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และแบบแชแข็ง (COLD AND FROZEN STORAGE OF NATIVE CHICKEN “ LEUNG 
HANG KAO ” SEMEN) อาจารยท่ีปรกึษา : อาจารย ดร.สมร  พรช่ืนชูวงศ, 103 หนา. 

 
 การศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและแบบแช
แข็ง แบงการศึกษาออกเปน 2 การทดลอง ดังนี ้1) ผลของสารละลายน้ําเช้ือ และระยะเวลาการเก็บ
รักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น และ 
2) ผลของสารละลายน้าํเช้ือ ชนิดและระดับความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท ท่ีเหมาะสม
สําหรับการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 การศึกษาผลของสารละลายน้าํเช้ือ และระยะเวลาการเกบ็รักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น โดยใชสารละลายน้าํเช้ือ 7 ชนิด 
(สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) Beltsville 
poultry semen extender (BPSE) Lake's diluent IGGKP และ EK) และใช 0.9% โซเดียมคลอไรด  
รวมกับ 0.2% น้ําตาลกลูโคส เปนกลุมควบคมุ ทําการเจือจางน้ําเช้ือในสารละลายน้ําเช้ือแตละชนดิ 
และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ทําการทดสอบผลของสารละลายน้ําเช้ือ และระยะเวลา
การเก็บรกัษาตออัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน พบวาการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1-3 วัน เม่ือใชสารกลุม modified extender (300  350 และ 400 mOsm kg-1) 
ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวากลุมควบคุมและสารละลายน้ําเช้ือชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) แต
อยางไรก็ตามการใชสารละลายน้ําเช้ือทุกชนิดไมมีผลตออัตราการมีชีวิตท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 2-3 
วัน เม่ือนาํสารละลายน้าํเช้ือท่ีใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวา 60% ซ่ึงไดแก สาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และ Lake’s diluent มาทําการ
ทดสอบอัตราการผสมตดิท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน พบวาการเกบ็รกัษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน 
เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการผสมติดสูงท่ีสุด 
100±0.00% ซ่ึงไมแตกตางกับการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 
และ BPSE เม่ือเก็บรกัษาในระยะเวลาท่ียาวนานขึน้เปนระยะเวลา 4-5 วัน พบวาการใชสารกลุม modified 
extender (300 350 และ 400 mOsm kg-1) ใหอัตราการผสมติดสูงกวากลุมควบคมุและการใช Lake’s 
diluent และเม่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจิจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
ชนิดสองกราด พบวาระยะเวลาการเกบ็รกัษาท่ีเพ่ิมขึ้นมีผลทําใหโครงสรางของตัวอสุจโิดยเฉพาะสวน
หัวและสวน midpiece ถูกทําลาย นอกจากนียั้งไดศึกษาหาความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี 
กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเฉล่ียเปนแนวตรงเม่ือเทียบกับการ
เคล่ือนท่ีจริงของตัวอสุจิ (Average Path Velocity : VAP µm/s) อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนโคง 
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ของตวัอสุจ ิ(Curvilinear Velocity : VCL µm/s) และอัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนตรงจาก
จุดเริ่มตนถึงจดุสุดทายของตวัอสุจิ (Straight Line Velocity : VSL µm/s)) อัตราการมีชีวติ และอัตรา
การผสมติด ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 5 วัน พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีไมมีความสัมพันธกับอัตรา
การผสมติดแตมีความสัมพันธกับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (P<0.01)  

การศึกษาผลของสารละลายน้ําเช้ือ ชนดิและระดับความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท 
ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยใช
สารละลายน้ําเช้ือ  5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 
400 mOsm kg-1) สาร BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับสารไครโอโพรเทคแทนท 4 ชนิด 
(dimethyl acetamide-DMA dimethyl formamide-DMF dimethyl sulfoxide-DMSO และ glycerol) ท่ี
ระดับความเขมขน 5 10 และ 15% พบวาชนิดของสารละลายน้ําเช้ือ และสารไครโอโพรเทคแทนท 
มีอิทธิพลรวมกัน โดยการใช BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% การใช
สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO และสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาสูงกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05)  
จึงไดนําท้ัง 4 ทรีทเมนตดังกลาวมาทดสอบอัตราการผสมติดพบวา การใชสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการผสมติดเพียง 
9.52±9.52% (4% ของน้ําเช้ือสด) และเม่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจิจากภาพถายดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด พบวามีการถูกทําลายโครงสรางของตัวอสุจิบริเวณ
สวนหัวและสวน midpiece 
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COLD STORAGE/FROZEN STORAGE/NATIVE CHICKEN/LEUNG HANG 

KAO/SEMEN 

 

 This study examined the feasibility of cold and frozen storage of native chicken       

“ Leung Hang Kao ” semen. Two major experiments were carried out. The first experiment 

was to investigate the effect of extenders and storage times on cold storage of native chicken 

“ Leung Hang Kao ” semen. The second experiment was to investigate the effect of 

extenders, cryoprotectants and their concentrations on the frozen storage of native chicken   

“ Leung Hang Kao ” semen. 

 The effect of seven extenders (modified extenders with osmotic pressure 300, 350 

and 400 mOsm kg-1, Beltsville poultry semen extender (BPSE), Lake’s diluent, IGGKP and 

EK) on cold storage of native chicken “ Leung Hang Kao ” semen was investigated. Fresh 

semen diluted with 0.9% NaCl and 0.2% glucose was used as a control. Sperm samples 

were diluted with each extender and stored for seven days at 4˚C, and motility and viability 

rates were assessed every day from day 1 to day 7. After storage for 3 days, the sperm 

diluted with the modified extenders (300, 350 and 400 mOsm kg-1) showed significantly 

higher motility rates than the control group and the other extenders (P<0.05). None of the 

extenders used had an effect on viability rates after storage for 3 days (P>0.05). Five 

extenders (modified extenders with osmotic pressure 300, 350 and 400 mOsm kg-1, BPSE 

and Lake’s diluent) were selected and used as a diluent for a fertilization trial, due to 

yielding motility rates more than 60%. The fertility rate was evaluated from day 1 to day 5. 

After day 1 of storage, the highest fertility rate (100±0.00%) resulted from the modified  
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extender with osmotic pressure 400 mOsm kg-1. There was no significant difference 

between the modified extender with osmotic pressure 350 mOsm kg-1 and BPSE (P>0.05). 

With increasing storage times from 4 to 5 days, the sperm diluted with the modified 

extenders (300, 350 and 400 mOsm kg-1) yielded higher fertility rates than that of the control 

group and Lake’s diluent. The morphological changes of cold semen were observed using 

Scanning Electron Microscopy (SEM). With increasing storage times, more frequently 

ruptured plasma membrane damaged were found on the head part and midpiece. In addition, 

the correlation between motility, velocity parameters (VAP, VCL and VSL), viability and 

fertility rates were investigated from day 1 to day 5. After storage for 5 days, the correlation 

between motility, velocity parameters, viability and fertility rates were observed and it was 

found that the motility rate was  no correlation with viability and fertility rates (p<0.01).  

 The effect of five extenders (modified extenders with osmotic pressure 300, 350 and 

400 mOsm kg-1, BPSE and Lake’s diluent) and four cryoprotectants (DMA, DMF, DMSO 

and glycerol) at three concentrations (5, 10 and 15%) on the frozen storage of native chicken 

“ Leung Hang Kao ” semen were investigated, and an interaction between the extenders and 

the cryoprotectants were found. The combination of BPSE and 15% DMA or 15% DMF, 

the modified extender with osmotic pressure 350 mOsm kg-1 and 15% DMSO and the 

modified extender with osmotic pressure 400 mOsm kg-1 and 15% glycerol yielded higher 

progressive rates and motility rates than that of the other treatments (P<0.05). These were 

conducted for fertilization trial. The fertility rate 9.52±9.52% (4% of control) was achieved 

with a combination of modified extender with osmotic pressure 400 mOsm kg-1 and 15% 

glycerol. SEM was used to assess the physical damage of the frozen semen and it was found 

that ruptured plasma membrane damaged was commonly found on head part and midpiece. 

  
School of Animal Production Technology  Student’s Signature_________________ 

Academic Year 2013    Advisor’s Signature_________________ 

Co-advisor’s Signature_______________ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ฉ 
 

 
 
 
 
 

สารบัญ 
 

หนา 
 

บทคัดยอ (ภาษาไทย)......................................................................................................................... ก 
บทคัดยอ (ภาษาอังกฤษ)....................................................................................................................ค 
กิตตกิรรมประกาศ.............................................................................................................................จ 
สารบัญ..............................................................................................................................................ฉ 
สารบัญตาราง....................................................................................................................................ฌ 
สารบัญภาพ.......................................................................................................................................ฏ 
คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ...........................................................................................................ฑ 
บทที ่

1 บทนํา........................................................................................................................................1 
 1.1  ความสําคัญและท่ีมาของปญหาในการทํางานวิจัย...........................................................1 
 1.2  วัตถุประสงคในการวิจยั…...............................................................................................2 
 1.3  สมมุติฐานงานวิจัย...........................................................................................................3 

1.4 ขอบเขตของงานวิจัย........................................................................................................3 
          1.5  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ..............................................................................................3 

2 ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยทีเ่กีย่วของ.......................................................................................4 
 2.1 ระบบสืบพันธุในไกเพศผู.............................................................................................................4 
 2.2 กระบวนการสรางตัวอสุจ.ิ..............................................................................................................5 

2.3 โครงสรางและสวนประกอบทางเคมีของอสุจ.ิ............................................................................6 
 2.4 วิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือ..................................................................................................................8 
 2.5 ผลของสาร extender ตอการเก็บรกัษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชเย็น..............................................9 
 2.6 ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant  
  ตอการเกบ็รกัษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชแข็ง............................................................................11 
 3 วิธีดําเนินงานวิจัย..................................................................................................................................16 
  3.1 วิธีการศึกษา...................................................................................................................................16 
 3.1.1  การรีดน้ําเช้ือ....................................................................................................................16 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ช 
 

สารบัญ (ตอ) 
  

หนา 
 

 3.1.2  การศึกษาสวนประกอบไอออนในซีรั่ม (Serum) คา pH และคาออสโมลาลิตี ้
  ของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว............................................................17 
 3.1.3  การประเมินคุณภาพน้ําเช้ือ.............................................................................................18 
 1)  การประเมินลักษณะทางกายภาพของน้ําเช้ือ.........................................................18 
 2)  การหาความเขมขนของน้ําเช้ือ (จาํนวนอสุจิตอหนึง่มิลลิลิตร)..........................18 
 3)  ศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจ.ิ..........................................................................18 
 4)  ศึกษาอัตราการมีชีวิต...............................................................................................21 
 5)  การศึกษาอัตราการผสมติด.....................................................................................23 
 6)  การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจโิดยใชกลอง SEM............................23 
 3.1.4  ขั้นตอนและวิธีการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 
  แบบแชเยน็และแบบแชแขง็...........................................................................................24 

4 ผลการวิเคราะหขอมูล............................................................................................................................38 
 4.1 สวนประกอบไอออนในซีรั่ม ปริมาตร ความเขมขน คา pH และคาออสโมลาลิตี้  

 ของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว..............................................................38 
 4.2  ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา 

 น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น...................................................39 
 4.3   ผลของชนิดของสาร extender ชนิดและความเขมขนของสาร cryoprotectant  

 ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 
 แบบแชแข็ง....................................................................................................................59 

5 อภิปรายผล.............................................................................................................................72 
 5.1 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา  
 น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น...................................................72 
 5.2 ผลของชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant  
  ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 
 แบบแชแข็ง....................................................................................................................76 

6 สรุปและขอเสนอแนะ.............................................................................................................78 
 6.1  สรุป...............................................................................................................................78 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
ซ 

 

สารบัญ (ตอ) 
  

หนา 
 6.2  ขอเสนอแนะ..................................................................................................................78 
รายการอางอิง ..................................................................................................................................79 
ภาคผนวก ก. วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี...........................................................................................84  
ภาคผนวก ข. ตารางแสดงการวิเคราะหวาเรียนซ..............................................................................89  
ประวัติผูเขียน.................................................................................................................................103  

  
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ฌ 
 

สารบัญตาราง 
 
ตารางที ่          หนา 
1  หลักเกณฑการสังเกตอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ.....................................................................19 
2   คา Sperm tracker......................................................................................................................20 
3  คา Analysis setup.....................................................................................................................21 
4  สวนประกอบทางเคมี (g/25ml) ของสาร extender ท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
    สายพันธุเหลืองหางขาว............................................................................................................25 
5  แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 7 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา 
 ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake's diluent IGGKP  

และ EK) และใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม โดยมีการวางแผนการ
ทดลองแบบ CRD ท่ีมีการวดัซํ้า (Repeated Measurements) ซ่ึงมีการวดัซํ้าอัตราการเคล่ือนท่ี  

     และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-7 วัน.............................................................27 
6   แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา 
  ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake's diluent)  
  และใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม โดยมีการวางแผนการทดลอง 

แบบ CRD ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) ซ่ึงมีการวัดซํ้าอัตราการผสมติด  
ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน.............................................................................................28 

7   แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา 
  ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent)  
  รวมกับการใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอ 
  การเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็งโดยวางแผนการทดลอง 
  แบบ Factorial in CRD...............................................................................................................31 
8   แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา 
  ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent) 
  รวมกับการใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอ 

การเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลอง
แบบ Factorial in CRD.............................................................................................................32  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ญ 
 

สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางที ่          หนา 
9 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา 
 ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent)  
 รวมกับการใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอ 
 การเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการ 
 ทดลองแบบ Factorial in CRD.................................................................................................32  
10   แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา 
  ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent)  
  รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอ 
  การเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการ 
  ทดลองแบบ Factorial in CRD.................................................................................................33 
11   แผนการทดลองการศึกษาสาร BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% 
  สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1รวมกับ 15% DMSO  
  และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1รวมกับ  
  15% glycerol ตออัตราการผสมติดของการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุ 
  เหลืองหางขาวแบบแชแข็ง.......................................................................................................35 
12  สวนประกอบไอออนในซีรั่ม ปริมาตร ความเขมขน คา pH และคาออสโมลาลิตี้  
      ของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว.........................................................................37 
13  ผลของสาร extender ท่ีมีผลตออัตราการเคล่ือนท่ี (Mean±S.E.) ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก 
      พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปนระยะเวลา 1-7 วัน...........................................................40 
14  ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษา ท่ีมีผลตออัตราการมีชีวิต (Mean±S.E.)  
 ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปนระยะเวลา 1-7 วัน..................41 
15  ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษา ท่ีมีผลตออัตราการผสมติด (Mean±S.E.)  
  ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปนระยะเวลา 1-5 วัน..................45 
 
 
 
 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ฎ 

สารบัญตาราง (ตอ)  
 
ตารางที ่          หนา 
16 คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา  
 และอัตราการมีชีวติของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด  
      (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1),  
     BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMA เปนสาร cryoprotectant  
      ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15%.........................................................................................61 
17  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา  
      และอัตราการมีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวในสาร extender 5 ชนิด  
      (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1),   
      BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMF เปนสาร cryoprotectant  
      ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15%.........................................................................................63 
18  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา  
      และอัตราการมีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวในสาร extender 5 ชนิด  
      (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1),  
      BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMSO เปนสาร cryoprotectant  
      ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15%.........................................................................................65 
19  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา  
      และอัตราการมีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวในสาร extender 5 ชนิด  
      (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm/kg),  
      BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant     
      ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15%.........................................................................................67 
20  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการผสมติดของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 
      ท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง.............................................................................................................69 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 สารบัญภาพ  
 
ภาพที่           หนา 
1 ระบบสืบพันธุของไกเพศผู.........................................................................................................5 
2 โครงสรางตัวอสุจขิองไก............................................................................................................7 
3 การรีดน้ําเช้ือไก........................................................................................................................17 
4 สไลดสําหรับนับเม็ดโลหิต (heamacytometer counting chamber ก) บริเวณท่ีนับ 
    จํานวนอสุจิท้ัง 5 บริเวณ (1 2 3 4 และ 5 ข)..............................................................................18 
5  อสุจิมีชีวิตมีลักษณะสีขาว และอสุจิตายจะติดสีชมพูแดงหรือสีมวงเขม เม่ือยอมดวยสี  
     Eosin - nigrosin (ภายใตกลอง compound microscope กําลังขยาย 100 เทา)............................22 
6  กระบวนการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น..........................29 
7  กระบวนการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง.........................35 
8  ผลของระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน ท่ีมีผลตออัตราการเคล่ือนท่ีของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
    สายพันธุเหลืองหางขาว............................................................................................................43 
9  ผลของระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน ท่ีมีผลตออัตราการมีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
      สายพันธุเหลืองหางขาว............................................................................................................44 
10  ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี 1-5 วัน ท่ีมีผลตออัตราการผสมติดของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
  สายพันธุเหลืองหางขาว............................................................................................................47 
11  ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกตท่ีิกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM.......................48 
12  ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติ ท่ีเก็บรกัษาเปนระยะเวลา 1 วัน ดวยสาร  
      modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1  

สาร BPSE (D) สาร Lake’s diluents (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทาโดยใชกลอง SEM.................48 
13  ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีมีการถูกทําลายเม่ือเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 1 วัน  
      ดวยสาร IGGKP (A) สาร EK (B) และ Control (0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose) (C)  
      ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM...............................................................................50 
14  ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกตเิม่ือเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 4 วัน ดวยสาร  
      modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 (A), 350 (B) และ  
 400 (C) mOsm kg-1..................................................................................................................51  
 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ฐ 
 

สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพที่           หนา 
15  ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีมีการถูกทําลายเม่ือเก็บรกัษาเปนระยะเวลา 4 วัน  
      ดวยสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 (A) 350 (B) และ  
      400 (C) mOsm kg-1 สาร BPSE (D) และ Lake’s diluents (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา 
      โดยใชกลอง SEM....................................................................................................................52 
16  ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A)  
  VCL (B) และ VSL(C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E)  
  ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเลา 1 วัน...................................................................................................54 
17  ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A)  
  VCL (B) และ VSL(C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E)  
  ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเลา 2 วัน...................................................................................................55 
18  ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A)  
  VCL (B) และ VSL(C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E)  
  ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเลา 3 วัน...................................................................................................56 
19  ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A)  
  VCL (B) และ VSL(C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E)  
  ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเลา 4 วัน...................................................................................................57 
20  ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A)  
  VCL (B) และ VSL(C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E)  
  ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเลา 5 วัน...................................................................................................58 
21  โครงสรางของตัวอสุจิปกติของน้ําเช้ือสด (A) และตัวอสุจิท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
  ดวยสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ  
  15% glycerol (B) ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา โดยใชกลอง SEM..................................................70 
22  ลักษณะโครงสรางของตวัอสุจิท่ีถูกทําลายเม่ือเก็บรกัษาแบบแชแข็งดวยสาร BPSE รวมกับ 
 DMA (A) และ DMF (B) ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคา 
 ออสโมลาลิตีท่ี้ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (C) และสาร modified extender  
 ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้ระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (D) ท่ีกําลังขยาย  
 5,000 เทา โดยใชกลอง SEM....................................................................................................70 

 

B A 



 

 

 

 

 

 

 

 

คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

ANOVA = การวิเคราะหความแปรปรวน 
BES  = N N-bis (2-hydroxyethyl)-2-aminoethane sulfonic acid 
BPSE  = Beltsville poultry semen extender 
Ca2+ = แคลเซียม 
cAMP  = cyclic adenosine monophosphate 
Cl- = คลอไรด 
CoA = coenzyme A 
CRD = แผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design) 
DNA  = กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (Deoxyribonucleic acid)  
DMA = ไดเมททิลอะซิตะไมท 
DMF = ไดเมททิลฟอรมมาไมท 
DMSO = ไดเมททิลซัลฟอกไซด 
EG = เอทิลีนไกคอล 
Extender = สารละลายน้ําเช้ือ 
K+ = โพแทสเซียม 
Mg2+ = แมกนีเซียม 
Na+ = โซเดียม 
NaCl  = โซเดียมคลอไรด 
OsO4 = ออสเมียม 
PEG = โพลีเอทิลีนไกคอล 
PVA = โพลีไวนิลแอลกอฮอล 
PVP = พอลิไวนิลไพโรลิโดน 
r = คาสหสัมพันธ 
S.D. = คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
SEM  = กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนดิสองกราด (Scanning Electron Microscopy) 
SE =  คาความคลาดเคล่ือน 
TALP = Tyrode medium supplemented with albumin lactate and pyruvate 
TES  = N-Tris (hydroxyethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic acid 
TES = turkey semen extender  
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VAP = อัตราเรว็ในการเคล่ือนท่ีเฉล่ียเปนแนวตรงเม่ือเทียบกับการเคล่ือนท่ีจริงของ 
  ตัวอสุจ(ิAverage Path Velocity) 
VCL = อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนโคงของตัวอสุจิ (Curvilinear Velocity) 
VSL = อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนตรงจากจุดเริ่มตนถึงจดุสุดทายของตวัอสุจ ิ
  (Straight Line Velocity) 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาในการทํางานวิจัย 
 ในอดีตเกษตรกรไทยมีการเล้ียงไกพ้ืนเมืองไวเพ่ือบริโภคในครัวเรือน และมีการขายไก
พ้ืนเมืองเม่ือเกษตรกรตองการใชเงินเพ่ือใชจายในครอบครวั (อภิชัย รัตนวราหะ, 2541) ซ่ึงเนื้อไก
พ้ืนเมืองถือไดวาเปนแหลงโปรตีนท่ีมีรสชาติด ี มีเนื้อแนนและมีไขมันนอย จึงทําใหไกพ้ืนเมืองมี
ราคาสูงกวาไกกระทงประมาณ 20-30% (วัลลภ คงเพ่ิมพูน, 2544) นอกจากนีย้ังมีการจัดตั้งชมรม 
สมาคม เพ่ืออนุรักษและพัฒนาสายพันธุไกพ้ืนเมืองใหเปนสายพันธุไกชนอีกดวย แตในชวงท่ีผาน
มาไดเกิดการระบาดของโรคไขหวดันก เกดิจากเช้ือไวรัสสายพันธุ H5N1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีกอโรค
รุนแรง จึงกอใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวปกและเกษตรกรผูเล้ียงสัตวปก 
ประเทศไทยไดพบการระบาดของเช้ือไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ครั้งแรกเม่ือวันท่ี 23 
มกราคม พ.ศ. 2547 จึงทําใหรัฐบาลตองออกมาตรการควบคุมการระบาดของโรคไขหวัดนกโดย
การทําลายสัตวปกท่ีเปนพาหะซ่ึงรวมถึงไกพ้ืนเมืองดวยประมาณ 60,811,081 ตัว (สํานักควบคุม 
ปองกัน และบําบัดโรค กรมปศุสัตว, 2549) ซ่ึงการทําลายไกเปนจํานวนมากนี้สงผลใหไกท่ีมี
พันธุกรรมท่ีดีลดจํานวนลง นอกจากนี้ยังเกิดการระบาดของโรคนวิคลาสเซิล ซ่ึงสามารถติดตอได
โดยสัตวหายใจเอาละอองอากาศท่ีมีเช้ือไวรัสเขาไป และสามารถติดตอผานสัตวพาหะ เชน นก
ธรรมชาติ นกปา และแมลง นอกจากนี้ยังสามารถติดตอจากการสัมผัสกับส่ิงคัดหล่ังโดยเฉพาะ
อุจจาระ อาหารและน้ํา รวมถึงการติดตอผานไข โดยลูกไกจะตายภายใน 4-5 วันของการฟก ซ่ึง
กอใหเกดิความเสียหายท้ังระบบการเล้ียงสัตวปกแบบพ้ืนบานและการเล้ียงสัตวปกแบบอุตสาหกรรม 
(วนิดา สรอยประจกัษ และ สรอยนภา กรองสะอาด, 2556) ปญหาท่ีสําคญัอีกประการหนึ่งคือ ขอจํากัด
ของน้ําเช้ือไกท่ีมีลักษณะหนืดและมีปริมาตรนอย ซ่ึงปริมาตรน้ําเช้ือไกท่ีไดจากการหล่ังแตละ
ครั้งเฉล่ีย 0.11 มิลลิลิตร/ตัว (วิโรจน จนัทรตัน, 2540) แตมีปริมาณความเขมขนสูงถึง 600-1,200 ลาน
ตัว/มิลลิลิตร (Donoghue and Wishart, 2000) จึงทําใหไมสะดวกในการนําไปผสมเทียม และ
จําเปนตองมีการเจือจางน้ําเช้ือกอนนําไปผสมเทียมหรือกอนนําน้ําเช้ือมาทําการเก็บรักษา โดยพบวา
สามารถเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองไดในอัตราสวนท่ีสูงถึง 1 : 8 (อสุจ ิ: สาร extender) (พรจติ สอนสีดา, 
เทวินทร วงษพระลับ และยุพิน ผาสุข, 2552) ดังนั้นการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองนาจะเปน
เครื่องมือท่ีจะชวยแกปญหาดังกลาว โดยจะสามารถเกบ็รักษาพันธุกรรมท่ีดขีองไกพ้ืนเมืองและเปน
วิธีท่ีชวยกระจายพันธุกรรมไกพ้ืนเมืองไดรวดเรว็ ซ่ึงการเก็บรักษาน้ําเช้ือมีวิธีการเก็บรกัษา 2 วิธี คือ 
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1) การเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น จะใชสาร extender ในการเจือจางน้ําเช้ือจึงเปนการเพ่ิมปริมาตร
น้ําเช้ือ และสาร extender ยังเปนแหลงพลังงานใหกับตัวอสุจิเพ่ือใชในกระบวนการเมทาบอลิซึม อีก
ท้ังสาร extender ยังชวยยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตใหกับตัวอสุจิ โดยการเลือกชนิด
ของสาร extender นั้น ควรมีคา pH  และคาออสโมลาลิตีใ้กลเคียงกับ seminal fluid ของน้ําเช้ือสัตวท่ี
ทําการศึกษา โดยท่ัวไปคา pH  และคาออสโมลาลิตีท่ี้เหมาะสมสําหรบัสัตวปกจะอยูในชวงระหวาง 
6.0-8.0 และ 250-460 mOsm kg-1 ตามลําดับ (Siudzinska and Lukaszewicz, 2008)  หากอสุจิอยูใน
สภาวะท่ีมีคา pH ต่ํา จะทําใหอสุจิมีการใชออกซิเจนเพ่ิมขึ้น มีการผลิตกรดแลกตกิ สงผลใหอสุจิมีการ
เคล่ือนท่ีลดลง และหากอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH สูง จะสงผลใหอสุจิมีอัตราเมทาบอลิซึมสูงขึน้ 
สําหรับสภาวะท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ต่ําจะทําใหเซลลอสุจิบวม และสภาวะท่ีมีคาออสโมลาลิตีสู้ง
จะทําใหเซลลอสุจิมีการสูญเสียน้ําและเกิดภาวะเซลลเห่ียว ซ่ึงการเก็บรกัษาน้ําเช้ือแบบแชเย็นนี้จะ
สามารถแกปญหาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองท่ีมีลักษณะหนดืและมีปริมาตรนอยใหสามารถนาํไปผสมกับ
แมไกไดงายขึ้นและผสมใหกับแมไกไดในจาํนวนท่ีเพ่ิมขึ้น และแกปญหาการเคล่ือนยายพอพันธุ
ท่ีมีคุณภาพดีไปผสมกับแมไกพันธุดี ซ่ึงจะชวยลดการระบาดของโรคติดตอในสัตวปกได 2) การเก็บ
รักษาน้ําเช้ือแบบแชแข็งจะอาศัยการทํางานของสาร extender รวมกับสาร cryoprotectant โดยสาร 
cryoprotectant มีหนาท่ีปองกันอันตรายเซลลอสุจิระหวางกระบวนการแชแข็ง ซ่ึงจะสามารถเก็บ
รักษาพันธุกรรมท่ีดีของไกพ้ืนเมืองไวในรูปแบบ sperm bank ถึงแมพอพันธุจะไมมีชีวิตอยู โดยมี
การรายงานวาสามารถเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกท่ีผานกระบวนการแชแข็งไดนานถึง 9 ป โดยไมลดอัตรา
การผสมตดิ (Lake, 1986) ซ่ึงในชวงท่ีผานมาพบวาการศึกษาทางดานการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง
ยังมีการศึกษาคอนขางนอย และผลการศึกษายังมีความแปรปรวนซ่ึงเนื่องมาจากปญหาในการ
เลือกใชสารเคมีท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการเก็บรักษาน้าํเช้ือท้ังแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง ไดแก 
สาร extender สาร cryoprotectant และอัตราการลดอุณหภูมิ ดังนั้นงานวิจยันี้จึงมีแนวคดิท่ีจะศึกษา
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง โดยใชไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหาง
ขาวเปนตนแบบในการศึกษา เพ่ือท่ีจะหาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษาท่ี
เหมาะสมสําหรับการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น หาชนดิของสาร 
extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง เพ่ือเปนประโยชนในการใชน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองให
เกิดประสิทธิภาพสูงสุด 
 
1.2 วัตถุประสงคในการวิจัย 
 1.2.1 เพ่ือศึกษาชนดิของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษาท่ีเหมาะสมสําหรับการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น
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1.2.2 เพ่ือศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant 
ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 
1.3 สมมุติฐานงานวิจัย 

1.3.1 ชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษา มีผลตอคุณภาพน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง
สายพันธุเหลืองหางขาวท่ีเก็บรักษาแบบแชเย็น 
 1.3.2 ชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant มีผลตอ
คุณภาพน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้มุงเนนเพ่ือศึกษาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี
เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ศึกษาชนิดของ
สาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยประเมินคุณภาพน้ําเช้ือจากอัตราการ
เคล่ือนท่ี ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) อัตราการมีชีวิต และอัตราการ
ผสมติด  
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทําใหทราบชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ทราบชนิดของสาร extender ชนิดและ
ระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant  ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสาย
พันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง ซ่ึงการศึกษาดังกลาวนี้จะเปนประโยชนใหกับองคกรภาครัฐท่ี
เกี่ยวของกับการอนุรักษพันธุกรรมและความหลากหลายทางชีวภาพ เพ่ือเปนการสงเสริมและพัฒนา
สายพันธุไกพ้ืนเมืองไทยใหยั่งยื่น 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

2.1 ระบบสืบพันธุในไกเพศผู 
 ระบบสืบพันธุของไกเพศผูจะอยูภายในรางกาย ซ่ึงแตกตางจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมท่ีมีลูก
อัณฑะอยูภายนอกรางกาย โดยระบบสืบพันธุของไกเพศผูมีสวนประกอบดังนี ้

1) ลูกอัณฑะ (Testes) มี 1 คู ลักษณะคลายเมล็ดถ่ัว ถูกหุมอยูใน visceroperitoneal sac ซ่ึง
จะยึดตดิอยูกับกระเพาะแท ตับ และลําไสเล็ก โดยลูกอัณฑะท้ังสองขางจะอยูติดกับผนังดานบน
ของชองทองในแนวกลางลําตัว ซ่ึงสวนทายของลูกอัณฑะจะเกินขอบเขตไปถึงกลีบหนาของไตท้ัง
สองขาง (ภาพท่ี 1) เนื้อเยื่อของลูกอัณฑะจะประกอบไปดวยทอ seminiferous สําหรับสรางเซลล
สืบพันธุเพศผู (Spermatozoa) ระหวางทอ seminiferous จะพบ leydig cell ท่ีทําหนาท่ีสรางฮอรโมน
เพศผู (Testosterone) โดยทอ seminiferous ของไกเพศผูท่ียังไมสมบูรณพันธุจะมีขนาดเล็ก และ
ถูกหุมดวยเซลลบุผิวช้ันเดียวเปนชนิด simple cuboidal epithelium ซ่ึงมี sertori cell และ 
spermatogonia cell อยูภายในทอ สําหรับลูกอัณฑะของไกเพศผูท่ีสมบูรณพันธุจะมีทอ seminiferous 
ขนาดใหญ และถูกหุมดวยเยื่อ tunica propria ท่ีมีรูปรางไมแนนอน และท่ีสวนฐานของทอจะ
มีเนื้อเยื่อบุผิวท่ีเปนเซลลสืบพันธุคือ sertori cell ซ่ึงเปนแหลงอาหารของเซลลสืบพันธุภายในทอ
สรางน้ําเช้ือ โดยลูกอัณฑะจะมีหนาท่ีสรางตวัอสุจิ ผลิตฮอรโมนเพศผู ควบคุมหนาท่ีของอวัยวะท่ีทํา
หนาท่ีพิเศษตาง ๆ ของระบบสืบพันธุ ควบคุมการแสดงออกของลักษณะเพศผู และควบคุมการ
แสดงออกทางการเกี้ยวพาราสีของไกเพศผู 

2) ถุงเก็บตัวอสุจิ (Epididymis) ในสัตวปกจะมีขนาดเล็กและมองเห็นไมชัดเจนเหมือนสัตว
เล้ียงลูกดวยนม ท้ังนี้เนื่องจากทอ efferent ductules ไมไดอยูรวมกนัอยางหนาแนนท่ีสวนปลายหัว
ของถุงเก็บตัวอสุจ ิ แตมันจะเรยีงกระจายไปตามความยาวของถุงเก็บตัวอสุจ ิ ทอดังกลาวจะเปดออก
สูทอของถุงเก็บตัวอสุจิ ซ่ึงทอนี้มีลักษณะเปนทอตรง และมีขนาดส้ัน เยื่อบุผิวภายในคาดอยูดวยเยื่อ
บุผิวชนิดไมมีขน ในไกเพศผูท่ีอยูในระยะสมบูรณพันธุจะมีตัวอสุจิอยูเปนจํานวนมากภายในทอ 
efferent ductules  
 3) ทอ Dectus deferens มีลักษณะการเรียงตัวแบบซิกแซกขนานกับทอปสสาวะ (ภาพท่ี 1) 
ปลายทอนีจ้ะไปเปดทางดานลางเยื้องไปทางสวนยูโรเดียมในสวงทวาร โดยสวนปลายตําแหนงท่ี
เปดเขาสวนยโูรเดียมจะขยายโปงพอง รูปรางคลายกระสวย โดยเรียกสวนพองของทอนี้วา erectile 
papilla ซ่ึงจะฝงตัวอยูในกลามเนื้อของสวงทวาร ยกเวนสวนปลายสุดประมาณ 2-3 มิลลิเมตร จะ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
5 

  

 

ยื่นโผลออกมาเปนติ่งส้ัน (papilla) ของ dectus deferens โดยสวนปลายของทอจะกวางท่ีสุดและ
ผนังหนาท่ีสุด ภายในทอ dectus deferens ของไกเพศผูท่ีอยูในชวงสมบูรณพันธุ จะมีตวัอสุจิอยูเปน
จํานวนมาก และตัวอสุจิจะใชเวลาเคล่ือนตัวจากสวน rete testis จนถึงปลายทอ ductus defferns เปน
ระยะเวลา 1-4 วัน 
 
 
 
 

 

 

 
ภาพที่ 1 ระบบสืบพันธุของไกเพศผู 

ที่มา : http://www.poultryhub.org/physiology/body-systems/reproductive-system/ 
 
4) Phallus เปนอวัยวะสืบพันธุของสัตวปกเพศผู มองเห็นไดดวยตาเปลาไมชัดเจน จะ

สังเกตเห็นไดเพียงวามีเนื้อเยื่อแข็งตัวขนาดเล็กยื่นโพลออกมาทางดานลางของสวน proctodeum 
ในระหวางการผสมพันธุอวัยวะสวนนี้จะสัมผัสกับสวนยืน่ของชองคลอดของไกเพศเมีย โดยกลไก
การแข็งตวัของ phallus จะเกิดขึ้นไดเม่ือมีของเหลวคลายน้ําเหลืองมาคั่งท่ีสวนนี้และโครงสราง
อ่ืน ๆ ภายในสวงทวารท่ีเกี่ยวของ 
 
2.2 กระบวนการสรางตัวอสุจิ 
 การสรางตัวอสุจใินลูกอัณฑะจะเกดิขึน้ไดดีท่ีสุดเม่ืออุณหภมิูภายในลูกอัณฑะต่ํากวาอุณหภูมิ
รางกายประมาณ 3 หรือ 4 องศาเซลเซียส ดังนัน้การสรางตวัอสุจิจะเกดิขึน้ในชวงเวลากลางคืน 
ซ่ึงเปนชวงท่ีสัตวปกอยูในระยะพักผอน และอุณหภูมิรางกายลดลงมากกวาเวลากลางวัน โดย
การสรางตัวอสุจิจะเกิดขึ้นภายในทอ seminiferous ซ่ึงมีลักษณะเปนทอเล็ก ภายในประกอบดวย 
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เซลลท่ีเรียกวา spermatogonia ซ่ึงเปนเซลลเริ่มตนของเซลลสืบพันธุ จากนั้นจะมีการแบงตัวและ
เจริญเปนตัวอสุจิ โดยเริ่มจาก spermatogonia ทําการแบงตัวแบบ mitosis เกิดเปน primary 
spermatocyte จากนั้นจะแบงตัวเปน secondary spermatocyte และแบงตัวตอไปเปน spermatid 
ดวยวิธีการแบงตัวแบบ meiosis จากนั้น spermatid ก็จะเจริญตอไปเปนตัวอสุจิ (Spermatozoa) 
นอกจากนี้ภายในทอ seminiferous ยังมี sertoli cell ท่ีทําหนาท่ีชวยเหลือในกระบวนการสราง
เซลลสืบพันธุ และเปนแหลงอาหารใหกับตวัอสุจ ิโดยกระบวนการสรางตวัอสุจใินไกจะใชระยะเวลา
ประมาณ 13 วัน 
 
2.3 โครงสรางและสวนประกอบทางเคมขีองอสุจิ   
 ตัวอสุจขิองไกมีลักษณะคลายไสเดือน มีความยาวประมาณ 100 มิลลิไมครอน ประกอบดวย  2 
สวน คือ 1) สวนหัว มีขนาดยาวประมาณ 12.5 มิลลิไมครอน ภายในประกอบดวยนิวเคลียส 
(nucleus) ซ่ึงจะบรรจุสารพันธุกรรม (deoxyribonucleic acid, DNA) และโปรตีนฮีสโตน หรือโปรตามีน 
และมี cytoplasm อยูปริมาณนอย นอกจากนี้ยังมีอะโครโซม (acrosome) ซ่ึงเปล่ียนแปลงมาจาก 
Golgi apparatus ประกอบดวยผนังสองช้ัน มีลักษณะคลายกระสุนปน เปนสวนท่ีครอบหัวอสุจิ
ประมาณ 2 ใน 3 สวน ภายในบรรจุเอมไซมหลายชนิด เชน proacrosin hyaluronidase esterase และ 
hydrolase ซ่ึงเกี่ยวของกับการปฏิสนธิ 2) สวนหาง ยาวประมาณ 80 มิลลิไมครอน ประกอบดวยบริเวณ
คอ ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเช่ือมตอระหวางหัวและหาง แบงออกเปน 3 สวน คือ สวนกลาง (midpiece) 
สวน principal piece และสวนปลายหาง (endpiece) โดยสวนกลางจะตดิอยูกับสวนหัวดวย 
proximal centriole ซ่ึงจะเปนตาํแหนงท่ีอสุจิจะสลัดสวนหางออกในขณะท่ีเขาผสมกับนวิเคลียส
ของไข นอกจากนี้สวน midpiece ยังประกอบไปดวยไมโตรคอนเดรีย (mitochondria) ประมาณ 
30 อัน เรียงตัวเปนเกลียวรอบ ๆ ไมโครทิวบูล (microtubule) เพ่ือสรางพลังงานใหกับตัวอสุจิ 
สําหรับสวน principal piece จะมีเสนแกนกลาง (axial filament) ซ่ึงจะประกอบดวยเสนใยเล็ก 
ๆ เรียงตัวเปนคูวางตามแนวยาวไปจนถึงสวนปลายหาง โดยจะถูกลอมรอบดวยเสนใยอีก 9 คู 
เพ่ือชวยใหอสุจิเคล่ือนท่ีไปขางหนาได โดยโครงสรางตัวอสุจิของไกดังแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพที่ 2 โครงสรางตัวอสุจิของไก 
  ที่มา : Barrie, (2007) 
    
