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 การทดลองน้ีมีวัตถุประสงคเพ่ือหาความเขมขนที่เหมาสมของเพนนิซิลามีน (PEN) ทีเ่ติมลงไปในสูตร
สารละลายเจือจางนํ้าเช้ือตอคุณภาพของนํ้าเช้ือสุกรหลังจากเจือจาง โดยทําการวัดผลจากคาพารามิเตอรตางๆ
ซึ่งประกอบดวย การเคลื่อนที่ไปขางหนา (progressive motility) และรูปแบบการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (kinetic 

parameter ตามแบบของ องคกรอนามัยโลก) อัตราการรอดชีวิต (viability) ความสมบูรณของอะโครโซม 
(acrosome integrity) ความปกติของพลาสมาเมมเบรน (HOST) วัดการเปนสารตานอนุมุลอิสระของเพนนิซิลามีน
โดยตรวจวัด SOD activity, Glutathione peroxidase activity และการเกิด lipid peroxidation (วัด MDA) โดยใช 
ELISA kit โดยทําการตรวจวัดในวันที่ 0 และวันที่ 1, 3, 5, 7 หลังจากเจือจางนํ้าเช้ือและเก็บไวในตูเย็นที่ควบคุม
อุณหภูมิไวที่ 18 องศาเซลเซียส โดยมีกลุมทดลองทั้งหมด 8 กลุมประกอบดวย กลุมสารละลายที่มีขายใน
ประเทศไทยจาํนวน 3 กลุมโดยเปนตัวแทนของสารละลายระยะสั้น ชนิด BTS, ระยะกลางชนิด Merck III และ
ระยะยาวชนิด Androstar® Plus และกลุมสารละลายที่ผูวิจยัคิดขึ้นอีก 5 กลุมคือ BTS+PEN 0.125 mM, BTS+PEN 

0.25 mM, BTS+PEN 0.5 mM, BTS+PEN 1.0 mM และ BTS+PEN 2.0 mM โดยผูวิจัยทําการเก็บนํ้าเช้ือสดมาจาก
ฟารมสุกรภาคเอกชนในจังหวัดราชบุรีโดยมาจากฟารมเดียวกันทั้งหมด 10 ตัวและนํามาทําการทดลองใน
หองปฏิบัติการนํ้าเช้ือ จากผลการทดลองพบวา การเติมสารเพนนิซิลามีนลงไปในสูตรสารละลายเจือจางนํ้าเช้ือ
ที่ปริมาณ 0.125 ถึง 0.50 mM สามารถทําใหคุณภาพของนํ้าเช้ือ  สุกรมีคณุภาพเทียบเคียงกับสารละลายเจือจาง
ระยะยาว (อยูไดนานถึง 7 วัน) ทีม่ีขายในประเทศไทยได ซึ่งผูวิจัยจะไดนําไปทดลองผสมเทียมในฟารมสุกรแลว
พบวาผลการผสมเทียมไมตางจากสารละลายที่มีขายในทองตลาด สําหรับผลการตรวจวัดการเปนสารตานอนุ
มุลอิสระของเพนนิซิลามีนโดยตรวจวัด SOD activity, Glutathione peroxidase activity และการเกิด lipid 

peroxidation (วัด MDA) โดยใช ELISA kit พบวาระดับมีความแตกตางกันไปขึ้นอยูกับความเขมขนของ PEN ที่ใช 
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Keywords : สุกร (Pig) สารละลายเจือจางน้ําเชื้อ (semen extender) สารตานอนุมูลอิสระ (antioxidant) การผสมเทียม 

(artificial insemination) 
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           เอกสารแนบหมายเลข 2 

Abstract 

 

Project Code : RSA5780049 

Project Title : Development of fresh boar semen extender by supplementation of penicillamine: 

from a laboratory to pig industry 

Investigator : Assoc. Prof. Dr. Kampon Kaeoket, Department of Clinical Sciences and Public 

Health, Faculty of Veterinary Science, Mahidol University 

E-mail Address : vskkk@mahidol.ac.th 

Project Period : 16 June 2014 until 15 June 2016 

The aim of this study was to investigate the optimal concentration of Penicillamine (PEN) for 

supplementation in boar semen extender. The measuring parameters were as follows: 

progressive motility, viability, acrosome integrity and plasma membrane integrity (HOST). In 

addition, the antioxidant capacity of extender was also evaluated by SOD activity, Glutathione 

peroxidase activity and lipid peroxidation (MDA)  by using ELISA kit on days 0 and days 1, 3, 5, 

7 after storage at 18 °C. The experimental groups consisted of 8 groups: commercially available 

extenders as a control groups (i.e., BTS-as a short term extender, Merck III- as a medium term 

extender and Androstar® Plus- as a long term extender) and a group of varying concentrations of 

PEN (i.e., BTS+PEN 0.125 mM, BTS+PEN 0.25 mM, BTS+PEN 0.5 mM, BTS+PEN 1.0 mM and 

BTS+PEN 2.0 mM). Ten semen sample (n=10 boars) were diluted with different extenders as 

mention above and the results showed that supplementation of PEN at concentration between 

0.125 and 0.50 mM maintain diluted semen qualities as long as 7 days after cold storage at 18 

°C which comparable to commercially available semen extender in Thailand. For the fertility test 

in pig farm, there is no significant different in farrowing rate and litter size between our extender 

and a commercial extender. For the antioxidant activity, the levels of SOD activity, Glutathione 
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peroxidase activity and lipid peroxidation (MDA) varied depend on the supplemented 

concentration of PEN in each semen extender.  

Keywords : Antioxidant, Artificial insemination, Pig, Semen extender 
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บทนํา 

ปจจุบันการผสมเทียมไดมีการนําไปใชในฟารมสุกรอยางกวางขวางทั้งในทวีปยุโรปและทวีปอเมริกา 

รวมทั้งประเทศไทย ซึ่งมีการใชการผสมเทียมมากกวา 90% (Gadea, 2003) โดยวิธีการผสมเทียม

นั้นมีความสําคัญเปนอยางมากในระบบการผสมพันธุสุกร เนื่องจากเปนวธิีที่มีคาใชจายนอย สะดวก

ตอการจัดการและชวยใหสามารถควบคุมและปองกันการแพรระบาดของโรคติดตอในฟารมสุกร ใน

ขั้นตอนการเตรียมน้ําเชื้อจะใชสารละลายเจือจางน้ําเชื้อ (semen extender) เพ่ือเก็บรักษาตัวอสุจิซึ่ง

มีทั้งเก็บในระยะสั้น (3 วัน) ระยะกลาง (5 วัน) และในระยะยาว (7 วัน) โดยสารละลายเจือจางน้ําเชื้อ

จะไปลดกระบวนการ metabolic activity ของตัวอสุจิ ดวยการเจือจางตัวอสุจิในสารละลายที่มีความ

เหมาะสม ที่อุณหภูมิระหวาง 15-20 °C ซึง่เปนอุณหภูมิที่สามารถรักษาประสิทธิภาพการทํางานของ

ตัวอสุจิ เชน ความสามารถในการปฏิสนธิระหวางตัวอสุจิกับไข โดยสวนประกอบของสารละลายเจือ

จางน้ําเชื้อนั้นประกอบไปดวยสารที่เปนแหลงพลังงานของตัวอสุจิ สารที่ควบคุมสมดุลแรงดันออสโม

ติก สารที่ชวยรักษาสมดุลความเปนกรด-เบสจากของเสียที่เกิดจากกระบวการสนัดาปของตัวอสุจิ มี

ไอออนตางๆ ที่สามารถคงสภาพของเยื่อหุมเซลล และมียาปฏิชวีนะที่ชวยปองกันการเพ่ิมจํานวน

ของเชื้อแบคทีเรียที่อาจกอโรคได (Gadea, 2003; Mapeka et al., 2012) โดยทัว่ไประหวางทีมี่การ

เก็บน้ําเชื้อไวในที่ที่มีอุณหภูมิต่ํา จะมีการเกิดอนุมูลอิสระ (oxidants) ที่มากเกินกวาที่สารตานอนุมูล

