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การเปรียบเทียบชนิดของไข่แดงที่ต่างกันและระดับกลีเซอรอล
ในสูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อต่อคุณภาพน�้ำเชื้อแช่แข็งโค

Comparison of different egg yolk types and glycerol concentrations 
in semen extender on frozen semen quality in bull
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บทคัดย่อ: วัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบชนิดของไข่แดงที่แตกต่างกันและระดับกลีเซอรอลในสูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อ
ต่อคุณภาพน�้ำเช้ือแช่แข็งโค ใช้น�้ำเชื้อโคชาร์โรเลส์ 3 ตัว รีดสัปดาห์ละครั้งแล้วท�ำการรวมน�้ำเชื้อ แบ่งออกเป็น 6 ทรีท
เมนต์โดยมี 3 กลุ่มตามระดับของกลีเซอรอล (Glycerol) ที่ใช้ในสูตรน�้ำยาเจือจางได้แก่ กลุ่มที่ 1 (Glycerol 4%) กลุ่มที่ 2 
(Glycerol 6%) และกลุ่มที่ 3 (Glycerol 8%) และทุกกลุ่มใช้ไข่แดงที่แตกต่างกัน 2 ชนิดคือ 1 ไข่แดงจากไข่ไก่ และ 2 ไข่
แดงจากไข่เป็ด ผลการศึกษาพบว่ากลุม่ทีใ่ช้ไข่แดงของไก่และกลเีซอรอลทีร่ะดบั 8% ในน�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้เชือ้ต่อคณุภาพน�ำ้
เชื้อแช่แข็งในโคหลังละลายส่งผลต่อร้อยละของการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า อสุจิมีชีวิต และความสมบูรณ์ของอะโครโซมที่สูง
กว่า (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ใช้ไข่แดงของไข่ไก่ร่วมกับระดับกลีเซอรอล 4 และ 6% และพบว่า สูงกว่ากลุ่มที่
ใชไ้ข่แดงจากไขเ่ป็ดรว่มกับระดับกลเีซอรอล 4 6 และ 8% แตอ่ย่างไรกต็ามยงัไม่พบความสอดคล้องกนัระหว่างผลของวิถี
เคลื่อนที่ของอสุจิลักษณะและค่าสัมประสิทธิ์การเคลื่อนที่ความยาวและพื้นที่ส่วนหัวของอสุจิ
ค�ำส�ำคัญ: ไข่แดง, กลีเซอรอล, คุณภาพน�้ำเชื้อแช่แข็ง, น�้ำยาเจือจาง, โค 

ABSTRACT: The objective of the present study was to compare the effect of different egg yolk types and glycerol 
concentrations in semen extender on frozen-thawed semen qualities in bull. The semen was collected from Charolais 
bull breeders (once a week). The pooled semen was divided into 6 treatments 3 groups of glycerol concentrations 
which were group 1 (4% glycerol), group 2 (6% glycerol) and group 3 (8% glycerol) each groups was supplemented 
with two types of egg yolk (chicken and duck). The percentage of progressive motility, sperm viability and acrosomal 
integrity in semen extender supplemented with chicken egg yolk and 8% of glycerol were significantly greater than 
those supplemented with chicken and duck egg yolk with (4 and 6%) and (4, 6 and 8%) of glycerol respectively. 
However, no consistent between motile parameters, motile velocity, elongation and area of sperm was observed.
Keywords: Egg Yolk, Glycerol, Quality of frozen semen, Extender, Bulls
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บทน�ำ

กลีเซอรอลเป็นสารที่นิยมน�ำมาเป็นส่วนประกอบ

ของสูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเช้ือแช่แข็งเน่ืองจากช่วย

ป้องกนัอนัตรายทีเ่กดิกบัตวัอสจิุขณะแช่แข็งได้ โดยลด

ความเสียหายของเยื่อหุ้มเซลล์ และลดการเกิดเกล็ด

น�้ำแข็งภายในเซลล์โดยการเข้าไปแทนที่น�้ำในเซลล์ 

(Curry, 2000) จากสภาวะของเหลวที่เย่ือหุ้มเชลล์ มี

การควบคมุการผ่านเข้าออกของสารรอบๆ เยือ่หุม้เซลล์ 

และองค ์ประกอบของไขมันเยื่อหุ ้มเซลล ์มีการ

เปลีย่นแปลง (Shannon and Vishwanath, 1995) เยือ่

หุ ้มเซลล์อสุจิที่ได้รับความเสียหายจากการแช่แข็ง

ได้แก่ เยือ่หุม้เซลล์ เยือ่หุม้อะโครโซมและไมโตคอนเดรยี 

(Thomas et at., 1998) โดยการเสยีหายของอะโครโซม

อาจไม่ท�ำให้อสุจิตาย แต่ไม่สามารถปฏิสนธิได้ ท�ำให้

อัตราการผสมติดต�่ำ (Januskaukaset at al., 2003) 

