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บทสรุปยอสาํหรับผูบริหาร 
 

ไกพื้นเมืองเปนสัตวที่มีอยูคูบานคูเมืองปรับตัวไดดีในสภาพแวดลอมของประเทศ นับเปนสัตว
เศรษฐกิจที่สําคัญโดยเฉพาะสําหรับประชาชนในเขตชนบท มีบทบาทเปนแหลงโปรตีนที่เขาถงึงาย 
กอใหเกิดรายไดภายใตการพึง่พาปจจัยการผลิตภายในครัวเรือน กระบวนการผลติยังเปนอิสระอยูใน
มือของครอบครัวและชุมชน จึงพบเห็นการเลีย้งไกพืน้เมืองในหมูประชาชนระดับรากหญาอยาง
กวางขวาง ไกพื้นเมืองจงึมีความสาํคัญตอเศรษฐกิจระดับครัวเรือนและชุมชนเปนอยางสงู 

ไกพื้นเมืองเปนสัตวที่สืบเชือ้สายมายาวนานในทองถิน่ ยงัคงมีความหลากหลายทางชีวภาพ
หากไดมกีารศกึษาวิจัยและจัดการอยางเปนระบบ จากจุดเดนทางพันธกุรรมดานรสชาติของเนื้อและ
ความแข็งแรงทนทาน อาจสามารถใชประโยชนในการผลิตเชิงพาณิชย โดยเฉพาะในระบบการผลิต
สัตวอินทรยี อยางไรก็ตามในปจจุบันเสถยีรภาพทางพนัธกุรรมของไกพืน้เมืองไดถกูคุกคามจากปจจัย
หลายดาน อันเปนอันตรายตอความหลากหลายทางชีวภาพของไกพืน้เมือง โดยเฉพาะอยางยิง่
มาตรการทาํลายสัตวปกเพื่อควบคุมโรคไขหวัดนก ดังนัน้จึงมีความจําเปนทีจ่ะตองดาํเนนิงานดานการ
อนุรักษพันธกุรรมไกพื้นเมืองดังกลาว การอนุรักษพนัธกุรรมในรูปแบบน้ําเชื้อแชแขง็เปนวิธกีารหนึ่งใน
การอนุรักษพนัธกุรรมของสตัวปก และเปนรูปแบบที่มปีระสิทธิผลทีสุ่ดของเทคโนโลยีทางการสบืพันธุ
ในสัตวปกปจจุบัน อยางไรก็ตามประสทิธิผลของน้าํเชือ้แชแข็งในสัตวปกตางชนิดหรือตางสายพนัธุกนั
ก็ใหผลที่แตกตางกนัไป สําหรับในไกพืน้เมืองไทยยังขาดขอมูลดังกลาว ดังนัน้การศึกษาวจิัยวธิกีารเกบ็
รักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งและการผสมเทียมในไกพืน้เมืองจึงมีความสาํคัญและเปนพนัธกิจที่จะยัง
ประโยชนในดานการอนุรักษสายพนัธุไกพืน้เมืองไทย อีกทั้งองคความรูในการวิจัย อาจนาํไปปรับใช
ประโยชนสนบัสนุนงานดานการปรับปรุงพันธุไก และสัตวปกชนิดอื่นในอุตสาหกรรมการผลิตสัตวปก
ของไทยได 

งานวิจยัโครงการ “การพฒันาเทคนิคการเก็บรักษาน้าํเชื้อแบบแชแข็งและการผสมเทียมในไก
พื้นเมือง” นี ้ จึงมีวัตถุประสงคเพื่อใหไดเทคนคิที่มีประสิทธิภาพและสะดวกตอการนาํไปใชจริงสําหรับ
การเก็บน้ําเชือ้แบบแชแข็งและการผสมเทียมในไกพืน้เมือง โดยไดดําเนินกิจกรรมหลักดังนี ้คือ 

การศึกษาเทคนิคการแชแข็งน้ําเชื้อไกพืน้เมือง โดยไดดําเนินกิจกรรมรองในการศึกษาหลาย
กิจกรรมที่เกี่ยวของกับการศกึษาเปรียบเทยีบผลของชนดิน้ํายาเจือจางน้าํเชื้อตอคุณภาพและความ
สมบูรณพันธุของน้าํเชื้อสดทีเ่ก็บรักษา, ความแตกตางในการทนไดของอสุจิตอขบวนการแชแข็งและ
ละลายในไกพืน้เมือง, การศกึษาผลของชนิดและระดับสารที่ใชในการปองกันความเสียหายของอสุจิใน
กระบวนการแชแข็ง (Cryoprotectant, CPA), การศึกษาวิธีการในการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็ง, 
ตลอดจนการปรับปรุงสูตรน้ํายาเจือจางภายใตหวัขอผลของกลัยซนีตออสุจิในการเก็บรักษาน้ําเชือ้แบบ
แชแข็งในไกพืน้เมือง จากผลการศึกษาในหวัขอขางตนทาํใหทราบวาน้าํยาเจือจางน้าํเชื้อทีน่ิยมใชกัน
ในปจจุบันใหผลตออัตราการผสมติดไมแตกตางกนั หากเจือจางน้ําเชื้อแลวผสมเทยีมโดยไมเกบ็รักษา
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น้ําเชื้อ แตเมื่อทําการเก็บน้าํเชื้อเจือจางเปนเวลา 1–2 วัน พบวาคณุภาพน้าํเชื้อและอัตราการผสมติด
ตํ่าลง นอกจากนีย้ังพบวา CPA ทุกชนิดเปนพิษตออสุจิ และเปนพิษมากยิง่ขึ้นเมื่อความเขมขนที่ใช
สูงขึ้น จากการศึกษาเทคนิคการแชแข็งพบวา เทคนิคการแชแข็งน้ําเชื้อไกพืน้เมืองที่สะดวกและมี
ประสิทธิผลคือ วิธีการแชแข็งโดยการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลวภายใตสูตรน้ํายา 
Schramm และเมื่อเสริมกลยัซีนในน้าํยาเจือจาง พบวาทําใหน้าํเชื้อแชแข็งมีคุณภาพดียิ่งขึน้ 

กิจกรรมหลักลําดับตอไปเปนการศึกษาเทคนิคในการผสมเทียมแมไกพืน้เมืองดวยน้ําเชื้อแช
แข็ง โดยไดศึกษาถงึผลของระยะเวลาภายหลงัการวางไขตออัตราการผสมติดและฟกออก, ผลของ
ความลึกของการสอดไซริงคในการผสมเทยีมตออัตราการผสมติดและฟกออก, ผลของจํานวนอสุจิและ
ปริมาตรน้ําเชือ้ตออัตราการผสมติดและฟกออก และการศึกษาเปรียบเทียบความสมบูรณพันธุของ
น้ําเชื้อแบบแชแข็งของพอพนัธุของพอพนัธุไกพืน้เมืองสายพนัธุตางๆ 4 สายพันธุ 

จากการศึกษาดังกลาว พบวาการผสมเทยีมแมไกพื้นเมืองดวยน้าํเชื้อแชแข็ง ไมควร
ดําเนนิการภายหลงัการวางไขเสร็จใหม ในการผสมเทียมความลกึในการสอดไซริงคใหผลไมแตกตาง
กัน การผสมเทียมดวยน้ําเชือ้แชแข็งควรใชจํานวนอสุจแิละปริมาตรน้าํเชื้อทีม่าก และพบวาน้ําเชือ้ของ
ไกพอพนัธุแตละตัวมีความแตกตางกนั โดยไมเกี่ยวของกับสายพนัธุ 

จากการวิจยัครั้งนี้คาดวาผูทีส่นใจสามารถนําความรูจากผลการวิจยัไปใชประโยชนในการเก็บ
รักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งและการผสมเทียมไกพื้นเมืองไดโดยสามารถดําเนนิการภายใตการใชเครื่องมือ
อุปกรณที่ไมซบัซอน   
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บทคัดยอ 
 

ไกพื้นเมืองเปนสัตวที่มีความสําคัญตอสังคมชนบทและเศรษฐกิจพืน้ฐานของประเทศ สาย
พันธุของไกพืน้เมืองไดลดจาํนวนลง การอนุรักษพันธุกรรมเพื่ออนรัุกษสายพันธุและคงความ
หลากหลายทางชวีภาพจงึเปนภารกิจที่มคีวามสาํคัญ งานวิจยันี้มีวัตถุประสงคเพื่อใหไดเทคนิคที่มี
ประสิทธิภาพ และสะดวกตอการนาํไปใชจริงสําหรับการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งและการผสมเทยีม
ในไกพืน้เมืองโดยไดดําเนนิการศึกษาหวัขอการวิจัยตางๆ ในประเด็นที่เกี่ยวของกับเทคนิคในการแช
แข็งและการผสมเทียม 

ดําเนนิการศึกษาผลของน้ํายาเจือจาง 5 ชนิด (prefreezing Lake, Tselutin, Schramm, 
BPSE และ IGGKPh) ตอคุณภาพน้าํเชือ้ไก อัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการรอดชีวิต พบวาน้ํายา
ใหผลตออัตราการผสมติดภายหลงัการผสมเทียมดวยน้าํเชื้อเจือจางไมแตกตางกนั 

ศึกษาผลของชนิดน้าํยาเจือจาง 5 ชนิด (prefreezing Lake, Tselutin, Schramm, BPSE และ 
IGGKPh) ตออัตราการเคลือ่นที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ เมื่อบมเปนเวลา 48 ชม. ที ่5 ˚ซ พบวา
น้ํายา IGGKPh ใหผลดีที่สุด และเมื่อศึกษาผลของระยะเวลาในการเกบ็รักษาน้ําเชื้อในน้าํยา IGGKPh 
ตออัตราการผสมติด พบวาน้ําเชื้อเจือจางที่เก็บรักษาเปนเวลา 24 และ 48 ชม.ใหอัตราการผสมตดิต่ํา
กวาน้ําเชื้อสดและน้ําเชื้อเจอืจาง  
 อสุจิของไกพื้นเมืองแตละสายพนัธุมีความสามารถในการรอดชีวิตภายหลังการแชแข็งไม
แตกตางกนั แตพอพันธุแตละตัวในแตละสายพนัธุใหอัตราการรอดชีวิตภายหลงัการแชแข็งและละลาย
ที่แตกตางกันมาก 

Cryoprotectant 3 ชนิด คือ dimethyl sulfoxide (DMSO), dimethyl acetamide (DMA) 
และ dimethyl formamide (DMF) เปนพิษตออสุจิไกพื้นเมืองไมแตกตางกนั และเปนพิษรุนแรงขึน้ตาม
ความเขมขนทีสู่งขึ้น 
 เทคนิคการแชแข็งที่มีประสิทธิภาพภายใตการใชอุปกรณแบบประหยดั คือ เทคนิคภายใตการ
ลดอุณหภูมิโดยวางหลอดน้ําเชื้อที่เจือจางดวยน้าํยา Schramm โดยม ีDMA รอยละ 6 แชแข็งโดยวาง
อังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -35 ˚ซ เปนเวลา 10 นาที และยายไปวางทาํที่ระดับ -135 ˚ซ นาน 
10 นาที กอนจุมลงในไนโตรเจนเหลว และการละลายใชอุณหภูมิละลายที ่2-5 ˚ซ  

ดําเนนิการศึกษาผลของการเสริมกลัยซนีในน้าํยาตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการผสมติด
ของน้ําเชื้อแชแข็ง ผลปรากฎวากลัยซีนมผีลดีตออัตราการผสมติดและกลัยซนีระดับ 40 มิลลิโมล ให
อัตราการผสมติดสูงสุด (รอยละ 71)  
 สําหรับเทคนิคในการผสมเทยีมแมไกพืน้เมอืงดวยน้ําเชื้อแบบแชแข็งของไกพืน้เมืองนั้น พบวา
ไมควรผสมเทยีมในชวงที่ภายหลงัที่แมไกวางไขใหม ความลกึในการผสมเทียมในชองคลอดระดับ 3 
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และ 6 ซม. ใหผลไมตางกนั การผสมเทยีมดวยน้ําเชื้อปริมาตร 0.4 มล. จํานวนอสุจิ 600 ลานตัวขึ้นไป
มีความเหมาะสมที่สุด ใหอัตราการผสมติดและฟกออกในระดับทีน่าพอใจ 
 เมื่อนําน้าํเชื้อที่แชแข็งที่ไดจากการรีดเก็บจากพอพนัธุแบบสุมในไกพืน้เมืองสายพนัธุตางๆ ไป
ผสมเทียมเพื่อทดสอบอัตราการผสมติด พบวามีอัตราการผสมเทียมโดยเฉลี่ยเทากับรอยละ 42.10, 
59.05, 47.37, 28.85 และ 39.05 ในพนัธุโรดไอสแลนดเรด ไกพื้นเมืองสายพนัธุเหลอืงหางขาว ช ีแดง 
และประดู ตามลําดับ ไมแตกตางกันในทางสถิติ โดยมีความแปรปรวนสูงภายในแตละสายพันธุ 
 
คําสําคัญ: ความสมบูรณพนัธุ, น้ําเชื้อแชแข็ง, การผสมเทียม, ไกพื้นเมือง 
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Abstract 
Native chickens are still important to rural community and economy of the country. 

But number of their breed lines have declined, conservation and maintaining diversity of 
their species therefore are important. Objective of this research is to generate simple but 
effective technique for freezing and maintaining semen and artificial insemination in native 
chickens. Series of experiments related to semen freezing and artificial insemination were 
conducted. 

Effects on semen quality of five semen extenders (prefreezing Lake, Tselutin, 
Schramm, BPSE and IGGKPh) were tested. There was no significant different of the five 
extenders on fertility after artificial insemination. 

The effect of various diluents (prefreezing Lake, Tselutin, Schramm, BPSE  and 
IGGKPh) on sperm motility and viability after storage of 48 h at 5˚C were also determined. It 
was established that IGGKPh was the best diluent. Diluted semen with IGGKPh was stored 
at 5 ˚C for 24 and 48 h and fertility was tested. Fresh semen and fresh diluted semen were 
served as control. Store semen groups gave lower fertility than that of control groups.  

No significant different of post-thaw spermatozoa motility and viability of the native 
chickens, Luang hang Kaow, Klasee and Rhode Island Red. However there were 
considerable variation of motility and viability of post-thaw spermatozoa among males in 
each breed line.   

There was no different deleterious effect on spermatozoa of three cryoprotectants , 
dimethylsulfoxide (DMSO), dimetylacetamide (DMA) and dimethylformamide (DMF). 
Deleterious effect increased as concentration of the cryoprotectant concentration increased.  

Simple and effective technique for cryopreservation was by using Schramm 
extender with 6% DMA. Straws containing diluted semen were rotated on liquid nitrogen 
vapor at -35˚C for 10 minutes, then at -135˚C for 10 minutes before putting them into liquid 
nitrogen. Thawing temperature was 2 - 5˚C. 

Effect of addition of glycine to freezing medium glycine on post – thaw motility and 
fertility of frozen semen were evaluated. The results showed that glycine had beneficial 
effect on fertility of chicken frozen semen and glycine at concentration of 40 mM. yielded 
highest fertility (71%) 
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Artificial insemination by using thawed frozen semen should not be done right after 
egg laying. Semen deposition in vagina at the dept of 3 to 6 centimeters yielded no different 
in fertility. Volume of 0.4 ml. with 600 million spermatozoa in each dose of artificial 
insemination gave satisfactory fertility and hatchability. 

Random test for fertility by using frozen semen in native chicken, Luang Hang Kaow, 
Chee, Dang and Phadue, fertility rate were not significantly different among these breed 
lines ( 42.1,59.05,47.37,28.85 and 39.05 respectively). However there was high variation 
among individual male with in a breed line. 

 
Keywords:  fertility, frozen semen, artificial insemination, native chicken 
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บทนําทัว่ไป 
 

ความสําคัญของทรัพยากรทางพันธุกรรมของสัตวรวมถึงสัตวปกเปนประเด็นที่มีความสําคัญ
อยางเห็นพองตองกันในที่ประชุมระดับสากล (Woelders et al., 2006) มีการประเมินวาพันธุของสัตว
ปกที่เปนสัตวเลี้ยงประมาณครึ่งหนึ่งไดสูญหายจากโลกไปแลว (Dohner, 2001) ในสหรัฐอเมริกาพบวา
มีการสูญเสียพันธุกรรมของสัตวปกทั้งในระบบการคาและพันธุที่อยูนอกระบบการคา (Blackburn, 
2006) ในยุโรปเองไดประสบปญหาและตระหนักถึงวิกฤตทางพันธุกรรมของสัตวปกนี้เชนเดียวกัน  
(Woelders et al., 2006) โดยมีการจัดตั้งศูนยอนุรักษพันธุกรรมและความหลากหลายทางชีวภาพของ
สัตวรวมถึงสัตวปกขึ้น 

สําหรับไกพื้นเมืองไทยนับเปนสัตวเลี้ยงที่มีอยูคูเมืองมานานแลว โดยเปนแหลงโปรตีนที่สําคัญ
ในครัวเรือนสนองตอบตอความตองการในบทบาทการเปนแหลงอาหารของประชาชนอยางกวางขวาง
เปนที่ประจักษชัดโดยเฉพาะประชาชนในระดับรากหญา เนื่องจากไกพื้นเมืองเปนสัตวที่เลี้ยงงาย 
ตองการปจจัยการผลิตต่ํา กระบวนการผลิตทุกขั้นตอนยังเปนอิสระอยูในมือของครัวเรือนและชุมชน มี
การพึ่งพาปจจัยภายนอกครัวเรือนต่ํา ดังนั้นจึงพบเห็นการเลี้ยงไกพื้นเมืองในชนบทแทบทุกครัวเรือน 
ไกพื้นเมืองจึงมีความสําคัญตอเศรษฐกิจระดับครัวเรือนและชุมชนเปนอยางสูง สวัสด์ิ (2540) คาดวา 
ไกพื้นเมืองมีประชากรประมาณ 200 ลานตัว สวนเกรียงไกร และคณะ (2543) ประเมินวา ประชากร
ของไกพื้นเมืองมีประมาณ 90–120 ลานตัว กอใหเกิดมูลคาทางเศรษฐกิจประมาณ 5.4-7.2 พันลาน
บาท กรมปศุสัตว (2550) โดยศูนยสารสนเทศ ไดรายงานวา ไกพื้นเมืองในประเทศมีประมาณ 63 ลาน
ตัว อยูในการครอบครองของเกษตรกรเกือบ 3 ลานครัวเรือน ซึ่งประมาณครึ่งหนึ่งอยูในภาค
ตะวันออกเฉียงเหนือ ไกพื้นเมืองจึงมีสวนใกลชิดในบทบาทเสริมสรางความยั่งยืนทางเศรษฐกิจใหกับ
ครอบครัวและชุมชนชนบท ไกพื้นเมืองซึ่งเปนสัตวที่สืบเชื้อสายมายาวนานในทองถิ่น ปรับตัวไดดีใน
ระบบการผลิตในไรนา ดังกลาวมาแลว ยังคงความหลากหลายทางชีวภาพ มีความมั่นคงทางพนัธกุรรม
ในระดับหนึ่ง หากมีการศึกษาวิจัยและจัดการอยางเปนระบบ อาจสามารถใชประโยชนในการผลิตเชิง
พาณิชย โดยเฉพาะในระบบปศุสัตวอินทรีย อยางไรก็ตามในปจจุบัน เสถียรภาพทางพันธุกรรมของไก
พื้นเมืองไดถูกคุกคามจากหลายดาน ไดแก การนําเขาพันธุกรรมไกชนจากตางประเทศของนักธุรกิจ
และผูนิยมกีฬาไกชน ซึ่งจะทําลายความหลากหลายทางพันธุกรรมของไกพื้นเมืองลงไป และนอกจากนี้
ภาวะคุกคามของโรคระบาดในสัตวปก เชน ไขหวัดนก เปนตน เปนการคุกคามตอความหลากหลาย
ทางพันธุกรรมไกพื้นเมืองที่สําคัญ เนื่องจากในระบบการปองกันการแพรระบาด ซ่ึงในทางปฏิบัติ
จําเปนตองมีการทําลายไกพื้นเมืองจํานวนมาก ดังนั้นทุกภาคสวนของไทยจึงควรมีการกําหนด       
ยุทธศาสตร ยุทธวิธีที่เปนจริงรวมกันเพื่ออนุรักษพันธุไกพื้นเมืองไทย 
 ในสัตวปกนอกเหนือจากการอนุรักษโดยการคงฝูงพันธุ (in situ) ไวแลว การเก็บรักษา
พันธุกรรมภายนอกตัวสัตว (ex situ) ตัวอยางเชนการเก็บรักษาพันธุกรรมในรูปแบบน้ําเชื้อแชแข็ง 
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นับเปนวิธีการที่มีประสิทธิผลที่สุดในสัตวปก ทั้งนี้เนื่องจากการเก็บรักษาพันธุกรรมในรูปแบบตัวออน
แชแข็ง และไขแชแข็งยังประสบปญหาและมีคาใชจายสูง (Blesbois, 2007) 

ดวยเหตุผลดังกลาวจึงควรมีการศึกษาวิจัยถึงวิธีการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกพื้นเมืองโดยการแชแขง็
ใหมีประสิทธิภาพ เพื่อใชเปนเครื่องมือหนึ่งในการอนุรักษสายพันธุไกพื้นเมือง ตลอดจนชวยในการ
กระจายพันธุกรรมไกพื้นเมืองที่ดีเดนจากการปรับปรุงพันธุใหคงอยูและแพรกระจาย เพื่อประโยชน
ในทางเศรษฐกิจในอนาคตได อีกทั้งองคความรูจากการวิจัยครั้งนี้อาจนําไปปรับใชประโยชน สนับสนุน
งานดานการปรับปรุงพันธุไกและสัตวปกชนิดอื่นในอุตสาหกรรมการผลิตสัตวปกของประเทศไดเชนกัน 
 ความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อแชแข็ง 

โดยทั่วไปแลวอัตราการผสมติดจากน้ําเชื้อแชแข็งในสัตวปกจะต่ํากวารอยละ 30 (Fulton, 
2006) ทั้งนี้ข้ึนกับชนิดสัตว (Blesbois, 2007) โดยคาเฉลี่ยของอัตราการผสมติดในไก ไกงวง และหาน
เทากับรอยละ 60 (0–90), 30 (0–65) และ 60 (0–70) ตามลําดับ (Blesbois, 2007) โดยมีความ
แตกตางกันระหวางพันธุ และสายพันธุ (Ansah and Buckland, 1983; Brillard et al., 2003) ในกลุม
ไกเลือดชิด (Bacon et al., 1986; Kirby et al., 1998) และในไกพื้นเมืองจะมีอัตราการผสมติดของ
น้ําเชื้อแชแข็งต่ํากวาไกทางการคา (Blesbois et al., 2005) พันธุกรรมของสัตวจึงนับวามีผลตอ
คุณภาพการรอดชีวิตภายหลังการแชแข็งและละลายหรือความทนไดตอการแชแข็ง (freezability) 
คุณสมบัติดังกลาวนี้ข้ึนกับองคประกอบของเยื่อหุมเซลลอสุจิของสัตวปกแตละชนิด แตละสายพันธุ ซึ่ง
มีคุณสมบัติที่แตกตางกัน (Blanco et al., 2001; Blesbois et al., 2005; Blesbois et al., 2007) และ
สงผลตอระดับการถูกทําลายภายหลังการแชแข็งที่แตกตางกันไป ซึ่งพบวา ATP ภายในเซลลอสุจิ
ภายหลังการแชแข็งระดับที่แตกตางกัน (Long, 2006) และมีระดับสัดสวนของ cholesterol/ 
phospholipids เปนตัวบงชี้ถึงระดับ freezability (Blesbois et al., 2005) 

เทคนิคการรีดน้ําเชื้อ 
เทคนิคในการรีดเก็บน้ําเชื้อไกก็มีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อเชนกัน ในการรีดน้ําเชื้อควรกระตุนพอ

พันธุและการรีดเก็บเพียงครั้งเดียวในการรีดแตละวัน หากรีดซ้ําในคราวเดียวกันจะมีส่ิงคัดหลั่งจาก
บริเวณใกลเคียงปนลงในน้ําเชื้อ ซึ่งมีผลเสียตออสุจิ (Sexton, 1988) น้ําเชื้อที่ปนเปอนดวยมูลจะไม
นําไปใช ควรมีการกําจัดสิ่งปลอมปนตางๆ ออกกอนการเจือจาง (Brillard, 1995) และการมี urete ปน
อยูในปริมาณมากจะทําใหน้ําเชื้อมีคุณภาพต่ํา (Blanco et al., 2001) คุณภาพเบื้องตนของน้ําเชื้อมีผล
ตอการเก็บรักษา น้ําเชื้อที่จะนําไปใชจึงตองมีคุณภาพดี กลาวคือ มีอสุจิที่แข็งแรง เคลื่อนที่ไดเปน
จํานวนมาก และมีความเขมขนสูง (Tajima et al., 1989; Buss, 1993; Thurston, 1995; Blesbois et 
al., 2007) ภายหลังการรีดตองดําเนินการเจือจางน้ําเชื้อโดยเร็วภายใน 10-15 นาที (Sexton, 1977; 
Van Voorst and Leenstra, 1995) การเจือจางในเวลาอันรวดเร็วจะทําใหน้ําเชื้อที่ไดมีคุณภาพดีกวา
การดําเนินการที่ชากวา (Park and McDaniel, 2006) 
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 ความบอยครั้งในการรีดน้ําเชื้อมีผลตอคุณภาพภายหลังการแชแข็งโดย Van Voorst and 
Leenstra (1995) รายงานวาในการรีดเก็บน้ําเชื้อเพื่อทําน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไก โดยรีดติดตอกัน 4 วัน  
นั้น น้ําเชื้อที่รีดในวันที่ 3 และ 4 ใหอัตราการผสมติดดีกวาน้ําเชื้อที่รีดและทําน้ําเชื้อแชแข็งในวันที่ 1 
และ 2 ซึ่งคณะผูวิจัยดังกลาวมีความเห็นวานาจะเกิดจากการที่ไกไมมี epididymis กักเก็บอสุจิที่มี
ประสิทธิภาพ ดังนั้นน้ําเชื้อในชวงแรกจึงเปนน้ําเชื้อเกา โดยทั่วไปแลวการรีดน้ําเชื้อพอพันธุไกเพือ่นาํมา
เก็บรักษาแบบแชแข็งจะรีดเก็บเปนประจํา สัปดาหละ 2-3 คร้ัง (Chalah et al., 1999; Tselutin et al., 
1999) อายุพอพันธุมีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อ สวนใหญแลวมักใชพอพันธุที่อยูในชวงอายุ 7-12 เดือน 
(Van Voorst and Leenstra, 1995; Kirby et al., 1998) 

การเจือจางน้ําเชื้อ 
วัตถุประสงคในการเจือจางน้ําเชื้อ คือ เพื่อใหอสุจิสามารถมีชีวิตอยูไดยาวนานขึ้น และมี

ปริมาตรน้ําเชื้อเพื่อประโยชนในการผสมเทียมใหไดจํานวนการผสมเทียมที่มากขึ้น การที่น้ํายาเจือจาง
เกื้อกูลตอการมีชีวิตรอดของอสุจิไดจึงตองมีคุณสมบัติที่เหมาะสมดังตอไปนี้ 

1. มี Osmolarity ที่เหมาะสม  
ความดันสารละลายของน้ํายาเจือจางหากสูงหรือตํ่าเกินไปจะทําใหตัวอสุจิเสียหาย น้ําเชื้อเจือ

จางแลวใชผสมเทียมเลยโดยไมตองเก็บรักษา สามารถเจือจางดวยน้ํายาที่มีความดันสารละลาย
ระหวาง 250–330  mOsmol/Kg สําหรับน้ําเชื้อไกงวงที่มีการเก็บรักษาไวใชภายใน 6 ชั่วโมง ควรมี
ความดันสารละลายระหวาง 280–350 mOsmol/Kg (Sexton and Fewlass, 1978 อางโดย 
Christensen, 1995) อยางไรก็ตาม Donoghue and Wishart (2000) รายงานวาอสุจิของสัตวปก
สามารถทนตอความดันสารละลายในชวง 250–410 mOsmol/Kg 

2. pH Buffers 
ระดับ pH ที่สูงหรือตํ่าเกินไปเปนอันตรายตอตัวอสุจิ Lake and Ravie (1979) อางโดย 

Christensen (1995)  รายงานวาระดับ pH ที่เหมาะสมของน้ํายาเจือจาง สําหรับเก็บรักษาน้ําเชื้อไกที่ 
อุณหภูมิ 5 °ซ ระดับ pH ที่หมาะสมคือ คา 6.8–7.1 แตในไกงวง Sexton and Giesen (1982) อางโดย 
Christensen (1995) รายงานวาระดับ pH ที่เหมาะสมที่สุดในการเก็บรักษาน้ําเชื้อคือ 6.5 ภายใต
ความดันสารละลาย 355 mOsmol/Kg สารเคมีที่ใชเปนสวนประกอบของน้ํายาเจือจางเพื่อคงระดับ 
pH ในน้ําเชื้อเจือจางโดยทั่วไปมักเปนกลุมฟอสเฟต ซิเตรท สาร zwitterionic molecules เชน BES 
[N,N-bis (2-hydroxyethyl)-2-aminoethane sulfonic acid] และ TES [N-Tris (hydroxymethyl) 
methyl-2-aminoethane sulfonic acid] (Sexton, 1977; Chistensen, 1995 ) 

3. แหลงพลังงาน  
อสุจิตองการแหลงพลังงานเพื่อการอยูรอดและการเคลื่อนไหว น้ํายาเจือจางที่ใชอยูในปจจุบัน

นิยมเติมฟรุคโตส หรือกลูโคสเพื่อใชเปนแหลงพลังงานสําหรับอสุจิ (Sexton and Fewlass, 1978; 
Lake and Ravie, 1979 อางโดย Christensen, 1995) 
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4. ออกซิเจน 
อสุจิของไกงวงตองการออกซิเจนสําหรับ aerobic metabolism และไดมีการศึกษาถึงการเติม

ออกซิเจนลงในน้ําเชื้อเจือจางระหวางการเก็บรักษา ซึ่งตอมาพบวาการเติม perfluorochemicals 
(PFC) มีผลดีตอการมีออกซิเจนในน้ําเชื้อเจือจาง และทําใหอสุจิของไกงวงยืนยาวขึ้น เทียบเคียงกับ
การเขยาน้ําเชื้อตลอดการเก็บรักษา (Christensen, 1995) 

5. น้ําบริสุทธิ์ 
น้ําที่ใชเตรียมน้ํายาเจือจางนั้นหากเปนน้ําที่ไมบริสุทธิ์ที่ปนเปอนโลหะหนัก และ Ca2+ จะมี

ผลเสียตออสุจิ Froman and Thurston (1985) รายงานวาน้ําเชื้อเจือจางที่เก็บรักษาในอุณหภูมิเย็นจะ
มีการไหลเขาของ Ca2+ สูงขึ้นสงผลใหมีการไหลออกของ acrosin จากอะโครโซมที่หัวอสุจิ สงผลถึง
การผสมติดต่ํา (Van Voorst and Leenstra, 1995) มีขอสังเกตวาการให ultrapure water ในการ
ประกอบน้ํายาเจือจางนาจะใหผลดีกวาน้ํากลั่น 

6. ยาปฏิชีวนะ 
จุลินทรียที่พบในน้ําเชื้อมักมีแหลงที่มาจากกนของไก น้ํายาเจือจางสวนใหญจึงมีการเสริมยา

ปฏิชีวนะลงไป  ซึ่ งพบวาสามารถควบคุมจุ ลินทรีย ได  โดยไมมีผลเสียตออัตราการผสมติด 
(Christensen, 1995) 

7. การเจือจางเพื่อการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็ง 
เนื่องจากการแชแข็งน้ําเชื้อจะกอใหเกิดความเสียหายแกตัวอสุจิจํานวนหนึ่ง ดังนั้นในการผสม

เทียมจึงตองการอสุจิจํานวนมาก จึงทําใหอัตราการเจือจางต่ํากวาน้ําเชื้อในสภาพเหลว โดยเมื่อรวม
การเจือจางดวยน้ํายาที่มี cryoprotectant แลว การเจือจางจะอยูประมาณ 1:2–1:5 (Sexton, 1979; 
Chalah et al., 1999) 

8. Cryoprotectant 
สารเคมีที่เสริมในน้ํายาเจือจาง เพื่อบรรเทาความเสียหายแกตัวอสุจิในขบวนการแชแข็ง 

(Cryoprotectant agent, CPA) ที่นิยมใช ไดแก glycerol, dimethylsulphoxide (DMSO), 
dimethylacetamide (DMA), ethyleneglycol (EG), dimethylformamid (DFM) และ 
propyleneglycol (PG) โดยผลการวิจัยสวนใหญแสดงใหเห็นวา glycerol มีพิษตอตัวอสุจินอยที่สุด 
และมีผลทําใหอสุจิมีอัตราการรอดชีวิตภายหลังการละลายสูงสุด แตเนื่องจากสารชนิดนี้เปนอันตราย
ตอชองคลอดไกตัวเมีย จึงมีการกําจัดออกกอนการผสมเทียมดวยวิธีการตาง ๆ เชน dialysis เปนตน 
(Donoghue and Wishart, 2000) นอกจากนี้ Buss (1993) ไดรายงานถึงผลการกําจัด glycerol โดย
การบรรจุน้ําเชื้อใน Biopore Cryocell® container  

Tselutin et al. (1999) ไดศึกษาเปรียบเทียบความเปนพิษในความเขมขนระดับตาง ๆ ของ 
CPA 3 ชนิด คือ glycerol, DMA และ DMSO บมระดับอุณหภูมิที่ 4 °ซ 30 นาที พบวา glycerol มีพิษ
นอยที่สุด ตามดวย DMA สวน DMSO มีพิษสูงมากขึ้นตามลําดับ 
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อยางไรก็ตามแมจะพบวา DMSO เปนพิษสูงกวา glycerol แตไมเปนอันตรายตอระบบสบืพนัธุ
ของไกตัวเมีย การใช DMSO จึงมีความสะดวกสูง ดังนั้นจึงยังคงมีความนิยมใชอยูพอสมควร ซึ่ง Van 
Voorst and Leenstra (1995) พบวา การแชแข็งโดยมี DMSO เปน CPA ใหผลการผสมติดในระดับที่
สูง สําหรับในเปด DMSO ระดับ 10 %  ในน้ําเชื้อแชแข็งใหอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงสุด (Han et 
al., 2005) 

วิธีการแชแข็ง 
ผลสําเร็จในการแชแข็งเซลลข้ึนกับปจจัย 3 อยาง ที่มีปฏิสัมพันธซึ่งกันและกันคือ 1) CPA ที่มี

คุณสมบัติเหมาะสม 2) อัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมเพื่อควบคุมการเกิดเกล็ดน้ําแข็ง และ 3) อัตรา
การละลายคืนสภาพปกติในขณะที่กําลังละลายมีการกอตัวของน้ําแข็งอีกครั้งในระดับที่นอยที่สุด โดย
กลไกในการปกปองเซลลของ CPA ยังไมเปนที่กระจางชัด แตนาจะเกี่ยวพันกับทั้ง lipid ของ 
membrane และองคประกอบที่เปนน้ํา (Hammerstedt, 1995) Sexton (1980) ไดรายงานถึง
ความจําเพาะของการลดอุณหภูมิในการแชแข็งน้ําเชื้อไกอยางไรก็ตามเทคนิคการแชแข็งน้ําเชื้อไกที่
ไดผลในระดับนาพอใจมีหลายเทคนิค 

Donoghue and Wishart (2000) ไดรายงานวาโดยทั่วไปแลวในการทําน้ําเชื้อแชแข็ง จะเริ่ม
จากลดอุณหภูมิน้ําเชื้อเจือจางไปที่ 5 °ซ จากนั้นจึงเติมน้ํายาที่มี CPA และทิ้งไวที่ 5 °ซ  ประมาณ 10 
นาที จึงดําเนินการแชแข็งตามขั้นตอนตอไป ซึ่งอาจแบงไดเปน 5 ระบบ ดังตารางที่ 1 
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ตารางที่ 1 ระบบการแชแข็งน้ําเชื้อสัตวปก 
ระบบ วิธีการ เอกสารอางอิง 
1. แบบเม็ดวิธีการที่ 1 หยดน้ําเชื้อเจือจางปริมาตร 0.2 มล. 

