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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยเรื่อง การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนเพื่อการจัดตั้งธนาคารน้้าเชื้อ ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพสเปิร์มปลาไน ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน ผลของอัตรา
การลดอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนที่ผ่านการแช่แข็ง โดยในการทดลองศึกษาคุณภาพ
สเปิร์มได้น้าพ่อพันธุ์ปลาไนมาตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มเดือนละครั้งในช่วงฤดูผสมพันธุ์
วางไข่ การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน โดยการรวบรวม
น้้าเชื้อออกจากพ่อพันธุ์ปลาไนมาเจือจางในสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆ 9 ชนิด (dimethyl 
sulfoxide; DMSO, ethylene glycol, propylene glycerol, acetamide, sucrose, glycerol, 
formamide, ethanol และ methanol) ที่ 4 ระดับความเข้มข้น (5, 10, 15 และ 20%) เป็นระยะเวลา
ต่างๆกัน (10-180 นาที) แล้วประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ระยะเวลาต่างๆกัน และ
การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนผ่านการแช่แข็ง ท้าโดยน้า
น้้าเชื้อจากพ่อพันธุ์ปลาไนมาใส่ในสารไครโอโพรเทคแทนท์แล้วน้าไปลดอุณหภูมิด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ
รูปแบบต่างกันแล้วน้าไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวและประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย 
ผลการศึกษาพบว่าคุณภาพสเปิร์มของน้้าเชื้อสดที่รวบรวมออกมาจากปลาไนมีการเปลี่ยนแปลงในช่วงฤดู
ผสมพันธุ์วางไข่ โดยความหนาแน่นของสเปิร์มมีค่าสูงขึ้นในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่  และความเป็น
พิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนขึ้นอยู่กับ ชนิดและระดับความ
เข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ รวมทั้งระยะเวลาที่สเปิร์มเจือจางอยู่ในสารละลายไครโอโพรเทค
แทนท์  สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษต่้าต่อสเปิร์มปลาไนได้แก่ DMSO, ethylene glycol, 
propylene glycol, sucrose, ethanol และ methanol  น้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งด้วยการใช้ DMSO 
ให้ผลการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายดีที่สุดมีค่าสูงประมาณ 80% ซึ่งจ้าเป็นต้องมีการพัฒนา
วิธีการแช่แข็งและเกบ็รักษาน้้าเชื้อปลาไนต่อไปเพื่อให้สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อให้ได้ในระยะเวลาที่นานขึ้น 
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ABSTRACT 
 
Studies on change in sperm quality, effects of cryoprotectants on sperm motility 

and effects of cooling rates on post-thawed sperm motility of common carp (Cyprinus 
carpio) were accomplished. Male broodstocks were collected monthly for the semen 
during the spawning season for evaluation on the change in sperm quality. Evaluation of 
effects of cryoprotectants on sperm motility was performed by diluting extended semen 
into nine cryoprotectant solutions, namely dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene glycol, 
propylene glycerol, acetamide, sucrose, glycerol, formamide, ethanol and methanol with 
four concentration levels ( 5, 10, 15 and 20%)  at various time (10-180 min.)  before 
evaluation of percentage of sperm motility. Assessment on the effects of cooling rates 
on post-thawed sperm motility was done by diluting semen into cryoprotectants prior to 
freezing with different cooling protocols and storage in liquid nitrogen. Sperm quality of 
fresh semen changed during the spawning season with increased sperm concentration 
towards the end of the spawning season. Cryoprotectant toxicity depended on type and 
concentration of cryoprotectants and exposure time. DMSO, ethylene glycol, propylene 
glycol, sucrose, ethanol and methanol elicited low toxicity on sperm motility. Semen of 
C. carpio frozen with DMSO had the highest post-thawed sperm motility about 80%. 
Further investigation on development of freezing techniques of semen to allow longer 
storage period is required.   
 
Keywords: Semen; Common carp; Cryopreservation; Liquid nitrogen 
 



สารบัญ 
        
  หน้า 
กิตติกรรมประกาศ………………………………………………………………………………………………………. I 
บทคัดย่อ……………………………………………………………………………………………………………………. ii 
Abstract…………………………………………………………………………………….................................... iii 
สารบัญ…………………………………………………………………………………….………………………………... iv 
สารบัญตาราง……………………………………………………………………………..………………………………. v 
สารบัญรูป………………………………………………………………………………………………………………….. vi 
บทที ่  
1 บทน า……………………………………………….……................................................................... 1 
2 เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง........................................................................................ 6 
3 วิธีด าเนินงานวิจัย….......................................................................................................... 10 
4 ผลการทดลอง.................................................................................................................. 18 
5 อภิปรายและสรุปผลการทดลอง....................................................................................... 32 
เอกสารอ้างอิง…………………………………………………………………………………………………………….. 
ผลผลิต (Output)……………………………………………………………………………………………………….. 
ประวัติคณะผู้วิจัย………………………………………………………………………………………………………...        

34 
38 
39 

   
 



สารบัญตาราง 
 

ตารางที ่  หน้า 
1 การเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้ าเชื้อปลาไนในช่วงฤดผูสมพันธุ์วางไข…่…………….. 18 
2 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน

สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน………………………..... 
 
19 

3 
 
4 
 
5 
 
6 
 
7 
 
8 
 
9 
 

10 
 

11 
 
 

12 
 
 

13 

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย ethylene glycol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน…........... 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย propylene glycol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน………… 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน 
สารละลาย acetamide ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน…………………… 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย sucrose ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน……………………….. 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย glycerol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน………………………. 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย formamide ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน…………………. 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย ethanol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน………………………. 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางใน
สารละลาย methanol ทีค่วามเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน…………………… 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลังการแช่แข็งและเก็บรักษา 
ในไนโตรเจนเหลวด้วย Ca-F HBSS และ DMSO ที่อัตราการลดอุณหภูมิ
ต่างกัน………………………………………………………………………………………………. 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลังการแช่แข็งและเก็บรักษา 
ในไนโตรเจนเหลวด้วย Ca-F HBSS และ Propylene glycol  
ที่อัตราการลดอุณหภูมิต่างกัน…………………………………………………............... 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลังการแช่แข็งและเก็บรักษา 
ในไนโตรเจนเหลวด้วย Ca-F HBSS และ Ethylene glycol  
ที่อัตราการลดอุณหภูมิต่างกัน……………………………………………………………. 

 
20 
 
21 
 
22 
 
23 
 
24 
 
25 
 
26 
 
27 
 
 
29 
 
 
30 
 
 
31 

 
 

  

 



สารบัญรปู 
 

รูปที ่  หน้า 
1 
2 
3 
4 
5 

พ่อพันธุ์ปลาไน………………………………….………………………………………………. 
การรวบรวมพ่อพันธุ์ปลาไนมาใช้ในการทดลอง……………………………………… 
การรีดน้ าเช้ือปลาไนมาใช้ในการทดลอง……………………………………………….. 
น้ าเช้ือปลาไนที่รวบรวมมาใช้ในการทดลอง…………………………………………... 
หลอดฟางส าหรับใช้ในการทดลองแช่แข็ง……………………………………………... 

12 
12 
13 
13 
16 

6 การปิดปลายหลอดฟาง………………………………………………………………………. 16 
7 ลักษณะของหลอดฟางที่ปิดปลายหลอดก่อนการแช่แข็ง…………………………. 17 
8 เครื่องแช่แข็งอัตโนมัต…ิ……………………………………………………………………… 17 

 
 



บทที่ 1  
บทน ำ 

 
ควำมส ำคัญและที่มำของปญัหำที่ท ำวิจัย 
 ปลาไน (Cyprinus carpio) เป็นสัตว์น ้าเศรษฐกิจที่มีความส้าคัญชนิดหนึ่งเป็นที่นิยม
เพาะเลี ยงและบริโภคทั งในประเทศไทยและต่างประเทศทั่วโลก เป็นปลาที่อยู่ ในครอบครัว 
Cyprinidae มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Cyprinus carpio และมีชื่อสามัญว่า Common carp รูปร่าง
ลักษณะคล้ายปลาตะเพียน มีเกล็ดกลมใหญ่ทั่วตัว นอกจากส่วนหัวไม่มีเกล็ดปากเล็กไม่มีฟัน ริมฝีปาก
หนาและมีหนวดสี่เส้น ครีบหลังเป็นครีบเดี่ยวยาวส่วนสีของปลาไนโดยมากมักจะเป็นสีเงินปนเทา 
บางทีก็เหลืองอ่อน บางตัวจะเป็นสีทองตลอดตัว ปลาไนเป็นปลาที่เพาะเลี ยงง่าย โตเร็ว ทนทานต่อ
สภาพแวดล้อม กินอาหารได้เกือบทุกชนิดและเจริญเติบโตได้ดี ในแหล่งน ้าจืดต่าง ๆ    ในปัจจุบันการ
เพาะขยายพันธุ์ปลาไนในประเทศไทยมีลักษณะเช่นเดียวกับการเพาะขยายพันธุ์ปลาชนิดอื่นๆอีก
หลายชนิด ที่สามารถท้าได้ในระดับเชิงพาณิชย์ แต่ในบางช่วงเวลาพ่อพันธุ์ปลาไนมีปริมาณน ้าเชื อ
ลดลง (expressible milt) ในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่ในขณะที่แม่พันธุ์ปลาไนมีไข่แก่ ท้าให้การ
เพาะพันธุ์ปลาไนไม่ว่าจะเป็นวิธีการเพาะพันธุ์แบบเลียนแบบธรรมชาติ หรือวิธีการเพาะพันธุ์แบบผสม
เทียม ไม่สามารถท้าการผลิตลูกพันธุ์ปลาไนอย่างมีประสิทธิภาพได้เต็มที่ ท้าให้จ้าเป็นต้องศึกษาหา
วิธีการเพาะขยายพันธุ์ปลาไนให้มีประสิทธิภาพมากขึ นเมื่อน ้าเชื อปลาปลาไนเป็นปัจจัยจ้ากัด 
(limiting factor) ต่ อ ก ารผ ลิ ต  (Vuthiphandchai et al., 2014)   ก ารศึ ก ษ า เกี่ ย วกั บ ก าร
เปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มปลาไนในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่จึงเป็นสิ่งจ้าเป็นเบื องต้นเพื่อทราบการ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มเพื่อการบริหารจัดการการเพาะพันธุ์ปลาไน เพราะปัญหาคุณภาพน ้าเชื อ
ปลาส่งผลต่อการผลิตลูกปลาโดยตรง (Ochokwu et al., 2015)    อย่างไรก็ตามปัญหาหนึ่งที่ส่งผล
ต่อการเพาะขยายพันธุ์ปลาไนก็ยังมีความเกี่ยวข้องกับการผสมเลือดชิด ( inbreeding) เนื่องจากการ
น้าพันธุ์ปลาไนเข้ามาเลี ยงในประเทศไทยในระยะแรกมีจ้านวนไม่มากนัก ท้าให้มีโอกาสเกิดการผสม
ของปลาในครอบครัวที่มีสายเลือดชิดกันได้มาก ท้าให้ในปัจจุบันได้มีการคัดเลือกและปรับปรุงสาย
พันธุ์ปลาไนให้ได้สายพันธุ์ที่ดีโตเร็ว มีลักษณะตามที่ต้องการโดยท้าการคัดเลือกสายพันธุ์ปลาไนให้ได้
สายพันธุ์ที่ดีและเมื่อได้สายพันธุ์ที่ดีแล้วจึงจ้าเป็นต้องเก็บรักษาสายพันธุ์ที่ดีนั นไว้เพื่อที่จะน้าไปเพาะ
ขยายพันธุ์เพื่อประโยชน์ต่อการเพาะเลี ยง ซึ่งแนวทางหนึ่งที่มีประสิทธิภาพสูงในการแก้ไขปัญหา และ
สามารถประยุกต์ใช้ได้ทันที  คือ น้าน ้าเชื อปลาไนที่มีคุณภาพดีเหล่านั นมาแช่แข็งและเก็บรักษาไว้ใน
ไนโตรเจนเหลว (cryopreservation) เพื่อน้ามาใช้ในภายหลังด้วยการผสมเทียมกับไข่ปลาไน 
(Boonthai et al., 2016) ซึ่งแนวทางเช่นนี สามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับปลาแฟนซีคาร์พ (fancy 
carp) ซึ่งเป็นปลาสวยงามที่มีราคาแพง แต่ยังคงมีปัญหาการขาดแคลนพ่อพันธุ์คุณภาพดบีางสายพันธุ์
ในการผสมให้ได้ลูกปลาลักษณะที่ต้องการ  อย่างไรก็ตามการพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน
จ้าเป็นต้องทราบข้อมูลพื นฐานของชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
(cryoprotectant) ในการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน ซึ่งสารดังกล่าวมีความจ้าเป็นที่ต้องใช้ในระหว่าง
กระบวนการแช่แข็งน ้าเชื อ (cryopreservation) เพื่อป้องกันไม้ให้เกิดเกล็ดน ้าแข็ง (ice crystal) 
ระหว่างการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง เพราะการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ อย่างไม่เหมาะสมจะท้าให้
เซลล์ได้รับบาดเจ็บและตายในที่สุด (cell injury) (Vuthiphandchai et al., 2014) ดังนั นการศึกษา
ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไน จึงเป็น