ดังนั้นระดับกลีเซอรอลที่เหมาะสมจึงเป็นสิ่งที่ต้องให้

ความส�ำคัญในกระบวนการผลิตน�้ำเชื้อแช่แข็ง จาก

การศึกษาที่ผ่านมาพบว่า การใช้กลีเซอรอลช่วยลด

ความเสียหายอันเกิดจากการแช่แข็งน�้ำเช้ือในสูตร

น�้ำยาเจือจาง tris-based egg yolk พร้อมทั้งยังส่งผล

ให้ค่าการเคลื่อนที่ ความสมบูรณ์ของอะโครโซม และ

สามารถน�ำไปใช้ในการผลิตน�้ำเช้ือแช่แข็งได้หลาก

หลายรูปแบบ (Crespilho et al., 2008)

ไข่แดงเป็นส่วนประกอบของน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อ 

เพือ่ช่วยป้องกนัอนัตรายทีเ่กดิกบัตวัอสจุแิช่แขง็ มส่ีวน

ประกอบท่ีเป็นเลซิธินและไลโปโปรตีน มีคุณสมบัติ

ป้องกันการช็อคเนื่องจากความเย็น (cold shock) 

นอกจากน้ันยังเป็นแหล่งพลังงานส�ำรองส�ำหรับ

เมตาโบลิซึมของอสุจิในขณะที่อยู่ในทางเดินระบบ

สืบพันธุ์เพศเมีย (Bearden and Fuquay 1992) ทั้งนี้

ไข่แดงในสัตว์ปีกแต่ละ ชนิดมีองค์ประกอบที่แตกต่าง

กัน (Vassilia et al., 2011) และป้องกันความเสียหาย

แก่อสจุจิากการแช่แขง็แตกต่างกนัไป โดย จตพุร และ

อภิชัย (2552) รายงานว่าไข่แดงจากไข่เป็ดและไข่นก

กระทา ให้อัตราการเคลื่อนท่ีของอสุจิโคภายหลังการ

แช่แข็งดีกว่าไข่แดงของไก่ การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า 

การใช้ไข่แดงมผีลดีต่อการป้องกนัความเสยีหายแก่ตวั

อสจุใินสภาพอณุหภูมติ�ำ่ และมปีระสทิธผิลทีแ่ตกต่าง

กันขึ้นกับชนิดของสัตว์ปีก (เทวินทร์ และคณะ, 2558) 

และ การศึกษาท่ีผ่านมาส่วนใหญ่ท�ำการประเมิน

คณุภาพของน�ำ้เชือ้แช่งแขง็โดยผูท้�ำการทดลองภายใต้

กล ้องจุลทรรศน์ หรือใช ้การตรวจประเมินด ้วย 

Computer-assisted sperm analysis (CASA) หรือ

อย่างใดอย่างหนึ่ง ยังไม่มีการศึกษาผลของการใช้ไข่

แดงจากสตัว์ปีกต่างชนดิกนัและตรวจประเมนิคณุภาพ

ทั้งสองรูปแบบในการทดลองเดียว 

ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการทดลองนี้ เพื่อศึกษา

เปรียบเทียบประสิทธิภาพของไข่แดงของไข่ไก่ และ

ไข่เป็ด ในสูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อแช่แข็งต่อคุณภาพ

น�้ำเชื้อหลังการท�ำละลายในโค โดยการประเมิน

คณุภาพภายใต้กล้องจลุทรรศน์และประเมนิด้วยเครือ่ง 

CASA

วิธีการศึกษา

สัตว์ทดลอง

วิธีการศึกษาในงานทดลองครั้ ง น้ีผ ่านการ

พิจารณาโดยคณะกรรมการจรรยาบรรณและ

มาตรฐานการเลี้ยงและการใช้สัตว ์เพื่องานทาง

วิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยกาฬสินธุ์ (Reference No. 