ล ง บ น ห ลุ ม ที่ เ จ า ะ ไ ว บ น ก อ น
น้ําแข็งแหง จากนั้นจึงนําน้ําเชื้อแช
แ ข็ ง ที่ เ ป น เ ม็ ด แ ล ว เ ก็ บ ใ น
ไนโตรเจนเหลว 

Watanabe and Terada (1980); 
Terada et al. (1989) 

2. แบบเม็ดวิธีการที่ 2 หยดน้ําเชื้อเจือจางปริมาตร 0.2 มล. 
ลงบนแผน fluoroplastic ที่อังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่ -70 °ซ 
จากนั้นจึงนําน้ําเชื้อแชแข็งเก็บใน
ไนโตรเจนเหลว 

Rurbator et al. (1984);  
Tselutin et al. (1999) 

3. แบบเม็ดวิธีการที่ 3 หยดน้ําเชื้อเจือจางปริมาตร 0.2 มล. 
ลงในถังไนโตรเจนเหลวโดยตรง 

Yerashevich (1990);  
Tselutin et al. (1999) 

4. แบบเม็ดวิธีการที่ 4 บรรจุน้ําเชื้อเจือจาง 1.0 มล. ใน
หลอดแกว 10 มล. จากนั้นหมุน
หลอดอังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ
อุณหภูมิ -70°ซ กอนที่จะจุมใน
ไนโตรเจนเหลว 

Kurbatov et al. (1984) 

5   การแชแข็งที่ควบคุมโดย
ระบบคอมพิวเตอร 
(Programmable freezer) 

บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอดแกว
หรือหลอดพลาสติก  จากนั้นลด
อุณหภูมิจาก 5 ถึง -35 °ซ ในอัตรา 
1 ถึง 10 °ซ / นาที จากนั้นจึงจุม
หลอดน้ําเชื้อในไนโตรเจนเหลว 

Seigneurin and Blesbois (1995) 

 
ที่มา: Donoghue and Wishart (2000) 

 
Chalah et al. (1999) ไดศึกษาเปรียบเทียบเทคนิคการแชแข็ง 3 แบบในไกทางการคา ตอ

อัตราการผสมติดของน้ําเชื้อภายหลังการผสมเทียม คือ 
เทคนิคที่ 1 นําน้ําเชื้อไกที่รีดมาได 2 มล. เจือจาง 1:1 ดวย prefreezing lake’s diluent นํา

น้ําเชื้อเจือจางที่ได 4 มล. นี้ ไปลดอุณหภูมิลงไปที่ 4 ºซ ภายในเวลา 30 นาที จากนั้นเจือจางดวยน้ํายา
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ที่มีสวนผสมของ glycerol 2 มล. โดยใหน้ําเชื้อเจือจางรวม 6 มล. นี้มี glycerol รอยละ 11 จากนั้นบม
ไวที่ 4 ºซ 30 นาที บรรจุหลอดแลวลดอุณหภูมิจาก 4 ºซ ไปที่ -35 ºซ ดวยอัตรา 7 ºซ/นาที และจาก-35 
ถึง -140 ºซ ในอัตรา 20 ºซ/นาที จากนั้นจุม straw ลงในไนโตรเจนเหลว 

เทคนิคที่ 2 เจือจางน้ําเชื้อ 2 มล. ดวยน้ํายาเจอจางสูตร Tselutin (Tselutin et al., 1995)  ใน
สัดสวน  1:1 จากนั้นลดอุณหภูมิไปที่ 4 ºซ ภายในเวลา 20 นาที โดยใช portable refrigerator ซึ่งปรับ
อุณหภูมิไวที่ -6 ºซ จากนั้นเติม DMA  0.24 มล. (ความเขมขนสุดทายในน้ําเชื้อเจือจางเปนรอยละ 6 ) 
บม 1 นาที จากนั้นหยดน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลวโดยตรง 

เทคนิคที่ 3 เจือจางน้ําเชื้อ 2 มล. ดวยน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1982) 1:2 
เปน 6 มล. จากนั้นลดอุณหภูมิไปที่ 4ºซ ภายในเวลาไมนอยกวา 30 นาที และเติมน้ํายาเจือจาง 2 มล. 
DMF 0.52 มล. ซึ่งมีอุณหภูมิ 4ºซ ซึ่งจะทําใหมี DMF ความเขมขนรอยละ 6.5 จากนั้นดูดน้ําเชื้อเจือ
จาง 1 มล. ลงใน vials plastic 2 มล. แลวลดอุณหภูมิจาก 4 ºซ ไปที่ -35 ºซ (1.3ºซ/นาที ) จากนั้นลด
อุณหภูมิจาก -35 ºซ ไป -140 ºซ (20ºซ/นาที) จึงจุมแชลงในไนโตรเจนเหลว  

สําหรับการละลายน้ําเชื้อ วิธีการที่ 1 ละลายในน้ําอุณหภูมิ 4 ºซ เปนเวลา 3 นาที แลวเจือจาง 
1:19 ดวยน้ํายา prefreezing Lake และปนแยกดวยเครื่อง centrifuge ดูดน้ําใสออกไป วิธีการที่ 2 
ละลายเม็ดน้ําเชื้อ 25 – 30 วินาที โดยเทลงในภาชนะ(ทําบน Thermoregulable conical hotplate)
อุณหภูมิ 60 ºซ วิธีการที่ 3 ละลายโดยทิ้ง vials ลงในอางน้ําอุณหภูมิ 20ºซ ใชเวลานาน 3 นาที 

จากการทดสอบการผสมติดพบวามีอัตราการผสมติดรอยละ 76, 88 และ 79 ในวิธีการที่ 1, 2 
และ 3 ตามลําดับ สวนกลุมควบคุมซึ่งผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสด มีอัตราการผสมติดเทากับรอยละ 93 
ซึ่งไมแตกตางจากวิธีการที่ 2 

Tselutin et al. (1999) ไดศึกษาเปรียบเทียบวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อไก 5 แบบ ดังนี้ คือ 
แบบที่ 1 เก็บน้ําเชื้อลงในหลอดที่มีน้ํายา Lake โดยตรง (1:4, น้ําเชื้อ:น้ํายา) จากนั้นลด

อุณหภูมิไปที่ 5 ºซ ไมเร็วกวา 20 นาที จากนั้นเจือจางน้ําเชื้อเจือจางดวยการเติมน้ํายาเจือจางที่มี 
glycerol 1.32 มล. ใน 4 มล. ของน้ํายา (ความเขมขนสุดทายของ glycerol เทากับรอยละ 11 ) บมทิ้ง
ไวที่ 5ºซ อีก 30 นาที ดูดน้ําเชื้อเขาหลอด 0.5 มล. แชแข็งโดยลดอุณหภูมิจาก 5ºซ ไป -35ºซ ในอัตรา 
7ºซ/นาที และจาก -35ºซ ไปยัง -140ºซ ในอัตรา 20 ºซ/นาที แลวจึงเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

แบบที่ 2 ทําเชนเดียวกับแบบที่ 1 ยกเวนการบมเปลี่ยนจาก 30 นาที เปน 1 นาที 
แบบที่ 3 ทําเชนเดียวกับแบบที่ 1 ยกเวนจากการลดอุณหภูมิ ทําโดยนําน้ําเชื้อเจือจาง 1:1 ไป

วางไวในอุณหภูมิ – 6 ºซ นาน 20 นาที เติม DMA ลงในน้ําเชื้อ ใหความเขมขนในน้ําเชื้อเจือจางเปน
รอยละ 6 DMA คนใหเขากัน 1 นาที แชแข็งในรูปแบบเม็ดโดยดูดน้ําเชื้อเจือจาง คร้ังละ 0.05 มล. หยด
ลงในไนโตรเจนเหลว 

แบบที่ 4 ทําเชนเดียวกับแบบที่ 3 ยกเวนตอนลดอุณหภูมิใหลดไปที่ 5 ºซ โดยใชเวลา 20 นาที 
สวนการแชแข็งทําเชนเดียวกัน 
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แบบที่ 5 ทําเชนเดียวกับแบบที่ 4 แตภายหลังบมกับ DMA แลว 1 นาที บรรจุน้ําเชื้อเขา straw 
จากนั้นแชแข็งเชนเดียวกับวิธีการที่ 1 

เมื่อนําน้ําเชื้อแชแข็งทั้ง 5 แบบ ไปผสมเทียม พบวามีอัตราการผสมติดเทากับรอยละ 63.9, 
53.7, 92.7, 84.7, 26.7 และ 94.7 ในน้ําเชื้อแชแข็ง แบบที่ 1 ถึง 5 และกลุมควบคุม ตามลําดับ 
การศึกษาครั้งนี้ใหผลสอดคลองกับ Chalah et al. (1999) แสดงใหเห็นถึงอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อ
แชแข็งอยางนอยก็ข้ึนกับ CPA รูปแบบการบรรจุ และวิธีการลดอุณหภูมิ นอกเหนือจากพันธุกรรมของ
สัตวดังที่กลาวมาขางตน 

แมวาวิธีการแชแข็งที่ใช glycerol เปนสารปองกันความเสียหายจากการแชแข็ง จะไดรับการ
ยอมรับวา เปนวิธีการที่เหมาะสมสําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อไก โดยสามารถทําใหอัตราการผสมติดของ
ไกในสายพันธุที่มีความสมบูรณพันธุตํ่า มีอัตราการผสมติดที่ดี (Blesbois, 2007) อยางไรก็ตามก็มี
ความจําเปนตองกําจัด glycerol ซึ่งเปนพิษตอ utero vaginal junction ของแมไกออกไป ดังนั้นจึงเพิ่ม
ความซับซอนในการปฏิบัติงานในภาคสนาม สําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อไกในรูปแบบเม็ดโดยใช DMA 
เปนสารปองกันความเสียหายจากการแชแข็ง ซึ่งใหอัตราการผสมติดที่สูงกวารูปแบบบรรจุหลอด
ขางตน แตก็มีปญหาดานความสะอาดและคําถามดานการระบาดของโรค ดังนั้นในการศึกษาจึงควร
มุงเนนที่จะศึกษาวิจัยการเก็บรักษาน้ําเชื้อในรูปแบบการแชแข็ง ลักษณะบรรจุหลอด และเมื่อละลาย
แลวสามารถนําไปผสมเทียมไดเลย โดยไมตองมีข้ันตอนยุงยากเพิ่มเติม 

ปจจัยที่มีผลตออัตราการผสมติด 
ปจจัยที่มีผลตออัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแบบแชแข็งของไก นอกเหนือจากคุณภาพของ

น้ําเชื้อเองแลว ยังมีปจจัยตัวเกี่ยวของอื่น ๆ ไดแก 
1. พันธุกรรมของแมพันธุ  
Buss (1993) รายงานวาแมพันธุบางตัวใหอัตราการผสมติดจากการใชน้ําเชื้อแชแข็งต่ํากวาตัว

อ่ืนโดยพบวามีประมาณรอยละ 25 ทั้ง ๆ ที่ใหไขปกติ 
2. อายุแมพันธุ  
Gumulka and Kapkowska (2005) รายงานวาแมพันธุที่อายุมากอัตราการผสมติดจะต่ําลง 

ชวงระยะเวลาของไขมีเชื้อภายหลังการผสมเทียมจะสั้นลง จํานวนอสุจิที่เจาะผาน perivitelline layer 
ตํ่าลง ทั้งนี้เนื่องจาก sperm storage tubules ในทอนําไขมีจํานวนลดลง 

3. ความบอยครั้งในการผสมเทียม  
Das et al. (2006) รายงานวา estrogen receptor RNA  ที่บริเวณ uterovaginal junction 

(UVJ) ในไกพันธุไขจะลดนอยถอยลงหากมีการผสมเทียมซ้ํา ๆ ติดตอกัน ซึ่ง Das (2005) ไดรายงานวา
พบการบวมของ sperm storage tubules และเซลลเยื่อบุบาง ปริมาณเม็ดเลือดขาวสูง และไมพบตัว
อสุจิที่บริเวณดังกลาว 

 



 15

4. ตําแหนงของการฉีดน้ําเชื้อผสมเทียม  
ในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งมีการผสมเทียมในชองคลอดลึก 4–6 ซม. (Tselutin et al., 

1999; Van Voorst and Leenstra, 1995) ที่มดลูก และ magnum (Bacon et al., 1985) ซึ่งใหอัตรา
การผสมติดสูงกวาที่ชองคลอดสอดคลองกับรายงานโดย Sexton (1979) แตไมสะดวกในการปฏิบัติ 

5. จํานวนอสุจิที่ใชในการผสมเทียมในแตละครั้ง  
มีรายงานการผสมเทียมแมไกดวยน้ําเชื้อแชแข็งโดยมีจํานวนอสุจิที่แตกตางกันไปคือ 150 ลาน

ตัว/โดส (Sexton, 1980), 180 ลานตัว/โดส (Buss, 1993), 300 ลานตัว/โดส (Chalah et al., 1999; 
Seigneurin and Blesbois, 1995; Tselutin et al., 1999), 600 ลานตัว/โดส (Blesbois et al., 2007) 
และประมาณ 700 ลานตัว/โดส (Van Voorst and Leenstra, 1995) ซึ่งจํานวนอสุจิที่ใชผสมเทียมจะ
สูงกวาการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสด สําหรับปริมาตรน้ําเชื้อในการผสมเทียมใชปริมาตรในการผสม
เทียมระหวาง 0.1–0.6 มล.  

เทคโนโลยีน้ําเชื้อกับการพัฒนาพันธุไกพื้นเมือง 
การพัฒนาเศรษฐกิจและสังคมตลอดจนการเปลี่ยนแปลงทางดานสิ่งแวดลอม และระบาดของ

โรคบางอยาง กอใหเกิดวิกฤตดานความมั่นคงทางความหลากหลายทางชีวภาพ โดยสัตวพื้นเมือง
ประมาณครึ่งหนึ่งไดสูญหายไป ปญหาเดียวกันนี้ไดคุกคามไกพันธุพื้นเมืองเชนเดียวกัน การอนุรักษ
พันธุกรรมเพื่อคงความหลากหลายทางชีวภาพ ตลอดจนเพื่อการใชประโยชนในเชิงธุรกิจ จากจุดเดน
ทางพันธุกรรมของไกพื้นเมืองจึงมีความสําคัญ การเก็บรักษาพันธุกรรมในรูปแบบน้ําเชื้อแชแข็งนั้นเปน
รูปแบบที่มีประสิทธิผลที่สุดในไก ณ ปจจุบัน อยางไรก็ตามระดับของความสําเร็จในดานความสมบูรณ
พันธุของน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไกพื้นเมืองในตางประเทศ มักต่ํากวาไกทางการคา สําหรับไกพื้น
เมืองไทยยังมีขอมูลที่เกี่ยวของกับงานวิจัยที่เกี่ยวของกับเทคโนโลยีน้ําเชื้ออยูจํากัด การวิจัยครั้งนี้จึงมี
วัตถุประสงคเพื่อหาเทคนิคที่มีประสิทธิภาพและสะดวกตอการนําไปใชจริง สําหรับการเก็บรักษาน้ําเชื้อ
แบบแชแข็งตลอดจนเทคนิคที่เกี่ยวของในการผสมเทียมในไกพื้นเมือง 
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วัตถุประสงคของการวิจยั 
 

การศึกษาวิจยันี้มีวัตถุประสงคหลักของการวิจัยคือ 
เพื่อใหไดเทคนิคที่มีประสิทธิภาพและสะดวกในการนาํไปใชจริง สําหรับการเกบ็น้ําเชื้อแบบ  

แชแข็งและการผสมเทียมในไกพื้นเมือง 
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งานวจิัย 1: ผลของชนิดน้าํยาเจือจางตอคุณภาพน้าํเชื้อไกพื้นเมอืง 
Research 1: Effect of various extender on native chicken semen quality 

บทคัดยอ 
การศึกษานี้มวีัตถุประสงคเพื่อ เปรียบเทยีบชนิดของน้ํายาเจือจางตอคุณภาพน้าํเชื้อ

(อัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ) ระหวางกลุมควบคุม(น้ําเชื้อสด) และน้ําเชื้อเจือจาง
ดวยน้าํยาเจือจาง 5 สูตร คือ Prefreezing Lake, Tselutin, Schramm, BPSE และ IGGKPh โดย
ศึกษาในไกพืน้เมืองเหลืองหางขาว ไกพืน้เมืองคละส ี และไกพนัธุโรดไอสแลนดเรด ภายหลังการบม
น้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 41°ซ เปนเวลา 6 ชั่วโมง จากการศึกษาพบวา ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาวน้ํายาเจือ
จางสูตร BPSE และ IGGKPh ใหอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิดีที่สุด ซึง่ไมพบ
ความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติกบักลุมควบคุม(P>0.05) สวนในไกพื้นเมืองคละสีพบวาน้ํายา
เจือจางสูตร BPSE และ IGGKPh ใหอัตราการเคลื่อนทีแ่ละอัตราการรอดชีวิตของอสุจิสูงสุด สําหรับไก
พันธุโรดไอสแลนดเรดนั้น พบวาน้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh ใหใหอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอด
ชีวิตของอสุจิสูงสุด และเมื่อนําน้ํายาเจือจางทั้ง 5 สูตร เจือจางน้ําเชื้อไกพืน้เมืองและผสมเทียมใหกบัไก
ไขทางการคา พบวาใหอัตราการผสมติดรอยละ 96.23, 93.65, 89.39, 96.53, 93.43 และ 94.78 
สําหรับกลุมควบคุม และน้าํเชื้อเจือจางดวยน้าํยาเจือจาง 5 สูตร ตามลําดับ ซึง่ไมพบแตกตางอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05) 
คําสําคัญ: น้ํายาเจือจาง, น้าํเชื้อ, การผสมติด, ไกพืน้เมอืง 

Abstract 
The aim of this present study was to compare various diluents on the semen 

qualities (motility and viability rate) between control group (fresh undiluted semen) and 
diluted semen with various diluents; Prefreezing Lake, Tselutin, Schramm, BPSE and 
IGGKPh. The semen was collected from two lines of Thai native (Luang Hang Khaw and Kla 
See) and Rhode Island Red chickens. The fresh undiluted semen and diluted semen 
samples were incubated at 41°C for 6 h. The result showed that IGGKPh and BPSE were the 
best diluent groups in Luang Hang Khaw and compare to control, IGGKPh and BPSE were 
the best diluents group in KlaSee and IGGKPh was the best diluent group in Rhode Island 
Red. Fertility of fresh undiluted semen and each of diluted semen were also determined. The 
fresh undiluted semen and each of diluted semen (5 diluents) were inseminated to 
commercial layer hen. The results showed that fertility were 96.23, 93.65, 89.39, 96.53, 93.43 
and 94.78 % in control group and each of diluted semen groups respectively with no 
significant difference (P > 0.05). 
Keywords: diluent, semen, fertility, native chicken 
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บทนํา 
การผสมเทียมสัตวปกในเชงิการคานยิมปฏิบัติในไกงวงโดยผสมเทยีมดวยน้าํเชื้อเจอืจาง แต

สัตวปกชนิดอืน่ไมนยิมผสมเทียม (Donoghue and Wishart, 2000) อยางไรก็ตามมีแนวโนมทีจ่ะ
นํามาใชในขบวนการผลิตลูกไกในอุตสาหกรรมไกเนื้อ ซึ่งพบวาอตัราการผสมตดิมีปรากฏการณที่ลด
นอยถอยลงอนัเปนผลจากการคัดเลือกพนัธุ เพื่อใหไกมีอัตราการเจริญเติบโตเร็ว พอพันธุมนี้ําหนกั
มากกวาแมพนัธุมาก ดังนัน้การนําวิธีการผสมเทียมมาใชจึงอาจใหผลคุมคาทางเศรษฐกิจ (Reddy, 
1995) นอกเหนือจากการใชเทคนิคการผสมเทียมในเชงิการคาในสัตวปกแลว ยังไดมีการนํามาใชใน
เชิงการอนุรักษในกลุมนกทีใ่กลสูญพันธุ เชน นกกระเรียน และอืน่ๆ (Gee,1995) สําหรับในไกพื้น
เมืองไทยไดมีการนาํเทคนิคการผสมเทียมมาใชเชนกนั แตจํากดัอยูในหนวยงานราชการและสถาน 
ศึกษา  ขอมูลที่เกีย่วของตางๆยังมนีอยโดยเฉพาะอยางยิ่งขอมูลทีเ่กี่ยวของกับน้ํายาเจือจาง (diluents 
หรือ extender) ดังนั้นการศึกษานี้จงึมวีัตถุประสงค เพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของน้ํายาเจอืจางของ
สัตวปกที่ใชกนัทัว่ไปตอคุณภาพน้าํเชื้อไกพื้นเมือง 
 

วิธีการศึกษา 
การศึกษาแบงเปน 2 การทดลองยอย คือ 
การทดลองที ่1  ผลของน้าํยาเจือจางตอคุณภาพน้าํเชื้อไก 
สัตวทดลอง  

ใชพอพนัธุ 3 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพืน้เมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนด
เรด อายุระหวาง 1-2 ป กลุมละ 6 ตัว จาํนวนรวม 18 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ไกไดรับ
อาหารไกไข ประมาณ 110 กรัม/ตัว/วัน และมีน้าํสะอาดใหด่ืมตลอดเวลา  
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางจาํนวน 5 สูตร ไดแก Prefreezing Lake (Lake, 1960 อางโดย Chalah, 
1999), Tselutin (Tselutin et al., 1995 อางโดย Chalah, 1999), Schramm (Schramm, 1976 อาง
โดย Chalah, 1999), BPSE (Sexton, 1977), IGGKPh (Lukaszewicz, 2001) สารเคมีที่ใชในการ
ประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑของ Sigmaและน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่2) 
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ตารางที่ 2  องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจางแตละสูตร ในปริมาตร 1,000 มล. 
น้ํายาเจือจางสูตร 

องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง 
(กรัม/1,000 มล.) Prefreezing 

Lake 
Tselutin Schramm BPSE IGGKPh 

Magnesium  acetate 0.70  0.70   
Magnesium  chloride    0.34  
Sodium  acetate    4.30  
Potassium  citrate    6.40 1.40 
Sodium  glutamate 19.20 19.20 28.50 8.67 14.00 
Dipotassium  hydrogen  phosphate    12.70 9.80 
Potassium  dihydrogen  phosphate    0.65  
Sodium  dihydrogen  phosphate     2.10 
Glucose   5.00  9.00 
Fructose 8.00 8.00  5.00  
Inositol   2.50  9.00 
TES    1.95  
Potamaine  sulfate  0.32    
Potassium  acetate 5.00 5.00 5.00   
PVP (Polyvinyl  pyrolidone) 3.00 3.00    
 
การเจือจางน้าํเชื้อ   

แบงน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมเปน 6 สวน 5 สวน เจือจางน้ําเชื้อดวยน้าํยาเจือจาง 5 สูตร 
ในสัดสวน 1:3 (น้ําเชื้อ : น้าํยาเจือจาง) และ 1 สวน เปนน้าํเชื้อไมเจือจาง (กลุมควบคุม) บมตัวอยาง 
น้ําเชื้อทั้ง 6 สวน ที่อุณหภูม ิ41° ซ เปนเวลา 6 ชัว่โมง 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิและอัตราการรอดชีวิตของอสุจิจากการยอมสี ตามวธิีการที่
อางโดย Lake and Stewart (1978) และ Sorensen (1979) 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 6 ปจจัยการทดลอง 
(น้ําเชื้อสด และน้ํายาเจือจาง 5 สูตร), จํานวน 4 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และ
เปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ โดยวิธ ี
Duncan’s multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985)  
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การทดลองที ่2 ผลของน้ํายาเจือจางตออัตราการผสมติด 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 
กลุมละ 6 ตัว จํานวนรวม 12 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแมพันธุไกไขทางการคา รวม
ทั้งสิ้นจํานวน 72 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว ใหอาหารไกวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาด
กินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ   

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
การเจือจางน้าํเชื้อ   

แบงน้ําเชื้อของพอพันธุทัง้หมดเปน 6 สวน 5 สวน เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจาง 5 สูตร ใน
สัดสวน 1:3 (น้ําเชื้อ:น้ํายาเจือจาง) และ 1 สวน เปนน้าํเชื้อไมเจือจาง (กลุมควบคุม) 
การผสมเทียม  

ผสมเทียมในเวลา  15.00 น. ใหกับแมไกไขทางการคาภายในเวลา 1 ชั่วโมงหลงัการรีดน้ําเชื้อ 
ผสมเทียมน้าํเชื้อสวนละ 12 ตัว โดยกลุมควบคุมใชปริมาณน้าํเชื้อ 0.03 มล./แม และน้ําเชื้อเจือจางใช
ปริมาณน้าํเชือ้ 0.1 มล./แม เพื่อปรับใหจํานวนอสุจทิี่ใชผสมเทียมมีความใกลเคียงกนั ซึ่งปริมาณ
ดังกลาวเปนวธิีการปฏิบัติในการผสมเทยีมตามมาตรฐานทั่วไป ทาํการผสมเทยีมสปัดาหละ 1 คร้ัง/แม 
ติดตอกัน 2 สัปดาห  
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เร่ิมเก็บไขในวนัที่ 2 ภายหลงัการผสมเทยีมครั้งแรกรวบรวมไขติดตอกัน 2 สัปดาห นาํไขเขาฟก 
สัปดาหละ 1คร้ัง นําไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสมติดโดยการกะเทาะเปลือกออกเพื่อดูการ
พัฒนาของคพัภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ   

เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยอัตราการผสมติดจากน้ําเชื้อ และน้ําเชื้อเจือจาง โดยใช Chi-square test 
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ผลและวจิารณผลการศกึษา 
การทดลองที ่1  ผลของน้าํยาเจือจางตอคุณภาพน้าํเชื้อไก 

เมื่อบมน้าํเชื้อไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพืน้เมืองคละสี และไกพนัธุโรดไอสแลนดเรด 
กับน้าํยาเจือจาง 5 สูตร ที ่41° ซ เปนเวลา 6 ชั่วโมง พบวา น้าํยาเจือจางสูตร IGGKPh และBPSE ให
อัตราการรอดชีวิตของอสุจิไกพืน้เมืองสงูสดุทั้ง 2 สายพนัธุ สวนในไกโรดไอสแลนดเรด น้ํายาสูตร 
IGGKPh ดีทีสุ่ด รองลงมาคือ BPSE อยางไรก็ตามแมวาไกพื้นเมืองน้ํายา IGGKPh และ BPSE ใหผล
ไมแตกตางกนัทางสถิติภายหลังการบม 6 ชั่วโมง แตน้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh มแีนวโนมที่ใหน้าํเชื้อ
คุณภาพดีกวา(ตารางที ่3) การศึกษานี้แสดงใหเห็นถึงอทิธิพลของน้าํยาเจือจางตางชนิดกนัตอคุณภาพ
น้ําเชื้อเมื่ออยูในสภาพแวดลอมภายนอกรางกาย ณ อุณหภูมิ 41°ซ ซึ่งอสุจิมีกระบวนการเมตาโบลิซึม
ที่สูง มีสูตรน้ํายาเจือจางจํานวนมากทีน่ิยมใชในการผสมเทียมสัตวปกทั้งทางดานวิชาการและการนาํ 
ไปใชในทางการคา และไดมีการเปรียบเทียบผลของน้าํยาเจือจางตออัตราการผสมติด แตผลที่ไดยากที่
จะสรุปวาสูตรน้ํายาเจือจางใดดีที่สุดและเปนมาตรฐาน (Bootswala and Mile, 1982; Bakst, 1990 
อางโดย Christensen, 1995) คุณสมบัติโดยรวมของน้ํายาเจือจางเหลานี้คือ การรักษาระดับ pH, 
ความดนัสารละลายที่เหมาะสม และมีแหลงพลงังานใหกับตัวอสุจิ (Christensen, 1995) การมี pH ที่
ตํ่าเปนผลทําใหอัตราการเคลื่อนที่ของอสจุิลดลง ในขณะที่ pH สูงเปนผลทาํใหอัตราการเมตาโบลิซึม
สูง เมื่อศึกษานอกรางกาย น้ําเชื้อไกและไกงวงสามารถทนตอ pH ระดับ 6.0–8.0 (Bogdonoff and 
Shaffner, 1954; Wilcox,1959; Van Wambeke,1967 อางโดย Christensen, 1995) ในการศึกษาครั้ง
นี้น้าํยาเจือจางมี pH ระหวาง 7.1-7.4 และน้าํยาเจอืจางภายหลงัการบม 6 ชั่วโมงที่ 41°ซ มี pH 
ระหวาง 6.8-7.1 ในเรื่องความดันสารละลายนัน้ Bakst (1980) อางโดย Christensen (1995) รายงาน
อสุจิของไกสามารถใหอัตราการผสมติดทีป่กติในชวงความดันสารละลายระหวาง 250-460 mOsmol/
กก. ในการศึกษาครั้งนี้ความดนัสารละลายน้าํยาเจือจางระหวาง 330-460 mOsmol/กก. โดย 
IGGKPh มคีวามดันสารละลายสงูสุด น้ําตาลฟรคุโตสเปนน้าํตาลที่อสุจิของไกสามารถใชไดดีกวา
กลูโคส และ inositol อยางไรก็ตามมีหลายรายงานที่ระบุวากลโูคสและฟรุคโตสตางใหผลดีในการเปน
องคประกอบ ของน้ํายาเจือจาง (Christensen, 1995) Sexton (1979) ไดรายงานวา น้าํยาเจอืจาง
น้ําเชื้อในสัตวปกมีองคประกอบพืน้ฐานทีม่ีบทบาทตาง ๆ ดังนี้คือ 1) บัฟเฟอรไดแก TES, Phosphates 
(Na+ หรือ K+) และ Tris เปนตน 2) พลังงาน ซึ่งไดแก ฟรุคโตส กลูโคส Inositol และ raffinose เปนตน 
3) chelator ซึ่งไดแก กลูตาเมท อัลบูมนิ และนม เปนตน 4) องคประกอบที่เกีย่วของกับความดัน
สารละลาย ไดแก magnesium chloride, sodium acetate, potassium citrate และ sodium 
chloride เปนตน 5) ยาปฏิชีวนะยับยัง้เชือ้จุลินทรียตางๆ นอกจากนี ้Bootwalla and Miles (1992) ได
รายงานวา glutamic acid ยังมีคุณสมบัติในการรักษาสภาวะความดันสารละลายทีเ่หมาะสม ใน
การศึกษานี้ น้าํยาเจือจางสตูร IGGKPh และ BPSE ซึ่งใหผลดีในการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกมากกวาน้าํยา
เจือจางสูตรอืน่ๆนัน้ ตางกม็ีองคประกอบพื้นฐานที่กลาวมาขางตน จึงนาจะเปนสาเหตุทีท่ําใหน้าํเชื้อ
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เจือจางในน้าํยาเจือจางสูตร IGGKPh และ BPSE มีคุณภาพดีกวาน้ําเชื้อเจือจางจากน้ํายาเจือจาง 3 
สูตรดังกลาว โดยภาพรวมน้าํยาเจือจางสตูร IGGKPh ใหผลตอการบมน้ําเชื้อที่ดีกวาสูตร BPSE ซึ่งมี
ขอสังเกตวาน้าํยาเจือจางสตูร BPSE มีองคประกอบทีสู่ตร IGGKPh ไมมี คือ magnesium chloride, 
sodium acetate และ potassium dihydrogen phosphate และ TES ในขณะที่ น้าํยาเจือจางสูตร 
IGGKPh มี sodium dihydrogen phosphate ซึ่งตางจาก BPSE สวนแหลงพลงังานนัน้ BPSE ใชฟรุค
โตส ในขณะที ่IGGKPh ใชกลูโคส และ inositol เปนแหลงพลังงาน อยางไรก็ตามระดับ pH และความ
ดันสารละลายสูตรตางๆ ยังอยูในชวงที่ไมมีผลเสียหายอยางรุนแรงตออสุจิ ตามที่ไดมีการศกึษาใน
รายงานการวจิัยอื่นๆที่ผานมา ในการศึกษาครั้งนี ้ผลของระยะเวลาในการบมน้าํยาเจือจางตอคุณภาพ
ของอสุจิพบวามีความแตกตางของคุณภาพน้ําเชื้อมากเมื่อบมเปนเวลานาน ซึ่งอาจเปนผลมาจาก
ความแตกตางกันในดานคุณสมบัติและองคประกอบของน้าํยาเจือจางแตละสูตร 
ตารางที่ 3  อัตราการเคลื่อนที ่และอัตราการรอดของอสุจิน้ําเชื้อไกในน้าํยาเจือจางสูตรตางๆ เมือ่บมที่

อุณหภูมิ 41 °ซ ที่ระยะเวลาตางๆ  

 
หมายเหต ุ 

ก-ง  อักษรที่แตกตางกนัภายในสดมภเดียวกนัของไกแตละพนัธุ แสดงความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทาง สถิติ (P<0.05) 

อัตราการเคลื่อนที่ (%) ณ ชั่วโมงที่ อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ (%) ณ ชั่วโมงที่  สูตรน้ํายา 
เจือจาง 0  3  6  0  3  6  

น้ําเช้ือสดไมเจือจาง 93.78ก ± 1.10 78.00ก± 6.14 27.06ข± 8.78 93.06ก± 1.69 93.06ก± 1.69 55.22ก± 8.21 
Lake 77.22ข± 6.49 29.33ข± 8.43 3.67ค± 1.29 90.44ก± 1.13 90.44ก± 1.13 21.33ข± 5.74 
Tselutin 68.33ก± 6.13 21.78ข± 6.84 2.11ค± 0.65 90.33ก± 1.30 90.33ก± 1.30 15.22ข± 4.70 
Schramm 75.56ข± 5.88 19.22ข± 5.80 7.61ค± 3.19 91.00ก± 1.17 91.00ก± 1.17 15.00ข± 4.10 
BPSE 74.00ข± 6.42 68.89ก± 6.90 34.22กข± 8.11 91.67ก± 1.17 91.67ก± 1.17 45.72ก± 7.10 พัน

ธุเห
ลือ
งห
างข

าว
 

IGGKPh 90.22ก± 2.21 77.11ก± 5.62 49.39ก± 8.18 92.88ก± 1.06 92.88ก± 1.06 57.67ก± 6.67 
น้ําเช้ือสดไมเจือจาง 96.56ก± 0.54 76.67ก± 8.46 2.67ค± 2.69 94.77ก± 0.83 94.77ก± 0.83 21.06ข± 7.07 
Lake 88.89ข± 2.23 44.11ข± 9.62 16.67ขค± 5.52 92.67ก± 0.74 92.67ก± 0.74 29.00ข± 7.42 
Tselutin 81.44ค± 2.89 36.00ข± 8.19 21.11ข± 6.74 92.33ก± 0.79 92.33ก± 0.79 24.83ข± 6.33 
Schramm 88.33ข± 2.79 38.44ข± 7.63 22.67ข± 6.17 92.67ก± 0.80 92.67ก± 0.80 28.83ข± 7.64 
BPSE 89.33ข± 1.80 64.89ก± 5.83 54.33ก± 6.22 92.88ก± 0.83 92.88ก± 0.83 54.94ก± 6.04 

พัน
ธุค
ละ
ส ี

IGGKPh 92.44กข± 1.43 88.33ก± 2.65 59.89ก± 6.42 93.24ก± 0.85 93.24ก± 0.85 67.67ก± 7.04 
น้ําเช้ือสดไมเจือจาง 87.28ข± 3.75 69.67ก± 8.31 24.50ข± 8.02 85.72ก± 2.18 85.72ก± 2.18 45.50ข± 7.14 
Lake 75.00กข± 6.01 33.56คง± 6.66 15.11ข± 5.40 85.83ก± 3.04 85.83ก± 3.04 37.89ขค± 6.23 
Tselutin 56.67ค± 8.43 22.22ง± 5.76 8.94ข± 3.56 85.56ก± 3.10 85.56ก± 3.10 26.06ค± 5.34 
Schramm 64.67ขค± 5.92 28.00คง± 7.68 11.11ข± 3.99 84.89ก± 3.38 84.89ก± 3.38 27.78ขค± 3.18 
BPSE 68.00ขค± 5.32 45.00ขค± 6.70 24.11ข± 6.33 87.11ก± 2.70 87.11ก± 2.70 44.78ข± 5.41 พัน

ธุโร
ดไอ

สแ
ลน
ดเร

ด 

IGGKPh 71.33กขค± 4.67 62.44กข± 7.05 49.78ก± 7.00 88.22ก± 2.24 88.22ก± 2.24 62.99ก± 5.52 
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การทดลองที ่2 ผลของน้ํายาเจือจางตออัตราการผสมติด 
จากการศึกษาพบวาอัตราการผสมติดจากการผสมเทียม โดยน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร

ตางๆใหผลไมแตกตางกนัในทางสถิติและไมตางจากการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสดไมเจือจาง (P > 0.05) 
(ตารางที ่4) แสดงใหเห็นวาหากเจือจางน้าํเชื้อภายหลังการรีดทันทีและผสมเทยีมภายในเวลา 1 ชั่วโมง 
หลังจากการรีด น้ํายาเจือจางสูตรตางๆ ดังกลาวไมไดกอผลเสียหายใดๆ ตอการผสมติด ในกรณีการ
บมน้ําเชื้อนอกรางกายที่ 41°ซ ซึ่งเปนอณุหภูมิรางกายของไก พบวาความสามารถในการรอดชีวิตของ
อสุจิแตกตางกันในแตละสตูรน้ํายา แตเมื่อผสมเทยีมดวยน้ํายาเจือจางโดยเร็วพบวาการผสมติดไม
แตกตางกนั แสดงใหเห็นวาระบบสบืพันธุของไกเพศเมียมีสภาพที่เอื้ออํานวยตอการมีชีวิตรอดเพื่อ
ปฏิสนธิไดของอสุจิ จงึทาํใหผลการผสมติดของทรีทเมนตตางๆ ไมมคีวามแตกตางกัน ในกรณีของการ
บมน้ําเชื้อนอกรางกายทีท่ําใหอสุจิเสยีหาย อาจมีความเปนไปไดวาองคประกอบที่มีในน้ํากามของไก
เปนพษิตออสุจิไมมากกน็อยในสภาพนอกรางกาย (Sexton, 1988; Blesbois and de Revier, 1992; 
Van Voorst and Leenstra, 1995) 
ตารางที่ 4  ผลของน้ําเชื้อเจือจางไกพื้นเมืองตออัตราการผสมติด ภายหลังการผสมเทียมแมไกไข 

สูตรน้ํายาเจือจาง 
ปริมาตรที่ใชในการ
ผสมเทียม (มล.) จํานวนไขเขาฟก จํานวนไขมีเชื้อ อัตราการผสมติด (%) 

น้ําเชื้อสดไมเจือจาง 0.03 159 153 96.23± 1.33 

Lake 0.1 126 118 93.65± 0.72 

Tselutin 0.1 132 118 89.39± 5.20 

Schramm 0.1 144 134 93.05± 1.69 

BPSE 0.1 137 128 93.43± 3.32 

IGGKPh 0.1 115 109 94.78± 3.81 

 
สรุปผลการศกึษา 

จากการศึกษาพบวา การเก็บรักษาน้ําเชือ้ไกที่อุณหภูมสูิงน้าํเชื้อจะเสือ่มสภาพรุนแรงขึ้นตาม
ระยะเวลาของการบมที่นานขึ้น ในกรณีการเจือจางน้าํเชื้อ และบมภายนอกรางกาย สูตรน้าํยามผีลตอ
อัตราการเคลือ่นที่และอัตราการผสมติดของอสุจิ โดยน้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh เอื้ออํานวยตอการมี
ชีวิตรอดของอสุจิยาวนานทีสุ่ด แตกรณีรีดน้ําเชื้อไก แลวเจือจางและผสมเทยีมภายใน 1 ชัว่โมง น้ํายา
เจือจางทุกสูตรใหผลการผสมติดไมแตกตางกนัและไมตางจากการผสมเทียมดวยน้าํเชื้อสด ดังนั้น
ภายหลงัจากการรีดน้ําเชื้อ หากใชน้ําเชื้อเจือจางผสมเทียมไกใหแลวเสร็จภายในเวลาไมนาน สูตร
น้ํายาเจือจางที่ใชในปจจุบันใหผลอัตราการผสมติดไมแตกตางกนั  
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งานวจิัย 2: ผลของระยะเวลาการเก็บรกัษาน้าํเชื้อไกพื้นเมืองตออัตราการผสมติด 
Research 2: The effect of storage times on the fertilizing capacity of native chicken semen 

 
บทคัดยอ 

การศึกษานี้มี วัตถุประสงคเพื่อ 1) ศึกษาผลของน้ํายาเจือจาง 5 สูตร ไดแก Prefreezing 
Lake, Tselutin, Schramm, BPSE และ IGGKPh ตออัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการรอดชีวิตของ
อสุจิ ของน้ําเชื้อไกพื้นเมืองเจือจางที่เก็บรักษา ณ อุณหภูม ิ 5 °ซ เปนเวลา 0, 24, และ 48   ชั่วโมง โดย
มีน้ําเชื้อสดไมเจือจางเปนกลุมควบคุม จากการศึกษาพบวา น้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh ใหอัตราการ
เคลื่อนที่ และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิสูงกวาสูตรอื่น เมื่อเก็บรักษาน้ําเชื้อเปนเวลา 24 และ 48 
ชั่วโมง (P<0.05) 2) ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายาสูตร IGKKP ตอ
อัตราการผสมติด โดยแบงกลุมทดลองเปน 4 กลุม คือ กลุมที่ 1  น้ําเชื้อสดที่ไมไดเจือจาง,  กลุมที่  2  
น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh, กลุมที่  3  น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh เก็บรักษาไวเปนเวลา  
24  ชั่วโมง, และกลุมที่ 4 น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh เก็บรักษาไวเปนเวลา  48  ชั่วโมง จาก
การศึกษาพบวา อัตราการผสมติดเฉลี่ยใน 2-15 วันภายหลังการผสมเทียม ในกลุมที่ 1 และ กลุมที่ 2 
ใหอัตราการผสมติดสูงกวากลุมที่ 3 และ กลุมที่ 4 อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  มีคาเทากับ 
รอยละ 77.30, 79.75, 54.82 และ 46.65 ตามลําดับ 
คําสําคัญ :  น้ําเชื้อสด, น้ําเชื้อที่เก็บรักษา, อัตราการผสมติด, ไกพื้นเมือง 

