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บทคัดย่อ 
 

บทน า : การแช่แข็งอสุจิเป็นหนึ่งในเทคโนโลยีท่ีใช้ในการรักษาภาวะการเจริญพันธุ์ในฝ่ายชาย แต่
ภายหลังการละลายก็ยังมีข้อเสียท่ีท าให้มีการลดลงของจ านวนอสุจิและ การเคล่ือนท่ีของอสุจิ รวมท้ัง
มีการแตกหักของสาย ดีเอ็นเอของอสุจิเพิ่มข้ึน ผู้วิจัยสนใจท่ีจะศึกษาเปรียบเทียบผลของการเตรียม
เช้ืออสุจิ (sperm preparation) และไม่เตรียมเช้ืออสุจิ  ก่อนการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วต่อคุณภาพของ
อสุจิหลังการละลาย 
วิธีการศึกษา : เก็บตัวอย่างจากอาสาสมัครจ านวน 40 รายท่ีมีน้ าเช้ืออสุจิปกติ (ตาม criteria ของ 
WHO ๒๐๑๐) น าตัวอย่างอสุจิของแต่ละรายมาแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มการทดลอง ได้แก่ กลุ่มท่ี 1 : 
กลุ่มควบคุม เป็นกลุ่มน้ าเช้ืออสุจิสด (fresh/unwashed : UW), กลุ่มท่ี 2 : เป็นกลุ่มท่ีไม่ผ่านการ
เตรียมเช้ืออสุจิก่อนน าไปผ่านการแช่แข็งและท าละลาย (unwashed + frozen and thawed : 
UW+F), กลุ่มท่ี 3 : เป็นกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (washed : W), กลุ่มท่ี 4 : เป็นกลุ่มท่ีผ่านการ
เตรียมเช้ืออสุจิก่อนแล้วจึงน าไปผ่านการแช่แข็งและท าละลาย (washed + frozen and thawed : 
W+F) จากนั้นน ามาท าการตรวจวิเคราะห์เปรียบเทียบคุณภาพของอสุจิ (semen analysis) ได้แก่ 
ความเข้มข้นของอสุจิ, การเคล่ือนท่ีของอสุจิ, อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ,  ความสมบูรณ์ของการท างาน
ของอสุจิ โดยวิธี Hyaluronan binding assay (HBA) ,อัตราอสุจิท่ีมีชีวิต (vitality) ด้วยวิธี 
Hypoosmotic swelling test และความเสียหายของดีเอ็นเอของอสุจิโดยวิธี comet assay 
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ผลการศึกษา : พบว่าหลังการเตรียมเช้ืออสุจิคุณภาพของอสุจิได้แก่ ความเข้มข้นของอสุจิและความ
เสียหายของดีเอ็นเอลดลงอย่างมีนัยส าคัญ ส่วนอัตราการเคล่ือนท่ี, การเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิ 
อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติและอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตรวมท้ังความสมบูรณ์ของการท างานของอสุจิเพิ่มข้ึน
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิ  และเมื่อน าอสุจิท่ีผ่าน
การเตรียมอสุจิ แล้วมาท าการ แช่แข็งและละลายเปรียบเทียบกับกลุ่มอสุจิท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิ
ก่อนน าไปแช่แข็งและละลายพบว่ากลุ่มแรกมีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติมากกว่า แต่มีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิต
และความเสียหายของดีเอ็นเอน้อยกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
วิจารณ์และสรุปผลการศึกษา : จากผลของงานวิจัยครั้งนี้แสดงว่า อสุจิท่ีผ่านการเตรียมอสุจิก่อนไป
ท าการแช่แข็งและละลายจะมี จ านวนอสุจิท่ีมีชีวิตและความเสียหายของดีเอ็นเอน้อยกว่าแต่มีอัตรา
อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอสุจิท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนน าไปแช่แข็ง
และละลาย  ซึ่งอาจจะน าไปเลือกใช้ประโยชน์ในการรักษาภาวะมีบุตรยาก ท่ีเกิดจากฝ่ายชาย ได้ด้วย
วิธีการและรูปแบบท่ีเหมาะสมต่อไป 
ค าส าคัญ : การเตรียมเช้ืออสุจิ, การแช่แข็งอสุจิ, การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้ว, คุณภาพของอสุจิ, 
การแตกหักของสายดีเอ็นเอ 
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ABSTRACT 
 

Introduction : Semen cryopreservation especially vitrification is an accepted process 
to preserve male fertility. Although, after thawing, there are some disadvantages i.e. 
decreased sperm concentration and motility with increased sperm DNA 
fragmentation. However, we were interested to study further the effect of washed 
and unwashed semen on semen quality i.e. sperm concentration, morphology, 
motility and also on sperm maturation by Hyaluronan binding assay and DNA 
fragmentation by Comet assay after freezing and thawing of vitrified 
normozoospermia. 
Method : 40 normospermic males (according to WHO criteria 2010) volunteers were 
divided into 4 groups as the followings; group 1 , neat or fresh sperm (unwashed : 
UW), group 2 , neat sperm and frozen (unwashed and frozen+thawed : UW + F), 
group 3 , washed sperm (washed : W), group 4 , washed sperm and frozen (washed 
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and frozen+thawed : W + F). After thawing, semen quality of these 4 groups were 
compared i.e. semen analysis (SA), vitality by hypo-osmotic swelling test (HOS), 
sperm function and maturity by hyaluronan binding assay (HBA) and sperm DNA 
damage by comet assay. 
Results : After sperm preparation, sperm quality i.e. sperm concentration and DNA 
damage were significantly decreased whereas sperm motility, progressive motile 
sperm, sperm with normal morphology, sperm vitality and functions were 
significantly increased compared to those of fresh sperm. After freezing and thawing, 
rate of normal morphology sperm was significantly higher whereas rate of sperm 
vitality and sperm DNA damage were significantly lower in the prepared sperm group 
compared to those of unprepared sperm group. 
Discussion and conclusion : Our study showed that sperm preparation before 
freezing and thawing by vitrification resulted in higher percentage of normal 
morphology sperm with lesser degree of DNA fragmentation and sperm vitality. 
These findings may be beneficial for application in the treatment of male infertility. 

Keyword : Sperm preparation, sperm cryopreservation, vitrification, sperm quality, 
DNA fragmentation 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



(5) 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จได้ด้วยความช่วยเหลือจาก รศ.นพ.เจริญไชย เจียมจรรยา, รศ.ดร.
พญ.พัชรา วิสุตกุล, และ รศ.ดร.ตรีทิพย์ รัตนวรชัย อาจารย์ที่ปรึกษาท่ีให้ค าแนะน า ช้ีแนะและแก้ไข
ในการจัดท าวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณอาจารย์ทั้ง  3 ท่านมา ณ โอกาสนี้ 
นอกจากนี้ขอขอบพระคุณ รศ.ดร.รังสรรค์ พาลพ่าย และ ผศ.ดร.กัลยา อารีย์  กรรมการผู้ทรงคุณวุฒิ
ท่ีเสนอแนะ แก้ไข เพิ่มเติมให้วิทยานิพนธ์มีความสมบูรณ์ยิ่งขึ้น 

 ขอขอบคุณ นางสาวนันทนา ก  านารายณ์, นางสาวจิรัฐติกาล ไชยา และนางสาวกาญจนา
รัตน์ โพธิ์ศรี นักวิทยาศาสตร์ หน่วยผู้มีบุตรยาก โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ ท่ีช่วยเหลือ 
ให้ค าแนะน าในการท าวิจัย และอ านวยความสะดวกในการท าวิจัยทางห้องปฏิบัติการ 

 ขอขอบพระคุณพยาบาลวิชาชีพ หน่วยผู้มีบุตรยาก โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 
ท่ีได้กรุณาให้ความช่วยเหลือ อ านวยความสะดวกในการท าวิจัยครั้งนี้ 

 ขอขอบพระคุณ ผศ.ดร.จรรยา ภัทรอาชาชัย ท่ีให้ค าปรึกษาด้านสถิติวิจัย  

 ขอขอบพระคุณบิดา มารดา ตลอดจนญาติทุกๆคน ท่ีให้ผู้วิจัยได้มีโอกาสในการศึกษาต่อใน
ระดับปริญญาโท อีกท้ังยังให้ก าลังใจในการศึกษาและท าวิจัยครั้งนี้ 

 ขอขอบพระคุณครู อาจารย์ ท่ีได้อบรม ส่ังสอน และประสานวิชา ความรู้ ให้แก่ผู้วิจัย  

 ขอขอบคุณรุ่นพี่ และเพื่อนๆทุกคน ท่ีได้ให้ความช่วยเหลือ และเป็นท่ีปรึกษาในการท าวิจัย
ครั้งนี้ให้ส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 

 ท้ายท่ีสุดคุณประโยชน์อันพึงมีจากวิทยานิพนธ์ฉบับนี้ ผู้วิจัยขอมอบแด่ บิดา มารดา ครู 
อาจารย์ และผู้มีพระคุณทุกท่าน 
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บทท่ี 1 
บทน า 

 
1.1 บทน า 
 ในปัจจุบันภาวะการมีบุตรยากเป็นภาวะท่ีเกิดขึ้นกับคู่สมรสหลายคู่ ซึ่งก่อให้เกิดผลเสียต่อท้ัง
สภาพจิตใจและคุณภาพชีวิต ตลอดจนมีผลกระทบต่อสถาบันครอบครัวและสังคมอย่างมาก นับได้ว่า
ปัญหาการมีบุตรยากเป็นปัญหาท่ีส าคัญปัญหาหนึ่ง  ภาวะมีบุตรยากเกิดได้จากท้ังจากฝ่ายหญิงและ
ฝ่ายชาย[1] ภาวะมีบุตรยากท่ีมีสาเหตุจากฝ่ายชายนั้นพบประมาณ 25-40 เปอร์เซ็นต์ และภาวะมี
บุตรยากท่ีมีสาเหตุเกิดจากฝ่ายหญิงพบประมาณ 40-55 เปอร์เซ็นต์ ส าหรับสาเหตุจากท้ัง 2 ฝ่ายมี
ประมาณ 20-30 เปอร์เซ็นต์ [2]  
 เทคโนโลยีท่ีมีบทบาทในการช่วยรักษาภาวะมีบุตรยากท่ีเกิดจากฝ่ายชายอย่างหนึ่งก็คือ การ
แช่แข็งอสุจิ ซึ่งเป็นเทคนิคในการเก็บรักษาอสุจิภายใต้สภาวะอุณหภูมิท่ีเย็นจัด ( Ultra low 
temperature) เพื่อให้สามารถเก็บรักษาอสุจิได้เป็นระยะเวลานาน ( Long term storage) ใน
ปัจจุบันนี้การแช่แข็งอสุจิมีไว้เพื่อเก็บรักษาอสุจิในกรณีท่ีฝ่ายชายมีความจ าเป็นท่ีจะต้องได้เคมีบ าบัด, 
รังสีรักษา, การผ่าตัดท่ีอาจจะท าให้เป็นหมันหรืออาจท าให้เกิดภาวะมีบุตรยากขั้นรุนแรงได้, การเก็บ
รักษาอสุจิไว้ก่อนท่ีจะมีการท าหมันชาย, เพื่อความสะดวกในการรักษาภาวะผู้มีบุตรยากในกรณีทีฝ่าย
ชายไม่สามารถมาเก็บน้ าเช้ือได้ในวันท่ีฝ่ายหญิงท าการเก็บไข่ และส าหรับบางรายท่ีมีน้ าเช้ืออ่อนก็
สามารถท่ีจะเก็บน้ าเช้ือสะสมไว้เพื่อน ามารวมกันและใช้ในคราวเดียวได้ หรือในกรณีท่ีต้องมีการผ่าตัด
เก็บอสุจิจากอัณฑะ (Surgical sperm recover : SSR) เช่น การใช้เข็มดูดอสุจิจากท่อพักน้ าเช้ือผ่าน
ทางผิวหนัง (Percutaneous epididymal sperm aspiration : PESA), การผ่าตัดจุลศัลยกรรมเพื่อ
ดูดตัวอสุจิจากท่อพักน้ าเช้ือ (Microsurgical epididymal sperm aspiration : MESA), การดูดตัว
อสุจิจากอัณฑะโดยตรงผ่านทางผิวหนัง (Testicular sperm aspiration : TESA) หรือ การตัดช้ินเนื้อ
ออกมาจากอัณฑะเพื่อสกัดแยกตัวอสุจิ (Testicular sperm extraction : TESE) ซึ่งเป็นส่ิงท่ีท าให้
เกิดการเจ็บตัวและเส่ียงต่อการติดเช้ือและภาวะแทรกซ้อนท้ังส้ิน ท้ังนี้การเก็บรักษาอสุจิโดยการแช่
แข็งนั้นก็เพื่อช่วยลดความเส่ียงต่อผู้ป่วยลง[3]  
 อย่างไรก็ตามวิธีการท า cryopreservation ของอสุจิ นั้นก็ยังมีข้อเสียท่ีท าให้มีผลกระทบต่อ 
sperm function ได้แก่ การเคล่ือนท่ีของอสุจิท่ีลดลง 25% - 75% และการเกิดการแตกหักของDNA
เพิ่มมากขึ้น หลังจากท่ีผ่านการท าละลายอสุจิแช่แข็ง [4] เนื่องจาก plasma membrane ของ 
spermatozoa นั้นมีไขมันอยู่ในรูปแบบของ polyunsaturated fatty acid ซึ่งอ่อนไหวต่อการถูก
โจมตีโดย Reactive oxygen species (ROS) ท่ีกระตุ้นให้เกิดขบวนการปฏิกิริยาทางเคมีท่ีเรียกว่า 
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lipid peroxidation ถ้ามี polyunsaturated fatty acid  อยู่ด้วย ปกติแล้วภายใน seminal 
plasma จะมี antioxidant อยู่เพื่อท่ีจะเป็นตัวยับยั้งปฏิกิริยาการเกิดROS  แต่ถ้ามี ROS มากก็จะท า
ให้ antioxidant ไม่สามารถยับยั้งการเกิดปฏิกิริยาได้ท้ังหมด และจะท าให้เกิดการท าลาย 
spermatozoa ต่อไปได้ [5] ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้ ผู้วิจัยจึงสนใจท าการศึกษาเปรียบเทียบ
ระหว่างการแช่แข็งเช้ืออสุจิก่อนและหลังการเตรียมเช้ืออสุจิ (sperm preparation) เพื่อท่ีจะดูว่า 
ระหว่างสองวิธีนี้วิธีใดจะช่วยให้มีการรักษาคุณภาพและประสิทธิภาพของ sperm function ได้ดีกว่า
กัน โดยเฉพาะในเรื่องของการเคล่ือนไหวของตัวอสุจิ (sperm motility) และการเกิดการแตกหักของ
DNA (DNA fragmention) ของเช้ืออสุจิ ผลของการทดลองครั้งนี้อาจสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการ
เพิ่มประสิทธิภาพของขบวนการช่วยการเจริญพันธ์(Assisted reproductive technology : ART) ใน
ชายได้ต่อไปในอนาคต และอาจจะช่วยเพิ่มอัตราการตั้งครรภ์ของคู่สมรสฝ่ายหญิงได้ 

 
1.2  วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

เพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของกระบวนการแช่แข็งอสุจิด้วยวิธีการแช่แข็งแบบเนื้อ
แก้ว (vitrification) ในกลุ่มท่ีผ่านและไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (sperm preparation) ต่อคุณภาพ
ของเช้ืออสุจิและการแตกหักของสายดีเอ็นเอ 

1.3  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย   

 การเปรียบเทียบผลของการแช่แข็งและการละลายของเช้ืออสุจิ ในกลุ่มท่ีผ่านและไม่
ผ่านกระบวนการเตรียมเช้ืออสุจิ เพื่อดูว่าวิธีการแบบใดจะท าให้มีคุณสมบัติและคุณภาพของเช้ืออสุจิท่ี
ดีกว่า ข้อมูลท่ีได้สามารถน ามาประกอบการตัดสินใจในการเลือกใช้กระบวนการแช่แข็งและละลาย
อสุจิเพื่อให้เกิดประโยชน์สูงสุดแก่คนไข้และเป็นทางเลือกในกระบวนการช่วยการเจริญพันธุ ์
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บทท่ี 2 
วรรณกรรมและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  ความรู้ทั่วไปเก่ียวกับการสร้างอสุจิ 

2.1.1  การสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศชาย (Spermatogenesis) 

การสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศชาย เกิดขึ้นภายใน seminiferous tubule โดยจะมีเซลล์
ต้ังต้นคือ spermatogonia (2n) ซึ่งปรากฏอยู่ภายใน seminiferous tubule ต้ังแต่ระยะ fetus เมื่อ
เข้าสู่วัยรุ่น (puberty)  spermatogonia จะแบ่งตัวแบบไมโทซิส (mitosis) หลายครั้งและพัฒนา
ต่อไปเป็น primary spermatocyte จากนั้น primary spermatocyte จะมีการแบ่งตัวแบบ 
meiosis ครั้งท่ี 1 เรียกว่า first meiotic division ได้ secondary spermatocyte ท่ีมีจ านวน
โครโมโซมลดลงครึ่งหนึ่ง (n) 2 เซลล์ ต่อมา secondary spermatocyte จะมีการแบ่งตัวแบบไมโอ
ซิส ครั้งท่ี 2 เรียกว่า second meiotic division ได้เป็น spermatid (n) 4 เซลล์  จากนั้น 
spermatid จะพัฒนาต่อไป โดยกระบวนการ spermiogenesis จนได้เซลล์อสุจิท่ีสมบูรณ์ [2] (ภาพที่ 
2.1) 

 
ภาพที่ 2.1  แสดงการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศชาย 

ท่ีมา : http://u18439936.onlinehome-        
server.com/craig.milgrim/Bio120/Outline/OutlineResources/Spermatogenesis.htm 
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2.1.2  กระบวนการสร้างรูปร่างอสุจิให้สมบูรณ์ (Spermatogenesis) 

Spermiogenesis เป็นกระบวนการเปล่ียนแปลงขั้นสุดท้ายของ spermatogenesis 
ประกอบด้วยการเปล่ียนแปลงหลายอย่างเพื่อเปล่ียนรูปร่างเซลล์ในระยะ spermatid ท่ีมีรูปร่าง
ค่อนข้างกลมไปเป็นเซลล์อสุจิท่ีมีรูปร่างยาวเรียว  (ภาพที่ 2.2) เพื่อให้เหมาะสมกับการเคล่ือนท่ีไป
ปฏิสนธิกับเซลล์ไข่ใน female reproductive tract ซึ่งการเปล่ียนแปลงดังกล่าวประกอบด้วย  

  2.1.2.1 การสร้าง acrosome ท่ีมีลักษณะแบนๆปกคลุมอยู่ทางด้านบน 
1/2 - 2/3 ของนิวเคลียส  ภายใน acrosome บรรจุเอนไซม์ท่ีจ าเป็นส าหรับการย่อยสลาย corona 
radiata และ zona pellucida เพื่อให้เซลล์อสุจิสามารถผ่านเข้าไปผสมกับเซลล์ไข่ได้[2] 

  2.1.2.2  การขดตัวของใยโครมาทินในนิวเคลียส เพื่อท าให้สารพันธุกรรม 
(DNA) ขดแน่น ท าให้นิวเคลียสมีขนาดเล็กลง เหมาะสมต่อการเคล่ือนท่ีของเซลล์อสุจิ อีกท้ังยังเป็น
การป้องกันการเกิดความเสียหายต่อ DNA ขณะท่ีเซลล์อสุจิเคล่ือนท่ีผ่านเข้าไปใน female 
reproductive tract[2] 

  2.1.2.3  การสร้างส่วนคอ middle piece และส่วนหาง โดยการจัดเรียง
ตัวของไมโทคอนเดรียบริเวณท่ีจะเกิดเป็น middle piece และมีการสร้าง microtubule ในบริเวณ
ส่วนหางของเซลล์อสุจิ[2] 

  2.1.2.4  การสลัดไซโทพลาสซึมของ spermatid ท าให้เซลล์มีขนาดเล็กลง 
เหมาะสมต่อการเคล่ือนท่ีผ่านเข้าไปใน female reproductive tract[2] 

 
ภาพที่ 2.2 แสดงการสร้างรูปร่างอสุจิให้สมบูรณ์ 

ท่ีมา : http://www.majordifferences.com/2013/06/difference-between-
spermatogenesis-and.html#.Vznx2PmLTIU 
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spermatogenesis เป็นกระบวนการท่ีเกิดขึ้นในชายต้ังแต่วัยรุ่นไปจนถึงตลอดชีวิต 

ระยะเวลาท่ีใช้ต้ังแต่ spermatogonia ไปจนกระท่ังได้เซลล์อสุจิท่ีสมบูรณ์ใช้เวลาท้ังหมด 64 วัน 
เซลล์อสุจิท่ีสมบูรณ์ผ่านไปยัง epididymis ท่ีขดอยู่ด้านหลังของอัณฑะก่อนท่ีจะเคล่ือนออกไปทาง 
vas deferens ต่อไป[2] 

2.1.3  เซลล์อสุจิที่สมบูรณ์  ประกอบด้วย 3 ส่วน คือ 

  2.1.3.1  ส่วนหัว (head) ประกอบไปด้วย 2 ส่วนท่ีส าคัญ ได้แก่ นิวเคลียส
ซึ่งภายในบรรจุ haploid chromosome และ acrosome ซึ่งคลุมอยู่ประมาณ 1/2 - 2/3 ทาง
ด้านบนของนิวเคลียส ภายใน acrosome บรรจุเอนไซม์เช่น acrosin, hyaluronidase ท่ีเป็นตัวช่วย
ย่อยผนังของเซลล์ไข่  ท าให้เซลล์อสุจิสามารถเจาะทะลุช้ันของ corona radiata และช้ัน zona 
pelucida ของเซลล์ไข่และเกิดการปฏิสนธิขึ้นได้[2] 

  2.1.3.2  ส่วนคอ (neck) เป็นรอยต่อระหว่างส่วนหัวและส่วนหาง[2] 

  2.1.3.3  ส่วนหาง (tail) ประกอบด้วย 3 ส่วนย่อยคือ middle piece, 
principal piece และ end piece ส่วนหางท าหน้าท่ีในการเคล่ือนไหวโดยได้พลังงานจากไมโทคอน
เดรียที่ส่วนของ middle piece ของเซลล์อสุจิ[2] 

 
 