http://th.wikipedia.org/wiki/Cyprinidae
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สิ่งจ้าเป็นเพื่อจ้าเป็นเพื่อทราบข้อมูลเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มเพื่อได้ข้อมูลที่จ้าเป็นส้าหรับการพัฒนากระบวนการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนต่อไป 
 ในประเทศไทยการศึกษาเกี่ยวกับการเก็บน ้าเชื อสัตว์น ้าแบบแช่แข็งยังมีอยู่น้อยมากเมื่อเทียบ
กับการศึกษาในต่างประเทศ เนื่องจากสัตว์น ้าส่วนใหญ่ที่พบในประเทศไทยมักจะมีน ้าเชื อที่สมบูรณ์ดี
ตลอดช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่และหาได้ง่ายจึงท้าให้ผู้เพาะพันธุ์สัตว์น ้าไม่นิยมเก็บน ้าเชื อสัตว์น ้าแช่แข็ง
เอาไว้ใช้ในอนาคต แต่ในความจริงแล้วปัญหาการขาดแคลนน ้าเชื อของสัตว์น ้ายังคงมักพบอยู่บ่อยครั ง
ในระหว่างการเพาะพันธุ์สัตว์น ้ าหลายๆชนิดโดยเฉพาะการเพาะพันธุ์สัตว์น ้ าต่างชนิดกัน 
(hybridization) ซึ่งอาจมีช่วงเวลาที่ไข่และสเปิร์มอาจสมบูรณ์เพศไม่พร้อมกัน   การเก็บรักษาน ้าเชื อ
สัตว์น ้าแช่แข็งมีแนวโน้มที่จะมีความส้าคัญอย่างมากต่อการเพาะขยายพันธุ์สัตว์น ้า โดยเฉพาะปลา
เพศผู้ที่ต้องผ่าท้องเอาอัณฑะมาใช้ผสมเทียมเช่นปลาดุกรวมทั งพันธ์ุปลาที่หาได้ยาก ใกล้สูญพันธ์ุ หรือ
ปลาที่มีการกลายเพศซึ่งเพศผู้และเพศเมียจะพัฒนาถึงวัยเจริญพันธุ์ไม่พร้อมกัน     นอกจากนี ใน
บางครั งการจับพ่อแม่พันธุ์ปลาจากแหล่งผสมพันธุ์วางไข่ก็ได้ปลาเพศผู้และเพศเมียไม่พร้อมกันซึ่ง
ก่อให้เกิดปัญหาในด้านการจัดการในโรงเพาะฟักระหว่างการเพาะพันธุ์ เช่น ตัวเมียที่จับได้ก่อนมีไข่ที่
ไม่สมบูรณ์ต้องใช้ฮอร์โมนฉีดกระตุ้นซึ่งต้องขังตัวผู้ไว้หลายวันท้าให้พ่อพันธุ์ปลาอาจช ้าและตายได้ 
หรือบ่อยครั งที่เคลื่อนย้ายพ่อพันธุ์จากบ่อดินมาไว้ในโรงเพาะฟักก็ท้าให้พ่อพันธุ์มีน ้าเชื อน้อยลง 
(expressible milt)    การเก็บน ้าเชื อสัตว์น ้าแช่แข็งยังมีบทบาทส้าคัญต่อการปรับปรุงพันธุ์ปลาที่มี
ความส้าคัญทางเศรษฐกิจเพื่อผลิตปลาที่โตเร็วหรือทนทานต่อโรคให้มากขึ นเพราะสามารถควบคุม
ช่วงเวลาการผสมเทียมหรือการผสมข้ามพันธุ์ปลาชนิดต่างๆได้ง่ายขึ น นอกจากนี การล้าเลียงน ้าเชื อ
สัตว์น ้าแช่แข็งไปใช้ในการผสมเทียมก็ท้าได้สะดวกกว่าการล้าเลียงพ่อพันธุ์ โดยสามารถขนส่งไป
ภายในประเทศและระหว่างประเทศได้ง่าย และยังสามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการเก็บรักษา
พันธุกรรมของธนาคารยีน (gene  bank) และการเก็บรักษาตัวอ่อนของลูกปลาต่อไป   อย่างไรก็ตาม
แม้ว่าการเก็บรักษาน ้าเชื อสัตว์น ้าแบบแช่แข็งจะมีความส้าคัญต่อการพัฒนาด้านการเพาะเลี ยงสัตว์น ้า
แต่การศึกษาด้านการเก็บรักษาน ้าเชื อสัตว์น ้าแบบแช่แข็งในประเทศไทยยังมีค่อนข้างน้อยมากเมื่อ 
เปรียบเทียบกับงานวิจัยทางด้านอื่นๆของการเพาะเลี ยงสัตว์น ้า ซึ่งมีการพัฒนาอย่างมากเทียบเท่าใน
ต่างประเทศ    การเก็บรักษาน ้าเชื อสัตว์น ้าแบบแช่แข็งกล่าวโดยสรุปท้าโดยการน้าเอาน ้าเชื อสัตว์น ้า
ที่มีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ (sperm extender) พร้อมกับใส่สารที่ป้องกันไม่ให้
เซลล์เป็นอันตรายในระหว่างการแช่แข็งซึ่งเรียกว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) แล้ว
จึงเอาไปบรรจุในหลอดบรรจุน ้าเชื อพร้อมกับลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว ก่อนที่จะเก็บรักษาไว้ใน
ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ซึ่งสามารถรักษาคุณภาพของน ้าเชื อสัตว์น ้าได้เป็นเวลานาน
เป็นปี (Nimrat and Vuthiphandchai, 2008) 

ประโยชน์ของการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็งสามารถน้ามาใช้ในการคัดเลือก
ปรับปรุงพันธุ์และใช้ในการเพาะขยายพันธุ์ปลาในตระกูลเดียวกัน เช่น ปลาแฟนซีคาร์พ (Fancy 
carp) หรือที่เรียกกันว่าปลาไนแฟนซี ซึ่งเกิดจากการผ่าเหล่า (Mutation) กลายพันธุ์เป็นปลาไนสีแดง 
ท้าให้ชาวญี่ปุ่นนี สนใจปลาชนิดนี มากขึ น    การเพาะขยายพันธุ์ปลาชนิดนี ค่อยๆขยายตัวแพร่หลาย
เพิ่มมากขึ น และจากการคัดเลือกปลาคาร์พที่มีลักษณะเด่นของแต่ละตัวมาผสมพันธุ์ท้าให้เกิดปลา
สายพันธุ์ใหม่ที่มีสีแดงและสีขาวสมบูรณ์ ซึ่งเป็นปลาสวยงามที่มีมูลค่าสูง วงการการเลี ยงปลาแฟนซี
คาร์พนั นจึงเป็นที่กว้างขวาง และเป็นที่นิยมแพร่หลายไปทั่วโลก ไม่ใช่แค่ในประเทศต้นก้าเนิดอย่าง
ญี่ปุ่นและแถบเอเชียเท่านั น ที่ส้าคัญ แฟนซีคาร์พ ได้กลายเป็นสัญลักษณ์แทนความหมายบางอย่าง 
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มากกว่าจะเป็นเพียงแค่ปลาสวยงาม การเลี ยงคาร์พแฟนซี ตอนนี กลายเป็นสัตว์เศรษฐกิจตัวใหม่ 
มูลค่าส่งออกมากกว่าหลักพันล้านบาทไปแล้ว ส่วนหนึ่งมาจากความต้องการปลาสวยงามในตลาดโลก 
มีคนนิยมเลี ยงกันมากในปัจจุบันชนิดหนึ่ง ทั งนี อาจเป็นเพราะมันเลี ยงง่าย โตไว อีกทั งยังมีสีสัน
สวยงาม และเป็นปลาที่มีอายุยืนที่สุดในโลก หากเรามีพ่อแม่พันธุ์ที่ดี หรือเรียกว่า สายพันธุ์นิ่ง คือพ่อ
แม่พันธุ์หน้าตาเป็นอย่างไร ลูกที่ออกมามักจะได้แบบนั นเป็นส่วนใหญ่ หากมีการน้าประโยชน์ของการ
เก็บรักษาน ้าเชื อมาใช้ก็จะเป็นประโยชน์ในการเก็บรักษาสายพันธุ์ที่ดี หรือสายพันธุ์นิ่งแล้ว เพื่อ
น้าไปใช้ปรับปรุงพันธุ์ก็จะเป็นประโยชน์ต่อการเพาะขยายพันธุ์ปลา แฟนซีคาร์พ (Fancy carp) ซึ่งถ้า
สามารถพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนได้ส้าเร็จอย่างมีประสิทธิภาพ ก็สามารถน้าเอา
เทคโนโลยีไปใช้กับการแช่แข็งน ้าเชื อปลาแฟนซีคาร์พได้ทันที เพราะปัญหาการขาดแคลนน ้าเชื อที่มี
คุณภาพดีในปลาแฟนซีคาร์พก็มีเหมือนที่พบในปลาไน และเป็นปลาในครอบครัวเดียวกัน 
 ในปัจจุบันการเก็บรักษาน ้าเชื อแบบแช่แข็งในต่างประเทศนิยมท้าในปลาที่มีความส้าคัญทาง
เศรษฐกิจและใกล้สูญพันธุ์ทั งปลาน ้าจืด และปลาทะเล เช่น ปลาไน (Linhart et al., 2000) ปลา 
salmon ปลา striped bass (He and Woods, 2003) ปลา sea bream (Fabbrocini et al., 
2000) และปลา Atlantic croaker (Gwo and Arnold, 1992) เป็นต้น    น ้าเชื อแช่แข็งนิยมเก็บ
รักษาในหลอดฟาง (straw) และสามารถเก็บรักษาน ้าเชื อได้นานเป็นปีเมื่อต้องการใช้น ้าเชื อแช่แข็งใน
การผสมเทียมก็สามารถน้าหลอด บรรจุน ้าเชื อมาละลายโดยการเพิ่มอุณหภูมิ ดังนั นความส้าเร็จของ
การเก็บรักษาน ้าเชื อปลาแช่แข็งขึ นอยู่กับปัจจัยหลายอย่างเช่น ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ และ
ชนิดสาร cryoprotectants ที่เหมาะสม (Rana and McAndrew, 1989)  อัตราการลดอุณหภูมิ
ขณะแช่แข็ง (freezing) และการเพิ่มอุณหภูมิขณะละลายน ้าเชื อแช่แข็ง (Scott and Baynes, 1980; 
Vuthiphandchai et al., 2014)    นอกจากนี ความแปรปรวนของคุณภาพน ้าเชื อปลาที่เกิดขึ นในฤดู
ผสมพันธุ์วางไข่ และ เทคนิคของการท้าน ้าเชื อปลาแช่แข็ง ก็มีผลท้าให้ความส้าเร็จของการท้าน ้าเชื อ
แช่แข็งแต่ละครั งแตกต่างกันไป โดยทั่วไปน ้าเชื อของปลา (milt) ประกอบด้วย สเปิร์มมาโทซัว 
(spermatozoa) และของเหลวที่หล่อเลี ยง (seminal fluid) โดยที่สเปิร์มจะไม่เคลื่อนที่ขณะอยู่ในถุง
อัณฑะ หรือของเหลวที่หล่อเลี ยง แต่จะมีการเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วมากเมื่อถูกกระตุ้นด้วย
สภาพแวดล้อมภายนอก และจะหยุดเคลื่อนที่ภายใน 1 นาทีหลังจากถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ 
(Vuthiphandchai et al., 2009b)    กลไกที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน ้าจืดพบว่าสารละลายที่
มีค่ า osmolarity ต่้ ากว่า (hypotonicity) ระดับที่พบใน seminal fluid จะกระตุ้นให้สเปิร์ม
เคลื่อนที่ แต่ในปลาทะเลนั นสารละลายที่มีค่า osmolarlity สูงขึ น (hypertonicity) จะกระตุ้นให้
สเปิร์มเคลื่อนที่ (Morisawa et al., 1983)  ดังนั นการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการเก็บ
รักษาน ้าเชื อปลาจึงมีความส้าคัญมากเพราะท้าให้สเปิร์มไม่ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ขณะอยู่ในระหว่าง
การท้าน ้าเชื อแช่แข็ง เพราะถ้าสเปิร์มมีการเคลื่อนที่ก่อนจะถูกแช่แข็ง ก็จะมีผลท้าให้ประสบความ
ล้มเหลวในการแช่แข็งทันท ี 
 
