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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยเรื่อง การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนเพื่อการจัดตั้งธนาคารน้้าเชื้อ ได้ศึกษาการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพสเปิร์ม ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ
และอุณหภูมิสุดท้ายที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่แช่แข็งด้วยเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ การแช่แข็ง
น้้าเชื้อด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม  การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนปริมาณมาก 
รวมทั้งศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่มีคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย และ
ความสามารถของน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งในการปฏิสนธิกับไข่ พบว่าคุณภาพสเปิร์มของน้้าเชื้อสดมีการ
เปลี่ยนแปลงในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ โดยความหนาแน่นของสเปิร์มมีค่าสูงขึ้นในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์
วางไข่  สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษต่้าต่อสเปิร์มปลาไนได้แก่ dimethylsulfoxide 
(DMSO), ethylene glycol, propylene glycol, sucrose, ethanol และ methanol  น้้าเชื้อปลาไนที่
เจือจางด้วย 10% DMSO เมื่อแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ หรือแช่แข็งด้วยการใช้ไอ
ไนโตรเจนเหลวภายในกล่องโฟม ต่างก็ให้ผลการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงใกล้เคียงกับ
น้้าเชื้อสด โดยการแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติต้องลดอุณหภูมิมาให้ถึงอุณหภูมิ
สุดท้าย -80 องศาเซลเซียสก่อนน้าน้้าเชื้อแช่แข็งไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน
ในปริมาณที่มากขึ้นในหลอด Cryotube มีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกับการแช่แข็งด้วยหลอดฟาง โดย
น้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่ได้จัดเก็บไว้ในถังไนโตรเจนเหลวในลักษณะธนาคารน้้าเชื้อนาน 240 วันยังคงมี
คุณภาพสเปิร์มหลังการละลายอยู่ในเกณฑ์ที่ ดี  การศึกษาความสามารถในการปฏิสนธิไข่ปลาไนด้วย
น้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งในชุดการทดลองต่างๆ พบว่าน้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งด้วยหลอดฟางและหลอด 
Cryotube หลังการละลายสามารถปฏิสนธิไข่ปลาไนได้ค่าเฉลี่ย 35.2-63.4% ซึ่งมีค่าต่้ากว่าน้้าเชื้อสด 
(69.3-75.1%) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)   การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนเพื่อการจัดตั้งธนาคาร
น้้าเชื้อเป็นประโยชน์ต่อการบริหารจัดการสายพันธุ์ปลาที่ดีเพื่อประโยชน์การเพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์
สัตว์น้้า 
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ABSTRACT 
 
The present research project focused on setting up of sperm bank in common 

carp (Cyprinus carpio). Studies were investigated in various aspects including the changes 
in sperm quality, effects of cryoprotectants on sperm motility, effects of cooling rates 
and final temperature on post-thawed sperm motility using the programmable freezer, 
sperm cryopreservation by liquid nitrogen vapor in styrofoam box, development of 
sperm cryopreservation techniques at large scale, effects of cryostorage on post-thawed 
sperm quality and fertilization capacity of cryopreserved sperm. Results showed that 
sperm quality of fresh semen changed during the spawning season with increased sperm 
concentration at the end of the spawning season. DMSO, ethylene glycol, propylene 
glycol, sucrose, ethanol and methanol elicited low toxicity on sperm motility. Extended 
semen diluted with 10% DMSO frozen with either controlled-rate programmable freezer 
or liquid nitrogen vapor had high post-thawed sperm motility, comparable with fresh 
semen. Sperm frozen with controlled-rate programmable freezer is required to reach to 
a final temperature of -80C prior to plunging into liquid nitrogen. Cryopreservation of C. 
carpio sperm at large scale in the cryotubes showed a comparable efficiency with that 
of French straw. Cryopreserved sperm stored in liquid nitrogen tank for 240 days had 
good post-thawed sperm quality. Fertilization studies from various treatments 
demonstrated that post-thawed sperm frozen in the straws or cryotubes were able to 
fertilize eggs with average fertilization rates of between 35.2-63.4%, significantly lower 
(P<0.05) than those of fresh sperm (69.3-75.1%). Cryopreservation of common carp 
sperm as a sperm bank is useful for fish strain management for the benefits of 
aquaculture and conservation. 
    
Keywords: Semen; Common carp; Cryopreservation; Liquid nitrogen; Sperm motility 
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 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., 2015)   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 ซึ่ง
แนวทางเช่นนี สามารถน้าไปประยุกต์ใช้กับปลาแฟนซีคาร์พ (fancy carp) ซึ่งเป็นปลาสวยงามที่มี
ราคาแพง แต่ยังคงมีปัญหาการขาดแคลนพ่อพันธุ์คุณภาพดีบางสายพันธุ์ในการผสมให้ได้ลูกปลา
ลักษณะที่ต้องการ  อย่างไรก็ตามการพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนจ้าเป็นต้องทราบข้อมูล
พื นฐานของชนิดและความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ในการ
แช่แข็งน ้าเชื อปลาไน ซึ่งสารดังกล่าวมีความจ้าเป็นที่ต้องใช้ในระหว่างกระบวนการแช่แข็งน ้าเชื อ 
(cryopreservation) เพื่อป้องกันไม้ให้เกิดเกล็ดน ้าแข็ง (ice crystal) ระหว่างการลดอุณหภูมิขณะแช่
แข็ง เพราะการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ อย่างไม่เหมาะสมจะท้าให้เซลล์ได้รับบาดเจ็บและตายใน
ที่สุด (cell injury) (Vuthiphandchai et al., 2015) ดังนั นการศึกษาผลของชนิดและความเข้มข้น
ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไน จึงเป็นสิ่งจ้าเป็นเพื่อจ้าเป็นเพื่อทราบ

http://th.wikipedia.org/wiki/Cyprinidae
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ข้อมูลเกี่ยวกับความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเพื่อได้ข้อมูลที่
จ้าเป็นส้าหรับการพัฒนากระบวนการแช่แข็งน ้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 (Velasco-Santamaría et al. 
2006) นอกจากนี การล้าเลียงน ้าเชื อสัตว์น ้าแช่แข็งไปใช้ในการผสมเทียมก็ท้าได้สะดวกกว่าการ
ล้าเลียงพ่อพันธุ์ โดยสามารถขนส่งไปภายในประเทศและระหว่างประเทศได้ง่าย และยังสามารถใช้
เป็นแนวทางในการพัฒนาการเก็บรักษาพันธุกรรมของธนาคารยีน (gene  bank) และการเก็บรักษา
ตัวอ่อนของลูกปลาต่อไป   อย่างไรก็ตามแม้ว่าการเก็บรักษาน ้าเชื อสัตว์น ้าแบบแช่แข็งจะมี
ความส้าคัญต่อการพัฒนาด้านการเพาะเลี ยงสัตว์น ้าแต่การศึกษาด้านการเก็บรักษาน ้าเชื อสัตว์น ้าแบบ
แช่แข็งในประเทศไทยยังมีค่อนข้างน้อยมากเมื่อ เปรียบเทียบกับงานวิจัยทางด้านอื่นๆของการ
เพาะเลี ยงสัตว์น ้า ซึ่งมีการพัฒนาอย่างมากเทียบเท่าในต่างประเทศ    การเก็บรักษาน ้าเชื อสัตว์น ้า
แบบแช่แข็งกล่าวโดยสรุปท้าโดยการน้าเอาน ้าเชื อสัตว์น ้าที่มีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลาย
บัฟเฟอร์ (sperm extender) พร้อมกับใส่สารที่ป้องกันไม่ให้เซลล์เป็นอันตรายในระหว่างการแช่แข็ง
ซึ่งเรียกว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) แล้วจึงเอาไปบรรจุในหลอดบรรจุน ้าเชื อพร้อม
กับลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว ก่อนที่จะเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ซึ่ง
สามารถรักษาคุณภาพของน ้าเชื อสัตว์น ้าได้เป็นเวลานานเป็นปี  (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
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ญี่ปุ่นและแถบเอเชียเท่านั น ที่ส้าคัญ แฟนซีคาร์พ ได้กลายเป็นสัญลักษณ์แทนความหมายบางอย่าง 
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 ปลาตะเพียนขาว (Vuthiphandchai et 
al., 2015) ปลาไน (Linhart et al., 2000) ปลา salmon ปลา striped bass (He and Woods, 
2 0 0 3 ) ป ล าก ะ รั ง  (Epinephelus septemfasciatus; Tian et al., 2013) ป ล า  sea bream 
(Fabbrocini et al., 2000) และปลา Atlantic croaker (Gwo and Arnold, 1992) เป็ นต้น    
น ้าเชื อแช่แข็งนิยมเก็บรักษาในหลอดฟาง (straw) และสามารถเก็บรักษาน ้าเชื อได้นานเป็นปีเมื่อ
ต้องการใช้น ้าเชื อแช่แข็งในการผสมเทียมก็สามารถน้าหลอด บรรจุน ้าเชื อมาละลายโดยการเพิ่ม
อุณหภูมิ ดังนั นความส้าเร็จของการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาแช่แข็งขึ นอยู่กับปัจจัยหลายอย่างเช่น ชนิด
ของสารละลายบัฟเฟอร์ และชนิดสาร cryoprotectants ที่ เหมาะสม (Rana and McAndrew, 
1989)  อัตราการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง (freezing) และการเพิ่มอุณหภูมิขณะละลายน ้าเชื อแช่แข็ง 
(Scott and Baynes, 1980; Vuthiphandchai et al., 2015)    นอกจากนี วิธีการรวบรวมน ้าเชื อ 
การปนเปื้อนของแบคทีเรียในน ้าเชื อ ความแปรปรวนของคุณภาพน ้าเชื อปลาที่เกิดขึ นในฤดูผสมพันธุ์
วางไข่ และ เทคนิคของการท้าน ้าเชื อปลาแช่แข็ง ล้วนต่างก็มีผลท้าให้ความส้าเร็จของการท้าน ้าเชื อ
แช่แข็งแต่ละครั งแตกต่างกันไป (Boonthai et al., 2016c; Boonthai et al., 2016d)    โดยทั่วไป
น ้าเชื อของปลา (milt) ประกอบด้วย สเปิร์มมาโทซัว (spermatozoa) และของเหลวที่หล่อเลี ยง 
(seminal fluid) โดยที่สเปิร์มจะไม่เคลื่อนที่ขณะอยู่ในถุงอัณฑะ หรือของเหลวที่หล่อเลี ยง แต่จะมี
การเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วมากเมื่อถูกกระตุ้นด้วยสภาพแวดล้อมภายนอก และจะหยุดเคลื่อนที่ภายใน 
1 นาทีหลังจากถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่  (Vuthiphandchai et al., 2009b)    กลไกที่ควบคุมการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน ้าจืดพบว่าสารละลายที่มีค่า osmolarity ต่้ากว่า (hypotonicity) ระดับที่
พบใน seminal fluid จะกระตุ้น ให้สเปิ ร์ม เคลื่ อนที่  แต่ ในปลาทะเลนั นสารละลายที่ มี ค่ า 
osmolarlity สูงขึ น (hypertonicity) จะกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่ (Morisawa et al., 1983)  ดังนั น
การใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาจึงมีความส้าคัญมากเพราะท้าให้
สเปิร์มไม่ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ขณะอยู่ในระหว่างการท้าน ้าเชื อแช่แข็ง เพราะถ้าสเปิร์มมีการเคลื่อนที่
ก่อนจะถูกแช่แข็ง ก็จะมีผลท้าให้ประสบความล้มเหลวในการแช่แข็งทันท ี 
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วัตถุประสงคข์องโครงกำรวจิัย 
1.  ศึกษาชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ที่เหมาะสมในการเก็บรักษา

น ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็ง 
 2. ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิที่มีต่อการมีชีวิต และการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนที่
ผ่านการแช่แข็ง 
 3. ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาที่มีต่อการมีชีวิต และการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน 

4. เพื่อพัฒนาเทคโนโลยีในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็งในลักษณะธนาคารน ้าเชื อ  
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 

ศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็ง โดยเริ่มจากการศึกษา
ความเป็นพิษ (toxicity) ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ว่าสารชนิดใด หรือความ
เข้มข้นใดมีความเหมาะสมในการคัดเลือกมาใช้เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ส้าหรับแช่แข็งน ้าเชื อปลา
ไน รวมทั งการใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่แตกต่างกันในการแช่แข็งโดยมุ่งพัฒนา protocols เพื่อ
ทดสอบผลที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย 

 
วิธีด ำเนินกำรวิจัยโดยสรุป ทฤษฎีและ/หรือแนวทำงควำมคิดที่น ำมำใช้ในงำนวิจัย 

การเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแบบแช่แข็งมีหลักการวิจัย เริ่มจากการใช้น ้าเชื อปลาไนที่มี
คุณภาพสูงให้อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration) ในสารละลายบัฟเฟอร์ที่ได้ใส่สารไครโอโพรเทค
แทนท์ (cryoprotectant) ซึ่งท้าหน้าที่ป้องกันไม่ให้เกิดเกล็ดน ้าแข็ง (ice crystal) ภายในเซลล์ 
จากนั นท้าการลดอุณหภูมิให้ต่้าลง (freezing) เพื่อแช่แข็งเซลล์ด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่
เหมาะสม แล้วเก็บน ้าเชื อเหล่านั นในไนโตรเจนเหลว ซึ่งเมื่อต้องการใช้ก็น้ามาเพิ่มอุณหภูมิเพื่อให้
เซลล์ที่แข็งตัวละลาย (thawing) กลับเข้าสู่สภาพเดิมก่อนแช่แข็ง ดังนั นการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนจึง
ต้องเริ่มจากการน้าเอาสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมซึ่งต้องไม่กระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่มาเจือจาง
น ้าเชื อ แล้วจึงน้าน ้าเชื อปลาไนที่ถูกเจือจาง (extended semen) ไปผสมด้วยสารไครโอโพรเทค
แทนท์ (cryoprtectants) ชนิดต่างๆ ที่เวลาต่างๆ กันเพื่อประเมินความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ ที่อาจมีต่อสเปิร์มก่อนการเริ่มต้นลดอุณหภูมิ  จากนั นจึงลดอุณหภูมิน ้าเชื อให้ต่้าลงเพื่อให้
น ้าเชื อแข็งตัว (frozen semen) โดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิแช่แข็งที่เหมาะสม จึงน้าน ้าเชื อแช่แข็ง
ไปเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) ที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส และ
เมื่อต้องการน้าน ้าเชื อแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้มาใช้ประโยชน์ ก็น้ามาละลาย ให้กลับสู่สภาพเดิมด้วยการ
เพิ่มอุณหภูมิด้วยการเลือกใช้อัตราการเพิ่มอุณหภูมิเพื่อละลายน ้าเชื อ (thawing rate) ที่เหมาะสม 
(Vuthiphandchai et al., 2015) โดยมีสมมติฐานว่าความส้าเร็จในการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน สามารถ
ท้าได้ เพียงแต่ต้อง optimize ตัวแปรต่างๆที่กล่าวมาให้เหมาะสมเพื่อให้เซลล์มีชีวิตรอด โดยเฉพาะ
การพัฒนาเทคโนโลยีที่เหมาะสม มีราคาถูก และประยุกต์ใช้เพื่อให้เกษตรกร หรือผู้ประกอบการ
สามารถน้าเอาเทคโนโลยีที่เหมาะสมไปประยุกต์ใช้ได้ทันที       

การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน เพื่อการเพาะพันธุ์เชิงพาณิชย์จ้าเป็นต้องมี
ข้อมูลพื นฐานเกี่ยวกับความสามารถในการทนต่อสารไครโอโพรเทคแทนท์ เพราะสารชนิดนี 
จ้าเป็นต้องใส่ไปในระหว่างการแช่แข็งเพื่อป้องกันการเกิดผลึกน ้าแข็ง (ice crystal) ในเซลล์ระหว่าง
การลดอุณหภูมิ ซึ่งสารไครโอโพรเทคแทนท์จะท้าให้เซลล์ตายถ้าใช้ในปริมาณที่ไม่เหมาะสม    
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นอกจากนี  ตัวแปรที่ท้าให้การแช่แข็งประสบความส้าเร็จจ้าเป็นต้องสามารถพัฒนาทุกขั นตอนที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการแช่แข็งให้เหมาะสมส้าหรับเซลล์ชนิดนั นๆ เริ่มตั งแต่ ชนิดและความเข้มข้น
ของสารไครโอโพรเทคแทนท์  อัตราการลดอุณหภูมิ  อัตราการละลาย และรวมทั งขั นตอนอื่นๆที่
เกี่ยวข้องให้มีความเหมาะสมในทุกตัวแปรที่เกี่ยวข้อง เพราะถ้าไม่สามารถ optimize ในขั นตอนใด
ขั นตอนหนึ่งให้เหมาะสม ก็จะท้าให้การแช่แข็งประสบความล้มเหลวทันที (Vuthiphandchai et al., 
2009a)        

การพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาที่มีราคาถูกในถังโฟม (styrofoam box) หรือใน
ถังไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) ต่างก็ใช้หลักการและขั นตอนการแช่แข็งเช่นเดียวกับการ
แช่แข็งน ้าเชื อด้วยเครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer) ที่มี
ราคาหลายแสนบาท หรือหลายล้านบาท (ขึ นอยู่กับบริษัทผู้ผลิต) เพียงแต่ว่าการลดอุณหภูมิเพื่อการ
แช่แข็งน ้าเชื อในถังโฟม หรือถังไนโตรเจนเหลวจะต้องวางตัวอย่างน ้าเชื อปลาที่ต้องการแช่แข็งไวเ้หนือ
ผิ วหน้ าไน โตรเจน เหลว  (liquid nitrogen surface) ที่ ค วามสู งที่ เห มาะสม เหนื อผิ วหน้ า
ไนโตรเจนเหลว และใช้เวลาแช่แข็งที่เหมาะสม เพื่อให้น ้าเชื อแข็งตัว (frozen) ในไอไนโตรเจนเหลว 
(liquid nitrogen vapor) ตามที่ ต้ องการ (Vuthiphandchai et al., 2015) ดั งนั นการพัฒนา
เทคโนโลยีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาอย่างง่ายในถังโฟม หรือถังไนโตรเจนเหลวจึงสามารถท้าได้โดยไม่
ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง ท้าให้สามารถประยุกต์ใช้ได้กับภาคการผลิต หรือผู้ประกอบการที่จะน้า
น ้าเชื อแช่แข็งไปใช้ผสมเทียมกับไข่ในภายหลังทันที แม้ว่าการแช่แข็งน ้าเชื อด้วยเครื่องมือแช่แข็ง
น ้าเชื ออัตโนมัตจิะมีต้นทุนที่สูงแต่ก็มีความเที่ยงตรงกว่าการแช่แข็งอย่างง่ายในกล่องโฟม 

 
ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1. ทราบชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมที่ควร น้ามาใช้ในการแช่แข็งน ้าเชื อ
ปลาไน 

2. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งด้วยการพัฒนาเทคโนโลยีที่มี
ราคาถูกเพื่อทดแทนการใช้เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติเพื่อให้เกษตรกร หรือผู้ประกอบการขนาด
เล็ก หรือขนาดกลางสมารถน้าไปใช้ในฟาร์มเพื่อเพิ่ม หรือควบคุมผลผลิตได้ทันที  ซึ่งข้อมูลดังกล่าว
สามารถน้าไปใช้ในการเก็บรักษาสายพันธุ์ที่ดีของพ่อพันธุ์ปลาไนเพื่อการเพาะพันธุ์ต่อไป และยังเป็น
ประโยชน์ต่อการพัฒนางานวิจัยแช่แข็งและเก็บรักษาน ้าเชื อปลาชนิดอ่ืนๆที่หาได้ยากหรือใกล้สูญพันธ์
ต่อไปในอนาคต 

3.  ทราบเทคโนโลยีการแช่แข็งและการเก็บรักษาน ้าเชื อของปลาไนเพื่อน้ามาใช้ผสมเทียม
โดยสามารถเก็บรักษาน ้าเชื อได้ในระยะเวลาที่นานเป็นปีเพื่อใช้ประโยชน์สูงสุดในการผสมเทียมกับแม่
พันธุ์ไดใ้นช่วงเวลาที่ต้องการ ซึ่งสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีนี ไปยังนักวิชาการประมง และเกษตรกรผู้
เพาะพันธุ์สัตว์น ้าต่อไป 

