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บทคัดย่อ 
 

งานวิจัยเรื่อง การพัฒนาเทคโนโลยีแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้งส้าหรับใช้ในโรงเพาะเลี้ยง
สัตว์น้้า ได้ศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์ อัตราการลดอุณหภูมิ และอัตราการ
ละลายที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง โดยน้าน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวมาผสมกับน้้ายา
บัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆ และพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง
ก่อนน้าไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวแล้วน้ามาท้าการละลาย พบว่าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว
ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตรด้วยการใช้สารละลาย Calcium-free Hank’s Balanced Salt 
Solution (Ca-F HBSS) ร่วมกับ 10% DMSO โดยการน้าหลอดฟางแช่ลงในน้้าแข็งแห้งบดละเอียด
โดยตรง มีผลท้าให้คุณภาพสเปิร์มหลังการละลายต่้ากว่าน้้าเชื้อสด แต่การแช่แข็งน้้าเชื้อในหลอดฟางที่ใช้
วัสดุห่อหุ้มโดยเฉพาะการน้าหลอดสายไฟฟ้ามาหุ้มหลอดฟางเพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้ง ได้น้้าเชื้อ
แช่แข็งหลังการละลายมีคุณภาพไม่แตกต่างกับน้้าเชื้อสด โดยระยะเวลาการแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้ง
ตั้งแต่ 10-30 นาทีไม่มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย และการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียส ท้าให้น้้าเชื้อหลังการละลายมีคุณภาพดี    การใช้น้้าแข็งแห้งเพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อปลาท้าได้
ง่าย และสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 

 
 
 
   
ค้าส้าคัญ: น้้าแข็งแห้ง; การแช่แข็ง; น้้าเช้ือ; สเปิร์มมาโทซัว; คุณภาพสเปิร์ม; การผสมเทียม 



  

ABSTRACT 
 
The research project entitled “Development of fish sperm cryopreservation 

program using dry ice for the hatchery” was aimed to investigate the effects of 
extenders, cryoprotectants, cooling rates and thawing rates on sperm quality of fish 
sperm frozen by dry ice. Fish sperm were diluted with various extenders and 
cryoprotectants and sperm cryopreservation protocols were developed based on 
freezing with dry ice prior to cryostorage. Sperm diluted with Calcium-free Hank’s 
Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS) and 10% dimethylsulfoxide (DMSO) in 0.25 mL French 
straws and frozen with crushed dry ice had post-thawed sperm quality lower than that 
of fresh milt. Post-thawed sperm diluted in French straws surrounded by power cable 
prior to frozen by dry ice had sperm quality comparable with that of fresh milt. Duration 
of freezing sperm in dry ice between 10-30 min was not affected on post-thawed sperm 
quality. Thawing of sperm at 30C resulted in good post-thawed sperm quality. Freezing 
of fish sperm by dried ice is easy to perform and can be applied in aquaculture. 
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 บทที่ 1  
บทน ำ 

 
ควำมส ำคัญและที่มำของปญัหำที่ท ำวิจัย 

การเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในประเทศไทยมีความก้าวหน้าอยู่ในระดับโลก มีการส่งออกสัตว์น้้า
หลายชนิดไปจ้าหน่ายในตลาดต่างประเทศทั้งในยุโรป และอเมริกา รวมทั้งมีการบริโภคสัตว์น้้าใน
ประเทศอย่างแพร่หลาย เนื่องจากสภาพอากาศที่ร้อนของประเทศไทย ท้าให้สัตว์น้้าหลายชนิดโตเร็ว 
อีกทั้งการส่งเสริมจากหน่วยงานภาครัฐที่เกี่ยงข้องในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า และความเชี่ยวชาญด้าน
ทักษะการเพาะเลี้ยงของเกษตรกร และผู้ประกอบการ ท้าให้การเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าของประเทศไทยมี
การพัฒนาอย่างต่อเนื่องจนเป็นอุตสาหกรรมการเกษตรหลักชนิดหนึ่งที่สามารถน้ารายได้เข้าประเทศ
จ้านวนมาก โดยมีผลผลิตสัตว์น้้าสูงโดยเฉพาะการเลี้ยงในระบบพัฒนา    อย่างไรก็ตามการ
ประยุกต์ใช้เทคโนโลยีชีวภาพในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าของประเทศไทยยังมีค่อนข้างจ้ากัด ท้าให้เสีย
โอกาสในการแข่งขันของประเทศ เนื่ องจาก เป็นที่ทราบโดยทั่ วไปแล้วว่าการประยุกต์ ใช้
เทคโนโลยีชีวภาพในการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า จะช่วยท้าให้คุณภาพ และผลผลิตสัตว์น้้าดีขึ้น และยังอาจ
ช่วยลดต้นทุนการผลิตสัตว์น้้าได้ถ้าเลือกใช้เทคโนโลยีชีวภาพอย่างเหมาะสม (appropriate 
technology) ในการแก้ไขปัญหาการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า   ด้วยเหตุที่การเพาะพันธุ์ปลาน้้าจืดบางชนิด
ที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจในประเทศไทย ยังมีปัญหาเกี่ยวกับการขาดแคลนน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดี 
หรือพ่อพันธุ์ไม่มีน้้าเชื้อในบางช่วงของฤดูกาลเพาะพันธุ์ปลา ท้าให้ไม่สามารถเพาะพันธุ์ปลาได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ จึงมีความจ้าเป็นในการวิจัยเชิงรุกเพื่อการจัดเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาที่มีคุณภาพดีเอาด้วย
เทคโนโลยีที่เหมาะสมเพื่อน้าน้้าเชื้อปลาที่มีคุณภาพดีมาใช้ประโยชน์ในภายหลังเมื่อไม่สามารถจัดหา
พ่อพันธุ์คุณภาพดีได้  

โดยทั่วไปปลาส่วนใหญ่ผสมพันธุ์วางไข่ตามฤดูกาล แต่ก็พบบ่อยครั้งที่พ่อแม่พันธุ์ปลาที่ใช้
เพาะพันธุ์มีความสมบูรณ์เพศ (sexual maturation) ไม่พร้อมกัน  ท้าให้เกิดปัญหาในด้านการจัดการ
ในโรงเพาะฟัก เช่น ในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่ (spawning season) พ่อพันธุ์ปลามีปริมาณ
น้้ าเชื้อลดลง ซึ่ งแม้ว่าสามารถกระตุ้นได้ โดยการฉีดฮอร์โมน กระตุ้นให้ปลาสร้างน้้ าเชื้อได้ 
(spermiation) แต่กลับพบว่าแม่พันธุ์มีไข่แก่น้อยมาก หรือคุณภาพน้้าเชื้อลดลง ท้าให้การเพาะพันธุ์
ปลาบางชนิดไม่ประสบผลส้าเร็จเท่าที่ควร แม้ว่าในปลาหลายชนิดจะพบว่าช่วงระยะเวลาที่พ่อพันธุ์
สมบูรณ์เพศมีน้้าเช้ือ (spermiation period) มักจะเกิดก่อนช่วงเวลาที่แม่พันธุ์มีไข่แก่ และยังมีน้้าเชื้อ
ยาวนานกว่าช่ วงระยะเวลาที่ แม่พั นธุ์ มี ไข่ แก่  หรือสุก เต็มที่  (วี รพงศ์  วุฒิ พั นธุ์ชั ย  2535; 
Vuthiphandchai et al., 2009b)    นอกจากนี้ในบางครั้งช่วงระยะเวลาที่สามารถรีดน้้าเชื้อได้ 
(sperm availability) ก็ไม่สัมพันธ์กับช่วงระยะเวลาที่แม่พันธุ์ตกไข่ (egg availability) ซึ่งก็อาจเกิด
จากพ่อพันธุ์ปลาถูกรีดน้้าเชื้อบ่อยครั้งจนไม่สามารถผลิตน้้าเชื้อได้ทัน  หรืออาจเกิดจากคุณภาพ
อาหารหรือความแปรปรวนของพ่อพันธุ์ปลาแต่ละตัว (individual variation) ที่ผลิตน้้าเชื้อที่มี
คุณภาพต่างกัน ท้าให้มีความยุ่งยากในการจัดการในระหว่างการผสมเทียมในโรงเพาะฟักเป็นอย่าง
มาก (เสน่ห์  ผลประสิทธิ์  และคณะ 2536; Büyükhatipoglu and Holtz, 1984)  อีกทั้งการใช้
น้้าเช้ือปลาที่รีดออกมาใหม่ๆ (freshly collected milt) เพื่อการผสมเทียมกับไขน่ั้นก็มีข้อจ้ากัดตรงที่
จะต้องใช้น้้าเชื้อผสมเทียมกับไข่ทันที ไม่สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้นานเป็นชั่วโมง เพราะคุณภาพ
น้้าเชื้อปลาลดลงอย่างรวดเร็วหลังรีดออกนอกตัวปลา ท้าให้อัตราการปฏิสนธิต่้าหรือผสมไม่ติด อีกทั้ง
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การจับพ่อพันธุ์ปลา หรือการรีดน้้าเชื้อปลาบ่อยครั้ง ท้าให้พ่อพันธุ์มีบาดแผลที่ท้องจากการรีดน้้าเชื้อ
ถ้าใช้บ่อยครั้ง ซึ่งส่งผลให้คุณภาพน้้าเชื้อปลาลดลง ส่งผลต่อการผลิตลูกปลา (Irawan et al., 2010)  
นอกจากนี้ปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจบางชนิด เช่นปลากะพงขาว ก็มีการกลายเพศ (sex 
reversal) เมื่อเจริญเติบโตขึ้น และในปลาบางชนิดในระหว่างการเพาะพันธุ์ปลาบางชนิด เช่นปลาดุก
อุยและปลาดุกเทศ ต้องมีการผ่าเอาถุงน้้าเชื้อ (testis) เพื่อขยี้เอาน้้าเชื้อออกมาผสมเทียมกับไข่ 
รวมทั้งสภาพความเครียด (stress) ของพ่อพันธุ์ปลาที่ถูกกักขังในโรงเพาะฟัก (hatchery) เมื่อถูกน้า
ออกจากบ่อพ่อพันธุ์ปลามาพักระยะเวลาสั้นๆในโรงเพาะฟัก ก็ยังมีผลโดยตรงท้าให้ต่อมใต้สมองหลั่งฮ
อรโมน gonadotropin II (GtH II) น้อยลง (Mylonas et al., 1997) ส่งผลท้าให้ปริมาณน้้าเชื้อที่รีด
ได้ลดลงอย่างรวดเร็ว (expressible milt) ในระยะเวลาสั้นๆ ท้าให้การจัดการระหว่างการเพาะพันธุ์
ปลาเหล่านี้อาจประสบปัญหา จึงมีความจ้าเป็นที่ต้องมีการวางแผนบริหารจัดการในการควบคุมให้
น้้าเช้ือปลามีคุณภาพคงที่เพื่อน้ามาใช้ผสมเทียมในโรงเพาะฟัก       

โดยภาพรวมแม้ว่าปัญหาการเพาะพันธุ์ปลาในประเทศไทยซึ่งอยู่ในประเทศเขตร้อน จะไม่
รุนแรงเหมือนกับปลาที่อาศัยอยู่ในประเทศเขตหนาว เนื่องจากอุณหภูมิของน้้าที่สูงกว่า ท้าให้ปลาที่
อยู่ในประเทศเขตร้อนมีการพัฒนาสร้างไข่ (oogenesis) และการสร้างน้้าเชื้อ (spermiation) ที่เร็ว
ขึ้น อันเป็นผลจากระดับเมตะบอลิซึม (metabolism) ที่สูงของปลาที่อยู่ในประเทศเขตร้อน ท้าให้
การพัฒนาระบบสืบพันธุ์เกิดได้เร็วกว่า และใช้ระยะเวลาที่สั้นกว่าในการเลี้ยงขุนให้พ่อแม่พันธุ์ปลามี
ความสมบูรณ์เพศ (sexual maturation) (Vuthiphandchai and Zohar, 1999)     อย่างไรก็ตาม
ปัญหาคุณภาพน้้าเชื้อปลาหลายชนิดก็ยังมีความเกี่ยวข้องปริมาณ และคุณภาพน้้าเชื้อที่ลดลง 
(decline in sperm quality and quantity) ของปลาบางชนิดที่รีดได้ในประเทศไทย ซึ่งก็ยังเป็น
ปัญหาหนึ่งที่ส่งผลกระทบต่อภาคการผลิตในโรงเพาะฟักทั้งของภาคเอกชน และภาคราชการที่
เกี่ยวข้อง โดยเฉพาะในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่ (late spawning season) ของปลาน้้าจืดบาง
ชนิดที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจจะประสบปัญหาการเพาะพันธุ์อย่างมาก เนื่องจากขาดแคลนน้้าเช้ือ
ที่มีคุณภาพดี ท้าให้มีผลต่อการเพาะพันธุ์ปลา ดังนั้นการพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งและเก็บรักษา
น้้าเชื้อปลาจากพ่อพันธุ์ที่มีน้้าเชื้อคุณภาพดี หรือพ่อพันธุ์ที่ได้ปรับปรุงสายพันธุ์ไว้แล้วน้าน้้าเชื้อมาแช่
แข็งเพื่อน้ามาใช้ประโยชน์ภายหลังจึงเป็นประโยชน์โดยตรงภาคการผลิต เช่นในช่วงเวลาที่พ่อพันธุ์
ปลามีน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดี หรือมีปริมาณมาก จึงควรท้าการแช่แข็งแล้วเก็บรักษาไว้และน้ามาใช้ผสม
เทียมเพาะพันธุ์ปลาในภายหลังเมื่อขาดแคลนน้้าเชื้อ แม้ว่าพ่อพันธุ์ปลาน้้าจืดในประเทศไทยอาจจะ
หาได้ไม่ยาก แต่ปัญหาการขาดแคลนน้้าเชื้อในบางช่วงฤดูกาลส่งผลต่อการผลิตลูกปลาโดยตรง   
อย่างไรก็ตามการพัฒนางานวิจัยแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในประเทศไทยหรือต่างประเทศมักแช่แข็งด้วย
เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ  (controlled-rate programmable freezer) ที่มีราคาแพงหลาย
แสนบาท (สามารถเคลื่อนย้ายไปภาคสนามได้) หรือหลายล้านบาท (ไม่สามารถเคลื่อนย้ายไป
ภาคสนามได้) ท้าให้ผู้ประกอบการเพาะพันธุ์สัตว์น้้าขนาดกลางหรือขนาดเล็กมีข้อจ้ากัดในการลงทุน
เพิ่มในต้นทุนการผลิตด้วยการซื้อเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติเพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อ ดังนั้นการพัฒนา
งานวิจัยด้านการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยเทคโนโลยีที่ไม่แพง และไม่สลับซับซ้อน จึงเป็นสิ่งจ้าเป็นที่ต้อง
มีการพัฒนาเทคนิควิธีการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาเพื่อให้มีน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีพร้อมอยู่ตลอดเวลาใน
ลักษณะธนาคารน้้าเชื้อ (sperm bank) เพื่อการผสมเทียม  และสามารถใช้ได้อย่างสะดวกรวดเร็ว
ตลอดช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ โดยถ้าเป็นเทคโนโลยีที่สามารถถ่ายทอดให้ผู้ประกอบการท้าได้อย่าง
ง่ายๆ มีราคาถูก และใช้เครื่องมือไม่สลับซับซ้อนในการแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา ก็จะสามารถ
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ถ่ายทอดเทคโนโลยีดังกล่าวให้ผู้ประกอบการน้าไปใช้เพาะพันธุ์ปลาเชิงพาณิชย์ได้มากขึ้นต่อไป เพราะ
ปลาน้้าจืดจัดเป็นสัตว์น้้าชนิดหนึ่งที่มีราคาถูก เมื่อเปรียบเทียบกับราคาปลาในต่างประเทศ ดังนั้นการ
พัฒนาหารูปแบบเทคโนโลยีชีวภาพมาประยุกต์ใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา จึงต้องเป็นเทคโนโลยีที่ถูก 
ใช้สะดวก แต่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อให้มีความคุ้มทุนในการน้าเทคโนโลยีชีวภาพที่เหมาะสมมาใช้ใน
การเพาะพันธุ์ปลาเชิงพาณิชย์ได้ต่อไป          

การเก็บรักษาน้้าเช้ือปลาที่มีคุณภาพเป็นระยะเวลานานๆให้ได้ผลดีนั้น สามารถท้าได้โดยการ
แช่แข็งน้้าเชื้อ (semen cryopreservation) ซึ่งเป็นเทคโนโลยีชีวภาพแขนงหนึ่งที่น้ามาประยุกต์ใช้
เพิ่มประสิทธิภาพการเพาะพันธุ์ปลาหลายชนิดในต่างประเทศ แต่ในประเทศไทยเทคโนโลยีการแช่
แข็งน้้าเชื้อ ยังมีการประยุกต์ใช้ในวงจ้ากัด เนื่องจากเทคโนโลยีมีราคาสูง มีความสลับซับซ้อน และ
ต้องใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer) ที่มีราคาแพง
ตั้งแต่สามแสนบาทจนถึงหลายล้านบาท ประกอบกับความเชื่อที่ว่าสามารถหาพ่อพันธุ์ปลาที่มีน้้าเชื้อ
ได้ตลอดช่วงการเพาะพันธุ์ ทั้งที่จริงแล้วการขาดแคลนพ่อพันธุ์ปลาน้้าจืดบางชนิดที่มีน้้าเชื้อคุณภาพดี
ในช่วงปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่ยังคงเป็นปัญหาหลักที่ส่งผลกระทบต่อการเพาะพันธุ์ปลาบางชนิด 
(เกรียงศักดิ์  เม่งอ้าพัน 2545)    โดยทั่วไปแล้วการแช่แข็งน้้าเชื้อท้าโดยน้าเอาน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีมา
เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ (sperm extender) พร้อมกับใส่สารที่ป้องกันไม่ให้เซลล์เป็นอันตราย
ในระหว่างการแช่แข็งซึ่งเรียกว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) แล้วจึงเอาไปบรรจุใน
หลอดบรรจุน้้าเชื้อพร้อมกับลดอุณหภูมิ (freezing) อย่างเป็นระบบให้ถึงอุณหภูมิสุดท้ายที่ต้องการ 
ด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติก่อนที่จะเก็บรักษา (cryostorage) ไว้ในถังไนโตรเจนเหลว (-196 
องศาเซลเซียส) ซึ่งสามารถรักษาคุณภาพของน้้าเชื้อปลาได้เป็นเวลานานเป็นปีๆ และเมื่อต้องการน้า
น้้าเชื้อปลาที่ได้แช่แข็งมาใช้ประโยชน์ก็ละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง (thawing) ที่อุณหภูมิที่เหมาะสม แล้ว
ประเมินคุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย (post-thawed sperm quality) (Vuthiphandchai 
et al. 2009)     

เทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้อในขณะนี้ได้มีการใช้อย่างแพร่หลายทั่วโลก เช่นในผู้ชายที่มี
ปัญหามีบุตรยาก หรือป่วยเป็นโรคร้ายแรงแต่ต้องการมีบุตร จึงมีการน้าน้้าเชื้อไปแช่แข็งแล้วน้ามา
ผสมเทียมกับไข่ในภายหลัง     ส้าหรับการแช่แข็งน้้าเชื้อสัตว์ในประเทศไทยมีการท้าอย่างแพร่หลาย
ในสัตว์จ้าพวกวัว ซึ่งการเพาะขยายพันธุ์วัวในประเทศไทยของเกษตรกรผู้เลี้ยง ต่างก็ใช้น้้าเชื้อวัวแช่
แข็งที่ได้จากกรมปศุสัตว์มาผสมเทียมเป็นวิธีมาตราฐาน ในขณะที่การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในประเทศ
ไทยยังมีการศึกษาวิจัยไม่แพร่หลาย ซึ่งสาเหตุหลักส่วนหนึ่ง เกิดจากการแช่แข็งน้้าเชื้อเป็นเทคโนโลยี
ที่สลับซับซ้อน มีความเกี่ยวข้องกับการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ ซึ่งมีราคาแพง ท้าให้
ผู้ประกอบการเพาะพันธุ์สัตว์น้้าขนาดเล็ก หรือขนาดกลางมีข้อจ้ากัดในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาแม้ว่าจะ
มีความต้องการใช้น้้าเชื้อปลาแช่แข็งเพื่อการเพาะพันธุ์ และการอนุรักษ์ โดยเฉพาะในปลาที่มี
ความส้าคัญทางเศรษฐกิจบางชนิด แต่ถ้ามีการวิจัยเชิงรุกในการพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วย
เทคโนโลยีที่มีราคาถูก แต่มีประสิทธิภาพสูงด้วยการน้าแหล่งความเย็นอื่นที่มีราคาถูกเช่น น้้าแข็งแห้ง 
(dry ice) มาใช้ในการแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งก็จะท้าให้การแช่แข็งน้้าเชื้อปลามีความ
สะดวกขึ้น เพราะสามารถจัดหาน้้าแข็งแห้งได้ในทุกจังหวัดของประเทศไทย ในขณะที่ไนโตรเจนเหลว 
(liquid nitrogen) หาได้เฉพาะในจังหวัดที่มีอุตสาหกรรมขนาดใหญ่เท่านั้น ดังนั้นแนวความคิดการ
น้าเอาน้้าแข็งแห้งมาแช่แข็งน้้าเชื้อปลา จึงเป็นประโยชน์ต่อผู้ประกอบการเพาะพันธุ์ปลาทุกภาคส่วน
ทั้งขนาดใหญ่และขนาดเล็ก เพราะสามารถแช่แข็งน้้าเชื้อปลาได้ในทุกบริเวณทั้งภายในหรือภายนอก
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ฟาร์ม และยังท้าให้ประเทศไทยมีเทคโนโลยีที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา       ด้วยเหตุที่การ
วิจัยแช่แข็งน้้าเชื้อปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทยมีความจ้าเป็นเพื่อประโยชน์ด้าน
การเพาะเลี้ยง และการอนุรักษ์ แต่การพัฒนางานวิจัยด้านนี้ของประเทศไทย ได้เริ่มมีการพัฒนา
งานวิจัยด้านดังกล่าวด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งท้าให้การน้าน้้าเชื้อแช่แข็งไป
ใช้ประโยชน์ยังท้าไม่ได้เต็มที่ เพราะมีความเกี่ยวข้องกับ ความสลับซับซ้อนของเทคโนโลยี ต้นทุนที่สูง
ของเทคโนโลยี ท้าให้ต้นทุนการผลิตสูง อีกทั้งความนิยมของผู้ประกอบการในการใช้น้้าเชื้อสดของ
ปลาในระหว่างการเพาะพันธุ์ปลา รวมทั้งราคาปลาที่มีราคาถูกกว่าราคาเนื้อวัวหรือเนื้ ออื่นๆโดย
ภาพรวม จึงท้าให้การน้าเอาเทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลามาประยุกต์ใช้ในการเพาะพันธุ์ปลาจึงมี
ยังมีน้อย และจ้ากัดอยู่ในสถานศึกษา บริษัทเอกชนขนาดใหญ่ และกรมประมงเป็นส่วนใหญ่ ดังนั้น
การพัฒนาศักยภาพการประยุกต์ใช้น้้าเชื้อแช่แข็งไปใช้เพาะพันธุ์ปลาให้เป็นที่ยอมรับอย่างแพร่หลาย 
จึงต้องพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้ออย่างง่ายๆ ไม่สลับซับซ้อน มีต้นทุนการผลิตที่ต่้า เพื่อให้มี
การน้าน้้าเชื้อแช่แข็งไปใช้ประโยชน์ให้มากขึ้นในการเพิ่มประสิทธิภาพการเพาะพันธุ์ด้วยการใช้
น้้าแข็งแห้งในการแช่แข็งน้้าเชื้อพ่อพันธุ์ตามที่กล่าวมาแล้ว      

