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 บทคัดย่อ 
   การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งพ่อพันธุ์โคหลังทำละลาย  จากการเจือจางด้วย

สารละลายน้ำเชื ้อโคแช่แข็งสูตร egg yolk tris glycerol (ETG) ที ่ม ีไข่แดงสด และไข่แดงผงท่ี 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ เป็น
ส่วนประกอบ  จากนั้นทำการรีดเก็บน้ำเชื้อจากพ่อพันธุ์โคเนื้อจำนวน 4 ตัว ตัวละ 4 ครั้ง แต่ละครั้งห่างกัน 1 สัปดาห์ แบ่งน้ำเช้ือ
ออกเป็น 3 ส่วน เพื่อเจือจางตามสูตรสารละลายท่ีต่างกันตามชนิดของไข่แดง กลุ่มท่ี 1 สารละลายน้ำเช้ือท่ีมีไข่แดงสด (EG) กลุ่มท่ี 2 
สารละลายน้ำเชื้อที่มีไข่แดงผง 10 เปอร์เซ็นต์ (10EP) และกลุ่มท่ี 3 สารละลายน้ำเชื้อที่มีไข่แดงผง 15 เปอร์เซ็นต์ (15EP) ทำการ
บรรจุน้ำเช้ือท่ีทำการเจือจางด้วยสารละลายท้ัง 3 สูตร ในหลอดน้ำเช้ือขนาด 0.25 ml และทำการปิดผนึก นำตัวอย่างน้ำเช้ือโคท่ีทำ
การแช่แข็งมาทำละลายที่หลังแช่แข็ง 24 ชั่วโมง เพื่อประเมินคุณภาพน้ำเชื้อทำการวิเคราะห์ด้วย เครื่อง CASA จากผลการทดลอง
พบว่า ในด้านเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหว (motile) น้ำเช้ือแช่แข็งพ่อพันธุ์โคท่ีเจือจางด้วยสารละลายน้ำเช้ือกลุ่ม EG ไข่แดงผง 10EP 
และ 15EP มีความแตกต่างอย่างไม่มีนัยสำคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive) ของ
กลุ่ม EG สูงกว่ากลุ่มไข่แดงผงทั้ง 2 กลุ่ม อย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) โดยมีค่าอยู่ท่ี 9.47 4.48 และ 4.36 เปอร์เซ็นต์ 
ตามลำดับ และในด้าน sperm velocity ค่าความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนท่ีของอสุจิ (VAP) ความเร็วในการเคลื่อนท่ีเป็นเส้นตรงของ
ตัวอสุจิ (VSL) และความเร็วในการเคลื่อนที่เป็นเส้นโค้งของตัวอสุจิ (VCL) ของกลุ่ม EG สูงกว่า กลุ่มไข่แดงผงทั้ง 2 กลุ่ม อย่างมี
นัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ไม่พบความแตกต่างทางสถิติในด้านเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหว และตัวอสุจิที ่ผิดปกติที่แช่แข็งใน
สารละลาย EG 10EP และ 15EP (P>0.05) จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า สารละลายน้ำเช้ือแช่แข็งท่ีมีส่วนประกอบของไข่แดงผง
ที่ระดับ 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ ไม่ส่งผลต่อการปรับปรุงคุณภาพน้ำเชื้อโคแช่แข็งในด้านเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าและ
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ 

คำสำคัญ 
สารละลายไข่แดงทริส  
สารละลายน้ำเชื้อ 
น้ำเชื้อโคแช่แข็ง 
ไข่แดงผง 

 

บทนำ 
การผสมเทียมได้เข้ามามีบทบาทสำคัญในการผลิตโคเน้ือ 

โดยเฉพาะในเรื่องของการปรับปรุงพันธุกรรมและผลผลิต เพื่อเป็นการ
ขยายพันธุ์สัตว์ที่มีพันธุกรรมที่ดีจำนวนเพิ่มมากขึ้นในเวลาอันรวดเร็ว  
การเก็บรักษาน้ำเชื้อโคมีความสำคัญในการรักษาคุณภาพของน้ำเชื้อไว้ 
เพื่อการเก็บรักษาที่ยาวนานและมีปริมาณอสุจิ  (spermatozoa) ที่มี
ชีวิตมากเพียงพอต่อการผสมติด น้ำเชื้อโคนิยมทำการจัดเก็บน้ำเชื้อโค
ในรูปแบบแช่แข็ง (frozen semen) โดยเก็บที่อุณหภูมิ -196 องศา
เซลเซียส ในไนโตรเจนเหลว กระบวนการผลิตน้ำเชื้อแช่แข็งมีขั้นตอน
การลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว จนทำให้เกิดความเสียหายต่อตัวอสุจิ  
ดังน้ันจึงต้องมีการใช้สารปกป้องการทำอันตรายตัวอสุจิจากการแช่แข็ง 
(cryoprotectants)  เพ ื ่อช ่วยป ้องก ันความเส ียหาย น้ี   ซ ึ ่ งสาร 
cryoprotectants ที ่นิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย คือ การใช้ไข่แดง
ร ่ ว มก ั บกล ี เ ซอ รอล  (egg yolk tris glycerol, egg yolk citrate 
glycerol) ซ่ึงในส่วนประกอบของสารละลายน้ำเชื้อโคแช่แข็ง ไข่แดงมี
ความสำคัญในการป้องกันเซลล์อสุจิ เพราะไข่แดงมีส่วนประกอบของ 

