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ดวงจนัทร์  ดอกพอง : การเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืด Small scale mud carp, 
Cirrhinus microlepis แบบระยะสั้นและแบบระยะยาว (SHORT-TERM AND LONG-
TERM STORAGE OF SMALL SCALE MUD CARP, Cirrhinus microlepis SPERM)                
อาจารยท่ี์ปรึกษา : อาจารย ์ดร.สมร  พรช่ืนชูวงศ,์ 113 หนา้. 

  
 การศึกษาความเป็นไปไดข้องการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดไดท้าํการศึกษาทั้ง
การเก็บรักษาแบบระยะสั้นและการเก็บรักษาแบบระยะยาว แบ่งการศึกษาออกเป็น 3 การทดลอง 
โดยการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะสั้นไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองย่อยดงัน้ี (1.1) ผล
ของสาร extender และระยะเวลาการเก็บต่อการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะสั้ นของนํ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืด (1.2) ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บท่ีเหมาะสม
ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้น การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะยาวไดแ้บ่ง
ออกเป็น  2 การทดลองย่อยดังน้ี  (2.1) ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร  cryoprotectant ท่ี
เหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ (2.2) ผลของอตัราการ
ลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ และการ
ทดลองท่ี 3 ผลของจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํ้ าเช้ือสดและ
นํ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 

การศึกษาผลของสาร extender ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด
แบบระยะสั้น โดยใชส้าร extender 10 ชนิด (Kurokura medium-KU, modified cortland solution-MC, 
Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution-C-F HBSS, modified fish ringer's solution-MFR, 
0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution-HBSS, sperm motility inhibiting saline medium-SM, 
Immobilizing Saad solution-Saad, 350 mM glucose and Immobilizing solution-IM) ทาํการเจือจาง
นํ้ าเช้ือในสาร extender แต่ละชนิด และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4๐C จากนั้นทาํการทดสอบผลของสาร 
extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 
96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบวา่การเกบ็ท่ีระยะเวลา 6-24 ชัว่โมง การใชส้าร extender ทั้ง 10 ชนิด ไม่
มีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวติ (P>0.05) ยกเวน้การใช ้Saad และ SM ท่ีระยะเวลาการ
เกบ็ 12 และ 24 ชัว่โมง มีอตัราการมีชีวิตตํ่ากวา่การใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ และเม่ือทาํการเก็บใน
ระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนท่ี 48-96 ชั่วโมง พบว่าการใช้ MC และ IM ยงัมีอัตราการเคล่ือนท่ีสูง
กว่า 50% และสูงกว่าสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
เม่ือนาํสาร extender ทั้ง 10 ชนิด มาทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ ณ เวลา 48 
ชัว่โมง พบว่าการใชส้าร extender 3 ชนิด (HBSS, MC และ KU) ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของ
นํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด และให้ผลไม่แตกต่างจากการใช้นํ้ าเช้ือสด (P>0.05) จากนั้นนําสาร
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extender ทั้ง 3 ชนิด ดงักล่าว (HBSS, MC และ KU) มาทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ ณ เวลาการ
เกบ็ท่ี 72 ชัว่โมง พบวา่การใช ้HBSS ใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิสูงสุด 28.39±3.44% (55% ของนํ้ าเช้ือสด)
จากนั้ นนําสาร extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุดจากการทดลองที่ 1.1 (HBSS) มาศึกษาอตัราการเจือจางท่ี
อตัราส่วนต่าง ๆ คือ 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าการใช้
อตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต
และอตัราการเคล่ือนท่ี และใหผ้ลไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (undiluted sperm, P>0.05) ท่ีระยะเวลา
การเกบ็เร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) และพบว่าเม่ือระยะเวลาการเก็บเพิ่มข้ึนเป็น 48 ชัว่โมง และเพิ่มอตัราการเจือ
จางเป็น 1: 10 และ 1: 15 ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ตํ่ากว่า
การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 และ 1: 5 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  

การศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บ
รักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด (dimethyl 
sulfoxide-DMSO, dimethyl acetamide-DMA, glycerol and methanol-MeOH) ท่ีระดับความเขม้ขน้ 
5, 10 และ 15% และใช ้HBSS เป็นสาร extender พบวา่การใช ้5% glycerol มีอตัราการปฏิสนธิสูงสุด
64.97±1.82% (74% ของนํ้ าเช้ือสด) ซ่ึงสูงกว่าทรีทเมนตอ่ื์น ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัสาํคญัทาง
สถิติ (P<0.05) จากนั้นเลือกสาร cryoprotectant ท่ีให้ผลดีท่ีสุด คือ 5% glycerol ร่วมกับ HBSS มา
ทาํการศึกษาผลของอตัราการลดอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดย
วิธีการแช่แขง็ โดยใชว้ิธีอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ (One-step, Two-steps และ Three-steps) พบว่า
การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิต
สูงกวา่การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ Three-steps อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  

การศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิทั้งในนํ้ าเช้ือสดและ
นํ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด ในนํ้าเช้ือสดพบวา่เม่ือใชน้ํ้ าเช้ือ 1×106: 1 และ 1.5×106: 1 ไม่มี
ผลต่ออัตราการปฏิสนธิ (P<0.05) ส่วนในนํ้ าเช้ือแช่แข็งพบว่าเม่ือใช้จาํนวน sperm: egg ratio ท่ี
อัตราส่วน 1.30×106:1, 1.95×106: 1 และ 2.60×106: 1 ส่งผลให้มีอัตราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกัน
(P>0.05) แต่เม่ือมีการเพิ่มหรือลดจาํนวน sperm: egg ratio ทั้งในนํ้าเช้ือสดและนํ้าเช้ือแช่แขง็ มีผลทาํ
ใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
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DUANGCHAN  DOKPONG : SHORT-TERM AND LONG-TERM STORAGE 

OF SMALL SCALE MUD CARP, Cirrhinus microlepis SPERM. THESIS 

ADVISOR : SAMORN  PONCHUNCHOOVONG, Ph.D., 113 PP. 

 

SHORT-TERM STORAGE/LONG-TERM STORAGE/FREEZING RATE/ 

SPERM: EGG RATIO/SPERM/Cirrhinus microlepis  

 

This study examined the feasibility of short-term and long-term storage of 

small scale mud carp, Cirrhinus microlepis sperm. Three major experiments were 

carried out. The first experiment was subdivided into two parts for short-term storage: 

(1.1) the effect of extenders and times storage on short term storage of C. microlepis 

sperm, (1.2) the effect of dilution ratios (sperm: extender) and times storage on short-

term storage of C. microlepis sperm. The second experiment was also divided into two 

parts for long-term storage: (2.1) the effect of cryoprotectants and their concentrations on 

cryopreservation of C. microlepis sperm, (2.2) and the effect of freezing procedures on 

cryopreservation of C. microlepis sperm. The third experiment was to investigate the  

effects of fresh and cryopreserved sperm on fertilization rates of C. microlepis.  

The effects of ten extenders (Kurokura medium-KU, modified cortland solution-

MC, Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution-C-F HBSS, modified fish ringer's 

solution-MFR, 0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution-HBSS, sperm motility inhibiting 

saline medium-SM, Immobilizing Saad solution-Saad, 350 mM glucose and Immobilizing 

solution-IM) on the short term storage of C. microlepis sperm were investigated. Sperm 

samples were diluted with each extender and stored for 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 

96, 108 and 120 h at 4๐C, motility and viability rates were assessed. Ten of the extenders
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used did not affect motility and viability rates after storage for 6-24 h (P>0.05), except 

Saad and SM diluents in which viability rates were significantly lower than other 

extenders after storage for 12 and 24 h. With increasing storage time from 48 to 96 h, 

the sperm diluted with MC and IM retained motility rate more than 50%, and was 

significantly higher than the other extenders (P<0.05). After storage for 48 h, the 

effects of ten extenders on the fertilization rate were investigated. Three extenders 

(HBSS, MC and KU) did not affect the fertilization rates of C. microlepis sperm and 

produced no significant difference from the control (P>0.05). These three extenders 

(KU, MC and HBSS) were used to investigate the fertilization rate, at 72 h of storage. 

The highest fertilization rate 28.39±3.44% (55% of control) resulted from HBSS 

diluent. The best extender from the experiment 1.1 (HBSS) was used to evaluate the 

effects of four dilution ratios (sperm: extender) at 1:3, 1:5, 1:10 and 1:15 and times 

storage at 0, 48 and 72 h. At the beginning of the time storage (0 h), dilution ratios 

among 1:3, 1:5, 1:10 and 1:15 did not affect the percentages of fertilization, viability 

and motility. These results were not significantly different from the control treatment 

(undiluted sperm, P>0.05). Increasing dilution ratios up to 1:10 and 1:15 resulted in 

lower fertilization, viability and motility rates than those of 1:3 and 1:5 ratios (P<0.05), 

when stored for 48 h. 

The effects of four cryoprotectants (dimethyl sulfoxide-DMSO, dimethyl 

acetamide-DMA, glycerol and methanol-MeOH) at three concentrations (5, 10 and 

15%) on the cryopreservation of C. microlepis sperm were investigated. HBSS diluent 

was used as an extender. The highest fertilization rate 64.97±1.82% (74% of control) 

was achieved with 5% glycerol. This had a significantly higher result than the other 

treatments (P<0.05). Since the combination of 5% glycerol and HBSS yielded the best 
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fertilization percentage, it was chosen to investigate the effect of three freezing procedures 

(one-step, two-steps and three-steps) on the cryopreservation of C. microlepis sperm. The 

percentage of fertilization and viability of frozen sperm resulting from one-step and 

two-step freezing procedures yielded a higher rate of fertilization and viability than 

that of the three-step freezing procedures (P<0.05). 

The optimal sperm: egg ratios for fresh and cryopreserved sperm of C. microlepis 

were determined. The sperm: egg ratios of 1×106: 1 and 1.5×106 did not affect the 

fertilization rates of fresh sperm (P>0.05). In frozen sperm, the fertilization rates 

obtained from the sperm: egg ratios of 1.30×106: 1, 1.95×106: 1 and 2.60×106: 1 were 

not significantly different (P>0.05). Both excessive and insufficient sperm concentrations 

from both fresh and frozen sperm resulted in reduced fertilization rates of C. microlepis 

sperm (P<0.05). 
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บทที ่1 
บทนํา 

 

1.1  ความสําคญัและทีม่าของปัญหาในการทาํวจิยั 

ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด หรือปลาพอน (Cirrhinus microlepis) Sauvage เป็นปลาพื้นเมืองของ
ไทย ซ่ึงเป็นปลานํ้ าจืดท่ีอยูใ่นวงศป์ลาตะเพียน มีรูปร่างเพรียวยาวลาํตวัค่อนขา้งกลม ปากเลก็ เกลด็
เล็ก สีของลาํตวัมีตั้งแต่สีส้มปนเทาจนถึงสีนํ้ าตาลปนสีขาวเงิน ทอ้งสีขาว ครีบหลงัและครีบหางสี
นํ้าตาลปนเทา ปลายครีบสีชมพ ูเดิมพบมากตามแม่นํ้ าเจา้พระยาตั้งแต่จงัหวดัอยธุยาข้ึนไปถึงจงัหวดั
นครสวรรค ์ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบมากในแม่นํ้ าโขง (กรมประมง, 2530) แต่ในปัจจุบนั
ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดในธรรมชาติมีจาํนวนลดน้อยลง (Rainboth, 1996) เน่ืองจากถ่ินท่ีอยู่อาศยัถูก
ทาํลาย และส่ิงแวดลอ้มเส่ือมโทรม จากการขยายตวัของชุมชน และพื้นท่ีการเกษตรท่ีก่อมลพิษสู่
แหล่งนํ้ า รวมถึงการทาํประมงเกินขนาด และการจับปลาในฤดูผสมพันธุ์ ซ่ึงในปัจจุบันจาก
ฐานข้อมูลชนิดพันธ์ุท่ีถูกคุมคามในประเทศไทย  (Red Data of Thailand, 2005) ของสํานักงาน
นโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติ  และส่ิงแวดล้อม ได้จัดให้ปลานวลจันทร์นํ้ าจืดอยู่ใน
สถานภาพมีแนวโนม้ใกลสู้ญพนัธ์ุ ต่อมามีหลายหน่วยงานท่ีเห็นความสาํคญัของสถานการณ์ดงักล่าว
โดยเฉพาะอย่างยิ่งจากรายงานของสถานีประมงนํ้ าจืดจงัหวดันครพนม มีการรวบรวมพ่อแม่พนัธ์ุ
ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดจากแม่นํ้ าโขงในเขตจงัหวดันครพนมและจงัหวดัมุกดาหารมาทาํการทดลอง
เล้ียงในบ่อดิน และพบว่าปลาชนิดน้ีสามารถเจริญเติบโตได้ดีสามารถเล้ียงเพื่อบริโภคได้ จึง
ทาํการศึกษาเพาะพนัธุ์เพื่อผลิตปลาชนิดน้ีปล่อยสู่แหล่งนํ้ าธรรมชาติเป็นการฟ้ืนฟูพนัธ์ุสัตวน์ํ้ าใหค้ง
มีอยูต่่อไป และสามารถส่งเสริมอาชีพใหแ้ก่เกษตรกรได ้โดยจากการศึกษาพบว่าฮอร์โมนสังเคราะห์
(LHRHa) ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อนํ้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม มีความเหมาะสมต่อการ
กระตุน้การตกไข่ของแม่ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด (เจริญ อุดมการ, อรรณพ อ่ิมศิลป์, สมบติั สิงห์สี, 
มาลยั อ่ิมศิลป์ และ พิน พลไชย, 2547) แต่อย่างไรก็ตามพบว่าปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดเพศผูมี้ปริมาตร
นํ้ าเช้ือน้อย โดยมีปริมาตรนํ้ าเช้ือประมาณ 0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตัว แต่มีความเข้มข้นของนํ้ าเช้ือ
ถึง 1.65±0.25×1010 ตวั/มิลลิลิตร จากสาเหตุดงักล่าวจึงเป็นอุปสรรคสาํหรับการเพาะพนัธุ์ปลาชนิด
น้ี เหตุน้ีการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดจึงน่าจะเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีช่วยในการแกปั้ญหา
ดังกล่าว ซ่ึงการเก็บรักษานํ้ าเช้ือมีวิธีการเก็บ 2 วิธี คือ การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะสั้ น จะใช้
สาร extender ในการเจือจางนํ้าเช้ือเพื่อเพิ่มปริมาตร เป็นแหล่งพลงังานให้กับตวัอสุจิเพื่อใช้ใน
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กระบวนการเมแทบอลิซึม อีกทั้งสาร extender ยงัช่วยยดืระยะเวลาการเคล่ือนท่ีใหก้บัตวัอสุจิโดยการ
เลือกชนิดของสาร extender นั้น ควรมีค่า pH และค่าออสโมลาลิต้ีใกลเ้คียงกบั seminal plasma ของ
นํ้ าเช้ือปลาท่ีทาํการศึกษาโดยทั่วไปค่าออสโมลาลิต้ีท่ีเหมาะสมในปลากลุ่ม carp จะอยู่ในช่วง
ระหว่าง 254-346 mOsmol/kg (Alavi and Cosson, 2006) หากอสุจิอยู่ในสภาวะที่ มีค่าออสโมลาลิ ต้ี
ต ํ่า (hypotonic) จะกระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ ซ่ึงสารละลายท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีต ํ่ากว่า 200 
mOsmol/kg จะกระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิในปลากลุ่ม carp และต่อมาเซลล์อสุจิจะหยุดการ
เคล่ือนไหว และเซลล์อาจแตกหรือถูกทาํลายเน่ืองจากเซลล์บวม (Alavi and Cosson, 2005) และ
สภาวะท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีสูง (hypertonic) ทาํให้เซลล์มีการสูญเสียนํ้ าเกิดสภาวะเซลล์เห่ียว ซ่ึง
อาจจะเป็นสาเหตุทาํใหโ้ครงสร้างของ phospholipids bilayer และเซลลเ์มมเบรนของตวัอสุจิถูกทาํลาย
(Jenking-Keeran and Woods, 2002) ส่งผลให้ไม่สามารถผสมกับไข่ได้ สําหรับผลของ pH พบว่า
หากอสุจิอยูใ่นสภาวะท่ีมี pH ตํ่า จะทาํให้อสุจิมีการใชอ้อกซิเจนเพิ่มข้ึน และมีการผลิตกรดแลกติก 
ส่งผลให้อสุจิมีการเคล่ือนท่ีลดลง และหากอสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมี pH สูง จะส่งผลให้อสุจิมีอัตรา         
เมแทบอลิซึมสูงข้ึน ดงันั้นการเลือกสาร extender ให้มีค่า pH และออสโมลาลิต้ี ท่ีเหมาะสมจึงมี
ความจาํเป็นสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้นเพราะสาร extender นอกจากสามารถยืด
ระยะเวลาการเคลื่อนท่ีให้กบัตวัอสุจิแลว้ ยงัสามารถใชเ้จือจางเพื่อเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือไดอี้กดว้ย จึง
น่าจะเป็นประโยชน์สําหรับการศึกษาและประยุกตใ์ชก้บัปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด ซ่ึงพบว่ามีปริมาตร
นํ้ าเช้ือน้อย แต่มีความเขม้ขน้ของนํ้ าเช้ือสูง จึงไดมี้การศึกษาอตัราการเจือจางระหว่างนํ้ าเช้ือต่อ
สาร extender เพื่อเป็นการเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือ ให้สามารถนาํไปผสมเทียมกบัไข่ไดง่้ายข้ึน และใน
การเกบ็รักษานํ้าเช้ือแบบระยะยาวหรือการเก็บโดยวิธีการแช่แขง็ ซ่ึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีช่วยดาํรง
พนัธุ์ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด เพราะเป็นวิธีท่ีสามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดไวไ้ดน้าน
เป็นระยะเวลาหลายปีโดยการเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลว (-196๐C) ซ่ึงอาศัยการทาํงานของสาร 
extender ร่วมกับสาร cryoprotectant โดยสาร cryoprotectant มีหน้าท่ีป้องกันอันตรายของเซลล์
ระหวา่งกระบวนการแช่แขง็ นอกจากน้ีอตัราการลดอุณหภูมิเป็นปัจจยัสาํคญัอยา่งหน่ึงท่ีจะทาํใหก้าร
เก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบระยะยาวประสบความสาํเร็จ เน่ืองจากการลดอุณหภูมิชา้หรือเร็วเกินไปก็จะทาํ
ให้เกิดอนัตรายต่อตวัอสุจิได ้หากมีการลดอุณหภูมิชา้เกินไปก็จะทาํให้มีการสูญเสียนํ้ าจากภายใน
เซลลอ์อกสู่ภายนอกเซลลใ์นปริมาณท่ีมาก ส่งผลให้เกิดภาวะเซลลเ์ห่ียว และอาจทาํให้ความเขม้ขน้
ของตวัทาํละลายภายในเซลลสู์งเกินไป เม่ือตวัอสุจิสัมผสัอยู่กบัสารละลายที่มีความเขม้ขน้สูงเป็น
เวลานาน ก็จะทาํให้เกิดอนัตรายต่อเซลลอ์สุจิได ้และหากมีการลดอุณหภูมิเร็วเกินไปจะทาํให้นํ้ า
ภายในเซลลเ์คล่ือนท่ีออกสู่ภายนอกเซลลไ์ดน้อ้ย ส่งผลให้เกิดผลึกนํ้ าแขง็ภายในเซลล ์ซ่ึงอาจทาํให้
เซลล์และออแกเนลลถู์กผลึกนํ้ าแข็งท่ิมแทงได ้(Yang, Carmichael, Varga and Tiersch, 2007) และ
นอกจากน้ีเพื่อให้เกิดการใชน้ํ้ าเช้ือท่ีมีอยูอ่ย่างจาํกดัให้เกิดประโยชน์สูงสุด จึงควรทราบอตัราส่วน
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นํ้ าเช้ือปลาท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการผสมกับไข่ (sperm: egg ratio) ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า
อตัราส่วนนํ้ าเช้ือต่อไข่ท่ีมากเกินไปส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลง เน่ืองจากความหนืดของอสุจิท่ี
เกาะกนัแน่นหน้า micropyle ของไข่ทาํให้อสุจิไม่สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได ้(Silveira, Foresti, 
Silveira and Senhorini, 2006; Rurangwa et al., 1998; Tambassen-Cheong, Tan-Fermin, Garcia and 
Baldevarona, 1995; Rosenthal, Klumpp and Willfuhr, 1998) ในทางตรงกนัขา้มพบว่าปริมาณนํ้ าเช้ือ
ท่ีไม่เพียงพอก็ส่งผลให้อตัราการปฏิสนธิลดลงเช่นเดียวกนั (Linhart, Rodina, Kocour and Gela, 2006; 
Rurangwa et al., 1998; Silveira et al., 2006; Bart, Wolfe and Dunham, 1998) อยา่งไรก็ตามท่ีผา่นมา 
ยงัมีการศึกษาเทคนิคและวิธีการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้นน้อยมาก และ
พบว่ายงัไม่มีการศึกษาการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะยาว รวมถึงการศึกษาใน
เร่ืองของอตัราส่วนนํ้าเช้ือปลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการผสมกบัไข่ (sperm: egg ratio)  

การวิจยัในคร้ังน้ีจึงมีแนวคิดท่ีจะศึกษาชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บ
รักษานํ้าเช้ือปลาแบบระยะสั้น อตัราการเจือจาง (dilution rate) ระหว่าง sperm: extender เพื่อเป็นการ
เพิ่มปริมาตรของนํ้ าเช้ือ และระยะเวลาในการเก็บ (time storage) และมีแนวคิดท่ีจะศึกษาการเก็บ
รักษานํ้าเช้ือปลาชนิดน้ีแบบระยะยาวโดยหาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และอตัรา
การลดอุณหภูมิ (freezing rates) ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดย
วิธีการแช่แขง็ พร้อมทั้งศึกษาอตัราส่วนระหว่าง sperm: egg ratio ทั้งส่วนท่ีเป็นนํ้ าเช้ือสดและนํ้ าเช้ือ
แช่แขง็ เพื่อประโยชน์ในการใชน้ํ้ าเช้ือใหมี้ประสิทธิภาพสูงสุด  
 

1.2  วตัถุประสงค์ในการวจิยั 
        1.2.1  เพื่อศึกษาชนิดของสาร extender และอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาใน
การเกบ็ท่ีเหมาะสมสาํหรับการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น 
        1.2.2  เพื่อศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ 
(freezing rate) ท่ีเหมาะสมสาํหรับการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ 
        1.2.3  เพื่อศึกษาจาํนวนอสุจิท่ีเหมาะสมสําหรับการปฏิสนธิ (sperm: egg ratio) ของนํ้ าเช้ือสด
และนํ้าเช้ือแช่แขง็ของปลานวลจนัทร์นํ้าจืด  
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1.3  สมมตฐิานของงานวจิยั 
        1.3.1  ค่าออสโมลาลิต้ี และค่า pH ของสาร extender มีผลต่อคุณภาพของนํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืด
ท่ีทาํการเกบ็รักษาแบบระยะสั้น  
        1.3.2  อตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บ มีผลต่อคุณภาพของนํ้ าเช้ือท่ี
ทาํการเกบ็แบบระยะสั้น  
       1.3.3  ชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant อตัราการลดอุณหภูมิอยา่งเร็ว และอตัราการลด
อุณหภูมิอยา่งชา้ มีผลต่อคุณภาพของนํ้าเช้ือแช่แขง็ของปลานวลจนัทร์นํ้าจืด  
       1.3.4  จาํนวน sperm: egg ratio มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของนํ้ าเช้ือสด และนํ้ าเช้ือแช่แข็งของ
ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
         

1.4  ขอบเขตของงานวจิยั 
ในการวิจยัคร้ังน้ีไดมุ่้งเนน้เพื่อศึกษาชนิดของสาร extender, อตัราการเจือจาง (sperm: extender)

และระยะเวลาในการเก็บ ท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้น 
และศึกษาถึงชนิด และความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และอตัราการลดอุณหภูมิ ท่ีเหมาะสม
สาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ โดยประเมินคุณภาพของนํ้ าเช้ือ
แช่แข็งจากอตัราการเคล่ือนท่ี (motility rate) อตัราการมีชีวิต (viability rate) และอตัราการปฏิสนธิ 
(fertilization rate) จากนั้นนาํผลท่ีไดไ้ปศึกษาจาํนวนอสุจิท่ีเหมาะสมสาํหรับการผสมกบัไข่ (sperm: 
egg ratio) ของนํ้าเช้ือสดและนํ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ 

 

1.5  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 ทาํใหท้ราบชนิดของสาร extender ทราบอตัราการเจือจางของ sperm: extender และระยะเวลา
ในการเก็บ ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้น ทราบชนิด
และความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษา
นํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ อีกทั้งทราบถึงอตัราส่วน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสม
สาํหรับนํ้าเช้ือสดและนํ้ าเช้ือแช่แขง็ของปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด เพื่อใหมี้การใชน้ํ้ าเช้ือท่ีมีอยูอ่ยา่งจาํกดั
ของปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดให้เกิดประโยชน์สูงสุด ซ่ึงประโยชน์จากการศึกษาดงักล่าวน้ีเพื่อนาํไปสู่
การเพิ่มประสิทธิภาพในการเพิ่มผลผลิต ส่งเสริมการเล้ียงใหก้บัเกษตรกร ตลอดจนการอนุรักษพ์นัธุ์
ปลาต่อไป จะเห็นไดว้า่ผลการวิจยัในคร้ังน้ีสามารถนาํไปประยกุตใ์ชไ้ดด้งัต่อไปน้ีคือ 
 1.  สามารถแก้ปัญหาให้กับสถานีประมง หรือฟาร์มเอกชนท่ีเพาะพนัธุ์ปลาชนิดน้ี โดย
สามารถเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือจากการใชส้าร extender และสามารถใชป้ริมาณนํ้ าเช้ือไดอ้ยา่งเหมาะสม 
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(Insemination dose) ทั้งนํ้ าเช้ือสด และนํ้าเช้ือแช่แขง็ เพื่อใหมี้การใชน้ํ้ าเช้ือท่ีมีอยูอ่ยา่งจาํกดัของปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืดใหเ้กิดประโยชน์สูงสุด 
 2.  จดัเป็นองคค์วามรู้ใหม่ และเป็นองคค์วามรู้ในการวิจยัต่อไป เพราะยงัไม่มีการศึกษาและ
วิจยัการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแบบแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดมาก่อน และสามารถพฒันาเทคนิคและ
วิธีการท่ีไดไ้ปประยกุตใ์ชก้บัการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาในกลุ่มเดียวกนัท่ีมีปัญหาคลา้ยคลึงกนั อีกทั้ง
นาํเทคนิคท่ีไดน้ี้ไปเผยแพร่บริการวิชาการแก่ประชาชน (เกษตรกรท่ีเล้ียงปลา) และฟาร์มเอกชนท่ี
สนใจ อีกทั้งมีประโยชน์ในการอนุรักษพ์นัธุ์ปลาต่อไป 
 สําหรับหน่วยงานท่ีนําผลการวิจัยไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ สถาบนัการศึกษาต่าง ๆ กรม
ประมง สถานีประมง ผูป้ระกอบการธุรกิจสัตวน์ํ้ า ตลอดจนหน่วยงานของรัฐและเอกชนท่ีสนใจ
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บทที ่2  
ปริทศัน์วรรณกรรมและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง  

 

2.1  ชีววทิยาปลานวลจนัทร์นํา้จดื 
ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด หรือปลาพอน มีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Cirrhinus microlepis Sauvage ช่ือ

สามัญ Small scale mud carp เป็นปลานํ้ าจืดท่ีอยู่ในวงศ์ปลาตะเพียน มีรูปร่างเพรียวยาวลําตัว
ค่อนขา้งกลม ปากเล็ก สีของลาํตวัมีตั้งแต่สีส้มปนเทาจนถึงสีนํ้ าตาลปนสีขาวเงิน ทอ้งสีขาว ครีบ
หลงัและครีบหางสีนํ้าตาลปนเทา ปลายครีบสีชมพ ู(ภาพท่ี 2.1) ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดสามารถจาํแนก
ตามหลกัอนุกรมวิธานไดด้งัน้ี  

ไฟลมั Chordata 
ชั้น Actinopterygii 

อนัดบั Cypriniformes 
วงศ ์Cyprinidae 

สกลุ Cirrhinus 
สปีชีส์ Cirrhinus microlepis 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

             
ภาพที ่2.1  ลกัษณะภายนอกของปลานวลจนัทร์นํ้าจืดเพศผูแ้ละเพศเมีย 

เพศผู ้

เพศเมีย 
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ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดมีช่วงฤดูผสมพนัธุ์อยู่ระหว่างเดือนมิถุนายนถึงเดือนสิงหาคม โดยพ่อพนัธุ์มี
นํ้ าหนัก  0.96±0.32 กิโลกรัม /ตัว  ส่วนแม่พันธุ์ มีนํ้ าหนัก  0.89±0.19 กิโลกรัม /ตัว  ไข่ของปลา
นวลจันทร์นํ้ า จืดมีลักษณะกลม  สีเ ขียวอมเทา  หรือสีเหลืองอําพัน  เ ป็นไข่คร่ึงจมคร่ึงลอย 
(semibouyant egg) ไข่ท่ีพึ่งไดรั้บการผสมมีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2.06±0.02 มิลลิเมตร ต่อมาเม่ือ
ไข่ดูดซึมนํ้ าเขา้ไปประมาณ 30 นาที ไข่มีขนาดใหญ่ข้ึนมีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 4.08±0.07 มิลลิเมตร
(ภาพท่ี 2.2, ก) และจะใชเ้วลาในการพฒันาถึงระยะ gastrula stage (ภาพท่ี 2.2, ข) 8 ชัว่โมง ซ่ึงเป็นระยะ
ท่ีใชน้บัอตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากเป็นระยะท่ีมีการแบ่งเซลลแ์ละจดัเรียงตวัข้ึนเป็นเน้ือเยื่อของตวั
อ่อนในรูปของ extoderm, mesoderm และ endoderm ซ่ึงเจริญไปเป็นอวยัวะส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย
และกลุ่มเซลลเ์คล่ือนลงมาคลุม yolk เตรียมสร้าง head bud และ tail bud ไข่ใชเ้วลาในการพฒันาตวั
อ่อนจนฟักออกเป็นตวัประมาณ 14 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมินํ้ า 26-27๐C ลูกปลาเม่ือฟักออกจากไข่ ลาํตวัใส
มีความยาว 6.04±0.47 มิลลิเมตร ในระยะแรกลูกปลานอนอยูท่ี่พื้นเพราะอาหารสะสมในถุงไข่แดงมี
ขนาดใหญ่ มีการเคล่ือนไหวเลก็นอ้ย (ภาพท่ี 2.3) (เจริญ อุดมการ และคณะ, 2547) 

