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และแบบแชแข็ง (COLD AND FROZEN STORAGE OF NATIVE CHICKEN “ LEUNG 
HANG KAO ” SEMEN) อาจารยท่ีปรกึษา : อาจารย ดร.สมร  พรช่ืนชูวงศ, 103 หนา. 

 
 การศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและแบบแช
แข็ง แบงการศึกษาออกเปน 2 การทดลอง ดังนี ้1) ผลของสารละลายน้ําเช้ือ และระยะเวลาการเก็บ
รักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น และ 
2) ผลของสารละลายน้าํเช้ือ ชนิดและระดับความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท ท่ีเหมาะสม
สําหรับการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 การศึกษาผลของสารละลายน้าํเช้ือ และระยะเวลาการเกบ็รักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น โดยใชสารละลายน้าํเช้ือ 7 ชนิด 
(สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) Beltsville 
poultry semen extender (BPSE) Lake's diluent IGGKP และ EK) และใช 0.9% โซเดียมคลอไรด  
รวมกับ 0.2% น้ําตาลกลูโคส เปนกลุมควบคมุ ทําการเจือจางน้ําเช้ือในสารละลายน้ําเช้ือแตละชนดิ 
และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส จากนัน้ทําการทดสอบผลของสารละลายน้ําเช้ือ และระยะเวลา
การเก็บรกัษาตออัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน พบวาการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1-3 วัน เม่ือใชสารกลุม modified extender (300  350 และ 400 mOsm kg-1) 
ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวากลุมควบคุมและสารละลายน้ําเช้ือชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) แต
อยางไรก็ตามการใชสารละลายน้ําเช้ือทุกชนิดไมมีผลตออัตราการมีชีวิตท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 2-3 
วัน เม่ือนาํสารละลายน้าํเช้ือท่ีใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวา 60% ซ่ึงไดแก สาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และ Lake’s diluent มาทําการ
ทดสอบอัตราการผสมตดิท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน พบวาการเกบ็รกัษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน 
เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการผสมติดสูงท่ีสุด 
100±0.00% ซ่ึงไมแตกตางกับการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 
และ BPSE เม่ือเก็บรกัษาในระยะเวลาท่ียาวนานขึน้เปนระยะเวลา 4-5 วัน พบวาการใชสารกลุม modified 
extender (300 350 และ 400 mOsm kg-1) ใหอัตราการผสมติดสูงกวากลุมควบคมุและการใช Lake’s 
diluent และเม่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจิจากภาพถายดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน
ชนิดสองกราด พบวาระยะเวลาการเกบ็รกัษาท่ีเพ่ิมขึ้นมีผลทําใหโครงสรางของตัวอสุจโิดยเฉพาะสวน
หัวและสวน midpiece ถูกทําลาย นอกจากนียั้งไดศึกษาหาความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี 
กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเฉล่ียเปนแนวตรงเม่ือเทียบกับการ
เคล่ือนท่ีจริงของตัวอสุจิ (Average Path Velocity : VAP µm/s) อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนโคง 
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ของตวัอสุจ ิ(Curvilinear Velocity : VCL µm/s) และอัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนตรงจาก
จุดเริ่มตนถึงจดุสุดทายของตวัอสุจิ (Straight Line Velocity : VSL µm/s)) อัตราการมีชีวติ และอัตรา
การผสมติด ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 5 วัน พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีไมมีความสัมพันธกับอัตรา
การผสมติดแตมีความสัมพันธกับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (P<0.01)  

การศึกษาผลของสารละลายน้ําเช้ือ ชนดิและระดับความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท 
ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยใช
สารละลายน้ําเช้ือ  5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 
400 mOsm kg-1) สาร BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับสารไครโอโพรเทคแทนท 4 ชนิด 
(dimethyl acetamide-DMA dimethyl formamide-DMF dimethyl sulfoxide-DMSO และ glycerol) ท่ี
ระดับความเขมขน 5 10 และ 15% พบวาชนิดของสารละลายน้ําเช้ือ และสารไครโอโพรเทคแทนท 
มีอิทธิพลรวมกัน โดยการใช BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% การใช
สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO และสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาสูงกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05)  
จึงไดนําท้ัง 4 ทรีทเมนตดังกลาวมาทดสอบอัตราการผสมติดพบวา การใชสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการผสมติดเพียง 
9.52±9.52% (4% ของน้ําเช้ือสด) และเม่ือศึกษาลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจิจากภาพถายดวย
กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนิดสองกราด พบวามีการถูกทําลายโครงสรางของตัวอสุจิบริเวณ
สวนหัวและสวน midpiece 
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 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. 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 

ANOVA = การวิเคราะหความแปรปรวน 
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 = แผนการทดลองแบบสุมสมบูรณ (Completely Randomized Design) 
DNA  = กรดดีออกซีไรโบนิวคลีอิก (Deoxyribonucleic acid)  
DMA = ไดเมททิลอะซิตะไมท 
DMF = ไดเมททิลฟอรมมาไมท 
DMSO = ไดเมททิลซัลฟอกไซด 
EG = เอทิลีนไกคอล 
Extender = สารละลายน้ําเช้ือ 
K+ = โพแทสเซียม 
Mg2+ = แมกนีเซียม 
Na+ = โซเดียม 
NaCl  = โซเดียมคลอไรด 
OsO4 = ออสเมียม 
PEG = โพลีเอทิลีนไกคอล 
PVA = โพลีไวนิลแอลกอฮอล 
PVP = พอลิไวนิลไพโรลิโดน 
r = คาสหสัมพันธ 
S.D. = คาเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
SEM  = กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนชนดิสองกราด (Scanning Electron Microscopy) 
SE =  คาความคลาดเคล่ือน 
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 = อัตราเรว็ในการเคล่ือนท่ีเฉล่ียเปนแนวตรงเม่ือเทียบกับการเคล่ือนท่ีจริงของ 
  ตัวอสุจ(ิAverage Path Velocity) 
VCL = อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนโคงของตัวอสุจิ (Curvilinear Velocity) 
VSL = อัตราเร็วในการเคล่ือนท่ีเปนเสนตรงจากจุดเริ่มตนถึงจดุสุดทายของตวัอสุจ ิ
  (Straight Line Velocity) 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญและที่มาของปญหาในการทํางานวิจัย 
 ในอดีตเกษตรกรไทยมีการเล้ียงไกพ้ืนเมืองไวเพ่ือบริโภคในครัวเรือน และมีการขายไก
พ้ืนเมืองเม่ือเกษตรกรตองการใชเงินเพ่ือใชจายในครอบครวั (อภิชัย รัตนวราหะ, 2541) ซ่ึงเนื้อไก
พ้ืนเมืองถือไดวาเปนแหลงโปรตีนท่ีมีรสชาติด ี มีเนื้อแนนและมีไขมันนอย จึงทําใหไกพ้ืนเมืองมี
ราคาสูงกวาไกกระทงประมาณ 20-30% (วัลลภ คงเพ่ิมพูน, 2544) นอกจากนีย้ังมีการจัดตั้งชมรม 
สมาคม เพ่ืออนุรักษและพัฒนาสายพันธุไกพ้ืนเมืองใหเปนสายพันธุไกชนอีกดวย แตในชวงท่ีผาน
มาไดเกิดการระบาดของโรคไขหวดันก เกดิจากเช้ือไวรัสสายพันธุ H5N1 ซ่ึงเปนสายพันธุท่ีกอโรค
รุนแรง จึงกอใหเกิดความเสียหายตออุตสาหกรรมการเล้ียงสัตวปกและเกษตรกรผูเล้ียงสัตวปก 
ประเทศไทยไดพบการระบาดของเช้ือไวรัสไขหวัดนกสายพันธุ H5N1 ครั้งแรกเม่ือวันท่ี 23 
มกราคม พ.ศ. 2547 จึงทําใหรัฐบาลตองออกมาตรการควบคุมการระบาดของโรคไขหวัดนกโดย
การทําลายสัตวปกท่ีเปนพาหะซ่ึงรวมถึงไกพ้ืนเมืองดวยประมาณ 60,811,081 ตัว (สํานักควบคุม 
ปองกัน และบําบัดโรค กรมปศุสัตว, 2549) ซ่ึงการทําลายไกเปนจํานวนมากนี้สงผลใหไกท่ีมี
พันธุกรรมท่ีดีลดจํานวนลง นอกจากนี้ยังเกิดการระบาดของโรคนวิคลาสเซิล ซ่ึงสามารถติดตอได
โดยสัตวหายใจเอาละอองอากาศท่ีมีเช้ือไวรัสเขาไป และสามารถติดตอผานสัตวพาหะ เชน นก
ธรรมชาติ นกปา และแมลง นอกจากนี้ยังสามารถติดตอจากการสัมผัสกับส่ิงคัดหล่ังโดยเฉพาะ
อุจจาระ อาหารและน้ํา รวมถึงการติดตอผานไข โดยลูกไกจะตายภายใน 4-5 วันของการฟก ซ่ึง
กอใหเกดิความเสียหายท้ังระบบการเล้ียงสัตวปกแบบพ้ืนบานและการเล้ียงสัตวปกแบบอุตสาหกรรม 
(วนิดา สรอยประจกัษ และ สรอยนภา กรองสะอาด, 2556) ปญหาท่ีสําคญัอีกประการหนึ่งคือ ขอจํากัด
ของน้ําเช้ือไกท่ีมีลักษณะหนืดและมีปริมาตรนอย ซ่ึงปริมาตรน้ําเช้ือไกท่ีไดจากการหล่ังแตละ
ครั้งเฉล่ีย 0.11 มิลลิลิตร/ตัว (วิโรจน จนัทรตัน, 2540) แตมีปริมาณความเขมขนสูงถึง 600-1,200 ลาน
ตัว/มิลลิลิตร (Donoghue and Wishart, 2000) จึงทําใหไมสะดวกในการนําไปผสมเทียม และ
จําเปนตองมีการเจือจางน้ําเช้ือกอนนําไปผสมเทียมหรือกอนนําน้ําเช้ือมาทําการเก็บรักษา โดยพบวา
สามารถเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองไดในอัตราสวนท่ีสูงถึง 1 : 8 (อสุจ ิ: สาร extender) (พรจติ สอนสีดา, 
เทวินทร วงษพระลับ และยุพิน ผาสุข, 2552) ดังนั้นการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองนาจะเปน
เครื่องมือท่ีจะชวยแกปญหาดังกลาว โดยจะสามารถเกบ็รักษาพันธุกรรมท่ีดขีองไกพ้ืนเมืองและเปน
วิธีท่ีชวยกระจายพันธุกรรมไกพ้ืนเมืองไดรวดเรว็ ซ่ึงการเก็บรักษาน้ําเช้ือมีวิธีการเก็บรกัษา 2 วิธี คือ 
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1) การเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น จะใชสาร extender ในการเจือจางน้ําเช้ือจึงเปนการเพ่ิมปริมาตร
น้ําเช้ือ และสาร extender ยังเปนแหลงพลังงานใหกับตัวอสุจิเพ่ือใชในกระบวนการเมทาบอลิซึม อีก
ท้ังสาร extender ยังชวยยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตใหกับตัวอสุจิ โดยการเลือกชนิด
ของสาร extender นั้น ควรมีคา pH  และคาออสโมลาลิตีใ้กลเคียงกับ seminal fluid ของน้ําเช้ือสัตวท่ี
ทําการศึกษา โดยท่ัวไปคา pH  และคาออสโมลาลิตีท่ี้เหมาะสมสําหรบัสัตวปกจะอยูในชวงระหวาง 
6.0-8.0 และ 250-460 mOsm kg-1 ตามลําดับ (Siudzinska and Lukaszewicz, 2008)  หากอสุจิอยูใน
สภาวะท่ีมีคา pH ต่ํา จะทําใหอสุจิมีการใชออกซิเจนเพ่ิมขึ้น มีการผลิตกรดแลกตกิ สงผลใหอสุจิมีการ
เคล่ือนท่ีลดลง และหากอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH สูง จะสงผลใหอสุจิมีอัตราเมทาบอลิซึมสูงขึน้ 
สําหรับสภาวะท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ต่ําจะทําใหเซลลอสุจิบวม และสภาวะท่ีมีคาออสโมลาลิตีสู้ง
จะทําใหเซลลอสุจิมีการสูญเสียน้ําและเกิดภาวะเซลลเห่ียว ซ่ึงการเก็บรกัษาน้ําเช้ือแบบแชเย็นนี้จะ
สามารถแกปญหาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองท่ีมีลักษณะหนดืและมีปริมาตรนอยใหสามารถนาํไปผสมกับ
แมไกไดงายขึ้นและผสมใหกับแมไกไดในจาํนวนท่ีเพ่ิมขึ้น และแกปญหาการเคล่ือนยายพอพันธุ
ท่ีมีคุณภาพดีไปผสมกับแมไกพันธุดี ซ่ึงจะชวยลดการระบาดของโรคติดตอในสัตวปกได 2) การเก็บ
รักษาน้ําเช้ือแบบแชแข็งจะอาศัยการทํางานของสาร extender รวมกับสาร cryoprotectant โดยสาร 
cryoprotectant มีหนาท่ีปองกันอันตรายเซลลอสุจิระหวางกระบวนการแชแข็ง ซ่ึงจะสามารถเก็บ
รักษาพันธุกรรมท่ีดีของไกพ้ืนเมืองไวในรูปแบบ sperm bank ถึงแมพอพันธุจะไมมีชีวิตอยู โดยมี
การรายงานวาสามารถเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกท่ีผานกระบวนการแชแข็งไดนานถึง 9 ป โดยไมลดอัตรา
การผสมตดิ (Lake, 1986) ซ่ึงในชวงท่ีผานมาพบวาการศึกษาทางดานการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง
ยังมีการศึกษาคอนขางนอย และผลการศึกษายังมีความแปรปรวนซ่ึงเนื่องมาจากปญหาในการ
เลือกใชสารเคมีท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการเก็บรักษาน้าํเช้ือท้ังแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง ไดแก 
สาร extender สาร cryoprotectant และอัตราการลดอุณหภูมิ ดังนั้นงานวิจยันี้จึงมีแนวคดิท่ีจะศึกษา
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง โดยใชไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหาง
ขาวเปนตนแบบในการศึกษา เพ่ือท่ีจะหาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษาท่ี
เหมาะสมสําหรับการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น หาชนดิของสาร 
extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง เพ่ือเปนประโยชนในการใชน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองให
เกิดประสิทธิภาพสูงสุด 
 
1.2 วัตถุประสงคในการวิจัย 
 1.2.1 เพ่ือศึกษาชนดิของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษาท่ีเหมาะสมสําหรับการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น
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1.2.2 เพ่ือศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant 
ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 
1.3 สมมุติฐานงานวิจัย 

1.3.1 ชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษา มีผลตอคุณภาพน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง
สายพันธุเหลืองหางขาวท่ีเก็บรักษาแบบแชเย็น 
 1.3.2 ชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant มีผลตอ
คุณภาพน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
 
1.4 ขอบเขตของงานวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้มุงเนนเพ่ือศึกษาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี
เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ศึกษาชนิดของ
สาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยประเมินคุณภาพน้ําเช้ือจากอัตราการ
เคล่ือนท่ี ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) อัตราการมีชีวิต และอัตราการ
ผสมติด  
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 

ทําใหทราบชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ทราบชนิดของสาร extender ชนิดและ
ระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant  ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสาย
พันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง ซ่ึงการศึกษาดังกลาวนี้จะเปนประโยชนใหกับองคกรภาครัฐท่ี
เกี่ยวของกับการอนุรักษพันธุกรรมและความหลากหลายทางชีวภาพ เพ่ือเปนการสงเสริมและพัฒนา
สายพันธุไกพ้ืนเมืองไทยใหยั่งยื่น 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 2 
ปริทัศนวรรณกรรมและงานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 

 

2.1 ระบบสืบพันธุในไกเพศผู 
 ระบบสืบพันธุของไกเพศผูจะอยูภายในรางกาย ซ่ึงแตกตางจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมท่ีมีลูก
อัณฑะอยูภายนอกรางกาย โดยระบบสืบพันธุของไกเพศผูมีสวนประกอบดังนี ้

1) ลูกอัณฑะ (Testes) มี 1 คู ลักษณะคลายเมล็ดถ่ัว ถูกหุมอยูใน visceroperitoneal sac ซ่ึง
จะยึดตดิอยูกับกระเพาะแท ตับ และลําไสเล็ก โดยลูกอัณฑะท้ังสองขางจะอยูติดกับผนังดานบน
ของชองทองในแนวกลางลําตัว ซ่ึงสวนทายของลูกอัณฑะจะเกินขอบเขตไปถึงกลีบหนาของไตท้ัง
สองขาง (ภาพท่ี 1) เนื้อเยื่อของลูกอัณฑะจะประกอบไปดวยทอ seminiferous สําหรับสรางเซลล
สืบพันธุเพศผู (Spermatozoa) ระหวางทอ seminiferous จะพบ leydig cell ท่ีทําหนาท่ีสรางฮอรโมน
เพศผู (Testosterone) โดยทอ seminiferous ของไกเพศผูท่ียังไมสมบูรณพันธุจะมีขนาดเล็ก และ
ถูกหุมดวยเซลลบุผิวช้ันเดียวเปนชนิด simple cuboidal epithelium ซ่ึงมี sertori cell และ 
spermatogonia cell อยูภายในทอ สําหรับลูกอัณฑะของไกเพศผูท่ีสมบูรณพันธุจะมีทอ seminiferous 
ขนาดใหญ และถูกหุมดวยเยื่อ tunica propria ท่ีมีรูปรางไมแนนอน และท่ีสวนฐานของทอจะ
มีเนื้อเยื่อบุผิวท่ีเปนเซลลสืบพันธุคือ sertori cell ซ่ึงเปนแหลงอาหารของเซลลสืบพันธุภายในทอ
สรางน้ําเช้ือ โดยลูกอัณฑะจะมีหนาท่ีสรางตวัอสุจิ ผลิตฮอรโมนเพศผู ควบคุมหนาท่ีของอวัยวะท่ีทํา
หนาท่ีพิเศษตาง ๆ ของระบบสืบพันธุ ควบคุมการแสดงออกของลักษณะเพศผู และควบคุมการ
แสดงออกทางการเกี้ยวพาราสีของไกเพศผู 