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง (dry ice) มีหลักการ และวิธีการแช่แข็ง
เหมือนกับการแช่แข็งด้วยครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติทุกประการ เริ่มตั้งแต่ การรวบรวมน้้าเชื้อ การ
เจือจางน้้ าเชื้อ ในสารละลายบัฟเฟอร์ (sperm extender) และสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
(cryoprotectant) การบรรจุน้้าเชื้อในหลอดบรรจุน้้าเชื้อ หรือหลอดฟาง (French straw) การลด
อุณหภูมิ (freezing) และการละลาย (thawing) เพียงแต่มีความแตกต่างในการเลือกใช้แหล่งลด
อุณหภูมิ (source of cooling) ที่เป็นน้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) หรือไนโตรเจนเหลว (liquid 
nitrogen) เท่านั้น (-196 องศาเซลเซียส)     การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาชนิดใดก็ตาม ต้องมีการพัฒนา
วิธีการแช่แข็งที่เหมาะสม ต้องทราบว่าตัวแปรเหล่านั้นที่มีความเหมาะสม ต้องใช้สภาพการทดลองที่
เหมาะสมอย่างไร (optimized protocols)    ในปัจจุบันการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้งใน
ต่างประเทศ ได้เริ่มมีการศึกษาในหลายประเทศ แต่ยังไม่เคยมีรายงาน หรือผลงานวิจัยตีพิมพ์เผยแพร่
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้งในประเทศไทย    ส้าหรับในประเทศไทยการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา 
ด้วยการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติได้มีการตีพิมพ์ผลงานวิจัยโดยนักวิจัยจากคณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยบูรพา (Irawan et al., 2010; Vuthiphandchai et al., 2009) และยังไม่มีรายงานการ
แช่แข็งน้้าเชื้อปลาท้องถิ่นด้วยน้้าแข็งแห้งในประเทศไทย    โดยหลักการทั่วไปการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ จะใช้ไนโตรเจนเหลวเป็นแหล่งความเย็นในการท้าให้อุณหภูมิลดลง
ได้เร็ว หรือช้าตามที่ต้องการโดยใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์เป็นตัวก้าหนด    อย่างไรก็ตามการแช่แข็ง
น้้าเช้ือปลาด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง จะใช้น้้าแข็งแห้งเป็นแหล่งความเย็นในการท้าให้อุณหภูมิลดต่้าลงได้
เร็ว หรือช้าได้เช่นกัน แต่ต้องมีการพัฒนารูปแบบการลดอุณหภูมิให้เหมาะสม เพราะแม้ว่าน้้าแข็งแห้ง
เป็นแหล่งอุณหภูมิที่ไม่เย็นมากเท่าไนโตรเจนเหลว แต่ก็สามารถน้ามาแช่แข็งน้้าเชื้อปลาให้มีอัตราการ
ลดอุณหภูมิ  (freezing rate) ที่ เหมาะสมได้เช่นกัน ดังนั้นถ้าสามารถแช่แข็งน้้ าเชื้อปลาด้วย
น้้าแข็งแห้ง แล้วมีประสิทธิภาพเทียบเทียบเท่าการแช่แข็งด้วยไนโตรเจนเหลว ก็จะเป็นการพัฒนาต่อ
ยอดงานวิจัยที่ได้เทคโนโลยีที่มีราคาถูก มีความสะดวก และไม่สลับซับซ้อน ซึ่งสามารถน้าไปใช้เชิง
พาณิชย์ได้ทันที และเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าของประเทศ 

น้้าแข็งแห้งเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่แข็งตัว ที่ได้ผ่านกรรมวิธีการผลิต โดยน้าก๊าซ
คาร์บอนไดออกไซด์มาผ่านการอัดและลดอุณหภูมิลงภายใต้ความดันสูงจนได้ออกมาเป็น
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คาร์บอนไดออกไซด์เหลวจากนั้นก็ต้องท้าการลดความดันลงอย่างรวดเร็ว จนกลายเป็นของแข็งไปใน
ที่สุดน้้าแข็งแห้งมีความเย็นที่อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส   น้้าแข็งแห้ง (น้้าแข็งแห้งราคา 30 บาท/
กิโลกรัม) มีราคาถูกกว่าไนโตรเจนเหลว (ราคาไนโตรเจนเหลว 60 บาท/กิโลกรัม) ท้าให้ช่วยลดต้นทุน
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาได้ดี เพราะการแช่แข็งน้้าเช้ือปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง และเก็บรักษาน้้าเชื้อที่แช่แข็ง
ไว้ในน้้าแข็งแห้งต่อไปเป็นเวลานาน ใช้น้้าแข็งแห้งในปริมาณที่ไม่มาก อันเนื่องจากน้้าแข็งแห้งมีการ
ระเหยตัวช้า ท้าให้ต้นทุนการผลิตต่้า ในขณะที่การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยไนโตรเจนเหลว ต้องใช้
ไนโตรเจนเหลวในปริมาณที่มากทั้งในระหว่างการแช่แข็ง และการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แ ข็งต่อไป 
เนื่องจากไนโตรเจนเหลวมีการระเหยตัวที่ เร็วมากระหว่างการแช่แข็ง และจ้าเป็นต้องเติม
ไนโตรเจนเหลวลงในถังไนโตรเจนเหลวบ่อยครั้งระหว่างการเก็บรักษา ท้าให้มีต้นทุนการผลิตที่สูงกว่า
การใช้น้้าแข็งแห้ง อีกทั้งการใช้น้้าแข็งแห้งในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลายังมีความปลอดภัยสูงกว่า
ไนโตรเจนเหลว เพราะอุณหภูมิน้้าแข็งแห้งไม่เย็นจัดเหมือนไนโตรเจนเหลว และน้้าแข็งแห้งเป็น
ของแข็ง ล้าเลียงไปที่ต่างๆได้ง่ายมาก ไม่มีอันตรายมากเท่าไนโตรเจนเหลวที่อาจกระเด็นท้าอันตราย
แก่ร่างกาย  การล้าเลียงไนโตรเจนเหลวที่เป็นของเหลวมีอันตรายมาก เพราะนอกจากต้ องมีถัง
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen tank) ใส่ไนโตรเจนเหลวแล้ว ยังต้องระวังอันตรายจากอุบัติเหตุ
ระหว่างการล้าเลียงทางรถยนต์ที่ถังไนโตรเจนเหลวอาจพลิกคว่้า ซึ่งจะอันตรายมาก   นอกจากนี้
น้้าแข็งแห้งได้มีการน้าไปใช้ประโยชน์ในการวิจัยทางการแพทย์ อุตสาหกรรมอาหารและถนอมอาหาร 
การแช่เย็นผัก หรือสินค้าเกษตรอื่นๆ ที่จ้าเป็นต้องขนส่งในระยะทางที่ไกลๆอย่างแพร่หลาย เนื่องจาก
น้้าแข็งแห้งระเหิดเป็นไอ ซึ่งต่างจากน้้าแข็งที่ละลายเป็นน้้า ที่สร้างความเสียหายกับสินค้าอาหาร และ
สินค้าเกษตรได้มากกว่า   ด้วยเหตุที่น้้าแข็งแห้งให้ความเย็นคงที่  มีน้้าหนักเบาเมื่อเทียบกับตัวน้า
ความเย็นอื่นๆ และมีราคาไม่แพง จึงท้าให้น้้าแข็งแห้งได้รับความนิยมในการเก็บรักษาอาหารหลาย
ชนิด เพียงแต่ต้องระวังอันตรายจากความเย็นที่ถูกน้้าแข็งกัด และก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่ระเหิด
ออกมา ท้าให้ต้องมีการถ่ายเทอากาศที่ดี เช่นเดียวกับต้องระวังอันตรายจากก๊าซไนโตรเจนที่ระเหย
ออกมาจากไนโตรเจนเหลวทีต่้องมีการถ่ายเทอากาศที่ดีเช่นกันในระหว่างการแช่แข็งน้้าเชื้อ  

ดังนั้นการพัฒนาหารูปแบบเทคโนโลยีชีวภาพมาประยุกต์ใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา จึงต้อง
เป็นเทคโนโลยีที่ถูก ใช้สะดวก แต่มีประสิทธิภาพสูงเพื่อให้มีความคุ้มทุนในการน้าเทคโนโลยีชีวภาพที่
เหมาะสมมาใช้ในการเพาะพันธุ์ปลา  ด้วยเหตุที่การพัฒนางานวิจัยแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในประเทศไทย
ได้มีการพัฒนางานวิจัยโดยนักวิจัยจากคณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ในลักษณะวิจัยเชิงลึก 
วิจัยเชิงประยุกต์ และวิจัยเชิงถ่ายทอดเทคโนโลยีเชิงพาณิชย์ให้แก่ผู้ประกอบการอย่างเป็นระบบด้วย
การบูรณาการองค์ความรู้ด้านเคมี ชีวเคมี จุลชีววิทยา วาริชศาสตร์ การเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า โดยได้วิจัย
แช่แข็งและแช่เย็นน้้าเชื้อสัตว์น้้าหลายชนิดเพื่อการเพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์ มีบทความวิจัยที่ตีพิมพ์
ทั้งในวารสารวิชาการระดับนานาชาติ และระดับชาติ มาอย่างต่อเนื่องตลอดในระยะเวลาประมาณ 
๑๓ ปีที่ผ่านมา โดยงานวิจัยเหล่านั้นได้แช่แข็งน้้าเชื้อสัตว์น้้าด้วยการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ
เป็นส่วนใหญ่ ซึ่งการต่อยอดงานวิจัยด้วยการใช้แหล่งความเย็นที่มีราคาถูกด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งเพื่อ
ทดแทนการใช้ไนโตรเจนเหลวที่มีราคาแพง และยังหาได้ยากกว่า จะช่วยท้าให้การแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจในประเทศไทย มีความสะดวกขึ้นในการประยุกต์ใช้ ไม่สลับซับซ้อน และ
มีต้นทุนการผลิตที่ไม่สูง เป็นประโยชน์ต่อการเพาะพันธุ์ในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า เพราะผู้ประกอบการ
ทุกภาคส่วนสามารถเอาน้้าเชื้อปลาแช่แข็งไปใช้ได้ง่ายขึ้น และใช้ได้อย่างแพร่หลายทั่วประเทศในทุก
พื้นที่ที่การเพาะพันธุ์ปลาประสบปัญหาคุณภาพน้้าเชื้อพ่อพันธุ์ อีกทั้งการถ่ายทอดเทคโนโลยีการแช่
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แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้งก็ท้าใด้ง่าย สามารถท้าได้ทันที มีความปลอดภัยสูง และสามารถ
ส่งเสริมการใช้ประโยชน์ได้มากขึ้นในสัตว์น้้าชนิดอื่นๆได้ต่อไป     นอกจากนี้น้้าเชื้อปลาแช่แข็งที่ได้ยัง
สามารถเก็บรักษาต่อไปเป็นเวลานานในลักษณะของธนาคารน้้าเชื้อ (sperm bank) โดยที่คุณภาพ
สเปิร์มยังดีเหมือนน้้าเชื้อสด ซึ่งเมื่อใดก็ตามที่แม่พันธุ์ปลามีความพร้อม มีไข่แก่และมีการตกไข่ ก็
สามารถน้าน้้าเชื้อปลาแช่แข็งที่มีอยู่ในธนาคารน้้าเชื้อมาผสมเทียมกับไข่ได้ลูกปลาที่ต้องการ    ด้วย
เหตุที่พ่อพันธุ์ปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจบางชนิด ประสบปัญหาเกี่ยวกับปริมาณ และคุณภาพ
น้้าเชื้อ ซึ่งน่าจะได้มีเทคนิคที่จะยืดระยะเวลาที่สเปิร์มยังคงมีคุณภาพดีให้ยาวนานขึ้นด้วยการแช่แข็ง
ด้วยน้้าแข็งแห้ง ซึ่งเทคโนโลยีแช่แข็งน้้าเชื้อที่มีต้นทุนต่้า ท้าได้ง่าย และไม่สลับซับซ้อน อีกทั้งการ
พัฒนาวิจัย เพื่อสร้างองค์ความรู้ใหม่ส้าหรับการใช้ประโยชน์น้้าเชื้อแช่แข็งเพื่อการเพาะพันธุ์ปลาแก่
ผู้ประกอบการ จ้าเป็นต้องพัฒนาวิธีการแช่แข็งหารูปแบบการแช่แข็งที่สะดวกไม่สลับซับซ้อน แต่มี
ประสิทธิภาพสูง สามารถแช่แข็งในปริมาณมาก และแช่แข็งด้วยเทคโนโลยีที่มีต้นทุนการผลิตที่ต่้า 
และเก็บรักษาน้้าเชื้อคุณภาพดีได้นานเป็นปี ดังนั้นโครงการวิจัยเรื่องนี้จึงได้ถูกพัฒนาขึ้นมาเพื่อต่อ
ยอดการวิจัย โดยอาศัยองค์ความรู้การแช่แข็งน้้าเชื้อที่ได้พัฒนาขึ้นมาก่อนหน้านี้เพื่อมาประยุกต์
พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง 
 
วัตถุประสงคข์องโครงกำรวิจัย 

1.  พัฒนาเทคโนโลยีที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจด้วย
การใช้น้้าแข็งแห้ง 
 2.  ศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์ และอัตราการลดอุณหภูมิที่มี
ต่อคุณภาพน้้าเช้ือปลาที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 

3. ศึกษาผลของอัตราการละลายที่มีต่อที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อปลาที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 
4. ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้งที่มีต่อการมีชีวิต 

การเคลื่อนที ่และความสามารถในการปฏิสนธิของของสเปิร์มหลังการละลาย 
 
ขอบเขตของกำรวิจัย 

ศึกษาวิธีการที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจด้วยการใช้
น้้าแข็งแห้ง โดยการศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อคุณภาพ
สเปิร์มปลาที่แช่แข็งในน้้าแข็งแห้ง โดยจะมีการแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้ง ด้วยการใช้ภาชนะหลายๆ
รูปแบบ ท้าการแช่แข็งที่เวลานานต่างๆกัน หรืออัตราการลดอุณหภูมิ ต่างๆกันก่อนเก็บรักษาใน
น้้าแข็งแห้ง หรือเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เพื่อทราบวิธีการที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ด้วยน้้าแข็งแห้ง     นอกจากนี้ยังมีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้งเพื่อให้สามารถพัฒนา 
protocols การแช่แข็งให้มีประสิทธิภาพ โดยการประเมินคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย รวมทั้งยังมี
การศึกษาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง   ในขั้นตอนท้ายสุดจะศึกษาผลของ
ระยะเวลาที่เก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งที่มีต่อคุณภาพสเปิร์มหลังการละลาย และท้าการผสมเทียมโดย
เช็คอัตราการปฏิสนธ ิและอัตราการฟัก เปรียบเทียบกับน้้าเชื้อสด 
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วิธีด ำเนินกำรวิจัยโดยสรุป ทฤษฎีและ/หรือแนวทำงควำมคิดที่น ำมำใช้ในงำนวิจัย 
น้้าเชื้อหรือเซลล์ใดๆก็ตามเมื่อเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 

จะเก็บรักษาได้  200-32,000 ปี  (Ashwood-Sm ith M .J. 1980 ) เนื่ องจากเมตะบอลิซึม 
(metabolism) ภายในเซลล์มีค่าเป็นศูนย์ ท้าให้สามารถเก็บรักษาเซลล์ได้นานถ้าวิธึการและขั้นตอน
การแช่แข็งได้พัฒนาให้เหมาะสม (optimized protocol)    การเก็บรักษาน้้าเชื้อ หรือเซลล์ที่
อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส ก็ท้าให้ระดับเมตะบอลิซึมภายในเซลล์มีค่าใกล้ศูนย์เช่นกัน ซึ่งการศึกษา
ด้านชีวโมเลกุล และด้านชีวเคมีต่างก็นิยมเก็บเซลล์ต่างๆที่อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส จึงควรน้าเอา
มาใช้เก็บรักษาน้้าเชื้อปลาแช่แข็งว่ายังคงมีคุณภาพเช่นเดียวกับการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -196 องศา
เซลเซียสหรือไม่    นอกจากนี้น้้าแข็งแห้งยังเป็นแหล่งความเย็นที่มีราคาถูกกว่าไนโตรเจนเหลว และ
น้้าแข็งแห้งยังหาได้ง่ายทั่วประเทศ ประกอบกับน้้าแข็งแห้งสามารถน้ามาประยุกต์ใช้ในการแช่แข็ง 
(cryopreservation) น้้าเชื้อได้ และสามารถเก็บรักษา (storage) น้้าเชื้อแช่แข็งได้เป็นเวลานาน จึง
ควรมีการพัฒนางานวิจัยการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง เพื่อพัฒนาศักยภาพการแช่แข็งน้้าเชื้อ
ปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจให้มีความสะดวก ต้นทุนต้่า และไม่สลับซับซ้อน 

ด้วยเหตุที่น้้าแข็งแห้งมีอุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส ดังนั้นการน้าหลอดฟาง (French straw) 
หรือหลอด cryotube ที่มีน้้าเชื้อร่วมกับสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์อยู่ภายใน 
มาลดอุณหภูมิด้วยการให้หลอดฟาง หรือหลอด cryotube นั้น หลอดทดสอบทั้งหมดต้องอยู่ใน
น้้าแข็งแห้งบด (crushed dry ice) เพราะจะท้าให้น้้าเชื้อที่อยู่ในหลอดฟาง หรือหลอด cryotube 
แข็งตัว (frozen) ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่เร็วมาก ซึ่งจะท้าให้สเปิร์มตายได้ 
ดังนั้นการใช้แหล่งความเย็นของน้้าแข็งแห้งในการแช่แข็ง จึงต้องน้าหลอดฟาง หรือหลอด cryotube 
มาใส่ภาชนะบรรจุที่เหมาะสมอีกที เพื่อให้ความเย็นแพร่เข้ามาในหลอดฟาง หรือหลอด cryotube 
อย่างเหมาะสม จะท้าให้น้้าเชื้อแข็งตัวในอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม (optimum freezing 
rate) และท้าให้สเปิร์มที่แช่แข็งด้วยวิธีนี้มีชีวิตรอด และมีการเคลื่อนที่สูงเหมือนน้้ าเชื้อสด    
นอกจากนี้น้้าเชื้อปลาที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง ก็ยังสามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในน้้าแข็งแห้ง
ต่อไปได้ในระยะเวลาที่นาน โดยที่คุณภาพสเปิร์มไม่น่าจะแตกต่างกับการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาใน
ไนโตรเจนเหลว ซึ่งเป็นวิธีปกติของการเก็บรักษาน้้าเช้ือแช่แข็งทั่วไป 

น้้าเชื้อแช่แข็งที่อยู่ในหลอดฟาง หรือหลอด cryotube เมื่อน้าไปเก็บรักษาต่อในน้้าแข็งแห้ง 
หรือเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ซึ่งมีอุณหภูมิต่างกัน เมื่อต้องการน้้าเชื้อแช่แข็งเหล่านี้มาใช้ประโยชน์
จ้าเป็นต้องละลายด้วยการเพิ่มอุณหภูมิเพื่อให้น้้าเชื้อกลับสู่สภาพของเหลว ดังนั้นการละลายน้้าเชื้อที่
อยู่ในหลอดฟาง หรือหลอด cryotube จะใช้อัตราการละลาย (thawing rate) ที่ต่างกัน เนื่องจาก
ขนาดของหลอดฟาง หรือหลอด cryotube และปริมาณน้้าเชื้อที่อยู่ภายในหลอดที่มีความแตกต่างกัน 
เป็นตัวก้าหนดอุณหภูมิที่เหมาะสมในการละลายน้้าเชื้อ (optimum thawing rate) ว่าควรเป็นเช่นไร 
ซึ่งต้องทดลองวิจัยต่อไปเพ่ือหาสภาพที่เหมาะสม 
 