 

 
 
 
 
 
 
 
              (ก)                             (ข) 

 
ภาพที ่2.2  ไข่ท่ีดูดซึมนํ้าเขา้ไปประมาณ 30 นาที (ก) ไข่ท่ีพฒันาถึงระยะ gastrula stage (ข) 
ท่ีมา: เจริญ อุดมการ และคณะ (2547) 
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ภาพที ่2.3  ปลานวลจนัทร์นํ้าจืดท่ีพึ่งฟักออกในระยะ hatch-out stage 
ท่ีมา: เจริญ อุดมการ และคณะ (2547) 

 
ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดเดิมพบมากตามแม่นํ้ าใหญ่ เช่น แม่นํ้ าเจา้พระยาตั้งแต่จงัหวดัอยุธยาข้ึนไปถึง
จงัหวดันครสวรรค ์ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบมากในแม่นํ้ าโขง (กรมประมง, 2530) ต่อมามี
การขยายตวัของชุมชน และพื้นท่ีการเกษตรที่ก่อมลพิษสู่แหล่งนํ้ า อีกทั้งวิธีการจบัปลาท่ีผดิกฏหมาย
ทําให้ทรัพยากรสัตว์นํ้ าจืดมีจํานวนลดลงมาก  และจากการศึกษาพบว่าประชากรของปลา          
นวลจนัทร์นํ้ าจืดในแต่ละแหล่งมีจาํนวนลดลงมาก (Rainboth, 1996) ซ่ึงต่อมา เจริญ อุดมการ และ
คณะ (2547) จึงได้มีการศึกษาการเพาะพนัธุ์ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด และพบว่าฮอร์โมนสังเคราะห์ 
(LHRHa) ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อนํ้ าหนักปลา 1 กิโลกรัม มีความเหมาะสมต่อการ
กระตุน้การตกไข่ของแม่ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด แต่อย่างไรก็ตามพบว่าปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดเพศผูมี้
นํ้ าเช้ือนอ้ยจึงเป็นอุปสรรคสาํหรับการเพาะพนัธุ์ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด ดว้ยเหตุน้ีเทคนิคการเก็บรักษา
นํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้นและแบบระยะยาว โดยใชส้าร extender ท่ีเหมาะสมสาํหรับเจือจางนํ้ าเช้ือ
ก่อนการเก็บรักษาเพื่อไม่ให้นํ้ าเช้ือมีความเขม้ขน้มากเกินไป และยงัเป็นการเพิ่มปริมาตรของนํ้ าเช้ือ
อีกดว้ย อีกทั้งมีบทบาทในการยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ี และลดการใชพ้ลงังานของตวัอสุจิในปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืด  
 

2.2  วธีิการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลา  
การเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลา แบ่งไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ 

 2.2.1  การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้ น (short-term storage) เป็นการเก็บในตู ้เย็น
อุณหภูมิ 0-4๐C โดยสารสําคญัท่ีใชใ้นการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้น คือ สาร extender ซ่ึง
เป็นสารท่ีใชเ้จือจางนํ้าเช้ือก่อนการเกบ็รักษาเพือ่ไม่ใหน้ํ้ าเช้ือมีความเขม้ขน้มากเกินไปอีกทั้งมีบทบาท 
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ในการยดืระยะเวลาการเคล่ือนท่ีและลดการใชพ้ลงังานของตวัอสุจิ  
 2.2.2  การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบระยะยาว (long-term storage) หรือโดยวิธีการแช่แข็ง 
(cryopreservation) เป็นการเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196๐C การเก็บโดยวิธีน้ีตอ้งใช้
สาร extender ในการเจือจางนํ้ าเช้ือ และใชส้าร cryoprotectant เพื่อช่วยป้องกนัความเสียหายให้กบั
เซลลร์ะหว่างกระบวนการลดอุณหภูมิ การเก็บรักษาโดยวิธีการแช่แขง็ตอ้งกาํหนดระยะเวลาให้สาร
ซึมผ่านเขา้ไปในเซลล์เพื่อรักษาสภาพเซลล์ไม่ให้มีการเปล่ียนแปลง (equilibration time) กาํหนด
อัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) และภาชนะสําหรับบรรจุนํ้ าเช้ือแช่แข็ง ซ่ึงถ้ามีการปฏิบัติ
ถูกตอ้งและเหมาะสมกับสัตว์นํ้ าแต่ละชนิดจะสามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือได้นานหลายปี (กฤษณ์     
มงคลปัญญา, 2536) 
 

2.3  ผลของสาร extender ต่อการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลาแบบระยะส้ัน           
สาร extender เป็นสารท่ีใชเ้จือจางนํ้ าเช้ือก่อนการเก็บรักษาเพื่อไม่ให้นํ้ าเช้ือมีความเขม้ขน้

มากเกินไป อีกทั้งมีบทบาทในการยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ี และยงัเป็นสารท่ีให้พลงังาน เป็นตวั
ปรับความเป็นกลางจากขบวนการเมแทบอลิซึมของอสุจิ ช่วยรักษาความดนัออสโมติก ซ่ึงโดยปกติ
ตวัอสุจิปลาจะไม่มีการเคล่ือนท่ีเม่ืออยู่ใน seminal plasma หรือในอณัฑะ แต่จะมีการเคล่ือนท่ีเม่ือ
ได้รับการกระตุน้โดยนํ้ าในขณะการผสมพนัธุ์ตามธรรมชาติ ถ้าจะเจือจางนํ้ าเช้ือปลาด้วยสาร 
extender ใด ๆ ก็ตาม สาร extender ชนิดนั้นจะตอ้งไม่กระตุน้การเคล่ือนไหวของตวัอสุจิ ดงันั้นการ
ใชส้าร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาจึงควรมีส่วนประกอบทางเคมี ค่าออสโมลาลิต้ี และ pH 
ใกลเ้คียงกบั seminal plasma ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัการกระตุน้การเคล่ือนไหวหรือการใชพ้ลงังานของตวั
อสุจิ ตลอดจนการรักษาให้ตวัอสุจิคงรูป และมีชีวิตรอดตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา (Kang, 
Shao, Kho and Zhaug, 2004; Baynes, Scott and Dawson, 1981) โดยจากการรวบรวมเอกสารงาน 
วิจยัพบว่าในปลานํ้ าจืดสารละลายท่ีเป็น hypotonic คือ สารละลายนอกเซลลมี์ความเขม้ขน้นอ้ยกว่า
ภายในเซลล์ (ค่าออสโมลาลิต้ีของสารละลายภายนอกเซลล์ต ํ่ากว่าภายในเซลล์) จะกระตุน้การ
เคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ ซ่ึงสารละลายท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีต ํ่ากว่า 200 mOsmol/kg จะกระตุน้การเคล่ือนท่ี
ของตวัอสุจิในปลากลุ่ม carp และต่อมาเซลลอ์สุจิจะหยดุการเคล่ือนไหว และเซลลอ์าจแตกหรือถูก
ทาํลายเน่ืองจากเซลลบ์วม (Alavi and Cosson, 2005) ในทางตรงขา้มสารละลายท่ีเป็น hypertonic คือ 
สารละลายนอกเซลลท่ี์มีความเขม้ขน้มากกว่าภายในเซลล ์(ค่าออสโมลาลิต้ีของสารละลายภายนอก
เซลล์สูงกว่าภายในเซลล์) ทาํให้มีการสูญเสียนํ้ าทาํให้เซลล์เห่ียว ซ่ึงอาจจะเป็นสาเหตุให้เกิดความ
เสียหายต่อโครงสร้างของ phospholipids bilayer และเซลล์เมมเบรน (Jenking-Keeran and Woods, 
2002) ส่งผลใหไ้ม่สามารถผสมกบัไข่ได ้ซ่ึงค่าออสโมลาลิต้ีของ seminal plasma ในนํ้ าเช้ือปลานํ้ าจืด
ของปลากลุ่ม carp อยูใ่นช่วง 254-346 mOsmol/kg (Alavi and Cosson, 2006) และ 200-300 mOsmol/kg
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สําหรับปลาทะเล (Wayman and Tiersch, 2000) นอกจากน้ีจากการรวบรวมเอกสารยงัพบว่าระดบั
ของ pH ในสาร extender มีผลต่อคุณภาพของตวัอสุจิในระหว่างการเก็บรักษา โดยมีผลต่ออตัรา      
เมแทบอลิซึมและการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ หากอสุจิอยูใ่นสภาวะท่ีมีค่า pH ตํ่า จะทาํใหอ้สุจิมีการใช้
ออกซิเจนสูง มีการผลิตกรดแลกติก และส่งผลให้การเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลง และมีการรายงานว่า
การเก็บรักษานํ้ าเช้ือในระยะเวลาที่เพิ่มข้ึนจะทาํให้อสุจิมีการผลิตกรดแลกติกออกมามากขึ้น ส่งผล
ให้อสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมีค่า pH ตํ่า ดงันั้นการเคล่ือนท่ีของอสุจิจึงลดลง และถา้อสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมี
ค่า pH สูงจะส่งผลใหต้วัอสุจิมีอตัราเมแทบอลิซึมสูงข้ึน ซ่ึงการเติมสารประเภท buffer ไดแ้ก่ phosphate, 
citrate และสารท่ีจดัอยู่ในประเภท zwitterionic (สารท่ีมีทั้งประจุบวกและประจุลบ) ไดแ้ก่ N, N-bis 
(2-hydroxyethyl)-2-aminoethane sulfonic acid (BES) แ ล ะ  N-Tris (hydroxyethyl) methyl-2-
aminoethane sulfonic acid (TES) จะสามารถช่วยป้องกนัการเปล่ียนแปลงค่า pH ได ้(Donoghue and 
Wishart, 2000) ซ่ึงสาร extender นอกจากควรมีค่าออสโมลาลิต้ี และ pH ใกลเ้คียงกบัของเหลวใน
นํ้ าเช้ือปลาแลว้ สาร extender ท่ีใชเ้ม่ือเจือจางนํ้ าเช้ือแลว้ควรให้ไอออนชนิดท่ีเหมาะสมกบันํ้ าเช้ือ
ปลา  หรือใกล้เ คียงกับ  seminal plasma (Muchlisin, Hashim and Chong, 2004) ซ่ึงโดยปกติแล้ว
ใน  seminal plasma ของนํ้ า เ ช้ือปลาจะมี ส่วนประกอบท่ี เ ป็น  K+, Na+ และ  Cl- อยู่ สูง  แต่จะมี
ส่วนประกอบท่ีเป็น Ca2+ และ Mg2+ ตํ่า (Tan-Fermin, Miura, Adachi and Yamauchi, 1999) ดงัแสดง
ในตารางท่ี 2.1  
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ตารางที ่2.1  ส่วนประกอบของไอออนชนิดต่าง ๆ ท่ีพบใน seminal plasma ปลากลุ่ม carp 
 

ชนิดปลา 
ชนิดไอออน (mM) 

อ้างองิ 

K+ Na+ Ca2+ Cl- Mg2+ 
Cyprinus carpio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Ctenopharyngodon 
idella 
Alburnus alburnus 
Tinca tinca 

78.87 
73.01 
77.56 
67.8 
82.4 
43.5 
87 
64 
63 
20 
35.1 
2.1 
40.6 
1.93 

71.25 
59.00 
58.12 

94 
75 

51.3 
63 
83 
78 
18 

81.1 
35.7 
66.6 
18.40 

10.69 
11.54 
8.47 
12.5 
2 

0.7 
 
 

43.5 
73 
1.0 
2.6 

 
0.60 

110.62 
96.25 
102.12 

- 
- 
- 
- 
- 
 
 
 
 

 
 
 

0.02 
0.8 

0.27 
 
 
 
 

1.6 
1.3 

 
0.45 

Kruger et al., 1984 
 
 
Clemens and Grant, 1965 
Morisawa et al., 1983 
Plouidy and Billard, 1982 
Emri et al., 1998  

 
Krasznai et al., 2003b 
 
Gosh, 1985 

 
Lahnsteiner et al., 1996 
Linhart et al., 2003a,b,c 

ท่ีมา: Alavi and Cosson (2006) 

 
ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าได้มีการใช้สาร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาหลายชนิด 
อย่างเช่นในปลา  Common snook, Centropomus undecimalis โดยการใช้สาร extender สองชนิด 
ไดแ้ก่ HBSS และ 0.6% NaCl พบว่าเม่ือเจือจางนํ้ าเช้ือดว้ย HBSS มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช ้
0.6% NaCl (Tiersch, Wayman, Skapura, Neidig and Grier, 2004) ดงัแสดงในภาพที่ 2.4 
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ภาพที ่2.4  ผลของสาร extender ต่อการเคล่ือนท่ีของนํ้าเช้ือปลา Centropomus undecimalis 
ท่ีมา: Tiersch et al. (2004) 

 
และการศึกษาในปลา Walking catfish, Clarias macrocephalus โดยการใชส้าร extender 5 ชนิด ไดแ้ก่ 
C-F HBSS, HBSS, extender 7, extender 13 และ  Modified Cortland พบว่าการใช้ HBSS สามารถ 
เกบ็รักษานํ้าเช้ือไดย้าวนานกวา่การใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ โดยยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ี 11.1±3.3% 
ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 10 วนั (Vuthiphandchai, Thadsri and Nimrat, 2009) นอกจากน้ีการศึกษาในปลา
Tropical bagrid catfish, Mystus nemurus พบว่าการใช้ Ringer และ  Physiological saline เ ป็นสาร  
extender มีอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิสูงกว่าการใช้ Saline (Muchlisin et al., 2004) นอกจากน้ีใน
การศึกษาผลของสาร  extender ในปลา  Abant trout, Salmo trutta abanticus หลังจากการเก็บ 24 
ชั่วโมง  พบว่าเม่ือใช้ glucose เป็นสาร  extender ให้ผลอัตราการปฏิสนธิสูงกว่าการใช้ Ringer 
(Hatipoglu and Akcay, 2010) และในการศึกษาของ Park and Chapman (2005) ไดท้าํการเก็บรักษา
นํ้ าเช้ือปลา Short-nose sturgeon, Acipenser brevirostrum โดยใช ้Extender medium ซ่ึงพบว่านํ้ าเช้ือ
ท่ีเจือจางดว้ย Extender medium มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่า และสามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือไดย้าวนาน
กว่านํ้ าเช้ือท่ีไม่มีการเจือจางด้วย Extender medium และในการศึกษาในปลา Piracanjuba, Brycon 
orbignyanus โดยการใช้สาร extender 6 ชนิด ได้แก่ NaCl 154 mM, NaCl 200 mM, Immobilizing Saad 
solution (Saad), Kurokura solution, Commercial coconut water Kero-cocoTM และ Ginsburg fish Ringer 
พบว่าการใช ้Saad สามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือไดย้าวนานกว่าการใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ โดยยงัมี
อตัราการเคล่ือนท่ีสูงถึง 80±10% ท่ีระยะเวลาการเก็บ 24 ชัว่โมง (Maria, Viveiros, Freitas and Oliveira, 
2006) ดงัแสดงในตารางที่ 2.2  
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ตารางที ่2.2  ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ีของนํ้าเช้ือท่ีทาํการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลาแบบ 
       ระยะสั้นในปลา Brycon orbignyanus  
 

ชนิดปลา สาร extender 

การเคลือ่นที ่(%) 

ระยะเวลาการเกบ็ (ช่ัวโมง) 

0 1 24 48 
Brycon 
orbignyanus 

NaCl 154 mM 
NaCl 200 mM 
Saad 
Kurokura 
Coconut water 
Ginsburg fish Ringer 
Undiluted semen 

100±0 
97±3 
100±0 
100±0 
90±10 
87±6 

100±0 

100±0a 
92±6a 
92±6a 
88±13a 
83±15a 
63±11b 
83±6a 

57±15b 
53±15b 
80±10a 
23±15cd 

8±6d 
20±10cd 
33±21c 

0 
13±6 
17±6 

0 
0 
0 

12±8 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ   
                  (P<0.05)   
ท่ีมา: Maria et al. (2006)  

 
และสาํหรับในปลากลุ่ม carp ก็มีการศึกษาถึงการใชส้าร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบ
ระยะสั้นเช่นเดียวกนั ซ่ึงไดแ้ก่ การศึกษาในปลา Colorado pikeminnow, Ptychocheilus lucius โดย
ใช ้HBSS เป็นสาร extender พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ 24 ชัว่โมง นํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย HBSS มีอตัรา
การเคล่ือนท่ี 77±22% ซ่ึงให้ผลสูงกว่านํ้ าเช้ือท่ีไม่ไดท้าํการเจือจางกบัสาร extender โดยมีอตัราการ
เคล่ือนท่ีเพียง 12±30% (Tiersch, Figiel and Wayman, 2004) ซ่ึงสอดคลอ้งกับการศึกษาของ Jing, 
Huang, Bai, Tanguay and Dong (2009) ท่ีทาํการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Zebrafish, Danio rerio โดย
ใช ้HBSS และ Buffered sperm motility-inhibiting solution (BSMIS) เป็นสาร extender พบวา่ท่ีระยะเวลา
การเก็บ 10 ชัว่โมง การใช ้HBSS ให้ผลอตัราการเคล่ือนท่ี 70% ซ่ึงให้ผลสูงกว่าการใช ้BSMIS ท่ีมี
อตัราการเคล่ือนท่ีเพียง 5% นอกจากน้ียงัมีการใชส้าร extender ชนิดอ่ืนในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา
กลุ่ม carp อย่างเช่นการใช ้Kurokura solution เป็นสาร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Tench, 
Tinca tinca L. โดยทาํการศึกษาถึงความเขม้ขน้ของ NaCl 4 ระดบั คือ 130 mM, 160 mM, 180 mM 
และ 200 mM ในส่วนประกอบของ Kurokura solution พบว่านํ้ าเช้ือท่ีทาํการเจือจางกับ Kurokura 
solution ท่ีมีความเขม้ขน้ของ NaCl 180 mM มีอตัราการปฏิสนธิ (41%) และอตัราการฟัก (41%) สูง
งก 
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กวา่การเจือจางกบั Kurokura solution ท่ีมีความเขม้ขน้ของ NaCl ท่ีระดบัอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาและ
กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ P<0.05 (Rodina, Cosson, Gela and Linhart, 2004) ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 2.5  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่2.5  ผลของความเขม้ขน้ของ NaCl ในส่วนประกอบของ Kurokura solution ต่ออตัราการ 
                  ปฏิสนธิและอตัราการฟักของนํ้าเช้ือปลา Tinca tinca L.  
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต (P<0.05) 
ท่ีมา: Rodina et al. (2004) 

 
และการใช ้Modified Cortland’s solution เป็นสาร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Small scale 
mud carp, Cirrhinus microlepis พบว่าหลงัจากการเก็บท่ีอุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 48 ชัว่โมง มีอตัรา
การปฏิสนธิ และอัตราการฟัก ไม่แตกต่างจากการใช้นํ้ าเช้ือสด (Singsee, Imsilp, Pewnane and 
Sukumasavin, 2005) และการใช ้Rinsing solution ซ่ึงประกอบดว้ย 0.3% urea และ 0.4% NaCl เป็น
สาร extender ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลา Common carp, Cyprinus carpio พบว่าสามารถเก็บไดน้าน
ถึง 45 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 0-4๐C โดยมีอตัราการปฏิสนธิและอตัราการฟักไม่แตกต่างกบันํ้ าเช้ือสด 
(Hulata and Rothbard, 1979) เช่นเดียวกับการศึกษาของ อุทยัรัตน์ ณ นคร (2525) ซ่ึงทดลองเก็บ
รักษานํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว โดยเจือจางนํ้าเช้ือในสาร extender 2 ชนิด ไดแ้ก่ Ringer’s solution และ 
Rinsing solution พบว่า Ringer’s solution เป็นสารละลายท่ีเหมาะสมในการเจือจางนํ้ าเช้ือปลา
ตะเ 
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ตะเพียนขาว โดยมีอตัราการปฏิสนธิ 80.64% และ 38.68% ท่ีระยะเวลาการเก็บ 24 และ 72 ชัว่โมง 
ตามลาํดบั ซ่ึงให้ผลสูงกว่าการใช ้Rinsing solution ท่ีมีอตัราการปฏิสนธิเพียง 60.17% และ 3.71% ท่ี
ระยะเวลาการเก็บ 24 และ 72 ชัว่โมง ตามลาํดบั และในการศึกษาของ Bozkurt and Secer (2005) ทาํ
การเกบ็รักษานํ้ าเช้ือปลา Mirror carp, Cyprinus carpio แบบระยะสั้น โดยการใช ้สาร extender 2 ชนิด
ซ่ึงไดแ้ก่ extender 1 (440 mg NaCl, 620 mg KCl, 22 mg CaCl2, 20 mg NaHCO3 และ 8 mg MgCl2) และ 
extender 2 (350 mM glucose และ 30 mM Tris) หลงัจากการเก็บ 72 ชัว่โมง พบว่าการใชส้าร extender
ทั้งสองชนิดมีอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกนั จากการศึกษาผลของการใชส้าร extender ยงัมีความ
หลากหลายซ่ึงผลท่ีไดก้็แตกต่างกนัออกไปตามชนิดของปลา ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงตอ้งการหา
สาร extender ท่ีเหมาะสมในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดซ่ึงยงัมีการศึกษานอ้ยมาก 
 

2.4  ผลของอตัราการเจอืจางนํา้เช้ือต่อสาร extender (sperm: extender) และระยะเวลาใน 
       การเกบ็ ต่อการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลาแบบระยะส้ัน                     

ชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมนั้นนอกจากจะสามารถยืดระยะเวลาในการเก็บรักษา
นํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้นแลว้ ยงัสามารถใชเ้จือจางเพื่อเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือไดอี้กดว้ย จึงน่าจะเป็น
ประโยชน์สาํหรับการศึกษาและประยุกตใ์ชก้บัปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด ซ่ึงพบว่ามีปริมาตรนํ้ าเช้ือนอ้ย 
(0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตวั) แต่มีความเขม้ขน้ของนํ้ าเช้ือสูงถึง 1.65±0.25×1010 ตวั/มิลลิลิตร จึงไดมี้การ 
ศึกษาอตัราการเจือจางระหวา่งนํ้าเช้ือต่อสาร extender เพื่อเป็นการเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือ ทั้งน้ีเพื่อความ
สะดวกในการผสมเทียมกบัไข่ จากการรวบรวมเอกสารงานวิจยัพบว่าเม่ือมีการเก็บรักษานํ้ าเช้ือใน
ระยะเวลาท่ียาวนานขึ้น นํ้ าเช้ือท่ีทาํการเก็บในอตัราการเจือจาง sperm: extender สูง จะมีอตัราการ
เคล่ือนท่ีลดลงเร็วกว่านํ้ าเช้ือท่ีเก็บในอตัราการเจือจาง sperm: extender ตํ่า (Jing et al., 2009; DeGraaf, 
King, Benton and Berlinsky, 2004) ซ่ึงจากเหตุการณ์ดงักล่าวจะเห็นไดว้่าระยะเวลาในการเก็บกบั
อตัราการเจือจางมีอิทธิพลร่วมกนั และมีผลต่อคุณภาพของนํ้ าเช้ือ ดงันั้นในการศึกษาอตัราการเจือจาง
sperm: extender จึงควรคาํนึงถึงระยะเวลาในการเก็บรักษาดว้ย ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผา่นมาพบว่าไดมี้
การศึกษาอตัราการเจือจาง sperm: extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาหลายชนิด อยา่งเช่นในปลา 
Black sea bass, Centropristis striata L. โดยใช้ Modified mounib’s extender ในอตัราการเจือจาง 4
ระดบั ไดแ้ก่ 1: 1, 1: 3, 1: 5 และ 1: 10 พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ 5 และ 10 วนั นํ้ าเช้ือท่ีเก็บในอตัรา
การเจือจาง 1: 1 และ 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่และแตกต่างจากนํ้าเช้ือท่ีเกบ็ในอตัราการเจือจาง 
1: 5 และ 1: 10 ในขณะเดียวกนัเม่ือทาํการเก็บในระยะเวลาที่ยาวนานข้ึน 20 และ 25 วนั พบว่าอตัรา
การเจือจาง ทั้ ง 4 ระดับ มีอัตราการเคล่ือนท่ีลดลงอย่างรวดเร็ว (DeGraaf et al., 2004) และในปี
เดียวกนั DeGraaf and Berlinsky (2004) ไดศึ้กษาอตัราการเจือจาง sperm: extender ในการเก็บรักษา
นํ้า 
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นํ้ าเช้ือปลา Atlantic cod, Gadus morhua โดยใช ้Modified Mounib’s extender เป็นสาร extender ใน
อตัราการเจือจาง 1: 1, 1: 2, 1: 3, 1: 5 และ 1: 10 หลงัจากการเกบ็ 2 และ 10 วนั พบวา่การใชอ้ตัราการ
เจือจาง 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ี 74±0.3% และ 42±4.5% ตามลาํดบั ซ่ึงสูงกว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง
ท่ีระดบัอ่ืน ๆ และเม่ือทาํการเก็บในระยะเวลาท่ียาวนานขึ้น 20 และ 30 วนั นํ้ าเช้ือท่ีเก็บในอตัราการ
เจือจางท่ีระดบัต่าง ๆ มีอตัราการเคล่ือนท่ีลดลงอย่างรวดเร็ว และพบว่าไม่มีอตัราการเคล่ือนท่ีใน
อตัราการเจือจางท่ีระดบัต่าง ๆ หลงัจากการเก็บ 40 วนั ยกเวน้การใชอ้ตัราการเจือจางท่ีระดบั 1: 3 ยงั
มีอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิอยู ่3% นอกจากน้ียงัไดท้าํการศึกษาอตัราการเจือจาง sperm: extenderใน
ปลา Haddock, Melanogrammus aeglefinus โดยใช ้Modified Mounib’s extender เป็นสาร extenderใน
อตัราการเจือจาง 1: 1, 1: 2, 1: 3, 1: 5 และ 1: 10 พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ 2 วนั การใชอ้ตัราการเจือจาง
1: 2 และ 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงถึง 71±1.2% และ 77±0.6% ตามลาํดบั แต่ให้ผลไม่แตกต่างจาก
การใช้อัตราการเจือจางท่ี 1: 5 และ 1: 10 (66±0.3% และ 67±5.9% ตามลาํดับ) และเม่ือทาํการเก็บ
ยาวนานข้ึนถึง 10 วนั นํ้าเช้ือท่ีใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ี 52±2.2% ซ่ึงใหผ้ลสูงกว่า
และแตกต่างจากนํ้ าเช้ือท่ีใชอ้ตัราการเจือจางท่ีระดบัอ่ืน ๆ ท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ีเพียง 23-34% และ
เม่ือทาํการเก็บในระยะเวลาท่ียาวนานข้ึน 20 และ 30 วนั นํ้ าเช้ือท่ีเก็บในอตัราการเจือจางท่ีระดบั
ต่าง ๆ มีอัตราการเคล่ือนท่ีลดลงอย่างรวดเร็ว และพบว่าไม่มีอัตราการเคล่ือนท่ีหลังจากการ
เก็บ 38 วนั ยกเวน้การใช้อตัราการเจือจางท่ี 1: 3 ท่ียงัมีอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 3% และจาก
การศึกษาในปลา Ocean pout, Macrozoarces americanus L. โดยใชส้าร extender ท่ีมีส่วนประกอบ
ดงัต่อไปน้ี 183.0 mmol/l NaCl, 10.25 mmol/l KHCO3, 1.45 mmol/l CaCO3, 0.84 mmol/l MgSO4.7H2O, 
0.15 mmol/l glucose, pH 7.2-7.5, ออสโมลาลิต้ี 302 mOsm/kg ในอตัราการเจือจาง sperm: extender 
3 ระดบั 1: 3, 1: 30 และ 1: 40 พบวา่หลงัจากการเกบ็ 0-2 วนั นํ้าเช้ือท่ีใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 มีอตัรา
การเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างจากนํ้ าเช้ือท่ีไม่ไดท้าํการเจือจางกบัสาร extender (>70%)ในขณะท่ีการใช้
อตัราการเจือจาง sperm: extender 1: 30 และ 1: 40 มีอตัราการเคล่ือนท่ีลดลงตํ่ากว่า 5% เม่ือทาํการ
เก็บยาวนานข้ึน 5 วนั พบว่านํ้ าเช้ือท่ีไม่ไดท้าํการเจือจางกบัสาร extender มีอตัราการเคล่ือนท่ีลดลง
ตํ่ ากว่า  5% ในขณะท่ีการใช้อัตราการเจือจาง  sperm: extender 1: 3 ยังมีอัตราการเคล่ือนท่ีสูง
กว่า  70% (Yao, Richardson and Crim, 1999) ดังแสดงในภาพท่ี  2.6 เ ช่นเดียวกับการศึกษาใน
ปลา Walking catfish, Clarias macrocephalus โดยใช ้C-F HBSS เป็นสาร extender ในอตัราการเจือจาง
sperm: extender 1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 9 และ 1: 19 พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บเร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) การใช้
อัตราการเจือจางแต่ละระดับมีอัตราการเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างกัน แต่ท่ีระยะเวลาการเก็บตั้ งแต่            
1-10 วนั พบว่าการใชอ้ตัราการเจือจางท่ีระดบั 1: 1, 1: 2 และ 1: 4 มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้
อตัราการเจือจาง 1: 9 และ 1: 19 (Vuthiphandchai, Thadsri and Nimrat, 2009) 
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ภาพที ่2.6  ผลของอตัราการเจือจางระหวา่งนํ้าเช้ือต่อสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ีของนํ้าเช้ือปลา 
                   Macrozoarces americanus L.  
ท่ีมา: Yao et al. (1999) 

 
และจากการศึกษาในปลา Tropical bagrid catfish, Mystus nemurus โดยการใช ้Physiological saline, 
Ringer และ Saline เป็นสาร extender ในอัตราการเจือจาง sperm: extender 1: 20, 1: 30 และ 1: 40 
พบว่าการใช ้Physiological saline และ Ringer ท่ีอตัราการเจือจาง 1: 20 และ 1: 30 มีอตัราการเคล่ือนท่ี
สูงกว่าการใช้ทรีทเมนต์อ่ืน ๆ (Muchlisin et al., 2004) และจากการศึกษาในปลา European perch, 
Perca fluviatilis L. โดยใช้ Immobilizing solution เป็นสาร  extender ในอัตราการเจือจาง  sperm: 
extender 1: 25, 1: 50 และ 1: 100 พบว่าหลงัจากการกระตุน้การเคล่ือนท่ี 15 วินาที การใชอ้ตัราการ
เจือจางแต่ละระดบัมีอตัราการเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างกนั แต่หลงัจากการกระตุน้การเคล่ือนท่ี 30 และ 45
วินาที พบว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 50 มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 25 
และ 1: 100 (Alavi et al., 2007) ดงัแสดงในภาพที่ 2.7 
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ภาพที ่2.7  ผลของอตัราการเจือจางระหวา่งนํ้าเช้ือต่อสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ีของนํ้าเช้ือปลา 
                  Perca fluviatilis L.  
หมายเหตุ: ตวัอกัษร a, b แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
ท่ีมา: Alavi et al. (2007) 

