
 

 
รหัสโครงการ SUT3-303-53-24-26 

 
 
 
 
 
    
 
 

   รายงานการวิจัย 
 
 
 
 

การเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 
(Cryopreservation of Thai indigenous chicken, Leung Hang Kao 

spermatozoa) 
 
 

ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจาก 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี

 
 
 
 

ผลงานวิจัยเป็นความรับผิดชอบของหัวหน้าโครงการวิจัยแต่เพียงผู้เดียว

 

 

 

 

 

 

 

 



 

รหัสโครงการ SUT3-303-53-24-26 
 

 

 

 
รายงานการวิจัย 

 
 
 

การเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 
(Cryopreservation of Thai indigenous chicken, Leung Hang Kao 

spermatozoa) 
 
 
 

 
คณะผู้วิจัย 

 
หัวหน้าโครงการ 

อาจารย์ ดร. สมร  พรชื่นชูวงศ์ 
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ 
ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 

 
ผู้ร่วมวิจัย 

1. นายธีระชัย   ช่อไม้   
2. รศ.ดร. เทวินทร์   วงษ์พระลับ    

           3. ผศ.ดร. อมรรัตน์  โมฬี 
ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ปีงบประมาณ 2553 

ผลงานวิจัยเป็นความรับผิดชอบของหัวหน้าโครงการวิจัยแต่เพียงผู้เดียว 
 

กันยายน 2556  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ก 

กิตติกรรมประกาศ 
  

การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ประจ าปีงบประมาณ พ.ศ. 
2552-2554 คณะผู้วิจัยขอขอบคุณศูนย์เครื่องมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยเทคโนโลยี   สุรนารี 
ที่ให้ความอนุเคราะห์เครื่องมือและอุปกรณ์ส าหรับการวิจัย ขอขอบคุณฟาร์มมหาวิทยาลัย เทคโนโลยีสุรนารี 
ผศ.น.สพ.ดร.บัญชร ลิขิตเดชาโรจน์ หัวหน้าโครงการวิจัยไก่เนื้อโคราช และคุณธีระชัย ช่อไม้ ผู้อ านวยการ
ศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรี จังหวัดปราจีนบุรี ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานที่ และสัตว์ทดลอง  
ตลอดจนนักวิชาการ และเจ้าหน้าที่ประจ าศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรีทุกๆ ท่าน ที่ได้มีส่วนช่วยให้
การวิจัยครั้งนี้ส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี    

 
คณะผู้วิจัย 

กันยายน 2556 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 ข 

บทคัดย่อ 
 

การศึกษาการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง แบ่งการศึกษาออกเป็น 
3 การทดลองดังนี้ 1) ผลของสาร extender ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหาง
ขาวแบบระยะสั้น 2) ผลของสาร extender และสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษา
น้ าเชื้อโดยวิธีการแช่แข็งและ 3) ผลของอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมือง
พันธุ์เหลืองหางโดยวิธีการแช่แข็ง 

ส าหรับการทดลองที่ 1 ศึกษาผลของสาร extender 5 ชนิด ได้แก่ Modified extender ที่มีค่า
ออสโมลาลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 mOsm/kg), Beltville Poultry Semen Extender (BPSE), 
Lake’s diluent, IGGKP และ EK โดยใช้ 0.9% NaCl ร่วมกับ 0.2% glucose เป็นตัวควบคุม ท าการเจือจาง
น้ าเชื้อด้วยสาร extender แต่ละชนิด และเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4-5˚C ในตู้เย็นจากนั้นท าการทดสอบผลของ
สาร extender ต่ออัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการมีชีวิต ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ถึง 7 วัน จากนั้นท า
การเลือกสาร extender ที่ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่มากกว่า 60% ซึ่งได้แก่ BPSE, Lake’s diluent และ 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300, 350 และ 400 mOsm/kg โดยใช้ 0.9%NaCl+  
0.2%glucose เป็นตัวควบคุม น าสารมาทดสอบอัตราการผสมติดที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ถึง 5 วัน จาก
การศึกษาพบว่า ระยะเวลาการเก็บรักษาที่เพ่ิมขึ้นมีผลท าให้อัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิต และอัตราการ
ผสมติดลดลง (P<0.05) การเก็บรักษาน้ าเชื้อท่ีระยะเวลา 1 วัน เมื่อใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโม
ลาลิตี้ที่ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าสาร extender ชนิดอ่ืนๆ ที่ใช้ใน
การศึกษา (P<0.05) เมื่อใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350  mOsm/kg มีผลท าให้
อัตราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมและการใช้ BPSE, Lake’s diluent, IGGKP และ EK (P<0.05) เมื่อ
การเก็บรักษาน้ าเชื้อท่ีระยะเวลา 1 วันพบว่าการใช้ สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 400 
mOsm/kg ให้ผลอัตราการผสมติดสูงที่สุด (100±0.00%) ซึ่งไม่แตกต่างกับการใช้สาร Modified extender ที่
มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 mOsm/kg และ BPSE (P>0.05) ส าหรับกลุ่มควบคุมให้ผลอัตราการผสมติดต่ า
ที่สุด (33.33±7.07%) (P<0.05) เมื่อท าการเก็บรักษาระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้น 2 ถึง 3 วัน พบว่าการใช้สาร 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 mOsm/kg) ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่และอัตราการผสมติดสูงกว่าการใช้สาร extender ชนิดอ่ืนๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) แต่สาร 
extender ที่ใช้ในการศึกษาไม่มีผลต่ออัตราการมีชีวิต (P>0.05)  

การทดลองที่ 2 ศึกษาชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บ
รักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง  โดยใช้สาร extender 3 ชนิด ได้แก่ สาร 
Modified extender 300 mOsm/kg, BPSE และ Lake’s diluent ร่วมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด 
ได้แก่ 6%DMA, 6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol และเก็บรักษาน้ าเชื้อในถังไนโตรเจนเหลว (-
196˚C) เป็นระยะเวลา 2 วัน จากนั้นน าน้ าเชื้อแช่แข็งไปทดสอบอัตราการเคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า และอัตราการมีชีวิต พบว่าการใช้สาร extender ร่วมกับสาร cryoprotectant ทุกชนิดให้ผลอัตรา
การเคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิตต่ ากว่าน้ าเชื้อสดอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) นอกจากนี้ยังพบว่าชนิดของสาร cryoprotectant มีอิทธิพลร่วมกัน (Interaction) กับสาร 
extender (P<0.05)  

การทดลองที่ 3 ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ 2 แบบ ได้แก่ การลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer 
control และการลดอุณหภูมิโดยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว (LN2 Vapour) พบว่าการลดอุณหภูมิด้วย Freezer 
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control ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่รวม (38.67±3.84) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (14.33±4.91) และอัตรา
การมีชีวิต(57.00±2.65) ซึ่งสูงกว่าและแตกต่าง (P<0.05) จากการใช้วิธีการลดอุณหภูมิโดยวิธีการอังไอ
ไนโตรเจนเหลว  
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ABSTRACT 

 
This study examined the feasibility of cryopreservation of Thai indigenous chicken 

(Leung Hang Kao) spermatozoa. Three major experiments were carried out. The first 
experiment was to determine the effect of extenders on short-term storage of Thai 
indigenous chicken (Leung Hang Kao) spermatozoa. The second experiment was to investigate 
the effect of extender and cryoprotectant on cryopreservation of Thai indigenous chicken 
sperm. The third experiment was to examine the effect of freezing method on 
cryopreservation of Thai indigenous sperm. 

The effects of five extenders (Modified extender with osmotic pressure 300, 350 and 
400 mOsm/kg, Beltsville Poultry Semen (BPSE), Lake’s diluted, IGGKP and EK) on the short-
term storage of Thai indigenous chicken (Leung Hang Kao) sperm were investigated. Fresh 
semen, which diluted with 0.9% NaCl and 0.2% glucose, was used as a control. Sperm 
samples were diluted with each extender and stored for 1 to 7 days at 4-5 ๐C, motility and 
viability rates were assessed. The extender, which yielding good motility rate (more than 60 
percentages) after storage for one day, was used as a diluent for fertilization trial. These 
extenders were included (Modified extender with osmotic pressure of 300, 350 and 400 
mOsm/kg, BPSE and Lake’s diluent). With increasing storage time, the motility rate, viability 
rate and fertility rate among treatments were decreased (P<0.05). After day one storage, the 
sperm diluted with Modified extender with osmotic pressure 350 and 400 mOsm/kg were 
resulted in significantly higher motility rates than that of the other treatments (P<0.05). The 
extenders used did not affect viability rates during storage for three days (P>0.05), except 
Modified extender with osmotic pressure 300 and 400 mOsm/kg in which viability rates were 
significantly lower than the other extenders at day one storage. In fertility trial, the highest 
fertilization rate was (100±0.00%) resulting from Modified extender with osmotic pressure 400 
mOsm/kg. This was not significantly difference from the Modified extender 350 mOsm/kg 
(93.21±4.53%) and BPSE (91.25±5.91%). The control treatment yielded the lowest fertility 
rate (33.33±7.07%). With increasing storage time from two day to three day, the sperm 
diluted with Modified extender with osmotic pressure 300, 350 and 400 mOsm/kg gave 
motility rate and fertility rate higher than the other extenders (P<0.05).  

In experiment 2, the effects of three extenders (Modified extender 300 mOsm/kg, 
BPSE and Lake’s diluent) with four cryoprotectants (10%dimethyl sulfoxide-DMSO, 6% 
dimethyl acetamide-DMA, 6%dimethyl formamide and 11%Glycerol), on motility and viability 
of Thai indigenous chicken (Leung Hang Kao) sperm were investigated. Sperm were stored for 
two days in a liquid nitrogen container (-196 °C). They were thawed at 5 °C, motility, 
progressive motility and viability rates were assessed. Among treatments used the 
combination of extender and cryoprotectant yielded lower motility, progressive motility and 
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viability percentage than that of the control (fresh sperm, P<0.05). In addition, they have 
interaction between the extenders and crtoprotectants used. In experiment 3, the effect 
freezing methods (Freezer control and LN2 Vapour) were determined. The percentage of 
motility (38.67±3.84), progressive motility (14.33±4.91) and viability (57.00±2.65) of frozen 
Thai indigenous chicken sperm resulting from freezer control method yielded a higher rate 
than that of the LN2 Vapour method (P<0.05).  
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บทท่ี 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำในกำรท ำงำนวิจัย 

จากการประชุมสรุปชุดโครงการ: การพัฒนาไก่พ้ืนเมือง ระหว่างวันที่ 24-25 กรกฎาคม 2551 ซึ่ง
มีส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว) โดยความร่วมมือของคณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัย
อุบลราชธานี รวมทั้งการร่วมทุนวิจัยกับหน่วยงานต่างๆ ทั้งภาครัฐและเอกชน อาทิ กรมปศุสัตว์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลอีสานวิทยาเขตกาฬสินธุ์ บริษัทตะนาวศรี ไก่ไทย 
เป็นต้น ซึ่งได้ด าเนินการมาตั้งแต่ปี 2544 ได้ผลงานที่ปรากฏเด่นชัดคือ ได้ฝูงต้นพันธุ์ (Foundation stock) 
ไก่พ้ืนเมืองที่มีข้อมูลลักษณะประจ าพันธุ์ พร้อมจดทะเบียนพันธุ์และสายพันธุ์ (breed and strain) จาก
กรมปศุสัตว์จ านวน 4 ฝูง และขณะนี้ด ารงฝูงอยู่ที่ศูนย์วิจัยและบ ารุงพันธุ์สัตว์ของกรมปศุสัตว์ (อุดมศรี และ
คณะ, 2551) ดังนี้ 

1) ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว สายพันธุ์กบินทร์ 1 จังหวัดปราจีนบุรี 
2) ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์ประดู่หางด า สายพันธุ์เชียงใหม่ 1 จังหวัดเชียงใหม่ 
3) ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์แดง สายพันธุ์สุราษฎร์ 1 จังหวัดสุราษฎร์ธานี 
4) ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์ชี สายพันธุ์ท่าพระ 1 จังหวัดขอนแก่น 

โดยไก่แต่ละฝูงดังกล่าวยังคงไว้ซึ่งลักษณะเด่นของไก่พ้ืนเมือง เช่นความสามารถในการด ารงพันธุ์ เลี้ยงง่าย 
หากินเก่ง มีความต้านทานโรค มีอัตราการรอดสูงกว่าไก่เนื้อทั่วไป มีรสชาติดี มีเนื้อแน่นและมีไขมันน้อย 
(อภิชัย, 2541; มนต์ชัย และคณะ 2551; กนกอร และคณะ 2551; ศุภมิตร และคณะ 2551 และ ชนินทร์ 
และคณะ 2551) นอกจากนี้ยังมีความหลากหลายทางพันธุกรรมที่จะน าไปพัฒนาต่อให้สอดคล้องกับความ
ต้องการส าหรับเกษตรกรในชนบท และภาคอุตสาหกรรม อีกทั้งยังพบว่าไก่พ้ืนเมืองมีศักยภาพสูงในการ
แข่งขันเชิงพาณิชย์ เพราะคุณภาพเนื้อเป็นที่ต้องการของตลาด และราคาสูงกว่าไก่กระทงประมาณ 15-20 
เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีผลผลิตปีละประมาณ 15-20 ล้านตัว (เกรียงไกร, 2551) ดังนั้นการผลิตไก่ลูกผสมพ้ืนเมือง 
โดยใช้จุดเด่นของไก่พ่อพันธุ์พ้ืนเมือง ที่มีความต้านทานโรค และมีอัตราการรอดสูงกว่าไก่กระทง อีกทั้งมี
รสชาติดี มีคลอเรสเตอรอลต่ า แต่มีจุดด้อยคือ เจริญเติบโตช้า ไปผสมกับแม่พันธุ์ทางการค้าที่น าเข้าจาก
ต่างประเทศ และมีความโดดเด่นในเรื่องการเจริญเติบโต ในระดับอุตสาหกรรมจึงมีความเป็นไปได้สูงทั้ง
ตลาดในและต่างประเทศ โดยมีจุดขายที่ส าคัญคือคุณภาพเนื้อ ในปัจจุบันมีการกระจายพันธุ์ไก่ทั้ง 4 ฝูง 
ไปสู่เกษตรกรและภาคเอกชนในรูปของ parent stock หรือมีการขนย้ายพ่อพันธุ์ไก่ไปผสมกับสายแม่
พันธุ์ทางการค้าซึ่งพบปัญหาเกี่ยวกับการเคลื่อนย้ายสัตว์ อีกทั้งยังมีการระบาดของโรคติดต่อในสัตว์ปีก 
อาทิโรคไข้หวัดนก ซึ่งเกิดจากเชื้อไวรัสสายพันธุ์ H5N1 เป็นสายพันธุ์ที่ก่อโรครุนแรง โดยก่อให้เกิดความ
เสียหายต่ออุตสาหกรรมการเลี้ยงสัตว์ปีกและเกษตรกรผู้เลี้ยงสัตว์ปีก ประเทศไทยได้พบการระบาดของเชื้อ
ไวรัสไข้หวัดนกสายพันธุ์ H5N1 ครั้งแรกเมื่อวันที่  23 มกราคม 2547 (ส านักงานควบคุม ป้องกันและ
บ าบัดโรคสัตว์ กรมปศุสัตว์, 2549) จึงท าให้รัฐบาลต้องออกมาตรการควบคุมการระบาดของโรคไข้หวัดนก
โดยการท าลายสัตว์ปีกที่เป็นพาหะซึ่งรวมถึงไก่พ้ืนเมืองด้วยประมาณ 60,811,081 ตัว (ส านักงานควบคุม 
ป้องกันและบ าบัดโรคสัตว์ กรมปศุสัตว์, 2549) การท าลายไก่เป็นจ านวนมากนี้ส่งผลให้ไก่ที่มีพันธุกรรมที่ดี
ลดจ านวนลง นอกจากนี้ยังเกิดการระบาดของโรคนิวคาสเซิล ซึ่งสามารถติดต่อได้โดยสัตว์หายใจเอาละออง
อากาศที่มีเชื้อไวรัสเข้าไป และสามารถติดต่อผ่านสัตว์พาหะ เช่น นกธรรมชาติ นกป่า และแมลง นอกจากนี้
ยังสามารถติดต่อจากการสัมผัสกับสิ่งคัดหลั่งโดยเฉพาะอุจาระ อาหาร และน้ ารวมถึงการติดต่อผ่านไข่ โดย
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ลูกไก่จะตายภายใน 4-5 ของการฟัก จึงก่อให้เกิดความเสียหายทั้งในระบบการเลี้ยงสัตว์ปีกแบบพ้ืนบ้าน 
และการเลี้ยงสัตว์ปีกเป็นอุตสาหกรรม (วนิดา และสร้อยนภา, 2556) 