 
*Corresponding author 
E–mail address: sutisa.ma@ku.th (S. Majarune) 

Online print:  27 June  2024 Copyright © 2024. This is an open access article, production, and hosting by Faculty of Agricultural Technology, Rajabhat 

Maha Sarakham University. https://doi.org/10.14456/paj.2024.28 

phospholipid และ cholesterol ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการป้องกัน
เซลล์อสุจิจากการเกิดปฏิกิริยา cold shock (Mukul et al., 2015; 
Singh et al., 2015) อีกทั ้งไข่แดงยังมีองค์ประกอบของสารในกลุ่ม 
low-density lipoprotein (LDL) ที่สามารถป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิ
จากการเก ิดความเส ียหายในกระบวนการเก็บร ักษาน้ำเชื ้อได้  
(Manjunath et al., 2002) ความสำคัญในการเก็บร ักษาคุณภาพ
น้ำเชื้อก็เพื่อรักษาน้ำเชื้อให้มีคุณภาพดีในระยะเวลาที่ยาวนาน ทำให้
เพิ่มประสิทธิภาพในการผสมเทียมให้มีอัตราผสมติดที่เพิ่มขึ้น  แต่จาก
การใช้ไข่แดงสด (fresh egg yolk) มีข้อจำกัดคือ อาจไม่พบ LDL ใน
ส่วนประกอบของไข่แดง หรือมีอยู ่ในปริมาณที่ต่ำ ซึ ่งอาจส่งผลต่อ
ความเสียหายต่อตัวอสุจิของโคในระหว่างลดอุณหภูมิในการแช่แข็ง
น้ำเชื้อ (Amirat et al., 2005) การแยกไข่แดงจากไข่ไก่ ไข่เป็ดเพื่อใช้
ในการทำสารละลายเจือจางน้ำเชื้อ ต้องมีการแยกส่วนท่ีเป็นพิษต่อตัว
อสุจิออก โดยการแยกเปลือกนอก (outer shell) และเยื่อหุ้มชั้นใน 
( inner membrane) เพ ื ่ อ แยก ไข ่ แด งออกจาก  albumin และ 
chalazae (Ansari et al., 2010) อีกทั ้งไข่แดงสดที่ใช้ในสารละลาย
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เจือจางน้ำเชื้อแช่แข็งอาจมีความเสี่ยงที่อาจเกิดการปนเปื้อนจุลินทรีย์ 
ซึ่งอาจส่งผลเสียต่อความสามารถในการปฏิสนธิ และการติดเชื้อจาก
การผสมเทียม (Bousseau et al., 1998) จากเหตุผลดังกล่าวจึงได้มี
การศึกษาการใช้สารทดแทนไข่แดง เช่น การใช้ lecithin จากถั่ว
เหลืองในสารละลายน้ำเชื้อโคแช่แข็ง พบว่าสามารถใช้ lecithin ใน
สูตรสารละลายเพื ่อทดแทนไข่แดงได้ แต่ไม่สามารถช่วยปรับปรุง
คุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งให้มีคุณภาพหลังทำละลายได้ดีกว่าสารละลาย
น้ำเชื้อที่มีส่วนผสมของไข่แดง (Forouzanfar et al., 2010; Papa et 
al., 2011) แต่อย่างไรก็ตามหากไข่แดงได้ผ่านการกระบวนการฆ่าเชื้อ
และควบคุมคุณภาพในด้านองค์ประกอบที่สำคัญของไข่แดง อาจ
แก้ปัญหาด้านคุณภาพท่ีไม่สม่ำเสมอและการปนเปื้อนเชื้อจุลินทรีย์จาก
ไข่แดงสดได้ ซึ ่งในกระบวนการผลิตไข่แดงผงจากไข่ไก่ (egg yolk 
powder) ได้ม ีการฆ่าเชื ้อด้วย sterilization และ pasteurization 
รวมทั้งมีการ homogenization ทำให้ไข่แดงผงที่ได้มีความสม่ำเสมอ
ในด้านองค์ประกอบ ทราบองค์ประกอบที่สำคัญ และปราศจากเชื้อ 
(Wei et al., 2019) จากการศึกษาก่อนนี้โดย García et al. (2017) 
ทำการศึกษาการใช้ไข่แดงผงจากไข่ไก่ที ่ระดับ 15 เปอร์เซ็นต์ ใน
สารละลายสูตร tris (hydroxymethyl-aminoethane)-citric acid-
glucose ซึ่งมี glycerol 5 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้คุณภาพน้ำเชื้อแพะ
หลังทำละลายมีค ุณภาพดีข ึ ้น ด ังน ั ้นในการศึกษาในคร ั ้งน ี ้ มี
วัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบคุณภาพของน้ำเชื้อโคที่ผ่านการแช่แข็ง
โดยใช ้สารละลายเจ ือจางน ้ำ เช ื ้ อ  egg yolk tris glycerol ท ี ่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงสดและไข่แดงผง 
 
