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Abstract  

 

The main objectives of the present study were to 1. investigate major pathway that 

regulated sperm energy production or storage and related to post-thaw sperm quality as 

well as fertilizing ability using domestic cats as research models (Research project 1) 

and 2. apply basic knowledge gained from research animal models to a further study as 

clinical trial in endangered wild felids (i.e. clouded leopard; Neofelis nebulosa) (Research 

project 2). In research project 1; epididymal cat sperm was collected and investigated 

for 1. expression of mitochondrial protein related to intracellular energy production or 

storage (i.e. 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK (α subunit)) 

2. effects of AMPK-α activation by chemical substances (i.e. 5′-aminoimidasole-4-

carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR)) at different dose and time-dependent 

manner to post-thaw sperm quality and fertilizing ability by homologous in vitro 

fertilization (IVF) and 3.  AMPK-α/AICAR signalling pathways including expression of 

phospho-AMPKα protein Thr172; expression of glucose transporter1 (GLUT1) protein 

and intracellular adenosine 5’-triphosphate (ATP) level. Our main results demonstrated 

that AMPK protein (α subunit) dominantly expressed in sperm with high proportion of 

motility (≥ 70% motility) compared to samples with low proportion of motility (≤ 0.05) (P 

≤ 0.05). The presence of AMPK activator, AICAR, could regulate AMPK function 

(AICAR/AMPK regulation pathway) via increase of phospho-AMPKα Thr172, GLUT1 

protein expression (GLUT1 translocation) and intracellular ATP level. Furthermore, short 

equilibration of AMPK-α protein with 0.5 mM AICAR for 30 min prior to cryopreservation 

procedure positively influenced epididymal cat sperm functions (sperm motility, sperm 

motility patterns (curve linear velocity and straight linear velocity) and cleavage rate after 

homologous IVF) without deleterious effects to sperm membrane integrity or sperm 

viability (P ≤ 0.05). In research project 2; we, hence, applied the basic knowledge from 

research project I to clinical trial phase in endangered wild cats. The present results 

mainly indicated that AMPK-α protein was also present in ejaculated sperm of clouded 

leopards. Similar to the domestic cats, the activation of AMPK-α by 0.5 mM AICAR for 

30 min prior to cryopreservation process enhanced post-thaw sperm motility without the 

deleterious effects to sperm viability and acrosome integrity. Due to the limitation of 

female clouded leopard research accessibility i.e. oocyte collection by ovum pick-up 

technology, our data on embryo production by homologous IVF was then absent. 

However, the authors strongly believed that the applied research from our basic science 



present in this study should be further conducted in other endangered wild felid species 

in Thailand with the ultimate purpose of new offspring production and wildlife 

conservation.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



บทคดัย่อ 

 

การศกึษาและวจิยัเรือ่ง การศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างการทาํงานของไมโตคอนเดรยีของตวั

อสุจ ิ ต่อคุณภาพตวัอสุจภิายหลงัการแช่แขง็ พลงังานในเซลล ์ และความสามารถในการปฏสินธิ

ในแมวบา้นและสตัวป่์าตระกูลแมวทีใ่กลส้ญูพนัธุ ์ มวีตัถุประสงคห์ลกัเพื่อศกึษา 1. กลไกที่

เกีย่วขอ้งกบัการสะสมและสรา้งพลงังานในเซลลส์บืพนัธุ ์ไดแ้ก่ ตวัอสุจ ิเพื่อเพิม่ศกัยภาพในการ

ทาํงาน คุณภาพ และความสามารถในการปฏสินธขิองตวัอสุจ ิ ภายหลงัการเกบ็รกัษาตวัดว้ย

กระบวนการแช่แขง็ โดยใชแ้มวบา้นเป็นสตัวท์ดลองตน้แบบ (โครงการศกึษาวจิยัที ่ 1) และ 2. 

ความเป็นไปไดใ้นการประยุกตใ์ชอ้งคค์วามรูท้างพืน้ฐานทางวทิยาศาตรใ์นสตัวท์ดลองตน้แบบ 

ในการนําไปใชจ้รงิในสตัวป่์าตระกูลแมวทีม่คีวามเสีย่งต่อการสญูพนัธุ ์ (โครงการศกึษาวจิยัที ่2) 

โดยในโครงการศกึษาวจิยัที ่ 1 คณะผูว้จิยัไดท้าํการศกึษาถงึ 1. การแสดงออกของโปรตนีในไม

โตคอนเดรยีของตวัอสุจขิองแมวบา้นทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งพลงังาน (ไดแ้ก่ โปรตนี  

5' Adenosine monophosphate-activated protein kinase; AMPK (α subunit)) 2. ผลของการ

กระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสารเคมชีนิด 5′-aminoimidasole-4-carboxamide-

1-β-d-ribofuranoside (AICAR) ทีเ่วลาและความเขม้ขน้ต่างกนั ต่อคุณภาพของตวัอสุจ ิ และ

ความสามารถในการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย ภายหลงักระบวนการการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ3. กลไล

เชงิชวีโมเลกุลทีเ่กีย่วขอ้งกบัการทาํงานของ AMPK-α/AICAR ไดแ้ก่ ปฏกิรยิาฟอสโฟลเิรชนั

ของโปรตนี  AMPK-α (phospho-AMPKα (Thr172)) โปรตนีชนิด Glucose transporter 1 

(GLUT1) และระดบัของพลงังานภายในเซลล ์(intracellular adenosine 5’-triphosphate (ATP)) 

ในโครงการศกึษาวจิยัที ่2 คณะผูว้จิยัไดท้ําการศกึษาถงึ 1.การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α 

ในตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆ และ 2. ผลของการทํางานของ AMPK-α/AICAR ต่อคณุภาพตวัอสุจิ

เสอืลายเมฆภายหลงักระบวนการแช่แขง็ ผลการศกึษาในแมวบา้นซึง่เป็นสตัวท์ดลองตน้แบบ 

(โครงการศกึษาวจิยัที ่1) พบการแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจขิองแมวบา้น (โดย

กลุ่มแมวบา้นทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 มรีะดบัการแสดงออก

ของโปรตนี AMPK-α สงูกว่ากลุ่มแมวบา้นทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีน้่อยกว่ารอ้ย

ละ 50 (P ≤ 0.05) นอกจากน้ีการทํางานของ AMPK-α/AICAR ที ่ AICAR ความเขม้ขน้ 0.5 

มลิลโิมลลาร ์เป็นเวลา 30 นาท ีสามารถกระตุน้คุณภาพของตวัอสุจภิายหลงักระบวนการแช่แขง็ 

ไดแ้ก่ ต่อความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ (curve linear velocity และ straight linear 

velocity) รอ้ยละของการพฒันาของตวัอ่อนไปสู่ระยะ 2 เซลลภ์ายหลงักระบวนการปฏสินธิ

ภายนอกร่างกาย (P ≤ 0.05) และไมส่่งผลกระทบเชงิลบต่ออตัราการมชีวีติของตวัอสุจ ิโดยจาก

การศกึษาน้ีพบว่า AMPK-α/AICAR ไดท้าํงานผ่านกระบวนการทํางานของปฏกิรยิา phospho-

AMPKα (Thr172) การทาํงานของโปรตนี Glut1 (Glut1 translocation) และการเพิม่ของระดบั

พลงังานในตวัอสุจ ิ เมือ่นําองคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากสตัวท์ดลองตน้แบบไปประยกุตใ์ชจ้รงิในสตัวป่์า

ตระกูลแมว เช่น เสอืลายเมฆ (โครงการศกึษาวจิยัที ่ 2) พบว่า ตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆมกีาร



แสดงออกของโปรตนี AMPK-α เช่นเดยีวกบัในแมวบา้น รวมทัง้ ความสามารถในการเคลื่อนที่

ของตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆภายหลงักระบวนการแช่แขง็มคี่าสงูในกลุ่มตวัอสุจทิีไ่ดร้บัการ

กระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสารเคมชีนิด AICAR เมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม (P 

≤ 0.05) อยา่งไรกต็ามดว้ยขอ้จาํกดัของการศกึษาในเสอืลายเมฆเพศเมยี เช่นความสามารถใน

การเกบ็เซลลไ์ขห่รอืโอโอไซต ์ จงึทาํใหค้ณะผูว้จิยัไมส่ามารถทาํการศกึษาถงึผลการทาํงานของ 

AMPK-α/AICAR AICAR ต่อความสามารถในการปฏสินธแิละการผลติตวัอ่อนได ้ ดงันัน้ 

โครงการวจิยัในอนาคตควรมุง่เน้นเพื่อศกึษาผลของการทาํงานของโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัสรา้ง

พลงังานในไมโตคอนเดรยีของอสุจใินสตัวป่์าตระกูลแมวทีใ่กลส้ญูพนัธุ ์ ต่อกระบวนการการ

ปฏสินธแิละพฒันาของตวัอ่อน เพื่อประโยชน์สงูสุดในการเพิม่จาํนวนประชากรสตัวป่์า  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1. วตัถปุระสงค ์

 

• วตัถปุระสงคห์ลกั  

o เพื่อศกึษากลไกทีเ่กีย่วขอ้งกบัการสะสมและสรา้งพลงังานในเซลลส์บืพนัธุ ์ ไดแ้ก่ ตวั

อสุจ ิ เพื่อเพิม่ศกัยภาพในการทํางาน คุณภาพ และความสามารถในการปฏสินธขิองตวั

อสุจ ิภายหลงัการเกบ็รกัษาตวัดว้ยกระบวนการแช่แขง็ โดยใชแ้มวบา้นเป็นสตัวท์ดลอง

ตน้แบบ  

o เพื่อศกึษาความเป็นไปไดใ้นการประยกุตใ์ชอ้งคค์วามรูท้างพืน้ฐานทางวทิยาศาตรใ์น

สตัวท์ดลองตน้แบบ ในการนําไปใชจ้รงิในสตัวป่์าตระกูลแมวทีม่คีวามเสีย่งต่อการสญู

พนัธุ ์ 

 

• วตัถปุระสงคย่์อย  

• โครงการวิจยัย่อยท่ี 1 การศึกษาในสตัวต้์นแบบ  

o เพื่อศกึษาการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเกบ็รกัษาหรอืใชพ้ลงังานของตวั

อสุจ ิ เช่น โปรตนี 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK) 

(α subunit) และการทาํงานของ Mitochondrial permeability transition pore (MPTP) 

ในตวัอสุจขิองแมวบา้น  

o เพื่อศกึษาผลของกระตุน้หรอืยบัยัง้การทํางานของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเกบ็รกัษา

หรอืใชพ้ลงังานของตวัอสุจ ิ ดว้ยสารเคมชีนิดต่างๆ เช่น 5′-aminoimidasole-4-

carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR) ทีเ่วลาและความเขม้ขน้ต่างกนั ต่อ

คุณภาพของตวัอสุจแิช่แขง็ ภายหลงัการละลาย รวมทัง้ความสามารถในการปฏสินธิ

ภายนอกร่างกาย  

o เพื่อศกึษากลไกเชงิชวีโมเลกุลในการทํางานของสารเคม/ีโปรตนี ทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเกบ็

รกัษาหรอืใชพ้ลงังานของตวัอสุจ ิผ่านปฏกิรยิาระดบัเซลล ์

 

• โครงการย่อยท่ี 2 การนําองคค์วามรู้ไปใช้จริงทางปฏิบติั  

o เพื่อศกึษาผลการแสดงออกของโปรตนีและสารเคมทีีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเกบ็รกัษาหรอืใช้

พลงังานต่อคุณภาพของตวัอสุจทิีผ่่านกระบวนการเกบ็รกัษาโดยวธิกีารแช่เยน็ ในสตัว์

ป่าตระกูลแมวทีม่คีวามเสีย่งต่อการสญูพนัธุไ์ดแ้ก่ เสอืลายเมฆ (Neofelis nebulosa) 

 

 

 

 

 



2. วิธีการทดลอง  

• โครงการวิจยัย่อยท่ี 1 การศึกษาในสตัวต้์นแบบ  

 

สตัวท์ดลอง 

o ในการศกึษาวจิยัน้ี ไดใ้ชแ้มวบา้นเป็นสตัวท์ดลองตน้แบบ  

o สตัวท์ดลองเพศผู ้ ทาํการเกบ็ตวัอยา่งตวัอสุจไิดท้าํการแยกเกบ็จากท่ออพิดิไิดมสิสว่น

ทา้ย (caudal epididymis) จากอณัฑะ (testis) ของแมวบา้นโตเตม็วยั ไมท่ราบอายุ 

สุขภาพแขง็แรง ทีเ่ขา้รบัการผ่าตดัทําหมนัถาวร ทีก่ลุ่มควบคุมโรคพษิสุนขับา้ อาคาร

สาํนกังานสตัวแพทยส์าธารณสุข เขตดนิแดง กรงุเทพมหานคร จาํนวนทัง้หมด 128 ตวั  

o สตัวท์ดลองเพศเมยี ทาํการเกบ็ตวัอยา่งเซลลไ์ขห่รอืโอโอไซตจ์ากรงัไขข่องแมวบา้น

เพศเมยีโตเตม็วยั ไมท่ราบอาย ุ สุขภาพแขง็แรง    ทีเ่ขา้รบัการผ่าตดัทําหมนัถาวร ที่

คณะสตัวแพทยศาสตร ์ จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั และกลุ่มควบคุมโรคพษิสุนัขบา้ 

อาคารสํานกังานสตัวแพทยส์าธารณสุข เขตดนิแดง กรงุเทพมหานคร จาํนวนทัง้หมด 

49 ตวั 

 

โครงการวจิยัยอ่ยที ่1 ไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 5 โครงการยอ่ยไดแ้ก่  

 

• โครงการวจิยัยอ่ยที ่ 1.1 การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเกบ็

รกัษาหรอืใชพ้ลงังานของตวัอสุจ ิ ซึง่ไดแ้ก่ โปรตนี 5' adenosine monophosphate-

activated protein kinase (AMPK) (α subunit) ในตวัอสุจขิองแมวบา้นทีม่ ี

ความสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 และตํ่ากว่ารอ้ยละ 50 

• โครงการยอ่ยที ่1.2 การศกึษาผลของกระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK -α ดว้ยสาร 

5′-aminoimidasole-4-carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR) ทีเ่วลาและความ

เขม้ขน้ต่างกนั ก่อนทําการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ

• โครงการยอ่ยที ่ 1.3 การศกึษาผลของสาร AICAR ต่อคุณภาพของตวัอสุจแิช่แขง็ 

ภายหลงัการละลาย รวมทัง้ความสามารถในการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย 

• โครงการยอ่ยที ่ 1.4 การศกึษากลไกการทํางานของ AMPK/AICAR ผ่านปฏกิรยิาฟอส

โฟรเิลชนัของโปรตนี AMPK-α (phospho-AMPKα) โปรตนีชนิด Glucose transporter 

1 (GLUT1) และระดบัของพลงังานภายในเซลล ์(intracellular ATP)  

• โครงการยอ่ยที ่1.5 การตรวจการทาํงานของ Mitochondrial permeability transition 

pore (MPTP) 

 

 

 



• โครงการวิจยัย่อยท่ี 1.1 การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบัการเกบ็

รกัษาหรอืใชพ้ลงังานของตวัอสุจ ิ ซึง่ไดแ้ก่ โปรตนี 5' adenosine monophosphate-

activated protein kinase (AMPK) (α subunit) ในตวัอสุจขิองแมวบา้นทีม่ ี

ความสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 และตํ่ากว่ารอ้ยละ 50 

 

 ขัน้ตอนการดาํเนินงาน  

o ทาํการเกบ็ตวัอสุจจิากท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ยจากอณัฑะของแมวบา้น ทีไ่ดจ้ากการทํา

หมนัถารวรดว้ยวธิกีารผ่าตดั จาํนวน 41 ตวั โดยขัน้ตอนโดยสงัเขปประกอบดว้ย  

 การเลาะเอาเอาท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ย (ท่อนําอสุจสิ่วนทา้ย) ออกจากอณัฑะ 

 ตดัท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ยใหเ้ป็นชิน้ยอ่ยๆ ในสารละลายทรสิ (Tris buffer)  

 ทาํการเกบ็รกัษาสารละลายทรสิซึง่บรรจทุ่ออพิดิไิดมสิทีอุ่ณหภมู ิ 37 องศา

เซลเซยีส เป็นระยะเวลา 10 นาท ี 

 ทาํการแยกชิน้ส่วนท่ออพิดิไิดมสิออกจากสารละลายทรสิ ซึง่ในสารละลายทรสิ

ประกอบดว้ยตวัอสุจทิีเ่จรญิเตบิโตพรอ้มปฏสินธ ิ(mature sperm)  

o ทาํการประเมนิความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ และทาํการแบ่งตวัอยา่งออก 

เป็น 2 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มตวัอยา่งทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 

70 และน้อยกว่ารอ้ยละ 50 โดยในแต่ละกลุ่มทําการรวมตวัอสุจใิหไ้ดจ้าํนวนเท่ากบั 20 

ลา้นตวั (กลุ่มตวัอยา่งทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70; n=11 

และ กลุ่มตวัอยา่งทีต่วัอสจุมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 50; n=6)  

o ทาํการสกดัโปรตนีทัง้หมดของตวัอสุจดิว้ยชุดสกดั Mammalian Tissue 

Lysis/Extraction (CelLytic TM MT) (Sigma, Saint Louis, MA, USA) และปรบัความ

เขม้ขน้ของปรมิาณโปรตนีใหม้คี่าเท่ากบั 15 ไมโครกรมัต่อไมโครลติร  

o ตรวจการแสดงออกของโปรตนี 5' adenosine monophosphate-activated protein 

kinase (AMPK) ดว้ยเทคนิค Western blot analysis ประกอบดว้ยขัน้ตอน 

Electrophoresis โดยทาํการบรรจตุวัอยา่งโปรตนีทีค่วามเขม้ขน้ 15 ไมโครกรมัต่อ

ไมโครลติร ลงใน Mini Protein® TGX Precast Gels (Bio-rad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) และทาํการยา้ยโปรตนีไปไวใ้นแผ่นเมมเบรน (Immun-Blot® 

