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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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บทคััดย่่อ
	วั ตถุุประสงค์์: เพื่่�อหาความสััมพัันธ์์ระหว่่างการตรวจ Hyaluronan binding assay, Annexin-V binding และ Acrosome 
reaction กัับการตรวจคุณภาพน้ำำ��อสุุจิิตามเกณฑ์์ขององค์์การอนามััยโลก
	วิ ธีีการศึึกษา: ผู้้�ชายมีีบุุตรยากจำำ�นวน 27 คน มาตรวจน้ำำ��อสุุจิิที่่�ศููนย์์รัักษาผู้้�มีีบุุตรยาก โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััยนเรศวร ด้้วยวิิธีี
การตรวจเชิิงปริิมาณเบ้ื้�องต้้นตามเกณฑ์์ขององค์ก์ารอนามััยโลกและการตรวจเชิิงคุุณภาพด้้วยวิิธีี Hyaluronan binding assay, Annexin-V 
binding, Acrosome reaction แล้้วนำำ�ค่าที่่�ได้้ไปคำำ�นวณเพื่่�อหาความสััมพัันธ์์
	 ผลการศึึกษา: กลุ่่�มตััวอย่่างมีีอายุุเฉลี่่�ย 34.2 ± 5.4 ปีี ผลการตรวจน้ำำ��อสุุจิิมีีปริิมาณ ความเข้้มข้้นของตััวอสุุจิิ จำำ�นวนอสุุจิิที่่�
เคลื่่�อนที่่�เร็็ว จำำ�นวนอสุุจิิที่่�เคลื่่�อนที่่�ทั้้�งหมด และรููปทรงอยู่่�ในเกณฑ์์ปกติิ การตรวจ Hyaluronan binding assay (HBA) มีีค่่าร้้อยละ 
87.5 การตรวจ Annexin-V binding พบว่าอสุุจิิส่่วนใหญ่่เป็็นอสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตและยัังไม่่เกิิด apoptosis (ร้้อยละ 80.47) การตรวจ Sperm 
spontaneous acrosome reaction rate (SARR) และ Acrosome reaction after ionophore challenge อยู่่�ในเกณฑ์์ปกติิ ไม่่พบ
ความสััมพัันธ์์ระหว่่างการตรวจ HBA  กัับ parameters ต่่าง ๆ ของอสุุจิิเมื่่�อตรวจตามเกณฑ์์ขององค์์การอนามััยโลก แต่่ HBA bound มีีความ
สััมพัันธ์์อย่่างมีีนััยสถิิติิกัับอสุุจิิที่่�ยัังมีีชีีวิิต และมีีความสััมพัันธ์์ในทางตรงกัันข้้ามอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิกัับ late apoptotic sperm (r

s 
0.466, 

p = 0.014 และ -0.563, p = 0.002 ตามลำำ�ดับ)
	สรุ ป: การตรวจ Hyaluronan binding assay สััมพัันธ์์กัับอสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตและมีี late apoptosis ที่่�ต่ำำ�� แต่่ไม่่สััมพัันธ์์กัับการเกิิด 
acrosome reaction ของอสุุจิิ
	คำ ำ�สำำ�คัญ:  การตรวจอสุุจิิ; ความสััมพัันธ์์; hyaluronan binding assay; annexin-v binding assay;  acrosome reaction 
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บทนำำ� 
	ปั จจุบัันพบปัญหาคู่่�สมรสมีบุุตรยากสููงข้ึ้�น ซ่ึ่�งมีีสาเหตุุ
จากฝ่่ายชายร้้อยละ 30 การตรวจอสุุจิิทางห้้องปฏิิบััติิการนิยมใช้้
ตามเกณฑ์์ขององค์์การอนามััยโลก (WHO Semen analysis) ปีี 
ค.ศ.20101 การตรวจวิิธีีนี้้�มีีข้้อดีีคืือสามารถตรวจได้้ในห้้องปฏิิบััติิ
การทั่่�วไป ขั้้�นตอนการตรวจง่าย แต่่มีีข้้อจำำ�กัดเพราะเป็็นการตรวจ
อสุุจิิในเชิิงปริิมาณเท่่านั้้�น แม้้การตรวจน้ำำ��อสุุจิิอยู่่�ในเกณฑ์์ปกติิ ยััง
อาจพบปัญหาคุุณภาพอสุุจิิที่่�ผิิดปกติิ (sperm dysfunction) ทำำ�ให้้
อััตราการปฏิิสนธิิต่ำำ��และมีีปััญหามีีบุุตรยากได้้2-4 เพราะในธรรมชาติิ
อสุุจิิจะต้้องเกิิด sperm capacitation, acrosome reaction, 
sperm-zona interaction และ sperm penetration ก่่อนเกิิด
การปฏิิสนธิิกัับไข่่ การตรวจอสุุจิิเชิิงคุุณภาพสามารถทำำ�ได้้หลาย