ประโยชน์ทีค่ำดว่ำจะได้รับ 

1. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง ซึ่งจะเป็นประโยชน์ต่อ
การเพาะพันธุ์ปลา และยังสามารถน้าเอาเทคโนโลยีไปถ่ายทอดให้เกษตรกร และผู้ประกอบการได้
อย่างง่ายๆ ไม่สลับซับซ้อน มีต้นทุนการผลิตต่้า แต่มีคุณภาพสูง 
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2. ท้าให้ทราบถึงชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสม
ส้าหรับการแช่แข็งน้้าเช้ือปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง  

3. ได้เทคโนโลยีที่เหมาะสมในการแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง 
เพื่อประโยชน์ในการผสมเทียมไข่ปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจ โดยสามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
ได้ในระยะเวลาที่นานขึ้น เพื่อใช้ประโยชน์ในการผสมเทียมปลา และน้้าเชื้อปลาก็สามารถเก็บรักษาไว้
ได้ในลักษณะธนาคารน้้าเชื้อ (sperm bank) ซึ่งสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีนี้ไปยังนักวิชาการประมง 
และเกษตรกรผู้เพาะพันธุ์ปลา หรือผู้สนใจได้ต่อไป 

4. ได้สร้างนักวิจัยรุ่นใหม่ ที่เป็นเป็นนิสิตระดับบัณฑิตศึกษา ที่ท้าหน้าที่ เป็นผู้ช่วยวิจัยของ
โครงการ ท้าให้ผู้ช่วยวิจัยได้เรียนรู้ และพัฒนาศักยภาพการวิจัยการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา เพื่อน้าไปใช้ใน
การเพาะพันธุ์ปลาของประเทศต่อไป 

หน่วยงานที่จะน้าผลการวิจัยไปใช้ได้แก่  ภาควิชาวาริชศาสตร์ ภาควิชาจุลชีววิทยา และ
โครงการบัณฑิตศึกษา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยบูรพา และ หน่วยงานที่เกี่ยวข้องกับการเพาะ
ขยายพันธุ์ปลา เช่น กรมประมง ซึ่งมีสถานีประมงน้้าจืด/ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงน้้าจืดทั่วประเทศ 
ที่สามารถน้าผลงานวิจัยที่ได้ไปประยุกต์ใช้ได้ทั้งในด้านการเพาะพันธุ์ และการอนุรักษ์พันธุ์ปลาที่ยังคง
มีอยู่ในแหล่งน้้าธรรมชาติของประเทศให้คงไว้ไม่ให้สูญพันธุ์ และสามารถท้าได้ทุกที่ทั้งในฟาร์มและ
ภาคสนาม เพราะสามารถหาน้้าแข็งแห้งมาใช้แช่แข็งน้้าเชื้อปลาได้ในทุกจังหวัดของประเทศไทย ไม่
เหมือนกับไนโตรเจนเหลว ที่ต้องสั่งซื้อจากบริษัทอุตสาหกรรมขนาดใหญ่ที่อยู่ในเขตนิคมอุตสาหกรรม
เฉพาะบางจังหวัดเท่านั้น โดยข้อมูลที่ได้จากการวิจัยนี้ยังสามารถใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการศึกษา
เพิ่มเติมและงานวิจัยทั้งในระดับปริญญาโทและปริญญาเอกทางด้านวาริชศาสตร์ การเพาะเลี้ยงสัตว์
น้้า และวิทยาศาสตรชีวภาพของมหาวิทยาลัยบูรพาต่อไปในอนาคต รวมทั้งสามารถใช้เป็น database 
งานวิจัยของกลุ่มวิจัยการเก็บรักษาน้้าเชื้อของสัตว์น้้าเพื่อการอนุรักษ์ และการผสมเทียมของ
มหาวิทยาลัยบูรพา และใช้บริหารจัดการการเพาะพันธุ์ปลา และการอนุรักษ์สายพันธุ์ปลาที่หาได้ยาก 
ใกล้สูญพันธุ์ในพื้นที่ remote area ได้ทันที โดยไม่ต้องน้าน้้าเชื้อมาแช่แข็งในห้องปฏิบัติการ  
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บทที่ 2 
เอกสำรและงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ผลงำนวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. ชีววิทยำกำรสืบพันธุ์ปลำตะเพียนขำว 

ปลาตะเพียนขาว (common silver  barb) เป็นปลาน้้าจืดในครอบครัว Cyprinidae มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Barbodes gonionotus เป็นปลาท้องถิ่นของประเทศไทย โดยพบปลาตะเพียนขาว
กระจายในแหล่งน้้าธรรมชาติทั่วทุกภูมิภาคในไทยทั้งในแม่น้้า ล้าคลอง หนอง บึง ที่มีกระแสน้้าไหล
อ่อนๆ หรือน้้านิ่ง และยังเป็นปลาที่ทนต่อการเปลี่ยนแปลงและสามารถปรับตัวเข้ากับสภาพแวดล้อม
ได้ดี ทั้งยังเจริญเติบโตในน้้ากร่อยที่มีความเค็มไม่เกิน  7 ppt  อุณหภูมิที่เหมาะสมส้าหรับการ
เจริญเติบโตอยู่ระหว่าง 25-31 องศาเซลเซียส (นวลมณี พงศ์ธนา และ ทองอยู่ อุดเลิศ, 2547) และ
ปลาตะเพียนขาวมีรสชาติอร่อย จึงมีการเพาะเลี้ยงปลาชนิดนี้กันอย่างแพร่หลายเนื่องจากเป็นปลาที่
เลี้ยงไดง้่ายชนิดหนึ่ง  

ปลาตะเพียนขาวมีขนาดปานกลาง ล้าตัวแบนข้าง ขอบหลังยกสูงโค้ง หัวเล็ก ปากเล็กริม
ฝีปากบางจะงอยปากแหลม มีหนวดเส้นเล็กสั้น 2 คู่ ล้าตัวบริเวณส่วนหลังมีสีคล้้า ส่วนท้องสีขาว 
ครีบหลังมีก้านครีบแข็ง 3 ก้าน โดยก้านครีบแข็งอันสุดท้ายเป็นกระดูกแข็งหยักเป็นฟันเลื่อย ด้านหลัง
ครีบหลังและครีบหางมีสีเทาปนเหลือง ครีบก้นสีเหลืองปนส้มเล็กน้อย ครีบหูสีจางหรือเหลืองอ่อน มี
ฟันในล้าคอเป็นชนิดฟันกัดบด 3 แถว ซี่เหงือกเป็นซี่เล็ก ๆ ทางเดินอาหารไม่มีกระเพาะ ล้าไส้ผนัง
บางยาว 2.0-2.7 เท่าของความยาวล้าตัว (ศักดิ์ชัย ชูโชติ, 2530)   ลักษณะรูปร่างภายนอกของตัวผู้
และตัวเมียมีความคล้ายคลึงกันมาก  แต่เมื่อใกล้ฤดูผสมพันธุ์จะสังเกตความแตกต่างเพศได้ง่ายขึ้น 
โดยเพศเมียจะมีท้องอูมเป่งมากขึ้น และพื้นท้องมีลักษณะนิ่ม เนื่องจากมีไข่ในท้อง และบริเวณช่อง
เพศขยายใหญ่ขึ้นโดยมีสีแดงอ่อนปลายช่องเพศ โดยถ้าแม่พันธุ์ปลามีไข่มาก ก็จะมีท้องขยายใหญ่มาก
ขึ้น แต่เพศผู้มีพื้นท้องแคบและแข็งกว่าเพศเมีย โดยเมื่อใช้มือกดรีดเบาๆบริเวณหน้าท้องและล้าตัว
ปลาจะมีน้้าเชื้อสีขาว (milt) ไหลออกมาบริเวณช่องเพศ และถ้าใช้เมื่อท้าการลูบบริเวณแก้มจะรู้สึก
สากมือเล็กน้อยโดยสามารถเริ่มสืบพันธุ์ได้เมื่ออายุ 8 เดือนขึ้นไป ซึ่งบริเวณแก้มที่สากในปลาตะเพียน
ขาวเพศผู้จะเกิดชัดเจนในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ หรือฤดูฝนอันเป็นผลจากการแสดงออกทางเพศ
เกี่ยวข้องกับฮอร์โมนเพศบางชนิด (secondary sexual characteristics; วีรพงศ์ วุฒิพันธ์ุชัย, 2536)     

การผสมพันธุ์วางไข่ของปลาตะเพียนขาวในธรรมชาติเกิดขึ้นในฤดูฝนช่วงระหว่างเดือน
มิถุนายนถึงเดือนตุลาคม โดยสภาพแวดล้อมในช่วงฤดูฝนมีความเหมาะสมในการกระตุ้นให้ปลา
ตะเพียนขาวมีการผสมพันธุ์วางไข่ เช่นปริมาณฝนที่ตกลงมา อาหารในธรรมชาติ และคุณภาพน้้าที่
เหมาะสมเป็นต้น  ไข่ปลาตะเพียนขาวมีลักษณะครึ่งจมครึ่งลอย โดยถ้าน้้านิ่ง ไข่จะจมน้้าแต่เมื่อน้้า
ไหล ไข่จะลอยตามน้้า  อย่างไรก็ตามปลาตะเพียนขาวในธรรมชาติเริ่มมีน้อยลงอันเป็นผลมาจากการ
ขยายตัวของชุมชน การเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล้อม และความต้องการบริโภคที่สูงขึ้น ท้าให้มีการ
เพาะเลี้ยงปลาตะเพียนขาวเพื่อทดแทนปลาตะเพียนขาวในธรรมชาติ  โดยทั่วไปการเลี้ยงปลาตะเพียน
ขาวในประเทศไทยนิยมเลี้ยงในบ่อดิน ใช้เวลาเลี้ยงประมาณ 8 เดือน ปลาจึงเริ่มมีการสร้างไข่และ
น้้าเชื้อ และปลาตะเพียนขาวเพศเมียมีการเจริญเติบโตเร็วกว่าปลาตะเพียนขาวเพศผู้เฉลี่ย 20% 
(นวลมณี พงศ์ธนา และ ทองอยู่ อุดเลิศ, 2547)   
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การเพาะพันธุ์ปลาตะเพียนขาวในโรงเพาะฟัก สามารถเพาะพันธุ์ได้ทั้งวิธีเลียนแบบธรรมชาติ 
และวิธีผสมเทียม โดยการคัดเลือกพ่อแม่พันธุ์ที่มีขนาดและอายุที่เหมาะสมมาให้ผสมพันธุ์วางไข่ในโรง
เพาะฟัก โดยวิธีเลียนแบบธรรมชาติ หรือวิธีผสมเทียม  การเพาะพันธุ์ปลาตะเพียนขาวด้วยวิธี
เลียนแบบธรรมชาติเริ่มจากจัดระบบบ่อและระบบน้้าให้เหมาะสม แล้วปล่อยพ่อแม่พันธุ์ลงไปพร้อม
การให้ฝนเทียมเพื่อให้ผสมพันธุ์วางไข่กันเองในบ่อภายหลังการฉีดฮอร์โมน Suprefact และ 
Motillium ไปกระตุ้นพ่อแม่พันธุ์ โดยปล่อยพ่อแม่พันธุ์ในบ่อเพาะพันธุ์ในอัตราส่วนแม่ปลา 1 ตัวต่อ
ปลาตัวผู้ 1-2 ตัว บ่อเพาะควรมีพื้นที่ไม่ต่้ากว่า 3 ตารางเมตร ลึกประมาณ 1 เมตร ซึ่งสามารถปล่อย
พ่อแม่พันธุ์ได้ประมาณ 3 ตัว  แม่ปลาจะวางไข่หลังฉีดฮอร์โมนประมาณ 6-8 ชั่วโมง โดยเมื่อแม่ปลา
วางไข่หมดแล้วก็ท้าการรวบรวบรวมไข่ปลาไปฟักในกรวยฟัก    ส้าหรับการพาะพันธุ์ปลาตะเพียนขาว
ด้วยวิธีผสมเทียม ท้าโดยรีดไข่ผสมกับน้้าเชื้อในภาชนะที่แห้ง ผสมให้เข้าเป็นเนื้อเดียวกันด้วยการใช้
ขนไก่ เติมน้้าพอท่วมไข่เพื่อกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่ ท้าการล้างไข่ 2-3 ครั้งจึงน้าไข่ไปฟักในอุปกรณ์
เพาะฟักต่อไป   การเพาะพันธุ์ปลาตะเพียนขาวส่วนใหญ่ทั้งสองวิธีนี้จะท้าการฉีดฮอร์โมนเพื่อกระตุ้น
การสร้างไข่หรือน้้าเชื้อ โดยฉีดฮอร์โมน Gonadotropin-releasing hormone analogue (GnRHa) 
และ Dopamine antagonist (suprefect) ให้แม่พันธุ์ในอัตราประมาณ 15-20 ไมโครกรัม/กิโลกรัม 
และ 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัม และฉีดพ่อพันธุ์ในอัตรา 10-15 ไมโครกรัม/กิโลกรัม และ 10 มิลลิกรัม/
กิโลกรัมตามล้าดับ ซึ่งภายหลังฉีดฮอร์โมนแล้ว ถ้าเพาะพันธุ์ด้วยวิธีเลียนแบบธรรมชาติ ก็ปล่อยพ่อแม่
พันธุ์ปลาตะเพียนขาวลงไปในบ่อและรอให้ปลามีการผสมพันธุ์กันเอง แต่ถ้าเพาะพันธุ์ปลาด้วยวิธีผสม
เทียม ก็ปล่อยพ่อแม่พันธุ์ปลาตะเพียนขาวไว้ในบ่อประมาณ 6-8 ชั่วโมงจึงท้าการรีดไข่แม่ปลา
ตะเพียนขาวออกมาผสมเทียมกับไข่   การผสมเทียมไข่ปลาตะเพียนขาวส่วนใหญ่ใช้วิธีแห้งแบบ
ดัดแปลง (modified dry method) โดยเช็ดล้าตัวแม่พันธุ์ปลาที่พร้อมรีดไข่ให้แห้ง รีดไข่เบาๆลงใน
ภาชนะที่แห้ง รีดน้้าเชื้อสดที่รีดออกมาใหม่ๆจากพ่อพันธ์ุปลาผสมลงไปบนไขใ่นปริมาณที่เหมาะสม ใช้
ขนไก่คนไข่กับน้้าเชื้อจนเข้าเป็นเนื้อเดียวกัน ท้าการเติมน้้าจืดที่สะอาดเล็กน้อยพอท่วมไข่พร้อมกับ
ผสมไข่กับน้้าเชื้อให้เข้ากันด้วยการใช้ขนไก่ประมาณ 1 นาที ท้าการล้างไข่ 2-3 ครั้ง จึงน้าไข่ที่ได้รับ
การปฏิสนธไิปฟักในกรวยฟักไข่ต่อไป (วีรพงศ์ วุฒิพันธ์ุชัย, 2535) 
  

2. คุณภำพน้ ำเชื้อของปลำ 

 โดยทั่วไปในธรรมชาติปลาผสมพันธุ์วางไข่ภายนอกร่างกาย โดยปลาเพศเมียปล่อยไข่ออก
มาแล้วปลาเพศผู้ปล่อยน้้าเชื้อเข้ามาปฏิสนธิ ซึ่งคุณภาพสเปิร์มเป็นปัจจัยหนึ่งที่ส่งผลต่อประสิทธิภาพ
การขยายพันธุ์ของปลา  สเปิร์มของปลามีลักษณะเช่นเดียวกับสเปิร์มสัตว์มีกระดูกสันหลังทั่วไปที่
ประกอบด้วยส่วนหัว (head)  ส่วนกลาง (mid piece) และส่วนหาง (tail)  ส่วนหัวของสเปิร์มปลามี
รูปร่างแตกต่างกันไปตามชนิดของปลา เช่นทรงกลม ทรงรี หรือรูปหยดน้้า เป็นต้น โดยในส่วนหัวของ
สเปิร์มมีนิวเคลียสที่มี ดีเอ็นเอ (DNA) เป็นสารพันธุกรรม ท้าหน้าที่ปฎิสนธิกับนิวเคลียสของไข่  
ส่วนกลางของสเปิร์มเป็นส่วนที่อยู่ติดกับส่วนหัวมีไมโทคอนเดรีย (mitochondria) จ้านวนมากเป็น
ส่วนประกอบที่ให้พลังงานแก่สเปิร์มในการเคลื่อนที่เมื่อถูกกระตุ้น   ส่วนหางของสเปิร์มเป็นส่วนที่มี
ลักษณะยาวและในส่วนหางจะมีไฟบริล (fibril) อยู่ทั้งหมด 11 คู่ อยู่ตรงกลาง 2 คู่ และอยู่โดยรอบ 9 
คู่มีลักษณะเป็น microtubule ที่ช่วยท้าให้หางสเปิร์มสั่นด้วยความถี่สูง (beat frequency) จากการ
ถ่ายทอดพลังงานจากไมโทคอนเดรียเมื่อสเปิร์มถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ ซึ่งการสั่นตัวของ microtubule 
ในลักษณะเช่นนี้ท้าให้ส่วนหางของสเปิร์มปลาเคลื่อนที่ไปมาอย่างรวดเร็ว ท้าให้สเปิร์มของปลา
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เคลื่อนที่ไปข้างหน้าอย่างรวดเร็ว และเมื่อพลังงานจากไมโทคอนเดรียเริ่มน้อยลง สเปิร์มปลาจะ
เคลื่อนที่ด้วยอัตราเร็วช้าลง และหยุดเคลื่อนที่เมื่อไม่มีพลังงานจากไมโทคอนเดรีย จึงท้าให้สเปิร์มปลา
น้้าจืดทั่วไปเคลื่อนที่ได้ในระยะเวลาสั้นๆมักจะไม่เกิน 1 นาทีเมื่อน้้าเชื้อปลาถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ (วีร
พงศ์ วุฒิพันธ์ุชัย, 2535; Jamieson, 1995)      

โดยทั่วไปสเปิร์มของปลาไม่มีอะโครโซม (acrosome) ที่บริเวณส่วนหัวสเปิร์มดังเช่นที่พบใน
สเปิร์มของสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนมทั่วไปที่จ้าเป็นต้องมีอะโครโซมที่บริเวณปลายของหัวสเปิร์มเพื่อ
ปฏิสนธิกับไข่ด้วยการปล่อยเอนไซม์ออกมาย่อยบริเวณผิวไข่ (cortical reaction) เพื่อที่สเปิร์มจะได้
เข้าไปปฏิสนธิกับนิวเคลียสของไข่   สาเหตุที่สเปิร์มปลาไม่มีอะโครโซมเนื่องจาก สเปิร์มปลาจะว่ายน้้า
เข้าไปในช่อง micropyle ซึ่งเป็นช่องขนาดเล็กอยู่ด้านบนของไข่ (animal pole) ได้โดยตรงในช่วง
การปฏิสนธิ โดยไม่จ้าเป็นต้องมีการย่อยบริเวณผิวไข่ ท้าให้นิวเคลียสของสเปิร์มปฏิสนธิกับนิวเคลียส
ไข่ได้เป็นตัวอ่อนลูกปลา (fish embryo)   อย่างไรก็ตามสเปิร์มของปลาบางชนิดมีอะโครโซมบริเวณ
ปลายหัวสเปิร์มเช่นปลา herring เป็นต้น 

น้้าเชื้อของปลา (milt หรือ semen) ประกอบด้วย สเปิร์ม (sperm) และของเหลวที่หล่อ
เลี้ยงสเปิร์ม (seminal fluid)   สเปิร์มของปลาไม่เคลื่อนที่เมื่ออยู่ในถุงอัณฑะ (testis) หรือของเหลว
ที่หล่อเลี้ยงสเปิร์ม แต่สเปิร์มของปลาจะมีการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าอย่างรวดเร็วเมื่อถูกกระตุ้นด้วย
ปัจจัยสภาพแวดล้อมภายนอก โดยสเปิร์มปลาน้้าจืดเมื่อถูกกระตุ้นด้วยน้้าจืด สเปิร์มจะเคลื่อนที่และ
จะหยุดเคลื่อนที่ภายในเวลาประมาณ 1 นาทีตามที่กล่าวมาแล้ว แต่สเปิร์มปลาทะเลเมื่อถูกกระตุ้น
ด้วยน้้าทะเล สเปิร์มจะเคลื่อนที่และจะหยุดเคลื่อนที่ภายในเวลานานหลายนาทีขึ้นอยู่กับชนิดปลา
ทะเล    กลไกที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในปลาหลายๆชนิดขึ้นอยู่กับค่าแรงดันออสโมติกของ
สารละลาย (osmolality หรือ osmotic pressure) ซึ่งหมายถึงปริมาณของตัวถูกละลาย (solute) ที่
ละลายในตัวท้าละลาย (solvent) มีหน่วยวัดเป็น mOsm/kg   น้้าเช้ือปลาน้้าจืดจะมีการเคลื่อนที่เมื่อ
ถู กกระตุ้ นด้ วยสารละลายที่ มี ค่ าแรงดันออสโมติก ต่้ ากว่ าระดับที่ พบ ใน  seminal fluid 
(hypotonicity) แต่ในทางตรงกันข้ามสเปิร์มของปลาทะเลมีการเคลื่อนที่ เมื่อถูกกระตุ้นด้วย
สารละลายที่มีค่าแรงดันออสโมติกสูงมากกว่าระดับที่พบใน seminal fluid (hypertonicity) 
(Morisawa et al., 1983; Bobe and Labbe, 2010)    