PVDF Membranes for Protein Blotting)  (Bio-rad Laboratories) ดว้ยขัน้ตอน 

Blotting จากนัน้ทาํการตรวจการแสดงออกของโปรตนี AMPK-α โดยการใชแ้อนตบิอดี

ปฐมภมูคิอื AMPK-α (AMPK-α Rabbit Ab 2532S) (Cell Signaling Technology, 

Danvers, MA,USA) และใชแ้อนตบิอดทุีตยิภูมคิอื Anti-Rabbit IgG HRP-linked 

Antibody 7074 (Cell Signaling  Technology) ทาํการตรวจความเขม้ของแบนดโ์ปรตนี

ดว้ยเทคนิค colorimetric จากชุดตรวจ Opti-4CN Substrate Kit (Bio-rad 

Laboratories) โดยทาํการรายงานผลค่าความเขม้ของแบนดโ์ปรตนี AMPK-α เทยีบกบั

ค่าความเขม้ขน้ของแบนดโ์ปรตนีมาตรฐานทีพ่บไดใ้นตวัอจสุขิองสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนม 



คอื α-Tubulin Antibody 2144S (Cell Signaling Technology) ซึง่การรายงานผล

ดงักลา่วเรยีกว่าค่า relative protein band intensity  

 

• โครงการยอ่ยที ่1.2 การศกึษาผลของกระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK -α ดว้ยสาร 

5′-aminoimidasole-4-carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR) ทีเ่วลาและความ

เขม้ขน้ต่างกนั ก่อนทําการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ

 

 ขัน้ตอนการดาํเนินงาน  

o ทาํการเกบ็ตวัอสุจจิากท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ยจากอณัฑะของแมวบา้นทีไ่ดจ้ากการทาํ

หมนั จาํนวน 26 ตวั และทาํการทาํการรวมตวัอสุจใิหไ้ดจ้าํนวนเท่ากบั 20 ลา้นตวั (n=

10)  

o ทาํการแบ่งตวัอยา่งออกเป็น 4 กลุ่มการทดลองไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร 

AICAR  ความเขม้ขน้ขนาด 0.5 2.0 และ 5.0 มลิลโิมล่าร ์ทาํการตรวจคุณภาพตวัอสุจทิี่

เวลา 30 และ 60 นาท ี ภายหลงัทีไ่ดร้บัสาร AICAR และทาํการเปรยีบเทยีบผลการ

ทดลองระหว่างกลุ่ม การตรวจคุณภาพตวัอสุจปิระกอบดว้ย 

 รอ้ยละความสามารถในการเคลือ่นทีท่ ัง้หมดโดยการประเมนิจากตา 

 ระดบัของความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า 

 รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ย

คอมพวิเตอร ์(รปูที ่1)  

  Curve linear velocity  

  Straight linear velocity 

  Lateral head displacement  

  Average path velocity  

 รอ้ยละของความสมบูรณ์ของผนงัเซลลอ์สุจ ิ โดยการยอ้มสฟีลอูอเรสซนี ชนิด 

SYBR-14/Ethidium (Molecular Probes; Eugene, OR, USA)  

 รอ้ยละของความสมบูรณ์ของอะโครโซมของตวัอสุจ ิ โดยการยอ้มสฟีลอูอเรสซนี 

ชนิด FIT-C/PNA และ Propidium Iodide (Sigma) (รปูที ่2) 

 รอ้ยละของความต่างศกัยข์องผนงัไมโตคอนเดรยีทีม่คี่าสูง โดยการยอ้มสฟีลอูอ

เรสซนีชนิด 1H-Benzimidazolium, 5,6-dichloro-2-[3-(5,6-dichloro-1,3-

diethyl-1,3-dihydro-2H-benzimidazol-2-ylidene)-1-propenyl]-1,3-diethyl-, 

iodide, (E) หรอื JC1 Dye (Sigma)   

 

 



            
 

 

 

      
 

  

• โครงการยอ่ยที ่ 1.3 การศกึษาผลของสาร AICAR ต่อคุณภาพของตวัอสุจแิช่แขง็

ภายหลงัการละลาย รวมทัง้ความสามารถในการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย 

  

ขัน้ตอนการดาํเนินงาน 

o ทาํการเกบ็ตวัอสุจจิากท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ยจากอณัฑะของแมวบา้นทีไ่ดจ้ากการทาํ

หมนั จาํนวน 30 ตวั และทาํการทาํการรวมตวัอสุจใิหไ้ดจ้าํนวนเท่ากบั 20 ลา้นตวั (n=

10)  

o แบ่งตวัอยา่งออกเป็น 3 กลุ่มการทดลอง จากการอ้างองิจากผลการทดลองของโครงการ

ยอ่ยที ่1.2 โดยทาํการเลอืกจากขนาดของ AICAR ทีเ่หมาะสมทีไ่มท่ําลายความสมบรูณ์

ของผนงัเซลลอ์สุจเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม ซึง่ไดแ้ก่ กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร AICAR ขนาด 

0.5 และ 2.0 มลิลโิมล่าร ์เป็นเวลา 30 และ 60 นาท ีจากนัน้แช่แขง็ตวัอสุจใินสารอาหาร

เลีย้งตวัอสุจชินิด Egg yolk Tris ทีอุ่ณหภมู ิ-196 องศาเซลเซยีส ทาํการละลายตวัอสุจิ

แช่แขง็และตรวจคุณภาพตวัอสุจ ิ (ดงัในโครงการยอ่ยที ่ 1.2) ทีเ่วลา 0 ชัว่โมงภายหลงั

การละลาย 

รปูท่ี 1 แสดงการรายงานผลของการตรวจรปูแบบของ

การเคลื่อนทีข่องตวัอสุจแิบบต่างๆ โดยการประเมนิ

ดว้ยคอมพวิเตอร ์

รปูท่ี 2 แสดงความสมบูรณ์ของอะโครโซมของตวัอสุจ ิ

โดยการยอ้มสฟีลอูอเรสซนี ชนิด FIT-C/PNA และ 

Propidium Iodide โดยตวัอสุจทิีม่คีวามสมบรูณ์ของอะ

โครโซมจะตดิสเีขยีวทีบ่รเิวณครึง่บนของส่วนหวัของ

ตวัอสุจ ิ(ลกูศร) (Bar = 10 ไมโครเมตร) 



o การทดสอบความสามารถในการปฏสินธภิายนอกรา่งกายทาํภายหลงัจากการละลายตวั

อสุจแิช่แขง็ทีเ่วลา 0 ชัว่โมง โดยมขีัน้ตอนดงัต่อไปน้ี  

 ทาํการเกบ็รงัไขแ่มวบา้นทีไ่ดร้บัการทําหมนัถาวรดว้ยวธิกีารผ่าตดั จากแมว

จาํนวน 49 ตวั จากนัน้หัน่รงัไขเ่ป็นชิน้เลก็ๆ ในน้ํายา chopping medium 

(ประกอบดว้ยสารละลาย Minimum essential medium eagle (MEM; Sigma) 

Bovine serum albumin (BSA; Sigma) และยาปฏชิวีนะชนิด Penicillin-

Streptomycin (Sigma) และคดัเลอืกเซลลไ์ขห่รอืโอโอไซตเ์กรด 1 และ 2 (มี

จาํนวนควิมลูสัเซลล ์ (cumulus cell) มากกว่า 1-2 ชัน้และมไีซโตพลาซมึ 

(cytoplasm) สดีาํ) จาํนวนกลุ่มการทดลองละ 8-10 ใบ โดยไดใ้ชจ้าํนวนโอไซต์

ทัง้สิน้ 513 ใบต่อการทดลองทัง้หมด ยา้ยโอโอไซตล์งในน้ํายา in vitro 

maturation (IVM  medium) ซึง่มสี่วนประกอบเหมอืนน้ํายา chopping 

medium แต่ทาํการเตมิฮอรโ์มนฟอลลเิคลิสตมิเูลตติง้ (Follicle stimulating 

hormone; FSH, Sigma) ฮอรโ์มนเอสตราไดออล (Estradiol; Sigma) และ โก

รทแฟคเตอร ์ (growth factor) ชนิด IGF (Sigma)  เกบ็รกัษาโอโอไซตท์ี่

ตูค้วบคุมระดบัแก๊สคารบ์อนไดออกไซดท์ีค่วามเขม้ขน้รอ้ยละ 5 อุณหภมู ิ 37.5 

องศาเซลเซยีส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง  

 คดัแยกโอโอไซตท์ีเ่กดิการเสื่อมสลายออก ยา้ยโอโอไซตล์งในน้ํายา in vitro 

fertilization (IVF medium) ซึง่น้ํายาสาํเรจ็รปูทีใ่ชใ้นการผลติตวัอ่อนในมนุษย์

จากนัน้ทําการละลายตวัอสุจแิช่แขง็ ทีแ่บ่งกลุ่มต่างๆ นําไปผ่านการคดัเลอืกตวั

อสุจทิีแ่ขง็แรงดว้ยวธิกีาร swim up เป็นเวลา 30 นาท ี ปล่อยตวัอสุจทิีจ่าํนวน 

5x105 ตวัลงในแต่ละกลุ่มของโอโอไซต ์ ทาํการประเมนิรอ้ยละของการพฒันา

ของโอโอไซตเ์ป็นตวัอ่อนระยะ 2 เซลล ์ (รปูที ่ 3) ทีเ่วลา 18 และ 24 ชัว่โมง 

(ภายหลงัจากการปล่อยตวัอสุจ)ิ เทยีบกบัจาํนวนโอโอไซตท์ัง้หมดจากการทาํ 

in vitro maturation  

 

       
 

 

• โครงการยอ่ยที ่1.4 การศกึษากลไกการทํางานของ AMPK/AICAR ผ่านปฏกิรยิาฟอส

โฟรเิลชนัของโปรตนี AMPK-α (phospho-AMPKα) โปรตนีชนิด Glucose transporter 

1 (GLUT1) และระดบัของพลงังานภายในเซลล ์(intracellular ATP)  

รปูท่ี 3 แสดงการพฒันาของโอโอไซตเ์ป็นตวัอ่อนระยะ 

2 เซลล ์ภายหลงักระบวนการปฏสินิธภิายนอกร่างกาย 

(Bar = 50 ไมโครเมตร)  



 

 ขัน้ตอนการดาํเนินงาน 

o ทาํการเกบ็ตวัอสุจจิากท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ยจากอณัฑะของแมวบา้นทีไ่ดจ้ากการทาํ

หมนั จาํนวน 37 ตวั และทาํการรวมตวัอสจุใิหไ้ดจ้าํนวนเท่ากบั 20 ลา้นตวั โดย

แบ่งเป็น การศกึษาโปรตนี phospho-AMPKα n=6; โปรตนีชนิด GLUT1 n = 11 และ 

ระดบัของพลงังานภายในเซลล ์n = 11  

o แบ่งตวัอยา่งออกเป็น 3 กลุ่มการทดลอง จากการอ้างองิจากผลการทดลองของโครงการ

ยอ่ยที ่1.2 โดยทาํการเลอืกจากขนาดของ AICAR ทีเ่หมาะสมทีไ่มท่ําลายความสมบรูณ์

ของผนงัเซลลอ์สุจเิมือ่เทยีบกบักลุ่มควบคุม ซึง่ไดแ้ก่ กลุ่มทีไ่ดร้บัสาร AICAR ความ

เขม้ขน้ขนาด 0.5 และ 2.0 มลิลโิมล่าร ์เป็นเวลา 30 และ 60 นาท ีโดยทําการตรวจการ

แสดงออกของโปรตนี phospho-AMPKα และโปรตนีชนิด GLUT1 ก่อนกระบวนการแช่

แขง็ และการตรวจวดัค่าระดบัของพลงังานภายในเซลล ์ภายหลงักระบวนการแช่แขง็ตวั

อสุจ ิ  

o สกดัแยกโปรตนีและตรวจการแสดงออกของโปรตนี phospho-AMPKα (Thr172) และ 

GLUT1 ดว้ยวธิ ี Western blot analysis ดงัทีไ่ดแ้สดงในโครงการยอ่ยที ่ 1.1 โดยใช้

แอนตบิอดปีฐมภมู ิ ไดแ้ก่ phospho-AMPKα (Thr172) (D79.5E) Rabbit mAb 4188 

และ GLUT1 (D3J3A) Rabbit Antibody (Cell Signaling Technology) การรายงานผล

ค่า relative protein band intensity โดยการเปรยีบเทยีบความเขม้ของแบนดโ์ปรตนี 

phospho-AMPKα และ GLUT1 กบัค่าความเขม้ขน้ของแบนดโ์ปรตนี α-Tubulin 

Antibody 2144S (Cell Signaling Technology)  

o ทาํการตรวจวดัค่าระดบัของพลงังานภายในเซลล ์ โดยกระบวนการ High performance 

liquid chromatography (HPLC) ทาํการตรวจวดัค่าสงูสุดของระดบัพลงังานภายใน

เซลลท์ีก่ารดดูกลนืของแสงในระดบัความยาวแสงเท่ากบั 254 นาโนเมตร และ

เปรยีบเทยีบกบัค่าพลงังานมาตรฐาน โดยมคี่า r2 = 0.90  

 

• โครงการยอ่ยที ่1.5 การตรวจการทาํงานของ Mitochondrial permeability transition 

pore (MPTP) 

 

 ขัน้ตอนการดาํเนินงาน 

o ทาํการเกบ็ตวัอสุจจิากท่ออพิดิไิดมสิส่วนทา้ยจากอณัฑะของแมวบา้นทีไ่ดจ้ากการทาํ

หมนั จาํนวน 14 ตวั และทาํการทาํการรวมตวัอสุจใิหไ้ดจ้าํนวนเท่ากบั 20 ลา้นตวั 

(n=6)  

o ทาํการตรวจการทาํงานของ MPTP โดยการใชชุ้ดตรวจสาํเรจ็รปู ไดแ้ก่ Mitochondrial 

permeability transition pore assay kit (BioVision, Cambridge, UK) ดว้ย

กระบวนการ Flow cytometry (ความยาวคลื่นแสง 488 นาโนเมตร)   



หมายเหตุ  

o เน่ืองจากผลการทดลองทีไ่ดจ้ากการตรวจการทาํงานของ MPTP ดว้ยวธิ ี Flow 

cytometry ใหค้่าผลบวกลวง (false positive) ในระดบัสงู อนัเน่ืองมาจาก การอ่านค่า 

MPTP ของเซลลอ์ื่นๆ ทีป่น (contaminate) มาในกระบวนการเกบ็ตวัอสุจจากอพิดิไิด

มสิ อกีทัง้ผูว้จิยัหลกัไมส่ามารถปัน่แยกตวัแยกตวัอสุจใิหม้คีวามบรสิุทธิร์อ้ยละ 100 ได ้

จงึทําใหก้ารแปรผลค่าการทํางานของ MPTP มรีะดบัสงูกว่าปกต ิ ดงันัน้ คณะผูว้จิยัจงึ

เหน็สมควรไม่นําผลการทดลองทีไ่ดจ้ากการตรวจการทํางานของ MPTP ไปใชจ้รงิ

ในทางปฏบิตั ิ   

 

• โครงการย่อยท่ี 2 การนําองคค์วามรู้ไปใช้จริงทางปฏิบติั  

 

 ขัน้ตอนการดาํเนินงาน 

o การนําองคค์วามรูพ้ืน้ฐานจากสตัวท์ดลองตน้แบบไปใชจ้รงิทางปฏบิตั ิ ไดร้บัความ

อนุเคราะหจ์ากโครงการเพาะขยายพนัธุเ์สอืลายเมฆ ภายใตก้ารดแูลขององคก์ารสวน

สตัวใ์นพระบรมราชปูถมัภ ์ประเทศไทย  

o ทาํการเกบ็ตวัอสุจจิากเสอืลายเมฆ (Neofelis nebulosa) จาํนวน 7 ตวั โดยเสอืลายเมฆ

กลุ่มดงักล่าว ไดร้บัคดัเลอืกเพื่อเขา้รว่มโครงการพาะขยายพนัธุเ์สอืลายเมฆ ประจาํปี 

2560-2561 โดยตวัอสุจทิีนํ่ามาทําการทดลองน้ี เป็นตวัอสุจทิีเ่หลอืจากการนําไปใชพ้ื่

อการผสมเทยีมเสอืลายเมฆเพศเมยี (จาํนวน 5 ลา้นตวั/เสอืลายเมฆ)  

วธิกีารเกบ็ตวัอสุจ ิ ทาํโดยวธิกีารกระตุน้ต่อมลกูหมากของเสอืลายเมฆเพศผูท้ีอ่ยูภ่ายใต้

การวางยาสลบ ซึง่การกระตุน้ต่อมลกูหมากนัน้ทําไดด้ว้ยการปล่อยกระแสไฟฟ้า 

(electroejaculation) ทีร่ะดบัความแรง 2-5 โวลต ์(รปูที ่4)  

 

 

 
 

รปูท่ี 4 แสดงอุปกรณ์ชนิด Electroejaculator ใชเ้พื่อสาํหรบัการเกบ็ตวัอสุจจิากเสอืลาย

เมฆ 



 

o ทาํการตรวจการแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ดว้ยวธิ ี Western blot analysis 

(รายละเอยีดแสดงในโครงการยอ่ยที ่1.1) (n = 2)  

o ทาํการศกึษาผลของกระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสารเคมชีนิด AICAR 

ในตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆจาํนวน 5 ตวั (n = 5) โดยทาํการแบ่งตวัอสุจเิป็น 3 กลุ่มการ

ทดลองไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม กลุ่มตวัอยา่งทีถู่กกระตุน้การทําของ AMPK-α ดว้ยสาร 

AICAR ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลาร ์เป็นเวลา 30 นาทก่ีอนกระบวนการแช่

แขง็ โดยการประเมนิคุณภาพของตวัอสุจปิระกอบดว้ย 

 รอ้ยละความสามารถในการเคลือ่นทีท่ ัง้หมดโดยการประเมนิจากตา 

 ระดบัของความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า 

 รอ้ยละของความสมบูรณ์ของผนงัเซลลอ์สุจ ิ โดยการยอ้มสฟีลอูอเรสซนี ชนิด 

SYBR-14/Ethidium  

 รอ้ยละของความสมบูรณ์ของอะโครโซมของตวัอสุจ ิ โดยการยอ้มสฟีลอูอเรสซนี 

ชนิด FIT-C/PNA และ Propidium Iodide  

 

หมายเหตุ แผนผงัสรุปแผนการดาํเนินงานแบ่งตามโครงการวจิยัยอ่ยไดแ้สดงตาม

แผนภาพที ่1  

 