 โดยน้ําเช้ือประกอบดวย ตัวอสุจิ และ epididymal secretion มีลักษณะเปนของเหลว ในสัตว
ปกจะแตกตางกับสัตวเล้ียงลูกดวยนมคือ น้ําหรือของเหลวในน้ําเช้ือของสัตวเล้ียงลูกดวยนมไดมาจาก
ลูกอัณฑะ จากทอน้ําเช้ือสวนท่ีเช่ือมตออยูในลูกอัณฑะ หรือ epididymis และ vas deferens 
รวมกับของเหลวท่ีไดมาจากอวัยวะท่ีทําหนาท่ีพิเศษ เชน ตอม seminal vesicle Cowper’s gland 
prostate grand และ bulbourethal gland แตสําหรับสัตวปกจะไดมาจากเซลลท่ีทําหนาท่ีค้ําจุนหรือให
อาหารแกเซลลสรางตัวอสุจิ และจากเซลลบุผิวภายในทอของถุงเก็บน้ําเช้ือ และทอของ vas defferns 
ไดจากสวนนูนท่ีมีเลือดมาเล้ียงมาก และจาก lymphatic fold ของสวงทวาร นอกจากนีจ้ากการศึกษา
ของ Li, Li, Yang, Zhou and Liu (2012) ไดศึกษาปริมาณสังกะสี แคลเซียม และทองแดงใน 
seminal plasma ของน้ําเช้ือไกเนื้อสายพันธุ cobb จากการศึกษาพบวามีปริมาณของแคลเซียม
สูงกวา (24.80±0.17 ug kg-1) สังกะสีและทองแดง (6.40±0.20 และ 1.80±0.28 ug kg-1 
ตามลําดับ) Ilori, Isidahomen and Akano (2012) ไดศึกษาปริมาณไอออนใน seminal plasma ของ
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองของประเทศไนจีเรีย พบวามีปริมาณของโซเดียม และคลอไรด เปนองคประกอบ
หลัก ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Bogusawaka-Tryk, Szymeczko and Piotrowska (2012) ก็ 
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พบวาในซีรั่มของไกเนื้อสายพันธุ cobb มีปริมาณของโซเดียมและคลอไรดเปนองคประกอบหลัก
เชนกัน โดย Pablo, Dario, Jose and Juan (2011) พบวาโซเดียม และคลอไรด มีบทบาทสําคัญท่ีจะ
ทําใหเกิดปฏิกิริยา acrosome reaction โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นหลังจากกระบวนการ capacitation 
ซ่ึงจะเกิดขึน้ขณะท่ีตัวอสุจิผานเขาสู corona radiate และเกิดการขาดของเยื้อหุมเซลลของอะโครโซม
ท่ีเช่ือมตออยูกับเยื้อหุมเซลลของตวัอสุจิ ทําใหเอ็นไซมท่ีอยูใน acrosomal cap ออกมายอยผนังไข
ช้ัน zona pellucida เพ่ือเขาปฏิสนธิ นอกจากนีย้ังพบวาแคลเซียมมีบทบาทสําคัญท่ีจะชวยใหอสุจิ
เคล่ือนท่ี โดยจะสงผลให cyclic adenosine monophosphate (cAMP) มีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้น 
(Wishart and Ashizawa, 1987) และจากการศึกษาของ Li et al. (2012) พบวาแคลเซียมยังมีผลตอการ
เมทาบอลิซึม ปฏิกิริยา acrosome reaction และการปฏิสนธิของตัวอสุจิ แตในทางตรงกันขามจาก
การศึกษาของ Ilori et al. (2012) พบวาแคลเซียมมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิต
ของตัวอสุจิลดลง และจากการรายงานของ Karaca (2001) ยังพบวาโซเดียม คลอไรด และ
แคลเซียม อาจไมเกี่ยวของกับการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจ ิ แตอาจจะเกี่ยวของกับสภาวะเครียดอัน
เนื่องมาจากความรอน ซ่ึงมีผลทําใหไอออนเหลานี้มีคาสูงขึ้น จึงสงผลทําใหไมเกดิการปฏิสนธิ  
 ดังนัน้จากรวบรวมเอกสารพบวาการสรางสาร extender ควรคํานึงถึงองคประกอบของไอออน
ใน seminal plasma หรือในซีรั่มของน้าํเช้ือสัตวปกท่ีนํามาศึกษา โดยควรมีสวนประกอบของ
สารเคมีใกลเคียงกับสวนประกอบของไอออนใน seminal plasma หรือซีรั่มของสัตวปกท่ีนํามา
ศึกษา แตอยางไรก็ตามยังไมพบวามีการศึกษาหาองคประกอบของไอออนใน seminal plasma หรือ
ในซีรั่มของไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ดังนั้นจึงควรศึกษาหาองคประกอบดังกลาวเพ่ือเปน
ขอมูลพ้ืนฐานสําหรับนําไปสรางสาร extender ใหทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับ 
seminal plasma ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือ 
 
2.4 วิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือ 
 วิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือสามารถเก็บได 2 วิธี คือ 1) การเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น และ 
2) การเก็บรกัษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง สําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกในครั้งนีจ้ะทําการศึกษาท้ังการ
เก็บแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง โดยในการเก็บแบบแชเย็นเปนการเก็บรักษาน้ําเช้ือในตูเย็นที่
อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส โดยใชสาร extender สําหรับเจือจางน้ําเช้ือเพ่ือเพ่ิมปริมาตรน้ําเช้ือ อีก
ท้ังยังมีบทบาทในการยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและลดการใชพลังงานของตัวอสุจิ และอีกวิธีหนึ่ง
คือการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็งซ่ึงจะตองอาศัยสาร extender 
สาร cryoprotectant และอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ท่ีเหมาะสม จากนั้นนําน้ําเช้ือท่ีผาน
กระบวนการแชแข็งเก็บในถังไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
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2.5 ผลของสาร extender ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชเย็น 
 การเก็บรกัษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชเย็นมีปจจัยท่ีสําคัญคือ สาร extender ซ่ึงสาร extender 
จะใชเพ่ือเพ่ิมปริมาตรน้ําเช้ือ รักษาคุณสมบัติและการทํางานของเซลลอสุจิ มีบทบาทในการ
ควบคุม pH แรงดันออสโมติก เปนแหลงพลังงานใหกับตัวอสุจิเพ่ือใชในกระบวนการเมทาบอลิซึม 
และชวยยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตใหกับตัวอสุจิ โดยพบวาโซเดียมกลูตาเมท 
(sodium glutamate) เปนสารท่ีเปนสวนประกอบสําคัญของสาร extender ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือ
สัตวปก ซ่ึงมีคุณสมบัติในการควบคุมแรงดันออสโมติก (Lake, 1960) และมีคุณสมบัตใินการยดื
ระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ (Donoghue and Wishart, 2000) โดยชนิดของสาร extender ท่ี
เลือกใชนั้นควรมีคา pH และคาออสโมลาลิตี้ใกลเคียงกับ seminal fluid ของน้ําเช้ือสัตวท่ี
ทําการศึกษา เนื่องจากคา pH ของสาร extender มีผลตออัตราเมทาบอลิซึมและการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจ ิ
ซ่ึงคา pH ท่ีเหมาะสมในสัตวปกจะอยูในชวงระหวาง 6.0-8.0 (Siudzinska and Lukaszewicz,  2008) 
หากอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH ต่ํา จะทําใหอสุจิมีการใชออกซิเจนสูง มีการผลิตกรดแลกติก และ
สงผลใหการเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลง และยังมีการรายงานวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ี
เพ่ิมขึ้นจะทําใหอสุจิมีการผลิตกรดแลกติกออกมามากขึ้น สงผลใหอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH 
ต่ํา ดังนั้นการเคล่ือนท่ีของอสุจิจึงลดลง และถาอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH สูงจะสงผลใหตัว
อสุจิมีอัตราเมทาบอลิซึมสูงขึ้น ซ่ึงการเติมสารประเภท buffer ไดแก phosphate citrate และสารท่ีจัด
อยูในประเภท zwitterionic  (สารท่ีมีท้ังประจบุวกและประจุลบ) ไดแก N N-bis (2-hydroxyethyl)-
2-aminoethane sulfonic acid (BES) และ N-Tris (hydroxyethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic 
acid (TES) จะสามารถชวยปองกันการเปล่ียนแปลงคา pH ได (Donoghue and Wishart, 2000) และ
ปจจัยท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งคือคาออสโมลาลิตี้ ซ่ึงคาออสโมลาลิตี้ ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือสัตวปกจะอยูในชวงระหวาง 250-460 mOsm kg-1 (Siudzinska and Lukaszewic, 2008) 
หากอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ต่ําจะทําใหเซลลอสุจิบวม แตถาอสุจิอยูในสภาวะท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้สูงจะทําใหเซลลอสุจิมีการสูญเสียน้ําและเกิดภาวะเซลลเห่ียว (Donoghue and 
Wishart, 2000) ซ่ึงท่ีผานมาไดมีการศึกษาผลของสาร extender ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือในสัตว
ปกหลายชนดิ  โดย Morrell, Persson, Tjellstrom, Laessker, Nilsson, Danilova and Holmes 
(2005) ไดศึกษาผลของสาร BPSE Ovodyl และ turkey semen extend (TSE) ในการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกงวงท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 2  5  20 และ 27 ช่ัวโมง โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส พบวาการใช TSE ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุดในทุกชวงเวลาท่ีทําการศึกษา และพบวา
การใช BPSE  และ TSE ใหอัตราการผสมติด (88.6% และ 84.4% ตามลําดับ) และอัตราการฟก
ออก (79.0% และ 78.7% ตามลําดับ) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) และ 
Iaffaldano, Manchissi and Rosato (2005) ไดศึกษาผลของสาร BPSE Lake’s diluent และ IGGKP 
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ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกงวงท่ีระยะเวลาการเก็บ 3 24 และ 48 ช่ัวโมง และเก็บรกัษาท่ีอุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียส พบวาท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 3 ช่ัวโมง เม่ือใช BPSE Lake’s diluent และ IGGKP 
ใหอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และความสมบูรณของเยื้อหุมเซลลอสุจิไมแตกตางกัน 
(P>0.05) และเม่ือทําการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้เปน 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาเม่ือใช BPSE 
ใหอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวติ และความสมบูรณของเยื้อหุมเซลลอสุจิสูงกวาการใช  Lake’s 
diluent และ IGGKP (P<0.05) สําหรับการศึกษาของ Penfold, Harnal, Lynch, Bird, Derrickson and 
Wildt (2001) ก็พบวาสามารถใช BPSE ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือเปดสายพันธุ Northern pintail ได
นานถึง 48 ช่ัวโมง ซ่ึงใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการผสมติด
ไมแตกตางจากการเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 0 ช่ัวโมง (P>0.05) Umapathy, Sontokke, Reddy, Ahmed 
and Shivaji (2005) ไดศึกษาผลของสาร Tyrode medium supplemented with albumin lactate and 
pyruvate (TALP) BPSE และ Lake’s diluent ในการเก็บรักษาน้ําเช้ืออีแรง  (Gyps bengalensis) ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรกัษา 0 1 2 3 4 5 และ 6 ช่ัวโมง และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส พบวา
เม่ือใช TALP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุดและยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิไดยาวนาน
ท่ีสุด ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Sontakke, Umapathy, Sivaram, Kholkut and Shivaji (2004) ก็
พบวา TALP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด และทําใหระยะเวลาการเคล่ือนของตวัอสุจิยาวนานท่ีสุด
ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกพิราบ (Columba livia) ดวยเชนกัน จากการศึกษาของ Lake (1960) ได
ศึกษาผลของสาร extender ชนิด A (ไมมี sodium chloride)  และ B (ไมมีน้ําตาล fructose) ในการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกสายพันธุบราวนเล็กฮอน (Brown Leghorn) ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 24 และ 48 
ช่ัวโมง พบวาสาร extender  ชนิด A และ B ใหอัตราการผสมติดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P>0.05) นอกจากนี้ Pistenma, Shapir and Mel (1971) ไดศึกษาผลของสาร Egg-yolk medium 
และ Modified Kreb’s solution ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกสายพันธุไวทเล็กฮอน (White Leghorn) 
พบวาการใช Modified Kreb’s solution ใหอัตราการผสมตดิสูงท่ีสุด นอกจากนี้เทวนิทร วงษพระลับ 
ยุพิน ผาสุข บัญญัต ิ เหลาไพบูลย จุฬานีย นวมสุข และพรจิต สอนสีดา (2550) ไดศึกษาผลของสาร 
Lake’s diluent Tselutin Schramm BPSE และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก 3 สายพันธุ 
(เหลืองหางขาว คละสี และโรดไอสแลนดเรด) ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1 3 และ 6 ช่ัวโมง โดยเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส พบวาเม่ือเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 6 ช่ัวโมง การใช BPSE และ 
IGGKP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิตไมแตกตางจากกลุมควบคุมในการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวและคละสี (P>0.05) สําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก
โรดไอแลนดเรด พบวาเม่ือใช IGGKP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุด 
เทวินทร วงษพระลับ และคณะ (2550) ยังไดทําการทดสอบอัตราการผสมติดของการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวและคละสีรวมกัน ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ช่ัวโมง 
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พบวาการใช Lake’s diluent Tselutin Schramm BPSE และ IGGKP ใหอัตราการผสมติดไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P>0.05) และ Siudzinska and Lukaszewicz (2008) ไดศึกษา
ผลของสาร Lake’s diluent EK และ Tselutin ตอลักษณะทางกายวิภาค (morphology) ของตัว
อสุจิในการเก็บรกัษาน้าํเช้ือไก 4 สายพันธุ ไดแก White Crested Black Polish Italian Partridge 
Green Legged Partridge และ Black Minorca ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 3 6 และ 24 ช่ัวโมง 
โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาสาร Lake’s diluted EK และ Tselutin ทําให
เกิดความผิดปกติบริเวณหัว midpiece ความผิดปกติอ่ืน ๆ และอัตราการมีชีวิตไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ยกเวนความผิดปกติบริเวณคอ โดยพบวา EK ทําใหเกิด
ความผิดปกติบริเวณคอนอยท่ีสุดในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกท้ัง 4 พันธุ  
 จากผลการศึกษาท่ีผานมาเกี่ยวกับสาร extender ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปก พบวา
การเลือกใชสาร extender ควรคํานึงถึงชนิดของสัตวปก สําหรับการท่ีจะคิดคนสาร extender  
ขึ้นใหมนั้นควรท่ีคาํนึงถึงสวนประกอบไอออนใน seminal plasma คา pH และคาออสโมลา
ลิตี้ของน้าํเช้ือ ซ่ึงสาร extender ท่ีเตรียมขึ้นควรมีสวนประกอบใกลเคียงกับสวนประกอบใน 
seminal plasma และควรมีคา pH คาออสโมลาลิตี้ใกลเคียงกับน้าํเช้ือสัตวท่ีทําการศึกษา และท่ี
ผานมาการศึกษาในไกพ้ืนเมืองพันธุเหลืองหางขาวยังมีการศึกษาท่ีคอนขางนอย จึงยังไมสามารถ
สรุปไดวาสาร extender ชนิดใดเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองพันธุเหลือง
หางขาว ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชสาร extender ตอการเก็บ
รักษาไกพ้ืนเมืองพันธุเหลืองหางขาว และจากผลการศึกษาพบวาอสุจิเม่ืออยูในสภาวะแวดลอมท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้เปล่ียนแปลงไปจะทําใหลักษณะทางกายวิภาคของตัวอสุจิเกิดการเปล่ียนแปลง
แตกตางกัน ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้มีแนวคิดท่ีจะตรวจสอบคุณสมบัติของสาร extender และ
ระยะเวลาการเก็บรักษาตอลักษณะของตัวอสุจิท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยการตรวจสอบดวยกลอง 
SEM 
 
2.6 ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ตอการ 
 เก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชแข็ง  
 ประเทศไทยนัน้ยังมีการรายงานการศึกษาเกีย่วกับการผลิตน้ําเช้ือแชแข็งของไกพ้ืนเมืองไทย
นอย และผลการศึกษาคอนขางแปรปรวน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากปญหาเกีย่วกับการเลือกใชสารเคมี
ตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการแชแข็ง เชน สาร extender สาร cryoprotectant และนอกจากนี้ยังมี
สาเหตมุาจากการเลือกใชเทคนคิการลดอุณหภูมิท่ีมีผลทําใหเซลลอสุจเิกิดการถูกทําลายไดเชนกนั 
โดยสาร cryoprotectant เปนสารท่ีสําคัญในการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง มีหนาท่ีชวยปองกนั
อันตรายแกเซลลอสุจิในระหวางกระบวนการแชแข็งและการละลาย สาร cryoprotectant แตละชนิด
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จะตองมีระดับความเขมขน และระยะเวลา (equilibration time) ท่ีเหมาะสม เพ่ือท่ีจะออกฤทธ์ิและ
ปองกันการถูกทําลายของเซลล ซ่ึงสาร cryoprotectant จําแนกออกเปน 2 ประเภท คือ  

1. สารท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล (Penetrative) ไดแก glycerol DMSO DMA Ethylene glycol 
(EG) และแอลกอฮอล เชน methanol ethanol และ propanediol เปนตน สารเคมีเหลานีมี้มวล
โมเลกุลนอยจึงสามารถซึมผานเขาสูเซลล เพ่ือทําหนาท่ีปองกันอันตรายระหวางกระบวนการแช
แข็งและการละลาย แตสารเคมีกลุมนี้มีขอเสียอยูประการหนึ่งคือ เปนพิษตอเซลลและเนื้อเยื่อ 
(Hammerstedt and Graham, 1992)  

2. สารท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล (Nonpenetrative) ไดแก Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
Polyethylene glycol (PEG) และน้ําตาล เชน sucrose glucose และ manital เปนตน สารเคมีกลุมนีมี้
มวลโมเลกุลมากจึงไมสามารถซึมผานเซลลได จึงออกฤทธ์ิปองกันอันตรายใหกับเซลลขณะท่ีอยู
นอกเซลลและมีความเปนพิษนอยกวาสาร cryoprotectant ชนิดท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล โดยสาร 
cryoprotectant ดังกลาวจะมีผลตอคณุสมบัติของ ๆ เหลวท้ังภายในและภายนอกเซลล ซ่ึงจะชวยให
เซลลรอดชีวิตภายหลังจากการแชแข็งไดเนื่องจาก 
 - สามารถปองกันการเกดิเกล็ดน้ําแข็งภายในเซลล ซ่ึงการเติมสาร cryoprotectant 
จะทําใหของเหลวภายในเซลลแข็งตวัชากวาหรืออุณหภูมิต่ํากวาของเหลวท่ีไมไดเติมสาร cryoprotectant 
และยังชวยใหน้ําเคล่ือนท่ีออกสูนอกเซลล จึงทําใหมีน้ําเหลืออยูในเซลลนอยลง ดังนั้นการเกดิเกล็ด
น้ําแข็งภายในเซลลจึงนอยลง 
 - ปองกันการลดขนาดของเซลล และอันตรายอันเนื่องมาจากความไมสมดุลของ 
เกลือแรและอิเล็กโทรไลท โดยสาร cryoprotectant จะชวยปรับเปล่ียนใหเกิดความสมดุลของ
โซเดียมระหวางภายในและภายนอกเซลลโดยการขนสงโซเดียมเขาสูภายในเซลล เนื่องจากโซเดียม 
อิออนมีความสามารถจับกับน้ําได ดังนั้นจึงเปนการขนสงน้ําเขาสูเซลลดวย และการแพรของสาร 
cryoprotectant เขาสูเซลลก็เปนการเขาไปแทนท่ีน้ําท่ีแพรออกจากเซลลซ่ึงเปนผลมาจากการเปล่ียน 
แปลงของแรงดันออสโมซิส อันเนื่องมาจากการเกิดเกล็ดน้ําแข็งภายนอกเซลลกอนท่ีของเหลว
ภายในเซลลจะแข็งตวั 

- สามารถชวยคงไวของคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมออแกเนลส ซ่ึง 
ยังไมมีการอธิบายของกลไกการทํางาน แตอยางไรก็ตามการควบคุมปริมาณและขนาดของเกล็ด
น้ําแข็งท่ีเกิดขึ้น นาจะเปนกลไกหนึ่งท่ีคงสภาพของเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมออแกเนลสตาง ๆ  
  สาร cryoprotectant ท่ีนํามาใชในการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปกมีหลายชนดิ เชน glycerol DMSO 
DMA DMF และ EG เปนตน ท่ีผานมาไดมีการศึกษาผลของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับ
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือสัตวปก จากการศึกษาของ Maeda, Hiromi, Takat and Yoshio (1985) ไดศึกษา
การใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 7 10 15 และ 20% รวมกับ glucose ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือ
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ไกสายพันธุไวทเล็กฮอน (White Leghorn) ดวยวิธีการแชแข็งแบบเม็ด โดยมีการทดสอบการ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิดวยวิธีการใหคะแนน 0 (อสุจิทุกตัวไมเคล่ือนท่ี) ถึง 5 (อสุจิทุกตัวเคล่ือนท่ี) 
พบวาเม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% ใหการเคล่ือนท่ี (4.1±0.7) สูงกวาการใช glycerol ท่ี
ระดับความเขมขน 5 15 และ 20% (3.1±0.4 3.0±1.0 และ 2.1±0.6 ตามลําดับ) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) สําหรับการใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 7% ใหอัตราการเคล่ือนท่ี (3.8±0.3) ไม
แตกตางจากการใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% (4.1±0.7) จากการศึกษาของ Nural (2002) 
พบวาเม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 7% รวมกับ Tris-aminomethan ใหอัตราการเคล่ือนท่ีและ
อัตราการมีชีวติสูงท่ีสุดในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก (12.50±4.47% และ 26.56±3.48% ตามลําดับ) 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใช glycerol ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือเปดเทศโดย Gerzilov (2010) พบวา
เม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5% รวมกับสาร extender HIA-1 และ AU ดวยวิธีการแชแข็ง
แบบเม็ดมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด (35.33±5.31% และ 31.33±3.63% ตามลําดับ) 
  Tselutin, Seigneurin and Blesbois  (1999) ไดศึกษาการใช glycerol DMA และ DMSO ท่ี
ระดับความเขมขน 4 6 8 และ 11% รวมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกสายพันธุทาง
การคา (type I99 roosters) โดยใช freezer control ในการลดอุณหภูมิ ท่ีอัตราการลดอุณหภมิู 7 องศา
เซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ถึง -35 องศาเซลเซียส และ 20 องศาเซลเซียส/นาที 
จากอุณหภูมิ -35 องศาเซลเซียส ถึง -140 องศาเซลเซียส พบวา glycerol เปนพิษตอตวัอสุจินอยท่ีสุด
ซ่ึงใหอัตราการมีชีวิตอยูในชวง 72-76% สําหรับ DMA ใหอัตราการมีชีวติอยูในชวง  62-68% และ
การใช DMSO มีความเปนพิษตอตัวอสุจิสูงท่ีสุดซ่ึงใหอัตราการมีชีวติอยูในชวง 22-26% และยัง
พบวาเม่ือใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 6% รวมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือ
ไกท่ีใชวิธีการลดอุณหภูมิแบบเม็ดใหอัตราการผสมติด (92.7±4.1%) ไมแตกตางจากการใช
น้ําเช้ือสด (94.7±0.4%) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Chalah, Seigneurin, Blesbois and Brillard 
(1999)  ก็พบวาเม่ือใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 6% รวมกับ Lake’s diluent  ในการเก็บรกัษา
น้ําเช้ือไกสายพันธุการคา (Shaver Starbro) ดวยวิธีการลดอุณหภูมิแบบเม็ดใหอัตราการผสมติด 
(88.0%) ไมแตกตางจากการใชน้ําเช้ือสด (93.0%) นอกจากนีก้ารใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 6% 
ยังประสบความสําเร็จในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือหานโดยใช EK เปนสาร extender ซ่ึงพบวาการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือหานสายพันธุ Greylag ใหอัตราการผสมตดิเทากับ 37.7% และการเก็บรักษาน้ําเช้ือ
หานสายพันธุ White Koluda ใหอัตราการผสมติดเทากับ 25% ซ่ึงแตกตางจากการศึกษาของ 
Chelmoska, Lukaszewicz, Kowalczyk and Jersz  (2006) พบวาเม่ือใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 2  
4 และ 6% รวมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกกระทา (Coturnix japonica) มีผลทําให
อัตราการผสมติดต่ํา (2.3±5.47% 3.9±6.90% และ 2.8±5.6% ตามลําดับ) ขณะท่ีน้ําเช้ือสดใหผลอัตรา
การผสมติดเทากับ 71.5±17.9% Mphaphathi, Luseba and Sutherland (2012) ไดศึกษาการเก็บ
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รักษาน้ําเช้ือไกสายพันธุ Venda โดยใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 8% รวมกับ modified 
Kobidil extender และเปรียบเทียบวิธีการลดอุณหภูมิดวยการใช Freezer control ท่ีอัตราการลด
อุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ถึง -20 องศาเซลเซียส กับการลด
อุณหภูมิดวยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว ท่ีระดับเหนือไนโตรเจนเหลว 4-6 เซนติเมตร นาน 5 นาที 
พบวาการลดอุณหภูมิดวยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ขางหนา (43.0±7.9% และ 21.6±9.7% ตามลําดับ) สูงกวาการลดอุณหภูมิดวยการใช Freezer 
control (2.5±0.9% และ 2.3±1.2% ตามลําดับ) (P<0.05) Han, Niu, Liu and Yang (2005) ไดศึกษาผล
ของ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 10% รวมกับสาร extender 7 ชนิด (Freezing duck semen 
extender1 Freezing duck semen extender2 BPSE UNIIP-6 B-26 Lake’ s diluent และ IGGKP) ใน
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือเปด พบวาเม่ือใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 10% รวมกับ IGGKP มีผลทําให
อัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด (59%) (P<0.05) นอกจากนี้ Han et al., 2005 ยังไดศึกษาผลของสาร 
glycerol DMSO DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 4 6 8 และ 10% รวมกับ IGGKP ตออัตราการ
เคล่ือนท่ี ซ่ึงพบวาเม่ือใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 10% ใหอัตราการเคล่ือนท่ี (73.12%) สูงกวา
และแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ยกเวนการใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 8% (68.12%) และจาก
การศึกษาของ Gee, Morrell, Franson and Pattee (1993) ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกเหยี่ยว (Falco 
sparverius) พบวาเม่ือใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 4 6 8 และ 10% รวมกับ BPSE พบวาการใช 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 6% ใหอัตราการผสมติดสูงท่ีสุด (35.29%) (P<0.05) นอกจากนี้ 
Umapathy et al. (2005) ไดศึกษาการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกอีแรง (Gyps bengalensis) โดยใช freezer 
control ในการลดอุณหภูมิ ท่ีอัตราการลดอุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 24 
องศาเซลเซียส ถึง 4 องศาเซลเซียส  และ 6 องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ถึง     
-85 องศาเซลเซียส พบวาเม่ือใช glycerol และ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 4 และ 8% โดยใช TALP 
รวมกับ 20% egg yolk เปนสาร extender ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไมแตกตางกนั (P>0.05) โดยใหผล
อัตราการเคล่ือนท่ีอยูในชวง 12.5-33.5%  Hanzawa, Niinomi, Takahashi, Yamaguchi, Miyata and 
Tajima (2007) ไดศึกษาการใช N-methyl-acetamide (MA) ท่ีระดับความเขมขน 7.5% DMSO ท่ี
ระดับความเขมขน 4.5% DMF ท่ีระดับความเขมขน 4.5% และ DMA ท่ีระดับความเขมขน 9.0% 
โดยใช HS-1 เปนสาร extender ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกสายพันธุ Barred Plymouth Rock ดวย
วิธีการอังไอไนโตรเจนเหลว ท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 4-4.5 เซนติเมตร นาน 30 นาที พบวาการ
ใช MA ท่ีระดับความเขมขน 7.5% ใหอัตราการผสมติดสูงท่ีสุด (60.8%) (P<0.05) นอกจากนีย้ังมีการ
รายงานการศึกษาการเก็บรกัษาน้ําเช้ือในไกพ้ืนเมืองไทย โดย ปยะรัตน จันทรออน วรวิทย สิรพิลวัฒน 
และอนุชัย ภิญโญภูมิมินทร (2554) ไดศึกษาการใชสาร DMSO และ EG ท่ีระดับความเขมขน 6 
8 และ 10% โดยใช TALP เปนสาร extender ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกสามเหลืองดวยวิธีการ 
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อังไอไนโตรเจนเหลว ท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 5 เซนติเมตร นาน 10 นาที พบวาเม่ือใช EG 
ท่ีระดับความเขมขน 10% และ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 8% ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
(50.17±5.71% และ 46.00±5.59% ตามลําดับ) และอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา (20.00±1.96% และ 
19.25±2.29% ตามลําดับ) สูงกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ (P<0.05) สําหรับผลอัตราการมีชีวิตพบวา EG ท่ี
ระดับความเขมขน 10% ใหอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุดเทากับ 64.83±0.38% จากการศึกษาของ       
สุนทร สุนาทัย ธีรชัย ชอไม จตุรงค จริยะนรวิชช และศิรพัินธ โมราถบ (2552) ไดเปรียบการใชสาร 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 6% โดยใช Sharnm เปนสาร 
extender ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองดวยวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโนโตรเจนเหลว 
พบวาเม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% ใหอัตราการเคล่ือนท่ี (60.00±7.50%) สูงกวาการใช 
DMF ท่ีระดับความเขมขน 6% (42.8±4.6%) แตสาร cryoprotectant ท้ังสองชนิดใหผลอัตราการมี
ชีวิตไมแตกตางกนั (P>0.05) เม่ือนําไปทดสอบอัตราการผสมติดพบวา glycerol ท่ีระดับความเขมขน 
10% ไมทําใหเกิดการผสมติด (0%) สําหรับ DMF ท่ีระดับความเขมขน 6% ใหอัตราการผสมตดิ
เทากับ 22.83±12.2% และเทวินทร วงษพระลับ บัญญัติ เหลาไพบูลย พิชญรัตน แสนไชยสุริยา 
สจี กัณหาเรียง และสราวุธ ศรีงาม (2550) ไดศึกษาการใช EG glycerol DMA และ DMSO ท่ีระดับ
ความเขมขน 2 4 6 และ 8% รวมกับ BPSE ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองพบวาสาร 
cryoprotectant ทุกชนิด และทุกระดับความเขมขน มีผลเสียตอการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ ยกเวน EG ท่ี
พบวาใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีไมแตกตางจากกลุมควบคุม และยังไดศึกษาผลอัตราการผสมติดของสาร 
DMSO เปรียบเทียบกับ EG ท่ีระดับความเขมขน 2% รวมกับ BPSE พบวาท้ัง DMSO และ EG ท่ี
ระดับความเขมขน 2% ใหอัตราการผสมตดิไมแตกตางกนั (74.29% และ 59.38% ตามลําดับ) (P>0.05)  
  จากผลการศึกษาเกี่ยวกับสาร cryoprotectant ตอการเก็บรักษาน้าํเช้ือสัตวปก พบวาการ
เลือกใชสาร cryoprotectant ขึ้นอยูกับชนิดของสัตวปก ชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความ
เขมขนของสาร cryoprotectant รวมถึงวิธีในการลดอุณหภูมิ และการศึกษาผลของสาร extender 
และสาร cryoprotectant ในไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวยังมีการศึกษาคอนขางนอย จึงไม
สามารถสรุปไดวาสาร extender สาร cryoprotectant และระดับความเขมขนใดท่ีเหมาะสมสําหรับ
การเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง และจากการรวบรวมเอกสาร
พบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองนิยมใชวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว ดังนั้น
ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชสาร extender และสาร cryoprotectant ตอการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 
บทท่ี 3  

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

การศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและ
แบบแชแข็ง มีการดําเนินงานวิจัยท้ังในภาคสนามและในหองปฏิบัติการ ในสวนของ
หองปฏิบัติการนัน้ใชหองปฏิบัตกิารสรีรวิทยาและกายวิภาคสัตว อาคารเครื่องมือ 3 และหองปฎิบัตกิาร
ปรับปรุงพันธุสัตวและสรีรวิทยาสัตว อาคารเครื่องมือ 10 มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี สําหรับ
การศึกษาในภาคสนามนั้นใชศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวกบินทรบุรี จงัหวดัปราจนีบุร ี และฟารม
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเปนสถานท่ีในการดาํเนนิงานวิจัย โดยการศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 2 
การทดลอง คือ 

การทดลองท่ี 1 ศึกษาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเหมาะสม
สําหรับการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

การทดลองท่ี 2 ศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร 
cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรบัการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
โดยการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท้ังแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง มีการ
ประเมินคณุภาพของน้าํเช้ือจากอัตราการเคล่ือนท่ี ลักษณะการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตรา  
การผสมตดิ โดยมีวิธีการศึกษา ดังนี ้
 
3.1 วิธีการศึกษา 

3.1.1 การรีดน้ําเชื้อ                                                                              
ในการศึกษาครั้งนีใ้ชพอพันธุไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว จากศูนยวิจัยและบํารุง

พันธุสัตวกบินทรบุรี จังหวัดปราจีนบุรี และจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อายุประมาณ 
7 เดือนขึ้นไป จํานวน 60 ตัวโดยจะรดีสัปดาหละ 2 ครั้ง การรดีน้ําเช้ือจะมีผูรดี 2 คน คือ คนอุมไกจะ
กระชับพอไกไวท่ีเอวยื่นหางไกออกขางหนา หัวไกอยูดานหลังของคนอุม มือหนึ่งจะจับขาไกท้ัง 2 
ขางรวบเขาหากัน โดยใชนิ้วช้ีและนิว้กลางอยูระหวางขาท้ังสอง แลวใชมืออีกขางหนึ่งลูบหลังพอไก
เบา ๆ จากโคนปกผานมาท่ีหลังและโคนหางพอถึงโคนหางใชนิ้วหัวแมมือและนิ้วช้ีบีบกระตุน
อยางรวดเร็วท่ีโคนหาง ไกจะแสดงปฏิกิริยากระดกหางขึน้ พรอมกับดนัอวยัวะเพศรปูรางเปนลอนคู
ปลายแหลมยืน่ออกมาจากรูทวาร ซ่ึงอวัยวะดังกลาวเปนท่ีเกบ็น้ําเช้ือและฉีดน้ําเช้ือ คนรดีอีกคนหนึ่งจะ
ใชภาชนะท่ีสะอาดรองรับน้ําเช้ือท่ีไหลออกมาดังแสดงในภาพท่ี 3 ขอควรระวัง กอนรดีน้าํเช้ือจะตองทํา
ความสะอาดบริเวณทวารดวยน้ํากล่ันหรือน้ําสะอาด และใชกระดาษทิชชูซับ เพ่ือปองกนัการปนเปอน
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ปนเปอนจากน้ํา และอุจจาระ ซ่ึงน้าํเช้ือท่ีนํามาทําการเก็บรกัษาจะตองไมปนเปอนจากส่ิงดงักลาว และ
จะทําการประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจขิองพอไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวเปนรายตวั 
โดยน้ําเช้ือท่ีจะนาํมาศึกษานั้นจะตองมีอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ 75% ขึ้นไป จากนัน้นําน้ําเช้ือท่ีรดี
ไดมาผสมรวมกันกอนนําไปศึกษาตอไป  
 

 
 

ภาพที่ 3 การรดีน้ําเช้ือไก 
  

3.1.2 การศึกษาสวนประกอบไอออนในซีร่ัม (Serum) คา pH และคาออสโมลาลิตี้ของ 
         น้ําเชื้อไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว  

 เนื่องจากน้ําเช้ือไกมีปรมิาตรนอย ในการศึกษาครั้งนีจ้ึงใชซีรั่มของไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลือง
หางขาวเพ่ือศึกษาสวนประกอบไอออน โดยการนําเลือดท่ีไดจากการเจาะเสนเลือดบริเวณปก (Wing 
vain) มาทําการ centrifuged ท่ีความเรว็รอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดย
การใชเครื่อง universal high speed centrifuges รุน Z 323 K (Hermle Labortechnik, Wehingen, Germany) 
หลังจากการ centrifuged จะสังเกตเห็นไดวาตวัอยางเลือดมีการแยกออกเปนสองสวน โดยสวนลางจะมี
ลักษณะสีแดงเขม คือ เม็ดเลือด และสวนบนจะมีลักษณะเปนสีเหลืองใส คือ ซีรั่ม จากนัน้นาํไมโครไป
เปตดดูสวนของซีรั่มใสหลอด ependrof  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพ่ือนําไปศึกษาสวนประกอบของไอออนชนดิตางๆ ไดแก แคลเซียม และแมกนีเซียม โดยใช
เครื่อง Cobas Integra 800 (Roche, Nannhein, Germany) และวิเคราะห โซเดยีม โพแทสเซียม และ
คลอไรด ดวยเครื่อง NOVA 4 CRT (Nova Biomedical, Waltham, USA) สําหรับคา pH และคา
ออสโมลาลิตีข้องน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ทําไดโดยนาํน้ําเช้ือไกมาวดัคา pH ดวย
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เครื่อง Hach pH Meter รุน EC10 (Hach, Loveland, USA) และทําการวัดคาออสโมลาลิตี้ดวยเครื่อง Fiske 
Associates Osmometer รุน 210 (Fiske Associates, Massachusetts, USA) 

3.1.3 การประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ 
1) การประเมินลักษณะทางกายภาพของน้าํเชือ้ ควรสังเกตทันทีภายหลังจากการรดี 

น้ําเช้ือ โดยดูสี ความเขมขน และส่ิงเจือปน เชน อุจาระ ปสสาวะ และของเสียอ่ืน ๆ โดยน้าํเช้ือท่ีจะนํามา
ศึกษาตองปราศจากส่ิงปนเปอน (อุจจาระ ปสสาวะ) 

2) การหาความเขมขนของน้ําเชื้อ (จํานวนอสุจิตอหนึ่งมิลลิลติร) 
การหาความเขมขนของน้าํเช้ือหาไดโดยทําการเจือจางน้าํเช้ือสดดวยน้ํากล่ันใน 

อัตราสวนน้าํเช้ือตอน้ํากล่ันเทากับ 1 : 1,500 เทา ขณะท่ีทําการดดูน้ําเช้ือควรใชกระดาษทิชชูซับน้ําเช้ือ
สวนเกินท่ีติดมากับ pipettes tips จากนัน้ทําการนับจาํนวนอสุจิ โดยใชสไลดสําหรบันับเม็ดโลหิต 
(heamacytometer counting chamber) (ภาพท่ี 4 ก) ภายใตกลอง compound microscope (40X) นับจํานวน
อสุจิจากมุมบน-ลาง ท้ัง 4 มุม และชองตรงกลาง รวม 5 ชอง (ภาพท่ี 4 ข) แลวนํามาคํานวณหา
คาเฉล่ียจํานวนอสุจิท่ีนบัไดตอ 1 มิลลิลิตร ดังนี ้

 
จํานวนอสุจิ/มิลลิลิตร =   (จํานวนอสุจิท่ีนับไดท้ัง 5 บริเวณ/5) × 25 × dilution rate × 104  
 

 
 

 
 
 
 
    

                                           (ก.)                     (ข.)  
  
 ภาพที่ 4 สไลดสําหรับนับเม็ดโลหิต (heamacytometer counting chamber ก) บริเวณท่ีนับ 
  จํานวนอสุจิท้ัง 5 บริเวณ (1 2 3 4 และ 5 ข) 

ที่มา :  http://shopping.akasdoctor.com/onlinestore/detail.cfm?ID=MEDICARECNR 
 
3) ศึกษาอัตราการเคลือ่นทีข่องอสุจิ 
การศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิมีวิธีการศึกษา 3 วิธี คอื 
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  วิธีท่ี 1 เปนวิธีการศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิท่ีใชในภาคสนามกอนนํา
น้ําเช้ือมาทําการศึกษา ทําไดโดยการหยดน้าํเกลือ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) ลงบนสไลด และหยด
น้ําเช้ือ 1 ไมโครลิตร จากนั้นใชไมจิ้มฟนเขี่ยน้ําเกลือมาแตะกับน้ําเช้ือเพียงเล็กนอย แลวสังเกตการ
เคล่ือนท่ีภายใตกลอง compound microscope (10X) โดยใหเกณฑการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ดัดแปลง 
จาก Guest (1973) ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1 
 
ตารางที่ 1 หลักเกณฑการสังเกตอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจ ิ

ดัดแปลงจาก : Guest (1973) 
 

โดยน้ําเช้ือท่ีจะนํามาศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหาง
ขาวแบบแชเย็นและแบบแชแข็งนั้น ตองมีการเคล่ือนท่ีมากกวา 75%  

วิธีท่ี 2 เปนวิธีการศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิท่ีใชในหองปฏิบัติการ ซ่ึงจะ
แบงออกเปน 2 วิธี คือ  

1) ใชโปรแกรม Image J สําหรับประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิท่ีทําการเก็บ
รักษาแบบแชเยน็ ทําไดโดยการนาํตวัอยาง (diluted milt) มาเจือจางอีกครั้งดวยสาร extender ท่ีอัตรา
การเจือจาง 1 : 60 (diluted milt : extender) และใช micropipette ดูดตัวอยาง 5 ไมโครลิตร โหลดลงบน 
Dual Slided Sperm Analysis ท่ีปดดวย Cover Glass (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, 
USA) สังเกตการเคล่ือนท่ีภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound รุน Axioskop 40 ท่ีกําลังขยาย 
10X และทําการอัดวดีีโอนาน 10 วินาที โดยใชกลองถายวีดีโอรุน Sony Model SSC-E458P color 
video camera SuperExwave ซ่ึงตออยูกับกลองจุลทรรศน จากนั้นนําภาพวีดีโอท่ีไดมาวิเคราะห
ดวยโปรแกรม Image J โดยมีการกําหนดคา sperm tracker ดังรายละเอียดในตารางท่ี 2  

 
 
 
 

หลักเกณฑ คะแนน การเคลือ่นที ่(%) 
อสุจิทุกตัวเคล่ือนท่ี 
อสุจิสวนใหญเคล่ือนท่ี (3/4) 
อสุจิบางตัวเคล่ือนท่ี (2/4) 
อสุจิสวนใหญไมเคล่ือนท่ี มีเพียงเล็กนอยท่ีเคล่ือนท่ี (1/4) 
อสุจิไมมีการเคล่ือนท่ี 
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ตารางที่ 2 คา Sperm tracker 
 คา 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 ตอง 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 

 

