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3สาขาวิชาคลินิกสัตว์เค้ียวเอ้ือง คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่

บทคัดย่อ การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาผลของจำนวนครั้งที่ใช้ในการยกน้ำเชื้อ
และเวลาที่ใช้ในการยกน้ำเชื้อต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยนำน้ำเชื้อแช่แข็งจำนวน
90 หลอดจากพ่อพันธุ์โคมาแบ่งออกโดยการสุ่มจำนวน 10 หลอดต่อกลุ่มตามจำนวนครั้งของ
การยก (No=3, 6 และ 9 คร้ัง)  และเวลาท่ีใช้ในการยก (T=3, 5 และ 7 วินาที) ในแผนการทดลอง
3 x 3 แฟคทอเรียลในการสุ่มแบบสมบูรณ์ ทำการละลายน้ำเช้ือและประเมินเปอร์เซ็นต์การเคล่ือน
ท่ีของตัวอสุจิ     ใช้การวิเคราะห์ความแปรปรวนโดยโปรแกรม SAS ด้วยคำส่ัง PROC GLM เพ่ือหา
ความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิในแต่ละกลุ่ม ผลการศึกษาพบว่าอิทธิพล
ร่วมระหว่างจำนวนคร้ังท่ียกและเวลาท่ียกมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิอย่างมีนัยสำคัญ
(p < 0.05) เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิมีค่าสูงในกลุ่ม No3T3 (ยก 3 คร้ัง คร้ังละ 3 วินาที)
No6T3 และ No3T5 ซ่ึงมีค่า 50.00±0.00%, 48.83±2.15% และ 49.66±1.26% ตามลำดับ ส่วน
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิมีค่าต่ำในกลุ่ม No9T7, No9T5 และ No6T7 ซ่ึงมีค่า 28.33±
2.39%, 33.80±4.44% และ 33.33±4.01% ตามลำดับ การศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิต่ำลงเมื่อจำนวนครั้ง และระยะเวลาที่ใช้ในการยกมากขึ้น  เชียงใหม่
สัตวแพทยสาร 2549;4(1):11-17.
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บทนำ
การผสมเทียมได้ทำให้มีการพัฒนาและเกิด

ความก้าวหน้าในการเลี้ยงโคนมเป็นอย่างมาก
คุณค่า ของการผสมเทียม คือ การกระจายพันธุ-
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กรรมท่ีดีออกไปได้อย่างกว้างขวาง(1)

ความสำเร็จของการผสมเทียมขึ้นกับปัจจัย
หลายประการ  ปัจจัยที่มีสำคัญปัจจัยหนึ่ง คือ
คุณภาพของน้ำเช้ือแช่แข็ง  ดังน้ันในกระบวนการ
ผลิตน้ำเช้ือแช่แข็งจึงมีข้ันตอน และการควบคุม
คุณภาพท้ังข้ันตอนการเก็บน้ำเช้ือจากพ่อพันธ์ุโค
รวมถึงในห้องปฏิบัติการอย่างเป็นระบบ(2)  ต้ังแต่
กระบวนการตรวจสอบปริมาณความเข้มข้น
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ  การเคล่ือนท่ี
หมู่จนกระทั่งกระบวนการละลายน้ำเชื้อและแช่
แข็ง(3)  หลังจากผ่านขั้นตอนขบวนการแช่แข็ง
การตรวจสอบคุณภาพน้ำเช้ือก่อนนำจ่ายน้ำเช้ือ
ไปตามศนูย์หรือหน่วยผสมเทียม เป็นข้ันตอนท่ี
สำคัญอีกขั้นตอนหนึ่งสำหรับห้องปฏิบัติการใน
ประเทศไทย ภายหลังจากน้ำเช้ือผ่านการแช่แข็ง
เป็นเวลา 24 ชั่วโมง น้ำเชื้อจะถูกนำมาอุ่นเพื่อ
ตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ
หากมีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิน้อยกว่า
40% น้ำเช้ือชุดน้ันจะถูกทำลาย ท้ิง(4) ส่วนน้ำเช้ือ
ท่ีผ่านการตรวจสอบดังกล่าวจะ ถูกนำไปใช้ต่อไป
ในการปฏิบัติงานในภาคสนามโดยทั่วไป