ภาพที่ 2.3  แสดงเซลล์อสุจิท่ีสมบูรณ์ 

ท่ีมา : http://bio1152.nicerweb.com/Locked/media/ch46/sperm.html 
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2.1.4 น้ าอสุจ ิ(semen) 
 ภายในน้ าอสุจิจะประกอบไปด้วยอสุจิและของเหลวซึ่งส่วนใหญ่จะสร้างและหล่ังมาจาก 
accessory sex glands ได้แก่ ต่อมสร้างน้ าเล้ียงอสุจิ (seminal vesicle) (ร้อยละ 60 ) ต่อม
ลูกหมาก (prostate gland) (ร้อยละ13-33) และ bulbourethral gland  ของเหลวจาก seminal 
vesicle จะมีปริมาณของ ฟรุกโตส  (fructose) มาก ช่วยในการเดินทางของอสุจิและเป็นแหล่ง
พลังงานของอสุจิด้วย ส่วนของเหลวจากต่อมลูกหมากจะมีลักษณะใส มีความเป็นกรดอ่อนๆ ประกอบ
ไปด้วย acid phosphatase, citric acid, prostaglandins (PGs) และเอนไซม์ย่อยสลายต่างๆเป็น
จ านวนมาก ส าหรับของเหลวจาก bulbourethral gland จะหล่ังออกมาเล็กน้อยขณะร่วมเพศเพื่อ
สร้างความชุ่มช่ืนในท่อปัสสาวะ การท างานของ accessory sex glands เหล่านี้อยู่ภายใต้การ
ควบคุมของแอนโดรเจน [6] เมื่อมีการหล่ังน้ าอสุจิออกมาน้ าอสุจิจะรวมตัวเป็นตะกอน มีลักษณะขุ่น
ข้นคล้ายวุ้นเนื่องจากโปรตีนใน seminal vesicle และเมื่อต้ังท้ิงไว้ประมาณ 20-30 นาทีจะมีการ
ละลายตัวโดยเอนไซม์ท่ีมาจากต่อมลูกหมาก[7] น้ าอสุจิมีความเป็นด่างเล็กน้อย ซึ่งเช่ือว่าอาจจะช่วย
ป้องกันอันตรายจากของเหลวภายในช่องคลอดซึ่งมีสภาพเป็นกรด ส่วนแรกของน้ าอสุจิท่ีหล่ังออกมา
ประกอบด้วยของเหลวจากต่อมลูกหมากและมีอสุจิจ านวนมาก แต่ในส่วนหลังของน้ าอสุจิจะเป็น
ของเหลวจาก seminal vesicle และมีจ านวนอสุจิน้อยกว่า [6, 8]นอกจากอสุจิแล้วส่วนประกอบท่ี
ส าคัญของน้ าอสุจิได้แก่ โปรตีน fructose และ PGs เป็นต้น ซึ่ง ฟรุกโตส ช่วยเป็นแหล่งพลังงาน
ส าหรับอสุจิ ส่วน PGs ท าให้มีการหดรัดตัวของกล้ามเนื้อมดลูกและท่อน าไข่ เป็นการช่วยให้อสุจิเดิน
ทางเข้าไปยังท่อน าไข่ได้อย่างรวดเร็ว[9] 

 2.1.5  การเดินทางของอสุจิ 

 อย่างไรก็ตามแม้ว่าอัณฑะจะสร้างอสุจิท่ีสมบูรณ์เรียบร้อยแล้วแต่ก็ยังไม่สามารถ
เคล่ือนท่ีได้ จะต้องมีการเปล่ียนแปลงทางชีวเคมีและกายภาพขณะเดินทางไปจนถึงไข่[10] จากอัณฑะ 
อสุจิจะถูกขับเข้าไปสู่ epididymis โดยแรงหดรัดตัวของผนังของ seminiferous tubules (ST) 
ของเหลวที่สร้างจากเซลล์ sertoli จะช่วยให้การเคล่ือนไหวของอสุจิเป็นไปโดยสะดวกใน 
epididymis การหดรัดตัวของท่อจะช่วยให้อสุจิเดินทางไปสู่ vas deferens เมื่อผ่าน epididymis 
แล้วจะเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีท าให้อสุจิเคล่ือนไหวได้ดีจนกระท่ังไปรวมกับของเหลวจาก accessory 
sex glands ก่อนท่ีจะหล่ังออกมา[9] 

 2.1.6 การหลั่งน้ าอสุจิ 

 การหล่ังน้ าอสุจิจากร่างกายมี 2 ระยะ คือ 
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 - ระยะ emission เป็นระยะท่ีของเหลวจากต่อมลูกหมาก seminal vesicle และอสุจิมา
รวมตัวกันท่ี posterior urethra[6, 8] 

 - ระยะ ejaculation โดยน้ าอสุจิจะถูกขับออกมาทางท่อปัสสาวะ ท้ังนี้เกิดจากการหดรัดตัว
ของกล้ามเนื้อ perineum และ bulbourethra gland ขณะท่ีมีการคลายตัวของกล้ามเนื้อหูรูดส่วน
นอก ซึ่งถูกควบคุมโดยระบบประสาท[6, 8] 

 
2.2  การเตรียมเชื้ออสุจิ 
 การเตรียมน้ าเช้ือส าหรับใช้ในเทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์นั้นมีจุดมุ่งหมายเพื่อท าการล้าง
แยกตัวอสุจิท่ีปกติออกจาก seminal plasma เพราะในส่วนของ seminal plasma นั้นจะมีสารที่จะ
ยับย้ังการเกิด ปฏิกิริยา capacitation และความสามารถในการปฏิสนธิของอสุจิด้วย และนอกจากนี้
ยังมีส่วนของเซลล์เม็ดเลือดขาว ตัวอสุจิท่ีผิดปกติหรือตายแล้วและเศษเซลล์อื่นๆปนอยู่ซึ่งจะเป็นส่วน
ท่ีก่อให้เกิดสภาพแวดล้อมท่ีไม่เหมาะสมกับตัวอสุจิ การเตรียมอสุจิจะท าให้ได้ตัวอสุจิท่ีมีคุณภาพดี
ส าหรับเตรียมใช้ผสมกับไข่ด้วยวิธีการช่วยการเจริญพันธุ์ต่อไป[11] 
การเตรียมเช้ืออสุจิ มีหลายวิธีด้วยกัน คือ  

 1. Centrifugation and washing เป็นการอาศัยหลักการปั่นแยกเซลล์ด้วยแรงเหวี่ยง
ต่ าๆในเวลาส้ันๆ จากนั้นแยกส่วนท่ีเป็นน้ าใสท้ิงแล้วน าตะกอนตัวอสุจิ (sperm pellet) ท่ีได้มาเติม
น้ ายาเล้ียงตัวอ่อน อาจจะท าเพียงครั้งเดียวหรือสองครั้งก็ได้[11]  

 2. Layering หรือ Density gradient centrifugation เป็นวิธีแยกตัวอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีได้
ออกจากน้ าอสุจิ โดยอาศัยความสามารถในการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิโดยการวางช้ันของน้ ายา
เพาะเล้ียงประมาณ  2-3 มล.บนน้ าอสุจิท้ิงไว้ให้ตัวอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีได้ว่ายเข้ามาอยู่ในช้ันของน้ ายา
เพาะเล้ียงเช้ือแล้วดูดเอาส่วนของน้ ายาเพาะเล้ียงท่ีมีตัวอสุจิอยู่ไปใช้[11]  

 3. Swim-up เป็นการประยุกต์มาจาก2วิธีแรกโดยจะใช้ตะกอนตัวอสุจิท่ีได้จากการปั่น
แยกมาวางไว้ใต้ช้ันของน้ ายาเพาะเล้ียงแล้วทิ้งไว้ให้อสุจิเคล่ือนท่ีว่ายออกมาจากตะกอนเข้ามาอยู่ใน
ช้ันของน้ ายาเพาะเล้ียงแล้วค่อยดูดเอาส่วนของน้ ายาเพาะเล้ียงท่ีมีตัวอสุจิไปใช้ เป็นต้น[11]  

 ในงานวิจัยครั้งนี้เลือกการใช้แบบวิธีท่ี 1 ซึ่งเป็นวิธีท่ีท าง่ายและรวดเร็ว   นอกจากนี้การ
เตรียมอสุจิด้วยวิธีต่างๆก็จะมีข้อดีและข้อเสียแตกต่างกันออกไป โดยการประเมินประสิทธิภาพของ
การเตรียมอสุจิแต่ละวิธีจะท าให้สามารถเลือกวิธีการเตรียมอสุจิให้เหมาะสมกับท่ีต้องการได้ การ
ประเมินประสิทธิภาพของการเตรียมอสุจิ อาจจะท าได้หลายวิธี เช่น ผลการตรวจน้ าอสุจิภายหลังการ
เตรียมอสุจิ โดยเฉพาะอย่างยิ่ง ความเข้มข้นของอสุจิ การเคล่ือนไหวของอสุจิและรูปร่างของอสุจิ การ
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ค านวณในรูปของ yield คืออัตราส่วนระหว่างจ านวนอสุจิท้ังหมดท่ีได้ภายหลังการเตรียมอสุจิต่อ
จ านวนอสุจิท้ังหมดก่อนการเตรียมอสุจิ เป็นต้น[12] 

 

2.3  ความรู้ทั่วไปเก่ียวกับการแช่แข็งอสุจิ 

 2.3.1 การแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว (Vitrification) 

เป็นวิธีการท่ีแช่แข็งเช้ืออสุจิแบบใหม่ในปัจจุบัน  โดยเป็นการท าให้เช้ืออสุจิถูกเก็บไว้ใน
สภาพแช่แข็ง ด้วยเทคนิคท าให้เกิดการเย็นตัวลงอย่างรวดเร็ว เพื่อเป็นการป้องกันอันตรายจากการ
เกิดเก ล็ดน้ าแข็ง ซึ่งเป็นวิธีการแช่แข็งท่ีใช้เวลาน้อยกว่าและประหยัดมากกว่าการแช่แข็งแบบลด
อุณหภูมิ[3, 5] 

 การแช่แข็งอสุจินั้นมี 3 วิธีด้วยกัน ได้แก่ 

  2.3.1.1  การแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆด้วยเครื่องคอมพิวเตอร์ 
(slow cooling หรือ equilibrium cooling) ใช้เครื่องแช่แข็งท่ีมีการควบคุมด้วยระบบคอมพิวเตอร์ 
(Computer-controlled freezer) ท่ีจะลดอุณหภูมิลงช้าๆ โดยลดจากเครื่องแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ 20 
องศาเซลเซียสลง 2 องศาเซลเซียส /นาที จนถึงอุณหภูมิลดลงไปถึง -5 องศาเซลเซียสจึงคงอุณหภูมิ
ของเครื่องไว้ที่ -5 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 10 นาที ในกรณีท่ีต้องการชักน าให้เกิดผลึกน้ าแข็ง 
(seeding) ให้ท าในช่วงนี้โดยการใช้ forceps จุ่มลงในไนโตรเจนเหลวก่อนแล้วน ามาแตะท่ีด้านข้าง
ของหลอดจนเห็นผลึกน้ าแข็งเกิดขึ้น จากนั้นจะลดอุณหภูมิลงในอัตรา 10 องศาเซลเซียส /นาที จน
อุณหภูมิลงไปถึง -100 องศาเซลเซียส จึงน าหลอดบรรจุอสุจิไปจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวซึ่งมีอุณหภูมิ -
196 องศาเซลเซียส[3, 13] 

  2.3.1.2 การแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วในไอของ
ไนโตรเจนเหลวภายในถังบรรจุไนโตรเจนเหลว (rapid cooling หรือ non-equilibrium cooling) 
เป็นวิธีการแช่แข็งอสุจิโดยการใส่อสุจิในภาชนะ เช่น straw หรือ cryovials แล้วน าไปวางในแนวราบ
ของไอไนโตรเจนเหลวภายในถังบรรจุไนโตรเจนเหลว โดยให้อยู่เหนือผิวของไนโตรเจนเหลว 25 
เซนติเมตรเป็นเวลา 10 นาที ส าหรับหลอด IMV (Instruments de Medicine veterinaire) ขนาด 
36 เซนติเมตร เป็นเวลา 15 นาที และเหนือระดับไนโตรเจนเหลว 15 เซนติเมตร อีก 15 นาที ก่อนท่ี
จะจุ่มลงไปในไนโตรเจนเหลว แต่หลอดเหล่านี้ห้ามวางซ้อนกัน ต้องเรียงกันเพียงช้ันเดียวเท่านั้น 
เพราะหลอดแต่ละอันจะมีอัตราการลดความเร็วไม่เท่ากัน จะท าให้อัตราการรอดของอสุจิแตกต่างกัน
ไปด้วย[3, 13] 
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  2.3.1.3 การแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว (vitrification)  

เป็นวิธีการแช่แข็งโดยการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว วิธีการนี้ก าลังเป็นท่ีสนใจและศึกษาในปัจจุบัน 
เพราะเป็นวิธีท่ีประหยัดเวลาและค่าใช้จ่าย ซึ่งการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วนี้ อาศัยปัจจัยท่ีส าคัญคือ 
ความเข้มข้นของน้ ายาแช่แข็งและอัตราการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว ซึ่งการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วนี้
สามารถแช่แข็งโดยท่ีจะใส่หรือไม่ใส่น้ ายาแช่แข็งก็ได้ รวมถึงการแช่แข็งแบบ solid surface 
vitrification (SSV) ด้วย ซึ่งการแช่แข็งด้วยวิธีนี้จะใช้อลูมิเนียมฟอย ด์วางไว้บนพื้นผิวของ
ไนโตรเจนเหลวเพื่อท่ีจะท าให้เกิดการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วและยังสามารถป้องกันการ
เกิดผลึกน้ าแข็งได้อีกด้วย[14] 

 กระบวนการแช่แข็งเป็นสาเหตุท่ีท าให้เซลล์อสุจิเกิดความเสียหายและท าให้การ
ท างานของอสุจิรวมถึงการเคล่ือนไหวและอัตราการอยู่รอดของอสุจิลดลง และยังเป็นสาเหตุท่ีท าให้
เกิดความเสียหายต่อดีเอ็นเอของอสุจิเพิ่มข้ึนด้วย [15]  ซึ่งกลไกท่ีท าให้เกิดความเสียหายนั้นอาจจะ
สัมพันธ์กับ cold shock ท่ีเกิดจากการเปล่ียนอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว, osmotic shock ท่ีเกิดจาก 
cryoprotectant ในน้ ายาแช่แข็ง และ cellular dehydration ท่ีเกิดจากการที่เพิ่มความเข้มข้นของ
ตัวท าละลาย[16] นอกจากนี้การท่ีเกิดผลึกน้ าแข็งท้ังภายในเซลล์และภายนอกเซลล์ ยังมีผลกระทบ
ต่อ cell membrane integrity ด้วย ซึ่ง cool rate จะมีบทบาทท่ีส าคัญในการเกิด cryoinjury มาก
หรือน้อย ระหว่างการแช่แข็ง การเกิดผลึกน้ าแข็งขึ้นใน extracellular matrix จะท าให้เกิด 
osmotic gradient ท าให้น้ าภายใน intracellular space สามารถผ่านเข้าไปสู่ extracellular 
space ได้โดยจะผ่านทางเย่ือหุ้มเซลล์ เพราะฉะนั้นถ้ามี rapid cooling rate จะเกิด intracellular 
ice formation ได้ แต่ถ้ามี slow cooling rate น้ าภายใน intracellular space จะออกไปรวมกับ 
ice nucleate ใน extracellular space ซึ่งการเกิด เกล็ดน้ าแข็งภายในเซลล์  (intracellular ice 
formation) และการสูญเสีย cell membrane integrity จะท าให้เกิด osmotically inactive[16] 
ดังนั้น cooling rate จึงมีความส าคัญเป็นอย่างมาก เพราะว่าถ้าเร็วมากเกินไปจะท าให้เกิด severe 
intracellular ice formation แต่ถ้าหากช้ามากเกินไปก็จะท าให้เกิด cell damage จาก toxicity ท่ี
เกิดจาก intracellular high solution concentration ขึ้นได้ 

กระบวนการแช่แข็งและละลายพบว่ามีผลกระทบท าให้คุณภาพของอสุจิ ท าให้ เกิด
การเปล่ียนแปลงในเรื่องของอัตราการเคล่ือนไหวของอสุจิ รูปร่างของอสุจิ อัตราอสุจิท่ีมีชีวิตและ
ความเสียหายของดีเอ็นเอ เป็นต้น และวิธีการท าการแช่แข็งอสุจิแบบช้านั้นยังท าให้เกิดคือ thermal 
shock, osmotic shock, การเกิด intracellular และ extracellular ice crystal และ cell 
dehydration[17] แต่กระบวนการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วมีข้อดีคือ จะไม่ท าให้เกิดผลึกน้ าแข็งท้ัง
ภายนอกและภายในเซลล์ ซึ่งอาจจะเป็นเพราะการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วท าให้ผลกระทบท่ี
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อาจจะเกิดขึ้นกับตัวอสุจิลดลง รวมท้ังการเกิด chilling injury ด้วย และวิธีการนี้เป็นวิธีท่ีราคาไม่สูง
และใช้เวลาในการท าส้ัน[18] 

 สรุป การเคล่ือนท่ีของอสุจิ, plasma membrane integrity และ mitochondria 
function จะมีการเปล่ียนแปลงไปตาม cooling rate[16, 17, 19] โดยท่ีการเกิด cell membrane 
integrity นั้นเป็นปัจจัยท่ีส าคัญต่อการเคล่ือนไหวและการมีชีวิตรอดของอสุจิ ซึ่งในระหว่างท่ีท าการ
แช่แข็ง การเกิดความเย็นในระยะเริ่มต้นท าให้เกิดการเปล่ียนผ่านของเย่ือหุ้มเซลล์ (phase 
transition) ของ membrane lipid และท าให้หน้าท่ีของ membrane protein ท่ีท าหน้าท่ีขนส่ง 
ion และเมตาโบลิซึมท าหน้าท่ีได้น้อยลง[16] นอกจากนี้กระบวนการแช่แข็งและละลายจะท าให้เกิด
การเปล่ียนแปลงใน mitochondrial membrane fluidity ซึ่งจะส่งผลให้ mitochondrial 
membrane potential เพิ่มสูงขึ้นและจะท าให้มีการสร้างและปล่อย ROS ออกมาโดยท่ี ROS จะไป
ท าให้เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอในอสุจิ ซึ่งจะพบท้ัง single และ double stand DNA ได้บ่อย
มาก นอกจากท่ีกระบวนการแช่แข็งจะมีส่วนท่ีท าให้อสุจิเสียหายแล้ว การละลายอสุจิก็ท าให้อสุจิเกิด
ความเสียหายได้เช่นกัน เพราะการละลายนั้นท าให้เกิดผลึกน้ าแข็ง จะมีผลต่อความเสียหายของออร์
แกเนลล์ภายในอสุจิ อีกท้ัง cryoprotectant เป็นตัวที่ท าหน้าท่ีในการป้องกันการเกิดผลึกน้ าแข็ง แต่
ตัวมันเองก็เป็นพิษถ้าใช้ในปริมาณมาก[16] 
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ตารางท่ี 2.1 แสดงการแช่แข็งด้วยวิธีต่างๆเพื่อดูผลของการเกิด DNA damage[17] 

Authors 

Test to 
evaluate 

DNA 
integrity 

Number of 
samples 

Cryopreservation 
methods 

"
Does the 
freezing-
thawing 

procedure 
induce 

sperm DNA 
damage" 

Hamamah et. 
al., 1990 

Acridine 
orange 

staining and 
Feulgen-DNA 
quantitative 
microspectro 
photometry 

10 Unspecified Yes 

Spano et. al., 
1999 

SCSA (Sperm 

Chromatin 
Structure 
Assay)  + 
Acridine 

orange staing 

19 

Equilibration at 37˚c, 
freezing in liquid 

nitrogen vapour at -
80˚c and then 

storaged in liquid 
nitrogen at -196˚c 

Yes 

 Hammadeh et. 
al., 2001 

Acridine 
orange 
staining 

59 

Computerized slow-
stage freezer + static 

liquid nitrogen 
vapour 

Yes 

 Donnelly et. 
al., 2001 

Comet assay 40 
Equilibration at 37˚c, 

freezing in liquid 
nitrogen vapour at -

Yes 
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80˚c and then 
storaged in liquid 
nitrogen at -196˚c 

Gandini et. al., 
2006 

Acridine 
orange 
staining 

19 

Equilibration at 37˚c, 
freezing in liquid 

nitrogen vapour at -
80˚c and then 

storaged in liquid 
nitrogen at -196˚c 

Yes 

 De Paula et. al., 
2006 

TUNEL assay 

77:  

(i) 30 
normozoospermic 

(ii) 47 
oligozoospermic 

Use of freezer at -
20˚c, freezing in 
liquid nitrogen 
vapour, then 

storaged in liquid 
nitrogen -196˚c 

Yes 

Petyim and 
choavaratana, 

2006 

Acridine 
orange 
staining 

50 

Freezing with liquid 
nitrogen vapour and 

computerized 
program freezer 

Yes 

Nagamwutti 
wong and  

Kunathikom, 
2007 

Acridine 
orange 
staining 

20 
Freezing with liquid 

nitrogen vapour 
Yes 

Dejarkom and 
Kunathikom, 

2007 

Acridine 
orange 
staining 

20 
Computerized 
controlled rate 

freezing 
Yes 

 Thomson et. 
al., 2009 

TUNEL assay 60 
Use of 

programmable 
freezer 

Yes 
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 Thomson et. 
al., 2009 

TUNEL assay 320 

Sample frozen with 
and without 

cryoprotectant by 
slow controlled-rate 

method using a 
programmable 

freezer 

Yes 

Zribi et. al., 
2010 

TUNEL assay 15 

Equilibration at 
37˚c, freezing in 
liquid nitrogen 

vapour at -80˚c and 
then storaged in 

liquid nitrogen at -
196˚c 

Yes 

Kadenisa et. 
al., 2014 

Comet assay 40 Vitrification Yes 

โดยท่ีการทดลองครั้งนี้เลือกใช้การแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว  (vitrification) 
ซึ่งเป็นวิธีการท่ีท าได้ง่าย, ใช้เวลาน้อยและให้ผลต่อการรอดชีวิตของเช้ืออสุจิหลังการละลาย [20] ใน
หลายปีท่ีผ่านมามีผลงานท่ีได้จากการแช่แข็งเช้ืออสุจิมาท าหัตการด้วยวิธีต่างๆได้ผลดีมากขึ้น[21] 
 การแช่แข็งอสุจิเพื่อจุดประสงค์ทางคลินิกนั้น สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ประเภท คือ การแช่
แข็งอสุจิเก็บไว้เพื่อใช้เอง (semen auto-conservation หรือ client depositor) และการแช่แข็ง
เพื่อเป็นธนาคารอสุจิให้แก่คนอื่น (donor banking)[3] 

