
462 ธรรมศาสตร์เวชสาร ปีที่ ๑๕ ฉบับที่ ๓ ประจำาเดือนกรกฎาคม-กันยายน ๒๕๕๘

นิพนธ์ต้นฉบับ

ผลของการเติมโคเอนไซม์คิวเทนในน�้ายาแช่แข็งต่อคุณภาพและ 
การแตกหักของสายดีเอ็นเอในอสุจิที่ผ่านกระบวนการแช่แข็ง 

แบบเนื้อแก้วในชายที่มีอสุจิปรกติ

บทคัดย่อ

บทน�ำ: หนึง่ในเทคโนโลยีทีช่่วยในการรกัษาภาวะมบีตุรยากจากฝ่ายชายคือการแช่แข็งอสจุ ิแต่หลงัการละลาย พบว่า 

 อสุจิจะมีการเคลื่อนไหวลดลงร้อยละ ๒๕ ถึง ๗๕ นอกจากนี้ยังท�าให้เกิดการแตกหักของสายดีเอ็นเอของ 

 อสุจิอีกด้วย มีรายงานการใช้สารต้านอนุมูลอิสระใส่ลงในน�้ายาแช่แข็งเพ่ือช่วยเพ่ิมการท�างานของอสุจิและ 

 ลดการแตกหักของดีเอ็นเอ แต่งานวิจัยเรื่องนี้ยังมีจ�านวนน้อยมากและยังไม่มีผลสรุปที่ชัดเจน ดังนั้นผู้วิจัย 

 จึงสนใจศึกษาผลของการเติมโคเอนไซม์คิวเทนในน�้ายาแช่แข็งต่อคุณภาพของอสุจิ

วิธีกำรศึกษำ: เช้ืออสุจขิองอาสาสมคัรชาย ๔๐ รายทีม่นี�า้เช้ือปรกต ิแบ่งเป็น ๔ กลุ่มคือ กลุ่มที ่๑ : กลุ่มน�า้เช้ือสด (neat หรอื  

 unwashed: UW), กลุ่มที่ ๒ : กลุ่มอสุจิที่ผ่านการเตรียมเชื้ออสุจิ (washed: W), กลุ่มที่ ๓ : กลุ่มอสุจิที่ผ่าน 

 การเตรียมเชื้ออสุจิและน�าไปแช่แข็ง (washed and frozen: W+F), กลุ่มที่ ๔ : กลุ่มอสุจิที่ผ่านการเตรียมเชื้อ 

 อสุจิและน�าไปแช่แข็งโดยใส่โคเอนไซม์คิวเทน (CoQ10) ปริมาณ ๕๐ ไมโครโมลาร์ (W+F+CoQ10) น�าผล 

 การทดลองในกลุ่มต่างๆ มาตรวจวิเคราะห์เปรียบเทียบคุณภาพอสุจิ (semen analysis) ความมีชีวิตของอสุจิ  

 (vitality) โดยวธิ ีhypo-osmotic swelling test (HOS) ความสมบรูณ์ของการท�างานอสจุ ิโดย Hyaluronan binding  

 assay (HBA) ความสมบูรณ์ของดีเอ็นเอของอสุจิ (comet assay)

ผลกำรศึกษำ: เมื่อใส่ CoQ10 ลงในน�้ายาแช่แข็งอสุจิ พบว่าค่าความเข้มข้นของอสุจิ อัตราอสุจิที่มีชีวิต อัตราอสุจิที่มีรูปร่าง 

 ปรกติและการท�างานของอสุจิ โดย HBA ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ 

 ไม่ใส่ CoQ10 แต่จะมีค่าของอัตราการเคล่ือนไหวของอสุจิ (motility) และอัตราอสุจิที่เคล่ือนไหวไปข้างหน้า  

 (progressive motility) มีค่ามากกว่าและมีค่าความแตกหักของดีเอ็นเอน้อยกว่าอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ 

 เมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ใส่ CoQ10 

วิจารณ์ และ น�้ายาแช่แข็งอสุจิที่ใส่ CoQ10 นั้นท�าให้มีประสิทธิภาพการเคล่ือนไหวของอสุจิเพ่ิมข้ึน และท�าให้การแตกหัก 

สรุปผลกำรศึกษำ: ของสายดีเอ็นเอของอสุจิลดลงอย่างมีนัยส�าคัญเมื่อเทียบกับน�้ายาแช่แข็งที่ไม่ได้ใส่ CoQ10 

ค�าส�าคัญ:  การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้ว, โคเอนไซม์คิวเทน, การแตกหักของดีเอ็นเอ

วันที่รับบทความ: ๓ มิถุนายน ๒๕๕๘ วันที่อนุญาตให้ตีพิมพ์: ๗ กรกฎาคม ๒๕๕๘

 * นักศึกษาหลักสูตรวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิทยาศาสตร์การแพทย์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์

 ** ภาควิชาสูติศาสตร์ - นรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์

 *** งานบัณฑิตศึกษา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์

 **** สถานวิทยาศาสตร์พรีคลินิก คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์
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บทน�ำ
 ในปัจจุบันภาวะมีบุตรยากเป็นภาวะที่เกิดข้ึนกับ 

คู่สมรสหลายคู่ ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากปัญหาความเครียดใน

การด�าเนนิชีวติ เช่น ความเครยีดจากการท�างาน สิง่แวดล้อม 

มลภาวะ อาหาร และอ่ืนๆ ซึ่งจากการศึกษาพบว่า สาเหตุ

ของภาวะมีบุตรยากที่เกิดมาจากฝ่ายชายนั้นเกิดข้ึนประมาณ 

ร้อยละ ๒๐ - ๓๐ สาเหตจุากฝ่ายหญิงประมาณร้อยละ ๔๐ - ๕๕  

สาเหตุจากทั้งฝ่ายชายและหญิงประมาณร้อยละ ๒๐ - ๓๐ 

และเทคโนโลยีที่มีบทบาทช่วยในการรักษาภาวะมีบุตรยาก 

จากฝ่ายชายเทคโนโลยีหนึ่งคือการแช่แข็งอสุจิ ซึ่งการ 

แช่แข็งอสจุใินปัจจบุนัมไีว้เพ่ือการเกบ็รกัษาน�า้เช้ือไว้ในกรณทีี่

จ�าเป็นต้องให้เคมีบ�าบัด รังสีรักษา (ซึ่งจะท�าลายคุณภาพของ

อสุจิ) หรือการเก็บรักษาอสุจิไว้ก่อนการท�าหมันชาย หรือเพื่อ

ความสะดวกในการรักษาภาวะมีบุตรยาก ในกรณีฝ่ายชาย

ไปท�างานต่างประเทศ หรือในกรณีไม่สามารถน�าอสุจิมาส่ง 

ได้ตามเวลาที่ต้องการ เพ่ือใช้ในการฉีดอสุจิเข้าสู่โพรงมดลูก 

(Intrauterine insemination: IUI) หรอืท�าเดก็หลอดแก้ว (In vitro 

fertilization: IVF) หรอืส�าหรบัในบางรายทีม่นี�า้เช้ือน้อย ผูป่้วย

อาจมีความประสงค์ที่จะเก็บสะสมอสุจิไว้ เพ่ือน�ามารวมกัน

เพื่อใช้ในคราวเดียว และในบางรายที่ต้องเก็บอสุจิจากอัณฑะ 

(Surgical sperm recovery: SSR) เป็นกระบวนการที่ก่อให้เกิด

ความเจ็บปวด มีความเสี่ยงต่อการติดเช้ือและการเกิดภาวะ

แทรกซ้อน จึงควรลดจ�านวนครั้งในการท�าให้น้อยที่สุด ซึ่งวิธี

หนึ่งก็คือการแช่แข็ง (Cryopreservation) อสุจิ หรือชิ้นเนื้อจาก

อัณฑะที่เก็บไว้บางส่วน๑ แต่อย่างไรก็ตามวิธีการแช่แข็งอสุจิ 

ยังมีข้อเสียทั้งในเรื่องการเคลื่อนไหวของอสุจิที่จะลดลงหลัง

การละลายร้อยละ ๒๕ - ๗๕ ผลกระทบของกระบวนการแช่แข็ง 

และการละลายนั้นมีผลมาจากการเปลี่ยนแปลงทาง Physical  

และ Chemical๒ เช่น การเกดิ thermal shock, osmotic shock, 

การเกิด intracellular และ extracellular ice crystal, cell  

dehydration และการสญูเสียของ cell membrane integrity ซึง่

ทั้งหมดนี้เป็นสาเหตุของความเสียหายที่เกิดจากการแช่แข็ง

อสุจิ๓ นอกจากนี้ยังเกิดการแตกหักของสายดีเอ็นเอของอสุจิ 

(Sperm DNA fragmentation) ซึ่งการสูญเสียการท�างานของ

อสจุแิละการแตกหกัของสายดเีอน็เอจะสมัพันธ์กนักบัการสร้าง  

Reactive oxygen species (ROS) ทีเ่กดิข้ึนในกระบวนการแช่แข็ง 

และละลาย๔ จึงได้มีการศึกษาน�าสารต้านอนุมูลอิสระมา

ใส่ลงในน�้ายาแช่แข็งเพ่ือช่วยเพ่ิมการท�างานของอสุจิและ 

ลดการแตกหักของสายดีเอ็นเอ

 โคเอนไซม์คิวเทน (Coenzyme Q10) หรือโคคิวเทน  

(CoQ10) มีช่ือเรียกทางเคมีว่า “2,3-dimethoxy-5-methyl-

6-decaprenyl benzo-quinone” CoQ10 เป็นสารคล้ายวิตามิน 

สามารถละลายได้ในไขมัน และร่างกายสามารถผลิตได้เอง  

พบในเซลล์ทุกเซลล์ที่มีชีวิต โดยจะอยู่ที่ส่วนเย่ือหุ้มของ 

ไมโทคอนเดรีย ซึ่ง CoQ10 มีความจ�าเป็นต่อร่างกาย มี

ส่วนช่วยในกระบวนการ Oxidation ของสารอาหารภายใน

เซลล์เพ่ือสร้าง Adenosine triphosphate (ATP) ลักษณะเป็น  

Amphipathic (Biphasic) เนือ่งจากในโครงสร้างมส่ีวนประกอบ

ส่วนหัวที่เป็น Hydrophilic benzoquinone ring และส่วนหางที่

เป็น Lipophilic polyisoprenoid side-chain ส่วน Hydrophilic 

benzoquinone ring ของโคเอนไซม์คิวเทนมีความส�าคัญกับ

ปฏิกิริยารีดอกซ์ โดยท�าหน้าที่ร่วมในการส่งต่ออิเล็กตรอน

ภายใน Lipid bilayer ซึ่งมี Semiquinone radical เป็นสาร  

Intermediate มีรายงานการวิจัยพบว่าโคเอนไซม์คิวเทน

สามารถช่วยในการเคล่ือนที่ของอสุจิ การน�ากลับมาใช้ใหม่