วิิธีี3,5 เช่่น การประเมิินการจัับของอสุุจิิกัับไข่่ การประเมิินการเกิิด 
acrosome reaction ของอสุุจิิ การตรวจ DNA fragmentation 
ของอสุุจิิ6,7 และการตรวจ sperm apoptosis การตรวจสารอนุุมููล
อิิสระ (reactive oxygen species) รวมถึึงเทคนิิคใหม่่ที่่�คััดเลืือก
อสุุจิจิากความสามารถในการเคลื่่�อนที่่�ผ่า่นของเหลว (microfluidics) 
ผ่่านสารเคมีี (chemotaxis) ผ่่านอุุณหภููมิิ (thermotaxis)8 การ
ตรวจเหล่่านี้้�มีีวััตถุประสงค์์เพื่่�อคััดเลืือกอสุุจิิที่่�คุุณภาพดีีสำำ�หรัับการ
ปฏิิสนธิิ แต่่วิิธีีการตรวจส่วนใหญ่่ยุ่่�งยาก ใช้้เครื่่�องมืือที่่�มีีราคาแพง 
ประกอบกับผลการวิิจััยยัังไม่่ชััดเจนเกี่่�ยวกับอัตราการปฏิิสนธิิ การ
พััฒนาของตััวอ่อนและการตั้้�งครรภ์ จึึงยัังไม่่นิิยมใช้้ตรวจทั่่�วไป9-11  

	 Annexin-V binding assay เป็็นการตรวจ cell apop-
tosis โดย Annexin-V เป็็น phospholipid binding protein ที่่�ไป



จัับกับ Phosphatidylserine (PS) ที่่�ผิิวนอกของ plasma mem-
brane ซ่ึ่�งแสดงถึึง early apoptosis เมื่่�อกระบวนการ apoptosis 
เกิิดมากข้ึ้�น cell membrane และ nuclear membrane จะสููญ
เสีีย integrity สาร propidium iodide จึึงผ่่านเข้้าไปติิดสีที่่� nucleic 
acid ได้้ จากการศึึกษาพบว่าชายที่่�มีีบุุตรยากมีี apoptotic sperm 
มากกว่่าชายปกติิ และ apoptotic sperm ที่่�มากข้ึ้�นสััมพัันธ์์กัับการ
เคลื่่�อนไหว (motility) และการมีชีีวิิต (viability) ของอสุุจิิที่่�ลดลง12 

	 Acrosome Reaction (AR) เป็็นขั้้�นตอนสำำ�คัญของ
กระบวนการ capacitation เริ่่�มจากมีี exocytosis ของเซลล์ ทำำ�ให้้
มีีการเปลี่่�ยนแปลงของ acrosomal membrane ที่่�ด้้านนอกของ
หััวอสุุจิิและหลั่่�งเอนไซม์ acrosin ออกมา ซ่ึ่�งช่่วยให้้อสุุจิิเจาะผ่่าน 
zona pellucida และปฏิิสนธิิได้้ การเกิิด AR ตามธรรมชาติิ จะ
ถููกกระตุ้้�นโดยโปรเจสเทอโรนและ ZP3 ซ่ึ่�งเป็็น glycoprotein ใน 
zona pellucida ของไข่่ ในห้้องปฏิิบััติิการสามารถกระตุ้้�นให้้เกิิด 
AR ได้้โดยใช้้สารเคมีี เช่่น calcium ionophore A2318713 การ
ตรวจ AR พบความผิิดปกติิได้้ 2 แบบ คืือ 
	 1. การเกิิด AR ไม่่เพีียงพอ (AR insufficiency) หมาย
ถึึงอสุุจิิที่่�มีีความแตกต่่างระหว่่างการเกิิด AR ในอสุุจิิที่่�กระตุ้้�นด้้วย 
calcium ionophore กัับไม่่ได้้กระตุ้้�นน้้อยกว่่าร้้อยละ 15 
	 2. การเกิิด AR ก่่อนกำำ�หนด (AR prematurity) หมาย
ถึึงอสุุจิิที่่�มีี AR เกิิดขึ้�นเอง (Sperm Spontaneous Acrosome 
Reaction Rate, SARR) มากกว่า่ร้้อยละ 10-20 ค่่าปกติิอาจมีคีวาม
แตกต่่างในแต่่ละรายงานตามวิิธีีการตรวจ การทำำ�งานที่่�ผิิดปกติิของ 
AR สััมพัันธ์์กัับความล้้มเหลวในการปฏิิสนธิินอกร่่างกาย14 จากการ
รวบรวมข้้อมููลแบบ meta-analysis พบว่ามีี positive predictive 
value ร้้อยละ 75  แต่่มีี negative predictive ค่่อนข้้างแตกต่า่งกััน
มาก15 การเปลี่่�ยนแปลงของ membranes ที่่�บริเวณหััวของอสุุจิิจาก
กระบวนการ acrosome reaction ทำำ�ให้้พบ phosphatidylserine 
ที่่�ผิิวนอกของอสุุจิิซ่ึ่�งอาจส่งผลต่อการแปลผล apoptosis จากการ
ตรวจ Annexin-V binding ได้้16