 แผนภาพท่ี 1 แสดงแผนผงัสรปุการดาํเนินงานวจิยัตามวตัถุประสงคย์อ่ยในรอบ 24 เดอืน 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โครงการท่ี 1  

โครงการย่อยท่ี 1.1 

ศกึษาการแสดงออกของโปรตนีในไมโตคอนเดรยีที่

เกีย่วขอ้งกบัการเกบ็รกัษาหรอืใชพ้ลงังานของตวัอสจุ ิ

(โปรตนี AMPK-α) 

 

ผล: ตวัอสจุขิองแมวบา้นทีม่คีวามสามารถในการเคลื่อนที่

มากกว่ารอ้ยละ 70 และตํ่ากว่ารอ้ยละ 50 มโีปรตนีชนิด 

AMPK-α  

 

 

โครงการย่อยท่ี 1.2 

ศกึษาผลของการกระตุน้หรอืยบัยัง้การทาํงานของโปรตนี 

AMPK-α ดว้ยสาร AICAR ทีเ่วลาและความเขม้ขน้ต่างกนั ก่อน

ทาํการแชแ่ขง็ตวัอสจุ ิ 

ผล: สาร AICAR ทีข่นาด 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลล่าร ์

สามารถกระตุน้การเคลื่อนทีข่องตวัอสจุ ิโดยไม่ทาํลาย

ความสมบรูณ์ของผนงัเซลลต์วัอสจุ ิเมื่อใชส้าร AICAR 

เป็นเวลา 30 และ 60 นาทก่ีอนการแชแ่ขง็  

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

โครงการย่อยท่ี 1.3 

ศกึษาผลของสาร AICAR  ต่อคุณภาพของตวัอสจุแิชแ่ขง็ ภายหลงัการ

ละลาย รวมทัง้ความสามารถในการปฏสินธภิายนอกร่างกาย 

ผล: ภายหลงัการละลายตวัอสจุทิีผ่่านกระบวนการแชแ่ขง็  

สาร AICAR ทีข่นาด 0.5 มลิลโิมลล่าร ์กระตุน้การเคลื่อนทีข่องตวั

อสจุแิละเพิม่รอ้ยละของการพฒันาของตวัอ่อนทีร่ะยะ 2 เซลล ์ 

 

 

ผล: สาร AICAR สามารถกระตุน้โปรตนี AMPK-α ใน

ตวัอสจุผิ่านปฏกิรยิาฟอสโฟรเิลชนัของโปรตนี 

phospho-AMPKα  (Thr172) โปรตนี GLUT1 และ

ระดบัพลงังานภายในเซลล ์  

 

 

โครงการย่อยท่ี 1.4 

ศกึษาผลของการทาํงานของ AMPK/AICAR : กระตุน้การ

ทาํงานผ่านปฏกิรยิาใด   

โครงการย่อยท่ี 1.5 

ศกึษาการทาํงานของ Mitochondrial permeability 

transition pore (MPTP) ในไมโตคอนเดรยีของตวัอสจุ ิ 

โครงการท่ี 2  

ศกึษาผลของการประยุกตใ์ชอ้งคค์วามรูจ้ากโครงการวจิยั

ย่อยที ่1.1-1.4 มาใชจ้รงิในทางปฏบิตั ิไดแ้ก่ การศกึษาใน

สตัวป่์าตระกลูแมว (เสอืลายเมฆ) 

ผล: สามารถตรวจพบการทาํงานของ MPTP  ในไมโต

คอนเดรยีของตวัอสจุไิด ้แต่เน่ืองจากการเกดิค่าผลบวก

ลวง (false positive) ดงัทีอ่ธบิายในโครงการย่อยที ่1.5 

ทางคณะผูว้จิยัจงึไมนํ่าองคค์วามรูด้งักล่าวมา

ประยุกตใ์ชใ้นทางปฏบิตั ิ 

ผล: การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α สามารถตรวจ

พบไดใ้นตวัอสจุขิองเสอืลายเมฆ รวมทัง้การทาํงานของ

โปรตนี AMPK-α สามารถถกูกระตุ้นได้โดย สารเคม ี

AICAR โดยสง่ผลบวกต่อความสามารถในการเคลื่อนที่

ของตวัอสจุ ิ

 

การเตรียมบทความวิชาการจากผลการทดลองใน

โครงการย่อยท่ี 1.1-1.4 

เพื่อตีพิมพใ์นวารสารวิชาการระดบันานาชาติ 



• การวิเคราะหข้์อมลูทางสถิติ  

   

o การวเิคราะหข์อ้มลูทางสถติไิดใ้ชโ้ปรแกรม SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA, 

version 9) จากนัน้ทําการวเิคราะหค์่าการกระจายตวัของขอ้มลู (normal distribution of 

residuals) โดยใช ้ UNIVARIATE procedure (option NORMAL) การวเิคราะหค์วาม

แตกต่างของชุดขอ้มลูไดแ้ก่ รอ้ยละความสามารถในการเคลื่อนทีท่ ัง้หมดโดยการ

ประเมนิจากตา รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ย

คอมพวิเตอร ์ รอ้ยละของความ สมบรูณ์ของผนงัเซลลอ์สุจ ิ รอ้ยละของความสมบรูณ์

ของอะโครโซมของตวัอสุจ ิ รอ้ยละของความต่างศกัยข์องผนงัไมโตคอนเดรยีทีม่คี่าสูง 

และผลของค่า relative protein band intensity ใชก้ารวเิคราะหข์อ้มลูแบบ Paired t-

test เมือ่ขอ้มลูมกีารกระจายตวัแบบปกต ิและ Wilcoxon signed rank test เมือ่ขอ้มลูมี

การกระจายตวัแบบผดิปกต ิ การวเิคราะหค์วามแตกต่างของระดบัของความสามารถใน

การเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า ใชก้ารวเิคราะหด์ว้ย NPAR1WAY procedure และ 

Kruskall-Wallis test ในส่วนของการวเิคราะหร์อ้ยละของอตัราการเจรญิของตวัอ่อนใน

ระยะ 2 เซลล ์ ใชก้ารวเิคราะหด์ว้ยค่า binomial score (1 หรอื 0) (ปรากฏหรอืไม่

ปรากฏตวัอ่อนระยะ 2 เซลล)์ ค่าความแตกต่างอยา่งมนียัสําคญัทางสถติมิคี่าที ่ P ≤ 

0.05 

 

 

3. ผลการทดลอง  

3.1 โครงการวิจยัย่อยท่ี 1 การศึกษาในสตัวต้์นแบบ  

• โครงการวจิยัยอ่ยที ่ 1.1 การศกึษาการแสดงออกของโปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเกบ็

รกัษาหรอืใชพ้ลงังานของตวัอสุจ ิ ซึง่ไดแ้ก่ โปรตนี 5' adenosine monophosphate-

activated protein kinase (AMPK) (α subunit) ในตวัอสุจขิองแมวบา้นทีม่ ี

ความสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 และตํ่ากว่ารอ้ยละ 50 

 

 ผลการทดลอง โปรตนีชนิด AMPK-α สามารถพบไดใ้นตวัอสุจขิองแมวบา้นทัง้ทีม่ ี

 ความสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 และตํ่ากว่ารอ้ยละ 50 (รปูที ่5) โดยมี

 ค่า relative protein band intensity ซึง่มคีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัสาํคญัทางสถติ ิ

 (ตารางที ่1) การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α บ่งชีใ้หเ้หน็ว่า ตวัอสุจขิองแมวบา้นมี

 โปรตนีทีเ่กี่ยวขอ้งกบักลไกการควบคุมการเกบ็รกัษาและใชพ้ลงังานภายในเซลล ์

 

  

 



รปูท่ี 5 การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ทีแ่ยกสกดัไดจ้ากตวัอสุจขิองแมวบา้นดว้ยวธิ ี

 Western blot analysis  

 

- ตวัอสุจขิองแมวบา้นทีม่คีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70     

 
แมว     1       2     3       4        5      6      7      8      9      10    11 

 

 

- ตวัอสุจขิองแมวบา้นทีม่คีวามสามารถในการเคลื่อนทีน้่อยกว่ารอ้ยละ 50 

 

 
แมว    1     2      3     4       5     6       

 

 

ตารางท่ี 1 ค่า relative protein band intensity ของโปรตนี AMPK-α ทีแ่ยกสกดัไดจ้ากตวัอสุจิ

ของแมวบา้นดว้ยวธิ ีWestern blot analysis (Mean ± SD) 

  

                      Relative protein band intensity quantification 

ตวัอสจุขิองแมวบา้นทีม่คีวามสามารถใน

การเคลื่อนทีม่ากกว่ารอ้ยละ 70 

ตวัอสจุขิองแมวบา้นทีม่คีวามสามารถในการ

เคลื่อนทีน้่อยกว่ารอ้ยละ 50 

 

             0.35 ± 0.13A 

 

               0.27 ± 0.09B 

 

หมายเหตุ ความแตกต่างของตวัอกัษรบ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูอยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ(P ≤ 0.05)  

 

 

AMPK-α protein (น้ําหนกั 62 Kda) 

 

 

Standard protein (α-Tubulin) (น้ําหนกั 

52 Kda) 

 

AMPK-α protein (น้ําหนกั 62 Kda) 

 

Standard protein (α-Tubulin) (น้ําหนกั 52 Kda) 



• โครงการยอ่ยที ่ 1.2 การศกึษาผลของกระตุน้การทาํงานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสาร 

5′-aminoimidasole-4-carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR) ทีเ่วลาและความ

เขม้ขน้ต่างกนั ก่อนทําการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ

 

 ผลการทดลอง เมือ่ใช ้ AICAR เป็นเวลา 30 และ 60 นาทก่ีอนการแช่แขง็ทีข่นาดความ

 เขม้ขน้ 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลล่าร ์สามารถกระตุน้การทํางานของตวัอสุจ ิดงัต่อไปน้ี  

 รอ้ยละความสามารถในการเคลื่อนทีท่ ัง้หมดโดยการประเมนิจากตา (subjective 

motility) 

 ระดบัของความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า (progressive 

motility)  

 รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์

(motility pattern by SCA program analysis)  

   - curve linear velocity  

   - straight linear velocity 

 รอ้ยละของความต่างศกัยข์องผนงัไมโตคอนเดรยีทีม่คี่าสูง (mitochondrial 

membrane potential)      

 โดยไมท่ําลายความสมบูรณ์ของผนงัเซลลต์วัอสุจ ิ (membrane integrity) ค่าความ

 สมบรูณ์ของอะโครโซม (acrosome integrity) และไมก่ระตุน้การเกดิปฏกิรยิาอะโครโซมรี

 แอคชนั (acrosome reaction)  

 

 

ตารางท่ี 2 ผลของการใชส้าร AICAR ทีข่นาดความเขม้ขน้ 0.5 2.0 และ 5.0 มลิลโิมลาร ์ (กลุ่ม

ทดลองที ่1 2 และ 3 ตามลาํดบั) ต่อคุณภาพตวัอสุจขิองแมวบา้นเป็นเวลา 30 และ 60 นาทก่ีอน

ทาํการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ(Mean ± SD) 
 

คุณภาพของตวัอสจุ ิ เวลา ตวัอสจุทิีไ่ม่ผ่าน

กระบวนการแช่

เยน็  

กลุ่มควบคมุ กลุ่มทดลองที ่1 

 

กลุ่มทดลองที ่2 

 

กลุ่มทดลองที ่3 

 

Subjective motility 

(%) 

30 นาท ี 74.0 ± 5.4 A 68.0 ± 4.5 A,B 71.0 ± 4.2 A,B 68.0 ± 4.5 A,B,a 63.0 ± 5.0 B,a 

60 นาท ี 67.0 ± 9.7 A 65.0 ± 7.1B 57.0 ± 8.3 B,b 46.0 ± 5.5 C,b 

 

Progressive motility 

(score 0-5) 

30 นาท ี 3.8 ± 0.4 A 3.9 ± 0.2 A 3.8 ± 0.3 A 3.6 ± 0.5 A,a 3.4 ± 0.5 A,a 

60 นาท ี 3.5 ± 0.4 A 3.5 ± 0.4 A 2.9 ± 0.2 B,b 3.0 ± 0.3 B,b 

 

Membrane integrity 

(%) 

30 นาท ี 72.2 ± 3.9 A 66.5 ± 1.9 A 66.4 ± 4.7 A 64.5 ± 1.8 A 56.8 ± 9.0 B 

60 นาท ี 60.3 ± 2.3 B 60.1 ± 6.2 B 59.5 ± 3.7 B 52.9 ± 2.9 C 



 

Acrosome integrity 

(%) 

30 นาท ี 66.4 ± 7.2 A 54.0 ± 4.6 A,B 55.6 ± 2.6 A,B 50.6 ± 6.3 B 46.6 ± 7.2 B 

60 นาท ี 55.7 ± 2.2 A,B 50.5 ± 4.6 B 51.1 ± 4.1 B 41.0 ± 4.8 C 

 

Acrosome reaction 

(%) 

30 นาท ี 24.2 ± 5.2 A 32.4 ± 3.8 A,B 38.3 ± 5.1 B 36.7 ± 6.6 B 45.4 ± 6.2 C 

60 นาท ี 38.2 ± 3.7 B 40.2 ± 3.9 B 37.9 ± 3.1 B 45.6 ± 6.2 B 

 

Mitochondrial 

membrane 

potential (%) 

30 นาท ี 67.6 ± 3.9 A 62.8 ± 2.6 A,a 63.4 ± 4.5 A,a 55.2 ± 4.1 B,a 51.6 ± 4.4 B,a 

60 นาท ี 54.1 ± 2.7 B,b 55.8 ± 4.0 B,b 53.5 ± 4.5 B,a 47.3 ± 4.5 C,b 

 

รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสจุแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์(Sperm motility patterns; SCA program 

analysis) 

 

VCL (µm/s) 30 นาท ี 69.3 ± 5.5 A 68.1 ± 13.3 A,a 70.9 ± 10.7 A 66.5 ± 9.4 A,a 57.3 ± 17.1 B,a 

60 นาท ี 60.3 ± 2.9B,b 71.5 ± 2.1A 58.1 ± 0.7 B,b 49.5 ± 2.3 C,b 

 

VAP (µm/s) 30 นาท ี 36.1 ± 5.1 A 39.1 ± 6.5  A,a 40.2 ± 6.1 A,a 34.3 ± 3.4 A,a 32.5 ± 6.7 A,a 

60 นาท ี 35.9 ± 1.1 A,a 34.8 ± 2.8 A,b 33.9 ± 1.6 A,a 25.2 ± 4.5 B,b 

 

VSL (µm/s) 30 นาท ี 48.3 ± 2.6 A 46.3 ± 3.7 A 47.3 ± 4.0 A 44.8 ± 2.6 A,a 41.2 ± 1.1 B,a 

60 นาท ี 44.9 ± 3.4 A 48.1 ± 2.2 A 38.8 ± 3.1 B,b 35.4 ± 3.7 B,b 

 

ALH (µm) 30 นาท ี 2.3 ± 0.9 A 2.5 ± 0.7 A 2.7 ± 0.7 A 2.8 ± 0.6 A 3.1 ± 0.7 B 

60 นาท ี 3.3 ± 0.4 B 3.3 ± 0.7 B 2.9 ± 0.5 A 3.3 ± 0.5 B 

 

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละแถวตวัอกัษร

ภาษาองักฤษตวัเลก็บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละคอลมัน์ (P ≤ 0.05)  

 

• โครงการยอ่ยที ่ 1.3 การศกึษาผลของสาร AICAR ต่อคุณภาพของตวัอสุจแิช่แขง็ 

ภายหลงัการละลาย รวมทัง้ความสามารถในการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย 

 

 ผลการทดลอง ภายหลงัการทาํละลายตวัอสุจทิีไ่ดร้บัสาร AICAR ขนาดความเขน้มขน้ 

 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลาร ์เป็นเวลา 30 และ 60 นาทก่ีอนการแช่แขง็ที ่พบว่า สาร AICAR 

 ขนาด 0.5 มลิลโิมลาร ์สามารถกระตุน้การทาํงานของตวัอสุจ ิดงัต่อไปน้ี (ตารางที ่3)  

 รอ้ยละความสามารถในการเคลือ่นทีท่ ัง้หมดโดยการประเมนิจากตา (subjective 

motility) 



 ระดบัของความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า (progressive 

motility)  

 รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์

(motility pattern by SCA program analysis)  

   - curve linear velocity  

   - straight linear velocity 

 รวมทัง้กระตุน้รอ้ยละของการพฒันาของตวัอ่อนทีร่ะยะ 2 เซลล ์เมือ่ทาํการเทยีบกบักลุ่ม

 ควบคุมและตวัอยา่งทีไ่ดร้บัสาร AICAR ขนาด 2.0 มลิลโิมลาร ์(ตารางที ่4)  

 

ตารางท่ี 3 ผลของการใชส้าร AICAR ทีข่นาดความเขม้ขน้ 0.5 2.0 และ 5.0 มลิลโิมลาร ์ (กลุ่ม

ทดลองที ่1 2 และ 3) ต่อคณุภาพตวัอสุจขิองแมวบา้นเป็นเวลา 30 และ 60 นาท ีภายหลงัการแช่

แขง็ตวัอสุจ ิ(Mean ± SD) 
 

คุณภาพของตวัอสจุ ิ เวลา กลุ่มควบคมุ กลุ่มทดลองที ่1 

 

กลุ่มทดลองที ่2 

 

กลุ่มทดลองที ่3 

 

Subjective motility 

(%) 

30 นาท ี 59.3 ± 2.1 A 65.6 ± 3.2 A,a 60.2 ± 3.9 A,B,a 50.3 ± 2.4 C,a 

60 นาท ี 56.5 ± 4.2 A 59.7 ± 2.9 B,b 50.1 ± 4.5 B,b 40.7 ± 4.9 C,b 

 

Progressive motility 

(score 0-5) 

30 นาท ี 3.1 ± 0.3 A,B 3.2 ± 0.2 A 3.2 ± 0.1 A,a 2.8 ± 0.3 B,a 

60 นาท ี 3.0 ± 0.2 A 3.1 ± 0.1 A 2.5 ± 0.3 B,b 2.4 ± 0.2 B,b 

 

Membrane integrity 

(%) 

30 นาท ี 57.7 ± 3.3 A,a 59.1 ± 5.4 A.a 56.6 ± 2.9 A,a 49.4 ± 5.6 B 

60 นาท ี 52.5 ± 2.8 A,b 50.2 ± 3.2 A,b 50.2 ± 1.7 A,b 44.3 ± 4.3 B 

 