ของวิตามินอีและการป้องกัน pro-oxidant ได้๕ จากรายงาน 

การทดลองของ Lewin A. และ Lavon H. ในปี ค.ศ. ๑๙๙๗ พบว่า 

การใส่โคเอนไซม์คิวเทน ๕๐ ไมโครโมลาร์ ในน�้ายา HAM,s 

F10 แล้วน�าไปบ่มร่วมกับอสุจิเป็นเวลา ๒๔ ช่ัวโมง ผลการ

ทดลองพบว่า สามารถเพ่ิมการเคลื่อนไหวของอสุจิอย่างมี

นัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่บ่มด้วยน�้ายา HAM,s 

F10 เพียงอย่างเดียว ในชายที่มีภาวะ Asthenozoospermia 

นอกจากนี้ยังวิจัยในผู ้ป่วยชายที่เคยได้รับการรักษาโดย 

วิธี ICSI และมีอัตราการปฏิสนธิต�่า เมื่อให้รับประทาน 

โคเอนไซม์คิวเทนขนาด ๖๐ มลิลกิรมัต่อวนั เป็นเวลา ๑๐๓ วนั  

ก่อนได้รับการรักษาโดยวิธี ICSI พบว่าอัตราการปฏิสนธิ 

เพิ่มขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ๖ 

 ในการวิจัยครั้งนี้จึงมีจุดประสงค์เพ่ือศึกษาทดลอง

การใส่โคเอนไซม์คิวเทนเสรมิเข้าไปในกระบวนการแช่แข็งและ

ละลายอสุจิ เพื่อไปท�าหน้าที่เป็นสารต้านอนุมูลอิสระช่วยเพิ่ม

การท�างานของอสุจิโดยเฉพาะการเคล่ือนไหว (motility) และ

อาจจะช่วยลดการเกดิการแตกหกัของสายดเีอน็เอของอสจุลิง 

ซึ่งผลของการทดลองครั้งนี้อาจน�าไปประยุกต์ใช้ในการเพ่ิม

ประสิทธิภาพของกระบวนการช่วยการเจริญพันธุ์ (Assisted 

reproductive technology: ART) ทีจ่ะน�าไปสูก่ารช่วยเพ่ิมอตัรา

การตั้งครรภ์ของคนไข้ที่มารักษาภาวะมีบุตรยากได้
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วิธีกำรศึกษำ
 การวิจัยเชิงทดลองทางคลินิกใช้รูปแบบการวิจัย

แบบไปข้างหน้า (prospective study) โดยการศึกษาวจิยัครัง้นี้

ได้รับใบรับรองจากคณะอนุกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน 

(MTU-EC-OB-6-092/55) จากคณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัย

ธรรมศาสตร์ ท�าการเก็บตัวอย่างจากอาสาสมัคร ๔๐ ราย  

ทีห่น่วยผูม้บีตุรยาก โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลมิพระเกียรติ 

ระหว่างเดือนสิงหาคม พ.ศ. ๒๕๕๖ ถึงเดือนสิงหาคม  

พ.ศ. ๒๕๕๗

การเก็บน�้าเชื้ออสุจิและการตรวจน�้าอสุจิ

 อาสาสมัครเก็บน�้าเช้ือใส่ภาชนะพลาสติกปราศจาก

เชื้อโรค ด้วยวิธี Masturbation หลังงดหลั่งน�้าเชื้อ ๓ - ๗ วัน 

และตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา ๓๐ - ๖๐ นาที หลังจากนั้นน�าน�้าอสุจิที่

ได้ไปตรวจวดัคุณภาพ ได้แก่ รปูร่างอสจุทิีป่รกต ิความเข้มข้น 

ของอสุจิและการเคลื่อนไหว ด้วยเครื่อง Computer-aided 

sperm analysis (CASA; IVOS, version 10, Hamilton, USA) 

โดยตรวจรูปร่างอสุจิด้วยวิธีการย้อม Papaniculaou (PAP) 

staining๗ ซึ่งน�้าอสุจิต้องมีคุณภาพน�้าเช้ือเป็นปรกติโดยเทียบ

จากค่าปรกตมิาตรฐานของ World Health Organization (WHO) 

ปี ค.ศ. ๒๐๑๐ จากนั้นตรวจความมีชีวิตอสุจิ โดย Hypo-

osmotic swelling test (HOS)๘ และตรวจความสมบรูณ์ของการ

ท�างานอสจุ ิโดย Hyaluronan binding assay (HBA) ด้วยใช้ชุด

ตรวจ hyaluronan binding assay (HYDAK® COATINGS; Bio-

coat, Inc. Denmark) และน�าไปตรวจวดัภายใต้กล้องจลุทรรศน์

ชนิด phase contrast๙

การเตรียมอสุจิ (Sperm preparation)

 เป็นวธิกีารคัดเลอืกตวัอสจุปิรกตทิีเ่คลือ่นทีไ่ด้ดแีละ

ขจัดน�้าอสุจิออก โดยจะน�าน�้าอสุจิค่อยๆ หยดลงบนน�้ายา  

Sil-select sperm gradient น�าไปปั่นแยกด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยง

แบบ Swing out rotor โดยใช้ความเร็ว 300 g นาน ๑๕ นาที 

เมื่อเสร็จแล้วดูดตะกอนอสุจิที่ก้นหลอดมาใส่น�้ายา Ferticult 

flushing medium แล้วน�าไปปั่นแยกโดยใช้ความเร็ว 300 g 

นาน ๕ นาที (ท�าซ�้าอีก ๑ ครั้งเพื่อล้างน�้ายา Sil-select ออก

ให้หมด) แล้วดูดเอาตะกอนอสุจิก้นหลอดที่ได้ มาใส่ในหลอด

ก้นกลมปลอดเช้ือ แล้วน�าไปหยดลงบน Makler counting 

chamber น�าไปตรวจวัดความเข้มข้น ความสามารถในการ

เคลื่อนที่ ด้วยเครื่อง CASA 

การตรวจหา DNA damage ของสายดีเอ็นเอ

 โดยวิธี single cell gel electrophoresis (Comet 

assay) เป็นวธิกีารตรวจการแตกหกัของสาย DNA (DNA frag-

mentation) ใช้สารเคมีจาก Sigma-Aldrich, USA โดยน�าอสุจมิา

ผสมกับ agarose gel แล้วน�าไปหยดลงบนสไลด์ท�าให้แข็งตัว

ในอุณหภูมิ ๔ องศาเซลเซียส น�าไปท�าการสลายเซลล์เพื่อให้

ได้ส่วนของนิวเคลียส แล้วน�าไปผ่านกระบวนการ electropho-

resis จากนัน้น�าไปส่องภายใต้กล้องจลุทรรศน์ฟลอูอเรสเซนต์  

ท�าการวิเคราะห์อสุจิ ๑๐๐ ตัว โดยการทดสอบมีการท�าซ�้า  

๒ สไลด์ต่อหนึ่งตัวอย่าง โดยใช้โปรแกรม Meta-system  

software, Comet Imager V.2.0.0. เพ่ือตรวจวัดพารามิเตอร ์

ความยาวหาง ในการวิเคราะห์ DNA damage๑๐ 

การแบ่งกลุ่มตัวอย่าง

 แบ่งน�า้เช้ืออสุจ ิ(neat semen) เป็น ๔ ส่วนเท่าๆ กนั  

กลุ่มที่ ๑ : กลุ่มน�้าเช้ือสด (unwashed: UW) กลุ่มที่ ๒ : 

กลุ่มอสุจิที่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ (sperm preparation หรือ 

washed: W) กลุ่มที่ ๓ : เป็นกลุ่มอสุจิที่ผ่านการเตรียมเช้ือ

อสุจิและน�าไปแช่แข็ง (washed and frozen: W+F) กลุ่มที่ ๔ : 

เป็นกลุ่มอสุจทิีผ่่านการเตรยีมเช้ืออสุจแิละน�าไปแช่แข็งโดยใส่ 

CoQ10 ปริมาณ ๕๐ ไมโครโมลาร์ (W+F+CoQ10)
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แผนภาพการทดลอง

Frozen

Frozen

HOS = Hypo-osmotic swelling test

HBA = Hyaluronan binding assay
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การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้วด้วยวิธี Solid surface vitrification  

(SSV) 

 การแช่แข็งจะใช้น�้ายาแช่แข็งอสุจิ (glycerol egg 

yolk citrate medium) จาก Sigma-Aldrich น�าไปอุ ่นที่ 

อุณหภูมิ ๕๖ องศาเซลเซียส เป็นเวลา ๓๐ นาที หลังจากนั้น 

น�าอสุจิที่ผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิผสมกับน�้ายาแช่แข็งทั้งที่ใส่

และไม่ใส่ CoQ10 ในปริมาตรเท่ากัน (๑:๑) และดูดตัวอย่าง 

๒๐ ไมโครลิตร น�าไปหยดบนแผ่นอะลูมิเนียมฟอยด์ที่ลอย

อยู่บนผิวของไนโตรเจนเหลว น�าหยดตัวอย่างที่แช่แข็งแล้ว

ใส่ใน cryovial (Nunc, Roskilde, Denmark) และเก็บในถัง

ไนโตรเจนเหลว (-๑๙๖ องศาเซลเซียส)๑๑ เป็นเวลา ๗ วัน 

(ดดัแปลงน�า้ยาในกระบวนการแช่แข็งมาจากหน่วยผูม้บีตุรยาก  

โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์ กรุงเทพมหานคร)

การวิเคราะห์ผล

 วิ เคราะห ์ เปรียบเทียบค ่าเฉล่ียในแต ่ละกลุ ่ม 

การทดลองทัง้ ๔ กลุ่ม ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ SPSS version  

