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ABSTRACT 
This study aimed to assess the impact of melatonin supplementation in egg yolk-tris extenders (ETG) 

on sperm quality and oxidative stress parameters in frozen semen of Kamphaeng Saen bulls. Semen samples 
were collected from 4 bulls. Each was sampled 4 times at one-week intervals. All collected semen samples were 
into 4 parts: a control group without melatonin supplementation and three treatment groups supplemented with 
melatonin in ETG at concentrations of 1, 2, and 3 mM. The findings demonstrated that melatonin supplementation 
at 1 and 2 mM significantly enhanced post-thawed sperm motility compared to both the control group and the 3 
mM group (50.00, 51.51, 41.54, and 39.40%, respectively; P=0.0208). Additionally, the proportion of static sperm 
was significantly reduced in the 1 and 2 mM melatonin groups (P=0.0178). In terms of oxidative damage, 
assessed via malondialdehyde (MDA) levels, the 2 and 3 mM melatonin groups exhibited significantly lower 
MDA levels, compared to the control and 1 mM groups (1.0857, 1.1002, 2.8942, and 1.8061 µM, respectively; 
P<0.001). These findings suggest that melatonin supplementation at a concentration of 2 mM in ETG can 
enhance the quality of frozen-thawed bull semen by improving motility and reducing oxidative stress. 
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บทคดัย่อ 
 การศึกษานี้ มีว ัตถุประสงค์ เพื่ อศึกษาการเสริมเมลาโทนินในสารละลาย  egg yolk-tris (ETG)  
ต่อคุณภาพน ้าเชื้อและระดบัอนุมูลอสิระในน ้าเชื้อโคแช่แขง็ โดยใช้พ่อโคเนื้อพนัธุ์ก าแพงแสน 4 ตวั รดีเกบ็น ้าเชื้อตวั
ละ 4 ครัง้ (1 ครัง้/สัปดาห์) แบ่งน ้ าเชื้อเป็น 4 ส่วน เพื่อเจือจางใน ETG ที่มีระดับเมลาโทนินต่างกัน ได้แก่  
กลุ่มไม่เสรมิ และกลุ่มทีเ่สรมิเมลาโทนิน ทีร่ะดบั 1, 2 และ 3 mM โดยหลงัท าละลายน ้าเชื้อพบว่า การเสรมิเมลาโทนิน
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1 และ 2 mM เพิ่มเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของอสุจิดีกว่ากลุ่มที่ไม่เสริมและกลุ่มที่เสริม เมลาโทนิน 3 mM  
(50.00, 51.51, 41.54 และ 39.40% ตามล าดบั; P=0.0208) และพบว่าอสุจทิี่ไม่เคลื่อนที่มีเปอร์เซ็นต์ลดลงในกลุ่มที่
เสรมิเมลาโทนิน 1 และ 2 mM (P=0.0178) ระดบัของ malondialdehyde (MDA) ในน ้าเชือ้โคทีเ่สรมิเมลาโทนิน 2 และ 
3 mM มีระดับ MDA ต ่ ากว่ากลุ่มที่ไม่เสริม และกลุ่มที่เสริม 1 mM (1.0857, 1.1002, 2.8942 และ 1.8061 µM 
ตามล าดบั; P<0.001) การศกึษานี้แสดงใหเ้หน็ว่าการเสรมิเมลาโทนินใน ETG 2 mM สามารถปรบัปรุงคุณภาพน ้าเชื้อ
โคแช่แขง็ ในดา้นการเคลื่อนที ่และลดระดบัอนุมลูอสิระได ้

ค าส าคญั: สารละลายน ้าเชือ้แช่แขง็ เมลาโทนิน อสุจ ิสารตา้นอนุมลูอสิระ โค

บทน า 
 การขยายพนัธุ์สตัว์โดยการใช้เทคนิคผสม
เทียมได้ ร ับความนิ ยมและมีความส าคัญต่ อ
อุตสาหกรรมการผลิตปศุสตัว์เป็นอย่างมาก ซึ่งการ
เพิม่ประสทิธภิาพของน ้าเชื้อทีใ่ชใ้นการผสมเทยีมเป็น
ปัจจัยส าคัญที่มีผลต่ ออัตราการตั ้งท้ อง และ
ความส าเรจ็ในการขยายพนัธุ์สตัว์ ดงันัน้กระบวนการ
แช่ แข็งน ้ า เชื้ อจึง เ ป็นขั ้นตอนที่ ส าคัญ โดยมี
วตัถุประสงค์เพื่อเก็บรกัษาน ้าเชื้อใหม้คุีณภาพที่ดไีว้
ใช้ในระยะยาว โดยอสุจทิี่ผ่านการท าละลายแล้วต้อง
สามารถเคลื่อนทีไ่ดอ้ย่างรวดเรว็ มอีตัราการตาย และ
ตวัอสุจผิดิปกตทิีต่ ่า (Manjunath et al., 2007)  