4. ทราบรูปแบบการจัดการที่เหมาะสมในการจัดเก็บรักษาน ้าเชื อที่ดีไว้ในลักษณะธนาคาร
น ้าเชื อ (sperm bank หรือ DNA bank) ซึ่งเป็นองค์ความรู้ที่จ้าเป็นส้าหรับงานวิจัยด้านพันธุกรรม
สัตว์น ้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 (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536)     กลไกที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน ้าจืด 
พบว่าสารละลายที่มีค่าแรงดันออสโมติก (osmolality หรือ osmotic pressure) ต่้ากว่าระดับที่พบ
ใน seminal fluid (hypotonicity) จะกระตุ้นให้สเปิร์มปลาน ้าจืดเคลื่อนที่ แต่ในทางตรงกันข้าม
สเปิร์มของปลาทะเลมีการเคลื่อนที่เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสารละลายที่มีค่าแรงดันออสโมติกสูงขึ น
มากกว่าระดับที่พบใน seminal fluid (hypertonicity) (Morisawa et al., 1983; Bobe and 
Labbe, 2010) ท้าให้การใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน ้าเชื อ จึงมีความส้าคัญ
มาก เพราะจะท้าให้สเปิร์มไม่ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ขณะอยู่ในระหว่างการเจือจางน ้าเชื อก่อนการ
น้าไปใช้ประโยชน์หรือการแช่แข็ง (Vuthiphandchai et al., 2009b) ดังนั นสเปิร์มของปลาเมื่อ
สเปิร์มยังอยู่ในตัวปลาหรือเมื่อรีดน ้าเชื อสดออกมาตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ สเปิร์มของปลาจะ
ยังไม่มีการเคลื่อนที่ (immotile) แต่เมื่อน ้าเชื อปลาผสมกับน ้าภายนอกขณะที่ผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ 
หรือเมื่อน้าน ้าเชื อผสมกับหยดน ้าบนแผ่นกระจกสไลด์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จะพบว่าสเปิร์มจะถูก
กระตุ้นให้มีการเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วอันเป็นผลเนื่องมาจากการเจือจางท้าให้มีการเปลี่ยนแปลง
แรงดันออสโมติก   โดยทั่วไปการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน ้าจืดเมื่อถูกกระตุ้นจะสิ นสุดลงอย่าง
รวดเร็วภายในระยะเวลาไม่เกิน 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) ของปลาน ้าจืดอย่างง่าย ท้าโดยน้าน ้าเชื อ
ปลาในปริมาณเล็กน้อยมาวางบนกระจกสไลด์ แล้วกระตุ้นด้วยสารละลายในปริมาณที่เหมาะสม ปิด
กระจกสไลด์แล้วประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มตามเกณฑ์ที่ตั งไว้ (Vuthiphandchai 
and Zohar, 1999) หรือประเมินด้ วยการใช้ เครื่องมือ วัดการเคลื่ อนที่ ของสเปิ ร์ม  (CASA; 
Kamaruding et al., 2012)  ส้าหรับน ้าเชื อปลาที่แช่แข็งสามารถใช้หลักการประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มได้เช่นเดียวกับน ้าเชื อสด เพียงแต่ใช้สารละลายที่เหมาะสม และกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่
ในอัตราการเจือจางที่เหมาะสมเช่นกัน (Vuthiphandchai et al., 2009a) 
 

3.  กำรแช่แข็งน้ ำเชื้อปลำ 
การแช่แข็งน ้าเชื อปลา จัดเป็นเทคโนโลยีชีวภาพแขงหนึ่งที่มีการน้ามาใช้ในการบริหารจัดการ

เพาะพันธุ์ปลาเพื่อประโยชน์ทางการเพาะเลี ยงสัตว์น ้าและการอนุรักษ์สัตว์น ้า โดยการศึกษาด้านนี 
ส่วนใหญ่นิยมศึกษาในต่างประเทศ ทั งในปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจและใกล้สูญพันธุ์ทั งปลาน ้า
จืด และปลาทะเล เช่น ปลากะพงขาว ปลา rainbow trout ปลา salmon ปลา channel catfish 
ปลา sea bream ปลา cod และปลา Atlantic croaker เป็นต้น   โดยทั่วไปน ้าเชื อปลาเมื่อถูกแช่
แข็งด้วยการลดอุณหภูมิอย่างเหมาะสม (freezing rate) ก็สามารถเก็บรักษาน ้ าเชื อในถัง
ไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสได้นานเป็นปี เมื่อต้องการใช้น ้าเชื อปลาแช่แข็งที่เก็บ
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รักษาในถังไนโตรเจนเหลวในการผสมเทียมกับไข่ปลา ก็น้าหลอดบรรจุน ้าเชื อมาละลายโดยการเพิ่ม
อุณหภูมิในอัตราที่เหมาะสม (thawing rate) แล้วน้าน ้าเชื อที่ถูกละลายไปผสมเทียมกับไข่ (Horváth 
and Urbanyi, 2000; Vuthiphandchai et al., 2009a) ดังนั นความส้าเร็จของการแช่แข็งน ้าเชื อ
ปลาขึ นอยู่กับปัจจัยที่เกี่ยวข้องหลายอย่างในกระบวนการแช่แข็ง เช่น ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ 
และชนิดสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectants) (Rana and McAndrew, 1989; Rideout et 
al., 2003; Basavaraja and Hegde, 2004) อัตราการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง และการเพิ่มอุณหภูมิ
ขณะละลายน ้ าเชื อแช่แข็ ง (Scott and Baynes, 1980; Mansour et al., 2006; Yavas and 
Bozkurt, 2011)   นอกจากนี ความแปรปรวนของคุณภาพน ้าเชื อปลาที่เกิดขึ นในฤดูผสมพันธุ์วางไข่ 
การปนเปื้อนของแบคทีเรียและการใช้ยาปฏิชีวนะในนน ้าเชื อแช่แข็ง รวมทั ง เทคนิคของการแช่แข็ง
น ้าเชื อ ต่างก็มีผลท้าให้ความส้าเร็จของการแช่แข็งน ้าเชื อแต่ละครั งแตกต่างกันไป (Boonthai et al., 
2016a; Boonthai et al., 2016b; 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  มิ ลลิ 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 
สารประกอบที่ เหมาะสมประกอบด้วย NaCl 750 mg , KCl 100 mg , Glucose 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) 
ปลาดุกอัฟริกัน ระดับการเคลื่อนที่ของสเปิรม์สดเคลื่อนที่ได้นานที่สุด 45 วินาที 

Conget et al. (1996) ใช้ cryoprotectant ต่างๆชนิด ในการแช่แข็งและเก็บรักษาน ้าเชื อ
ปลา rainbow trout  พบว่า การใช้ dimethyl sulfoxide (DMSO) ร่วมกับ sucrose ให้ผลดีที่สุด
ในการแช่แข็งน ้าเชื อ โดยระยะเวลาที่ เจือจางน ้าเชื อใน cryoprotectant ก่อนท้าการแช่แข็ง 
(equilibration time) ไม่ควรเกิน 10 นาที และการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งอย่างรวดเร็ว (30 องศา
เซลเซียส/นาที) มีผลท้าให้สเปิร์มมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่หลังการละลาย (post-thawed sperm 
motility) สูงกว่าการลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ (1 องศาเซลเซียส/นาที และ 10 องศาเซลเซียส/นาที) 
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Gwo et al. (1991)  ได้ศึกษาการแช่แข็งและการเก็บรักษาน ้าเชื อปลา Atlantic croaker 
พบว่า sperm extender ที่ประกอบด้วย เกลือแกง กลูโคส และ ซูโครส สามารถใช้เจือจางน ้าเชื อ
ปลาขณะท้าการแช่แข็ง โดยมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับ sperm extender ชนิดอื่นๆ ที่มีความ
สลับซับซ้อน หรือมีสารเคมีหลายชนิดเป็นองค์ประกอบ  และยังพบว่าอัตราการลดอุณหภูมิแช่แข็ง
ตั งแต่ -10 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง -150 องศาเซลเซียส/นาที  ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิขณะ
น้าน ้าเชื อแช่แข็งที่ละลายมาผสมกับไข่ 

Rana and McAndrew (1989) ได้ศึกษาการแช่แข็งน ้าเชื อปลานิล โดยเจือจางน ้าเชื อปลา
นิลในสารละลาย Ringer ที่มี methanol เป็น cryoprotactant ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆกัน แล้ว
บรรจุน ้าเชื อในหลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตร พบว่า การใช้ methanol 10 เปอร์เซ็นต์ ให้ผลดีที่สุด
ในการปกป้องเซลล์ไม่ให้ได้รับอันตราย และการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งน ้าเชื อในอัตราที่แตกต่างกัน 
(freezing rates) ตั งแต่ 5 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง 50 องศาเซลเซียส/นาที ก่อนเก็บรักษาน ้าเชื อ
แช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธ ิ

T iersch 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
การปฎิสนธิกับไข่เทียบเท่ากับน ้าเชื อสดที่รีดออกมาใหม่ๆ     
 Glogowski et al. (2002) ได้ท้าการแช่แข็งน ้าเชื อปลา sturgeon (Acipenser baeri, 
Brandt) ด้วยการน้าน ้าเชื อมาเจือจางในน ้ายา 3 สูตร คือ tris-sucrose-KCl (30 mM Tris, 23.4 
mM sucrose, 0.25 mM KCl, pH 8.0), tris-NaCl (10 mM Tris, 25 mM NaCl, pH 8.5) และ 
tris-sucrose (20 mM Tris, 400 mM sucrose, pH 8.0)และผสมด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท ์
(methanol 10%) และท้าการลดอุณหภูมิแช่แข็งน ้าเชื อในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตรด้วยการใช้
ไอไนโตรเจนเหลว พบว่า สารบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งน ้าเชื อปลา sturgeon คือ tris-
sucrose-KCl และ tris-NaCl โดยใช้อัตราการลดอุณหภูมทิี่ 3.5 องศาเซลเซียสต่อนาท ีโดยท้าการลด
อุณหภูมิมาถึงอุณหภูมิสุดท้ายที่ -15 องศาเซลเซียส หลังจากนั นน้าหลอดฟางที่มีน ้าเชื อแช่แข็งมา
ละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 6 วินาท ี พบว่าน ้าเชื อที่แช่แข็งด้วยการใช้ tris-sucrose-
KCl และ tris-NaCl สามารถท้าให้ไขป่ลาที่ได้รับการปฏิสนธิด้วยน ้าเชื อแช่แข็ง มีอัตราการฟัก 
(hatching rates) ไมแ่ตกต่างกับการใชน้ ้าเชื อสด 

Vuthiphandchai et al. (2009a)  ไ ด้ แ ช่ แ ข็ ง น ้ า เชื อ ป ล า ก ะ พ ง แ ด ง  (Lutjanus 
argentimaculatus) ด้วยการใช้สาร cryoprotectants 10 ชนิดที่ 4 ระดับความเข้มข้น โดยลด
อุณหภูมิแตกต่างกัน 2 รูปแบบมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 และ -80 องศาเซลเซียสด้วยการใช้เครื่องมือ
แช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ พบว่า น ้าเชื อปลากะพงแดงที่อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration period) ใน 
dimethylsulfoxide 10% นาน 10 นาทีเมื่อลดอุณหภูมิในอัตรา 10 องศาเซลเซียส/นาทีจาก
อุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียสจนถึง -80 องศาเซลเซียสแล้วเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวจะมีการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม (post-thaw sperm motility) และการมีชีวิตของสเปิร์ม (post-thaw sperm 
viability) มีค่าสูงสุด (>90%) หลังการละลายน ้าเชื อ (thawing)  และน ้าเชื อปลากะพงแดงที่แช่แข็ง
เหล่านี สามารถปฏิสนธิกับไข่ปลากะพงแดงให้ค่าอัตราการปฏิสนธิไม่แตกต่างทางสถิติกับน ้าเชื อกลุ่ม
ควบคุมที่ใช้น ้าเชื อสด 
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Horvath et al. (2010) พั ฒ น าวิ ธี ก ารแช่ แ ข็ งน ้ า เชื อ ป ล า  paddlefish (Polyodon 
spathula) ในปริมาณมากด้วยการประเมินความเป็นไปได้ในการใช้หลอดฟางขนาดใหญ่ 5 มิลลิลิตร 
(minitube) แช่แข็งน ้าเชื อ (บรรจุน ้าเชื อปริมาณ 2.5 มิลลิลิตร) พร้อมกับการใช้ methanol ระดับ 
5% และ 10% แช่แข็งนาน 5 หรือ 7 นาทีในไอไนโตรเจนเหลว พบว่า การใช้ 5% methanol แช่
แข็งน ้าเชื อปลาชนิดนี ในระยะเวลานาน 5 นาที มีผลท้าให้อัตราการปฏิสนธิ และอัตราการฟักมี
ค่าสูงสุดเท่ากับ 48±5% และ 47±10% แต่ค่าเหล่านี ก็มีค่าต่้ากว่าการใช้น ้าเชื อสดผสมเทียมไข่ซึ่งได้
ค่าอัตราการปฏิสนธิ และอัตราการฟักมีค่าสูงสุดเท่ากับ 77±6% และ 66±13% ตามล้าดับ   การ
คึกษาผลของจ้านวนสเปิร์มต่อไข่ที่มีต่ออัตราการปฏิสนธิของน ้าเชื อสด พบว่า จ้านวนสเปิร์มที่
เหมาะสมในการปฏิสนธิไข่ (sperm to egg ratio) มีค่าระหว่าง 1.379 x 106 ถึง 2.758 x 106 ตัวต่อ
ไข 1 ใบ และพบความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการปฏิสนธิ และ sperm to egg ratio ในลักษณะของ Y 
= -13X2 + 55.90X + 38.44 (r2 = 0.823) แต่ เมื่ อ ใช้ น ้ า เชื อ แช่ แข็ งผสม เที ยมกั บ ไข่  ให้ ค่ า
ความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการปฏิสนธิ และ sperm to egg ratio เท่ากับ Y = 22.51X + 23.26 (r2 
= 0.75) โดยจ้านวนสเปิ ร์มที่ เหมาะสมในการปฏิสนธิไข่  (sperm to egg ratio) มีค่ าสู งขึ น
ค่อนข้างมากเมื่อใช้น ้าเชื อแช่แข็ง   นอกจากนี อัตราการฟักของลูกปลาที่ได้จากการใช้น ้าเชื อสด และ
น ้าเชื อแช่แข็งใน 3 ลักษณะ (1, 2 หรือ 3 หลอด) มีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ และน ้าเชื อแช่แข็งยังให้
ค่าความสัมพันธ์ระหว่าง sperm to egg ratio และอัตราการฟักเท่ากับ Y = 29.65X2 + 119.2X – 
51.04 (r2 = 0.837) แสดงให้เห็นว่า การใช้น ้าเชื อแช่แข็งในการผสมเทียมไข่ของปลา paddlefish 
ต้องเพิ่มจ้านวนสเปิร์มในการปฏิสนธิไข่ให้มากขึ น เพื่อท้าให้ค่าอัตราการปฏิสนธิและอัตราการฟักไม่
แตกต่างกับการใช้น ้าเชื อสด ซึ่งอาจท้าโดยเพิ่มปริมาณน ้าเชื อแช่แข็งประมาณ 30% ขึ นไปหรืออาจ
พัฒนางานวิจัยต่อไปเพื่อท้าให้สเปิร์มที่มีชีวิต (sperm viability) หลังการละลายในหลอดฟางมีค่า
เพิ่มสูงขึ น 

Yavas and Bozkurt (2011) ท้ าการแช่แข็งน ้ าเชื อปลาเฉาฮื อ  (Ctenopharyngodon 
idella) โดยศึกษาผลของ glycerol ที่มีต่อคุณภาพน ้าเชื อและอัตราการปฏิสนธิ โดยน้าน ้าเชื อมาเจือ
จางในสารละลายในอัตราส่วน1:3 ใน Kurokura I หรือ Kurokura II ที่มี 10%, 15% หรือ 20% 
glycerol ใช้หลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตร ปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุลที่ 4 องศาเซลเซียสนาน 30 
นาท ีแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวนาน 10 นาทีแล้วเก็บไว้ในถังไนโตรเจนเหลว แล้วน้าน ้าเชื อแช่แข็ง
มาปฏิสนธิไข่พบว่า น ้าเชื อที่แช่แข็งด้วย Kurokura I ที่มี 10% glycerol สามารถปฏิสนธิไข่ได้
ค่าสูงสุด (95.63±0.52%) เมื่อใช้อัตราส่วนสเปิร์มต่อไข่เท่ากับ 1x105:1  นอกจากนี เมื่อแช่แข็งน ้าเชื อ
ปลาเฉาฮื อด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตรเพื่อศึกษาผลของอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพ
สเปิร์มหลังการละลาย โดยน้าหลอดฟางที่บรรจุน ้าเชื อแช่แข็งมาละลายในน ้าที่อุณหภูมิ 30, 35, 40 
องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 10, 20, 30 วินาที ปรากฎว่า สเปิร์มปลาเฉาฮื อมีการเคลื่อนที่สูงสุดหลัง
การละลายในชุดการทดลองที่ละลายน ้าเชื อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 30 
วินาที ในขณะที่การศึกษาการละลายน ้าเชื อปลา Atlantic halibut ที่แช่แข็ง พบว่าอัตราการละลาย
ที่เหมาะสมน ้าเชื อปลา Atlantic halibut ที่แช่แข็งมีค่าอยู่ในช่วงกว้าง คือ 10-40 องศาเซลเซียส/
นาที (Bolla et al., 1987)  

Boonthai et al. (2016c) ท้าการแช่แข็งน ้าเชื อปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) 
ด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติด้วยการเจือจางน ้าเชื อปลาตะเพียนขาวในสารละลาย 
Calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) และ DMSO แล้วศึกษาการ
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ปนเปื้อนของแบคทีเรียระหว่างการแช่แข็งน ้าเชื อปลาตะเพียนขาวว่าเกิดจากแหล่งใดหรือขั นตอนใด
มากที่สุดด้วยการใช้ aseptic technique โดยตรวจวัดปริมาณแบคทีเรียชนิดต่างๆใน animal origin 
และ non-animal origin ได้แก่ ครีบหาง น ้าเลี ยงปลา น ้าเชื อปลา ปัสสาวะ ขี ปลา ไนโตรเจนเหลว 
ผิวด้านนอกของหลอดฟาง อากาศที่หมุนเวียนในห้องปฏิบัติการ และถุงมือ ทั งก่อนและหลังการแช่
แข็ง ปรากฏว่าพบแบคทีเรีย Aeromonas punctata subsp. caviae มีการปนเปื้อนมากที่สุดใน
ครีบหาง ถุงมือ และน ้าเชื อปลาก่อนการแช่แข็ง และยังพบว่า Bacillus safensis and Bacillus sp. 
ยังสามารถมีชีวิตรอดในถังไนโตรเจนเหลว ซึ่งการแช่แข็งน ้าเชื อปลาโดยใช้ aeptic technique มี
ประสิทธิภาพสูงในการลดการปนเปื้อนของแบคทีเรียในน ้าเชื อแช่แข็ง และเป็นประโยชน์ต่อการจัดตั ง
ธนาคารน ้าเชื อปลา 

Bozkurt and Yavas (2017) แช่แข็งน ้าเชื อปลาไน โดยศึกษาผลของขนาดหลอดบรรจุ
น ้าเชื อ (0.25, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร) และอัตราการละลาย (ละลายที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส
นาน 10, 20 และ 30 วินาที) ที่มีต่อคุณภาพน ้าเชื อหลังการละลายและอัตราการปฏิสนธิ  โดยใช้
สารละลาย 75 mM NaCl, 70 mM KCl, 2 mM CaCl2, 1 mM MgSO4 and 20 mM Tris (pH: 8) ที่ผสม 
10% methanol ปล่อยให้อยู่ สภาวะสมดุลที่  4 องศาเซลเซียส 10 นาที  และแช่แข็ งในไอ
ไนโตรเจนเหลว 10 นาทีจึงน้าไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า อัตราการปฏิสนธิที่ให้ค่าสูงสุด 
(68.4±2.5%) ได้จากชุดการทดลองที่แช่แข็งในหลอดบรรจุน ้าเชื อขนาด 1.5 มิลลิลิตรและละลายที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียสนาน 30 วินาทีเมื่อใช้จ้านวนสเปิร์มต่อไข่ (sperm to egg ratio) ใน
อัตราส่วน 1x105:1 