มกส. 019/2559) ใช้โคเนื้อพันธุ์ชาร์โรเลส์เพศผู้ในการ

รีดน�้ำเชื้อจ�ำนวน 3 ตัว ที่มีอายุ 4 - 6 ปี มีระดับคะแนน

ร่างกาย 3 -4  มนี�ำ้หนกั 700 - 1,200 กโิลกรมั ผ่านการ

ตรวจโรคทางระบบสืบพันธุ ์ได ้แก่โรคแท้งติดต่อ 

(brucellosis) และปลอดจากโรคดังกล่าว สถาน

ที่ท�ำการทดลองที่อ�ำเภอเชียงยืน จังหวัดมหาสารคาม 

โคที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้มีการเลี้ยงและการจัดการ

ควบคุมดูแลการให้อาหารและให้น�้ำในแต่ละวันโดยมี

ข้ันตอนในการเล้ียงจะแบ่งระยะเวลาออกดังน้ี ตอนเช้า

เวลา 06.00 - 09.30 น. ให้อาหารข้นระดบัโปรตนี 12% 

เสริมด้วยหญ้าสด ระยะเวลา 09.30 - 15.00 น. ให้โค
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ได้ดื่มน�้ำและนอนหลับพักผ่อนในคอก ตอนบ่ายระยะ

เวลา 15.00 -18.00 น. ใช้อาหารข้นโคอกีครัง้ และเสรมิ

ด้วยหญ้าสด ส�ำหรบัการรีดเกบ็น�ำ้เชือ้โคท�ำการรดีเกบ็

น�้ำเชื้อ 3 ตัวๆ ละ 3 ครั้ง ห่างกัน 1 สัปดาห์รีดเก็บช่วง

เวลา 06.00 - 9.00 น.

ขั้นตอนกระบวนการแช่แข็งน�้ำเชื้อโค

ท�ำการเตรียมอุปกรณ์ช่องคลอดเทียม (Artificial 

Vagina, AV) ทุกครั้ง น�ำช่องคลอดเทียมเติมน�้ำ

อณุหภมูปิระมาณ 42-45 oC แล้วอดัอากาศเข้าไปปรบั

ความดนัก่อนใช้งาน และหล่อลืน่ด้วยเจล ท�ำการรดีน�ำ้

เชือ้โดยใช้ช่องคลอดเทียมอณุหภมูปิระมาณ 40-42 oC 

ขณะท่ีพ่อพนัธุข์ึน้ขีต่วัล่อให้ดงึพ่อพนัธุล์งและให้ข้ึนปีน

ใหม่ 2-3 ครั้ง เพื่อท�ำให้พ่อพันธุ์เกิดความก�ำหนัดแล้ว

ท�ำการรีดเก็บน�้ำเชื้ออุ ่นน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อในอ่าง

ควบคุมอุณหภูมิ หรือน�้ำอุ่นในบีกเกอร์ให้ได้ในระดับ 

37 oC วธิกีารประเมนิตรวจคณุภาพน�ำ้เชือ้ท�ำได้โดยน�ำ

น�ำ้เช้ือไปตรวจประเมนิคณุภาพให้เรว็ท่ีสดุภายในห้อง

ปฏิบัติการโดยการตรวจคุณภาพเบื้องต้น คือร้อยละ

ของการเคลือ่นท่ีแบบตรงไปข้างหน้า (motility) ร้อยละ

ของอสุจิมีชีวิต (live-dead) ร้อยละของอสุจิที่มีรูปร่าง

ปกติ (morphology) และ ความเข้มข้นของอสุจิ 

(concentration) น�ำ้เชือ้ท่ีใช้ผลติเป็นน�ำ้เชือ้แช่แข็งต้อง

มกีารเคลือ่นท่ีแบบตรงไปข้างหน้าอย่างน้อย 75% และ 

ท�ำการเจือจางน�้ำเช้ือโดยสูตรน�้ำยาเจือจางพื้นฐาน 

(Tris 3.02 g, Citric 1.65 g, Fructose 1.25 g, Egg 

yolk 20 ml, Glycerol 4-8 ml, Distill Water 65-69 ml; 

รวม 100 ml) โดยแบ่งออกเป็น 6 กลุ่ม ดังนี้ กลุ่มที่ 1 

(ใช้ไข่แดงของไก่ และ ระดับกลีเซอรอล 4%) กลุ่มที่ 2 

(ใช้ไข่แดงของไก่ และ ระดับกลีเซอรอล 6%) กลุ่มที่ 3 

(ใช้ไข่แดงของไก่ และ ระดับกลีเซอรอล 8%) กลุ่มที่ 4 

(ใช้ไข่แดงของเป็ด และ ระดับกลีเซอรอล 4 %) กลุ่มที่ 

5 (ใช้ไข่แดงของเป็ด และ ระดับกลีเซอรอล 6%) กลุ่ม

ที่ 6 (ใช้ไข่แดงของเป็ด และ ระดับกลีเซอรอล 8 %) 