ปัญหาที่ส าคัญอีกประการหนึ่ง คือ ข้อจ ากัดของน้ าเชื้อไก่ท่ีมีลักษณะหนืด และมีปริมาตรน้อย โดย
ปริมาตรน้ าเชื้อไก่ท่ีได้จากการหลั่งแต่ละครั้งเฉลี่ย 0.11 มิลลิลิตร/ตัว แต่มีปริมาณความเข้มข้นสูงถึง 600-
1,200 ล้านตัว/มิลลิลิตร (Donoghue and Wishart 2000) จึงท าให้ไม่สะดวกในการน าไปผสมเทียม จึง
จ าเป็นต้องมีการเจือจางน้ าเชื้อก่อนน าไปผสมเทียมหรือก่อนน าน้ าเชื้อมาท าการเก็บรักษา โดยพบว่า
สามารถเจือจางน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองได้ในอัตราส่วนที่สูงถึง 1:8 (อสุจิ: สาร extender) ดังนั้นการเก็บรักษา
น้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองน่าจะเป็นเครื่องมือหนึ่งที่จะสามารถเก็บรักษาพันธุกรรมที่ดีของไก่พ้ืนเมือง และเป็นวิธีที่
ช่วยกระจายพันธุกรรมไก่พ้ืนเมืองได้รวดเร็ว ซึ่งการเก็บรักษาน้ าเชื้อมีวิธีการเก็บ 2 วิธี คือ 1.) การเก็บ
รักษาน้ าเชื้อแบบระยะสั้น จะใช้สาร extender ในการเจือจางน้ าเชื้อเพ่ือเพ่ิมปริมาตร เป็นแหล่งพลังงาน
ให้กับตัวอสุจิเพ่ือใช้ในกระบวนการเมทาบอลิซึม อีกทั้งสาร extender ยังช่วยยืดระยะเวลาการเคลื่อนที่ 
และการมีชีวิตให้กับตัวอสุจิ โดยการเลือกชนิดของสาร extender นั้น ควรมีค่า pH  และค่า osmolarity 
ใกล้เคียงกับ seminal fluid ของน้ าเชื้อสัตว์ที่ท าการศึกษา โดยทั่วไปค่า pH  และค่า osmolarityที่
เหมาะสมในสัตว์ปีกจะอยู่ในช่วงระหว่าง 6.0-8.0 และ 250-460 mOsm/kg ตามล าดับ (Siudzinska and 
Lukaszewicz, 2008)  หากอสุจิอยู่ในสภาวะที่มี pH ต่ า จะท าให้อสุจิมีการใช้ออกซิเจนเพ่ิมขึ้น มีการผลิต
กรดแลกติก ส่งผลให้อสุจิมีการเคลื่อนที่ลดลง และหากอสุจิอยู่ในสภาวะที่มี pH สูง จะส่งผลให้อสุจิมีอัตรา
เมทาบอลิซึมสูงขึ้น ส าหรับสภาวะที่มีค่า osmolarityต่ าจะท าให้เซลล์อสุจิบวม และสภาวะที่มีค่า 
osmolarity สูง จะท าให้เซลล์อสุจิมีการสูญเสียน้ า และเกิดภาวะเซลล์เหี่ยว โดยการเก็บรักษาน้ าเชื้อแบบ
ระยะสั้นนี้จะสามารถแก้ปัญหาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองที่มีลักษณะหนืด และมีปริมาตรน้อย ให้สามารถน าไปผสม
กับแม่ไก่ได้ง่ายขึ้น ผสมให้กับแม่ไก่ได้ในจ านวนที่เพ่ิมขึ้น แก้ปัญหาการระบาดของโรคติดต่อในสัตว์ปีกจาก
การเคลื่อนย้ายพ่อพันธุ์ที่มีคุณภาพดีไปผสมกับแม่ไก่พันธุ์ดี อีกทั้งยังลดต้นทุนในการเลี้ยงพ่อพันธุ์ไก่ใน
ปริมาณที่มากได้ 2.) การเก็บรักษาน้ าเชื้อแบบระยะยาว หรือการเก็บรักษาน้ าเชื้อโดยวิธีการแช่แข็ง เป็น
การเก็บรักษาน้ าเชื้อไว้ในไนโตรเจนเหลว (-196˚C) ซึ่งจะอาศัยการท างานของสาร extender ร่วมกับสาร 
cryoprotectantโดยสาร cryoprotectantจะมีหน้าที่ป้องกันอันตรายให้กับเซลล์อสุจิระหว่างกระบวนการ
แช่แข็ง และการละลาย ซึ่งการเก็บรักษาน้ าเชื้อโดยวิธีการแช่แข็งจะสามารถเก็บเป็น sperm bank เพ่ือ
การอนุรักษ์ไก่พ้ืนเมืองที่มีพันธุกรรมดี และน าไปใช้ประโยชน์ในอนาคต โดยมีการรายงานว่าสามารถเก็บ
รักษาน้ าเชื้อไก่ที่ผ่านกระบวนการแช่แข็งได้นานถึง 9 ปี โดยไม่มีการลดลงของอัตราการผสมติด (Lake, 
1986) นอกจากนี้อัตราการลดอุณหภูมิเป็นปัจจัยที่ส าคัญอย่างหนึ่งที่จะท าให้การเก็บรักษาน้ าเชื้อโดย
วิธีการแช่แข็งประสบความส าเร็จ เนื่องจากการลดอุณหภูมิช้าหรือเร็วเกินไปก็จะท าให้เกิดอันตรายต่อตัว
อสุจิได้ หากมีการลดอุณหภูมิช้าเกินไปก็จะท าให้มีการสูญเสียน้ าจากภายในเซลล์ออกสู่ภายนอกเซลล์ใน
ปริมาณที่มาก ส่งผลให้เกิดภาวะเซลล์เหี่ยว และอาจท าให้ความเข้มข้นของตัวท าละลายทั้งในสารละลาย
และในตัวอสุจิสูงเกินไป เมื่อตัวอสุจิสัมผัสอยู่กับสารละลายที่มีความเข้มข้นสูงเป็นเวลานาน ก็จะท าเกิด
อันตรายต่อเซลล์อสุจิได้และหากมีการลดอุณหภูมิเร็วเกินไป จะท าให้น้ าภายในเซลล์เคลื่อนที่ออกสู่
ภายนอกเซลล์ได้น้อย ส่งผลให้เกิดผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ ซึ่งอาจท าให้เซลล์และออแกเนลถูกผลึกน้ าแข็ง
ทิ่มแทงได้ ในช่วงที่ผ่านมาพบว่าการศึกษาทางด้านการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองยังมีการศึกษาค่อนข้าง
น้อย และผลการศึกษายังมีความแปรปรวนซึ่งเนื่องมาจากปัญหาในการเลือกใช้สารเคมีที่เกี่ยวข้องใน
กระบวนการเก็บรักษาน้ าเชื้อ ได้แก่ สาร extender, สาร cryoprotectantและอัตราการลดอุณหภูมิ
งานวิจัยนี้จึงมีแนวคิดที่จะศึกษาชนิดของสาร extender ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมือง
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แบบระยะสั้น ศึกษาชนิดของสาร extender  สาร cryoprotectantและอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม
ส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวเป็นต้นแบบ
ในการศึกษา เพ่ือเป็นประโยชน์ในการใช้น้ าเชื้อให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด 
 
1.2 วัตถุประสงค์ในกำรวิจัย 

1.2.1 เพ่ือศึกษาชนิดของสาร extender ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลือง
หางขาว แบบระยะสั้น 

1.2.2 เพ่ือศึกษาชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษา
น้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 

1.2.2 เพ่ือศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่
พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 

 
1.3 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

ท าให้ทราบชนิดของสาร extender ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลือง
หางขาวแบบระยะสั้น ทราบชนิดของสาร extender สาร cryoprotectantและอัตราการลดอุณหภูมิ ที่
เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง ซึ่งประโยชน์จาก
การศึกษาดังกล่าวนี้จะน าไปสู่การเพ่ิมผลผลิตให้กับอุตสาหกรรมการผลิตสัตว์ปีกในด้านการผสมเทียม โดย
ใช้ประโยชน์จากการเพิ่มปริมาตรน้ าเชื้อ และยังสามารถเก็บรักษาน้ าเชื้อไว้ในธนาคารอสุจิ ถึงแม้ว่าพ่อพันธุ์
จะไม่มีชีวิตอยู่ ซึ่งง่ายต่อการกระจายพันธุกรรมเพ่ือการปรับปรุงพันธุ์ และเพ่ืออนุรักษ์ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาวที่มีพันธุกรรมดี อีกทั้งยังสามารถลดต้นทุนในการเลี้ยงพ่อพันธุ์ และจัดเป็นองค์ความรู้ใหม่ 
และเป็นองค์ความรู้ในการวิจัยครั้งต่อไป เนื่องจากการศึกษาและการวิจัยเกี่ยวกับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่
พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวยังมีค่อนข้างน้อย และงานวิจัยในครั้งนี้สามารถพัฒนาเทคนิคและวิธีการที่ได้ไป
ประยุกต์ใช้กับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองในสายพันธุ์อ่ืนๆ และสัตว์ปีกชนิดอ่ืนๆ และน าเทคนิคที่ได้ไป
เผยแพร่ประชาชน (เกษตรกรที่เลี้ยงไก่) ฟาร์มเอกชน และประชาชนที่สนใจ 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

บทท่ี 2  
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว มีถิ่นก าเนิดอยู่บริเวณภาคเหนือของประเทศไทย คือ บ้านหัวเท

หรือบ้านกร่าง จังหวัดพิษณุโลก ลักษณะเด่นประจ าพันธุ์ คือ เพศผู้ จะมีขนพ้ืนตัวสั้น แน่น ตั้งแต่บริเวณ
หน้าคอถึงหน้าอก ขนบริเวณใต้ปีก ใต้อกแน่น ขนช่วงท้องเป็นปุย ขนสร้อยคอ สร้อยปีก สร้อยหลัง และระ
บ้าเป็นขนละเอียด ปลายแหลมเส้นเล็ก ก้านแข็ง เป็นแผงสีเหลืองสด ขนสร้อยคอยาวประบ่าเรียกว่า 
"สร้อยต่อ หรือ ประบ่า" ขนระย้ายาวประกัน ซึ่งขนสีเหลือง จะมี 3 เฉดสี คือ สีเหลืองแก่ เรียกเหลืองใหญ่ 
สีเหลืองกลาง เรียกเหลืองรวก และสีเหลืองอ่อน เรียกเหลืองดอกโสน ขนหางพัดมีสีด า ขนกระรวยสีขาว 
พ่อพันธุ์มีน้ าหนักประมาณ 3.00-3.50 กิโลกรัม  เพศเมีย มีขนพ้ืนตัวเป็นสีด าตลอด หรือบางตัวอาจมีจุด
กระขาวอยู่ 5 หย่อม คือที่บริเวณหัว ปีกทั้งสองข้าง ข้อขาทั้งสองข้าง ปาก แข้ง ปุ่มเดือย เล็บ เกล็ด เป็นสี
ขาวอมเหลืองตลอดแบบสีงาช้าง ปากมีรองน้ า 2 ข้าง ปลายปากงองุ้มเล็กน้อย ตาสีเหลืองอ่อนมีเส้นเลือดสี
แดงในตาเห็นได้ชัดเจน แม่พันธุ์มีน้ าหนักประมาณ 2.00-2.50 กิโลกรัม โดยไก่พ้ืนเมืองนั้นเป็นสัตว์พ้ืนเมือง
ของไทย ที่มีความส าคัญต่อสังคมและเศรษฐกิจของคนไทย จุดประสงค์ของผู้เลี้ยงส่วนใหญ่เลี้ยงเพ่ือบริโภค
ในครอบครัว ส่วนที่เหลือจากการบริโภคจึงจ าหน่าย ส าหรับการเลี้ยงเพ่ือการค้านั้นมีน้อยมาก  ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากน้ าเชื้อไก่มีปริมาตรน้อย แต่มีปริมาณความเข้มข้นสูง หากให้มีการผสมพันธุ์แบบธรรมชาติก็จะ
ส่งผลให้การกระจายพันธุกรรมเกิดความล่าช้า นอกจากนี้อาจเนื่องมาจากเกิดการระบาดของโรคติดต่อใน
สัตว์ปีก และขาดการน าเทคโนโลยีที่เหมาะสมไปใช้ในฟาร์มเกษตรกร (บัญญัติ และคณะ, 2529 และ เชิด
ชัย และคณะ, 2530) ต่อมาจึงได้มีการคิดค้นเทคนิคการผสมเทียมโดยการใช้สาร extender เจือจางน้ าเชื้อ
ไก่เพ่ือท าให้ปริมาตรน้ าเชื้อเพ่ิมข้ึน  และสามารถน าน้ าเชื้อไปผสมเทียมให้กับแม่ไก่ได้มากกว่าการผสมแบบ
ธรรมชาติ ซึ่งจะช่วยลดต้นทุนในการเลี้ยงไก่พ่อพันธุ์ ลดปัญหาการเคลื่อนย้ายไก่พ่อพันธุ์ไปผสมกับแม่พันธุ์ 
ลดปัญหาการเกิดโรคระบาดในสัตว์ปีก และเป็นการกระจายพันธุกรรมของไก่พันธุ์ดีได้อย่างรวดเร็ว 
บางครั้งมีการขนส่งน้ าเชื้อไปบริการในถิ่นทุรกันดารซึ่งต้องใช้ระยะเวลาในการเดินทาง การเก็บรักษาน้ าเชื้อ
แบบระยะสั้นโดยการเลือกใช้สาร extender ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลือง
หางขาว ก็จะสามารถช่วยรักษาคุณภาพน้ าเชื้อไว้ได้ ซึ่งการเก็บรักษาน้ าเชื้อแบบระยะสั้นเป็นการเก็บรักษา
น้ าเชื้อไว้ในตู้เย็น (4-5˚C) โดยมีปัจจัยที่ส าคัญ คือ สาร extender เป็นสารที่ใช้เจือจางน้ าเชื้อเพ่ือเพ่ิม
ปริมาตรน้ าเชื้อและไม่ท าให้น้ าเชื้อมีความเข้มข้นมากเกินไป อีกทั้งมีบทบาทในการยืดระยะเวลาการ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิ ลดการใช้พลังงานของตัวอสุจิและเป็นแหล่งพลังงานให้กับตัวอสุจิ โดยชนิดของสาร 
extender ที่เลือกใช้นั้นควรมีค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้ใกล้เคียงกับ seminal fluid ของน้ าเชื้อสัตว์ที่
ท าการศึกษา เนื่องจากค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้มีผลต่อการเคลื่อนที่และอัตราการเมทาบอลิซึมของตัว
อสุจิ โดยสาร extender ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาสัตว์ปีกควรมีค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้อยู่
ในช่วง 6.0-8.0 และ 250-460 mOsm/kg ตามล าดับ (Siudzinska and Lukaszewicz, 2008) สาร 
extender ที่มีการใช้ในการเจือจางน้ าเชื้อไก่มีหลายชนิด ได้แก่ Beltville Poultry Semen Extender 
(BPSE), Egg yolk-Tris, Lake’s diluent, Tselutin, Schramm, IGGKP, EK Tris-citric-acid-glucose 
medium (TCG) และ Egg yolk เป็นต้น (เทวินทร์ และยุพิน 2550, 2551; Tselutin et al., 1999; 
Pistenma et al., 1971; Chalah et al., 1999; พรจิต และคณะ 2554; Moreno et al., 2008; Gee et 
al., 1993; Seigneurin and Blesbois, 1994 และ Blesbois et al., 2008) ซึ่งที่ผ่านมาได้มีการศึกษาผล
ของสาร extender ต่อการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่ โดยเทวินทร์ และยุพิน (2550) ได้ศึกษาผลของสาร Lake’s 
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diluted, Tselutin, Schramm, BPSE และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่ 3 สายพันธุ์ คือ เหลืองหาง
ขาว, คละสี และโร๊ดไอส์แลนด์เรด ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1, 3 และ 6 ชั่วโมง โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 
41˚C พบว่า BPSE และ IGGKP ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมใน
ไก่พ้ืนเมืองสายพันธุ์เหลืองหางขาวและคละสี (P>0.05) ส่วนในไก่โร๊ดไอแลนด์เรด IGGKP ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่และอัตราการมีชีวิตสูงที่สุด และยังพบว่า Lake’s diluted, Tselutin, Schramm, BPSE และ 
IGGKP ให้ผลอัตราการผสมติดไม่แตกต่างกัน (P>0.05) เมื่อใช้เก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหาง
ขาวและคละสีรวมกัน และ Pistenma et al. (1971) ได้ศึกษาผลของสาร Egg-yolk medium และ 
Modified Kreb’s solution ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พันธุ์ White Leghorn ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 2 
ชั่วโมงพบว่า Modified Kreb’s solution (80%) ให้ผลอัตราการผสมติดสูงกว่าการใช้ Egg-yolk 
medium (9.1%) เนื่องจากที่ผ่านมาการศึกษาในไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวยังมีการศึกษาที่ค่อนข้าง
น้อย จึงยังไม่สามารถสรุปได้ว่าสาร extender ชนิดใดเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมือง
พันธุ์เหลืองหางขาว ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใช้สาร extender ต่อการเก็บ
รักษาไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 

การเก็บรักษาน้ าเชื้อโดยวิธีการแช่แข็งเป็นการเก็บรักษาน้ าเชื้อไว้ในถังที่มีไนโตรเจนเหลว (-
196˚C) ซึ่งจะเป็นการเก็บรักษาน้ าเชื้อในรูปแบบของ sperm bank เพ่ือเก็บรักษาน้ าเชื้อไวใช้ในอนาคต 
ซึ่งประเทศไทยนั้นยังมีการรายงานการศึกษาเก่ียวกับการผลิตน้ าเชื้อแช่แข็งของไก่พ้ืนเมืองไทยน้อย และผล
การศึกษาค่อนข้างแปรปรวน ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปัญหาเกี่ยวกับการเลือกใช้สารเคมีต่างๆ ที่เกี่ยวข้องกับ
กระบวนการแช่แข็ง เช่น สาร extender สาร cryoprotectant และนอกจากนี้ยังมีสาเหตุมาจากการ
เลือกใช้เทคนิคการลดอุณหภูมิที่มีผลท าให้เซลล์อสุจิเกิดการถูกท าลายได้เช่นกัน  สาร cryoprotectant 
เป็นสารที่ส าคัญในกระบวนการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่โดยวิธีการแช่แข็ง  ซึ่งมีหน้าที่ปกป้องเซลล์ไม่ให้ถูก
ท าลายระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลาย ซึ่งสาร cryoprotectant แต่ละชนิดจะต้องมีความ
เข้มข้น และระยะเวลา (equilibration time) ที่เหมาะสม เพ่ือที่จะออกฤทธิ์และป้องกันการเซลล์ถูก
ท าลาย โดยสาร cryoprotectant ที่มีการน ามาใช้ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่ ได้แก่ glycerol, Dimethyl 
sulfoxide (DMSO), Dimethyl acetamide  (DMA), Dimethyl formamide (DMF) เป็นต้น และที่ผ่าน
มาได้มีการศึกษาผลของสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่ โดย Tselutin et 
al. (1999) ได้ศึกษาการใช้สาร glycerol, DMA และ DMSO ที่ระดับความเข้มข้น 4, 6, 8 และ 11% 
ร่วมกับ Lake’s diluted ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่สายพันธุ์ทางการค้า (type I99 roosters) พบว่าการใช้ 
glycerol (72-76%), DMA (62-68%) และ DMSO (20-27%) ให้ผลอัตราการมีชีวิตต่ ากว่าน้ าเชื้อสด (92-
94%) และเมื่อน าสาร 11%glycerol และ 6%DMA ร่วมกับ Lake’s diluent ไปศึกษาอัตราการผสมติด 
พบว่าการใช้ 6%DMA (84.1%) ที่มีการลดอุณหภูมิด้วยวิธี Pellet method ให้ผลอัตราการผสมติดไม่
แตกต่างจากน้ าเชื้อสด (94.7%) (P>0.05) ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Chalah et al. (1999) ที่พบว่า
การใช้ 6%DMA ร่วมกับ Lake’s diluent (88%) ที่มีการลดอุณหภูมิด้วยวิธี Pellet method ในการเก็บ
รักษาน้ าเชื้อไก่สายพันธุ์ทางการค้า (Shaver Starbro) ให้ผลอัตราการผสมติดไม่แตกต่างจากน้ าเชื้อสด 
(93%) นอกจากนี้จากการศึกษาของ เทวินทร์ และยุพิน (2551) ได้ศึกษาการใช้ 2%DMSO และ 
2%Ethylene glycol (EG) ร่วมกับ BPSE ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพบว่าการใช้ 2% DMSO 
(74.29%) และ 2%EG (59.28%) ให้ผลอัตราการผสมติดไม่แตกต่างกัน และให้ผลอัตราการผสมติดต่ ากว่า
น้ าเชื้อสด (96.61%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) Moreno et al. (2008) ได้ท าการศึกษาการเก็บ
รักษาน้ าเชื้อไก่ Capra pyrenaica โดยวิธีการแช่แข็งโดยใช้ Tris-citric acid glucose medium (TCG) 
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เป็นสาร extender ร่วมกับ 6%chicken egg yolk และ 6%quail egg yolk โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิ
แบบอังไอไนโตรเจนเหลวโดยวางตัวอย่างเหนือไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ 5 เซนติเมตร นาน 10 นาที 
พบว่า 6%chicken egg yolk (63.3%) ให้ผลอัตราการผสมติดสูงกว่าการใช้ 6% quail egg yolk 
(36.4%) (P<0.05) นอกจากนี้ Gee et al. (1993) ได้เก็บรักษาน้ าเชื้อไก่ American kestrel โดยวิธีการ
แช่แข็งโดยใช้ BPSE ร่วมกับ 4, 6, 8 และ 10% DMSO และใช้ freezer control ในการควบคุมการลด
อุณหภูมิ พบว่า 6%DMSO (62%) ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่า 10%DMSO (44%) (P<0.05) จากผล
การศึกษาเกี ่ยวกับสาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้ าเชื ้อไก่พบว ่าการเล ือกใช้สาร 
cryoprotectant ขึ้นอยู่กับสายพันธุ์ไก่ ระดับความเข้มข้นของสาร cryoprotectant และชนิดของสาร 
extender ส าหรับการศึกษาผลของสาร cryoprotectant ในไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวยังมีการศึกษา
ค่อนข้างน้อย จึงไม่สามารถสรุปได้ว่าสาร cryoprotectant ชนิดใดและระดับความเข้มข้นใดที่เหมาะสม
ส าหรับการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิม
ประสิทธิภาพการใช้สาร cryoprotectant ต่อการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 

