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การศึกษาเปรียบเทียบการแช่แข็งอสุจิแบบเนือ้แก้วโดยเทคนิค Solid 
Surface Vitrification และการแช่เหนือไอไนโตรเจน (Vapor Freezing) 
Comparative study of sperm cryopreservation between solid 

surface vitrification and vapor freezing technique. 
             จิรัฐติกาล  ไชยา1 

Jirattikan  Chaiya 

บทคัดย่อ 

ศึกษาเปรียบเทียบ อัตราการเคลื่อนไหวของอสุจิ (Sperm Motility) อัตราการเคลื่อนไหวไป
ข้างหน้าของอสุจิ (Sperm Progressive Motility) จ านวนรูปร่างอสุจิปกติ (Normal Sperm 
Morphology) และอัตราอสุจิมีชีวิต (Vitality) ภายหลังการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วโดยเทคนิคSolid 
Surface Vitrification และวิธีแช่เหนือไอไนโตรเจน (Vapor Freezing) 

ผู้วิจัยใช้ตัวอย่างน้ าอสุจิจากอาสาสมัคร 52 ราย  ที่ผลการตรวจคุณภาพน้ าอสุจิ (Semen 
Analysis) ผ่านเกณฑ์ปกติมาตรฐานของ  World Health Organization (WHO, 2010)  ในการ
ทดลองน้ าอสุจิ (Semen) จะถูกคัดแยกตัวอสุจิ (Sperm Preparation)โดยเทคนิค Discontinuous 
Density Gradient แล้วแบ่งเป็น 2 กลุ่ม เพ่ือน าไปผ่านกระบวนการแช่แข็งทั้ง 2 วิธี และน ามา
ละลายเพื่อตรวจวัดคุณสมบัติต่างๆ  

ภายหลังจากละลายอสุจิที่แช่แข็งพบว่าการแช่แข็งแบบ Vitrification ให้ คุณสมบัติของอสุจิ
ดีกว่าในกลุ่มที่แช่แข็งแบบ Vapor Freezing  ทั้งในเรื่องของอัตราการเคลื่อนไหว (42.85±17.320% 
และ36.53 ± 17.352%) อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้าของอสุจิ (34.16 ± 17.08% และ 31.20 ± 
17.22% ) และรูปร่างอสุจิปกติ (13.86±5.583% และ 9.98±5.599% )  ตามล าดับ อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ ส าหรับอัตราการมีชีวิต (Vitality) ของอสุจิ พบว่ากลุ่มที่แช่แข็งแบบ Vapor  Freezing มีค่า
สูงกว่ากลุ่มที่แช่แข็งแบบ Vitrification  (72.75±12.317% และ68.96±12.508%) อย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ  

ผลการทดลองวิธีการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วโดยเทคนิค Solid Surface Vitrification ได้ผล
ดีกว่าเมื่อเทียบกบัการแช่แข็งแบบ Vapor Freezing 

ค าส าคัญ  Cryopreservation, Human sperm, Solid Surface Vitrification 
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Abstract 

The present study aims to compare the effect of Solid Surface Vitrification 
and VaporFreezing compare sperm motility, sperm progressive motility, normal 
sperm morphology and vitality.52 semen samples from sperm donors were rated 
according to the World Health Organization criteria (WHO, 2010). Semen were sperm 
prepared by Discontinuos Density Gradient and divided into 2 groups and freezed by 
Solid Surface Vitrification and Vapor Freezing. Afterwards, thawed for evaluation of 
sperm characters. 

The results showed better significance in sperm motility (42.85 ± 17.320% VS 
36.53 ± 17,352%), sperm progressive motility (34.16 ± 17.08% VS 31.20 ± 17.22%) and 
normal sperm morphology (13.86 ± 5.583% VS 9.98 ± 5.599%) in Solid Surface 
Vitrification when compared to Vapor Freezing respectively whereas, sperm vitality 
obtained from Vapor Freezing appeared to be higher significantly when compared to 
Solid Surface Vitrification  (72.75 ± 12.317% VS 68.96 ± 12.508%). Solid Surface 
Vitrification showed better results when compared to those of Vapor Freezing. 

Keywords : Cryopreservation, Human sperm, Solid Surface Vitrification 
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บทน า 

ปัจจุบันการศึกษาวิจัยและการรักษา
ทางการแพทย์ด้านเทคโนโลยีช่วยการเจริญ
พันธุ์มีการพัฒนาไปอย่างรวดเร็ว ผู้วิจัยใน
ฐานะนักวิทยาศาสตร์ ของหน่วยผู้มีบุตรยาก 
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ มี
หน้าที่รับผิดชอบงานทางด้านการวิเคราะห์
คุณภาพอสุจิ การเตรียมอสุจิส าหรับเทคโนโลยี
ช่วยการเจริญพันธุ์ และการเก็บอสุจิโดยการ
ผ่าตัด เล็งเห็นว่าห้องปฏิบัติการของหน่วยงาน
ยังขาดองค์ความรู้และการพัฒนางานทางด้าน 
“การแช่แข็งอสุจิ” ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะ
ศึกษาองค์ความรู้ดังกล่าว เพ่ือเป็นแนวทางใน
การพัฒนางานต่อไป 