 
จากการศึกษาผลของอตัราการเจือจางระหว่างนํ้ าเช้ือต่อสาร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา
แบบระยะสั้ น พบว่าอตัราการเจือจางท่ีเหมาะสมจะขึ้นอยู่กบัชนิดของปลา เช่น ในช่วงระหว่าง      
1: 1-1: 4 ซ่ึงได้แก่ปลา Black sea bass, Atlantic cod, Haddock, Ocean pout และ Walking catfish และ 
อตัราการเจือจาง sperm: extender ในช่วง 1: 20-1: 50 ไดแ้ก่ ปลา Tropical bagrid catfish และ European 
perch แต่อย่างไรก็ตามยงัไม่พบรายงานในการศึกษาอัตราการเจือจาง sperm: extender ในปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืด 
 

2.5  ผลของชนิด และความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ต่อการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลาโดย   
       วธีิการแช่แขง็ 

สาร cryoprotectant เป็นสารเคมีท่ีป้องกันไม่ให้เน้ือเยื่อเสียหายในระหว่างการแช่แข็ง 
เน่ืองจากสาร cryoprotectant สามารถป้องกนัการแขง็ตวัของนํ้ าภายในและภายนอกเซล ์ซ่ึงจะทาํให้
เสียคุณสมบติั permeability ของเยื่อหุ้มเซลล์ และความเป็นกรด-ด่าง สาร cryoprotectant มีหลาย
ชนิด สารเหล่าน้ีมีความจาํเป็นอยา่งยิ่งต่อการมีชีวิตของนํ้ าเช้ือท่ีเก็บแบบแช่แขง็ ซ่ึงแบ่งเป็น 2 กลุ่ม
ดงัน้ี 
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 2.5.1  สาร cryoprotectant ท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล ์(permeating cryoprotectant) คือ สารเคมี
ท่ีตอ้งซึมผา่นเขา้สู่ภายในเซลลเ์พื่อทาํหนา้ท่ีป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลลใ์นขณะแช่แขง็ และละลาย 
สารเคมีกลุ่มน้ีจะออกฤทธ์ิป้องกนัอนัตรายไดดี้เม่ือใช้ในระดับความเขม้ขน้ค่อนขา้งสูง (1-4 M) 
ตวัอยา่งสารเคมีกลุ่มน้ี ไดแ้ก่ dimethyl sulfoxide (DMSO), glycerol, methanol (MeOH) และ dimethyl 
acetamide (DMA) เป็นต้น สารเคมีในกลุ่มน้ีมีข้อเสียอยู่ประการหน่ึง คือ เป็นพิษต่อเซลล์ และ
เน้ือเยือ่หากใชใ้นระดบัความเขม้ขน้ท่ีไม่เหมาะสม  
 2.5.2  สาร cryoprotectant ท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์ (non-permeating cryoprotectant) คือ 
สารเคมีท่ีออกฤทธ์ิป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลลข์ณะท่ีอยูน่อกเซลล ์และใชไ้ดผ้ลดีท่ีความเขม้ขน้ตํ่า
กว่าสาร cryoprotectant ท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล์ ตวัอย่างสารเคมีกลุ่มน้ี ได้แก่ sucrose, polymers, 
starch และ proteins (egg-yolk and skim milk) เป็นตน้ 

กลไกการออกฤทธ์ิของสาร cryoprotectant สาร cryoprotectant จะมีผลกระทบต่อคุณสมบติั
ของของเหลวทั้งภายในและภายนอกเซลล์ ซ่ึงเม่ือเติมสาร cryoprotectant จะเกิดการเปล่ียนแปลง
คุณสมบัติของของเหลวภายในเซลล์ โดยเป็นเหตุให้ “จุดเยือกแข็ง” (boiling point) ลดลง ซ่ึง
คุณสมบติัดงักล่าวมีความสําคญัมากในการออกฤทธ์ิของสารเคมีเหล่าน้ี โดยปกติตวัทาํละลายใน
ธรรมชาติ คือ นํ้า ท่ีแรงดนั 1 บรรยากาศ นํ้าจะแขง็ตวัท่ี 0๐C อยา่งไรก็ตามธรรมชาติของของเหลวใน
ร่างกาย และในเซลลมี์จุดเยอืกแขง็ตํ่ากว่าของนํ้ า และถา้มีการเติมสาร cryoprotectant เขา้ไปดว้ยแลว้
จะยิ่งทาํให้จุดเยือกแขง็ตํ่าลงไป ทาํให้ของเหลวนั้น “เยน็จดัยิ่ง” ก่อนจะแขง็หรือก่อนการเกิดเกล็ด
นํ้ าแขง็ นอกจากน้ีสาร cryoprotectant ยงัช่วยเปล่ียนแปลงแรงดนัออสโมติกของของเหลวทั้งภายใน
หรือภายนอกเซลล ์ซ่ึงข้ึนอยูก่บัความสามารถในการแพร่เขา้สู่เซลลไ์ดม้ากนอ้ยหรือไม่ไดเ้ลย ซ่ึงจาก
การเปล่ียนแปลงคุณสมบติัของของเหลวดงักล่าว จะช่วยให้เซลล์รอดชีวิตภายหลงัการแช่แข็งได้
ทั้งน้ีเน่ืองจาก  
 -  ป้องกันการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล์ เน่ืองจากการลดอุณหภูมิตํ่ากว่าจุดเยือกแข็ง 
ส่งผลต่อของเหลวท่ีอยูร่อบเซลล ์และภายในเซลล ์ทาํใหเ้กิดเกลด็นํ้ าแขง็ภายในเซลล ์และนอกเซลล์
ได ้หรือแมแ้ต่ทาํให้เซลลสู์ญเสียนํ้ าส่งผลใหข้องเหลวภายในเซลลมี์ความเขม้ขน้สูงจนเป็นอนัตราย
ต่อเซลล์ได ้ดงันั้นสาร cryoprotectant ท่ีเติมเขา้ไปจะส่งผลให้ของเหลวภายในเซลลแ์ข็งตวัชา้กว่า
ปกติ และทาํให้ในเซลล์มีปริมาณนํ้ าน้อยลง การเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งก็ย่อมเกิดข้ึนน้อยตามไปด้วย 
(ปริมาณนํ้าในเซลลม์ากเกิดผลึกมากซ่ึงเป็นผลเสียต่อเซลล)์ 
 -  ป้องกนัการลดขนาดของเซลล ์อนัเน่ืองมาจากความไม่สมดุลของเกลือแร่ และอิเลค็โทรไลท ์
เช่น glycerol ช่วยปรับเปล่ียนความสมดุลของ Na+ จากภายในเซลล์ และภายนอกเซลล์ โดยการ
ขนส่ง Na+ เขา้สู่เซลล ์เพราะขณะขนส่ง Na+ เขา้สู่เซลล ์Na+ สามารถจบักบันํ้ า จึงเป็นการนาํนํ้ าเขา้สู่
เซลลด์ว้ย อีกประการคือการแพร่ของสาร cryoprotectant เขา้สู่เซลลเ์ป็นการเขา้ไปแทนท่ีนํ้ าท่ีแพร่
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ออกจากเซลล ์เพราะความแตกต่างของแรงดนัออสโมติกท่ีเปล่ียนไป เน่ืองจากการเกิดเกล็ดนํ้ าแขง็
ภายนอกเซลลก่์อนท่ีของเหลวภายในเซลลจ์ะแขง็ตวั 
 -  ช่วยคงไวซ่ึ้งคุณสมบติัของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มออร์แกแนลล์ ยงัไม่มีการอธิบายถึง
กลไกการทาํงาน อย่างไรก็ตามการควบคุมปริมาณและขนาดของเกล็ดนํ้ าแข็งท่ีเกิดข้ึน ย่อมเป็น
กลไกอนัหน่ึงท่ีช่วยคงสภาพของเยือ่หุม้เซลล ์และเยือ่หุม้ออร์แกแนลลต่์าง ๆ 

จากการรวบรวมเอกสารงานวิจยัพบว่านอกจากชนิดของสาร cryoprotectant แลว้ ระดับ
ความเขม้ของสาร cryoprotectant ก็มีผลต่อคุณภาพของอสุจิในขณะการแช่แขง็เช่นเดียวกนั โดยจาก
การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Bagrid catfish, Mystus nemurus เม่ือใช ้DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10% 
และ 15% (32±2.8% และ 28±2.8% ตามลาํดบั) ส่งผลให้เป็นพิษต่อเซลลอ์สุจิมากกว่าท่ีระดบัความ
เขม้ขน้ 5% (48±2.8%) โดยดูจากอตัราการเคล่ือนท่ีลดลง (Muchlisin et al., 2004) เช่นเดียวกบัการ 
ศึกษาของ Christensen and Tiersch (2005) ศึกษาในปลา Channel catfish, Ictalurus punctatus พบว่า
เม่ือใช้ MeOH ท่ีระดับความเขม้ขน้ 5% ให้เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ี 48% ซ่ึงให้ผลสูงกว่าท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ 10% ท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ีเพียง 28% ดงันั้นในการศึกษาชนิดของสาร cryoprotectant 
จึงควรคาํนึงถึงระดบัความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ดว้ย ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าสาร
cryoprotectant หลายชนิด เช่น DMSO, DMA, MeOH และ glycerol ไดมี้การใช ้และให้ผลดีในปลา
หลายชนิด โดยเฉพาะอยา่งยิ่งมีรายงานว่า DMSO เป็นสารท่ีนิยมใชก้นัแพร่หลายในปลาหลายชนิด 
แต่อย่างไรก็ตามพบว่ามีอตัราการปฏิสนธิประมาณ 50% (Horvath and Urbanyi, 2000; Kwantong and 
Bart, 2003) อยา่งเช่นในปลา Common snook, Centropomus undecimalis ไดใ้ช ้DMA, DMSO, glycerol
และ MeOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5 และ 10% และใช ้Artificial seawater (ASW, 205 mOsmol/kg) เป็น
สาร extender พบวา่การใช ้5, 10% DMSO และ 5% MeOH มีอตัราการเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างกนั (Tiersch, 
Wayman et al., 2004) เ ช่นเดียวกับการศึกษาในปลา  Matrinxa, Brycon orthotaenia โดยใช้สาร 
cryoprotectant 5 ชนิด ไดแ้ก่ DMSO, propanediol, ethylene glycol, MeOH และ DMA ในระดบัความ
เขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ร่วมกบัการใช้ 5% glucose+10% hen egg yolk เป็นสาร extender พบว่าการ
ใช ้DMSO, propanediol, ethylene glycol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ไม่มีผลต่ออตัราการ
เคล่ือนท่ีของอสุจิ แต่พบว่าการใช ้MeOH และ DMA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5 และ 10% มีอตัราการ
เคล่ือนท่ีสูงกวา่การใชท่ี้ระดบัความเขม้ขน้ 15% (Melo and Godinho, 2006) ดงัแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที ่2.3  ผลของชนิดและความเขม้ขน้สาร cryoprotectant ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ในนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
       ของปลา Brycon orthotaenia  
 

ความเข้มข้น (%) 
สาร cryoprotectant 

DMSO propanediol ethylene glycol methanol DMA 
5 
10 
15 

88.3±10.8 
86.7±14.4 
83.3±19.1 

82.5±17.5 
80.0±13.8 
71.7±22.3 

89.2±10.2 
81.7±14.0 
76.7±12.5 

78.3±4.1ª 
65.0±22.4ª 
17.0±31.0b 

85.0±17.6ª 
84.2±13.2ª 
65.0±28.1b 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.01) 
ท่ีมา: Melo and Godinho (2006)  

 
ซ่ึงสอดคลอ้งกับการศึกษาของ Dreanno et al. (1997) เก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Turbot, Scophthalmus 
maximus แบบแช่แขง็ พบว่าการใช ้10 และ 15% DMSO มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช ้glycerol, 
ethylene glycol และ MeOH เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Riley, Holladay, Chesney and Tiersch (2004) 
ทาํการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลา Red snapper, Lutjanus campechanus แบบแช่แขง็ พบวา่การใช ้10% DMSO
มีอตัราการเคล่ือนท่ี 71% ซ่ึงใหผ้ลสูงกว่าการใช ้MeOH, DMA ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5 และ 10% ท่ีมี
อัตราการเคล่ือนท่ีเพียง 28-58% (P<0.05) ตามลําดับ และจากการศึกษาในปลา  Mandarin fish, 
Siniperca chuatsi โดยการใช้ DMSO, glycerol และ MeOH ท่ีระดับความเข้มข้น 8, 10 และ 12% 
พบว่าการใช ้DMSO ทั้ง 3 ความเขม้ขน้มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใชท้รีทเมนต์อ่ืน ๆ (Ding et 
al., 2008) นอกจากน้ีจากการศึกษาในปลา Tropical bagrid catfish, Mystus nemurus โดยการใช ้MeOH, 
ethanol, glycerol และ  DMSO ท่ีระดับความเข้มข้น  5, 10 และ  15% พบว่าการใช้ 10% MeOH มี
อตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้ทรีทเมนต์อ่ืน ๆ (Muchlisin et al., 2004) และจากการศึกษาของ 
Huang, Dong and Tiersch (2004) ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Platyfish, Xiphophorus couchianus 
พบว่าการใช้ glycerol ท่ีความเข้มขน้ 6, 10 และ 14% ร่วมกับ HBSS (300 mOsm/kg) มีอัตราการ
เคล่ือนท่ีสูงกวา่การใช ้DMSO ร่วมกบั HBSS (240 mOsm/kg) (ภาพท่ี 2.8) 
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ภาพที ่2.8  ผลของการใช ้DMSO และ glycerol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 6, 10 และ 14% ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี    
                 ในนํ้าเช้ือแช่แขง็ของปลา Xiphophorus couchianus 
ท่ีมา: Huang, Dong and Tiersch (2004)  

 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Huang, Dong, Walter and Tiersch (2004) ท่ีทาํการเก็บรักษานํ้ าเช้ือ
แช่แขง็ในปลา Green swordtail, Xiphophorus helleri พบวา่การใช ้10 และ 14% glycerol มีอตัราการ
เคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช ้10 และ 14% DMSO (ภาพท่ี 2.9) เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Yang, Hazlewood, 
Walter and Tiersch (2006) ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา Green swordtail, Xiphophorus helleri พบว่า
การใช ้10 และ 15% glycerol มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่การใช ้5% glycerol  
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ภาพที่ 2.9  ผลของการใช ้DMSO และ glycerol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 6, 10 และ 14% ต่ออตัราการ 
                   เคล่ือนท่ีในนํ้าเช้ือแช่แขง็ของปลา Xiphophorus helleri  
ท่ีมา: Huang, Dong, Walter et al. (2004) 

 
แต่อยา่งไรกต็ามสาร cryoprotectant ชนิดต่าง ๆ เหล่าน้ียงัมีการศึกษากนันอ้ยมากในปลากลุ่ม carp ซ่ึง 
ไดแ้ก่ การศึกษาในปลาไนพบว่าการใช ้10% DMA ร่วมกบัการใช ้BE2 original extender (ซ่ึงประกอบ 
ดว้ย 85 mM NaCl, 50 mM KCl, 3 mM CaCl2, 1 mM MgCl2 ร่วมกบั 10% DMA และ10% hen’s egg 
yolk)+10% yolk เป็นสาร extender และ 15% DMA ร่วมกับการใช้ Kurokura+10% yolk เป็นสาร 
extender มีอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างจากการใชน้ํ้ าเช้ือสด (Babiak, Glogowski, Brzuska, Szumiec 
and Adamk, 1997) และจากการศึกษาของ Linhart, Rodina and Cosson (2000) ได้ทาํการศึกษาใน
ปลาไนเช่นเดียวกนั โดยใช ้10% DMSO เป็นสาร cryoprotectant ใชร่้วมกบั Kurokura ซ่ึงพบว่าให้
อตัราการฟักไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (นํ้ าเช้ือสด) และจากการศึกษาในปลาไนเช่นเดียวกนัโดย
การใช้สาร cryoprotectant 3 ชนิด ได้แก่ 15% DMSO, 15% DMA และ 15% glycerol ร่วมกับสาร
extender 3 ชนิด  ได้แ ก่  extender 1 (Kurokura et al., 1984), extender 2 (Zhang and Liu, 1991) และ
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extender 3 (Cognie et al., 1989) พบว่าเม่ือใช้ 15% DMSO ร่วมกบั extender 1 มีอตัราการเคล่ือนท่ี
สูงกวา่การใชท้รีทเมนตอ่ื์น ๆ แต่เม่ือดูผลอตัราการปฏิสนธิพบว่าการใช ้15% DMA ร่วมกบั extender 3
มีอตัราการปฏิสนธิสูงสุด (Akcay, Bozkurt, Secer and Tekin, 2004) และจากการศึกษาของ Horvath, 
Miskolczi and Urbanyi (2003) ซ่ึงทาํการศึกษาในปลาไนเช่นเดียวกนั โดยใช้สาร cryoprotectant 2 
ชนิด ได้แก่ 10% MeOH และ 10% DMSO ร่วมกับสาร extender 5 ชนิด ได้แก่ sucrose, fructose, 
glucose, KCl และ Saline carp sperm extender พบว่าการใช ้10% MeOH ร่วมกบัการใช ้fructose และ
glucose มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (P>0.05) นอกจากน้ีใน
การศึกษาในปลากลุ่ม carp ชนิดอ่ืน ๆ ซ่ึงไดแ้ก่การศึกษาในปลา Bleak, Chalcalburnus chalcoides
โดยใชส้าร cryoprotectant 3 ชนิด ไดแ้ก่ DMSO, MeOH และ ethylene glycol ในระดบัความเขม้ขน้ 
5, 10 และ 15% ร่วมกบั Buffered sperm motility-inhibiting saline พบว่าการใช ้10% DMSO มีอตัรา
การเคล่ือนท่ี 35.2±7.1% ซ่ึงสูงกว่าการใชท้รีทเมนตอ่ื์น ๆ (MeOH และ ethylene glycol ท่ีความเขม้ขน้
5, 10 และ 15% และ DMSO ท่ีความเข้มข้น 5% และ 15%, P<0.05) (Lahnsteiner, Berger, Horvath, 
Urbanyi and Weismann, 2000) และจากการศึกษาในปลา Silver carp, Hypophthalmichthys molitrix
โดยใช้สาร cryoprotectant 3 ชนิด ไดแ้ก่ glycerol, methanol และ DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 7
และ  10% ร่วมกับสาร  extender ท่ีมีส่วนประกอบของ  NaCl 68.38 mmol/l, sodium citrate 27.20 
mmol/l และ dextrose 11.01 mmol/l พบว่าเม่ือใช้ 10% DMSO มีอัตราการเคล่ือนท่ีสูงสุด (>75%) 
และให้ผลไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (นํ้ าเช้ือสด, >75%) (Alvarez et al., 2003) และการศึกษาใน
ปลา Deccan mahseer, Tor khudree พบว่าการใช้ 10% DMSO ร่วมกับ extender 1, 2, 3 และ 4 มี อตัรา
การเคล่ือนท่ีหลังจากการเก็บ 5 และ 50 วนั สูงกว่าการใช้ 10% MeOH และ 10% propylene glycol 
(Basavaraja and Hegde, 2004) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Patil and Lakra (2005) ในปลา Deccan 
mahseer, Tor khudree เ ช่นเดียวกัน  พบว่า เ ม่ือใช้ 10% DMSO และ  9% DMSO+11% glycerol มี
อัตราการปฏิสนธิ 73.5±1.1 และ 73.0±2.0% ตามลาํดับ ซ่ึงให้ผลสูงกว่าการใช้ทรีทเมนต์อ่ืน ๆ
สาํหรับอตัราการฟักพบว่าการใช ้9% DMSO+10% glycerol และ 9% DMSO+11% glycerol มีอตัรา
การฟัก 42.4±1.2% และ 45.6±1.9% ตามลาํดบั ซ่ึงให้ผลสูงกว่าการใชท้รีทเมนตอ่ื์น ๆ (ตารางท่ี 2.4) 
นอกจากน้ียงัได้ทาํการศึกษาในปลา Golden mahseer, Tor putitora ซ่ึงพบว่าการใช้ 8% DMSO มี
อตัราการปฏิสนธิ 73.3±1.7% ซ่ึงสูงกว่าการใชท้รีทเมนตอ่ื์น ๆ แต่สาํหรับผลของอตัราการฟักพบว่า
การใช้  9% DMSO+10% glycerol และ  9% DMSO+11% glycerol มีอัตราการฟัก  42.1±1.6% และ 
45.0±1.3% ตามลาํดบั ซ่ึงสูงกวา่การใชท้รีทเมนตอ่ื์น ๆ (P<0.05, ตารางท่ี 2.4)  
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ตารางที ่2.4  ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่ออตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟัก 
      ในนํ้าเช้ือแช่แขง็ของปลา Tor khudree และ Tor putitora   
  

สาร cryoprotectant การปฏิสนธิ (%) การฟัก (%) 

 Tor khudree Tor putitora Tor khudree Tor putitora 
8% DMSO  
9% DMSO  
10% glycerol  
11% glycerol  
8% DMSO+10% glycerol 
8% DMSO+11% glycerol 
9% DMSO+10% glycerol 
9% DMSO+11% glycerol 
กลุ่มควบคุม 

73.5±1.1a 
64.2±3.5bc 
48.7±1.8e 
61.5±0.7c 
53.1±0.9d 
49.0±0.8e 
68.1±1.3b 
73.0±2.0a 
86.1±1.3 

73.3±1.7a 
64.8±1.4b 
51.6±2.2c 
63.7±0.7b 
54.5±1.7c 
53.2±1.7c 
66.8±3.5b 
65.5±2.9b 
84.3±1.9 

32.3±0.5b 
30.6±1.4b 
25.9±1.6c 
23.4±1.1c 
28.9±1.3b 
30.1±1.1b 
42.4±1.2a 
45.6±1.9a 
71.1±0.6 

32.4±0.5b 
33.1±1.6b 
26.0±1.5c 
22.9±0.9c 
29.5±1.8bc 
30.7±1.5b 
42.1±1.6a 
45.0±1.3a 
73.5±1.2 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ                           
                  (P<0.05) extender คือ modified BWW (Biggers et al. 1971) extenders  
ท่ีมา: Patil and Lakra (2005)    

 
จากการศึกษาผลของการใช้สาร cryoprotectant ในปลากลุ่ม carp พบว่าประสิทธิภาพของสาร 
cryoprotectant ข้ึนอยูก่บัความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และยงัข้ึนอยูก่บัชนิดของสาร extender 
และชนิดของปลา  
 

2.6  ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่อการเก็บรักษานํา้เช้ือปลาโดยวธีิการ          
       แช่แขง็ 

ความสําเร็จของการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาไม่เพียงแต่ข้ึนอยู่กบัชนิดของสาร extender ชนิด
และความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมเท่านั้นแต่ยงัข้ึนอยู่กบัอตัราการลดอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในระหว่างขบวนการแช่แข็งด้วย (Mazur, 1997) ในขบวนการแช่แข็ง และการละลาย
นํ้ าเช้ือปลาเป็นกระบวนการท่ีเก่ียวขอ้งกบัการเปล่ียนแปลงทางกายภาพ และเคมีของความร้อน และ
การแพร่เขา้-ออกของนํ้ าระหว่างเซลล ์และตวักลาง โดยเม่ือมีการลดอุณหภูมิลงตํ่าถึง 0๐C หรือตํ่า
กว่าเพียงเลก็นอ้ย (ประมาณ -0.5๐C) ของเหลวท่ีอยูร่อบเซลลแ์ละภายในเซลลจ์ะยงัไม่แขง็ตวั ดงันั้น

 

 

 

 

 

 



 
     

    26 

ของเหลวรอบเซลลแ์ละเซลลจ์ะอยูใ่นสภาพท่ีเยน็จดั ปกติเซลลจ์ะคงอยูใ่นสภาพเยน็จดัไดน้านต่อไป 
ขณะท่ีของเหลวรอบ ๆ เซลลเ์ร่ิมมีเกลด็นํ้ าแขง็หรืออีกนยัหน่ึงก็คือการเกิดเกลด็นํ้ าแขง็ภายในเซลล์
เกิดข้ึนชา้กวา่การเกิดเกลด็นํ้าแขง็ในของเหลวรอบ ๆ เซลล ์ผลต่อเน่ืองมาจากปรากฏการณ์น้ีกคื็อ 

-  ตวัถูกละลายในของเหลวรอบ ๆ เซลล์มีความเขม้ขน้สูงข้ึนตามปริมาณการเกิดเกล็ด
นํ้ าแขง็ ในขณะท่ียงัไม่เกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล ์ดงันั้นเซลลจึ์งสูญเสียนํ้ าเพราะความไม่สมดุล
ของแรงดนัออสโมติก 

-  ถา้อตัราการลดอุณหภูมิชา้เกินไป เซลลก์็จะสูญเสียนํ้ า ทาํให้เซลลมี์ขนาดเล็กลง หรือทาํ
ให้เซลลเ์ห่ียว และทาํให้เกิดผลึกนํ้ าแข็ง ซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัท่ีทาํให้เซลลถู์กทาํลายเน่ืองจากเยื่อหุ้ม 
ออร์แกแนลลถู์กท่ิมแทงโดยเกล็ดนํ้ าแขง็ (ภาพท่ี 2.10) วิธีหน่ึงท่ีจะช่วยป้องกนัการสูญเสียนํ้ ามาก
เกินไป อาจทาํไดโ้ดยการชกันาํใหเ้กิดผลึกนํ้าแขง็เร็วข้ึน 

-  ถา้อตัราการลดอุณหภูมิเร็วเกินไป จะทาํให้นํ้ าภายในเซลลเ์คล่ือนท่ีออกสู่ภายนอกเซลล์
ไดน้อ้ย ส่งผลใหเ้กิดผลึกนํ้ าแขง็ภายในเซลล ์ซ่ึงอาจทาํใหเ้ซลล ์และออร์แกแนลลถู์กผลึกนํ้ าแขง็ท่ิม
แทงได ้หรืออาจจะมีการช็อค (cold shock, ภาพท่ี 2.10)     

จะเห็นไดว้่าเม่ือทาํการแช่แขง็อตัราการลดอุณหภูมิอยา่งชา้หรือเร็วต่างก็ก่อให้เกิดอนัตราย
ต่อเซลลไ์ดท้ั้งนั้น ดงันั้นอตัราการลดอุณภูมิท่ีเหมาะสมยอ่มจะทาํใหต้วัอยา่งเซลลแ์ช่แขง็มีอตัราการ
รอดชีวิตสูงข้ึนได ้ซ่ึงอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมนั้น คืออตัราการลดอุณหภูมิท่ีพอเหมาะท่ีจะ
ป้องกนัการเกิดเกลด็นํ้าแขง็ภายในเซลล ์หรือถา้เกิดข้ึนกใ็หมี้นอ้ยท่ีสุด  

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
ภาพที ่2.10  ผลของการลดอุณหภูมิต่อการเปล่ียนแปลงของเซลล ์
ท่ีมา: www.dels.nas.edu/.../41_4/Mechanisms.shtml 
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โดยทัว่ ๆ ไปการลดอุณหภูมิ แบ่งออกเป็น 3 วิธี คือ  
 1)  การองัไอไนโตรเจนเหลว (LN2 vapour) โดยจะมีตะแกรงสําหรับวางหลอดนํ้ าเช้ือเหนือ
ระดบัไอไนโตรเจนเหลวที่บรรจุอยูใ่นภาชนะ และสามารถปรับระดบัตะแกรงสาํหรับวางหลอดนํ้ าเช้ือ
ข้ึนลงไดต้ามระดบั และอุณหภูมิท่ีตอ้งการ ซ่ึงวิธีน้ีมีขอ้เสีย คือ ในกรณีท่ีมีตวัอยา่งมากเกินไปอาจทาํ
ใหก้ารกระจายของไอไนโตรเจนเหลวไม่ทัว่ถึง ซ่ึงจะทาํใหน้ํ้ าเช้ือท่ีเกบ็รักษานั้นมีคุณภาพตํ่า 
 2)  การใช ้freezer control วิธีการน้ีมีหลกัการ คือ การพ่นไอของไนโตรเจนเหลวเขา้ไปใน
ห้องเล็ก ๆ (chamber) ท่ีมีฉนวนอยู่โดยรอบ อตัราการพ่นไอของไนโตรเจนเหลวเขา้ไปข้ึนอยู่กบั
อตัราการลดอุณหภูมิท่ีตอ้งการ ซ่ึงการใช ้freezer control ในการลดอุณหภูมิจึงเป็นวิธีท่ีสะดวกใน
การนาํไปใช ้และการแช่แขง็ดว้ยวิธีน้ีนิยมบรรจุนํ้าเช้ือในหลอดฟาง (straw)  
 3)  การลดอุณหภูมิแบบ pellet method ทาํไดโ้ดยหยดตวัอย่างลงบนภาชนะมีลกัษณะเป็น
ถาดหลุม ท่ีวางอยูบ่นนํ้าแขง็แหง้ (-79๐C) ประมาณ 10 นาที ตวัอยา่งจะแขง็ตวั และมีลกัษณะเป็นเมด็ 
และนาํเม็ดนํ้ าเช้ือนั้นไปเก็บในไนโตรเจนเหลว (-196๐C) (พีรศกัด์ิ, 2529) ในปัจจุบนัไม่เป็นท่ีนิยม 
เพราะไม่สะดวกในการละลาย ซ่ึงจะตอ้งผสมสารละลายเจือจางแลว้บรรจุหลอดฉีดนํ้ าเช้ือก่อน
นาํไปใช ้อีกทั้งไม่สะดวกในการบนัทึกขอ้มูลของตวัอยา่งท่ีศึกษา 

 
ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าไดมี้การศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิในปลาหลายชนิด อย่างเช่นใน
ปลา Black ear catfish, Pangasius larnaudii โดยใช้อตัราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 10๐C min-1 จาก 
25๐C ถึง -20๐C เม่ือใช ้DMSO ความเขม้ขน้ 5, 10, 15 และ 20% เป็นสาร cryoprotectant ร่วมกบัการ
ใช ้C-F HBSS เป็นสาร extender พบว่าเม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 มีอตัราการเคล่ือนท่ี
สูงกว่าและแตกต่างจากการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 3 และ 5๐C min-1 ในทุกระดบัความเขม้ขน้ของ 
DMSO (Codcharat, Nimrat and Vuthiphandchai, 2005) ดงัแสดงในภาพที่ 2.11  
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ภาพที ่2.11  ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ One-step freezing rate ต่ออตัราการเคล่ือนท่ีในนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
                    ของปลา Pangasius larnaudii 
ท่ีมา: Codcharat et al. (2005) 

