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บทคัดย่อ 
 

  การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบการลดพันธะ disulfide ของหมู่ thiol ใน protamine 
ของอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA และ DTT โดยตรวจสอบการเกิด pronuclear การเจริญของตัวอ่อนถึงระยะบ
ลาสโตซีสหลังจากฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่โค (intracytoplasmic sperm injection, ICSI) และอัตราการเกิด 
ploidy ในตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส การศึกษานี้แบ่งออกเป็น 5 การทดลอง      
  การทดลองที่ 1: เพื่อตรวจสอบความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีเหมาะสมของ DTBA ต่อการลดระดับ
พันธะไดซัลไฟต์ น าน้ าเช้ือโคแช่แข็งมาท าละลาย แล้วท า swim up ในน้ ายา TALP เพื่อคัดเลือกตัวอสุจิท่ีมี
ชีวิต จากนั้นน าตัวอสุจิมาบ่มใน 5 mM DTT หรือ DTBA ในความเข้นข้น 0, 2.5, 5 และ 10 mM ในช่วง
เวลา 5, 20, 60 หรือ 120 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิในสารใดๆเป็นกลุ่มควบคุม ตรวจสอบอัตราการลด
พันธะไดซัลไฟต์ด้วยวิธีการย้อม acridine orange จากการทดลองพบว่า ตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA เพิ่ม
เปอร์เซ็นต์การลดพันธะไดซัลไฟต์ได้ในทุกความเข้มข้น และทุกระยะเวลา ซึ่งแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ ประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ของตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA ไม่แตกต่างกับกลุ่ม
ท่ีบ่มด้วย DTT ยกเว้นกลุ่มของตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย 2.5 mM DTBA นาน 2 ช่ัวโมง มีประสิทธิภาพในการลด
พันธะไดซัลไฟต์ต่ ากว่ากลุ่มอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ     
  การทดลองที่ 2: เพื่อตรวจสอบผลของ DTBA และ DTT ต่อคุณภาพ และความเป็นพิษของตัวอสุจิ 
เตรียมน้ าเช้ือโคเหมือนกับการทดลองท่ี 1 แล้วน าอสุจิมาบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM 
DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิในสารใดๆเป็นกลุ่มควบคุม แล้วตรวจสอบอัตราการเพิ่มขึ้นของ 
free thiol ด้วยการย้อม monobromobimane (mBBr) ตรวจสอบความมีชีวิตของตัวอสุจิด้วยการย้อม 
Eosin และ Nigrosin  และตรวจสอบ DNA fragmentation ด้วยวิธี TUNEL assay จากการทดลองพบว่า 
ตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA และ DTT มีเปอร์เซ็นต์ free thiol ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่
เปอร์เซ็นต์ free thiol ของสองกลุ่มนี้สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  ตัวอสุจิท่ีมีชีวิตในกลุ่มท่ี
บ่มด้วย DTBA ไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT ลดอัตราตัวอสุจิ
ท่ีมีชีวิตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม  ตัวอสุจิท่ีมี DNA fragmentation ของ
กลุ่มท่ีบ่มด้วย DTBA และ DTT ไม่แตกต่างกัน และสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ    
 การทดลองที่ 3: ตรวจสอบผลของ DTBA และ DTT ต่อการเกิด pronuclear เตรียมน้ าเช้ือโค
เหมือนกับการทดลองท่ี 2 แล้วน าอสุจิไปไว้ในน้ ายา 10% polyvinylpyrrolidone (PVP) ส าหรับการท า 
ICSI เข้าในไข่โคท่ีน ามาเล้ียงให้สุกในหลอดแก้ว หลังจากท า ICSI 18 ช่ัวโมง น าไข่ไป fix และย้อมด้วย 
aceto-orcein เพื่อตรวจดูการเกิด pronuclear จากการทดลองพบว่า อัตราของไข่ท่ีถูก activated ไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในทุกกลุ่มท่ีบ่มตัวอสุจิด้วย DTBA และ DTT กลุ่มควบคุม และกลุ่มฉีด
ปลอม เปอร์เซ็นต์ของการสร้าง pronuclear ไม่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มท่ีบ่ม ด้วย DTBA, DTT และกลุ่ม
ควบคุม การสร้าง 2 PN ของกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTBA มีแนวโน้มสูงกว่ากลุ่มควบคุม   
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 การทดลองที่ 4:  ตรวจสอบผลของ DTBA และ DTT ต่อการเจริญของตัวอ่อนโคหลังท า ICSI ท า
การทดลองเหมือนการทดลองท่ี 3 หลังจากท า ICSI 12 ช่ัวโมง น าไข่ไปเล้ียงในหลอดแก้วนาน 7 วัน เพื่อ
ตรวจสอบอัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะบลาสโตซีส จากการทดลองพบว่า อัตราการเกิด second 
polar body ในกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT และ DTBA สูงกว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มฉีดปลอมอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ อัตราตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีสของกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTBA สูงกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ ในขณะท่ีกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT ได้ตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีสไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม   
 การทดลองที่ 5: ตรวจสอบผลของ DTBA และ DTT ต่อการเกิด ploidy ของตัวอ่อนระยะบลาสโต
ซีส ท าการทดลองเหมือนการทดลองท่ี 4 น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไป fix บนสไลด์แก้ว แล้วย้อมด้วย 

Hoechst 33342 จากนั้นน าไปส่องใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ จากการทดลองพบว่าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสมี
เปอร์เซ็นต์ของ diploid ลดลงในกลุ่มฉีดปลอมเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่น นอกจากนี้กลุ่มฉีดปลอมเป็น 
haploid ท่ีสูงกว่ากลุ่ม DTBA DTT และกลุ่มควบคุมแต่ไม่แตกต่างกันทางสถิติ ในขณะท่ีไม่พบความ
แตกต่างของการเกิด haploid ระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีบ่มตัวอสุจิด้วย DTT และ DTBA  ไม่พบความ
แตกต่างของตัวอ่อนท่ีโครโมโซมผิดปกติ (mixoploidy และ polyploidy) ในทุกกลุ่มของการทดลอง  

จากผลการทดลองท้ังหมด สรุปได้ว่าการบ่มตัวอสุจิด้วย DTT และ DTBA สามารถลดพันธะไดซัล
ไฟต์ในอสุจิได้ การบ่มอสุจิด้วย 5 mM DTBA นาน 5 นาที เพิ่มอัตราการเจริญไปเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโต
ซีสหลังการท า ICSI   
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Abstract 
 

This study aimed to examine the effects of treating bovine spermatozoa with DTBA 
and DTT on the reducing disulfide bond of thiol group in protamine. The pronuclear 
formation, embryo development to blastocyst stage after intracytoplasmic sperm injection 
(ICSI) into in vitro matured bovine oocytes and ploidy in blastocysts were investigated. This 
study divided in to 5 experiments. 
  Experiment 1: To examine the optimum concentration and duration of DTBA on 
reducing disulfide bond. Frozen-thawed bovine semen were swam-up in TALP medium for 
selecting motile sperm. After that incubated sperm in 5mM DTT or 0, 2.5, 5 and 10 mM 
DTBA for 5, 20, 60 or 120 min, the non-treating sperm was served as control group. The 
reducing of disulfide bond in spermatozoa was examined by staining with acridine orange. 
The results showed that incubated sperm in all concentration of DTBA and at all period of 
time increased the reducing of disulfide bond which were significantly difference from 
control group. The efficacy of reducing of disulfide bond of sperm in DTBA group was not 
difference with DTT group except incubated in 2.5 mM DTBA for 2 h was significant lower 
than the other groups.    
   Experiment 2: To examine the effects of DTBA and DTT on quality and toxicity of 
spermatozoa. The semen was prepared the same as experiment 1 and then incubated 
sperm in 5 mM DTT for 20 min and 5 mM DTBA for 5 min, the non-treating sperm was 
served as control group. The increasing of free thiol was examined by staining with 
monobromobimane (mBBr). The viability of sperm was examined by staining with Eosin 
and Nigrosin. The DNA fragmentation was examined by TUNEL assay. The results showed 
that the percentage of free thiol of sperm in DTBA and DTT groups were not significant 
difference but significantly higher than that in control group. The sperm viability of DTBA 
group was not significantly difference with control group. The sperm viability of DTT group 
was significantly lower than that in control group. The DNA fragmentation among DTBA 
and DTT groups was not different and significantly higher than that control group.       
  Experiment 3: To examine effects of DTBA and DTT on pronuclear formation. The 
semen was prepared the same as experiment 2 after that placed sperm in 10% 
polyvinylpyrrolidone (PVP) for ICSI into in vitro matured bovine oocytes. At 18 h after ICSI, 
oocytes were fixed and stained with aceto-orcein and examine pronuclear formation. The 
results showed that the rates of oocytes activated were not significant difference in DTBA, 
DTT, control and sham injection groups. The rates of pronuclear formation were not 
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significant difference in DTBA and DTT exposed and control groups. The formation of 2 PN 
in DTBA treatment tended to higher than control group.    
 Experiment 4: To examine the effects of DTBA and DTT on embryo development 
after ICSI. The semen was prepared the same as experiment 3. At 12 h after ICSI, the 
oocytes were cultured in vitro for 7 days for examine the embryo development to 
blastocyst stage. The results showed that the rates of second polar body formation in 
DTBA and DTT groups were significantly higher than that in control and sham injection 
groups. The blastocyst rates of DTBA group were significant higher than the other groups. 
Whereas the blastocyst rates in DTT group were not different with control group.   
 Experiment 5: To examine the effects of DTBA and DTT on ploidy of blastocysts. 
The semen was prepared the same as experiment 4. The blastocysts were fixed on glass 
slide and stained with Hoechst 33342 then examined under fluorescence microscope. The 
results showed that percentage of diploid in blastocysts decreased in sham injection group 
when compared with other groups. Furthermore, in sham injection group has haploid 
higher than DTBA, DTT and control group but did not significant difference. Whereas no 
difference of haploid among DTBA, DTT and control group. The abnormal chromosome 
(mixploidy and polyploidy) was not significant difference in all groups.  

From all experiments can be concluded that treated sperm with DTBA and DTT 
could reduce disulfide bond. The development of embryos to blastocyst stage after ICSI 
was improved when treated sperm with 5 mM DTBA for 5 min.   
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พันธะไดซัลไฟต ์
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 3.3 การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อคุณภาพและความเป็นพิษ
ของตัวอสุจิ 
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 3.4 การทดลองท่ี 3 ศึกษาผลของ DTBA และ DTT ต่อการฟอร์ม pronuclear 
3.5 การทดลองท่ี 4 ศึกษาผลของ DTBA และ DTT ต่อการเจริญของตัวอ่อนหลังจาก

ฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 
3.6 การทดลองท่ี 5 ศึกษาผลของ DTBA และ DTT ต่ออัตราการเกิด ploidy ของ 

บลาสโตซีส  
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บทท่ี 4 ผลการทดลอง 
         4.1 ผลการทดลอง 

4.1.1 ผลการทดลองท่ี 1 ผลของการบ่มตัวอสุจิด้วย DTBA ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลา
ต่างๆต่อพันธะไดซัลไฟต์ 

หน้า 
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          4.1.2 ผลการทดลองท่ี 2 ผลของสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อคุณภาพความเป็นพิษของตัว
อสุจิ 
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          4.1.3 ผลการทดลองท่ี 3 ผลของการบ่มด้วยสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อการสร้าง 
pronuclear 
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          4.1.4 ผลการทดลองท่ี 4 ผลของการบ่มตัวอสุจิด้วยสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อการ
เจริญเติบโตของตัวอ่อนโคหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 

4.1.5 ผลการทดลองท่ี 5 ผลการทดลองท่ี 5 ผลของการบ่มตัวอสุจิด้วยสารลดพันธะ 
ไดซัลไฟต์ต่อ ploidy ของบลาสโตซีสหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 
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      4.2 วิจารณผ์ลการทดลอง 17 
บทท่ี 5 สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 20 
บรรณานุกรม 21 
ภาคผนวก ก   
 ประวัติผู้วิจัย 23 
 ผลงานตีพิมพ์ 35 
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สารบญัตาราง 
 
เร่ือง หน้า 
ตารางท่ี 1 ผลของสารบ่มอสุจิ 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที ต่อกลุ่ม 

free thiol อัตรารอดของอสุจิ และ DNA fragmentation ของอสุจิ 
11 

ตารางท่ี 2 ผลของสารบ่มอสุจิของ 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTB นาน 5 นาทีต่อ
การสร้าง pronuclear 

12 

ตารางท่ี 3 ผลของสารบ่มอสุจิของ 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาทีต่อ
การเจริญของตัวอ่อนโคหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่ 

14 

ตารางท่ี 4 ผลของโครโมโซมของบลาสโตซีสหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โคเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มท่ีบ่ม
ด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที 

15 

ตารางท่ี 5 ความสามารถในการ hatching ของบลาสโตซีสหลังบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที 
และ 5 mM DTBA นาน 5 นาทีและฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 

ตารางท่ี 6 ผลของบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาทีต่อจ านวน
เซลล์ของบลาสโตซีส 

16 
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สารบญัภาพ 
 

ภาพที ่1 แสดงประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ของสาร DTBA และ DTT ท่ีความเข้มข้น
และระยะเวลาต่างๆ 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

การฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่เป็นเทคโนโลยีการเจริญพันธุ์ที่ใช้ในการศึกษากลไกของการปฏิสนธิและการ

เจริญเติบโตของตัวอ่อน ซึ่งมีการใช้อย่างแพร่หลายท่ัวโลกในการแก้ปัญหาระบบสืบพันธุ์ในมนุษย์ นอกจากนี้

ยังมีการใช้แก้ไขปัญหาการปฏิสนธิในปศุสัตว์ อย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ยังมีข้อจ ากัดบางประการ ประการแรกคือ

จ าเป็นต้องมีการกระตุ้นไข่โคหลังจากฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่จึงจะท าให้ไข่แบ่งตัวได้ ท าได้โดยการกระตุ้นด้วย

สารเคมี และประการท่ีสองคือ การขดตัวของโครมาตินในนิวเคลียสตัวอสุจิ ซึ่งท าได้โดยใช้สารเคมีเช่น 

Dithiothreitol (DTT) เพื่อลดพันธะ Disulfide ในโปรตามีน ซึ่งเป็นท่ีแพร่หลายในปัจจุบัน แต่ผลการทดลอง

ยังไม่เป็นท่ีน่าพอใจ ต่อมามีการค้นพบสารเคมี Dithiothreitol (DTBA) ซึ่งมีคุณสมบัติเช่นเดียวกับ DTT แต่มี

ประสิทธิภาพในการลดพันธะ Disulfide ได้มากกว่า แต่ยังไม่มีรายงานการทดลองใช้ DTBA ในการบ่มตัวอสุจิ 