2.3.2  การแช่แข็งอสุจิไว้เพื่อใช้เอง มีวัตถุประสงค์ดังต่อไปนี้ 

  2.3.2.1  เพื่อเก็บรักษาภาวะเจริญพันธุ์ก่อนท่ีจะเริ่มมีการให้เคมีบ าบัด, รังสีรักษา 
หรือการผ่าตัด ซึ่งอาจจะท าให้ผู้ป่วยเป็นหมันหรืออาจจะเกิดภาวะมีบุตรยากขั้นรุนแรงได้ เคยมี
รายงานว่ามีเพียง 20% - 50% ของผู้ชายเท่านั้น ท่ีเคยได้รับเคมีบ าบัดมาแล้วสามารถกลับมามีการ
สร้างตัวอสุจิได้ดีเหมือนเดิม[22] อีกท้ังใน บางกรณีของบางโรคท่ีมีการด าเนินของโรคเป็นระยะเวลา
ยาวนานก็อาจจะส่งผลต่อการแข็งตัวของอวัยวะเพศชายหรือต่อการหล่ังอสุจิเช่น โรคเบาหวาน โรค
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หลอดเลือด กลุ่มอาการท่ีมีการสร้างภูมิต้านทานต่อตนเอง (autoimmune diseases) เพราะฉะนั้น 
ในกรณีเหล่านี้จึงควรพิจารณาการเก็บอสุจิแช่แข็งไว้ด้วย[3, 23, 24] 

 2.3.2.2  เพื่อเก็บรักษาอสุจิไว้ก่อนการมีการท าหมันชาย เพื่อเป็นทางเลือกในกรณีท่ี
คู่สมรสอาจจะเกิดการเปล่ียนใจภายหลังท่ีต้องการจะมีบุตรอีกในอนาคต[3, 13, 25] 

 2.3.2.3  เพื่อความสะดวกในการรับการรักษาภาวะมีบุตรยาก ในกรณีท่ีฝ่ายชายไป
ท างานต่างประเทศหรือไม่สามารถมาได้ในวันท่ีมีการเก็บไข่ในฝ่ายหญิง[3, 13, 25, 26] 

 2.3.2.4  บางรายท่ีฝ่ายชายมีน้ าเช้ืออ่อน ก็อาจจะมีการเก็บสะสมอสุจิไว้ เพื่อน ามา
รวมกันและใช้ในคราวเดียว[3, 13, 26] 

 2.3.2.5  ในรายท่ีต้องมีการเก็บอสุจิจากอัณฑะ (surgical sperm recovery ; SSR) 
เช่น การใช้เข็มดูดอสุจิจากท่อพักน้ าเช้ือผ่านทางผิวหนัง (percutaneous epididymal sperm 
aspiration ; PESA), การผ่าตัดจุลศัลยกรรมเพื่อดูดตัวอสุจิจากท่อพักน้ าเช้ือ (microsurgical 
epididymal sperm aspiration ; MESA), การดูดตัวอสุจิจากอัณฑะโดยตรงผ่านทางผิวหนัง 
(testicular sperm aspiration ; TESA) หรือการตัดช้ินเนื้อออกมาจากอัณฑะเพื่อท าการสกัดตัวอสุจิ 
(testicular sperm extraction ; TESE) เป็นต้น ท้ังหมดนี้ล้วนแต่เป็น กระบวนการท่ีต้องมีการเจ็บ
ตัวทั้งส้ิน รวมท้ังยังมีความเส่ียงท่ีจะเกิดการติดเช้ือหรือเกิดภาวะแทรกซ้อนตามมาอีกด้วย ดังนั้นจึง
ควรท่ีจะมีการลดจ านวนการท ากระบวนการเหล่านี้ให้น้อยท่ีสุด โดยการท าการแช่แข็งอสุจิหรือช้ิน
เนื้อจากอัณฑะเอาไว้[3, 13, 26] 

  

2.3.3  การแช่แข็งอสุจิเพื่อใช้เป็นธนาคารอสุจิ 

  2.3.3.1  การเก็บอสุจิของผู้บริจาคแช่แข็งไว้ เพื่อรอผลการตรวจต่างๆ เช่น 
การเพาะเช้ือ การตรวจเช้ือไวรัสตับอักเสบ การตรวจ human immunodeficiency virus (HIV) 
ฯลฯ เพื่อป้องกันการแพร่ไปติดผู้ใช้ ในส่วนกรณีของ HIV นั้นจะต้องมีการเจาะเลือดตรวจ 2 ครั้ง โดย
ห่างกัน 6 เดือนก่อนท่ีจะมีการน าอสุจิแช่แข็งออกมาใช้ได้[3, 13, 26] 
   2.3.3.2  ธนาคารอสุจินั้นท าให้มีความหลากหลายของลักษณะทาง
พันธุกรรม (genotype) และลักษณะท่ีแสดงออก (phenotype) เช่น หมู่เลือด สีผม สีตา ฯลฯ ท าให้
ผู้ใช้บริการสามารถเลือกได้ตามความต้องการเพื่อให้ใกล้เคียงกับคู่สมรสฝ่ายชายได้มากท่ีสุด [3, 13] 
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 2.3.4  Cryoprotectant (CPAs)  

 Cryoprotectant เป็นสารที่ช่วยปกป้องเซลล์จากผลเสียของกระบวนการแช่แข็ง
สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ชนิด[27, 28] 

    2.3.4.1  Permeating cryoprotectant เป็นกลุ่มท่ีสารมีขนาดเล็ก มี
น้ าหนักโมเลกุลอยู่ท่ีระหว่าง 63-97 จึงสามารถแทรกซึมเข้าภายในเซลล์ได้ดี   เช่น  
dimethylsulfoxide (DMSO), propylene glycol (PROH), ethylene glycol (EG) และ glycerol 
(Gly) เป็นต้น[2, 3, 29] สารกลุ่มนี้สามารถละลายน้ าได้ดีมากเวลาผสมกับน้ าจะคายความร้อน (heat 
of solution) ออกมาปริมาณมาก ซึ่งจะแสดงถึงความสามารถในการเปล่ียนแปลงโครงสร้างของน้ า
โดยการท าลาย hydrogen bonds จับกับโมเลกุลของน้ า และยังสามารถเข้าแทนท่ีได้โดยใช้ 
hydrogen bonds จับกับโมเลกุลของน้ า ยกตัวอย่างเช่น 1, 2 propanediol และ glycerol การจับ
จะเกิดขึ้นระหว่างไฮโดรเจนอะตอมในหมู่ -OH ของ CPAs กับออกซิเจนอะตอมของน้ าหรือในกรณี
ของ DMSO ออกซิเจนอะตอมของ DMSO จะจับกับไฮโดรเจนอะตอมของน้ าและคายความร้อน
ออกมา[3, 30] กลไลการออกฤทธิ์ของ permeating CPAs ค่อนข้างซับซ้อนและอาจจะเกิดขึ้นที่
หลายต าแหน่ง กล่าวคือ CPAs ช่วยในการลดจุดเยือกแข็งของสารละลาย (freezing point 
depression) [31] และในกรณีของการแช่แข็งโดยการลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆความเข้มข้นของ 
CPAs ท่ีใช้ค่อนข้างต่ า จึงจะมีผลในการลดจุดเยือกแข็งเพียง 2-3˚c เท่านั้นแต่เมื่อการแช่แข็งด าเนิน
ต่อไปท่ีอุณหภูมิต่ ากว่า -7˚c และเกิดผลึกน้ าแข็งเกิดขึ้นภายนอกเซลล์ ความเข้มข้นของ CPAs จะ
เพิ่มสูงขึ้นมากในส่วนของน้ าท่ียังไม่เป็นน้ าแข็ง (nonfrozen fraction)[3] ท าให้จุดเยือกแข็งลดลงได้
มาก เพราะฉะนั้นในช่วงนี้ CPAs ท่ีอยู่ภายในเซลล์ยังจะมีบทบาทท่ีส าคัญอีก 2 ข้อคือ  

    2.3.4.1.1 CPAs เข้าแทนท่ีสารละลายบางส่วนในเซลล์ จึงช่วยลดผลเสีย 
(toxicity) จากการที่มีความเข้มข้นของสารละลายสูงเกินไป โดยเฉพาะความเข้มข้นของพว กเกลือแร่
ต่างๆ ซึ่งคุณสมบัตินี้เรียกว่า "salt buffering property"[30, 31] 

    2.3.4.1.2  CPAs สามารถเข้าแทนท่ีโมเลกุลของน้ าท่ีฉาบอยู่โดยรอบของ 
macromolecules ท่ีส าคัญๆ เช่น เอนไซม์ และช่วยป้องกันสารเหล่านี้ไม่ให้เสียโครงสร้างตติยภูมิไป
อย่างถาวร (irreversible conformational changes) [30, 31] 

 นอกจากนี้  CPAs บางชนิด เช่น PROH ยังมีฤทธิ์ในการ depolymerize actin 
filaments จึงสามารถช่วยป้องกัน meiotic spindle ของไข่จากการถูกท าลาย ส่วน glycerol ช่วย
ปกป้อง cytoskeleton ของเซลล์โดยท าปฏิกิริยากับ microfilament และ microtubule ภายใน
เซลล์[31] 
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        A        B 

ภาพที่ 2.4 แสดง ethylene glycol (A) และ dimethylsulfoxide (B) 

ท่ีมา :  http://www.health911.com/files/3487184/uploaded/DMSO.jpg และ       
 http://www.madgetech.com/media/catalog/product/cache/1/image/9df78eab3
 3525d08d6e5fb8d27136e95/g/l/glycol_web_1_1.jpg 
 

    2.3.4.2  Nonpermeating cryoprotectant เป็นกลุ่มน้ าตาลท่ีมีโมเลกุล
ขนาดใหญ่ จึงอยู่ได้แต่ภายนอกเซลล์ เช่น sucrose, raffinose, glycine, trehalose และโปรตีน 
เป็นต้น [2, 3, 29]  สารคัดหล่ังในธรรมชาติหลายชนิด เช่น น้ านม ซีรัม และไข่แดง ก็อาจจะมี
องค์ประกอบท่ีมีคุณสมบัติเป็น CPAs ด้วย สารเหล่านี้มีขนาดใหญ่จึงไม่สามารถผ่านเย่ือหุ้มเซลล์เข้า
ไปภายในเซลล์ได้ โดยกลไลการออกฤทธิ์คงเป็นการดูดน้ า ("free water") ออกจากเซลล์ท าให้โอกาส
ท่ีจะเกิดผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ลดลง พวก  macromolecules ดังกล่าวจะยังเป็นตัวช่วยปกป้อง
ไม่ให้ zona pellucida แตกหักจากการทิ่มแทงของผลึกน้ าแข็ง ดังนั้นในน้ ายาแช่แข็งไข่และตัวอ่อน 
จึงต้องมีการเติม nonpermeable CPAs เข้าไปด้วยเสมอ[30, 31] 

         
              A        B 

ภาพที่ 2.5 แสดง trehalose (A) และ sucrose (B) 
ท่ีมา : http://lifesci.com/wp-content/uploads/2014/06/1M-Trehalose-Solution- 427x393.jpg  
และ  http://wisbiomed.com/equipment/images/sucrose2.jpg 
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 ส าหรับอสุจิของคนจะใช้ ethylene glycol cryoprotectant[29] แต่ในบางแห่งจะใช้ 
7.5% glycerol เป็น cryoprotectant แต่ควรจะระวังเรื่อง toxic effect [2, 32-34] 

 เพื่อท่ีจะเพิ่มอัตราการอยู่รอดของตัวอสุจิภายหลังท่ีมีการแช่แข็งจึงมีการเพิ่ม 
nonpermeable cryoprotectant เช่น glycine, zwitterions, citrate และไข่แดง (egg-yolk) เป็น
ต้น ใน cryoprotectant ด้วย ในระยะแรกนิยมใช้ extenders ได้แก่ glycerol egg-yolk citrate 
(GEYC)[35] ซึ่งมีการพัฒนาปรับปรุงสูตรมาจนถึงปัจจุบัน แต่พบว่าการเคล่ือนไหวของตัวอสุจิหลังการ
ละลายดีกว่าการใช้ glycerol อย่างเดียวเพียงเล็กน้อย[36, 37] 

 2.3.5  ข้อดีและข้อเสียของการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว 

 การแช่แข็งเซลล์ไม่ว่าจะเป็นวิธีไหนก็ตาม ล้วนแต่จะส่งผลท าให้เซลล์ต้องเจอกับสภาวะ
ท้ังภายในและภายนอกท่ีผิดไปจากธรรมชาติ เช่น การสูญเสียน้ าออกไปจากเซลล์ การเกิดผลึกน้ าแข็ง
ภายในหรือภายนอกเซลล์ การเปล่ียนแปลงความเป็นกรดด่าง ความเข้มข้นของสารละลาย และ 
ionic strength ภายในและภายนอกเซลล์ ซึ่งหลักการแช่แข็งคือการพยายามก าจัดหรือลดอันตราย
ต่างๆท่ีจะเกิดขึ้นกับเซลล์ในกระบวนการแช่แข็งและการละลายเซลล์ให้เหลือให้น้อยท่ีสุด หรืออย่าง
น้อยๆ ให้เซลล์อยู่ในสภาวะท่ีสามารถซ่อมแซมตัวเองได้[3, 38, 39] 

 เปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว  

    2.3.5.1 เครื่องมือ  - การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วต้องการเพียงแค่
ไนโตรเจนเหลวและภาชนะใส่ซึ่งมีราคาถูกกว่าและสามารถน าไปใช้ภาคสนามได้สะดวกกว่าโดยไม่ 

ต้องการการดูแลรักษาเครื่องมือท่ียุ่งยาก ต่างจากการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆ จะต้องการ
เครื่องมือแช่แข็งท่ีควบคุมด้วยคอมพิวเตอร์ ซึ่งมีระบบการท างานท่ีซับซ้อนกว่า มีราคาสูงกว่าและ
ต้องการการดูแลเป็นพิเศษด้วย[11] 

    2.3.5.2 น้ ายาแช่แข็ง - การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วมีการใช้ความเข้มข้นของ 
CPAs ในขนาดท่ีสูงกว่าการแช่แข็งแบบช้า [3, 11, 39, 40] โดยมีการใช้ความเข้มข้นของ CPAs ใน
ขนาดต่ า เช่น 1.5 mol/l ดังนั้นโอกาสท่ีจะเกิดผลข้างเคียงของ CPAs ต่อเซลล์ในกรณีของการแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้วจึงมีโอกาสมากกว่า ดังนั้นเพื่อลดผลข้างเคียงควรเลือกใช้ CPAs ท่ีมีผลเสียต่อเซลล์ให้
น้อยท่ีสุด เช่น ethylene glycol หรือ propylene glycol และควรใช้ร่วมกันมากกว่า 1 ชนิดหรือใช้
ท้ัง permeating และ non-permeating CPAs ร่วมกันเพื่อลดผลข้างเคียงของ CPAs แต่ละตัวลง
[11, 41, 42] 
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    2.3.5.3 ระยะเวลา - การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วจะใช้เวลาในการลดอุณหภูมิ 
(15,000 - 30,000˚c/นาที) เพียงไม่กี่วินาที แต่การลดอุณหภูมิลงช้าๆ (0.3-2˚c/นาที) จะต้องใช้เวลา
อย่างน้อย 90 นาที [3, 11, 40] 

    2.3.5.4 ขั้นตอน - การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วจะมีแค่น าเซลล์ไปผสมกับน้ ายา
แช่แข็ง 1-2 ชนิด แล้วจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวเลย ต่างจากการลดอุณหภูมิแบบช้าๆ จะยุ่งยากและมี
หลายข้ันตอนกว่า เช่น นอกจากน าเซลล์ไปสัมผัสกับน้ ายาแช่แข็ง 2-3 ชนิดแล้ว ยังจะต้องมีการ 
seeding เพื่อให้เกิดผลึกน้ าแข็งขึ้นช้าๆด้วย[3, 11] 

    2.3.5.5 ความเส่ียง - โดยปกติแล้วความเส่ียงต่อเซลล์จากการแช่แข็ง
อาจจะเกิดได้ทุกระยะของการแช่แข็ง สามารถแบ่งออกเป็น 5 ระยะ ตามช่วงของการลดอุณหภูมิ [41] 
คือ 

     2.3.5.5.1 จากช่วงอุณหภูมิห้องจนถึง -5˚c จะเรียกว่า chilling 
injury โดยการลดอุณหภูมิจะมีผลต่อหยดไขมัน (lipid droplet) ภายในไซโทพลาสซึมของเซลล์และ 
microtubules รวมท้ัง mitotic spindle ของเซลล์ไข่ในระยะ MII[41, 43] กลไกท่ีท าให้เกิด 
chilling injury ยังไม่ทราบดีนัก [41] แต่พบว่าเซลล์ต่างชนิดกันจะมีความไวต่อ chilling injury ไม่
เท่ากัน เช่น ไข่วัวและไข่หมูจะมีหยดไขมันภายในเซลล์จ านวนมากและไวต่อ chilling injury มากกว่า
ไข่คน[43] ในขณะท่ีตัวอสุจิของคนพบว่าไม่มี chilling injury[31] ในการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วจะมีการ
ลดอุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว ท าให้เซลล์ผ่านช่วงของอุณหภูมิท่ีอาจก่อให้เกิด chilling injury ไปได้ใน
เวลาเป็นวินาทีหรือส้ันกว่า ซึ่งจะต่างจากการแช่แบบลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆ ซึ่งจะใช้เวลาหลายนาที
จึงท าให้มีโอกาสท่ีจะเกิด chilling injury ได้มากกว่า [41]  ในการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วจึงมีการใช้ 
CPAs ความเข้มข้นสูง ดังนั้นนอกจากปัญหาเรื่องผลข้างเคียงของ CPAs แล้วอาจจะยังมีปัญหาเรื่อง 
osmotic shock เกิดขึ้นด้วย เพราะสารละลายของ CPAs ท่ีมีความเข้มข้นสูงจะดูดน้ าออกจากเซลล์
อย่างรวดเร็วในการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว จึงต้องเลือกใช้ permeating CPAs ท่ีสามารถซึมเข้าออก
จากเซลล์ได้รวดเร็วเพื่อลดปัญหา osmotic imbalance และในบางกรณีอาจจะใช้วิธีสัมผัสกับ 
vitrification solution เป็น 2 ขั้นตอนโดยค่อยๆท าการเพิ่มความเข้มข้นของ CPAs ขึ้น[3, 42] 

     2.3.5.5.2 จากช่วงระหว่าง -5˚c ถึง -80˚c ความเส่ียงของการแช่
แข็งโดยการลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆมักจะเกิดจากการมีผลึกน้ าแข็งเกิดขึ้นภายในเซลล์หรือเกิดจาก
การท่ีเซลล์ต้องเผชิญกับความเข้มข้นของสารละลาย โดยเฉพาะพวกเกลือแร่ท่ีสูงขึ้นมากมายในเซลล์ 
(solution effect) เนื่องจากน้ าภายในเซลล์จะถูกดูดออกไปและกลายเป็นตกผลึกของน้ าแข็ง
ภายนอกเซลล์ [42, 43] แต่ในการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว น้ าภายในเซลล์ถูกเปล่ียนเป็นของแข็งคล้าย
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แก้ว โดยไม่มีผลึกน้ าแข็งเกิดขึ้น และไม่มีการสูญเสียน้ าออกไป จึงท าให้เล่ียงความเส่ียงจาก solution 
effect ได้[3, 42] 

     2.3.5.5.3 จากช่วงระหว่าง -50˚c ถึง -150˚c มักเป็นช่วงแตกร้าว 
(fracture damage) ของ zona pellucida หรือไซโทพลาสซึมของเซลล์[3, 41] ความเส่ียงแบบนี้มัก
เกิดขึ้นในกรณีท่ีมีความแตกต่างของอุณหภูมิอย่างมาก ระหว่างอุณหภูมิด้านล่างและด้านบนของหยด
อสุจิท่ีอยู่ในหรือบนไนโตรเจนเหลว  ดังนั้นในการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วในปัจจุบันจึงพยายามหลีกเล่ียง
การแตกร้าวนี้โดยการแช่แข็งในปริมาณท่ีน้อยกว่า 1µl[38, 44, 45] 

     2.3.5.5.4 จากช่วงระหว่าง -150˚c ถึง -196˚c ท่ีอุณหภูมิ -
196˚c เป็นอุณหภูมิของไนโตรเจนเหลวที่ใช้ในการเก็บรักษาเซลล์ ถือว่าเป็นช่วงท่ีเป็นอันตรายต่อ
เซลล์น้อยท่ีสุด ซึ่งอันตรายท่ีอาจจะเกิดมี 2 ประเภท คือ 

    - อาจมีการเพิ่มอุณหภูมิข้ึนโดยบังเอิญจากความพล้ังเผลอของคนหรือจาก
    อุบัติเหตุ  

    - ผลจากรังสีท่ีกระจัดกระจายอยู่ในช้ันบรรยากาศ มีผลท าให้เกิดการ 
    แตกหักของสารพันธุกรรม (DNA fragmentation) ซึ่งน่าจะมีโอกาสเกิดขึ้น
    ได้เท่ากันท้ังการแช่แข็งแบบช้าและแบบเนื้อแก้ว [3, 11, 41] 

     2.3.5.5.5 ระหว่างการละลายเซลล์ เพื่อท่ีจะน าเซลล์กลับมาสู่
สภาวะปกติก็อาจจะมีอันตรายต่างๆจากท่ีกล่าวมาแล้วเช่นกัน เพียงแต่อาจจะเกิดในล าดับท่ีกลับกัน
กับตอนท่ีน าไปแช่แข็ง[3, 11, 38] 

     2.3.5.6 ความส าเร็จ - ผลส าเร็จของการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วต้อง
อาศัยความเร็วและความช านาญของผู้ท า เพราะวิธีการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วที่ใช้กันส่วนใหญ่จะมี
ระยะเวลาให้เซลล์สัมผัสกับ vitrification solution (VS) ค่อนข้างส้ัน ในขณะท่ีความเข้มข้นของ
สารละลาย (osmolarity) ภายในและภายนอกเซลล์ยังไม่ทันท่ีจะเท่ากัน (non-equilibrium 
approach) ก็จุ่มเซลล์ลงไปในไนโตรเจนเหลวแล้ว ดังนั้น ช่วงเวลาท่ีเซลล์สัมผัสกับ vitrification 
solution (VS) จึงเป็นตัวแปรท่ีส าคัญต่อการอยู่รอดของเซลล์ในการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว ถ้าผู้ท าไม่
ช านาญพออาจใช้เวลานานกว่าและได้ผลส าเร็จท่ีต่ ากว่าเพราะจะท าให้เซลล์สัมผัสกับ CPAs นานมาก
ยิ่งขึ้นและความเข้มข้นของ CPAs ภายในเซลล์จะเปล่ียนไปจากเดิม[40, 45, 46] 

