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บทคัดยอ 
ประสิทธิภาพการเก็บรักษานํ้าเช้ือแชแข็งในไก ขึ้นกับคาออสโมแลลิตีของนํ้ายาเจือจาง การศึกษาน้ี

มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาคาออสโมแลลิตีนํ้ายาเจือจางสําหรับการเก็บรักษานํ้าเช้ือแชแข็งไกปาตุมหูขาวโดย
ทําการศึกษานํ้ายาเจือจางที่มีออสโมแลลิตีแตกตางกัน ไดแก นํ้ายาเจือจางที่มีออสโมแลลิตีต่ํา (LTRJFE), 
ปกติ (TRJFE) และสูง(HTRJFE) ตามลําดับ เปรียบเทียบกับนํ้ายาเจือจาง Schramm ดวยแผนการทดลอง
แบบสุมสมบูรณ โดยใชนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวอายุ 1 ป จํานวน 25 ตัว ประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือหลังทําละลาย
โดยประเมินการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิดวยเครื่อง Computer-assisted semen analysisจํานวน 4 ทรีท
เมนตๆ ละ 12 ซํ้า และประเมินการผสมติดโดยใชแมไกไขลูกผสมทรีทเมนตละ 6 ซํ้า ๆ ละ 6 ตัว รวม 144 ตัว 
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พบวานํ้ายาเจือจาง Schramm, LTRJFE, TRJFE และ HTRJFE มีคาออสโมแลลิตี  441, 365, 452 และ 
472mOsmol kg–1ตามลําดับ การเคล่ือนที่ทั้งหมดของตัวอสุจิหลังทําละลาย พบวานํ้ายาเจือจาง TRJFE 
(61.08±0.48%) ดีที่สุด สูงกวานํ้ายาเจือจาง Schramm (54.83±0.52%), HTRJFE (37.83±0.66%) และ 
LTRJFE (31.67±0.58%)(P≤0.01)นํ้าเช้ือที่ใชนํ้ายาเจือจาง TRJFE มีคาการเคล่ือนที่ไปขางหนาของตัวอสุจิ 
(24.50±0.79%) สูงที่สุด แตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับนํ้ายาเจือจาง 
Schramm (23.25±0.58%), HTRJFE (21.83±1.04%) และ LTRJFE (21.00±0.83%)อัตราการผสมติด
พบวานํ้ายาเจือจาง TRJFE (57.00±0.70%) และ Schramm (54.22±0.68%) ดีที่สุด สูงกวาอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) เม่ือเปรียบเทียบกับนํ้ายาเจือจาง HTRJFE (32.90±1.74%) และ LTRJFE 
(31.02±2.17%) ดังน้ันนํ้ายาเจือจาง TRJFE มีความเหมาะสมในการใชเปนนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแชแข็งในไก
ปาตุมหูขาว 
 
คําสําคัญ: นํ้ายาเจือจาง การเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็ง อัตราการผสมติด ไกปาตุมหูขาว (Gallus gallus 
gallus) 

 
ABSTRACT 

The efficiency of frozen semen storage in chicken depends on the osmolality of the 
extender. The objective of this research was to compare the osmolality of the Thai red 
junglefowl extenders: low (LTRJFE), normal (TRJFE), and high (HTRJFE) osmolality levels 
with the Schramm extenders for frozen Thai red junglefowl semen. The experimental 
design used was the completely randomized design with 4-treatments and 12 replications. 
Then the quality of extenders was tested in Thai red junglefowl semen of 25 one-year-
oldmales, by measuring the sperm motility after thawing with a computer-assisted semen 
analysis. The fertility of Thai red junglefowl semen was tested for 4 treatments and 6 
replications with 6-hens/each. Thetotal number of hen used in this experiment was 144-
hens. The results showed that the osmolarities of Schramm, LTRJFE, TRJFE, and HTRJFE 
were 441, 365, 452, and 472 mOsmol kg–1, respectively. The total motility after thawing 
frozen semen of the TRJFE (61.08±0.48%) was the best, highly significant different (P≤0.01) 
from the Schramm (54.83±0.52%), HTRJFE (37.83±0.66%), and LTRJFE (31.67±0.58%). The 
sperm progressive motile after thawing frozen semen of the TRJFE (24.50±0.79%) was the 
best, significantly different (P≤0.05) from the Schramm (23.25±0.58%), HTRJFE 
(21.83±1.04%), and LTRJFE (21.00±0.83%). The fertility rates of the TRJFE (57.00±0.70%) and 
Schramm (54.22±0.68%) were the best, highly significant different from the HTRJFE 
(32.90±1.74%) and LTRJFE (31.02±2.17%) (P<0.01). Therefore, the TRJFE was the optimum 
extenderfor the cryopreservation of Thai red junglefowl semen. 

 

Keywords: Extender, Semen cryopreservation, Fertilityrate, Thai red junglefowl (Gallus 
gallus gallus) 
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บทนํา 
ไกปาตุมหูขาว (Gallus gallus gallus) เปนบรรพบุรุษของไกบาน (Gallus gallusdomesticus) 

[1,2] มีความเส่ียงตอการสูญเสียพื้นที่หากินในปาธรรมชาติ[3]เน่ืองจากพื้นที่ปาถูกบุกรุกเพื่อเปนที่อยูอาศัย
และทําการเกษตร ซ่ึงอาจเกิดผลกระทบตอความหลากหลายทางชีวภาพ สงผลกระทบตอความม่ันคงดาน
อาหารสําหรับมนุษยได [4,5]โดยมีความเส่ียงตอการสูญพันธุจากการที่พันธุกรรมอาจปนกับไกพื้นเมืองจาก
การผสมขามกลุม สาเหตุจากถิ่นที่อยูมีสภาพที่เปนเน้ือเดียวกันมากขึ้น [6] ดวยเหตุผลน้ี ไกปาตุมหูขาวจึงมี
พันธุกรรมที่ควรคาแกการอนุรักษเพื่อรักษาความหลากหลายทางชีวภาพ (Biodiversity) โดยเรงดวน การ
เก็บรักษานําเช้ือโดยวิธีการแชแข็งจึงเปนแนวทางหน่ึงในการอนุรักษพันธุกรรมไกปาตุมหูขาว 

การเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็งจะขึ้นอยูกับปจจัยที่มีผลตอคุณภาพนํ้าเช้ือ เชน การใชนํ้ายาเจือจาง
และสารปองกันความเสียหายจากการแชแข็งที่เหมาะสมจะทําใหในระหวางกระบวนการลดอุณหภูมิและการ
ละลายนํ้าเช้ือแชแข็งน้ัน มีความเสียหายจากลักษณะทางกายภาพและทางเคมีของเยื่อหุมเซลลของตัวอสุจิ
เปล่ียนแปลงไปลดลงไดน่ันคือทําใหอัตราการเคล่ือนที่อัตราการมีชีวิตรอด และอัตราการผสมติดยังมี
ประสิทธิภาพอยูได[7,8]สําหรับนํ้ายาเจือจางที่เหมาะสมจะตองมีคุณสมบัติของนํ้ายาเจือจางอยางหน่ึงที่
สําคัญคือคาออสโมแลลิตี(Osmolality)ที่เหมาะสมกับนํ้าเช้ือของกลุมไกดวยซ่ึงมีรายงานถึงผลสําเร็จในการ
เก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็งของสัตวปกหลายชนิด ทั้งน้ีนํ้ายาเจือจางแชแข็งอสุจิของสัตวปกแตละชนิด แต
ละพันธุ แตละสายพันธุ ใหผลที่แตกตางกัน อาจเน่ืองมาจากสรีรวิทยาการสืบพันธุเฉพาะและความแปรปรวน
สูงในแตละสายพันธุทําใหนํ้าเช้ือไกมีการตอบสนองที่แตกตางกัน [9-16] ปจจุบันน้ียังไมมีรายงานการศึกษา
วิธีการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็งของไกปาตุมหูขาวมากอน ดังน้ัน จึงมีความจําเปนในการพัฒนาสูตรนํ้า
จางเจือจางที่มีคาออสโมแลลิตีที่เหมาะสมสําหรับไกปาตุมหูขาวตอไป 

ปจจัยที่มีผลตอวิธีการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็งในสัตวแตละชนิด ไดแก ความเหมาะสมของสาร
ปองกันความเสียหายจากการแชแข็ง อัตราการลดอุณหภูมิ และอัตราการทําละลาย [17] เม่ือนําสูตรนํ้ายา
เจือจางที่เหมาะสมไปใชกับความเขมขนของสารปองกันความเสียหายจากการแชแข็งที่เหมาะสมดวย จะทํา
ใหมีการดูดซึมและมีคาพีเอชที่เหมาะสมสําหรับเซลลอสุจิของสัตวปกแตละชนิด[9,14,18-22] ทั้งน้ีหากอสุจิ
อยูภายใตแรงดันออสโมติกที่ไมเหมาะสมเพราะใชนํ้ายาเจือจางที่มีคาออสโมแลลิตีไมเหมาะสม จะทําใหตัว
อสุจิไมสามารถตานทานได จะเกิดอาการช็อกและมีอาการงอที่คอ [23] และหากมีการเปล่ียนแปลงพีเอชใน
วงกวางอาจสงผลเสียตออัตราการรอดชีวิตและอัตราการการผสมติด[24,25] ถาตัวอสุจิภายหลังการทํา
ละลายมีอัตราการเคล่ือนที่สูงจะเปนตัวบงช้ีในเบื้องตนวามีโอกาสประสบความสําเร็จในการเก็บรักษานํ้าเชื้อ
แบบแชแข็งได[26] 

จากการที่คุณสมบัติทางกายภาพของนํ้ายาเจือจางเปนผลจากสวนประกอบของนํ้ายาเจือจางโดย
ขึ้นกับชนิดของสารเคมี (ตัวถูกละลาย) และชนิดของนํ้าที่ใช (ตัวทําละลาย) และอัตราการใชสารเคมีที่ตางกัน 
และคุณสมบัติทางกายภาพที่เฉพาะเจาะจงสูงกับนํ้าอสุจิของสัตวแตละพันธุตลอดจนขึ้นกับคุณภาพและ
ปริมาณของตัวทําละลายที่แตกตางกันดวย ซ่ึงการเปล่ียนแปลงลักษณะทางชีวฟสิกสของเซลลอสุจิในสัตวปก
แตละชนิด จะมีการตอบสนองที่แตกตางกันไปตามชนิดของนํ้ายาเจือจางที่ใช[9,10,12-15] ซ่ึงองคประกอบ
ทางเคมีในนํ้ายาเจือจางมักมีองคประกอบที่คลายกับนํ้าเช้ือของสัตวปกชนิดน้ัน ๆ [27]ไดแก แหลงพลังงาน 
ระดับพีเอชความเปนบัฟเฟอร และคาออสโมแลลิตีที่ใกลเคียงกับนํ้าเช้ือของสัตวชนิดน้ันเชนกันดวยเหตุน้ีการ
ใชสูตรนํ้ายาเจือจางที่แตกตางกันทําใหแหลงพลังงาน ระดับพีเอชความเปนบัฟเฟอรและคาออสโมแลลิตีใน
สูตรนํ้ายาเจือจางมีความแตกตางกันไป จึงสงผลตอคุณภาพนํ้าเช้ือที่ตางกันได [11,28]ปจจุบันนํ้ายาเจือจาง
นํ้าเช้ือไกแบบแชแข็งที่นิยมไดแกสูตร Tselutin (1995) [28], Schramm diluents (Schramm, 1976 อาง
โดย[29]และIGGKP[30] แตยังไมพบรายงานสูตรนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวแบบแชแข็งโดยเฉพาะ
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ดังน้ัน การศึกษาน้ี จึงมีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาผลการประยุกตสูตรนํ้ายาเจือจางสําหรับเก็บรักษานํ้าเช้ือไกปา
ตุมหูขาวแบบแชแข็งโดยศึกษาหาระดับออสโมแลลิตีที่เหมาะสมของนํ้ายาเจือจางกับการเก็บรักษานํ้าเช้ือไก
ปาตุมหุขาวแบบแชแข็ง อันจะเปนประโยชนตอการอนุรักษพันธุกรรมของไกปาชนิดน้ีตอไป 