จึงได้น าสารเคมี DTBA มาท าการทดลองเพื่อเปรียบเทียบกับ DTT 

1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

1.2.1. เพื่อศึกษาความเป็นพิษของ DTBA และ DTT ต่อตัวอสุจิ 
1.2.2. เพื่อศึกษาความแตกต่างในการลดพันธะ disulfide ของหมู่ thiol ใน protamine ระหว่างกลุ่มท่ี

ทดสอบด้วย DTBA และ DTT 
1.2.3. เพื่อศึกษาการเกิด DNA fragmentation ระหว่างกลุ่มท่ีทดสอบด้วย DTBA และ DTT 
1.2.4. เพื่อศึกษาผลของ DTBA ต่อการเกิด sperm decondensation และการสร้าง male pronucleus 
1.2.5. เพื่อเปรียบเทียบผลของการเจริญเติบโตของตัวอ่อนจนถึงระยะบลาสโตซีส ระหว่างกลุ่มท่ีทดสอบ

ด้วย DTBA และ DTT 
1.2.6. เพื่อแยกความแตกต่างของการ fertilization และการเกิด parthenogenesis ระหว่างกลุ่ม 

DTBA และ DTT ด้วยวิธีการ blastocyst karyotyping 
 

1.3. ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

  น าอสุจิท่ีบ่มใน DTBA หรือ DTT มาศึกษาการเกิด sperm decondensation และความเป็นพิษโดย
การย้อมสี จากนั้นท าการฉีดอสุจิท่ีบ่มใน DTBA หรือ DTT เข้าไปในไข่โคคุณภาพดีท่ีถูกเล้ียงให้สุกใน
หลอดแก้ว น าไข่ท่ีถูกฉีดตัวอสุจิมาตรวจการปฏิสนธิโดยการย้อม pronucleus นอกจากนี้น าไข่ท่ีถูกฉีดตัวอสุจิ
มาศึกษาอัตราการเจริญเติบโตของตัวอ่อนจนถึงระยะบลาสโตซีสและคุณภาพของตัวอ่อนท่ีได้ 
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1.4. ทฤษฎี สมมุติฐำน (ถ้ำมี) และกรอบแนวควำมคิดของโครงกำรวิจัย (Conceptual Framework) 

  อสุจิท่ีบ่มใน DTBA สามารถเกิด sperm decondensation ได้ดีเมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีบ่มใน DTT 
นอกจากนั้นการฉีดอสุจิท่ีบ่มใน DTBA สามารถกระตุ้นให้เกิดการสร้าง male pronucleus  และการ
เจริญเติบโตของตัวอ่อนจนถึงระยะบลาสโตซีสได้ดีเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม 
 

1.5. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงำนที่น ำ
ผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์   

ทราบความเข้มข้นที่เหมาะสมและระยะเวลาท่ีบ่มตัวอสุจิใน DTBA รวมท้ังได้ตัวอ่อนโคปริมาณมาก

และคุณภาพดีจากการฉีดตัวอสุจิท่ีบ่มใน DTBA น าข้อมูลท่ีได้ไปเสนอผลงานวิชาการในระดับนานาชาติ มี

ผลงานตีพิมพ์ในวารสารวิชาการระดับนานาชาติอย่างน้อย 1 ฉบับ 

1.6. แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยีหรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 
  องค์ความรู้ท่ีได้จากการศึกษาวิจัยนี้ จะสามารถน าไปถ่ายทอดให้ให้กับนักวิจัยในหน่วยงานต่างๆท่ี
เกี่ยวข้องกับการผลิตตัวอ่อนโค เช่น กรมปศุสัตว์  นักวิชาการในมหาวิทยาลัย และสถาบันวิจัยท่ีเกี่ยวข้องต่างๆ 
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บทที่ 2  
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
การฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ (Intracytoplasmic sperm injection, ICSI) มีรายงานความส าเร็จ ครั้ง

แรกในหนูแฮมสเตอร์ (Uehara และ Yanagimachi, 1976) จากนั้นมีการน ามาใช้อย่างแพร่หลายจนประสบ
ความส าเร็จได้เด็กเกิดมาต้ังแต่ปี 1992 (Palermo และคณะ, 1992) ปัจจุบันมีสัตว์หลายชนิดก าเนิดขึ้นด้วย
เทคนิคนี้ เช่น กระต่าย (Hosoi และคณะ, 1988), หนูเม้าส์ (Kimura และ Yanagimachi, 1995, แกะ (Catt 
และคณะ, 1996), ลิง (Hewitson และคณะ, 1999), สุกร (Martin, 2000), โค (Horiuchi และคณะ, 2002) 
เป็นต้น  

การฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่โคเพียงอย่างเดียวไม่เพียงพอต่อการกระตุ้นไข่ให้แบ่งตัวจึงมีการใช้สารเคมี
ในการกระตุ้นเช่น ethanol (Nagai, 1987; Hamano และคณะ, 1999; Fujinami และคณะ, 2004), 
Calcium ionophore (Goto, 1993), Ionomycin (Rho และคณะ, 1998), Cycloheximide (Suttner และ
คณะ, 2000) และ 6-dimethylaminopurine (Chung และคณะ, 2000) นอกจากนี้การขดตัวของโครมาติน
ในตัวอสุจิโดยเฉพาะในโคจะมีความคงตัวเมื่อเปรียบเทียบกับสัตว์ชนิดอื่นๆ ซึ่งในตัวอสุจิจะมี โครมาตินขดกัน
แน่นด้วยพันธะ disulfide (Calvin และ Bedford, 1971; Calvin และคณะ, 1973) ดังนั้นจึงมีการทดลอง
ต่างๆ เช่น การ immobilizing sperm (Dozortsev และคณะ, 1995) การท าให้เกิดความเสียหายต่อ 
membrane (การแช่แข็งและละลาย) (Kolbe และ Holtz, 1999; Horiuchi และคณะ, 2002) หรือการใช้
สารเคมี DTT เพื่อลดพันธะ disulfide (Bedford และ Calvin, 1974) คุณสมบัติของ DTT นั้นจะลดลงเหลือ
ประมาณ 1 % ท่ี reactive เมื่ออยู่ใน pKa 9.2 (Whitesides และคณะ, 1977) ดังนั้นการหาสารเคมีตัวใหม่
มาทดแทน คือ DTBA ท่ีมี pKa 8.2 (Lukesh และคณะ, 2012) จะมีประสิทธิภาพลดพันธะ disulfide ได้
ดีกว่า DTT จากรายงานของ Lukesh และคณะ (2012) พบว่า DTBA สามารถลดพันธะ disulfide ได้ดีกว่า 
DTT เมื่อใช้ oxidized β-ME ท่ี pH 7.0 ถึง 3 เท่า  

การศึกษาท่ีใช้ DTT ในการบ่มตัวอสุจินิยมท าในสุกรและโค โดยพบว่าการบ่มตัวอสุจิจะเพิ่มอัตราการ
ลดพันธะ disulfide ได้อย่างมีนัยส าคัญ (Watanabe และคณะ, 2009; Julianelli และคณะ, 2012; 
Sekhavati และคณะ, 2012) นอกจากนี้พบว่า DTT เพิ่มอัตราการแบ่งตัวและการเจริญเติบโตเป็นตัวอ่อน
ระยะบลาสโตซีสในโคได้เร็วขึ้น (Galli และคณะ, 2003) และช่วยเพิ่มเปอร์เซ็นต์ของ 2 pronuclei (Rho และ
คณะ, 1998) ในกระบือปลักการบ่มตัวอสุจิด้วย DTT สามารถเพิ่มการสร้าง male pronucleus ได้ 
(Chankitisakul และคณะ, 2012) แต่การบ่มตัวอสุจิด้วย DTT นั้นส่งผลให้เกิด DNA fragmentation ในตัว
อสุจิ (Sekhavati และคณะ, 2012) อย่างไรก็ตามในสุกรนั้น การบ่มตัวอสุจิด้วย DTT ไม่เพิ่มอัตราการ
เจริญเติบโตสู่ระยะบลาสโตซีส (Yong และคณะ, 2005; Tian และคณะ, 2006; Cheng และคณะ, 2009) แต่
บางการศึกษาพบว่าการบ่มตัวอสุจิด้วย DTT ในสุกรสามารถเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของตัวอ่อนสู่ระยะ 
บลาสโตซีสได้ (Watanabe และ Fukui, 2006; Watanabe และคณะ, 2009) การทดลองนี้มีวัตถุประสงค์



 

 

บทที่ 3 
วิธีด ำเนินกำรวิจยั 

 
3.1. สถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

 ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

 
3.2. กำรทดลองที่ 1 ศึกษำหำควำมเข้มข้นและระยะเวลำที่เหมำะสมของ DTBA ต่อพันธะไดซัลไฟต์ 
 3.2.1 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรศึกษำประสิทธิภำพในกำรลดพันธะไดซัลไฟต์ 

 ใช้น้ าเช้ือแช่แข็งจากพ่อพันธุ์ท่ีมีประวัติให้อัตราการผสมติดสูง น าน้ าเช้ือโคแช่แข็งมาท าละลายโดย

ท้ิงในอากาศ 10 วินาที จากนั้นน าไปใส่ใว้ในน้ าอุณหภูมิ 37C นาน 20 วินาที ตัดหลอดน้ าเช้ือใส่ในก้นหลอด

ท่ีมีน้ ายาส าหรับปฏิสนธิ (TALP) 2 ml เอียงหลอดทดลองท ามุม 45 องศาในตู้เล้ียงตัวอ่อนนาน 30 นาที เพื่อ

แยกอสุจิท่ียังมีชีวิตออกจากอสุจิตาย แล้วใช้ปิเปตดูดน้ ายาส่วนบนท่ีมีอสุจิใส่ในหลอดท่ีมีน้ ายา TALP และ

น าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 2,100 รอบ นาน 5 นาที จากนั้นดูดน้ ายาด้านบนท้ิง แล้วล้าง 2 รอบด้วยน้ ายา TALP 2 ml 

แล้วน าไปปั่นท่ี 2,100 รอบ ครั้งละ 5 นาที จากนั้นน าน้ ายาท่ีมีอสุจิมาบ่มในสารละลาย DTT 5 mM หรือ 

สารละลาย DTBA ในความเข้นข้นต่างๆ (0, 2.5, 5 และ 10 mM) ในช่วงเวลาท่ีแตกต่างกัน (5, 20, 60 และ 

120 นาที) ล้างสารละลายออกจากอสุจิโดยน าไปป่ันเหวี่ยงท่ี 2,100 รอบ นาน 5 นาที จากนั้นศึกษาอัตราการ

ลดพันธะไดซัลไฟต์ด้วยวิธีการย้อม acridine orange 

 3.2.2 กำรย้อม Acridine orange 

 การย้อมสี Acridine orange ท าตามขั้นตอนของ Tateno และ Kamiguchi (1999) น าอสุจิท่ีบ่ม

และไม่บ่มด้วย DTT และ DTBA มาสเมียร์บนสไลด์จากนั้น fix ข้ามคืนด้วย Caynoy’s solution 

(methanol: acetic acid, 3:1) จากนั้นน าสไลด์ขึ้นมาท้ิงไว้ให้แห้ง และย้อมด้วย 0.2% acridine orange 

นาน 5 นาที น าไปส่องใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ท่ีมีความยาวคล่ืน 450-490 nm โดยสีเขียวและเหลือง แสดงถึง

ไม่มีการลดพันธะ disulfide ส่วนสีแดงแสดงถึงมีการลดพันธะ disulfide 

 

3.3. กำรทดลองที่ 2 ศึกษำผลของสำรลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อคุณภำพและควำมเป็นพิษของตัวอสุจิ 

3.3.1 ศึกษำผลของสำรลดพันธะไดซัลไฟต์ DTBA และ DTT ต่อกลุ่ม free thiol ของตัวอสุจิด้วยวิธี 
monobromobimane (mBBr) 

  3.3.1.1 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรศึกษำประสิทธิภำพต่อกลุ่ม free thiol 
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ทดสอบการใช้สาร DTBA มาบ่มตัวอสุจิเพื่อลดพันธะ disulfide ในตัวอสุจิและศึกษาการเจริญเติบโตของตัว
อ่อนท่ีเกิดจากการฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่  
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  ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 หลังจากเตรียมน้ าเช้ือเสร็จ น าอสุจิมาบ่มด้วย 5 mM DTT 

นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิก าหนดเป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นศึกษา

อัตราการเพิ่มของกลุ่ม free thiol ด้วยวิธี mBBr 

  3.3.1.2 กำรย้อม monobromobimane (mBBr)  

 น าอสุจิบ่มและไม่บ่มด้วย DTT และ DTBA มาสเมียร์บนสไลด์ จากนั้นท้ิงให้แห้ง และย้อมด้วย 

mBBr นาน 10 นาทีในห้องมืด จากนั้นล้างด้วย PBS 2 ครั้ง และน าไปส่องใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ท่ีมีความ

ยาวคล่ืน 450 nm (Shalgi และคณะ, 1989) สีฟ้า แสดงถึงมีการลดพันธะ disulfide 

 3.3.2 ศึกษำผลของสำรลดพันธะไดซัลไฟต์ DTBA และ DTT ต่ออัตรำรอดของตัวอสุจิด้วยวิธี eosin 
and nigrosin   
 3.3.2.1 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรศึกษำอัตรำรอดด้วยวิธี eosin and nigrosin 

 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 หลังจาเตรียมน้ าเช้ือเสร็จ น าอสุจิมาบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 

นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิก าหนดเป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นศึกษาอัตรารอด

ด้วยวิธี eosin and nigrosin 

 3.3.2.2 กำรย้อม Eosin and Nigrosin (E & N) 

 การย้อมสี E&N ท าตามข้ันตอนของ WHO (Organization, 1999) น าอสุจิบ่มและไม่บ่มด้วย DTT 

และ DTBA มาผสมกับ EoNig solution ในอัตราส่วนท่ีเท่ากัน จากนั้นสเมียร์บนสไลด์และท้ิงให้แห้ง น าไป

ส่องใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ Eosin จะแทรกซึมเข้าไปในเซลล์ท่ีตายแสดงเป็นสีชมพูเข้ม สีขาวและสีชมพู

อ่อนแสดงถึงอสุจิท่ีรอดชีวิต 

3.3.3  ศึกษำผลของสำรลดพันธะไดซัลไฟต์ DTBA และ DTT ต่อ DNA fragmentation ของตัว
อสุจิด้วยวิธี TUNEL assay 

 3.3.3.1 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรศึกษำ DNA fragmentation 

 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 หลังจาเตรียมน้ าเช้ือเสร็จ น าอสุจิมาบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 

นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิก าหนดเป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นศึกษา DNA 

fragmentation ของตัวอสุจิด้วยวิธี TUNEL assay 

 3.3.3.2 TUNEL assay 

 ศึกษาเซลล์ apoptotic โดยใช้ TUNEL assay kit (Promega, Germany) น าตัวอสุจิท่ีบ่มและไม่

บ่มด้วย DTT และ DTBA มาสเมียร์บนสไลด์ ท้ิงให้แห้งและ fix ด้วย 4% parafolmaldehyde นาน 25 นาที

ท่ีอุณหภูมิ 4 C จากนั้นล้างด้วย PBS และน าไปจุ่มลง 0.2% Triton X-100 นาน 5 นาที ล้างด้วย PBS 2 ครั้ง 

จากนั้นท าตามข้ันตอนของชุด kit 
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3.4. กำรทดลองที่ 3 ศึกษำผลของ DTBA และ DTT ต่อกำรฟอร์ม pronuclear  
  3.4.1 กำรเตรียมไข่  

 เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตว์ไว้ในน้ าเกลือ (0.9% NaCl) ขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ แล้วใช้เข็มเบอร์ 

18G ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 10 ซีซี ดูดไข่จากฟอลลิเคิลท่ีมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 3-8 mm ท าการคัดเลือกไข่

ท่ีมีช้ันเซลล์คิวมูลัสหุ้มอย่างน้อย 3 ช้ันไปเล้ียงในน้ ายาในจานเล้ียงเซลล์ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย mineral oil 

เล้ียงในสัดส่วน 10 ใบ/50 µl น้ ายาเล้ียงไข่ประกอบด้วย TCM-199 ท่ีเติมด้วย 10% FCS, 50 IU/ml HCG, 

0.02 AU/ml FSH และ 1µg/ml 17ß-estradiol น าไปเล้ียงในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 

5% CO2 นาน 23 ช่ัวโมง  

 3.4.2 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรกำรฉีดอสุจิเข้ำในไข่โค 

 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 หลังจากเตรียมน้ าเช้ือเสร็จ น าอสุจิมาบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 

นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิก าหนดเป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นย้ายอสุจิไปไว้ใน

น้ ายา 10% polyvinylpyrrolidone (PVP) ส าหรับการท า ICSI 

 3.4.3 กำรฉีดอสุจิเข้ำในไข่ 

 น าไข่ระยะ MII จ านวนครั้งละ 10 ใบ ลงในหยดน้ ายาส าหรับฉีดอสุจิ (Injection drop; Emcare 

holding medium) หลังจากแยกอสุจิท่ีมีชีวิตออกจากท่ีไม่มีชีวิตแล้วจะใส่อสุจิลงไป 1 µl ในหยดน้ ายา 10% 

PVP ปริมาตร 5 µl หางอสุจิจะถูกปลายเข็ม ICSI (ICSI pipette) ตีให้หักเพื่อไม่ให้อสุจิเคล่ือนท่ีได้ จากนั้นดูด

ตัวอสุจิเข้ามาใน ICSI pipette โดยเริ่มดูดจากส่วนหางเข้ามาก่อน จากนั้นย้าย ICSI pipette ท่ีมีอสุจิเข้าไปยัง 

Injection drop แล้วใช้เข็มดูดจับไข่ (Holding pipette) จัดให้ต าแหน่ง 1st Polar body อยู่ท่ี 6 หรือ 12 

นาฬิกา จากนั้นใช้ ICSI pipette แทงทะลุผ่านเปลือกไข่ (Zona pellucida) ท่ีต าแหน่ง 3 นาฬิกา แล้วดูด 

cytoplasm เข้ามาใน ICSI pipette เล็กน้อย จากนั้นจึงปล่อย cytoplasm และอสุจิเข้าไปในไข่ กลุ่มฉีด

ปลอม (sham injection ) ก็ท าเช่นเดียวกัน แต่ไม่มีตัวอสุจิฉีดเข้าไปในไข่ น าไข่ท่ีท า ICSI ท้ังหมดไปกระตุ้น

ด้วยสารเคมีต่อไป ส่วนกลุ่มฉีดปลอม (sham injection) นั้นมีวิธีการเช่นเดียวกับการฉีดอสุจิเข้าในไข่แต่ไม่มี

ตัวอสุจิฉีดเข้าในไข่ 

 3.4.4 กำรย้อมดู Pronucleus 

 หลังจาก การฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่และการฉีดปลอม 18 ช่ัวโมง น าไข่ไป fix ใน acetic acid: 

alcohol (1:3) เป็นเวลา 24-48 ช่ัวโมง จากนั้นน าไข่ไปย้อมใน 1% (w/v) aceto-orcein และล้างด้วย 

glycerol: acetic acid: water (1:1:3) และตรวจสอบการเกิด pronucleus ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับ

ก าลังขยาย 200 เท่า ไข่ท่ีมี 1 male pronucleus และ 1 female pronucleus จัดอยู่ในกลุ่มท่ีปฏิสนธิปกติ 
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3.5. กำรทดลองที่ 4 ศึกษำผลของ DTBA และ DTT ต่อกำรเจริญของตัวอ่อนหลังจำกฉีดอสุจิเข้ำไปในไข่  
      โค  
 3.5.1 กำรเตรียมไข่  

 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.4.1  

 3.5.2 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรกำรฉีดอสุจิเข้ำในไข่โค 
 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 หลังจากเตรียมน้ าเช้ือเสร็จ น าอสุจิมาบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 

นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิก าหนดเป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นย้ายอสุจิไปไว้ใน

น้ ายา 10% PVP ส าหรับการท า ICSI 

 3.5.3 กำรฉีดอสุจิเข้ำในไข่ 
 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.4.3 หลังจากเล้ียงไข่จนพร้อมปฏิสนธิแล้ว ให้น ามาฉีดอสุจิเข้าไปในไข่ 

 3.5.4 กำรเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
 เมื่อครบ 12 ช่ัวโมง น าไข่ท่ีผ่านการท า ICSI ไปล้างด้วยน้ ายา mSOFaa + 0.6% BSA 3 ครั้ง โดย

ใช้ปิเปตแก้วดูดไข่ข้ึนลงหลายๆครั้งเพื่อให้ตัวอสุจิและเซลล์คิวมูลัสท่ีอยู่รอบๆไข่ออกไป จากนั้นน ามาเล้ียงใน

น้ ายา mSOFaa + 0.6% BSA ในสัดส่วน 10-20 ใบ/100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5C ภายใต้ บรรยากาศท่ีมี 5% 

O2 , 5% CO2 และ 90% N2 นาน 2 วัน แล้วคัดเลือกตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงแบบ co-culture กับเซลล์

บุท่อน าไข่โค ในน้ ายา SOFaa + 0.6% BSA ในสัดส่วน 10 ใบ/100 µl  แล้วน าไปเล้ียงท่ีอุณหภูมิ 38.5C 

ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 นาน 5 วัน เปล่ียนน้ ายาทุกๆ วัน พร้อมท้ังบันทึกการเจริญเติบโตของตัวอ่อน  

3.6. กำรทดลองที่ 5 ศึกษำผลของ DTBA และ DTT ต่ออัตรำกำรเกิด ploidy ของตัวอ่อนระยะบลำสโต 
      ซีส   
 3.6.1 กำรเตรียมไข่  

 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.4.1 

 3.6.2 กำรเตรียมน้ ำเชื้อส ำหรับกำรกำรฉีดอสุจิเข้ำในไข่โค 
 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 หลังจากเตรียมน้ าเช้ือเสร็จ น าอสุจิมาบ่มด้วย 5 DTT นาน 20 นาที 

และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที กลุ่มท่ีไม่ได้บ่มตัวอสุจิก าหนดเป็นกลุ่มควบคุม จากนั้นย้ายอสุจิไปไว้ในน้ ายา 

10% PVP ส าหรับการท า ICSI 

 3.6.3 กำรฉีดอสุจิเข้ำในไข่ 
 ใช้วิธีการเดียวกับข้อ 3.2.1 
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 3.6.4 กำรย้อม blastocyst karyotyping 

  หลังจากเล้ียงตัวอ่อนครบ 7-8 วัน น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสมาเล้ียงในน้ ายา SOFaa + 0.6% 
BSA และ 100 ng/ml vinblastine sulfate นาน 17-20 ช่ัวโมง จากนั้นบ่มบลาสโตซีสในน้ ายา 1% (w/v) 
sodium citrate  นาน 15 นาที และน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไปใส่ไว้ใน 0.2 ml ของน้ ายา sodium 
citrate ตามด้วยเติม acetic methanol ในอัตราส่วน 1:1 ลงไป 0.01 ml น าบลาสโตซีสไปวางบนสไลด์ และ
หยดน้ ายา acetic ลงไป 2-3 หยด ท้ิงไว้จนแห้งสนิทจึงใส่ 80% glycerol  + 10 µg/ml Hoechst 33342 
และปิดด้วย coverslip จากนั้นน าไปส่องใต้กล้องฟลูออเรสเซนต์ (405 nm excitation)  

3.7 สถิติที่ใช้ในกำรวิจัย 

 วิเคราะห์ข้อมูลด้วย one way ANOVA โดยใช้โปรแกรม SPSS 17.0 for windows (SPSS Inc., 

Chicago, IL, USA) ท าการเปล่ียนข้อมูลเปอร์เซ็นต์เป็น arcsine ก่อนท าการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติ

เมื่อค่า P น้อยกว่า 0.05 



 

 

บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 

4.1 ผลกำรทดลอง 
 4.1.1 ผลการทดลองท่ี 1 ผลของการบ่มตัวอสุจิด้วย DTBA ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆต่อ

พันธะไดซัลไฟต ์

  จากผลการทดลองพบว่าตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA เพิ่มเปอร์เซ็นต์การลดพันธะไดซัลไฟต์ได้ในทุกความ

เข้มข้น (2.5 mM, 5 mM และ10 mM) ท่ีเวลาต่างๆ (5 นาที 20 นาที 1 ช่ัวโมง และ 2 ช่ัวโมง) เปรียบเทียบ

กับกลุ่มควบคุม (P < 0.05) อย่างไรก็ตาม ประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ของตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA 

ไม่แตกต่างกับกลุ่มตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTT ยกเว้นกลุ่มของตัวอสุจิท่ีบ่มด้วย DTBA นาน 2 ช่ัวโมง ท่ีความ

เข้มข้น 2.5 mM DTBA มีประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ต่ ากว่ากลุ่มอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(ภาพท่ี 1) 

 

 
ภำพที่ 1 แสดงประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ของสาร DTBA และ DTT ท่ีความเข้มข้นและระยะเวลา

ต่างๆ a, b, c  ตัวอักษรบนกราฟที่ต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

DTT = dithiothreitol DTBA = dithiobutylamine 

 

 4.1.2 ผลการทดลองท่ี 2 ผลของสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อคุณภาพความเป็นพิษของตัวอสุจิ 

 จากผลการทดลอง 1 กลุ่มท่ีบ่มด้วย 5 mM DTBA นาน 5 นาทีถูกเลือกมาใช้ในการทดลองต่อไป

เนื่องจากกลุ่มนี้เพิ่มเปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิท่ีลดพันธะไดซัลไฟต์ได้และคงสถานะได้นาน 2 ช่ัวโมงต่างจากกลุ่มท่ี
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บ่มด้วย 2.5 mM DTBA ประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์จะค่อยๆลดลงเมื่อเวลาผ่านไป ในขณะท่ีกลุ่ม

ท่ีบ่มด้วย 10 mM DTBA ส่งผลต่อความคงตัวของสารละลายซึ่งเปล่ียนจากใสเป็นขุ่น (ไม่ได้แสดงข้อมูล) 

 จากตารางท่ี 1 ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติของเปอร์เซ็นต์ท่ีตัวอสุจิมี กลุ่ม free 

thiol ของโปรตามีนเมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มท่ีบ่มด้วย 5 mM DTBA และ 5 mM DTT (98.7% และ 

91.7%) แต่เปอร์เซ็นต์ free thiol ของโปรตามีนของสองกลุ่มนี้สูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 Eosin and Nigrosin เปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิท่ีมีชีวิตในกลุ่มท่ีบ่มด้วย 5 mM DTBA ไม่แตกต่างกับ

กลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (100% และ 100% ตามล าดับ) ในขณะท่ีกลุ่มท่ีบ่มด้วย 5 mM DTT 

ลดอัตราตัวอสุจิท่ีมีชีวิตอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (94.7%) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P < 0.05)

 TUNEL assay เปอร์เซ็นต์ของตัวอสุจิท่ีมี DNA fragmentation ของกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTBA และ 

DTT พบว่าไม่แตกต่างกัน (ช่วงระหว่าง 12-13.3%) และสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (0.0%, 

P < 0.05, ตารางท่ี 1 

 

 

 

ตำรำงที่ 1  ผลของสารบ่มอสุจิด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาที ต่อกลุ่ม free 
thiol อัตรารอดของอสุจิ และ DNA fragmentation ของอสุจิ  

Source of reducing 
agent used for 
pretreatment  

No. of 
spermatozoa 

examined 

No. (%)of 
spermatozoa with 
free thiol group 

(Mean  SEM) 

No. (%) of live 
spermatozoa 

(Mean  SEM) 

No. (%) of 
TUNEL-positive 

sperm 

(Mean  SEM) 

Control  
(no-treatment) 

300 
0 

(0.0  0.0a) 
300 

(100.0  0.0a) 
0 

(0.0  0.0a) 

DTT  300 
275  

(91.7  4.4b) 
284 

(94.7  0.3b) 
36  

(12.0  3.1b) 

DTBA 300 
296 

(98.7  0.7b) 
300 

(100.0  0.0a) 
40 

(13.3  0.9b) 
a, b, c  ตัวอักษรในแนวต้ังที่ต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

DTT = dithiothreitol; DTBA = dithiobutylamine 
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 4.1.3 ผลการทดลองท่ี 3 ผลของการบ่มด้วยสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อการสร้าง pronuclear 

 อัตราของไข่ท่ีถูก activated ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติในทุกกลุ่มท่ีบ่มและไม่บ่มตัวอสุจิ 

และกลุ่มฉีดปลอม โดยเปอร์เซ็นต์อยู่ในช่วงระหว่าง 85.5 -89.5% (ตารางท่ี 2) เปอร์เซ็นต์ของการสร้าง 

pronuclear ไม่แตกต่างกันระหว่างกลุ่มท่ีบ่มและไม่บ่มตัวอสุจิ อย่างไรก็ตาม การสร้าง 2 PN ของกลุ่มท่ีบ่ม

ด้วย DTBA มีแนวโน้มสูงกว่ากลุ่มควบคุม (P = 0.071) 

 

 4.1.4 ผลการทดลองท่ี 4 ผลของการบ่มตัวอสุจิด้วยสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อการเจริญเติบโตของตัว

อ่อนโคหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 

 จากตารางท่ี 3 พบว่าอัตราการปลดปล่อย second polar body ในกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT และ DTBA 

สูงกว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มฉีดปลอมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) นอกจากนี้ อัตราการแบ่งตัวของตัว

ตำรำงที่ 2  ผลของสารบ่มอสุจิด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTB นาน 5 นาทีต่อการสร้าง   
pronuclear 

Source of 
reducing agent 

used for 
pretreatment  

No. of 
oocytes 

used for ICSI  

No. of activated 
oocytes# 

(%Mean  SEM) 

Activated oocytes with 

(%Mean  SEM) 
2 PN 1 PN + sperm 

head 
No sperm 

head visible 

Control 
(no-treatment) 

85 75 

(88.2  1.2) 

26 

(34.5  5.5) 

44 

(58.7  3.3) 

5 

(6.8  2.8) 
DTT 85 76 

(89.5  1.8) 

31 

(40.9  2.4) 

45 

(59.1  2.4) 

0 

(0.0  0.0) 
DTBA 82 70 

(85.5  1.5) 

35 

(50.1  6.4) 

33 

(47.1  8.5) 

2 

(2.8  2.8) 
*Sham 

injection 
75 65 

(86.7  1.1) 

N/D N/D N/D 

ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

#activated oocytes = oocytes with at least one PN  

*Sham injection = the oocytes were injected without sperm.  

