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การพฒันาน�ำ้ยาแช่แขง็น�ำ้เชือ้โคเพื่อทดแทนไข่แดง

Development MJEx-3 in bull semen extenders for egg yolk replacement
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บทคัดย่อ: การศกึษาครัง้นีมี้วตัถปุระสงค์เพ่ือพฒันาน�ำ้ยาแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โค (MJ Extender – 3: MJEx-3) เพ่ือ
ทดแทนการใช้ไขแ่ดงในน�ำ้ยาส�ำหรับแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โค วางแผนการทดลองแบบ Randomized Complete Block 
Design (RCBD) โดยทดสอบในน�ำ้เชือ้พอ่โค 3 พนัธุ์ได้แก่ พนัธุ์แองกสั พนัธุ์ชาร์โลเล ่และพนัธุ์ทรอปปิคอล 
แบง่กลุม่การทดลองเป็น 2 กลุม่ ได้แก่ กลุม่ควบคมุ (Egg Yolk: Control) และกลุม่น�ำ้ยา MJEx-3 แทนไขแ่ดง 
(MJEx-3)  น�ำ้เชือ้ท่ีรีดเก็บได้น�ำไปเจือจางท่ีระดบัความเข้มข้น 20 ล้านตวัตอ่หลอดน�ำ้เชือ้ขนาด 0.25 มิลลลิติร 
บม่ท่ีอณุหภมิู 4 องศา เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แล้วน�ำมาแชแ่ข็งด้วยตู้  Freezer โดยลดอณุหภมิูตามโปรแกรมท่ีตัง้
คา่ไว้ จากนัน้ท�ำการเก็บรักษาลงในไนโตรเจนเหลวท่ีอณุหภมิู -196 องศาเซลเซียส ท�ำการละลายน�ำ้เชือ้ท่ีอณุ
ภมิู 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที และท�ำการประเมินคณุภาพน�ำ้เชือ้ด้วยเคร่ือง Computer Assisted 
Sperm Analysis (CASA)  ท่ีเวลาก่อนแชแ่ข็ง ท่ี 0, 24, 48, 72 ชัว่โมง 1 สปัดาห์ และ 1 เดือนหลงัแชแ่ข็ง ผล
การศกึษาพบวา่การเคลื่อนท่ีของอสจิุ การตายของอสจิุ และการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ ไมมี่ความแตก
ตา่งกนัทางสถิติ (P>0.05) ลกัษณะการเคลื่อนท่ีของ DCL และ VCL ในกลุม่ MJEx-3 มีมากกวา่กลุม่ควบคมุ
อย่างมีนยัส�ำคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่ในลกัษณะทางสณัฐานวิทยาพบว่าในกลุ่ม MJEx-3 มี Proximal 
Droplet และ Distal Droplet สงูกวา่กลุม่ควบคมุ (P<0.05) ซึง่จากผลการศกึษาการพฒันาน�ำ้ยาแชแ่ข็งน�ำ้
เชือ้โค (MJEx-3)  สามารถทดแทนการใช้ไขแ่ดงในน�ำ้ยาส�ำหรับแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โคได้โดยไมส่ง่ผลกระทบตอ่การ
เคลื่อนท่ีของอสจิุ การตายของอสจิุ และการเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ
ค�ำส�ำคัญ: น�ำ้ยาแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้, น�ำ้เชือ้แชแ่ข็ง, พอ่พนัธุ์โค 

ABSTRACT: The objectives of this study was to develop MJ Extender-3 (MJEx-3) in bull semen 
extenders for egg yolk replacement. Experimental design was randomized completely block design 
(RCBD). Semen ejaculates were collected from three breed bulls: Angus, Charolais and Tropical 
Holstein. The experimental group was divided into 2 groups: control group (Egg Yolk: Control) and 
MJEx-3 liquid group instead of egg yolk (MJEx-3). Semen ejaculates were concentration of 20x106 
sperm per straw (2.5 ml) and were maintained under a refrigerated environment (4 ºC) for 4 hours. 
Then freeze with the Freezer cabinet to reduce the temperature according to the program. Storage 
semen ejaculates in liquid nitrogen at -196 ºC, dissolved semen at 37 ºC for 30 s. Sperm quality were 
determined by Computer Assisted Semen Analyzer (CASA) for before freezing, 0, 24, 48, 72 hr., 1 
week and 1 month after freezing. Results showed that motile, static and progressive were no significant 
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บทน�ำ