 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในปลา Medaka, Oryzias latipes เม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 
จาก 5๐C ถึง -80๐C โดยใช้ 10% MeOH เป็นสาร cryoprotectant มีอตัราการเคล่ือนท่ี (50±10%) สูง
กว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 5, 15, 20 และ 25๐C min-1 จาก 5๐C ถึง -80๐C (Yang, Norris, Winn and 
Tiersch, 2010) และยงัให้ผลเช่นเดียวกบัการศึกษาในปลา Red snapper, Lutjanus argentimaculatus 
พบวา่เม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 25๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการ
มีชีวิตสูงกว่าการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ  3, 5 และ  12๐C min-1 เ ม่ือใช้ 10% DMSO เ ป็นสาร
cryoprotectant (Vuthiphandchai, Chomphuthawach and Nimrat, 2009) และการศึกษาในปลา Striped 
catfish, Pangasius hypophthalmus โดย  Kwantong and Bart (2003) พบว่าเ ม่ือใช้การลดอุณหภูมิ 
One-step freezing rate (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C) มีอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างจากการใช้
อตัราการลดอุณหภูมิ Two-step freezing rate (4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C, 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง  
-80๐C; P>0.05, ตารางท่ี 2.5) 
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ตารางที ่2.5  ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ One-step และ Two-steps ต่ออตัราการปฏิสนธิ ในนํ้าเช้ือ 
       แช่แขง็ของปลา Pangasius hypophthalmus  
 

สาร extender DMSO (%) 
การปฏิสนธิ (%) 

One-step Two-steps 
HBSS 
 
 
C-F HBSS 
 
 
0.9% NaCl 
 
 
กลุ่มควบคุม 

8 
10 
12 
8 
10 
12 
8 
10 
12 
 

26.00±3.83 
28.49±0.74 
18.34±0.71 
33.13±6.67 
27.11±1.02 
39.14±3.76 
29.14±1.04 
37.94±2.05 
40.77±1.65 
50.58±3.75 

14.36±2.13 
16.26±4.49 
13.71±1.00 
23.5±8.04 
21.64±3.25 
16.28±1.01 
13.98±1.69 
19.24±1.15 
24.79±3.43 
50.58±3.75 

ท่ีมา: Kwantong and Bart (2003)   

 
นอกจากน้ีในปลา Platyfish, Xiphophorus couchianus พบว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 25๐C min-1

จาก 5๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 5 และ 45๐C min-1 (P<0.05) 
(Huang, Dong and Tiersch, 2004) ซ่ึงสอดคลอ้งกับการศึกษาของ Huang, Dong, Walter et al. (2004) 
ท่ีทาํการศึกษาในปลา Green swordtail, Xiphophorus helleri พบวา่เม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 25๐C min-1

จาก 5๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 5 และ 45๐C min-1 (P<0.05) 
สาํหรับการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิในปลากลุ่ม carp ไดแ้ก่ การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาไน โดยใช้
นํ้ าแขง็แหง้ (Dry ice, อุณหภูมิ -79๐C) พบอตัราการรอดสูงท่ีสุด 90.6% เม่ือใช ้Kurokura extender+10% 
egg yolk และมี 10% DMA เป็นสาร cryoprotectant (Babiak et al., 1997) นอกจากน้ี Linhart et al.  
(2000) พบวา่อตัราการฟักของนํ้าเช้ือแช่แขง็ปลาไน (52±9%) ไม่มีความแตกต่างกบันํ้าเช้ือสด (50±18%) 
เม่ือใชก้ารลดอุณหภูมิท่ี Two-steps และ Akcay et al. (2004) พบว่าเม่ือใชก้ารลดอุณหภูมิโดยการองั
ไอไนโตรเจนเหลว โดยให้ straw เหนือจาก liquid nitrogen 3 เซนติเมตร เป็นเวลา 10 นาที มีอตัรา
การปฏิสนธิของนํ้ าเช้ือแช่แขง็ปลาไนเพียง 26% และจากการศึกษาของ Warnecke and Pluta (2003) 
ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิในปลาไนเช่นเดียวกนั พบว่าเม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ Three-steps 
(5๐ 
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(5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C และ 2๐C min-1 จาก -30๐C ถึง -80๐C) มี
อตัราการเคล่ือนท่ี 40±6% ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างจากการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ One-step (10๐C min-1 
จาก 2๐C ถึง -50๐C) เม่ือใช้ Modified Kurokura’s extender 2 (MK2)+200 mM Sucrose และ MK2+ 
300 mM Sucrose นอกจากน้ีในการศึกษาในปลา Zebrafish, Danio rerio ซ่ึงเป็นปลากลุ่ม carp เช่น 
เดียวกนั พบว่าเม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 5๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ี 35% 
ซ่ึงใหผ้ลสูงกว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 20๐C min-1 ท่ีพบอตัราการเคล่ือนท่ีเพียง 1% เท่านั้น เม่ือ
ใช ้8% MeOH เป็นสาร cryoprotectant (Yang et al., 2007) จากขอ้มูลดงักล่าวพบว่าวิธีการลดอุณหภูมิ
ท่ีใชใ้นการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลากลุ่ม carp ยงัมีความหลากหลายและผลท่ีไดก้็แตกต่างกนัออกไป 
ดังนั้ นการหาอัตราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจึงจาํเป็นสําหรับปลากลุ่มน้ี โดยเฉพาะในปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืดซ่ึงยงัไม่มีการศึกษามาก่อน 

 
2.7  จํานวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีมี่ผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  

ในการผสมเทียมจะตอ้งใช้จาํนวนอสุจิต่อไข่หน่ึงฟอง หรือ sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสม 
ทั้งน้ีเน่ืองจากหากจาํนวน sperm: egg ratio มากเกินไป จะส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลง เน่ืองจาก
ความหนืดของอสุจิท่ีเกาะกนัแน่นหนา้ micropyle ของไข่ทาํให้ไม่สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได ้
(Rurangwa, Volckaert, Huyskens, Kime and Ollevier, 2001: Silveira et al., 2006; Butts, Trippel and 
Litvak, 2009) แต่ในทางกลบักนัพบวา่หากจาํนวน sperm: egg ratio นอ้ยเกินไป ทาํใหจ้าํนวนอสุจิไม่
เพียงพอก็ส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลงเช่นเดียวกนั (Linhart et al., 2006; Rurangwa et al., 2001; 
Silveira et al., 2006) ดงัแสดงในภาพที่ 2.12 และจากการศึกษาท่ีผา่นมาพบว่ามีการใชป้ริมาณนํ้ าเช้ือ
ผสมกับไข่เกินความจาํเป็น (Lahnsteiner and Patzner, 1996) อีกทั้งการศึกษาอตัราส่วนของ sperm: 
egg ratio ท่ีเหมาะสมสาํหรับปลาแต่ละชนิดมีนอ้ยมาก ดว้ยเหตุน้ีในการศึกษาคร้ังน้ีจึงไดท้าํการศึกษา
อตัราส่วนท่ีเหมาะสมของนํ้าเช้ือแช่แขง็ และนํ้าเช้ือสด ท่ีใชผ้สมกบัไข่หน่ึงใบในปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด
ซ่ึงพบว่ามีนํ้ าเช้ือนอ้ย จึงควรทราบอตัราส่วนนํ้ าเช้ือปลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการผสมกบัไข่หน่ึงใบ
เพื่อใหเ้กิดการใชน้ํ้ าเช้ือท่ีมีอยูอ่ยา่งจาํกดัใหเ้กิดประโยชน์สูงสุด  
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       (ก)                                                                                     (ข) 

 
ภาพที ่2.12  การเกิด polyspermy (ก) และ จาํนวนอสุจิท่ีนอ้ยเกินไป (ข)  
ท่ีมา: www.dhushara.com/paradoxhtm/biology/ovtst.jpg 

 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในนํ้าเช้ือแช่แขง็ซ่ึงพบวา่จะตอ้งใชจ้าํนวนอสุจิมากกวา่การใชน้ํ้ าเช้ือสด ทั้งน้ีเน่ือง 
จากในนํ้าเช้ือแช่แขง็จะมีอตัราการตาย และความผดิปกติของอสุจิมากกวา่ในนํ้ าเช้ือสด (Dreanno et al., 
1997; Lahnsteiner, Weismann and Patzner, 1997; Ding et al., 2008; Lahnsteine, Berger and Weismann 
2003; Lahnsteiner, Mansour and Weismann, 2002) เน่ืองจากในกระบวนการแช่แขง็นํ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิ
ต่าง ๆ จะเกิดอนัตรายกบัเซลลอ์สุจิ เช่น อนัตรายจากผลของ pH, solute, อนัตรายท่ีเกิดจากความเป็น
พิษของสาร cryoprotectant และอนัตรายท่ีเกิดจากการสูญเสียนํ้ า และการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายใน
เซลล ์และนอกเซลลด์งัแสดงในภาพที่ 2.13 (Leung in Jamieson, 1991)  
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ภาพที ่2.13  ปัจจยัท่ีมีผลต่อเซลลอ์สุจิ ณ อุณหภูมิต่าง ๆ ในกระบวนการแช่แขง็นํ้าเช้ือ 
ท่ีมา: Leung in Jamieson (1991) 

 
อยา่งเช่น ในการศึกษาของ Muchlisin and Azizah (2009) ไดศึ้กษาลกัษณะของอสุจิท่ีผา่นกระบวนการ
แช่แขง็ และเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 1 ปี 1 เดือน พบว่ามีการเปล่ียนแปลงของโครงสร้างอสุจิ
โดยเฉพาะส่วนหัว พบมีรอยแตกหรือบวมของเซลล์เมมเบรนบริเวณ cytoplasmic membrane และ
ส่วนกลางของอสุจิ (midpiece) ซ่ึงเป็นท่ีอยูข่อง mitochondria จะมีลกัษณะบวม และอสุจิบางตวัพบว่า
ส่วนของเซลลเ์มมเบรนขาดหายไป หรือในบางเซลลพ์บว่ามีการบวมของ cytoplasm ซ่ึงจะแตกต่าง
กบัโครงสร้างของอสุจิท่ีปกติ และจากการศึกษาดงักล่าวยงัพบว่าในนํ้ าเช้ือแช่แข็งมีจาํนวนอสุจิท่ี
ผิดปกติถึง 60-80% ในขณะท่ีนํ้ าเช้ือสดมีความผิดปกติเพียง 13% เท่านั้น ซ่ึงให้ผลเช่นเดียวกบัการ 
ศึกษาของ Ji et al. (2004) ท่ีทาํการศึกษาโครงสร้างของอสุจิหลงัจากผ่านกระบวนการแช่แขง็พบว่า
ในนํ้าเช้ือแช่แขง็มีการเปล่ียนแปลงโดยเฉพาะที่บริเวณส่วนหวั จะเห็นไดว้า่ในส่วนของเซลลเ์มมเบรน
ขาดหายไป และในส่วนของ midpiece จะมีลกัษณะบวม (ภาพท่ี 2.14B) เม่ือเทียบกบันํ้ าเช้ือสด (ภาพ
ท่ี 2.14A)  
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ภาพที ่2.14  ลกัษณะโครงสร้างของอสุจิในปลา Sea perch ถ่ายโดยกลอ้ง SEM ในนํ้าเช้ือสด (A) และ   
                    ในนํ้าเช้ือแช่แขง็ (B) 
ท่ีมา: Ji et al. (2004) 

 
ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าไดมี้การศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ในปลาบางชนิด ไดแ้ก่ ปลา
Sea bass, Dicentrarchus labrax พบว่าการใช้นํ้ าเช้ือสด 3.5×104-2.0×105 sperm: egg ไม่มีผลต่ออตัรา
การปฏิสนธิ แต่ในการใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ 7.0×104 และ 2.0×105 sperm: egg 
มีอตัราการปฏิสนธิ 30% และ 35% ตามลาํดบั ซ่ึงมีอตัราการปฏิสนธิสูงกว่าการใช้นํ้ าเช้ือแช่แข็ง
3.5×104 ซ่ึงท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ีเพียง 22% และยงัพบว่ามีอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกบัการใช้
นํ้ า เ ช้ือสด  (34%) (Fauvel, Suquet, Dreanno, Zonno and Menu, 1998) ต่อมา  Dreanno et al. (1997) 
ศึกษาในปลา Turbot, Scophthalmus maximus พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็เพิ่มข้ึน 2×104 sperm: egg ทาํ
ให้อตัราการปฏิสนธิเพิ่มข้ึนกว่าการใชท่ี้ระดบั 3×103 และ 6×103 sperm: egg ทั้งในการใชน้ํ้ าเช้ือสด
และนํ้ าเช้ือแช่แขง็ (ตารางท่ี 2.6) แต่ในปลาชนิดเดียวกนัในการศึกษาของ Chen, Ji, Yu, Tian and Sha 
(2004) พบว่าเม่ือใช้นํ้ าเช้ือสด 1×103-5×103 sperm: egg ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ แต่ในการใช้
นํ้ าเช้ือแช่แขง็พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ 2×103 และ 5×103 sperm: egg (50.5±0.21% และ 52.1±0.84%
ตามลาํดบั) มีอตัราการปฏิสนธิสูงกวา่การใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ 1×103 sperm: egg (47.9±0.35%) (ตารางท่ี 
2.6) แต่จากการศึกษาในปลา Sea perch, Lateolabrax japonicus พบว่าในการใชจ้าํนวน sperm: egg 
ratio ท่ีระดับ 2×104-3.2×105 sperm: egg ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักทั้ งการใช้
นํ้ าเช้ือสด และนํ้ าเช้ือแช่แข็ง (ตารางท่ี 2.6) (Ji et al., 2004) ต่อมาจากการศึกษาในปลา Mandarin 
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fish, Siniperca chuatsi พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือสด 1×104-1×105 sperm: egg ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ 
และอตัราการฟัก แต่ในการใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ 1×105 sperm: egg มีอตัราการ
ปฏิสนธิ 66.01±5.14% และอตัราการฟัก 54.76±4.40% ซ่ึงให้ผลสูงกว่าการใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ 1×104-
5×104 sperm: egg ซ่ึงมีอตัราการปฏิสนธิเพียง 38-56% และอตัราการฟัก 32-45% และยงัให้ผลไม่
แตกต่างจากการใชน้ํ้ าเช้ือสด (ตารางท่ี 2.6) (Ding et al., 2008) 

 
ตารางที ่2.6  ผลของ sperm: egg ratio ต่ออตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักของนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
 

ชนิดปลา 
sperm: egg 

ratio 

การปฏิสนธิ (%) การฟัก (%) 
อ้างองิ 

นํ้าเช้ือสด นํ้าเช้ือแช่แข็ง นํ้าเช้ือสด นํ้าเช้ือแช่แข็ง 

Scophthalmus 
maximus  

3 × 103: 1 
6 × 103: 1 
2 × 104: 1 

63.7±5.2b 
66.7±4.7b 
70.2±4.6a 

52.6±6.8b 
52.3±6.2b 
67.5±3.8a 

- - 
Dreanno et 
al. (1997) 

1 × 103: 1 
2 × 103: 1 
5 × 103: 1 

56.4±2.33 
56.8±0.63 
58.9±16.0 

47.9±0.35* 
50.5±0.21 
52.1±0.84 

- - 
Chen et al. 

(2004) 

 
Lateolabrax 
japonicus  

2 × 104: 1 
4 × 104: 1 
8 × 104: 1 
3.2 × 105: 1 

67.2±4.2a 
67.7±0.9a 
65.0±3.3a 
66.9±5.4a 

61.3±5.6c 
61.5±1.5c 
64.1±0.7c 
63.2±1.9c 

79.9±8.3b 
79.9±12.5b 
81.8±9.3b 
85.8±2.0b 

91.5±1.3d 
87.2±10.2d 
91.7±8.3d 
89.8±0.4d 

 
Ji et al. 
(2004) 

Siniperca 
chuatsi  

1×104: 1 
2×104: 1 
5×104: 1 
1×105:1 

54.91±4.95aA 
59.39±8.16aA 

69.06±15.70aA 
69.42±8.11aA 

38.76±4.25cB 
42.81±2.23cB 
56.50±2.10bA 
66.01±5.14aA 

44.18±5.13aA 
48.94±8.79aA 

59.40±17.26aA 
59.82±5.27aA 

32.16±7.14cA 
36.15±3.14cA 
45.50±2.31bA 
54.76±4.40aA 

 
Ding et al. 

(2008) 

หมายเหตุ: ตวัอกัษร a, b, c, d, * ในแถวแนวตั้ง และ A, B ในแถวแนวนอน แสดงความแตกต่างอย่างมี 
     นยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)    

 
และยงัสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Lahnsteiner et al. (2002) ท่ีทาํการศึกษาในปลา Burbot, Lota lota 
พบว่าเม่ือมีการใช้จาํนวน sperm: egg ratio ท่ีระดบั 1.7×106-6.9×106 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ
และอตัราการฟักสาํหรับการใชน้ํ้ าเช้ือสด แต่ในการใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็กลบัพบว่าจะตอ้งใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็
ถึง 2 และ 4 เท่า ของนํ้ าเช้ือสด คือ ตอ้งใช้ถึง 3.5×106 และ 6.9×106 sperm: egg ตามลาํดับ จึงจะมี
อตัราการปฏิสนธิเท่ากับการใช้นํ้ าเช้ือสด แต่ทั้งน้ีไม่มีผลต่ออตัราการฟัก (ตารางท่ี 2.7) และใน
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การศึกษาของ Rana and MaAndrew (1989) ทาํการศึกษาอัตราส่วน sperm: egg ratio ของปลานิล
พบวา่อตัราส่วนนํ้าเช้ือแช่แขง็ 0.14×106: 1 เป็นสดัส่วนท่ีเหมาะสม  
 
ตารางที ่2.7  ผลของ sperm: egg ratio ต่ออตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักในนํ้าเช้ือสดและนํ้าเช้ือ 
                     แช่แขง็ของปลา Lota lota 
 

sperm: egg  ratio การปฏิสนธิ (%) การฟัก (%) 
control (นํ้าเช้ือสด) 
6.9×106: 1 
3.5×106: 1 
1.7×106: 1 
นํ้าเช้ือแช่แขง็ 
6.9×106: 1 
3.5×106: 1 
1.7×106: 1 

 
61.5±2.9a 
63.0±2.7a 
60.9±5.2a 

 
56.9±4.5ab 
55.0±2.1ab 
52.9±6.5b 

 
52.0±5.6a 
53.6±0.6a 
54.6±3.1a 

 
55.2±3.8a 
56.1±5.3a 
51.8±4.1a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ  
     (P<0.05)   

ท่ีมา: Lahnsteiner et al. (2002) 

 
นอกจากน้ีสาํหรับในปลากลุ่ม carp ซ่ึงยงัมีการศึกษาอตัราส่วน sperm: egg ratio นอ้ยมาก ไดแ้ก่ การ 
ศึกษาของ Lahnsteiner et al. (2003) ซ่ึงทาํการศึกษาในปลา 5 ชนิด ไดแ้ก่ Chalcalburnus chalcalburnus, 
Chondrostoma nasus, Rutilus meidingerii, Barbus barbatus และ Cyprinus carpio ซ่ึงพบว่าการใช้
จาํนวน sperm: egg ratio ท่ีระดับต่าง ๆ ในปลาแต่ละชนิดไม่มีผลต่ออตัราการฟักสําหรับการใช้
นํ้ าเช้ือสด แต่ในการใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็ในปลาแต่ละชนิดพบว่าเม่ือมีการเพิ่มจาํนวน sperm: egg ratio
ข้ึนจากเดิมคร่ึงหน่ึงทาํให้มีอตัราการฟักเพิ่มสูงข้ึนอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ยกเวน้ใน
ปลา Cyprinus carpio พบว่าเม่ือใช้จาํนวน sperm: egg ratio ท่ีระดับ 2.6×106 sperm: egg ให้ผลไม่
แตกต่างจากการใชท่ี้ระดบั 1.3×106 (ตารางท่ี 2.8) 
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ตารางที ่2.8  ผลของ sperm: egg ratio ต่ออตัราการฟักของนํ้าเช้ือแช่แขง็ในปลากลุ่ม carp  
 

ชนิดปลา 
sperm: egg 

ratio 

การฟัก (%)   

นํา้เช้ือสด 
นํา้เช้ือแช่แข็ง 

straw 0.5 ml straw 1.2 ml 
Chalcalburnus chalcalburnus  

Trial 1 
 
 

Trial 2 
 
 

Trial 3 

 
2.5×106: 1 
1.2×106: 1 

 
2.3×106: 1 
1.2×106: 1 

 
1.3×106: 1 
0.7×106: 1 

 
97.5±0.8a 
98.5±0.5a 

 
68.5±7.7a 
66.2±3.5a 

 
91.4±1.2a 
88.0±3.5a 

 
75.2±6.3b 
62.7±8.6c 

 
63.1±2.6a 
49.9±5.5b 

 
79.2±8.5b 
68.5±7.3c 

 
n.i. 
n.i. 

 
63.3±5.2a 

n.i. 
 

76.5±4.5b 
n.i. 

Chondrostoma nasus  2.2×106: 1 
1.1×106: 1 
0.6×106: 1 

70.9±5.2a 
72.5±11.4a 
65.0±4.3a 

66.4±1.8a 
36.9±1.7b 
28.6±2.8c 

75.4±1.0a 
n.i. 
n.i. 

Rutilus meidingerii  2.5×106: 1 
1.3×106: 1 

74.5±5.8a 
77.0±5.3a 

63.6±2.9b 
55.4±5.4c 

66.6±5.3b 
n.i. 

Barbus barbatus  2.6 × 106: 1 
1.3 × 106: 1 

90.9±0.4a 
89.3±4.7a 

80.3±5.8b 
54.9±4.5c 

82.5±7.9b 
n.i. 

Cyprinus carpio  2.6 × 106: 1 
1.3 × 106: 1 

57.5±18.2a 
59.2±10.5a 

55.1±12.4a 
20.4±8.7a 

60.3±2.4a 
n.i. 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนัยสาํคญัทางสถิติ  
     (P<0.05) ในปลาแต่ละชนิด, n.i.: not investigated   

 ท่ีมา: Lahnsteiner et al. (2003) 

 
จากการรวบรวมและวิเคราะห์เอกสารงานวิจัยคร้ังน้ี พบว่าเม่ือมีการใช้จาํนวน sperm: egg ratio 
ลดลง จะทาํให้มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักลดลง ทั้งน้ีเป็นเพราะถา้มีจาํนวน sperm: egg 
ratio ท่ีนอ้ยเกินไป ทาํใหจ้าํนวนอสุจิไม่เพียงพอ ส่งผลใหมี้อตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักลดลง
และ 
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และยงัพบว่าการใชน้ํ้ าเช้ือแช่แข็งจะตอ้งใชใ้นจาํนวนท่ีมากกว่าการใชน้ํ้ าเช้ือสด ทั้งน้ีเน่ืองจากใน
นํ้ าเช้ือแช่แขง็จะมีอตัราการตาย และความผิดปกติของอสุจิมากกว่าในนํ้ าเช้ือสด ซ่ึงพบว่าในการใช้
นํ้ าเช้ือแช่แขง็จะใชใ้นจาํนวนท่ีมากกว่าการใชน้ํ้ าเช้ือสดประมาณ 2 เท่า นอกจากน้ียงัพบว่าจาํนวน 
sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมยงัข้ึนอยู่กับชนิดของปลาอีกด้วย จากขอ้มูลดังกล่าวพบว่าจาํนวน 
sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมในปลากลุ่ม carp ยงัมีการศึกษาน้อยอยู่ และแต่ละชนิดยงัมีความ
หลากหลาย ซ่ึงผลท่ีไดก้็แตกต่างกนัออกไป ดงันั้นการหาจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมจึง
จาํเป็นสาํหรับปลากลุ่มน้ี โดยเฉพาะในปลานวลจนัทร์นํ้าจืดซ่ึงยงัไม่มีการศึกษา  
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บทที ่3 
วธีิดาํเนินงานวจิัย 

 
การศึกษาการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด (Cirrhinus microlepis) โดยวิธีการเก็บ

แบบระยะสั้นและแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวิธีการแช่แขง็ มีการดาํเนินงานวิจยัทั้งในภาคสนาม
และในห้องปฏิบติัการ ในส่วนของห้องปฏิบติัการใชห้้องปฏิบติัการสรีรและกายวิภาคสัตว ์อาคาร
เคร่ืองมือ 3 มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี และห้องปฏิบติัการของสถานีประมงนํ้ าจืดจังหวดั
นครพนม และภาคสนามสถานีประมงนํ้ าจืดจงัหวดันครพนม เป็นสถานท่ีท่ีใชใ้นการดาํเนินการวิจยั 
โดยการศึกษาคร้ังน้ีแบ่งการทดลองออกเป็น 3 การทดลอง คือ 

 
การทดลองที ่1  ศึกษาการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะส้ัน  
                          ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี  

1.1  ศึกษาชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด
แบบระยะสั้น  

1.2  ศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บ (time storage) ท่ี
เหมาะสมในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น 

    
การทดลองที ่2  ศึกษาการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิการ 
                          แช่แข็ง  
                          ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 

2.1  ศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษา
นํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ 

2.2  ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ (feezing rate) ท่ีเหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ 

             โดยการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาทั้งแบบระยะสั้นและระยะยาว มีการประเมินคุณภาพ
ของนํ้าเช้ือจากอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และอตัราการปฏิสนธิ 
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การทดลองที ่3  ศึกษาจํานวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีมี่ผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  
   ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี                            

3.1  ศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํ้ าเช้ือสดในปลา
นวลจนัทร์นํ้าจืด 

3.2  ศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํ้ าเช้ือแช่แขง็ใน
ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด  
 
    โดยใชว้สัดุอุปกรณ์หลกั สารเคมี พร้อมทั้งวิธีการศึกษาดงัน้ี 
 

3.1  วสัดุและอุปกรณ์ 
         1)   หลอดฉีดยาและเขม็ฉีดยา 
         2)   โกร่งบดฮอร์โมน          
         3)   เปลใส่ปลา 
         4)   ถุงพลาสติกขนาด 30×80 เซนติเมตร 
         5)   ผา้ขนหนู 
         6)   กะละมงั 
         7)   ขวดพลาสติกขนาด 1.25 ลิตร 
         8)   glass petri dish  
         9)   ขนไก่ 
         10) กระติกนํ้าแขง็ 
         11) หลอดพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร พร้อมฝาปิด 
         12) vortex mixer 
         13) Fiske Associates Osmometer รุ่น 210  
         14) ตูเ้ยน็ 
         15) slides และ cover slips 
         16) ไมจ้ิ้มฟัน 
         17) micro pipettes ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
         18) small and large pipette tips 
         19) hemacytometer 
         20) หลอดแช่แขง็ (french straws) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
         21) forcept 
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         22) ตะเกียงแอลกอฮอล ์
         23) beaker ขนาด 25, 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
         24) graduated cylinders ขนาด 250 มิลลิลิตร 
         25) glass stirring rod 
         26) volumetric flask ขนาด 25 และ 250 มิลลิลิตร 
         27) ขวดสีชา ขนาด 50 มิลลิลิตร         
         28) ขวดแกว้ขนาด 250 มิลลิลิตร 
         29) liquid nitrogen containers dewar 20 XT (Taylor-Wharton U.S.A.) 
         30) liquid nitrogen storage with dispenser 
         31) cryobath 
         32) cryochamber 
         33) cryocane 
         34) cryo gloves 
         35) freezer control (CL 3300) 
         36) compound microscope and stereo microscope 
         37) computer and software operating manual (cryogenesis version 4 for windows) 
         38) Hach pH Meter รุ่น EC10 
         39) universal high speed centrifuges รุ่น Z 323 K  
 

3.2  สารเคมี 
         1)   นํ้ากลัน่ 
         2)   ไนโตรเจนเหลว  
         3)   sodium chloride (NaCl) 
         4)   potassium chloride (KCl) 
         5)   calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O) 
         6)   sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 
         7)   magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4.7 H2O) 
         8)   disodium hydrogen phosphate heptahydrate (Na2HPO4.7 H2O) 
         9)   potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
         10) sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) 
         11) tris-Hydroxymethyl-Methylamine (NH2C(CH2OH)3) 
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         12) glucose (C6H12O6) 
         13) dimethyl sulfoxide (DMSO, (CH3)2SO) 
         14) dimethyl acetamide (DMA, CH3C(O)N(CH3)2) 
         15) glycerol (C3H5(OH)3) 
         16) methanol (MeOH, CH3OH) 
         17) luteinizing hormone releasing hormone analog (LHRHa; Suprefact) 
         18) domperidone (Motilium M) 
         19) human chorionic gonadotropin (HCG) 
         20) eosin B 
         21) nigrosin 
         22) sodium citrate dihydrate 
         23) gilson solution 
         24) นํ้ายาเช็ดเลนส์ 
         25) นํ้ายาเคลือบเลบ็ 
         26) oil 
 

3.3  วธีิการศึกษา 
         3.3.1  การคดัเลอืกพ่อแม่พนัธ์ุ 

      เม่ือถึงฤดูผสมพนัธุ์ในช่วงเดือนมิถุนายนถึงสิงหาคม ก่อนทาํการทดลองตอ้งคดัพ่อแม่
พนัธ์ุปลานวลจันทร์นํ้ าจืดท่ีสมบูรณ์เพศ และแข็งแรง จากบ่อดินมาพกัไวใ้นถังไฟเบอร์กลาส 
ขนาด 2 ลูกบาศก์เมตร โดยแยกเพศผู ้และเพศเมียเพื่อทาํการฉีดฮอร์โมน โดยมีวิธีการตรวจสอบ
ความสมบูรณ์เพศ และวิธีการฉีดฮอร์โมนของพอ่แม่พนัธุ์ปลานวลจนัทร์นํ้าจืดดงัต่อไปน้ี คือ  

      -  ปลานวลจันทร์นํา้จืดเพศผู้    
                       ลกัษณะส่วนทอ้งไม่นูน พื้นทอ้งจะแขง็กวา่เพศเมีย ช่องเพศมีลกัษณะเป็นรูปวงรี แคบ
เลก็สีแดงอ่อน เม่ือใชมื้อบีบท่ีช่องเพศเบา ๆ จะมีนํ้ าเช้ือสีขาวไหลออกมาเห็นไดช้ดัเจน นาํพ่อพนัธุ์
ปลานวลจนัทร์นํ้าจืดท่ีแขง็แรงสมบูรณ์เพศมาทาํการฉีดฮอร์โมน โดยใชฮ้อร์โมนสังเคราะห์ (LHRHa, 
Suprefact) ร่วมกบัยาเสริมฤทธ์ิ domperidone (Motilium M) โดยใช ้Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม
ร่วมกบั Motilium M 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม หลงัจากนั้น 6-8 ชัว่โมง ทาํการรีดนํ้ าเช้ือ ดงัแสดงในภาพท่ี
3.1 โดยใช ้micro pipettes ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ดูดนํ้ าเช้ือ (ภาพท่ี 3.2, ก) ก่อนทาํการรีดนํ้ าเช้ือควร
ใชผ้า้ขนหนูสะอาดเช็ดตวัปลาให้แห้ง และใชก้ระดาษทิชชู่ซับบริเวณต่ิงเพศ (urogenital pore) เพื่อ