	 Hyaluronic Acid (HA) เป็็นสาร polysaccharide ที่่�อยู่่�ใน 
extracellular matrix ของเซลล์ cumulus oophorus รอบๆ ไข่่ อสุุจิิ
ที่่�พััฒนาสมบููรณ์แล้้วจะจัับกับ zona pellucida ของไข่่ได้้ การตรวจ
ด้้วยวิิธีี Hyaluronan Binding Assay (HBA) เป็็นการนำำ� HA ไปเคลืือบ
ไว้้ที่่�สไลด์ แล้้วหยดอสุุจิิลงบนสไลด์และตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ จาก
การศึึกษาพบว่าอสุุจิิที่่�จัับกับ HA เป็็นอสุุจิิที่่�มีีคุุณภาพดีี มีี viability, 
maturity, acrosomal integrity และ low aneuploidy17,18 ข้้อมููล
ของ systematic review ในปีี 201619 พบว่า การคัดเลืือกอสุุจิิด้้วย
วิิธีี HBA เพื่่�อการปฏิิสนธิิ จะทำำ�ให้้คุณภาพตััวอ่อนดีีข้ึ้�น แต่่ไม่่ได้้เพิ่่�ม
อััตราการปฏิิสนธิิและอััตราการตั้้�งครรภ์ ดัังนั้้�นเทคนิิคนี้้�จึึงยัังต้้องมีีการ
ศึึกษาเพิ่่�มเติิม
	 แนวทางในการรัักษาภาวะมีีบุุตรยากที่่�ผลตรวจน้ำำ��อสุุจิิ
ปกติิและไม่่พบสาเหตุุอื่่�น (unexplained infertility) การรัักษา
เริ่่�มด้้วยการกินยากระตุ้้�นไข่่ นัับวันมีีเพศสััมพัันธ์์ การฉีดน้ำำ��เช้ื้�อเข้้า

โพรงมดลููก (intrauterine insemination) และการทำำ�เด็็กหลอด
แก้้ว (in vitro fertilization) ตามลำำ�ดับ เนื่่�องจากการตรวจน้ำำ��อสุุจิิ
ตามเกณฑ์์ WHO มีีข้้อจำำ�กัดในการประเมินิคุุณภาพอสุุจิิ ดัังนั้้�นหาก
สามารถตรวจคุณภาพของอสุุจิิร่่วมด้้วยได้้ ก็็จะช่่วยให้้เลืือกวิิธีีการ
รัักษาได้้เหมาะสมยิ่่�งข้ึ้�น การตรวจ Annexin-V binding และ AR 
เป็็นวิิธีีที่่�ต้้องใช้้กล้้องจุุลทรรศน์์ชนิิดฟลููออเรสเซนต์์ ในขณะที่่�การ
ตรวจ HBA อาศััยเพีียงกล้้องจุุลทรรศน์์ชนิิดธรรมดา สามารถตรวจ
ได้้โดยไม่่ต้้องเตรียมน้ำำ��ยาที่่�ยุ่่�งยาก จึึงเป็็นที่่�มาของงานวิิจััยเพื่่�อศึึกษา
ความสััมพัันธ์์ระหว่่าง HBA, Annexin-V binding และ AR สำำ�หรัับ
ประเมิินคุุณภาพอสุุจิิ

วััตถุุประสงค์์และวิิธีีการศึึกษา
วััตถุุประสงค์์
	 เพื่่�อศึึกษาความสััมพัันธ์์ระหว่่างการตรวจอสุุจิิด้้วยวิิธีี HBA, 
Annexin-V/ propidium iodide staining และ AR กัับการตรวจ
คุุณภาพน้ำำ��อสุุจิิตามเกณฑ์์ของ WHO