วัตถุประสงคข์องโครงกำรวิจัย 

1.  ศึกษาชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ที่เหมาะสมในการเก็บรักษา
น ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็ง 
 2. ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิที่มีต่อการมีชีวิต และการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนที่
ผ่านการแช่แข็ง 
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 3. ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาที่มีต่อการมีชีวิต และการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน 
4. เพื่อพัฒนาเทคโนโลยีในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็งในลักษณะธนาคารน ้าเชื อ  

 
ขอบเขตของกำรวิจัย 

ศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็งโดยเริ่มจากการศึกษา
ความเป็นพิษ (toxicity) ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ว่าสารชนิดใด หรือความ
เข้มข้นใดมีความเหมาะสมในการคดัเลือกมาใช้เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ส้าหรับแช่แข็ง       

 
วิธีด ำเนินกำรวิจัยโดยสรุป ทฤษฎีและ/หรือแนวทำงควำมคิดที่น ำมำใช้ในงำนวิจัย 

การเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็งมีหลักการท้างาน เริ่มจากการใช้เซลล์สเปิร์มที่มี
คุณภาพสูงให้อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration) ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่ได้ใส่สารไครโอโพรเทค
แทนท์ (cryoprotectant) ซึ่งท้าหน้าที่ป้องกันไม่ให้เกิดเกล็ดน ้าแข็ง (ice crystal) ภายในเซลล์ 
จากนั นท้าการลดอุณหภูมิให้ต่้าลงเพื่อแช่แข็งเซลล์ด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม แล้ว
เก็บน ้าเชื อเหล่านั นในไนโตรเจนเหลว ซึ่งเมื่อต้องการใช้ก็น้ามาเพิ่มอุณหภูมิเพื่อให้เซลล์ที่แข็งตัว
ละลายกลับเข้าสู่สภาพเดิมก่อนแช่แข็ง      

การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน เพื่อการเพาะพันธุ์เชิงพาณิชย์จ้าเป็นต้องมี
ข้อมูลพื นฐานเกี่ยวกับความสามารถในการทนต่อสารไครโอโพรเทคแทนท์ เพราะสารชนิดนี 
จ้าเป็นต้องใส่ไปในระหว่างการแช่แข็งเพื่อป้องกันการเกิดเกล็ดน ้าแข็งในเซลล์ระหว่างการลดอุณหภูมิ 
และสารไครโอโพรเทคแทนท์จะท้าให้เซลล์ตายถ้าใช้ในปริมาณที่ ไม่เหมาะสม     ตัวแปรที่ท้าให้การ
แช่แข็งประสบความส้าเร็จจ้าเป็นต้องสามารถพัฒนาทุกขั นตอนที่เกี่ยวข้องกับการแช่แข็งให้เหมาะสม
ส้าหรับเซลล์ชนิดนั นๆ เริ่มตั งแต่ ชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์  อัตราการลด
อุณหภูมิ  อัตราการละลาย และรวมทั งขั นตอนอื่นๆที่ เกี่ยวข้องให้มีความเหมาะสมในทุกตัวแปรที่
เกี่ยวข้อง เพราะถ้าไม่สามารถ optimize ในขั นตอนใดขั นตอนหนึ่งให้เหมาะสม ก็จะท้าให้การแช่แข็ง
ประสบความล้มเหลวทันที        
 
ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1. ทราบชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่น้ามาใช้ในการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน 

2. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งด้วยการพัฒนาเทคโนโลยีที่มี
ราคาถูกเพื่อทดแทนการใช้เครื่องมือแช่แข็งอัตโนมัติเพื่อให้เกษตรกร หรือผู้ประกอบการขนาดเล็ก 
หรือขนาดกลางสมารถน้าไปใช้ในฟาร์มเพื่อเพิ่ม หรือควบคุมผลผลิตได้ทันที ซึ่งข้อมูลดังกล่าวสามารถ
น้าไปใช้ในการเก็บรักษาสายพันธุ์ที่ดีของพ่อพันธุ์ปลาไนเพื่อการเพาะพันธุ์ต่อไป และยังเป็นประโยชน์
ต่อการพัฒนางานวิจัยแช่แข็งและเก็บรักษาน ้าเชื อปลาชนิดอื่นๆที่หาได้ยากหรือใกล้สูญพันธ์ต่อไปใน
อนาคต 

3.  ทราบเทคโนโลยีการแช่แข็งและการเก็บรักษาน ้าเชื อของปลาไนเพื่อน้ามาใช้ผสมเทียม
โดยสามารถเก็บรักษาน ้าเชื อได้ในระยะเวลาที่นานเป็นปีเพื่อใช้ประโยชน์สูงสุดในการผสมเทียมกับแม่
พันธุ์ไดใ้นช่วงเวลาที่ต้องการ ซึ่งสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีนี ไปยังนักวิชาการประมง และเกษตรกรผู้
เพาะพันธุ์สัตว์น ้าต่อไป 
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4. ทราบรูปแบบการจัดการที่เหมาะสมในการจัดเก็บรักษษน ้าเชื อที่ดีไว้ในลักษณะ sperm 
bank หรือ DNA bank ซึ่งเป็นองค์ความรู้ที่จ้าเป็นส้าหรับงานวิจัยด้านพันธุกรรมสัตว์น ้า ด้าน 
toxicity หรือ molecular biology ได้ต่อไป  
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ผลงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ชีววิทยำปลำไน 

ปลาไน (Cyprinus  carpio) เป็นปลาน ้าจืดที่อยู่ในครอบครัวเดียวกันกับปลาตะเพียน ซึ่ง
เป็นปลาที่เลี ยงมากและรู้จักกันอย่างแพร่หลายทั่วโลก และเป็นปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจชนิด
หนึ่งในประเทศไทย  ปลาไนมีล้าตัวกลม หัวกลม ปากเล็ก ไม่มีฟัน มีหนวดสี่เส้น ล้าตัวเป็นสีเงินปน
เทา บางตัวมีสีเหลืองอ่อนและสีทอง พบอยู่ทั่วไปในแหล่งน ้าจืดธรรมชาติ สามารถปรับตัวให้เข้ากับ
ธรรมชาติได้ดี โดยเพศผู้มีล้าตัวเรียวยาวกว่า เพศเมียล้าตัวกว้างกว่าถ้าอายุเท่ากัน ในช่วงการผสม
พันธุ์วางไข่ สามารถแยกความแตกต่างเพศได้ง่ายขึ น โดยปลาเพศผู้มีตุ่มสาก (pearl organ) ขึ น
บริเวณแก้ม (operculum) ครีบหูและล้าตัว กดบริเวณท้องจะมีน ้าเชื อ (semen) ไหลออกมา แต่เพศ
เมียไม่มีตุ่มสาก ท้าให้ลื่นกว่าเมื่อลูบตัวปลา โดยจะมีท้องขยายใหญ่ขึ นอย่างชัดเจน 

ปลาไนจัดเป็นปลาที่กินอาหารได้ทั งพืชและสัตว์ (omnivorous) และเริ่มเข้าสู่วัยเจริญพันธุ์
เมื่ออายุได้ประมาณ 6-8 เดือน ส้าหรับปลาที่เลี ยงในเขตร้อน  ปลาไนสามารถวางไข่ได้ตลอดปีโดยมี 
ไข่ปลาเป็นแบบประเภทไข่จมติด เช่นติดกับสาหร่าย พรรณไม้น ้าอื่นๆ มีสีเหลืองเข้ม ไข่ฟักออกเป็น
ตัวลูกปลาวัยอ่อนภายในเวลาประมาณ 24 ชั่วโมง ในระยะแรกลูกปลาเกาะติดกับพรรณไม้น ้าและไม่
กินอาหาร แต่เมื่อถุงไข่แดงยุบซึ่งจะใช้เวลาประมาณ 2-3 วัน ลูกปลาจึงเริ่มกินอาหารและว่ายน ้าหา
อาหาร ลูกปลาจะเปลี่ยนแปลงรูปร่างจนเหมือนปลาโตเต็มวัยเมื่ออายุได้ 15 วัน แม่ปลาขนาด 1 
กิโลกรัม จะให้ไข่ประมาณ 100,000 ฟอง และแม่ปลาขนาด 7 กิโลกรัม จะให้ไข่ประมาณ 2,000,000 
ฟอง  (อุทัยรัตน ์ณ นคร, 2538) 

 

2. น้ ำเชื้อและสเปิร์มของสัตว์น้ ำ 

 โดยทั่วไปสเปิร์มของสัตว์น ้าประกอบด้วยส่วนหัว (head)  ส่วนกลาง (mid piece) และส่วน
หาง (tail)  ส่วนหัวของสเปิร์มมีความแตกต่างกันไปตามชนิดของสัตว์น ้าโดยในส่วนหัวมีนิวเคลียสที่มี 
ดีเอ็นเอ (DNA) เป็นสารพันธุกรรม ท้าหน้าที่ปฎิสนธิกับนิวเคลียสของไข่  ส่วนกลางของสเปิร์มเป็น
ส่วนที่อยู่ติดกับส่วนหัวโดยจะมีไมโคคอนเดรีย (mitochondria) จ้านวนมากเป็นองค์ประกอบที่ให้
พลังงานแก่สเปิร์มในการเคลื่อนที่เมื่อถูกกระตุ้น   ส่วนหางของสเปิร์มเป็นส่วนที่มีลักษณะยาวและใน
ส่วนหางจะมีไฟบริล (fibril) อยู่ทั งหมด 11 คู่ อยู่ตรงกลาง 2 คู่ และอยู่โดยรอบ 9 คู่ 

สเปิร์มของปลาส่วนมากไม่มีอะโครโซม (acrosome) ที่บริเวณส่วนหัวสเปิร์มดังเช่นที่พบใน
เปิร์มของสัตว์เลี ยงลูกด้วยนมทั่วไป ยกเว้นปลาบางชนิดเช่นปลา herring ที่สเปิร์มมีอะโครโซม 
เนื่องจากไข่ปลาส่วนมากมีช่องที่เรียกว่าช่องไมโครไพล์ (micropyle) ซึ่งเป็นทางผ่านเข้าของสเปิร์ม
เข้าไปปฏิสนธิกับไข่ ท้าให้ไม่มีความจ้าเป็นที่มีอะโครโซมเพื่อใช้ย่อยผิวไข่ระหว่างการปฏิสนธิเหมือน
ในสัตว์เลี ยงลูกด้วยนม   อย่างไรก็ตามน ้าเชื อของปลา (milt หรือ semen) ประกอบด้วย สเปิร์ม 
(sperm) และของเหลวที่หล่อเลี ยง (seminal fluid) ซึ่งสเปิร์มจะไม่เคลื่อนที่เมื่ออยู่ในถุงอัณฑะ 
(testis) หรือของเหลวที่หล่อเลี ยง แต่สเปิร์มของปลาจะมีการเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วเมื่อถูกกระตุ้นด้วย
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สภาพแวดล้อมภายนอก และจะหยุดเคลื่อนที่ภายในเวลาประมาณ 1 นาทีหลังจากถูกกระตุ้นส้าหรับ
สเปิร์มปลาน ้าจืด     กลไกที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน ้าจืด พบว่าสารละลายที่มีค่าแรงดัน
อ อ ส โม ติ ก  (osmolality ห รื อ  osmotic pressure) ต่้ า ก ว่ า ร ะ ดั บ ที่ พ บ ใน  seminal fluid 
(hypotonicity) จะกระตุ้นให้สเปิร์มปลาน ้าจืดเคลื่อนที่ แต่ในทางตรงกันข้ามสเปิร์มของปลาทะเลมี
การเคลื่อนที่เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสารละลายที่มีค่าแรงดันออสโมติกสูงขึ นมากกว่าระดับที่พบใน 
seminal fluid (hypertonicity) (Morisawa et al., 1983) ดังนั นการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่
เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อ จึงมีความส้าคัญมาก เพราะจะท้าให้สเปิร์มไม่ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่
ขณะอยู่ในระหว่างการเจือจางน ้าเชื อก่อนการน้าไปใช้ประโยชน์หรือการแช่แข็ง ดังนั นสเปิร์มของปลา
เมื่อสเปิร์มยังอยู่ในตัวปลาหรือเมื่อรีดน ้าเชื อสดออกมาตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ สเปิร์มของปลา
จะยังไม่มีการเคลื่อนที่ (immotile) แต่เมื่อน ้าเชื อปลาผสมกับน ้าภายนอกขณะที่ผสมพันธุ์ตาม
ธรรมชาติ หรือเมื่อน้าน ้าเชื อผสมกับหยดน ้าบนแผ่นกระจกสไลด์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จะพบว่า
สเปิร์มจะถูกกระตุ้นให้มีการเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วอันเป็นผลเนื่ องมาจากการเจือจางท้าให้มีการ
เปลี่ยนแปลงแรงดันออสโมติก การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน ้าจืดเมื่อถูกกระตุ้นจะสิ นสุดลงอย่าง
รวดเร็วภายในระยะเวลาประมาณ 1 นาที ดังนั นการตรวจคุณภาพน ้าเชื อปลาโดยใช้เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่จึงต้องรีบท้าภายในทันทีที่น ้าเชื อปลาผสมกับน ้าบนกระจกสไลด์  