     2.3.5.7 ความเส่ียงต่อการปนเป้ือนหรือการติดเช้ือ - การแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้ว มักจะใช้ภาชนะท่ีเปิดให้เซลล์สัมผัสกับไนโตรเจนเหลวได้โดยตรงเพื่อให้อัตราการลด
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อุณหภูมิเกิดข้ึนอย่างรวดเร็ว[47] ส่วนการแช่แข็งโดยการลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆเซลล์มักถูกบรรจุใน
ภาชนะปิด เช่น straw หรือ cryovial เป็นต้น ซึ่งวิธีการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วจะมีข้อเสียคือ เปิด
โอกาสให้มีการปนเป้ือนหรือการติดเช้ือได้ง่ายข้ึน [48]  เพราะเช้ือรา เช้ือไวรัส และเช้ือแบคทีเรีย 
สามารถรอดชีวิตได้ดีในถังบรรจุไนโตรเจนเหลวที่ใช้ในการเก็บเซลล์ท่ีแช่แข็ง [49]  แต่ในปัจจุบัน
เทคนิคการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วได้มีการพัฒนาขึ้นอีกหลายๆด้านเพื่อป้องกันโอกาสท่ีจะเกิดการ
ปนเป้ือนหรือการติดเช้ือ เช่น การฆ่าเช้ือในไนโตรเจนเหลวโดยวิธีการฉายแสง อัลตร้าไวโอเลต  
(ultraiolet : UV) หรือการกรองผ่านแผ่นกรองขนาด 0.2 µm (filter sterilization) หรือการซื้อ
ไนโตรเจนเหลวที่ปราศจากเช้ือจากผู้ผลิตโดยตรงเพื่อน ามาใช้ในการสัมผัสกับเซลล์ในการแช่แข็ง [46, 
50] หรือเปล่ียนจากการจุ่มเซลล์ลงในไนโตรเจนเหลวโดยตรงมาเป็นการสัมผัสกับพื้นผิวโลหะ (solid 
surface vitrification : SSV)[50, 51] นอกจากนี้แทนท่ีจะเก็บเซลล์ในไนโตรเจนเหลวก็เปล่ียนเป็นไป
เก็บในถังแช่ชนิดท่ีมีแต่ไอของไนโตรเจนเหลวซึ่งจะมีอุณหภูมิ -190˚c เช่น ใน isothermal liquid 
nitrogen vapor storage system ท่ีผลิตโดยบริษัท Custom BioGenic System (มิชิแกน, 
สหรัฐอเมริกา) [51]  หรือแช่ในไนโตรเจนเหลวแต่มีการประดิษฐ์ปลอก หรือจุก หรือภาชนะอื่นมา
ครอบ ไม่ให้ตัวอ่อนหรือเซลล์ท่ีแช่แข็งสัมผัสกับไนโตรเจนเหลวในถังแช่โดยตรง[3, 46, 51, 52] 

    2.3.5.8 ความคุ้มค่า - การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วจะมีประสิทธิภาพ
และความคุ้มทุน (cost-effectiveness) ท่ีดีกว่าการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิแบบช้าๆ ซึ่งมีค่าเครื่องแช่
แข็งท่ีควบคุมด้วยคอมพิวเตอร์ซึ่งมีราคาสูง[3, 31, 50] 

 
 

2.4  งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

 Eilish T.Donnelly.และคณะในปี 2000 ท่ีพบว่าอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิมาแล้วนั้นจะ
มีอัตราการแตกหักของสายดีเอ็นเอลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้มี
การผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ[53]  

 Isachenko E และคณะในปี 2004 เมื่อน าอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วไปเข้า
กระบวนการแช่แข็งและละลายพบว่า ความเข้มข้นของอสุจิ อัตราการเคล่ือนท่ี อัตราอสุจิท่ีเคล่ือนท่ี
ไปข้างหน้า และอัตราการมีชีวิตของอสุจิลดลง แต่มีความเสียหายของดีเอ็นเอและปริมาณของ ROS มี
ค่าเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือแต่ไม่ผ่านการแช่แข็ง[54] 

 Ahmad L และคณะในปี 2007 ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับการเตรียมเช้ืออสุจิต่อการแตกหัก
ของสายดีเอ็นเอโดยใช้วิธี comet assay ในอสุจิ normozoospermia และ teratozoospermics 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Isachenko%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15016773
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(TZs) และ idiopathics (IDs) พบว่าการวิเคราะห์รูปร่างของอสุจิมีความผิดปกติท่ีส่วนหัวและส่วน 
midpiece ในกลุ่มของ TZs และกลุ่ม IDs มากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีปกติ และกลุ่มท่ีผิดปกติพบว่ามีการแตกหักของสายดีเอ็นเอมากขึ้นอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ (P<0.001) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีปกติ และยังพบว่าในกลุ่ม TZs หลังจากผ่าน
การเตรียมเช้ืออสุจิท้ัง2แบบ (swim up และ Percoll) แล้วเกิดการแตกหักของดีเอ็นเอมากกว่าอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.01) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอสุจิท่ีปกติและกลุ่ม IDs แต่มีระดับการ
แตกหักของดีเอ็นเอมากขึ้นเมื่อน ากลุ่ม IDs มาเปรียบเทียบกับกลุ่มอสุจิท่ีปกติ[55]  

 Vutyavanich และคณะในปี 2010 พบว่าอัตราการมีชีวิต อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ท่ีผ่าน
การเตรียมเช้ืออสุจิลดลงหลังจากท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็งแล้ว[31]  

 Satirapod C. และคณะในปี 2011 ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับการแช่แข็งเช้ืออสุจิโดยวิธี  solid 
surface vitrification (SSV) และ standard vapor เพื่อดูอัตราการเคล่ือนไหว, รูปร่างปกติ, อัตรา
การรอดชีวิตและ DNA integrity พบว่ามีอัตราการรอดชีวิตและอัตราการเคล่ือนไหวใกล้เคียงกันแต่ 
SSV มี DNA damage ลดลงอย่างมีนัยส าคัญ[14]  

 Kalthur G และคณะในปี 2011 ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับการแช่แข็งและละลายอสุจิ สดแบบ 
vitrifacation ในอสุจิท่ีเป็นแบบ normozoospermia และ asthenoospermia โดยได้ท าการน า
วิตามินอี  5 ไมโครโมล่าร์ ใส่ลงไปในน้ ายาแช่แข็งอสุจิแล้วเมื่อน าอสุจิไปละลายพบว่า มีการเพิ่มขึ้น
ของการเคล่ือนท่ีของอสุจิและการแตกหักของดีเอ็นเอลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ใส่วิตามินอี
ลงไปในน้ ายาแช่แข็งอสุจิ[4] 

 Suhee Kim และคณะในปี 2012 ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับเช้ืออสุจิของหนูโดยการน าไปป่ัน
ล้างและแช่แข็งเปรียบเทียบกับกลุ่มปกติ โดยพบว่าหลังจากท่ีน าไปแช่แข็งแล้วเช้ืออสุจิของหนูมีอัตรา
การเคล่ือนไหว , plasma membrane integrity (PMI) และmitochondrial membrane 
potential (MMP) ลดลง แต่มีค่า ROS เพิ่มมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มปกติ[56] 

 Agha-Rahimi A และคณะ ในปี 2013 ได้ท าการศึกษาเปรียบเทียบผลของการแช่แข็งเช้ือ
อสุจิแบบ rapid freezing กับการแช่แข็งเช้ืออสุจิแบบเนื้อแก้วเทียบกับกลุ่มควบคุม ในคนไข้เพศชาย
ท่ีมีคุณภาพน้ าเช้ือปกติ จ านวน 30 คน พบว่า หลังจากท่ีละลายเช้ืออสุจิในกลุ่มท่ีผ่านการแช่แข็งแบบ 
rapid freezing และแช่แข็งแบบเนื้อแก้วนั้นจะมีการเปล่ียนแปลงของ sperm parameters, การ
เคล่ือนท่ี (motility)  (40.0±13.0% VS 41.9±10.3%) (control = 86.6±5.9%)  และ อัตราการ
รอดชีวิต (viability)  (63.2±7.7% VS 64.4±10.0%) (control = 95.8±3.9%) ซึ่งมีค่าลดลงท้ัง 2 
กลุ่มอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมและพบว่า DNA fragmentation ใน

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Agha-Rahimi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24444814
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กลุ่มท่ีท า rapid freezing มีค่าสูงกว่าเมื่อท าการเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(16.6±5.6% vs. 11.6±4.5%, P=0.01) แต่ในกลุ่มท่ีท าการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วมีค่าสูงขึ้นอย่างไม่มี
นัยส าคัญทางสถิติ  (15.7±4.4%) เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม  ซึ่งผลของ hyaluronan binding assay 
(HBA) ก็ไม่ต่างกันระหว่างกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดลอง มากไปกว่านั้นการใส่ cryoprotectant 
agents (CPAs) ไม่ได้มีความจ าเป็นต่อการฟื้นคืนของอสุจิส าหรับวิธีการท าการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว  
ท้ังนี้การใส่ CPAs อาจจะเป็นการเพิ่มสารพิษก็เป็นได้[5] 
 Mohammad Ali Khalili และคณะ ในปี 2014 ได้รายงานการศึกษาเกี่ยวกับผลของการแช่
แข็งเช้ืออสุจิแบบเนื้อแก้วของมนุษย์ต่อการอยู่รอดและความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอในผู้ชายท่ีมีเช้ืออสุจิ
ท่ีปกติและผิดปกติ โดยแบ่งกลุ่มการคัดเลือกน้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพเช้ืออสุจิปกติ 17 คน และ คุณภาพ
เช้ืออสุจิผิดปกติ 17 คน โดยท าการทดสอบตามเกณฑ์ของ WHO ปี 2010[57] หลังจากนั้นน าไปท า
การวัดค่าคุณสมบัติ (sperm parameters) ก่อนท่ีจะน าไปท าการแช่แข็ง แล้วจึงน าเช้ือท่ีเหลือไปท า
การแช่แข็งด้วย plunging cryoloops และเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 7 วันก่อนท่ีจะน ามา
ละลายเพื่อน ามาท าการวัดค่า sperm parametersอีกครั้งหนึ่ง  หลังจากท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้ว ผลจากการทดลองพบว่า เช้ืออสุจิท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วนั้นจะมีระดับ
ของ การเคล่ือนท่ี (motility), อัตราการรอดชีวิต (viability), และ รูปร่างปกติ ( morphology) ต่ าลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติท้ังกลุ่มท่ีมีคุณภาพเช้ืออสุจิปกติและผิดปกติ และยังพบว่ามีอัตราการแตกหัก
ของสายดีเอ็นเอ ( DNA fragmentation) เพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญเมื่อผ่านกระบวนการแช่แข็งเมื่อ
เปรียบเทียบกับก่อนท่ีจะเข้ากระบวนการแช่แข็ง ในกลุ่มท่ีมีคุณภาพน้ าเช้ืออสุจิปกติ (16.41 ± 4.53 
VS 24.76 ± 5.03, P = .002) และในกลุ่มท่ีมีคุณภาพน้ าเช้ืออสุจิผิดปกติ (23.5 ± 8.31 VS 34.29 ± 
10.02, P < .0001) ตามล าดับ  ซึ่งแสดงให้เห็นว่ากระบวนการแช่แข็งแบบ  vitrification มีผลต่อ
คุณภาพของอสุจิเมื่อดูจากsperm parameters และการแตกหักของสายดีเอ็นเอ[58] 

 Somsin Petyim, Chanon Neungton และคณะ ในปี 2014 ได้ท าการศึกษาเกี่ยวกับการ
เคล่ือนไหวและอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 2 กลุ่ม โดยกลุ่มท่ี 1 มีการเตรียมอสุจิ(โดยใช้วิธี swim-
up) ก่อนเข้าสู่กระบวนการแช่แข็งเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ี 2 ท่ีมีการเตรียมอสุจิหลังการเข้าสู่
กระบวนการแช่แข็ง อาสาสมัครคนไข้เพศชายท่ีเข้ารับการรักษาผู้มีบุตรยากจ านวนท้ังหมด 65 ราย 
แล้วแบ่งกลุ่มออกเป็น 2 กลุ่มดังกล่าว ผลปรากฏว่าจ านวนของอสุจิและอัตราการเคล่ือนท่ีโดยรวม
ของอสุจิท้ัง 2 กลุ่มลดลงหลังจากท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็ง เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (neat 
sperm) (P < 0.001) มากกว่าไปกว่านั้น อัตราของการตายของอสุจิในกลุ่มท่ีมีการเตรียมก่อนการ
ผ่านกระบวนการแช่แข็งต่ ากว่ากลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียม (P < 0.05) และยังมีอัตราของอสุจิท่ีมีการ
เคล่ือนท่ีไปข้างหน้าสูงกว่าในกลุ่มท่ีมีการเตรียมก่อนการน าไปแช่แข็ง (P < 0.001) ผู้วิจัยสรุปได้ว่า
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การเตรียมเช้ืออสุจิด้วยวิธี swim-up ก่อนการแช่แข็งนั้น มีผลต่อคุณภาพของอสุจิดีกว่าและมีการตาย
ของอสุจิน้อยกว่าการเตรียมอสุจิหลังจากผ่านกระบวนการแช่แข็ง[59] 

 Helena M. และคณะในปี 2014 ก็แสดงให้เห็นว่าอสุจิท่ีผ่านกระบวนการเตรียมเช้ืออสุจิจะ
มีอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิมากกว่าอสุจิท่ีไม่ได้ผ่านกระบวนการเตรียมเช้ืออสุจิ[60]  
 จากผลการศึกษา ของจิรัฐติกาล ไชยาในปี 2013 พบว่าอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือก่อนน าไปแช่
แข็งท้ังในแบบ  vapor freezing และ vitrification ภายหลังการละลายอสุจิออกมาแล้วจะท าให้
คุณสมบัติต่างๆของอสุจิมีคุณภาพลดลง  ท้ังอัตราการเคล่ือนไหวของอสุจิ  ( Sperm motility), อัตรา
การเคล่ือนไหวไปข้างหน้าของอสุจิ  (Sperm progressive motility), รูปร่างอสุจิปกติ  (Normal 
sperm morphology) และ อัตราการมีชีวิต  (Vitality) ของอสุจิ  แต่เมื่อเปรียบเทียบผลระหว่างการ
แช่แข็งอสุจิแบบ  vapor freezing กับ vitrification พบว่าภายหลังการละลายอสุจิท่ีแช่แข็งแบบ  
vitrification ให้คุณสมบัติของอสุจิดีกว่าในกลุ่มท่ีแช่แข็งแบบ  vapor freezing ท้ังในเรื่องของอัตรา
การเคล่ือนไหว  (42.85±17.320% และ36.53 ± 17.352%) และรูปร่างอสุจิปกติ  (13.86±5.583% 
และ 9.98±5.599% ) ตามล าดับ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ[61] 

 เกศนิษาและคณะในปี 2014 ก็พบว่าอสุจิท่ีผ่านกระบวนการเตรียมเช้ือแล้วนั้นจะมีอัตราการ
เคล่ือนท่ี อัตราอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ อัตราอสุจิท่ีมีชีวิตและอัตราความ
สมบูรณ์ของการท างานอสุจิเพิ่มมากขึ้นอย่างมีนัยส าคัญ แต่ความเข้มข้นของอสุจิ, ความเสียหายของดี
เอ็นเอและปริมาณของ ROS ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ[15]  

 งานวิจัยครั้งนี้ ผู้วิจัยสนใจท าการศึกษาเปรียบเทียบผลกระทบระหว่างการแช่แข็งเช้ืออสุจิ ท่ี
ผ่านและไม่ผ่าน การเตรียมเช้ืออสุจิ  (sperm preparation) ด้วยวิธีการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว 
(vitrification) เพื่อท่ีจะดูว่าการเตรียมเช้ืออสุจิหรือไม่เตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ววิธี
ใดจะ ช่วยให้มีการ ปกป้องและ รักษาคุณภาพของอสุจิ ความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิและการ
แตกหักของสายดีเอ็นเอได้ดีกว่ากัน เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในการเพิ่มประสิทธิภาพของการรักษาชายผู้
มีบุตรยากต่อไป 
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บทท่ี 3 
วิธีการวิจัย 

 
3.1  ลักษณะตัวอย่างประชากรที่ท าการศึกษา 

 
3.1.1  การเลือกตัวอย่าง 

อาสาสมัครเพศชายอายุระหว่าง 25 - 45 ปี ท่ีได้รับการตรวจน้ าอสุจิ (Semen 
analysis) แล้วพบว่ามีคุณภาพของน้ าอสุจิเป็นปกติโดยเทียบจากค่าปกติมาตรฐานของ WHO ปี 
2010 ดังภาพที่ 3.1 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

ภาพที่ 3.1 แสดงค่าน้ าอสุจิปกติจากค่าปกติมาตรฐานของ WHO ในปี 2010[57] 
 

หมายเหตุ คนไข้ท่ีจะเข้าเงื่อนไข (criteria) ของงานวิจัยครั้งนี้ ต้องได้รับการตรวจค่า semen 
volume, total motility, sperm morphology, vitality, pH, sperm concentration แล้วพบว่า
ท้ังหมดปกติ โดยมีการตรวจซ้ า 2 ครั้ง 

3.1.2  เกณฑ์การรับอาสาสมัคร 

  3.1.2.1  เกณฑ์การรับอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการ (Inclusion criteria) 
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1. อาสาสมัครชายท่ีมารับการรักษาภาวะมีบุตรยาก ซึ่งมีผลตรวจคุณภาพ
อสุจิดังนี้ จ านวนเช้ืออสุจิมากกว่า 15 ล้านตัว/มิลลิลิตร, มีอสุจิท่ีมีการ
เคล่ือนไหวมากกว่าร้อยละ 40 และมีอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติมากกว่าร้อยละ 
4 ตามเกณฑ์ WHO[57] 

2. ผู้ป่วยทุกรายต้องมีประวัติการมีเพศสัมพันธ์โดยไม่ได้คุมก าเนิดเป็นเวลา
อย่างน้อย 1 ปี แล้วยังไม่สามารถมีบุตรได้  

3. ผู้ป่วยชายท่ีมารับการรักษาภาวะมีบุตรยาก อายุต้ังแต่ 25 ปี ขึ้นไป 

  3.1.2.2  เกณฑ์การไม่รับอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการ (Exclusion criteria) 
1. อาสาสมัครที่มีโรคติดเช้ือของระบบสืบพันธุ์ เช่น ภาวะภูมิคุ้มกัน

บกพร่อง (Human Immunodeficiency Virus : HIV), โรคซิฟิลิส 
(Syphilis), หนองใน (Gonorrhoea), ไวรัสตับอักเสบชนิดบี (Hepatitis 
B virus) เป็นต้น 

2. อาสาสมัครที่ด่ืมเหล้าและสูบบุหรี่ รวมทั้งมีการใช้ยาประจ าตัวแบบ
ติดต่อเป็นเวลานาน และมีการกินยาสมุนไพรเป็นประจ า 

3. ผู้ท่ีไม่สมัครใจเข้าร่วมการศึกษาวิจัยครั้งนี้ 
3.1.2.3  เกณฑ์การยุติเข้าร่วมโครงการ (Discontinuation criteria) 

        โครงการวิจัยเป็นการเก็บน้ าอสุจิแค่ครั้งเดียวโดยไม่มีการนัดอาสาสมัครมา
   ท าซ้ า 

 3.1.3  การค านวณขนาดตัวอย่าง 

ค านวณขนาดตัวอย่างโดยใช้โปรแกรม Minitab (ตารางการค านวณหน้า 27) ค านวณ
ขนาดตัวอย่างส าหรับ One way ANOVA โดยใช้สูตรของJohn Neter[62] ซึ่งเป็นการก าหนดค่าดังนี้ 

   Alpha     = 0.5 

   Assumed standard deviation  =  4 

   Number of levels   =  4 

   Target power    =  0.9 (90%) 

 เนื่องจากงานวิจัยครั้งนี้เป็นการเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มตัวอย่าง 4 กลุ่ม (กลุ่มควบคุม 1 
กลุ่ม และกลุ่มวิจัย 3 กลุ่ม) จึงท าการก าหนดขนาดตัวอย่างส าหรับการทดสอบ 4 กลุ่มตัวอย่างแบบ



26 
 

สองหาง โดยก าหนดให้ ระดับความเช่ือมั่น 95 % และ power = 90 % ซึ่งจากการใช้โปรแกรม 
Minitab ในการค านวณท าให้ได้ขนาดตัวอย่างคือ 39 คนต่อกลุ่ม ซึ่ง semen ท่ีได้มาจากคนไข้แต่ละ
คนจะน ามาแบ่งให้เท่าๆกันเป็น 4 กลุ่ม เพื่อน าไปตรวจวัดคุณสมบัติต่างๆตามกลุ่มท่ีได้แบ่งไว้ ใน
วิธีด าเนินการวิจัย[63] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



27 
 

 

ภาพที่ 3.2  ตารางการค านวณขนาดตัวอย่างด้วยโปรแกรม MInitab 
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3.2  วิธีด าเนินการวิจัย 
3.2.1  ขั้นตอนการท าวิจัย 

 อาสาสมัครเก็บน้ าเช้ืออสุจิใส่ภาชนะพลาสติกปราศจากเช้ือโรคด้วยวิธี masturbation (หลัง
งดหล่ังน้ าเช้ือ 3 - 7 วัน) และน าไปตรวจวัดคุณภาพอสุจิ โดยท่ีผลการตรวจพบว่าน้ าอสุจิปกติ (น้ า
อสุจิท่ีใช้ในงานวิจัยครั้งนี้จะต้องผ่านการเซ็นใบยินยอมจากอาสาสมัครเท่านั้น) จากนั้นน าน้ าอสุจิของ
อาสาสมัครแต่ละคนมาแบ่งออกเป็น 4 กลุ่มเท่าๆกันคือ 
 1.  กลุ่มควบคุม เป็นกลุ่มน้ าเช้ือสด (neat / fresh / unwashed : UW)  เมื่อได้น้ าอสุจิแล้ว 
น าไปท าการตรวจวัดคุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ  ได้แก่ Semen analysis (SA) เพื่อดูความเข้มข้น
ของอสุจิและการเคล่ือนท่ี , Hyaluronan binding assay (HBA) เพื่อดู maturity และความสมบูรณ์
ของอสุจิ , Hypo-osmotic swelling test (HOS) เพื่อดูความมีชีวิตของอสุจิและ Comet assay เพื่อ
ดูการแตกหักของสายดีเอ็นเอ 
 