 

 

 

 

 

 



     
     42 

ป้องกนัการปนเป้ือนจากนํ้ า เลือด ปัสสาวะ และของเสียอ่ืน ๆ นํ้ าเช้ือท่ีนาํมาทาํการเก็บรักษาจะตอ้ง
ไม่ปนเป้ือนจากส่ิงดงักล่าว และมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป 
   -  ปลานวลจันทร์นํา้จืดเพศเมีย  
                       ลกัษณะส่วนทอ้งอูมเป่ง กลม นูนออกมาเห็นไดช้ดั พื้นทอ้งน่ิมมาก ลกัษณะช่องเพศ
เป็นรูปวงรี กวา้งและใหญ่กว่าเพศผู ้นอกจากการสังเกตภายนอกแลว้ ยงัตอ้งมีการสุ่มตวัอยา่ง และ
วดัขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางไข่ดว้ยเวอร์เนียมิเตอร์ โดยใช ้flexible catheter ดูดไข่ออกมาใส่ในขวดท่ี
มีนํ้ ายา gillson เพื่อเป็นการ fix ไข่ จากนั้นนาํมาวดัขนาดไข่ ถา้พบว่าไข่มีขนาดค่อนขา้งสมํ่าเสมอ
และมีเส้นผ่านศูนยก์ลางของไข่ประมาณ 1.4 มิลลิเมตร จึงนาํมาฉีดฮอร์โมนเร่งการตกไข่ โดยใช้
human chorionic gonadotropin (HCG) ฉีด HCG 2 เขม็ เขม็ละ 500 IU/กิโลกรัม โดยเขม็ท่ี 2 ห่างจาก
เขม็แรก 24 ชัว่โมง หลงัจากฉีดเขม็ท่ี 2 แลว้ 8 ชัว่โมง ฉีด Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม ร่วมกบั
Motilium M 5 ไมโครกรัม/กิโลกรัม หลงัจากนั้น 8 ชัว่โมง ทาํการรีดไข่ดงัแสดงในภาพที่ 3.1 ก่อนทาํ
การรีดไข่ควรใชผ้า้ขนหนูท่ีสะอาดทาํความสะอาดตวัปลา และใชก้ระดาษทิชชู่ซับบริเวณต่ิงเพศ 
แลว้ใชภ้าชนะท่ีแห้ง และสะอาดรองรับไข่ (ภาพท่ี 3.2, ข) เพื่อนาํไปทดสอบอตัราการปฏิสนธิ โดย
ไข่ท่ีนาํมาใชใ้นการทดสอบอตัราการปฏิสนธิจะตอ้งไม่มีการปนเป้ือนจากนํ้ า เลือด ปัสสาวะ และ
ของเสียอ่ืน ๆ ซ่ึงไข่ปลานวลจันทร์นํ้ าจืดควรมีลักษณะกลม มีขนาดท่ีสมํ่าเสมอกัน มีเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 1.6 มิลลิเมตร สีเขียวอมเทา หรือสีเหลืองอาํพนั และไข่ไม่เกาะกนัเป็นกอ้น 
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ภาพที ่3.1  การฉีดฮอร์โมนเพื่อกระตุน้การพฒันาของอสุจิ และการพฒันาของไข่ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 

 
                                  
 
 
 
 
 
 
 
                                       (ก)                                                                         (ข) 

ภาพที ่3.2  การรีดนํ้าเช้ือ (ก) การรีดไข่ (ข) 

นํา้หนัก 0.71-1.08 กโิลกรัม/ตัว นํา้หนัก 0.64-1.28 กโิลกรัม/ตัว 

Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม 
Motilium M 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

8 ชัว่โมง 

HCG 500 IU/กิโลกรัม 
8 ชัว่โมง 

HCG 500 IU/กิโลกรัม 
24 ชัว่โมง 

  Spermiation 

  Ovulation 

 

เพศผู้ 
 

เพศเมีย 

Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม 
Motilium M 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

8 ชัว่โมง 

เขม็ท่ี 1 

เขม็ท่ี 2 

เขม็ท่ี 3 

เขม็ท่ี 1 
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         3.3.2  การศึกษาส่วนประกอบไอออน ค่าออสโมลาลติี ้และค่า pH ของนํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืด 
                   นาํนํ้ าเช้ือท่ีรีดไดม้าทาํการ centrifuged ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา
30 นาที  โดยการใช้ เค ร่ือง  universal high speed centrifuges รุ่น  Z 323 K (Hermle Labortechnik, 
Wehingen, Germany) หลงัจากการ centrifuged จะสังเกตเห็นไดว้่าตวัอยา่งนํ้ าเช้ือมีการแยกออกเป็น
สองส่วนโดยส่วนล่างจะมีลกัษณะสีขาวขุ่น คือ ตวัอสุจิ และส่วนบนจะมีลกัษณะเป็นนํ้าใส คือ seminal 
plasma ใชไ้มโครปิเปตดูดส่วนของ seminal plasma ใส่ cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร สาํหรับนาํมาวดัค่า
ออสโมลาลิต้ี และค่า pH โดยทาํการวดัค่าออสโมลาลิต้ีดว้ยเคร่ือง Fiske Associates Osmometer รุ่น
210 (Fiske Associates, Massachusetts, USA) และวดัค่า pH ดว้ยเคร่ือง Hach pH Meter รุ่น EC10 (Hach, 
Loveland, USA) ส่วน seminal plasma ท่ี เหลือนําไปเก็บท่ีอุณหภูมิ  -80๐C สําหรับนําไปศึกษา
ส่วนประกอบของไอออนชนิดต่าง ๆ ท่ีอยูใ่นนํ้ าเช้ือปลา ซ่ึงไดแ้ก่ แคลเซียม และแมกนีเซียม โดยใช้
เคร่ือง Cobas Integra 800 (Roche, Nannhein, Germany) และทาํการวิเคราะห์ โซเดียม, โพแทสเซียม, 
และคลอไรด ์ดว้ยเคร่ือง NOVA 4 CRT (Nova Biomedical, Waltham, USA) 
   
         3.3.3  การตรวจสอบคุณภาพนํา้เช้ือ โดยศึกษาจากลกัษณะต่าง ๆ ดังนี ้
   3.3.3.1  ลกัษณะทางกายภาพของนํา้เช้ือ  
                                ควรสังเกตทนัทีหลงัจากรีดนํ้ าเช้ือออกมา โดยดูสี ความเขม้ขน้ และส่ิงเจือปน
เช่น นํ้า เลือด ปัสสาวะ และของเสียอ่ืน ๆ นํ้าเช้ือท่ีดีควรมีสีขาวขุ่น และไม่มีส่ิงเจือปน 
 
                    3.3.3.2  การหาความเข้มข้นของนํา้เช้ือ (จํานวนอสุจิต่อหน่ึงมิลลลิติร) 
                                การหาความเขม้ขน้ของนํ้ าเช้ือหาได้โดยเจือจางนํ้ าเช้ือสดด้วยสาร extender 
(0.9% NaCl) ในอตัราส่วนนํ้าเช้ือต่อสาร extender เท่ากบั 1: 1,500 เท่า ขณะท่ีทาํการดูดนํ้ าเช้ือควรใช้
กระดาษทิชชู่ซบันํ้ าเช้ือส่วนเกินท่ีติดมากบั pipette tips จากนั้นนบัจาํนวนอสุจิ โดยใชส้ไลดส์าํหรับ
นับเม็ดโลหิต (hemacytometer) ภายใตก้ลอ้ง compound microscope กาํลงัขยาย 40 เท่า นับจาํนวน
อสุจิจากมุมบน-ล่าง ทั้ ง 4 มุม และช่องตรงกลาง รวม 5 ช่อง ดังแสดงในภาพที่ 3.3 แล้วนํามา
คาํนวณหาค่าเฉล่ียจาํนวนอสุจิท่ีนบัไดต่้อ 1 มิลลิลิตร ดงัน้ี 

 
จาํนวนอสุจิ/มิลลิลิตร = (รวมจาํนวนอสุจิท่ีนบัไดท้ั้ง 5 บริเวณ/5)×25×dilution rate×104 
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                                           (ก)       (ข) 

 
ภาพที ่3.3  สไลดส์าํหรับนบัเมด็โลหิต (hemacytometer, (ก)) ภาพแสดงตาํแหน่งท่ีนบัจาํนวนอสุจิทั้ง    
                  5 บริเวณ (1, 2, 3, 4 และ 5, (ข)) 
ท่ีมา: http://shopping.akasdoctor.com/onlinestore/detail.cfm?ID=MEDICARECNR 

 
                    3.3.3.3  การศึกษาการเคลือ่นทีข่องอสุจิ (motility) 
                                นํานํ้ าเช้ือท่ีรีดได้มาตรวจคุณภาพนํ้ าเช้ือ เพื่อดูอัตราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 
การศึกษาอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิทาํไดโ้ดยการหยดนํ้ ากลัน่ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) ลงบนสไลด ์
และหยดนํ้ าเช้ือ 1 ไมโครลิตร จากนั้นใชไ้มจ้ิ้มฟันเข่ียนํ้ ามาแตะกบันํ้ าเช้ือเพียงเล็กนอ้ย แลว้สังเกต
การเคล่ือนท่ีภายใตก้ลอ้ง compound microscope กาํลงัขยาย 10 เท่า โดยมีเกณฑ์การเคล่ือนท่ีของ
อสุจิ ดงัแสดงในตารางที่ 3.1 

 
ตารางที ่3.1  หลกัเกณฑก์ารสงัเกตอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 
 
หลกัเกณฑ์ คะแนน การเคลือ่นที ่(%) 
อสุจิทุกตวัเคล่ือนท่ี 
อสุจิส่วนใหญ่เคล่ือนท่ี (3/4) 
อสุจิบางตวัเคล่ือนท่ี (2/4) 
อสุจิส่วนใหญ่ไม่เคล่ือนท่ี มีเพียงเลก็นอ้ยท่ีเคล่ือนท่ี (1/4) 
อสุจิไม่มีการเคล่ือนท่ี 

4 
3 
2 
1 
0 

100 
75 
50 
25 
0 

ดดัแปลงจาก: Guest (1973) 
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                   3.3.3.4  การศึกษาการมีชีวติของอสุจิ (viability)   
                                   การศึกษาการมี ชีวิตของอสุ จิทําได้โดยวิ ธีการย ้อมสี  eosin-nigrosin ซ่ึ ง
ส่วนประกอบสียอ้มแสดงในตารางที่ 3.2 และมีวิธีการเตรียมสียอ้มดงัน้ี 

 
ตารางที ่3.2  ส่วนประกอบของสียอ้ม eosin-nigrosin  
 

ส่วนประกอบสารเคมี ปริมาณ 
eosin B  
nigrosin 
sodium citrate dihydrate 
นํ้ากลัน่ 

1  กรัม 
5  กรัม 

1.5  กรัม 
100  มิลลิลิตร 

ท่ีมา: Hambananda (1996) 

 
                       วธีิการเตรียมสีย้อมสําหรับดูตัวเป็นตัวตายสามารถเตรียมได้ดังนี ้
           ชั่ง  eosin B 1 กรัม  nigrosin 5 กรัม  sodium citrate dehydrate 1.5 กรัม  ใส่ใน  beaker
และเติมนํ้ ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ตอ้งให้ความร้อนขณะเตรียมสาร เม่ือสารละลายเขา้กนัดีแลว้นาํไป
กรองจนไม่มีตะกอนเหลืออยู ่แลว้นาํสียอ้มท่ีไดเ้กบ็ไวใ้นขวดสีชาโดยเกบ็ท่ีอุณหภูมิหอ้ง  
 
                       ขั้นตอนการศึกษาอตัราการมีชีวติมีขั้นตอนดังนี ้
                        -  หยดสี eosin-nigrosin ลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) แลว้หยดนํ้ าเช้ือลง
ขา้ง ๆ สียอ้มประมาณ 1 ไมโครลิตร 
                        -  ใช้เข็มเข่ียคนนํ้ าเช้ือกับสียอ้มให้เขา้กันจากนั้นใช้แผ่นสไลด์อีกแผ่นหน่ึงเกล่ีย
นํ้าเช้ือใหก้ระจายบาง ๆ โดยเกล่ียเพียงคร้ังเดียว 
                        -  นาํแผน่สไลดท่ี์เกล่ียแลว้ ผึ่งใหแ้หง้ในอุณหภูมิหอ้ง 
                        -  หยดนํ้ ายาทาเลบ็ลงบนแผน่สไลด ์1 หยดแลว้ปิดดว้ย cover slips จากนั้นนาํไปส่อง
ดูภายใตก้ลอ้ง compound microscope กาํลงัขยาย 100 เท่า 
                        -  นับจาํนวนอสุจิตวัเป็นและตวัตายโดยการสุ่มนับ 5 บริเวณ ๆ ละ 20 เซลล์ โดยท่ี
อสุจิตวัเป็นจะมีลกัษณะสีขาวไม่ติดสียอ้ม ส่วนอสุจิตวัตายจะติดสียอ้มเป็นสีชมพูแดงหรือสีม่วงเขม้ 
ดงัแสดงในภาพที่ 3.4 
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ภาพที ่3.4  อสุจิมีชีวิตมีลกัษณะสีขาว และอสุจิตวัตายจะติดสีชมพแูดงหรือสีม่วงเขม้ เม่ือยอ้มดว้ยสี   
                   eosin-nigrosin ส่องภายใตก้ลอ้ง compound microscope กาํลงัขยาย 100 เท่า 

 
                   3.3.3.5  การศึกษาการปฏิสนธิ (fertilization) 
         การศึกษาการปฏิสนธิเป็นการทดสอบความสามารถของอสุจิในการผสมกับ
ไข่ โดยการนาํแม่ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดมารีดไข่ หลงัจากการฉีดฮอร์โมนเข็มท่ี 3 แลว้ 8 ชัว่โมง ซ่ึง
ลกัษณะไข่ปลาท่ีดีจะมีสีเขียว หรือสีเหลืองอาํพนั ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 1.6 มิลลิเมตร 
ใช้ไมโครปิเปตดูดไข่ 200 ไมโครลิตร (มีไข่จาํนวน 129±6.69 ฟอง) ใส่จานแก้วขนาดเส้นผ่าน
ศูนยก์ลางประมาณ 10 เซนติเมตร ดูดนํ้ าเช้ือสด หรือนํ้ าเช้ือท่ีทาํการเก็บรักษาทั้งแบบระยะสั้น และ
แบบระยะยาว (ตามรายละเอียดในแต่ละการทดลอง) ลงไปผสมกบัไข่ ใชข้นไก่คนไข่ และนํ้ าเช้ือให้
เขา้กนั ท้ิงไวป้ระมาณ 2-3 นาที จากนั้นค่อย ๆ เติมนํ้ าเพาะฟักลงไป 5 มิลลิลิตร ท้ิงไวป้ระมาณ 5 นาที
แลว้ใช้ขนไก่เข่ียไข่จากจานแก้วใส่ลงในขวดเพาะฟักขนาด 1.25 ลิตร ท่ีมีการไหลเวียนของนํ้ า
ตลอดเวลาขณะทาํการเพาะฟัก ดงัแสดงในภาพที่ 3.5 หลงัจากนั้น 8 ชั่วโมง ทาํการตรวจนับการ
ปฏิสนธิท่ีระยะ gastrula stage ดงัแสดงในภาพที่ 3.6 และคาํนวณหาอตัราการปฏิสนธิตามสมการ
ดงัน้ี 

         การปฏิสนธิ (%)  = จาํนวนไข่ท่ีเจริญถึงระยะ gastrula stage×100 
                                       จาํนวนไข่ทั้งหมด 
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ภาพที ่3.5  ขวดเพาะฟักขนาด 1.25 ลิตร และระบบการฟักไข่ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่3.6  การพฒันาของคพัภะปลานวลจนัทร์นํ้าจืดระยะ gastrula stage (8 ชัว่โมง) 
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         3.3.4  ขั้นตอนและวธีิการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลา  
                    วิธีการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบ่งออกเป็น 2 ชุดการทดลอง คือ 
                    1)  ศึกษาการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะส้ัน  
                         ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี  
                          1.1  ศึกษาชนิดของสาร extender ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลา   
                                  นวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะส้ัน  
        ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                                     1)  ทาํการเตรียมสาร extender 10 ชนิด ไดแ้ก่ Kurokura medium (KU), Modified 
Cortland solution (MC), Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution (C-F HBSS), Modified fish 
Ringer’ s solution (MFR), 0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution (HBSS), Sperm motility 
inhibiting saline medium (SM), Immobilizing Saad solution (Saad), glucose (350 mM) และ 
Immobilizing solution (IM) ตามส่วนประกอบดงัแสดงในตารางที่ 3.3 วดัค่าออสโมลาลิต้ี และค่า 
pH หลงัจากนั้นนาํสาร extender ท่ีเตรียมแลว้ใส่ขวดแกว้ปิดฝาใหส้นิทเกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C 
         2)  นาํนํ้าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางกบัสาร extender ทั้ง
10 ชนิด ในอตัราส่วนนํ้าเช้ือสดต่อสาร extender 1: 3 ใน cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั
โดยการป่ันด้วยเคร่ือง  mixer และเก็บในตู ้เย็นท่ีมีอุณหภูมิ  4๐C จากนั้ นทําการทดสอบการ
เคล่ือนท่ี และการมีชีวิตของนํ้ าเช้ือท่ีระยะเวลาการเก็บต่าง ๆ (6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 
และ 120 ชัว่โมง) ดงัแผนการทดลองในตารางที่ 3.4 
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ตารางที ่3.3  ส่วนประกอบทางเคมีของสาร extender ที่ใชเ้จือจางนํ้าเชื้อปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
 

สารเคมี 
(mM) 

สาร extender 

KU MC C-F HBSS MFR 0.9% NaCl HBSS SM Saad glucose       
(350 mM) 

IM 

NaCl 128.4 112.07 153.28 129.31 155.17 137.93 75.00 200.00 - 200.00 
KCl 2.70 40.54 5.95 13.51 - 5.41 70.00 - - - 
CaCl2.2H2O 1.40 2.06 - 1.46 - 1.10 2.00 - - - 
NaHCO3 2.40 2.38 4.64 - - 4.17 - - - 2.38 
MgSO4.7 H2O - - 0.89 1.92 - 0.81 1.00 - - - 
Na2HPO4. 7 H2O - - 0.49 - - 0.45 - - - - 
KH2PO4 - - 0.52 - - 0.44 - - - - 
Glucose - - 6.17 5.56 - 5.56 - - 350.00  - 
NaH2PO4 - - - 3.42 - - - - - - 
Tris-Hydro* - - - - - - 20.00 30.00 30.00 - 
pH  8.11±0.1 8.00±0.04 7.84±0.04 5.25±0.04 6.88±0.2 8.00±0.02 9.90±0.04 9.63±0.1 8.54±0.1 8.55±0.04 
Osmolality 250.33±1.5 285.33±0.6 308.33±0.6 280.67±1.5 286.00±1 280.33±0.6 291.67±1.5 397.00±2 403.67±0.6 369.00±1 

หม า ย เ หตุ :  * Tris-Hydroxymethyl-Methylamine (NH2C(CH2OH)3), KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ 
balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s solution, HBSS; Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; 
Immobilizing Saad solution, IM; Immobilizing solution  
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ตารางที ่3.4  แผนการทดลองผลของสาร extender 10 ชนิด (KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ IM) ที่เหมาะสม 
       สาํหรับการเกบ็รักษานํ้าเชื้อปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น โดยทาํการทดสอบอตัราการเคลื่อนที่ และอตัราการมีชีวิตที่ระยะเวลาการเกบ็ 6, 12,  
       24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง              
                

กลุ่มการ
ทดลอง 

 สาร 
extender 

การเคลือ่นที่ (%) การมชีีวติ (%) 

ระยะเวลาการเกบ็ (ชั่วโมง) ระยะเวลาการเกบ็ (ชั่วโมง) 

6  12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 6  12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 
1 KU                       
2 MC                       

3 C-F HBSS                       

4 0.9% NaCl                       

5 MFR                       

6 HBSS                       

7 SM                       

8 Saad                       

9 glucose                        

10 IM                       

 หมายเหตุ:  KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s 
solution, HBSS; Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; Immobilizing Saad solution, glucose (350 mM), IM; 
Immobilizing solution  
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                                   3)  ทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิในสาร extender 10 ชนิด (KU, MC, C-F HBSS, 
0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ IM) ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 48 ชัว่โมง   
                                   4)  นําสาร extender ท่ีให้ผลอัตราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม
หลงัจากการเกบ็ 48 ชัว่โมง ซ่ึงไดแ้ก่ KU, MC และ HBSS มาทาํการทดสอบการปฏิสนธิท่ีระยะเวลา
การเก็บ 72 ชัว่โมง ในการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ มีการใชน้ํ้ าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) และนํ้ าเช้ือท่ี
เจือจางกบัสาร extender แต่ละชนิด มีจาํนวนอสุจิ หรือ Insemination dose เท่ากนั คือ 1.29×108 ตวั 

โดยขั้นตอนและขบวนการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้นแสดงในแผนภาพ
ท่ี 3.7  
 
 

 
 

ภาพที ่3.7  กระบวนการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น 
 

คดัเลือกปลาตวัผูท่ี้มีลกัษณะดีและสมบูรณ์พนัธุ์ 

เกบ็นํ้ าเช้ือปลา และตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือปลา 

เช็คการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

อตัราการเคล่ือนท่ีเกิน 75% 

เจือจางนํ้าเช้ือดว้ยสาร extender ใน 
cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

แช่ในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C 

ทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี (motility), อตัราการมีชีวิต (viability) 
และอตัราการปฏิสนธิ (fertilization) 

อตัราการเคล่ือนท่ีนอ้ย
กวา่ 75% 

คดัท้ิง 
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การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
วิเคราะห์ผลของสาร extender 10 ชนิด (KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, 

HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ  IM) ท่ี เหมาะสมสําหรับการเก็บ รักษานํ้ า เ ช้ือปลา
นวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้น โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized 
Design) ท่ีมีการวดัซํ้ า (Repeated Measurements) โดยมีจาํนวนซํ้ า 6 ซํ้ าต่อทรีทเมนต ์ก่อนการวิเคราะห์
ความแปรปรวนนาํผลอตัราการมีชีวิต อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการปฏิสนธิ ไป transformed โดย
ใชว้ิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวนระหว่างทรีทเมนต ์(ANOVA) ตาม
แผนการทดลองแบบ CRD ท่ีมีการวดัซํ้ า และเปรียบเทียบผลของสาร extender แต่ละชนิดในระยะเวลา
การเกบ็ต่าง ๆ โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ One way ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่าง
ค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนตด์ว้ยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดบันยัสาํคญั P<0.05 โดยใช้
โปรแกรม SPSS Version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL)   

 
                          1.2  ศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสมใน 
                               การเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะส้ัน 
                               การทดลองน้ีเป็นการทดลองต่อเน่ืองจากการทดลองที่  1.1 โดยเลือกสาร 
extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุดคือ HBSS มาศึกษาอตัราการเจือจาง sperm: extender และระยะเวลาในการ
เกบ็ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้น โดยทาํการศึกษาอตัราการ
เจือจาง 4 อตัราส่วน ดงัน้ี 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง และ
ใช ้undiluted sperm เป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                                 1)  นาํนํ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไปมาเจือจางกบัสาร extender 
(HBSS) ในอตัราส่วน sperm: extender 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ใน cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ผสมให้เขา้กันโดยการป่ันด้วยเคร่ือง mixer และทาํการเก็บท่ีระยะเวลา 0, 48 และ 72 ชั่วโมง ดัง
แสดงในแผนการทดลองตารางที่ 3.5   
                                 2)  หลงัจากนั้นนํามาทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และ
อตัราการเคล่ือนท่ี ในการทดสอบอตัราการปฏิสนธิใช้ undiluted sperm เป็นกลุ่มควบคุม โดยมี
จาํนวนอสุจิ หรือ Insemination dose เท่ากนั คือ 1.29×108 ตวั  
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ตารางที ่3.5  แผนการทดลองการศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ 
                     (0, 48 และ 72 ชัว่โมง) ของการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้นโดยมี  
                     HBSS เป็นสาร extender  
  

กลุ่มการทดลอง อตัราการเจือจาง                 
(sperm: extender) 

ระยะเวลาในการเกบ็ 
(ช่ัวโมง) 

1 
2 
3 

1: 3 
 
 

0 
48 
72 

4 
5 
6 

1: 5 
 
 

0 
48 
72 

7 
8 
9 

1: 10 
 
 

0 
48 
72 

10 
11 
12 

1: 15 0 
48 
72 

               13 กลุ่มควบคุม (undiluted sperm)  

 
การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
การศึกษาอัตราการเจือจางของนํ้ าเช้ือปลานวลจันทร์นํ้ าจืด มีการวางแผนการ

ทดลองแบบ CRD ท่ีมีการจดั treatment แบบ 4×3 factorial คือ 4 dilution ratio ของ sperm: extender 
(1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15) และ 3 ระยะเวลาการเก็บท่ี 0, 48 และ 72 ชั่วโมง โดยใช้นํ้ าเช้ือสดท่ี
ไม่ไดเ้จือจางเป็นตวัควบคุม และแต่ละกลุ่มทดลองมีจาํนวน 9 ซํ้ า ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวน
นําผลอัตราการปฏิสนธิ  อัตราการมี ชีวิต  และอัตราการ เค ล่ือนท่ีไป  transformed โดยใช้
วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลอง
แบบ Factorial in CRD และวิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนตด์ว้ยวิธี Duncan’s new 
multiple rang test ท่ีระดบันยัสาํคญั P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS version 10 (SPSS Inc., Chicago,IL)
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                    2)  ศึกษาการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิการ  
                          แช่แข็ง  
                         ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 
                          2.1  ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็ 
                                รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
                                เป็นการทดลองต่อเน่ืองจากการทดลองที่ 1.1 โดยการเลือกสาร extender ท่ี
ให้ผลดีท่ีสุดคือ HBSS มาทาํการศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมใน
การเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ ในคร้ังน้ีทาํการศึกษาใชส้าร cryoprotectant 
4 ชนิด ไดแ้ก่ dimethyl sulfoxide (DMSO), dimethyl acetamide (DMA), glycerol และ Methanol (MeOH) 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                            1)  ทําการเตรียมสาร extender (HBSS) วัดค่าออสโมลาลิต้ี และ pH นําสาร 
extender ท่ีเตรียมแลว้ใส่ขวดแกว้ปิดฝาใหส้นิทเกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C เพื่อใชใ้นการเจือจางกบั
นํ้าเช้ือ 
                                  2)  เตรียมสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแ้ก่ DMSO, DMA, glycerol และ MeOH 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% โดยใชส้าร extender ท่ีเตรียมไวใ้นขอ้ 1 เป็นตวัทาํละลายใน
การเตรีมสาร cryoprotectant ทั้ง 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) นาํสาร cryoprotectant ท่ี
เตรียมแลว้ใส่ขวดสีชาปิดฝาใหส้นิทเกบ็ไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C 
                                  3)  นาํนํ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางดว้ยสาร extender
ท่ีเตรียมไว้ในข้อ 1 ในอัตราส่วนนํ้ าเ ช้ือสดต่อสาร extender 1: 3 ผสมให้เข้ากัน  (diluted milt) 
หลงัจากนั้นเติมสาร cryoprotectant แต่ละชนิด (DMSO, DMA, glycerol หรือ MeOH) ท่ีระดบัความ
เข้มข้น 5, 10 และ 15% โดยใช้สัดส่วน 1: 3 โดยมีขั้นตอนและขบวนการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็งแสดงในแผนภาพที่ 3.8 และแผนการทดลองดงัแสดงในตาราง
ท่ี 3.6  
                                   4)  ใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายนํ้ าเช้ือในขอ้ 3 ปริมาตร 240 ไมโครลิตร ใส่
หลอดแช่แขง็ (French straws ขนาด 250 ไมโครลิตร) แลว้ปิดหลอดแช่แขง็โดยใช ้forcept ลนไฟจน
ร้อนแลว้หนีบปากหลอดแช่แข็ง ซ่ึงหลงัจากท่ีเติมสาร cryoprotectant จะเร่ิมจบัเวลาจนถึงการนาํ
หลอดแช่แขง็ใส่ลงใน cryochamber ใชเ้วลาประมาณ 10 นาที 
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ภาพที ่3.8  กระบวนการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ 

คดัเลือกปลาตวัผูท่ี้มีลกัษณะดีและสมบูรณ์พนัธุ์ 

เกบ็นํ้ าเช้ือปลา และตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือปลา 

เช็คการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

อตัราการเคล่ือนท่ีเกิน 75% 

เจือจางนํ้าเช้ือดว้ยสาร extender (HBSS)  

ผสม diluted milt กบัสาร cryoprotectant แต่ละชนิด 

นาํ straws มาละลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง เพื่อศึกษาอตัราการเคล่ือนท่ี (motility),                 
อตัราการมีชีวติ (viability) และอตัราการปฏิสนธิ (fertilization) ของนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

อตัราการเคล่ือนท่ีนอ้ย
กวา่ 75% 

คดัท้ิง 

equilibration time ไม่นอ้ยกวา่ 10 นาที 

ดูดตวัอยา่งใส่ใน French straws และปิด straws 

นาํ straws ใส่ใน cryochamber ท่ีต่ออยูก่บั freezer control แลว้ run program (Cryogenesis 4) 
จนถึง -80°C จากนั้นนาํ straws ไปเกบ็ในไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196๐C 
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ตารางที ่3.6  แผนการทดลองการศึกษาผลของสาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol    
                     และ MeOH) ท่ีระดับความเขม้ขน้ต่าง ๆ (5, 10 และ 15%) ท่ีเหมาะสมสาํหรับการ 
                     เกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ โดยใช ้HBSS เป็นสาร extender   
 

กลุ่มการทดลอง สาร cryoprotectant ความเข้มข้น (%) 
1 
2 
3 

DMSO 
 
 

5 
10 
15 

4 
5 
6 

DMA 
 
 

5 
10 
15 

7 
8 
9 

glycerol 
 
 

5 
10 
15 

10 
11 
12 

MeOH 
 
 

5 
10 
15 

                      13  กลุ่มควบคุม (นํ้าเช้ือสด)   

 