2) ถุงเก็บตัวอสุจิ (Epididymis) ในสัตวปกจะมีขนาดเล็กและมองเห็นไมชัดเจนเหมือนสัตว
เล้ียงลูกดวยนม ท้ังนี้เนื่องจากทอ efferent ductules ไมไดอยูรวมกนัอยางหนาแนนท่ีสวนปลายหัว
ของถุงเก็บตัวอสุจ ิ แตมันจะเรยีงกระจายไปตามความยาวของถุงเก็บตัวอสุจ ิ ทอดังกลาวจะเปดออก
สูทอของถุงเก็บตัวอสุจิ ซ่ึงทอนี้มีลักษณะเปนทอตรง และมีขนาดส้ัน เยื่อบุผิวภายในคาดอยูดวยเยื่อ
บุผิวชนิดไมมีขน ในไกเพศผูท่ีอยูในระยะสมบูรณพันธุจะมีตัวอสุจิอยูเปนจํานวนมากภายในทอ 
efferent ductules  
 3) ทอ Dectus deferens มีลักษณะการเรียงตัวแบบซิกแซกขนานกับทอปสสาวะ (ภาพท่ี 1) 
ปลายทอนีจ้ะไปเปดทางดานลางเยื้องไปทางสวนยูโรเดียมในสวงทวาร โดยสวนปลายตําแหนงท่ี
เปดเขาสวนยโูรเดียมจะขยายโปงพอง รูปรางคลายกระสวย โดยเรียกสวนพองของทอนี้วา erectile 
papilla ซ่ึงจะฝงตัวอยูในกลามเนื้อของสวงทวาร ยกเวนสวนปลายสุดประมาณ 2-3 มิลลิเมตร จะ 
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ยื่นโผลออกมาเปนติ่งส้ัน (papilla) ของ dectus deferens โดยสวนปลายของทอจะกวางท่ีสุดและ
ผนังหนาท่ีสุด ภายในทอ dectus deferens ของไกเพศผูท่ีอยูในชวงสมบูรณพันธุ จะมีตวัอสุจิอยูเปน
จํานวนมาก และตัวอสุจิจะใชเวลาเคล่ือนตัวจากสวน rete testis จนถึงปลายทอ ductus defferns เปน
ระยะเวลา 1-4 วัน 
 
 
 
 

 

 

 
ภาพที่ 1 ระบบสืบพันธุของไกเพศผู 

ที่มา : http://www.poultryhub.org/physiology/body-systems/reproductive-system/ 
 
4) Phallus เปนอวัยวะสืบพันธุของสัตวปกเพศผู มองเห็นไดดวยตาเปลาไมชัดเจน จะ

สังเกตเห็นไดเพียงวามีเนื้อเยื่อแข็งตัวขนาดเล็กยื่นโพลออกมาทางดานลางของสวน proctodeum 
ในระหวางการผสมพันธุอวัยวะสวนนี้จะสัมผัสกับสวนยืน่ของชองคลอดของไกเพศเมีย โดยกลไก
การแข็งตวัของ phallus จะเกิดขึ้นไดเม่ือมีของเหลวคลายน้ําเหลืองมาคั่งท่ีสวนนี้และโครงสราง
อ่ืน ๆ ภายในสวงทวารท่ีเกี่ยวของ 
 
2.2 กระบวนการสรางตัวอสุจิ 
 การสรางตัวอสุจใินลูกอัณฑะจะเกดิขึน้ไดดีท่ีสุดเม่ืออุณหภมิูภายในลูกอัณฑะต่ํากวาอุณหภูมิ
รางกายประมาณ 3 หรือ 4 องศาเซลเซียส ดังนัน้การสรางตวัอสุจิจะเกดิขึน้ในชวงเวลากลางคืน 
ซ่ึงเปนชวงท่ีสัตวปกอยูในระยะพักผอน และอุณหภูมิรางกายลดลงมากกวาเวลากลางวัน โดย
การสรางตัวอสุจิจะเกิดขึ้นภายในทอ seminiferous ซ่ึงมีลักษณะเปนทอเล็ก ภายในประกอบดวย 
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เซลลท่ีเรียกวา spermatogonia ซ่ึงเปนเซลลเริ่มตนของเซลลสืบพันธุ จากนั้นจะมีการแบงตัวและ
เจริญเปนตัวอสุจิ โดยเริ่มจาก spermatogonia ทําการแบงตัวแบบ mitosis เกิดเปน primary 
spermatocyte จากนั้นจะแบงตัวเปน secondary spermatocyte และแบงตัวตอไปเปน spermatid 
ดวยวิธีการแบงตัวแบบ meiosis จากนั้น spermatid ก็จะเจริญตอไปเปนตัวอสุจิ (Spermatozoa) 
นอกจากนี้ภายในทอ seminiferous ยังมี sertoli cell ท่ีทําหนาท่ีชวยเหลือในกระบวนการสราง
เซลลสืบพันธุ และเปนแหลงอาหารใหกับตวัอสุจ ิโดยกระบวนการสรางตวัอสุจใินไกจะใชระยะเวลา
ประมาณ 13 วัน 
 
2.3 โครงสรางและสวนประกอบทางเคมขีองอสุจิ   
 ตัวอสุจขิองไกมีลักษณะคลายไสเดือน มีความยาวประมาณ 100 มิลลิไมครอน ประกอบดวย  2 
สวน คือ 1) สวนหัว มีขนาดยาวประมาณ 12.5 มิลลิไมครอน ภายในประกอบดวยนิวเคลียส 
(nucleus) ซ่ึงจะบรรจุสารพันธุกรรม (deoxyribonucleic acid, DNA) และโปรตีนฮีสโตน หรือโปรตามีน 
และมี cytoplasm อยูปริมาณนอย นอกจากนี้ยังมีอะโครโซม (acrosome) ซ่ึงเปล่ียนแปลงมาจาก 
Golgi apparatus ประกอบดวยผนังสองช้ัน มีลักษณะคลายกระสุนปน เปนสวนท่ีครอบหัวอสุจิ
ประมาณ 2 ใน 3 สวน ภายในบรรจุเอมไซมหลายชนิด เชน proacrosin hyaluronidase esterase และ 
hydrolase ซ่ึงเกี่ยวของกับการปฏิสนธิ 2) สวนหาง ยาวประมาณ 80 มิลลิไมครอน ประกอบดวยบริเวณ
คอ ซ่ึงเปนบริเวณท่ีเช่ือมตอระหวางหัวและหาง แบงออกเปน 3 สวน คือ สวนกลาง (midpiece) 
สวน principal piece และสวนปลายหาง (endpiece) โดยสวนกลางจะตดิอยูกับสวนหัวดวย 
proximal centriole ซ่ึงจะเปนตาํแหนงท่ีอสุจิจะสลัดสวนหางออกในขณะท่ีเขาผสมกับนวิเคลียส
ของไข นอกจากนี้สวน midpiece ยังประกอบไปดวยไมโตรคอนเดรีย (mitochondria) ประมาณ 
30 อัน เรียงตัวเปนเกลียวรอบ ๆ ไมโครทิวบูล (microtubule) เพ่ือสรางพลังงานใหกับตัวอสุจิ 
สําหรับสวน principal piece จะมีเสนแกนกลาง (axial filament) ซ่ึงจะประกอบดวยเสนใยเล็ก 
ๆ เรียงตัวเปนคูวางตามแนวยาวไปจนถึงสวนปลายหาง โดยจะถูกลอมรอบดวยเสนใยอีก 9 คู 
เพ่ือชวยใหอสุจิเคล่ือนท่ีไปขางหนาได โดยโครงสรางตัวอสุจิของไกดังแสดงในภาพท่ี 2 
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ภาพที่ 2 โครงสรางตัวอสุจิของไก 
  ที่มา : Barrie, (2007) 
    
 โดยน้ําเช้ือประกอบดวย ตัวอสุจิ และ epididymal secretion มีลักษณะเปนของเหลว ในสัตว
ปกจะแตกตางกับสัตวเล้ียงลูกดวยนมคือ น้ําหรือของเหลวในน้ําเช้ือของสัตวเล้ียงลูกดวยนมไดมาจาก
ลูกอัณฑะ จากทอน้ําเช้ือสวนท่ีเช่ือมตออยูในลูกอัณฑะ หรือ epididymis และ vas deferens 
รวมกับของเหลวท่ีไดมาจากอวัยวะท่ีทําหนาท่ีพิเศษ เชน ตอม seminal vesicle Cowper’s gland 
prostate grand และ bulbourethal gland แตสําหรับสัตวปกจะไดมาจากเซลลท่ีทําหนาท่ีค้ําจุนหรือให
อาหารแกเซลลสรางตัวอสุจิ และจากเซลลบุผิวภายในทอของถุงเก็บน้ําเช้ือ และทอของ vas defferns 
ไดจากสวนนูนท่ีมีเลือดมาเล้ียงมาก และจาก lymphatic fold ของสวงทวาร นอกจากนีจ้ากการศึกษา
ของ Li, Li, Yang, Zhou and Liu (2012) ไดศึกษาปริมาณสังกะสี แคลเซียม และทองแดงใน 
seminal plasma ของน้ําเช้ือไกเนื้อสายพันธุ cobb จากการศึกษาพบวามีปริมาณของแคลเซียม
สูงกวา (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) ไดศึกษาปริมาณไอออนใน seminal plasma ของ
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองของประเทศไนจีเรีย พบวามีปริมาณของโซเดียม และคลอไรด เปนองคประกอบ
หลัก ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Bogusawaka-Tryk, Szymeczko and Piotrowska (2012) ก็ 
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พบวาในซีรั่มของไกเนื้อสายพันธุ cobb มีปริมาณของโซเดียมและคลอไรดเปนองคประกอบหลัก
เชนกัน โดย Pablo, Dario, Jose and Juan (2011) พบวาโซเดียม และคลอไรด มีบทบาทสําคัญท่ีจะ
ทําใหเกิดปฏิกิริยา acrosome reaction โดยปฏิกิริยานี้จะเกิดขึ้นหลังจากกระบวนการ capacitation 
ซ่ึงจะเกิดขึน้ขณะท่ีตัวอสุจิผานเขาสู corona radiate และเกิดการขาดของเยื้อหุมเซลลของอะโครโซม
ท่ีเช่ือมตออยูกับเยื้อหุมเซลลของตวัอสุจิ ทําใหเอ็นไซมท่ีอยูใน acrosomal cap ออกมายอยผนังไข
ช้ัน zona pellucida เพ่ือเขาปฏิสนธิ นอกจากนีย้ังพบวาแคลเซียมมีบทบาทสําคัญท่ีจะชวยใหอสุจิ
เคล่ือนท่ี โดยจะสงผลให cyclic adenosine monophosphate (cAMP) มีปริมาณเพ่ิมสูงขึ้น 
(Wishart and Ashizawa, 1987) และจากการศึกษาของ Li et al. (2012) พบวาแคลเซียมยังมีผลตอการ
เมทาบอลิซึม ปฏิกิริยา acrosome reaction และการปฏิสนธิของตัวอสุจิ แตในทางตรงกันขามจาก
การศึกษาของ Ilori et al. (2012) พบวาแคลเซียมมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิต
ของตัวอสุจิลดลง และจากการรายงานของ Karaca (2001) ยังพบวาโซเดียม คลอไรด และ
แคลเซียม อาจไมเกี่ยวของกับการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจ ิ แตอาจจะเกี่ยวของกับสภาวะเครียดอัน
เนื่องมาจากความรอน ซ่ึงมีผลทําใหไอออนเหลานี้มีคาสูงขึ้น จึงสงผลทําใหไมเกดิการปฏิสนธิ  
 ดังนัน้จากรวบรวมเอกสารพบวาการสรางสาร extender ควรคํานึงถึงองคประกอบของไอออน
ใน seminal plasma หรือในซีรั่มของน้าํเช้ือสัตวปกท่ีนํามาศึกษา โดยควรมีสวนประกอบของ
สารเคมีใกลเคียงกับสวนประกอบของไอออนใน seminal plasma หรือซีรั่มของสัตวปกท่ีนํามา
ศึกษา แตอยางไรก็ตามยังไมพบวามีการศึกษาหาองคประกอบของไอออนใน seminal plasma หรือ
ในซีรั่มของไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ดังนั้นจึงควรศึกษาหาองคประกอบดังกลาวเพ่ือเปน
ขอมูลพ้ืนฐานสําหรับนําไปสรางสาร extender ใหทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพใกลเคียงกับ 
seminal plasma ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือ 
 
2.4 วิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือ 
 วิธีการเก็บรักษาน้ําเช้ือสามารถเก็บได 2 วิธี คือ 1) การเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น และ 
2) การเก็บรกัษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง สําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกในครั้งนีจ้ะทําการศึกษาท้ังการ
เก็บแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง โดยในการเก็บแบบแชเย็นเปนการเก็บรักษาน้ําเช้ือในตูเย็นที่
อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส โดยใชสาร extender สําหรับเจือจางน้ําเช้ือเพ่ือเพ่ิมปริมาตรน้ําเช้ือ อีก
ท้ังยังมีบทบาทในการยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและลดการใชพลังงานของตัวอสุจิ และอีกวิธีหนึ่ง
คือการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็งซ่ึงจะตองอาศัยสาร extender 
สาร cryoprotectant และอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ท่ีเหมาะสม จากนั้นนําน้ําเช้ือท่ีผาน
กระบวนการแชแข็งเก็บในถังไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
9 

  

 

2.5 ผลของสาร extender ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชเย็น 
 การเก็บรกัษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชเย็นมีปจจัยท่ีสําคัญคือ สาร extender ซ่ึงสาร extender 
จะใชเพ่ือเพ่ิมปริมาตรน้ําเช้ือ รักษาคุณสมบัติและการทํางานของเซลลอสุจิ มีบทบาทในการ
ควบคุม pH แรงดันออสโมติก เปนแหลงพลังงานใหกับตัวอสุจิเพ่ือใชในกระบวนการเมทาบอลิซึม 
และชวยยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตใหกับตัวอสุจิ โดยพบวาโซเดียมกลูตาเมท 
(sodium glutamate) เปนสารท่ีเปนสวนประกอบสําคัญของสาร extender ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือ
สัตวปก ซ่ึงมีคุณสมบัติในการควบคุมแรงดันออสโมติก (Lake, 1960) และมีคุณสมบัตใินการยดื
ระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ (Donoghue and Wishart, 2000) โดยชนิดของสาร extender ท่ี
เลือกใชนั้นควรมีคา pH และคาออสโมลาลิตี้ใกลเคียงกับ seminal fluid ของน้ําเช้ือสัตวท่ี
ทําการศึกษา เนื่องจากคา pH ของสาร extender มีผลตออัตราเมทาบอลิซึมและการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจ ิ
ซ่ึงคา pH ท่ีเหมาะสมในสัตวปกจะอยูในชวงระหวาง 6.0-8.0 (Siudzinska and Lukaszewicz,  2008) 
หากอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH ต่ํา จะทําใหอสุจิมีการใชออกซิเจนสูง มีการผลิตกรดแลกติก และ
สงผลใหการเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลง และยังมีการรายงานวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ี
เพ่ิมขึ้นจะทําใหอสุจิมีการผลิตกรดแลกติกออกมามากขึ้น สงผลใหอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH 
ต่ํา ดังนั้นการเคล่ือนท่ีของอสุจิจึงลดลง และถาอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคา pH สูงจะสงผลใหตัว
อสุจิมีอัตราเมทาบอลิซึมสูงขึ้น ซ่ึงการเติมสารประเภท buffer ไดแก phosphate citrate และสารท่ีจัด
อยูในประเภท zwitterionic  (สารท่ีมีท้ังประจบุวกและประจุลบ) ไดแก N N-bis (2-hydroxyethyl)-
2-aminoethane sulfonic acid (BES) และ N-Tris (hydroxyethyl) methyl-2-aminoethane sulfonic 
acid (TES) จะสามารถชวยปองกันการเปล่ียนแปลงคา pH ได (Donoghue and Wishart, 2000) และ
ปจจัยท่ีสําคัญอีกประการหนึ่งคือคาออสโมลาลิตี้ ซ่ึงคาออสโมลาลิตี้ ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือสัตวปกจะอยูในชวงระหวาง 250-460 mOsm kg-1 (Siudzinska and Lukaszewic, 2008) 
หากอสุจิอยูในสภาวะท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ต่ําจะทําใหเซลลอสุจิบวม แตถาอสุจิอยูในสภาวะท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้สูงจะทําใหเซลลอสุจิมีการสูญเสียน้ําและเกิดภาวะเซลลเห่ียว (Donoghue and 
Wishart, 2000) ซ่ึงท่ีผานมาไดมีการศึกษาผลของสาร extender ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือในสัตว
ปกหลายชนดิ  โดย Morrell, Persson, Tjellstrom, Laessker, Nilsson, Danilova and Holmes 
(2005) ไดศึกษาผลของสาร BPSE Ovodyl และ turkey semen extend (TSE) ในการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกงวงท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 2  5  20 และ 27 ช่ัวโมง โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส พบวาการใช TSE ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุดในทุกชวงเวลาท่ีทําการศึกษา และพบวา
การใช BPSE  และ TSE ใหอัตราการผสมติด (88.6% และ 84.4% ตามลําดับ) และอัตราการฟก
ออก (79.0% และ 78.7% ตามลําดับ) ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) และ 
Iaffaldano, Manchissi and Rosato (2005) ไดศึกษาผลของสาร BPSE Lake’s diluent และ IGGKP 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
10 

