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Executive summary 
 
1. รายละเอียดโครงการ 

ชื3อโครงการ การพฒันาเทคโนโลยกีารผลติและใชนํ้-าเชื-อสุกรแช่แขง็ในระดบัอุตสาหกรรม
การผลติสุกร (The development of boar semen cryopreservation to the pig industry) 
หวัหน้าโครงการ   รศ. น.สพ. ดร. เผดจ็ ธรรมรกัษ์ 
สถานที3ติดต่อ ภาควชิาสตูศิาสตรเ์ธนุเวชวทิยาและวทิยาการสบืพนัธุ ์ คณะสตัว
แพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั โทรศพัท ์02-2189644-5  โทรสาร 02-2520738 
E-mail address: Padet.T@chula.ac.th 
ผูป้ระกอบการ   น.สพ. เกยีรตภิูม ิ พฤกษะวนั 
ชื3อบริษทั มติรภาพไฮบรดิ จาํกดั 
ประเภทธรุกิจหลกั ผลติพ่อแมพ่นัธุส์ุกรและนํ-าเชื-อพ่อสุกร 
สถานที3ติดต่อ  2947/16 ถนน รามคําแหง บางกะปิ กรุงเทพฯ 10240 
โทรศพัท ์02-7322448  โทรสาร  02-3779246 E-mail address: keitipoomp@yahoo.com 

 
2. ความสาํคญัและที3มาของปัญหา 

วตัถุประสงคใ์นการพฒันานํ-าเชื-อแช่แขง็สําหรบัสุกร คอื เพื`อเกบ็พนัธุกรรมของพ่อสุกร
ทีม̀ลีกัษณะด ีกระจายพนัธุกรรมไดเ้รว็กว่านํ-าเชื-อสด และลดขอ้จาํกดัในการขนส่งนํ-าเชื-อระหว่าง
ประเทศ อยา่งไรกด็อีสุจขิองสุกรหลงัผ่านการแช่แขง็และทาํละลายค่อนขา้งอ่อนแอและมอีตัรา
การผสมตดิตํ`า ปญัหาเกดิจากหลายสาเหตุ ไดแ้ก่ อสุจสิุกรมโีครงสรา้งของชั -นไขมนัทีผ̀วิเซล
ต่างจากอสุจขิองโคและมคีวามไวต่อการเปลีย̀นแปลงของอุณหภมูมิาก หลอดบรรจนํุ-าเชื-อหรอื
วธิกีารบรรจุนํ-าเชื-อสาํหรบัการผสมเทยีมค่อนขา้งยุง่ยากเน̀ืองจากสุกรตอ้งผสมเทยีมดว้ยอสุจิ
จาํนวนมากต่อครั -ง การใชห้ลอดฟางสาํหรบับรรจุนํ-าเชื-อขนาดใหญ่ (maxi straw ขนาด 5 มล.) 
ทาํใหค้วามเยน็กระจายไม่ทัว̀ถงึ ทาํใหม้กีารสญูเสยีอสุจหิลงัทาํละลายจาํนวนมาก การใชห้ลอด
ฟางขนาดเลก็ (0.25 - 0.5 มล.) ทาํใหก้ารผสมเทยีมไมส่ะดวกและตอ้งใชห้ลายหลอดในการ
ผสมเทยีมแต่ละครั -ง นอกจากนี-อตัราเรว็ในการแช่แขง็นํ-าเชื-อและทาํละลายนํ-าเชื-อกม็ี
ความสาํคญัต่ออตัราการรอดของอสุจ ิ ถา้อตัราการแช่แขง็ชา้เกนิไปจะทาํใหเ้กดิผลกึนํ-าแขง็ใน
เซลลม์าก และตอ้งมสีารป้องกนัการเกดิผลกึนํ-าแขง็กบัอสุจดิว้ย ในกระบวนการแช่แขง็อสุจสิุกร
พบว่าจาํเป็นตอ้งมเีวลาในการปรบัตวัของอสุจก่ิอนแช่แขง็ ควรทิ-งอสุจทิีอุ̀ณหภมู ิ 15 °C นาน 
1-5 ชัว̀โมง ก่อนทาํการลดอุณหภมูลิงตํ`ากว่า 15 °C เพื`อลดการเกดิปญัหาการชอ็กของอสุจิ
เน̀ืองจากความเยน็ (cold shock) ระยะการพกันี-เรยีกว่า Holding time (HT) ซึง̀เป็น
กระบวนการทีต่̀างจากสตัวเ์ลี-ยงลุกดว้ยนมชนิดอื`นๆ เน̀ืองจากสาเหตุทีสุ̀จสิุกรหลงักระบวนการ
แช่แขง็ค่อนขา้งอ่อนแอ และการแช่แขง็ในปรมิาณน้อยมกัสะดวกและไดผ้ลดกีว่า จงึมคีวาม
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พยายามในการผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อปรมิาณน้อยเพื`อการใชนํ้-าเชื-อสุกรแช่แขง็อยา่งมี
ประสทิธภิาพ 

หลงัการผสมเทยีมสุกร อสุจติอ้งถูกขนส่งจากคอมดลกูจนถงึท่อนําไข่ซึง̀มรีะยะทางไกล 
ทาํใหอ้สุจมิมากกว่า 90% สญูเสยีจากกระบวนการเกบ็กนิของเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิดต่างๆ 
(phagocytosis) ก่อนเดนิทางถงึท่อนําไข ่ นอกจากนี-การแช่แขง็ทําใหอ้สุจคิ่อนขา้งอ่อนแอและ
เกดิกระบวนการคาปาซเิตชัน̀ (capacitation) ค่อนขา้งเรว็ทาํใหต้ายงา่ยกว่านํ-าเชื-อสด วธิกีาร
ผสมเทยีมโดยฉีดนํ-าเชื-อเขา้ไปในมดลกูแมสุ่กรโดยไมต่อ้งใชว้ธิกีารผ่าตดั (Intra-uterine 
insemination, IUI และ Deep intra-uterine insemination, DIUI) ไดร้บัการพฒันาขึ-น โดย
วธิกีารนี-สามารถทีจ̀ะผสมเทยีมสุกรโดยใชอ้สุจเิพยีง 150-1,000 ลา้นตวัต่อโด๊ส และไดม้กีารนํา
วธิกีารนี-ไปประยกุตใ์ชก้บันํ-าเชื-อแช่แขง็และนํ-าเชื-อทีผ่̀านการคดัแยกเพศโดยวธิโีฟลไ์ซโตเมตทรี
แลว้ เน̀ืองจากตวัอสุจทิีม̀อียูใ่นนํ-าเชื-อแช่แขง็และนํ-าเชื-อทีผ่̀านการคดัแยกเพศโดยวธิโีฟลไ์ซโต
เมตทรไีมแ่ขง็แรง ดงันั -นจงึจาํเป็นตอ้งปล่อยนํ-าเชื-อใหใ้กลก้บับรเิวณทีจ̀ะเกดิการปฏสินธใิหม้าก
ทีสุ̀ดเพื`อป้องกนัไมใ่หต้วัอสุจเิกดิการตายก่อนในระหว่างทีเ̀คลื`อนทีจ̀ากคอมดลกูมายงัท่อนําไข ่
ในประเทศไทย การผลตินํ-าเชื-อแช่แขง็ในหอ้งปฏบิตักิาร การผสมเทยีมโดยวธิ ีIUI และ DIUI ได้
พฒันาและวจิยัแลว้ (Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al., 2007; Buranaumnuay et 
al., 2009) เพื`อความต่อเน̀ืองและสอดรบักบังานวจิยัทีผ่̀านมา การผลติและใชนํ้-าเชื-อแช่แขง็ใน
อุตสาหกรรมการผลติสุกรควรไดร้บัการวจิยัและพฒันา ตลอดจนการประเมนิความเหมาะสม 
และความคุม้ค่าทางเศรษฐกจิสาํหรบัการใชง้านจรงิในภาคอุตสาหกรรมการผลติสุกรในประเทศ
ไทย 
 
3. วตัถปุระสงค ์

1. เพื`อพฒันาและปรบัปรงุประสทิธภิาพของสารละลายสาํหรบัการแช่แขง็นํ-าเชื-อสุกร 
2. ศกึษาเทคนิคการผสมเทยีมโดยใชนํ้-าเชื-อแช่แขง็อยา่งมปีระสทิธภิาพในระดบัฟารม์ 
3. เพื`อเป็นประโยชน์ต่อการรกัษาพนัธุก์รรมพ่อพนัธุด์ ี
4. ศกึษาสมรรถภาพทางการสบืพนัธุใ์นแมสุ่กร และประเมนิความคุม้ค่าทางเศรษฐกจิ

หลงัการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ 
 
4. ระเบียบวิธีวิจยั 

การทดลองใชสุ้กรเพศผูท้ีโ̀ตเตม็วยัใชส้าํหรบัการผสมเทยีม จาํนวน 30 ตวั อายรุะหว่าง 
1.5-3 ปี มคีุณภาพนํ-าเชื-อปกต ิ  จากบรษิทัมติรภาพไฮบรดิ จาํกดั อําเภอแก่งคอย จงัหวดั
สระบุร ีพ่อสุกรแต่ละตวัถูกเลี-ยงในคอกเดีย̀ว มรีางอาหาร และจุบ๊นํ-าอตัโนมตั ิมนํี-าดื`มตลอด 24 
ชัว̀โมง รดีนํ-าเชื-อจากพ่อสุกรแต่ละตวั ตวัละ >3 ครั -ง โดยมรีะยะห่างของการรดีนํ-าเชื-ออยา่งน้อย 
5 วนั นํ-าเชื-อทีม̀คีุณภาพดถีูกแช่แขง็และตรวจสอบคุณภาพนํ-าเชื-อหลงัการทําละลาย (ตารางที ̀
1) หลงัทาํละลายนํ-าเชื-อทีม̀อีตัราการเคลื`อนไหวหลงัทําละลาย >40% จะทําการเกบ็รกัษานํ-าเชื-อ
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แช่แขง็ในธนาคารนํ-าเชื-อ (semen bank) เพื`อใชใ้นการผสมเทยีม สุกรเพศเมยีทีนํ̀ามาใชใ้นการ
ผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ เป็นแมสุ่กรระหว่าง ทอ้ง 2-8 ทีม̀ปีระวตักิารคลอด และหยา่นม
ปกต ิ และแสดงอาการเป็นสดัภายใน 6 วนั หลงัหยา่นม ทาํการผสมเทยีมในแมสุ่กรพนัธุแ์ลนด์
เรซ จาํนวน 69 ตวั (นํ-าเชื-อแช่แขง็ 33 ตวั นํ-าเชื-อสด 36 ตวั) (ตารางที ̀2) 

รดีเกบ็นํ-าเชื-อพ่อพนัธุส์ุกร โดยวธิ ีGloved hand method โดยรดีเกบ็เฉพาะส่วน sperm 
rich fraction หลงัจากนั -นทาํการตรวจคุณภาพนํ-าเชื-อ โดยตรวจดสู ี ปรมิาตร เปอรเ์ซนตก์าร
เคลื`อนไหวเป็นรายตวั และตรวจความเขม้ขน้ดว้ย photometer (spermacue®) นํ-าเชื-อทีม̀ ี
เปอรเ์ซนตก์ารเคลื`อนไหวเป็นรายตวั >70% ปรมิาตร >100 มลิลลิติร ความเขม้ขน้ >200 ตวั/
มลิลลิติร จะนํามาใชใ้นการแช่แขง็ 

เจอืจางนํ-าเชื-อดว้ยสารละลายชนิดที ̀ 1 (ModenaTM) ในอตัราส่วนนํ-าเชื-อ 1 ส่วนต่อ 
ModenaTM 1-3 ส่วน (1:1–1:3) รกัษาอุณหภูมใินตูเ้ยน็ที ̀ 15°C นาน 2 ชัว̀โมง ป ัน̀เหวีย̀ง 
(centrifuge) ดว้ยความเรว็ 800x g ทีอุ̀ณหภมู ิ 15°C นาน 10 นาท ี เทส่วนของเหลวดา้นบน
ออก เจอืจางส่วนทีเ̀หลอืดว้ย สารละลายชนิดที ̀ 2 (Extender II) ซึง̀ประกอบดว้ย lactose 
solution และ egg yolk ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของอสุจ ิ 1.5×109 ตวั/มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั และ
ทิ-งไวท้ีอุ̀ณหภมู ิ 5°C นาน 1.5 ชัว̀โมง หลงัจากนั -นทําการเจอืจางเพิม̀ดว้ยสารละลายชนิดที ̀ 3 
(Extender III) ซึง̀ประกอบดว้ย สารละลายชนิดที ̀ 2 กบั glycerol และ Equex STM® ใน
อตัราส่วน 2:1 ใหส้ารละลายสุดทา้ยมคีวามเขม้ขน้ของอสุจ ิ1×109 ตวั/มลิลลิติร ม ีglycerol 3% 
ในนํ-าเชื-อ บรรจสุารละลายนํ-าเชื-อลงในหลอดฟางขนาด 0.5 มลิลลิติร แลว้ปิดผนึก ลดอุณหภมูิ
นํ-าเชื-อทีบ̀รรจแุลว้ ดว้ยการวางหลอดฟางเหนือระดบัผวิของไนโตรเจนเหลวที ̀ 3 เซนตเิมตร 
นาน 20 นาท ี ก่อนจุ่มลงในไนโตรเจนเหลว การทําละลายทาํโดยนํานํ-าเชื-อใส่ลงในนํ-าอุ่นที`
อุณหภมู ิ 50 °C เป็นเวลา 12 วนิาท ี หลงัจากนั -น เจอืจางนํ-าเชื-อดว้ยสารละลาย ModenaTM 
ก่อนนําไปผสมเทยีม 

หลงัจากละลายนํ-าเชื-อถูกนํ-าละลายดว้ย ModenaTM ในสดัส่วน 1:20 ใหม้อีสุจเิขม้ขน้ 
50-60x106 ตวั/มลิลลิติร หลงัจากนั -นนํ-าเชื-อถูกนํามาประเมนิคุณภาพโดยศกึษาลกัษณะผนงั
เซลล ์ (plasma membrane integrity) และ ศกึษาความผดิปกตขิองอโครโซม (Acrosome 
defect) โดยการยอ้มส ี SYBR-14 และ ethidium homodimer-1 (Fertilight® Sperm Viability 
Kit, Molecular Probes Europe BV, The Netherlands)  

ตรวจการเป็นสดัในแมสุ่กรหลงัหยา่นมวนัละ 2 ครั -ง โดยใชพ้่อสุกร เมือ̀พบการเป็นสดั 
ทาํการการตกไขต่รวจโดยใชเ้ครือ̀งอลัตราซาวน์ แบบเรยีลไทม ์ บ ี โหมด โดยใชห้วัตรวจชนิด
สอดเขา้ทางทวารหนกั ความถี ̀5 MHz วดัขนาดของฟอลลเิคลิโดยเลอืกฟอลลเิคลิทีม̀ขีนาดใหญ่
ทีสุ̀ด เมือ̀แมสุ่กรแสดงอาการเป็นสดัแลว้จะเพิม̀ความถีก̀ารวดัขนาดฟอลลเิคลิเป็นทุก 8 ชัว̀โมง 
จนกระทัง̀ตกไข ่ เวลาของการตกไขค่อื 4 ชัว̀โมง หลงัจากพบฟอลลเิคลิครั -งสุดทา้ย แมสุ่กรทุก
ตวัถูกตรวจรงัไขแ่ละวดัขนาดของฟองลเิคลิดว้ยอลัตราซาวดว์นัละ 1 ครั -ง ตั -งแต่ 1 วนัหลงัหย่า
นมเป็นตน้ไปจนกระทัง̀แมสุ่กรเป็นสดัจงึเพิม̀ความถีข̀องการวดัเป็นทุก 8 ชัว̀โมง วนัทีห̀ย่านม
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นบัเป็นวนัที ̀0 ระยะเป็นสดัถงึตกไขใ่นสุกรทุกตวัถูกบนัทกึ แบ่งแมสุ่กรออกเป็น 2 กลุ่ม และทาํ
การผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสดดว้ยวธิปีกตขิองฟารม์ 36 ตวั (กลุ่มควบคุม) และผสมเทยีมดว้ย
นํ-าเชื-อแช่แขง็รว่มกบัการเหน̀ียวนําการตกไขด่ว้ยฮอรโ์มนส ์ hCG (Choluron®, Intervet, 
Netherlands) 500 IU im. ในวนัแรกของการเป็นสดั 33 ตวั (กลุ่มทดลอง) กลุ่มควบคุมทาํการ
ผสมเทยีม 2-3 ครั -ง ที ̀12 และ 24 และ 36 ชัว̀โมง หลงัจากเริม̀พบอาการเป็นสดัยนืน̀ิง การผสม
ครั -งที ̀ 3 จะทํากรณทีีต̀รวจพบว่าแมสุ่กรยงัยนืน̀ิงยอมรบัการผสม กลุ่มทดลอง ทาํการผสม 2-3 
ครั -ง ที ̀24 และ 36 และ 48 ชัว̀โมง หลงัฉีดฮอรโ์มน hCG กลุ่มควบคุมจะใชป้รมิาตรและจาํนวน
อสุจติามมาตรฐานของฟารม์ คอื ปรมิาตร 100 มลิลิติร อสุจจิาํนวน 3,000x106 ตวั ในกลุ่ม
ทดลอง ใชอ้สุจ ิ2,000x106 ตวั ในสารละลาย BTS ปรมิาตร 20 มลิลิติร แมสุ่กรทั -ง 2 กลุ่ม ถูก
ผสมเทยีมดว้ยวธิ ี intra-uterine insemination (IUI) หลงัการผสมเทยีมทําการตรวจการตั -งทอ้ง
ของแมสุ่กรทั -ง 2 กลุ่มดว้ยวธิสีงัเกตการกลบัสดั ในวนัที ̀ 18-24 หลงัเริม̀ตรวจพบอาการเป็นสดั
บนัทกึและเปรยีบเทยีบอตัราการตั -งทอ้ง รอจนกระทัง̀คลอดและเปรยีบเทยีบอตัราการเขา้คลอด 
และจาํนวนลกูสุกรทั -งหมดแรกคลอด/ครอกในแมสุ่กรทั -ง 2 กลุ่ม ทาํการวเิคราะหท์างสถติ ิ โดย
ใชโ้ปรแกรม SAS (SAS Inst. V. 9.0, Cary, NC USA) เปรยีบเทยีบคุณภาพนํ-าเชื-อภายหลงัทํา
ละลาย โดยประเมนิจาก อตัราการเคลื`อนทีไ̀ปขา้งหน้า รอ้ยละของอสุจทิีย̀งัมชีวีติหลงัทาํละลาย 
รอ้ยละของอสุจทิีม̀คีวามผดิปกตขิองอโครโซม ดว้ยวธิ ี General linear model (GLM) 
เปรยีบเทยีบอตัราการผสมตดิ  อตัราการเขา้คลอด ดว้ยวธิ ี Chi-square test เปรยีบเทยีบ
จาํนวนลกูสุกรแรกคลอดทั -งหมดต่อครอกดว้ยวธิ ีGeneral linear model (GLM) ค่า P<0.05 ถอื
ว่าขอ้มลูมคีวามแตกต่างอย่างมนียัสําคญั 
 
5. ผลการทดลอง 

คุณภาพนํ-าเชื-อสุกรก่อนและหลงัผ่านการแช่แขง็ และ ผลการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสุกรแช่
แขง็เปรยีบเทยีบกบันํ-าเชื-อสด แสดงในตารางที ̀1 และ 2 ตามลาํดบั 
 
ตารางที3 1 คุณภาพนํ-าเชื-อสุกรก่อนและหลงัผ่านการแช่แขง็ 
พารามเิตอร ์ จาํนวน ค่าเฉลีย̀±SD พสิยั 
ปรมิาตร (มล.) 94 145.1±38.3 70-255 
ความเขม้ขน้ (x106 ตวั/มล.) 94 449.3±99.1 290-760 
การเคลื`อนไหวก่อนแช่แขง็ (%) 94 85.3±3.0 80-90 
การรอดชวีติก่อนแช่แขง็ (%) 94 83.6±4.8 71-95 
การเคลื`อนไหวหลงัแช่แขง็ (%) 62 31.9±16.2 0-60 
การรอดชวีติหลงัแช่แขง็ (%) 62 28.4±11.4 4.5-59 
จาํนวนหลอดฟางเฉลีย̀/ครั -ง 14 44.9±21.7 20-81 
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ตารางที3 2 ผลการผสมเทยีม (ค่าเฉลีย̀±SD (พสิยั)) 
พารามเิตอร ์ กลุ่มควบคุม กลุ่มทดลอง 
จาํนวนสุกร 36 33 
ลาํดบัครอก 4.8±1.7 (2-8) 4.5±1.9 (2-9) 
คะแนนรปูรา่ง 2.5±0.4 (2-3) 2.5±0.5 (2-3) 
ระยะหย่านมถงึเป็นสดั (วนั) 3.6±1.2 (2-6) 3.6±0.6 (2-4) 
อตัราการเคลื`อนไหวหลงัทําละลาย (%) NA 47.6±3.7 (40-50) 
ระยะเป็นสดัถงึตกไข ่(ชม.) NA 43.0±4.9 (38-50) 
ฉีดฮอรโ์มนถงึตกไข ่(ชม.) NA 36.4±3.7 (33-42.5) 
ผสมเทยีมถงึตกไข่ (ชม.) NA 4.0±4.9 (1.5-17.5) 
อตัราการผสมตดิ (%) 91.7 78.8 
อตัราเขา้คลอด (%) 55 65 
จาํนวนลกูสุกรแรกคลอดทั -งหมด/ครอก 10.1±0.8 9.2±0.8 
จาํนวนลกูสุกรมชีวีติ/ครอก 8.3±1.1 8.6±0.9 
 
6. ผลงานที3ได้รบั 
ผลผลิตเมื3อสิ#นสดุปีที3 1 

1. มสีตูรในการผลตินํ-าเชื-อแช่แขง็ 
ตพีมิพผ์ลงานใน Asian Journal of Andrology (2009) 11: 600-608. 
2. ฟารม์มนํี-าเชื-อแช่แขง็จากพ่อสุกร (semen bank) 
ปจัจบุนัฟารม์มนํี-าเชื-อแช่แขง็ทีพ̀รอ้มใชง้านประมาณ 4,500 หลอด (ตารางที ̀1) 

ผลผลิตเมื3อสิ#นสดุปีที3 2 
1. ผลติลกูสุกรจากการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ได ้

ผลติลกูสุกรจากนํ-าเชื-อแช่แขง็ไดแ้ลว้ จาํนวน 112 ตวั (กําลงัตั -งทอ้งอกีประมาณ 10 
แม ่คาดว่าจะไดล้กูสุกรเพิม̀อกีประมาณ 90 ตวั) 

2. มผีลงานตพีมิพใ์นระดบันานาชาต ิ4 เรือ̀ง  
(เรือ̀งเตม็ 2 เรือ̀ง และ บทคดัยอ่งานประชุมวชิาการระดบันานาชาต ิ2 เรือ̀ง) 

1. Tummaruk, P., Tienthai, P., Manee-In, S., Srisuwatanasagul, S., 2009. 
Expression of progesterone receptor in the utero-tubal junction after intra-
uterine and deep intra-uterine insemination in sows. Reprod. Domest. Anim. 
(inpress). Impact factor (2008) = 1.526 

2. Chanapiwat, P., Kaeoket, K., Tummaruk, P., 2009. Effects of DHA-enriched 
hen egg yolk and L-cysteine supplementation on quality of cryopreserved boar 
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semen. Asian Journal of Andrology 11 (5): 600-608. Impact factor (2008) = 
2.059 

3. Chanapiwat, P., Olanratmanee, E., Kaeoket, K., Tummaruk, P., 2009. 
Conception rate and litter size of sows after intra-uterine insemination using 
frozen-thawed boar semen. Proc 4th Congress of Asian Pig Veterinary Society, 
Tsukuba, Ibaraki, Japan, 26th-28th October 2009. 