Abinawanto (2017) แช่แข็งน ้าเชื อปลาแรดด้วยการใช้น ้ามันมะพร้าวเป็นสารไครโอโพรเทค
แทนท์ที่ระดับ 0, 21, 23, 25, 27 และ 29% ผสมร่วมกับ 5% glycerol โดยน ้าเชื อปลาแรดมาผสม
กับสารละลาย (5% glycerol + สารละลาย Ringer + น ้ามันมะพร้าว) ในอัตราส่วน 1:3 ปล่อยใน
สภาวะสมดุล 4 องศาเซลเซียส นาน 45 นาที และท้าการแช่แข็งและเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ -34 
องศาเซลเซียส นาน 48 นาที ก่อนน้าน ้าเชื อแช่แข็งมาละลายที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 3-5
นาที พบว่า สเปิร์มหลังการละลายมีการเคลื่อนที่และการมีชีวิตสูงกว่ากลุ่มควบคุม โดยการใช้น ้ามัน
มะพร้าว 25% ร่วมกับ 5% glycerol มีความเหมาะสมมากที่สุดในการแช่แข็งน ้าเชื อปลาแรด เพราะ
ท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ การมีชีวิต และความผิดปกติเท่ากับ 80.4±1.5, 82±1.9 และ 10±1.0%
ตามล้าดับ 

Matthews et al. (2018) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาม้าลายให้มีประสิทธิภาพดีขึ นด้วย
การเลือกใช้สารละลายบัฟเฟอร์และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสม (raffinose, skim milk, 
methanol และ bicine buffer) และอัตราการแช่แข็งน ้าเชื อ รวมทั งการพัฒนาวิธีการผสมเทียม
น ้าเชื อแช่แข็งให้มีการปฏิสนธิดีขึ น พบว่า สารละลาย E400 สามารถเก็บรักษาน ้าเชื อบนน ้าแข็งให้มี
คุณภาพดีได้นาน 6 ชั่วโมง และสเปิร์มมีการเคลื่อนที่สูงสุดหลังการละลายเมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิ
ที่เหมาะสมระหว่าง 10-15 องศาเซลเซียส/นาท ี
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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) 

เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ (Controlled-rate programmable freezer) 
กล้องจุลทรรศน ์
Haemacytometer 
ถังเก็บไนโตรเจนเหลวขนาดใหญ่ (liquid nitrogen dewar) 
ตู้ควบคุมอุณหภูมิต่้า 
ตู้อบเครื่องแก้ว (hot air oven) 
Glass micropipette ขนาด 5,10 และ 100 ไมโครลิตร 
หลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลติร 
หลอด Cryotube ขนาด 1.5 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) 
พ่อแมพ่ันธ์ุปลาไน 

  สารเคมปีระเภทต่างๆที่ใช้ในการแช่แข็ง และการย้อมส ี
  สารเคมีใช้ศึกษาการผสมเทียมเช่น Suprefact, Motillium 
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วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1.  การรวบรวมน ้าเชื อปลาไน  
พ่อพันธุ์ปลาไนถูกรวบรวมและล้าเลียงจากฟาร์มเพาะพันธุ์ปลาในจังหวัดชลบุรีและศูนย์วิจัย

และพัฒนาประมงน ้าจืดชลบุรี มายังโรงเพาะเลี ยงสัตว์น ้าของภาควิชาวาริชศาสตร์ มหาวิทยาลัย
บูรพา ในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่  (รูปที่ 1 และรูปที่ 2)  การล้าเลียงพ่อพันธุ์ปลาไนที่สมบูรณ์เพศได้
ล้าเลียงในถุงพลาสติกที่อัดออกซิเจนโดยใส่เกลือแกงเพื่อลดความเครียดระหว่างการล้าเลียงประมาณ 
1 ชั่วโมง     พ่อพันธุ์ทั งหมดที่ล้าเลียงมาถูกน้ามาพักไว้ในโรงเพาะเลี ยงสัตว์น ้าโดยใส่ยาเหลืองและ
ฟอร์มาลินระยะเวลาประมาณ 30 นาทีเพื่อป้องกันพาราไซด์ที่อาจติดมาระหว่างล้าเลียง จากนั นย้าย
พ่อพันธุ์ปลาไนมาไว้ในบ่อซิเมนต์ขนาด 10 ตัน จ้านวน 15 ตัวต่อบ่อ รวม 2 บ่อ เพื่อให้ปลาปรับตัว
กับสภาพแวดล้อมใหม่ จากนั นท้าการเลี ยงขุนพ่อพันธุ์ปลาในบ่อด้วยอาหารเม็ดที่มีโปรตีน 35% วัน
ละ 2 ครั ง เวลาเช้าและเย็น ในอัตรา 3% น ้าหนักตัว/วันตลอดระยะเวลาการขุนพ่อพันธุ์    การดูแล
สุขภาพปลาไน ได้มีการดูแลอย่างสม่้าเสมอทุกวัน โดยมีการดูดถ่ายตะกอนในบ่อทุกๆ 2 วันและ
เปลี่ยนถ่ายน ้าในบ่อประมาณ 30-40% ทุกๆ 5-7 วัน และมีการให้อากาศผ่านหัวทรายอย่างเพียงพอ
และตรวจวัดคุณภาพน ้าในบ่อทดลอง   พ่อพันธุ์ปลาไนที่มีความสมบูรณ์เพศ มีลักษณะภายนอกปกติ 
ไม่มีเชื อโรคและพาราไซด์ ผ่านหลักเกณฑ์ที่ก้าหนดไว้ถูกรวบรวมไปเลี ยงขุนในบ่อเพื่อการรวบรวม
น ้าเชื อมาแช่แข็งส้าหรับแต่ละชุดการทดลองต่อไป 

การรวบรวมน ้าเชื อปลาไนได้ท้าหลังจากปลาปรับตัวเป็นเวลา 7 วัน เริ่มจากจับพ่อพันธุ์ปลา
ออกมาด้วยสวิง แล้วน้ามาปลามาแช่ในยาสลบ (phenoxyethanol) 10 ppm ประมาณ 5 นาที เพื่อ
ไม่ให้ปลาเครียดระหว่างการรีดน ้าเชื อ น้าปลามาชั่งน ้าหนัก วัดความยาว แล้วเช็ดบริเวณล้าตัวปลาให้
แห้งสนิทก่อนที่ท้าการรีดน ้าเชื อออกมาเพื่อประเมินคุณภาพของน ้าเชื อ   การรีดน ้าเชื อปลาแต่ละตัว
ท้าโดยใช้น ้าสะอาดล้างบริเวณท้องและเช็ดให้แห้ง หงายท้องปลาขึ น ใช้นิ วมือกดบริเวณท้องเบาๆแล้ว
รีดลงมาตั งแต่บริเวณครีบอก (pectoral fin) มาถึงบริเวณช่องเพศ (urogenital papillae) ได้น ้าเชื อ 
(semen) สีขาวขุ่นออกมา (รูปที่ 3) รวบรวมน ้าเชื อไปใส่ในภาชนะแล้วจึงเก็บรักษาไว้บนน ้าแข็งเพื่อ
รักษาคุณภาพน ้าเชื อก่อนการใช้ในการทดลอง (รูปที่ 4)   ในการทดลองแต่ละครั งจะท้าการรีดน ้าเชื อ
ปลาแต่ละตัวแล้วน้าน ้าเชื อของปลาแต่ละตัวมารามกันเป็นน ้าเชื อรวม (pooled semen) ของพ่อ
พันธุ์ปลาหลายตัวส้าหรับแต่ละชุดการทดลองเพื่อลดความแปรปรวนคุณภาพน ้าเชื อปลาแต่ละตัว 
(individual variation) ที่อาจส่งผลต่อการทดลอง   ในระหว่างการรวบรวมน ้าเชื อ ท้าการลดการ
ปนเปื้อนของปัสสาวะที่จะมากับน ้าเชื อขณะรีด โดยกดเบาๆโดยรอบบริเวณช่องเพศปลา เพื่อรีดเอา
ปัสสาวะออกจากตัวปลาให้ได้ปริมาณที่ต้องการ (clearance of urinary bladder) เมื่อเห็นว่าไม่มี
ปัสสาวะออกมาแล้ว จึงท้าการรีดน ้าเชื อ โดยกดส่วนท้องตั งแต่บริเวณครีบอกมายังช่องเพศตามที่
กล่าวมาแล้ว    การประเมินคุณภาพน ้าเชื อพิจารณาจาก parameter ที่ส้าคัญ ได้แก่การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม (sperm motility) ความหนาแน่นของสเปิร์ม (sperm density) การมีชีวิตของสเปิร์ม 
(sperm viability) และ แรงดันออสโมซิสของน ้าเชื อ (osmolality)   น ้าเชื อที่มีคุณภาพดีเท่านั นถูก
น้ามาใช้ในการแช่แข็งน ้าเชื อ โดยต้องเป็นน ้าเชื อที่มีลักษณะขาวขุ่น และไม่มีเมือก หรือ เลือดปน และ
ต้องมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่สูง (มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์) โดยน ้าเชื อเหล่านี ถูกเก็บไว้บน
น ้าแข็งอย่างมากไม่เกิน 30 นาทีในระหว่างขั นตอนการแช่แข็งน ้าเชื อ   น ้าเชื อรวมที่มีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มต่้ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์ไม่ได้น้ามาใช้ในการทดลองเพื่อให้มั่นใจว่าขณะเริ่มการ
ทดลองน ้าเชื อปลามีคุณภาพที่ดีพอ  ในกรณีที่พ่อพันธุป์ลาไนมีน ้าเชื อน้อยไม่เพียงพอแก่การทดลองใน 
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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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บางช่วงของฤดูกาล ท้าการฉีดพ่อพันธุ์ปลาด้วยฮอร์โมนเพื่อกระตุ้นการสร้างน ้าเชื อ โดยฉีดด้วย 
suprefact (gonadotropin-releasing hormone analogue; GnRHa) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัม
ต่อกิโลกรัมน ้าหนักปลา ร่วมกับ motillium (dopamine antagonist) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อ
กิโลกรัมน ้าหนักปลาเพื่อกระตุ้นให้ปลามีน ้าเชื อในปริมาณที่มากขึ น  โดยรีดน ้าเชื อหลังฉีดฮอร์โมน
ประมาณ 12 ชั่วโมง       
 

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

0.9% NaCl โดยเจือจาง 5,000 เท่า ผสมให้เข้ากันใน vial ด้วยการใช้ vortexer แล้วจึงน้าน ้าเชื อที่
ถูกเจือจางไปหยดบน haemacytometer และ นับจ้านวนสเปิร์มที่พบโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์
ก้าลังขยาย 400 เท่า แล้วจึงค้านวณกลับหาความหนาแน่นของสเปิร์ม    การประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มท้าโดยการหยดตัวอย่างน ้าเชื อ (1 ไมโครลิตร) ลงบนกระจกสไลด์ที่สะอาดแล้วจึงหยด 
0.4% NaCl ลงไป 100 ไมโครลิตร พร้อมกับปิดด้วย cover glass เบาๆอย่างรวดเร็วเพื่อกระตุ้นให้
สเปิร์มเคลื่อนที่แล้วจึงประเมินเปอร์เซ็นต์ที่สเปิร์มเคลื่อนที่ทันทีให้เสร็จภายใน 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 ้าต่อชุด
การทดลอง โดยการประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในแต่ละสไลด์ยังได้สุ่มประเมิน 3 จุดในเวลาไม่
เกิน 15 วินาที ท้าให้มีจ้านวนซ ้าย่อยรวม 9 ซ ้า (pseudoreplicates)   การประเมินเปอร์เซนต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มที่แช่แข็ง ท้าการประเมินเช่นเดียวกับการประเมินในสเปิร์มสดทุกอย่าง เพียงแต่
น้าน ้ าเชื อแช่แข็งหลังการละลาย (post-thawed sperm) ในชุดการทดลองต่างๆปริมาณ 4 
ไมโครลิตร วางลงบนกระจกสไลด์ที่สะอาดแล้วจึงหยด 0.4% NaCl ลงไป 100 ไมโครลิตรเพื่อกระตุ้น
ให้สเปิร์มเคลื่อนที่แล้วจึงประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 9 ซ ้าย่อยตามที่ได้กล่าวมา 

 การประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต ท้าโดยการน้าเอาน ้าเชื อสด (5 ไมโครลิตร) วางบน
กระจกสไลด์ที่สะอาด แล้วหยดสารละลาย eosin-nigrosin (5 ไมโครลิตร) ลงไปพื่อย้อมสี ผสมให้เข้า
เป็นเนื อเดียวกัน และใช้ cover glass ลากเบาๆท้าให้ sperm suspension เป็นชั นบางๆ แล้วใช้
เปลวไฟจากตะเกียง ท้าให้ sperm suspension แห้งโดยเร็ว ซึ่งขั นตอนการย้อมสี จน sperm 
suspension แห้ง ใช้ระยะเวลาไม่เกิน 10 วินาที แล้วจึงสุ่มนับจ้านวนสเปิร์มที่มีชีวิต ซึ่งจะไม่ติดสี
ย้อมภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 1,000 เท่า ภายใต้ immersion oil โดยสเปิร์มที่ตายจะติดสี
ม่วง และสเปิร์มที่มีชีวิตจะไม่ติดสีย้อม แล้วจึงค้านวณหาเปอร์เซนต์ของสเปิร์มที่มีชีวิต (percentage 
of viable sperm; Fribourgh, 1966; Vuthiphandchai and Zohar, 1999) โดยท้า 3 ซ ้า    การ
ประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตของน ้าเชื อแช่แข็ง ท้าเช่นเดียวกับการประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มี
ชีวิตของน ้าเชื อสด เพียงแต่น้าน ้าเชื อแช่แข็งหลังการละลายปริมาณ 5 ไมโครลิตรมาวางบนกระจกล
ไลด์แล้ว หยดสารละลาย eosin-nigrosin (5 ไมโครลิตร) ลงไปแล้วท้าการผสม และ smear โดยเร็ว
ตามที่กล่าวมาแล้ว จึงท้าการประเมิน 3 ซ ้าเช่นกัน 
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 ส้าหรับการประเมินแรงดันออสโมซิสของน ้าเชื อ ท้าโดยน้าน ้าเชื อมา centrifuge ด้วย
ความเร็วสูงเพื่อแยก seminal fluid ออกจากสเปิร์ม จากนั นน้า seminal fluid ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรมาวัด osmolality โดยการใช้เครื่อง osmometer    การประเมินความหนาแน่นของ
สเปิร์ม การมีชีวิตของสเปิร์ม และแรงดันออสโมซิสของน ้าเชื อได้ท้าการทดลอง 3 ซ ้า   อย่างไรก็ตาม
พ่อพันธุ์ปลาไนที่เลี ยงขุนได้ถูกรวบรวมน ้าเชื อเดือนละครั งเพื่อประเมินคุณภาพน ้าเชื อสดของปลาไน
เพื่อทราบการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน ้าเชื อปลาไน 

 
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
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 concentrations) ของ
สารไครโอโพรเทคแทนท์ตามที่ก้าหนดเป็น 5%, 10%, 15% และ 20% โดยใช้อัตราส่วนของน ้าเชื อที่
เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ (extended milt) : สารไครโอโพรเทคแทนท์ เท่ากับ 1:1 ภายใน 
tissue culture flask ขนาด 25 มิลลิลิตร    การประเมินเปอร์เซ็นต์ของสเปิร์มที่เคลื่อนที่ในการ
ทดลองนี ไดท้้าในระยะเวลาตา่งๆกันหลังจากใส่สารไครโอโพรเทคแทนท์ลงไปในน ้าเชื อปลาไนที่ถูกเจือ
จาง เริ่มตั งแต่เวลา 0, 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที โดยเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มกับกลุ่มควบคุม ซึ่งใช้น ้าเชื อสดของปลาไนที่กระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่ด้วย 
0.4% NaCl     การประเมินความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
ท้าการทดลอง 6 ซ ้าที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส)    การทดลองในขั นตอนนี ท้าให้ทราบว่าสาร
ไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดใด และความเข้มข้นช่วงใดที่เป็นพิษหรือท้าให้สเปิร์มหยุดเคลื่อนที่หรือ
เคลื่อนที่ลดลง ท้าให้สามารถพิจารณาเลือกเฉพาะสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เป็นพิษน้อยมาใช้ในการ
แช่แข็งน ้าเชื อต่อไป  

 
4. การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีม่ีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม

ปลาไนที่ผ่านการแช่แข็ง 
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การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน เริ่มจากการน้าเอาน ้าเชื อปลาไนที่รวบรวมมาจากปลา
หลายตัว (pooled milt) มาเจือจางในสารละลาย Ca-F HBSS แล้วจึงผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์
ชนิดที่เหมาะสม (DMSO, propylene glycol และ ethylene glycol) ในระดับความเข้มข้นสุดท้าย
ที่แตกต่างกันตั งแต่ 5%, 10%, 15% และ 20% แล้วปล่อยไว้ให้น ้าเชื อที่ถูกเจือจางอยู่ในภาวะ
สมดุลย์ (equilibration period) ที่อุณหภูมิห้องก่อนที่จะถูกรวบรวมน ้าเชื อเหล่านั นใส่ในหลอดฟาง 
(straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร (รูปที่ 5) ท้าการปิดปลายหลอดฟางให้แน่นด้วยความร้อน (รูปที่ 6 
และรูปที่ 7) ปล่อยทิ งไว้นาน 10 นาที จึงน้าหลอดฟางไปลดอุณหภูมิในเครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื อ
อัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer; รูปที่ 8) ท้าการลดอุณหภูมิจากอุณหภูมิ
เริ่มต้น 25 องศาเซลเซียส มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 
และ 8 องศาเซลเซียส/นาที  แล้วน้ าหลอดฟางไปใส่ ใน Goblet เพื่ อน้ าไป เก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวนาน 1 และ 7 วัน เมื่อครบก้าหนดการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวจึงน้าหลอดฟาง
ออกมาละลายโดยน้ามาแช่ใน water bath อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที ท้าการตัด
หลอดฟางเพื่อประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm motility) 
โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้าต่อชุดการทดลอง 

 
5. การพัฒนา protocol เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน 
5.1 ผลของอุณหภูมิสุดท้ายที่มีต่อการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน 
การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนมาที่อุณหภูมิสุดท้ายต่างกัน ท้าโดยน้าน ้าเชื อสดของ

ปลาไนมาเจือจางใน Ca-F HBSS แล้วเติม DMSO ให้ไดค้วามเข้มข้นสุดท้าย 10% ดูดน ้าเชื อที่เจือจาง 
(extended semen) ใส่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ทิ งไว้ 10 นาที แล้วท้าการแช่แข็งลด
อุณหภูมิน ้าเชื อจากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียส มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20, -40 และ -80 องศา
เซลเซียส ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที แล้วน้าน ้าเชื อแช่แข็งไปเก็บ
รักษาในถังไนโตรเจนเหลวนาน 2 วัน น้าหลอดฟางออกมาละลายที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 
5 วินาท ีท้าการประเมินการเคลื่อนที่ของสเปริ์มหลังการละลาย โดยทดลอง 3 ซ ้าต่อชุดการทดลอง 

 
5.2 การแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนอย่างง่ายในกล่องโฟม 
การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนอย่างง่ายในกล่องโฟม ท้าโดยน้าน ้าเชื อสดที่รวบรวม