วิิธีีการศึึกษา
	คู่่�ส มรสมีีบุุตรยากที่่�ฝ่่ายชายได้้ตรวจน้ำำ��อสุุจิิที่่�ศููนย์์รัักษา
ผู้้�มีีบุุตรยาก โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััยนเรศวร ระหว่่างมกราคม 
2562 – ธัันวาคม 2562 (หลัังได้้รับการรับรองจากคณะกรรมการ
จริยธรรมวิิจััยในมนุุษย์ ์คณะแพทยศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยนเรศวร เลข
ที่่�โครงการ 879/2559) ซ่ึ่�งเก็็บตัวอย่่างน้ำำ��อสุุจิิหลัังจากงดการหลั่่�ง 
3-7 วััน ด้้วยวิิธีีการช่วยตััวเองและส่่งตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการเพื่่�อ
ประเมิินปริิมาณน้ำำ��อสุุจิิ (volume) ความเข้้มข้้น (concentration) 
การเคลื่่�อนไหวของอสุุจิิ (motility) โดยใช้้ Makler® counting 
chamber (Sefi-medical instruments LTD) และย้้อม Wright 
stain เพื่่�อประเมิินรููปทรงอสุุจิิตามเกณฑ์์ของ WHO โดยมีีเกณฑ์์
คััดออกคืือความเข้้มข้้นของอสุุจิิน้้อยกว่่า 5 ล้้านตััวต่อมิิลลิลิิตรหรืือ
ปริิมาณน้ำำ��อสุุจิิน้้อยกว่่า 1 มิิลลิลิิตร 
	นำ ำ�น้ำำ��อสุุจิิมาปั่่�นด้้วยวิิธีี density gradient centrifuga-
tion (45% : 90% fractions) โดยใช้้น้ำำ��ยา Sil-select (CAT No. 
SIS500, FertiPro NV, Beernem, Belgium) แล้้วนำำ�มาเจืือจางด้้วย 
phosphate buffered saline (PBS) ให้้อสุุจิิมีีความเข้้มข้้น 1 ล้้าน
ตััวต่อมิิลลิลิิตร และแบ่่งใส่่หลอดเพื่่�อตรวจวิิธีีต่่างๆ ดัังนี้้�
1. การตรวจ Hyaluronan binding assay
	ดู ดน้ำำ��อสุจิุิ 10 ไมโครลิติร หยดลงบน HBA® kit slide (CAT 
No. BCT-HBA-10, Origio, Denmark) แล้้วนำำ�ไปไว้้ในตู้้�อุุณหภููมิิ 
37°C นาน 15 นาทีีเพื่่�อให้้อสุุจิิจัับกับ Hyaluronan ที่่�เคลืือบบน
ผิิวสไลด์ ปิิดด้้วย cover slip แล้้วนับจำำ�นวนอสุุจิิทั้้�งหมด 10 ช่่อง
เล็็กโดยใช้้กล้้องจุลุทรรศน์ ์อสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตและจัับกับ Hyaluronan จะ
เคลื่่�อนไหวเฉพาะส่่วนหาง (bound motile sperm) แต่่อสุุจิิที่่�ไม่่
จัับกับ Hyaluronan จะเคลื่่�อนไหวอย่่างอิิสระทั้้�งส่่วนหััวและหาง 
(unbound motile sperm) จากนั้้�นนำำ�มาคำำ�นวณเป็็นค่่าร้้อยละ
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ของ HBA bound โดยใช้้สููตรดังนี้้� 

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

2. การตรวจ Annexin-V/ Propidium Iodide (PI) Staining Assay
	 ใช้้ชุดตรวจ Annexin-V/PI (Annexin V-FITC Apoptosis 
Detection Kit, CAT No.556547, BD Pharmagen, USA) นำำ�อสุุจิิ
ไปปั่่�นล้้างด้้วย PBS ที่่� 400 x g นาน 5 นาทีี ดููด supernatant 
ทิ้้�ง ละลายตะกอนด้้วย 1x binding buffer 500 ไมโครลิตร และ
เตรียม FITC Annexin-V 10 ไมโครลิตร ผสมกัับ PI 5 ไมโครลิตร
ใน 1x binding buffer 1 มิิลลิลิิตร ผสมให้้เข้้ากััน เติิมลงในหลอด
ตััวอย่่าง เขย่่าหลอดเบา ๆ  ให้้สารละลายเข้้ากััน บ่่มในที่่�มืืด 15 นาทีี
ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง แล้้วปั่่�นล้้างด้้วย PBS ที่่� 400 x g นาน 5 นาทีี ดููด 
supernatant ทิ้้�ง ละลายตะกอนด้้วย 1x binding buffer 500 
ไมโครลิตร ดููดตัวอย่่าง 10 ไมโครลิตร หยดลงบนสไลด์ ปิิด cover 
slip แล้้วรีบนำำ�ไปตรวจด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์หััวกลัับฟลููออเรสเซนต์์ 
(Nikon ECLIPSE Ti-U, Japan) โดยใช้้ Filter ที่่�มีีความยาวคลื่่�น 
450-490 นาโนเมตร (อสุุจิิที่่�ย้้อมติิด FITC Annexin-V จะเห็็นสีี
เขีียว) และ Filter ที่่�มีีความยาวคลื่่�น 510-560 นาโนเมตร (อสุุจิิที่่�
ย้้อมติิด PI จะเห็็นสีีแดง) 