4. Chanapiwat, P., Kaeoket, K., Tummaruk, P., 2009. The DNA damage of 
frozen-thawed boar spermatozoa: Effect of breed, boar and antioxidant 
supplementation. Proc 4th Congress of Asian Pig Veterinary Society, Tsukuba, 
Ibaraki, Japan, 26th-28th October 2009. 
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บทคดัย่อ 
 

ปจัจบุนัการผสมเทยีมไดถู้กนํามาใชอ้ย่างแพรห่ลายในอุตสาหกรรมการผลติสุกรทัว̀โลก 
การผสมเทยีมส่วนใหญ่ใชนํ้-าเชื-อสดประมาณ 99% ของการผสมเทยีมทั -งหมด ในขณะทีก̀าร
ผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อแช่งแขง็มกีารใชเ้พยีง 1% เท่านั -น การวจิยัครั -งนี-มวีตัถุประสงคเ์พื`อ 
พฒันาและปรบัปรงุประสทิธภิาพของนํ-ายาเจอืจางสาํหรบัแช่แขง็นํ-าเชื-อสุกร ศกึษาเทคนิคการ
ผสมเทยีมโดยใชนํ้-าเชื-อแช่แขง็อยา่งมปีระสทิธภิาพในระดบัฟารม์ และศกึษาสมรรถภาพ
ทางการสบืพนัธุใ์นแมสุ่กรหลงัการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ ทาํการทดลองฟารม์สุกรทีผ̀ลติ
นํ-าเชื-อสุกรเชงิอุตสาหกรรมแห่งหน̀ึง รดีนํ-าเชื-อจากสุกรเพศผูท้ีโ̀ตเตม็วยัทีใ̀ชส้ําหรบัการผสม
เทยีมทีม̀คีุณภาพนํ-าเชื-อปกต ิ นํ-าเชื-อทีม̀คีุณภาพดถีูกแช่แขง็และตรวจสอบคุณภาพหลงัการทํา
ละลาย นํ-าเชื-อทีม̀อีตัราการเคลื`อนไหวหลงัทาํละลาย >40% จะทําการเกบ็รกัษานํ-าเชื-อโดยการ
แช่แขง็เพื`อใชใ้นการผสมเทยีม ทาํการผสมเทยีมสุกรเพศเมยีทีม̀ปีระวตักิารคลอดและหยา่นม
ปกต ิ ดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ จาํนวน 33 ตวั เปรยีบเทยีบกบัการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสด 36 ตวั 
ดว้ยวธิสีอดท่อเขา้มดลกู (intra-uterine insemination) ตรวจตดิตามการตกไข่ในสุกรกลุ่ม
ทดลองดว้ยอุปกรณ์อลัตราซาวดแ์บบเรยีลไทม ์บ ีโหมด วเิคราะหท์างสถติโิดยประเมนิคุณภาพ
นํ-าเชื-อหลงัทําละลาย เปรยีบเทยีบอตัราการผสมตดิ อตัราการเขา้คลอด และ จาํนวนลกูสุกรแรก
คลอดทั -งหมดต่อครอก ผลการทดลองพบว่าโดยเฉลีย̀นํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็ทีนํ̀าไปใชส้าํหรบัการ
ผสมเทยีมมอีตัราการเคลื`อนไหว 47.6% แมสุ่กรหย่านมทีท̀าํการคดัเพื`อผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อ
สุกรแช่แขง็มรีะยะเวลาตั -งแต่เริม̀เป็นสดัถงึตกไขเ่ฉลีย̀ 43.0±4.9 ชัว̀โมง และระยะเวลาตั -งแต่ฉีด
ฮอรโ์มนเหน̀ียวนําการตกไข่จนกระทัง̀ตกไข ่เท่ากบั 36.4±3.7 ชัว̀โมง จากการตรวจตดิตามการ
ตกไขเ่ป็นรายตวัพบว่าระยะเวลาตั -งแต่ ผสมเทยีมครั -งสุดทา้ยจนถงึไขต่กเฉลีย̀ 4.0±4.9 ชัว̀โมง 
อตัราการผสมตดิในกลุ่มทีใ̀ชนํ้-าเชื-อแช่แขง็มแีนวโน้มตํ`ากว่ากลุ่มควบคุม 12.9% (P=0.12) 
อยา่งไรกด็อีตัราเขา้คลอด จาํนวนลกูสุกรแรกคลอดทั -งหมดต่อครอก และ จาํนวนลกูสุกรมชีวีติ
ต่อครอก ไมม่คีวามแตกต่างกนัระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทีใ̀ชนํ้-าเชื-อแช่แขง็ (P>0.05) การ
วจิยัครั -งนี-แสดงใหเ้หน็เป็นครั -งแรกว่า การผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ไดเ้ริม̀ตน้ทาํใน
อุตสาหกรรมการผลติสุกรในประเทศไทยแลว้ และผลทีไ̀ดจ้ากการผสมเทยีมนบัว่าอยูใ่นระดบัที`
น่าพอใจ รปูแบบการผลติและขั -นตอนการผสมเทยีมเหล่านี-สามารถนําไปประยกุตใ์ชไ้ดใ้นฟารม์
อื`นๆ ในประเทศไทยไดต่้อไป 
 
คาํสาํคญั: สุกร ระบบสบืพนัธุ ์ผสมเทยีม นํ-าเชื-อแช่แขง็ 
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Abstract 
 

Artificial insemination (AI) is nowadays widely used in the swine industry 
worldwide. Approximately 99% of the AI was performed by using extended fresh semen, 
while 1% of frozen-thawed (FT) boar semen is used. The objective of the present study 
was to develop and modify the semen extenders used for cryopreservation of boar 
semen, to investigate the optimal insemination technique for AI using FT semen and to 
evaluate in vivo fertility results of the sows after insemination using FT boar semen. The 
experiment was conducted in a commercial swine herd. Semen was collected from 
mature boars routinely used for artificial insemination. Good quality semen were 
cryopreserved and evaluated for post-thawed sperm qualities. The semen with post-
thawed motility of >40% were kept in the semen bank and were used for AI. Thirty 
three Landrace sows with a normal farrowing and weaning were inseminated using FT 
semen compared with 36 control sows, inseminated using conventional extended fresh 
semen. Both groups were inseminated using IUI procedure. The time of ovulation was 
determined by monitoring the appearance of the follicles using transrectal real time B-
mode ultrasonography. Post-thawed semen qualities, conception rate (24 d non-return 
rate), farrowing rate (FR), total number of piglets born/litter (TB) and number of piglets 
born alive/litter (BA) were analyzed. It was found that the individual motility of the FT 
semen used for IUI was on average 47.6%. The interval from onset of estrus to 
ovulation (EOI) was 43.0±4.9 h and interval from hCG injection to ovulation (HOI) was 
36.4±3.7 h. The interval between the latest insemination and ovulation (IOI) was 4.0±4.9 
h. The sows inseminated with extended fresh semen tended to have a-12.9% higher 
conception rate compared with sows inseminated with FT semen (P=0.12). The FR, TB 
and BA were not significantly different between sows inseminated with extended fresh 
semen and sows inseminated with FT semen (P>0.05). The present study 
demonstrated that AI using FT boar semen has been established for the first time in a 
swine commercial herd in Thailand and a reasonable fertility results were obtained. The 
cryopreservation protocol and the insemination technique demonstrated in the present 
study could be modified and used in other commercial swine herds. 
 
Keywords: Pig  Reproduction  Artificial insemination  Frozen semen 
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บทที3 1 
ทบทวนวรรณกรรมที3เกี3ยวข้อง 

 
บทนํา 

ปจัจบุนัการผสมเทยีมไดเ้ขา้มามบีทบาทสาํคญั ในอุตสาหกรรมการผลติสุกรทัว̀โลก 
เน̀ืองจากการผสมเทยีมทําใหเ้กดิการถ่ายทอดพนัธุกรรมไปไดอ้ย่างรวดเรว็ และมสีมรรถภาพ
ทางการสบืพนัธุด์กีว่าหรอืเท่ากบัการผสมพนัธุแ์บบธรรมชาต ิ (Flowers and Esbenshade, 
1993; Almond, 1998; Weitze, 2000; Singleton, 2001) โดยปจัจยัทีม̀ผีลทาํใหก้ารผสมเทยีม
ในสุกรมปีระสทิธภิาพ ประกอบดว้ย คุณภาพของอสุจ ิ คุณภาพของสุกรเพศเมยี เวลาในการ
ผสมเทยีม และ เทคนิคการผสมเทยีม (Soede et al., 1995; Nissen et al., 1997; Tummaruk 
et al., 2000) อยา่งไรกด็ผีลการวจิยัต่างๆ ในช่วง 10 ปีทีผ่̀านมาบ่งชี-ว่าการผสมเทยีมสุกรแบบ
ปกตทิีใ̀ชใ้นปจัจบุนันบัว่ายงัไมเ่หมาะสมทีจ̀ะใชก้บัเชื-ออสุจสิุกรทีม̀มีลูค่าสงู และมคีวามอ่อนแอ 
เช่น นํ-าเชื-อพ่อพนัธุท์ีนํ̀าเขา้จากต่างประเทศ นํ-าเชื-อทีผ่̀านการแช่แขง็ และนํ-าเชื-อทีผ่̀านการคดั
แยกเพศ การผสมเทยีมแบบใหมจ่งึไดถู้กพฒันาขึ-น โดยใชว้ธิกีารสอดท่อผ่านคอมดลกูเพื`อนํา
นํ-าเชื-อไปปล่อยทีใ̀นตวัมดลูก เรยีกว่า “intrauterine insemination” (IUI) หรอืสอดผ่านไปจนถงึ
ส่วนตน้ของปีกมดลกู เรยีกว่า “deep intrauterine insemination” (DIUI) โดยไมต่อ้งทาํการ
ผ่าตดั ปจัจบุนัเทคโนโลยกีารผสมเทยีมสุกรทั -ง 2 วธิ ี ไดเ้ริม̀มกีารนํ-าเขา้จากต่างประเทศ และ
เริม̀นํามาใชอุ้ตสาหกรรมการผลติสุกรในประเทศไทยแลว้  

ในช่วง 2-3 ปีทีผ่̀านมา การผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็มกีารพฒันาและใชง้านใน
อุตสาหกรรมการผลติสุกรอยา่งรวดเรว็ในสหรฐัอเมรกิา และยโุรป (Eriksson, 2000; Roca, 
2006) ในเชงิอุตสาหกรรมการผลติสุกรดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ ในประเทศไทยยงัลา้หลงัมาก 
เน̀ืองจากขาดขอ้มลูพื-นฐานทีเ̀กีย̀วขอ้งในกระบวนการผลติทั -งหมด ทั -งขั -นตอนและเทคนิคการ
ผลติ จนถงึเทคนิคการผสมพนัธุ ์ ทําใหต้อ้งพึง̀พาการนําเขา้เทคโนโลยเีหล่านี-จากต่างประเทศ
ทั -งหมด เน̀ืองจากเกษตรกรยงัคงมคีวามตอ้งการนําเขา้นํ-าเชื-อพ่อพนัธุส์ุกรจากต่างประเทศเพื`อ
ใชพ้ฒันาพนัธุกรรมของสุกรในประเทศไทยใหม้ศีกัยภาพการผลติทดัเทยีมและสามารถแขง่ขนั
กบัต่างประเทศได ้
 
การเดินทางของอสจิุภายในท่อทางเดินระบบสืบพนัธุเ์พศเมีย 

โดยปกตกิารผสมเทยีมสุกรแต่ละครั -งจะใชนํ้-าเชื-อสดเจอืจางทีม̀อีสุจ ิ 2,000–5,000 ลา้น
ตวั ในปรมิาตร 80–100 มลิลลิติร และการผสมเทยีมโดยปกตจิะปล่อยนํ-าเชื-อภายในคอมดลกู 
ซึง̀มคีวามยาวประมาณ 15-20 เซนตเิมตร หลงัจากนั -นอสุจกิจ็ะเดนิทางต่อไปยงัตวัมดลกูซึง̀มี
ความยาว 5 เซนตเิมตร และต่อไปยงัปีกมดลกูซึง̀แต่ละขา้งมคีวามยาวประมาณ 90-140 
เซนตเิมตร ตวัอสุจจิะเดนิทางไปจนถงึรอยต่อระหว่างปีกมดลกูและท่อนําไข ่ (Utero-tubal 
junction, UTJ) ภายในเวลาไมก่ีน̀าท ีบรเิวณนี-เรยีกว่าเป็นแหล่งกกัเกบ็อสุจ ิ (sperm reservoir) 
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(รปูที ̀1) (Hunter, 1990; Rodriguez-Martinez et al., 2001; Tummaruk and Tienthai, 2009) 
หน้าทีข̀อง sperm reservoir คอื เป็นทีค̀ดักรองอสุจทิีว̀ ิง̀ผ่านเขา้ไปยงัท่อนําไข ่ ใหม้ปีรมิาณ
น้อยลงเพื`อป้องกนัการเกดิภาวะไขถู่กผสมโดยอสุจมิากกว่า 2 ตวั (polyspermia) ช่วยในการทํา
ใหอ้สุจอิยูใ่นระยะพรอ้มปฏสินธ ิ(capacitation) และ ช่วยใหอ้สุจ ิมชีวีติยาวนานขึ-น และป้องกนั
เซลลข์องระบบภูมคิุม้กนัมใิหท้าํลายอสุจ ิ อสุจจิะรออยู่ทีบ̀รเิวณ UTJ จนกระทัง̀เกดิการตกไข่ 
(Hunter, 1990; Rodriguez-Martinez et al., 2001) หลงัจากนั -นอสุจจิะถูกปล่อยใหเ้ขา้ไปยงัท่อ
นําไข่มากขึ-น แต่อย่างไรกด็อีสุจทิีส̀ามารถเดนิทางผ่านท่อนําไขเ่พื`อเขา้ไปผสมกบัไขไ่ดน้ั -นมี
จาํนวนน้อยกว่าจาํนวนทีผ̀สมเขา้ไปมาก Mburu et al. (1996) พบว่า มจีาํนวนอสุจทิีบ̀รเิวณ 
UTJ เพยีงประมาณ 10,000 ถงึ 20,000 ตวั และทีบ̀รเิวณ ท่อนําไขส่่วนล่างพบอสุจ ิ น้อยกว่า 
1,000 ตวั ในขณะทีแ̀มสุ่กรตกไขแ่ละมอีสุจเิพยีงหน̀ึงตวัเท่านั -นจะมโีอกาสไดผ้สมกบัไขห่น̀ึงใบ 
ในการผสมเทยีมแบบดั -งเดมิ (conventional AI) นั -น อสุจปิระมาณ 3,000 ลา้นถูกผสม แต่พบว่า
ประมาณ 25-40% ถูกมดลกูบบีตวัออกมานอกร่างกายหลงัจากผสมภายใน 2 ชัว̀โมงครึง̀ 
(Steverink et al., 1998; Matthijs et al., 2003) อสุจอิกีมากกว่า 50% จะถูกเกบ็กนิโดยเซลล์
ของระบบภูมคิุม้กนัของร่างกายภายในมดลกูหลงัการผสมเทยีมประมาณ 1 ชัว̀โมง (Woelders 
and Matthijs, 2001) และอสุจสิ่วนทีเ̀หลอื จะหลบอยูต่ามซอกหลบืของคอมดลกู หรอืตวัมดลกู 
(Matthijs et al., 2003) และบางส่วนจะหลุดเขา้ไปในช่องทอ้ง ดงันั -นจะเหลอือสุจเิพยีงไมถ่งึ 5% 
ทีม̀คีวามสามารถทีจ̀ะผสมไดอ้ยู ่ บรเิวณ UTJ (Mburu et al., 1996; Rodriquez-Martinez et 
al., 2005) 
 

รปูที3 1 การกระจายตวัของอสุจใินเยือ̀บุผวิของท่อนําไข่ (an epithelial crypts of the utero-
tubal junction) ของแมสุ่กรทีเ̀วลา 24 ชัว̀โมงหลงัการผสมเทยีม SP=Spermatozoa, RBC=Red 
blood cell, E=Epithelium, S=Subepithelium (a) 100x magnification (b) 400x 
magnification. H&E stained. (ทีม̀า: Tummaruk and Tienthai, 2009) 
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การแช่แขง็นํ#าเชื#อสุกร (Cryopreservation of boar semen) 
การผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็สาํหรบัสุกรกําลงัพฒันาอยา่งรวดเรว็ในหลายประเทศ

ทั -งในยโุรป อเมรกิา และออสเตรเลยี (Eriksson, 2000) วตัถุประสงคใ์นการพฒันานํ-าเชื-อแช่แขง็
สาํหรบัสุกร คอืเพื`อเกบ็พนัธุกรรมของพ่อสุกรทีม̀ลีกัษณะด ีและกระจายพนัธุกรรมไดส้ะดวกและ
รวดเรว็กว่านํ-าเชื-อสด ลดขอ้จาํกดัในการขนส่งนํ-าเชื-อระหว่างประเทศ อยา่งไรกด็อีสุจขิองสุกร
หลงัผ่านการแช่แขง็และทําละลายค่อนขา้งอ่อนแอและมอีตัราการผสมตดิตํ`า (Eriksson and 
Rodriguez-Martinez, 2000) ปญัหาเกดิจากหลายสาเหตุ ไดแ้ก่ อสุจสิุกรมโีครงสรา้งของชั -น
ไขมนัทีผ̀วิเซลต่างจากอสุจขิองโคและมคีวามไวต่อการเปลีย̀นแปลงของอุณหภมูมิาก (Johnson 
et al., 2000) หลอดบรรจนํุ-าเชื-อหรอืวธิกีารบรรจุนํ-าเชื-อสาํหรบัการผสมเทยีมค่อนขา้งยุง่ยาก
เน̀ืองจากสุกรตอ้งผสมเทยีมดว้ยอสุจจิาํนวนมากต่อครั -ง การใชห้ลอดบรรจุนํ-าเชื-อขนาดใหญ่ 
(maxi straw ขนาด 5 มล.) ทาํใหค้วามเยน็กระจายไมท่ัว̀ถงึ และอสุจหิลงัทําละลายตายเยอะ 
การใชห้ลอดขนาดเลก็ (ขนาด 0.5 มล.) ทําใหก้ารผสมไมส่ะดวกและตอ้งใชห้ลายหลอดในการ
ผสมแต่ละครั -ง การใชก้ารบรรจแุบบเมด็สะดวกดแีต่การพมิพห์มายเลขทาํไดย้ากและมโีอกาส
ตดิเชื-อไดง้า่ย ทาํใหก้ารบรรจนํุ-าเชื-อแช่แขง็ยงัเป็นเรือ̀งทีต̀อ้งทําการวจิยัอย่างต่อเน̀ืองอยู ่
Eriksson and Rodriguez-Martinez (2000) พบว่าการใชห้ลอดพลาสตกิแบน (Flatpact) ไดผ้ล
ค่อนขา้งดใีนการแช่แขง็นํ-าเชื-อสุกรในปรมิาณมาก นอกจากนี-อตัราเรว็ในการแช่แขง็นํ-าเชื-อและ
ทาํละลายนํ-าเชื-อกม็คีวามสาํคญัต่ออตัราการรอดของอสุจ ิ ถา้อตัราการแช่แขง็ชา้เกนิไปจะทําให้
เกดิผลกึนํ-าแขง็ในเซลมาก และตอ้งมสีารป้องกนัการเกดิผลกึนํ-าแขง็กบัอสุจดิว้ย การแช่แขง็
นํ-าเชื-อสุกรทีม̀อีตัราการแช่แขง็ 30 °C/นาท ีและม ีGlycerol 3% ในหลอดขนาด 0.5 มล. (Fiser 
and Fairfull, 1990) หรอื 50 °C/นาท ีและม ีGlycerol 1.5% (0.2 M) ในหลอดขนาด 0.25 มล. 
(Woelders and Den Besten, 1993) พบว่าไดผ้ลด ี อยา่งไรกด็กีารแช่แขง็นํ-าเชื-อสุกรใน
หลอดบรรจทุีม̀ขีนาดใหญ่ขึ-นควรใชอ้ตัราการแช่แขง็ทีต̀ํ`าลงและ Glycerol มากขึ-น (Pursel and 
Park, 1985) ในกระบวนการแช่แขง็อสุจสิุกรพบว่าจาํเป็นตอ้งมเีวลาในการปรบัตวัของอสุจก่ิอน
แช่แขง็ ควรทิ-งอสุจทิีอุ̀ณหภูม ิ15 °C นาน 1-5 ชัว̀โมงก่อนทาํการลดอุณหภูมลิงตํ`ากว่า 15 °C 
ทั -งนี-เพื`อลดการเกดิปญัหา cold shock ระยะการพกันี-เรยีกว่า Holding time (HT) (Eriksson, 
2000) 
 