ความส าเร็จของการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่โดยวิธีการแช่แข็งไม่เพียงแต่ขึ้นอยู่กับชนิดของสาร 
cryoprotectant และสาร extender ที่เหมาะสมเท่านั้น แต่ยังขึ้นอยู่กับอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม
ในการแช่แข็งด้วย ซึ่งหากมีการลดอุณหภูมิช้าเกินไปก็จะท าให้มีการสูญเสียน้ าจากภายในเซลล์ออกสู่
ภายนอกเซลล์ในปริมาณท่ีมาก ส่งผลให้เกิดภาวะเซลล์เหี่ยวและอาจท าให้ความเข้มข้นของตัวท าละลายทั้ง
ในสารละลายและในตัวอสุจิสูงเกินไป เมื่อตัวอสุจิสัมผัสอยู่กับสารละลายที่มีความเข้มข้นสูงเป็นเวลานาน ก็
จะท าเกิดอันตรายต่อเซลล์อสุจิได้ และหากมีการลดอุณหภูมิเร็วเกินไปจะท าให้น้ าภายในเซลล์เคลื่อนที่ออก
สู่ภายนอกเซลล์ได้น้อย ส่งผลให้เกิดผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ ซึ่งอาจท าให้เซลล์และออแกเนลถูกผลึกน้ าแข็ง
ทิ่มแทงได้ โดยวิธีการลดอุณหภูมิที่ใช้ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่โดยวิธีการแช่แข็งมี 3 วิธี คือ 1). การอังไอ
ไนโตรเจนเหลว ( LN2 vapour) โดยจะมีตะแกรงส าหรับวางหลอดน้ าเชื้อเหนือระดับไอไนโตรเจนเหลวที่
บรรจุอยู่ในภาชนะ (กล่องโฟม) และสามารถปรับระดับตะแกรงส าหรับวางหลอดน้ าเชื้อขึ้นลงได้ตามระดับที่
ต้องการ ซึ่งวิธีนี้มีข้อเสีย คือ ในกรณีที่มีตัวอย่างมากเกินไปอาจท าให้การกระจายของไอไนโตรเจนเหลวไม่
ทั่วถึง ซึ่งจะท าให้น้ าเชื้อที่เก็บรักษานั้นมีคุณภาพต่ า 2). การใช้ Freezer control วิธีการนี้มีหลักการ คือ 
การพ่นไอของไนโตรเจนเหลวเข้าไปในห้องเล็กๆ (chamber) ที่มีฉนวนอยู่โดยรอบ อัตราการพ่นไอของ
ไนโตรเจนเหลวเข้าไปขึ้นอยู่กับอัตราการลดอุณหภูมิที่ต้องการ ซึ่งการใช้ freezer control จะสามารถ
ควบคุมอัตราการลดอุณหภูมิได้ดีกว่าการลดอุณหภูมิด้วยวิธีอ่ืนๆ 3). การลดอุณหภูมิด้วยวิธี Pellet 
method ท าได้โดยหยดตัวอย่างลงบนภาชนะมีลักษณะเป็นถาดหลุม ที่วางอยู่บนน้ าแข็งแห้ง (-79oC) 
ตัวอย่างจะแข็งตัวมีลักษณะเป็นเม็ด และน าเม็ดน้ าเชื้อนั้นไปเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว (-196oC) ที่ผ่านมาได้
มีการรายงานการศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่โดยวิธีการแช่แข็ง โดยสุนทร 
และคณะ (2552) ได้ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิโดยใช้วิธีการอังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ 11 และ 
5 เซนติเมตร นาน 5, 10 และ 15 นาที โดยใช้ 10%glycerol และ 6%DMF ร่วมกับ Schramm ในการ
เก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว พบว่าการใช้ 10%glycerol (60%) ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่สูงกว่า 6%DMF (42.8%) (P<0.05) ขณะที่การใช้ 10%glycerol และ 6%DMF ให้ผลอัตราการมี
ชีวิตไม่แตกต่างกัน (P>0.05) เมื่อพิจารณาผลอัตราการผสมติดพบว่าการใช้ 6%DMF ให้ผลอัตราการผสม
ติดเพียง 22.80% ส าหรับ 10% glycerol ไม่ท าให้เกิดการผสมติด จากการศึกษาของ Tselutin et al. 
(1999) ได้ท าการศึกษาเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่สายพันธุ์ type I 99 โดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้การลดอุณหภูมิ 2 
วิธีคือ 1) ใช้ freezer control ที่อัตราการลดอุณหภูมิที่ 7oC/นาที จากอุณหภูมิ 5oC ถึง –35oC และใช้
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อัตราการลดอุณหภูมิ 20oC/นาที จากอุณหภูมิ -35oC ถึง -140oC 2) การลดอุณหภูมิด้วยวิธี Pellet 
method โดยใช้ Dry ice (-80 C) ซึ่งใช้ Lake’s diluent เป็นสาร extender ร่วมกับ Glycerol, DMSO 
และ DMA ที่ระดับความเข้มข้น 4, 6, 8, 11% พบว่าเมื่อใช้ Glycerol ให้ผลอัตราการมีชีวิตอยู่ในช่วง 72-
76% เซึ่งให้ผลอัตราการมีชีวิตสูงกว่า DMA (62-68%) และการใช้ DMSO (20-27%) ให้ผลอัตราการมีชีวิต
ต่ า นอกจากนี้ยังพบว่าหากต้องการลดอุณหภูมิโดยวิธี Pellet method ควรเลือกใช้สาร DMA เป็นสาร 
cryoprotectant แต่หากใช้การลดลดอุณหภูมิด้วย freezer control นั้นควรใช้ Glycerol เป็นสาร 
cryoprotectant และยังพบว่า DMSO เป็นพิษต่อเซลล์อสุจิมากที่สุด ขณะที่ glycerol เป็นพิษต่อเซลล์
อสุจิน้อยที่สุด และจากการศึกษาของ Seigneurin and Blesbois (1994) ได้ท าการศึกษาเก็บรักษาน้ าเชื้อ
ไก่ (SASSO, Sabrcs, France) โดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้ Freezer control ในการควบคุมการลดอุณหภูมิ
และเปรียบเทียบอัตราการลดอุณหภูมิที่ 5oC/นาที, 7oC/นาที  และ 10oC/นาที จากอุณหภูมิ 5oC ถึง -
90oC พบว่าที่อัตราการลดอุณหภูมิ 7oC/นาที ให้ผลอัตราการผสมติดสูงกว่าอัตราการลดอุณหภูมิที่ 5oC/
นาท ีและ 10oC/นาท ีแตใ่ห้ผลอัตราการผสมติดต่ ากว่าน้ าเชื้อสด (P<0.05) จากการรวบรวมเอกสารพบว่า
การเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิ ขึ้นอยู่กับชนิดของสาร cryoprotectant แต่อย่างไรก็ตามการศึกษาในไก่
พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวยังมีค่อนข้างน้อย จึงต้องมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการเลือกใช้
อัตราการลดอุณหภูมติ่อการเก็บรักษาน้ าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทที่ 3  
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
การศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้นและโดยวิธีการแช่แข็ง มี

การด้าเนินงานวิจัยทั้งในภาคสนามและในห้องปฏิบัติการ ในส่วนของห้องปฏิบัติการนั้นใช้ห้องปฏิบัติการ
สรีรวิทยาและกายวิภาคสัตว์ อาคารเครื่องมือ 3 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ส้าหรับการศึกษาในภาคสนาม
นั้นใช้ศูนย์วิจัยและบ้ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรี  จังหวัดปราจีนบุรี และฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเป็น
สถานที่ในการด้าเนินงานวิจัย โดยการศึกษาครั้งนี้แบ่งออกเป็น 3 การทดลอง คือ 

การทดลองที่ 1 ศึกษาชนิดของสาร extender ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาว แบบระยะสั้น 

การทดลองที่ 2 ศึกษาชนิดของสาร extender สาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 

การทดลองที่ 3 ศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 
โดยการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวทั้งและแบบระยะสั้นและโดยวิธีการแช่แข็ง มีการ
ประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อจากอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด  ซึ่งใช้วัสดุ อุปกรณ์ 
และสารเคมี พร้อมทั้งวิธีการศึกษา ดังนี้ 
3.1 วัสดุและอุปกรณ์ 

1. หลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร 
2. กระดาษทิชชู 
3. กระบอกน้้ากลั่น 
4. กระติกน้้าแข็ง 
5. ependorf ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
6. micropipette (ขนาด 10, 100, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร) 
7. small and large pipettes tips  
8. หลอดทดลองพลาสติกขนาด  5 และ 15 มิลลิลิตร  พร้อมฝาปิด  
9. beaker ขนาด 250, 100, 50, 25 มิลลิลิตร 
10. volumetric flasks ขนาด 250 มิลลิลิตร 
11. graduated sylinders ขนาด 25 มิลลิลิตร 
12. ขวดแก้วขนาด 250 มิลลิลิตร 
13. hemacytometer  
14. glass stirring rod  
15. counter  
16. rack 
17. กระดาษ lable 
18. เทปใส 
19. ปากกา lable 
20. vortex  mixer  
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21. pH meter 
22. osmometer 
23. ตู้เย็น 
24. slides และ cover slides 
25. ไม้จิ้มฟัน 
26. หลอดแช่แข็ง (french straws) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
27. forcept 
28. ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
29. ขวดสีชา ขนาด 50 มิลลิลิตร         
30. กระดาษเช็ดเลนส์ 
31. แผ่น DVD 
32. ไม้ขีด 
33. เข็มเขี่ย 
34. Liquid nitrogen containers dewar 20 XT (Taylor-Wharton U.S.A.) 
35. Liquid nitrogen storage with dispenser 
36. cryobath 
37. cryochamber 
38. cryocane 
39. cryo gloves 
40. freezer control (CL 3300) 
41. computer and software operating manual (cryogenesis version 4 for windows) 
42. compound microscope and Stereo  microscope 
43. Image j software 
44. Computer Assisted Semen Analysis (CASA) 

3.2 สำรเคมี 
1. Water cell culture grade 
2. ไนโตรเจนเหลว 
3. Sodium cholride 
4. sodium acetate 
5. potassium citrate  
6. sodium glutamate  
7. dipotassium hydrogen phosphate  
8. potassium dihydrogenphosphate 
9. Fructose 
10. Tes(N-Tris(hydrxy methal) methyl-2-amino ethane sulfonic acid) 
11. magnesium acetate  
12. potassium acetate  
13. Polyvinylpyroridone (PVP) 
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14. sodium dihydrogen phosphate 
15. Glucose 
16. Inositol 
17. Protamine sulfate 
18. Anhydrous sodium  hydrogen phosphate 
19. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
20. Dimethyl acetamide (DMA) 
21. Glycerol 
22. Dimethyl sulfonamide (DMF) 
23. Eosin B 
24. Nigrosin 
25. Sodium citrate dehydrate 
26. น้้ายาเช็ดเลนส์ 
27. น้้ายาเคลือบเล็บ 
28. immersion Oil 

 
3.3 วิธีกำรศึกษำ 

3.3.1 กำรคัดเลือกพ่อพันธุ์ไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหำงขำว 
คัดเลือกไก่ตั้งแต่อายุ 6 เดือน ที่มีความสมบูรณ์พันธุ์และมีลักษณะเด่นตรงตามสายพันธุ์เหลืองหางขาว 

คือ ด้านบนของหงอนหินบางเรียบ ปลายหงอนยาวเลยตา โคนหงอนโค้งติดกับศรีษะ ลักษณะล้าตัวและอก
แน่น มีเนื้อเต็ม กระดูกอกยาวตรง หลังเป็นแผ่นกว้างมีกล้ามเนื้อมาก เรียบตรงไม่โค้งนูน ไหล่กว้างยกตั้งตรง 
คอใหญ่ กระดูกคอถี่ ปั้นขาใหญ่ กล้ามเนื้อมาก เนื้อแน่น แข็งแรง ผิวหนังขาวอมเหลือง สีขนล้าตัวด้ามีขาวแซม
บ้างที่หัว หัวปีก ข้อขา สร้อยคอเหลืองชัดเจน ยาวประบ่า สร้อยหลังเป็นสีเดียวกับสร้อยคอเรียงกันเต็มแผ่น
หลัง เริ่มจากโคนคอถึงโคนหาง เส้นขนละเอียดยาวเป็นระย้า สร้อยปีกสีเดียวกับสร้อยคอเรียงกันแน่นเต็ม
บริเวณหัวปีกถึงปีกชัย ขนหางกะลวยมีสีขาวพุ่มออกยาว ขนหางควรพุ่งตรงและยาว ปลายโค้งตกลงเล็กน้อย 
ขาแข้งมีเดือยขาวอมเหลืองสีเดียวกับปาก เกล็ดแข็งแน่นหนาเรียบ เดือยใหญ่แข็งแรง  นิ้วยาว เล็บสีขาวอม
เหลือง ไม่มีสีด้าปน 

3.3.2 กำรรีดน้ ำเชื้อ                                                                              
ในการศึกษาครั้งนี้ใช้พ่อพันธุ์ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวจากศูนย์วิจัยและบ้ารุงพันธุ์สัตว์กบินทร์บุรี 

จังหวัดปราจีนบุรี และฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อายุประมาณ 7 เดือนขึ้นไป จ้านวน 60 ตัวโดยจะ
รีดสัปดาห์ละ 2 ครั้ง การรีดน้้าเชื้อจะมีผู้รีด 2 คน คือ คนอุ้มไก่จะกระชับพ่อไก่ไว้ที่เอวยื่นหางไก่ออกข้างหน้า
หัวไก่อยู่ด้านหลังของคนอุ้ม มือหนึ่งจะจับขาไก่ทั้ง 2 ข้างรวบเข้าหากัน โดยใช้นิ้วชี้และนิ้วกลางอยู่ระหว่างขา
ทั้งสอง แล้วใช้มืออีกข้างหนึ่งลูบหลังพ่อไก่เบาๆ จากโคนปีกผ่านมาที่หลังและโคนหางพอถึงโคนหางใช้
นิ้วหัวแม่มือและนิ้วชี้บีบกระตุ้นอย่างรวดเร็วที่โคนหาง ไก่จะแสดงปฏิกิริยากระดกหางขึ้น พร้อมกับดันอวัยวะ
เพศรูปร่างเป็นลอนคู่ปลายแหลมยื่นออกมาจากรูทวาร ซึ่งอวัยวะดังกล่าวเป็นที่เก็บน้้าเชื้อและฉีดน้้าเชื้อ คนรีด
อีกคนหนึ่งจะใช้ภาชนะที่สะอาดรองรับน้้าเชื้อที่ไหลออกมาดังแสดงในภาพที่ 1 ข้อควรระวัง ก่อนรีดน้้าเชื้อ
จะต้องท้าความสะอาดบริเวณทวารด้วยน้้ากลั่นหรือน้้าสะอาด และใช้กระดาษทิชชู่ซับ เพ่ือป้องกันการ
ปนเปื้อนจากน้้า และอุจจาระ ซึ่งน้้าเชื้อที่น้ามาท้าการเก็บรักษาจะต้องไม่ปนเปื้อนจากสิ่งดังกล่าว และจะท้า
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การประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิของพ่อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวเป็นรายตัว โดยน้้าเชื้อที่จะ
น้ามาศึกษานั้นจะต้องมีอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ 75% ขึ้นไป จากนั้นน้าน้้าเชื้อที่รีดได้มาผสมรวมกันก่อน
น้าไปศึกษาต่อไป  

 

 
ภำพที่ 1 การรีดน้้าเชื้อไก่ 

 
 
 
3.3.3 กำรศึกษำส่วนประกอบไอออนของน้ ำเลือด ค่ำ pH และค่ำออสโมลำลิตี้ของน้ ำเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์
เหลืองหำงขำว  
 เนื่องจากน้้าเชื้อไก่มีปริมาตรน้อย ในการศึกษาครั้งนี้จึงใช้น้้าเลือดของไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว
เพ่ือศึกษาส่วนประกอบไอออน โดยการน้าเลือดที่ได้จากการเจาะเส้นเลือดบริเวณปีก (Wing vain) มาท้าการ 
centrifuged ที่ความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4˚C เป็นเวลา 30 นาที โดยการใช้เครื่อง universal 
high speed centrifuges รุ่น Z 323 K (Hermle Labortechnik, Wehingen, Germany) หลังจากการ 
centrifuged จะสังเกตเห็นได้ว่าตัวอย่างเลือดมีการแยกออกเป็นสองส่วน โดยส่วนล่างจะมีลักษณะสีแดงเข้ม 
คือ เม็ดเลือด และส่วนบนจะมีลักษณะเป็นสีเหลืองใส คือ น้้าเลือด (plasma) จากนั้นน้าไมโครไปเปตดูดส่วน
ของน้้าเลือดใส่ ependrof ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และน้าไปเก็บไว้ที่อุณหภูมิ -80˚C เพ่ือน้าไปศึกษา
ส่วนประกอบของไอออนชนิดต่างๆ ได้แก่ แคลเซียม และแมกนีเซียม โดยใช้เครื่อง Cobas Integra 800 
(Roche, Nannhein, Germany) และวิเคราะห์ โซเดียม โพแทสเซียม และคลอไรด์ ด้วยเครื่อง NOVA 4 CRT 
(Nova Biomedical, Waltham, USA) เป็นต้น ส้าหรับค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้ของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาว ท้าได้โดยน้าน้้าเชื้อไก่มาวัดค่า pH ด้วยเครื่อง Hach pH Meter รุ่น EC10 (Hach, Loveland, 
USA) และท้าการวัดค่าออสโมลาลิตี้ด้วยเครื่อง Fiske Associates Osmometer รุ่น 210 (Fiske Associates, 
Massachusetts, USA) 
 