กระบวนการแช่แข็งน ้ าเชื้อนั ้นมีหลาย
ขัน้ตอนที่ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของอสุจ ิและอาจ
ลดประสทิธิภาพในการปฏิสนธิ หนึ่งในปัญหาที่พบ 
คอื ความเสยีหายของเซลล์อสุจ ิเนื่องจากการแช่แขง็
และท าละลายท าใหเ้กดิการเปลีย่นแปลงของโครงสรา้ง
เยื่อหุ้มเซลล์ การรัว่ไหลของโปรตีน อีกปัญหาหลัก 
คือ ความเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidative 
stress) เกิดจากการสะสมของอนุมูลอิสระ (reactive 
oxygen species; ROS) ที่มากเกนิไปจึงส่งผลเสยีต่อ
ตวัอสุจ ิ(Aitken et al., 2014)  

ปัจจยัทีท่ าใหเ้กดิ ROS คอื ความเครยีดจาก
อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงไปอย่างรวดเร็ว ท าให้เซลล์
เผชญิกบัความเครยีด การแช่แขง็น ้าเชื้อมผีลต่อการ
ท า ง า น ข อ ง ไ ม โ ท ค อ น เ ด รี ย  (mitochondrial 
dysfunction) โดยท าลายโครงสรา้งของไมโทคอนเดรยี 
หรอืการท าให้ศกัย์ไฟฟ้าข้ามเยื่อหุ้มเซลล์ไมโทคอน 
เดรี ยชั ้น ใน  (mitochondrial membrane potential) 
เปลี่ยนแปลง (Gualtieri et al., 2021) เมื่อ electron 

transport chain ท างานผิดปกติ จะ เกิด  electron 
leakage อาจท าให้ออกซิเจน (O2) ถูกเปลี่ยนเป็น
ซูเปอร์ออกไซด์ (O2

-) ซึ่งอาจเปลี่ยนเป็นไฮโดรเจน
เปอรอ์อกไซด ์(H2O2) ทีเ่ป็น ROS สรา้งความเสยีหาย
ต่อเซลล์ และระหว่างการแช่แข็งน ้าเชื้อ เซลล์อสุจิ
เผชญิกบัอุณหภูมทิีล่ดลงอย่างรวดเรว็ และการเปลีย่น
ความดนัออสโมตกิ สิง่เหล่านี้เป็นสิง่ทีก่ระตุ้นเอนไซม์
ออกซิเดส (NOX) เกดิการสร้าง O2

- และเยื่อหุ้มเซลล์
อสุจิไวต่อการเกิดปฏิกิริยา lipid peroxidation (LPO) 
ซึง่น าไปสูก่ารเพิม่ขึน้ของ ROS (Toor & Sikka, 2019; 
Yeste et al., 2015) การเกดิ ROS เป็นสิง่ที่หลกีเลี่ยง
ไดย้ากในกระบวนการแช่แขง็ และสมัพนัธก์บัคุณภาพ
ของน ้าเชือ้ทีล่ดลงหลงัการท าละลาย (Len et al., 2019)  

สารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidants) เป็นสาร
เสรมิในสารละลายน ้าเชื้อแช่แขง็ที่มศีกัยภาพในการ
ลดการเกดิ LPO, ROS และเพิม่ความทนทานของอสุจิ
ต่อการถูกท าลายจากการแช่แข็ง (cryodamage) 
(Amidi et al.,2016; Bansal & Bilaspuri, 2011)                       
มรีายงานการเสริมสารต้านอนุมูลอสิระในสารละลาย
น ้าเชื้อโคแช่แขง็และช่วยปรบัปรุงคุณภาพน ้าเชื้อหลงั
ท าละลาย ด้วย catalase ในสารละลาย egg yolk-tris  
ที่ ระดับ  20 IU/ml (Arslan et al., 2019) Coenzyme 
Q10 ในสารละลาย egg yolk-tris ที่ ระดับ 30 µM 
(Saeed et al., 2016) เ ม ล า โ ท นิ น  ( melatonin)             
ในสารละลาย egg yolk-citrate ทีร่ะดบั 0.3 mg/ml (Niu 
et al., 2024)  

จากการเสริมสารต้ านอนุมู ลอิ สระใน
สารละลายน ้าเชื้อโคแช่แขง็ทีก่ล่าวมา เมลาโทนินเป็น
สารต้านอนุมูลอสิระที่มีประสทิธิภาพ ในการปกป้อง
เซลล์อสุจิจากภาวะเครียดจากปฏิกิริยาออกซิเดชัน 
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ซึ่งเมลาโทนินมคุีณสมบตัิในการก าจดัอนุมูลอสิระใน
น ้าเชื้อแช่แขง็ของมนุษย์(Najafi et al., 2018) และเม
ลาโทนินมีคุณสมบตัิช่วยเพิ่มการมีชีวิตรอดของตัว
อสุจิ (sperm viability) ในภาวะเครียดจากปฏิกิริยา
ออกซิเดชันของน ้าเชื้อแกะแช่เย็น (Bhalothia et al., 
2022) และน ้าเชื้อโคแช่แขง็ (Ashrafi et al., 2013) เม
ลาโทนินยงัสามารถเพิม่ระดบัของเอนไซม์ต้านอนุมูล
อิ ส ร ะ  superoxide dismutase, catalase แ ล ะ 
glutathione peroxidase ในน ้ าเชื้อโคหลังท าละลาย 
(Niu et al., 2024) การศึกษาคุณสมบัติและปริมาณ
ของเมลาโทนินในสารละลายน ้าเชื้อ เป็นแนวทางหนึ่ง
ที่มีศักยภาพในการเพิ่มประสิทธิภาพการรักษา
คุณภาพของน ้าเชื้อโคแช่แขง็ในสารละลาย egg yolk-
tris-fructose-glycerol โดยใช้  glycerol 8 % ซึ่ ง ใน
ปัจจุบนัยงัไม่มรีายงานเกี่ยวกบัการเสริมเมลาโทนิน
ในสูตรสารละลายดังกล่าวมาก่อน ดังนัน้การศึกษา
ครัง้นี้ มีว ัตถุประสงค์ เพื่อศึกษาผลของการเสริม 
ส า ร เ มล า โ ทนิ น ใ น ส า ร ล ะ ล า ยน ้ า เ ชื้ อ สู ต ร  
egg yolk-tris-fructose-glycerol ในระดบัที่แตกต่างกัน
ต่อคุณภาพน ้าเชื้อหลงัท าละลาย และการเกิดอนุมูล
อสิระในน ้าเชือ้โคแช่แขง็ 