การพฒันาเทคนิคการผสมเทียมเพื3อนํ#าเชื#อสกุรแช่แขง็ 

เน̀ืองจากสาเหตุทีสุ̀จสิุกรหลงักระบวนการแช่แขง็ค่อนขา้งอ่อนแอ และการแช่แขง็ใน
ปรมิาณน้อยมกัสะดวกและไดผ้ลดกีว่า จงึมคีวามพยายามในการผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อ
ปรมิาณน้อยเพื`อการใชนํ้-าเชื-อสุกรแช่แขง็อย่างมปีระสทิธภิาพ เป็นทีท̀ราบดวี่าหลงัการผสม
เทยีมสุกรตวัอสุจติอ้งถูกขนส่งจากคอมดลกูจนถงึท่อนําไขซ่ึง̀มรีะยะทางไกล ทาํใหอ้สุจมิมาก
กว่า 90% สญูเสยีจากกระบวนการเกบ็กนิของเซล (phagocytosis) ก่อนถงึท่อนําไข่ (Mburu et 
al., 1996; Stervink et al., 1998) นอกจากนี-การแช่แขง็ทําใหอ้สุจคิ่อนขา้งอ่อนแอและเกดิ
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กระบวนการ capacitation ค่อนขา้งเรว็ทําใหต้ายงา่ยกว่านํ-าเชื-อสด (Eriksson and Rodriguez-
Martinez, 2000; Eriksson et al., 2002) Martinez และคณะ (2002) ไดพ้ฒันาวธิกีารผสมเทยีม
โดยใส่นํ-าเชื-อเขา้ไปในมดลกูแมสุ่กรโดยไมต่อ้งใชว้ธิกีารผ่าตดั (deep intrauterine 
insemination, DIUI) โดยใชท่้อทีโ̀คง้งอไดท้ีอ̀อกแบบเป็นพเิศษ ยาวประมาณ 180 เซนตเิมตร 
และมเีสน้ผ่านศูนยก์ลาง 0.4 มลิลเิมตร ซึง̀สามารถทีจ̀ะสอดผ่านคอมดลกู และไปปล่อยนํ-าเชื-อที`
ตรงบรเิวณส่วนตน้ของปีกมดลกู โดยวธิกีารนี-สามารถทีจ̀ะผสมโดยใชนํ้-าเชื`อทีม̀อีสุจเิพยีง 150 
ลา้นตวัต่อโด๊ส และไดม้กีารนําวธิกีารนี-ไปประยกุตใ์ชก้บันํ-าเชื-อแช่แขง็และนํ-าเชื-อทีผ่̀านการ
คดัเลอืกโดยวธิโีฟลไ์ซโตเมตทรแีลว้ (Roca et al., 2003; Vazquez et al.,2003) (ตารางที ̀ 1) 
เน̀ืองจากตวัอสุจทิีม̀อียูใ่นนํ-าเชื-อแช่แขง็และนํ-าเชื-อทีผ่̀านการคดัเลอืกโดยวธิโีฟลไ์ซโตเมตทรไีม่
แขง็แรง ดงันั -นจงึจาํเป็นตอ้งปล่อยนํ-าเชื-อใหใ้กลก้บับรเิวณทีจ̀ะเกดิการปฏสินธใิหม้ากทีสุ̀ดเพื`อ
ป้องกนัไมใ่หต้วัอสุจเิกดิการตายก่อนในระหว่างทีเ̀คลื`อนทีจ̀ากคอมดลกูมายงัท่อนําไข ่ จาก
การศกึษาพบว่าเทคนิค DIUI สามารถผสมและไดจ้าํนวนลกูต่อครอกประมาณ 8-10 ตวั อตัรา
การผสมตดิประมาณ 80% ในระดบัฟารม์ (Martinez et al., 2002; Roca et al., 2003; 
Vazquez et al., 2003) 
 
ตารางที3 1 ผลผลติของสุกรหลงัการใชท่้อผสมเทยีมชนิดสอดลกึไปยงัปีกมดลกู (deep 
intrauterine insemination) ผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ในสุกรทีต̀กไขต่ามธรรมชาต ิ
ปรมิาณตวัอสจุ ิ
(ลา้นตวั) 

ปรมิาตร
นํ-าเชื-อ (มล.) 

จาํนวน
สกุร 

อตัราการเขา้
คลอด % 

จาํนวนลกู
ทั -งหมด/ครอก 

เอกสารอา้งองิ 

1,000 5 40 70.0 9.25  (Roca et al., 2003) 

250 5 NA 42.9 7.2  (Bathgate et al., 2003) 

1,000 0.5 20 65.0* 6* (Wongtawan, 2004) 

*ตวัเลขทีแ̀สดงเป็นอตัรา การตั -งทอ้ง และจาํนวนตวัอ่อนทีน̀บัไดใ้นมดลกู; NA=ไมม่ขีอ้มลู 
 
การผสมเทียมแบบสอดท่อเข้ามดลกู (intra-uterine insemination) 

งานวจิยัในดา้นการผสมเทยีมในสุกร มุง่ทีจ̀ะลดจาํนวนตวัอสุจต่ิอการผสม โดยทีไ̀ม่
ส่งผลต่อความสมบรูณ์พนัธุ ์ วธิกีารหน̀ึงคอื การลดจาํนวนตวัอสุจต่ิอโด๊สการผสมโดยปล่อย
นํ-าเชื-อภายในมดลกู Kruger และคณะ (1999) ไดท้าํการทําการผสมเทยีมสุกรสาว โดยทาํการ
ผ่าตดัและทาํการปล่อยนํ-าเชื-อ ทีบ̀รเิวณใกลก้บัช่วงต่อของปีกมดลกูกบัท่อนําไข่ (uterotubal 
junction, UTJ) พบว่านํ-าเชื-อทีม̀จีาํนวนตวัอสุจ ิ 10 ลา้นตวัในปรมิาตร 0.5 มลิลลิติร กเ็พยีงพอ
เมือ̀เทยีบกบัการผสมเทยีมตามปกต ิ เช่นเดยีวกนักบัในสุกรนาง (Kruger and Rath, 2000) 
อุปกรณ์ในการผสมเทยีมต่างๆไดถู้กพฒันาขึ-น เพื`อใชใ้นการนํานํ-าเชื-อไปปล่อยทีใ̀นตวัมดลกู 
(intrauterine insemination, IUI) หรอืส่วนตน้ของปีกมดลกู (deep intrauterine insemination, 
DIUI) (รปูที ̀ 2) Watson and Behan (2002) ศกึษาการใชท่้อผสมเทยีมแบบสอดท่อเขา้มดลกู 
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(IUI) เป็นอุปกรณ์ในการผสมเทยีมสุกร พบว่าสามารถทีจ̀ะลดจาํนวนตวัอสุจลิงเหลอื 1,000 ลา้น
ตวัต่อโด๊ส โดยทีไ̀ม่มผีลต่ออตัราการผสมตดิ และเป็นวธิกีารทีท̀าํไดง้่าย ไม่ยุง่ยาก และมี
ประสทิธภิาพ Martinez et al. (2001) ประสบความสําเรจ็ในการผสมเทยีมสุกร โดยฉีดนํ-าเชื-อ
เขา้ไปในปีกมดลกู (deep intrauterine insemination, DIUI) โดยวธิไีมผ่่าตดัและไมต่อ้งวางยา 
โดยใชท่้อ endoscope สอดผ่านท่อผสมเทยีม ผ่านคอมดลกู และปล่อยนํ-าเชื-อทีปี̀กขา้งใดขา้ง
หน̀ึง และพบว่าไม่มคีวามแตกต่างของอตัราการเขา้คลอด ขนาดครอก เมือ̀เทยีบกบัการผสม
เทยีมตามปกต ิ ต่อมา Martinez et al. (2002) ไดพ้ฒันาวธิกีารผสมเทยีม DIUI โดยนําท่อที`
สามารถโคง้งอได ้ (flexible catheter) มาใชแ้ทนท่อ endoscope ทีม̀รีาคาแพง และแตกหกัได้
งา่ย ซึง̀ไมเ่หมาะทีจ̀ะนํามาใชใ้นภาคสนาม จากทดลองพบว่าสามารถทีจ̀ะลดความเขม้ของ
นํ-าเชื-อลงได ้20–60 เท่า เมื`อเทยีบกบัการผสมเทยีมแบบเดมิ บรเิวณทีป̀ล่อยนํ-าเชื-อคอื 1 ใน 3 
ของปีกมดลกูทางส่วนตน้ (รปูที ̀2) 
 

 
 
รปูที3 2 รปูแสดงอวยัวะสบืพนัธุส์ุกรเพศเมยีทีไ̀ดร้บัการผสมเทยีม 3 แบบ 1=แบบดั -งเดมิ 
(conventional artificial insemination, AI) 2=แบบสอดท่อเขา้ตวัมดลกู (intra uterine 
insemination, IUI) และ 3=แบบสอดท่อเขา้ปีกมดลกู (deep intra uterine insemination, DIUI) 
(ทีม̀า: Belstra, 2002) 
 

ในการศกึษาก่อนหน้านี-ของคณะผูว้จิยั (Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al., 
2007) พบว่าการผสมเทยีมแบบสอดท่อเขา้ตวัมดลกู (IUI) สามารถทีจ̀ะทาํการสอดท่อผสม
เทยีมผ่านคอมดลกูไดใ้นแม่สุกรทุกตวั และไมพ่บเลอืดทีป̀ลายท่อผสมเทยีม หลงัจากทําการ
ผสมเทยีมเสรจ็แลว้ สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Roca et al. (2003) ทีส̀ามารถสอดท่อผ่านคอ
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มดลกูแมสุ่กรจาํนวน 94.0 เปอรเ์ซน็ต ์ และพบเลอืดทีป̀ลายท่อจาํนวน 1.7 เปอรเ์ซน็ต ์ และผล
การศกึษาของ Dallanora et al. (2004) พบว่าแมสุ่กรจาํนวน 94.7 เปอรเ์ซน็ตส์ามารถทีจ̀ะสอด
ท่อไดแ้ละพบเลอืดทีป̀ลายท่อจาํนวน 1.7 เปอรเ์ซน็ต ์นอกจากนี-ยงัพบอกีว่า หลงัการผสมเทยีม
อสุจจิะสญูเสยีจากการไหลยอ้นกลบัของนํ-าเชื-อแลว้ และจะถูกเมด็เลอืดขาวและเซลลใ์นระบบ
ภมูคิุม้กนัเขา้มาเกบ็กนิ (Matthijs et al., 2003) Mburu et al. (1996) พบว่า ก่อนไขต่กตวัอสุจิ
ส่วนใหญ่จะเขา้ไปอยูต่รงบรเิวณส่วนต่อของท่อนําไขแ่ละปีกมดลกู และส่วนล่างของอสิมสั แต่
หลงัไขต่กตวัอสุจจิะเขา้ไปอยูใ่นส่วนของอสิมสัส่วนบนมากขึ-น ส่วนรอยต่อของท่อนําไขแ่ละปีก
มดลกู จะเป็นบรเิวณทีส̀ะสมของตวัอสุจ ิ โดยบรเิวณนี-มสีภาพแวดลอ้มทีเ̀อื-ออาํนวยต่อการมี
ชวีติของตวัอสุจแิละยงัทาํหน้าทีช่̀วยกรองตวัอสุจทิีจ̀ะผ่านเขา้ไปในท่อนําไขด่ว้ย (Rigby, 1966; 
Tienthai, 2003) ซึง̀สอดคลอ้งกบัผลการทดลองของคณะผูว้จิยั ซึง̀พบว่า หลงัผสมเทยีม 24 
ชัว̀โมง อสุจสิ่วนใหญ่จะพบทีส่̀วนของรอยต่อระหว่างท่อนําไขแ่ละมดลกู (ตารางที ̀2) 
 
ตารางที3 2 ค่าเฉลีย̀ (mean) ของจาํนวนตวัอสุจทิั -งหมดทีต̀รวจพบในท่อนําไขแ่ละปีกมดลกูใน
แมสุ่กรหลงัการผสมเทยีมแบบปกต ิ(AI) แบบสอดท่อเขา้มดลกู (IUI) และแบบสอดท่อเขา้ปีก
มดลกู (DIUI) (Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al., 2007) 
กลุ่ม จาํนวน 1 2 3 4 5 6 7 
AI 6 87 a 343 a 1,411a 142,500 b 90,000 c 69,167 cd 45,000 d 
IUI 6 85 a 296 a 1,280 a 131,167 b 90,000 c 66,167cd 37,250 ad 
DIUI 5 25a 76a 284a 23,500b 15,400c 9,000d 7,000d 

* สว่นที ̀1 แอมพลู่า 2 อสิมสัสว่นตน้ 3 อสิมสัสว่นปลาย 4 ยทูเีจ 5 ปีกมดลกูสว่นตน้ 6 ปีกมดลกูสว่นกลาง 7 
ปีกมดลกูสว่นปลาย  abcd อกัษรต่างกนัในแถวแนวนอนมคีวามแตกต่างทางสถติ ิ(P<0.05) 
 
การเกิดคาปาซิเตชั 3นของอสจิุสกุรที3ผา่นการแช่เยน็และแช่แขง็ 

การแช่แขง็นํ-าเชื-อประกอบดว้ยกระบวนการต่างๆ ไดแ้ก่ การเจอืจางนํ-าเชื-อ (dilution) 
การแช่เยน็ (cooling) การป ัน̀เหวีย̀ง (centrifugation) การแช่แขง็ (freezing) และการทําละลาย 
(thawing) ซึง̀กระบวนการต่างๆ เหล่านี-ลว้นส่งผลต่อความเสยีหายของตวัอสุจไิดท้ั -งสิ-น ใน
ระหว่างกระบวนการแช่แขง็ตวัอสุจจิะมกีารเปลีย̀นแปลงปรมิาตรภายในเซลล ์ เน̀ืองจากการเตมิ
สารกลเีซอรอลมผีลต่อ osmotic pressure โดยตรง นอกจากนี-ในระหว่างการลดอุณหภมูทิั -งใน
ขั -นตอนการแช่เยน็และแช่แขง็กจ็ะทาํใหคุ้ณสมบตัหิรอืความสามารถในการเลอืกผ่านของเมม
เบรน (selective permeability) ลดลงซึง̀ส่งผลต่อ fluidity ของเมมเบรนทาํใหเ้มมเบรนเกดิความ
เสยีหาย ซึง̀ส่งผลทาํใหอ้ตัราการมชีวีติรอดของตวัอสุจลิดน้อยลง 

กระบวนการทางสรรีวทิยาอนัหน̀ึงทีไ̀ดม้กีารทาํคน้ควา้วจิยัมาก คอื กระบวนการคาปาซิ
เตชนั (capacitation) การรายงานว่า การแช่เยน็ การแช่แขง็ การอุ่น หรอืการทําละลายนํ-าเชื-อ 
สามารถทําใหเ้กดิกระบวนการ “capacitation-like change” ได ้ รวมไปถงึการพบโปรตนีที`
เรยีกว่า tyrosine phosphorylated protein ซึง̀โปรตนีตวันี-จะพบไดใ้นกรณทีีอ̀สุจเิกดิการคาปาซิ
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เตชนั มกีารคน้พบโปรตนีชนิดนี-ในหนูเป็นครั -งแรก และมกีารศกึษาต่อมาในสตัวช์นิดอื`นๆ ซึง̀
โปรตนีทีพ̀บไดจ้ะอยูใ่นส่วนของ flagellum ซึง̀โปรตนีนี-ช่วยในการควบคุมการเคลื`อนไวหรอื 
การเกดิ hyperactivation อสุจสิุกรค่อนขา้งมคีวามแตกต่างจากสตัวเ์ลี-ยงลกูดว้ยนมชนิดอื`นๆ 
คอืจะพบเป็น tyrosine phosphoprotein complex ซึง̀ประกอบดว้ยโมเลกุลของโปรตนีขนาด 32 
kDa (p32) หลายๆโมเลกุล (Tardif et al., 2001) และโปรตนีเหล่านี-จะพบมากทีบ̀รเิวณส่วนหวั
มากกว่า flagellum ซึง̀โปรตนีเหล่านี-น่าจะมสี่วนเกี`ยวขอ้งกบักระบวนการคาปาซเิตชนัและ 
acrosome reaction (Flesch et al., 1999;Tardif et al., 2001) Harayama และคณะ (2004) 
พบว่าโปรตนี p32 มคีวามสมัพนัธก์บัระดบัของแคลเซยีมภายในเซลลอ์สุจแิละการสญูเสยีอะ
โครโซมของตวัอสุจ ิ สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Dube และคณะ (2005) ทีพ̀บว่าองคป์ระกอบ
หลกัของโปรตนี p32 กค็อื proacrosin binding protein ซึง̀ช่วยในการคะตะไลซใ์หเ้กดิ 
maturation ของอะโครซนิ (acrosin)  

การเกดิคาปาซเิตชัน̀ เป็นกระบวนการทางสรรีวทิยาปกตขิองอสุจ ิ โดยปกตอิสุจทิีถู̀ก
หลัง̀ออกมานั -นยงัไมม่คีวามสามารถในการปฏสินธจิะต้องผ่านกระบวนการคาปาซเิตชัน̀และ 
acrosome reaction ก่อน ซึง̀ทั -งสองกระบวนการนี-จะทาํใหอ้สุจสิามารถเคลื`อนทีผ่̀านจากท่อนํา
ไขท่ะลุผ่านเยือ̀เมอืกต่างๆ ภายในท่อนําไข ่ แทรกผ่าน cumulus cell จนในทีสุ̀ดอสุจสิามารถที`
จะเจาะผ่าน zona pellucida เขา้ไปปฏสินธกิบัโอโอไซตไ์ด ้ ซึง̀กระบวนการต่างๆ นี-เกดิขึ-น
ภายในระบบสบืพนัธุข์องเพศเมยี อสุจทิีถู̀กกระตุน้ใหเ้กดิคาปาซเิตชัน̀แลว้จะค่อนขา้งมคีวาม
เปราะบางมากและพรอ้มทีจ̀ะเกดิกระบวนการ acrosome reaction ไดท้นัท ี กระบวนการ 
acrosome reaction เป็นกระบวนการทีเ̀กดิขึ-นภายหลงัจากการทีต̀วัอสุจเิกดิคาปาซเิตชัน̀ โดย
ตวัอสุจจิะไปจบักบั zona pellucida ของโอโอไซตซ์ึง̀ทําให ้ outer membrane ของอะโครโซม
เชื`อมรวมกบัพลาสเมมเบรนหลายๆ ตําแหน่ง และมกีารปล่อยสาร acrosomal content ซึง̀เป็น 
hydrolytic enzyme ทีช่̀วยในการยอ่ย zona pellucida ทําใหต้วัอสุจสิามารถผ่านเขา้มายงั
บรเิวณ perivitelline space และเชื`อมผนงัทีบ̀รเิวณ oolemma ซึง̀จะทําใหเ้ซลลข์องตวัอสุจริวม
กบัเซลลข์องโอโอไซตต่์อไปหรอืเกดิการปฏสินธ ิ กระบวนการเกดิ acrosome reaction ถูก
ควบคุมจากหลายสญัญาณซึง̀สญัญาณหลกัคอื การเพิม̀ระดบัของแคลเซยีมภายในเซลลอ์สุจ ิ มี
การศกึษาโดยเตมิ calcium ionophore ลงในอสุจทิีเ̀กดิคาปาซเิตชนัแลว้พบว่า แคลเซยีม
สามารถเหน̀ียวนําใหอ้สุจเิหล่านี-เกดิการปล่อยเอนไซม ์ หรอืเกดิ acrosome reaction ได ้ มี
การศกึษาพบว่า การดงึโคเลสเตอรอลออกจากเมมเบรนเป็นการกระตุน้ทีส̀าํคญัทีท̀าํใหเ้กดิการ
คาปาซเิตชนัและ acrosome reaction ของอสุจ ิ (Shadan et al., 2004) โดยเมือ̀โคเลสเตอรอล
ออกจากเมมเบรนทําใหเ้มมเบรนมกีารเปลีย̀นแปลง และส่งผลให ้ ion channel ต่างๆ มกีาร
ทาํงานทีเ̀ปลีย̀นไป โดยเฉพาะแคลเซยีมและไบคารบ์อเนตไอออน ซึง̀ทั -งสองไอออนนี-ทําหน้าที`
กระตุน้ adenyl cyclase โดยตรงทําใหเ้กดิกระบวนการสรา้ง cAMP ซึง̀จากการศกึษาในอสุจิ
สุกรพบว่าภายหลงัจากการ incubation นํ-าเชื-อในสภาวะทีก̀ระตุ้นใหเ้กดิกระบวนการคาปาซิ
เตชัน̀เพยีงไมก่ี`นาทกีส็ามารถตรวจพบปรมิาณของ cAMP เป็นการยนืยนัไดว้่าการสญูเสยี
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โคเลสเตอรอลออกจากเมมเบรนเป็นกลไกหน̀ึงทีท̀ําใหต้วัอสุจสิามารถเกดิกระบวนการคาปาซเิต
ชนัได ้ (Tardif et al., 2004) และเน̀ืองจากในอสุจสิุกรมอีตัราส่วนของโคเลสเตอรอลต่อฟอส
โฟไลปิดทีค่̀อนขา้งตํ`า จงึทําใหต้วัอสุจสิุกรไวต่อการเกดิ cold shock มากกว่าสตัวช์นิดอื`นๆ 
ดงันั -นหากเกดิการสญูเสยีโคเลสเตอรอลกจ็ะทาํใหเ้กดิการเหน̀ียวนํากระบวนการคาปาซเิตชนัได้
งา่ยเช่นกนั นอกจากนี-ยงัไดม้กีารศกึษาเกีย̀วกบัการเกดิ capacitation like change ทีเ̀กดิจาก
การแช่เยน็และการแช่แขง็ ซึง̀การเกดิปรากฏการณ์นี-ส่งผลทาํใหป้ระสทิธภิาพในการปฏสินธิ
ของอสุจลิดลงไมเ่ฉพาะแต่อสุจสิุกรแต่รวมไปถงึสตัวเ์ลี-ยงลกูดว้ยนมอื`นๆดว้ย การศกึษา 
capacitation like changes ในอสุจโิดยการใชว้ธิกีารตรวจโดยใชส้ยีอ้ม chlortetracycline และ
เครือ̀ง flow cytometry พบว่า สดัส่วนของตวัอสุจแิช่แยน็ทีอุ̀ณหภูม ิ5°C เกดิคาปาซเิตชนั และ 
acrosome reaction มากกว่าตวัอสุจแิช่แยน็ทีอุ̀ณหภูม ิ 15°C และในนํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็ยิง̀พบ
สดัส่วนของตวัอสุจทิีเ̀กดิคาปาซเิตชนั และ acrosome reaction มากกว่านํ-าเชื-อแช่เยน็ 
(Maxwell and Johnson, 1997) นอกจากนี- Green และ Watson (2001) ไดท้าํการศกึษา
เปรยีบเทยีบการเกดิคาปาซเิตชนัระหว่างตวัอสุจทิีผ่̀านการแช่เยน็และการอุ่น กบัตวัอสุจทิี ̀
incubate ใน capacitating medium พบว่าผลทีไ̀ดม้คีวามคลา้ยคลงึกนัอย่างมากทั -งปรมิาณอสุจิ
ทีเ̀กดิคาปาซเิตชนัจากการตรวจโดยใช ้ CTC staining ระดบัของแคลเซยีมไอออนภายในเซลล ์
และ ปรมิาณของโปรตนี p32 โดยสรปุการเกดิการเปลีย̀นแปลงระหว่างกระบวนการแช่เยน็และ
แช่แขง็เกีย̀วขอ้งกบัการสญูเสยีโคเลสเตอรอลและทาํใหเ้กดิการเปลีย̀นแปลงภายในเซลล ์ เช่น 
การเกดิ calcium uptake ภายในเซลลอ์สุจ ิ ซึง̀จะนําไปสู่ภาวะ capacitation like change ใน
ทีสุ̀ด และจากการศกึษาทีพ̀บว่าการสญูเสยีโคเลสเตอรอลจะเป็นตวัทําใหเ้กดิคาปาซเิตชนั จงึได้
มกีารคดิทีจ̀ะใช ้ cyclodextrins ซึง̀เป็นสารประกอบเชงิซอ้นของนํ-าตาลทีม̀คีุณสมบตัช่ิวยในการ
ขนส่งโคเลสเตอรอลเขา้สู่พลาสมาเมมเบรน ซึง̀จากการศกึษาในแพะและววัพบว่าช่วยเพิม̀อตัรา
การรอดชวีติของตวัอสุจแิต่อยา่งไรกต็ามอตัราการผสมตดิยงัไมเ่ป็นทีน่̀าพอใจ สาํหรบั
การศกึษาในสุกรพบกว่าการใชโ้คเลสเตอรอล หรอื cyclodextrins เพยีงอยา่งใดอยา่งหน̀ึงไม่
สามารถทําใหคุ้ณภาพของตวัอสุจดิขี ึ-น แต่เมือ̀ใชโ้คเลสเตอรอลรว่มกบั cyclodextrins พบว่าทาํ
ใหอ้ตัราการรอดชวีติของตวัอสุจเิพิม̀สงูขึ-น ซึง̀แสดงใหเ้หน็ว่า cyclodextrins สามารถช่วยพา
โคเลสเตอรอลเขา้สู่พลาสมาเมมเบรนได ้ (Bailey et al., 2008) ซึง̀สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ 
Galantino-Homer (2006) ทีร̀ายงานว่าการใส่ cyclodextrins รว่มกบัโคเลสเตอรอล จะสามารถ
ช่วยลดปรมิาณโปรตนี p32 ไดน้ัน̀คอื ช่วยลดการเกดิคาปาซเิตชนั และ acrosome reaction ซึง̀
ทาํใหเ้พิม̀อตัราการรอดชวีติในตวัอสุจทิีผ่̀านการแช่เยน็ไดอ้กีดว้ย นอกจากนี-ยงัมกีารรายงานว่า
การเตมิ seminal plasma 20%v/v จะสามารถช่วยลดจาํนวน capacitated sperm และปรมิาณ
ของโปรตนี p32 ไดอ้ยา่งมนียัสาํคญั (Kaneto et al., 2002) ซึง̀สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ 
Hirayama และคณะ (1999) ทีพ̀บว่าการเตมิ seminal plasma สามารถช่วยลดการเกดิคาปาซิ
เตชนัของอสุจสิุกรที ̀incubate ใน capacitating medium ที ̀39°C 