3.3.4 วิธีประเมินคุณภำพน้ ำเชื้อ 
3.3.4.1 กำรประเมินลักษณะทำงกำยภำพของน้ ำเชื้อ  
ควรสังเกตทันทีภายหลังจากการรีดน้้าเชื้อ โดยดูสี ความเข้มข้น และสิ่งเจือปน เช่น อุจาระ 

ปัสสาวะ และของเสียอื่นๆ โดยน้้าเชื้อที่จะน้ามาศึกษาต้องปราศจากสิ่งปนเปื้อน (อุจาระ ปัสสาวะ) 
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3.3.4.2 กำรหำควำมเข้มข้นของน้ ำเชื้อ (จ ำนวนอสุจิต่อหนึ่งมิลลิลิตร) 
การหาความเข้มข้นของน้้าเชื้อหาได้โดยท้าการเจือจางน้้าเชื้อสดด้วยน้้ากลั่น  ในอัตราส่วน

น้้าเชื้อต่อน้้ากลั่นเท่ากับ 1: 1,000 เท่า ขณะที่ท้าการดูดน้้าเชื้อควรใช้กระดาษทิชชู่ซับน้้าเชื้อส่วนเกินที่ติดมา
กับ pipettes tips จากนั้นท้าการนับจ้านวนอสุจิ โดยใช้สไลด์ส้าหรับนับเม็ดโลหิต (heamacytometer 
counting chamber) (ภาพที่ 2 ก) ภายใต้กล้อง compound microscope (40X) นับจ้านวนอสุจิจากมุม
บน-ล่าง ทั้ง 4 มุม และช่องตรงกลาง รวม 5 ช่อง (ภาพที่ 2 ข) แล้วน้ามาค้านวณหาค่าเฉลี่ยจ้านวนอสุจิที่นับได้
ต่อ 1 มิลลิลิตร ดังนี้ 

 
จ้านวนอสุจิ / มิลลิลิตร =   (รวมจ้านวนอสุจิที่นับได้ท้ัง 5 บริเวณ / 5) × 25 × dilution rate × 104  
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 ภำพที่ 2 สไลด์ส้าหรับนับเม็ดโลหิต (heamacytometer counting chamber, ก) บริเวณท่ีนับ 
 จ้านวนอสุจิทั้ง 5 บริเวณ (1, 2, 3, 4 และ 5, ข)   

 
3.3.4.3 ศึกษำอัตรำกำรเคลื่อนที่ของอสุจิ 
การศึกษาอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิมีวิธีการศึกษา 3 วิธี คือ 

  วิธีที่ 1 เป็นวิธีการศึกษาอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่ใช้ในภาคสนามก่อนน้าน้้าเชื้อมา
ท้าการศึกษา ท้าได้โดยการหยดน้้าเกลือ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) ลงบนสไลด์ และหยดน้้าเชื้อ 1 ไมโครลิตร 
จากนั้นใช้ไม้จิ้มฟันเขี่ยน้้าเกลือมาแตะกับน้้าเชื้อเพียงเล็กน้อย แล้วสังเกตการเคลื่ อนที่ภายใต้กล้อง 
compound microscope (10X) โดยให้เกณฑ์การเคลื่อนที่ของอสุจิ ดัดแปลงจาก Guest (1973) ดัง
รายละเอียดในตารางที่ 1 
ตำรำงท่ี 1 หลักเกณฑ์กำรสังเกตอัตรำกำรเคลื่อนที่ของอสุจิ 

ดัดแปลงจาก: Guest (1973) 

หลักเกณฑ์ คะแนน กำรเคลื่อนที่ (%) 
อสุจิทุกตัวเคลื่อนที่ 
อสุจิส่วนใหญ่เคลื่อนที่ (3/4) 
อสุจิบางตัวเคลื่อนที่ (2/4) 
อสุจิส่วนใหญ่ไม่เคลื่อนที่ มีเพียงเล็กน้อยที่เคลื่อนที่ (1/4) 
อสุจิไม่มีการเคลื่อนที ่
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โดยน้้าเชื้อที่จะน้ามาศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้นและโดยวิธีการแช่
แข็งนั้น ต้องมีการเคลื่อนที่มากกว่า 75%  

วิธีที่ 2 เป็นวิธีการศึกษาอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ ซึ่งจะแบ่ง
ออกเป็น 2 วิธี คือ 1). ใช้โปรแกรม Image J ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่ท้าการเก็บรักษาแบบ
ระยะสั้น ท้าได้โดยการน้าตัวอย่างที่มีอัตราการการเจือจาง 1:3 (Sperm:Extender) มาเจืออีกครั้งด้วยสาร 
extender ที่อัตราการเจือจาง 1:60 (diluted milt: extender) และใช้ micropipette ดูดตัวอย่าง 5 
ไมโครลิตร โหลดลงบน Dual Slided Sperm Analysis ที่ปิดด้วย Cover Glass (Hamilton Thorne 
Biosciences, Beverly, MA, USA)  แล้วสังเกตการเคลื่อนที่ภายใต้กล้องจุลทรรศน์แบบ compound รุ่น 
Axioskop 40 ที่ก้าลังขยาย 10X และท้าการอัดวีดีโอนาน 10 วินาที โดยใช้กล้องถ่ายวีดีโอรุ่น Sony Model 
SSC-E458P color video camera SuperExwave ซึ่งต่ออยู่กับกล้องจุลทรรศน์ จากนั้นน้าภาพวีดีโอที่ได้มา
วิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Image J โดยมีการก้าหนดค่า sperm tracker ดังรายละเอียดในตารางที่ 2 (ดัดแปลง
จาก Sontakke et al. (2004))  
 
ตำรำงท่ี 2 ค่ำ Sperm tracker 
Minimum sperm size (pixels) 5 
Maximun sperm size (pixels) 30 
Minimum track length (frames) 30 
Maximun sperm velocity between frame (pixels) 20 
Minimum VSL for motile (um/s) 4 
Minimum VAP for motile (um/s) 5 
Minimum VCL for motile (um/s) 5 
Low VAP speed (um/s) 5 
Maximum percentage of path with zero VAP 1 
Maximum percentage of path with low VAP 25 
Low VAP speed 2 (um/s) 25 
Low VCL speed (um/s) 35 
High WOB (percent VAP/VCL) 80 
High LIN (percent VSL/VAP) 80 
High WOB two (percent VAP/VCL) 50 
High LIN two (percent VSL/VAP) 60 
Frame Rate (frames per second) 60 
Microns per 1000 pixels ต้อง set scale 
Print xy co-ordinate for all tracked sperm 0 
Print motion characteristics for all motile sperm 0 
Print median values for motion characteristics  0 
ดัดแปลงจาก: Sontokke et al. (2004)  
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2). ใช้เครื่อง Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุ่น version 10 HTM-IVOS (Hamilton 
Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA) ส้าหรับประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่ท้าการเก็บรักษา
โดยวิธีการแช่แข็ง ท้าได้โดยการน้าตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งมาเจืออีกครั้งด้วยสาร extender ที่อัตราการเจือจาง 
1:15 (Frozen semen: Extender) และใช้ micropipette ดูดตัวอย่าง 5 ไมโครลิตร โหลดลงบน Dual 
Slided Sperm Analysis ที่ปิดด้วย Cover Glass (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA)  
ที่วางอยู่บน stage ของเครื่อง IVOS จากนั้นเลื่อน stage เข้าไปในเครื่อง IVOS และท้าการวิเคราะห์ โดยมีการ
ก้าหนดค่า Analysis setup ดังรายละเอียดในตารางที่ 3 (ดัดแปลงจาก Sontakke et al. (2004)) 
 
ตำรำงท่ี 3 ค่ำ Analysis setup 
Temperature (˚C) 37.0 
Apply sort 0 
Frames Acquired 30 
Frames rate (Hz) 60 
Minimum contrast 25 
Minimum Cell Size (pixels) 4 
Minimum Static Contrast 15 
Straightness (STR) Threshold (%) 80 
VAP Cutoff  (µm/sec) 5 
Prog. Min VAP (µm/sec) 20 
VSL Cutoff (µm/sec) 20 
Cell Size (pixels) 4 
Cell Intensity 50 
Static Head Size 0.72-8.82 
Static Head Intensity 0.14-1.84 
Static Elongation 0-47 
Slow Cell Motile Yes 
Magnification 1.92 
Video Frequncy 60 
Bright Field No 
Chamber depth (µm) 20 
Field Selection Mode Auto 
ดัดแปลงจาก: Sontakke et al. (2004) 
  
  3.3.4.4 ศึกษำอัตรำกำรมีชีวิตรอด 
  การศึกษาอัตราการมีชีวิตรอดใช้เทคนิคการย้อมสีด้วย Eosin และ Nigrosin โดยมีวิธีการ
เตรียมสีย้อมและข้ันตอนการศึกษาอัตราการมีชีวิตรอดดังนี้ 
  วิธีกำรเตรียมสีย้อม 
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  ชั่ง  Eosin B 1 กรัม, Nigrosin  5 กรัม, Sodium citrate dehydrate 1.5 กรัม ใส่ใน 
Beager และเติมน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร โดยให้ความร้อนขณะเตรียมสารเพราะสารจะไม่ละลาย เมื่อ
สารละลายเข้ากันดีแล้วน้าไปกรอง จนไม่มีตะกอนเหลืออยู่ แล้วน้าสีย้อมที่ได้เก็บไว้ในขวดสีชาโดยเก็บที่
อุณหภูมิห้อง 
  วิธีกำรศึกษำอัตรำกำรมีชีวิตมีขั้นตอนดังนี้ 

- หยดสี Eosin-Nigrosin dye ลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) แล้วหยดน้้าเชื้อ 
ตัวอย่างข้างๆ สีย้อมประมาณ 1 ไมโครลิตร 

- ใช้เข็มเข่ียคนน้้าเชื้อกับสีย้อมให้เข้ากันจากนั้นใช้แผ่นสไลด์อีกแผ่นหนึ่งเกลี่ยน้้าเชื้อให้ 
กระจายบางๆ โดยเกลี่ยเพียงครั้งเดียว 

- น้าแผ่นสไลด์ที่ smear แล้ว ผึ่งให้แห้งในอุณหภูมิห้อง 
- หยดน้้ายาทาเล็บลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด แล้วปิดด้วย cover slide น้าไปส่องดูภายใต้

กล้อง 
compound microscope ก้าลังขยาย 100 เท่า 

- นับจ้านวนเซลล์ตัวเป็นและตัวตายโดยการสุ่มนับ 5 บริเวณๆ ละ 20 เซลล์ โดยที่เซลล์ตัว 
เป็นจะมีลักษณะสีขาวไม่ติดสีย้อม ส่วนตัวตายจะติดสีย้อมเป็นสีชมพูแดงหรือสีม่วงเข้มดังแสดงในภาพที่ 3  
 

 
 

ภำพที่  3 อสุจิมีชีวิตมีลักษณะสีขาว และอสุจิตายจะติดสีชมพูแดงหรือสีม่วงเข้ม เมื่อย้อมด้วยสี  
                      Eosin - nigrosin (ภายใต้กล้อง compound microscope ก้าลังขยาย 100 เท่า) 

 
3.3.4.5 กำรศึกษำอัตรำกำรผสมติด 

  การศึกษาอัตราการผสมติดในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะ
สั้นและโดยวิธีการแช่แข็งเป็นการศึกษาในภาคสนามที่มีวิธีการศึกษาดังนี้ 

ตวัตาย ตวัเป็น 
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  ใช้แม่ไก่สายพันธุ์ Isa Brown (จากฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี) อายุระหว่าง 7 
เดือน ถึง 1 ปี จ้านวน 300 ตัว ซึ่งจะท้าการผสมเทียม 2 ครั้ง วันเว้นวัน นาน 1 สัปดาห์ โดยการศึกษาการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น จะใช้จ้านวนตัวอสุจิต่อแม่ไก่ 1 ตัว  ( total number 
spermatozoa/hen) เท่ากับ 300 x 106 และจะเริ่มเก็บไข่ภายหลังจากการผสมเทียม 1 วันต่อเนื่องเป็น
ระยะเวลา 1 สัปดาห์ โดยจะท้าการเก็บไข่ทุกวันในช่วงบ่ายและน้าไข่เข้าฟักทุกๆ 1 สัปดาห์ โดยการเรียงไข่ลง
ในถาดฟักและน้าเข้าตู้ฟักที่มีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส ซึ่งถาดไข่จะวางเอียงท้ามุม 45 องศา และมีการกลับ
ไข่ทุกๆ 1 ชั่วโมง จากนั้นตรวจสอบการผสมติดโดยการส่องไข่ที่อายุฟัก 10 วัน แล้วน้าจ้านวนไข่ที่ผสมติดมา
ค้านวณหาอัตราการผสมติดดังนี้ 
  อัตราการผสมติด  =  (จ้านวนไข่ที่ผสมติด / จ้านวนไข่ที่เข้าฟัก) x 100 

 
3.3.5 ขั้นตอนและวิธีกำรเก็บรักษำน้ ำเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหำงขำว แบบระยะสั้นและโดยวิธีกำรแช่

แข็ง 
การเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้นและโดยวิธีการแช่แข็งแบ่งออกเป็น 3 

การทดลอง ดังนี้ 
กำรทดลองท่ี 1 ศึกษำชนิดของสำร extender ที่เหมำะสมส ำหรับกำรเก็บรักษำน้ ำเชื้อไก่พื้นเมือง

พันธุ์เหลืองหำงขำวแบบระยะสั้น มีขั้นตอนกำรทดลองดังนี้ 
ขั้นตอนกำรทดลอง 

1. ท้าการเตรียมสาร extender 5 สูตร ได้แก่ Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300, 
350 และ 400 mOsm/kg, BPSE, Lake's diluted, IGGKP และ EK  ตามส่วนประกอบดังแสดงในตารางที่ 4 
โดยใช้ 0.9%NaCl ร่วมกับ 0.2%glucose เป็นกลุ่มควบคุม ท้าการวัดค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้ของสาร 
extender น้าสาร extender ที่เตรียมไว้ใส่ขวดแก้วปิดฝาให้สนิทเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5˚C 
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ตำรำงท่ี 4 ส่วนประกอบทางเคมี (g/v) ของสาร extender ที่ใช้เจือจางน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 

Composition 
 

Dilutent (g/25ml) 

Control 
 

Modified 
extender 

Modified 
extender 

Modified 
extender BPSE 

 

Lake's 
diluent 

 

IGGKP 
 

EK 
 

300mOsm/kg 350mOsm/kg 400mOsm/kg 

Sodium chloride 0.2250 - - - - - - - 

magnesium acetate - 0.0200 0.0200 0.0200 0.0085 0.0292 - - 

sodium acetate - - - - 0.1075 - - - 

potassium citrate - 0.1000 0.1000 0.1000 0.0170 - 0.0371 0.0350 

sodium glutamate - 0.5000 0.5000 0.5000 0.2442 0.5311 0.3873 0.3873 

dipotassium hydrogen phosphate - - - - 0.4160 - - - 

potassium dihydrogen phosphate - - - - 0.0163 - - - 

Fructose - 0.0494 0.2662 0.5392 - 0.2000 - 0.0500 

Tes(N-Tris(hydrxy methal) 
methyl-2-amino ethane sulfonic acid 

- 0.2500 0.2500 0.2500 0.0488 - - - 

potassium acetate - - - - - 0.1480 - - 

Polyvinylpyroridone(PVP) - - - - - 0.0750 - 0.0250 

Glucose 0.0500 - - - 0.1250 - 0.2250 0.1750 

sodium dihydrogen phosphate - - - - - - 0.0525 0.0525 

Inositol - - - - - - 0.2250 0.1750 

Protamine sulfate - - - - - - - 0.0050 

Anhydrous sodium  hydrogen phosphate - - - - - - 0.2450 0.2450 

Osmolarity (mOsm kg-1) 297±0.58 303±1.73 353±2.00 404±1.73 377±1.53 363±0.58 384±2.65 391±1.00 

pH 6.59±0.02 7.44±0.02 7.45±0.01 7.42±0.03 7.53±0.02 7.18±0.02 7.62±0.02 7.61±0.01 
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2. น้าน้้าเชื้อสดที่มีอัตราการเคลื่อนที่ 75% ขึ้นไป มาเจือจางกับสาร extender ทั้ง 5 สูตร และกลุ่ม
ควบคุมท่ีเตรียมไว้ในอัตราส่วนน้้าเชื้อสดต่อสาร extender  1:3  ใน efpendrof ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ผสมให้
เข้ากันโดยการกลับหลอดไปมาอย่างเบาๆ หลังจากนั้นน้ามาเก็บในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จากนั้น
ท้าการทดสอบอัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการมีชีวิต ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน ดังแผนการทดลอง
แสดงในตารางที่ 5 
 
ตำรำงที่ 5 แผนการทดลองผลของสาร extender 5 ชนิด (Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ
ต่างๆ (300, 350 และ 400 mOsm/kg), BPSE, Lake's diluent, IGGKP และ EK) ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น โดยใช้ 0.9%NaCl ร่วมกับ 0.2%glucose เป็นกลุ่มท
ควบคุม และท้าการทดสอบอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิตรอด ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน  

กลุ่มการทดลอง สาร extender 
อัตราการเคลื่อนที่ (%) อัตราการมีชีวิต (%) 
ระยะเวลาการเก็บ (วัน) ระยะเวลาการเก็บ (วัน) 