อปุกรณ์และวิธีการ 
สตัวท์ดลอง  
 การทดลองนี้ใชโ้คเนื้อพนัธุ์ก าแพงแสนเพศผู้
จ านวน 4 ตัว (อายุเฉลี่ย 3-5 ปี) ที่มีสภาพร่างกาย
สมบูรณ์และสุขภาพดี รีดน ้าเชื้อ โดยมีสตัว์เพศเมีย
เป็นตวัล่อ และใชช้่องคลอดเทยีมในการรดีเกบ็น ้าเชื้อ 
โดยรดีเกบ็น ้าเชื้อโคตวัละ 4 ครัง้ โดยห่างกนัครัง้ละ 1 
สปัดาห ์(16 ซ ้า) โดยน ้าเชื้อทีใ่ชใ้นการศกึษาต้องผ่าน
เกณฑก์ารประเมนิคุณภาพน ้าเชื้อสด ดงันี้ เป็นสคีรมี 
หรือขาวขุ่น ปราศจากสิ่งปนเป้ือน มีปริมาณอสุจิ

มากกว่า 800 ล้านตัวต่อมิลลิลิตร มีการเคลื่อนที่
มากกว่าหรอืเท่ากบั 80%  

น ้าเชื้อทีผ่่านเกณฑด์งักล่าวถูกแบ่งออกเป็น 
4 สว่น เพื่อเจอืจางตามสูตรสารละลาย ETG ทีม่รีะดบั
เมลาโทนินแตกต่างกนั ดงันี้ 

สตูร M0: ไม่เสรมิสารเมลาโทนินใน ETG 
สตูร M1: เสรมิสารเมลาโทนิน 1 mM ใน ETG  
สตูร M2: เสรมิสารเมลาโทนิน 2 mM ใน ETG สตูร 
M3: เสรมิสารเมลาโทนิน 3 mM ใน ETG  

ในการศึกษาครัง้นี้ส ัตว์ทดลองได้ร ับการ
อนุมตัิการเลี้ยงและใช้สตัว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ 
ตามเอกสารอนุญาตหมายเลข ACKU68-AGK-026 
การเตรียมสารละลายน ้าเช้ือโคแช่แขง็ 

สารละลายน ้าเชื้อสูตร ETG ทีม่กีารเสรมิสาร
เมลาโทนิน (EMD Millipore Corp., USA)  ในระดับ
ต่าง ๆ ตามสตูรสารละลายน ้าเชือ้ (Table 1)  

โดยเตรียมสารละลายส่วนใส คือ fructose-
tris-glycerol extender ที่มี  glycerol 8%  จากนั ้นน า
สารละลายส่วนนี้มาผสมกับไข่แดงสดของไข่ไก่ ใน
อตัราส่วน 80:20 (v/v) เพื่อใหไ้ดส้ารละลาย ETG โดย
ผสมบนเครื่องผสมสารละลาย (magnetic stirrer) ที่
อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา 1 ชัว่โมง  

การเติมเมลาโทนินในสารละลาย ETG ตาม
ระดบัที่ก าหนดในแต่ละสูตร เมื่อเติมเมลาโทนินแล้ว
ผสมบนเครื่องผสมสารละลาย ผ่านการแช่ flask ของ
สารละลายลงในน ้าเย็นผสมน ้าแข็ง เพื่อเป็นการลด
อุณหภูมิสารละลาย ETG ในระหว่างผสมกับเมลา
โทนินเป็นเวลา 1 ชัว่โมง ก่อนน าไปเกบ็ในตู้ท าความ
เยน็ที่อุณหภูม ิ4 °C ส่วนสารละลาย ETG ที่ไม่เสริม
เมลาโทนิน เกบ็ในตูท้ าความเยน็ทนัท ี
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Table 1 Chemical compositions in cryoprotectants for egg yolk-tris-fructose-glycerol extender (ETG) 
Compositions ETG 100 mL 