จากปลาไนหลายตัว (pooled milt; n=8) มาเจือจางใน Ca-F HBSS และ DMSO ที่ความเข้มข้น
สุดท้าย 5, 10, 15 และ 20% จากนั นดูดน ้าเชื อปลาไนใส่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ทิ งไว้ 
10 นาทีเพื่อให้อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration time) แล้วน้าหลอดฟางที่มีน ้าเชื อของชุดการ
ทดลองเหล่านี มาแช่แข็งโดยการลดอุณหภูมิภายในไอไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapor) ที่
บรรจุในกล่องโฟม (styrofoam box)   การแช่แข็งน ้าเชื อเริ่มจากเติมไนโตรเจนเหลวลงไปในกล่อง
โฟมให้สูงจากพื นกล่องประมาณ 5 เซนติเมตรแล้วปิดฝากล่องโฟม 5 นาทีเพื่อปรับอุณหภูมิในกล่อง
โฟมให้คงที่ จึงน้าหลอดฟางที่บรรจุน ้าเชื อเมื่อครบระยะเวลาสมดุลที่ก้าหนดมาวางที่ ระดับความสูง
เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen surface) ต่างๆกัน (2, 4 และ 6 เซนติเมตรเหนือ
ระดับผิวหน้าไนโตรเจนเหลว) เป็นเวลานาน 10 นาที จึงน้าหลอดฟางทั งหมดในทุกชุดการทดลองแช่
ลงในถังไนโตรเจนเหลวเพื่อเก็บรักษานาน 1, 7 และ 14 วันจึงท้าการละลายน ้าเชื อที่อุณหภูมิ 70 
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องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที และประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย โดยทดลอง 3 ซ ้า
ต่อชุดการทดลอง   
 

5.3 การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนปริมาณมาก 
น ้าเชื อปลาไนที่รีดออกมาจากพ่อพันธุ์หลายตัว (กลุ่มควบคุม) ได้ถูกแช่แข็งเปรียบเทียบผล

ของการเหนี่ยวน้าน ้าเชื อให้แข็งตัวอย่างรวดเร็วในระยะเวลาสั นๆ (seeding) ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม โดยน้าน ้าเชื อสดมาเจือจางด้วย Ca-F HBSS และ DMSO ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 10% แล้ว
บรรจุน ้าเชื อที่ถูกเจือจางในหลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร และหลอด Cryotube ขนาด 
1.5 มิลลิลิตร ปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุล 10 นาที แล้วน้าไปแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็ง
น ้าเชื ออัตโนมัติ โดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาที เริ่มจากอุณหภูมิห้องถึงอุณหภูมิ
สุดท้ าย -80 องศาเซลเซียสโดยไม่มีการ seeding (control groups) แล้วน้าไปเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 2 วันจึงท้าการละลายน ้าเชื อเพื่อประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย
ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาทีส้าหรับหลอดฟางทั งสองขนาด และนาน 30 วินาที
ส้าหรับหลอด Cryotube   ในขณะเดียวกันน ้าเชื อปลาไนได้ถูกแช่แข็งด้วยวิธีที่กล่าวมาข้างต้นแต่มี
การเหนี่ยวน้าน ้าเชื อให้แข็งตัวรวดเร็วในระยะเวลาสั นๆ (seeding) ที่อุณหภูมิต่างๆกันเช่น -10, -15 
และ -20 องศาเซลเซียส     การท้า seeding น ้าเชื อปลาไนในชุดทดลองเหล่านี  (treated groups) 
ได้ท้าโดย manual seeding ด้วยการน้าเอา forcep ไปแช่ในไนโตรเจนเหลวแล้วน้ามาแตะตลอด
ความยาวบนหลอดฟาง หรือ cryotube ประมาณ 2-3 วินาทีเพื่อให้น ้าเชื อแข็งตัวอย่างรวดเร็วที่สุด
ตามอุณหภูมิที่ก้าหนดและลดอุณหภูมิตามโปรแกรมที่ก้าหนดต่อไป   ท้าการทดลอง 3 ซ ้าต่อชุดการ
ทดลอง   

การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนปริมาณมากในช่วงต่อมาท้าการแช่แข็งด้วยการใช้ไอ
ไนโตรเจนเหลวภายในกล่องโฟมที่เติมไนโตรเจนเหลวลงไปประมาณ 5 เซนติเมตรแล้วปิดฝากล่อง
โฟม 5 นาทีเพื่อปรับอุณหภูมิในกล่องโฟมให้คงที่ น้าหลอดฟางขนาด 250 และ 500 ไมโครลิตร และ
หลอด Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่บรรจุน ้าเชื อเจือจางด้วย Ca-F HBSS และ 10% DMSO 
นาน 10 นาทีมาวางที่ระดับความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen surface) 6 
เซนติเมตรเหนือระดับผิวหน้าไนโตรเจนเหลว เป็นเวลานาน 10 นาทีส้าหรับหลอดฟางทั งสองขนาด 
และ 15 นาทีส้าหรับหลอด Cryotube แล้วเก็บรักษาน ้าเชื อในถังไนโตรเจนเหลว 2 วัน ท้าการ
ละลายตามวิธีการที่กล่าวมาแล้ว ท้าการทดลอง 3 ซ ้าต่อชุดการทดลอง   

 
6. การแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนเพื่อศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแช่แข็ง

ที่มีคุณภาพสเปิร์ม 
การศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาน ้าเชื อแช่แข็งที่มีต่อคุณภาพสเปิร์มท้าโดย น้าน ้าเชื อสด

ของปลาไนที่รีดได้มาเจือจางใน Ca-F HBSS ในอัตราส่วน 1:1 แล้วเติมสารละลาย DMSO ลงไปให้ได้
ความเข้มข้นสุดท้าย 10% จึงน้าไปแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ หรือการแช่แข็ง
ด้วยไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟมภายหลังทราบ protocols การแช่แข็งที่เหมาะสม 

ชุดการทดลองทั งหมดมี 4 ชุดการทดลองคือ ชุดการทดลองที่ 1 (แช่แข็งในหลอดฟาง 250 
ไมโครลิตรด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งอัตโนมัติ ) ชุดการทดลองที่ 2 (แช่แข็งในหลอดฟาง 250 
ไมโครลิตรด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลว) ชุดการทดลองที่  3 (แช่แข็งในหลอด Cryotube 1.5 
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มิลลิลิตรด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งอัตโนมัติ) และชุดการทดลองที่ 4 (แช่แข็งในหลอด Cryotube 
1.5 มิลลิลิตรด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลว) 

การแช่แข็งน ้าเชื อในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรเริ่มจาก ดูดน ้าเชื อปลาไนที่ถูกเจือจาง
ปริมาณ 200 ไมโครลิตรใส่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ปิดปลายหลอดด้วยความร้อน ทิ งไว้ 
10 นาที แล้วท้าการลดอุณหภูมิน ้าเชื อในหลอดฟางด้วย 2 วิธีได้แก่ การใช้เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื อ
อัตโนมัติ  (controlled-rate programmable freezer) และการใช้ ไอไนโตรเจนเหลว (liquid 
nitrogen vapor) ในกล่องโฟม    ส้าหรับการลดอุณหภูมิด้วยเครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัต ิเริ่มต้น
จากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียส มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการลด
อุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส/นาที  แล้วน้ าน ้ า เชื อแช่แข็ งไป เก็บรักษา  (cryostorage) ในถั ง
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) ตามเวลาที่ก้าหนดทุกๆ 30 วันจึงน้าตัวอย่างหลอดฟาง
บรรจุน ้าเชื อแช่แข็งออกมาละลาย (thawing) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที ท้าการ
ประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม และการมีชีวิตของสเปิร์มหลังการละลาย โดยทดลอง 3 ซ ้า ส้าหรับ
การลดอุณหภูมิด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม ท้าโดยแช่แข็งหลอดฟางในไอ
ไนโตรเจนเหลว ที่ระดับความสูงเหนือระดับผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรภายในกล่องโฟม 
(styrofoam box) นาน 10 นาที พร้อมกับปิดฝากล่องโฟม โดยเมื่อครบเวลาการแช่แข็งที่ก้าหนด
ทุกๆ 30 วัน น้าหลอดฟางมาเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว จึงน้าหลอดฟางมาท้าการละลายเพื่อ
ประเมินคุณภาพสเปิร์มตามวิธีที่ ได้กล่าวมาแล้ว  อย่างไรก็ตามน ้าเชื อแช่แข็งที่ เก็บไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลวนานเพียง 2 ชั่วโมงแล้วถูกน้าออกมาละลายเพื่อประเมินคุณภาพสเปิร์ม (น ้าเชื อที่เก็บ
รักษาไว้ 0 วัน) 

การแช่แข็งน ้าเชื อปลาไนปริมาณมากในหลอด Cryotube เพื่อศึกษาผลของระยะเวลาการ
เก็บรักษา ท้าโดยน้าน ้าเชื อปลาไนมาเจือจางด้วย Ca-F HBSS และ DMSO ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 
10% แล้วบรรจุน ้าเชื อที่ถูกเจือจางปริมาณ 1.2 มิลลิลิตรลงไปในหลอด Cryotube ขนาด 1.5 
มิลลิลิตร ปล่อยทิ งไว้ 10 นาที ลดอุณหภูมิด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติในอัตรา -5 
องศาเซลเซียส/นาที เริ่มจากอุณหภูมิห้องถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส เก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลว และท้าการประเมินคุณภาพสเปิร์มหลังการละลายทุกๆ 30 วันหลังการเก็บรักษา
ส้าหรับการลดอุณหภูมิน ้าเชื อในหลอด Cryotube ด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม ท้าโดย
แช่แข็งหลอด Cryotube ที่ระดับความสูงเหนือระดับผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตรภายใน
กล่องโฟมนาน 15 นาที พร้อมกับปิดฝากล่องโฟม โดยเมื่อครบเวลาการแช่แข็งที่ก้าหนดทุกๆ 30 วัน 
จึงน้าหลอด Cryotube มาท้าการละลายเพื่อประเมินคุณภาพสเปิร์ม ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
นาน 30 วินาที  ท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

 
7. การประเมนิความสามารถของน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งในการปฏิสนธิกับไข่ (fertilization 

capacity) 
การประเมินอัตราการปฏิสนธิ (fertilization rate) ของไข่ปลาไนเมื่อผสมเทียมด้วยน ้าเชื อ

แช่แข็ง ท้าโดยการน้าเอาไข่ปลาไนจากแม่พันธุ์ปลาไนที่ถูกฉีดฮอร์โมนกระตุ้นประมาณ 500 ใบใส่ลง
ไปในภาชนะพลาสติก (petri dish) แล้วจึงเอาน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งที่ละลาย (thawing) ใส่ลงไปผสม
กับไข่ทันที พร้อมกับเติมน ้าจืดที่สะอาดลงไป และใช้ขนไก่ช่วยผสมให้น ้าเชื อเข้ากับไข่อย่างรวดเร็ว  
จากนั นล้างไข่ และเมือกออกโดยการเปลี่ยนน ้า 2 ครั งแล้วปล่อยให้ไข่พัฒนาต่อไปเพื่อให้ไข่พัฒนา
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ต่อไป โดยน้าไข่ที่ปฏิสนธิไปโรยเป็นชั นบางๆบนอวนมุ้งไนลอนภายในบ่อซิเมนต์ที่มีระบบน ้าเข้าออก
ตลอดเวลา ท้าการทดลอง 3 ซ ้าต่อชุดการทดลอง    

การกระตุ้นให้แม่ปลาไนตกไข่ท้าโดยการฉีดฮอร์โมนสังเคราะห์ Gonadotropin-releasing 
hormone analogue (GnRHa) และ dopamine antagonist ปริมาณ 15 ไมโครกรัม/กิโลกรัม 
และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม ตามล้าดับ แล้วพักแม่ปลาไนไว้ประมาณ 7-8 ชั่วโมง จึงรีดไข่ออกมาและ
เช็คคุณภาพไข่ก่อนการผสมเทียมโดยดูจากลักษณะรูปร่างและความสุกของเม็ดไข่ โดยใช้ไข่ที่มี
คุณภาพดีเท่านั น (มีลักษณะกลม และไม่หนืดหรือเหลวเกินไป) จากแม่ปลา 2-3 ตัวในการผสมเทียม
กับน ้าเชื อปลาไนที่รีดออกมาใหม่ๆ (ชุดควบคุม) และน ้าเชื อปลาไนแช่แข็ง (ชุดทดลอง)   ส้าหรับ
จ้านวนสเปิร์มที่ใช้ผสมกับไข่ ใช้ในปริมาณที่เหมาะสมเท่ากับ 1x105 สเปิร์มต่อไข่ 1 ใบ โดยปริมาณ
น ้าเชื อที่ใช้ค้านวณจากความหนาแน่นของน ้าเชื อแช่แข็งก่อนผสมเทียมว่าต้องใช้น ้าเชื อแช่แข็งปริมาณ
เท่าใดในการผสมกับไข่ 500 ใบที่รีดมาจากแม่ปลา 2-3 ตัว เปรียบเทียบกับปริมาณปริมาณน ้าเชื อสด
ที่ต้องใช้ในการปฏิสนธิไข่ บนพื นฐานของการใช้จ้านวนสเปิร์มต่อไข่ (sperm to egg ratio) ในที่
ปริมาณเท่ากัน (1x105 : 1)    น ้าเชื อสดที่ใช้ผสมเทียมรีดออกมาจากพ่อพันธุ์หลายตัวขณะท้าการ
ผสมเทียม แต่น ้าเชื อแช่แข็งที่ใช้ในการผสมเทียมได้มาจากการน้าน ้าเชื อปลาไนจ้านวนหลายตัวที่รีด
ออกมาใหม่ๆมาเจือจางใน Ca-F HBSS แล้วเติม DMSO ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 5, 10, 15 และ 
20% แล้วน้าน ้าเชื อมาใส่ในหลอดฟางขนาด 250 มิลลิลิตร ทิ งไว้ 10 นาทีแล้วลดอุณหภูมิด้วย
เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer) จากอุณหภูมิเริ่มต้น 
25 องศาเซลเซียส มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ  5 องศา
เซลเซียส/นาที แล้วน้าหลอดฟางที่มีน ้าเชื อแช่แข็งไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวนาน 3-4 วันจึงน้า
น ้าเชื อแช่แข็งมาละลาย (thawing) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาทีแล้วน้าไปผสมเทียม
กับไข่ปลาไนตามที่กล่าวมาแล้ว โดยท้าการทดลอง 3 ซ ้า 

ส้าหรับการน ้าเชื อปลาไนที่แช่แข็งด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวที่น้ามาผสมเทียมกับไข่ ได้ท้า
ในเดือนสิงหาคมปี พ.ศ. 2559 เมื่อทราบวิธีการแช่แข็งที่เหมาะสม โดยน้าน ้าเชื อจากพ่อพันธุ์หลายตัว
มาเจือจางใน Ca-F HBSS ที่มี DMSO ความเข้มข้นสุดท้าย 5, 10, 15 และ 20% เช่นกันแล้วบรรจุ
น ้าเชื อเข้าไปในหลอดฟางขนาด 250 มิลลิลิตร ทิ งไว้ 10 นาที จึงลดอุณหภูมิด้วยการแช่แข็งที่ระดับ
ความสูง 6 เซนติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 10 นาทีก่อนการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 
3-4 วันจึงน้าออกมาละลายและน้าไปผสมเทียมกับไข่ปลาไนตามวิธีการผสมเทียมแบบแห้งตามที่ได้
กล่าวมาแล้วเช่นกัน ท้าทดลอง 3 ซ ้า 

การประเมินอัตราการปฏิสนธิของไข่ในชุดทดลองและชุดควบคุม ท้าเมื่อไข่ปลาไนพัฒนาเข้า
สู่ระยะ gastrula stage ซึ่งประมาณ 7-9 ชั่วโมงหลังการผสมเทียม โดยค้านวณจากจ้านวนไข่ที่
พัฒนาถึงระยะ gastrula ต่อจ้านวนไข่ทั งหมดที่สุ่มประเมินแล้วคูณด้วย 100 และท้า 6 ซ ้าต่อชุดการ
ทดลอง   ส้าหรับกลุ่มควบคุมใช้น ้าเชื อสดที่รีดออกมาใหม่ๆ ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่
ต่้ากว่า 80% ในการผสมกับไข่ 

การประเมินความสามารถในการปฏิสนธิของน ้าเชื อปลาไนที่ได้แช่แข็ง (fertilization rate)  
ในช่วงเวลาต่อมาได้ท้าภายหลังการเก็บรักษาน ้าเชื อในถังไนโตรเจนเหลวในรูปแบบต่างๆกัน โดยได้ท้า
การทดลองในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ในเดือนกันยายน-ตุลาคมปี พ.ศ. 2560 โดยมี 5 ชุดการทดลอง
คือ ชุดควบคุม (control group) ที่ใช้น ้าเชื อสด และชุดทดลองอีก 4 ชุด (treated groups) ได้แก่ 
1.) น ้าเชื อแช่แข็งที่บรรจุอยู่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ที่ได้จากการแช่แข็งด้วยการใช้
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เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ   2.) น ้าเชื อแช่แข็งที่บรรจุอยู่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ที่
ได้จากการแช่แข็งด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม  3.) น ้าเชื อแช่แข็งที่บรรจุอยู่ในหลอด 
Cryotube ขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่ได้จากการแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ และ 
4.) น า้เชื อแช่แข็งที่บรรจุอยู่ในหลอด Cryotube ขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่ได้จากการแช่แข็งด้วยการใช้
ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม  โดยน ้าเชื อแช่แข็งใน 4 ชุดการทดลองนี เป็นน ้าเชื อที่ได้เก็บไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลวประมาณ 2-3 เดือนจากการศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแช่
แข็งที่มีคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย 

การผสมเทียมไข่ปลาไนเมื่อผสมกับน ้าเชื อปลาไนในการทดลองครั งนี ใช้วิธีเปียก ท้าโดยการ
น้าเอาไข่ปลาไนที่มีคุณภาพดีจากแม่พันธุ์ปลาไนที่ถูกฉีดฮอร์โมน GnRHa และ dopamine 
antagonist กระตุ้น โดยท้าการสุ่มไข่ประมาณ 500 ใบแล้วน้าไข่ใส่ลงไปใส่ในจานแก้ว (petri dish) 
เติมน ้าจืดที่สะอาดลงไปในไข่ แล้วรีบน้าน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งที่ละลาย (thawing) ในปริมาณที่
เหมาะสมจาก 4 ชุดการทดลองใส่ลงไปในจานแก้วอย่างรวดเร็วทันที ใช้ขนไก่ช่วยผสมให้น ้าเชื อเข้า
กับไขป่ระมาณ 1 นาท ี จากนั นล้างไข่ และเมือกออกโดยการเปลี่ยนน ้าในจานแก้ว 2 ครั ง แล้วน้าไข่ที่
ปฏิสนธิไปโรยเป็นชั นบางๆบนอวนมุ้งไนลอนภายในบ่อซิเมนต์ที่มีระบบน ้าเข้าออกตลอดเวลาเพื่อให้
ไข่พัฒนาต่อไป ท้าการทดลอง 3 ซ ้า   ส้าหรับน ้าเชื อสดที่ใช้ได้ใช้น ้าเชื อสดที่มีคุณภาพดี มีเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่ต่้ากว่า 80% โดยใช้น ้าเชื อสดท้าการผสมเทียมกับไข่เหมือนกับการใช้
น ้าเชื อแช่แข็งทุกขั นตอน เพียงแต่ในทั ง 5 ชุดการทดลองเหล่านี  ก้าหนดจ้านวนสเปิร์มในการปฏิสนธิ
กับไข่ ในปริมาณที่เหมาะสมเท่ากับ 1x105 สเปิร์มต่อไข่ 1 ใบเหมือนกัน โดยปริมาณน ้าเชื อของ
น ้าเชื อสดและน ้าเชื อแช่แข็งที่ใช้ในการทดลอง ค้านวณจากความหนาแน่นของสเปิร์มและจ้านวน
สเปิร์มที่ต้องการใช้ เพื่อทราบถึงปริมาณน ้าเชื อสดหรือน ้าเชื อแช่แข็งในการปฏิสนธิกับไข่ 500 ใบใน
จานแก้ว 1 ใบ  