1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 7 
1 Control               

2 
Modified extender 

300 mOsm/kg 
              

3 
Modified extender 

350 mOsm/kg 
              

4 
Modified extender 

400 mOsm/kg 
              

5 BPSE               
6 Lake’sdiluent               
7 IGGKP               
8 EK               
 

3.   น้าสาร extender ที่ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่มากกว่า 60% ได้แก่ Modified extender ที่มีค่าออสโม
ลาลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 mOsm/kg), BPSE, Lake’s diluent และกลุ่มควบคุม (0.9%NaCl 
ร่วมกับ 0.2%glucose) มาท้าการทดสอบอัตราการผสมติดที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1-5 วัน ดังแผนการ
ทดลองแสดงในตารางที่ 6 โดยขั้นตอนและกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบ
ระยะสั้นดังแสดงในแผนภาพที่ 4 
 

 
ตำรำงที่ 6 แผนการทดลองผลของสาร extender 5 ชนิด (Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ
ต่างๆ (300, 350 และ 400 mOsm/kg), BPSE, Lake's diluent, IGGKP และ EK) ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น โดยใช้ 0.9%NaCl ร่วมกับ 0.2%glucose เป็นกลุ่ม
ควบคุม และท้าการทดสอบอัตราการผสมติด ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1-5 วัน  

กลุ่มการทดลอง สาร extender อัตราการผสมติด (%) 
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ระยะเวลาการเก็บ (วัน) 
1 2 3 4 5 

1 Control      
2 Modified extender 300 mOsm/kg      
3 Modified extender 350 mOsm/kg      
4 Modified extender 400 mOsm/kg      
5 BPSE      
6 Lake’sdiluent      
7 IGGKP      
8 EK      

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

คัดเลือกไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวตัวผู้ที่มีลักษณะตรงตามสายพันธุ์และสมบูรณ์พันธุ์
สมบูรณ์พันธุ์ 

เก็บน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว และตรวจคุณภาพน้้าเชื้อ 
สมบูรณ์พันธุ์ 

ตรวจการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
สมบูรณ์พันธุ์ 

อัตราการเคลื่อนที่เกิน  75% 
สมบูรณ์พันธุ์ 

เจือจางน้้าเชื้อด้วยสาร extender ใน efpendrof ขนาด 1.5  
ml มิลลิลิตร 

อัตราการเคลื่อนที่
น้อยกว่า 75% 

คัดท้ิง 
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ภำพที่ 4 กระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว แบบระยะสั้น 
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กำรวิเครำะห์ผลทำงสถิติ 
วิเคราะห์ผลของสาร extender 5 ชนิด (Modified extender ทีม่ีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 

350 และ 400 mOsm/kg), BPSE, Lake's diluent, IGGKP และ EK) ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น โดยใช้ 0.9%NaCl ร่วมกับ 0.2%glucose เป็นกลุมควบคุม โดยมี
การวางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized Desing) ที่มีการวัดซ้้า (Repeated 
Measurements) ซึ่งในแต่ละทรีทเมนต์จะท้าการทดสอบอัตราการเคลื่อนที่ 10 ซ้้าต่อทรีทเมนต์ ทดสอบอัตรา
การมีชีวิต 5 ซ้้าต่อทรีทเมนต์ และทดสอบอัตราการผสมติด 3 ซ้้าต่อทรีทเมนต์ ก่อนวิเคราะห์ความแปรปรวน
น้าผลอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine 
Transformation จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวนระหว่างทรีทเมนต์ (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ 
CRD ที่มีการวัดซ้้า และเปรียบเทียบผลของสาร extender แต่ละชนิดที่ระยะเวลาการเก็บต่างๆ โดยการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ One way ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉลี่ยระหว่างทรีทเมนต์ด้วย
วิธี Duncan’s test ที่ระดับนัยส้าคัญ P<0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS Version 10 

 
กำรทดลองท่ี 2 ศึกษำชนิดของสำร extender และสำร cryoprotectant ที่เหมำะสมส ำหรับกำร

เก็บรักษำน้ ำเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหำงขำวโดยวิธีกำรแช่แข็ง 
 ท้าการศึกษาชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษา
น้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง ในการศึกษาครั้งนี้ใช้สาร extender 3 ชนิด ได้แก่ 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 mOsm/kg, BPSE และ Lake’s diluent ร่วมกับสาร
cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่  6%DMA, 6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol โดยมีขั้นตอนการ
ทดลองดังนี ้
 ขั้นตอนกำรทดลอง  

1. เตรียมสาร extender (Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 mOsm/kg, BPSE และ 
Lake’s diluent) วัดค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้ ใส่ขวดแก้วปิดฝาให้สนิทเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5˚C 

2. เตรียมสาร cryoprotectant  4 ชนิด ได้แก่ 6%DMA, 6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol 
โดยใช้สาร extender ที่เตรียมไว้ในข้อ 1 เป็นตัวท้าละลาย และน้าสาร cryoprotectant ที่เตรียมไว้ใส่ขวดสี
ชาปิดฝาให้สนิทเก็บรักษาไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 4-5˚C 

3. น้าน้้าเชื้อสดที่มีอัตราการเคลื่อนที่ 75% ขึ้นไปมาเจือจางด้วยสาร extender ที่เตรียมไว้ในข้อ 1 ใน
อัตราส่วน 1:3 (Sperm: Extender) ผสมให้เข้ากัน หลังจากนั้นเติมสาร cryoprotectant แต่ละชนิด 
(6%DMA, 6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol) โดยใช้สัดส่วน 1: 3 (diluted milt: cryodiluent) ซึ่ง
มีขั้นตอนและกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง ดังแสดงใน
แผนภาพที่ 5 และแผนการทดลองดังแสดงในตารางที่ 7 

 
 
 
 

 
 

คัดเลือกไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวตัวผู้ที่มีลักษณะตรงตามสายพันธุ์และสมบูรณ์พันธุ์
สมบูรณ์พันธุ์ 

เก็บน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว และตรวจคุณภาพ
น้้าเชื้อ 

สมบูรณ์พันธุ์ 
ตรวจการเคลื่อนที่ของอสุจิ 

สมบูรณ์พันธุ์ 
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ภำพที่ 5 กระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 
 
 
 
 
 
 

ตำรำงที่ 7 แผนการทดลองผลของสาร extender 3 ชนิด (Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 
350 mOsm/kg, BPSE และ Lake’s diluent) ร่วมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด (6%DMA, 6%DMF, 
10%DMSO และ 11%Glycerol) ต่อการเก็บรักษาน้้าเชื้อพ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง  

กลุ่ม 
กำรทดลอง 

สำร  
extender 

สำร  
cryoprotectant 

อัตรำกำรเคลื่อนที่ 
(%) 

อัตรำกำร   
เคลื่อนที่รวม (%) 

อัตรำกำรมีชีวิต 
(%) 
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1 Modified 
extender 
350 
mOsm/kg 

6%DMA    
2 6%DMF    
3 10%DMSO    
4 11%Glycerol    
      
5 BPSE 6%DMA    
6 6%DMF    
7 10%DMSO    
8 11%Glycerol    
      
9 Lake’s 

diluent 
6%DMA    

10 6%DMF    
11 10%DMSO    
12 11%Glycerol    
13 กลุ่มควบคุม (น้้าเชื้อสด)    

 
4. ใช้ micropipet ดูดน้้าเชื้อปริมาณ 240 ไมโครลิตร ใส่หลอดแช่แข็ง (French straw ขนาด 250 

ไมโครลิตร) แล้วปิดหลอดแช่แข็งโดยใช้ forcep ลนไฟจนร้อนแล้วหนีบปากหลอดแช่แข็ง ซึ่งหลังจากการเติม
สาร cryoprotectant จะเริ่มจับเวลาจนถึงการน้าหลอดแช่แข็งใส่ลงใน cryochamber โดยใช้เวลาประมาณ 
10 นาท ี

5. การเตรียม freezer control และคอมพิวเตอร์เพ่ือควบคุมการลดอุณหภูมิ ท้าได้โดยเติม
ไนโตรเจนเหลว (LN2) ลงใน cryobath ให้สูงประมาณ 15 เซนติเมตร จากนั้นใส่ cryochamber ลงใน 
cryobath แล้วปิดฝา โดยที่ cryochamber ต่ออยู่กับ freezer control (CL 3300) และ freezer control 
ต่ออยู่กับคอมพิวเตอร์อีกทีเพ่ือควบคุมการท้างานของ freezer control จากนั้นเลือกอัตราการลดอุณหภูมิ
ดัดแปลงตามวิธีของ Tselutin et al. (1999) โดยลดอุณหภูมิ 7˚C/นาที จากอุณหภูมิ 5˚C ถึง -35˚C และลด
อุณหภูมิ 20 7˚C/นาที จากอุณหภูมิ -35˚C ถึง -90˚C โดยใช้เมนู execute โปรแกรม Cryogenesis version 
4 น้า straw ที่บรรจุตัวอย่างน้้าเชื้อใส่ลงใน cryochamber ปิดฝา แล้วท้าการ run program จากนั้นรอให้
คอมพิวเตอร์ และ freezer control ท้างานจนอุณหภูมิที่ freezer control ถึง- 90˚C (ภาพท่ี 6) จึงน้า straw 
ออกจาก cryochamber เก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196˚C เป็นเวลา 2 วัน จากนั้นน้าไป
ทดสอบอัตราการเคลื่อนทีร่วม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิต  
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ภำพที่ 6 ชุดควบคุมการลดอุณหภูมิในระหว่างกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองโดยใช้ 
Freezer control (CL 3300) ร่วมกับ cryogenesis version 4 

 
 กำรวิเครำะห์ผลทำงสถิติ 
 การศึกษาชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ที่มีการจัดทรีทเมนต์แบบ 3x4 
factorial คือใช้สาร extender 3 ชนิด ได้แก่ Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 
mOsm/kg, BPSE และ Lake’s diluent ร่วมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ ได้แก่ 6%DMA, 
6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol โดยใช้น้้าเชื้อสดเป็นกลุ่มควบคุม ซึ่งในแต่ละทรีทเมนต์ได้ท้าการ
ทดสอบอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่รวม และอัตราการมีชีวิต 3 ซ้้าต่อทรีทเมนต์ ก่อนการวิเคราะห์
ความแปรปรวนน้าผลอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการเคลื่อนที่รวม และอัตราการมีชีวิตไป transform โดยใช้วิธี 
Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ Factorial 
in CRD และวิเคราห์ความแตกต่างค่าเฉลี่ยระหว่างทรีทเมนต์ด้วยวิธี Duncan’s test ที่ระดับนัยส้าคัญ 
P<0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS 
 กำรทดลองที่ 3 ศึกษำอัตรำกำรลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่เหมำะสมส ำหรับกำรเก็บรักษำ
น้ ำเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหำงขำวโดยวิธีกำรแช่แข็ง 

4. PC: 
Cryogenesis 
Version 4 

 3. freezer control (CL 
3300) 

1. Cryochamber 

liquid nitrogen  

 2. Cryobath 

Liquid nitrogen 
container 
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 การทดลองนี้เป็นการทดลองต่อเนื่องจากการทดลองที่ 2 โดยการเลือกสาร extender และสาร 
cryoprotectant ที่ให้ผลดีที่สุด คือ 11%Glycerol ร่วมกับ Lake’s diluent มาท้าการศึกษาอัตราการลด
อุณหภูมิ (freezing rate) ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่
แข็ง โดยท้าการศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิ 2 แบบ ได้แก่ 1). การลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer control ที่อัตรา
การลดอุณหภูมิ 7ºC/นาที จาก 5ºC ถึง -35ºC และ 20ºC/นาที จาก -35ºC ถึง -90ºC 2). การลดอุณหภูมิ
โดยการอังไอไนโตรเจนเหลว ที่ระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร นาน 12 นาที และ 3 เซนติเมตร 
นาน 5 นาท ีโดยมีขั้นตอนการทดลองดังนี้ 

ขั้นตอนกำรทดลอง 
1. น้าน้้าเชื้อสดที่มีอัตราการเคลื่อนที่ 75% ขึ้นไป มาเจือจางด้วยสาร extender (Lake’s diluent) ที่

อัตราส่วน sperm: extender 1: 3 (diluted milt) จากนั้นน้ามาผสมกับสาร cryoprotectant 
(11%Glycerol) โดยใช้สัดส่วน 1: 3 (diluted milt: cryodiluent)   

2. ใช้ไมโครไปเปตดูดตัวอย่างน้้าเชื้อในข้อ 1 ปริมาตร 240 ไมโครลิตร ใส่หลอดแช่แข็ง (French straw 
ขนาด 250 ไมโครลิตร) แล้วปิดหลอดแช่แข็งโดยใช้ forcep ที่ลนไฟจนร้อนแล้วหนีบปากหลอดแช่แข็ง ซึ่ง
หลังจากที่เติมสาร cryoprotectant จะเริ่มจับเวลาจนถึงการน้าหลอดแช่แข็งใส่ลงใน cryochamber ใช้เวลา
ประมาณ 10 นาท ี

3. เตรียม freezer control และ คอมพิวเตอร์เพ่ือควบคุมการลดอุณหภูมิ น้า cryobath ใส่
ไนโตรเจนเหลวสูงประมาณ 15 เซนติเมตร จากนั้นใส่ cryochamber ลงใน cryobath แล้วปิดฝา โดยที่ 
cryochamber ต่อกับ freezer control (CL 3300) และ freezer control ต่อกับคอมพิวเตอร์อีกทีเพ่ือ
ควบคุมการท้างานของ freezer control จากนั้นจากนั้นเลือกอัตราการลดอุณหภูมิ ดังแสดงในแผนการ
ทดลองตารางที่ 8 โดยใช้โปรแกรม Cryogenesis version 4  ส้าหรับการลดอุณหภูมิโดยการอังไอ
ไนโตรเจนเหลวท้าได้โดย ใช้กล่องโฟมที่บรรจุไนโตรเจนเหลวและวางหลอดน้้าเชื้อลงบนตะแกรงส้าหรับวาง
หลอดน้้าเชื้อ จากนั้นเลื่อนระดับของตระแกรงตามระดับที่ก้าหนดดังแสดงในแผนการทดลองตารางที่ 8 
จากนั้นน้าน้้าเชื้อแข่แข็งไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196˚C เพ่ือรอการทดสอบหาอัตราการ
เคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิต  
 
 
 
 
ตำรำงที่ 8 แผนการทดลองผลของอัตราการลดอุณหภูมิแบบต่างๆ ต่อการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 

Freezing method Freezing rate 

Freezer control 
7ºC/นาที จาก 5ºC ถึง -35ºC และ 
20ºC/นาที จาก -35ºC ถึง -90ºC 

LN2 vapour 
11 เซนติเมตร (นาน 12 นาที) และ 

3 เซนติเมตร (นาน 5 นาที) 

  
 กำรวิเครำะห์ผลทำงสถิติ 
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 การศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 
มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ท้าการศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิ 2 แบบ ได้แก่ การลดอุณหภูมิโดยใช้ 
Freezer control และการลดอุณหภูมิโดยการอังไอไนโตรเจนเหลว โดยใช้น้้าเชื้อสดเป็นกลุ่มควบคุม ซึ่งในแต่
ละทรีทเมนต์จะท้าการทดสอบอัตราการเคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิต 3 ซ้้า
ต่อทรีทเมนต์ ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนน้าผลอัตราการเคลื่อนที่ รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
และอัตราการมีชีวิตรอดไป transform โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ค่าความ
แปรปรวน (ANOVA) และวิเคราห์ความแตกต่างค่าเฉลี่ยระหว่างทรีทเมนต์ด้วยวิธี Duncan’s test ที่ระดับ
นัยส้าคัญ P<0.05 โดยใช้โปรแกรม SPSS 
 
 
  
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 4 
ผลการศึกษา 

 
4.1 ส่วนประกอบไอออนของซีรั่ม (serum) ค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้ ของน้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาว 
 จากการศึกษาพบว่าไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวมีปริมาตรน้้าเชื้อเฉลี่ย 0.39±0.17 มิลลิลิตร/ตัว 
โดยมีความเข้มข้นของน้้าเชื้อประมาณ 2.40-3.50x109 ตัว/มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) มีค่า
เท่ากับ 7.23±0.06 ค่าออสโมลาลิตี้มีค่าเท่ากับ 306±0.56 mOsm/kg และในซีรั่มมีส่วนประกอบของ
ไอออนชนิดต่างๆ ได้แก่ โซเดียม (Na+), โพแทสเซียม (K+), แคลเซียม (Ca2+), แมกนีเซียม (Mg2+) และคลอ
ไรด์ (Cl-) ดังแสดงในตารางที่ 9 
 
ตารางท่ี 9 ส่วนประกอบไอออนของซีรั่ม (serum) ปริมาตร ความเข้มข้น ค่า pH และค่าออสโมลาลิตี้ ของ
น้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 

Parameter N Minimum Maximum Mean S.D. 
ปริมาตรน้้าเชื้อ (มิลลิลิตร) 15 0.15 0.80 0.39 0.17 
ความเข้มข้นน้้าเชื้อ (x109 ตัว/มิลลิลิตร) 15 2.40 3.50 3.03 0.37 
ส่วนประกอบไอออนของ plasma      
โซเดียม (mM) 3 152 154 153 1.00 
คลอไรด์ (mM) 3 113 115 114 1.00 
โพแทสเซียม (mM) 3 4.5 4.8 4.63 0.15 
แคลเซียม (mM) 3 10.9 11.1 10.97 0.03 
แมกนีเซียม (mM) 3 2.4 2.5 2.47 0.02 
pH 3 7.2 7.3 7.23 0.06 
Osmolality (mOsm/kg) 3 306 307 306 0.56 
 
4.2 ผลของสาร extender ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 
แบบระยะสั้น  
 จากการทดลองการเก็บรักษาน้้าเชื้ อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น ด้วยสาร 
extender 5 ชนิด ได้แก่ Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 
mOsm/kg), BPSE, Lake’s diluent, IGGKP และ EK โดยใช้ 0.9% NaCl ร่วมกับ 0.2% glucose เป็น
กลุ่มควบคุม ภายหลังท้าการทดสอบอัตราการเคลื่อนที่ ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 – 7 วัน พบว่าสาร 
extender แต่ละชนิดที่น้ามาศึกษามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อที่ระยะเวลา 1 วัน เมื่อใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 
(83.99±0.87%) และ 400 mOsm/kg (85.67±1.21%) ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าสาร extender 
ชนิดอื่นๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) ส้าหรับการใช้สาร IGGKP (56.55±1.03%) และ EK (54.84±0.74%) 
เป็นสาร extender มีผลท้าให้อัตราการเคลื่อนที่ต่้ากว่าทรีตเมนต์อ่ืนๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) เมื่อท้า
การเก็บรักษาในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้นเป็น 2 วัน พบว่าเมื่อใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลา
ลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 mOsm/kg) ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงไม่แตกต่างกัน 
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(74.55±1.09%, 76.79±1.27% และ 76.93±1.04% ตามล้าดับ) (P>0.05) และให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูง
กว่าทรีตเมนต์อ่ืนๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) การเก็บรักษาในระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้นเป็น 3 วัน พบว่าเมื่อใช้
สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg (74.35±2.06%) ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่สูงกว่าและแตกต่างจากสาร extender ชนิดอ่ืนๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) ยกเว้นสาร 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 400 mOsm/kg (70.97±1.48%) (P>0.05) การเก็บ
รักษาในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้น 4 วัน พบว่าสาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 
mOsm/kg (62.07±0.86%) ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงที่สุด (P<0.05) และหลังจากการเก็บรักษาที่
ระยะเวลา 5 ถึง 7 วัน พบว่าสาร extender ทุกชนิดที่ใช้ในการศึกษาให้ผลอัตราการเคลื่อนที่ลดลงต่้ากว่า 
50% (ตารางที่ 10) 