2PN = oocytes with 2 pronuclei and no visible sperm; 1 PN +sperm = oocytes with 1 pronucleus and 1 

condensed sperm. 

N/D = not determined 

PN = pronuclear; DTT = dithiothreitol; DTBA = dithiobutylamine 
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อ่อนในกลุ่มฉีดปลอม (53.0%) ต่ ากว่ากลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT และ DTBA อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

(73.1%, 77.8% และ 84.1% ตามล าดับ, P < 0.05) ส่วนอัตราการเจริญไปเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสของ

กลุ่มท่ีบ่มด้วย DTBA สูงกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) ในขณะท่ีกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT ไม่

แตกต่างจากกลุ่มควบคุม และกลุ่มฉีดปลอม (8.5%) มีอัตราการเจริญไปเป็นตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต่ าท่ีสุด 

เพื่อศึกษาคุณภาพตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส ได้มีการนับจ านวนเซลล์ และอัตราการ hatching ของแต่ละกลุ่ม

การทดลองพบว่า จ านวนเซลล์และอัตราการ hatching ไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 5 

และ 6) 

 4.1.5 ผลการทดลองท่ี 5 ผลของการบ่มตัวอสุจิด้วยสารลดพันธะไดซัลไฟต์ต่อ ploidy ของตัวอ่อน

ระยะบลาสโตซีสหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 

 จากตารางท่ี 4 พบว่าเปอร์เซ็นต์ของ diploid blastocyst มีจ านวนลดลงในกลุ่มฉีดปลอม (14.6%) 

เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีบ่มและไม่ได้บ่มตัวอสุจิโดยตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสประมาณ 50% ฟอร์มเป็น 

diploid นอกจากนี้การฟอร์ม haploid blastocyst ในกลุ่มฉีดปลอมมีแนวโน้มสูงกว่ากลุ่มควบคุม กลุ่มท่ีบ่ม

ด้วย DTT และ DTBA (P = 0.071, 0.051 และ 0.078, ตามล าดับ) ในขณะท่ีไม่พบความแตกต่างระหว่างกลุ่ม

ควบคุมและกลุ่มท่ีบ่มตัวอสุจิ และไม่พบความแตกต่างของตัวอ่อนท่ีผิดปกติ (mixoploidy และ polyploidy) 

ในทุกกลุ่มของการทดลอง 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ตำรำงที่ 3 ผลของสารบ่มอสุจิด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาทีต่อการเจริญของตัวอ่อนโคหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่  

Source of 
reducing agent 

used for 
pretreatment   

No. of oocytes 
(%Mean±SEM) 

 No. of cultured 
oocytes  
cleaved 

(% Mean ± SEM) 

No. of cultured oocytes developed to blastocyst on  
(% Mean ± SEM) 

Injected Extruded second PB Cultured day7 day8 day9 

Control 
(no-treatment) 

117 97  
(83.0 ± 0.9a) 

97 71 
(73.1 ± 2.7a) 

11 
(11.4 ± 1.1a) 

16 
(16.6 ± 2.2a) 

17 
(17.7 ± 1.7a) 

DTT 117 104 
(88.9 ± 0.8b) 

104 81 
(77.8 ± 5.9a) 

14 
(13.4 ± 1.0ab) 

20 
(19.2 ± 1.3a) 

20 
(19.2 ± 1.3a) 

DTBA 122 108 
(88.5 ± 1.7b) 

108 91 
(84.1 ± 2.1a) 

22 
(20.4 ± 0.5b) 

28 
(26.0 ± 1.3b) 

29 
(26.9 ± 1.4b) 

*Sham injection 125 103 
(82.3 ± 2.9a) 

103 55 
(53.0 ± 5.2b) 

4 
(3.8 ± 1.4c) 

9 
(8.5 ± 1.9c) 

9 
(8.5 ± 1.9c) 

a, b, c  ตัวอักษรในแนวต้ังที่ต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
*Sham injection = the oocytes were injected without sperm. Day 0 = the day of ICSI. 
PB = polar body; DTT = dithiothreitol; DTBA = dithiobutylamine 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ตำรำงที่ 4  ผลของโครโมโซมของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โคเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มท่ีบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM 

DTBA นาน 5 นาที  

 
Group 

 
No. of blastocysts 

examined  

No. (%) of blastocyst classified as 

(%Mean  SEM) 
haploid diploid polyploid mixoploid 

Control 
(no-treatment) 

13 3 

(22.5  13.1) 

6 

(47.5  7.2a) 

1 

(8.3  8.3) 

3 

(21.7  15.7) 
DTT 14 2 

(16.7  16.7) 

6 

(43.3  4.1a) 

2 

(11.2  6.6) 

4 

(28.8  10.9) 
DTBA 18 3 

(24.0  11.1) 

9 

(50.2  10.5a) 

3 

(14.6  8.6) 

3 

(11.2  6.6) 
*Sham injection 10 5 

(60.4  15.7) 

2 

(14.6  8.6b) 

0 

(0.0  0.0) 

3 

(25.0  14.4) 
a, b  ตัวอักษรในแนวต้ังที่ต่างกัน มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
*Sham injection = the oocytes were injected without sperm. 
DTT = dithiothreitol;    DTBA = dithiobutylamine 
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ตำรำงที่ 5  ความสามารถในการ hatching ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสหลังบ่มด้วย 5 mM DTT 
นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาทีและฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค  

Source of reducing 
agent used for 
pretreatment  

No. of 
blastocysts 
examined 

Hatching on day 8 
(%Mean ± SEM) 

Hatching on day 9 
(%Mean ± SEM) 

Control 
(no-treatment) 

17 7 
(43.3 ± 4.1) 

11 
(65.0 ± 6.1) 

DTT 20 8 
(40.8 ± 3.4) 

14 
(69.6 ± 5.8) 

DTBA 29 16 
(56.7 ± 2.6) 

21 
(71.4 ± 9.1) 

*Sham injection 9 4 
(50.0 ± 20.4) 

6 
(68.8 ± 12.0) 

ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

*Sham injection = the oocytes were injected without sperm. 
DTT = dithiothreitol; DTBA = dithiobutylamine 
Day 0 = the day of ICSI 

ตำรำงที่ 6 ผลของการบ่มด้วย 5 mM DTT นาน 20 นาที และ 5 mM DTBA นาน 5 นาทีต่อจ านวน

เซลล์ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส  

Source of reducing agent 
used for pretreatment  

No. of blastocysts examined Total cell number 

Control 
(no-treatment) 

14 120.2 ± 16.1  

DTT 15 139.3 ± 10.6 

DTBA 26 148.7 ± 19.5 

*Sham injection 8 119.0 ± 20.9 

ไม่พบความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 

*Sham injection = the oocytes were injected without sperm. 
DTT = dithiothreitol; DTBA = dithiobutylamine 
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4.2 วิจำรณ์ผลกำรทดลอง 
 จากผลการทดลองพบว่าการบ่มตัวอสุจิด้วยสารลดพันธะไดซัลไฟต์ DTBA เพิ่มประสิทธิภาพในการ

เจริญของตัวอ่อนโคหลังฉีดอสุจิเข้าไปในไข่ โดยได้ท าการเปรียบเทียบความเข้มข้นและระยะเวลาท่ีเหมาะสม

ของการบ่มตัวอสุจิของ DTBA พบว่าท่ีความเข้มข้น 5 mM DTBA บ่มนาน 5 นาที เป็นกลุ่มท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน

การลดพันธะไดซัลไฟต์และมีความคงตัวเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอื่นๆ นอกจากนี้กลุ่มท่ีบ่มด้วย DTT เพิ่ม

เปอร์เซ็นต์ของการลดพันธะไดซัลไฟต์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้ านี้ 

(Watanabe et al., 2009; Julianelli et al., 2012) จากการทดลองก่อนหน้านี้ สารลดพันธะไดซัลไฟต์ DTT 

ได้น ามาใช้ในขั้นตอนการบ่มตัวอสุจิก่อนฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โคและสุกรเพื่อเพิ่มเปอร์เซ็นต์การเกิด sperm 

decondensation (Rho et al., 1998; Tian et al., 2006; Cheng et al., 2009; Sekhavati et al., 2012; 

Galli et al., 2003) ของตัวอสุจิ อย่างไรก็ตาม การเกิด sperm decondensation ยังเป็นปัญหาหลักท่ีพบใน

การฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่โค (Rho et al., 1998) นอกเหนือจากการ activation ของไข่ท่ีไม่สมบูรณ์  ผลการ

ทดลองนี้ยืนยันได้ว่าสาร DTBA มีประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ได้เหมือนกับสาร DTT หลังจากบ่ม

ตัวอสุจิ 

 เนื่องจากสาร DTBA เป็นสารใหม่ในการใช้เพื่อบ่มตัวอสุจิ จึงจ าเป็นต้องมีการทดสอบผลข้างเคียงท่ี

อาจเกิดขึ้นโดยท าการทดลองคุณภาพและความเป็นพิษของตัวอสุจิหลังบ่มด้วย DTBA หลังจากท าการบ่มด้วย 

DTT และ DTBA พบว่าตัวอสุจิส่วนใหญ่ยังมีชีวิตรอด ถึงแม้ว่าการบ่มอสุจิด้วย DTT จะเพิ่มอัตราการตายของ

ตัวอสุจิอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมและกลุ่มท่ีบ่มด้วย DTBA แต่พบว่าอสุจิท่ีรอด

หลังจากบ่มด้วย DTT ยังคงสูงถึง 94.7% จากการทดลองนี้ยืนยันถึงความปลอดภัยในการใช้สารบ่มอสุจิด้วย 

DTT และ DTBA นอกจากนี้ยังท าการทดสอบระดับ DNA fragmentation หลังจากบ่มด้วย DTT และ DTBA 

มีรายงานว่า DNA damage ในอสุจิส่งผลต่อการปฏิสนธิและการเจริญของตัวอ่อน (Egozcue et al., 2000) 

อย่างไรก็ตาม การเจริญเติบโตของตัวอ่อนขึ้นกับจ านวนของ DNA damage (Borini et al., 2006; Wdowiak 

et al., 2015) การทดสอบด้วยวิธี TUNEL assay พบว่าการบ่มอสุจิด้วย DTT และ DTBA เพิ่มสัดส่วนของ 

DNA fragmentation อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานของ Sekhavati et al. (2012) 

อย่างไรก็ตามผลของการบ่มด้วย DTT เพิ่มเปอร์เซ็นต์ของ TUNEL positive ในอสุจิสูงถึง 90% เมื่อ

เปรียบเทียบกับผลการทดลองนี้ (12.0%) โดยอธิบายความแตกต่างนี้ได้จากระยะเวลาในการบ่มด้วย DTT 

Sekhavati et al. (2012) บ่มตัวอสุจิด้วย DTT นาน 1 ช่ัวโมง ในขณะท่ีการทดลองนี้บ่มเพียง 20 นาทีแสดง

ให้เห็นว่าระยะเวลาการบ่มท่ีนานของ DTT ส่งผลให้ DNA fragmentation เพิ่มขึ้นซึ่งส่งผลต่อการเจริญของ   

ตัวอ่อน 
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 ต่อมาได้ศึกษาผลของการบ่มตัวอสุจิต่อการเจริญของตัวอ่อน รายงานก่อนหน้านี้พบว่าการบ่มตัวอสุจิ

ด้วย DTT ให้ผลท่ีแตกต่างกัน โดยการบ่มตัวอสุจิด้วย DTT ไม่ส่งผลต่อการเจริญของตัวอ่อนหลังฉีดอสุจิเข้าไป

ในไข่โคซึงสอดคล้องกับรายงานท่ีผ่านมา (Sekhavati et al., 2012; Galli et al., 2003) แต่ตรงข้ามกับผล

ของ Rho et al. (1998) นอกจากนี้การบ่มตัวอสุจิด้วย DTT ไม่สามารถเพิ่มอัตราการฟอร์ม male 

pronuclear ซึ่งสอดคล้องกับผลรายงานของ Tian et al. (2006) แต่ตรงข้ามกับ Rho et al., (1998) และ 

Suttner et al. (2000) ในทางตรงกันข้ามการบ่มตัวอสุจิด้วย DTBA เพิ่มอัตราการเจริญไปเป็นตัวอ่อนระยะ   

บลาสโตซีสได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และเพิ่มแนวโน้มการปฏิสนธิที่ปกติโดยดูจากการปรากฏของ 2PN เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (P = 0.071) ถึงแม้ว่าการบ่มตัวอสุจิด้วย DTT และ DTBA จะลดการสร้างพันธะ

ไดซัลไฟต์ได้อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ แต่ไม่มีกลุ่มการทดลองท่ีบ่มตัวอสุจิด้วย DTT และ DTBA สามารถเพิ่ม

การฟอร์ม male pronuclear ได้ ซึ่งผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานของ Cheng et al. (2009) ท่ี

พบว่าการเพิ่มขึ้นของอสุจิท่ีลดพันธะไดซัลไฟต์หลังการบ่มไม่สัมพันธ์กับการสร้าง male pronuclear ซึ่งอาจ

อธิบายได้ว่าสารลดพันธะไดซัลไฟต์อาจส่งผลเสียต่อ โครมาตินในตัวอสุจิและไม่สามารถสร้าง male 

pronuclear ได้ จึงอธิบายได้ว่าการสร้าง pronuclear ในวิธีฉีดอสุจิเข้าไปในไข่อาจเกิดจากกระบวนการของ