 

 19

จากการศกึษาดงักล่าวขา้งต้นแสดงใหเ้หน็ว่าการเปลีย̀นแปลงอุณหภมูทิีล̀ดลงหรอื
เพิม̀ขึ-นอย่างรวดเรว็ลว้นแลว้แต่เหน̀ียวนําใหเ้กดิกระบวนการทีเ̀รยีกว่า capacitation like 
change และ acrosome reaction ตามมาได ้ ถา้อสุจเิกดิการคาปาซเิตชนัทีใ̀นช่วงเวลาทีไ̀ม่
เหมาะสม กท็ําใหอ้สุจนิั -นไมส่ามารถทีจ̀ะปฏสินธกิบัโอโอไซตไ์ดส้่งผลทาํใหอ้ตัราการผสมตดิ
ลดลงได ้ ดงันั -นหากมกีารพฒันาวธิกีารแช่แขง็ทีใ̀หผ้ลเป็นทีย̀อมรบัในวงการอุตสาหกรรมการ
ผลติสุกรได ้กจ็ะทาํใหเ้กดิประโยชน์ต่างๆ มากมาย อาทเิช่น การเพิม̀ผลผลติสุกรของฝงู ระบบ
ความปลอดภยัทางชวีภาพทีเ̀พิม̀ขึ-น การนําไปใชเ้พื`อเทคโนโลยกีารคดัเลอืกเพศ ตลอดจนการ
จดัตั -ง gene banking เป็นต้น  
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บทที3 2 
ระเบียบวิธีวิจยั 

 
สตัวท์ดลอง 

การทดลองใชสุ้กรเพศผูท้ีโ̀ตเตม็วยัใชส้าํหรบัการผสมเทยีม จาํนวน 30 ตวั พนัธุแ์ลนด์
เรซ 10 ตวั ยอรก์เชยีร ์ 10 ตวั และดรูอก 10 ตวั อายรุะหว่าง 1.5-3 ปี มคีุณภาพนํ-าเชื-อปกต ิ 
จากบรษิทัมติรภาพไฮบรดิ จาํกดั จ. สระบุร ี พ่อสุกรแต่ละตวัถูกเลี-ยงในคอกเดีย̀ว มรีางอาหาร 
และจุบ๊นํ-าอตัโนมตั ิมนํี-าดื`มตลอด 24 ชัว̀โมง (รปูที ̀3) รดีนํ-าเชื-อจากพ่อสุกรแต่ละตวั ตวัละ >3 
ครั -ง โดยมรีะยะห่างของการรดีนํ-าเชื-ออยา่งน้อย 5 วนั นํ-าเชื-อทีม̀คีุณภาพดถีูกแช่แขง็และ
ตรวจสอบคุณภาพนํ-าเชื-อหลงัการทําละลาย (ตารางที ̀ 3) หลงัทาํละลายนํ-าเชื-อทีม̀อีตัราการ
เคลื`อนไหวหลงัทาํละลาย > 40% จะทําการเกบ็รกัษานํ-าเชื-อแช่แขง็ (semen bank) เพื`อใชใ้น
การผสมเทยีม 

สุกรเพศเมยีทีนํ̀ามาใชใ้นการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ เป็นแมสุ่กรระหว่าง ทอ้ง 2-8 
ทีม̀ปีระวตักิารคลอด และหยา่นมปกต ิและแสดงอาการเป็นสดัภายใน 5 วนั หลงัหยา่นม ทําการ
ผสมเทยีมในแมสุ่กรพนัธุแ์ลนดเ์รซ จาํนวน 69 ตวั (นํ-าเชื-อแช่แขง็ 33 ตวั นํ-าเชื-อสด 36 ตวั) 
(ตารางที ̀4) 
 

 
รปูที3 3 พ่อสุกรทีใ̀ชใ้นการผสมเทยีมถูกเลี-ยงในโรงเรอืนแบบ evaporative cooling system 
 
การรีดนํ#าเชื#อ 

รดีเกบ็นํ-าเชื-อพ่อพนัธุส์ุกร โดยวธิ ีGloved hand method โดยรดีเกบ็เฉพาะส่วน sperm 
rich fraction (รูปที` 4) หลงัจากนั -นทําการตรวจคุณภาพนํ-าเชื-อ โดยตรวจดูส ีปรมิาตร การ
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เคลื`อนไหว และ ตรวจความเข้มข้นด้วย photometer (spermacue®) นํ-าเชื-อที`ม ีอัตราการ
เคลื`อนไหว >70% ปรมิาตร > 100 มล. ความเขม้ขน้ >200 ตวั/มล จะนํามาใชใ้นการแช่แขง็ 
 

 
รปูที3 4 นํ-าเชื-อพ่อสุกรทีร̀ดีเกบ็เฉพาะส่วน Sperm rich fraction วดัปรมิาตรก่อนการแช่แขง็ 
 
การแช่แขง็และการทาํละลายนํ#าเชื#อแช่แขง็ 

เจอืจางนํ-าเชื-อดว้ยสารละลายชนิดที ̀ 1 (ModenaTM) ในอตัราส่วนนํ-าเชื-อ 1 ส่วนต่อ 
ModenaTM 1-3 ส่วน (1:1–1:3) รกัษาอุณหภูมใินตูเ้ยน็ที ̀ 15°C นาน 2 ชัว̀โมง (รปูที ̀ 5) ป ัน̀
เหวีย̀ง (centrifuge) ดว้ยความเรว็ 800x g ทีอุ̀ณหภูม ิ 15°C นาน 10 นาท ี (รปูที ̀ 6) เทส่วน
ของเหลวดา้นบนออก เจอืจางส่วนทีเ̀หลอืดว้ย สารละลายชนิดที ̀ 2 (Extender II) ซึง̀
ประกอบดว้ย lactose solution และ egg yolk ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของอสุจ ิ 1.5×109 ตวั/
มลิลลิติร ผสมใหเ้ขา้กนั และทิ-งไวท้ีอุ̀ณหภูม ิ5°C นาน 1.5 ชัว̀โมง (รปูที ̀7) หลงัจากนั -นทาํการ
เจอืจางเพิม̀ดว้ยสารละลายชนิดที ̀ 3 (Extender III) ซึง̀ประกอบดว้ย สารละลายชนิดที ̀ 2 กบั 
glycerol และ Equex STM® ในอตัราส่วน 2:1 ใหส้ารละลายสุดทา้ยมคีวามเขม้ขน้ของอสุจ ิ
1×109 ตวั/มลิลลิติร ม ีglyerol 3 % ในนํ-าเชื-อ บรรจสุารละลายนํ-าเชื-อลงในหลอดฟางขนาด 0.5 
มลิลลิติร แลว้ปิดผนึก ลดอุณหภมูนํิ-าเชื-อทีบ̀รรจแุลว้ ดว้ยการวางหลอดฟางเหนือระดบัผวิของ
ไนโตรเจนเหลวที ̀3 เซนตเิมตร นาน 20 นาท ีก่อนจุ่มลงในไนโตรเจนเหลว (รปูที ̀8) 

การทําละลายทําโดยนํานํ-าเชื-อใส่ลงในนํ-าอุ่นทีอุ̀ณหภูม ิ 50°C เป็นเวลา 12 วนิาท ี
หลงัจากนั -น เจอืจางนํ-าเชื-อดว้ยสารละลาย ModenaTM ก่อนนําไปผสมเทยีม 
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รปูที3 5 นําเชื-อพ่อสุกรทีถู̀กนํามาเจอืจางนํ-าเชื-อดว้ยสารละลาย MedenaTM ในอตัราส่วนนํ-าเชื-อ 

1 ส่วนต่อ ModenaTM 1-3 ส่วน (1:1–1:3) และเกบ็รกัษาอุณหภมูใินตูเ้ยน็ที ̀ 15°C นาน 2 
ชัว̀โมงก่อนนําไปป ัน̀แยกเซลลอ์สุจเิพื`อการแช่แขง็ 
 

 
รปูที3 6 เครือ̀งป ัน̀แยกอสุจแิบบควบคุมอุณหภูม ิ(centrifuge) โดยตั -งความเรว็ในการป ัน̀ที ̀800x 

g อุณหภมู ิ15°C ป ัน̀เหวีย̀งนาน 10 นาท ีก่อนทาํการเทส่วนของเหลวดา้นบนออกแลว้เจอืจาง
ส่วนทีเ̀หลอืดว้ย สารละลาย Lactose และ egg yolk 
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รปูที3 7 ตูเ้ยน็ทีป̀รบัอุณหภูม ิ 5 ºC เพื`อการเกบ็นํ-าเชื-อหลงัการเจอืจางดว้ยสารละลายชนิดที ̀ 2 
และใชร้ะหว่างการเจอืจางดว้ยสารละลายชนิดที ̀3 และระหว่างบรรจนํุ-าเชื-อลงหลอดฟาง 
 

 
รปูที3 8 การเตรยีมกล่องโฟมทีเ̀ตมิไนโตรเจนเหลวเพื`อการแช่แขง็นํ-าเชื-อในขั -นตอนสุดทา้ย 
 
การประเมินคณุภาพอสุจิหลงัทาํละลาย 

หลงัจากละลายนํ-าเชื-อถูกนํ-าละลายดว้ย ModenaTM ในสดัส่วน 1:20 ใหม้อีสุจเิขม้ขน้ 
50-60x106 ตวั/มลิลลิติร หลงัจากนั -นนํ-าเชื-อถูกนํามาประเมนิคุณภาพโดยศกึษาลกัษณะผนงั
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เซลล ์ (plasma membrane integrity) และ ศกึษาความผดิปกตขิองอโครโซม (Acrosome 
defect) โดยการยอ้มส ี SYBR-14 และ ethidium homodimer-1 (Fertilight® Sperm Viability 
Kit, Molecular Probes Europe BV, The Netherlands) (รปูที ̀9) 
 

 
รปูที3 9 อสุจพิ่อสุกรทีย̀อ้มดว้ย SYBR-14 / ethidium homodimer-1 (EthD-1) อสุจมิชีวีติจะยอ้ม
ตดิสเีขยีวของ SYBR-14 อสุจทิีต̀ายจะยอ้มตดิสแีดงของ EthD-1 และ อสุจทิีใ̀กลต้ายจะยอ้มตดิ
ทั -งสเีขยีวและแดง 
 
การตรวจการเป็นสดั 

ตรวจการเป็นสดัในแมสุ่กรหลงัหยา่นมวนัละ 2 ครั -ง โดยใชพ้่อสุกร เมือ̀พบอาการของ
ระยะก่อนการเป็นสดั แมสุ่กรจะถูกตรวจการยนืน̀ิงทุก 8 ชัว̀โมง กําหนดใหเ้วลาของการเริม̀ยนื
น̀ิงคอื 4 ชัว̀โมงก่อนพบสุกรยนืน̀ิงเมือ̀กดหลงัในครั -งแรก และเวลาของการสิ-นสุดการยนืน̀ิงคอื 4 
ชัว̀โมง หลงัพบการยนืน̀ิงครั -งสุดทา้ย ระยะหยา่นมถงึเป็นสดัในสุกรทุกตวัถูกบนัทกึและนําไป
วเิคราะหข์อ้มลู โดยวนัทีห̀ย่านมนบัเป็นวนัที ̀0 (รปูที ̀10) 
 



 

 25

 
รปูที3 10 แมสุ่กรทีต̀รวจพบการเป็นสดัถูกนํามาเรยีงในกรงตบัเพื`อรอผสมเทยีมพรอ้มกนั 
 
การตรวจการตกไข่ 

การตกไขต่รวจโดยใชเ้ครือ̀งอลัตราซาวน์ แบบเรยีลไทม ์ บ ี โหมด โดยใชห้วัตรวจชนิด
สอดเขา้ทางทวารหนกั ความถี ̀ 5 MHz ทาํการวดัขนาดของฟอลลเิคลิโดยเลอืกฟอลลเิคลิทีม̀ ี
ขนาดใหญ่ทีสุ̀ด เมือ̀แมสุ่กรแสดงอาการเป็นสดัแลว้จะเพิม̀ความถีก̀ารวดัขนาดฟอลลเิคลิเป็นทุก 
8 ชัว̀โมง จนกระทัง̀ตกไข่ (รปูที ̀11) เวลาของการตกไขค่อื 4 ชัว̀โมง หลงัจากพบฟอลลเิคลิครั -ง
สุดทา้ย แมสุ่กรทุกตวัถูกตรวจรงัไขแ่ละวดัขนาดของฟองลเิคลิดว้ยอลัตราซาวดว์นัละ 1 ครั -ง 
ตั -งแต่ 1 วนัหลงัหยา่นมเป็นตน้ไปจนกระทัง̀แมสุ่กรเป็นสดัจงึเพิม̀ความถีข̀องการวดัเป็นทุก 8 
ชัว̀โมง วนัทีห̀ย่านมนบัเป็นวนัที ̀ 0 ระยะเป็นสดัถงึตกไขใ่นสุกรทุกตวัถูกบนัทกึและนําไป
วเิคราะหข์อ้มลู 

รปูที3 11 การตรวจการตกไขใ่นสุกรดว้ยอลัตราซาวดแ์บบเรยีลไทม ์บ ีโหมด 
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การผสมเทียม 
แบ่งแมสุ่กรออกเป็น 2 กลุ่มโดยวธิสีุ่มและทาํการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสดแบบปกตขิอง

ฟารม์ (กลุ่มควบคุม 36 ตวั) และ ผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ในสุกรหย่านมรว่มกบัการ
เหน̀ียวนําการตกไขด่ว้ย ฮอรโ์มนส ์hCG (Choluron®, Intervet, Netherlands) 500 IU im. ใน
วนัแรกของการเป็นสดั (กลุ่มทดลอง 33 ตวั) ในกลุ่มควบคุมจะทาํการผสมเทยีมตามโปรแกรม
ปกตขิองฟารม์ ไดแ้ก่ ทาํการผสม 2-3 ครั -ง คอื ที ̀12 และ 24 และ 36 ชัว̀โมง หลงัจากเริม̀พบ
อาการเป็นสดัยนืน̀ิง การผสมครั -งที ̀ 3 จะทาํกรณทีีต̀รวจพบว่าแมสุ่กรยงัยนืน̀ิงยอมรบัการผสม 
กลุ่มทดลอง ทาํการผสม 2-3 ครั -ง คอื ที ̀ 24 และ 36 และ 48 ชัว̀โมง หลงัฉีดฮอรโ์มนส ์ hCG 
กลุ่มควบคุมจะใชป้รมิาตรและจาํนวนอสุจติามมาตรฐานของฟารม์ คอื ปรมิาตร 100 มลิลลิติร 
อสุจจิาํนวน 3,000x106 ตวั ในกลุ่มทดลอง ใชอ้สุจ ิ2,000x106 ตวั ในสารละลาย BTS ปรมิาตร 
20 มลิลลิติร แมสุ่กรทั -ง 2 กลุ่ม ไดร้บัการผสมเทยีมดว้ยวธิ ี intra-uterine insemination (IUI) 
(รปูที ̀ 12) หลงัการผสมเทยีมจะทาํการตรวจการตั -งทอ้งของแมสุ่กรทั -ง 2 กลุ่มดว้ยวธิสีงัเกตการ
กลบัสดั ในวนัที ̀ 18-24 หลงัเริม̀ตรวจพบอาการเป็นสดับนัทกึและเปรยีบเทยีบอตัราการตั -งทอ้ง 
รอจนกระทัง̀คลอดและเปรยีบเทยีบอตัราการเขา้คลอด และจาํนวนลกูสุกรทั -งหมดแรกคลอด/
ครอกในแมสุ่กรทั -ง 2 กลุ่ม 
 

รปูที3 12 การผสมเทยีมสุกรแบบสอดท่อเขา้ตวัมดลกู (intra-uterine insemination) 
 
การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ 

ทําการวเิคราะหท์างสถติ ิโดยใชโ้ปรแกรม SAS (SAS Inst. V. 9.0, Cary, NC USA) 
เปรยีบเทยีบคุณภาพนํ-าเชื-อภายหลงัทําละลาย โดยประเมนิจาก อตัราการเคลื`อนทีไ̀ปขา้งหน้า 
รอ้ยละของอสุจทิี`มชีวีติหลงัทําละลาย ร้อยละของอสุจทิี`มคีวามผดิปกตขิองอโครโซม ด้วยวธิ ี
General linear model (GLM) เปรยีบเทยีบอตัราการผสมตดิ  อตัราการเขา้คลอด ดว้ยวธิ ีChi-
square test เปรยีบเทยีบจํานวนลูกสุกรแรกคลอดทั -งหมดต่อครอกดว้ยวธิ ีGeneral linear 
model (GLM) ค่า P<0.05 ถอืว่าขอ้มลูมคีวามแตกต่างอยา่งมนียัสาํคญั 
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บทที3 4 
ผลการทดลอง 

 
คุณภาพนํ-าเชื-อสุกรก่อนและหลงัผ่านการแช่แขง็ และ ผลการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็

เปรยีบเทยีบกบันํ-าเชื-อสด แสดงในตารางที ̀3 และ 4 ตามลาํดบั  
โดยเฉลีย̀นํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็ทีนํ̀าไปใชส้าํหรบัการผสมเทยีมมอีตัราการเคลื`อนไหว 47.6% แม่