 2.  กลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (น้ าเช้ือสด) ก่อนน าไปผ่านกระบวนการแช่แข็งและท า
ละลาย (unwashed + frozen and thawed : UW+F) น้ าอสุจิมาเติมน้ ายาแช่แข็งในอัตรา 1:1 
และน าไปท าการแช่แข็งและละลาย (Frozen and thawed) จากนั้นจึงน าอสุจิไปท าการตรวจวัด
คุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ  ได้แก่ Semen analysis (SA), Hyaluronan binding assay (HBA) , 
Hypo-osmotic swelling test (HOS) และComet assay 
 
 3.  กลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (washed : W) เมื่อได้น้ าอสุจิแล้ว น าไปท าการเตรียมเช้ือ
อสุจิ (Sperm preparation) เพื่อเป็นการคัดเลือกตัวอสุจิปกติท่ีเคล่ือนท่ีได้ดีและขจัด ส่วนน้ าอสุจิ
ออกไป จากนั้นจึงน าอสุจิท่ีได้ไปท าการตรวจวัดคุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ  ได้แก่ Semen 
analysis (SA), Hyaluronan binding assay (HBA) , Hypo-osmotic swelling test (HOS) และ
Comet assay 
 
 4.  กลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปผ่านกระบวนการแช่แข็งและท าละลาย (washed 
+ frozen and thawed : W+F) โดยน าอสุจิท าการเตรียมเช้ืออสุจิ (Sperm preparation) จากนั้น
น ามาเติมน้ ายาแช่แข็งในอัตรา 1:1 และน าเข้าสู่การแช่แข็งและละลาย (frozen - thawed) แล้วจึง
น าอสุจิไปท าการตรวจวัดคุณสมบัติทางห้องปฏิบัติการ  ได้แก่ Semen analysis (SA), Hyaluronan 
binding assay (HBA) , Hypo-osmotic swelling test (HOS) และComet assay (ดังท่ีแสดงใน
ภาพที่ 3.3) 
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Fresh Sperm 

 

 

     กลุ่ม 1         กลุ่ม 2                   กลุ่ม 3             กลุ่ม 4 

   Control          Experiment 1        Experiment 2           Experiment 3
     น ามาแช่แข็งแบบ      น ามาเตรียมอสุจิ       น ามาเตรียมอสุจิ 

         เนื้อแก้วและละลาย   
       
                       น ามาแช่แข็งแบบ 
                       เนื้อแก้วและละลาย 
                                                         
 
 
 
 
 
 
 

น ามาตรวจวัดคุณสมบัติ 
SA, HBA, HOS, Comet assay 

      
  

น าผลท่ีได้มาท าการวิเคราะห์เปรียบเทียบกันท้ัง 4 กลุ่ม 
 

ภาพที่ 3.3  แผนภาพการท าวิจัย 
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การตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการของอสุจิ (Sperm analysis) มีวิธีดังต่อไปนี้ 

- การตรวจน้ าอสุจิ  เป็นการตรวจเพื่อทดสอบหาคุณภาพของอสุจิท้ังในด้านความเป็น

กรด-ด่าง ปริมาณของน้ าอสุจิ  ความเข้มข้น  รูปร่าง  การเคล่ือนท่ี  ตามมาตรฐานของ WHO[57] 

- Hyaluronan binding assay (HBA) เป็นวิธีท่ีใช้ ตรวจสอบความสามารถของตัว

อสุจิในการจับกับ  hyaluronic acid ท่ีพบใน cumulus cell ของไข่ วิธีการนี้ใช้ในการประเมิน 

sperm maturity and efficiency ท่ีอาจส่งผลต่อขบวนการ fertilization โดยงานวิจัยนี้ใช้ชุดตรวจ 

hyaluronan binding assay (HYDAK® COATINGS; Biocoat, Inc.) โดยดูจากการจับเกาะของอสุจิ

บนแผ่นสไลด์ท่ีมี  hyaluronan เคลือบอยู่ บนแผ่นสไลด์ แล้วท าการนับจ านวนการเกาะหรือไม่เกาะ 

100 ตัว ท้ังหมด 3 รอบ[64] 

- Hypo-osmotic swelling test (HOS)  เป็นวิธีการตรวจเพื่อดูอัตราการรอดชีวิต

ของตัวอสุจิ วิธีการท าคือ น าอสุจิมาผสมกับ swelling solution แล้วหยดใส่ slide น าไปส่องดู

ภายใต้กล้อง phase contrast เป็นวิธีท่ีใช้ตรวจจ านวนตัวอสุจิท่ีมีชีวิตในน้ าเช้ือสดและในน้ าเช้ือหลัง

ผ่านการแช่แข็งและละลายโดยอาศัยหลักการของแรงดันออสโมติก (osmotic pressure) ของ

น้ าเกลือท่ีมีแรงดันออสโมติกต่ า (hypotonic saline) ซึ่งจะสามารถแทรกซึมเข้าไปภายในตัวของอสุจิ

ท่ีมีชีวิต ท าให้ส่วนปลายหางเกิดการขยายบวม ซึ่งตัวที่หางม้วนงอ แสดงถึงว่า เป็นตัวอสุจิท่ีมีชีวิต แต่

ถ้าอสุจิท่ีตายแล้วหางก็จะไม่ม้วนและผู้วิจัยจะวิเคราะห์ผลออกมาเป็นเปอร์เซ็นต์การรอดชีวิต  โดยท่ี

นับจ านวนท้ังหมด 100 ตัว ท าซ้ า 3 รอบ[65, 66] 

- Comet assay  เป็นวิธีการตรวจการแตกหักของสายดีเอ็นเอ  (DNA 

fragmentation) โดยใช้น้ ายาเคมีจากบริษัท Sigma-Aldrich, USA โดยจะน าอสุจิมาท าการผสมรวม

กับ agarose gel หลังจากนั้นน าไปท าการหยดลงบนสไลด์เพื่อท าให้แข็งตัวที่อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส แล้วน าไปผ่านกระบวนการ electrophoresis หลังจากนั้นก็น าไปส่องดูภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ เพื่อท าการวิเคราะห์อสุจิ 100 ตัว โดยท่ีจะมีการท าการท าซ้ าท้ังหมด 2 

สไลด์ต่อหนึ่งตัวอย่าง โดยท่ีใช้โปรแกรม Meta-system software, Comet Imager V.2.0.0. เพื่อท า

การตรวจวัดพารามิเตอร์ความยาวหางเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ DNA damage[67] 
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หมายเหตุ  เมื่อผู้วิจัยท าการวิจัยเสร็จเรียบร้อยแล้ว น้ าอสุจิท่ีใช้ในการทดลองจะน าไปท้ิงถังขยะท่ีเป็น
ถุงขยะสีแดง (ส าหรับขยะติดเช้ือ) และมีการน าไปท าลายโดยเตาเผาท่ีได้มาตรฐานของโรงพยาบาล  

3.2.2  สถานที่ศึกษาวิจัยและระยะเวลา 

  ห้องปฏิบัติการวิจัยเวชศาสตร์การเจริญพันธุ์ คลินิกผู้มีบุตรยาก 
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ ระยะเวลาการท าวิจัย 1 ปี 

3.2.3  การพิจารณาด้านจริยธรรม 

  การวิจัยนี้ได้ผ่านการพิจารณาจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน 
มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ชุดท่ี1 หนังสือรับรองเลขท่ี MTU-EC-OB-1-045/57 

 

3.3  การเตรียมอสุจิ (Sperm preparation) (ภาคผนวก ก) 

 เป็นวิธีการเพื่อท าการล้างแยกตัวอสุจิท่ีปกติออกจาก seminal plasma เพราะในส่วนของ 
seminal plasma นั้นจะมีสารที่จะยับย้ังการเกิด ปฏิกิริยา capacitation และความสามารถในการ
ปฏิสนธิของอสุจิด้วย การเตรียมอสุจิจะท าให้ได้ตัวอสุจิท่ีมีคุณภาพดีส าหรับเตรียมใช้ผสมกับไข่ด้วย
วิธีการช่วยการเจริญพันธุ์ต่อไป ซึ่งวิธีการเตรียมมีอยู่ด้วยกันหลายวิธี แต่ในงานวิจัยนี้จะใช้วิธี 
Discontinuous density gradient ซึ่งเป็นวิธีท่ีดีท่ีสุดท่ีจะแยกตัวอสุจิท่ีมีคุณภาพดีออกจากเซลล์อื่น
และน้ าอสุจิ[2, 11] 

1. น าเช้ืออสุจิท่ีเก็บได้มาบ่มท่ีตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที 
2. ตรวจลักษณะทางกายภาพของน้ าอสุจิท่ีเก็บได้โดยสังเกตสีและลักษณะของน้ าเช้ือท่ีเก็บ

ได้ น้ าอสุจิท่ีเก็บได้ใหม่ๆจะมีลักษณะข้นเหนียว สีขาวขุ่น เมื่อท้ิงไว้ในอุณหภูมิห้อง
ประมาณ 30 นาทีจะละลายตัว (liquefaction) 

3. ตรวจดูความหนืดของน้ าอสุจิ โดยน าน้ าอสุจิท่ีท้ิงไว้ในอุณหภูมิห้องนาน 30 นาที แล้วมา
ตรวจสอบการละลายตัวโดยใช้ sterile plastic pipette ขนาด 1 ml มาดูดน้ าเช้ืออสุจิ
ขึ้น แล้วปล่อยลงท่ีเดิมท่ีความสูงประมาณ 10 cm ถ้าน้ าเช้ืออสุจิเหลวเป็นหยดๆแสดง
ว่ามีการละลายตัวดี แต่ถ้าน้ าเช้ืออสุจิมีความหนืดยาวเป็นสายลงมาเกิน 2 cm แสดงว่า
การละลายตัวไม่ดี ให้บ่มท้ิงไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่ออีก 10 นาที แล้วจึง
น ามาทดสอบอีกครั้ง ท าซ้ าจนกว่าน้ าเช้ืออสุจิจะละลายตัวดี 

4. ใช้ pipette ดูดน้ าอสุจิเพื่อท าการวัดปริมาตรของน้ าอสุจิแล้วบันทึกปริมาตรที่วัดได้ 
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5. วัดค่าความเป็นกรด-ด่างโดยหยดน้ าอสุจิ 1 หยดลงบนกระดาษ pH paper แล้วท าการ
เทียบสีท่ีเกิดขึ้นกับแถบสีมาตรฐานบนกล่อง pH paper บันทึกค่า pH ท่ีวัดได้ 

6. ดูดน้ าอสุจิปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน Makler counting chamber น าไป
ตรวจวัดความเข้มข้น, ความสามารถในการเคล่ือนท่ี, ความมีชีวิต, การจับกลุ่มกันของ
อสุจิ ด้วยเครื่อง CASA โดยสุ่มตัวอย่าง 7-9 fields ในกรณีท่ีอสุจิ มีความเข้มข้นสูงต้อง
ท าการเจือจางก่อนการวิเคราะห์และต้องบันทึกระดับความเจือจางด้วย บันทึกข้อมูลท่ี
วิเคราะห์ได้ลงในเครื่องคอมพิวเตอร์และพิมพ์ข้อมูลท่ีได้ออกทางเครื่องพิมพ์  

7. ดูดน้ าอสุจิแล้วค่อยๆหยดลงบนน้ ายา sil-select sperm gradient  ท่ีเตรียมไว้แล้วใน 
conical tube ประมาน tube ละ 3 มิลลิลิตร 

8. น าไปป่ันแยกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงแบบ swing out rotor โดยใช้ความเร็ว 300g นาน 
15 นาที 

9. น าอสุจิท่ีผ่านการปั่นเหวี่ยงแล้วซึ่งจะมีการแยกช้ันเกิดขึ้นโดยช้ันบนสุดจะเป็นน้ าเมือก, 
เศษเซลล์ต่างๆ ช้ันต่อมาเป็นอสุจิท่ีตายแล้ว และช้ันสุดท้ายท่ีก้นหลอดเป็นตะกอนอสุจิท่ี
มีชีวิต ท าการดูดแยกอสุจิท่ีก้นหลอดออกมาใส่หลอดใหม่โดยน าไปผสมกับน้ ายา 
ferticult flushing medium ท่ีเตรียมไว้แล้ว 

10. น าอสุจิท่ีผสมกับน้ ายา ferticult flushing medium ไปป่ันแยกโดยใช้ความเร็ว  300g 
นาน 5 นาที แล้วดูดเอาตะกอนอสุจิไปใส่ใน conical tube ใหม่ท่ีมีน้ ายา ferticult 
flushing medium ท่ีเตรียมไว้ ท าการล้างเช่นนี้ 2 ครั้งเพื่อล้างน้ ายา sil-select ออกให้
หมด 

11. แยกอสุจิก้นหลอดท่ีได้ มาใส่ในหลอดก้นกลมปลอดเช้ือขนาด 4 ml แล้วincubate ในตู้ 
CO2 incubator 10 นาที  

12. ดูดอสุจิท่ีท าการคัดแยกแล้วจากข้อ 11 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงบน makler 
counting chamber น าไปตรวจวัดความเข้มข้น, ความสามารถในการเคล่ือนท่ี, ความมี
ชีวิต, การจับกลุ่มกันของอสุจิ ด้วยเครื่อง CASA โดยสุ่มตัวอย่าง 7-9 fields ในกรณีท่ี
อสุจิ มีความเข้มข้นสูงต้องท าการเจือจางก่อนการวิเคราะห์และต้องบันทึกระดับความ
เจือจางด้วย บันทึกข้อมูลท่ีวิเคราะห์ได้ลงในเครื่องคอมพิวเตอร์และพิมพ์ข้อมูลท่ีได้ออก
ทางเครื่องพิมพ์ 
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ภาพที่ 3.4 เครื่องตรวจวิเคราะห์อสุจิ (Computer-assisted-semen analysis: CASA) 
ท่ีมา : http://2.bp.blogspot.com/-RRMe5sPx8GA/Tk31fN2gt-         
 I/AAAAAAAAAD4/dqaT8aRfg3k/s400/IVOS-Black-Trim-on-White-background.jpg 

3.4  การเตรียมน้ ายาแช่แข็ง (ภาคผนวก ข) 

3.4.1  การเตรียมน้ ายาแช่แข็งอสุจิ ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 
- ดูดสารละลาย citrate buffer ท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 1,400 ไมโครลิตร 
- ดูดสารละลาย egg yolk ท่ีเตรียมไว้ปริมาตร 400 ไมโครลิตร 
- ดูด glycerol ปริมาตร 200 ไมโครลิตร 
- เมื่อเตรียมน้ ายาแช่แข็งเสร็จแล้ว น ามาผสมให้เข้ากันแล้วน าไปอุ่นในอ่างน้ าควบคุม

อุณหภูมิท่ี 56 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 30 นาที 
- หลังจากอุ่นเสร็จแล้ว น าไปแช่ตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แล้วแบ่งเป็นหลอด

ละ 1 มิลลิลิตร แล้วน าไปแช่ตู้เย็นท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
 

3.5  ขั้นตอนการแช่แข็งและละลายอสุจิ 

3.5.1  การแช่แข็งอสุจิ 
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1. ตักไนโตรเจนเหลวใส่กล่องโฟมท่ีเตรียมไว้แล้วน ากระทงอลูมิเนียมฟอย ด์ไปลอยไว้
ด้านบนของผิวไนโตรเจนปิดฝากล่องโฟมเพื่อให้กระทงอลูมิเนียมฟอย ด์นั้นมี
อุณหภูมิใกล้เคียงกับไนโตรเจนเหลว 

2. น าน้ ายาแช่แข็งอสุจิ มาผสมเข้ากับอสุจิในอัตราส่วนท่ีเท่าๆกัน 1:1 โดยท่ีค่อยๆผสม
น้ ายาลงไป แล้วเขย่าให้เข้ากัน 

3. น าน้ าอสุจิท่ีผสมกันดีแล้วดูดขึ้นมาด้วย autopipette ปริมาตร 20 ไมโครลิตร แล้ว
หยดลงไปบนกระทงอลูมิเนียมฟอย ด์อย่างรวดเร็ว ท าจนกว่าจะหมด เม็ดอสุจิท่ีแช่
แข็งแล้วจะมีลักษณะเป็นเม็ดกลมๆสีขาว 

 

 

 

 

 

4. ใช้forcep คีบเม็ดอสุจิท่ีแช่แข็งเรียบร้อยแล้วลงใน cryovial จนหมด 
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5. น า cryovial ท่ีใส่เม็ดอสุจิครบแล้วแช่ลงไปในถังไนโตรเจนเหลว 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.5.2  การละลายอสุจิ 
1. น า cryovial ท่ีแช่แข็งออกมาจากถังไนโตรเจน แล้วน ามาละลายโดยเทเม็ดอสุจิท่ี

อยู่ภายใน cryovial ลงภายใน plate แล้วตั้งท้ิงไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ 4 นาที 

จากนั้นน า autopipette ดูดเอาอสุจิท่ีละลายแล้วใส่กลับเข้าไปในหลอดทดลอง 

 

 

 

 

 

2.  

หลังจากได้อสุจิแล้ว น าไปตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการ ได้แก่ Semen analysis (SA), Hyaluronan 
binding assay (HBA), Hypo-osmotic swelling (HOS) และ Comet assay 
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3.6  การตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการ 

3.6.1  วิธีการประเมินความเข้มข้นและการเคลื่อนไหวของอสุจิ (ภาคผนวก ค) 

1. น าน้ าอสุจิปริมาตร 10 ไมโครลิตร หยดลงใน Makler counting chamber  

 

 

 

 

 
2. ใส่ Makler counting chamber เข้าไปในเครื่อง CASA แล้วท าการนับประมาณ  

4 - 5 รอบ 

 

 

 

 

 

3. ค่าท่ีได้ออกมาจากเครื่อง CASA คือ ค่าความเข้มข้นของอสุจิ การเคล่ือนท่ีและการ

เคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิ 

3.6.2  การตรวจรูปร่างของอสุจิ 

การเตรียมตัวอย่าง 
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 หยดน้ าอสุจิปริมาตร 10 ไมโครลิตรแล้ว smear บางๆลงบนแผ่นกระจกสไลด์ท่ี

สะอาดและท าให้แห้งหรือ fix ใน 95% ethanol เป็นเวลา 5-15 นาที แล้วน าสไลด์ไปย้อมด้วยวิธี 
Papanicolaou[57] 

 วิธีการย้อม Papanicolaou ของบริษัท Bio-Optica ประเทศ Italy  
1. จุ่มใน Ethanol 95%   2 นาที 
2. จุ่มใน น้ ากล่ัน    2 นาที 
3. จุ่มใน Harris hematoxylin  1-2 นาที 
4. ให้น้ าประปาไหลผ่าน   5 นาที 
5. จุ่มใน Ethanol 95%   15 วินาที 
6. จุ่มใน OG 6    2 นาที 
7. จุ่มใน Ethanol 95%   15 วินาที 
8. จุ่มใน Ethanol 95%   15 วินาที 
9. จุ่มใน EA 50    5 นาที 
10. จุ่มใน Ethanol 95%   15 วินาที 
11. จุ่มใน Absolute Ethanol  30 วินาที 
12. จุ่มใน Absolute Ethanol  30 วินาที 
13. จุ่มใน Bio-Clear หรือ Xylene  2 นาที 
14. จุ่มใน Bio-Clear หรือ Xylene  2 นาที 

 

 หลังจากท่ีย้อมสไลด์เสร็จเรียบร้อยแล้ว น าไปอ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ท่ีมี
ก าลังขยาย 100 เท่าโดยท่ีแต่ละตัวอย่างต้องท าการนับอสุจิจ านวน 100 ตัวเพื่อท่ีจะหาเปอร์เซ็นต์ตัว
อสุจิท่ีปกติ 

3.6.3  การท า Hyaluronan binding assay (HBA)  
1. ผสมน้ าอสุจิให้เข้ากันแล้วดูดออกมาประมาณ 10 ไมโครลิตร หยดลงตรงกลางของ

แผ่นสไลด์ 

 

 

 



38 
 

2. วางแผ่น CELL-VU gridded cover slip ปิดอย่างระวังอย่างให้เกิดฟองอากาศ 

 

 

 

3. น าสไลด์ไปวางท้ิงไว้ประมาณ 10-20 นาที เมื่อถึงเวลาก็น าสไลด์มาส่องภายใต้กล้อง

จุลทรรศน์ชนิด phase contrast ท่ีมีก าลังขยาย 400 เท่า เพื่อนับจ านวนตัวอสุจิท่ี

มีการจับกับสไลด์และไม่จับกับสไลด์ 

 

 

 

 

 ท่ีมา :  ดัดแปลงจาก HBA® Slide Sperm-Hyaluronan Binding Assay, Origio 

4. ค านวณร้อยละของอสุจิท่ีจับกับสไลด์ ดังนี้ 

sperm motile unboundsperm motile bound
sperm motile bound

 100  =  bound %


  

 

3.6.4  การท า Hypo-osmotic swelling test (ภาคผนวก ง) 

1. ดูดอสุจิมา 100 ไมโครลิตร มาผสมกับ swelling solution 1 มิลลิลิตร ต้ังท้ิงไว้   

30 - 40 นาที 

2. ดูดส่วนผสมมา 100 ไมโครลิตร แล้วน ามาหยดใส่ในสไลด์ ปิดด้วย coverslip 

3. ตรวจด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนิด phase contrast ท่ีมีก าลังขยาย 400 เท่า 
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4. นับเซลล์อสุจิ 100 ตัว โดยท่ีตัวอสุจิท่ีให้ผลบวกหางจะงอ (ดังรูป 3.4) หมายถึงตัว

อสุจิท่ีมีชีวิต ค านวณเป็นร้อยละตัวอสุจิท่ีมีชีวิต 

 

         

 

 

   

  หางไม่ม้วน (ตาย)     หางม้วน (มีชีวิต)  

ภาพที่ 3.5  แสดงอสุจิท่ีผ่านการท า Hypo-osmotic swelling test (HOS) 

 ท่ีมา : ดัดแปลงมาจาก WHO 2010[57] 

          

3.6.5  การท า Comet Assay (Alkaline single cell gel electrophoresis) 
(ภาคผนวก จ) 

  วิธีการเตรียมสไลด์  
1. น า nomal melting point agarose (NMP) มา 110 µl หยดลงบน slide แล้ว

ปาดด้วย coverslip เสร็จแล้วน าใส่ท่ีตู้เย็นอุณหภูมิ  4 องศาเซลเซียส  เพื่อให้เจ
ลแข็งตัว (ช้ันเจลท่ี 1) 