ไข่หรือกระบวนการอื่นๆนอกเหนือไปจากพันธะไดซัลไฟต์ในตัวอสุจิ 

 เพื่อศึกษาการฟอร์ม ploidy ของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสหลังฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ จึงท าการย้อม

ด้วยวิธี chromosomal analysis พบว่าเปอร์เซ็นต์ของ haploid ของบลาสโตซีสไม่แตกต่างกันในกลุ่ม

ควบคุมและกลุ่มท่ีบ่มตัวอสุจิ ยกเว้นกลุ่มฉีดปลอมท่ีมีเปอร์เซ็นต์ของ haploid บลาสโตซีสท่ีแนวโน้มต่ ากว่า

กลุ่มอื่น นอกจากนี้ เปอร์เซ็นต์ของ diploid ของบลาสโตซีสในกลุ่มฉีดปลอมมีเปอร์เซ็นต์ต่ ากว่ากลุ่มการ

ทดลองอื่นๆอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อหน้านี้ท่ีพบว่าการบ่มด้วย DTT ไม่ส่งผลต่อ 

ploidy ในบลาสโตซีสของไข่โคหลังฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ (Rho et al., 1998) อย่างไรก็ตามผลการทดลองนี้

ขัดแย้งกับรายงานของ Cheng et al. (2009) ท่ีรายงานการลดลงของ diploid บลาสโตซีสหลังบ่มตัวอสุจิด้วย 

DTT เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ผลการทดลองของโครโมโซมท่ีผิดปกติ (polyploidy และ mixoploidy) 

พบว่าไม่แตกต่างในทุกกลุ่มการทดลอง ซึ่งสอดคล้องกับรายงานก่อนหน้านี้ (Rho et al., 1998; Cheng et 

al., 2009) ท่ีพบว่าจ านวนของโครโมโซมท่ีผิดปกติเพิ่มข้ึนในกลุ่มท่ีฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค 

 จากผลการทดลองท้ังหมด สรุปได้ว่าการบ่มตัวอสุจิด้วย DTT และ DTBA สามารถลดพันธะ  ไดซัล

ไฟต์ในอสุจิได้ และการบ่มด้วย 5 mM DTBA นาน 5 นาที เพิ่มอัตราการเจริญไปเป็นตัวอ่อนระยะ บลาสโตซีส

หลังจากฉีดอสุจิเข้าไปในไข่โค นอกจากนี้ยังมีแนวโน้มเพิ่มเปอร์เซ็นต์ของการสร้าง 2 PN อย่างไรก็ตามกลไก
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ของ DTBA นั้นยังไม่แน่ชัด การบ่มตัวอสุจิด้วย DTBA มีความปลอดภัยและใช้เป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการบ่ม

ตัวอสุจิได้ 
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บทที่ 5 
สรุปผลกำรวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 

  ในการทดลองนี้ สามารถใช้ DTBA ในการบ่มตัวอสุจิก่อนการฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่โคได้เพื่อเพิ่มการ
พัฒนาของตัวอ่อนโคไปเป็นระยะบลาสโตซีส โดยพบว่าประสิทธิภาพในการลดพันธะไดซัลไฟต์ไม่ต่างจากสาร 
DTT ซึ่งเป็นท่ีนิยมใช้กันแพร่หลายในการบ่มอสุจิ รวมท้ังยังมีความปลอดภัยและไม่เป็นพิษต่อตัวอสุจิหลังจาก
การบ่มด้วย DTBA ตลอดจนคุณภาพของตัวอ่อนท่ีได้หลังจากการบ่มด้วย DTBA ไม่แตกต่างจากกลุ่มการ
ทดลองอื่นๆการศึกษาในครั้งนี้เป็นการพัฒนาองค์ความรู้ในด้านการพัฒนาประสิทธิภาพของการฉีดตัวอสุจิเข้า
ไปในไข่โคได้เป็นอย่างดีและเป็นรายงานแรกที่มีการน าสาร DTBA มาใช้ในการบ่มตัวอสุจิก่อนฉีดเข้าไปในไข่โค  
  ผลการวิจัยนี้ได้ตีพิมพ์ในวารสาร Journal of Reproduction and Development ในปี 2016 ดังนี ้
Suttirojpattana, T., Somfai, T.*, Matoba, S., Nagai, T., Parnpai, R.* and Geshi, M. 2016. 

Pretreatment of bovine sperm with dithiobutylamine (DTBA) significantly improves 
embryo development after ICSI. J. Reprod. Dev. 62: 577-585.   

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

  ควรมีการศึกษาวิจัยต่อไปในเรื่อง 

  5.2.1 การย้ายฝากตัวอ่อนหลังท าการบ่มตัวอสุจิด้วยสาร DTBA และฉีดเข้าไปในไข่เพื่อศึกษาอัตรา
การต้ังท้อง และอัตราการคลอดจากตัวอ่อนท่ีผลิตโดยการฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ 
  5.2.2 ศึกษายีนท่ีเกี่ยวข้องกับการฝังตัวของตัวอ่อน และศึกษาความผิดปกติของยีนในกลุ่มท่ีฉีดอสุจิ
เข้าไปในไข่ว่ามีความแตกต่างจากกลุ่มควบคุมหรือไม่  
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นิ่งเกิดมาเมื่อวันท่ี 6 มีนาคม 2543 นบัเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย์ และรายท่ี 6 ของโลก (ขณะท างาน ณ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.4. ประสบความส าเร็จการโคลนนิ่งตัวอ่อนกระบือปลักโดยใช้เซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์
แกรนูโลซาเป็นเซลล์ต้นแบบ นับเป็นรายแรกของโลกท่ีท าและตีพิมพ์ผลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 
371-384. (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ)  

 10.5. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคบราห์มันเพศผู้ช่ือ “ตูมตาม” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็น
เซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งจากเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตัวเกิดมา ลูกโคทุกตัวผ่านการตรวจสอบดีเอ็น
เอแล้วพบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจ้าของเซลล์ต้นแบบทุกประการ และมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดีมาก 
 10.6. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแมวพันธุ์โคราช โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ 
ได้ลูกแมวโคลนนิ่งเกิดมา 2 ตัว รายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 
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 10.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนนิ่งแมวบ้าน โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้
ลูกแมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตัว ในวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วัน หลังคลอด 
ขณะนี้ยังคงท าโคลนนิ่งแมวบ้าน และแมวป่า อย่างต่อเนื่อง  
 10.8. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคพันธุ์ขาวล าพูนเพศผู้ช่ือ “อินทนนท์” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วน
ใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 21 มี.ค. 2550  ได้รับการต้ัง
ช่ือว่า “ขาวมงคล” 
 10.9. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแพะพันธุ์บอร์เพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ 
ต้นแบบ ได้ลูกแพะโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตัว และ วันท่ี 4 ก.ค. 
2550 1 ตัว 
 10.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งกระทิงเพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้
ลูกกระทิงโคลนนิ่งเกิดมารายท่ี 2 ของโลก เมื่อวันท่ี 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตัว แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 
ช่ัวโมง หลังคลอด 
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มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งท่ี 38 พ.ศ. 2543 
  11.3. รางวัลผลงานวิจัยดี สาขาวิทยาศาสตร์ ในการเสนอผลงานวิจัยเรื่อง “การทดสอบค่า
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 11.4. รางวัลนักวิจัยดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปาฐกถา  
อายิโน๊ะโมะโต๊ะ เรื่อง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการ
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 11.5. รางวัลผลงานวิจัยดี (อันดับ 1 สาขาสัตว์) ในการเสนอผลงานวิจัยเรื่อง “การใช้เทคโนโลยีโคลน
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Pretreatment of bovine sperm with dithiobutylamine (DTBA) 
significantly improves embryo development after ICSI
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Rangsun PARNPAI1) and Masaya GESHI2, 4)
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and Food Research Organization (NARO), Tsukuba 305-0901, Japan

3)International Cooperation Section, National Agriculture and Food Research Organization (NARO), Tsukuba 305-0901, 
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Abstract. 	We	assessed	the	effect	of	pretreating	sperm	with	dithiobutylamine	(DTBA)	to	improve	embryo	development	by	
intracytoplasmic	sperm	injection	(ICSI)	in	cows.	Acridine	Orange	staining	revealed	that	when	applied	at	different	concentrations	
(2.5,	5,	and	10	mM)	and	exposure	times	(5	min,	20	min,	1	h,	and	2	h),	DTBA	reduced	disulfide	bonds	in	spermatozoa	with	the	
highest	efficacy	at	5	mM	for	5	min.	DTBA	enhanced	the	percentage	of	spermatozoa	with	free	protamine	thiol	groups	compared	
with	untreated	spermatozoa	(control)	(P	<	0.05);	however,	this	result	did	not	differ	from	that	of	dithiothreitol	(DTT)	treatment.	
The	percentage	of	live	spermatozoa	after	DTBA	treatment	was	identical	to	that	in	the	control,	but	significantly	higher	than	
that	after	DTT	treatment	(P	<	0.05).	After	 ICSI,	DTBA	treatment	 tended	 to	 improve	male	pronuclear	 formation	rate	 (P	=	
0.071)	compared	with	non-treated	sperm	injection.	Blastocyst	formation	rate	was	significantly	improved	by	DTBA	treatment	
compared	with	that	in	DTT,	control,	and	sham	injection	groups	(P	<	0.05).	Blastocyst	quality	in	terms	of	cell	numbers	and	
ploidy	was	not	different	among	these	groups.	In	conclusion,	DTBA	increases	the	efficacy	of	blastocyst	production	by	ICSI	
even	if	DTT	treatment	does	not	work.
Key words:	 Bovine,	Dithiobutylamine,	Dithiothreitol,	Intracytoplasmic	sperm	injection	(ICSI)

 (J. Reprod. Dev. 62: 577–585, 2016) 

Intracytoplasmic	sperm	injection	(ICSI)	is	an	important	assisted	reproductive	 technique	 for	overcoming	 low	male	 fertility	 in	
humans	[1],	livestock,	and	especially	endangered	species.	Moreover,	
this	 technique	provides	an	opportunity	 to	study	the	mechanisms	
of	fertilization	and	early	embryo	development	[2].	Since	the	first	
successful	report	of	ICSI	in	hamsters	[3],	this	technique	has	been	
applied	to	produce	offspring	in	several	species	such	as	rabbits	[4],	
cats	[5],	cattle	[6],	mouse	[7],	sheep	[8],	horses	[9],	pigs	[10],	and	
monkeys	[11].	Oocytes	from	different	mammalian	species	seem	to	
differ	in	their	response	to	the	ICSI	procedure.	In	humans	[5],	mice	
[7],	and	rabbits	[4],	injection	of	the	spermatozoon	into	the	cytoplasm	
is	sufficient	 for	activating	 the	oocyte,	and	 the	sperm	undergoes	
decondensation,	resulting	in	the	formation	of	the	male	pronucleus	
(PN)	which	later	unites	with	the	female	PN	to	form	the	embryonic	
genome.	However,	 in	cattle,	 sperm	microinjection	alone	 is	not	

sufficient	for	activating	oocytes,	which	often	results	in	the	failure	of	
male	PN	formation	and	thus	low	embryo	developmental	rates	[6].	
Therefore,	in	cattle,	additional	oocyte	activation	is	essential	after	
ICSI	to	ensure	embryo	development	[12–15].
In	mammalian	spermatozoa,	DNA	is	tightly	packed	by	protamine	

disulfide	bonds.	After	penetration	into	the	oocyte,	the	sperm	undergoes	
decondensation	by	the	replacement	of	sperm	protamines	with	oocyte	
histones,	leading	to	chromatin	relaxation	[16].	In	bovine	oocytes,	
decondensation	of	spermatozoa	to	form	the	PN	is	often	insufficient	
after	ICSI	[12,	17].	To	solve	this	problem,	various	sperm	pretreat-
ment	methods	have	been	applied,	 including	immobilizing	sperm	
[18,	19],	damaging	sperm	membranes	by	freezing	and	 thawing	
[19,	20],	 treatment	with	Triton	X-100,	an	anionic	detergent	 that	
induces	membrane	damage	and	dissolves	nuclear	proteins	[21,	22],	
or	using	agents	to	enhance	decondensation	of	spermatozoa	DNA	
such	as	heparin-glutathione	[23,	24]	and	dithiothreitol	(DTT)	[12,	
14,	23,	25–28].	DTT	is	a	reducing	agent	frequently	used	to	reduce	
disulfide	bonds	 in	bovine	spermatozoa.	Although	many	studies	
have	determined	the	optimal	DTT	concentration	for	spermatozoa	
pretreatment	to	improve	the	developmental	competence	of	bovine	
oocytes	after	ICSI,	 the	results	are	still	controversial	[12,	24,	26].	
Dithiobutylamine	(DTBA)	is	another	reducing	agent	that	reduces	
disulfide	bonds.	Its	structure	is	closely	related	to	DTT;	the	primary	
amine	group	is	present	in	DTBA,	as	opposed	to	the	two	hydroxyl	
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groups	of	DTT,	leading	to	a	lower	ionization	constant	of	an	acid	
(pKa)	values.	Under	identical	pH	conditions,	the	reducing	ability	of	
DTBA	is	more	effective	than	that	of	DTT	[29].	To	the	best	of	our	
knowledge,	the	efficacy	of	pretreating	sperm	with	DTBA	to	improve	
ICSI	efficiency	has	not	been	reported	to	date	in	any	species.	Thus,	
in	the	present	study,	we	investigated	the	effects	of	pretreating	sperm	
with	DTBA	on	the	quality	of	treated	spermatozoa,	PN	formation,	
blastocyst	development,	and	karyotype	of	resultant	embryos	after	
ICSI	of	bovine	oocytes.

Materials and Methods

Chemicals and reagents
All	chemicals	and	reagents	were	purchased	from	Sigma-Aldrich	

(St.	Louis,	MO,	USA),	unless	otherwise	stated.

