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 การวิจยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาเทคโนโลยใีนการเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุย 
(Clarias macrocephalus) แช่แขง็เพื่อประโยชน์ในการเพาะเล้ียงและอนุรักษส์ายพนัธ์ุปลาดุกอุย 
วิธีการวิจยัแบ่งการทดลองเป็น 4 ตอน คือ ตอนท่ี 1 ศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณภาพน ้าเช้ือปลา
ตะเพยีนขาวในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ พบวา่ เดือนสิงหาคม (ช่วงฤดูฝน) เป็นช่วงท่ีน ้ าเช้ือปลาตะเพียน
ขาว มีความสมบูรณ์ท่ีสุด ตอนท่ี 2 การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย โดยทดสอบผลของสารไครโอโพร
เทคแทนท ์6 ชนิด (Dimethyl sulfoxide; DMSO, Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol 
และ Propylene glycol) ท่ีมีความเขม้ขน้สุดทา้ยเท่ากบั 5, 10 และ15% และมีอตัราการลดอุณหภูมิ
สามระดบัคือ -3, -5 และ -8 องศาเซลเซียส/นาที พบวา่การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยดว้ยเคร่ืองลด
อุณหภูมิอตัโนมติั (Control rate programmable freezer) โดยสาร DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10% 
ร่วมกบัสาร Ca-F HBSS ท่ีใชเ้ป็น Sperm extender โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/
นาทีจะใหผ้ลดีท่ีสุดในการแช่แขง็โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 64 ± 4.44% โดย
มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) กบัทุกชุดการทดลอง ตอนท่ี 3 การแช่แขง็
น ้าเช้ือปลาดุกอุยในปริมานมาก โดยท าการเปรียบเทียบระหวา่งหลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดคือ
หลอด French straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร และ Cryotube ขนาด 1.25 มิลลิลิตร 
ท าการลดอุณหภูมิน ้าเช้ือดว้ยการลดอุณหภูมิโดยใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัท่ีอตัราการลด
อุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลว (Above liquid nitrogen surface) ในกล่องโฟมท่ีความสูงเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลว 6, 4 และ 2 เซนติเมตร เป็นเวลานาน 10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือทั้ง 3 ขนาด
คือ 0.25, 0.5 และ 1.25 มิลลิลิตรปรากฏวา่ในความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร มี
คุณภาพใกลเ้คียงกบัน ้าเช้ือท่ีแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมืออตัโนมติั ตอนท่ี 4 การทดสอบความสามารถการ
ปฏิสนธิของน ้าเช้ือปลาดุกอุยแช่แขง็ พบวา่การใชน้ ้ าเช้ือสดใหผ้ลดีกวา่การใชน้ ้ าเช้ือแช่แขง็ในการ
ปฏิสนธิกบัไข่ปลาดุกอุย การศึกษาในเร่ืองของการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยสามารถใชเ้ป็นขอ้มูล
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 The objective of this research was to develop a suitable technology for 
cryopreservation of Thai walking catfish (Clarias macrocephalus) sperm for aquaculture and 
conversation by dividing into 4 experiments. The first experiment evaluated the change in sperm 
quality during the spawning season and found sperm with high motility in August (rainy season). 
The second experiment evaluated the effects of six cryoprotectants (Dimethyl sulfoxide ; DMSO , 
Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol and Propylene glycol) at final concentrations of 5, 
10 and 15% and  3 three freezing rates at -3, -5 and -80C/ min on using controlled-rate 
programmable freezer. The use  of  freezing rate at -80C/ min and 10% DMSO resulted in the 
highest post-thawed sperm motility of  64 ± 4.44%, significantly higher (P<0.05) than those of 
other treatments. The third experiment related with large-scale cryopreservation of Thai walking 
catfish (Clarias macrocephalus) semen. Using french straws 0.25 ml. and 0.5 ml. and Cryotube 
1.25 ml. Sperm were cryopreserved  either controlled with rate programmable freezer -80C/min 
and liquid nitrogen vapour in the Styrofoam box at 2, 4 and 6 cm above liquid nitrogen surface 
for 10 minutes. Sperm frozen with the liquid nitrogen vapour 6 cm above liquid nitrogen surface 
had sperm quality comparable to those frozen with controlled-rate programmable freezer. The last 
experiment determined ability of cryopreserved sperm on fertilization success. Fresh sperm had 
higher the fertilization capacity than cryopreservation sperm. This sperm cryopreservation study 
on C. macrocephalus can be used for further development of sperm cryopreservation program in 
aquaculture industry and conservation of this indigenous species. 
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บทน ำ 

 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคญัของปัญหำ 
 ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) เป็นปลาน ้าจืดพื้นเมืองของไทยท่ีนิยมเล้ียงและบริโภค
กนัโดยทัว่ไป ปลาดุกอุยเป็นปลาท่ีมีความส าคญัทางเศรษฐกิจเน่ืองจากเน้ือท่ีมีรสชาติดีเป็นท่ีนิยมใน
การบริโภค และมีราคาจ าหน่ายสูง (Srisuvantach & Thangtrongpiros, 1985) อยา่งไรกต็ามในปัจจุบนัน้ี
พอ่แม่พนัธ์ุปลาดุกอุยในธรรมชาติมีจ านวนลดลง เน่ืองจากปัญหาการขยายตวัของชุมชน และคุณภาพ
ส่ิงแวดลอ้มในน ้าประกอบกบัปลาดุกอุยเป็นปลาท่ีโตชา้และมีความตา้นทานโรคต ่า ท าใหมี้การพฒันา
รูปแบบการเล้ียงโดยการผสมเทียมขา้มสายพนัธ์ุระหวา่งปลาดุกแอฟริกนั (Clarias gariepinus) เพศผู ้
กบัปลาดุกอุย (C. macrocephalus) เพศเมีย ท าใหไ้ดลู้กพนัธ์ุท่ีโตเร็วและมีความตา้นทานโรคสูงท าให้
ปลาดุกขา้มสายพนัธ์ุ (บ๊ิกอุย) เป็นท่ีนิยมอยา่งแพร่หลายในการเพาะเล้ียงส่งผลใหก้ารเพาะเล้ียงปลาดุก
อุยมีปริมาณลดลง โดยท่ีมากกวา่ 80% ของผูเ้พาะเล้ียงปลาดุกในประเทศไทยเป็นปลาดุกขา้มสายพนัธ์ุ 
(Na-Nakorn, 1994) ดงันั้นเม่ือมีการหลุดลอดลงสู่แหล่งน ้าของปลาดุกขา้มสายพนัธ์ุท าใหเ้กิดการผสม
พนัธ์ุกบัปลาดุกอุยในธรรมชาติ เป็นผลใหส้ายพนัธ์ุของปลาดุกอุยในธรรมชาติลดจ านวนลงจากการ
ปนเป้ือนทางพนัธุกรรม (Senanan, Kapuscinski, Na-Nakorn, & Miller, 2004) จากการจ าแนกชนิดพนัธ์ุ
สัตวท่ี์ถูกคุกคามโดยไดพ้ิจารณาสถานภาพตามแนวทางเอกสารของ International Union for 
Conservation of Nature (IUCN) ในการด าเนินโครงการ The Development of Conservation and 
Protection Mechanism on Red Data of Thailand ปลาดุกอุยถูกจดัใหอ้ยูใ่นสถานภาพมีแนวโนม้ใกลสู้ญ
พนัธ์ุ (Vulnerable) คือประสบความเส่ียงต่อการสูญพนัธ์ุในธรรมชาติในอนาคตอนัใกล ้(Vidthayanon, 
2005) ทั้งท่ีเป็นปลาท่ีพบโดยทัว่ไปในไทยเม่ือประมาณ 30-40 ปีท่ีผา่นมาดงันั้นจึงจ าเป็นตอ้งมีการ
พฒันาวิธีการท่ีจะใชอ้นุรักษส์ายพนัธ์ุ และเพิ่มจ านวนประชากรปลาดุกอุยใหมี้จ านวนมากข้ึนเพื่อ
ประโยชน์ในการเพาะเล้ียงและการอนุรักษพ์นัธ์ุปลาทอ้งถ่ินมิใหสู้ญพนัธ์ุ 
 วิธีหน่ึงท่ีจะช่วยในการเพิ่มจ านวนของปลาดุกอุยใหไ้ดจ้  านวนมากๆ และรวดเร็วคือการผสม
เทียม แต่ในกระบวนการเพาะขยายพนัธ์ุปลาดุกอุยนั้นไม่สามารถรีดน ้าเช้ือโดยการกดบริเวณส่วนทอ้ง
เหมือนปลาชนิดอ่ืนไดเ้พราะอณัฑะปลาดุกอุยอยูลึ่กลงไปในช่องทอ้งใตร้ะบบทางเดินอาหาร ในการ
เพาะขยายพนัธ์ุปลาดุกอุยจ าเป็นตอ้งมีการผา่ทอ้งปลาดุกอุยเพศผู ้เพื่อเอาถุงน ้าเช้ือ (Testis) มาใชใ้นการ
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ผสมเทียม ดงันั้นในการเพาะขยายพนัธ์ุปลาดุกอุยในแต่ละคร้ังจึงควรใชน้ ้ าเช้ือใหคุ้ม้ค่าท่ีสุด และอีก
วิธีการหน่ึงท่ีจะช่วยท าใหน้ ้ าเช้ือมีความคุม้ค่าไดก้คื็อ การเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุยแบบแช่แขง็ซ่ึงจะ
ท าใหน้ ้ าเช้ือคงสภาพพร้อมน ามาผสมเทียมกบัไข่ไดทุ้กเวลา โดยท่ีคุณภาพน ้าเช้ือท่ีเกบ็รักษาไว ้ยงัคง
ใกลเ้คียงกบัน ้าเช้ือสด นอกจากน้ีอีกปัญหาหน่ึงท่ีมกัจะเกิดอยูเ่สมอในระหวา่งการเพาะพนัธ์ุปลากคื็อ 
ช่วงระยะเวลาท่ีสามารถรวบรวมน ้าเช้ือไดจ้ากพอ่พนัธ์ุปลาดุกอุยอาจไม่สมัพนัธ์กบัช่วงระยะเวลาท่ีแม่
พนัธ์ุปลาดุกอุยตกไข่ (Egg availability) ท่ีเป็นผลจากความแปรปรวนของพอ่พนัธ์ุปลาเพศผูแ้ต่ละตวั 
(Individual variation) ท่ีผลิตน ้าเช้ือไดต่้างกนั ท าใหเ้กิดความยุง่ยากในการจดัการผสมเทียมในโรงเพาะ
ฟักเป็นอยา่งมาก (Vuthiphandchai, Thadsri, & Nimrat, 2009) อีกทั้งการใชน้ ้ าเช้ือปลาท่ีรวบรวมได้
ใหม่ๆ (Freshly collected milt) เพื่อการผสมเทียมนั้นมีขอ้จ ากดัตรงท่ีจะตอ้งใชผ้สมเทียมทนัทีไม่
สามารถเกบ็รักษาน ้าเช้ือไวไ้ดน้าน เพราะคุณภาพน ้าเช้ือสดจะลดลงอยา่งรวดเร็ว ท าใหผ้สมไม่ติด 
ดงันั้นการเพาะพนัธ์ุปลาดุกอุยโดยการผสมเทียมจ าเป็นตอ้งมีการพฒันาเทคนิควิธีการเกบ็รักษาน ้าเช้ือ
ปลาเพื่อใหมี้น ้าเช้ือพร้อมอยูต่ลอดเวลาเพื่อการผสมเทียม และสามารถใชไ้ดส้ะดวกรวดเร็วตลอดช่วง
ฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ (ศิริพร คชรัตน์, สุบณัฑิต น่ิมรัตน์ และวีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2548) 

 การศึกษาพฒันาวิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือของปลาในตระกลู catfish มีการศึกษากนัอยา่ง
แพร่หลายเช่น ปลา Channel catfish Ictalurus punctatus (Christensen & Tiersch, 2005) ; African 
catfish Clarias gariepinus (Viveiros, So, & Koman., 2000) ; Mekong giant catfish Pangasius gigas 
(Mongkonpunya, Chairak, Pupipat, & Tiersch., 1995) เป็นตน้ ส่วนปลาดุกอุย (C. macrocephalus) มี
การศึกษาในเร่ืองของ Seminal plasma, sperm motility และ Milt dilution (Tan-Fermin, Miura, Adachi,  
& Yamauchi, 1998) การเกบ็รักษาน ้าเช้ือแบบแช่เยน็ (Vuthiphandchai, Thadsri, & Nimrat, 2009) และ
การเกบ็รักษาน ้าเช้ือแบบแช่แขง็ (วนัชยั แสนค าลือ, 2546 และธรรมศกัด์ิ ถาพรพนัธ,์ 2548) ท่ีประสบ
ความส าเร็จในการศึกษาเก่ียวกบัการเลือกใชช้นิดของสารเคมี,วิธีการแช่แขง็ และการปฏิสนธิของ
น ้าเช้ือปลาดุกอุยแช่แขง็ รวมถึงการศึกษาถึงช่วงระยะเวลาท่ีน ้ าเช้ือมีคุณภาพดีท่ีสุดในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ
วางไข่ และขอ้มูลการเปล่ียนแปลงของคุณภาพน ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ีเป็นขอ้มูลส าคญัท่ีจ าเป็นตอ้งรู้ก่อนท่ี
จะท าการเกบ็รักษาดว้ยวิธีการแช่แขง็เพื่อใหไ้ดท่ี้น ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพดีท่ีสุด และมีความเหมาะสมท่ีจะ
น ามาท าการเกบ็รักษาดว้ยการแช่แขง็เพื่อรักษาคุณภาพน ้าเช้ือแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลวใหมี้คุณภาพท่ี
ดีเป็นระยะเวลานานในลกัษณะธนาคารน ้าเช้ือ อยา่งไรกต็ามการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยมีการวิจยั
ค่อนขา้งจ ากดั ยงัไม่มีงานวิจยัตีพิมพใ์นวารสารระดบันานาชาติ อีกทั้งการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยใน
ปริมาณมากยงัไม่พบผูท้  าการศึกษาทดลอง การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาตระกลู Catfish ในปริมาณมากมี
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ประโยชน์คือการประยกุตใ์ชใ้นการเพาะพนัธ์ุปลาดุกอุยโดยตรงจึงควรท่ีจะศึกษาในเร่ืองขนาดของ
หลอดท่ีใชใ้นการบรรจุน ้าเช้ือปลา โดยมีวธีิการลดอุณหภูมิแบบใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั Control 
rate programmable freezer เช่นในปลา European catfish (Silurus glanis) (Linhart, Rodina, Flajshans, 
Gela, & Kocour, 2005) และ Blue catfish (Ictalurus furcatus) (Hu, Yang, & Tiersch., 2011) และใน
ปลา Yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco) (Pan et al., 2008) เป็นตน้ ขนาดของหลอดแช่แขง็
น ้าเช้ือท่ีมีขนาดใหญ่และจ านวนของหลอดบรรจุท่ีมากข้ึนจะช่วยเพิ่มปริมาณน ้าเช้ือแช่แขง็ในแต่ละ
รอบกระบวนการแช่แขง็และเกบ็รักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ ซ่ึงจะเป็นประโยชน์ต่อการเพาะเล้ียงและการ
อนุรักษพ์นัธ์ุปลาเน่ืองจากเป็นท่ีทราบโดยทัว่กนัแลว้วา่ การเกบ็รวบรวมน ้าเช้ือปลาดุกอุยตอ้งท าการผา่
ทอ้งและถุงน ้าเช้ือ (Testis) ปลาดุกอุยท่ีมีขนาดเลก็มีขนาดเลก็ท าใหใ้ชป้ลาดุกอุยเป็นจ านวนมากและใช้
เวลานานในการเกบ็รวบรวมท าใหคุ้ณภาพของน ้าเช้ือลดลงตามระยะเวลา และคุณภาพของน ้าเช้ือจะ
ลดลงตามระยะเวลาท่ีเพิ่มข้ึนดงันั้นหากกระบวนการท่ีใชใ้นการเกบ็รวบรวมน ้าเช้ือมีระยะเวลานานจะ
ส่งผลกระทบต่อคุณภาพของน ้าเช้ือท าใหไ้ดน้ ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพไม่ดีและอาจไม่ประสบความส าเร็จจาก
การน าน ้ าเช้ือแช่แขง็ไปใชใ้นการผสมเทียม อีกทั้งปลาดุกอุยเป็นปลาท่ีหาพอ่แม่พนัธ์ุไดย้ากบาง
ช่วงเวลาไม่สามารถหาพอ่แม่พนัธ์ุท่ีจะน ามาใชใ้นการเพาะพนัธ์ุและจดัเป็นปลาท่ีมีราคาแพง และยงัมี
ความเส่ียงท่ีจะเกิดความสูญเสียจากการขนส่ง, การเล้ียง,โรคระบาด และปัจจยัอ่ืนๆท่ีน าไปสู่การตาย
ของพอ่แม่พนัธ์ุได ้ดงันั้นจึงควรมีการศึกษาถึงวิธีการเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุยในปริมาณมากท่ีจะช่วย
เพิ่มคุณภาพของน ้าเช้ือแช่แขง็และช่วยลดความเส่ียงในการสูญเสียพอ่แม่พนัธ์ุปลาดุกอุยเพื่อใช้
ประโยชน์จากพอ่แม่พนัธ์ุใหคุ้ม้ค่ามากท่ีสุด การแช่แขง็น ้าเช้ือในปริมาณมากยงัเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีจะ
พฒันาวิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือท่ีจะน าไปสู่การประยกุตใ์ชใ้นอุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ าท่ีจะมีการ
ใชน้ ้ าเช้ือปลาแช่แขง็ในอนาคต การเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุยเป็นอีกวธีิหน่ึงท่ีสามารถช่วยในอนุรักษ์
สายพนัธ์ุของปลาดุกอุยพื้นเมืองของไทยท่ีอยูใ่นสถานภาพมีแนวโนม้ใกลสู้ญพนัธ์ุ ท่ีอาจมีความเส่ียง
ต่อการสูญพนัธ์ุในอนาคต การเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุยในไนโตรเจนเหลวยงัเป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีสามารถ
จดัตั้งธนาคารน ้าเช้ือ และเป็นประโยชน์ต่อการเพิ่มจ านวนปลาดุกอุยพื้นเมืองของไทยใหด้ ารงอยูต่่อไป 

 

วตัถุประสงค์ของกำรวจิยั   
1. ประเมินคุณภาพของสเปิร์มในช่วงตน้ฤดู, กลางฤดู และปลายฤดูกาลวางไข่ของปลาดุกอุย 

(C. macrocephalus)(พฤษภาคมถึงตุลาคม) 
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2. เปรียบเทียบคุณภาพของสเปิร์มปลาดุกอุย (C. macrocephalus) แช่แขง็ท่ีเกบ็รักษาใน
หลอดบรรจุท่ีมีขนาดแตกต่างกนั (หลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร และหลอด 
cryotube ขนาด 1.25 มิลลิลิตร) 

3. เปรียบเทียบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ท่ีใชใ้นการแช่แขง็น ้าเช้ือดุกอุย (C. 
macrocephalus) ระหวา่งการลดอุณหภูมิแบบการใชเ้คร่ืองแช่แขง็อตัโนมติัและการลด
อุณหภูมิเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวภายในกล่องโฟม  

4. ประเมินความสามารถในการปฏิสนธิไข่ปลาดุกอุย (C. macrocephalus) ของน ้าเช้ือปลา
ดุกอุยท่ีแช่แขง็ 

 

สมมติฐำนของกำรวจิยั 
1. คุณภาพน ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) ในช่วงตน้ฤดู, กลางฤดู และปลายฤดูกาล

วางไข่ (พฤษภาคมถึงตุลาคม) มีการเปล่ียนแปลงในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ 
2. คุณภาพน ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) แช่แขง็ท่ีเกบ็รักษาในหลอดบรรจุท่ีมีขนาด

แตกต่างกนั (หลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร และหลอด cryotube ขนาด 1.25 
มิลลิลิตร) ไม่มีความแตกต่างกนั 

3. การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) โดยใชเ้คร่ืองแช่แขง็อตัโนมติัมี
ประสิทธิภาพเทียบท่ากบัการแช่แขง็เหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวภายในกล่องโฟม 

4. น ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) แช่แขง็มีประสิทธิภาพในการปฏิสนธิกบัไข่ปลาดุก
อุยไม่ต่างจากน ้าเช้ือสด 

 

ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกกำรวจิยั   
1. การประเมินคุณภาพน ้าเช้ือในฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ไดข้อ้มูลท่ีจ าเป็นเบ้ืองตน้ในการพฒันา  

วิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) 
2. ทราบวิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) เพื่อน าไปใชใ้นธนาคารน ้าเช้ือ 

และยงัสามารถน าน ้ าเช้ือแช่แขง็มาผสมเทียมกบัไข่เป็นประโยชน์ต่อการเพาะพนัธ์ุและ 
การอนุรักษพ์นัธ์ุปลาดุกอุย 
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3. ทราบการเปล่ียนแปลงคุณภาพน ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีเกบ็รักษาในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.25 
0.5 และ 1.25 มิลลิลิตร ซ่ึงมีประโยชน์ในการประยกุตใ์ชใ้นปริมาณท่ีมากข้ึนทั้งต่อภาค
การผลิตและการอนุรักษ ์

 

ขอบเขตของกำรวจิยั 
 ศึกษาการพฒันาวิธีการแช่แขง็และเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุย โดยประเมินคุณภาพน ้าเช้ือ

ปลาดุกอุยในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ และศึกษาการแช่แขง็โดยใชส้ารไครโอโพรเทคแทนทช์นิดต่างๆ 
ท่ีมีผลต่อการมีชีวิตรอดของน ้าเช้ือปลาดุกอุยโดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงจะเนน้ศึกษา
ในดา้นการพฒันาวิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือใหไ้ดป้ริมานท่ีมากข้ึนในหลอดขนาดใหญ่ เพื่อน ามาพิจารณา
เลือกใชว้ิธีการแช่แขง็ท่ีเหมาะสมในการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยใหไ้ดป้ริมาณท่ีมากข้ึน อนัเป็น
ประโยชน์ต่อธุรกิจการเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ าในเชิงพาณิชย ์และการอนุรักษ ์