Alavi et al. (2007) ท้าการประเมินเกี่ยวกับอิทธิพลของ K+ และ Ca2+ซึ่งเสมือนเป็นตัวถูก
ละลายที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลา European Perch (Perca fluviatilis) ซึ่งเป็นปลาน้้าจืด
ชนิดหนึ่ง พบว่า Ca2+ มีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม โดยความเข้มข้นของ Ca2+ ที่ระดับ 2.5  mM 
ท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าสูงขึ้น และเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มและอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าลดลงเมื่อความเข้มข้นของ Ca2+ 
เท่ากับ 5.0 mM เมื่อเปรียบเทียบกับความเข้มข้นที่ 2.5 mM ส่วนผลของ K+ พบว่าความเข้มข้นของ 
K+ ที่เพิ่มขึ้นมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มและอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม โดย
สเปิร์มเริ่มเคลื่อนที่เมื่อความเข้มข้นของ K+ เท่ากับ 40 mM และจะหยุดเคลื่อนที่เมื่อความเข้มข้นของ 
K+  เท่ากับ 80  mM แสดงให้เห็นว่าปริมาณของ K+  และ Ca2+  มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และ
ความเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลา European Perch อีกทั้งการใช้สารละลายที่มีค่าแรงดัน
ออสโมติกสูงกว่า 200 mOsm/kg เพื่อกระตุ้นสเปิร์มให้เคลื่อนที่จะท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม European Perch มีค่าลดลงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ และเมื่อใช้สารละลายที่มีค่าแรงดัน
ออสโมติกเท่ากับหรือมากกว่า 300 mOsm/kg ในการกระตุ้นสเปิร์ม จะท้าให้สเปิร์มหลุดการ
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เคลื่อนที่ทันที   จากเหตุผลดังกล่าวท้าให้การน้าสารละลายบัฟเฟอร์มาละลายน้้าเชื้อปลาจึงต้องใช้
สารละลายที่มีค่าแรงดันออสโมติกเท่ากับระดับที่พบใน seminal fluid เพื่อไม่กระตุ้นให้สเปิร์ม
เคลื่อนที่ระหว่างการเจือจางน้้าเชื้อสดก่อนการน้าน้้าเชื้อที่ถูกเจือจาง (extended milt) ไปใช้
ประโยชน์ในการแช่แย็นหรือการแช่แข็ง (Vuthiphandchai et al., 2009b) ดังนั้นสเปิร์มของปลา
เมื่อสเปิร์มยังอยู่ในตัวปลา หรือเมื่อท้าการรีดน้้าเชื้อสดออกมาตรวจสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์ สเปิร์ม
ของปลาจะยังไม่มีการเคลื่อนที่ (immotile) แต่เมื่อน้้าเชื้อปลาผสมกับน้้าภายนอกขณะที่ปลาผสม
พันธุ์วางไข่ตามธรรมชาติ หรือเมื่อน้าน้้าเชื้อปลามาผสมกับหยดน้้าบนแผ่นกระจกสไลด์ จะท้าให้
สเปิร์มของปลาถูกกระตุ้นให้มีการเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วอันเป็นผลเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลง
แรงดันออสโมติกอย่างรวดเร็ว   ด้วยเหตุที่การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาน้้าจืดเมื่อถูกกระตุ้นจะสิ้นสุด
ลงอย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาไม่เกิน 1 นาที ดังนั้นการตรวจคุณภาพน้้าเชื้อปลาโดยการประเมิน
ค่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (percentage of sperm motility) จึงต้องรีบท้าภายในทันทีที่
น้้าเช้ือปลาผสมกับน้้าบนกระจกสไลด์  

การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อของปลาสามารถท้าได้หลายวิธีทั้งทางกายภาพ ชีวภาพและเคมี 
โดยการประเมินน้้าเชื้อปลามีความจ้าเป็นเมื่อต้องการน้าน้้าเชื้อปลามาใช้ในการเพาะขยายพันธุ์ปลา    
การประเมินลักษณะทางกายภาพเช่น สีน้้าเชื้อ และความหนืดน้้าเชื้อ สามารถใช้ประเมินคุณภาพ
น้้าเชื้อในเบื้องต้น เพราะน้้าเชื้อปลาที่ดีเมื่อรีดออกมาจะมีสีขาว มีความหนืด และไม่มีการปนเปื้อน
ของปัสสาวะ เลือด เมือก หรือขี้ปลาในน้้าเชื้อที่รีดออกมา  ความหนาแน่นของสเปิร์มสามารถ
ป ระ เมิ น ได้ จ ากห ล ากห ลายวิ ธี เช่ น  Haemacytometer, spectrophotometer ห รื อ  flow 
cytometry เป็นต้น  การประเมินทางเคมีหรือชีวเคมีของน้้าเชื้อปลาได้เริ่มมีความส้าคัญในการ
ตรวจวัดมากขึ้นเพื่อประเมินคุณภาพสเปิร์ม เช่นการตรวจประเมินชนิดและปริมาณของแร่ธาตุ วิตะ
มิน หรือเอนไซม์บางชนิดที่มีใน seminal plasma เป็นต้น   อย่างไรก็ตามการประเมินคุณภาพ
น้้าเชื้อปลาที่นิยมแพร่หลายทั่วโลกนิยมประเมินจากการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม การมีชีวิตของสเปิร์ม 
และความสามารถในการปฏิสนธิไข่   การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มจัดเป็นวิธี ที่ท้านิยมท้า
แพร่หลายมากที่สุด เนื่องจากท้าได้ง่าย สะดวกรวดเร็ว เห็นการเคลื่อนที่ของสเปิร์มชัดเจนด้วยตา 
แม้ว่าการประเมินด้วยสายตา (subjective estimation) ที่ให้ความเที่ยงตรงต่้ากว่าการประเมินการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มด้วยการใช้เครื่องมือวัดการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (computer-assisted sperm 
analysis; CASA) ซึ่งมีความถูกต้องและเที่ยงตรงสูง (objective estimation) แต่เครื่องมือมีราคาสูง
มาก   การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาสามารถใช้ประเมินคุณภาพน้้าเชื้อปลาได้ในทั้งสภาพ
น้้าเชื้อสด น้้าเชื้อแช่เย็น และน้้าเชื้อแช่แข็ง โดยที่การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสด 
(fresh milt) ของปลาน้้าจืดอย่างง่าย ท้าโดยน้าน้้าเชื้อปลาในปริมาณเล็กน้อยมาวางบนกระจกสไลด์ 
แล้วกระตุ้นด้วยสารละลายในปริมาณที่เหมาะสมเพื่อกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่ ปิดกระจกสไลด์แล้ว
ประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มตามเกณฑ์ที่ตั้งไว้ (Vuthiphandchai and Zohar, 1999) 
ซึ่งไม่ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาสูงมากนอกจากกล้องจุลทรรศน์ ซึ่งสามารถท้าได้ในฟาร์มเพาะเลี้ยง
ทั่วไปโดยไม่ต้องใช้เทคโนโลยีชั้นสูง หรือประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มด้วยการใช้เครื่องมือวัดการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม ซึ่งต้องใช้เครื่องมือเฉพาะราคาสูงมากในการวิเคราะห์ แต่ให้ให้ความเที่ยงตรงสูง
มากเช่นกัน และสามารถเก็บข้อมูลไว้ในคอมพิวเตอร์ (CASA; Kamaruding et al., 2012)  ส้าหรับ
น้้าเชื้อปลาที่แช่แข็งสามารถใช้หลักการประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มได้เช่นเดียวกับการประเมิน
คุณภาพสเปิร์มของน้้าเชื้อสด เพียงแต่ใช้สารละลายที่เหมาะสมในการกระตุ้นให้สเปิร์มปลามีการ
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เค ลื่ อ น ที่ ใ น อั ต ร า ก า ร เจื อ จ า งที่ เห ม า ะ ส ม เช่ น กั น  (Vuthiphandchai et al., 2009a; 
Vuthiphandchai et al., 2015)  
  

3.  กำรแช่แข็งน้ ำเชื้อปลำ 
การแช่แข็ง (cryopreservation) เป็นวิธีการลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งเซลล์ เนื้อเยื่อ หรือ

อวัยวะที่ต้องการแช่แข็งและท้าการเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
(Seidel, 1984) ซึ่งถ้าแช่แข็งอย่างถูกวิธีจะสามารถเก็บรักษาเซลล์ เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะแช่แข็ง
เหล่านั้นได้เป็นเวลานาน เนื่องจากในสภาวะที่เซลล์ เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะอยู่ในอุณหภูมิ -196 องศา
เซลเซียส จะไม่มีการเปลี่ยนแปลงของขบวนการเมทาบอลิซึม หรือปฏิกิริยาทางเคมีหรือชีวเคมีใดๆ
เกิดขึ้นภายในเซลล์ เนื้อเยื่อ หรืออวัยวะเหล่านั้น ท้าให้สามารถเก็บรักษาเซลล์ได้นานหลายสิบปี ซึ่ง
ในทางทฤษฎีแล้วสามารถเก็บรักษาในอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส โดยคุณภาพเซลล์ยังคงเดิมได้
นานถึง 2,000-32,000 ปี (Ashwood-Smith, 1980)   การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาด้วยการแช่แข็งเป็น
ประโยชน์อย่างมากต่อการเพาะพันธุ์ปลาและการอนุรักษ์พันธุ์ปลา เนื่องจากปลาบางชนิดพ่อแม่พันธุ์
อาจมีความสมบูรณ์ของไข่และน้้าเชื้อในฤดูผสมพันธุ์ที่ไม่พร้อมกัน หรือปลาบางชนิดมีการกลายเพศ 
(sex reversal) ก็สามารถน้าน้้าเชื้อแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้มาใช้ผสมเทียม อีกทั้งการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ยังมีประโยชน์ในแง่ของการปรับปรุงพันธุ์และการคัดเลือกสายพันธุ์ปลาที่เจริญเติบโตเร็ว มีความ
ต้านทานต่อโรค โดยน้าน้้าเชื้อของสายพันธุ์ปลาเหล่าน้ีมาเก็บรักษาในลักษณะธนาคารน้้าเชื้อ (sperm 
bank) และยังสามารถใช้ในการผสมพันธ์ุปลาข้ามชนิดเพื่อให้ได้ปลาลูกผสม     

การพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งน้้าเชื้อปลามีมานานกวา่ 60 ปีแล้วและในช่วงทศวรรษที่ผ่านมา
ได้มีความสนใจจากหลายภาคส่วนในการประยุกต์ใช้น้้าเชื้อแช่แข็งเพื่อการเพาะขยายพันธุ์ปลามากขึ้น 
โดยเฉพาะในปลาที่มีมูลค่าเศรษฐกิจเชิงพาณิชย์ และปลาบางชนิดที่หาได้ยากใกล้สูญพันธุ์ 
(endangered species) ประกอบกับการพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาให้ท้าได้ง่ายขึ้น ไม่
สลับซับซ้อน และเป็นเทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาที่มีราคาถูก ก็จะช่วยท้าให้มีความสนใจในการ
แช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อสัตว์น้้าในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้ามากขึ้น เนื่องจากการน้าน้้าเชื้อแช่แข็งมา
ใช้เพาะขยายพันธุ์ปลาสามารถช่วยประหยัดค่าใช้จ่ายในการเลี้ยงพ่อพันธุ์ปลา โดยน้้าเช้ือจะถูกรีดจาก
พ่อพันธุ์ปลาและน้ามาแช่แข็ง ท้าให้ไม่ต้องเสียเวลาเลี้ยงขุนพ่อพันธุ์ปลา และยังสะดวกต่อการขนส่ง
น้้าเช้ือแช่แข็งระหว่างโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า (กฤษณ์ มงคลปัญญา และนิศา ไชยรักษ์, 2539)  

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลา จัดเป็นเทคโนโลยีชีวภาพสาขาหนึ่งที่ช่วยในการเพิ่มผลผลิตหรือ
ประสิทธิภาพการผลิตลูกปลา โดยสามารถน้ามาประยุกต์ใช้ในการบริหารจัดการเพาะพันธุ์ปลาทั้งเพื่อ
ประโยชน์ทางการเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าและการอนุรักษ์สัตว์น้้า   การศึกษาวิจัยด้านนี้ส่วนใหญ่นิยมศึกษา
ในต่างประเทศ ทั้งในปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจและใกล้สูญพันธุ์ทั้งปลาน้้าจืด และปลาทะเล 
เช่น ปลากะพงขาว ปลากะพงแดง ปลา rainbow trout ปลา salmon ปลา channel catfish ปลา 
Perch ปลา sea bream ปลา cod และปลา Atlantic croaker เป็นต้น โดยในปัจจุบันได้มีรายงาน
ความส้าเร็จเกี่ ยวกับการแช่แข็งและการเก็บรักษาน้้ าเชื้อสัตว์น้้ าทั้ วโลกมากกว่า 200 ชนิด 
(Martínez-Páramo et al., 2017) แต่การศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในประเทศไทยได้มีการ
ศึกษาวิจัยมากขึ้นในระยะประมาณ 10 ปีที่ผ่านมาแม้ว่าการประยุกต์ใช้ในเชิงพาณิชย์ยังไม่ได้รับความ
นิยมเท่าที่ควร   น้้าเชื้อปลาเมื่อถูกแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิอย่างเหมาะสม (freezing rate) ก็
สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสได้นานเป็นปี 
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เมื่อต้องการใช้น้้าเช้ือปลาแช่แข็งที่เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวส้าหรับการผสมเทียมกับไข่ปลา ก็น้า
หลอดบรรจุน้้าเชื้อมาละลาย (thawing) โดยการเพิ่มอุณหภูมิในอัตราที่เหมาะสม (thawing rate) 
แล้วน้าน้้าเชื้อปลาที่ถูกละลายไปผสมเทียมกับไข่ (Horváth and Urbanyi, 2000; Vuthiphandchai 
et al., 2009a) ดังนั้นความส้าเร็จของการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาขึ้นอยู่กับปัจจัยที่เกี่ยวข้องหลายอย่างใน
กระบวนการแช่แข็ง เช่น ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ (Sansone et al., 2002; Irawan et al., 
2010) ชนิดสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectants) (Rana and McAndrew, 1989; Rideout 
et al., 2003; Basavaraja and Hegde, 2004) อัตราการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง (Sansone et al., 
2002; Vuthiphandchai et al., 2009a) และการเพิ่มอุณหภูมิขณะละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง (Scott 
and Baynes, 1980; Mansour et al., 2006; Yavas and Bozkurt, 2011)   นอกจากนี้ความ
แปรปรวนของคุณภาพน้้าเชื้อปลาที่เกิดขึ้นในฤดูผสมพันธุ์วางไข่ การปนเปื้อนของแบคทีเรียและการ
ใช้ยาปฏิชีวนะในน้้าเชื้อแช่แข็ง รวมทั้ง เทคนิคของการแช่แข็งน้้าเชื้อ ต่างก็มีผลท้าให้ความส้าเร็จของ
การแช่แข็งน้้าเชื้อแตกต่างกันไป (Boonthai et al., 2016a; Boonthai et al., 2016b)     

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลามีความเกี่ยวข้องกับตัวแปรหลายตัวเริ่มจากการน้าน้้าเชื้อคุณภาพดีมา
เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม การเลือกใช้ชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ ระยะเวลาสมดุล การลดอุณหภูมิแช่แข็ง การเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว และ
การละลายน้้าเชื้อแช่แข็งมาใช้ประโยชน์ ดังนั้นความส้าเร็จในการแช่แข็งและการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่
แข็งของปลาจึงต้องสามารถทราบความเหมาะสมของแต่ละปัจจัยที่เกี่ยวข้องในกระบวนการแช่แข็ง
ทั้งหมดเพื่อสามารถพัฒนาวิธีการแช่แข็งที่เหมาะสม ยกตัวอย่างเช่น การลดอุณหภูมิแช่แข็งน้้าเชื้อ
สามารถท้าได้หลากหลายรูปแบบทั้งการแช่แข็งด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติซึ่งอาจมีการก้าหนด 
initial temperature หรือ final temperature ที่แตกต่างกัน และลดอุณหภูมิด้วยอัตราการลด
อุณหภูมิ (cooling rate) ที่แตกต่างกัน โดยอาจลดอุณหภูมิ 1 step, 2 step หรือ 3 step ก่อนการ
แช่ตัวอย่างลงในไนโตรเจนเหลว (plunging) หรือการลดอุณหภูมิแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยการใช้ไอ
ไนโตรเจนเหลวก็อาจก้าหนดระยะห่างการแช่แข็งเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ระดับความสูง
ต่างๆกัน ร่วมกับระยะเวลาการให้ตัวอย่างสัมผัสไอไนโตรเจนเหลวต่างๆกันเพื่อจะได้ทราบ protocol 
ที่ เหมาะสมที่สุดในการแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม หรือในถังไนโตรเจนเหลว 
เช่นเดียวกับการการลดอุณหภูมิแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้ง ซึ่งเป็นแหล่งความเย็นอีกชนิดหนึ่งที่
สามารถน้ามาแช่แข็งน้้าเชื้อได้ ก็จ้าเป็นต้องพัฒนาวิธีการแช่แข็งที่เหมาะสมเพื่อให้น้้าเช้ือแข็งตัวอย่าง
เหมาะสมและมีชีวิตรอดระหว่างการแช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง เป็นต้น   การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วย
หลากหลายรูปแบบการลดอุณหภูมิและน้ามาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ได้มีการวิจัยในปลาหลาย
ชนิดโดยใชเ้ทคนิคการแช่แข็งที่ส้าคัญพอสรุปได้ดังนี ้  

Conget et al. (1996) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา rainbow trout โดยเริ่มจากการ
ทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆกัน (propylene glycol, glycerol, 
DMSO และ DMSO ร่วมกับ sucrose) ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เมื่อปล่อยทิ้งไว้ 10 นาที หรือ 
30 นาที พบว่าระยะเวลาที่น้้าเจือจางอยู่ในสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์นานเกิน 10 นาที ท้าให้
สเปิร์มเคลื่อนที่ลดลง โดยชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้ทดสอบมีผลต่อการเคลื่อนที่สเปิร์ม
ปลา rainbow trout น้อยมาก จึงท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา rainbow trout ในหลอดฟางโดย
คัดเลือกสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดที่เหมาะสม (glycerol, DMSO หรือ DMSO ร่วมกับ sucrose) 
มาเจือจางน้้าเชื้อและลดอุณหภูมิด้วยการใช้เครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิ
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อย่างช้า (1 และ10 องศาเซลเซียส/นาที) หรือใช้อัตราการลดอุณหภูมิอย่างเร็ว (30 องศาเซลเซียส/
นาที) ไปที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว พบว่า การใช้ DMSO 
ร่วมกับ sucrose เจือจางน้้าเชื้อ และใช้อัตราการลดอุณหภูมิอย่างเร็ว (30 องศาเซลเซียส/นาที) ให้
ผลดีที่สุดในการท้าให้น้้าเชื้อแช่แข็งมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงสุดหลังการละลาย (ประมาณ 63%) 
เมื่อเปรียบเทียบกับการลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ (1 องศาเซลเซียส/นาที และ 10 องศาเซลเซียส/นาที) 
ที่สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ต่้าหลังการละลาย (0-15%) 

Gwo et al. (1991) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Atlantic croaker (Micropogonias 
undulatus) ด้วยการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์ ระยะเวลาสมดุล อัตราการลด
อุณหภูมิ อัตราการละลายที่แตกต่างกันในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Atlantic croaker พบว่า 
สารละลายบัฟเฟอร์ที่ประกอบด้วย เกลือแกง กลูโคส และ ซูโครส สามารถใช้เจือจางน้้าเชื้อปลาขณะ
ท้าการแช่แข็ง โดยมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดอื่นๆที่มีความสลับซับซ้อนซึ่งมี
สารเคมีหลายชนิดเป็นองค์ประกอบ โดยน้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิตั้งแต่ 10 องศา
เซลเซียส/นาที จนถึง 150 องศาเซลเซียส/นาทีไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิ ไข่ปลาเมื่อน้าน้้าเชื้อแช่
แข็งที่ละลายมาผสมเทียมกับไข ่
 Glogowski et al. (2002) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชือ้ปลา sturgeon (Acipenser baeri, 
Brandt) ด้วยการน้าน้้าเช้ือมาเจือจางด้วยน้้ายา 3 สูตรได้แก่ 1.) tris-sucrose-KCl (30 mM Tris, 
23.4 mM sucrose, 0.25 mM KCl, pH 8.0), 2.) tris-NaCl (10 mM Tris, 25 mM NaCl, pH 8.5) 
และ 3.) tris-sucrose (20 mM Tris, 400 mM sucrose, pH 8.0) และผสมด้วยสารไครโอโพรเทค
แทนท์ methanol ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 5% บรรจุในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ท้าการลด
อุณหภูมิแช่แขง็น้้าเชื้อด้วยวิธีการใช้ไอไนโตรเจนเหลวโดยไม่มีระยะเวลาสมดุล โดยแช่แข็งน้้าเชื้อที่
ระดับความสูง 4 เซนติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวนาน 3 นาทีจึงน้าหลอดฟางมาแช่ใน
ไนโตรเจนเหลว เปรียบเทียบกับวิธีแช่แข็งน้้าเชื้อโดยการใช้เครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติลดอุณหภูมิที่
อัตรา 3.5 องศาเซลเซียส/นาทจีากอุณหภูมิเริ่มต้น 4 องศาเซลเซียสมาที่อุณหภูมสิุดทา้ย -15 องศา
เซลเซียสโดยมีการเหนี่ยวน้าให้น้้าเชื้อแข็งตัวอย่างรวดเร็ว (seeding) ที่อุณหภูมิ -7 องศาเซลเซียส
และน้าหลอดฟางมาวางในน้้าแข็งแห้งอีก 5 นาทีจึงแชห่ลอดฟางในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า สาร
บัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเช้ือปลา sturgeon คือ tris-sucrose-KCl และ tris-NaCl และ
น้้าเช้ือที่เจือจางในสารละลายดังกล่าวเมื่อน้ามาแช่แข็งด้วย protocols การแช่แข็งน้้าเชื้อทั้ง 2 วิธีที่
กล่าวมาแล้วได้และเมื่อน้าหลอดฟางที่มีน้้าเชื้อแช่แข็งมาละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 6 
วินาที ปรากฏว่าน้้าเชื้อแช่แข็งเหล่านั้นที่มีความสามารถในการปฏิสนธิไข่และให้ค่าอัตราการฟักไม่
แตกตา่งกับการใช้น้้าเช้ือสด 
 Vuthiphandchai et al. (2009a) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเช้ือปลากะพงแดง (Lutjanus 
argentimaculatus) ด้วยเครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ เริ่มจากการใช้สาร cryoprotectants 10 ชนิด
ที่ 4 ระดับความเข้มข้น โดยท้าการลดอุณหภูมิแตกต่างกัน 2 รูปแบบ โดยก้าหนดให้อุณหภูมิสุดท้าย
เป็น -40 หรือ -80 องศาเซลเซียสก่อนแช่น้้าเชื้อที่แข็งตัวลงไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว  การแช่
แข็งน้้าเช้ือท้าในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยน้้าเช้ือ
ปลากะพงแดงมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมให้อยู่ในสภาวะสมดุลกับ DMSO ความ
เข้มข้นสุดท้าย 10% นาน 10 นาท ี น้าหลอดฟางที่บรรจุน้้าเช้ือมาลดอุณหภูมิในอัตรา 10 องศา
เซลเซียส/นาทจีากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียสจนถึง -40 หรือ -80 องศาเซลเซียสแล้วเก็บ
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รักษาในไนโตรเจนเหลวจึงน้ามาละลาย พบว่าน้้าเช้ือปลากะพงแดงที่แช่แข็งด้วย protocol ที่ใช้
อุณหภูมิสุดท้ายเป็น -80 องศาเซลเซียสท้าให้น้้าเชื้อหลังการละลายมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (post-
thaw sperm motility) และการมีชีวิตของสเปิร์ม (post-thaw sperm viability) มีค่าสูงสุด 
(>90%) โดยน้้าเช้ือปลากะพงแดงที่แช่แข็งสามารถปฏิสนธิไข่ปลากะพงแดงได้ค่าอัตราการปฏิสนธิไม่
แตกต่างทางสถิตกิับน้้าเชื้อกลุ่มควบคุมที่ใชน้้้าเช้ือสด 