สุกรหยา่นมทีท̀ําการคดัเพื`อผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็มรีะยะเวลาตั -งแต่เริม̀เป็นสดัถงึตกไข่
เฉลีย̀ 43.0±4.9 ชัว̀โมง และระยะเวลาตั -งแต่ฉีดฮอรโ์มนเหน̀ียวนําการตกไข่จนกระทัง̀ตกไข ่ เท่ากบั 
36.4±3.7 ชัว̀โมง จากการตรวจตดิตามการตกไขเ่ป็นรายตวัพบว่าระยะเวลาตั -งแต่ ผสมเทยีมครั -ง
สุดทา้ยจนถงึไขต่กเฉลีย̀ 4.0±4.9 ชัว̀โมง (ตารางที ̀4) สมรรถภาพการสบืพนัธุข์องแมสุ่กรทีถู̀กผสม
เทยีมทุกตวัแสดงในตารางที ̀ 2 จากการทดลองพบว่าอตัราการผสมตดิในกลุ่มทีใ̀ชนํ้-าเชื-อแช่แขง็มี
แนวโน้มตํ`ากว่ากลุ่มควบคุม 12.9% (P=0.12) อยา่งไรกด็อีตัราเขา้คลอด จาํนวนลูกสุกรแรกคลอด
ทั -งหมดต่อครอก และ จาํนวนลกูสุกรมชีวีติต่อครอก ไมม่คีวามแตกต่างกนัระหว่างกลุ่มควบคุมและ
กลุ่มทีใ̀ชนํ้-าเชื-อแช่แขง็ (ตารางที ̀ 4) ในกลุ่มควบคุมสุกรทีไ̀มเ่ขา้คลอดพบว่าเกดิจากปญัหา แทง้ 4 
ตวั ตายกระทนัหนั 2 ตวั และกลบัสดัไมต่รงรอบ 2 ตวั ในกลุ่มทีผ̀สมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็พบว่า
สุกรทีไ̀มเ่ขา้คลอดเกดิจากปญัหา แทง้ 1 ตวั และกลบัสดัไมต่รงรอบ 1 ตวั 
 
ตารางที3 3 คุณภาพนํ-าเชื-อสุกรก่อนและหลงัผ่านการแช่แขง็ 
พารามเิตอร ์ จาํนวน ค่าเฉลีย̀±SD Range 
ปรมิาตร (มล.) 94 145.1±38.3 70-255 
ความเขม้ขน้ (x106 ตวั/มล.) 94 449.3±99.1 290-760 
การเคลื`อนไหวก่อนแช่แขง็ (%) 94 85.3±3.0 80-90 
การรอดชวีติก่อนแช่แขง็ (%) 94 83.6±4.8 71-95 
การเคลื`อนไหวหลงัแช่แขง็ (%) 62 31.9±16.2 0-60 
การรอดชวีติหลงัแช่แขง็ (%) 62 28.4±11.4 4.5-59 
จาํนวนหลอดฟางเฉลีย̀/ครั -ง 14 44.9±21.7 20-81 
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รปูที3 13 นํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็ทีเ̀กบ็ใน semen bank 

รปูที3 14 การอุ่นและเจอืจางนํ-าเชื-อแช่แขง็สุกรก่อนนําไปผสมเทยีม 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 29

ตารางที3 4 ผลการผสมเทยีม (ค่าเฉลีย̀±SD (พสิยั)) 
พารามเิตอร ์ กลุ่มควบคุม กลุ่มทดลอง 
จาํนวนสุกร 36 33 
ลาํดบัครอก 4.8±1.7 (2-8) 4.5±1.9 (2-9) 
คะแนนรปูรา่ง 2.51±0.41 2.51±0.47 
ระยะหย่านมถงึเป็นสดั (วนั) 3.6±1.2 (2-6) 3.6±0.6 (2-4) 
อตัราการเคลื`อนไหวหลงัทําละลาย (%) NA 47.6±3.7 (40-50) 
ระยะเป็นสดัถงึตกไข ่(ชม.) NA 43.0±4.9 (38-50) 
ฉีดฮอรโ์มนถงึตกไข ่(ชม.) NA 36.4±3.7 (33-42.5) 
ผสมเทยีมถงึตกไข่ (ชม.) NA 4.0±4.9 (1.5-17.5) 
อตัราการผสมตดิ (%) 91.7 78.8 
อตัราเขา้คลอด (%) 55 65 
จาํนวนลกูสุกรแรกคลอดทั -งหมด/ครอก 10.1±0.8 9.2±0.8 
จาํนวนลกูสุกรมชีวีติ/ครอก 8.3±1.1 8.6±0.9 
 

 
รปูที3 15 การตรวจการเป็นสดัแมสุ่กรดว้ยวธิ ีback pressure test เพื`อหาเวลาทีเ̀หมาะสมในการ
ผสมเทยีม 
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รปูที3 16 การผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ 

รปูที3 17 การเตรยีมสารละลายเพื`อเกบ็รกัษา
นํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็จากไขแ่ดง 
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รปูที3 18 การเตรยีมสารละลายสาํหรบันํ-าเชื-อแช่แขง็ 

รปูที3 19 การเตรยีมหลอดฟางเพื`อบรรจุ
นํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็ 
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บทที3 5 
สรปุและวิจารณ์ 

 
การศกึษาในครั -งนี-พบว่า การผสมเทยีมสุกรดว้ยวธิสีอดท่อเขา้มดลกูหรอื intra-uterine 

inseminaton (IUI) เป็นวธิทีีม̀ปีระสทิธภิาพในการใชผ้สมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อปรมิาณตํ`า (ทั -ง
จาํนวนอสุจ ิ และปรมิาตร) ไดผ้ลด ี สาํหรบันํ-าเชื-อแช่แขง็ ผลการผสมเทยีมใหผ้ลอยูใ่นเกณฑท์ี`
น่าพอใจ โดยพบว่ามอีตัราการผสมตดิที ̀78.8% จาํนวนลกูสุกรแรกคลอดทั -งหมด 9.2 ตวั/ครอก 
และจาํนวนลกูสุกรมชีวีติ 8.6 ตวั/ครอก ไมต่่างจากกลุ่มควบคุมทีผ̀สมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสดใน
ช่วงเวลาเดยีวกนั ผลของการผสมเทยีมในการทดลองครั -งนี-ใกลเ้คยีงกบัการทดลองของ Roca 
et al. (2003) ซึง̀ผสมเทยีมดว้ยวธิ ีdeep intra uterine insemination ดว้ยนํ-าเชื-อ 1,000 x 106 
ตวั/โด๊ส ซึง̀ผสมตดิ 70% และไดจ้าํนวนลกูสุกรทั -งหมดแรกคลอด 9.25 ตวั/ครอก และผลการ
ทดลองในครั -งนี-ดกีว่าการทดลองของ Bathgate et al. (2003) และ Wongtawan (2004) ซึง̀ได้
จาํนวนลกูสุกรต่อครอกเพยีง 7.2 ตวั และ 6 ตวั ตามลาํดบั (ตารางที ̀1) 

ในการทดลองครั -งนี-เลอืกใชก้ารผสมเทยีมดว้ยวธิ ี IUI แทนการผสมเทยีมแบบเดมิ และไม่
เลอืกใชว้ธิกีารผสมเทยีมแบบ DIUI เน̀ืองจากการผสมเทยีมแบบเดมิตอ้งใชจ้าํนวนอสุจิ
ค่อนขา้งมาก (>3,000 x 106 ตวั/โด๊ส) และพบการสญูเสยีอสุจใินท่อทางเดนิระบบสบืพนัธุ์
ค่อนขา้งสงู (Sumransap et al., 2007; Tummaruk et al., 2007) ในขณะทีก̀ารผสมเทยีมแบบ 
DIUI อาจพบการกระจายตวัของอสุจไิมเ่พยีงพอในสุกรบางตวั (Tummaruk et al., 2007) และ 
นอกจากนี- เมือ̀ไมน่านมานี-ยงัมกีารศกึษาพบว่าการตอบสนองของตวัรบัฮอรโ์มนโปรเจสเตอโรน
ทีเ̀ยือ̀บุผนงัท่อนําไขใ่นแมสุ่กรทีผ̀สมเทยีมดว้ยวธิ ี DIUI แตกต่างจากแมสุ่กรทีผ̀สมเทยีมดว้ยวธิี
ปกต ิซึง̀อาจมผีลกระทบต่อการขนส่งอสุจไิด ้(Tummaruk et al., 2009) 

ปจัจบุนัการผสมเทยีมไดถู้กนํามาใชอ้ย่างแพรห่ลายในอุตสาหกรรมการผลติสุกรทัว̀โลก 
ซึง̀การผสมเทยีมส่วนใหญ่จะทาํการผสมดว้ยนํ-าเชื-อสด (fresh semen) คดิเป็น 99% ของการ
ผสมเทยีมทั -งหมด ในขณะทีก̀ารผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสุกรแช่งแขง็ (frozen semen) นั -นยงัมกีาร
ใชเ้พยีง 1% เท่านั -น (Wagner and Thibier 2000) การผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสด (fresh semen) 
สามาถนํานํ-าเชื-อไปใชไ้ดท้นัทภีายหลงัจากเจอืจางดว้ยสารละลายนํ-าเชื-อ (extender) แลว้ หรอื
อาจนําไปเกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็ทีอุ̀ณหภมูปิระมาณ 18 องศาเซลเซยีส โดยจะสามารถเกบ็รกัษาได้
นาน 3-5 วนั ทั -งนี-ขึ-นกบัชนิดของสารละลายนํ-าเชื-อทีเ̀ลอืกใช ้แต่การผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อสดกม็ี
ขอ้จาํกดัในเรือ̀งของเวลาทีเ̀กบ็รกัษานํ-าเชื-อไดค้่อนขา้งสั -น ทาํใหไ้มส่ามารถขนส่งไปยงัสถานทีท̀ี`
มรีะยะทางห่างไกลได ้ ซึง̀เสยีโอกาสในแพรก่ระจายลกัษณะพนัธุกรรมทีด̀ไีปยงัพื-นทีไ̀กลๆ อกี
ทั -งอายกุารใชง้านของพ่อสุกรจะประมาณ 3 ปี ทําใหจ้าํกดัการใชป้ระโยชน์ของพ่อสุกรทีม̀ ี
พนัธุกรรมด ี ต่อมาจงึมกีารพฒันาเทคโนโลยกีารทํานํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็ขึ-นมา เพื`อแกไ้ขขอ้จาํกดั
ของนํ-าเชื-อสดหรอืนํ-าเชื-อแช่เยน็ ประโยชน์ทีไ̀ดจ้ากการนําเทคโนโลยกีารผลตินํ-าเชื-อสุกรแช่แขง็
มาใชใ้นระบบการผลติสุกร กค็อื การเกบ็รกัษาพนัธุกรรมของพ่อสุกรทีม̀ลีกัษณะด ี ทีผ่̀านการ
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ทดสอบพนัธุ ์ และการกระจายพนัธุกรรมสามารถทาํไดเ้รว็กว่านํ-าเชื-อสด ลดขอ้จาํกดัในการ
ขนส่งนํ-าเชื-อระหว่างประเทศได ้ลดการแพรก่ระจายของโรคระบาดเขา้สู่ฝงู ทําใหก้ารจดัการการ
เลี-ยงสุกรเป็นไปไดง้่ายมากขึ-น เทคโนโลยกีารแช่แขง็นํ-าเชื-อประสบความสาํเรจ็เมือ̀ไดม้กีาร
คน้พบกลเีซอรอล (glycerol) ว่ามคีุณสมบตัทิีช่̀วยปกป้องอสุจจิากกระบวนการแช่แขง็ได ้ แต่
อยา่งไรกต็ามในการผสมเทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็จะตอ้งใชป้รมิาณของตวัอสุจทิีม̀ากกว่านํ-าเชื-อ
สดหรอืนํ-าเชื-อแช่เยน็เน̀ืองจากอตัราการมชีวีติรอดของตวัอสุจภิายหลงัจากการแช่แขง็นั -นอยูท่ี`
ประมาณ 50% เท่านั -น อตัราการมชีวีติรอดทีค่̀อนขา้งน้อยเน̀ืองจากการทีต̀วัอสุจขิองสุกรมี
ความไวต่อความเยน็เป็นอย่างมาก (cold shock) ซึง̀จากงานวจิยัทีผ่̀านมาหลายสบิปีแลว้การใช้
นํ-าเชื-อแช่แขง็ในการผสมเทยีมยงัใหผ้ลของอตัราการผสมตดิทีย̀งัไมเ่ป็นทีย̀อมรบั 
(unacceptable fertility) ในอุตสาหกรรมการผลติสุกร โดยมอีตัราการเขา้คลอดลดลง 20-30% 
และจาํนวนลกูต่อครอก ลดลง 2-3 ตวั (Eriksson et al., 2000) เมือ̀เปรยีบเทยีบกบัการผสม
เทยีมดว้ยนํ-าเชื-อแช่เยน็ (extended boar semen) 

การวจิยัครั -งนี-เป็นครั -งแรกทีแ̀สดงใหเ้หน็ว่า การผสมเทยีมสุกรดว้ยนํ-าเชื-อแช่แขง็ได้
เริม̀ตน้ทาํในอุตสาหกรรมการผลติสุกรในประเทศไทยแลว้ และผลทีไ̀ดจ้ากการผสมเทยีมนบัว่า
อยูใ่นระดบัทีน่̀าพอใจ รปูแบบการผลติและขั -นตอนการผสมเทยีมเหล่านี-สามารถนําไป
ประยกุตใ์ชไ้ดใ้นฟารม์อื`นๆ ในประเทศไทยไดต่้อไป 
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Abstract

The objective of the present study was to determine the effects of docosahexaenoic acid (DHA)-enriched hen 
egg yolks and L-cysteine supplementation on the qualities of the cryopreserved boar semen.  A total of 15 ejaculates 
from 5 Pietrain boars were divided into 4 groups according to the compositions of the freezing extenders used, that 
is, normal hen egg yolk (group I), DHA-enriched hen egg yolk (group II), normal hen egg yolk with 5 mmol L-1 of 
cysteine supplementation (group III) and DHA-enriched hen egg yolk with 5 mmol L-1 of cysteine supplementation 
(group IV).  The semen was cryopreserved using controlled rate freezer and was thawed at 50ºC for 12 s.  
Progressive motility, sperm viability, acrosome integrity and functional integrity of sperm plasma membrane of the 
post-thawed semen were evaluated.  The supplementation of L-cysteine in the freezing extender alone (group III) 
improved progressive motility (P < 0.05), and the supplementation of L-cysteine in combination with DHA-enriched 
hen egg yolk (group IV) improved both progressive motility (P < 0.05) and acrosome integrity (P < 0.01).  The use 
of DHA-enriched hen egg yolk alone (group II) did not enhance any of the post-thawed semen qualities (P > 0.05).  
In conclusion, the supplementation of antioxidant L-cysteine alone or in combination with DHA-enriched hen egg 
yolk significantly improved the post-thawed semen qualities, especially progressive motility and acrosome integrity.

Asian Journal of Andrology (2009) 11: 600–608.  doi: 10.1038/aja.2009.40; published online 27 July 2009.

Keywords: boar, DHA, extender, frozen semen, L-cysteine

1    Introduction

Cryopreservation of boar semen has been an estab
lished practice in the pig industry for decades [1, 2] in 
order to preserve genetic resources, enhance genetic 
improvement, distribute genetic material across countries 

and minimize boar transportation [3–5].  In general, 
frozen–thawed (FT) boar semen has a short survival 
time in the female reproductive tract compared with 
extended fresh semen (4 h vs. 24 h) [6], and has a low 
post-thawed semen quality, particularly regarding 
individual motility and plasma membrane integrity 
[7].  For these reasons, the use of FT semen under field 
conditions resulted in a decrease of 20%–30% in the 
conception rate and a reduction of two to four liveborn 
piglets per litter size compared with the use of extended 
fresh semen [8, 9].  Earlier studies have shown that 
the cryopreserved boar semen yielded at most 49%–
53% individual sperm motility after thawing, and 
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each insemination required a total number of 5 × 109 

spermatozoa per dose [8, 10].
During recent years, several improved methods 

for the cryopreservation of boar semen have emerged, 
including methods to affect the freezing–thawing 
rate [11, 12], freezing packages [11, 13–15] and the 
composition of the semen extenders [16–19].  Earlier 
studies have shown dramatic improvements of FT 
semen quality by use of these methods.  For instance, 
supplementation of Equex in the semen extender 
yielded a percentage of individual sperm motility that 
was higher than conventional methods [15, 20, 21].  In 
addition, the packaging of semen in Flatpacks resulted 
in a 47% motility rate, which was higher than that in 
Maxi or Medium straws (34% and 36%, respectively) 
[22].  Despite the improvement of cryopreservation 
protocols over time, individual boar variation in the 
sperm freezability is still observed.  The reason for 
individual boar variation in sperm freezability has not 
been completely elucidated [23, 24].

It is well established that the plasma membrane of 
boar spermatozoa is highly sensitive to thermal changes 
[25, 26].  The susceptibility to temperature shock is 
mainly because of poor lipid composition and structure 
of the plasma membrane of the boar spermatozoa 
[27].  The plasma membrane of boar spermatozoa 
contains high levels of polyunsaturated fatty acids 
(PUFAs), that is, docosapentaenoic acid (DPA) and 
docosahexaenoic acid (DHA), and has a low level of 
cholesterol: phospholipids ratio [28, 29].  It has been 
shown that the cholesterol: phospholipids ratio and the 
phospholipid saturation play an important role on the 
temperature shock [30].  PUFAs decrease dramatically 
when the spermatozoa are attacked by reactive oxygen 
species (ROS) because of lipid peroxidation (LPO) [31, 
32].  ROS resulted from defective/dead spermatozoa, 
decreased progressive motility, increased mid-piece 
abnormalities and inhibited sperm–oocyte fusion [33, 
34].

The supplementation of antioxidants and fatty acids 
in the semen extender has been shown to reduce ROS 
and improve plasma membrane integrity in stallions 
[35, 36], bulls [37, 38], rams [39, 40] and pigs [16–18, 
41, 42].  It has been shown that DHA in boar semen 
increased after n-3-enriched hen egg yolks were added 
in the semen extender [42].  Recently, a study has 
shown that supplements of DHA from fish oil in the 
semen extender increased progressive motility, viability, 
plasma membrane integrity and acrosome integrity 

of FT boar semen [19].  To date many of the DHA-
enriched hen eggs have been produced in the hen-egg 
industry (for example, Dr Henn, Quality meat Co.  Ltd, 
Thailand).  In general, the DHA-enriched egg contained 
200–250 mg of DHA, which is about twice higher 
than that contained in a normal egg.  The use of DHA-
enriched hen egg yolk for cryopreservation of boar semen 
has never been considered.  In addition, supplementation 
of L-cysteine, a precursor of intracellular gluthathione 
biosynthesis, in the semen extender have been shown to 
increase individual sperm motility of FT bull semen [38], 
and increase sperm viability and acrosome integrity of 
the boar spermatozoa during chilled storage [43, 44].  
L-cysteine plays a role in the intracellular protective 
mechanism against oxidative stress, and as a membrane 
stabilizer and capacitation inhibitor [10].  Both DHA and 
L-cysteine play a major role as the plasma membrane 
stabilizers of spermatozoa in many domestic species.  
The influence of L-cysteine and combination of 
L-cysteine and DHA on FT boar semen has never been 
investigated.  Therefore, the present study investigates 
the influence of DHA-enriched hen egg yolk and 
L-cysteine in semen extender on the qualities of 
cryopreserved boar semen.

2    Materials and methods

The proposal of the present study has been approved 
by the Faculty of Veterinary Science Animal Care and 
Use Committee (FVS-ACUC), Mahidol University.

2.1  Boar and semen
Five Pietrain boars aged between 1 and 3 years were 

used in the experiment.  The boars were of proven fertility 
and held in a commercial herd in Ratchaburi Province, 
Thailand.  The boars were housed in individual pens with 
a conventional opened-house system in a commercial 
swineherd near to the laboratory (approximately 30 km).  
The feed was provided twice daily and water was 
available ad libitum.  Semen was collected once weekly 
using the gloved-hand method.  A total of 15 ejaculates 
of semen were obtained (3 ejaculates each).  The semen 
was transported from the herd to the laboratory at the 
Faculty of Veterinary Science, Mahidol University.  The 
semen volume, pH, individual sperm motility, sperm 
concentration, percentage of live and dead sperms, and 
morphology were evaluated.  Ejaculates with a volume 
of > 100 mL, a pH of 7.2–7.8, a sperm motility of 
≥ 70%, a sperm concentration of > 150 spermatozoa 
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per mL and  ≥ 80% normal sperm morphology were 
used.

2.2  Semen freezing and thawing procedures
Shortly after collection, the semen was diluted 

(1:1 [v/v]) using extender I (Modena, Swine Genetics 
International Ltd, Iowa, USA).  The diluted semen was 
transferred to 50 mL centrifuge tubes, equilibrated at 
15ºC for 120 min and centrifuged at 800 × g for 10 min.  
The supernatant was discarded and the sperm pellet 
was re-suspended (about 1–2:1) using extender II 
(80 mL of 11% lactose solution and 20 mL egg yolk) 
to a concentration of 1.5 × 109 spermatozoa per mL.  
The diluted semen was cooled to 5ºC for 90 min.  
Then, two parts of the semen were mixed with one part 
of extender III (89.5% of extender II with 9% glycerol 
and 1.5% Equex-STM).  The final concentration of 
semen was approximately 1.0 × 109 spermatozoa 
per mL and contained 3% glycerol (modified after 
Westendorf et al. [45] and Selles et al. [46]).  The 
processed semen was loaded into 0.5 mL straws.  The 
straws were sealed with PVC powder before being 
placed in a controlled rate freezer (Icecube 14s, Sylab, 
Purkersdorf, Austria).  The freezing rate was 3ºC min−1 
from +5ºC to −5ºC and thereafter 50ºC min−1 from −5ºC 
to −140ºC.  Then the straws were plunged into liquid 
nitrogen (−196ºC) for storage.  Thawing was achieved 
by immersing the straws in water at 50ºC for 12 s [46].  
Immediately after thawing, the semen was diluted (1:4) 
using a Modena extender.  Post-thawed sperm qualities 
were evaluated after incubation in a 37ºC water bath for 
15 min.

