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Abstract

Objective: To evaluate correlation among Hyaluronan Binding Assay (HBA), Annexin-V binding and 
Acrosome Reaction (AR) with semen analysis by World Health Organization (WHO) criteria.

Material & Methods: Twenty-seven infertile men underwent semen analysis at the infertility center, 
Naresuan university hospital using basic quantitative method by WHO criteria and qualitative methods by 
HBA, Annexin-V binding and AR. The results were calculated for correlations among these methods.

Results: The mean age of the study group was 34.2 ± 5.4 years old. The semen analysis showed nor-
mal volume, sperm concentration, progressive motility, total motility and morphology. The result of HBA was 
87.5%. According to the annexin-V binding assay, most of sperm (80.47%) was viable without apoptosis. The 
results of Sperm Spontaneous Acrosome Reaction Rate (SARR) and acrosome reaction after ionophore chal-
lenge were within normal ranges. There was no correlation between HBA and sperm parameters evaluated 
by WHO criteria. However, HBA bound significantly correlated with viable sperm and HBA bound negatively 
correlated with late apoptotic sperm (rs 0.466, p = 0.014 and -0.563, p = 0.002, respectively).

Conclusion: Hyaluronic acid binding assay was correlated with viable sperm and low late apoptosis, 
but not correlated with sperm acrosome reaction.
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บทคัดย่อ
 วัตถุุประสุงค์: เพ้�อหาควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิางการ์ติร์วิจั Hyaluronan binding assay, Annexin-V binding แลัะ Acrosome 
reaction กับุการ์ติร์วิจัคุณภาพนำ�าอสุูจิัติามเกณฑ์์ขององค์การ์อนามัยโลัก
 วิธีกุารศึึกุษา: ผูู้�ชายมีบุุติร์ยากจัำานวิน 27 คน มาติร์วิจันำ�าอสุูจิัที�ศูนย์รั์กษาผูู้�มีบุุติร์ยาก โร์งพยาบุาลัมหาวิิทยาลััยนเร์ศวิร์ ด้�วิยวิิธี์
การ์ติร์วิจัเชิงปริ์มาณเบุ้�องติ�นติามเกณฑ์์ขององคก์าร์อนามัยโลักแลัะการ์ติร์วิจัเชิงคุณภาพด้�วิยวิิธี์ Hyaluronan binding assay, Annexin-V 
binding, Acrosome reaction แลั�วินำาค่าที�ได้�ไปคำานวิณเพ้�อหาควิามสัูมพันธ์์
 ผลกุารศึึกุษา: กลุ่ัมตัิวิอย่างมีอายุเฉลีั�ย 34.2 ± 5.4 ปี ผู้ลัการ์ติร์วิจันำ�าอสุูจิัมีปริ์มาณ ควิามเข�มข�นของตัิวิอสุูจิั จัำานวินอสุูจิัที�
เคล้ั�อนที�เร็์วิ จัำานวินอสุูจิัที�เคล้ั�อนที�ทั�งหมด้ แลัะรู์ปทร์งอยู่ในเกณฑ์์ปกติิ การ์ติร์วิจั Hyaluronan binding assay (HBA) มีค่าร์�อยลัะ 
87.5 การ์ติร์วิจั Annexin-V binding พบุว่ิาอสุูจิัสู่วินใหญ่่เป็นอสุูจิัที�มีชีวิิติแลัะยังไม่เกิด้ apoptosis (ร์�อยลัะ 80.47) การ์ติร์วิจั Sperm 
spontaneous acrosome reaction rate (SARR) แลัะ Acrosome reaction after ionophore challenge อยู่ในเกณฑ์์ปกติิ ไม่พบุ
ควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิางการ์ติร์วิจั HBA  กับุ parameters ต่ิาง ๆ ของอสุูจิัเม้�อติร์วิจัติามเกณฑ์์ขององค์การ์อนามัยโลัก แต่ิ HBA bound มีควิาม
สัูมพันธ์์อย่างมีนัยสูถิิติิกับุอสุูจิัที�ยังมีชีวิิติ แลัะมีควิามสัูมพันธ์์ในทางติร์งกันข�ามอย่างมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิกับุ late apoptotic sperm (r

s 
0.466, 

p = 0.014 แลัะ -0.563, p = 0.002 ติามลัำาดั้บุ)
 สุรุป: การ์ติร์วิจั Hyaluronan binding assay สัูมพันธ์์กับุอสุูจิัที�มีชีวิิติแลัะมี late apoptosis ที�ติำ�า แต่ิไม่สัูมพันธ์์กับุการ์เกิด้ 
acrosome reaction ของอสุูจิั
 คำาสุำาคัญ:  การ์ติร์วิจัอสุูจิั; ควิามสัูมพันธ์์; hyaluronan binding assay; annexin-v binding assay;  acrosome reaction 
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บทนำา 
 ปัจัจุับัุนพบุปัญ่หาคู่สูมร์สูมีบุุติร์ยากสููงข้�น ซ้ึ่�งมีสูาเหติุ
จัากฝ่่ายชายร์�อยลัะ 30 การ์ติร์วิจัอสุูจิัทางห�องปฏิิบัุติิการ์นิยมใช�
ติามเกณฑ์์ขององค์การ์อนามัยโลัก (WHO Semen analysis) ปี 
ค.ศ.20101 การ์ติร์วิจัวิิธี์นี�มีข�อดี้ค้อสูามาร์ถิติร์วิจัได้�ในห�องปฏิิบัุติิ
การ์ทั�วิไป ขั�นติอนการ์ติร์วิจัง่าย แต่ิมีข�อจัำากัด้เพร์าะเป็นการ์ติร์วิจั
อสุูจิัในเชิงปริ์มาณเท่านั�น แม�การ์ติร์วิจันำ�าอสุูจิัอยูใ่นเกณฑ์์ปกติิ ยัง
อาจัพบุปัญ่หาคุณภาพอสุูจิัที�ผิู้ด้ปกติิ (sperm dysfunction) ทำาให�
อัติร์าการ์ปฏิิสูนธิ์ติำ�าแลัะมีปัญ่หามีบุุติร์ยากได้�2-4 เพร์าะในธ์ร์ร์มชาติิ
อสุูจิัจัะติ�องเกิด้ sperm capacitation, acrosome reaction, 
sperm-zona interaction แลัะ sperm penetration ก่อนเกิด้
การ์ปฏิิสูนธิ์กับุไข่ การ์ติร์วิจัอสุูจิัเชิงคุณภาพสูามาร์ถิทำาได้�หลัาย