17.0 และก�าหนดให้ข้อมูลมีความแตกต่างทางสถิติอย่าง 

มีนัยส�าคัญ เมื่อค่า p < ๐.๐๕

ผลกำรศึกษำ
 ผลการศึกษาคุณภาพของอสุจิพบว่า กระบวนการ

เตรียมเช้ือนั้นจะแยกอสุจิที่ตายออกไปส่วนหนึ่ง ท�าให้

ความเสียหายของดีเอ็นเอลดลงและความเข้มข้นของอสุจ ิ

ลดลงกว่ากลุม่อสจุก่ิอนการเตรยีมเช้ือ กลุม่อสจุหิลงัการเตรยีม 

เช้ืออสุจิมีค่าอัตราการเคล่ือนไหว อัตราอสุจิที่เคล่ือนไหว 

ไปข้างหน้า อัตราอสุจทิีม่รีปูร่างปรกต ิอัตราความสมบรูณ์ของ

การท�างานอสุจ ิอัตราอสจุทิีม่ชีีวติเพ่ิมข้ึนอย่างมนียัส�าคัญทาง

สถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มอสุจิก่อนการเตรียมเชื้อ (ตารางที่ ๑)

  Sperm characteristics UW W

 ความเข้มข้นของอสุจิ ๑๘๑.๓๘ ±  ๕๕.๓๔ ๑๔๖.๒๕ ±  ๔๘.๙๕* 

 (Sperm concentration) (106/ml) 

 อัตราการเคลื่อนไหว (%Sperm motility) ๕๒.๒๕ ±  ๗.๘๓ ๘๖.๗๕ ±  ๘.๓๓*

 อัตราอสุจิที่เคลื่อนไหวไปข้างหน้า ๔๔.๑๖ ±  ๖.๐๐ ๗๘.๕๙ ±  ๖.๙๘* 

 (%Progressive motile) 

 อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ ๘.๔๗ ±  ๓.๐๑ ๑๖.๔๕ ±  ๓.๖๑* 

 (%Normal morphology) 

 อัตราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิ ๗๖.๑๕ ±  ๗.๗๔ ๗๘.๖๗ ±  ๗.๔๐*

 (Sperm-Hyaluronan binding assay (%HBA)) 

 อัตราอสุจิที่มีชีวิต (%Vitality) ๗๓.๕๕ ±  ๗.๖๑ ๘๕.๕๗ ±  ๖.๕๘*

 ความเสียหายของดีเอ็นเอ (DNA damage (µm)) ๕.๒๖ ±  ๕.๐๗ ๓.๔๒ ±  ๒.๖๕*

ตารางที่ ๑   คุณสมบัติของอสุจิก่อนการเตรียมเชื้ออสุจิ (UW) เปรียบเทียบกับอสุจิหลังการเตรียมเชื้ออสุจิ (W)

แสดงผล ค่าเฉลี่ย ±  ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

หมายเหตุ * คือ ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติโดยค่า p < ๐.๐๕ เมื่อเทียบกับกลุ่ม UW
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 ผลการศึกษากลุ่มอสุจิหลังผ่านกระบวนการแช่แข็ง 

และละลายในกลุ่มที่ใส่ CoQ10 (W+F+CoQ10) และไม่ใส่ 

CoQ10 (W+F) พบว่า ค่าความเข้มข้นของอสุจิ อัตราอสุจิ 

ที่มีชีวิต อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ และอัตราความสมบูรณ์

ของการท�างานอสุจิไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส�าคัญ 

ทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ใส่ CoQ10 แต่อัตราการ

เคลื่อนไหวและอัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้าของอสุจิ  

มีค่าสูงกว่าอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ ่มที ่

ไม่ใส่ CoQ10 และมีค่าความเสียหายของดีเอ็นเอน้อยกว่า 

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับกลุ่มที่ไม่ใส่ CoQ10  

(ตารางที่ ๓)

  Sperm characteristics W W+F W+F+CoQ10

 ความเข้มข้นของอสุจิ ๑๔๖.๒๕ ± ๔๘.๙๕ ๑๑๔.๖๒ ± ๓๑.๕๑* ๑๑๓.๕๗ ± ๓๖.๒๕*

 (Sperm concentration) (106/ml) 

 อัตราการเคลื่อนไหว ๘๖.๗๕ ± ๘.๓๓ ๒๖.๓๕ ± ๑๒.๓๔* ๓๕.๖๐ ± ๑๔.๙๔*

 (%Sperm motility) 

 อัตราอสุจิที่เคลื่อนไหวไปข้างหน้า  ๗๘.๕๙ ± ๖.๙๘ ๑๙.๒๐ ± ๗.๕๙* ๒๖.๖๕ ± ๘.๘๗*

 (%Progressive motile) 

 อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ  ๑๖.๔๕ ± ๓.๖๑ ๑๕.๒๒ ± ๒.๐๕ ๑๕.๐๕ ± ๒.๙๕

 (%Normal morphology) 

 อัตราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิ  ๗๘.๖๗ ± ๗.๔๐ ๗๗.๑๕ ± ๘.๑๐ ๗๗.๕๒ ± ๙.๐๗

 (Sperm-Hyaluronan binding assay (%HBA)) 

 อัตราอสุจิที่มีชีวิต (%Vitality) ๘๕.๕๗ ± ๖.๕๘ ๕๕.๕๒ ± ๑๐.๕๕* ๕๖.๒๗ ± ๘.๙๓*

 ความเสียหายของดีเอ็นเอ ๓.๔๒ ± ๒.๖๕ ๙.๖๐ ± ๙.๖๖* ๗.๒๗ ± ๗.๖๓* 

 (DNA damage (µm)) 

ตารางที่ ๒ คุณสมบัติของอสุจิที่ผ่านกระบวนการเตรียมเช้ืออสุจิ (W) เปรียบเทียบกับอสุจิหลังผ่านกระบวนการแช่แข็งและ 