การออกปฏิบัติงานผสมเทียมแต่ละคร้ังเจ้าหน้าท่ี
ผสมเทียมต้องเตรียมอุปกรณ์ต่างๆ สำหรับการใช้
แต่ละคร้ังเท่าน้ัน ได้แก่ การเตรียมหลอดน้ำเช้ือ
แช่แข็งเฉพาะท่ีจะผสมเทียมในฟาร์มน้ัน  แต่จาก
การปฏิบัติงานจริงพบว่ามีการผสมเทียมหลาย
ฟาร์มในเวลา หรือพื้นที่ใกล้เคียงกัน ทำให้เจ้า
หน้าท่ีผสมเทียมต้องเตรียมน้ำเช้ือแช่แข็งสำหรับ
ปฏิบัติงานท้ังวันหรือหลายๆ วันเพ่ือความสะดวก
ในการปฏิบัติงาน ทำให้พบว่าภายในถังสนาม
ส่วนใหญ่จะเก็บหลอดน้ำเช้ือแช่แข็งของพ่อพันธ์ุ

หลายๆ ตัวไว้ด้วยกัน  โดยเฉพาะน้ำเช้ือแช่แข็งท่ี
มาจากพ่อพันธ์ุสายพันธ์ุเดียวกัน หลอดจะสีเหมือน
กันทำให้เจ้าหน้าท่ีผสมเทียมต้องคีบหลอดออก
มาจากถังสนามเพื่อทำการอ่านหมายเลขข้าง
หลอด  รวมถึงการเบิกจ่ายน้ำเช้ือแช่แข็งท่ีต้องมี
การย้ายหลอดน้ำเช้ือจากถังหน่ึงสู่ถังหน่ึง   เป็น
เหตุให้หลอดน้ำเชื้อแช่แข็งสัมผัสกับอุณหภูมิ
ภายนอกบ่อยครั้ง  โดยไม่ได้ทำการละลายที่
อุณหภูมิเหมาะสมจะทำให้เกิดความเสียหาย
ต่อตัวอสุจิและคุณภาพของน้ำเชื้อหลังจากการ
ละลาย(5)  ด้วยเหตุน้ีระยะเวลาท่ีใช้การยกแต่ละ
ครั้งและจำนวนครั้งที่ยกนั้นย่อมมีผลต่อเปอร์-
เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ ภายหลังจากการ
ละลายน้ำเชื้อ (sperm progressive motility)
ซึ่งค่าดัชนีนี้มีความสัมพันธ์กับความสมบูรณ์
พันธ์ุเม่ือนำน้ำเช้ือไปใช้ในภาคสนาม(6-9)

  ดังน้ันการศึกษาผลกระทบจากปัจจัยดังกล่าว
จึงเป็นประโยชน์สำหรับการวางแนวทางการดูแล
รักษาและควบคุมคุณภาพน้ำเช้ือในภาคสนาม
การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาผลของอิทธิพล

ร่วมกันของระยะเวลาที่ใช้เมื่อยกน้ำเชื้อและ
จำนวนคร้ังท่ียกน้ำเช้ือออกจากถังบรรจุไนโตรเจน
เหลวต่อเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ

อุปกรณ์และวิธีการ
การวางแผนการทดลอง
น้ำเชื้อแช่แข็งบรรจุหลอดจากพ่อโคพันธุ์แท้

โฮลสไตน์ ฟรีเชียน ท่ีรีดเก็บน้ำเช้ือเพ่ือทำน้ำเช้ือ
แช่แข็งของศูนย์ผลิตน้ำเช้ือพ่อโคพันธ์ุ  โครงการ
หลวงอินทนนท์ จังหวัดเชียงใหม่ หมายเลข  ITN
019 HF ซ่ึงบรรจุในหลอดบรรจุน้ำเช้ือขนาด  0.25
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ซี.ซี.  มีความเข้มข้นของอสุจิภายในหลอด 30
ล้านตัว จำนวน 90 หลอด ผลิตชุดน้ำเช้ือเดียวกัน
มีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ เท่ากับ 50%
ถูกนำมาใช้ในการศึกษา  โดยใช้แบบแผนการ
ทดลองแฟคทอเรียลในแผนการทดลองแบบสุ่ม
สมบูรณ์ (3x3 Factorial in Completely Ran-
dom Design) ซ่ึงมีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาอิทธิพล
ร่วมของเวลาท่ีใช้ยกหลอดน้ำเช้ือข้ึนเหนือระดับ
ในหลอดทดลองและจำนวนคร้ังการยกต่อเปอร์-
เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ  โดยเวลาท่ีใช้ใน
การยกแบ่งออกเป็น 3 กลุ่ม คือ  3  วินาที (T3), 5
วินาที (T5) และ 7 วินาที (T7) วินาที ส่วนการยก
แบ่งออกเป็นจำนวน 3 คร้ัง (No3), 6 คร้ัง (No6)
และ 9 คร้ัง (No9) ดังน้ันจึงมีกลุ่มทดลองท้ังหมด
9 กลุ่ม ซึ่งได้แก่ T3No3, T3No6, T3No9,
T5No3, T5No6, T5No9, T7No3, T7No6 และ
T7No9 โดยมีจำนวนซ้ำ (replication) หรือ
จำนวนน้ำเช้ือในแต่ละกลุ่มเท่ากับ 10 หลอด