	 การแปลผล แบ่่งได้้เป็็น 4 แบบคืือ อสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตและยัังไม่่
เกิดิ apoptosis จะไม่ต่ิดิสีทีั้้�งสองสี ี(Viable sperm: AN-/PI-) อสุจุิิ
ที่่�เริ่่�มเกิิด apoptosis จะติิดสีีเขีียวของ FITC Annexin-V (Early 
apoptotic sperm: AN+/PI-) อสุุจิิที่่�เกิิด apoptosis มาระยะ
หนึ่่�งแล้้วแต่่ยัังไม่่ตาย จะติิดสีี Propidium iodide เห็็นเป็็นสีีส้้ม 
(Late apoptotic sperm: AN+/PI+) และอสุุจิิที่่�ตายแล้้วจะติิด
สีี Propidium iodide เช่่นกััน แต่่เห็็นเป็็นสีีแดง (Death sperm: 
AN-/PI+) (ภาพที่่� 1)
3. การตรวจ Acrosome Reaction
	นำ ำ�ตัวอย่่างอสุุจิิมาเติิม Flushing Media (CAT No. 
FLUSH100, FertiPro NV, Beernem, Belgium) 1 มิิลลิลิิตร บ่่ม
ในตู้้�อุุณหภููมิิ 37°C นาน 3 ชั่่�วโมง แล้้วแบ่่งตััวอย่่างเป็็นสองหลอด 
หลอดแรกเป็็นกลุ่่�มควบคุม (control) หลอดที่่�สองเติิม calcium 
ionophore A23187 (CAT No. C7522, Sigma-Aldrich, USA) 
(100 µM) 10 ไมโครลิตร ทั้้�งสองหลอดจะถููกบ่่มในตู้้�อุุณหภููมิิ 37°C 
นาน 30 นาทีี ปั่่�นล้้างด้้วย PBS ที่่� 400 x g นาน 5 นาทีี ดููด super-
natant ทิ้้�ง นำำ�ตะกอนอสุุจิิที่่�ได้้มาป้้ายบนสไลด์และทิ้้�งไว้้ให้้แห้้ง แล้้ว
จุ่่�มสไลด์ลงใน 95% ice-cold ethanol นาน 30 นาทีี นำำ�มาผึ่่�งทิ้้�งไว้้
ให้้แห้้ง หยด Fluorescein Isothiocyanate Conjugated Pisum 
Sativum Agglutinin (FITC-PSA) 5 µg/ml บนสไลด์ให้้ท่วม วาง
สไลด์ในถาด ปิิดฝาให้้มืืด นำำ�ไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 37°C นาน 15 นาทีี 

ภาพที่่� 1 (A) ภาพ Bright field (B) ภาพดููด้้วย filter 450-490 nm อสุุจิิติิดสีเขีียวของ FITC Annexin-V (ลููกศรสีขาว) (C) ภาพดููด้้วย 
filter 510-560 nm อสุุจิิติิดสีแดงของ Propidium iodide (ลููกศรสีเหลืือง) (D) Merge แสดงลัักษณะอสุุจิิที่่�ติิดสี FITC Annexin-V และ 
PI โดย Viable sperm ไม่่ติิดสี (ลููกศรสีแดง) Early apoptotic sperm ติิดสีเขีียว (ลููกศรสีขาว) Late apoptotic sperm ติิดสีส้้ม (ลููกศร
สีีดำำ�) และ Death sperm ติิดสีแดง (ลููกศรสีเหลืือง)
ที่่�มา: สุุรชัย เดชอาคม, สุุวรรธณา แย้้มโตนด, วรินดา พููนทวีีรััตน์ ขวััญสุดา สุุภลาภ และพััชรดา อมาตยกุุล