วิิธี์3,5 เช่น การ์ปร์ะเมินการ์จัับุของอสูุจิักับุไข่ การ์ปร์ะเมินการ์เกิด้ 
acrosome reaction ของอสุูจิั การ์ติร์วิจั DNA fragmentation 
ของอสุูจิั6,7 แลัะการ์ติร์วิจั sperm apoptosis การ์ติร์วิจัสูาร์อนุมูลั
อิสูร์ะ (reactive oxygen species) ร์วิมถ้ิงเทคนิคใหม่ที�คัด้เล้ัอก
อสุูจัจิัากควิามสูามาร์ถิในการ์เคล้ั�อนที�ผู้า่นของเหลัวิ (microfluidics) 
ผู่้านสูาร์เคมี (chemotaxis) ผู่้านอุณหภูมิ (thermotaxis)8 การ์
ติร์วิจัเหล่ัานี�มีวิัติถุิปร์ะสูงค์เพ้�อคัด้เล้ัอกอสุูจัิที�คุณภาพดี้สูำาหรั์บุการ์
ปฏิิสูนธิ์ แต่ิวิิธ์ีการ์ติร์วิจัสู่วินใหญ่่ยุ่งยาก ใช�เคร้์�องม้อที�มีร์าคาแพง 
ปร์ะกอบุกับุผู้ลัการ์วิิจััยยังไม่ชัด้เจันเกี�ยวิกับุอัติร์าการ์ปฏิิสูนธิ์ การ์
พัฒนาของตัิวิอ่อนแลัะการ์ตัิ�งคร์ร์ภ์ จ้ังยังไม่นิยมใช�ติร์วิจัทั�วิไป9-11  

 Annexin-V binding assay เป็นการ์ติร์วิจั cell apop-
tosis โด้ย Annexin-V เป็น phospholipid binding protein ที�ไป



จัับุกับุ Phosphatidylserine (PS) ที�ผิู้วินอกของ plasma mem-
brane ซ้ึ่�งแสูด้งถ้ิง early apoptosis เม้�อกร์ะบุวินการ์ apoptosis 
เกิด้มากข้�น cell membrane แลัะ nuclear membrane จัะสููญ่
เสีูย integrity สูาร์ propidium iodide จ้ังผู่้านเข�าไปติิด้สีูที� nucleic 
acid ได้� จัากการ์ศ้กษาพบุว่ิาชายที�มีบุุติร์ยากมี apoptotic sperm 
มากกว่ิาชายปกติิ แลัะ apoptotic sperm ที�มากข้�นสัูมพันธ์์กับุการ์
เคล้ั�อนไหวิ (motility) แลัะการ์มีชีวิิติ (viability) ของอสุูจิัที�ลัด้ลัง12 

 Acrosome Reaction (AR) เป็นขั�นติอนสูำาคัญ่ของ
กร์ะบุวินการ์ capacitation เริ์�มจัากมี exocytosis ของเซึ่ลัล์ั ทำาให�
มีการ์เปลีั�ยนแปลังของ acrosomal membrane ที�ด้�านนอกของ
หัวิอสุูจิัแลัะหลัั�งเอนไซึ่ม์ acrosin ออกมา ซ้ึ่�งช่วิยให�อสุูจิัเจัาะผู่้าน 
zona pellucida แลัะปฏิิสูนธิ์ได้� การ์เกิด้ AR ติามธ์ร์ร์มชาติิ จัะ
ถูิกกร์ะตุิ�นโด้ยโปร์เจัสูเทอโร์นแลัะ ZP3 ซ้ึ่�งเป็น glycoprotein ใน 
zona pellucida ของไข่ ในห�องปฏิิบัุติิการ์สูามาร์ถิกร์ะตุิ�นให�เกิด้ 
AR ได้�โด้ยใช�สูาร์เคมี เช่น calcium ionophore A2318713 การ์
ติร์วิจั AR พบุควิามผิู้ด้ปกติิได้� 2 แบุบุ ค้อ 
 1. การ์เกิด้ AR ไม่เพียงพอ (AR insufficiency) หมาย
ถ้ิงอสุูจิัที�มีควิามแติกต่ิางร์ะหว่ิางการ์เกิด้ AR ในอสุูจิัที�กร์ะตุิ�นด้�วิย 
calcium ionophore กับุไม่ได้�กร์ะตุิ�นน�อยกว่ิาร์�อยลัะ 15 
 2. การ์เกิด้ AR ก่อนกำาหนด้ (AR prematurity) หมาย
ถ้ิงอสุูจิัที�มี AR เกิด้ข้�นเอง (Sperm Spontaneous Acrosome 
Reaction Rate, SARR) มากกวิา่ร์�อยลัะ 10-20 ค่าปกติิอาจัมคีวิาม
แติกต่ิางในแต่ิลัะร์ายงานติามวิิธี์การ์ติร์วิจั การ์ทำางานที�ผิู้ด้ปกติิของ 
AR สัูมพันธ์์กับุควิามลั�มเหลัวิในการ์ปฏิิสูนธิ์นอกร่์างกาย14 จัากการ์
ร์วิบุร์วิมข�อมูลัแบุบุ meta-analysis พบุว่ิามี positive predictive 
value ร์�อยลัะ 75  แต่ิมี negative predictive ค่อนข�างแติกติา่งกัน
มาก15 การ์เปลีั�ยนแปลังของ membranes ที�บุริ์เวิณหัวิของอสุูจิัจัาก
กร์ะบุวินการ์ acrosome reaction ทำาให�พบุ phosphatidylserine 
ที�ผิู้วินอกของอสุูจิัซ้ึ่�งอาจัสู่งผู้ลัต่ิอการ์แปลัผู้ลั apoptosis จัากการ์
ติร์วิจั Annexin-V binding ได้�16