อุปกรณ์และวิธีการวิจัย 
สัตว์ทดลอง 

การทดลองใช้พ่อพันธุ ์โคกำแพงแสน อายุเฉลี ่ย 2-5 ปี 
จำนวน 4 ตัว โดยรีดน้ำเชื้อจากพ่อพันธุ์แต่ละตัวและทำการแบ่ง
น้ำเชื้อออกเป็น 3 ส่วนเท่า ๆ กัน เพื่อเติมสารละลายน้ำเชื้อที่
แตกต่างกันทั้ง 3 ชนิด ทำการรีดน้ำเชื้อพ่อพันธุ์ทั้งหมด 4 ครั้ง 
แต่ละครั้งห่างกัน 1 สัปดาห์ เพื่อทำการเก็บรักษาน้ำเชื้อแบบแช่
แข็ง โดยกลุ่มการทดลองมีทั้งหมด 3 กลุ่ม ตามสูตรสารละลาย
น้ำเชื้อ ดังนี ้

กลุ่มที่ 1 สารละลายน้ำเชื้อ egg yolk tris glycerol ที่มี
ไข่แดงสดจากไข่ไก่ 20 เปอร์เซ็นต์ ในสูตร (EG)  

กลุ่มที่ 2 สารละลายน้ำเชื้อ egg yolk tris glycerol ที่มี
ไข่แดงผงจากไข่ไก่ 10 เปอร์เซ็นต์ (10EP)  

กลุ่มที่ 3 สารละลายน้ำเชื้อ egg yolk tris glycerol ที่มี
ไข่แดงผงจากไข่ไก่ 15 เปอร์เซ็นต์ (15EP) 

การทดลองน ี ้ ได ้ ร ับอน ุญาตใช ้ส ัตว ์ เพ ื ่ องานทาง
วิทยาศาสตร์ ตามเอกสารอนุญาตเลขท่ี ACKU65-AGK-022 
การเตรียมสารละลายน้ำเชื้อ 

การเตร ียมสารละลาย fructose-tris-glycerol และ
อัตราส่วนไข่แดงในสารละลายน้ำเชื ้อแช่แข็ง egg yolk tris 
glycerol ซึ่งมีส่วนประกอบของสารเคมี สารละลาย และไข่แดง 
ดังแสดงใน Table 1 

การเตรียมไข่แดงสดจากไข่ไก่ ทำได้โดยนำไข่ไก่มาเช็ดทำ

ความสะอาดบร ิ เวณเปล ือกไข ่ด ้วยเอท ิลแอลกอฮอร ์  75 
เปอร์เซ็นต์ จากนั้นทำการแยกไข่แดงออกจากไข่ขาว นำส่วนของ
ไข่แดงวางบนกระดาษกรองเบอร์ 3 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 125 
มิลลิเมตร (filter papers 3, WhatmanTM) เพื ่อซับไข่ขาวที่ติด
กับไข่แดงออกจนหมด จากนั้นแยกเยื่อหุ้มไข่แดงออกและนำส่วน
ของไข่แดงใส่บีกเกอร์เพื่อนำไปผสมกับสารละลาย fructose-tris-
glycerol ในอัตราส่วนไข่แดง 20 เปอร์เซ็นต์  

การเตรียมไข่แดงผง ใช้ไข่แดงผงสำเร็จรูปท่ีผลิตจากไข่ไก่ 
( Himedia®, Himedia Laboratories Pvt. Ltd., India)  เ ก รด
คุณภาพสำหรับใช้ในห้องปฏิบัติการ ผ่านขบวนการ pasteurized 
spray dried โดยมีโปรตีนเป็นส่วนประกอบ ≥ 30 เปอร์เซ็นต์ 
และมีไขมันเป็นส่วนประกอบ ≥ 57 เปอร์เซ็นต์ นำไข่แดงผงผสม
กับน้ำที่ผ่านการ sterile (sterile water) ในอัตราส่วน 1:1 เพื่อ
นำไปผสมกับสารละลาย fructose-tris-glycerol ในอัตราส่วนไข่
แดงผง 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ 
การทำน้ำเช้ือแช่แข็ง (frozen semen) 

เก็บตัวอย่างน้ำเชื้อจากพ่อพันธุ์โคกำแพงแสน เพื่อศึกษา
การใช้สารละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่มีไข่แดงสด และไข่แดงผงเป็น
ส่วนประกอบ โดยคุณภาพน้ำเชื้อที่สามารถใช้ทำน้ำเช้ือแช่แข็งได้
ในการศึกษานี้ น้ำเชื้อสดต้องมีลักษณะเป็นสีครีม หรือขาวขุ่น 
ปราศจากสิ่งปนเปื้อน มีปริมาณตัวอสุจิมากกว่า 800 ล้านตัวต่อ
มิลลิลิตร มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ และมี
ตัวอสุจิที่มีลักษณะปกติมากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์ จากนั้นคำนวณ
เพื่อเจือจางให้ตัวอสุจิมีความเข้มข้น 120x106 ตัว/มิลลิลิตร โดย
แบ่งน้ำเชื ้อเป็น 3 ส่วน เพื่อเจือจางตามสูตรของสารละลายที่
ทำการศึกษา 