 
วิธีดําเนินการวิจัย 

1.การวางแผนการวิจัยประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือหลังทําละลายตามแผนการทดลองแผนการทดลอง
แบบสุมตลอด (Completely randomized design, CRD) มี 4 ทรีทเมนตคือ นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไกปา
ตุมหูขาวที่มีคาออสโมแลลิตีต่ํา(Low osmolality of Thai red junglefowl extender, LTRJFE) มีคา
ออสโมแลลิตี 327-387 mOsmol kg–1, คาออสโมแลลิตีปกติ (Thai red junglefowl extender, TRJFE) มี
คาออสโมแลลิตี 388-447 mOsmol kg–1,คาออสโมแลลิตีสูง (High osmolality of Thai red junglefowl 
extender, HTRJFE) มีคาออสโมแลลิตี 448-507 mOsmol kg–1และนํ้ายาเจือจาง Schramm มีคาออสโม
แลลิตี 441mOsmol kg–1 (ตารางที่ 1) ใชรวมกับ 6% DMF (N,N-dimethyl formamide) แตละทรีทเมนต
มี 12 ซํ้า และคํานวณอัตราการผสมติดโดยการผสมเทียมไกไขลูกผสมดวยนํ้าเช้ือหลังทําละลาย ในแตละทรีท
เมนตมี 6 ซํ้าๆ ละ 6 ตัว  

2. สัตวทดลอง  
2.1 พอพันธุไกปาตุมหูขาวอายุ 1 ป จํานวน 25 ตัว ทําเครื่องหมายที่ปลอกขาทุกตัว จัดเล้ียงใน

คอกขนาด 4x6 เมตร ซ่ึงมีรั้วตาขายคลุมบริเวณรอบคอกเล้ียง เปนพื้นที่ขนาด 10x30เมตร พื้นที่รอบคอก
เล้ียงเปนแปลงหญาเล้ียงไกปาตุมหูขาวแบบปลอยลานจนถึงอายุ 10 เดือน จึงเล้ียงในกรงตับขนาด 45x60 
เซนติเมตร สําหรับฝกรีดเก็บนํ้าเช้ือ และเม่ืออายุ 1 ปจะรีดเก็บนํ้าเช้ือเพื่อทําการวิจัย การใหอาหารไกปา
ตุมหูขาวกิน 80 กรัม/ตัว/วัน ใหนํ้ากินเต็มที่ อุณหภูมิเปนไปตามธรรมชาติ ใหแสงสวาง 14 ช่ัวโมง/วัน ใน
บริเวณคอกมีรมไมธรรมชาติ  

2.2 แมไกไขลูกผสมพันธุโบวานสบราวนอายุ 24 สัปดาห มีอัตราการใหไข 85-95%จํานวน 144 
ตัวแมไกไขถูกเล้ียงในกรงตับขนาดคอก 45x60 เซนติเมตรตอตัว ใหอาหารไกไขสําเร็จรูปวันละ 110 กรัม/
ตัว/วัน ใหนํ้ากินเต็มที่ใหแสงวันละ 14 ช่ัวโมง  

การจัดการเล้ียงดูไกปาตุมหูขาว ณ วิทยาลัยเกษตรและเทคโนโลยียโสธร (15° 32  41  N) ภายใต

การควบคุมการเล้ียงดูของโครงการอนุรักษและรวบรวมพันธุสัตวปา สวนสมเด็จพระศรีนครินทรวิทยาลัย
เกษตรและเทคโนโลยีศรีสะเกษ อําเภอเมืองศรีสะเกษ จังหวัดศรีสะเกษ การวิจัยในครั้งน้ีอยูภายใตการ
ควบคุมของสาขาวิชาสัตวศาสตร คณะเกษตรศาสตร มหาวิทยาลัยขอนแกน ไดรับใบอนุญาต (Approval 
No.: 0514.1.75/15) จากศูนยสัตวทดลองภาคตะวันออกเฉียงเหนือมหาวิทยาลัยขอนแกน 

3.วิธีการดําเนินการวิจัย 
3.1 การรีดเก็บนํ้าเช้ือเพื่อประเมินคุณภาพโดยทําการรีดเก็บนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวจํานวน 25 ตัว 