 Hyaluronic Acid (HA) เป็นสูาร์ polysaccharide ที�อยู่ใน 
extracellular matrix ของเซึ่ลัล์ั cumulus oophorus ร์อบุๆ ไข่ อสุูจิั
ที�พัฒนาสูมบูุร์ณ์แลั�วิจัะจัับุกับุ zona pellucida ของไข่ได้� การ์ติร์วิจั
ด้�วิยวิิธี์ Hyaluronan Binding Assay (HBA) เป็นการ์นำา HA ไปเคล้ัอบุ
ไวิ�ที�สูไลัด์้ แลั�วิหยด้อสุูจิัลังบุนสูไลัด์้แลัะติร์วิจัด้�วิยกลั�องจุัลัทร์ร์ศน์ จัาก
การ์ศ้กษาพบุว่ิาอสุูจิัที�จัับุกับุ HA เป็นอสุูจิัที�มีคุณภาพดี้ มี viability, 
maturity, acrosomal integrity แลัะ low aneuploidy17,18 ข�อมูลั
ของ systematic review ในปี 201619 พบุว่ิา การ์คัด้เล้ัอกอสุูจิัด้�วิย
วิิธี์ HBA เพ้�อการ์ปฏิิสูนธิ์ จัะทำาให�คุณภาพตัิวิอ่อนดี้ข้�น แต่ิไม่ได้�เพิ�ม
อัติร์าการ์ปฏิิสูนธิ์แลัะอัติร์าการ์ตัิ�งคร์ร์ภ์ ดั้งนั�นเทคนิคนี�จ้ังยังติ�องมีการ์
ศ้กษาเพิ�มเติิม
 แนวิทางในการ์ร์ักษาภาวิะมีบุุติร์ยากที�ผู้ลัติร์วิจันำ�าอสูุจิั
ปกติิแลัะไม่พบุสูาเหติุอ้�น (unexplained infertility) การ์ร์ักษา
เริ์�มด้�วิยการ์กินยากร์ะตุิ�นไข่ นับุวัินมีเพศสัูมพันธ์์ การ์ฉีด้นำ�าเช้�อเข�า

โพร์งมด้ลัูก (intrauterine insemination) แลัะการ์ทำาเด็้กหลัอด้
แก�วิ (in vitro fertilization) ติามลัำาดั้บุ เน้�องจัากการ์ติร์วิจันำ�าอสุูจิั
ติามเกณฑ์์ WHO มีข�อจัำากัด้ในการ์ปร์ะเมนิคุณภาพอสุูจิั ดั้งนั�นหาก
สูามาร์ถิติร์วิจัคุณภาพของอสุูจิัร่์วิมด้�วิยได้� ก็จัะช่วิยให�เล้ัอกวิิธี์การ์
รั์กษาได้�เหมาะสูมยิ�งข้�น การ์ติร์วิจั Annexin-V binding แลัะ AR 
เป็นวิิธี์ที�ติ�องใช�กลั�องจุัลัทร์ร์ศน์ชนิด้ฟลูัออเร์สูเซึ่นต์ิ ในขณะที�การ์
ติร์วิจั HBA อาศัยเพียงกลั�องจุัลัทร์ร์ศน์ชนิด้ธ์ร์ร์มด้า สูามาร์ถิติร์วิจั
ได้�โด้ยไม่ติ�องเติรี์ยมนำ�ายาที�ยุง่ยาก จ้ังเป็นที�มาของงานวิิจััยเพ้�อศ้กษา
ควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิาง HBA, Annexin-V binding แลัะ AR สูำาหรั์บุ
ปร์ะเมินคุณภาพอสุูจิั

วัตถุุประสุงค์และวิธีกุารศึึกุษา
วัตถุุประสุงค์
 เพ้�อศ้กษาควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิางการ์ติร์วิจัอสุูจิัด้�วิยวิิธี์ HBA, 
Annexin-V/ propidium iodide staining แลัะ AR กับุการ์ติร์วิจั
คุณภาพนำ�าอสุูจิัติามเกณฑ์์ของ WHO