2) ใชเครื่อง Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุน version 10 HTM-IVOS 
(Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA) สําหรบัประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีและลักษณะการ
เคล่ือนท่ีของตวัอสุจิท่ีทําการเกบ็รกัษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง ทําไดโดยการนาํน้ําเช้ือแชแข็งมาเจืออีกครั้ง
ดวยสาร extender ท่ีอัตราการเจือจาง 1 : 15 (Frozen semen : Extender) และใช micropipette ดูดตวัอยาง 5 
ไมโครลิตร โหลดลงบน Dual Slided Sperm Analysis ท่ีปดดวย Cover Glass (Hamilton Thorne 
Biosciences, Beverly, MA, USA)  ท่ีวางอยูบน stage ของเครือ่งIVOS จากนัน้เล่ือน stage เขาไปในเครื่อง 
IVOS และทําการวิเคราะห โดยมีการกําหนดคา Analysis setup ดังรายละเอียดในตารางท่ี 3  
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ตารางที่ 3 คา Analysis setup 

 คา 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 

 

  4) ศึกษาอัตราการมีชีวิต 
  การศึกษาอัตราการมีชีวิตใชเทคนคิการยอมสีดวย Eosin และ Nigrosin โดยมี
วิธีการเตรียมสียอมและขัน้ตอนการศึกษาอัตราการมีชีวติดงันี ้
  วิธีการเตรียมสียอม 
  ช่ัง  Eosin B 1 กรัม  Nigrosin  5 กรัม และ Sodium citrate dehydrate 1.5 กรัม ใสใน  
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

22 
 
บีกเกอร (Beaker) และเติมน้าํกล่ัน 100 มิลลิลิตร โดยใหความรอนขณะเตรียมสาร เพราะสารจะไม 
ละลาย เม่ือสารละลายเขากันดีแลวนําไปกรอง จนไมมีตะกอนเหลืออยู  แลวนําสียอมท่ีไดเก็บไว
ในขวดสีชาโดยเก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
  วิธีการศึกษาอตัราการมีชีวิตมีขัน้ตอนดงันี ้

- หยดสี Eosin-Nigrosin dye ลงบนแผนสไลด 1 หยด (5 ไมโครลิตร) แลวหยด 
น้ําเช้ือตัวอยางขาง ๆ สียอมประมาณ 1 ไมโครลิตร 

- ใชเข็มเขี่ยคนน้ําเช้ือกับสียอมใหเขากนั จากนัน้ใชแผนสไลดอีกแผนหนึง่เกล่ีย 
น้ําเช้ือใหกระจายบาง ๆ โดยเกล่ียเพียงครั้งเดียว 

-     นําแผนสไลดท่ี smear แลว ผ่ึงใหแหงในอุณหภูมิหอง 
-  หยดน้ํายาทาเล็บลงบนแผนสไลด 1 หยด แลวปดดวย cover slide นําไปสองดู

ภายใตกลอง compound microscope กําลังขยาย 100 เทา 
-   นับจํานวนเซลลตัวเปนและตัวตายโดยการสุมนับ 5 บริเวณ ๆ ละ 20 เซลล โดย 

ท่ีเซลลตัวเปนจะมีลักษณะสีขาวไมติดสียอม สวนตัวตายจะติดสียอมเปนสีชมพูแดงหรือสีมวงเขม
ดังแสดงในภาพท่ี 5 
 

 
 

ภาพที่  5 อสุจิมีชีวิตมีลักษณะสีขาว และอสุจิตายจะติดสีชมพูแดงหรือสีมวงเขม เม่ือยอม 
                 ดวยสี Eosin - nigrosin (ภายใตกลอง compound microscope กําลังขยาย 100 เทา) 

 
 

ตัวตาย ตัวเปน 
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5) การศึกษาอตัราการผสมตดิ 
การศึกษาอัตราการผสมติดในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว

แบบแชเย็นและแบบแชแข็งเปนการศึกษาในภาคสนามมีวธีิการศึกษาดังนี ้
  ใชแมไกสายพันธุ Isa Brown (จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร)ี อายรุะหวาง 
7 เดือน ถึง 1 ป จํานวน 300 ตัว ซ่ึงจะทําการผสมเทียม 2 ครั้ง (2 วัน/ครั้ง) นาน 1 สัปดาห สําหรับ
การศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น จะใชจาํนวนตวั
อสุจิตอแมไก 1 ตัว  (total number spermatozoa/hen) เทากับ 300 × 106 และจะเริ่มเก็บไขภายหลัง
จากการผสมเทียม 1 วันตอเนื่องเปนระยะเวลา 1 สัปดาห โดยจะทําการเกบ็ไขทุกวันในชวงบายและนํา
ไขเขาฟกทุก  ๆ1 สัปดาห โดยการเรียงไขลงในถาดฟกและนําเขาตูฟกท่ีมีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงถาดไขจะวางเอียงทํามุม 45 องศา และมีการกลับไขทุก  ๆ1 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบการผสมติด
โดยการสองไขท่ีอายุฟก 10 วัน แลวนําจํานวนไขท่ีผสมติดมาคํานวณหาอัตราการผสมติดดังนี ้
 
  อัตราการผสมติด  =  (จํานวนไขท่ีผสมติด/จํานวนไขท่ีเขาฟก) × 100 
   

6) การศึกษาลกัษณะทางกายภาพของตัวอสุจิโดยใชกลอง SEM 
  การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตวัอสุจโิดยศึกษาจากภาพถายดวยกลอง SEM 
รุน JEOL JSM-640, Japan มีวิธีการเตรียมตัวอยางดังนี ้

- ใชไมจิ้มฟน smear ตัวอยางน้ําเช้ือลงบน cover slide ขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตร 
แลวท้ิงไวใหแหง 

- นําแผนสไลดท่ี smear ตัวอยางแชใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1M phosphate 
buffer pH 7.2 และท้ิงไวขามคืนในตูเยน็ 

- ลางดวย phosphate buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 
- แชดวย 1% Osmium (OsO4) ใน 0.1M phosphate buffer pH 7.2 นาน 2 ช่ัวโมง 
- ลางดวย phosphate 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 
- ขจัดน้าํออกจากตัวอยางดวย ethanol ท่ีระดับความเขมขน 30 50 70 90 95 และ  

100% โดยทําระดับความเขมขนละ 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
- ทําตัวอยางใหแหง ณ จุดวกิฤต ดวยเครื่องทําใหแหง (Critical point dryer) 
- ติดตัวอยางบนฐานรองตัวอยาง (stub) ดวยเทปกาวสองหนาแบบบาง 
- นําไปฉาบทองดวยเครื่องฉาบทอง (ion sputter) 
- นําไปสองดูเพ่ือถายภาพดวยกลอง SEM 
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3.1.4 ขั้นตอนและวิธกีารเกบ็รักษาน้ําเชือ้ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและ
แบบแชแขง็ 

การเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและแบบแชแขง็ 
แบงออกเปน 2 การทดลอง ดังนี ้

การทดลองที่ 1 ศึกษาชนดิของสาร extender และระยะเวลาการเกบ็รักษาทีเ่หมาะสมสําหรับการ
เกบ็รักษาน้ําเชือ้ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น มีขั้นตอนการ
ทดลองดังนี ้

1. ทําการเตรียมสาร extender 7 สูตร ไดแก modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ
ตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake's diluent IGGKP และ EK  ตามสวนประกอบดัง
แสดงในตารางท่ี 4 โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม ทําการวัดคา pH และ
คาออสโมลาลิตี้ของสาร extender นําสาร extender ท่ีเตรียมไวใสขวดแกวปดฝาใหสนิทเก็บ
รักษาไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส  

2. นําน้ําเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ขึ้นไป มาเจือจางกับสาร extender ท้ัง 7 สูตร 
โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนตัวควบคุม ในอัตราสวนน้ําเช้ือสดตอสาร extender  
1 : 3  ในหลอด efpendrof ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาอยางเบา ๆ 
หลังจากนั้นนํามาเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี 
ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บ
รักษา 1-7 วัน ดังแผนการทดลองแสดงในตารางท่ี 5 

3. นําสาร extender ท่ีใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีมากกวา 60% ไดแก สาร modified extender  
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake’s diluent และกลุม
ควบคุม (0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose) มาทําการทดสอบอัตราการผสมติดท่ีระยะเวลาการเก็บ
รักษา 1-5 วัน ดังแผนการทดลองแสดงในตารางท่ี 6  
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

ตารางที่ 4 สวนประกอบทางเคมี (g/25ml) ของสาร extender ท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

Composition 
 

Dilutent (g/25ml) 
Control 

 
modified extender modified extender modified extender BPSE 

 
Lake's diluent 

 
IGGKP 

 
EK 

 300 mOsm kg-1 350 mOsm kg-1 400 mOsm kg-1 
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 
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ตารางที่ 4 สวนประกอบทางเคมี (g/25ml) ของสาร extender ท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

 

Composition 
 

Dilutent (g/25ml) 

Control 
 

modified 
extender 

modified 
extender 

modified 
extender BPSE 

 

Lake's 
diluent 

 

IGGKP 
 

EK 
 300 mOsm kg-1 350 mOsm kg-1 400 mOsm kg-1 

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 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

ตารางที่ 5 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 7 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ 
ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake's diluent IGGKP และ EK) 
และใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคมุ โดยมีการวางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD)   ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) 
ซ่ึงมีการวัดซํ้าอัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน 

กลุม 
การ 

ทดลอง 
สาร extender 

อัตราการเคลื่อนที่ (%) อัตราการมีชีวิต (%) 
ระยะเวลาการเกบ็ (วัน) ระยะเวลาการเกบ็ (วัน) 

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

extender 300 
mOsm kg-1 

              

3 modified 
extender 350 
mOsm kg-1 

              

4 modified 
extender 400 
mOsm kg-1 

              

5 BPSE               
6 Lake’sdiluent               
7 IGGKP               
8 EK               
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ตารางที ่6 แผนการทดลองศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake's diluent) และใช 0.9% 
NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ 
CRD ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) ซ่ึงมีการวัดซํ้าอัตราการผสมติด ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน 

กลุมการทดลอง สาร extender 
อัตราการผสมตดิ (%) 
ระยะเวลาการเกบ็ (วัน) 

1 2 3 4 5 
1 Control      
2 modified extender 300 mOsm kg-1      
3 modified extender 350 mOsm kg-1      
4 modified extender 400 mOsm kg-1      
5 BPSE      
6 Lake’sdiluent      

 

โดยขั้นตอนและกระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 
ดังแสดงในภาพท่ี 6 
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ภาพที่ 6 กระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 
 
การวิเคราะหผลทางสถติ ิ
กอนการวิเคราะหขอมูลทางสถิตินําขอมูลอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตรา

การผสมตดิไป Transformed โดยใชวิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะหความแปรปรวน
ระหวางทรทีเมนต (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) 
วิเคราะหความแตกตางคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 
95% ทําการวิเคราะหความแตกตางเนื่องจากเวลาดวย orthogonal polynomials และทําการ
วิเคราะหความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต 
และอัตราการผสมติด ดวยวิธี Pearson’s correlation โดยใชโปรแกรม SPSS Version 10  

 
 
 
 

คัดเลือกพอพันธุไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีมีความสมบูรณพันธุ 

เก็บน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว และตรวจคณุภาพน้ําเช้ือ 

ตรวจการเคล่ือนท่ีของอสุจ ิ

อัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวา  75% 

เจือจางน้ําเช้ือดวยสาร extender ในหลอด efpendrof  
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

แชในตูเย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 

ทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี ลักษณะการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวติ ท่ีระยะเวลาการ
เก็บรักษา 1-7 วัน และทดสอบอัตราการผสมติด ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน   

อัตราการเคล่ือนท่ี
นอยกวา 75% 

คัดท้ิง 
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การทดลองที่ 2 ศึกษาชนดิของสาร extender ชนิดและความเขมขนของสาร cryoprotectant ที่
เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้าํเชือ้ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแขง็ 
 เลือกสาร extender ท่ีใหผลอัตราการผสมติดมากกวา 50% ซ่ึงไดแก สาร modified extender 
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent 
จากการทดลองท่ี 1 มาทําการศึกษาหาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนสาร 
cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรกัษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
ในการศึกษาครั้งนีใ้ชสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO และ glycerol ท่ีระดับ
ความเขมขน 5 10 และ 15% โดยมีขัน้ตอนการทดลองดังนี ้
 ขั้นตอนการทดลอง  

1. เตรียมสาร extender (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 
และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) วัดคา pH และคาออสโมลาลิตี้ จากนั้นนํา
ใสขวดแกวปดฝาใหสนิทเก็บรักษาไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 

2. เตรียมสาร cryoprotectant  4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO และ glycerol ท่ีระดับความ 
เขมขน 5 10 และ 15% โดยใชสาร extender ท่ีเตรียมไวในขอ 1 เปนตัวทําละลาย และนําสาร 
cryoprotectant ท่ีเตรียมไวใสขวดแกวปดฝาใหสนิทเก็บรกัษาไวในตูเยน็อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 

3. นําน้ําเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ขึ้นไปมาเจือจางดวยสาร extender ท่ีเตรียมไว
ในขอ 1 ในอัตราสวนน้ําเช้ือสดตอสาร extender เทากับ 1 : 2 (diluted milt) ผสมใหเขากัน หลังจาก
นั้นเติมสาร cryoprotectant แตละชนิด (DMA DMF DMSO และ glycerol) ท่ีระดับความเขมขน 5 
10 และ 15% โดยใชสัดสวน 1 : 3 (cryodiluent : diluted milt) ดังแผนการทดลองแสดงในตาราง
ท่ี 7-10 ซ่ึงมีขั้นตอนและกระบวนการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบ 
แชแข็ง ดังแสดงในภาพท่ี 7   
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ตารางที ่7 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับการ
ใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

DMA 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

1 modified 
extender  
300 mOsm kg-1 

5    
2 10    
3 15    
4 modified 

extender 
350 mOsm kg-1 

5    
5 10    
6 15    
7 modified 

extender 
400 mOsm kg-1 

5    
8 10    
9 15    
10 BPSE 5    
11  10    
12  15    
13 Lake’ diluent 5    
14  10    
15  15    
16 Control น้ําเช้ือสด    
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ตารางที่ 8 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้

ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ
การใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอการเก็บรกัษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

DMF 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

1 modified 
extender 
300 mOsm kg-1 

5    
2 10    
3 15    
4 modified 

extender 
350 mOsm kg-1 

5    
5 10    
6 15    
7 modified 

extender 
400 mOsm kg-1 

5    
8 10    
9 15    
10 BPSE 5    
11 10    
12 15    
13 Lake’ diluent 5    
14 10    
15 15    
16 Control น้ําเช้ือสด    
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ตารางที่ 9 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้

ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ
การใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดบัความเขมขน 5 10 และ 15% ตอการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลอง
แบบ Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

DMSO 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

1 modified 
extender 
300 mOsm kg-1 

5    
2 10    
3 15    
4 modified 

extender 
350 mOsm kg-1 

5    
5 10    
6 15    
7 modified 

extender 
400 mOsm kg-1 

5    
8 10    
9 15    
10 BPSE 5    
11 10    
12 15    
13 Lake’ diluent 5    
14 10    
15 15    
16 Control น้ําเช้ือสด    
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ตารางที่ 10 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคา

ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s 
diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 
15% ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดย
วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

glycerol 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

1 modified 
extender 
300 mOsm kg-1 

5    
2 10    
3 15    
4 modified 

extender 
350 mOsm kg-1 

5    
5 10    
6 15    
7 modified 

extender 
400 mOsm kg-1 

5    
8 10    
9 15    
10 BPSE 5    
11 10    
12 15    
13 Lake’ diluent 5    
14 10    
15 15    
16 Control น้ําเช้ือสด    

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

35 
 
   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 7 กระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองพันธุสายเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 

4. ใช micropipet ดูดน้ําเช้ือปริมาตร 490 ไมโครลิตร ใสหลอดแชแขง็ (French straw ขนาด 
500 ไมโครลิตร) แลวปดหลอดแชแข็งโดยใชผงอุด Polyvinyl alcohol (PVA) ซ่ึงหลังจากการเติม 
 

คัดเลือกพอพันธุไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีมีความสมบูรณพันธุ

เก็บน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว และตรวจคณุภาพน้ําเช้ือ 

ตรวจการเคล่ือนท่ีของอสุจ ิ

อัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวา  75% 

เจือจางน้ําเช้ือดวยสาร extender  

อัตราการเคล่ือนท่ี
นอยกวา 75% 

คัดท้ิง 
ผสมน้ําเช้ือกับสาร cryoprotectant 

equilibration time ไมนอยกวา 15 นาที 

ดูดตัวอยางใสใน straws และปด straws 

นํา straws วางลงบนตะแกรง และนําตระแกรงวางเหนือไนโตเจนเหลว  
11 เซนติเมตร (12 นาที) และ 3 เซนติเมตร (5 นาที)  

จากนัน้นําไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

นํา straw มาละลายท่ีอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส (5 นาที) เพ่ือดอัูตราการเคล่ือนท่ีรวม                  
อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดของน้ําเช้ือแชแข็ง 

บรรจไุนโตรเจนเหลวสูง 8 เซนติเมตร ลงในกลองโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร 
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สาร cryoprotectant จะเริ่มจับเวลาจนถึงการนําหลอดน้ําเช้ือวางลงในตระแกรงท่ีวางอยูเหนือ
ไนโตรเจนเหลว โดยใชเวลาประมาณ 15 นาที 

5. การเตรียมอุปกรณอังไอไนโตรเจนเหลว ทําไดโดยการบรรจุไนโตรเจนเหลวสูง  8 
เซนติเมตร ลงในกลองโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร จากนั้นนําตระแกรงวางเหนือไนโตเจน
เหลวท่ีระดับ 11 เซนติเมตร นํา straws วางลงบนตะแกรงและจับเวลา โดยใชอัตราการลดอุณหภูมิท่ี
ระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร (12 นาที) และ 3 เซนติเมตร (5 นาที) จากนั้นจุมตระ
แกรงท่ีมีตัวอยางน้ําเช้ือแชแข็งลงในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) เพ่ือเก็บรกัษา และรอการ
ทดสอบหาอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการมีชีวติตอไป 

6. นําทรีทเมนตท่ีใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาดีสุด ไดแก 
BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มาทําการทดสอบอัตราการผสมติด ดังแผนการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 11  
 
ตารางที่ 11 แผนการทดลองการศึกษาสาร BPSE รวมกบั DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 

15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% glycerol ตออัตราการผสมตดิของการเกบ็รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสาย
พันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 

กลุมการทดลอง สาร extender สาร cryoprotectant อัตราการผสมตดิ 
(%) 

1 BPSE 15% DMA  
2 BPSE 15% DMF  
3 modified extender  

350 mOsm kg-1 
15% DMSO  

4 modified extender  
400 mOsm kg-1 

15% glycerol  

5 น้ําเช้ือสด   
  
 การวิเคราะหผลทางสถติ ิ
 กอนการวิเคราะหขอมูลทางสถิตนิาํขอมูลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา  
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อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดไป Transformed โดยใชวิธี Arcsine Transformation จากนั้น 
วิเคราะหคาความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และวิเคราะห
ความแตกตางคาเฉล่ียระหวางทรีทเมนตดวยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับความ
เช่ือม่ัน 95% โดยใชโปรแกรม SPSS Version 10 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
4.1 สวนประกอบไอออนในซีร่ัม ปริมาตร ความเขมขน คา pH และคาออสโมลาลิต้ี 

ของน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพนัธุเหลอืงหางขาว 
จากการศึกษาพบวาไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวมีปริมาตรน้ําเช้ือเฉล่ีย 0.39±0.17 

มิลลิลิตร/ตัว โดยมีความเขมขนของน้าํเช้ือประมาณ 2.40-3.50x109 ตัว/มิลลิลิตร คาความเปน
กรดดาง (pH) มีคาเทากับ 7.23±0.06 คาออสโมลาลิตี้มีคาเทากับ 306±0.56 mOsm kg-1 และในซีรั่มมี
สวนประกอบของไอออนชนิดตาง ๆ ไดแก โซเดียม (Na+) โพแทสเซียม (K+) แคลเซียม (Ca2+) 
แมกนีเซียม (Mg2+) และคลอไรด (Cl-) ดังแสดงในตารางท่ี 12 
 

ตารางที่ 12 สวนประกอบไอออนในซีรั่ม ปริมาตร ความเขมขน คา pH และคาออสโมลาลิตี้ 
ของน้ําเช้ือไกพ้ืนสายเมืองพันธุเหลืองหางขาว 
Parameter N Minimum Maximum Mean S.D. 