 

ข้อจ ำกดัของงำนวจิยั 
 เน่ืองจากปลาดุกอุยจดัเป็นปลาท่ีหาพอ่และแม่พนัธ์ุไดย้าก ในบางช่วงเวลาไม่สามารถหาพอ่
พนัธ์ุท่ีจะน ามาใชใ้นการทดลองและเป็นปลาท่ีมีราคาแพง ท าใหบ้างคร้ังไม่สามารถจดัหาพอ่แม่พนัธ์ุท่ี
น ามาเป็นตวัอยา่งในการทดลองไดต้ามระยะเวลาท่ีก าหนดไวอ้าจส่งผลต่อการทดลองท าใหล่้าชา้
หรือไม่สามารถด าเนินการตามแผนท่ีวางไวเ้พราะเป็นปลาท่ีผสมพนัธ์ุวางไข่ตามฤดูกาล 
 

นิยำมศัพท์เฉพำะ  
 Cryopreservation คือ การแช่แขง็เซลลสื์บพนัธ์ุหรือเน้ือเยือ่ของส่ิงมีชีวติทั้งพืช และสตัว ์
ไดแ้ก่ การแช่แขง็เซลลไ์ข่ น ้ าเช้ือตวัผู ้ตวัอ่อน หรืออวยัวะของส่ิงมีชีวติ โดยผา่นกระบวน 
การลดอุณหภูมิ แลว้น าไปเกบ็รักษาไวใ้นถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
 Extender คือ สารละลายของเกลือท่ีใชใ้นการเตรียมน ้าเช้ือก่อนการแช่แขง็ซ่ึงบางคร้ังมี
สารอินทรียร์วมอยูด่ว้ยช่วยในการเกบ็รักษาเซลลใ์หมี้ชีวติรอดระหวา่งการลดอุณหภูมิ และยงัเป็น
สารอาหารแก่เซลล ์ส่วนมาก Extender มีค่า Osmolality ใกลเ้คียงกบั Seminal Fluid ของสตัวช์นิดนั้นจึง
ท าใหส้เปิร์มไม่มีการเคล่ือนท่ีเม่ือเจอจางในสาร Extender 



6 

 

 Cryoprotectant คือ สารเคมีท่ีช่วยป้องกนัการเกิดเกลด็น ้าแขง็ (Ice Crystal) ภายในเซลลแ์ละ
ช่วยชลอการสูญเสียน ้าท าใหเ้ซลลมี์ชีวิตรอดในกระบวนการแช่แขง็  
 Equilibration Time คือ ระยะเวลาท่ีเซลลป์รับตวักบัสารไครโอโพรเทคแทนท ์ 
ก่อนเร่ิมท าการแช่แขง็ 
 Freezing คือ การลดอุณหภูมิท าใหข้องเหลวท่ีอยูร่อบ ๆ เซลลแ์ละภายในเซลลค่์อยๆแขง็ตวั
ในขณะท่ีท าการลดอุณหภูมิ อตัราการลดอุณหภูมิในอตัราท่ีเหมาะสมจะท าใหน้ ้ าถูกดึงออกจากเซลล์
อยา่งต่อเน่ืองและจะป้องกนัการเกิดเกลด็น ้าแขง็ภายในเซลล ์
 Thawing คือ การละลายเซลลท่ี์แขง็ตวัโดยการเพิ่มอุณหภูมิ ก่อนน าไปใชป้ระโยชน์   
ถา้อตัราการลดอุณหภูมิไม่เหมาะสม อาจท าใหเ้ซลลป์รับสภาพไม่ทนั น ้ าจะไหลออกจากเซลลม์ากข้ึน
ท าใหเ้ซลลแ์ตกและประสบความลม้เหลวหลงัการแช่แขง็  



บทที ่2 
 เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง   

 

ลกัษณะทางอนุกรมวธิาน 
ปลาดุกอุยช่ือสามญั Gunther’ walking catfish ช่ือวิทยาศาสตร์ Clarias macrocephalus 

Gunther จดัอยูใ่นสกลุ Clarias ซ่ึงเป็นปลาไม่มีเกลด็ มีหนวด 4 คู่ ครีบหลงัมีกา้นครีบอ่อนอยู่
จ  านวน 68-72 อนั ครีบกน้มีจ านวน 47-52 อนั ฐานของครีบหลงักบัครีบกน้ ไม่ติดกบัครีบหาง ครีบ
อกมีกา้นครีบแขง็ขา้งละ 1 อนั ลกัษณะกลมใหญ่ปลายแหลมเป็นฟันเล่ือย ทั้งดา้นในและดา้นนอก 
ลกัษณะปลายกะโหลกทา้ยทอยมีลกัษณะป้านโคง้มน มีความยาวจากกะโหลกทา้ยทอยถึงจุดเร่ิมตน้
ของครีบหลงั ประมาณ 5-7 เท่าของความยาวของหวั (ไชยา อุย้สูงเนิน, 2532) ปลาดุกมีอวยัวะพิเศษ
ท่ีช่วยในการหายใจ เรียกวา่ อะโบเรสเซนท ์ออร์แกน (Aborescent organ) ซ่ึงมีลกัษณะคลา้ยพุม่ไม้
สีขาว อยูใ่นหวักะโหลก ล าตวัมีสีด าและเหลืองออก ทางสีเหลืองจาง ปลาดุกผสมพนัธ์ุวางไข่
ในช่วงฤดูฝน ระหวา่งเดือนพฤษภาคมถึงเดือนตุลาคม (Srisuvantach & Thangtrongpiros, 1985) 
ลกัษณะนิสยัชอบหาอาหารตามหนา้ดินเป็นปลาท่ีกินไดท้ั้งพืชและเน้ือ แต่กินเน้ือเป็นหลกั 
เน่ืองจากตาของปลาดุกมีขนาดเลก็มากเม่ือเทียบกบัล าตวั ปลาดุกจึงใชห้นวดท่ีสามารถรับ
ความรู้สึกไดดี้ในการหาอาหาร (ไชยา อุย้สูงเนิน, 2532) 

 

ฤดูกาลผสมพนัธ์ุวางไข่ 
 ปลาดุกอุยผสมพนัธ์ุวางไข่ในช่วงฤดูฝน ระหวา่งเดือนพฤษภาคมถึงเดือนตุลาคม โดยพอ่
แม่พนัธ์ุท่ีดีควรมีอายอุยา่งนอ้ย 1 ปี หลงัจบัคู่ผสมพนัธ์ุตวัเมียจะท าการขดุโพรงในดินใตร้ะดบัน ้า
ประมาณ 20-30 เซนติเมตร กวา้งประมาณ 30 เซนติเมตร ลึกประมาณ 5-8 เซนติเมตร เพื่อใชเ้ป็นท่ี
วางไข่ ส าหรับแม่ปลาน ้าหนกั 300-800 กรัม จะวางไข่คร้ังละ 5,000-10,000 ฟอง มีขนาดเสน้ผา่น
ศูนยก์ลางประมาณ 1.3-1.6 มิลลิเมตร ไข่จะฟักออกเป็นตวัภายใน 20-24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิของน ้า 
25-32 องศาเซลเซียส โดยท่ีพอ่แม่ปลาจะดูแลลูกปลา (Active parental care) ประมาณ 7-10 วนัหลงั
ฟัก (Srisuvantach & Thangtrongpiros, 1985) 
 

ความแตกต่างระหว่างเพศ 
 การแยกเพศของปลาดุกนั้นสงัเกตไดง่้ายคือ ตวัผูจ้ะมีอวยัวะเพศเรียวยาวยืน่ออกมา
บริเวณใกลท้วาร ถา้เป็นตวัเมียอวยัวะเพศจะสั้นกวา่และค่อนขา้งกลม และการดูเพศของปลาดุกอุย
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ทราบไดก้ต่็อเม่ือปลามีความยาวเกิน 15 เซนติเมตร ข้ึนไป (Srisuvantach & Thangtrongpiros, 
1985) (ภาพท่ี 1) นอกจากน้ียงัสามารถสงัเกตไดใ้นช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ โดยปลาเพศเมียทอ้งจะอูมเป่ง
กวา่ปลาเพศผู ้และเม่ือใชมื้อกดเบาๆ บริเวณใกลช่้องเพศ (Urogenital papillae) กจ็ะมีไข่ไหล
ออกมาถา้แม่พนัธ์ุมีความสมบูรณ์เพศเตม็ท่ี (ไชยา อุย้สูงเนิน, 2532) 
 

 
 

ภาพท่ี 1 ลกัษณะความแตกต่างระหวา่งเพศปลาดุกอุย 
ท่ีมา : Srisuvantach & Thangtrongpiros (1985) 
 

ระบบสืบพนัธ์ุ 
 อณัฑะ (Testis) เป็นอวยัวะสืบพนัธ์ุของปลาเพศผู ้มีลกัษณะเป็นพยูาว 2 พ ูเรียงติดอยูก่บั
ผนงัช่องทอ้งดา้นบนใกลไ้ต และมีเยือ่ยดึ (Mesorchium) ช่วยยดึอณัฑะใหติ้ดกบัผนงัดา้นบนบริเวณ
ปลายอณัฑะดา้นทา้ย (Posterior) เป็นท่อขนาดเลก็ สั้น ไปตามแนวก่ึงกลางตวัไปเปิดออกบริเวณ
ช่องเพศ (Urogenital pore) ท าใหส้เปิร์มท่ีสร้างจากอณัฑะถูกล าเลียงผา่นท่อน ้าเช้ือออกสู่ภายนอก
ร่างกายร่วมกบัปัสสาวะ อณัฑะมีหนา้ท่ีสร้างสเปิร์มและฮอร์โมนเพศในระบบสืบพนัธ์ุ (Steroid 
hormone) โครงสร้างของอณัฑะปลากระดูกแขง็เพศผูป้ระกอบดว้ยเยือ่หุม้อณัฑะเรียกวา่ ทูนิค่า 
อลับูจิเนีย (Tunica albuginea) เช่นเดียวกบัท่ีพบในรังไข่ โครงสร้างอณัฑะปลากระดูกแขง็แบ่งออก
ได ้2 ชนิด  

1. แบบทูบูลา (Tubular type) ลกัษณะจะมีช่องวา่ง (Lumen) โดยพบในปลาบางชนิด  
เช่น Cyprinodonts และ guppy เป็นตน้ ในระหวา่งการพฒันาการสร้างสเปิร์ม (Spermatogenesis) 
นั้นสเปิร์มจะค่อย ๆ พฒันาจากดา้นปลาย มายงั วาส เอฟเฟอเร้นซ (Vas efferens) และปล่อยสเปิร์ม 
(Spermatozoa) ออกจาก วาส เดฟเฟอเร้นซ (Vas deferens) 

เพศผู ้ เพศเมีย 
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2.  แบบโลบูล (Lobule type) ลกัษณะอณัฑะจะมีช่องวา่งอยูต่รงกลาง (Central lumen) ท า
หนา้ท่ีล าเลียงสเปิร์ม (Spermatozoa) ท่ีไดพ้ฒันาการสร้างสเปิร์มวาส เดฟเฟอเร้นซ์ และ ปล่อย
ออกมานอกตวั (วีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2535) 
 

ลกัษณะรูปร่างสเปิร์ม (The shape of fish sperm) 
 ปลากระดูกแขง็ส่วนมากจะมีสเปิร์มท่ีมีส่วนหวัเป็นรูปทรงกลม (Spherical) หรือทรงรี 
(Ovate หรือ Acorn-shaped) ส่วนหวัมีขนาดประมาณ 2-3 ไมโครเมตร และความยาวจากส่วนหวัถึง
ปลายหางของสเปิร์มประมาณ 40-60 ไมโครเมตร ส่วนกลางมีขนาดเลก็และส่วนใหญ่มี 1 หาง 
 

 
 
ภาพที่ 2 แสดงลกัษณะรูปร่างสเปิร์ม (Islam & Akhter, 2011) 
 

ส่วนประกอบของสเปิร์ม  
1. ส่วนหัว (Head) ส่วนหวัของสเปิร์มในปลาแต่ละชนิดจะมีขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง

แตกต่างกนั โดยบรรจุดว้ยโครโมโซมขนาดเลก็ท่ีอยูใ่นนิวเครียส และในปลาบางสายพนัธ์อาจมี
ส่วนของอะโครโซม (Acrosome) ซ่ึงเป็นโครงสร้างของเน้ือเยือ่เลก็ๆ ท่ีอยูใ่นดา้นหนา้ของส่วนหวั
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สเปิร์ม ขนาดและรูปร่างของส่วนหวัสเปิร์มจะข้ึนอยูก่บัหนา้ท่ีในการเจาะเขา้ไปในช่องไมโครไพน์
(Micropyle) ของไข่ โดยทัว่ไปส่วนหวัของสเปิร์มปลาจะมีขนาดเลก็ (2-4 µm) และสมัพนัธ์กบั
ขนาดของสเปิร์ม (วีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2535) 

2. ส่วนกลาง (Middle piece) เป็นส่วนท่ีอยูติ่ดกบัส่วนหวัโดยจะมีไมโทคอนเดรีย 
(Mitochondria) และไมโทคอนเดรียจะมีหางเป็นองคป์ระกอบ (Islam & Akhter, 2011) ซ่ึงเป็นส่วน
ท่ีใหพ้ลงังานแก่สเปิร์มในการเคล่ือนท่ี และมีแอกเซียสฟิลาเมนท ์(Axial filament) เป็น
องคป์ระกอบ (วีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2535) 

3. ส่วนหาง (Tail) เป็นส่วนท่ีมีลกัษณะยาวโดยพฒันามาจากแอกเซียสฟิลาเมนทแ์ละใน
ส่วนหางจะมีไฟบริล (Fibril) อยูท่ ั้งหมด 11 คู่ อยูต่รงกลาง 2 คู่ อยูโ่ดยรอบอีก 9 คู่ ในปลาบางชนิด
เช่น ปลาแซลมอน ปลาพิช ปลาเทร้า เป็นตน้ พบวา่ บริเวณปลายหางสเปิร์มจะเลก็ลง เรียกวา่  End 
piece (วีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2535) 

 

การพฒันาการสร้างสเปิร์ม (Spermatogenesis) 
 การสร้างสเปิร์มของปลามีขั้นตอนการพฒันาประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ 

1. สเปอร์มาโทเจเนซิส (Spermatogenesis) จะมีการเพิ่มจ านวนของสเปิร์ม โดยการแบ่ง
เซลลแ์บบไมโทซิส (Mitosis) ท าใหมี้จ านวนสเปอร์มาโทโกเนีย (Spermatogonia) มากมายและเร่ิม
พฒันาไปเป็น ไพมารี สเปอร์มาโทไซต ์(Primary spermatocyte) จากนั้นจะเกิดการแบ่งเซลลแ์บบ
ไมโอซิส 2 คร้ัง 

1.1 การแบ่งเซลลไ์มโอซิสระยะท่ี 1 ท าใหไ้พมารีสเปอร์มาโทไซตก์ลายเป็นเซ็คคนัดารี 
สเปอร์มาโทไซต ์(Secondary spermatocyte) ท่ีมีขนาดเลก็ลงจ านวน 2 เซลล ์

1.2 การแบ่งเซลลไ์มโอซิสระยะท่ี 2 ท าใหเ้ซ็คคนัดารีสเปอร์มาโทไซต ์(Secondary 
spermatocyte) กลายเป็นสเปอร์มาทิด (Spermatid) 

2. สเปอร์มิเอชัน (Spermiation) หมายถึง การท่ีสเปอร์มาทิด (Spermatid) แยกตวัหลุด
ออกมาจากเซอร์โทไลเซลล ์(Sertoli cell )และปล่อยออกไปเป็นสเปอร์มาโทซวั (Spermatozoa) 
ซ่ึงสเปอร์มิเอชนัเป็นขั้นตอนท่ีสเปอร์มาทิดมีการเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นสเปอร์มาโทซวั 
(Spermatozoa) ซ่ึงจะมีหางและพร้อมในการปฏิสนธิกบัไข่ (วีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2535) 

จากการทดลองของ Tan-Fermin, Miura, Ueda, Adachi, and Yamauchi (1997)  ท่ีท าการ
วดัความแตกต่างของ spermatogenic cell ในปลาดุกอุย (C. macrocephalus) ท่ีเล้ียงในท่ีกกัขงัท่ี
ประเทศฟิลิปปินส์โดยใชว้ิธี Cross sections ท่ี Testis และ Seminal vesicle พบวา่เปอร์เซ็นต ์
Spermatozoa สูงท่ีสุดในเดือนตุลาคมและลดลงในเดือนธนัวาคม-มีนาคม และเพิ่มข้ึนในเดือน
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เมษายน-พฤษภาคมหลงัจากนั้นจะลดลงอีกในเดือนมิถุนายน-กรกฎาคมและเพิ่มข้ึนอีกคร้ังในเดือน
สิงหาคม-พฤศจิกายน  
 ส าหรับปลาบางสายพนัธ์ุเช่นปลา Salmonid (Oncorhynchus spp.) สามารถเกิด 
Spermiation ข้ึนเองของพอ่พนัธ์ุท่ีถูกเล้ียงในท่ีกกัขงั ส่วนในปลาอีกหลายสายพนัธ์ุไม่สามารถมีการ
เจริญของเซลลสื์บพนัธ์ุเม่ือถูกน ามาเพาะเล้ียงในท่ีกกัขงั ซ่ึงแนวทางในการแกไ้ขจ าเป็นตอ้งมีการ
จดัการสภาพแวดลอ้ม (เช่น อุณหภูมิ, แสง และ ความเคม็) หรือการใชเ้ทคนิคทางฮอร์โมนท่ีไปใช้
กระตุน้การพฒันาของเซลลสื์บพนัธ์ุ ในปลา Salmonid  มีการประยกุตใ์ชฮ้อร์โมนท่ีน ามาใชก้บัพอ่
พนัธ์ุเพื่อใหมี้ Spermiation เกิดข้ึนก่อนช่วงเวลาปกติ (Donalson, Solor, & Harvey, 2000) รวมทั้งมี
การทดลองใชฮ้อร์โมนโกนาโดโทรปิน (Gonadotropin) ฉีดใหป้ลา Amago salmon ท่ียงัไม่มีการ
ผลิตน ้าเช้ือใหส้ามารถกระตุน้ใหเ้กิดสเปิร์มมิเอชนั เร็วข้ึนกวา่ปกติ 1-2 เดือน (Nagahama, 1994)  
 ฮอร์โมน Gonadotropin releasing hormones (GnRH) มีผลต่อการกระตุน้ต่อมใตส้มอง 
(Pituitary gland) ใหมี้การสงัเคราะห์และการหลัง่ Endogenous gonadotropin(s) และอาจมีบทบาท
ในการกระตุน้การหลัง่ฮอร์โมนบางชนิดของต่อมใตส้มองหรือหนา้ท่ีอ่ืนๆ เพราะวา่มีการพบ 
GnRH ในส่วนอ่ืนๆ ของร่างกายปลา (Mylonas, Gissis, Magnus, & Zohar, 2010) ส าหรับ 
Gonadotropin releasing hormones analogue (GnRHa) ท่ีใชใ้นการฉีดใหก้บัปลาสามารถท าการ
เปล่ียนล าดบัของกรดอะมิโนบางตวัใน GnRHa ไม่ใหเ้หมือนกบั GnRH ของธรรมชาติ (Native 
LHRH) เพื่อให ้GnRHa สามารถทนต่อ Emzymatic degradation ภายในเลือดจะท าใหฮ้อร์โมนอยู่
ในเลือดนานข้ึนและออกฤทธ์ิไดน้านข้ึน (Donalson, Solor, & Harvey, 2000) 

 
คุณสมบัตขิองสเปิร์มและองค์ประกอบทางเคมีของน า้เช้ือปลาดุกอุย 

น ้าเช้ือประกอบดว้ยตวัสเปิร์มและเซมินอลพลาสม่า (Seminal plasma)ท่ีเป็นของเหลว 
องคป์ระกอบของเซมินอลพลาสม่าจะประกอบดว้ยส่ิงต่างๆท่ีมีคุณสมบติัในการช่วยใหส้เปิร์ม
สามารถมีชีวิตอยูไ่ดแ้ละมีหนา้ท่ีในกระบวนสืบพนัธ์ุ การศึกษาองคป์ระกอบของน ้าเช้ือจะช่วยให้
เขา้ใจถึงพื้นฐานของกระบวนการทางชีวเคมีท่ีท าใหส้เปิร์มเกิดการเคล่ือนท่ีและกระบวนการ
ปฏิสนธิ (Ciereszko, Glogoski, & Dabroski, 2000) ท าใหท้ราบปัจจยัต่างๆ ท่ีควบคุมการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มปลา และสามารถปรับใชใ้นกระบวนการเกบ็รักษาน ้าเช้ือแบบแช่เยน็และแช่แขง็น ้าเช้ือ
ปลา โดยทัว่ไปความเขม้ขน้ของสารอินทรียช์นิดต่างๆ ท่ีวดัไดใ้นน ้าเช้ือปลามีการแปรปรวนสูงและ
แตกต่างกนัในปลาแต่ละชนิดได ้ซ่ึงในสตัวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมเป็นท่ีทราบวา่สารอินทรียใ์นน ้าเช้ือเช่น
น ้าตาล ตวัอสุจิจะใชเ้ป็นพลงังาน แต่ในปลาไม่น่าจะมีการใชพ้ลงังานจากสารอินทรียแ์ละตวัสเปิร์ม
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จะมีอายอุยูไ่ดน้านไม่เกิน 1 เดือน ตวัสเปิร์มท่ีเคล่ือนท่ีคงมีโอกาสใชพ้ลงังานท่ีสะสมในเซลล์
เท่านั้น (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 