นำน้ำเชื้อที่เติมสารละลายทั้ง 3 สูตรตามกลุ่มทดลอง มา
ทำให้เย็นตัวลงโดยการเก็บไว้ในตู้ทำความเย็น (cold cabinet) 
เพื ่อทำให้อุณหภูมิลดลงจาก 37 องศาเซลเซียส จนกระทั่ง
อุณหภูมิลดลงมาอยู่ที่ 4 องศาเซลเซียส ซึ่งใช้เวลาประมาณ 3-4 
ชั ่วโมง จากนั ้นทำการเตรียมหลอดบรรจุน้ำเชื ้อขนาด 0.25 
มิลลิลิตร (French straw) ทำการพิมพ์ข้อมูลบนหลอดน้ำเช้ือ 
เพื่อระบุสูตรสารละลายน้ำเชื้อช่ือพ่อโค หมายเลข และวันเดือนปี
ที่ทำการผลิต จากนั้นนำมาเรียงไว้เป็นชุดที่ถาดวางหลอดบรรจุ
น้ำเชื้อ (clamp) จากนั้นนำไปเก็บในตู้ทำความเย็นเช่นเดียวกับ
น้ำเชื้อที่เติมสารละลายเจือจางน้ำเชื้อแล้ว เพื่อให้อุณหภูมิของ
หลอดกับน้ำเชื้อที่เตรียมไว้นั้นเท่ากัน หลังจากที่ครบ 4 ชั่วโมง 
โดยนับตั้งแต่การเติมสารละลายเจือจางน้ำเช้ือ เพื่อให้สารละลาย
ทำงานจนสมบูรณ์ (equilibration time) จึงทำการบรรจุใส่
หลอดด้วยเครื่องดูด (suction pump) โดยทำการดูดน้ำเชื้อเข้า
ไปจนถึงส่วนกลางของจุดปิดผนึก (sealing) ที่ทำหน้าท่ีเป็นจุกปิด
ไม ่ให ้น ้ำเช ื ้อไหล ทำการผนึกหลอดโดยเคร ื ่อง  ultrasonic 
sealing machine แล้วจึงนำหลอดน้ำเชื้อที่ถูกบรรจุแล้วมาเรียง
ไว้บนชั้นสำหรับเรียงหลอดน้ำเชื้อ (rack) ซึ่งหลอดน้ำเชื้อแต่ละ
หลอดจะแยกออกจากกัน ทำให้เมื ่อนำไปแช่แข็งในไอของ
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ไนโตรเจนเหลว จะทำให้ทุกด้านของหลอดได้รับความเย็นที่ทั่วถึง
เท่ากันหมด จากนั้นจึงนำน้ำเชื้อที่อยู่บนชั้นสำหรับเรียงหลอดน้ำ
เชื ้อ (rack) ไปวางบนกล่องลดอุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลวจน
หลอดน้ำเชื้อมีอุณหภูมิ -120 องศาเซลเซียส จึงนำหลอดน้ำเชื้อนั้น
ลงไปแช่ไว้ในไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) ที ่อุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส เพื่อรอการตรวจประเมินคุณภาพหลังแช่แข็งต่อไป 
การเก็บข้อมูลและการวิเคราะห์ผล  

โดยจะนำเอาข้อมูลคุณภาพน้ำเชื้อมาวิเคราะห์หาความ
แตกต่างทางสถิติของผลของการใช้สารละลายน้ำเชื้อที่ต่างกันต่อ
คุณภาพน้ำเชื้อหลังการแช่แข็งนาน 24 ชั่วโมง เพื่อทำการศึกษา
และเปร ียบเทียบคุณภาพน้ำเช ื ้อแช่แข็งโดยเคร ื ่อง  CASA 
(Computer Assisted Sperm Analyzer; HTCasa II Motility 
Analyzer version, Hamilton-Thorne, Biosciences, MA, 
USA) ตามคู ่มือคำแนะนำการใช้งานของเครื ่อง เพื ่อนำผลมา
เปรียบเทียบคุณภาพของสารเจือจาง ในด้านเปอร์เซ็นต์การ
เคลื ่อนไหว (motility) เปอร์เซ็นต์การเคลื ่อนที ่ไปข้างหน้า 
(progressive) ความเร็ว (velocity) รูปแบบในการเคลื่อนที่ของ
ตัวอสุจิ (kinetic movement) และความผิดปกติของอสุจ ิที่
บริเวณส่วนหาง (sperm abnormality) 
การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