จากนั้้�นล้้างสไลด์เบาๆ ด้้วย PBS 10-15 ครั้้�ง เพื่่�อล้้างสีีส่่วนเกิินออก 
แล้้วหยด Antifade Mounting Medium ปิิด Cover Slip นำำ�สไลด์
ไปดููด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์หััวกลัับฟลููออเรสเซนต์์ (Nikon ECLIPSE 
Ti-U) โดยใช้้ Filter ที่่�ความยาวคลื่่�น 450-490 นาโนเมตร
	 การแปลผล อสุุจิิที่่� Intact Acrosome จะติิดสีเขีียวทั่่�ว
ทั้้�งส่่วน Acrosome ส่่วนอสุุจิิที่่�เกิิด AR จะติิดสีเขีียวเฉพาะส่่วน 
Equatorial Segment ของ Acrosome (ภาพที่่� 2) 
	 Sperm Spontaneous Acrosome Reaction Rate 
(SARR) คืืออััตราของอสุุจิิที่่�เกิิด AR ข้ึ้�นเองในหลอดควบคุม
	 Acrosome Reaction After Ionophore Challenge 
(ARIC) คืือค่่าความแตกต่่างระหว่่างการเกิิด AR ที่่�เกิิดในหลอด
ตััวอย่่างที่่�เติิม Calcium Ionophore กัับ AR ที่่�เกิิดขึ้�นเองในหลอด
ควบคุม

สถิติิที่่�ใช้้ในการวิิจััย
	 1. สถิิติิเชิิงพรรณนา (descriptive statistics) สำำ�หรัับ
ข้้อมููลที่่�มีีการแจกแจงปกติิ จะรายงานค่่าเฉลี่่�ยและส่่วนเบี่่�ยงเบน
มาตรฐาน สำำ�หรัับข้้อมููลที่่�มีีการแจกแจงไม่่ปกติิ จะรายงานค่่า
มััธยฐาน ค่่าต่ำำ��สุดและค่่าสููงสุุด 
	 2. ความสััมพัันธ์์ระหว่่างวิิธีีการตรวจอสุุจิิกัับตัวแปร
ต่่างๆ เช่่น อายุุ ปริิมาณน้ำำ��อสุุจิิ ความเข้้มข้้นของอสุุจิิ จำำ�นวนอสุุจิิ
ทั้้�งหมด จำำ�นวนการเคลื่่�อนไหวของอสุุจิิ สถิิติิที่่�ใช้้คืือ Spearman 

rank Correlation Coefficient (r
s
) และ Pearson Correlation 

Coefficient (r)  วิิเคราะห์ข์้้อมููลด้้วยโปรแกรม Stata Version 12.0 
(Stata Corporation) ที่่�ระดัับนัยสำำ�คัญทางสถิิติิ p < 0.05

ผลการศึึกษา
	 กลุ่่�มตััวอย่่าง จำำ�นวน 27 คน พบว่าอายุุเฉลี่่�ย 34.2 ± 5.4 
ปีี และมีีผลการตรวจน้ำำ��อสุุจิิ แสดงดัังตารางที่่� 1

ตารางที่่� 1 ผลการตรวจน้ำำ��อสุุจิิ

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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ภาพที่่� 2 แสดงลัักษณะการเกิิด Acrosome Reaction ที่่�อสุุจิิซ่ึ่�งจะติิดสีบริเวณ Equatorial Segment (ลููกศรสีขาว) อสุุจิิที่่�ไม่่เกิิด Acro-
some Reaction (ลููกศรสีเหลืือง)
ที่่�มา: สุุรชัย เดชอาคม, สุุวรรธณา แย้้มโตนด, วรินดา พููนทวีีรััตน์ ขวััญสุดา สุุภลาภ และพััชรดา อมาตยกุุล
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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

	 การหาความสััมพัันธ์์ระหว่่างร้้อยละของ HBA bound กัับ
ตััวแปรต่าง ๆ ไม่่พบว่า HBA bound มีีความสััมพัันธ์์กัับตัวแปรใด
อย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ แสดงดัังตารางที่่� 2

ตารางที่่� 2 ความสััมพัันธ์์ระหว่่าง Hyaluronan Binding Assay 
bound กัับตััวแปรอ่ื่�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

	 การหาความสััมพัันธ์์ระหว่่าง Annexin-V binding กัับ
ตััวแปรต่างๆ พบว่า viable sperm มีีความสััมพัันธ์์อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ 
ทางสถิิติิกัับ HBA bound (r

s
 = 0.466, p = 0.014) และมีีความสััมพัันธ์์

ในทางตรงกัันข้้ามอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิกัับ SARR (r
s
= - 0.554, 

p = 0.003) Early Apoptosis Sperm ไม่่พบมีความสััมพัันธ์์กัับตัวแปร
ใด แต่่ Late apoptosis sperm มีีความสััมพัันธ์์ในทางตรงกัันข้้ามอย่่าง
มีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิกัับ HBA bound (r

s
 = -0.563, p = 0.002) 