ส้าหรับผลของอัตราการมีชีวิต พบว่าที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 วัน พบว่าสาร extender ทุก
ชนิดที่ใช้ในการศึกษาให้ผลอัตราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (P>0.05) ยกเว้นสาร Modified 
extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 และ 400 mOsm/kg เมื่อเก็บรักษาน้้าเชื้อในระยะเวลาที่
เพ่ิมขึ้นเป็น 2 และ 3 วัน พบว่าสาร extender ทุกชนิดที่ใช้ในการศึกษามีผลท้าให้อัตราการมีชีวิตไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (P>0.05) เมื่อเก็บรักษาน้้าเชื้อในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้น 4 ถึง 5 วัน พบว่าสาร 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg ให้ผลอัตราการมีชีวิตสูงกว่าและแตกต่าง
จากสาร extender ชนิดอ่ืนๆที่ใช้ในการศึกษา ยกเว้นสาร IGGKP และสาร Modified extender ที่มีค่า
ออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg และภายหลังจากการเก็บรักษาที่ระยะเวลา 6 วัน พบว่า
เมื่อใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ระดับ 300 mOsm/kg ให้ผลอัตราการมีชีวิตรอดสูง
ที่สุด (61.80±1.20%) (P<0.05) (ตารางที่ 11) 
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ตารางท่ี 10 ผลของสาร extender ต่ออัตราการเคลื่อนที่ (Mean±S.E.) ของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว ที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1-7 วัน 
สาร extender 
 

ระยะเวลาการเก็บรักษา (วัน) 
1 2 3 4 5 6 7 

Control 73.84±1.29c 65.77±1.86b 60.72±1.06c 34.72±1.05e 9.01±1.27d 0.00±0.00d 0.00±0.00e 
Modified extender 300 mOsm/kg 80.08±0.93b 74.55±1.09a 74.35±2.06a 62.07±0.86a 37.45±1.25a 26.38±2.33a 14.96±1.49c 
Modified extender 350 mOsm/kg 83.99±0.87a 76.79±1.27a 68.11±1.20b 57.62±0.42b 34.77±1.45a 24.89±1.45a 8.26±0.94d 
Modified extender 400 mOsm/kg 85.67±1.21a 76.93±1.04a 70.91±1.48ab 38.89±1.01d 20.65±0.98c 8.82±0.61c 7.98±0.87d 
BPSE 62.17±1.10d 48.87±3.91c 47.54±1.32e 37.89±0.91d 25.42±0.90b 24.99±2.29a 22.18±0.80a 
Lake's diluent 76.65±1.36c 65.87±3.00b 56.10±1.50d 43.24±0.55c 37.87±0.75a 26.52±2.10a 17.96±1.40bc 
IGGKP 56.55±1.03e 50.82±1.57c 38.17±1.01f 35.14±0.34e 34.74±0.27a 25.80±0.81a 19.22±0.65ab 
EK 54.84±0.74e 47.53±1.73c 34.75±0.97f 34.64±0.99e 26.77±2.61b 19.14±0.76b 15.66±0.91c 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางท่ี 11 ผลของสาร extender ต่ออัตราการมีชีวิตรอด (Mean±S.E.) ของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว ที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1-7 วัน 

สาร extender 
ระยะเวลาการเก็บรักษา (วัน) 

1 2 3 4 5 6 7 
Control 88.00±0.63a 77.60±0.60 69.60±0.51 60.80±0.37c 39.40±0.24e 28.20±1.11f 12.80±0.80e 
Modified extender 300 mOsmo/kg 82.00±0.95b 79.00±1.10 74.00±2.90 70.20±2.18a 61.40±2.38a 61.80±1.20a 37.80±1.46a 
Modified extender 350 mOsmo/kg 87.00±1.67a 76.60±2.18 73.20±3.15 67.80±1.07ab 59.20±3.09ab 49.20±1.32b 8.00±0.55f 
Modified extender 400 mOsmo/kg 81.80±1.91b 79.80±1.93 71.40±4.03 68.80±1.36a 59.20±0.97ab 46.80±2.52bc 29.20±2.18c 
BPSE 85.00±0.45ab 78.80±0.37 70.60±0.60 55.60±0.87d 46.20±0.58d 37.00±2.70ef 30.80±0.73ab 
Lake's diluent 87.60±0.24a 79.40±0.60 72.80±0.49 61.20±1.07c 51.40±1.54c 33.40±1.54e 23.40±1.08d 
IGGKP 86.00±0.32a 79.60±0.51 72.00±0.95 67.00±0.95ab 56.80±0.37ab 42.40±1.81cd 33.00±1.14bc 
EK 87.20±0.49a 79.40±0.60 71.60±0.51 64.20±1.69bc 55.80±1.11bc 38.20±2.31d 29.20±0.58c 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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นอกจากนี้จากการศึกษายังพบว่าระยะเวลาการเก็บรักษามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงอัตราการ
เคลื่อนที่ และอัตราการมีชีวิตรอดของอสุจิ โดยพบว่าการใช้สาร extender ทุกชนิดมีแนวโน้มของอัตราการ
เคลื่อนที่ลดลงแบบเส้นโค้งยกก้าลังสี่ เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น (P<0.05) ซึ่งสาร extender ทุก
ชนิดที่ใช้ในการศึกษาให้ผลอัตราการเคลื่อนที่ลดลงเมื่อมีการเก็บรักษาน้้าเชื้อที่ระยะเวลา 2 วัน (P<0.05) 
และการใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg สามารถยืดระยะเวลา
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิได้ยาวนานที่สุด 4 วัน โดยให้ผลอัตราการเคลื่อนที่เท่ากับ 62.07±0.86% (ภาพที่ 
7) ส้าหรับผลของอัตราการมีชีวิตพบว่าอัตราการมีชีวิตมีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้งยกก้าลังสี่เช่นเดียวกัน 
เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น (P<0.05) โดยการใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่
ระดับ 300, 350 และ 400 mOsm/kg มีการลดลงของอัตราการมีชีวิตช้ากว่าสาร extender ชนิดอ่ืนๆ ที่
ใช้ในการศึกษา และการใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg สามารถ
รักษาอัตราการมีชีวิตได้ยาวนานที่สุด 6 วัน โดยให้ผลอัตราการมีชีวิตเท่ากับ 61.80±1.20% (ภาพที่ 8) 
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ภาพที่ 7 ผลของสาร extender ต่ออัตราการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวที่

ระยะเวลาการเก็บรักษาที่ 1-7 วัน  
หมายเหตุ: a, b, c, d, e, f แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05), Mo 300; Modified 
extender 300 mOsm/kg, Mo 350; Modified extender 350 mOsm/kg, Mo 400; Modified 
extender 400 mOsm/kg, Lake; Lake’s diluent 
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ภาพที่ 8 ผลของสาร extender ต่ออัตราการมีชีวิตรอดของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวที ่
 ระยะเวลาการเก็บรักษาที่ 1-7 วัน  
หมายเหตุ: a, b, c, d, e, f, g  แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05), Mo 300; Modified 
extender 300 mOsm/kg, Mo 350; Modified extender 350 mOsm/kg, Mo 400; Modified 
extender 400 mOsm/kg, Lake; Lake’s diluent 
 
ส้าหรับผลของสาร extender ต่ออัตราการผสมติด ท้าการทดลองโดยน้าสาร extender ที่ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่มากกว่า 60% ได้แก่ Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 
mOsm/kg), BPSE, Lake’s diluent และกลุ่มควบคุม (0.9%NaCl ร่วมกับ 0.2%glucose) มาท้าการ
ทดสอบอัตราการผสมติด ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 1-5 วัน พบว่าสาร extender ทุกชนิดที่ใช้ใน
การศึกษามีผลต่อการเปลี่ยนแปลงอัตราการผสมติด โดยการเก็บรักษาที่ระยะเวลา 1 วัน เมื่อใช้สาร 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 400 mOsm/kg ให้ผลอัตราการผสมติดเท่ากับ 
100±0.00% และไม่แตกต่างจากการใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 
mOsm/kg (93.21±4.53%) และ BPSE (91.25±5.91%) (P>0.05) ส้าหรับกลุ่มควบคุมให้ผลอัตราการ
ผสมติดต่้าที่สุด (33.33±7.07%) (P<0.05) เมื่อท้าการเก็บรักษาน้้าเชื้อในระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้นเป็น 2 วัน 
พบว่าการใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg (84.52±5.38%) ให้ผล
อัตราการผสมติดสูงกว่าและแตกต่างจากการใช้สาร extender ชนิดอ่ืนๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) 
ยกเว้นสาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 (70.96±3.45%) และ 400 mOsm/kg 
(65.81±8.30%) (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อในระยะเวลาที่เพ่ิมขึ้นเป็น 4 และ 5 วัน พบว่าสาร 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350 mOsm/kg ให้ผลอัตราการผสมติดสูงกว่าและ
แตกต่างจากสาร extender ชนิดอื่นๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) ยกเว้นสาร Modified extender ที่มีค่า
ออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 และ 400 mOsm/kg (ตารางท่ี 12)  
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ตารางท่ี 12 ผลของสาร extender ต่ออัตราการผสมติด (Mean±S.E.) ของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว ที่เก็บรักษาเป็นระยะเวลา 1-5 วัน 

สาร Extender 
ระยะเวลาการเก็บรักษา (วัน) 

1 2 3 4 5 
Control 33.33±7.07d 11.89±8.95c 1.85±1.85c 1.85±1.85d 1.85±1.85c 
Modified extender 300 mOsmo/kg 86.93±3.60bc 84.52±5.38a 53.45±5.79a 37.58±0.73ab 21.99±1.82ab 
Modified extender 350 mOsmo/kg 93.21±4.53ab 70.96±3.45ab 62.60±5.12a 47.31±6.65a 46.92±8.58a 
Modified extender 400 mOsmo/kg 100.00±0.00a 65.81±8.30ab 45.00±4.19ab 39.90±2.39ab 32.90±7.25a 
BPSE 91.25±5.91ab 50.56±7.02b 33.68±5.12b 22.77±8.68bc 9.37±6.65bc 
Lake's diluent 72.81±2.56c 58.50±4.81b 51.72±2.64a 15.70±2.77c 5.56±5.56c 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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นอกจากนี้ยังพบว่าอัตราการผสมติดมีแนวโน้มลดลงแบบเส้นโค้งยกก้าลังหนึ่ง เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษา
เพ่ิมขึ้น (P<0.05) โดยการใช้ Lake’s diluent ไม่มีการเปลี่ยนแปลงผลของอัตราการผสมติดในช่วง
ระยะเวลาการเก็บรักษา 1-3 วัน และการใช้สาร modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 300 
mOsm/kg ไม่มีการเปลี่ยนแปลงผลของอัตราการผสมติดในช่วงระยะเวลาการเก็บรักษา 1-2 วัน ส้าหรับ
สาร extender ชนิดอื่นๆ ที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ BPSE และสาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาลิต้ี
ที่ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg ให้ผลอัตราการผสมติดลดลง เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้นเป็น 2 
วัน (ภาพที่ 9) 
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ภาพที่ 9 ผลของสาร extender ต่ออัตราการผสมติดของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวที่ระยะเวลา

การเก็บรักษาท่ี 1-5 วัน  
หมายเหตุ: *, **, *** แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 
4.3 ผลของชนิดของสาร extender สาร cryoprotectant และความเข้มข้นที่เหมาะสมส้าหรับการ
เก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 
 
 จากการทดลองการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร 
cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ 6% DMA, 6% DMF, 10% DMSO และ 11% Glycerol ร่วมกับ 
Modifeid extender ที่มีค่าออสโมลาลิต้ีที่ระดับ 300 mOsm/kg, BPSE และ Lake’s diluent เป็นสาร 
extender และใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 7˚C/นาที จากอุณหภูมิ 5˚C ถึง -35˚C และอัตราการลดอุณหภูมิ 
20˚C/นาที จากอุณหภูมิ -35˚C ถึง -90˚C จากผลการศึกษาพบว่าการใช้สาร extender ร่วมกับสาร 
cryoprotectant ทุกชนิดให้ผลอัตราการเคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิต
ต่้ากว่าน้้าเชื้อสดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) นอกจากนี้ยังพบว่าชนิดของสาร cryoprotectant มี
อิทธิพลร่วมกัน (Interaction) กับสาร extender (P<0.05) จากการศึกษาครั้งนี้พบว่าเมื่อใช้ 11% 
Glycerol ร่วมกับ Lake’s diluent ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่รวม 40.00±3.00 (50% ของน้้าเชื้อสด) ไม่
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แตกต่างกับการใช้ combination ของ 10% DMSO และ 11% Glycerol ร่วมกับ Modified extender 
และให้ผลอัตราการเคลื่อนที่รวมสูงกว่าทรีทเมนต์อ่ืนๆที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05, ตารางที่ 13) ส้าหรับผล
อัตราการมีชีวิตพบว่าการใช้ 11% Glycerol ร่วมกับ Lake’s diluent ให้อัตราการมีชีวิตสูงที่สุด 
68.67±1.85 (73% ของน้้าเชื้อสด) (ตารางที่ 13) ส้าหรับการศึกษาอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า 
(Progressive) ไม่พบอิทธิพลร่วมระหว่างชนิดของสาร cryoprotectant และสาร extender (P>0.05) 
การใช้ 11% Glycerol ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าสูงกว่าการใช้สาร cryoprotectant ชนิดอ่ืนๆ ที่
ใช้ในการศึกษา (P<0.05) ดังแสดงในตารางที่ 13 
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ตารางท่ี 13 ผลของสาร extender 3 ชนิด (Modified extender 300 mOsm/kg, BPSE และ Lake’s 
diluent) และสาร cryoprotectant 4 ชนิด (6%DMA, 6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol) ที่มี
ผลต่ออัตราการเคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิตรอด (Mean±S.E.) ของไก่
พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวที่เก็บรักษาโดยวิธีการแช่แข็ง 

Extender Cryoprotectant Motility (%) Progressive (%) Viability (%) 
Modified  
extender  

6% DMA 14.00±1.73de 
(17.23) 

1.67±0.33de 
(5.68) 

28.33±4.09g 
(1.72) 

6% DMF 25.67±2.03c 
(31.73) 

6.33±1.20cd 
(21.68) 

40.00±2.52ef 
(42.33) 

10% DMSO 44.00±5.03b 
(54.44) 

10.67±2.03bc 
(36.58) 

31.67±0.88efg 
(33.52) 

11% Glycerol 50.67±3.71b 
(62.77) 

19.00±1.00b 
(66.21) 

40.33±2.03e 
(42.69) 

BPSE 6% DMA 8.00±2.00e 
(9.65) 

2.33±0.66de 
(7.73) 

31.00±0.58fg 
(31.40) 

6% DMF 10.00±6.00e 
(10.61) 

4.00±3.51de 
(7.39) 

31.00±2.08fg 
(32.78) 

10% DMSO 13.00±3.61de 
(15.11) 

2.33±0.33de 
(8.06) 

63.67±2.33bc 
(67.44) 

11% Glycerol 26.00±2.89c 
(32.07) 

12.00±1.00bc 
(41.74) 

59.00±1.73cd 
(62.48) 

Lake’s diluent 6% DMA 7.00±3.61e 
(7.60) 

1.33±0.88e 
(2.91) 

51.33±2.40d 
(54.36) 

6% DMF 11.67±0.33de 
(14.45) 

4.00±0.58de 
(13.81) 

62.67±6.96bc 
(66.36) 

10% DMSO 19.67±0.33cd 
(24.36) 

4.00±0.58cd 
(13.81) 

64.00±2.08bc 
(67.79) 

11% Glycerol 40.00±3.00b 
(49.51) 

5.67±0.88b 
(19.53) 

68.67±1.85b 
(72.73) 

น้้าเชื้อสด (กลุ่มควบคุม) 80.67±1.65a 28.67±0.33a 94.33±1.20a 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันในแต่ละคอลัมน์ แสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) ตัวเลขในวงเล็บ คือ เปอร์เซ็นต์เมื่อเทียบกับน้้าเชื้อสด 
 