อิสระ (antioxidants) ที่มีอยูในน้ําเชื้อจะกําจัดได จะทําใหเกิดภาวะที่เรียกวา oxidative stress ขึ้น ซึ่ง

ภาวะ oxidative stress เปนหนึ่งในปจจัยหลักที่มีผลตอการมีชีวติรอดและการทํางานของตัวอสุจิ 

เพราะในนํ้าเชือ้จะมีปริมาณ antioxidant enzyme อยางจํากัด ทําให antioxidant enzyme ที่มีหนาที่

ในการปองกันเซลลจากการทําลายโครงสราง DNA มีไมเพียงพอ ซึ่งปกติแลว ในระบบสบืพันธุเพศผู

จะมี antioxidant enzyme ซึ่งจะถูกหลั่งออกมาอยูอยูในน้ําเชื้อ เชน glutathione peroxidase 5 และ 

superoxide dismutase นอกจากนี้ยังมีสารดักจับอนุมูลอิสระ เชน acetylcarnitine ซ่ึงสารเหลาน้ีจะ

พบไดใน seminal plasma ซึ่งจะชวยทําหนาที่ในการปองกันการเกิดภาวะ oxidative stress ได 

(Aitken et al., 2012) ปจจุบันจึงไดมีการพัฒนาวิธีการลดผลเสียที่เกิดขึ้นจากอนุมูลอิสระดังกลาวใน

กระบวนการเก็บรักษาน้ําเชื้อที่อุณหภูมิต่ํา (chilled semen) โดยเติมสารตานอนุมูลอิสระชนิดตางๆ 

ลงในสารละลายเจือจางนํ้าเชื้อ เชน วิตามินอี (Vitamin E) กลูตาไทโอน (Glutathione) และ ซิสเทอีน 

(Cysteine) เปนตน (Breininger et al., 2005) 

 Penicillamine (PEN) เปนกรดอะมิโนที่มีซัลเฟอรเปนองคประกอบ ซึ่งอยูในรูปผลิตผลของยา

ปฏิชีวนะ penicillin โดย penicillamine สามารถพบได 2 รปู คือ D-penicillamine และ L-

penicillamine (ซึ่งเปนรูปแบบที่เปนพิษตอรางกาย) ในทางการแพทยมีการใช D-penicillamine เปน



10 
 

ยารักษาโรค เชน Wilson’s disease, rheumatoid arthritis, cystinuria, progressive systemic 

sclerosis (Wang et al., 2014) นอกจากนี้ PEN ยังเปนตัวจับโลหะหนัก (chelating agent) ที่ดี 

โดยเฉพาะการจับกับทองแดง ทําใหปริมาณทองแดงที่สูงเกินในรางกายของมนุษยลดลง โดย PEN 

จะการจับกับทองแดง แลวทําใหอยูในรปูที่สามารถละลายน้ําได จากนั้นจึงขับทิ้งผานทางปสสาวะ 

(Durand et al., 2001) โดยมีการศึกษาโดยการเติมสาร PEN และเปรียบเทียบกับ N-acetyl cysteine 

ในนํ้าเชื้อของ มนุษย มา และหนู พบวา PEN สามารถทําใหตวัอสจิุโดยเฉพาะตวัอสุจิของมามีชีวิต

อยูไดนานถึง 8 วัน ที่อุณหภูมิ 37 °C (Aitken et al., 2012) เนื่องจากสารนี้มีคุณสมบัติในการเพ่ิม

คุณภาพของน้ําเชื้อ โดยเพ่ิมอัตราการเคลื่อนที่ไปขางหนา และอัตราการอยูรอดของตัวอสุจิ โดยทํา

หนาที่เปนสารตานอนุมูลอิสระ และเปนตัวจับโลหะหนัก โดยเปนตวัจายอิเลคตรอนเพ่ือปองกันความ

เสียหายของเซลลอสุจิที่อาจเกิดจากสารอนุมูลอิสระได จากขอมูลของการทดลองขางตนใน มนุษย 

หนู และมา บงชี้วา PEN มีคุณสมบัติ ในการเพ่ิมคุณภาพของน้ําเชื้อไดเปนอยางดีและมีประสิทธิภาพ

ในการเปน antioxidant ไดดีกวา N-acetyl cysteine แตยังไมมีการรายงานถึงผลของการใช PEN ใน

การเปนสารตานอนุมุลอิสระในสารละลายเจือจางน้ําเชื้อของสุกร การทดลองนี้จึงมีวัตถุประสงคเพ่ือ 

ศึกษาผลของการเติม PEN ในสารละลายเจือจางน้ําเชื้อสูตรระยะสัน้ซึ่งเก็บน้ําเชือ้ไดประมาณ 3 วัน 

(ชนิด BTS) โดยมีสมมุติฐานวาสาร PEN จะสามารถยืดอายุการเก็บรักษาคุณภาพของน้ําเชื้อสุกร 

(อัตราการเคลือ่นที่ไปขางหนา อัตราการรอดชีวิต ความสมบูรณของอะโครโซม) ไดยาวนานกวา 3 

วัน   

วิธีการทดลอง 

สัตวทดลอง 

 พอสุกรพันธุดูร็อกซ อายุระหวาง 1-3 ป จํานวน 10 ตวั โดยใชพอสกุรหมูฟารมเดียวกัน ภายใต

ระบบการเลี้ยง การจัดการ อาหารและน้ําที่เหมือนกันทั้งหมด ซึ่งพอพันธุทุกตวัจะผานการตรวจสอบ

คุณภาพของน้ําเชื้ออยางสมํ่าเสมอทุก 3 - 4 เดือน และทําการตรวจสอบซ้ําอีกครั้งกอนจะทําการเก็บ

ตัวอยางทดลอง 

สารตานอนุมูลอิสระ เพนนิซิลลามีน (Penicillamine) 

1.สาร Penicillamine จากบริษัท Sigma-Aldrich 

การเตรียมนํ้าเชื้อสดและการตรวจคณุภาพนํ้าเชือ้ 

1. การเก็บรีดเก็บและการเตรียมน้ําเชื้อ 
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ทําการรีดเก็บน้ําเชื้อสุกรแตละตวัดวยวธิ ี Hand-glove technique ระหวางการรีดเก็บน้ําเชื้อมีการ

กรอง Gel fraction ของ Ejaculate ออก นํานํ้าเชื้อสดที่ไดมาทําละลายในสารละลายเจือจางนํ้าเชื้อแต

ละชนิด ใหไดความเขมขน 3x109 spermatozoa/100ml และเก็บน้ําเชื้อใน Plastic artificial 

insemination bottles ที่อุณหภูมิ 18 องศาเซลเซียส เปนเวลา 8 วัน(วันที่รีดเก็บน้ําเชื้อเปนวนัที่ 0) 

ในวันที่ 0  วนัที่ 1  วันที่ 3   วันที่ 5 และ วันที่ 7  มีการนําตัวอยางน้ําเชื้อที่เก็บเอาไวออกมาอุนที่

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสเปนระยะเวลา 30 นาที นําตัวอยางนํ้าเชื้อสดมาประเมินคุณภาพนํ้าเชื้อ  

 การเตรียมสารละลายในการทดลอง: สารละลายเจือจางนํ้าเชื้อแบบระยะสั้น 1 ชนิด สารละลาย

เจือจางนํ้าเชื้อแบบระยะกลาง 1 ชนิด และสารละลายเจือจางนํ้าเชื้อแบบระยะยาว 1 ชนิด 

รายละเอียดตามขางลางน้ี 

  1. สารละลายที่ทางคณะผูวิจัยผลติขึ้นเอง ซึ่งสวนประกอบหลักจะคลายกับ BTS คือมีการใช

นํ้าตาลเปนแหลงพลังงาน มีการใสสารเพ่ือควบคุมความสมดุลของกรดและดาง แตมีการเติม PEN ที่

ละลายน้ําไดลงไปเพ่ือเพ่ิมระยะเวลาในการเก็บรักษา โดยการเติม PEN ที่มีความเขมขนแตกตางกัน 