ผสมในน�้ำยาเจือจาง จากนั้นท�ำการบรรจุน�้ำเชื้อใส่ใน

หลอดน�้ำเชื้อขนาด 0.25 มิลลิลิตรที่ความเข้มข้น 20 

ล้านตวัต่อมลิลลิติรและท�ำการลดอุณหภมู ิจาก 37 oC 

จนกระทั่งถึง 4 oC ในเครื่องควบคุมอุณหภูมิเป็นเวลา 

4 ชั่วโมง น�ำหลอดน�้ำเชื้อมาลดอุณหภูมิ -120 oC เป็น

เวลา 10 นาที โดยใช้วิธีการการอังไอไนโตรเจนเหลว 

ซึ่งให้ระดับตะแกรงท่ีรองหลอดน�้ำเชื้อ สูงจากระดับ

ไนโตรเจน 4 เซนตเิมตร การเกบ็หลอดบรรจนุ�ำ้เชือ้เกบ็

ไว้ในถังไนโตรเจนที่อุณหภูมิ-196 oC 

การตรวจประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อภายหลังการท�ำ

ละลาย

การตรวจประเมนิด้วยเครือ่ง HT CASA II animal 

Breeder II version 12.0 (Hamilton-Thorne) ได้

ท�ำการสุ่มและเก็บตัวอย่างน�้ำเชื้อท่ีท�ำการรีดจ�ำนวน 

3 ตัวๆ ละ 3 ครั้ง ท�ำการประเมินคุณภาพน�้ำเชื้อภาย

หลงัท�ำการละลายโดยได้ท�ำการตรวจสอบคณุภาพน�ำ้

เชื้อโคในวันที่ 14 หลังการผลิตน�้ำเชื้อแช่แข็ง โดย

ประเมิน 1) ผลต่อวิถีการเคลื่อนท่ีของอสุจิ 2) ผลต่อ

ลกัษณะและค่าสมัประสิทธิก์ารเคลือ่นที ่3) ความยาว

และพื้นท่ีส่วนหัวของอสุจิ และการตรวจประเมินร้อย

ละของอสุจิท่ีมีชีวิต และความสมบูรณ์ของอะโคโซม 

ท�ำการตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ได้แก่ 1) ร้อยละ

ของอสุจทิีเ่คลือ่นทีต่รงไปข้างหน้า โดยการอุ่นน�ำ้เช้ือที่ 

37 ºC เป็นเวลา 30 นาที หยดน�้ำเชื้อบนแผ่น slide ที่

อุณหภูมิ 37 ºC ประเมินการเคลื่อนที่แบบตรงไปข้าง

หน้า โดยนับอสุจิ คร้ังละ 20 ตัว แยกเป็นกลุ่มท่ี

เคลือ่นท่ีแบบตรงไปข้างหน้า และกลุม่ทีไ่ม่เคลือ่นและ

เคลือ่นทีแ่บบไม่ตรง สุม่นบัหลายพ้ืนท่ีจนครบ 300 ตวั 

ค�ำนวณเป็นร้อยละ 2) การประเมินร้อยละของอสุจิมี

ชีวิต ด�ำเนินการโดย หยดน�้ำเชื้อเจือจางในหลอด

ทดลองขนาดจุ 5 มิลลิลิตร จ�ำนวน 1 หยด และหยดสี 

nigrosin-eosin 2 หยด (nigrosin 5 กรัม และ eosin 1 

กรัม ในสารละลาย Na-citrate 100 มิลลิลิตร) จุ่มใน

น�้ำอุ่น 37ºC เป็นเวลา 3 นาที ดูดส่วนผสมหยดลงบน 

slide ที่สะอาด จากนั้น ท�ำการ smear เป่าให้แห้งด้วย

อุปกรณ์เป่าลมร้อน ประเมินร้อยละของอสุจิท่ีไม่ติดสี 

(อสุจิมีชีวิต) จ�ำนวน 2 slide แต่ละ slide ไม่ต�่ำกว่า 
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200 ตัว ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก�ำลังขยาย 100X 

3) การประเมินความสมบูรณ์ของอะโครโซมใช้ slide 

เดยีวกบัในข้อ 2 ท�ำการประเมนิภายใต้กล้องจลุทรรศน์ 

ก�ำลังขยาย 1000X อสุจิมีชีวิตที่มีขอบอะโครโซมปกติ 

จะไม่ติดสี และขอบอะโครโซมบริเวณหัวจะเรียบไม่มี

รอยรั่วบุบสลาย ตามวิธีการของ เทวินทร์ และคณะ 

(2558)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ข้อมูลที่ได้จากการทดลองทั้งหมดมาวิเคราะห์

ความแปรปรวนแบบ Analysis of Variance (ANOVA) 