 
Abstract 

The objective of these studies were : 1) To determine the effect of various diluents; 
Prefreezing Lake, Tselutin, Schramm, BPSE and IGGKPh on sperm motility and viability after 
storage times of 0, 24 and 48 h. at  5 °C. Fresh undiluted semen was served as control. It 
was established that IGGKPh gave the highest percentage of motility and viability of 
spermatozoa at 24 and 48 h. of storage. 2) To compare the effect of storage times on the 
fertility capacity of native chicken semen. Pooled semen sample was allocated to 4 groups; 
fresh undiluted  semen,  0  h. stored  IGGKPh diluted  semen, 24  h. stored  IGGKPh diluted  
semen and  48  h. stored  IGGKPh diluted  semen.  For  fertility  test, each  semen  groups  
were  inseminated  to  layer  hens  and  eggs  were  collected  from  day  2  to  15  after  AI.  
Fertility  of  eggs  from  fresh  undiluted  semen  and  0  h. stored  IGGKPh diluted  semen 
were  higher  (p < 0.05)  than  that  of  24  h. stored IGGKPh diluted  semen and  48  h.  
stored  IGGKPh diluted  semen (77.3%, 79.75%, 54.82% and 46.65% respectively). 
Keywords: fresh semen, stored semen, fertility, native chicken 
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บทนํา 
การผสมเทียมในไกนั้นมีประโยชนในหลายดานไดแก ดานการปรับปรุงพันธุ โดยเปน

เทคโนโลยีที่ใชเปนเครื่องมือในการกระจายพันธุกรรมของพอพันธุที่ดีไดรวดเร็วขึ้น ดานการอนุรักษ
พันธุกรรมของสัตวที่ใกลจะสูญพันธุ นอกจากนั้นการผสมเทียมยังมีประโยชนในเรื่องการควบคุม
โรคติดตอทางระบบสืบพันธุ   มีการใชเทคโนโลยีการผสมเทียมอยางกวางขวางในสัตวเศรษฐกิจ 
โดยเฉพาะในโค และสุกร    ในสัตวปกนิยมทํากันในไกงวง สําหรับไกมีการใชการผสมเทียมบาง  
โดยเฉพาะอยางยิ่งในระยะตนหรือปลายฤดูการผสมพันธุเปนชวงที่การผสมพันธุตามธรรมชาติไมให
ผลดี ทั้งนี้ยังชวยลดปญหาการผสมพันธุแบบธรรมชาติที่อาจเกิดปญหาจากพอพันธุ เชนพอพันธุไม
สามารถขึ้นทับได   การผสมเทียมในไกโดยการใชน้ําเชื้อแชเย็น เปนวิธีที่งาย ซึ่ง Sexton (1978) 
รายงานวา การเก็บรักษาน้ําเชื้อไกเจือจางที่อุณหภูมิ 5 °ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ใหอัตราการผสมติด
ภายหลังการผสมเทียม ตางจากน้ําเชื้อที่ใชผสมเทียมภายหลังการรีดเก็บรักษาน้ําเชื้อไกที่เจือจางแลว
เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งพบวาอสุจิสูญเสีย  total  lipid  (Blesbois  and  Reviers, 1992) Dumpala et 
al. (2006)  รายงานวาในการเก็บรักษาน้ําเชื้อเจือจางเปนเวลา 8 ชั่วโมง ประเมินคุณภาพทุกๆ ชั่วโมง 
คุณภาพของน้ําเชื้อคอยๆลดต่ําลงเปนลําดับ และการเก็บรักษาน้ําเชื้อที่อุณหภูมิตํ่า น้ําเชื้อจะมี
คุณภาพดีกวาการเก็บที่อุณหภูมิรางกายของไก น้ําเชื้อไกภายหลังการรีด 1 ชั่วโมงขึ้นไป มีความ
จําเปนตองเจือจางดวยน้ํายาเจือจางที่ เหมาะสม  ไม เชนนั้นแลวจะทําใหการผสมติดต่ําลง 
(Christensen, 1995)  

อยางไรก็ตามความรูที่เกี่ยวของกับความสมบูรณพันธุของการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชเย็นใน
ไกพื้นเมืองยังขาดขอมูล  การศึกษาในเรื่องนี้จึงนาสนใจและผลจากการศึกษาอาจนําไปประยุกตใชใน
การผสมเทียมไกดวยน้ําเชื้อที่เก็บรักษาในอุณหภูมิแบบแชเย็น  ที่จําเปนที่ตองเก็บรักษาน้ําเชื้อ ในชวง
ระยะ 1–2 วัน เชนระหวางการขนสงน้ําเชื้อที่เจือจางของพอพันธุที่อยูไกลมาทําการผสมเทียมเพื่อใหได
สายพันธุที่ตองการ  ซึ่งไมตองสิ้นเปลืองคาใชจายในการขนยายและคาเลี้ยงดูพอพันธุ ดังนั้นการศึกษา
นี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเชื้อสดและน้ําเชื้อเจือจาง
ไกพื้นเมืองตอคุณภาพน้ําเชื้อและอัตราการผสมติด  ซึ่งแบงการศึกษาออกเปน 2 การทดลอง โดยการ
ทดลองที่ 1 ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเชื้อในอุณหภูมิ 5 °ซ ชั่วโมงที่ 0, 24, และ 48   ของ
น้ํายาเจือจางสูตรตางๆ ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ และการทดลองที่ 2 เปน
การนําน้ํายาเจือจางสูตรที่ใหผลดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ไปศึกษาเปรียบเทียบผลของระยะเวลาการ
เก็บรักษาน้ําเชื้อเจือจาง ตออัตราการผสมติดตอไป 

 
 
 
 



                                                                                                                                           

 31

วิธีการศึกษา 
การศึกษาแบงเปน 2 การทดลองยอย คือ 
การทดลองที่ 1  ศึกษาผลของน้ํายาเจือจางตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิของ
น้ําเชื้อไกพื้นเมือง ณ อุณหภูมิ 5 °ซ เปนเวลา 0, 24 และ 48 ช.ม.  
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุระหวาง 1.5-2 ป และเปนพอพันธุที่ผาน
การประเมินคุณภาพน้ําเชื้อผานแลว กลุมละ 5 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารวันละ 
110 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาไก
ดวยมือแตละขาง สวนอกีคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดย
เพิ่มน้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพนัธุที่มีสุขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกรง็และกระดกหาง การ
บีบโคนกนเพือ่เก็บน้าํเชื้อจะตองกระทําโดยทนัท ี รองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. 
น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมาศึกษา จากนัน้รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดียวกัน 
(pooled semen) เพื่อนาํไปศึกษาตอไป 
น้ํายาเจือจาง  
น้ํายาเจือจางที่ใชจํานวน 5 สูตร เชนเดียวกับงานวิจัย 1  
การเจือจางและการเก็บรักษาน้าํเชื้อ  

แบงน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมเปน 6 สวน เพื่อเจอืจางดวยน้าํยาเจือจางจํานวน 5 สูตร 
สูตรละ 1 สวนและกลุมควบคุม 1 สวน (ไมเจือจาง) เจือจางน้าํเชือ้ดวยน้าํยาเจอืจางในสัดสวน 1:4 
(น้ําเชื้อ: น้ํายาเจือจาง) เก็บรักษาน้ําเชื้อทัง้ 6 สวน ที่อุณหภูมิ 5° ซ เปนเวลา 48 ชั่วโมง 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิและอัตราการรอดชีวิตของอสุจิจากการยอมสี ตามวธิีการที ่
อางโดย Lake and Stewart (1978) และ Sorensen (1979) ที่ชัว่โมงที่ 0, 24, และ 48 ตามลําดับ 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ Complete Randomized Design (CRD) 6 ปจจัยการทดลอง 
(น้ําเชื้อสด และน้ํายาเจือจาง 5 สูตร), จํานวน 4 ซ้ํา วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) ของคาเฉลี่ย
อัตราการเคลือ่นที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ และเปรียบเทยีบความแตกตางโดยวิธ ี Duncan’s 
multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985)  
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การทดลองที ่ 2  ผลของระยะเวลาการเกบ็รักษาน้ําเชื้อดวยน้าํยาเจือจางสูตร IGKKP ตออัตราการ 
 ผสมติด 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1.5-2 ป 
กลุมละ 5 ตัว จํานวนรวม 10 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแมพันธุไกไขทางการคา รวม
ทั้งสิ้นจํานวน 72 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน สําหรับ
แมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ทําการรีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และ
ขาไกดวยมือแตละขาง สวนอีกคนหนึง่เปนผูกระตุนพอพันธุดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง 
โดยเพิ่มน้ําหนกัจากเบาแลวลงน้าํหนัก พอพันธุที่มีสุขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง 
การบีบโคนกนเพื่อเก็บน้าํเชื้อจะตองกระทําโดยทนัท ีรองเก็บน้ําเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. 
น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมาศึกษา จากนัน้รวบรวมน้ําเชื้อของพอพนัธุจํานวน 12 ตัว รวมในหลอด
เดียวกนั (pooled semen) เพื่อนาํไปศึกษาตอไป 
การเจือจางและการเก็บรักษาน้ําเชื้อ  
 แบงน้ําเชื้อเปน 4 สวน กลุมควบคุม 1 สวน (ไมเจือจาง) และ 3 สวนที่เหลือ เจือจางน้ําเชื้อดวย
น้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh ซึ่งเปนสูตรที่ใหผลการทดลองดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 ในสัดสวน 1:4 
(น้ําเชื้อ: น้ํายาเจือจาง) แบงน้ําเชื้อ 3 สวนที่เหลือ แบงเปนสวนที่ 2  น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh, 
สวนที่  3  น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh เก็บรักษาไวเปนเวลา  24  ชั่วโมง, และสวนที่  4 น้ําเชื้อ
เจือจางดวยน้ํายา IGGKPh เก็บรักษาไวเปนเวลา  48  ชั่วโมง โดยเก็บรักษาน้ําเชื้อสวนที่ 3 และ 4 ที่
อุณหภูมิ 5° ซ  
การผสมเทียม  
 ทําการผสมเทียมในเวลา  15.00 น. ใหกับแมไกไขทางการคา สวนละ 24 ตัว น้ําเชื้อสวนที่  1 
กลุมควบคุม และสวนที่ 2 ผสมเทียมภายในเวลา 30 นาที สวนที่  3  น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh 
เก็บรักษาไวเปนเวลา  24  ชั่วโมง, และสวนที่  4 น้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายา IGGKPh เก็บรักษาไวเปน
เวลา  48  ชั่วโมง กอนการผสมเทียม โดยกลุมควบคุมใชปริมาณน้ําเชื้อ 0.03 มล./แม และน้ําเชื้อเจือ
จางใชปริมาณน้ําเชื้อ 0.1 มล./แม เพื่อปรับใหจํานวนอสุจิที่ใชผสมเทียมมีความใกลเคียงกัน ซึ่ง
ปริมาณดังกลาวเปนวิธีการปฏิบัติในการผสมเทียมตามมาตรฐานทั่วไป ทําการผสมเทียมเพียงครั้ง
เดียว เปนเวลา 14 วัน (เร่ิมจากวันที่ 2-15 หลังจากการผสมเทียม) 
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การเก็บไขเขาฟกและการสองไข  
 เก็บไขเขาฟกในวันที่  2 – 15  หลังการผสมเทียม รวมระยะเวลา 14 วัน โดยรวบรวมไขครบ  7  
วันแลวจึงเอาเขาฟก 1 คร้ัง รวม  2  คร้ัง  หลังจากนั้นเมื่อไขเขาฟกไดเปนเวลา  7  วัน ทําการสองไข
เพื่อประเมินอัตราการผสมติด 
การบันทึกขอมูลการผสมตดิ  

เก็บบันทึกอัตราการผสมติด นาํไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสมตดิโดยการกะเทาะเปลือก
ออกเพื่อดูการพัฒนาของคพัภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ   

เปรียบเทยีบคาเฉลี่ยอัตราการผสมติดจากน้ําเชื้อ และน้ําเชื้อเจือจาง โดยใช Chi-square test 
 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 
การทดลองที่ 1  ศึกษาผลของน้ํายาเจือจางตออัตราการคลื่อนที่และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิของ
น้ําเชื้อไกพื้นเมืองที่เก็บรักษา ณ อุณหภูมิ 5 °ซ เปนเวลา 0, 24, และ 48 ชั่วโมง  
 ในการเก็บรักษาน้ําเชื้อชั่วโมงแรก  พบวาน้ําเชื้อที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางสูตร Tselutin มี
คุณภาพน้ําเชื้อในดานอัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ ตํ่ากวากลุมควบคุม และ
น้ํายาเจือจางสูตร BPSE และ IGGKPh อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 5)  

ในการเก็บรักษาน้ําเชื้อที่  24   ชั่วโมง ผลการประเมินคุณภาพน้ําเชื้อพบวา น้ําเชื้อเจือจางดวย
น้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh มีคุณภาพดีที่สุดทั้งการเคลื่อนที่และการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิ รองลงมา 
คือ น้ําเชื้อเจือจางสูตร   BPSE และในกลุมที่มีคุณภาพน้ําเชื้อตํ่าที่สุดคือกลุมน้ําเชื้อเจือจางสูตร  
Schamm, น้ําเชื้อเจือจางสูตร Tselutin,  น้ําเชื้อเจือจางสูตร Prefreezing Lake และน้ําเชื้อสดที่ไมได
เจือจาง (ตารางที่ 5) ในกลุมควบคุมซึ่งเปนน้ําเชื้อสดไมเจือจาง เมื่อทําการเก็บรักษาไวเปนเวลา  24  
ชั่วโมงคุณภาพน้ําเชื้อตํ่าลงมากจนไมเหมาะกับการนําไปผสมเทียมแสดงใหเห็นวาการเจือจางนั้นมี
ความจําเปนอยางมากในการเก็บรักษาน้ําเชื้อไก  ควรมีการเจือจางทันทีหลังรีดน้ําเชื้อ  สวนในน้ําเชื้อ
เจือจางนั้นในกลุมน้ําเชื้อเจือจางสูตร IGGKPh       นั้นมีคุณภาพของอสุจิสูงที่สุดเมื่อทําการเก็บรักษา
น้ําเชื้อ  รองลงมาเปนกลุมน้ําเชื้อเจือจางสูตร   BPSE  และกลุมที่มีคุณภาพน้ําเชื้อตํ่าที่สุดคือกลุม
น้ําเชื้อเจือจางสูตร Schramm, Tselutin และ Prefreezing Lake ตามลําดับ แสดงวาสูตรน้ํายาเจือจาง
มีผลตอการเก็บรักษาคุณภาพน้ําเชื้อซึ่งสอดคลองกับงานวิจัย 1 
 ในการเก็บรักษาน้ําเชื้อที่ 48 ชั่วโมง   พบวาคุณภาพน้ําเชื้อมีคาลดต่ําลงทุกกลุมการทดลอง 
ซึ่งเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมทดลองตางๆ พบวาใหผลเชนเดียวกับผลการตรวจคุณภาพใน 24  ชั่วโมง 
(ตารางที่ 5) ผลความแตกตางระหวางสูตรน้ํายาตอคุณภาพน้ําเชื้อในชวงระยะเวลาตาง ๆ ของการเก็บ
รักษา อาจเปนผลมาจากหลายสาเหตุ ตัวอยางเชน องคประกอบ และคุณสมบัติที่แตกตางกัน ของ
น้ํายาเจือจาง (Christenson, 1995) ซึ่งเอื้ออํานวยตอการรอดชีวิตของอสุจิที่แตกตางกันไป ดังที่ได
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กลาววิจารณในงานวิจัยที่ 1 นอกจากนี้พบวาการเก็บรักษาน้ําเชื้อของสัตวปกในสภาพเหลวกอใหเกิด 
lipid oxidation ทําใหเซลลอสุจิเสื่อมสภาพอันมีผลตออัตราการผสมติด (Wishart, 1989) และ Sexton 
(1988) ยังไดรายงานถึงผลเสียของ seminal plasma ของน้ําเชื้อไกตอตัวอสุจิของน้ําเชื้อที่เก็บรักษา 
ตารางที่ 5 คุณภาพของน้ําเชื้อเจือจางดวยน้ํายาเจือจางสูตรตางๆ เก็บรักษาที่  5° ซ (คาเฉลี่ย±SE) 

อัตราการเคลื่อนที่ (%) ณ ชั่วโมงที่ อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ (%) ณ ชั่วโมงที่ สูตรน้ํายา 
เจือจาง 0 24 48  0 24 48 

น้ําเชื้อสดไม
เจือจาง 91.44ก±2.08 1.00ค±11.66 1.00ค±9.09  93.44ก±0.93 1.00ค±13.11 1.00ค±11.40 
Prefreezing 
Lake 71.67กข±11.63 8.88ค±9.43 1.22ค±5.00  76.00กข±11.38 12.33ค±11.03 2.56ค±6.47 
Tselutin 65.00ข±1.80 5.88ค±3.48 1.00ค±2.32  71.88กข±1.63 7.22ค±5.55 1.00ค±3.99 
Schramm 72.56กข±2.26 5.66ค±12.84 1.22ค±14.95  83.67กข±1.36 11.00ค±13.17 2.56ค±15.43 
BPSE 87.89ก±8.68 44.77ข±13.85 32.56ข±14.95  91.56กข±8.64 58.11ข±13.19 40.89ข±15.41 
IGGKPh 91.78ก±4.14 84.11ก±14.72 83.72ก±14.18  93.56ก±2.61 88.56ก±15.29 85.11ก±15.56 

หมายเหต ุ 

ก-ข  อักษรที่แตกตางกนัภายในสดมภเดียวกนัของไกแตละพนัธุ แสดงความแตกตางกนั อยาง
มีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 
การทดลองที ่ 2  ผลของระยะเวลาการเกบ็รักษาน้ําเชื้อดวยน้าํยาเจือจางสูตร IGKKP ตออัตราการ 
 ผสมติด 
 อัตราการผสมติดเฉลี่ยในชวง  2-15 วัน พบวากลุมที่  1  มีคาเฉลี่ยอัตราการผสมติดเทากับ
รอยละ  77.30  ไมแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ(P>0.05) กับกลุมที่ 2(รอยละ 79.75) แสดงให
เห็นวาการเจือจางน้ําเชื้อไมมีผลเสียตออัตราการผสมติด สวนน้ําเชื้อที่เก็บรักษาในกลุมที่  3  กับน้ําเชื้อ
เจือจางเก็บรักษาที่  24  ชั่วโมงและกลุมที่ 4  น้ําเชื้อเจือจางเก็บรักษาที่  48  ชั่งโมงซึ่งมีอัตราการผสม
ติด เทากับรอยละ  54.82 และ 46.65 ตามลําดับ (ตารางที่ 6 และ กราฟที่ 1) ใหอัตราการผสมติดต่ํา
กวาน้ําเชื้อที่ไมไดเก็บรักษา (ทั้งน้ําเชื้อสดไมเจือจาง และน้ําเชื้อสดเจือจาง) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(P<0.05) แสดงวาระยะเวลาการเก็บรักษามีผลเสียตออัตราการผสมติดซึ่งสอดคลองกับ  Sexton 
(1978) รายงานวา การเก็บรักษาน้ําเชื้อไกที่เจือจางแลวที่อุณหภูมิ 5 °ซ  เปนเวลา  24  ชั่วโมง  อัตรา
เจือจาง 1 : 2 (น้ําเชื้อ : น้ํายาเจือจาง) เมื่อนําไปผสมเทียมใหอัตราการผสมติดภายหลังการผสมเทียม
ตางจากน้ําเชื้อที่ใชผสมเทียมภายหลังการรีด  และ  Dumpala et al. (2006)  รายงานวาในการรักษา
คุณภาพน้ําเชื้อที่  4  °ซ  หลังจากเก็บน้ําเชื้อในช่ัวโมงที่  2 และ  4  คุณภาพของน้ําเชื้อจะคอย ๆ ลด
ตํ่าลงเปนลําดับๆ  และการเก็บรักษาน้ําเชื้อที่อุณหภูมิตํ่า น้ําเชื้อจะมีคุณภาพดีกวาการเก็บที่อุณหภูมิ
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รางกายของไก  การศึกษาของ  Blesbois et al.(1999)   ไดกลาวไววาการเก็บรักษาน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ  
2-5 °ซ  ความเขมขนของ total  lipid  จะลดลงจาก  820 มคก./109 เซลล เหลือ  620 มคก./109 เซลล 
เมื่อเวลาผานไป  48  ชั่วโมง  แสดงใหเห็นถึงความเสื่อมสภาพของอสุจิ  ซึ่งสอดคลองกับการศึกษาครั้ง  
นี้ถึงแมจะเก็บรักษาไวที่อุณหภูมิตํ่าแตคุณภาพของน้ําเชื้อก็ลดลงเชนกัน  ดังจะเห็นไดวาอัตราการผสม
ติดลดลง   (กราฟที่  1)  แสดงใหเห็นวา แมวาน้ํายาสูตร IGKKPh จะเปนน้ํายาที่มีคุณสมบัติดีกวาสูตร
อื่น ๆ ที่ไดศึกษาก็ตาม แตก็ไมสามารถ ชะลอความเสื่อมสภาพของอสุจิไกเมื่อเจือจางและเก็บรักษาได 
ชี้ใหเห็นถึงองคประกอบของน้ํายาเจือจางที่ยังไมเหมาะสมเพียงพอสําหรับการใชเจือจางและเก็บรักษา
น้ําเชื้อไก ซึ่งควรจะมีการศึกษาตอไป 
ตารางที่ 6 ผลของอายุการเก็บรักษาน้ําเชื้อตอการผสมติดในไกพื้นเมือง 

กลุมที ่ จํานวนไข เฉลี่ยอัตราการผสมติด ( 2 – 15 วนั) 
1. น้ําเชื้อสด 166 77.30ก 
2. น้ําเชื้อเจือจาง 106 79.75ก 
3. น้ําเชื้อเจือจางเก็บรักษา 24 ชั่วโมง 139 54.82ข 
4. น้ําเชื้อเจือจางเก็บรักษา 48 ชั่วโมง 141 46.65ข 

หมายเหต ุ 

ก-ข  อักษรที่แตกตางกนัภายในสดมภเดียวกนั แสดงความแตกตางกนัอยางมนีัยสาํคัญทาง
สถิติ (P<0.05) 
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น้าํเชือ้สด น้าํเชือ้เจอืจาง
น้าํเชือ้เจอืจางเก็บรกัษา 24 ชม. น้าํเชือ้เจอืจางเก็บรกัษา 48 ชม.  

กราฟที่  1  อัตราการผสมติดเฉลี่ย ในวันที่ 2-15 ภายหลังการผสมเทียม โดยใชน้ําเชื้อสด,  
น้ําเชื้อเจือจาง น้ําเชื้อเจือจางเก็บรักษา 24 ชม. และ น้ําเชื้อเจือจางเก็บรักษา 48 ชม. 
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สรุปผลการศกึษา 
 จากการทดลองที่  1  เปนการเปรียบเทียบสูตรน้ํายาเจือจางสูตรตางๆ เมื่อเก็บรักษาน้ําเชื้อที่
อุณหภูมิ  5 ˚C ภายหลังการเก็บรักษาในชั่วโมงที่  0 ,  24,  และ  48  พบวาน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อสูตรที่
ใหน้ําเชื้อเจือจางที่มีคุณภาพดีที่สุด คือสูตร IGGKPh รองลงมาคือ   BPSE,  Schamm, Tselutin ,  
และ Lake ตามลําดับ  การทดลองที่  2  เปนการศึกษาผลของน้ําเชื้อเจือจางสูตร IGGKPh ที่เก็บรักษา  
เปนเวลา  0,  24,  และ  48  ชั่วโมงตออัตราการผสมติด  ผลปรากฏวา น้ําเชื้อเจือจางที่เก็บรักษาเปน
เวลา  24,  และ  48  ชั่วโมง   ใหอัตราการผสมติดต่ํากวาน้ําเชื้อที่ไมไดเก็บรักษา ดังนั้นในการใช
ประโยชนน้ําเชื้อไกพื้นเมืองอยางมีประสิทธิภาพที่สุด คือการเจือจางดวยน้ํายาเจือจาง แลวผสมเทียม
แมไกภายหลังจากการรีดน้ําเชื้อ ในการศึกษาตอไปควรทําการศึกษาถึงการปรับปรุงสูตรน้ํายาเจือจาง 
ตลอดจนวิธีการเก็บรักษาน้ําเชื้อ เพื่อยืดอายุน้ําเชื้อที่เก็บรักษาใหยาวนานขึ้น ซึ่งจะทําใหอัตราการผสม
ติดสูงขึ้น  
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งานวจิัย 3: ความทนตอกระบวนการแชแข็งและการละลายน้าํเชื้อของอสุจิไกพื้นเมือง 
Research 3: Freezability of Native Chicken Spermatozoa 

 
บทคัดยอ 

การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบความทนไดตอกระบวนการแชแข็งและ
ละลาย (freezability) ของน้ําเชื้อพอพันธุไกพื้นเมืองไทยเหลืองหางขาว คละสี และพอพันธุไกโรดไอส
แลนดเรด ภายหลังการรีดน้ําเชื้อของพอพันธุแตละตัว เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร Beltsville 
Poultry Semen Extender (BPSE) 1:4 โดยมี DMSO ในน้ําเชื้อเจือจางคิดเปนรอยละ 4.5 ดําเนินการ
ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ โดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิในอัตรา 1˚ซ/นาที และจากอุณหภูมิ -20˚ซ 
ถึง -95˚ซ โดยการอังไอไนโตรเจนเหลวกอนที่จะจุมหลอดบรรจุน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว ทําการ
ละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่อุณหภูมิ 5˚ซ 5 นาที กอนที่จะนํามาตรวจคุณภาพ น้ําเชื้อของพอพันธุแตละตัว
ดําเนินการแชแข็ง 3 คร้ัง จากการศึกษาพบวา พอพันธุแตละกลุมไมมีความแตกตางกันในเรื่องอสุจิมี
ชีวิตและอัตราการเคลื่อนที่ภายหลังการละลาย แตพบวาพอพันธุแตละตัวในกลุมไกคละสีและไกพันธุ
โรดไอแลนดแดงมีอัตราการเคลื่อนที่หลังละลายและ recovery rate แตกตางกัน (P<0.05) การศึกษานี้
แสดงใหเห็นวาคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งขึ้นกับคุณสมบัติของพอพันธุแตละตัว 
คําสําคัญ: ความทนตอการแชแข็ง, อสุจิ, ไกพื้นเมือง 

 
Abstract 

The aim of this study was to compare the sperm freezability of two lines of thai native 
chicken, Luang Hang Khaw, Klasee and Rhode Island Red cocks. Semen of each male was 
diluted 1:4 with Beltsville Poultry Semen Extender containing 4.5% (v/v) dimethylsulfoxide. 
Semen straws were cooled down from 4๐C to -20๐C at freezing rate of 1๐C / min and from -
20๐C to -95๐C by placing in liquid nitrogen    vapor in a zone at -95๐C for 3 min before 
plunging into liquid nitrogen. Three replications of semen freezing were carried on of each 
male. Frozen semen was thawed at 5๐C for 5 min and post–thaw motility, post–thawed 
recovery rate of motility and viability were assessed. The post–thawed viability and motility 
and recovery rate were not significantly different among groups, whereas there were large 
differences in freezability among individual males within a line (P<0.05). The result of the 
present study suggest that post – thaw quality of frozen semen in native chicken depend on 
individual males. 
Keywords : freezability, spermatozoa, native chicken 
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บทนํา 
 คุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการละลายแลวมีความสัมพันธกับความสามารถในการผสมติด
ของอสุจิ กระบวนการแชแข็งและละลายไดกอใหเกิดความเสียหายตอเซลลอสุจิของสัตวปกโดยมีการ
สูญเสียองคประกอบโปรตีนและ ATP ภายในเซลล (Long, 2006) รูปรางสัณฐานของอสุจิสัตวปกซึ่งมี
ลักษณะยาวคลายไสเดือน ทําใหอสุจิของสัตวปกไวตอความเสียหายจากการแชแข็งเปนพิเศษ 
(Donoghue and Wishart, 2000) จากขอมูลศึกษาเปรียบเทียบน้ําเชื้อแชแข็งของไก ไกงวง และนก
ตางๆ พบวาแตละ species มีความเสียหายจากการแชแข็งในระดับที่แตกตางกัน (Blanco et al., 
2000) ซึ่งเกิดจากความแตกตางของ membrane fluidity (Blesbois et al., 2005) นอกจากชนิดของ
สัตวปกแลวพันธุในสัตวชนิดเดียวกันดังเชนในไกสายพันธุตางๆ ก็ใหผลการผสมติดจากน้ําเชื้อแชแข็งที่
แตกตางกันไป (Kirby et al., 1998) โดยพบวาในสายพันธุเลือดชิดความสามารถในการปฏิสนธิของ
น้ําเชื้อแชแข็งจะต่ํา (Bacon et al., 1986; Blesbois, 2007) Blesbois et al. (2007) ไดศึกษาความ
สมบูรณพันธุของน้ําเชื้อของฝูงไกพื้นเมืองของฝรั่งเศส พบอัตราการผสมติดมีความแปรปรวนสูงแมวา
จะเปนพันธุเดียวกัน ในการศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาความทนไดตอกระบวนการแชแข็งและ
ละลายของอสุจิในไกพื้นเมืองของกลุมคือ เหลืองหางขาว คละสี และไกพันธุโรดไอสแลนดเรด 
 

วิธีการศึกษา 
สัตวทดลอง  

ใชพอพนัธุ 3 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพืน้เมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนด
เรด อายุระหวาง 1-2 ป กลุมละ 10 ตัว จํานวนรวม 30 ตัว แยกเลีย้งพอพนัธุในกรงขังเดี่ยว ไกไดรับ
อาหารไกไข ประมาณ 110 กรัม/ตัว/วัน และมีน้าํสะอาดใหด่ืมตลอดเวลา  
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางจาํนวน 1 สูตร คือ สูตร BPSE (Sexton, 1977) และใช DMSO ความเขมขน
รอยละ 4.5 เปน cryoprotectant (CPA) สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจาง เปน
ผลิตภัณฑของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่7) 
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ตารางที่ 7  องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง BPSE ในปรมิาตร 1,000 มล. 
องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง  กรัม  
Magnesium  chloride 0.34 
Sodium  acetate 4.30 
Potassium  citrate 6.40 
Sodium  glutamate 8.67 
Dipotassium  hydrogen  phosphate 12.70 
Potassium  dihydrogen  phosphate 0.65 
Fructose 5.00 
TES 1.95 

 
การเจือจางน้าํเชื้อ   

เจือจางน้ําเชื้อดวยน้าํยาเจือจางสูตร BPSE (Sexton, 1977) ในสัดสวน 1:4 โดยมี DMSO เปน 
cryoprotectant ในระดับความเขมสุดทายของรอยละ 4.5  
การบรรจุน้ําเชื้อ   

ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
การแชแข็งน้ําเชื้อ  
 ลดอุณหภูมิไปที่ 5 ๐ซ โดยใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง บรรจุน้ําเชื้อใน straw 0.5 มล. ปดปลาย
หลอดดวย polyvinyl alcohol นํา straw บรรจุใน canister สําหรับแชแข็งในแนวดิ่ง ระยะเวลาที่ใชต้ัง
จากรีดน้ําเชื้อจนบรรจุเครื่องแชแข็งประมาณ 1.5 ชั่วโมง ลดอุณหภูมิจาก 5 ถึง -20๐ซ (อัตรา 1๐ซ/นาที)
จากนั้นยายหลอดบรรจุน้ําเชื้อไปอังไอไนโตรเจนเหลวอยางรวดเร็วที่บริเวณอุณหภูมิ -95 ๐ซ เปนเวลา 3 
นาที จึงจุมหลอดบรรจุน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว ในการแชแข็งใช biological freezer ควบคุมดวย
โปรแกรมคอมพิวเตอร (Freeze control, Cryologic PTY, Australia) สําหรับการอังไอไนโตรเจนเหลว
อุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. มีตระแกรงสําหรับวางหลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ 
ในขณะแชแข็งจะเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้นกลองโฟม 8 ซม. 
การละลายน้าํเชื้อ  

ทําการละลายน้ําเชื้อดวย อุณหภูมิ  5˚ซ นาน 5 นาที (ใชกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งและน้ํา) 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979) และอัตราการรอด
ชีวิตของอสุจิจากการยอมสี SYBR-14+PI ประเมนิภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Olympus 
IX71, Japan) ตามวธิีการทีอ่างโดย Chalah and Brilland (1998) 
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การวิเคราะหทางสถิติ  
 เปรียบเทียบคาความทนไดของอสุจิในกระบวนการแชแข็งและละลาย (freezability) ภายในไก
แตละสายพันธุ วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design (CRD) 10 ทรีทเมนตๆ 
ละ 3 ซ้ํา แปลงคาสังเกตของอัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการมีชีวิตของอสุจิโดย arcsin x  หาความ
แปรปรวนโดยการวิเคราะห ANOVA เมื่อพบความแตกตางทางสถิติเปรียบเทียบความแตกตาง
ระหวางทรีทเมนตโดย Duncan’s new multiple range test 

เปรียบเทียบคา freezability ของอสุจิระหวางสายพันธุ โดยวางแผนวิเคราะหทางสถิติแบบ     
2 – level nested design 3 ทรีทเมนตๆ ละ 30 ซ้ํา แปลงคาสังเกตของอัตราการเคลื่อนที่ และอัตรา
การมีชีวิตของอสุจิโดย arcsin x  หาความแปรปรวนโดยการวิเคราะห ANOVA เมื่อพบความแตกตาง
ทางสถิติเปรียบเทียบความแตกตางระหวางทรีทเมนตโดย Duncan’s new multiple range test  

 
ผลและวจิารณผลการศกึษา 

 จากการศึกษาพบวาอัตราการรอดชีวิตอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนการแชแข็งหลังละลาย 
และสัดสวนของการเคลื่อนที่หลังการแชแข็งและละลาย/อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนการแชแข็ง 
(recovery rate) ไมแตกตางกันระหวางพันธุ/สายพนัธุ (P>0.05) (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 8 อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิกอนแชแข็งและภายหลังการละลายของน้ําเชื้อไกพื้นเมือง
เหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนดเรด 

อัตราการเคลื่อนที่ (Mean + SE) พันธุ / สายพันธุ หมายเลข 
กอนแชแข็ง หลังการละลาย Recovery rate 

ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว 1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

91.00+5.57 
97.00+1.15 
96.67+0.88 
96.67+0.88 
96.67+0.33 
96.67+0.88 
96.00+1.00 
98.00+0.00 
96.00+1.00 
89.33+5.21 

31.67+1.67 
38.33+1.67 
40.00+0.00 
43.33+3.33 
43.33+3.48 
41.67+3.33 
33.33+4.41 
41.67+4.41 
33.33+3.31 
31.67+9.28 

34.98+2.19 
39.43+1.35 
41.39+0.38 
44.79+3.13 
45.40+3.57 
43.05+3.11 
34.82+4.90 
42.52+4.50 
34.77+3.68 
34.60+8.25 

เฉลี่ย 95.43+0.83 37.93+1.41 39.61+1.32 
ไกพื้นเมืองคละส ี 1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

85.00+5.00 
91.67+3.33 
93.33+1.67 
75.00+0.00 
76.67+6.67 
90.00+0.00 
93.33+1.67 
95.00+0.00 
91.67+3.33 
86.67+3.33 

30.00+10.00ก 
31.67+4.41ก 
40.00+2.89ก 
15.00+2.89ข 
10.00+2.89ค 
31.67+7.26ก 
35.00+7.64ก 
40.00+10.00ก 
25.00+2.89ก 
35.00+7.64ก 

34.21+9.21ก 
34.37+3.92ก 
42.79+2.47ก 
20.20+3.85ข 
13.23+4.26ค 
35.18+8.07ก 
37.82+9.00ก 
42.11+10.53ก 
27.55+4.16ก 
39.81+7.58ก 

เฉลี่ย 87.83+1.17 29.77+2.45 32.76+2.48 
โรดไอสแลนดเรด 1 

2 
3 
4 
5 
6 
7 
8 
9 
10 

83.33+4.41 
93.33+1.67 
93.33+1.67 
90.00+0.00 
88.33+4.41 
81.67+7.26 
91.67+1.17 
86.67+3.33 
91.67+1.67 
90.00+2.89 

31.67+4.41ก 
36.67+1.67 ก 
41.67+6.01ก 
28.33+4.41ก 
16.67+1.67ข 
35.00+2.89ก 
31.67+4.41ก 
43.33+4.41ก 
41.67+4.41ก 
40.00+10.00ก 

37.94+4.45 
39.37+2.53 
44.44+5.76 
31.48+4.90 
18.82+1.27 
43.23+3.80 
34.69+5.28 
50.23+5.17 
45.32+3.99 
45.17+12.72 

เฉลี่ย 89.00+0.76 34.67+1.93 39.12+2.19 

 
หมายเหต ุ 

ก-ข  อักษรที่แตกตางกนัภายในสดมภเดียวกนัของไกแตละพนัธุ แสดงความแตกตางกนั อยาง
มีนัยสาํคัญทางสถิติ (P<0.05) 
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อยางไรก็ตามพบวา อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย และ recovery rate มี

ความแตกตางระหวางพอพันธุภายในไกพันธุโรดไอแลนดแดง และภายในไกพื้นเมืองกลุมคละสี        
(P < 0.05) สวนในกลุมเหลืองหางขาวพบวาไมมีความแตกตางกัน 

จากขอมูลการศึกษาของนักวิจัยหลายคณะไดแสดงใหเห็นวาความทนไดของอสุจิใน
กระบวนการแชแข็งและละลายมีความแตกตางกันระหวาง species (Blanco et al., 2000) ระหวาง
สายพันธุ (Kirby et al., 1998; Blesbois et al., 2007) และระหวางพอพันธุไกแตละตัว (Blesbois et 
al., 2006; Blesbois et al., 2007) ซึ่ง freezability ดังกลาวมีความสัมพันธกับระดับการถูกทําลายของ
เยื่อหุมเซลลอสุจิ ซึ่งมีผลเสียตอ metabolism และระดับ ATP ภายในเซลล Blesbois (2007) ได
ชี้ใหเห็นถึงความสําคัญของคุณภาพน้ําเชื้อสดกอนการแชแข็งวามีความสําคัญมากตอความสามารถ
ของอสุจิที่จะทนตอขบวนการแชแข็งและละลาย ในการศึกษาครั้งนี้พบวาคุณภาพน้ําเชื้อของพอพนัธุไก
แตละตัว มีความทนไดตอขบวนการแชแข็งและละลายที่แตกตางกัน และแมวาจะไมมีความแตกตาง
กันในเรื่อง freezability  ของอสุจิระหวางพันธุ/สายพันธุ แตไดสะทอนใหเห็นถึงแนวโนมเอียงที่จะมี
ความแตกตางระหวางกลุมพอพันธุดังกลาว (P<0.05) เมื่อวินิจฉัยโดยภาพรวมแลวจึงกลาวไดวา
ความสามารถในการทนไดตอกระบวนการแชแข็งและการละลายมีความแตกตางกันระหวาง
สัตวทดลองแตละตัว สอดคลองกับรายงานของ Blesbois et al. (2006) และ Blesbois et al. (2007) 
นอกจากนี้ Ansah and Buckland (1983) ไดแสดงใหเห็นวาการคัดเลือกสายพันธุที่อสุจิทนตอการแช
แข็ง ทําใหไดรับอัตราการผสมติดสูงขึ้น ดังนั้นการคัดเลือกพอพันธุที่มีคา freezability สูง จะเปน
แนวทางหนึ่งที่จะทําใหไดน้ําเชื้อแชแข็งที่มีคุณภาพสูงขึ้น 

 
สรุปผลการศกึษา 

จากการศึกษานี้พบวา คา freezability ของอสุจิในไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี 
ไมแตกตางจากไกพันธุโรดไอสแลนดเรด มีความแปรปรวนสูงของคุณภาพน้ําเชื้อภายหลังการแชแข็ง
และละลายในทุกกลุม ไกพื้นเมืองคละสีมีความแตกตางของอัตราการเคลื่อนที่ 
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งานวจิัย 4: การศกึษาเปรยีบเทียบผลของ Cryoprotectants ตออัตราการเคลื่อนที ่
ของอสุจิไกภายใตการเกบ็รักษา 