2.3  Semen extender
After incubation in extender I, the semen was 

divided into four groups according to the composition of 
extender II.  In group I, extender II contained 80 mL of 
11% lactose solution and 20 mL egg yolk.  In group II, 
extender II was prepared by using DHA-enriched hen 
egg yolk (Dr Henn, Quality meat Co. Ltd Thailand) 
instead of conventional egg yolk.  Each egg contained 
200–250 mg of DHA.  The DHA level as well as the 
fatty acid composition in the egg yolk that was used for 
preparing semen extender, was analyzed at the Institute 
of Nutrition, Mahidol University (Association of Official 
Analytical Chemists, Official Method Analysis, AOAC, 
Arlington, USA).  On an average, DHA (C22 : 6, n-3) 
in the DHA-enriched hen eggs yolk was about 1.6 times 
higher than normal hen egg yolk (450 vs. 280 mg per 

100 g).  In group III, extender II was supplemented 
with 5 mmol L-1 of L-cysteine (Fluka Chemie GmbH, 
Sigma-Aldrich, Switzerland).  In group IV, extender 
II contained both DHA-enriched hen egg yolk and 
5 mmol L-1 of L-cysteine.

2.4  Sperm evaluation
2.4.1  Sperm concentration and progressive motility

Sperm concentration was assessed by direct cell 
count using a Bürker hemocytometer (Boeco, Humburg, 
Germany) [47].  The visual progressive motility of 
both fresh and FT sperm was evaluated at 38ºC under a 
phase contrast microscope at × 200 and × 400 magni
fications.  The motility was assessed by a same person 
throughout the experiment.

2.4.2  Sperm viability
The viability was evaluated by SYBR-14 / ethidium 

homodimer-1 (EthD-1) (Fertilight, Sperm Viability Kit, 
Molecular Probes Europe, Leiden, The Netherlands).  
This technique was modified after Axnér et al. [48].  In 
all, 10 mL of diluted semen was mixed with 2.7 mL of 
the user solution of SYBR-14 and 10 mL of EthD-1.  
The user solution was SYBR-14 diluted (1:100) in 
dimethyl sulfoxide, fractionated and frozen in eppendorfs.  
After incubation at 37ºC for 20 min, 200 spermatozoa 
were assessed (× 1 000) under fluorescent microscope.  
The nuclei of the spermatozoa with an intact plasma 
membrane were stained green using SYBR-14, whereas 
those with damaged membranes were stained red using 
EthD-1.  Spermatozoa were classified into three types: 
live spermatozoa stained green using SYBR-14, dead 
spermatozoa stained red using EthD-1 and moribund 
spermatozoa stained both green and red (Figure 1) [48, 
49].  The results are expressed as the percentage of live 
spermatozoa with intact plasma membranes.

2.4.3  Acrosome integrity
Acrosome integrity was evaluated using fluorescein 

isothiocyanate-labeled peanut (Arachis hypogaea) 
agglutinin (FITC-PNA) staining.  A total of 10 mL of 
the diluted semen was mixed with 10 mL of EthD-1 and 
incubated at 37ºC for 15 min.  A total of 5 mL of the 
mixture was smeared on a glass slide and fixed with 
95% ethanol for 30 s.  FITC-PNA (dilute FITC-PNA with 
phosphate-buffered saline [PBS]; 1:10 [v/v]) (50 mL) was 
spread over the slide and incubated in a moist chamber at 4ºC 
for 30 min.  After incubation, it was rinsed with cold PBS 
and air dried.  A total of 200 spermatozoa were 
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assessed under fluorescent microscope at × 1 000 
magnification and classified as intact acrosome, 
damaged acrosome and missing acrosome [48, 50].  
The results were scored as the percentage of intact 
acrosome spermatozoa.

2.4.4  The functional integrity of the sperm plasma 
membrane

The functional integrity of the sperm plasma 
membrane was assessed using a short hypoosmotic 
swelling test (sHOST) [51].  Spermatozoa were 
incubated at 38ºC for 30 min, with 75 mOsm kg−1 
of a hypoosmotic solution that consisted of 0.368% 
(w / v) Na-citrate and 0.675% (w / v) fructose (Merck, 
Germany) in distilled water.  After this incubation 
time, 200 mL of the semen–hypoosmotic solution was 
fixed in 1 000 µL of hypoosmotic solution plus 5% 
formaldehyde (Merck, Germany), for later evaluation.  
A total of 200 spermatozoa were assessed under a 
phase contrast microscope at × 400 magnification.  
The coiled tail (sHOST positive) spermatozoa found 
after incubation had a functional intact plasma mem
brane (Figure 2).

2.4.5  The classification of good and poor freezability in 
boar spermatozoa after FT process

The boars were classified as having ‘good’ and 
‘poor’ freezability according to their post-thawed 
progressive motility.  If post-thawed progressive 
motility was greater than 30%, the boar sperm was 

classified as good (n = 36 observations, 9 in each group, 
3 boars).  If post-thawed progressive motility was lesser 
than 30%, the boar sperm was classified as poor (n = 24 
observations, 6 in each group, 2 boars).

2.5  Statistical analysis
The statistical analysis was performed using 

the Statistical Analysis Systems software package 
(Version 9.0, SAS Institute Inc., 1996, Cary, NC, 
USA).  Normality of the data was evaluated using 
UNIVARIATE procedure option NORMAL PLOT.  
Owing to the skewed distribution of the sperm 
parameters, arcsine transformation was applied to 
all sperm parameters.  Progressive motility, sperm 
viability, acrosome integrity and functional integrity 
of sperm plasma membrane (arcsine transformation) 
were analyzed using the General Linear Mixed 
Model (MIXED) procedure of the SAS.  The model 
included the group of extender as fixed effect and 
boar as random effects.  The statistical analysis was 
also performed on the basis of freezability of the boar 
sperm.  Least-square means were obtained from each 
class of the factors and were compared using least 
significant difference.  Statistically significant dif
ference was defined as P < 0.05.

3    Results

In the present study, fresh semen samples were 
evaluated for semen quality before the FT process.  On 

Figure 1.  Boar spermatozoa stained with SYBR-14 / ethidium 
homodimer-1 (EthD-1).  Live spermatozoa with intact plasma 
membrane are stained green using SYBR-14, dead spermatozoa 
are stained red using EthD-1 and moribund spermatozoa are 
stained both green and red.

Figure 2.  Boar spermatozoa in short hypoosmotic swelling 
test (sHOST test).  Coiled tail spermatozoa were identified 
as having a functional intact plasma membrane (arrow head), 
normal tail spermatozoa were identified as having a non-
functional intact plasma membrane.
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average, the sperm concentration of the fresh semen 
was 354.5 × 106 spermatozoa per ml and the progressive 
motility was 86.0% (Table 1).  The quality of FT semen 
is presented in Table 1.  In group IV, the progressive 
motility and acrosome integrity were higher than group I 
(P < 0.01) (Table 1).  The progressive motility of the 
spermatozoa in groups III and IV was higher than in 
group I (P < 0.01).  There was no difference between 
the sperm viability and the functional integrity of the 
sperm plasma membrane among the groups (P > 0.05) 
(Table 1).  However, the highest percentage of the 
sperm viability and the functional integrity of the sperm 
plasma membrane seemed to be observed in group IV.

The post-thawed semen qualities, that is, progressive 
motility, sperm viability, acrosome integrity and 
functional integrity of the sperm plasma membrane 
between good and poor freezability of boar spermatozoa 
are presented in Table 2.  The supplementation of both 
DHA and L-cysteine (group IV) increased progressive 
motility by 6.2% (compared with group I, P = 0.59) in 
the good freezability semen groups (P < 0.05), whereas 
it improved by only 1.7% in the poor freezability 
semen groups (P = 0.59) (Table 2).  The sperm 
viability in group IV increased by 8.5% compared 

with group I (P = 0.15) in the good freezability semen 
groups, but decreased by 8.9% in the poor freezability 
semen groups (P = 0.99).  The acrosome integrity in 
group IV increased by 11.7% compared with group I 
(P = 0.14) in the good freezability semen groups, 
whereas it improved by 6.2% in the poor freezability 
semen groups (P = 0.16).  The functional integrity of 
sperm plasma membrane in group IV decreased by 
1.5% compared with group I (P = 0.57) in the good 
freezability semen groups, whereas it decreased by 4.1% 
in the poor freezability semen groups (P = 0.99).

4    Discussion

In the present study, the supplementation of 
L-cysteine in the freezing extender improved the 
motility of boar spermatozoa after cryopreservation.  
This finding is in accordance with Bilodeau et al. [38] 
who found that the supplementation of L-cysteine 
promoted the motility of the FT bull spermatozoa.  
In addition, it has been shown that the supplement 
of L-cysteine in extended fresh semen significantly 
increases sperm viability and acrosome integrity [43, 
44].  Recently, L-cysteine has also been shown to 

Table 1.  Means ± standard deviation of progressive motility (%), sperm viability (%), acrosome integrity (%) and sHost (%) of fresh 
sperm and frozen–thawed boar sperm between four groups (n = 15 ejaculates per group).

Sperm parameters
	

Fresh sperm
	                                             Frozen–thawed sperm

		     Group I	   Group II	  Group III	   Group IV
Progressive motility (%)	  86.0 ± 3.4	 23.7 ± 7.7a	 27.3 ± 9.2ab	 35.3 ± 11.7b	 36.3 ± 10.6b

Sperm viability (%)	  85.9 ± 5.4	 46.4 ± 13.3a	 49.0 ± 14.0a	 51.6 ± 12.8a	 53.7 ± 12.4a

Acrosome integrity (%)	  83.7 ± 7.3	 31.9 ± 12.1a	 37.0 ± 12.4ab	 41.8 ± 15.6ab	 49.1 ± 12.6b

sHost (%)a	  74.8 ± 8.2	 17.4 ± 9.5a	 18.5 ± 10.1a	 19.5 ± 8.2a	 21.8 ± 10.7a

asHost = functional integrity of sperm plasma membrane.  Values followed by different alphabets within the same row against each 
parameter were significantly different (P < 0.01).

Table 2.  Means ± standard deviation of progressive motility (%), sperm viability (%), acrosome integrity (%) and sHost (%) of frozen-
thawed boar semen (good freezability and poor freezability) between four groups.

Sperm parameters

	                                                                    Frozen–thawed Semen
	                                 Poor freezability	                                                Good freezability
	   Group I 	   Group II 	  Group III 	  Group IV	   Group I 	  Group II	  Group III 	  Group IV 
	    (n = 6)	    (n = 6)	    (n = 6) 	    (n = 6)	    (n = 9)	    (n = 9)	    (n = 9)	    (n = 9)
Progressive motility (%)	 20.0 ± 4.5a	 21.3 ± 2.5a	 20.0 ± 2.7a	 21.7 ± 2.9a	 33.8 ± 4.8a	 35.7 ± 6.1a	 40.5 ± 9.1b	 40.0 ± 8.3b

Sperm viability (%)	 45.4 ± 15.0a	 34.6 ± 14.0a	 40.3 ± 13.1a	 36.5 ± 12.2a	 49.1 ± 7.8a	 58.2 ± 9.1a	 56.9 ± 7.2a	 57.6 ± 8.9a

Acrosome integrity (%)	 30.5 ± 11.9a	 36.7 ± 12.9a	 28.1 ± 7.1a	 36.7 ± 12.9a	 38.3 ± 9.6a	 47.3 ± 8.4a	 48.1 ± 12.4a	 50.0 ± 11.8a

sHost (%)a	 14.2 ± 8.9a	 12.3 ± 7.4a	 11.3 ± 4.6a	 10.1 ± 4.3a	 26.3 ± 4.1a	 26.8 ± 7.9a	 22.1 ± 6.9a	 24.8 ± 9.8a

asHost = functional integrity of sperm plasma membrane.  Values followed by different alphabets within the same row against each 
parameter were significantly different (P < 0.01).
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improve sperm viability and acrosome integrity of FT 
ram’s semen [39].  The positive effects of L-cysteine 
on many sperm parameters might be because of 
several factors, for example, L-cysteine can reactivate 
ROS and catalyze the detoxification of H2O2 and 
other superoxides [52].  However, the susceptibility 
of spermatozoa to LPO differs among species.  The 
doses of antioxidant used for different species may 
be different.  In the present study, 5 mmol L-1 of 
L-cysteine was used, because a previous study reported 
that a concentration of between 2.5 and 5 mmol L-1 of 
L-cysteine improved extended boar semen qualities [44].  
In addition, the present study found that L-cysteine only 
improved motility in good freezability boars, whereas 
no improvement was noted in poor freezability boars.  
To our knowledge, this finding has never been reported 
before.  It has been shown that there are differences 
in specific DNA sequences between boars that have 
poor and good post-thawed semen quality [53].  In 
addition, the mutation of ubiquitin-specific protease 26 
gene on the X-chromosome has been observed in 22% 
of infertile men [54].  In our study, poor freezability 
boars might have had an abnormal DNA sequence or a 
mutation of some specific genes.  The supplementation 
of L-cysteine may not improve the FT semen quality in 
these boars.

In the present study, we found that the supplement 
of DHA-enriched hen egg yolk alone did not improve 
the post-thawed semen quality.  In an earlier study, 
Maldjian et al. [42] also failed to improve the post-
thawed semen quality after using DHA-enriched hen 
egg yolk instead of normal hen egg yolk.  However, 
they have shown that the proportion of DHA in 
phospholipids of spermatozoa could be increased by 
using DHA-enriched hen egg yolk.  In the present study, 
the percentage of DHA in the sperm plasma membrane 
has not been evaluated.  On the other hand, Kaeoket 
et al. [19] found that the supplementation of DHA by 
adding fish oil to the freezing extender successfully 
improved the progressive motility, viability, plasma 
membrane integrity and acrosome integrity of FT 
boar spermatozoa.  Therefore, in the present study, 
the reason that DHA alone failed to improve the post-
thawed semen quality might be because of a low 
concentration of DHA in the DHA-enriched hen egg 
yolk.  Furthermore, the ability of DHA uptake of 
spermatozoa might differ among individual boars 
and breeds [55].  In the animal model, it was found 
that the supplement of DHA in boar feed significantly 

increased the progressive motility and intact acrosome 
of fresh semen [56, 57].  However, the supplement 
of DHA-enriched cod liver oil in boar diet failed to 
improve the freezability of boar semen, even though 
cod liver oil supplement increased DHA content of boar 
spermatozoa plasma membranes [58].  The influence 
of DHA on the freezing ability of boar spermatozoa is 
still ambiguous and remains to be further investigated.  
Sources and concentrations of DHA, as well as breed 
and the individual boar effect on DHA uptake should 
also be taken into consideration.

In the present study, the combination of DHA-
enriched hen egg yolk and L-cysteine significantly 
increased progressive motility and intact acrosome.  
The effect of this combination has never been studied 
before.  It is known that both DHA and L-cysteine play 
a major role in protecting sperm structure and function.  
In general, differences in the lipid composition of the 
sperm plasma membrane influenced the freezability of 
the spermatozoa.  The proportion of PUFAs, especially 
DHA and DPA, in the plasma membrane of spermatozoa 
is affected by use of diluents and by freezing [42].  
High levels of PUFAs in the membrane phospholipids 
increase membrane fluidity and flexibility [59], and 
subsequently improve freezability of the spermatozoa.  
In the present study, semen extender containing both 
DHA and L-cysteine resulted in the highest post-thawed 
semen qualities, especially progressive motility and 
acrosome integrity.  Acrosome integrity is a parameter 
used to evaluate the functional membrane status of the 
spermatozoa [49].  Viable spermatozoa with an intact 
acrosome are able to undergo the acrosome reaction, 
penetrate the zona pellucida and fuse with the oocyte.  
The DHA and cysteine combination may protect the 
acrosome by enhancing fluidity and increasing ROS 
scavenging.  However, the use of DHA alone did not 
produce a significant difference.  This might be because 
of the low concentration of DHA used in the present 
study compared with that used by Kaeoket et al. [19].  
To improve the post-thawed boar semen quality, the 
effect of concentrations of DHA and L-cysteine should 
be investigated.

Interestingly, in the present study, neither DHA nor 
L-cysteine supplementation improved the FT sperm 
parameters (that is, progressive motility, sperm viability, 
acrosome integrity and functional integrity of sperm 
plasma membrane) in poor freezability spermatozoa.  
On the other hand, DHA and L-cysteine did improve the 
FT semen qualities of good freezability spermatozoa.  
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This might be due to the difference of lipid composition 
in sperm plasma membrane, and because the ability 
of DHA and L-cysteine uptake of spermatozoa differs 
among boars [55].  The reason for differences in 
the freezability of boar spermatozoa is unknown at 
present.  A possible explanation might be related to 
the genetic variation and/or abnormalities of the DNA 
and genes (see above) among boars [56].  It has been 
reported that the cryopreservation process significantly 
reduced intracellular glutathione (GSH) levels of 
boar spermatozoa [17].  Therefore, supplementation 
with L-cysteine, a precursor of intracellular GSH 
biosynthesis, has a beneficial effect while intracellular 
GSH levels are decreased.

In conclusion, the combination of L-cysteine and 
DHA-enriched hen egg yolk significantly improved 
the progressive motility and acrosome integrity of 
FT boar spermatozoa.  DHA-enriched hen egg yolk 
alone failed to improve the quality of boar sperm after 
cryopreservation.
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The aim of this study was to investigate the expression of
progesterone receptor (PR) in the utero-tubal junction (UTJ)
of sows at 24 h after intra-uterine insemination (IUI) and
deep intra-uterine insemination (DIUI) compared with con-
ventional artificial insemination (AI) in pigs. Fifteen multip-
arous sows were used: AI (n = 5), IUI (n = 5) and DIUI
(n = 5). The sows were inseminated with a single dose
of diluted semen during the second oestrus after weaning at
6–8 h prior to ovulation (AI: 3000 · 106 spermatozoa, IUI:
1000 · 106 spermatozoa and DIUI: 150 · 106 spermatozoa).
The UTJ was collected and subject to immunohistochemical
staining using avidin-biotin immunoperoxidase technique
with mouse monoclonal antibody to PR. In the oviductal
part of the UTJ, the intensity of PR in the tunica muscularis
and the proportion of PR-positive cells in the surface
epithelium after DIUI were lower than AI (p < 0.05). The
intensity and the proportion of PR-positive cells between AI
and IUI in all compartments of the UTJ did not differ
significantly (p > 0.05). When comparing between tissue
compartments, prominent staining was observed in the
muscular layer of the UTJ. It could be concluded that the
expression of PR in the UTJ prior to fertilization after DIUI
with a reduced number of spermatozoa was lower than that
after AI. This might influence sperm transportation and the
fertilization process.

Introduction

The mechanism of sperm transport from the insemina-
tion site to the fertilization area is complex and is
regulated by many factors involving both the female
genital tract and the spermatozoa (Rodriguez-Martinez
et al. 2005). It is well established that the utero-tubal
junction (UTJ) is the primary physical barrier to the
oviduct and the caudal isthmus with the UTJ acting as a
sperm reservoir to restrict sperm access to the fertiliza-
tion site (Hunter 1981; Rodriguez-Martinez et al. 2005).
Ovulation has been postulated to affect sperm transport
by initiating the re-distribution of spermatozoa from the
sperm reservoirs. This re-distribution is regulated by a
change in the hormonal profile that occurs during
ovulation (Hunter 1984). Mburu et al. (1996) recovered
larger sperm numbers within the upper isthmus during
the peri-ovulatory period than during the pre-ovulatory
period.

Recently, two types of a specially-designed catheter
for artificial insemination (AI) in pig have been
established for non-surgical intra-uterine insemination
(IUI) (Watson and Behan 2002; Sumransap et al. 2007)
and deep intra-uterine insemination (DIUI) with
reduction in the number of spermatozoa (Martinez
et al. 2002; Vazquez et al. 2005). These procedures

consist of a specially-designed catheter that can be
passed through the cervix allowing the deposition of
sperm in the uterine body (IUI) or uterine horn
(DIUI). Using these techniques, the number of sper-
matozoa per dose can be reduced. It has been
demonstrated that the IUI technique with a 3-times
reduction in the sperm number per dose resulted in the
same conception rate and litter size, under farm
conditions, compared with AI (Watson and Behan
2002). However, Rozeboom et al. (2004) found that
IUI with £1 · 109 spermatozoa per dose resulted in a
smaller litter size compared with an AI with 4 · 109

spermatozoa per dose. For DIUI, earlier studies have
shown that the catheter could be passed through the
cervix completely in 90–95% of multiparous sows
(parities 2–6; n = 147) (Martinez et al. 2001, 2002).
The technique has also been used for advanced
biotechnology procedures such as frozen-thawed se-
men, sex-sorted sperm and embryo transfer (Roca
et al. 2003; Vazquez et al. 2003; Martinez et al. 2004).
However, it was found that the number of spermato-
zoa in the sperm reservoir after DIUI with a reduced
number of spermatozoa was significantly lower than
that after AI (Tummaruk et al. 2007). Furthermore,
poor litter size and low fertilization rate have also been
observed for DIUI (Martinez et al. 2006).

It has been demonstrated that progesterone (P4)
significantly increased soon after ovulation in pigs and
influenced the transportation of spermatozoa and
embryos (Mburu et al. 1996). The physiological mech-
anism of P4 on sperm transportation in the female
reproductive tract is related to the expression of the
progesterone receptor (PR) in the uterine horn of the
pig (Sukjumlong et al. 2005) and it has been demon-
strated that the PR in the pig oviduct (ampulla and
isthmus) was more intense during the luteal phase
compared with the follicular phase (Peralta et al.
2005). Furthermore, Sukjumlong et al. (2005) demon-
strated that the PR was higher in inseminated sows
compared with cyclic sows, and that the immuno-
staining of PR in the uterus was high during 5 or 6 to
70 h after insemination. Sperm distribution and fertil-
ization after IUI and DIUI with a reduced number of
spermatozoa have been demonstrated (Sumransap
et al. 2007; Tummaruk et al. 2007). However, the
expression of the PR after IUI and DIUI in pigs has
never been investigated. This study was performed to
investigate the expression of the PR in the UTJ of
sows at 24 h after IUI and DIUI compared with that
after AI in pigs.
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Materials and Methods

Animals, detection of oestrus and ovulation and
insemination

Fifteen crossbred Landrace · Yorkshire multiparous
sows were used in the experiment. On the day of
weaning, they were brought from commercial farms to
the Department of Obstetrics, Gynaecology and Repro-
duction, Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn
University and were allocated to individual pens adja-
cent to adult boars. The sows were fed 3 kg ⁄day (twice a
day) with a commercial feed (Starfeed176�; BP Feed
Co. Ltd, Saraburi, Thailand) containing 15% protein,
2% fat and 10% fibre. Water was provided ad libitum
via water nipple. At arrival, the sows were randomly
assigned to three groups according to ear tag, AI
(n = 5), IUI (n = 5) and DIUI (n = 5) groups. The
sows were subjected to boar contact and were observed
for sign of pro-oestrus (e.g., swelling and reddening of
vulva, boar interested) twice a day (AM ⁄ PM). When the
signs of pro-oestrus were observed, the sows were
carefully examined for the onset of standing oestrus
every 6 h by using a back pressure test in the presence of
a mature boar. Transrectal ultrasonography (Echo
camera SSD-550; Aloka Co. Ltd., Tokyo, Japan) was
performed every 4 h, starting from approximately 10–
12 h after the onset of oestrus, using a 5 MHz probe to
examine the time when ovulation took place in all sows
(Tummaruk et al. 2007). The sows were inseminated
with a single dose of diluted semen during the second
oestrus after weaning. The time of ovulation during the
first oestrus was used to determine the timing of
insemination, which was carried out at 6–8 h prior to
the expected time of ovulation. The semen was collected
from an adult Duroc boar. Semen with a motility of
‡70%, a concentration of ‡150 · 106 spermatozoa ⁄ml
and with normal sperm ‡85%, was extended with
Beltsville thawing solution (Pursel and Johnson 1976).
The sperm dose contained 3000 · 106 spermatozoa in
100 ml for AI, 1000 · 106 spermatozoa in 50 ml for IUI
(Deep golden pig�; Minitube, Tiefenbach, Germany)
and 150 · 106 spermatozoa in 5 ml for DIUI. The sows
were inseminated by the AI, the IUI or the DIUI
technique. Both the IUI and the DIUI techniques have
been described previously by Sumransap et al. (2007)
and Martinez et al. (2001), respectively.