Irawan et al. (2010) ศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์และวิธีการ
แช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 6 ชนิด และสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด 
(DMSO, methanol และ propylene glycol) ด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/
นาทีจากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียสมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียสก่อนเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวโดยใช้หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร พบว่าน้้าเชื้อปลาไนที่เจือจางด้วย common 
carp sperm extender (CCSE2) และ DMSO มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายไม่แตกต่าง
กับน้้าเชื้อสด อีกทั้งการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนอย่างง่ายด้วยการใช้ CCSE2 และ DMSO โดยน้าน้้าเชื้อ
มาแช่แข็งเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 2 เซนติเมตร นาน 10 นาทีมีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลายมีการเคลื่อนที่สูงกว่า 90% และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มนานที่สุดหลังถูก
กระตุ้นให้เคลื่อนที่ (105.7±23.1 วินาที) 

Boonthai et al. (2016c) แช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) ด้วย
การใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ เริ่มจากเจือจางน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยสารละลาย 
Calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) และ 10% DMSO น้าน้้าเชื้อแช่
แข็งมาประเมินการปนเปื้อนของแบคทีเรียระหว่างการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียน  โดยตรวจวัด
ปริมาณแบคทีเรียชนิดต่างๆเปรียบเทียบกับ animal origin และ non-animal origin ได้แก่ ครีบ
หาง น้้าเลี้ยงปลา น้้าเชื้อปลา ปัสสาวะ ขี้ปลา ไนโตรเจนเหลว ผิวด้านนอกของหลอดฟาง อากาศที่
หมุนเวียนในห้องปฏิบัติการ และถุงมือ ทั้งก่อนและหลังการแช่แข็ง พบว่า แบคทีเรีย Aeromonas 
punctata subsp. caviae มีการปนเปื้อนมากที่สุดในบริเวณครีบหาง ถุงมือ และน้้าเชื้อปลาก่อน
การแช่แข็ ง และยังพบว่า Bacillus safensis and Bacillus sp. ยั งสามารถมีชีวิตรอดในถัง
ไนโตรเจนเหลว ซึ่งการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาโดยใช้ aeptic technique มีประสิทธิภาพสูงในการลดการ
ปนเป้ือนของแบคทีเรียในน้้าเช้ือแช่แข็ง และเป็นประโยชน์ต่อการจัดต้ังธนาคารน้้าเช้ือปลา  
 Richardson et al. (1999) ท้ าการแช่แข็งน้้ าเชื้อซีก เดียวที่มีชื่อสามัญว่า yellowtail 
flounder (Pleuronectes  ferrugineus) โดยใช้หลอดฟางที่มีขนาดต่างกัน 2 ขนาด คือ 0.25 
มิลลิลิตร และ 1.7 มิลลิลิตร โดยเจือจางน้้าเชื้อในสารละลายบัฟเฟอร์ที่มี 10% propylene glycol 
และแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลว พบว่าอัตราการปฏิสนธิเมื่อน้าน้้าเชื้อสดมาผสมกับไข่เปรียบเทียบ
กับน้้าเชื้อแช่แข็งที่ถูกเก็บไว้ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร และหลอดฟางขนาด 1.7 มิลลิลิตร มี
ค่าเป็น 64.7 เปอร์เซ็นต์ 59.2 เปอร์เซ็นต์และ 54.4 เปอร์เซ็นต์ตามล้าดับ และอัตราการฟักเมื่อเทียบ
กับน้้าเชื้อสด มีค่าเป็น 52 เปอร์เซ็นต์ 42 เปอร์เซ็นต์และ 36 เปอร์เซ็นต์ ตามล้าดับ ในขณะที่ 
Zhang et al. (2003) ได้ท้าการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาซีกเดียว (Paralichthys  olivaceus) ด้วย 
extender 6 สูตร คือ NaCl, KCl, CaCl, MgCl, MgSO4 และ NaHCO3 และใช้สารไครโอโพรเทค
แทนท์ 3 ชนิด คือ DMSO, Glycerol และ methanol ในอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อน้้ายา เท่ากับ 1:2 โดย
แช่แข็งในไอไนโตรเจนเหลวใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่แตกต่างกันคือ -15, -40, -80, -110 และ -160  
องศาเซลเซียสต่อนาที แล้วเก็บในไนโตรเจนเหลวนาน 5 นาที เมื่อน้าน้้าเชื้อแช่แข็งมาละลายที่  28 
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องศาเซลเซียส พบว่าสเปิร์มที่แช่แข็งด้วย DMSO, Glycerol และ methanol มีการเคลื่อนที่หลังการ
ละลายเท่ากับ 60.5±3.6, 79.2±4.5 และ 13.3±4.7% ตามล้าดับ และสามารถปฏิสนธิไข่ได้ 
67.1±15.1, 76.2±10.0 และ 44.9±22.6% ตามล้าดับ และให้ค่าอัตราการฟักเท่ากับ 37.4±8.3, 
48.2±25.7 และ 23.4±10.8% ตามล้าดับ  ซึ่ ง glycerol และ DMSO ให้ผลการแช่แข็ งดีกว่า 
methanol โดย glycerol ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม การปฏิสนธิไข่ และเปอร์เซ็นต์
การเพาะฟักดีทีสุ่ด 

Ji et al. (2004) แช่ แข็ งน้้ า เชื้ อป ลา Sea perch (Lateolabrax japonicus) ด้ วย ไอ
ไนโตรเจนเหลวโดยศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ (modified plaice Ringer solution; MPRS, 
D-15 และ modified Mounib’s medium (MMM) ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (DMSO, 
methanol, dimethylformamide; DMF และ glycerol) และปริมาณน้้าเชื้อแช่แข็ง (0.5, 1.0 และ 
1.8 มิลลิลิตร) ที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย โดยในช่วงแรกน้าน้้าเชื้อมาเจือจางในสารละลาย
บัฟเฟอร์ทั้งสามชนิดร่วมกับ 10% DMSO ใช้ปริมาณน้้าเชื้อที่ถูกเจือจาง 1 มิลลิลิตรและลดอุณหภูมิ
เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ระดับความสูง 6 เซนติเมตร เป็นเวลา 10 นาที พบว่า MPRS มีความ
เหมาะสมมากที่สุดในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Sea perch จึงน้าน้้าเชื้อปลา Sea perch มาเจือจางต่อ
ใน MPRS ที่มีสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆกัน (DMSO, methanol, DMF และ glycerol) ที่ 3 
ระดับความเข้มข้น (6%, 10% และ 14%) น้าปริมาณน้้าเชื้อที่ถูกเจือจาง 1 มิลลิลิตรมาท้าการลด
อุณหภูมิเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ระดับความสูง 6 เซนติเมตร เป็นเวลา 10 นาทีเช่นเดิม พบว่า 
DMSO ให้ผลการแช่แข็งดีกว่าสารไครโดโพรเทคแทนท์ชนิดอื่นๆโดยการใช้ DMSO ที่ระดับ 6% และ 
10%  ให้ผลไม่แตกต่างกัน โดยในขั้นตอนสุดท้ายเมื่อแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Sea perch ปริมาณต่างๆกัน
ภายในหลอด Cryovials 1.8 มิลลิลิตร โดยเจือจางน้้าเชื้อด้วยสารละลาย MPRS ที่มี 10% DMSO 
ก่อนน้าน้้าเช้ือในปริมาณต่างกัน (0.5, 1.0 และ 1.8 มิลลิลิตร) มาบรรจุใส่ในหลอด Cryovials ท้าการ
ลดอุณหภูมิเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวที่ระดับความสูง 6 เซนติเมตร เป็นเวลา 10 นาที พบว่า การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าไม่แตกต่างกันเมื่อปริมาณน้้าเชื้อที่แช่แข็งเพิ่มขึ้นจาก 0.5 
มิลลิลิตรไปเป็น 1.0 มิลลิลิตร โดยน้้าเชื้อแช่แข็งที่ปริมาณ 1.8 มิลลิลิตร มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลายต่้ากว่าน้้าเช้ือที่ถูกแช่แข็งในปริมาณ 0.5 มิลลิลิตร 

Horváth et al. (2010) แช่แข็งน้้าเชื้อปลา paddlefish (Polyodon spathula) ในปริมาณ
มากด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลว โดยเจือจางน้้าเชื้อในสารละลาย modified Tsvetkova’s 
extender ที่ ประกอบด้วย 23.4 mM M sucrose, 0.25 mM M KCl, 30 mM M Tris (pH 8.0 
ปรับโดย HCl) พร้อมทั้งใส่ methanol ให้ได้ระดับความเข้มข้นสุดท้าย 5% หรือ 10% ท้าการบรรจุ
น้้าเชื้อลงในหลอดบรรจุน้้าเชื้อขนาดใหญ่ 5 มิลลิลิตร (minitube) แช่แข็งน้้าเชื้อโดยท้าการลด
อุณหภูมิแช่แข็งด้วยการวางหลอด minitube ลงบน polystyrene frame ภายในกล่องโฟมที่ระดับ
ความสูง 3 เซนติเมตรเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวนาน 5 หรือ 7 นาที เก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งใน
ไนโตรเจนเหลว และน้ามาละลายที่อุณหภูมิ  40 องศาเซลเซียส นาน 40 วินาที พบว่า การใช้ 5% 
methanol แช่แข็งน้้าเชื้อปลา paddlefish ในไอไนโตรเจนเหลวระยะเวลานาน 5 นาที มีผลท้าให้
น้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลายมีคุณภาพดี โดยให้ค่าอัตราการปฏิสนธิ และอัตราการฟักมีค่าสูงสุด
เท่ากับ 48±5% และ 47±10% แม้ว่ามีค่าต่้ากว่าการใช้น้้าเชื้อสดผสมเทียมไข่ซึ่งได้ค่าอัตราการ
ปฏสินธิ และอัตราการฟักมีค่าสูงสุดเท่ากับ 77±6% และ 66±13% ตามล้าดับ   
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Yavas and Bozkurt (2011) พัฒนาแช่แข็ งน้้ าเชื้อปลาเฉาฮื้อ  (Ctenopharyngodon 
idella) ด้วยไอไนโตรเจนเหลว โดยศึกษาผลของอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อและการ
ปฏิสนธิ โดยน้าน้้าเชื้อปลาเฉามาเจือจางในสารละลาย 350 mM glucose, 30 mM Tris ที่มี 5% 
glycerol (pH 8.0) ปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุลที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 30 นาทีภายในหลอดฟาง
ขนาด 0.25 มิลลิลิตร แช่แข็งในไอไนโตรเจนเหลวภายในกล่องโฟมที่ความสูง 6 เซนติเมตรเหนือ
ผิวหน้าไนโตรเจนเหลว (-140 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาที และเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว จึงน้า
น้้าเชื้อแช่แข็งมาละลายที่อุณหภูมิ 30, 35 และ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 10, 20 และ 30 
วินาทีรวมทั้งหมด 9 ชุดการทดลอง ปรากฏว่าสเปิร์มปลาเฉาฮื้อในชุดการทดลองที่ท้าการละลาย
น้้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 30 วินาที มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มหลังการละลายสูงสุด (83.4±2.1%) และมีค่าเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิไข่สูงสุด (85.6±2.8%) มี
ความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่นๆอีก 8 ชุดการทดลอง
แม้ว่าการใช้น้้าเชื้อสดจะมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มและมีค่าอัตราการปฏิสนธิที่สูงกว่า (91.6±6.4% 
และ 94.4±4.3% ตามล้าดับ) แสดงให้เห็นว่าอัตราการละลายน้้าเชื้อปลาเฉาฮื้อมีผลต่อการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มและการปฏิสนธิไข่ 

Bozkurt and Yavas (2017) แช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยไอไนโตรเจนเหลวเพื่อศึกษาผลของ
ขนาดหลอดบรรจุน้้าเชื้อ (0.25, 0.5 และ 1.5 มิลลิลิตร) และอัตราการละลาย (ละลายที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสนาน 10, 20 และ 30 วินาที) ที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลายและอัตราการ
ปฏิสนธิ โดยน้าน้้าเชื้อปลาไนมาเจือจางด้วยสารละลาย 75 mM NaCl, 70 mM KCl, 2 mM CaCl2, 
1 mM MgSO4 and 20 mM Tris (pH 8) ที่มี 10% methanol ปล่อยให้น้้าเชื้อเจือจางอยู่สภาวะ
สมดุลที่ 4 องศาเซลเซียส 10 นาที และแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไนด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลว 10 นาทีจึง
น้าไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า อัตราการปฏิสนธิที่ให้ค่าสูงสุด (68.4±2.5%) ได้จากชุดการ
ทดลองที่แช่แข็งในหลอดบรรจุน้้าเชื้อขนาด 1.5 มิลลิลิตรและละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 30 
องศาเซลเซียสนาน 30 วินาทีเมื่อใช้จ้านวนสเปิร์มต่อไข่ (sperm to egg ratio) ในอัตราส่วน 
1x105:1 ในการผสมเทียมกับไข่ 
 Muchlisin et al. (2004) พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลากดเหลือง (Mystus nemurus) 
ด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งแช่แข็งน้้าเชื้อปลากดเหลือง โดยศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้เจือจาง
น้้าเชื้อ (physiological saline, Ringer, saline) และผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (DMSO, 
ethanol, glycerol หรือ methanol) ที่มีต่อคุณภาพสเปิร์ม โดยเจือจางน้้าเชื้อปลากดเหลืองใน
สารละลายบัฟเฟอร์ (1:20, 1:30 หรือ 1:40) และสารไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 4 ชนิด (5, 10, 15 
หรือ 20%) โดยการทดลองในช่วงแรกพบว่าสารละลาย Ringer มีความเหมาะสมมากที่สุดในการเจือ
จางน้้าเชื้อปลากดเหลืองหลังการเก็บรักษาที่อุณหภูมิ -4 หรือ 23 องศาเซลเซียส จึงท้าการทดลอง
ในช่วงต่อมาโดยน้าน้้าเชื้อปลากดเหลืองมาเจือจางในสารละลาย Ringer ในอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อ 
Ringer เท่ากับ 1:20 แล้วผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 4 ชนิด (DMSO, ethanol, glycerol หรือ 
methanol) ให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 4 ระดับต่างกัน บรรจุน้้าเชื้อที่ถูกเจือจางในหลอด Cryovials 
ขนาด 5 มิลลิลิตร ปล่อยให้น้้าเชื้ออยู่ในสภาวะสมดุลกับสารไครโอโพรเทคแทนท์บนน้้าแข็งบด 
(crushed ice) นาน 5 นาที จึงท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลากดเหลืองในภาชนะที่มีน้้าแข็งแห้ง (dry ice) 
นาน 5 นาทีก่อนการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวนาน 15 วัน ท้าการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งโดย
ละลายหลอด Cryovials ใน water bath อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 5 นาที พบว่า
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น้้าเชื้อปลากดเหลืองที่แช่แข็งด้วย 10% Methanol ได้ผลการทดลองดีที่สุดโดยมีอัตราการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มหลังการละลายเท่ากับ 58% ซึ่งสูงกว่าการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดอื่น ๆที่ทุกความ
เข้มข้น  
 Draper and Moens (2009) พัฒนาวิธีการแช่แข็ งน้้ าเชื้ อปลาม้ าลาย Zebrafish ใน
น้้าแข็งแห้ง โดยน้าน้้าเชื้อปลาม้าลายมาเจือจางในสูตรน้้ายา Ginsberg Fish Ringers จ้านวน 2 สูตร 
โดยสูตรที่  1 ใช้น้้ ายา Ginsburg Fish Ringers 10 มิลลิลิตร และ powdered skin milk 1.5 
มิลลิกรัม ส่วนสูตรที่ 2 น้้ายา Ginsburg Fish Ringers 10 มิลลิลิตร ร่วมกับ powdered skin milk 
1.5 มิลลิกรัม และ methanol 1 มิลลิลิตร น้าหลอด capillary tube ขนาด 10 ไมโครลิตรมาท้า
เครื่องหมายปลายด้านหนึ่งให้มีปริมาตร 3.3 ไมโครลิตร (ความยาว 1.67 เซนติเมตร) ท้าการเจือจาง
น้้าเชื้อที่ดูดมา 3.3 ไมโครลิตรในสูตรน้้ายาทั้งสองสูตรให้มีปริมาณ 10 ไมโครลิตร จึงเทน้้าเชื้อออก
จากหลอด capillary tube ลงไปในหลอด cryovials ขนาด 2.0 มิลลิลิตร จากนั้นน้าหลอด 
cryovials ขนาด 2.0 มิลลิลิตรใส่ลงไปใน conical tubes ขนาด 15 มิลลิลิตรอีกชั้นหนึ่ง ปิดฝาให้
แน่นแล้วน้า conical tubes ไปแช่แข็งในน้้าแข็งแห้งบดละเอียดนาน 20 นาทีจึงน้าเอาหลอด 
cryovials ออกมาเพื่อน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว โดยระยะเวลาระหว่างใส่ methanol จนกระทั่งแช่
หลอด cryovials ไม่ควรเกิน 30 วินาที ซึ่งผลการศึกษาในช่วงเวลาเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว
นาน 8 ปี (ตั้งแต่ปี 2001-2008) น้ามาละลายในอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 8-10 วินาที พบว่า
สเปิร์มสามารถปฏิสนธิกับไข่มีค่าเฉลี่ย 30% และสามารถปฏิสนธิได้สูงถึง 62% เนื่องจากความ
แปรปรวนของคุณภาพสเปิร์ม 
 Yasui et al. (2008) ท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา loach (Misgurnus anguillicaudatus) 
ด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง โดยน้าน้้าเชื้อมาเจือจาง 7 เท่าในสารละลายที่ประกอบด้วย 63.5mM NaCl, 
114mM KCl, 20mM Tris ร่วมกับใช้ 10% methanol เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ แล้วบรรจุ
น้้าเชื้อที่ถูกเจือจางในหลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร แล้วน้าหลอดฟางไปใส่ใน
ภาชนะ 3 ลักษณะที่มีความหนาห่อหุ้มต่างๆกันด้วยการใช้ polyurethane pipe, vinyl adhesive 
tape และ syringe barrel เป็นตัวปรับให้มีความหนาต่างๆกัน โดยหลอดที่ 1 ใช้ polyurethane 
pipe, vinyl adhesive (ชั้นที่ 1), cryogenic straw tube, vinyl adhesive (ชั้นที่ 2)  หลอดที่ 2 ใช้
อุปกรณ์หุ้มเหมือนหลอดที่ 1 แต่เพิ่มหลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร และหลอดที่ 3 ใช้หลอดฉีดยา
ขนาด มิลลิลิตรเพียงอย่างเดียว (รูปที่ 1)   จากนั้นท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา loach โดยน้าภาชนะ
เหล่านั้นที่มีหลอดฟางอยู่ภายในไปแช่แข็งในถังน้้าแข็งแห้ง (dry ice) ที่บดให้เป็นผงนาน 2 นาที แล้ว
น้าเอาหลอดฟางไปแช่ในถังไนโตรเจนเหลวนาน 3 ชั่วโมง จึงน้าหลอดฟางออกมาละลายที่อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที ปรากฏว่า น้้าเชื้อที่อยู่ในหลอดที่ 3 (Tube 3) ซึ่งมีอัตราการลด
อุณหภูมิต่้าสุด (33.3±2.1 องศาเซลเซียส/นาที) มีผลท้าให้สเปิร์มเคลื่อนที่หลังการละลายเท่ากับ 
72±3%  สเปิร์มมีเวลาเคลื่อนที่ 146±12 วินาที และเมื่อน้าน้้าเชื้อแช่แข็งไปผสมกับไข่ปลาได้ค่า
เปอร์เซนต์การฟัก 29±4% ซึ่งค่าเหล่านี้มีค่าสูงกว่าชุดการทดลองที่น้้าเชื้อที่อยู่ในหลอดที่ 1 และ
หลอดที่ 2 (Tube 1 and 2) 
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รูปที่ 1  การบรรจุหลอดฟางที่มีน้้าเชื้ออยู่ภายในเข้าไปในภาชนะ 3 ลักษณะเพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อปลา 
loach ในน้้าแข็งแห้งที่บดเป็นผง 
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บทที่ 3 
วิธีด ำเนินงำนวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ และสำรเคมี 