วิธีกุารศึึกุษา
 คู่สูมร์สูมีบุุติร์ยากที�ฝ่่ายชายได้�ติร์วิจันำ�าอสุูจิัที�ศูนย์รั์กษา
ผูู้�มีบุุติร์ยาก โร์งพยาบุาลัมหาวิิทยาลััยนเร์ศวิร์ ร์ะหว่ิางมกร์าคม 
2562 – ธั์นวิาคม 2562 (หลัังได้�รั์บุการ์รั์บุร์องจัากคณะกร์ร์มการ์
จัริ์ยธ์ร์ร์มวิิจััยในมนุษย ์คณะแพทยศาสูติร์์ มหาวิิทยาลััยนเร์ศวิร์ เลัข
ที�โคร์งการ์ 879/2559) ซ้ึ่�งเก็บุตัิวิอย่างนำ�าอสุูจิัหลัังจัากงด้การ์หลัั�ง 
3-7 วัิน ด้�วิยวิิธี์การ์ช่วิยตัิวิเองแลัะสู่งติร์วิจัทางห�องปฏิิบัุติิการ์เพ้�อ
ปร์ะเมินปริ์มาณนำ�าอสุูจิั (volume) ควิามเข�มข�น (concentration) 
การ์เคล้ั�อนไหวิของอสุูจิั (motility) โด้ยใช� Makler® counting 
chamber (Sefi-medical instruments LTD) แลัะย�อม Wright 
stain เพ้�อปร์ะเมินรู์ปทร์งอสูุจิัติามเกณฑ์์ของ WHO โด้ยมีเกณฑ์์
คัด้ออกค้อควิามเข�มข�นของอสุูจิัน�อยกว่ิา 5 ลั�านตัิวิต่ิอมิลัลิัลิัติร์หร้์อ
ปริ์มาณนำ�าอสุูจิัน�อยกว่ิา 1 มิลัลิัลิัติร์ 
 นำานำ�าอสุูจิัมาปั�นด้�วิยวิิธี์ density gradient centrifuga-
tion (45% : 90% fractions) โด้ยใช�นำ�ายา Sil-select (CAT No. 
SIS500, FertiPro NV, Beernem, Belgium) แลั�วินำามาเจ้ัอจัางด้�วิย 
phosphate buffered saline (PBS) ให�อสุูจิัมีควิามเข�มข�น 1 ลั�าน
ตัิวิต่ิอมิลัลิัลิัติร์ แลัะแบุ่งใสู่หลัอด้เพ้�อติร์วิจัวิิธี์ต่ิางๆ ดั้งนี�
1. กุารตรวจ Hyaluronan binding assay
 ดู้ด้นำ�าอสูจิุั 10 ไมโคร์ลัติิร์ หยด้ลังบุน HBA® kit slide (CAT 
No. BCT-HBA-10, Origio, Denmark) แลั�วินำาไปไวิ�ในตูิ�อุณหภูมิ 
37°C นาน 15 นาทีเพ้�อให�อสุูจิัจัับุกับุ Hyaluronan ที�เคล้ัอบุบุน
ผิู้วิสูไลัด์้ ปิด้ด้�วิย cover slip แลั�วินับุจัำานวินอสุูจิัทั�งหมด้ 10 ช่อง
เล็ักโด้ยใช�กลั�องจัลุัทร์ร์ศน ์อสุูจิัที�มีชีวิิติแลัะจัับุกับุ Hyaluronan จัะ
เคล้ั�อนไหวิเฉพาะสู่วินหาง (bound motile sperm) แต่ิอสุูจิัที�ไม่
จัับุกับุ Hyaluronan จัะเคล้ั�อนไหวิอย่างอิสูร์ะทั�งสู่วินหัวิแลัะหาง 
(unbound motile sperm) จัากนั�นนำามาคำานวิณเป็นค่าร์�อยลัะ
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ของ HBA bound โด้ยใช�สููติร์ดั้งนี� 

 % HBA bound =  bound motile x 100
     unbound motile + bound motile

2. กุารตรวจ Annexin-V/ Propidium Iodide (PI) Staining Assay
 ใช�ชุด้ติร์วิจั Annexin-V/PI (Annexin V-FITC Apoptosis 
Detection Kit, CAT No.556547, BD Pharmagen, USA) นำาอสุูจิั
ไปปั�นลั�างด้�วิย PBS ที� 400 x g นาน 5 นาที ดู้ด้ supernatant 
ทิ�ง ลัะลัายติะกอนด้�วิย 1x binding buffer 500 ไมโคร์ลิัติร์ แลัะ
เติรี์ยม FITC Annexin-V 10 ไมโคร์ลิัติร์ ผู้สูมกับุ PI 5 ไมโคร์ลิัติร์
ใน 1x binding buffer 1 มิลัลิัลิัติร์ ผู้สูมให�เข�ากัน เติิมลังในหลัอด้
ตัิวิอย่าง เขย่าหลัอด้เบุา ๆ  ให�สูาร์ลัะลัายเข�ากัน บุ่มในที�ม้ด้ 15 นาที
ที�อุณหภูมิห�อง แลั�วิปั�นลั�างด้�วิย PBS ที� 400 x g นาน 5 นาที ดู้ด้ 
supernatant ทิ�ง ลัะลัายติะกอนด้�วิย 1x binding buffer 500 
ไมโคร์ลิัติร์ ดู้ด้ตัิวิอย่าง 10 ไมโคร์ลิัติร์ หยด้ลังบุนสูไลัด์้ ปิด้ cover 
slip แลั�วิรี์บุนำาไปติร์วิจัด้�วิยกลั�องจุัลัทร์ร์ศน์หัวิกลัับุฟลูัออเร์สูเซึ่นต์ิ 
(Nikon ECLIPSE Ti-U, Japan) โด้ยใช� Filter ที�มีควิามยาวิคล้ั�น 
450-490 นาโนเมติร์ (อสูุจิัที�ย�อมติิด้ FITC Annexin-V จัะเห็นสีู
เขียวิ) แลัะ Filter ที�มีควิามยาวิคล้ั�น 510-560 นาโนเมติร์ (อสุูจิัที�
ย�อมติิด้ PI จัะเห็นสีูแด้ง) 