คุณสมบติัและองคป์ระกอบทางเคมีของน ้าเช้ือปลาดุกอุยเป็นขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีใชใ้น
การศึกษาในเร่ืองของการแช่เยน็และแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย เป็นตวัช้ีวดัในการท่ีจะน าไปสู่การ
คดัเลือกพอ่พนัธ์ุปลาท่ีดี รวมทั้งการเลือกสาร Extenders และ Cryoprotectants ท่ีเหมาะสมในการ
เกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุย การศึกษาในน ้าเช้ือปลาดุกอุยพบวา่มีความหนาแน่นของสเปิร์มเท่ากบั 
3.6 ± 0.7 (×1010/mL) ความหนาแน่นของสเปิร์มบอกถึงคุณภาพของสเปิร์ม โดยเฉพาะถา้สเปิร์มมี
ความหนาแน่นสูงโอกาสในการปฏิสนธิกบัไข่กจ็ะมากตามไปดว้ย ค่า pH ในน ้าเช้ือปลาดุกอุยอยูท่ี่ 
7.6 ± 0.1 และมีค่า Osmolality ประมาณ 297.1 ± 3.7 mOmsm/kg (Vuthiphandchai et. al., 2009) ค่า 
pH และ Osmolality มีความส าคญัต่อการเคล่ือนท่ีและส่งผลต่อการด ารงชีวิตของสเปิร์ม ส่วน
องคป์ระกอบหลกัทางเคมีของน ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ีมีการศึกษามาพบวา่มีค่า Sodium 164.4 ± 036 
mM/L, Potassium 17.8 ± 0.1 mM/L, Calcium 8.4 ± 0.0 mM/L และ Magnesium 1.6 ± 0.0 mM/L 
(Tan-Fermin, Miura, Adachi, & Yamauchi, 1999)   

 

ปัจจยัที่ท าให้เกดิการเคล่ือนที่ของน า้เช้ือปลา 
ลกัษณะเฉพาะของการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเป็นกระบวนท่ีเกิดข้ึนในเซลลสื์บพนัธ์ุปลา

เพศผู ้ สเปิร์มเม่ือถูกกระตุน้จะเคล่ือนท่ีเขา้ไปปฏิสนธิกบัเซลลสื์บพนัธ์ุของเพศเมียท าใหเ้กิดการ
พฒันาการของตวัอ่อนและฟักออกมาเป็นลูกปลา กระบวนการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มจะถูกควบคุม
โดยปัจจยัภายในและภายนอก อีกทั้งข้ึนอยูก่บัโครงสร้างท่ีพิเศษของหางสเปิร์ม (Sadiqul Islam & 
Akhter, 2011) โดยทัว่ไปสเปิร์มของปลาน ้ากร่อยและน ้าเคม็จะสามารถเคล่ือนท่ีในน ้าไดน้านกวา่
สเปิร์มปลาน ้าจืด อยา่งไรกต็ามในปลาน ้าจืดส่วนมากจะสเปิร์มจะเคล่ือนท่ีไดเ้ป็นระยะเวลาสั้นๆ 
และไม่เกิน 30 วินาที (Billard, Cosson, & Crim, 1993) 
 สเปิร์มของปลาทั้งน ้ าจืดและน ้าเคม็จะไม่มีการเคล่ือนท่ีเม่ืออยูใ่นตวัปลาแต่จะเคล่ือนท่ี
อยา่งรวดเร็วเม่ือปล่อยออกนอกตวั สารละลายประเภทท่ีน าไฟฟ้าและไม่น าไฟฟ้ามีส่วนส าคญัต่อ
ค่า Osmotic pressure ใน Seminal plasma ท่ีส่งผลต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มใหเ้ขา้สู่ท่อน าสเปิร์ม 
(Billard et al., 1993) การเกิดความเปล่ียนแปลงทางพิสิกส์จะถูกควบคุมดว้ยการท างานของระบบ
ของฮอร์โมน ท่ีจะไปควบคุมใหเ้กิดกระบวนการ Spermatogenesis และ Spermiation (Nagahama, 
1994) โดยท่ีจะมีการสร้าง Seminal plasma ในท่อน าสเปิร์มเพื่อรักษาความมีชีวิตของสเปิร์มและท า
ใหส้เปิร์มไม่เกิดการเคล่ือนท่ี ต่อมาเม่ือปลาอยูใ่นสภาพแวดลอ้มท่ีเหมาะสมสเปิร์มจะถูกปล่อยออก
จากตวัปลาระหวา่งการผสมพนัธ์ุ จากนั้นไอออนในส่ิงแวดลอ้มจะเป็นสาเหตุหลกัท่ีจะส่งผลต่อการ
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มีชีวิตและการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเม่ือถูกปล่อยออกจากถุงอนัฑะ จากท่ีกล่าวมาจะเห็นไดถึ้ง
ความสมัพนัธ์ระหวา่งองคป์ระกอบในเซมินอลพลาสม่า (Seminal plasma) และการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์ม อยา่งไรกต็ามปัจจยัโดยทัว่ไปท่ีมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มข้ึนอยูก่บั อุณหภูมิ, ค่า pH, อิ
ออน และค่าออสโมลาลิต้ี (Sadiqul Islam & Akhter, 2011) 

1. ผลของอุณหภูมิ  
ระยะเวลาการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม ความสามารถในการปฏิสนธิ และความเร็วในการ

เคล่ือนท่ีของสเปิร์มจะข้ึนอยูก่บัอุณหภูมิของน ้าเช้ือ และอุณหภูมิในบ่อเล้ียงพอ่แม่พนัธ์ุ เพราะวา่
พลงังานท่ีใชใ้นการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มมีขีดจ ากดั เม่ืออุณหภูมิในน ้าท่ีเพิ่มมากข้ึนสเปิร์มกมี็การจะ
เคล่ือนท่ีรวดเร็วข้ึนแต่ระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีจะนอ้ยลง แต่ในทางตรงกนัขา้มหากอุณหภูมิใน
สารละลายลดลงสเปิร์มจะมีการเคล่ือนท่ียาวนานข้ึนแต่ความเร็วในการเคล่ือนท่ีจะลดลง (Sadiqul 
Islam & Akhter, 2011) ยกตวัอยา่งเช่น สเปิร์มของปลาไน (Common carp) ท่ีอุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส จะมีระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีไดน้านกวา่อุณหภูมิท่ี 26 และ 30 องศาเซลเซียส (Jezierska 
& Witeska, 1999) อยา่งไรกต็ามในปลา Siberian sturgeon สเปิร์มจะมีระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีสั้น
ลงเม่ืออุณหภูมิเพิ่มข้ึนจาก 10 เป็น 17.5 องศาเซลเซียส (Williot, Kopeika, & Goncharov, 2000) 

2. ผลจากค่า pH 
ค่า pH จากทั้งภายในและภายนอกเซลล ์รวมถึงองคป์ระกอบอิออนในสารละลายท า

หนา้ท่ีในการกระตุน้ใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีและช่วงเวลาในการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (Billard, Cosson, 
Perchec, & Linhart, 1995)  เป็นไปไดท่ี้ค่า pH จากภายนอกจะกระตุน้ความเขม้ขน้ของโปรตอนท่ี
อยูภ่ายใน ซ่ึงปฏิกิริยาต่อมาตามล าดบัจะมีผลต่อเซลลเ์มมเบรน และพฤติกรรมในการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์ม ในปลาเรนโบวเ์ทร้าค่า pH ใน Seminal plasma โดยทัว่ไปมีค่าอยูท่ี่ 7.5 ถึง 8.5 (Boitano & 
Omoto, 1992) ในปลาคาร์ฟสเปิร์มจะเร่ิมมีการเคล่ือนท่ีเม่ือค่า pH ภายนอกอยูท่ี่ 6.0-9.0 และในทาง
ตรงกนัขา้มเม่ือค่า pH ของสเปิร์มต ่ากวา่ค่า pH ของสภาพแวดลอ้มภายนอก 1 หน่วย สเปิร์มจะไม่
เกิดการเคล่ือนท่ี (Redondo-muller, Cosson, & Cosson, 1991) 

3. ผลจากแรงดนั Osmotic ที่ท าให้สเปิร์มเคล่ือนที่ 
ค่าแรงดนัออสโมติกแบบ Hypo-osmotic และ Hyperosmotic  จากส่ิงแวดลอ้มเป็น

ตวักระตุน้ใหส้เปิร์มเกิดการเคล่ือนท่ี โดยเฉพาะปลาน ้าจืดสเปิร์มจะเร่ิมมีการเคล่ือนท่ีเม่ือท าการ
เจือจางดว้ยสาร Hypotonic solution และ หยดุการเคล่ือนท่ีเม่ือถูกเจือจางดว้ยสาร Isotonic solution 
ทั้งกลุ่มท่ีมีประจุ (Electrolytes) และกลุ่มท่ีไม่มีประจุ (Nonelectrolytes) (Morizawa & Suzuki, 
1980; Morizawa, Suzuki & Shimizu, 1983; Billard et al., 1995; Sadiqul Islam & Akhter, 2011) 
สเปิร์มในปลาน ้าจืดจะถูกกระตุน้ใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีเม่ือถูกเจือจางดว้ยสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้
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ต ่ากวา่ภายในตวัปลา เช่นในปลาน ้าจืดกลุ่ม Cyprinidae (ปลาทอง ปลาคาร์ฟ และปลาไน เป็นตน้) 
สเปิร์มจะไม่เกิดการเคล่ือนท่ีเม่ือถูกเจือจางดว้ย NaCl, KCL, Manitol หรือ Glucose ท่ีมีค่าออสโม
ติกท่ีเท่ากบัใน Seminal plasma (Morisawa, Suzuki, & Shimizu, 1983) ส่วนในปลาทะเลสเปิร์มจะ
ถูกกระตุน้ใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีในสารละลายท่ีมีความเขม้ขน้สูงกวา่ภายในตวัปลา เช่นในปลา Puffer 
fish สเปิร์มจะไม่มีการเคล่ือนท่ีใน Seminal plasma โดยมีค่า Osmolality อยูท่ี่ 300 mOsm kg-1 แต่
จะมีการเคล่ือนท่ีเม่ือค่า Osmolality ของสภาพแวดลอ้มภายนอกน ้าเช้ือมีค่าเพิ่มสูงข้ึน (1200 mOsm 
kg-1 ) (Oda & Morisawa, 1993) 

4. ผลจาก Ions 
 ความเขม้ขน้ของ K+ เป็นปัจจยัหลกัในการท าใหเ้กิดแรงดนัออสโมติกท่ีจะท าหนา้ท่ีใน
การควบคุมใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีหรือยบัย ั้งการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาแซลมอน (Alavi & Cosson., 
2006) ซ่ึงความเขม้ขน้ท่ีสูงของ K+ ใน Seminal plasma ท่ีเป็นปัจจยัหลกัท่ีหยดุย ั้งการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มในท่อน าน ้ าเช้ือ (Vas deferens) แต่เม่ือความเขม้ขน้ของ K+ ในส่ิงแวดลอ้มลดลงจะท าให ้K+ 
ซึมออกจากเซลลท์าง Specific membrane channels จนเกิดกระบวนการ Membrane 
hyperpolarization ท่ีจะไปกระตุน้สเปิร์มใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีในปลาแซลมอน (Billard, Cosson, & 
Christen, 1987; Kho, Tanimoto, Inaba, Oka, & Morisawa, 2001)  จากการทดลองของ Krasznai et 
al. (2000, 2003) พบวา่ Potassium channels จะมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม และท าใหเ้กิด 
Osmotic shock อีกทั้งยงัท าใหก้ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มลดลง หรือหยดุการเคล่ือนท่ีอยา่งสมบูรณ์ใน
ปลาไน ส่วนในปลาดุกอุยนั้น K+ เป็นสารชนิดเดียวท่ีมีความเขม้ขน้ใน Seminal plasma สูงกวา่ 
Blood plasma (Tan-Fermin et. al., 1998) ซ่ึงปริมาณความเขม้ขน้ของ K+ จะมีผลในการยบัย ั้งหรือ
กระตุน้ใหเ้กิดการเคล่ือนท่ี ส่วน Na+ มีผลต่อค่า Intracellular alkalization ท่ีสามารถเพิ่มข้ึนอยา่ง
รวดเร็วโดย Na+ ซ่ึงการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มจะถูกกระตุน้ดว้ย Alkalization ของ Intracellular 
medium ในปลา Carp (Tron, Christ, McCarthy, Torsella, & Smith,1995)  อยา่งไรกต็ามจาก
การศึกษาของ Krasznai et al. (1995) พบวา่ Sodium channel inhibitors ไม่มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มปลาไน แต่ในปลาสเตอร์เจียนนั้นมีการใช ้Na+ ท่ี 10 mM เพื่อกระตุน้การเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มผลปรากฏวา่สามารถท าใหส้เปิร์มเคล่ือนท่ีไดน้านถึง 5 นาที และจะไม่มีการเคล่ือนท่ีเม่ือสาร 
Na+ มีความเขม้ขน้ท่ีมากกวา่ 25 mM ส่วนผลจากสาร Ca2+ นั้นสามารถกระตุน้ใหส้เปิร์มเกิดการ
เคล่ือนท่ีไดใ้นปลาหลายชนิดเช่นในปลากลุ่ม Cyprinids (Sadiqul Islam & Akhter, 2011) 
โดยเฉพาะมีการทดลองใชส้าร Verapamin ซ่ึงท าหนา้ท่ีในการยบัย ั้ง Ca2+ channel กส็ามารถหยดุ
การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาไนเม่ือถูกกระตุน้ไดเ้ช่นกนัถึงแมว้า่สเปิร์มจะถูกเกบ็ในสารละลายท่ีมี
การเติม CaCl2 เขา้ไปเลก็นอ้ย (Krasznai et al., 2000) อีกทั้งมีการศึกษาในเร่ืองของ Ion channel 
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และ Membrane potential ท่ีท าใหส้เปิร์มปลาไน เกิดการเคล่ือนท่ี พบวา่เม่ือเซลลส์เปิร์มหยดุน่ิงใน 
Seminal plasma ตวั Spermatozoa จะเกิด Depolarization state เม่ือสเปิร์มเกิดการเคล่ือนท่ีจาก 
Hypotonic shock สาร K+ และ Na+ ภายในตวัสเปิร์มจะมีค่าลดลงและเม่ือวดัค่า Membrane potential 
พบวา่เกิด Hyperpolarizes อยา่งรวดเร็ว แต่ค่า Ca2+ กลบัมีการเพิ่มมากข้ึน (Krasznai et al., 2003) 
ดงันั้นจึงเห็นไดว้า่ Membrane hyperpolarization เป็นส่ิงแรกท่ีเกิดข้ึนโดยจะท าให ้Ca2+ ไหลเขา้สู่
เซลลแ์ละท าใหส้เปิร์มเร่ิมเกิดการเคล่ือนท่ี (Krasznai et al., 2000)  
 

การประเมินคุณภาพน า้เช้ือ 
การมีชีวิตของสเปิร์มเป็นองคป์ระกอบท่ีส าคญัในเร่ืองของความส าเร็จในการผลิตสัตว์

น ้ า การวดัคุณภาพของสเปิร์มโดยทัว่ไปจะดูอตัราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม และอตัราการปฏิสนธิกบั
ไข่ น ้ าเช้ือท่ีมีคุณภาพต ่าอาจเกิดจากผลของพนัธุกรรม อาหารท่ีกิน และความเครียดจากส่ิงแวดลอม 
(ความเป็นพิษ, คุณภาพน ้า และความหนาแน่น) หรือโรค การประเมินคุณภาพน ้าเช้ือเป็นกระบวน 
การเร่ิมตน้ท่ีขาดไม่ไดใ้นการเกบ็รักษาน ้าเช้ือเพื่อผลิตลูกพนัธ์ุจ านวนมาก (Honeyfield & Krise, 
2000) การประเมินคุณภาพน ้าเช้ือปลาเบ้ืองตน้สามารถบอกความสมบูรณ์เพศของพอ่พนัธ์ุท่ีจะ
น ามาเพาะพนัธ์ุไดดี้ โดยวิธีประเมินมี 3 วธีิดงัน้ี 

1. ลกัษณะทางกายภาพของน า้เช้ือ ควรสงัเกตทนัทีหลงัจากท าการรีดน ้าเช้ือออกมาโดย
สงัเกต สี ความเขม้ขน้ ปริมาตร และส่ิงเจือปนอ่ืน ๆ น ้ าเช้ือท่ีดีควรมีสีขาวขุ่น และไม่ควรมี 
ส่ิงเจือปนวิธีน้ีเป็นการประเมินเบ้ืองตน้ ควรท าการประเมินควบคู่กบัวธีิท่ี 2 หรือ 3 บางคร้ังน ้าเช้ือท่ี
ขาวขุ่นอาจมีคุณภาพไม่ดี (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 
 2. การเคล่ือนทีข่องสเปิร์ม เป็นการประเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มสามารถพิจารณาได้
ทั้งในแง่เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีและอตัราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มท าโดยสุ่มนบัสเปิร์มในกลอ้งจุลทรรศน์ เช่น สุ่มนบั 10 ตวั นบัดูตวัท่ีเคล่ือนท่ีมีอยา่งละ
เท่าไหร่แลว้ท าจนครบ 100 ตวั กจ็ะไดเ้ปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีหรือประเมินการเคล่ือนท่ีเป็น 0, 20, 
40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์(Vuthiphanchai, Thadsri & Nimrat, 2009) 
 3. การย้อมดูตวัเป็นตัวตาย วธีิน้ีตอ้งอาศยักลอ้งจุลทรรศน์ โดยมีหลกัวา่ สเปิร์มท่ีตายจะ
ติดสียอ้ม มีขอ้ดีท่ีสามารถรู้ความสมบูรณ์ของสเปิร์มท่ีมีชีวิตไดแ้น่นอนและสามารถท าควบคู่กบัวิธี
ท่ี 2 กจ็ะเสริมผลในการตรวจคุณภาพน ้าเช้ือดีข้ึน เน่ืองจากการประเมิณการเคล่ือนท่ีอยา่งเดียวอาจ
ผดิพลาดได ้เช่น สเปิร์มท่ีเคล่ือนท่ีอยา่งปราดเปรียว อาจท าใหต้วัตายท่ีอยูใ่กลเ้คล่ือนท่ีตามไปดว้ย 
(วีรพงศ ์วฒิุพนัธ์ุชยั, 2535) ขั้นตอนการยอ้มสีมีดงัน้ี 
 3.1 หยดสียอ้ม 1 หยดบนสไลด ์  
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 3.2 หยดน ้าเช้ือ 1 หยดผสมสียอ้มแลว้คนเขา้กนัอยา่งราดเร็วแลว้ใช ้Cover glass ปิด 
(Vuthiphanchai, Thadsri, & Nimrat, 2009) 
 3.3 นบัสเปิร์มท่ีติดสี และไม่ติดสีเพื่อค านวณเปอร์เซ็นตต์วัเป็นและตวัตาย  
 4. การประเมินความสามารถของน า้เช้ือในการผสมกบัไข่ การตรวจสอบคุณภาพน ้าเช้ือ
เป็นเพยีงการประมาณการอยา่งคร่าวๆ ซ่ึงอาจไม่สมัพนัธ์กบัความสามารถในการปฏิสนธิกบัไข่ 
ดงันั้นในปลาท่ีมีการผสมภายนอกร่างกาย การตรวจสอบคุณภาพน ้าเช้ือท่ีเช่ือถือไดก้ต็อ้งน าน ้ าเช้ือ
ปลาไปผสมเทียมกบัไข่ท่ีรีดออกมา (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 

 

การเกบ็รวบรวมน า้เช้ือปลา 
การเกบ็รวบรวมน ้าเช้ือปลามี 3 วิธี 
1. รีดออกจากตัวปลาโดยตรง โดยกดเบา ๆ ตรงส่วนทอ้ง น ้าเช้ือปลาจะไหลออกมา เช่น 

ปลาตะเพียนขาว ปลาสวาย เป็นตน้ 
2.  ใช้กระบอกฉีดยาดูด โดยดูดออกจากช่องเปิดของน ้าเช้ือ (Urogenital pore) เช่น ปลา  

บึก 
3. โดยการผ่าท้อง เพื่อน าอณัฑะ (Testis) ไปบดแยกเอาน ้าเช้ือออกไปผสมเทียม ซ่ึงมกั      

ปฏิบติักบัปลาท่ีมีน ้ าเช้ือนอ้ยหรือไม่สามารถรีดน ้าเช้ือได ้เช่น ปลาดุก (อุทยัรัตน์  ณ นคร, 2538) 
 

การแช่แขง็ (Cryopreservation) 
การแช่แขง็คือ กระบวนการทางชีววิทยาโดยวิธีการลดอุณหภูมิใหต้  ่าลงกวา่จุดเยอืกแขง็

