของอสจุิ 
(เปอร์เซ็นต์) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง 

 คณุภาพอสจุิในน า้เชือ้สดท่ีรีดเก็บมาได้จากสนุขั 3 ตวัรวมกนั จากการทดลองซ า้ 9 ครัง้ 
ก่อนน ามาท าการทดลอง พบวา่มีปริมาตร 5.9+1.3 มิลลิลิตร ความเป็นกรดดา่ง 6.7+0.4 ความ
เข้มข้น 252.6+139.5 ล้านตวัตอ่ 1 มิลลิลิตรอสจุิท่ีมีส่วนหวัปกติ 86.3+5.4 เปอร์เซ็นต์ อสจุิท่ีมี
สว่นหางปกติ 87.2+6.7 เปอร์เซ็นต์ อตัราการเคล่ือนท่ี 84.8+7.4 เปอร์เซ็นต์ อตัราการมีชีวิต 
93.1+2.5 เปอร์เซ็นต์ 

1. อตัราการเคลือ่นทีข่องอสจิุ  

 การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทัง้สามชนิด มีอตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิไมแ่ตกตา่ง
กนั (p > 0.05) (ตารางท่ี 3) แตร่ะยะเวลาในการแชเ่ย็นอสจุิท่ีนานขึน้สง่ผลให้อตัราการเคล่ือนท่ี
ของอสจุิลดลงในทกุกลุม่ (p < 0.05) โดยการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดมี
อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิลดลงภายใน 48 ชัว่โมง (p < 0.05) และลดลงอีกครัง้เม่ือเวลาผา่นไป 7 
วนั (p < 0.05) และ 10 วนั (p<0.05) ตามล าดบั สว่นการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่
แดงผงและสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง พบวา่อตัราการ
เคล่ือนท่ีของอสจุิเร่ิมลดลงท่ี 96 ชัว่โมง (p < 0.05) ซึง่อตัราการลดลงของอตัราการเคล่ือนท่ีของ
อสจุิช้ากว่าอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด 
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ตารางท่ี 3 อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) ภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริส
ไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่งๆ 
(จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย+สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด             
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 80+3.5a,,A 78.3+2.5a,,A 80+3.5a,,A 

48 ชัว่โมง 72.2+2.6a,B 74.4+3.9a,,AB 75.6+3.9a,,AB 

96 ชัว่โมง 67.8+4.9a,B 70+2.5a,B 70+5.6a,B 

7 วนั 50.6+8.8a,C 52.2+7.1a,C 54.4+8.5a,C 

10 วนั 38.3+6.1a,D 41.1+6.0a,D 40.6+8.1a,D 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B,C และ D) 
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2) ระดบัการเคลื่อนทีไ่ปข้างหนา้ของอสจิุ 

การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทัง้สามชนิด ท่ีเวลา 3 และ 48 ชัว่โมงพบวา่ระดบัการ
เคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิในกลุม่ท่ีใช้สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง ต ่ากว่ากลุ่มท่ีใช้สารเจือ
จางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด (p < 0.05) (ตารางท่ี 4) สว่นการแชเ่ย็นอสจุิท่ีเวลา 96 ชัว่โมง  7 และ 10 
วนั พบวา่ระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทัง้ 3 กลุม่ไมแ่ตกตา่งกนั (p 
> 0.05) แตร่ะดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิภายหลงัการแชเ่ย็นลดลง (p < 0.05) ตาม
ระยะเวลาการแชเ่ย็นท่ีนานขึน้ 48 ชัว่โมง (p < 0.05)  96 ชัว่โมง (p < 0.05) 7 วนั (p < 0.05) และ
10 วนั (p < 0.05) 

ตารางท่ี 4  ระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่
แดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่งๆ 
(จ านวนตวัอยา่ง = 9) (คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด             
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 4.56+0.5a,A 3.89+0.3b,A 4.22+0.4ab,A 

48 ชัว่โมง 3.78+0.4a,B 3.22+0.7b,B 3.67+0.5ab,B 

96 ชัว่โมง 3+0.7a,C 2.56+0.5a,C 2.89+0.8a,C 

7 วนั 2.11+0.6a,D 1.89+0.3a,D 2.11+0.6a,D 

10 วนั 1.22+0.4a,E 1.0+0.0a,E 1.22+0.4a,E 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) (a,b) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B,C,D และ E) 
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3) อตัราการมีชีวิตของอสจิุ 

อตัราการมีชีวิตของอสจุิแตล่ะกลุม่การทดลองไมแ่ตกตา่งกนัในทกุเวลาท่ีท าการประเมิน 
(p > 0.05) (ตารางท่ี 5) ในขณะท่ีอตัราการมีชีวิตของอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด 
และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ลดลงตามระยะเวลาการแชเ่ย็นน า้เชือ้ท่ีนานขึน้ 
48 ชัว่โมง (p < 0.05)  96 ชัว่โมง (p < 0.05) 7 วนั (p < 0.05) และ10 วนั (p < 0.05) สว่นการแช่
เย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มีการลดลงของอตัราการมีชีวิตของอสจุิ 48 ชัว่โมง (p 
< 0.05) และยงัคงเทา่เดมิท่ีเวลา 96 ชัว่โมง (p > 0.05) แตล่ดลงอีกครัง้ท่ีเวลา 7 วนั (p < 0.05) 
และ 10 วนั (p < 0.05) ตามล าดบั 