 ละลายทั้งในกลุ่มที่ไม่ใส่ CoQ10 (W+F) และกลุ่มที่ใส่ CoQ10 (W+F+CoQ10)

แสดงผล ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

หมายเหตุ * คือ ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติโดยค่า p < ๐.๐๕ เมื่อเทียบกับกลุ่มอสุจิหลังการเตรียมเชื้ออสุจิ (W)

 ผลการศึกษากลุ่มอสุจิหลังผ่านกระบวนการเตรียม

อสุจิการแช่แข็งและการละลายทั้งในกลุ่มที่ไม่ใส่ CoQ10 

(W+F) และที่ใส่ CoQ10 (W+F+CoQ10) พบว่า อัตราอสุจิที่มี

รูปรา่งปรกติ และอตัราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจไิม่มี

ความแตกต่างกันเมื่อเทียบกับกลุ่มอสุจิหลังการเตรียมเช้ือ  

แต่พบว่า ค่าความเข้มข้นของอสจุ ิอตัราการเคลือ่นไหว อตัรา

อสุจิที่เคลื่อนไหวไปข้างหน้าและค่าอัตราอสุจิที่มีชีวิต ลดลง

อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ และมีค่าความเสียหายของดีเอ็นเอ

เพ่ิมข้ึนอย่างมนียัส�าคัญทางสถิตเิมือ่เปรยีบเทยีบกับกลุม่อสจุิ

หลังการเตรียมเชื้อโดยไม่ได้แช่แข็ง (ตารางที่ ๒)
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วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
 กระบวนการแช่แข็งอสจุเิป็นการเกบ็รกัษาเช้ืออสจุขิอง

ชายที่มีภาวะมีบุตรยาก แต่ผลกระทบของกระบวนการแช่แข็ง 

และการละลายนั้นอาจท�าให้คุณภาพของอสุจิเปลี่ยนแปลง 

ทัง้ในเรือ่งรปูร่าง อัตราการเคลือ่นไหว อัตราการรอดชีวติ และ

ความเสียหายของดีเอ็นเอ เป็นต้น ซึ่งการแช่แข็งอสุจิแบบช้า  

นัน้มจีดุส�าคัญทีต้่องระวงัคือ การเกดิ thermal shock, osmotic 

shock การเกิด intracellular และ extracellular ice crystal,  

cell dehydration ซึ่งทั้งหมดนี้จะเป็นความเสียหายที่เกิดจาก

การแช่แข็งอสุจิ๓ แต่การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้วนั้นข้อดี 

คือ ไม่เกิดผลึกน�้าแข็งทั้งในเซลล์และนอกเซลล์เพราะเป็น 

การลดอณุหภมูลิงอย่างรวดเรว็ ท�าให้ลดความเป็นพิษทีจ่ะเกดิข้ึน

กับอสุจิ ลดการเกิด chilling injury อีกทั้งยังประหยัดเวลา

และงบประมาณอีกด้วย๑๒ แต่การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้ว 

นั้นจะต้องใช้ Cryoprotectant ที่ความเข้มข้นค่อนข้างสูง  

(ร้อยละ ๓๐ - ๕๐) เมือ่เทยีบกบัการแช่แข็งแบบช้า และ Cryo-

protectant นัน้ถ้าใช้ในความเข้มข้นทีส่งูกท็�าให้เกดิความเป็นพิษ 

ต่อเซลล์ได้เช่นกัน๑๓

 จากผลการวิจัยในครั้งนี้พบว่าหลังจากที่ท�าการ

เตรียมเช้ืออสุจินั้นพบว่า อัตราการเคล่ือนไหว อัตราอสุจิที่

เคลือ่นไหวไปข้างหน้า อตัราความสมบรูณ์ของการท�างานอสจุิ  

อัตราอสุจิที่มีชีวิตนั้น มีค่าเพ่ิมข้ึนแต่ความเข้มข้นของอสุจิ

และความเสียหายของดีเอ็นเอน้ันลดลงอย่างมีนัยส�าคัญ 

ทางสถิติ ซึง่สอดคล้องกับงานวจิยัของ Donnelly ในปี ค.ศ. ๒๐๐๐  

พบว่า หลังจากการเตรียมเชื้ออสุจินั้น ท�าให้มีการเคลื่อนไหว

ของอสุจิดีข้ึนเมื่อเทียบกับอสุจิที่ยังไม่ได้ผ่านการเตรียมเช้ือ๑๔ 

และงานวิจัยของ Ahmad และคณะ ในปี ค.ศ. ๒๐๐๗ พบ

ว่าน�้าเช้ือของคนปรกตินั้นเมื่อน�ามาผ่านการเตรียมเช้ืออสุจิ

แล้วพบว่ามีอัตราการแตกหักของดีเอ็นเอลดลงเมื่อเทียบกับ

ก่อนการเตรียมเชื้ออสุจิ๑๕ และงานวิจัยของ Petyim และคณะ 

ในปี ค.ศ. ๒๐๑๔ พบว่า การเตรียมเช้ืออสุจิก่อนการแช่แข็ง

นั้นเมื่อละลายอสุจิท�าให้ลดการตายของเซลล์และคุณภาพ

อสุจิดีกว่าอสุจิที่ไปแช่แข็งก่อนแล้วจึงน�ามาเตรียมเช้ืออสุจิ๑๖  

จึงได้มีการรายงานว่าการเตรียมเช้ืออสุจิก่อนที่จะน�าไปผ่าน 

กระบวนการแช่แข็งนั้นจ�าเป็นต่อการรักษาคุณภาพและ 

การท�างานของอสุจิที่จะน�ามาใช้ในกระบวนการ ART๑๖, ๑๗ 

  Sperm characteristics W+F W+F+CoQ10

 ความเข้มข้นของอสุจิ  ๑๑๔.๖๒ ± ๓๑.๕๑ ๑๑๓.๕๗ ± ๓๖.๒๕

 (Sperm concentration) (106/ml) 

