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บทคัดยอ: การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือเปรียบเทียบการเสริมกรดอะมิโนกลูตามีน ไกลซีน และอะลานีน ที่ระดับ 25 และ 50 มิลลิ
โมล ในนํ้ายาเจือจางน้ําเชื้อ Egg Yolk Tris (EYT) ตอคุณภาพน้ําเชื้อโคนมแชแข็ง วางแผนการทดลองแบบสุมสมบูรณภายในกลุม 
(RCBD) ใชพอโคนมพันธุโฮลสไตน-ฟรีเชี่ยนจํานวน 4 ตัว (บล็อก) ทําการรีดน้ําเชื้อสัปดาหละ 1 วัน เปนเวลา 5 สัปดาห (ซ้ํา) ในแตละ
สัปดาหน้ําเชื้อของพอพันธุโคนมถูกแบงออกเปน 7 สวนเพื่อตามทรีตเมนตของแผนการทดลอง ไดแก กลุมควบคุม เสริม กลูตามีน 
ไกลซีน  และ อะลานีน ที่ระดับ 25 และ 50 มิลลิโมล ประเมินคุณลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิของน้ําเชื้อแชแข็งดวย Computer 
Assisted Semen Analysis (CASA)  พบวา น้ําเชื้อที่เสริมกรดอะมิโนทั้งสามชนิด คือ อะลานีน กลูตามีน และไกลซีน มีอัตราการ
เคลื่อนที่ของอสุจิรอยละ 47.43 ± 2.81, 47.05 ± 2.68 และ 46.33±2.68 ตามลําดับ สูงกวากลุมควบคุมที่ไมเสริมกรดอะมิโนที่มีอัตรา
การเคลื่อนที่ของอสุจิรอยละ 33.10±3.52 อยางมีนัยสําคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) และเมื่อวิเคราะหลักษณะความสมบูรณของเยื่อหุม
เซลและอะโครโซมของอสุจิภายหลังการแชแข็งดวย flow cytometer พบวา อสุจิกลุมที่เสริมอะลานีนมีความสมบูรณของเยื่อหุมเซล
และอะโครโซม (LAI) (รอยละ 37.10±2.11) สูงกวากลุมที่ไมเสริมกรดอะมิโน (รอยละ 27.04±3.01) อยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05)  
สวนกลุมที่เสริมกลูตามีนและ ไกลซีน มีคารอยละ 33.43 ±2.09 และ 32.27 ±2.36  ตามลําดับ สําหรับระดับการเสริมกรดอะมิโนทั้งสาม
ชนิดที่ 25 และ 50 มิลลิโมล ใหอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05)  ผลจากการศึกษาแสดงวา
การเสริมกรดอะมิโนทั้งสามชนิดในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ EYT สามารถชวยเพิ่มคุณภาพของน้ําเชื้อโคนมภายหลังการแชแข็ง โดยการ
เสริมกรดอะมิโนอะลานีนที่ระดับ 25 มิลลิโมล ใหอัตราการเคลื่อนที่ ความสมบูรณของเยื่อหุมเซลและอะโครโซมของอสุจิมีคาสูงสุด  
คําสําคัญ : กลูตามีน, ไกลซีน, อะลานีน, โคนม, น้ําเชื้อแบบแชแข็ง 
 

Abstract: This study was performed to evaluate the effects of glutamine, glycine and alanine added in Egg Yolk Tris (EYT) 

extender on cryopreservation of dairy bull semen. Semen was collected at five weekly intervals from four mature crossbreed 

Holstein-Friesian bulls. Each bull’s semen sample (n=4) was divided to 7 aliquots: non-amino acid treated (control) and 

supplemented with 25 and 50 mM of glutamine, glycine and alanine. All amino acid treated groups, 25 and 50 mM glutamine, 

glycine and alanine, showed highly significant (P<0.01) post-thawing sperm motility (47.05 ± 2.68, 46.33 ± 2.68 and 47.43 ± 

2.81% respectively), compared to the control group (33.10 ± 3.52%). Among the groups that received 25 and 50 mM of 

glutamine, glycine and alanine, there were no significant differences in post-thawing sperm motility (P>0.05). Additionally, the

statistically significant sperm membrane and acrosome integrity as live-acrosome intact (LAI) was observed only in the alanine 
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added group, as compare to the control (37.10 ± 2.11 vs 27.04 ± 3.01%). The glutamine and glycine added showed intermediate 

response (33.43 ± 2.09 and 32.27 ± 2.36% respectively). The results from this study indicated that addition of glutamine, glycine

and alanine in EYT extender enhanced post-thaw motility and improved membrane and acrosome integrity of dairy bull’s frozen 

semen. Of all amino acids addition, the 25 mM of alanine showed the highest response. 