ความเข้้มข้้นของอสุุจิิ (r
s
 = -0.464, p = 0.015) และจำำ�นวนอสุุจิิ

ทั้้�งหมด (r
s
 = -0.434, p = 0.024) สำำ�หรัับ death sperm พบว่ามีี

ความสััมพัันธ์์อย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิกัับ SARR (r
s 
= 0.492, p = 

0.009) แสดงดัังตารางที่่� 3

อภิิปรายผล
	น้ำ ำ��อสุุจิิที่่�นำำ�มาตรวจในงานวิิจััยนี้้�ส่่วนใหญ่่มีีค่่าต่่าง ๆ 
อยู่่�ในเกณฑ์์ปกติิและการตรวจน้ำำ��อสุุจิิในเชิิงคุุณภาพด้้วยวิิธีี HBA 
bound, Annexin-V binding, SARR และ ARIC อยู่่�ในเกณฑ์์ปกติิ 
ผลพบว่า HBA bound ไม่่มีีความสััมพัันธ์์กัับการตรวจ Conven-
tional semen analysis อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ สอดคล้้องกัับงานวิิจััย
ของ Nijs และคณะ20  ที่่�ไม่่พบความสััมพัันธ์์ระหว่่างการตรวจ HBA 
และ parameters ต่่าง ๆ ของอสุุจิิเช่่นกััน ซ่ึ่�งแตกต่่างจากงานวิิจััย
ของ Ye และคณะ21 พบว่า HBA bound มีีความสััมพัันธ์์กัับอสุุจิิที่่�
เคลื่่�อนไหวดีกัีับอสุจิุิรููปร่่างปกติิอย่า่งมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ แต่ง่านวิิจััย
ของ Ye ตรวจอสุุจิิในคู่่�มีบุุตรยากที่่�มีีข้้อบ่่งชี้้�ในการทำำ�เด็็กหลอดแก้้ว 
ซ่ึ่�งในจำำ�นวนนี้้�เป็็นชายที่่�มีีปััญหาจำำ�นวนอสุุจิิน้้อย เคลื่่�อนไหวไม่่ดีี 
หรืือมีีรููปร่่างผิิดปกติิ ดัังนั้้�นทำำ�ให้้ผลการตรวจด้้วย HBA bound มีี
ประสิทิธิิภาพในการคัดัเลืือกอสุจิุิที่่�ดีีได้้ชัดเจนกว่า่ผลการศึึกษาครั้้�งนี้้� 
	 การตรวจอสุุจิิในเชิิงคุุณภาพ พบว่า HBA bound มีีความ
สััมพัันธ์์กัับ viable sperm และมีีความสััมพัันธ์์ในทางตรงกัันข้้ามกัับ 
late apoptosis sperm อย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ ซ่ึ่�งบ่่งชี้้�ว่่าการตรวจ 
HBA bound สามารถช่วยแยกอสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตและยัังไม่่เกิิด apoptosis 
ได้้ สอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ Huszar และคณะ22 ที่่�พบว่า HA-binding 
sperm เป็็นอสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตเท่่านั้้�น อสุุจิิที่่�มีี late apoptosis เป็็นอสุุจิิที่่�
มีีความผิิดปกติิในเซลล์และทำำ�ให้้เยื่่�อหุ้้�มเซลล์มีีการเปลี่่�ยนแปลงก่่อน
ที่่�เซลล์จะตายในเวลาต่่อมา ดัังนั้้�นจึึงสััมพัันธ์์กัับ HBA bound ใน
ทางตรงกัันข้้ามอย่่างมีีนััยสำำ�คัญ ส่่วน death sperm พบว่ามีีความ
สััมพัันธ์์ในทางตรงข้้ามกัับ HBA bound แต่่ยัังไม่่มีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ
อาจเนื่่�องจากจำำ�นวนตััวอย่่างน้้อย นอกจากนี้้�พบว่า late apoptotic 
sperm มีีความสััมพัันธ์์ในทางตรงกัันข้้ามกัับความเข้้มข้้นของอสุุจิิและ
ปริิมาณอสุุจิิทั้้�งหมดอย่่างมีีนััยสำำ�คัญ  สอดคล้้องกัับผลการวิิจััยของ 
Hichri และคณะ23 ที่่�พบความสััมพัันธ์์อย่่างมีีนััยสำำ�คัญระหว่่าง late 
apoptotic sperm กัับความเข้้มข้้นของอสุุจิิ ส่่วน viable sperm 
มีีความสััมพัันธ์์ในทางตรงกัันข้้ามกัับ SARR อย่่างมีีนััยสำำ�คัญเช่่นกััน 
แปลผลได้้ว่าอสุุจิิที่่�ยัังมีีชีีวิิตจะมีีโอกาสเกิิด spontaneous acrosome 
reaction น้้อย บ่่งบอกถึึงคุุณสมบััติิที่่�ดีีของอสุุจิิ ซ่ึ่�งสอดคล้้องกัับงาน
วิิจััยของ Li และคณะ รายงานว่่าอสุุจิิที่่�เคลื่่�อนไหวไม่่ดีีและมีีรููปทรงผิิด
ปกติิจะสััมพัันธ์์กัับการเกิิด SARR มากข้ึ้�น24  