ตารางท่ี 5 อตัราการมีชีวิตของอสจุิภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด ทริสไข่
แดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่งๆ (จ านวนตวัอยา่ง=9) 
(คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด  ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด               
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 83.8+4.3a,,A 84.4+2.8a,,A 85+3.5a,,A 

48 ชัว่โมง 73.7+4.3a,B 73+3.2a,B 74.3+4.0a,B 

96 ชัว่โมง 67.6+4.5a,C 69.8+2.5a,B 69.8+3.2a,C 

7 วนั 57+7.1a,D 57.7+7.5a,C 60.1+6.4a,D 

10 วนั 47.7+4.9a,E 47.6+4.3a,D 49.4+4.3a,E 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p<0.05)(A,B,C,D และ E) 
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4) ความสมบูรณ์ของอะโครโซมของอสจิุ  

 ความสมบรูณ์ของอะโครโซมของอสจุิแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทัง้ 3 ชนิดไมแ่ตกตา่งกนั 
(p > 0.05) (ตารางท่ี 6) การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด และสารเจือจาง
น า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มีความสมบรูณ์ของอะโครโซมของอสจุิภายหลงัการแชเ่ย็นลดลงตาม
ระยะเวลาการแชเ่ย็นท่ีนานขึน้ 48 ชัว่โมง (p < 0.05) 96 ชัว่โมง (p < 0.05) 7 วนั (p < 0.05) และ
10 วนั (p < 0.05) ในขณะท่ีการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้ง
แบบเยือกแข็ง มีการลดลงของจ านวนอะโครโซมท่ีสมบรูณ์หลงัการแชเ่ย็นท่ี 48 ชัว่โมง (p < 0.05) 
เทา่เดมิท่ี 96 ชัว่โมง (p > 0.05) แล้วจงึลดลงอีกครัง้ท่ี 7 วนั (p < 0.05) และ 10 วนั (p<0.05) 
ตามล าดบั  

ตารางท่ี 6 ความสมบรูณ์ของอะโครโซมของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) ภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจาง
น า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลา
ตา่งๆ (จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย ±สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด                
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 73.3+7.3a,,A 73.8+5.0a,,A 74.9+11a,,A 

48 ชัว่โมง 61.5+8.6a,B 64.4+6.6a,B 61.5+9.3a,B 

96 ชัว่โมง 52.1+5.9a,C 53.6+5.0a,C 53.6+11.4a,B 

7 วนั 33.3+6.5a,D 37.3+8.1a,D 40.3+14a,C 

10 วนั 21.4+2.4a,E 27.4+6.3a,E 27.8+14.2a,D 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05)  

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B,C,D และ E) 
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5) การท างานของไมโทคอนเดรียของอสจิุ 

 การแชเ่ย็นท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ท าให้อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มีระดบัการ
ท างานของไมโทคอนเดรียในระดบัสงูสงูกวา่อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด (p < 0.05) 
(ตารางท่ี 7) ในขณะท่ีแชเ่ย็นท่ีเวลา 96 ชัว่โมงพบวา่อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มี
ระดบัการท างานของไมโทคอนเดรียในระดบัสงูสงูกวา่อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ี
ผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (p < 0.05) อสจุิท่ีมีระดบัการท างานของไมโทคอนเดรียในระดบัสงู
ลดลงตามระยะเวลาการแชเ่ย็นน า้เชือ้ท่ีนานขึน้ โดยการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่
แดงสด มีการลดลงของการท างานของไมโทคอนเดรียท่ี 48 ชัว่โมง (p < 0.05) 7 วนั (p < 0.05) 
และ 10 วนั (p < 0.05) แตพ่บวา่การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท า
แห้งแบบเยือกแข็ง มีการลดลงของการท างานของไมโทคอนเดรียในอสจุิลดลงทกุชว่งเวลา 48 
ชัว่โมง (p < 0.05) 96 ชัว่โมง (p < 0.05) 7 วนั (p < 0.05) และ 10 วนั (p < 0.05) ตามล าดบั  

ตารางท่ี 7 ระดบัการท างานของไมโทคอนเดรียในเย่ือหุ้มเซลล์ในระดบัสงู (เปอร์เซ็นต์) ภายหลงั
การแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้ง
แบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่งๆ (จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด                
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 68.8+6.2a,A 70.4+4.6a,A 68.7+3.0a,A 

48 ชัว่โมง 60.4+6.8a,B 65.6+3.8b,AB 61.9+4.2ab,B 

96 ชัว่โมง 54.2+8.7ab,B 60.7+6.7b,B 53.4+5.0a,C 

7 วนั 40.1+6.2a,C 48.4+9.4b,C 41.4+8.3ab,D 

10 วนั 31.6+7.4a,D 39.2+8.1a,D 34.1+8.1a,E 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) (a,b) 
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ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B,C และ D) 