	 ในปัจจุบันการท�ำอาชีพการเลีย้งโคใน
ประเทศไทยมีแนวโน้มท่ีเพ่ิมขึน้ทกุปี (กรมปศสุตัว์, 
2555) และเพ่ือตอบสนองความต้องการท่ีเพ่ิมมาก
ขึ น้ ใน ปัจจุบันจึ ง ไ ด้ มีการน� ำ เทคโนโล ยีการ
ผสมเทียม (Artificial insemination: AI) เข้ามาชว่ย
ในการควบคุมพนัธุกรรมโคให้มีประสิทธิภาพและ
ผลผลติมากขึน้ การผสมเทียมนัน้จะต้องใช้น�ำ้เชือ้
แชแ่ข็งในการผสมเทียม ซึง่ก่อนจะใช้ผสมเทียมนัน้
จะต้องมีการรีดน�ำ้เชือ้และผ่านกระบวนการตรวจ
คณุภาพ เจือจางและท�ำการเก็บรักษาน�ำ้เชือ้โดย
การแชแ่ข็ง และในการเจือจางน�ำ้เชือ้จะต้องอาศยั
น�ำ้ยาส�ำหรับแช่แข็งน�ำ้เชือ้ท่ีประกอบไปด้วยส่วน
ตา่ง ๆ ท่ีมีหน้าท่ีแตกตา่งกนัสามารถแบง่ออกเป็น 5 
สว่นท่ีส�ำคญัคือ สว่นท่ีเป็นแหลง่พลงังานให้อสจิุ 
ได้แก่ สว่นท่ีเป็นน�ำ้ตาล (Glucose, Fructose) สว่น
ท่ีเป็นบฟัเฟอร์ (Tris, Citric acid) สว่นท่ีปอ้งกนั
ความเสียหายจากการแช่แข็งท่ีได้จาก Glycerol 
และสว่นท่ีปอ้งกนัปฏิกิริยา Cold Shock ในน�ำ้เชือ้ 
ได้แก่ ไข่แดงหรือนมและส่วนท่ีเป็นยาปฏิชีวนะ 
(Forouzanfar et al., 2010; Layek et al., 2016; 
บญัชา, 2545) โดยสว่นท่ีมีหน้าท่ีในการปอ้งกนั
ปฏิกิริยา Cold Shock ของน�ำ้เชือ้ ยงัคงเป็นปัญหา
ท่ีพบในปัจจบุนัเน่ืองจากการใช้ไข่แดงหรือนมแทน
ในส่วนนีย้งัไม่สามารถควบคมุปริมาณและสดัส่วน
ให้มีความสม�่ำเสมอได้ตามท่ีต้องการ อาจพบการ
ปนเปือ้นจากเชือ้แบคทีเรียหรือจุลินทรีย์ท่ีไม่เป็น
ประโยชน์ตอ่อสจิุ (Bousseau et al.,1998; Gamal 
et al.,2016) และในบางประเทศยงัคงมีการไม่
อนุญาตให้น�ำน�ำ้เชือ้ท่ีมีส่วนประกอบของไข่แดง
หรือนมเข้าประเทศ ท�ำให้สญูเสียโอกาสทางการค้า 
จึงได้มีการศึกษาเพ่ือหาสารท่ีมีผลต่อการลด
ปฏิกิริยา Cold Shock ในไขแ่ดง พบวา่เป็นสารสกดั
ธรรมชาติท่ีเป็นส่วนประกอบฟอสฟอรัสกับกรด

