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บทคัดย่อ
บทน�ำ:	 การแช่แข็งอสุจิเป็นหนึ่งในเทคโนโลยีที่ใช้ประกอบการรักษาภาวะการเจริญพันธุ์ในฝ่ายชาย	แต่ภายหลัง 
	 การแช่แข็งและละลายอาจมีข้อเสียที่ท�าให้จ�านวนอสุจิและการเคลื่อนที่ของอสุจิที่ลดลง	รวมทั้งมีการแตกหัก 
	 ของสายดเีอน็เอของอสจุเิพ่ิมข้ึน	ดงันัน้	ผูว้จิยัจงึสนใจศึกษาเปรยีบเทยีบผลของการเตรยีมอสจุ	ิ(sperm	preparation)	 
	 และการไม่เตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็ง	และละลายต่อคุณภาพของอสุจิหลังการแช่แข็งและละลาย
วิธีกำรศึกษำ :	 เกบ็ตวัอย่างจากอาสาสมคัรจ�านวน	๔๐	รายทีม่นี�า้เช้ืออสจุปิรกต	ิ(ตามเกณฑ์ของ	WHO	2010)	น�าตวัอย่างน�า้อสจุิ 
	 ของแต่ละรายมาแบ่งออกเป็น	๔	กลุม่	ได้แก่	กลุม่ที	่๑	:	กลุม่ทีไ่ม่ผ่านการเตรยีมอสุจ	ิ(unprepared),	กลุม่ที	่๒	:	กลุม่ทีผ่่าน 
	 การเตรยีมอสุจ	ิ(prepared),	กลุม่ที	่๓:	กลุม่ทีไ่ม่ผ่านการเตรยีมอสจุก่ิอนน�าไปแช่แข็งและละลาย	(unprepared,	frozen	and	 
	 thawed),	กลุ่มที	่๔	:	กลุ่มทีผ่่านการเตรยีมอสุจก่ิอนแล้วจงึน�าไปแช่แขง็และละลาย	(prepared,	frozen	and	thawed)	จากนัน้ 
	 น�าทัง้	๔	กลุม่มาท�าการตรวจวเิคราะห์ผลเปรยีบเทยีบคุณภาพของอสจุ	ิ(semen	analysis)	ได้แก่ความเข้มข้นของอสจุิ	 
	 อัตราการเคลือ่นทีแ่ละอสจุทิีม่รีปูร่างปรกต	ิรวมทัง้อัตราความมชีีวติของอสุจ	ิ(vitality)	ทีว่ดัโดยวธิ	ีHypoosmotic	 
	 swelling	test	(HOS),	ความสมบูรณ์ของการท�างานของอสุจ	ิ(sperm	maturation	and	functions)	ที่วัดโดยวิธี	 
	 Hyaluronan	binding	assay	(HBA)	และความเสยีหายของดเีอ็นเอของอสจุ	ิ(DNA	damage)	ทีว่ดัโดยวธิ	ีComet	assay 
ผลกำรศึกษำ :	 พบว่าหลงัการเตรยีมอสจุ	ิความเข้มข้นของอสจุ	ิและความเสยีหายของดเีอ็นเอลดลง	ในขณะทีอ่ตัราการเคล่ือนที่	 
	 การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของอสุจิ	อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติและอัตราอสุจิที่มีชีวิต	รวมทั้งความสมบูรณ์ของ 
	 การท�างานของอสุจิเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	แต่เมื่อน�าอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิแล้วไปแช่แข็งและ 
	 ละลายเปรียบเทียบกับกลุ่มอสุจิที่ไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนน�าไปแช่แข็งและละลายพบว่าทั้งสองกลุ่มม ี
	 การลดลงของทุกคุณสมบัติดังกล่าว	ยกเว้นความเสียหายของดีเอ็นเอ	ที่เพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ 
	 อย่างไรกต็าม	กลุ่มทีผ่่านการเตรยีมอสจุก่ิอนแช่แข็งและละลายมอีตัราอสจุทิีม่รีปูร่างปรกตมิากกว่า	และมคีวาม 
	 เสียหายของดีเอ็นเอน้อยกว่า	แต่มีอัตราอสุจิที่มีชีวิตน้อยกว่าอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ
วิจารณ์ และ	 จากผลของงานวิจัยนี้แสดงว่า	การเตรียมอสุจิอาจสามารถปกป้องคุณภาพของอสุจิได้แทบทุกอย่างรวมทั้ง 
สรุปผลกำรศึกษำ :	ความมีชีวิต	ความสมบูรณ์ในการท�างานและการแตกหักของสายดีเอ็นเอ	ยกเว้นปริมาณอสุจิ	แต่การเตรียม 
	 อสุจิไม่สามารถปกป้องคุณสมบัติต่างๆ	เหล่านีไ้ด้	หลงัจากการน�าไปผ่านการแช่แขง็และละลาย	อย่างไรกต็าม 
	 เมือ่เปรยีบเทยีบระหว่างการเตรยีมและไม่เตรยีมอสจุก่ิอนการแช่แข็งและละลาย	พบว่าอสจุทิีผ่่านการเตรยีมอสจุ ิ
	 ก่อนการแช่แข็งและละลาย	มผีลต่อการปกป้องคุณภาพของอสุจไิด้ดกีว่า	โดยมอีตัราความเสยีหายของดเีอน็เอ 
	 น้อยกว่าและมีอัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติมากกว่า	แม้จะมีอสุจิที่มีชีวิตน้อยกว่า	ซึ่งอาจน�าไปใช้ประโยชน์ใน 
	 การรักษาภาวะมีบุตรยากต่อไป	อย่างไรก็ตามก่อนน�าไปประยุกต์ใช้ทางคลินิกควรมีการศึกษาวิจัยเพิ่มเติม	
ค�าส�าคัญ:	 การเตรียมอสุจิ,	การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้ว,	คุณภาพของอสุจิ,	ความสมบูรณ์ของการท�างานของอสุจิ,	การแตกหัก
	 ของสายดีเอ็นเอของอสุจิ
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บทน�ำ
	 การแช่แข็งอสุจิเป็นเทคนิคในการเก็บรักษาอสุจ ิ
ภายใต้สภาวะอุณหภูมิที่เย็นจัด	(Ultra	low	temperature)	
เพ่ือให้สามารถเก็บรักษาอสุจิได้เป็นระยะเวลานาน	ซึ่งใน
ปัจจุบันนี้การแช่แข็งอสุจิมีไว้เพ่ือส�าหรับเก็บรักษาอสุจิใน
กรณีที่ฝ่ายชายมีความจ�าเป็นที่จะต้องได้เคมีบ�าบัด	รังสีรักษา	 
การผ่าตัดที่อาจจะท�าให้เป็นหมันหรืออาจจะเกิดภาวะมี 
บุตรยากข้ันรุนแรงได้และการเก็บรักษาอสุจิไว้ก่อนที่จะมี 
การท�าหมันชายรวมทั้งเพ่ือความสะดวกในการรักษาภาวะ 
ผูม้บีตุรยาก	ในกรณทีีฝ่่ายชายไม่สามารถมาเกบ็น�า้เช้ืออสจุไิด้
ในวนัทีฝ่่ายหญิงท�าการเกบ็ไข่	หรอืในรายทีม่จี�านวนอสจุน้ิอย
สามารถที่จะเก็บน�้าเช้ืออสุจิสะสมไว้	เพ่ือน�ามารวมกันแล้วใช้
ในคราวเดียวได้	หรือในกรณีที่ต้องมีการผ่าตัดเก็บอสุจิจาก
อัณฑะ	(Surgical	sperm	retrieval	:	SSR)	เช่น	การใช้เข็มดูด
อสจุจิากท่อพักอสจุผ่ิานทางผวิหนงั	(Percutaneous	epididymal	 
sperm	aspiration	:	PESA),	การผ่าตัดจุลศัลยกรรมเพื่อดูดตัว
อสจุจิากท่อพักอสจุ	ิ(Microsurgical	epididymal	sperm	aspiration	 
:	MESA),	การดูดตัวอสุจิจากอัณฑะผ่านทางผิวหนังโดยตรง	
(Testicular	sperm	aspiration	:	TESA)	หรอื	การตดัช้ินเนือ้ออก
จากอัณฑะเพื่อสกัดแยกตัวอสุจิ	(Testicular	sperm	extraction	
:	TESE)	ซึ่งกระบวนการเหล่านี้เป็นสิ่งที่ท�าให้เกิดการเจ็บตัว	
เสีย่งต่อการตดิเช้ือและภาวะแทรกซ้อน	ทัง้นีก้ารเกบ็รกัษาโดย
การแช่แข็งอสุจนิัน้เป็นทางหนึง่ทีจ่ะลดความเส่ียงต่อผูป่้วยลง๑	