6) การเกิดอะพ็อพโทซิสของอสจิุ 

 การแชเ่ย็นอสจุิท่ีเวลา 3 และ 48 ชัว่โมง พบจ านวนอสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์สมบรูณ์ใน
สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด และทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง สงูกวา่ใน
สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง (p<0.05) (ตารางท่ี 8) การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ชนิดบี 
(ไขแ่ดงผง) สามารถรักษาสภาพเย่ือหุ้มเซลล์ให้สมบรูณ์เทา่กบัในชัว่โมงท่ี 48 จนถึง 7 วนั (p > 
0.05) แล้วจงึมีการลดลงในวนัท่ี 10 (p < 0.05) ขณะท่ีอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด มี
การลดลงของอสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์สมบรูณ์ตอ่เน่ืองท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (p < 0.05) 96 ชัว่โมง 
(p < 0.05) และ 10 วนั (p < 0.05) สว่นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบ
เยือกแข็ง มีการลดลงของอสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์สมบรูณ์ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (p < 0.05) 7 วนั (p 
< 0.05) และ 10 วนั (p < 0.05) ตามล าดบั 

การแชเ่ย็นอสจุิท่ีเวลา 3 ชัว่โมง อสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพอพโทซิสในระยะแรกในสารเจือจาง
น า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง สงูกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่แดงสด (p<0.05) (ตารางท่ี 9) ในขณะท่ี
เวลา 48 ชัว่โมง อสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพอพโทซิสในระยะแรกในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง สงู
กวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด และน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง 
(p < 0.05) อสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพอพโทซิสในระยะแรกลดลงตามระยะเวลาการแชเ่ย็นท่ีนานขึน้ 
โดยการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทัง้ 3 ชนิดมีอสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพอพโทซิสระยะแรกลดลงท่ี
เวลา 96 ชัว่โมง (p < 0.05)  

การแชเ่ย็นอสจุิท่ีเวลา 10 วนั พบจ านวนอสจุิท่ีตายในระยะแรกในสารเจือจางน า้เชือ้ทริส
ไขแ่ดงผง สงูกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือก
แข็ง (p < 0.05) (ตารางท่ี 10) อสจุิท่ีตายในระยะแรกเพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการแชเ่ย็นท่ีนานขึน้ 
โดยการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง มีอสจุิท่ี
ตายในระยะแรกสงูขึน้ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (p < 0.05) สว่นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด และท
ริสไขแ่ดงผง มีอสจุิท่ีตายในระยะแรกสงูขึน้ท่ีเวลา 48 ชัว่โมง (p < 0.05) และ 10 วนั (p < 0.05) 
ตามล าดบั 

การแชเ่ย็นอสจุิท่ีเวลา 10 วนั อสจุิท่ีตายในระยะท้ายในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง 
สงูกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด (p < 0.05) (ตารางท่ี 11) อสจุิท่ีตายในระยะท้าย
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เพิ่มขึน้ตามระยะเวลาการแช่เย็นท่ีนานขึน้ โดยการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง 
มีอสจุิท่ีตายในระยะท้ายสงูขึน้ท่ีเวลา 96 ชัว่โมง (p < 0.05) สว่นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดง
สด และทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือกแข็ง มีอสจุิท่ีตายในระยะท้ายสงูขึน้ท่ีเวลา 96 
ชัว่โมง (p < 0.05) และ 10 วนั (p < 0.05) ตามล าดบั 

ตารางท่ี 8 อสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์สมบรูณ์ ภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ชนิดทริสไข่
แดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ 
(จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด               
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 67.5+8.3a,A 54.3+8.4b,A 63.7+6.5a,A 

48 ชัว่โมง 57.4+5.3a,B 43.6+9.5b,B 52.5+10.0a,B 

96 ชัว่โมง 48.3+8.9a,C 40.5+8.3a,B 47.9+7.7a,BC 

7 วนั 46+9.8a,C 36.5+9.6a,B 42.2+9.8a,C 

10 วนั 29.4+6.7a,D 26.6+5.8a,C 32.6+8.2a,D 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) (a,b) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B,C และ D) 
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ตารางท่ี 9 อสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพอพโทซิสในระยะแรก ภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทริส
ไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่งๆ 
(จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด                 
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 14.6+8.2a,,A 24.6+9.8b,A 15.3+11.1ab,A 

48 ชัว่โมง 10.4+3.4a,,AB 19.8+9.2b,B 12.4+6.0a,AB 

96 ชัว่โมง 6.9+3.1a,B 10.5+11.9a,,AB 7.5+7.3a,BC 

7 วนั 6.3+2.8a,B 13.3+10.5a,BC 6.9+5.3a,BC 

10 วนั 2.8+2.0a,C 4.4+3.4a,BC 3.5+3.9a,C 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p<0.05)(a,b) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p<0.05)(A,B และ C) 
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ตารางท่ี 10 การตายในระยะแรกของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) ภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ท
ริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ 
(จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