ไขมนั (Phospholipid) บางชนิด เชน่ Stearic, Oleic 
และ Palmitic เป็นสว่นประกอบส�ำคญัท่ีจ�ำเป็นกบั
เย่ือหุ้มเซลล์ในสตัว์เลีย้งลกูด้วยนมทกุชนิด (Oke et 
al., 2010) มีหน้าท่ีท�ำให้โครงสร้างของเซลล์มีความ
เสถียร (Khalifa et al., 2014) ในปัจจบุนัมีการศกึษา
วิจยัตา่งๆ ท่ีหาแหลง่ของสารสกดัจากธรรมชาตเิพ่ือ
เป็นทางเลือกในการทดแทนไข่แดงในน�ำ้ยาส�ำหรับ
แชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โค และทางคณะผู้วิจยัจงึได้พฒันา
สตูรน�ำ้ยาแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โค MJEx-3 ซึง่ใช้สาร 
Phospholipid ท่ีสกดัจากธรรมชาติซึง่มีหน้าทีใน
การชว่ยลดปฏิกิริยา Cold Shock เชน่เดียวกบัไขแ่ดง 
จึงเป็นท่ีมาในการเปรียบเทียบการใช้เพ่ือทดแทน
น�ำ้ยาแช่แข็งน�ำ้เชือ้ท่ีมีสว่นประกอบของไข่แดงเพ่ือ
แชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โค 
	

อุปกรณ์และวธีิการทดลอง

แผนการทดลอง
	 วางแผนการทดลองแบบสุม่อยา่งสมบรูณ์ 
(Randomized Complete Block Design, RCBD) 
โดยแบง่ออกเป็น 2 กลุม่การทดลองคือ กลุม่ท่ีใช้ไข่
แดง (Egg Yolk: Control) และกลุม่สตูรน�ำ้ยาแช่
แข็งน�ำ้เชือ้โค MJEx-3 (MJEx-3) โดยมีบลอ็กคือ 
พนัธุ์โคได้แก่ พอ่โคพนัธุ์ชาร์โลเล ่ (Charolais) พนัธุ์
แองกสั (Angus) และพนัธุ์ทรอปปิคอล (Tropical 
Holstein) อยา่งละ 3 ตวั

การเกบ็รวบรวมข้อมูล
	 น�ำ้เชือ้โคเนือ้ได้จากการรีดเก็บจากพ่อโค
พนัธุ์ชาร์โลเล ่ (Charolais) 3 ตวั และพนัธุ์แองกสั 
(Angus) 3 ตวั น�ำ้เชือ้โคนมได้จากการรีดเก็บจาก
พอ่โคพนัธุ์ทรอปปิคอล (Tropical Holstein) จ�ำนวน 
3 ตวั หลงัจากรีดน�ำ้เชือ้ท�ำการวิเคราะห์คณุภาพน�ำ้
เชือ้เบือ้งต้นโดยตรวจวดัปริมาตร ความขุน่ สี สอ่ง
กล้องจลุทรรศน์เพ่ือตรวจให้คะแนนการเคลื่อนท่ีหมู ่