แตอ่ย่างไรกต็ามวธิกีารแช่แขง็ของอสจุยิงัมข้ีอเสยีทีท่�าให้เกดิ	
Reactive	oxygen	species	(ROS)	เพ่ิมข้ึน	ซึ่งอาจเป็นสาเหตุ
ท�าให้มีจ�านวนอสุจิลดลงและมีผลกระทบต่อคุณภาพของอสุจิ	
ได้แก่	การเคลื่อนที่ของอสุจิลดลงร้อยละ	๒๕	ถึง	๗๕	และ	 
เกิดการแตกหักของ	DNA	หลังจากผ่านการแช่แข็งและ
ละลายอสุจิ๒,	๓	เนื่องจากเย่ือหุ้มตัวอสุจิมีไขมันอยู่ในรูปแบบ 
ของ	polyunsaturated	fatty	acid	ซึง่จะอ่อนไหวต่อการถกูโจมตี
โดย	ROS	ที่กระตุ้นให้เกิดปฏิกิริยาทางเคมีที่เรียกว่า	lipid	 
peroxidation	ได้	ปรกติแล้วภายในน�้าอสุจิจะมีสารต้าน 
อนุมูลอิสระ	(antioxidant)	คอยช่วยยับย้ังปฏิกิริยาการเกิด	
ROS	แต่ถ้าม	ีROS	มากสารต้านอนมุลูอสิระไม่สามารถยับย้ัง
การเกิดปฏิกิริยาได้ทั้งหมด	ซึ่งจะท�าให้เกิดการท�าลายอสุจิ
ต่อไปได้๔	

	 งานวิจัยนี้ผู ้วิจัยสนใจท�าการศึกษาเปรียบเทียบ 
ผลกระทบของการแช่แข็งอสุจิก่อนและหลังการเตรียมอสุจ	ิ
(sperm	preparation)	เพ่ือทดสอบดูว่าวิธีไหนจะช่วยให้มีการ
รักษาคุณภาพของอสุจ	ิความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิและ
การแตกหกัของสายดเีอน็เอได้ดกีว่ากนั	เพ่ือน�าไปประยกุต์ใช้
ในการเพิ่มประสิทธิภาพของการรักษาภาวะมีบุตรยากต่อไป

วิธีกำรศึกษำ
	 การวจิยัเชิงทดลองทางคลนิกิใช้รปูแบบการวจิยัแบบ
ไปข้างหน้า	(prospective	study)	โดยการวิจัยนี้ได้ใบรับรอง 
จากคณะอนุกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน	ชุดที่	๑	(MTU-
EC-OB-1-045/57)	จากคณะแพทยศาสตร์	มหาวิทยาลัย
ธรรมศาสตร์	ท�าการเกบ็ตวัอย่างอสุจจิากอาสาสมคัร	๔๐	ราย	
ทีห่น่วยผูม้บีตุรยาก	โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลมิพระเกียรต	ิ
ระหว ่างเดือนเมษายน	พ.ศ.	๒๕๕๘	ถึงเดือนมีนาคม	 
พ.ศ.	๒๕๕๙
การเก็บน�า้อสุจิและการตรวจน�า้อสุจิ
	 อาสาสมคัรเกบ็น�า้อสุจใิส่ภาชนะพลาสตกิปราศจาก
เชื้อโรคด้วยวิธ	ีmasturbation	(หลังงดหลั่งน�า้อสุจ	ิ๓	-	๕	วัน)	
ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา	๓๐	นาที	หลังจากนั้นจึงน�าน�้าอสุจิที่ได้ไป
ตรวจวัดคุณภาพ	(semen	analysis)	ได้แก่	รูปร่างของอสุจิที่
ปรกติ	ความเข้มข้นของอสุจิและการเคล่ือนไหวด้วยเครื่อง	
Computer-aided	sperm	analysis	(CASA;	IVOS,	version	 
10,	Hamilton,	USA)	ท�าการตรวจรูปร่างอสุจิด้วยวิธีการย้อม	
Papniculaou	(PAP)	staining๕	ซึ่งน�้าอสุจิที่น�ามาศึกษาจะต้อง
มีคุณภาพปรกติโดยเปรียบเทียบกับค่าปรกติมาตรฐานของ	
World	Health	Organization	(WHO)	ปี	ค.ศ.	๒๐๑๐๕	จากนั้น
น�ามาตรวจหาความสมบูรณ์ของการท�างานของอสุจิโดยวิธ	ี 
Hyaluronan	binding	assay	(HBA)	ด้วยชุดตรวจ	hyaluronan	
binding	assay	(HYDAK®	COATINGS;	Bio-coat,	Inc.	Denmark)๖  
และตรวจอัตราความมีชีวิตของอสุจิด้วยวิธี	Hypo-osmotic	 
swelling	test	(HOS)	โดยท�าการตรวจวดัภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 
ชนิด	phase	contrast๗,	๘