Oocyte collection and in vitro maturation (IVM)
Collection	and	IVM	of	bovine	cumulus	oocyte	complexes	(COCs)	

were	performed	as	previously	described	[30].	Briefly,	bovine	ovaries	
were	collected	from	a	slaughterhouse,	transported	to	the	laboratory,	
washed,	and	kept	in	phosphate	buffered	saline	(PBS)	supplemented	
with	100	U/ml	penicillin	(Meiji	Seika	Pharma,	Tokyo,	Japan)	and	100	
μg/ml	streptomycin	(Meiji	Seika	Pharma)	at	15°C	for	approximately	
15	h.	COCs	were	aspirated	from	small	follicles	(2–8	mm	in	diameter)	
using	a	10-ml	syringe	with	an	18	gauge	needle.	The	maturation	
medium	was	HEPES-buffered	TCM	199	medium	(Medium	199,	
12340-030,	GIBCO	Invitrogen,	Life	Technologies,	Grand	Island,	NY,	
USA)	supplemented	with	5%	newborn	calf	serum	(NCS,	S0750-500;	
Biowest	SAS,	Nuaillé,	France)	and	0.2	IU/ml	follicle	stimulating	
hormone	(FSH;	Antrin	R10;	Kyoritsu	Seiyaku,	Tokyo,	Japan).	Only	
COCs	with	compacted	cumulus	cells	were	selected,	washed	twice	
with	IVM	medium,	then	cultured	in	IVM	medium	under	paraffin	oil	
(Paraffin	liquid,	Nacalai	Tesque,	Kyoto,	Japan)	(20	COCs	per	100	μl	
droplet)	in	35-mm	culture	dishes	(Nunclon	Multidishes;	Nalge	Nunc	
International,	Roskilde,	Denmark)	under	a	humidified	atmosphere	
of	5%	CO2	 in	air	at	38.5°C	for	20–21	h.	The	IVM	COCs	were	
gently	denuded	by	repeated	pipetting	in	0.1%	(w/v)	hyaluronidase.	
The	oocytes	that	extruded	the	first	polar	body	(PB)	(known	as	the	
metaphase	II	stage)	were	selected	for	these	experiments.

Sperm preparation and pre-treatment
A	straw	of	frozen	Japanese	Black	bull	semen	was	 thawed	by	

immersion	in	water	at	37°C	for	40	sec	and	then	centrifuged	in	3	
ml	of	90%	Percoll	solution	at	740	×	g	for	10	min.	The	pellet	was	
re-suspended	in	5.5	ml	of	IVF	100	medium	(Research	Institute	for	
Functional	Peptides,	Yamagata,	Japan)	and	centrifuged	at	540	×	g	for	
5	min.	The	pellet	was	re-suspended	in	IVF	100	medium	to	adjust	the	
final	sperm	concentration	to	6	×	106	sperm/ml.	Sperm	suspensions	
were	subjected	to	one	of	following	treatments:	(1)	5	mM	DTT	for	
20	min	or	(2)	various	concentrations	(2.5,	5,	and	10	mM)	of	DTBA	
for	various	durations	according	to	experimental	design.	Following	
each	 treatment,	 spermatozoa	were	washed	 twice	with	 IVF	100	
medium	by	centrifugation	at	740	×	g	for	5	min.	Then,	sperm	pellets	
were	re-suspended	in	IVF	100	medium	and	used	for	experiments.

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI)
ICSI	was	performed	according	to	a	previous	report	[31]	with	

modifications.	Briefly,	3	droplets	were	prepared	on	 the	 lid	of	a	
60-mm	culture	dish;	the	first	was	a	10%	polyvinylpyrrolidone	(PVP;	
MW	=	360,000)	solution	(FertiCult	Flushing	medium;	Fertipro,	
8730	Beemem,	Belgium)	into	which	2	µl	of	sperm	suspension	was	
transferred.	The	second	droplet	contained	0.25%	trypsin	and	1	mM	
EDTA	(for	washing	the	injection	and	holding	pipette),	and	the	third	
droplet	was	HEPES-buffered	TCM	199	supplemented	with	10%	NCS	
for	the	ICSI	procedure.	A	single	spermatozoon	was	immobilized	by	
pressing	the	tail	against	the	bottom	of	the	dish	with	the	injection	
pipette,	and	then	the	sperm	was	loaded	tail	first	into	the	injection	
pipette.	An	oocyte	was	fixed	at	the	position	where	the	first	PB	was	
located	at	6	or	12	o’clock,	and	then	an	 immobilized	sperm	was	
injected	into	the	ooplasm	at	the	3	o’clock	position.	Sham	injections	
applied	the	same	method	as	sperm	injection	but	no	sperm	was	loaded	
into	the	injection	pipette.

Oocyte activation
Within	1	h	of	injection,	oocytes	were	activated	by	exposure	to	

7%	ethanol	in	HEPES	TCM	199	supplemented	with	10%	NCS	for	
5	min	and	then	subsequently	cultured	in	TCM	199	supplemented	
with	5%	NCS	for	3	h	 to	allow	extrusion	of	 the	second	PB.	The	
oocytes	showing	extrusion	of	the	second	PB	at	3	h	after	activation	
were	selected	and	incubated	in	Charles	Rosenkrans	1	(CR1)	medium	
[32]	supplemented	with	10	μg/ml	cycloheximide	under	a	humidified	
atmosphere	of	5%	CO2	in	air	at	38.5°C	for	5	h.

In vitro embryo culture (IVC)
After	oocyte	activation,	 the	presumptive	zygotes	(20	zygotes	

per	100	μl	droplet)	were	cultured	in	CR1	medium	supplemented	
with	amino	acids	(CR1aa)	[33]	and	5%	NCS	under	a	humidified	
atmosphere	of	5%	CO2,	5%	O2,	and	90%	N2	at	38.5°C	for	up	to	9	
days.	The	day	of	ICSI	was	considered	as	day	0.

Assessment of reduced disulfide bonds in spermatozoa by 
Acridine Orange (AO) staining
The	disulfide	bond	 integrity	 in	sperm	nuclei	was	assayed	by	

Acridine	Orange	(AO)	staining	according	to	the	method	of	Tateno	
and	Kamiguchi	[25].	Briefly,	spermatozoa	were	smeared	on	glass	
slides	and	fixed	overnight	in	methanol:acetic	acid	(3:1).	Slides	were	
removed	from	the	fixative	and	allowed	to	dry	for	a	few	minutes	before	
staining.	Then,	slides	were	stained	with	0.2%	AO	(Calbiochem,	San	
Diego,	CA,	USA)	(10	ml	1	g/l	AO	in	distilled	water,	40	ml	0.1	M	
citric	acid,	2.5	ml	0.3	M	Na2HPO4)	for	5	min	and	examined	with	
an	excitation	wavelength	of	450–490	nm	under	an	epifluorescent	
microscope	(Olympus,	Tokyo,	Japan).	The	sperm	nuclei	with	rich	
or	reduced	disulfide	bonds	fluoresced	green	or	red,	respectively.	
The	sperm	nuclei	of	intermediate	status	fluoresced	yellow.	In	this	
study,	sperm	nuclei	with	green	and	yellow	colors	were	classified	as	
disulfide	bond	intact	and	red	colored	sperm	nuclei	were	classified	
as	disulfide	bond	reduced.

Labeling thiol groups in spermatozoa with monobromobimane 
(mBBr)
To	quantify	the	amount	of	free	thiols	in	protamines,	spermatozoa	
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were	placed	on	glass	slides,	air-dried,	and	labeled	with	thiol	reagent	
mBBr.	A	working	solution	of	0.5	mM	mBBr	was	freshly	prepared	
by	diluting	a	50	mM	stock	solution	[34]	with	PBS,	and	this	solution	
was	added	to	slides	and	kept	in	the	dark	for	10	min	at	25°C.	Then,	
the	slides	were	washed	twice	with	PBS,	covered	with	coverslips,	
and	examined	under	an	epifluorescent	microscope	(Olympus)	using	
a	340–380	excitation	filter	and	an	emission	filter	over	450	nm.	The	
proportion	of	fluorescence	in	spermatozoa	was	determined	by	Image	
J	(v.	1.40)	software	[35].

Evaluation of live-dead status of spermatozoa by eosin and 
nigrosin staining
Eosin	and	nigrosin	staining	was	carried	out	according	to	WHO	

standards	[36].	Briefly,	eosin	and	nigrosin	solution	was	prepared	
by	dissolving	0.2	g	of	eosin	and	2	g	of	nigrosin	in	PBS	(153	mM	
NaCl	and	9.65	mM	NaH2PO4,	pH	7.4),	followed	by	mixing	for	2	
h	at	room	temperature	and	filtration	to	obtain	the	staining	solution.	
After	washing	sperm	samples	in	saline	(154	mM	NaCl)	at	37°C,	a	
drop	of	the	sperm	was	placed	on	glass	slides,	which	was	mixed	with	
one	drop	of	eosin	and	nigrosin	solution.	The	mixture	was	smeared	
on	the	glass	slides	and	air	dried.	The	samples	were	observed	under	
a	light	microscope.	Eosin	penetrates	into	non-viable	cells,	making	
them	appear	red.	Nigrosin	offers	a	dark	background,	facilitating	the	
detection	of	viable	non-stained	cells.

Assessment of apoptotic spermatozoa by TUNEL assay
The	terminal	deoxynucleotidyl	transferase	dUTP	nick	end-labeling	

(TUNEL)	assay	was	performed	to	evaluate	DNA	fragmentation	(a	
marker	of	apoptosis)	in	sperm	using	a	TUNEL	assay	kit	(Apoptosis	
Detection	System	Fluorescein;	Promega,	Mannheim,	Germany)	
according	to	manufacturer’s	instructions.	Sperm	suspensions	were	
centrifuged	for	10	min	at	300	×	g	at	4ºC.	The	supernatant	was	discarded	
and	the	remaining	pellet	was	washed	in	PBS,	pH	7.4.	A	droplet	of	
this	sperm	suspension	was	smeared	on	the	slides,	air-dried,	and	fixed	
by	immersion	in	freshly	prepared	4%	methanol-free	formaldehyde	in	
PBS	for	25	min	at	4ºC.	Then,	the	slides	were	washed	in	fresh	PBS	
for	5	min	at	room	temperature,	then	treated	with	0.2%	Triton	X-100	
in	PBS	for	5	min,	and	rinsed	twice	in	PBS	for	another	5	min	at	room	
temperature.	Excess	liquid	was	removed	by	tapping	the	slides	and	
samples	were	covered	with	coverslips.	The	spermatozoa	were	then	
incubated	in	50	μl	of	a	mixture	containing	5	μl	of	nucleotide	mix,	
1	μl	of	TdT	enzymes,	and	45	μl	of	Equilibration	Buffer	(DeadEnd	
Fluorometric	Tunel	System	Promega)	in	humidified	chamber	for	60	
min	at	37°C.	The	reaction	was	blocked	with	2	×	SSC	for	15	min	and	
then	washed	3	times	in	PBS,	5	min	each.	To	visualize	all	nuclei,	a	
1	μg/ml	propidium	iodide	solution	in	PBS	was	used.	In	this	assay,	
apoptotic	cells	are	detected	as	green	whereas	PI-stained	nuclei	are	
seen	as	red.	The	percentage	of	spermatozoa	with	fragmented	DNA	
was	determined	by	direct	observation	of	100	randomly	selected	
spermatozoa	using	an	epifluorescent	microscope	(Olympus)	with	
the	appropriate	filters	(460–470	nm)	at	40	×	magnification.

Assessment of PN formation in oocytes after ICSI
At	14–18	h	post	ICSI,	oocytes	were	fixed	with	acetic	and	alcohol	

(acetic	acid:ethanol	=	1:3)	for	at	least	3	days,	then	stained	with	1%	
(w/v)	orcein	in	acetic	acid,	then	rinsed	in	glycerol:acetic	acid:water	

(1:1:3)	and	examined	under	a	phase-contrast	microscope	with	
40	×	and	100	×	objectives.	Oocytes	with	at	 least	one	PN	were	
considered	to	be	activated	whereas	those	with	two	PN	without	an	
intact	sperm	head	inside	were	considered	to	be	normally	fertilized.	
Activated	oocytes	containing	an	intact	sperm	head	were	considered	
parthenogenetically	activated.

Evaluation of blastocyst cell number
Blastocysts	on	day	9	were	fixed	in	99.5%	ethanol	supplemented	

with	10	µg/ml	Hoechst	33342	(Calbiochem)	overnight	at	4°C.	The	
total	nuclei	were	counted	under	UV	light	with	excitation	at	330–385	
nm	and	emission	at	420	nm	under	an	epifluorescence	microscope	
(Nikon	Eclipse	E600,	Tokyo,	Japan).

Blastocyst karyotyping
Chromosomal	samples	of	embryos	were	prepared	and	examined	as	

described	by	Somfai	et al.	[37]	with	modifications.	Briefly,	after	IVC	
for	7–8	days,	blastocysts	were	cultured	in	CR1aa	medium	containing	
5%	NCS	and	100	ng/ml	vinblastine	sulfate	(Wako	Pure	Chemical	
Industries,	Osaka,	Japan)	for	17–20	h	followed	by	incubation	in	1%	
(w/v)	sodium	citrate	solution	for	15	min.	Each	blastocyst	was	fixed	
by	pouring	0.01	ml	acetic	methanol	(acetic	acid:methanol	=	1:1)	
into	0.2	ml	of	a	hypotonic	solution	of	sodium	citrate.	A	blastocyst	
was	placed	on	glass	slide,	 immediately	dropped	with	acetic	acid	
to	separate	each	embryonic	cell	and	then	re-fixed	with	2–3	drops	
of	methanol:acetic	acid	(3:1).	After	drying	completely,	blastocyst	
chromosome	samples	were	overlaid	with	80%	glycerol	(dissolved	
with	ultrapure	water)	supplemented	with	10	µg/ml	Hoechst	33342	
and	covered	with	a	coverslip.	Chromosome	spreads	were	observed	
directly	under	UV	light	(405	nm	excitation)	with	a	40	×	plain	objective.