                                  5)  การเตรียม freezer control และคอมพิวเตอร์เพื่อควบคุมการลดอุณหภูมิ โดย
เติมไนโตรเจนเหลว (LN2) ลงใน cryobath ใหสู้งประมาณ 15 เซนติเมตร จากนั้นใส่ cryochamber ลง
ใน cryobath แลว้ปิดฝา โดยท่ี cryochamber ต่อกบั freezer control (CL 3300) และ freezer control ต่อ
กบัคอมพิวเตอร์อีกทีเพื่อควบคุมการทาํงานของ freezer control จากนั้นเลือกอตัราการลดอุณหภูมิ
10๐C min-1 โดยทาํการลดอุณหภูมิจาก 20๐C ถึง -80๐C โดยใชเ้มนู execute จากโปรแกรม Cryogenesis 
4 นาํตวัอยา่งนํ้ าเช้ือท่ีดูดใส่ straws ใส่ลงใน cryochamber ปิดฝา แลว้ทาํการ run program จากนั้นรอ
ให้คอมพิวเตอร์ และ freezer control ทาํงานจนอุณหภูมิท่ี freezer control ถึง -80๐C (ภาพท่ี 3.9) จึงนาํ 
straws ออกจาก cryochamber แลว้ไปเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196๐C เพื่อนาํไป
ทดสอบหาอตัราการปฏิสนธิ อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิต่อไป ในการทดสอบ
อตัราการปฏิสนธิ มีการใชน้ํ้ าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) และนํ้ าเช้ือแช่แขง็มีจาํนวนอสุจิ หรือ Insemination 
dose เท่ากนั คือ 1.29×108 ตวั 
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ภาพที ่3.9  ชุดควบคุมการลดอุณหภูมิในระหวา่งกระบวนการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลาโดยวธีิการแช่แขง็ 
                  โดยใช ้freezer control (CL 3300) ร่วมกบัโปรแกรม Cryogenesis Version 4 

 
 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  
              การศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือ

ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีมีการจดั treatment 
แบบ 4×3 factorial คือใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ DMSO, DMA, glycerol และ MeOH ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% โดยใชน้ํ้ าเช้ือสดเป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงในแต่ละทรีทเมนตไ์ดท้าํ
การทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต 12 ซํ้ าต่อทรีทเมนต ์ส่วนอตัราการปฏิสนธิไดท้าํ
การทดสอบ 16 ซํ้ าต่อทรีทเมนต ์ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนนาํผลอตัราการปฏิสนธิ อตัรา
การมีชีวิต  และอัตราการเคล่ือนท่ีไป  transformed โดยใช้วิ ธี  Arcsine Transformation จากนั้ น
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และวิเคราะห์ความ
แตกต่างค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนตด์ว้ยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดบันยัสําคญั P<0.05 
โดยใชโ้ปรแกรม SPSS Version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL)   

 3. freezer control (CL 3300) 

4. PC: 

Cryogenesis Version 4 

  liquid nitrogen  

1. cryochamber 

 2. cryobath 
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2.2 ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือ 
       ปลานวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 

                              การทดลองน้ีเป็นการทดลองต่อเน่ืองจากการทดลองที่ 2.1 โดยการเลือกสาร 
extender และสาร cryoprotectant ท่ีใหผ้ลดีท่ีสุดคือ 5% glycerol ร่วมกบั HBSS มาทาํการศึกษาอตัรา
การลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ โดย
ทาํการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ ไดแ้ก่ One-step (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C), Two-steps 
(4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C และ 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง -80๐C) และ Three-steps freezing rate   
(5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C และ 2๐C min-1 จาก -30๐C ถึง -80๐C) ซ่ึงมี
ขั้นตอนการทดลองดงัน้ี    
                                   1)  นาํนํ้าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางดว้ยสาร extender 
(HBSS) ท่ีอตัราส่วน sperm: extender 1: 3 (diluted milt) จากนั้นนาํมาผสมกบั 5% glycerol โดยใช้
สดัส่วน 1: 3 
                                   2)  ใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายนํ้ าเช้ือในขอ้ 1 ปริมาตร 240 ไมโครลิตร ใส่
หลอดแช่แขง็ (french straws ขนาด 250 ไมโครลิตร) แลว้ปิดหลอดแช่แขง็โดยใช ้forcept ลนไฟจน
ร้อนแลว้หนีบปากหลอดแช่แขง็  
                                   3)  นํา  straws ใส่ลงใน  cryochamber ปิดฝา  เ ลือกอัตราการลดอุณหภูมิท่ี
ต้องการศึกษาทั้ ง 3 แบบ ได้แก่ One-step, Two-steps และ Three-steps freezing rate ดังแสดงใน
แผนการทดลองตารางที่ 3.7 จากนั้น run program จนอุณหภูมิท่ี freezer control ถึง -80๐C จึงนาํ straws
ออกจาก cryochamber แลว้ไปเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196๐C จากนั้นนาํนํ้ าเช้ือ 
แช่แข็งไปทดสอบหาอตัราการปฏิสนธิ อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิต่อไป ใน
การทดสอบอตัราการปฏิสนธิ มีการใชน้ํ้ าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) และนํ้ าเช้ือแช่แข็งมีจาํนวนอสุจิ 
หรือInsemination dose เท่ากัน คือ 1.29×108 ตัว โดยทาํการทดสอบอัตราการปฏิสนธิ 16 ซํ้ าต่อ   
ทรีทเมนต ์
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ตารางที ่3.7  แผนการทดลองผลของอตัราการลดอุณหภูมิแบบต่าง ๆ One-step, Two-steps และ  
                     Three-steps freezing rate โดยใช ้5% glycerol ร่วมกบั HBSS ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลา 
                     นวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ 
 

กลุ่มการทดลอง อตัราการลดอณุหภูมิ (freezing rate) 
1 One-step 
2 Two-steps 
3 Three-steps 

                                4  กลุ่มควบคุม (นํ้าเช้ือสด) 

              
  การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  

การศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดย
วิธีการแช่แขง็ มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ทาํการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ ไดแ้ก่
One-step, Two-steps และ Three-steps freezing rate และใชน้ํ้ าเช้ือสดเป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงในแต่ละ
ทรีทเมนตไ์ดท้าํการทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต 6 ซํ้ าต่อทรีทเมนต ์ส่วนอตัราการ
ปฏิสนธิไดท้าํการทดสอบ 16 ซํ้ าต่อทรีทเมนต์ ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนนาํผลอตัราการ
ปฏิสนธิ อัตราการมีชีวิต และอัตราการเคล่ือนท่ีไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation
จากนั้ นวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ  One way ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉล่ีย
ระหว่างทรีทเมนตด์ว้ยวิธี Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดบันยัสาํคญั P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม
SPSS Version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL)  

 
                    3)  ศึกษาจํานวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีมี่ผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  

           ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 
                          3.1  ศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีมี่ผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํา้เช้ือสด 
                                 ในปลานวลจันทร์นํา้จืด 
                                 ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                                 นํานํ้ าเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาทาํการทดสอบอัตราการ
ปฏิสนธิ โดยใช้จาํนวน sperm: egg ratio ของนํ้ าเช้ือสด 7 อตัราส่วน ได้แก่ 0.5×106: 1, 1×106: 1, 
1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 0.75×107: 1, 1×107: 1 และ 0.25×108: 1 ซ่ึงมีจาํนวน Insemination dose หรือ
จาํนวนอสุจิ ดงัแสดงในแผนการทดลองตารางที่ 3.8 มาผสมกบัไข่จาํนวน 104 ฟอง 
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ตารางที ่3.8  แผนการทดลองการศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของ   
                     นํ้าเช้ือสดในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
 

กลุ่มการทดลอง Number sperm: egg ratio Insemination dose (number of sperm) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

0.50×106 : 1 
1.00×106 : 1 
1.50×106 : 1 
0.50×107 : 1 
0.75×107 : 1 
1.00×107 : 1 
0.25×108 : 1 

0.52×108  
1.04×108  
1.56×108  
0.52×109  
0.78×109  
1.04×109  
0.26×1010  

 

  การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  
 การศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํ้ าเช้ือสด

ในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ทาํการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ของ
นํ้ าเช้ือสด 7 อัตราส่วน ได้แก่ 0.5×106: 1, 1×106: 1, 1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 0.75×107: 1, 1×107: 1 
และ 0.25×108: 1 และแต่ละกลุ่มทดลองมีจาํนวน 6 ซํ้ า ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนนาํผลอตัรา
การปฏิสนธิไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวน
แบบ  One way ANOVA และวิ เคราะ ห์ความแตกต่ า งค่ า เฉ ล่ี ยระหว่ า งท รีท เมนต์ด้วยวิ ธี 
Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับนัยสําคัญ  P<0.05 โดยใช้โปรแกรม  SPSS Version 10 
(SPSS Inc., Chicago, IL)  
 
                          3.2  ศึกษาจํานวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ที่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิของนํา้เช้ือ 
                                    แช่แข็งในปลานวลจันทร์นํา้  
                                 การศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของนํ้ าเช้ือ
แช่แข็งในปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด โดยใช ้5% glycerol ร่วมกบั HBSS และอตัราการลดอุณหภูมิ One-
step freezing rate (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C) มาทาํการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ของนํ้ าเช้ือ
แช่แข็งในปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด โดยใช้นํ้ าเช้ือแช่แข็ง 5 อตัราส่วน ไดแ้ก่ 1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 
2.6×106: 1, 3.25×106: 1 และ 3.9×106: 1 และใชน้ํ้ าเช้ือสด 1.00×106: 1 (ซ่ึงเป็นจาํนวน sperm: egg ratio
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ของนํ้ าเช้ือสดท่ีเหมาะสมต่อการปฏิสนธิของปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดเป็นกลุ่มควบคุม) ดังแสดงใน
แผนการทดลองตารางที่ 3.9   
 
ตารางที ่3.9  แผนการทดลองการศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของ   
                     นํ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์นํ้าจืด   
 

กลุ่มการทดลอง Number sperm: egg ratio Insemination dose          
(number of sperm) 

1 
2 
3 
4 
5 

 6  กลุ่มควบคุม (นํ้าเช้ือสด) 

1.3 x 106: 1 
1.95 x 106: 1 
2.6 x 106: 1 
3.25 x 106: 1 
3.9 x 106: 1 
1.0 x 106: 1 

1.35 x 108 
2.03 x 108 
2.70 x 108 
3.38 x 108 
4.06 x 108 
1.04 x 108 

 
       ขั้นตอนการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ของนํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบ
แช่แขง็ มีดงัน้ี 
       1)  นาํนํ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางดว้ยสาร HBSS ท่ี
อตัราส่วน sperm: extender 1: 3 (diluted milt) จากนั้นนาํมาผสมกบั 5% glycerol โดยใชส้ดัส่วน 1: 3  
       2)  ใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายนํ้ าเช้ือในขอ้ 1 ใส่หลอดแช่แขง็ (French straws
ขนาด 250 ไมโครลิตร) ตามจาํนวน Insemination dose หรือจาํนวนอสุจิ ดังแสดงในตารางที่ 3.9 
แลว้ปิดหลอดแช่แขง็โดยใช ้forcept ลนไฟจนร้อนแลว้หนีบปากหลอดแช่แขง็  
       3)  นํา straws ใส่ลงใน cryochamber ปิดฝา ใช้อตัราการลดอุณหภูมิ One-step 
freezing rate (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C) จากนั้ น run program จนอุณหภูมิท่ี freezer control 
ถึง -80๐C จึงนํา straws ออกจาก cryochamber แลว้ไปเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ        
-196๐C จากนั้นนาํนํ้าเช้ือแช่แขง็ไปทดสอบหาอตัราการปฏิสนธิ โดยผสมกบัไข่จาํนวน 104 ฟอง 
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การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  
              การศึกษาจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของนํ้ าเช้ือแช่แขง็

ในปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ทาํการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio
ของนํ้ า เ ช้ื อแ ช่ แข็ ง  5 อัตร า ส่ วน  ได้แ ก่  1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1 และ 
3.9×106: 1 และใช้นํ้ าเช้ือสด 1.00×106: 1 เป็นกลุ่มควบคุม และแต่ละกลุ่มทดลองมีจาํนวน 15 ซํ้ า 
ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนนําผลอัตราการปฏิสนธิไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine 
Transformation จากนั้ นวิ เคราะห์ความแปรปรวนแบบ  One way ANOVA และวิเคราะห์ความ
แตกต่างค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์ด้วยวิธี  Duncan’s new multiple rang test ท่ีระดับนัยสําคัญ 
P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS Version 10 (SPSS Inc., Chicago, IL)  
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บทที ่4  
ผลการวเิคราะห์ข้อมูล  

                             

4.1  ส่วนประกอบไอออน ค่าออสโมลาลติี ้และค่า pH ของนํา้เช้ือปลานวลจนัทร์นํา้จดื 
จากการศึกษาพบว่าปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดมีปริมาตรนํ้ าเช้ือประมาณ 0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตวั 

โดยมีความเขม้ขน้ของนํ้ าเช้ือ 1.65±0.25×1010 ตวั/มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 7.15±0.07 มี
ค่าออสโมลาลิต้ี (osmolality) 255.00±0.89 mOsmol/kg และในนํ้ าเช้ือมีส่วนประกอบของไอออน
ชนิดต่าง ๆ ไดแ้ก่ โซเดียม (Na+), โพแทสเซียม (K+), แคลเซียม (Ca2+), แมกนีเซียม (Mg2+) และคลอไรด์
(Cl-) ดงัแสดงในตารางที่ 4.1  

 
ตารางที ่4.1  ปริมาตร ความเขม้ขน้ ส่วนประกอบไอออน ค่าออสโมลาลิต้ี และค่า pH ของนํ้าเช้ือปลา                        
                     นวลจนัทร์นํ้าจืด  
 

  Parameter N Minimum  Maximum Mean S.D. 

ความยาวปลาเพศผู ้(เซ็นติเมตร) 
นํ้าหนกัปลาเพศผู ้(กิโลกรัม) 
ปริมาตรนํ้าเช้ือ (มิลลิลิตร) 
ความเขม้ขน้นํ้าเช้ือ (×1010 ตวั/มิลลิลิตร) 
คุณลกัษณะของ seminal plasma 
   โซเดียม (mM) 
    คลอไรด ์(mM) 
    โพแทสเซียม (mM) 
    แคลเซียม (mM) 
    แมกนีเซียม (mM) 
    osmolality (mOsmol/kg) 
    pH 

127 
127 
7 
7 
 
3 
3 
3 
3 
3 
6 
6 

40.00 
0.60 
0.20 
1.30 
 
71.00 
96.00 
31.00 
0.48 
0.53 
254 
7.09 

70.00 
2.00 
0.4 
1.98 
 
73.00 
100.00 
35.50 
0.63 
0.66 
256 
7.26 

46.88 
0.96 
0.30 
1.65 
 
72.33 
97.67 
33.80 
0.54 
0.60 
255 
7.15 

5.49 
0.32 
0.10 
0.25 

 
1.15 
2.08 
2.44 
0.08 
0.06 
0.89 
0.07 
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4.2  ผลของการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจนัทร์นํา้จดืแบบระยะส้ัน  
       4.2.1  ผลของสาร extender ที่เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบ  
                 ระยะส้ัน  
                 จากการทดลองเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้นดว้ยสาร extender 10 
ชนิด ไดแ้ก่ Kurokura medium (KU), Modified Cortland solution (MC), Calcium-Free Hanks’ 
balanced salt solution (C-F HBSS), Modified fish Ringer's solution (MFR), 0.9% NaCl, Hanks’ 
balanced salt solution (HBSS), Sperm motility inhibiting saline medium (SM), Immobilizing Saad 
solution (Saad), glucose (350 mM) และ Immobilizing solution (IM) หลงัจากทาํการทดสอบอตัรา
การเคล่ือนท่ี ท่ีระยะเวลาการเก็บ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบว่าการ
เก็บท่ีระยะเวลา 6-24 ชัว่โมง เม่ือใชส้าร extender ทั้ง 10 ชนิด มีอตัราการเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างกนั 
(P>0.05) และเม่ือทาํการเกบ็ในระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนท่ี 48 ชัว่โมง พบว่าการใช ้KU, MC, C-F HBSS, 
HBSS และ IM ยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ีถึง 100% และเม่ือทาํการเก็บท่ีระยะเวลา 72-96 ชัว่โมง พบว่า
การใช้ MC และ IM มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการศึกษา
อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05, ตารางท่ี 4.2)   

                 สําหรับผลของอัตราการมีชีวิตพบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ  24 และ  48 ชั่วโมง  การ
ใช้ KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, glucose (350 mM) และ IM มีอตัราการมีชีวิตไม่
แตกต่างกนั (P>0.05) และเม่ือทาํการเก็บผา่นไปถึง 72 ชัว่โมง พบว่าการใชส้าร extender แต่ละชนิด
มีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างกนั (P>0.05) ยกเวน้การใช ้Saad และ glucose (350 mM) ท่ีมีอตัราการมี
ชีวิตลดลงตํ่ากวา่การใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
และเม่ือทาํการเก็บยาวนานขึ้นถึง 84 ชัว่โมง พบว่าการใช ้KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, 
HBSS และ IM ยงัใหผ้ลอตัราการมีชีวิตสูงกวา่ 50% และใหผ้ลไม่แตกต่างกนั (P>0.05, ตารางท่ี 4.3) 
แต่หลงัจากการเก็บท่ี 96-120 ชัว่โมง พบว่าการเก็บดว้ยสาร extender แต่ละชนิดมีอตัราการมีชีวิต
ลดลงตํ่ากวา่ 50% (ตารางท่ี 4.3)     
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ตารางที ่4.2 ผลของสาร extender ที่มีผลต่ออตัราการเคลื่อนที่ (mean±S.E.) ต่อการเกบ็ที่ระยะเวลาต่าง ๆ 
 

สาร
extender 

ระยะเวลาการเกบ็ (ชั่วโมง) 

6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 
KU 
MC 
C-F HBSS 
0.9% NaCl 
MFR 
HBSS 
SM 
Saad 
glucose 
IM 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
95.8±4.2a 
95.8±4.2a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
87.5±5.6b 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
75.0±0.00c 
75.0±0.0c 
79.2±4.2c 

100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
75.0±11.2b 
75.0±0.0b 
100.0±0.0a 
54.2±4.2c 
54.2±4.2c 
54.2±4.2c 
100.0±0.0a 

83.3±5.3bc 
100.0±0.0a 
87.5±5.6ab 

58.3±15.4cd 
50.0±0.0d 
83.3±5.3bc 
8.3±5.3e 

16.7±5.3e 
8.3±5.3e 

100.0±0.0a 

66.7±5.3b 
95.8±4.2a 
62.5±5.6b 
29.2±13.6c 
25.0±0.0c 
62.5±5.6b 
0.0±0.0d 
0.0±0.0d 
0.0±0.0d 
87.5±5.6a 

33.3±8.3b 
79.2±7.7a 
33.3±5.3b 
8.3±5.3c 
0.0±0.0c 
25.0±0.0b 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 

75.0±11.2a 

4.2±4.2b 
66.7±8.3a 
4.2±4.2b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
4.2±4.2b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 

62.5±14.1a 

0.0±0.0c 
41.7±5.3a 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 

12.5±5.6b 

0.0±0.0b 
20.8±4.2a 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 

0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน ์แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)   
KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s solution, HBSS; 
Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; Immobilizing Saad solution, glucose (350 mM), IM; Immobilizing 
solution  
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ตารางที ่4.3 ผลของสาร extender ที่มีผลต่ออตัราการมีชีวติ (mean±S.E.) ต่อการเกบ็ที่ระยะเวลาต่าง ๆ    
 

สาร
extender 

      ระยะเวลาการเกบ็ (ชัว่โมง) 
6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 

KU 
MC 
C-F HBSS 
0.9% NaCl 
MFR 
HBSS 
SM 
Saad 
glucose 
IM 

96.7±1.2a 
95.7±1.3a 
95.3±1.9a 
95.7±1.1a 
95.2±1.7a 
95.7±1.7a 
93.0±1.8a 
86.3±2.1b 
94.5±1.5a 
96.0±1.6a 

96.2±1.1a 
94.83±1.9a 
94.2±2.0a 
95.2±1.0a 
93.3±2.3ab 
95.3±1.5a 
87.3±2.6bc 
81.7±2.8c 
92.7±1.4ab 
94.0±2.0a 

95.7±1.4a 
94.7±2.0a 
93.2±2.1ab 
94.8±0.8a 
93.3±1.8ab 
92.7±2.9ab 
86.2±2.7b 
68.5±6.8c 
89.8±2.4ab 
93.2±1.7ab 

91.7±1.9a 
92.8±1.7a 
91.0±1.9a 
93.2±0.9a 
91.3±2.2a 
90.7±2.7a 
80.8±1.6a 
39.5±17.7b 
86.5±2.1a 
90.8±1.3a 

88.0±1.6ab 
91.5±1.6a 
87.7±2.6ab 
89.7±1.1ab 
89.3±2.5ab 
88.8±2.4ab 
69.2±2.6b 
36.3±16.3c 
78.0±6.1ab 
89.8±1.9a 

83.5±4.5ab 
85.3±2.1ab 
78.7±3.0ab 
82.8±1.8ab 
83.2±4.9ab 
84.7±2.1ab 
64.3±1.5b 
30.5±13.6c 
27.3±12.3c 
89.2±1.3a 

80.7±4.3a 
80.2±3.1a 
75.0±2.4a 
67.3±6.0a 
65.3±7.5a 
66.3±7.7a 
58.3±2.9a 
22.2±10.1b 
10.8±4.9b 
72.8±6.0a 

61.5±7.6a 
64.8±7.4a 
56.7±7.6a 
60.2±8.0a 
58.3±6.9a 
61.5±8.2a 
20.7±9.3b 
13.7±6.3b 
5.7±2.8b 
65.7±5.0a 

36.8±16.3ab 
37.7±16.9ab 
35.3±15.8ab 
33.0±7.8ab 
18.5±9.2abc 
17.3±7.9abc 

0.0±0.0c 
6.8±4.3bc 
0.0±0.0c 
47.5±4.0a 

5.7±2.7bc 
13.8±6.5abc 
32.8±15.1ab 
10.2±5.0bc 
10.5±4.8bc 
14.5±6.7abc 

0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
29.5±3.3a 

2.3±1.1a 
11.7±5.8a 
7.3±3.8a 
7.2±3.8a 
6.7±4.2a 
7.3±3.5a 
0.0±0.0a 
0.0±0.0a 
0.0±0.0a 

11.0±5.2a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรที่แตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)   
KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s solution, HBSS; 
Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; Immobilizing Saad solution, glucose (350 mM), IM; Immobilizing 
solution  
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นอกจากน้ีจากการศึกษายงัพบว่าการใชส้าร extender แต่ละชนิด มีแนวโน้มของอตัราการ
เคล่ือนท่ีลดลงเป็นแบบเส้นโคง้ยกกาํลงัเกา้ (nonic trend) เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มข้ึน (P<0.05) 
และพบว่าการใช ้MC สามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือไดย้าวนานถึง 72 ชัว่โมง โดยมีอตัราการเคล่ือนท่ี 
95.8±4.2% ซ่ึงใหผ้ลไม่แตกต่างจากการเกบ็ท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ท่ี 6 ชัว่โมง (100%) ซ่ึงพบว่าใหผ้ลไม่
แตกต่างจากการใช ้IM โดยมีอตัราการเคล่ือนท่ี 87.5±5.6% และเม่ือทาํการเก็บท่ี 84 และ 96 ชัว่โมง 
พบว่าการใช ้MC และ IM ยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่า 50% และมีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05, ภาพท่ี 4.1ก) สาํหรับผล
ของการศึกษาอตัราการมีชีวิตพบว่าในการใช้สาร extender แต่ละชนิด มีแนวโน้มของอตัราการ       
มีชีวิตลดลงเป็นแบบเส้นโคง้ยกกาํลงัเกา้ (nonic trend) เช่นเดียวกนั เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มข้ึน
(P<0.05) ซ่ึงพบวา่การใช ้KU และ MC สามารถเกบ็รักษานํ้าเช้ือไดย้าวนานถึง 72 ชัว่โมง โดยมีอตัรา
การมีชีวิต 80.7±4.3% และ 80.2±3.1% ตามลาํดบั ให้ผลไม่แตกต่างจากการเก็บท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้
ท่ี 6 ชัว่โมง (P>0.05) ท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 96.7±1.2% และ 95.7±1.3% ตามลาํดบั ซ่ึงพบว่าใหผ้ลไม่
แตกต่างจากการใช้ C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM และ IM (P>0.05) และท่ีระยะเวลา
การเก็บ 84 ชัว่โมง พบว่าการใชส้าร extender แต่ละชนิดมีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างกนั ยกเวน้การ
ใช้ SM, Saad และ glucose (350 mM) ซ่ึงมีอัตราการมีชีวิตตํ่ ากว่า 50% และให้ผลตํ่ากว่าการใช้
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05, ภาพท่ี 4.1ข)     
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ภาพที ่4.1  ผลของสาร extender ท่ีมีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต (mean±S.E.) ของ 
                  นํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืด ท่ีระยะเวลาการเกบ็ต่าง ๆ (6-120 ชัว่โมง) 

หมายเหตุ: *, **, ***, **** แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต (P<0.05)    

(ก) 

(ข) 
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จากการทดสอบอตัราการปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชั่วโมง ในสาร extender ทั้ง 10 
ชนิด  (KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ  IM) พบว่า
การใช ้HBSS, MC และ KU ใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างจากการใชน้ํ้ าเช้ือสด และมีอตัราการ
ปฏิสนธิสูงกว่าและแตกต่างจากการใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอย่างมีนัยสําคญั
ทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในภาพที่ 4.2 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่4.2  อตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของนํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืด ท่ีทาํการเกบ็รักษาดว้ย 
                  สาร extender 10 ชนิด ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 48 ชัว่โมง 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต (P<0.05) 

 
จากนั้นไดน้าํสาร extender ท่ีใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุมหลงัจากการเก็บ 48 
ชัว่โมง ซ่ึงไดแ้ก่ KU, MC และ HBSS มาทาํการทดสอบการปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ 72 ชัว่โมง 
หลงัจากทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิพบว่าการใช้สาร extender ทั้ ง 3 ชนิด ให้ผลอตัราการ
ปฏิสนธิตํ่ากว่าและแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่อย่างไรก็ตาม
พบว่าการใช ้HBSS ใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิ 28.39±3.44% ซ่ึงสูงกว่าการใช ้KU (2.30±0.67%) และ 
MC (18.70±2.89%) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในภาพที่ 4.3  
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ภาพที ่4.3 อตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของนํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดท่ีทาํการเก็บรักษาดว้ย 
                 สาร extender 3 ชนิด ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 72 ชัว่โมง 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิต (P<0.05) 

       4.2.2  ผลของอัตราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสมในการ  
                 เกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะส้ัน 
                 จากการนําสาร extender (HBSS) มาทาํการศึกษาอัตราการเจือจาง sperm: extender ท่ี
อตัราส่วนต่าง ๆ ไดแ้ก่ 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ในระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง มาประเมิน
คุณภาพนํ้าเช้ือโดยดูผลของอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และอตัราการปฏิสนธิ พบว่ามีอิทธิร่วม 
กนั (interaction) ระหว่างอตัราการเจือจางกบัระยะเวลาการเก็บ (P<0.05) และพบว่าการใชอ้ตัราการ
เจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิตและอตัรา
การเคล่ือนท่ี และให้ผลไม่แตกต่างจากการใช ้undiluted sperm (กลุ่มควบคุม, P>0.05) ท่ีระยะเวลาการ
เก็บ 0 ชัว่โมง (ตารางท่ี 4.4) และท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชัว่โมง พบว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 5 มี
อตัราการปฏิสนธิอตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ไม่แตกต่างจากการใช ้undiluted sperm (P>0.05)
และนอกจากน้ีท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชัว่โมง ยงัพบว่าเม่ือเพิ่มอตัราการเจือจางข้ึนถึง 1: 10 และ 1: 15
ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ตํ่ากว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง
1: 3 และ 1: 5 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05, ตารางท่ี 4.4) และเม่ือทาํการเก็บรักษาในระยะเวลาที่
ยาวนานข้ึนถึง 72 ชัว่โมง พบวา่ในแต่ละอตัราการเจือจาง (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 5) มีอตัราการปฏิสนธิ
อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ตํ่ากว่าการใช ้undiluted sperm อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
แต่อย่างไรก็ตาม ณ เวลา 72 ชัว่โมง การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 และ 1: 5 ยงัคงมีอตัราการปฏิสนธิ
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สูงกวา่การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 10 และ1: 15 อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ(P<0.05, ตารางท่ี 4.4) 
 
ตารางที ่4.4  ค่าเฉล่ีย (mean±S.E.) อตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการคล่ือนท่ี ของ  
                     นํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดท่ีอตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ  (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15) 

  

ระยะเวลาในการเกบ็ 
(ช่ัวโมง) 

อตัราการเจือจาง 
(sperm: extender) 

การปฏิสนธิ       
(%) 

การมชีีวติ       
(%) 

การเคลือ่นที่  
(%) 

0 1: 3 
 

1: 5 
 

1: 10 
 

1: 15 
 

82.98±1.43a 
(98.24) 

83.57±1.13a 
(98.94) 

87.87±1.78a 
(104.03) 

83.72±1.38a 
(99.12) 

96.89±0.39a 
(99.54) 

97.00±0.47a 
(99.66) 

97.00±0.44a 
(99.66) 

97.33±0.41a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

48 1: 3 
 

1: 5 
 

1: 10 
 

1: 15 
 

83.54±1.31a 
(98.90) 

82.95±1.46a 
(98.21) 

63.56±1.47b 
(75.24) 

61.08±2.56bc 
(72.31) 

93.00±1.24b 
(95.55) 

95.22±0.80ab 
(97.83) 

84.67±1.29cd 
(86.99) 

85.33±1.21c 
(87.67) 

91.67±4.17b 
(91.67) 

94.44±3.67ab 
(94.44) 

66.67±4.17c 
(66.67) 

61.11±4.39cd 
(61.11) 

72 1: 3 
 

1: 5 
 

1: 10 
 

1: 15 
 

54.35±6.01bc 
(64.34) 

52.89±5.26c 
(62.62) 

43.93±3.61d 
(52.01) 

40.93±2.49d 
(48.46) 

81.44±1.53de 
(83.68) 

76.89±1.31f 
(79.00) 

77.89±0.99ef 
(80.02) 

78.44±2.13f 
(80.59) 

58.33±4.17cd 
(58.33) 

61.11±4.39cd 
(61.11) 

58.33±4.17cd 
(58.33) 

50.00±4.17d 
(50.00) 