M0 M1 M2 M3 
Fructose-tris-glycerol extender     
     Tris (hydroxymethyl) aminomethane, g 3.028 3.028 3.028 3.028 
     Citric acid, g 1.79 1.79 1.79 1.79 
     Fructose, g 1.25 1.25 1.25 1.25 
     Sterile water, mL (up to 92 mL) 92 92 92 92 
     Glycerol, mL 8 8 8 8 
Egg yolk-tris-fructose-glycerol (ETG)     
     Fructose-tris-glycerol extender, mL 80 80 80 80 
     Egg yolk, mL 20 20 20 20 
Melatonin in ETG, mM 0 1 2 3 

การผลิตน ้าเช้ือโคแช่แขง็ 
เมื่อรดีน ้าเชื้อพ่อพนัธุ์ไดแ้ลว้ น าน ้าเชื้อสดที่

ได้ตรวจประเมินคุณภาพ โดยประเมินสีของน ้าเชื้อ 
ปริมาตร ค่าความเป็นกรด-ด่าง และประเมินการ
เคลื่อนที่ของอสุจใินน ้าเชื้อสดด้วยเครื่อง Computer-
Assisted Sperm Analysis (CASA; HTCasa ll Motility 
Analyzer version, Hamilton-Thorne, Bioscience, 
MA,USA) 

น ้าเชื้อสดที่ผ่านเกณฑ์การประเมนิในแต่ละ
ตวัอย่าง ถูกแบ่งน ้าเชื้อออกเป็น 4 ส่วน เพื่อผสมกบั
สารละลายน ้าเชื้อที่เตรยีมไว้ ตามระดบัความเข้มข้น
ของเมลาโทนิน โดยเจอืจางน ้าเชื้อ ให้มคีวามเขม้ขน้
สุดท้ายของอสุจิเท่ากับ 120x106 ตัว/มล. โดยใช้ค่า
ปรมิาตรของน ้าเชื้อ เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของอสุจิ 
และความเข้มข้นของอสุจิ เพื่อค านวณหาปริมาณ
สารละลายในการเจอืจางน ้าเชื้อ  

เมื่อผสมแล้วแช่ในตู้ท าความเย็น เพื่อให้
อุณหภูมลิดลงจาก 37 °C ไปอยู่ที ่4 °C เป็นเวลา 3-4 
ชัว่โมง แล้วเตรียมหลอดบรรจุน ้ าเชื้อขนาด 0.25 
มิ ล ลิ ลิ ต ร  ( The genuine CASSOU straw, IMV 
Technologies, France) โดยระบุชื่อ หมายเลข และ
ระดบัความเขม้ขน้ของระดบัการเสรมิเมลาโทนิน น า
หลอดน ้าเชือ้มาเรยีงในทีว่างหลอดบรรจุน ้าเชื้อ เกบ็ไว้
ในตูท้ าความเยน็  

บรรจุน ้าเชื้อใส่หลอดเก็บน ้าเชื้อ โดยเครื่อง
บรรจุน ้าเชื้อ ซึ่งดูดน ้าเชื้อเขา้ไปจนถึงส่วนกลางของ
จุดปิดผลกึ จากนัน้ผนึกหลอดน ้าเชื้อส่วนปลาย โดย
ขัน้ตอนบรรจุและผนึกหลอดน ้าเชื้อท าผ่านเครื่อง 
straw filling and sealing machine (MRS1 Dual V2, 
IMV Technologies, France)  

น าหลอดน ้าเชื้อที่บรรจุแล้วมาเรียงในชัน้
เรียงน ้ า เชื้ อ  น าหลอดน ้ า เชื้ อ ไปอั ง เหนื อ ไอ
ไนโตรเจนเหลวประมาณ 2 นิ้ว ที่อุณหภูมิ -120 °C 
เ ป็ น เวลา  4 นาที  เมื่ อครบเวลาน า ไปแช่ ใน
ไนโตรเจนเหลว ตามวิธีการของ วิสูตร และคณะ 
(2567) จากนัน้น าน ้าเชือ้เกบ็ไวใ้นถงัไนโตรเจนเหลวที่
อุณหภูม ิ-196 °C  
การวิเคราะห์คุณภาพน ้าเช้ือโคแช่แข็งหลังท า
ละลาย 

การวิเคราะห์ข้อมูลใช้ค่าเฉลี่ยจากหน่วย
ทดลองน ้ าเชื้อตัง้ต้นที่ ผ่านเกณฑ์ เพื่อประเมิน
คุณภาพน ้าเชื้อหลังการแช่แข็ง ด้วยการท าละลาย
น ้าเชือ้แช่แขง็ดว้ยน ้าอุณหภูม ิ37 °C เป็นเวลา 1 นาท ี
จากนั ้นน าน ้ าเชื้ อ  3 µL หยดลงสไลด์  (counting 
chamber slide, 20 micron – 4 chambers, Leja, 
Netherland) ทีอุ่่นสไลด์บน warm plate ดว้ยอุณหภูม ิ
37 °C น าสไลด์ที่มีตัวอย่างน ้าเชื้อเข้าเครื่อง CASA 
เพื่อประเมินคุณภาพน ้าเชื้อโค โดยประเมินค่าการ
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เคลื่อนที่ได้ของอสุจ ิ(sperm motility) การเคลื่อนที่ไป
ขา้งหน้าของอสุจ ิ(progressive) รูปแบบการเคลื่อนที่
ของอสุจ ิ(sperm kinetic movement) ความเรว็ในการ
เคลื่อนทีข่องอสุจ ิ(sperm velocity) และความผดิปกติ
ของอสุจทิีบ่รเิวณหาง (sperm abnormality) 
การประเมินระดับ malondialdehyde (MDA) ใน
น ้าเช้ือโคแช่แขง็หลงัท าละลาย 