- สายไฟฟ้า (300V. PVC/PVC 70oC  VAF 2 x 1.5 SQ.MM. TABLE 2    
  THAI YAZAKI (W) TIS 11-2531) 
- สายหลอดซิลิโคน (Dura Silicone tube) 

   - หลอด Centrifuge tube (Nunc ขนาด 15 มิลลิลิตร) 
- หลอดฟาง (French straw) ขนาด 250 ไมโครลิตร (IMV Technologies  
  Paillette) 
- กล่องโฟม (Styrofoam box) 
- บีกเกอร์ขนาดต่างๆ 

  - ขวดรูปชมพู่ขนาด 125, 250 และ 500 มิลลิลิตร 
  - ไมโครปิเปต และ pipette tip  
  - ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  - เข็มเขี่ย 

- ฟอร์เซป (Forcep) 
- กระจกสไลด์และ Cover glass 
- กระดาษกรอง 

  - เครื่องชั่งแบบทศนิยม 2 และ 4 ต้าแหน่ง 
  - เครื่องปั่นผสม (Vortex mixer) 

- เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ  (Controlled-rate programmable freezer) 
- กล้องจุลทรรศน์ 
- Haemacytometer 
- ตู้ควบคุมอุณหภูมิต่้า (Incubator) 
- Glass micropipette ขนาด 5,10 และ 100 ไมโครลิตร 
- หลอดฟาง (French straw) ขนาด 250 ไมโครลิตร 
- หลอด Cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
- Canister  
- Aluminium canes 
- Goblets 
- Vial tubes 
- Hot plate 
- Thermometer 
- Tissue culture flasks 
- Thermocouple-probe thermometer (K-type, HI 91530K, Hanna  
  Instruments Inc.) 
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- Water bath 
- Racks 
- Eppendorf tubes 
- ถังเก็บไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen dewar) 
- ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen) 
- น้้าแข็งแห้ง (dry ice) 
- พ่อแมพ่ันธ์ุปลาตะเพียนขาว 

  - สารเคมปีระเภทต่างๆที่ใช้ในการแช่แข็ง และการย้อมสีน้้าเช้ือปลา 
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วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
1. การรวบรวมพ่อพันธุ์ปลา  

 พ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาว (รูปที่  2) ได้ถูกรวบรวมจากฟาร์มเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าในภาค
ตะวันออกมายังโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา  โดยรวบรวมใส่
ถุงพลาสติกอัดออกซิเจนพร้อมใส่ยาเหลืองและเกลือแกงระหว่างการล้าเลียงพ่อพันธุ์ปลา เพื่อป้องกัน
โรคพยาธิที่อาจติดมาจากฟาร์มและป้องกันไม่ให้ปลาเครียด เมื่อเดินทางมาถึงโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า 
คณะวิทยาศาสตร์ ท้าการย้ายพ่อพันธุ์ปลาตะพียนขาวทั้งหมดลงไว้ในบ่อซิเมนต์ที่สะอาดขนาด 10 
ตัน มีออกซิเจนเพียงพอ ให้อาหารเม็ดที่มีโปรตีน 35% วันละ 2 ครั้ง เวลาเช้าและเย็น ในปริมาณ 2-
3% น้้าหนักตัว/วันตลอดระยะเวลาการเลี้ยงปลา โดยท้าการดูดเศษตะกอนในบ่อทุกๆ 1-2 วัน และ
เปลี่ยนถ่ายน้้าในบ่อเลี้ยงพ่อพันธุ์ทุกๆ 3-5 วันประมาณ 20-40% 

พ่อพันธุ์ปลาที่ได้ท้าการปรับสภาพให้ในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าได้ถูกชั่งน้้าหนัก วัดความยาว
และน้าออกมาใส่ในภาชนะ (รูปที่ 3) ก่อนที่จะถูกรีดน้้าเชื้อออกมาเพื่อประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อ 
ด้วยการสลบพ่อพันธุ์ด้วยยาสลบ (phenoxyethanol) 15 ppm ประมาณ 5 นาที เพื่อไม่ให้ปลา
เครียดระหว่างการรีดน้้าเชื้อ ท้าการเช็ดบริเวณล้าตัวปลาด้วยผ้าสะอาดก่อนที่ท้าการรีดน้้าเชื้อออกมา
เพื่อประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อ  อย่างไรก็ตามก่อนท้าการรีดน้้าเชื้อปลา ได้ท้าการกดบริเวณรอบๆ
ช่องเพศของพ่อพันธุ์เพื่อให้ปัสสาวะทั้งหมดไหลออกมาก่อนการรีดน้้าเชื้อ เนื่องจากถ้ามีปัสสาวะ
ออกมาพร้อมน้้าเชื้อ ก็จะกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่อย่างรวดเร็ว ท้าให้เมื่อน้าน้้าเชื้อปลามาทดลองแช่
แข็งก็จะประสบความล้มเหลว เพราะน้้าเช้ือมีคุณภาพต่้าตั้งแต่เริ่มการทดลองอันเป็นผลมาจากสเปิร์ม
ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ จึงไม่มีพลังงานเหลืออยู่ในการท้าให้สเปิร์มเคลื่อนที่ได้หลังการกระตุ้น  การรีด
น้้าเชื้อปลาแต่ละตัวท้าโดยกดบริเวณท้องอย่างเบาๆแล้วออกแรงรีดท้องเพียงเล็กน้อยตั้งแต่บริเวณ
ครีบอก (pectoral fin) ลงมาถึงบริเวณช่องเพศ (urogenital papillae) เพื่อให้ได้น้้าเชื้อ (semen) สี
ขาวขุ่นไหลออกมาบริเวณช่องเพศ (urogenital papillae) ท้าการรวบรวมน้้าเชื้อที่ได้จากการรีดปลา
แต่ละตัวใส่ในภาชนะจานแก้วที่สะอาด (รูปที่ 4) และเก็บรักษาน้้าเชื้อที่ได้ไว้บนน้้าแข็งเพื่อรักษา
คุณภาพน้้าเชื้อก่อนเริ่มต้นการทดลอง   ส้าหรับพ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาวที่เสร็จสิ้นการรีดน้้าเชื้อ ได้
น้าไปพักในถังน้้าสะอาดที่มีการให้ออกซิเจนเต็มที่ประมาณ 5 นาที จึงน้ากลับไปเลี้ยงขุนในบ่อพ่อ
พันธ์ุต่อไป 

น้้าเชื้อปลาที่ใช้ในการทดลองแต่ละครั้งถูกรวบรวมจากพ่อพันธุ์จ้านวนหลายตัว (pooled 
milt) ประมาณ 8-10 ตัวเพื่อลดความแปรปรวนของคุณภาพน้้าเชื้อ (individual variation) ส้าหรับ
การทดลอง โดยในแต่ละชุดการทดลองใช้น้้าเชื้อสดที่รีดออกมาใหม่ๆ (fresh milt) ที่มีคุณภาพดี
เท่านั้น โดยเลือกใช้เฉพาะน้้าเชื้อที่มีสีลักษณะขาวขุ่น ไม่มีเมือก เลือด หรือปัสสาวะและขี้ปลาเจือปน 
และมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่สูงหลังการกระตุ้นให้เคลื่อนที่ (มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต์) 
เท่านั้นจึงน้ามาใช้ในการทดลอง   น้้าเชื้อที่มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มต่้ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์ 
ไม่ถูกน้ามาใช้ในการทดลองเพื่อให้มั่นใจว่าขณะเริ่มการทดลองน้้าเช้ือปลามีคุณภาพที่ดีพอ   

พ่อพันธุ์ปลาที่มีน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีที่ได้ถูกรวบรวมน้้าเชื้อออกมาจากพ่อพันธุ์เพื่อประเมิน
คุณภาพของน้้าเชื้อที่ส้าคัญได้แก่ เปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (percent sperm motility) 
ระยะเวลาที่สเปิร์มเคลื่อนที่ (sperm motile period) เปอร์เซนต์สเปิร์มที่มีชีวิต (percent sperm 
viability)  แรงดันออสโมติก (osmotic pressure หรือ osmolality) และความหนาแน่นของสเปิร์ม 
(sperm density)  น้้าเชื้อสดที่มีคุณภาพดีเท่านั้นถูกน้ามาใช้ในการทดลองแช่แข็ง  โดยน้้าเชื้อสดที่
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รวบรวมได้ถูกน้ามาใช้ในการทดลองในเวลาไม่เกิน 15 นาทีหลังการรวบรวมน้้าเชื้อ      น้้าเชื้อที่
รวบรวมมาในระหว่างการทดลองไม่ว่าจะรวบรวมในช่วงต้นฤดู กลางฤดู หรือปลายฤดูผสมพันธุ์วางไข่
ได้ถูกประเมินคุณภาพน้้าเชื้อเพื่อทราบคุณภาพน้้าเชื้อ (baseline information) ก่อนการแช่แข็ง 
และทราบการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าเชื้อปลาที่อาจมใีนช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ (spawning season) 

   
2. การประเมนิคุณภาพสเปิร์มในน้้าเช้ือปลา 
การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ท้าโดยการหยดตัวอย่างน้้าเชื้อสดที่รีด

ออกมา (5 ไมโครลิตร) ลงบนกระจกสไลด์ที่สะอาดแล้วหยด 0.4% NaCl ลงไป 100 ไมโครลิตร 
พร้อมกับปิดด้วย cover glass เบาๆอย่างรวดเร็ว  เพื่อกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่แล้วท้าการประเมิน
เปอร์เซนต์สเปิร์มที่เคลื่อนที่ทันทีให้เสร็จภายใน 15 วินาที ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 400 
เท่า   เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม ประเมินจากจ้านวนสเปิร์มที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าอย่าง
รวดเร็ว (subjective estimation) เมื่อถูกกระตุ้นด้วย 0.4% NaCl โดยแบ่งระดับที่สเปิร์มเคลื่อนที่ไว้ 
6 ระดับ คือ สเปิร์มที่ เคลื่อนไหวได้ 0, 20%, 40%, 60%, 80% และ 100% ตามวิธีการของ 
Vuthiphandchai and Zohar (1999) โดยท้า 3 ซ้้า โดยในแต่ละสไลด์ยังได้สุ่มประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มอีก 3 จุดในเวลาไม่เกิน 15 วินาทีต่อสไลด์ ท้าให้มีจ้านวนซ้้าย่อยในการประเมินการ
เคลื่อนที่สเปิร์มรวม 9 ซ้้า (pseudoreplicates)     การประเมินเปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่
แช่แข็ง ใช้หลักการประเมินเหมือนน้้าเชื้อสด โดยหยดน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย (post-thawed 
sperm) ในปริมาณ 5 ไมโครลิตร ลงบนกระจกสไลด์ที่สะอาดจึงเติม 0.4% NaCl ลงไปในปริมาณ 
100 ไมโครลิตรเพื่อกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่ และประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 9 ซ้้าย่อยตามที่ได้
กล่าวมาแล้ว    ส้าหรับการประเมินเวลาที่สเปิร์มเคลื่อนที่ (sperm motile period) ไม่ว่าจะเป็น
น้้าเชื้อสด หรือน้้าเชื้อแช่แข็ง ท้าโดยบันทึกระยะเวลาที่สเปิร์มสด หรือสเปิร์มแช่แข็งหลังการละลาย 
ภายหลังการถูกกระตุ้นด้วย 0.4% NaCl ใช้เวลาว่ายน้้านานเท่าใดเริ่มตั้งแต่ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ด้วย  
0.4% NaCl จนกระทั่งสเปิร์มหยุดเคลื่อนที่ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 400 เท่า  บันทึกเวลา
เป็นวินาที โดยท้าการประเมิน 3 ซ้้า 

เปอร์เซนต์สเปิร์มที่มีชีวิต ประเมินโดยการน้าเอาน้้าเชื้อสด (5 ไมโครลิตร) มาย้อมสีด้วย
สารละลาย eosin-nigrosin (5 ไมโครลิตร) บนกระจกสไลด์ตามวิธีการของ Fribourgh (1966) แล้ว
จึงสุ่มนับจ้านวนสเปิร์มที่มีชีวิตซึ่งจะไม่ติดสีย้อม (viable sperm) และจ้านวนสเปิร์มที่ตายซึ่งจะติดสี
ม่วง (dead sperm) โดยสุ่มนับสเปิร์มประมาณ 300 ตัว/สไลด์ และนับ 3 ซ้้าโดยการใช้กล้อง
จุลทรรศน์ก้าลังขยาย 1,000 เท่า แล้วจึงค้านวณเปอร์เซนต์ของสเปิร์มที่มีชีวิต   การประเมิน
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิตของน้้าเชื้อแช่แข็ง ได้ท้าเช่นเดียวกับการประเมินเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่มีชีวิต
ของน้้าเชื้อสด โดยเมื่อท้าการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งแล้ว น้าน้้าเชื้อหลังการละลายในปริมาณ 5 
ไมโครลิตรมาหยดบนกระจกลไลด์ แล้วหยดสารละลาย eosin-nigrosin (5 ไมโครลิตร) ลงไปแล้วท้า
การผสมให้เข้ากัน และ smear ให้แห้งภายใต้เปลวไฟโดยเร็ว และท้าการประเมิน 3 ซ้้า 

แรงดันออสโมติกของน้้าเชื้อสด ประเมินโดยน้าน้้าเชื้อสดมาใส่ในหลอด vial แล้วเหวี่ยงด้วย
ความเร็วสูง 8,000g ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เพื่อให้ semina plasma แยกตัวออกจาก 
spermatozoa จากนั้นน้า seminal plasma ปริมาณ 10 ไมโครลิตร ไปวัดค่าแรงดันออสโมติกค้วย
เครื่องมือ osmometer เพื่อทราบแรงดันออสโมติกของน้้าเช้ือสดก่อนเริ่มการทดลอง  ท้าการทดลอง 
3 ซ้้า 
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ความหนาแน่นของสเปิร์ม ประเมินโดยการเจือจางน้้าเชื้อปลา (10 ไมโครลิตร) ด้วย 0.9% 
NaCl ปริมาณ 5,000 เท่าโดยการผสมให้เข้ากันใน vial ด้วย vortexer แล้วหยดน้้าเชื้อลงใน 
haemacytometer เพื่อนับจ้านวนสเปิร์มที่พบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ก้าลังขยาย 400 เท่า จึง
ค้านวณหาความหนาแน่นของสเปิร์ม  ท้าการทดลอง 3 ซ้้า 

 
3. การพัฒนาวิธีการแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเช้ือปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง 
3.1 ศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมในการแช่แข็ง

น้้าเช้ือปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง 
ในขั้นตอนนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อต้องการทราบอิทธิพลร่วมของสารละลายบัฟเฟอร์ และสาร

ไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง      การทดลองเริ่มจากน้า
น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่รวบรวมมาใหม่ๆ (freshly collected milt) มาเจือจางในสารละลาย
บัฟเฟอร์ที่นิยมใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา 3 ชนิดได้แก่   Ca-F HBSS (calcium free hank’s 
balanced salt solution), HBSS และ 0.85% NaCl โดยเจือจางในอัตราส่วนโดยปริมาตรของ
น้้าเชื้อต่อสารละลายบัฟเฟอร์เท่ากับ 1:1     สารละลาย Ca-F HBSS เป็นสารละลายบัฟเฟอร์ที่นิยม
ใช้เป็นส่วนผสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาน้้าจืดหลายชนิด (Mongkonpunya et al., 1995) โดยที่ 
Ca-F HBSS จะไม่มีผลกระตุ้นให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่แต่จะไปเจือจางน้้า เชื้อโดยที่สเปิร์มยังคงมี
คุณภาพไม่เปลี่ยนแปลง   สารละลายบัฟเฟอร์ HBSS และ 0.85% NaCl เป็นสารละลายที่เหมาะสม
ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาบางชนิด ซึ่งไม่กระตุ้นให้สเปิร์มปลาน้้าจืดเคลื่อนที่เช่นกัน     น้้าเชื้อปลาที่
ถูกเจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร์แต่ละชนิด (extended milt) ในบีกเกอร์ (beakers) ได้ถูกเติมสาร
ไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectants) ชนิดต่างๆ 8 ชนิดที่ออกฤทธิ์ภายนอกเซลล์และภายใน
เซลล์ (glycerol, ethylene glycol, propylene glycol, dimethyl sulfoxide; DMSO, sucrose, 
acetamide, formamide และ ethanol) ลงไปเพื่อให้ได้ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของสารไครโอ
โพรเทคแทนท์เป็น 5, 10, 15 และ 20%    การเจือจางน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ 3 ชนิดและสารสารไครโอโพรเทคแทนท์ 8 ชนิดในชุดการทดลองเหล่านี้ได้ท้า 6 ซ้้าที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท้าการดูดน้้าเชื้อที่ถูกเจือจาง (200 ไมโครลิตร) ในชุดการทดลองเหล่านี้
ใส่ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร (รูปที่ 5) ปิดปลายหลอดฟางให้สนิทด้วยการใช้คีมคีบ (forcep) 
ลนไฟกดให้แน่น (รูปที่ 6; รูปที่ 7) ปล่อยให้น้้าเช้ืออยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration time) นาน 10 
นาท ี(ระยะเวลาระหว่างใส่สารไครโอโพรเทคแทนท์ลงในน้้าเชื้อเจือจางก่อนเริ่มการแช่แข็ง) จึงเริ่มลด
อุณหภูมแิช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้งบดละเอียดทันที 

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาท้าในกล่องโฟม (styrofoam box) ท้าโดยน้าน้้าแข็งแห้ง (รูปที่ 8) มา
บดให้ละเอียด (crushed dry ice) จึงมาใส่ในกล่องโฟมเกือบเต็มกล่อง จากนั้นน้าเอาหลอดฟาง
ขนาด 250 ไมโครลิตรที่มีน้้าเชื้อปลาซึ่งได้เจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร์และสารไครโอโพรเทค
แทนท์ของชุดการทดลองต่างๆ ใส่เข้าไปในน้้าแข็งแห้งที่บดละเอียดพร้อมปิดฝากล่องโฟม (รูปที่ 9) 
โดยก้าหนดให้หลอดฟางอยู่ในน้้าแข็งแห้งบดนาน 10 นาทีก่อนน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลว แล้วน้า
น้้าเชื้อแช่แข็งที่ได้มาละลาย (thawing) โดยน้าหลอดฟางออกมาแช่ในอ่างน้้าที่ควบคุมอุณหภูมิ 
(water bath) ที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส โดยน้าหลอดฟางแช่ 5 วินาที จนกระทั่งน้้าเชื้อละลาย
แล้วรีบน้าหลอดฟางออกมาทันที ตัดปลายหลอดฟางเพื่อประเมินคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลายทันที 
(post-thawed sperm quality) โดยประเมินเปอร์เซนต์ที่สเปิร์มเคลื่อนที่ และเปอร์เซนต์ที่สเปิร์มมี
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ชีวิต เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (น้้าเชื้อสด) ตามที่ได้กล่าวมาแล้ว  ส้าหรับกลุ่มควบคุม (control 
group) ใช้น้้าเชื้อสดที่รีดออกมาใหม่ๆแล้วน้ามาประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เพื่อเปรียบเทียบกับ
ชุดทดลอง (treated groups) โดยการทดลองทั้งหมดท้า 6 ซ้้า 

การทดลองในขั้นตอนนี้ท้าให้ทราบว่าอิทธิพลร่วมของสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพร
เทคแทนท์คู่ใดที่เหมาะสมในการน้ามาแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง และสเปิร์มในทุกชุดการ
ทดลองมีคุณภาพเปลี่ยนแปลงอย่างไร ซึ่งข้อมูลเหล่านี้สามารถน้ามาใช้ประกอบในการ design 
protocol ระหว่างการแช่แข็งให้มีประสิทธิภาพสูงต่อไป 

 
3.2 ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ และอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพของสเปิร์มปลาที่

ผ่านการแช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 
การทดลองในข้อ 3.1 สามารถเลือกสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่

เหมาะสมใน protocol การแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้ง เพื่อน้ามาศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ
และอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพของสเปิร์มหลังการละลาย   การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ด้วยน้้าแข็งแห้งในประเด็นการเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม ก้าหนดให้มีการน้าหลอดฟาง
มาลดอุณหภูมิที่อัตราการลดอุณหภูมิต่างๆกัน โดยการน้าหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรมาบรรจุใน
วัสดุรูปแบบต่างๆกันให้มีความหนามากขึ้น แล้วน้าหลอดฟางที่มีวัสดุห่อหุ้มไปใส่ลงไปในน้้าแข็งแห้ง
บดเพื่อลดอุณหภูมิแช่แข็งน้้าเขื้อ   ในการศึกษาครั้งนี้ก้าหนดใช้วัสดุห่อหุ้มรูปแบบต่างๆกันเพื่อห่อหุ้ม
หลอดฟางขณะแช่แข็ง 3 ชุดการทดลองได้แก่ สายไฟฟ้า (300V. PVC/PVC 70oC  VAF 2 x 1.5 
SQ.MM. TABLE 2   THAI YAZAKI (W) TIS 11-2531), สายหลอดซิลิโคน (Dura Silicone tube 
ขนาด 5 x 9 มิลลิเมตร) และหลอด Centrifuge tube (Nunc ขนาด 15 มิลลิลิตร) เปรียบเทียบกับ
ชุดควบคุมที่ไม่มีวัสดุห่อหุ้ม (แช่แข็งน้้าเช้ือในหลอดฟางตามปกติโดยไม่มีวัสดุห่อหุ้ม) 