Research 4: Comparison of Cryoprotectants on Motility of Preserved Chicken Spermatozoa 
 

บทคัดยอ 
ศึกษาเปรียบเทียบชนิดและระดับของ cryoprotectant (CPA) 3 ชนิด คือ dimethylsulfoxide 

(DMSO), dimethylacetamide (DMA) และ dimethylformamide (DMF) ระดับรอยละ 0, 2, 4, 6 และ 
8 ในน้ํายาเจือจาง Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE) ศึกษาน้ําเชื้อไกพื้นเมืองสายพันธุ
เหลืองหางขาว คละสี และไกพันธุโรดไอสแลนดเรดที่เจือจางและเก็บรักษาเปนเวลา 24 ชั่วโมง        
จากการศึกษาพบวาระดับความเปนพิษของ DMSO, DMA และ DMF ไมมีความแตกตางที่ระดับความ
เขมขนเดียวกัน ระดับความเปนพิษของ CPA ข้ึนกับระดับความเขมขนที่เพิ่มข้ึน เมื่อศึกษาเปรียบเทียบ
ผลของ DMSO ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตรารอดชีวิตของอสุจิภายหลังการแชแข็ง พบวาระดับรอย
ละ 8 ใหผลดีที่สุด เพื่อทดสอบความเปนพิษของ CPA ตอความสมบูรณพันธุของอสุจิ ดําเนินการผสม
เทียมแมไกไขดวยน้ําเชื้อเจือจางที่มีสวนผสมของ DMSO ในระดับความเขมขนรอยละ 8 เปรียบเทียบ
กับกลุมควบคุมที่ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อเจือจาง ผลปรากฎวา DMSO ทําใหอัตราการผสมติดของไขตํ่า
กวากลุมควบคุม (รอยละ 62.1 และ 95.6 ตามลําดับ; P < 0.05)  
คําสําคัญ: Cryoprotectant , การเก็บน้ําเชื้อ, การผสมเทียม, ไกพื้นเมือง 

 
Abstract 

The deleterious effect of three cryoprotectants: dimethylsulfaxide (DMSO), 
dimethylacetamide (DMA) and dimethylformamide (DMF) at concentrations of 0, 2, 4, 6 and 
8% in Beltsville Poultry Semen Extender (BPSE) were compared on chicken spermatozoa. 
Pooled semen of Luang Hang Khaw (Native), Kla-see (Native) and Rhode Island Red groups 
was diluted and stored at 5๐C for 24h. The deleterious effect of DMSO, DMA and DMF on 
Chicken spermatozoa were non significantly difference. The deleterious effect of the 
cryoprotectants were dependent on their concentration. The effect of DMSO concentration 
on post – thaw motility and viability of frozen spermatozoa were compared. The results 
showed that 8% DMSO was the most effective on sperm post – thaw quality.To conferm the 
deleterious effect of cryoprotectant on spermatozoa, DMSO was added to diluted semen at 
final concentration of 8% (v/v) and inseminated to layer hens. Fertility eggs obtained from 
hens inseminated with DMSO was lower than control (62.1 and 95.6% respectively; P<0.05) 
Keywords : cryoprotectant, stored semen, artificial insemination, native chicken 



 46

บทนํา 
 ในการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไก มีความจําเปนตองเติมสารปองกันความเสียหายจาก
ขบวนการแชแข็ง (cryoprotectant, CPA) ลงในน้ําเชื้อเจือจาง ทั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อใหอสุจิมีชีวิต
รอดจากการลดอุณหภูมิที่เย็นจัด จากการศึกษาตางๆ พบวา CPA ที่ใชในขบวนการแชแข็งน้ําเชื้อสัตว
ปกมีหลายชนิด ตัวอยางเชน glycerol, dimethylsulfoxide, dimethylacetamide, ethyleneglycerol, 
dimethylformamide และ propyleneglycol เปนตน โดยมีรายงานการวิจัยถึงประสิทธิผลของ CPA ที่
แตกตางกันไป (Donoghue and Wishart, 2000) ทั้งนี้ glycerol ไดการยอมรับวาเปน CPA ที่มีผลดีตอ
ตัวอสุจิภายหลังการแชแข็งสูงที่สุด (Blesbois, 2007) แตมีปญหาตอแหลงพักพิงของอสุจิบริเวณสวน
ตอระหวางชองคลอดกับมดลูกของไก หากผสมเทียมที่บริเวณชองคลอด (Donoghue and Wishart, 
2000) อยางไรก็ตามวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อไกที่เปนวิธีการมาตรฐานเปนที่นิยมในปจจุบัน มีการใช CPA 
ชนิดที่ตางกัน เชน glycerol, DMA และ DMF (Chalah et al., 1999) DMSO (Van Voorst and 
Leestra, 1995) เปนตน อยางไรก็ตาม CPA ทุกชนิดแมจะมีความจําเปนตอการปองกันความเสียหาย
จากขบวนการแชแข็ง แตก็ลวนแลวแตเปนพิษตออสุจิทั้งสิ้น การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา
เปรียบเทียบชนิดและระดับของ CPA ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในสภาพการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบ
แชเย็น 
 

วิธีการศึกษา 
การศึกษาแบงเปน 2 การทดลองยอย คือ 
การทดลองที่ 1 ผลของชนิดและระดับ cryoprotectant ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 3 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนด
เรด อายุระหวาง 1-2 ป กลุมละ 6 ตัว จํานวนรวม 18 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแม
พันธุไกไขทางการคา รวมทั้งสิ้นจํานวน 24 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 
110 กรัม/ตัว/วัน สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ทําการรีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจบับังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และ
ขาไกดวยมือแตละขาง สวนอีกคนหนึง่เปนผูกระตุนพอพันธุดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง 
โดยเพิ่มน้ําหนกัจากเบาแลวลงน้าํหนัก พอพันธุที่มีสุขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง 
การบีบโคนกนเพื่อเก็บน้าํเชื้อจะตองกระทําโดยทนัท ีรองเก็บน้ําเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. 
น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมาศึกษา จากนัน้รวบรวมน้ําเชื้อของพอพนัธุจํานวน 12 ตัว รวมในหลอด
เดียวกนั (pooled semen) เพื่อนาํไปศึกษาตอไป 
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น้ํายาเจือจาง  
ใชน้ํายาเจือจางสูตร BPSE (Sexton, 1977) สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสตูรน้ํายาเจือ

จาง เปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้าํที่ใชละลายเปนน้าํกลั่น 2 คร้ัง (ตารางที ่9) 
ตารางที่ 9  องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง BPSE ในปรมิาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง  กรัม  
Magnesium  chloride 0.34 
Sodium  acetate 4.30 
Potassium  citrate 6.40 
Sodium  glutamate 8.67 
Dipotassium  hydrogen  phosphate 12.70 
Potassium  dihydrogen  phosphate 0.65 
Fructose 5.00 
TES 1.95 

การเจือจางและการเก็บรักษาน้ําเชื้อ  
 แบงน้ําเชื้อเปน 15 สวน เพื่อเจือจางในน้ํายาเจือจางแตละหลอดที่มี CPA 3 ชนิด คือ DMSO, 
DMA และ DMF ชนิดละ 5 ระดับ คือ รอยละ 0, 2, 4, 6 และ 8 อัตราการเจือจาง 1 : 4 เก็บรักษาน้ําเชื้อ
เจือจางที่ 5˚ซ 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ ตามวธิีการที่ อางโดย Lake and Stewart (1978) และ 
Sorensen (1979) ที่ชัว่โมงที่ 0 และ 24 ตามลําดับ 
การผสมเทียม  
 จากการทดสอบผลของความเปนพิษของ CPA พบวา DMSO มีแนวโนมที่เปนพิษนอยที่สุด
ภายใตการเจือจางน้ําเชื้อโดยน้ํายาเจือจางสูตร BPSE จึงไดเจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร 
BPSE ที่มี DMSO รอยละ 8 ในอัตราการเจือจาง 1 : 4 และทําการผสมเทียมแมไกจํานวน 12 ตัว 
เปรียบเทียบกับกลุมควบคุม(ใชน้ําเชื้อเจือจาง 1 : 4 ดวยน้ํายาเจือจางที่ไมมี DMSO) ซึ่งใชแมไก
จํานวน 12 ตัว  ผสมเทียมภายหลังการเจือจาง 30 นาที ในเวลา  15.00 น. ความเขมขนของอสุจิ
ประมาณ 120 ลานตัว/มล. ปริมาตรของน้ําเชื้อที่ใชผสมเทียมเทากับ 0.1 มล./แม ทําการผสมเทียม
เพียงครั้งเดียว  
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การเก็บไขเขาฟกและการสองไข  
 เก็บไขเขาฟกในวันที่  2 – 10  หลังการผสมเทียม หลังจากนั้นเมื่อไขเขาฟกไดเปนเวลา  7  วัน 
ทําการสองไขเพื่อประเมินอัตราการผสมติด 
การบันทึกขอมูลการผสมตดิ  

เก็บบันทึกอัตราการผสมติด นาํไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสมตดิโดยการกะเทาะเปลือก
ออกเพื่อดูการพัฒนาของคพัภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ complete randomized design ทําการศึกษา 4 คร้ัง 
ปจจัยที่ศึกษาคือ CPA ที่แตกตางกัน มี 3 ชนิด ชนิดละ 5 ระดับ รวม 15 ปจจัย   
วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ

เคลื่อนที่และอตัราการผสมตดิของอสุจิ โดยใช Chi’ square test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985) 
 
การทดลองที่ 2   ผลของระดับ DMSO ตอคุณภาพของอสุจิภายหลังการแชแข็งและละลาย 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 3 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนด
เรด อายุระหวาง 1-2 ป กลุมละ 6 ตัว จํานวนรวม 18 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไก
พอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ทําการรีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจบับังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และ
ขาไกดวยมือแตละขาง สวนอีกคนหนึง่เปนผูกระตุนพอพันธุดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง 
โดยเพิ่มน้ําหนกัจากเบาแลวลงน้าํหนัก พอพันธุที่มีสุขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง 
การบีบโคนกนเพื่อเก็บน้าํเชื้อจะตองกระทําโดยทนัท ีรองเก็บน้ําเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. 
น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมาศึกษา จากนัน้รวบรวมน้ําเชื้อของพอพนัธุจํานวน 12 ตัว รวมในหลอด
เดียวกนั (pooled semen) เพื่อนาํไปศึกษาตอไป 
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางสูตร BPSE (Sexton, 1977) สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสตูรน้ํายาเจือ
จาง เปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้าํที่ใชละลายเปนน้าํกลั่น 2 คร้ัง (ตารางที ่9) 
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การเจือจางและการเก็บรักษาน้ําเชื้อ  
 แบงน้ําเชื้อรวมของพอพันธุแตละกลุมเปน 7 สวน เจือจางดวยน้ํายา BPSE ในอัตรา 1 : 2 ลด
อุณหภูมิไปที่ 5˚ซ โดยใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นเจือจางเพิ่มดวยน้ํายาใหมี DMSO ความ
เขมขนสุดทายระดับรอยละ 0, 2, 4, 6, 8, 10 และ 12 ในน้ําเชื้อ     เจือจางบมที่ 5˚ซ เปนเวลา 30 นาที 
บรรจุน้ําเชื้อเขาหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปดปลายหลอดดวย    ผงอุด polyvinyl alcohol แลวแชแข็ง
โดยใช biological freezer ควบคุมโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร (Freezer control, Cryological PTY, 
Australia) โดยลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ไปยัง -20˚ซ ในอัตรา 1 ๐ซ/นาที จากนั้นนําหลอดบรรจุน้ําเชื้อไป
วางในไอในโตรเจนเหลว ทุกขั้นตอนกระทําอยางรวดเร็วเพื่อปองกันผลกระทบจากการเปลีย่นแปลงของ
อุณหภูมิ ดําเนินการศึกษาซ้ํา 3 คร้ัง 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ ตามวธิีการที่ อางโดย Lake and Stewart (1978) และ 
Sorensen (1979) ที่ชัว่โมงที่ 0 และ 24 ตามลําดับ 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ complete randomized design  
ปจจัยที่ศึกษาคือ ระดับความเขมขนของ DMSO ที่แตกตางกนั มี 7 ระดับ  
ทําการศึกษา 3 คร้ัง 
แปลงคาอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการมชีีวิตของอสุจภิายหลงัการละลาย โดย arcsin x  

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทยีบความแตกตางของคาเฉลี่ยอตัราการเคลื่อนที่และ
อัตราการผสมติดของอสุจิ โดยใช Chi’ square test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985) 

 
ผลและวจิารณผลการศกึษา 

 จากการศึกษาพบวาอัตราการเคลื่อนที่ภายหลังการเจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางที่มี CPA 
ตางชนิดและระดับตางๆ ในระยะเวลาชั่วโมงแรก พบวา ในไกเหลืองหางขาว DMSO, DMA และ DMF 
ทุกระดับใหผลไมแตกตางกัน (P>0.05) สวนในไกคละสีและโรดไอสแลนดเรด พบวา DMSO, DMA 
และ DMF ในระดับรอยละ 6–8 มีผลเสียตอการเคลื่อนที่ของอสุจิ สวนที่ระดับตํ่า (รอยละ 2 – 4) ใหผล
ไมแตกตางกับกลุมควบคุม  
 ภายหลังการเก็บรักษาที่ 5 ๐ซ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในไกเหลืองหางขาว พบวา DMSO, DMA 
และ DMF ระดับรอยละ 2 ใหผลไมตางจากกลุมควบคุม สวนความเขมขนในระดับสูงขึ้นมีผลเสียตอ
อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ ในไกคละสีพบวา CPA ทุกระดับมีผลเสียตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ
ยกเวน DMA ระดับรอยละ 2 – 4 สวนในไกโรดไอสแลนดเรดพบวา DMSO ทุกระดับใหผลไมแตกตาง
จากกลุมควบคุม เชนเดียวกับ DMA และ DMF ระดับรอยละ 2 สวนระดับอ่ืนๆ ใหอัตราการเคลื่อนที่ตํ่า
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กวากลุมควบคุม (ตารางที่ 10) จากตารางที่ 10 โดยภาพรวมจะเห็นไดวา DMSO, DMA และ DMF 
เปนพิษตออสุจิรุนแรงขึ้นตามความเขมขนที่สูงขึ้น เทวินทรและคณะ (2547) รายงานวา DMSO และ 
DMA ระดับรอยละ 2 – 8     มีผลเสียตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไกพื้นเมืองภายหลังการเก็บรักษา 
24 ชั่วโมง Tselutin et al. (1999) ไดศึกษาเปรียบเทียบพิษของ CPA 3 ชนิด คือ Glycerol, DMA และ 
DMSO ในระดับความเขมขนตางๆ คือ รอยละ 4, 6, 8 และ 12 พบวา cryoprotectant ที่ระดับความ
เขมขนเปนพิษตอการมีชีวิตของอสุจิ โดย glycerol มีพิษนอยที่สุด สวน DMSO มีพิษสูงสุด อยางไรก็
ตามน้ํายาเจือจางที่ใชคือ สูตร Lake diluent ซึ่งโดยปกติแลว DMSO จะใชกับน้ํายาสูตร BPSE ความ
แตกตางขององคประกอบของน้ํายาเจือจางอาจมีผลตอระดับความรุนแรงของพิษที่เกิดขึ้น 
 จากการทดสอบระดับ DMSO ที่เหมาะสมสําหรับการแชแข็งน้ําเชื้อไกพืน้เมืองพบวา DMSO
รอยละ 8 ใหคาอัตราการเคลื่อนที่และอตัราการรอดชีวิตภายหลงัละลายสงูสุด การใช DMSO โดย 
ทั่วไปแลวหากแชแข็งโดยเทคนิคของ Beltsville มักใช DMSO ระดับรอยละ 4–4.5 อยางไรก็ตามในการ
แชแข็งน้ําเชื้อเปด Han et al. (2005) รายงานวา ระดับที่ดีที่สุดของ DMSO คือ รอยละ 10 ความ
เหมาะสมของระดับ DMSO อาจขึ้นกับเทคนิคปลีกยอยที่อาจแตกตางกนัหรือความแตกตางของชนิด
พันธุ/สายพนัธุของสัตว 

ในการทดสอบพิษของ CPA โดยผสมเทียมแมไกดวยน้ําเชื้อเจือจางที่มี DMSO ในน้ํายารอย
ละ 8 พบวา อัตราการผสมติดต่ํากวา (รอยละ 62.1, 59/95)กลุมควบคุมที่เปนน้ําเชื้อเจือจางปราศจาก 
DMSO (รอยละ 95.6, 89/93) แสดงใหเห็นวา DMSO อาจเปนพิษตออสุจิหรืออาจไปรบกวน
ประสิทธิภาพเซลลบริเวณแหลงพักพิงอสุจิ (UVJ) ของแมไก ทั้งนี้ผลที่ไดสอดคลองกับเทวินทร        
และคณะ (2547) ซึ่งรายงานวา ethylene glycol และ DMSO ระดับรอยละ 2 มีผลเสียตออัตราการ
ผสมติดของน้ําเชื้อเจือจางในระหวางวันที่ 2 – 8 ภายหลังการผสมเทียม Blanco et al. (2000) รายงาน
วา การมีชีวิตรอดของอสุจิของไกจะต่ําลง เมื่อความดันสารละลายของน้ํายาสูงขึ้นกวาชวงความดัน
สารละลายที่สามารถทนได ผลเสียตออสุจิสวนหนึ่งของการเติม CPA ลงในน้ําเชื้อเจือจางมาจากความ
ดันสารละลายที่สูงกวาปกติ 
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ตารางที่ 10    ผลของชนิดและระดับของ cryoprotectant (CPA) ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไก
พื้นเมืองเหลืองหางขาว คละสี และโรดไอสแลนดเรด ภายหลังการเจือจางและเก็บรักษา 

พันธุ 
เหลืองหางขาว คละสี โรด ไอแลนด เรด 

ชนิด 
CPA 

ระดับ 
(%) 

0 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 0 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 0 ช่ัวโมง 24 ช่ัวโมง 
DMSO 0 

2 
4 
6 
8 

98.67+0.33 
98.67+0.33 
98.67+0.33 
98.67+0.33 
98.67+0.33 

90.33+0.33ก 
85.00+5.00ก 
70.00+7.64กข 
53.00+10.93ข 
45.00+10.40ข 

98.67+0.33 
97.67+1.33 
97.67+1.33 
97.67+1.33 
97.67+1.33 

90.33+0.33ก 
70.00+5.77กข 
60.00+5.77ขค 
41.00+9.28คง 
33.33+8.33ง 

98.67+0.33 
97.67+1.33 
97.67+1.33 
97.67+1.33 
97.67+1.33 

90.33+0.33ก 
78.33+4.41กข 
66.67+6.01ขค 
53.33+8.82คง 
41.67+4.41ง 

DMA 0 
2 
4 
6 
8 

98.67+0.33 
97.67+0.33 
97.00+1.16 
97.00+1.16 
94.00+2.08 

90.33+0.33ก 
81.67+1.67ก 
70.00+2.89ก 
50.00+5.77ข 
38.33+7.26ข 

98.67+0.33 
98.67+0.33 
98.67+0.33 
93.33+1.67 
90.33+0.33 

90.37+0.33ก 
80.00+2.89ก 
68.33+4.41ก 
43.33+8.82ข 
30.00+7.64ข 

98.67+0.33 
97.67+0.33 
97.00+1.16 
90.37+0.33 
90.37+0.33 

90.37+0.33ก 
81.67+1.67ก 
71.67+3.33ก 
48.33+7.26ข 
41.67+9.28ข 

DMF 0 
2 
4 
6 
8 

98.67+0.33 
98.67+0.33 
97.67+0.33 
93.33+1.67 
90.33+0.33 

90.33+0.33ก 
78.33+1.67ก 

61.67+10.93กข 
46.67+8.82ค 
35.00+7.64ค 

98.67+0.33 
98.67+0.33 
97.00+1.16 
93.33+1.67 
88.33+1.67 

90.33+0.33ก 
73.33+6.67กข 
56.67+12กข 

50.00+12.58กขค 
31.67+20.21ขค 

98.67+0.33 
98.67+0.33 
96.33+1.33 
91.67+1.67 
88.33+1.67 

90.37+0.33ก 
80.00+2.89กข 
60.00+7.64ขค 
48.33+7.26คง 
40.00+5.77ง 

หมายเหตุ 
ชนิดของ CPA มีผลตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไมแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) 
ก – ง อักษรที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันของ CPA แตละชนิดแยกในไกแตละพันธุ แสดงถึงความ 

แตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 11   ผลของระดับ DMSO ตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งในไกพื้นเมืองสายพันธุเหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนดเรด (mean+se) 
ลักษณะที่ศึกษา 

อัตราการเคลื่อนที่กอนแชแข็ง (%) อัตราการเคลื่อนที่หลังละลาย (%) อัตราการรอดชีวิตหลังละลาย (%) 
ระดับ  
DMSO 

(%) เหลือง คละสี โรด 
เฉลี่ย 
(%) เหลือง คละสี โรด 

เฉลี่ย 
(%) เหลือง คละสี โรด 

เฉลี่ย 
(%) 

2 90.00+0.33 88.33+1.67 90.00+0.33 89.67+0.60ก 19.33+6.36 11.00+4.58 28.33+11.67 19.55+4.77 11.00+4.58 12.33+3.93 23.33+13.33 15.56+4.66ข 
4 89.33+0.67 88.33+1.67 90.33+0.33 89.33+0.67ก 23.33+6.01 16.67+4.41 30.00+10.41 23.33+7.22 18.33+8.33 15.00+2.89 31.67+9.28 21.67+7.77กข 
6 87.33+1.45 85.33+0.33 90.33+0.33 87.76+0.85กข 24.33+5.36 16.67+3.33 41.67+13.64 27.56+9.87 26.67+8.33 28.33+6.01 40.00+10.40 31.67+8.04ก 
8 86.67+1.67 81.67+1.67 87.33+1.45 83.56+0.57ขค 35.00+7.64 25.00+8.66 52.67+17.33 37.56+7.25 28.33+10.93 28.33+9.28 45.00+10.41 33.89+5.82ก 
10 83.33+3.33 78.33+1.67 87.33+1.45 83.00+0.58คง 26.67+4.41 20.00+7.64 43.33+12.02 30.00+5.53 21.67+4.41 23.33+6.67 41.67+6.01 28.89+4.31ก 
12 83.33+3.33 76.67+3.33 86.00+2.08 82.00+2.03ง 17.67+5.04 15.67+4.70 33.33+14.53 22.22+5.42 18.33+6.01 25.00+7.64 35.00+10.00 26.11+4.69ก 
หมายเหตุ 
ก–ง อักษรที่แตกตางกันในสดมภเดียวกัน แสดงถึงความแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 
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สรุปผลการศกึษา 
 จากการศึกษานี้สรุปไดวา 
1. CPA ในระดับความเขมขนที่สูงขึน้จะเปนพิษตอตัวอสุจไิกพื้นเมือง และการสัมผัส CPA ใน

ระยะเวลาทีย่าวนานทาํใหอสุจิเสียหายมากขึ้น  
2. น้ํายาเจือจางสูตร BPSE และ DMSO เปน CPA ที่ระดับความเขมขนระดับรอยละ 8  เปนระดับที่

เหมาะสมที่สุดในการเสริมในน้าํเชื้อเพื่อเก็บรักษาแบบแชแข็งในไกพืน้เมือง  
3. DMSO ที่ระดับความเขมขนระดับรอยละ 8 ในน้ํายาเจือจางมีผลเสียตออัตราการผสมติดของ

น้ําเชื้อไกพืน้เมืองที่ผสมเทยีมในไกไข 
เอกสารอางอิง 
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งานวจิัย 5: การศกึษากรรมวิธกีารเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งที่เหมาะสมภายใตสภาพสนาม
ในไกพืน้เมือง 

Research 5: Study on procedures for cryogenic preservation of native chicken semen  
in field condition 

 
บทคัดยอ 

           การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาหาวิธีการที่เกี่ยวของและเหมาะสมในการเก็บรักษาน้าํเชือ้
แบบแชแข็งในไกพื้นเมืองภายใตสภาพสนาม โดยไดทําการทดสอบในประเด็นตางๆ ดังนี้ คือ  
 การทดลองที่ 1 ผลของวิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลายตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ โดย
ศึกษาเปรียบเทียบวิธีการแชแข็ง 4 วิธี คือ 1) แชแข็งน้ําเชื้อโดยใชเครื่องควบคุมลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถงึ   
-20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที จากนั้นอังไอไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -95˚ซ นาน 5 นาที จากนั้นจุม
หลอดบรรจุน้ําเชื้อลงในถังไนโตรเจนเหลว 2) แชแข็งโดยการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลว
ที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ นาน 15 นาที จากนั้นจุมหลอดบรรจุน้ําเชื้อลงในถังไนโตรเจนเหลว 3) แชแข็ง
น้ําเชื้อโดยวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อบนถาดสแตนเลส อังไอไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -80˚ซ นาน 8 นาที 
จากนั้นจุมหลอดลงในถังไนโตรเจนเหลว และ 4) แชแข็งน้ําเชื้อโดยการหยดน้ําเชื้อเจือจางลงใน
ไนโตรเจนเหลวโดยตรง ละลายน้ําเชื้อจากการแชแข็ง 4 วิธีการ ดังกลาวดวยอุณหภูมิ 3 ระดับ คือ 2, 
40 และ 60˚ซ จากการศึกษาพบวา วิธีการแชแข็งและอุณหภูมิในการละลายมีปฏิสัมพันธรวม การแช
แข็งโดยการวางหลอดน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ -80˚ซ และการละลายที่อุณหภูมิ 5˚ซ ใหผลดีที่สุด และการ
ละลายที่อุณหภูมิ 5˚ซ ใหผลดีในทุกวีธีการแชแข็ง   

การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของวิธีการแชแข็ง 3 วิธี คือ 1) เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายา prefreezing 
Lake โดยมี glycerol รอยละ 11 เปน Cryoprotectant (CPA) ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -35˚ซ ในอัตรา 
4˚ซ/นาที จากนั้นอังไอที่อุณหภูมิ -120˚ซ กอนเก็บในไนโตรเจนเหลว 2) เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายา 
BPBS ระดับ DMSO รอยละ 8 ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที จากนั้นอังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -95˚ซ กอนเก็บในไนโตรเจนเหลว 3) เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายา IGGKP โดยมี 
DMSO รอยละ 8 เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที อังไอไนโตรเจนเหลวที่ -
95˚ซ กอนเก็บในไนโตรเจนเหลว อุนน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2-5˚ซ นาน 5 นาที การตรวจคุณภาพและผสม
เทียมในแมไก จากการศึกษาพบวา อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิจากการแชแข็งดวยวิธีที่ 1 ดีกวาวิธีอ่ืน 
แตอัตราการรอดชีวิตไมมีความแตกตางกัน และทุกวิธีการใหอัตราการผสมติดต่ํา 

การทดลองที่ 3 ศึกษาผลของสูตรน้ํายาและวิธีการแชแข็ง ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการ
รอดชีวิตของอสุจิ โดยศึกษาน้ํายาเจือจาง 2 สูตร คือ IGGKPh และ EK วิธีการแชแข็ง 2 วิธีการคือ ลด
อุณหภูมิโดยใชเครื่องควบคุม และลดอุณหภูมิโดยการอังไอไนโตรเจนเหลว จากการศึกษาพบวา 
วิธีการแชแข็งใหผลตออสุจิหลังละลายไมแตกตางกัน น้ํายา EK ใหอสุจิรอดชีวิตสูงกวาน้ํายา IGGKPh 
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การทดลองที่ 4 ศึกษาผลของสูตรน้ํายาเจือจาง วิธีการลดอุณหภูมิ และอุณหภูมิในการละลาย
น้ําเชื้อ ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย โดยใชน้ํายาเจือจาง 2 สูตร คือ IGGKPh 
และ EK ลดอุณหภูมิ 2 แบบ คือ 1) แบบเร็วโดยวางหลอดน้ําเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ -80˚ซ นาน 5 นาที 
และที่อุณหภูมิระดับ -135˚ซ นาน 5 นาที 2) แบบเร็วมากโดยวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อที่ -135˚ซ นาน 10 
นาที กอนที่จะเก็บในไนโตรเจนเหลว ละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2-5˚ซ หรือ 40˚ซ จากการศึกษาพบวา 
สูตรน้ํายา และวิธีการลดอุณหภูมิใหผลไมแตกตางกัน การละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2-5˚ซ ใหผลดีกวา
ที่ 40˚ซ 

การทดลองที่ 5 ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิดวยโปรแกรมควบคุม 3 ระดับ และ
อุณหภูมิในการละลายตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิและอัตราการผสมติดภายหลังการละลาย จาก
การศึกษาพบวา การลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -35˚ซ ดวยอัตรา 1, 2 และ 3˚ซ/นาที และการละลายที่ 5 
และ 15˚ซ ใหผลไมแตกตางกัน และความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อก็ไมแตกตางกัน 

การทดลองที่ 6 ศึกษาผลของระยะเวลาในการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ 
และ -135˚ซ ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย จากการศึกษาพบวา การวางหลอดน้ํา
เชื้อที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ นาน 10 นาที จากนั้นการวางหลอดที่ระดับอุณหภูมิ -135˚ซ นาน 5-10 นาท ี
ใหผลดีกวาการวางหลอดที่ระดับ -35˚ซ และ -135˚ซ เปนเวลาจุดละ 5 นาที 

การทดลองที่ 7 ศึกษาเปรียบเทียบผลของวิธีการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกพื้นเมืองแบบแชแข็งตอ
คุณภาพน้ําเชื้อและอัตราการผสมติด โดยศึกษาวิธีการ 4 วิธี คือ 1) แชแข็งแบบเม็ดลดอุณหภูมิเร็วยิ่ง
ใชน้ํายาสูตร Tselutin โดยมี DMA เปน CPA 2) แชแข็งแบบบรรจุหลอดลดอุณหภูมิดวยความเร็วสูงใช
น้ํายาสูตร Tselutin โดยมี DMA เปน CPA 3) แชแข็งแบบบรรจุหลอดลดอุณหภูมิแบบชาใชน้ํายาสูตร 
Schramm โดยมี DMF เปน CPA และ 4) แชแข็งแบบบรรจุหลอดลดอุณหภูมิแบบเร็วปานกลางใช
น้ํายาสูตร EK โดยมี DMF เปน CPA จากการทดลองนี้ชี้ใหเห็นวาวิธีการแชแข็งวิธีที่ 3 เปนวิธีการที่
สะดวกและใหอัตราการผสมติดสูงสุด 

จากการศึกษานี้แสดงใหเห็นวา ในการแชแข็งน้ําเชื้อไก วิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลายมี
ปฏิสัมพันธตอกัน การละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2–5˚ซ มีผลดีตออสุจิ การแชแข็งน้ําเชื้อไกโดยใช
อุปกรณแบบงายใหผลไมแตกตางจากการแชแข็งโดยอุปกรณที่ควบคุมดวยระบบคอมพิวเตอร การเก็บ
รักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งโดยการบรรจุน้ําเชื้อในหลอดและวางหลอดอังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ -35˚ซ 
นาน 10 นาที และวางที่ระดับ -135˚ซ นาน 5 นาที นาจะเปนวิธีการแชแข็งที่เหมาะสม 
 
คําสําคัญ: วิธีการแชแข็ง, การละลาย, น้ํายาเจือจาง, น้ําเชื้อ, ไกพื้นเมือง 
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Abstract 
A series of six experiments were conducted to generate appropriate procedures for 

freezing and thawing native chicken semen under field condition. 
Experiment 1, involved comparisons of four freezing techniques 1) freezing semen 

from 4˚C to -20˚C at a rate of 1˚C per minute using programmable freezer, followed by 
putting the straws in -135˚C for 15 minutes then plunged into liquid nitrogen 2) freezing 
semen straw at -35˚C for 15 minutes and plunged into liquid nitrogen 3) freezing semen 
straw on stainless steel plate at -135˚C for 8 minutes and plunged into liquid nitrogen and 4) 
dropping semen samples into liquid nitrogen. Frozen semen of each method was thawed at 
2, 40 or 60˚C. Post-thaw motility of spermatozoa depended on freezing techniques and 
thawing temperature. The third technique and thawing temperature at 2˚C gave highest 
spermatozoa motility and 2˚C thawing was superior to 40˚C and 60˚C thawing. 

Experiment 2, was to compare between three different treatments on post–thaw 
spermatozoa motility, viability and fertility. Treatment 1, pooled semen was diluted in 
prefreezing Lake diluent and adjusted to a final concentration of 11% glycerol before putting 
diluted semen in straw to be frozen from 4˚C to -35˚C at a rate of 1˚C per minute and 
plunged  into liquid nitrogen vapor at -120˚C then plunged into liquid nitrogen. Treatment 2, 
pooled semen was diluted in BPSE diluent and adjusted to a final concentration of 8% 
DMSO and frozen from 4˚C to -20˚C at a rate of 1˚C per minute and plunged into liquid 
nitrogen vapor at -95˚C before plunging into liquid nitrogen. Treatment 3, the last pooled 
semen aliquote was diluted in IGGKPh diluents and adjusted to a final concentration of 8% 
DMSO and frozen from 4˚C to -20˚C at a rate of 1˚C per minute, then put in liquid nitrogen 
vapor at -95˚C before plunging into liquid nitrogen. Frozen semen was thawed at 2–5˚C and 
post–thaw motility and viability of spermatozoa were assessed. Highest percentage of motile 
spermatozoa was found in prefreezing Lake diluent. Spermatozoa viability and fertility were 
not significant different in different treatments. 

Experiment 3, effect of diluents; IGGKPh and EK and freezing methods were 
determined by using programmable freezer. Semen was frozen by liquid nitrogen vapor. 
There were no significant different between freezing methods but EK diluents was superior 
to the IGGKPh diluents. 

Experiment 4, effect of diluents, freezing procedures and thawing temperature on 
post–thaw motility were investigated. Pooled semen was diluted in IGGKPh or EK diluents. 
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Freezing procedures were 1) put semen straw at -80˚C for 5 minutes and then at -135˚C for 
5 minutes, then plunged the straws into liquid nitrogen, 2) put semen straw at -135˚C for 10 
minutes then plunged the straws into liquid nitrogen. Frozen semen were thaw at 2-5˚C or 
40˚C. There were no significant differences between diluents and thawing temperature at 2-
5˚C produced higher spermatozoa motility. 

Experiment 5, effect of freezing and thawing rates on post–thaw motility were 
stydied. Three different freezing rate 1, 2 and 3˚C per minute were used. There were no 
significant different effects between freezing rates and between thawing temperatures on 
motility and fertility of eggs obtained from hens inseminated with the frozen semen. 

Experiment 6, effect of suspension times above liquid nitrogen at -35˚C and -135˚C 
on post–thaw motility was investigated. Semen suspension at -35˚C for 10 minutes and       
at -135˚C for 5 minutes yielded best post – thaw motility. 

Experiment 7, was compare between four difference freezing protocols on post– 
thaw sperm motility and fertility. Treatment 1, pooled semen was diluted in Tselutin diluent 
with DMA. Semen samples were frozen by very rapid freezing dropped directly in liquid 
nitrogen. Treatment 2, pooled semen was diluted in Tselutin diluent with DMA. The straws 
were frozen with rapid freezing in nitrogen vapor. Treatment 3, pooled semen was diluted in 
Schramm diluent with DMF. The straws were frozen with slow freezing in nitrogen vapor and 
Treatment 4, pooled semen was diluted in EK diluent with DMF with moderate freezing rates 
in nitrogen vapor. The results showed that slow freezing (Treatment 3) gave highest fertility. 

In conclusion, this researched suggested that freezing procedure interaction with 
thawing temperature, the best thawing temperature was between 2-5˚C and freezing semen 
by programmable freezer was comparable to styrofoam box containing liquid nitrogen. The 
best fertility were obtained with semen frozen with DMF suspension at -35˚C for 10 minutes 
and at -135˚C for 5 minutes before put in liquid nitrogen. 