การประเมินคุณภาพน ้าเชื อของปลาสามารถท้าได้หลายวิธี แต่วิธีหนึ่งที่ท้าอย่างแพร่หลายคือ 
การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เนื่องจากท้าได้ง่าย สะดวกรวดเร็ว แม้ว่าการประเมินด้วยสายตา 
(subjective estimation) ที่ให้ความเที่ยงตรงต่้ากว่าการประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มด้วยการใช้
เครื่องมือวัดการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (computer-assisted sperm analysis; CASA) ซึ่งมีความ
ถูกต้องและเที่ยงตรงสูง (objective estimation)   การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาสามารถ
ใช้ประเมินคุณภาพน ้าเชื อปลาได้ในทั งสภาพน ้าเชื อสด น ้าเชื อแช่เย็น และน ้าเชื อแช่แข็ง โดยที่การ
ประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน ้าเชื อสด (fresh milt) ของสัตว์น ้า ต้องท้าการเจือจางน ้าเชื อให้มี
จ้านวนสเปิร์มไม่หนาแน่นแล้วน้าไปนับจ้านวนสเปิร์มใน hemacytometer เช่นเจือจางน ้าเชื อสด
ประมาณ 1,000  5,000 หรือ 10,000 เท่าเป็นต้นขึ นอยู่กับความหนาแน่นของสเปิร์มของปลาที่
แตกต่างกัน   การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มของน ้าเชื อปลาที่แช่แข็งสามารถใช้หลักการ
ประเมินเช่นเดียวกับที่ใช้ในน ้าเชื อสด เพียงแต่ใช้สารละลายที่เหมาะสม และกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่
ในอัตราการเจือจางทีเ่หมาะสมเช่นกัน (Vuthiphandchai et al., 2009a) 
 

3.  กำรแช่แข็งน้ ำเชื้อปลำ 
การแช่แข็งน ้าเชื อปลา จัดเป็นเทคโนโลยีชีวภาพแขงหนึ่งที่มีการน้ามาใช้ในการบริหารจัดการ

เพาะพันธุ์ปลาเพื่อประโยชน์ทางการเพาะเลี ยงสัตว์น ้าและการอนุรักษ์สัตว์น ้า โดยการศึกษาด้านนี 
ส่วนใหญ่นิยมศึกษาในต่างประเทศ ทั งในปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจและใกล้สูญพันธุ์ทั งปลาน ้า
จืด และปลาทะเล เช่น ปลากระพงขาว ปลา salmon ปลา channel catfish ปลา sea bream และ
ปลา Atlantic croaker ปลา sea bass เป็นต้น   โยทั่วไปน ้าเชื อปลาเมื่อถูกแช่แข็งด้วยการลด
อุณหภูมิอย่างเหมาะสม (freezing rate) ก็สามารถเก็บรักษาน ้าเชื อในถังไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ 
-196 องศาเซลเซียสได้นานเป็นปี เมื่อต้องการใช้น ้าเชื อแช่แข็งในการผสมเทียมกับไข่ปลา ก็น้า
หลอดบรรจุน ้าเชื อมาละลายโดยการเพิ่มอุณหภูมิ (thawing) แล้วน้าน ้าเชื อที่ถูกละลายไปผสมเทียม
กับไข่ (Vuthiphandchai et al., 2009a) ดังนั นความส้าเร็จของการแช่แข็งน ้าเชื อปลาขึ นอยู่กับ
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ปัจจัยที่เกี่ยวข้องหลายอย่างเช่น ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ และชนิดสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
(cryoprotectants) (Rana and McAndrew, 1989)  อัตราการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง และการ
เพิ่มอุณหภูมิขณะละลายน ้าเชื อแช่แข็ง (Scott and Baynes, 1980)   นอกจากนี ความแปรปรวนของ
คุณภาพน ้าเชื อปลาที่เกิดขึ นในฤดูผสมพันธุ์วางไข่ และ เทคนิคของการแช่แข็งน ้าเชื อ ก็มีผลท้าให้
ความส้าเร็จของการแช่แข็งน ้าเชื อแต่ละครั งแตกต่างกันไป (กฤษณ์, 2536)     

การแช่แข็งน ้าเชื อปลา เมื่อได้พัฒนา protocol การแช่แข็งน ้าเชื อที่เกี่ยวข้องกับตัวแปรต่างๆ
แล้ว เมื่อน้าน ้าเชื อแช่แข็งมาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลานาน ก็สามารถพัฒนาเป็นธนาคาร
น ้าเชื อเพ่ือน้ามาใช้ประโยชน์ได้  การศึกษาวิจัยแช่แข็งเชื อปลาหลายๆชนิดพอสรุปได้ดังนี    

นลินี มารคแมน และคณะ (2526) ได้ท้าการเก็บน ้าเชื อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งด้วย
สารละลายบัฟเฟอร์ที่มี lecithin และ mannitol เป็นองค์ประกอบ ปรากฎว่าประสบความล้มเหลว  

เสน่ห์ และคณะ (2536) รายงานการเก็บน ้าเชื อแช่แข็งปลาบึกในสารละลายที่มี  125 มิลลิ
โมล NaHCO3,  250 มิลลิ โมล  Sucrose, 9.75  มิลลิ โมล  Glutathione และ 8 เปอร์ เซ็นต์ 
Dimethysulfuoxide   (DMSO)  อัตราการปฏิสนธิของอสุจิในหลอดฟางฆ่าเชื อ 67 เปอร์เซ็นต์ ไม่
ฆ่าเชื อมีอัตราปฏิสนธิ  11 เปอร์เซ็นต์  ส่วนอัตราปฏิสนธิเฉลี่ย 31 เปอร์เซ็นต์   

เกรียงศักดิ์ เม่งอ้าพัน (2545) ได้ศึกษาการผลิตและการปรับปรุงพันธุ์ปลาจากน ้าเชื อแช่แข็ง
ในปลา Brown trout ปลาไน ปลาบึก ปลาเทพา ปลากระโห้ และปลาดุกรัสเซีย ผลการศึกษาปรากฏ
ว่า สารประกอบที่เหมาะสมในการเก็บอสุจิแช่แข็งที่ให้อัตราการผสมดีที่สุดของปลา Brown trout 
ประกอบด้วย NaCl 750 mg Glucross 5,400 mg และ DMSO 10% ในน ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร ให้
อัตราการผสมระหว่าง 33-59% การแช่แข็งในรูปเม็ดใช้ได้สะดวกและอัตราการผสมดีกว่าในรูปหลอด
ฟาง การละลายเพื่อการผสมเทียมไม่ควรเกิน 10 วินาที  2)ปลาไน สารประกอบที่มีความเข้มข้น
มากกว่า 1,200 mOsm/kg มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการผสมของน ้าเชื อ 3) ปลาบึก การ
ใช้ DMSO ในการแช่แข็งไม่ควรเกิน 10% อัตราน ้าเชื อต่อสารประกอบควรใช้ 1:3  4) ปลาเทพา 
สารประกอบที่เหมาะสมประกอบด้วย NaCl 750 mg , KCl 100 mg , Glucross 100 mg และ 
DMSO 10% ในน ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร  5) ปลากระโห้ อัตราการลดอุณหภูมิก่อนการแช่แข็งควรอยู่
ระหว่าง 10-15 องศาเซลเซียส ต่อนาที ความเข้มข้นของน ้าเชื ออยู่ระหว่าง 250-300 mOsm/kg 6) 
ปลาดุกรัสเซีย ระดับการเคลื่อนที่ของอสุจิสดเคลื่อนที่ได้นานที่สุด 45 วินาที  

Conget et al. (1996) ใช้ cryoprotectant ต่างๆชนิด ในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลา 
rainbow trout แบบแช่แข็ง  พบว่า การใช้ dimethyl sulfoxide (DMSO) ร่วมกับ sucrose ให้
ผลดีที่สุดในการท้าน ้าเชื อแช่แข็ง โดยระยะเวลาที่เจือจางน ้าเชื อใน cryoprotectant ก่อนท้าการแช่
แข็งไม่ควรเกิน 10 นาที และการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งอย่างรวดเร็ว (30 องศาเซลเซียส/นาที) มีผล
ท้าให้สเปิร์มมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวที่สูงกว่าการลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ (1 องศาเซลเซียส/นาที 
และ 10 องศาเซลเซียส/นาที) 

Gwo et al. (1991)  ได้ศึกษาการเก็บน ้าเชื อปลา Atlantic croaker แบบแช่แข็ง พบว่า 
sperm extender ที่ประกอบด้วย เกลือแกง กลูโคส และ ซูโครส สามารถใช้เจือจางน ้าเชื อขณะท้า
การแช่แข็ง โดยมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับ sperm extender ชนิดอื่นๆ ที่มีความสลับซับซ้อน หรือ
มีสารเคมีหลายชนิดเป็นองค์ประกอบ  และยังพบว่าอัตราการลดอุณหภูมิแช่แข็งตั งแต่ –10 องศา
เซลเซียส/นาที จนถึง –150 องศาเซลเซียส/นาที  ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิขณะน้ามาผสมกับไข่ 
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Rana and McAndrew (1989)  รายงานการท้าน ้าเชื อปลานิลแช่แข็งโดยเจือจางน ้าเชื อใน
สารละลาย Ringer ที่มี methanol เป็น cryoprotactant ที่ระดับต่างๆกัน ในหลอดฟางขนาด 0.5 
ml. พบว่า การใช้ methanol 10 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลดีที่สุดในการปกป้องเซลล์  และการลดอุณหภูมิ
ขณะแช่แข็งในอัตราที่แตกต่างกัน ตั งแต่ 5 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 50 องศาเซลเซียส/นาที ก่อน
เก็บในไนโตรเจนเหลว ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธ ิ

Tiersch et al. (1994) ได้น้ าน ้ า เชื อปลา channel catfish มาแช่แข็ งโดยผสม 
cryoprotectant ต่างๆชนิด และ Hank’s balanced salt solution ลงไปในน ้าเชื อ พบว่า 
methanol ให้ผลดีที่สุดในการเก็บรักษาน ้าเชื อโดยที่สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ และมีความสามารถใน
การปฎิสนธิกับไข่เทียบเท่ากับ การใช้น ้าเชื อสดที่รีดออกมาใหม่ๆ     

Vuthiphandchai et al. (2009a) ได้พัฒนาวิธีการการเก็บรักษาน ้าเชื อปลากะพงแดง 
(Lutjanus argentimaculatus) ด้วยการใช้สาร cryoprotectants 10 ชนิดที่ 4 ระดับความเข้มข้น 
โดยลดอุณหภูมิแตกต่างกัน 2 รูปแบบด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งอัตโนมัติ พบว่า น ้าเชื อปลากะพง
แดงที่อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration period) ใน dimethylsulfoxide 10% นาน 10 นาทีเมื่อ
ลดอุณหภูมิในอัตรา 10 องศาเซลเซียส/นาทีจากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียสจนถึง -80 องศา
เซลเซียสแล้วใส่ในไนโตรเจนเหลวจะมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (post-thaw sperm motility) และ
การมีชีวิตของสเปิร์ม (post-thaw sperm viability) มีค่าสูงสุด (>90%) หลังการละลายน ้าเชื อ 
(thawing)  และน ้าเชื อปลากะพงแดงที่แช่แข็งเหล่านี สามารถปฏิสนธิกับไข่ปลากะพงแดงให้ค่า
ปฏิสนธิมีค่าไม่แตกต่างทางสถิติกลุ่มควบคุมที่ใช้น ้าเชื อสด 
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ และสำรเคมี 

  กล่องโฟม (Styrofoam box) 
บีกเกอร์ขนาดต่างๆ 

  ขวดรูปชมพู่ขนาด 125  250 และ 500 มิลลิลิตร 
  ไมโครปิเปตขนาดต่างๆ  
  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  เข็มเขี่ย 

กระดาษกรอง 
  เครื่องชั่งแบบทศนิยม 2 และ 4 ต้าแหน่ง 
  เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) 