  

 

ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกงวงท่ีระยะเวลาการเก็บ 3 24 และ 48 ช่ัวโมง และเก็บรกัษาท่ีอุณหภูมิ 5 
องศาเซลเซียส พบวาท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 3 ช่ัวโมง เม่ือใช BPSE Lake’s diluent และ IGGKP 
ใหอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และความสมบูรณของเยื้อหุมเซลลอสุจิไมแตกตางกัน 
(P>0.05) และเม่ือทําการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้เปน 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาเม่ือใช BPSE 
ใหอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวติ และความสมบูรณของเยื้อหุมเซลลอสุจิสูงกวาการใช  Lake’s 
diluent และ IGGKP (P<0.05) สําหรับการศึกษาของ Penfold, Harnal, Lynch, Bird, Derrickson and 
Wildt (2001) ก็พบวาสามารถใช BPSE ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือเปดสายพันธุ Northern pintail ได
นานถึง 48 ช่ัวโมง ซ่ึงใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการผสมติด
ไมแตกตางจากการเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 0 ช่ัวโมง (P>0.05) Umapathy, Sontokke, Reddy, Ahmed 
and Shivaji (2005) ไดศึกษาผลของสาร Tyrode medium supplemented with albumin lactate and 
pyruvate (TALP) BPSE และ Lake’s diluent ในการเก็บรักษาน้ําเช้ืออีแรง  (Gyps bengalensis) ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรกัษา 0 1 2 3 4 5 และ 6 ช่ัวโมง และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส พบวา
เม่ือใช TALP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุดและยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิไดยาวนาน
ท่ีสุด ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Sontakke, Umapathy, Sivaram, Kholkut and Shivaji (2004) ก็
พบวา TALP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด และทําใหระยะเวลาการเคล่ือนของตวัอสุจิยาวนานท่ีสุด
ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกพิราบ (Columba livia) ดวยเชนกัน จากการศึกษาของ Lake (1960) ได
ศึกษาผลของสาร extender ชนิด A (ไมมี sodium chloride)  และ B (ไมมีน้ําตาล fructose) ในการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกสายพันธุบราวนเล็กฮอน (Brown Leghorn) ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 24 และ 48 
ช่ัวโมง พบวาสาร extender  ชนิด A และ B ใหอัตราการผสมติดไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P>0.05) นอกจากนี้ Pistenma, Shapir and Mel (1971) ไดศึกษาผลของสาร Egg-yolk medium 
และ Modified Kreb’s solution ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกสายพันธุไวทเล็กฮอน (White Leghorn) 
พบวาการใช Modified Kreb’s solution ใหอัตราการผสมตดิสูงท่ีสุด นอกจากนี้เทวนิทร วงษพระลับ 
ยุพิน ผาสุข บัญญัต ิ เหลาไพบูลย จุฬานีย นวมสุข และพรจิต สอนสีดา (2550) ไดศึกษาผลของสาร 
Lake’s diluent Tselutin Schramm BPSE และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก 3 สายพันธุ 
(เหลืองหางขาว คละสี และโรดไอสแลนดเรด) ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1 3 และ 6 ช่ัวโมง โดยเก็บ
รักษาท่ีอุณหภูมิ 41 องศาเซลเซียส พบวาเม่ือเก็บรักษาท่ีระยะเวลา 6 ช่ัวโมง การใช BPSE และ 
IGGKP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิตไมแตกตางจากกลุมควบคุมในการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวและคละสี (P>0.05) สําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก
โรดไอแลนดเรด พบวาเม่ือใช IGGKP ใหอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุด 
เทวินทร วงษพระลับ และคณะ (2550) ยังไดทําการทดสอบอัตราการผสมติดของการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวและคละสีรวมกัน ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ช่ัวโมง 
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พบวาการใช Lake’s diluent Tselutin Schramm BPSE และ IGGKP ใหอัตราการผสมติดไม
แตกตางกันอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P>0.05) และ Siudzinska and Lukaszewicz (2008) ไดศึกษา
ผลของสาร Lake’s diluent EK และ Tselutin ตอลักษณะทางกายวิภาค (morphology) ของตัว
อสุจิในการเก็บรกัษาน้าํเช้ือไก 4 สายพันธุ ไดแก White Crested Black Polish Italian Partridge 
Green Legged Partridge และ Black Minorca ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 3 6 และ 24 ช่ัวโมง 
โดยเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาสาร Lake’s diluted EK และ Tselutin ทําให
เกิดความผิดปกติบริเวณหัว midpiece ความผิดปกติอ่ืน ๆ และอัตราการมีชีวิตไมแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) ยกเวนความผิดปกติบริเวณคอ โดยพบวา EK ทําใหเกิด
ความผิดปกติบริเวณคอนอยท่ีสุดในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกท้ัง 4 พันธุ  
 จากผลการศึกษาท่ีผานมาเกี่ยวกับสาร extender ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปก พบวา
การเลือกใชสาร extender ควรคํานึงถึงชนิดของสัตวปก สําหรับการท่ีจะคิดคนสาร extender  
ขึ้นใหมนั้นควรท่ีคาํนึงถึงสวนประกอบไอออนใน seminal plasma คา pH และคาออสโมลา
ลิตี้ของน้าํเช้ือ ซ่ึงสาร extender ท่ีเตรียมขึ้นควรมีสวนประกอบใกลเคียงกับสวนประกอบใน 
seminal plasma และควรมีคา pH คาออสโมลาลิตี้ใกลเคียงกับน้าํเช้ือสัตวท่ีทําการศึกษา และท่ี
ผานมาการศึกษาในไกพ้ืนเมืองพันธุเหลืองหางขาวยังมีการศึกษาท่ีคอนขางนอย จึงยังไมสามารถ
สรุปไดวาสาร extender ชนิดใดเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองพันธุเหลือง
หางขาว ดังนั้นควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชสาร extender ตอการเก็บ
รักษาไกพ้ืนเมืองพันธุเหลืองหางขาว และจากผลการศึกษาพบวาอสุจิเม่ืออยูในสภาวะแวดลอมท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้เปล่ียนแปลงไปจะทําใหลักษณะทางกายวิภาคของตัวอสุจิเกิดการเปล่ียนแปลง
แตกตางกัน ดังนั้นการศึกษาในครั้งนี้มีแนวคิดท่ีจะตรวจสอบคุณสมบัติของสาร extender และ
ระยะเวลาการเก็บรักษาตอลักษณะของตัวอสุจิท่ีเปล่ียนแปลงไป โดยการตรวจสอบดวยกลอง 
SEM 
 
2.6 ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ตอการ 
 เก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปกแบบแชแข็ง  
 ประเทศไทยนัน้ยังมีการรายงานการศึกษาเกีย่วกับการผลิตน้ําเช้ือแชแข็งของไกพ้ืนเมืองไทย
นอย และผลการศึกษาคอนขางแปรปรวน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากปญหาเกีย่วกับการเลือกใชสารเคมี
ตาง ๆ ท่ีเกี่ยวของกับกระบวนการแชแข็ง เชน สาร extender สาร cryoprotectant และนอกจากนี้ยังมี
สาเหตมุาจากการเลือกใชเทคนคิการลดอุณหภูมิท่ีมีผลทําใหเซลลอสุจเิกิดการถูกทําลายไดเชนกนั 
โดยสาร cryoprotectant เปนสารท่ีสําคัญในการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง มีหนาท่ีชวยปองกนั
อันตรายแกเซลลอสุจิในระหวางกระบวนการแชแข็งและการละลาย สาร cryoprotectant แตละชนิด
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จะตองมีระดับความเขมขน และระยะเวลา (equilibration time) ท่ีเหมาะสม เพ่ือท่ีจะออกฤทธ์ิและ
ปองกันการถูกทําลายของเซลล ซ่ึงสาร cryoprotectant จําแนกออกเปน 2 ประเภท คือ  

1. สารท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล (Penetrative) ไดแก glycerol DMSO DMA Ethylene glycol 
(EG) และแอลกอฮอล เชน methanol ethanol และ propanediol เปนตน สารเคมีเหลานีมี้มวล
โมเลกุลนอยจึงสามารถซึมผานเขาสูเซลล เพ่ือทําหนาท่ีปองกันอันตรายระหวางกระบวนการแช
แข็งและการละลาย แตสารเคมีกลุมนี้มีขอเสียอยูประการหนึ่งคือ เปนพิษตอเซลลและเนื้อเยื่อ 
(Hammerstedt and Graham, 1992)  

2. สารท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล (Nonpenetrative) ไดแก Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
Polyethylene glycol (PEG) และน้ําตาล เชน sucrose glucose และ manital เปนตน สารเคมีกลุมนีมี้
มวลโมเลกุลมากจึงไมสามารถซึมผานเซลลได จึงออกฤทธ์ิปองกันอันตรายใหกับเซลลขณะท่ีอยู
นอกเซลลและมีความเปนพิษนอยกวาสาร cryoprotectant ชนิดท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล โดยสาร 
cryoprotectant ดังกลาวจะมีผลตอคณุสมบัติของ ๆ เหลวท้ังภายในและภายนอกเซลล ซ่ึงจะชวยให
เซลลรอดชีวิตภายหลังจากการแชแข็งไดเนื่องจาก 
 - สามารถปองกันการเกดิเกล็ดน้ําแข็งภายในเซลล ซ่ึงการเติมสาร cryoprotectant 
จะทําใหของเหลวภายในเซลลแข็งตวัชากวาหรืออุณหภูมิต่ํากวาของเหลวท่ีไมไดเติมสาร cryoprotectant 
และยังชวยใหน้ําเคล่ือนท่ีออกสูนอกเซลล จึงทําใหมีน้ําเหลืออยูในเซลลนอยลง ดังนั้นการเกดิเกล็ด
น้ําแข็งภายในเซลลจึงนอยลง 
 - ปองกันการลดขนาดของเซลล และอันตรายอันเนื่องมาจากความไมสมดุลของ 
เกลือแรและอิเล็กโทรไลท โดยสาร cryoprotectant จะชวยปรับเปล่ียนใหเกิดความสมดุลของ
โซเดียมระหวางภายในและภายนอกเซลลโดยการขนสงโซเดียมเขาสูภายในเซลล เนื่องจากโซเดียม 
อิออนมีความสามารถจับกับน้ําได ดังนั้นจึงเปนการขนสงน้ําเขาสูเซลลดวย และการแพรของสาร 
cryoprotectant เขาสูเซลลก็เปนการเขาไปแทนท่ีน้ําท่ีแพรออกจากเซลลซ่ึงเปนผลมาจากการเปล่ียน 
แปลงของแรงดันออสโมซิส อันเนื่องมาจากการเกิดเกล็ดน้ําแข็งภายนอกเซลลกอนท่ีของเหลว
ภายในเซลลจะแข็งตวั 