 ในการแช่แข็งเซลล์ปัจจัยที่บอกถึง
โอกาสที่เซลล์จะสามารถทนต่อการแช่แข็ง
ขึ้นกับขนาด รูปร่ าง  ปริมาณน้ า ใน เซลล์ 
permeability ของผนังเซลล์อสุจิซึ่งเป็นเซลล์
ขนาดเล็กมีปริมาณของ cytoplasm น้อย 
โอกาสที่จะถูกกระทบจากการแช่แข็งจึงมีน้อย
กว่าเซลล์ตัวอ่อนหรือเซลล์ไข่ การแช่แข็งอสุจิ
จึงมีวิธีที่แตกต่างและไม่ยุ่งยากเท่าการแช่
แข็งตัวอ่อน นอกจากนี้ตัวอสุจิยังสามารถทน
ต่อการลดอุณหภูมิได้มากกว่าตัวอ่อน จึงมี
วิธีการในการลดอุณหภูมิหลายวิธี เช่น การแช่
แข็งเหนือไอไนโตรเจน(Vapor Freezing) การ
แช่แข็งโดยการลดอุณหภูมิลงอย่างช้าๆด้วย
เครื่องคอมพิวเตอร์ และการแช่แข็งแบบเร็ว ซึ่ง
ปัจจุบันพัฒนามาเป็นการแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว
(Vitrification)(ธีระพร วุฒยวนิช, 2552) การ
แช่แข็งแบบเนื้อแก้วเป็นทิศทางใหม่ของการแช่
แข็งอสุจิที่ได้รับการแนะน า(Hammadeh & 
et al, 1999) เป็นการแช่แข็งที่ให้อสุจิสัมผัสกับ
น้ ายาแช่แข็ ง ในขณะที่ เ ย็ นและมีการลด
อุณหภูมิลงอย่างรวดเร็ว(Nawroth & et al, 

2002; Isachenko et al, 2003; 
Kasai&Mukaida, 2004) การแช่แข็งเหนือไอ
ไนโตรเจน เป็นวิธีที่ง่าย ในการเตรียมอุปกรณ์
แล ะน้ า ย าที่ ห า ซื้ อ ไ ด้ ร า ค า ไม่ แพ ง  เ มื่ อ
เปรียบเทียบกับการแช่แข็งโดยการลดอุณหภูมิ
อย่างช้าๆด้วยเครื่องคอมพิวเตอร์ที่จ าเป็นต้อง
ใช้เครื่องมือราคาแพงและมีขั้นตอนที่ยุ่งยาก
กว่า และจากงานศึกษาของโรงพยาบาลศิริราช
พบว่าวิธีการแช่แข็งด้วยการวางไว้เหนือไอของ
ไนโตรเจนกับการใช้คอมพิวเตอร์ควบคุมได้ผล
ไม่แตกต่างกัน คือมีอัตราการรอดของอสุจิร้อย
ละ 51.2 และ 48.2 ตามล าดับ(สมบูรณ์ คุณา
นิคม, 2545) ด้วยเหตุนี้ผู้วิจัยจึงเลือกใช้การแช่
แข็งเหนือไอไนโตรเจนมาศึกษาเปรียบเทียบกับ
การแช่แข็งแบบเนื้อแก้ว 

หลักการโดยรวมของความแตกต่าง
ของ 2 วิธีดังกล่าวคือการแช่เหนือไอไนโตรเจน
เป็นขบวนการเก็บรักษาเซลล์/เนื้อเยื่อในสาร 
Cryopreservatives เช่น ไนโตรเจนเหลว    
จะท าให้เซลล์สูญเสียน้ าภายในบางส่วนโดย 
Freeze-induction มักประสบปัญหาการเกิด
ผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ตามมาท าให้เซลล์  
ได้รับอันตราย ปัจจุบันจึงได้มีการพัฒนาการ  
แช่แข็งแบบเนื้อแก้ว เพ่ือแก้ปัญหาดังกล่าว     
โดยใช้แนวคิดการเปลี่ยนสถานะของน้ าไป         
เป็นของเหลวหนืดข้นโดยไม่ผ่านการเป็นผลึก
น้ าแข็ง ท าได้โดยการดูดเอาของเหลวที่สามารถ
เปลี่ยนเป็นผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ออกมา  
โดยใช้สาร  Cryoprotectives เช่น 
Dimethylsulfoxide, Mannitol, Sorbitol, 
Polyethyleneglycol เป็นต้น แล้วน าไปแช่ใน 
liquid nitrogen (สุธาณี เวสวบุตร, ม.ป.ป)   
ในงานวิจัยนี้ผู้วิจัยได้ประยุกต์การแช่แข็งแบบ
เนื้อแก้วโดยเทคนิค Solid Surface 
Vitrification จาก หน่วยเวชศาสตร์การเจริญ



บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 1 No. 2 May - August 2016] 

 

 
         17  
  

พัน ธุ์  ภ าควิ ช า สู ติ ศ าสต ร์ -น รี เ ว ช วิ ท ย า 
คณะแพทย์ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
โดยได้ปรับสูตรน้ ายาจาก 15% Glycerol 
(ผสมกับอสุจิในอัตราส่วน 1:1 จะได้ความ
เข้มข้นสุดท้ายของ Glycerol 7.5%) เป็น 
10% Glycerol (เมื่อผสมกับอสุจิในอัตราส่วน 
1:1 จะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของglycerol 
5%) เนื่องจากมีการศึกษาบ่งชี้ว่า Glycerol ใน
ความเข็มข้น 7.5% ที่ใช้กันทั่วไปใน HSPM 
medium เพ่ือแช่แข็งอสุจิแบบช้า (และแบบ
เหนือไอไนโตรเจน) อาจเป็นผลเสีย (Toxic) 
ต่อตัวอสุจิด้วยกลไกที่ยังไม่ทราบแน่ชัด และ
การลดความเข้มข้นของ Glycerol ลงเหลือ 
5% พบว่า ท าให้ได้ตัวอสุจิเคลื่อนไหวหลังการ
ละลายสูงขึ้นชัดเจน(ธีระพร วุฒยวนิชม, 2552)   