ในวันอังคารและวันพฤหัสบดี เวลา 10.00 น.ทุกสัปดาหของการทดลอง รีดเก็บนํ้าเช้ือโดยใชบุคคลทีม
เดียวกัน2 คนสําหรับจับบังคับไก 1 คน สวนอีกคนหน่ึงเปนผูกระตุนพอพันธุดวยการลูบหลังจากดานหนาไป
ดานหลัง พอพันธุจะตอบสนองดวยการเกร็งและกระดกหาง จากน้ันบีบโคนกนเพื่อเก็บนํ้าเช้ือทันที รองเก็บ
นํ้าเช้ือดวยหลอดที่สะอาดขนาด 1.5 มิลลิลิตรโดยในหลอดจะมีนํ้ายาเจือจาง Schramm, LTRJFE, TRJFE 
และ HTRJFE ตามแผนการทดลองอยู 100 ไมโครลิตรเม่ือรีดนํ้าเช้ือเสร็จ ปดฝาหลอดและสะบัดหลอดให
นํ้าเช้ือผสมกับนํ้ายาเจือจางทันท ีการสะบัดหลอดเปนเทคนิควิธีในการทําใหนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวที่มีลักษณะ
ขนและหนืดมากโดยจะมีลักษณะเปนกอนเกาะติดที่ปากหลอดจะไมไหลลงไปกนหลอดที่มีนํ้ายาเจือจางอยู 
ดังน้ัน เพื่อใหตัวอสุจิผสมกับนํ้ายาเจือจางอยางรวดเร็ว ทําใหมีอัตราการตายของตัวอสุจิไกปาตุมหูขาวอยูใน
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ระดับต่ํา จึงตองสะบัดหลอด โดยทําเพียงครั้งเดียวใหกอนนํ้าเช้ือไหลไปรวมกับนํ้ายาเจือจางทันทีแลวเก็บ
หลอดนํ้าเช้ือโดยแชนํ้าเย็นที่ควบคุมอุณหภูมิไวที่ 20 องศาเซลเซียส ในภาชนะเก็บความเย็นและทึบแสง[31] 
วิธีการรีดเก็บ เวลา และเง่ือนไขการรีดเหมือนกันในทุกครั้ง นํ้าเช้ือที่ไดจะตองไมมีการปนเปอนของมูล ยูเรต 
และฝุนผงอ่ืน เพราะจะลดคุณภาพนํ้าเช้ือได [32] นํ้าเช้ือแตละหลอดจะถูกประเมินคุณภาพภายใตกลอง
จุลทรรศนภายใน 15 นาทีหลังการรีดเก็บ และจะเลือกหลอดที่มีตัวอสุจิเคล่ือนที่รวม >4 คะแนน (ชวง
คะแนน 0 ถึง 5) (กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X) ความเขมขนของตัวอสุจิ> 3,000x106 เซลล/มิลลิลิตร 
(ใชวิธีตรวจนับดวย Hemacytometer counting method) [33,34]  

3.2 การทํานํ้าเช้ือแชแข็งและการประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือหลังทําละลายโดยการทํานํ้าเช้ือแชแข็ง
ดวยวิธีแบบงายโดยใชไอไนโตรเจนเหลว(Simple freezing method by liquid nitrogen vapor) [34-36] 
เพื่อทดสอบสูตรนํ้ายาเจือจางสําหรับเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็งของไกปาตุมหูขาวSchramm, LTRJFE, 
TRJFE และ HTRJFE (ตารางที 1) มีขั้นตอนการเตรียมนํ้ายาเจือจาง ดังน้ี 

3.2.1 วัดคาออสโมแลลิตีของนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวดวยเครื่อง Osmometer (FISKE Mark 3 
Osmometer: FISKE Associates, Norwood, Massachusetts, USA) และวัดพีเอชของนํ้าเช้ือไกปาตุมหู
ขาวดวยเครื่อง pH meter (CRITON Instrument, S.A., Spain) ตามลําดับ 

3.2.2 เลือกใชสารเคมีในสูตรนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือสําหรับทําการแชแข็งในไกปาตุมหูขาว จะเลือก
จากคุณสมบัติที่เปนประโยชนกับคุณภาพนํ้าเช้ือ และเปนสารเคมีที่ราคาเหมาะสมในการทํางานวิจัย เพื่อได
สูตรนํ้ายาเจือจางที่ราคาถูกและดีกวา ซ่ึงสารเคมีและนํ้าอุลตราเพียวที่ใชในสูตรนํ้ายาเจือจางเปนเกรด
Molecular biology reagent ของ Sigma Aldrich, St.Louis, MO, USA สําหรับสารเคมีที่เลือกใชเปน
องคประกอบของสูตร TRJFE จะเลือกโดยเปรียบเทียบองคประกอบสารเคมีในสูตรนํ้ายาเจือจางมาตรฐาน 3 
สูตร คือ สูตร Schramm เพราะใหอัตราการผสมติดมากที่สุด 81% สําหรับนํ้าเช้ือแบบแชแข็งของไกพื้น
เมืองไทย (ประดูหางดํา) [37] สูตร RFE เพราะใหอัตราการผสมติดมากที่สุด 45.3%สําหรับนํ้าเช้ือแบบแช
แข็งของไกปาแดงอินเดีย [22] และสูตร HS1 เพราะใหอัตราการผสมติดมากที่สุด 80.1%สําหรับนํ้าเช้ือแบบ
แชแข็งของไกเล็กฮอรนขาว [38]  