 
Keywords:   freezing procedure, thawing, diluents, semen, native chicken  
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บทนํา 
 ผลสําเร็จในการเก็บรักษาเซลลแบบแชแข็ง ซึ่งเมื่อทําการละลายแลวไดรับเซลลที่มีอัตราการ
รอดชีวิตที่สูงนั้น ข้ึนกับปจจัยที่มีผลปฏิสัมพันธซึ่งกันและกัน 3 ประการ คือ 1) คุณสมบัติของสาร
ปองกันความเสียหายจากการแชแข็ง (cryoprotectant, CPA) ที่เลือกใช 2) อัตราการลดอุณหภูมิ
ในขณะทําการแชแข็ง 3) อัตราการละลาย (Hammerstredt, 1995) นอกจากนี้แลวอสุจิของสัตวปกตาง 
species หรือตางสายพันธุ ซึ่งมีองคประกอบโครงสรางอสุจิที่แตกตางกัน ก็เปนปจจยัพืน้ฐานอยางหนึง่ 
นอกเหนือจากปจจัย 3 ประการขางตน อันมีผลตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง (Hammerstredt, 1995) 
ดังนั้นจึงพบความหลากหลายในการเลือกใชชนิดและระดับของ CPA อัตราการลดอุณหภูมิ และอัตรา
การละลายน้ําเชื้อในสัตวปก (Donoghue and Wishart, 2000) โดยมีวิธีการหรือเทคนิคการแชแข็ง
น้ําเชื้อไกที่สําคัญโดยสังเขป ไดแก  

การแชแข็งโดยมี DMSO ระดับรอยละ 4 เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 5 ถึง-20˚ซ (อัตรา 1˚ซ/
นาที) ใน alcohol bath และจาก -20˚ซ ถึง -80˚ซ ในไอไนโตเจนเหลวในอัตรา 30˚ซ/นาที จากนั้นจุมใน
ไนโตรเจนเหลว ละลายที่ 2˚ซ กอนใชผสมเทียม ใหอัตราการผสมติดใกลเคียงรอยละ 50 (Sexton, 
1979) ตอมา Van Voorst and Leenstra (1995) ไดปรับปรุงวิธีการโดย แชแข็งน้ําเชื้อภายใต 
biological freezer ลดอุณหภูมิจาก 5 ถึง -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที และจาก -20 ถึง -95˚ซ ในอัตรา  
25 ˚ซ/นาที จากนั้นจุมหลอดน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลวและละลายน้ําเชื้อที่ 5˚ซ กอนผสมเทียมดวย
อสุจิ ประมาณ 600 ลานตัว/แม โดยรายงานวา มีอัตราการผสมติดสูงถึงรอยละ 83 - 93  

Lake and stewart (1978) ไดรายงานถึงความสําเร็จที่นาพอใจของการแชแข็งน้ําเชื้อไกโดยใช 
glycerol เปน CPA ในน้ําเชื้อเจือจางที่ความเขมขนรอยละ 11 ตอมา Seigneurin and Blesbois 
(1995) ศึกษาการแชแข็งภายใต biological freezer และไดรายงานวาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการลด
อุณหภูมิระหวาง 5˚ซ ถึง -35˚ซ คือ -7˚ซ/นาที กอนที่จะจุมหลอดบรรจุน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลวเพื่อ
เก็บรักษา ละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 5˚ซ ปนน้ําเชื้อแยก glycerol ออก เนื่องจากเปนพิษกับระบบ
สืบพันธุเพศเมีย อัตราการผสมติดที่ไดรับภายหลังการผสมเทียมคือ รอยละ 76 เมื่อใชอสุจิ 300 ลาน
ตัว/แม ผสมเทียม 2 คร้ัง/สัปดาห 

Chalah et al. (1999) และ Tselutin et al. (1999) รายงานถึงอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแช
แข็งแบบเม็ดที่สูง ระดับใกลเคียงรอยละ 90 ในการแชแข็งใช dimethylacetamide (DMA) เปน CPA 
ในน้ําเชื้อเจือจางที่ความเขมขนรอยละ 6.6 หยดน้ําเชื้อที่เตรียมไวลงในไนโตรเจนเหลวโดยตรง และ
กอนนํามาผสมเทียมนํามาอุนที่ 60˚ซ วิธีการดังกลาวใหอัตราการผสมติดสูงกวาน้ําเชื้อแชแข็งที่ทําโดย
มี glycerol หรือ dimethylformamide (DMF) เปน CPA แตการทําน้ําเชื้อแชแข็งแบบเม็ด มีปญหาดาน
การควบคุมการติดเชื้อและความไมสะดวกในการใช มีรายงานการใช DMA เปน CPA ในการทําน้ําเชื้อ
แชแข็งในไกแบบบรรจุหลอด Woelders et al. (2006) รายงานวาใชน้ํายาที่จดสิทธิบัตรชื่อ ASG 
(Animal Science Group of Wageningen University) โดยมี DMA ความเขมขนรอยละ 0.6 โมล/ลิตร 
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เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 5 ถึง -190˚ซ ในอัตรา 200˚ซ/นาที เมื่อละลายที่ 5˚ซ แลวนําไปผสมเทียม 2 
คร้ัง/สัปดาห ดวยอสุจิจํานวน 300 ลานตัว/แม ใหอัตราการผสมติดรอยละ 88 สูงกวาแตไมแตกตาง
ทางสถิติกับน้ําเชื้อแชแข็งแบบเม็ดที่ใชน้ํายาเจือจางสูตร Lake สวน Blesbois et al. (2007) ทําการแช
แข็งน้ําเชื้อไกดวยน้ํายาสูตรที่อางโดย Lake ที่มี DMA เปน CPA ในความเขมขนสุดทายรอยละ 6 (v/v) 
ลดอุณหภูมิจาก 5˚ซ ถึง -140˚ซ ในอัตรา 50˚ซ/นาที กอนจุมลงในไนโตรเจนเหลว อุนน้ําเชื้อที่ 50˚ซ     
5 วินาทีกอนนําไปผสมเทียม จากการผสมเทียมดวยอสุจิ 600 ลานตัว/แม 4 วัน/คร้ัง พบวาใหอัตราการ
ผสมติดรอยละ 7-68 ทั้งนี้ข้ึนอยูกับสายพันธุไก 
 ในหานการแชแข็งน้ําเชื้อที่ไดผลดีคือ การเจือจางดวยน้ํายา EK (Modified IGGKP) โดยมี 
DMF ความเขมขนรอยละ 6 (v/v) เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -140˚ซ ในอัตรา 60˚ซ/นาที 
ละลายที่ 60˚ซ แลวผสมเทียม ใหอัตราการผสมติดรอยละ 88.24 ในไขที่เก็บฟก 2-8 วัน ภายหลังการ
ผสมเทียม (Lukaszewicz, 2002)   

จากขอมูลขางตนพบวา มีความหลากหลายในการใชสูตรน้ํายา ชนิด CPA อัตราการลด
อุณหภูมิ และอัตราการละลายน้ําเชื้อแชแข็ง ซึ่งลวนเปนปจจัยที่ทําใหผลการผสมติดจากน้ําเชื้อแชแข็ง
แตกตางกันไป ทั้งนี้ไมรวมผลจากความแตกตางระหวางพันธุและสายพันธุของไก สําหรับในไกพันธุ
พื้นเมืองขอมูลที่เกี่ยวของกับความสมบูรณพันธุของอสุจิที่เก็บรักษาในรูปแบบแชแข็งยังมีนอยมาก 
การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคหลัก เพื่อคนหาเทคนิคที่มีประสิทธิผลที่สุดในการเก็บรักษาน้ําเชื้อ
แบบแชแข็งในไกพื้นเมือง  

วิธีการศึกษา 
ศึกษาตามลําดับการทดลองตอเนื่องกันจํานวน 7 การทดลองยอยดังนี้ 

การทดลองที่ 1 ผลของวิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลายตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในไก 
การทดลองที่ 2  ผลของวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ 3 วิธี ตออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 

และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อไกพื้นเมืองภายหลังการแชแข็ง 
การทดลองที่ 3 ผลของสูตรน้ํายาแชแข็ง และวิธีการแชแข็ง ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอด

ชีวิตของอสุจิ 
การทดลองที่ 4 ผลของชนิดน้ํายา วิธีการลดอุณหภูมิโดยการอังไอ และอุณหภูมิในการละลายน้ําเชื้อ 

ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
การทดลองที่ 5 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิดวยโปรแกรมควบคุม 3 ระดับและและอุณหภูมิในการ

ละลายน้ําเชื้อ ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติด ภายหลังการละลาย 
การทดลองที่ 6 ผลของระยะเวลาในการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อที่ระดับ – 35°ซ และ – 135°ซ กอนการ

เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
การทดลองที ่7 ผลของวิธีการเก็บรักษาน้าํเชื้อไกพื้นเมืองแบบแชแข็ง 4 วิธกีารตอคุณภาพน้าํเชื้อและ

อัตราการผสมติด 
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การทดลองที่ 1 ผลของวิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลายตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในไก 
การทดลองที่ 1 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ 4 วิธี และ

อุณหภูมิการละลายน้ําเชื้อแชแข็ง 3 ระดับตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในไก 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 3 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนด
เรด อายุระหวาง 1-2 ป กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 36 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไก
พอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ําเชื้อเก็บสัปดาหละ 3 คร้ัง  
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางสูตร BPSE (Sexton, 1977) และใช DMSO ความเขมขนรอยละ 8 เปน CPA 
สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจาง เปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้าํที่ใชละลาย
เปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่12) 
ตารางที่ 12  องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง BPSE ในปริมาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง  กรัม  
Magnesium  chloride 0.34 
Sodium  acetate 4.30 
Potassium  citrate 6.40 
Sodium  glutamate 8.67 
Dipotassium  hydrogen  phosphate 12.70 
Potassium  dihydrogen  phosphate 0.65 
Fructose 5.00 
TES 1.95 

 
การเจือจางน้าํเชื้อ   

เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร BPSE ในสัดสวน 1:3 (น้ําเชื้อ:น้ํายาเจือจาง) ลดอุณหภูมิ
น้ําเชื้อเจือจางจาก 25˚ซ ไปที่ 5˚ซ โดยใชเวลาประมาณ 1 ชม. จากนั้นเจือจางดวยน้ํายาเจือจาง
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อุณหภูมิ 5˚ซ ที่มี DMSO อีก 1 สวน โดยมี DMSO เปน CPA คิดเปนความเขมขนสุดทายรอยละ 8 บม
น้ําเชื้อดังกลาวที่ อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 30 นาที จึงดําเนินการแชแข็ง 
การแชแข็งน้าํเชื้อ แบงเปน 4 วิธีการคือ 
 วิธีที่ 1 ลดอุณหภูมิภายใตเครื่องควบคุมอุณหภูมิดวยระบบคอมพิวเตอร (Freeze control, 

Cryologic PTY, Australia) โดยลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง   -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที 
แลวอังไอที่อุณหภูมิ -95˚ซ นาน 5 นาที จึงจุมลงในไนโตรเจนเหลว 

 วิธีที่ 2 แชแข็งโดยวางหลอดน้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ นาน 15 นาที 
แลวจุมหลอดน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว  

 วิธีที่ 3 แชแข็งโดยวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อบนถาดสแตนเลส อังไอไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -
80˚ซ นาน 8 นาที แลวจึงจุมหลอดน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว 

 วิธีที่ 4 แชแข็งโดยใชไปเปตอัตโนมัติหยดน้ําเชื้อขนาด 0.1 มล. ลงในไนโตรเจนเหลวโดยตรง 
หมายเหตุ  

วิธีที่ 1, 2 และ 3 อุปกรณในการอังไอไนโตรเจนเหลวคือ กลองโฟมขนาด 28X38X29 ซม. มี
ตระแกรงสําหรับวางหลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และขณะแชแข็งเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้น 8 ซม. 
การละลายน้าํเชื้อ  

แบงน้ําเชื้อใน 4 วิธีการแชแข็ง มาละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 3 ระดับ คือ 
ระดับที่ 1  อุณหภูมิ  2˚ซ นาน 5 นาที (ใชกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งและน้ํา) 
ระดับที่ 2  อุณหภูมิ 40˚ซ นาน 30 วินาที (ใชอางควบคุมอุณหภูมิ) 
ระดับที่ 3  อุณหภูมิ 60˚ซ นาน 5 วินาที (ใชอางควบคุมอุณหภูมิ) 

การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  
ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979) 

การทดสอบทางสถิติ  
วางแผนการทดลองแบบ 4X3 factorial in randomized complete block design 

ทําการศึกษา 3 ซ้ํา ปจจัยที่ศึกษา ไดแก ปจจัยที่ 1 คือ วิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ มี 4 วิธี ปจจัยที่ 2 คือ 
ระดับอุณหภูมิการละลาย มี 3 ระดับ  Block  คือ น้ําเชื้อจากไก 3 กลุม ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไก
พื้นเมืองคละสี และไกพันธุโรดไอสแลนดเรด  

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ โดยวิธี Duncan’s multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985)  
การทดลองที่ 2  ผลของวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ 3 วิธี ตออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 

และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อไกพื้นเมืองภายหลังการแชแข็ง 
การทดลองที่ 2 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบประสิทธิผลของวิธีการแชแข็ง

น้ําเชื้อ 3 วิธี ตออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็ง 



 62

สัตวทดลอง  
ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 

กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแมพันธุไกไขทางการคา อายุ
ประมาณ 60 สัปดาห รวมทั้งสิ้นจํานวน 60 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 
110 กรัม/ตัว/วัน สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ดําเนนิการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1  
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจาง 3 สูตร คือ Prefreezing Lake (Lake, 1960 อางโดย Chalah, 1999) มี 
glycerol ความเขมขนรอยละ 11 เปน CPA, BPSE (Sexton, 1977) มี DMSO ความเขมขนรอยละ 8 
เปน CPA และสูตร IGGKPh (Lukaszewicz, 2001) มี DMSO ความเขมขนรอยละ 8 เปน CPA 
สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปน
น้ํากลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่13) 
ตารางที่ 13  องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจางแตละสูตร ในปริมาตร 1,000 มล. 

สูตรน้ํายาเจือจางที่ องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง(กรัม/1,000 มล.) 
Prefreezing Lake BPSE IGGKPh 

Magnesium  acetate 0.70   
Magnesium  chloride  0.34  
Sodium  acetate  4.30  
Potassium  citrate  6.40 1.40 
Sodium  glutamate 19.20 8.67 14.00 
Dipotassium  hydrogen  phosphate  12.70 9.80 
Potassium  dihydrogen  phosphate  0.65  
Sodium  dihydrogen  phosphate   2.10 
Glucose   9.00 
Fructose 8.00 5.00  
Inositol   9.00 
TES  1.95  
Potassium  acetate 5.00   
PVP (Polyvinyl  pyrolidone) 3.00   

การเจือจางน้าํเชื้อ   
นําน้ําเชื้อที่ไดมาแบงเปน 3 สวน เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร BPSE และ IGGPKh 

ในสัดสวน 1:3 วิธีการลดอุณหภูมิ และเติมCPA ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
การบรรจุน้ําเชื้อ  ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
 



 63

การแชแข็งน้าํเชื้อ  
แบงเปน 3 วิธกีารคือ 
วิธีที่ 1 เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาสูตร Prefreezing Lake (Lake, 1960 อางโดย Chalah, 

1999) โดยมี glycerol เปน CPA ในระดับความเขมขนสุดทายเทากับรอยละ 11 ทํา
การลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -35˚ซ ในอัตรา 4˚ซ/นาที จากนั้นอังไอไนโตรเจนเหลวที่   
-120˚ซ นาน 3 นาที จึงจุมหลอดน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว  

วิธีที่ 2 เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาสูตร BPSE (Sexton, 1977) โดยมี DMSO ระดับรอยละ 8 
เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที อังไอไนโตรเจนเหลวที่ -
95˚ซ นาน 5 นาที จึงจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว  

วิธีที่ 3 เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาสูตร IGGKP (Lukaszewicz, 2001) โดยมี DMSO ระดับรอย
ละ 8 เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที อังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่ -95˚ซ นาน 5 นาที จึงจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว  

 หมายเหตุ  
ในการอังไอไนโตรเจนเหลวอุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. มีตระแกรง

สําหรับวางหลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ ในขณะแชแข็งจะเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้น
กลองโฟม 8 ซม. 

การละลายน้าํเชื้อ  
ทุกวิธีการแชแข็ง ดําเนินการโดยจุมหลอดลงในน้ําอุณหภูมิอุณหภูมิ 2 - 5˚ซ นาน 5 นาที

จากนั้นลางอสุจิโดยการปนแยกเพื่อกําจัด glycerol กอนการผสมเทียม 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979) และอัตราการรอด
ชีวิตของอสุจิจากการยอมสี SYBR-14+PI ประเมนิภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Olympus 
IX71, Japan) ตามวธิีการทีอ่างโดย Chalah and Brilland (1998) 
การผสมเทียม  

ผสมเทียมในเวลา  15.00 น. ใหกับแมไกไขทางการคาหลังการละลายและประเมินคุณภาพ
น้ําเชื้อ ผสมเทยีมดวยน้ําเชื้อวิธีการละ 20 ตัว  
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2-4 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นาํไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการกะเทาะเปลือกออกเพื่อดูการพฒันาของคัพภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ complete randomized design ทําการศึกษา 3 คร้ัง ปจจัยที่ศึกษา
คือ วิธีการลดอุณหภูมิ มี 4 วิธี  
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วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่และอตัราการรอดชีวิตของอสุจ ิ โดยวิธ ี Duncan’s multiple range test ดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป (SAS, 1985) 
 
การทดลองที่ 3 ผลของสูตรน้ํายาแชแข็ง และวิธีการแชแข็ง ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอด

ชีวิตของอสุจิ 
การทดลองที่ 3 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบผลของสูตรน้ํายาแชแข็ง 2 ชนิด 

คือ IGGKPh และ EK (น้ํายาที่ดัดแปลงจากสูตร IGGKPh), 2 วิธีการแชแข็ง คือ เครื่องควบคุม
อุณหภูมิดวยระบบคอมพิวเตอร (Freeze control, Cryologic PTY, Australia) และ กลองโฟม ตอ
อัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 
กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 
กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ดําเนนิการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1  
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจาง 2 สูตร คือ IGGKPh (Lukaszewicz, 2001) และ สูตร EK (Lukaszewicz, 
2001) ซึ่งทัง้ 2 สูตร มี DMSO ความเขมขนรอยละ 8 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตร
น้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่14) 
ตารางที่ 14  องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจางแตละสูตร ในปริมาตร 1,000 มล. 

สูตรน้ํายาเจือจาง องคประกอบทางเคมีของสูตรน้ํายาเจือจาง 
(กรัม/1,000 มล.) IGGKPh EK 

Potassium  citrate 1.40 1.40 
Sodium  glutamate 14.00 14.00 
Dipotassium  hydrogen  phosphate 9.80 9.80 
Sodium  dihydrogen  phosphate 2.10 2.10 
Glucose 9.00 9.00 
D-Fructose - 2.00 
Inositol 9.00  7.00 
Protamine sulphate  - 0.20 
PVP (Polyvinyl  pyrolidone) - 1.00 



 65

การเจือจางน้าํเชื้อ   
นําน้ําเชื้อที่ไดมาแบงเปน 2 สวน เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร IGGPKh หรือ EK ใน

สัดสวน 1:3 วิธีการลดอุณหภูมิ และเติมCPA ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
การบรรจุน้ําเชื้อ  ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
การแชแข็งน้าํเชื้อ  

แบงเปน 2 วิธกีารคือ 
วิธีที่ 1 ใชอุปกรณที่ควบคุมดวยโปรแกรมคอมพิวเตอร ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ใน

อัตรา 1˚ซ/นาที จากนั้นวางอังไอที่ระดับ -95˚ซ เปนเวลา 5 นาที กอนจุมหลอดลงใน
ไนโตรเจนเหลว 

วิธีที่ 2  วางหลอด straw อังไอที่ระดับอุณหภูมิ -135˚ซ เปนเวลา 10 นาที กอนจุมหลอดลงใน
ไนโตรเจนเหลว การอังไอไนโตรเจนเหลวอุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. 
มีตระแกรงสําหรับวางหลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ ในขณะแชแข็งจะเติม
ไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้นกลองโฟม 8 ซม. 

การละลายน้าํเชื้อ  
ทุกวิธีการแชแข็ง ดําเนินการโดยจุมหลอดลงในน้ําอุณหภูมิอุณหภูมิ 2 - 5˚ซ นาน 5 นาที

จากนั้นลางอสุจิโดยการปนแยกเพื่อกําจัด glycerol กอนการผสมเทียม 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979) และอัตราการรอด
ชีวิตของอสุจิจากการยอมสี SYBR-14+PI ประเมนิภายใตกลองจุลทรรศนฟลูออเรสเซนต (Olympus 
IX71, Japan) ตามวธิีการทีอ่างโดย Chalah and Brilland (1998) 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ 2X2 factorial in complete randomized design ทําการศึกษา 2 
คร้ัง คร้ังละ 3 ตัวอยาง ปจจัยที่ศึกษาไดแก ปจจัยที่ 1 คือ สูตรน้ํายาแชแข็งน้ําเชื้อ มี 2 สูตร ปจจัยที่ 2 
คือ วิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ มี 2 วิธี  

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่และอตัราการรอดชีวิตของอสุจ ิ โดยวิธ ี Duncan’s multiple range test ดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป (SAS, 1985)  
 
การทดลองที่ 4 ผลของชนิดน้ํายา วิธีการลดอุณหภูมิโดยการอังไอ และอุณหภูมิในการละลายน้ําเชื้อ 

ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
การทดลองที่ 4 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบผลของสูตรน้ํายาแชแข็ง 2 ชนิด 

(IGGKPh และ EK (น้ํายาที่ดัดแปลงจากสูตร IGGKPh), วิธีการลดอุณหภูมิโดยการอังไอ 2 วิธีการ 
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(แบบเร็วและเร็วมาก), และอุณหภูมิในการละลายน้ําเชื้อ 2 ระดับ(อุณหภูมิ 2-5˚ซ และอุณหภูมิ 40˚ซ)
ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 
กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 
กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ดําเนนิการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1  
น้ํายาเจือจาง  

น้ํายาเจือจาง 2 สูตร คือ IGGKPh (Lukaszewicz, 2001) และ สูตร EK (Lukaszewicz, 
2001) ซึ่งทัง้ 2 สูตร มี DMSO ความเขมขนรอยละ 8 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตร
น้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่14) 
การเจือจางน้าํเชื้อ   

นําน้ําเชื้อที่ไดมาแบงเปน 2 สวน เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร IGGPKh หรือ EK ใน
สัดสวน 1:3 วิธีการลดอุณหภูมิ และเติมCPA ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
การบรรจุน้ําเชื้อ  ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
การแชแข็งน้าํเชื้อ  

แบงเปน 2 วิธกีารคือ 
วิธีที่ 1 แบบเร็ว โดยวางหลอดบรรจุน้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -80˚ซ นาน 5 

นาที และที่ระดับ    -135˚ซ นาน 5 นาทีกอนการจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
วิธีที่ 2 แบบเร็วมาก โดยวางหลอดบรรจุน้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -135˚ซ 

นาน 10 นาที กอนการจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
หมายเหตุ 

การอังไอไนโตรเจนเหลวอุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. มีตระแกรงสําหรับวาง
หลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ ในขณะแชแข็งจะเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้นกลองโฟม 8 ซม. 
การละลายน้าํเชื้อ  

แบงน้ําเชื้อใน 2 วิธีการแชแข็ง มาละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2 ระดับ คือ 
ระดับที่ 1  อุณหภูมิ  2-5˚ซ นาน 5 นาที (ใชกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งและน้ํา) 
ระดับที่ 2  อุณหภูมิ 40˚ซ นาน 30 วินาที (ใชอางควบคุมอุณหภูมิ) 

การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  
ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979)  
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การทดสอบทางสถิติ  
วางแผนการทดลองแบบ 2x2x2 factorial in Completely Randomized Design 
ปจจัยที่ 1  คือ สูตรน้ํายาแชแข็งน้ําเชื้อ มี 2 สูตร 
ปจจัยที่ 2 คือ วิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ มี 2 วิธี  
ปจจัยที ่3 คือ วิธีการละลายน้ําเชื้อ มี 2 วิธ ี 
ทําการศึกษา 3 คร้ัง  
วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ

เคลื่อนที่ของอสุจิ โดยวิธี Duncan’s multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985)  
การทดลองที่ 5 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิดวยโปรแกรมควบคุม 3 ระดับและและอุณหภูมิในการ

ละลายน้ําเชื้อ ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติด ภายหลังการ
ละลาย 

การทดลองที่ 5 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเพื่อเปรียบเทียบผลของอัตราการลดอุณหภูมิดวย
โปรแกรมควบคุม 3 ระดับและและอุณหภูมิในการละลายน้ําเชื้อ ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ
ภายหลังการละลาย และอัตราการผสมติด 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 
กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแมพันธุไกไขทางการคา อายุ
ประมาณ 60 สัปดาห รวมทั้งสิ้นจํานวน 60 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 
110 กรัม/ตัว/วัน สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ดําเนนิการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1  
น้ํายาเจือจาง  

น้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) มี DMF ความ
เขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑ
ของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่15) 
ตารางที่ 15 องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง Schramm ในปริมาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง กรัม  
Magnesium  acetate 0.70 
Sodium  glutamate 28.50 
Glucose 5.00 
Inositol 2.50 
Potassium  acetate 5.00 
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การเจือจางน้าํเชื้อ   
นําน้ําเชื้อที่ไดมาเจือจางดวยน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ในสัดสวน 1:3 วิธีการลดอุณหภูมิ 

และเติมCPA ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
การบรรจุน้ําเชื้อ  ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
การแชแข็งน้าํเชื้อ  

แบงเปน 3 วิธกีารคือ 
 วิธีที่ 1 ลดอุณหภูมิภายใตเครื่องควบคุมอุณหภูมิดวยระบบคอมพิวเตอร (Freeze control, 

Cryologic PTY, Australia) โดยลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 1˚ซ/นาที 
แลวอังไอที่อุณหภูมิ -95˚ซ นาน 5 นาที จึงจุมลงในไนโตรเจนเหลว 

 วิธีที่ 2 ลดอุณหภูมิภายใตเครื่องควบคุมอุณหภูมิดวยระบบคอมพิวเตอร (Freeze control, 
Cryologic PTY, Australia) โดยลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 2˚ซ/นาที 
แลวอังไอที่อุณหภูมิ -95˚ซ นาน 5 นาที จึงจุมลงในไนโตรเจนเหลว 

 วิธีที่ 3 ลดอุณหภูมิภายใตเครื่องควบคุมอุณหภูมิดวยระบบคอมพิวเตอร (Freeze control, 
Cryologic PTY, Australia) โดยลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -20˚ซ ในอัตรา 3˚ซ/นาที 
แลวอังไอที่อุณหภูมิ -95˚ซ นาน 5 นาที จึงจุมลงในไนโตรเจนเหลว 

หมายเหตุ  
การอังไอไนโตรเจนเหลวอุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. มีตระแกรงสําหรับวาง

หลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ ในขณะแชแข็งจะเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้นกลองโฟม 8 ซม. 
การละลายน้าํเชื้อ  

แบงน้ําเชื้อใน 3 วิธีการแชแข็ง มาละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2 ระดับ คือ 
ระดับที่ 1  อุณหภูมิ  2-5˚ซ นาน 5 นาที (ใชกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งและน้ํา) 
ระดับที่ 2  อุณหภูมิ 15˚ซ นาน 5 นาที (ใชกลองโฟมบรรจุน้ําแข็งและน้ํา) 

การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  
ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979)  

การผสมเทียม  
ผสมเทียมในเวลา  15.00 น. ใหกับแมไกไขทางการคาหลังการละลายและประเมินคุณภาพ

น้ําเชื้อ ผสมเทยีมดวยน้ําเชื้อวิธีการละ 20 ตัว  
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2-4 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นาํไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการกะเทาะเปลือกออกเพื่อดูการพฒันาของคัพภะภายหลงัฟก 7 วัน 
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การทดสอบทางสถิติ  
วางแผนการทดลองแบบ 3x2 factorial in Completely Randomized Design ทําการศึกษา 3 

คร้ัง ปจจัยที่ศึกษาไดแก ปจจัยที่ 1 คือ วิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ มี 3 วิธี และปจจัยที่ 2 คือ วิธีการละลาย
น้ําเชื้อ มี 2 วิธี  

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่และอตัราการผสมตดิของอสุจิ โดยวิธ ีDuncan’s multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
(SAS, 1985) 
 
การทดลองที่ 6 ผลของระยะเวลาในการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อที่ระดับ – 35°ซ และ – 135°ซ กอนการ

เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
การทดลองที่ 6 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเพื่อประเมินระยะเวลาที่เหมาะสมในการลดอุณหภูมิ

เมื่อแชแข็งน้ําเชื้อไกพื้นเมือง   โดยวิธีการอังไอไนโตรเจนเหลวแบบ 2 ข้ันตอน 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 
กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 
กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ดําเนนิการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1  
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) มี DMF ความ
เขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑ
ของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่15) 
การเจือจางน้าํเชื้อ   

นําน้ําเชื้อที่ไดเจือจางดวยน้ํายาเจือจางสูตร ในสัดสวน 1:3 วิธีการลดอุณหภูมิ และเติมCPA 
ดําเนินการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1 
การบรรจุน้ําเชื้อ  ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
การแชแข็งน้าํเชื้อ  

แบงเปน 3 วิธกีารคือ 
 วิธีที่ 1 วางหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ที่อุณหภูมิระดับ -35 ˚ซ 5 นาที และที่ระดับ -135 ˚ซ 5 นาที 

กอนลงเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
 วิธีที่ 2 วางหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ที่อุณหภูมิระดับ -35 ˚ซ 5 นาที และที่ระดับ -135 ˚ซ 10 นาที 

กอนลงเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 
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 วิธีที่ 3 วางหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ที่อุณหภูมิระดับ -35 ˚ซ 10 นาที และที่ระดับ -135 ˚ซ 5 นาที 
กอนลงเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

 วิธีที่ 4 วางหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ที่อุณหภูมิระดับ -35 ˚ซ 10 นาที และที่ระดับ -135 ˚ซ 10 นาที 
กอนลงเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

หมายเหตุ  
ในการอังไอไนโตรเจนเหลวอุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. มีตระแกรงสําหรับ

วางหลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ ในขณะแชแข็งจะเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้นกลองโฟม 8 ซม. 
การละลายน้าํเชื้อ  

ทุกวิธีการแชแข็ง ดําเนินการโดยจุมหลอดลงในน้ําอุณหภูมิอุณหภูมิ 2 - 5˚ซ นาน 5 นาที 
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979) ที ่ เวลา 30 นาท ี
และ 24 ชั่วโมงภายหลังการละลาย 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทําการศึกษา 2 คร้ัง แตละครั้ง 3 
หลอด น้ําเชื้อ/ปจจัย ปจจัยที่ศึกษา คือ วิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ มี 4 วิธี  

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่และอตัราการผสมตดิของอสุจิ โดยวิธ ีDuncan’s multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
(SAS, 1985) 
 
การทดลองที ่7 ผลของวิธีการเก็บรักษาน้าํเชื้อไกพื้นเมืองแบบแชแข็ง 4 วิธกีารตอคุณภาพน้าํเชื้อและ

อัตราการผสมติด 
การทดลองที่ 7 มีวัตถุประสงคในการศึกษาเปรียบเทียบวิธีการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกพื้นเมืองแบบ

แชแข็ง 4 วิธีการตอคุณภาพน้ําเชื้อและอัตราการผสมติด 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และไกพื้นเมืองคละสี อายุระหวาง 1-2 ป 
กลุมละ 12 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแมพันธุไกไขทางการคา อายุ
ประมาณ 60 สัปดาห รวมทั้งสิ้นจํานวน 60 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 
110 กรัม/ตัว/วัน สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

ดําเนนิการเชนเดียวกับการทดลองที่ 1  
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น้ํายาเจือจาง  
น้ํายาเจือจางที่ใชจํานวน 3 สูตร ไดแก Tselutin (Tselutin et al., 1995 อางโดย Chalah, 1999) 

มี DMA ความเขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA, Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) 
และ EK (Lukaszewicz, 2001) ซึ่งมี DMF ความเขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA (ตารางที ่17) 
ตารางที่ 17  องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจางแตละชนิด ในปริมาตร 1,000 มล. 

สูตรน้ํายาเจือจาง องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง(กรัม/1,000 
มล.) Tselutin Schramm EK 

Potassium  citrate - - 1.40 
Sodium  glutamate 19.20 28.50 14.00 
Dipotassium  hydrogen  phosphate - - 9.80 
Sodium  dihydrogen  phosphate - - 2.10 
Magnesium  acetate  0.70 - 
Glucose  5.00 9.00 
Fructose 8.00  2.00 
Inositol  2.50 7.00 
Potamaine  sulfate 0.32  0.20 
Potassium  acetate 5.00 5.00  
PVP (Polyvinyl  pyrolidone) 3.00  1.00 

การเจือจางน้าํเชื้อ นําน้าํเชือ้ที่ไดมาแบงเปน 4 สวน เจอืจางน้ําเชื้อดวยน้าํยาเจือจางสูตร Tselutin หรือ 
Schramm หรือ EK ในสัดสวน 1:3 ตามวธิีการในหัวขอการแชแข็งน้าํเชื้อ 
การบรรจุน้ําเชื้อ  ใชหลอด straw ขนาดจุ 0.5 มล. 
การแชแข็งน้าํเชื้อ แบงเปน 4 วิธีการคือ 
วิธีที่ 1 การแชแข็งแบบเม็ด เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร Tselutin ในสัดสวน 1:2 ลดอุณหภูมิ

ไปที่ 4˚ซ ในเวลาประมาณ 1 ชม. จากนั้นเติมน้ํายาเจือจางที่มี DMA อุณหภูมิ 4˚ซ อีก 1 สวน 
(คิดเปน 1 : 3 กับน้ําเชื้อเจือจางเดิม ซึ่งจะทําใหความเขมขน DMA เปนรอยละ 6) หลังจาก
เติม DMA 1 นาที ใชไปเปตอัตโนมัติดูดน้ําเชื้อแลวหยดลงในไนโตรเจนเหลวดวยปริมาตร 0.1 
มล./หยด น้ําเชื้อจะกลายเปนเม็ดโดยทันที รวบรวมน้ําเชื้อบรรจุในหลอดเก็บ 

วิธีที่ 2 การแชแข็งแบบบรรจุหลอด ลดอุณหภูมิดวยความเร็วสูง ใชน้ํายาเจือจางและดําเนินการ
เชนเดียวกับวิธีที่ 1 ภายหลังเติม DMA แลว ดําเนินการบรรจุน้ําเชื้อเขาหลอดฟางขนาด      
0.5 มล. ปดปลายหลอดดวย polyvinylalcohol แชแข็งโดยวางหลอดอังไอไนโตรเจนเหลว ที่
ระดับ -180˚ซ (หางจากไนโตรเจนเหลวประมาณ 1 ซม.) เปนเวลา 5 นาที จึงจุมลงใน
ไนโตรเจนเหลว 
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วิธีที่ 3 การแชแข็งแบบบรรจุหลอด ลดอุณหภูมิแบบชา เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร 
Schramm ในสัดสวน 1:2 ลดอุณหภูมิไปที่ 4˚ซ โดยใชเวลาประมาณ 1 ชม. จากนั้นเจือจาง
ดวยน้ํายาที่มี DMF อุณหภูมิ 4˚ซ อีก 1 สวน ดูดน้ําเชื้อเขาหลอด 0.5 มล. ปดปลายหลอดดวย 
polyvinylalcohol แชแข็งโดยวางหลอด อังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ เปนเวลา 
10 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิไปที่ -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที จึงจุมลงในไนโตรเจนเหลว 

วิธีที่ 4  การแชแข็งแบบบรรจุหลอด ลดอุณหภูมิดวยความเร็วปานกลาง เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือ
จางสูตร EK ในสัดสวน 1:2 ลดอุณหภูมิไปที่ 4˚ซ โดยใชเวลาประมาณ 1 ชม. จากนั้นเจือจาง
ดวยน้ํายาที่มี DMF อุณหภูมิ 4˚ซ อีก 1 สวน ดูดน้ําเชื้อเขาหลอด 0.5 มล. ปดปลายหลอดดวย 
polyvinylalcohol แชแข็งโดยวางหลอด อังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ เปนเวลา 
5 นาที จากนั้นลดอุณหภูมิไปที่ -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที จึงจุมลงในไนโตรเจนเหลว 

หมายเหตุ  
การอังไอไนโตรเจนเหลวอุปกรณคือ กลองโฟม ขนาด 28X38X29 ซม. มีตระแกรงสําหรับวาง

หลอดน้ําเชื้อที่เลื่อนระดับได และ ในขณะแชแข็งจะเติมไนโตรเจนเหลวสูงจากพื้นกลองโฟม 8 ซม. 
การละลายน้าํเชื้อ  
น้ําเชื้อจากวิธีที่ 1 ละลายน้ําเชื้อโดยเทเม็ดน้ําเชื้อลงในกลองโฟมที่สะอาด แลวเทลงในบีคเกอรขนาด 

100 มล. ที่วางอยูในน้ําอุนอุณหภูมิ 60˚ซ เมื่อน้ําเชื้อเร่ิมละลาย นําบีคเกอรน้ําเชื้อไป
วางในน้ําเย็นอุณหภูมิ 4˚ซ จากนั้นนําไปตรวจคุณภาพ เพื่อนําไปผสมเทียมตอไป  

น้ําเชื้อจากวิธีที่ 2 ละลายโดยจุม straw ลงในน้ําอุน 60˚ซ เปนเวลา 5 วินาที จากนั้นนํา straw ไปวางไว
ที่ 4˚ซ เช็ดหลอดใหแหงตัดปลายหลอด เทน้ําเชื้อลงในหลอด (test tube) ขนาด 15 
มล. นําไปตรวจคุณภาพเพื่อนําไปผสมเทียมตอไป 

น้ําเชื้อจากวิธีที่ 3 ละลายโดยจุม straw ลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 4˚ซ เปนเวลา 5 นาที จากนั้น เช็ดหลอด
ใหแหง ตัดปลายหลอด เทน้ําเชื้อลงในหลอด (test tube) ขนาด 15 มล. นําไปตรวจ
คุณภาพเพื่อนําไปผสมเทียมตอไป 

น้ําเชื้อจากวิธีที่ 4 ละลายโดยจุม straw ลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 4˚ซ เปนเวลา 8 วินาที จากนั้นนํา straw 
ไปวางไวในน้ําที่อุณหภูมิ 4˚ซ เช็ดหลอดใหแหง ตัดปลายหลอดเทน้ําเชื้อลงในหลอด 
(test tube) ขนาด 15 มล. นําไปตรวจคุณภาพ เพื่อนําไปผสมเทียมตอไป 

การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  
ประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจ ิตามวธิีการที่อางโดย Sorensen (1979)  

การผสมเทียม  
ผสมเทียมในเวลา 15.00 น. ใหกับแมไกไขทางการคา ภายหลังการละลายและประเมิน

คุณภาพน้าํเชือ้ ผสมเทยีมดวยน้าํเชื้อวิธีการละ 20 ตัว  
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การเก็บขอมูลการผสมติด  
เก็บไขระหวางวันที่ 2-4 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นาํไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม

ติดโดยการกะเทาะเปลือกออกเพื่อดูการพฒันาของคัพภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ Completely Randomized Design ทําการศึกษา 5 คร้ัง ปจจัยที่
ศึกษาคือ วิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ มี 4 วิธี  

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่และอตัราการผสมตดิของอสุจิ โดยวิธ ีDuncan’s multiple range test ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป 
(SAS, 1985) 
 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 
การทดลองที่ 1 ผลของวิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลายตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิในไก 

จากการศึกษาพบวาวิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลาย มีปฏิสัมพันธรวมกันตออัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิหลังการละลาย การวางหลอดน้ําเชื้อบนแผนสแตนเลสอังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ
อุณหภูมิ -80˚ซ เปนเวลา 8 นาที และละลายน้ําเชื้อในน้ําที่อุณหภูมิ 2˚ซ ใหผลดีที่สุด (ตารางที่ 18 และ
กราฟที่ 2) ซึ่งแสดงใหเห็นถึงอิทธิพลรวมของปจจัยระหวางการลดอุณหภูมิและการละลาย ตออัตรา
การเคลื่อนที่ของอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็ง (Hammerstredt, 1995; Donoghue and Wishart, 2000) และ
แสดงใหเห็นถึงอุณหภูมิที่ใชละลายน้ําเชื้อแชแข็งที่ปลอดภัยที่สุดคือการละลายน้ําเชื้อแบบแชแข็งที่
อุณหภูมิตํ่า 
ตารางที่ 18  ผลของวิธีการแชแข็งและอุณหภูมิที่ใชละลายตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ (%) 

 
วิธีการแชแขง็1/ อุณหภูมลิะลาย (˚ซ) 

1 2 3 4 เฉลี่ย 
0 37.78กข 37.22กข 47.22ก 43.33กข 41.39 
40 33.89ขค 25.00คง 15.56ง 22.50คง 22.50 
60 25.00คง 22.78คง 15.22ง 19.56ง 19.56 
เฉลี่ย 32.22 28.33 26.00 24.70  

 
หมายเหต ุ   
 1/ วิธีการแชแข็ง วิธีที ่1, 2, 3 และ 4 
 ก – ง อักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P<0.05) 
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กราฟที่ 2 ความสัมพันธของวิธีการแชแข็ง อุณหภูมิละลายตอรอยละอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
 
การทดลองที่ 2  ผลของวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อ 3 วิธี ตออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 

และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อไกพื้นเมืองภายหลังการแชแข็ง 
พบวาวิธีการแชแข็งโดยวิธีที่ 1 ซึ่งใชน้ํายาสูตร Prefreezing Lake มี glycerol เปน CPA ให

อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิสูงสุด (P<0.05) แตอัตราการรอดชีวิตของอสุจิไมแตกตางจากวิธีการอื่น 
สวนอัตราการผสมติด พบวามีอัตราการผสมติดต่ํามากทุกวิธีการ(ตารางที่ 19)  ซึ่งต่ํากวาทีร่ายงานโดย 
Sexton (1979) และ Seigneurin et al. (1995) แสดงใหเห็นวา มีอสุจิจํานวนเพียงเล็กนอยที่รอดชีวิต
ภายในระบบสืบพันธุของแมไกบงชี้วามีจุดบกพรองในเทคนิคดานตางๆ ซึ่งตองดําเนินการศึกษาตอไป 
ตารางที่ 19  การศึกษาเปรียบเทียบผลของวิธีการแชแข็งตออัตราการเคลื่อนที่ อัตราการรอดชีวิต