เตรียมสาร thiobarbituric acid (TBA) 0.67% 
และเตรียม trichloroacetic acid (TCA) 10-15% ผสม 
TBA:TCA อตัราสว่น 1:1 และเตรยีมสารละลาย NaOH 
1 โมลาร์ หลังจากนัน้ท าละลายน ้าเชื้อแช่แข็งที่น ้ า
อุณหภูมิ 37 °C แล้วดูดน ้ าเชื้อที่ท าละลายแล้วใส่
หลอดทดลองปรมิาณ 300 µL จากนัน้เตมิ NaOH 300 
µL ผสมด้วยเครื่อง vortex แล้วอุ่นเป็นเวลา 30 นาที 
ที่อุณหภูม ิ60 °C เติม TCA 15% 400 µL ปัน่เหวี่ยง 
15 นาท ีดูดส่วนใสใส่หลอดทดลองใหม่ 400 µL แล้ว
เตมิ TBA 400 µL ผสมดว้ยการ vortex อุ่นเป็นเวลา 1 
ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 60 °C จากนัน้ปล่อยให้เย็นลงที่
อุณหภูมิห้อง แล้วน าสารละลายใส่คิวเวท (cuvette) 
1,500 µL โดยผสมตวัอย่างกบั butanol ในอตัราส่วน 
750:750 µL (MDA-TBA complex) แลว้น าไปวเิคราะห์ 
MDA ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ที่มีค่าความ
ดู ด ก ลื น แ ส ง ที่  532 nm ( Helios Zeta UV-Vis 

Spectrophotometer, Thermo Scientific, United 
Kingdom) น าค่าความดูดกลืนแสงมาค านวณจากค่า 
MDA มาตรฐาน เพื่อหาระดบั MDA ในตวัอย่างน ้าเชือ้ 
การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 
 ข้อมูลคุณภาพน ้าเชื้อที่ได้จากการประเมิน
ดว้ย CASA และระดบั MDA ของแต่ละสูตรสารละลาย
น ้าเชื้อ ถูกน ามาวเิคราะห์ความแปรปรวน (ANOVA) 
ตามแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ (Completely 
Randomized Design: CRD) จากนัน้เปรยีบเทยีบความ
แตกต่างของค่าเฉลี่ยด้วยวิธี Duncan new multiple 
range test (DMRT) ที่ระดับความเชื่อมัน่ 95%ด้วย
โปรแกรมส าเร็จรูป SAS OnDemand for Academics 
(https://welcome.oda.sas.com) 

ผล 
 จากการศึ กษาการ เสริม เมลา โทนิ น                        
ในสารละลายน ้ าเชื้อ ETG ที่ระดับแตกต่างกันใน
น ้าเชื้อโคแช่แขง็ พบว่ามเีปอร์เซน็ต์การเคลื่อนที่ของ
อสุจิหลังท าละลายในกลุ่ม M1 และ M2 มีค่าสูงกว่า
กลุ่ ม  M0 และ M3 อย่ างมีนั ยส าคัญทางสถิติ  
(P=0.0208) แต่มเีปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ไปขา้งหน้า
ของอสุจิ แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P=0.0832) (Table 2)  

Table 2 Effect of melatonin in ETG on the motility and progressive post thawed cryopreserved bull semen 
Parameters M0 M1 M2 M3 SEM P-value 
Motility, % 41.54B 50.00A 51.51A 39.40B 1.74 0.0208 
Progressive, % 14.37 16.35 17.90 13.34 0.69 0.0832 

A,B difference superscript letters within row are significantly different (P<0.05). 

ผลของการเสริมเมลาโทนินในสารละลาย
น ้ าเชื้อที่ระดับแตกต่างกันต่อความเร็วในการ
เคลื่อนที่ของอสุจิ พบว่าความเร็วในการเคลื่อนที่
เป็นเส้นโค้งของอสุจิ (curvilinear velocity: VCL), 
ความเร็วเฉลี่ยในการเคลื่อนที่ของอสุจิ (average 
path velocity: VAP) และความเรว็ในการเคลื่อนที ่
เป็นเสน้ตรงของอสุจ ิ(straight liner velocity: VCL) 
ของทัง้ 4 กลุ่ม แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส าคัญ 
ทางสถติ ิ(P>0.05) และในดา้นรูปแบบการเคลื่อนที่