ของ เมลด็พนัธ์ุ, สายพนัธ์ุ และอาหารท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 0 องศาเซลเซียส ซ่ึงผลิตผลทางชีววิทยาท่ี
สามารถเกบ็รักษาไวไ้ดโ้ดยวิธีการแช่แขง็ในไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสเช่น ตวั
อ่อนของมนุษย ์เซลลสื์บพนัธ์ุ รังไข่ เน้ือเยือ่ของมนุษย ์และอวยัวะต่างๆ (Mandumpal, 2011) 
กระบวนการแช่แขง็เป็นส่ิงส าคญัโดยเฉพาะการพื้นฟูสายพนัธ์ุส่ิงมีชีวิตท่ีมีความเส่ียงต่อการสูญ
พนัธ์ุใหก้ลบัมาสมบูรณ์ดงัเดิม (Singhal & Shrivastava, 2004) ในกระบวนการแช่แขง็ท่ีใชน้ั้น
จะตอ้งป้องกนัส่ิงท่ีน ามาแช่แขง็จากปัญหาการเกิดเกลด็น ้าแขง็ และการสูญเสียน ้าท่ีเป็นผลจาก
กระบวนการแช่แขง็ท่ีอุณหภูมิต ่ากวา่ 0 องศาเซลเซียส ซ่ึงสามารถท าอนัตรายกบัเซลลใ์หเ้กิดการ
สูญเสียได ้(Wolfe & Bryant, 1999) โดยทัว่ไปเซลลป์ระกอบดว้ย น ้ า ออร์แกเนลล ์สารละลายเกลือ 
น ้ าตาล โปรตีนและลิปิด โดยเซลลจ์ะมีเยือ่หุม้เซลลท่ี์มีคุณสมบติัเป็นเยือ่เลือกผา่น ยอมใหโ้มเลกลุ
เลก็ๆ ผา่นรวมทั้งน ้ าเขา้ออกได ้แต่โมเลกลุท่ีมีขนาดใหญ่จะไม่สามารถท่ีจะแพร่ผา่นเยือ่หุม้เซลล์
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ไปได ้โดยธรรมชาติแลว้น ้ามีแนวโนม้จะเคล่ือนผา่นเยือ่หุม้เซลล ์เพื่อคงความเขม้ขน้ภายในและ
ภายนอกเซลลใ์หมี้ความเขม้ขน้เท่ากนั ความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายน้ีสามารถวดัออกมาใน
ลกัษณะของ Osmolality ในเซลลท์ัว่ๆ ไปมีค่า Osmolality อยูท่ี่ 280-300 mOsm Kg-1 สาหรับปลาน ้า
จืด และ 200-300 mOsm Kg-1 ส าหรับปลาทะเล (Wayman & Tiersch, 2000) จากองคป์ระกอบของ
เซลลน้ี์เม่ือท าการแช่แขง็ลดอุณหภูมิลงต ่าจนถึง 0 องศาเซลเซียส ของเหลวท่ีอยูร่อบเซลลแ์ละ
ภายในเซลลจ์ะยงัไม่แขง็ตวั เน่ืองจากภายในเซลลแ์ละภายนอกเซลลมี์ลกัษณะเป็นสารละลาย จึงท า
ใหมี้จุดเยอืกแขง็ต ่ากวา่ 0 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีอุณหภูมิลดลงไปเร่ือยๆ ของเหลวรอบๆ เซลลมี์
ความเขม้ขน้สูงข้ึนเน่ืองจากการมีจบัตวัเป็นน ้าแขง็ของโมเลกลุน ้าก่อนของเหลวภายในเซลลท์ าให้
เกิดแรงดนั Osmotic ท่ีจะส่งผลใหน้ ้ าภายในเซลลไ์หลออกนอกเซลลเ์พื่อปรับสมดุลใหส้ารละลาย
ทั้งสองดา้นมีความเขม้ขน้เท่ากนั ท าใหเ้กิดการหดตวัของเซลล ์และของเหลวภายในเซลลจ์ะมีความ
เขม้ขน้สูงจนเป็นอนัตรายต่อเซลลไ์ด ้ผลเสียท่ีเกิดข้ึนดงักล่าวมีมากหรือนอ้ยข้ึนอยูก่บัขนาดของ
พื้นท่ีผวิและสภาพการยอมใหน้ ้ าผา่นเขา้ออกไดข้องผนงัเซลล ์ตามหลกัการแช่แขง็นั้น นอกจากน้ี
การเหน่ียวน าใหเ้กิดการแขง็ตวั (Seeding) และการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะสามารถลดผลเสีย
ดงักล่าวได ้เน่ืองจากการลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วท าใหน้ ้ าภายในเซลลไ์หลออกจากเซลลไ์ม่ทนั 
อยา่งไรกต็ามการลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วเกินไปจะท าใหเ้กิดเกลด็น ้าแขง็ (Ice crystallization) ข้ึน
ภายในเซลลซ่ึ์งเป็นอนัตรายต่อเซลลเ์ช่นกนั (Denniston, Michelet, & Godke, 2000) แต่ถา้ลด
อุณหภูมิอยา่งชา้ ๆ ในระหวา่งขบวนการแช่แขง็จะท าใหเ้กิดผลึกน ้าแขง็ ซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัท่ีท าให้
เซลลถู์กท าลาย (Mazur, Seki, Pinn,  Keinhans, & Edashing, 2005)โดยการเปล่ียนแปลงของเซลล์
เม่ืออยู ่ณ อุณหภูมิต่างๆ มีดงัน้ี ช่วงอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส ถึง -40 องศาเซลเซียส  จะเกิดการ
เปล่ียนแปลงของค่า pH ความเขม้ขน้ของสารละลาย และปริมาตรของเซลล ์ส่วนช่วงอุณหภูมิ 0  
องศาเซลเซียส ถึง -130 องศาเซลเซียส จะท าใหเ้กิดเกลด็น ้าแขง็ภายในและภายนอกเซลล ์
(Denniston, Michelet, & Godke, 2000) จึงเห็นไดว้า่เซลลท่ี์ท าการแช่แขง็ไดรั้บผลกระทบท่ีเกิดจาก
การเปล่ียนแปลงอุณหภูมิมากมาย ดงันั้นวธีิการแช่แขง็ท่ีเหมาะสมจึงเป็นส่ิงจ าเป็นต่อการมีชีวิตของ
เซลล ์ 

 

สารละลายบัฟเฟอร์ (Extenders) 
สาร Extenders เป็นสารละลายท่ีช่วยคงสภาพความมีชีวติของเซลลร์ะหวา่งการแช่แขง็ ท า

ใหเ้กบ็รักษาน ้าเช้ือไดน้านกวา่ปกติ และช่วยในการเจือจางน ้าเช้ือใหไ้ดป้ริมาณมากข้ึนเพื่อสะดวก
ในการใชง้าน (Wayman & Tiersch, 2000) ซ่ึงสาร Extenders น้ีเป็นสารละลายท่ีมีคุณสมบติั และ
องคป์ระกอบคลา้ยคลึงกบัน ้าหล่อเล้ียงสเปิร์มเป็นสารท่ีเกิดจากการน าสารต่าง ๆ ท่ีมีคุณสมบติัช่วย
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ในการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 1993) สาร Extenders ท่ีใชจ้ะตอ้ง
ประกอบดว้ยอิออนต่างๆ เช่นเดียวกบัท่ีปรากฏในน ้าเลือด และควรมีค่า Osmotic pressure และ  
Osmolality เท่ากบั Seminal plasma ของส่ิงมีชีวิตนั้นเพือ่ไม่ใหส้เปิร์มเคล่ือนท่ี เช่น ปลาน ้าจืดสาร 
Extenders ท่ีใชค้วรมีค่าออสโมลาริต้ีเท่ากบั 280-300 mOsmo/kg ส่วนปลาทะเลควรใชส้าร 
Extendersท่ีมีค่าออสโมลาริต้ีเท่ากบั 200-300 mOsmo/kg (Wayman & Tiersch, 2000)  

 

สารไครโอโพรเทคแทนท์ (Cryoprotectants) 
สารไครโอโพรเทคแทนท ์(Cryoprotectant) เป็นสารป้องกนัเซลลถู์กท าลายในระหวา่ง

กระบวนการแช่แขง็และกระบวนการละลาย (Akcay, Bozkurt, Secer, & Teki, 2004) ซ่ึงสารไครโอ
โพรเทคแทนท ์แต่ละชนิดจะตอ้งมีความเขม้ขน้และระย ะเวลา (Equilibration time) ท่ีเหมาะสม
ส าหรับการแช่แขง็ สารไครโอโพรเทคแทนทจ์ะช่วยรักษาความมีชีวิตของเซลลเ์ม่ืออุณหภูมิลด
ต ่าลงโดยป้องกนัความเสียหายจากการเกิดเกลด็น ้าแขง็ (Ice crystal) สารไครโอโพรเทคแทนทท่ี์ดี
จะมีคุณสมบติัในการละลายน ้าและมีความเป็นพิษกบัเซลลต์  ่า  ซ่ึงสามารถแบ่งออกเป็น 2 ประเภท
ตามความสามารถในการซึมผา่นเขา้สู่เซลลคื์อ ชนิดท่ีสามารถซึมผา่นเขา้สู่เซลล ์(Intracellular 
cryoprotectant) และชนิดท่ีไม่สามาถซึมผา่นเขา้สู่เซลล ์(Extracellular cryoprotectant) โดยสารท่ีมี
โมเลกลุขนาดเลก็ เช่น Glycerol, DMSO, Propylene glycol และ Ethylene glycol สามารถจดัเป็น
สารไครโอโพรเทคแทนท ์ประเภทท่ีออกฤทธ์ภายในเซลลเ์น่ืองจากสามารถซึมผา่นเขา้สู่เน่ือเยือ่
ของเซลลแ์ละผา่นออกจากเซลลไ์ด ้ส่วนสารท่ีมีขนาดโมเลกลุใหญ่เช่น Sucrose (และ 
Carbohydrates ชนิดอ่ืนๆ) และโปรตีน จดัเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท ์ประเภทท่ีออกฤทธ์
ภายนอกเซลล ์เน่ืองจากไม่สามารถซึมผา่นเขา้สู่เซลลไ์ด ้(Denniston, Michelet, & Godke, 2000) 

การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาโดยทัว่ไปนิยมใชส้ารไครโอโพรเทคแทนท ์กลุ่มออกฤทธ์ิภายใน
เซลล ์เช่น DMSO, Glycerol และ Ethylene glycol เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท ์คิดเป็น 98, 50 
และ 29 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั (Tiersch, 2000) อยา่งไรกต็ามในการแช่แขง็เซลล ์และเน้ือเยือ่, เซลล์
สืบพนัธ์ุและตวัอ่อน สามารถใชส้ารไครโอโพรเทคแทนท ์มากกวา่หน่ึงชนิดท่ีประสบความส าเร็จ 
(Merino et al. 2011) ในการทดลองของ Andreev, Sadikova, Gakhova, Pashovkin, and Tikhomirov 
(2009) ท่ีท าการทดลองแช่แขง็น ้าเช้ือปลา Rainbow trout และ Russian sturgeon  โดยใชส้าร 
Sucrose 10% และ Sucrose 5% +  Mannitol 5% ไดอ้ตัราการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มไม่แตกต่างจาก
น ้าเช้ือสด และมีอตัราการ Fertilization สูงอีกทั้งยงัมีขนาดของเกลด็น ้าแขง็ขนาดเลก็มาก อยา่งไรก็
ตามเม่ือไม่นานมาน้ีมีรายงานเก่ียวกบัความประสบความส าเร็จโดยการไม่ใชส้ารไครโอโพรเทค
แทนท ์ในการแช่แขง็สเปิร์มปลา Rainbow trout โดยใชส้าร Cortland® medium + 1% ของ Bovine 
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serum albumin + 40% ของ Seminal plasma + 0.125M Sucrose น ามาแช่แขง็โดยการใชเ้ทคนิค 
Vtrification ใหผ้ลการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มมากกวา่ 80% (Merino et al. 2011) เน่ืองจากสารไครโพร
เทคแทนตเ์ป็นสารท่ีมีความเป็นพิษสูงเม่ือน าไปใชใ้นกระบวนการแช่แขง็จึงตอ้งมีความสมัพนัธ์กนั
อยา่งเหมาะสมของระยะเวลาสมดุล และความเขม้ขน้ของสารละลาย (Denniston, Michelet, & 
Godke, 2000) 

 
อตัราการลดอุณหภูม ิ(Cooling Rate) 
 ความส าเร็จของการเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาไม่เพียงแต่ข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ และระยะเวลา
ท่ีเหมาะสมของสาร Cryoprotectant และสาร Extender เท่านั้นแต่ยงัข้ึนอยูก่บัอตัราการลดอุณหภูมิ
ท่ีเหมาะสมในระหวา่งขบวนการแช่แขง็ดว้ย (Mazur, 1977) อตัราการลดอุณหภูมิคือการ
เปล่ียนแปลงอตัราความเยน็ต่อนาทีท่ีท าใหข้องเหลวท่ีอยูร่อบๆ เซลล ์และภายในเซลลค่์อยๆ 
แขง็ตวัในขณะท่ีท าการแช่แขง็ ของเหลวภายนอกเซลลจ์ะเป็นน ้าแขง็ก่อนของเหลวภายในเซลล ์ท า
ใหค้วามเขม้ขน้ของตวัถูกละลายภายนอกสูงกวา่ภายในเซลล ์จึงท าใหน้ ้ าแพร่ออกจากเซลลเ์พื่อปรับ
สมดุล ถา้อตัราการลดอุณหภูมิเร็วเกินไปจะท าใหน้ ้ าไหลออกจากเซลลเ์ร็วเกินไปอาจท าใหเ้ซลล์
เห่ียวและเกิดเกลด็น ้าแขง็ภายในเซลล ์จะท าใหเ้ซลลเ์กิดอนัตรายได ้หากอตัราการลดอุณหภูมิชา้
เกินไปจะท าใหเ้ซลลต์อ้งปรับตวันานเกินไป ซ่ึงจะเป็นอนัตรายต่อเซลล ์เพราะเซลลจ์ะเกิดการ
สูญเสียน ้าจาก Osmotic pressure ความเขม้ขน้ของสารละลายภายในเซลลท่ี์สูงมากเกินไป และอาจ
เกิดการเหน่ียวน าใหเ้กิดผลึกน ้าแขง็ท่ีจะส่งผลต่อสภาพความสมบูรณ์ของเน้ือเยือ่เซลล ์ส่ิงน้ีแสดง
ใหเ้ห็นวา่การซึมผา่นของน ้าท่ีเซลลเ์มมเบรน เก่ียวกบัความสมัพนัธ์ของอุณหภูมิและระยะเวลาการ
ลดอุณหภูมิ (Denniston, Michelet, & Godke, 2000)  รวมถึงความเขม้ขน้ของสาร Cryoprotectant 
และ Equilibration time (Leibo, 1989) โดยอตัราการลดอุณหภูมิแบบชา้ทัว่ไปจะอยูใ่นช่วง -0.1 ถึง -
0.5 องศาเซลเซียส/นาที (Rall & Polge, 1984) ส่วนการลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วจะอยูใ่นช่วง -10 ถึง 
-20 องศาเซลเซียส/นาที ดงันั้นจะเห็นวา่อตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมนั้นมีความส าคญัต่ออตัรา
การรอดชีวิตของเซลล ์และสามารถป้องกนัการเกิดเกลด็น ้าแขง็ภายในเซลลห์รือเกิดข้ึนไดน้อ้ย ท า
ใหเ้ซลลท่ี์ผา่นการแช่แขง็มีสภาพท่ีสมบูรณ์ และสามารถคงสภาพความมีชีวิตของเซลล ์(Denniston, 
Michelet, & Godke, 2000) 
 

อตัราการเพิม่อุณหภูมิ (Thawing Rate)  
 การเพิ่มอุณหภูมิเป็นการละลายเซลลท่ี์แขง็ตวัไปใหก้ลบัไปสู่สภาพเดิมก่อนการแช่แขง็
และสามารถใชป้ระโยชน์ไดอี้กคร้ังโดยทัว่ไปขณะท าการละลายเกลด็น ้าแขง็ท่ีอยูน่อกเซลลจ์ะ
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ละลายก่อนท าใหน้ ้ าจากภายนอกเซลลย์อ่มแพร่เขา้สู่ภายในเซลล ์และขนาดของเซลลจ์ะเพิ่มข้ึน
หลงัการละลายอาจท าใหเ้ซลลป์รับสภาพไม่ทนัหรือ อาจท าใหเ้ซลลแ์ตกไดแ้ละประสบความ
ลม้เหลวจากการแช่แขง็ (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) เม่ือน าตวัอยา่งน ้าเช้ือแช่แขง็ออกมาจากถงั
ไนโตรเจนเหลวและอุณหภูมิมีการเพิ่มสูงข้ึน เกลด็น ้าแขง็ท่ีอยูภ่ายนอกเซลลจ์ะเร่ิมละลาย น ้ าจาก
ภายนอกเซลลย์อ่มจะแพร่เขา้สู่ภายในเซลลอ์ยา่งรวดเร็วเพื่อท าการลดความเขม้ขน้ของสารละลาย
ภายในเซลล ์การไหลกลบัของน ้าเขา้สู่เซลลจ์ะเกิดข้ึนจากอตัราการละลาย และเสร็จส้ินในช่วง
ระยะเวลาสั้นๆ หลงัจากตวัอยา่งละลายทั้งหมด เม่ือเซลลถู์กแช่แขง็โดยมีการลดอุณหภูมิอยา่งชา้ๆ 
(-0.1 ถึง -0.5 องศาเซลเซียส/นาที) และน าไปเกบ็รักษาในไนโตรเจนเหลว (Rall & Polge, 1984)  
หรือการลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็ว (-30 ถึง -40 องศาเซลเซียส ) โดยทัว่ไปจะมีน ้าเพยีงปริมาณท่ีนอ้ย
คงเหลืออยูภ่ายในเซลล ์เม่ือท าการแช่แขง็และแช่ลงไนโตรเจนเหลวน ้าจะกลายเป็นเกลด็น ้าแขง็
ขนาดเลก็ เกลด็น ้าแขง็ขนาดเลก็จะช่วยลดความเสียหายของ Cell membrane และ Organelle เม่ือท า
การเพิ่มอุณหภูมิอยา่งรวดเร็ว (>1000 องศาเซลเซียส/นาที) กระบวนการท่ีน ้ าซึมกลบัเขา้สู่เซลลจ์ะ
เกิดข้ึนอยา่งรวดเร็วและเป็นเวลาสั้นๆจะท าใหเ้ซลลมี์อตัราการรอดสูงอยา่งไรกต็าม ถา้ตวัอยา่งถูก
เพิ่มอุณหภูมิอยา่งชา้ๆ เกลด็น ้าแขง็ภายในเซลลอ์าจเกิดมีขนาดใหญ่ข้ึน และกลบัไปเป็นผลึกแกว้
ระหวา่งกระบวนการเพิ่มอุณหภูมิท่ีจะเพิ่มความเสียหายของ Cell membrane และ Organelles ต่างๆ 
(Denniston, Michelet, & Godke, 2000)  ตวัอยา่งเช่นการละลายน ้าเช้ือแช่แขง็ Christensen and 
Tiersch (2005) ละลายน ้าเช้ือปลา Channel catfish ใน Water bath ท่ีอุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 5 วินาที  
 

งานวจิยัที่เกีย่วข้อง 
 การศึกษาแช่เยน็และการแช่แขง็น ้าเช้ือในปลาตระกลู Catfish มีการศึกษากนัอยา่ง

แพร่หลายเช่นปลา Channel catfish Ictalurus punctatus (Christensen & Tiersch, 2005) ; African 
catfish Clarias gariepinus (Viveiros, So, & Koman, 2000) ; Mekong giant catfish Pangasius 
gigas (Mongkonpunya et al., 1995) ฯลฯ ส่วนปลาดุกอุย (C. macrocephalus) มีการศึกษาในเร่ือง
ของ Seminal plasma, Sperm motility และ Milt dilution (Tan-Fermin, Miura, Ueda, Adachi, & 
Yamauchi, 1997) การเกบ็รักษาน ้าเช้ือแบบแช่เยน็ ส่วนเร่ืองการเกบ็รักษาน ้าเช้ือแบบแช่แขง็มี
การศึกษาโดย วนัชยั แสนค าลือ (2546) และธรรมศกัด์ิ ถาพรพนัธ์ (2548) ท่ีประสบความส าเร็จใน
การศึกษาเร่ืองของสารเคมี วิธีการแช่แขง็ และการปฏิสนธิของน ้าเช้ือปลาดุกอุยแช่แขง็กบัไข่ ซ่ึง
เป็นการแช่แขง็น ้าเช้ือในหลอด 0.25 ml โดนใช ้10% DMSO ร่วมกบัสารละลาย Extender คือ Ca-F 
HBSS ผลท่ีไดคื้อสเปิร์มมีอตัราการเคล่ือนท่ีประมาณ 60% ไม่ต่างกนั 
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การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาตระกลู Catfish ในปริมาณมาก จะศึกษาในเร่ืองของขนาดและ
จ านวนของหลอดท่ีใชใ้นการบรรจุน ้าเช้ือปลา โดยมีวิธีการลดอุณหภูมิแบบใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็
อตัโนมติั Control rate programmable freezer เช่นในปลา European catfish (Silurus glanis) 
(Linhart, Rodina, Flajshans, Gela & Kocour, 2005) และ Blue catfish (Ictalurus furcatus) (Hu, 
Yang, & Tiersch, 2011) และการแช่แขง็แบบเหนือไอไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapour) ใน
ปลา Yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco) (Pan et al., 2008) โดยมีตวัอยา่งสารละลาย 
Extenders และสาร Cryoprotectnats รวมถึงขนาดของหลอดท่ีใชใ้นการทดลองแช่แขง็ (ตารางท่ี 1) 
  การแช่แขง็น ้าเช้ือในปลาดุกอุย (C. macrocephalus) มีรายงานท่ีประสบความส าเร็จคือ 
การทดลองในหลอด Straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยใชส้าร 10% DMSO ร่วมกบัสารละลาย 
Extender ท่ีใชคื้อ Ca-F HBSS โดยท าการลดอุณหภูมิโดยใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัท่ีมีอตัราลด
อุณหภูมิอยูท่ี่ -3 และ -5  องศาเซลเซียส/นาที (วนัชยั แสนค าลือ, 2546 และธรรมศกัด์ิ ถาพรพนัธ์, 
2548) แต่จากตารางท่ี 1 จะเห็นวา่มีการใชส้ารละลาย Extenders ท่ีหลากหลายดงันั้นสามารถเลือก
สารท่ีสนใจน ามาใชใ้นการทดลองไดห้ลายชนิดข้ึนอยูก่บัความเหมาะสมในแต่ละสายพนัธ์ุของปลา 
ส่วนสาร Cryoprotectants ท่ีประสบความส าเร็จในการแช่แขง็จะมีเพียงสองสารท่ีใชคื้อสาร 
Methanol และ DMSO โดยมีความเขม้ขน้ของสารท่ี 10% ทั้งคู่ ไม่วา่จะมีการใชก้บัน ้ าเช้ือใน
ปริมาณนอ้ยขนาด 0.25 มล. ไปจนถึงแช่แขง็น ้าเช้ือในปริมาณมากถึง 4 มิลลิลิตร ส่วนอตัราการลด
อุณหภูมิจะท าการลดอุณหภูมิโดยใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั และมีการใชว้ิธีลดอุณหภูมิแบบวาง
เหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวเช่นในปลา Yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco) (Pan et al. 
2008) และปลาดุกดา้น Walking catfish (Clarias batrachus) (Lal et. al., 2009) ท่ีใชว้ิธีลดอุณหภูมิ
แบบเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวท่ี 6 เซนติเมตร นาน 10 นาที ทั้งสองการทดลอง 

ส่วนการลดอุณหภูมิโดยใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัท าการลดอุณหภูมิจะมีการใชอ้ตัรา
การลดอุณหภูมิท่ี -5 องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิตั้งตน้ไปจนส้ินสุดอุณหภูมิท่ี -40 องศา
เซลเซียสจากนั้นจะน าไปเกบ็ไวใ้นสารไนโตรเจนเหลวต่อไป ยกเวน้การทดลองของ Linhart, 
Rodina, Flajshans, Gela, and Kocour, (2005) ในปลา European catfish (Silurus glanis) ท่ีท าการ
เกบ็น ้าเช้ือโดยใชห้ลอด Cryotubes ขนาดใหญ่โดยมีขนาดหลอดท่ี 1, 2 และ 4 มิลลิลิตร โดยจะใช้
อตัราการลดอุณหภูมิโดยมีอุณหภูมิเร่ิมตน้ท่ี  +4 องศาเซลเซียส และการลดอุณหภูมิจาก +4 ถึง -9 
องศาเซลเซียส จะใชอ้ตัราลดอุณหภูมิอยูท่ี่ -4 องศาเซลเซียส/นาที จากนั้นจะท าการลดอุณหภูมิจาก 
-9 ถึง -80 องศาเซลเซียส โดยจะมีอตัราการลดอุณหภูมิท่ีใชคื้อ -11 องศาเซลเซียส/นาที และพกัไวท่ี้  
-80 องศาเซลเซียส นาน 6 นาที จากนั้นน าลงสู่ถงัไนโตรเจนเหลว ดงันั้นจะเห็นไดว้า่มีการเลือกใช้
วิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือท่ีหลากหลายซ่ึงจะตอ้งท าการทดลองใหเ้หมาะสมต่อการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุก
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อุย (C. macrocephalus) ท่ีจะสามารถท าการเกบ็รักษาน ้าเช้ือในปริมาณมากและตน้ทุนต ่าท่ีสุด เพื่อ
จะช่วยเพิม่คุณภาพของน ้าเช้ืออีกทั้งยงัช่วยลดความเส่ียงในการสูญเสียพอ่แม่พนัธ์ุปลาดุกอุยเพื่อใช้
ประโยชน์จากพอ่แม่พนัธ์ุใหคุ้ม้ค่ามากท่ีสุด 

ตารางท่ี 1 ตวัอยา่งสาร Extenders และสาร Cryoprotectants รวมทั้งขนาดหลอดท่ีใชใ้นการทดลอง
แช่แขง็น ้าเช้ือของปลาตระกลู Catfish 

 
ชนิดปลา สาร Extenders สาร  

Cryoprotectants 
ขนาดหลอด งานวจิัย 

Clarias 
macrocephlus  

Ca-F HBSS DMSO 10% 0.25 ml. 
Straws 

Sankomlue, 
(2003) 

Clarias 
gariepinus  

Ringer Methanol 10% 1 ml. 
Vials 

Viveiros, So, & 
Koman, (2000) 

Clarias  
batrachus  

HBSS DMSO 10% 0.25 ml. 
Straws 

Lal et. al., 
(2009) 

Silurus  
glanis  

Immobilization 
solution 

DMSO 10% 1, 2 and 4 ml. 
Cryotubes 

Linhart et. al., 
(2005) 

Pelteobagrus  
fulvidraco  

Ringer Methanol 10% 2 ml. 
Cryotubes 

Pan et. al., 
(2008) 

Ictalurus  
furcatus  

HBSS300 Methanol 10% 0.5 ml. 
Straws 

Hu, Yang, & 
Tiersch , (2011) 

 



บทที ่3 
วธีิด ำเนินกำรวจิัย 

 

สถำนทีท่ ำกำรวจิยั 
สถานท่ีท าการทดลอง โรงเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ า ภาควิชาวาริชศาสตร์ คณะวทิยาศาสตร์ 

มหาวิทยาลยับูรพา  
 

สัตว์ทดลอง 
พอ่พนัธ์ุและแม่พนัธ์ุปลาดุกอุยจากฟาร์มคุณวีระ ตนัเจริญ 84/3 ม.4 ต.บางเกลือ อ.บาง

ประกง จ.ฉะเชิงเทรา 24130  
 

อุปกรณ์ทีใ่ช้ในกำรศึกษำ 
1. จานแกว้ (Petri dish) 
2. ถงัน ้าแขง็ 
3. ขวดแกว้ฝาสีฟ้า ขนาด 250 มิลลิลิตร 
4. หลอดฟาง (Fernch straw) ขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร (Imv Technologies 

Paillette) 
5. หลอด Cryotube ขนาด 1.25 มิลลิลิตร (Thermo scientific nunc cryotube vials) 
6. ปากคีบ 
7. บีกเกอร์ 
8. Tissue culture flask 
9. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
10. ไมขี้ดไฟ 
11. ไมโครปิเปตขนาด 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
12. ถงัเกบ็ไนโตรเจนเหลว 
13. กรรไกร 
14. เคร่ืองชัง่ 4 ต าแหน่ง 
15. Water bath 
16. แท่งแกว้คนสาร 
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17. กระดาษชัง่สาร 
18. กระบอกตวงขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร  
19. pH meter (Horiba, D-21, Japan) 
20. Osmometer (model 5520, Wescor, Logan, UT, USA)  
21. Hemacytometer (BOECO, Hamburg, Germany) 
22. เคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั Control rate programmable freezer (Cryologic Pty, ltd 

รุ่น CL3000) 
 

อุปกรณ์ทีใ่ช้ในกำรตรวจสอบเปอร์เซ็นต์กำรเคล่ือนทีข่องสเปิร์ม 
1. Slide และ Cover slide 
2. กลอ้งจุลทรรศน์ 
3. เขม็เข่ีย 
4. น ้ากลัน่ 
5. นาฬิกาจบัเวลา 

 

อุปกรณ์ทีใ่ช้ในกำรตรวจสอบสเปิร์มทีม่ีชีวติ 
1. Slide  
2. กลอ้งจุลทรรศน์ 
3. ตะเกียงแอลกอฮอล ์
4. กรรไกร 
5. ไมขี้ดไฟ 
6. สียอ้ม Eosin และ Nigrosin 
 

สำรเคมี  
1. สารละลายบฟัเฟอร์ (extender) 1 ชนิด คือ Calcium - free Hank’s balanced salt 

solution (Ca-F HBSS) NaCl 0.8890 g, KCl 0.0440 g, Na2HPO4-2H2O 0.0130 g, 
NaHCO3 0.0390 g, KH2PO4 0.0070 g, MgSO4-7H2O 0.0220 g, Glucose 0.1110 g, 
น ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ปรับค่า pH ใหไ้ด ้7.6 (Vuthiphandchai et al., 2009) 
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2. สารไครโอโพรเทคแทนท ์(cryoprotectant) 6 ชนิด คือ Dimethyl sulfoxide, 
Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol และ Propylene glycol โดยใชท่ี้ระดบั
ความเขม้ขน้ 5%, 10%  และ 15%   

3. สียอ้มสเปิร์ม 0.5% Eosin และ 10% Nigrosin 
4. ยาสลบปลา (Clove oil ผสมกบั 95% แอลกอฮอล ์อตัราส่วน 2:10)  

1. กำรเตรียมตวัอย่ำงพ่อพนัธ์ุปลำดุกอุยก่อนกำรทดลอง 

คดัเลือกปลาดุกอุยเพศผูท่ี้สมบูรณ์เพศ (น ้าหนกั 260-350 กรัม/ตวั) ท่ีท าการจบัโดยการ
ลากอวนจากบ่อเล้ียงปลาดุกอุยจงัหวดัฉะเชิงเทรา ท าการล าเลียงในถงัล าเลียงปลาดุกอุยพร้อมกบัใส่
ยาเหลือง (Acriflavine) และเกลือแกงเพื่อป้องกนัการติดเช้ือในอตัรา 1 ส่วนในลา้นส่วน (ppm) และ 
1 เปอร์เซ็นตต์ามล าดบั จากนั้นน าปลามาพกัไวเ้ป็นเวลา 5-7 วนัเพื่อใหป้ลาปรับตวัในบ่อน ้าจืด
ส่ีเหล่ียมขนาด 5 ตนั ในโรงเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ าของภาควิชาวาริชศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา ท าการให้
อาหารท่ีมีโปรตีน 40 เปอร์เซ็นต ์โดยใหอ้าหาร 2 คร้ังต่อ 1 วนั แต่ท าการงดอาหาร 2 วนัก่อนท าการ
ทดลอง  

น าปลามาชัง่น ้าหนกั เพื่อค านวณฮอร์โมนท่ีใชใ้นการฉีดฮอร์โมนเพื่อกระตุน้การพฒันา
ของอสุจิในถุงอณัฑะ โดยใชฮ้อร์โมน Gonadotropin-Releasing Homone analogue (D-Trp6-
GnRHa; Sigma Chemical Crop., St Louis, MO USA) ร่วมกบั Domperidone มีช่ือทางการคา้วา่ 
“Motillium” จากนั้นท าการเจือจางดว้ยน ้ากลัน่ใหไ้ดป้ริมาณโดสท่ีใชใ้นอตัรา 15 ไมโครกรัมต่อ
กิโลกรัม และ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมตามล าดบั (Vuthiphandchai et al., 2009) จากนั้นท าการพกั
ปลาไว ้8 ชัว่โมงหลงัจากท าการฉีดฮอร์โมน การเกบ็รวบรวมน ้าเช้ือโดยท าการสลบปลาดว้ย Clove 
oil ผสมกบั 95% แอลกอฮอล ์อตัราส่วน 2:10 ท่ีความเขม้ขน้ของสาร 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อหยดุ
การหยดุการเคล่ือนท่ีของปลา หลงัจากนั้นท าการผา่บริเวณหนา้ทอ้งปลาเพื่อเอาถุงอณัฑะออกมา 
ลา้งดว้ยสารละลาย NaCl 0.85 เปอร์เซ็นต ์ใหส้ะอาด ควรระวงัไม่ใหน้ ้าเช้ือมีส่ิงอ่ืนปะปนมาเช่น น ้า
เลือด น าถุงอณัฑะท่ีไดม้าใส่จานแกว้ (Petri dish) ท่ีวางบนน ้าแขง็ท าการตดัถุงอณัฑะใหแ้ตกแลว้ใช้
มีดผา่ตดักดเบาๆ เพื่อใหน้ ้ าเช้ือออกจากถุงอณัฑะ กรองเอาน ้าเช้ือดว้ยผา้ขาวบาง น าน ้ าเช้ือท่ีไดใ้ส่
ใน Tissue culture flask วางบนน ้าแขง็เพื่อใชใ้นการทดลองต่อไป  

 

2. กำรประเมินคุณภำพของน ำ้เช้ือ 
หลงัจากท าการรวบรวมน ้าเช้ือสดปลาดุกอุยจะท าการประเมินคุณภาพของน ้าเช้ือภายใต้

อุณหภูมิหอ้ง (ประมาณ 25 องศาเซลเซียส) ดว้ยวิธีการดงัน้ี 
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1. การประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (% Sperm motility) โดยหยดน ้าเช้ือ
ประมาณ 5 ไมโครลิตร ลงบนกระจกสไลดท่ี์สะอาดพร้อมกบัปิดดว้ย Cover glass ท่ีหยด 0.4 
เปอร์เซ็นต ์NaCl เพื่อกระตุน้ใหส้เปิร์มเคล่ือนท่ีและน าไปส่องดูเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม 
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 40 เท่า ภายในระยะเวลาไม่เกิน 1 นาที ประเมินการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์ม 6 ระดบั คือ น ้ าเช้ือท่ีมีการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 0, 20, 40, 60, 80 และ 100 เปอร์เซ็นต ์
ตามล าดบั (Vuthiphandchai et al., 2009) โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า และในแต่ละสไลดท์ าการ
ประเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มสามบริเวณในเวลาประมาณ 20 วินาที เพื่อใหไ้ดซ้ ้ าเทียม 
(pseudoreplicate) รวม 9 ซ ้ า 

2. การประเมินเปอร์เซ็นตส์เปิร์มท่ีมีชีวิต (% Sperm viability) โดยการน าเอาน ้าเช้ือ 5 
ไมโครลิตร มายอ้มสีดว้ย Eosin-Nigrosin 5 ไมโครลิตร ตามวิธีการของ Vuthiphandchai et al. 
(2009)  แลว้น าไปส่องดูใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 100 เท่า ท าการสุ่มนบัจ านวนสเปิร์มท่ีมีชีวิต 
ซ่ึงจะไม่ติดสียอ้ม (ภาพท่ี 3) แลว้จึงค านวณกลบัหาเปอร์เซ็นตข์องสเปิร์มท่ีมีชีวิต โดยท าการ
ทดลอง 9 ซ ้ า 

 

 
  
ภาพท่ี 3 อสุจิมีชีวิตของปลาดุกอุย (C. macrocephalus) จะมีลกัษณะสีขาวและอสุจิตวัท่ีตายจะติดสี

ชมพแูดงหรือสีม่วงเขม้ เม่ือยอ้มดว้ยสี Eosin-nigrosin ส่องภายใตก้ลอ้ง Compound 
microscope ก าลงัขยาย 100 เท่า 
 

3. การประเมินเปอร์เซ็นตค์วามหนาแน่นของสเปิร์ม (% Sperm density) ประเมินโดย
การเจือจางน ้าเช้ือ 10 ไมโครลิตร ดว้ยน ้ากลัน่ 5 มิลลิลิตร เท่ากบัเจือจาง 500 เท่า (Dilution rate 1: 
500) โดยผสมใหเ้ขา้กนัใน Eppendorf Tube แลว้น าน ้ าเช้ือท่ีถูกเจือจางไปหยดบน Hemacytometer 
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(BOECO, Hamburg, Germany) น าไปส่องดูใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก ำลงัขยำย 40 เท่ำ นบัจ ำนวนอสุจิ
จำกมุมบน-ล่ำงทั้ง 4 มุม และช่องตรงกลำง รวม 5 ช่อง ดงัแสดงในภำพท่ี 4 โดยท ำกำรทดลอง 3 ซ ้ ำ
แลว้น ำมำค ำนวณหำค่ำเฉล่ียจ ำนวนอสุจิท่ีนบัไดต่้อ 1 มิลลิลิตร ดงัน้ี 

จ  ำนวนอสุจิ/มิลลิลิตร = (รวมจ ำนวนอสุจิท่ีนบัไดท้ั้ง 5 บริเวณ/5) × 25 × dilution rate ×104 
4. การหาค่าแรงดนัออสโมซิสของน ้าเช้ือ (Osmolality) โดยการน าน ้าเช้ือมา Centrifuge 

ท่ีความเร็ว 8000×g ในระยะเวลา 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเพื่อแยก Seminal plasma ออก
จากสเปิร์ม แลว้น า Seminal plasma มาวดัค่า Osmolality โดยใชเ้คร่ืองมือ Osmometer (model 
5520, Wescor, Logan, UT, USA) โดยท าการทดลอง 9 ซ ้ า 

5.  การวดัค่า pH ใน Seminal plasma โดยใช ้pH meter (Horiba, D-21, Japan) 
(Vuthiphandchai et al., 2009) โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า 

 

                        

 

    (ก)                                                                            (ข) 

 
(ก)                                                            (ข) 
 

ภาพท่ี 4 (ก) สไลดส์ าหรับนบัเมด็โลหิต (Hemocytometer) (ข) ภาพแสดงต าแหน่งท่ีนบัจ านวนอสุจิ
ทั้ง 5 บริเวณ (1, 2, 3, 4 และ 5)  

 

3. กำรด ำเนินกำรทดลอง  
กำรทดลองที ่1 กำรประเมินคุณภำพของน ำ้เช้ือปลำดุกอุยในฤดูผสมพนัธ์ุ 

 พอ่พนัธ์ุปลาดุกอุยจะถูกสุ่ม 15 ตวั ทุกเดือนจากบ่อเล้ียงในฤดูผสมพนัธ์ุตั้งแต่เดือน
พฤษภาคมถึงตุลาคม ท าการรวบรวมน ้าเช้ือสดโดยการวางยาสลบดว้ย Clove oil เม่ือปลาหยดุการ
เคล่ือนท่ีจึงท าการผา่บริเวณหนา้ทอ้งปลาเพื่อเอาถุงอณัฑะออกมา และท าการเกบ็รักษาน ้าเช้ือสด
บนน ้าแขง็ก่อนเร่ิมท าการตรวจสอบคุณภาพของน ้าเช้ือ (% Sperm motility, % Sperm viability, 
Sperm density, Osmolality และ pH) จากนั้นน าผลท่ีไดไ้ปใชป้ระกอบการทดลองท่ี 2 ต่อไป 
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กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
 น าขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (% Sperm motilility), เปอร์เซ็นตส์เปิร์มท่ีมี
ชีวิต (% Sperm viability), ความหนาแน่นของสเปิร์ม (Sperm density), ค่า Osmolality และ pH ใน
แต่ละชุดการทดลองมาวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติ ดว้ยวิธี One way ANOVA ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียในแต่ละชุดการทดลอง ดว้ย Duncan’s new 
multiple range test โดยใชโ้ปรแกรม SPSS โดยขอ้มูลน าเสนอเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเฉล่ียความ
แปรปรวน (SE) 
 กำรทดลองที่ 2 กำรแช่แข็งน ำ้เช้ือปลำดุกอุย 

1. น าน ้าเช้ือปลาดุกอุยในเดือนท่ีมีคุณภาพดีท่ีสุดจากการทดลองคุณภาพของน ้าเช้ือใน
ฤดูผสมพนัธ์ุ ท่ีไดม้าเจือจางดว้ยสาร Extender สูตร Ca-F HBSS โดยใชอ้ตัราส่วนของน ้าเช้ือต่อ
น ้ายาเป็น 1:1 น าน ้ าเช้ือเจือจางน ้ายา Ca-F HBSS ผสมกบัสารไครโอโพรเทคแทนท ์6 ชนิด คือ 
Dimethyl sulfoxide, Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol และ Propylene glycol 
อตัราส่วน 1:1 ท่ีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย (Final concentrations) 5, 10 และ 15 % ผสมใหเ้ขา้กนัท่ี
อุณหภูมิหอ้ง (25 องศาเซลเซียส) ดูดสารละลาย 0.2 มิลลิลิตร ใส่หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ปิด
หลอดฟางดว้ยคีมลนไฟ ปล่อยใหน้ ้ าเช้ืออยูใ่นภาวะสมดุล (Equilibration time) เป็นเวลา 10 นาที  
ก่อนท าการแช่แขง็ 

2. ท าการลดอุณหภูมิดว้ยเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั Control rate programmable freezer 
(Cryologic Pty Ltd รุ่น CL3000) โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ -3, -5 และ -8 องศาเซลเซียส/นาที 
(วนัชยั แสนค าลือ, 2546 และธรรมศกัด์ิ ถาพรพนัธ์ุ, 2548)  

- จากอุณหภูมิเร่ิมตน้ 25 องศาเซลเซียส ถึง 0 องศาเซลเซียส พกั 0.5 นาที 
- จากอุณหภูมิสุดทา้ย 0 องศาเซลเซียส ถึง -40 องศาเซลเซียส พกั 0.5 นาที  

3. หลงัจากท าการลดอุณหภูมิเสร็จน าหลอดฟางไปเกบ็รักษาในถงัไนโตรเจนเหลว       
(-196 องศาเซลเซียส) นาน 1 วนั 

4. ท าการประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (% Sperm motility) หลงัการ
ละลายในอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที โดยท าการทดลอง 9 ซ ้ า น าน ้ าเช้ือปลาดุกอุยแช่
แขง็ท่ีสารไครโอโพรเทคแทนทท์ าใหผ้ลสเปิร์มเคล่ือนท่ีหลงัการละลายดีท่ีสุดไปใชใ้นการทดลอง
ท่ี 3 ต่อไป 

กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
น าขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (% Sperm motility) ในแต่ละชุดการทดลองมา
วิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติ ดว้ยวิธี Two way ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และ
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เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียในแต่ละชุดการทดลอง ดว้ย Duncan’s new multiple range 
test โดยใชโ้ปรแกรม SPSS โดยขอ้มูลน าเสนอเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเฉล่ียความแปรปรวน (SE) 

กำรทดลองที ่3 กำรแช่แขง็น ำ้เช้ือปลำดุกอุยในปริมำณมำก 
1. น าผลท่ีไดจ้ากการทดลองในขอ้ 2 มาใชใ้นการแช่แขง็น ้าเช้ือในปริมาณมากโดยใช้

หลอด French straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร และ Cryotube ขนาด 1.25 มิลลิลิตร 
ในการบรรจุสารละลายน ้าเช้ือท าการลดอุณหภูมิโดยใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั Control rate 
programmable freezer โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ -3, -5 และ -8 องศาเซลเซียส/นาทีหลงัจากท า
การลดอุณหภูมิเสร็จน าหลอดฟางไปเกบ็รักษาในถงัไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส )  

2. ท าการลดอุณหภูมิน ้าเช้ือดว้ยการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลว (Above liquid nitrogen surface) ในกล่องโฟมขนาด 17×32×20 เซนติเมตร ท่ีความ
สูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 2, 4 และ 6 เซนติเมตร เป็นเวลานาน 10 นาที หลงัจากท าการลด
อุณหภูมิเสร็จน าหลอดฟางไปเกบ็รักษาในถงัไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส)  

3. เม่ือระยะเวลาผา่นไป 1 สปัดาห์ ท าการเปรียบเทียบคุณภาพของน ้าเช้ือ % Sperm 
motility หลงัการละลายในอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ในแต่ละขนาดของหลอดบรรจุท่ีใชอุ้ปกรณ์
ในการลดอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั โดยท าการทดลอง 9 ซ ้ า 

กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 
น าขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (% Sperm motility) ในแต่ละชุดการทดลองมา
วิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติ ดว้ยวิธี Two way ANOVA ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% และ
เปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียในแต่ละชุดการทดลอง ดว้ย Duncan’s new multiple range 
test โดยใชโ้ปรแกรม SPSSโดยขอ้มูลน าเสนอเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเฉล่ียความแปรปรวน (SE) 

กำรทดลองที่ 4 กำรทดสอบควำมสำมำรถกำรปฏิสนธิของน ำ้เช้ือปลำดุกอุยแช่แข็ง 
1. น าผลท่ีไดจ้ากการทดลองท่ี 3 มาประเมินความสามารถในการปฏิสนธิกบัไข่ปลาโดย

พิจารณาอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักของไข่ท่ีผสมเทียมดว้ยน ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ีผา่นการแช่
แขง็มาเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด โดยฉีดฮอร์โมนกระตุน้การตกไข่กบัแม่พนัธ์ุปลาดุกอุย (น ้ าหนกั 
300-350 กรัม/ตวั) ท่ีสมบูรณ์เพศ โดยการใชฮ้อร์โมน Gonadotropin Releszing Homone analogue 
(GnRHa) ในอตัรา 20 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม ร่วมกบั Domperidone ในอตัรา 5 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัม พกัไวใ้นบ่อส่ีเหล่ียมขนาด 3 ตนั ท่ีอุณหภูมิ 27-29 องศาเซลเซียส ก่อนท าการรีดไข่ 

2. หลงัจากท าการฉีดฮอร์โมนประมาณ 9 ชัว่โมง น าปลาแม่พนัธ์ุจ านวน 4-6 ตวั มารีด
ไข่โดยไข่ท่ีดีเท่านั้นจะมีลกัษณะกลมและเป็นสีน ้าตาลไม่เหลวจนเกินไปและไม่จบัตวักนัเป็นกอ้น 
ไข่ท่ีมีคุณภาพดีท าการผสมเทียมกบัน ้าเช้ือแช่แขง็และน ้าเช้ือสดในอตัราสเปิร์มต่อไข่ (Sperm to 
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egg ratio) ท่ี 0.5×106:1 โดยใชไ้ข่ประมาณ 600 ฟอง (1 มล.) ต่อ 1 Petridish ท าการผสมแบบก่ึง
เปียก (Modified wet method)โดยใช ้0.4 % NaCl ในปริมาณ 5 ml เติมลงไปในไข่ท่ีท าการผสมกบั
น ้าเช้ือเพื่อกระตุน้การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มโดยใส่ลงไปภายในระยะเวลา 10 วินาทีหลงัจากน าน ้าเช้ือ
ใส่ลงไปผสมกบัไข่และท าการหมุน Petridish เบาๆใหน้ ้าเช้ือและไข่ผสมกนั เม่ือเวลาผา่นไป 1 นาที
ท าการเติมน ้าใหเ้ตม็ Petridish และดูดออกเพื่อท าความสะอาดไข่และลา้งไข่เพื่อใหส้ารเคมีออกไป
ประมาน 3-4 คร้ัง จากนั้นท้ิงไวใ้นอุณหภูมิหอ้ง (25 องศาเซลเซียส) การผสมเทียมในแต่ละชุดการ
ทดลองท าการทดลอง 9 ซ ้ า 

3. ท าการเปล่ียนถ่ายน ้าสะอาดใน Petridish ภายใน 15 นาทีแรกทุก 5 นาที จากนั้นท า
การเปล่ียนถ่ายน ้าสะอาดทุกคร่ึงชัว่โมง จนกวา่ไข่จะมีการปฏิสนธิ โดยท าการสุ่มเลือกไข่จ านวน 
200 ฟองมาประเมินระยะการพฒันาของไข่จากการส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์จนถึงระยะ 
Gastrula stage น าขอ้มูลจ านวนไข่ท่ีปฏิสนธิท่ีไดม้าท าการค านวณหาเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ (% 
Fertilization rate) และเปอร์เซ็นตก์ารฟัก (% Hatching rate) (Vuthiphandchai et al., 2009)  
 

โดยเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิประเมินจาก                   

 

 และเปอร์เซ็นตก์ารฟักประเมินจาก 
 
กำรวเิครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ 

น าขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ (% Fertilization rate) และเปอร์เซ็นตก์ารฟัก (% Hatching rate) ใน
แต่ละชุดการทดลองมาวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติ ดว้ยวิธี One way ANOVA ท่ีระดบัความ
เช่ือมัน่ 95% และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียในแต่ละชุดการทดลอง ดว้ย Duncan’s new 
multiple range test โดยใชโ้ปรแกรม SPSSโดยขอ้มูลน าเสนอเป็นค่าเฉล่ีย ± ค่าเฉล่ียความ
แปรปรวน (SE) 

 

จ  านวนไข่ทั้งหมด 

จ านวนไข่ท่ีปฏิสนธิ 
× 100 

จ านวนไข่ทั้งหมด 

จ านวนลูกปลาท่ีฟัก 
× 100 



บทที ่4 

ผลการวจิัย 
                                                                      

จากการด าเนินการทดลองการแช่แขง็น า้เช้ือปลาดุกอุย(C. macrocephalus) เพ่ือประโยชน์ต่อการ
เพาะเลีย้งสัตว์น า้ได้ผลดังนี ้
ผลการทดลองที ่1 การประเมินคุณภาพของน า้เช้ือในฤดูผสมพนัธ์ุ 
 ในประเมินคุณภาพของสเปิร์มในช่วงตน้ฤดู, กลางฤดู และปลายฤดูกาลผสมพนัธ์ุของ
ปลาดุกอุย (C. macrocephalus) (เดือนพฤษภาคมจนถึงเดือนตุลาคม) (Srisuvantach & 
Thangtrongpiros, 1985) ผลการศึกษาการเปล่ียนแปลงคุณภาพของน ้าเช้ือพบวา่เปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (%) ปลาดุกอุยในช่วงกลางฤดูกาลมีเปอร์เซนตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มดีท่ีสุด
อยูใ่นช่วงกลางฤดูกาลผสมพนัธ์ุ (เดือนกรกฎาคมและสิงหาคม) โดยมีเปอร์เซนตก์ารเคล่ือนท่ี
เท่ากบั 75.56±2.94 และ 80.00±0.00 ตามล าดบั แต่ในเดือนกนัยายนท่ีเร่ิมเขา้สู่ช่วงปลายฤดูกาลผสม
พนัธ์ุกมี็เปอร์เซนตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม 73.33±3.33 ไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) 
กบัช่วงกลางฤดูกาลผสมพนัธ์ุ หลงัจากผา่นเดือนกนัยายนเขา้สู่เดือนตุลาคมเปอร์เซนตก์ารเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มกจ็ะนอ้ยลงจนมีความแตกต่างกนัทางสถิติ (P<0.05) กบัช่วงกลางของฤดูกาลผสมพนัธ์ุ 
(เดือนกรกฎาคมและสิงหาคม) ส่วนในช่วงเร่ิมตน้ของฤดูกาลผสมพนัธ์ุนั้นเปอร์เซนตก์ารเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มกจ็ะนอ้ยกวา่ช่วงกลางของฤดูกาลเหมือนกนักบัในเดือนตุลาคม (ตารางท่ี 2) ในส่วนของ
เปอร์เซนตส์เปิร์มมีชีวิตในเดือน มิถุนายน, กรกฎาคม, สิงหาคม และตุลาคม จะมีเปอร์เซนตส์เปิร์ม
มีชีวิตสูงท่ีสุดซ่ึงรองลงมาเป็นเดือนพฤษภาคมและเดือนกนัยายน ส าหรับค่า Osmolality ในน ้าหล่อ
เล้ียงสเปิร์มจะพบวา่ในเดือนสิงหาคมและตุลาคมจะมีค่า Osmolality สูงท่ีสุดคือ 327.44±3.81 และ 
322.67±1.77 mOsm/kg ตามล าดบั จากตารางท่ี 2 จะเห็นไดว้า่ช่วงกลางและปลายของฤดูกาลผสม
พนัธ์ุมีค่า Osmolality ไม่ต่างกนัมากนกัโดยมีค่าสูงกวา่ 300 mOsm/kg ทั้งหมดแต่จะต่างกบัช่วงตน้
ของฤดูกาลผสมพนัธ์ุ (พฤษภาคมและมิถุนายน) ท่ีมีค่า Osmolality ต ่ากวา่ 300 mOsm/kg ทั้งสอง
เดือน (ตารางท่ี 2) ส่วนค่าความหนาแน่นของสเปิร์มในเดือนสิงหาคมจะมีค่าสูงท่ีสุด 3.43×109 /mL. 
รองลงมาจะเป็นอีกสามเดือนท่ีเหลือในช่วงกลางและปลายฤดูการผสมพนัธ์ุ (กรกฎาคม, กนัยายน 
และตุลาคม) ส่วนในช่วงตน้ของฤดูกาลผสมพนัธ์ุ (พฤษภาคมและมิถุนายน) มีค่าความหนาแน่น
ของสเปิร์มต ่าท่ีสุดโดยมึค่าต ่ากวา่ 2.5×109/mL. ส่วนค่า pH นั้นจะพบค่าท่ีอยูใ่นช่วงระหวา่ง 6.5-7.0 
จากผลการประเมินเบ้ืองตน้จะเห็นไดว้า่ในเดือนสิงหาคมจะเป็นช่วงท่ีน ้ าเช้ือมีความสมบูรณ์ท่ีสุด
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และช่วงกลางฤดูกาลกบัช่วงปลายฤดูกาลผสมพนัธ์ุคุณภาพของน ้าเช้ือจะไม่แตกต่างกนัมากนกั 
ส่วนช่วงตน้ฤดูกาลน ้าเช้ือจะมีคุณภาพต ่าท่ีสุดโดยจะเห็นไดจ้ากค่าผลของการประเมินในตารางท่ี 2 
 
ตารางท่ี 2 ขอ้มูลการเปล่ียนแปลงของคุณภาพน ้าเช้ือสด C. macrocephalus ในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุ      
วางไข่ 
 
เดือน การเคล่ือนท่ี

สเปิร์ม (%) 
สเปิร์มมีชีวิต
(%) 

Osmolality 
(mOsm/kg) 

ความหนาแน่นของ
สเปิร์ม (×109/mL.) 

pH 

พ.ค. 60.00±0.003 77.59±4.052 276.33±3.195 2.45×10 7.0 
มิ.ย. 66.67±3.332,3 84.37±2.441,2 289.78±1.974 2.46×10 6.5 
ก.ค. 75.56±2.941 84.26±2.771,2 310.22±3.083 2.96×10 7.0 
ส.ค. 80.00±0.001 88.04±2.451 327.44±3.811 3.43×10 7.0 
ก.ย. 73.33±3.331,2 76.26±2.972 317.78±2.552,3 2.81×10 7.0 
ต.ค. 66.67±3.332,3 81.19±2.171,2 322.67±1.771,2 2.90×10 6.5 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
 
ผลการทดลองที ่2 การแช่แข็งน า้เช้ือปลาดุกอุย 
 จากการศึกษาผลของการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย C. macrocephalus การแช่แขง็สเปิร์ม
ปลาดว้ยเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั (Control rate programmable freezer) โดยใชส้าร 6 ชนิดคือ 
Dimethyl sulfoxide, Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol และ Propylene glycol 
อตัราส่วน 1:1 ท่ีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย (Final concentrations) 5, 10 และ 15 % บรรจุในหลอด 
French straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยน ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีเท่ากบั 80%  ผลการ
ทดลองท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส 
พบวา่การใชส้าร DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10% ใหผ้ลดีท่ีสุดโดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มเท่ากบั 64.44 ± 4.44 รองลงมาคือสาร Methanol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 15% และ 10% โดยมี
เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 48.89 ± 3.51 และ 31.11 ± 3.51 ตามล าดบัโดยมีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ส่วนในชุดการทดลองท่ีเหลือของสาร DMSO และ 
Methanol นั้นจะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีต ่ากวา่ 30% ส่วนการทดลองโดยใชส้าร Ethylene glycol 
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พบการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5% เพียงระดบัเดียวและเคล่ือนท่ีต ่าเพียง 11.11± 
4.01% เท่านั้น และไม่พบการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มในสาร Propylene glycol, Glycerol และ Sucrose 
ท่ีทุกระดบัความเขม้ขน้ของสารท่ีใชใ้นการทดลอง (ตารางท่ี 3)   
 
ตารางท่ี 3 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือ
แช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น    
-40 องศาเซลเซียส  
   

ชนิดของสาร 
ไครโอโพรเทคแทนท ์

ความเขม้ขน้ของสารไครโอโพรเทคแทนท ์
5% 10% 15% 

DMSO 28.89 ± 3.51b,1 64.44 ± 4.44a,1 22.22 ± 4.01b,2 

Propylene glycol  0a,3 0a,3 0a,3 
Ethylene glycol 11.11± 4.01a,2 0b,3 0b,3 

Methanol 17.78± 3.51c,2 31.11 ± 3.51b,2 48.89 ± 3.51a,1 
Glycerol 0a,3 0a,3 0a,3 
Sucrose 0a,3 0a,3 0a,3 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ตวัอกัษร Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวนอน แสดงวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
 
 ผลของการแช่แขง็สเปิร์มปลา C. macrocephalus ดว้ยเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัท่ีอตัรา
การลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส พบวา่สาร 
Methanol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 15% และสาร DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10% มีเปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีของสเปิร์มดีท่ีสุดเท่ากบั 44.44 ± 2.94% และ 40.00 ± 4.71% ตามล าดบัโดยไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) และไม่พบการเคล่ือนท่ีในการใชส้าร Glycerol และ 
Sucrose ท่ีทุกระดบัความเขม้ขน้ของสาร ส่วนในชุดการทดลองท่ีเหลือจะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ี
ต ่ากวา่ 30% (ตารางท่ี 4) 
 ส่วนผลของการแช่แขง็สเปิร์มปลา C. macrocephalus ดว้ยเคร่ืองแช่แขง็อตัโนมติั
อตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -3 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส 
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พบวา่สาร Methanol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 15% และสาร DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10% มี
เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มดีท่ีสุดเท่ากบั 53.33± 4.71% และ 44.44 ± 4.44% ตามล าดบัโดย
ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) แต่ไม่พบความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ของสาร DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10% กบัสาร DMSO ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 15 % ท่ีมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 40.00 ± 4.71% และไม่พบการ
เคล่ือนท่ีในการใชส้าร Glycerol ท่ีทุกระดบัความเขม้ขน้ของสารและสาร Sucrose ท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ของสาร 5% ส่วนในชุดการทดลองท่ีเหลือจะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีต ่ากวา่ 30% (ตารางท่ี 
5) 
 สรุปไดว้า่ในการทดลองแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย C. macrocephalus พบวา่การแช่แขง็
สเปิร์มปลาดว้ยเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และ
อุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส พบวา่การใชส้าร DMSO ระดบัความเขม้ขน้ 10% ใหผ้ลดี
ท่ีสุดโดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 64.44 ± 4.44% โดยมีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัทุกชุดการทดลอง จึงน าไปใชใ้นการทดลองท่ี 3 ต่อไป 
 
ตารางท่ี 4 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือ
แช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น    
-40 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดของสาร 
ไครโอโพรเทคแทนท ์

ความเขม้ขน้ของสารไครโอโพรเทคแทนท ์
5% 10% 15% 

DMSO 26.67 ± 3.33b,1 40.00 ± 4.71a,1 28.89 ± 3.57b,2 

Propylene glycol  6.67 ± 3.33a,3 6.67 ± 3.33a,3 13.33 ± 3.33a,3 
Ethylene glycol 13.33± 3.33ab,2 8.89 ± 3.51b,3 22.22± 4.01a,2 

Methanol 6.67± 3.33c,3 28.89 ± 3.51b,2 44.44± 2.94a,1 
Glycerol 0a,3 0a,3 0a,4 
Sucrose 0a,3 0a,3 0a,4 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ตวัอกัษร Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวนอน แสดงวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางท่ี 5 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือ
แช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -3 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น    
-40 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดของสาร 
ไครโอโพรเทคแทนท ์

 ความเขม้ขน้ของสารไครโอโพรเทคแทนท ์
5% 10% 15% 

DMSO 20.00 ± 3.33b,12 44.44 ± 4.44a,1 40.00 ± 4.71a,2 

Propylene glycol  6.67 ± 3.33b,3 15.56 ± 2.94a,3 17.71 ± 2.22a,3 
Ethylene glycol 8.89± 3.33b,3 13.33 ± 3.51b,3 26.67± 3.33a,3 

Methanol 28.89± 3.51b,1 28.89 ± 3.51b,2 53.33± 4.71a,1 
Glycerol 0a,3 0a,4 0a,4 
Sucrose 0a,3 6.67 ± 3.33a,4 8.89± 3.51a,4 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ตวัอกัษร Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวนอน แสดงวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
 
ผลการทดลองที ่3 การแช่แขง็น า้เช้ือปลาดุกอุยในปริมาณมาก 
 เม่ือไดผ้ลการทดลองท่ีดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 2 จึงน ามาท าการวิจยัต่อโดยใชก้ารแช่
แขง็โดยหลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดคือหลอด French straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร 
และ Cryotube ขนาด 1.25 มิลลิลิตร เคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัและมีการปรับใชก้ารลด
อุณหภูมิน ้าเช้ือดว้ยการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว (Above 
liquid nitrogen surface) ในกล่องโฟมเพือ่ศึกษาถึงการแช่แขง็น ้าเช้ือในปริมาณมาก จากการทดลอง
โดยใชเ้คร่ืองแช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8, -5 และ -3 องศาเซลเซียส/นาที 
โดยท่ีน ้ าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีเท่ากบั 71.11%พบวา่การลดอุณหภูมิท่ีระดบัการลด
อุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาทีในหลอดบรรจุน ้าเช้ือทั้งสามขนาดคือ 0.25, 0.5 และ 1.25 มิลลิลิตร 
และการลดอุณหภูมิท่ีระดบัการลดอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส/นาทีในหลอดขนาด 0.25มิลลิลิตร 
ไดผ้ลดีไม่ต่างกนั โดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 35.56 ± 2.94, 26.67 ± 3.33, 
31.11 ± 3.51 และ 28.89 ± 3.51%  ตามล าดบัโดยไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>
0.05) ส่วนชุดการทดลองท่ีเหลือนั้นจะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีต ่ากวา่ 20% ทั้งหมดและมีความ
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แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัชุดการทดลองขา้งตน้ท่ีกล่าวไป ซ่ึงสามารถจะ
เห็นไดจ้ากค่าผลของการประเมินในตารางท่ี 6 
 
ตารางท่ี 6 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองแช่
แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8, -5 และ -3 องศาเซลเซียส/นาที และมีอุณหภูมิ
สุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาด 
 

อตัราการลดอุณหภูมิ 
ขนาดของหลอดบรรจุน ้าเช้ือ (มิลลิลิตร) 

0.25 0.5 1.25 
-8 องศาเซลเซียส/นาที 35.56 ± 2.94a,1 26.67 ± 3.33a,1 31.11 ± 3.51a,1 

-5 องศาเซลเซียส/นาที  28.89 ± 3.51a,1 13.33 ± 2.36b,2 17.78 ± 1.47b,2 
-3 องศาเซลเซียส/นาที 8.89 ± 2.61b,2 7.78 ± 2.78b,2 16.67± 1.67a,2 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ตวัอกัษร Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวนอน แสดงวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
 
 การแช่แขง็โดยการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 
ภายในกล่องโฟมท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6, 4 และ 2 เซนติเมตร เป็นเวลานาน 10 
นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือทั้งสาม 3 คือ 0.25, 0.5 และ 1.25 มิลลิลิตร โดยท่ีน ้ าเช้ือสดมี
เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีเท่ากบั 77.78% ปรากฏวา่ในความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 
เซนติเมตร ในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.25 และ 1.25 มิลลิลิตร ไดผ้ลดีท่ีสุดโดยมีเปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 48.89 ± 3.51 และ 44.44 ± 2.94% ตามล าดบัโดยมีความแตกต่างกนัอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัทุกชุดการทดลอง รองลงมาคือความสูงเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5 มิลลิลิตร โดยมีเปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 24.44 ± 2.94% ส่วนทุกชุดการทดลองท่ีเหลือจะมีเปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีต ่ากวา่ 20% (ตารางท่ี 7) 
 จากการทดลองทั้งการใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัและการลดอุณหภูมิน ้าเช้ือ
ดว้ยการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟมนั้นพบวา่
วิธีการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร เป็น
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ระยะเวลานาน 10 นาที ร่วมกบัสาร Ca-F HBSS ในอตัราส่วนของน ้าเช้ือต่อน ้ายาเป็น 1:1 ร่วมกบั 
DMSO ระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 10% นั้นใหผ้ลดีท่ีสุดจึงตดัสินใจน ามาใชใ้นการทดลองท่ี 4 
ต่อไป 
 
ตารางท่ี 7 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการลด
อุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6, 4 และ 2 เซนติเมตร เป็น
เวลานาน 10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาด  
 
ความสูงเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลว 

ขนาดของหลอดบรรจุน ้าเช้ือ (มิลลิลิตร) 
0.25 0.5 1.25 

6 เซนติเมตร 48.89 ± 3.51a,1 24.44 ± 2.94b,1 44.44 ± 2.94a,1 

4 เซนติเมตร  6.77 ± 2.36b,2 7.78 ± 1.47b,2 14.44 ± 1.76a,2 
2 เซนติเมตร 0a,2 0a,2 7.78± 1.47a,2 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ตวัอกัษร Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวนอน แสดงวา่ไม่มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 
 
ผลการทดลองที ่4 การทดสอบความสามารถการปฏิสนธิของน า้เช้ือแช่แข็ง 
 การทดลองความสามารถการปฏิสนธิของน ้าเช้ือแช่แขง็ไดน้ าผลการทดลองในการ
ทดลองท่ี 3 มาใชโ้ดยน าวิธีการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือไอไนโตรเจนเหลว 6 
เซนติเมตร เป็นระยะเวลานาน 10 นาที ร่วมกบัสาร Ca-F HBSS ในอตัราส่วนของน ้าเช้ือต่อน ้ายา
เป็น 1:1 ร่วมกบั DMSO ระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 10% มาท าการทดลองกบัหลอดบรรจุน ้าเช้ือทั้ง
สามขนาดคือ 0.25, 0.5 และ 1.25 มิลลิลิตร เพื่อทดสอบความสามารถในการปฏิสนธิกบัไข่และท า
การเปรียบเทียบคุณภาพกบัน ้าเช้ือสด โดยท่ีน ้ าเช้ือสดมีความหนาแน่นของสเปิร์มเท่ากบั 2.86×109/
มิลลิลิตรโดยผลท่ีไดพ้บวา่น ้าเช้ือสดใหผ้ลการทดลองท่ีดีกวา่น ้ าเช้ือแช่แขง็ในการประเมินคุณภาพ
น ้าเช้ือ (เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม, เปอร์เซ็นตส์เปิร์มมีชีวิต, เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ และ
เปอร์เซ็นตก์ารฟัก) โดยมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัทุกชุดการทดลอง 
(ตารางท่ี 8) ส่วนการเปรียบเทียบระหวา่งขนาดของหลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดพบวา่ ท่ีหลอดขนาด 
0.25 มิลลิลิตรใหผ้ลการทดลองท่ีดีท่ีสุด ถึงแมว้า่จะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มจะไม่มี
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ความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กบัหลอดขนาด 1.25 มิลลิลิตรโดยมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มเท่ากบั 36.56 ± 2.94 และ 31.11 ± 3.51 ตามล าดบั จากนั้นเม่ือท าการประเมินคุณภาพในเร่ือง
ของ เปอร์เซ็นตส์เปิร์มมีชีวิต, เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ และเปอร์เซ็นตก์ารฟัก นั้นหลอดขนาด 0.25 
มิลลิลิตร จะใหผ้ลการทดลองท่ีดีกวา่ทั้งหมด ส่วนในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5 และ 1.25 
มิลลิลิตร จะมีความแตกต่างกนัเพยีงการประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม ส่วนในการ
ประเมินคุณภาพเร่ืองอ่ืนๆนั้นไม่พบความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) (ตารางท่ี 8) 
 