Tissue collection and immunohistochemistry

The sows were generally anaesthetized at approximately
24 h after insemination. General anaesthesia was
induced by azaperone (Stressnil�; Janssen Animal
Health, Beerse, Belgium), 2 mg ⁄kg, intramuscularly.
Thirty minutes later, thio-pental sodium, 10 mg ⁄kg,
was given intravenously. The ovario-hysterectomy was
performed by laparotomy. The reproductive organs
were removed and immediately transferred to the
laboratory. The oviducts and the proximal part of
uterine horns (1 cm) on each side of the reproductive
tracts were collected. The UTJ and all parts of the
oviduct were fixed in 10% neutral buffer formalin. The
samples were embedded in paraffin blocks, cut in 4 lm
thick sections and placed on 3-aminopropyl-triethoxysi-

lane coated slides (SIGMA-ALDRICH, Inc., Steinheim,
Germany). The sections were deparaffinized in xylene
and rehydrated in graded alcohol. The immunohisto-
chemical protocol was modified after Sukjumlong et al.
(2005). Briefly, the antigen retrieval technique was used
to enhance the reaction between antigen and antibody
by boiling in 0.01 M citrate buffer pH 6.0, 2 · 5 min in a
microwave at 750 watt. A standard avidin-biotin imm-
unoperoxidase technique (Vectastain� ABC kit; Vector
Laboratories, Inc., Burlingame, CA, USA) was applied
to detect the PR proteins. The primary antibodies used
were mouse monoclonal antibody to PR (Immunotech,
Hamburg, Germany; clone 10A9) at the dilution of
1 : 200 in a humidified chamber for 2 h at room
temperature. A negative control was obtained by
replacing the primary antibody with non-immune serum
of the same concentration as the primary antibody.
Normal sow oviducts known to express PR served as
positive controls. The oviduct of the positive control
sows was taken during day 1–2 of the oestrus cycle. In
addition, UTJ from four non-inseminated sows (early
dioestrous sows) were included as a non-inseminated
control groups (NAI group). In the final step, the colour
of the bound enzyme (brown colour) was obtained using
3,3¢-diaminobenzidine (Vector Laboratories, Inc.). All
sections were counterstained with Mayer’s haematoxylin
and mounted with glycerine gelatin for investigation
under a light microscope.

Classification of positively-stained cells

The UTJ was classified into two parts, the oviductal and
the uterine parts. The oviductal part consisted of three
compartments: surface epithelium, subepithelial layer of
the stroma and muscular layer (tunica muscularis). The
uterine part was classified into four compartments:
surface epithelium, glandular epithelium, subepithelial
layer of the stroma and myometrium. The glandular
epithelium was also divided into superficial and deep
glandular epithelium (Table 2). The results of the
immunostaining were evaluated semi-quantitatively by
a manual scoring method. The scoring of PR-positive
cells was done by classification into three different levels
of intensity: weak, 1; moderate, 2 and strong, 3. As not
all cells stained positively in some compartments of the
tissue, the proportion of positive to negative cells was
also included for these tissues. The estimated propor-
tions were classified into four different levels (marked
1–4): low proportion (<30% of positive cells, 1);
moderate proportion (30–60% of positive cells, 2); high
proportion (>60–90% of positive cells, 3) and almost
all cells positive (more than 90%, 4) (Sukjumlong et al.
2005). In connective tissue stroma of the uterine and the
oviductal part of the UTJ not all cells were positively
stained. Therefore, the number of PR-positive cells per
mm2 in the subepithelial layer was identified in each
section. Five arbitrarily chosen microscopic fields were
counted. The counting was performed at 400· magni-
fication by using an ocular reticule (ocular micrometer,
0.13 · 0.13 mm, with 25 squares) placed in the eyepiece
of the light microscope and by moving the ocular
micrometer along the subepithelial layer of the stroma
(Sukjumlong et al. 2003).
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Statistical analysis

Data were analysed using SAS (Statistical Analysis
System; SAS Institute Inc. 1996). The general mean of
all parameters were calculated and were used to
describe all data. The score of intensities and score
of positive cells were compared between groups using
Kruskal–Wallis’s test and Wilcoxon-rank sum test
(NPAR1WAY procedure of SAS). A probability
value of p < 0.05 was considered as statistically
significant.

Results

Immunohistochemical staining of PR after AI, IUI,
DIUI and NAI in the oviductal and the uterine parts of
the UTJ are shown in Tables 1 and 2 and Fig. 1. In the
oviductal part, the intensity of PR in the muscular layer
and the proportion of PR-positive cells in the surface
epithelium after DIUI were lower than that after AI and
IUI (p < 0.05) (Table 1). In the tunica muscularis of
the oviduct, the intensity of PR in the DIUI group were
not significantly different compared with NAI groups

Table 2. Immunohistochemical staining of progesterone receptors
(PR) presented as manual scoring (intensity ⁄ proportion) in uterine
tissue compartments of the uterotubal junction of sows inseminated by
AI, IUI, DIUI and NAI

Group

of sows

Surface

epithelium

Superficial

gland

Deep

gland Stroma Myometrium

AI 1.6a ⁄ 2.7A 1.4a ⁄ 2.4A 1.4a ⁄ 2.4A 1.8a ⁄ 1990A 3.0a ⁄ 4.0A

IUI 1.4a ⁄ 2.7A 1.3a ⁄ 2.4A 1.4a ⁄ 2.5A 2.4a ⁄ 2370A 3.0a ⁄ 4.0A

DIUI 1.6a ⁄ 2.7A 1.2a ⁄ 1.8A 1.2a ⁄ 1.9A 1.8a ⁄ 1933AB 2.2b ⁄ 3.8AB

NAI 2.0a ⁄ 3.3A 2.3a ⁄ 3.8A 2.3a ⁄ 3.8A 1.5a ⁄ 663B 2.5ab ⁄ 2.5B

The different superscript letters between rows are significantly different

(p < 0.05).

AI, artificial insemination; IUI, intra-uterine insemination; DIUI, deep intra-

uterine insemination; NAI, non-inseminated control.

Table 1. Immunohistochemical staining of progesterone receptors
(PR) presented as manual scoring (intensity ⁄ proportion) in oviductal
tissue compartments of the uterotubal junction of sows inseminated by
conventional AI, IUI, DIUI and NAI

Group of sows Surface epithelium Stroma Tunica muscularis

AI 1.8a ⁄ 2.7A 1.6a ⁄ 1923A 3.0a ⁄ 4.0A

IUI 1.4a ⁄ 2.5A 2.4a ⁄ 2370A 3.0a ⁄ 4.0A

DIUI 1.3a ⁄ 1.8B 1.7a ⁄ 1475AB 2.2b ⁄ 3.7AB

NAI 2.0a ⁄ 3.8A 1.5a ⁄ 663B 2.5ab ⁄ 2.5B

The different superscript letters between rows are significantly different

(p < 0.05).

AI, artificial insemination; IUI, intra-uterine insemination; DIUI, deep intra-

uterine insemination; NAI, non-inseminated control.

(a) (b)

(c) (d)

(e) (f)

20 µ 20 µ

20 µ 20 µ

20 µ 20 µ

Fig. 1. Expression of progesterone
receptor (PR) in the utero-tubal
junction (UTJ) of sows: (a) nega-
tive control, (b) positive control,
(c) artificial insemination (AI), (d)
intra-uterine insemination (IUI),
(e) deep intra-uterine insemination
(DIUI) and (f) non-inseminated
sows (NAI). SE, surface epithe-
lium; STR, stroma layer; M,
myometrium; black arrow indicate
positive staining cell
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(Table 1). In the uterine part, both the intensity and the
proportion of PR-positive cells in all tissue compart-
ments were not significantly different except for the
myometrium in which a higher intensity was found for
AI and IUI compared with DIUI (p < 0.05) (Table 2).

The proportion of PR-positive cells in the stroma and
the myometrium in the NAI group was significantly
lower than the AI and IUI groups (p < 0.05) in both
the oviductal (Table 1) and the uterine parts of the UTJ
(Table 2). The intensity and the proportion of PR-
positive cells did not differ significantly between IUI and
AI groups in all compartments of the UTJ (p > 0.05).
For AI and IUI, high intensities and high proportion of
PR-positive cells were observed in myometrium com-
partments of the UTJ, while low intensities of
PR-positive cells were always observed in the tunica
muscularis of DIUI group (Fig. 1). When comparing
between tissue compartments, the prominent stating was
observed in the muscular layer of the UTJ for all groups
(Table 3).

The intensities of the PR in each side of the
reproductive tract were compared in each individual
sows in all groups. In the AI group, the intensities of the
PR between left and right UTJ in all tissue layers in both
the oviduct and the uterine compartments were similar
in all sows. In the IUI group, the intensities of PR
between left and right UTJ in the surface epithelium and
myometrium of the oviduct and the uterine compart-
ments were similar in all sows and the intensities of PR
in the stroma layer of the oviduct and the uterine
compartments and in the glandular layer of the uterine
compartment were similar in four out of five sows. For
the DIUI group, the intensities of PR between left
and right UTJ in the surface epithelium of the uterine
compartment, myometrium of the oviduct and the
uterine compartments, glandular epithelium of the uter-
ine compartment were similar in all sows, and the
intensities of PR in the stroma of the oviduct were
similar in four out of five sows and in the stroma of the
uterine compartments were similar in three out of five
sows (data not shown).

Discussion

This study demonstrated the expression of PR after IUI
and DIUI in pigs compared with that after AI. Intra-
uterine insemination and DIUI are new techniques for
insemination in pigs, and the expression of PR after IUI
and DIUI have never been reported before. It is known
that P4 mediates changes in pig reproductive tissue
during the oestrous cycle and is important for the

fertilization process. During recent years, the expression
of PR in pigs as well as in other species has been
investigated (Hartt et al. 2005; Peralta et al. 2005;
Sukjumlong et al. 2005). An earlier study has demon-
strated that the immunostaining of PR in the uterus was
high during 5 or 6 to 70 h after insemination (Sukjum-
long et al. 2005). The sows in all groups of this study
were slaughtered at 24 h after insemination and the
expression of PR in some compartments of the UTJ in
the DIUI groups was significantly lower than that in the
AI and IUI groups. The number of spermatozoa and the
volume of semen used for DIUI are 20 times less than
AI. It has been demonstrated that E2 up-regulates PR in
the pig uterus (Sukjumlong et al. 2005). As the boar
semen contain a certain amount of E2, a low volume of
semen used for DIUI might also influence the expression
of PR due to the lower amount of E2. Wu et al. (2006)
demonstrated that PR influences the capacitation pro-
cess of spermatozoa prior to fertilization. The role of PR
expression in the oviduct on the fertilization rate after
DIUI with a low number of spermatozoa is still unclear.
In our previous study, the mean number of spermatozoa
in the crypt of the sperm reservoir (both UTJ and caudal
isthmus) after DIUI was significantly lower than that
after AI and IUI (Tummaruk and Tienthai 2008). In this
study, expression of PR in the tunica muscularis ⁄my-
ometrium of the oviductal and the uterine part of the
UTJ after DIUI was lower than that after AI and IUI.
These findings indicate that DIUI with 150 · 106

spermatozoa significantly reduced the number of sper-
matozoa in the sperm reservoir and reduced the expres-
sion of PR in the UTJ. This might influence the re-
distribution of the spermatozoa and the fertilization
process. In clinical research, a low fertilization rate and
poor quality of embryos after DIUI with a small
number of spermatozoa have also been observed (Mar-
tinez et al. 2006). Although DIUI with a 20-fold
reduction in number of spermatozoa resulted in a
similar pregnancy rate compared with AI, a higher
number of partial fertilizations, unilateral fertilizations
and lower litter size were also observed (Martinez et al.
2006).

In general, the amount of spermatozoa recommended
to be used for IUI was three times less than AI. This
study indicates that the reduction in the number of
spermatozoa per insemination by IUI technique dose
not alter the expression of PR in the UTJ. P4 influences
the transportation of spermatozoa both before and after
fertilization (Mburu et al. 1996). This study suggests
that IUI could be used without any effect on the
expression of PR in the sperm reservoir prior to
fertilization. The sperm acrosome reaction is required
for mammalian fertilization. It has been suggested that
P4 is a physiological inducer for sperm acrosome
reaction (Wu et al. 2006). In our previous study, the
mean number of spermatozoa in the sperm reservoir
after IUI was not significantly different from that after
AI (Tummaruk and Tienthai 2008). In this study,
expression of PR in both the oviductal part and the
uterine part of the UTJ after IUI was not significantly
different from that after conventional AI. These findings
indicate that IUI with 1000 · 106 spermatozoa is
sufficient to obtain a certain number of spermatozoa

Table 3. Immunohistochemical staining of progesterone receptors
(PR) presented as manual scoring (intensity ⁄ proportion) in oviduct
and uterine tissue compartments of the uterotubal junction of all sows

Tissue

Surface

epithelium

Connective

tissue stroma

Tunica muscularis

or myometrium

Oviduct 1.6a ⁄ 2.3A 1.7a ⁄ 1699A 2.6a ⁄ 3.9A

Uterus 1.6a ⁄ 2.7A 1.8a ⁄ 1962A 2.6a ⁄ 3.9A

The different superscript letters between rows are significantly different

(p < 0.05).
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in the sperm reservoir and does not alter the expression
of PR in the UTJ.

In the uterus of the sow, there are several communi-
cations between the uterine epithelial cells and the
spermatozoa. These mechanisms depend on many fac-
tors, e.g., viability of the spermatozoa, concentration of
the semen, presence of seminal plasma, receptors and
some mediators (Rath et al. 2008). For instance, it was
found that spermatozoa have a regulating influence on
epithelial cytokine expression, and that three of five
tested cytokines were down-regulated to baseline levels
in the presence of spermatozoa (Rath et al. 2008). In our
previous study, a number of spermatozoa were observed
in the crypt of the sperm reservoir after AI, IUI and
DIUI (Tummaruk and Tienthai 2008). The up-regula-
tion of PR in the epithelial cells of the UTJ observed in
this study might be, at least in part, due to the presence
of spermatozoa in the epithelial crypt. It was found that
direct contact between spermatozoa and the epithelium
of the UTJ is required to allow the sperm go through the
UTJ to form the sperm reservoir (Rath et al. 2008).
Furthermore, the maintenance of the sperm reservoir
involved several factors, e.g., mucous secretion, oviduc-
tal fluid, temperature gradient and receptor–ligand
interaction between spermatozoa and oviductal epithe-
lial cells (Tienthai et al. 2003; Rodriguez-Martinez et al.
2005; Rath et al. 2008). In this study, changes in PR
expression in the oviductal epithelium reveal that the
modification of the AI technique and the reduction in
number of spermatozoa and semen volume might
influence the mechanism involving sperm reservoir
formation and perhaps also the re-distribution of
spermatozoa heading to the fertilization site.

It could be concluded that the expression of PR in the
tunica muscularis and the myometrium of the UTJ prior
to fertilization after DIUI with a 20 times reduced
number of spermatozoa was significantly lower than
that after AI and IUI. This might influence sperm
transportation and the fertilization process by the
mechanisms which involve the expression of PR.
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Abstract 

 
The objectives of the present study were to evaluate the damage of DNA of the frozen-thawed (FT) boar 

spermatozoa and to investigate the effect of various concentrations of L-cysteine supplementation on the sperm DNA 
damage. A total of 104 cryopreserved semen samples from twenty-six ejaculates of 16 proven boars were analyzed. Of 
these samples, each semen sample contained a different concentration of L-cysteine i.e., 0 (n=41), 5 (n=41), 10 (n=11) 
and 15 (n=11) mM. All of the semen samples were cryopreserved by controlled-rate freezer. The semen was thawed at 
50oC for 12 sec and the damage to the sperm DNA was determined using acridine orange (AO) staining. The results 
revealed that, on average, the DNA damage was observed in 0.5% of the FT boar spermatozoa. DNA damage varied 
among the boars from 0.0% to 4.0%. The levels of DNA damage were 0.6%, 0.4%, 0.5% and 0.9% in the extenders 
supplemented with 0, 5, 10 and 15 mM of L-cysteine, respectively (p>0.05). In conclusion, the DNA damage of the FT 
boar spermatozoa was relatively low. No adverse effect of L-cysteine supplementation up to 10 mM on the damage of 
the sperm DNA was found. Boar characteristic is the most important factor affecting the damage of the sperm DNA. 
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บทคัดย่อ 

การเสียหายของดีเอ็นเอของเซลล์อสุจิของน้ําเชื้อสุกรแชแ่ข็งสัมพันธ์กับคณุภาพของน้ําเชื้อสุกร
แชแ่ข็ง สารต้านอนุมูลอสิระ และพ่อสุกร 
 
พนิดา ชนาภิวัตน์1*  กัมพล แก้วเกษ2  เผด็จ  ธรรมรักษ์1   

การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจประเมินความเสียหายของดีเอ็นเอของเซลล์อสุจิของน้ําเชื้อสุกรแช่แข็งสัมพันธ์กับคุณภาพของ
น้ําเชื้อแช่แข็งหลังทําละลาย การเติมสารต้านอนุมูลอิสระ แอล-ซีสเทอีน ท่ีความเข้นข้นท่ีแตกต่างกัน และ ความแปรปรวนระหว่างพ่อสุกรแต่
ละตัว ทําการตรวจประเมินตัวอย่างน้ําเช้ือสุกรแช่แข็งจํานวน 104 ตัวอย่าง จากพ่อสุกรท่ีมีความสมบูรณ์พันธุ์จํานวน 16 ตัว  แต่ละตัวอย่าง
ถูกถูกแช่แข็งโดยใช้สารละลายที่มีสารแอล-ซีสเทอีน ในความเข้มข้นต่างๆ กัน ได้แก่ 0 (n=41), 5 (n=41), 10 (n=11) และ 15 (n=11) มิลลิ
โมลาร์ ตัวอย่างน้ําเชื้อท้ังหมดถูกนําไปผ่านกระบวนการแช่แข็งโดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิ และถูกทําละลายท่ี 50 องศาเซลเซียส นาน 12 
วินาที และ ทําการตรวจประเมินความเสียหายของดีเอ็นเออสุจิโดยการใช้สีย้อมอะคริดีน ออเรนจ์ ผลการศึกษาพบว่าสัดส่วนความเสียหาย
ของดีเอ็นเอของเซลล์อสุจิของน้ําเช้ือสุกรแช่แข็งมีค่าเฉลี่ย 0.6% โดยสัดส่วนความเสียหายของดีเอ็นเออสุจิอยู่มีความแปรปรวนระหว่างพ่อ
สุกรแต่ละตัว ตั้งแต่ 0.0 ถึง 4.0% การเติมสารซีสเทอีนในสารละลายเลี้ยงเชื้อทําให้เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอของเซลล์อสุจิเพียงเล็กน้อย 
โดย มีค่าเฉลี่ย 0.6% 0.4% 0.5% และ 0.9% ในกลุ่มท่ีเสริมสารซีสเทอีนในปริมาณ 0  5  10  15 มิลลิโมลาร์ ตามลําดับ สรุปได้ว่า
กระบวนการแช่แข็งน้ําเช้ือสุกรมีผลต่อความเสียหายของดีเอ็นเอของเซลล์อสุจิสุกรเพียงเล็กน้อย การเสริมสารซิสเตอีนในนําเช้ือพ่อสุกรแช่
แข็ง ไม่มีผลกระทบต่อการเสียหายของดีเอ็นเอของอสุจิพ่อสุกร พ่อสุกรเป็นปัจจัยท่ีสําคัญท่ีมีผลต่อความเสียหายของดีเอ็นเออสุจิ 

 

คําสําคัญ: สารตา้นอนุมูลอสิระ ความเสียหายของดีเอน็เอ สุกร ตัวอสุจ ิ 
1ภาควิชาสูติศาสตร์ เธนุเวชวิทยาและวิทยาการสืบพันธุ์ คณะสัตวแพทยศาสตร ์จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพฯ 10330 
2คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล ศาลายา นครปฐม 73170 
*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail: vet011@hotmail.com 
 