และทดสอบหาอิทธิพลเนื่องจากปัจจัยที่เกิดจากชนิด

ของไข่แดง ท�ำการวิเคราะห์โดยใช้ GLM procedure 

of SAS (2001) และการทดสอบความแตกต่างระหว่าง

กลุ่มทดลองโดยใช้ Duncan’s New Multiple Range 

Test (Steel et al., 1997)

ผลการศึกษา 

ร้อยละการเคลื่อนที่ไปข้างหน้า อสุจิที่มีชีวิตและ

ความสมบูรณ์ของอะโครโซม

ผลการศึกษาพบว่าค่าร้อยละการเคล่ือนท่ีไปข้าง

หน้าใน กลุม่ทีเ่สริมไข่แดงของไข่ไก่ร่วมกับ 8% กลเีซอ

รอลมีค่ามากที่สุด รองมาคือ กลุ่มที่ 1 (ไข่ไก่ + กลีเซ

อรอล 4%) และ 4 (ไข่เป็ด + กลีเซอรอล 4%) และมี

ร้อยละที่ลดลงในกลุ่มที่ 5 (ไข่เป็ด + กลีเซอรอล 6%) 

และ 6 (ไข่เป็ด + กลเีซอรอล 8%) ตามล�ำดบั (Table 1) 

Table 1 	 Effect of chicken and duck egg yolk and glycerol concentrations in extender on sperm motion 
characteristic of post thaw bull semen (mean ± SEM)

Parameters (%)
20 % egg yolk (chicken) 20 % egg yolk (duck)

4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol 4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol

Progressive motility 14.60 ± 0.006b 10.30 ± 0.002c 17.90 ± 0.004a 14.60 ± 0.004b  5.50 ± 0.005d  3.40 ± 0.005e

Viability 32.67 ± 2.60c 41.00 ± 4.73bc 55.67 ± 1.45a 29.67 ± 3.44c 38.67 ± 5.46c 49.67 ± 3.84ab

Acrosomal integrity 27.00 ± 2.31c 31.00 ± 1.15c 59.67 ± 4.98a 45.67 ± 3.84b 49.67 ± 3.84ab 56.67 ± 2.60a

a, b, c, d, e Within a row, means with different superscripts differ (P<0.05)

สูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเช้ือท่ีมีไข่แดงของไข่ไก่และ

ไข่เป็ดร่วมกับกลีเซอรอลที่ระดับ 8% ส่งผลให้ค่าร้อย

ละของอสุจิที่มีชีวิตมีค่ามากกว่า (P<0.05) เม่ือเทียบ

กับกลุ่มสูตรน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อที่มีไข่แดงของไข่ไก่

ร่วมกับกลีเซอรอลที่ระดับ 4% และไข่เป็ดร่วมกับ

กลีเซอรอลที่ระดับ 4 และ 6% แต่เมื่อเทียบไข่เป็ดร่วม

กบักลเีซอรอลทีร่ะดบั 8% ไม่พบความแตกต่างกบัเมือ่

เทียบกับไข่ไก่ร่วมกับกลีเซอรอลที่ระดับ 6% ในขณะที่

ค่าความสมบูรณ์ของอะโครโซมพบว่ากลุ่มที่ใช้ไข่แดง

ของไข่ไก่และไข่แดงของไข่เป็ดร่วมกับกลีเซอรอล 8% 

มีค่าร้อยละความสมบูรณ์ของอะโครโซม (P<0.05) 

สูงกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (Table 1)

ความเร็วในการเคลื่อนที่

ผลการศึกษากลุ่มท่ีเสริมไข่แดงของไข่ไก่ร่วมกับ

กลีเซอรอลที่ระดับ 8% และไข่แดงของไข่เป็ดร่วมกับ

กลีเซอรอลที่ระดับ 8% ในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อพบว่ามี

วถิกีารเคลือ่นทีแ่บบเฉลีย่ (Motile VAP, Average path 

velocity) วิถี เคล่ือนท่ีแบบตรง (Moti le VSL, 

Straight-line velocity) และวิถีการเคลื่อนที่แบบโค้ง 

(Motile VCL, Curvilinear velocity) สูงกว่าในกลุ่มอื่น

ท่ีเสริมด้วยไข่แดงของไข่ไก่ร่วมกับกลีเซอรอลท่ีระดับ 

4 และ 8 % และกลุ่มที่เสริมด้วยไข่แดงของไข่เป็ดร่วม

กับกลีเซอรอลที่ระดับ 4 และ 6% อย่างมีนัยส�ำคัญ 

(P<0.05) ทางสถิติ (Table 2)
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ลักษณะและค่าสัมประสิทธิ์การเคลื่อนที่