3.2.3 การประยุกตสรางสูตรนํ้ายาเจือจาง นําสารเคมีที่เลือกใชมาประกอบสูตรนํ้ายาเจือจาง เพื่อ
ดําเนินการตรวจสอบความเหมาะสมเบื้องตนจากการวัดคาออสโมแลลิตีของสารประกอบทุกสูตร 
(Table1)สําหรับคาออสโมแลลิตีของนํ้ายาเจือจางที่ยอมรับนําไปใชไดจะมากกวาคาออสโมแลลิตีของนํ้าเช้ือ
ไกประมาณ 110mOsmol kg-1เปนแรงดันที่ยอมรับแลววาทําใหสารปองกันความเสียหายจากการแชแข็งมี
ความสามารถแตกตางกันในการซึมผานของเยื่อหุมเซลล [39]โดยสูตรนํ้ายาเจือจางถูกปรับคาออสโมแลลิตี
ดวยนํ้าอุลตราเพียว(Ultrapure) [32]นํ้ายาเจือจางสูตร TRJFE ปรับคาออสโมแลลิตีต่ํา (Low osmolality 
of Thai red junglefowl extender, LTRJFE) และสูง (High osmolality of Thai red junglefowl 
extender, HTRJFE) กวาสูตรปกติ (Thai red junglefowl extender, TRJFE) โดยการเติมนํ้าอุลตราเพียว
ในสูตรใหได 105 และ 95 มิลลิลิตร ตามลําดับ นําสูตรนํ้ายาเจือจางทุกสูตรที่สรางไปวัดคาออสโมแลลิตี 
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ตารางที่1 สูตรนํ้ายาเจือจางสําหรับการเก็บรักษานํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวแบบแชแข็ง 
สูตรนํ้ายาเจือจาง 100 มล. Schramm LTRJFE TRJFE HTRJFE 

แมกนีเซียมอะซีเตรตเตตราไฮเดรต (ก.) 
(Magnesium acetate tetrahydrate (g)) 

0.07 - - - 

โปแตสเซียมอะซีเตรตแอนไฮดรัส (ก.) 
(Potassium acetate anhydrous (g)) 

0.50 0.50 0.50 0.50 

แอล-กลูตามิคแอซิดเกลือโมโนโซเดียม โมโนไฮเดรต (ก.)  
(L-Glutamic acid monosodium salt 
monohydrate (g)) 

2.85 2.10 2.10 2.10 

ไลซีน (ก.) 
(Glycine (g)) 

- 
0.20 0.20 0.20 

ดี-(+)-กลูโคส (ก.) 
(D-(+)-Glucose (g))  

0.50 0.50 0.50 0.50 

อินโนสิทอล (ก.)  
(Inosital (g)) 

0.25 0.25 0.25 0.25 

โพลีไวนิลไพโรลิโดน (ก.) 
(Polyvinyl pyrrolidone (g))  

- 
0.60 0.60 0.60 

เพ็นโนมัยซิน (ก.) 
(Penomycin (g)) 

0.10 
0.10 0.10 0.10 

นํ้าอุลตราเพียว (ก.) 
(Ultrapure water (mL)) 

เติมนํ้าจนครบ  
100 มล. 

เติมนํ้าจนครบ  
105 มล. 

เติมนํ้าจนครบ  
100 มล. 

เติมนํ้าจนครบ  
95 มล. 

ออสโมแลลิตี 
(Osmolality (mOsmol kg–1)) 

441 365 452 472 

ออสโมแลลิตีของนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวคือ 327 mOsmol kg-1 
 

นํ้าเช้ือแตละหลอดที่รีดเก็บจากพอพันธุไกปาตุมหูขาวแตละตัว จํานวน 25 ตัว ซ่ึงผานการประเมิน
คุณภาพแลวมีปริมาตรนํ้าเช้ือเฉล่ีย 0.281 มิลลิลิตร/หลอด และความเขมขนของอสุจิ 6,320x106 เซลล/
มิลลิลิตร นํานํ้าเช้ือทุกหลอดรวมกันไดปริมาตร 7.025 มิลลิลิตรและมีจํานวนอสุจิ44,398.10x106 เซลล
แบงเปน 4 หลอด แตละหลอดใชนํ้ายาเจือจางแตละสูตรตามทรีทเมนตที่ 1, 2, 3 และ 4 เปนสูตรนํ้ายาเจือ
จาง Schramm, LTRJFE, TRJFE และ HTRJFEตามลําดับ แลวเจือจาง 1:3 (นํ้าเช้ือ : นํ้ายาเจือจาง) ทําการ
ลดอุณหภูมิจาก 20-25 องศาเซลเซียสของนํ้าเช้ือเจือจางลงใหมีอุณหภูมิ 5องศาเซลเซียสภายในเวลา1 
ช่ัวโมงหลังจากน้ันปรับเพิ่มปริมาตรนํ้าเช้ือเจือจางและปริมาตรของ 6% DMF โดยคํานวณจากแตละหลอดมี
ความเขมขนของอสุจิ 11,099.50x106 เซลล ซ่ึงสามารถทํานํ้าเช้ือแชแข็งได 22 หลอดฟาง ในการทํานํ้าเช้ือ
แชแข็งในไกจะใชจํานวนอสุจิตอหลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตรประมาณ 500x106 เซลล [34-37] ดังน้ันแต
ละหลอดจะมีปริมาตรนํ้าเช้ือ (1.756 มิลลิลิตร) นํ้ายาเจือจาง (8.677 มิลลิลิตร) และ 6% DMF (0.666 
มิลลิลิตร) รวมหลอดละ 11.099 มิลลิลิตรน่ันคือแตละหลอดมีความเขมขนอสุจิ 1,000x106เซลล/มิลลิลิตร 
หลังจากแตละหลอดเติมนํ้ายาเจือจางสูตรเดิมที่มี DMF ความเขมขนสุดทาย 6% ที่อุณหภูมิเดียวกันกับ
นํ้าเช้ือเจือจาง ทําการบรรจุนํ้าเช้ือเจือจางลงในหลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตรในแตละหลอดฟางมีจํานวนตัว
อสุจิ 500x106เซลลปดหลอดดวยโพลีไวนิลแอลกอฮอลบมไวในความเย็น 5อ งศาเซลเซียสนาน 15 นาทีแลว
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อังตะแกรงสําหรับวางหลอดฟางในกลองโฟมบรรจุไนโตรเจนเหลว โดยวางเหนือระดับไนโตรเจนที่อุณหภูมิ   
-35 องศาเซลเซียสนาน 1 นาทีแลววางหลอดฟางบนตะแกรงน้ีนาน 10 นาทีแลวลดตะแกรงเขาใกลระดับ
ไนโตรเจนเหลวตําแหนงที่มีอุณหภูมิ -135องศาเซลเซียสนาน 5 นาทีแลวเล่ือนตะแกรงจุมในไนโตรเจนเหลว 
แลวเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็งในถังเก็บไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส[34] 

