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บทคดัย่อ 

กระบวนการแช่แขง็น าไปสู่การเพิ่มข้ึนของอนุมูลอิสระและการเปล่ียนแปลงของกลไกการต่อตา้น
อนุมูลอิสระ ส่งผลเสียต่อการอยูร่อดและการท างานของอสุจิมนุษย ์ รีดิวซ์กลูตา้ไธโอน เป็น สารเคมี
ซ่ึงมีหมู่ Thiol อ่ืนๆ ท่ีไม่ใช่โปรตีนท่ีมีมากท่ีสุดภายในเซลลส์ัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม สามารถป้องกนั 
ความเครียดออกซิเดชนัภายในเซลล์ 

ในการศึกษาน้ี สัณนิฐานวา่  รีดิวซ์กลูตา้ไธโอนมีผลป้องกนัการแช่แขง็ต่ออสุจิมนุษย ์ การคน้พบใน
การศึกษาน้ีคือ การเสริม 1 มิลลิโมลาร์ของรีดิวซ์กลูตา้ไธโอนเขา้ไปในน ้ายาแช่แขง็หรือน ้ายาละลาย
ส าหรับการแช่แขง็แบบเน้ือแกว้ หรือ น ้ายาแช่แข็งหรือน ้ายาละลายส าหรับการแช่แขง็แบบไอ
ไนโตรเจนเหลว สามารถช่วยเพิ่มความอยูร่อดของตวัอสุจิและการเคล่ือนไหวหลงัจากการเก็บรักษา
โดยใชก้ารแช่แขง็แบบเน้ือแกว้ และการแช่แขง็แบบไอไนโตรเจนเหลว น ้าเช้ือท่ีปกติจากคู่สมรสท่ีมี
บุตรยากจ านวน 15 คน ซ่ึงถูกผา่นการแยกชั้นเพิ่อคดัเลือกอสุจิและตะกอนอสุจิ ถูกแบ่งออกเป็น กลุ่ม
อสุจิก่อนแช่แขง็, กลุ่มท่ีแช่แขง็แบบเน้ือแกว้, กลุ่มท่ีแช่แขง็แบบเน้ือแกว้ท่ีเสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธ
โอน 1 มิลลิโมลาร์, กลุ่มท่ีแช่แขง็ในไอของไนโตรเจนเหลว และกลุ่มท่ีแช่แขง็ในไอของ
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ไนโตรเจนเหลว ท่ีเสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธโอน 1 มิลลิโมลาร์ ท่ีถูกเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลวอยา่ง
นอ้ย 1 สัปดาห์ และป่ันลา้งดว้ย EBSS ท่ีเสริมหรือไม่เสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธโอน 1 มิลลิโมลาร์ และ
ถูกประเมินความสมบูรณ์ของเยื่อหุม้เซลลอ์สุจิ, การเคล่ือนท่ี, การมีชีวติ, ลกัษณะรูปร่างปกติของอสุจิ 
และ การการแตกหกัของดีเอน็เอ เช่นเดียวกบัในกลุ่มท่ีไม่แช่แขง็ โดยการประเมินการเคล่ือนท่ีและ
ลกัษณะรูปร่างปกติของอสุจิ จะใช ้CASA ตามขอ้ก าหนดของ  WHO 2010, การประเมินการมีชีวติอยู ่
จะใช ้ eosin-Y staining, ความสมบูรณ์ของเยื้อหุม้เซลลอ์สุจิ จะใช ้hypo-osmotic swelling test 

(HOST) และการแตกหกัของดีเอ็นเอ จะใช ้TUNEL assay การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ กลุ่มตวัอยา่งหลงั
การละลายของการแช่แขง็แบบเน้ือแกว้ ท่ีเสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธโอน 1 มิลลิโมลาร์ มีอตัราความ
สมบูรณ์ของเยื่อหุม้เซลล ์ อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชิวติอยู ่ (75%, 74.7% และ 72.2%, 
ตามล าดบั) มากกวา่กลุ่มแช่แขง็แบบเน้ือแกว้ปกติอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ี กลุ่ม
การแช่แขง็ดว้ยไอไนโตรเจนเหลวท่ีเสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธโอน 1 มิลลิโมลาร์ มีอตัราความสมบูรณ์
ของเยือ่หุม้เซลล ์ อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชิวติอยู ่ (63.0%, 49.9% และ 57.8%, ตามล าดบั) 
มากกวา่กลุ่มแช่แขง็แบบไอไนโตรเจนเหลวปกติอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ในการศึกษาน้ี
ยงัพบวา่ ไม่มีความแตกต่างของลกัษณะรูปร่างปกติของอสุจิทั้งในกลุ่มไม่แช่แขง็และกลุ่มแช่แขง็
ทั้งหมดท่ีเสริมหรือไม่เสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธโอน 1 มิลลิโมลาร์ (P>0.05)  (11.2%, 8.5%, 