ตารางท่ี 8 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม, เปอร์เซ็นตส์เปิร์มมีชีวิต, เปอร์เซ็นตก์าร
ปฏิสนธิ และเปอร์เซ็นตก์ารฟัก ของสเปิร์มปลา C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการลดอุณหภูมิ
ในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรเป็นเวลานาน 10 นาที 
โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดท าการเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด 
  

ขนาดหลอดบรรจุ
น ้าเช้ือ (มิลลิลิตร) 

ขอ้มูล 
เปอร์เซ็นตก์าร

เคล่ือนท่ีของสเปิร์ม 
เปอร์เซ็นตส์เปิร์ม 

มีชีวิต 
เปอร์เซ็นต ์
การปฏิสนธิ 

เปอร์เซ็นต ์
การฟัก 

น ้ าเช้ือสด 75.56 ± 2.941 81.33 ± 3.191 80.78 ± 2.061  61.33 ± 2.241 
0.25 36.56 ± 2.942 66.15± 2.072 66.44± 3.452 39.00 ± 2.222 
0.5 22.22 ± 2.223 51.33± 0.783 52.67± 2.413 27.78 ± 3.093 
1.25 31.11 ± 3.512 53.48± 2.113 54.33± 2.193 24.89 ± 3.243 

หมายเหตุ: ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) 

 

 



บทที ่5 
สรุปและอภปิรายผล 

 
สรุปผลการทดลอง 
การทดลองที ่1 การประเมินคุณภาพของน า้เช้ือในฤดูผสมพนัธ์ุ 
 จากการทดลองศึกษาคุณภาพของน ้าเช้ือในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ (เดือนพฤษภาคม
จนถึงเดือนตุลาคม) (Srisuvantach & Thangtrongpiros, 1985) เป็นการศึกษาขอ้มูลเบ้ืองตน้ เพื่อ
ความเขา้ใจท่ีง่ายข้ึน จึงแบ่งช่วงระยะเวลาของฤดูกาลผสมพนัธ์ุวางไข่ออกเป็น 3 ช่วงระยะเวลาคือ 
ช่วงตน้ฤดูกาล (พฤษภาคม-มิถุนายน), กลางฤดูกาล (กรกฎาคม-สิงหาคม) และปลายฤดูกาล 
(กนัยายน-ตุลาคม) เม่ือท าการประเมินคุณภาพน ้าเช้ือในเร่ืองของเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม 
พบวา่ในช่วงกลางฤดูกาลจะใหผ้ลการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มดีท่ีสุดโดยเฉพาะในเดือนสิงหาคม และ
ช่วงปลายฤดูกาลสเปิร์มจะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีดีกวา่ช่วงตน้ฤดูกาล ส่วนเปอร์เซ็นตส์เปิร์มท่ีมี
ชีวิตจะดีสุดในเดือนสิงหาคนแต่จะไม่ต่างกนัมากทั้งฤดูกาล และส่ิงท่ีจะเห็นความแตกต่างไดช้ดัคือ
การทดลองในเร่ืองของค่าออสโมลาริต้ีและความหนาแน่นของสเปิร์มท่ีพบวา่จะดีท่ีสุดในเดือน
สิงหาคมและรองลงมาจะเป็นเดือนท่ีเหลือในช่วงกลางฤดูกาลและปลายฤดูกาล ส่วนช่วงตน้ฤดูกาล
จะมีค่าต ่าท่ีสุด ซ่ึงผลท่ีไดจ้ะคลา้ยกบัการทดลองของ Vuthiphanchai, Thadsri and Nimrat, (2009) 
ท่ีท าการทดลองในปลา C. macrocephalus  ท่ีช่วงกลางฤดูกาลน ้าเช้ือจะมีคุณภาพดีท่ีสุดในเดือน
สิงหาคม แต่จากการทดลองของ Tan-Fermin, Miura, Ueda, Adachi and Yamauchi, (1997)ท่ีท าการ
ทดลองในปลา Asian catfish (C. macrocephalus) ท่ีเล้ียงในท่ีกกัขงัท่ีประเทศฟิลิปปินส์พบวา่เดือน
ท่ีมีระดบัเปอร์เซ็นต ์Spermatozoa ใน Testis และ Seminal vesicle สูงท่ีสุดคือเดือนตุลาคมแต่จะเร่ิม
เพิ่มมากข้ึนในช่วงเดือนสิงหาคม-กนัยายน และพบวา่ฮอร์โมน 11-KT (11-ketotestosterone) และ T 
(Testosterone) จะเพิ่มมากข้ึนในช่วงตน้ของฤดูกาล ส่วนฮอร์โมน DHP (17α, 20-dihydroxy-4-
pregnen-3-one) จะมีค่าท่ีต ่าในช่วงตน้ฤดูกาลผสมพนัธ์ุแต่จะเพิ่มข้ึนสูงเม่ือถึงช่วงท่ีปลามีความ
สมบูรณ์เพศมากท่ีสุดซ่ึงจะเป็นช่วงท่ีเปอร์เซ็นตข์อง Spermatozoa ใน Testis ของปลา C. 
macrocephalus มีมากท่ีสุด ความเขม้ขน้ท่ีสูงข้ึนของฮอร์โมน 11-KT นั้นมีบทบาทในการควบคุม
ใหเ้กิดกระบวนการ spermatogenesis (Zohar, 1989) ท่ีจะส่งผลต่อการพฒันาของ Testis และ
ต่อเน่ืองไปในทุก Stages ของกระบวนการสร้างสเปิร์ม (Schulz et al., 2010) จากการทดลองในปลา 
European perch (Alavi et al., 2010) พบวา่ Sperm volume จะมีค่าต ่าลงเม่ือฮอร์โมน 11-KT และ T 
มีค่าสูงท่ีสุดและ Sperm volume จะสูงข้ึนเม่ือฮอร์โมน 11-KT และ T มีค่าลดลง และฮอร์โมน DHP 



40 

 

มีค่าสูงข้ึน ซ่ึงการลดลงของฮอร์โมน 11-KT และ T จะเกิดข้ึนเม่ือสเปิร์มพฒันาถึงระยะ 
Spermiation (Zohar, 1989) โดยท่ีฮอร์โมน DHP จะเพิม่ข้ึนและจะมีผลท าให ้Spermatozoa เพิ่มข้ึน
ตามไปดว้ย  (Tan-Fermin et al., 1996) จากเหตุผลขา้งตน้จะเห็นไดว้า่ช่วงตน้ฤดูกาลนั้นจะเป็นช่วง
ท่ีมีการเร่ิมกระบวนการสร้างสเปิร์มเป็นหลกัท่ีจะถูกควบคุมดว้ยฮอร์โมนท าใหจ้ านวน 
Spermatozoa นอ้ยเน่ืองจากระดบัฮอร์โมน DHP ต ่าจึงมีผลใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีนอ้ยกวา่ช่วง
กลางและปลายของฤดูกาลผสมพนัธ์ุ อีกทั้งฮอร์โมน DHP ยงัท าใหเ้กิด Sperm maturation ท่ีจะ
กระตุน้ใหค่้า pH ใน Sperm duct สูงข้ึนซ่ึงจะส่งผลใหเ้กิดการเพิ่มข้ึนของระดบั Intracellular cAMP  
ซ่ึงมีผลต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (Alavi et al., 2010) อยา่งไรกต็ามผลของค่าออสโมลาริต้ีและ
ความหนาแน่นของสเปิร์มนั้นนอกจากจะมีผลท่ีเหมือนกนักบัการทดลองของ Vuthiphandchai, 
Thadsri, and Nimrat, (2009) แลว้ยงัมีผลการทดลองคลา้ยกนัในปลาชนิดอ่ืนๆ เช่นปลา Winter 
flounder (Pleuronectes americanus) (Shangguan & Crim, 1999),  European perch (Perca 
fluviatilis) (Alavi et al., 2010), Atlantic cod (Gadus morhua) (Rouxel et al., 2008; Butts, Litvak, 
& Tripple, 2010) แต่มีผลตรงขา้มกบัการทดลองในปลาหลายชนิดเช่นในปลา Common barbell 
(Barbus barbus) (Alavi et al., 2007) ท่ีพบวา่ความหนาแน่นของสเปิร์มและคุณภาพของสเปิร์มจะ
สูงในช่วงตน้ฤดูกาลแลว้ค่อยต ่าลงไปในช่วงกลางฤดูกาลจากนั้นต ่าสุดในปลายฤดูกาลแต่ค่าออสโม
ลาริต้ีกลบัไม่ต่างกนั โดยเฉพาะในปลา Atlantic halibut (Hippoglossus hippoglossus) (Babiak, 
Ottesen, Rudolfsen, & Johnsen, 2006) ท่ีมีค่าออสโมลาริต้ีต  ่าในช่วงตน้ฤดูกาลแต่กลบัสูงข้ึนเร่ือยๆ
ในช่วงกลางฤดูกาลจนถึงสูงสุดในช่วงปลายฤดูกาลทั้งปลาท่ีจบัจากธรรมชาติและปลาท่ีเล้ียงในท่ี
กกัขงั ซ่ึงค่าท่ีไดจ้ะเหมือนกบัค่าความหนาแน่นของสเปิร์มปลาท่ีจบัจากธรรมชาติ แต่ปลาท่ีเล้ียงใน
ท่ีกกัขงัค่าความหนาแน่นของสเปิร์มจะคลา้ยกบัการทดลองน้ีท่ีช่วงตน้ฤดูกาลจะนอ้ยกวา่ช่วงกลาง
ฤดูกาลและลดลงเลก็นอ้ยในช่วงปลายฤดูกาลซ่ึงอาจสรุปไวว้า่น่าจะมาจากผลของ Photoperiod ท า
ใหเ้ห็นไดว้า่มีปัจจยัต่างๆท่ีจะเขา้มาเก่ียวขอ้งกบัคุณภาพของน ้าเช้ือปลาเช่น photoperiods, สภาพ
อากาศ, อาหารท่ีให,้ ลกัษณะทางฟิสิกส์และเคมีของน ้า เป็นตน้ (Vizziano, Fostier, Loir, & Lefac, 
2008) จากการทดลองในปลา Atlantic cod (Gadus morhua) (Butts,  Litvak, & Tripple, 2010) ท่ีได้
ศึกษาองคป์ระกอบใน seminal plasma โดยวดัความเขม้ขน้ของสาร K+, Na+ และ Ca2+ กพ็บวา่สาร 
Na+ มีความเขม้ขน้ข้ึนในช่วงกลางฤดูกาลแต่อีกสารอีกสองชนิดไม่พบความแตกต่าง แต่ในปลา 
European perch (Perca fluviatilis) (Alavi et al., 2010) กลบัพบวา่สาร Na+ และ Ca2+ มีความเขม้ขน้
ข้ึนในช่วงกลางฤดูกาลเหมือนกนัแต่ K กลบัไม่แตกต่างกนั จึงเป็นไปไดว้า่ความเขม้ขน้ท่ีเพิ่มมาก
ข้ึนของสาร Na+ และ Ca2+ จะมีผลท าใหค่้าออสโมลาริต้ีในน ้าเช้ือปลาสูงข้ึนในช่วงกลางฤดูกาล ซ่ึง
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ค่าออสโมลาริต้ีท่ีต  ่าในช่วงตน้ฤดูกาลจะท าใหป้ริมาณน ้าเช้ือเพิ่มข้ึนจากกระบวนการ hydration 
(Shangguan & Crim, 1999) แต่ความหนาแน่นสเปิร์มอาจจะลดลง ในเร่ืองความหนาแน่นของ
สเปิร์มนั้นเป็นท่ีรู้กนัวา่ยิง่สเปิร์มมีความหนาแน่นสูงโอกาสในการปฏิสนธิกบัไข่กจ็ะมากข้ึนตาม
ไปดว้ยซ่ึงจะไดผ้ลท่ีแม่นย  าในปลาท่ีรีดน ้าเช้ือออก แต่ในปลาท่ีท าการผา่ทอ้งเพื่อเกบ็ถุงน ้าเช้ือควร
น าขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม และระดบัเปอร์เซ็นตข์อง Spermatozoa มา
ประกอบดว้ยเพื่อความถูกตอ้งของระดบัคุณภาพน ้าเช้ือ ส่วนในเร่ืองผลของค่า pH จากการทดลอง
ของ Tan-Fermin, Miura, Adachi and Yamauchi, (1997) ในปลา Asian catfish (C. macrocephalus) 
โดยการใช ้ASP solution ท่ีมีค่า pH ต่างกนักระตุน้การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปรากฏวา่ ค่า pH ท่ีระดบั 
6.4-9.0 สเปิร์มยงัมีระดบัการเคล่ือนท่ีสูงอยูจึ่งสามารถสรุปไดว้า่ในปลา C. macrocephalus ค่า pH 
ไม่น่าจะเป็นปัจจยัหลกัท่ีกระตุน้ใหเ้กิดการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอุย 
 
การทดลองที ่2 การแช่แขง็น า้เช้ือปลาดุกอุย 

ในส่วนของการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยนั้นพบวา่การแช่แขง็สเปิร์มปลาดว้ยเคร่ืองมือแช่
แขง็อตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 องศา
เซลเซียส พบวา่การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยดว้ยการใชส้าร DMSO ระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 
เปอร์เซ็นต ์ใหผ้ลดีท่ีสุดรองลงมาคือสาร Methanol ระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 15 เปอร์เซ็นต ์ท่ี
อตัราการลดอุณหภูมิ -3 องศาเซลเซียส/นาทีและอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส ในการ
ทดลองแช่แขง็น ้าเช้ือปลาในตระกลู catfish นั้นสาร DMSO และ Methanol สามารถประสบ
ความส าเร็จและนิยมใชก้นัอยา่งแพร่หลาย (ตารางท่ี 1) ซ่ึงสาร DMSO นั้นเป็นสาร Ambivalent 
character คือมีลกัษณะเป็นกลุ่ม hydrophobic (methyl group) (Kiyohara, Perron, & Desnoyers, 
1975) และกลุ่ม hydrophilic (sulfinyl group) ท่ีจะช่วยในการท าปฏิกิริยากบัน ้า (Cabral, Luzar, 
Teixeira, & Bellisent-Funel, 2000) โดย DMSO จะสามารถขดัขวางการเคล่ือนท่ีของโมเลกลุของ
น ้า (Rao & Singh, 1992) และมีความสามารถในการซึมผา่นเน้ือเยือ่สูง (Mandumpal, 2011) อยา่งไร
กต็ามความส าเร็จในการใชส้าร DMSO นั้นข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของสาร DMSO เน่ืองจากเป็นท่ีรู้
กนัวา่สาร DMSO นั้นเป็นสารท่ีมีความเป็นพิษ (Spindler, Wolkers, & Glasmacher, 2011) ท่ีใช้
เขม้ขน้ท่ีเหมาะสมหากใชใ้นความเขม้ขน้ท่ีต ่าเกินไปอาจท าใหเ้ซลลเ์กิดเห่ียวจากการสูญเสียน ้า 
และเกิดความเขม้ขน้จากสารละลายท่ีสามารถท าอนัตรายกบัเซลลไ์ด ้แต่หากใชส้าร DMSO ใน
ความเขม้ขน้ท่ีสูงเกินไปจะท าใหเ้กิดความเสียหายกบัโครงสร้างของผนงัเซลล ์(Gurtovenko & 
Anwar, 2007) จึงมีความเป็นไปไดท่ี้คุณสมบติัของสาร DMSO ในความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้น
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การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยสามารถป้องกนัความเสียหายของเซลลส์เปิร์มจากการแช่แขง็นั้นอยูท่ี่
ระดบัความเขม้ขน้ 10% นอกจากน้ีในการลดอุณหภูมิเพื่อการแช่แขง็อตัราการลดอุณหภูมิกจ็ะมี
ความสมัพนัธ์กบัระดบัความเขม้ขน้ของสารไครโอโพรเทคแทนทเ์ม่ือไดช้นิดของสารละลายและ
ความเขม้ขน้ท่ีเหมาะสมแลว้การลดอุณหภูมิดว้ยอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมกจ็ะมีผลต่อ
ความส าเร็จในการแช่แขง็น ้าเช้ือ โดยการลดอุณหภูมิท่ีชา้เกินไปในระหวา่งขบวนการแช่แขง็จะท า
ใหเ้กิดผลึกน ้าแขง็ (ice crystal) ท่ีเป็นสาเหตุหลกัท่ีท าใหเ้ซลลถู์กท าลาย และเกิดอนัตรายกบัเซลล์
จากความเขม้ขน้ของสารละลาย (Mazur, Seki, Pinn,  Keinhans, & Edashing, 2005) ซ่ึงสามารถ
ช่วยไดจ้ากการลดอุณหภูมิท่ีเร็วข้ึนโดยจะท าใหน้ ้ าภายในเซลลไ์หลออกจากเซลลไ์ม่ทนัและลดการ
เกิดเกลด็น ้าแขง็ภายนอกเซลล ์(Denniston, Michelet, & Godke, 2000) สอดคลอ้งกบัการทดลองคร้ัง
น้ีท่ีใชเ้คร่ืองเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติั Control rate programmable freezer (Cryologic 
Pty, ltd รุ่น CL3000) ท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น -40 
องศาเซลเซียส ท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลายสูงข้ึนจึงเหมาะสมกวา่อตัรา
การลดอุณหภูมิท่ี -3 และ -5 องศาเซลเซียส/นาที ในการแช่แขง็ร่วมกบัสาร DMSO  

สาร Methanol เป็นอีกสารหน่ึงท่ีนิยมน ามาใชแ้ช่แขง็ในปลาตระกลู catfish เช่น African 
catfish Clarias gariepinus (Viveiros, So, & Koman, 2000), Yellow catfish (Pelteobagrus 
fulvidraco) (Pan et al. 2008), Blue catfish (Ictalurus furcatus) (Hu, Yang & Tiersch, 2011) เป็น
ตน้ สาร Methanol จดัเป็นสารจ าพวก Monohydric alcohol ซ่ึงคุณสมบติัของ alcohols จะท าใหก้าร
เกิด Glassy matrix ชา้ลงเม่ืออุณหภูมิลดต ่าลง (Hofer, Hallbrucker, Mayer, & Johari, 1989) ซ่ึงช่วย
ยบัย ั้งความเสียหายจากเกลด็น ้าแขง็ในขณะท าการแช่แขง็ได ้ถึงแมก้ารจบัตวักนัระหวา่งสาร 
Methanol กบัน ้าจะมีความแขง็แรงและมีค่าช่วงชีวิตท่ียาว (Mandumpal, 2011) แต่ลกัษณะ
พฤติกรรมท่ีชอบรวมตวักนัเองของสาร Methanol เม่ือผสมกบัน ้า (Noskov, Kiselev, Kolker, & 
Rode, 2001) ท่ีอาจมีผลต่อคุณสมบติัของ Hydrogen bonds อนัน าไปสู่ความสูญเสียคุณสมบติัใน
การจบัตวักบัโมเลกลุของน ้าท าใหไ้ม่สามารถป้องกนัการเกิด Nucleation และเกิดผลึกน ้าแขง็ขนาด
เลก็ได ้(Mandumpal, 2011) ซ่ึงจะลดความสามารถของสาร Methanol เม่ือน ามาใชใ้นกระบวนการ
แช่แขง็ จากการทดลองคร้ังน้ีเห็นไดว้า่สาร Methanol ท่ีความเขม้ขน้ต ่าจะไดผ้ลไม่ดีเท่าท่ีความ
เขม้ขน้สูงกวา่ แต่ความเขม้ขน้ท่ีสูงเกินไปกอ็าจจะเส่ียงต่ออนัตรายของเซลลจ์ากความเขม้ขน้ของ
สารละลาย ส่วนสารอีกส่ีชนิดท่ีใชใ้นการทดลองไม่มีสารไหนท่ีไดผ้ลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีเกิน
กวา่ 30 เปอร์เซ็นต ์โดยเฉพาะในสาร Glycerol ท่ีไม่พบการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเลยถึงแมว้า่จะเป็น
สารท่ีมีความสามารถในการลดความแขง็แรงของ Hydrogen bone ในการจบัตวักนัระหวา่งโมเลกลุ
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ของน ้า (Dashnau, Nucci, Sharp, & Vanderkooi, 2006) สาร Glycerol เม่ือน ามาท าการแช่แขง็
น ้าเช้ือปลาจะไดผ้ลดีในปลา Summer whiting (Sillago ciliata) (Young, Capra & Blackshaw, 
1992) แต่อาจไม่ไดผ้ลในการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุย (C. macrocephalus) อีกทั้งในปลา Yellow 
catfish (Pelteobagrus fulvidraco) (Pan et al. 2008) กมี็เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีไม่ถึง 10 เปอร์เซ็นต ์
เช่นกนั 
 