การตรวจคุณภาพน้ำเช้ือ
ทำการละลาย (thawing) น้ำเช้ือแช่แข็งทีละ

หลอดในกลุ่มทดลองต่างๆ ในน้ำอุ่นอุณหภูมิ 37
องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที ตัดปลายหลอด
น้ำเช้ือและหยดน้ำเช้ือ 1 หยดบนสไลด์ปิดด้วย
สไลด์บาง (cover slide) นำไปวางบน slide
warmer plate ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จาก
น้ันนำไปส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์กำลังขยาย 100
เท่า เพ่ือตรวจเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ
(sperm progressive motility) ภายหลังการ
ละลายโดยผู้ตรวจเพียงคนเดียวที่ได้รับการฝึก
ปฏิบัติและมีประสบการณ์ในการตรวจเป็นอย่างดี

บันทึกค่าที่ได้จากการตรวจ คือ เปอร์เซ็นต์การ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ

การวิเคราะห์สถิติ
ทดสอบความแปรปรวน (ANOVA) โดยใช้

PROC GLM(10) ในโปรแกรมสำเร็จรูป SAS ver-
sion 9.00 หากพบว่ามีนัยสำคัญจากการทดสอบ
F-test ของ Type III ใช้การทดสอบ Duncan�s
New Multiple Range Test ในการเปรียบเทียบ
ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยระหว่างกลุ่มเป็น
ข้ันตอน ต่อมา กำหนดระดับนัยสำคัญไว้ท่ี α =
0.05
การทดสอบเขียนตัวแบบ (model) ได้ดังน้ี

ψιϕτ = β + αι + βj + (αβ)ij + εijt

เม่ือ
yijk  = ค่าสังเกตท่ี t ท่ีระดับการยกท่ี i และเวลา

ท่ีใช้ยกท่ี j
µ = overall mean
αi  = อิทธิพลคงท่ี (fixed effect) จากจำนวน

การยกท่ี i
βj  = อิทธิพลคงท่ีจากเวลาท่ีใช้ยกท่ี j
(αβ)ij =  อิทธิพลร่วมจากจำนวนการยกท่ี i

และเวลาท่ีใช้ยกท่ี j
εijk = ค่าความคลาดเคล่ือนแบบสุ่ม (random

error) ท่ีมีคุณสมบัติ NID (0,Ο2) 
(11)

ผลการทดลอง
อิทธิพลร่วมกันระหว่างเวลาที่ยกน้ำเชื้อและ

จำนวนครั้งที่ยกน้ำเชื้อมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิอย่างมีนัยสำคัญ  (p <
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0.05) และผลการเปรียบเทียบความแตกต่าง
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิในกลุ่มต่างๆ
ได้แสดงในตารางที่ 1 โดยพบว่ากลุ่ม T3No3,
T3No6 และ T5No3 เป็นกลุ่มท่ีมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิสูงกว่ากลุ่มอื่นๆ ในขณะที่
T7No9 เป็นกลุ่มท่ีมีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของ
ตัวอสุจิต่ำท่ีสุด