วิเคราะห์ข้อมูลโดยวางแผนการทดลองแบบสุ ่มสมบูรณ์  
(Completely Randomized Design, CRD) ว ิ เ ค ร าะห ์ ค ว าม
แปรปรวน (analysis of variance) และเปรียบเทียบความแตกต่าง
ระหว่างค่าเฉลี่ยของสูตรสารละลายน้ำเชื้อโดยวิธี Duncan’s New 
Multiple Range Test ด ้วยโปรแกรมสำเร ็จร ูปทางสถ ิติ  SAS 
OnDemand for Academics: SAS Studio (Student Edition) 
 
ผลและวิจารณ์ผลการวิจัย  
ผลของไข่แดงผงในสารละลายเจ ือจางน้ำเชื ้อต่อเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (Motility) และการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัว
อสุจิ (progressive) ของน้ำเชื้อโคหลังทำละลาย 

จากการศึกษาสารละลายน้ำเชื ้อ egg yolk tris glycerol ที ่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงผง ต่อการเคลื่อนที่ของน้ำเชื้อโคแช่แข็งหลังทำ
ละลาย พบว่า เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ ของน้ำเชื้อโคแช่แข็งท้ัง 
3 กลุ ่ม ไม่ม ีความแตกต่างกันทางสถิติ (P=0.16) การศึกษาในด้าน
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของตัวอสุจิของน้ำเชื้อโคแช่แข็งหลังทำ
ละลาย พบว่า เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิ กลุ่มที่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงสด EG มีค่าสูงกว่ากลุ่มไข่แดงผง 10EP และ 15EP 
อย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิต ิ(P<0.01) โดยน้ำเชื้อโคแช่แข็งกลุ่ม EG 10EP 
และ 15EP มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีไปข้างหน้าของตัวอสุจิหลังทำละลาย
เท่ากับ 9.47 4.48 และ 4.36 เปอร์เซ็นต ์ตามลำดับ (Table 2) 
ผลของไข่แดงผงในสารละลายเจือจางน้ำเชื้อต่อความเร็ว (velocity) 
รูปแบบในการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ (kinetic movement) ของน้ำเชื้อ
โคหลังทำละลาย 

จากการศึกษาสารละลายน้ำเชื้อ egg yolk tris glycerol ที่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงผง ต่อความเร็วและรูปแบบการเคลื่อนที่ของ

ตัวอสุจิโคแช่แข็งหลังทำละลาย พบว่าความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัว
อสุจิ ในด้านความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ (VAP) ความเร็ว
ในการเคลื่อนที่เป็นเส้นตรงของตัวอสุจิ  (VSL) และความเร็วในการ
เคลื่อนที่เป็นเส้นโค้งของตัวอสุจิ (VCL) ของกลุ่ม EG มากกว่ากลุ่มไข่
แดงผง 10EP และ 15EP อย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) แต่
เมื่อประเมินในด้านรูปแบบการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิหลังทำละลาย ไม่
พบความแตกต่างทางสถิติของสารละลายน้ำเชื้อต่อเปอร์เซ็นต์ของการ
เคลื่อนที่เป็นเส้นตรงของอสุจิ (LIN, P=0.89) และความตรงในการ
เคลื่อนท่ีของตัวอสุจิ (STR, P=0.56) ดังแสดงใน Table 3 
ผลของไข่แดงผงในสารละลายเจือจางน้ำเชื ้อต่อตัวอสุจิที ่ผิดปกติ  
(sperm abnormality) ของน้ำเชื้อโคหลังทำละลาย 

จากการศึกษาสารละลายน้ำเชื้อ egg yolk tris glycerol ที่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงผงต่อตัวอสุจิที่ผิดปกติบริเวณส่วนหาง พบว่า 
ในด้านเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิหางงอ (bent tail) และหางม้วน (coiled 
tail) ของกลุ ่มสารละลายน้ำเช ื ้อไข ่แดงผง  10EP และ 15EP มี
เปอร์เซ็นต์สูงกว่ากลุ่ม EG อย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ซ่ึง
ทำให้เปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิที่ปกติในกลุ่ม 10EP และ 15EP มีค่าต่ำกว่า
กลุ่ม EG อย่างมีนัยสำคัญยิ่งทางสถิติ (P<0.01) ในด้านเปอร์เซ็นต์ตัว
อสุจิที่มีหยดน้ำที่ส่วนหาง (Distal droplet) ในกลุ่ม 10EP พบความ
ผิดปกติสูงท่ีสุด (P<0.01) จากการประเมินในด้านเปอร์เซ็นตัวอสุจิท่ีมี
ลำต ัวคด (DMR) และเปอร ์เซ ็นต ์ต ัวอส ุจ ิท ี ่ม ีหยดน้ำที ่ส ่วนคอ 
(Proximal droplet) ไม่พบความแตกต่างทางสถิติของสารละลาย
น้ำเชื้อต่อ DMR (P=0.08) และเปอร์เซ็นต์ตัวอสุจิท่ีมีหยดน้ำท่ีส่วนคอ 
(P=0.14) ดังแสดงใน Table 4 