การทดลองที ่3 การแช่แขง็น า้เช้ือปลาดุกอุยในปริมานมาก 

จากการทดลองแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยในปริมาณมากโดยเปรียบเทียบระหวา่ง
หลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดคือหลอด French straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร และ 
Cryotube ขนาด 1.25 มิลลิลิตร ท าการลดอุณหภูมิน ้าเช้ือดว้ยการลดอุณหภูมิโดยใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็
อตัโนมติั (Control rate programmable freezer) และวิธีการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ี
เหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว (Above liquid nitrogen surface) ในกล่องโฟม พบวา่การใชห้ลอด
ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ท่ีความสูง 6  เซนติเมตร เหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวนาน 10 นาทีไดผ้ลดี
ท่ีสุด ซ่ึงเหมือนกบัการทดลองของ รัชดาภรณ์ อินทเกสร, (2556) ท่ีท าการแช่แขง็หลอดบรรจุน ้าเช้ือ
ท่ีเหมือนกนัทั้งสามขนาดกบัการทดลองน้ีแต่จะท าการทดลองในปลาตะเพียนขาว (Barbodes 
gonionotus) และไดผ้ลดีเช่นเดียวกบัในการทดลองในปลา Yellow catfish (P. fulvidraco) (Pan et 
al. 2008) ท่ีมีการทดลองโดยใชห้ลอด Cryotubes ขนาด 2 มิลลิลิตร ร่วมกบัสาร Methanol 10 
เปอร์เซ็นต ์และอีกการทดลองท่ีใชห้ลอด French straws ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ร่วมกบัสาร DMSO 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 เปอร์เซ็นต ์ในปลาดุกดา้น Walking catfish (Clarias batrachus) 
(Lal et. al., 2009) ท่ีประสบความส าเร็จในการใชว้ิธีการลดอุณหภูมิแบบเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลว ส าหรับวิธีการลดอุณหภูมิแบบเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวนั้นเม่ือท าการลด
อุณหภูมิจะท าใหอุ้ณหภูมิมีการลดลงอยา่งรวดเร็วและมีอุณหภูมิสุดทา้ยต ่ากวา่การใชเ้คร่ืองมือแช่
แขง็อตัโนมติัอตัโนมติั (Ji et al., 2004) จากท่ีขอ้มูลในขา้งตน้เป็นไปไดท่ี้การใชเ้คร่ืองมือแช่แขง็
อตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -3 และ -5 องศาเซลเซียส/นาที น่าจะเป็นการลดอุณหภูมิแบบท่ีชา้
เกินไปเน่ืองจากขณะท่ีท าการลดอุณหภูมิของเหลวภายนอกเซลลจ์ะกลายเป็นน ้าแขง็ก่อนของเหลว
ภายในเซลลแ์ละเกิดเกลด็น ้าแขง็ภายนอกเซลล ์(Acker & Mcgann, 2003) เม่ือของเหลวภายนอก
เซลลก์ลายเป็นน ้าแขง็ท าใหค้วามเขม้ขน้ของตวัถูกละลายภายนอกต ่ากวา่ภายในเซลล ์จึงท าใหน้ ้ า
แพร่ออกจากเซลลเ์พื่อปรับสมดุล (Denniston, Michelet, & Godke, 2000) และเกิดอนัตรายกบัเซลล์
จากความเขม้ขน้ของสารละลาย (Mazur, Seki, Pinn,  Keinhans, & Edashing, 2005) แต่การลด
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อุณหภูมิท่ี -8 องศาเซลเซียส/นาที แมว้า่จะไดผ้ลท่ีดีกวา่ แต่เน่ืองจากขอ้จ ากดัของเคร่ืองมือแช่แขง็
อตัโนมติั Control rate programmable freezer (Cryologic Pty, ltd รุ่น CL3000) ท่ีมีอตัราการลด
อุณหภูมิท่ีสูงสุดท่ี -8 องศาเซลเซียส/นาที อาจจะใชใ้นการแช่แขง็น ้าเช้ือปลา C. macrocephalus ได้
ไม่ดีเท่าวิธีการลดอุณหภูมิแบบเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวท่ีความสูง 6 เซนติเมตร นาน 10 นาที 
ซ่ึงเป็นระดบัความสูงท่ีใหอ้ตัราการลดอุณหภูมิท่ีดีท่ีสุด ส่วนการลดอุณหภูมิท่ีเหนือผวิหนา้
ไนโตรเจนเหลวท่ีความสูง 4 และ 2 เซนติเมตร น่าจะเป็นระดบัความสูงท่ีท าใหอ้ตัราการลด
อุณหภูมิท่ีรวดเร็วเกินไป เน่ืองจากผลจากการลดอุณหภูมิท่ีรวดเร็วเกินไปจะท าใหเ้กิดเกลด็น ้าแขง็
ภายในเซลล ์(Steponkus, 1996) และจะท าใหน้ ้ าไหลออกจากเซลลช์า้เกินไปอาจท าใหค้วามเขม้ขน้
ภายในเซลลสู์งข้ึนจะท าใหเ้ซลลเ์กิดอนัตรายได ้(Denniston, Michelet, & Godke, 2000) แต่หากจะ
ท าการลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วตอ้งมีการเพิ่มความเขม้ขน้ของสารไครโอโพรเทคแทนทใ์หม้ากข้ึน
และลดระยะเวลาสมดุล (Equilibration time) ใหน้อ้ยลง (Cuevas-Uribe, Leibo, Daly, & Tiersch, 
2011)  ในเร่ืองขนาดของหลอดบรรจุน ้าเช้ือพบวา่หลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.25 และ 1.25 มิลลิลิตร 
คุณภาพของน ้าเช้ือจะไม่มีความแตกต่างกนัในเร่ืองเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มแต่จะมีความ
แตกต่างกนักบัหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5 มิลลิลิตร ในการทดลองในปลา European catfish 
(Linhart, Rodina, Flajshans, Gela, & Kocour, 2005) ซ่ึงใชอ้ตัราการลดการลดอุณหภูมิ -4๐C/ min 
ตั้งแต่อุณหภูมิ 4๐C จนถึงอุณหภูมิ -9๐C และ ramp ต่อมาใชอ้ตัราการลดการลดอุณหภูมิ -11๐C/ min
ตั้งแต่อุณหภูมิ -9๐C จนถึงอุณหภูมิ -80๐C โดยใชป้ริมาณน ้าเช้ือแช่แขง็ท่ี 1, 2 และ 4 มิลลิลิตรไม่พบ
ความแตกต่างกนัของเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม (46.7, 36.5 และ 51.1% ตามล าดบั) แต่ใน
ปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) (รัชดาภรณ์ อินทเกสร, 2556) หลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 
0.25 มิลลิลิตรไดผ้ลการทดลองดีท่ีสุดและหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร จะไดผ้ลดีกวา่หลอดขนาด 
1.25 มิลลิลิตร เม่ือท าการลดอุณหภูมิแบบเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวท่ีความสูง 6 เซนติเมตร 
นาน 10 นาที ซ่ึงไดผ้ลการทดลองคลา้ยกนัในปลา Channel catfish (Ictalurus punctatus) 
(Christensen & Tiersch, 2005) ท่ีหลอดขนาดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตรไดผ้ลดีกวา่หลอด
ขนาด 0.5 มิลลิลิตร เป็นไปไดว้า่หลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาด 0.5 มิลลิลิตร ท่ีใชมี้ความบางและใสกวา่
หลอดชนิดอ่ืนๆ จึงมีโอกาสไดรั้บความร้อนระหวา่งกระบวนการบรรจุและการปิดหลอดอาจจะท า
ใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอุยในหลอดขนาด 0.5 มิลลิลิตร ลดลงต ่ากวา่
หลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาดอ่ืนๆ   
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การทดลองที ่4 การทดสอบความสามารถการปฏิสนธิของน า้เช้ือปลาดุกอุยแช่แขง็ 

จากผลการทดลองเปรียบเทียบความสามารถการปฏิสนธิของน ้าเช้ือแช่แขง็กบัน ้าเช้ือสด
พบวา่การใชน้ ้าเช้ือสดใหผ้ลดีกวา่การใชน้ ้าเช้ือแช่แขง็ในการปฏิสนธิกบัไข่ปลาดุกอุย ซ่ึงเป็นเร่ือง
ปกติท่ีสามารถพบไดใ้นการทดลองเปรียบเทียบคุณภาพระหวา่งน ้าเช้ือสดและน ้าเช้ือแช่แขง็ในการ
ปฏิสนธิปลา catfish หลายๆ ชนิดเช่น Yellow catfish (Pelteobagrus fulvidraco) (Pan et al. 2008), 
Blue catfish (Ictalurus furcatus) (Hu, Yang, & Tiersch, 2011) European catfish (Linhart, Rodina, 
Flajshans, Gela, & Kocour, 2005) หรือแมก้ระทัง่การทดลองในปลาดุกอุย (C. macrocephalus) 
(ธรรมศกัด์ิ ถาพรพนัธ์ุ, 2548)  เน่ืองมาจากความอ่อนแอของสเปิร์มท่ีอาจไดรั้บความเสียหายจาก
การแช่แขง็ ซ่ึงคุณภาพของสเปิร์มแช่แขง็หลงัการละลายจะลดลงจากความเสียหายของ Cell 
membrane, Mitochondrial และการสูญเสียพลงังาน ATP (Cabrita, Robles, Alvarez, & Herraez, 
2005) อีกทั้งจากการศึกษาคุณภาพของสเปิร์มแช่แขง็ทาง Genetic พบวา่ความ Genes ของสเปิร์ม
อาจมีการเปล่ียนแปลงของสารพนัธุกรรมหลงัจากท าการละลายน ้าเช้ือแช่แขง็ (Watson, 1995; Holt, 
2000)  แต่เม่ือสงัเกตถึงคุณภาพน ้าเช้ือในการทดลองในหลอดขนาดต่างๆ แลว้จะพบวา่หลอดบรรจุ
น ้าเช้ือขนาด 0.25 มิลลิลิตร ถึงแมว้า่จะมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีไม่ต่างกบัหลอด 1.25 มิลลิลิตร แต่
เม่ือท าการทดลองผสมเทียมกบัไข่จะใหผ้ลเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิและเปอร์เซ็นตก์ารฟักท่ีดีกวา่
หลอดขนาด 0.5 และ 1.25 มิลลิลิตร และมีเปอร์เซ็นตส์เปิร์มมีชีวิตท่ีสูงกวา่ เป็นไปไดว้า่ผลจาก
ความเป็นพิษของสาร DMSO ในหลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาดท่ีใหญ่จะลดคุณภาพของสเปิร์มและไข่
ของปลาดุกอุย  

 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

การใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือขนาดใหญ่เป็นปัจจยัท่ีส าคญัอีกอยา่งหน่ึงในกระบวนการแช่แขง็
น ้าเช้ือปลา ขนาดของหลอดแช่แขง็น ้าเช้ือท่ีมีขนาดใหญ่และจ านวนของหลอดบรรจุท่ีมากข้ึนจะ
ช่วยเพิ่มปริมาณน ้าเช้ือแช่แขง็ในแต่ละรอบกระบวนการแช่แขง็และการเกบ็รักษาน ้าเช้ือแช่แขง็ 
(Linhart, Rodina, Flajshans, Gela, & Kocour, 2005) การลดอุณหภูมิน ้าเช้ือดว้ยวิธีการลดอุณหภูมิ
ในไอไนโตรเจนเหลวท่ีเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว (Above liquid nitrogen surface) ในกล่อง
โฟมท่ีความสูง 6  เซนติเมตร เหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวนาน 10 นาที โดยเจือจางน ้าเช้ือดว้ยสาร 
Extender สูตร Ca-F HBSS โดยใชอ้ตัราส่วนของน ้าเช้ือต่อน ้ายาเป็น 1:1 ร่วมกบัสารไครโอโพรเทค
แทนท ์DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้สุดทา้ย 10 เปอร์เซ็นต ์จะไดผ้ลดีท่ีสุด ซ่ึงวิธีการใชก้ล่องโฟมท า
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การลดอุณหภูมิจะช่วยลดตน้ทุนการแช่แขง็ เป็นวิธีการลดอุณหภูมิท่ีง่ายไม่ซบัซอ้นใชร้ะยะเวลาไม่
นานกส็ามารถเกบ็รักษาน ้าเช้ือไดใ้นปริมาณมาก อีกทั้งยงัไม่ตอ้งเป็นผูท่ี้มีความช านาญในการใช้
เคร่ืองมือและอุปกรณ์ต่างๆอีกดว้ย (ปฏิญญา อน้ขวญัเมือง, 2551) อยา่งไรกต็ามในกระบวนการแช่
แขง็น ้าเช้ือมีการใชส้ารเคมี, ระดบัอตัราการลดอุณหภูมิและเพิ่มอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนัไปในแต่ละ
ชนิดของปลาแมว้า่จะมีวิธีการท่ีแตกต่างกนัแต่มีจุดมุ่งหมายเดียวกนัคือการพฒันาไปสู่วิธีการแช่
แขง็ในระดบัท่ีสามารถท าเป็นอุตสาหกรรมการแช่แขง็น ้าเช้ือและรักษาสายพนัธ์ุของปลา (Hu, 
Yang, & Tiersch, 2011) การศึกษาในเร่ืองของการแช่แขง็น ้าเช้ือในปริมาณมากยงัสามารถใชเ้ป็น
ขอ้มูลเบ้ืองตน้ท่ีจะพฒันาวิธีการแช่แขง็น ้าเช้ือท่ีจะน าไปสู่อุตสาหกรรมการเพาะเล้ียงสตัวน์ ้ าท่ีจะมี
การใชน้ ้ าเช้ือปลาแช่แขง็ในการเพาะพนัธ์ุปลาในอนาคต (รัชดาภรณ์ อินทเกสร, 2556) การพฒันา
เทคโนโลยใีนการเกบ็รักษาน ้าเช้ือปลาดุกอุยแช่แขง็เป็นอีกวิธีหน่ึงท่ีสามารถช่วยในอนุรักษส์าย
พนัธ์ุของปลาดุกอุยพื้นเมืองของไทยท่ีอยูใ่นสถานภาพมีแนวโนม้ใกลสู้ญพนัธ์ุและเป็นประโยชน์
ต่อการเพิ่มจ านวนปลาดุกอุยพื้นเมืองของไทยใหด้ ารงอยูต่่อไป 
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ตารางท่ี 9 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มในน ้าเช้ือสดปลาดุกอุย C. macrocephalus 
ในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ 
 

เดือน N Mean ± SE 
พฤษภาคม 9 60.00 ± 0.00 
มิถุนายน 9 66.67 ± 3.33 
กรกฎาคม 9 75.56 ± 2.94 
สิงหาคม 9 80.00 ± 0.00 
กนัยายน 9 73.33 ± 3.33 
ตุลาคม 9 66.67 ± 3.33 

 
ตารางท่ี 10 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตส์เปิร์มมีชีวิตในน ้าเช้ือสดปลาดุกอุย C. macrocephalus ในช่วงฤดู
ผสมพนัธ์ุวางไข่ 
 

เดือน N Mean ± SE 
พฤษภาคม 9 77.59 ± 4.05 
มิถุนายน 9 84.37 ± 2.44 
กรกฎาคม 9 84.26 ± 2.77 
สิงหาคม 9 88.04 ± 2.45 
กนัยายน 9 76.26 ± 2.97 
ตุลาคม 9 81.19 ± 2.17 

 
 
 
 
 
 
 
 



56 

 

ตารางท่ี 11 ขอ้มูลค่า Osmolality ของ Seminal plasma ในน ้าเช้ือสดปลาดุกอุย C. macrocephalus 
ในช่วงฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ 
 

เดือน N Mean ± SE 
พฤษภาคม 9 276.33 ± 3.19 

มิถุนายน 9 289.78 ± 1.97 

กรกฎาคม 9 310.22 ± 3.08 

สิงหาคม 9 327.44 ± 3.81 
กนัยายน 9 317.78 ± 2.55 

ตุลาคม 9 322.67 ± 1.77 

 
ตารางท่ี 12 ขอ้มูลค่าความหนาแน่นของสเปิร์มในน ้าเช้ือสดปลาดุกอุย C. macrocephalus ในช่วง
ฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ 
 

เดือน N Mean  
พฤษภาคม 3 2.45×10 
มิถุนายน 3 2.46×10 
กรกฎาคม 3 2.96×10 
สิงหาคม 3 3.43×10 

กนัยายน 3 2.81×10 
ตุลาคม 3 2.90×10 
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ตารางท่ี 13 ขอ้มูลค่า pH ของ Seminal plasma ในน ้าเช้ือสดปลาดุกอุย C. macrocephalus ในช่วง
ฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ 

เดือน N Mean ± SE 
พฤษภาคม 3 7.0 ± 0 
มิถุนายน 3 6.5 ± 0 
กรกฎาคม 3 7.0 ± 0 
สิงหาคม 3 7.0 ± 0 
กนัยายน 3 7.0 ± 0 
ตุลาคม 3 6.5 ± 0 
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ตารางท่ี 14 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือ
แช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น    
-40 องศาเซลเซียส 
 

Cryoprotectant 
Concentration 

(%) 
Mean N 

Std. 
Error 

DMSO 5 28.89 9 3.51 
 10 64.44 9 4.44 
 15 22.22 9 4.01 

Propylene glycol 5 0 9 0 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 

Ethylene glycol 5 11.11 9 4.01 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 

Methanol 5 17.78 9 3.51 
 10 31.11  9 3.51 
 15 48.89  9 3.51 

Glycerol 5 0 9 0 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 

Sucrose 5 0 9 0 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 
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ตารางท่ี 15 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือ
แช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น    
-40 องศาเซลเซียส 
 

Cryoprotectant 
Concentration 

(%) 
Mean N 

Std. 
Error 

DMSO 5 26.67  9 3.33 
 10 40.00  9 4.71 
 15 28.89  9 3.57 

Propylene glycol 5 6.67  9 3.33 
 10 6.67  9 3.33 
 15 13.33  9 3.33 

Ethylene glycol 5 13.33 9 3.33 
 10 8.89  9 3.51 
 15 22.22 9 4.01 

Methanol 5 6.67 9 3.33 
 10 28.89  9 3.51 
 15 44.44 9 2.94 

Glycerol 5 0 9 0 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 

Sucrose 5 0 9 0 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 
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ตารางท่ี 16 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือ
แช่แขง็อตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -3 องศาเซลเซียส/นาที และอุณหภูมิสุดทา้ยเป็น    
-40 องศาเซลเซียส 
 

Cryoprotectant 
Concentration 

(%) 
Mean N 

Std. 
Error 

DMSO 5 20.00  9 3.33 
 10 44.44  9 4.44 
 15 40.00  9 4.71 

Propylene glycol 5 6.67  9 3.33 
 10 15.56  9 2.94 
 15 17.71  9 2.22 

Ethylene glycol 5 8.89 9 3.33 
 10 13.33  9 3.51 
 15 26.67 9 3.33 

Methanol 5 28.89 9 3.51 
 10 28.89  9 3.51 
 15 53.33 9 4.71, 

Glycerol 5 0 9 0 
 10 0 9 0 
 15 0 9 0 

Sucrose 5 0 9 0 
 10 6.67  9 3.33 
 15 8.89 9 3.51 
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ตารางท่ี 17 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองแช่
แข็งอตัโนมติัอตัโนมติัท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ -8, -5 และ -3 องศาเซลเซียส/นาที และมีอุณหภูมิ
สุดทา้ยเป็น -40 องศาเซลเซียส โดยใชส้าร DMSO 10% และมีหลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาด 
 

Storage devices 
Freezing 

rate (0C/min) 
Mean N Std. Error 

French straws 0.25 ml  -8 35.56  9 2.94 
 -5 28.89  9 3.51 
 -3 8.89  9 2.61 

French straws 0.5 ml -8 26.67  9 3.33 
 -5 13.33  9 2.36 
 -3 7.78  9 2.78 

Cryotube ขนาด 1.25 ml -8 31.11  9 3.51 
 -5 17.78  9 1.47 
 -3 16.67 9 1.67 

 
ตารางท่ี 18 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการลด
อุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6, 4 และ 2 เซนติเมตร เป็น
เวลานาน 10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาด  
 

Storage devices 
Above liquid 

nitrogen surface 
Mean N Std. Error 

French straws 0.25 ml  6 cm 48.89  9 3.51 
 4 cm 24.44  9 2.94 
 2 cm 44.44  9 2.94 

French straws 0.5 ml 6 cm 6.77  9 2.36 
 4 cm 7.78  9 1.47 
 2 cm 14.44  9 1.76 
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ตารางท่ี 18 (ต่อ) 
 

Storage devices 
Above liquid 

nitrogen surface 
Mean N Std. Error 

Cryotube ขนาด 1.25 ml 6 cm 0 9 0 
 4 cm 0 9 0 
 2 cm 7.78 9 1.47 

 
ตารางท่ี 19 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลา C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการ
ลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรเป็น
เวลานาน 10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดท าการเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด 
 

ขนาดหลอดบรรจุน ้าเช้ือ  N Mean ± SE 
น ้ าเช้ือสด 9 75.56 ± 2.94 

0.25 9 36.56 ± 2.94 
0.5 9 22.22 ± 2.22 
1.25 9 31.11 ± 3.51 

 
ตารางท่ี 20 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตส์เปิร์มมีชีวิตของสเปิร์มปลา C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการ
ลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรเป็น 
เวลานาน 10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดท าการเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด 
 

ขนาดหลอดบรรจุน ้าเช้ือ  N Mean ± SE 
น ้ าเช้ือสด 9 81.33 ± 3.19 

0.25 9 66.15± 2.07 

0.5 9 51.33± 0.78 
1.25 9 53.48± 2.11 
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ตารางท่ี 21 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิของสเปิร์มปลา C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการ
ลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรเป็น
เวลานาน 10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดท าการเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด 
 

ขนาดหลอดบรรจุน ้าเช้ือ  N Mean ± SE 
น ้ าเช้ือสด 9 80.78 ± 2.06  

0.25 9 66.44± 3.45 

0.5 9 52.67± 2.41 
1.25 9 54.33± 2.19 

 
ตารางท่ี 22 ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารฟักของสเปิร์มปลา C. macrocephalus แบบแช่แขง็ดว้ยการลด
อุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรเป็นเวลานาน 
10 นาที โดยใชห้ลอดบรรจุน ้าเช้ือ 3 ขนาดท าการเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด 
 

ขนาดหลอดบรรจุน ้าเช้ือ  N Mean ± SE 
น ้ าเช้ือสด 9 61.33 ± 2.24 

0.25 9 39.00 ± 2.22 
0.5 9 27.78 ± 3.09 
1.25 9 24.89 ± 3.24 

 

 
 