การเตรียมวัสดุเพื่อห่อหุ้มหลอดฟางเริ่มจากน้าสายไฟฟ้าที่มีความหนาของสายไฟฟ้า 0.14 
เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.39 เซนติเมตร (รูปที่ 10) มาท้าการดึงเอาสายทองแดงด้านในออก
ให้หมดด้วยการใช้คีมดึง ตัดสายไฟให้ได้ขนาดความยาว 12.5 เซนติเมตร น้ากาวซิลิโคนมาปิดปลาย
ด้านใดด้านหนึ่งของสายไฟฟ้า ได้เป็นหลอดสายไฟฟ้า (รูปที่  11) จึงน้าหลอดฟางขนาด 0.25 
มิลลิลิตรมาใส่ในช่องของหลอดสายไฟฟ้า ช่องละ 1 หลอดฟาง   ส้าหรับสายหลอดซิลิโคน ท้าโดยน้า
หลอดซิลิโคนมาตัดให้มีความยาว 12.5 เซนติเมตร แล้วน้ากาวซิลิโคนไปปิดปลายสายด้านใดด้านหนึ่ง 
สายหลอดซิลิโคนมีความหนาของสายหลอดซิลิโคน 0.99 ซม. มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.48 เซนติเมตร 
ซึ่งสามารถน้าหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรมาใส่ในช่องของสายหลอดซิลิโคนจ้านวน 3 หลอด   
การเตรียมหลอด Centrifuge tube ที่มีความยาวของหลอด 15 เซนติเมตรท้าโดยเปิดฝาหลอด 
Centrifuge tube แล้วน้าหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตรจ้านวน 3 หลอดใส่ลงไปในหลอด 
Centrifuge tube โดยหลอด Centrifuge tube มีความหนา 0.11 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 
1.52 เซนติเมตร  

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในการทดลองนี้ เริ่มจากการน้าเอาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่มีคุณภาพ
ดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ Ca-F HBSS ในอัตราส่วนปริมาตร 1:1 ได้เป็นน้้าเชื้อที่ถูกเจือจาง 
(extended milt) จึงผสม DMSO ลงไปให้ได้ความเข้มข้นสุดท้าย 10%  ท้าการดูดน้้าเชื้อที่ถูกเจือ
จางในปริมาตร 80 ไมโครลิตรด้วยไมโครปิเปตใส่เข้าไปในหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร ปิดปลาย
หลอดฟางด้วยความร้อน ปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุลนาน 10 นาทีที่อุณหภูมิห้องก่อนการแช่แข็ง  
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หลอดฟางทั้งหมดที่มีน้้าเชื้อเจือจางใน Ca-F HBSS และ DMSO ถูกน้ามาห่อหุ้มด้วยวัสดุต่างๆ 3 ชุด
การทดลอง (treated groups) ที่กล่าวมาแล้วและเมื่อครบระยะเวลาสมดุลตามที่ก้าหนดจึงเริ่มลด
อุณหภูมิแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้งทันที  ส้าหรับน้้าเชื้อในกลุ่มควบคุม (control group) ได้น้า
น้้าเชื้อมาเจือจางด้วย Ca-F HBSS และ 10% DMSO เช่นเดียวกันเพียงแต่ลดอุณหภูมิแช่แข็งน้้าเชื้อ 
ด้วยน้้าแข็งแห้งภายในกล่องโฟมโดยไม่มีวัสดุใดๆมาหุ้มหลอดฟางอีกที   การแช่แข็งน้้าเชื้อท้าโดยน้า
หลอดฟางในชุดทดลอง 3 ชุดและชุดควบคุม มาวางในน้้าแข็งแห้งที่บดละเอียดที่อยู่ภายในกล่องโฟม
ขนาด 20x33.5x25 เซนติเมตร (ใช้น้้าแข็งแห้งบดละเอียด 15 กิโลกรัมหรือประมาณ 3 ใน 4 ส่วน
บรรจุอยู่ในกล่องโฟม)   การแช่แข็งท้าการวางให้หลอดฟางในทุกชุดการทดลองให้อยู่ภายใต้
น้้าแข็งแห้งบดละเอียดเป็นเวลานาน 10, 20 หรือ 30 นาทีพร้อมกับการปิดฝากล่องโฟมขณะแช่แข็ง
น้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้ง เมื่อครบเวลาที่ก้าหนดในการแช่แข็งจึงน้าหลอดฟางในทุกชุดการทดลองไปแช่
ในไนโตรเจนเหลว 2-3 วัน   

การศึกษาผลของอัตราการละลายน้้าเชื้อที่มีต่อการเคลื่อนที่และการมีชีวิตของสเปิร์มหลัง
การละลาย ท้าโดยน้้าน้้าเชื้อแช่แข็งที่อยู่ในหลอดฟางทุกชุดการทดลองมาท้าการละลายใน water 
bath โดยน้าหลอดฟางออกจากวัสดุห่อหุ้มและน้ามาละลายในน้้าที่มีอุณหภูมิน้้าแตกต่างกัน โดยใช้
ระยะเวลาการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่แต่ละอุณหภูมิตามที่ก้าหนดไว้โดยการละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิ 7 
ระดับได้แก ่10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส โดยใช้เวลา 20, 15, 10, 8, 5, 4 และ 3 
วินาทีตามล้าดับ ท้าการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย (post-thawed sperm 
quality) โดยประเมินเปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของเปิร์ม และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง
การละลายตามวิธีการที่กล่าวมา โดยการทดลองทั้งหมดท้า 3 ซ้้าในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ของปลา
ตะเพียนขาว 

 
4.  การวิเคราะหข์้อมูลทางสถิต ิ  
ข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์ม ในแต่ละชุด

การทดลองถูกน้าเสนอเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตราฐาน (standard deviation) และน้ามา
วิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธีการ Analysis of variance (ANOVA) ที่ระดับความเชื่อมั่น 
95% และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉลี่ยในชุดการทดลองด้วย Duncan’s new multiple 
range test โดยใช้โปรแกรมสถิติ SPSS 
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รูปที่ 2  พ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาว  
 

 

 
 
รูปที่ 3  พ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาวก่อนท้าการสลบ 
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รูปที่ 4  การรวบรวมน้้าเช้ือปลาเพื่อใช้ในการทดลอง 
 

 

 
 
รูปที่ 5  หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลลิิตรที่ใช้ในการทดลอง 
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รูปที่ 6  การปดิปลายหลอดฟาง (หารูปใหม่) 
 
 

 
 
รูปที่ 7  ลักษณะปลายหลอดหลอดฟางหลังการปิดปลายหลอด 
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รูปที่ 8 น้้าแข็งแห้งที่ใช้ในการทดลอง 
 
 
 

 
 

 รูปที่ 9 การแชแ่ข็งน้้าเช้ือปลาด้วยน้้าแข็งแห้งโดยปิดฝากล่องโฟม  
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รูปที ่10 สายไฟฟ้าที่น้ามาหุ้มหลอดฟาง 
 
 
 

 
 
          รูปที่ 11 การปดิปลายหลอดสายไฟฟ้าด้วยกาวซิลิโคน 

           (ภาพโดยอมรรัตน์ กิระวานิชย)์ 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ตอนดังนี ้

1. ผลของสารละลายบัฟเฟอร์และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง 

2.  ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ และอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่
ผ่านการแช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 

 
4.1 ผลของสารละลายบัฟเฟอร์ และสารไครโอโพรเทคแทนท์ทีเ่หมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา 
     ตะเพียนขาวด้วยน้้าแขง็แห้ง 

4.1.1 การเคลื่อนที่ของสเปิรม์หลังการละลาย 
น้้าเชื้อสดที่น้ามาใช้ในการทดลอง (กลุ่มควบคุม) มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มภายหลั งการ

กระตุ้นมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 86.7-100%  น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด 250 
ไมโครลิตรในน้้าแข็งแห้งนาน 10 นาที เมื่อใช้สารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทค
แทนท์ DMSO ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย
เฉลี่ยดีที่สุดเท่ากับ 46.7, 53.3, 35.5 และ 33.3% เช่นเดียวกับเมื่อใช้สารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ
สารไครโอโพรเทคแทนท์ sucrose ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% ท้าให้การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มหลังการละลายมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 55.5, 44.4, 22.2 และ 15.5% แต่การแช่แข็งน้้าเชื้อด้วย Ca-
F HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดอื่นอีก 6 ชนิดที่ 4 ระดับความเข้มข้นท้าให้สเปิร์ม
เคลื่อนที่เฉลี่ยระหว่าง 0-26.7% (ตารางที่ 1) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ DMSO ระดับความ
เข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายเฉลี่ยดีที่สุดเท่ากับ 42.2, 44.4, 
28.9 และ 17.8% เช่นเดียวกับเมื่อใช้สารละลาย HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ sucrose ที่
ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 46.7, 35.5, 
31.1 และ 8.8% ในขณะที่การแช่แข็งน้้าเชื้อด้วย HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดอื่นอีก 6 
ชนิดที่ 4 ระดับความเข้มข้นท้าให้สเปิร์มเคลื่อนที่สูงสุดเฉลี่ยระหว่าง 2.2-28.8% (ตารางที ่1) 

น้้าเช้ือที่แช่แข็งด้วยสารละลาย 0.85% NaCl ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ทั้ง 8 ชนิดที่ 4 
ระดับความเข้มข้น (5, 10, 15 และ 20%) โดยภาพรวมมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายที่มี
ค่าต่้ากว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ Ca-F HBSS หรือ HBSS โดยชุดการทดลองที่
ใช้สารละลาย 0.85% NaCl ร่วมกับ DMSO ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% ยังคงมีการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายเฉลี่ยดีที่สุดเท่ากับ 28.9, 28.8, 11.1 และ 15.5% สอดคล้องกับ
ชุดการทดลองที่ใช้สารละลาย 0.85% NaCl ร่วมกับ sucrose ที่ 4 ระดับความเข้มข้นยังท้าให้สเปิร์ม
มีการเคลื่อนที่ดีมีค่า 13.3, 15.5, 28.9 และ 24.4% ตามล้าดับ และชุดการทดลองที่ใช้สารไครโอโพร
เทคแทนท์อีก 6 ชนิดที่เหลือท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่สูงสุดมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 2.2-24.5% (ตารางที่ 
1) 
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ตารางที่ 1 การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว (%) หลังการแช่แขง็ด้วยสารละลายบัฟเฟอร์
และสารไครโอโพรเทคแทนทช์นิดต่างๆในน้้าแข็งแห้งนาน 10 นาท ี

 
ชนิด
สารละลาย
บัฟเฟอร์ 

ชนิดสารไครโอ
โพรเทคแทนท ์

ความเข้มข้น  (%) 
5 10 15 20 

Ca-F HBSS DMSO 46.7±3.8a,12 53.3±3.9a,1 35.5±2.2b,1 33.3±3.9b,1 
 Glycerol 13.3±3.9a,4 8.8±2.2a,6 0b,6 0b,5 
 Propylene 

glycol 
26.7±3.8a,3 22.2±2.2a,45 13.3±3.9b,3 11.1±2.2b,34 

 Ethylene glycol 22.2±2.2a,3 17.8±2.2a,5 4.4±2.2b,56 0c,5 
 Acetamide 0b,6 11.1±2.2a,6 0b,6 0b,5 
 Formamide 8.8±2.2a,5 8.8±2.2a,6 0b,6 0b,5 
 Ethanol 17.8±2.2a,34 7.8±2.2b,6 0c,6 0c,5 
 Sucrose 55.5±2.2a,1 44.4±2.2b,2 22.2±2.2c,2 15.5±2.2c,3 
HBSS DMSO 42.2±2.2a,12 44.4±2.2a,2 28.9±4.4b,12 17.8±2.2c,3 
 Glycerol 6.7±6.7a,56 6.7±6.7a,67 13.3±6.7a,34 0b,5 
 Propylene 

glycol 
15.5±2.2a,4 17.7±4.4a,56 13.3±3.9a,3 0a,5 

 Ethylene glycol 28.8±2.2a,3 15.5±2.2b,56 2.2±2.2c,56 0a,5 
 Acetamide 6.7±6.7a,56 6.7±6.7a,67 0a,6 0a,5 
 Formamide 0a,6 0a,7 2.2±2.2a,56 0a,5 
 Ethanol 11.1±2.2a,5 15.5±2.2a,56 0c,6 0c,5 
 Sucrose 46.6±6.7a,12 35.5±2.2ab,3 31.1±2.2b,1 8.8±2.2c,4 
0.85% NaCl DMSO 28.9±4.4a,3 28.8±2.2a,4 11.1±2.2b,4 15.5±2.2b,3 
 Glycerol 0b,6 6.7±6.7a,67 8.9±8.9a,56 0b,5 
 Propylene 

glycol 
11.1±2.2a,5 24.5±2.2a,45 22.2±2.2a,2 8.8±2.2a,4 

 Ethylene glycol 17.8±2.2a,34 11.1±2.2a,6 0b,6 0b,5 
 Acetamide 0a,6 0a,7 6.7±6.7a,56 0a,5 
 Formamide 0b,6 2.2±2.2b,67 8.8±2.2a,45 0b,5 
 Ethanol 23.3±2.9a,3 13.3±3.9b,56 8.8±2.2b,45 0c,5 
 Sucrose 13.3±3.9b,45 15.5±2.2b,56 28.9±4.4a,12 24.4±2.2a,2 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างความเข้มข้น 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างชนิดของสารบัฟเฟอร์
และสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
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4.1.2 การมีชวีิตของสเปิร์มหลังการละลาย 
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มในกลุ่มควบคุม (น้้าเช้ือสด) มีค่าเฉลี่ยสูงระหว่าง 94.3-

98.6% ในขณะที่การมีชีวิตของสเปิร์มแช่แข็งที่มีค่าสูงสุด พบในชุดทดลอง (treated group) ที่แช่
แข็งด้วยสารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO ที่ระดับความเข้มข้น 10% ท้าให้มีการมีชวีิตของ
สเปิร์มหลังการละลายเฉลี่ย 69.2% (ตารางที่ 2)  โดยทั่วไปการมีชีวิตของสเปิร์มแช่แข็ง (ตารางที ่2) 
มีแนวโน้มที่มคีา่สูงกว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มแช่แข็ง (ตารางที่ 1) ในชดุการทดลองเดียวกันหลังจาก
น้าน้้าเชื้อแช่แข็งออกมาละลาย 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งด้วยการใช้สารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO 
ที่ ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% มีมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 56.8, 69.2, 53.4 และ 42.1% 
เช่นเดียวกับเมื่อใช้สารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ sucrose ที่ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 
20% ท้าให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 60.2, 55.5, 31.2 และ 41.4% แต่การ
แช่แข็งน้้าเชื้อด้วย Ca-F HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดอื่นอีก 6 ชนิดที่ 4 ระดับความ
เข้มข้นท้าให้สเปิร์มมีชีวิตมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 0-57.5% (ตารางที่ 1) 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งด้วยสารละลาย HBSS ร่วมกับ DMSO ระดับความ
เข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% ยังคงมีค่าสูงเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองอื่นๆ โดยมีค่าเท่ากับ 
62.4, 66.3, 58.5 และ 37.4% เช่นเดียวกับเมื่อใช้สารละลาย HBSS ร่วมกับ sucrose ที่ระดับความ
เข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% ท้าให้การมีชีวิตของสเปิร์มมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 62.5, 55.3, 41.6 และ 
28.7% ในขณะที่การมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งด้วย HBSS ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดอื่น
อีก 6 ชนิดที่ 4 ระดับความเข้มข้นมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 6.7-42.3% (ตารางที่ 2) 

เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มที่แช่แข็งด้วยสารละลาย 0.85% NaCl ร่วมกับ DMSO ที่
ระดับความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% มีค่าฉลี่ยเท่ากับ 33.8, 35.3, 41.3 และ 31.2% สอดคล้อง
กับชุดการทดลองที่ใช้สารละลาย 0.85% NaCl ร่วมกับ sucrose ที่ 4 ระดับความเข้มข้นยังท้าให้
สเปิร์มมีชีวิต 31.7, 43.7, 52.2 และ 18.5% ตามล้าดับ และชุดการทดลองที่ใช้สารไครโอโพรเทค
แทนท์อีก 6 ชนิดที่เหลือมีผลท้าให้สเปิร์มมีชีวิตมีค่าเฉลี่ยระหว่าง 3.7-43.2% (ตารางที่ 2) 

 
 



 36 

ตารางที่ 2 การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว (%) หลังการแช่แข็งด้วยสารละลายบัฟเฟอร์และ
สารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆในน้้าแขง็แห้งนาน 10 นาท ี

 
ชนิด
สารละลาย
บัฟเฟอร์ 

ชนิดสารไครโอ
โพรเทคแทนท ์

ความเข้มข้น  (%) 
5 10 15 20 

Ca-F HBSS DMSO 56.8±4.6a,1 69.2±4.4a,1 53.4±3.9a,12 42.1±5.2b,1 
 Glycerol 10.6±2.5a,45 12.5±3.2a,6 15.4±4.2a,56 0b,5 
 Propylene 

glycol 
41.4±2.9b,23 50.2±3.1a,12 33.3±1.9c,4 26.6±2.7d,2 

 Ethylene glycol 50.5±3.3a,12 57.5±4.2a,1 15.2±2.4b,56 11.7±3.1b,34 
 Acetamide 8.2±3.45 23.2±3.2a,4 11.6±3.1b,6 12.6±2.2b,34 
 Formamide 11.1±3.3b,45 25.2±3.5a,34 3.5±1.9b,6 5.9±2.4b,4 
 Ethanol 21.9±2.5b,4 37.2±2.7a,23 11.2±2.4c,6 13.6±2.9c,34 
 Sucrose 60.2±3.1a,1 55.5±5.2a,1 31.2±3.1c,4 41.4±3.6b,1 
HBSS DMSO 62.4±3.1a,1 66.3±3.2a,1 58.5±3.4a,1 37.4±3.8b,12 
 Glycerol 21.2±6.7a,4 18.1±3.7a,56 23.3±3.2a,5 6.7±3.7b,4 
 Propylene 

glycol 
25.1±3.2a,4 27.1±4.1a,34 30.1±2.2a,4 19.3±3.3a,3 

 Ethylene glycol 37.7±5.1a,23 42.3±2.7a,2 22.2±4.1b,1 8.7±4.1c,45 
 Acetamide 12.7±3.2a,45 9.6±4.6a,6 11.7±3.2a,6 13.7±3.8a,34 
 Formamide 9.2±4.3a,5 13.1±2.9a,6 12.6±3.5a,6 16.1±3.2a,34 
 Ethanol 21.2±3.2b,4 35.6±3.4a,23 9.4±3.2c,6 11.7±2.4c,34 
 Sucrose 62.5±2.7a,1 55.3±3.2b,1 41.6±3.2c,3 28.7±5.1d,2 
0.85% NaCl DMSO 33.8±3.3a,3 35.3±3.6a,23 41.3±3.8a,3 31.2±4.6ab,2 
 Glycerol 14.9±4.4b,45 25.7±5.1a,45 33.2±4.8a,4 12.1±3.7b,34 
 Propylene 

glycol 
21.2±3.9c,4 43.2±3.6a,12 42.8±4.3a,3 29.2±3.2b,2 

 Ethylene glycol 24.3±4.2b,34 34.5±3.1a,23 33.8±2.7a,4 17.7±4.1b,3 
 Acetamide 9.1±3.2a,5 11.1±2.7a,6 12.4±3.3a,6 9.5±2.7a,45 
 Formamide 3.7±2.4a,5 9.6±3.2a,6 11.6±2.7a,6 5.1±3.1a,45 
 Ethanol 13.3±5.9a,45 16.3±3.9a,56 15.2±4.8a,56 13.4±3.5a,34 
 Sucrose 31.7±2.7c,3 43.7±3.7b,12 52.2±3.4a,12 18.5±3.4d,3 

ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างความเข้มข้น 
ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างชนิดของสารบัฟเฟอร์
และสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
 



 37 

4.2  ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ และอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพของสเปิร์มปลาตะเพียน 
      ขาวที่ผ่านการแช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 

4.2.1 คุณภาพสเปิร์มแช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า 
 การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง โดยใช้หลอด
สายไฟฟ้าเป็นวัสดุห่อหุ้มหลอดฟางนาน 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอด
ฟางที่บรรจุน้้าเชื้อออกมาจากหลอดสายไฟฟ้าที่ห่อหุ้มเพื่อน้าหลอดฟางแช่ในไนโตรเจนเหลว แล้วมา
น้าไปละลายหลังการแช่แข็งเพื่อประเมินการเคลื่อนที่สเปิร์มที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 
70 องศาเซลเซียส ที่เวลาที่ต่างกัน พบว่า น้้าชื้อแช่แข็งท้าการละลายที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 40 
องศาเซลเซียส เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มในตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่การละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิที่ 10, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กันกับทุกอุณหภูมิที่
กล่าวมาในข้างต้น ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อนาน 10, 20 และ 30 นาที มีผลท้าให้การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) (ตารางที ่3)  
 การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่
ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าเมื่อน้ามาละลาย พบว่าระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่าง
กันเมื่อใช้อุณหภูมิละลายต่างกัน โดยการละลายน้้าเชื้อที่ 10, 20, 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส ไม่
มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) แต่มีความแตกต่างกันกับการละลายอุณหภูมิที่ 
60 และ 70 องศาเซลเซียส ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวนาน 10, 20 และ 30 
นาที ไม่มีผลให้ระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P>0.05) (ตารางที่ 4) 
 