ด้วยเหตุนี้การศึกษาเปรียบเทียบ
วิธีการแช่แข็งแบบเนื้อแก้วโดยเทคนิค Solid 
surface vitrification และการแช่แข็งแบบ
เหนือไอไนโตรเจน (Vapor Freezing) จึง
ต้ อ ง การทร าบว่ า อั ต ร าการ เคลื่ อน ไห ว 
(Motility), อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า 
(Progressive motility), จ านวนรูปร่างปกติ 
( Morphology) แ ล ะ อั ต ร า ก า ร ร อ ด ชี วิ ต 
(Vitality) ภายหลังการแช่แข็งของทั้งสองวิธี
เป็นอย่างไร เพ่ือใช้ข้อมูลการศึกษาดังกล่าว
เป็นแนวทางพัฒนางานห้องปฏิบัติการเด็ก
หลอดแก้ว ของหน่วยผู้มีบุตรยาก โรงพยาบาล
ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติต่อไป 

วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 เพ่ือศึกษาเปรียบเทียบ อัตราการ
เคลื่อนไหวของอสุจิ (Sperm Motility), อัตรา
การเคลื่อนไหวไปข้างหน้าของอสุจิ (Sperm 
Progressive Motility), จ านวนรูปร่างปกติ 
(Sperm Morphology) และอัตราการมีชีวิต 

(Vitality) ภายหลังการแช่แข็งแบบ Solid 
Surface Vitrification และ Vapor Freezing 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

การศึกษานี้ใช้กลุ่มตัวอย่างของคนไข้
เพศชายที่ เข้ามารักษาในหน่วยมีบุตรยาก 
โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติและ
ได้รับการตรวจน้ าเชื้ออสุจิ จ านวน 52 คน โดย
คนไข้ที่เข้าเกณฑ์งานวิจัยนี้ ก าหนดให้ค่าการ
ตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้ าเชื้ออสุจิผ่านเกณฑ์
มาตรฐานของ World Health Organization 
(WHO, 2010) ดังนี้ 

- ปริมาตรน้ าอสุจิมากกว่า 1.5 
มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรด-ด่างมากกว่าหรือ
เท่ากับ 7.2 ลักษณะน้ าอสุจิไม่หนืดเป็นก้อน
และมีเม็ลเจลผสมมากจนไม่สามารถคัดแยกตัว
อสุจิที่มีชีวิตได้ 

-  การตรวจคุณภาพอสุจิด้วยเครื่อง 
Computer-aided sperm analysis (CASA) 
มีความเข้มข้นของอสุจิมากกว่าหรือเท่ากับ 15 
ล้านตัว/มิลลิลิตร มีการเคลื่อนไหวของอสุจิ
มากกว่าหรือเท่ากับ 40% และอสุจิรูปร่างปกติ
มากกว่าหรือเท่ากับ 4% 

วิธีการศึกษา 

การเตรียมน้้าอสุจิ (Sperm preparation) 

 เก็บน้ าเชื้ออสุจิโดยวิธีส าเร็จความใคร่
ด้วยตนเองด้วยภาชนะพลาสติกปากกว้างที่
ปลอดเชื้อ น าน้ าเชื้ออสุจิที่ เก็บได้มาวางให้
เหลวเป็นเวลา 30 นาที ที่อุณหภูมิ 37° C แบ่ง
มาตรวจวิเคราะห์คุณภาพอสุจิ เพ่ือประเมิน
คุณภาพอสุจิว่าอยู่ ในเกณฑ์มาตรฐานของ
ข้อก าหนดงานวิจัย น าน้ าเชื้ออสุจิที่ผ่านเกณฑ์
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ม า ต ร ฐ า น ม า คั ด แ ย ก ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
Discontinuous density gradient เพ่ือใช้ใน
การทดลองขั้นต่อไป 

การทดลองแช่แข็งอสุจิ  

 น าน้ าอสุจิที่ ผ่ านการคัดแยกด้วย
เทคนิค  Discontinuous density gradient 
แบ่งเป็น 2 ส่วน 

 ส่วนที่ 1 คือ กลุ่มตรวจคุณสมบัติก่อน
การแช่แข็ง ใช้อสุจิปริมาตร 0.1 ml ส าหรับ
ตรวจคุณสมบัติของเชื้ออสุจิ  โดยตรวจนับ
จ านวนและการ เ คลื่ อ น ไหวด้ ว ย เ ครื่ อ ง 
Computer-aided sperm analysis (CASA) 
ตรวจรูปร่าง (sperm morphology) ของตัว
อสุจิโดยการย้อมสี Papanicolaou แล้วอ่าน
ผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก าลังขยาย 100 
เท่า เพ่ือค านวณเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ปกติและ
ผิดปกติชนิดต่างๆ ตรวจจ านวนการมีชีวิตโดย
การท า hypo-osmotic swelling test (HOST) 

ส่วนที่ 2 คือ กลุ่มทดลองการแช่แข็ง 
ใช้อสุจิปริมาตร 0.6 ml น าไปแช่แข็งแบบเนื้อ
แก้ว โดยใช้เทคนิค solid surface 
vitrification และVapor Freezing วิธีละ 0.3 
ml ตามข้ันตอนดังนี้  