คือ 0.5, 1.0, 2.0 และ 4.0 mM เติมลงในสารละลายเจือจางน้ําเขื้อสุกรชนิดระยะสัน้ 

      2. ชนิดของสารละลายที่เปนควบคมุ: BTS (สารละลายเจือจางน้ําเชื้อแบบระยะสั้น), Merck III 

(สารละลายเจือจางนํ้าเชื้อแบบระยะกลาง) และ Androstar®Plus (สารละลายเจือจางนํ้าเชื้อแบบระยะ

ยาว) 

  3. ปริมาณสาร: ใชสารละลายเจือจางน้ําเชื้อแตละชนดิผสมน้ํากลั่น1,000 มิลลิลติร  

สามารถสรุปกลุมการทดลองได 7 กลุมดังนี้ 

 กลุมควบคุมที ่1 สารละลายเจือจางชนิดระยะสั้น BTS 

 กลุมควบคุมที ่2 สารละลายเจือจางชนิดระยะกลาง Merck-III 

 กลุมควบคุมที ่3 สารละลายเจือจางชนิดระยะยาว Androstar® Plus 

 กลุมทดลองที ่4 เติม PEN ที่มีความเขมขน 0.5 mM 

 กลุมทดลองที ่5 เติม PEN ที่มีความเขมขน 1.0 mM 

 กลุมทดลองที ่6 เติม PEN ที่มีความเขมขน 2.0 mM 

 กลุมทดลองที ่7 เติม PEN ที่มีความเขมขน 4.0 mM 
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วิธีการเตรียมสารละลายเจือจางนํ้าเชื้อ 

 1. ควรเตรียมนํ้ายาเจือจางประมาณ 1 ชั่วโมงกอนที่จะใชงาน 

 2. เตรียมนํ้ากลั่นและเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 2-3 ชั่วโมง กอนใชงาน   

 3. คํานวณวาจะใชสารละลายเจือจางนํ้าเชื้อวามีปริมาณเทาใด  

 4. วางภาชนะใสสารละลายเจือจางนํ้าเชื้อใน water bath อุนไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เพ่ือ

พรอมที่จะใชงาน  

2. การตรวจสอบคุณภาพนํ้าเชื้อสด โดยประเมินไดจาก  

 2.1.การตรวจสอบคุณภาพน้ําเชื้อดวยตาเปลา (macroscopic examination) ไดแก  

    2.1.1. ปริมาตรของน้ําเชื้อ วัดโดยการชางน้ําหนักหรือการตวง  

    2.1.2. ความเปนกรด – ดาง โดย pH meter และแรงดันออสโมติกโดยใช Osmometer 

    2.1.3. ความเขมขนของตัวอสุจิ วัดโดยใชเครื่อง spermacue TM (หนวย x106 sperm/ml) 

2.2.การตรวจสอบคุณภาพน้ําเชื้อภายใตกลองจุลทรรศน (microscopic examination) ไดแก  

     2.2.1. การเคลื่อนที่เฉพาะตัว (individual motility) หรือ เปอรเซ็นตการเคลื่อนที่ไปขางหนา 

(progressive motility) สามารถตรวจสอบไดโดย นําน้ําเชื้อที่ตองการตรวจสอบหยดลงบนสไลดที่อุน

ไวอุณหภูมิประมาณ 37 °C แลวปดดวยกระจกปดสไลด สองภายใตกลองจุลทรรศนชนิดตดัแสง 

(Phase contrast microscope) ดูการเคลื่อนที่จากกําลังขยายต่ํา โดยใชกําลังขยาย 100 เทา (10 x 

10) 200 เทา (10 x 20) และเพ่ิมกําลังขยายกลองจุลทรรศนเปน 400 เทา (10 x 40) เพ่ือดูตัวอสุจิที่

เคลื่อนทีไ่ปขางหนาแลวคิดเปนเปอรเซ็นต ซึ่งน้ําเชื้อที่ดีควรมีตัวอสุจิที่เคลือ่นที่ไปขางหนาอยู

ระหวาง 70-90% (โดยใหปริมาณอสุจิมีชีวติที่สามารถเคลื่อนที่ไปขางหนาที่ยอมรับไดอยูที่ 80 %) 

สําหรับการตรวจดูรูปแบบการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิที่เปน kinetic motility pattern ทําการตรวจโดยใช 

CASA system (SCA®, Spain) และรายงานผลตามพารามิเตอรตางๆของ WHO (2010) 

     2.2.2. ความเขมขนของตัวอสุจิ ทาํการประเมินโดยการใช Neubauer haemocytometer โดย

ผสมน้ําเชื้อเขากันกอน แลวจึงเจือจางน้ําเชื้อดวย dilution pipette โดยเจือจางกับ formal saline ใน

อัตราสวน 1:100 หรือประมาณ 1:50 ประเมินภายใตกลองจุลทรรศนชนิดตัดแสง นับจํานวนแลว

คํานวณออกมาเปน จํานวนตัวอสุจิตอมิลลิลติร  
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       2.2.3 ความสมบูรณของอะโครโซม โดยใชสียอม fluorescein isothiocyanate–labeled peanut 

(Arachis hypogaea) agglutinin (FITC-PNA) โดยผสมสารละลายน้าํเชื้อเจือจางปริมาณ 10 μL เขา

กับ Ethidiumhomodimer-1 ปริมาณ 10 μL และ incubated ที่อุณหภูมิ 37ºC เปนเวลา 15 นาท ี

จากน้ันนํานํ้าเชื้อเจือจางที่ผสมแลวหยดลงบนสไลดปริมาณ 5 μL แลว Fix ดวยเอทานอล 96% เปน

เวลา 30 นาท ีจากนั้นทิ้งใหแหง ขั้นตอนตอไปกระจายสาระลาย  Fit C-PNA ปริมาณ 50 μL ลงบน

สไลด แลวนําไป incubate ในตูทีเ่ย็นและชื้นเปนเวลา 30 นาที หลังจากนั้นลางดวยสารละลาย PBS 

ทิ้งไวใหแหง แลวนําไปสองจุลทรรศนที่กําลังขยาย 100 เทา นับ 200 ตัวนับเปน ตัวที่อะโครโซมปกติ 

(intact) และอะโครโซมผิดปกติ (non-intact)จากนั้นนํามาคิดเปนรอยละ 

    2.2.4 กระบวนการตรวจการรอดชีวิตของสเปรม (Viability) ทําโดยผสมน้ําเชื้อสด 10 ul ตอ 

ผสมกับ SYBR-14  2.7 ul จากน้ัน ดูดจากมา 10 ul  ผสมกับ Ethidium homodimer (EthD)10 ul 

และ Incubation 37 ºC   15 นาที ดูดวยกลอง Fluorescence 40x นับ 200 ตวั ตัวที่ติดสีเขียวคือมี

ชีวติ (viable) สวนตวัทีต่ิดสแีดงคือตายแลว (non-viable) จากน้ันนํามาคิดเปนรอยละ 

3. การตรวจสารตานอนุมูลอิสระชนิดตางๆ 

ทําการปนเก็บ supernatant ของสารละลายเจือจางน้ําเชื้อสุกรในกลุมทดลองตางๆ หลังจากเก็บ

ในตูเย็น ในวนัที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 วนั โดยปนเหวี่ยงที่ 2000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที

(SPECTRONIC® 20 GENESYSTM, Spectrum Chemical Mfg. Corp., USA).  จากนั้นเก็บไวที่ -

20°C และนํามาวัดระดับของเอนไซมและสารตานอนุมุลอิสระชนิดตางๆ ดังน้ี T-AOC, SOD activity, 

Glutathione peroxidase activity (GSH-Px) and lipid peroxidation (MDA) โดยใช ELISA kit จาก

บริษัทเอกชน(Biology Institute of Nanjing Jianchen, Jiangsu, China) (Hu et al., 2014) 

     4.การนําสารละลายไปใชผสมเทียมในฟารมเอกชน 

        โดยแมสุกรทุกตัวจะถูกผสม 2 คร้ังตอการเปนสัดตามวิธีการของฟารมท่ีเขาไปทําการทดลอง ดวยโดส 