การเตรียมอสุจิ
	 การเตรียมอสุจิโดยเทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์มี
จดุมุง่หมายเพ่ือล้างแยกอสจุทิีป่รกตอิอกจากน�า้อสจุ	ิ(semen)	
เพราะในน�้าอสุจิมีสารยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา	capacitation	
และความสามารถในการปฏสินธขิองอสุจ	ินอกจากนียั้งมเีซลล์
เม็ดเลือดขาว	อสุจิที่ผิดปรกติหรือตายแล้วและเศษเซลล์อื่นๆ	
ปนอยู่ซึ่งจะเป็นส่วนที่ก่อให้เกิดสภาพแวดล้อมที่ไม่เหมาะสม
กับอสุจ	ิการเตรียมอสุจิจะท�าให้ได้อสุจิที่มีคุณภาพดีเพื่อผสม
กบัไข่ด้วยวธิกีารช่วยการเจรญิพันธุต่์อไป๙	โดยจะน�าน�า้อสจุทิี่
เก็บได้ค่อยๆ	หยดลงบนช้ันน�้ายา	Sil-select	sperm	gradient	 
(Fertipro,	Beernem,	Belgium)	จากนั้นจะน�าไปปั่นแยกด้วย
เครื่องปั ่นเหวี่ยงแบบ	swing	out	rotor	โดยใช้ความเร็ว	 
300	xg	เป็นเวลานาน	๑๕	นาที	เมื่อปั่นเสร็จแล้วจะท�าการ
ดูดเอาส่วนที่เป็นตะกอนอสุจิที่ก้นหลอดออกมาใส่ในน�้ายา	
Ferticult	flushing	medium	(Fertipro,	Beernem,	Belgium)	
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แล้วน�าไปปั่นแยกโดยใช้ความเร็ว	300	xg	เป็นเวลา	๕	นาท	ี 
(โดยในข้ันตอนนีจ้ะท�าซ�า้อกี	๑	ครัง้เพ่ือล้างเอาส่วนของน�า้ยา	
Sil-select	ออกให้หมด	จากนัน้ดดูตะกอนอสุจจิากก้นหลอดมา
ใส่ในหลอดก้นกลมปลอดเช้ือ	น�าไปหยดลงบน	Makler	counting	 
chamber	(Sefi	medical	instruments	ltd.,	Israel)	เพ่ือน�าไป
ตรวจวัดคุณภาพของอสุจิด้วยเครื่อง	CASA	ต่อไป	
Hyaluronan binding assay (HBA) 
	 เป็นวิธีที่ใช ้ในการหาความสามารถของอสุจิใน 
การจบักับ	hyaluronan	ทีพ่บในเซลล์คิวมลูสัของไข่	วธินีีใ้ช้ในการ
ประเมินความสมบูรณ์และประสิทธิภาพของอสุจิ	ที่อาจส่งผล 
ต่อกระบวนการปฏิสนธิโดยงานวิจัยนี้ใช้ชุดตรวจ	hyaluronan	
binding	assay	โดยดูจากการจับของอสุจิกับ	hyaluronan	 
บนแผ่นสไลด์	แล้วนับจ�านวนการเกาะหรือไม่เกาะของอสุจิ	
๑๐๐	ตัว	ท�าทั้งหมด	๓	รอบ๖

Hypo-osmotic swelling test (HOS) 
	 เป็นวิธีการตรวจเพ่ือดูอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ	
วิธีการท�าคือ	น�าอสุจิมาผสมกับ	swelling	solution	(sodium	
citrate	dehydrate	+	D-fructose	ละลายในน�้ากลั่น)	แล้วหยด
ใส่	slide	น�าไปส่องตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิด	phase	
contrast	เป็นวธิทีีใ่ช้ตรวจจ�านวนอสจุทิีม่ชีีวติในน�า้อสุจสิดและ
ในน�้าอสุจิหลังผ่านการแช่แข็งและละลายโดยอาศัยหลักการ 
ของแรงดันออสโมติก	(osmotic	pressure)	ของน�้าเกลือที่มี
แรงดันออสโมติกต�่า	(hypotonic	saline)	ที่สามารถแทรกซึม
เข้าไปภายในตัวของอสุจิที่มีชีวิต	ท�าให้ส่วนปลายหางเกิด 
การขยายบวม	จากนัน้ท�าการนบัจ�านวนทัง้หมด	๑๐๐	ตวั	ท�าซ�า้	 
๓	รอบ๗,	๘

การตรวจหาการแตกหกัของสายดเีอน็เอ โดยวธิ ีComet assay
	 ใช้วิธ	ีsingle	cell	gel	electrophoresis	ซึ่งเป็นวิธีการ
ตรวจการแตกหักของสายดีเอ็นเอโดยใช้สารเคมีจาก	Sigma- 
Aldrich,	USA	โดยน�าอสจุมิาผสมกับ	agarose	gel	แล้วน�าไปหยด
ลงบนสไลด์แล้วน�าไปท�าให้แข็งตวัทีอุ่ณหภมู	ิ๔	องศาเซลเซยีส	 
จากนัน้น�าไปผ่านกระบวนการ	electrophoresis	และน�าไปส่องตรวจ
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์	เพ่ือท�าการวิเคราะห์
อสุจิ	๑๐๐	ตัว	ท�าซ�้าทั้งหมด	๒	สไลด์ต่อหนึ่งตัวอย่าง	โดยใช้
โปรแกรม	Meta-system	software,	Comet	Imager	V.2.0.0.	
ท�าการตรวจวดัพารามเิตอร์ความยาวหางในการวเิคราะห์การ
แตกหักของสายดีเอ็นเอ๑๐,	๑๑

การแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้วด้วยวิธี Solid surface vitrification 
(SSV)๑๒

	 การแช่แข็งอสุจิใช้น�้ายาแช่แข็งอสุจิ	(glycerol	egg	
yolk	citrate	medium)	จาก	Sigma-Aldrich,	USA	น�าไปอุ่นที่
อุณหภูมิ	๕๖	องศาเซลเซียสเป็นเวลา	๓๐	นาที	หลังจากนั้น
น�าอสุจิมาผสมกับน�า้ยาแช่แข็งในปริมาตรที่เท่ากัน	(๑:๑)	ดูด
ตวัอย่าง	๒๐	ไมโครลติร	ไปหยดลงบนแผ่นอะลมูเินยีมฟอยล์
ที่ลอยอยู่บนผิวของไนโตรเจนเหลว	จากนั้นน�าหยดตัวอย่างที่
แขง็แล้วใส่ลงใน	cryovial	(Nunc,	Roskilde,	Denmark)	เกบ็ลงใน 
ถงัไนโตรเจนเหลวทีอุ่ณหภมู	ิ-๑๙๖	องศาเซลเซยีส	น�า้ยาทีใ่ช้ใน 
การแช่แข็งดดัแปลงมาจากน�า้ยาแช่แข็งของหน่วยผูม้บีตุรยาก
โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์	กรุงเทพมหานคร
การละลาย
	 น�า	cryovial	ที่แช่แข็งออกมาจากถังไนโตรเจน	แล้ว
น�ามาละลายโดยเทเม็ดอสุจิที่อยู่ภายใน	cryovial	ลงภายใน
จานเพาะเลี้ยง	(plate)	แล้วตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องประมาณ	
๔	นาที	จากนั้นน�า	autopipette	ดูดอสุจิที่ละลายแล้วใส่กลับ
เข้าไปในหลอดทดลอง
การแบ่งกลุ่มตัวอย่าง
	 น�าน�า้อสจุสิด	(neat	หรอื	fresh	semen)	๔๐	ตวัอย่าง 
จากอาสาสมัคร	๔๐	ราย	ที่ผ่านการช้ีแจงและเซ็นใบยินยอม 
แล้วทีห่น่วยผูม้บีตุรยาก	โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลมิพระเกยีรต	ิ 
มาแบ่งออกเป็น	๔	ส่วนเท่าๆ	กัน	คือ	(แผนภาพที่	๑)
	 กลุ่มที่	๑	:	กลุ่มควบคุมเป็นกลุ่มน�า้อสุจิสด	(neat	/	
fresh	/	unprepared	/	unwashed	:	UW)	
	 กลุ่มที่	๒	:	กลุ่มที่ผ่านการเตรียมอสุจ	ิ(prepared	/	
washed	:	W)
	 กลุ่มที	่๓	:	กลุม่ทีไ่ม่ผ่านการเตรยีมอสจุ	ิ(น�า้อสจุสิด)	
ก่อนน�าไปผ่านกระบวนการแช่แข็งและละลาย	(unprepared	/	
unwashed	+	frozen	and	thawed	:	UW+F)
	 กลุม่ที	่๔	:	กลุม่ทีผ่่านการเตรยีมอสจุแิล้วน�าไปผ่าน
กระบวนการแช่แขง็และละลาย	(prepared	/	washed	+	frozen	
and	thawed	:	W+F)
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กลุ่ม ๔
น�้าอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิ
ก่อนการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว

และละลาย (W+F)

แผนภาพที่ ๑	แผนภาพการทดลอง

แผนภาพการทดลอง

Fresh semen

กลุ่ม ๑
น�้ำอสุจิสด

(UW)

น�ามาตรวจวัดคุณสมบัติ SA, HBA, HOS, Comet assay

กลุ่ม ๒
น�้าอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิ

(W)

กลุ่ม ๓
น�้าอสุจิสดผ่านการแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้วและละลาย 

(UW+F)

น�าผลที่ได้มาท�าการวิเคราะห์เปรียบเทียบกันทั้ง ๔ กลุ่ม

SA = Semen analysis

HBA = Hyaluronan binding assay

HOS = Hypo-osmotic swelling test
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การวิเคราะห์ผล
	 วิเคราะห์ผลเปรียบเทียบค่าเฉล่ียในแต่ละกลุ่มการ
ทดลองทั้ง	๔	กลุ่มโดยวิธี	Repeated	measure	ด้วยโปรแกรม
คอมพวิเตอร์	SPSS	version	17.0	โดยก�าหนดให้ข้อมลูมคีวาม
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส�าคัญเมื่อค่า	p	<	๐.๐๕