Experimental design
Experiment	1	investigated	the	effect	of	DTBA	applied	at	different	

concentrations	(2.5,	5,	and	10	mM)	for	various	exposure	times	(5	
min,	20	min,	1	h,	and	2	h)	on	sperm	disulfide	bond	integrity.	Sperm	
suspensions	were	treated	as	described	above.	Then,	the	percentages	of	
spermatozoa	with	intact	or	reduced	disulfide	bonds	were	determined	
after	AO	staining.	Spermatozoa	without	any	treatment	were	classified	
as	a	control	group.	Experiments	were	performed	in	triplicate.
Experiment	2	investigated	the	effects	of	disulfide	reducing	agents	

on	the	quality	of	and	toxicity	toward	spermatozoa.	In	Experiment	2-1	
the	effects	of	DTBA	and	DTT	on	free	thiol	groups	in	spermatozoa	
were	investigated	by	mBBr.	Experiment	2-2	investigated	the	effect	
of	the	reducing	agents	DTBA	and	DTT	on	the	live/dead	status	of	
spermatozoa	by	Eosin	and	Nigrosin	assay.	Experiment	2-3	investigated	
the	effect	of	DTBA	and	DTT	on	DNA	fragmentation	in	spermatozoa	
by	TUNEL	assay.	In	experiments,	spermatozoa	were	pretreated	with	
5	mM	DTBA	and	5	mM	DTT	[28]	for	5	min	and	20	min,	respectively	
as	described	above,	based	on	the	result	of	Experiment	1.	Spermatozoa	
without	any	treatment	were	used	as	the	control	group.	Experiments	
were	performed	in	triplicate.
Experiment	3	 investigated	 the	effects	of	DTBA	and	DTT	on	

PN	formation.	After	IVM,	oocytes	were	subjected	to	ICSI	using	
spermatozoa	pretreated	with	5	mM	DTBA	and	5	mM	DTT	for	5	
min	and	20	min,	respectively,	as	described	above.	Fourteen	to	18	
h	post	ICSI,	 the	oocytes	were	fixed	and	stained	with	orcein.	The	
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percentages	of	oocyte	activation	and	PN	formation	were	compared	
between	treated	and	non-treated	(control)	spermatozoa.	Experiments	
were	performed	in	triplicate.
Experiment	4	investigated	the	effect	of	sperm	pretreatment	with	

DTBA	and	DTT	on	embryo	development	after	ICSI.	IVM	oocytes	
were	subjected	to	ICSI	using	spermatozoa	pretreated	with	either	
5	mM	DTBA	or	5	mM	DTT	for	5	min	and	20	min,	respectively,	
as	described	above.	The	spermatozoa	without	any	treatment	were	
classified	as	a	control	group.	Oocytes	subjected	to	injection	without	
spermatozoa	were	used	as	a	sham	injection	group.	After	 ICSI,	
oocytes	were	subjected	to	IVC	as	described	above.	The	cleavage	
rates,	blastocyst	formation	rates,	hatching	rates	of	blastocysts,	and	
blastocyst	cell	numbers	were	compared	among	DTBA,	DTT,	sham	
injected,	and	control	groups	on	day	2,	days	7–9,	days	8–9,	and	day	
9,	respectively.	Experiments	were	performed	in	quadruplicate.
Experiment	5	investigated	the	effect	of	the	reducing	agents	DTBA	

and	DTT	on	ploidy	of	the	resultant	blastocysts.	The	spermatozoa	
were	pretreated	with	5	mM	DTBA	and	5	mM	DTT	for	5	min	and	
20	min,	 respectively.	After	 IVM,	 the	oocytes	were	subjected	 to	
ICSI	and	IVC	as	described	above.	Karyotyping	of	blastocysts	was	
performed	on	days	7	and	8	as	described	above.	Ploidy	of	embryos	in	
DTBA	and	DTT	groups	was	compared	with	those	of	sham	injected	
and	control	groups.	Experiments	were	performed	in	quadruplicate.

Statistical analysis
All	data	are	presented	as	mean	±	SEM.	The	percentage	data	were	

arcsine	 transformed	before	analysis.	The	data	were	analyzed	by	
one-way	ANOVA	using	software	SPSS	17.0	for	Windows	(SPSS,	
Chicago,	IL,	USA)	and	differences	were	compared	by	a	post-hoc	
Fisher’s	protected	least	significant	difference	test.	Differences	were	
deemed	statistically	significant	when	P	values	were	less	than	0.05.

Results

Experiment 1: Effect of DTBA treatment at various 
concentrations and exposure times of spermatozoa on their 
disulfide bond integrity
The	DTBA	pretreatment	significantly	increased	the	percentage	of	

sperm	with	reduced	disulfide	bonds	at	all	concentrations	(2.5	mM,	
5	mM,	and	10	mM)	and	exposure	time	(5	min,	20	min,	1	h,	and	2	
h)	compared	with	the	control	group	(P	<	0.05)	(Fig.	1).	After	2	h	
of	exposure,	the	percentage	of	sperm	with	reduced	disulfide	bonds	
in	the	2.5	mM	DTBA	treated	group	was	significantly	lower	than	
other	sperm	pretreatment	groups	incubated	at	the	same	time	(P	<	
0.05)	(Fig.	1).

Experiment 2: The effects of disulfide reducing agents on the 
quality and toxicity of spermatozoa
2-1.	mBBr:	In	Experiment	2,	treatment	with	DTBA	was	performed	

using	5	mM	for	5	min,	because	 in	Experiment	1	 this	 treatment	
increased	the	percentage	of	sperm	with	reduced	disulfide	bonds	and	
maintained	this	status	for	2	h,	and	the	efficiency	of	reducing	disulfide	
bonds	in	the	2.5	mM	DTBA-treated	group	was	gradually	decreased	
with	increased	incubation	time,	while	the	higher	concentration	(10	
mM)	of	DTBA	affected	the	stability	of	sperm	suspension	which	
turned	cloudy	(data	not	shown).	As	shown	in	Table	1,	there	was	no	
significant	difference	in	the	percentage	of	spermatozoa	with	free	
thiol	groups	in	protamine	between	5	mM	DTBA	and	5	mM	DTT	
pretreatments	 (98.7%	vs.	91.7%)	but	both	of	 these	values	were	
significantly	 increased	compared	with	that	of	 the	control	(0.0%,	
P	<	0.05).
2-2.	Eosin	and	nigrosin:	The	5	mM	DTBA	sperm	pretreatment	

group	was	not	significantly	different	 than	 the	control	group	 in	
terms	of	 the	percentage	of	 live	spermatozoa	(100%	and	100%,	
respectively)	whereas	 the	5	mM	DTT	sperm	pretreatment	group	
showed	a	significantly	reduced	rate	of	 live	spermatozoa	(94.7%)	
compared	with	other	groups	(P	<	0.05)	(Table	1).
2-3.	TUNEL	assay:	The	percentage	of	sperm	with	DNA	frag-

mentation	following	DTBA	and	DTT	pretreatment	were	similar	
(ranging	between	approximately	12–13.3%)	and	these	values	were	
significantly	higher	than	that	recorded	in	the	control	group	(0.0%,	
P	<	0.05,	Table	1).

Experiment 3: Effect of pretreating sperm with disulfide bond 
reducing agents on PN formation
The	mean	percentage	of	activated	oocytes	was	similar	among	

Fig. 1.	 Reducing	 effect	 of	DTBA	 treatment	 at	 various	 concentrations	 and	 times	on	disulfide	bonds	 in	 spermatozoa	 assayed	using	Acridine	Orange.	
Experiments	were	performed	in	triplicate.	Bars	with	different	superscripts	differ	significantly	(P	<	0.05).	DTBA:	dithiobutylamine.
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all	groups,	ranging	between	85.5–89.5%,	and	was	not	significantly	
different	among	treated	spermatozoa,	non-treated	spermatozoa,	and	
sham	injection	groups	(Table	2).	The	percentage	of	PN	formation	
was	not	significantly	different	between	 treated	and	non-treated	
spermatozoa.	However,	the	DTBA-treated	group	showed	a	tendency	
toward	a	higher	2	PN	formation	rate	compared	with	 the	control	
group	(P	=	0.071).

Experiment 4: Effect of pretreating sperm with disulfide bond 
reducing agents on embryo development after ICSI of bovine 
oocytes
As	shown	in	Table	3,	the	rates	of	oocytes	with	extruded	second	

PB	in	DTT-	and	DTBA-treated	groups	were	significantly	higher	
than	 those	 in	 the	control	and	sham	injection	groups	(P	<	0.05).	
The	lowest	cleavage	rate	was	observed	in	the	sham	injection	group	
(53.0%),	which	was	significantly	lower	than	rates	in	the	control,	
DTT,	and	DTBA	sperm	pretreatment	groups	(73.1,	77.8,	and	84.1%,	
respectively,	P	<	0.05).	The	percentages	of	blastocyst	formation	on	
days	8	and	9	in	the	DTBA	sperm	pretreatment	group	(26.0%	and	
26.9%,	respectively)	were	significantly	higher	than	those	in	other	
groups	(P	<	0.05).	In	contrast,	blastocyst	formation	rates	on	days	
7–9	in	the	DTT	sperm	pretreatment	group	did	not	differ	from	those	
of	 the	control	group.	In	 the	sham	injection	group,	only	8.5%	of	
oocytes	developed	to	the	blastocyst	stage,	which	was	significantly	
lower	than	blastocyst	rates	of	other	groups	(P	<	0.05).	No	significant	
differences	(P	>	0.05)	were	found	for	hatching	ability	or	total	cell	
numbers	of	blastocysts	among	all	groups	(Supplementary	Tables	1	
and	2:	online	only).

Experiment 5: Effect of pretreating sperm with disulfide bond 
reducing agents on ploidy of blastocysts derived from ICSI
As	shown	in	Table	4,	the	percentage	of	diploid	blastocysts	was	

greatly	decreased	in	the	sham	injection	group	(14.6%)	compared	
with	 the	other	 treatment	and	non-treatment	groups	 in	which	ap-
proximately	50%	of	the	blastocysts	formed	were	diploid	(P	<	0.05).	
The	percentage	of	haploid	blastocyst	formation	in	the	sham	injection	
group	had	a	tendency	to	be	increased	compared	with	control	oocytes,	
DTT-treated	and	DTBA-treated	groups	(P	=	0.071,	0.051,	and	0.078,	
respectively);	whereas	the	differences	were	not	significantly	different	
between	the	control	and	treatment	groups.	There	was	no	significant	
difference	in	the	percentages	of	embryos	with	other	abnormalities	
(mixoploidy	and	polyploidy)	among	those	produced	in	the	control,	
sperm	pretreatment,	and	sham	injection	groups.

Discussion

Our	study	demonstrated	 for	 the	first	 time	 that	 the	efficiency	
of	bovine	ICSI	could	be	improved	by	pretreating	sperm	with	the	
disulfide-reducing	agent	DTBA.	In	this	study,	DTBA	was	tested	
at	different	concentrations	and	various	 treatment	 intervals,	and	
incubation	with	5	mM	DTBA	for	5	min	was	found	to	be	the	optimal	
pretreatment	method	for	bovine	sperm.	This	treatment	maintained	
spermatozoa	disulfide	bonds	in	a	reduced	state	and	maintained	the	
stability	of	 the	sperm	suspension.	Previous	studies	showed	that	
pretreating	sperm	with	the	disulfide	reducing	agent	DTT	significantly	
increased	the	percentage	of	reduced	disulfide	bonds	in	sperm	heads	
[38,	39],	which	was	similar	to	the	results	we	obtained	with	DTBA	
in	the	current	study.
In	previous	studies,	DTT,	a	disulfide	reducing	agent,	was	applied	

Table 1.	 Effects	 of	 sperm	 pretreatment	with	 5	mM	DTT	 for	 20	min	 and	 5	mM	DTBA	 for	 5	min	 on	 free	 thiol	 groups,	 live/dead	 status,	 and	DNA	
fragmentation	in	spermatozoa

Source	of	reducing	agent	
used	for	pretreatment

No.	of	spermatozoa	
examined

No.	(%)	of	spermatozoa	with	free	
thiol	group	(Mean	±	SEM)

No.	(%)	of	live	spermatozoa	
(Mean	±	SEM)

No.	(%)	of	TUNEL-positive	
sperm	(Mean	±	SEM)

Control	(no	treatment) 300 0	(0.0	±	0.0	a) 300	(100.0	±	0.0	a) 0	(0.0	±	0.0	a)
DTT 300 275	(91.7	±	4.4	b) 284	(94.7	±	0.3	b) 36	(12.0	±	3.1	b)
DTBA 300 296	(98.7	±	0.7	b) 300	(100.0	±	0.0	a) 40	(13.3	±	0.9	b)

Experiments	were	performed	in	triplicate.	Different	superscript	letters	within	a	column	indicate	significant	differences	(P	<	0.05).	DTT:	dithiothreitol;	
DTBA:	dithiobutylamine.

Table 2.	 Effects	of	pretreating	sperm	with	5	mM	DTT	for	20	min	or	5	mM	DTBA	for	5	min	on	the	developmental	competence	of	bovine	embryos	
after	ICSI

Source	of	reducing	agent	
used	for	pretreatment

No.	of	oocytes	
used	for	ICSI

No.	of	activated	oocytes	#  
(%Mean	±	SEM)

Activated	oocytes	with	(%Mean	±	SEM)

2	PN 1	PN	+	sperm	head No	sperm	head	visible
Control	(no	treatment) 85 75	(88.2	±	1.2) 26	(34.5	±	5.5) 44	(58.7	±	3.3) 5	(6.8	±	2.8)
DTT 85 76	(89.5	±	1.8) 31	(40.9	±	2.4) 45	(59.1	±	2.4) 0	(0.0	±	0.0)
DTBA 82 70	(85.5	±	1.5) 35	(50.1	±	6.4) 33	(47.1	±	8.5) 2	(2.8	±	2.8)
* Sham	injection 75 65	(86.7	±	1.1) N/D N/D N/D

Experiments	were	performed	in	triplicate.	No	significant	difference	was	detected	among	the	treatment	groups	at	P	<	0.05.	#	activated	oocytes	=	oocytes	
with	at	least	one	PN.	*	Sham	injection	=	the	oocytes	were	injected	without	sperm.	2	PN	=	oocytes	with	2	pronuclei	and	no	visible	sperm;	1	PN	+	sperm	
=	oocytes	with	1	pronucleus	and	1	condensed	sperm.	N/D:	not	determined.	PN:	pronucleus;	DTT:	dithiothreitol;	DTBA:	dithiobutylamine;	 ICSI:	
intracytoplasmic	sperm	injection.
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to	bovine	and	porcine	spermatozoa	during	ICSI	 to	 improve	 the	
incidence	of	sperm	decondensation	[12,	22–24,	26].	However,	sperm	
head	decondensation	failure	is	still	a	major	problem	in	bovine	ICSI	
[12]	besides	the	incomplete	oocyte	activation.	The	reason	for	this	
problem	might	be	related	to	the	type	of	protamine,	which	can	be	
classified	as	Type	I	or	Type	II.	Bovine	spermatozoa	contain	only	Type	
I	protamine	[40],	which	is	rich	in	cysteine.	Each	cysteine	sulfhydryl	
is	oxidized	to	form	an	intra-	or	intermolecular	disulfide	bridge	[41]	
which	makes	bovine	Type	I	protamine	more	stable	compared	with	
human,	mouse,	and	rabbit	protamine	[17]	because	most	of	them	contain	
Type	II	protamine	(containing	less	cysteine	and	more	histidine)	[41].	
Our	results	suggest	that	DTBA	has	the	same	efficiency	as	DTT	in	
reducing	these	disulfide	bonds	in	bovine	spermatozoa.
Since	DTBA	is	considered	a	novel	agent	for	application	in	bovine	

assisted	reproduction,	we	decided	to	further	test	the	possible	side	
effects	of	pretreatment	with	DTBA	in	terms	of	toxicity	and	resulting	
sperm	quality.	The	type	of	sperm	injected	into	the	ooplasm	during	ICSI	
has	been	known	to	affect	subsequent	embryo	development	[19,	42].	
According	to	previous	reports,	immobilization	of	sperm	by	scoring	
its	tail	could	increase	the	success	rate	of	fertilization	during	ICSI	
[43–45].	This	phenomenon	is	attributed	to	the	damage	of	the	plasma	
membrane	of	spermatozoa,	which	enhances	nuclear	decondensation	
of	the	sperm	head	after	ICSI	[44].	Furthermore,	Yanagida	et al.	[46]	
reported	that	immobilized	sperm	could	induce	the	timing	of	Ca2+ 
oscillations	and	release	sperm	factors	which	initiate	oocyte	activation.	
Moreover,	ICSI	with	immobilized	sperm	resulted	in	significantly	
higher	blastocyst	development	rates	compared	with	ICSI	using	sperm	
killed	by	repeating	freeze-thaw	cycles	without	cryoprotectant	(0.8%,	