และอัตราการผสมติดของอสุจิภายหลังการละลาย ( x ± SE) 
วิธีการแชแขง็วิธทีี ่ 

1 2 3 
อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังละลาย (n=3) 66.11 ± 1.27ก 59.33 ± 2.08ข 55.40 ± 1.76ข 
อัตราการรอดชีวิตของอสุจิหลังละลาย (n=3) 46.33 ± 3.64 36.67 ± 3.11 38.55 ± 3.14 
อัตราการผสมติด 1/32 2/31 2/32 
หมายเหต ุ  

 กข อักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P<0.05) 
 ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อปริมาตร 0.2 มล. 
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วิธีการแชแข็ง 4 วิธีการ 
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การทดลองที่ 3 ผลของสูตรน้ํายาแชแข็ง และวิธีการแชแข็ง ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการรอด
ชีวิตของอสุจิ 

จากการศึกษาพบวา การใชอุปกรณควบคุมใหผลไมแตกตางจากการแชแข็งโดยวิธีการวาง
หลอดอังไอไนโตรเจนเหลว สวนน้ํายาที่ใชในการศึกษาน้ําเชื้อสําหรับการแชแข็ง พบวาน้ํายา IGGKPh
ใหผลดีกวาน้ํายา EK ในกรณีอัตราการรอดชีวิต ดังแสดงในตารางที่ 20 
 แสดงใหเห็นวา ขบวนการลดอุณหภูมิดวยการอังไอในระดับที่เหมาะสม จากการใชอุปกรณ
แบบงาย สามารถใหผลตอคุณภาพน้ําเชื้อภายหลังการแชแข็งไมไดแตกตางจากอุปกรณที่ควบคุมดวย
ระบบคอมพิวเตอร และน้ํายาสูตร EK เปนน้ํายาดัดแปลงใหผลดีกวาน้ํายาสูตร IGGKP เมื่อใชในไก 
โดยใหผลดีเชนเดียวกับ การใชน้ํายาแชเข็งน้ําเชื้อหาน รายงานโดย Lukaszewicz (2002) อยางไร      
ก็ตามการศึกษานี้เปนการศึกษาเบื้องตน ภายนอกรางกาย 
ตารางที่ 20   ผลของวิธีการแชแข็ งด วยเครื่ องควบคุมการลดอุณหภูมิด วยวิธีการอั ง ไอ

ไนโตรเจนเหลว เมื่อใชสูตรน้ํายาเจือจาง IGGKP และ EK ตออัตราการเคลื่อนที่และอัตรา
การรอดชีวิตของอสุจิ 

อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิ 
หลังละลาย (%) 

อัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 
หลังละลาย (%) วิธีการ 

IGGKPh EK 
เฉล่ีย 

IGGKPh EK 
เฉล่ีย 

ลดอุณหภูมิโดย 
ใชเครื่องควบคุม n=6 

30.00 ± 1.29 31.67 ± 3.33 30.83± 1.72 29.17± 1.54 39.17 ± 6.91 34.17 ± 3.84 

ลดอุณหภูมิโดย 
การอังไอ n=6 

37.50± 4.23 35.83± 3.52 36.67 ± 2.64 31.67 ± 2.11 46.67 ± 4.01 39.17 ± 3.13 

เฉล่ีย 33.75 ± 0.29 33.75 ± 2.40  30.42 ± 1.30ข 42.92 ± 4.10ก  
หมายเหต ุ  

 ก-ข อักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 
 
การทดลองที่ 4 ผลของชนิดน้ํายา วิธีการลดอุณหภูมิโดยการอังไอ และอุณหภูมิในการละลายน้ําเชื้อ 

ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
จากการศึกษาพบวาน้ํายาและวิธีการแชแข็งใหผลไมแตกตางกัน (P>0.05) สวนในการละลาย

น้ําเชื้อ การละลายที่อุณหภูมิ 2-5˚ซ ใหผลดีตออัตราการเคลื่อนที่สูงกวาการละลายที่อุณหภูมิ 40˚ซ 
(P<0.05) สวนผลตออัตราการรอดชีวิตของอสุจิไมแตกตางกัน (P>0.05) ดังแสดงในตารางที่ 21 จาก
การศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวา การละลายน้ําเชื้อแบบแชเข็งที่ลดอุณหภูมิโดยวิธีการอังไอในโตรเจน
เหลว ควรดําเนินการละลายที่อุณหภูมิตํ่าซึ่งสอดคลองกับการศึกษาที่ 1 อยางไรก็ตามอุณหภูมิน้ําเชื้อ
แชแข็ง ภายหลังการละลายขึ้นกับปจจัยหลายอยาง (Hemmerstedt, 1995; Chalahetal, 1999) ตลอด
รวมถึงพันธุกรรมหรือชนิดพันธุและสายพันธุดวย (Blesbois et al., 2005) 
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ตารางที่ 21  ผลของชนิดน้ํายา วิธีการแชแข็งโดยการอังไอและอุณหภูมิในการละลายน้ําเชื้อแชแข็ง
ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังละลายของน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไกพื้นเมือง (%) 

สูตรน้ํายา 
IGGKPh EK อุณหภูมิละลายวิธีแชแข็ง 

2˚ซ 40˚ซ 2˚ซ 40˚ซ 
เฉล่ีย 

ลดอุณหภูมิเร็วปานกลาง 65.67±1.35 48.56±5.70 66.00±1.81 49.00±5.57 57.31±2.45 
ลดอุณหภูมิเร็วมาก 59.56±7.41 47.22±3.74 69.44±1.04 48.33±4.33 58.08±2.25 
เฉล่ีย 66.5±0.92 47.89±3.31 67.72±1.09 48.67±3.42  
คาเฉลี่ยในสูตรน้ํายาเดียวกัน 57.19 ±2.31 58.19±2.39  
 2˚ซ 40˚ซ  
คาเฉลี่ยในอุณหภูมิเดียวกัน 67.11±0.71ก 48.28±2.35ข  

หมายเหต ุ  

ก-ข อักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงถึงความแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 
 
การทดลองที่ 5 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิดวยโปรแกรมควบคุม 3 ระดับและและอุณหภูมิในการ

ละลายน้ําเชื้อ ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติด ภายหลังการ
ละลาย 

จากการศึกษาพบวาอัตราการลดอุณหภูมิ 1, 2 และ 3˚ซ/นาที จาก 4 ถึง -35˚ซ กอนการอังไอ
แชแข็ง ใหผลไมแตกตางกัน (P>0.05) และใหอัตราการผสมติดรอยละ 17.24, 15.38 และ 34.21 
ตามลําดับไมแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 22) 
ตารางที่ 22 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิในขณะแชแข็งระหวาง 4 ถึง 35˚ซ ตออัตราการเคลื่อนที่หลัง

ละลายและอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อไกพื้นเมือง 
อัตราการเคลื่อนที่หลังละลาย (%)  

อัตราการลดอุณหภูม ิ 1˚ซ / นาท ี 2˚ซ / นาท ี 3˚ซ / นาท ี
อุณหภูมิละลาย    
          5˚ซ 53.33 ±2.04 46.89±4.14 47.22±5.01 
         15˚ซ 54.44 ± 1.76 50.00±3.54 49.17±5.33 
อัตราการผสมติด 2 - 4 วัน ภายหลังผสมเทียม 17.24 (5/29) 15.38 (6/39) 34.21 (13/38) 
 

ผลการทดลองจากตารางที่ 20 แสดงใหเห็นวาการลดอุณหภูมิจาก 4 ถึง -35˚ซ ในระดับ           
1 - 3˚ซ/นาที ใหผลไมแตกตางกัน Chalah et al. (1999) แชแข็งน้ําเชื้อไก โดยเจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายา 
Schramm และมี DMF เปน CPA โดยลดอุณหภูมิจาก 4 ถึง -35˚ซ ในอัตรา 1.3˚ซ/นาที และจาก         
-35 ˚ซ ถึง -140˚ซ ในอัตรา -20˚ซ/นาที อัตราการลดอุณหภูมิน้ําเชื้อแชแข็งในสัตวปกมีความแตกตาง
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กันไป (Chalah et al., 1999) ทั้งนี้ข้ึนกับ น้ํายา, CPA, ตลอดจนสายพันธุ (Donoghue and Wishart, 
2000) อยางไรก็ตามในการศึกษานี้อัตราการผสมติดของน้ําเชื้อยังต่ํากวาที่ไดมีรายงานกันโดยทั่วไป 
(Chalah et al., 1999; Donoghue and Wishart, 2000; Blesbois, 2007; Blesbois et al., 2007) 
 
การทดลองที่ 6 ผลของระยะเวลาในการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อที่ระดับ – 35°ซ และ – 135°ซ กอนการ

เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย 
 จากการศึกษาพบวาภายหลังการละลาย 30 นาที ระยะเวลาในการวางหลอดน้ําเชื้อที่ระดับ
อุณหภูมิตาง ๆ กอนทําการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ไมมีผลตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิหลัง
ละลาย แตอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิที่ 24 ชม. ภายหลังการละลาย และเก็บรักษาที่ 5 ๐ซ ในกลุมที่
วางไวระดับ -35 ๐ซ นาน 10 นาที และวางไวที่ -135 ๐ซ นาน 5 – 10 นาที ใหคาสูงกวาการวางไวที่ -35 
๐ซ และ -135 ๐ซ จุดละ 5 นาที (P < 0.05) (ตารางที่ 23) แสดงใหเห็นวาการแชแข็งน้ําเชื้อไกพื้นเมืองที่
เจือจางดวยน้ํายา Schramm โดยมี DMF ระดับรอยละ 6 การลดอุณหภูมิในอัตราที่ชา (ใชเวลานานที่
ระดับ 4 ๐ซ ถึง -35 ๐ซ) ซึ่งการวางหลอดน้ําเชื้อที่ระดับ -35 ๐ซ เปนเวลา 10 นาที และที่ระดับ -135 ๐ซ  
5 – 10 นาที ใหผลดีที่สุด ทั้งนี้ Hammerstedt (1995) ไดรายงานวาผลสําเร็จในการแชแข็งน้ําเชื้อ
ข้ึนกับปฏิกิริยารวมของ CPA, อัตราการลดอุณหภูมิและอัตราการละลาย 
 
ตารางที่ 23  อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลายที่ 0 ชม. และที่ 24 ชม. ของน้ําเชื้อไก

พื้นเมืองที่แชแข็งโดยการวางหลอดที่ระดับ -35 ๐ซ และ -135 ๐ซ กอนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวในระยะเวลาที่ตางกัน  

ระดับอุณหภมูิ (๐ซ)  อัตราการเคลื่อนที่หลังละลาย  
ระยะเวลา (นาที) (mean + SE)/ 

-35 ๐ซ -135 ๐ซ 0 ชม. 24 ชม. 
5 5 65.00 + 1.83 31.67 + 3.33ข 
5 10 65.00 + 1.83 33.83 + 2.52กข 
10 5 71.67 + 2.79 41.67 + 3.80ก 
10 10 71.33 + 1.76 42.50 + 2.14ก 

หมายเหตุ 
 ละลายน้ําเชื้อที่อุณหภูมิ 2 – 5 ๐ซ 5 นาที 
ก, ข อักษรที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 
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การทดลองที ่7 ผลของวิธีการเก็บรักษาน้าํเชื้อไกพื้นเมืองแบบแชแข็ง 4 วิธกีารตอคุณภาพน้าํเชื้อและ
อัตราการผสมติด 

จากการศึกษาพบวาอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลายมีคาเทากับรอยละ 
71.11± 3.32, 58.13± 0.44, 64.17 ± 5.35 และ 74.10 ± 2.92 (Mean± SE) ในวิธีที่ 1 ถึง 4 
ตามลําดับ (ตารางที่ 24) โดยไมมีความแตกตางในทางสถิติ (P=0.06) Chalah et al. (1999) ไดศึกษา
เปรียบเทียบวิธีการแชแข็ง 3 วิธี คือ แบบบรรจุหลอด โดยใช glycerol เปน CPA ลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ 
ถึง -35˚ซ   ในอัตรา 7˚ซ/นาที และจาก -35˚ซ ถึง -140˚ซ ในอัตรา 20˚ซ/นาที แบบเม็ดโดยใช DMA 
เปน CPA และแบบบรรจุหลอดลดอุณหภูมิจาก 4˚ซ ถึง -35˚ซ ในอัตรา 1.3˚ซ/นาที และจาก -35˚ซ ถึง 
-140˚ซ ในอัตรา -20˚ซ/นาที พบวาอัตรารอดชีวิตของอสุจิภายหลังการละลาย วิธีที่ 2 และ 3 ไม
แตกตางกัน แตตํ่ากวาวิธีที่ 1 แตรายงานดังกลาวไมไดเสนอขอมูลของอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
 จากการศึกษาครั้งนี้พบวาอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อที่แชแข็งวิธีที่ 3 ซึ่งวางหลอดอังไอที่
อุณหภูมิ -35˚ซ 10 นาที แลวยายไปวางหลอดที่ระดับ -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที มีอัตราการผสมติด
สูงสุด  (รอยละ  43.15) ไมแตกตางจากการแชแข็งน้ําเชื้อแบบเม็ดโดยวิธีการหยดน้ําเชื้อลง
ไนโตรเจนเหลวโดยตรง (รอยละ 31.7) แตมีอัตราผสมติดสูงกวาการแชแข็งแบบบรรจุหลอดในวิธีที่ 2 
ซึ่งลดอุณหภูมิอยางเร็ว (รอยละ 12.20) โดยมี DMA เปน CPA การแชแข็งวิธีที่ 4 ซึ่งบรรจุหลอดและลด
อุณหภูมิเร็วปานกลางโดยมี DMF เปน CPA (รอยละ 17.45) ซึ่งแตกตางจากรายงานของ Chalah et 
al. (1999) และ Tselutin et al. (1999) ซึ่งตางระบุวาการแชแข็งแบบเม็ดใหอัตราการผสมติดสูงสุด 
สวนการแชแข็งแบบบรรจุหลอด โดยมี DMA เปน CPA นั้นใหผลการผสมติดต่ําสุด ซึ่งสอดคลองกับ
การศึกษานี้ จากรายงานของ Tselutin et al. (1999) ไดชี้ใหเห็นวาวิธีการลดอุณหภูมิ, CPA และ
รูปแบบภาชนะการบรรจุน้ําเชื้อ มีผลโดยตรงตอคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็ง อันสงผลตออัตราการผสมติด 
ในการศึกษาครั้งนี้ วิธีการแชแข็ง และละลายน้ําเชื้อไดปรับตามสภาพของหองปฏิบัติการ ซึ่งอาจมีส่ิง
แตกตางจากวิธีการของผูวิจัยทั้ง 2 คณะ ขางตน ตัวอยางเชนวิธีการละลายน้ําเชื้อแชแข็งแบบเม็ด ซึ่ง
อาจมีขอผิดพลาดไดงาย อาจสงผลตอขอมูลที่แตกตางกันได จากวิธีดําเนินการในการวิจัยครั้งนี้ จึง
อาจสรุปไดวา วิธีการแชแข็งแบบที่ 3 ซึ่งเปนการลดอุณหภูมิแบบชา และละลายแบบชาที่อุณหภูมิ 4˚ซ 
เปนวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อไกพื้นเมืองที่ไดผลดีที่สุดในสภาพการใชเครื่องมือแบบประหยัด 
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ตารางที่ 24  อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิหลังการละลาย และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็งในไก
พื้นเมืองที่ดําเนินการแชแข็งน้ําเชื้อดวยวิธีการที่แตกตางกัน 

วิธีการ CPA วิธีการลด
อุณหภูมิ 

รูปแบบ 
การบรรจ ุ

อุณหภูมิ 
ละลาย 

อัตราการ 
เคล่ือนที่ของอสุจิ 

( %) 

อัตราการ 
ผสมติด  

(%) 
1 DMA เร็วมากยิ่ง เม็ด 60˚ซ 71.11± 3.32 

(60-80) 
31.70กข 

(7.14-40.54) 
2 DMA เร็วมาก หลอด 60˚ซ 58.13± 0.44 

(40-70) 
12.20ค 

(4.34-21.43) 
3 DMF ชา หลอด 5˚ซ 64.17± 5.35 

(60-80) 
43.15ก 

(22.73-76.00) 
4 DMF เร็วปานกลาง หลอด 40˚ซ 74.10± 2.92 

(65-80) 
17.45ขค 

(7.69-30.77) 
หมายเหตุ 
ก – ค อักษรที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 

 
สรุปผลการศกึษา 

 จากการศึกษาสรุปผลไดดังนี้ วิธกีารลดอณุหภูมิและอุณหภูมิที่ใชละลาย มีปฏิกริยารวมกัน ทํา
ใหมีผลตออัตรารอดชีวิตของอสุจิภายหลังการละลาย การละลายที่อุณหภูมิตํ่ามีผลดีกวาการละลายที่
อุณหภูมิสูง น้าํยาเจือจางใหผลแตกตางกนัไมมากนักตอคุณภาพน้าํเชื้อแชแข็งภายหลังการละลาย 
การแชแข็งน้าํเชื้อไกพื้นเมือง ภายใตการใชอุปกรณที่ควบคุมการลดอุณหภูมิโดยระบบคอมพิวเตอร 
ใหผลไมแตกตางจากการวิธกีารลดอุณหภมูิโดยการองัไอในโตรเจนเหลว การแชแข็งน้ําเชื้อไกพืน้เมือง 
อาจดําเนินการภายใตอุปกรณแบบงายๆ และประหยัด โดยการอังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ -35° ซ 
เปนเวลา 10 นาท ี และยายไปวางที่ระดับ -135 ° ซ  เปนเวลา 5-10 นาท ี และอุณหภูมิที่เหมาะสม 
สะดวกในการละลายน้ําเชื้อแบบแชแข็ง คือ 2-5 ° ซ  โดยใหผลดีในดานอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 
และอัตราการผสมติดในน้ําเชื้อไกพื้นเมือง 
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งานวจิัย 6: ผลของกลัยซีนตออสุจิในการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกพืน้เมืองแบบแชแข็ง 
Research 6: Effect of Glycine on Cryopreservation of Native Chicken Spermatozoa 

 
บทคัดยอ 

 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของการเสริมกรดอะมิโน กลัยซีน ตออัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิหลังการละลายน้ําเชื้อแชแข็งและอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไก
พื้นเมือง น้ําเชื้อที่ใชศึกษาไดจากการรีดน้ําเชื้อรวมกันจากไกพอพันธุหลายตัวแบงน้ําเชื้อเปน 4 สวน
แลวเจือจางดวยน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ที่เสริมกรดอะมิโน ในระดับ 0, 20, 40 และ 60 มิลลิโมล 
ในสัดสวน 1:3 ลดอุณหภูมิน้ําเชื้อเจือจางไปที่ 5˚ซ จากนั้นเติมน้ํายาที่มี dimethylformamide (DMF) 
คิดเปนรอยละ 6 ของปริมาตรทั้งหมดของน้ําเชื้อเจือจางโดยปริมาตรสุดทายที่เพิ่มเขาไปนี้คิดเปน 1 
สวน บรรจุน้ําเชื้อเขาหลอด straw ขนาด 0.5 มิลลิลิตร แชแข็งโดยวางเหนือไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ
อุณหภูมิ -35˚ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นวางที่ระดับอุณหภูมิ -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที หลังจากนั้นจุม
ลงในไนโตรเจนเหลว การละลายน้ําเชื้อแชแข็งโดยการวางหลอดในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2–5˚ซ นาน 5 นาที 
จากนั้นประเมินอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ ซึ่งพบวาอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิไมมีความแตกตางกัน
ระหวางกลุม (P>0.05) สําหรับผลของกลัยซีนตออัตราการผสมติดนั้น พบวาการเสริมในระดับ 20, 40 
และ 60 มิลลิโมล ทําใหอัตราการผสมติดสูงกวากลุมควบคุม (รอยละ 65.85, 73.33, 58.92 และ 45.55 
ตามลําดับ, P<0.05) และการเสริมในระดับ 40 มิลลิโมล ใหผลดีที่สุดสูงกวาระดับอ่ืน (P<0.05) 
คําสําคัญ: ไกพื้นเมือง, น้ําเชื้อ, การแชแข็ง, กลัยซีน, อสุจิ 

Abstract 
 The effect of glycine on post–thaw motility and fertility were evaluated. Pooled semen 
of native cocks was divided to four aliquots and diluted 1:3 with Schramm diluent 
supplemented with 0, 20, 40 and 60 mM. of glycine. Semen samples were cooled to 5๐C 
and added 1 part of diluent containing dimethylformamide (DMF) at final volume of 6% in 
diluted semen. Semen was transferred to 0.5 ml plastic straws, freeze by locate at -35๐C for 
10 min, then placed at -135๐C for 5 min and finally plunged into liquid nitrogen. Frozen 
semen thawed at 2–5๐C for 5 min and post–thaw motility was assessed. The percentage of 
motile sperm in the presence of glycine did not differ significantly from percentage of motile 
sperm of semen frozen without amino acid. (P>0.05) Fertility of eggs from hens inseminated 
with semen frozen in 20, 40 and 60 mM. of glycine were significantly higher than that of 
control (65.85, 73.33, 58.92 and 45.55 respectively; P<0.05). The 40 mM. glycine treatment 
yielded highest fertility (P<0.05) when compared to the other treatments. 
Keywords: native chicken, semen, cryopreservation, glycine, sperm 
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บทนํา 
 การเก็บรักษาพันธุกรรมของสัตวปกพื้นเมืองเพื่อคงสภาพความหลากหลายทางชีวภาพนั้นเปน
พันธกิจที่สําคัญของนักวิทยาศาสตรในหลายประเทศ (Blesbois, 2007) การเก็บรักษาพันธุกรรมของ
สัตวปกในรูปแบบน้ําเชื้อแชแข็งนับวาเปนรูปแบบหลักที่เปนจริงที่สุด (Gee, 1995; Hammerstedt, 
1995) แมวาผลสําเร็จในดานความสมบูรณพันธุจะมีระดับที่แตกตางกันไปขึ้นกับ species, สายพันธุ 
ตลอดจนความแปรปรวนของสัตวภายในพันธุเดียวกันก็ตาม (Blesbois, 2007; Blesbois et al., 2007) 
ไดมีการพัฒนาเทคนิคในการแชแข็งน้ําเชื้อไกจนใหผลอยูในระดับที่นาพอใจ (Donoghue and 
Wishart, 2000) แตการพัฒนาใหมีประสิทธิผลดียิ่งขึ้นก็ยังคงดําเนินการตอไป มีการเสริมกรดอะมิโน
หลายชนิดลงในน้ํายาเพื่อปรับปรุงคุณภาพน้ําเชื้อแบบแชแข็งของสัตวตาง ๆ เชน การเสริม glycine ใน
แกะ (Sanchez – Partida et al., 1992) ในมา (Trimeche et al., 1999) ในปลา strip bass (He and 
Wood III, 2003 และ 2004) และในลิง cynomolgus (Li et al., 2003) ซึ่งพบวามีผลดีตออัตราการ
เคลื่อนที่ของน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังละลาย อยางไรก็ตามขอมูลการศึกษาผลของการเสริมกลัยซีน 
(glycine) ตอคุณภาพน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไกยังไมมีขอมูล การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผล
ของการเสริมกลัยซีน (glycine) ตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็ง
ในไกพื้นเมือง 
 

วิธีการศึกษา 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 3 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว ไกพื้นเมืองคละสี และไกโรดไอสแลนดเรด
อายุระหวาง 2 – 2½ ป กลุมละ 8 ตัว จํานวนรวม 24 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว และใชแม
พันธุไกไขทางการคา อายุประมาณ 60 สัปดาห รวมทั้งสิ้นจํานวน 50 ตัว เลี้ยงในกรงตับ กรงละ 2 ตัว 
ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และให
น้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ําเชื้อเก็บสัปดาหละ 3 คร้ัง  
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น้ํายาเจือจาง  
ใชน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) มี DMF ความ

เขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑ
ของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่25) 
ตารางที่ 25 องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง Schramm ในปริมาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง กรัม  
Magnesium  acetate 0.70 
Sodium  glutamate 28.50 
Glucose 5.00 
Inositol 2.50 
Potassium  acetate 5.00 

 
การเจือจางน้าํเชื้อ   
 แบงน้ําเชื้อเปน 4 สวน แลวเจือจางดวยน้ํายาเจือจาง Schramm ที่มีสวนประกอบของกลัยซีน 
(glycine) 0, 20, 40 และ 60 มิลลิโมล ในสัดสวน 1:3 จากนั้นลดอุณหภูมิเหลือ 5˚ซ โดยใชเวลา
ประมาณ 1 ชั่วโมง เตรียมน้ํายาที่มีสวนผสมของ dimethylformamide (DMF) โดยคํานวณ
องคประกอบของ DMF เปนรอยละ 6 ในน้ําเชื้อเจือจางสุดทาย 4 สวน (สวนเดิม 3 สวน สวนที่มี DMF 
1 สวน) เตรียมไวที่อุณหภูมิ 5˚ซ เติมสวนผสมลงในน้ําเชื้อเจือจางกลับหลอดบรรจุไปมาเบาๆ เพื่อให
สวนผสมคลุกเคลากัน บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอด straw ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปดปลายหลอดดวยผง 
polyvinyl alcohol บมหลอดน้ําเชื้อเจือจางที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที กอนดําเนินการแชแข็งใน
ข้ันตอนตอไป  
 แชแข็งน้ําเชื้อ 6 คร้ัง เพื่อใชในการผสมเทียมแมพันธุ 6 คร้ัง ความเขมขนของอสุจิของน้ําเชื้อ
แชแข็งอยูในชวงประมาณ 1,000 – 1,500 ลานตัว/มิลลิลิตร หรือประมาณ 500 – 750 ลานตัว/หลอด 
การแชแข็งน้าํเชื้อ  
 ภายหลังการบมน้ําเชื้อเจือจางที่มี DMF ที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที เช็ดหลอดบรรจุน้ําเชื้อ
ใหแหงโดยใชเวลาใหส้ันที่สุดเพื่อปองกันการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ จากนั้นนําหลอดน้ําเชื้อวางบน
ตะแกรงในกลองโฟมเหนือไนโตรเจนเหลวบริเวณที่มีอุณหภูมิประมาณ -35˚ซ เปนเวลานาน 10 นาที 
ลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135˚ซ นาน 5 นาที กอนจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
การละลายน้าํเชื้อ 

นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อออกจากถังไนโตรเจนเหลววางในกลองโฟมเปลาประมาณ 5-8 วินาที จุม
ลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2–5˚ซ นาน 5 นาที เช็ดหลอดใหแหงแลวตัดปลายหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ถายเท
น้ําเชื้อลงในหลอดขนาด 15 มิลลิลิตร ที่จุมในน้ําเย็น นําไปผสมเทียมแมไกโดยทันที  
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การผสมเทียม  
 ทําการผสมเทียมในชวงเวลา 16.00 – 17.00 น. แมไกที่มีไขภายในมดลูกจะไมผสมเทียม 
ดําเนินการเชนนี้รวม 6 คร้ัง (replication) แมไกที่ใชมีอัตราการไขประมาณรอยละ 65 ตอวัน มีการ
กระตุนแมไกกอนผสมโดยลูบหลังออกแรงกดที่บริเวณทองพรอมกับการใชนิ้วถางกน สอดไซริงคขนาด 
1 มิลลิลิตร บรรจุน้ําเชื้อ 0.4 มิลลิลิตร ความลึกในการสอดไซริงคประมาณ 4 ซม. คอยๆ ปลอยน้ําเชื้อ
เขาชองคลอด โดยใชเวลาปลอยน้ําเชื้อประมาณ 5 – 8 วินาที  
การประเมนิคณุภาพน้าํเชื้อ  

ภายหลงัการผสมเทียม นาํน้าํเชื้อทีเ่หลอืเก็บที่อุณหภูมิ 5˚ซ แลวนาํมาประเมนิอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ ตามวิธีการที่อางโดย Sorensen (1979) ภายในเวลา 1 ชม.  
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2-4 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นาํไขที่เขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการกะเทาะเปลือกออกเพื่อดูการพฒันาของคัพภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ  

วางแผนการทดลองแบบ complete randomized design ทําการศึกษา 6 คร้ัง ปจจัยที่ศึกษา
คือ ระดับของการเสริมกลัยซีนในสูตรน้ํายาเจือจาง มี 4 ระดับ ขอมูลอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิและ
อัตราการผสมติดนํามาแปลงคาเปน arcsin x   

วิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ยอัตราการ
เคลื่อนที่และอัตราการผสมติดของอสุจิ โดยวิธี Duncan’s multiple range test และ Orthogonal 
polynomial ดวยโปรแกรมสําเร็จรูป (SAS, 1985) 
 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 
 จากการศึกษาพบวาเปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ของอสุจิของตัวอยางที่เหลือจากการผสมเทียมมี
คาเฉลี่ยเทากับรอยละ 62.50, 60.33, 59.17 และ 58.00 ในตัวอยางน้ําเชื้อแชแข็งที่มีกลัยซีนในระดับ 
0, 20, 40 และ 60 มิลลิโมล ตามลําดับ ซึ่งไมพบความแตกตางในทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 26) 
แตกตางจากรายงานที่ศึกษาในน้ําเชื้อแกะ (Sanchez – Partida et al., 1992) ในแกะ (Sanchez – 
Partida et al., 1998) ในโค (Zang et al., 2001) ในลิง cynomolgus (Li et al., 2003) และในปลา 
striped bass (He and Woods III, 2003 และ 2004) อยางไรก็ตามในมามีรายงานวา glycine 
betaine ในระดับตํ่าใหผลไมแตกตางกับกลุมควบคุม แตในระดับสูงจะทําใหอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็ง
เคลื่อนที่ตํ่าลง (Lindeberg et al., 1999)  

จากการทดสอบความสมบูรณพันธุ โดยการผสมเทียมในแมไกไข พบวาการเสริมกลัยซีนใน
น้ํายาเจือจางมีผลดีตออัตราการผสมติด (P<0.05) โดยมีอัตราการผสมติดเทากับรอยละ 45.54, 
65.85, 73.33 และ 58.92 ในกลุมควบคุมและน้ําเชื้อที่เสริมกลัยซีนในระดับ 20, 40 และ 60 มิลลิโมล 
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ตามลําดับ กลัยซีนระดับ 40 มิลลิโมล ใหอัตราการผสมติดสูงสุด (P < 0.05) ดังแสดงในตารางที่ 26 
และกราฟที่ 3 

กลไกทางสรีรวิทยาของกลัยซีน  ตอตัวอสุจิยังไมเปนที่ชัดเจน อยางไรก็ตาม Flipse and 
Almyuist (1955) รายงานวาอสุจิของโคสามารถใชกลัยซีนในขบวนการเมตาบอลิซึมได และยังรายงาน
วาลดการสะสมกรดแลคติก (lactic) ในน้ําเชื้อเจือจางได (Flipse and Almquist, 1956) สวน 
Lahnsteiner et al. (1992) รายงานวา กลัยซีนมีผลดีตอโครงสรางอะโครโซมของอสุจิแบบแชแข็งใน
ปลา grayling 

สําหรับในสัตวปกยังขาดขอมูลในเรื่องผลของกลัยซีนตอคุณภาพน้ําเชื้อและความสมบรูณพนัธุ
ของอสุจิ แตจากการศึกษาครั้งนี้ไดแสดงใหเห็นวาเมื่อมีการเสริมกลัยซีน  ในระดับที่เหมาะสมจะมีผลดี
ตอความสามารถในการปฏิสนธิไดของอสุจิที่ผานการแชแข็งในไกพื้นเมือง อยางไรก็ตามควรมี
การศึกษาถึงผลของกลัยซีนในทางสรีรวิทยาตอตัวอสุจิของไกตอไป 
 
ตารางที่ 26   ผลของระดับกลัยซีนตออัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแบบ

แชแข็งในไกพื้นเมือง 
 

ระดับกลัยซีน 
มิลลิโมล 

รอยละอัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิ 
ภายหลังการละลาย (คาเฉล่ีย + SE) 

จํานวนไข รอยละอัตราการผสมติด 
ของไข1/ (mean + SE) 

0 
20 
40 
60 

58.58 + 0.23 
60.00 + 0.29 
60.88 + 0.23 
58.19 + 0.17 

88 
91 
84 
84 

45.55 + 0.6ค 
65.85 + 0.52กข 
73.33 + 0.59ก 
58.92 + 0.47ข 

หมายเหตุ  
1/      เก็บไขเขาฟกในวันที่ 2 – 4 หลังจากผสมเทียมแมไกจํานวน 6 คร้ัง (replication) 

  ก – ง อักษรที่แตกตางกันในสดมภเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P<0.05) 
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กราฟที่ 3 อัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็งที่เสริมกลัยซีนระดับแตกตางกัน วิเคราะหแนวโนมโดย 
Orthogonal polynomial 

สรุปผลการศกึษา 
 จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวาการเสริมกลัยซีนในน้ํายาเจือจางมีผลดีตอความสมบูรณพันธุ
ของน้ําเชื้อแชแข็งในไกพืน้เมือง โดยระดับที่เหมาะสมคือ 40 มิลลิโมล 
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งานวจิัย 7: ผลของระยะเวลาภายหลังการวางไขตออัตราการผสมติดและฟกออก 
ในไกพืน้เมืองที่ผสมเทยีมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง 

Research 7: The Effect of time post oviposition on fetility and hatchability  
in native chicken inseminated by frozen semen 

 
บทคัดยอ 

รวบรวมน้ําเชื้อไกพื้นเมืองจากหลายพอพันธุเจือจางดวยน้ํายาสูตร Schramm ในสัดสวน 1:3 
ลดอุณหภูมิจาก 25˚ซ ไปที่ 5˚ซ ในเวลา 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมน้ํายาที่มี dimethylformamide (DMF) 
อีก 1 สวนใหมีความเขมขนสุดทายของ DMF ในน้ําเชื้อเจือจางทั้งหมดเปนรอยละ 6 บรรจุน้ําเชื้อเจือ
จางในหลอดฟางปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อไปอังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -
35˚ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นยายหลอดลงไปวางที่ระดับอุณหภูมิ   -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที จึงจุม
หลอดลงในไนโตรเจนเหลว กอนการผสมเทียมนําหลอดบรรจุน้ําเชื้อมาอุนใหน้ําเชื้อละลายในน้ํา
อุณหภูมิ 2–5˚ซ เปนเวลา 5 นาที ผสมเทียม 1 คร้ังในแมไกพื้นเมือง 2 กลุม คือ กลุมวางไขใหมไมเกิน 
30 นาที และกลุมที่วางไขแลวเปนเวลา 2 ชั่วโมงขึ้นไป จากการศึกษาพบวา อัตราการผสมติดและฟก
ออกของไข 7 วัน โดยเริ่มเก็บไขวันที่ 2 ภายหลังการผสมเทียมของกลุมที่ผสมเทียมภายหลังการวางไข
เปนเวลา 2 ชั่วโมงขึ้นไปสูงกวากลุมที่ไดรับการผสมเทียมภายหลังการวางไขไมเกิน 30 นาที แตกตาง
อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
คําสําคัญ: การผสมเทียม, เวลาวางไข, การผสมติด, ไกพื้นเมือง, การฟกออก, น้ําเชื้อแชแข็ง 
                                                

Abstract 
Pooled semen was diluted 1:3 with Schramm diluent and cooled from 25๐C to 5๐C 

for 1 hr. before adding 1 part of solution containing at final volume of 6% DMF. Diluted 
semen was transferred to 0.5 ml plastic straw, frozen by place in a zone at -35๐C for 10 min 
then, located in a zone at -135๐C for 5 min before plunging into liquid nitrogen. After 
thawing, the semen was single inseminated to native hens; within 30 min post oviposition 
group (A) and more than 2 hrs post oviposition group (B). Egg were collected for 7 d starting 
2 d after insemination. Fertility and hatchability of B group were higher than A group             
(P<0.05) 
Keywords: artificial insemination, oviposition, fertility, native chicken 
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บทนํา 
 Hammerstedt (1995) รายงานวา การผสมเทียมไกดวยน้ําเชื้อแชแข็ง มีมานับต้ังแตป 1941 
โดย Schaffner et al. เทคนิคในการผสมเทียมและการเก็บรักษาน้ําเชื้อไดรับการพัฒนามาเปนลําดับ 
ในการผสมเทียมมักดําเนินการในชวงบายเพื่อหลีกเลี่ยงการผสมเทียมในขณะที่มีไขเปลือกแข็ง ซึ่งเปน
อุปสรรคในการผสมเทียม (Donoghe and Wishart, 2000) Bacon et al. (1986) กลาววา การผสม
เทียมที่มดลูกจะใหผลการผสมติดสูงขึ้นเมื่อผสมเทียมในชวงที่ไกวางไขแลวไมเกิน 30 นาที อยางไรก็
ตาม Giesen and McDaniel (1978) และ Brillard et al. (1987) รายงานวา การผสมเทียมภายหลัง
การวางไขใหมๆ จะมีผลใหอัตราการผสมติดต่ําลง ทั้งนี้เนื่องจากผลตกคางของการบีบตัวของระบบ
สืบพันธุภายหลังการวางไขสงผลใหอสุจิถูกขับออกมา (Shimada and Asai, 1978) 
 การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบอัตราการผสมติดและฟกออกของไขจาก
แมไกที่ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการวางไขใหม และภายหลังการวางไขแลว 2 ชั่วโมงขึ้นไป
ในไกพื้นเมือง 
 

วิธีการศึกษา 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุระหวาง 2–2½ ป กลุมละ
10 ตัว จํานวนรวม 20 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน 
และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  ใชแมพันธุไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุ 2 ป รวมทั้งสิ้น
จํานวน 39 ตัว แยกเลี้ยงแมพันธุในกรงขังเดี่ยว สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และ
ใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่ 
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ําเชื้อเก็บสัปดาหละ 3 คร้ัง  
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) มี DMF ความ
เขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑ
ของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่27) 
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ตารางที่ 27 องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง Schramm ในปริมาตร 1,000 มล. 
องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง กรัม  
Magnesium  acetate 0.70 
Sodium  glutamate 28.50 
Glucose 5.00 
Inositol 2.50 
Potassium  acetate 5.00 