         ท่ีทางฟารมใช ซ่ึงอยูระหวาง 3-5 พันลานตัวตอโดส ปริมาตร 80 มิลลิลิตรและใชทอผสมเทียมแบบ 

         ธรรมดา (traditional AI) ทําการผสมเทียมดวยสูตรสารละลายท่ีมี PEN-0.25 เปรียบเทียบกับสารละลาย 

         ท่ีใชในฟารม (Merck III) จํานวนแมสุกรกลุมละ 30 ตัว และเก็บขอมูล อัตราการตั้งทอง (ใชเคร่ืองอัล 

          ตราซาวด) อัตราการเขาคลอดและจํานวนลูกแรกคลอด ในแตละกลุม 
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การวิเคราะหและการประเมินผล 

 ผูวิจัยจะทําการตรวจคุณภาพของน้ําเชื้อสุกรจากพารามิเตอรตางๆ เชน อัตราการเคลื่อนที่ไป

ขางหนาของอสุจิ อัตราการรอดชีวิต และความสมบูรณของอะโครโซม และกอนที่จะนําขอมูลเหลาน้ี

มาวิเคราะห ขอมูลทั้งหมดจะถูกตรวจสอบโดยดูการกระจายตัวแบบปกติ (normal distribution) ดวย 

Shapiro-wilk test จากน้ันขอมูลจะถูกนํามาวิเคราะหดวย one way ANOVA ใน Completely 

Randomized Design (CRD) โดยกลุมทดลองทั้งหมดจะเปนตัวแปรควบคุมและพารามิเตอรที่วัด

เปนตวัแปรอิสระ และพอสกุรเปนตวัแปรสุม (random block factor) และการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย

ของแตละพารามิเตอรจะทดสอบโดย Duncan’s new multiple range test ดวยโปรแกรมทางสถิต ิ

SPSS (SPSS 19.0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) โดยแตละพารามิเตอรจะแสดงอยูในรูปของ

เปอรเซ็นตของ Mean ± SD เม่ือคา P< 0.05 แสดงวาแตละกลุมการทดลองมีความแตกตางกันอยาง

มีนัยสําคัญทางสถิติ นอกจากน้ียังหาความสัมพันธของขอมูลพารามิเตอรตางๆ ของคุณภาพนํ้าเชื้อ

กับคาของเอนไซมชนิดตางๆ ที่เก่ียวของกับการตานอนุมูลอิสระดวย Pearson’s correlation  

ผลการทดลอง 

ผลการทดลองที่เก่ียวของกับ progressive motility, viability, acrosome integrity, HOST, 

osmolarity และ pH ในกลุมตางๆ ในวันที่ 0, 1, 3, 5 และ 7 ไดแสดงไวในตารางที่ 1-5 (Tables 1-5)

โดยที่ใน ชวง 3 วันแรกน้ันคุณภาพของนํ้าเชื้อในพารามิเตอรตางๆ ไมมีความแตกตางกันอยางมีนัย

ยะทางสถติิ แตในวันที่ 5 และ 7 นั้น เริ่มมีความแตกตางกันอยางมีนัยยะสําคัญทางสถิติ โดยที ่กลุม 

ที่เติม PEN-0.25 และกลุม Androstar®Plus นั้น ยังมีการเคลื่อนที่ไปขางหนา (progressive motility) 

ไดสูงกวา 70% 
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Table 1 The mean percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, HOST, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 0 (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 36.74 66.56 77.62 52.69 24.32 77.52 19.51 58.91 

Viability 76 80 50 64 61 48.5 25 50 

Acrosome 

integrity 
89.5 89 82 63 80.5 60 48 56.5 

HOST 42 29 34 34 28 25 21 19 

Osmolarity 340 360 300 336 344 340 342 348 

pH 8.03 8.35 8.04 8.2 8.09 8.09 8.18 8.3 
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Table 2 The mean percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, HOST, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 1 (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 51.07 55.44 82.74 70 67.66 53.61 71.33 62.73 

Viability 66.5 59 68 65 71.5 65 72 69.5 

Acrosome 

integrity 
93 87 90.5 92 90 96 80 82 

HOST 26 36 19 18 24 17 22 17 

Osmolarity 338 354 297 340 352 354 348 345 

pH 8.29 8.16 8.15 8.04 7.96 8.17 7.96 7.96 
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Table 3 The mean percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, HOST, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 3 (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 64.57 52.65 72.62 72.56 62.27 82.04 57.69 61.05 

Viability 76.5 72.5 69 77 70.5 64 65 66 

Acrosome 

integrity 
89 91.5 90.5 92 86 85 90 88 

HOST 20 16 28 28 24 23 24 21 

Osmolarity 340 358 302 342 340 355 352 345 

pH 8.28 8.27 7.94 7.84 8.04 7.91 7.97 7.6 
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Table 4 The mean percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, HOST, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 5 (n=10) 

 

 

 

 

 

 

Parameters 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 53.0 ± 11.5c 47.0 ± 12.0c 76.0 ± 4.2a 63.0 ± 14.8abc 70.0 ± 12.2ab 63.0 ± 11.0abc 59.0 ± 8.9bc 48.0 ± 14.8c 

Viability 74.3 ± 6.6 71.6 ± 8.5 75.5 ± 4.8 73.0 ± 7.7 76.5 ± 8.8 72.1 ± 8.2 69.0 ± 5.5 69.6 ± 4.9 

Acrosome integrity 87.3 ± 4.7 88.4 ± 5.1 90.3 ± 2.9 89.25 ± 1.4 88.8 ± 3.6 89.0 ± 8.8 88.8 ± 2.0 87.5 ± 2.9 

Osmolarity 323.8 ± 3.9 358.0 ± 4.2 302.0 ± 3.1 329.8 ± 5.4 322.4 ± 1.8 322.8 ± 3.4 323.8 ± 3.6 323.0 ± 2.6 

pH 7.9 ± 0.2 8.0 ± 0.1 7.73 ± 0.1 7.86 ± 0.1 7.8 ± 0.2 7.7 ± 0.4 7.8 ± 0.2 7.7 ± 0.2 
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Table 5 The mean percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, HOST, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 7 (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 46.0 ± 8.9bc 44.0 ± 16.7c 73.0 ± 6.7a 63.0 ± 14.4ab 70.0 ± 13.7a 57.0 ± 14.8abc 50.0 ± 10.6bc 49.0 ± 12.9bc 

Viability 72.1 ± 5.1 69.5 ± 3.0 73.1 ± 5.1 68.3 ± 6.5 68.6 ± 7.5 67.3 ± 6.2 64.2 ± 5.5 61.3 ± 7.4 

Acrosome integrity 78.7 ± 2.9c 78.9 ± 2.3c 85.7 ± 2.0a 81.6 ± 3.0bc 85.7 ± 2.9a 81.6 ± 3.3bc 83.7 ± 2.4ab 78.8 ± 2.3c 

Osmolarity 321.8 ± 1.9 356.0 ± 3.5 297.2 ± 0.5 320.4 ± 5.4 318.6 ± 4.0 322.8 ± 4.6 321.2 ± 5.0 325.0 ± 5.3 

pH 7.9 ± 0.1 7.8 ± 0.1 7.62 ± 0.2 7.7 ± 0.1 7.7 ± 0.2 7.72 ± 0.2 7.7 ± 0.1 7.73 ± 0.2 
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สําหรับผลการทดลองที่เก่ียวของกับการเคล่ือนท่ีแบบตางๆของตัวอสุจิ (kinetic parameters) ซ่ึงวัดดวย

เคร่ือง CASA system (SCA®, Spain)  ของสารละลายท้ัง 8 กลุมเรียงตามวันตั้งแตวนัท่ี 0 (วันท่ีรีดน้าํเช้ือ) และ

วันท่ี 1, 3, 5 และ 7 หลังจากเจือจางแลว (จํานวนพอสุกร=10) ถูกนําเสนอในตารางท่ี 6-10 (Tables 6-10) 

ตามลําดับ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



21 
 

Table 6 The mean percentages of sperm progressive motility and their kinetic parameters of 8 extenders on day 0 by using CASA (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 36.74 66.56 77.62 52.69 24.32 77.52 19.51 58.91 