Acrosome integrity 

(%) 

30 นาท ี 46.4 ± 3.1 A,B 49.5 ± 4.4 B 43.7 ± 5.6 A,C 40.1 ± 3.8 C 

60 นาท ี 43.1 ± 5.2 A 43.2 ± 2.9 A,B 42.9 ± 4.9 A 37.8 ± 1.5 B 

 

Acrosome reaction 

(%) 

30 นาท ี 37.5 ± 4.4 A,a 41.2 ± 4.9 A,B,a 39.6 ± 5.8 A 45.3 ± 1.5 B 

60 นาท ี 45.8 ± 3.7 A,b 47.3 ± 5.6 A,b 40.4 ± 2.3 B 49.9 ± 4.7 A 

 

Mitochondrial 

membrane 

potential (%) 

30 นาท ี 53.7 ± 3.7 A 55.8 ± 5.3 A 50.1 ± 3.9 A 44.1 ± 4.2 B 

60 นาท ี 49.8 ± 2.2 A 51.1 ± 4.6 B 49.5 ± 4.8 A 41.3 ± 5.1 B 

 

รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสจุแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์(Sperm motility patterns; SCA program 

analysis) 

 

VCL (µm/s) 30 นาท ี 58.2 ± 2.2 A 65.7 ± 4.4 B 61.3 ± 9.1 A,B 48.7 ± 11.2 B 



60 นาท ี 57.4 ± 4.9 B 64.3 ± 5.1 B 54.4 ± 8.3 A 44.1 ± 6.6 C 

 

VAP (µm/s) 30 นาท ี 30.7 ± 7.8  A,B 32.9 ± 6.2 A 29.6 ± 4.1 A,B 27.5 ± 3.8 B 

60 นาท ี 31.1 ± 5.8 A 29.2 ± 4.5 A 28.4 ± 6.7 A 22.6 ± 5.9 B 

 

VSL (µm/s) 30 นาท ี 38.2 ± 2.2 A 43.9 ± 2.1 B 39.3 ± 3.6 A,B 34.8 ± 5.7 B 

60 นาท ี 39.1 ± 3.8 A 42.9 ± 3.4 A 34.7 ± 4.4 B 30.8 ± 6.9 B 

 

ALH (µm) 30 นาท ี 2.6 ± 0.3 A,a 2.7 ± 0.9 A 3.1 ± 0.7 A 3.3 ± 0.4 A 

60 นาท ี 3.5 ± 0.6 A,b 3.0 ± 0.8 A 3.0 ± 0.3 A 3.7 ± 0.6 A 

 

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละแถวตวัอกัษร

ภาษาองักฤษตวัเลก็บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละคอลมัน์ (P ≤ 0.05)  

 

ตารางท่ี 4 ผลของการใชส้าร AICAR ทีข่นาดความเขม้ขน้ 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลาร ์ (กลุ่มการ

ทดลองที ่ 1 และ 2) ต่อรอ้ยละของการพฒันาของตวัอ่อนทีร่ะยะ 2 เซลล ์ ภายหลงัการปฏสินธิ

ภายนอกร่างกาย โดยใชต้วัอสุจทิีผ่่านกระบวนการแช่แขง็และละลาย (Mean ± SD) 
 

คุณภาพของตวัอสจุ ิ เวลา กลุ่มควบคมุ กลุ่มทดลองที ่1 

 

กลุ่มทดลองที ่2 

 

การพฒันาของตวัอ่อนที่

ระยะ 2 เซลล ์(%) 

30 นาท ี 61.1 ± 3.1 A 68.6 ± 2.2 B                          60.3 ± 4.4 A 

60 นาท ี 58.3 ± 4.2 A 67.4 ± 3.2 B                          58.4 ± 3.7 A 

 

หมายเหตุ ความแตกต่างของตวัอกัษรบ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละแถวอยา่งมี

นยัสาํคญัทางสถติ ิ(P ≤ 0.05)  

 

• โครงการยอ่ยที ่1.4 การศกึษากลไกการทํางานของ AMPK/AICAR ผ่านปฏกิรยิาฟอส

โฟรเิลชนัของโปรตนี AMPK ชนิดแอลฟ่า (phospho-AMPKα) โปรตนีชนิด Glucose 

transporter 1 (GLUT1) และระดบัของพลงังานภายในเซลล ์(intracellular ATP)  

  

 ผลการทดลอง  

o การใชส้าร AICAR ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 มลิลโิมล่าร ์ เป็นเวลา 30 นาทสีามารถ

กระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจ ิผ่านปฏกิรยิาฟอสโฟรเิลชนั 

(phospho-AMPKα (Thr172)) อยา่งไรกต็ามการใชส้าร AICAR เป็นเวลา 60 

นาท ี จะชะลอการทํางานของปฏกิรยิาฟอสโฟรเิลชนั (phospho-AMPKα 

(Thr172)) (รปูที ่6A) 



o การใชส้าร AICAR ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลาร ์เป็นเวลา 30 นาท ี

สามารถกระตุน้การทํางานของโปรตนี GLUT1 ซึง่เกีย่วขอ้งกบัการใชพ้ลงังาน

ของเซลล ์ (cell metabolism) เมือ่ทาํการเทยีบกบักลุ่มควบคุม อยา่งไรกต็าม 

การทํางานของโปรตนี GLUT 1 ในตวัอสุจทิีไ่ดร้บัสาร AICAR เป็นเวลา 60 

นาท ี มคี่าไมแ่ตกต่างกนัอยา่งมนีัยสาํคญัทางสถติเิมือ่ทาํการเทยีบกบักลุ่ม

ควบคุม (รปูที ่6B) 

o ระดบัของพลงังานภายในเซลลอ์สุจมิคี่าเพิม่สงูสุดเมือ่ตวัอสุจไิดร้บัการกระตุน้

ดว้ยสาร AICAR เป็นเวลา 30 นาทก่ีอนกระบวนการแช่แขง็ อยา่งไรกต็าม

ภายหลงัการละลายตวัอสุจ ิ ระดบัของพลงังานภายในเซลลอ์สุจใินกลุ่มทดลองมี

ค่าสงูกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนียัสําคญัทางสถติ ิ แต่ไมพ่บความแตกต่างกนัทาง

สถติริะหว่างกลุ่มทดลองที ่1 และ 2 ในทัง้ 2 ช่วงเวลา (ตารางที ่5)  

 

รปูท่ี 6 แสดงค่า relative protein band intensity ของโปรตนี phospho-AMPKα (Thr172) (6A) 

และ GLUT1 (6B) ในตวัอสุจทิีไ่ดร้บัการกระตุน้การทาํงานของโปรตนี AMPK-α ดว้ยสาร 

AICAR ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลาร ์เป็นเวลา 30 และ 60 นาท ี(Mean ± SD) 

 

 
    รปู 6A      รปู 6B  

 

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละกลุ่มการ

ทดลองตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเลก็บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละช่วงเวลา (P ≤ 

0.05) 

 

 

 

 

 

 



 

ตารางท่ี 5 ค่าระดบัของพลงังานภายในเซลลอ์สุจไิดร้บัการกระตุน้ดว้ยสาร AICAR ทีค่วามเขม้ขน้ 

0.5 และ 2.0 มลิลโิมลารเ์ป็นเวลา 30 และ 60 นาทก่ีอนกระบวนการแช่แขง็และภายหลงัการละลาย

(Mean ± SD) 
  

                     ค่าระดบัของพลงังานภายในเซลลอ์สจุ ิ(ไมโครกรมั/ตวัอสจุ ิ1 ลา้นตวั) 

 

เวลา กลุ่มควบคมุ 

 

กลุ่มทดลองที ่1 

 

 

กลุ่มทดลองที ่2     

ก่อนการแช่แขง็ 

30 นาท ี

 

0.09 ± 0.02 A 

 

0.18 ± 0.03 B 

 

0.17 ± 0.05 B 

 

60 นาท ี

 

0.08 ± 0.03 A 

 

0.15 ± 0.04 B 

 

0.11 ± 0.03 A,B 

 

ภายหลงัการแชแ่ขง็  

30 นาท ี

 

 

0.05 ± 0.009 A 

 

0.11 ± 0.03 B 

 

 

0.09 ± 0.02 B 

60 นาท ี 0.04 ± 0.01 A 0.07 ± 0.03 A 0.08 ± 0.04 A 

 

หมายเหตุ ความแตกต่างของตวัอกัษรบ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูอยา่งมนียัสําคญัทาง

สถติ ิ(P ≤ 0.05) 

 

3.2 โครงการย่อยท่ี 2 การนําองคค์วามรู้ไปใช้จริงทางปฏิบติั  

 

ผลการทดลอง  

o โปรตนีชนิด AMPK-α สามารถพบไดใ้นตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆ (กลุ่ม

ประชากร เท่ากบั 2 ตวั) เช่นเดยีวกบัทีส่ามารถตรวจพบไดใ้นตวัอสุจขิองแมว

บา้น โดยมคี่า relative protein band intensity ของโปรตนี AMPK-α เท่ากบั 

1.03 และ 1.15 ตามลําดบั (รปูที ่7)  

o เมือ่ใช ้AICAR ทีค่วามเขม้ขน้ 0.5 มลิลโิมลล่าร ์ เป็นเวลา 30 นาทก่ีอนการแช่

แขง็ตวัอสุจ ิ สามารถกระตุน้การทาํงานของตวัอสุจภิายหลงัการแช่แขง็และการ

ละลาย ดงัต่อไปน้ี  

รอ้ยละความสามารถในการเคลื่อนทีท่ ัง้หมดโดยการประเมนิจากตา (subjective 

motility) 

ระดบัของความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า (progressive 

motility) 



โดยไมท่าํลายความสมบรูณ์ของผนงัเซลลต์วัอสุจ ิ(membrane integrity) และ

ค่าความสมบรูณ์ของอะโครโซม (acrosome integrity)  (ตารางที ่6)  

รปูท่ี 7 แสดงการแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆ   

 

 

 
    เสอืลายเมฆ  1         2  

 

ตารางท่ี 6 ผลของการใชส้าร AICAR ทีข่นาดความเขม้ขน้ 0.5 และ 2.0 มลิลโิมลาร ์ (กลุ่ม

ทดลองที ่1 และ 2) ต่อคุณภาพตวัอสุจขิองเสอืลายเมฆเป็นเวลา 30 นาทก่ีอนทําการแช่แขง็ตวั

อสุจ ิ(Mean ± SD) 

 

คุณภาพของตวัอสจุ ิ เวลา กลุ่มควบคมุ กลุ่มทดลองที ่1 

 

กลุ่มทดลองที ่2 

 

 

Subjective motility 

(%) 

ก่อนการแช่แขง็ 60.3 ± 7.1 A,a 65.9 ± 4.2 A,a 61.4 ± 2.3 A,a  

หลงัการละลาย 40.5 ± 5.4 A,b 49.2 ± 2.9 B,b 44.5 ± 5.3 A,B,b  

 

Progressive motility 

(score 0-5) 

ก่อนการแช่แข็ง 2.9 ± 0.2 A,a 3.2 ± 0.2 A,a 3.0 ± 0.2 A,a  

หลงัการละลาย 2.1 ± 0.1 A,b 2.6 ± 0.1 B,b 2.5 ± 0.2 A,B,b  

 

Membrane integrity 

(%) 

ก่อนการแช่แข็ง 65.4 ± 4.6 A,a 67.9 ± 2.4 A.a 66.6 ± 4.9 A,a  

หลงัการละลาย 50.7 ± 3.1 A,b 51.2 ± 4.2 A,b 48.2 ± 3.7 A,b  

 

Acrosome integrity 

(%) 

ก่อนการแช่แข็ง 50.4 ± 7.1 A,a 53.5 ± 4.3 A,a 49.2 ± 3.6 A,a 

หลงัการละลาย 40.8 ± 2.5 A,b 46.2 ± 2.9 B,,b 40.1 ± 3.9 A,b 

 

หมายเหตุ ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละแถวตวัอกัษร

ภาษาองักฤษตวัเลก็บ่งบอกถงึความแตกต่างของขอ้มลูในแต่ละคอลมัน์ (P ≤ 0.05)  

 

 

4. สรปุและวิจารณ์ผลการทดลอง  

 การศกึษาวจิยัน้ีเป็นการศกึษาและรายงานผลครัง้แรก (first report) ถงึการแสดงออก

และการทํางานของโปรตนี  ไดแ้ก่ โปรตนี AMPK-α บรเิวณไมโตคอนเดรยีของตวัอสุจใิน

สตัวต์ระกูลแมว (แมวบา้น และสตัวป่์าตระกูลแมว ไดแ้ก่ เสอืลายเมฆ) ซึง่โปรตนีชนิดดงักล่าว

สามารถถูกกระตุน้ไดโ้ดยสารเคมชีนิดต่างๆ เช่น AICAR ในขนาดความเขม้ขน้และเวลาที่

AMPK-α protein (น้ําหนกั 62 Kda) 

 

Standard protein (α-Tubulin) (น้ําหนกั 52 Kda) 



เหมาะสม (การใช ้ สารเคมชีนิด AICAR ขนาดความเขม้ขน้ 0.5 มลิลโิมลาร ์ เป็นระยะเวลา 30 

นาท)ี โดยการทํางานของ AMPK-α/AICAR มคีวามเกีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งพลงังาน

ภายในเซลล ์ ผ่านกระบวนการฟอสโฟรเิลชนั phospho-AMPKα (Thr172) การทํางานของ

โปรตนี GLUT1 และ การเพิม่ระดบัพลงังานภายในเซลล ์ (intracellular ATP) ซึง่ส่งผลบวกต่อ

คุณภาพตวัอสุจ ิ(เช่น รอ้ยละความสามารถในการเคลื่อนทีท่ ัง้หมดโดยการประเมนิจากตา ระดบั

ของความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจไิปขา้งหน้า รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจิ

แบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร)์ ความสามารถในการผลติตวัอ่อน (ภายหลงัการ

ปฏสินธภิายนอกร่างกาย) โดยไมส่่งผลกระทบดา้นลบต่อรอ้ยละของการมชีวีติของตวัอสุจ ิ ทัง้

ก่อนและภายหลงักระบวนการแช่แขง็ตวัอสุจ ิ 

 จากผลการทดลองโดยสงัเขป พบว่า  

• การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจทิีม่คีวามสามารถในการเคลื่อนทีม่ากกว่า

รอ้ยละ 70 มคี่าสงูกว่ากลุ่มทีม่คีวามเคลื่อนทีน้่อยกว่ารอ้ยละ 50 อยา่งมนียัสาํคญัทาง

สถติ ิ (P ≤ 0.05) โดยปกตโิปรตนี AMPK ประกอบดว้ย 3 องคป์ระกอบหลกั คอื α γ 

และ β subunit โปรตนี AMPK สามารถตรวจพบไดท้ัง้เซลลร์า่งกายและเซลลส์บืพนัธุ ์

โดยในเซลลส์บืพนัธุเ์พศผู ้ โดยตวัอสุจขิองมนุษยแ์ละสตัวช์นิดต่างๆ (หม ู ไก่) จะมกีาร

แสดงออกของโปรตนี AMPK-α เด่นชดัทีสุ่ด (Hurtado de Llere และคณะ 2012; 

Calle-Guisado และคณะ 2017; Nguyen และคณะ 2015) นอกจากน้ี ไดม้รีายงาน

การศกึษาในมนุษยว์่า เมือ่ทาํการปัน่แยกตวัอสุจอิอกเป็น 2 กลุ่มประชากรไดแ้ก่ กลุ่มที่

ตวัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีส่งู และ กลุ่มตวัอสุจทิีม่คีวามสามารถในการ

เคลื่อนทีต่ํ่า พบว่า การแสดงออกของโปรตนี AMPK-α ของกลุ่มประชากรทีม่ตีวัอสุจิ

สามารถเคลื่อนทีไ่ปขา้งหน้าสงู มคี่ามากกว่า กลุ่มตวัอสุจทิีม่คีวามสามารถในการ

เคลื่อนทีต่ํ่า (Calle-Guisado และคณะ 2017) ซึง่มคีวามสอดคลอ้งกบัผลการทดลอง

ของคณะผูว้จิยั นอกจากน้ีเมือ่ทาํการศกึษาถงึการกระจายตวั (localization) ของโปรตนี 

AMPK-α ในตวัอสุจพิบว่า โปรตนี AMPK-α มกีารกระจายตวับรเิวณ ตวัอสุจสิ่วนกลาง 

(ซึง่เป็นตําแหน่งของไมโตคอนเดรยี) และ ส่วนหาง (เป็นตําแหน่งสาํคญัทีช่่วยในการ

เคลื่อนทีข่องตวัอสุจ)ิ (Nguyen และคณะ 2015; Shabani Nashtaei และคณะ 2016) 

จากขอ้มลูดงักล่าว สามารถสนันิษฐานไดว้่า AMPK-α อาจมคีวามเกีย่วขอ้งกบัการ

สรา้งพลงังานภายในเซลลแ์ละการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ 

• การทํางานของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจ ิ สามารถกระตุน้ไดโ้ดยการใชส้ารเคมชีนิด 

AICAR (ทีข่นาดความเขม้ขน้ 0.5 มลิลโิมลาร)์ ผ่านกระบวนการฟอสโฟรเิลชนัของ

โปรตนี AMPK-α (phospho-AMPKα (Thr172) การทาํงานของโปรตนี GLUT1 และ 

การเพิม่ระดบัพลงังานภายในเซลล ์ (intracellular ATP) โดยการทาํงานทัง้ 3 

กระบวนการ มคี่าการทํางานสงูสุดทีร่ะยะเวลา 30 นาท ี ภายหลงัการกระตุน้ดว้ย

สารเคม ีAICAR และมคี่าลดลงเมือ่เวลาผ่านไป 60 นาท ี(4 องศาเซลเซยีส) 



 ภายใตส้ภาวะทีส่ ิง่แวดลอ้มมอุีณหภมูติํ่า สิง่มชีวีติจะมกีารผลติและใชพ้ลงังานที่

ลดลง เช่น การทํางานของเซลลป์ระสาท (glia cell) ของกบจะลดการใชพ้ลงังานเมือ่

อุณหภมูสิิง่แวดลอ้มและอุณหภมูริา่งกายลดตํ่าลง (Donohoe และคณะ 2000) 