สารเจือจางน า้เชือ้ 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด                         
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 9.0+8.0a,,A 14.1+13.5a,,A 10.8+9.3a,,A
 

48 ชัว่โมง 21.9+9.1a,B 29.6+12.2a,B 22.6+12.7a,B 

96 ชัว่โมง 27.5+8.7a,B 35.4+15.0a,B 28.7+9.2a,BC 

7 วนั 28.5+10.7a,B 36.2+11.0a,B 31.4+11.0a,BC 

10 วนั 39.7+6.1a,C 49.2+2.9b,C 35.8+9.7a,C 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) (a,b) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B และ C) 
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ตารางท่ี 11 การตายในระยะท้ายของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) ภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ท
ริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง และทริสไขแ่ดงสดท่ีผ่านการท าแห้งแบบเยือกแข็ง ท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ 
(จ านวนตวัอยา่ง=9) (คา่เฉล่ีย ± สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน)  

 

ระยะเวลาในการ 

แชเ่ย็นอสจุิ 

การตายในระยะท้ายของอสจุิ (เปอร์เซ็นต์) 

ทริสไขแ่ดงสด ทริสไขแ่ดงผง ทริสไขแ่ดงสด               
ท่ีผา่นการท าแห้งแบบ

เยือกแข็ง 

3 ชัว่โมง 3.7+4.7a,,A 3.4+4.2a,,A 4.5+4.8a,,A 

48 ชัว่โมง 8.8+6.4a,AB 9.1+7.0a,AC 10.3+6.4a,AB 

96 ชัว่โมง 14.9+8.6a,B 13.7+7.8a,BCD 14+8.9a,B 

7 วนั 16.2+10.8a,B 12.6+7.7a,BC 17.8+9.7a,BC 

10 วนั 26.1+3.8a,C 19.7+5.6b,DE 24.5+6.0ab,C 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะสดมภ์ (p < 0.05) (a,b) 

ตวัอกัษรท่ีแตกตา่งกนัแสดงความแตกตา่งของข้อมลูในแตล่ะแถว (p < 0.05) (A,B,C,D และ E) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวิจัยและอภปิรายผลการวิจัย 

 จากการศกึษานี ้ พบว่าอสจุิท่ีเก็บรักษาโดยการแชเ่ย็นท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ใน
สารเจือจางน า้เชือ้ทัง้ 3 ชนิด คือ สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด (tris fresh egg-yolk extender) 
สารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง (tris powdered egg-yolk extender) และสารเจือจางน า้เชือ้ทริส
ท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilized tris egg-yolk extender) มีอตัราการ
เคล่ือนท่ีของอสจุิ อตัราการมีชีวิตของอสจุิ และความสมบรูณ์ของอะโครโซมของอสจุิไมแ่ตกตา่ง
กนั เม่ือแชเ่ย็นไว้เป็นเวลา 10 วนั 

 การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสดและไขแ่ดงผง พบวา่ความสมบรูณ์
ของอะโครโซมของอสจุิไมแ่ตกตา่งกนั ซึง่สอดคล้องกบัผลการแชแ่ข็งอสจุิของแกะ (Macro-
Jimenez et al., 2004)  และอตัราการมีชีวิตของอสจุิไมแ่ตกตา่งกนัซึง่สอดคล้องกบัการศึกษาการ
แชเ่ย็นอสจุิของโคเป็นเวลา 4 ชัว่โมง ในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสดและไขแ่ดงผงก่อนการ
น าไปแชแ่ข็ง (Ansari et al., 2010) อยา่งไรก็ตาม อตัราการมีชีวิตของอสจุิลดลงตามระยะเวลาใน
การแชเ่ย็นท่ีนานขึน้ ในการศกึษานีก้ารแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผงมีอตัราการ
มีชีวิตของอสจุิลดลงช้ากวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้อีก 2 ชนิด โดยการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจาง
น า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผงท่ีเวลา 48 และ 96 ชัว่โมงอตัราการมีชีวิตไมแ่ตกตา่งกนั ในขณะท่ีในสารเจือ
จางน า้เชือ้อีก 2 ชนิดลดลงอยา่งมีนยัส าคญัตัง้แตช่ัว่โมงท่ี 48  