ของอสุจ ิพบว่าเปอร์เซน็ต์การเคลื่อนทีเ่ป็นเสน้ตรง
ของอสุจ ิ(linearly motile spermatozoa: LIN) ความ
ตรงในการเคลื่อนทีข่องอสุจ ิ(straightness: STR) 
และอสุจิเคลื่อนไหวช้า (slow) ของทัง้ 4 กลุ่ม 
แตกต่างกนัอย่างไม่มีนัยส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
แต่เมื่อพจิารณาเปอร์เซน็ต์อสุจไิม่เคลื่อนที่ (static)  
พบว่ากลุ่ม M1 และ M2 มค่ีาอสุจไิม่เคลื่อนที่ลดลง
เมื่อเปรียบกบักลุ่ม M0 และ M3 อย่างมีนัยส าคญั
ทางสถติ ิ(P=0.0178) (Table 3)  
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Table 3 Effect of melatonin in ETG on velocity and kinetic movement of post thawed cryopreserved bull semen 
Parameters M0 M1 M2 M3 SEM P-value 
Velocity of sperm       
   VCL, µm/s 85.42 88.12 88.60 84.76 1.05 0.4901 
   VAP, µm/s 48.24 49.36 49.56 47.96 0.55 0.6825 
   VSL, µm/s 40.07 40.73 40.85 39.91 0.48 0.8826 
Kinetic movement of sperm      
   STR, % 83.05 82.50 82.40 83.19 0.58 0.9561 
   LIN, % 40.87 40.92 40.93 40.86 0.28 0.9997 
   Slow, % 16.94 21.23 21.32 18.27 0.77 0.1024 
   Static, % 59.29A 50.65B 51.27B 56.85AB 1.18 0.0178 

A,B difference superscript letters within row are significantly different (P<0.05). 
VCL: Curvilinear Velocity, VAP: Average Path Velocity, VSL: Straight Liner Velocity, STR: Straightness, LIN: linearly motile 

spermatozoa. 
ผลของการเสริมเมลาโทนินในสารละลาย

น ้าเชื้อทีร่ะดบัแตกต่างกนัต่อความผดิปกตขิองอสุจิ
บรเิวณหาง พบว่าความผดิปกตขิองหางชนิดหางงอ 
(bent tail), ความผิดปกติของหางชนิดหางขดเป็น
มว้น (coiled tail), ความผดิปกตขิองอสุจทิีม่หียดน ้า

เกาะที่หาง (distal droplet) และอสุจิที่มีล าตัวคด 
( distal midpiece reflex: DMR)  ข อ งทั ้ง  4 กลุ่ ม 
แตกต่างกนัอย่างไม่มีนัยส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
(Table 4)

 

Table 4 Effect of melatonin in ETG on sperm abnormalities of post thawed cryopreserved bull 
semen 

Parameters M0 M1 M2 M3 SEM P-value 
Bent tail, % 15.94 15.45 15.37 16.06 0.47 0.9452 
Coiled tail, % 3.88 4.23 4.30 3.79 0.22 0.8324 
Distal droplet, % 4.23 3.99 3.95 4.29 0.13 0.7469 
DMR, % 2.75 2.78 2.79 2.74 0.267 0.9999 

จากการศกึษาผลของการเสริมเมลาโทนิน
ที่ระดบัแตกต่างกนัในสารละลายน ้าเชื้อโคแช่แข็ง 
ETG ต่อระดับของ MDA (Figure 1) พบว่าระดับ 
MDA ของกลุ่ม M2 และ M3 มีค่าต ่ากว่ากลุ่ม M0 
และ  M1 อย่ า งมีนั ยส าคัญทางสถิติ  (1.0857, 

1.1002, 2.8942 แล ะ  1.8061 µM, ตามล า ดับ ; 
P<0.001) และกลุ่ม M1 มีระดบั MDA ต ่ากว่ากลุ่ม 
M0 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าการเสริมเมลาโทนินใน
สารละลายน ้าเชื้อ ETG สามารถลดระดบัของ MDA 
ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  
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Figure 1 Effect of melatonin in ETG on malondialdehyde (MDA)  levels in cryopreserved bull semen  

   A,B,C difference superscript letters within bar are significantly different (P<0.001) 

วิจารณ์ 
จากการศึ กษาการ เสริม เมลา โทนิ น 

ในสารละลายน ้าเชื้อ ETG ที่แตกต่างกนัในน ้าเชื้อโค
แ ช่ แ ข็ ง  แ ส ด ง ใ ห้ เ ห็ น ชั ด เ จ น ว่ า ก า ร เ ส ริ ม 
เมลาโทนินที่ระดบั 1, 2 และ 3 mM สามารถลดระดบั 
MDA ไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ ซึ่งผลของการศกึษาใน
ครัง้นี้สอดคลอ้งกบัการศกึษาของ Kumar et al. (2022) 
ที่มีการเสริมเมลาโทนินในสารละลาย tris-citric 
fructose egg yolk ที่ระดับ 1 และ 2 mM ในการท า
น ้าเชื้อแกะ Magra สามารถลดระดบัของ MDA ตลอด
การเก็บรักษาด้วยการแช่เย็น และสอดคล้องกับ
การศกึษาของ Divar et al. (2022) ซึ่งมกีารเสรมิเมลา
โทนินในสารละลายน ้าเชื้อแช่แข็ง tris-citric fructose 
egg yolk ที่ระดบั 1 และ 2 mM ในการท าน ้าเชื้อสุนัข
แช่แขง็ เมลาโทนินสามารถลดระดบั MDA ในน ้าเชื้อ
สุนัขหลงัท าละลายได้อย่างมปีระสทิธภิาพ โดยเป็นที่
ทราบดวี่าการแช่แขง็น ้าเชื้อมผีลต่อเยื่อหุ้มเซลล์อสุจ ิ
และเยื่ อหุ้ มเซลล์ ไมโทคอนเดรีย ให้ เกิดการ
เปลี่ยนแปลง (Gualtieri et al., 2021) เมื่อ electron 
transport chain ท างานผิดปกติ จะ เกิด  electron 
leakage ท าให้  O2 ถู กเปลี่ ยนเ ป็ น O2