difference (P>0.05). Progressive DCL and Progressive VCL of MJEx-3 group were higher than the 
control group (P<0.05). But morphology of MJEx-3 group had proximal droplet and distal droplet 
were high than the control group (P<0.05). According to the study of the development of bull’s semen 
extender (MJEx-3), it can replace the egg yolks in bull’s semen extender without effect on sperm 
motility, sperm static and sperm progressive.
Keywords: Extender, Semen cryopreservation, Bull’s semen
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และน� ำ ไปต รวจหาความ เ ข้ม ข้น ด้วย เค ร่ือ ง 
Spectrophotometer จากนัน้ค�ำนวณและใสน่�ำ้ยา
ส�ำหรับแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้ตามปริมาณท่ีค�ำนวณได้ หลงั
จากเจือจางน�ำ้เชือ้แล้วน�ำมาบรรจุใส่หลอดน�ำ้เชือ้ 
น�ำไปบม่ท่ีอณุหภมิู 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 
ชัว่โมง และน�ำไปเข้าตู้  Freezer เพ่ือแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้
โดยจะลดอณุหภมิูจาก 4 องศาเซลเซียส ไปจนถงึ 
-140 องศาเซลเซียส ตามโปรแกรมมาตรฐานท่ีตู้  
Freezer ก�ำหนด จากนัน้น�ำน�ำ้เชือ้ท่ีแชแ่ข็งเสร็จ
จากตู้  Freezer แล้วลงไนโตรเจนเหลว และท�ำการ
เก็บลงในถงัน�ำ้เชือ้ ท�ำการประเมินน�ำ้เชือ้ด้วยวิธี
การละลายน�ำ้เชือ้โดยการน�ำมาอุ่นในน�ำ้สะอาดท่ี
อณุหภมิู 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 30 วินาที ตดั
หลอดน�ำ้เชือ้ใส่ในหลอดทดลองท่ีควบคุมอุณภูมิ 
37 องศาเซลเซลเซียส  เก็บข้อมลูวิเคราะห์คณุภาพ
น�ำ้เชือ้ด้วยเคร่ือง Computer Assisted Sperm 
Analysis (CASA) ท่ีเวลา ก่อนแชแ่ข็ง หลงัแชแ่ข็ง 0 
ชัว่โมง 24 ชัว่โมง 48 ชัว่โมง 72 ชัว่โมง 1 สปัดาห์
และ 1 เดือน 

การวเิคราะห์ข้อมูล
	 แ ผ น ก า ร วิ เ ค ร า ะ ห์ ข้ อ มู ล แ บ บ 
Randomized Complete Block Design (RCBD) 
ข้อมูลทัง้หมดท�ำการวิเคราะห์ความแปรปรวน 
(Analysis of variance, ANOVA) โปรแกรม SAS 
University Edition ใช้วิธีการเปรียบเทียบคา่เฉลี่ย
ระหวา่งกลุม่การทดลองด้วยวิธี Duncan’s Multiple 
Range Test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ท่ี P<0.05

ผลการทดลองและวจิารณ์

	 ผลจากการใช้น� ำ้ยาแช่แข็งน� ำ้ เ ชื อ้ โค 
MJEx-3 เปรียบเทียบกบัน�ำ้ยาแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้ท่ีมีไข่
แดง พบวา่ในกลุม่ของ MJEx-3 มีคา่การตายของ
อสจิุ (Static) และการเคลื่อนท่ีของอสจิุ (Motile) 
ไมมี่ความแตกตา่งกนัทางสถิต ิ(P>0.05) (Table 1) 
สอดคล้องกบั Forouzanfar et al. (2009) ท่ีท�ำการ
ศึกษาในน�ำ้เชือ้แกะพบว่ามีค่าการตายของอสุจิ