นอกจากน้ี การศกึษาเซลลห์ลอดเลอืดฝอยในสมองของมนุษยพ์บว่า การแสดงออกของ

โปรตนี AMPK-α มคีวามสมัพนัธเ์ชงิบวกกบัระดบัพลงังานภายในเซลลแ์ละการลดตํ่า

ของอุณหภมู ิ(Castro และคณะ 2017) โดยปกตเิมือ่ทาํการลดอุณหภูมสิิง่แวดลอ้ม ทีอ่ยู่

ลอ้มรอบเซลลข์องสิง่มชีวีติ เซลลข์องสิง่มชีวีติจะมกีระบวนการตอบสนองเพื่อใหเ้ซลลม์ี

ชวีติรอด เช่น การลดการทํางานของ โซเดยีม โปแตสเซยีม ปัม้ (Sodium/Potassium 

pump) ตรงบรเิวณเยือ่หุม้เซลล ์ เพื่อลดการส่งผ่านของพลงังาน (Singer และ 

Bretschneider 1990) ซึง่จากขอ้มลูดงักล่าวสนบัสนุนการผลของการวจิยัทีต่รวจพบการ

ลดลงของการทํางาน phospho-AMPKα (Thr172) และ ระดบัพลงังานภายในเซลล ์

 ในส่วนของการทาํงานของโปรตนี GLUT1 สามารถถูกกระตุน้ไดห้ลายปฏกิริยิา 

อยา่งไรกต็ามพบว่า การทาํงานของโปรตนี AMPK เป็นหน่ึงในปัจจยัทีก่ระตุน้การ

ทาํงานของโปรตนี GLUT1 ได ้ (Bertoldo และคณะ 2015) การศกึษาในหนูแรทพบว่า 

โปรตนี AMPK มสี่วนในการกระตุน้การทํางานของปฏกิรยิาการสรา้งแลคเตต (lactate 

production) ในเซลล ์ Sertoli ของหนูแรท ซึง่มคีวามเกีย่วขอ้งกบัการใชน้ํ้าตาลกลโูคส 

(glucose uptake) และการทาํงานของโปรตนี GLUT1 (Galardo และคณะ 2007)  

สอดคลอ้งกบัการทดลองในเซลลเ์ยือ่บุหลอดเลอืดชนิด bEnd.3 ในสมองของหนูเมาส ์

ซึง่พบว่า การเพิม่ขึน้ของการทํางานของการสะสมพลงังานและการทาํงานของโปรตนี 

GLUT1 เป็นผลมาจากการการทํางานของโปรตนี AMPK (Cura and Carruthers และ

คณะ 2012) เช่นเดยีวกนักบัการทาํงานของ phospho-AMPKα (Thr172) และ ระดบั

พลงังานภายในเซลล ์ การทาํงานของโปรตนี GLUT1 มคี่าลดลงเมือ่เวลาผ่านไป 60 

นาท ี (ทีอุ่ณหภูม ิ4 องศาเซลเซยีส) จากการศกึษาในตวัอสุจขิองมา้พ่อพนัธุพ์บว่า การ

กระตุน้การทํางานของโปรตนี AMPK โดยการใชส้ารเคมชีนิด Rosiglitazone ซึง่ใชใ้น

การรกัษาโรคเบาหวาน มผีลต่อการเพิม่การทํางานของโปรตนี phospho-AMPKα 

ระดบัพลงังานภายในเซลล ์ และการทาํงานของโปรตนี GLUT1 (Swegen และคณะ 

2016) บ่งบอกถงึความสมัพนัธเ์ชงิบวกของการทํางานของสามปฏกิรยิา ซึง่มคีวาม

เกีย่วขอ้งกบัการเกบ็สะสมพลงังานในตวัอสุจขิองแมวบา้น ซึง่เป็นสตัวต์น้แบบในการ

ทดลองน้ี  

• การทํางานของโปรตนี AMPK-α ในตวัอสุจ ิ มผีลเชงิบวกต่อคุณภาพของตวัอสุจิ

ภายหลงักระบวนการแช่แขง็ เช่น ความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิรปูแบบของ

การเคลื่อนทีข่องตวัอสุจแิบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์ และการพฒันา

ของตวัอ่อนภายหลงักระบวนการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย จากผลการทดลองทีไ่ดร้ะบุ

มาขา้งตน้ การกระตุน้การทาํงานของ AMPK-α ส่งผลเชงิบวกต่อปฏกิรยิาทีเ่กี่ยวขอ้ง



กบัการใชห้รอืสะสมพลงังานของเซลล ์ โดยเฉพาะการทาํงานของโปรตนี GLUT1 ซึง่มี

ความเกีย่วขอ้งกบัปฏกิรยิาการสลาย glucose หรอื glycolysis  

 โดยทฤษฎทีีเ่กี่ยวขอ้งกบัการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจปิระกอบดว้ย 2 ทฤษฎหีลกั 

คอื การใชพ้ลงังานจากกระบวนการ glycolysis และการใชพ้ลงังานจากกระบวนการ 

oxidative phosphorylation (OXPHOS) (Ruiz-Pesini และคณะ 2007) ถงึแมว้่าในมา้

พ่อพนัธุจ์ะพบว่าปฏกิรยิา OXPHOS จะเป็นแหล่งสรา้งพลงังานสาํคญัสาํหรบัการ

เคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ (Plaza Daliva และคณะ 2015) กลุ่มนกัวจิยักลุ่มดงักล่าวได้

ทาํการศกึษาวจิยัเพิม่เตมิโดยการยบัยัง้กระบวนการ glycolysis โดยสารเคมชีนิด 2-

deoxy-D-glucose ผ่านกระบวนการทาํงานของเอนไซมช์นิด hexokinase ผลการศกึษา

พบว่า ความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจิ

แบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์ (ค่า VCL, VSL and VAP) มคี่าลดตํ่าลง 

(Plaza Daliva และคณะ 2015) ซึง่มคีวามสอดคลอ้งกบัการศกึษาในการยบัยัง้

กระบวนการ glycolysis ของตวัอสุจขิองมนุษย ์(Barbonetti และคณะ 2010) นอกจากน้ี

การศกึษาในแมวบา้น โดยกลุ่มนกัวจิยัจากประเทศสหรฐัอเมรกิาในปี 2010 พบว่า 

อตัราส่วนระหว่างการนํากลโูคสเขา้สู่เซลล ์ (glucose uptake): การสรา้งแลคเตต 

(lactate production) ในตวัอสุจขิองแมวบา้นทีม่คีวามสามารถในการเคลื่อนทีร่อ้ยละ 80 

มคี่าสงูกว่า กลุ่มประชากรแมวทีต่วัอสุจมิคีวามสามารถในการเคลื่อนทีร่อ้ยละ 66 บ่งชี้

ถงึความสอดคลอ้งของการศกึษาถงึความสาํคญัของกระบวนการนํากลโูคสเขา้สู่เซลล์

และกระบวนการ glycolysis ต่อความสามารถในการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจใินแมวบา้น  

 (Terrell และคณะ 2010) 

  ความสาํเรจ็ของกระบวนการการปฏสินธภิายนอกรา่งกาย ประกอบดว้ยปัจจยั

สาํคญัหลายประการ ทัง้จากทางการทํางานเชงิสรวีทิยาของสตัวเ์พศเมยี เช่น คุณภาพ

ของเซลลไ์ขห่รอืโอโอไซต ์ หรอืจากทางฝัง่สตัวเ์พศผู ้ เช่น คุณภาพของตวัอสุจทิีพ่รอ้ม

สาํหรบัการปฏสินธ ิ จากการศกึษาในมนุษยพ์บว่า รปูแบบของการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจิ

แบบต่างๆโดยการประเมนิดว้ยคอมพวิเตอร ์ โดยเฉพาะค่า VCL และ VSL มี

ความสมัพนัธเ์ชงิบวกกบัอตัราความสาํเรจ็ของการปฏสินธภิายนอกร่างกาย (Hirano 

และคณะ 2001) นอกจากน้ีกระบวนการสรา้งพลงังานจากปฏกิรยิา pyruvate-glycolysis 

มคีวามสําคญัต่อการเคลื่อนของหางของตวัอสุจ ิ (flagella movement) กระบวนการคา

ปาซเิตชนั (sperm capaciation) และกระบวนการ tyrosine phosphorylation (Travis 

และคณะ 2001; Hereng และคณะ 2011) ซึง่เป็นปัจจยัหลกัทีส่าํคญัทีจ่ะส่งผลใหต้วัอสุจิ

สามารถปฏสินธกิบัเซลลไ์ข่หรอืโอโอไซตไ์ด ้ 

 

 เมือ่ทางคณะผูว้จิยัไดนํ้าองคค์วามรูพ้ืน้ฐานทีไ่ดจ้ากการวจิยัในสตัวต์น้แบบ มาใชจ้รงิ

ทางปฏบิตัใินสตัวป่์าตระกูลแมว ไดแ้ก่ เสอืลายเมฆ (สตัวป่์าคุม้ครองประเภทที ่ 1 ตาม

พระราชบญัญตัสิงวนและคุม้ครองสตัวป่์า พุทธศกัราช 2535 และจดัอยูใ่นบญัชคีุม้ครอง



หมายเลข 1 ตามอนุสญัญาว่าดว้ยการคา้ระหว่างประเทศซึง่ชนิดสตัวป่์าและพชืป่าทีใ่กลส้ญู

พนัธุ ์หรอื CITES) พบผลสอดคลอ้งไปในทศิทางเดยีวกบัการศกึษาในสตัวต์น้แบบ เช่น การพบ

การแสดงออกของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งพลงังาน เช่น โปรตนี AMPK-α ในตวั

อสุจ ิ รวมถงึการกระตุน้การทาํงานของโปรตนีชนิดดงักล่าวดว้ยสารเคมชีนิด AICAR ส่งผล

กระทบเชงิบวกต่อคุณภาพตวัอสุจ ิ อยา่งไรกต็าม ดว้ยขอ้จาํกดัในความสามารถในการเกบ็เซลล์

ไขห่รอืโอโอไซตจ์ากเสอืลายเมฆเพศเมยี ทาํใหค้ณะผูว้จิยัไมส่ามารถศกึษาผลของการทํางาน

ของโปรตนี AMPK-α ต่อความสามารถของตวัอสุจใินการใชพ้ลงังานเพื่อการปฏสินธภิายนอก

รา่งกายได ้ โดยคณะผูว้จิยัยงัมคีวามมุง่หวงัว่า องคค์วามรูจ้ากการศกึษาและวจิยัดงักล่าวจะ

สามารถนําไปใชจ้รงิเพื่อการผลติลกูสตัวป่์าโดยวธิกีารทางชวีวทิยาการเจรญิพนัธุอ์ื่นๆ (เช่น 

การผสมเทยีมผ่านกลอ้ง) ในอนาคตได ้ 
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5. ข้อเสนอแนะสาํหรบังานวิจยัในอนาคต 

                  

 เน่ืองจากกลไกการทํางานของไมโตคอนเดรยีต่อคุณภาพตวัอสุจ ิ การสรา้งพลงังานและ

ความสามาถในการปฏสินธ ิของสตัวเ์ลีย้งลกูดว้ยนมประกอบดว้ยหลายกระบวนการทีส่าํคญั อกี

ทัง้ยงัมคีวามแตกต่างกนัในสตัวแ์ต่ละสปีชสีห์รอืแต่ละชนิด รวมทัง้การศกึษาในสตัวต์น้แบบเพื่อ

การนําไปใชจ้รงิในทางปฏบิตั ิ ทัง้ทางดา้นสตัวแพทยศาสตร ์ หรอืแพทยศาสตร ์ ยงัไมอ่าจ

สามารถเป็นตวัแทนของกลุ่มประชากรทัง้หมดไดอ้ยา่งแทจ้รงิ ทางคณะผูว้จิยัจงึมขีอ้เสนอแนะ

สาํหรบังานวจิยัในอนาคตดงัต่อไปน้ี  

• ทาํการศกึษาหากลไกทีเ่กี่ยวขอ้งกบักระบวนการทาํงานและการสรา้งพลงังานของตวั

อสุจใินสตัวต์ระกูลแมว นอกเหนือจากทีไ่ดท้ําการศกึษาในโครงการวจิยัน้ี เช่น

กระบวนการ oxidative phosphorylation (OXPHOS) เป็นตน้ และทาํการเปรยีบเทยีบ

ผลกบัการทดลองทีไ่ดจ้ากการศกึษาวจิยัในครัง้น้ี  

• เน่ืองจากสตัวป่์าตระกูลแมวมหีลากหลายชนิด (37 สายพนัธุท์ ัว่โลก) โดยในประเทศ

ไทยพบทัง้หมด 9 สายพนัธุ ์(พบไดใ้นสถานเพาะเลีย้งเพื่อการศกึษาวจิยัจาํนวน 8 สาย

พนัธุ)์ ซึง่สตัวท์ัง้หมดถูกจดัอยูใ่นบญัชรีายชื่อสตัวป่์าคุม้ครองของประเทศไทย ทาง

คณะผูว้จิยัจงึมคีวามเหน็ว่า การศกึษาและวจิยัไมค่วรจาํกดัอยูใ่นสตัวป่์าตระกูลแมว

เพยีง 1 สายพนัธุ ์หากแต่ควรทาํการศกึษาและวจิยัในสตัวป่์าตระกูลแมวทัง้ 8 สายพนัธุ ์

เพื่อประโยชน์สงูสุดในการสรา้งธนาคารพนัธุกรรมทีม่คีุณภาพในการอนุรกัษแ์ละเพาะ

ขยายพนัธุส์ตัวป่์าต่อไปในอนาคต  

• นอกจากการศกึษาวจิยัเพื่อการนําไปใชป้ระโยชน์ทางสตัวแพทยศาสตร ์องคค์วามรูท้ีไ่ด้

จากการศกึษาและวจิยัครัง้น้ี สามารถนําไปเพื่อการศกึษาต่อยอดในทางการแพทย ์ เช่น 

ผูป่้วยทีม่คีวามผดิปกตขิองระบบทางเดนิสบืพนัธุท์ีเ่กีย่วขอ้งกบักระบวนการสรา้งตวั

อสุจ ิ ถงึแมว้่า ในมนุษยจ์ะมกีารศกึษาทีบ่่งชีถ้งึความสาํคญัของโปรตนีทีเ่กีย่วขอ้งกบั

กระบวนการการสรา้งพลงังาน เช่น โปรตนี AMPK แต่อยา่งไรกต็าม ยงัขาดการศกึษา

ถงึการนําผลของการกระตุ้นการทํางานของโปรตนีชนิดดงักล่าวต่อความสามารถในการ

ปฏสินธ ิดงันัน้ทางคณะผูว้จิยัจงึเลง็เหน็ว่า องคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากการศกึษาน้ีควรนําไปต่อ

ยอดการศกึษาในมนุษย ์ 

 

  

  

 

 

 

 



 

        เอกสารแนบหมายเลข 3 

 

 

6. Output จากโครงการวิจยัท่ีได้รบัทุนจาก สกว. 

1. ผลงานตพีมิพใ์นวารสารวชิาการนานาชาตหิรอืผลงานตามทีค่าดไวใ้นสญัญา

โครงการ 

o ทางคณะผูว้จิยัไดจ้ดัทําบทความวชิาการเสรจ็สมบูรณ์ (ตามเอกสารแนบใน

ภาคผนวก) โดยจะทําการส่งเพื่อตพีมิพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาต ิ

ภายในเดอืน พฤษภาคม พ.ศ. 2561  

o รายชื่อวารสารวชิาการระดบันานาชาต ิไดแ้ก่  

Journal of Cryobiology  

Quartile 1 (สาขา Medicine) (Scimago Journal & Country Rank)  

 

2. การนําผลงานวจิยัไปใชป้ระโยชน์ 

o เชงิสาธารณะ  

องคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากการศกึษาและวจิยัในครัง้น้ีสามารถก่อใหเ้กดิประโยชน์

แก่การอนุรกัษ์และวจิยัดา้นการเพาะขยายพนัธุส์ตัวป่์าตระกูลแมวทีใ่กลส้ญู

พนัธุ ์ โดยหน่วยงานทีส่ามารถนําองคค์วามรูด้งักล่าวไปใชป้ระโยชน์ไดแ้ก่ 

องคก์ารสวนสตัวใ์นพระบรมราชูปถมัภ ์ รวมถงึศูนยเ์พาะขยายพนัธุส์ตัวป่์า

ในสงักดัภาครฐับาลและเอกชน ทัง้ในและต่างประเทศ  

 

o เชงิวชิาการ  

องคค์วามรูท้ีไ่ดจ้ากการศกึษาและวจิยัในครัง้น้ีสามารถนําไปใชใ้นการเรยีน

การสอนระดบับณัฑติศกึษา ในหลกัสตูรทีเ่กีย่วขอ้งกบัสาขาวชิาชวีวทิยา

การเจรญิพนัธุท์ ัง้ในสตัวแ์ละมนุษย ์เช่น หลกัสตูรระดบับณัฑติศกึษา สงักดั

ภาควชิาสตูศิาสตร ์ เธนุเวชวทิยาและวทิยาการสบืพนัธุ ์ คณะสตัว

แพทยศาสตร ์ จฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั หรอื ภาควชิาสตูศิาสตร-์นรเีวช

วทิยา คณะแพทยศาสตร ์จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั  
 

3. อื่นๆ  

o ผลงานวจิยับางส่วนจากการศกึษาครัง้น้ีไดร้บัคดัเลอืกใหนํ้าเสนอผลงานใน

รปูแบบ Poster และ Flash Talk ในงานประชุมวชิาการระดบันานาชาต ิ

ประเทศสหรฐัอเมรกิา (ตามเอกสารแนบในภาคผนวก) 
 

 



 

 

 

ภาคผนวก 

 

    

โครงการ 

การศกึษาความสมัพนัธร์ะหว่างการทาํงานของไมโตคอนเดรยีของตวัอสุจ ิต่อคุณภาพตวัอสุจิ

ภายหลงัการแช่แขง็ พลงังานในเซลล ์และความสามารถในการปฏสินธใินแมวบา้นและสตัวป่์า

ตระกูลแมวทีใ่กลส้ญูพนัธุ ์

 

รายละเอียดเอกสารแนบประกอบด้วย 

1. บทคดัยอ่ในการนําเสนอผลงานในงานประชุมวชิาการระดบันานาชาต ิประเทศสหรฐัอเมรกิา  

o The Society for the Study of Reproduction ครัง้ที ่50 กรงุวอชงิตนั ดซี ี

ประเทศสหรฐัอเมรกิา 

2. บทความทางวชิาการ (manuscript draft) เพื่อการตพีมิพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาต ิ

o Journal of Cryobiology  

o Quartile 1 (สาขา Medicine) (Scimago Journal & Country Rank) 

 

 

 

 

 

 



1. บทคดัย่อในการนําเสนอผลงานในงานประชุมวิชาการระดบันานาชาติ 

 

  

 

• ช่ือผลงานวิจยั 

 Role of 5' Adenosine Monophosphate-Activated Protein Kinase (AMPK) on 

 Epididymal Cat Sperm Function. Paweena Thuwanut, Pierre Comizzoli, Nucharin 

 Songsasen, Kaywalee  Chatdarong. Faculty of Veterinary Science, 

 Chulalongkorn University, Thailand; Smithsonian  Conservation Biology 

 Institute, USA  

• รปูแบบการนําเสนอผลงาน 

การนําเสนอแบบโปสเตอรแ์ละแบบปากเปล่า (Flash talk presentation)  

• ช่ืองานประชุมวิชาการ  

The Society for the Study of Reproduction ครัง้ที ่ 50 กรงุวอชงิตนั ดซี ี ประเทศ

สหรฐัอเมรกิา (งานประชุมวชิาการระดบันานาชาต)ิ  



• หมายเหต ุ 

เน่ืองจากบทคดัยอ่ดงักล่าวไดจ้ดัทําในระหว่างทีผู่ว้จิยัวจิยัหลกั ไดส้งักดั คณะสตัว

แพทยศาสตรจ์ฬุาลงกรณ์มหาวทิยาลยั ดงันัน้รายละเอยีดของรายนามตน้สงักดัใน

บทคดัยอ่ดง้กล่าว จงึยงัไมไ่ดร้บัการแกไ้ขใหเ้ป็น คณะแพทยศาสตร ์ จฬุาลงกรณ์

มหาวทิยาลยั  

 

บทคดัย่อ  

Activation of 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK), 

present in mitochondria and responds to changes of energy level in cells, has 

been reported to either suppress or activate glucose uptake and metabolism in 

adipocytes leading to intracellular energy storage or use. This homeostasis 

phenomenon can be induced by pharmacological substances such as 5′-
aminoimidasole-4-carboxamide-1-β-d-ribofuranoside (AICAR). Therefore, study 

of AMPK/AICAR function has been applied for sperm cryopreservation aimed to 

maintain intracellular energy that results in improved sperm quality post-thawing. 