นําหลอดนํ้าเช้ือที่แชในไนโตรเจนเหลวออกมาทําละลายในนํ้าเย็น5องศาเซลเซียส 5 นาทีเพื่อ
ประเมินการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิดวยเครื่อง Computer-assisted semen analysis (CASA) (Hamilton-
Thorn Motility Analyzer, IVOS) ซ่ึงถูกเซ็ท Frames per sec 60 Hz, Minimum contrast 25, 

Minimum cell size 4 pix, Path velocity: VAP 20.0  /s, STR 80%, cell intensity 50, VAP cut off 

5.0  /s, and VSL cut off 20.0  /s โดยนําตัวอยางนํ้าเช้ือหลังทําละลายมาเจือจางดวยนํ้ายาเจือจางแต

ละชนิดตามการทดลองอัตรา 1: 10 (v/v) โหลดนํ้าเช้ือเจือจางดังกลาว 3 ไมโครลิตรหยอดบนสไลดที่อุน 38
องศาเซลเซียสทีละ Chamber slide บันทึกคาการเคล่ือนที่หมูของตัวอสุจิ (%Total motile sperm, MOT) 
และการเคล่ือนที่รายตัวไปขางหนาของเซลลอสุจิ (% Progressive motile sperm, PMOT) [40]  

3.3 ทําการผสมเทียมในแมไกไขเพื่อประเมินอัตราการผสมติด โดยฉีดนํ้าเช้ือแตละทรีทเมนทหลัง
ทําละลายใหแมไกไข แตละกลุมการทดลองในแมไกแตละตัวรับการฉีดผสมเทียมดวยนํ้าเช้ือหลังทําละลาย 
0.4 มิลลิลิตรซ่ึงมีความเขมขนเซลลอสุจิ 400x106 เซลลฉีดผสมเทียมตอแมไกไข 1 ตัวกลุมแมไกไขทดลองมี 
4 ทรีทเมนท ๆ ละ 6 ซํ้า ๆ ละ 6 ตัวรวมจํานวนแมไกไขทั้งหมด 144 ตัว ทําการเก็บไขในวันที่ 2 หลังการ
ผสมเทียม เก็บไขนาน 7 วัน ซ่ึงจํานวนวันหลังการผสมเทียมไมมีผลตออัตราการผสมติด นําไขเขาฟกที่
อุณหภูมิ 99-100 องศาฟาเรนไฮตและมีความช้ืนสัมพัทธ 65% สองไขมีเช้ือในวันที่ 7 หลังจากนําไขเขาฟก
[34]  

4. การเก็บรวบรวมขอมูลโดยการวัดคาออสโมแลลิตีและคา pH ของนํ้าเช้ือสดไกปาตุมหูขาวและ
นํ้ายาเจือจาง และวัดคุณภาพนํ้าเช้ือหลังการทําละลาย ดวยเครื่องมือ CASA analysis เพื่อหาคาการ
เคล่ือนที่ของตัวอสุจิ (% Motility) และคํานวณอัตราการผสมติดหรืออัตราไขมีเช้ือ (Fertilityrate) ดังน้ี 

 

อัตราการผสมติด(%) = 
จํานวนไขมีเช้ือทั้งหมด 

x 100 
จํานวนไขเขาฟกทั้งหมด 

 
5. การวิเคราะหทางสถิตินําคาการเคล่ือนที่ของตัวอสุจิ และคาอัตราการผสมติดของตัวอสุจิ มา

วิเคราะหหาความแปรปรวน (ANOVA) ทําการเปรียบเทียบความแตกตางคาเฉล่ียแตละทรีทเมนตดวยวิธี 

Duncan’s New multiple Range Test ขอมูลที่เปนคารอยละถูกแปลงเปนคา Arcsin (y/2) กอน
วิเคราะหหาความแปรปรวน (ANOVA) หาคาP ≤ 0.05 โดยใชโปรแกรม SASTM Edition SAS University 
v 9.4 [41] 

 
ผลการวิจัย 

1.1  นํ้ายาเจือจางเพือ่การแชแข็งนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวสูตรซ่ึงมีออสโมแลลิตีที่เหมาะสม จะใหผลดี
ตอนํ้าเช้ือแบบแชแข็งของไกปาตุมหูขาวโดยผลการเคล่ือนที่ทั้งหมดของตัวอสุจิหลังทําละลายเม่ือใชนํ้ายาเจือ
จาง TRJFE (61.08±0.48%) ใหผลดีที่สุด ดีกวานํ้ายาเจือจาง Schramm (54.83±0.52%), HTRJFE 
(37.83±0.66%) และ LTRJFE (31.67±0.58%)ตามลําดับ ซ่ึงแตละทรีทเมนทมีความแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P≤0.01)การเคล่ือนที่ไปขางหนาของตัวอสุจิหลังทําละลายเม่ือใชนํ้ายาเจือจางTRJFE 
(24.50±0.79%) และ Schramm (23.25±0.58%) ใหผลดีที่ สุด  ดีกวา นํ้ ายาเ จือจางHTRJFE 
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(21.83±1.04%) และ LTRJFE (21.00±0.83%) ซ่ึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P≤0.05) 
อัตราการผสมติดของนํ้าเช้ือหลังทําละลายเม่ือใชนํ้ายาเจือจาง TRJFE  (57.00±0.70%) และ Schramm 
(54.22±0.68%) ใหผลดีที่สุด ดีกวานํ้ายาเจือจางHTRJFE (32.90±1.74%) และ LTRJFE (31.02±2.17%) 
ซ่ึงมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P≤0.01) (ตารางที่ 2 2)ความเปนกรดเปนดางพบวาใน
วันที่ 1 มีคาเฉล่ียเทากับ 7.20 และในวันที่ 30 มีคาเฉล่ียเทากับ 7.80 
 