นอกจากนีห้ลงัการแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสดเป็นเวลา 48 ชัว่โมง
พบวา่อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิลดลง แตใ่นสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผง และในสารเจือจาง
น า้เชือ้ผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง สามารถรักษาอตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิได้เป็นเวลา 
96 ชัว่โมง มีการศกึษาพบวา่ไขแ่ดงสดท่ีเป็นสว่นผสมในสารเจือจางน า้เชือ้โคท่ีได้จากฟาร์ม ตลาด 
และโรงงานมีการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียและไมโคพลาสมา  (Bousseau et al., 1998) และไข่
สดจะมีการเพิ่มจ านวนของเชือ้แบคทีเรียมากขึน้ตามระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีนานขึน้ (Shenga 
et al., 2010) เคยมีการศกึษาการเจริญของเชือ้แบคทีเรียในสารเจือจางน า้เชือ้ทริส ไข่แดง กลโูคส
ท่ีน ามาใช้ในการแชเ่ย็นอสจุิสนุขัพบวา่มีการปนเปือ้นของเชือ้ E. coli ในวนัท่ี 8 และ 14 
(Shahiduzzaman and Linde-Forsberg, 2007) โดยเชือ้ E. coli จะไปจบักบัโมเลกลุ ชนิด type 
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1 ซึง่เป็นโครงสร้างท่ีมีอยูท่ี่พิลไลของเชือ้แบคทีเรียและบริเวณผิวของอสจุิและสง่ผลตอ่บริเวณ
สว่นกลางและสว่นหางของอสจุิ ท าให้อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิลดลงและสง่ผลตอ่ความสามารถ
ในการปฏิสนธิด้วย (Diemer et al., 2000)  นอกจากนีเ้คยมีการศกึษาในสารเจือจางน า้เชือ้ไลซิ
ฟอสซึง่เป็นสารเจือจางน า้เชือ้เชิงพาณิชย์ของโคท่ีมีสว่นผสมของไขแ่ดงสด พบวา่ยาปฏิชีวนะเพน
นิซิลิน สเตร็ปโตมยัซิน ลินโคมยัซิน และ สเป็คตโินมยัซิน ท่ีเป็นส่วนผสมไมส่ามารถยบัยัง้การ
ปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียในสารเจือจางน า้เชือ้ได้ (Bousseau et al., 2003) ดงันัน้สารเจือจาง
น า้เชือ้ท่ีใช้ในการศกึษานีมี้การผสมยาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน  และสเตร็ปโตมยัซิน อาจลดการ
ปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียได้เพียงบางสว่น ในขณะท่ีไขแ่ดงผงผา่นกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ 
จะสามารถชว่ยลดโอกาสการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียและสิ่งปนเปือ้นท่ีอาจสง่ผลลดอตัราการ
เคล่ือนท่ีของอสจุิได้ ส าหรับกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่โดยใช้อณุหภมูิ 57 องศาเซลเซียสเป็น
เวลา 15 นาที สามารถลดปริมาณของเชือ้แบคทีเรียท่ีหายใจโดยใช้ออกซิเจน โคลิฟอร์ม สแตฟ
ฟิโลคอคคสัได้ (Shenga et al., 2010) นอกจากนีก้ารท่ีไขแ่ดงสดมีสว่นท่ีเรียกวา่แกรนลูท่ีมีไลโป
โปรตีนชนิดท่ีมีความหนาแน่นสงู อาจสง่ผลยบัยัง้กระบวนการหายใจระดบัเซลล์อสจุิและลดอตัรา
การเคล่ือนท่ีของอสจุิ (Pace and Graham, 1974) กระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่ท่ีใช้ในการท าไข่
แดงผงอาจจะท าลายสว่นประกอบดงักลา่วได้ (Kampschmidt et al., 1953) ท าให้สามารถรักษา
อตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิได้ดีกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสด 

การแชเ่ย็นท่ีเวลา 48 ชัว่โมง ท าให้อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มีระดบัการ
ท างานของไมโทคอนเดรียในระดบัสงูสงูกวา่อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด ในขณะท่ีแช่
เย็นท่ีเวลา 96 ชัว่โมงพบว่าอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงผง มีระดบัการท างานของไมโท
คอนเดรียในระดบัสงูสงูกวา่อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสดท่ีผา่นการท าแห้งแบบเยือก
แข็ง ซึง่เป็นไปในทางเดียวกบัอตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไข่แดงผงท่ีลดลง
ช้ากวา่อสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด สอดคล้องกบัการศกึษาในอสจุิสนุขัท่ีพบวา่ระดบั
การท างานของอสจุิมีความสอดคล้องกบัอตัราการเคล่ือนท่ีของอสจุิอีกด้วย (Volpe et al., 2009) 

จากการศกึษานีส้ารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขผ่งมีระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิต ่า
กวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้อีก 2 ชนิดท่ีเวลา 3 และ 24 ชัว่โมง อาจเน่ืองมาจากสารเจือจางน า้เชือ้ท่ี
ผสมไขแ่ดงผงจะมีความหนืดมากขึน้ เพราะกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่จะใช้อณุหภมูิสงู ซึง่จะ
ท าลายโปรตีนบางสว่นในไข่แดงและเหน่ียวน าให้มีความหนืดเพิ่มขึน้ (Miranda et al., 2000) ซึง่
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Ansari และคณะ (2010) ท่ีศกึษาการแชเ่ย็นอสจุิของโคท่ีอณุหภมูิ 4 
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องศาเซลเซียสก่อนการน าไปแชแ่ข็งในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสด พบวา่ท่ีเวลา 4 ชัว่โมง 
ระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิสงูกว่าในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสดเม่ือเทียบกบัไข่
แดงผง 