However, fundamental knowledge of AMPK and its roles on sperm function is 

absent in cat. The present study aimed at (1) investigating presence of AMPK in 

epididymal cat sperm and comparing protein level between normospermic and 

asthenospermic cats, (2) examining influences of AICAR doses and incubation 

periods on epididymal cat sperm function prior to cryopreservation and (3) 

investigating phosphorylation of AMPKα (pAMPKα) after AMPK activation by 

AICAR. In Experiment 1, epididymal cat sperm, retrieved after routine castration 

and divided into two groups (≥ 70% sperm motility (normospermic cat; NMS; 

n=11) and ≤ 50% sperm motility (asthenospermic cat; AS; n=6), was evaluated 

for AMPK quantity (western blot analysis). In Experiment 2, epididymal cat 

sperm (n =10) was incubated with 0 (control), 0.5, 2, or 5 mM AICAR for 30 min 

or 60 min prior to cryopreservation. Sperm quality (subjective motility, sperm 

motility patterns, membrane integrity, acrosome integrity and reaction and 

mitochondrial membrane potential) was evaluated. In Experiment 3, epididymal 

cat sperm (n=6) was treated as Experiment 2 and evaluated for pAMPKα 

quantity (western blot analysis). AMPK was present in both NMS and AS cats. 

In addition, AMPK quantity did not significantly differ between two groups (0.37 ± 

0.09 vs 0.27 ± 0.1). In Experiment 2, 0.5 mM and 2 mM AICAR supplementation 

did not affect sperm membrane integrity at both time points whereas 5 mM 



AICAR had adverse effects to all sperm quality (P ≤ 0.05). However, subjective 

motility and motility patterns (curve linear velocity and straight linear velocity) 

was significantly decreased (P ≤ 0.05) after 60 min incubation with 2 mM 

AICAR. In contrast, mitochondrial membrane potential did not significantly differ. 

In Experiment 3, 30 min-AICAR incubation (with 0.5 mM or 2 mM) could activate 

AMPK via pAMPKα pathway (control: 0.21 ± 0.06 vs 0.5 mM: 0.27 ± 0.03 vs 2 

mM: 0.26 ± 0.05) (P ≤ 0.05). However, down-regulate effect of AICAR to 

pAMPKα pathway was observed after 60 min AICAR incubation (P ≤ 0.05). In 

summary, AMPK was present in epididymal sperm from both NMS and AS cats. 

Incubation of 0.5 and 2 mM AICAR for 30 min could activate AMPK via 

pAMPKα pathway without deleterious effects to sperm quality prior to 

cryopreservation. These finding can be further applied for cat sperm intracellular 

energy storage during cryopreservation. This research was supported by (1) 

Thailand Research Fund (MRG-5980231) with joint funding of Grants for 

Development of New Faculty Staff, Ratchadaphiseksomphot Endowment Fund 

(2) Research Unit of Obstetrics and Reproduction in Animals, Chulalongkorn 

University, Thailand and (3) Research Associate Program, Smithsonian 

Conservation Biology 
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ABSTRACT 1 

 Adenosine monophosphate-activated kinase (AMPK) protein is executively 2 

characterized as key regulator of mammalian cell metabolism and energy sensor. Activation 3 

of AMPK by pharmacological substances such as 5′-aminoimidasole-4-carboxamide-1-β-d-4 

ribofuranoside (AICAR) has been reported to strengthen male gamete cell functions. The 5 

present study, therefore, aimed to investigate I) expression of AMPK protein, II) AMPK 6 

regulatory kinase pathway and III) effects of AMPK activation (AICAR) to epididymal 7 

sperm quality using domestic cats with high proportion of sperm pleomorphism as animal 8 

research model for endangered wild felids and infertile patients. Study I: AMPK protein (α 9 

subunit isoform) expression in high proportion pleomorphic sperm sample with ≥ 70% 10 

motility (n = 11) and ≤ 50% motility (n = 6) was evaluated by western blot analysis. Study II: 11 

AMPKα signalling pathways including expression of phospho-AMPKα protein Thr172 (n = 12 

6); expression of glucose transporter 1 (GLUT1) protein (n = 10) and intracellular adenosine 13 

5’-triphosphate (ATP) level (n = 10) were investigated by western blot analysis and high 14 

performance liquid chromatography technique (HPLC), respectively. Study III: AMPKα in 15 

sperm was triggered by AICAR (0 mM; control, 0.5 mM and 2.0 mM) for 30 and 60 min 16 

prior to cryopreservation process and evaluated for sperm functions and fertilizing ability (n 17 

= 10).  Total of 53 animals were, hence, included. Our major findings indicated that AMPK 18 

protein (α subunit) dominantly expressed in sperm with high proportion of motility (P ≤ 19 

0.05). The presence of AMPK activator, AICAR, could regulate AMPK function (AICAR-20 

AMPK regulation pathway) via increase of phospho-AMPKα Thr172, GLUT1 protein 21 

expression and intracellular ATP level. Furthermore, short equilibration of AMPKα protein 22 

with 0.5 mM AICAR for 30 min prior to cryopreservation procedure positively influenced cat 23 

sperm functions (sperm motility, sperm motility patterns and cleavage rate after homologous 24 

in vitro fertilization) without deleterious effects to sperm membrane integrity (P ≤ 0.05). In 25 



summary, our research group principally points the major findings on expression of AMPKα 1 

protein and its regulatory kinase effects on male cat gamete cell quality leading to worthwhile 2 

influence of fertilizing ability. Additionally, the present study will possibly be advantageous 3 

for further studies in endangered wild felids and infertile patients particularly presenting the 4 

high proportion of pleomorphic sperm.  5 

Keywords: AMPK protein, energy regulation, felids, sperm functions 6 

 7 

 8 

 9 

 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

 19 

 20 

 21 

 22 

 23 

 24 

 25 



1. Introduction  1 

 The major biochemical pathway for intracellular energy reservoir, regulating sperm 2 

function in each mammalian species, have been extensively discussed among laboratories 3 

(Ruiz-Pesini et al., 2007; Amaral et al., 2013). In somatic cells, mitochondria are important 4 

organelles which are best known as eukaryotic cell powerful house (Amaral et al., 2013). 5 

These organelles have been generally hypothesized to participate in several important 6 

processes such as adenosine 5’-triphosphate (ATP) production via glycolysis pathway or 7 

oxidative phosphorylation (OXPHOS) pathway (Ruiz-Pesini et al., 2007). In mammalian 8 

male gamete cell i.e. sperm, the mitochondria together with fibrous sheath of flagellum have 9 

been hypothesized to be involved with ATP production leading to sperm flagella movement 10 

and fertilization process (Ruiz-Pesini et al., 2007; Peña et al., 2009). 11 

 Recently, the studies on one of cutting-edge knowledge in the intracellular energy 12 

sensors or regulators, 5' adenosine monophosphate-activated protein kinase (AMPK), were 13 

emerged in various cell types. AMPK is a serine/threonine heterotrimeric protein kinase 14 

composed of three subunits (catalytic α-subunit bound with β- and γ-regulatory subunit) and 15 

responses to changes of adenosine monophosphate (AMP) and ATP (AMP:ATP) ratio in 16 

living cells (Bertoldo et al., 2015; Shabani Nashtaei et al., 2016). The AMPK function can be 17 

generally induced by pharmacological substances such as 5′-aminoimidasole-4-carboxamide-18 

1-β-d-ribofuranoside (AICAR) or Metformin (Bertoldo et al., 2015). The activation of 19 

AMPK has been reported to rapidly influence glucose uptake and metabolism in adipocytes  20 

leading to the intracellular energy storage (Gaidhu et al., 2006 and 2009). The previous study 21 

in human aortic endothelial cell culture presented that AICAR treatment could either activate 22 

or down-regulate AMPK function via a signal of ATP generation by OXPHOS (p53 23 

phosphorylation) and glucose uptake pathway (Ido et al., 2012). As in other cell types, 24 

AMPK was identified in mammalian gonadal cells in both male and female; testis, ovary and 25 



through germ cell maturation stage (Bertoldo et al., 2015). In female, mice oocytes at 1 

metaphase-II stage demonstrated that the increase of abnormal mitochondria together with a 2 

3-fold lower ATP concentration was observed in α1AMPK deficient oocytes compared to the 3 

control indicating that AMPK plays a crucial role as gamete cell energy regulator (Bertoldo et 4 

al., 2015). In male, the alteration of αAMPK gene in murine testes induced the abnormal 5 

sperm morphology (Tartarin et al., 2012). The dysfunction of AMPK protein kinase 6 

regulation pathway in male mice was associated with the impairment of testicular junctional 7 

complex and the abnormal acrosome morphology (Towler et al., 2008). In sperm cell, AMPK 8 

mainly presented from mid-piece through sperm flagellum in various species i.e. boar, 9 

chicken and human (Hurtado de Llere et al., 2012; Calle-Guisado et al., 2017; Nguyen et al., 10 

2015).  11 

 Due to the ability to identify the AMPK expression in mammalian sperm, the 12 

application of AMPK function-induction to maintain sperm energy was fascinating. AMPK 13 

activation has revealed its related functions to sperm quality maintenance after long-term 14 

storage (Bertoldo et al., 2015). Besides, AMPK function activated by AMPK activator i.e. 15 

AICAR has been reported to be involved with the increase of the intracellular ATP 16 

concentration, the decrease of reactive oxygen species (ROS) and lipid peroxidation reaction 17 

(LPO) in post-thaw chicken semen (Nguyen et al., 2015). The study in normospermic human 18 

donor with proven fertility revealed the similar results as in chicken study; the AMPK 19 

activation could decrease ROS level, apoptotic like-changes and increase mitochondrial 20 

membrane potential in cryopreserved sperm whereas fertilizing ability related to AMPK 21 

function was absent (Shabani Nashtaei et al., 2016). Until now, although the studies on 22 

AMPK in various topics have been conducted in several animal species, AMPK functions, its 23 

regulatory kinase effects and AMPK activator agents have not been investigated in felid 24 

species, both domestic and non-domestic. Similar to the inbred mice and infertile patients, 25 



sperm derived from epididymis of domestic and ejaculated sperm from non-domestic cats 1 

always present high proportions of sperm pleiomorphism leading to conception and 2 

pregnancy failure. Furthermore, morphologically abnormal sperm, i.e. mid-piece part, is less 3 

tolerance to cryo-induced-damage leading to the limitation of energy production source (Peña 4 

et al., 2009). In domestic cat, the sperm mitochondrial membrane potential related to 5 

mitochondrial function was, however, remarkably decreased after cryopreservation 6 

(Thuwanut et al, 2010). This phenomenon could be hypothesized that energy production 7 

might be decreased leading to fertility impairment. From the diverse points of view, the 8 

perpetuation of the intracellular energy storage by AMPK activation during sperm 9 

cryopreservation might be of interest as an alternative tool to improve post-thaw sperm 10 

functions and fertilizing ability in domestic cats as a model for the endangered wild felid 11 

species and the infertile patients.  12 

 The present study, therefore, aimed to investigate I) the expression of AMPK protein 13 

in epididymal sperm, II) the AMPK regulatory kinase pathway and III) the effects of AMPK 14 

activation by chemical substance (AICAR) to epididymal sperm quality and fertilizing ability 15 

using the domestic cats as research model for the endangered wild felids and the patients with 16 

infertility problems.  17 

 18 

2. Materials and Methods 19 

Experimental design  20 

Study I: The expression of AMPKα protein in epididymal cat sperm (sperm sample with ≥ 21 

70% motility: n = 11; sperm sample with ≤ 50% motility: n = 6)  22 

 Epididymal sperm from each cat was collected in Tris-base buffer and adjusted to 23 

10x106 as the final total number. Sperm morphology and subjective motility were evaluated 24 

and then divided the cats into two groups; motility ≥ 70% or ≤ 50%. Protein from each sperm 25 



sample was extracted and finally assessed for the expression of AMPK protein and band 1 

intensity by western blot analysis.  2 

 3 

Study II: AMPKα signalling pathway regulated by AICAR (the expression of phospho-4 

AMPKα: n = 6; the expression of glucose transporter 1 protein (GLUT1): n = 10 and the 5 

intracellular ATP level: n = 10) 6 

 Epididymal sperm from each cat was retrieved as previously described in Study I, 7 

divided into three groups; control, 0.5 mM and 2.0 mM AICAR treatment and finally 8 

equilibrated for 30 min (short period) and 60 min (long period) prior to cryopreservation 9 

process. The expression of phospho-AMPKα, GLUT1 protein and band intensity were 10 

evaluated by western blot analysis. Furthermore, the intracellular ATP level was measured by 11 

high-performance liquid chromatography (HPLC) technique at two-time points (before and 12 

after cryopreservation process).  13 

 14 

Study III: AMPKα regulatory kinase effects on epididymal cat sperm quality and embryo 15 

development (n = 10) 16 

 Epididymal sperm from each cat was experimentally designed as described in Study 17 

II. Sperm quality (subjective motility, progressive motility, motility patterns, integrity of 18 

plasma membrane and acrosome including with mitochondrial membrane potential) was 19 

evaluated prior to and after sperm cryopreservation process. Besides, fertilizing ability 20 

(cleavage rate) of post-thaw sperm was also tested by homologous in vitro fertilization (IVF) 21 

technique.  22 

 23 



Research animals  1 

 Fifty-three male cats (n = 53) with unknown age were included in this study. They 2 

were subjected to routine castration at the Small Animal Hospital, Faculty of Veterinary 3 

Science, Chulalongkorn University and the Veterinary Public Health Division of the Bangkok 4 

Metropolitan Administration, Thailand. The testes were kept in an isotonic normal saline 5 

solution supplemented with 1% penicillin-streptomycin (Sigma-Aldrich Chemie GmbH, 6 

Steinheim, Germany) and transported to the laboratory at room temperature within 1-3 h. The 7 

testes were randomly allocated for three parts of study as described in experimental design.  8 

For fertilizing ability test; total number of grade I and II oocytes were collected from female 9 

cats (unknown age) after the routine ovariohysterectomy at the Small Animal Hospital, 10 

Faculty of Veterinary Science, Chulalongkorn University and the Veterinary Public Health 11 

Division of the Bangkok Metropolitan Administration, Thailand. 12 

 13 

Sperm cryopreservation and evaluation criteria  14 

 All chemical substances were purchased from Sigma-Aldrich (Sigma-Aldrich Chemie 15 

GmbH, Steinheim, Germany) unless otherwise indicated. 16 

 17 

Sperm cryopreservation  18 

 Sperm freezing extenders and thawing media were prepared according to a protocol 19 

described by Axnér et al. (2004). For sperm collection and cryopreservation, sperm was 20 

collected by cutting the cauda epididymis into small pieces in 0.5 mL of pre-warmed Tris-21 

base buffer. The total number of sperm was adjusted and centrifuged prior to 22 

cryopreservation process. The sperm pellet was extended at room temperature with 0.65 mL 23 



of semen extender I (EE-I) with or without AICAR (as described in experimental design). 1 

After 1 h of equilibration to 4°C, semen extender II (as equal volume to EE-I) was added to 2 

each sperm sample. Extended sperm sample was then loaded into two 0.25 ml straws 3 

(approximately 0.125 mL per straw), cryopreserved in liquid nitrogen tank (Rota et al., 1997), 4 

plunged into liquid nitrogen where the straws were kept until evaluation. For thawing, each 5 

straw was submerged in a water bath at 37 ºC for 15 sec and diluted with 0.125 mL of 6 

thawing medium (1/1; v/v).  7 

 8 

The expression of AMPKα protein, Phospho-AMPKα protein and GLUT1 protein 9 

 Sperm protein was extracted by incubation with protein lysis buffer (CellLytic TM 10 

MT) supplemented with protease inhibitor for 30 min on shaker at room temperature and 11 

centrifuged at 12,000 g at 4°C for 10 min. The sperm pellet was discarded whereas the 12 

supernatant was measured for total protein amount by NanoDrop 100 (Thermo Fisher 13 