ตารางที่่� 3  ความสััมพัันธ์์ระหว่่าง Annexin-V binding กัับตััวแปรอ่ื่�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 และคณะ25 ศึึกษาความสััมพัันธ์์
ระหว่่าง Apoptotic Sperm และรููปทรงอสุุจิิในกลุ่่�มที่่�มีีน้ำำ��อสุุจิิ
ปกติิตามเกณฑ์์ขององค์์การอนามััยโลก 14 ราย พบว่ากลุ่่�มอสุุจิิที่่�มีี 
Apoptotic จากการย้้อมสีี Annexin-V และแยกด้้วย Flow Cytometry 
มีีรููปทรงอสุุจิิที่่�ปกติิน้้อยกว่่ากลุ่่�มควบคุมอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ ใน
ขณะที่่�การศึึกษานี้้�ไม่่พบความสััมพัันธ์์ระหว่่าง Early Apoptotic Sperm 
และ Late Apoptotic Sperm กัับรูปทรงอสุุจิิที่่�ปกติิซ่ึ่�งแตกต่่างจากงาน
วิิจััยของ Hoogendijk อาจเป็็นเพราะวิิธีีการตรวจ apoptosis ของ
งานวิิจััยทั้้�งสองใช้้วิิธีีการตรวจแตกต่่างกััน จากงานวิิจััยนี้้� การตรวจ 
Annexin-V binding พบว่า viable sperm มีีความสััมพัันธ์์ในทาง
ตรงกัันข้้ามกัับ SARR อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ และ death sperm มีีความ
สััมพัันธ์์เชิิงบวกกับัการเกิดิ SARR อย่า่งมีีนััยสำำ�คัญ สอดคล้้องกัับงาน
วิิจััยของ Lee และคณะ26 ที่่�พบว่า non apoptotic sperm จาก
การคัดเลืือกด้้วยวิิธีี Magnetic-Activated Cell Sorting (MACS) 
สามารถ induced acrosome reaction ได้้มากกว่่ากลุ่่�มควบคุม
อย่า่งมีีนััยสำำ�คัญ ผลการศึึกษานี้้�ช่่วยยืืนยันัว่่า Viable Sperm มีีการ
เกิิด Spontaneous Acrosome Reaction ต่ำำ��ซ่ึ่�งสััมพัันธ์์กัับอัตรา
การปฏิิสนธิิที่่�ดีี 
	ข้้ อจำำ�กัดของการศึึกษานี้้�คืือกลุ่่�มตััวอย่่างมีีจำำ�นวนน้้อย
และไม่่ได้้ศึึกษาแยกระหว่่างกลุ่่�มที่่�ผลการตรวจน้ำำ��อสุุจิิปกติิกัับไม่่
ปกติิตามเกณฑ์์ของ WHO จึึงทำำ�ให้้ผลตรวจอสุุจิิในเชิิงคุุณภาพไม่่
เห็็นความสััมพัันธ์์ที่่�มีีนััยสำำ�คัญชัดเจนเมื่่�อเปรีียบเทีียบกับการตรวจ 
parameters เบื้้�องต้้น การศึึกษานี้้�เป็็นการศึึกษาเพื่่�อดูู correlation 
ไม่่ได้้ทำำ�การศึึกษาในอสุุจิิที่่�จัับหรืือไม่่จัับกับ HBA โดยตรงทำำ�ให้้ความ
แม่่นยำำ�ของการศึึกษาลดลง ในอนาคตควรศึึกษาถึึงผลการตรวจ HBA 
bound ว่่าสััมพัันธ์์กัับผลลััพธ์์ในทางคลิินิิกหรืือไม่่ เช่่น อััตราการ
ปฏิิสนธิิกัับไข่่ การพัฒนาของตััวอ่อน และอััตราการตั้้�งครรภ์ 

สรุป
	 การตรวจอสุุจิิด้้วยวิิธีี Hyaluronan Binding Assay 
สััมพัันธ์์กัับอสุุจิิที่่�มีีชีีวิิตและมีี late apoptosis ที่่�ต่ำำ�� และไม่่สััมพัันธ์์
กัับการเกิิด Acrosome Reaction ของอสุุจิิ 
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