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 การศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) ด้วยน้้าแข็งแห้ง 
โดยมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้
น้้าแข็งแห้ง แบ่งการศึกษาการทดลองเป็น 3 ตอน ดังนี้ การทดลองที่ 1 และ 2 เพื่อศึกษาผลของการ
แช่แข็งในน้้าแข็งแห้ง โดยมีวัสดุห่อหุ้มหลอดฟางขนาด 0.25 ml. และ Cryotube ขนาด 1.8 ml. และ
ระยะเวลาในการลดอุณหภูมิที่มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวหลังการละลาย ด้วยการใช้
น้้ายาบัฟเฟอร์สูตร Ca-F HBSS และ DMSO 10% โดยน้าหลอดฟาง 0.25 ml. ไปใส่ในอุปกรณ์
ห่อหุ้มต่าง ๆ กัน พบว่าการใช้หลอดสายไฟฟ้าห่อหุ้มหลอดฟางแช่แข็งน้้าเชื้อมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 62±3.19% การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว
ด้วย Cryotube 1.8 ml. ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง
การละลายมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 77±1.26% ตอนที่ 3 ศึกษาผลของ
อุณหภูมิเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อหลังการละลาย โดยเก็บไว้นานเป็น
เวลา 28 วัน พบว่าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง แล้วน้าไปเก็บรักษาในตู้แช่
แข็ง (-20oC) มีคุณภาพสเปิร์มที่ต่้ากว่าคุณภาพน้้าเชื้อที่เก็บรักษาในตู้แช่แข็ง (-80 oC) ในน้้าแข็งแห้ง 
(-79oC) และในถังไนโตรเจนเหลว (-196oC) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อน้าน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวมาประเมินคุณภาพน้้าเชื้อหลังการเก็บรักษา การศึกษาคร้ังนี้แสดงให้เห็นถึงศักยภาพ
ของน้้าแข็งแห้งในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวซึ่งสามารถน้าไปประยุกต์ใช้ในโรงเพาะเลี้ยง
สัตว์น้้าได้ต่อไป 
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 The study about sperm cryopreservation of Silver barb (Barbodes gonionotus) using 
dry ice was divided into three experiments. The first and second experiments determined the 
effects of wrapping materials around French straws (0.25 mL) and cryotubes (1.8 mL), and 
freezing time on the quality of frozen-thawed sperm. Sperm were diluted with calcium-free 
Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) and dimethyl sulfoxide (DMSO) 10% prior to loading 
in French straws (0.25 mL) or cryotubes (1.8 mL). French straws inserted in the electric power 
line resulted in average post-thawed sperm motility of about 62±3.19%. Sperm cryopreserved in 
the cryotubes wrapped with aluminium foil had average percentages of post-thawed sperm of 
about 77±1.26%. The third experiment evaluated the effects of storage temperature on the quality 
of frozen-thawed sperm by cryostorage for 28 days. Sperm frozen with dry ice after storage in the 
refrigerator (-20oC) had post-thawed sperm qualities, significantly lower than those kept in the 
freezer (80oC), dry ice (-79oC) and liquid nitrogen (-196oC). This study indicates the potential of 
dry ice in freezing of B. gonionotus sperm that can be used for application in the hatchery. 
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  ห่อหุ้มในแช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและ 
  อุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  47 
 15 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วย 
  หลอด Centrifuge tube โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
   ในการละลายน้้าเชื้อ  47 
 16 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่หลอด  
  Centrifuge tube ห่อหุ้มในแช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยใช้น้้าแข็งแห้ง 
   ที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  48 
 17 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วย 
  หลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
   น้้าเชื้อ     50 
 18 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ 
  ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ   51 



ญ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่       หน้า 
 19 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วย 
  หลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
    น้้าเชื้อ     51 
 20 อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางเมื่อหุ้มด้วย 
  หลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
   น้้าเชื้อ     52 
 21 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ของกลุ่ม 
  ควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
   น้้าเชื้อ      55 
 22 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ของ 
  กลุ่มควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
   ละลายน้้าเชื้อ   55 
 23 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ของกลุ่ม 
  ควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
   น้้าเชื้อ      56 
 24 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน  
  กลุ่มควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
   ในการละลายน้้าเชื้อ  56 
 25 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
  แผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  58 
 26 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ 
  ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ   58 
 27 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
   แผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  59 
 
 