ผลกำรศึกษำ
การเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง	๔	กลุ่ม

ความเข้มข้นของอสุจิ
	 ค่าความเข้มข้นของอสุจิ	(mean	±	SD)	ในกลุ่มที่
ผ่านการเตรียมอสุจิ	(W)	และในกลุ่มที่ไม่ผ่านการเตรียม 
อสจุก่ิอนการแช่แข็งและละลาย	(UW+F)	รวมทัง้ในกลุม่ทีผ่่าน
การเตรียมอสุจิแล้วน�าไปท�าการแช่แข็งและละลาย	(W+F)	 
ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ ่มควบคุม	(UW)	อย่างมีนัย
ส�าคัญทางสถติ	ิความแตกต่างระหว่างกลุม่แสดงโดย	p-value	
(ตารางที่	๑)	
อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิและอัตราการเคล่ือนที่ไปข้างหน้า
ของอสุจิ
	 อตัราการเคล่ือนทีข่องอสจุแิละอตัราการเคล่ือนทีไ่ป
ข้างหน้าของอสุจิ	(mean	±	SD)	ในกลุ่มที่ผ่านการเตรียมอสุจิ	 
(W)	เพิ่มมากขึ้นกว่ากลุ่มควบคุม	(UW)	อย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถิติ	แต่เมื่อน�าไปแช่แข็งและละลายอัตราการเคล่ือนที่ของ
อสุจิลดลงเมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุมทั้งในกลุ่มอสุจิที่ผ่านและ
ไม่ผ่านการเตรยีมอสจุก่ิอนการแช่แข็งและละลาย	(W+F	และ	
UW+F)	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(ตารางที่	๑)
อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ
	 อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ	(mean	±	SD)	ในกลุ่มที่
ผ่านการเตรยีมอสจุ	ิ(W)	รวมทัง้กลุม่ทีผ่่านการเตรยีมอสุจแิละ
น�าไปแช่แข็งและละลาย	(W+F)	มีค่าเพ่ิมมากข้ึนเมื่อเปรียบ
เทียบกับกลุ่มของอสุจิที่ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิ	(UW)	อย่างมี
นยัส�าคัญทางสถติแิละเมือ่เปรยีบเทยีบระหว่างกลุม่ทีผ่่านการ
แช่แข็งและละลาย	พบว่ากลุ่มที่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนน�า
ไปแช่แข็งและละลาย	(W+F)	มีอัตราของอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ
มากกว่าในกลุม่ทีไ่ม่ผ่านการเตรยีมอสจุก่ิอนน�าไปแช่แขง็และ
ละลาย	(UW+F)	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	(ตารางที่	๑)

อัตราอสุจิที่มีชีวิต 
	 อัตราอสุจิที่มีชีวิต	(mean	±	SD)	พบว่ากลุ่มที่ผ่าน
การเตรยีมอสจุ	ิ(W)	มอีตัราอสจุทิีม่ชีีวติมากกว่ากลุม่ทีไ่ม่ผ่าน
การเตรยีมอสจุ	ิ(UW)	อย่างมนียัส�าคัญทางสถติ	ิแต่หลงัจากที่
น�าไปผ่านการแช่แขง็และละลาย	พบว่ากลุ่มของอสจุทิัง้ทีผ่่าน
และไม่ผ่านการเตรยีมอสุจก่ิอนน�าไปแช่แขง็และละลาย	(W+F	
และ	UW+F)	มีอัตราอสุจิที่มีชีวิตน้อยกว่ากลุ่มควบคุม	(UW)	
อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	นอกจากนี้ยังพบว่ากลุ่มที่ผ่านการ 
เตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็งและละลายมีอัตราอสุจิที่มีชีวิต 
น้อยกว่ากลุ่มที่ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็งและ
ละลายอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ(ตารางที่	๑)
อัตราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิ
	 อตัราความสมบรูณ์ของการท�างานอสจุ	ิ(mean	± SD)	 
กลุ่มของอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจ	ิ(W)	มีอัตราความสมบูรณ์
ของการท�างานอสุจิเพ่ิมมากข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่
ผ่านการเตรียมอสุจิ	(UW)	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	และ
หลังจากที่ผ่านการแช่แข็งและละลายแล้ว	ทั้งกลุ่มที่ผ่านและ
ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนน�าไปแช่แข็งและละลาย	(W+F	
และ	UW+F)	มีอัตราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิลดลง
เมื่อเทียบกับกลุ่มควบคุม	(UW)	แต่ไม่มีความส�าคัญทางสถิต	ิ 
(ตารางที่	๑)
ความเสียหายของดีเอ็นเอ
	 ความเสยีหายของดเีอ็นเอ	(mean	±	SD)	พบว่ากลุม่
ของอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิ	(W)	มีค่าความเสียหายของ 
ดีเอ็นเอลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไม่ผ่านการเตรียม
อสุจิ	(UW)	อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิและเมื่อน�าไปผ่านการ
แช่แข็งและละลาย	กลุ่มที่ผ่านและไม่ผ่านการเตรียมอสุจิ
ก่อนน�าไปแช่แข็งและละลาย	(W+F	และ	UW+F)	มีค่าความ 
เสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม	
(UW)	อย่างมนียัส�าคัญทางสถติ	ิแต่กลุม่ทีผ่่านการเตรยีมอสจุิ
ก่อนการแช่แข็งและละลายมีความเสียหายของดีเอ็นเอน้อย
กว่ากลุ่มที่ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย
อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ(ตารางที่	๑)
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 คุณสมบัติของอสุจิ unwashed washed unwashed + washed + 
 (Sperm characteristics) (mean ± SD) (mean ± SD) frozen – thawed  frozen – thawed 
    (mean ± SD) (mean ± SD)

	 ความเข้มข้นของอสุจิ	 ๑๖๑.๙๔	±	๘๘.๙๐a	 ๑๑๖.๙๐	±	๘๐.๓๖a	 ๑๐๗.๓๕	±	๕๕.๑๘a	 ๙๖.๑๑	±	๓๙.๘๘a

	 (Sperm	concentration	mill/ml)	
	 อัตราการเคลื่อนที่	 ๕๕.๒๒	±	๙.๖๗a	 ๗๘.๙๗	±	๑๓.๑๓a,	b	 ๒๙.๔๕	±	๑๑.๗๐a,	b	 ๒๘.๗๕	±	๑๗.๑๐a,	b

	 (Sperm	motility	%)	
	 อัตราอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้า	 ๔๗.๑๕	±	๙.๑๖a	 ๖๙.๓๕	±	๑๕.๐๖a,	b	 ๒๕.๙๗	±	๑๐.๔๒a,	b	 ๒๕.๐๗	±	๑๕.๐๑a,	b

	 (Progressive	motile	%)	
	 อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ	 ๖.๙๐	±	๐.๓๓a	 ๑๐.๔๗	±	๐.๖๐a,	b	 ๖.๔๗	±	๐.๔๖b,	c	 ๘.๓๒	±	๐.๓๓a,	b,	c

	 (Normal	morphology	%)	
	 อัตราอสุจิที่มีชีวิต	 ๗๐.๖๙	±	๘.๙๓a	 ๘๑.๓๐	±	๘.๙๘a,	b	 ๕๘.๓๘	±	๑๐.๓๕	a,	b,	c	 ๕๔.๖๗	±	๑๑.๒๔a,	b,	c