 การ์แปลัผู้ลั แบุ่งได้�เป็น 4 แบุบุค้อ อสูุจัิที�มีชีวิิติแลัะยังไม่
เกดิ้ apoptosis จัะไมต่ิดิ้สูทีั�งสูองสู ี(Viable sperm: AN-/PI-) อสูจุัิ
ที�เร์ิ�มเกิด้ apoptosis จัะติิด้สูีเขียวิของ FITC Annexin-V (Early 
apoptotic sperm: AN+/PI-) อสูุจัิที�เกิด้ apoptosis มาร์ะยะ
หน้�งแลั�วิแติ่ยังไม่ติาย จัะติิด้สูี Propidium iodide เห็นเป็นสูีสู�ม 
(Late apoptotic sperm: AN+/PI+) แลัะอสูุจัิที�ติายแลั�วิจัะติิด้
สูี Propidium iodide เช่นกัน แติ่เห็นเป็นสูีแด้ง (Death sperm: 
AN-/PI+) (ภาพที� 1)
3. กุารตรวจ Acrosome Reaction
 นำาตัิวิอย่างอสุูจิัมาเติิม Flushing Media (CAT No. 
FLUSH100, FertiPro NV, Beernem, Belgium) 1 มิลัลิัลิัติร์ บุ่ม
ในตูิ�อุณหภูมิ 37°C นาน 3 ชั�วิโมง แลั�วิแบุ่งตัิวิอย่างเป็นสูองหลัอด้ 
หลัอด้แร์กเป็นกลุ่ัมควิบุคุม (control) หลัอด้ที�สูองเติิม calcium 
ionophore A23187 (CAT No. C7522, Sigma-Aldrich, USA) 
(100 µM) 10 ไมโคร์ลิัติร์ ทั�งสูองหลัอด้จัะถูิกบุ่มในตูิ�อุณหภูมิ 37°C 
นาน 30 นาที ปั�นลั�างด้�วิย PBS ที� 400 x g นาน 5 นาที ดู้ด้ super-
natant ทิ�ง นำาติะกอนอสุูจิัที�ได้�มาป้ายบุนสูไลัด์้แลัะทิ�งไวิ�ให�แห�ง แลั�วิ
จุ่ัมสูไลัด์้ลังใน 95% ice-cold ethanol นาน 30 นาที นำามาผู้้�งทิ�งไวิ�
ให�แห�ง หยด้ Fluorescein Isothiocyanate Conjugated Pisum 
Sativum Agglutinin (FITC-PSA) 5 µg/ml บุนสูไลัด์้ให�ท่วิม วิาง
สูไลัด์้ในถิาด้ ปิด้ฝ่าให�ม้ด้ นำาไปบุ่มที�อุณหภูมิ 37°C นาน 15 นาที 

ภาพูที� 1 (A) ภาพ Bright field (B) ภาพดู้ด้�วิย filter 450-490 nm อสุูจิัติิด้สีูเขียวิของ FITC Annexin-V (ลูักศร์สีูขาวิ) (C) ภาพดู้ด้�วิย 
filter 510-560 nm อสุูจิัติิด้สีูแด้งของ Propidium iodide (ลูักศร์สีูเหล้ัอง) (D) Merge แสูด้งลัักษณะอสุูจิัที�ติิด้สีู FITC Annexin-V แลัะ 
PI โด้ย Viable sperm ไม่ติิด้สีู (ลูักศร์สีูแด้ง) Early apoptotic sperm ติิด้สีูเขียวิ (ลูักศร์สีูขาวิ) Late apoptotic sperm ติิด้สีูสู�ม (ลูักศร์
สีูด้ำา) แลัะ Death sperm ติิด้สีูแด้ง (ลูักศร์สีูเหล้ัอง)
ที�มา: สุูร์ชัย เด้ชอาคม, สุูวิร์ร์ธ์ณา แย�มโตินด้, วิริ์นด้า พูนทวีิรั์ติน์ ขวัิญ่สุูด้า สุูภลัาภ แลัะพัชร์ด้า อมาติยกุลั



จัากนั�นลั�างสูไลัด์้เบุาๆ ด้�วิย PBS 10-15 ครั์�ง เพ้�อลั�างสีูสู่วินเกินออก 
แลั�วิหยด้ Antifade Mounting Medium ปิด้ Cover Slip นำาสูไลัด์้
ไปดู้ด้�วิยกลั�องจุัลัทร์ร์ศน์หัวิกลัับุฟลูัออเร์สูเซึ่นต์ิ (Nikon ECLIPSE 
Ti-U) โด้ยใช� Filter ที�ควิามยาวิคล้ั�น 450-490 นาโนเมติร์
 การ์แปลัผู้ลั อสุูจิัที� Intact Acrosome จัะติิด้สีูเขียวิทั�วิ
ทั�งสู่วิน Acrosome สู่วินอสูุจิัที�เกิด้ AR จัะติิด้สีูเขียวิเฉพาะสู่วิน 
Equatorial Segment ของ Acrosome (ภาพที� 2) 
 Sperm Spontaneous Acrosome Reaction Rate 
(SARR) ค้ออัติร์าของอสุูจิัที�เกิด้ AR ข้�นเองในหลัอด้ควิบุคุม
 Acrosome Reaction After Ionophore Challenge 
(ARIC) ค้อค่าควิามแติกต่ิางร์ะหว่ิางการ์เกิด้ AR ที�เกิด้ในหลัอด้
ตัิวิอย่างที�เติิม Calcium Ionophore กับุ AR ที�เกิด้ข้�นเองในหลัอด้
ควิบุคุม