ความกว้างด้านข้างของหวัในการเคลือ่นที ่Motile 

ALH (amplitude of lateral head displacement) พบ

ว่าอสจุใินน�ำ้ยาเจือจางทีม่ไีข่แดงของไข่เป็ดร่วมกบักลี

เซอรอลที่ระดับ 4% ดีกว่าระดับ 6 และ 8% และ ในไข่

ไก่ร่วมกบักลเีซอรอล ท้ัง 3 ระดบั แต่กลเีซอลรอลระดบั 

4 และ 6% ร่วมกับสูตรท่ีมีไข่แดงของไข่เป็ดและ ไก่

ไม่มีความแตกต่างกัน (P<0.05) 

Table 2 	Effect of chicken and duck egg yolk and glycerol concentrations in extender on sperm motile velocity 
of post thaw bull semen (mean ± SEM)

Parameters 20 % egg yolk (chicken) 20 % egg yolk (duck)
4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol 4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol

VAP 32.85±0.31c 39.18±0.21a 15.98±0.07d 32.85±0.38c 35.64±0.39b 38.67±0.21a

VSL 28.16±0.38c 33.96±0.32a 12.58±0.41d 28.16±0.38c 31.38±0.51b 33.08±0.41a

VCL 58.22±0.36c 70.2±0.58a 29.67±0.41d 58.22±0.57c 66.41±0.39b 70.38±0.50a

a, b, c Within a row, means with different superscripts differ (P < 0.05).

VAP (µm/s): velocity average path, VSL (µm/s): velocity straight line, VCL (µm /s): velocity curved line

Table 3	 Effect of chicken and duck egg yolk and glycerol concentrations in extender on sperm motile 
parameters of post thaw bull semen (mean ± SEM)

Parameters
20 % egg yolk (chicken) 20 % egg yolk (duck)

4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol 4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol
ALH  3.42 ± 0.24b  3.46 ± 0.29b  2.02 ± 0.02c  9.15 ± 0.32a 4.05 ± 0.28b  3.79 ± 0.09b

BCF  9.15 ± 0.09d 15.03 ± 0.32b 12.44 ± 0.23c  9.15 ± 0.10d 16.39 ± 0.17a  9.55 ± 0.20d

STR 19.4 ± 0.37a 19.32 ± 0.29a 13.62 ± 0.39b 19.44 ± 0.48a 19.78 ± 0.14a 19.96 ± 0.07a

LIN 20.63 ±0.39a 18.55 ± 0.20b 16.61 ± 0.19d 20.63 ± 0.23a 10.41 ± 0.24e 17.36 ± 0.18c

a, b, c, d, e Within a row, means with different superscripts differ (P < 0.05).

ALH (µm): amplitude of lateral head displacement, BCF (Hz): beat cross frequency, STR (%): straightness 

coefficient line, LIN (%): linearity coefficient

ส่วนลักษณะการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิพบว่าอสุจิ

ในน�ำ้ยาเจอืจางทีม่ไีข่แดงของไข่เป็ดร่วมกบักลเีซอรอล

ระดับ 6% เป็นองค์ประกอบมค่ีาลกัษณะ BCF มหีน่วย

เป็น Hz (ลกัษณะความถีท่ี่หวัตวัอสจิุส่ายไปมาในขณะ

เคลื่อนที่) สูงกว่าอสุจิในน�้ำยาเจือจางที่มีไข่แดงของ

เป็ดร่วมกบักลเีซอรอล ระดบั 4 และ 8% และ ไข่ไก่ร่วม

กับกลีเซอรอลทั้ง 3 ระดับ (Table 3)

ความยาวและพื้นที่ส่วนหัว

ความยาวและพื้นท่ีส่วนหัวภายหลังละลายของ

อสุจิพบว ่าจากการเสริมไข ่แดงของไก ่ร ่วมกับ

กลีเซอรอล 4% และการเสริมไข่แดงเป็ดร่วมกับ

กลีเซอรอล 4% ดีกว่าการเสริมไข่แดงของเป็ดและไก่

ร่วมกับกลีเซอรอลที่ 6 และ 8% อย่างมีนัยส�ำคัญ 

(P<0.05) (Table 4)
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วิจารณ์

จากงานทดลองที่พบว่าในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อท่ี

มีไข่แดงของไก่ร่วมกับกลีเซอรอลที่ระดับ 8% มีค่า

ร้อยละการเคลือ่นทีไ่ปข้างหน้าสงูทีส่ดุ และมีค่าสูงกว่า

ในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อที่มีไข่แดงของเป็ดร่วมกับ