การแชเ่ย็นอสจุิในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผงท่ีเวลา 3 และ 48 ชัว่โมง มีผลให้
จ านวนอสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์สมบรูณ์ต ่ากวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้อีก 2 ชนิด อสจุิมีชีวิตท่ี
เกิดอะพอพโทซิสระยะแรกท่ีเวลา 3 ชัว่โมงสงูกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสด การตาย
แบบอะพอพโทซิสเป็นรูปแบบการตายท่ีมีแบบแผนการตายของเซลล์ เกิดจากการควบคมุโดย
หนว่ยพนัธุกรรม มีบทบาทส าคญัในการควบคมุจ านวนเซลล์ จากการศกึษานีท้ าการตรวจอะพอพ
โทซิสโดยวิธีการวิเคราะห์การเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิ โดยการใช้สีย้อม 
SNARF-1 YO-PRO-1 และ Ethidium homodimer และท าการประเมินโดยใช้เคร่ือง flow 
cytometer ซึง่เป็นเทคนิคท่ีประยกุต์มาจากรายงานในสกุร (Pena et al., 2005) สีฟลอูอเรสซีนท่ี
ใช้ในการย้อมจะติดเฉพาะเซลล์อสจุิเทา่นัน้ ท าให้สามารถแยกระหวา่งอสจุิและอนภุาคอ่ืนๆท่ีไมใ่ช่
เซลล์อสจุิได้จากคณุสมบตัขิองสีฟลอูอเรสเซนส์ ซึง่จ าเป็นในการศกึษานี ้ เน่ืองจากสารเจือจาง
น า้เชือ้สนุขัท่ีใช้ในการศกึษามีสว่นประกอบของไขแ่ดง อนภุาคของไขแ่ดงท่ีปนอยูอ่าจท าให้
ประเมินผิดพลาดเป็นเซลล์อสจุิได้ เชน่เดียวกบัการศกึษาในโคท่ีมีสว่นประกอบของไขแ่ดงใน
สารเจือจางน า้เชือ้ด้วย (Nagy et al., 2003)  เทคนิคนีส้ามารถจ าแนกอสจุิมีชีวิตท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์
สมบรูณ์ (SNARF-1+/YO-PRO-1-/Ethidium homodimer-) เป็นอสจุิท่ีมีคณุภาพดี ยงัไมส่ญูเสีย
คณุสมบตัขิองเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิ (Pena et al., 2005) อตัราการเคล่ือนท่ีสงู ศกัย์ไฟฟ้าของเย่ือหุ้ม
เซลล์อสจุิในระดบัสงูและการแตกหกัของดีเอ็นเอต ่า (Paasch et al., 2005; Said et al., 2006) ซึง่
จะเป็นอสจุิท่ีเหมาะสมท่ีจะน าไปใช้ในการผสมเทียมและแชแ่ข็งตอ่ไป อสจุิมีชีวิตท่ีเกิดอะพอพโทซิ
สระยะแรก (SNARF-1-/YO-PRO-1+/Ethidium homodimer-) เป็นอสจุิท่ีมีชีวิตท่ีเร่ิมมีการ
เปล่ียนแปลงของเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิ มีการกระจายตวัของฟอสโฟลิปิดอยา่งไมส่มมาตร แตย่งัมี
ความสามารถในการปฏิสนธิได้ อสจุิท่ีเกิดการตายในระยะแรก (SNARF-1-/YO-PRO-
1+/Ethidium homodimer+) เป็นอสจุิเกิดการแตกหกัของดีเอ็นเอมากขึน้ ความสามารถในการ
ปฏิสนธิต ่า และอสจุิท่ีเกิดการตายในระยะท้าย (SNARF-1-/YO-PRO-1-/Ethidium homodimer+) 
เป็นอสจุิท่ีมีความเสียหายมากท่ีสดุ จากการศกึษาท่ีผ่านมาพบวา่สว่นประกอบท่ีส าคญัในไขแ่ดงท่ี
ชว่ยป้องกนัการช็อกเน่ืองจากความเย็นคือไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนน่ต ่า โดยจะเกาะยึด
รวมเข้ากบัเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิและชว่ยเพิ่มความเสถียรให้กบัเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิ (Foulkes, 1977; 
Graham and Foote, 1987) จากผลการศกึษานีส้ารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผงมีการ
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เปล่ียนแปลงของเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิคอ่นข้างเร็วกวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้อีก 2 ชนิดอาจเน่ืองมาจาก
บางขัน้ตอนของกระบวนการพาสเจอร์ไรเซชัน่สง่ผลท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงของไลโปโปรตีน
ชนิดความหนาแนน่ต ่า ท าให้ความสามารถในการปกป้องเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิลดลง ความส าเร็จใน
การปฏิสนธิของอสจุิจะต้องเป็นอสจุิท่ีมีเย่ือหุ้มเซลล์อสจุิสมบรูณ์ (Zini et al., 2008) ดงันัน้อสจุิแช่
เย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผงเม่ือน าไปใช้ในการผสม อสจุิน่าจะมีความสารถในการ
ปฏิสนธิต ่ากวา่ในสารเจือจางน า้เชือ้อีก 2 ชนิดด้วย   