4.4 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว
โดยวิธีการแช่แข็ง 
 จากการศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลือง
หางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิ 2 แบบ ได้แก่ การลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer control 
ที่อัตราการลดอุณหภูมิ 7˚C/นาที จากอุณหภูมิ 5˚C ถึง -35˚C และใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 20˚C/นาที 
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จากอุณหภูมิ -35˚C ถึง -90˚C และการลดอุณหภูมิโดยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว (LN2 Vapour) ที่ระดับ
เหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร (12 นาที) และ 3 เซนติเมตร (5 นาที) โดยใช้ 11% Glycerol 
ร่วมกับ Lake’s diluent พบว่าเมื่อลดอุณหภูมิโดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิทั้ง 2 แบบ ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่
รวม อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิตต่้ากว่าน้้าเชื้อสดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
ยกเว้นการลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer control ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าไม่แตกต่างจากการใช้
น้้าเชื้อสด อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และจากการศึกษาครั้งนี้ยังพบว่าเมื่อลดอุณหภูมิโดยใช้ 
Freezer control ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่รวม (38.67±3.84) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (14.33±4.91) 
และอัตราการมีชีวิต (57.00±2.65) ซึ่งสูงกว่าและแตกต่างกับการลดอุณหภูมิโดยวิธีการอังไอ
ไนโตรเจนเหลว ซึ่งมีการเคลื่อนที่รวม (2.67±0.33) อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (1.00±0.00) และอัตรา
การมีชีวิต (9.00±1.00) ดังแสดงในภาพที่ 10   
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ภาพที่ 10 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิแบบต่างๆ ที่มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่รวม อัตราการเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า อัตราการมีชีวิตรอด ของน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว 
หมายเหตุ: ตัวอักษรที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทท่ี 5  
อภิปรายผล สรุป และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 ผลของสาร extender ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบ
ระยะสั้น 
 จากการศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์ เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น ด้วยสาร 
extender 5  ชนิด ได้แก่ Modified extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับต่างๆ (300, 350 และ 400 
mOsm/kg), BPSE, Lake’s diluent, IGGKP และ EK โดยใช้ 0.9% NaCl ร่วมกับ 0.2% glucose เป็น
กลุ่มควบคุม หลังจากท้าการทดสอบอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิต และอัตราการปฏิสนธิ พบว่าเมื่อ
ระยะเวลาในการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น สาร extender ทุกชนิดที่ใช้ในการศึกษามีแนวโน้มของอัตราการ
เคลื่อนที ่อัตราการมีชีวิตและอัตราการปฏิสนธิลดลง (P<0.05) ทั้งนีอ้าจเนื่องมาจากตัวอสุจิมีการเผาผลาญ
สารอาหาร เช่น glucose, fructose และ inositol เพ่ือใช้เป็นพลังงานส้าหรับการท้างานของเซลล์ ส่งผล
ให้แหล่งของสารอาหารลดลง จึงมีสารอาหารไม่เพียงพอส้าหรับการด้ารงชีพของตัวอสุจิในระหว่างการเก็บ
รักษา ส่งผลให้อัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดลดลง และสาเหตุอีกประการหนึ่งที่
ท้าให้คุณภาพน้้าเชื้อลดลง เมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น อาจเป็นผลมาจากการที่ตัวอสุจิมีการเผา
ผลาญพลังงานทั้งแบบใช้ออกซิเจน และแบบไม่ใช้ออกซิเจนที่เกิดขึ้นในระหว่างการเก็บรักษาน้้าเชื้อ โดย
จากการรายงานของ Donoghue and Wishart (2000) พบว่าการเผาผลาญพลังงานแบบไม่ใช้ออกซิเจนนี้
ท้าให้เกิดการผลิตกรดแลกติก ซึ่งมีผลท้าให้ค่า pH ของน้้าเชื้อที่เจือจางอยู่ในสาร extender ลดลง และมี
ผลท้าให้อัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิลดลงด้วย ส้าหรับการเผาผลาญพลังงานโดยใช้ออกซิเจนจะมีผลต่อ
เซลล์เมมเบรนของตัวอสุจิ เนื่องจากเซลล์เมมเบรนของตัวอสุจิประกอบไปด้วยกรดไขมันสายยาว 
(Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA) เป็นจ้านวนมาก ส่งผลให้มีความไวต่อการเกิดปฏิกิริยา lipid 
peroxidation ซึ่งท้าให้เกิดการปรับเปลี่ยนโครงสร้างทั้งทางกายภาพและทางเคมีของเซลล์เมมเบรน โดยมี
ผลท้าให้กรดไขมันไม่อ่ิมตัวสายยาว โปรตีน และ DNA ถูกท้าลาย ส่งผลให้อัตราการมีชีวิต และการผสมติด
ลดลง (Partyka et al., 2010) แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่า การเก็บรักษาน้้าเชื้อที่ระยะเวลา 1 
วัน เมื่อใช้สาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่สูงกว่าสาร extender ชนิดอ่ืนๆ ที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) และยังพบว่าการใช้สาร Modified 
extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับ 300, 350 และ 400 mOsm/kg และ การใช้ BPSE ให้ผลอัตราการ
ผสมติดสูงกว่ากลุ่มควบคุมที่ใช้ในการศึกษา (P<0.05) ทั้งนี้อาจเป็นผลมาจากน้้าตาล fructose ซึ่งเป็นสาร
ที่อาจจะเป็นส่วนประกอบส้าคัญในสาร Modified extender ทีเ่ป็นแหล่งพลังงานให้กับตัวอสุจิ นอกจากนี้
ในสาร Modified extender ยังมีTES เป็นส่วนประกอบ ซึ่ง TES มีคุณสมบัติเป็นบัพเฟอร์ที่มีไอออนทั้ง
ประจุบวกและประจุลบอยู่ในตัวเอง จึงมีคุณสมบัติเป็นได้ท้ังกรดและเบสเพื่อควบคุมค่า pH ของสารละลาย
ไม่ให้มีการเปลี่ยนแปลง และการที่จะท้าให้ TES ท้างานได้อย่างมีประสิทธิภาพสูงสุดนั้น ค่า pH ของสาร 
extender จะต้องมีค่าใกล้เคียงกับค่า pKa ของ TES ซึ่งมีค่าเท่ากับ 7.4 จึงมีข้อสังเกตว่าสาร Modified 
extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg มี TES เป็นส่วนประกอบมากกว่าสาร 
BPSE 5 เท่า และค่า pH ของสาร Modified extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับ 350 และ 400 
mOsm/kg มีค่าเท่ากับ 7.45±0.01 และ 7.42±0.03 ตามล้าดับ ซึ่งใกล้เคียงกับค่า pKa ของ TES ขณะที่
สาร BPSE มีค่า pH เท่ากับ 7.53±0.02 จึงท้าให้ TES ที่ประกอบอยู่ในสาร Modified extender ที่มีค่า
ออสโมลาริตี้ที่ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg ท้างานได้มีประสิทธิภาพมากกว่า TES ที่ประกอบอยู่ใน
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สาร BPSE ส้าหรับสูตรสาร extender ของ Lake’s diluent, IGGKP, EK และ control ไม่มี TES เป็น
ส่วนประกอบ ดังนั้นการใช้สาร extenders เหล่านี้จึงน่าจะเป็นอีกสาเหตุหนึ่งที่ท้าให้คุณภาพของน้้าเชื้อไก่
ที่มีการเก็บแบบระยะสั้นในตู้เย็นมีประสิทธิภาพลดลง ดังนั้นหากพิจารณาผลอัตราการเคลื่อนที่ อัตราการมี
ชีวิต และอัตราการผสมติด การใช้ Modified extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg น่าจะ
เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวแบบระยะสั้น ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากสาร 
Modified extender ที่มีค่าออสโมลาริตี้ที่ระดับ 300 mOsm/kg มีค่าออสโมลาริตี้ใกล้เคียงกับค่าออสโม
ลาริตี้ของน้้าเชื้อไก่ ซึ่งมีค่าเท่ากับ 306±0.56 ซ่ึงมีคุณสมบัติเป็น isoosmotic การศึกษานี้สอดคล้องกับ
การศึกษาของ Iaffaldano et al., 2008 ได้ศึกษาการใช้ BPSE, Lake’s diluent และ IGGKP ในการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อไก่งวง ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 24 และ 48 ชั่วโมง พบว่าการใช้ BPSE ให้ผลอัตราการ
เคลื่อนที่ อัตราการมีชีวิต และความสมบูรณ์ของเซลล์เมมเบรนสูงกว่าการใช้ Lake’s diluent และ IGGKP 
(P<0.05) เนื่องจากสาร BPSE มีค่าออสโมลาลิตี้ และค่า pH ใกล้เคียงกับกับ seminal plasma ของไก่งวง 
และสอดคล้องกับการศึกษาของ Latif et al., 2005 ได้ศึกษาค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 350, 375 และ 400 
mOsm/kg ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่เนื้อสายพันธุ์ Hubbard ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 4, 24 และ 48 
ชั่วโมง พบว่าการเก็บรักษาน้้าเชื้อที่ระยะเวลา 24 และ 48 ชั่วโมง การใช้สาร extender ที่มีค่าออสโมลา
ลิตี้ที่ระดับ 375 mOsm/kg ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าการใช้สาร extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่
ระดับ 350 และ 400 mOsm/kg (P>0.05) เนื่องจากสาร extender ที่มีค่าออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 375 
mOsm/kg มีคุณสมบัติเป็น isoosmotic การศึกษาในครั้งนี้จะแตกต่างกับรายงานของ Siudzinska and 
Lukaszewicz (2008) ที่พบว่าสาร extender ที่มีคุณสมบัติเป็น hyperosmotic เหมาะสมกับการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อไก่ โดยจะส่งผลให้มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของตัวอสุจิแบบคอโค้งงอต่้ากว่าสาร extender 
ที่มีคุณสมบัติเป็น isoosmotic และ hypoosmotic  
 
5.2 ผลของชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษา
น้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง 

จากการศึกษาชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant ที่มีผลต่อการเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร extender 3 ชนิด ได้แก่ Modified extender 
ที่มีค่าออสโมลาริตี้ 300 mOsm/kg, BPSE และ Lake’s diluent ร่วมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด 
ได้แก่ 6%DMA, 6%DMF, 10%DMSO และ 11%Glycerol จากการศึกษาพบว่าชนิดของสาร extender 
และสาร cryoprotectant มีอิทธิพลร่วมกัน ดังนั้นการเลือกใช้สาร cryoprotectant จะต้องค้านึงถึงชนิด
ของสาร extender ด้วย เนื่องจากการท้างานร่วมกันระหว่างสาร extender และสาร cryoprotectant 
ต่างชนิดกันมีผลต่อการเพ่ิมแรงดันออสโมติกที่แตกต่างกัน ซึ่งแรงดันออสโมติกที่เพ่ิมข้ึนนี้จะมีผลท้าให้เซลล์
อสุจิถูกท้าลาย จากการศึกษาเมื่อพิจารณาผลอัตราการเคลื่อนที่รวมและอัตราการมีชีวิตพบว่าการใช้ 
11%Glycerol ร่วมกับ Lake’s diluent มีความเป็นพิษต่อตัวอสุจิต่้ากว่าการใช้สาร cryoprotectant 
ร่ ว ม กั บ ส า ร  extender ช นิ ด อ่ื น ๆ ที่ ใ ช้ ใ น ก า ร ศึ ก ษ า  ทั้ ง นี้ อ า จ เ นื่ อ ง ม า จ า ก ก า ร ใ ช้
ระยะเวลา (equilibration time) ที่เท่ากัน (10 นาที) ท้าให้สาร cryoprotectant DMSO (78.13), DMA 
(87.12) และ DMF (73.09) ซึ่งมีมวลโมเลกุลน้อยกว่า glycerol ที่มีมวลโมเลกุล (92.09) มีอัตราการแพร่
ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ได้เร็วกว่า glycerol เนื่องจาก equilibration time มีผลต่อการแพร่ของสาร 
cryoprotectant เข้าสู่เซลล์ จึงเป็นสาเหตุท้าให้มีพิษกับเซลล์อสุจิของไก ่อีกท้ังโครงสร้างของเซลล์อสุจิของ
ไก่ที่ประกอบด้วยกรดไขมันไม่ อ่ิมตัวสายยาวจ้านวนมากนั้นมีความไวต่อการเกิดปฏิกิริยา Lipid 
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peroxidation จึงเกิดการยับยั้งการใช้ออกซิเจนของตัวอสุจิ ท้าให้ DNA ของตัวอสุจิถูกท้าลาย ท้าให้อัตรา
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิลดลง Gholami et al., 2010 นอกจากนี้ Safarinejad et al. (2010) และ Fang 
et al. (2002) พบว่าการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่น ท้าให้มีการผลิตสารอนุมูลอิสระ และสาร reactive 
oxygen species (ROS) ซึ่งจะส่งผลเสียต่อเยื่อหุ้มเซลล์ของตัวอสุจิ และท้าให้กลไกหรือหน้าที่ความ
สมบูรณ์พันธุ์ของเพศผู้สูญเสียไป มีการรายงานว่า Glycerol มีความเป็นพิษต่อเซลล์อสุจิน้อยที่สุด 
รองลงมาคือ DMA และ DMSO มีความเป็นพิษต่อเซลล์อสุจิมากที่สุด (Tselutin et al., 1999) ซึ่งมีหลาย
รายงานที่ประสบความส้าเร็จในการใช้ Glycerol ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อสัตว์ปีก เช่น Maeda et al. 
(1985) พบว่าในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่สายพันธุ์ White Leghorn โดยใช้ 5.7%glucose เป็นสาร 
extender ร่วมกับ 10%Glycerol ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าการใช้ Glycerol ที่ระดับความเข้มข้น 5, 
15 และ 20% ทั้งนี้เนื่องจากความเข้มข้นของสาร Glycerol ที่ต่้าและสูงเกินไป ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าการ
ใช้ 5%Glycerol เคลื่อนที่เข้าสู่เซลล์อสุจิช้ากว่า 10%Glycerol ที่ equilibration time 2 ถึง 10 นาที จึง
ส่งผลให้มีปริมาณไม่เพียงพอที่จะปกป้องเซลล์ และการใช้ 15 และ 20%Glycerol สามารถเคลื่อนที่เข้าสู่
เซลล์ได้เร็วกว่า 10%Glycerol จึงส่งผลให้มีปริมาณของ Glycerol มากเกินไปจนเป็นพิษต่อเซลล์ และจาก
การศึกษาของ Tselutin et al. (1999) ได้ศึกษาการใช้ Glycerol, DMA และ DMSO ที่ระดับความเข้มข้น 
4, 6, 8 และ 11% ร่วมกับ Lake’s diluted ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่สายพันธุ์ทางการค้า (type I99 
roosters) พบว่าการใช้ Glycerol ให้ผลอัตราการมีชีวิตอยู่ในช่วง 72-76% ซึ่งสูงกว่าการใช้ DMA (62-
68%) และการใช้ DMSO ให้ผลอัตราการมีชีวิตรอดต่้าที่สุดอยู่ในช่วง 22-26% และยังพบว่าการใช้ 
11%Glycerol (53.7±4.7%) ให้ผลอัตราการผสมติดสูงกว่าการใช้ 6%DMA (26.7±4.5%) แต่จาก
การศึกษาของ Chalah et al. (1999) พบว่าการใช้ 11%Glycerol ร่วมกับ Lake’s diluent ให้ผลอัตรา
การผสมติด (76%) ไม่แตกต่างกับการใช้ 6.5%DMA (79%)  
 
5.3 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิที่มีผลต่อการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พื้นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาวโดย
วิธีการแช่แข็ง 

จากการศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลือง
หางขาวโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้วิธีการลดอุณหภูมิ 2 แบบ ได้แก่ การลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer control 
ที่อัตราการลดอุณหภูมิ 7˚C/นาที จากอุณหภูมิ 5˚C ถึง -35˚C และใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 20˚C/นาที 
จากอุณหภูมิ -35˚C ถึง -90˚C และการลดอุณหภูมิโดยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว (LN2 Vapour) ที่ระดับ
เหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร (12 นาที) และ 3 เซนติเมตร (5 นาที) โดยใช้ 11% Glycerol 
ร่วมกับ Lake’s diluent พบว่าการลดอุณหภูมิโดยการใช้ Freezer control ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่รวม 
อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิตสูงกว่าการลดอุณหภูมิด้วยการอังไอไนโตรเจนเหลว 
(P<0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากการใช้ Freezer control มีการใช้ระบบคอมพิวเตอร์เข้ามาควบคุมในการ
ลดอุณหภูมิ จึงสามารถควบคุมอัตราการลดอุณหภูมิได้ดีกว่าการอังไอไนโตรเจนเหลว ขณะที่การลด
อุณหภูมิด้วยการอังไอไนโตรเจนเหลวจะต้องอาศัยความเย็นที่เกิดจากการกระจายของไอไนโตรเจน หากมี
การกระจายไอไนโตรเจนไม่สม่้าเสมอจะมีผลท้าให้อุณหภูมิมีการผันแปรได้ ด้วยเหตุนี้จึงเป็นสาเหตุที่ท้าให้
น้้าเชื้อไก่แช่แข็งมีคุณภาพต่้า ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาของ Ehling et al. (2012) ได้ศึกษาการลด
อุณหภูมิโดยใช้ Freezer control ที่อัตราการลดอุณหภูมิ 3˚C/นาที จากอุณหภูมิ 0˚C ถึง -35˚C และที่
อัตราการลดอุณหภูมิ 50˚C/นาที จากอุณหภูมิ -35˚C ถึง -135˚C เปรียบเทียบกับการลดอุณหภูมิโดยการ
อังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 4 ถึง 4.5 เซนติเมตร โดยใช้ 6.5%DMF+6.5% 
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Methyl acetamide (MA) ร่วมกับ HS-1 ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่สายพันธุ์ White Leghorn พบว่าการ
ลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer control ให้ผลอัตราการผสมติด (49.3%) ซึ่งสูงกว่าและแตกต่าง (P<0.05) 
จากการลดอุณหภูมิโดยการอังไอไนโตรเจนเหลว (11.5%) และจากผลการศึกษายังสอดคล้องกับการศึกษา
ของ Masindi et al. (2012) ที่พบว่าในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่สายพันธุ์ Venda โดยใช้การลดอุณหภูมิ
แบบ Freezer control ที่อัตราการลดอุณหภูมิ 1˚C จากอุณหภูมิ 5˚C ถึง -20˚C ให้ผลอัตราการเคลื่อนที่
รวม (43.0±7.9%) และอัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (21.6±9.7%) สูงกว่าการลดอุณหภูมิด้วยการอังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่ระดับ 4 ถึง 6 เซนติเมตร นาน 5 นาที (2.5±0.9% และ 2.3±1.2% ตามล้าดับ) (P<0.05)  