กลีเซอรอลในทุกระดับซึ่งแตกต่างจากการศึกษาของ 

El-Shamaa et al. (2008) ที่รายงานว่า เมื่อพิจารณา

การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของน�้ำเช้ือแช่แข็งหลังละลาย

แล้วเห็นว่าในน�้ำยาเจือจางน�้ำเช้ือแช่แข็งที่มีการใช้ไข่

แดงเป็ดมีร้อยละการเคลื่อนไหวหมู่สูงกว่าการใช้ไข่

แดงของไข่ไก่อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติท้ังสามระดับ

คือ 10 15 และ 20% และการทดลองของ Bathgate 

et al. (2006) ที่รายงานว่า น�้ำเช้ือสุกรท่ีเจือจางด้วย

น�้ำยาเจือจาง egg yolk tris ที่มีไข่แดงของไข่เป็ดและ

ไข่นกกระทาเป็นองค์ประกอบมีการเคลื่อนที่ของตัว

อสุจิสูงกว่าน�้ำเชื้อสุกรที่เจือจางด้วยน�้ำยาเจือจางน�้ำ

เชือ้ egg yolk tris ทีม่ไีข่แดงของไข่ไก่ ซึง่อาจเป็นไปได้

ว่าเกิดจากมีความแปรปรวนในเร่ืององค์ประกอบไข่ 

ชนดิ สายพนัธุ ์และอาหารทีเ่ลีย้ง ต่างเป็นปัจจัยทีท่�ำให้

องค์ประกอบของไข่สตัว์ปีกชนิดต่างๆ มคีวามแตกต่าง

กัน (Scheideler et al., 1998) ทั้งนี้ เนื่องจาก

องค์ประกอบของไข่ ได้แก่ cholesterol, fatty acids 

และ phospholipids ล้วนแล้วแต่มหีน้าทีป่กป้องเซลล์

อสุจิจากความเย็น และเมื่อมีการเปลี่ยนระดับของกลี

เซอรอลจึงส่งผลให้ระดับความสามารถในการปกป้อง

ตัวอสุจิได้ในระดับท่ีแตกต่างกัน (เทวินทร์ และคณะ, 

2558) 

จตุพร อภชิยั (2009) ท่ีได้รายงานว่า ภายหลังการ

ท�ำละลาย ความสมบรูณ์ของอะโครโซมของตวัอสจุใิน

น�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้เชือ้ท่ีมไีข่แดงของเป็ด มคีวามสมบรูณ์

มากกว ่าตัวอสุจิ ในน�้ ำยาเจือจางที่มี ไข ่ ไก ่ เป ็น

องค์ประกอบ แต่ในการศกึษาครัง้นีพ้บว่าภายหลังการ

ละลายในน�ำ้ยาเจอืจางน�ำ้เชือ้ท่ีมไีข่แดงของไก่ร่วมกบั

กลีเซอรอลที่ระดับ 8% มีความสมบูรณ์ของอะโครโซม

ไม่แตกต่างกันที่ตัวอสุจิในน�้ำยาเจือจางที่มีไข่เป็ดเป็น

องค์ประกอบร่วมกับกลีเซอรอลที่ระดับ 6 และ 8% 

แต่ในน�้ำยาเจือจางน�้ำเชื้อที่มีไข่แดงของไก่ร่วมกับ

กลีเซอรอลที่ระดับ 4 และ 6% มีความสมบูรณ์ของอะ

โครโซมต�่ำที่สุด ซึงอาจเน่ืองจากมีความแปรปรวนใน

เรือ่งองค์ประกอบไข่ ซึง่อาจเป็นไปได้ว่า ชนดิ สายพนัธุ์ 

และอาหารที่เลี้ยง ต่างเป็นปัจจัยที่ท�ำให้องค์ประกอบ

ของไข ่สัตว ์ป ีกชนิดต ่างๆ มีความแตกต ่างกัน 

(Scheideler et al., 1998)

ซึ่งสอดคล้องกับ Papa et al. (2015) รายงานว่า 

น�้ำเชื้อแช่แข็งที่มีส่วนผสมของไข่แดงและกลีเซอรอล

จะส่งผลให้ค่า VCL สูงกว่ากลุ่มที่ไม่มีกลีเซอรอล แต่

อย่างไรก็ตาม ค่าที่ได้โดยการใช้โปรแกรมในการ

วิเคราะห์พบว่าให้ผลท่ีมีความแม่นย�ำและรวดเร็ว 

(Rijsselaere et al., 2005) แต่ควรวิเคราะห์ร่วมกับวิธี

ด้ังเดิมท่ีประเมินผลด้วยกล้องจุลทรรศน์เน่ืองจากค่า 

VAP และ VCL ทีไ่ด้จากการค�ำนวณอาจลดลงภายหลงั

ผ่านไปหนึ่งชั่วโมงหลังท�ำละลาย Tretipskul et al. 