	 (Vitality	%)	
	 อัตราความสมบูรณ์	 ๖๖.๓๑	±	๑๑.๗๓a	 ๗๘.๗๓	±	๙.๒๓a,	b	 ๖๔.๓๒	±	๙.๒๙b	 ๖๖.๕๘	±	๘.๗๐b

	 ของการท�างานอสุจิ	
	 (Sperm-hyaluronan	binding	assay	:	HBA	%)	
	 ความเสียหายของดีเอ็นเอ	 ๒.๒๔	±	๐.๗๔a	 ๑.๙๑	±	๐.๖๙	a,	b	 ๕.๐๑	±	๔.๙๖a,	b,	c	 ๔.๑๗	±	๔.๕๕a,	b,	c

	 (DNA	damage	%)	

ตารางที่ ๑	แสดงคุณสมบัติของอสุจิเปรียบเทียบระหว่างกลุ่มการทดลอง	๔	กลุ่ม

หมายเหตุ	 a	ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ(p	<	๐.๐๕)	เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม	unwashed
	 b	ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ(p	<	๐.๐๕)	เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม	washed
	 c	ข้อมูลที่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ(p	<	๐.๐๕)	เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม	unwashed	+	frozen	-	thawed

วิจำรณ์ และสรุปผลกำรศึกษำ
	 การเตรียมอสุจินั้น	เป็นกระบวนการที่ใช้ในการ 
คัดเลือกคุณภาพของอสุจิให้ดีย่ิงข้ึน	ได้แก่	การเคลื่อนที่	 
รูปร่างของอสุจิที่ปรกติ	และยังช่วยคัดเลือกตัวอสุจิที่มีความ
เสียหายของดีเอ็นเอน้อยที่สุดและมีความสมบูรณ์มากที่สุด๑๓ 
ในงานวิจัยนี้พบว่ากลุ่มอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิแม้จะมี
ความเข้มข้นของอสุจิลดลง	แต่มีผลดีต่อคุณภาพของอสุจิใน 
ด้านอื่นๆ	ได้แก่	อัตราการเคลื่อนที่	อัตราอสุจิที่เคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า	อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ	อัตราอสุจิที่มีชีวิตและ
อัตราความสมบูรณ์ของการท�างานอสุจิที่เพ่ิมมากข้ึน	รวมทั้ง 
มีค่าความเสียหายของดีเอ็นเอลดลงอย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มอสุจิที่ไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิ	 
ซึง่สอดคล้องกบังานวจิยัของ	Donnelly	และคณะในปี	ค.ศ.	๒๐๐๐	 

ที่พบว่าอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิมีอัตราการแตกหักของ
สายดีเอ็นเอลดลงอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบ 
กับกลุ่มอสุจิที่ไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิ๑๔	และกับงานวิจัย
ของ	Malvezzi	H	และคณะในปี	ค.ศ.	๒๐๑๔	รายงานว่า
อสุจิที่ผ่านกระบวนการเตรียมอสุจิจะมีอัตราการเคล่ือนที่
มากกว่าอสุจิที่ไม่ได้ผ่านการเตรียมอสุจิ๑๓	รวมทั้งได้ผล
ตรงกันกับงานวิจัยของเกศนิษาและคณะในปี	ค.ศ.	๒๐๑๔	 
ที่พบว่าอสุจิที่ผ่านการเตรียมอสุจิแล้วจะมีอัตราการเคลื่อนที่	
อัตราอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้า	อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ	
อัตราอสุจิที่มีชีวิตและอัตราความสมบูรณ์ของการท�างาน
อสุจิเพ่ิมมากข้ึน	รวมทั้งมีการลดลงของการแตกหักของ 
สายดเีอน็เอและปรมิาณของ	ROS	อย่างมนียัส�าคัญทางสถิติ๒ 
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	 ส�าหรบัการแช่แข็งและละลายอสุจซิึง่มบีทบาทส�าคัญ
ที่ส่งผลต่อผลส�าเร็จในการรักษาภาวะมีบุตรยาก	โดยการใช้
เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์	(ART)	มีหลายรายงานวิจัยที่
พบว่า	การแช่แข็งและละลายอสุจิมีผลกระทบต่อโครงสร้าง	
หน้าทีแ่ละคุณภาพของอสจุ	ิเช่น	การเคล่ือนไหว	รปูร่าง	ความ
มีชีวิต	รวมทั้งผลส�าเร็จของการปฏิสนธิและการตั้งครรภ์ที่
ลดลง๑๕	-	๒๐	เนื่องจากระหว่างการแช่แข็งแบบ	slow	freezing	 
จะเกิด	damaging	processes	ต่างๆ	ต่ออสุจิ	เช่น	thermal	
shock,	intracellular	ice	crystal,	extracellular	ice	crystal,	cell	
dehydration	และ	osmotic	shock๒๑	แต่การแช่แข็งแบบเนือ้แก้ว
มีข้อดีคือ	จะไม่ท�าให้เกิดผลึกน�้าแข็งทั้งภายนอกและภายใน
เซลล์	ซึ่งอาจเนื่องมาจากความเข้มข้นของ	cryoprotectant	
และการลดอณุหภูมลิงอย่างรวดเร็ว	ท�าให้ผลกระทบทีอ่าจจะ 
เกิดข้ึนกับตัวอสุจิลดลง	รวมทั้งการเกิด	chilling	injury	ที ่
น้อยลงด้วย	วธิกีารนีเ้ป็นวธิทีีป่ระหยัดค่าใช้จ่ายเพราะราคาไม่
สงูและใช้เวลาในการท�าน้อย๒๒	แต่อย่างไรกต็ามวธิกีารแช่แข็ง
แบบเนื้อแก้วมีข้อเสียคือ	จ�าเป็นต้องมีการใช้	cryoprotectant	
ในความเข้มข้นสูง	(ร้อยละ	๓๐	-	๖๐)	เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี
การแช่แข็งแบบช้า	การใช้	cryoprotectant	ในปริมาณที่สูงจะ
ส่งผลท�าให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ได้เช่นกัน	จากงานวิจัย
ของ	Vutyavanich	และคณะ	ในปี	ค.ศ.	๒๐๑๐	พบว่าอัตรา
การมีชีวิต	อัตราการเคล่ือนที่ของอสุจิลดลงหลังจากผ่านการ 
แช่แข็งแบบเนื้อแก้วแล้ว๒๓	และจากผลของงานวิจัยในครั้งนี	้
พบว่ากลุม่อสจุสิดทีไ่ม่ผ่านการเตรยีมอสจุเิปรยีบเทยีบกบักลุม่
อสจุสิดทีไ่ม่ผ่านการเตรยีมอสจุแิล้วน�าไปแช่แข็งและละลายจะ
มคีวามเข้มข้นของอสจุ	ิอตัราการเคลือ่นที	่อตัราอสจุทิีเ่คลือ่นที่
ไปข้างหน้าและอัตราอสุจิที่มีชีวิตลดลง	รวมทั้งมีค่าความ 
เสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมมากข้ึนอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิต	ิ
ส�าหรบักลุม่อสจุทิีผ่่านการเตรยีมอสุจเิปรยีบเทยีบกบักลุ่มของ
อสจุทิีผ่่านการเตรยีมอสุจก่ิอนน�าไปผ่านการแช่แขง็และละลาย	 
พบว่ามีค่าของอัตราการเคล่ือนที่	อัตราอสุจิที่เคลื่อนที่ไป 
ข้างหน้า	อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติ	อัตราอสุจิที่มีชีวิตและ
อตัราความสมบรูณ์ของการท�างานอสจุลิดลงรวมทัง้มค่ีาความ
เสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมมากข้ึนอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ
เช่นกัน	ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของเกศนิษาและคณะในป	ี 
ค.ศ.	๒๐๑๔๒	และกับ	งานวิจัยของ	Khalili	M	และคณะ	ในปี	 
ค.ศ.	๒๐๑๔	ที่ได้แสดงให้เห็นว่าการน�าอสุจิไปเข้ากระบวน 
การแช่แข็งไม่ว่าจะผ่านหรือไม่ผ่านการเตรียมอสุจิมาก่อนจะ 

ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของอสุจิทั้งสิ้น	ได้แก่	การเคล่ือนที่
ของอสุจิ	อัตราการรอดชีวิต	อัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติมีค่า
ลดต�่าลง	รวมทั้งมีค่าความเสียหายของดีเอ็นเอเพ่ิมสูงข้ึน
อย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ	ซึ่งพบได้ทั้งในน�้าอสุจิที่ปรกติและ
ผิดปรกติ๒๔

	 ส�าหรับงานวิจัยครั้งนี้พบว่า	กลุ่มที่ผ่านการเตรียม 
อสุจิก่อนน�าไปผ่านการแช่แข็งและละลายเมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุ่มที่ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนน�ามาผ่านการแช่แข็ง
และละลายจะมีอัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติมากกว่ารวมทั้งมี 
การแตกหักของสายดีเอ็นเอน้อยกว่าอย่างมีนัยส�าคัญทาง
สถติ	ิแต่อย่างไรกด็กีลุม่ทีผ่่านการเตรยีมอสุจก่ิอนการแช่แข็ง 
และละลายตามมีค่าของอัตราอสุจิที่มีชีวิตน้อยกว่าอาจเนื่อง 
จากการขาด	protective	factors	ที่อยู่ใน	seminal	fluid	ที่ 
ถูกล้างออกไป	ซึ่งแตกต่างจากงานวิจัยของ	Petyim	S.	และ
คณะในปี	ค.ศ.	๒๐๑๔	ที่พบว่าอสุจิที่ผ่านกระบวนการแช่แข็ง
และละลายในทั้งกลุ่มที่ผ่านและไม่ผ่านกระบวนการเตรียม
อสุจิ	มีจ�านวนอสุจิและอัตราการเคลื่อนที่ลดลง	แต่มีอัตรา 
การตายของอสุจิในกลุ่มที่มีการเตรียมอสุจิก่อนน�าไปผ่าน 
การแช่แขง็น้อยกว่า	ซึง่แสดงถงึการมอีตัราการมชีีวติทีสู่งกว่า
ในกลุ่มที่ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิ๒๕ 
	 การเตรียมอสุจิจะช่วยลด	ROS	ลงเมื่อเปรียบเทียบ 
กับการไม่เตรียมอสุจิ๒	ส�าหรับผลการวิจัยครั้งนี้	ซึ่งพบว่า 
การเตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็งและละลายมีความเสียหาย 
ของสายดีเอ็นเอน้อยกว่าการไม่เตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็ง 
และละลายโดยวธิแีช่แข็งแบบเนือ้แก้ว	ซึง่แตกต่างจาก	Donnelly	 
และคณะ	ที่พบว่าการแช่แข็งอสุจิใน	seminal	plasma	 
จะมี	DNA	integrity	ดีกว่ากลุ่มที่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อน
การแช่แข็งและละลาย๑๔	อาจเนื่องมาจากวิธีการแช่แข็ง 
ที่แตกต่างกันท�าให ้มีผลต่อความเสียหายของดีเอ็นเอ 
แตกต่างกัน	ดังเช่นในรายงานของ	Petyim	S	และคณะ	ที่พบ
ว่าการแช่แขง็แบบช้า	(slow	freezing)	ท�าให้เกดิความเสียหาย
ของดีเอ็นเอมากกว่าการแช่แข็งด้วย	nitrogen	vapor๒๖	และ 
จริฐัตกิาล	ทีพ่บว่าการแช่แข็งแบบเนือ้แก้วมผีลต่อคุณภาพอสุจิ
ดกีว่าการแช่แขง็ด้วย	nitrogen	vapor	(ถงึแม้จะไม่ได้ศึกษาเรือ่ง 
ความเสียหายของดีเอ็นเอ)	อย่างไรก็ตามผลกระทบจากการ
แช่แข็งต่อ	DNA	integrity	นั้น	ยังเป็นที่ถกเถียงกันอย่างมาก	
จึงยังสรุปไม่ได้ว่าเกิดจากกลไกใดบ้างและการแช่แข็งนั้น	 
มีผลกระทบโดยตรงหรือไม่๒๑ 
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	 จากผลงานวิจัยนี้แสดงว่าการเตรียมอสุจิมีผล
ปกป้องอสจุต่ิอการแช่แข็งแบบเนือ้แก้วและละลายโดยเฉพาะ
ในเรื่องอสุจิที่มีรูปร่างปรกติและการแตกหักของสายดีเอ็นเอ	
แต่มผีลเสยีในเรือ่งความเข้มข้นของอสจุแิละมผีลเสียต่ออตัรา
การมชีีวติของอสุจ	ิซึง่อาจเป็นเพราะการขาด	protective	factors	 
ของ	seminal	fluid	ที่มีผลต่ออัตราการมีชีวิตของอสุจิ	แต่ก็
อาจจะมกีารลดลงของ	destructive	factors	ได้แก่	ROS	ทีเ่ป็น
สาเหตุของการเกิดความเสียหายของดีเอ็นเอของอสุจิด้วยซึ่ง
ต้องท�าการศึกษาวิจัยเพิ่มเติมต่อไป
 จากการศึกษานี้สรุปได้ว่าการเตรียมอสุจิมีผลท�าให้
คุณภาพของอสุจิดีข้ึน	(ยกเว้นความเข้มข้นของอสุจิที่ลดลง)	 
รวมทั้งมีการลดลงของความเสียหายของดีเอ็นเอ	ส่วน
การเตรียมอสุจิก่อนที่จะน�าไปแช่แข็งและละลาย	แม้จะไม่ 
สามารถปกป้องผลกระทบจากการแช่แข็งและละลาย	แต่เมื่อ
เปรยีบเทยีบกบักลุม่ทีไ่ม่ได้ผ่านการเตรยีมอสจุก่ิอนการแช่แข็ง
และละลาย	พบว่ามีอัตราอสุจิที่มีรูปร่างปรกติมากกว่าและ