การแช่ โดยเทคนิค  solid surface 
vitrification  

- ใส่ ไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟมให้
ระดับไนโตรเจนได้ประมาณครึ่งกล่อง 

- พับกระดาษอะลูมิเนียม(ฟรอยด์) ให้
เป็นรูปถ้วยวงกลมเส้นผ่าศูนย์กลางเท่ากับ
ขนาดของกล่องโฟม ความลึก 1 เซนติเมตร 
หย่อนกระดาษอะลูมิเนียม(ฟรอยด์) ลงในกล่อง

โฟม ปิดฝากล่องโฟมให้อุณหูมิของกระดาษ
อ ะ ลู มิ เ นี ย ม ใ ก ล้ เ คี ย ง กั บ อุ ณ ห ภู มิ
ไนโตรเจนเหลว (-196° C)  

- ผสมอสุจิกับน้ ายาแช่แข็งอัตราส่วน 
1:1  แล้วหยดส่วนผสมลงบนฟรอยด์ หยดละ 
20 ul. จนส่วนผสมหมด จะได้อสุจิแช่แข็งใน
ลักษณะเป็นเม็ดกลม แข็ง สีขาว เก็บเม็ดอสุจิ
แช่แข็งไว้ในcryovial แล้วน าไปแช่ในถัง
ไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 °  

การแช่เหนือไอไนโตรเจน  

 เตรียมน้ ายาและ cryovial ส าหรับ
บรรจุส่วนผสมที่จะแช่แข็ง ผสมอสุจิกับน้ ายา
แช่แข็งอัตราส่วน 1:1 ใน cryovial ตั้งเวลา 10 
นาท ีย้ายไปแช่เหนือไอไนโตรเจนที่ระดับความ
สูง 1-2 cm. เป็นเวลา 10 นาที (ผูกกับเชือก
แล้วแขวนลงไปในถังไนโตรเจน) เก็บแช่ในถัง
ไนโตรเจนที่อุณหภูมิ -196 ° C 

การตรวจคุณสมบัติภายหลังการละลาย 

 เ ก็ บ อ สุ จิ ที่ ท า ก า ร แ ช่ แ ข็ ง ไ ว้ ใ น
ไนโตรเจนเหลวนานอย่างน้อย 24 ชั่วโมง แล้ว
ท าการละลายอสุจิตามข้ันตอนดังนี้ 

 - อสุจิที่แช่แข็งด้วยวิธีเหนือไอ
ไนโตรเจน ให้น าออกจากถังไนโตรเจนแล้วบ่ม
ในตู้อบ อุณหภูมิ 37 ° C ประมาณ 10นาท ี

 - อสุจิที่แช่แข็งแบบเนื้อแก้ว โดย
เทคนิค solid surface vitrification เมื่อน า
ออกจากถังไนโตรเจนแล้ว น าไปเทกระจายบน
จานพลาสติกส าหรับเลี้ยงตัวอ่อน ให้เม็ดอสุจิที่
แช่แข็งวางแยกห่างกัน ทิ้งให้ละลาย เมื่อแต่
ละเม็ดละลายแล้วรีบดูดแต่ละหยดรวบรวมใส่
ในหลอดก้นกลมขนาด 1-2 ml   
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น าอสุจิที่ละลายจากการแช่แข็งทั้ง 2 
วิธี ไปตรวจคุณสมบัติด้วยวิธีการเดียวกับส่วนที่ 
1 เพ่ือเปรียบเทียบผลคุณภาพอสุจิก่อนและ
ภายหลังการแช่แข็ง 

สถิติที่ใช้ในการศึกษา 

 น าผลการตรวจคุณภาพอสุจิจากการ
แช่แข็งอสุจิ 2 วิธี มาวิเคราะห์เพ่ือเปรียบเทียบ

ว่าวิธีการแช่แข็งแบบไหนให้ผลที่ดีกว่ากัน โดย
ดูจากอัตราการเคลื่อนไหว (motility), อัตรา
การ เคลื่ อนไหว ไปข้ างหน้ า  (progressive 
motility), จ านวนรู ป ร่ า งที่ ป กติ 
(morphology) และอัตราการมีชีวิต (vatility) 
โดยใช้โปรแกรม SPSS (version 17.0) 
วิเคราะห์สถิติแบบ pair t-test ที่ระดับความ
เชื่อมั่น 95% 

ผลการศึกษา 

ผลการเปรียบเทียบค่าคุณสมบัติต่าง ๆ ระหว่างกลุ่มก่อนการแช่แข็ง(Pre-freeze), กลุ่มแช่
เหนือไอไนโตรเจน(Vapor  Freezing)และกลุ่มการแช่แบบเนื้อแก้ว(vitrification) แสดงในตารางที่ 1 
และภาพท่ี 1 
ตารางท่ี 1  แสดงการเปรียบเทียบผลของคุณสมบัติอสุจิในกลุ่มการทดลองต่างๆ 

หมายเหตุ: ค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 
a = แตกต่างจากกลุ่ม Pre-freeze อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p ≤ 0.05 
b = แตกต่างจากกลุ่ม vitrification อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติที่ p ≤ 0.05 

 
ภาพที่ 1  แสดงผลรวมของคุณสมบัติอสุจิในกลุ่มการทดลองต่าง ๆ

คุณสมบัติอสุจ ิ Pre-freeze 
Thaw 

Vapor Freezing vitrification 

Sperm Motility (%) 
(p value ≤ 0.05) 