Keywords:  Alanine, glutamine, glycine, Cattle frozen semen 

 
บทนํา 

 
 ในสภาวะที่อุณหภูมิตํ่ากวาจุดเยือกแข็ง มีผู

คนพบวาเซลลพืชและสัตวมีการสะสมกรดอะมิโนเพิ่มขึ้น
โดยมีบทบาทชวยลดความเสียหายจากอุณหภูมิ (Kruuv 
and Glofcheski, 1992) ตอมามีการศึกษาผลของการใช
กรดอะมิโนเพื่อชวยลดความเสียหายจากกระบวนการแช
แข็งน้ําเชื้อพอพันธุสัตวในหลายชนิด El-sheshtawy et al. 
(2008) ทําการศึกษาในกระบือพบวาการเติม กลูตามีน 
ไกลซีน อะลานีน และ ซิสเตอีน มีผลทําใหคุณภาพน้ําเชื้อ
ภายหลังการแชแข็งแตกตางกัน โดย ไกลซีน ที่ความ
เขมขน 25 มิลลิโมล สามารถรักษาความสมบูรณของอะ
โครโซมไดดีที่สุดคือ 61.30 % จากน้ํายาเจือจางปกติที่
ไมไดเสริมซึ่งมีความสมบูรณของอะโครโซม 50.30 %  
ในขณะที่ กลูตามีนที่ ระดับ 25 มิลลิโมล สามารถเพิ่ม
อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิเปน 42.50% เมื่อเปรียบเทียบ
กับน้ํายาเจือจางที่ไมไดเสริมมีอัตราการเคลื่อนที่ 32.50 % 
แตเมื่อเพิ่มถึงระดับ 100 มิลลิโมลกลับลดอัตราการ
เคลื่อนที่ลง และ Khlifaoui et al. (2005) รายงานการใช 
กลูตามีน 50 มิลลิโมลรวมกับ กลีเซอรอล 2.5 % สามารถ
เพิ่มคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งมาใหดีขึ้นเมื่อเทียบกับน้ํายา
เจือจางน้ําเชื้อที่ไมไดเสริม Kundu et al., 2001 พบวาเม่ือ
ใช อะลานีนขนาด 135 มิลลิโมลมีประสิทธิภาพมากที่สุด
ในการเพิ่มอัตราการเคลื่อนที่ของน้ําเชื้อแพะ หรือการใชก
ลูตามีนที่ 80 มิลลิโมล สามารถเพิ่มอัตราการเคลื่อนที่ของ
อสุจิมนุษยและอสุจิมาภายหลังการแชแข็ง (Renard et 
al., 1996; Scanchez-Partidata et al., 1992) แสดงวา
การเสริมกรดอะมิโนสามารถเพิ่มคุณภาพน้ําเชื้อสัตวหลัง
การแชแข็งไดหลายชนิดแตการเสริมอาจมีระดับที่จํากัด
แตกตางกัน  

ดังนั้นการเสริมกรดอะมิโน กลูตามีน ไกลซีน 
และ อะลานีน  ในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อโคนมเพื่อทําหนาที่
เปนสารเสริมรวมกับไขแดงและกลีเซอรอล อาจชวยใหมี
ตัวอสุจิมีชีวิตรอดมากขึ้นและสามารถเพิ่มประสิทธิภาพ
ในการปองกันความเสียหายของอสุจิจากกระบวนการ 
แชแข็งได ทําใหสามารถเพิ่มคุณภาพน้ําเชื้อภายหลังการ
แชแข็ง 
 