สารเจือจางในรูปแบบผงท่ีใช้ในการศกึษานีเ้ป็นสารเจือจางน า้เชือ้ทริสท่ีผสมไขแ่ดงสด 20 
เปอร์เซ็นต์ แล้วน ามาท าให้เป็นผงโดยผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง สามารถน ามาใช้เป็น
สารเจือจางน า้เชือ้แชเ่ย็นสนุขัแทนสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงสดได้ เน่ืองจากพบวา่คณุภาพ
อสจุิภายหลงัการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ทัง้ 2 ชนิดท่ีอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 
วนั มีอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า อตัราการมีชีวิต ความสมบรูณ์ของอะ
โครโซม ระดบัการท างานของไมโทคอนเดรีย และการเกิดอะพอพโทซิสไมแ่ตกตา่งจากสารเจือจาง
น า้เชือ้ทริสไขแ่ดงสด ซึง่แตกตา่งจากการศกึษาของ Moustacas และคณะ (2010) ท่ีท าการศกึษา
แชแ่ข็งน า้เชือ้แกะโดยการใช้สารไลโปโปรตีนชนิดความหนาแนน่ต ่าท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบ
เยือกแข็งแทนไลโปโปรตีนท่ีสกดัออกมาได้จากไขแ่ดง พบวา่ภายหลงัการแชแ่ข็งอสจุิมีอตัราการ
เคล่ือนท่ี ความสมบรูณ์ของเย่ือหุ้มเซลล์และความสมบรูณ์ของอะโครโซมลดลงอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิต ิ  กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง เป็นกระบวนการท าแห้งภายใต้สภาวะอณุหภมูิและ
ความดนัต ่า กระบวนการนีน้ ามาใช้ในผลิตภณัฑ์ท่ีจ าเป็นต้องรักษาองค์ประกอบและการ
เกิดปฏิกิริยาของสารท่ีไวตอ่การเส่ือมสลายเน่ืองจากความร้อน เชน่จ าพวกโปรตีน ฮอร์โมน 
เอนไซม์ วคัซีน แบคทีเรีย ยีสต์ รวมไปถึงสารปฏิชีวนะ ยงัไมเ่คยมีการน ากระบวนการนีม้าใช้ใน
การผลิตสารเจือจางน า้เชือ้แชเ่ย็น มีการศกึษาพบวา่กระบวนการแชแ่ข็งไขแ่ดงมีผลเหน่ียวน าให้
เกิดลกัษณะคล้ายเจล ซึง่สามารถป้องกนัได้ด้วยการผสมสารอ่ืน ๆ เข้าไปด้วยเชน่เกลือหรือน า้ตาล 
(Thomas et al., 2007) ซึง่ในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีใช้ในการศกึษานีมี้สว่นประกอบของน า้ตาล
กลโูคสท่ีอาจชว่ยลดลกัษณะคล้ายเจลท่ีจะเกิดขึน้กบัสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผา่นกระบวนการท าแห้ง
แบบเยือกแข็ง ท าให้อตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิไมแ่ตกตา่งจาก
สารเจือจางน า้เชือ้กลุม่ควบคมุท่ีผสมไขแ่ดงสด จากการศกึษานีพ้บวา่กระบวนการท าแห้งแบบ
เยือกแข็งสามารถรักษาคณุสมบตัขิองสารเจือจางน า้เชือ้ได้และยงัชว่ยให้สะดวกในการน าไปใช้
และยืดระยะเวลาในการเก็บได้อีกด้วย 
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 กลา่วโดยสรุป การใช้ไขแ่ดงผงแทนไขแ่ดงสด อาจท าให้สารเจือจางน า้เชือ้มีความหนืด
เพิ่มขึน้ สง่ผลตอ่ระดบัการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสจุิ และการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของเย่ือหุ้ม
เซลล์อสจุิ  การเปล่ียนรูปแบบของสารเจือจางน า้เชือ้ จงึอาจใช้วิธีผสมสว่นประกอบทัง้หมดโดยใช้
ไขแ่ดงสด แล้วน าไปผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็ง (lyophilization) ซึง่จะให้ประสิทธิภาพ
ในการรักษาคณุภาพอสจุิสนุขัโดยการแชเ่ย็นได้เชน่เดียวกบัสารเจือจางน า้เชือ้ทริส ไขแ่ดง ใน
รูปแบบของเหลว 