 
สรุปและข้อเสนอแนะ 
 1. สาร Modified extender ที่จัดเตรียมขึ้นสามารถใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองพันธุ์
เหลืองหางขาวแบบระยะสั้นได ้
 2. ชนิดของสาร Cryoprotectant มีอิทธิพลร่วมกันกับชนิดของสาร extender จากการศึกษาครั้ง
นี้พบว่าเมื่อใช้ 11% Glycerol เป็นสาร Cryoprotectant มีแนวโน้มให้อัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการมี
ชีวิตสูงกว่าสาร Cryoprotectant ชนิดอื่นๆ แต่เปอร์เซ็นต์ค่อนข้างต่้า จึงยังไม่สามารถสรุปชนิดของสาร 
extenderและสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมส้าหรับเก็บรักษาน้้าเชื้อไก่พ้ืนเมืองไก่พ้ืนเมืองพันธุ์เหลือง
หางขาวที่เก็บรักษาโดยวิธีการแช่แข็งได้ 
 3. อัตราการลดอุณหภูมิโดยใช้ Freezer control มีความเหมาะสมกว่าวิธีการอังไอไนโตรเจนเหลว
แต่อาจต้องศึกษาอัตรา (rate) การลดอุณหภูมทิี่เหมาะสมเพิ่มเติมทั้งนี้เพื่อเพ่ิมคุณภาพของน้้าเชื้อแช่แข็ง 
 4. ในการทดสอบอัตราการผสมติด การส่องไข่ที่อายุไข่เข้าฟัก 7 วัน อาจมองเห็นเส้นเลือดที่เป็น
ร่างแหไม่ชัด อาจท้าให้ประเมินอัตราการผสมติดผิดพลาดได้ ดังนั้นควรส่องไข่ท่ีอายุไข่เข้าฟัก 10 วัน เพ่ือ
ท้าให้ มองเห็นฟองไข่มีลักษณะทึบครึ่งฟองได้ชัดเจนยิ่งขึ้น 
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5.  สมรรถภาพการเจริญเติบโตและลักษณะ        2544                     หัวหน้าโครงการวิจัย 
    ซากของโคป่าลูกผสม พ่อวัวกระทิงและ  
 วัวแดงกับแม่โค บราห์มันและเรดซินดี                                     
6.  ผลของการใช้มันส าปะหลังต่อผลผลิ           2544                   หัวหน้าโครงการวิจัย        
    ของไก่พื นเมือง ช่วงอายุ 0-16 สัปดาห์ 
7. สมรรถภาพการเจริญเติบโต และลักษณะซาก  2544             หัวหน้าโครงการวิจัย   
   ของโคป่าลูกผสม พ่อวัวกระทิง  
    และวัวแดง กับแม่พันธุ์บราห์มัน และเรดซินดี 
8. อัตราพันธุกรรมของลักษณะที่ส าคัญทาง          2545   หัวหน้าโครงการวิจัย        
 เศรษฐกิจของโคกบินทร์บุรีระยะแรกเกิด 
 ถึงอายุ 1 ปี 
9. สมการท านายน  าหนักตัวโคกบินทร์บุรีชั่วอายุที่ 1 2545                  ผู้ร่วมโครงการวิจัย 
10. สมรรถภาพการเจริญเติบโตของเป็ดบาร์บารี่ 2  2545   ผู้ร่วมโครงการวิจัย 
    สายพันธุ์ เมื่อเลี ยงด้วยส าปะหลังระดับต่างๆ 
11. การเปรียบเทียบสมรรถภาพการขุน   2546    หัวหน้าโครงการวิจัย 
    และลักษณะซาก ระหว่างโคลูกผสม 
    ทาเรนเทส-บราห์มันและโคลูกผสม 
 ซิมเมนทอล-บราห์มัน 
12. การเลี ยงโคกบินทร์บุรีโดยใช้พื นที่แปลงหญ้า  2546       หัวหน้าโครงการวิจัย 
 แบบจ ากัด     
13. การสร้างฝูงไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว    2548   หัวหน้าโครงการวิจัย        
    1. ลักษณะภายนอกของไก่เม่ือถึงชั่วอายุ 
    ที่ 1 และ 2 
14. สมรรภาพการผลิตไก่พื นเมืองที่ระดับโปรตีน   2548   ผู้ร่วมโครงการวิจัย 
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    ในอาหารต่างๆกัน 
15. การสร้างฝูงไก่พื นเมืองจ านวน 4 พันธุ์     2549            ผู้ร่วมโครงการวิจัย        
  (ประดู่หางด า, เหลืองหางขาว, แดง และชี) 
16. ประสิทธิภาพการใช้กล่องรักษาอุณหภูมิ          2549                         ผู้ร่วมโครงการวิจัย  
    เป็นภาชนะขนส่งน  าเชื อแช่เย็น ส าหรับ 
    ผสมเทียมไก่พื นเมืองในภาคสนาม    
17. การสร้างฝูงไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว  2550   หัวหน้าโครงการวิจัย           

2. สมรรถภาพการผลิตและค่าพารามิเตอร์ 
 ทางพันธุกรรมของลักษณะน  าหนักตัวของไก่ 
18. สมรรถภาพการเจริญเติบโตของโคกบินทร์บุรี    2550                       ผู้ร่วมโครงการวิจัย  

เพศผูใ้นระยะทดสอบ 
19. สมรรรถภาพการผลิตของไก่พื นเมืองพันธุ์ประดู่ 2550                        ผู้ร่วมโครงการวิจัย  

หางด า, พันธุ์เหลืองหางขาว, พันธุ์แดง และพันธุ์ชี. 
20. อาทิตย์ ใหญ่ลา, เนรมิต สุขมณี, ธีระชัย ช่อไม้ และวรวิทย์ สิริพลวัฒน์. 2551. การถ่ายทอดลักษณะทาง 

พันธุกรรมของสีแข้งในไก่พื นเมืองไทยพันธุ์เหลืองหางขาว. การประชุมวิชาการ
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ครั งที่ 46.  กรุงเทพฯ. น. 107-114. 

21. อาทิตย์  ใหญ่ลา, เนรมิต สุขมณ,ี ธีระชัย ช่อไม้ และวรวิทย์ สิริพลวัฒน์. 2551. การถ่ายทอดลักษณะทาง 
พันธุกรรมของสีขนในไก่พื นเมืองไทยพันธุ์เหลืองหางขาว. วารวารวิทยาศาสตร์เกษตร.  กรุงเทพฯ. (อยู่
ระหว่างรอตีพิมพ์). 

 
7. ปัจจุบันก ำลังด ำเนินกำรวิจัย   

1. โครงการย่อยที่   4. การเลี ยงโคกบินทร์บุรีของกรมปศุสัตว์ภายใต้การเลี ยงของเกษตรกร 
4.1 สมรรถภาพการผลิตโคกบินทร์บุรีในสภาพฟาร์มเกษตรกรเครือข่าย 
(2550-2554) (เลขทะเบียนวิจัย (50)(1)-(50:4.1)-0206-006) 
4.2 ผลตอบแทนทางเศรษฐกิจและสังคม ของการผลิตโคกบินทร์บุรีของ
เกษตรกรฟาร์มเครือข่าย (2550-2554) 
 

2. โครงการทดสอบสมรรถภาพโคเนื อกรมปศุสัตว์และเกษตรกรฟาร์มเครือข่าย (51(1)- 0206-003) 
            2.1  การทดสอบสมรรถภาพโคพันธุ์กบินทร์บุรีของกรมปศุสัตว์และเกษตรกรฟาร์มเครือข่าย 
                 (เลขทะเบียนวิจัย 51(1)-(51.3)- 0206-003) 
   
8. ปัจจุบันด ำเนินโครงกำรวิจัยสิ้นสุดลงแล้ว   

1. โครงการสร้างฝูงไก่พื นเมืองพันธุ์เหลืองหางขาว (2546-2550) 
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ประวัติ ผู้ร่วมโครงกำรวิจัย 
1.  ชื่อ – นำมสกุล (ภาษาไทย) :   นายเทวินทร์   วงษ์พระลับ 

(ภาษาอังกฤษ) :   Mr. Thevin  Vongpralub 
เลขหมำยประจ ำตัวประชำชน :   3 – 4007 – 00805 – 33 - 9 
2.  ต ำแหน่งปัจจุบัน : รองศาสตราจารย์ ระดับ 9 
3.  หน่วยงำนสังกัด : ภาควิชาสัตวศาสตร์ คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น 40002 โทร.  
โทรสาร 043 – 202362 E – mail : vthevi@kku.ac.th 
4.  ประวัติกำรศึกษำ    

ปีท่ีจบ 
กำรศึกษำ 

ระดับ 
ปริญญำ 

อักษรย่อ 
ปริญญำและ 
ชื่อเต็ม 

สำขำวิชำ วิชำเอก ชื่อสถำบัน ประเทศ 

2522 ปริญญาตรี วท.บ. 
(วิทยาศาสตร์บัณฑิต) 

เกษตรศาสตร์ สัตวศาสตร์ มหาวิทยาลัย 
ขอนแก่น 

ไทย 

2530 ปริญญาโท วท.ม. 
(วิทยาศาสตร์
มหาบัณฑิต) 

เกษตรศาสตร์ สัตวบาล มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร์ 

ไทย 

2538 ปริญญา
เอก 

Dr. Sc. Agr. 
Doctor in Agriculture 

Animal  
Science 

Animal  
Reproduction 

Kyushu 
Tokai 

ญี่ปุ่น 

 
5. สำขำวิชำกำรที่มีควำมช ำนำญพิเศษ (แตกต่ำงจำกวุฒิกำรศึกษำ) 
6. ประสบกำรณ์ที่เกี่ยวข้องกับงำนวิจัยท้ังภำยในและภำยนอกประเทศ 
 6.1   ชื่อแผนงำนวิจัยในฐำนะผู้อ ำนวยกำร: การเก็บรักษาเชื อพันธุ์ในโคพื นเมืองโดยวิธีการแช่แข็ง 

(สิ นสุดปีงบประมาณ 2550) 
6.2   ช่ือโครงกำรวิจัยในฐำนะหัวหน้ำโครงกำร : การแช่แข็งตัวอ่อนโคพื นเมืองที่ผ่านการคัดเพศ (สิ นสุด
ปีงบประมาณ 2550) 
6.3   งำนวิจัยท่ีท ำเสร็จ : ชื่อผลงานวิจัย  ปีที่พิมพ์ และสถานภาพในการวิจัย  

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, วีระ ภาคอุทัย, พรชัย ล้อวิลัย, ฉลอง วชิราภากร และ วิษณุ 
วิเชียรสรรค์. 2534. การศึกษาถาวรภาพในการเลี ยงโคนมของเกษตรกรรายย่อยในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ รายงานการวิจัยเสนอต่อสถาบันวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยขอนแก่น (หัวหน้า
โครงการ) 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, บุญตา ธรรมบุตร และ มานิตย์ สนธิไชย. 2539. อิทธิพลของ 
น  ายาเจือจางและรูปแบบภาชนะที่ใช้ขนส่งในสภาพสนามต่อคุณภาพน  าเชื อสุกร . แก่นเกษตร 
24(2):81-89. เทวินทร์ วงษ์พระลับ และ มนต์ชัย ดวงจินดา. 2538. อิทธิพลของจ านวนเซลล์กรานูโล
ซาต่อการพัฒนาตัวอ่อนของหนูขาวเมื่อเพาะเลี ยงร่วมกันในหลอดทดลอง . แก่นเกษตร 23:37-43. 
(หัวหน้าโครงการ) 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, บัญญัติ เหล่าไพบูลย์, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, ปิยศักดิ์ สุวรรณี, ประมร เมืองพรม 
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และ พิทักษ์ เผ่าผา. 2542. การศึกษาเบื องต้นในการเก็บรักษาคุณภาพน  าเชื อแบบแช่แข็งในโค
พื นเมือง. วารสารวิจัย มข. 4:22-28. 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, อดศักดิ์ สังข์แก้ว และ กฤตพล สมมาตย์. 2542. การศึกษา 
เบื องต้นในการเก็บรักษาน  าเชื อกวางซิก้าแบบแช่แข็ง. วารสารสัตว์ป่าเมืองไทย. 7:9-12. 

สุจินต์ สิมารักษ,์ เทวินทร์ วงษ์พระลับ, ยุพา หาญบุญทรง และ พิรวิทย์ เชื อวงษ์บุญ. 2543. การเลือกเพศตัว 
อ่อนโคนมด้วยเทคนิคการเพ่ิมขยายยีน. รายงานการวิจัยโครงการวิจัยจากทุนอุดหนุนการวิจัย 
ประเภทอุดหนุนทั่วไป ปีงบประมาณ 2541. มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, อดิศักดิ์ สังข์แก้ว, บุญตา ธรรมบุตร. 2543. การเก็บรักษา 
น  าเชื อและตัวอ่อนสุกรพื นเมืองโดยวิธีแช่แข็ง. รายงานการวิจัยโครงการวิจัยจากทุนอุดหนุนการวิจัย 
ประเภทอุดหนุนทั่วไป ปีงบประมาณ 2541. มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 

สุจิตรา อาจริยะวัฒนกุล, เทวินทร์ วงษ์พระลับ, บัญญัติ เหล่าไพบูลย์ และ พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา. 2544. 
ผลของระดับเบต้าแคโรทีนในอาหารต่อคุณภาพน  าเชื อไก่พื นเมือง . วารสารสัตวแพทยศาสตร์ มข. 
11:1-11. 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, วิทยา ฉินชิยานนท์, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, อดิศักดิ์ สังข์แก้ว, สนั่น เหลียงไพบูลย์, 
บัญญัติ เหล่าไพบูลย์, พรชัย ล้อวิลัย และ อารียา ทองประยูร. 2544. ความยาวของเส้นรอบวงอัณฑะ
และคุณลักษณะน  าเชื อกวางป่าในฤดูกาลที่แตกต่างกัน. วารสารวิจัย มข. 6:25-33. 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, พิทักษ์ เผ่าผา, อดิศักดิ์ สังข์แก้ว, มังกร วงษ์ศรี และ มานิตย์ 
สนธิไชย. 2545. การเก็บรักษาน  าเชื อและคัพภะโคพื นเมืองไทยโดยวิธีแช่แข็ง. รายงานการวิจัย. 
โ คร งกา รวิ จั ย จ ากทุ น อุดหนุ นก ารวิ จั ย  ประ เภท อุดหนุ นทั่ ว ไป  ปี ง บประมาณ 2542. 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา,บัญญัติ เหล่าไพบูลย์ และบุญตา ธรรมบุตร.2546. ผลของ 
ระบบโรงเรือนต่อสมรรถภาพทางการสืบพันธุ์ของสุกรพ่อพันธุ์.แก่นเกษตร.31:110-118. 

เทวินทร์ วงษ์พระลับ, วิทยา ฉินธิยานนท์, สนั่น เหลียงไพบูลย์, อารียา ทองประยูร, ทองใบ ยะวงษา, 
พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา, มนต์ชัย ดวงจินดา และบัญญัติ เหล่าไพบูลย์.2547. การผสมเทียมใน
กวางป่า.การประชุมสัมมนาวิชาการเกษตรแห่งชาติ สาขาสัตวศาสตร์/สัตวบาล คณะเกษตรศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยขอนแก่น. 

พิชญ์รัตน์ แสนไชยสุริยา,วิทยา ฉินธิยานนท์,เทวินทร์ วงษ์พระลับ,สนั่น เหลียงไพบูลย์,ยุพิน ผาสุข  
และอารียา ทองประยูร. 2547. การควบคุมการเป็นสัดในกวางป่าโดยใช้ ฮอร์โมนโพรสตาแกรนดิน
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6.4   งำนวิจัยท่ีก ำลังท ำ : 

การปรับปรุงพันธุ์ไก่พื นเมืองไทยประดู่หางด าและชีด้วยดัชนีการคัดเลือก (ปีงบประมาณ 2550 – 2553) 
แหล่งทุนจาก สกว. (ผู้ร่วมวิจัย) 
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หลักโดยการจ าลองข้อมูลในโคนม.  วารสารแก่นเกษตร.4(33). 
ผลงำนตีพิมพ์ในรำยงำนกำรประชุม 

อมรรัตน์  โมฬ, มนต์ชัย  ดวงจินดา  ,วิโรจน์  ภัทรจินดา  ,สุภร  กตเวทิน  ,จิรวัฒน์  สนิทชน , กนก  ผลารักษ์ ,
และ พงษ์ชาญ ณ ล าปาง  .2547  .การตรวจหา quantitative trait loci ต่อ   ลักษณะปริมาณน  านม
บนโครโมโซมคู่ที่ 3 ในประชากรโคนมลูกผสม  .งานประชุมประจ าปีเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ครั งที่ 
16 .มหาวิทยาลัยนเรศวร ,พิษณุโลก.   

อมรรัตน์  โมฬ ีและ มนต์ชัย  ดวงจินดา. 2548. ผลตอบสนองการคัดเลือกเมื่อใช้โมเดลที่มีอิทธิพลของยีนหลัก
โดยการจ าลองข้อมูลในโคนม. งานประชุมสัมมนา วิชาการสัตวศาสตร์ ครั งที่ 1. คณะเกษตรศาสตร์,  
มหาวิทยาลัยขอนแก่น 
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อมรรัตน์  โมฬี  และ มนต์ชัย  ดวงจินดา  .2549 . ขนาดประชากรที่เหมาะสมในการ วิเคราะห์หายีนควบคุม
ลักษณะเชิงปริมาณน  านมในโคนโดยการจ าลองข้อมูล.งานประชุมสัมมนาวิชาการสัตวศาสตร์ ครั งที่ 1 .
คณะเกษตรศาสตร์ ,มหาวิทยาลัยขอนแก่น 

กนก  เชาวภาษี  อมรรัตน์  โมฬี และ วาณี ชัยวัฒนสิน. 2551. การประมาณค่าพารามิเตอร์ทาง 
พันธุกรรมและคุณค่าการผสมพันธุ์ของลักษณะทางเศรษฐกิจบางลักษณะในโคก าแพงแสน. การ 
ประชุมทางวิชาการ ครั งที่ 46 มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์.  

Molee A., M. Duangjinda, V. Pattarajinda, S. Katawatin, J. Sanitchon, K Phalaraksh, and  P. Na-
Lampang. 2005. Detection of putative quantitative trait loci affecting milk yield on 
chromosome 3 in Thai crossbred Holstein.  Annaul conference for 2nd graduate 
agriculture biotechnology, Juraporn research centre. Bangkok.  (Poster) 

8. ท่ำนได้รับทุนวิจัยหรือด ำเนินโครงกำรวิจัยอยู่หรือไม่ (รำยละเอียด)  
ทุนวิจัยที่ได้รับ 

1.  การส ารวจเพื่อศึกษาสถานภาพการเลี ยงกวางในประเทศไทย  
แหล่งทุน ส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย )สกว (. 
ระยะเวลำ 3 เดือน  
งบประมำณ 145,000 บาท 
กำรด ำเนินโครงกำร อยู่ระหว่างการตรวจสอบรายงานฉบับสมบูรณ์ 
ควำมรับผิดชอบ ผู้ร่วมวิจัย และเลขานุการโครงการ 
2.  ความสัมพันธ์ของรูปแบบยีนเคซีนกับระดับสายเลือดโฮลสไตล์ในโคนมลูกผสม 
แหล่งทุน ส านักงานคณะกรรมการอุดมศึกษาและส านักงานกองทุนสนับสนุนการวิจัย (สกว) 
ระยะเวลำ 24 เดือน  
งบประมำณ  360,000 บาท 
กำรด ำเนินโครงกำร อยู่ระหว่างการด าเนินการ 
ควำมรับผิดชอบ หัวหน้าโครงการ 
3.  อิทธิพลของยีน Acyl-CoA:diacylglycerol acyltransferase1 ต่อปริมาณน  านมและองค์ประกอบของ 
น  านมในโคนมพันธุ์โฮลสไตน์ลูกผสม 
แหล่งทุน มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
ระยะเวลำ 12 เดือน  
งบประมำณ  100,000 บาท 
กำรด ำเนินโครงกำร อยู่ระหว่างการด าเนินการ 
ควำมรับผิดชอบ หัวหน้าโครงการ 
 

9. บทบำทควำมรับผิดชอบในโครงกำร เช่น เป็นหัวหน้ำโครงกำร/ นักวิจัยหลักในโครงกำร / นักวิจัยที่
สนับสนุนเพียงบำงกิจกรรม ตามรายละเอียดข้อ 8 
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