กลุ่มควบคุม (undiluted sperm)  84.47±2.08a 97.33±0.44a 100.00±0.00a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอย่างมีนยัสาํคญัทางสถิติ   
                  (P<0.05) ตวัเลขในวงเลบ็ คือเปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 
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4.3  ผลของการเก็บรักษานํา้เช้ือปลานวลจนัทร์นํา้จดืแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิ 
       การแช่แขง็             
       4.3.1  ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษา 
                 นํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง  
                 จากการทดลองเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจันทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร 
cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ DMSO, DMA, glycerol และ MeOH ท่ีระดับความเขม้ขน้ 5, 10 และ 
15% ร่วมกบั HBSS เป็นสาร extender และใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C
จากผลของอัตราการเคล่ือนท่ี  อัตราการมีชีวิต  และอัตราการปฏิสนธิ  พบว่ามีอิทธิร่วมกัน 
(interaction) ระหว่างชนิดของสาร cryoprotectant กับความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant (P<0.05) 
และพบว่าการใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด ท่ีระดับความเขม้ขน้ทั้ง 3 ระดับ ดังกล่าวมีอตัราการ
ปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิตและอตัราการเคล่ือนท่ี ตํ่ากว่าการใช้นํ้ าเช้ือสดอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ 
(P<0.05) แต่เม่ือเปรียบเทียบการใช้สาร cryoprotectant แต่ละชนิดพบว่าเม่ือใช้ 5% glycerol ให้
อัตราการปฏิสนธิ 64.97±1.82% (74% ของนํ้ าเช้ือสด) ซ่ึงสูงกว่าการใช้ทรีทเมนต์อ่ืน ๆ อย่างมี
นยัสําคญัทางสถิติ (P<0.05, ตารางท่ี 4.5) สาํหรับผลของอตัราการมีชีวิตพบว่าการใช ้5% glycerol, 
5% DMA และ MeOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ให้อตัราการมีชีวิตสูงกว่าและแตกต่าง
จากทรีทเมนต์อ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการศึกษาอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ยกเวน้ 5% DMSO ท่ีมี
อตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากการใช5้% DMA และ 5% MeOH แต่ผลของอตัราการเคล่ือนท่ีพบว่า
การใช้สาร DMSO ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 10 และ 15% มีอตัราการเคล่ือนท่ี (68.75±3.26%, 69% ของ
นํ้ าเช้ือสด และ 66.67±3.55%, 67% ของนํ้ าเช้ือสด ตามลาํดบั) ซ่ึงสูงกว่าการใชท้รีทเมนตอ่ื์น ๆ ท่ีใช้
ในการศึกษาอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในตารางที่ 4.5 

จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหว่างอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และอตัรา
การปฏิสนธิ พบความสัมพนัธ์ในระดับปานกลางระหว่างอตัราการเคล่ือนท่ีกับอตัราการมีชีวิต
(r= 0.707, P<0.05) อตัราการเคล่ือนท่ีกบัอตัราการปฏิสนธิ (r= 0.521, P<0.05) และอตัราการมีชีวิตกบั
อตัราการปฏิสนธิ (r= 0.655, P<0.05)   
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ตารางที ่4.5  ค่าเฉล่ีย (mean±S.E.) อตัราการการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราเคล่ือนท่ี ของ 
                     นํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดในสาร extender (HBSS) ร่วมกบัสาร cryoprotectant แต่ละ 
                     ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 
 
สาร cryoprotectant ความเข้มข้น (%) การปฏสินธิ (%) การมีชีวติ (%) การเคลือ่นที ่(%) 

DMSO 
 

DMSO 
 

DMSO 
 

5 
 

10 
 

15 
 

54.03±2.36cde 
(61.94) 

46.95±2.09efg 
(53.83) 

56.72±2.51c 
(65.03) 

41.58±2.20cde 
(42.36) 
36.75±1.90ef 

(37.44) 
29.67±1.91g 

(30.22) 

47.92±2.08c 
(47.92) 

68.75±3.26b 
(68.75) 

66.67±3.55b 
(66.67) 

DMA 
 

DMA 
 

DMA 
 

5 
 

10 
 

15 
 

48.15±3.84def 
(55.20) 

48.50±3.46def 
(55.61) 
39.52±3.24gh 

(45.31) 

44.25±2.08bcd 
(45.08) 

38.67±1.81def 
(39.39) 
20.42±1.15h 

(20.80) 

39.58±5.72c 
(39.58) 
39.58±3.72c 

(39.58) 
20.83±2.81d 

(20.83) 
glycerol 

 
glycerol 

 
glycerol 

 

5 
 

10 
 

15 
 

64.97±1.82b 
(74.49) 

55.22±1.64cd 
(63.31) 

41.42±1.85fgh 
(47.50) 

50.25±1.75b 
(51.19) 
33.75±2.62fg 

(34.38) 
19.00±0.94h 

(19.35) 

25.00±0.00d 
(25.00) 
22.92±2.08d 

(22.92) 
22.92±2.08d 

(22.92) 
MeOH 

 
MeOH 

 
MeOH 

 

5 
 

10 
 

15 

46.41±2.19efgh 
(53.21) 

42.23±2.58fgh 
(48.42) 
38.79±1.64h 

(44.47) 

45.08±1.25bc 
(45.93) 

47.58±2.36b 
(48.47) 

47.83±2.58b 
(48.73) 

47.92±3.72c 
(47.92) 

45.83±2.81c 
(45.83) 

47.92±2.08c 
(47.92) 

        กลุ่มควบคุม (นํ้าเช้ือสด) 87.22±1.54a 98.17±0.24a 100.00±0.00a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ   
                  (P<0.05) ตวัเลขในวงเลบ็ คือ เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบันํ้าเช้ือสด  
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       4.3.2  ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลา 
                 นวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
                 จากการศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิท่ี เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ า เ ช้ือปลา                
นวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แขง็ ท่ีอตัราการลดอุณหภูมิ One-step (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C), 
Two-steps (4๐C min-1 จาก  3๐C ถึง  -4๐C และ  11๐C min-1 จาก  -4๐C ถึง  -80๐C) และ  Three-steps 
freezing rate (5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C และ 2๐C min-1 จาก -30๐C ถึง 
-80๐C) โดยใช้ 5% glycerol ร่วมกับ HBSS พบว่าเม่ือใช้อัตราการลดอุณหภูมิทั้ ง 3 แบบดังกล่าว
ให้ผลอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ตํ่ากว่าการใช้นํ้ าเช้ือสดอย่างมี
นัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) การใช้อตัราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps ให้ผลไม่
แตกต่างกนั (P>0.05) โดยมีอตัราการปฏิสนธิ 47.84±1.42% และ 42.37±1.44% และอตัราการมีชีวิต 
51.50±1.71% และ 50.66±2.49% ตามลาํดบั แต่ใหผ้ลสูงกว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ Three-
steps สาํหรับอตัราการเคล่ือนท่ีพบว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิทั้ง 3 แบบดงักล่าวไม่มีผลต่ออตัรา
การเคล่ือนท่ีของนํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืด (P>0.05) ดงัแสดงในภาพที่ 4.4    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่4.4  ค่าเฉล่ีย (mean±S.E.) อตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และอตัราการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือ 
                  ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด ท่ีอตัราการลดอุณหภูมิแบบต่าง ๆ 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.4  จาํนวนอสุจทิีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ 
        4.4.1  ผลของจํานวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีมี่ผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของนํา้เช้ือสดในปลา 
                  นวลจันทร์นํา้จืด 
                  จากการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของนํ้ าเช้ือสดปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด โดย
ใช ้sperm: egg ratio ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ กนั ดงัน้ี 0.5×106: 1, 1×106: 1, 1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 0.75×107: 1, 
1×107: 1 และ 0.25×108: 1 พบว่าเม่ือใช้นํ้ าเช้ือ 1×106: 1 และ 1.5×106: 1 มีอัตราการปฏิสนธิไม่
แตกต่างกนั (69.62±9.31% และ 56.65±5.75% ตามลาํดบั, P>0.05) แต่เม่ือมีการเพิ่มหรือลดจาํนวน
sperm: egg ratio มีผลทาํให้อตัราการปฏิสนธิลดลงอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงใน
ภาพท่ี 4.5  

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่4.5  ผลของจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ต่ออตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของนํ้าเช้ือสด  
                  ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด  

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.4.2  ผลของจํานวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีมี่ผลต่ออตัราการปฏิสนธิของนํา้เช้ือแช่แข็ง 
          ในปลานวลจันทร์นํา้จืด  

                        จากการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของนํ้ าเช้ือแช่แขง็ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด
โดยใช้ sperm: egg ratio ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ ได้แก่ 1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1
และ  3.9×106: 1 และใช้นํ้ าเ ช้ือสด  1.00×106: 1 ซ่ึงเป็นจํานวน  sperm: egg ratio ของนํ้ าเช้ือสดท่ี
เหมาะสมต่อการปฏิสนธิของปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด เป็นกลุ่มควบคุม พบว่าเม่ือใชจ้าํนวน sperm: egg 
ratio ทั้ง 5 อตัราส่วน ใหอ้ตัราการปฏิสนธิตํ่ากวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05, ภาพท่ี
4.6) แต่เม่ือเปรียบเทียบการใชจ้าํนวน sperm: egg ratio แต่ละอตัราส่วน พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือแช่แขง็
1.95×106: 1, 1.30×106: 1 และ  2.60×106: 1 มีอัตราการปฏิสนธิ  (40.61±2.22%, 32.77±2.40 และ
34.25±2.05% ตามลาํดบั) ไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แต่เม่ือใชน้ํ้ าเช้ือเพิ่มข้ึน 3.9×106: 1 ทาํให้มีอตัรา
การปฏิสนธิลดลงตํ่าสุด (26.77±2.96%) ดงัแสดงในภาพที่ 4.6  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 4.6  ผลของจาํนวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ต่ออตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของนํ้าเช้ือ  
                   แช่แขง็ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05)  
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บทที ่5  
อภปิรายผล  

 

5.1  ผลของสาร extender ที่เหมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจนัทร์นํา้จดื 
       แบบระยะส้ัน  

โดยปกติตวัอสุจิปลาจะไม่มีการเคล่ือนท่ีเม่ืออยู่ใน seminal plasma หรือในอณัฑะ แต่จะมี
การเคล่ือนท่ีเม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยนํ้ าในขณะการผสมพนัธุ์ตามธรรมชาติ ถา้จะเจือจางนํ้ าเช้ือ
ปลาดว้ยสาร extender ใด ๆ ก็ตาม สาร extender ชนิดนั้นจะตอ้งไม่กระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ 
ดงันั้นการใชส้าร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาจึงควรมีส่วนประกอบทางเคมี ค่าออสโมลาลิต้ี
และ pH ใกลเ้คียงกบั seminal plasma ของปลาชนิดนั้น ๆ ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัการกระตุน้การเคล่ือนท่ี
หรือการใชพ้ลงังานของตวัอสุจิ ตลอดจนการรักษาให้ตวัอสุจิคงรูป และมีชีวิตรอดตลอดระยะเวลา
ในการเก็บรักษา (Kang et al., 2004) ซ่ึงจากการศึกษาการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบ
ระยะสั้นดว้ยสาร extender 10 ชนิด ไดแ้ก่ KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, 
glucose (350 mM) และ IM หลงัจากทาํการทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต ท่ีระยะ 
เวลาการเกบ็ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบว่าการใชส้าร extender แต่ละ
ชนิด มีแนวโน้มของอัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิตลดลงเป็นแบบเส้นโค้งยกกําลัง
เกา้ (nonic trend) เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มข้ึน (P<0.05) ทั้งน้ีเน่ืองจากในขณะท่ีตวัอสุจิมีการ
เคล่ือนท่ีจะมีการเผาผลาญพลงังานทั้งแบบใชก๊้าซออกซิเจน และไม่ใชก๊้าซออกซิเจน ซ่ึงการเผาผลาญ
พลังงานแบบไม่ใช้ก๊าซออกซิเจนน้ีเองทาํให้เกิดกรดแลคติกข้ึน (Lahnsteiner et al., 1999) กรด     
แลคติกท่ีเกิดข้ึนน้ีเองจะทาํให้ pH ของนํ้ าเช้ือเปล่ียนไป และเม่ือทาํการเก็บรักษาในระยะเวลาที่
ยาวนานข้ึน ทาํใหมี้ปริมาณของกรดแลคติกเพิ่มข้ึน ส่งผลใหมี้ค่า pH ลดลง ทาํใหเ้มแทบอลิซึม และ
การเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลง นอกจากน้ีขบวนการเผาผลาญพลงังานยงัส่งผลให้แหล่งพลงังานของ
เซลล์ซ่ึง ไดแ้ก่ glucose หรือนํ้ าตาลชนิดอ่ืน ๆ เช่น galactose, fructose, ribose และ trehalose ลดลง 
หรืออาจมีการใช้แหล่งพลังงานเหล่าน้ีหมดไปเม่ือทาํการเก็บท่ียาวนานขึ้น ส่งผลให้อัตราการ
เคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิลดลง แต่อยา่งไรกต็ามจากการศึกษาพบว่าการเก็บท่ีระยะเวลา 
6-24 ชัว่โมง เม่ือใชส้าร extender ทั้ง10 ชนิด มีอตัราการเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างกนั (P>0.05) ทั้งน้ีอาจ
เป็นเพราะในช่วงเร่ิมตน้ของการเก็บรักษาการเผาผลาญพลงังานของตวัอสุจิยงัเกิดข้ึนนอ้ย ส่งผลให้
ค่า pH ของนํ้าเช้ือมีการเปล่ียนแปลงนอ้ย รวมถึงแหล่งพลงังานของเซลลย์งัมีปริมาณเพียงพอ จึงไม่
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ส่งผลต่อตวัอสุจิ ดังนั้นหากมีความต้องการเก็บรักษานํ้ าเช้ือเพียง 24 ชั่วโมง สาร extender ท่ีควร
เลือกใช ้คือ 0.9% NaCl เพราะเป็นสาร extender ท่ีเตรียมง่าย และมีส่วนประกอบเพียงอยา่งเดียว ทาํให้
ประหยดั เวลาและค่าใช้จ่าย และเม่ือทาํการเก็บในระยะเวลาที่ยาวนานข้ึนท่ี 48 ชั่วโมง พบว่าการ
ใช ้KU, MC, C-F HBSS, HBSS และ IM ยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ีถึง 100% และให้ผลอตัราการมีชีวิต
ไม่แตกต่างกนั และมีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากการใช ้0.9% NaCl, MFR และ glucose (350 mM) 
(P>0.05) นอกจากน้ีในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือท่ีระยะเวลาเพิ่มข้ึนเป็น 84 และ 96 ชั่วโมง พบว่าการ
ใช้ MC และ  IM มีอัตราการเค ล่ือนท่ีสูงกว่า  50% และมีอัตราการเค ล่ือนท่ี สูงกว่าการใช้
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) และเม่ือพิจารณาผล
ของอตัราการมีชีวิตท่ีระยะเวลาการเก็บ 84 และ 96 ชัว่โมง เช่นเดียวกนัพบว่าการใช ้MC และ IM มี
อตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากการใช ้KU, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR และ HBSS แต่อยา่งไรกต็าม
เม่ือนาํสาร extender ทั้ง 10 ชนิดมาทาํการทดสอบอตัราการปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชัว่โมง 
พบว่าการใช้ HBSS, MC และ KUให้ผลอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างจากการใช้นํ้ าเช้ือสด และมี
อตัราการปฏิสนธิสูงกว่าและแตกต่างจากการใชส้าร extender ชนิดอื่น ๆ ที่ใชใ้นการศึกษาอย่างมี
นัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงันั้นหากพิจารณาทั้งผลของอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และ
อตัราการปฏิสนธิ แลว้พบว่าถา้ตอ้งการเก็บรักษานํ้ าเช้ือท่ี 48 ชัว่โมง สามารถเลือกใช ้KU, MC และ
HBSS เป็นสาร extender ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจันทร์นํ้ าจืดแบบระยะสั้ นได้ ทั้ งน้ีอาจ
เน่ืองมาจาก  HBSS มีค่าออสโมลาลิ ต้ี  280 mOsmol/kg และ  pH 8 ส่วน  KU มีค่าออสโมลาลิ ต้ี 
250 mOsmol/kg และ pH 8.11 และ MC ซ่ึงมีค่าออสโมลาลิต้ี 285 mOsmol/kg และ pH 8 ซ่ึงมีค่าใกล ้
เคียงกบั seminal plasma ของนํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดซ่ึงมีค่าออสโมลาลิต้ี 255 mOsmol/kg และ
ค่า pH 7.15 ซ่ึงค่าออสโมลาลิต้ีมีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิ ในปลานํ้ าจืด
พบว่าสารละลายท่ีเป็น hypotonic คือสารละลายนอกเซลลมี์ความเขม้ขน้นอ้ยกว่าภายในเซลล ์(ค่า
ออสโมลาลิต้ีของสารละลายภายนอกเซลล์ต ํ่ากว่าภายในเซลล์) จะกระตุ ้นการเคล่ือนท่ีของตัว
อสุจิ โดยพบว่าสารละลายท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีต ํ่ากว่า 200 mOsmol/kg จะกระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวั
อสุจิในปลากลุ่ม carp และต่อมาเซลล์อสุจิจะหยุดการเคล่ือนท่ี และเซลล์อาจแตกหรือถูกทาํลาย
เน่ืองจากเซลลบ์วม (Alavi and Cosson, 2005) ในทางตรงขา้มสารละลายท่ีเป็น hypertonic คือ สาร 
ละลายนอกเซลลท่ี์มีความเขม้ขน้มากกวา่ภายในเซลล ์(ค่าออสโมลาลิต้ีของสารละลายภายนอกเซลล์
สูงกว่าภายในเซลล)์ ทาํให้มีการสูญเสียนํ้ าส่งผลให้เซลลเ์ห่ียว และเสียสภาพทาํให้ไม่สามารถผสม
กบัไข่ได ้ซ่ึงอสุจิของปลานํ้ าจืดในปลากลุ่ม carp สามารถทนต่อการเปล่ียนแปลงของค่าออสโมลาลิต้ีได้
อ ยู่ ใ น ช่ ว ง  254-346 mOsmol/kg (Alavi and cosson, 2006) แ ต่ จากการศึ กษาค่ าออสโมลาลิ ต้ี
ของ IM พบว่ามีค่าออสโมลาลิต้ี 369 mOsmol/kg ซ่ึงสูงกวา่ค่าออสโมลาต้ีของ seminal plasma ของ
นํ้าเช้ื 
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นํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด (255 mOsmol/kg) ค่อนขา้งมาก โดยค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดบัน้ีอาจมีผลต่อ
ส่วนหัวของตวัอสุจิ ทาํให้มีการสูญเสียนํ้ าส่งผลให้เซลลเ์ห่ียว และเสียสภาพทาํให้ไม่สามารถผสม
กบัไข่ได ้ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิตํ่า แต่ไม่มีผลทาํลายในส่วนหาง ทั้งน้ีเน่ืองจากส่วนหัวเป็น
ส่วนท่ีมีขนาดใหญ่ และมีส่วนประกอบท่ีซบัซอ้นกว่าส่วนหางซ่ึงง่ายต่อการถูกทาํลายไดเ้ร็วกว่า ทาํ
ใหต้วัอสุจิสามารถเคล่ือนท่ีไดอ้ยูเ่น่ืองจากส่วนหางไม่ถูกทาํลาย แต่เม่ือพิจารณาเพิ่มเติมจากผลของ
การทดสอบอัตราการปฏิสนธิท่ีการเก็บ 72 ชั่วโมง โดยการนําสาร extender ท่ีให้ผลอัตราการ
ปฏิสนธิไม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุมหลงัจากการเก็บ 48 ชัว่โมง ซ่ึงไดแ้ก่ KU, MC และ HBSS มาทาํ
การทดสอบอตัราการปฏิสนธิ พบว่าการใช ้HBSS ให้ผลอตัราการปฏิสนธิ 28.39±3.44% ซ่ึงสูงกว่า
การใช ้KU (2.30±0.67%) และ MC (18.70±2.89%) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) ทั้งน้ีเน่ืองจาก
HBSS มีนํ้ าตาล glucose เป็นองคป์ระกอบ จึงสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานสาํรองของอสุจิปลาได ้
ทั้ งน้ีเป็นเพราะอสุจิของปลาสามารถใช้สารภายนอกเซลล์ในขบวนการเผาผลาญพลังงานได ้
(De W. Kruger, Smit, Van vuren and Ferreira, 1984; Yao et al., 1999) ในกรณีท่ีมีการเก็บนํ้ าเช้ือไว้
ใช้ในระยะยาวซ่ึงอาจทําให้แหล่งพลังงานภายในตัวอสุจิหมดไป  จึงทําให้นํ้ าเ ช้ือท่ีเจือจาง
ดว้ย HBSS ยงัคงมีอตัราการปฏิสนธิสูงกว่า KU และ MC ซ่ึงไม่มี glucose เป็นองคป์ระกอบ ดงันั้น
การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดท่ี 72 ชัว่โมง ควรเลือกใช ้HBSS เน่ืองจากให้ผลอตัราการ
ปฏิสนธิสูงสุด และจากการศึกษาในคร้ังน้ีจะเห็นไดว้่า HBSS เป็นสาร extender ท่ีมีประสิทธิภาพใน
การเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดไดดี้ท่ีสุด จากการศึกษาท่ีผา่นมาพบวา่การใช ้HBSS ในการ
เก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้นมีหลายรายงานท่ีประสบผลสาํเร็จ ไดแ้ก่ การศึกษาของ Jing et al. 
(2009) ซ่ึงได้ใช้ HBSS และ Buffered sperm motility-inhibiting solution (BSMIS) ในการเก็บรักษา
นํ้ าเช้ือปลา Zebrafish, Danio rerio พบว่าการใช้ HBSS ให้ผลอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช ้
BSMIS เช่นเดียวกับการศึกษาของ  Tiersch, Figiel et al. (2004) ได้ศึกษาการเก็บรักษานํ้ า เ ช้ือ
ปลา Colorado pikeminnow, Ptychocheilus lucius แบบระยะสั้ นโดยใช้ HBSS เป็นสาร extender 
พบว่านํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย HBSS มีอตัราการเคล่ือนท่ี (77±22%) สูงกว่านํ้ าเช้ือท่ีไม่มีการเจือจางดว้ย
HBSS (12±30%) และในปีเดียวกนั Tiersch, Wayman et al. (2004) ไดศึ้กษาผลของสาร extender 2
ชนิด  ได้แก่  HBSS และ  0.6% NaCl ในการเก็บรักษานํ้ า เ ช้ือปลา  common snook, Centropomus 
undecimalis พบว่าเม่ือเจือจางนํ้ าเช้ือด้วย HBSS สามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือได้ยาวนานกว่าการ
ใช ้0.6% NaCl 
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5.2  ผลของอตัราการเจอืจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสมใน 
       การเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจนัทร์นํา้จดืแบบระยะส้ัน 

ชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมนั้นนอกจากจะสามารถยืดระยะเวลาในการเก็บรักษา
นํ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้นแลว้ ยงัสามารถใชเ้จือจางเพื่อเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือไดอี้กดว้ย จึงน่าจะเป็น
ประโยชน์สาํหรับการศึกษาและประยกุตใ์ชก้บัปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด ซ่ึงพบว่ามีปริมาตรนํ้ าเช้ือนอ้ย 
(0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตัว) แต่มีความเข้มข้นของนํ้ าเช้ือสูงถึง 1.65±0.25×1010 ตัว/มิลลิลิตร จึงได้มี
การศึกษาอตัราการเจือจางระหว่างนํ้ าเช้ือต่อสาร extender เพื่อเป็นการเพิ่มปริมาตรนํ้ าเช้ือ โดยเลือก
สาร extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุด คือ HBSS มาศึกษาอตัราการเจือจาง sperm: extender ท่ี 4 อตัราส่วน ไดแ้ก่  
1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ในระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง
ท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการ
เคล่ือนท่ี และให้ผลไม่แตกต่างจากการใช ้undiluted sperm (กลุ่มควบคุม, P>0.05) ท่ีระยะเวลาการ
เก็บ 0 ชัว่โมง ทั้งน้ีในขณะท่ีตวัอสุจิมีการเคล่ือนท่ีจะมีการเผาผลาญพลงังานแบบไม่ใชก๊้าซออกซิเจน 
ทาํให้เกิดกรดแลคติกข้ึน (Lahnsteiner, Thadsri et al., 1999) ซ่ึงกรดแลคติกท่ีเกิดข้ึนจะทาํให้ค่า pH 
ของนํ้ าเช้ือเปล่ียนไป ซ่ึงถา้ค่า pH เปล่ียนแปลงมาก ๆ จะทาํให้ตวัอสุจิตายได ้และในขบวนการเผา
ผลาญพลงังานยงัส่งผลให้แหล่งพลงังานของเซลลล์ดลงเช่นเดียวกนั แต่ในช่วงเร่ิมตน้ของการเก็บ
รักษาการเผาผลาญพลังงานของตัวอสุจิย ังเกิดข้ึนไม่มาก  ส่งผลให้ค่า  pH ของนํ้ าเ ช้ือมีการ
เปล่ียนแปลงน้อย รวมถึงแหล่งพลงังานของเซลล์ก็ยงัคงไม่ลดลงมาก จึงไม่ส่งผลต่อตวัอสุจิ ซ่ึง
สอดคล้องกับการศึกษาในปลา walking catfish, Clarias macrocephalus พบวา่ท่ีระยะเวลาการเก็บ
เร่ิมต้น (0 ชั่วโมง) การใช้อัตราการเจือจาง 1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 9 และ 1: 19 ไม่มีผลต่ออัตราการ
เคล่ือนท่ี (Vuthiphandchai et al., 2009) และจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าเม่ือทาํการเก็บยาวนานข้ึน
ถึง  48 ชั่วโมง และใช้อัตราการเจือจางท่ีอัตราส่วนสูง (1: 10 และ 1: 15) ส่งผลให้มีอัตราการ
ปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิตและอตัราการเคล่ือนท่ีตํ่ากว่าการใช้อตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนตํ่า (1: 3  
และ 1: 5) อยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ (P<0.05) และสาํหรับการเกบ็ท่ี 72 ชัว่โมง กใ็หผ้ลเช่นเดียวกนั ทั้งน้ี
อาจเป็นเพราะผลของ dilution factor ซ่ึงสอดคลอ้งกับการศึกษาในปลา Ocean pout, Macrozoarces 
americanus L. พบวา่ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 2 วนั เม่ือใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่า
การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 30 และ 1: 40 อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) (Yao et al., 1999) และจาก
การศึกษาในปลา Atlantic halibut, Hippoglossu hippoglossus พบว่าเม่ือใช้อตัราการเจือจาง 1: 5 มี
อัตราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้อัตราการเจือจาง 1: 9, 1: 19, 1: 49 และ 1: 99 (Babiak, Ottesen, 
Rudolfsen and Johnsen, 2006) นอกจากน้ีย ังสอดคล้องกับการศึกษาในปลา Atlantic cod, Gadus 
morhua ท่ีระยะเวลาการเก็บ 2 วนั พบว่าการใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 1 และ 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ี
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49±0.24 และ 51±0.6% ตามลาํดับ ซ่ึงสูงกว่าการใช้อัตราการเจือจาง 1: 5 และ 1: 10 (43±0.3 และ
39±5.9% ตามลาํดบั) (DeGraaf et al., 2004) และจากการศึกษาในปลาชนิดเดียวกนัพบวา่ท่ีระยะเวลา
การเก็บ 2 วนั การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 มีอตัราการเคล่ือนท่ี (74±0.3%) ซ่ึงสูงกว่าและแตกต่าง 
P<0.05 จากการใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 1, 1: 2, 1: 5 และ 1: 10 ซ่ึงมีอตัราการเคล่ือนท่ีอยูร่ะหว่าง 42-
66% (DeGraaf and Berlinsky, 2004) 
 