การประเมินอัตราการปฏิสนธิของไข่ในชุดทดลองและชุดควบคุม ท้าเมื่อไข่ปลาไนพัฒนาเข้า
สู่ระยะ gastrula stage ซึ่งประมาณ 7-8 ชั่วโมงหลังการผสมเทียม โดยค้านวณจากจ้านวนไข่ที่
พัฒนาถึงระยะ gastrula ต่อจ้านวนไข่ทั งหมดที่สุ่มประเมินแล้วคูณด้วย 100 และท้า 6 ซ ้าต่อชุดการ
ทดลอง    การประเมินเปอร์เซ็นต์การฟักของลูกปลา ไดค้้านวณจากจ้านวนลูกปลาที่ฟักออกมาจากไข่
ต่อจ้านวนไข่ทั งหมดที่ใช้แล้วคูณด้วย 100 โดยท้า 3 ซ ้าต่อชุดการทดลอง    

 
 8.  การวิเคราะห์ทางสถติิ  

ข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เปอร์เซ็นตก์ารมีชีวิตของสเปิร์ม ความหนาแน่นของ
สเปิร์ม ความดันออสโมติกน ้าเชื อ และเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิ และเปอร์เซ็นต์การฟัก ในแต่ละชุดการ
ทดลองถูกน้าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตราฐาน (standard deviation) และถูกน้ามา
วิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธีการ Analysis of variance (two-way ANOVA) ที่ระดับ
ความเช่ือมั่น 95% และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในชุดการทดลองด้วย 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 เครื่องมือแช่แข็งน ้าเชื ออัตโนมัติ 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 5 ตอนดังนี ้

1.  การเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มปลาไน 
2.  ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ต่อการเคลื่อนที่

สเปิร์มปลาไน 
3. การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนที่

ผ่านการแช่แขง็ และการพัฒนา protocol เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน 
4. ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้้าเช้ือปลาไนแช่แข็งทีม่ีคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย 
5. ความสามารถของน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งในการปฏิสนธิกับไข ่
 
1. การเปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มปลาไน 

 น้้าเช้ือสดที่รวบรวมมาใหม่ๆ (freshly collected milt) ของปลาไนที่น้ามาใช้ในการศึกษา มี
การเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าเชื้อดังแสดงในตารางที่ 1 โดยแรงดันออสโมติกของน้้าเชื้อ (osmolality) 
มีค่าเฉลี่ยอยู่ระหว่าง 269.8-290.2 mOsm/kg  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าระหว่าง 
86.7-100% ในขณะที่เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มมีค่าเฉลี่ยประมาณ 91.2-97.2% และความ
หนาแน่นของสเปิร์มมีเฉลี่ยระหว่าง 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) 
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2. ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ต่อการ
เคลื่อนที่สเปิรม์ปลาไน 

 
2.1 DMSO 

 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 

ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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2.2 Ethylene glycol  
การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสด พบว่า  มีเปอรเ์ซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 

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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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 นาที 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 

  
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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 นาทีเท่านัน้ (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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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)    
   
ตารางที ่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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (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 

 
ตัวอกัษรที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลขที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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3. การศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มีต่อการเคลื่อนทีข่องสเปิร์มปลาไน
ที่ผ่านการแชแ่ข็ง 

 น้้าเชื้อสดปลาไนที่น้ามาใช้ในการแช่แข็งก่อนการแช่แข็งด้วยการเจือจางใน Ca-F HBSS และ
สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด (DMSO, propylene glycol และ ethylene glycol) มีการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม 100% จึงน้าน้้าเชื้อทุกชุดการทดลองมาแช่แข็งด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ
แตกต่างกัน 3 ระดับมาจนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียสแล้วแช่ลงในไนโตรเจนเหลวทันที 

น้้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งด้วย Ca-F HBSS และ DMSO 5%, 10%, 15%, และ 20% เมื่อเวลา
ผ่านไป 1 วัน พบว่าสเปิร์มหลังการละลายในทุกชุดการทดลองมีการเคลื่อนที่ 100% แตเ่มือ่เวลาการ
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 ที่อัตราการลดอุณหภูมิ
ต่างกัน 

 
วันที ่ อัตราลด

อุณหภูม ิ
Propylene 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,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 ที่อัตราการลดอุณหภูมิต่างกัน 

 
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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4. การพัฒนา protocol เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแช่แข็งน ้าเชื อปลาไน 
 

4.1 ผลของอุณหภูมิสุดท้ายที่มีต่อการแช่แข็งน้้าเช้ือปลาไน  
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนมาที่อุณหภูมิสุดท้ายและอัตราการลดอุณหภูมิต่างกันมีผลต่อการ

เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย โดยการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศา
เซลเซียสเมื่อแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที พบว่าเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าระหว่าง 67.8-82.4% แต่การแช่แข็งเมื่อใช้อุณหภูมิสุดท้ายที่ 
-40 หรือ -80 องศาเซลเซียส ในการแช่แข็งน้้าเช้ือปลาไน มีส่วนท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการ
ละลายมีค่าสูงขึ้น โดยเมื่อแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที 
พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงขึ้น (86.7-91.5%) โดยไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) เมื่อใช้อุณหภูมิสุดท้ายที่ -40 หรือ -80 องศาเซลเซียส 
(ตารางที่ 14) 

 
4.2 การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนอย่างง่ายในกล่องโฟม 
น้้าเชื้อสด (freshly collected milt) ที่รวบรวมมาจากปลาไนหลายตัวรวมกัน มีการ

เคลื่อนที่ของสเปิร์ม 100% แต่เมื่อน้าน้้าเช้ือสดที่เจือจางใน Ca-F HBSS มาแช่แข็งด้วยการใช้ DMSO 
ที่ระดับ 4 ความเข้มข้นในไอไนโตรเจนเหลวที่ความสูงต่างๆกันเป็นเวลานาน 10 นาทีในหลอดฟาง
ขนาด 250 ไมโครลิตร พบว่า การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยความเข้มข้นของ DMSO ต่างกันและที่
ความสูงเหนือผิวหน้าไอไนโตรเจนเหลวต่างกัน มีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย โดย
เมื่อการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวผ่านไป 1 วัน ชุดการทดลองที่แช่แข็งด้วย DMSO 10% และ 
15% ที่ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ยังคงมีสเปิร์มเคลื่อนที่หลังการละลาย 
(post-thawed sperm motility) เท่ากับ 100% ซึ่งมีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอื่นๆอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 15)   น้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้ 7 วันในชุดการทดลองแช่แข็ง
ด้วย DMSO 10% และ 15% ที่ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ก็ยังคงมีสเปิร์ม
เคลื่อนที่หลังการละลาย (88.9-95.6%) สูงกว่าชุดการทดลองอื่นๆอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05; ตารางที่ 
15)   ในท้านองเดียวกันเมื่อท้าการเก็บรักษาน้้าเช้ือปลาไนในถังไนโตรเจนเหลวผ่านไป 14 วัน ชุดการ
ทดลองที่แช่แข็งด้วย DMSO 10% ที่ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ก็ยังคงมีการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มดีที่สุดคือ 97.8% รองลงมาชุดการทดลองที่แช่แข็งด้วย DMSO 15% ที่ความสูง 6 
เซนติเมตร มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 80% ซึ่งยังคงมีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอื่นๆ (P<0.05) โดยที่ชุด
การทดลองที่แช่แข็งที่ระดับ 2 เซนติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว สเปิร์มไม่มีการเคลื่อนที่หลัง
การละลาย (ตารางที่ 15) 
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ตารางที่ 14  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิรม์ปลาไนที่แช่แข็งด้วยการใช้ Ca-F HBSS และ 10%  
    DMSO ที่อณุหภูมิสุดท้ายและอัตราการลดอุณหภูมิต่างๆกัน 

 
อุณหภูมิสุดท้าย (องศาเซลเซยีส) อัตราการลดอุณหภูม ิ

(องศาเซลเซียส/นาที) 
การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (%) 

-20 3 78.7±3.9a 
 5 82.4±3.5ab 
 8 67.8±6.2a 

-40 3 86.7±2.2b 
 5 91.5±4.1b 
 8 86.7±3.9b 

-80 3 88.9±3.9b 
 5 91.5±4.1b 
 8 88.9±6.7b 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
 

ตารางที่ 15 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไน หลังการแช่แข็งในไอไนโตรเจนเหลวด้วยการใช้ 
DMSO ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% ที่ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 2, 4 
และ 6 เซนติเมตร 

 

เวลา (วัน) 
ความสูง 
(ซม.) 

ความเข้มข้นของ DMSO 
5% 10% 15% 20% 

 
1 

2 53.3±0a,3 46.7±0b,4 48.9±2.2b,6 8.9±2.2c,4 
4 37.8±2.2c,4 77.8±2.2a,2 73.3±0a,4 53.3±3.9b,2 
6 71.1±4.4b,1 100±0a,1 100±0a,1 77.8±2.2b,1 

 
7 

2 53.3±0a,3 42.2±2.2b,4 53.3±0a,5 4.4±2.2c,4 
4 33.3±0d,5 62.2±2.2b,3 75.6±2.2a,4 44.4±2.2c,3 
6 66.7±0d,1 95.6±2.2a,1 88.9±2.2b,2 80±0c,1 

 
14 

2 0a,6 0a,5 0a,8 0a,5 
4 20±0c,6 40±0b,4 60±0a,5 40±0b,3 
6 60±0c,2 97.8±2.2a,1 80±0b,3 77.8±2.2b,1 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคญั (P>0.05) 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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4.3  การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนปริมาณมาก 
 น้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งในปริมาณต่างๆกันของกลุ่มควบคุมในหลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 
มิลลิลิตร และหลอด Cryotube 1.5 มิลลิลิตร ด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติเมื่อน้ามา
ละลายอุณหภูมิที่ก้าหนดไว้ พบว่า การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายในหลอดฟางขนาด 0.25 
มิลลิลิตร และ 0.5 มิลลิลิตร มีการเคลื่อนที่เท่ากับ 79.5±3.9% และ 81.7±3.5% ตามล้าดับ ซึ่งมีค่า
ไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) กับหลอด Cryotube (78.9 ± 6.7%; P<0.05)  น้้าเช้ือปลาไนในชุด
การทดลองที่ seeding มาที่อุณหภูมิ -10, -15 หรือ -20 องศาเซลเซียสไม่ว่าจะแช่แข็งในหลอดฟาง
หรือหลอด Cryotube มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 75.2-83.6% ซึ่งมีค่าไม่
แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) กับกลุ่มควบคุม (ตารางที่ 16)  
 
ตารางที ่16  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนหลังการแช่แข็งในปริมาณต่างกันด้วยการใช้

เครื่องแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ   
 

ชนิดของภาชนะเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็ง เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (%) 
หลอดฟาง 0.25 mL 79.5±3.9a 
หลอดฟาง 0.5 mL 81.7±3.5a 
หลอด cryotube 1.5 mL 
หลอดฟาง 0.25 mL + seeding -10C 
หลอดฟาง 0.5 mL + seeding -10C 
หลอด cryotube 1.5 mL + seeding -10C 
หลอดฟาง 0.25 mL + seeding -15C 
หลอดฟาง 0.5 mL + seeding -15C 
หลอด cryotube 1.5 mL + seeding -15C 
หลอดฟาง 0.25 mL + seeding -20C 
หลอดฟาง 0.5 mL + seeding -20C 
หลอด cryotube 1.5 mL + seeding -20C 
 

78.9±6.7b 

75.2±2.2a 

82.5±3.2a 

78.5±5.7a 

83.2±2.4a 

77.8±2.2a 

81.5±3.5a 

83.6±3.2a 

75.2±3.5a 

77.8±2.2a 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวต้ัง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 
 การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนปริมาณมากด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับความสูงเหนือ
ผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซ็นติเมตร ไม่ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าแตกต่างกัน
ทางสถิติ (P>0.05) โดยน้้าเชื้อที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด 250 และ 500 ไมโครลิตรมีการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มหลังการละลายเท่ากับ 76.7±3.9% และ 86.7±4.2 ตามล้าดับ และน้้าเชื้อที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายเท่ากับ 78.7±6.7% 
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5. ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนแช่แขง็ทีม่คีุณภาพสเปริ์มหลังการละลาย 
การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสดที่รีดออกมาใหม่ๆของปลาไนก่อนท้าการแช่แข็ง มีคา่

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 86.7±6.7% แต่เมื่อน้าน้้าเช้ือไปแช่แข็งใน 4 ชุดการ
ทดลองไปเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 2 ชั่วโมง (0 วัน) แล้ว
น้ามาละลาย พบว่า น้้าเช้ือในชุดการทดลองที่ 1 (แช่แข็งในหลอดฟาง 250 ไมโครลิตรด้วยการใช้
เครื่องมือแช่แข็งอัตโนมัต)ิ ชุดการทดลองที่ 2 (แช่แข็งในหลอดฟาง 250 ไมโครลิตรด้วยการใช้ไอ
ไนโตรเจนเหลว) ชุดการทดลองที่ 3 (แช่แข็งในหลอด Cryotube 1.5 มิลลิลิตร ด้วยการใช้เครื่องมือ
แช่แข็งอัตโนมัต)ิ และชุดการทดลองที่ 4 (แช่แข็งในหลอด Cryotube 1.5 มิลลลิิตร ด้วยการใช้ไอ
ไนโตรเจนเหลว)  มีเปอรเ์ซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายเฉลี่ยเท่ากับ 85.8±4.1%, 
82.8±8.1%, 76.7±3.5% และ 74.7±3.1% ตามล้าดับ โดยมีค่าไมแ่ตกต่างกันทางสถิตริะหว่างชุด
ควบคุมและสี่ชดุการทดลอง (P>0.05) (ตารางที่ 17)   น้้าเช้ือแช่แข็งทั้ง 4 ชุดการทดลองเมื่อเก็บ
รักษาไว้นาน 30-120 วันก็ยังคงมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายไม่แตกต่างกัน 
(P>0.05) มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 62.1-81.8% แต่น้้าเช้ือในชุดการทดลองที่ 3 เมื่อเก็บรักษาไว้นาน 150 
วันมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายลดลงเหลือประมาณ 55.8% ซึ่งมีค่าไมแ่ตกต่างกับน้้าเชื้อ
ในชุดการทดลองที่ 4 (53.3±3.9%) แต่มีค่าต่้ากว่าน้้าเช้ือในสองชุดการทดลองแรกที่มีค่าเฉลี่ย
ประมาณ 69.2-75.6% อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)   น้้าเช้ือปลาไนแช่แข็งเมือ่เก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวในระยะเวลานาน 240 วันพบว่าน้้าเชื้อในชุดการทดลองที่ 1 และ 2 (แช่แข็งด้วย
หลอดฟาง) มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายสูงกว่า (P<0.05) น้้าเช้ือในชุดการทดลองที่ 3 
และ 4 (แช่แข็งด้วยหลอด Cryotube) (ตารางที่ 17)    

น้้าเช้ือสดปลาไนก่อนการแช่แข็งมีเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มเท่ากับ 94.7±3.6% ซึ่งมี
ค่าไม่แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กับเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มใน 4 ชุดการทดลองที่เก็บรักษา
ไว้ในถังไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 2 ชั่วโมง (0 วัน) ทีม่ีค่าเฉลี่ยระหว่าง 89.1-95.1% (ตารางที่ 18)   
น้้าเช้ือทั้ง 4 ชุดการทดลองเมื่อเก็บรักษาไว้นาน 30-90 วันมีค่าเฉลี่ยการมีชีวิตของสเปิร์มระหว่าง 
84.2-96.1 % ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05)  น้้าเช้ือในชุดการทดลองที่ 3 เมื่อเก็บรักษาไว้
นาน 150 วันมีค่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มเหลือประมาณ 75.3% แต่ไมแ่ตกต่างกับ 3 ชุดการ
ทดลองที่เหลือ (P>0.05)   น้้าเช้ือปลาไนแช่แข็งเมื่อเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวในระยะเวลานาน 
240 วันในชุดการทดลองที่ 1 และ 2 (แช่แข็งด้วยหลอดฟาง) มีการมีชวีิตของสเปิร์มหลังการละลาย
ไม่แตกต่าง (P>0.05) กับน้้าเชื้อในชุดการทดลองที่ 3 และ 4 (แช่แข็งด้วยหลอด Cryotube) (ตาราง
ที่ 18)    
 จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติพบว่าระยะเวลาที่ใช้เก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลวไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่และการมีชีวิตของสเปิร์มหลังการละลาย (P>0.05) แม้ว่าค่า
เหล่านั้นลดลงตามระยะเวลาเก็บรักษา 
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ตารางที่ 17  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาไนในชุดการทดลองต่างๆหลังจากการเก็บรกัษา    
ในถังไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 240 วัน 

 
ระยะเวลาเก็บ
รักษา (วัน) 

ชุดการทดลอง 
แช่แข็งหลอดฟาง
ด้วยเครื่องมือแช่

แข็งอัตโนมัติ 

แช่แข็งหลอดฟาง
ด้วยการใช้ไอ

ไนโตรเจนเหลว 

แช่แข็งหลอด 
Cryotube ด้วย
เครื่องมือแช่แข็ง

อัตโนมัติ 

แช่แข็งหลอด 
Cryotube ด้วยไอ
ไนโตรเจนเหลว 

0 85.8±4.1a,1 82.8±8.1a,1 76.7±3.5a,1 74.7±3.1a,1 

30 81.5±3.9a,1 76.7±5.1a,1 79.5±4.1a,1 77.6±3.2a,1 

60 73.3±5.4a,1 77.4±2.5a,1 76.4±8.7a,1 72.1±2.3a,1 

90 81.8±4.2a,1 75.6±5.1a,1 68.3±4.1a,1 68.8±2.2a,1 

120 76.8±2.2a,1 71.7±4.3a,1 62.1±5.9ab,1 64.4±2.2ab,1 

150 75.6±5.1a,1 69.2±3.4a,1 55.8±3.9b,12 53.3±3.9b,12 

180 73.3±3.9a,12 68.9±4.4a,12 60±3.8ab,1 57.7±5.9b,12 

210 68.8±2.2a,12 64.4±5.9a,12 53.3±6.7a,12 51.1±5.9ab,12 

240 57.7±5.9a,2 53.3±3.9a,2 44.4±2.2b,2 42.2±4.2b,2 

 
ตัวอักษร superscript ทีเ่หมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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ตารางที่ 18  เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาไนในชดุการทดลองต่างๆหลังจากการเก็บรักษาใน 
    ถังไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 240 วัน 
 
ระยะเวลาเก็บ
รักษา (วัน) 

ชุดการทดลอง 
แช่แข็งหลอดฟาง
ด้วยเครื่องมือแช่

แข็งอัตโนมัติ 

แช่แข็งหลอดฟาง
ด้วยการใช้ไอ

ไนโตรเจนเหลว 

แช่แข็งหลอด 
Cryotube ด้วย
เครื่องมือแช่แข็ง

อัตโนมัติ 

แช่แข็งหลอด 
Cryotube ด้วยไอ
ไนโตรเจนเหลว 

0 94.1±2.9a,1 95.1±2.6a,1 89.1±4.7a,1 92.8±2.3a,1 
30 95.6±3.2a,1 93.8±4.6a,1 92.6±4.4a,1 86.2±3.5ab,1 
60 92.6±3.5a,1 91.7±4.7a,1 88.8±5.7a,1 89.1±4.6a,1 
90 96.1±2.7a,1 89.4±5.8a,1 84.2±4.5a,1 91.7±5.3a,1 
120 91.5±3.6a,1 86.3±5.1ab,1 78.4±5.2ab,1 87.9±3.7ab,1 
150 89.2±4.3a,1 84.8±4.7a,1 75.3±6.2ab,1 81.8±3.2ab,1 
180 84.1±3.1a,1 81.8±3.5a,1 79.6±3.6a,1 73.6±2.7ab,2 
210 85.6±2.8a,1 79.2±2.3a,12 79.1±4.3a,1 69.2±4.6b,2 
240 79.2±2.3a,12 82.2±3.3a,1 77.2±2.9a,1 70.7±3.2ab,2 