เครื่องแช่แข็งอัตโนมัติ (Controlled-rate programmable freezer) 
กล้องจุลทรรศน ์
Hemacytometer 
ถังเก็บไนโตรเจนเหลวขนาดใหญ่ (liquid nitrogen dewar) 
ตู้ควบคุมอุณหภูมิต่้า 
ตู้ autoclave 
ตู้อบเครื่องแก้ว (hot air oven) 
Glass micropipette ขนาด 5,10 และ 100 ไมโครลิตร 
หลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร 
Canister  
Canes 
Goblets 
Vial tubes 
racks 
Tissue culture flasks 
Thermocouple probe thermometer (K-type, HI 91530K, Hanna 
Instruments Inc.) 
Water bath 
Eppendorf tubes 
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
พ่อพันธ์ุปลาไน 

  สารเคมปีระเภทต่างๆที่ใช้ในการแช่แข็ง และการย้อมส ี
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วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1.  การรวบรวมน ้าเชื อปลาไน  
พ่อพันธุ์ปลาไนถูกรวบรวมและล้าเลียงจากฟาร์มเพาะพันธุ์ปลาในจังหวัดชลบุรีและศูนย์วิจัย

และพัฒนาประมงน ้าจืดชลบุรี มายังโรงเพาะฟักของภาควิชาวาริชศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ในช่วง
ฤดูผสมพันธุ์วางไข่  (รูปที่ 1 และรูปที่ 2)  การล้าเลียงพ่อพันธุ์ปลาไนที่สมบูรณ์เพศได้ล้าเลียงใน
ถุงพลาสติกที่อัดออกซิเจนโดยใส่เกลือแกงเพื่อลดความเครียดระหว่างการล้าเลียงประมาณ 1 ชั่วโมง     
พ่อพันธุ์ทั งหมดที่ล้าเลียงมาถูกน้ามาพักไว้ในโรงเพาะฟัก โดยใส่ยาเหลืองและฟอร์มาลินระยะเวลา
ประมาณ 30 นาทีเพื่อป้องกันพยาธิที่อาจติดมาระหว่างล้าเลียง จากนั นย้ายพ่อพันธุ์ปลาไนมาไว้ในบ่อ
ซิเมนต์ขนาด 10 ตัน จ้านวน 15 ตัวต่อบ่อ รวม 2 บ่อ เพื่อให้ปลาปรับตัวกับสภาพแวดล้อมใหม่ 
จากนั นท้าการเลี ยงขุนพ่อพันธุ์ปลาในบ่อด้วยอาหารเม็ดที่มีโปรตีน 35% วันละ 2 ครั ง เวลาเช้าและ
เย็น ในอัตรา 3% น ้าหนักตัว/วันตลอดระยะเวลาการวิจัย    การดูแลสุขภาพปลาไน ได้มีการดูแล
อย่างสม่้าเสมอทุกวัน โดยมีการดูดถ่ายตะกอนในบ่อทุกๆ 2 วันและเปลี่ยนถ่ายน ้าในบ่อประมาณ 30-
40% ทุกๆ 5-7 วัน และมีการให้อากาศผ่านหัวทรายอย่างเพียงพอและตรวจวัดคุณภาพน ้าในบ่อ
ทดลอง   พ่อพันธุ์ปลาไนที่มีความสมบูรณ์เพศ มีลักษณะภายนอกปกติ ไม่มีเชื อโรคและพาราไซด์ 
ผ่านหลักเกณฑ์ที่ก้าหนดไว้ถูกรวบรวมไปเลี ยงขุนในบ่อเพ่ือการรวบรวมน ้าเชื อมาแช่แข็งต่อไป 

การรวบรวมน ้าเชื อปลาไนได้ท้าหลังจากปลาปรับตัวเป็นเวลา 7 วัน เริ่มจากจับปลาออกมา
ด้วยสวิง แล้วน้ามาแช่ในยาสลบ (phenoxyethanol) 10 ppm ประมาณ 5 นาที เพื่อไม่ให้ปลา
เครียดระหว่างการรีดน ้าเชื อ น้าปลามาชั่งน ้าหนัก วัดความยาว แล้วเช็ดบริเวณล้าตัวปลาให้แห้งสนิท
ก่อนที่ท้าการรีดน ้าเชื อออกมาเพื่อประเมินคุณภาพของน ้าเชื อ   การรีดน ้าเชื อปลาแต่ละตัวท้าโดย
หงายท้องปลาขึ น ใช้นิ วมือกดบริเวณท้องเบาๆแล้วรีดลงมาตั งแต่บริเวณครีบอก (pectoral fin) มาถึง
บริเวณช่องเพศ (urogenital papillae) ได้น ้าเชื อ (semen) สีขาวขุ่นออกมา (รูปที่ 3) รวบรวม
น ้าเชื อไปใส่ในภาชนะแล้วจึงเก็บรักษาไว้บนน ้าแข็งเพื่อรักษาคุณภาพน ้าเชื อก่อนการใช้ในการทดลอง 
(รูปที่ 4)   ในการทดลองแต่ละครั งจะท้าการรีดน ้าเชื อปลาแต่ละตัวแล้วน้าน ้าเชื อของปลาแต่ละตัวมา
รามกันเป็นน ้าเชื อรวม (pooled semen) ของพ่อพันธุ์ปลาหลายตัวส้าหรับแต่ละชุดการทดลอง
เพื่อลคความแปรปรวนคุณภาพน ้าเชื อปลาแต่ละตัว (individual variation) ที่อาจส่งผลต่อการ
ทดลอง   ในระหว่างการรวบรวมน ้าเชื อ ท้าการลดการปนเปื้อนของปัสสาวะที่จะมากับน ้าเชื อขณะรีด 
โดยกดเบาๆโดยรอบบริเวณช่องเพศปลา เพื่อรีดเอาปัสสาวะออกจากตัวปลาให้ได้ปริมาณมากที่สุด 
(clearance of urinary bladder) เมื่อเห็นว่าไม่มีปัสสาวะออกมาแล้ว จึงท้าการรีดน ้าเชื อ โดยกด
ส่วนท้องตั งแต่บริเวณครีบอกมายังช่องเพศตามที่กล่าวมาแล้ว    การประเมินคุณภาพน ้าเชื อพิจารณา
จาก parameter ที่ส้าคัญ ได้แก่การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (sperm motility) ความหนาแน่นของ
สเปิร์ม (sperm density) การมีชีวิตของสเปิร์ม (sperm viability) และ แรงดันออสโมซิสของน ้าเชื อ 
(osmolality)   น ้าเชื อที่มีคุณภาพดีเท่านั นถูกน้ามาใช้ในการแช่แข็งน ้าเชื อ โดยต้องเป็นน ้าเชื อที่มี
ลักษณะขาวขุ่น และไม่มีเมือก หรือ เลือดปน และต้องมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของส เปิร์มที่สูง 
(มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์) โดยน ้าเชื อเหล่านี ถูกเก็บไว้บนน ้าแข็งอย่างมากไม่เกิน 30 นาทีในระหว่าง
ขั นตอนการแช่แข็งน ้าเชื อ   น ้าเชื อรวมที่มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มต่้ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์
ไม่ได้น้ามาใช้ในการทดลองเพื่อให้มั่นใจว่าขณะเริ่มการทดลองน ้าเชื อปลามีคุณภาพที่ดีพอ  ในกรณีที่
พ่อพันธุ์ปลาไนมีน ้าเชื อน้อยไม่เพียงพอแก่การทดลองในบางช่วงของฤดูกาล ท้าการฉีดพ่อพันธุ์ปลา
ด้วยฮอร์โมนเพื่อกระตุ้นการสร้างน ้าเชื อ โดยฉีดด้วย suprefact (gonadotropin- 
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รูปที่ 1  พ่อพันธุ์ปลาไน 
 

 

   
 
รูปที่ 2  การรวบรวมพ่อพันธุ์ปลาไนมาใช้ในการทดลอง 
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รูปที่ 3  การรดีน ้าเชื อปลาไนมาใช้ในการทดลอง 
 

 

 
 
รูปที่ 4  น ้าเชื อปลาไนที่รวบรวมมาใช้ในการทดลอง 
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releasing hormone analogue; GnRHa) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมน ้าหนักปลา 
ร่วมกับ motillium (dopamine antagonist) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้าหนักปลาเพื่อ
กระตุ้นให้ปลามีน ้าเชื อในปริมาณที่มากขึ น โดยรีดน ้าเชื อหลังฉีดฮอร์โมนประมาณ 12 ชั่วโมง       
 

2. การประเมินคุณภาพน ้าเชื อปลาไน  
ความหนาแน่นของสเปิร์มปลาไน ถูกประเมินโดยการเจือจางน ้าเชื อ (10 ไมโครลิตร) ด้วย 

0.9% saline โดยเจือจาง 5,000 เท่า ผสมให้เข้ากันใน vial ด้วยการใช้ vortexer แล้วจึงน้าน ้าเชื อที่
ถูกเจือจางไปหยดบน hemacytometer และ นับจ้านวนสเปิร์มที่พบโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์
ก้าลังขยาย 400 เท่า แล้วจึงค้านวณกลับหาความหนาแน่นของสเปิร์ม    การประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มท้าโดยการหยดตัวอย่างน ้าเชื อ (5 ไมโครลิตร) ลงบนกระจกสไลด์ที่สะอาดแล้วจึงหยด 
0.4% NaCl ลงไป 100 ไมโครลิตร พร้อมกับปิดด้วย cover glass เบาๆอย่างรวดเร็วเพื่อกระตุ้นให้
สเปิร์มเคลื่อนที่แล้วจึงประเมินเปอร์เซนต์ที่สเปิร์มเคลื่อนที่ทันทีให้เสร็จภายใน 15 วินาที โดยใช้กล้อง
จุลทรรศน์ก้าลังขยาย 100 เท่า เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (percentage of motile sperm) 
ประเมินจาก จ้านวณสเปิร์มที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าอย่างรวดเร็วเมื่อถูกกระตุ้นด้วย 0.4% NaCl โดย
แบ่งระดับที่สเปิร์มเคลื่อนที่ไว้ 6 ระดับ คือ สเปิร์มที่เคลื่อนที่ได้ 0%, 20%, 40%, 60%, 80% และ 
100% (Vuthiphandchai and Zohar, 1999)   การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มท้า 3 ซ ้า โดย
การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในแต่ละสไลด์ได้สุ่มประเมิน 3 จุดในเวลาไม่เกิน 15 วินาที ท้าให้
มีจ้านวนซ ้าย่อยรวม 9 ซ ้า (pseudoreplicates)    การมีชีวิตของสเปิร์มที่มีชีวิตเช็คโดยการน้าเอา
น ้าเชื อ (5 ไมโครลิตร) มาย้อมสีด้วยสารละลาย eosin-nigrosin (5 ไมโครลิตร) แล้วจึงสุ่มนับจ้านวน 
สเปิร์มที่มีชีวิตซึ่งจะไม่ติดสีย้อมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 400 เท่า โดยสเปิร์มที่ตายจะติดสี
ม่วง แล้วจึงค้านวณกลับหาเปอร์เซนต์ของสเปิร์มที่ มีชีวิต (percentage of viable sperm; 
Fribourgh, 1966)   ส้าหรับการประเมินแรงดันออสโมซิสของน ้าเชื อ ท้าโดยน้าน ้าเชื อมา centrifuge 
ด้วยความเร็วสูงเพื่อแยก seminal fluid ออกจากสเปิร์ม จากนั นน้า seminal fluid ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรมาวัด osmolarity โดยการใช้เครื่อง osmometer    การประเมินความหนาแน่นของ
สเปิร์ม การมีชีวิตของสเปิร์ม และแรงดันออสโมซิสของน ้าเชื อได้ท้าการทดลอง 3 ซ ้า    

 
3.   การศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ที่

เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็ง 
ในขั นตอนนี มีวัตถุประสงค์เพื่อต้องการทราบชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทค

แทนท์ที่ เหมาะสมก่อนที่จะน้าไปใช้ในการท้าน ้าเชื อแบบแช่แข็งโดยการประเมินความเป็นพิษ 
(toxicity test) ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม การทดลองเริ่มจากน้า
น ้าเชื อปลาไนที่รวบรวมมาใหม่ (freshly collected semen) มาเจือจางในสารละลาย Ca-F HBSS 
(calcium free Hank’s balanced salt solution) ซึ่งเป็นสารละลายบัฟเฟอร์ที่นิยมใช้เป็นส่วนผสม
ในการแช่แข็งน ้าเชื อปลาที่ไม่มีเกล็ด (Mongkonpunya et al. 1995) โดยที่ Ca-F HBSS จะไม่มีผล
กระตุ้นให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่แต่จะไปเจือจางน ้าเชื อโดยที่สเปิร์มยังคงมีคุณภาพไม่เปลี่ยนแปลง ใน
ขณะเดียวกันสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆ 9 ชนิดที่ออกฤทธิ์ภายนอกเซลล์และภายในเซลล์ ถูก
เตรียมขึ นมาที่ความเข้มข้นต่างๆโดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ Ca-F HBSS เช่นกัน แล้วจึงผสมเข้ากับ
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น ้าเชื อที่ถูกเจือจางไว้ก่อนหน้านี เพื่อให้ได้ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของสารไครโอโพรเทคแทนท์
ตามที่ต้องการ    

สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้ในการศึกษา ได้แก่ dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene 
glycol, propylene glycerol, acetamide, sucrose, glycerol, formamide, ethanol และ 
methanol โดยสารไครโอโพรเทคแทนท์แต่ละชนิดถูกผสมไปในน ้าเชื อที่ถูกเจือจางด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ Ca-F HBSS (extended milt) เพื่อให้มีความเข้มข้นสุดท้าย (final concentration) ของ
สารไครโอโพรเทคแทนท์ตามที่ก้าหนดเป็นเป็น 5%, 10%, 15% และ 20% โดยใช้อัตราส่วนของ
น ้าเชื อที่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ (extended milt) : สารไครโอโพรเทคแทนท์ เท่ากับ 1:1 
ภายใน tissue culture flask ขนาด 25 มิลลิลิตร    การประเมินเปอร์เซ็นต์ของสเปิร์มที่เคลื่อนที่ใน
การทดลองนี ได้ท้าในระยะเวลาต่างๆกันหลังจากใส่สารไครโอโพรเทคแทนท์ลงไปในน ้าเชื อที่ถูกเจือ
จาง เริ่มตั งแต่เวลา 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที โดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มกับกลุ่มควบคุมซึ่งใช้น ้าเชื อสดของปลาไนที่เจือจางด้วย 0.4% NaCl     การ
ประเมินความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อสเปิร์ม ท้าการทดลอง 6 ซ ้าที่อุณหภูมิห้อง 
(25 องศาเซลเซียส)    การทดลองในขั นตอนนี ท้าให้ทราบว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดใด และ
ความเข้มข้นช่วงใดที่เป็นพิษหรือท้าให้สเปิร์มหยุดเคลื่อนที่หรือเคลื่อนที่ลดลง ท้าให้สามารถพิจารณา
เลือกเฉพาะสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เป็นพิษน้อยมาใช้ในการแช่แข็งน ้าเชื อต่อไป  

 
3. การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม

ปลาไนที่ผ่านการแช่แข็ง 
การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนเริ่มจากการน้าเอาน ้าเชื อปลาไนที่รวบรวมมาจากปลา

หลายตัว (pooled milt) มาเจือจางในสารละลาย Ca-F HBSS แล้วจึงผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์
ชนิดที่ได้คัดเลือกมาจากข้อ 2 ในระดับความเข้มข้นสุดท้ายที่แตกต่างกันตั งแต่ 5%, 10%, 15% และ 
20% แล้วปล่อยไว้ให้น ้าเชื อที่ถูกเจือจางอยู่ในภาวะสมดุลย์ (equilibration period) ที่อุณหภูมิห้อง
ก่อนที่จะถูกรวบรวมน ้าเชื อเหล่านั นใส่ในหลอดฟาง (straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร (รูปที่ 5) ท้าการ
ปิดปลายหลอดฟางให้แน่นด้วยความร้อน (รูปที่ 6 และรูปที่ 7) ปล่อยทิ งไว้นาน 10 นาที จึงน้าหลอด
ฟางไปลดอุณหภูมิในเครื่องแช่แข็งอัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer; รูปที่ 8) 
ท้าการลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียส มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียส 
ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที แล้วน้าหลอดฟางไปเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวนาน 1 และ 7 วัน เมื่อครบก้าหนดการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวจึงน้าหลอดฟางมา
แช่ใน warter bath อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน5 วินาที ท้าการตัดหลอดฟางเพื่อประเมินการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm motility) โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้า 
 
 4.  การวิเคราะห์ทางสถิต ิ  

ข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม การมีชีวิตของสเปิร์ม ความหนาแน่นของสเปิร์ม 
ความดันออสโมติกน ้าเชื อ ในแต่ละชุดการทดลองถูกน้าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตราฐาน 
(standard deviation) และถูกน้ามาวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธีการ Analysis of 
variance (two-way ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% และเปรียบเทียบความแตกต่างของ
ค่าเฉลี่ยในชุดการทดลองด้วย Duncan’s new multiple range test โดยใช้โปรแกรมสถิติ SPSS 
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รูปที่ 5  หลอดฟางส้าหรับใช้ในการทดลองแช่แข็ง 
 
 

 
 
รูปที่ 6  การปดิปลายหลอดฟาง 
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รูปที่ 7 ลักษณะของหลอดฟางที่ปิดปลายหลอดก่อนการแช่แข็ง 
 
 

 
 
 รูปที่ 8 เครื่องแช่แข็งอัตโนมัต ิ
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง    

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 3 ตอน คือ 

1.  การเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มปลาไน 
2.  ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ต่อการเคลื่อนที่

สเปิร์มปลาไน 
3. การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนที่

ผ่านการแช่แขง็ 
 
1. การเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มปลาไน 

 น้้าเช้ือสดที่รวบรวมมาใหม่ๆ (freshly collected milt) ของปลาไนที่น้ามาใช้ในการศึกษา มี
การเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าเชื้อดังแสดงในตารางที่ 1 โดยแรงดันออสโมติกของน้้าเชื้อ (osmolality) 
มีค่าเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 269.8-290.2 mOsm/kg  เปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มีค่าระหว่าง 86.7-
100% ในขณะที่เปอร์เซนต์การมีชีวิตของสเปิร์มมีค่าเฉลี่ยประมาณ 91.2-97.2% และความหนาแน่น
ของสเปิร์มมีเฉลี่ยระหว่าง 0.9 x109 ตัว/ซีซี -5.5 x109 ตัว/ซีซี 

 
ตารางที่ 1  การเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าเช้ือปลาไนในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ 
 

เดือน 
 

แรงดันออสโม
ติกของน้้าเช้ือ 
(mOsm/kg) 

การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม (%) 

การมีชีวิตของ
สเปิร์ม (%) 

ความหนาแน่นของ
สเปิร์ม (x109 ตัว/ซีซี) 

พฤศจิกายน 285.3±1.6 a 100±0 a 95.6±1.3 a 4.9±0.6 a 
ธันวาคม 284.9±2.9 a 100±0 a 94.7±1.4 a 5.5±0.7 a 
มกราคม 290.2±1.8 a 100±0 a 97.2±0.9 a 3.3±0.8 b 
กุมภาพันธ์ 274.9±2.6 b 100±0 a 96.3±0.7 a 2.1±0.7 bc 
มีนาคม 269.8±2.2 b 100±0 a 93.8±0.5 a 1.8±0.6 c 
เมษายน 
พฤษภาคม 
มิถุนายน 

275.6±1.4 b 

281.8±1.5 ab 

269.8±2.2 b 

86.7±2.7 b 

100±0 a 

100±0 a 

91.2±1.3 a 

94.8±1.5 a 

95.8±1.8 a 

1.4±0.5 c 

3.9±0.8 ab 

4.1±1.2ab 

ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
  

2. ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ต่อการ
เคลื่อนที่สเปิรม์ปลาไน 

 
2.1 DMSO 
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 การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสด (freshly collected milt) มีเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนทีข่องสเปิร์มเท่ากับ 100%   น้้าเช้ือปลาไนที่เจือจางใน Ca-F HBSS เมื่อน้ามาใส่
สารละลาย DMSO ให้ได้ความเข้มข้นสุดทา้ย 5, 10, 15 และ 20% นา้ไปทดสอบการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มที่เวลาต่างๆกัน พบว่า ในทุกความเขม้ข้น สเปิรม์ปลาไนยังมีการเคลื่อนที่เมื่อเวลาผ่านไป 180 
นาที โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที สเปิรม์มีการเคลื่อนที่มากกว่า 97% (ตารางที่ 2)   
 จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20% มีผลท้าให้เปอร์เซน็ต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) 
 - เวลาทีใ่ช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนกับสารละลาย DMSO มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)  
 
ตารางที่ 2 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย DMSO 

ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
        

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.3 100±0 a.2 100±0 a.4 100±0 a.4 
0 100±0 a.3 100±0 a.2 100±0 a.4 97.8±2.2 a.4 
10 100±0 a.3 100±0 a.2 100±0 a.4 97.8±2.2 a.4 
20 100±0 a.3 100±0 a.2 100±0 a.4 97.8±2.2 a.4 
30 100±0 a.3 100±0 a.2 97.8±2.2 a.43 95.6±2.2 a.4 
60 100±0 a.3 97.8±2.2 b.2 97.8±2.2 ab.43 93.3±1.1b.4 
90 97.8±2.2 a.32 97.8±2.2 a.2 97.8±2.2 a.43 91.1±2.2 a.4 
120 97.8±2.2 a.32 97.8±4.4 a.2 93.3±1.1 a.32 75.6±2.2 b.3 
150 93.3±3.9 a.21 95.6±2.2 a.2 91.1±2.2 a.21 51.1±2.2 b.2 
180 91.1±2.2 a.1 88.9±2.2 a.1 86.7±3.9 a.1 44.5±2.2 b.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.2 Ethylene  glycol  
การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  มีเปอรเ์ซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์มเท่ากับ 

100%   ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนทีผ่สมในสารละลาย ethylene  glycol ความ
เข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20%  พบว่า  ในทุกความเข้มข้น สเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่เมื่อเวลาผ่าน
ไป 180 นาท ีโดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที สเปิร์มมีการเคลื่อนที่มากกว่า 77% (ตารางที่ 3)   
 จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 

 - สารละลาย ethylene glycol ที่ความเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20% มีผลท้าให้
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) 

 - เวลาที่ใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนกับสารละลาย ethylene glycol มีผลท้าให้
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)   
 
ตารางที่ 3  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย

ethylene  glycol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.4 100±0 a.4 100±0 a.8 100±0 a.5 
0 100±0 a.4 100±0 a.4 97.8±2.2 a.8 97.8±2.2 a.5 
10 100±0 a.4 95.6±2.2 a.4 77.8±2.2 b.7 77.8±2.2b.4 
20 97.8±2.2 a.4 93.3±0 a.4 77.8±2.2 b.6 75.6±2.2 b.4 
30 95.6±2.2 a.43 93.3±0 a.4 62.2±2.2 b.5 57.8±2.2 b.3 
60 95.6±2.2 a.43 82.2±2.2 b.3 57.8±2.2 c.5 48.9±2.2 d.2 
90 88.9±2.2 a.32 77.8±5.9 a.3 48.9±3.9 b.4 33.3±3.9c.1 
120 86.7±3.9 a.32 53.3±3.9 b.2 42.2±2.2 c.3 31.1±2.2 d.1 
150 66.7±3.9 a.1 48.9±2.2 b.21 35.6±2.2 c.2 28.9±2.2 c.1 
180 60±0 a.1 42.2±2.2 b.1 28.9±2.2 c.1 28.9±2.2 c.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.3 Propylene  glycol  
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนที่ผสมในสารละลาย propylene  
glycol ความเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20%  พบว่า  ในทุกความเข้มข้น สเปิร์มยังมีการ
เคลื่อนที่เมื่อเวลาผ่านไป 180 นาที โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาท ีสเปิร์มมีการเคลื่อนทีม่ากกว่า 97% 
(ตารางที่ 4)   
 จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - สารละลาย propylene glycol ที่ความเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20% มีผลทา้ให้
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)   
 - เวลาทีใ่ช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนกับสารละลาย propylene glycol มีผลท้าให้
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) 
 
ตารางที่ 4  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย 

propylene  glycol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.4 100±0 a.4 100±0 a.4 100±0 a.4 
0 100±0 a.4 100±0 a.4 100±0 a.4 100±0 a.4 
10 100±0 a.4 100±0 a.4 97.8±2.2 a.4 97.8±2.2 a.4 
20 100±0 a.4 97.8±2.2 a.43 97.8±2.2 a.4 97.8±2.2 a.4 
30 100±0 a.4 97.8±2.2 a.43 97.8±2.2 a.4 97.8±2.2 a.4 
60 77.8±2.2 b.3 95.6±2.2 a.43 91.1±2.2 a.3 97.8±2.2 a.4 
90 71.1±2.2 c.2 93.3±1.1 ab.43 88.9±2.2 b.3 95.6±2.2 a.4 
120 71.1±2.2 b.2 86.7±3.9 a.3 86.7±1.1 a.32 75.6±2.2 b.3 
150 46.7±0 b.1 73.3±3.9 a.2 82.2±2.2 a.2 51.1±2.2 b.2 
180 44.5±2.2 b.1 35.6±1.1 c.1 77.8±2.2 a.1 44.5±2.2 b.1 