ในส่วนประกอบของสารละลายน้ำเชื ้อโคแช่แข็ง  ไข่แดงมี
ความสำคัญในการป้องกันเซลล์อสุจิ  ไข่แดงมีส่วนประกอบของ 
phospholipid และ cholesterol ซึ่งมีบทบาทสำคัญในการป้องกัน
เซลล์อสุจิจากการเกิดปฏิกิริยา cold shock (Mukul et al., 2015; 
Bergeron & Manjunath, 2006) อีกทั้งไข่แดงยังมีองค์ประกอบของ
สารในกลุ่ม LDL ที่สามารถป้องกันเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิจากการเกิดความ
เสียหายในกระบวนการเก็บรักษาน้ำเชื ้อได้  (Manjunath et al., 
2002) จากการศึกษาผลของการใช้สารละลายเจือจางน้ำเชื้อโคแช่แข็ง 
egg yolk tris glycerol ท่ีมีไข่แดงผงเป็นส่วนประกอบ หลังทำการแช่
แข็งท่ี 24 ชั่วโมง ต่อการเคลื่อนที่ของน้ำเชื้อหลังทำละลายในครั้งน้ี  
แสดงให้เห็นว่าสารละลายน้ำเชื ้อที ่มีไข ่แดงสดมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ไปข้างหน้าของตัวอสุจิ ความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ
ดีกว่าสารละลายน้ำเชื้อท่ีมีไข่แดงผงเป็นส่วนประกอบ ซ่ึงสอดคล้องกับ
การศึกษาในก่อนหน้าน้ี โดย Kumar et al. (2022) ซึ่งทำการศึกษา
การใช้ไข่แดงผงที่ระดับ 2.5 5.0 และ 7.5 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลาย
น้ำเชื ้อ egg yolk tris glycerol ต่อคุณภาพน้ำเชื ้อ โค Hariana แช่
แข็ง จากการศึกษาพบว่าระดับของไข่แดงผงที่สูงขึ ้นมากกว่า  5.0 
เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้คุณภาพน้ำเชื้อโคหลังทำละลายมีคุณภาพที่แย่ลง 
แต่จากการศึกษาพบว่าการใช้ไข่แดงผงท่ี 5.0 เปอร์เซ็นต์ ส่งผลช่วย
ปรับปรุงคุณภาพน้ำเชื ้อหลังการแช่แข็งในด้านเปอร์เซ็น ต์การ
เคลื่อนไหว การมีชีวิต และความสมบูรณ์ของ acrosome เมื่อเทียบ
กับสารละลายที ่ใช ้ไข ่แดงสด และไข่แดงผงระดับ 2.5 และ 7.5 
เปอร์เซ็นต ์จากการศึกษาในครั้งน้ีสารละลายเจือจางน้ำเชื้อมีไข่แดงผง 
10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ เป็นส่วนประกอบที่มากเกินไป จึงอาจส่งผล
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ในทางลบต่อคุณภาพของน้ำเชื้อโคในกระบวนการลดอุณหภูมิและทำ
ละลายหลังการแช่แข็ง เพราะความสำคัญของไข่แดงในสารละลาย
น้ำเชื้อแช่แข็งช่วยป้องกันการถูกทำลายของผนังเยื่อหุ้มเซลล์ (coating 
of the cell membrane) ในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง (Rakha et 
al., 2018) ช่วยฟื ้นฟูพลาสมาเมมเบรนที ่เส ียหาย และเพิ ่มความ
ทนทานต่อกระบวนการแช่แข็ง (Aires et al., 2003; Moussa et al., 
2002) การใช้ไข่แดงผงในระดับท่ีเหมาะสมในสารละลายน้ำเชื้อแช่แข็ง 
ส่งผลดีต่อกระบวนการปฏิสนธิ การศึกษาในครั้งนี้ใช้ไข่แดงผงที่ระดับ 
10 และ 15 เปอร์เซ็นต ์เนื่องจากการศึกษาก่อนหน้าน้ีของ García et 
al. (2017) ได้ใช้ไข่แดงผงที่ระดับ 15 เปอร์เซ็นต์ ในสารละลายสูตร 
Tris (hydroxymethyl-aminoethane)-citric acid-glucose ซ ึ ่ ง มี  
glycerol 5 เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงส่งผลให้คุณภาพน้ำเชื้อแพะหลังทำละลายมี
คุณภาพดี แต่ในการศึกษาในครั้งนี้ใช้สารละลายเจือจางน้ำเชื้อ  Tris 
(hydroxymethyl-aminoethane)-citric acid-fructose (TCF) ซึ่งมี 
glycerol 8 เปอร์เซ็นต์ จากความแตกต่างทั้ง species ชนิดน้ำตาล 
และระดับของ glycerol จึงอาจทำให้ผลลัพธ์ที ่แตกต่างกัน ซ่ึง
โดยทั่วไปสารละลายน้ำเชื้อแช่แข็งที่มีส่วนประกอบของไข่แดงสด ท่ี 
20 เปอร์เซ็นต์ในสูตร สามารถช่วยปรับปรุงคุณภาพน้ำเชื้อแช่แข็งหลัง
ทำละลายให้ดีขึ้นในโค (Tarig et al., 2017) และไก่ (Mehdipour et 
al., 2018) แต่การใช้ไข่แดงผงนั้นไม่สามารถใช้ในระดับที่ ที ่ 20 
เปอร์เซ็นต์ในสูตรสารละลายน้ำเชื้อแช่แข็งได้ จากการศึกษาในครั้งน้ี
การใช้ไข่แดงผงมีข้อจำกัดในด้านการละลายของเม็ดไข่แดง ซึ่งถ้าหาก
ใช้เยอะเกินไปอาจมีผลรบกวนการประเมินคุณภาพน้ำเชื้อด้วยเครื่อง 
CASA ที่อาจจับเม็ดไข่แดงเป็นหัวตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนที่ และมีรูปร่างที่
ผิดปกติ และจากการศึกษาแสดงให้เห็นว่าการใช้ไข่แดงผงในระดับ 15 
เปอร์เซ็นต์ ส่งผลให้คุณภาพน้ำเชื้อโคแช่แข็งหลังทำละลายมีคุณภาพ
แย่ลง อย่างไรก็ตาม อาจต้องมีการศึกษาการใช้ระดับของไข่แดงผงใน
สัดส่วนที่ลดลง ในสารละลายเจือจางน้ำเชื้อ egg yolk tris glycerol 
ต่อไป รวมทั้งการทำให้ไข่แดงผงละลายและปลดปล่อยสารสำคัญ
ออกมาช่วยในการปกป้องตัวอสุจิจากกระบวนการลดอุณภูมิ  และทำ
ละลายหลังจากการแช่แข็งต่อไป เพราะการศึกษาในครั้งน้ีอนุภาคของ