ตารางที่ 2 ผลของนํ้ายา Schramm, LTRJFE, TRJFE และ HTRJFE ที่ผสมสาร DMF ซ่ึงเปนสารปองกัน
ความเสียหายจากการแชแข็งใหมีความเขมขน 6% ตอคุณภาพนํ้าเช้ือหลังการทําละลายของไกพอพันธุ
จํานวน (n) = 25 ตัว โดยเปนนํ้าเช้ือที่ตรวจคุณภาพแลวมาเทรวมกัน (Pooledsamples) กอนทําการเก็บ
รักษานํ้าเช้ือแบบแชแข็ง 

คุณภาพน้ําเชื้อหลังทําละลาย T1 (Schramm) T2 (LTRJFE) T3 (TRJFE) T4 (HTRJFE) SEM Pr>F 

การเคล่ือนที่ทั้งหมดของตัวอสุจิ 
(Total motile sperm, MOT (%)*) 

54.83±0.52b 31.67±0.58d 61.08±0.48a 37.83±0.66c 0.57 <.0001 

การเคล่ือนที่ไปขางหนาของตัวอสุจิ 
(Progressive motile sperm, PMOT (%)*)

23.25±0.58ab 21.00±0.83b 24.50±0.79a 21.83±1.04b 1.55 0.0232 

อัตราการผสมติด 
(Fertility rate (%) †) 

54.22±0.68a 31.02±2.17b 57.00±0.70a 32.90±1.74b 1.47 <.0001 

จํานวนไขเขาฟก 
(Total number of eggs)  

218 204 212 211 
  

ผลการทดลองแสดงเปนคาเฉลี่ย ± คาความคลาดเคลื่อนมาตรฐาน (Standard error of the mean, SEM) (*จํานวนซํ้า (N) = 12; †N =6) การวิเคราะห 
คุณภาพน้ําเชื้อหลังทําละลายแตละทรีทเมนทโดยวิเคราะหคา MOT และ PMOT ดวยเครื่องคอมพิวเตอร (Computer-assisted semen analysis, 
CASA) และโดยการประเมินคาอัตราการผสมติดดวยการผสมเทียม จะใชน้ําเชื้อหลังการทําละลายท่ีมาจากตัวอยางเดียวกัน อักษรท่ีแตกตางกันใน 
บรรทัดเดียวกันมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P <0.05)  
ตัวยอ: LTRJFE เปนน้ํายาเจือจางท่ีมีคาออสโมแลลิตีตํ่าสําหรับเก็บรักษาน้ําเชื้อไกปาตุมหูขาวแบบแชแข็ง (Low osmolality of Thai red junglefowl 
extender); TRJFE เปนน้ํายาเจือจางท่ีมีคาออสโมแลลิตีปกติสําหรับเก็บรักษาน้ําเชื้อไกปาตุมหูขาวแบบแชแข็ง (Normal osmolality of Thai red 
junglefowl extender); HTRJFE เปนน้ํายาเจือจางท่ีมีคาออสโมแลลิตีสูงสําหรับเก็บรักษาน้ําเชื้อไกปาตุมหูขาวแบบแชแข็ง (High osmolality of 
Thai red junglefowl extender) 
 

อภิปรายและสรุปผลการวิจัย  
นํ้ายาเจือจางสําหรับไกปาตุมหูขาว 3 สูตรที่มีออสโมแลลิตีแตกตางกันไดแก นํ้ายาเจือจางที่มีคา