  
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.4 Acetamide  
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผสมในสารละลาย acetamide ความเข้มขน้ 
5%, 10%, 15% และ 20% พบว่า ในทุกความเข้มขน้ สเปิร์มยังมกีารเคลื่อนที่เมื่อเวลาผ่านไป 30 
นาท ี โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาท ี สเปิร์มในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที่มากกว่า 42% แต่ 
acetamide ความเข้มข้น 15% และ 20% มีผลท้าให้สเปิร์มหยุดเคลื่อนที่หลังการเจือจางนาน 60 
นาทีขึ้นไป (ตารางที่ 5)   
 จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - สารละลาย acetamide ทีค่วามเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20% มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนทีข่องสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)   
 - เวลาที่ใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนกับสารละลาย acetamide มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) 
 
ตารางที่ 5  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย  
              acetamide ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.2 100±0 a.7 100±0 a.5 100±0 a.4 
0 100±0 a.2 100±0 a.7 100±0 a.5 100±0 a.4 
10 100±0 a.2 97.8±2.2 a.76 68.9±2.2 b.4 42.2±2.2 c.3 
20 97.8±2.2 a.2 93.3±1.1 a.65 55.5±2.2 b.3 24.5±2.2 c.2 
30 95.6±2.2 a.21 91.1±2.2 a.54 24.5±4.4 b.2 2.2±2.2 c.1 
60 95.6±2.2 a.21 86.7±1.1 b.43 0 c.1 0 c.1 
90 95.6±2.2 a.21 86.7±1.1 b.43 0 c.1 0 c.1 
120 95.6±2.2 a.21 82.2±2.2 b.32 0 c.1 0 c.1 
150 91.1±2.2 a.1 80±0 b.2 0 c.1 0 c.1 
180 91.1±2.2 a.1 64.4±4.4 b.1 0 c.1 0 c.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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 2.5 Sucrose 
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผสมในสารละลาย sucrose ความเข้มข้น 
5%, 10%, 15% และ 20%  พบว่า  ที่ความเข้มข้น 5% และ 10% สเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่เมื่อเวลา
ผ่านไป 180 นาที โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาท ี สเปิรม์มีการเคลื่อนที่มากกว่า 91% แตใ่นความ
เข้มข้น 15% สเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่เมื่อเวลา 180 นาที  ส่วนความเข้มข้น 20% สเปิร์มหยุดการ
เคลื่อนที่เมื่อเวลา 150 นาท ี(ตารางที่ 6)   
 จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - สารละลาย sucrose ที่ความเข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20% มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)   
 - เวลาที่ใชใ้นการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนกับสารละลาย sucrose มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)   
 
ตารางที่ 6 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย sucrose 

ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.2 100±0 a.5 100±0 a.4 100±0 a.5 
0 100±0 a.2 100±0 a.5 100±0 a.4 95.6±2.2 b.5 
10 100±0 a.2 100±0 a.5 100±0 a.4 91.1±2.2 b.5 
20 100±0 a.2 100±0 a.5 97.8±2.2 a.4 82.2±2.2 b.4 
30 95.6±2.2 a.2 93.3±3.9 a.54 95.6±2.2 a.4 75.6±2.2 b.4 
60 95.6±2.2 a.2 88.9±2.2a.4 68.9±5.9 b.3 44.5±2.2 c.3 
90 93.3±3.9 a.2 88.9±2.2 a.4 33.3±3.9 b.2 13.3±3.9 c.2 
120 88.9±2.2 a.2 55.6±4.4 b.3 26.7±1.1 c.2 6.7±3.9 d.21 
150 68.9±8.9 a.1 42.2±2.2 b.2 2.2±2.2 c.1 0 c.1 
180 66.7±6.7 a.1 26.7±6.7 b.1 0 c.1 0 c.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.6 Glycerol 
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผสมในสารละลาย glycerol ความเข้มข้น 
5%, 10%, 15% และ 20% พบว่า ในทุกความเข้มขน้สเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่เมือ่เวลาผ่านไป 30 
นาท ี โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที สเปิรม์ในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที่ระหว่าง 24.4-44.2% 
และการใช้ glycerol ที่ความเข้มข้น 5% และ 10% มีผลท้าให้สเปิรม์หยุดเคลื่อนทีห่ลังการเจือจาง
ผ่านไป 120 นาที และ 90 นาทีตามล้าดับ ในขณะที่การใช้ glycerol ที่ความเข้มข้น 15% และ 20% 
มีผลท้าให้สเปริ์มหยุดเคลื่อนที่หลังการเจือจางผ่านไปพียง 60 นาทีเท่านั้น (ตารางที่ 7)    
 
ตารางที่ 7  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย 

glycerol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.5 100±0 a.7 100±0 a.6 100±0 a.56 
0 100±0 a.5 95.5±2.2 a.6 91.7±2.2 ab.5 86.7±2.2 b.5 
10 35.5±2.2 b.4 44.2±2.2 a.5 35.5±2.2 b.4 24.4±2.2 c.4 
20 28.7±2.2 a.3 31.1±2.2 a.4 24.4±2.2 ab.3 15.5±2.2 c.3 
30 24.4±2.2 a.3 24.4±2.2 a.3 15.7±3.8 b.2 8.8±2.2 c.2 
60 17.8±2.2 a.2 8.8±3.8 b.2 0 c.1 0 c.1 
90 16.7±2.2 a.2 0 b.1 0 b.1 0 b.1 
120 0 a.1 0 a.1 0 a.1 0 a.1 
150 0 a.1 0 a.1 0 a.1 0 a.1 
180 0 a.1 0 a.1 0 a.1 0 a.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.7 Formamide 
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผสมในสารละลาย formamide ความเข้มข้น 
5%, 10%, 15% และ 20% พบว่า ในทุกความเข้มขน้สเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่เมือ่เวลาผ่านไป 30 
นาท ีโดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที สเปิร์มในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที่ระหว่าง 20-44.4% และ
การใช ้ formamide ที่ความเข้มข้น 5% มีผลท้าให้สเปิรม์หยุดเคลื่อนทีห่ลังการเจือจางผ่านไป 120 
นาที ในขณะที ่formamide ที่ความเข้มข้น 10, 15% และ 20% มีผลทา้ให้สเปิร์มหยดุเคลื่อนที่หลัง
การเจือจางผ่านไปพียง 60 นาทีเท่านั้น (ตารางที่ 8)    
   
ตารางที่ 8  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย 

formamide ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0a.6 100±0 a.5 100±0 a.5 100±0 a.5 
0 92.5±2.2 a.5 86.7±2.2 a.4 91.7±2.2 a.4 76.7±2.2 b.4 
10 44.4±2.2 a.4 33.3±3.9 b.3 35.5±2.2 b.3 20±3.8 c.3 
20 26.7±3.8 a.3 8.8±2.2 c.2 15.7±2.2 b.2 17.8±2.2 b.3 
30 33.3±3.9 a.3 8.8±2.2 b.2 8.7±2.2 b.2 8.8±2.2 b.2 
60 11.1±2.2 a.2 0 b.1 0 b.1 0 b.1 
90 8.8±2.2 a.2 0 b.1 0 b.1 0 b.1 
120 0 a.1 0 a.1 0 a.1 0 a.1 
150 0 a.1 0 a.1 0 a.1 0 a.1 
180 0 a.1 0 a.1 0 a.1 0 a.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.8 Ethanol 
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผสมในสารละลาย ethanol ความเข้มข้น 
5%, 10%, 15% และ 20% พบว่า พบว่า ในทุกความเข้มข้นเมื่อเวลาผ่านไป 180 นาที สเปิรม์ยังคง
มีการเคลื่อนที ่ โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที สเปิร์มมีการเคลื่อนที่มากกว่า 80% (ตารางที่ 9)   
  
ตารางที่ 9  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย 

ethanol ทีค่วามเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0a.5 100±0 a.6 100±0 a.6 100±0 a.8 
0 100±0 a.5 95.5±2.2 a.65 82.2±2.2 b.54 86.7±2.2 b.7 
10 100±0 a.5 91.1±2.2 b.5 82.2±2.2 c.54 80±0 c.56 
20 95.5±2.2 a.4 80±0 b.4 80±0 b.54 82.2±2.2 b.6 
30 84.4±2.2 a.3 80±0 a.4 75.5±2.2 b.4 75.6±2.2 b.5 
60 80±0 a.2 71.1±2.2 b.32 64.4±2.2 c.3 62.2±2.2 c.43 
90 77.8±2.2 a.2 64.4±2.2 b.21 67.7±2.2 b.3 60±0 b.43 
120 77.8±2.2 a.2 60±0 b.1 53.7±1.8 c.21 53.3±3.8 c.32 
150 77.1±2.2 a.2 60±0 b.1 53.7±1.8 c.21 46.7±3.8 d.2 
180 60±0 a.1 56.7±1.9 b.1 46.7±2.9 c.1 32.7±3.8 d.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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 2.9 Methanol 
 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  ปลาไนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม
เท่ากับ 100% ผลการทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผสมในสารละลาย methanol ความเข้มข้น 
5%, 10%, 15% และ 20% พบว่า พบว่า ในทุกความเข้มข้นเมื่อเวลาผ่านไป 180 นาที สเปิรม์ยังคง
มีการเคลื่อนที ่  โดยเมื่อเวลาผ่านไป 10 นาที สเปิรม์ในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที่มากกว่า 
82.2% (ตารางที่ 10)   
  
ตารางที่ 10  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน (C. carpio) หลังเจือจางในสารละลาย   
    methanol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างกัน 
 

เวลา  ความเข้มข้น (%)  
(นาที) 5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด 100±0 a.5 100±0 a.6 100±0 a.7 100±0 a.6 
0 100±0 a.5 95.5±2.2 a.6 95.5±2.2 a.7 86.7±2.2 b.5 
10 91.1±2.2 a.54 86.7±3.8 ab.5 82.2±2.2 b.6 91.3±3.8 a.5 
20 86.7±2.2 a.4 80±0 b.4 84.4±2.2 a.6 57.8±2.2 c.4 
30 84.5±2.2 a.4 77.8±2.2 b.4 73.3±2.2 b.5 46.7±2.2 c.3 
60 86.7±2.2 a.4 64.5±2.2 b.32 57.8±2.2 c.4 35.5±2.2 d.2 
90 73.3±2.7 a.3 62.2±2.2 b.2 48.9±2.2 c.32 22.2±2.2 d.1 
120 68.9±2.2 a.2 60±0 b.2 44.7±1.8 c.2 24.4±2.2 d.1 
150 62.2±2.2 a.1 60±0 b.2 40±0 c.1 20±1.9 d.1 
180 62.2±2.2 a.1 53.3±1.9 b.1 36.7±2.9 c.1 16.7±2.8 d.1 

 
ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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3. การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มีต่อการเคลื่อนทีข่องสเปิร์มปลาไน
ที่ผ่านการแชแ่ข็ง 

 น้้าเช้ือสดปลาไนที่น้ามาใช้ในการแช่แข็งก่อนการแช่แข็งด้วยการเจือจางใน Ca-F HBSS และ
สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด (DMSO, propylene glycol และ ethylene glycol) มีการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม 100%  

น้้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งด้วย Ca-F HBSS และ DMSO 5%, 10%, 15%, และ 20% เมื่อเวลา
ผ่านไป 1 วัน พบว่าสเปิร์มหลังการละลายในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที่ 100% แตเ่มื่อเวลาการ
เก็บรักษาผ่านไป 7 วัน การเคลื่อนทีข่องสเปิร์มลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เหลือค่าเฉลีย่อยู่
ระหว่าง 82.2-88.9% (ตารางที่ 11)  
 น้้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งด้วย Ca-F HBSS และ Propylene glycol 5%, 10%, 15%, และ 
20% เมื่อเวลาผ่านไป 1 วัน สเปิร์มหลังการละลายในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที ่100% แต่มีค่า
ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเวลาผ่านไป 7 วัน โดยชุดการทดลองที่แช่แข็งด้วย 
Propylene glycol 15% และใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส/นาท ี ท้าให้สเปิร์มมีการ
เคลื่อนที่หลังการละลายสูงสุด (68.9%) (ตารางที่ 12) 
 น้้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งด้วย Ca-F HBSS และ Ethylene glycol 5%, 10%, 15%, และ 
20% เมื่อเวลาผ่านไป 1 วัน สเปิร์มหลังการละลายในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที ่100% เช่นกัน
และมีค่าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อเวลาผ่านไป 7 วนั โดยชุดการทดลองที่แช่แข็ง
ด้วย Ethylene glycol ระหว่าง 5-15% และใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 8 องศาเซลเซียส/นาท ีท้าให้
สเปิร์มมีการเคลื่อนที่หลังการละลายสูงสุด (53.3-57.8%) (ตารางที่ 13) 
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ตารางที่ 11  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลงัการแช่แข็งและเก็บรักษาใน  
      ไนโตรเจนเหลวด้วย Ca-F HBSS และ DMSO ที่อัตราการลดอุณหภูมิต่างกัน 