วิจารณ์
การดูแลรักษาคุณภาพน้ำเชื้อเป็นสิ่งจำเป็น

สำหรับการปฏิบัติงานด้านการผสมเทียม  เน่ือง
จากการที่น้ำเชื้อสัมผัสกับอุณหภูมิที่เปลี่ยน-
แปลง ไม่ว่าจะเป็นการสัมผัสที่อุณหภูมิบริเวณ
ส่วนคอของถังบรรจุไนโตรเจนเหลว หรือสัมผัส
กับอุณหภูมิภายนอก มีผลต่อความสมบูรณ์พันธ์ุ
ของน้ำเช้ือ(12)

ในการศึกษานี้ อสุจิยังคงมีเปอร์เซ็นต์การ
เคล่ือนท่ีของตัวอสุจิในระดับปกติหากใช้เวลาใน
การยกยกน้ำเชื้อไม่เกิน 3 วินาที ไม่ว่าจะยก
จำนวน 3 คร้ังหรือ 6 คร้ัง (T3No3 หรือ T3No6)
ส่วนการยกน้ำเชื้อ 5 วินาที 9 ครั้ง (T5No9)
และการยกน้ำเชื้อ 7 วินาที 6 ครั้ง (T7No6)
จะส่งผลให้เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิมี
ค่าต่ำกว่า 35% และกลุ่มที่ยกหลอดน้ำเชื้อ 7
วินาที จำนวน  9 ครั้ง (T7No9) จะมีคุณภาพ
น้ำเชื้อต่ำที่สุด ในขณะที่ระดับน้ำเชื้อที่มีเปอร์-
เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิประมาณ 40%
จะเป็นการยก 3 วินาทีจำนวน 9 ครั้ง(T3No9)
การยก 7 วินาทีนาน 3 คร้ัง (T7No3)  กลไกท่ี
สามารถนำมาอธิบายผลท่ีได้จากการศึกษา  คือ
กระบวนการเปลี่ยนแปลงของของเหลวภายใน

เซลล์ของอสุจิ   การยกหลอดน้ำเช้ือท่ีสัมผัสกับ
อุณหภูมิข้างนอกเป็นเ วลานานโดยไม่ได้ทำการ
ละลายด้วยน้ำอุ่นในอุณหภูมิและระยะเวลาที่
เหมาะสมจะทำให้เกิดขบวนการสร้างผลึกน้ำแข็ง
(re-crystallization) ของโมเลกุลของน้ำ ซึ่งผล
ตามมา คือเยื่อบุเซลล์ของอสุจิจะถูกทำลาย(13)

และเมื่อนำหลอดน้ำเชื้อนั้นกลับคืนสู่ถังไนโตร-
เจนเหลวอุณหภูมิของหลอดน้ำเชื้อจะเปลี่ยน
แปลงอย่างรวดเร็วส่งผลเกิดความเสียหายของ
อสุจิอีกครั้งซึ่งเป็นกระบวนการเกิดในลักษณะ
เดียวกับการเกิดภาวะช็อค เนื่องจากความเย็น
(cold shock)(14)

ผลการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าการยกหลอด
น้ำเช้ือในระยะ เวลานานและการยกหลอดน้ำเช้ือ
ข้ึนบ่อยๆ จะเป็นการทำให้คุณภาพน้ำเช้ือลดลง
อันจะส่งผลให้ความสำเร็จในการผสมเทียมต่ำลง
ผลการศึกษานี้สามารถนำไปประยุกต์ใช้ คือ
การวางแนวทางในการปฏิบัติงานสำหรับการย้าย
หลอดน้ำเช้ือหรือการยกหลอดน้ำเช้ือในกรณีท่ีทำ