สุถิุติที�ใช้ัในกุารวิจัย
 1. สูถิิติิเชิงพร์ร์ณนา (descriptive statistics) สูำาหรั์บุ
ข�อมูลัที�มีการ์แจักแจังปกติิ จัะร์ายงานค่าเฉลีั�ยแลัะสู่วินเบีุ�ยงเบุน
มาติร์ฐาน สูำาหรั์บุข�อมูลัที�มีการ์แจักแจังไม่ปกติิ จัะร์ายงานค่า
มัธ์ยฐาน ค่าติำ�าสุูด้แลัะค่าสููงสุูด้ 
 2. ควิามสูัมพันธ์์ร์ะหวิ่างวิิธี์การ์ติร์วิจัอสูุจิักับุตัิวิแปร์
ต่ิางๆ เช่น อายุ ปริ์มาณนำ�าอสุูจิั ควิามเข�มข�นของอสุูจิั จัำานวินอสุูจิั
ทั�งหมด้ จัำานวินการ์เคล้ั�อนไหวิของอสุูจิั สูถิิติิที�ใช�ค้อ Spearman 

rank Correlation Coefficient (r
s
) แลัะ Pearson Correlation 

Coefficient (r)  วิิเคร์าะหข์�อมูลัด้�วิยโปร์แกร์ม Stata Version 12.0 
(Stata Corporation) ที�ร์ะดั้บุนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิ p < 0.05

ผลกุารศึึกุษา
 กลุ่ัมตัิวิอย่าง จัำานวิน 27 คน พบุว่ิาอายุเฉลีั�ย 34.2 ± 5.4 
ปี แลัะมีผู้ลัการ์ติร์วิจันำ�าอสุูจิั แสูด้งดั้งติาร์างที� 1

ตารางที� 1 ผลกุารตรวจนำ�าอสุุจิ

Parameters (n=27)

Volume (ml) 2.41 ± 1.10

Concentration (x106 cells/ml) 37.48 ± 18.71

Total sperm count (x106 cells) 93.33 ± 12.41

Sperm Motility (%) 53.30 ± 17.32

Normal morphology (%) Median 
(Range)

18.00 (5.00-45.00)

HBA bound (%) Median (Range) 87.50 (50.00-93.50)

Annexin-V binding 

Viable (%) Median (Range) 80.47 (35.29-95.39)
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ภาพูที� 2 แสูด้งลัักษณะการ์เกิด้ Acrosome Reaction ที�อสุูจิัซ้ึ่�งจัะติิด้สีูบุริ์เวิณ Equatorial Segment (ลูักศร์สีูขาวิ) อสุูจิัที�ไม่เกิด้ Acro-
some Reaction (ลูักศร์สีูเหล้ัอง)
ที�มา: สุูร์ชัย เด้ชอาคม, สุูวิร์ร์ธ์ณา แย�มโตินด้, วิริ์นด้า พูนทวีิรั์ติน์ ขวัิญ่สุูด้า สุูภลัาภ แลัะพัชร์ด้า อมาติยกุลั
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Parameters (n=27)

     Early apoptosis (%) Median 
(Range)

1.06 (0.00-9.09)

     Late apoptosis (%) Median 
(Range)

6.80 (0.00-43.27)

    Death (%) Median (Range) 8.12 (1.25-30.32)

SARR (%) Median (Range) 16.67 (6.67-85.99)

ARIC Median (Range) 25.13 (6.46-75.05)

HBA bound = Hyaluronan Binding Assay bound
SARR = Sperm Spontaneous Acrosome Reaction Rate
ARIC = Acrosome Reaction to Ionophore Challenge Test

 การ์หาควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิางร์�อยลัะของ HBA bound กับุ
ตัิวิแปร์ต่ิาง ๆ ไม่พบุว่ิา HBA bound มีควิามสัูมพันธ์์กับุตัิวิแปร์ใด้
อย่างมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิ แสูด้งดั้งติาร์างที� 2

ตารางที� 2 ความสัุมพัูนธ์ระหว่าง Hyaluronan Binding Assay 
bound กัุบตัวแปรอ่�น ๆ

Variables
HBA bound (%)

r
s

p

Age (year) 0.230 0.248

Volume (ml) -0.166 0.407

Concentration 
(x106 cells/ml)

0.275 0.164

Total sperm count 
(x106 cells)

0.038 0.850

Sperm motility (%) 0.037 0.854

Normal morphology (%) 0.009 0.964

SARR (%) -0.280 0.157

ARIC  0.319 0.104
r
s
= Spearman Rank Correlation

SARR = Sperm Spontaneous Acrosome Reaction Rate

ARIC = Acrosome Reaction to Ionophore Challenge Test

 การ์หาควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิาง Annexin-V binding กับุ
ตัิวิแปร์ต่ิางๆ พบุว่ิา viable sperm มีควิามสัูมพันธ์์อย่างมีนัยสูำาคัญ่ 
ทางสูถิิติิกับุ HBA bound (r

s
 = 0.466, p = 0.014) แลัะมีควิามสัูมพันธ์์

ในทางติร์งกันข�ามอย่างมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิกับุ SARR (r
s
= - 0.554, 

p = 0.003) Early Apoptosis Sperm ไม่พบุมีควิามสัูมพันธ์์กับุตัิวิแปร์
ใด้ แต่ิ Late apoptosis sperm มีควิามสัูมพันธ์์ในทางติร์งกันข�ามอย่าง
มีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิกับุ HBA bound (r

s
 = -0.563, p = 0.002) 