การเจือจางน้าํเชื้อ   
 เจือจางน้ําเชื้อที่ไดดวยน้ํายาเจือจาง Schramm ในอัตราสวน 1 : 3 จากนั้นลดอุณหภูมิเหลือ 
5˚ซ โดยใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง เตรียมน้ํายาที่มีสวนผสมของ dimethylformamide (DMF) โดย
คํานวณองคประกอบของ DMF เปนรอยละ 6 ในน้ําเชื้อเจือจางสุดทาย 4 สวน (สวนเดิม 3 สวน สวนที่
มี DMF 1 สวน) เตรียมไวที่อุณหภูมิ 5˚ซ เติมสวนผสมลงในน้ําเชื้อเจือจางกลับหลอดบรรจุไปมาเบาๆ 
เพื่อใหสวนผสมคลุกเคลากัน บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอด straw ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปดปลายหลอด
ดวยผง polyvinyl alcohol บมหลอดน้ําเชื้อเจือจางที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที กอนดําเนินการแชแข็ง
ในขั้นตอนตอไป ความเขมขนของอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งอยูในชวงประมาณ 1,200 ลานตัว/มล.  
การแชแข็งน้าํเชื้อ  
 ภายหลังการบมน้ําเชื้อเจือจางที่มี DMF ที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที เช็ดหลอดบรรจุน้ําเชื้อ
ใหแหงโดยใชเวลาใหส้ันที่สุดเพื่อปองกันการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ จากนั้นนําหลอดน้ําเชื้อวางบน
ตะแกรงในกลองโฟมเหนือไนโตรเจนเหลวบริเวณที่มีอุณหภูมิประมาณ -35˚ซ เปนเวลานาน 10 นาที 
ลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135˚ซ นาน 5 นาที กอนจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
การละลายน้าํเชื้อ 
 นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อออกจากถังไนโตรเจนเหลว   วางในกลองโฟมเปลาประมาณ 5 วินาที  
จุมลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2–5˚ซ นาน 5 นาที เช็ดหลอดใหแหงแลวตัดปลายหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ถายเท
น้ําเชื้อลงในหลอดขนาด 15 มล. ที่จุมในน้ําเย็น รักษาอุณหภูมิไวที่ 5˚ซ ในระหวางการผสมเทียม (กอน
การละลายน้ําเชื้อตองสํารวจจํานวนแมไกที่จะผสมเทียมกอนโดยการบันทึกเวลาการวางไข) 
การผสมเทียม  
 ทําการผสมเทียมบริเวณชองคลอดโดยปลิ้นกน และสอด syringe ขนาด 1 มล. ผสมเทียมแม
ไกตัวละ 0.4 มล. (อสุจิประมาณ 480 x 106 เซลล) ความลึก 4 ซม. แบงแมไกที่ผสมเทียมเปน 2 กลุม 
คือ กลุมที่วางไขมาแลวไมเกิน 30 นาที และกลุมที่วางไขมาแลว 2 ชั่วโมงขึ้นไป  
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2–8 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นําไขทีเ่ขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการสองไขภายหลงัฟก 7 วัน และเกบ็ขอมูลการฟกออกภายหลงัฟก 22 วนั 
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การทดสอบทางสถิติ  
 เปรียบเทียบอัตราการผสมติดและฟกออกระหวางกลุมโดย Chi – square ดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป (SAS, 1985) 
 

ผลและวจิารณผลการศกึษา  
 จากการทดลองพบวา การผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งในแมไกที่วางไขแลวนานกวา 2 ชั่วโมง 
มีแมไกที่ผสมติดรอยละ 52.38 (11/21) สวนการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งในแมไกที่วางไขเสร็จใหม
ภายใน 30 นาที มีแมไกที่ผสมติดรอยละ 33.33 (6/18) อยางไรก็ตามไมมีความแตกตางทางสถิติ       
(P>0.05) (ตารางที่ 28) 
 จํานวนไขมีเชื้อของไขภายหลังการผสมเทียม 2 – 4 วัน เทากับรอยละ 22.24 และ 34.21      
ในกลุมที่ผสมเทียมภายหลังการวางไขภายใน 30 นาที และนานกวา 2 ชั่วโมง ตามลําดับ ซึ่งไม
แตกตางในทางสถิติ (P>0.05) เชนเดียวกับอัตราการฟกออกซึ่งไมแตกตางกันในทางสถิติเชนเดียวกัน 
(รอยละ 18.18 และ 26.32 ตามลําดับ) 
 อยางไรก็ตามพบวาอัตราการผสมติดจาก 2 – 8 วัน หลังการผสมเทียมในกลุมที่ผสมเทียม
ภายหลังการวางไข 2 ชั่วโมงขึ้นไป (รอยละ 30.95) สูงกวากลุมที่ผสมเทียมภายในเวลา 30 นาที
ภายหลังการออกไข (รอยละ 14.81) (P<0.05) และเปอรเซ็นตไขฟกออกจากไขเขาฟกในกลุมที่ผสม
เทียมภายหลังการวางไข 2 ชั่วโมงขึ้นไป (รอยละ 23.81) สูงกวา (P<0.05) กลุมที่ผสมเทียมภายใน 30 
นาทีหลังการวางไข (รอยละ 11.11) สอดคลองกับรายงานของ Giesen and McDaniel (1978) และ 
Brillard et al. (1987)  
 โดยปกติแลวน้ําเชื้อแชแข็งของไกจะมีการสูญเสียมาก ซึ่งมีผลใหมีอัตราการผสมติดต่ําและ
ชวงเวลาที่ไขมีเชื้อภายหลังการผสมเทียมจะสั้นกวาการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสด (Donoghue and 
Wishart, 2000; Blesbois, 2007) Bakst et al. (1994) รายงานวาโดยทั่วไปแลวอสุจิจากการผสมพันธุ
ในไกจะสามารถไปถึง sperm storage tubules (SST) เพียงประมาณรอยละ 1–2 ของอสุจิทั้งหมด
เทานั้น และ Wishart (1985) ไดแสดงใหเห็นวาอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งที่มีประสิทธิภาพในการปฏิสนธิมี
เพียงรอยละ 1–2 ของอสุจิจากน้ําเชื้อสดเทานั้น ผลจากการศึกษาครั้งนี้แสดงใหเห็นวาการผสมเทียม
ดวยน้ําเชื้อแชแข็งภายใน 30 นาที ภายหลังการวางไขอาจมีผลทําใหจํานวนอสุจิที่พักอยูที่บริเวณ SST 
มีจํานวนต่ํากวาการผสมเทียมภายหลังการวางไข 2 ชั่วโมงขึ้นไป ทั้งนี้อาจเปนผลเนื่องมาจากการบีบ
ตัวแบบ peristaltic ของระบบสืบพันธุภายหลังการวางไขโดยมีทิศทางตรงขามกับการเดินทางของอสุจิ
ไปยังแหลงพักพิง สงผลใหมีอสุจิจํานวนที่เดินทางไปปฏิสนธิไดนอยลง (Brillard et al., 1987) ใน
การศึกษาครั้งนี้ไมมีปญหาในดานเทคนิคการผสมเทียมเนื่องจากไดผสมเทียมแมไกจํานวนหนึ่งดวย
น้ําเชื้อสดจากพอพันธุกลุมเดียวกันจํานวน 25 แม พบวาผสมติด 23 แม ใหไขมีเชื้อเทากับรอยละ 
89.41 และมีการฟกออกเทากับรอยละ 58.82 ของไขเขาฟก 
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ตารางที่ 28 อัตราการผสมติดและฟกออกของไขในแมไกพื้นเมืองที่ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง
ภายหลังการวางไขภายใน 30 นาที เปรียบเทียบกับการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง
ภายหลังการวางไข 2 ชั่วโมงขึ้นไป 

 

ชวงการผสมเทยีมดวยน้ําเช้ือแชแข็งภายหลังการวางไข 
ลักษณะที่ศึกษา 

ภายใน 30 นาที หลังวางไข 2 ช่ัวโมงขึ้นไป 
จํานวนแมไก 
   - อัตราการผสมติด (%) 
จํานวนไขมีเชื้อภายหลังการผสมเทียม 2 – 4 วัน 
   - อัตราการผสมติด (%) 
   - อัตราการฟกออกจากไขเขาฟก (%) 
จํานวนไขมีเชื้อภายหลังการผสมเทียม 2 – 8 วัน 
   - อัตราการผสมติด (%) 
   - อัตราการฟกออกจากไขเขาฟก (%) 

18 
33.33 

33 
24.24 
18.18 

81 
14.81ข 
11.11ข 

21 
52.28 

38 
34.21 
26.32 

84 
30.95ก 
23.81ก 

หมายเหตุ  
1/    จํานวนอสุจิ 480 x 106 เซลล/แม ปริมาตร 0.4 มิลลิลิตร 
ก – ข    อัตราที่แตกตางในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P<0.05) 

 
สรุปผลการศกึษา 

 จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวาอัตราการผสมติดและฟกออกของไขจากแมไกที่ผสมเทียมดวย
น้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการวางไขใหม ตํ่ากวาแมไกที่ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งภายหลังการวางไข
แลว 2 ชั่วโมงขึ้นไป 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 93

เอกสารอางอิง 
Bakst, M. R., G. J. Wishart and J. P. Brillard. 1994. Oviductal sperm selection, transport and 

storage in poultry. Poult. Sci. Review. 5: 117– 43. 
Bacon, L. D., D. W. Salter, J. B. Motta, L. B. Crittenden, and F. X. Ogasawara. 1986. 

Cryopreservation of chicken semen of inbred or specialized Strains. Poultry Sci. 65: 
1965–1971. 

Blesbois, E. 2007. Current status in avian semen cryopreservation. World’s Poultry Sci. J. 63: 
213–222. 

Brillard, J. P., O. Galut and Y. Nys. 1987. Possible causes of subfertility in hens fallowing 
insemination near the time of oviposition. Br. Poultry Sci. 28:  307–318. 

Donoghue, A. M. and G. J. Wishart. 2000. Storage of poultry semen. Anim. Reprod. Sci. 62: 
213–232. 

Giesen, A. F. and G. R. McDaniel. 1978. Influence of time of oviposition and time of antificial 
insemination on fertility. Poultry Sci. 57: 1138 (Abst). 

Hammerstedt, R.H. 1995. Cryopreservation of poultry semen: current status and economics. 
Pages 229-250 in: Proceedings: First International Symposium on the Artificial 
Insemination of Poultry Science. M. R. Bakst and G. J. Wishart, (ed.) Poultry Science 
Association, Savoy, IL.  

Shimada, K. and I. Asai. 1978. Uterine untraction during the ovulatory cycle of the hen. Biol. 
Reprod. 19: 1057–1062. 

Wishart, G. J. 1985. Quantitative of the fertilizing ability of fresh compared with frozen and 
thawed fowl spermatozoa. Br. Poultry Sci. 26: 375–380. 



 94

งานวจิัย 8: ผลของความลกึของการสอดไซริงคในการผสมเทยีมดวยน้ําเชื้อเแชแข็ง 
ตออัตราการผสมติดและฟกออกในไกพื้นเมือง 

Research 8: Effect of depth of frozen semen deposition on  
fetility and hatchability in native chicken 

 
บทคัดยอ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของระดับความลึกในการสอดอุปกรณ
ผสมเทียมในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งในชองคลอดในระดับ 3 และ 6 เซนติเมตรตามลําดับ    
ตออัตราการผสมติดและฟกออกในไกพื้นเมือง ทําการรีดน้ําเชื้อจากพอพันธุไกพื้นเมืองรวมกันเจือจาง
ดวยน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ดัดแปลงในสัดสวน 1:4 โดยมี dimethylacetamide รอยละ 6 โดย
ปริมาตร บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอดพลาสติกขนาดจุ 0.5 มิลลิลิตร แชแข็งโดยการวางหลอดบรรจุ
น้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับ -35˚ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นยายไปวางในระดับ -135˚ซ อีก 5 
นาที จึงจุมหลอดบรรจุน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว ละลายน้ําเชื้อโดยการวางหลอดในน้ํา 2–5˚ซ นาน 5 
นาที จากนั้นนําน้ําเชื้อไปผสมเทียมในแมไกโดยสอดไซริงคผสมเทียมเขาไปใน ชองคลอดลึก 3 ซม. 
(จํานวน 35 แม) หรือ 6 ซม. (จํานวน 38 แม) เก็บไขเขาฟกภายหลังการผสมเทียม 2–8 วัน จาก
การศึกษาพบวาอัตราการผสมติดและฟกออกจากแมไกทั้ง 2 กลุมไมแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) 
คําสําคัญ: ความลึกของการสอดไซริงค, การผสมเทียม, การผสมติด, น้ําเชื้อแชแข็ง, ไกพื้นเมือง  

 
Abstract 

 The objective of this study was to investigate the effect of depth of frozen semen 
deposition into vagina on fertility and hatchability in native chicken. Pooled semen of native 
chicken was diluted 1:4 with modified Schramm diluents containing 6% (v/v) 
dimethylacetamide. Semen was processed at 5๐C, frozen by cooling in a zone at -35๐C for 
10 min, located in a zone at -135๐C for 5 min, then plunged in liquid nitrogen. Frozen semen 
straws were thawed at 2–5๐C and inseminated to native hens at depth of 3 or 6 cm in 
vagina. Fertility and hatchability were measured after single insemination. No significant 
differences were found in fertility and hatchability percentages between the two depths of 
semen deposition into vagina. 
 Keywords: deposition, AI, fertility, frozen semen, native chicken 
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บทนํา 
 ในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งมักสอดอุปกรณการผสมเทียมเขาชองคลอดในระดับที่
แตกตางกันไป แตมีเปาหมายเพื่อหลักประกันที่ทําใหอสุจิไปถึงแหลงพักพิงบริเวณสวนตอของชอง
คลอดและมดลูก (utero–vaginal junction, UVJ) ใหไดมากที่สุด โดย Lake และ Stewart (1978) 
รายงานถึงอัตราการผสมติดที่สูงเมื่อมีการสอดอุปกรณผสมเทียมในสวนลึกของชองคลอด Kurbatov 
et al. (1984) อางโดย Donoghue และ Wishart (2000) รายงานเกี่ยวกับการผสมเทียมในระดับความ
ลึก 3–4 ซม. Van Voorst และ Leenstra (1995) รายงานถึงอัตราการผสมติดที่ดีของการผสมเทียมที่
ระดับความลึก 6 ซม. สวน Bacon et al. (1985) ไดศึกษาเปรียบเทียบตําแหนงการผสมเทียมที่
เหมาะสมระหวางชองคลอด มดลูก และแมกนัมของทอนําไขในไกสายพันธุพิเศษเลือดชิด พบวาการ
ผสมที่แมกนัมใหอัตราการผสมติดและฟกออกดีที่สุด อยางไรก็ตามไมสะดวกในทางปฏิบัติ นอกจากนี้
มีรายงานที่นาสนใจวาการผสมเทียมติดตอกันบอย ๆ ทําใหอัตราการผสมติดลดลง โดยพบวามีการ
บวมและเซลลเยื่อบุผิวบางลงที่บริเวณ UVJ ทําใหอสุจิไมสามารถพักพิงไดสงผลตอการผสมติดต่ํา 
(Das et al., 2005) ขอมูลที่เกี่ยวของกับเทคนิคการผสมเทียมในไกพื้นเมืองซึ่งเปนสายพันธุที่ไขไมดก
ยังมีนอย การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลของความลึกในการสอดอุปกรณผสมเทียมตอ
อัตราการผสมติดและฟกออกของไขภายหลังการผสมเทียม 1 คร้ัง ในระยะเวลา 2–8 วัน 
 

วิธีการศึกษา 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุระหวาง 2–3 ป กลุมละ10 
ตัว จํานวนรวม 20 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน 
และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  ใชแมพันธุไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุ 9 เดือน-2 ป รวม
ทั้งสิ้นจํานวน 73 ตัว แยกเลี้ยงแมพันธุในกรงขังเดี่ยว สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/
วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่ 
การรีดน้ําเชื้อ  

รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ําเชื้อเก็บสัปดาหละ 3 คร้ัง  
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น้ํายาเจือจาง  
ใชน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) เสริมกลัยซีน 40 

มิลลิโมล มี DMF ความเขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตร
น้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่29) 
ตารางที่ 29 องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง Schramm ในปริมาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง กรัม  
Magnesium  acetate 0.70 
Sodium  glutamate 28.50 
Glucose 5.00 
Inositol 2.50 
Potassium  acetate 5.00 

 
การเจือจางน้าํเชื้อ   
 เจือจางน้ําเชื้อที่ไดดวยน้ํายาเจือจาง Schramm ในอัตราสวน 1:3 จากนั้นลดอุณหภูมิที่ 5˚ซ 
โดยใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง เตรียมน้ํายาที่มีสวนผสมของ dimethylformamide (DMF) โดยคํานวณ
องคประกอบของ DMF เปนรอยละ 6 ในน้ําเชื้อเจือจางสุดทาย 4 สวน (สวนเดิม 3 สวน สวนที่มี DMF 
1 สวน) เตรียมไวที่อุณหภูมิ 5˚ซ เติมสวนผสมลงในน้ําเชื้อเจือจางกลับหลอดบรรจุไปมาเบาๆ เพื่อให
สวนผสมคลุกเคลากัน บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอด straw ขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปดปลายหลอดดวยผง 
polyvinyl alcohol บมหลอดน้ําเชื้อเจือจางที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที กอนดําเนินการแชแข็งใน
ข้ันตอนตอไป ความเขมขนของอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งอยูในชวงประมาณ 1,250-1,500 ลานตัว/มล. 
การแชแข็งน้าํเชื้อ  
 ภายหลังการบมน้ําเชื้อเจือจางที่มี DMF ที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที เช็ดหลอดบรรจุน้ําเชื้อ
ใหแหงโดยใชเวลาใหส้ันที่สุดเพื่อปองกันการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ จากนั้นนําหลอดน้ําเชื้อวางบน
ตะแกรงในกลองโฟมเหนือไนโตรเจนเหลวบริเวณที่มีอุณหภูมิประมาณ -35˚ซ เปนเวลานาน 10 นาที 
ลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135˚ซ นาน 5 นาที กอนจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
การละลายน้าํเชื้อ 
 นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อออกจากถังไนโตรเจนเหลว   วางในกลองโฟมเปลาประมาณ 5 วินาที  
จุมลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2–5˚ซ นาน 5 นาที เช็ดหลอดใหแหงแลวตัดปลายหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ถายเท
น้ําเชื้อลงในหลอดขนาด 15 มล. ที่วางจุมในน้ําเย็น 5˚ซ จากนั้นนําน้ําเชื้อไปผสมเทียมแมไกโดยทันที 
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การผสมเทียม  
 เลาโลมแมไกโดยการลูบบริเวณหลัง จากนั้นปลิ้นกนผสมเทียมโดยการสอดไซริงคพลาสติก
ขนาด 1 มล. ลึก 3 หรือ 6 ซม. ตามกลุมสลับกันไป ใชปริมาตรน้ําเชื้อ 0.4 มล.จํานวนอสุจิประมาณ 
500 – 600 ลานตัว/แม ดําเนินการผสมเทียมในเวลา 16.00 น. – 17.00 น. 
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2–8 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นําไขทีเ่ขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการสองไขภายหลงัฟก 7 วัน เก็บขอมูลอัตราการฟกออกภายหลังฟก 22 วนั 
การทดสอบทางสถิติ  
 เปรียบเทียบอัตราการผสมติดและฟกออกระหวางกลุมโดย Chi – square ดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป (SAS, 1985) 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 
 จากตารางที่ 30 พบวาอัตราการผสมติดของแมไกที่ไดรับการผสมเทียมจากความลึกระดับ 3 
และ 6 ซม. ไมมีความแตกตางกัน โดยมีอัตราการผสมติดของแมไกเทากับรอยละ 74.29 และ 73.68 
ตามลําดับ 

อัตราการผสมติดและอัตราการฟกออกของไขภายหลังการผสมเทียม 2–4 วัน ของวิธีการผสม
เทียมโดยสอดไซริงคลึก 3 และ 6 ซม. ไมมีความแตกตางกัน (P>0.05) โดยมีอัตราการผสมติดและ
อัตราการฟกออกเทากับรอยละ 76.63, 45.07 และ 63.15, 44.74 ในกลุมที่สอดไซริงคลึก 3 และ 6 ซม. 
ตามลําดับ 

สําหรับอัตราการผสมติดและอัตราการฟกออกของไขภายหลังการผสมเทียม 2–8 วัน ของทั้ง 2 
วิธีการผสมเทียมก็ไมแตกตางกันเชนเดียวกัน โดยมีอัตราการผสมติดและอัตราการฟกออก   เทากับ
รอยละ 54.76, 41.67 และ 46.06, 33.71 ในกลุมที่สอดไซริงคลึก 3 และ 6 ซม. ตามลําดับ 

ผลการทดลองครั้งนี้แสดงใหเห็นวาความลึกในการสอดไซริงคผสมเทียมแมไกพื้นเมืองในระดบั 
3 และ 6 ซม. ใหผลไมแตกตางกัน สอดคลองกับเทวินทรและคณะ (2549) รายงานวาการผสมเทียมแม
ไกไขดวยน้ําเชื้อสดในชองคลอดดวยระดับความลึก 2 และ 4 ซม. ใหผลตออัตราการผสมติดและไขไม
แตกตางกัน และสอดคลองกับแนวปฏิบัติทั่วไปในการผสมเทียมไก ซึ่งมักผสมเทียมโดยการสอด
อุปกรณการผสมเทียมลึก 2–6 ซม. ดังที่ไดกลาวมาแลวในการตรวจเอกสารขางตน 

อยางไรก็ตาม คณะผูวิจัยมีขอสังเกตวาในการสอดไซริงคผสมเทียมระดับ 6 ซม.  ไซริงคอาจ
เขาไปยังมดลูก และพบวามีแมไกในกลุมที่ผสมเทียมระดับ 6 ซม. จํานวน 3 ตัว มีอาการอักเสบของ
ชองคลอด ซึ่งอาจเปนไปไดวาไดรับผลกระทบในการผสมเทียม โดยอาจเกิดจากอุปกรณที่ใชยังไม
เหมาะสมพอ และการสอดอาจลึกเกินไปสําหรับไกพื้นเมือง ดังนั้นการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งใน
ไกพื้นเมืองจึงควรสอดไซริงคผสมเทียมในระดับลึกประมาณ 3 ซม. ก็นาจะเปนการเพียงพอแลว 
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ตารางที่ 30 ผลของความลึกของการสอดไซริงคในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งตอ  
อัตราการผสมติดและฟกออกในไกพื้นเมือง 

ระดับความลกึในการสอดไซริงค 
ลักษณะทีศ่ึกษา 

3 ซม. 6 ซม. 
จํานวนแมไก 
   - อัตราการผสมติด (%) 
จํานวนไขมีเชื้อภายหลังการผสมเทียม 2 – 4 วัน 
   - อัตราการผสมติด (%) 
   - อัตราการฟกออกจากไขเขาฟก (%) 
จํานวนไขมีเชื้อภายหลังการผสมเทียม 2 – 8 วัน 
   - อัตราการผสมติด (%) 
   - อัตราการฟกออกจากไขเขาฟก (%) 

35 
74.29 

71 
76.65 
45.07 
168 

54.76 
41.67 

38 
73.68 

76 
63.15 
44.74 
178 

46.06 
33.71  

สรุปผลการศกึษา 
 จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวาความลึกในการสอดอุปกรณผสมเทียมในระดับ 3 หรือ 6 ซม. 
ใหผลตออัตราการผสมติดและฟกออกของไขภายหลังการผสมเทียม 1 คร้ัง ในระยะเวลา 2–8 วัน ไมมี
ความแตกตางกัน  
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งานวจิัย 9: ผลของจาํนวนอสุจิและปรมิาตรน้ําเชื้อในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแบบแชแข็ง
ตออัตราการผสมติดและฟกออกในไกพื้นเมือง 

Research 9: Effect of sperm number and volume of frozen semen  
on fertility and hatchability in native chicken 

 
บทคัดยอ 

ศึกษาผลของจํานวนอสุจิในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งตออัตราการผสมติดและฟกออก
ในไกพื้นเมือง รีดเก็บน้ําเชื้อจากพอพันธุไกพื้นเมืองรวมกันแบงน้ําเชื้อเปน 3 สวน เจือจางดวยน้ํายา
สูตร Schramm (ดัดแปลง) ปรับใหมีความเขมขนของอสุจิประมาณ 600, 1,200 และ 1,800 ลานเซลล/
มล. โดยน้ําเชื้อเจือจางมี dimethylformamide ความเขมขนสุดทายเทากับรอยละ 6 โดยปริมาตร  
บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอดพลาสติกขนาด 0.5 มล. แชแข็งน้ําเชื้อโดยการวางหลอดน้ําเชื้ออังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่ระดับ -35˚ซ เปนเวลา 10 นาที จากนั้นยายไปวางที่ระดับ -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที จึง
จุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว ละลายน้ําเชื้อแชแข็งโดยวางหลอดในน้ําเย็น 5˚ซ เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นนําไปผสมเทียมแมไกพื้นเมืองโดยใชน้ําเชื้อปริมาตร 0.4 มล./ตัว แบงแมไกเปน 3 กลุมคือ กลุม
ที่ไดรับอสุจิ 240, 480 และ 720 ลานตัว ตามลําดับ จากการศึกษาพบวาการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแช
แข็งดวยความเขมขนของจํานวนอสุจิ 3 ระดับดังกลาวใหอัตราการผสมติดและอัตราการฟกออกเทากับ
รอยละ 38.33, 31.67; 38.57, 30.00 และ 61.54, 42.31 ตามลําดับ การผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งที่
มีจํานวนอสุจิ 720 ลานตัว ใหความสมบูรณพันธุดีที่สุด (P<0.05) เมื่อผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง
ปริมาตร 0.2 และ 0.4 มล. (ความเขมขนของอสุจิ 600 ลานตัว/แม) พบวามีความแตกตางกันของอัตรา
การผสมติดที่รอยละ 30.00 และ 64.52 ตามลําดับ 
 
คําสําคัญ: จํานวนอสุจิ, ปริมาตร, ผสมเทียม, น้ําเชื้อแชแข็ง, ไกพื้นเมือง, อัตราการผสมติด, อัตราการ

ฟกออก   
 

Abstract 
The effect of sperm number of frozen semen on fertility and hatchability after 

insemination in native chicken was investigated. Pooled semen was divided to three aliquots 
and extended with Schramm diluent containing 6% (v/v) dimethyformamide at concentration 
of 600, 1,200 and 1,800x106 sperm / ml. Semen was transferred to 0.5 ml plastic straw, 
freeze by locate at -35๐ C for 10 min, placed at -135๐ C for 5 min in liquid nitrogen vapour, 
and the straws were then plunged into liquid nitrogen. The straws were thawed in a water 
bath at 2-5๐ C for 5 min. Three groups of hens were inseminated with 0.4 ml of thawed 
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semen as number of 240, 480 and 720x106 sperm/hen respectively. The results showed that 
fertility and hatchability of the three groups were 38.33, 31.67; 38.57, 30.00 and 61.54, 
42.31% respectively. The sperm number of 720x106 group gave superior results to 240x106 
and 540x106 groups (P<0.05). Fertility was affected (P<0.05) by volume of insemination 
(600x106 sperm) with lower fertility of 0.2 ml than 0.4 ml (30.00 and 61.67% respectively) 
 
Keywords: sperm number, volume, AI, frozen semen, native chicken 
 

บทนํา 
อัตราการผสมติดของไขข้ึนกับจํานวนอสุจิจํานวนหนึ่งที่ไปถึงบริเวณ infundibulum ในชวงที่มี

การตกไข ซึ่งจํานวนอสุจิดังกลาวขึ้นกับจํานวนอสุจิที่ผสมเทียมและความบอยครั้งของการผสมเทียม 
ซึ่งอสุจิจากการผสมเทียมจะไปพักพิงที่บริเวณ sperm storage tubules ของ uterovagina junction 
(Brillard, 1995) ภายหลังการผสมพันธุจะมีเพียงอสุจิประมาณรอยละ 1–2 เทานั้นที่ไปถึงบริเวณนี้ 
(Bakst et al., 1994) ในอุตสาหกรรมการผลิตไกจึงนิยมผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสดที่มีจํานวนอสุจิ      
150–200 ลานตัว/แม ในชวงตนฤดู และ 200–250 ลานตัว/แม ในชวงปลายฤดู โดยมีความบอยครั้งใน
การผสม 1 คร้ัง/สัปดาห ในตนฤดู และ 3 คร้ัง ใน 10 วัน สําหรับปลายฤดูกาล (Brillard, 1995) สําหรับ
ในไกการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็ง พบวาอสุจิจะออนแอ อายุส้ัน และมีประสิทธิภาพไมเกินรอยละ 
1–2 ของน้ําเชื้อสด (Wishart, 1985) ดังนั้นจึงตองผสมเทียมดวยอสุจิจํานวนที่สูงกวาและบอยครั้งกวา
การผสมเทียมดวยน้ําเชื้อสด (Hammerstedt, 1995) ซึ่งหากจะใหมีอัตราการผสมติด      ที่สูงกวารอย
ละ 90 จะตองผสมดวยอสุจิ 400–600 ลานตัว ทุกๆ 1–2 วัน (Van Voorst and Leenstra, 1995) 
อยางไรก็ตามความสมบูรณพันธุที่ไดจากน้ําเชื้อแชแข็งขึ้นกับสายพันธุไกดวย โดย Blesbois et al. 
(2007) ไดศึกษาการอนุรักษน้ําเชื้อในไกแบบแชแข็งของฝร่ังเศส และรายงานวาใหอัตราการผสมติด
ระหวางรอยละ 7–68 แตกตางกันระหวางสายพันธุหลังจากผสมเทียมดวยจํานวนอสุจิ 600 ลานตัว/แม 
สําหรับไกพื้นเมืองไทยนั้นยังไมมีรายงานดังกลาว การศึกษาครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษา
เปรียบเทียบผลของจํานวนอสุจิจากน้ําเชื้อแชแข็งตอการผสมติดในไกพื้นเมือง 

วิธีการศึกษา 
สัตวทดลอง  

ใชพอพันธุ 2 กลุม ไดแก ไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุระหวาง 2–3 ป กลุมละ10 
ตัว จํานวนรวม 20 ตัว แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุวันละ 110 กรัม/ตัว/วัน 
และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  ใชแมพันธุไกพื้นเมืองเหลืองหางขาว และคละสี อายุ 10 เดือน-2 ป 
รวมทั้งสิ้นจํานวน 57 ตัว แยกเลี้ยงแมพันธุในกรงขังเดี่ยว สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/
ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่ 
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การรีดน้ําเชื้อ  
รีดน้ําเชื้อพอพนัธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย

มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนกัจากเบาแลวลงน้ําหนกั พอพันธุที่มสุีขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันท ีรองเก็บน้าํเชื้อดวยหลอดที่สะอาด ขนาด 1.5 ml. น้ําเชื้อที่ปนเปอนจะไมนาํมา
ศึกษา รวบรวมน้ําเชื้อของพอพันธุแตละกลุมในหลอดเดยีวกนั (pooled semen) เพือ่นําไปศึกษาตอไป 
น้ําเชื้อเก็บสัปดาหละ 3 คร้ัง  
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) เสริมกลัยซีน 40 
มิลลิโมล มี DMF ความเขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตร
น้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่31) 
ตารางที่ 31 องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง Schramm ในปริมาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง กรัม  
Magnesium  acetate 0.70 
Sodium  glutamate 28.50 
Glucose 5.00 
Inositol 2.50 
Potassium  acetate 5.00 

การเจือจางน้าํเชื้อ   
ในการศึกษาผลของจํานวนอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งตออัตราการผสมติด รวมน้ําเชื้อที่ผาน

มาตรฐาน (อสุจิมีอัตราการเคลื่อนที่รอยละ 80 ข้ึนไป) ในหลอดขนาด 15 มล. ตรวจวัดความเขมขน
ดวย hemacytometer โดยดูดน้ําเชื้อ 20 ไมโครลิตร เจือจาง 1,000 เทา ในน้ํายา 4% NaCl ตรวจนับ
ภายใตกลองจุลทรรศน แบงน้ําเชื้อเปน 3 สวน ปรับความเขมขนเปน 900, 1,800 และ 2,700 ลานตัว/
มล. ตามลําดับ ลดอุณหภูมิไปที่ 5˚ซ ภายในเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง จากนั้นเติมน้ํายาเจือจางอุณหภูมิ 
5˚ซ เพื่อใหมีความเขมขนสุดทายของอสุจิเปน 600, 1,200 และ 1,800 ลานตัว/มล. โดยน้ํายาดังกลาว
มีสวนผสมของ dimethylfornamide  DMF) ความเขมขนสุดทายเปนรอยละ 6 ของน้ําเชื้อเจือจางแตละ
หลอด กลับหลอดไปมาเพื่อใหสวนผสมคลุกเคลากันอยางทั่วถึง บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอดพลาสติก
ขนาด 0.5 มล. ปดปลายหลอดดวยผง polyvinyl alcohol จุมหลอดไวในน้ําอุณหภูมิ 5˚ซ ระมัดระวังใน
เร่ืองอุณหภูมิใหอยูในระดับคงที่ 5˚ซ  
 การศึกษาผลของปริมาตรของน้าํเชื้อแชแข็งที่ใชผสมเทยีมตออัตราการผสมติด แบงน้าํเชื้อที่มี
คุณภาพดีออกเปน 2 สวน 2:1 ปรับความเขมขนสุดทายของอสุจิในน้ําเชื้อเปน 3,000 และ1,500 ลาน
ตัว/มล. ในน้ํายาทีม่ี DMF ความเขมขนสุดทายรอยละ 6 และดําเนนิการเชนเดียวกับการศึกษาแรก 
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การแชแข็งน้าํเชื้อ  
 ภายหลังการบมน้ําเชื้อเจือจางที่มี DMF ที่อุณหภูมิ 5˚ซ นาน 15 นาที เช็ดหลอดบรรจุน้ําเชื้อ
ใหแหงโดยใชเวลาใหส้ันที่สุดเพื่อปองกันการเพิ่มข้ึนของอุณหภูมิ จากนั้นนําหลอดน้ําเชื้อวางบน
ตะแกรงในกลองโฟมเหนือไนโตรเจนเหลวบริเวณที่มีอุณหภูมิประมาณ -35˚ซ เปนเวลานาน 10 นาที 
ลดอุณหภูมิลงมาที่ระดับ -135˚ซ นาน 5 นาที กอนจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
การละลายน้าํเชื้อ 
 นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อออกจากถังไนโตรเจนเหลว   วางในกลองโฟมเปลาประมาณ 5 วินาที  
จุมลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2–5˚ซ นาน 5 นาที เช็ดหลอดใหแหงแลวตัดปลายหลอดบรรจุน้ําเชื้อ ถายเท
น้ําเชื้อลงในหลอดขนาด 15 มล. ที่วางจุมในน้ําเย็น 5˚ซ จากนั้นนําน้ําเชื้อไปผสมเทียมแมไกโดยทันที 
การผสมเทียม  
 การผสมเทียมใหกระตุนแมไกโดยการลูบหลังกอนที่จะปลิ้นกนโดยออกแรงกดที่บริเวณทอง
พรอมกับการใชนิ้วถางกน จะทําใหการปลิ้นกนทําไดงายสอดไซริงคพลาสติกลึก 4 ซม.ในชองคลอด  
การศึกษาแรก ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งความเขมขน 3 ระดับใหกับแมไกโดยการสุมใชปริมาตร 0.4 
มล. ดังนั้นแมไกในแตละกลุมจะไดรับอสุจิ 240, 480 และ 720 ลานตัว/แม ในการศึกษาใชแมไก
พื้นเมือง 17, 19 และ 21 แม ตามลําดับ ดําเนินการผสมเทียมในชวงเวลาประมาณ 16.00 – 17.00 น. 
 การศึกษาที่ 2 ผสมเทียมโดยใชน้ําเชื้อปริมาตร 0.2 และ 0.4 มล. ในแมไกกลุมละ 16 แม 
จํานวนอสุจิ 600 ลานตัว/แม ดําเนินการผสมเทียมในชวงบาย 16.00 – 17.00 น. 
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2–8 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นําไขทีเ่ขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการสองไขภายหลงัฟก 7 วัน และเกบ็ขอมูลอัตราการฟกออกภายหลงัฟก 22 วนั 
การทดสอบทางสถิติ  
 เปรียบเทียบอัตราการผสมติดและฟกออกระหวางกลุมโดย Chi – square ดวย SAS (1985) 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 
 ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 32 โดยพบวาอัตราการผสมติดของแมไกภายหลังการผสมเทียม
ดวยน้ําเชื้อแชแข็งที่มีความเขมขนของอสุจิ 240, 480 และ 720 ลานตัว/แม มีคารอยละ 64.71, 78.95 
และ 90.48 ตามลําดับ โดยไมมีความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05)  
 อัตราการผสมติดของไขภายหลังการผสมเทียม 2–4 วัน มีคารอยละ 36.67, 38.46 และ 62.50 
และอัตราการฟกออกของไขที่เขาฟกมีคารอยละ 20.00, 30.77 และ 53.13 ตามลําดับ โดยการผสม
เทียมดวยอสุจิจํานวน 720 ลานตัว/แม ใหอัตราการฟกออกของไขสูงสุด (P<0.05) 
 เมื่อศึกษาอัตราการผสมติดของไขภายหลังการผสมเทียม 2–8 วัน (เก็บไข 1 สัปดาห) มีคารอย
ละ 38.33, 38.57 และ 61.54 โดยการผสมเทียมดวยอสุจิจํานวน 720 ลานตัว/แม ใหอัตราการผสมติด
ดีที่สุด (P<0.01) สวนอัตราการฟกออกของไขเขาฟกนั้นมีคารอยละ 31.67, 30.00 และ 42.31 
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ตามลําดับ โดยไมมีความแตกตางในทางสถิติ (P>0.05) แสดงใหเห็นวาการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแช
แข็งในไกพื้นเมืองดวยอสุจิจํานวนที่มากจะใหผลดีกวาการผสมเทียมดวยอสุจิจํานวนที่นอย จาก
รายงานการศึกษาของตางประเทศที่ศึกษาในไกพันธุไข พบวามีการผสมเทียมดวยอสุจิที่แตกตางกันไป 
เชน 300 ลานตัว/แม (Duplaix and Sexton, 1983; Duplaix, 1984; Seigneurin and Blesbois, 
1995; Tselutin et al., 1999) ประมาณ 425 – 700 ลานตัว/แม (Van Voorst and Leenstra, 1995) 
และประมาณ 600 ลานตัว/แม ในการผสมเทียมไกพันธุของฝรั่งเศส (Blesbois et al., 2007) ซึ่งจาก
รายงานทั้งหมดผสมเทียมสัปดาหละ 2 คร้ัง สวนผลการผสมติดก็มีความแตกตางกันไปโดย Van 
Voorst and Leenstra (1995) รายงานวา มีอัตราการผสมติดสูงถึงรอยละ 86.8 และ Tselutin et al. 
(1999) รายงานวา อยูระหวางรอยละ 26.7 ถึง 92.7 ทั้งนี้ข้ึนกับวิธีการแชแข็งและละลายน้ําเชื้อ สวน 
Blesbois ซึ่งทําการศึกษาในไกของฝรั่งเศส 4 สายพันธุ โดยดัดแปลงวิธีของ Tselutin et al. (1999)พบ
อัตราการผสมติดรอยละ 7–68 แตกตางกันระหวางสายพันธุ Blesbois (2007) รายงานวาระดับการ
ผสมติดของน้ําเชื้อไกแบบแชแข็งโดยเฉลี่ยมีคาประมาณรอยละ 60 (ชวงรอยละ 0–90) ในการแชแข็ง
น้ําเชื้อไกจทําใหความสมบูรณพันธุของอสุจิลดลงอยางมาก พบ accessory sperm ที่บริเวณ 
perivitelline membranes ของไขนอยมาก (Wishart, 1985; Alexander et al., 1993) ดังนั้นจึงเปน
สาเหตุใหมีการผสมเทียมไกดวยน้ําเชื้อแชแข็งที่มีอสุจิจํานวนมากและบอยครั้งกวาการผสมเทียมดวย
น้ําเชื้อสด จากการศึกษาครั้งนี้แมจะเปนการผสมเทียมเพียงครั้งเดียว (single insemination) แตก็ให
คาอัตราการผสมติดที่อยูในเกณฑใกลเคียงคาเฉลี่ย จึงอาจสรุปไดวาในการผสมเทียมแมไกพื้นเมือง
ดวยน้ําเชื้อแชแข็งของไกพื้นเมืองที่ดําเนินการแชแข็งดวยอุปกรณแบบงาย สามารถใหอัตราการผสม
ติดที่อยูในเกณฑมาตรฐาน แมไกควรไดรับอสุจิประมาณ 700 ลานตัว/การผสมเทียม 
ตารางที่ 32 ผลของจํานวนอสุจิเมื่อผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแบบแชแข็งตออัตราการผสมติดและฟกออก