 
ตัวอักษร superscriptที่เหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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6. ความสามารถของน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งในการปฏสินธิกับไข่ 
 การทดสอบความสามารถในการปฏิสนธิไข่ของน้้าเชื้อแช่แข็งในช่วงแรก ใช้น้้าเชื้อปลาไนที่
บรรจุอยู่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรที่มี DMSO 4 ระดับความเข้มข้น (5, 10, 15, 20%) แต่
แช่แข็งด้วยการใช้เครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ หรือแช่แข็งด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม 
พบว่าน้้าเช้ือสดปลาไนปฏิสนธิไข่ปลาไนได้ 69.3% ซึ่งมีค่าสูงกว่าการใช้น้้าเช้ือแช่แข็งอย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) โดยน้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งด้วย DMSO 5-15% สามารถปฏิสนธิไข่ปลาไนได้
ค่าเฉลี่ยระหว่าง 51.3-59.7% แต่น้้าเชื้อแช่แข็งด้วย 20% DMSO ปฏิสนธิไข่ได้เพียง 40.2% ซึ่งมีค่า
ลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 19) 
 
ตารางที่ 19  อตัราการปฏิสนธิไข่ปลาไนที่ผสมเทียมด้วยน้า้เช้ือปลาไนแช่แข็งด้วย DMSO  
    ความเขม้ข้นต่างๆกันด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ 

 
ชุดการทดลอง เปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิ 

น้้าเช้ือสด 69.3±4.1a 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย 5% DMSO 55.1±3.5b 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย10% DMSO 59.7±2.8b 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย 15% DMSO 51.3±4.1b 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย 20% DMSO 40.2±4.1c 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
 
 น้้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวเมื่อใช้ 5% DMSO ปฏิสนธิไข่ได้ 63.4% มีค่าไม่
แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กับน้้าเชื้อแช่แข็งในชุดการทดลอง 10% DMSO และ 15% DMSO ที่ได้
ค่าปฏิสนธิเฉลี่ยระหว่าง 49.3-56.5% แต่น้้าเช้ือแช่แข็งทั้ง 3 ชุดการทดลองนี้มีค่าอัตราการปฏิสนธิสูง
กว่าชุดการทดลองที่ ใช้ 20% DMSO อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ซึ่งปฏิสนธิไข่ได้เพียง 35.8%  
น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวทั้ง 4 ชุดการทดลองมีประสิทธิภาพในการปฏิสนธิไข่ต่้ากว่า
น้้าเช้ือสดอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งน้้าเช้ือสดสามารถปฏิสนธิไข่ได้ 74.5% (ตารางที่ 20)  

 

ตารางที่ 20  อตัราการปฏิสนธิไข่ปลาไนที่ผสมเทียมด้วยน้า้เช้ือปลาไนแช่แข็งด้วย DMSO ความ
เข้มข้นต่างๆกันที่แช่แข็งในกล่องโฟมด้วยไอไนโตรเจนเหลว 

 
ชุดการทดลอง เปอร์เซ็นต์การปฏิสนธ ิ

น้้าเช้ือสด 74.5±3.4a 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย 5% DMSO 63.4±2.9b 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย10% DMSO 56.5±6.7b 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย 15% DMSO 49.3±5.8bc 
น้้าเช้ือแช่แข็งด้วย 20% DMSO 35.8±4.7d 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
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การศึกษาประสิทธิภาพของน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งในการปฏิสนธิไข่ปลาไนด้วยการผสมเทียม
แบบเปียก พบว่าน้้าเชื้อสดปลาไนสามารถปฏิสนธิไข่ปลาไนได้ 75.1% ซึ่งมีประสิทธิภาพในการ
ปฏิสนธิสูงกว่าน้้าเชื้อแช่แข็งของทั้ง 4 ชุดการทดลองอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยน้้าเชื้อ
แช่แข็งที่บรรจุอยู่ในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ที่ได้จากการแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็ง
น้้าเชื้ออัตโนมัติ และจากการแช่แข็งด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม และน้้าเชื้อแช่แข็งที่
บรรจุอยู่ในหลอด Cryotube ขนาด 1.5 ไมโครลิตร ที่ได้จากการแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็ง
น้้าเชื้ออัตโนมัติ และจากการแช่แข็งด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม สามารถปฏิสนธิไข่ปลา
ไนได้เท่ากับ 61.8, 52.1, 41.8 และ 35.2 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ (ตารางที่ 21)   ในท้านองเดียวกัน
อัตราการฟักของลูกปลาที่ได้จากการผสมเทียมด้วยน้้าเชื้อสดให้ค่าเฉลี่ย 63.6 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีค่าสูง
กว่าอัตราการฟักของลูกปลาที่ได้มาจาก 4 ชุดทดลองอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยชุดการ
ทดลองที่แช่แข็งในหลอดฟางด้วยเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ และไอไนโตรเจนเหลวมีค่าเฉลี่ย 
50.4 และ 44.7 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที่ชุดการทดลองที่แช่แข็งในหลอด Cryotube ด้วยเครื่องมือแช่
แข็งน้้าเช้ืออัตโนมัต ิและไอไนโตรเจนเหลวมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 22.9 และ 17.9 เปอร์เซ็นต ์
 
ตารางที่ 21  อตัราการปฏิสนธิและอัตราการฟักของไข่ปลาไนที่ผสมเทียมด้วยน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งใน

ชุดการทดลองต่างๆกัน 
 
ชุดการทดลอง เปอร์เซ็นต์การปฏิสนธ ิ เปอร์เซ็นต์การฟัก 
1. น้้าเช้ือสด (control group) 75.1±5.3a 63.6±4.9a 
2. การแช่แข็งน้้าเช้ือในหลอดฟางด้วยเครื่องมือ  
   แช่แข็งน้้าเช้ืออัตโนมัต ิ 

61.8±4.9b 50.4±5.4b 

3. การแช่แข็งน้้าเช้ือในหลอดฟางด้วย 
   ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม   

52.1±6.2b 44.7±5.1b 

4. การแช่แข็งน้้าเชื้อในหลอด Cryotube ด้วย 
   เครื่องมือแชแ่ข็งน้้าเช้ืออัตโนมัต ิ

41.8±7.3bc 22.9±6.5c 

5. การแช่แข็งน้้าเชื้อในหลอด Cryotube ด้วย 
   ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม   

35.2±5.1c 17.9±4.7c 

 
ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(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) ท้าให้โดยภาพรวมคุณภาพสเปิร์มปลาไนของการทดลองนี้มี
ค่าลดลงในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่ (Rouxel et al., 2008; Sahinoz et al., 2007)   การ
เปลี่ยนแปลงคุณภาพสเปิร์มของปลาหลายชนิดในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ เป็นสิ่งที่มักเกิดอยู่เสมอใน
ปลาที่ผสมพันธุ์วางไข่ตามฤดูกาล (seasonal spawner) เพราะปลาเหล่านี้สร้างน้้าเช้ือในฤดูผสมพันธุ์
วางไข่ และน้้าเชื้อจะหมดไปหลังจบฤดูผสมพันธุ์วางไข่ สอดคล้องกับผลงานวิจัยในปลาหลายชนิด 
เ ช่ น  ป ล า  rainbow trout Salmo gairdneri (Munkittrick and Moccia, 1987), Atlantic 
halibut Hippoglossus hippoglossus (Methven and Crim 1991), ป ล า  Yamu Brycon 
siebenthalae (Eigenmann) (Cruz-Casallas et al., 2005) แ ล ะ ป ล า  Atlantic cod Gadus 
morhua L. (Rouxel et al., 2008) เป็นต้น ดังนั้นการน้าน้้าเชื้อปลาไนมาแช่แข็งเพื่อน้ามาใช้
ประโยชน์ทางการเพาะเลี้ยงหรือการอนุรักษ์ จึงควรน้าน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีในฤดูผสมพันธุ์วางไข่ เช่น
น้้าเช้ือที่มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูง มาท้าการแช่แข็งและเก็บรักษาไวใ้นถังไนโตรเจนเหลวต่อไป     
 
5.2  ผลของชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไน  

การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มแสดงให้เห็นว่า DMSO, 
ethylene glycol, propylene glycol, sucrose, ethanol และ methanol เป็นสารไครโอโพรเทค
แทนท์ที่ควรน้ามาใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน เนื่องจาก น้้าเชื้อปลาไนที่เจือจางด้วยการใช้
สารละลายสารไครโอโพรเทคแทนท์เหล่านี้ที่ 4 ความเข้มข้น (5, 10, 15 และ 20%) ที่ระยะเวลา 10 
นาที ล้วนต่างก็มีผลท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่เฉลี่ยสูงมากกว่า 80% ซึ่งเหมาะสมต่อการน้าเอาสาร
ไครโอโพรเทคแทนท์เหล่านี้ทั้ ง 4 ความเข้มข้นไปแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนต่อไป  อย่างไรก็ตาม 
acetamide, glycerol และ formamide เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษสูงต่อน้้าเชื้อ
ปลาไน จึงไม่ควรน้าไปใช้แช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน เนื่องจากการใช้สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 3 
ชนิดนี้มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลงอย่างรวดเร็วภายในเวลา 10 นาที ซึ่งท้าให้หลังการแช่
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แข็งด้วยสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 3 นี้ สเปิร์มหลังการละลายก็จะยังคงมีการเคลื่อนที่ต่้า
เช่นเดิม    

ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไนแม้จะ
แ ส ด ง ใ ห้ เห็ น ว่ า  DMSO, ethylene glycol, propylene glycol, sucrose, ethanol แ ล ะ 
methanol จัดเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ควรน้ามาใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน แต่เมื่อได้
คัดเลือกเอา DMSO, propylene glycol และ ethylene glycol ไปแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยอัตราการลด
อุณหภูมิต่างๆกันมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียส พบว่า DMSO มีความเหมาะสมในการแช่
แข็งน้้าเชื้อปลาไนมากกว่า propylene glycol และ ethylene glycol เนื่องจาก DMSO มีผลท้าให้
การเคลื่อนที่ ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm motility) เมื่อ เก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวผ่านไป 7 วันมีค่าสูงกว่าการใช้ propylene glycol และ ethylene glycol (ตารางที่ 
11-13)   อย่างไรก็ตามสาเหตุที่น้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งด้วย DMSO เมื่อเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 7 
วันมีค่าต่้ากว่าน้้าเชื้อที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 1 วัน (ตารางที่ 11) น่าจะมีความเกี่ยวข้องกับการ
เลือกใช้อุณหภูมิสุดท้ายที่ -20 องศาเซลเซียสก่อนการน้าหลอดฟางแช่ในไนโตรเจนเหลว (plunging) 
เนื่องจากเมื่ออุณหภูมิลดต่้าลงมาที่ -20 องศาเซลเซียส น้้าเชื้อภายในหลอดฟางอาจไม่แข็งตัวเต็มที่ 
ท้าให้เมื่อน้าหลอดฟางไปใส่ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ท้าให้เซลล์สเปิร์มอาจ
เปลี่ยนแปลงแข็งตัวอย่างรวดเร็วจนได้รับบาดเจ็บ (cell injury) ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง
การละลายมีค่าลดลงเมื่อเวลาผ่านไป    Viveiros et al. (2001) ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ
และอุณหภูมิสุดท้ายก่อนการแช่น้้าเชื้อแช่แข็งลงในไนโตรเจนเหลว (plunging temperatures) โดย
ท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกันด้วยอัตราการลดอุณหภูมิที่ 2, 5 และ 10 องศาเซลเซียส/นาที 
และท้าการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้ายแตกต่างกัน พบว่าการใช้อุณหภูมิสุดท้ายที่สูงกว่า -30 
องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว ท้าให้สเปิร์มตายเกือบหมดหลังการละลาย แต่เมื่อเลือกใช้
อุณหภูมิสุดท้ายที่ต่้ากว่า -38 องศาเซลเซียสก่อนการแช่น้้าเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว กลับมีผลท้าให้
การมีชีวิตของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงขึ้นเทียบเท่ากับน้้าเชื้อสด แสดงให้เห็นว่าการเลือกใช้
อุณหภูมิสุดท้ายที่เหมาะสมก่อนการแช่น้้าเชื้อลงในไนโตรเจนเหลว (plunging) มีผลต่อการประสบ
ผลส้าเร็จในการแช่แข็งน้้าเช้ือ 

โดยทั่วไป DMSO จัดเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่นิยมน้ามาใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ห ล ายชนิ ด  เช่ น  ป ล าบึ ก  (Mongkonpunya et al., 1995) ป ล า  mahseer (Tor khudree; 
Basavaraja and Hegde, 2004) ปลากะพงแดง (Vuthiphandchai et al., 2009a) ปลาตะเพียน
ขาว (Vuthiphandchai et al., 2015) ปลา longspine scraper (Sahinoz et al., 2018) เป็นต้น     
สาร propylene glycol มีความเป็นพิษต่้าและพบว่ามีความเหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอัฟ
ริกัน (Horváth and Urbanyi, 2000) และน้้าเชื้อปลาตาเดียว (winter flounder) มากกว่าการใช้ 
DMSO และ glycerol (Rideout et al., 2003) แต่ ethanol มีความเหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อ
กดเหลือง เนื่องจากมีความเป็นพิษต่้า (Muchlisin et al., 2004) ในขณะที่ sucrose พบว่ามีความ
เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาบางชนิด เช่นปลาสลิด (Abinawanto et al., 2012) เนื่องจาก
ความเป็นพิษต่อสเปิร์มต่้า   นอกจากนี้การแช่แข็งน้้าเช้ือปลา mahseer (Tor khudree) ด้วยสารไคร
โอโพรเทคแทนท์ชนดิต่างๆ ยังพบว่า DMSO แช่แข็งน้้าเช้ือได้ผลดีที่สุด โดย propylene glycol และ 
methanol ให้ผลในการปกป้องน้้าเชื้อรองลงมา (Basavaraja and Hegde, 2004)     
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Fabbrocini et al. (2000) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเช้ือปลา Sea bream (Sparus aurata) 
เมื่อน้าน้้าเช้ือมาเจือจางด้วย 1% NaCl และสารไครโอโพรเทคแทนท์ 10 % ethylene glycol, 10% 
propylene glycol หรือ 5% DMSO แล้วท้าการแช่แข็งด้วยการใชอ้ัตราการลดอุณหภูมิ 10 และ 15 
องศาเซลเซียส/นาทมีาที่อุณหภูมิสุดท้าย -150 องศาเซลเซียส ก่อนแช่ในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า 
น้้าเช้ือปลา Sea bream ทีแ่ช่แข็งด้วย 5% DMSO และอัตราลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/นาท ีมี
ผลท้าใหเ้ปอร์เซ็นต์การเคลื่อนของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงสุด 

Vuthiphandchai et al. (2005) ท้าการศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์
ชนิ ด ต่ า งๆ  9 ชนิ ด  (methanol, ethanol, ethylene glycol, propylene glycol, dimethyl 
sulfoxide; DMSO, acetamide, formamide, glycerol และ sucrose) ที่มีต่อตัวอ่อนกุ้งกุลาด้า
ระยะต่างๆของการพัฒนา (embryonic development) โดยน้าตัวอ่อนเหล่านั้นแช่ในสารไครโอโพร
เทคแทนท์เหล่านั้นที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% นาน 10 หรือ 20 นาทีแล้วน้าไปฟักต่อในน้้า
ทะเลเพื่อให้เป็นตัวอ่อนฟักเป็นลูกกุ้งต่อไป พบว่าความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ขึ้นอยู่กับ 
ระยะการพัฒนาของตัวอ่อน ชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ และระยะเวลาที่ตัว
อ่อนสัมผัสสารไครโอโพรเทคแทนท์ โดยตัวอ่อนระยะท้ายของการพัฒนา (gastrula stage) มีความ
ทนต่อสารไครโอโพรเทคแทนท์มากที่สุด และ DMSO, acetamide, glycerol และ sucrose เป็น
สารไครโอโพรเทคแทนท์มีความเป็นพิษต่้าต่อต้วอ่อนกุ้งกุลาด้าเปรียบเทียบสารสารไครโอโพรเทค
แทนท์ชนิดอื่นๆ 

Kenneth et al. (2004) พั ฒ น าวิ ธี ก า รแ ช่ แ ข็ งน้้ า เชื้ อ ป ล าก ะ พ งแ ด ง  (Lutjanus 
campechanus) ในหลอดฟางขนาด 500 ไมโครลิตร โดยใช้ Ca-F HBSS เป็น sperm extender 
และใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด (Dimethyl acetamide; DMA, DMSO และ methanol) ที่
ระดับความเข้มข้น 5% และ 10% ท้าการลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวโดยการน้าหลอดฟางวาง
แนวนอนบน rack และน้าไปเก็บไว้ใน freezing hamber (-140 องศาเซลเซียส) นาน 8 นาทีจึงเก็บ
รักษาในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า การใช้สารละลาย 10% DMSO  ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลากะพง
แดงมีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 
7 วินาที) มีค่าสูงสุดเท่ากับ 71%   

Vuthiphandchai et al. (2007) ศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 5 ชนิด 
(DMSO, ethylene glycol, propylene glycol, formamide และ methanol) ที่มีต่อการมีชีวิต
ของสเปิร์มกุ้งกุลาด้า โดยน้าถุงน้้าเช้ือ (spermatophore) กุ้งกุลาด้ามาแช่ในสารละลาย calcium-
free saline (Ca-F saline) ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% พบว่า DMSO มีความเป็นพิษต่อ
สเปิร์มต่้าที่สุด จึงมีความเหมาะสมในการนา้มาใช้ในการแช่แข็งถุงน้้าเชื้อกุ้งกุลาด้า 

Sahinoz et al. (2018) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา longspine scraper (Capoeta 
trutta) ซึ่งเป็นปลาน้้าจืดชนิดหนึ่งในครอบครัว Cyprinidae โดยน้าน้้าเช้ือปลามาแช่แข็งด้วย
สารละลายบัฟเฟอร์ (350 mM glucose) ที่มีสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่างกัน 3 ชนิด (DMSO, 
methanol และ methylglycol) ที่มีความเข้มข้นสุดท้าย 10% และปรับให้ pH สารละลายเปน็ 7.2, 
7.6, 8.0 และ 8.4 รวมทั้งหมด 12 ชุดการทดลอง ดูดน้้าเช้ือที่ถูกเจือจางใส่ในหลอดฟางขนาด 500 
ไมโครลิตร ปลอ่ยให้อยู่ในสภาวะสมดุลบนน้้าแข็งบดนาน 30 นาท ี โดยแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลว
ที่อุณหภูมิ -110 องศาเซลเซียส (liquid nitrogen vapor) ภายในถังไนโตรเจนเหลว แล้วเก็บรักษาไว้
นาน 7 วัน ละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที พบว่า DMSO เป็นสารไครโอ
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โพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมมากที่สุดในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา longspine scraper แม้ว่า methanol 
และ methylglycol จะมีประสิทธิภาพที่ดีในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาชนิดนี้ได้ดีเช่นกัน เนื่องจาก
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปริ์มหลังการละลาย และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการ
ละลายในชุดการทดลองเหล่านั้นยังคงมีค่าสูง 

 
5.3 การศึกษาผลของอัตราการลดอณุหภูมิที่มีต่อการเคลือ่นที่ของสเปิร์มปลาไนที่ผ่านการแช่แขง็

และการพัฒนา protocol เพื่อเพิ่มประสทิธิภาพการแช่แข็งน ้าเชื อ 
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วย DMSO, propylene glycol และ ethylene glycol พบว่า 