ปริมาตรน้ําเช้ือ (มิลลิลิตร) 15 0.15 0.80 0.39 0.17 
ความเขมขนน้ําเช้ือ  
(x109 ตัว/มิลลิลิตร) 

15 2.40 3.50 3.03 0.37 

สวนประกอบไอออนในซีรั่ม      
โซเดียม (mM) 3 152 154 153 1.00 
คลอไรด (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-1) 3 306 307 306 0.56 
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4.2 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาที่เหมาะสมสาํหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

จากการทดลองการเก็บรกัษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ดวยสาร 
extender 7 ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 
mOsm kg-1) BPSE Lake’s diluent IGGKP และ EK โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปน
กลุมควบคุม ภายหลังทําการทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน พบวาสาร 
extender ทุกชนดิท่ีนํามาใชในการศึกษามีผลตอการเปล่ียนแปลงอัตราการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจ ิ โดย
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 
mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ี 83.99±0.87% ซ่ึงไมแตกตางกับสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 (85.67±1.21%) (P>0.05) และยังพบวาใหอัตราการเคล่ือนท่ี
สูงกวากลุมควบคุมและสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) สําหรับการใชสาร 
IGGKP และ EK เปนสาร extender มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีต่ํากวาทรีตเมนตอ่ืน ๆ (56.55±1.03% 
และ 54.84±0.74% ตามลําดบั) ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) เม่ือทําการเก็บรกัษาในระยะเวลาท่ียาวนาน
ขึ้นเปนระยะเวลา 2 วัน พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 
350 และ 400 mOsm kg-1) ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงไมแตกตางกัน (74.55±1.09% 76.79±1.27% และ 
76.93±1.04% ตามลําดับ) (P>0.05) และใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวาทรีตเมนตอ่ืน  ๆ ท่ีใชในการศึกษา 
(P<0.05) การเก็บรกัษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะ 3 วัน พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูง (74.35±2.06%) ซ่ึงแตกตางจากสาร 
extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) ยกเวนเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา
ลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไมแตกตางกัน (70.97±1.48%) (P>0.05) การเก็บ
รักษาในระยะเวลาท่ียาวนานขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา
ลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ยังคงใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด (62.07±0.86%) และหลังจากการเก็บ
รักษาท่ีระยะเวลา 5 ถึง 7 วัน พบวาสาร extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษาใหอัตราการเคล่ือนท่ี
ลดลงต่ํากวา 50% ดังแสดงในตารางท่ี 13 

สําหรับผลของอัตราการมีชีวิต พบวาท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1 วัน สาร extender ทุกชนิด
ท่ีใชในการศึกษาใหอัตราการมีชีวิตไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) ยกเวนเม่ือใชสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 และ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการมีชีวิตต่ํากวา
และแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน  ๆ(P<0.05) เม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 
2 และ 3 วัน พบวาสาร extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษามีผลทําใหอัตราการมีชีวิตไมแตกตางจาก
กลุมควบคุม (P>0.05) เม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ียาวนานขึ้นเปนระยะเวลา 4 ถึง 5 วัน 
พบวาสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ใหอัตราการมีชีวิตสูงกวา 
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และแตกตางจากสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา ยกเวนเม่ือใชสาร IGGKP และสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1 (P>0.05) และภายหลังจาก
การเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 6 วัน พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ระดับ 300 
mOsm kg-1 ใหอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุด (61.80±1.20%) (P<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 14 
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ตารางที่ 13 ผลของสาร extender ท่ีมีผลตออัตราการเคล่ือนท่ี (Mean±S.E.) ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปนระยะเวลา 1-7 วัน 
สาร extender 
 

ระยะเวลาการเกบ็รักษา (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-1 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-1 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-1 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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกนัในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางที ่14 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเกบ็รกัษา ท่ีมีผลตออัตราการมีชีวติ (Mean±S.E.) ในการเกบ็รกัษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปน

ระยะเวลา 1-7 วัน 

สาร extender 
ระยะเวลาการเกบ็รักษา (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 mOsm kg-1 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 mOsm kg-1 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 mOsm kg-1 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 

หมายเหต ุ: ตัวอักษรท่ีแตกตางกนัในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

43 
 

นอกจากนี้จากการศึกษายังพบวา ระยะเวลาการเก็บรักษามีผลตอการเปล่ียนแปลงอัตรา
การเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวติของตวัอสุจิ โดยพบวาการใชสาร extender ทุกชนิดมีแนวโนมของ
อัตราการเคล่ือนท่ีลดลงแบบเสนโคงยกกําลังส่ี เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น (P<0.05) ซ่ึง
สาร extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษาใหอัตราการเคล่ือนท่ีลดลงเม่ือมีการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ี
ระยะเวลา 2 วัน (P<0.05) และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ ท่ีระดับ 300 
mOsm kg-1 สามารถยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิไดยาวนานท่ีสุด 4 วัน โดยใหอัตรา
การเคล่ือนท่ีเทากับ 62.07±0.86% ดังแสดงในภาพท่ี 8  

 

 
 
ภาพที่ 8 ผลของระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-7 วัน ท่ีมีผลตออัตราการเคล่ือนท่ีของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
 สายพันธุเหลืองหางขาว 
หมายเหต ุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) Mo 300;  

modified extender 300 mOsm kg-1 Mo 350; modified extender 350 mOsm kg-1 Mo 400; 
modified extender 400 mOsm kg-1 และ Lake; Lake’s diluent 

 
สําหรับผลของอัตราการมีชีวิตพบวา อัตราการมีชีวิตมีแนวโนมลดลงแบบเสนโคงยก

กําลังส่ีเชนเดยีวกนั เม่ือระยะเวลาการเกบ็รกัษาเพ่ิมขึ้น (P<0.05) โดยการใชสาร modified extender ท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 มีการลดลงของอัตราการมีชีวิตชากวาสาร 
extender ชนดิอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 
300 mOsm kg-1 สามารถรกัษาอัตราการมีชีวิตไดยาวนานท่ีสุด 6 วัน โดยใหผลอัตราการมีชีวติเทากับ 
61.80±1.20% ดังแสดงในภาพท่ี 9 
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ภาพที่ 9 ผลของระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน ท่ีมีผลตออัตราการมีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
 สายพันธุเหลืองหางขาว 
หมายเหต ุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันแสดงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (P<0.05) Mo 300; 

modified extender 300 mOsm kg-1 Mo 350; modified extender 350 mOsm kg-1 Mo 400; 
modified extender 400 mOsm kg-1 และ Lake; Lake’s diluent 

 
สําหรับผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ทําการทดลองโดยนําสาร extender ท่ีใหผล

อัตราการเคล่ือนท่ีมากกวา 60% ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 
350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent  โดยมี 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปน
ตัวควบคุม มาทําการทดสอบอัตราการผสมติด ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน พบวาสาร extender 
ทุกชนดิท่ีใชในการศึกษามีผลตอการเปล่ียนแปลงอัตราการผสมติด โดยการเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 1 วัน 
เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการผสมติดเทากบั 
100±0.00% ซ่ึงไมแตกตางจากการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ ท่ีระดบั 350 
mOsm kg-1 และ BPSE ท่ีใหอัตราการผสมติด 93.21±4.53% และ 91.25±5.91% ตามลําดับ (P>0.05) 
สําหรับกลุมควบคุมใหอัตราการผสมติดต่ําท่ีสุด (33.33±7.07%) เม่ือทําการเก็บรักษาน้าํเช้ือใน
ระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้เปนระยะเวลา 2 วัน พบวาเม่ือใชสารกลุม modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้
ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการผสมตดิสูงกวาและแตกตางจากการใชสาร extender 
ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) การเก็บรกัษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้เปนระยะเวลา 4 
และ 5 วัน พบวากลุมของสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 
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และ 400 mOsm kg-1) ใหอัตราการผสมติดสูงกวาและแตกตางจากกลุมควบคุมและการใช 
Lake’s diluent (P<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 15 
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ตารางที่ 15 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษา ท่ีมีผลตออัตราการผสมตดิ (Mean±S.E.) ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

เปนระยะเวลา 1-5 วัน 

สาร extender ระยะเวลาการเกบ็รักษา (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 mOsm kg-1 86.93±3.60bc 84.52±5.38a 53.45±5.79a 37.58±0.73ab 21.99±1.82ab 
modified extender 350 mOsm kg-1 93.21±4.53ab 70.96±3.45ab 62.60±5.12a 47.31±6.65a 46.92±8.58a 
modified extender 400 mOsm kg-1 100.00±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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกนัในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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นอกจากนี้ยังพบวาอัตราการผสมติดมีแนวโนมลดลงแบบเสนตรง เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษา
เพ่ิมขึ้น (P<0.05) โดยการใช Lake’s diluent ไมมีการเปล่ียนแปลงผลของอัตราการผสมติดในชวง
ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ถึง 3 วัน และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 
300 mOsm kg-1 ไมมีการเปล่ียนแปลงผลของอัตราการผสมติดในชวงระยะเวลาการเก็บรักษา 1-2 วัน 
สําหรับสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา ไดแก BPSE และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1 ใหผลอัตราการผสมติดลดลง เม่ือระยะเวลาการเก็บ
รักษาเพ่ิมขึ้นเปน 2 วัน ดังแสดงในภาพท่ี 10 
 

  
ภาพที ่ 10 ผลของระยะเวลาการเก็บรกัษาท่ี 1-5 วัน ท่ีมีผลตออัตราการผสมติดของน้าํเช้ือไก

พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 
หมายเหต ุ: * ** *** แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

นอกจากนี้ยังไดศึกษาผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาตอลักษณะทาง
กายภาพของตัวอสุจิ โดยการศึกษาจากภาพถายดวยกลอง SEM ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา ซ่ึงพบวาตัว
อสุจปิกตขิองไก จะประกอบดวย 3 สวน คือ หัว midpiece และหาง (ภาพท่ี 11) โดยสวนหัวของตัว
อสุจิ จะมีลักษณะเรียวแหลมและมีขนาดเล็ก สวน midpiece จะมีขนาดส้ันซ่ึงตออยูกับสวนหางท่ี
ยาว แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี
เพ่ิมขึ้นมีผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางของตัวอสุจิ โดยการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน 
เม่ือใชสาร  modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
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สาร BPSE และสาร  Lake’s diluent (ภาพท่ี 12) พบวาไมมีผลตอโครงสรางของตัวอสุจิ โดยโครงสราง
ของตัวอสุจิยังมีความสมบูรณเหมือนกับตัวอสุจิท่ีปกติ แตเม่ือใชสาร IGGKP (ภาพท่ี 13 A) และ EK 
(ภาพท่ี 13 B) เปนสาร extender พบวามีรอยแตกท่ีบริเวณสวนของ midpiece นอกจากนี้ยังพบวา
กลุมควบคุมมีผลทําใหโครงสรางสวนหัวของตัวอสุจขิาดหายไป (ภาพท่ี 13 C)  

 

 
 

ภาพที่ 11 ลักษณะโครงสรางของตวัอสุจิปกตท่ีิกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM 
 

    
 

ภาพที่ 12 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติ ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1 วัน ดวยสาร modified 
 extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1 สาร BPSE  
 (D) และสาร Lake’s diluent (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM 
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ภาพที่ 12 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติ ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1 วัน ดวยสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้ระดับ 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1 สาร 
BPSE (D) สาร Lake’s diluent (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM (ตอ) 
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ภาพที่ 13  ลักษณะโครงสรางของตวัอสุจิท่ีมีการถูกทําลายเม่ือเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 1 วนั ดวยสาร 
IGGKP (A) สาร EK (B) และ Control (0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose) (C) ท่ี
กําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM 

 
และเม่ือทําการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาการใชสารกลุม modified 
extender (300 350 และ 400 mOsm kg-1) มีความเปนพิษตอโครงสรางของตัวอสุจินอยกวาการใช
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ โดยการใชสารกลุม modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 
(ภาพท่ี 14 A) 350 (ภาพท่ี 14 B) และ 400 mOsm kg-1 (ภาพท่ี 14 C) ยังคงมีความสามารถในการ
รักษาโครงสรางของตัวอสุจิบางตัวใหมีสภาพท่ีสมบูรณ แตก็พบวามีอสุจิบางตัวท่ีโครงสรางสวน
หัวมีการขาดหายไปเม่ือมีการใชสารกลุม modified extender (ภาพท่ี 15 A-C) สําหรับการใชสาร 
BPSE เปนสาร extender มีผลทําใหโครงสรางสวนหัวของตัวอสุจิเกิดการเปล่ียนรูปราง ซ่ึงมี
ลักษณะท่ีโคงงอ และอสุจิบางตัวมีการขาดหายไปของบริเวณสวนหาง (ภาพท่ี 15 D) และเม่ือ
ใช Lake’s diluent มีผลทําใหสวนของอะโครโซม เยื้อหุมเซลลอสุจิ และสวน midpiece ถูกทําลาย  
(ภาพท่ี 15 E)  
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ภาพที่ 14 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติเม่ือเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 4 วัน ดวยสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1 
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ภาพที่ 15 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีมีการถูกทําลายเม่ือเก็บรักษาเปนระยะเวลา 4 วัน 
  ดวยสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) 

mOsm kg-1 สาร BPSE (D) และ Lake’s diluents (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใช
กลอง SEM 
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จากการศึกษาหาความสัมพันธ (Correlation) ระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการ
เคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด ของน้ําเช้ือไก
พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1-5 วัน พบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ี
ระยะเวลา 1-3 วัน มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีกับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP  VCL และ 
VSL (ภาพท่ี 16-18 A-C) มีความสัมพันธกัน (P<0.01) แตพบวาอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต 
และอัตราการผสมติดไมมีความสัมพันธกัน (P>0.01 ภาพท่ี 16-18 D-E) เม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือใน
ระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีมีความสัมพันธกันกับทุกพารามิเตอร
ท่ีทําการศึกษา (ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VSL และ VCL) อัตราการมีชีวิต และอัตรา
การผสมติด) (ภาพท่ี 19 A-E) แตอยางไรก็ตามการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 5 
วัน พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีมีความสัมพันธกันกับทุกพารามิเตอร (ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ 
(VAP VSL และ VCL) อัตราการมีชีวิต) ยกเวนอัตราการผสมติดไมมีความสัมพันธกับอัตราการ
เคล่ือนท่ี (ภาพท่ี 20 A-E) 
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ภาพที ่16 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) VCL 
 (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมตดิ (E) ท่ีระยะเก็บรักษาเปนเวลา 1 
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ภาพที่ 17 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

    VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน 
เวลา 2 วัน 
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ภาพที่ 18 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน
เวลา 3 วัน 
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ภาพที่ 19 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน
เวลา 4 วัน 
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ภาพที่ 20 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน
เวลา 5 วัน 
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4.3 ผลของชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ที่ 
 เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมอืงสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 จากการศึกษาชนดิของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ี
มีผลตอการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยใชสาร extender 5 
ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ ( 300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
สาร BPSE และสาร Lake’s diluent รวมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO 
และ glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% และใชวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว 
(ท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร นาน 12 นาที และ 3 เซนติเมตร นาน 5 นาที) จาก
ผลของอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการมีชีวิต พบวามีอิทธิพล
รวมกนั (interaction) ระหวางชนิดของสาร extender กับชนิดของสาร cryoprotectant 
 การใชสาร DMA เปนสาร cryoprotectant พบวา เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 10% DMA ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 53.00±2.65% หรือ 
58% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) ยกเวนเม่ือ
ใช BPSE และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
DMA ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวมไมแตกตางกนั (P>0.05) เม่ือพิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 
พบวาเม่ือใช BPSE รวมกับ 15% DMA และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 
mOsm kg-1 รวมกบั 10% และ 15% DMA ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาไมแตกตางจากกลุมควบคุม 
(P>0.05) สําหรับการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 
10% DMA มีผลทําใหอัตราการมีชีวติสูงท่ีสุด (62.33±1.45%, 69% ของน้าํเช้ือสด) (P<0.05) ดังแสดง
ในตารางท่ี 16 

การใชสาร DMF เปนสาร cryoprotectant พบวา เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 และ BPSE รวมกับ 15% DMF ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม
สูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน  ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) ยกเวนเม่ือใชสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMF ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม
ไมแตกตางกัน (P>0.05) การใช BPSE รวมกับ 15% DMF มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา
ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) และเม่ือพิจารณาผลอัตราการมีชีวติ พบวาการใชสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMF ใหอัตราการมีชีวิต 
40.00±2.00% หรือ 44% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชใน
การศึกษา ยกเวนการใช Lake’s diluents รวมกับ 10% และ 15% DMF ท่ีใหอัตราการมีชีวิต 
37.67±1.45% (42% ของน้ําเช้ือสด) และ 37.33±1.45% (41% ของน้ําเช้ือสด) ตามลําดับ ดังแสดงใน
ตารางท่ี 17 
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 การใช DMSO เปนสาร cryoprotectant พบวา การใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา
ลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 60.00±2.65 หรือ 68% 
ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในในการศึกษา (P<0.05) ยกเวน
การใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 10% DMSO 
และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 300 และ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
DMSO (P>0.05) เม่ือพิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา พบวาเม่ือใชสาร modified extender 
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 รวมกับ 10% DMSO และสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 350 mOsm kg-1 รวมกบั 15% DMSO ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาไม
แตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) สําหรับการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 
300 และ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO มีผลทําใหอัตราการมีชีวิตสูงกวาทรีทเมนตอ่ืน 
ๆ ท่ีใชในการศึกษา ยกเวนการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ให
อัตราการมีชีวติไมแตกตางกนั (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 18  
 การใช glycerol เปนสาร cryoprotectant พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 83.00±2.08% 
หรือ 94% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) และการใชสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ยังมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ขางหนาสูงกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) เม่ือพิจารณาผลอัตราการมีชีวิต 
พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol 
ใหอัตราการมีชีวิต 62.67±1.20% หรือ 72% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจาก ทรีทเมนตอ่ืน ๆ 
ท่ีใชในการศึกษา ยกเวนการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 
รวมกับ 10% glycerol และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้ระดับ 400 mOsm kg-1 
และ Lake’s diluents รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการมีชีวิตไมแตกตางกนั (P>0.05) ดังแสดงใน
ตารางท่ี 19 
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ตารางที ่16  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตรา

การ    มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนดิ (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความ
เขมขน 5 10 และ 15% 

สาร  
extender 

DMA 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

modified 
extender 
300 mOsm kg-1 

5 9.33±2.03ij 
(9.98) 

1.67±0.33i 
(6.72) 

0.33±0.33h 
(0.12) 

10 34.00±2.31ef 
(37.10) 

19.00±2.08abc 
(77.99) 

18.67±1.76e 
(20.72) 

15 38.67±4.06cdef 
(42.15) 

17.00±0.58abcd 
(70.09) 

12.00±1.53f 
(13.27) 

modified 
extender 
350 mOsm kg-1 

5 18.00±2.65gh 
(19.50) 

6.33±1.76fgh 
(25.02) 

10.67±0.67f 
(11.86) 

10 18.33±1.76gh 
(19.95) 

7.67±0.88efg 
(31.42) 

22.33±1.45e 
(24.83) 

15 44.67±3.38bcd 
(48.76) 

14.33±1.76bcde 
(58.73) 

44.33±2.33c 
(49.35) 

modified 
extender 
400 mOsm kg-1 

5 12.33±1.20hi 
(13.41) 

3.33±0.67ghi 
(13.44) 

20.33±0.33e 
(22.64) 

10 53.00±2.65b 
(57.90) 

10.67±2.33cdef 
(43.08) 

62.33±1.45b 
(69.43) 

15 42.67±2.33cde 
(46.59) 

13.00±1.00bcde 
(53.48) 

42.33±2.85cd 
(47.12) 

BPSE 5 5.67±2.19j 
(5.79) 

2.33±0.67hi 
(9.14) 

2.33±0.67g 
(2.47) 

 10 29.67±1.86f 
(32.37) 

13.33±0.88bcde 
(54.89) 

23.67±1.20e 
(26.33) 
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ตารางที ่16  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตรา

การ    มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความ
เขมขน 5 10 และ 15% (ตอ) 

สาร 
extender 

DMA 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

BPSE 
 

15 48.33±4.10bc 
(52.79) 

21.00±2.31ab 
(86.23) 

37.67±1.86d 
(41.92) 

Lake’s 
diluent 
 

5 36.33±2.33def 
(39.65) 

10.67±4.18def 
(41.33) 

37.00±2.08d 
(41.17) 

10 17.67±2.03gh 
(19.19) 

1.00±0.58i 
(2.68) 

37.67±2.19d 
(41.92) 

15 21.33±4.10g 
(23.00) 

2.00±0.58hi 
(7.89) 

41.67±2.03cd 
(46.38) 

Control น้ําเช้ือสด 91.25±3.24a 25.00±5.96a 89.75±0.85a 
หมายเหตุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 17  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนดิ (สาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ 
Lake’s diluent) รวมกับการใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 
และ 15% 

สาร  
extender 

DMF 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

modified  
extender 
300 mOsm kg-1 

5 7.33±0.33i 
(8.05) 

3.33±0.33ef 
(11.18) 

9.33±2.33g 
(9.97) 