VCL(µm/s) 25.1 24.15 37.54 30.26 18.44 32.16 17.66 30.4 

VSL(µm/s) 8.8 15.36 26.84 19.56 3.75 23.5 2.31 20.01 

VAP(µm/s) 12.3 18.78 31.11 23.22 6.42 27.6 5.85 23.65 

ALH(µm) 1.42 1.39 1.51 1.59 2.19 1.33 2.18 1.5 

LIN(%) 35.08 63.62 71.48 64.62 20.34 73.08 13.07 65.82 

STR(%) 71.54 81.82 86.28 84.23 58.4 86.84 39.46 84.59 

WOB(%) 49.03 77.76 82.85 76.71 34.84 84.16 33.14 77.8 

BCF(Hz) 8.2 5.95 7.65 6.46 2.73 6.68 1.65 6.63 



22 
 

 

Table 7 The mean percentages of sperm progressive motility and their kinetic parameters of 8 extenders on day 1 by using CASA (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 51.07 55.44 82.74 70 67.66 53.61 71.33 62.73 

VCL(µm/s) 24.78 25.33 31.45 37.72 30.52 20.43 36.47 29.57 

VSL(µm/s) 16.89 16.49 23.64 29.37 23.07 7.71 26.86 18.57 

VAP(µm/s) 19.76 19.52 27.36 32.87 26.2 11.28 30.64 21.59 

ALH(µm) 1.26 1.33 1.34 1.4 1.33 1.84 1.47 1.43 

LIN(%) 68.16 65.09 75.16 77.85 75.58 37.73 73.65 62.8 

STR(%) 85.45 84.46 86.39 89.34 88.05 68.31 87.65 84.61 

WOB(%) 79.76 77.07 87 87.14 85.84 55.24 84.02 74.23 

BCF(Hz) 6.24 6.72 6.41 6.91 6.62 6.63 6.85 7.3 
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Table 8 The mean percentages of sperm progressive motility and their kinetic parameters of 8 extenders on day 3 by using CASA (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 64.57 52.65 72.62 72.56 62.27 82.04 57.69 61.05 

VCL(µm/s) 26.37 18.06 33.36 24.73 33.92 38.29 31.28 35.64 

VSL(µm/s) 15.92 9.78 26.16 18.42 27.37 31.01 23.66 26.93 

VAP(µm/s) 19.09 12.86 29.62 21.53 30.4 34.25 26.96 30.75 

ALH(µm) 1.42 1.47 1.28 1.26 1.26 1.35 1.41 1.44 

LIN(%) 60.39 54.17 78.42 74.51 80.7 80.98 75.63 75.56 

STR(%) 83.39 76.05 88.34 85.56 90.05 90.53 87.76 87.59 

WOB(%) 72.41 71.23 88.77 87.08 89.61 89.45 86.18 86.27 

BCF(Hz) 7.11 7.15 6.33 5.94 6.88 6.73 6.22 6.8 
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Table 9 The mean percentages of sperm progressive motility and their kinetic parameters of 8 extenders on day 5 by using CASA (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 77.42 30.31 75.14 63.23 77 67.91 42.48 53.08 

VCL(µm/s) 33.91 21.05 29.55 26.59 34 38.27 33.56 29.03 

VSL(µm/s) 24.7 9.83 22.02 12.89 24.15 28.14 23.29 19.17 

VAP(µm/s) 28.72 12.93 25.08 17.2 27.78 32.21 26.71 22.78 

ALH(µm) 1.42 1.37 1.3 1.78 1.47 1.56 1.62 1.5 

LIN(%) 72.85 46.67 74.54 48.48 71.02 73.53 69.38 66.03 

STR(%) 86.01 76 87.81 74.93 86.92 87.38 87.19 84.12 

WOB(%) 84.7 61.41 84.88 64.71 81.71 84.15 79.58 78.49 

BCF(Hz) 6.58 7.3 6.89 6.36 7.13 6.85 7.15 6.35 
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Table 10 The mean percentages of sperm progressive motility and their kinetic parameters of 8 extenders on day 7 by using CASA (n=10) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters BTS Merck-III Androstar®Plus PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.50 PEN 1.0 PEN 2.0 

Motility 65.96 45.77 70.9 67.95 70.97 61.19 64.32 53.86 

VCL(µm/s) 34.26 23.81 36.57 37.7 32.99 29.1 24.49 29.28 

VSL(µm/s) 25.14 10.22 26.08 27.85 23.6 18.04 14.46 19.47 

VAP(µm/s) 28.27 14.29 30.29 31.67 27.08 21.96 18.07 22.87 

ALH(µm) 1.45 1.98 1.53 1.62 1.5 1.51 1.39 1.36 

LIN(%) 73.4 42.93 71.31 73.86 71.53 62 59.02 66.52 

STR(%) 88.96 71.55 86.1 87.93 87.14 82.15 80 85.16 

WOB(%) 82.52 60 82.82 83.99 82.09 75.47 73.78 78.11 

BCF(Hz) 7.09 6.22 6.88 6.81 6.71 6.15 6.86 6.74 



26 
 

การตรวจสารตานอนุมูลอิสระชนิดตางๆ 

ระดับของเอนไซมท่ีเกี่ยวของกับการตานอนุมูลอิสระมีความแปรปรวนคอนขางสูง และเนื่องจากทําการเก็บ

ไวท่ี-20 C เปนเวลาถึง 1 ป กอนท่ีจะตรวจทําใหเอนซบางตัวเชน SOD, Glutathione peroxidase activity 

(GSH-Px) อยูในระดับต่ําในบางตัวอยาง สวนระดับของ T-AOC และ lipid peroxidation (MDA) สามารถ

ตรวจไดในตัวอยางเกือบทั้งหมด สําหรับตัวอยางที่สามารถตรวจวัดระดับได มีระดับดังแสดงตามรูปที่ 1 

(Fig. 1) 

 

 

 

 

 

 
Figure 1 The levels of T-AOC (unit/ml), SOD (unit/ml) and MDA (nmol/ml) in different types of semen extenders 
on day 7 of storage at 18°C.  
 
นอกจากนี้นักวิจัยยังไดหาความสัมพันของขอมูลระดับเอนไซมตางๆ กับพารามิเตอรตางของคุณภาพ

น้ําเชื้อพบวามีความสัมพันธกันดังตารางที่ 12 (Table 12) 

 

Table 12 Pearson’s correlation among semen qualities, T-AOC and MDA levels (P value) 

 

 

 

 

 

 

Parameters T-AOC day 3 T-AOC day 5 T-AOC day 7 

Motility day 5  -40.7(0.09)  

Motility day 7   -53.0(0.02) 

Viability day 3 0.58(0.01)   

Acrosome 
integrity day 5 

 -0.51(0.03)  

Acrosome 
integrity day 7 

  0.40(0.1) 

MDA day 7   0.51(0.03) 

0.00

5.00

10.00

15.00

20.00

T-AOC SOD MDA

Day 7 of storage
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Table 13 Pearson’s correlation between viability and MDA levels (P value)  

 

 

 

 

ผลการนําไปใชในฟารม 

นําสารละลายท่ีไดจากงานวจิัยไปทดลองผสมเทียมในฟารมสุกรภาคเอกชนในจังหวดัชลบุรี ซ่ึงผูวิจัยได

ติดตอไวเรียบรอยแลว โดยแบงกลุมสุกรตามตารางขางลางนี้ โดยแมสุกรทุกตัวจะถูกผสม 2 คร้ังตอการเปน

สัดตามวิธีการของฟารมท่ีเขาไปทําการทดลอง ดวยโดสท่ีทางฟารมใช ซ่ึงอยูระหวาง 3-5 พนัลานตวัตอโดส 

ปริมาตร 80 มิลลิลิตร ไดผลอัตราการตั้งทอง อัตราการเขาคลอด จํานวนลูกแรกคลอด ตามตารางท่ี 11 (Table 

11) 