 อัตราการเคลื่อนไหว ๒๖.๓๕ ± ๑๒.๓๔ ๓๕.๖๐ ± ๑๔.๙๔*

 (%Sperm motility) 

 อัตราอสุจิที่เคลื่อนไหวไปข้างหน้า  ๑๙.๒๐ ± ๗.๕๙ ๒๖.๖๕ ± ๘.๘๗*

 (%Progressive motile) 

 อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ  ๑๕.๒๒ ± ๒.๐๕ ๑๕.๐๕ ± ๒.๙๕

 (%Normal morphology) 

 อัตราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิ ๗๗.๑๕ ± ๘.๑๐ ๗๗.๕๒ ± ๙.๐๗

 (Sperm-Hyaluronan binding assay (%HBA)) 

 อัตราอสุจิที่มีชีวิต (%Vitality) ๕๕.๕๒ ± ๑๐.๕๕ ๕๖.๒๗ ± ๘.๙๓

 ความเสียหายของดีเอ็นเอ (DNA damage (µm)) ๙.๖๐ ± ๙.๖๖ ๗.๒๗ ± ๗.๖๓*

ตารางที่ ๓ เปรยีบเทยีบคุณสมบตัขิองอสจุหิลงักระบวนการแช่แข็งและละลายในกลุม่ทีไ่ม่ใส่ CoQ10 (W+F) และกลุ่มทีใ่ส่ CoQ10  

 (W+F+CoQ10)

แสดงผล ค่าเฉลี่ย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน

หมายเหตุ * คือ ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติโดยค่า p < ๐.๐๕ เมื่อเทียบกับกลุ่มอสุจิหลังการเตรียมเชื้ออสุจิ (W)
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 เมือ่น�าอสจุทิีเ่ตรยีมอสุจแิล้วไปเข้ากระบวนการแช่แข็ง

และการละลายพบว่า ความเข้มข้นของอสุจิ อัตราการ

เคลื่อนไหว อัตราอสุจิที่เคล่ือนไหวไปข้างหน้าและอัตราอสุจิ

ที่มีชีวิตลดลง แต่ความเสียหายของดีเอ็นเอมีค่าเพ่ิมมากข้ึน

เมือ่เทยีบกบัอสจุทิีไ่ม่ผ่านกระบวนการแช่แข็ง ซึง่สอดคล้องกับ

งานวิจัยของ Satirapod และคณะ ปี ค.ศ. ๒๐๑๒ ที่รายงานว่า 

อัตราการเคลื่อนไหวของอสุจิ อัตราอสุจิที่มีชีวิตนั้นลดลง 

และความเสียหายของดีเอ็นเอมีค่าเพ่ิมมากข้ึนเมื่อน�าอสุจิ 

ไปผ่านกระบวนการแช่แข็ง๑๑ ทีง่านวจิยัของ Vutyavanich และ 

คณะ ปี ค.ศ. ๒๐๑๐ รายงานว่าอัตราการเคลื่อนไหวของอสุจิ  

อัตราอสุจิที่มีชีวิตลดลง และอัตราอสุจิรูปร่างปรกติไม่ม ี

การเปล่ียนแปลงหลังจากผ่านกระบวนการแช่แข็ง๑๘ ซึ่งเป็น

ผลที่สอดคล้องกับงานวิจัยครั้งนี้ แต่อสุจิที่ผ่านกระบวนการ

แช่แข็งไม่เกิดความเสียหายของดีเอ็นเอซึ่งผลขัดแย้งกับงาน

วิจัยนี้ สาเหตุอาจเนื่องมาจากวิธีการแช่แข็งอสุจิที่แตกต่าง

กันจึงท�าให้ความเสียหายของดีเอ็นเอเกิดข้ึนต่างกัน ส�าหรับ

การวิจัยครั้งนี้ เมื่อใส่ CoQ10 ลงไปในน�้ายาแช่แข็งอสุจิ  

พบว่า ความเข้มข้นของอสจุ ิอัตราอสจุทิีม่รีปูร่างปรกต ิอตัรา

ความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิและอัตราอสุจิที่มีชีวิต ไม่มี

ความแตกต่างกนัระหว่างอสจุหิลงัผ่านกระบวนการแช่แข็งและ

ละลายในกลุ่มที่ไม่ใส่ CoQ10 (W+F) และกลุ่มที่ใส่ CoQ10 

(W+F+CoQ10) แต่ในกลุ่มที่ใส่ CoQ10 อัตราการเคลื่อนไหว 

อัตราอสุจิที่เคลื่อนไหวไปข้างหน้า มีค่ามากกว่ากลุ่มที่ไม่ได้

ใส่ CoQ10 และมีความเสียหายของดีเอ็นเอน้อยกว่ากลุ่มที่

ไม่ได้ใส่ CoQ10 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Fakhrildin MB 