และค่าการเคลื่อนท่ีของอสจิุไม่แตกต่างกนัระหว่าง
กลุม่ท่ีใช้ไขแ่ดง (51.9±4.8%) และกลุม่ใช้เลซติิน 
(51.8±2.9%) แตข่ดัแย้งกบัการศกึษาของ Gamal 
et al. (2016) ท่ีพบวา่คา่การเคลื่อนท่ีของอสจิุใน
กลุม่ท่ีใช้เลซตินิจากถัว่เหลืองความเข้มข้นท่ี 1% 
(56.00±1.00%) มีคา่สงูกวา่กลุม่ท่ีใช้ไขแ่ดงเป็น
ส่วนประกอบในน� ำ้ยาส�ำหรับแช่แข็งน� ำ้เชือ้โค 
(41.00±1.00%) และจากการรายงานของ Crespilho 
et al. (2012) ท่ีท�ำการศกึษาในน�ำ้เชือ้โคพบวา่คา่
ก า ร เ ค ลื่ อ น ท่ี ข อ ง อ สุ จิ ใ น ก ลุ่ ม ท่ี ใ ช้ เ ล ซิ ติ น 
(31.43±3.87%) มีค่าต�่ำกว่ากลุ่มท่ีใช้ไข่แดง 
(58.52±2.98%) ในกลุม่ของ MJEx-3 มีคา่การ
เคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุ (Progressive) ไมมี่
ความแตกตา่งกนัทางสถิติ (P>0.05 ) ซึง่ขดัแย้งกบั
การรายงานของ Khumran et al. (2015) ท่ีพบวา่คา่
การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของอสจิุในกลุ่มท่ีใช้เลซิติ
นมี (30.80±0.80%) คา่มากกวา่กลุม่ท่ีใช้ไขแ่ดง 
(27.60±0.70%) ในสว่นของลกัษณะการเคลื่อนท่ี
พบวา่การเคลื่อนท่ีเป็นเส้นตรง (DCL) และความเร็ว
ในการเคลื่อนท่ีเป็นเส้นโค้ง (VCL) ในกลุม่ของ 
MJEx-3 มีคา่มากกวา่กลุม่ควบคมุ (P<0.05) 
สอดคล้องกบัการศกึษาของ Crespilho et al. 
(2012) ท่ีพบวา่ คา่ความเร็วในการเคลื่อนท่ีเป็นเส้น
โค้งในกลุม่ท่ีใช้เลซติิน (139.73±5.49%) มีแนวโน้ม
มากกวา่กลุม่ควบคมุท่ีใช้ไขแ่ดง (136.80±5.50%) 
	 ในทางด้านสัณฐานวิทยาพบว่าอสุจิท่ีมี
หางคด (Bent tail) ในกลุม่ MJEx-3 มากกวา่กลุม่
ควบคุมในช่วงเวลาการวิเคราะห์ท่ีก่อนจะแช่แข็ง
และหลงัแชแ่ข็ง 24 ชัว่โมง (P<0.05) (Table 2) ร้อย
ละของอสจิุท่ีมีหางขดกลม (Coiled tail)  พบวา่กลุม่ 
MJEx-3 มีน้อยกวา่กลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัส�ำคญั
ทางสถิต ิ (P<0.05) ร้อยละของอสจิุท่ีมีล�ำตวัคด 
(Distal Midpiece Reflex: DMR) ในชว่งเวลาการ
วิเคราะห์หลงัจาการแชแ่ข็ง 0 ชัว่โมง พบวา่ในกลุม่ 
MJEx-3 มีคา่น้อยกวา่กลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัส�ำคญั
ทางสถิต ิ (P<0.05) อยา่งไรก็ตามร้อยละของอสจิุท่ี
มีหยดน�ำ้เกาะตดิท่ีล�ำตวั (Proximal Droplet) และ
หาง (Distal Droplet) ในกลุม่ของ MJEx-3 มีร้อย
ละมากกวา่กลุม่ควบคมุ (P<0.05)
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สรุปผลการทดลอง

	 การพฒันาน�ำ้ยา MJEx-3 สามารถใช้
ทดแทนการใช้ไข่แดงในน�ำ้ยาส�ำหรับแช่แข็งน�ำ้เชือ้
โคได้ ไมส่ง่ผลตอ่การเคลื่อนท่ีของอสจิุ การเคลื่อนท่ี
ไปข้างหน้าของอสจิุและการตายของอสจิุ แตจ่ะสง่
ผลกระทบตอ่สณัฐานวิทยาของอสจิุท�ำให้อสจิุมีการ
หางคด มีหยดน�ำ้เกาะตดิท่ีล�ำตวัและหางมากกวา่การ
ใช้ไขแ่ดงในน�ำ้ยาส�ำหรับแชแ่ข็งน�ำ้เชือ้โค อยา่งไร
ก็ตามงานวิจัยท่ีจะด�ำเนินต่อเน่ืองคือการทดสอบ
คณุสมบตัิของอสจิุในการท�ำ IVF และการผสมเทียม
ในภาคสนาม
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น�ำ้เชือ้โครงการหลวงอินทนนท์และเจ้าหน้าท่ีท่ี
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