Table 11 Comparison between pregnancy rate (% PR), farrowing rate (% FR), total number of 

piglet born (TB) of different extenders (BTS, Merck III, Androstar®Plus, PEN-0.25) 

 

Groups (sow =30) % PR % FR TB 

Gr. 1 (BTS) 96.7 83.3 12.3 

Gr. 2 (Merck III) 93.7 84.4 12.6 

Gr. 3 (Androstar®Plus) 90.0 80.0 12.4 

Gr. 4 (PEN-0.25) 93.3 86.7 11.6 

Statistics (χ2) NS NS NS 

NS = not significant 

 

 

Parameters MDA day 5 MDA day 7 

Viability day 5 -0.38(0.1)  

Viability day 7  -0.35 (0.1) 
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บทวิจารณ 

จากการทดลองเปรียบเทียบสูตรของสารละลายทั้ง 8 สูตร โดยที่ สูตรที่เติม PEN ที่ความเขมขน

ตางๆ กันนั้น เปนของผูวิจัยเอง และจากผลการทดลองเห็นไดอยางชัดเจนวา สูตรของผูวิจัยที่มีการ

เติม PEN ลงไปในสารละลายนั้น สามารถรักษาคุณภาพของน้ําเชื้อสุกรไดยาวนาน ถึง 7 วันหลังจาก

การรีดน้ําเชื้อ โดยเฉพาะอัตราการเคลื่อนที่ไปขางหนาและอัตราการรอดชีวิต ซึ่งตางจากสูตรที่มีขาย

อยูในตลาดอยางชัดเจน โดยสูตรที่คิดขึ้นนี้สามารถรักษาคณุภาพน้ําเชื้อไดยาวนานเทยีบไดกับ

สารละลายแบบระยะยาว (long term extender) ที่ผลติจากประเทศเยอรมนี (Androstar® plus) ทั้งนี้

เน่ืองมาจาก PEN ที่ใสลงไปนั้นจะถูกดูดซึมผานเขาไปทางเยื่อหุมตัวอสุจิและทาํหนาที่เปนสารตาน

อนุมูลอิสระ (antioxidant) คอยควมคุมปริมาณอนุมูลอิสระ (oxidants) ที่เกิดขึ้นในเซลล และยงัลด

การเกิดปริมาณสาร MDA ซึ่งเกิดขึ้นจากกระบวนการ lipid peroxidation ที่เกิดขึ้นทําใหเซลลของตัว

อสุจิถูกทําลายนอยกวาสูตรอ่ืนๆ เชน BTS (short term extender) หรือ Merck III (medium term 

extender) ในสวนของสารละลายแบบระยะยาวทีใ่ชในการทดลองน้ี (Androstar®  plus) องคประกอบ

ตางๆในสตูรนั้นยังไมเปนที่เปดเผย แตทราบกันดีวามีการเติมสารตานอนุมูลอิสระและสารทีท่ํา

หนาที่เปนระบบบัฟเฟอรคอยควบคุมการเปลี่ยนแปลงความเปนกรด-ดางของน้ําเชื้อที่ผานการเจือ

จางแลว ดวยเหตุผลน้ีจะทาํใหตนทุนของสารละลายทัง้ 2 ชนิดน้ี มีราคาแพงไมเปนที่นิยมของตลาด 

ดังน้ัน ในอนาคตสารละลายที่ผูวิจัยผลิตขึ้นดวยการเตมิ PEN ซึ่งใสเฉพาะสารตานอนุมูลอิสระใน

ปริมาณที่เหมาะสมซ่ึงในการทดลองน้ีอาจกลาวไดวาทีค่วามเขมขน 0.25mM (โดยพิจารณาจากผล

การทดลองตางๆ ในวันที่ 5 และ 7 หลังจากเก็บไวในตูเย็นที่อุณหภูมิ 18°C) จะเปนอีกทางเลือกหนึ่ง

ของสารละลายเจือจางน้ําเชื้อในสุกร ผลการทดลองทั้งหมดที่กลาวมานี้ไมไดเปนเพียงผลการทดลอง

จากหองปฏิบัติการที่ดีอยางเดียวเทานั้น เพราะถาหากพิจารณาจากผลการทดลองในการนําไปใชใน

ภาคสนาม (ฟารมสุกรของเกษตรกร) ก็ไดผลการทดลอง ไมวาจะเปนอัตราการตั้งทอง อัตราการเขา

คลอด และจํานวนลูกทีไ่ด ไมตางจากสารละลายชนิดอ่ืนๆ ที่มีใชในประเทศไทย 
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Content 14 

The present study aimed to develop long term fresh boar semen extender by adding 15 

Penicillamine (PEN) into BTS based extender. Semen were collected from 6 boars, diluted at a 16 

concentration 3x109 spermatozoa/100 ml and allocated into 8 groups as follows:  BTS, Merck 17 

III, Androstar® plus, PEN 0.125, PEN 0.25, PEN 0.5, PEN 1.0, PEN 2.0 mM.  All extended 18 

semen samples were stored under 18oC, and were evaluated for progressive motility, viability, 19 

acrosome integrity, pH and osmolality on days 0, 1, 3, 5 and 7.  On days 0, 1 and 3 of storage, 20 

there were no statistically significant differences in all parameters among extenders. On day 5, 21 

semen diluted with PEN at a concentration of 0. 25 mM and Androstar®Plus were able to 22 

maintain progressive motility up to 70.0% and 76.0% , respectively (P<0.01) .  On day 7, semen 23 

diluted with PEN at a concentration of 0.25 mM maintained progressive motility (70.0%) and 24 

acrosome integrity (85.7%) which comparable to long term semen extenders (Androstar®Plus) 25 

(P<0.01) .  In conclusion, adding PEN at a concentration of 0.25 mM in BTS based extender is 26 

the optimal concentration for preservation of fresh boar semen for 7 days at 18 oC. 27 

 28 

Keywords: Antioxidant, boar, Penicillamine, semen extender 29 
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 2 

Introduction 3 

Artificial insemination (AI)  in pig industry is widely performed throughout the world (Gadea, 4 

2003) .  This technique is low cost, easily management and diminish transmission of many 5 

venereal diseases in pig farm. One of the importance processes of AI include a dilution of fresh 6 

boar semen in semen extender.  The commercially available semen extenders can be divided 7 

into three major groups such as short-term (less than 3 days) , medium-term (less than 5 days) 8 

and long term (less than 7 days) extenders. After dilution, the diluted semen can be stored at 15-9 

20°C, which can reduce sperm metabolic activity.  Semen extender also provide nutrients 10 

needed for the metabolic maintenance of sperm, controlling osmotic pressure, pH buffering, 11 

ion for membrane and cell balance and also antibiotics to prevent bacterial growth (Gadea, 12 

2003; Knox et al, 2008; Mapeka et al, 2012) .  Boar sperm plasma membrane consists of high 13 

levels of polyunsaturated fatty acid ( PUFAs)  in which decrease dramatically when the 14 

spermatozoa are attacked by reactive oxygen species (ROS)  due to lipid peroxidation during 15 

cold storage (Sikka et al, 1995) .  It is well known that antioxidants had beneficial effects on 16 

sperm quality during cold storage including decreasing detrimental effect of ROS on sperm 17 

plasma membrane leading to increased sperm survival rate and acceptable sperm qualities after 18 

preservation (Funahashi and Sano, 2005).  19 

Penicillanmine (PEN)  is a derivative of Penicillin; its D-isomer is a useful form (Wang 20 

et al. 2015). In human medicine, PEN is an anti-rheumatic drug for treating rheumatoid arthritis 21 

which can reduce level of some heavy metal agent in such as Copper (Cu), Iron (Fe), Lead (Pb), 22 

Zinc (Zn) and many free radical (Kazemi et al, 2008). Recently, it has been used as antioxidant 23 

in the chilled storage of hamster, mice, stallion and human semen in which can maintained 24 

progressive motility of stallion semen up to 50% after storage for 8 days at room temperature 25 