5.3  ผลของการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจนัทร์นํา้จดืแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิการ 
       แช่แขง็               
       5.3.1  ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ที่เหมาะสมสําหรับการเกบ็รักษา 
                 นํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง   
                 จากการศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีมีผลต่อการเก็บรักษานํ้ าเช้ือ
ปลานวลจันทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ DMSO, DMA, 
glycerol และ MeOH ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ร่วมกบั HBSS เป็นสาร extender พบว่า
เม่ือใช ้5% glycerol มีอตัราการปฏิสนธิ 64.97±1.82% ซ่ึงสูงกว่าทรีทเมนตอ่ื์น ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษา
อย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการใช ้glycerol ช่วยป้องกนัการลดขนาดของ
เซลล ์และอนัตรายต่อเซลลอ์นัเน่ืองมาจากความไม่สมดุลของอิเลค็โทรไลทใ์นขณะทาํการแช่แขง็ ซ่ึง
มีรายงานว่า glycerol ท่ีเติมลงไปจะเป็นตวัการท่ีช่วยปรับเปล่ียนให้เกิดความสมดุลระหว่างความ
เขม้ขน้ของโซเดียมภายในและภายนอกเซลล ์ดว้ยการส่งถ่ายโซเดียมเขา้สู่ภายในเซลล ์และเน่ืองจาก
โซเดียมไอออนมีความสามารถจบักบันํ้า ทาํใหมี้การส่งถ่ายนํ้าเขา้สู่เซลล ์เป็นการช่วยป้องกนัการลด
ขนาดของเซลล์ระหว่างขบวนการแช่แข็ง (Rall et al., 1978) นอกจากน้ีการใช้ glycerol ยงัช่วย
ป้องกนัการเกิดเกลด็นํ้ าแขง็ภายในเซลล ์ทั้งน้ีเน่ืองจาก glycerol เม่ือรวมกบันํ้ าจะทาํให้จุดเยือกแขง็
ของสารละลายนั้นลดตํ่าลง ทาํใหข้องเหลวนั้น “เยน็จดัยิง่” ก่อนจะแขง็หรือก่อนการเกิดเกลด็นํ้าแขง็ 
หรืออีกนยัหน่ึงคือส่งผลใหข้องเหลวภายในเซลลแ์ขง็ตวัชา้กว่าปกติ และทาํให้ในเซลลมี์ปริมาณนํ้ า
นอ้ยลง การเกิดเกล็ดนํ้ าแขง็ก็ย่อมเกิดข้ึนน้อยตามไปดว้ย (ปริมาณนํ้ าในเซลลม์ากเกิดผลึกมากซ่ึง
เป็นผลเสียต่อเซลล)์ ซ่ึงมีหลายรายงานท่ีประสบความสาํเร็จในการใช ้glycerol ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือ
ปลาโดยวิธีแช่แข็ง เช่น จากการศึกษาในปลา Platyfish, Xiphophorus couchianus (Huan, Dong and 
Tiersch, 2004) และจากการศึกษาในปลา Green swordtail, Xiphophorus helleri (Huang, Dong, Walter 
et al., 2004) ซ่ึงจากการศึกษาพบว่าการใช้ 5% glycerol ให้ผลอัตราการปฏิสนธิสูงกว่าการใช ้
glycerol ท่ีความเขม้ขน้ 10 และ 15% ทั้งน้ีเน่ืองจากความเขม้ขน้ของ glycerol ท่ีสูงเกินไป ดงันั้นอาจ
เป็นไปไดว้่าเม่ือใช ้glycerol ท่ีความเขา้ขน้ 10 และ 15% ทาํใหมี้การแพร่ของ glycerol เขา้สู่เซลลไ์ด้
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เร็วกว่าท่ีความเขม้ขน้ 5% ท่ี equilibration time 10 นาทีเท่ากนั ซ่ึงส่งผลให้มีปริมาณของ glycerol 
สูงเกินไปจนเป็นพิษต่อเซลลอ์สุจิได ้อย่างไรก็ตามสาร cryoprotectant ยงัมีความเฉพาะเจาะจงกบั
ชนิดของปลา โดยการใช ้5% glycerol นั้นแมว้่าจะใชเ้ก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดไดดี้ แต่
กลับไม่ เหมาะสมสําหรับการเก็บรักษานํ้ า เ ช้ือปลาบางชนิด  ได้แก่  นํ้ า เ ช้ือปลา  Silver carp, 
Hypophthalmichthys molitrix โดยพบวา่เม่ือใช ้5% glycerol ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือโดยวิธีแช่แข็งทาํ
ให้มีอตัราการเคลื่อนที่ต ํ่ากว่าการใช้ 10% DMSO (Alvarez et al., 2003) เช่นเดียวก ับการศึกษาใน
ปลา Common snook, Centropomus undecimalis พบว่าการใช  ้5% glycerol มีอตัราการเคล่ือนท่ีตํ่า
กว่าการใช้ 5%, 10% DMSO และ 5% MeOH (Tiersch, Wayman et al., 2004) และจากการศึกษาใน
ปลา Tropical bagrid catfish, Mystus nemurus พบวา่การใช ้5% glycerol มีอตัราการเคล่ือนท่ีตํ่ากว่าการ
ใช ้10% MeOH (Muchlisin et al., 2004) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากในปลาแต่ละชนิดมีลกัษณะและขนาด
ของตวัอสุจิท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงอาจทาํให้โครงสร้างของส่วนประกอบของเซลล์เมมเบรน ซ่ึงไดแ้ก่ 
ฟอสโฟลิปิด โปรตีน และคาร์โบไฮเดรต มีปริมาณแตกต่างกนั จึงอาจส่งผลให้การแลกเปล่ียนสาร
ระหว่างภายในและภายนอกเซลลแ์ตกต่างกนัออกไปตามชนิดของปลา และจากการศึกษายงัพบว่า
ถึงแมก้ารใช ้5% glycerol จะใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิตสูง แต่กลบัใหผ้ลของอตัรา
การเคล่ือนท่ีตํ่า (25.0±0.0%) ซ่ึงในการทดลองพบว่านํ้ าเช้ือท่ีใช ้5% glycerol มีลกัษณะเป็นเจล ซ่ึง
อาจเป็นสาเหตุทาํใหอ้สุจิไม่สามารถเคล่ือนท่ีไดส้ะดวก แต่อยา่งไรก็ตามเม่ือนาํมาทดสอบอตัราการ
ปฏิสนธิแลว้พบว่ามีอตัราการปฏิสนธิสูง นั้นอาจเป็นเพราะปัจจยับางอยา่ง ซ่ึงไดแ้ก่ ไข่ หรือ ovarian 
fluid ซ่ึงเป็นตวัท่ีสามารถกระตุน้ใหอ้สุจิมีการเคล่ือนท่ีเขา้ไปผสมกบัไข่ได ้ทาํใหมี้อตัราการปฏิสนธิ
สูง  ซ่ึงจากการศึกษาของ  Yanagimachi, Chrr, Pillai and Baldwin (1992) พบว่ามี  sperm-activating 
factor ในไข่ของปลา rainbow trout และปลา coho salmon, Oncorhynchus kisutch เช่นเดียวกบัการศึกษา
ในปลา Pacific herring, Clupea pallasi (Morisawa, Tanimoto and Ohtake, 1992) และจากการศึกษา
ในปลา  muskellunge, Esox masquinongy (Ciereszko et al., 1999) และในปลา  striped bass (Kerby, 
1983) พบว่าไม่มีการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ แต่กลบัให้ผลอตัราการปฏิสนธิสูง ซ่ึงในกรณีดงักล่าว
สอดคลอ้งกบัการใช ้5% glycerol ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดแบบแช่แขง็ในคร้ังน้ี 
คือมีอตัราการเคล่ือนท่ีตํ่า แต่ใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิสูง และเม่ือทดสอบดูค่าความสัมพนัธ์ระหว่าง
อตัราการเคล่ือนท่ีกบัอตัราการปฏิสนธิพบวา่อยูใ่นระดบัปานกลาง (r= 0.52, P<0.05)  
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        5.3.2  ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลา                  
                 นวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
                 ความสาํเร็จของการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาไม่เพียงแต่ข้ึนอยูก่บัชนิดของสาร extender ชนิด
และความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมเท่านั้นแต่ยงัข้ึนอยู่กบัอตัราการลดอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในระหวา่งขบวนการแช่แขง็ดว้ย ซ่ึงจากการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสาํหรับ
การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจันทร์นํ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง ท่ีอัตราการลดอุณหภูมิ One-step        
(10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C), Two-steps (4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C และ 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง  
-80๐C) และ Three-steps freezing rate (5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C 
และ 2๐C min-1 จาก -30๐C ถึง -80๐C) พบว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิอย่างเร็ว คือ One-step และ
Two-steps มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างกนั และให้ผลสูงกว่าการใชอ้ตัราการ
ลดอุณหภูมิอย่างชา้ (Three-steps) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในปลาสวาย (Striped catfish, Pangasius 
hypophthalmus) โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ  One-step (10๐C min-1)  และแบบ  Two-steps     
(4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C, 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง -80๐C) พบว่ามีอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่าง
กนั (Kwantong and Bart, 2003) และจากการศึกษาในปลา Zebrafish, Danio rerio พบว่าเม่ือใชอ้ตัรา
การลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 5๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ี 35% ซ่ึงใหผ้ลสูงกวา่การใชอ้ตัรา
การลดอุณหภูมิ 20๐C min-1 ท่ีพบอัตราการเคล่ือนท่ีเพียง 1% เท่านั้ น เม่ือใช้ 8% MeOH เป็นสาร 
cryoprotectant (Yang et al., 2007) และยงัสอดคลอ้งกับการศึกษาในปลา Medaka, Oryzias latipes
เม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 5๐C ถึง -80๐C โดยใช ้10% MeOH เป็นสาร cryoprotectant
มีอตัราการเคล่ือนท่ี (50±10%) ซ่ึงสูงกว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 5, 15, 20 และ 25๐C min-1 จาก  
5๐C ถึง -80๐C (Yang et al., 2010) และในการศึกษาของ Codcharat et al., (2005) ทาํการศึกษาในปลา 
Black ear catfish, Pangasius larnaudii โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 10๐C min-1 จาก 25๐C
ถึง -20๐C พบว่าเม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าและแตกต่างจาก
การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 3 และ 5๐C min-1 และยงัให้ผลเช่นเดียวกบัการศึกษาในปลา Red snapper, 
Lutjanus argentimaculatus พบว่าเม่ือใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 25๐C ถึง -80๐C มี
อตัราการเคล่ือนท่ีและอตัราการมีชีวิตสูงกว่าการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 12๐C min-1 เม่ือ
ใช้  10% DMSO เ ป็นสาร  cryoprotectant (Vuthiphandchai et al., 2009) และจากการศึกษาของ 
Linhart et al. (2000) พบว่าอตัราการฟักของนํ้ าเช้ือแช่แข็งปลาไนไม่มีความแตกต่างกบันํ้ าเช้ือสด 
(52±9% และ 50±18% ตามลาํดับ) เม่ือใช้การลดอุณหภูมิท่ี Two-steps freezing rates (4๐C min-1 จาก       
4๐C ถึง -9๐C และ 11๐C min-1 จาก -9๐C ถึง -80๐C) จะเห็นได้ว่าในขบวนการแช่แข็งอตัราการลด
อุณหภูมิมีส่วนสาํคญัต่อเซลล ์หากชา้หรือเร็วเกินไปต่างก็ส่งผลให้เกิดอนัตรายต่อเซลลไ์ด ้ซ่ึงจาก
การศึกษาคร้ังน้ีจะเห็นได้ว่าการใช้อตัราการลดอุณหภูมิอย่างช้า Three-steps ใช้เวลาในการลด
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อุณหภูมิถึง 37 นาที เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิอย่างเร็ว One-step และ Two-
steps ซ่ึงใชเ้วลาเพียง 10 และ 11 นาที ตามลาํดบั ซ่ึงการลดอุณหภูมิอย่างชา้จะส่งผลให้เซลลมี์การ
สูญเสียนํ้าทาํใหเ้ซลลเ์ห่ียว และความเขม้ขน้ของสารละลายภายในเซลลสู์งเกินไป จึงอาจเป็นสาเหตุ
สําคญัประการหน่ึงท่ีส่งผลทาํให้มีอตัราการมีชีวิต และอตัราการปฏิสนธิตํ่า เน่ืองจากตวัอสุจิเสีย
สภาพทาํใหไ้ม่สามารถผสมกบัไข่ได ้ 

 
5.4  จาํนวนอสุจทิีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  
        5.4.1  ผลของจํานวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ที่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิ ของนํา้เช้ือสดในปลา 
                 นวลจันทร์นํา้จืด 
                 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าอตัราส่วนนํ้ าเช้ือต่อไข่ท่ีมากเกินไปส่งผลให้อัตราการ
ปฏิสนธิลดลง เน่ืองจากความหนืดของอสุจิท่ีเกาะกันแน่นหน้า micropyle ของไข่ทาํให้อสุจิไม่
สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได ้(Silveira et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Tambassen-Cheong 
et al., 1995; Rosenthal et al., 1998) ในทางตรงกนัขา้มพบว่าปริมาณนํ้ าเช้ือท่ีไม่เพียงพอก็ส่งผลให้
อัตราการปฏิสนธิลดลงเช่นเดียวกัน  (Linhart et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Silveira et al., 
2006; Bart et al., 1998) และดว้ยเหตุน้ีจึงควรทราบอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของนํ้ าเช้ือสด ท่ีใชผ้สมกบั
ไข่หน่ึงใบ (sperm: egg ratio) เพื่อให้เกิดการใช้นํ้ าเช้ือท่ีมีอยู่อย่างจาํกัดให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
โดยเฉพาะปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดซ่ึงพบว่ามีนํ้ าเช้ือนอ้ย จึงควรทราบอตัราส่วนนํ้ าเช้ือปลาท่ีเหมาะสม
ท่ีใชใ้นการผสมกบัไข่หน่ึงใบ จากการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของนํ้ าเช้ือสดปลา
นวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยใช้ sperm: egg ratio ท่ีอตัราส่วน 0.5×106: 1, 1×106: 1, 1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 
0.75×107: 1, 1×107: 1 และ 0.25×108: 1 พบว่าเม่ือใช้นํ้ าเช้ือ 1×106: 1 และ 1.5×106: 1 มีอตัราการ
ปฏิสนธิไม่แตกต่างกัน (69.62±9.31% และ 56.65±5.75% ตามลาํดับ) แต่เม่ือใช้นํ้ าเช้ือลดลงถึง
0.50×106: 1 ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ (51.86±9.79%) ลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) 
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากปริมาณนํ้ าเช้ือท่ีใชไ้ม่เพียงพอจึงส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลง ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ของนํ้ าเช้ือสดในปลา Turbot, Scophthalmus maximus พบว่า
เม่ือใช้จาํนวน sperm: egg ratio ลดลงถึง 3×103: 1 และ 6×103: 1 มีอตัราการปฏิสนธิตํ่ากว่าการใช้
จาํนวน sperm: egg ratio 2×104: 1 (Dreanno et al., 1997) และจากการศึกษาในปลา Sea lamprey, 
Petromyzon marinus พบว่าเม่ือใช้จาํนวน sperm: egg ratio 1.0×105: 1 มีอัตราการปฏิสนธิสูงสุด 
(97%) แต่เม่ือใชจ้าํนวน sperm: egg ratio ลดลงตํ่ากว่า 5×104: 1 ทาํให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลงตํ่า
กว่า 80% (Ciereszko et al., 2000) นอกจากน้ีย ังสอดคล้องกับการศึกษาในปลา  African catfish, 
Clarias gariepinus พบว่าเม่ือใช้นํ้ าเช้ือสด 1.5×104: 1 มีอัตราการปฏิสนธิสูงสุด (80%) แต่เม่ือใช ้
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จาํนวน sperm: egg ratio ลดลงตํ่ากว่า 3×103: 1 ทาํใหมี้อตัราการปฏิสนธิลดลง (45%) (Rurangwa et 
al., 1998) ในขณะเดียวกันจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าเม่ือมีการใช้นํ้ าเช้ือเพิ่มข้ึนจาก 0.50×107-
0.25×108: 1 พบว่ามีแนวโน้มของอตัราการปฏิสนธิลดลงอย่างมีนัยสําคญัทางสถิติ (P<0.05) ทั้งน้ี
เน่ืองจากความหนืดของอสุจิท่ีเกาะกนัแน่นหนา้ micropyle ของไข่ทาํให้อสุจิไม่สามารถเจาะเขา้ไป
ผสมกบัไข่ได ้(Silveira et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Tambassen-Cheong et al., 1995; Rosenthal 
et al., 1998) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio ของนํ้ าเช้ือสดปลา Striped catfish, 
Pangasius hypophthalmus พบว่าเม่ือใช้นํ้ าเช้ือ 1.89×105: 1 มีอตัราการปฏิสนธิสูงสุด 44.56±11.48% 
แต่เม่ือใชจ้าํนวน sperm: egg ratio เพิ่มข้ึนถึง 1.89×108: 1 ทาํให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลงเหลือเพียง
2.90±0.36% (Kwantong and Bart, 2009) และยงัใหผ้ลเช่นเดียวกบัการศึกษาในปลา African catfish, 
Clarias gariepinus พบว่าเม่ือใช้นํ้ าเช้ือสด 1.5×104: 1 มีอตัราการปฏิสนธิสูงสุด (80%) แต่เม่ือใช้
จาํนวน sperm: egg ratio เพิ่มข้ึนเป็น 3.75×105: 1 ทาํให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลง (71%) (Rurangwa et 
al., 1998) 
  
        5.4.2  ผลของจํานวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ที่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของนํา้เช้ือแช่แข็งใน 
                  ปลานวลจันทร์นํา้จืด  
                  ในการศึกษาจาํนวน sperm: egg ratio มีความสําคญัอย่างยิ่ง เน่ืองจากส่งผลโดยตรงต่อ
อตัราการปฏิสนธิ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในนํ้ าเช้ือแช่แขง็ซ่ึงพบว่าจะตอ้งใชจ้าํนวนอสุจิมากกว่าการใช้
นํ้ าเช้ือสด ทั้งน้ีเน่ืองจากในนํ้ าเช้ือแช่แข็งจะมีอตัราการตายและความผิดปกติของอสุจิมากกว่าใน
นํ้ าเช้ือสด (Dreanno et al., 1997; Lahnsteiner et al., 1997; Ding et al., 2008; Lahnsteiner et al., 2003; 
Lahnsteiner et al., 2002) เน่ืองจากในกระบวนการแช่แขง็นํ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ จะเกิดอนัตรายกบั
เซลลอ์สุจิ เช่น อนัตรายจากผลของ pH, solute, อนัตรายท่ีเกิดจากความเป็นพิษของสาร cryoprotectant
และอนัตรายท่ีเกิดจากการสูญเสียนํ้ า และการเกิดเกลด็นํ้ าแขง็ภายในเซลล ์และนอกเซลล ์(Leung in 
Jamieson, 1991; Muchlisin and Azizah, 2009; Ji et al., 2004) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้าํการศึกษา
จาํนวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของนํ้ าเช้ือแช่แข็งในปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดโดยใช ้sperm: egg 
ratio ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ ไดแ้ก่ 1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1 และ 3.9×106: 1 โดย
ใชน้ํ้ าเช้ือสด 1.00×106: 1 เป็นกลุ่มควบคุม พบว่าเม่ือใชน้ํ้ าเช้ือแช่แข็ง 1.95×106: 1, 1.30×106: 1 และ
2.60×106: 1 มีอตัราการปฏิสนธิ (40.61±2.22%, 32.77±2.40 และ 34.25±2.05%ตามลาํดบั) ซ่ึงให้ผล
ไม่แตกต่างกนั (P<0.05) แต่เม่ือใชน้ํ้ าเช้ือเพิ่มข้ึนถึง 3.9×106: 1 ทาํให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลงตํ่าสุด 
(26.77±2.96%) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากมีจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีมากเกินไปส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิ
ลดลง ซ่ึงเกิดจากความหนืดของอสุจิท่ีเกาะกนัแน่นหนา้ micropyle ของไข่ทาํให้ไม่สามารถเจาะเขา้
ไปผสมกบัไข่ได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในปลา Striped catfish, Pangasius hypophthalmus พบว่า
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เม่ือใช้นํ้ าเช้ือ 6.94×106: 1 มีอัตราการปฏิสนธิสูงสุด 53.75±1.62% แต่เม่ือใช้จาํนวน sperm: egg ratio 
เพิ่มข้ึนจาก 3.47×107: 1-6.94×108: 1 ทาํให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลงจาก 26.07±0.59% เหลือเพียง 
1.50±0.68% (Kwantong and Bart, 2009) และในบางกรณีพบวา่เม่ือมีการใชจ้าํนวน sperm: egg ratio 
นอ้ยเกินไปส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจากมีจาํนวนอสุจิไม่เพียงพอท่ีจะผสมกบัไข่
(Linhart et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Silveira et al., 2006; Bart et al., 1998) ได้แก่  ปลา  Turbot, 
Scophthalmus maximus (Dreanno et al., 1997 and Chen et al., 2004, Mandarin fish, Sinipeca chuatsi 
(Ding et al., 2008), Chalcalburnus chalcalburnus, Chondrostoma nasus, Rutilus meidingerii, Barbus 
barbatus และ Cyprinus carpio (Lahnsteiner et al., 2003) และ Sea bass, Dicentrarchus labrax (Fauvel 
et al., 1998)    
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บทที ่6 
สรุป และข้อเสนอแนะ 

 

6.1  สรุป 
        6.1.1  จากการศึกษาชนิดของสาร extender พบว่าการใช้ KU, MC และ HBSS สามารถเก็บ
รักษานํ้าเช้ือปลาได ้48 ชัว่โมง แต่เม่ือทาํการเกบ็ยาวนานข้ึนเป็น 72 ชัว่โมง พบว่าการใช ้HBSS เป็น
สาร extender ท่ีมีประสิทธิภาพในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดไดดี้ท่ีสุด  
        6.1.2  จากการศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) พบอิทธิพลร่วมกนั (interaction) ระหว่าง
อตัราการเจือจางกบัระยะเวลาการเก็บ และพบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บเร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) การใชอ้ตัรา
การเจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่อคุณภาพของนํ้ าเช้ือ แต่เม่ือระยะเวลา
การเก็บยาวนานขึ้น 48 และ 72 ชัว่โมง การใชอ้ตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนเพิ่มข้ึนส่งผลให้คุณภาพ
ของนํ้าเช้ือลดลง 
         6.1.3  จากการศึกษาชนิดและความเข้มของสาร  cryoprotectant พบว่ามีอิทธิพลร่วมกัน 
(interaction) ระหว่างชนิดของสาร cryoprotectant กับความเข้มข้นของสาร cryoprotectant และ
พบว่า 5% glycerol เป็นสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้ าจืด
โดยวิธีการแช่แขง็ 
         6.1.4  อตัราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps freezing procedures มีความเหมาะสม
ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
         6.1.5  จาํนวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมในนํ้ าเช้ือสด คือ 1.0-1.5×106: 1 สําหรับในนํ้ าเช้ือ   
แช่แขง็จะมีจาํนวนนํ้าเช้ือเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ของนํ้าเช้ือสด คือ อยูใ่นช่วง 1.3-2.6×106: 1   
 

6.2  ข้อเสนอแนะ 
        6.2.1  ในการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากไข่ของปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดเป็นไข่คร่ึงจมคร่ึง
ลอย และมีเปลือกไข่บางมาก ดงันั้นการติดตั้งระบบเพาะฟักไข่ควรมีการไหลเวียนของนํ้ าตลอดเวลา 
โดยมีการปล่อยนํ้ าจากด้านล่างของขวดเพาะฟักและมีวาล์วสําหรับปรับระดับความแรงของนํ้ า
เพื่อให้ไข่ลอยข้ึนเพียงเล็กนอ้ยป้องกนัการซอ้นทบักนัของไข่ และในขณะเดียวกนัในส่วนบนของ
ขวดเพาะฟักมีการเจาะรูเพื่อเป็นทางใหน้ํ้ าไหลออก และตอ้งบุดว้ยตาข่าย เพื่อป้องกนัไข่ไหลออก  
         6.2.2  ในขั้นตอนของการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากเปลือกไข่ปลานวลจนัทร์นํ้ าจืดมี
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ลกัษณะบางมาก หากมีการกระทบกระเทือนมากเกินไปอาจทาํให้เปลือกไข่แตกได ้ดงันั้นขณะท่ีทาํ
การ load ไข่เพื่อผสมกบันํ้ าเช้ือนั้นควรทาํดว้ยความระมดัระวงั นอกจากน้ีในการนบัระยะไข่ควรใช้
ความรวดเร็ว และควรนาํไข่ออกมานบัคร้ังละหน่ึงทรีตเมนต ์เพราะจะส่งผลต่อการพฒันาของไข่  
        6.2.3  จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างอตัราการเคล่ือนท่ีกับอตัราการมีชีวิต อตัราการ
เคล่ือนท่ีกบัอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิตกบัอตัราการปฏิสนธิ พบว่ามีความสัมพนัธ์ไปใน
ทิศทางเดียวกนั ดงันั้นในการประเมินคุณภาพนํ้ าเช้ือควรทาํการทดสอบแค่เพียง อตัราการเคล่ือนท่ี
กบัอตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากการทดสอบอตัราการมีชีวิตเป็นวิธีการท่ียุง่ยากและใชเ้วลานาน ทั้งน้ี
เพื่อเป็นการประหยดัเวลาและค่าใชจ่้ายในการทาํวิจยั  
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ตารางแสดงผลการวเิคราะห์วาเรียนซ์ 
 

1.  การศึกษาชนิดของสาร extender ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบ 
     ระยะส้ัน 
     1.1  อตัราการเคลือ่นที ่
 
ตารางที ่ก. 1  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 24 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
240.000 9 26.667 .889 .542 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1500.000 50 30.000   

Total 1740.000 59    
 
ตารางที ่ก. 2  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 36 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9900.000 9 1100.000 26.190 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2100.000 50 42.000   

Total 12000.000 59    
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ตารางที ่ก. 3  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 48 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
21510.000 9 2390.000 33.194 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3600.000 50 72.000   

Total 25110.000 59    
 
ตารางที ่ก. 4  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 60 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
51915.000 9 5768.333 24.651 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

11700.000 50 234.000   

Total 63615.000 59    
 
ตารางที ่ก. 5  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 72 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
53100.000 9 5900.000 42.294 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6975.000 50 139.500   

Total 60075.000 59    
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ตารางที ่ก. 6  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 84 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
39078.750 9 4342.083 27.968 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

7762.500 50 155.250   

Total 46841.250 59    
 
ตารางที ่ก. 7  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 96 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
28683.750 9 3187.083 23.478 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6787.500 50 135.750   

Total 35471.250 59    
 
ตารางที ่ก. 8  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 108   
                         ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9135.000 9 1015.000 30.758 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1650.000 50 33.000   

Total 10785.000 59    
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ตารางที ่ก. 9  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเกบ็ 120  
                         ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
3375.000 9 375.000 25.000 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

750.000 50 15.000   

Total 4125.000 59    
 
    1.2  อตัราการมีชีวติ 
 
ตารางที ่ก. 10  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเกบ็ 6 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
683.380 9 75.931 1.891 .075 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2007.348 50 40.147   

Total 2690.727 59    
 
ตารางที ่ก. 11  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 12 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
1103.858 9 122.651 4.151 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1477.338 50 29.547   

Total 2581.196 59    
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ตารางที ่ก. 12  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 24 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
2329.183 9 258.798 6.471 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1999.659 50 39.993   

Total 4328.842 59    
 
ตารางที ่ก. 13  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 36 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9521.559 9 1057.951 5.341 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

9904.447 50 198.089   

Total 19426.006 59    
 
ตารางที ่ก. 14  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 48 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9825.993 9 1091.777 8.363 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6527.276 50 130.546   

Total 16353.269 59    
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



  

   104 

ตารางที ่ก. 15  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 60 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
16817.580 9 1868.620 11.024 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

8475.405 50 169.508   

Total 25292.985 59    
 
ตารางที ่ก. 16  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 72 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
16985.097 9 1887.233 13.975 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6752.389 50 135.048   

Total 23737.486 59    
 
ตารางที ่ก. 17  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 84 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
17492.245 9 1943.583 11.221 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

8660.219 50 173.204   

Total 26152.464 59    
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 



  

   105 

ตารางที ่ก. 18  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 96 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
11496.214 9 1277.357 2.900 .008 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

22025.620 50 440.512   

Total 33521.835 59    
 
ตารางที ่ก. 19  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 108 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
6760.263 9 751.140 3.508 .002 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

10705.564 50 214.111   

Total 17465.826 59    
 
ตารางที ่ก. 20  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวิต ท่ีการเกบ็ 120 ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
1778.171 9 197.575 1.628 .133 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6067.064 50 121.341   

Total 7845.235 59    
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1.3 อตัราการปฏิสนธิ 
 
ตารางที ่ก. 21  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการปฏิสนธิ ท่ีการเกบ็ 48   
                           ชัว่โมง  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
16997.103 10 1699.710 32.978 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2834.776 55 51.541   

Total 19831.879 65    
 
ตารางที ่ก. 22  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการปฏิสนธิ ท่ีการเกบ็ 72  
                           ชัว่โมง  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
4439.395 3 1479.798 65.249 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

453.586 20 22.679   

Total 4892.981 23    
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2.  การศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ (time storage) ทีเ่หมาะสม 
     ในการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์นํา้จืดแบบระยะส้ัน 
 
ตารางที ่ก. 23  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาใน 
                       การเกบ็ ต่ออตัราการปฏิสนธิ ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
13082.261 12 1090.188 37.692 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3008.077 104 28.924   

Total 16090.338 116    
หมายเหตุ: Treatment คือ อตัราการเจือจาง (sperm: extender) ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ   
1: 15) ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง  
 
ตารางที ่ก. 24  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาใน 
                       การเกบ็ ต่ออตัราการมีชีวิต ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
7197.312 12 599.776 67.134 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

929.131 104 8.934   

Total 8126.442 116    
หมายเหตุ: Treatment คือ อตัราการเจือจาง (sperm: extender) ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ   
1: 15) ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง 
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ตารางที ่ก. 25  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาใน 
                        การเกบ็ ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดแบบระยะสั้น 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
41369.231 12 3447.436 59.756 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6000.000 104 57.692   

Total 47369.231 116    
หมายเหตุ: Treatment คือ อตัราการเจือจาง (sperm: extender) ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ   
1: 15) ท่ีระยะเวลาการเกบ็ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง 
 
3.  ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือ
ปลา 
     นวลจันทร์นํา้จืดโดยวธีิการแช่แขง็ 
 
ตารางที ่ก. 26  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อ  
                        อตัราการปฏิสนธิ ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
13273.692 12 1106.141 31.557 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6800.142 194 35.052   

Total 20073.834 206    
หมายเหตุ: Treatment คือ สาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 
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ตารางที ่ก. 27  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อ  
                        อตัราการมีชีวิต ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
27585.853 12 2298.821 149.365 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2200.858 143 15.391   

Total 29786.711 155    
หมายเหตุ: Treatment คือ สาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ก. 28  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อ  
                        อตัราการเคล่ือนท่ี ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
42470.192 12 3539.183 63.962 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

7912.500 143 55.332   

Total 50382.692 155    
หมายเหตุ: Treatment คือ สาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 
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4.  ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ (feezing rate) ที่เหมาะสมสําหรับการเกบ็รักษานํา้เช้ือปลานวลจันทร์ 
     นํา้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
 
ตารางที ่ก. 29  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่ออตัราการ 
                         ปฏิสนธิ ในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(อตัราการลดอุณหภูมิ) 
5890.359 3 1963.453 89.783 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1312.133 60 21.869   

Total 7202.492 63    
 
ตารางที ่ก. 30  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่ออตัราการ 
                         มีชีวิตในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(อตัราการลดอุณหภูมิ) 
4398.840 3 1466.280 169.065 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

173.458 20 8.673   

Total 4572.298 23    
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ตารางที ่ก. 31  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่ออตัราการ 
                        เคล่ือนท่ีในการเกบ็รักษานํ้าเช้ือปลานวลจนัทร์นํ้าจืดโดยวิธีการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(อตัราการลดอุณหภูมิ) 
24600.000 3 8200.000 45.556 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3600.000 20 180.000   

Total 28200.000 23    
 

5.  ศึกษาจํานวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ที่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิ ของนํา้เช้ือสดในปลา 
      นวลจันทร์นํา้จืด 
 
ตารางที ่ก. 32  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ 
                        ของนํ้าเช้ือสดปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(จาํนวน sperm: egg ratio) 
3678.053 6 613.009 8.073 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2657.725 35 75.935   

Total 6335.777 41    
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ตารางที่ ก. 33  แสดงการวิเคราะห์วาเรียนซ์ผลของจาํนวน sperm: egg ratio ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  
                         ของนํ้าเช้ือแช่แขง็ปลานวลจนัทร์นํ้าจืด 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(จาํนวน sperm: egg ratio) 
4766.228 5 953.246 24.287 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3296.901 84 39.249   

Total 8063.129 89    
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ประวตัผู้ิเขียน 
 
 นางสาวดวงจนัทร์ เกิดเม่ือวนัท่ี 8 กุมภาพนัธ์ พ.ศ. 2527 ท่ีจงัหวดัศรีสะเกษ เร่ิมศึกษาชั้น
ประถมศึกษาท่ีโรงเรียนบา้นหนองคู อาํเภอขุนหาญ จงัหวดัศรีสะเกษ ไดศึ้กษาต่อชั้นมธัยมศึกษา
ตอนตน้ท่ีโรงเรียนศรีตระกูลวิทยา อาํเภอขุขนัธ์ จงัหวดัศรีสะเกษ และมธัยมศึกษาตอนปลายท่ี
โรงเรียนขนุหาญวิทยาสรรค ์อาํเภอขนุหาญ จงัหวดัศรีสะเกษ และสาํเร็จการศึกษาระดบัปริญญาตรี 
สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว ์มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี จงัหวดันครราชสีมา เม่ือปี พ.ศ. 
2549 และได้เขา้ศึกษาต่อในระดับปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีการผลิตสัตว์ มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยสุีรนารี ในปีการศึกษา 2550  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 