ผงไข่แดงในสารละลายน้ำเชื้ออาจเป็นอุปสรรคหนึ่งในการวิเคราะห์
คุณภาพน้ำเชื้อโดยใช้เครื่อง CASA เนื่องจากเซนเซอร์ของเครื่องอาจ
ตรวจจับอนุภาคผงไข่แดงเป็นส่วนหัวของตัวอสุจิที่ไม่เคลื่อนท่ี ดังน้ัน 
ควรศึกษาวิธีทำให้ผงไข่แดงละลายอย่างสมบูรณ์ โดยการใช้การความ
ร้อนที่เหมาะสม เพื่อช่วยให้ไข่แดงผงเกิดการละลายโดยสมบูรณ์ แต่
ต้องไม่ทำให้โปรตีนหรือสารสำคัญอื่น ๆ ของไข่แดงเกิดการเสียสภาพ
จากความร้อน 
 
สรุปผลการวิจัย  

จากการศึกษาคุณภาพน้ำเชื้อโคแช่แข็งท่ีสารละลาย egg yolk 
tris glycerol ที ่มีส่วนประกอบของไข่แดงสด 20 เปอร์เซ็นต์ และ
น้ำเชื้อโคแช่แข็งท่ีสารละลายมีส่วนประกอบของไข่แดงผง 10 และ 15 
เปอร์เซ็นต์ แสดงให้เห็นว่าการใช้สารละลายที่มีส่วนประกอบของไข่
แดงสดท่ี 20 เปอร์เซ็นต์ มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหว การเคลื่อนที่ไป
ข้างหน้า และในด้านความเร็วในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ  ทั้งค่า VAP 
VSL และ VCL ท ี ่ด ีกว ่ าสารละลาย  egg yolk tris glycerol ท ี ่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงผงท่ี 10 และ 15 เปอร์เซ็นต ์จากการประเมิน
ในด้านความผิดปกติที่ส่วนหาง แสดงให้เห็นว่าการใช้สารละลายที่มี
ส่วนประกอบของไข่แดงผงท่ี 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ มีตัวอสุจิที่มี
ความผิดปกติที่ส่วนหางที่มากกว่าสารละลาย egg yolk tris glycerol 
ท่ีมีส่วนประกอบของไข่แดงสด 20 เปอร์เซ็นต์ดังน้ัน การใช้ไข่แดงผงท่ี
ระดับ 10 และ 15 เปอร์เซ็นต์ในสารละลายน้ำเชื้อแช่แข็ง egg yolk 
tris glycerol ไม่ส่งผลต่อการปรับปรุงคุณภาพน้ำเชื้อโคแช่แข็ง 
 
กิตติกรรมประกาศ 

ฟาร์มโคเนื ้อและกระบือ ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร 
กำแพงแสน มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตกำแพงแสน ที่ให้
ความอนุเคราะห์สถานท่ี ตัวสัตว์ทดลอง และบุคลากร ซึ่งเป็นผลให้
การศึกษาครั้งน้ีสำเร็จลุล่วงไปด้วยดี 
 

 
Table 1 Chemical and egg yolk compositions in cryoprotectants for frozen semen extenders 

Compositions EG 10EP 15EP 

Portion 1 (fructose-tris-glycerol extender)    