- สามารถชวยคงไวของคุณสมบัติของเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมออแกเนลส ซ่ึง 
ยังไมมีการอธิบายของกลไกการทํางาน แตอยางไรก็ตามการควบคุมปริมาณและขนาดของเกล็ด
น้ําแข็งท่ีเกิดขึ้น นาจะเปนกลไกหนึ่งท่ีคงสภาพของเยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมออแกเนลสตาง ๆ  
  สาร cryoprotectant ท่ีนํามาใชในการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตวปกมีหลายชนดิ เชน glycerol DMSO 
DMA DMF และ EG เปนตน ท่ีผานมาไดมีการศึกษาผลของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับ
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือสัตวปก จากการศึกษาของ Maeda, Hiromi, Takat and Yoshio (1985) ไดศึกษา
การใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 7 10 15 และ 20% รวมกับ glucose ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือ
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ไกสายพันธุไวทเล็กฮอน (White Leghorn) ดวยวิธีการแชแข็งแบบเม็ด โดยมีการทดสอบการ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิดวยวิธีการใหคะแนน 0 (อสุจิทุกตัวไมเคล่ือนท่ี) ถึง 5 (อสุจิทุกตัวเคล่ือนท่ี) 
พบวาเม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% ใหการเคล่ือนท่ี (4.1±0.7) สูงกวาการใช glycerol ท่ี
ระดับความเขมขน 5 15 และ 20% (3.1±0.4 3.0±1.0 และ 2.1±0.6 ตามลําดับ) อยางมีนัยสําคัญทาง
สถิติ (P<0.05) สําหรับการใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 7% ใหอัตราการเคล่ือนท่ี (3.8±0.3) ไม
แตกตางจากการใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% (4.1±0.7) จากการศึกษาของ Nural (2002) 
พบวาเม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 7% รวมกับ Tris-aminomethan ใหอัตราการเคล่ือนท่ีและ
อัตราการมีชีวติสูงท่ีสุดในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก (12.50±4.47% และ 26.56±3.48% ตามลําดับ) 
นอกจากนี้ยังมีการศึกษาการใช glycerol ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือเปดเทศโดย Gerzilov (2010) พบวา
เม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5% รวมกับสาร extender HIA-1 และ AU ดวยวิธีการแชแข็ง
แบบเม็ดมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด (35.33±5.31% และ 31.33±3.63% ตามลําดับ) 
  Tselutin, Seigneurin and Blesbois  (1999) ไดศึกษาการใช glycerol DMA และ DMSO ท่ี
ระดับความเขมขน 4 6 8 และ 11% รวมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกสายพันธุทาง
การคา (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 พบวา glycerol เปนพิษตอตวัอสุจินอยท่ีสุด
ซ่ึงใหอัตราการมีชีวิตอยูในชวง 72-76% สําหรับ DMA ใหอัตราการมีชีวติอยูในชวง  62-68% และ
การใช DMSO มีความเปนพิษตอตัวอสุจิสูงท่ีสุดซ่ึงใหอัตราการมีชีวติอยูในชวง 22-26% และยัง
พบวาเม่ือใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 6% รวมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือ
ไกท่ีใชวิธีการลดอุณหภูมิแบบเม็ดใหอัตราการผสมติด (92.7±4.1%) ไมแตกตางจากการใช
น้ําเช้ือสด (94.7±0.4%) ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Chalah, Seigneurin, Blesbois and Brillard 
(1999)  ก็พบวาเม่ือใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 6% รวมกับ Lake’s diluent  ในการเก็บรกัษา
น้ําเช้ือไกสายพันธุการคา (Shaver Starbro) ดวยวิธีการลดอุณหภูมิแบบเม็ดใหอัตราการผสมติด 
(88.0%) ไมแตกตางจากการใชน้ําเช้ือสด (93.0%) นอกจากนีก้ารใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 6% 
ยังประสบความสําเร็จในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือหานโดยใช EK เปนสาร extender ซ่ึงพบวาการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือหานสายพันธุ Greylag ใหอัตราการผสมตดิเทากับ 37.7% และการเก็บรักษาน้ําเช้ือ
หานสายพันธุ White Koluda ใหอัตราการผสมติดเทากับ 25% ซ่ึงแตกตางจากการศึกษาของ 
Chelmoska, Lukaszewicz, Kowalczyk and Jersz  (2006) พบวาเม่ือใช DMA ท่ีระดับความเขมขน 2  
4 และ 6% รวมกับ Lake’s diluent ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกกระทา (Coturnix japonica) มีผลทําให
อัตราการผสมติดต่ํา (2.3±5.47% 3.9±6.90% และ 2.8±5.6% ตามลําดับ) ขณะท่ีน้ําเช้ือสดใหผลอัตรา
การผสมติดเทากับ 71.5±17.9% Mphaphathi, Luseba and Sutherland (2012) ไดศึกษาการเก็บ
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รักษาน้ําเช้ือไกสายพันธุ Venda โดยใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 8% รวมกับ modified 
Kobidil extender และเปรียบเทียบวิธีการลดอุณหภูมิดวยการใช Freezer control ท่ีอัตราการลด
อุณหภูมิ 1 องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส ถึง -20 องศาเซลเซียส กับการลด
อุณหภูมิดวยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว ท่ีระดับเหนือไนโตรเจนเหลว 4-6 เซนติเมตร นาน 5 นาที 
พบวาการลดอุณหภูมิดวยวิธีอังไอไนโตรเจนเหลว ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ขางหนา (43.0±7.9% และ 21.6±9.7% ตามลําดับ) สูงกวาการลดอุณหภูมิดวยการใช Freezer 
control (2.5±0.9% และ 2.3±1.2% ตามลําดับ) (P<0.05) Han, Niu, Liu and Yang (2005) ไดศึกษาผล
ของ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 10% รวมกับสาร extender 7 ชนิด (Freezing duck semen 
extender1 Freezing duck semen extender2 BPSE UNIIP-6 B-26 Lake’ s diluent และ IGGKP) ใน
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือเปด พบวาเม่ือใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 10% รวมกับ IGGKP มีผลทําให
อัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด (59%) (P<0.05) นอกจากนี้ Han et al., 2005 ยังไดศึกษาผลของสาร 
glycerol DMSO DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 4 6 8 และ 10% รวมกับ IGGKP ตออัตราการ
เคล่ือนท่ี ซ่ึงพบวาเม่ือใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 10% ใหอัตราการเคล่ือนท่ี (73.12%) สูงกวา
และแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ยกเวนการใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 8% (68.12%) และจาก
การศึกษาของ Gee, Morrell, Franson and Pattee (1993) ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกเหยี่ยว (Falco 
sparverius) พบวาเม่ือใช DMSO ท่ีระดับความเขมขน 4 6 8 และ 10% รวมกับ BPSE พบวาการใช 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 6% ใหอัตราการผสมติดสูงท่ีสุด (35.29%) (P<0.05) นอกจากนี้ 
Umapathy et al. (2005) ไดศึกษาการเก็บรกัษาน้ําเช้ือนกอีแรง (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 พบวาเม่ือใช glycerol และ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 4 และ 8% โดยใช TALP 
รวมกับ 20% egg yolk เปนสาร extender ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไมแตกตางกนั (P>0.05) โดยใหผล
อัตราการเคล่ือนท่ีอยูในชวง 12.5-33.5%  Hanzawa, Niinomi, Takahashi, Yamaguchi, Miyata and 
Tajima (2007) ไดศึกษาการใช N-methyl-acetamide (MA) ท่ีระดับความเขมขน 7.5% DMSO ท่ี
ระดับความเขมขน 4.5% DMF ท่ีระดับความเขมขน 4.5% และ DMA ท่ีระดับความเขมขน 9.0% 
โดยใช HS-1 เปนสาร extender ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกสายพันธุ Barred Plymouth Rock ดวย
วิธีการอังไอไนโตรเจนเหลว ท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 4-4.5 เซนติเมตร นาน 30 นาที พบวาการ
ใช MA ท่ีระดับความเขมขน 7.5% ใหอัตราการผสมติดสูงท่ีสุด (60.8%) (P<0.05) นอกจากนีย้ังมีการ
รายงานการศึกษาการเก็บรกัษาน้ําเช้ือในไกพ้ืนเมืองไทย โดย ปยะรัตน จันทรออน วรวิทย สิรพิลวัฒน 
และอนุชัย ภิญโญภูมิมินทร (2554) ไดศึกษาการใชสาร DMSO และ EG ท่ีระดับความเขมขน 6 
8 และ 10% โดยใช TALP เปนสาร extender ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกสามเหลืองดวยวิธีการ 
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อังไอไนโตรเจนเหลว ท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 5 เซนติเมตร นาน 10 นาที พบวาเม่ือใช EG 
ท่ีระดับความเขมขน 10% และ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 8% ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
(50.17±5.71% และ 46.00±5.59% ตามลําดับ) และอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา (20.00±1.96% และ 
19.25±2.29% ตามลําดับ) สูงกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ (P<0.05) สําหรับผลอัตราการมีชีวิตพบวา EG ท่ี
ระดับความเขมขน 10% ใหอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุดเทากับ 64.83±0.38% จากการศึกษาของ       
สุนทร สุนาทัย ธีรชัย ชอไม จตุรงค จริยะนรวิชช และศิรพัินธ โมราถบ (2552) ไดเปรียบการใชสาร 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 6% โดยใช Sharnm เปนสาร 
extender ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองดวยวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโนโตรเจนเหลว 
พบวาเม่ือใช glycerol ท่ีระดับความเขมขน 10% ใหอัตราการเคล่ือนท่ี (60.00±7.50%) สูงกวาการใช 
DMF ท่ีระดับความเขมขน 6% (42.8±4.6%) แตสาร cryoprotectant ท้ังสองชนิดใหผลอัตราการมี
ชีวิตไมแตกตางกนั (P>0.05) เม่ือนําไปทดสอบอัตราการผสมติดพบวา glycerol ท่ีระดับความเขมขน 
10% ไมทําใหเกิดการผสมติด (0%) สําหรับ DMF ท่ีระดับความเขมขน 6% ใหอัตราการผสมตดิ
เทากับ 22.83±12.2% และเทวินทร วงษพระลับ บัญญัติ เหลาไพบูลย พิชญรัตน แสนไชยสุริยา 
สจี กัณหาเรียง และสราวุธ ศรีงาม (2550) ไดศึกษาการใช EG glycerol DMA และ DMSO ท่ีระดับ
ความเขมขน 2 4 6 และ 8% รวมกับ BPSE ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองพบวาสาร 
cryoprotectant ทุกชนิด และทุกระดับความเขมขน มีผลเสียตอการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ ยกเวน EG ท่ี
พบวาใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีไมแตกตางจากกลุมควบคุม และยังไดศึกษาผลอัตราการผสมติดของสาร 
DMSO เปรียบเทียบกับ EG ท่ีระดับความเขมขน 2% รวมกับ BPSE พบวาท้ัง DMSO และ EG ท่ี
ระดับความเขมขน 2% ใหอัตราการผสมตดิไมแตกตางกนั (74.29% และ 59.38% ตามลําดับ) (P>0.05)  
  จากผลการศึกษาเกี่ยวกับสาร cryoprotectant ตอการเก็บรักษาน้าํเช้ือสัตวปก พบวาการ
เลือกใชสาร cryoprotectant ขึ้นอยูกับชนิดของสัตวปก ชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความ
เขมขนของสาร cryoprotectant รวมถึงวิธีในการลดอุณหภูมิ และการศึกษาผลของสาร extender 
และสาร cryoprotectant ในไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวยังมีการศึกษาคอนขางนอย จึงไม
สามารถสรุปไดวาสาร extender สาร cryoprotectant และระดับความเขมขนใดท่ีเหมาะสมสําหรับ
การเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง และจากการรวบรวมเอกสาร
พบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองนิยมใชวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว ดังนั้น
ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการใชสาร extender และสาร cryoprotectant ตอการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 
บทท่ี 3  

วิธีดําเนินงานวิจัย 
 

การศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและ
แบบแชแข็ง มีการดําเนินงานวิจัยท้ังในภาคสนามและในหองปฏิบัติการ ในสวนของ
หองปฏิบัติการนัน้ใชหองปฏิบัตกิารสรีรวิทยาและกายวิภาคสัตว อาคารเครื่องมือ 3 และหองปฎิบัตกิาร
ปรับปรุงพันธุสัตวและสรีรวิทยาสัตว อาคารเครื่องมือ 10 มหาวทิยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร ี สําหรับ
การศึกษาในภาคสนามนั้นใชศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวกบินทรบุรี จงัหวดัปราจนีบุร ี และฟารม
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเปนสถานท่ีในการดาํเนนิงานวิจัย โดยการศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 2 
การทดลอง คือ 

การทดลองท่ี 1 ศึกษาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ีเหมาะสม
สําหรับการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

การทดลองท่ี 2 ศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร 
cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรบัการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
โดยการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท้ังแบบแชเย็นและแบบแชแข็ง มีการ
ประเมินคณุภาพของน้าํเช้ือจากอัตราการเคล่ือนท่ี ลักษณะการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตรา  
การผสมตดิ โดยมีวิธีการศึกษา ดังนี ้
 
3.1 วิธีการศึกษา 

3.1.1 การรีดน้ําเชื้อ                                                                              
ในการศึกษาครั้งนีใ้ชพอพันธุไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว จากศูนยวิจัยและบํารุง

พันธุสัตวกบินทรบุรี จังหวัดปราจีนบุรี และจากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี อายุประมาณ 
7 เดือนขึ้นไป จํานวน 60 ตัวโดยจะรดีสัปดาหละ 2 ครั้ง การรดีน้ําเช้ือจะมีผูรดี 2 คน คือ คนอุมไกจะ
กระชับพอไกไวท่ีเอวยื่นหางไกออกขางหนา หัวไกอยูดานหลังของคนอุม มือหนึ่งจะจับขาไกท้ัง 2 
ขางรวบเขาหากัน โดยใชนิ้วช้ีและนิว้กลางอยูระหวางขาท้ังสอง แลวใชมืออีกขางหนึ่งลูบหลังพอไก
เบา ๆ จากโคนปกผานมาท่ีหลังและโคนหางพอถึงโคนหางใชนิ้วหัวแมมือและนิ้วช้ีบีบกระตุน
อยางรวดเร็วท่ีโคนหาง ไกจะแสดงปฏิกิริยากระดกหางขึน้ พรอมกับดนัอวยัวะเพศรปูรางเปนลอนคู
ปลายแหลมยืน่ออกมาจากรูทวาร ซ่ึงอวัยวะดังกลาวเปนท่ีเกบ็น้ําเช้ือและฉีดน้ําเช้ือ คนรดีอีกคนหนึ่งจะ
ใชภาชนะท่ีสะอาดรองรับน้ําเช้ือท่ีไหลออกมาดังแสดงในภาพท่ี 3 ขอควรระวัง กอนรดีน้าํเช้ือจะตองทํา
ความสะอาดบริเวณทวารดวยน้ํากล่ันหรือน้ําสะอาด และใชกระดาษทิชชูซับ เพ่ือปองกนัการปนเปอน
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ปนเปอนจากน้ํา และอุจจาระ ซ่ึงน้าํเช้ือท่ีนํามาทําการเก็บรกัษาจะตองไมปนเปอนจากส่ิงดงักลาว และ
จะทําการประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจขิองพอไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวเปนรายตวั 
โดยน้ําเช้ือท่ีจะนาํมาศึกษานั้นจะตองมีอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ 75% ขึ้นไป จากนัน้นําน้ําเช้ือท่ีรดี
ไดมาผสมรวมกันกอนนําไปศึกษาตอไป  
 

 
 

ภาพที่ 3 การรดีน้ําเช้ือไก 
  

3.1.2 การศึกษาสวนประกอบไอออนในซีร่ัม (Serum) คา pH และคาออสโมลาลิตี้ของ 
         น้ําเชื้อไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว  

 เนื่องจากน้ําเช้ือไกมีปรมิาตรนอย ในการศึกษาครั้งนีจ้ึงใชซีรั่มของไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลือง
หางขาวเพ่ือศึกษาสวนประกอบไอออน โดยการนําเลือดท่ีไดจากการเจาะเสนเลือดบริเวณปก (Wing 
vain) มาทําการ centrifuged ท่ีความเรว็รอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที โดย
การใชเครื่อง universal high speed centrifuges รุน Z 323 K (Hermle Labortechnik, Wehingen, Germany) 
หลังจากการ centrifuged จะสังเกตเห็นไดวาตวัอยางเลือดมีการแยกออกเปนสองสวน โดยสวนลางจะมี
ลักษณะสีแดงเขม คือ เม็ดเลือด และสวนบนจะมีลักษณะเปนสีเหลืองใส คือ ซีรั่ม จากนัน้นาํไมโครไป
เปตดดูสวนของซีรั่มใสหลอด ependrof  ขนาด 1.5 มิลลิลิตร และนําไปเก็บไวท่ีอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส เพ่ือนําไปศึกษาสวนประกอบของไอออนชนดิตางๆ ไดแก แคลเซียม และแมกนีเซียม โดยใช
เครื่อง Cobas Integra 800 (Roche, Nannhein, Germany) และวิเคราะห โซเดยีม โพแทสเซียม และ
คลอไรด ดวยเครื่อง NOVA 4 CRT (Nova Biomedical, Waltham, USA) สําหรับคา pH และคา
ออสโมลาลิตีข้องน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ทําไดโดยนาํน้ําเช้ือไกมาวดัคา pH ดวย
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เครื่อง Hach pH Meter รุน EC10 (Hach, Loveland, USA) และทําการวัดคาออสโมลาลิตี้ดวยเครื่อง Fiske 
Associates Osmometer รุน 210 (Fiske Associates, Massachusetts, USA) 

3.1.3 การประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ 
1) การประเมินลักษณะทางกายภาพของน้าํเชือ้ ควรสังเกตทันทีภายหลังจากการรดี 

น้ําเช้ือ โดยดูสี ความเขมขน และส่ิงเจือปน เชน อุจาระ ปสสาวะ และของเสียอ่ืน ๆ โดยน้าํเช้ือท่ีจะนํามา
ศึกษาตองปราศจากส่ิงปนเปอน (อุจจาระ ปสสาวะ) 

2) การหาความเขมขนของน้ําเชื้อ (จํานวนอสุจิตอหนึ่งมิลลิลติร) 
การหาความเขมขนของน้าํเช้ือหาไดโดยทําการเจือจางน้าํเช้ือสดดวยน้ํากล่ันใน 

อัตราสวนน้าํเช้ือตอน้ํากล่ันเทากับ 1 : 1,500 เทา ขณะท่ีทําการดดูน้ําเช้ือควรใชกระดาษทิชชูซับน้ําเช้ือ
สวนเกินท่ีติดมากับ pipettes tips จากนัน้ทําการนับจาํนวนอสุจิ โดยใชสไลดสําหรบันับเม็ดโลหิต 
(heamacytometer counting chamber) (ภาพท่ี 4 ก) ภายใตกลอง compound microscope (40X) นับจํานวน
อสุจิจากมุมบน-ลาง ท้ัง 4 มุม และชองตรงกลาง รวม 5 ชอง (ภาพท่ี 4 ข) แลวนํามาคํานวณหา
คาเฉล่ียจํานวนอสุจิท่ีนบัไดตอ 1 มิลลิลิตร ดังนี ้

 
จํานวนอสุจิ/มิลลิลิตร =   (จํานวนอสุจิท่ีนับไดท้ัง 5 บริเวณ/5) × 25 × dilution rate × 104  
 

 
 

 
 
 
 
    

                                           (ก.)                     (ข.)  
  
 ภาพที่ 4 สไลดสําหรับนับเม็ดโลหิต (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 เปนวิธีการศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิท่ีใชในภาคสนามกอนนํา
น้ําเช้ือมาทําการศึกษา ทําไดโดยการหยดน้าํเกลือ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) ลงบนสไลด และหยด
น้ําเช้ือ 1 ไมโครลิตร จากนั้นใชไมจิ้มฟนเขี่ยน้ําเกลือมาแตะกับน้ําเช้ือเพียงเล็กนอย แลวสังเกตการ
เคล่ือนท่ีภายใตกลอง compound microscope (10X) โดยใหเกณฑการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ดัดแปลง 
จาก Guest (1973) ดังรายละเอียดในตารางท่ี 1 
 
ตารางที่ 1 หลักเกณฑการสังเกตอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจ ิ

ดัดแปลงจาก : Guest (1973) 
 

โดยน้ําเช้ือท่ีจะนํามาศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหาง
ขาวแบบแชเย็นและแบบแชแข็งนั้น ตองมีการเคล่ือนท่ีมากกวา 75%  

วิธีท่ี 2 เปนวิธีการศึกษาอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิท่ีใชในหองปฏิบัติการ ซ่ึงจะ
แบงออกเปน 2 วิธี คือ  

1) ใชโปรแกรม Image J สําหรับประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิท่ีทําการเก็บ
รักษาแบบแชเยน็ ทําไดโดยการนาํตวัอยาง (diluted milt) มาเจือจางอีกครั้งดวยสาร extender ท่ีอัตรา
การเจือจาง 1 : 60 (diluted milt : extender) และใช micropipette ดูดตัวอยาง 5 ไมโครลิตร โหลดลงบน 
Dual Slided Sperm Analysis ท่ีปดดวย Cover Glass (Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, 
USA) สังเกตการเคล่ือนท่ีภายใตกลองจุลทรรศนแบบ compound รุน Axioskop 40 ท่ีกําลังขยาย 
10X และทําการอัดวดีีโอนาน 10 วินาที โดยใชกลองถายวีดีโอรุน Sony Model SSC-E458P color 
video camera SuperExwave ซ่ึงตออยูกับกลองจุลทรรศน จากนั้นนําภาพวีดีโอท่ีไดมาวิเคราะห
ดวยโปรแกรม Image J โดยมีการกําหนดคา sperm tracker ดังรายละเอียดในตารางท่ี 2  

 
 
 
 

หลักเกณฑ คะแนน การเคลือ่นที ่(%) 
อสุจิทุกตัวเคล่ือนท่ี 
อสุจิสวนใหญเคล่ือนท่ี (3/4) 
อสุจิบางตัวเคล่ือนท่ี (2/4) 
อสุจิสวนใหญไมเคล่ือนท่ี มีเพียงเล็กนอยท่ีเคล่ือนท่ี (1/4) 
อสุจิไมมีการเคล่ือนท่ี 
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ตารางที่ 2 คา Sperm tracker 
 คา 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 ตอง 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) ใชเครื่อง Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุน version 10 HTM-IVOS 
(Hamilton Thorne Biosciences, Beverly, MA, USA) สําหรบัประเมินอัตราการเคล่ือนท่ีและลักษณะการ
เคล่ือนท่ีของตวัอสุจิท่ีทําการเกบ็รกัษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง ทําไดโดยการนาํน้ําเช้ือแชแข็งมาเจืออีกครั้ง
ดวยสาร extender ท่ีอัตราการเจือจาง 1 : 15 (Frozen semen : Extender) และใช micropipette ดูดตวัอยาง 5 
ไมโครลิตร โหลดลงบน Dual Slided Sperm Analysis ท่ีปดดวย Cover Glass (Hamilton Thorne 
Biosciences, Beverly, MA, USA)  ท่ีวางอยูบน stage ของเครือ่งIVOS จากนัน้เล่ือน stage เขาไปในเครื่อง 
IVOS และทําการวิเคราะห โดยมีการกําหนดคา Analysis setup ดังรายละเอียดในตารางท่ี 3  
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ตารางที่ 3 คา Analysis setup 