86.77±7.347 
- 

36.53±17.352 
(0.00) a,b 

42.85±17.320 
(0.00)a 

Progressive Motility (%) 
(p value ≤ 0.05) 

77.26 ± 6.84 
- 

31.20 ± 17.22 

(0.00)a,(0.05) b 
34.16 ± 17.08 

(0.00)a 
Normal morphology (%) 
(p value ≤ 0.05) 

16.29±6.596 
- 

9.98±5.599 
(0.00) a,b 

13.86±5.583 
(0.00) a  

Vitality (%) 
(p value ≤ 0.05) 

89.6±7.32 
- 

72.75±12.317 
(0.00)a,(0.02) b 

68.96±12.508 
(0.00) a 
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 จากตารางที่ 1 และ ภาพที่ 1 แสดงให้
เห็นว่าการทดลองแช่แข็งอสุจิทั้งแบบ Vapor 
Freezing และแบบ Vitrification พบว่าเมื่อ
ละลายอสุจิแล้วอัตราการเคลื่อนไหวอสุจิของ
ทั้ ง ส อ ง ก ลุ่ ม ล ด ล ง  ใ น ก ลุ่ ม ข อ ง  Vapor 
Freezing (36.53 ±17.352%) มีค่าลดลงอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ เมื่อเทียบกับกลุ่มPre-
freeze( 86.77±7.347%) แ ล ะ ใ น ก ลุ่ ม 
Vitrification (42.85±17.320%)  อัตร าการ
เคลื่อนไหวอสุจิมีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่ม Pre-freeze 
(86.77±7.347%) เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง
กลุ่มที่แช่แข็งอสุจิทั้ งสองกลุ่มพบว่า กลุ่ม 
Vitrification (42.85±17.320%) มีอัตราการ
เคลื่อนไหวสูงกว่ากลุ่ม Vapor Freezing 
(36.53 ± 17.352%)  อย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ  

 เมื่อพิจารณาอัตราการเคลื่อนไหวไป
ข้างหน้าของอสุจิ(Sperm progressive motility) 
ในการทดลองแช่แข็งอสุจิทั้ งแบบ Vapor 
Freezing และแบบ Vitrification พบว่าเมื่อ
ละลายอสุจิ แล้ ว อัตราการ เคลื่ อนไหวไป
ข้างหน้าของอสุจิของทั้งสองกลุ่มลดลง ซึ่งใน
กลุ่มของ Vapor Freezing (31.20± 17.22%) 
และกลุ่ม Vitrification (34.16 ± 17.08%) มี
ค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ
กลุ่มPre-freeze (77.26 ± 6.84%) แต่เมื่อ
เปรียบเทียบระหว่างกลุ่มที่แช่แข็งอสุจิทั้งสอง
กลุ่มพบว่า กลุ่ม Vitrification (34.16 ± 
17.08%) มีอัตราการเคลื่อนไหวสูงกว่ากลุ่ม 
Vapor Freezing (31.20 ± 17.22%)  อย่างมี
นัยส าคญัทางสถิติ  

 ส าหรับรูปร่ างอสุจิปกติ  (Normal 
sperm morphology) จากการทดลองแช่แข็ง

อสุจิทั้งแบบ Vapor Freezing และแบบ 
Vitrification พบว่าเมื่อละลายอสุจิแล้วอัตรา
รูปร่างอสุจิปกติ ของทั้งกลุ่ม Vapor Freezing 
(9.98±5.599%) และกลุ่ม Vitrification 
(13.86±5.583%) มีค่าลดลงอย่างมีนัยส าคัญ
ท า ง ส ถิ ติ เ มื่ อ เ ที ย บ กั บ ก ลุ่ ม Pre-freeze 
(16.29±6.596%)และในกลุ่ม Vapor Freezing 
(9.98±5.599%) ก็ยังมีอัตรารูปร่างอสุจิปกติ 
น้อยกว่ากลุ่ม Vitrification (13.86±5.583%) 
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 ในส่วนอัตราการมีชีวิต (Vitality) จาก
การศึกษาอัตราอสุจิที่มีชีวิต (Vitality) ด้วยวิธี 
Hypo-osmotic swelling test (HOS-test) 
พบว่าเมื่ออสุจิผ่ านวิธีการแช่แข็งทั้ งแบบ 
Vapor Freezing และแบบ Vitrification และ
เมื่อละลายอสุจิแล้ว อัตราอสุจิที่มีชีวิตของทั้ง
สองกลุ่มลดลง ซึ่งอัตราอสุจิที่มีชีวิตทั้งในกลุ่ม 
Vapor Freezing (72.75±12.317%) และ
กลุ่ม Vitrification (68.96±12.508%) มีค่า
ลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ
ก ลุ่ ม Pre-freeze ( 89.6±7.32%) แ ล ะ ก ลุ่ ม 
Vapor Freezing (72.75±12.317%) ยังมี
อั ต ร า ก า ร มี ชี วิ ต ข อ ง อ สุ จิ สู ง ก ว่ า ก ลุ่ ม 
Vitrification  68.96±12.508%) อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ  

อภิปรายและสรุปผล 

การศึกษาในครั้งนี้ได้เปรียบเทียบการ
แช่แข็งอสุจิแบบเหนือไอไนโตรเจน (Vapor  
Freezing) กั บ ก า ร แ ช่ แ บ บ เ นื้ อ แ ก้ ว 
(Vitrification) ซึ่งผลการศึกษาพบว่าการแช่
แข็ งทั้ ง ในแบบ Vapor Freezing และ 
Vitrification ภายหลังการละลายอสุจิออก
มาแล้วจะท าให้คุณสมบัติต่างๆของอสุจิมี
คุณภาพลดลง ทั้งอัตราการเคลื่อนไหวของอสุจิ 
(Sperm Motility), อัตราการเคลื่อนไหวไป