วิธีการศึกษา 
 

ศึกษาอัตราการเคลื่อนที่ ความเร็ว ลักษณะการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ  และความสมบูรณของอะโครโซมอสุจิ
หลังการแชแข็ง โดยรีดเก็บน้ําเชื้อพอโคนมลูกผสม
โฮลสไตน-ฟรีเชี่ยนอายุประมาณ 3-5 ปจํานวน 4 ตัว ของ
ศูนยผลิตน้ําเชื้อแชแข็งพอพันธุผสมเทียมลําพญากลาง 
กรมปศุสัตว  จ.ลพบุรี ระยะเวลาในการศึกษา ระหวาง
เดือนพฤศจิกายน 2552 ถึง สิงหาคม  2553 วางแผน 
การทดลองแบบสุมสมบูรณภายในกลุม (RCBD) โดย
กําหนดใหชนิดและขนาดของกรดอะมิโนเปนทรีตเมนต 
และพอพันธุโคเปนบล็อก รีดเก็บน้ําเชื้อติดตอกันเปนเวลา 
5 สัปดาหๆละครั้ง นําน้ําเชื้อที่มีอัตราการเคลื่อนที่ของตัว
อสุจิอยางนอย 70 % ไปใชในงานวิจัย แบงน้ําเชื้อสดโค
เปน 7 สวน ปริมาตรเทาๆกัน เติมน้ํายาเจือจางพื้นฐาน 
EYT ที่มีสวนประกอบของไขแดง 20 % และกลีเซอรอล 7 
% ในน้ําเชื้อ ตามทรีตเมนตดังนี้ 1. กลุมควบคุมเติมน้ํายา
เจือจาง EYTไมเสริมกรดอะมิโน 2.เสริม กลูตามีน 25 mM 
3.เสริมกลูตามีน 50 mM 4. เสริม ไกลซีน 25 mM 5. เสริม 
ไกลซีน 50 mM 6. เสริม อะลานีน 25 mM และ 7. 
เสรมิอะลานีน 50 mM  
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รวบรวมน้ําเชื้อที่เจือจางทุกทรีตเมนตในตูเย็นที่
อุณหภูมิ 4oซ เปนเวลา 4 ชั่วโมง บรรจุน้ําเชื้อในหลอดน้ํา
เชื้อ French ministraws 0.25 มล. ดวยเครื่องบรรจุน้ําเชื้อ 
(Type machine  MRS3, IMV, France) ทําการแชแข็ง
น้ําเชื้อดวยเครื่องแชแข็งน้ําเชื้ออัตโนมัติ (Digitcool 5300, 
with 900 HP program 3T Software, IMV, France) และ
เก็บไวใตระดับไนโตรเจนเหลว ภายหลังแชแข็ง 24 ชม. ทํา
การสุมน้ําเชื้อแชแข็งมาละลายดวยน้ําอุนท่ีอุณหภูมิ 37 
OC นาน 30 วินาที ตรวจวิเคราะหการเคลื่อนที่ดวยเครื่อง 
CASAโปรแกรม IVOS motility analyzer version 12.3 
(Hamilton-Thorne, Biosciences, MA, USA) ตรวจ
ความสมบูรณของเยื่อหุมเซลลอสุจิและอะโครโซม โดย
การยอมตัวอสุจิดวยสี FITC-PNA/PI และวิเคราะหดวย
เครื่อง flow cytometer รวบรวมขอมูลคาตัวชี้วัดตางๆ
นํามาวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และวิเคราะห
ความแตกตางของคาเฉลี่ยตัวชี้วัดดวยวิธี DNMRT  

 

ผลการศึกษาและวิจารณ 
 

การศึกษาเปรียบเทียบคุณภาพน้ําเชื้อแชแข็งพอ
พันธุโคนมที่เจือจางดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ Egg Yolk 
Tris ที่เสริมกรดอะมิโนกลูตามีน ไกลซีน และอะลานีน ที่ 
25 และ 50 มิลลิโมล ภายหลังการแชแข็ง และนําน้ําเชื้อ
แชแข็งที่ไดมาละลายดวยน้ําอุนที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส เปนเวลา 30 วินาที พบวาอัตราการเคลื่อนที่ของ
อสุจิในกลุมที่เสริม  กลูตามีน ไกลซีน และอะลานีน ที่ 25 
และ 50 มิลลิโมล มีอัตราการเคลื่อนที่สูงกวากลุมที่ไมได
เสริม (P<0.01) สวนลักษณะในการเคลื่อนที่ และความเร็ว
ในการเคลื่อนที่ไมแตกตางกันทางสถิติ สวนความเร็วและ
ลักษณะการเคลื่อนที่ของอสุจิไมแตกตางกันทางสถิติ 
(Table 1)  

เมื่อตรวจลักษณะความสมบูรณของเยื่อหุม
เซลลและอะโครโซมดวยเครื่อง flow cytometer พบวา
เมื่อเจือจางน้ําเชื้อดวยน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ EYT ที่เสริมอะ

  Table 1 Post-thawing sperm quality parameter were examined by CASA. 
 