(2010) ท�ำให้ค่าที่ได้อาจไม่มีความถูกต้องเพียงพอ 

Table 4 	Effect of chicken and duck egg yolk and glycerol concentrations in extender on motile elongation and 
area of sperm of post thaw bull semen (mean ± SEM)

Parameters 20 % egg yolk (chicken) 20 % egg yolk (duck)
4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol 4% Glycerol 6% Glycerol 8% Glycerol

Motile elongation 
0.22 ± 0.003a 0.17±0.002d

0 . 1 1  ± 

0.002e
0.22 ± 0.002a 0.19 ± 0.002b 0.18±0.002c

Motile area 6.96 ± 0.030a 5.81±0.120c 3.21 ± 0.080d 6.96 ± 0.030a 6.07 ± 0.010b 5.62±0.160c

a, b, c, d, e Within a row, means with different superscripts differ (P<0.05).
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นอกเหนือจากน้ัน Peña et al. (2003) ได้กล่าวถึง

กระบวนการทีท่�ำให้อสจุพิร้อมปฏิสนธ ิ(capacitation) 

ภายหลังการท�ำละลายน�้ำเชื้อแช่แข็งส่งผลให้ค่า VCL 

และ ALH ลดลงซึ่งไม่เกี่ยวข้องกับโดยตรงกับอิทธิพล

เนื่องมาจากชนิดของไข่แดงและระดับของกรีเซอรอล 

กระบวนการทีท่�ำให้อสจุพิร้อมปฏิสนธ ิ(capacitation) 

ภายหลังการท�ำละลายน�้ำเช้ือแช่แข็งส่งผลให้ค่า LIN 

เพิ่มขึ้น ซึ่งไม่เกี่ยวข้องกับโดยตรงกับอิทธิพลเนื่องมา

จากชนดิของไข่แดงและระดบัของกรเีซอรอล (Peña et 

al., 2003) รายงานถึงค่าของ sperm velocities (VAP 

VSL และ VCL) ท่ีลดลงส่งผลต่อค่าการเคลื่อนที่ของ

อสุจิที่ลดลงและร้อยละอสุจิที่เคลื่อนที่ผิดปรกติท่ีมาก

ขึ้นและส่งผลต่อการผสมติดคร้ังแรกท่ีต�่ำ Ban et al. 

(1999) รายงานถึงค่า VCL และ ALH 

กวินท์ และคณะ (2556) ได้รายงานว่า ถ้าหากหัว

ของเซลล์อสุจิมีความยาวมากจะท�ำให้ค่าคะแนนการ

เคลื่อนที่แบบกลุ่ม สูง แต่ถ้าหัวของเซลล์อสุจิ มีความ

ยาวน้อยจะท�ำให้ค่าคะแนนการเคลื่อนที่แบบกลุ่มต�่ำ

สอดคล้องกับความสัมพันธ์ เชิงบวกระหว่างการ

เคลือ่นทีแ่บบกลุม่กบั elongation ซ่ึงเป็นตวับ่งชีรู้ปร่าง 

(shape) ของเซลล์อสุ จิ  ในมิติแบบกลมรี หรือ 

elongated head ทั้งนี้เนื่องจากอสุจิที่มีรูปร่างกลมรี

หรือกลมค่อนข้างยาว จะมีความต้านทานในการ

เคลื่อนที่ต�่ำ ทําให้อสุจิมีการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าได้ดี

กว่า อสุจิที่มีความยาวส่วนหัวน้อยกว่า

สรุป

จากการศึกษาในคร้ังนี้ พบว่าการสูตรน�้ำยาเจือ

จางน�้ำเชื้อโคที่มีส่วนผสมของไข่แดงของไก่ร่วมกับกลี

เซอรอลที่ระดับ 8% ส่งผลดีต่อคุณภาพน�้ำเชื้อแช่แข็ง

ภายหลงัการท�ำละลายเมือ่ประเมนิจากค่าการเคลือ่นที่

ไปข้างหน้า ร้อยละของอสุจิมีชีวิตและความสมบูรณ์

ของอะโครโซม แต่อย่างไรก็ตาม ยังไม่พบความ

สอดคล้องกันระหว่างผลของวิถีเคลื่อนที่ของอสุจิ

ลกัษณะและค่าสมัประสทิธิก์ารเคลือ่นทีค่วามยาวและ

พื้นที่ส่วนหัวของอสุจิ 
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