Scientific, Waltham, MA, USA).  The final protein concentration was adjusted to 15 µg/µl by 14 

dilution in PBS and stored at -80°C until western blot analysis. Western blot analysis was 15 

performed as following; the protein sample was mixed with SDS sample loading buffer (4x 16 

Laemmli sample buffer and β-mercaptoethanol; Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and processed 17 

on SDS-PAGE (4%-15% Miniprotein® TGX Precast Gels; Bio-Rad) for 1 h. Precision Plus 18 

Protein Dual Color Standards (Bio-Rad) loaded into the first lane were used as the molecular 19 

weight standard. Gels were then transferred to polyvinylidene difluride membranes 20 

(Immobilon-P, Millipore, Billerica, MA, USA.) and blocked with 2.5% skim milk (Bio-Rad) 21 

diluted in washing buffer (Tris-buffered saline plus 0.1% ((v/v) Tween) for 1 h at room 22 

temperature  (25°C) and incubated on shaker in the dark at 4°C overnight with one of the 23 

following primary antibodies; (I) alpha-Tubulin Rabbit antibody (1:1000; Cell Signaling 24 



Technology, Inc., Danvers, MA, USA.); (II) AMPKα Rabbit Antibody (1:1000; Cell 1 

Signaling Technology) (III) Phospho-AMPKα Thr172 (D76.5E) Rabbit Antibody (1:2000; 2 

Cell Signaling Technology) and GLUT1 (D3J3A) Rabbit Antibody (1:1000; Cell Signaling 3 

Technology). Sample incubated with normal rabbit IgG (1:1000) served as negative control. 4 

After overnight incubation, the blot membrane was incubated with secondary antibody; anti-5 

rabbit IgG antibody (1:2000; Cell Signaling Technology) conjugated with HRP for 1 h at 6 

room temperature (25°C). The immunoreactivity was detected by colorimetric method (Opti 7 

4CNTM Substrate Kit, Bio-Rad). The volume intensity of each protein band and background 8 

was measured by using Synegen software (Frederick, MD, USA). The relative quantification 9 

volume of was normalized by dividing final volume intensity of AMPKα, phospho-AMPKα 10 

Thr172 and GLUT1 antibodies (volume intensity of each protein band minus background) by 11 

the final alpha-Tubulin volume intensity. 12 

 13 

The Intracellular ATP concentration  14 

 The sperm intracellular ATP extraction method was repeated from protocol 15 

previously described by Thuwanut at al. (2016). In brief, the sperm sample was washed in 16 

ice-cold 0.15 M Sodium Chloride by centrifugation. The sperm pallet was resuspended in ice-17 

cold Triton X and 10% Percholic acid. The sperm pellet was discarded while the supernatant 18 

was stored at 4°C and finally evaluated for intracellular ATP concentration within 1 h by high 19 

performance liquid chromatography technique (HPLC). The peaks were analyzed by the 20 

absorbance at 254 nm with reverse phase HPLC on Ultrasphere 18 mm column.  The 21 

continuous gradient elution was used for HPLC separation. The elution program for mobile 22 

phase A and B was as followed: 0 min 100 % A, 0 %B; 2 min 95 % A, 5 % B; 4 min 80 % A, 23 

20 % B; 5.3 min 75 % A, 25 % B and 6 min 100 % A, 0 % B. The intracellular ATP 24 



concentration was identified by comparison with the external standard method (r2 = 0.90). 1 

Data were present as means of two replication test. 2 

 3 

Sperm quality  4 

Subjective, progressive sperm motility and sperm motility patterns and sperm morphology 5 

 A 5 μL of sperm sample was placed on a pre-warmed glass slide and assessed using a 6 

phase contrast microscope at 200X magnification, the proportion of sperm motile sperm and 7 

progressive sperm motility evaluation (Thuwanut et al., 2015). Sperm motility patterns was 8 

evaluated by Sperm Class Analyzer® CASA system (Microptic S.L, Barcelona, Spain). 9 

Three to five randomly selected optical fields of each sperm sample were measured for sperm 10 

motility patterns; straight line velocity (VSL); average path velocity (VAP); curve linear 11 

velocity (VCL) and amplitude lateral head displacement (ALH)) as described by Thuwanut et 12 

al. (2010). For sperm morphology; head, mid-piece and tail was assessed by dried (William’s 13 

staining) and wet (formol saline fixative) smear, respectively.  14 

 15 

 Integrity of sperm plasma membrane, acrosome and mitochondrial membrane potential  16 

 Sperm plasma membrane and acrosome integrity were determined by the double-17 

fluorescent labelling techniques (sperm membrane integrity: EthD-1 and SYBR-14, 18 

Molecular probes Inc., OR, USA and acrosome integrity: FITC-PNA mixed with propidium 19 

iodide (PI; Molecular Probes Inc.)) (Axnér et al. 2004). Sperm mitochondrial membrane 20 

potential was evaluated by using the fluorochrome 5,5',6,6'-tetrachloro-1,1',3,3'-21 

tetraethylbenzimidazolyl-carbocyanine iodide (JC-1; Molecular Probe Inc.) (Thuwanut et al. 22 

2011). For sperm plasma membrane integrity, two hundred sperm were classified into three 23 



categories:  live, moribund and dead sperm. To evaluate acrosome integrity status, the sperm 1 

sample was classified into three categories: intact acrosome, reacted acrosome, and missing 2 

acrosome or acrosomal loss. In addition, two hundred spermatozoa were evaluated and 3 

classified into two categories: high and low mitochondrial membrane potential.  4 

 5 

Homologous in vitro fertilization  6 

 Oocyte recovery and in vitro culture (IVM) media were prepared as described by 7 

Thuwanut et al. (2015) whereas the in vitro fertilization (IVF) and in vitro culture (IVC) 8 

media were commercially purchased (Nestle et al., 2012). Total of 513 oocytes with more 9 

than two layers of compact cumulus cells and presence of dark homogeneous ooplasm were 10 

collected from ovaries of domestic cats after a routine ovariohysterectomy. The selected 11 

oocytes were gently washed in oocyte recovery and IVM medium. Approximately 8-10 12 

oocytes were cultured in a drop of 50-μL IVM medium at 38.5ºC under 5% CO2. Cumulus 13 

cells were then partially removed at 24 h post-IVM. The oocytes were washed and cultured in 14 

a drop of IVF medium and incubated with post-thawed sperm (0.5x106/mL) supplemented 15 

with or without AICAR. After co-incubation with post-thaw sperm for 18 h, all cumulus cells 16 

of the oocytes were removed. The oocytes were cultured in IVC medium for another 6 h. The 17 

cleavage rate was recorded after 24 h post-insemination.  18 

 19 

Statistical analysis  20 

 Data analyses were performed using ANOVA with SAS (SAS Institute Inc., Cary, 21 

NC, USA). The statistical models included the fixed effects of time and extenders. The 22 

dependent variables (percentage of motility, motility patterns, percentage of intact plasma 23 

membrane, acrosome, mitochondrial activity, relative western blot band intensity and 24 



intracellular ATP level) were analysed by using ANOVA (GLM procedure). Differences 1 

between treatments in each evaluation criteria were compared using a Tukey-Kramer test. 2 

The level of progressive motility was compared using NPAR1WAY procedure and a 3 

Kruskall-Wallis test. The embryo development was analysed by a binomial score (1 or 0) 4 

based on the presence or absence in pronuclear formation and cleavage stage of embryo. 5 

Values are presented as mean ± SD. The level of significance was set at P ≤ 0.05. 6 

 7 

3. Results 8 

 9 

The expression of AMPKα protein in epididymal cat sperm 10 

 The AMPKα protein expression was observed in epididymal cat sperm with high and 11 

low motility (≥ 70% and ≤ 50 % motility) (Fig. 1). Relative AMPKα protein band intensity 12 

compared with standard protein (α-Tubulin protein) in sperm with ≥ 70% was higher than 13 

sperm sample group with ≤ 50 % motility (P ≤ 0.05) (Fig. 1).  14 

 Noted: The percentage of sperm head normal morphology in all sperm samples 15 

included in this study was 91.3 ± 3.7 whereas the mid-piece and tail normal morphology was 16 

57.4 ± 8.1.  17 

 18 

AMPKα signalling pathway regulated by AICAR 19 

 The preliminary results demonstrated that 5.0 mM AICAR performed the negative 20 

effects to sperm quality (i.e. subjective sperm motility, perm motility patterns, sperm 21 

membrane and acrosome integrity, mitochondrial membrane potential etc. (Table 2-4)). Thus, 22 

AMPKα signalling pathway (phospho-AMPKα Thr172, GLUT1 protein and intracellular 23 

ATP level) including embryo development were exempted in 5.0 mM AICAR group. 24 

Western blot analysis revealed appreciable levels of phospho-AMPKα Thr 172 and GLUT1 25 



protein band intensity in sperm samples among equilibration time and AICAR concentration 1 

(Fig. 2A and 2B). The highest relative phospho-AMPKα Thr172 band intensity was present 2 

in sperm incubated with 0.5 mM AICAR for 30 min prior to cryopreservation process (0.27 ± 3 

0.11) which was significantly higher than control group (0.21 ± 0.09) (P ≤ 0.05) (Fig. 2A). 4 

Although the relative phospho-AMPKα Thr172 band intensity did not differ among groups 5 

after 60 min equilibration (P > 0.05), the significantly lower expression of phospho-AMPKα 6 

Thr 172 was observed compared to the samples with 30 min equilibration (P ≤ 0.05) (Fig. 7 

2A).  8 

 Similar to phospho-AMPKα Thr 172, the equilibration time negatively influenced the 9 

relative GLUT1 protein band intensity (P > 0.05) (Fig. 2B). However, sperm samples 10 

equilibrated with 0.5 mM and 2.0 mM AICAR for 30 min expressed the higher relative 11 

GLUT1 protein band intensity (0.5 mM AICAR: 0.20 ± 0.17 and 2.0 mM AICAR: 0.21 ± 12 

0.19) compared to control group (0.13 ± 0.15) (P ≤ 0.05) (Fig. 2B). 13 

 For intracellular energy evaluation, sperm samples equilibrated with 0.5 mM (30 min 14 

and 60 min) and 2.0 mM AICAR (60 min) had a higher intracellular ATP level compared to 15 

control group (P ≤ 0.05) (Table 1). The equilibration time did, however, affect the 16 

intracellular ATP level (P > 0.05) (Table 1). Similar to pre-freezing process, the intracellular 17 

ATP level of post-thaw sperm significantly increased in 0.5 mM (30 min and 60 min 18 

equilibration) (P ≤ 0.05) whereas the ATP level did not significantly differ between 19 

equilibration period (P > 0.05) (Table 1). 20 

 21 

AMPKα regulatory kinase effects on epididymal cat sperm quality and embryo development 22 

 The major effects of AMPKα regulatory kinase effects on epididymal cat sperm 23 

quality was obviously observed in post-thaw samples. Supplementation of 0.5 mM ACAR 24 

(30 min equilibration group) as AMPK activator promoted post-thaw subjective sperm 25 



motility and sperm motility patterns (VCL and VSL) (P ≤ 0.05) (Table 2 and 4). For embryo 1 

development after homologous IVF, the cleavage rate was significantly higher in 0.5 mM 2 

AICAR group (both incubation time; 30 and 60 min) compared to control and 2.0 mM 3 

AICAR group (P ≤ 0.05) (Table 5). Focusing on equilibration time prior to cryopreservation 4 

process, the exposure of sperm with AICAR notably reduced sperm quality i.e. sperm 5 

subjective motility (2.0 mM AICAR), sperm progressive motility (0.5 and 2.0 mM AICAR), 6 

sperm membrane integrity (all sample groups including control), mitochondrial membrane 7 

potential (control and 0.5 mM AICAR) and sperm motility patterns (VCL; control and 2.0 8 

mM AICAR) (Table 2-4) (P ≤ 0.05). It is, however, interesting that AICAR supplementation 9 

(0.5 and 2.0 mM) before cryopreservation process did not perform any deleterious effects to 10 

sperm membrane integrity when compared during the same equilibration time (P > 0.05) 11 

(Table 2).  12 

 13 

4. Discussion  14 

 The regulation of sperm energy level, widely investigated in several mammalian 15 

species, has been considered fundamental and essential role for sperm functions, sperm-16 

oocyte interaction and fertilization ability. The present study demonstrated the first report of 17 

energy and metabolic sensor expression, AMPK protein (AMPKα subunit isoform), in 18 

domestic cat epididymal sperm with high proportion of abnormal sperm morphology. The 19 

activation of AMPKα protein by the pharmacological substance, AICAR or AICAR-AMPK 20 

regulation pathway, appeared to be involved with the increase of phospho-AMPKα Thr172, 21 

GLUT1 protein expression and the intracellular ATP level. In addition, the short activation of 22 

AMPKα protein by 0.5 mM AICAR for 30 min prior to cryopreservation process flavoured 23 

cat sperm functions (sperm motility, sperm motility patterns and embryo production by 24 



homologous IVF process) without deleterious effects to sperm viability (sperm membrane 1 

integrity).  2 

 The higher protein band intensity of AMPKα protein expression by western blot 3 

analysis was observed in epididymal cat sperm with ≥ 70% compared to sperm with ≤ 50 % 4 

motility groups.  The AMPK protein expression studies were initially conducted in somatic 5 

cells (i.e. brain, lung, liver and pancreas) then developed to germ cell (i.e. testis) studies 6 

(Cheung et al., 2000). In rat testis, the AMPK activity was associated with one catalytic 7 

subunit (α subunit) and two regulatory subunits (γ and β subunit) (Cheung et al., 2000). In 8 

sperm, AMPK (α-catalytic subunit) dominantly expressed in various mammalian and avian 9 

species (i.e. boar, human and chicken) (Hurtado de Llere et al., 2012; Calle-Guisado et al., 10 

2017; Nguyen et al., 2015). The recent study in human demonstrated that AMPKα protein 11 

significantly expressed in high motility sperm fraction compared to low-quality sperm 12 

fraction which contained less sperm motility or more immotile sperm (Calle-Guisado et al., 13 

2017). This is in accordance with our present study which strong AMPKα protein expression 14 

was investigated in high proportion of sperm motility sample. However, the sperm motility 15 

selection process was different between these two studies (sperm selection by density 16 

gradient process in human study and proportion of motile sperm cut-off by subjective sperm 17 

motility evaluation in the present study). In avian and human sperm, the expression of 18 

AMPKα protein markedly localized in post-equatorial or mid-piece and sperm flagellum 19 

regions whereas in boar sperm AMPKα protein mainly presented in mid-piece (Hurtado de 20 

Llere et al., 2013; Nguyen et al., 2015; Shabani Nashtaei et al., 2016). These findings could 21 

imply that the AMPKα protein expression might be possibility related to proportion of sperm 22 

motility (Calle-Guisado et al., 2017).  23 

  To assess the effects of AMPK modulators, the AMPK agonist (AICAR) was 24 

supplemented to sperm samples with different final concentration (0.5 mM and 2.0 mM) for 25 



specified time (30 min and 60 min at 4°C prior to sperm cryopreservation process). Our 1 

results by western blot analysis clearly revealed that AMPKα protein in cat sperm was 2 

phosphorylated at Thr172.  In addition, we demonstrated that the kinase phosphorylation 3 

level was decreased by time-dependent manner. In accordance with the activation of AMPKα 4 

protein in chicken sperm by AICAR at 35°C, Thr172-phosphorylated AMPK was detectable 5 

at 10 min and 25 min incubation but then the amount of Thr172-phosphorylated AMPK was 6 

decreased after 40 min activation (Nguyen et al., 2015). However, the present findings in cat 7 

sperm study was in contrast to the study in boar which AMPK protein was mainly increased 8 

during 60 min period and remained detectable up to 24 hr after 38.5°C incubation (Hurtado 9 

de Llere et al., 2012). To date, the research, focused on the correlation between Thr172-10 

phosphorylated AMPK expression and cell incubation under temperature-dependent manner, 11 

is limited. Nonetheless, lowering temperature of microenvironment related to the intracellular 12 

ATP synthesis should be considered one of factors affecting phospho-AMPKα Thr172 13 

expression. During cooling and cryopreservation process, ATP production in living cell was 14 

decreased due to the thermodynamic effect to cell physiology i.e. the inhibition of sodium-15 

potassium ion (Na+/K+) pump function at cell membrane (Singer and Bretschneider, 1990). 16 

Corresponding to the study in frog, hypothermia condition could induce the glial cell-channel 17 

functional arrest as an energy-sparing strategy (Donohoe et al., 2000). Furthermore, AMPKα 18 

protein expression was reported to positively correlated with the intracellular energy level or 19 

ATP content which was confirmed by the study in primary human brain capillary pericytes 20 

Castro et al., 2017). We, hence, could hypothesize that the decrease of phospho-AMPKα 21 

Thr172 expression during sperm cooling ramp and different time-manner might be related to 22 

ATP production level.  23 

 In general, the glycolysis pathway and GLUT1 protein activity at cell membrane 24 

could be regulated by the AMPK activation (Bertoldo et al., 2015). For example, the study in 25 



rat Sertoli cell culture, AMPK could enhance the increase of lactate production which was 1 

related with the increase in glucose uptake and levels of GLUT1 protein expression (Galardo 2 

et al., 2007). In murine brain microvasculature endothelium bEnd.3 cell line, the increase of 3 

endothelial glucose transport capacity was directly caused by the AMPK activation in blood-4 

brain barrier-derived endothelial cells leading to GLUT1 protein and intracellular energy 5 

triggering (Cura and Carruthers, 2012). According to the present study, GLUT1 protein 6 

expression level in the epididymal cat sperm treated with AICAR for 30 min was higher than 7 

control group. The findings might indicate that the AMPK activation by AICAR could trigger 8 

translocation of GLUT1 protein in the epididymal cat sperm which was similar to other 9 

somatic cell types. After 60 min sperm sample equilibration, GLUT1 protein expression level 10 

was not, however, significantly different among groups but remarkably decreased due to 11 

time-dependent manner. This finding was comparable with the result of phospho-AMPKα 12 

Thr172 protein expression level which was decreased after 60 min equilibration. Previous 13 

attempts to stallion sperm study revealed that the AMPK activation by antidiabetic compound 14 