ออสโมแลลิตีต่ํา (LTRJFE) คาออสโมแลลิตีปกติ (TRJFE) และคาออสโมแลลิตีสูง (HTRJFE) เม่ือเปรียบเทียบ
กับนํ้ายาเจือจางSchramm ผลการศึกษาพบวาหากนํ้ายาเจือจางมีคาออสโมแลลิตีสูงหรือต่ํากวาปกติจะทํา
ใหนํ้ายาเจือจางไมมีประสิทธิภาพในการทํานํ้าเช้ือแบบแชแข็งในไกปาตุมหูขาว คาออสโมแลลิตีที่ไมเหมาะสม
จะทําใหจะทําใหตัวอสุจิมีการงอที่คอ[23]เปนสาเหตุที่ทําใหอัตราการผสมติดต่ําได ซ่ึงนํ้ายาเจือจางที่ทําใหได
คุณภาพนํ้าเช้ือหลังทําละลาย มีการเคล่ือนที่ของอสุจิและอัตราการผสมติดดีที่สุดคือสูตรนํ้ายาเจือจาง TRJFE
โดยสารปองกันความเสียหายจากการแชแข็งที่เลือกใชคือ 6%DMF ซ่ึงเปนระดับความเขมขนของสารปองกัน
ความเสียหายจากการแชแข็งที่เหมาะสมในไกพื้นเมืองไทย [35,36,43] โดยพบวาอสุจิของไกพื้นเมืองไทย 
(ประดูหางดํา) แบบแชแข็งภายหลังการทําละลายมีการเคล่ือนที่ทั้งหมด 37.95% และการเคล่ือนที่แบบตรง
ไปขางหนา 14.25% [35] ซ่ึงตอมา[42] ไดมีรายงานผลของการใชนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm+6%DMF 
ตอคุณภาพอสุจิของไกพื้นเมืองไทย (ประดูหางดํา) แบบแชแข็งภายหลังการทําละลายมีการเคล่ือนที่ทั้งหมด 
57.45% การเคล่ือนที่แบบตรงไปขางหนา 32.24% และอัตราการผสมติด85.75% และมีรายงาน [36] ผล
ของการใชนํ้ายาเจือจางสูตร Schramm+6%DMF ตอคุณภาพอสุจิของไกพื้นเมืองไทย (ประดูหางดํา) แบบ
แชแข็งภายหลังการทําละลายมีการเคล่ือนที่ทั้งหมด 64.33% และการเคล่ือนที่แบบตรงไปขางหนา 28.00%
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และอัตราการผสมติด 91.21% ทั้งน้ี ถึงแมวาในไกพื้นเมืองไทย(ประดูหางดํา) จะใหคาอัตราการผสมติดสูง
กวาในไกปาตุมหูขาว (57.00%) อาจเปนเพราะวาเปนไกตางสายพันธุกัน และในไกพื้นเมืองใชนํ้ายาเจือจาง 
Schramm ผลการทดลองในครั้งน้ีแสดงใหเห็นวาคาออสโมแลลิตีที่เหมาะสมของนํ้ายาเจือจางคือ 452 
mOsmol kg –1 ซ่ึงมีคาออสโมแลลิตีของนํ้ายาเจือจางมากกวานํ้าเช้ือเปน 125 mOsmol kg–1ในไกและไก
งวง ความมีชีวิตของอสุจิต่ําเม่ือคาออสโมแลลิตีของนํ้ายาเจือจางมากกวาหรือเทากับ 800 mOsmol kg-1[9] 
ในสภาวะคาออสโมแลลิตีต่ํากวา 200 และ 140 mOsmol kg-1 สงผลเสียตอความสามารถในการผสมติดของ
อสุจิของไกและไกงวงตามลําดับ [28] จากการศึกษาในครั้งน้ีสอดคลองกับการรายงานคาออสโมแลลิตีของ
นํ้ายาเจือจางที่ทําใหตัวอสุจิไกมีความสามารถในการปฏิสนธิจะอยูในชวงระหวาง 250-460mOsm kg-1[43]
และมีขอมูลสนับสนุนจากรายงานของ[44] วาในการทํานํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแชแข็งของพอพันธุไกเน้ือเพื่อ
การคาพันธุฮับบารด (Hubbard commercial broilers) โดยใชคาออสโมแลลิตี 450 mOsm kg-1ให
คุณภาพนํ้าเช้ือดีกวา 300 mOsm kg-1อาจเก่ียวของกับการลดลงของการกอตัวของนํ้าแข็งภายในเซลลอยาง
ก็ตามการแสวงหานํ้ายาเจือจางสําหรับการแชแข็งที่เหมาะสมกับไกปาตุมหูขาว ตองทําการศึกษาตอไป โดย
ศึกษาเปรียบเทียบ TRJFEกับนํ้ายาเจือจางสูตรมาตรฐานที่มีการใชในไกและไกปาในปจจุบัน 

จากผลการนํานํ้าเช้ือแชแข็งหลังการทําละลายไปผสมเทียมในไกไขลูกผสม ใหอัตราการผสมติดเม่ือ
ใชนํ้ายาเจือจางสูตร TRJFEเปน 57.00±1.72% ซ่ึงเม่ือเปรียบเทียบกับรายงานของ [45] จากการผสมเทียม
ไกมีคาเฉล่ียอัตราการผสมติดดวยนํ้าเช้ือแบบแชแข็งอยูที่ 60% สอดคลองกับอัตราการผสมติดของการใช
นํ้ายาเจือจาง TRJFEถึงแมจะมีคาต่ํากวาในรายงานดังกลาวก็ตาม ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากความสามารถในการทน
ไดตอสภาพแวดลอมของอสุจิแตละสายพันธุตางกัน และเปนการทดลองทํานํ้าเช้ือแบบแชแข็งในไกปาตุมหู
ขาวเปนครั้งแรก จึงเปนขอมูลที่นาพอใจในการนําไปวิจัยตอไปได 

การศึกษาครั้งน้ีสามารถสรุปไดวานํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาว (TRJFE) มีคาพีเอช 6.82 และ
ระดับออสโมแลลิตี 452 mOsm kg-1  ประกอบดวยโปแตสเซียมอะซีเตต 0.50 มิลลิกรัมโซเดียมกลูตาเมต 
2.10 มิลลิกรัมไกลซีน 0.20 มิลลิกรัมกลูโคส 0.50 มิลลิกรัมอินโนสิทอล 0.25 มิลลิกรัมโพลีไวนิลไพโรลิโดน 
0.60 มิลลิกรัมเพ็นโนมัยซิน 0.10 มิลลิกรัมและเติมนํ้าจนครบ 100 มิลลิลิตรมีการเคล่ือนที่อสุจิหลังการทํา
ละลาย และอัตราการผสมติดไมแตกตางกันทางสถิติ (P<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมที่ใชนํ้ายาเจือ
จางสําเร็จรูป (Schramm) สามารถใชเปนนํ้ายาเจือจางสําหรับการแชแข็งนํ้าเช้ือไกปาตุมหูขาวไดมีการ
เคล่ือนที่ดีที่สุดและใหอัตราการผสมติดดีมีศักยภาพในการใชเปนนํ้ายาเจือจางสําหรับแชแข็งนํ้าเช้ือไกปาตุมหู
ขาวได 
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