10.2%, 6.7%, และ 9.9%, ตามล าดบั)  นอกจากน้ี ยงัพบวา่ การแตกหกัของดีเอน็เออสุจิจะเพิ่มข้ึน
ภายหลงัจากการแช่แขง็ แต่มีเพียงกลุ่มการแช่แขง็ดว้ยไอไนโตรเจนเหลวท่ีมีการเพิ่มข้ึนอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ การท่ีเสริมหรือไม่เสริมดว้ยรีดิวซ์กลูตา้ไธโอน 1 มิลลิโมลาร์ ในระหวา่งการแช่
แขง็แบบเน้ือแกว้และการแช่แขง็ดว้ยไอไนโตรเจนเหลวช่วยลดการแตกหกัดีเอ็นเออสุจิ  แต่ไม่มีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ เม่ือเทียบระหวา่งกลุ่มแช่แขง็ปกติ (P>0.05) 

 

ในการศึกษาน้ี แสดงใหเ้ห็นถึง ประโยชนข์องการเสริม รีดิวซ์กลูตา้ไธโอน ในระหวา่งการ
แช่แขง็อสุจิมนุษย ์ ต่อ ความสมบูรณ์ของเยื้อหุม้เซลลอ์สุจิ การเคล่ือนท่ี การมีชีวิต แต่ไม่มีการ
เปล่ียนแปลง ลกัษณะรูปร่างปกติของอสุจิ ซ่ึงความเขม้ขน้ท่ีใชใ้นการศึกษาน้ีช่วยลดการแตกหกัของดี
เอน็เอ หลงัการแช่แขง็แต่ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  ในการศึกษาต่อไป ควรท่ีจะ
ประเมิน อนุมูลอิสระในระหวา่งการแช่แขง็ และปริมาณรีดิวซ์กลูตา้ไธโอนภายหลงัจากการเติม
ระหวา่งกระบวณการแช่แขง็  
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ABSTRACT 

Cryopreservation leads to increased ROS levels and alteration of antioxidant defense 

mechanism, resulting in loss of human sperm survival and function.  GSH is the most 

abundant non-protein thiols in mammalian cell for protection against oxidative stress 

within cell.  This study, hypothesized that GSH may offers cryoprotective effect on 

human spermatozoa during cryopreservation. The major finding in this study was either 

the supplementation with 1 mM GSH into the vitrification/warming or freezing/thawing 

medium could be improves sperm survival and motility after cryopreservation by using 

vitrification and liquid nitrogen vapor technique.     

 

Semen from 15 male partners of infertile couples were processed through density 

gradients and the final pellet were divided into 5 groups: non-frozen control group, 

vitrification group, vitrification + 1 mM GSH group, liquid nitrogen vapor technique 

group, and liquid nitrogen vapor technique + 1mM GSH group.  Post-thaw sample after 

at least 1 weeks of storage in liquid nitrogen were washed in EBSS supplementation 

with or without 1 mM GSH and immediately assessed for sperm membrane integrity, 

motility, viability, normal morphology and DNA fragmentation in the same way as 
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those in the non-frozen control group.  The assessment of sperm motility and normal 

morphology used a computer-assisted semen analyzer (CASA) followed WHO 2010 

criteria; viability by eosin-Y staining; membrane integrity by the hypo-osmotic swelling 

test (HOST) and DNA fragmentation by the TUNEL assay.   

 

Post-thaw sperm membrane integrity, motility, viability were significantly higher 

(P<0.05) in the vitrification + 1 mM GSH group (75%, 74.7% and 72.2%, respectively) 

than those in the vitrification group (69.5%, 66.4%, and 64.5%, respectively).  

Moreover, liquid nitrogen vapor technique + 1 mM GSH group (63.0%, 49.9% and 

57.8%, respectively) has significantly higher post-thaw sperm motility, vitality and 

membrane integrity (P<0.05) than those in the liquid nitrogen vapor technique group 

(57.53%, 41.27%, and 52.2%, respectively).  There was no significant difference in 

post-thawed normal sperm morphology (P>0.05) in controls, and all freezing/thawing 

supplementation with or without 1 mM GSH groups (11.2%, 8.5%, 10.2%, 6.7%, and 

9.9%, respectively).    

 

In addition, the sperm DNA fragmentation was increased after cryopreservation, but it 

only reached statistical significance in the liquid nitrogen vapor group (P<0.05).  

Supplementation of vitrification/warming and freezing/thawing media with 1 mM GSH 

caused a reduction in  sperm  DNA fragmentation, but  the effect  was  not  statistically           

significant in both cryopreservation groups (P>0.05).        

                          

This study showed cryoprotective effects on sperm motility, vitality, and 

membrane integrity, but had no significant effect on morphology. At the dose 

employed, it decreased DNA fragmentation post cryopreservation, but the effect was 

not statistically significant.  Further study should be performed to evaluate the levels of 

ROS that were produced during each step of cryopreservation method and detect GSH 

content after supplementation during each cryopreservation method. 

 