Tris (hydroxymethyl) aminomethane, g 3.028 3.028 3.028 

Citric acid monohydrate, g 1.700 1.700 1.700 

Fructose, g 1.250 1.250 1.250 

Sterile water, ml (up to) 92 92 92 

Glycerol, ml 8 8 8 

Portion 2 (egg yolk)    

Fresh egg yolk, ml 20 - - 

Diluted egg yolk powder, ml - 10 15 

Dilution ratio    

Fructose-tris-glycerol extender, ml 80 90 85 

Egg yolk, ml 20 10 15 

 
 
 
 



W. Maitreejet et al. / (PRAWARUN AGRICULTURAL JOURNAL 2024) 21(1): 238 -244 242 

Table 2 Effect of egg yolk powder on the motility and progressive movement of post thawed cryopreserved bull semen 
 Bull semen extender1   

Parameters EG 10EP 15EP SEM2 P-value 

Motility (%) 32.15 26.86 26.60 1.36 0.16 

Progressive** (%) 9.47A 4.48B 4.36B 0.62 <0.01 
1/Bull semen extender based egg yolk-tris-glycerol with fresh egg yolk 20 % (EG); egg yolk powder 10 % (10EP) and egg yolk powder 15 % (15EP), 2/standard error 
of mean, ** A, B superscripts indicate bull semen extender differences (P<0.01).  
 
Table 3 Effect of egg yolk powder on velocity and kinetic movement of post thawed cryopreserved bull semen 

 Bull semen extender1   

Parameters3 EG 10EP 15EP SEM2 P-value 

Velocity      

VAP** (µm/s) 79.78A 56.94B 63.04B 2.82 <0.01 

VSL** (µm/s) 56.25A 37.92B 42.89B 1.92 <0.01 

VCL** (µm/s) 165.13A 113.31B 123.26B 6.37 <0.01 

Kinetic movement      

LIN (%) 37.41 38.73 37.51 1.19 0.89 

STR (%) 71.17 69.07 68.56 1.03 0.56 
1/Bull semen extender based egg yolk-tris-glycerol with fresh egg yolk 20 % (EG); egg yolk powder 10 % (10EP) and egg yolk powder 15 % (15EP), 2/standard 
error of mean, 3/VAP: average path velocity; VSL: straight liner velocity; VCL: curvilinear velocity; LIN: linearly motile spermatozoa; STR: straightness, ** A, B 
superscripts indicate bull semen extender differences (P<0.01). 
 
Table 4 Effect of egg yolk powder on sperm abnormality of post thawed cryopreserved bull semen 

 Bull semen extender1   

Parameters EG 10EP 15EP SEM2 P-value 

Normal** (%) 63.34A 50.70B 47.99B 2.17 <0.01 

Bent tail** (%) 18.12B 36.53A 35.03A 2.06 <0.01 

Coiled tail** (%) 2.65B 5.88A 6.44A 0.45 <0.01 

DMR3 (%) 2.08 2.41 2.78 0.13 0.08 

Distal droplet** (%) 8.32B 11.64A 9.74B 0.44 <0.01 

Proximal droplet (%) 12.16 10.48 8.77 0.71 0.14 
1/Bull semen extender based egg yolk-tris-glycerol with fresh egg yolk 20 % (EG); egg yolk powder 10 % (10EP) and egg yolk powder 15 % (15EP), 2/standard error 
of mean, 3/distal midpiece reflex, ** A, B superscripts indicate bull semen extender differences (P<0.01). 
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A B S T R A C T  

This study was carried out to evaluate the quality and motility characteristics of post-

thawed cryopreserved bull semen in an extender containing egg-yolk tris glycerol with 

either fresh egg yolk or egg yolk powder (EP). Bull semen from four bulls was collected 

four times, once a week, and divided into three portions for three extenders. Group 1: 

semen was cryopreserved in egg-yolk tris glycerol (ETG) with 20 % fresh egg yolk 

(FEY); Group 2: semen was cryopreserved in ETG extender containing 10 % egg yolk 

powder (10EP); Group 3: semen was cryopreserved in ETG extender containing 15 % 

egg yolk powder (15EP). The diluted semen was filled and sealed into 0.25 ml French 

straws. Thereafter, the frozen semen straws were placed in liquid nitrogen. Thawed 

semen samples, after being kept for 24 hours, were analyzed for motility, 

progressiveness, sperm kinetics, and abnormal sperm using CASA. The results showed 

that the percentage of progressive motility from ETG was higher than that from 10EP 

and 15EP (9.47 %, 4.48 %, and 4.36 %, respectively; P<0.01). Average path velocity 

(VAP), straight line velocity (VSL), and curvilinear velocity (VCL) from ETG were 

higher than those from 10EP and 15EP (P<0.01). There was no significant difference in 

motility and abnormal sperm of bull semen cryopreserved in ETG, 10EP, and 15EP 

(P>0.05). These results indicate that 10 % and 15 % egg yolk powder in egg-yolk tris 

extender do not improve semen quality, specifically the percentage of progressive 

motility and velocity, of frozen-thawed bull semen. 
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