- ซึ่ งอาจ
เปลี่ยนเป็น H2O2 ที่เป็น ROS ซึ่งสร้างความเสยีหาย
ต่อเซลล์ และระหว่างการแช่แขง็น ้าเชื้อ และเมื่อเซลล์
อสุจเิผชญิกบัอุณหภูมทิีล่ดลงอย่างรวดเรว็การเปลีย่น
ความดนัออสโมตกิ สิง่เหล่านี้เป็นสิง่ทีก่ระตุ้นเอนไซม ์
NOX เกิดการสร้าง O2

- และเยื่อหุ้มเซลล์อสุจิไว           

ต่อการเกดิปฏกิริิยา LPO ซึ่งน าไปสู่การเพิม่ขึ้นของ 
ROS (Yeste et al., 2015; Toor & Sikka, 2019)  

การก่อตัวของอนุมูลอิสระส่งผลให้ระดับของ 
MDA เพิ่มขึ้น ซึ่งเป็น end product ของ LPO โดย 
MDA ท าหน้าที่เป็นตวับ่งชี้ความเครยีดจากปฏกิริยิา
ออกซิเดชนั (Jadoon & Malik, 2017) ซึ่งการเสริมเม
ลาโทนินในสารละลายน ้าเชื้อยงัสามารถช่วยลด ROS 
ได้ เ ช่ นกัน  (Lee & Lee, 2023; Su et al., 2021) 
นอกจากนัน้แล้วการเสริมเมลาโทนินในน ้าเชื้อโคแช่
แขง็สูตร egg yolk-citrate ทีร่ะดบั 0.3 mg/ml สามารถ
ส่งเสรมิการท างานของเอนไซมต์้านอนุมูลอสิระ CAT, 
SOD และ GSH-Peroxidase (Niu et al., 2024) จาก
เหตุผลดงักล่าวจึงส่งผลให้น ้าเชื้อโคหลงัท าละลายที่
เจอืจางดว้ยสารละลายทีม่กีารเสรมิเมลาโทนิน มรีะดบั 
MDA ลดลง จากคุณสมบัติของเมลาโทนินที่กระตุ้น
การท างานของเอนไซม์ต้านอนุมูลอิสระ และการ
แสดงออกของยีนต้านอนุมูลอิสระ (Niu et al., 2024) 
จึงสามารถก าจดัอนุมูลอิสระได้อย่างมีประสทิธภิาพ 
และปกป้องเซลล์อสุจิจาก peroxidative agents ลด
ความเสยีหายต่อไมโทคอนเดรยีและเยื่อหุม้เซลล์อสุจ ิ
(Sönmez et al., 2007) 

ผลการเสริมเมลาโทนินในสารละลายน ้าเชื้อ 
ETG ที่ระดบัแตกต่างกนัในน ้าเชื้อโคแช่แข็งหลังท า
ละลาย พบว่าเมลาโทนินสามารถปรับปรุงการ
เคลื่อนไหวของตวัอสุจ ิซึ่งสอดคลอ้งกบัการศกึษาการ
เสริมเมลาโทนินในน ้าเชื้อโคแช่แขง็ egg yolk-citrate 

P<0.001 
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ทีร่ะดบั 0.3 mg/mL (Niu et al., 2024) และการเสรมิเม
ลาโทนินในน ้าเชื้อสุนัขแช่แขง็ ที่ระดบั 1 และ 2 mM 
(Divar et al., 2022) การทีเ่มลาโทนินสามารถปรบัปรุง
การเคลื่อนไหวของตวัอสุจหิลงัท าละลายอาจเป็นผล
มาจากความสามารถในการปกป้องตวัอสุจจิากอนุมูล
อสิระ จงึลดความเสยีหายของตวัอสุจ ิซึง่ยนืยนัไดจ้าก
ผลของระดบั MDA ทีล่ดลงจากการเสรมิเมลาโทนินใน
สารละลายน ้าเชือ้โคแช่แขง็ ประกอบกบัการศกึษาของ 
Su et al. (2021) ที่รายงานว่า อสุจิของโคตอบสนอง
ต่อการเสริมเมลาโทนินที่ระดบั 2 mM ในสารละลาย
น ้าเชื้อแช่แขง็ ส่งผลให้มเีปอร์เซ็นต์อสุจิไม่เคลื่อนที่
น้อยทีสุ่ด เนื่องจากเมลาโทนินช่วยปกป้องไมโทคอน
เดรีย ซึ่งสามารถสร้างพลังงาน ATP ท าให้อสุจิ
เคลื่อนไหวได้ดขีึ้น นอกจากนี้เมลาโทนินยงัสามารถ
คงสภาพเยื่อหุ้มเซลล์ได้ดี ซึ่งอสุจิที่มีเยื่อหุ้มเซลล์
สมบู รณ์สามารถมีชีวิตรอดและเคลื่ อนที่ ได้ ดี  
เช่นเดียวกับรายงานของ Lançoni et al. (2018) ที่
รายงานว่าเมลาโทนินมคีวามสามารถในการปกป้องไม
โทคอนเดรียของอสุจิ ซึ่งจ าเป็นส าหรบักระบวนการ
สร้างพลังงาน ATP ที่อสุจิใช้ในการเคลื่อนที่ เมื่อ
พลงังานลดลง การเคลื่อนทีข่องอสุจจิะน้อยลงไปด้วย 
ดงันัน้เมลาโทนินสามารถช่วยใหอ้สุจเิคลื่อนทีไ่ด้อย่าง
มปีระสทิธภิาพ  