2. น า sperm [5x106 ml] มา 10 µl ผสมกับ low melting point agarose (LMP) 
90 µl น าส่วนผสมท้ังหมดหยดลงบน  slide เดิมท่ีมี NMP อยู่แล้วน าใส่ท่ีตู้เย็น
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อให้เจลแข็งตัว (ช้ันเจลท่ี2) 

3. น า LMP 100 µl หยดลงบน slide เดิมแล้วปิดด้วย  coverslip เสร็จแล้วน าใส่ท่ี
ตู้เย็นอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อให้เจลแข็งตัว (ช้ันเจลท่ี 3) 

4. เมื่อเจลแข็งตัวแล้วให้น า coverslip ออก แล้วน า  slide ไปแช่ใน lysis solution 
เป็นเวลา 2 ช่ัวโมง ในขณะนั้นให้ใส่ Dithiothreitol (DDT) ลงไปใน lysis solution 

5. เมื่อเสร็จแล้วให้น า  slide ไปท า electrophoresis โดยท่ีน าสไลด์ไปวางลงใน 
electrophoresis chamber ท่ีภายในมี electrophoresis solution โดยท า 
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electrophoresis ท่ี 24 V, 300 mA เป็นเวลา 20 นาที ท่ีอุณหภูมิ  4 องศา
เซลเซียส 

6. น า slide มาล้างด้วย neutralized buffer เป็นเวลา 5 นาที 
7. น า Ethidium bromide solution ท่ีเตรียมไว้หยดลงไปบน  slide แล้วปิดด้วย  

coverslip 
8. วิเคราะห์ผลภายใน 3 ช่ัวโมงโดยส่องดูภายใต้ fluorescence microscope เพื่อท า

การวิเคราะห์อสุจิ 100 ตัว โดยจะมีการท าซ้ าท้ังหมด 2 สไลด์ต่อหนึ่งตัวอย่าง โดย
ใช้โปรแกรม Meta-system software, Comet Imager V.2.0.0. เพื่อท าการ
ตรวจวัดพารามิเตอร์ความยาวหางเพื่อใช้ในการวิเคราะห์ความเสียหายของดีเอ็นเอ
จาก Parameter "Tail length" 

 
          A              B 

ภาพที่ 3.6 แสดงอสุจิท่ีผ่านการท า comet assay โดยท่ี A เป็นภาพของอสุจิท่ีไม่เกิดการแตกหักของ
สาย DNA และภาพ B เป็นอสุจิท่ีเกิดการแตกหักของสาย DNA หลังจากท่ีผ่านการท า comet assay 

ท่ีมา : http://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/STA-350%20Fig%202.jpg 
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บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1  ข้อมูลทั่วไปของอาสาสมัคร 

 อาสาสมัครที่เข้าร่วมโครงการมีอายุเฉล่ีย 35.50 ± 6.15 ปี มีปริมาตรน้ าอสุจิเฉล่ียเท่ากับ 
2.92 ± 1.15 มิลลิลิตร มีค่า pH ของน้ าอสุจิเฉล่ียเท่ากับ 8.0 มีความเข้มข้นของอสุจิเฉล่ียเท่ากับ 
161.94 ± 88.90 ล้านตัวต่อมิลลิลิตร มีอัตราการเคล่ือนท่ี 55.22 ± 9.67 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราอสุจิท่ี
เคล่ือนท่ีไปข้างหน้า 47.15 ± 9.16 เปอร์เซ็นต์ มีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ 6.90 ± 0.33 เปอร์เซ็นต์ มี
อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ 66.31 ± 11.73 เปอร์เซ็นต์และมีค่าของอัตราอสุจิท่ีมีชีวิต 
70.69 ± 8.93 แสดงในตารางท่ี 4.1 

ตารางที่ 4.1 แสดงคุณสมบัติของน้ าอสุจิสด (fresh, neat or unwashed) 

Sperm characteristics 
น้ าอสุจ ิ

(Mean ± SD) 

อายุ (ปี) 35.50 ± 6.15 

ปริมาตรน้ าอสุจิ (มิลลิลิตร) 2.92 ± 1.15 

ความเข้มข้นของอสุจิ (106 /มิลลิลิตร) 161.94 ± 88.90 

อัตราการเคล่ือนท่ี (%) 55.22 ± 9.67 

อัตราอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า (%) 47.15 ± 9.16 

อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (%) 6.90 ± 0.33 

อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ (%HBA) 66.31  ± 11.73 

อัตราอสุจิท่ีมีชีวิต (%Vitality) 70.69 ± 8.93 

ค่าpH ของน้ าอสุจิ 8.0 
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ตารางที่ 4.2 แสดงคุณสมบัติของอสุจิ (mean ± SD) เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม 

Sperm characteristics 
unwashed 

(mean ± SD) 
Washed 

(mean ± SD) 

unwashed  + 
Frozen – thawed 

(mean ± SD) 

washed  + 
Frozen – thawed 

(mean ± SD) 

ความเข้มข้นของอสุจิ  
(Sperm concentration 106/ml)  

161.94 ± 88.90 116.90 ± 80.36 a 107.35 ± 55.18 a 96.11 ± 39.88 a 

อัตราการเคลื่อนที่  
(Sperm motility)(%)  

55.22 ± 9.67 78.97 ± 13.13 a 29.45 ± 11.70 a,b 28.75 ± 17.10 a,b 

อัตราอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้า  
(Progressive motile)(%) 

47.15 ± 9.16 69.35 ± 15.06 a 25.97 ± 10.42 a,b 25.07 ± 15.01 a,b 

อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติ  
(Normal morphology)(%) 

6.90 ± 0.33 10.47  ± 0.60 a 6.47 ± 0.46 b 8.32 ± 0.33 a,b,c 

อัตราอสุจิที่มีชีวิต 
(Vitality)(%)  

70.69 ± 8.93 81.30 ± 8.98 a 58.38  ± 10.35 a,b 54.67 ± 11.24 a,b,c 

อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ 
(Sperm-Hyaluronan Binding Assay : HBA)(%) 

66.31  ± 11.73 78.73 ± 9.23 a 64.32 ± 9.29 b 66.58 ± 8.70 b 

ความเสียหายของดีเอ็นเอ 
(DNA damage)(%)  

2.24  ± 0.74 1.91 ± 0.69 a 5.00 ± 4.96 a,b 4.17 ± 4.55 a,b,c 

หมายเหตุ   a  ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม unwashed 
    b  ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม washed 
    c  ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม unwashed + freeze - thawed 
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ตารางที่ 4.3 แสดงการเปรียบเทียบค่า mean difference ± SE ของอสุจิเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม 

Sperm characteristics UW VS W UW VS UW + F W VS W + F UW + F VS W + F 

ความเข้มข้นของอสุจิ  
(Sperm concentration 106/ml)  

+45.04 ± 13.87* +54.58 ± 11.53* +17.82 ± 11.79 +8.27 ± 8.31 

อัตราการเคลื่อนที่  
(Sperm motility)(%)  

-23.75 ± 2.82* +25.77 ± 1.79* +50.22 ± 2.86* +0.70 ± 2.14 

อัตราอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้า  
(Progressive motile)(%) 

-22.20 ± 3.14* +21.17 ± 1.66* +44.27 ± 3.02* +0.90 ± 2.00 

อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติ  
(Normal morphology)(%) 

-3.57 ± 0.51* +0.42 ± 0.53 +1.17 ± 0.70 -2.82 ± 0.62* 

อัตราอสุจิที่มีชีวิต 
(Vitality)(%)  

-10.60 ± 1.32* +12.31 ± 1.97* +26.62 ± 1.81* +3.71 ± 1.68* 

อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ 
(Sperm-Hyaluronan Binding Assay : HBA)(%) 

-12.41 ± 1.66* +1.99 ± 1.80 +12.14 ± 1.92* -2.26 ± 1.93 

ความเสียหายของดีเอ็นเอ 
(DNA damage)(%)  

+0.33 ± 0.15* -2.76 ± 0.78* -2.26 ± 0.75* +0.83 ± 0.38* 

หมายเหตุ  *  ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
   +  แสดงถึงกลุ่มแรกมีค่าสูงกว่ากลุ่มที่  2 
    -  แสดงถึงกลุ่มที่แรกมีค่าน้อยกว่ากลุ่มที่ 
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4.2  ความเข้มข้นของอสุจิเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่มโดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 พบว่าค่าความเข้มข้นของอสุจิ มีแนวโน้มลดลงเรื่อยๆจากกลุ่มควบคุม (161.94 ± 88.90), 
กลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (116.90 ± 80.36), กลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการ
แช่แข็งและละลาย (107.35 ± 55.18) และกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็ง
และละลาย (96.11 ± 39.88) ความแตกต่างระหว่างกลุ่มแสดงโดย  p-value  ภาพที่ 4.1 และตาราง
ท่ี 4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) แล้วจะมีความเข้มข้นของอสุจิลดลงอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ เมื่อเทียบกับอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย (UW) การแช่แข็งและ
ละลาย (UW+F) ท าให้ความเข้มข้นของอสุจิลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) การแช่
แข็งและละลายไม่ได้ส่งผลท าให้ความเข้มข้นของอสุจิเปล่ียนแปลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีมีการเตรียมเช้ืออย่างเดียว (W) 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ ก่อนผ่านการแช่แข็งและละลาย (UW+F) มีความ
เข้มข้นของอสุจิไม่แตกต่างจากกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  
(W+F) ภาพที่ 4.2 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.1 แสดงค่าความเข้มข้นของอสุจิของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 

 
ภาพที่ 4.2 แสดงค่าความแตกต่างของความเข้มข้นของอสุจิ (mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.3  อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่มโดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 พบว่าอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ในกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือ  (W) มีอัตราการ
เคล่ือนท่ีเพิ่มมากขึ้นกว่ากลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือ (UW) และเมื่อผ่านกระบวนการแช่แข็ง
และละลายแล้ว อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลงท้ังในกลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือก่อนน าไป
ผ่านการแช่แข็งและละลาย (UW+F) และกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือก่อนน าไปผ่านการแช่แข็ง
และละลาย (W+F) ภาพที่ 4.3 และตารางท่ี 4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่านการเตรียม เช้ืออสุจิ  (W) แล้วมีอัตราการเคล่ือนท่ีเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ  (UW) เปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียม
เช้ืออสุจิแล้วน าไป แช่แข็งและละลาย  (UW+F) การแช่แข็งและละลายท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ  (W) เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ
แล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย (W+F) การแช่แข็งและละลายส่งผลท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีลดลง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย  (UW+F) จะมีอัตรา
การเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติจากกลุ่ม อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท า
การแช่แข็งและละลาย (W+F) ภาพที่ 4.4 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.3 แสดงอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
ภาพที่ 4.4 แสดงค่าความแตกต่างของอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ (mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.4  อัตราการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม โดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 อัตราอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีไปข้างหน้า ในกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือ  (W) จะเพิ่มมากขึ้นเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือ (UW) และเมื่อผ่านกระบวนการแช่แข็งและละลาย
แล้วจะท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิจะลดลงท้ังในกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือ (W+F) และไม่
ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW+F) ภาพที่ 4.5 และตารางท่ี 4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) แล้วพบว่าการเตรียมเช้ืออสุจิท าให้มีอัตราการเคล่ือนท่ีไป
ข้างหน้าเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อน น าไปแช่แข็งและละลาย  (UW+F) การแช่แข็ง
และละลายท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ี
ไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) การแช่แข็ง
และละลายส่งผลท าให้อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับ
กลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนน าไปแช่แข็งและละลาย  (UW+F) จะมีอัตราการ
เคล่ือนท่ีไปข้างหน้าไม่แตกต่างจากกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  
(W+F) ภาพที่ 4.6 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.5 แสดงอัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
ภาพที่ 4.6 แสดงค่าความแตกต่างของอัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิ(mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

UW W UW+F W+F

อัตราอสุจิท่ีเคลื่อนท่ีไปข้างหน้า

UW

W

UW+F

W+F

***
****
**

-30

-20

-10

0

10

20

30

40

50

60

UW VS W UW VS UW + F W VS W +F UW + F VS W + F

อัตราอสุจิท่ีเคลื่อนท่ีไปข้างหน้า 

UW VS W

UW VS UW + F

W VS W +F

UW + F VS W + F*

*

*



50 
 

4.5  อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปกติเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม โดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 ในกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือ (W) จะมีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติมากกว่าเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือ (UW) และเมื่อเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มท่ีผ่านการแช่แข็งและ
ละลาย จะพบว่าในกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือและน าไปแช่แข็งและละลาย (W+F) จะมีอัตราของ
อสุจิท่ีมีรูปร่างปกติมากกว่าในกลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือและน าไปแช่แข็งและละลาย (UW+F) 
ภาพที่ 4.7 และตารางท่ี 4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่าน การเตรียม เช้ืออสุจิ  (W) แล้วพบว่ามีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติเพิ่มข้ึนอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อน น าไปแช่แข็งและละลาย  (UW+F) การแช่แข็ง
และละลายท าให้อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติลดลงแต่ไม่มีความส าคัญทางสถิติ  เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่
ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) แล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย (W+F) การแช่
แข็งและละลายมีผลท าให้อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติลดลงแต่ไม่มีความส าคัญทางสถิติ 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย  (UW+F) จะมีอสุจิท่ีมี
รูปร่างปกติน้อยกว่ากลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ภาพที่ 4.8 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.7 แสดงอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติของอสุจิของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
ภาพที่ 4.8 แสดงค่าความแตกต่างของอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ (mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.6  อัตราอสุจิที่มีชีวิตเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม โดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 อัตราอสุจิท่ีมีชีวิต พบว่าเมื่อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือ (W) จะมีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตมากกว่ากลุ่มของ
อสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือ (UW) แต่หลังจากท่ีน าไปผ่านการแช่แข็งและละลายกลับพบว่ากลุ่มของอสุจิ
ท่ีผ่านการเตรียมเช้ือแล้วน าไปผ่านการแช่แข็งและละลาย (W+F) กลับมีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตน้อยกว่ากลุ่ม
ของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือแล้วน าไปผ่านการแช่แข็งและละลาย (UW+F) ภาพที่ 4.9 และตารางท่ี 
4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ  (W) มีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  เมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย  (UW+F) การแช่แข็งและ
ละลายท าให้อัตราอสุจิท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียม
เช้ืออสุจิ (UW) 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) การแช่แข็ง
และละลายส่งผลท าให้อัตราอสุจิท่ีมีชีวิตลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีผ่าน
การเตรียมเช้ือ (W) 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย (UW+F) จะมีอัตราอสุจิท่ี
มีชีวิตมากกว่ากลุ่ม อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้ว น าไปแช่แข็งและละลาย  (W+F) อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ภาพที่ 4.10 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.9 แสดงอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตของอสุจิของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
ภาพที่ 4.10 แสดงค่าความแตกต่างของอัตราอสุจิท่ีมีชีวิต (mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.7  อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่มโดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 พบว่าในกลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) จะมีอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ
เพิ่มมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) และหลังจากท่ีผ่านการแช่แข็งและ
ละลายแล้วในกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ือแล้วน าไปแช่แข็ง (W+F) มีอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ
มากกว่ากลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปผ่านการแช่แข็งและละลายแต่ไม่มีความส าคัญทางสถิติ  
(UW+F) ภาพที่ 4.11 และตารางท่ี 4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่านการเตรียม เช้ืออสุจิ  (W) การเตรียมเช้ืออสุจิท าให้มีอัตราความสมบูรณ์ของการ
ท างานอสุจิเพิ่มข้ึนอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ  (UW) เปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือ
อสุจิแล้วน าไป แช่แข็งและละลาย  (UW+F) การแช่แข็งและละลายท าให้อัตราความสมบูรณ์ของการ
ท างานอสุจิลดลงแต่ไม่มีความส าคัญทางสถิติ 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้ว  (W) เมื่อน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) 
การแช่แข็งและละลายส่งผลท าให้อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อน น าไปแช่แข็งและละลาย  (UW+F) จะมีอัตรา
ความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จากกลุ่ม อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ือ
อสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย (W+F) ภาพที่ 4.12 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.11 แสดงอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
ภาพที่ 4.12 แสดงค่าความแตกต่างของอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิ 

 ( mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.8  ความเสียหายของดีเอ็นเอเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม โดยดูค่าจาก 

mean ± SD 

 กลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) จะมีค่าความเสียหายของดีเอ็นเอลดลงเมื่อ
เปรียบเทียบกับกลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) และเมื่อน าไปผ่านการแช่แข็งและละลาย 
กลุ่มของอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปผ่านการแช่แข็งและละลาย (W+F) มีค่าความเสียหาย
ของดีเอ็นเอน้อยกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มของอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ือ
อสุจิก่อนน าไปผ่านการแช่แข็งและละลาย (UW+F) ภาพที่ 4.13 และตารางท่ี 4.2 

mean difference ± SE 

 1.  อสุจิท่ีผ่านการเตรียม เช้ืออสุจิ  (W) ท าให้มีความเสียหายของดีเอ็นเอลดลงอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 2.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อน น าไปแช่แข็งและละลาย  (UW+F) การแช่แข็ง
และละลายท าให้ความเสียหายของดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ี
ไม่ได้ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (UW) 

 3.  ในกลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) การแช่แข็ง
และละลายท าให้มีความเสียหายของดีเอ็นเอเพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีมี
การเตรียมเช้ืออสุจิ (W) 

 4.  ในกลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย  (UW+F) จะมีความ
เสียหายของดีเอ็นเอมากกว่ากลุ่มอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปท าการแช่แข็งและละลาย  (W+F) 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ภาพที่ 4.14 และตารางท่ี 4.3 
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ภาพที่ 4.13 แสดงความเสียหายของดีเอ็นเอของกลุ่มการทดลอง 4 กลุ่ม (mean ± SD) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 

 
ภาพที่ 4.14 แสดงค่าความแตกต่างของความเสียหายของดีเอ็นเอ (mean difference ± SE) 

 *  ข้อมูลท่ีมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
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4.9 การวิเคราะห์ข้อมูล 
 วิเคราะห์ผลเปรียบเทียบค่าเฉล่ียในแต่ละกลุ่มการทดลองท้ัง 4 กลุ่มด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
SPSS version 17.0 โดยก าหนดให้ข้อมูลมีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส าคัญเมื่อค่า p < 0.05 
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บทท่ี 5 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

 
 การเตรียมเช้ืออสุจิ (Sperm preparation) นั้นเป็นกระบวนการท่ีใช้ในการคัดเลือกคุณภาพของ

อสุจิให้ดียิ่งขึ้นได้แก่ การเคล่ือนท่ี รูปร่างของอสุจิท่ีปกติ และยังช่วยคัดเลือกตัวอสุจิท่ีมีความเสียหายของ

ดีเอ็นเอน้อยท่ีสุดและมีความสมบูรณ์มากท่ีสุด [60]  ในงานวิจัยครั้งนี้พบว่าความเข้มข้นของอสุจิจะลด

น้อยลงหลังจากท่ีผ่านกระบวนการเตรียมเช้ืออสุจิแล้วซึ่งตรงกันกับงานวิจัยของ เกศนิษาและคณะในปี 

2014 [15] และเมื่อน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายก็ยังพบว่ามีความเข้มข้นลดลงท้ังใน

กลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิและกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อ

แก้วและละลาย แต่ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ดังนั้น การเตรียมเช้ืออสุจิอาจจะมีผลปกป้องอสุจิต่อ

การแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายโดยเฉพาะในเรื่องความเข้มข้นของอสุจิ อย่างไรก็ตามจากการศึกษา

ครั้งนี้พบว่าการที่อสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิหรือไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปท าการแช่

แข็งและละลายแบบเนื้อแก้วนั้นมีผลต่อความเข้มข้นของอสุจิไม่แตกต่างกัน 

 อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ แต่เมื่อน าไปผ่านการแช่

แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายแล้ว พบว่ามีอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลงท้ังในกลุ่มท่ีผ่านและไม่ผ่านการ

เตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายไม่แตกต่างกัน ซึ่งตรงกันกับ

งานวิจัยของเกศนิษาและคณะในปี 2014 [15] ท่ีพบว่าอสุจิหลังจากผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิจะมีอัตราการ

เคล่ือนท่ีเพิ่มมากขึ้น เช่นเดียวกับ  Helena M.และคณะ ในปี 2014ก็แสดงให้เห็นว่าอสุจิท่ีผ่าน

กระบวนการเตรียมเช้ืออสุจิจะมีอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิมากกว่าอสุจิท่ีไม่ได้ผ่านกระบวนการเตรียม

เช้ืออสุจิ [60] และตรงกับ งานวิจัยของ Vutyavanich และคณะในปีค.ศ. 2010 พบว่าอัตราการเคล่ือนท่ี

ของอสุจิลดลงหลังจากท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็งแล้ว[31] งานวิจัยครั้งนี้สรุปได้ว่าการเตรียมเช้ืออสุจิก่อน

การแช่แข็งและละลายไม่มีผลในการปกป้องอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ ท่ีลดลงหลังผ่านกระบวนการแช่

แข็งแบบเนื้อแก้วและละลาย และยังพบว่าการเตรียมเช้ืออสุจิได้รับผลกระทบจากการแช่แข็งแบบเนื้อ

แก้วและละลายมากกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้เตรียมเช้ืออสุจิโดยดูจากอัตราการลดลงของการเคล่ือนท่ีของกลุ่มท่ี

ผ่านการเตรียมอสุจิจะสูงกว่ากลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียม อย่างไรก็ตามอาจสรุปได้ว่า ผลกระทบต่อการ

เตรียมเช้ืออสุจิหรือไม่ท าการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะท าการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายในเรื่องของ

อัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิไม่มีความแตกต่างกัน 
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 อัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ แต่เมื่อน าไป

ผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลาย พบว่ามีอัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิลดลงท้ังในกลุ่มท่ี

ไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิและกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว

และละลายซึ่งตรงกันกับงานวิจัยของ เกศนิษาและคณะในปี 2014 [15]  ท่ีพบว่าอสุจิหลังจากผ่านการ

เตรียมเช้ืออสุจิจะมีอัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าเพิ่มมากขึ้น นอกจากนี้งานวิจัยครั้งนี้ยังพบว่าการเตรียม

เช้ืออสุจิไม่มีผลต่อการปกป้องผลกระทบต่อการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายของอสุจิในเรื่องของอัตรา

การเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิ และยังพบว่าการเตรียมเช้ืออสุจิมีผลกระทบต่อจ านวนอสุจิท่ีเคล่ือนท่ีไป

ข้างหน้ามากกว่ากลุ่มอสุจิท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิโดยดูจากอัตราการลดลงของการเคล่ือนท่ีไป

ข้างหน้าท่ีมากกว่า อย่างไรก็ตามจากการทดลองครั้งนี้สรุปได้ว่า การเตรียมเช้ืออสุจิหรือไม่ท าการเตรียม

เช้ืออสุจิก่อนท่ีจะท าการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายในเรื่องของอัตราการเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าของอสุจิ

ไม่มีความแตกต่างกัน 

 อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติของอสุจิจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ แต่เมื่อน าไปผ่านการ

แช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลาย พบว่ามีอัตราของอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติลดลงท้ังในกลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียม

เช้ืออสุจิและกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายซึ่ง

ตรงกันกับงานวิจัยของเกศนิษาและคณะในปี 2014 [15] ท่ีพบว่าอสุจิหลังจากผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิจะ

มีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติของอสุจิเพิ่มมากขึ้น และ งานวิจัยของ Khalili M.และคณะในปี 2014 ได้แสดง

ให้เห็นว่าการน าเช้ืออสุจิไปเข้ากระบวนการแช่แข็งนั้นไม่ว่าจะผ่านหรือไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิมาก่อน

จะส่งผลกระทบ ท าให้อัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติต่ าลง ซึ่งพบได้ท้ังในน้ าเช้ืออสุจิท่ีปกติและผิดปกติ [58] 

นอกจากนี้งานวิจัยครั้งนี้ยังพบว่าการเตรียมเช้ืออสุจิมีผลต่อการปกป้องต่อการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและ

ละลายของอสุจิในเรื่องของอัตราของอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติ และการท่ีเตรียมเช้ืออสุจิก่อนน าไปแช่แข็งและ

ละลายมีผลท าให้มีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่างปกติมากกว่าการท่ีไม่เตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปแช่แข็งอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ 

 อัตราอสุจิท่ีมีชีวิตจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ แต่เมื่อน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อ

แก้วและละลาย พบว่ามีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตลดลงท้ังในกลุ่มท่ีไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิและกลุ่มท่ีผ่านการ

เตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายซึ่งตรงกันกับงานวิจัยของ  

Vutyavanich และคณะในปีค.ศ. 2010 ท่ีพบว่าอัตราการมีชีวิต ของกลุ่มท่ีมีการเตรียมเช้ืออสุจิ ลดลง
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หลังจากท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็งแล้ว[31] และเกศนิษาและคณะในปี 2014 [15] ท่ีพบว่าอสุจิหลังจาก

ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิจะมีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตเพิ่มมากขึ้น และจะมีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตลดลงหลังจากท่ีผ่าน

การแช่แข็งและละลายแล้ว และงานวิจัยของ Khalili M.และคณะในปี 2014 ได้แสดงให้เห็นว่าการน าเช้ือ

อสุจิไปเข้ากระบวนการแช่แข็งนั้นไม่ว่าจะผ่านหรือไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิมาก่อนจะ ท าให้อัตราอสุจิท่ี

รอดชีวิตต่ าลงซึ่งพบได้ท้ังในน้ าเช้ืออสุจิท่ีปกติและผิดปกติ[58] งานวิจัยครั้งนี้สรุปได้ว่าการเตรียมเช้ืออสุจิ

หรือไม่เตรียมเช้ืออสุจิไม่มีผลปกป้องต่อการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายของอสุจิในเรื่องของอัตราอสุจิ

ท่ีมีชีวิต และพบว่าการที่ไม่เตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็งและละลายจะท าให้มีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตมากกว่าการ

เตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 อัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิจะเพิ่มมากขึ้นเมื่อผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ แต่เมื่อน าไป

ผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลาย พบว่ามีอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิลดลงท้ังในกลุ่มท่ี

ไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิและกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว

และละลายซึ่งตรงกันกับงานวิจัยของ เกศนิษาและคณะในปี 2014 [15]  ท่ีพบว่าอสุจิหลังจากผ่านการ

เตรียมเช้ืออสุจิจะมีอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิเพิ่มมากขึ้น แต่จะมีอัตราความสมบูรณ์ของ

การท างานอสุจิลดลงหลังจากท่ีผ่านการแช่แข็งและละลายแล้ว นอกจากนี้งานวิจัยครั้งนี้ยังพบว่าการ

เตรียมเช้ืออสุจิไม่มีผลต่อการปกป้องต่ออัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิจากกระบวนการแช่แข็ง

แบบเนื้อแก้วและละลาย ดังนั้น จึงสรุปได้ว่าการเตรียมเช้ืออสุจิหรือไม่เตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็ง

แบบเนื้อแก้วและละลายในเรื่องของอัตราความสมบูรณ์ของการท างานอสุจิไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ 

 ความเสียหายของดีเอ็นเอจะลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ แต่เมื่อ

น าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลาย พบว่ามีความเสียหายของดีเอ็นเอเพิ่มมากขึ้นท้ังในกลุ่มท่ีไม่

ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิและกลุ่มท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและ

ละลายซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Eilish T.Donnelly.และคณะในปี 2000 ท่ีพบว่าอสุจิท่ีผ่านการ

เตรียมเช้ือมาแล้วนั้นจะมีอัตราการแตกหักของสายดีเอ็นเอลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีไม่ได้มีการผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ [53] และยังตรงกันกับงานวิจัยของ เกศนิษาและ

คณะในปี 2014 [15]  ท่ีพบว่าอสุจิหลังจากผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิจะมีความเสียหายของดีเอ็นเอลด

น้อยลง แต่จะมีความเสียหายของดีเอ็นเอเพิ่มมากขึ้นหลังจากท่ีผ่านกระบวนการแช่แข็งและละลายแล้ว
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และ ตรงกับงานวิจัยของ Khalili M.และคณะ ในปี 2014 ท่ีได้แสดงให้เห็นว่าการน าเช้ืออสุจิไปเข้า

กระบวนการแช่แข็งนั้นไม่ว่าจะผ่านหรือไม่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิมาก่อนจะส่งผลกระทบต่อ ความ

เสียหายของดีเอ็นเอท าให้เพิ่มมากขึ้นซึ่งพบได้ท้ังในน้ าเช้ืออสุจิท่ีปกติและผิดปกติ[58] นอกจากนี้งานวิจัย

ครั้งนี้ยังพบว่าการเตรียมเช้ืออสุจิไม่มีผลต่อการปกป้องผลกระทบการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วและละลายของ

อสุจิในเรื่องของความเสียหายของดีเอ็นเอ แต่อย่างไรก็ตามการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนน าไปแช่แข็งและ

ละลายจะมีผลท าให้มีค่าความเสียหายของดีเอ็นเอน้อยกว่าการท่ีไม่เตรียมเช้ืออสุจิแล้วน าไปแช่แข็งและ

ละลายอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 นอกจากนี้ในเรื่อง คุณภาพของอสุจิท่ีเกี่ยวข้องกับ  ROS ซึ่ง De Lamirande E และคณะในปี 

1993[68], Aitken RJ ในปี 1997[69], De Lamirande E และคณะในปี 1995[70]  พบว่าถ้ามี การผลิต 

ROS เพิ่มมากขึ้น จะเป็นสาเหตุท าให้เกิด oxidative stress และเป็นผลท าให้มีการเคล่ือนไหวของอสุจิ

และการมีชีวิตของอสุจิลดลง และยังส่งผลให้มีความผิดปกติของส่วน midpiece เพิ่มมากขึ้น รวมท้ังท า

ให้มีความผิดปกติของกระบวนการ capacitation และ acrosome  reaction ต่อมาในปี 1998 Wolff 

H และคณะ [71] ได้พบว่าการที่มีเม็ดเลือดขาวโดยเฉพาะ granulocytes ในน้ าอสุจิมักจะพบร่วมกับการ

เกิดภาวะมีบุตรยากท่ีมีสาเหตุมาจากฝ่ายชาย  และจากงานวิจัยของเกศนิษา และคณะในปี 2014 

ท าการศึกษาอสุจิภายหลังการเตรียมอสุจิเพียงอย่างเดียวเปรียบเทียบกับอสุจิท่ีผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ

แล้วผ่านการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว พบว่ามีค่าของความเสียหายของดีเอ็นเอเพิ่มมากขึ้น รวมท้ังการเกิด 

ROS มีค่าสูงขึ้นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ[15]  

 โดยปกติแล้วค่าต่างๆของการท า  semen analysis จะมีความแตกต่างกันค่อนข้างสูง 

(variation) ในแต่ละช่วงเวลา  จึงท าให้การตอบสนองต่อการเตรียมเช้ืออสุจิหรือการแช่แข็งและละลาย

ของอสุจิในแต่ละรายอาจได้ผลท่ีค่อนข้างแตกต่างกันมาก ท าให้การวิเคราะห์ผลไม่สามารถใช้ค่า mean 

± SD ซึ่งเป็นค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานของแต่ละกลุ่มมาเปรียบเทียบได้ จึงใช้ค่า mean 

difference ± SE เพื่อตัดสินความแตกต่างของ parameter ต่างๆของแต่ละอาสาสมัครในการ

เปรียบเทียบผลการศึกษา ซึ่งจะท าให้เกิดความเช่ือมั่นได้มากกว่า 

 จากการศึกษาในครั้งนี้สรุปได้ว่า การเตรียมเช้ืออสุจิมีผลท าให้คุณภาพของอสุจิดีขึ้นทุก 

parameter ยกเว้นความเข้มข้นของอสุจิท่ีลดลง รวมท้ังมีการลดลงของความเสียหายของดีเอ็นเอ ส่วน

ผลการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนท่ีจะน าไปเข้าสู่กระบวนการแช่แข็งและละลายนั้น จะมีอัตราอสุจิท่ีมีรูปร่าง
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ปกติมากกว่าและท าให้มีความเสียหายแตกหักของดีเอ็นเอของอสุจิน้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียม

อสุจิ แต่มีอัตราอสุจิท่ีมีชีวิตน้อยกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนน าไปแช่แข็งและละลาย ซึ่ง

ผลของการทดลองครั้งนี้อาจจะเป็นประโยชน์ในการท่ีจะน าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาผู้ป่วยท่ีมีบุตรยากท่ี

มีสาเหตุมาจากฝ่ายชาย ตาม วัตถุประสงค์  รูปแบบและวิธีการใช้เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ต่อไป ซึ่ง

อาจมีผลในการช่วยเพิ่มอัตราการตั้งครรภ์ในฝ่ายหญิงด้วย  เป็นต้นว่า ในกรณีท่ีต้องการคัดเลือกอสุจิท่ีมี

รูปร่างปกติเพื่อใช้ในการรักษาผู้ป่วยท่ีมีบุตรยาก จากผลการศึกษาครั้งนี้ควรท าการเตรียมเช้ืออสุจิก่อน

การแช่แข็งและละลาย ส่วนในกรณีท่ีต้องการอสุจิท่ีมีชีวิตจ านวนมากเพื่อใช้ในการรักษาผู้ป่วยท่ีมีบุตร

ยาก ไม่ควรเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย หรือส าหรับในกรณีท่ีต้องการอสุจิท่ีมีความเสียหาย

ของดีเอ็นเอน้อยเพื่อใช้ในการรักษาผู้ป่วยท่ีมีบุตรยาก ควรท าการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งและ

ละลาย 
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ภาคผนวก ก 
การเตรียมเช้ืออสุจิ  

(Sperm preparation) 

 

วัสดุและอุปกรณ์ 
- ตู้ฟอกอากาศบริสุทธิ์ (Laminar air flow) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบ swing-out rotor 
- auto-pipette ขนาดต่างๆ 
- conical centrifuge tube 
- กระดาษวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH paper) 
- sterile cup ขนาด 120 มิลลิลิตร 
- เครื่อง computer-aided sperm analysis (CASA) 

สารเคมี 
1. sil-select sperm gradient kit No. SI-100 
- sil-select upper layer 
- sil-select lower layer 

2. Ferticult flushing medium No. Flus 100 (Fertipro, Beernem, Belgium) 
การเตรียมน้ ายา sil-select sperm gradient kit เพื่อใช้คัดกรองอสุจิ 

- ดูดน้ ายา sil-select upper layer มาปริมาณ 1 มิลลิลิตรด้วย autopipette ท่ีต่อกับ 
microtips 1000 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด conical tube 

- ดูดน้ ายา sil-select lower layer ปริมาณ 1 มิลลิลิตรด้วย autopipette ท่ีต่อกับ 
microtips 1000 ไมโครลิตร ใส่ลงในหลอด conical tube หลอดเดิมโดยหยอดลงไป
ข้างใต้น้ ายา  sil-select upper layer แล้วค่อยๆปล่อยน้ ายาออกมา น้ ายา sil-select 
lower layer จะค่อยๆดันชั้นน้ ายา sil-select upper layer ขึ้นมาจนเกิดเป็นช้ันน้ ายา 
2 ช้ัน 

- เก็บหลอดน้ ายาท่ีได้ไว้ที่ 37 องศาเซลเซียส ท่ี CO2 6% เป็นเวลา 1 คืนหรือไม่น้อยกว่า 
4 ช่ัวโมง 

การเตรียมน้ ายา Ferticult flushing medium ส าหรับล้างอสุจิ 
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- ดูดน้ ายา Ferticult flushing medium ด้วย serological pipette ท่ีต่อกับ pipette 
aid ปริมาณ 3 มิลลิลิตรใส่ลงในหลอด conical tube จ านวน 2 หลอด 
เก็บหลอดน้ ายาท่ีได้ไว้ที่ 37 องศาเซลเซียสท่ี CO2 6% เป็นเวลา 1 คืนหรือไม่น้อย

 กว่า 4 ช่ัวโมง 
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ภาคผนวก ข 
การเตรียมน้ ายาแช่แข็งอสุจ ิ

(Glycerol-egg yolk-citrate medium) 

วัสดุและอุปกรณ์ 
- เครื่องช่ังสาร 4 ต าแหน่ง 
- ช้อนตักสาร 
- ท่ีกรองสาร 

สารเคมี 
- glycine (Sigma-Aldrich) 
- glucose (Sigma-Aldrich) 
- sodium citrate (Sigma-Aldrich) 
- egg-yolk (Sigma-Aldrich) 
- น้ าเกลือ 

1.  การเตรียม citrate buffer 100 มิลลิลิตร 
- ช่ัง glycine  1.54  กรัม 
- ช่ัง glucose  2  กรัม 
- ช่ัง sodium citrate 1.75  กรัม 
- ละลายในน้ ากล่ัน 100 มิลลิลิตร แล้วน าไปกรองใส่ภาชนะปราศจากเช้ือ 

2.  การเตรียม egg yolk 
- ช่ัง egg yolk  0.429  กรัม 
- ละลาย egg yolk ในน้ าเกลือ 1 มิลลิลิตร 
 

 
 

 
 

 



75 
 

ภาคผนวก ค 
การตรวจวิเคราะห์คุณภาพอสุจิ 

(Semen analysis) 

เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ 
- เครื่องคอมพิวเตอร์ส าหรับการตรวจวิเคราะห์คุณภาพและปริมาณอสุจิ (Computer 

Aid Sperm Analysis; CASA) 
- ตู้ฟอกอากาศบริสุทธิ์ (Laminar Air Flow) 
- กล้องจุลทรรศน์ ชนิด phase contrast 
- เครื่องย้อมสไลด์แบบอัตโนมัติพร้อมย้อมสี 
- Makler chamber 
- Sterile cup ขนาด 120 ml 

- Pasture pipette ยาว  
4
35 นิ้ว 

- Syringe ขนาด 1 ml 
- pH paper 
- กระจกสไลด์ส าหรับย้อมอสุจิ 
- Sterile plastic pipette ขนาด 1 ml 

 
วิธีท า 

1. ซักประวัติผู้มารับบริการที่จะท าการเก็บน้ าเช้ือแล้วลงบันทึกข้อมูลผู้มารับบริการ 
จากนั้นให้ผู้รับบริการท าการเก็บน้ าเช้ือท่ีห้องเก็บน้ าเช้ือโดยท าตามค าแนะน าในการเก็บ
เช้ืออสุจิดังนี้ 
- ท าการเก็บน้ าเช้ือขณะท่ีร่างกายปกติ หากไม่สบายหรือทานยาใดๆควรแจ้ง

แพทย์หรือเจ้าหน้าท่ี 
- รักษาความสะอาดของอวัยวะเพศให้ปราศจากการติดเช้ืออย่างสม่ าเสมอ 
- ท าใจให้สบาย อย่าวิตกกังวลหรือเครียด 
- งดเว้นการหล่ังน้ าอสุจิเป็นเวลาอย่างน้อย 3 วัน แต่ไม่เกิน 7 วัน 
- นอนหลับพักผ่อนให้เพียงพออย่างน้อย 2-3 วันก่อนตรวจ 
- ต้องไม่ด่ืมสุราและบุหรี่ 
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- ล้างมือให้สะอาด แล้วท าการเก็บอสุจิโดยตนเอง ห้ามใช้วิธีมีเพศสัมพันธุ์ 
หรือใช้ถุงยางอนามัย 

- เก็บอสุจิในภาชนะพิเศษไว้ที่อุณหภูมิปกติ ไม่ร้อนหรือเย็นจนเกินไป 
- น าน้ าอสุจิส่งตรวจภายใน 1 ช่ัวโมงหลังเก็บ 

2. น าน้ าเช้ือท่ีเก็บได้มาเก็บท่ีตู้บ่มอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30-60 นาที 
3. ตรวจลักษณะทางกายภาพของน้ าอสุจิท่ีเก็บได้โดยสังเกตสีและลักษณะของน้ าเช้ือท่ี
เก็บได้ ซึ่งน้ าอสุจิท่ีเก็บได้ใหม่ๆ จะมีลักษณะเหนียวข้น สีขาวขุ่น เมื่อท้ิงไว้ประมาน 30 
นาทีจะละลายตัว(liquefaction) 
4. ตรวจดูความหนืดของน้ าอสุจิโดย น าน้ าเช้ืออสุจิท่ีท้ิงไว้ 30 นาทีแล้วมาตรวจสอบ
การละลายตัวโดยใช้ Sterile pipette ขนาด 1 ml มาดูดน้ าเช้ืออสุจิขึ้นแล้วปล่อยลงท่ี
เดิมท่ีความสูงประมาณ 10 cm ถ้าน้ าเช้ืออสุจิเหลวหยดเป็นหยดๆ แสดงว่ามีการ
ละลายตัวดี แต่ถ้าน้ าเช้ืออสุจิมีความหนืดยาวเป็นสายลงมาเกิน 2 cm แสดงการละลาย
ตัวไม่ดี ให้บ่มท้ิงไว้ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ต่ออีก 10 นาที แล้วน ามาทดสอบอีก
ครั้ง ท าซ้ าจนกว่าน้ าเช้ืออสุจิจะละลายตัวดี 
5. ใช้ pipette ดูดน้ าอสุจิเพื่อท าการวัดปริมาตรของน้ าเช้ืออสุจิแล้วบันทึกปริมาตรที่
วัดได้ 
6. วัดค่าความเป็นกรด-ด่างโดยหยดน้ าอสุจิ 1 หยดลงบนกระดาษ pH paper แล้วท า
การเทียบสีท่ีเกิดขึ้นกับแถบสีมาตรฐานบนกล่อง pH paper บันทึกค่า pH ท่ีวัดได้ 
7. เขียนช่ือ, รหัสผู้ป่วย, วันท่ีลงบน slide ส าหรับย้อมน้ าเช้ืออสุจิ 
8. ป้ายน้ าเช้ืออสุจิ 1 หยดลงบน slide (ควรเตรียมอย่างน้อย 2 แผ่น) ท้ิงไว้ให้แห้งนาน 
5-10 นาที จากนั้น fix ด้วย 95% alcohol นาน 5 นาทีแล้วตากให้แห้ง เพื่อส่งย้อมสี 
papanicolaou ดูรูปร่างของอสุจิ (morphology) ท่ีแผนกพยาธิวิทยา ช้ัน 4 ตึกกิตติ
วัฒนา รพ.ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ 
9. ดูดน้ าเช้ืออสุจิปริมาตร 10 µl หยดลงบน Makler chamber น าไปตรวจวัด 
concentration, motility, vitality, agglutination ของน้ าเช้ืออสุจิ ด้วยเครื่อง CASA 
โดยการสุ่มตัวอย่าง 7-9 fields ในกรณีท่ีอสุจิมีความเข้มข้นสูงต้องท าการเจือจางก่อน
การน ามาวิเคราะห์และต้องบันทึกระดับความเจือจางลงไปด้วย บันทึกข้อมูลท่ีวิเคราะห์
ได้ลงในคอมพิวเตอร์และพิมพ์ใบรายงานผล SA 
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ภาคผนวก ง 

Hypo-osmotic swelling test 

วัสดุและอุปกรณ์ 
- เครื่องช่ังสาร 4 ต าแหน่ง 
- ช้อนตักสาร 
- ท่ีกรองสาร 

สารเคมี 
- sodium citrate dehydrate 
- D-fructose 
- sterile H2O 

การเตรียมสาร 
1. ช่ัง sodium citrate dehydrate 0.735 g 
2. D-fructose    1.351 g 
3. Sterile H2O    100 ml 
4. แบ่งใส่ tube tube ละ 1 ml 
5. น า tube ไปแช่ท่ี -20 องศาเซลเซียส (เวลาใช้ให้น ามาละลายท่ีอุณหภูมิห้อง) 
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ภาคผนวก จ 
comet assay 

วัสดุและอุปกรณ์ 
- เครื่องช่ังสาร 4 ต าแหน่ง 
- ช้อนตักสาร 
- กระดาษ pH 
- sterer และ sterer rod 
- เครื่อง electrophoresis chamber 
- auto-pipette ขนาดต่างๆ 
- อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ 
- กล้องจุลทรรศน์ ฟลูออเรสเซ็นต์ 
- เครื่อง computer comet assay (Metasystem 2007, version 2.2) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงแบบ swing-out rotor 
- ท่ีส าหรับนับตัวอสุจิ (Makler counting chamber, Horwell) 
- เครื่อง electrophoresis chamber 
- สไลด์แก้วและ cover slip 
- เครื่อง computer aided sperm analysis (CASA), (IVOS, Hamiton, 
verson10) 
- Makler counting chamber® 