บทความวิจยั [TUH Journal online  Volume 1 No. 2 May - August 2016] 

 

 
         21  
  

ข้างหน้าของอสุจิ (Sperm Progressive 
Motility), รูปร่างอสุจิปกติ (Normal Sperm 
Mophology) และ อัตราการมีชีวิต (Vitality) 
ของอสุจิ  แต่เมื่อเปรียบเทียบผลระหว่างการ
แช่แข็งอสุจิแบบ Vapor Freezing กับ 
Vitrification พบว่าภายหลังการละลายอสุจิ
จากการแช่แข็งอสุจิแบบ Vitrification ให้ผล
อัตราการเคลื่อนไหวของอสุจิ ( Sperm 
Motility ) และอัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า
ของอสุจิ (Sperm Progressive Motility) สูง
กว่า การแช่แข็งอสุจิแบบ Vapor Freezing ซึ่ง
สอดคล้องกับการศึกษาของ Moskovtsev 
และคณะในการแช่แข็งอสุจิแบบ Standard 
Vapor Freezing เปรียบเทียบกับการแช่แข็ง
แบบ Vitrification ที่พบว่าอสุจิหลังการแช่แข็ง
แบบ Vitrification จะมีอัตราการเคลื่อนไหว
ของอสุจิ ( Sperm Motility ) มากกว่าอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับการแช่แข็งแบบ 
Standard Vapor Freezing (Moskovtsev & 
et al, 2011)   

จากการศึกษาของ Satirapod และ
คณะที่ศึกษาการแช่แข็งอสุจิแบบ Vitrification 
และการแช่แข็งอสุจิแบบ Vapor  Freezing 
พบว่าผลของ อัตราการเคลื่อนไหว( Sperm 
motility ), อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้า
ของอสุจิ (Sperm Progressive Motility)และ
รู ปร่ า งอสุ จิ ปกติ  (Normal Sperm 
Mophology) ไม่แตกต่างกันในทั้งสองกลุ่มการ
ทดลอง(Satirapod & et al, 2011)  ทั้งนี้อาจ
เป็นเพราะการศึกษาของ Satirapod และคณะ
ได้ใช้น้ ายาแช่แข็งอสุจิ HSPM medium มาใช้
ในการแช่แข็งอสุจิแบบ Vitrification ซึ่งน้ ายา
แช่แข็ง HSPM medium ที่มี 15% Glycerol 
เป็นส่วนผสมและให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ 
Glycerol เป็น 7.5 % นั้นอาจส่งผลเสียต่อตัว
อสุจิด้วยกลไกที่ยังไม่ทราบแน่ชัด การลดความ

เข้มข้นของ Glycerol ในน้ ายา HSPM medium 
ให้เหลือ 10% จะช่วยเพ่ิมคุณภาพของอสุจิ
ภายหลังการแช่แข็งได้(ธีรพร วุฒยวนิช, 2552,
น.109) และการวิจัยนี้ก็ได้ปรับลดความเข้มข้น
ของ Glycerol ในน้ ายา Glycerol-Egg yolk-
Citrate (GEYC) ซึ่งใช้ในการแช่แข็งแบบ 
Vitrification จากสูตรเดิมใช้ 15% Glycerol 
ให้เหลือเพียง 10% Glycerol จึงท าให้ผล
การศึกษานี้แตกต่างจากผลการศึกษาของ 
Satirapod และคณะ 