 คา 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 
  การศึกษาอัตราการมีชีวิตใชเทคนคิการยอมสีดวย Eosin และ Nigrosin โดยมี
วิธีการเตรียมสียอมและขัน้ตอนการศึกษาอัตราการมีชีวติดงันี ้
  วิธีการเตรียมสียอม 
  ช่ัง  Eosin B 1 กรัม  Nigrosin  5 กรัม และ Sodium citrate dehydrate 1.5 กรัม ใสใน  
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บีกเกอร (Beaker) และเติมน้าํกล่ัน 100 มิลลิลิตร โดยใหความรอนขณะเตรียมสาร เพราะสารจะไม 
ละลาย เม่ือสารละลายเขากันดีแลวนําไปกรอง จนไมมีตะกอนเหลืออยู  แลวนําสียอมท่ีไดเก็บไว
ในขวดสีชาโดยเก็บท่ีอุณหภูมิหอง 
  วิธีการศึกษาอตัราการมีชีวิตมีขัน้ตอนดงันี ้

- หยดสี Eosin-Nigrosin dye ลงบนแผนสไลด 1 หยด (5 ไมโครลิตร) แลวหยด 
น้ําเช้ือตัวอยางขาง ๆ สียอมประมาณ 1 ไมโครลิตร 

- ใชเข็มเขี่ยคนน้ําเช้ือกับสียอมใหเขากนั จากนัน้ใชแผนสไลดอีกแผนหนึง่เกล่ีย 
น้ําเช้ือใหกระจายบาง ๆ โดยเกล่ียเพียงครั้งเดียว 

-     นําแผนสไลดท่ี smear แลว ผ่ึงใหแหงในอุณหภูมิหอง 
-  หยดน้ํายาทาเล็บลงบนแผนสไลด 1 หยด แลวปดดวย cover slide นําไปสองดู

ภายใตกลอง compound microscope กําลังขยาย 100 เทา 
-   นับจํานวนเซลลตัวเปนและตัวตายโดยการสุมนับ 5 บริเวณ ๆ ละ 20 เซลล โดย 

ท่ีเซลลตัวเปนจะมีลักษณะสีขาวไมติดสียอม สวนตัวตายจะติดสียอมเปนสีชมพูแดงหรือสีมวงเขม
ดังแสดงในภาพท่ี 5 
 

 
 

ภาพที่  5 อสุจิมีชีวิตมีลักษณะสีขาว และอสุจิตายจะติดสีชมพูแดงหรือสีมวงเขม เม่ือยอม 
                 ดวยสี Eosin - nigrosin (ภายใตกลอง compound microscope กําลังขยาย 100 เทา) 

 
 

ตัวตาย ตัวเปน 
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5) การศึกษาอตัราการผสมตดิ 
การศึกษาอัตราการผสมติดในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว

แบบแชเย็นและแบบแชแข็งเปนการศึกษาในภาคสนามมีวธีิการศึกษาดังนี ้
  ใชแมไกสายพันธุ Isa Brown (จากฟารมมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนาร)ี อายรุะหวาง 
7 เดือน ถึง 1 ป จํานวน 300 ตัว ซ่ึงจะทําการผสมเทียม 2 ครั้ง (2 วัน/ครั้ง) นาน 1 สัปดาห สําหรับ
การศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น จะใชจาํนวนตวั
อสุจิตอแมไก 1 ตัว  (total number spermatozoa/hen) เทากับ 300 × 106 และจะเริ่มเก็บไขภายหลัง
จากการผสมเทียม 1 วันตอเนื่องเปนระยะเวลา 1 สัปดาห โดยจะทําการเกบ็ไขทุกวันในชวงบายและนํา
ไขเขาฟกทุก  ๆ1 สัปดาห โดยการเรียงไขลงในถาดฟกและนําเขาตูฟกท่ีมีอุณหภูมิ 38 องศาเซลเซียส 
ซ่ึงถาดไขจะวางเอียงทํามุม 45 องศา และมีการกลับไขทุก  ๆ1 ช่ัวโมง จากนั้นตรวจสอบการผสมติด
โดยการสองไขท่ีอายุฟก 10 วัน แลวนําจํานวนไขท่ีผสมติดมาคํานวณหาอัตราการผสมติดดังนี ้
 
  อัตราการผสมติด  =  (จํานวนไขท่ีผสมติด/จํานวนไขท่ีเขาฟก) × 100 
   

6) การศึกษาลกัษณะทางกายภาพของตัวอสุจิโดยใชกลอง SEM 
  การศึกษาลักษณะทางกายภาพของตวัอสุจโิดยศึกษาจากภาพถายดวยกลอง SEM 
รุน JEOL JSM-640, Japan มีวิธีการเตรียมตัวอยางดังนี ้

- ใชไมจิ้มฟน smear ตัวอยางน้ําเช้ือลงบน cover slide ขนาด 0.5 × 0.5 เซนติเมตร 
แลวท้ิงไวใหแหง 

- นําแผนสไลดท่ี smear ตัวอยางแชใน 2.5% glutaraldehyde ใน 0.1M phosphate 
buffer pH 7.2 และท้ิงไวขามคืนในตูเยน็ 

- ลางดวย phosphate buffer 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 
- แชดวย 1% Osmium (OsO4) ใน 0.1M phosphate buffer pH 7.2 นาน 2 ช่ัวโมง 
- ลางดวย phosphate 3 ครั้ง ครั้งละ 15 นาที 
- ขจัดน้าํออกจากตัวอยางดวย ethanol ท่ีระดับความเขมขน 30 50 70 90 95 และ  

100% โดยทําระดับความเขมขนละ 2 ครั้ง ครั้งละ 10 นาที 
- ทําตัวอยางใหแหง ณ จุดวกิฤต ดวยเครื่องทําใหแหง (Critical point dryer) 
- ติดตัวอยางบนฐานรองตัวอยาง (stub) ดวยเทปกาวสองหนาแบบบาง 
- นําไปฉาบทองดวยเครื่องฉาบทอง (ion sputter) 
- นําไปสองดูเพ่ือถายภาพดวยกลอง SEM 
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3.1.4 ขั้นตอนและวิธกีารเกบ็รักษาน้ําเชือ้ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและ
แบบแชแขง็ 

การเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็นและแบบแชแขง็ 
แบงออกเปน 2 การทดลอง ดังนี ้

การทดลองที่ 1 ศึกษาชนดิของสาร extender และระยะเวลาการเกบ็รักษาทีเ่หมาะสมสําหรับการ
เกบ็รักษาน้ําเชือ้ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น มีขั้นตอนการ
ทดลองดังนี ้

1. ทําการเตรียมสาร extender 7 สูตร ไดแก modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ
ตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake's diluent IGGKP และ EK  ตามสวนประกอบดัง
แสดงในตารางท่ี 4 โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม ทําการวัดคา pH และ
คาออสโมลาลิตี้ของสาร extender นําสาร extender ท่ีเตรียมไวใสขวดแกวปดฝาใหสนิทเก็บ
รักษาไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส  

2. นําน้ําเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ขึ้นไป มาเจือจางกับสาร extender ท้ัง 7 สูตร 
โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนตัวควบคุม ในอัตราสวนน้ําเช้ือสดตอสาร extender  
1 : 3  ในหลอด efpendrof ขนาด 1.5  มิลลิลิตร ผสมใหเขากันโดยการกลับหลอดไปมาอยางเบา ๆ 
หลังจากนั้นนํามาเก็บในตูเย็นท่ีอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส จากนั้นทําการทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี 
ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บ
รักษา 1-7 วัน ดังแผนการทดลองแสดงในตารางท่ี 5 

3. นําสาร extender ท่ีใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีมากกวา 60% ไดแก สาร modified extender  
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake’s diluent และกลุม
ควบคุม (0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose) มาทําการทดสอบอัตราการผสมติดท่ีระยะเวลาการเก็บ
รักษา 1-5 วัน ดังแผนการทดลองแสดงในตารางท่ี 6  
 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

ตารางที่ 4 สวนประกอบทางเคมี (g/25ml) ของสาร extender ท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

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 สวนประกอบทางเคมี (g/25ml) ของสาร extender ท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ 
ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE Lake's diluent IGGKP และ EK) 
และใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคมุ โดยมีการวางแผนการทดลอง
แบบ Completely Randomized Design (CRD)   ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) 
ซ่ึงมีการวัดซํ้าอัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน 

กลุม 
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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake's diluent) และใช 0.9% 
NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ 
CRD ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) ซ่ึงมีการวัดซํ้าอัตราการผสมติด ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน 

กลุมการทดลอง 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      

 

โดยขั้นตอนและกระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 
ดังแสดงในภาพท่ี 6 
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ภาพที่ 6 กระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 
 
การวิเคราะหผลทางสถติ ิ
กอนการวิเคราะหขอมูลทางสถิตินําขอมูลอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตรา

การผสมตดิไป Transformed โดยใชวิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะหความแปรปรวน
ระหวางทรทีเมนต (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีมีการวัดซํ้า (Repeated Measurements) 
วิเคราะหความแตกตางคาเฉล่ียดวยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 
95% ทําการวิเคราะหความแตกตางเนื่องจากเวลาดวย orthogonal polynomials และทําการ
วิเคราะหความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต 
และอัตราการผสมติด ดวยวิธี Pearson’s correlation โดยใชโปรแกรม SPSS Version 10  

 
 
 
 

คัดเลือกพอพันธุไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีมีความสมบูรณพันธุ 

เก็บน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว และตรวจคณุภาพน้ําเช้ือ 

ตรวจการเคล่ือนท่ีของอสุจ ิ

อัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวา  75% 

เจือจางน้ําเช้ือดวยสาร extender ในหลอด efpendrof  
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

แชในตูเย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 

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

อัตราการเคล่ือนท่ี
นอยกวา 75% 

คัดท้ิง 
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การทดลองที่ 2 ศึกษาชนดิของสาร extender ชนิดและความเขมขนของสาร cryoprotectant ที่
เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้าํเชือ้ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแขง็ 
 เลือกสาร extender ท่ีใหผลอัตราการผสมติดมากกวา 50% ซ่ึงไดแก สาร modified extender 
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent 
จากการทดลองท่ี 1 มาทําการศึกษาหาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนสาร 
cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรกัษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
ในการศึกษาครั้งนีใ้ชสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO และ glycerol ท่ีระดับ
ความเขมขน 5 10 และ 15% โดยมีขัน้ตอนการทดลองดังนี ้
 ขั้นตอนการทดลอง  

1. เตรียมสาร extender (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 
และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) วัดคา pH และคาออสโมลาลิตี้ จากนั้นนํา
ใสขวดแกวปดฝาใหสนิทเก็บรักษาไวในตูเย็นอุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 

2. เตรียมสาร cryoprotectant  4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO และ glycerol ท่ีระดับความ 
เขมขน 5 10 และ 15% โดยใชสาร extender ท่ีเตรียมไวในขอ 1 เปนตัวทําละลาย และนําสาร 
cryoprotectant ท่ีเตรียมไวใสขวดแกวปดฝาใหสนิทเก็บรกัษาไวในตูเยน็อุณหภูมิ 4-5 องศาเซลเซียส 

3. นําน้ําเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ขึ้นไปมาเจือจางดวยสาร extender ท่ีเตรียมไว
ในขอ 1 ในอัตราสวนน้ําเช้ือสดตอสาร extender เทากับ 1 : 2 (diluted milt) ผสมใหเขากัน หลังจาก
นั้นเติมสาร cryoprotectant แตละชนิด (DMA DMF DMSO และ glycerol) ท่ีระดับความเขมขน 5 
10 และ 15% โดยใชสัดสวน 1 : 3 (cryodiluent : diluted milt) ดังแผนการทดลองแสดงในตาราง
ท่ี 7-10 ซ่ึงมีขั้นตอนและกระบวนการเก็บรักษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบ 
แชแข็ง ดังแสดงในภาพท่ี 7   
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ตารางที ่7 แผนการทดลองการศึกษาสาร extender 5 ชนิด (สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับการ
ใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอการเก็บรักษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

DMA 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้

ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ
การใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% ตอการเก็บรกัษา
น้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลองแบบ 
Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

DMF 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้

ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ
การใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดบัความเขมขน 5 10 และ 15% ตอการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยวางแผนการทดลอง
แบบ Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

DMSO 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

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 ท่ีมีคา

ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) สาร BPSE และสาร Lake’s 
diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 
15% ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดย
วางแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD  

กลุมการ
ทดลอง 

สาร 
extender 

glycerol 
(%) 

อัตราการ 
เคลื่อนที่รวม 

(%) 

อัตราการ
เคลื่อนที ่

ไปขางหนา 
(%) 

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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ภาพที่ 7 กระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองพันธุสายเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 

4. ใช micropipet ดูดน้ําเช้ือปริมาตร 490 ไมโครลิตร ใสหลอดแชแขง็ (French straw ขนาด 
500 ไมโครลิตร) แลวปดหลอดแชแข็งโดยใชผงอุด Polyvinyl alcohol (PVA) ซ่ึงหลังจากการเติม 
 

คัดเลือกพอพันธุไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีมีความสมบูรณพันธุ

เก็บน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว และตรวจคณุภาพน้ําเช้ือ 

ตรวจการเคล่ือนท่ีของอสุจ ิ

อัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวา  75% 

เจือจางน้ําเช้ือดวยสาร extender  

อัตราการเคล่ือนท่ี
นอยกวา 75% 

คัดท้ิง 
ผสมน้ําเช้ือกับสาร cryoprotectant 

equilibration time ไมนอยกวา 15 นาที 

ดูดตัวอยางใสใน straws และปด 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                  
อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดของน้ําเช้ือแชแข็ง 

บรรจไุนโตรเจนเหลวสูง 8 เซนติเมตร ลงในกลองโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

36 
 
สาร cryoprotectant จะเริ่มจับเวลาจนถึงการนําหลอดน้ําเช้ือวางลงในตระแกรงท่ีวางอยูเหนือ
ไนโตรเจนเหลว โดยใชเวลาประมาณ 15 นาที 

5. การเตรียมอุปกรณอังไอไนโตรเจนเหลว ทําไดโดยการบรรจุไนโตรเจนเหลวสูง  8 
เซนติเมตร ลงในกลองโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร จากนั้นนําตระแกรงวางเหนือไนโตเจน
เหลวท่ีระดับ 11 เซนติเมตร นํา straws วางลงบนตะแกรงและจับเวลา โดยใชอัตราการลดอุณหภูมิท่ี
ระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร (12 นาที) และ 3 เซนติเมตร (5 นาที) จากนั้นจุมตระ
แกรงท่ีมีตัวอยางน้ําเช้ือแชแข็งลงในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) เพ่ือเก็บรกัษา และรอการ
ทดสอบหาอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการมีชีวติตอไป 

6. นําทรีทเมนตท่ีใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาดีสุด ไดแก 
BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มาทําการทดสอบอัตราการผสมติด ดังแผนการทดลอง
แสดงในตารางท่ี 11  
 
ตารางที่ 11 แผนการทดลองการศึกษาสาร BPSE รวมกบั DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 

15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% glycerol ตออัตราการผสมตดิของการเกบ็รักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสาย
พันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 

กลุมการทดลอง 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   
  
 การวิเคราะหผลทางสถติ ิ
 กอนการวิเคราะหขอมูลทางสถิตนิาํขอมูลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา  
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อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดไป Transformed โดยใชวิธี Arcsine Transformation จากนั้น 
วิเคราะหคาความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และวิเคราะห
ความแตกตางคาเฉล่ียระหวางทรีทเมนตดวยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับความ
เช่ือม่ัน 95% โดยใชโปรแกรม SPSS Version 10 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 4 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
4.1 สวนประกอบไอออนในซีร่ัม ปริมาตร ความเขมขน คา pH และคาออสโมลาลิต้ี 

ของน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพนัธุเหลอืงหางขาว 
จากการศึกษาพบวาไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวมีปริมาตรน้ําเช้ือเฉล่ีย 0.39±0.17 

มิลลิลิตร/ตัว โดยมีความเขมขนของน้าํเช้ือประมาณ 2.40-3.50x109 ตัว/มิลลิลิตร คาความเปน
กรดดาง (pH) มีคาเทากับ 7.23±0.06 คาออสโมลาลิตี้มีคาเทากับ 306±0.56 mOsm kg-1 และในซีรั่มมี
สวนประกอบของไอออนชนิดตาง ๆ ไดแก โซเดียม (Na+) โพแทสเซียม (K+) แคลเซียม (Ca2+) 
แมกนีเซียม (Mg2+) และคลอไรด (Cl-) ดังแสดงในตารางท่ี 12 
 

ตารางที่ 12 สวนประกอบไอออนในซีรั่ม ปริมาตร ความเขมขน คา pH และคาออสโมลาลิตี้ 
ของน้ําเช้ือไกพ้ืนสายเมืองพันธุเหลืองหางขาว 
Parameter N Minimum Maximum Mean S.D. 