Introduction 

 In general, the fertility rate of female pigs is 
largely depends on the male factors. A number of 
studies based on many mammalian species 
demonstrate that the male factors caused infertility in 
the female due to many problems, e.g., congenital 
abnormalities, gene mutation, infectious disease and 
the damage or fragmentation of DNA of the 
spermatozoa (Agarwal and Said, 2003; Guerin and 
Pozzi, 2005). During the last decade, one area of 
research interest is the studies on the sperm DNA 
damage that influence male fertility in either humans 
or animals (Agarwal and Said, 2003; Rybar et al., 2004; 
Boe-hansen et al., 2005; Perez-Llano et al., 2006). 
Earlier studies demonstrated that the sperm DNA can 
be damaged by various mechanisms such as reactive 
oxygen species (ROS) and apoptosis (Agarwal and 
Said, 2003). It has been revealed that the DNA 
damage of the boar spermatozoa depends on two 
main factors i.e., the tight packaging of chromatin of 
the spermatozoa of each boar, and the amount of 
antioxidant substances in seminal plasma (De 
Ambrogi et al., 2006). Generally, boar spermatozoa 
are highly susceptible to lipid peroxidation. The 

reason is that the plasma membranes of the boar 
spermatozoa contain high level of polyunsaturated 
fatty acids and also the cytoplasm has a low level of 
scavenging enzymes (Alvarez and Storey, 1995; 
Sharma and Agarwal, 1996). Chanapiwat et al. (2009) 
demonstrated that a number of sperm parameters, 
e.g., progressive motility, sperm viability and 
acrosome integrity, significantly decreased after 
cryopreservation. However, cryopreserved boar 
semen with the subjective motility of higher than 40% 
is still recommended to be used in the swine industry 
(Eriksson et al., 2000; Buranaumnuay et al., 2010). It 
was found that the use of FT boar semen under field 
conditions generally led to a reduction of 2-3 piglets 
per litter (Johnson et al., 2000; Roca et al., 2003; 
Buranaumnuay et al., 2008). This might possibly be 
caused by low fertilization and/or a high proportion 
of early embryonic loss in which sperm DNA 
integrity was one of the key factors for successful 
fertilization and embryo development (Lopes et al., 
1998). 
 There are several methods to determine the 
sperm DNA damage including, for instance, the 
sperm chromatin structure assay (SCSA) (Evenson et 
al., 1994; Rybar et al., 2004), Terminal 
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deoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labeling 
(TUNEL) (Martins et al., 2007), comet assay (Fraser 
and Strzezek, 2004), and acridine orange (AO) 
staining (Thuwanut et al., 2008). AO staining is 
commonly used for assessing sperm DNA damage in 
many mammalian species including humans, dogs, 
bulls and cats (Rota et al., 2005; Dejarkom and 
Kunathikom, 2007; Martins et al., 2007; Thuwanut et 
al., 2008). Using this technique, the DNA damage of 
the FT sperm was 48.1%, 2.5%, 0.5% and 13.3% in 
humans (Dejarkom and Kunathikom, 2007), dogs 
(Rota et al., 2005), bulls (Martins et al., 2007) and cats 
(Thuwanut et al., 2008), respectively.  
 In the boar, it has been demonstrated that a 
number of factors influence sperm DNA damage such 
as long-term storage of extended boar semen (Boe-
hansen et al., 2005; Peréz-Llano et al., 2006), sex-sorted 
boar semen using flow cytometry (De Ambrogi et al., 
2006), and the freezing and thawing process (Evenson 
et al., 1994; Cordova-Izquierdo et al., 2006; Hu et al., 
2008). During the last decade, the use of 
cryopreserved boar semen under field conditions has 
increased (Eriksson et al., 2002; Roca et al., 2003). It 
was found that both the conception rate and the total 
number of piglets born per litter after using 
cryopreserved boar semen for artificial insemination 
(AI) was significantly lower than the use of extended 
boar semen for AI (Eriksson et al., 2002; Roca et al, 
2003). Since the cryopreservation of the spermatozoa 
can induce ROS formation and leads to lipid 
peroxidation and DNA oxidation, the evaluation of 
DNA damage of the cryopreserved boar sperm 
should be performed. To our knowledge, few studies 
on sperm DNA damage have been conducted in boars 
(Hu et al., 2008; Fraser et al., 2009) but the influence of 
antioxidant supplementation in the semen extender 
on the sperm DNA damage has not been studied. 
 The objectives of the present study were to 
determine the damage to sperm DNA of the FT boar 
semen in relation to post-thawed sperm qualities and 
the influence of antioxidant (L-cysteine) 
supplementations in different concentrations in the 
semen extender, and variation among boars. 

Materials and Methods 
Semen samples: A total of 104 cryopreserved semen 
samples from 16 proven boars were used in the 
experiment. The semen was collected from 5 Pietrain, 
4 Duroc, 4 Landrace and 3 Yorkshire boars. Of these 
samples, each semen sample contained a different 
concentration of L-cysteine i.e., 0 (n=41), 5 (n=41), 10 
(n=11) and 15 (n=11) mM. All of the semen samples 
were obtained from boars used for routine AI in two 
commercial swine herds in Ratchaburi Province. The 
boars were kept in individual pens in a conventional 
open-housed system. Boars were fed twice daily and 
water was provided up to ad libitum via water nipple. 
Semen was collected by the gloved-hand method with 
an interval of at least 5-7 days. Semen qualities 
including semen volume, pH, subjective sperm 
motility, sperm concentration, sperm viability and 
sperm morphology were evaluated by the first author 
of the present study (P. Chanapiwat). Ejaculated 
semen with a subjective motility of at least 70%, a 

sperm concentration of at least 150 spermatozoa/ml, 
and normal sperm morphology of more than 80% 
were included in the experiment. 
 
Semen freezing and thawing procedures: The 
cryopreservation procedure of the boar semen was 
carried out according to our previous study 
(Chanapiwat et al., 2009). Briefly, the sperm-rich 
fraction of ejaculated semen was diluted with 
extender I (Modena™, Swine Genetics International, 
Ltd., Iowa, USA), equilibrated for 2 hrs at 15ºC, and 
centrifuged at 800xg for 10 min at 15ºC. The semen 
pellet was re-suspended (about 1-2:1) with lactose-egg 
yolk (LEY) extender II (80% (v/v) lactose solution and 
20% (v/v) egg yolk) to a concentration of 1.5x109 

spermatozoa/ml. The re-suspended semen was 
divided according to the concentration of L-cysteine 
in the semen extender into 4 groups, i.e., 0, 5, 10, 15 
mM L-cysteine supplementation. The semen was 
equilibrated at 5oC for 90 min and further diluted 
with extender III (89.5% extender II, 9% glycerol and 
1.5% Equex-STM) to obtain the final concentration of 
1,000x106 spermatozoa/ml and 3% (v/v) glycerol. The 
semen was loaded into 0.5 ml straws (Bio-Vet, Z.I. Le 
Berdoulet, France) and frozen using a controlled rate 
freezer (Icecube 14s, Sylab, Purkersdorf, Austria). The 
freezing rate was 3ºC min-1 from +5 to -5ºC, then 50ºC 
min -1 from -5 to -140ºC and plunged into liquid 
nitrogen (-196ºC) for storage. The frozen semen was 
thawed at 50ºC for 12 sec. The thawed semen was 
diluted (1:4) with extender I and incubated in water-
bath at 37 ºC for 15 min before sperm assessment. 
 
Post-thawed semen evaluation 
Sperm concentration and subjective motility: The 
concentration of the boar sperm was evaluated by a 
Neubauer haemocytometer (Boeco, Humburg, 
Germany) at a dilution of 1:100 (v/v) (Beardon and 
Fuquay, 1997). The subjective sperm motility was 
evaluated on a warm plate at 37ºC under a phase 
contrast microscope at 200x magnification. 
 
Sperm viability: The sperm viability was assessed 
using SYBR-14/Ethidiumhomodimer-1 staining 
technique (Fertilight®, Sperm Viability Kit, Molecular 
Probes Europe, Leiden, The Netherlands), which 
modified after Axnér et al. (2004). Ten µl of semen 
samples were mixed with 2.7 µl of the working 
solution of SYBR-14 (diluted with DMSO 1:100, v/v) 
and 10 µl of EthD-1. The mixture was incubated at 
37ºC for 20 min, 200 sperm were counted (x1000) 
under fluorescence microscope. The nuclei of the live 
spermatozoa with intact plasma membrane were 
stained green with SYBR-14, while those with 
damaged membranes were stained red-green and 
dead spermatozoa were stained red with EthD-1 
(Axnér et al, 2004; Chanapiwat et al., 2009). The 
results were presented as the percentage of live 
spermatozoa with intact plasma membranes. 
 
Acrosome integrity: Acrosome integrity was assessed 
using fluorescein isothiocyanate–labeled peanut 
agglutinin (FITC-PNA) staining. The method was 
carried out according to our previous study 



190                                                                                   Chanapiwat P. et al. / Thai J. Vet. Med. 2010 40(2): 187-193. 

 

(Chanapiwat et al., 2009). Ten µl of the diluted semen 
was mixed with 10 µl of EthD-1 and incubated at 37ºC 
for 15 min. An aliquot of 5 µl was smeared on a pre-
warmed slide and immersed in 95% ethanol for 30 
sec. Fifty µl of working solution of Fit C-PNA (diluted 
with PBS 1:10 v/v) was spread over the slides and 
placed on the chamber at 4ºC for 30 min. Thereafter, 
slides were rinsed with cold PBS and air dried. 200 
spermatozoa were counted under fluorescence 
microscope at 1000x magnification and classified as 
intact acrosome, reacted acrosome, and loose 
acrosome (Cheng et al., 1996; Axnér et al., 2004). The 
results were presented as the percentage of 
spermatozoa with intact acrosome. 
 
DNA damage: DNA damage was evaluated by 
Acridine orange (AO) staining. The technique was 
modified after Thuwanut et al. (2008). Briefly, two 
smears from each sample were prepared on glass 
slide and air-dried. Each slide was fixed overnight in 
freshly prepared Carnoy’s solution (methanol: glacial 
acetic acid, 3:1 v/v). Thereafter, slides were air-dried, 
and stained with 1% (100 mg/ml) AO (Sigma) for 10 
min. The AO working solution was daily prepared by 
mixing 10 ml of 1% AO with 40 ml of 0.1 M citric acid 
and 2.5 ml of 0.3 M Na2HPO4.7H2O (Merck, 
Darmstadt, Germany), pH 2.5 and stored in the dark 
at room temperature. After staining, the slides were 
gently rinsed by distilled water and air-dried. At least 
one thousand spermatozoa were counted under the 
fluorescence microscope. The spermatozoa showing 
the green fluorescence was considered normal DNA 
(double-stranded) while those spermatozoa showed 
orange or red fluorescence were considered damaged 
DNA (Figure 1). The results were presented as the 
proportion of the damage/single stranded DNA per 
1,000 counted spermatozoa.  
 

 
Figure 1 The damage of DNA of the FT boar 

spermatozoa stained with orange (arrow) 
 

Statistical analysis: The statistical analysis was 
performed using the Statistical Analysis Systems 
software package version 9.0 (SAS, 1996). All 
parameters were evaluated for normality by using the 
UNIVARIATE procedure option NORMAL PLOT. 
Pearson’s correlation was used to analyze the 
relationships among the post-thawed sperm qualities 
and the sperm DNA damage. The semen samples 
were classified as “good” and “poor” freezability 
according to post-thawed motility. If the post-thawed 

motility > 35%, the sperm sample was classified as 
“good freezability.” If post-thawed motility < 35%, 
the sperm sample was classified as “poor 
freezability”. The sperm DNA damage was compared 
between good and poor freezability semen by using 
Student’s t-test. The influence of boar characteristics 
and L-cysteine supplementation on subjective 
motility, sperm viability, acrosome integrity and DNA 
damage were analyzed using the General Linear 
Model (GLM) procedure of the SAS. The model 
included boar (16 boars) and concentrations of L-
cysteine supplementation (0, 5, 10 and 15 mM) as 
fixed effects. In the results, least significant difference 
(LSD) test were used to compared least-square means 
from each class of the factors. p < 0.05 was considered 
as statistically significant. 

Results 
Descriptive statistics: Subjective motility, sperm 
viability, acrosome integrity and sperm DNA damage 
of FT boar semen are demonstrated in Table 1. On 
average, the sperm DNA damage was 0.5% (Table 1). 
A negative correlation was found between the sperm 
DNA damage and the subjective motility (r=-0.21, 
p=0.03) and the sperm viability (r=-019, p=0.04). 

Table 1 Descriptive statistics for sperm parameters 
measurements of FT boar sperm (n=104) 

Sperm Parameters Mean ± SD Range 
Subjective motility (%) 29.3±13.5 5-55 
Sperm viability (%) 45.5±13.8 10-83 
Acrosome integrity (%) 39.4±16.1 9-80 
Sperm DNA damage (%) 0.5±0.6 0-4 

Effect of boar and breed: Among the boars, 
the sperm DNA damage varied between 0.0% and 
4.0% (p=0.05). The sperm DNA damage in the 16 
boars is presented in Figure 2. Comparing among 
breeds, the sperm DNA damage was 0.9%, 0.3% and 
0.4% in Duroc, Landrace and Yorkshire boars, 
respectively.  

 
Figure 2 Percentage (Mean±SEM) of the sperm DNA 

damage for each individual 16 boars (3 
Yorkshire, 4 Landrace, 4 Duroc and 5 
Pietrain) 

 

Effect of L-cysteine supplementation: Subjective 
motility, viability, acrosome integrity and the sperm 
DNA damage were compared among groups of 
semen with different concentrations of L-cysteine 
supplementation. Subjective motility, viability and 
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acrosome integrity in the FT boar semen 
supplemented with 10 mM were higher than those 
supplemented with 0 and 15 mM (Table 2). The sperm 
DNA damage in the extenders supplemented with 0, 
5, 10 and 15 mM were 0.6%, 0.4%, 0.5% and 0.9%, 
respectively (Table 2). The sperm DNA damage in the 
FT boar semen supplemented with 15 mM was 
significantly higher than those supplemented with 5 

mM (p<0.05) (Table 2). 

Sperm DNA damage in good and poor freezability 
sperm: DNA damage in good and poor freezabilty 
sperm is demonstrated in Table 3. As can be seen 
from the table, the sperm DNA damage was not 
significantly different between good and poor 
freezability semen (p=0.23). 

 
Table 2 Means±standard deviation of progressive motility (%), sperm viability (%), acrosome integrity (%) and sperm 

DNA damage (%) of  FT boar semen between 4 groups (0, 5, 10, 15 mM L-cysteine supplementation) 
 

L-cysteine supplementation (mM) 
Sperm parameters 

0 (n=41) 5 (n=41) 10 (n=11) 15 (n=11) 
Subjective motility 17.6±9.1a 28.8±13.9b 34.4±13.5b 15.8±8.2a 
Sperm viability 28.9±6.8a 44.5±5.2b 50.5±5.9b 32.5±8.3a 
Acrosome integrity 18.7±6.5a 32.8±10.3b,c 41.3±10.2c 26.3±11.1a,b 
Sperm DNA damage 0.6±0.6a,b 0.4±0.3 b 0.5±0.4a,b 0.9±1.2a 
a,b,c values with different superscripts within row differ significantly (p<0.05) 
 
Table 3  Means±standard deviation of subjective motility (%), sperm viability (%), acrosome integrity (%) and sperm 

DNA damage (%) of good and poor FT boar semen  
 

Sperm parameters Good freezability 
(n=29) 

Poor freezabilty 
(n=75) P-value 

Subjective motility 42.5±7.9 20.4±8.2 <0.001 
Sperm viability 53.1±13.9 41.3±15.6 <0.001 
Acrosome integrity 48.7±16.2 32.4±17.0 <0.001 
Sperm DNA damage 0.34±0.33 0.44±0.59 0.23 

 

Discussion 
 In the present study, the sperm DNA 
damage of FT boar semen was relatively low and 
varied considerably among the boars. The low sperm 
DNA damage as determined by AO staining in the 
present study was in agreement with earlier studies in 
pigs, where other methods, e.g., SCSA and sperm 
chromatin dispersion test, were used (Rybar et al., 
2004; Enciso et al., 2006; Perez-Llano et al., 2006). On 
the other hand, Evenson et al. (1994) demonstrated 
that the sperm DNA damage of the boar FT semen as 
determined by SCSA was as high as 4.5%. In addition, 
Rybar et al. (2004) found that the sperm DNA damage 
of boar spermatozoa after the FT process measured by 
SCSA varied between 1.6-17.6% among individual 
boars. These findings indicate that the sperm DNA 
damage of the FT boar semen was relatively low and 
varied considerably among the boars. The difference 
on the sperm DNA damage between the present 
study and earlier studies might be due to the 
difference in populations of boars, freezing technique 
and evaluation technique were used.  

 In the present study, most of the sperm 
parameters significantly decreased after the FT 
process, but the sperm DNA damage was not affected. 
This finding is in agreement with an earlier study in 
boars that boar sperm DNA was highly tolerant to 
cryopreservation. The reason is that the boar sperm 
DNA is highly condensed with nuclear proteins 
especially protamine-1 in the sperm nucleus (Evenson 

et al., 1994). In other species, e.g., bulls (Martins et al., 
2007; Van der Schans et al., 2000) and dogs (Rota et al., 
2005), similar findings have also been demonstrated. 
On the other hand, Fraser and Strzezek (2007) 
demonstrated that the sperm DNA damage of the FT 
boar semen was significantly increased. Likewise, 
Bochenek et al. (2001) demonstrated that the 
cryopreservation of the bull semen significantly 
affected the percentage of sperm DNA damage. In 
bucks, Peris et al. (2004) found that the 
cryopreservation also affected the DNA damage of 
the sperm cells. The reasons behind these 
contradictory results are unknown, but might be 
related to the different freezability among different 
populations. In the present study, ejaculates with a 
poor freezability had a relatively higher percentage of 
sperm DNA damage than ejaculates with a good 
freezability. 

 The present study demonstrated that the 
supplement of L-cysteine in the freezing extenders up 
to a concentration of 10 mM did not influence the 
sperm DNA damage of FT boar semen. It has been 
demonstrated that oxidative stress is one mechanism 
which contributes to sperm DNA damage (Bilodeau et 
al., 2000). The FT process produced a high level of 
ROS which may induce sperm DNA damage (Barroso 
et al., 2000; Bilodeau et al., 2000). The finding in those 
studies indicated that, although L-cysteine was known 
to enhance membrane integrity and motility of the FT 
spermatozoa, but did not alter the sperm DNA 
damage of the boar sperm (Kaeoket et al., 2008; 
Thuwanut et al., 2008). However, in the present study, 
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the FT boar semen supplemented with L-cysteine up 
to 15 mM resulted in a higher percentage of sperm 
DNA damage compared to those supplemented with 
of 5 mM of L-cysteine. The reason for this is unknown, 
but awareness of the too-high concentration of 
antioxidant supplementation should be addressed. 
The advantage of the L-cysteine supplementation 
included an improvement of post-thawed motility 
and membrane integrity of the boar semen 
(Chanapiwat et al., 2009), while supplementation of L-
cysteine with too high concentration may increase 
DNA damage and subsequently cause infertility. 

 In the present study, the negative 
correlations between the sperm DNA damage and 
other sperm parameters are observed. This is in 
accordance with the previous studies in boars 
(Hernandez et al., 2006), bulls (Januskauskas et al., 
2001), and bucks (Peris et al., 2004). This indicated that 
when the sperm motility and viability decreased, the 
sperm DNA damage increased. The reasons might be 
due to that the DNA fragmentation might disrupt the 
vitality of spermatozoa during the FT process. In 
addition, a high level of sperm DNA damage 
indicates that the spermatozoa may have a low 
fertilizing capacity. This could not be determined by 
using others routine semen evaluation techniques. 
Therefore, both routine semen evaluation and sperm 
DNA damage assessment should be carried out in 
order to effectively determine the fertilizing capacity 
of the FT boar semen.  

 In conclusion, the sperm DNA damage of the 
FT boar spermatozoa was relatively low. No adverse 
effect of L-cysteine supplementation up to 10 mM was 
found on the sperm DNA damage. Boar characteristic 
is the most important factor affecting the damage of 
sperm DNA. 
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Introduction
        During the last decade, the use of frozen-
thawed (FT) boar semen in commercial swine 
herd is increasing (1). The success of using FT 
boar semen is mainly due to the improvement of 
the cryopreservation protocol (2) and the 
development of intra-uterine insemination 
technique (3). The objective of the present study 
was to investigate the conception rate and litter 
size at birth in sow after intra-uterine 
insemination with FT boar semen compared 
with extended fresh semen. 
 

Materials and Methods 
 Twenty nine Landrace sows, 2nd to 9th 
parity, with a weaning-to-oestrus interval (WOI) 
of <6 days were included. Sixteen sows were 
inseminated using conventional extended fresh 
semen and 13 sows were inseminated using FT 
boar semen. Both groups were inseminated 
using intra-uterine insemination procedure. An 
ovulation in the sows inseminated with FT 
semen was induced by human chorionic 
gonadotropin (hCG). Time of ovulation was 
determined by using transrectal real time B-
mode ultrasonography. Conception rate, 
farrowing rate (FR), total number of piglets 
born/litter (TB) and number of piglets born 
alive/litter (BA) were analyzed. TB and BA were 
analyzed using Student’s t-test. Conception rate 
and FR were analyzed using Chi-squared test. 
 

Results and Discussion 
 Reproductive performance of sows after 
intra-uterine insemination with fresh and FT 
boar semen are demonstrated in Table 1. Of the 
sows inseminated with FT boar semen, the 
interval from onset of oestrus to ovulation was 
43.0±5.1 h and the interval from hCG injection to  

 
ovulation was 36.5±3.5 h. The conception rate 
was 81.25% and 76.92% in sows inseminated 
with extended fresh semen and FT boar semen, 
respectively (p=0.77). TB and BA were 11.45 and 
10.73 piglets/litter in sows inseminated using 
fresh semen and were 8.67 and 8.44 piglets/litter 
in those inseminated using FT boar semen 
(p<0.05). The present study demonstrated the 
successful application of intra-uterine 
insemination in sows using FT boar semen in a 
swine commercial herd. 
 
Table 1 Reproductive performance of sows after 
intra-uterine insemination using fresh and 
frozen-thawed boar semen 
 

Parameters 
Fresh 

semen 
Frozen semen 

Number of sows 16 13 

Parity  5.2±2.0a 5.7±1.9a 

Body score 2.75±0.32a 2.92±0.19a 

WOI (d) 4.33±1.11a 3.46±0.78b 

Conceptionrate(%) 81.25a 76.92a 

Farrowing rate (%) 68.75a 69.23a 

Total born/litter 11.45±1.37a 8.67±2.35b 

Born alive/litter 10.73±1.27a 8.44±2.07b 
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