ควิามเข�มข�นของอสุูจิั (r
s
 = -0.464, p = 0.015) แลัะจัำานวินอสุูจิั

ทั�งหมด้ (r
s
 = -0.434, p = 0.024) สูำาหรั์บุ death sperm พบุว่ิามี

ควิามสัูมพันธ์์อย่างมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิกับุ SARR (r
s 
= 0.492, p = 

0.009) แสูด้งดั้งติาร์างที� 3

อภิปรายผล
 นำ�าอสุูจิัที�นำามาติร์วิจัในงานวิิจััยนี�สู่วินใหญ่่มีค่าต่ิาง ๆ 
อยู่ในเกณฑ์์ปกติิแลัะการ์ติร์วิจันำ�าอสุูจิัในเชิงคุณภาพด้�วิยวิิธี์ HBA 
bound, Annexin-V binding, SARR แลัะ ARIC อยูใ่นเกณฑ์์ปกติิ 
ผู้ลัพบุว่ิา HBA bound ไม่มีควิามสัูมพันธ์์กับุการ์ติร์วิจั Conven-
tional semen analysis อย่างมีนัยสูำาคัญ่ สูอด้คลั�องกับุงานวิิจััย
ของ Nijs แลัะคณะ20  ที�ไม่พบุควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิางการ์ติร์วิจั HBA 
แลัะ parameters ต่ิาง ๆ ของอสุูจิัเช่นกัน ซ้ึ่�งแติกต่ิางจัากงานวิิจััย
ของ Ye แลัะคณะ21 พบุว่ิา HBA bound มีควิามสัูมพันธ์์กับุอสุูจิัที�
เคล้ั�อนไหวิด้กัีบุอสูจิุัรู์ปร่์างปกติิอยา่งมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิ แติง่านวิิจััย
ของ Ye ติร์วิจัอสุูจิัในคู่มีบุุติร์ยากที�มีข�อบุ่งชี�ในการ์ทำาเด็้กหลัอด้แก�วิ 
ซ้ึ่�งในจัำานวินนี�เป็นชายที�มีปัญ่หาจัำานวินอสูุจิัน�อย เคล้ั�อนไหวิไม่ดี้ 
หร้์อมีรู์ปร่์างผิู้ด้ปกติิ ดั้งนั�นทำาให�ผู้ลัการ์ติร์วิจัด้�วิย HBA bound มี
ปร์ะสูทิธิ์ภาพในการ์คดั้เล้ัอกอสูจิุัที�ดี้ได้�ชัด้เจันกวิา่ผู้ลัการ์ศ้กษาครั์�งนี� 
 การ์ติร์วิจัอสุูจิัในเชิงคุณภาพ พบุว่ิา HBA bound มีควิาม
สัูมพันธ์์กับุ viable sperm แลัะมีควิามสัูมพันธ์์ในทางติร์งกันข�ามกับุ 
late apoptosis sperm อย่างมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิ ซ้ึ่�งบุ่งชี�ว่ิาการ์ติร์วิจั 
HBA bound สูามาร์ถิช่วิยแยกอสุูจิัที�มีชีวิิติแลัะยังไม่เกิด้ apoptosis 
ได้� สูอด้คลั�องกับุงานวิิจััยของ Huszar แลัะคณะ22 ที�พบุว่ิา HA-binding 
sperm เป็นอสุูจิัที�มีชีวิิติเท่านั�น อสุูจิัที�มี late apoptosis เป็นอสุูจิัที�
มีควิามผิู้ด้ปกติิในเซึ่ลัล์ัแลัะทำาให�เย้�อหุ�มเซึ่ลัล์ัมีการ์เปลีั�ยนแปลังก่อน
ที�เซึ่ลัล์ัจัะติายในเวิลัาต่ิอมา ดั้งนั�นจ้ังสัูมพันธ์์กับุ HBA bound ใน
ทางติร์งกันข�ามอย่างมีนัยสูำาคัญ่ สู่วิน death sperm พบุว่ิามีควิาม
สัูมพันธ์์ในทางติร์งข�ามกับุ HBA bound แต่ิยังไม่มีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิ
อาจัเน้�องจัากจัำานวินตัิวิอย่างน�อย นอกจัากนี�พบุว่ิา late apoptotic 
sperm มีควิามสัูมพันธ์์ในทางติร์งกันข�ามกับุควิามเข�มข�นของอสุูจิัแลัะ
ปริ์มาณอสุูจิัทั�งหมด้อย่างมีนัยสูำาคัญ่  สูอด้คลั�องกับุผู้ลัการ์วิิจััยของ 
Hichri แลัะคณะ23 ที�พบุควิามสัูมพันธ์์อย่างมีนัยสูำาคัญ่ร์ะหว่ิาง late 
apoptotic sperm กับุควิามเข�มข�นของอสุูจิั สู่วิน viable sperm 
มีควิามสัูมพันธ์์ในทางติร์งกันข�ามกับุ SARR อย่างมีนัยสูำาคัญ่เช่นกัน 
แปลัผู้ลัได้�ว่ิาอสุูจิัที�ยังมีชีวิิติจัะมีโอกาสูเกิด้ spontaneous acrosome 
reaction น�อย บุ่งบุอกถ้ิงคุณสูมบัุติิที�ดี้ของอสุูจิั ซ้ึ่�งสูอด้คลั�องกับุงาน
วิิจััยของ Li แลัะคณะ ร์ายงานว่ิาอสุูจิัที�เคล้ั�อนไหวิไม่ดี้แลัะมีรู์ปทร์งผิู้ด้
ปกติิจัะสัูมพันธ์์กับุการ์เกิด้ SARR มากข้�น24  