Sperm quality 
parameter 

 
control 

Post-thawing semen in EYT supplement  
glutamine glycine alanine SEM 

25 mM 50 mM 25 mM 50 mM 25 mM 50 mM  
Motility (%) 33.10 a  47.15 b  46.90 b   45.70 b   46.95 b   48.95 b   45.90 b   3.15 
Progressive motility 
(%) 

24.11  27.55  26.74  27.32  28.37  28.90  26.05  1.86 

velocity          
VAP (µm/s) 82.54  80.32  79.52  80.14  81.72  82.50  81.00  1.76 
VSL (µm/s) 66.79  64.13  63.34  63.93  65.27  65.36  64.13  1.08 
VCL (µm/s) 137.82  135.21  135.02  134.01  136.62  138.02  137.01  3.34 
Kinetic movement         
ALH (µm) 6.23  6.38  6.49  6.39  6.29  6.50  6.47  0.11 
BCF (HZ) 25.88  25.49  24.91  25.67  25.86  24.62  25.84  0.43 
STR (%) 80.05  79.30  78.74  79.16  78.89  78.30  78.15  0.68 
LIN (%) 49.58  48.65  47.89  48.79  48.74  48.35  47.70  0.61 

ab means with different alphabetical superscripts in row are significantly different (P<0.01) 
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ลานีนที่ 25 มิลลิโมล อสุจิมีเยื่อหุมเซลลและอะโครโซม
สมบูรณ (LAI) สูงที่สุด คือรอยละ 37.73 เมื่อเปรียบเทียบ
กับกลุมที่ไมเสริมกรดอะมิโนและเสริมกรดอะมิโนกลูตา
มีน 25 และ 50 มิลลิโมล ไกลซีน 25 และ 50 มิลลิโมล 
และ อะลานีนที่ 50 มิลลิโมล (27.04, 34.63, 32.22, 
32.03, 32.51 และ 36.47   ตามลําดับ) สวนอสุจิที่เยื่อหุม
เซลลและอะโครโซมเสียหาย (DAD) กลุมที่ไมไดเสริม
กรดอะมิโนมีคาสูงกวากลุมที่เสริมกรดอะมิโน (Table 2) 

แมวากลไกในการชวยปองกันอสุจิจากการแช
แข็งของกรดอะมิโนจะยังไมแนชัดแตจากหลายรายงาน
อธิบายวาอาจเนื่องจากโมเลกุลของกรดอะมิโนสามารถ
จบักับชั้น ฟอสโฟไลปดของเยื่อหุมเซลลอสุจิลดผลกระทบ
จากการเปลี่ยนแปลงแรงดันออสโมติก (Kundu et al., 
2001) ลดการสะสมของ กรดแลคติก (Filpse and Almquist, 
1956) ปองกันการเกิดบาดแผลของเยื่อหุมอสุจิ (Rudolph 
and Crowe, 1985) และลดการเกิด ไฮโดรเจนเปอรออกไซด
ซึ่งทําใหอสุจิมีอัตราการเคลื่อนที่ตํ่า (Bilodeau et al., 2001) 

ขอเสนอแนะจากการศึกษาครั้งนี้พบวาการเสริม
กรดอะมิโนทั้งสามชนิดในน้ํายาเจือจางน้ําเชื้อ EYT 
สามารถชวยเพิ่มคุณภาพของน้ําเชื้อโคนมภายหลังการแช
แข็งได โดยการเสริมกรดอะมิโนอะลานีนที่ระดับ 25 มิลลิ
โมลซึ่งเปนปริมาณที่นอย เนื่องจากกรดอะมิโนบริสุทธิ์มี
ราคาคอนขางสูง และเพื่อใหไดประโยชนสูงสุดทั้งในสวน
ของอัตราการเคลื่อนที่และความสมบูรณของอะโครโซม 
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 Table 2   Post-thawing sperm quality parameter were examined by Flow Cytometer.     
sperm membrane  

and  
acrosome integrity 

 
contro
l 
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25 mM 50 mM 25 mM 50 mM 25 mM 50 mM  
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KHON KAEN AGR. J. 38 SUPPLMENT : 53-57 (2010). 57

Rudolph, A.S., and J.H. Crowe, 1985. Mambrane 
stabilization during freezing: the role of two natural 
cryoprotectants, trehalose and proline. Cryobiology 
22: 367-377 

Scanchez-Partidata, L.G., W.M.C. Maxwell, L.G. Paleg and 
B.P. Setchell, 1992. Proline and glycine betaine in 
cryoprotective diluents for ram spermatozoa. 
Reproduction and fertility Development 4: 113-118.

 