ปริมาตรน้ําเช้ือ (มิลลิลิตร) 15 0.15 0.80 0.39 0.17 
ความเขมขนน้ําเช้ือ  
(x109 ตัว/มิลลิลิตร) 

15 2.40 3.50 3.03 0.37 

สวนประกอบไอออนในซีรั่ม      
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
รักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

จากการทดลองการเก็บรกัษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ดวยสาร 
extender 7 ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 
mOsm kg-1) BPSE Lake’s diluent IGGKP และ EK โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปน
กลุมควบคุม ภายหลังทําการทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน พบวาสาร 
extender ทุกชนดิท่ีนํามาใชในการศึกษามีผลตอการเปล่ียนแปลงอัตราการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจ ิ โดย
การเก็บรกัษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 
mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ี 83.99±0.87% ซ่ึงไมแตกตางกับสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 (85.67±1.21%) (P>0.05) และยังพบวาใหอัตราการเคล่ือนท่ี
สูงกวากลุมควบคุมและสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) สําหรับการใชสาร 
IGGKP และ EK เปนสาร extender มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีต่ํากวาทรีตเมนตอ่ืน ๆ (56.55±1.03% 
และ 54.84±0.74% ตามลําดบั) ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) เม่ือทําการเก็บรกัษาในระยะเวลาท่ียาวนาน
ขึ้นเปนระยะเวลา 2 วัน พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 
350 และ 400 mOsm kg-1) ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงไมแตกตางกัน (74.55±1.09% 76.79±1.27% และ 
76.93±1.04% ตามลําดับ) (P>0.05) และใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวาทรีตเมนตอ่ืน  ๆ ท่ีใชในการศึกษา 
(P<0.05) การเก็บรกัษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะ 3 วัน พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูง (74.35±2.06%) ซ่ึงแตกตางจากสาร 
extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) ยกเวนเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา
ลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไมแตกตางกัน (70.97±1.48%) (P>0.05) การเก็บ
รักษาในระยะเวลาท่ียาวนานขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา
ลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ยังคงใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด (62.07±0.86%) และหลังจากการเก็บ
รักษาท่ีระยะเวลา 5 ถึง 7 วัน พบวาสาร extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษาใหอัตราการเคล่ือนท่ี
ลดลงต่ํากวา 50% ดังแสดงในตารางท่ี 13 

สําหรับผลของอัตราการมีชีวิต พบวาท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1 วัน สาร extender ทุกชนิด
ท่ีใชในการศึกษาใหอัตราการมีชีวิตไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) ยกเวนเม่ือใชสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 และ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการมีชีวิตต่ํากวา
และแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน  ๆ(P<0.05) เม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 
2 และ 3 วัน พบวาสาร extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษามีผลทําใหอัตราการมีชีวิตไมแตกตางจาก
กลุมควบคุม (P>0.05) เม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ียาวนานขึ้นเปนระยะเวลา 4 ถึง 5 วัน 
พบวาสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ใหอัตราการมีชีวิตสูงกวา 
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และแตกตางจากสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา ยกเวนเม่ือใชสาร IGGKP และสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1 (P>0.05) และภายหลังจาก
การเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 6 วัน พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ระดับ 300 
mOsm kg-1 ใหอัตราการมีชีวิตสูงท่ีสุด (61.80±1.20%) (P<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 14 
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ตารางที่ 13 ผลของสาร extender ท่ีมีผลตออัตราการเคล่ือนท่ี (Mean±S.E.) ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปนระยะเวลา 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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกนัในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางที ่14 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเกบ็รกัษา ท่ีมีผลตออัตราการมีชีวติ (Mean±S.E.) ในการเกบ็รกัษาน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว เปน

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 ุ: ตัวอักษรท่ีแตกตางกนัในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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นอกจากนี้จากการศึกษายังพบวา ระยะเวลาการเก็บรักษามีผลตอการเปล่ียนแปลงอัตรา
การเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวติของตวัอสุจิ โดยพบวาการใชสาร extender ทุกชนิดมีแนวโนมของ
อัตราการเคล่ือนท่ีลดลงแบบเสนโคงยกกําลังส่ี เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น (P<0.05) ซ่ึง
สาร extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษาใหอัตราการเคล่ือนท่ีลดลงเม่ือมีการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ี
ระยะเวลา 2 วัน (P<0.05) และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ ท่ีระดับ 300 
mOsm kg-1 สามารถยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิไดยาวนานท่ีสุด 4 วัน โดยใหอัตรา
การเคล่ือนท่ีเทากับ 62.07±0.86% ดังแสดงในภาพท่ี 8  

 

 
 
ภาพที่ 8 ผลของระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-7 วัน ท่ีมีผลตออัตราการเคล่ือนท่ีของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
 สายพันธุเหลืองหางขาว 
หมายเหต ุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันแสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (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 

 
สําหรับผลของอัตราการมีชีวิตพบวา อัตราการมีชีวิตมีแนวโนมลดลงแบบเสนโคงยก

กําลังส่ีเชนเดยีวกนั เม่ือระยะเวลาการเกบ็รกัษาเพ่ิมขึ้น (P<0.05) โดยการใชสาร modified extender ท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 มีการลดลงของอัตราการมีชีวิตชากวาสาร 
extender ชนดิอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 
300 mOsm kg-1 สามารถรกัษาอัตราการมีชีวิตไดยาวนานท่ีสุด 6 วัน โดยใหผลอัตราการมีชีวติเทากับ 
61.80±1.20% ดังแสดงในภาพท่ี 9 
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ภาพที่ 9 ผลของระยะเวลาการเก็บรักษา 1-7 วัน ท่ีมีผลตออัตราการมีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง 
 สายพันธุเหลืองหางขาว 
หมายเหต ุ : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันแสดงความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ (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 ตออัตราการผสมติด ทําการทดลองโดยนําสาร extender ท่ีใหผล

อัตราการเคล่ือนท่ีมากกวา 60% ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 
350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent  โดยมี 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปน
ตัวควบคุม มาทําการทดสอบอัตราการผสมติด ท่ีระยะเวลาการเก็บรกัษา 1-5 วัน พบวาสาร extender 
ทุกชนดิท่ีใชในการศึกษามีผลตอการเปล่ียนแปลงอัตราการผสมติด โดยการเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 1 วัน 
เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการผสมติดเทากบั 
100±0.00% ซ่ึงไมแตกตางจากการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ ท่ีระดบั 350 
mOsm kg-1 และ BPSE ท่ีใหอัตราการผสมติด 93.21±4.53% และ 91.25±5.91% ตามลําดับ (P>0.05) 
สําหรับกลุมควบคุมใหอัตราการผสมติดต่ําท่ีสุด (33.33±7.07%) เม่ือทําการเก็บรักษาน้าํเช้ือใน
ระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้เปนระยะเวลา 2 วัน พบวาเม่ือใชสารกลุม modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้
ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการผสมตดิสูงกวาและแตกตางจากการใชสาร extender 
ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) การเก็บรกัษาน้ําเช้ือในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้เปนระยะเวลา 4 
และ 5 วัน พบวากลุมของสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 
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และ 400 mOsm kg-1) ใหอัตราการผสมติดสูงกวาและแตกตางจากกลุมควบคุมและการใช 
Lake’s diluent (P<0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 15 
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ตารางที่ 15 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรกัษา ท่ีมีผลตออัตราการผสมตดิ (Mean±S.E.) ในการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 

เปนระยะเวลา 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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกนัในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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นอกจากนี้ยังพบวาอัตราการผสมติดมีแนวโนมลดลงแบบเสนตรง เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษา
เพ่ิมขึ้น (P<0.05) โดยการใช Lake’s diluent ไมมีการเปล่ียนแปลงผลของอัตราการผสมติดในชวง
ระยะเวลาการเก็บรักษา 1 ถึง 3 วัน และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 
300 mOsm kg-1 ไมมีการเปล่ียนแปลงผลของอัตราการผสมติดในชวงระยะเวลาการเก็บรักษา 1-2 วัน 
สําหรับสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา ไดแก BPSE และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1 ใหผลอัตราการผสมติดลดลง เม่ือระยะเวลาการเก็บ
รักษาเพ่ิมขึ้นเปน 2 วัน ดังแสดงในภาพท่ี 10 
 

  
ภาพที ่ 10 ผลของระยะเวลาการเก็บรกัษาท่ี 1-5 วัน ท่ีมีผลตออัตราการผสมติดของน้าํเช้ือไก

พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว 
หมายเหต ุ: * ** *** แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
 

นอกจากนี้ยังไดศึกษาผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาตอลักษณะทาง
กายภาพของตัวอสุจิ โดยการศึกษาจากภาพถายดวยกลอง SEM ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา ซ่ึงพบวาตัว
อสุจปิกตขิองไก จะประกอบดวย 3 สวน คือ หัว midpiece และหาง (ภาพท่ี 11) โดยสวนหัวของตัว
อสุจิ จะมีลักษณะเรียวแหลมและมีขนาดเล็ก สวน midpiece จะมีขนาดส้ันซ่ึงตออยูกับสวนหางท่ี
ยาว แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวาชนิดของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาท่ี
เพ่ิมขึ้นมีผลตอการเปล่ียนแปลงโครงสรางของตัวอสุจิ โดยการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน 
เม่ือใชสาร  modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
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สาร BPSE และสาร  Lake’s diluent (ภาพท่ี 12) พบวาไมมีผลตอโครงสรางของตัวอสุจิ โดยโครงสราง
ของตัวอสุจิยังมีความสมบูรณเหมือนกับตัวอสุจิท่ีปกติ แตเม่ือใชสาร IGGKP (ภาพท่ี 13 A) และ EK 
(ภาพท่ี 13 B) เปนสาร extender พบวามีรอยแตกท่ีบริเวณสวนของ midpiece นอกจากนี้ยังพบวา
กลุมควบคุมมีผลทําใหโครงสรางสวนหัวของตัวอสุจขิาดหายไป (ภาพท่ี 13 C)  

 

 
 

ภาพที่ 11 ลักษณะโครงสรางของตวัอสุจิปกตท่ีิกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM 
 

    
 

ภาพที่ 12 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติ ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1 วัน ดวยสาร modified 
 extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1 สาร BPSE  
 (D) และสาร Lake’s diluent (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM 
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ภาพที่ 12 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติ ท่ีเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1 วัน ดวยสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้ระดับ 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1 สาร 
BPSE (D) สาร Lake’s diluent (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM (ตอ) 
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ภาพที่ 13  ลักษณะโครงสรางของตวัอสุจิท่ีมีการถูกทําลายเม่ือเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 1 วนั ดวยสาร 
IGGKP (A) สาร EK (B) และ Control (0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose) (C) ท่ี
กําลังขยาย 3,000 เทา โดยใชกลอง SEM 

 
และเม่ือทําการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาการใชสารกลุม modified 
extender (300 350 และ 400 mOsm kg-1) มีความเปนพิษตอโครงสรางของตัวอสุจินอยกวาการใช
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ โดยการใชสารกลุม modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 
(ภาพท่ี 14 A) 350 (ภาพท่ี 14 B) และ 400 mOsm kg-1 (ภาพท่ี 14 C) ยังคงมีความสามารถในการ
รักษาโครงสรางของตัวอสุจิบางตัวใหมีสภาพท่ีสมบูรณ แตก็พบวามีอสุจิบางตัวท่ีโครงสรางสวน
หัวมีการขาดหายไปเม่ือมีการใชสารกลุม modified extender (ภาพท่ี 15 A-C) สําหรับการใชสาร 
BPSE เปนสาร extender มีผลทําใหโครงสรางสวนหัวของตัวอสุจิเกิดการเปล่ียนรูปราง ซ่ึงมี
ลักษณะท่ีโคงงอ และอสุจิบางตัวมีการขาดหายไปของบริเวณสวนหาง (ภาพท่ี 15 D) และเม่ือ
ใช Lake’s diluent มีผลทําใหสวนของอะโครโซม เยื้อหุมเซลลอสุจิ และสวน midpiece ถูกทําลาย  
(ภาพท่ี 15 E)  
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ภาพที่ 14 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิปกติเม่ือเก็บรกัษาท่ีระยะเวลา 4 วัน ดวยสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) mOsm kg-1 
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ภาพที่ 15 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีมีการถูกทําลายเม่ือเก็บรักษาเปนระยะเวลา 4 วัน 
  ดวยสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 300 (A) 350 (B) และ 400 (C) 

mOsm kg-1 สาร BPSE (D) และ Lake’s diluents (E) ท่ีกําลังขยาย 3,000 เทา โดยใช
กลอง SEM 
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จากการศึกษาหาความสัมพันธ (Correlation) ระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการ
เคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด ของน้ําเช้ือไก
พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวท่ีเก็บรักษาเปนระยะเวลา 1-5 วัน พบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ี
ระยะเวลา 1-3 วัน มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีกับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP  VCL และ 
VSL (ภาพท่ี 16-18 A-C) มีความสัมพันธกัน (P<0.01) แตพบวาอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต 
และอัตราการผสมติดไมมีความสัมพันธกัน (P>0.01 ภาพท่ี 16-18 D-E) เม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือใน
ระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีมีความสัมพันธกันกับทุกพารามิเตอร
ท่ีทําการศึกษา (ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VSL และ VCL) อัตราการมีชีวิต และอัตรา
การผสมติด) (ภาพท่ี 19 A-E) แตอยางไรก็ตามการเก็บรักษาในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 5 
วัน พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีมีความสัมพันธกันกับทุกพารามิเตอร (ลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ 
(VAP VSL และ VCL) อัตราการมีชีวิต) ยกเวนอัตราการผสมติดไมมีความสัมพันธกับอัตราการ
เคล่ือนท่ี (ภาพท่ี 20 A-E) 
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ภาพที ่16 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) VCL 
 (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมตดิ (E) ท่ีระยะเก็บรักษาเปนเวลา 1 
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ภาพที่ 17 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

    VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน 
เวลา 2 วัน 
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ภาพที่ 18 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน
เวลา 3 วัน 
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ภาพที่ 19 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน
เวลา 4 วัน 
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ภาพที่ 20 ความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กบัลักษณะการเคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP (A) 

VCL (B) และ VSL (C)) อัตราการมีชีวิต (D) และอัตราการผสมติด (E) ท่ีระยะเก็บรกัษาเปน
เวลา 5 วัน 
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4.3 ผลของชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ที่ 
 เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมอืงสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 
 จากการศึกษาชนดิของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ี
มีผลตอการเก็บรกัษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยใชสาร extender 5 
ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ ( 300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
สาร BPSE และสาร Lake’s diluent รวมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO 
และ glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% และใชวิธีการลดอุณหภูมิแบบอังไอไนโตรเจนเหลว 
(ท่ีระดับเหนือไอไนโตรเจนเหลว 11 เซนติเมตร นาน 12 นาที และ 3 เซนติเมตร นาน 5 นาที) จาก
ผลของอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการมีชีวิต พบวามีอิทธิพล
รวมกนั (interaction) ระหวางชนิดของสาร extender กับชนิดของสาร cryoprotectant 
 การใชสาร DMA เปนสาร cryoprotectant พบวา เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 10% DMA ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 53.00±2.65% หรือ 
58% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) ยกเวนเม่ือ
ใช BPSE และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
DMA ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวมไมแตกตางกนั (P>0.05) เม่ือพิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 
พบวาเม่ือใช BPSE รวมกับ 15% DMA และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 
mOsm kg-1 รวมกบั 10% และ 15% DMA ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาไมแตกตางจากกลุมควบคุม 
(P>0.05) สําหรับการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 
10% DMA มีผลทําใหอัตราการมีชีวติสูงท่ีสุด (62.33±1.45%, 69% ของน้าํเช้ือสด) (P<0.05) ดังแสดง
ในตารางท่ี 16 

การใชสาร DMF เปนสาร cryoprotectant พบวา เม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 และ BPSE รวมกับ 15% DMF ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม
สูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน  ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) ยกเวนเม่ือใชสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMF ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม
ไมแตกตางกัน (P>0.05) การใช BPSE รวมกับ 15% DMF มีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา
ไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) และเม่ือพิจารณาผลอัตราการมีชีวติ พบวาการใชสาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMF ใหอัตราการมีชีวิต 
40.00±2.00% หรือ 44% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชใน
การศึกษา ยกเวนการใช Lake’s diluents รวมกับ 10% และ 15% DMF ท่ีใหอัตราการมีชีวิต 
37.67±1.45% (42% ของน้ําเช้ือสด) และ 37.33±1.45% (41% ของน้ําเช้ือสด) ตามลําดับ ดังแสดงใน
ตารางท่ี 17 
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 การใช DMSO เปนสาร cryoprotectant พบวา การใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา
ลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 60.00±2.65 หรือ 68% 
ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในในการศึกษา (P<0.05) ยกเวน
การใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 10% DMSO 
และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 300 และ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
DMSO (P>0.05) เม่ือพิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา พบวาเม่ือใชสาร modified extender 
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 รวมกับ 10% DMSO และสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 350 mOsm kg-1 รวมกบั 15% DMSO ใหอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาไม
แตกตางจากกลุมควบคุม (P<0.05) สําหรับการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 
300 และ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO มีผลทําใหอัตราการมีชีวิตสูงกวาทรีทเมนตอ่ืน 
ๆ ท่ีใชในการศึกษา ยกเวนการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 ให
อัตราการมีชีวติไมแตกตางกนั (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 18  
 การใช glycerol เปนสาร cryoprotectant พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวม 83.00±2.08% 
หรือ 94% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงไมแตกตางจากกลุมควบคุม (P>0.05) และการใชสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ยังมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ขางหนาสูงกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) เม่ือพิจารณาผลอัตราการมีชีวิต 
พบวาเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol 
ใหอัตราการมีชีวิต 62.67±1.20% หรือ 72% ของน้ําเช้ือสด ซ่ึงสูงกวาและแตกตางจาก ทรีทเมนตอ่ืน ๆ 
ท่ีใชในการศึกษา ยกเวนการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 
รวมกับ 10% glycerol และการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตีท่ี้ระดับ 400 mOsm kg-1 
และ Lake’s diluents รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการมีชีวิตไมแตกตางกนั (P>0.05) ดังแสดงใน
ตารางท่ี 19 
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ตารางที ่16  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตรา

การ    มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนดิ (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความ
เขมขน 5 10 และ 15% 

สาร  
extender 

DMA 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตรา

การ    มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) 
BPSE และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMA เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความ
เขมขน 5 10 และ 15% (ตอ) 

สาร 
extender 

DMA 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 17  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนดิ (สาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ 
Lake’s diluent) รวมกับการใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 
และ 15% 

สาร  
extender 

DMF 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร modified 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ 
Lake’s diluent) รวมกับการใช DMF เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 5 10 
และ 15% (ตอ) 

สาร 
extender 

DMF 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
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ตารางที ่18  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบัตาง  ๆ(300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% 

สาร  
extender 

DMSO 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช DMSO เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% (ตอ) 

สาร  
extender 

DMSO 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคญัทาง

สถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 19 คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง  ๆ (300 350 และ 400 mOsm/kg) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% 

สาร  
extender 

glycerol 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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 คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการ

มีชีวิตของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ในสาร extender 5 ชนิด (สาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm/kg) BPSE 
และ Lake’s diluent) รวมกับการใช glycerol เปนสาร cryoprotectant ท่ีระดับความเขมขน 
5 10 และ 15% (ตอ) 

สาร 
extender 

glycerol 
(%) 

อัตราการเคลื่อน 
ที่รวม 
(%) 

อัตราการเคลื่อนที ่
ไปขางหนา 

(%) 

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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ   

(P<0.05) 
 
สําหรับผลชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ตอ

อัตราการผสมติด ทําการทดลองโดยนําทรีทเมนตท่ีใหอัตราการเคล่ือนท่ีรวมและอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ขางหนาดีท่ีสุด ไดแก BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดบัความเขมขน 15% สาร modified extender 
ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มาทําการทดสอบอัตราการผสมติด 
พบวาทุกทรีทเมนตท่ีนํามาศึกษาใหอัตราการผสมติดต่ํากวากลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) โดยการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดบั 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
glycerol ใหอัตราการผสมตดิ 9.52±9.52% (4% ของน้าํเช้ือสด) ซ่ึงใหอัตราการผสมติดไมแตกตาง
จากทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 20 
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ตารางที่ 20  คาเฉล่ีย (Mean±SE) อัตราการผสมติดของน้าํเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว

ท่ีเก็บรกัษาแบบแชแขง็ 
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 : ตัวอักษรท่ีแตกตางกันในแตละคอลัมน แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิต ิ   

(P<0.05) 
  

นอกจากนี้ยังไดศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร 
cryoprotectant  ตอลักษณะทางกายภาพของตัวอสุจิ โดยศึกษาจากภาพถายดวยกลอง SEM ท่ี
กําลังขยาย 5,000 เทา โดยนําทรีทเมนตที่ใชในการศึกษาอัตราการผสมติด ซึ่งไดแก BPSE 
รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15%  DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มาทําการศึกษา พบวาน้ําเช้ือสด มีลักษณะโครงสราง
ของตัวอสุจิท่ีเปนปกต ิ(ภาพท่ี 21 A) ซ่ึงประกอบดวยสวนหัว midpiece และหาง เม่ือนําน้ําเช้ือมาทํา
การเก็บรักษาแบบแชแข็ง พบวาการใชสาร modified extender ที่มีคาออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 400 
mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol มีความเปนพิษตอโครงสรางของอสุจินอยกวาทรีทเมนตอ่ืน ๆ ท่ี
ใชในการศึกษา ซ่ึงพบวายังคงสามารถรักษาโครงสรางของตัวอสุจิบางตัวใหมีสภาพท่ีสมบูรณ (ภาพท่ี 
21 B) แตอยางไรก็ตามเม่ือใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% glycerol ก็พบวาตัวอสุจิสวนมากมีการถูกทําลายโครงสรางโดยเฉพาะสวนหัว ซ่ึงทํา
ใหมีลักษณะหัวขาด (ภาพท่ี 22 A) เชนเดียวกับการใชสาร BPSE รวมกับ DMA (ภาพท่ี 22 B)  และ 
DMF (ภาพท่ี 22 C) ท่ีระดับความเขมขน 15% และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (ภาพท่ี 22 D) 
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ภาพที่ 21 โครงสรางของตัวอสุจิปกติของน้ําเช้ือสด (A) และตัวอสุจิท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็งดวยสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (B) 
ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา โดยใชกลอง SEM 

 

    
 

ภาพที่ 22 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีถูกทําลายเม่ือเกบ็รักษาแบบแชแข็งดวยสาร BPSE  รวมกับ 
  DMA (A) และ DMF (B) ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา

ลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (C) และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (D) ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา 
โดยใชกลอง SEM 
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ภาพที่ 22 ลักษณะโครงสรางของตัวอสุจิท่ีถูกทําลายเม่ือเกบ็รักษาแบบแชแข็งดวยสาร BPSE  รวมกับ 
  DMA (A) และ DMF (B) ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลา

ลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO (C) และสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol (D) ท่ีกําลังขยาย 5,000 เทา 
โดยใชกลอง SEM (ตอ) 

 
 

C D 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

บทท่ี 5 
อภิปรายผล 

 
5.1 ผลของสาร extender และระยะเวลาการเก็บรักษาที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา 

น้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 
 จากการศึกษาสวนประกอบไอออนในซีรั่มของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว
พบวา มีโซเดียม (Na+) และ คลอไรด (Cl-) เปนองคประกอบหลัก สําหรับแคลเซียม (Ca2+) โพแทสเซียม 
(K+) และแมกนีเซียม (Mg2+) มีอยูในปริมาณต่ํา ซ่ึงสอดคลองกับการศึกษาของ Ilori et al. (2012) 
โดยศึกษาใน seminal plasma ของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองของประเทศไนจีเรีย และยังสอดคลองกับ 
Bogusawaka-Tryk et al. (2012) ก็พบวาในซีรั่มของไกเนื้อสายพันธุ cobb มีปริมาณของโซเดียมและ
คลอไรดเปนองคประกอบหลักเชนกัน ซ่ึงไอออนดังกลาวโดยเฉพาะโซเดียม คลอไรด และ
แคลเซียม มีบทบาทสําคัญตอการเคล่ือนท่ีและกลไกการทํางานทางชีวเคมีของตัวอสุจิ (Pablo et al., 
2011; Wishart and Ashizawa, 1987 and Li et al., 2012) แตจากการศึกษาพบวากลุมควบคุมซ่ึงมีสาร 
NaCl อยูในสวนประกอบ มีความเปนพิษตอตัวอสุจโิดยสงผลใหโครงสรางสวนหัวขาดหายไป และ
สงผลทําใหอัตราการผสมติดต่ํา โดยจากการศึกษาของ Hammerstedt and Graham (1992) รายงานวา
โซเดียมไอออนมีคุณสมบัติในการจับกับน้ําไดดี จึงสงผลมีประสิทธิภาพในการนําพาน้ําเขาสูเซลล 
ดังนั้นอาจสงผลใหเซลลมีปริมาณน้ํามากเกินไป จึงมีผลทําใหเซลลแตก ดวยเหตุนี้อาจสงผลทําให
โครงสรางสวนหัวของเซลลอสุจิถูกทําลาย   
    จากการศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ดวยสาร 
extender 7  ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาริตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 
mOsm kg-1) BPSE Lake’s diluent IGGKP และ EK โดยใช 0.9% NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปน
กลุมควบคุม ทําการทดสอบอัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บรักษา 1 
สัปดาห จากนั้นทําการเลือกสาร extender ท่ีใหอัตราการเคล่ือนท่ีมากกวา 60% มาทําการศึกษา
อัตราการผสมติด ที่ระยะเวลาการเก็บรักษา 5 วัน ซึ่งไดแก สาร modified extender ที่มีคา
ออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 mOsm kg-1) BPSE และ Lake’s diluent  โดยใช 0.9% 
NaCl รวมกับ 0.2% glucose เปนกลุมควบคุม พบวาเม่ือระยะเวลาในการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น สาร 
extender ทุกชนิดท่ีใชในการศึกษามีผลทําใหแนวโนมของอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิตและ
อัตราการผสมติดลดลง (P<0.05) ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากตัวอสุจิมีการเผาผลาญสารอาหาร เชน glucose 
fructose และ inositol เพ่ือใชเปนพลังงานสําหรับการทํางานของเซลล สงผลใหแหลงของสารอาหาร
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ลดลง จึงมีสารอาหารไมเพียงพอสําหรับการดํารงชีพของตัวอสุจิในระหวางการเก็บรักษา สงผลให
อัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติดลดลง และสาเหตุอีกประการหนึ่งที่ทําให
คุณภาพน้ําเช้ือลดลง เม่ือระยะเวลาการเก็บรักษาเพ่ิมขึ้น อาจเปนผลมาจากในระหวางการเก็บรักษา
ตัวอสุจิจะไมไดสัมผัสกับกาซออกซิเจน เนื่องจากไมมีการรบกวนหลอดเก็บตัวอยางน้ําเช้ือ จึงทําใหตัว
อสุจิมีการเผาพลาญพลังงานแบบไมใชออกซิเจน โดยจากการรายงานของ Donoghue and Wishart 
(2000) พบวาการเผาผลาญพลังงานแบบไมใชออกซิเจนนี้ทําใหเกิดการผลิตกรดแลกติก ซ่ึงมีผลทํา
ใหคา pH ของน้ําเช้ือท่ีเจือจางอยูในสาร extender ลดลง และมีผลทําใหอัตราการเคล่ือนท่ีของตัว
อสุจิลดลงดวย แตอยางไรก็ตามจากการศึกษาพบวา การเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1 วัน เม่ือใช
สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 ใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีสูงกวากลุมควบคุมและสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา (P<0.05) และยังพบวา
อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิต่ําเม่ือใชสาร IGGKP และ EK เปนสาร extender ท้ังนี้อาจมีสาเหตุมาจาก
สาร IGGKP และ EK ไมมีสารเคมีกลุม acetate อยูในสวนประกอบ ซ่ึงจากการรายงานของ Douard, 
Hermier, Magistrini, Labbe and Blesbois (2004) พบวา acetate เปนสารท่ีสําคัญท่ีชวยในการ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ ซ่ึงมีประสิทธิภาพมากกวาทั้ง fructose และ citrate โดย acetate จะถูก
เปล่ียนรูปใหเปนสารอนุพันธของ coenzyme A (CoA) และจะเขาสูวัฏจักรกรดซิตริก หรือ  
tricaboxylic acid cycle เพ่ือใหไดพลังงาน นอกจากนี้ผลการศึกษานี้ยังสอดคลองกับภาพถาย
ดวยกลอง SEM ท่ีพบวาโครงสรางของตัวอสุจิเกิดการถูกทําลายบริเวณ midpiece (ภาพที่ 13 
A และ B) ซึ่งประกอบไปดวยไมโตครอนเดีย จึงสงผลใหเอ็นไซมที่ใชในการเผาผลาญ
พลังงานท่ีอยูใน  mitochondrial  sheath ถูกทําลายดวยเชนกัน ดวยเหตุนี้จึงเปนผลทําใหอัตรา
การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจลิดลง เม่ือพิจารณาผลอัตราการผสมติดพบวาสาร extender ทุกชนิดท่ีใช
ในการศึกษา ซ่ึงไดแกสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับตาง ๆ (300 350 และ 400 
mOsm kg-1) สาร BPSE และ Lake’s diluent ใหอัตราการผสมติดสูงกวากลุมควบคุม (P<0.05) ท้ังนี้อาจ
เปนผลมาจากน้ําตาล fructose ท่ีอาจจะเปนสวนประกอบสําคัญในสาร modified extender  และ 
Lake’s diluents ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติเปนแหลงพลังงานใหกับตัวอสุจิ  เพ่ือใชในการ
ดํารงชีวิตและการเคล่ือนท่ี นอกจากนี้สาร Lake’s diluent ยังมี PVP ในสวนประกอบ ซ่ึง PVP มี
คุณสมบัติเปนสาร cryoprotectant ท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล จึงทําใหเซลลอสุจิไดรับการปกปองเม่ือ
เก็บรักษาในสภาพท่ีเย็น สําหรับสาร BPSE มี glucose เปนแหลงพลังงาน แตตัวอสุจิสามารถเปล่ียน
น้ําตาล glucose ใหเปนน้ําตาล fructose เพ่ือใชประโยชนได และยังมีขอสังเกตวาองคประกอบของ
สาร BPSE มีสารท่ีมีคุณสมบัติเปนบัพเฟอรหลายชนิด นอกจากนี้ Control ก็มีสวนประกอบของ 
glucose เชนกัน แตพบวาใหอัตราการผสมติดต่ํา ท้ังนี้อาจเนื่องจากความเปนพิษของ sodium chloride 
ซ่ึงสอดคลองกับการรายงานของ Takeda (1962) ท่ีรายงานวา sodium chloride มีผลตอการเปล่ียนแปลง
โครงสรางท่ีผิดปกติของตัวอสุจิ ดังนั้นเหตุผลท่ีกลาวมาขางตนอาจเปนสาเหตุท่ีทําใหสารกลุม 
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modified extender สาร BPSE และ Lake’s diluents มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไก
พ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวไดดีกวากลุมควบคุม ผลการศึกษายังสอดคลองกับภาพถายดวยกลอง 
SEM (ภาพท่ี 12 A-D) ท่ีพบวาการใช modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 
400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluents ไมทําใหโครงสรางของตัวอสุจิเกิดการ
เปล่ียนแปลง สําหรับกลุมควบคุมมีการถูกทําลายบริเวณสวนหัวของตัวอสุจิ (หัวขาด ภาพท่ี 13 C) 
ซ่ึงภายในประกอบดวยนิวเคลียสท่ีมีสารพันธุกรรมบรรจุอยู และมีเอมไซมท่ีมีคุณสมบัตใินการเจาะ
ไขเพ่ือเขาปฏิสนธิอยูในอะโครโซม ดวยเหตุนีจ้ึงสงผลใหอสุจิไมสามารถปฏิสนธิได และเม่ือทําการ
เก็บรักษาน้ําเช้ือเปนระยะเวลา 2 วัน และ 3 วัน พบวาสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 ยังคงใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีและอัตราการผสมติดสูงกวาสาร 
extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชในการศึกษา อาจเนื่องมาจากในสาร modified extender มี TES เปน
สวนประกอบ ซ่ึง TES มีคุณสมบัติเปนบัพเฟอรท่ีมีไอออนท้ังประจุบวกและประจุลบอยูในตัวเอง 
จึงมีคุณสมบัติเปนไดท้ังกรดและเบสเพ่ือควบคุมคา pH ของสารละลายไมใหมีการเปล่ียนแปลงมาก 
และการท่ีจะทําให TES ทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพสูงสุดนั้น คา pH ของสาร extender จะตองมี
คาใกลเคียงกับคา pKa ของ TES ซ่ึงมีคาเทากับ 7.4 จึงมีขอสังเกตวาสาร modified extender ท่ีมีคา
ออสโมลาริตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 มีคา pH เทากับ 7.44±0.02 7.45±0.01 และ 
7.42±0.03 ตามลําดับ ซ่ึงใกลเคียงกับคา pKa ของ TES ขณะท่ีสาร BPSE มีคา pH เทากับ 7.53±0.02 
และในสารกลุม modified extender มี TES เปนสวนประกอบมากกวาสาร BPSE ถึง 5 เทา จึงทําให 
TES ที่ประกอบอยูในสาร modified extender ที่มีคาออสโมลาริตี้ที่ระดับ 300 350 และ 400 
mOsm kg-1 ทํางานไดมีประสิทธิภาพมากกวา TES ท่ีประกอบอยูในสาร BPSE สําหรับสูตรสาร 
extender ของ Lake’s diluent IGGKP EK และ control ไมมี TES เปนสวนประกอบ ดังนั้นการใช
สาร extenders เหลานี้นาจะเปนสาเหตุหนึ่งท่ีทําใหคุณภาพของน้ําเชื้อไกที่มีการเก็บแบบแช
เย็นมีประสิทธิภาพลดลง แตอยางไรก็ตามเม่ือพิจารณาผลอัตราการผสมติดท่ีระยะเวลาในการเก็บ
รักษาเพ่ิมขึ้นเปน 4 วัน พบวาการใชสาร modified extender ใหผลอัตราการผสมติดลดลงต่ํากวา 
50% ซ่ึงสอดคลองกับภาพถายดวยกลอง SEM ท่ีพบวาเกิดการถูกทําลายโครงสรางของตัวอสุจิ 
โดยเฉพาะบริเวณสวนหัว ซ่ึงการใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 
และ 400 mOsm kg-1 มีผลทําใหหัวของตัวอสุจิขาด (ภาพท่ี 15 A-C) ดวยเหตุนี้จึงเปนเหตุผลทําใหตัว
อสุจิไมสามารถเขาผสมกับไขของเพศเมียได จึงสงผลใหอัตราการผสมติดลดลง ดังนั้นหาก
พิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด พบวาสาร modified extender ท่ี
มีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 นาจะเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมือง
สายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาริตี้
ท่ีระดับ 300 mOsm kg-1 มีคาออสโมลาริตี้ใกลเคียงกับคาออสโมลาริตี้ของน้ําเช้ือไก ซ่ึงมีคาเทากับ 
306±0.56 ซ่ึงมีคุณสมบัติเปน isoosmotic การศึกษานี้สอดคลองกับการศึกษาของ Iaffaldano et al. 
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(2005) ไดศึกษาการใช BPSE Lake’s diluent และ IGGKP ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกงวง ท่ี
ระยะเวลาการเก็บรักษา 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาการใช BPSE ใหผลอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมี
ชีวิต และความสมบูรณของเซลลเมมเบรนสูงกวาการใช Lake’s diluent และ IGGKP (P<0.05) 
เนื่องจากสาร BPSE มีคาออสโมลาลิตี้ และคา pH ใกลเคียงกับ seminal plasma ของไกงวง และ
สอดคลองกับการศึกษาของ Latif, Ijaz, Aleem and Mahmud (2005) ไดศึกษาคาออสโมลาลิตี้ท่ี
ระดับ 350 375 และ 400 mOsm kg-1 ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกเนื้อสายพันธุ Hubbard ท่ีระยะเวลา
การเก็บรักษา 4 24 และ 48 ช่ัวโมง พบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 24 และ 48 ช่ัวโมง การใช
สาร extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 375 mOsm kg-1 ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกวาการใชสาร 
extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 และ 400 mOsm kg-1 (P>0.05) เนื่องจากสาร extender ท่ีมี
คาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 375 mOsm kg-1 มีคุณสมบัติเปน isosmotic การศึกษาในครั้งนี้จะแตกตางกับ
รายงานของ Siudzinska and Lukaszewicz (2008) ท่ีพบวาสาร extender ท่ีมีคุณสมบัติเปน 
hyperosmotic เหมาะสมกับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกสายพันธุ Green-Legged Partridge สายพันธุ 
Black Minorca สายพันธุ White Crested Black Polish และสายพันธุ Italian Partridge โดยจะสงผล
ใหมีการเปล่ียนแปลงโครงสรางของตัวอสุจิแบบคอโคงงอต่ํากวาสาร extender ท่ีมีคุณสมบัติเปน 
isosmotic และ hypoosmotic  
 นอกจากนี้จากการศึกษาหาความสัมพันธระหวางอัตราการเคล่ือนท่ี กับลักษณะการ
เคล่ือนท่ีแบบตาง ๆ (VAP VCL และ VSL) อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด ท่ีระยะเวลาการ
เก็บรักษา 1-5 วัน จากการศึกษาพบวา การเก็บรกัษาน้ําเช้ือท่ีระยะเวลา 1-3 วัน มีผลทําใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีไมมีความสัมพันธกับอัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด แตเม่ือเก็บรักษาน้ําเช้ือใน
ระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึ้นเปนระยะเวลา 4 วัน พบวาอัตราการเคล่ือนกับอัตราการมีชีวิต และอัตรา
การผสมติด มีความสัมพันธกันไปในทิศทางเดียวกัน ท้ังนี้อาจเนื่องมาจากการเก็บรักษาน้าํเช้ือ
ในระยะเวลาท่ีเพ่ิมขึน้มีผลทําใหโครงสรางของตัวอสุจิโดยเฉพาะสวนหัว ซ่ึงเปนแหลงของสาร
พันธุกรรม และสวน midpiece ซ่ึงเปนแหลงของพลังงานถูกทําลาย โดยการถูกทําลายโครงสราง
ของตัวอสุจินี้จะสงผลกระทบตอท้ังอัตราการเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการผสมติด ซ่ึง
สอดคลองกับการศึกษาของ Nasrin (2008) โดยศึกษาในน้ําเช้ือมนุษยพบวา การถูกทําลายของสาร
พันธุกรรม (DNA) จะมีความสัมพันธกันไปในทิศทางตรงกันขามกับโครงสรางของตัวอสุจิท่ี
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 ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant 
ที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแช
แข็ง 

 จากการศึกษาชนิดของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ี
มีผลตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง โดยใชสาร extender 5 
ชนิด ไดแก สาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 
รวมกับสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแก DMA DMF DMSO และ glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 
10 และ 15% จากผลของอัตราการเคล่ือนท่ีรวม อัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา และอัตราการมีชีวิต 
พบวามีอิทธิพลรวมกันระหวางชนิดของสาร extender กับชนิดของสาร cryoprotectant อาจ
เนื่องมาจากการทํางานรวมกันระหวางสาร extender และสาร cryoprotectant ตางชนิดกันมีผลตอ
การเพ่ิมแรงดันออสโมติกท่ีแตกตางกัน ซ่ึงแรงดันออสโมติกท่ีเพ่ิมขึ้นจะมีผลทําใหเซลลอสุจิถูก
ทําลาย ดังนั้นการเลือกใชสาร cryoprotectant จะตองคํานึงถึงชนิดของสาร extender ดวย เม่ือ
พิจารณาผลอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาพบวาการใชสาร BPSE รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับ
ความเขมขน 15% การใชสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% DMSO และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 
รวมกับ 15% glycerol ใหผลอัตราการเคล่ือนท่ีรวม และอัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนาดีท่ีสุด จึงได
นํา ทรีทเมนตดังกลาวมาทดสอบอัตราการผสมติดพบวาทุกทรีทเมนตใหผลอัตราการผสมติดไม
แตกตางกัน (P>0.05) โดยใหผลอัตราการผสมติดต่ําเพียง 0-10% เทานั้น ท้ังนี้อาจเนื่องมาจาก
โครงสรางอสุจิของไกบริเวณสวนหัวมีลักษณะเรียวแหลม และมีขนาดเล็ก (ภาพท่ี 16 A) จึงมีผลทํา
ใหอัตราสวนพ้ืนท่ีผิวของเซลลตอปริมาตรของเซลลต่ํา ซ่ึงมีผลทําใหการซึมผานของสาร 
cryoprotectant จากภายนอกเขาสูภายในเซลลมีประสิทธิภาพต่ําดวยเชนกัน จึงสงผลใหเซลลอสุจิ
บริเวณดังกลาวถูกทําลาย และจากการรายงานของ Donoghue and Wishart (2000) พบวา
โครงสรางสวนหัวของตัวอสุจิสัตวปกมีปริมาณของ cytoplasm อยูนอย ซ่ึงเปนอีกสาเหตุหนึ่งท่ีทํา
ใหความสามารถในการซึมผานของสาร cryoprotectant ต่ํา จึงทําใหโครงสรางของตัวอสุจิ
โดยเฉพาะสวนหัวถูกทําลาย และจากผลการศึกษานี้สอดคลองกับภาพถายท่ีศึกษาดวยกลอง SEM 
ซ่ึงพบวาทุกทรีทเมนตมีผลทําใหโครงสรางสวนหัวของตัวอสุจิขาดหายไป (ภาพท่ี 17 A-D) จึง
สงผลใหนิวเคลียส (nucleus) ซ่ึงจะบรรจุสารพันธุกรรม (DNA) และเอมไซมท่ีเกี่ยวของกับการ
ปฏิสนธิซ่ึงอยูภายในอะโครโซมท่ีบริเวณสวนหัว ท่ีมีคุณสมบัติในการยอยสลายผนังไขเพ่ือเขา
ปฏิสนธิไมสามารถทํางานได ดังนั้นจึงไมเกิดการปฏิสนธิ และจากผลการศึกษามีขอสังเกตวาอสุจิมี
การเคล่ือนท่ีแตไมสามารถผสมติดได ท้ังนี้อาจเปนผลมาจากอสุจิมีพลังงานไมเพียงพอท่ีจะใชใน
การเคล่ือนท่ีผานทอระบบสืบพันธุของเพศเมียเพ่ือไปผสมกับไข สอดคลองกับการศึกษาของ 
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Partyka et al. (2010) ซ่ึงพบวาน้ําเช้ือไกเนื้อสายพันธุ Flex ท่ีเก็บรักษาแบบระยะยาวดวยสาร 
extender EK รวมกับ 6% DMA มีผลทําใหคา mitochondrial activity มีคาเทากับ 28.3±12.1% ซ่ึงต่ํา
มากเม่ือเทียบกับน้ําเช้ือสด (94.7±1.9%) และยังสอดคลองกับการรายงานของ Guthrie, Welch and  
Long (2008) ท่ีพบวาการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบระยะยาว มีผลทําใหตัวอสุจิสูญเสียพลังงาน  



 

 

 

 

 

 

 

 

บทท่ี 6  
สรุป และขอเสนอแนะ 

 
6.1 สรุป 
 6.1.1 จากการศึกษาพบวา การใชสาร modified extender ที่มีคาออสโมลาลิตี้ที่ระดับ 
300 mOsm kg-1 ซ่ึงเปนสารท่ีมีคณุสมบัติเปน isotonic เหมาะสําหรับนํามาใชในการเก็บรักษาน้ําเช้ือ
ไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

6.1.2 จากการศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง
พบวา ชนิดของสาร extender และสาร cryoprotectant มีอิทธิพลรวมกัน และยังพบวาการใชสาร 
modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% glycerol ใหอัตราการ
เคล่ือนท่ีสูงท่ีสุด แตอยางไรก็ตามเม่ือนําไปทดสอบอัตราการผสมติด พบวาใหผลอัตราการผสมติด
ต่ํา เนื่องจากตัวอสุจิมีการถูกทําลายบริเวณสวนหัวท่ีภายในบรรจุนิวเคลียส ซ่ึงเปนแหลงของสาร
พันธุกรรม  

 
6.2 ขอเสนอแนะ 

6.2.1 จากการศึกษาการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง  
พบวายังใหผลอัตราการผสมติดต่ํา ซ่ึงเปนผลมาจากการถูกทําลายโครงสรางของตัวอสุจิ ดังนั้นจึง
ควรศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับการเติมสารท่ีมีหนาท่ีในการปกปองโครงสรางเซลลอสุจิ เชน สาร 
Antioxidant  เพ่ือเปนการพัฒนาและเพ่ิมประสิทธิภาพของน้ําเช้ือไกพ้ืนเมืองสายพันธุเหลืองหาง
ขาว ท่ีเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
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วัสดุ อุปกรณ และสารเคมี  
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1. วัสดุ และอุปกรณ 
วัสดุและอุปกรณสําหรับใชศึกษาการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชเย็นและแบบแชแข็งประกอบดวย 

1. microtube (efpendorf) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
2. กระดาษทิชชู 
3. กระบอกน้ํากล่ัน 
4. กระตกิน้ําแข็ง 
5. เทอรโมมิเตอร 
6. เครื่องช่ัง 4 ตําแหนง 
7. ชอนตักสาร 
8. กระดาษช่ังสาร 
9. beaker (ขนาด 250 100 และ 50 มิลลิลิตร) 
10. volumetric flasks (ขนาด 25 100 และ 250 มิลลิลิตร) 
11. glass stirring rod  
12. ขวดแกวขนาด 250 มิลลิลิตร 
13. micropipette (ขนาด 100 และ 1,000 ไมโครลิตร) 
14. small and large pipettes tips  
15. หลอดทดลองพลาสติกขนาด 15  มิลลิลิตร  พรอมฝาปด  
16. rack 
17. กระดาษ lable 
18. เทปใส 
19. ปากกา lable 
20. ตูเย็น 
21. pH meter 
22. osmometer 
23. graduated cylinders ขนาด 25 มิลลิลิตร 
24. หลอดแชแข็ง (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. กลองโฟมขนาด 28 × 38 × 29 เซนติเมตร 
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29. ตะแกรงสําหรับวางหลอดน้ําเช้ือ 
30. นาฬิกาจับเวลา เปนตน 

วัสดุและอุปกรณสําหรับใชประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ ประกอบดวย 
1. กลองจุลทรรศนแบบ compound microscope  
2. Computer Assisted Semen Analysis (CASA) รุน version 10 HTM-IVOS  
3. กลองถายวีดีโอ 
4. โปรแกรม Image J 
5. Dual slide และ Cover glass 
6. Slide 
7. ไมจิ้มฟน 
8. แผน DVD 
9. Slide และ Cover slide 
10. ขวดสีชา ขนาด 50 มิลลิลิตร  
11. ตะเกียงแอลกอฮอล 
12. ไมขีด 
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. ตูฟกไข 
24. ตูเกิดลูกไก 
25. อุปกรณสองไข 

วัสดุและอุปกรณสําหรับใชศึกษาดวยกลอง SEM ประกอบดวย 
1. กลอง 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. หลอดแกว พรอมฝาปด 
8. กระดาษกาวสองหนา 
9. ไมจิ้มฟน 

 
2 สารเคม ี

สารเคมีสําหรับเตรียมสาร extender ประกอบดวย  
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 

กลุมสาร cryoprotectant และสารเคมีสําหรับใชศึกษาการเก็บรักษาน้ําเชือ้แบบแชแขง็ ประกอบดวย 
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) 
สารเคมีสําหรับเตรียมตัวอยางเพ่ือศึกษาดวยกลอง SEM ประกอบดวย 

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 

สารเคมีสําหรับใชประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ ประกอบดวย 
1. Eosin B 
2. Nigrosin 
3. Sodium citrate dehydrate 
4. น้ํายาเช็ดเลนส 
5. น้ํายาเคลือบเล็บ 
6. immersion Oil 
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ภาคผนวก ข. 
 

ตารางแสดงผลการวิเคราะหวาเรียนซ 
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1.  การศึกษาชนดิของสาร extender ที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษาไกพื้นเมืองสายพนัธุ
เหลืองหางขาวแบบแชเย็น 

1.1 อัตราการเคลื่อนที ่
ตารางที ่ข. 1 แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน

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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
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    
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

91 
 

ตารางที ่ข. 4  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการเคล่ือนท่ี ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวิต ท่ีเก็บรักษาเปน

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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวิต ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
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 แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวิต ท่ีเก็บรักษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการมีชีวติ ท่ีเก็บรกัษาเปน
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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา

เปนระยะเวลา 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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 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  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ตออัตราการผสมติด ท่ีเก็บรักษา
เปนระยะเวลา 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 ชนิดและระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant 
ตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือไกพื้นเมืองสายพนัธุเหลืองหางขาวแบบแชแข็ง 

ตารางที ่ข. 20  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMA ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMA 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 21  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMA ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMA 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 22  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMA ตออัตราการมีชีวิต 
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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMA 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 23  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMF ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMF 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 24  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMF ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 
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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMF 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 25  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMF ตออัตราการมีชีวิต 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ DMF 
ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 26  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMSO ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 
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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 27  แสดงการวิเคราะหวาเรยีนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร DMSO ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 28  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร DMSO ตออัตราการมีชีวิต 
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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 29  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร glycerol ตออัตราการเคล่ือนท่ีรวม 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 30  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ

สาร glycerol ตออัตราการเคล่ือนท่ีไปขางหนา 
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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 
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ตารางที ่ข. 31  แสดงการวิเคราะหวาเรยีนซ ผลของสาร extender ชนิดและระดับความเขมขนของ
สาร glycerol ตออัตราการมีชีวิต 

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 ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ี

ระดับ 300 350 และ 400 mOsm kg-1 สาร BPSE และสาร Lake’s diluent) รวมกับ 
glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ข. 32  แสดงการวิเคราะหวาเรียนซ ผลของสาร extender ชนิดและความเขมขนของสาร 

cryoprotectant ตออัตราการผสมติด 
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 รวมกับ DMA และ DMF ท่ีระดับความเขมขน 15% สาร 

modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 350 mOsm kg-1 รวมกับ 15% DMSO 
และสาร modified extender ท่ีมีคาออสโมลาลิตี้ท่ีระดับ 400 mOsm kg-1 รวมกับ 15% 
glycerol 
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ประวัติผูเขียน 
  

นางสาวทิพยสุดา บุญมาทัน เกิดวันท่ี 10 ธันวาคม พ.ศ. 2529 ท่ีจังหวัดลพบุรี เริ่มศึกษาช้ัน
ประถมศึกษาท่ีโรงเรียนกําจรวิทย อําเภอเมือง จังหวัดลพบุรี ไดศึกษาตอช้ันมัธยมศึกษาตอนตนและ
ตอนปลายท่ีโรงเรียนวินิตศึกษาในพระราชูปถัมภฯ อําเภอเมือง จังหวัดลพบุรี และสําเร็จการศึกษา
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จังหวัดนครราชสีมา เม่ือป พ.ศ. 
2551 และไดเขาศึกษาตอในระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว มหาวิทยาลัย      
เทคโนโลยยีสุรนารี ในปการศึกษา 2552 