 
วันที ่ อัตราลด

อุณหภูม ิ
DMSO (%) 

5 10 15 20 
น้้าเช้ือสด  100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 

1 8 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 5 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 3 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
7 8 82.2 ± 3.9a,2 84.4 ± 3.9a,2 84.4 ± 7.7a,2 82.2 ± 3.9a,2 
7 5 82.2 ± 3.9a,2 82.2 ± 3.9a,2 88.9 ±3 .9a,2 82.2 ± 3.9a,2 
7 3 82.2 ± 3.9a,2 84.4 ± 7.7a,2 88.9 ± 3.9a,2 84.4 ± 3.9a,2 

 
ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 12  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลงัการแช่แข็งและเก็บรักษาใน  
     ไนโตรเจนเหลวด้วย Ca-F HBSS และ Propylene glycol ที่อัตราการลดอุณหภูม ิ
     ต่างกัน 

 
วันที ่ อัตราลด

อุณหภูม ิ
DMSO (%) 

5 10 15 20 
น้้าเช้ือสด  100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 

1 8 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 5 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 3 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
7 8 57.8 ± 3.9a,3 51.3 ± 6.7a,3 55.6 ± 3.9a,3 57.8 ± 3.9a,2 
7 5 0c,4 0c,4 22.2 ± 3.9b,4 48.9 ± 3.9a,3 
7 3 64.4 ± 3.9a,2 66.7 ± 6.7a,2 68.9 ± 3.9a,2 64.4 ± 7.7a,2 

 
ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 13  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลงัการแช่แข็งและเก็บรักษาใน 
                ไนโตรเจนเหลวด้วย Ca-F HBSS และ Ethylene glycol ทีอ่ัตราการลดอุณหภูมิต่างกัน 
 

วันที ่ อัตราลด
อุณหภูม ิ

Ethylene glycol (%) 
5 10 15 20 

น้้าเช้ือสด  100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 8 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 5 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
1 3 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 100 ± 0a,1 
7 8 57.8 ± 3.9a,2 53.3 ± 6.7a,2 57.8 ± 3.9a,2 0b,3 
7 5 0c,3 22.2 ± 3.9b,3 26.7 ± 6.7b,4 46.7 ± 6.7a,2 
7 3 60 ± 0a,2 60 ± 0a,2 46.7 ± 0b,3 60 ± 0a,2 

 
ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
5.1  การเปลีย่นแปลงคุณภาพสเปิร์มปลาไน 
 คุณภาพสเปิร์มปลาไนที่รวบรวมมาศึกษามีการเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์ม โดยสเปิร์มยังคง
มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มและการมีชีวิตของสเปิร์มที่มีค่าสูงตลอดช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ยกเว้นเดือน
เมษายนที่สเปิร์มเคลื่อนที่ลดลงเล็กน้อย ซึ่งสอดคล้องกับผลงานวิจัยในพ่อพันธุ์ปลาหลายชนิดที่
สเปิร์มยังคงมีการเคลื่อนที่และการมีชีวิตสูงในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่เช่น ปลา Yamu Brycon 
siebenthalae (Eigenmann) (Cruz-Casallas et al., 2005)  ป ล า ไ ห ล  spiny eel 
Mastacembelus mastacembelus (Sahinoz et al., 2007)   ค่าแรงดันออสโมติกของน้้าเชื้อมี
ค่ า ใก ล้ เคี ย งกั บ ที่ พ บ ใน ป ล าดุ ก อุ ย ต าม ที่ ร าย งาน โดย  Tan-Fermin et al. (1999) แ ล ะ
Vuthiphandchai et al. (2009b)    ค่าความหนาแน่นของสเปิร์มปลาไนมีค่าลดลงในเดือนมกราคม
และสูงขึ้นอีกครั้งในเดือนพฤษภาคม ซึ่งเกี่ยวข้องกับการพัฒนาการสร้างสเปิร์ม (spermatogenesis) 
เนื่องจากปลาไนผสมพันธุ์วางไข่ตามฤดูกาล ท้าให้ปลามีสเปิร์มจ้านวนน้อยในช่วงต้นฤดูผสมพันธุ์
วางไข่ และมีจ้านวนสเปิร์มเพิ่มขึ้นตามระยะการพัฒนา แต่ในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่ จ้านวน
สเปิร์มลดลง จึงท้าให้ความหนาแน่นสเปิร์มสูงขึ้น  ซึ่งลักษณะเช่นนี้เหมือนกับการทดลองในปลาดุก
อุย (Vuthiphandchai et al., 2009b) ท้าให้โดยภาพรวมคุณภาพสเปริ์มปลาไนลดลงในช่วงปลายฤดู
ผสมพันธุ์วางไข่ (Rouxel et al., 2008; Sahinoz et al., 2007)  
 
5.2  ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไน 
 การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มแสดงให้เห็นว่า DMSO, 
ethylene glycol, propylene glycol, sucrose, ethanol และ methanol เป็นสารไครโอโพรเทค
แทนท์ที่ควรน้ามาใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนไป เนื่องจาก การใช้สารละลายสารไครโอโพรเทค
แทนท์เหล่านี้ทั้ง 4 ความเข้มข้น ที่ระยะเวลา 10 นาที มีผลท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่เฉลี่ยมากกว่า 
80% ซึ่งเหมาะสมต่อการน้าไปลดอุณหภูมิแช่แข็งต่อไป อย่างไรก็ตาม acetamide, glycerol และ 
formamide เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษสูงต่อน้้าเชื้อปลาไน ไม่ควรน้าไปใช้แช่แข็ง
น้้าเชื้อปลาไนเนื่องจากการใช้สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 3 ชนิดนี้มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มลดลงอย่างรวดเร็ว   โดยทั่วไป DMSO เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่นิยมน้ามาใช้ในการแช่
แข็ งน้้ า เชื้ อปลาหลายชนิด  เช่น  ปลากะพงแดง (Vuthiphandchai et al., 2009a) ปลาบึ ก 
(Mongkonpunya et al., 1995) ปลาตะเพี ยนขาว (Vuthiphandchai et al., 2014) เป็ นต้น     
สาร propylene glycol มีความเป็นพิษต่้าและมีความเหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกัน 
(Horváth and Urbanyi, 2000) และน้้าเช้ือปลาตาเดียว (winter flounder) มากกว่าการใช้ DMSO 
และ glycerol (Rideout et al., 2003) แต่ ethanol มีความเหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเช้ือกดเหลือง
เนื่องจากมีความเป็นพิษต่้า (Muchlisin et al., 2004) ในขณะที่ sucrose พบว่ามีความเหมาะสมใน
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาบางชนิด เช่นปลาสลิด (Abinawanto et al., 2012) เนื่องจากความเป็นพิษต่อ
สเปิร์มต่้า 
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5.3 การศึกษาผลของอัตราการลดอณุหภูมิที่มีต่อการเคลือ่นที่ของสเปิร์มปลาไนที่ผ่านการแช่แข็ง 
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วย DMSO, propylene glycol และ ethylene glycol พบว่า 

DMSO สามารถแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนได้ดีกว่า propylene glycol และ ethylene glycol ซึ่งเป็น
การลดอุณหภูมิมาที่ -20 องศาเซลเซียสก่อนน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวแล้วจึงละลายน้้าเชื้อ ซึ่งการ
วิจัยการพัฒนา protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อมาที่อุณหภูมิสุดท้ายที่ลดต่้าลงมากขึ้นก่อนการแช่ใน
ไนโตรเจนเหลว เช่น ใช้อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียส แล้วน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวที่มี -196 
องศาเซลเซียส เป็นต้น จะมีผลท้าให้ผลการทดลองเปลี่ยนแปลงอย่างใดหรือไม่ เพราะในระหว่างการ
ลดอุณหภูมิให้ต่้าลงน้ัน เซลล์จะมีการเปลี่ยนแปลงภายในเซลล์โดยน้้าจะไหลออกจากเซลล์ ซึ่งสารไคร
โอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมนอกจากลดการไหลของน้้าแล้วยังช่วยลดการเกิดเกล็ดน้้าแข็ง (ice 
crystal) ในเซลล์ ซึ่งรูปแบบการใชอ้ัตราการลดอุณหภูมิต่างกันร่วมกับการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์
ชนิดต่างๆกันเพื่อแช่แข็งเซลล์ ล้วนส่งผลต่อการรอดชีวิตของเซลล์ ซึ่งจะได้รายงานผลในโอกาสต่อไป
เพราะการพัฒนา protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาให้สามารถเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวได้นานเป็น
ปีต้อง optimize ตัวแปรทั้งหมดที่เกี่ยวข้องเพื่อให้ได้คุณภาพสเปิร์มที่ดีหลังการละลายส้าหรับการ
จัดตั้งธนาคารน้้าเชื้อต่อไป โดยการศึกษาในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่าน้้าเช้ือแช่แข็งของปลาไนเมื่อเก็บไว้ 7 
วันมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มต่้ากว่าเก็บไว้ 1 วัน สะท้อนให้เห็นว่า protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ไนยังไม่นิ่งพอ   โดยทั่วไปแล้ว DMSO จัดเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่นิยมน้ามาใช้ในการแช่แข็ง
น้้ า เชื้ อ ป ล าห ล าย ช นิ ด  เช่ น  ป ล าก ะพ งแ ด ง  (Vuthiphandchai et al., 2009a) ป ล าบึ ก 
(Mongkonpunya et al., 1995) ปลาตะเพียนขาว (Vuthiphandchai et al., 2014) เป็นต้น   การ
ใช้สาร propylene glycol แช่แข็งน้้าเชื้อปลาก็มีรายงานว่า สารชนิดนี้มีความเป็นพิษต่้าและมีความ
เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาหลายชนิด เช่นปลาดุกอัฟริกัน (Horváth and Urbanyi, 2000) 
และน้้ าเชื้อปลาตาเดียว (winter flounder) (Rideout et al., 2003) แต่ส้าหรับ ethanol ก็มี
รายงานว่ามีความเหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเช้ือกดเหลือง เนื่องจากมีความเป็นพิษต่้า (Muchlisin et 
al., 2004) ในขณะที่ sucrose พบว่ามีความเหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาบางชนิด เช่นปลาสลิด 
(Abinawanto et al., 2012) เนื่องจากความเป็นพิษต่อสเปิร์มต่้า 
 
สรุปผลการทดลอง  

1. คุณภาพสเปิร์มของปลาไนมีการเปลี่ยนแปลงในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ โดยความหนาแน่น
ของสเปิร์มมีค่าสูงขึ้นในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่    

2. DMSO, ethylene glycol, propylene glycol, sucrose, ethanol และ  methanol 
จัดเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษต่้าต่อสเปิร์มปลาไนต่้า 

3. การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วย DMSO และอัตราการลดอุณหภูมิ 3-8 องศาเซลเซียส/นาที 
ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูง  
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ผลผลิต (Output) 
 

1. ผลงานตพีิมพ์ในวารสารวิชาการทั้งในระดับชาติและนานาชาติ (ระบุชื่อผู้แต่ง ชื่อเรื่อง ชื่อ
วารสาร ปี เล่ม เลขที่และหน้า) 
วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, นิภาพร เงินเจือ และ สุบัณฑิต นิ่มรัตน์. 2558. ผลของสารไครโอโพรเทคแทนทท์ี่

มีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไน (Cyprinus carpio). การประชุมวิชาการระดับชาติ “นเรศวร
วิจัย” ครั้งที่ 11 วันที่ 22-24 กรกฏาคม 2558 ณ อาคารเฉลิมพระเกียรติ 72 พรรษา บรม
ราชินีนาถ มหาวิทยาลัยนเรศวร จ.พิษณุโลก 

  

2. การจดสิทธิบัตร 
    - 
 
3. ผลงานเชิงพาณิชย์ (มีการน าเสนอไปผลิต/ขาย/ก่อให้เกิดรายได้ หรือมีการน าไปประยุกต์ใช้
โดยภาคธุรกิจ หรือบุคคลทั่วไป) 
       - 
 
4. ผลงานเชิงสาธารณะ (เน้นประโยชน์ต่อสังคม ชุมชน ท้องถิ่น) 
 ผลงานวิจัยเรื่องนี้สามารถน้าไปใช้ประโยชน์ในการประยุกต์ใช้กับโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าที่
เพาะพันธุ์ปลาเศรษฐกิจชนิดต่างๆที่อยู่ในครอบครัวเดียวกับปลาไน ท้าให้ผู้ประกอบการมีทางเลือก
ในการเพาะพันธุ์ปลาด้วยการใช้น้้าเชื้อแช่แข็ง นอกเหนือไปจากการใช้น้้าเชื้อสดเท่านั้น 
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