สารเคมี 
- sterile H2O 
- agarose (NMP, LMP) (Sigma-Aldrich) 
- sodium chlorie (Sigma-Aldrich) 
- ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) 
- Tris (Sigma-Aldrich) 
- Triton X-100 (Sigma-Aldrich) 
- dimethylsulphoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich) 
- ethidium bromide (EtBr) (Sigma-Aldrich) 
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การเตรียมน้ ายา 
1. Neutralizing Buffer 

- ช่ัง tris 48.5 g 
- น้ า 800 ml 
- ปรับค่า pH ให้ได้ 7.4 ด้วย HCL 

2. Lysis solution 
- ช่ัง 10 mM Trisma base 1.2 g 
- ช่ัง 100 mM EDTA  37.2 g 
- ช่ัง 2.5 M Nacl 146.1 g 
- ช่ัง NaOH 8 g  
- ใส่น้ าลงไปให้ได้ปริมาตร 700 ml แล้วท าให้สารละลายโดยใช้ stering rod 
ประมาณ 20 นาที 
- ปรับค่า pH ให้ได้ 10 แล้วเติมน้ าให้ได้ 890 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 
- ก่อนน ามาใช้ให้เติม 1% triton X -100(10 ml) และเติม 10% 
DMSO(100 ml) ลงไปแล้วเติมน้ าให้ครบปริมาตร 1000 ml น าไปแช่ตู้เย็น
ประมาณ 30 นาที 

3. Electrophoresis buffer (ปริมาตร 1000 ml) 
3.1.  Stock solution 

- ช่ัง 10 N NaOH  260 g ใส่ลงในน้ า 500 ml เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 40 
องศาเซลเซียส 

- ช่ัง 200 mM EDTA 14.89 g ละลายในน้ า 200 ml เก็บไว้ที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส 

3.2. Working solution 

- น าสารละลาย NaOH  ปริมาตร 30 ml ผสมกับสารละลาย EDTA 
ปริมาตร 5 ml ใสลงในบิกเกอร์แล้วใส่น้ าให้ได้ ปริมาตร 1000 ml 
ปรับค่า pH ให้ได้ >13 

4. Agarose Gel 
4.1.  Low meating point (LMP) 
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- ช่ัง LMP 0.5 g ใส่ลงใน PBS 100 ml แล้วน าไปละลายด้วย 
microwave  

- แบ่งส่วนใส่ลงใน vial ขวดละ 3 ml เปิดฝาท้ิงไว้จนหายร้อนเก็บ
ไว้ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

- เวลาใช้ LMP ต้องใส่ลงใน water bath ท่ีอุณหภูม ิ 37 องศา
เซลเซียส 

4.2.  Normal meating point (NMP) 

- ช่ัง NMP 0.75 g ใส่ลงใน PBS 100 ml แล้วน าไปละลายด้วย 
microwave 

- เวลาใช้ NMP ต้องใส่ลงใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 85 องศา
เซลเซียส 

5. Phosphate buffer saline pH 7.4 (PBS pH 7.4) 
- ช่ัง NaCl  8.0 g 
- ช่ัง KCl  0.2 g 
- ช่ัง Na2HPO4 1.15 g 
- ช่ังKH2PO4  0.2 g 
- Distilled water 1000 ml 
- ปรับ pH เป็น 7.4 เก็บไว้ที่อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส 

6. Ethidium bromide solution 
- Stock solution ใส่ Ethidium bromide 1000 µg/ml เตรียม 1 ml 
- Working solution  ใส่ Ethidium bromide solution 20 µg/ml เตรียม 
10 ml แล้ว Aliquot ใส่ใน appendrop 
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ภาคผนวก ฉ 
เอกสารช้ีแจงข้อมูลแก่ผู้เข้าร่วมโครงการวิจัย 

1. โครงการวิจัยเร่ือง  : ผลของการเตรียมและไม่เตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วต่อ
คุณภาพอสุจิหลังการท าละลาย 

2.  ชื่อผู้รับผิดชอบโครงการ 
หัวหน้าโครงการวิจัย : รองศาสตราจารย์ นายแพทย์เจริญไชย เจียมจรรยา 
หน่วยงาน : ภาควิชา สูติศาสตร์-นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ 
โทรศัพท์(ท่ีท างาน) : 02-9269162, 081-946-7388 

ผู้ร่วมท าการวิจัย : รศ.ดร. ตรีทิพย์  รัตนวรชัย 
สถานท่ีติดต่อ: ช้ัน 5 สถานวิทยาพรีคลินิก อาคารคุณากร 
โทรศัพท์(ท่ีท างาน): 02-9269710-11 

ผู้ท าการวิจัย : นางสาวชลธิชา  ส าเร็จกิจเจริญ 
นักศึกษากลุ่มวิชาเวชศาสตร์การเจริญพันธุ์ หลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 
สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
เบอร์โทร  087-913-9950 , 087-567-7111 
E-mail cherry_403@hotmail.com 

ท่ีปรึกษาโครงการ : รศ.ดร.พญ. พัชรา วิสุตกุล 
สถานท่ีติดต่อ: บัณฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตร์ เบอร์โทร : 02-926-9757 

3. เหตุที่ต้องท าวิจัยและเหตุผลที่ต้องการศึกษาในคน  รวมทั้งเหตุผลที่อาสาสมัครที่ได้รับเชิญเข้า
ร่วมโครงการ 

การแช่แข็งอสุจิเป็นเทคนิคในการเก็บรักษาอสุจิภายใต้สภาวะอุณหภูมิท่ีเย็นจัด  เพื่อให้
สามารถเก็บรักษาอสุจิได้เป็นระยะเวลานาน ซึ่งในปัจจุบันนั้นการแช่แข็งอสุจิมีไว้เพื่อส าหรับเก็บรักษา
อสุจิในกรณีท่ีฝ่ายชายจ ามีความจ าเป็นท่ีจะต้องมีการให้เคมีบ าบัด, รังสีรักษา, การผ่าตัดท่ีอาจจะท า
ให้เป็นหมันหรืออาจจะเกิดภาวะมีบุตรยากขั้นรุนแรงได้, การเก็บรักษาอสุจิไว้ก่อนท่ีจะมีการท าหมัน
ชาย, เพื่อความสะดวกในการรักษาภาวะผู้มีบุตรยาก ส าหรับบางรายท่ีมีน้ าเช้ืออ่อน สามารถท่ีจะเก็บ
สะสมไว้เพื่อน ามารวมกันและใช้ในคราวเดียวได้ หรือในกรณีท่ีต้องมีการผ่าตัดเก็บอสุจิจากอัณฑะ ซึ่ง
เป็นส่ิงท่ีท าให้เกิดการเจ็บตัวและเส่ียงต่อการติดเช้ือและการเกิดภาวะแทรกซ้อน ท้ังนี้การเก็บรักษา

mailto:kade_meang26075@hotmail.com
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โดยการแช่แข็งอสุจินั้นก็เพื่อเป็นทางท่ีจะลดความเส่ียงต่อผู้ป่วยลง แต่อย่างไรก็ตามการแช่แข็งนั้นก็
ยังมีข้อเสียในเรื่องของ การเคล่ือนท่ีของอสุจิท่ีลดลง 25% - 75%, การเกิดการแตกหักของDNA, และ
รวมไปถึงกับคุณภาพของอสุจิท่ีลดลง หลังจากผ่านขบวนการท าละลายอสุจิแช่แข็ง  ดังนั้น ในการ
ทดลองครั้งนี้ จึงท าการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างการแช่แข็งอสุจิก่อนและหลังการเตรียมเช้ืออสุจิ 
เพื่อท่ีจะดูว่าวิธีใดจะมีโอกาสในการเพิ่มคุณภาพของอสุจิ ได้ดีกว่ากัน  

ผลของการทดลองครั้งนี้อาจจะน าไปประยุกต์ใช้ในการเพิ่มประสิทธิภาพของขบวนการช่วย
การเจริญพันธ์ต่อไปในอนาคตได้ ซึ่งอาจจะน าไปสู่การเพิ่มอัตราการตั้งครรภ์ของคนไข้ ท่ีมารักษา
ภาวะมีบุตรยากได้มากขึ้น 

ท่านได้รับเชิญให้เป็นอาสาสมัครเข้าร่วมงานวิจัยครั้งนี้ เนื่องจากท่านเป็นอาสาสมัครที่มา
รับการรักษาภาวะมีบุตรยาก ในโรงพยาบาลธรรมศาสตร์ ซึ่งหลังจากได้รับการตรวจคุณสมบัติของน้ า
อสุจิตามปกติเพื่อน าไปใช้ในการรักษาแล้วก็ยังมีน้ าเช้ืออสุจิเหลืออยู่เพียงพอท่ีผู้วิจัยจะขออนุญาต
น ามาท าการวิจัยครั้งนี้ได้   

4. วัตถุประสงค์ของโครงการ  

เพื่อศึกษาผลของขบวนการแช่แข็งอสุจิ ด้วยวิธีการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว ก่อนและหลังการ
เตรียมอสุจิต่อคุณภาพของเช้ืออสุจิและการแตกหักของสายดีเอ็นเอ 

5. ขั้นตอนและกระบวนการท าวิจัย  

อาสาสมัครท าการเก็บน้ าอสุจิโดยวิธีการช่วยตัวเอง (masturbation) น้ าเช้ือส่วนหนึ่งน าไป
ท าการวิเคราะห์ (semen analysis) เพื่อท าการตรวจรักษาผู้ป่วยตามปกติ จากนั้นน าอสุจิท่ีเหลือจาก
การวิเคราะห์น้ าเช้ืออสุจิแล้วมาแบ่งออกเป็น 4 ส่วนเท่าๆกัน โดยผู้วิจัยจะจัดเป็นกลุ่มควบคุม 1 กลุ่ม
และกลุ่มวิจัย (กลุ่มท่ี  2, กลุ่มท่ี3 และกลุ่มท่ี 4)  น้ าอสุจิของทุกกลุ่มจะได้รับการตรวจวัดคุณสมบัติ 
ดังต่อไปนี้ คือ  การตรวจคุณภาพของน้ าเช้ืออสุจิ ( Semen analysis ; SA โดยดูปริมาณ, ความ
เคล่ือนไหว, รูปร่างปกติ ), ตรวจความสามารถของเช้ืออสุจิในการเจาะ , ตรวจการแตกหักของสายดี
เอ็นเอ, ตรวจความมีชีวิตรอดของตัวอสุจิ  

6. ประโยชน์ที่คาดว่าจะเกิดขึ้นจากการท าวิจัย 
 เพื่อดูการเปรียบเทียบผลของขบวนการแช่แข็งและละลายอสุจิก่อนและหลังการเตรียม
อสุจิเพื่อดูว่าวิธีการไหนสามารถเพิ่มคุณสมบัติของเช้ืออสุจิได้ดีกว่า  โดยข้อมูลท่ีได้สามารถน ามา
ประกอบการตัดสินใจในการเลือกใช้ขบวนการแช่แข็งและการละลายอสุจิท่ีมีประโยชน์สูงสุดแก่
คนไข้และเป็นทางเลือกใหม่ในขบวนการช่วยการเจริญพันธ์ในอนาคตต่อไปได้  
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7. สิ่งที่อาสาสมัครจะต้องปฏิบัติและไม่ปฏิบัติระหว่างการศึกษา และระยะเวลาของการวิจัย 

เนื่องจากโครงการวิจัยนี้ เป็นการเก็บน้ าอสุจิเพียงครั้งเดียว ไม่มีการนัดอาสาสมัครมา
ภายหลัง  

8. ความเสี่ยงหรืออันตรายที่จะเกิดขึ้น และหรือความไม่สะดวกสบายของอาสาสมัครที่อาจได้รับ
และมาตรการที่ผู้วิจัยเตรียมไว้ป้องกัน  

 อาสาสมัครจะไม่ได้รับความเส่ียงหรืออันตรายจากการวิจัยในครั้งนี้ 

9. กรณีเกิดภาวะแทรกซ้อนที่เก่ียวข้องกับการวิจัยผู้วิจัยจะให้การดูแลรักษาพยาบาลหรือชดเชย
อาสาสมัครอย่างไร 

 อาสาสมัครที่เข้าร่วมโครงการจะไม่เกิดความเส่ียงต่อการเกิดภาวะแทรกซ้อนใดๆ 

10. กรณีการทดสอบยาในอาสาสมัครที่เป็นผู้ป่วย เม่ือผลการวิจัยพบว่ายานั้นเป็นประโยชน ์
ภายหลังการสิ้นสุดโครงการวิจัย ผู้วิจัยจะให้การสนับสนุนกับอาสาสมัครต่อไปหรือไม่อย่างไร และ
ระยะเวลานานเท่าไร 

 ในการวิจัยในครั้งนี้ไม่มีการทดสอบยาในอาสาสมัคร 

11. ในกรณีที่มีการรักษาหลายรูปแบบให้ระบุทางเลือกอื่นและเปรียบเทียบข้อดี, ข้อเสีย ของวิธี
วิจัย 

 ในการวิจัยครั้งนี้ไม่มีการรักษาผู้ป่วยมาเกี่ยวข้อง เป็นเพียงการศึกษาวิจัยเพื่อหาแนวทางใน
การเก็บรักษาเช้ืออสุจิไว้ใช้ในอนาคต 

12. การให้ค่าตอบแทนเป็นเงิน ควรระบุจ านวนและจ านวนคร้ังที่ให้อาสาสมัคร 

 ท่านจะไม่ได้รับค่าตอบแทนใด ๆ จากการเข้าร่วมการศึกษาวิจัยนี้  และอาสาสมัครไม่มี
ค่าใช้จ่ายท่ีต้องรับผิดชอบจากการเข้าร่วมโครงการการวิจัย 

13. การรักษาความลับเก่ียวกับอาสาสมัคร   

 ผู้วิจัยจะเก็บข้อมูลส่วนตัวที่ท่านไม่ต้องการเปิดเผยเป็นความลับจะถูกเก็บรวบรวมไว้และ
น ามาใช้เพื่อวัตถุประสงค์ทางการวิจัยทางการแพทย์เท่านั้น หากมีการวิเคราะห์ข้อมูลจะไม่มีการอ้าง
ถึงช่ือท่านในรายงานหรือวารสารใด ๆ แต่คณะกรรมการจริยธรรมอาจขอให้หัวหน้าโครงการวิจัย
เปิดเผยผลการวิจัยของท่าน หากท่านตกลงใจเข้าร่วมการศึกษา ทางโรงพยาบาล จะเป็นผู้ควบคุม
ข้อมูลส่วนตัวท่าน โดยทางโรงพยาบาลจะท าทุกวิถีทางเพื่อให้เกิดความมั่นใจว่าข้อมูลส่วนตัวของท่าน
จะถูกปกป้องไว้ 



84 
 

14. วัตถุทางชีวภาพที่รวบรวมไว้ เช่น ตัวอย่างเลือดที่เหลือหลังจบโครงการจะจัดการอย่างไร
 ภาชนะท่ีใช้ในการเก็บน้ าอสุจิท่ีใช้ในการทดลองเป็นชนิดใช้แล้วทิ้ง ไม่มีการน ามาใช้ใหม่ ขยะ
ท่ีท้ิงเป็นถุงขยะแดง (ส าหรับท้ิงขยะติดเช้ือ) และมีการน าไปท าลายโดยเตาเผาท่ีได้มาตรฐานของ
โรงพยาบาล 

15. สิทธิของอาสาสมัครในการถอนตัวออกจากโครงการเมื่อไรก็ได้ โดยไม่กระทบต่อการ
รักษาพยาบาลของอาสาสมัครที่เป็นผู้ป่วย  

 หลังจากท่านตัดสินใจแล้ว ท่านมีสิทธิที่จะไม่เข้าร่วมการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ได้ โดยไม่มี
ผลกระทบใดๆต่อการรักษาของท่าน 

16. แหล่งทุนวิจัย  

 ทุนวิจัยคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 

17. โครงการวิจัยได้รับความเห็นชอบจากคณะอนุกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน มธ. ชุดที่ 1 
โทรศัพท์ 0-2926-9704, 0-2564-4444 ต่อ 7535 

18. ผู้เข้าร่วมวิจัยสามารถขอรับค าปรึกษา/แจ้งเร่ือง/ร้องเรียน ได้ที่ส านักงานคณะอนุกรรมการ
จริยธรรมการ  วิจัยในคน มธ. ชุดที่ 1 คณะแพทยศาสตร์ โทรศัพท์/โทรสาร 02-926-9704 , 0-
2564-4444 ต่อ 7535 

 

 

 
      ขอบคุณทุกท่านท่ีให้ความร่วมมือ 

รองศาสตราจารย์ นายแพทย์เจริญไชย เจียมจรรยา 
                                                                  หัวหนา้โครงการ  
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ภาคผนวก ช 

ใบยินยอมของอาสาสมัคร 
โครงการวิจัยเร่ือง : ผลของการเตรียมและไม่เตรียมเชื้ออสุจิก่อนการแช่แข็งแบบเนื้อ

แก้วต่อคุณภาพอสุจิหลังการท าละลาย 

 

วันท่ีให้ค ายินยอมวันท่ี …………..……เดือน ……………….พ.ศ……………….………… 

ก่อนท่ีจะลงนามในใบยินยอมให้ท าการวิจัยนี้    ข้าพเจ้าได้รับการอธิบายจากผู้วิจัยถึง
วัตถุประสงค์ของการวิจัย  วิธีการวิจัย  อันตรายหรืออาการที่อาจเกิดขึ้นจากการวิจัยหรือจากยาท่ี
ใช้  รวมท้ังประโยชน์ท่ีจะเกิดขึ้นจากการวิจัยอย่างละเอียด   และมีความเข้าใจดีแล้ว  ซึ่งผู้วิจัยได้
ตอบค าถามต่างๆ  ท่ีข้าพเจ้าสงสัยด้วยความเต็มใจ ไม่ปิดบัง   ซ่อนเร้น   จนข้าพเจ้าพอใจ  และเข้า
ร่วมโครงการนี้โดยสมัครใจ 

ข้าพเจ้ามีสิทธิ์ที่จะบอกเลิกการเข้าร่วมการวิจัยนี้เมื่อใดก็ได้    ถ้าข้าพเจ้าปรารถนาโดย
ไม่เสียสิทธิในการรักษาพยาบาลท่ีจะเกิดขึ้นตามมาในโอกาสต่อไป 

ผู้วิจัยรับรองว่าจะเก็บข้อมูล  เฉพาะเกี่ยวกับตัวข้าพเจ้าเป็นความลับและจะเปิดเผยได้
เฉพาะในรูปแบบท่ีเป็นสรุปผลการวิจัย   

การเปิดเผยข้อมูลเกี่ยวกับตัวข้าพเจ้าต่อหน่วยงานต่างๆ  ท่ีเกี่ยวข้องกระท าได้เฉพาะ
กรณีจ าเป็นด้วยเหตุผลทางวิชาการเท่านั้นและจะต้องได้รับค ายินยอมจากข้าพเจ้าเป็นลายลักษณ์
อักษร 

ในการวิจัยครั้งนี้   จะมีการใช้น้ าเช้ือของผู้เข้ารับการรักษาผู้มีบุตรยากและได้รับการ
ตรวจคุณภาพอสุจิ (Semen analysis) แล้วมาท าการวิจัยซึ่งหลังจากผู้วิจัยท าการวิจัย  แล้วน้ าเช้ือ
ท่ีเหลือจะถูกท าลายโดยวิธีมาตรฐาน 

ข้าพเจ้ายินยอมให้ผู้ก ากับดูแลการวิจัย  ผู้ตรวจสอบ คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยใน
คน และคณะกรรมการท่ีเกี่ยวข้องกับการควบคุมยา    สามารถเข้าไปตรวจสอบบันทึกข้อมูลทาง
การแพทย์ของข้าพเจ้า เพื่อเป็นการยืนยันถึงขั้นตอนโครงการวิจัยทางคลินิก โดยไม่ล่วงละเมิดเอก
สิทธิ์ ในการปิดบังข้อมูลของการสมัครตามกรอบท่ีกฎหมายและกฎระเบียบได้อนุญาตไว้ 

ข้าพเจ้าได้อ่านข้อความข้างต้นแล้ว   และมีความเข้าใจดีทุกประการ   และได้ลงนามใน
ใบยินยอมนี้ด้วยความเต็มใจ     
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ในกรณีท่ีข้าพเจ้าไม่สามารถอ่านหนังสือได้   ผู้วิจัยได้อ่านข้อความในใบยินยอมนี้ให้
ข้าพเจ้าฟังจนเข้าใจดีแล้ว  ข้าพเจ้าจึงลงนามในใบยินยอมนี้ด้วยความเต็มใจ 

ข้าพเจ้าสามารถติดต่อผู้วิจัยได้ท่ี คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์  ต.คลอง
หนึ่ง  อ.คลองหลวง  จ.ปทุมธานี 12120  โดยหัวหน้าโครงการท่ีรับผิดชอบเรื่องนี้  คือ รอง
ศาสตราจารย์ นายแพทย์เจริญไชย เจียมจรรยาโทร 02-9269162, 081-946-7388 และ
ผู้ท าการวิจัย นางสาวชลธิชา  ส าเร็จกิจเจริญ โทร 087-567-7111 

 

ข้าพเจ้ารับทราบว่า ข้าพเจ้าสามารถขอรับค าปรึกษา/แจ้งเร่ือง/ร้องเรียน ได้ที่
ส านักงานอนุกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน มธ. ชุดที่ 1 คณะแพทยศาสตร์ โทรศัพท์ 02-
926-9704, 0-2564-4444 ต่อ 7535 

 

 

 

 

     

     ลงนาม…………………………………ผู้ยินยอม 

              (...............................................................) 

     ลงนาม……………….......…………………พยาน 

     (...............................................................) 

     ลงนาม…………………….......……………พยาน 
     (...............................................................) 
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ประวัติผู้เขียน 
 

1. ช่ือ – นามสกุล   (ภาษาไทย)  : นางสาวชลธิชา  ส าเร็จกิจเจริญ 
 (ภาษาอังกฤษ)   : Miss Chonthicha  Samrejkijcharoen 

2. วันเดือนปีเกิด  2 5  กันยายน  2531 
3. ต าแหน่งปัจจุบัน  นักศึกษาปริญญาโท  
4. ประวัติการศึกษา 

 
ปีท่ีจบ

การศึกษา 
วุฒิการศึกษา/
ประกาศนียบัตร 

สาขาเอก ช่ือสถาบัน ประเทศ 

2548 มัธยมศึกษา วิทย-์คณิต โรงเรียนบางปะกอกวิทยาคม ไทย 
2552 วิทยาศาสตรบัณฑิต วิทยาศาสตร์

ชีวการแพทย์ 
มหาวิทยาลัยรังสิต ไทย 

 
 

  

  
 