ฎ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่       หน้า 
 28 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน  
   Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
   กันในการละลายน้้าเชื้อ  59 
 29 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
   อะลูมิเนียม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  61 
 30 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่มี 
  แผ่นอะลูมิเนียมห่อหุ้ม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
   ละลายน้้าเชื้อ   61 
 31 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มแผ่น 
   อลูมิเนียม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  62 
 32 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน  
  Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอูมิเนียม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
  กันในการละลายน้้าเชื้อ  63 
 33 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
   กระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ      64 
 34 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ 
  ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
   ละลายน้้าเชื้อ   64 
 35 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่หุ้มด้วย 
   กระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ     65 
 36 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งใน  
   Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
  กันในการละลายน้้าเชื้อ  65 
 37 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  68 



ฏ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่       หน้า 
 38 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้ที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  69 
 39 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
   -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  69 
 40 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
   -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  70 
 41 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  71 
 42 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
   -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  71 
 43 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ 
  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  72 
 44 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษา 
  ที่ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  72 
 45 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง 
   -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  75 
 46 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  76 
 47 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  76 
 48 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  77 
 49 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  78 
 50 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง 
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  78 
 



ฐ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่       หน้า 
 51 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ 
  ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  79 
 52 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษา 
  ที่ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  79 
 53 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง  
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  83 
 54 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง 
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  83 
 55 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  84 
 56 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  84 
 57 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง 
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  85 
 58 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง  
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  85 
 59 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  86 
 60 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  86 
 61 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  89 
 62 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  90 
 63 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  91 
 



ฑ 

สารบัญตาราง (ต่อ) 
 
ตารางที่       หน้า 
 64 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษารักษาด้วย 
  ด้วยไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  91 
 65 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  92 
 66 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  92 
 67 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร  93 
 68 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  ไนโตรเจนเหลว (- 196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร  93 
 69 อัตราการลดอุณหภูมิภายในหลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม  
  เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส  94 
 70 อัตราการลดอุณหภูมิภายใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม  
  เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส  95 
 71 การวัดขนาดวัสดุห่อหุ้มของหลอดแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้ง  117 
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สารบัญภาพ 
 
ภาพที่       หน้า 
 1 ลักษณะภายนอกปลาตะเพียน  6 
 2 ความแตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศเมียของปลาตะเพียนเมื่อสมบูรณ์เพศ  7 
 3 เปรียบเทียบลักษณะเพศของปลาตะเพียนเพศผู้และเพศเมีย  8 
 4 ลักษณะรูปร่างสเปิร์ม  10 
 5 การเก็บน้้าเชื้อปลาโดยวิธีการรีดมือ (Hand-stripping)  12 
 6 การตรวจสอบคุณภาพสเปิร์มด้วยการย้อมสี  14 
 7 วิธีการปฏิบัติในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาด้วยวิธีแช่แข็ง  17 
 8 เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Controlled – rate programmable freezer)  19 
 9 การใช้ไอไนโตรเจนเหลวลดอุณหภูมิ (Liquid nitrogen vapor)  20 
 10 ปิดปลายหลอดสายไฟฟ้าด้วยกาวซิลิโคลน  30 
 11 การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิภายในหลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
  โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส  94 
 12 การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิภายใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร 
  โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส  95 
 13 สายหลอดซิลิโคน  113 
 14 สายออกซิเจน   113 
 15 หลอด Centrifuge tube  113 
 16 หลอดสายไฟฟ้า  113 
 17 แผ่นสังกะสี    113 
 18 แผ่นอลูมิเนียม   113 
 19 กระดาษฟลอย์   114 
 20 หลอดฟาง (French straw) ยี่ห้อ Imv Technologies Paillette 0.25 ml  114 
 21 หลอด Cryotube 1.8 ml. ยี่ห้อ Thermo scientific Nunc cryotube vials  114 
 22 กล่องโฟมเก็บความเย็น (Styrofoam box) ที่บรรจุน้้าแข็งแห้ง  114 
 23 กล่องโฟมขนาดใหญ่ใช้เก็บกล่องโฟมที่บรรจุน้้าแข็งแห้ง  114 
 24 กาวซิลิโคนปิดปลายวัสดุห่อหุ้ม  114 
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สารบัญภาพ (ต่อ) 
 