มีความเสียหายแตกหักของดีเอ็นเอของอสุจิน้อยกว่าแม้จะมี
อัตราการมีชีวิตของอสุจิลดลง	ซึ่งผลของการศึกษานี้อาจจะ
เป็นประโยชน์ในการที่จะน�าไปประยุกต์ใช้ในการรักษาผู้ป่วย 
ที่มีบุตรยากเพ่ือเพ่ิมอัตราการตั้งครรภ์	เช ่น	ในกรณีที่ 
ต้องการคัดเลือกอสจุทิีม่รีปูร่างปรกตเิพ่ือใช้ในการรกัษาควรท�า 
การเตรียมอสุจิก่อนการแช่แข็งและละลาย	ส่วนในกรณีที่
ต้องการอสุจิที่มีชีวิตจ�านวนมากเพ่ือใช้ในการรักษาก็ไม่ควร
เตรียมอสุจิหรือใช้อสุจิที่ไม่ผ่านการเตรียมอสุจิก่อนน�าไป 
แช่แข็งและละลาย	ส�าหรับในกรณีที่ต้องการอสุจิที่มีความ 
เสยีหายของดเีอน็เอน้อยเพ่ือใช้ในการรกัษาควรท�าการเตรยีม
อสจุก่ิอนการแช่แข็งและละลาย	เป็นต้น	ทัง้นียั้งคงต้องท�าการ
ศึกษาเพิ่มเติมต่อไป
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Introduction:	 Sperm	cryopreservation	by	vitrification	is	process	to	preserve	sperm	for	fertility	treatment.	However,	from	 
	 previous	studies,	after	freezing	and	thawing,	there	are	some	disadvantages	i.e.	decreased	sperm	 
	 concentration	and	motility	while	increasing	sperm	DNA	fragmentation.	Thus,	we	were	interested	to	study	 
	 the	protective	effects	of	prepared	and	unprepared	semen	on	sperm	quality	after	freezing	and	 
	 thawing	of	vitrified	normozoospermia.
Method:	 Semen	samples	collected	from	40	normospermic	male	volunteers	(according	to	WHO	criteria	2010)	were	 
	 divided	into	4	groups	as	the	followings;	group	1:	unprepared	or	neat	semen,	group	2:	prepared	semen,	 
	 group	3:	unprepared	semen,	frozen	and	thawed,	group	4:	prepared	semen,	frozen	and	thawed.	Semen	 
	 quality	of	these	4	groups	i.e.	sperm	concentration,	morphology	and	motility	were	compared.	Also,	sperm	 
	 vitality	measured	by	Hypo-osmotic	swelling	test	(HOS),	sperm	maturity	and	functions	measured	by	 
	 Hyaluronan	binding	assay	(HBA)	and	sperm	DNA	damage	measured	by	Comet	assay	were	performed.
Result:	 After	sperm	preparation,	sperm	concentration	and	DNA	damage	were	significantly	decreased	whereas	 
	 sperm	motility,	progressive	motile	sperm,	sperm	with	normal	morphology,	sperm	vitality,	sperm	maturity	 
	 and	functions	were	significantly	increased	compared	to	those	of	fresh	unprepared	sperm.	After	freezing	 
	 and	thawing	of	prepared	and	unprepared	sperm,	almost	all	sperm	parameters	of	both	groups	 
	 were	decreased	except	DNA	damage	which	was	significantly	increased.	However,	the	percentage	of	 
	 normal	morphology	sperm	was	significantly	higher	while	sperm	DNA	damage	and	sperm	vitality	were	 
	 significantly	lower	in	the	prepared	sperm	group.
Discussion	 This	study	revealed	that	sperm	preparation	was	able	to	improve	all	parameters	of	sperm	quality	(except	 
and Conclusion:	 sperm	concentration)	including	sperm	maturation	and	functions	and	sperm	DNA	damage	but	could	not	 
	 do	so	after	freezing	and	thawing.	Anyway,	sperm	preparation	before	freezing	and	thawing	by	vitrification	 
	 resulted	in	higher	percentage	of	normal	morphology	sperm	with	lesser	degree	of	DNA	fragmentation	and	 
	 vitality	than	those	of	the	unprepared	group.	These	findings	may	be	beneficial	for	clinical	application	in	the	 
	 treatment	process	of	infertility.	Anyhow,	further	investigations	are	still	needed	for	larger	scale	of	data. 
Key words:	Sperm	preparation,	Vitrification,	Semen	analysis,	Sperm	hyaluronan	binding	assay,	Sperm	DNA	fragmentation