ในไกพื้นเมือง 
จํานวนอสุจ ิ/ การผสม ลักษณะที่ศึกษา 

240 ลานเซลล 480 ลานเซลล 720 ลานเซลล 
จํานวนแมไก 17 19 21 
รอยละของแมที่ผสมติด 64.71 78.95 90.48 
จํานวนไขมีเช้ือระหวาง 2 – 4 วัน  
ภายหลังการผสมเทียม 

30 26 32 

     - อัตราการผสมติด (%) 36.67 38.46 62.50 
     - อัตราการฟกออกของไขที่เขาฟก (%) 20.00ข 30.77ข 53.13ก 
จํานวนไขมีเช้ือระหวาง 2 – 8 วัน  
ภายหลังการผสมเทียม 

60 70 78 

     - อัตราการผสมติด (%) 38.33ข 38.57ข 61.54ก 
     - อัตราการฟกออกของไขที่เขาฟก (%) 31.67 30.00 42.31 

หมายเหตุ  

 ผสมเทียม 1 คร้ัง ดวยน้ําเชื้อปริมาตร 0.4 มล. 
  ก,ข อักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P<0.05) 
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สําหรับผลของปริมาตรในการผสมเทียมพบวา การผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งปริมาตร      
0.4 มล. ใหผลอัตราการผสมติดและฟกออกสูงกวาการผสมเทียมดวยปริมาตร 0.2 มล. (ตารางที่ 33) 
ทั้งที่จํานวนอสุจิที่ใชผสมเทียมเทากัน อยางไรก็ตามมีรายงานการศึกษาอื่นที่ใชปริมาณน้ําเชื้อระดับ    
0.1 มล. ในการผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งเปนวิธีการที่ปฏิบัติทั่วไป (Buss, 1993; Tselutin et al., 
1999) มีขอสังเกตุวาในการแชแข็งน้ําเชื้อโดยการบรรจุหลอดมักใชความเขมขนสุดทายกอนการแชแข็ง
ประมาณ 1,000–2,000x106 /มล. (Blesbois et al., 2007; Buss, 1993; Van Voorst and Leenstra, 
1999) ซึ่งมีการเจือจางน้ําเชื้อ:น้ํายาประมาณ 1:2–1:5 ในขณะที่ในการศึกษาครั้งนี้ในกลุมที่ผสมเทียม
ดวยน้ําเชื้อปริมาตร 0.2 มล./แม เจือจางน้ําเชื้อ:น้ํายา ประมาณ 1:1 ซึ่งอาจเกิดสภาวะไมเหมาะสม
กอนการแชแข็งเนื่องจากอสุจิหนาแนนและในขบวนการแชแข็งและละลาย          จึงกอใหเกิดความ
เสียหายตอตัวอสุจิในเร่ืองสัดสวนของ CPA/cell อสุจิ อยางไรก็ตาม สมมติฐานนี้ก็ขัดแยงกับงานของ 
Tsulutin et al. (1999) ซึ่งแชแข็งอสุจิภายใตความเขมขน 2.5–3.5x109 ตัว/มล. และใหอัตราการผสม
ติดที่สูง ผลการผสมติดต่ําของทรีทเมนตที่ 1 จึงยังไมทราบสาเหตุที่แทจริง 
 
ตารางที่ 33 ผลของปริมาตรน้ําเชื้อแชแข็งตออัตราการผสมติดและฟกออกจากการผสมเทียมดวย

น้ําเชื้อแชแข็ง 
 

ปริมาตรน้ําเช้ือ (มิลลิลิตร) ลักษณะที่ศึกษา 
0.2 0.4 

จํานวนแมไก 20 20 
รอยละของแมที่ผสมติด 70.00 90.00 
จํานวนไขมีเช้ือระหวาง 2 – 4 วัน ภายหลังการผสมเทียม 30 31 
     - อัตราการผสมติด (%) 33.33 64.52 
     - อัตราการฟกออกของไขที่เขาฟก (%) 26.67 58.06 
จํานวนไขมีเช้ือระหวาง 2 – 8 วัน ภายหลังการผสมเทียม 72 70 
     - อัตราการผสมติด (%) 29.17ข 61.14ก 
     - อัตราการฟกออกของไขที่เขาฟก (%) 25.00ข 57.14ก 
หมายเหตุ  

 ก,ข อักษรที่แตกตางกันในแถวเดียวกันแสดงความแตกตางกันในทางสถิติ (P < 0.05) 
 ผสมเทียมดวยอสุจิจํานวน 600 ลานตัว/แม 
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สรุปผลการศกึษา 
 จากการศึกษาครั้งนี้ สรุปไดวาในการผสมเทียมแมไกพื้นเมืองดวยน้ําเชื้อแบบแชแข็งของพอ
พันธุไกพื้นเมือง จํานวนอสุจิที่ใชผสมมีผลตออัตราการผสมติดและฟกออก โดยควรมีจํานวนอสุจิ
ใกลเคียง 700 ลานตัว/การผสม จึงจะทําใหไดรับอัตราการผสมติดและฟกออกในระดับที่นาพอใจ สวน
ปริมาตรของน้ําเชื้อที่ใชในการผสมเทียมแมไกก็มีผลตออัตราการผสมติดและการฟกออกเชนกัน โดย
ปริมาตรน้ําเชื้อ 0.4 มล. ใหผลดีกวา 0.2 มล. ในการศึกษาครั้งตอไป ควรศึกษาถึงผลของความเขมขน
ของอสุจิในการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งตอคุณภาพน้ําเชื้อภายหลังการละลายของไกพื้นเมือง 
เพื่อใหทราบอัตราสวนการเจือจาง ตลอดจนจํานวนอสุจิที่เหมาะสมในการเก็บรักษาแบบแชแข็ง 
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งานวจิัย 10: ความสมบูรณพันธุของน้าํเชื้อแบบแชแข็งในไกพื้นเมือง 
Research 10: Fertilizing ability of Thai native chicken frozen semen 

 
บทคัดยอ 

เก็บน้ําเชื้อพอพันธุไกโดยแยกเก็บรายตัวในไกพันธุโรดไอสแลนดเรด และในไกพื้นเมือง 4 สาย
พันธุ คือ ชี, เหลืองหางขาว, แดง และประดู นําน้ําเชื้อที่ไดมาเจือจางดวยน้ํายา Schramm ดัดแปลง
โดยมี dimethylformamide (DMF) ความเขมขนสุดทายรอยละ 6 โดยปริมาตร เปนสารปองกันความ
เสียหายจากการแชแข็ง บรรจุน้ําเชื้อเจือจางในหลอดพลาสติกขนาด 0.5 มล. ทําการแชแข็งโดยวางอัง
ไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับความเย็น -35˚ซ เปนเวลา 10 นาที และที่ระดับ -135˚ซ เปนเวลา 5 นาที 
กอนที่จะจุมลงในไนโตรเจนเหลว ละลายน้ําเชื้อโดยการจุมในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2-5˚ซ เปนเวลา 5 นาที 
กอนที่จะนําไปผสมเทียมแมไกไขใชน้ําเชื้อพอพันธุ ๆ ละ  4 พอ/สายพันธุ แยกผสมเทียมแกแมไก
ภายหลังฟก 7 วัน พอละ 5 แม สัปดาหละคร้ัง รวม 3 คร้ัง จากการศึกษาพบวาน้ําเชื้อพอพันธุจากแต
ละสายพันธุใหอัตราการผสมติดรอยละ 42.1, 59.05, 47.37 และ 28.85 ตามลําดับ ซึ่งไมพบความ
แตกตางทางสถิติ (P>0.05) 
คําสําคัญ: ความสมบูรณพันธุ, น้ําเชื้อแชแข็ง, ไกพื้นเมือง 
 

Astract 
 Semen was collected individually from Rhode Island Red groups (control) and four 
lines of Thai native chicken, Chee, Luang hang khaw, Dang and Pradou. The semen was 
mixed and diluted with modified Schramm extender with 6% (v/v) dimethylformamide as a 
cryoprotectant. Each sample was filled in 0.5 ml plastic straw and frozen in nitrogen vapor in 
a zone at -35๐C for 10 min, located in a zone at -135๐C  for 5 min, then plunged in liquid 
nitrogen. The straws were thawed at 2–5๐C and inseminated to layer hens. A set of 4 males 
representing each line was used to individually inseminate 5 females per male once a week 
over three weeks. Fertility were examined at 7 days postincubation. The results showed that 
fertility of frozen semen each line were 42.1, 59.05, 47.37, 28.85 and 39.05 respectively 
which no significant difference (P>0.05). 
Keywords: fertility, frozen semen, native chicken 
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บทนํา 
การอนุรักษความหลากหลายทางพันธุกรรมของสัตวเลี้ยงมีความจําเปนตอความยั่งยืนในการ

ผลิตอาหารเลี้ยงมนุษยชาติ Dohner (2001) ไดระบุวา คร่ึงหนึ่งของสัตวเลี้ยงตระกูลนกอยูในสภาวะ
ใกลสูญพันธุดวยมูลเหตุที่แตกตางกันไป รวมทั้งภัยคุกคามของโรคระบาด เชน ไขหวัดนก เปนตน 
นอกเหนือจากการอนุรักษพันธุกรรมโดยการคงฝูงสัตวไวแลวการอนุรักษแบบ ex situ ก็เปนแนวทาง
หนึ่งในการรักษาความหลากหลายทางชีวภาพ สําหรับแนวทางที่เปนจริงที่สุดทางหนึ่งในการอนุรักษ
พันธุกรรมของสัตวปก คือ การเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็ง (Gee, 1995; Hammerstedt, 1995; Reed 
et al., 1995) ทั้งนี้เนื่องจากไขของสัตวปกมีขนาดใหญจึงไมเหมาะในการเก็บตัวออน สวนการเก็บ
รักษา blastoderm cells และ primodial germ cells มีความยุงยากในการนําไปใช ตนทุนสูง 
ตลอดจนมีการแสดงออกของพันธุกรรมที่ตองการในอัตราที่ตํ่า แมวาการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็ง
ในสัตวปกจะไดผลในระดับที่นาพอใจ แตอัตราการผสมติดก็ใหผลที่แปรปรวนขึ้นกับชนิดสัตว สายพันธุ 
และพอพันธุแตละตัว (Blesbois et al., 2005; Blesbois et al., 2007) สําหรับไกพื้นเมืองไทยซึ่งมี
ประชากรประมาณ 54 ลานตัว (กรมปศุสัตว, 2550) กระจายอยูตามชนบททั่วไป และมีความ
หลากหลายทางชีวภาพ อยางไรก็ตามยังไมมีขอมูลที่เกี่ยวของกับการเก็บรักษาพันธุกรรมในรูปแบบ
น้ําเชื้อแชแข็งตลอดจนขอมูลที่เกี่ยวของกับความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อแขแข็งดังกลาว การศึกษาครั้ง
นี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็ง ในไก 4 สายพันธุ คือ ชี, เหลืองหาง
ขาว, แดง และประดู เปรียบเทียบกับน้ําเชื้อแชแข็งจากไกพอพันธุโรดไอแลนดแดง 
  

วิธีการศึกษา 
สัตวทดลอง  

สุมพอพันธุเพื่อเก็บน้ําเชื้อจากแตละพันธุหรือสายพันธุละ 4 พอ จากพอพันธุที่มีสุขภาพดี ของ
พันธุโรดไอสแลนดเรด พันธุพื้นเมืองสายพันธุ ชี, เหลืองหางขาว, แดง และประดู โดยไกสายพันธุชี และ
ประดูไดรับความอนุเคราะหจากโครงการ “การพัฒนาไกพื้นเมือง” ซึ่งไดรับการสนับสนุนงบประมาณ
การวิจัยจาก สกว. พอพันธุมีอายุระหวาง 2 -3 ป แยกเลี้ยงพอพันธุในกรงขังเดี่ยว ใหอาหารไกพอพันธุ
วันละ 110 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาดกินแบบเต็มที่  ใชแมพันธุแมไกไขทางการคาอายุ 70 สัปดาห 
แยกเลี้ยงแมพันธุในกรงขังเดี่ยว สําหรับแมพันธุไดรับอาหารวันละ 100 กรัม/ตัว/วัน และใหน้ําสะอาด
กินแบบเต็มที่ 
การรีดน้ําเชื้อ  
 รีดน้ําเชื้อพอพันธุโดยใชทีมผูรีด 2 คน โดยจับบังคับไก 1 คน ดวยการอุมไกรวบปก และขาดวย
มือแตละขาง สวนอีกคนหนึ่งเปนผูกระตุนพอพันธุ ดวยการลูบหลังจากดานหนาไปดานหลัง โดยเพิ่ม
น้ําหนักจากเบาแลวลงน้ําหนัก พอพันธุที่มีสุขภาพดีจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง บีบโคน
กนเพื่อเก็บน้ําเชื้อทันที ซึ่งภายในบรรจุน้ํายาเจือจาง 0.1 มล. ทําการแยกน้ําเชื้อแตละพอ โดยกอนรีด
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น้ําเชื้อเพื่อการศึกษาจะทําการรีดน้ําเชื้อทิ้ง 1 วันกอนที่จะรีดเก็บ ทั้งนี้เนื่องจากเปนการจําลอง
เหตุการณหากมีการรีดเก็บน้ําเชื้อพอพันธุนอกสถานที่ ซึ่งควรมีการรีดน้ําเชื้อเกาเก็บในตัวพอพันธุที่จะ
นํามาใชจริง น้ําเชื้อที่มีการปนเปอนของมูลจะไมถูกนําไปใช นําหลอดน้ําเชื้อไปแชในน้ําอุณหภูมิ 25˚ซ 
จากนั้นตรวจคุณภาพเบื้องตน น้ําเชื้อที่มีอสุจิเคลื่อนที่รอยละ 80 ข้ึนไป จึงจะนําไปใชในการทดลอง 
น้ํายาเจือจาง  

ใชน้ํายาเจือจางสูตร Schramm (Schramm, 1976 อางโดย Chalah, 1999) มี DMF ความ
เขมขนสุดทายรอยละ 6 เปน CPA สําหรับสารเคมีที่ใชในการประกอบสูตรน้ํายาเจือจางเปนผลิตภัณฑ
ของ Sigma และน้ําที่ใชละลายเปนน้าํกลัน่ 2 คร้ัง (ตารางที ่34) 
ตารางที่ 34 องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง Schramm ในปริมาตร 1,000 มล. 

องคประกอบทางเคมีของสตูรน้ํายาเจือจาง กรัม  
Magnesium  acetate 0.70 
Sodium  glutamate 28.50 
Glucose 5.00 
Inositol 2.50 
Potassium  acetate 5.00 

การเจือจางน้าํเชื้อ   
เจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางสูตร Schramm ใหมีปริมาตรเปน 1 มล. ซึ่งในทางปฏิบัติจะ

เปนการเจือจางระหวาง 1:2.5–1:5 โดยปริมาตร ดวยน้ํายาที่มีอุณหภูมิ 20˚ซ จากนั้นลดอุณหภูมิไปที่ 
5˚ซ ใชเวลาประมาณ 1 ชั่วโมง เติมน้ํายาที่มีสวนผสมของ dimethylformamide (DMF) 66 มคล. และ
รวมปริมาตรกับน้ํายา 100 มคล. อุณหภูมิ 5˚ซ ลงในน้ําเชื้อเจือจาง กลับหลอดใหสวนผสมคลุกเคลา
อยางทั่วถึง จึงบรรจุในหลอดพลาสติกขนาดจุ 0.5 มล. รักษาอุณหภูมิไวที่ระดับ 5˚ซ 
การแชแข็งน้ําเชื้อ  
 ภายหลังการบมน้ําเชื้อเจือจางรวมกับ DMF ตามวิธีการเตรียมน้ําเชื้อกอนการแชแข็ง เปนเวลา 
15 นาที เช็ดหลอดบรรจุน้ําเชื้อใหแหงอยางรวดเร็ว แลวนําไปวางบนตระแกรงในกลองโฟมที่บรรจุ
ไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -35˚ซ เปนเวลา 10 นาที แลวเลื่อนลงไปที่ระดับอุณหภูมิ    -135˚ซ 
เปนเวลา 5 นาที จึงจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว และเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวดําเนินการแชแข็งนํา
เชื้อพอพันธุแตละตัว 3 คร้ัง รวมพอละ 6 หลอด/ชุด ดําเนินการเก็บน้ําเชื้อแบบแชแข็งพอละ 3 ชุด 
การละลายน้ําเชื้อ 
 นําหลอดบรรจุน้ําเชื้อออกจากถังไนโตรเจนเหลววางในกลองโฟมเปลาประมาณ 5 - 8 วินาที 
จึงจุมลงในน้ําเย็นอุณหภูมิ 2 – 5˚ซ นาน 5 นาที เช็ดหลอดใหแหงแลวตัดปลายหลอดบรรจุน้ําเชื้อเท
น้ําเชื้อลงในหลอดขนาด 15 มล. โดยกนหลอดจุมในน้ําเย็นนําไปผสมเทียมแมไกไขทางการคาโดยทันที  
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การผสมเทียม  
 การผสมเทียมกอนการผสมเทียมกระตุนแมไก โดยการลูบหลังกอนที่จะปลิ้นกันโดยออกแรง
กดที่บริเวณทองพรอมกับการใชนิ้วถางกน ซึ่งจะทําใหมีความสะดวกในการปลิ้นกน สอดไซริงค 1 มล. 
เขาชองคลอดลึกประมาณ 4 ซม. ผสมเทียมดวยน้ําเชื้อปริมาตร 0.4 มล. ดําเนินการผสมเทียมใน
ชวงเวลา 16.00 – 17.00 น. ดําเนินการเชนนี้ 3 คร้ังตอพอ โดยเวนระยะหางไมนอยกวา 1 สัปดาห 
การเก็บขอมูลการผสมติด  

เก็บไขระหวางวันที่ 2–4 ภายหลงัการผสมเทียมเขาฟก นําไขทีเ่ขาฟกมาทดสอบอัตราการผสม
ติดโดยการกะเทาะเปลือกออกเพื่อดูการพฒันาของคัพภะภายหลงัฟก 7 วัน 
การทดสอบทางสถิติ  
 เปรียบเทียบอัตราการผสมติดและฟกออกระหวางกลุมโดย Chi – square ดวยโปรแกรม
สําเร็จรูป (SAS, 1985) 
 

ผลและวจิารณผลการศกึษา 
 ผลการศึกษาแสดงในตารางที่ 35 โดยพบวาภาพรวมของอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแบบแช
แข็งของพอพันธุไกโรดไอสแลนดเรด, ชี, เหลืองหางขาว แดง และประดู มีคารอยละ 42.10, 59.05, 
47.37, 28.85 และ 39.05 ตามลําดับ ซึ่งไมแตกตางกันในทางสถิติ (P>0.05) แตกตางจากรายงานอื่น 
(Ansah and Buckland, 1983; Brillard et al.,2003; Blesbois et al., 2007) ซึ่งรายงานถึงผลของ
ความแตกตางระหวางสายพันธุตอคุณภาพของน้ําเชื้อแชแข็งในไก ในการศึกษาครั้งนี้พบวาพอพันธุแต
ละตัวในแตละกลุมใหอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็งแตกตางกัน มีความแปรปรวนในแตละพอ
พันธุและในน้ําเชื้อที่รีดไดแตละครั้งก็มีความแตกตางกัน ซึ่งดานหนึ่งอาจมีสาเหตุมาจากจํานวนอสุจิที่
ใชในการผสมเทียมในบางพอมีจํานวนนอยประมาณ 100–300 ลานตัว/การผสม เมื่อแชแข็งและ
ละลายจึงเหลืออสุจิที่มีชีวิตที่มีคุณภาพสําหรับการไปปฏิสนธิไดจํานวนนอยมาก จึงทําใหมีผลการผสม
ติดต่ํา ในการศึกษานี้ไมไดทําการควบคุมคุมคุณภาพดวยจํานวนอสุจิ เนื่องจากพยายามดําเนินการ
จําลองสภาพของการดําเนินงานภาคสนามใหใกลเคียงสภาพความเปนจริง นอกจากนี้แลวสัตวทดลอง
ที่ใชในการศึกษาอาจมีอายุที่มากเกินไปโดยพอพันธุมีอายุ 2–3 ป มีรายงานวาในพอไกองคประกอบ
ของ lipid และ antioxidant ในน้ําเชื้อลดลงตามอายุที่สูงขึ้นทําใหความสามารถในการผสมติดต่ําลง 
(Kelso et al., 1996; Cerolini et al., 1997) และในการศึกษาครั้งนี้ใชแมพันธุไกไขมีการใหไขมา
ประมาณ 1 ปเศษ มีอัตราการไขประมาณรอยละ 60 ซึ่งชวงอายุดังกลาวนาจะใหอัตราการผสมติดต่ํา
กวาไกสาว (Gumulka and Kapkowska, 2005; Ingram et al., 2007)   
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ตารางที่ 35 อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิภายหลังการละลาย จํานวนอสุจิที่ผสมเทียม และอัตราการ
ผสมติดของน้ําเชื้อแบบแชแข็งในพอพันธุไกโรดไอสแลนดเรด ไกพื้นเมืองสายพันธุชี 
เหลืองหางขาว แดง และประดู 

 
จํานวนแมไก 

พันธุ – สายพันธุ จํานวนพอ 

อัตราการเคล่ือนที ่
ของอสุจิ1 ภายหลัง 
การละลาย (%) 
 (mean+SE) 

จํานวนอสุจิ 
ที่ผสมเทียม 
(mean+SE) 

จํานวน
แมไก 

จํานวนไข 
ทดสอบ 

อัตราการ 
ผสมติด (%) 

โรดไอสแลนดเรด 4 53.33+1.06 655.8+5.35 20 107 
42.1 

(4.17–73.33) 

ชี 4 48.58+1.24 494.67+6.31 20 105 
59.05 

(20.83-84.62) 

เหลืองหางขาว 4 42.83+1.17 481.67+6.21 20 114 
47.37 

(20.00-79.17) 

แดง 4 47.83+1.37 289.00+3.51 20 104 
28.85 

(14.81-43.48) 

ประดู 4 42.92+1.61 465.00+2.90 20 105 
39.01 

(13.04-64.29) 
หมายเหตุ  

1/     อัตราการเคลื่อนที่ภายหลังผสมเทียม 1 ชั่วโมง 
 

สรุปผลการศกึษา 
การศึกษาครั้งนี้สรุปไดวาภายใตการรีดเก็บน้ําเชื้อจากพอพันธุที่ทําการสุมเพื่อเก็บรักษาน้ําเชื้อ

แบบแชแข็ง อัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแชแข็งจากพอพันธุไกพื้นเมืองตางสายพันธุที่สุมรีดเก็บน้ําเชื้อ
ดังกลาวไมแตกตางกัน และไมแตกตางจากไกโรดไอสแลนดเรด ในการศึกษาตอไปผูสนใจควรศึกษา
เปรียบเทียบถึงผลของอายุพอพันธุไกพื้นเมืองตอความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อที่เก็บรักษาแบบแชแข็ง 
ซึ่งอายุพอพันธุอาจมีอิทธิพลตอน้ําเชื้อแบบแชแข็ง และในการศึกษาควรมีพอพันธุจํานวนมากพอ และ
แมไกที่ใชทดสอบความสมบูรณพันธุ ควรอยูในชวงที่มีอัตราการไขใกลเคียงกับรอยละ 85 ตอวัน 
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สรุปผลการศกึษาภาพรวม 
General Conclusion 

 
จากการศึกษาครั้งนี้สามารถสรุปผลกจิกรรมในการวิจัยไดดังตอไปนี้ 

ศึกษาผลของสูตรน้ํายาเจือจาง 5 ชนิด (prefreezing Lake; Tselutin; Schramn; BPSE และ 
IGGKPh) ตอคุณภาพน้ําเชื้อไกตางสายพันธุภายใตการเก็บรักษาในอุณหภูมิตูเย็น  

พบวาสูตรน้ํายาเจือจางมีผลตอคุณภาพเมื่อเก็บรักษาภายนอกรางกาย (In vitro) ที่อุณหภูมิ  
4˚ซ โดยสูตรที่ไดผลดี คือ IGGKPh รองลงมาคือ BPSE สอดคลองกันในทุกกลุมพอพันธุคือ พันธุ
เหลืองหางขาว คละสี และไกพันธุโรดไอสแลนดเรด เมื่อนําน้ําเชื้อไกพื้นเมืองเจือจางดวยน้ํายา 5 สูตร 
ดังกลาวไปผสมเทียมภายใน 30 นาที ภายหลังการเจือจาง พบวาไดอัตราการผสมติดไมแตกตางกัน
และไมแตกตางจากกลุมควบคุม แสดงใหเห็นวา การผสมเทียมภายหลังที่อสุจิสัมผัสน้ํายาเจือจางใน
ระยะเวลาอันสั้นแลวผสมเทียมไมมีผลเสียตอตัวอสุจิ คุณภาพน้ําเชื้อของไกทั้ง 3 กลุม  
ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเชื้อไกพื้นเมืองตออัตราการผสมติด 

เมื่อเจือจางน้ําเชื้อไกพื้นเมืองดวยน้ํายาเจือจางสูตร IGGKPh เก็บรักษาเปนเวลา 48 ชม. 
พบวาการเก็บรักษา 1-2 วัน จะมีอัตราการผสมติดลดลงต่ํากวาการผสมเทียมในวันแรก แสดงใหเหน็วา
แมน้ํายา IGGKPh จะเปนน้ํายาที่มีประสิทธิภาพ แตยังมีประสิทธิภาพไมดีพอสําหรับการเก็บรักษา
น้ําเชื้อเปนเวลาหลายวัน 
ความทนไดของอสุจิในขบวนการแชแข็ง (Freezability) 

พบวาอสุจิของพอพันธุไกแตละตัวมีความทนไดตอขบวนการแชแข็งที่แตกตาง ไมพบความ
แตกตางระหวางไกพื้นเมืองพันธุเหลืองหางขาว, ไกพื้นเมืองคละสี และพันธุโรดไอสแลนดเรด แสดงให
เห็นวาหากสามารถคัดเลือกพอพันธุที่อสุจิมีความทนไดตอการแชแข็ง ก็จะทําใหงานประสบผลสําเร็จ
ไดดีกวาการไดรับพอพันธุแบบสุม 
ผลของชนิดและระดับ CPA ตอคุณภาพน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไกแตละสายพันธุ 

พบวา DMSO, DMA และ DMF ตางเปนพิษตออสุจิของไกพื้นเมือง  DMSO ระดับรอยละ 8 
นาจะเปนระดับที่มีความเหมาะสม อยางไรก็ตาม DMSO ระดับรอยละ 4-10 ไดผลดีตอคุณภาพ
ภายหลังการแชแข็งไมแตกตางกัน อยางไรก็ตามในการศึกษาตอมาพบวา การใช DMSO เปน CPA ใน
น้ํายา IGGKPh ผสมติดต่ํามาก จึงไดทดสอบผลของ DMSO ตออัตราการผสมติด โดยเติม DMSO ลง
ในน้ําเชื้อเจือจางความเขมขนสุดทายเทากับรอยละ 8 ซึ่งเปนระดับที่คาดวามีผลดีตอคุณภาพน้ําเชื้อ 
แชแข็ง ภายหลังการทดสอบพบวา DMSO มีผลทําใหความยาวนานของอัตราการผสมติดในแมไกลด
ตํ่าลง แสดงถึง DMSO อาจเปนพิษโดยตรงตอตัวอสุจิ หรือไปรบกวน sperm storage tubules 
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การศึกษากรรมวิธีในการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไกพื้นเมือง 
ทําการศึกษาเทคนิคการแชแข็ง ชนิดของสูตรน้ํายาเจือจาง ตลอดจนการละลายที่เหมาะสมกับ

การทําน้ําเชื้อแบบแชแข็ง โดยดําเนินการทดลองหลายการทดลองยอย สรุปผลไดดังนี้ 
วิธีการแชแข็งและอุณหภูมิละลายมีปฏิสัมพันธรวมกัน การละลายที่อุณหภูมิ 2-5 ˚ซ. ใหผล

ดีกวาการละลายที่อุณหภูมิสูง การดําเนินการแชแข็งดวยสูตรน้ํายาเจือจาง prefreezing Lake โดยมี 
glecerol ระดับรอยละ 11 เปน CPA ใหอัตราการเคลื่อนที่หลังการละลายของอสุจิสูง แตไมสะดวกใน
การดําเนินการเพื่อนําไปใช การแชแข็งโดยวิธีการวางหลอดน้ําเชื้ออังไอไนโตรเจนเหลวใหผลดีไม
แตกตางจากการใชอุปกรณแชแข็งที่ควบคุมโดยระบบคอมพิวเตอร กรรมวิธีการแชแข็งน้ําเชื้อไก
พื้นเมืองที่เหมาะสมภายใตสภาพสนาม คือวิธีการแชแข็งโดยการวางหลอดบรรจุน้ําเชื้ออังไอ
ไนโตรเจนเหลวที่ระดับอุณหภูมิ -35 ˚ซ. นาน 10 นาที จากนั้นวางที่ระดับอุณหภูมิ -135 ˚ซ. เปนเวลา 5 
นาที กอนจุมหลอดลงในไนโตรเจนเหลว 
การปรับปรุงสูตรน้ํายา Schramm โดยการเสริมกรดอะมิโนกลัยซีน (glycine)  

โดยพบวากลัยซีน (glycine) ระดับ 40 มิลลิโมล ใหอัตราการผสมติดของน้ําเชื้อแบบแชแข็งใน
ไกพื้นเมืองสูงสุดในการดําเนินกิจกรรมที่ 9 เปนตนไป ไดปรับปรุงมาตรฐานในการเตรียมน้ําเชื้อกอน
การแชแข็ง ในขั้นตอนการเลือกน้ําเชื้อโดยรีดน้ําเชื้อแลวเจือจางทันที แยกน้ําเชื้อพอพันธุเปนรายตัว 
หากพบวาน้ําเชื้อพอพันธุใดที่คุณภาพต่ําจะไมนําไปใชศึกษา 
ผลของระยะเวลาที่ดําเนินการผสมเทียมภายหลังการวางไขตออัตราการผสมติดและฟกออก
ในไกพื้นเมือง 

จากการศึกษาพบวาไมควรผสมเทียมในชวงภายหลังการวางไขใหม ทั้งนี้อาจเนื่องจากมีการ
บีบตัวในทิศทางที่สามารถขับอสุจิออกจากชองคลอดของไก จึงทําใหสงผลตออัตราการผสมติดที่ตํ่าลง 
ผลของตําแหนงการผสมเทียมตออัตราการผสมติดและฟกออกในไกพื้นเมือง 

จากการศึกษาพบวาการสอดอุปกรณผสมเทียมในชองคลอดลึก 3 และ 6 ซม. ใหผลไม
แตกตางกัน อาจเนื่องจากจํานวนอสุจิที่ใชผสมเทียมมีมากเพียงพอที่จะคงจํานวนอสุจิในทอนําไข ซึ่ง
ทําใหอัตราการผสมติดและฟกออกไมแตกตางกัน 
ผลของปริมาณน้ําเชื้อและความเขมขนของอสุจิตออัตราการผสมติดและฟกออก  

พบวาปริมาตรน้ําเชื้อ 0.4 มล. ใหผลตออัตราการผสมติดสูงกวา 0.2 มล. สวนความเขมขน
ของอสุจิพบวา จํานวนอสุจิที่ใชผสมเทียมดวยน้ําเชื้อแชแข็งระดับสูงจะใหอัตราการผสมติดและฟก
ออกที่สูงกวาการใชจํานวนอสุจิที่ตํ่ากวา 
การเก็บรักษาน้ําเชื้อและการแชแข็งน้ําเชื้อไกพื้นเมืองสายพันธุตางๆ 

โดยดําเนินการนําผลการศึกษาขางตนมาดําเนินการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไกพื้นเมือง 
4 สายพันธุ คือ เหลืองหางขาว ชี แดง และประดู จํานวน 8 พอ/สายพันธุ น้ําเชื้อแชแข็ง 10 หลอด/พอ 
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ความสมบูรณพันธุของน้ําเชื้อแชแข็งในไกพื้นเมืองแตละสายพันธุ 
ดําเนินการแชแข็งน้ําเชื้อไกพื้นเมือง 4 สายพันธุ คือ เหลืองหางขาว ชี แดง และประดู และไก

พันธุโรดไอสแลนดเรด พบวาความสมบูรณพันธุของพอพันธุแตละกลุมไมแตกตางกัน โดยพอพันธุแต
ละตัวในแตละกลุมมีความสมบูรณพันธุที่แตกตางกันไป 

จากกิจกรรมการศึกษาวิจัยขางตน สามารถสรุปไดวาในการเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็งในไก
พื้นเมือง ภายใตเทคนิคการแชแข็งที่สะดวก และการผสมเทียมที่มีประสิทธิผล ใหอัตราการผสมติดไม
นอยกวารอยละ 60 ภายหลังการผสมเทียม 2 คร้ัง/สัปดาห ภายใตวิธีการดังนี้คือ 

1. การรีดเก็บน้ําเชื้อตองดําเนินการสม่ําเสมอสัปดาหละ 3 คร้ัง เจือจางน้ําเชื้อโดยทันทีภายหลัง
การรีด 

2. ตองตรวจคุณภาพน้ําเชื้อทุกตัวอยาง และกําจัดน้ําเชื้อที่คุณภาพต่ําหรือปนเปอน 
3. ไมลดอุณหภูมิระหวางการเตรียมน้ําเชื้อแชแข็งเร็วเกินไป การลดอุณหภูมิภายหลังการรีด

น้ําเชื้อจนถึง 5˚ซ ควรใชเวลาประมาณ 1 ชม. 
4. ระมัดระวังการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิของน้ําเชื้อเจือจางอยางกระทันหัน 
5. น้ํายาเจือจางที่ใชไดผลดีที่สุด จากการศึกษาครั้งนี้คือ น้ํายาเจือจางสูตร Schramm 
6. Cryoprotectant ที่ไดผลดีคือ DMF ระดับรอยละ 6 ของปริมาตรน้ําเชื้อเจือจางทั้งหมด 
7. การเติม DMF ลงในน้ําเชื้อเจือจาง ตองเจือจางในน้ํายากอน ควรมีอสุจิเขมขนประมาณ 1,500 

ลานตัว/มล.และปรับอุณหภูมิใหได 5˚ซ 
8. บรรจุน้ําเชื้อใน straw 0.5 มล. และแชแข็งภายหลังการเติม DMF ประมาณ 15 นาที 
9. การแชแข็งกระทําโดยวางหลอดบรรจุน้ําเชื้อ อังไอไนโตรเจนเหลวในกลองโฟมที่ระดับ -35˚ซ 

เปนเวลา 10 นาที จากนั้นยายลงไปวางในระดับอุณหภูมิในระดับอุณหภูมิ -135˚ซ เปนเวลา   
5 นาที จึงจุมหลอดน้ําเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว และเก็บในถังไนโตรเจนเหลวตอไป 

10. กอนนําน้ําเชื้อไปใชใหหยิบหลอดน้ําเชื้อวางลงในน้ําเย็นอุณหภูมิประมาณ 2-5˚ซ นาน         5 
นาที เช็ดหลอดใหแหง แลวตัดปลายหลอด ถายเทน้ําเชื้อลงในหลอดขนาดที่เหมาะสม 

11. ควรผสมเทียมแมไกในชวง 16.00 น.–17.00 น. 
12. กอนการผสมเทียมแมไก ควรเลาโลมแมไกโดยการใชมือลูบหลังกระตุน 
13. ควรสอดอุปกรณผสมเทียมเขาชองคลอดลึกประมาณ 4 ซม. ไมควรผสมเทียมแมไกที่พบไขใน

มดลูก 
14. ปริมาตรน้ําเชื้อที่ใชประมาณ 0.4-0.5 มล. ระมัดระวังไมใหน้ําเชื้อไหลออก และควรมีจํานวน

อสุจิ 600-700 ลานตัว/การผสม 1 คร้ัง 1-2 คร้ัง/สัปดาห 
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รูปภาพกิจกรรมตาง ๆ ทีเ่กี่ยวของกับการศึกษา 
 
 

       
                         1. การอุมพอไก                                   2. การลูบหลังและบีบที่บริเวณกนทนัท ี

 

     
     3. การรีดน้าํเชื้อ โดยบีบที่กน             4. น้ําเชื้อที่ไดสีขาวขุน 

 
รูปที่ 1 ข้ันตอนการรีดน้ําเชื้อไก 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

          
                               (1)                                                                          (2) 
 

          
(3) (4) 
 

รูปที่ 2  การผสมเทียมไกแบบที่ 1 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

       
(1) (2) 
 

      
                              (3)                                                                    (4) 
 

รูปที่ 3    การผสมเทียมไกแบบที่ 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 
รูปภาพขั้นตอนการทาํน้ําเชื้อแชแข็ง 
 

      
           รูปที ่4   การกระตุนพอพันธุ                            รูปที่ 5   การรีดน้ําเชื้อ 

 

      
            รูปที่ 6   การลดอุณหภูมิ                      รูปที่ 7   การลดอุณหภูมิไป 5 องศาเซลเซยีส 
 

      
             รูปที่ 8   การตรวจคุณภาพน้าํเชื้อ                      รูปที่ 9   การบรรจุน้ําเชือ้เขาหลอด 

 
 
 



 

      
             รูปที่ 10   การอดุปลายหลอด                      รูปที่ 11   อุปกรณที่ใชวางหลอดน้ําเชื้อ 

 

      
รูปที่ 12   อุปกรณตางๆ ปรับอุณหภูมิ            รูปที ่13   การเตรียมหลอดกอนการแชแข็ง 

        ไวที ่5 องศาเซลเซยีส 
 

      
 รูปที่ 14    การวางหลอดน้าํเชื้ออังไอ               รูปที่ 15    การแชแข็งโดยใชเครื่องควบคุม 

ไนโตรเจนเหลวในกลองโฟม                               อุณหภูมิดวยระบบคอมพิวเตอร 
 
 



 

      
รูปที่ 16    การแชแข็งโดยหยดน้ําเชื้อลงใน          รูปที่ 17   การละลายน้าํเชื้อที่ 5 องศาเซลเซยีส 
                ไนโตรเจนเหลวเพื่อทาํน้าํเชื้อแช                          กอนการผสมเทียม 
                แข็งแบบเม็ด 
 

      
รูปที่ 18    การตรวจคุณภาพน้าํเชื้อ ตัวมชีีวิต        รูปที่ 19  การผสมเทียมดวยน้าํเชื้อแชแข็ง  
              (สีเขียว) โดยการยอมสีและเทคนิค 
                 ฟรูโอเรสเซนส 

 

      
  รูปที่ 20  การฝกไขที่ไดจากการผสมเทยีม       รปูที ่21  ลูกไกที่ไดจากการผสมเทียมดวย 
                 ดวยน้าํเชื้อแชแข็ง                                             น้ําเชื้อแชแข็ง 

 
 



 

บทความสําหรับการเผยแพร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

กิจกรรมที่เกีย่วของกับการนําผลจากโครงการไปใชประโยชน 
คือ การจัดฝกอบรมเชิงปฏิบัติการฯ ซ่ึงไดดําเนินการสงเอกสารใหทางสกว.และผู
ประสานงานฯเปนที่เรยีบรอยแลว 