ตารางที� 3  ความสัุมพัูนธ์ระหว่าง Annexin-V binding กัุบตัวแปรอ่�น ๆ

Parameters Viable (AN-/PI-)
Early apoptosis 

(AN+/PI-)
Late apoptosis 

(AN+/PI+)
Death (AN-/PI+)

r
s

p r
s

p r
s

p r
s

p

Age (year) -0.261 0.188 0.026 0.897 0.233 0.242 0.172 0.390

Volume (ml) 0.092 0.648 -0.043 0.833 -0.141 0.484 -0.150 0.454

Concentration (x106 cells/ml) 0.219 0.272 0.091 0.652 -0.464 0.015* -0.002 0.993

Total sperm count (x106 cells) 0.129 0.520 0.015 0.942 -0.434 0.024* 0.017 0.933

Motility (%) 0.053 0.786 0.094 0.643 -0.276 0.164 0.132 0.513

Normal morphology (%) 0.037 0.857 -0.183 0.362 0.183 0.362 -0.080 0.690

HBA bound (%) 0.466 0.014* 0.263 0.185 -0.563 0.002* -0.302 0.126

SARR (%) -0.554 0.003* -0.142 0.481 0.359 0.066 0.492 0.009*

ARIC 0.118 0.558 0.195 0.329 -0.057 0.778 -0.207 0.300
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 ปี 2009 Hoogendijk แลัะคณะ25 ศ้กษาควิามสัูมพันธ์์
ร์ะหว่ิาง Apoptotic Sperm แลัะรู์ปทร์งอสุูจิัในกลุ่ัมที�มีนำ�าอสุูจิั
ปกติิติามเกณฑ์์ขององค์การ์อนามัยโลัก 14 ร์าย พบุว่ิากลุ่ัมอสุูจิัที�มี 
Apoptotic จัากการ์ย�อมสีู Annexin-V แลัะแยกด้�วิย Flow Cytometry 
มีรู์ปทร์งอสุูจิัที�ปกติิน�อยกว่ิากลุ่ัมควิบุคุมอย่างมีนัยสูำาคัญ่ทางสูถิิติิ ใน
ขณะที�การ์ศ้กษานี�ไม่พบุควิามสัูมพันธ์์ร์ะหว่ิาง Early Apoptotic Sperm 
แลัะ Late Apoptotic Sperm กับุรู์ปทร์งอสุูจิัที�ปกติิซ้ึ่�งแติกต่ิางจัากงาน
วิิจััยของ Hoogendijk อาจัเป็นเพร์าะวิิธี์การ์ติร์วิจั apoptosis ของ
งานวิิจััยทั�งสูองใช�วิิธี์การ์ติร์วิจัแติกต่ิางกัน จัากงานวิิจััยนี� การ์ติร์วิจั 
Annexin-V binding พบุว่ิา viable sperm มีควิามสัูมพันธ์์ในทาง
ติร์งกันข�ามกับุ SARR อย่างมีนัยสูำาคัญ่ แลัะ death sperm มีควิาม
สัูมพันธ์์เชิงบุวิกกบัุการ์เกดิ้ SARR อยา่งมีนัยสูำาคัญ่ สูอด้คลั�องกับุงาน
วิิจััยของ Lee แลัะคณะ26 ที�พบุว่ิา non apoptotic sperm จัาก
การ์คัด้เล้ัอกด้�วิยวิิธี์ Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) 
สูามาร์ถิ induced acrosome reaction ได้�มากกว่ิากลุ่ัมควิบุคุม
อยา่งมีนัยสูำาคัญ่ ผู้ลัการ์ศ้กษานี�ช่วิยยน้ยนัว่ิา Viable Sperm มีการ์
เกิด้ Spontaneous Acrosome Reaction ติำ�าซ้ึ่�งสัูมพันธ์์กับุอัติร์า
การ์ปฏิิสูนธิ์ที�ดี้ 
 ข�อจัำากัด้ของการ์ศ้กษานี�ค้อกลุ่ัมตัิวิอย่างมีจัำานวินน�อย
แลัะไม่ได้�ศ้กษาแยกร์ะหวิ่างกลุ่ัมที�ผู้ลัการ์ติร์วิจันำ�าอสูุจิัปกติิกับุไม่
ปกติิติามเกณฑ์์ของ WHO จ้ังทำาให�ผู้ลัติร์วิจัอสูุจิัในเชิงคุณภาพไม่
เห็นควิามสัูมพันธ์์ที�มีนัยสูำาคัญ่ชัด้เจันเม้�อเปรี์ยบุเทียบุกับุการ์ติร์วิจั 
parameters เบุ้�องติ�น การ์ศ้กษานี�เป็นการ์ศ้กษาเพ้�อดู้ correlation 
ไม่ได้�ทำาการ์ศ้กษาในอสุูจิัที�จัับุหร้์อไม่จัับุกับุ HBA โด้ยติร์งทำาให�ควิาม
แม่นยำาของการ์ศ้กษาลัด้ลัง ในอนาคติควิร์ศ้กษาถ้ิงผู้ลัการ์ติร์วิจั HBA 
bound ว่ิาสัูมพันธ์์กับุผู้ลัลััพธ์์ในทางคลิันิกหร้์อไม่ เช่น อัติร์าการ์
ปฏิิสูนธิ์กับุไข่ การ์พัฒนาของตัิวิอ่อน แลัะอัติร์าการ์ตัิ�งคร์ร์ภ์ 

สุรุป
 การ์ติร์วิจัอสูุจิัด้�วิยวิิธี์ Hyaluronan Binding Assay 
สัูมพันธ์์กับุอสุูจิัที�มีชีวิิติแลัะมี late apoptosis ที�ติำ�า แลัะไม่สัูมพันธ์์
กับุการ์เกิด้ Acrosome Reaction ของอสุูจิั 
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