ผลของการยกหลอดน้ำเชื้อขึ้นเหนือระดับไนโตรเจนเหลว 15

การผสมเทียม  การยกหลอดน้ำเช้ือควรจะใช้เวลา
ในการยกไม่เกิน 3 วินาที ซ่ึงการยกเพียง 3 วินาทีน้ี
จะทำให้คุณภาพน้ำเช้ือยังดีอยู่แม้ว่าจะถูกยกถึง
6 ครั้งก็ตาม ดังนั้นเจ้าหน้าที่ผู้ปฏิบัติงานผสม
เทียมในภาคสนามหากจำเป็นต้องยกหลอด
น้ำเชื้อจำนวนหลายครั้งควรต้องใช้เวลาให้น้อย
ที ่ส ุดซึ ่งในทางปฏิบัต ิการยกหลอดน้ำเชื ้อ
ประมาณ 3 วินาทีจะเหมาะสำหรับการยกเพ่ือดู
สีหลอดน้ำเชื้อหรือถ่ายน้ำเชื้อจากถังไปสู่อีก
ถังหนึ่ง แต่ถ้าหากต้องดูหมายเลขเพื่อเลือก
น้ำเช้ือสำหรับการผสมเทียมเจ้าหน้าท่ีผสมเทียม
จะใช้เวลาประมาณ 5 วินาที หรือมากกว่า ซ่ึงแม้
ว่าจะใช้เวลาดูเพียง 5 วินาที ถ้ายกเกิน 3 คร้ัง
คุณภาพน้ำเชื้อก็จะลดลง  ดังนั้นการจัดหลอด
น้ำเชื้อในถังสนามเพื่อให้ง่ายต่อการค้นหา จึง
เป็นสิ ่งที ่จำเป็นแต่ตามคำแนะนำของสำนัก
เทคโนโลยีชีวภาพการผลิตปศุสัตว์นั้นแนะนำ
ให้เตรียมน้ำเชื้อให้เพียงพอในการผสมเทียม
ในแต่ละครั ้งจ ึงจะทำให้เก ิดประสิทธิภาพ
อย่างไรก็ตามในการยกหลอดน้ำเชื้อขึ้นบ่อยๆ
นั้นเจ้าหน้าที่ของสำนักเทคโนโลยีชีวภาพการ
ผลิตปศุสัตว์จำเป็นต้องมีแนวทางในการปฏิบัติ
ด้วย เพราะขั้นตอนการยกน้ำเชื้อแช่แข็งนั้นได้
เริ่มมาตั้งแต่ศูนย์ผลิตน้ำเชื้อที่ทำการส่งน้ำเชื้อ
แช่แข็งมาที่ศูนย์ผลิตน้ำเชื้อพ่อพันธุ์ผสมเทียม
ลำพญากลางเพื่อรวบรวมน้ำเชื้อแช่แข็งทผลิต
ทั้งหมดจากนั้นนำจ่ายให้ศูนย์ผสมเทียมในแต่
ละพ้ืนท่ีและนำจ่ายออกสู่ถังเก็บของหน่วยผสม
เทียมในพื้นที่ต่างๆ ก่อนจะลงสู่ถังสนามของ
เจ้าหน้าท่ี ผสมเทียมซ่ึงจะเห็นว่ามีข้ันตอนต่างๆ
ที่ต้องทำการยกน้ำเชื ้อแช่แข็งอยู่ทุกขั้นตอน

ดังนั ้นความสำคัญของระยะเวลาในการยก
หลอดน้ำเชื้อแช่แข็ง จึงมีความสำคัญมากต่อ
คุณภาพของน้ำเชื้อ แช่แข็งในการผสมเทียม
นอกจากนี้การดูแลระดับ ไนโตรเจนในถังบรรจุ
น้ำเชื้อตามศูนย์หรือหน่วยต่างๆ เป็นสิ่งที่จะ
ละเลยไม่ได้(15) แต่อย่างไรก็ตาม ในการศึกษาน้ี
เป็นการศึกษาโดยเน้นในภาคปฏิบัติที่ใช้ได้จริง
และมีอุปกรณ์ท่ีจำกัด  ดังน้ันจึง ประเมินคุณภาพ
น้ำเชื้อจากเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ
โดยยังไม่ได้ทำการตรวจคุณภาพ ในส่วนอ่ืนๆ เช่น
จำนวนของตัวอสุจิ เปอร์เซ็นต์ ความผิดปกติ  หรือ
ความผิดปกติในส่วนรูปร่าง   ซ่ึงในการศึกษาต่อไป
ควรได้เพ่ิมเติมในส่วนดังกล่าว
การศึกษาในครั้งนี้ได้แสดงให้เห็นว่าเวลาที่

ใช้ในการยกหลอดน้ำเชื้อและจำนวนครั้งที่ยก
มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื ่อนที ่ของตัวอสุจิ
ผลท่ีได้จากการศึกษาสามารถนำไปเป็นแนวทาง
สำหรับการดูแล และจัดการน้ำเช้ือท่ีบรรจุหลอด
แล้ว อันเป็นการรักษาสภาพน้ำเช้ือบรรจุหลอดให้
มีคุณภาพดีสำหรับการปฏิบัติการใน ภาคสนาม
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