ภาพที่       หน้า 
 25 ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส  115 
 26 ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส  115 
 27 น้้าแข็งแห้ง Dry ice  115 
 28 การแช่แข็งในน้้าแข็งแห้ง  115 
 29 การละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว  115 
 30 ถุงซิปล็อก    115 
 31 ปลาตะเพียนขาวที่ใช้ในการทดลอง  116 
 32 อาหารปลาตะเพียนขาว  116 
 33 การวัดอุณหภูมิภายในหลอดฟาง 0.25 ml.หลังการละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิต่าง ๆ  116 
 34 การวัดอุณหภูมิภายใน Cryotube 1.8 ml.หลังการละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิต่าง ๆ  116 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา  

 ปลาตะเพียนขาว (Barbodes gonionotus) เป็นปลาน้้าจืดพื้นเมืองของไทยที่พบใน 
แหล่งน้้าทั่วไป ปลาตะเพียนขาวเป็นปลาที่นิยมเลี้ยงกันอย่างแพร่หลายเน่ืองจากเป็นปลาที่เลี้ยงง่าย 
โตเร็ว ทนต่อสภาพแวดล้อม กินอาหารได้เกือบทุกชนิด และเจริญเติบโตได้ดีในแหล่งน้้าธรรมชาติ  
แพร่พันธุ์ง่าย จัดเป็นปลากินพืชจึงใช้เป็นปลาก้าจัดวัชพืชในแหล่งน้้าได้อีกด้วย นอกจากนี้ปลา
ตะเพียนขาวยังมีความส้าคัญทางเศรษฐกิจของประเทศไทย โดยปริมาณการจับสัตว์น้้าจืด  
(รวมเพาะเลี้ยง) จ้าแนกเป็นรายชนิด ปี พ.ศ. 2551-2555 เร่ิมมีปริมาณลดลงตามล้าดับคือ 96.1, 93.2, 
82.9, 71.4 และ 69.5 ตัน (ศูนย์สารสนเทศ กรมประมง, 2557) เน่ืองจากปัญหามลภาวะของแหล่งน้้า
และการขยายตัวของชุมชน (ส้านักงานนโยบายและแผนสิ่งแวดล้อมเทคโนโลยี, 2545) ด้วยเหตุที่
ปลาตะเพียนขาวเป็นปลาที่เพาะพันธุ์ได้ง่ายและมีช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ที่ยาวนาน (ตั้งแต่เดือน
เมษายนจนถึงเดือนพฤศจิกายน) (Tafazzal & Ahmed, 1991) อีกทั้งสามารถรีดน้้าเชื้อได้โดยตรงท้า
ให้สามารถเพาะพันธุ์ได้ง่าย แต่อย่างไรก็ตามในบางช่วงฤดูของการผสมพันธุ์โดยเฉพาะช่วงปลาย
ฤดูผสมพันธุ์วางไข่ พ่อพันธุ์เร่ิมไม่มีน้้าเชื้อแม้ว่าจะสามารถใช้ฮอร์โมนฉีดกระตุ้นสร้างน้้าเชื้อได้แต่
คุณภาพน้้าเชื้อก็ลดต้่าลง ท้าให้จ้าเป็นต้องรักษาคุณภาพน้้าเชื้อให้คงที่ ซึ่งก็ได้มีการท้างานวิจัย การ
แช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว เพื่อน้ามาใช้ประโยชน์ (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2548 ; รัชดาภรณ์  
อินทเกษร, 2557) อย่างไรก็ตามการพัฒนาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว แม้ว่าจะมีรายงานถึง
ความส้าเร็จในการวิจัย แต่ด้วยเหตุที่ปลาตะเพียนขาวเป็นปลาที่มีราคาไม่สูงมาก ถ้าใช้เทคโนโลยี
การแช่แข็งที่มีราคาแพง ก็จะท้าให้การถ่ายทอดเทคโนโลยีไปยังผู้ประกอบการท้าได้ยาก ดังนั้นการ
พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยเทคโนโลยีที่มีราคาถูก แต่มีประสิทธิภาพ ก็น่าจะ
ช่วยพัฒนาแนวทางการถ่ายทอดเทคโนโลยีการแช่แข็งให้ได้รับการยอมรับจากผู้ประกอบการมาก
ขึ้น ด้วยการใช้ตู้แช่แข็งหรือน้้าแข็งแห้งที่หาได้ง่ายและราคาไม่แพง 

ในกระบวนการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาปัจจัยส้าคัญที่จะท้าให้การแช่แข็งประสบความส้าเร็จ
นั้นคอืวิธีการลดอุณหภูมิที่ท้าให้ตัวอย่างน้้าเชื้อแข็งตัว จากทฤษฎีการแช่แข็งในขณะที่ท้าการลด
อุณหภูมิของเหลวภายนอกเซลล์จะกลายเป็นน้้าแข็งก่อนของเหลวภายในเซลล์ ท้าให้ความเข้มข้น
ของตัวถูกละลายภายนอกสูงกว่าภายในเซลล์ จึงท้าให้น้้าแพร่ออกจากเซลล์เพื่อปรับสมดุล 
(Denniston, Michelet, & Godke, 2000) ถ้าอัตราการลดอุณหภูมิที่เร็วเกินไป จะท้าให้น้้าไหลออก
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จากเซลล์รวดเร็วอาจท้าให้เซลล์เห่ียว และเกิดผลึกน้้าแข็งภายในเซลล์ จะท้าให้เซลล์เกดิอันตรายได้ 
(กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) หากอัตราการลดอุณหภูมิช้าเกินไปจะท้าให้เซลล์ต้องปรับตัวนาน
เกินไป ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์เพราะมีการสูญเสียน้้า และความเข้มข้นของสารละลายสูงเกินไป จึง
ท้าให้ตกผลึกและการเหนี่ยวน้าให้เกิดผลึกน้้าแข็งอย่างรวดเร็ว (Denniston et al., 2000)  

ดังนั้นการแช่แข็งจึงต้องใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมซึ่งกระบวนการแช่แข็ง
น้้าเชื้อด้วยเคร่ืองมืออัตโนมัติที่ซึ่งนิยมใช้ในการควบคุมอัตราการลดอุณหภูมินั้นเป็นเคร่ืองมือที่มี
ราคาแพง (ปฏิญญา อ้นขวัญเมือง, 2549) และใช้สารไนโตรเจนเหลว (Liquid nitrogen) ในการลด
อุณหภูมิ ซึ่งสารไนโตรเจนเหลวก็ได้มีการดัดแปลงน้ามาใช้ในการลดอุณหภูมินอกเหนือจาก
วิธีการใช้เคร่ืองมืออัตโนมัติเช่น การวางตัวอย่างที่ต้องการแช่แข็งไว้เหนือไอไนโตรเจนเหลว 
(Liquid nitrogen vapor) (Vuthiphandchaia, Irawana, & Nimrat, 2009; รัชดาภรณ์ อินทเกษร, 2557) 
และการแช่แข็งโดยใช้ถัง dry shippers (Carolsfeld, Godinho, Zaniboni, & Harvey, 2003 ;  
Maria, Viveiros, Freitas, & Oliveira, 2006) สารไนโตรเจนเหลวนั้นเป็นสารที่มีราคาแพงและต้อง
เก็บรักษาไว้ในถังเก็บที่มีลักษณะจ้าเพาะ (Liquid nitrogen tank) ที่ออกแบบมาเพื่อท้าการเก็บรักษา
ไม่ให้เกิดการระเหย อีกทั้งต้องมีการป้องกันอันตรายจากอุณหภูมิที่ต่้ามาก และความเป็นพิษของตัว
สารเองรวมถึงแรงดันที่สูงจนอาจท้าให้เกิดอันตรายได้ ดังนั้นตัวถังไนโตรเจนเหลว (Liquid 
nitrogen tank) จึงมีความหนาของตัวถังที่จะต้องป้องกันการถ่ายเทความร้อนและความเย็น สามารถ
รองรับความดันที่สูงท้าให้ถังเก็บไนโตรเจนเหลวมีน้้าหนักมากจึงมีความยากล้าบากในการขนส่ง
หรือล้าเลียง แม้ปัจจุบันจะมีการผลิตถังขนาดเล็กหรือถัง dry shippers ออกมาก็ตามแต่ข้อจ้ากัดของ
ขนาดถังสามารถท้าให้ขนส่งน้้าเชื้อแช่แข็งได้ในปริมาณน้อยอาจ ไม่เพียงพอต่อการน้าไปใช้ใน
กระบวนการแช่แข็งน้้าเชื้อ อีกทั้งการสั่งซื้อสารไนโตรเจนเหลวจ้านวนมากก็มีความยุ่งยากในการ
จัดหาสารไนโตรเจนเหลวเมื่อต้องเดินทางไปตามสถานที่ต่าง ๆ ที่อาจจะอยู่ห่างไกล จากข้อมูลที่
กล่าวมานั้นจะเห็นได้ถึงข้อจ้ากัดการใช้สารไนโตรเจนเหลวเพื่อท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อหากต้อง
เดินทางออกไปท้าการเก็บน้้าเชื้อนอกสถานที่ จึงมีความจ้าเป็นต้องพัฒนากระบวนการแช่แข็ง
น้้าเชื้อปลาที่สะดวกรวดเร็วและง่ายต่อการจัดการหากสามารถใช้วิธีการอ่ืนในการลดอุณหภูมิของ
กระบวนการแช่แข็งน้้าเชื้อที่สามารถน้าไปประยุกต์ใช้ได้ด้วยเทคโนโลยีที่มีราคาถูกก็จะเป็น
ประโยชน์ต่อการน้าไปใช้ต่อไป  