20.3%,	respectively)	[19].	Dead	or	damaged	sperm	release	substances	
that	are	harmful	to	live	sperm	and	generate	reactive	oxygen	species	
(ROS)	[47,	48],	causing	DNA	fragmentation	and	suppressing	embryo	
development	[48].	In	the	present	study,	pretreatment	with	DTT	and	
DTBA	did	not	reduce	sperm	viability	dramatically.	After	pretreatment	
with	DTT	and	DTBA,	most	spermatozoa	were	still	alive.	Although	the	
viability	of	spermatozoa	in	the	DTT-treated	group	was	significantly	
reduced	compared	with	the	control	and	DTBA-treated	groups,	the	
percentage	of	live	spermatozoa	in	the	DTT-treated	group	was	still	
very	high.	This	result	confirms	the	safety	of	sperm	pretreatment	
with	DTT	and	DTBA.
In	the	present	study,	we	also	measured	the	frequencies	of	sper-

matozoa	with	DNA	fragmentation	after	pretreatment	with	DTT	or	
DTBA.	DNA	damage	in	spermatozoa	impairs	fertilization	and	embryo	
development	[49].	However,	 its	 impact	on	embryo	development	
may	depend	on	the	proportion	of	damage	[50,	51].	TUNEL	assays	
revealed	that	pretreating	sperm	with	DTT	and	DTBA	significantly	
increased	the	proportion	of	sperm	DNA	fragmentation	compared	
with	 the	control	group.	This	result	was	 in	concordance	with	 the	
findings	of	Sekhavati	et al.	[24]	on	DTT;	however,	 in	that	study,	
the	percentage	of	TUNEL-positive	spermatozoa	in	the	DTT-treated	
group	was	notably	higher	(90%)	compared	with	our	result	(12.0%).	
This	difference	may	be	due	to	different	incubation	times	with	DTT.	
Sekhavati	et al.	[24]	pretreated	sperm	with	DTT	for	1	h,	whereas	we	
incubated	sperm	in	reducing	agents	for	only	20	min.	This	discordant	
result	between	protocols	suggests	that	longer	DTT	incubation	time	
is	likely	increases	the	percentage	of	spermatozoa	with	fragmented	
DNA,	possibly	affecting	embryo	development.

Table 4.	 Chromosomal	analysis	of	bovine	blastocysts	derived	from	ICSI	with	sperm	pretreated	with	5	mM	DTT	for	20	min	or	
5	mM	DTBA	for	5	min

Group No.	of	blastocysts	
examined

No.	(%)	of	blastocyst	classified	as	(%Mean	±	SEM)

haploid diploid polyploid mixoploid
Control	(no-treatment) 13 3	(22.5	±	13.1) 6	(47.5	±	7.2	a) 1	(8.3	±	8.3) 3	(21.7	±	15.7)
DTT 14 2	(16.7	±	16.7) 6	(43.3	±	4.1	a) 2	(11.2	±	6.6) 4	(28.8	±	10.9)
DTBA 18 3	(24.0	±	11.1) 9	(50.2	±	10.5	a) 3	(14.6	±	8.6) 3	(11.2	±	6.6)
*	Sham	injection 10 5	(60.4	±	15.7) 2	(14.6	±	8.6	b) 0	(0.0	±	0.0) 3	(25.0	±	14.4)

Experiments	were	performed	 in	quadruplicate.	Different	 superscript	 letters	within	a	column	 indicated	significant	difference	
(P	<	0.05).	*	Sham	injection	=	the	oocytes	were	injected	without	sperm.	DTT:	dithiothreitol;	DTBA:	dithiobutylamine;	ICSI:	
intracytoplasmic	sperm	injection.

Table 3.	 Effects	of	pretreating	sperm	with	5	mM	DTT	for	20	min	and	5	mM	DTBA	for	5	min	on	the	developmental	competence	of	bovine	oocytes	after	
ICSI

Source	of	reducing	agent	
used	for	pretreatment

No.	of	oocytes	(%Mean	±	SEM) No.	of	cultured	oocytes	
cleaved	 

(%	Mean	±	SEM)

No.	of	cultured	oocytes	developed	to	blastocyst	on	 
(%	Mean	±	SEM)

Injected Extruded	second	PB Cultured day	7 day	8 day	9
Control	(no-treatment) 117 97	(83.0	±	0.9	a) 97 71	(73.1	±	2.7	a) 11	(11.4	±	1.1	a) 16	(16.6	±	2.2	a) 17	(17.7	±	1.7	a)
DTT 117 104	(88.9	±	0.8	b) 104 81	(77.8	±	5.9	a) 14	(13.4	±	1.0	ab) 20	(19.2	±	1.3	a) 20	(19.2	±	1.3	a)
DTBA 122 108	(88.5	±	1.7	b) 108 91	(84.1	±	2.1	a) 22	(20.4	±	0.5	b) 28	(26.0	±	1.3	b) 29	(26.9	±	1.4	b)
*	Sham	injection 125 103	(82.3	±	2.9	a) 103 55	(53.0	±	5.2	b) 4	(3.8	±	1.4	c) 9	(8.5	±	1.9	c) 9	(8.5	±	1.9	c)

Experiments	were	performed	in	quadruplicate.	Different	superscript	letters	within	a	column	indicate	significant	differences	(P	<	0.05).	*	Sham	injection	=	
the	oocytes	were	injected	without	sperm.	Day	0	=	the	day	of	ICSI.	PB:	polar	body;	DTT:	dithiothreitol;	DTBA:	dithiobutylamine;	ICSI:	intracytoplasmic	
sperm	injection.
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In	this	study,	pretreatment	of	sperm	with	DTT	had	no	effect	on	
developmental	competence	of	bovine	ICSI	oocytes,	which	 is	 in	
agreement	with	several	previous	reports	[14,	24,	26]	but	in	contrast	
with	the	study	of	Rho	et al.	[12].	Our	study	found	that	DTT	did	not	
significantly	increase	the	percentage	of	male	PN	formation,	which	
was	in	agreement	with	the	findings	of	Tian	et al.	[22]	but	contradicted	
with	the	reports	of	Rho	et al.	[12]	and	Suttner	et al.	[14].	On	the	
other	hand,	sperm	pretreatment	with	DTBA	significantly	increased	
the	blastocyst	formation	rate	of	bovine	ICSI	oocytes.	Furthermore,	
DTBA	treatment	was	associated	with	a	tendency	to	increase	normal	
fertilization	as	characterized	by	the	presence	of	2	PN	compared	with	
the	control	group	(P	=	0.071).	Although,	DTT	and	DTBA	treatment	
significantly	reduced	the	disulfide	bonds	in	sperm	as	demonstrated	by	
red	Acridine	Orange	fluorescence,	none	of	these	treatments	improved	
the	male	PN	formation	rate.	This	result	is	in	agreement	with	that	
of	Cheng	et al.	[23]	who	reported	that	reduction	of	disulfide	bonds	
after	sperm	pretreatment	did	not	correlate	with	male	PN	formation	in	
pigs.	These	discrepancies	may	be	explained	by	the	fact	that	reducing	
agents	may	elicit	harmful	effects	on	bovine	sperm	chromatin,	which	
in	turn	causes	negative	effects	on	male	PN	formation.	Therefore,	
we	speculate	that	PN	formation	in	the	current	ICSI	system	may	be	
affected	by	an	ooplasmic	mechanism(s)	other	than	S-S	reduction	in	
the	sperm	nucleus.	Moreover,	a	significant	relationship	between	the	
disulfide-rich	and	free	thiol	groups	and	the	sperm	decondensation	rate	
could	not	be	detected	[39].	Previously,	an	abnormal	pattern	of	sperm	
decondensation	was	observed	after	ICSI	in	rhesus	monkeys	[52].	
Additionally,	Sekhavati	et al.	[24]	reported	the	altered	expression	of	
developmentally	important	genes	in	the	DTT-treated	group,	which	
lead	to	improper	embryo	formation.
In	the	present	study,	sperm	pretreatment	with	DTBA	resulted	in	a	

higher	blastocyst	formation	rate	after	ICSI,	compared	with	pretreatment	
with	DTT;	however,	the	reason	underlying	this	difference	is	unclear.	
It	has	been	verified	that	DTT	at	a	concentration	of	5	mM	for	20	min	
exerts	more	toxic	effects	on	sperm	than	DTBA	at	a	concentration	
of	5	mM	for	5	min	(Table	1).	This	toxic	effect	on	sperm	may	have	
been	manifested	after	ICSI,	thus	lowering	embryo	development	to	
a	level	where	the	advantages	of	disulfide	bond	reduction	could	not	
be	detected,	which	could	be	related	to	the	pKa	value.	The	reactivity	
of	a	dithiol	depends	on	the	pKa	value.	In	the	reduction	of	disulfide	
bonds,	the	maximum	apparent	rate	of	a	thiol-disulfide	interchange	
is	observed	for	a	 thiol	whose	pKa	 is	approximately	equal	 to	 the	
pH	of	 the	solution	[53,	54].	The	pH	of	 the	fertilization	medium	
is	approximately	7.8,	which	is	 lower	than	the	pKa	of	DTT	(9.0),	
whereas	the	thiol	pKa	value	of	DTBA	is	approximately	8.2.	Thus,	
the	active	form	of	DTT	is	easily	converted	 to	 its	 inactive	form.	
Alternatively,	because	DTBA	has	an	amino	group	unlike	DTT,	DTBA	
may	be	retained	within	the	sperm	for	longer,	which	may	prevent	
reoxidation	of	sperm	and	lead	to	efficient	PN	formation.	Further	
research	will	be	required	for	clarification	of	this	issue.	Alternatively,	
the	DTBA-treated	group	tended	to	show	increased	PN	formation	
compared	with	the	control	group.	Thus,	we	speculated	that	the	high	
blastocyst	formation	rate	in	the	DTBA-treated	group	may	be	due	to	
the	increased	percentage	of	PN	formation.	Regarding	the	efficacy	of	
activation	stimuli	following	ICSI	on	oocyte	activation,	no	significant	
difference	was	observed	in	the	incidence	of	oocyte	activation	after	
ICSI	among	the	treated,	non-treated,	and	sham	injection	groups.	

Additionally,	some	activated	oocytes	in	the	sham	injection	group	
could	develop	to	the	blastocyst	stage.	According	to	Li	et al.	[55],	
such	blastocysts	may	develop	owing	to	parthenogenetic	activation	
caused	by	the	injection	and	activation	protocol.	Without	blockade	
of	 the	second	PB	extrusion,	parthenogenetic	bovine	oocytes	can	
develop	into	haploid	blastocysts,	which	are	characterized	by	low	
cell	numbers	[56].	Because	insufficient	male	PN	formation	is	still	
frequent	in	bovine	ICSI,	the	possibility	that	ICSI-derived	blastocysts	
are	a	result	of	parthenogenetic	development	cannot	be	excluded.
In	 this	 study,	 to	monitor	 the	 formation	of	haploid	embryos,	

blastocysts	derived	from	ICSI	were	subjected	to	chromosomal	analysis.	
The	percentages	of	diploid	and	haploid	blastocysts	were	similar	
among	sperm-injected	groups	irrespective	of	pre-treatment,	whereas	
the	percentage	of	diploid	blastocysts	was	significantly	lower	in	sham	
injection	group	than	in	the	sperm-injected	groups.	This	result	is	in	
agreement	with	that	of	a	previous	study	using	DTT	[12]	and	suggests	
that	sperm	pretreatment	with	reducing	agents	does	not	affect	embryo	
ploidy	in	bovine	ICSI.	Nevertheless,	the	results	disagree	with	the	
findings	of	Cheng	et al.	[23]	who	reported	greatly	decreased	diploid	
blastocyst	formation	rates	after	DTT	treatment	compared	with	those	
in	the	control	group.	It	was	only	in	the	sham	injection	group	that	the	
reduced	frequency	of	diploid	embryo	formation	was	associated	with	an	
increased	tendency	towards	haploidy,	which	can	be	explained	by	the	
lack	of	the	fertilizing	sperm	head.	The	frequency	of	blastocysts	with	
other	chromosomal	abnormalities	(such	as	polyploidy	and	mixoploidy)	
was	not	significantly	different	among	treated,	non-treated	and	sham	
injection	groups.	Previous	studies	have	reported	that	the	percentage	
of	chromosomal	anomalies	were	dramatically	 increased	 in	ICSI	
blastocysts	[12,	23],	which	was	in	accordance	with	the	findings	of	
this	study	that	showed	a	relatively	high	proportion	of	mixoploid	and	
polyploid	blastocysts.	When	oocytes	are	fertilized	monospermically,	
polyploid	embryos	can	be	generated	by	the	failure	of	the	second	PB	
extrusion	[57],	whereas	mixoploidy	may	occur	when	karyokinesis	
is	not	associated	with	cytokinesis	in	some	blastomeres	during	early	
development	[58].	Chromosome	abnormalities	such	as	polyploidy	
and	haploidy	compromise	embryo	development	and	may	result	
in	pregnancy	failure	[59,	60].	Nevertheless,	mixoploid	embryos	
containing	diploid	blastomeres	may	have	the	potential	to	develop	
to	term	as	polyploid	cells	normally	contribute	to	the	formation	of	
the	trophectoderm	[61,	62].
In	conclusion,	DTBA	pretreatment	could	reduce	disulfide	bonds	in	

sperm.	Treatment	of	spermatozoa	with	5	mM	DTBA	for	5	min	prior	
to	ICSI	significantly	enhanced	the	blastocyst	formation	rate	after	ICSI	
and	IVC	in	bovine	oocytes,	which	was	associated	with	a	tendency	
towards	increased	percentage	of	normal	fertilization;	however,	the	
precise	mechanism	of	action	of	DTBA	is	unknown.	Although	DTT	
treatment	was	not	effective,	DTBA	treatment	could	still	 improve	
the	embryonic	development.	DTBA-pretreated	sperm	could	be	
considered	safe	and	could	be	used	as	an	alternative	for	application	
in	bovine	ICSI.	Further	experiments	 involving	embryo	 transfer	
into	surrogates	are	required	to	elucidate	whether	the	pretreatment	
of	sperm	with	DTBA	before	ICSI	manifests	its	positive	effects	on	
offspring	production.
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