นอกจากนี้ยังพบว่าน้ ายา Glycerol-
Egg yolk-Citrate (GEYC) ในการแช่แข็งแบบ 
Vitrification เป็นน้ ายาที่มีส่วนผสมของไข่แดง 
( egg yolk) ซึ่งเป็น Cyoprotectant กลุ่ม 
Non-permeating CPAs ที่มีคุณสมบัติไม่
สามารถผ่านเข้าสู่เซลล์เพราะมีขนาดโมเลกุล
ใหญ่ การอยู่ภายนอกเซลล์จะช่วยดูดน้ าจาก
ภายในเซลล์ให้ออกมาภายนอก จึงช่วยลดการ
เกิดผลึกน้ าแข็งภายในเซลล์ได้ดีกว่าการใช้
น้ ายา HSPM medium จึงเป็นอีกเหตุผลหนึ่ง
ที่ท าให้ผลการศึกษานี้แตกต่างจากการศึกษา
ของ Satirapodและคณะ อีกทั้งการศึกษานี้ยัง
ได้น าน้ ายา Glycerol-Egg yolk-Citrate ไปแช่
ที่อุณหภูมิ 4 °C ก่อนน ามาผสมกับอสุจิใน
ขั้นตอนการแช่แข็งแบบ Vitrification โดย
เทคนิค Solid Surface Vitrification ซึ่งพบว่า
ช่วยเพิ่มร้อยละของตัวอสุจิที่มีการเคลื่อนไหวดี
หลังการแช่แข็งและการละลายอสุจิ เพราะ
อุณหภูมิของน้ ายาแช่แข็งที่ต่ าสามารถช่วยลด 
toxicity ของสารที่ใช้ในการปกป้องภยันตราย
จากการแช่แข็งอสุจิได้ด้วยเช่นกัน(ธีรพร วุฒยว
นิช, 2552, น.108)  จะเห็นว่าการเลือกใช้
น้ ายาแช่แข็ งและเทคนิคในการแช่แข็ งที่
เหมาะสมมีความส าคัญในการปกป้องอสุจิใน
กระบวนการแช่แข็ง  
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เมื่อเปรียบเทียบผลอัตราการมีชีวิต 
(Vitality) ระหว่างการแช่แข็งอสุจิแบบ Vapor  
Freezing กับ Vitrification พบว่าการแช่แข็ง
อสุจิแบบ Vapor  Freezing มีอัตราอสุจิที่มี
ชีวิตสูงกว่าการแช่แข็งแบบ Vitrification ซึ่ง
ผลการทดลองดังกล่าวขัดแย้งกับอัตราการ
เคลื่อนไหวของอสุจิ (Sperm Motility ) และ
อัตราการเคลื่อนไหวไปข้างหน้าของอสุจิ 
(Sperm Progressive Motility) เพราะการ
ทดลองนี้พบว่าการแช่แข็งแบบ Vitrification  
ให้ผลดีกว่าการแช่แข็งแบบ Vapor  Freezing 
ทั้งนี้อธิบายได้ว่าภายหลังการแช่แข็งแบบ 
Vapor Freezing ได้จ านวนอสุจิที่รอดชีวิต
มากกว่าการแช่แข็งแบบ Vitrification แต่จาก
การตรวจวัดการเคลื่อนไหวของอสุจิด้วยเครื่อง 
CASA ค่าอัตราการเคลื่อนไหว (Motility)  เป็น
ค่าจากการวิเคราะห์ผลเฉพาะอสุจิที่เคลื่อนไหว
เร็วมาก (Rapid Motility) และอสุจิที่
เคลื่อนไหวเร็วปานกลาง ( Medium Motility)  
แต่จะไม่วิเคราะห์จ านวนอสุจิที่เคลื่อนไหวช้า 
(Slow Motility) แสดงว่าการแช่แข็งแบบ 
Vapor Freezing มีอัตราการเคลื่อนไหวเร็ว
มาก (Rapid Motility) และอัตราการ
เคลื่อนไหวเร็วปานกลาง ( Medium Motility) 
ร ว ม กั น แ ล้ ว น้ อ ย ก ว่ า ก า ร แ ช่ แ ข็ ง แ บ บ 
Vitrification จึ ง ท า ใ ห้ ผ ล ข อ ง อั ต ร า ก า ร
เคลื่อนไหว (Motility) จากการแช่แข็งแบบ 
Vitrification สูงกว่าการแช่แข็งแบบ Vapor  
Freezing  กล่าวได้ว่าการแช่แข็งแบบ Vapor  
Freezing ให้จ านวนอสุจิที่รอดชีวิตสูงแต่มี
อัตราการเคลื่อนไหวต่ ากว่าการแช่แข็งแบบ 
Vitrification  ซึ่งอาจเป็นผลมาจากการเกิด 
Tail defect อันสอดคล้องกับผลการศึกษาของ 
Satirapod และคณะที่พบว่าเมื่อละลายอสุจิ
มาแล้วในกลุ่มของ Vapor  Freezing มีอัตรา 
Tail defect สูงกว่า กลุ่มของ Vitrification ซึ่ง

ความผิดปกติของรูปร่างอสุจิส่วนหางย่อม
ส่งผลต่อการเคลื่อนไหวของอสุจิด้วยเช่นกัน 

 จากการศึกษาในครั้งนี้พบว่า การแช่
แข็งแบบ Vapor  Freezing เมื่อละลายอสุจิ
ออกมาแล้วคุณสมบัติต่างๆของอสุจิให้ผลต่ า
กว่าในกลุ่มที่แช่แข็งแบบ Vitrification ทั้งใน
เรื่องของSperm Motility (%), Progressive 
Motility (%), Normal morphology (%) 
สาเหตุหนึ่งมาจากการแช่แข็งอสุจิแบบ Vapor 
freezing จะท าให้เกิดผลึกน้ าแข็งในเซลล์หรือ
นอกเซลล์และมีการเปลี่ยนแปลงออสโมติก ที่
อาจท าให้เกิดการหดตัวของเซลล์ที่กว้างซึ่งเป็น
สาเหตุของการเกิด Sperm damage (Gao & 
et al, 1995) นอกจากนี้ยังพบว่าการแช่แข็ง
แบบ Vapor freezing ที่ไม่มีcyoprotectant 
อสุจิตายหมดหลั งการละลาย และถ้า ใช้ 
cyoprotectant ความเข้มข้นต่ าๆ ก็จะท าให้
อสุจิเกิดการ toxic และเป็นสาเหตุให้เกิด 
Osmotic damage (Moskovtsev & et al, 
2011) ปัญหาดังกล่าวสามารถแก้ไขได้โดยการ
แช่แข็งแบบ Solid Surface Vitrification 
(SSV) ซึ่งเป็นการแช่แข็งแบบลดอุณหภูมิลง
อย่างรวดเร็วจะท าให้ไม่เกิดผลึกน้ าแข็งขึ้นทั้ง
ใน เซลล์ และนอกเซลล์  และสามารถใช้ 
cyoprotectant ในความเข้มข้นต่ าๆได้ จึงช่วย
ลดการ Toxic ของอสุจิ( Ghasem S & et al, 
2009)  อีกทั้งยังป้องกันการเกิด chilling 
injury และลดการเกิด DNA damage ของ
อสุจิได้(Satirapod & et al, 2011)   แต่
ข้อเสียของการแช่แข็งแบบ Vitrification นั้น
พบว่าการที่มีไข่แดง (egg yolk) เป็น
ส่วนประกอบในน้ ายาแช่แข็ง ซึ่งไข่แดงเป็น
โปรตีนที่แปลกปลอมมาจากสัตว์จึงท าให้อสุจิที่
ผ่านการแช่แข็งไม่เหมาะที่จะน ามาฉีดเข้าโพรง
มดลูก เพราะอาจท าให้มดลูกเกิดการบีบ
ตัวอย่างรุนแรงและเป็นอุปสรรคในการท า
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หั ต ถ ก า ร เ ด็ ก ห ล อ ด แ ก้ ว  เ ช่ น  ก า ร ท า
Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) 
หยดไขมันจากไข่แดงอาจบดบังตัวอสุจิได้ 