 



 38 

ตารางที่ 3  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางห่อหุ้มด้วย
หลอดสายไฟฟ้าด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาการแช่แข็งและอุณหภูมิการละลาย
ต่างกัน 

 

การละลาย 
น้้าแข็ง 

ระยะเวลาแชแ่ข็ง (นาที) 
10 20 30 

10◦C /20S 60±4.72,b 73±3.33 1,a 62±4.012,b 
20◦C /15S 71±3.511,a 76±2.941,a 71±3.511,a 
30◦C /10S 78±2.221,a 76±2.941,a 78±2.221,a 
40◦C /8S 73±3.331,a 76±2.941,a 73±3.331,a 
50◦C /5S 76±2.941,a 76±2.941,a 22±7.032,b 
60◦C /4S 67±6.6712,a 7±3.332,b 0±0.004,c 
70◦C /3S 9±3.512,a 7±3.332,a 9±3.513,a 

ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเวลาแช่แข็ง 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างการละลาย 
 
 
ตารางที่ 4  ระยะเวลาการเคลื่อนที ่(วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางห่อหุ้ม

ด้วยหลอดสายไฟฟ้าด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาการแช่แข็งและอณุหภูมิการ
ละลายต่างกัน 

 
การละลาย 

น้้าแข็ง 
ระยะเวลาแชแ่ข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 100±11.4712,a 103±8.9812,a 98±5.1312,a 
20◦C /15S 128±12.821,a 115±13.912,a 127±16.412,a 

30◦C /10S 90±9.5212,a 102±7.7512,a 127±10.1112,a 
40◦C /8S 109±11.0612,a 112±10.9312,a 107±11.9812,a 
50◦C /5S 98±11.002,a 121±10.682,a 71±20.022,a 
60◦C /4S 121±5.031,a 39±19.843,b 0±0.004,c 
70◦C /3S 51±0.063,a 28±15.773,a 56±22.433,a 

ตัวอักษร Superscript ทีเ่หมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเวลาแช่แข็ง 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างการละลาย 
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4.2.2 คุณภาพสเปิร์มแช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซลิิโคน 
 การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในหลอดฟางที่หุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคนในน้้าแข็งแห้ง
นาน 10, 20 และ 30 นาที และน้ามาเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวก่อนการน้ามาละลายที่อุณหภูมิ 10, 
20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียน
ขาวที่ใช้อุณหภูมิในการละลาย 10, 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่าง
มีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับการละลายที่อุณหภูมิที่  50 และ 60 องศาเซลเซียส  
อย่างไรก็ตามระยะเวลาในการแช่แข็งน้เชื้อนาน 10, 20 และ 30 นาที ไม่ท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อน
ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวมีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 5)  

การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่
ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคนหลังจากการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิต่างกันพบว่า การละลาย
น้้าเช้ือเมื่อใชอุ้ณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เปรียบเทียบกับการละลายที่อุณหภูมิ 70 
องศาเซลเซียส และระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเช้ือนาน 10, 20 และ 30 นาที ไม่มีผลต่อระยะเวลการ
เคลื่อนของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 6) 
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ตารางที่ 5  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางห่อหุ้มด้วยสาย
หลอดซิลิโคนดว้ยการใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาการแช่แข็งและอุณหภูมิการละลาย
ต่างกัน 

 
การละลาย 

น้้าแข็ง 
ระยะเวลาแชแ่ข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 47±8.161,a 40±3.331,a 38 ±4.011,a 
20◦C /15S 47±4.711,a 40±4.711,a 42±2.221,a 
30◦C /10S 40±5.771,a 38±5.211,a 49±4.841,a 
40◦C /8S 44±2.941,a 42±5.211,a 36±6.481,a 
50◦C /5S 40±3.332,a 29±3.512,b 31±4.841,ab 
60◦C /4S 31±3.512,a 27±3.332,a 22±2.222,a 
70◦C /3S 9±3.513,b 22±2.223,a 11±3.513,b 

ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเวลาแช่แข็ง 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างการละลาย 
 
 
ตารางที่ 6  ระยะเวลาการเคลื่อนที ่(วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางห่อหุ้ม

ด้วยสายหลอดซิลิโคนด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาการแช่แข็งและอณุหภูมิการ
ละลายต่างกัน 

 
การละลาย 

น้้าแข็ง 
ระยะเวลาแชแ่ข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 113±17.851,a 92±9.651,a 96±8.781,a 
20◦C /15S 85±15.551,a 80±11.921,a 88±16.311,a 
30◦C /10S 114±17.591,a 109±10.671,a 97±11.481,a 
40◦C /8S 86±15.111,a 91±16.771,a 101±13.341,a 
50◦C /5S 78±10.881,a 106±20.771,a 83±14.201,a 
60◦C /4S 106±12.481,a 75±12.211,a 93±14.951,a 
70◦C /3S 22±11.592,a 99±15.392,a 32±12.142,a 

ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเวลาแช่แข็ง 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างการละลาย 
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4.2.3 คุณภาพสเปิร์มแช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube 
 การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง โดยใช้หลอด Centrifuge tube 
ห่อหุ้มหลอดฟางแชแ่ข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที แล้วน้าเอาเฉพาะหลอดฟางไปละลายหลังการเก็บ
รักษาในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ที่เวลาที่ต่างกัน 
พบว่าอุณหภูมิในการละลายน้้าเช้ือมีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม โดยการละลายน้้าเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิที่ 10, 20, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส แต่ไม่แตกต่าง 
(P>0.05) กับการใช้อุณหภูมิที่ 10, 20, 40 และ 60 องศาเซลเซีย   การแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้ง
ด้วยการใช้หลอดฟางที่หุ้มด้วย Centrifuge tube ที่ระยะเวลานาน 20 และ 30 นาที ท้าให้สเปิร์ม
หลังการละลายมีการเคลื่อนที่แตกต่างกับการแช่แข็งที่ระยะเวลา 10 นาทีอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) (ตารางที่ 7) 

การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่
ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube พบว่ามีความแตกต่างกันเมื่อใช้อุณหภูมิในการละลายต่างกัน 
โดยระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ถูกละลายที่อุณหภูมิที่ 10 และ 20 องศาเซลเซียส มีความ
แตกต่างกับระยะเวลาในการเคลื่อนของสเปิร์มที่ถูกละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยการละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสเมื่อเปรียบเทียบกับการ
ละลายที่อุณหภูมิ 30 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างของเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) แต่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) กับการ
ละลายที่อุณหภูมิ 50 และ 70 องศาเซลเซียส    ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้งที่
ใช้เวลา 10 และ 20 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
การแช่แข็งนาน 30 นาที (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 7  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางห่อหุ้มด้วย
หลอด Centrifuge tube ด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาการแช่แข็งและอุณหภูมิการ
ละลายต่างกัน  

 
การละลาย 

น้้าแข็ง 
ระยะเวลาแชแ่ข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 27±3.332,a 36±2.941,a 29±3.5112,a 
20◦C /15S 31±3.5112,a  33±4.711,a 36±4.441,a 
30◦C /10S 47±4.711,a 36±4.441,a 42±4.011,a 
40◦C /8S 40±5.771,a 22±4.012,b 29± 3.5112,b 
50◦C /5S 40±3.331,a 7±3.333,b 4±2.933,b 
60◦C /4S 31±4.8412,a  22±2.222,b 27±4.7112,ab 
70◦C /3S 16±4.443,a  4±2.943,b 2±2.223,b 

ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเวลาแช่แข็ง 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างการละลาย 
 
 
 
ตารางที่ 8  ระยะเวลาการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางห่อหุ้ม

ด้วยหลอด Centrifuge tube ด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาการแช่แข็งและอุณหภูมิ
การละลายต่างกัน  

 
การละลาย 

น้้าแข็ง 
ระยะเวลาแชแ่ข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 119±14.541,a 125±10.131,a 85±16.821,b 
20◦C /15S 105±19.111,a 113±11.271,a 115±9.291,a 
30◦C /10S 83±13.0312,ab 117±5.541,a 74±13.3812,b 
40◦C /8S 107±18.311,a 68±15.152,ab 54±9.162,b 
50◦C /5S 49±10.643,a 25±15.933,a 22±14.423,a 
60◦C /4S 106±10.621,a 104±7.10 1,a 78±13.2712,b 
70◦C /3S 27±10.823,a 12±10.593,a 12±12.223,a 

ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเวลาแช่แข็ง 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างการละลาย 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
5.1 ผลของสารละลายบัฟเฟอร์และสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา  
     ตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง 

ผลการศึกษาการทดลองในครั้งนี้แสดงให้เห็นว่า การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอด
ฟางขนาด 250 ไมโครลิตรด้วยการใช้ Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO หรือใช้ Ca-F HBSS ร่วมกับ 
Sucrose น่าจะมีความเป็นไปได้ในการน้ามาพัฒนาเทคโนโลยีที่เหมาะสมต่อไปเพื่อการแช่แข็งน้้าเชื้อ
ปลาที่มีความส้าคัญทางเศรษฐกิจด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง เพราะชุดการทดลองเหล่านี้ ต่างก็มีผลท้าให้
คุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย (เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิต
ของสเปิร์ม) มีค่าสูงกว่าชุดการทดลองอื่นๆ โดยเฉพาะชุดการทดลองที่ใช้ Ca-F HBSS และ 10% 
DMSOO จึงควรน้ามาพัฒนาการแช่แข็งน้้าเชื้อต่อไปเพื่อให้ได้เทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วย
น้้าแข็งแห้งให้มีความเหมาะสม ประกอบกับการน้าสารไครโอโพรเทคแทนท์ทั้งสองชนิด (DMSO และ 
Sucrose) ไปแช่แข็งน้้าเชื้อร่วมกับการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ HBSS หรือ 0.85% NaCl ต่างก็ยังคง
ท้าให้คุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลายอยู่ในเกณฑ์เหมาะสม แม้ว่าคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลายมีค่าต่้า
กว่าเมื่อเปรียบเทียบกับการแช่แข็งน้้าเชื้อด้วย Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO หรือใช้ Ca-F HBSS 
ร่วมกับ Sucrose แสดงให้เห็นว่า สารไครโอโพรเทคแทนท์ DMSO และ Sucrose มีความเหมาะสม
ในการน้ามาใช้แช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง 

การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้งในเบื้องต้นแม้จะประสบผลส้าเร็จแต่
สเปิร์มมีการเคลื่อนที่หลังการละลายค่อนข้างต่้ากว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสดค่อนข้างมาก 
รวมทั้งสเปิร์มที่มีชีวิตหลังการแช่แข็งก็มีค่าต่้ากว่าที่พบในน้้าเชื้อสดมากเช่นกัน แสดงว่ายังต้องมีการ
พัฒนาที่เหมาะสมต่อไปเพื่อให้คุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งมีค่าใกล้เคียงกับคุณภาพน้้าเชื้อสด  สาเหตุที่ท้า
ให้คุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งในการศึกษาครั้งนี้มีคุณภาพต่้ากว่าคุณภาพน้้าเชื้อสด น่าจะมีความเกี่ยวข้อง
กับอัตราการลดอุณหภูมิ (cooling rate) ที่เร็วเกินไป เพราะน้้าเชื้อที่อยู่ในหลอดฟางที่บอบบางเมื่อ
น้าไปใส่ในน้้าแข็งแห้งที่มีอุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที จะท้าให้อุณหภูมิของน้้าเช้ือที่อยู่
ในหลอดฟางลดลงอย่างรวดเร็ว ท้าให้น้้าเชื้อแข็งตัวรวดเร็วเกินไป จึงต้องพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อ
เพื่อให้สามารถลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งให้มีความเหมาะสม เพื่อให้คุณภาพน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการ
ละลาย มีคุณภาพไม่แตกต่างกับน้้าเชื้อสด  แนวทางหนึ่งที่เหมาะสมจ้าเป็นต้องใช้วัสดุที่เหมาะสมมา
ห่อหุ้มหลอดฟางท้าหน้าที่เสมือนฉนวน เพื่อท้าให้การลดอุณหภูมิไม่ลดลงเร็วเกินไป เพราะแหล่ง
ความเย็นที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้คือน้้าแข็งแห้งที่มีอุณหภูมิคงที่ -79 องศาเซลเซียส ซึ่งไม่สามารถปรับ
ลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งได้เช่นเดียวกับการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (controlled-rated 
programmable freezer) ที่สามารถปรับเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิได้ตามต้องการในการแช่แข็ง 
หรือการแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวท่สามารถใช้ความสูงในการแช่แข็งเป็นตัวปรับให้มีการลด
อุณหภูมิอย่างเหมาะสม (Ashwood-Smith, 1980; Draper et al., 2009; Sahinoz et al., 2018) 
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5.2 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ และอัตราการละลายที่มีต่อคุณภาพของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว 
     ที่ผ่านการแช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 
 การพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวให้มีคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย (post-
thawed sperm quality) ที่ดีขึ้น โดยน้าน้้าเชื้อมาเจือจางด้วย Ca-F HBSS และ 10% DMSO แล้ว
ลดอุณหภูมิน้้าเชื้อในชุดทดลอง (treated groups) โดยใช้วัสดุห่อหุ้มหลอดฟางขนาด 250 ไมโครลิตร
ใน 3 รูปแบบได้แก่ หลอดสายไฟฟ้า สายหลอดซิลิโคน และหลอด Centrifuge tube แล้วท้าการแช่
แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้งบดละเอียดนาน 10, 20 และ 30 นาทีจึงน้าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวและ
น้ามาละลายใน Water bath ที่อุณหภูมิน้้าแตกต่างกัน เปรียบเทียบกับชุดควบคุมที่แช่แข็งน้้าเชื้อใน
น้้าแข็งแห้งโดยไม่ห่อหุ้มหลอดฟาง (control group) พบว่าชุดการทดลองที่แช่แข็งน้้าเชื้อด้วยการใช้
หลอดสายไฟฟ้าหุ้มหลอดฟาง ให้คุณภาพสเปิร์มหลังการละลายดีที่สุด เมื่อเปรียบเทียบกับอีก 2 ชุด
การทดลองที่ใช้สายหลอดซิลิโคน หรือหลอด Centrifuge tube โดยน้้าเชื้อแช่แข็งในชุดการทดลองที่
ใช้หลอดสายไฟฟ้าห่อหุ้มหลอดฟาง โดยแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้ง 10 นาทีและละลายน้้าเชื้อที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส (ตารางที่ 3) มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายสูง 
(78±2.2%) ไม่แตกต่างกับชุดควบคุม (แช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้งโดยไม่ห่อหุ้มหลอดฟาง) ที่มี
ค่าประมาณ (86.7±6.7%) แสดงให้เห็นว่าการแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้งให้มีคุณภาพดี ควรน้า
น้้าเชื้อที่เจือจางมาบรรจุในหลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตรที่หุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าก่อนเริ่มท้าการลด
อุณหภูมิด้วยน้้าแข็งแห้ง    อย่างไรก็ตามสาเหตุที่ท้าให้การแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้งได้ผลดีเมื่อ
น้าหลอดฟางมาหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าก่อนการแช่แข็ง อาจมีความเกี่ยวข้องกับหลอดสายไฟฟ้าที่ได้
ผลิตมาจาก PVC (Polyvinyl chloride) ที่มีความหนา 0.14 เซนติเมตร สายไฟมีค่าการน้าความร้อน 
0.19 W/m K (The Engineering Tool Box. 2 0 1 6 )  ซึ่ ง เ มื่ อ ใ ช้  Thermocouple-probe 
thermometer type K วัดการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าขณะ
แช่แข็งในน้้าแข็งแห้งก็สามารถค้านวณอัตราการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง (Cooling rate) ได้ที่อัตรา
การลดอุณหภูมิ -31.8 องศาเซลเซียส/นาที  ผลการทดลองนี้มีความสอดคล้องกับการทดลองของ 
Yasui et al. (2008) ที่น้าหลอดฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร มาเป็นวัสดุห่อหุ้มหลอดฟางขนาด 250 
ไมโครลิตรเพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อปลา loach (M. anguillicaudatus) โดยน้ามาลดอุณหภูมิในน้้าแข็งแห้ง 
2 นาที ซึ่งสามารถลดอุณหภูมิได้ในอัตรา -33.3±2.09 องศาเซลเซียส/นาที โดยมีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลา loach มีค่าใกล้เคียงกันกับการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาตะเพียนขาวในการ
ทดลองนี้    นอกจากนี้ผลการศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้น้้าแข็งแห้งเป็น
แหล่งความเย็นในการลดอุณหภูมิซึ่งนอกจากสามารถใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวให้มี
คุณภาพดีหลังการละลาย ยังมีประสิทธิภาพในการแช่แข็งน้้าเช้ือปลาตะเพียนขาวได้ดีเช่นเดียวกับการ
แช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Boonthai et al., 2016c) 
หรือด้วยการใช้วิธีการลดอุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลว (ปฏิญญา อ้นขวัญเมืองและคณะ, 2551) ที่
ท้าให้น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งยังคงมีคุณภาพดีหลังการละลาย   

การศึกษาผลของการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิแตกต่างกัน 7 ระดับ (10, 20, 
30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส) ที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย พบว่าการละลาย
น้้าเชื้อที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มและระยะเวลาการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าลดต่้าลง เมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิอื่นๆที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาว   โดยทั่วไปการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร เมื่อมีการใช้
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อุณหภูมิในการละลายที่ 70 องศาเซลเซียส สามารถประสบความส้าเร็จในปลาหลายชนิดเช่น ปลาไน 
(Cyprinus carpio; Irawan et al., 2010)  ป ล า ก ะ พ งแ ด ง  (Lutjanus argentimaculatus; 
Vuthiphandchai et al., 2009a) เป็นต้น แต่ในการทดลองครั้งนี้กลับได้ผลไม่ดีเมื่อละลายน้้าเชื้อ
ปลาที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสในทุกชุดการทดลองที่หุ้มหลอดฟางด้วยหลอดสายไฟฟ้า สายหลอด
ซิลิโคน หรือหลอด Centrifuge tube แต่ได้ผลดีเมื่อละลายที่อุณหภูมิต่้ากว่า 60 องศาเซลเซียส ซึ่ง
การละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าเมื่อน้ามา
ละลายที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที ท้าให้สเปิร์มมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สูงหลังการ
ละลาย   สาเหตุที่ท้าให้การละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสท้าให้สเปิร์มเคลื่อนที่ต่้า
อาจมีความเกี่ยวข้องกับปริมาณการบรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ถูกเจือจางลงในหลอดฟาง 
เนื่องจากในการทดลองครั้งนี้มีการบรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ถูกเจือจางลงไปเพียง 0.80 
มิลลิลิตร ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ซึ่งเป็นการใช้น้้าเชื้อในปริมาณน้อยเมื่อเปรียบเทียบกับ
งานวิจัยอื่นๆที่มักจะใส่น้้าเชื้อปริมาณมากถึง 0.20 มิลลิลิตร ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้เมื่อมีการใช้อุณหภูมิละลายน้้าเชื้อที่สูงกับน้้าเชื้อที่มีปริมาณน้อย จึงอาจ
ส่งผลท้าให้อุณหภูมิน้้าเชื้อหลังการละลายภายในหลอดฟางมีค่าสูงขึ้นอย่างรวดเร็วหลังการละลาย ท้า
ให้เซลล์สเปิร์มที่อยู่ภายในหลอดฟางได้รับความเสียหายจากความร้อนที่เพิ่มขึ้น ส่งผลให้คุณภาพ
น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวหลังการละลายในชุดการทดลองที่ใช้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสมีเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มลดลง ดังนั้นการละลายน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตรหากมีการบรรจุน้้าเชื้อในปริมาณน้อยกว่า 
0.80 มิลลิลิตร จึงควรใช้อุณหภูมิในการละลายที่ต่้าลง เช่น ใช้อุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง
ระหว่าง 10-60 องศาเซลเซียส เช่นในการทดลองแช่แข็งน้้าเชื้อปลา loach (M. anguillicaudatus) 
ได้น้าน้้าเชื้อปลา loach ที่แช่แข็งมาละลายที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที (Yasui et 
al. 2008) หรือการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา Sturgeon เมื่อใช้หลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตร ควรใช้
อุณหภูมิเพื่อการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 8 วินาที (Yamaner et al., 2015) 
หรือการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาช่อนทะเลในหลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตรซึ่งได้บรรจุน้้าเชื้อปลาช่อนทะเลลง
ไป 0.23 มิลลิลิตรควรใช้อุณหภูมิส้าหรับการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
10 วินาที (นิพนธ์ เสนอินทร์ และคณะ 2555) และยังสอดคล้องกับการการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งของ
ปลากะรังหงสท์ี่อุณหภูม ิ40  องศาเซลเซียส นาน 8 วินาที (เรณู ยาชิโร และนิพนธ ์เสนอินทร ์2551)  

 

 
สรุปผลการทดลอง  

1. การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง ควรท้าโดยน้าน้้าเชื้อสดมาเจือจางใน
สารละลาย Ca-F HBSS ที่มี DMSO ความเข้มข้นสุดท้าย 10% แล้วบรรจุในหลอดฟางขนาด 0.5 
มิลลิลิตรที่ใช้หลอดสายไฟฟ้าหุ้มก่อนการแช่แข็งในน้้าแข็งแห้งบดละเอียด   

2. ระยะเวลาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้งบดละเอียดระหว่าง 10-30 
นาที ไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย  

3. อุณหภูมิที่ใช้ละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 10-60 องศาเซลเซียส ไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย  
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