(Aitken et al, 2012) .  In addition, it has also been reported that adding PEN in the freezing 26 

extender during cryopreservation of bull semen yielded a higher percentage of progressive 27 

motility in the treatment than that of control (Person et al, 2007) .  Aitken et al.  (2012)  proposed 28 

that PEN may act as antioxidant by binding with 4-HNE, end product of lipid peroxidation that 29 

able to activate ROS generation, before they bind with sperm protein, thereby neutralizing their 30 
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ability to disrupt motility.  Consequently, PEN can significantly enhance sperm motility and 1 

viability.  These can be hypothesized that PEN with its antioxidant activity as described by 2 

Aitken et al. (2012) can be used as an antioxidant in semen extender and may improve the quality 3 

of cold storage boar semen.  However, no study has been reported about the effect of PEN on 4 

the quality of cold storage boar semen.  Therefore, the aim of this study was to investigate the 5 

optimal concentration of PEN for adding into BTS based extender for storage of boar semen at 6 

18 °C. 7 

 8 

Materials and Methods  9 

This research project was approved by the Faculty of Veterinary Science-Animal Care and Use 10 

Committee (FVS-ACUC-Protocol No. MUVS-2015-09) 11 

Animals   12 

Altogether 6 boars (two Pietrain boars, two Pietrain x hampshire boars, two Pietrain x duroc) 13 

varied in age (between 2-7 years) .  The boars were housed in the closed house system with 14 

individual pens.  Each boar has been used for artificial insemination routine every 3-4 months 15 

and fed with commercial diet twice daily along with ad libitum water via water nipple. 16 

 17 

Semen collection   18 

Semen from each boar was collected by using gloved- handed method.  During collection 19 

method, semen was filtered by gauze (only sperm rich fractions was collected), after collection, 20 

semen volume, pH, sperm motility and concentration were determined.  Only ejaculates with 21 

motility of ≥70% and morphology ≥80% were used.  Semen was diluted with each Extender 22 

( 3x109spermatozoas/ 100ml) .  Then storage it in Plastic artificial insemination bottles at a 23 

temperature of 18 °C for 8 days and evaluated this semen at 0, 1, 3, 5 and 7 days  24 

 25 

Extenders  26 

Each semen sample was diluted with different extenders as earlier described by Kaeoket et al. 27 

( 2010)  and was further divided into 8 groups as follows:  first 3 groups served as control 28 

commercial extenders consist of BTS ( short term extender, Minitübe GmbH & CO.  KG, 29 

Tiefenach, Germany) , Merck- III® ( medium term extender, Minitübe GmbH & CO.  KG, 30 
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Tiefenach, Germany) , Androstar®Plus ( long term extender, Minitübe GmbH & CO.  KG, 1 

Tiefenach, Germany) .  Other 5 groups served as treatment groups in which were diluted with 2 

BTS based extender and supplemented with different concentrations of PEN at 0.125, 0.25, 0.5, 3 

1 and 2 mM. 4 

 5 

Sperm Evaluation  6 

Preparation of distilled water and dilute solution at 37 ° C about one hour before used.  Then, 7 

place the container of diluted semen in a water bath for heated a temperature to 37ºC about 30 8 

minutes before used. 9 

Sperm progressive motility 10 

The percentage progressive motility of spermatozoa was evaluated by the same person 11 

throughout experiment under phase contrast microscope at 100x 200x and 400x magnification 12 

(Chanapiwat and Kaeoket 2015). 13 

 14 

Osmolarity and pH measurement 15 

The pH parameter was assessed by using pH meter (ConsortC830, Consort, Turnhout, Belgium) 16 

A range should be not lower than 6. 5 (Newth et al. , 1999) .  Osmolarity of this semen was 17 

evaluated by using a single-sample osmometer (Fiske®Micro-Osmometer model 210, Advance 18 

Instrument Inc., Massachusetts, USA) (Kaeoket et al. 2010b).  19 

 20 

Sperm viability (Sperm plasma membrane integrity)  21 

The assessment of sperm viability was evaluated by using SYBR-14/Ethidiumhomodimer-1 22 

and the ten microliters of diluted spermatozoa were mixing with 2.7 μl of the SYBR-14 solution 23 

and 10 μl of EthD-1 to estimate the viability after the 15 minutes of incubation at 37°C.  A 200 24 

spermatozoa were assessed under fluorescence 400x microscope. Spermatozoa were separated 25 

into 2 types as lived sperm (stained green)  and dead sperm (stained red) .  The results were 26 

expressed by the percentage of lived sperm accordingly (Kaeoket et al. 2012).  27 

Sperm acrosome integrity  28 

Using 10 μl of the diluted semen solution mixed with 10 μl of Ethidium-  homodimer-1 and 29 

fluorescein isothiocyanate– labeled peanut ( Arachishypogaea)  agglutinin ( FITC- PNA)  and 30 
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incubated at 37ºC for 15 minutes then dropping the semen amount 5μl of the mixture and 1 

smeared on a glass slide, fixed with 95% ethanol for 30 second.  Then incubation in 4ºC moist 2 

chamber 30 minutes after spreading over the slide by 50 μl FitC-PNA (dilute Fit C-PNA with 3 

PBS 1:10 v/v) (Kaeoket et al. 2010a; Chanapiwat et al. 2009). Next process were rinsed with cold 4 

PBS and air dried before evaluation.  Two hundred spermatozoa were assessed under 5 

fluorescent microscope at 1000x magnification and classified as intact acrosome and non-intact 6 

acrosome. The results were scored as the percentage of intact acrosome of spermatozoa. 7 

 8 

Statistical analyses 9 

The statistical analysis was made using the Statistical Analysis System software package. Data 10 

from the evaluation of sperm qualities were analyzed by using the general linear model (SPSS 11 

22.0, SPSS Inc, Chicago, IL, USA) and expressed as mean ± SD. The treatment groups and the 12 

day were modeled according to the Factorial Experiments in Complete Randomized Design 13 

(CRD). The effects of treatments on parameters were analyzed by using the Analysis of variance 14 

(ANOVA)  in GLM.  When the difference of value parameter were significant it was defined as 15 

P < 0.05. 16 

Results 17 

The percentage of progressive motility, viability and acrosome integrity on days 0, 1, 3, 5 and 18 

7 are presented in Tables 1-5. The means of osmolality and pH are also presented in Tables 1-19 

5. Most semen qualities on days 0 and 1 are in a normal range (Tables 1 and 2). 20 

On day 3 (Table 3), comparing all treatment groups, there were no statistically significant 21 

differences in all parameters among extenders. 22 

On day 5 (Table 4), comparing all treatment groups, PEN 0.25 mM treated group had a 23 

significant higher percentage of progressive motility (70.0%) than the other groups, but not differ 24 

from long term extender (Androstar®Plus) (P< 0.05). 25 

On day 7 (Table 5), there were only 2 extenders that showed a progressive motility of more 26 

than 70%, i.e. PEN 0.25 mM (70.0%) and Androstar®Plus (73.0%) which had statistically 27 

significant differences from the other groups. These 2 extenders also had a higher percentage 28 
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of acrosome integrity than other groups (Androstar®Plus= 85.7% and Pennicillamine 0.25 mM 1 

treated group = 85.7%) (P<0.05). 2 

For the percentage of viability, there was no significant difference among groups (Tables 1-5) 3 

 4 

Discussion  5 

 6 

In this study, we compare eight extenders with parameter such as progressive motility, viability 7 

and acrosome integrity of boar sperm during storage for 7 days at 18 °C. The present results 8 

clearly show that the supplement of PEN at a concentration of 0.25 mM was able to maintain 9 

sperm motility and acrosome integrity up to 7 days with comparable to long term extender (i.e. 10 

Androstar®Plus). This is in agreement with earlier reported by Aitken et al. (2012) in that PEN 11 

can maintained progressive motility of stallion semen up to 50% after storage for 8 days at room 12 

temperature. Reasonably, BTS and Merck-III maintained the semen qualities up to 3 days as 13 

claimed by a manufacturer. It has long been known that excessive ROS formation by sperm 14 

metabolism during cold storage has been associated with damaging plasma membrane and 15 

consequently reducing sperm motility (de Lamirande et al, 1997; Guthrie et al, 2002; 16 