ข้อเสนอแนะ 
จากการทดลองพบว่าการแช่แข็งอสุจิ

แบบ Vitrification นั้นเมื่อละลายอสุจิออก
มาแล้วพบว่าคุณสมบัติของอสุจิมีคุณภาพดีกว่า
ในกลุ่มที่แช่แข็งแบบ Vapor  Freezing ทั้งใน
เรื่ อ งของ อัตราการ เคลื่ อนไหวของอสุ จิ            
(Sperm motility ), อัตราการเคลื่อนไหวไป
ข้างหน้าของอสุจิ ( Sperm Progressive 
Motility), รูปร่างอสุจิปกติ ( Normal Sperm 
Morphology) ถึงแม้ว่าผลของ อัตราอสุจิที่มี
ชี วิ ต  (Vitality) ของการแช่ แข็ งอสุ จิ แบบ 
Vapor Freezing จะมีผลดีกว่าก็ตาม แต่อัตรา
การรอดของอสุจิที่มีชีวิตนั้น รวมเป็นอสุจิที่มี
การเคลื่อนไหวช้า (Slow Motility) หรือไม่มี
การเคลื่อนไหว (Immotile spermatozoa) 
ฉะนั้นจากผลการทดลองวิธีการแช่แข็งแบบ 
Solid Surface Vitrification (SSV) จึงได้ผล
ดีกว่าเมื่อเทียบกับการแช่แข็งแบบ Vapor  
Freezing อย่างไรก็ตามการแช่แข็งแบบ SSV 
นั้นยังคงต้องหาเทคนิคหรือวิธีการคัดแยกอสุจิ 
( Sperm preparation) ภายหลังจากผ่านการ
แช่แข็งและละลายแล้ว เพ่ือขจัดไข่แดง (Egg 
Yolk) ออกไปให้หมด ซึ่งวิธีการนั้นจะต้องไม่ท า
ให้อสุจิตายหรือสูญเสียอสุจิที่มีชีวิตให้น้อยที่สุด 
เพ่ือที่จะน าอสุจิที่ได้มาใช้ในการฉีดเชื้อเข้า
โพรงมดลูก (IUI) หรือท า ICSI ต่อไป หรือในอีก
กรณีหนึ่ งอาจจะมีการศึกษาหาสารอ่ืนที่มี
คุณสมบัติใกล้เคียงที่สามารถมาแทนไข่แดง
แล้วเมื่อน ามาผสมกับน้ ายาแช่แข็งอสุจิที่ไม่ท า
ให้เกิดการ Toxic ต่ออสุจิ สามารถท าให้อสุจิมี
ชีวิตรอด เพ่ือเป็นทางเลือกหนึ่งในการน าไป
ประยุกต์ ใช้กับการเ พ่ิมประสิทธิภาพของ
กระบวนการช่วยการเจริญพันธุ์ 

กิตติกรรมประกาศ 
การศึกษาวิจัยหั วข้อ “การศึกษา

เปรียบเทียบการแช่แข็งอสุจิแบบเนื้อแก้วโดย
เทคนิค Solid surface vitrification และการ
แช่เหนือไอไนโตรเจน (Vapor freezing)” 
ส าเร็จลุล่วงด้วยความอนุเคราะห์ของรอง
ศาสตราจารย์ นายแพทย์พฤหัส ต่ออุดม ที่
กรุณารับเป็นที่ปรึกษาโครงการวิจัย และได้ให้
ข้อคิด ค าแนะน า รวมทั้งแนวทางในการท างาน
จนท าให้งานวิจัยชิ้นนี้ส าเร็จลุล่วงลงด้วยดี 
ผู้วิจัยจึงขอขอบพระคุณเป็นอย่างสูงไว้ ณ ที่นี้ 
 นอกจากนี้  ผู้ วิจั ยขอขอบพระคุณ
ผู้ร่วมงานในหน่วยผู้มีบุตรยาก โรงพยาบาล
ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ ที่ให้ความร่วมมือ
ในการวิจัย ขอขอบพระคุณผู้ป่วยที่มารักษา
ภาวะมีบุตรยากทุกท่าน ที่ให้ความอนุเคราะห์
ตัวอย่างวิจัย และขอขอบคุณน้องเกศนิษา  นร
สิ งห์  และ  น้ องชลธิ ช า  ส า เ ร็ จ กิ จ เจ ริญ 
นักศึกษาปริญญาโท สาขาวิทยาศาสตร์
การแพทย์ วิชาเอกเวชศาสตร์การเจริญพันธุ์ 
คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ 
ที่คอยให้ความช่วยเหลือในการท างานวิจัยเป็น
อย่างดี 
 การวิจัยครั้งนี้ได้รับทุนสนับสนุนการ
วิจัยจากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระ
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