DMSO สามารถแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนได้ดีกว่า propylene glycol และ ethylene glycol ซึ่งเป็น
การลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียสก่อนน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว ซึ่งคุณภาพ
น้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลายยังไม่คงที่ตามที่ได้กล่าวมาแล้ว ท้าให้ในระยะเวลาต่อมาจึงต้องพัฒนา
วิธีการเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพ protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนให้ดีขึ้น โดยเลือกใช้อุณหภูมิสุดท้าย
ให้มีค่าต่้ากว่า -20 องศาเซลเซียส โดยเมื่อท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนในหลอดฟางขนาด 250 
ไมโครลิตรเมื่อใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 10% DMSO ด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ 
พบว่าการใช้อุณหภูมิสุดท้ายให้มีค่าต่้าลงมาที่  -40 หรือ -80 องศาเซลเซียสก่อนแช่น้้าเชื้อใน
ไนโตรเจนเหลว ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงกว่าการใช้อุณหภูมิสุดท้าย -20 
องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว (ตารางที่ 14)   สาเหตุที่เป็นเช่นนี้เนื่องจากในระหว่างการ
ลดอุณหภูมิให้ต่้าลงถึงอุณหภูมิสุดท้าย -40 หรือ -80 องศาเซลเซียส ซึ่งน่าจะเป็นอุณหภูมิสุดท้ายที่
เหมาะสม (optimal final temperature) เซลล์สเปิร์มปลาไนจะแข็งตัวแล้วก่อนน้าไปแช่ ใน
ไนโตรเจนเหลว ท้าให้มีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิภายในเซลล์ไม่มากเมื่ออยู่ในไนโตรเจนเหลว สเปิร์ม
จึงมีการเคลื่อนที่สูงกว่า แต่น้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียสก่อนน้าไป
แช่ในไนโตรเจนเหลว อาจเป็นไปได้ว่าเซลล์สเปิร์มอาจยังไม่แข็งตัวเต็มที่ หรือยังมีน้้ายังไหลออกจาก
เซลล์ไม่เสร็จสิ้น (complete dehydration) และเมื่อน้าเซลล์สเปิร์มที่อยู่ที่อุณหภูมิสุดท้าย -20 
องศาเซลเซียสมาใส่ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ท้าให้เกิดผลึกน้้าแข็ง 
(intracellular ice formation) บางส่วนในเซลล์สเปิร์มขณะลดอุณหภูมิ  ท้าให้ เซลล์อาจได้รับ
อันตราย (cell injury) มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ลดลง อีกทั้งถ้าน้าเซลล์ในสภาพเช่นนี้มาละลาย 
(thawing) ในภายหลังจะท้ าให้ผลึกน้้ าแข็งมีขนาดใหญ่ ขึ้นขณะละล าย (recrystallization) 
โดยเฉพาะถ้าใช้อัตราการละลายที่ช้า จึงเป็นเหตุผลที่ท้าให้น้้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย 
-20 องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการ
เลือกใช้อุณหภูมิสุดท้าย -40 และ -80 องศาเซลเซียส (Viveiros et al. 2000)  

โดยทั่วไปสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งนอกจากช่วยลดการไหลออกของ
น้้าจากเซลล์แล้วยังช่วยลดการเกิดผลึกน้้าแข็ง (ice crystal) ในเซลล์ ซึ่งรูปแบบการใช้อัตราการลด
อุณหภูมิต่างกันร่วมกับการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดที่เหมาะสมเพื่อแช่แข็งเซลล์ จะส่งผลต่อ
การรอดชีวิตของเซลล์ ซึ่งการพัฒนา protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาให้สามารถเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวได้นานเป็นปีต้อง optimize ตัวแปรทั้งหมดที่เกี่ยวข้องเพื่อให้ได้คุณภาพสเปิร์มที่ดี
หลังการละลายส้าหรับการจัดตั้งธนาคารน้้าเชื้อต่อไป โดยผลการศึกษาแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วย
เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ เมื่อใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์  3 ชนิดและเก็บรักษาไว้ใน
ไนโตรเจนเหลว 7 วันมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาไว้ 1 วัน แสดง
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ให้เห็นว่า protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิดที่ลดอุณหภูมิมาที่
อุณหภูมิสุดท้ายมาที่ -20 องศาเซลเซียสก่อนน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวที่มี -196 องศาเซลเซียส อาจ
ท้าให้เซลล์สเปิร์มแข็งตัวไม่มากก่อนน้าไปแช่ในถังไนโตรเจนเหลวตามที่กล่าวมาแล้ว จึงท้าให้เซลล์
สเปิร์มเปลี่ยนแปลงอย่างรวดเร็ว และมีผลท้าให้น้้าเชื้อแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว 7 
วันมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลง แต่เมื่อท้าการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 หรือ -80 องศา
เซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงกว่าการใช้
อุณหภูมิสุดท้าย -20 องศาเซลเซียส แสดงว่าการเลือกใช้อุณหภูมิสุดท้ายก่อนการเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวมีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงขึ้น ท้าให้การพัฒนาวิธีการแช่
แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งอัตโนมัติเพื่อพัฒนาประสิทธิภาพการแช่แข็งน้้าเชื้อ
ในช่วงต่อมาจึงเลือกใช้อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว  อย่างไรก็ตาม
การมีชีวิตรอดของเซลล์หลังการแช่แข็งยังมีความเกี่ยวข้องระหว่างการเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 
(freezing rate) และอุณหภูมิสุดท้าย (final temperature) ก่อนแช่เซลล์ในไนโตรเจนเหลว เช่น 
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกันด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิ
สุดท้าย -50 องศาเซลเซียส แล้วแช่ไนโตรเจนเหลว แต่เมื่อน้าน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกันแช่แข็งออกมา
ละลาย ก็สามารถปฏิสนธไิขแ่ละให้อัตราการฟักของลูกปลา ไม่แตกต่างกับการใช้น้้าเชือ้สดในการผสม
เทียมกับไข่ แต่น้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกันที่แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 2 หรือ 10 องศาเซลเซียส/
นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -50 องศาเซลเซียส เช่นกัน กลับมีผลท้าให้ได้อัตราการฟักที่ต่้ากว่า  
(Viveiros et al. 2000) ท้าให้เห็นถึงความสัมพันธ์ของอัตราการลดอุณหภูมิและอุณหภูมิสุดท้ายใน
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกัน โดยสามารถเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิและอุณหภูมิสุดท้ายที่
เหมาะสมแตกต่างกันไปในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกัน เช่น น้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกันที่แช่แข็งต่างก็
จะมีชีวิตรอดสูงหลังการละลายไม่ว่าจะเป็นการแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 2 องศาเซลเซียส/
นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียส หรือแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -45 ถึง -50 องศาเซลเซียส หรือแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -55 องศาเซลเซียส ต่างก็ท้าให้สเปิร์มแช่แข็งมีชีวิตรอด
สูงหลังการละลายเช่นกันแม้ว่าใช้อุณหภูมิสุดท้ายต่างกัน (Viveiros et al. 2000) 

การแช่แข็ งน้้ าเชื้อปลาไนในกล่องโฟมด้วยไอไนโตรเจนเหลวเมื่ อ เก็บรักษาในถั ง
ไนโตรเจนเหลวนาน 1, 7 และ 14 วัน มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลงเล็กน้อยตามระยะเวลา
การเก็บรักษา (ตารางที่ 15) แสดงว่า อาจมีปัจจัยบางประการที่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
ระหว่างการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว เช่นอาจเกิดจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิภายในถัง
ไนโตรเจนเหลวระหว่างการน้าตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งที่ เก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลวออกมา
ประเมินคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย เพราะการน้าเอาหลอดฟางที่แช่แข็งออกจาก Goblet จะใช้
ระยะเวลาสั้นๆในการน้าตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งออกมา ซึ่งเมื่อเอาตัวอย่างแช่แข็งออกจากถัง
ไนโตรเจนเหลวหลายๆครั้ง อาจท้าให้หลอดฟางมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้้าเชื้อในหลอดฟาง
สูงขึ้นเล็กน้อย ซึ่งการสุ่มตัวอย่างน้้าเชื้อออกมาเพื่อประเมินคุณภาพ ท้าให้น้้าเชื้อแช่แข็งบางส่วนที่
ยังคงอยู่ใน Goblet เมื่อน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวอีกครั้งหนึ่ง จะมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิที่ลด
ต่้าลงอีก จึงอาจส่งผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าลดลงระหว่างการเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวเมื่อเวลาผ่านไปอันเนื่องจากอุณหภูมิเก็บรักษาอาจไม่คงที่ตลอดระยะเวลาการเก็บ
รักษา เช่น เดียวกับผลการทดลองของสเปิร์มกุ้ งกุลาด้าที่ ได้แช่แข็งและเก็บรักษาไว้ ในถัง
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ไนโตรเจนเหลว มีการมี เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มลดลง หลังจากการเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวผ่านไป 60 วัน (Vuthiphandchai et al., 2007) เช่นเดียวกับการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา 
mahseer (Tor khudree) ที่เจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ในอัตราส่วนระหว่าง 1:10 ถึง 1:20 ที่มี 
DMSO เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์เมื่อเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวผ่านไป 10 และ 
70 วัน พบว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าลดลงเหลืออยู่ระหว่าง 80-81 และ 43-67 
เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสดที่มีค่ามากกว่า 95 
เปอร์เซ็นต์แม้ว่าระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าไม่แตกต่างกันตามระยะเวลาการเก็บรักษา 
(Basavaraja and Hegde, 2004) 

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยไอไนโตรเจนเหลว เป็นวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาที่ท้าได้ง่าย มี
ต้นทุนต่้า ไม่ต้องใช้เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติที่มีราคาแพง จึงมีความเหมาะสมในการน้ามาใช้
ภายในโรงเพาะฟักขนาดเล็กหรือขนาดกลางที่ไม่สามารถลงทุนซื้อเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ  
โดยน้้าเชื้อปลาไนที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวภายใน
กล่องโฟม มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงหลังการละลายเพียงแต่ท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนที่ระดับ
ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซ็นติเมตร นาน 10 นาที เช่นเดียวกับการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
หลายๆชนิด ยกตัวอย่างเช่น 

Ji et al. (2004) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Sea perch (Lateolabrax japonicus) 
โดยใช้สารละลายบัฟ เฟอร์  3 ชนิ ด  (modified plaice Ringer solution; MPRS, D-15 และ 
modified Mounib’s medium; MMM) ที่มี DMSO 3 ระดับความเข้มข้น (6%, 10% และ 14%) 
ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Sea perch ภายในไอไนโตรเจนเหลว ที่ระดับความสูงเหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลว 2, 6 และ 13 เซนติเมตร เป็นเวลา 10 นาที และที่ผิวหน้าไนโตรเจนเหลวอีก 5 นาที 
จึงน้าไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า การใช้สารละลาย 10% DMSO ในการแช่แข็งน้้าเชื้อ
ปลา Sea perch ภายในไอไนโตรเจนเหลวที่ระดับความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร 
มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าสูงสุด (73.3±5.7%) โดยที่ระดับความสูง 13 และ 2 
เซนติเมตร มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 48.3±2.9% และ 41.7±10.6% ตามล้าดับ  

Mansour et al. (2006) พัฒ นาวิ ธีการแช่แข็ งน้้ า เชื้ อปลา Arctic char ด้ วยการใช้
สารละลาย glucose ที่ผสมกับ 10% methanol ในการเจือจางน้้าเชื้อปลา Arctic char แล้วน้า
น้้าเชื้อเหล่านั้นมาลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งที่ความสูง 6 เซนติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว พบว่า 
สเปิร์มมีการเคลื่อนที่สูงสุดหลังการละลาย เมื่อเปรียบเทียบกับการแช่แข็งที่ความสูง 5 เซนติเมตร
เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว       

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนในปริมาณมากขึ้นทั้งในการแช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 และ 
0.5 มิลลิลิตร และหลอด Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ภายในเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติมาที่
อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสไม่ว่าจะ seeding ที่อุณหภูมิเท่าใดก็ตาม ยังคงมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm motility) ไม่ต่างกับกลุ่มควบคุม แสดง
ว่า seeding ไม่มีผลต่อการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนหลังการละลายในหลอดทั้งสามขนาด อีกทั้งการแช่
แข็งน้้าเชื้อปลาไนสามารถแช่แข็งในปริมาณมากในหลอด Cryotube ได้มีประสิทธิภาพเทียบเท่าการ
แช่แข็งด้วยหลอดฟางที่มีขนาดเล็กกว่า  สาเหตุที่เป็นเช่นนี้อาจเนื่องจาก protocol การแช่แข็งที่
เกี่ยวข้องมีความเหมาะสมทั้งในเรื่องของชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ และชนิดและความเข้มข้นของ
สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้ รวมทั้งอัตราการละลายน้้าเชื้อ ประกอบกับการแช่แข็งน้้าเชื้อมาที่
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อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสก่อนการเก็บรักษาน้้าเชื้อในถังไนโตรเจนเหลว น่าจะมีส่วนช่วยท้า
ให้น้้าเชื้อถูกแช่แข็งอย่างเหมาะสม ไม่ได้รับอันตรายจากการบาดเจ็บของเซลล์ (cell injury) ขณะแช่
แข็ง โดยน้้าเชื้อแข็งตัวเต็มที่ก่อนการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ดีหลัง
การละลาย  การพัฒนาศักยภาพแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนในปริมาณที่มากขึ้นแล้วสเปิร์มหลังการละลาย
ยังคงมีการเคลื่อนที่สูง เป็นประโยชน์ต่อการเพาะพันธุ์ปลาเชิงพาณิชย์และการอนุรักษ์ ซึ่งการพัฒนา 
protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนในปริมาณที่มากขึ้นภายในกล่องโฟมด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลว 
เพื่อให้ได้เทคโนโลยีส้าหรับการประยุกต์ใช้ที่มีต้นทุนการผลิตต่้าลง ก็ยังสามารถแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน
เมื่อแช่แข็งที่ระดับความสูง 6 เซ็นติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว ซึ่งการพัฒนาวิธีการแช่แข็ง
น้้าเชื้อปลาไนทั้งแบบการแช่แข็งด้วยการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ และการแช่แข็งด้วยไอ
ไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม เป็นการน้าน้้าเชื้อปลาไนมาเจือจางในสารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ
การใช้ 10% DMSO ปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุล 10 นาทีก่อนท้าการลดอุณหภูมิแช่แข็ง 
 
5.4 ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน ้าเชื อปลาไนที่มีต่อคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย 

น้้ าเชื้ อปลาไนที่ แช่แข็ งด้วยเครื่องมือแช่แข็ งน้้ าเชื้ ออัตโนมัติ  หรือแช่แข็ งด้ วยไอ
ไนโตรเจนเหลว มีคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย (การเคลื่อนที่และการมีชีวิตของสเปิร์ม) ไม่แตกต่าง
กันไม่ว่าจะแช่แข็งโดยการใช้หลอดฟางหรือหลอด Cryovial แสดงว่า protocols การพัฒนาวิธีการ
แช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ หรือแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวในกล่อง
โฟมมีความเหมาะสม โดยการแช่แข็งมีผลท้าให้เซลล์ที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวหยุดกระบวนการ
เปลี่ยนแปลงทางชีววิทยาและชีวเคมีภายในเซลล์ ท้าให้สามารถเก็บรักษาเซลล์แช่แข็งได้นานขึ้น   
อย่างไรก็ตามเมื่อระยะเวลาการเก็บรักษาน้้าเชื้อในธนาคารน้้าเชื้อผ่านไป 240 วัน พบว่าน้้าเชื้อแช่
แข็งในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายสูงกว่าน้้าเชื้อแช่แข็ง
ในหลอด Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรแม้ว่าเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าไม่
แตกต่างกัน   สาเหตุที่เป็นเช่นนี้อาจเกี่ยวข้องกับปริมาณน้้าเชื้อที่ถูกแช่แข็งขณะลดอุณหภูมิ เพราะ
น้้าเชื้อในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรจะมีอยู่ในปริมาณ 200 ไมโครลิตร ซึ่งเมื่อท้าการแช่แข็ง
ด้วยเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ หรือไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟมน่าจะท้าให้น้้าเชื้อ ในหลอด
ฟางแข็งตัวเต็มที่ก่อนแช่ลงไป (plunging) ในไนโตรเจนเหลว เมื่อเปรียบเทียบกับการแช่แข็งน้้าเชื้อใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่มีน้้าเชื้อปริมาณมากถึง  1.2 มิลลิลิตรซึ่งเมื่อถูกแช่แข็งด้วย
เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ หรือไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม อาจท้าให้น้้าเชื้อยังแข็งตัวไม่
เต็มที่ทั้งหมดขณะแช่ลงไป (plunging) ในไนโตรเจนเหลว อาจท้าให้เกิดการบาดเจ็บของเซลล์ จึง
ส่งผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายลดลงเมื่อเวลาการเก็บรักษาผ่านไป   ส้าหรับ
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มในน้้าเชื้อแช่แข็งในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร หรือในหลอด 
Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรที่มีค่าไม่แตกต่างกัน น่าจะมีความเกี่ยวข้องกับการตรวจประเมินที่ใช้สี
ย้อมในการแพร่ผ่านเข้าเซลล์สเปิร์มบนหลักการที่ว่าเซลล์ที่ได้รับบาดเจ็บจากการแช่แข็งหรือการ
ละลายที่ไม่เหมาะสม จะท้าให้สีย้อมแพร่เข้าสู่เซลล์อย่างรวดเร็วในระยะเวลาสั้นๆ แต่ถ้าเซลล์ไม่ได้รับ
อันตรายขณะแช่แข็งหรือละลายจะไม่มีสีย้อมเข้าสู่เซลล์ ซึ่งแตกต่างจากการประเมินการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มปลาน้้าจืดที่กระตุ้นด้วยสารละลายที่มีค่าแรงดันออสโมติกต่้าเพื่อกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่นั้น
เป็นการปลดปล่อยพลังงานออกมาจากไมโทคอนเดรีย (mitochondria) ท้าให้ microtubule ใน
บริเวณหางสเปิร์มสั่นด้วยความถี่สูง (Dzyuba et al., 2016) จึงท้าให้สเปิร์มเคลื่อนที่ไปข้างหน้าอย่าง
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รวดเร็วเมื่อถูกกระตุ้น ซึ่งในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาอาจท้าให้เกิดการบาดเจ็บของเซลล์สเปิร์มบริเวณ
ไมโทคอนเดรียได้ง่าย (Liu et al., 2012) จึงเป็นเหตุผลที่ท้าให้น้้าเชื้อแช่แข็งที่ได้เก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวยังคงมีเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตหลังการละลายมีค่าสูงแม้ว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่
ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าลดต่้าลง  อย่างไรก็ตามการพัฒนาเทคโนโลยีในการแช่แข็งและเก็บ
รักษาน้้าเชื้อปลาไนในลักษณะธนาคารน้้าเชื้อของโครงการวิจัยนี้สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ได้แม้ว่าการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีแนวโน้มลดลงอย่างช้าๆเมื่อเวลาผ่านไป 240 วันแต่เปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายในทุกชุดการทดลองก็ยังมีค่ามากกว่า 40% สอดคล้องกับการ
แช่แข็งน้้าเชื้อปลาหลายชนิดเช่น Suquet et al. (1998) รายงานการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา turbot  
(Psetta maxima) ที่ เจือจางด้วย 10%  BSA และ10% DMSO พบว่าน้้ าเชื้อที่ เก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 9 เดือนมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงระหว่าง 60-90% ภายหลังการ
ละลายน้้าเช้ือ 

การลดลงของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายหลังการเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวในลักษณะของธนาคารน้้าเชื้อเมื่อเวลาผ่านไป เป็นปัญหาหนึ่งที่พบบ่อยระหว่างการ
เก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็ง (Basavaraja and Hegde, 2004) มีความเกี่ยวข้องกับหลายปัจจัยเช่น การ
เปิดถังไนโตรเจนเหลวเพื่อน้าตัวอย่างแช่แข็งออกมาท้าการประเมินคุณภาพสเปิร์มทุกๆเดือน ซึ่งท้าให้
ตัวอย่างถูกน้าเข้าออกจากถังไนโตรเจนเหลวหลายครั้ง โดยเมื่อน้าเอา canister หรือ cane ที่บรรจุ
หลอดฟางและหลอด Cryotubes ออกมาจากถังไนโตรเจนเหลว จะท้าให้ตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็ง
บางส่วนมีอุณหภูมิสูงขึ้นเล็กน้อยและเมื่อเอา canister หรือ cane จัดเก็บตามเดิมจะท้าให้ตัวอย่าง
น้้าเชื้อแช่แข็งอยู่ในอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสเช่นเดิม ดังนั้นการประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลายเป็นเวลานาหลายเดือน ท้าให้ตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งมีการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิขึ้นลง
อยู่บ่อยครั้ง ส่งผลท้าให้คุณภาพสเปิร์มไม่คงที่ โดยถ้าอุณหภูมิสูงกว่า -130 องศาเซลเซียสจะท้าให้
อะตอมหรือโมเลกุลเคลื่อนที่ ท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ลดลง (Talwar, 2011)  นอกจากนี้แสงก็เป็น
ปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลต่อคุณภาพสเปิร์ม เนื่องจากตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งที่อยู่ในถังไนโตรเจนเหลวจะอยู่
ในที่มืดตลอดเวลา แต่เมื่อน้าเอา canister หรือ cane ที่บรรจุหลอดฟางและหลอด Cryotubes 
ออกมาจากถังไนโตรเจนเหลวจะท้าให้น้้าเชื้อแช่แข็งสัมผัสแสงสว่างในห้องปฏิบัติการระหว่างการ
น้าเอาตัวอย่างออกมาประเมิน ซึ่งการประเมินคุณภาพน้้าเช้ือแช่แข็งเป็นเวลาหลายเดือน ท้าให้น้้าเชื้อ
สัมผัสแสงสว่างหลายครั้ง ซึ่งได้มีรายงานว่าแสงสว่าง (radiation) ก็อาจส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลง
คุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็ง (Talwar, 2011) แม้ว่าในทางทฤษฎีสามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งได้นานถึง 
2,000-32,000 ปี (Ashwood-Smith, 1980) 
 