และ Alsaadi RA ปี ค.ศ. ๒๐๑๔ ได้น�าน�้าผึ้ง (ร้อยละ ๑๐)  

ใส่ลงในน�้ายาแช่แขง็อสุจิพบว่า สามารถช่วยเพิ่มคุณภาพอสุจิ

หลังการละลายได้๑๙ และยังมีอีกหลายงานวิจัยที่ได้น�าสาร

ต้านอนุมูลอิสระมาใส่ลงในน�้ายาแช่แข็งอสุจิพบว่า มีอัตรา 

การเคลื่อนไหวของอสุจิและอัตราการมีชีวิตของอสุจิสูงกว่า

ในกลุ่มควบคุมที่ไม่ได้ใส่สารต้านอนุมูลอิสระ อีกทั้งยังช่วย

ลดการแตกหักของดีเอ็นเอได้อีกด้วย๔, ๒๐, ๒๑ และยังมีงาน

วิจัยที่ศึกษาผลของ CoQ10 ต่อคุณภาพของอสุจิโดยให้คนไข้

รับประทาน เช่น งานวิจัยของ Cakiroglu และคณะ ในปี  

ค.ศ. ๒๐๑๔ ที่ให้ชายที่มีภาวะมีบุตรยากรับประทาน CoQ10 

ขนาด ๑๐๐ มิลลิกรัม ๒ ครั้งต่อวัน เป็นระยะเวลา ๖ เดือน  

นั้นสามารถช่วยเพ่ิมการเคล่ือนไหวของอสุจิและสามารถ

ช่วยเพ่ิมอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ๒๒ ทั้งนี้ที่งานวิจัยนี้ไม่มีการ

เปล่ียนแปลงของอสจุทิีม่รีปูร่างปรกตอิาจเนือ่งมาจากการสร้าง 

และการท�าให้เกิดรูปร่างของอสุจินั้นจะต้องเกิดข้ึนในอัณฑะ 

ดังนั้นการที่ใส่ CoQ10 ลงในน�้ายาแช่แข็งน้ันจึงไม่สามารถ

ช่วยเก่ียวกับรูปร่างของอสุจิได้ แต่อย่างไรก็ตาม การที่อสุจิ

ในกลุ่มที่ใส่ CoQ10 ลงในน�้ายาแช่แข็งสามารถช่วยเพ่ิม 

การเคลื่อนไหวได้ อาจเป็นเพราะ CoQ10 ที่ใส่ลงไปนั้น  

ผ่านสู่ผนังเซลล์ของอสุจิเข้าไปยังบริเวณไมโทคอนเดรียซึ่ง 

CoQ10 ท�าหน้าที่ในการพาอิเล็กตรอนเข้าสู่ไมโทคอนเดรีย  

ท�าให้มีการสร้างพลังงานเพ่ิมมากข้ึน จึงส่งผลให้อสุจิมี 

การเคลื่อนไหวมากขึ้นตามไปด้วย 

 จากการศึกษาครัง้นีแ้สดงให้เหน็ว่า การเตมิ CoQ10 

ลงในน�า้ยาแช่แข็งอสุจ ิสามารถช่วยเพ่ิม อัตราการเคล่ือนไหว 

อัตราอสุจิที่เคล่ือนไหวไปข้างหน้า อีกทั้งยังช่วยลดการเกิด 

การแตกหกัของดเีอน็เอ ในกระบวนการแช่แข็งและละลายอสจุ ิ

ซึง่จะเป็นประโยชน์ในการรกัษาผูม้บีตุรยาก ทีม่สีาเหตมุาจาก

ฝ่ายชาย โดยใช้เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์ต่อไป
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Abstract

Effects of coenzyme Q10 added in freezing medium on sperm quality and DNA fragmentation after vitrification in  

normozoospermia
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Introduction: Semen cryopreservation is a process to preserve male fertility. However, after thawing, spermatozoa  

 motility decreased 25 - 75 percents. Furthermore, it also caused DNA fragmentation of spermatozoa.  

 Some studies used antioxidant supplement in freezing medium to increase sperm function and decrease  

 DNA fragmentation. However, there were only few researchs and the conclusion was still not clear.  

 Therefore, we were interested to study further the effect of coenzyme Q10 added in freezing medium  

 on sperm quality and DNA fragmentation.

Method: Sperm from 40 normospermic male volunteers were divided into 4 groups. Group 1: neat semen  

 (unwashed: UW), group 2: sperm preparation (washed: W), group 3: sperm preparation and frozen (washed  

 and frozen: W+F), group 4: sperm preparation and frozen with coenzyme Q10 50 µM added (W+F+CoQ10).  

 The semen quality of these four groups were compared i.e. semen analysis, vitality by hypo-osmotic  

 swelling test (HOS), function of spermatozoa by Hyaluronan binding assay (HBA) and DNA damage by  

 comet assay.

Result: Sperm concentration, morphology, vitality and HBA were not significantly changed. Significant increase  

 in motility and progressive motility and decrease in DNA fragmentation were found in the group washed  

 and freezed with coenzyme Q10 compared to the group washed and freezed without coenzyme Q10  

 supplement.

Discussion Adding coenzyme Q10 into freezing medium resulted in significant increased sperm motility and progressive  

and Conclusion: motility and decreased DNA fragmentation. 

Key words: Sperm cryopreservation, Coenzyme Q10, DNA fragmentation