การศกึษาในครัง้นี้ไม่สามารถแสดงใหเ้หน็ว่าเม
ลาโทนินมผีลในการปรบัปรุงดา้นความเรว็ รูปแบบใน
การคลื่อนที่ และความผดิปกติที่ส่วนหางของอสุจิโค
แช่แขง็หลงัท าละลาย อาจเนื่องมาจากในกระบวนการ
ท าสารละลายน ้าเชื้อนัน้ มกีารใช ้tris และมกีารเตมิไข่
แดงเป็นส่วนประกอบของสารละลายที่เท่ากนัทุกกลุ่ม 
ท าให้คุณสมบตัิของสารละลายไม่แตกต่างกนัในด้าน
แรงดนัออสโมตกิ ความหนืด ซึ่งปัจจยัเหล่านี้สามารถ
สง่ผลต่อความเรว็และรูปแบบการเคลื่อนทีข่องตวัอสุจ ิ
(Mofadel et al., 2024)  

การศกึษาในครัง้นี้แสดงใหเ้หน็ประสทิธภิาพ
ของเมลาโทนินที่ เสริมในสารละลายสูตร ETG 
โดยเฉพาะการเสริมที่ระดับ 2 mM ซึ่งสามารถลด 
 

ระดับของ MDA และปรบัปรุงการเคลื่อนที่ของอสุจิ
หลงัท าละลายได้ดทีี่สุด และเมื่อพจิารณาการเสรมิเม
ลาโทนินที่ระดับ 3 mM ซึ่งเป็นระดับสูงที่สุดใน
การศกึษาครัง้นี้ ไม่สามารถปรบัปรุงการเคลื่อนที่ของ
อสุจิหลงัท าละลายได้ ซึ่งการศึกษาของ Monteiro et 
al. (2022) ไดร้ายงานว่าการเสรมิเมลาโทนินทีร่ะดบั 4 
mM ที่เป็นระดับสูงที่สุดในสารละลาย egg yolk-tris 
ส่งผลให้น ้ าเชื้อแพะแช่แข็งหลังท าละลายมีการ
เคลื่อนทีไ่ดล้ดลงเช่นกนั อาจเนื่องมาจากความเขม้ขน้
ของเมลาโทนินที่สูงในสารละลายน ้าเชื้อแช่แขง็อาจมี
ผลในการกระตุ้นปฏิกิริยาออกซิเดชนัเกินปกติ และ
สง่ผลกระทบต่อการท างานของอสุจ ิดงันัน้การเสรมิเม
ลาโทนินในสารละลายน ้าเชื้อแช่แข็ง ต้องค านึงถึง
ระดับที่เหมาะสม โดยไม่ส่งผลเสียต่อคุณภาพของ
น ้าเชือ้  

สรปุ 
 จากการศกึษาเสรมิเมลาโทนินในสารละลาย
น ้าเชื้อโคแช่แขง็ ETG พบว่าน ้าเชื้อโคแช่แขง็หลงัท า
ละลายที่มีการเสริมสารเมลาโทนินที่ระดับ 2 mM 
สามารถปรบัปรุงคุณภาพน ้าเชื้อในด้านเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของอสุจทิี่เพิม่ขึ้น และเปอร์เซ็นต์อสุจทิี่
ไม่เคลื่อนทีล่ดลง อกีทัง้การเสรมิเมลาโทนินทีร่ะดบั 2 
mM สามารถลดระดบัของ MDA ในน ้าเชื้อโคแช่แขง็
หลงัท าละลายไดอ้ย่างมปีระสทิธภิาพ  
 ข้อเสนอแนะเพื่ อให้ ได้ผลที่ชัดเจนใน
ประสทิธิภาพของเมลาโทนินในการปกป้องอสุจิจาก
อนุมูลอสิระ ควรศกึษาเพิม่เติมในด้านความสมบูรณ์
ของเยื่อหุม้เซลล์อสุจ ิ 

ค าขอบคณุ 
 ขอขอบคุณฟาร์ มโค เนื้ อและกระบื อ  
ภาควิชาสัตวบาล คณะเกษตร ก าแพงแสน
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ วิทยาเขตก าแพงแสน            
ทีใ่หค้วามอนุเคราะห์สถานที ่และขอขอบคุณบุคลากร
ทุกท่านทีใ่ห้ความช่วยเหลอืจนการศกึษาครัง้นี้ส าเรจ็
ลุล่วงไปไดด้ว้ยด ี
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