10 35.00±2.65def 
(38.42) 

16.00±1.00b 
(53.85) 

21.33±1.20e 
(23.49) 

15 24.67±1.76gh 
(27.06) 

7.33±1.76cde 
(23.98) 

21.00±2.08e 
(23.06) 

modified  
extender 
350 mOsm kg-1 

5 10.33±1.67i 
(11.21) 

4.67±0.33ef 
(15.69) 

15.33±1.45f 
(16.84) 

10 42.67±6.57cd 
(46.71) 

9.33±1.86cd 
(30.94) 

28.00±1.15d 
(30.85) 

15 58.33±3.71b 
(64.16) 

17.67±1.33b 
(59.42) 

40.00±2.00b 
(44.08) 

modified  
extender 
400 mOsm kg-1 

5 9.67±2.40i 
(10.28) 

2.00±0.58f 
(6.45) 

6.00±1.00g 
(6.52) 

10 39.33±3.48de 
(43.17) 

12.00±1.15bc 
(40.29) 

30.33±0.33cd 
(33.44) 

15 52.33±2.60bc 
(57.52) 

16.67±2.03b 
(55.84) 

30.67±2.60cd 
(33.74) 

BPSE 5 5.67±0.88i 
(6.15) 

1.67±0.33f 
(5.49) 

8.33±0.88g 
(9.14) 

 10 28.33±1.86fg 
(31.10) 

16.67±0.88b 
(56.12) 

15.00±2.08f 
(16.41) 
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ตารางที่ 17  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ 
Lake’s diluent) รวมกับการใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 
และ 15% (ตอ) 

สาร 
extender 

DMF 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

BPSE 15 61.67±1.86b 
(67.79) 

28.33±3.71a 
(94.96) 

30.67±2.91cd 
(33.72) 

Lake’ 
diluent 

5 19.00±2.65h 
(20.73) 

9.67±2.60cd 
(31.42) 

30.00±2.89d 
(32.98) 

 10 38.00±3.21def 
(41.70) 

10.00±2.31cd 
(32.87) 

37.67±1.45bc 
(41.51) 

 15 31.00±0.58efg 
(34.07) 

6.33±2.40de 
(19.97) 

37.33±1.45bc 
(41.15) 

Control น้ําเช้ือสด 90.25±3.52a 29.75±2.29a 90.50±1.55a 
หมายเหตุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
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ตารางที ่18  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบัตาง  ๆ(300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% 

สาร  
extender 

DMSO 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

modified  
extender 
300 mOsm kg-1 

5 37.33±2.85d 
(42.06) 

10.33±3.84cdefg 
(33.20) 

41.33±1.76ef 
(46.91) 

10 59.67±3.84b 
(67.37) 

22.00±5.69ab 
(75.24) 

60.00±1.15bc 
(68.13) 

15 57.00±1.15bc 
(64.29) 

16.33±0.88bcd 
(57.09) 

63.33±1.76b 
(75.34) 

modified  
extender 
350 mOsm kg-1 

5 24.67±2.67e 
(27.72) 

7.67±1.45fg 
(26.36) 

31.67±1.20g 
(35.94) 

10 50.33±3.53bc 
(56.78) 

16.33±2.73bcd 
(56.45) 

55.00±1.73cd 
(62.45) 

15 60.00±2.65b 
(67.71) 

20.33±2.03ab 
(70.90) 

63.67±1.20b 
(72.29) 

modified  
extender 
400 mOsm kg-1 

5 37.33±1.33d 
(42.10) 

10.67±1.67cdef 
(36.95) 

52.67±3.33d 
(59.80) 

10 48.33±4.26c 
(54.49) 

17.67±2.60bc 
(61.28) 

46.00±3.21e 
(52.20) 

15 54.33±2.60bc 
(61.30) 

15.33±3.18bcde 
(52.69) 

55.00±2.65cd 
(62.46) 

BPSE 5 8.33±0.88f 
(9.35) 

4.00±0.00g 
(14.00) 

6.33±1.67j 
(6.91) 

 10 27.33±1.45e 
(30.80) 

17.00±0.58bc 
(59.47) 

20.33±2.03h 
(23.00) 
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ตารางที ่18  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% (ตอ) 

สาร  
extender 

DMSO 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

BPSE 15 26.00±3.21e 
(29.17) 

10.00±1.15cdef 
(34.79) 

10.67±0.88i 
(12.07) 

Lake’s diluent 5 19.67±2.67e 
(22.04) 

8.33±2.40efg 
(28.12) 

21.67±2.03h 
(24.52) 

 10 46.67±4.18cd 
(52.62) 

16.67±0.88bcd 
(58.26) 

38.67±2.03f 
(43.88) 

 15 24.33±1.20e 
(27.42) 

9.00±1.53defg 
(31.11) 

41.00±1.53ef 
(46.54) 

Control น้ําเช้ือสด 88.00±4.04a 28.67±2.85a 88.00±1.53a 
หมายเหตุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 19 คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง  ๆ (300 350 และ 400 mOsm/kg) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% 

สาร  
extender 

glycerol 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

modified  
extender 
300 mOsm kg-1 

5 18.67±0.88i 
(21.15) 

6.67±0.88gh 
(21.10) 

14.33±0.33i 
(16.46) 

10 52.00±2.89de 
(58.99) 

10.67±0.88ef 
(33.95) 

55.33±2.91bc 
(63.59) 

15 67.33±5.46b 
(76.68) 

18.67±1.86c 
(59.36) 

62.67±1.20b 
(72.00) 

modified  
extender 
350 mOsm kg-1 

5 37.67±2.33gh 
(42.69) 

12.00±1.00def 
(38.20) 

36.33±3.33efg 
(41.67) 

10 60.00±3.06bcd 
(68.10) 

15.00±0.58cde 
(47.86) 

44.00±2.08de 
(50.54) 

15 55.33±3.53cde 
(62.80) 

14.33±1.45cde 
(45.57) 

50.67±1.20cd 
(58.21) 

modified  
extender 
400 mOsm kg-1 

5 40.33±4.67fgh 
(45.67) 

9.67±1.20fg 
(30.66) 

28.33±0.33gh 
(32.55) 

10 32.33±3.38h 
(36.58) 

13.33±0.33cdef 
(42.56) 

35.67±6.33fgh 
(40.72) 

15 83.00±2.08a 
(94.27) 

25.33±2.60b 
(80.60) 

55.33±0.88bc 
(63.57) 

BPSE 5 9.33±2.33j 
(10.25) 

2.33±0.67i 
(7.08) 

15.67±3.18i 
(17.72) 

 10 21.33±2.60i 
(24.07) 

11.00±1.53ef 
(34.84) 

46.67±3.18cd 
(53.60) 
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ตารางที่ 19 คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm/kg) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% (ตอ) 

สาร 
extender 

glycerol 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

อัตราการ 
มีชีวิต 
(%) 

BPSE 15 46.33±3.84efg 
(52.52) 

18.67±3.38c 
(58.74) 

43.33±1.33def 
(49.78) 

Lake’s 
diluent 

5 14.00±3.06ij 
(15.58) 

5.33±0.67h 
(16.89) 

26.67±1.33h 
(30.61) 

 10 49.67±1.67def 
(56.34) 

16.33±1.45cd 
(51.98) 

33.33±1.76gh 
(38.27) 

 15 63.67±1.76bc 
(72.24) 

18.00±2.00c 
(57.17) 

54.67±2.91bc 
(62.82) 

Control น้ําเช้ือสด 88.00±2.5a 31.33±1.20a 87.00±1.15a 
หมายเหตุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ   

(P<0.05) 
 
สําหรับผลชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ตอ

อัตราการผสมติด ทําการทดลองโดยนําทรีทเมนตท่ีใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ขางหนาดีท่ีสุด ไดแก BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดบัความเขมขน 15% สาร modified extender 
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มาทําการทดสอบอัตราการผสมติด 
พบวาทุกทรีทเมนตท่ีนํามาศึกษาใหอัตราการผสมติดต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) โดยการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
glycerol ใหอัตราการผสมตดิ 9.52±9.52% (4% ของน้าํเช้ือสด) ซ่ึงใหอัตราการผสมติดไมแตกตาง
จากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 20 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

69 
 
ตารางที่ 20  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการผสมติดของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว

ท่ีเก็บรกัษาแบบแชแขง็ 
สาร extender + cryoprotectant  อัตราการผสมตดิ (%) 

BPSE + 15% DMA  2.38±2.38b 
(0.95) 

BPSE+ 15% DMF  0.00±0.00b 
(0.00) 

modified extender 350 mOsm kg-1 + 15% DMSO  0.00±0.00b 
(0.00) 

modified extender 400 mOsm kg-1 + 15% glycerol  9.52±9.52b 
(4.09) 

Control (น้ําเช้ือสด)  82.62±3.84a 
หมายเหตุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ   

(P<0.05) 
  

นอกจากนี้ยังไดศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร 
cryoprotectant  ตอลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจิ โดยศึกษาจากภาพถายดวยกลอง SEM ท่ี
กําลังขยาย 5,000 เทา โดยนําทรีทเมนตที่ใชในการศึกษาอัตราการผสมติด ซึ่งไดแก BPSE 
รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15%  DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มาทําการศึกษา พบวาน้ําเช้ือสด มีลักษณะโครงสราง
ของตัวอสุจิท่ีเปนปกต ิ(ภาพท่ี 21 A) ซ่ึงประกอบดวยสวนหัว midpiece และหาง เม่ือนําน้ําเช้ือมาทํา
การเก็บรักษาแบบแชแข็ง พบวาการใชสาร modified extender ที่มีคาออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 400 
mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มีความเปนพิษตอโครงสรางของอสุจินอยกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ี
ใชในการศึกษา ซ่ึงพบวายังคงสามารถรักษาโครงสรางของตัวอสุจิบางตัวใหมีสภาพท่ีสมบูรณ (ภาพท่ี 
21 B) แตอยางไรก็ตามเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% glycerol ก็พบวาตัวอสุจิสวนมากมีการถูกทําลายโครงสรางโดยเฉพาะสวนหัว ซ่ึงทํา
ใหมีลักษณะหัวขาด (ภาพท่ี 22 A) เชนเดียวกับการใชสาร BPSE รวมกับ DMA (ภาพท่ี 22 B)  และ 
DMF (ภาพท่ี 22 C) ท่ีระดับความเขมขน 15% และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (ภาพท่ี 22 D) 
 

B A B 
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ภาพที่ 21 โครงสรางของตัวอสุจิปกติของน้ําเช้ือสด (A) และตัวอสุจิท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (B) 
ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา โดยใชกลอง SEM 

 

    
 

ภาพที่ 22 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีถูกทําลายเม่ือเกบ็รักษาแบบแชแข็งดวยสาร BPSE  รวมกับ 
  DMA (A) และ DMF (B) ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา

ลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (C) และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (D) ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา 
โดยใชกลอง SEM 
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ภาพที่ 22 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีถูกทําลายเม่ือเกบ็รักษาแบบแชแข็งดวยสาร BPSE  รวมกับ 
  DMA (A) และ DMF (B) ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา

ลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (C) และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (D) ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา 
โดยใชกลอง SEM (ตอ) 
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บทท่ี 5 
อภิปรายผล 

 
5.1 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา 

น้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 
 จากการศึกษาสวนประกอบไอออนในซีรั่มของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว
พบวา มีโซเดียม (Na+) และ คลอไรด (Cl-) เปนองคประกอบหลัก สําหรับแคลเซียม (Ca2+) โพแทสเซียม 
(K+) และแมกนีเซียม (Mg2+) มีอยูในปริมาณต่ํา ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Ilori et al. (2012) 
โดยศึกษาใน seminal plasma ของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองของประเทศไนจีเรีย และยังสอดคลองกับ 
Bogusawaka-Tryk et al. (2012) ก็พบวาในซีรั่มของไกเนื้อสายพันธุ cobb มีปริมาณของโซเดียมและ
คลอไรดเปนองคประกอบหลักเชนกัน ซ่ึงไอออนดังกลาวโดยเฉพาะโซเดียม คลอไรด และ
แคลเซียม มีบทบาทสําคัญตอการเคล่ือนท่ีและกลไกการทํางานทางชีวเคมีของตัวอสุจิ (Pablo et al., 
2011; Wishart and Ashizawa, 1987 and Li et al., 2012) แตจากการศึกษาพบวากลุมควบคุมซ่ึงมีสาร 
NaCl อยูในสวนประกอบ มีความเปนพิษตอตัวอสุจโิดยสงผลใหโครงสรางสวนหัวขาดหายไป และ
สงผลทําใหอัตราการผสมติดต่ํา โดยจากการศึกษาของ Hammerstedt and Graham (1992) รายงานวา
โซเดียมไอออนมีคุณสมบัติในการจับกับน้ําไดดี จึงสงผลมีประสิทธิภาพในการนําพาน้ําเขาสูเซลล 
ดังนั้นอาจสงผลใหเซลลมีปริมาณน้ํามากเกินไป จึงมีผลทําใหเซลลแตก ดวยเหตุนี้อาจสงผลทําให
โครงสรางสวนหัวของเซลลอสุจิถูกทําลาย   
    จากการศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ดวยสาร 
extender 7  ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาริตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 
mOsm kg-1) BPSE Lake’s diluent IGGKP และ EK โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปน
กลุมควบคุม ทําการทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1 
สัปดาห จากนั้นทําการเลือกสาร extender ท่ีใหอัตราการเคล่ือนท่ีมากกวา 60% มาทําการศึกษา
อัตราการผสมติด ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 5 วัน ซึ่งไดแก สาร modified extender ที่มีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent  โดยใช 0.9% 
NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม พบวาเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น สาร 
extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษามีผลทําใหแนวโนมของอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิตและ
อัตราการผสมติดลดลง (P<0.05) ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากตัวอสุจิมีการเผาผลาญสารอาหาร เชน glucose 
fructose และ inositol เพ่ือใชเปนพลังงานสําหรับการทํางานของเซลล สงผลใหแหลงของสารอาหาร
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ลดลง จึงมีสารอาหารไมเพียงพอสําหรับการดํารงชีพของตัวอสุจิในระหวางการเก็บรักษา สงผลให
อัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดลดลง และสาเหตุอีกประการหนึ่งที่ทําให
คุณภาพน้ําเช้ือลดลง เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น อาจเปนผลมาจากในระหวางการเก็บรักษา
ตัวอสุจิจะไมไดสัมผัสกับกาซออกซิเจน เนื่องจากไมมีการรบกวนหลอดเก็บตัวอยางน้ําเช้ือ จึงทําใหตัว
อสุจิมีการเผาพลาญพลังงานแบบไมใชออกซิเจน โดยจากการรายงานของ Donoghue and Wishart 
(2000) พบวาการเผาผลาญพลังงานแบบไมใชออกซิเจนนี้ทําใหเกิดการผลิตกรดแลกติก ซ่ึงมีผลทํา
ใหคา pH ของน้ําเช้ือท่ีเจือจางอยูในสาร extender ลดลง และมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีของตัว
อสุจิลดลงดวย แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวา การเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน เม่ือใช
สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีสูงกวากลุมควบคุมและสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) และยังพบวา
อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิต่ําเม่ือใชสาร IGGKP และ EK เปนสาร extender ท้ังนี้อาจมีสาเหตุมาจาก
สาร IGGKP และ EK ไมมีสารเคมีกลุม acetate อยูในสวนประกอบ ซ่ึงจากการรายงานของ Douard, 
Hermier, Magistrini, Labbe and Blesbois (2004) พบวา acetate เปนสารท่ีสําคัญท่ีชวยในการ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ ซ่ึงมีประสิทธิภาพมากกวาทั้ง fructose และ citrate โดย acetate จะถูก
เปล่ียนรูปใหเปนสารอนุพันธของ coenzyme A (CoA) และจะเขาสูวัฏจักรกรดซิตริก หรือ  
tricaboxylic acid cycle เพ่ือใหไดพลังงาน นอกจากนี้ผลการศึกษานี้ยังสอดคลองกับภาพถาย
ดวยกลอง SEM ท่ีพบวาโครงสรางของตัวอสุจิเกิดการถูกทําลายบริเวณ midpiece (ภาพที่ 13 
A และ B) ซึ่งประกอบไปดวยไมโตครอนเดีย จึงสงผลใหเอ็นไซมที่ใชในการเผาผลาญ
พลังงานท่ีอยูใน  mitochondrial  sheath ถูกทําลายดวยเชนกัน ดวยเหตุนี้จึงเปนผลทําใหอัตรา
การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจลิดลง เม่ือพิจารณาผลอัตราการผสมติดพบวาสาร extender ทุกชนิดท่ีใช
ในการศึกษา ซ่ึงไดแกสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 
mOsm kg-1) สาร BPSE และ Lake’s diluent ใหอัตราการผสมติดสูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) ท้ังนี้อาจ
เปนผลมาจากน้ําตาล fructose ท่ีอาจจะเปนสวนประกอบสําคัญในสาร modified extender  และ 
Lake’s diluents ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติเปนแหลงพลังงานใหกับตัวอสุจิ  เพ่ือใชในการ
ดํารงชีวิตและการเคล่ือนท่ี นอกจากนี้สาร Lake’s diluent ยังมี PVP ในสวนประกอบ ซ่ึง PVP มี
คุณสมบัติเปนสาร cryoprotectant ท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล จึงทําใหเซลลอสุจิไดรับการปกปองเม่ือ
เก็บรักษาในสภาพท่ีเย็น สําหรับสาร BPSE มี glucose เปนแหลงพลังงาน แตตัวอสุจิสามารถเปล่ียน
น้ําตาล glucose ใหเปนน้ําตาล fructose เพ่ือใชประโยชนได และยังมีขอสังเกตวาองคประกอบของ
สาร BPSE มีสารท่ีมีคุณสมบัติเปนบัพเฟอรหลายชนิด นอกจากนี้ Control ก็มีสวนประกอบของ 
glucose เชนกัน แตพบวาใหอัตราการผสมติดต่ํา ท้ังนี้อาจเนื่องจากความเปนพิษของ sodium chloride 
ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Takeda (1962) ท่ีรายงานวา sodium chloride มีผลตอการเปล่ียนแปลง
โครงสรางท่ีผิดปกติของตัวอสุจิ ดังนั้นเหตุผลท่ีกลาวมาขางตนอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหสารกลุม 
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modified extender สาร BPSE และ Lake’s diluents มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก
พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวไดดีกวากลุมควบคุม ผลการศึกษายังสอดคลองกับภาพถายดวยกลอง 
SEM (ภาพท่ี 12 A-D) ท่ีพบวาการใช modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 
400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluents ไมทําใหโครงสรางของตัวอสุจิเกิดการ
เปล่ียนแปลง สําหรับกลุมควบคุมมีการถูกทําลายบริเวณสวนหัวของตัวอสุจิ (หัวขาด ภาพท่ี 13 C) 
ซ่ึงภายในประกอบดวยนิวเคลียสท่ีมีสารพันธุกรรมบรรจุอยู และมีเอมไซมท่ีมีคุณสมบัตใินการเจาะ
ไขเพ่ือเขาปฏิสนธิอยูในอะโครโซม ดวยเหตุนีจ้ึงสงผลใหอสุจิไมสามารถปฏิสนธิได และเม่ือทําการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือเปนระยะเวลา 2 วัน และ 3 วัน พบวาสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 ยังคงใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการผสมติดสูงกวาสาร 
extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา อาจเนื่องมาจากในสาร modified extender มี TES เปน
สวนประกอบ ซ่ึง TES มีคุณสมบัติเปนบัพเฟอรท่ีมีไอออนท้ังประจุบวกและประจุลบอยูในตัวเอง 
จึงมีคุณสมบัติเปนไดท้ังกรดและเบสเพ่ือควบคุมคา pH ของสารละลายไมใหมีการเปล่ียนแปลงมาก 
และการท่ีจะทําให TES ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดนั้น คา pH ของสาร extender จะตองมี
คาใกลเคียงกับคา pKa ของ TES ซ่ึงมีคาเทากับ 7.4 จึงมีขอสังเกตวาสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาริตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 มีคา pH เทากับ 7.44±0.02 7.45±0.01 และ 
7.42±0.03 ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกับคา pKa ของ TES ขณะท่ีสาร BPSE มีคา pH เทากับ 7.53±0.02 
และในสารกลุม modified extender มี TES เปนสวนประกอบมากกวาสาร BPSE ถึง 5 เทา จึงทําให 
TES ที่ประกอบอยูในสาร modified extender ที่มีคาออสโมลาริตี้ที่ระดับ 300 350 และ 400 
mOsm kg-1 ทํางานไดมีประสิทธิภาพมากกวา TES ท่ีประกอบอยูในสาร BPSE สําหรับสูตรสาร 
extender ของ Lake’s diluent IGGKP EK และ control ไมมี TES เปนสวนประกอบ ดังนั้นการใช
สาร extenders เหลานี้นาจะเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหคุณภาพของน้ําเชื้อไกที่มีการเก็บแบบแช
เย็นมีประสิทธิภาพลดลง แตอยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลอัตราการผสมติดท่ีระยะเวลาในการเก็บ
รักษาเพ่ิมขึ้นเปน 4 วัน พบวาการใชสาร modified extender ใหผลอัตราการผสมติดลดลงต่ํากวา 
50% ซ่ึงสอดคลองกับภาพถายดวยกลอง SEM ท่ีพบวาเกิดการถูกทําลายโครงสรางของตัวอสุจิ 
โดยเฉพาะบริเวณสวนหัว ซ่ึงการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 
และ 400 mOsm kg-1 มีผลทําใหหัวของตัวอสุจิขาด (ภาพท่ี 15 A-C) ดวยเหตุนี้จึงเปนเหตุผลทําใหตัว
อสุจิไมสามารถเขาผสมกับไขของเพศเมียได จึงสงผลใหอัตราการผสมติดลดลง ดังนั้นหาก
พิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด พบวาสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 นาจะเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง
สายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาริตี้
ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 มีคาออสโมลาริตี้ใกลเคียงกับคาออสโมลาริตี้ของน้ําเช้ือไก ซ่ึงมีคาเทากับ 
306±0.56 ซ่ึงมีคุณสมบัติเปน isoosmotic การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ Iaffaldano et al. 
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(2005) ไดศึกษาการใช BPSE Lake’s diluent และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกงวง ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรักษา 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาการใช BPSE ใหผลอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมี
ชีวิต และความสมบูรณของเซลลเมมเบรนสูงกวาการใช Lake’s diluent และ IGGKP (P<0.05) 
เนื่องจากสาร BPSE มีคาออสโมลาลิตี้ และคา pH ใกลเคียงกับ seminal plasma ของไกงวง และ
สอดคลองกับการศึกษาของ Latif, Ijaz, Aleem and Mahmud (2005) ไดศึกษาคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 375 และ 400 mOsm kg-1 ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกเนื้อสายพันธุ Hubbard ท่ีระยะเวลา
การเก็บรักษา 4 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง การใช
สาร extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 375 mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวาการใชสาร 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1 (P>0.05) เนื่องจากสาร extender ท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 375 mOsm kg-1 มีคุณสมบัติเปน isosmotic การศึกษาในครั้งนี้จะแตกตางกับ
รายงานของ Siudzinska and Lukaszewicz (2008) ท่ีพบวาสาร extender ท่ีมีคุณสมบัติเปน 
hyperosmotic เหมาะสมกับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกสายพันธุ Green-Legged Partridge สายพันธุ 
Black Minorca สายพันธุ White Crested Black Polish และสายพันธุ Italian Partridge โดยจะสงผล
ใหมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางของตัวอสุจิแบบคอโคงงอต่ํากวาสาร extender ท่ีมีคุณสมบัติเปน 
isosmotic และ hypoosmotic  
 นอกจากนี้จากการศึกษาหาความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการ
เคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด ท่ีระยะเวลาการ
เก็บรักษา 1-5 วัน จากการศึกษาพบวา การเก็บรกัษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1-3 วัน มีผลทําใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีไมมีความสัมพันธกับอัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด แตเม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือใน
ระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาอัตราการเคล่ือนกับอัตราการมีชีวิต และอัตรา
การผสมติด มีความสัมพันธกันไปในทิศทางเดียวกัน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการเก็บรักษาน้าํเช้ือ
ในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้มีผลทําใหโครงสรางของตัวอสุจิโดยเฉพาะสวนหัว ซ่ึงเปนแหลงของสาร
พันธุกรรม และสวน midpiece ซ่ึงเปนแหลงของพลังงานถูกทําลาย โดยการถูกทําลายโครงสราง
ของตัวอสุจินี้จะสงผลกระทบตอท้ังอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Nasrin (2008) โดยศึกษาในน้ําเช้ือมนุษยพบวา การถูกทําลายของสาร
พันธุกรรม (DNA) จะมีความสัมพันธกันไปในทิศทางตรงกันขามกับโครงสรางของตัวอสุจิท่ี
ปกติ (r=-0.317, P<0.03) อัตราการเคล่ือนท่ี (r=-0.263, P<0.02) และอัตราการผสมติด (r=0.450, 
P<0.002) 
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5.2 ผลของชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant 
ที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแช
แข็ง 

 จากการศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ี
มีผลตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยใชสาร extender 5 
ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 
รวมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO และ glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 
10 และ 15% จากผลของอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการมีชีวิต 
พบวามีอิทธิพลรวมกันระหวางชนิดของสาร extender กับชนิดของสาร cryoprotectant อาจ
เนื่องมาจากการทํางานรวมกันระหวางสาร extender และสาร cryoprotectant ตางชนิดกันมีผลตอ
การเพ่ิมแรงดันออสโมติกท่ีแตกตางกัน ซ่ึงแรงดันออสโมติกท่ีเพ่ิมขึ้นจะมีผลทําใหเซลลอสุจิถูก
ทําลาย ดังนั้นการเลือกใชสาร cryoprotectant จะตองคํานึงถึงชนิดของสาร extender ดวย เม่ือ
พิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาพบวาการใชสาร BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับ
ความเขมขน 15% การใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% glycerol ใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม และอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาดีท่ีสุด จึงได
นํา ทรีทเมนตดังกลาวมาทดสอบอัตราการผสมติดพบวาทุกทรีทเมนตใหผลอัตราการผสมติดไม
แตกตางกัน (P>0.05) โดยใหผลอัตราการผสมติดต่ําเพียง 0-10% เทานั้น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก
โครงสรางอสุจิของไกบริเวณสวนหัวมีลักษณะเรียวแหลม และมีขนาดเล็ก (ภาพท่ี 16 A) จึงมีผลทํา
ใหอัตราสวนพ้ืนท่ีผิวของเซลลตอปริมาตรของเซลลต่ํา ซ่ึงมีผลทําใหการซึมผานของสาร 
cryoprotectant จากภายนอกเขาสูภายในเซลลมีประสิทธิภาพต่ําดวยเชนกัน จึงสงผลใหเซลลอสุจิ
บริเวณดังกลาวถูกทําลาย และจากการรายงานของ Donoghue and Wishart (2000) พบวา
โครงสรางสวนหัวของตัวอสุจิสัตวปกมีปริมาณของ cytoplasm อยูนอย ซ่ึงเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีทํา
ใหความสามารถในการซึมผานของสาร cryoprotectant ต่ํา จึงทําใหโครงสรางของตัวอสุจิ
โดยเฉพาะสวนหัวถูกทําลาย และจากผลการศึกษานี้สอดคลองกับภาพถายท่ีศึกษาดวยกลอง SEM 
ซ่ึงพบวาทุกทรีทเมนตมีผลทําใหโครงสรางสวนหัวของตัวอสุจิขาดหายไป (ภาพท่ี 17 A-D) จึง
สงผลใหนิวเคลียส (nucleus) ซ่ึงจะบรรจุสารพันธุกรรม (DNA) และเอมไซมท่ีเกี่ยวของกับการ
ปฏิสนธิซ่ึงอยูภายในอะโครโซมท่ีบริเวณสวนหัว ท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายผนังไขเพ่ือเขา
ปฏิสนธิไมสามารถทํางานได ดังนั้นจึงไมเกิดการปฏิสนธิ และจากผลการศึกษามีขอสังเกตวาอสุจิมี
การเคล่ือนท่ีแตไมสามารถผสมติดได ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากอสุจิมีพลังงานไมเพียงพอท่ีจะใชใน
การเคล่ือนท่ีผานทอระบบสืบพันธุของเพศเมียเพ่ือไปผสมกับไข สอดคลองกับการศึกษาของ 
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Partyka et al. (2010) ซ่ึงพบวาน้ําเช้ือไกเนื้อสายพันธุ Flex ท่ีเก็บรักษาแบบระยะยาวดวยสาร 
extender EK รวมกับ 6% DMA มีผลทําใหคา mitochondrial activity มีคาเทากับ 28.3±12.1% ซ่ึงต่ํา
มากเม่ือเทียบกับน้ําเช้ือสด (94.7±1.9%) และยังสอดคลองกับการรายงานของ Guthrie, Welch and  
Long (2008) ท่ีพบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบระยะยาว มีผลทําใหตัวอสุจิสูญเสียพลังงาน  



 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 6  
สรุป และขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุป 
 6.1.1 จากการศึกษาพบวา การใชสาร modified extender ที่มีคาออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 
300 mOsm kg-1 ซ่ึงเปนสารท่ีมีคณุสมบัติเปน isotonic เหมาะสําหรับนํามาใชในการเก็บรักษาน้ําเช้ือ
ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

6.1.2 จากการศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง
พบวา ชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant มีอิทธิพลรวมกัน และยังพบวาการใชสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด แตอยางไรก็ตามเม่ือนําไปทดสอบอัตราการผสมติด พบวาใหผลอัตราการผสมติด
ต่ํา เนื่องจากตัวอสุจิมีการถูกทําลายบริเวณสวนหัวท่ีภายในบรรจุนิวเคลียส ซ่ึงเปนแหลงของสาร
พันธุกรรม  

 
6.2 ขอเสนอแนะ 

6.2.1 จากการศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง  
พบวายังใหผลอัตราการผสมติดต่ํา ซ่ึงเปนผลมาจากการถูกทําลายโครงสรางของตัวอสุจิ ดังนั้นจึง
ควรศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับการเติมสารท่ีมีหนาท่ีในการปกปองโครงสรางเซลลอสุจิ เชน สาร 
Antioxidant  เพ่ือเปนการพัฒนาและเพ่ิมประสิทธิภาพของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหาง
ขาว ท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
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วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี  
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1. วัสดุ และอุปกรณ 
วัสดุและอุปกรณสําหรับใชศึกษาการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชเย็นและแบบแชแข็งประกอบดวย 

1. microtube (efpendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. กระดาษทิชชู 
3. กระบอกน้ํากล่ัน 
4. กระตกิน้ําแข็ง 
5. เทอรโมมิเตอร 
6. เครื่องช่ัง 4 ตําแหนง 
7. ชอนตักสาร 
8. กระดาษช่ังสาร 
9. beaker (ขนาด 250 100 และ 50 มิลลิลิตร) 
10. volumetric flasks (ขนาด 25 100 และ 250 มิลลิลิตร) 
11. glass stirring rod  
12. ขวดแกวขนาด 250 มิลลิลิตร 
13. micropipette (ขนาด 100 และ 1,000 ไมโครลิตร) 
14. small and large pipettes tips  
15. หลอดทดลองพลาสติกขนาด 15  มิลลิลิตร  พรอมฝาปด  
16. rack 
17. กระดาษ lable 
18. เทปใส 
19. ปากกา lable 
20. ตูเย็น 
21. pH meter 
22. osmometer 
23. graduated cylinders ขนาด 25 มิลลิลิตร 
24. หลอดแชแข็ง (french straws) ขนาด 0.5 มิลลิลิตร 
25. forceps 
26. Liquid nitrogen containers dewar 20 XT (Taylor-Wharton U.S.A.) 
27. Liquid nitrogen storage with dispenser 
28. กลองโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร 
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29. ตะแกรงสําหรับวางหลอดน้ําเช้ือ 
30. นาฬิกาจับเวลา เปนตน 

วัสดุและอุปกรณสําหรับใชประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ ประกอบดวย 
1. กลองจุลทรรศนแบบ compound microscope  
2. Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุน version 10 HTM-IVOS  
3. กลองถายวีดีโอ 
4. โปรแกรม Image J 
5. Dual slide และ Cover glass 
6. Slide 
7. ไมจิ้มฟน 
8. แผน DVD 
9. Slide และ Cover slide 
10. ขวดสีชา ขนาด 50 มิลลิลิตร  
11. ตะเกียงแอลกอฮอล 
12. ไมขีด 
13. เข็มเขี่ย 
14. hemacytometer  
15. counter  
16. vortex  mixer  
17. microtube (efpendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
18. หลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร 
19. กระตกิน้ําแข็ง 
20. กระดาษทิชชู 
21. กรรไกร 
22. ถาดไข 
23. ตูฟกไข 
24. ตูเกิดลูกไก 
25. อุปกรณสองไข 

วัสดุและอุปกรณสําหรับใชศึกษาดวยกลอง SEM ประกอบดวย 
1. กลอง Scanning Electron microscope  
2. เครื่อง critical point dryer  
3. เครื่องฉาบทอง 
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4. cover slide ขนาด 5x5 มิลลิเมตร 
5. stubs 
6. Microporous 
7. หลอดแกว พรอมฝาปด 
8. กระดาษกาวสองหนา 
9. ไมจิ้มฟน 

 
2 สารเคม ี

สารเคมีสําหรับเตรียมสาร extender ประกอบดวย  
1. Water cell culture grade 
2. sodium chloride 
3. sodium acetate 
4. potassium citrate  
5. sodium glutamate  
6. dipotassium hydrogen phosphate  
7. potassium dihydrogenphosphate 
8. fructose 
9. Tes (N-Tris(hydrxy methal) methyl-2-amino ethane sulfonic acid) 
10. magnesium acetate  
11. potassium acetate  
12. polyvinylpyroridone (PVP) 
13. sodium dihydrogen phosphate 
14. glucose 
15. inositol 
16. protamine sulfate 
17. anhydrous sodium  hydrogen phosphate 

กลุมสาร cryoprotectant และสารเคมีสําหรับใชศึกษาการเก็บรักษาน้ําเชือ้แบบแชแขง็ ประกอบดวย 
1. Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
2. Dimethyl acetamide (DMA) 
3. glycerol  
4. Dimethyl formamide (DMF) 
5. ไนโตรเจนเหลว (LN2) 
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6. ผงอุด Polyvinyl alcohol (PVA) 
สารเคมีสําหรับเตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาดวยกลอง SEM ประกอบดวย 

1. 0.1M Phosphate buffer pH 7.2 
2. 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1 M Phosphate buffer pH 7.2 
3. 30 50 70 90 95 และ 100% ethanal 
4. 1% osmium 

สารเคมีสําหรับใชประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ ประกอบดวย 
1. Eosin B 
2. Nigrosin 
3. Sodium citrate dehydrate 
4. น้ํายาเช็ดเลนส 
5. น้ํายาเคลือบเล็บ 
6. immersion Oil 
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ตารางแสดงผลการวิเคราะหวาเรียนซ 
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1.  การศึกษาชนดิของสาร extender ที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาไกพื้นเมืองสายพนัธุ
เหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

1.1 อัตราการเคลื่อนที ่
ตารางที ่ข. 1 แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน

ระยะเวลา 1 วัน  
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

4362.299 7 623.186 114.531 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

391.765 72 5.441   

Total 4754.074 79    
 

ตารางที ่ข. 2  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 2 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
4086.888 7 583.841 34.359 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1223.446 72 16.992   

Total 5310.333 79    
 

ตารางที ่ข. 3  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 3 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
5482.025 7 783.146 111.930 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

503.765 72 6.997   

Total 5985.790 79    
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ตารางที ่ข. 4  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 4 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
2765.393 7 395.056 169.913 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

167.404 72 2.325   

Total 2932.797 79    
 

ตารางที ่ข. 5  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 5 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
3545.759 7 506.537 59.343 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

614.575 72 8.536   

Total 4160.334 79    
 

ตารางที ่ข. 6  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 6 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
8261.890 7 1180.270 109.175 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

778.375 72 10.811   

Total 9040.265 79    
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ตารางที ่ข. 7  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 7 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
5678.641 7 811.234 122.607 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

476.390 72 6.617   

Total 6155.031 79    
 

1.2 อัตราการมีชีวิต 
ตารางที ่ข. 8  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวิต ท่ีเก็บรักษาเปน

ระยะเวลา 1 วัน  
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

210.975 7 30.139 5.782 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

166.800 32 5.212   

Total 377.775 39    
 

ตารางที ่ข. 9  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวิต ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 2 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
43.375 7 6.196 .887 .528 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

223.600 32 6.988   

Total 266.975 39    
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ตารางที ่ข. 10  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
ระยะเวลา 3 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
71.200 7 10.171 .444 .867 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

732.400 32 22.888   

Total 803.600 39    
 

ตารางที ่ข. 11  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
ระยะเวลา 4 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
859.900 7 122.843 14.559 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

270.000 32 8.438   

Total 1129.900 39    
 

ตารางที ่ข. 12 แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวิต ท่ีเก็บรักษาเปน
ระยะเวลา 5 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
859.900 7 122.843 14.559 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

270.000 32 8.438   

Total 1129.900 39    
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ตารางที ่ข. 13  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
ระยะเวลา 6 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
3853.975 7 550.568 30.355 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

580.400 32 18.138   

Total 4434.375 39    
 

ตารางที ่ข. 14  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
ระยะเวลา 7 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนดิของสาร extender) 
3674.775 7 524.968 75.264 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

223.200 32 6.975   

Total 3897.975 39    
 

1.3 อัตราการผสมตดิ 
ตารางที ่ข. 15  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา

เปนระยะเวลา 1 วัน  
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

5483.340 5 1096.668 16.141 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

815.340 12 67.945   

Total 6298.680 17    
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ตารางที ่ข. 16  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 2 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
4700.801 5 940.160 11.071 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1019.045 12 84.920   

Total 5719.846 17    
 

ตารางที ่ข. 17  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 3 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
4486.022 5 897.204 30.106 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

357.618 12 29.801   

Total 4843.640 17    
 

ตารางที ่ข. 18  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 4 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
3072.464 5 464.493 13.811 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

533.901 12 44.492   

Total 3606.365 17    
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ตารางที ่ข. 19  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 5 วัน  

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
3626.981 5 725.396 7.371 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1180.921 12 98.410   

Total 4807.901 17    
 

2.  การศึกษาผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant 
ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพนัธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 

ตารางที ่ข. 20  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMA ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
10790.267 15 719.351 65.672 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

361.473 33 10.954   

Total 11151.740 48    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMA 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 21  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMA ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
2872.143 15 191.476 13.737 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

459.983 33 13.939   

Total 3332.126 48    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMA 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 22  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMA ตออัตราการมีชีวิต 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(Treatment) 

13909.692 15 927.313 216.479 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

141.359 33 4.284   

Total 14051.051 48    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMA 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 23  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMF ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
12197.256 15 813.150 63.115 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

425.162 33 12.884   

Total 12622.418 48    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMF 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 24  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMF ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(Treatment) 

2856.239 15 190.416 23.039 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

272.742 33 8.265   

Total 3128.981 48    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMF 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

99 
 

ตารางที ่ข. 25  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMF ตออัตราการมีชีวิต 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
9786.713 15 652.448 107.855 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

199.626 33 6.049   

Total 9986.339 48    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMF 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 26  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMSO ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(Treatment) 

7370.211 15 491.347 45.968 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

342.045 32 10.689   

Total 7712.256 47    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 27  แสดงการวิเคราะหวาเรยีนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMSO ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
1261.136 15 84.076 6.599 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

407.674 32 12.740   

Total 1668.810 47    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 28  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMSO ตออัตราการมีชีวิต 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(Treatment) 

9031.073 15 602.072 116.654 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

165.158 32 5.161   

Total 9196.231 47    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 29  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร glycerol ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
10030.866 15 668.724 55.656 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

384.490 32 12.015   

Total 10415.356 47    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 30  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร glycerol ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(Treatment) 

1758.633 15 117.242 24.090 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

155.736 32 4.867   

Total 1914.370 47    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 31  แสดงการวิเคราะหวาเรยีนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร glycerol ตออัตราการมีชีวิต 

Source Sum of squares df Mean squares F Sig 
Between Groups 

(Treatment) 
5976.136 15 398.409 54.068 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

235.796 32 7.369   

Total 6211.932 47    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 32  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและความเขมขนของสาร 

cryoprotectant ตออัตราการผสมติด 
Source Sum of squares df Mean squares F Sig 

Between Groups 
(Treatment) 

16344.996 4 4086.249 35.225 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1508.068 13 116.005   

Total 17853.064 17    
หมายเหตุ :  Treatment คือ สาร BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร 

modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO 
และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
glycerol 
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ประวัติผูเขียน 
  

นางสาวทิพยสุดา บุญมาทัน เกิดวันท่ี 10 ธันวาคม พ.ศ. 2529 ท่ีจังหวัดลพบุรี เริ่มศึกษาช้ัน
ประถมศึกษาท่ีโรงเรียนกําจรวิทย อําเภอเมือง จังหวัดลพบุรี ไดศึกษาตอช้ันมัธยมศึกษาตอนตนและ
ตอนปลายท่ีโรงเรียนวินิตศึกษาในพระราชูปถัมภฯ อําเภอเมือง จังหวัดลพบุรี และสําเร็จการศึกษา
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา เม่ือป พ.ศ. 
2551 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว มหาวิทยาลัย      
เทคโนโลยยีสุรนารี ในปการศึกษา 2552 