Kumaresan et al, 2009). In addition, ROS induce lipid peroxidation is related with the 17 

generation of electrophilic cytotoxic aldehydes such as 4-hydroxynonenal (4HNE) (Jones et al, 18 

1979; Diezel et al, 1980; Aitken et al, 2012). Electrophilic cytotoxic aldehydes are binding 19 

protein thiols that regulate sperm movement so the sperm are loss motility and positive 20 

feedback of ROS generation (Alvarez et al, 1987; Aitken and Curry, 2011). Aitken et al. (2012) 21 

proposed that PEN may act as antioxidant by binding with 4-HNE, end product of lipid 22 

peroxidation that able to activate ROS generation, before they bind with sperm protein, thereby 23 

neutralizing their ability to disrupt motility. This may explained the significantly enhance boar 24 

sperm progressive motility and viability during cold storage at 18 °C for 7 days in the present 25 

study. In conclusion, adding PEN at a concentration of 0.25 mM in BTS based extender is the 26 

optimal concentration for preservation of fresh boar semen for 7 days at 18 oC. 27 

 28 
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Table 1. The mean (±SD) percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 0 (n=6) 1 

 2 

 3 

Values followed by different alphabets within the same row against each parameter were significantly different (P<0.01) 4 

 5 

 6 

Table 2. The mean (±SD) percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 1 (n=6) 7 

 8 

 9 

Values followed by different alphabets within the same row against each parameter were significantly different (P<0.01) 10 

 11 

Parameters 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 72.0 ± 26.1 64.0 ± 25.3 76.0 ± 24.8 70.0 ± 19.0 70.0 ± 18.7 63.0 ± 23.4 65.0 ± 21.8 54.0 ± 21.9 

Viability 76.9 ± 4.7 67.6 ± 9.3 72.0 ± 4.6 70.5 ± 10.2 75.4 ± 5.5 67.8 ± 14.5 70.6 ± 9.8 63.4 ± 12.7 

Acrosome integrity 93.2 ± 2.3 89.2 ± 7.8 91.1 ± 2.9 91.1 ± 0.6 89.8 ± 3.4 92.4 ± 2.7 91.3 ± 1.7 92.3 ± 2.7 

Osmolarity 323.0 ± 3.0 363.4 ± 15.2 302.8 ± 6.3 323.6 ± 4.5 336.6 ± 18.2 328.0 ± 8.0 327.0 ± 7.2 333.6 ± 15.6 

pH 8.0 ± 0.2 8.0 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.8 ± 1.8 7.8 ± 0.1 7.8 ± 0.2 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.1 

Parameters 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 73.0 ± 9.1 71.0 ± 19.2 84.0 ± 8.9 72.0 ± 18.2 73.0 ± 19.9 73.0±18.6 67.0 ± 7.6 64.0 ± 19.2 

Viability 68.8 ± 10.8 63.9 ± 6.3 67.1 ± 9.4 71.1 ± 6.4 65.6 ± 6.7 62.5 ± 5.3 66.3 ± 4.0 65.7 ± 9.6 

Acrosome integrity 91.0 ± 2.7 89.1 ± 4.1 87.0 ± 2.2 91.5 ± 3.7 92.5 ± 2.4 91.8 ± 2.2 90.2 ± 2.8 87.4 ± 3.3 

Osmolarity 326.4 ± 4.4 360.4 ± 2.6 309.6 ± 7.8 326.4 ± 4.4 325.0 ± 8.0 321.0 ± 2.6 327.2 ± 4.3 324.6 ± 6.5 

pH 8.0 ± 0.1 8.0 ± 0.2 7.9 ± 0.2 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.2 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.2 7.84 ± 0.2 
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Table 3. The mean (±SD) percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 3 (n=6) 4 

 5 

 6 

Values followed by different alphabets within the same row against each parameter were significantly different (P<0.01) 7 

 8 

 9 

Table 4. The mean (±SD) percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 5 (n=6) 10 

Parameter 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 62.0 ± 11.5 55.0 ± 15.4 69.0 ± 14.3 69.0 ± 12.4 68.0 ± 13.0 67.0 ± 14.4 63.0 ± 12.0 56.0 ± 15.6 

Viability 76.2 ± 8.5 70.7 ± 6.0 74.6 ± 9.2 74.1 ± 8.4 70.8 ± 6.8 70.2 ± 5.0 70.9 ± 4.6 72.5 ± 9.1 

Acrosome integrity 89.3 ± 2.0 89.3 ± 4.2 91.0 ± 3.7 90.5 ± 2.7 90.6 ± 2.2 92.2 ± 2.1 89.8 ± 2.4 88.2 ± 4.2 

Osmolarity 323.8 ± 1.9 358.0 ± 7.5 303.0 ± 7.8 320.0 ± 5.8 318.0 ± 3.5 320.6 ± 5.7 321.0 ± 2.6 324.6 ± 1.8 

pH 7.8 ±0.2 8.1 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.8 ± 0.1 7.9 ± 0.2 7.9 ± 0.1 7.9 ± 0.1 7.8 ± 0.2 

Parameter 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 53.0 ± 11.5c 47.0 ± 12.0c 76.0 ± 4.2a 63.0 ± 14.8abc 70.0 ± 12.2ab 63.0 ± 11.0abc 59.0 ± 8.9bc 48.0 ± 14.8c 

Viability 74.3 ± 6.6 71.6 ± 8.5 75.5 ± 4.8 73.0 ± 7.7 76.5 ± 8.8 72.1 ± 8.2 69.0 ± 5.5 69.6 ± 4.9 

Acrosome integrity 87.3 ± 4.7 88.4 ± 5.1 90.3 ± 2.9 89.25 ± 1.4 88.8 ± 3.6 89.0 ± 8.8 88.8 ± 2.0 87.5 ± 2.9 
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Values followed by different alphabets within the same row against each parameter were significantly different (P<0.01) 3 

   4 

 5 

 6 

Table 5. The mean (±SD) percentages of progressive motility, viability, acrosome integrity, osmolarity and pH and of 8 extenders on day 7 (n=6) 7 

 8 

 9 

Values followed by different alphabets within the same row against each parameter were significantly different (P<0.01) 10 

 11 

 12 

 13 

 14 

 15 

 16 

 17 

 18 

Osmolarity 323.8 ± 3.9 358.0 ± 4.2 302.0 ± 3.1 329.8 ± 5.4 322.4 ± 1.8 322.8 ± 3.4 323.8 ± 3.6 323.0 ± 2.6 

pH 7.9 ± 0.2 8.0 ± 0.1 7.73 ± 0.1 7.86 ± 0.1 7.8 ± 0.2 7.7 ± 0.4 7.8 ± 0.2 7.7 ± 0.2 

Parameter 

 

BTS Merck-III Androstar® 

Plus 

PEN 0.125 PEN 0.25 PEN 0.5 PEN 1.0 PEN 2.0 

Progressive motility 46.0 ± 8.9bc 44.0 ± 16.7c 73.0 ± 6.7a 63.0 ± 14.4ab 70.0 ± 13.7a 57.0 ± 14.8abc 50.0 ± 10.6bc 49.0 ± 12.9bc 

Viability 72.1 ± 5.1 69.5 ± 3.0 73.1 ± 5.1 68.3 ± 6.5 68.6 ± 7.5 67.3 ± 6.2 64.2 ± 5.5 61.3 ± 7.4 

Acrosome integrity 78.7 ± 2.9c 78.9 ± 2.3c 85.7 ± 2.0a 81.6 ± 3.0bc 85.7 ± 2.9a 81.6 ± 3.3bc 83.7 ± 2.4ab 78.8 ± 2.3c 

Osmolarity 321.8 ± 1.9 356.0 ± 3.5 297.2 ± 0.5 320.4 ± 5.4 318.6 ± 4.0 322.8 ± 4.6 321.2 ± 5.0 325.0 ± 5.3 

pH 7.9 ± 0.1 7.8 ± 0.1 7.62 ± 0.2 7.7 ± 0.1 7.7 ± 0.2 7.72 ± 0.2 7.7 ± 0.1 7.73 ± 0.2 
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