(rosiglitazone) dramatically increased phospho-AMPKα signalling as well as ATP content 15 

and glucose uptake (Swegen et al., 2016) supporting the evidence of the positive correlation 16 

between phospho-AMPKα Thr172 and GLUT1 expression level in living cell homeostasis. 17 

Given the positive role of AMPK on intracellular ATP content in the epididymal cat sperm as 18 

presented in this study, the explanation for this phenomemnon was that AICAR was 19 

converted by adenosine kinase to monophosphorylated nucleotide (ZMP) leading to the 20 

binding between ZMP/AMPK and allosteric activation of phospho-AMPKα Thr172 (Corton 21 

et al., 1995). Glucose metabolism and glycolysis pathway, triggered by phospho-AMPKα 22 

Thr172, mainly regulated ATP synthesis (Mihaylova and Shaw, 2011). In murine pericytes, 23 

the pharmacological activation of AMPK elevated ATP content by 50% when compared to 24 

control (Castro et al., 2018) which was similar to stallion sperm study (Swegen et al., 2016).  25 



The intracellular ATP level was 2-time increased by AMPK activator potency (Swegen et al., 1 

2016). Hence, the present findings supported the previous reports in the correlation between 2 

the AMPK activation and the ATP regulation in gamete and somatic cells.  3 

 Up to date, AMPKα regulatory kinase effects on epididymal cat sperm quality and 4 

embryo development have never been conducted. According to the findings from our present 5 

study, the AMPK activation mostly notably emerged post-thaw sperm motility, progressive 6 

motility, sperm motility patterns (VCL and VSL) and embryo development after homologous 7 

IVF. Noted to the potential side of somatic and gamete cells treatment with the AMPK 8 

pharmacological activator, the AMPK stimulation has been considered the energy-regulator 9 

role including glycolysis pathway (Marsin et al., 2002).  As previously described from our 10 

findings, AICAR could activate phospho-AMPKα Thr172 leading to GLUT1 protein 11 

expression and ATP production activation. These findings could be hypothesized that 12 

GLUT1 protein expression and ATP production activation might be related in the epididymal 13 

cat sperm glycolysis. Generally, glycolysis is the process that glucose is converted into 14 

pyruvate following by the release of energy in form of ATP (2 ATP molecules per glucose) 15 

and nicotinamide adenine dinucleotide (NADH). Consequently, the growing hypothesis for 16 

the source of ATP in mammalian sperm was executively focused on either glycolysis or 17 

OXPHOS pathways at the sperm mid-piece region (mitochondria) or at sperm flagellum 18 

(Ruiz-Pesini et al., 2007; Amaral et al., 2013). In stallion, OXPHOS pathway was considered 19 

the main energy source for sperm flagella sliding and movement (Plaza Daliva et al., 2015). 20 

To clarify the role of glycolysis, the same research group inhibited the glycolysis pathway by 21 

glucose analogue (2-deoxy-D-glucose) via its actions on hexokinase enzyme which 22 

performed the negatively effects to stallion sperm motility and sperm motility patterns (VCL, 23 

VSL and VAP) (Plaza Daliva et al., 2015). Similar to human, the decrease of sperm motility 24 

was exhibited after sperm the deprive of glucose or the inhibition of glycolysis pathway 25 



(Barbonetti et al., 2010). Furthermore, the glucose substrate-free medium incubation for 30 1 

min, mouse sperm was non-motile indicating that glycolysis was essentially acquired for 2 

mouse sperm motility (Mukai and Okuno, 2004). In domestic cat, the glucose uptake: lactate 3 

production ratio in the normospermic cats (mean of sperm motility index: 80) was ~60% 4 

higher than teratospermic cats (mean of sperm motility index: 66) supporting the previous 5 

studies in horse, human and mouse on the crucial role of glucose uptake in sperm flagella 6 

movement (Terrell et al., 2010). To study the effects of AMPK and sperm fertilizing ability, 7 

the homologous IVF by AMPK activated-sperm was investigated in the present study. 8 

Fertilization process is generally known as a sequence of molecular events merging between 9 

male and female gamete cells (sperm and oocyte). In male, several process has been involved 10 

i.e. sperm motility, hyperactivation, acrosomal capacitation and reaction as well as the other 11 

molecular events occurred during sperm-oocyte penetration process; the elevation of the 12 

intracellular pH and calcium levels or membrane potential hyperpolarization (Georgadaki et 13 

al., 2016). However, the most common and important sperm characteristics correlated with 14 

fertility is sperm motility (Hirano et al., 2001). The previous study in at least 130 of in vitro 15 

fertilization-embryo transfer (IVF-ET) cycles in human presented that proportion of sperm 16 

motility and two sperm velocity parameters (VCL and VSL) before swim-up process 17 

positively correlated with fertilization rate (cleavage stage) which could represent the good 18 

indicator of the fertilization outcome (Hirano et al., 2001). Furthermore, the metabolic 19 

peculiarity by pyruvate-glycolysis enhanced ATP production was revealed to be vital for 20 

human and murine sperm under high energy phase of vigorous flagella movement, sperm 21 

capacitation, hyperactivation, tyrosine phosphorylation leading to the success of fertilization 22 

process ((Travis et al., 2001; Hereng et al., 2011). Hence, these previous informative data 23 

could be supportive for our present findings on the influence of AMPK-AICAR regulation 24 

pathway to fertilizing ability.   25 



 In conclusion, the present study principally points to the regulatory kinase role of 1 

AMPK in the domestic cat sperm with the presence of high proportion of pleomorphism, as 2 

research model for the endangered wild felid species and the infertile patients. Our research 3 

team gradually revealed I) the AMPK expression in the domestic cat sperm II) the AMPK 4 

activation pathway regarding to the intracellular energy production and III) the AMPK 5 

regulatory kinase effects on sperm quality. The major findings suggested that the AMPK 6 

activity could be considered one of male cat gamete cell regulators i.e. sperm which will be 7 

the worthwhile influence of fertilizing ability in the endangered wild felids and the infertile 8 

patients.  9 
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Figure 1. Western blot analysis of AMPKα protein in fresh epididymal cat sperm (sperm sample with ≥ 70% motility: n = 11; sperm sample 1 

with ≤ 50% motility: n = 6) 2 

 3 

 4 

 5 

 6 

Relative Band Intensity 
Sperm sample with ≥ 70% motility Sperm sample with ≤ 50% motility 

0.35 ± 0.13A  0.27 ± 0.09B  
 7 

* Different letters indicate the statistical difference of the data in the same row (P ≤ 0.05). 8 
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Figure 2. Relative band intensity of phospho-AMPKα Thr172 protein (n =6; 2A) and GLUT1 protein (n = 6; 2B) in epididymal cat sperm 1 

equilibrated with AICAR (0.5 and 2.0 mM) for 30 and 60 min before cryopreservation process (mean ± SD) 2 

 3 

* Capital letters indicate the statistical difference of the data in each sample group during the same equilibration time whereas small letters 4 

indicate the difference between equilibration time (P ≤ 0.05). 5 

 6 

 7 

 8 

 9 



Table 1. Intracellular ATP level extracted from cold stored and frozen-thaw epididymal cat sperm under various concentrations (0.5 and 2.0 1 

mM) of AICAR condition and cold storage time (group I: 30 min and II: 60 min). Mean ± SD. n=10. 2 

 3 

                      Intracellular ATP level (µg/1x106 sperm) 
Time  Control  AICAR 0.5 mM AICAR 2.0 mM 
Before freezing 
30 min 

 
0.09 ± 0.02A,a 

 
0.18 ± 0.03B,a 

 
0.17 ± 0.05B,a 

60 min 0.08 ± 0.03A,a 0.15 ± 0.04B,a 0.11 ± 0.03A,B,a 
After thawing 
30 min 

 
0.05 ± 0.009A,a 

 
0.11 ± 0.03B,a 

 
0.09 ± 0.02B,a 

60 min 0.04 ± 0.01A,a 0.07 ± 0.03A,a 0.08 ± 0.04A,,a 
 4 

* Capital letters indicate the statistical difference of the data in the same row whereas small letters indicate the difference between column (P ≤ 5 

0.05). 6 
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 8 

 9 

 10 

 11 

 12 



Table 2. Proportion of motile sperm, score of progressive motility and percentage of membrane integrity in fresh, cold stored and frozen-thawed 1 

epididymal cat sperm under various concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mM) of AICAR condition and cold storage time (group I: 30 min and II: 60 2 

min). Mean ± SD. n=10. 3 

Sperm quality parameter Time group Fresh Control AICAR 0.5 mM AICAR 2.0 mM AICAR 5.0 mM 
Subjective motility (%) Before freezing 

Group I:30 min  
Group II:60 min  

74.0 ± 5.4A  
68.0 ± 4.5A,B,a 

67.0 ± 9.7A,a 

 
71.0 ± 4.2A,B,a 

65.0 ± 7.1A,B,a 

 
68.0 ± 4.5A,B,a 

57.0 ± 3.3B,b 

 
63.0 ± 5.0B,a 

46.0 ± 5.5C,b 

After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
59.3 ± 2.1A,a 
56.5 ± 4.2A,a  

 
65.6 ± 3.2B,a  
59.7 ± 2.9A,b  

 
60.2 ± 3.9A,B,a 
50.1 ± 4.5B,b 

 
50.3 ± 2.4C,a 

40.7 ± 4.9C,b 
Score of progressive 
motility 
 

Before freezing 
Group I:30 min  
Group II:60 min 

3.8 ± 0.4A  
3.9 ± 0.2A,a 

3.5 ± 0.4A,a 

 
3.8 ± 0.3A,a 

3.5 ± 0.4A,a 

 
3.6 ± 0.5A,a 

2.9 ± 0.2B,b 

 
3.4 ± 0.5A,a 

3.0 ± 0.3B,b 
After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
3.1 ± 0.3A,B,a 
3.0 ± 0.2A,a  

 
3.2 ± 0.2A,a  
3.1 ± 0.1A,a  

 
3.2 ± 0.1A,a  

2.5 ± 0.3B,b  

 

2.8 ± 0.3B,a  
2.4 ± 0.2B,b  

Membrane integrity (%) Before freezing 
Group I:30 min  
Group II:60 min 

72.2 ± 3.9A  
66.5 ± 1.9A,a 

60.3 ± 2.3B,b 

 
66.4 ± 4.7A,a 

60.1 ± 6.2B,b 

 
64.5 ± 1.8A,a 

59.5 ± 3.7B,b 

 
56.8 ± 9.0B,a 

52.9 ± 2.9C,b 
After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
57.7 ± 3.3A,a 
52.5 ± 2.8A,b  

 
59.1 ± 5.4A,a 
50.2 ± 3.2A,b 

 
56.6 ± 2.9A,a 
50.2 ± 1.7A,b 

 

49.4 ± 5.6B,a  
44.3 ± 4.3B,a 

 4 

* Capital letters indicate the statistical difference of the data in the same row whereas small letters indicate the difference between column (P ≤ 5 

0.05). 6 



**  Sperm quality from fresh samples was statistically compared with sperm samples that were equilibrated prior to cryopreservation process.  1 

 2 

Table 3. Percentage of acrosome integrity, acrosome reaction and high mitochondrial membrane potential in fresh, cold stored and frozen-thaw 3 

epididymal cat sperm under various concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mM) of AICAR condition and cold storage time (group I: 30 min and II: 60 4 

min). Mean ± SD. n=10. 5 

Sperm quality parameter Time group Fresh Control AICAR 0.5 mM AICAR 2.0 mM AICAR 5.0 mM 
Acrosome integrity (%) Before freezing 

Group I:30 min  
Group II:60 min  

66.4 ± 7.2A  
54.0 ± 4.6B,C,a  
55.7 ± 2.2B,C,a 

 
55.6 ± 2.6B,C,a  
50.5 ± 4.6C,a 

 
50.6 ± 6.3C,a  
51.1 ± 4.1C,a                               

 
46.6 ± 7.2C,a 

41.0 ± 4.8D,b 

After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
46.4 ± 3.1A,B,a  
43.1 ± 5.2A,a  

 
49.5 ± 4.4B,a  

43.2 ± 2.9A,b 

 
43.7 ± 5.6A,C,a 
42.9 ± 4.9A,a  

 
40.1 ± 3.8C,a 
37.8 ± 1.5B,a  

Acrosome reaction (%) Before freezing 
Group I:30 min  
Group II:60 min 

24.2 ± 5.2A  
32.4 ± 3.8A,B,a 

38.2 ± 3.7B,b 

 
38.3 ± 5.1B,a  
40.2 ± 3.9B,a 

 
36.7 ± 6.6A,a  
37.9 ± 3.1B,a 

 
45.4 ± 6.2C,a  
45.6 ± 6.2C,a 

After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
37.5 ± 4.4A,a  
45.8 ± 3.7A,b  

 
41.2 ± 4.9A,B,a  
47.3 ± 5.6A,b 

 
39.6 ± 5.8A,a  
40.4 ± 2.3B,a  

 

45.3 ± 1.5B,a  

49.9 ± 4.7A,a 
Mitochondrial membrane 
potential (%) 

Before freezing 
Group I:30 min  
Group II:60 min 

67.6 ± 3.9A  
62.8 ± 2.6A,a 

54.1 ± 2.7B,b 

 
63.4 ± 4.5A,a  
55.8 ± 4.0B,b 

 
55.2 ± 4.1B,a  
53.5 ± 4.5B,a 

 
51.6 ± 4.4B,a 

 47.3 ± 4.5C,b 
After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
53.7 ± 3.7A,a  
49.8 ± 2.2A,a 

 
55.8 ± 5.3A,a  
51.1 ± 4.6A,a 

 
50.1 ± 3.9A,a 

49.5 ± 4.8A,a 

 

44.1 ± 4.2B,a 

41.3 ± 5.1B,a 
 6 



* Capital letters indicate the statistical difference of the data in the same row whereas small letters indicate the difference between column (P ≤ 1 

0.05). 2 

**  Sperm quality from fresh samples was statistically compared with sperm samples that were equilibrated prior to cryopreservation process. 3 

 4 

Table 4. Sperm motility patterns (SCA program analysis) in fresh, cold stored and frozen-thaw epididymal cat sperm under various 5 

concentrations (0.5, 2.0 and 5.0 mM) of AICAR condition and cold storage time (group I: 30 min and II: 60 min). Mean ± SD. n=10. 6 

Sperm quality parameter Time group Fresh Control AICAR 0.5 mM AICAR 2.0 mM AICAR 5.0 mM 
VCL (µm/s) Before freezing 

Group I:30 min  
Group II:60 min 

69.3 ± 5.5 A  
68.1 ± 13.3A,a 

60.3 ± 2.9B,b 

 
70.9 ± 10.7A,a 
71.5 ± 2.1A,a 

 
66.5 ± 9.4A,a 

58.1 ± 0.7B,b 

 
57.3 ± 17.1B,a 

49.5 ± 2.3C,b 

After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
58.2 ± 2.2A,a  
57.4 ± 4.9A,a  

 
65.7 ± 4.4B,a  
64.3 ± 5.1B,a  

 
61.3 ± 9.1A,B,a  
54.4 ± 8.3A,a  

 
48.7 ± 11.2B,a  
44.1 ± 6.6C,a  

VAP (µm/s) Before freezing 
Group I:30 min  
Group II:60 min 

36.1 ± 5.1A  
39.1 ± 6.5A,a 

35.9 ± 1.1A,a 

 
40.2 ± 6.1A,a 
34.8 ± 2.8A,a 

 
34.3 ± 3.4A,a 

33.9 ± 1.6A,a 

 
32.5 ± 6.7A,a 
25.2 ± 4.5B,b 

After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
30.7 ± 7.8A,B,a 
31.1 ± 5.8A,a  

 
32.9 ± 6.2A,a 

29.2 ± 4.5A,a  

 
29.6 ± 4.1A,B,a 
28.4 ± 6.7A,a  

 

27.5 ± 3.8B,a 
22.6 ± 5.9B,a  

VSL (µm/s) Before freezing 
Group I:30 min  
Group II:60 min 

48.3 ± 2.6 A  
46.3 ± 3.7A,a 
44.9 ± 3.4A,a 

 
47.3 ± 4.0A,a 

48.1 ± 2.2A,a 

 
44.8 ± 2.6A,a 
38.8 ± 3.1B,b 

 
41.2 ± 1.1B,a 

35.4 ± 3.7B,b 
After thawing  
Group I:30 min  

 
38.2 ± 2.2A,a  

 
43.9 ± 2.1B,a 

 
39.3 ± 3.6A,B,a 

 

34.8 ± 5.7B,a  



Group II:60 min 39.1 ± 3.8A,a  42.9 ± 3.4A,a  34.7 ± 4.4B,a  30.8 ± 6.9B,a 
ALH (µm) Before freezing 

Group I:30 min  
Group II:60 min 

2.3 ± 0.9 A  
2.5 ± 0.7A,a 
3.3 ± 0.4B,a 

 
2.7 ± 0.7A,a 
3.3 ± 0.7B,a 

 
2.8 ± 0.6A,a 

2.9 ± 0.5A,a 

 

3.1 ± 0.7B,a 
3.3 ± 0.5B,a 

After thawing  
Group I:30 min  
Group II:60 min 

 
2.6 ± 0.3A,a  
3.5 ± 0.6A,b  

 
2.7 ± 0.9A,a 
3.0 ± 0.8A,a  

 
3.1 ± 0.7A,a  
3.0 ± 0.3A,a  

 

3.3 ± 0.4A,a  

3.7 ± 0.6A,a  
* Capital letters indicate the statistical difference of the data in the same row whereas small letters indicate the difference between column (P ≤ 1 

0.05). 2 

**  Sperm quality from fresh samples was statistically compared with sperm samples that were equilibrated prior to cryopreservation process. 3 

 4 

Table 5. Percent stage of embryo development (cleavage rate) after homologous in vitro fertilization (homologous IVF) with frozen-thaw 5 

epididymal cat sperm (Group I: 30 min and Group II: 60 min cold-storage before cryopreservation without or with various concentrations; 0.5 6 

and 2.0 mM of AICAR). Mean ± SD. n=10.  7 

Cleavage rate 
Time  Number of oocytes Control  AICAR 0.5 mM AICAR 2.0 mM 
Group I:30 min  261 61.1 ± 3.1A 68.6 ± 2.2B                          60.3 ± 4.4A 
GroupII:60 min 252 58.3 ± 4.2A 67.4 ± 3.2B                          58.4 ± 3.7A 

 8 

Different letters indicate the statistical difference of the data in the same row (P ≤ 0.05). 9 

 10 

 11 