5.5 ความสามารถของน ้าเชื อปลาไนแช่แข็งในการปฏิสนธิกับไข่ 

ผลการศึกษาการผสมเทียมไข่ปลาไรด้วยน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งแสดงให้เห็นว่า น้้าเชื้อปลาไน
แช่แข็งสามารถปฏิสนธิไข่ปลาไนได้ ไม่ว่าจะเป็นน้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยเครื่องแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ 
หรือแช่แข็งในกล่องโฟมด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวแม้ว่าอัตราการปฏิสนธิของชุดการทดลองที่แช่
แข็งด้วยการใช้เครื่องแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติ หรือแช่แข็งในกล่องโฟมด้วยไอโตรเจนเหลว มีค่าต่้ากว่า
การใช้น้้าเชื้อสด  (ตารางที่ 19-20)  สาเหตุดังกล่าวอาจมีส่วนเกี่ยวข้องกับความเป็นพิษ (toxicity) 
ของ DMSO ที่อาจมีต่อไข่ เนื่องจากในระหว่างการผสมเทียมวิธีแห้งแบบดัดแปลง (modified dry 
method) เมื่อเทน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่ละลายใหม่ๆลงบนไข่ปลาไน ท้าให้ไข่ปลาไนสัมผัสกับ DMSO 
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โดยตรงในระยะเวลาหนึ่งขณะผสมเทียมก่อนเทน้้ากระตุ้นสเปิร์ม ท้าให้ DMSO อาจมีพิษต่อไข่ ส่งผล
ท้าให้คุณภาพไข่ลดลงขณะผสมเทียม จึงมีอัตราการปฏิสนธิต่้ากว่าการใช้น้้าเชื้อสด (กลุ่มควบคุม) ซึ่ง
แนวทางในการพัฒนางานวิจัยต่อมาได้น้าน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งมาผสมเทียมกับไข่ปลาไนด้วยวิธีผสม
เทียมแบบเปียก (wet method) เพราะในการผสมเทียมด้วยวิธีนี้ ไข่ปลาไนได้ถูกรีดลงไปในภาชนะที่
มีน้้าอยู่ก่อนพร้อมกับเทน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่ละลายใหม่ๆใส่ลงไปผสมเทียมทันที ท้าให้ DMSO ถูก
เจือจางด้วยน้้า และท้าให้ไข่ปลาไนสัมผัสกับ DMSO ในความเข้มข้นที่ลดต่้าลง ประกอบกับน้้าเชื้อแช่
แข็งในชุดการทดลองเหล่านี้ถูกแช่แข็งด้วยความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 10% DMSO ซึ่งน่าจะท้าให้
ประสิทธิภาพการปฏิสนธิกับไข่ปลาดีขึ้น (Horváth et al., 2003)   อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพการ
ปฏิสนธิของน้้าเชื้อปลาไนที่ได้แช่แข็งภายในหลอดฟางหรือหลอด Cryotube ด้วยเครื่องมือแช่แข็ง
น้้าเชื้ออัตโนมัติหรือไอไนโตรเจนเหลวเมื่อใช้วิธีผสมเทียมแบบเปียก ก็ยังคงมีค่าต่้ากว่าน้้าเชื้อสดอย่าง
มีนัยส้าคัญทางสถิติ โดยเฉพาะน้้าเชื้อในหลอด Cryotube ที่แช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวในกล่อง
โฟม (ตารางที่ 21) แสดงว่าการใช้วิธีการผสมเทียมแห้งแบบดัดแปลง หรือวิธีการผสมเทียมแบบเปียก
ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิของน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่มีต่อไข่    อย่างไรก็ตามน้้าเชื้อแช่แข็งทั้งหมดที่
น้ามาผสมเทียมไข่ปลาด้วยวิธีผสมเทียมแบบเปียกแม้จะเป็นน้้าเชื้อแช่แข็งที่ได้เก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลวช่วงเวลาหนึ่งแต่ก็มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงระหว่าง
ประมาณ 60-80% จึงไม่น่าจะส่งผลต่ออัตราการปฏิสนธิ เพราะสเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่จ้านวนมาก
ในการว่ายเข้าไปปฏิสนธืไข่ได้ ซึ่งก็ได้มีรายงานหลายฉบับที่แสดงให้เห็นว่าการใช้น้้าเชื้อปลาแช่แข็งที่
ไม่เคลื่อนที่หลังการละลาย (แต่สั่นอยู่กับที่) ก็ยังคงมีความสามารถในการปฏิสนธิไข่ปลาได้ (Erdahl 
and Graham, 1987; Warnecke and Pluta, 2003) 

การปฏิสนธิของไข่ปลามีความเกี่ยวข้องกับปัจจัยอื่นๆที่ มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิเช่น 
คุณภาพไข่ คุณภาพน้้าเชื้อ วิธีการผสมเทียม คุณภาพน้้าและการเปลี่ยนถ่ายน้้า รวมทั้งจ้านวนสเปิร์ม
ที่เหมาสมในการปฏิสนธิไข่ เป็นต้น   โดยทั่วไปแล้วไข่และสเปิร์มต้องมีคุณภาพดีจึงจะส่งผลให้มีอัตรา
การปฏิสนธิสูง ซึ่งการใช้น้้าเชื้อสดในการผสมเทียมมักจะท้าให้ไข่มีอัตราการปฏิสนธิสูงกว่าน้้าเชื้อแช่
แข็ง เนื่องจากน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลายอาจมีการบาดเจ็บของเซลล์ที่ส่วนใดส่วนหนึ่งจึงส่งผลต่อ
การปฏิสนธิไข่    สาเหตุหนึ่งที่ท้าให้การผสมเทียมไข่ปลาไนด้วยน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งไม่ว่าจะใช้วิธี
แห้งแบบดัดแปลงหรือวิธีแบบเปียกมีอัตราการปฏิสนธิต่้ากว่าน้้าเชื้อสด ยังอาจมีความเกี่ยวข้องกับ
ขั้นตอนการผสมเทียม เนื่องจากน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งเมื่อถูกละลายกลับสู่สภาพของเหลวเมื่อเทน้้าเช้ือ
เหล่านั้นออกจากหลอดฟาง หรือหลอด Cryotube ไปผสมไข่ในจานแก้ว (petri dish) มีลักษณะหนืด 
ซึ่งเมื่อท้าการกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่เพื่อว่ายน้้าไปปฏิสนธิไข่โดยการใช้ขนไก่ช่วยผสมนั้น อาจท้าให้
ไข่ผสมเข้ากับสเปิร์มได้ไม่ดีเหมือนการใช้น้้าเชื้อสด ซึ่งน้้าเชื้อสดจะละลายระหว่างผสมเทียมในน้้าได้
ง่ายกว่าน้้าเชื้อแช่แข็งในช่วงที่ใช้ขนไก่ช่วยคนผสมให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกัน ประกอบกับการผสมเทียม
ด้วยน้้าเชื้อสด หรือน้้าเชื้อแช่แข็งในการศึกษาครั้งนี้ใช้อัตราส่วนของจ้านวนสเปิร์มต่อไข่ (sperm to 
egg ratio) ที่เท่ากันคือ 1x105 สเปิร์มต่อไข่ 1 ใบ ท้าให้โอกาสที่สเปิร์มของน้้าเชื้อสด (fresh sperm) 
ว่ายเข้าไปผสมไข่ได้จึงดีกว่าสเปิร์มของน้้าเชื้อแช่แข็ง (cryopreserved sperm) เนื่องจากน้้าเชื้อสด
กระจายตัวเร็วกว่า อีกทั้งเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสดที่ใช้ผสมเทียมมีค่าสูง
ตามปกติ (>80%) และเคลื่อนที่เร็วมาก เมื่อเปรียบเทียบกับเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มใน
น้้าเชื้อแช่แข็ง (ทั้งในหลอดฟางและหลอด Cryotube) ที่มีค่าต่้ากว่าโดยมีค่าประมาณ 60-80% และ
ยังเคลื่อนที่เร็วปานกลาง ต่างก็ส่งผลท้าให้อัตราการปฏิสนธิไข่ปลาไนเมื่อใช้น้้าเชื้อแช่แข็งในทุกชุด
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การทดลองจึงมีค่าต่้ากว่าน้้าเชื้อสด   การศึกษาเพิ่มเติมเพื่อพัฒนาประสิทธิภาพการผสมเทียมของ
น้้าเชื้อแช่แข็ง จึงควรศึกษาเกี่ยวกับความสัมพันธ์ระหว่างการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายและ
จ้านวนสเปิร์มที่ควรใช้ในการปฏิสนธิไข่ 1 ใบเพื่อท้าให้อัตราการปฏิสนธิสูงขึ้นไม่แตกต่างกับการใช้
น้้าเชื้อสด เนื่องจากการเพิ่มปริมาณน้้าเชื้อแช่แข็งที่ละลายเพื่อน้าไปผสมเทียม เป็นการเพิ่มจ้านวน
เซลล์สปิร์มและเพิ่มโอกาสในการปฏิสนธิกับไข่   อย่างไรก็ตามอัตราการปฏิสนธิของน้้าเชื้อแช่แข็งใน
หลอด Cryotube ที่มีค่าต่้ากว่าน้้าเชื้อแช่แข็งในหลอดฟาง น่าจะมีความเกี่ยวข้องเพิ่มเติมเกี่ยวกับการ
แช่แข็งน้้าเชื้อปริมาณมากในหลอด Cryotube อาจท้าให้น้้าเชื้อยังไม่แข็งตัวเต็มที่ก่อนการเก็บรักษา
ในไนโตรเจนเหลวตามที่กล่าวมาแล้ว ท้าให้คุณภาพน้้าเชื้อลดลง จึงส่งผลต่ออัตราการปฏิสนธิ   
นอกจากนี้อัตราการฟักของไข่ที่ผสมเทียมด้วยน้้าเชื้อแช่แข็งที่มีค่าต่้ากว่าการผสมเทียมด้วยน้้าเชื้อสด 
ก็สะท้อนให้เห็นว่า น้้าเชื้อสดมีประสิทธิภาพในการเพาะพันธุ์ปลาได้ดีกว่าน้้าเชื้อแช่แข็ง แต่ด้วย
เหตุผลที่ว่าน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งที่ได้จัดเก็บไว้ในธนาคารน้้าเชื้อยังคงมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มอยู่ใน
เกณฑ์สูง จึงเป็นประโยชน์โดยตรงในการน้ามาใช้เพาะขยายพันธุ์ปลาไนเพื่อการเพาะเลี้ยงและการ
อนุรกัษ์สายพันธุ์ปลาไนที่ดีหรือได้ปรับปรุงสายพันธุ์ไว้แล้ว ซึ่งแม้ว่าอัตราการปฏิสนธิและอัตราการฟัก
จะต่้ากว่าการใช้น้้าเชื้อสด แต่ก็อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้มากกว่าไม่สามารถเพาะขยายพันธุ์ปลาไนนอก
ฤดูกาลได้เลย 

การผสมเทียมกับไข่ปลาด้วยการใช้น้้าเชื้อปลาแช่แข็ง แล้วส่งผลท้าให้อัตราการปฏิสนธิ และ
อัตราการฟักของไข่ปลา มีค่าลดลงต่้ากว่าการใช้น้้าเชื้อสดในการผสมเทียม ยังมีรายงานวิจัยพบใน
ปลาอื่นๆอีกหลายชนิด เช่น ปลาบึก (Pangasianodon gigas; Mongkonpunya et al., 1995) 
ปลาเฉา (Ctenopharyngodon idella; Yavas and Bozkurt, 2011) และ ปลา yamú (Brycon 
amazonicus; Velasco-Santamaría et al., 2006) เป็นต้น แต่ก็ได้มีรายงานการศึกษาที่แสดงให้
เห็นว่าประสิทธิภาพของน้้าเชื้อปลาแช่แข็งในการผสมเทียมไข่ปลาไม่แตกต่างกับการใช้น้้าเชื้อสดผสม
เทียมไข่ปลา เช่น 

พลชาติ  ผิวเณร และพนม  กระจ่างพจน์  สอดศุข  (2546)  ท้าการแช่แข็งน้้าเช้ือปลาหมอ
ไทยที่เจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร ์ Carp#1 และ 10% DMSO โดยท้าการเจือจางน้้าเช้ือใน 
Carp#1 ในอตัราส่วน 1:5 ปล่อยให้น้้าเชื้ออยู่ในสภาวะสมดุลที่อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาท ี โดยลดอุณหภูมิแช่แข็งน้้าเช้ือด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส/นาทแีล้วเก็บรักษาใน
ถังไนโตรเจนเหลว พบว่าสเปิร์มมีการเคลือ่นที่หลังการละลายประมาณ 60% และสามารถปฏิสนธิกับ
ไขใ่กล้เคียงกับการใชน้้้าเช้ือสด  

DeGraaf et al. (2004) แชแ่ข็งน้้าเช้ือปลา black seabass (Centropristis striata L) ซึ่ง
เป็นปลาที่มีการกลายเพศจากเพศเมียไปเป็นเพศผู้ (protogynous hermaphrodite) โดยน้าน้้าเชื้อ
ปลามาเจือจางในสารละลาย modified Mounib’s extender (MME) ที่มี 10% DMSO บรรจุใส่
หลอดฟางขนาด 500 ไมโครลิตร ปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุล 3 นาที ท้าการแช่แข็งด้วยการใช้อัตรา
การลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/นาทมีาถึงอุณหภูมิสุดท้าย -150 องศาเซลเซียส จึงเก็บรักษาในถัง
ไนโตรเจนเหลว พบว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายของน้้าเช้ือแช่แข็งเมื่อเก็บรักษาไว้นาน 
90 วันมคี่าไมแ่ตกต่างจากการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสด และน้า้เช้ือแช่แข็งสามารถปฏิสนธิไข่
ไดป้ระมาณ 67±4.1% ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กับอัตราการปฏิสนธิของน้้าเชื้อสด 
(69±2.4%) 
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Ding et al. (2009) แช่แข็งน้้าเช้ือปลาแมนดาริน (Mandarin fish; Siniperca chuatsi) 
ด้วยการเจือจางในสารละลาย D-15 ทีม่ี 10% DMSO ท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อในหลอด Cryotube ด้วย
การใช้ไอไนโตรเจนเหลวที่ความสูง 6 เซ็นติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -180 องศา
เซลเซียส) เปน็เวลานาน 10 นาท ี และลดอุณหภูมิต่อที่ผิวหน้าไนโตรเจนเหลวอีก 5 นาทีจึงแช่ลงใน
ไนโตรเจนเหลว พบว่าน้้าเชื้อปลาแมนดารินแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้นาน 1 สัปดาห์ และ 1 ปี มีอัตรา
การปฏิสนธิ และอัตราการฟักประมาณ 66.1±5.1% และ 54.8±4.4 ตามล้าดับเปรียบเทียบกับ 
62.9±14.3% และ 52.6±11.2% ตามล้าดับ มีค่าไมแ่ตกต่าง (P>0.05) จากการใชน้้้าเชื้อสดในการ
ผสมเทียม (69.4±8.1% และ 59.8±5.3% ตามล้าดับ)  

Liu et al. (2010) ศึกษาผลของระยะเวลาเก็บรักษาและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ที่ใช้ในน้้าเชื้อปลา red seabream (Pagrus major) แช่แข็งที่มีต่ออัตราการปฏิสนธิและอัตรา
การฟัก โดยน้าน้้าเชื้อมาเจือจางด้วย DMSO ความเข้มข้น 12, 15, 18 และ 21% และน้าไปแช่แข็ง
ก่อนน้ามาใช้ผสมเทียมหลังจากการเก็บรักษาผ่านไป 10, 30, 60 และ 360 วัน พบว่า น้้าเช้ือที่แช่แข็ง
ด้วย DMSO ทั้ง 4 ระดับความเข้มข้นเมื่อเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว < 60 วัน ให้ค่าอัตราการ
ปฏิสนธิและอัตราการฟักไม่แตกต่างกับน้้าเชื้อสด ซึ่งมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 98.8±0.8% และ 96.4±1.3% 
ตามล้าดับแต่เมื่อเวลาการเกบ็รักษาผ่านไป 360 วัน น้้าเชื้อแช่แข็งทั้ง 4 ระดับความเข้มข้นให้ค่าอัตรา
การปฏิสนธิ และอัตราการฟักลดลงอย่างชัดเจน โดยมีค่าระหว่าง  88.6±3.0% ถึง 7.0±1.9% และ 
79.4±7.2% ถึง 3.3±0.8% ตามล้าดับ และความเข้มข้นของ DMSO มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อหลังการ
ละลาย โดยน้้าเช้ือปลา red seabream ที่แช่แข็งด้วย 15% DMSO มีความเหมาะสมมากที่สุดในการ
แช่แข็งเพื่อการเก็บรักษาในธนาคารน้้าเชื้อในระยะยาว 
 
สรุปผลการทดลอง  

1. คุณภาพสเปิร์มของปลาไนมีการเปลี่ยนแปลงในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ โดยความหนาแน่น
ของสเปิร์มมีค่าสูงขึ้นในช่วงปลายฤดูผสมพันธุว์างไข ่   

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

3. การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วย DMSO โดยเครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้ออัตโนมัติที่อัตราการลด
อุณหภูมิ  5 องศาเซลเซียส/นาทีมาที่ อุณหภูมิสุดท้ าย -80 องศาเซลเซียสก่อนการแช่ ใน
ไนโตรเจนเหลว ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูง  

4. การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วย DMSO โดยแช่แข็งในไอไนโตรเจนเหลวภายในกล่องโฟม 6 
เซนติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิรม์หลังการละลายมีค่าสูง 

5. การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนในปริมาณที่มากขึ้นด้วยการใช้หลอด Cryotube มีประสิทธิภาพ
ไม่แตกต่างจากการแช่แข็งด้วยการใช้หลอดฟาง 

6. ระยะเวลาการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวมีผลต่อการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มหลังการละลาย โดยเมื่อระยะเวลาเก็บรักษานานขึ้น ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลง
เล็กน้อย 

7. การพัฒนาเทคโนโลยีในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาไนแบบแช่แข็งในลักษณะธนาคารน้้าเชื้อ
สามารถท้าได้ทั้งด้วยการใช้หลอดฟางและหลอด Cryotube ด้วยการใช้เครื่องมือแช่แข็งน้้าเชื้อ
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อัตโนมัติ หรือการแช่แข็งในกล่องโฟมด้วยไอไนโตรเจนเหลว โดยน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย
สามารถปฏิสนธิไข่ได้แม้ว่าอัตราการปฏิสนธิต้่ากว่าการใช้น้้าเช้ือสด 
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แทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาไน (Cyprinus carpio). การประชุมวิชาการระดับชาติ 
“นเรศวรวิจัย” ครั้งที่ 11 วันที่ 22-24 กรกฏาคม 2558 ณ อาคารเฉลิมพระเกียรติ 72 
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สเปิร์มและผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลือ่นที่สเปิร์มปลาไน. การประชุมสัมนา
ทางวิชาการ มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลตะวันออก ครั้งที่ 9 วนัที่ 11-13 พฤษภาคม 
2558 ณ โรงแรมแกรนด์ จอมเทียน พาเลส พัทยา จ.ชลบรุี จ.ชลบุรี หน้า 503-509. 

  

2. การจดสิทธิบัตร 
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