 จากท่ีกลา่วมาวา่การใช้ไขแ่ดงผงอาจท าให้สารเจือจางน า้เชือ้มีความหนืดมากขึน้ อาจ
ต้องท าการศกึษาเพิ่มเตมิเก่ียวกบัความหนืดของสารเจือจางน า้เชือ้แตล่ะชนิด และจากผล
การศกึษาอาจจะต้องท าการศกึษาเพิ่มเตมิในเร่ืองของการปนเปือ้นของเชือ้แบคทีเรียในสารเจือ
จางน า้เชือ้แตล่ะชนิด เชน่ท าการเพาะเชือ้แบคทีเรียในสารเจือจางน า้เชือ้แตล่ะชนิดเพ่ือดชูนิดของ
เชือ้แบคทีเรียและกลไกท่ีสง่ผลลดคณุภาพของอสจุิ และจะเห็นได้วา่สารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผา่น
กระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งให้เป็นรูปแบบผงมีประสิทธิภาพในการรักษาคณุภาพอสจุิสนุขั
โดยการแชเ่ย็นได้เชน่เดียวกบัสารเจือจางน า้เชือ้ทริส ไขแ่ดงสด ดงันัน้อาจท าการศกึษาและพฒันา
ตอ่ถึงขัน้ตอนและปัจจยัในกระบวนการการท าแห้งแบบเยือกแข็งว่าไมมี่ผลตอ่ส่วนประกอบใน
สารเจือจางน า้เชือ้สนุขั นอกจากนีเ้พ่ือดปูระสิทธิภาพในการรักษาความสามารถในการปฏิสนธิ
ของอสจุิต้องมีการน าอสจุิท่ีผ่านการแชเ่ย็นในสารเจือจางน า้เชือ้ท่ีผสมไขแ่ดงผงและสารเจือจาง
น า้เชือ้ท่ีผา่นกระบวนการท าแห้งแบบเยือกแข็งไปใช้ในการผสมทัง้ภายในและภายนอกตวัสตัว์
ตอ่ไป  
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ภาคผนวก 

เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย 

1. หลอดเก็บน า้เชือ้ชนิดมีขีดบอกปริมาตร 

2. พาสเจอร์ไปเปตพลาสติก ส าหรับดดูตวัอยา่งน า้เชือ้ 

3. หลอดพลาสตกิบรรจนุ า้เชือ้ ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 

4. ปิเปตทิป ขนาด 10,20-200 และ 200-1000 ไมโครลิตร 

5. สไลด์แก้วและแผน่ปิดสไลด์ 

6. แร็ค ส าหรับวางหลอดทดลอง 

7. หลอดพลาสตกิขนาดเล็ก (Eppendrof) 

8. ถงุมือยาง 

9. กรวยแก้วส าหรับรองรีดน า้เชือ้ 

10. กล้องจลุทรรศน์ชนิดเฟสคอนทราสต์ 

11. ตู้ควบคมุความเย็น 

12. เคร่ืองป่ันเหว่ียง 

13. อา่งอุน่ 

14. สารเคมีส าหรับเตรียมสารเจือจางน า้เชือ้ 

15. เคร่ือง flow cytometer 
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การเก็บข้อมูลในการทดลอง เก็บข้อมูลโดยใช้ตารางรวบรวมข้อมูล (Dummy table) ดังนี ้

ตารางเก็บข้อมลูลกัษณะของตวัอสจุิ คณุภาพของตวัอสจุิ ในน า้เชือ้สดและน า้เชือ้แช่เย็นใน 

ชว่งเวลาท่ีตา่งกนั 

Date………………………………………… n=……………………………………. 

Semen Profile 

Fresh: (Dog1) 

Name……………………………Age……………………………Breed…………………………. 

Volume………………Color………………pH……………….Concentration………………… 

Total number of sperm 
count………………………………………Viability…………………………….. 

Motility……………………………… 

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…………………………… 

 

 



44 
 

 

Fresh: (Dog2) 

Name……………………………Age……………………………Breed………………………… 

Volume………………Color………………pH……………….Concentration………………… 

Total number of sperm 
count………………………………………Viability…………………………….. 

Motility……………………………… 

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: (Dog3) 

Name……………………………Age……………………………Breed………………………… 

Volume………………Color………………pH……………….Concentration………………… 

Total number of sperm 
count………………………………………Viability…………………………….. 

Motility……………………………… 
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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…………………………… 

Chilled: (group1)  

Time Motility+Progress
ive 

Viability Acrosome 
integrity 

Apoptosis 
detection 

Mitochondrial 
activity 

3 hours      

48 hours      

96 hours      

7 days      

10 days      
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Chilled: (group2)  

Time Motility+Progressive Viability Acrosome 
integrity 

Apoptosis 
detection 

Mitochondrial 
activity 

3 hours      

48 hours      

96 hours      

7 days      

10 days      

Chilled: (group3)  

Time Motility+Progressive Viability Acrosome 
integrity 

Apoptosis 
detection 

Mitochondrial 
activity 

3 hours      

48 hours      

96 hours      

7 days      

10 days      
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

 นางสาววรัทยา ประสมทรัพย์ เกิดวนัท่ี 13 มิถนุายน พ.ศ.2528 ส าเร็จการศกึษา
ปริญญาตรีสตัวแพทยศาสตร์บณัฑิต จากคณะสตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปี
การศกึษา 2552 และเข้าศกึษาตอ่ระดบัปริญญาโท ในหลกัสตูรวิทยาศาสตร์มหาบณัฑิตท่ีคณะ
สตัวแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2552 
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