ในการศึกษาเกี่ยวกับกระบวนการแช่แข็งปลาได้เร่ิมมีการใช้น้้าแข้งแห้ง (Dry ice)  
ที่สามารถประสบความส้าเร็จในการทดลองแช่แข็งน้้าเชื้อปลาบางชนิดเช่น ปลา loach  
(Yasui, Arias, Fujimoto, & Arai, 2008) Zebra fish (Draper, Stout, Hernandez, & Moens, 2009) 
common carp (Babiak & Glogowski, 1997) เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามงานวิจัยด้านดังกล่าวยังมี
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การศึกษาอยู่ในวงจ้ากัด แม้ว่าการใช้น้้าแข็งแห้งยังไม่สามารถควบคุมอัตราการลดอุณหภูมิที่คงที่
หรือมีความเที่ยงตรงสูงได้ เนื่องจากในการแช่แข็งต้องน้าหลอดบรรจุน้้าเชื้อสัมผัสกับน้้าแข็งแห้ง
โดยตรงจึงท้าให้มีอัตราการลดอุณหภูมิรวดเร็วเกินไป (-33.3 ± 2.09 ºC/min; Yasui et al., 2008) แต่
ถ้าแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้งแล้วเซลล์สเปิร์มยังสามารถมีชีวิตรอดหรือมีคุณภาพดี ด้วยการ
พัฒนาเทคนิคแช่แข็งน้้าเชื้อด้วยน้้าแข็งแห้งให้มีประสิทธิภาพขึ้น ก็จะเป็นประโยชน์ต่อการ
เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าดังนั้นการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาด้วยน้้าแข็งแห้ง จึงจ้าเป็นต้องใช้วัสดุที่สามารถใช้หุ้ม
หลอดบรรจุน้้าเชื้อเพื่อที่จะสามารถปรับอัตราลดอุณหภูมิที่เหมาะสม ไม่รวดเร็วหรือช้าจนเกินไป 
เน่ืองจากอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลามีผลต่ออัตราการรอดชีวิตของ
เซลล์ และยังสามารถป้องกันการเกิดผลึกน้้าแข็ง (Ice cryctrl) ภายในเซลล์ท้าให้เซลล์ทีผ่่านการแช่
แข็งมีสภาพที่สมบูรณ์ และสามารถคงสภาพความมีชีวิตของเซลล์ (Denniston et al., 2000) อย่างไร
ก็ตามอิทธิพลของความหนาและขนาดของภาชนะบรรจุน้้าเชื้อก็ยังส่งผลต่อการเลือกใช้อัตราการ
ลดอุณหภูมิและการละลายที่เหมาะสม (รัชดาภรณ์ อินทเกษร, 2557) จึงจ้าเป็นต้องมีการพัฒนา
วิธีการในการแช่แข็งน้้าเชื้อโดยใช้น้้าแข็งแห้ง (Dry ice) ด้วยการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งน้้าเชื้อและ
การเพิ่มอุณหภูมิขณะละลายน้้าเชื้ออย่างเหมาะสม เพื่อให้สเปร์ิมมีชีวิตรอด เมื่อน้าไปใช้ประโยชน์
ได้ต่อไปในภายหลัง 

การพัฒนากระบวนเก็บรักษาน้้าเชื้อสัตว์น้้าโดยวิธีการแช่แข็งในปัจจุบันนับได้ว่ามีการ
พัฒนาอย่างต่อเนื่องและประสบความส้าเร็จอย่างมากในสัตว์น้้าหลายชนิด ซึ่งเกือบทั้งหมดจะเป็น
การวิจัยที่เกิดขึ้นในห้องทดลองของสถาบันการศึกษาและหน่วยงานของรัฐ เน่ืองจากมีการใช้
ต้นทุนที่สูงและวัสดุอุปกรณ์ต่าง ๆ มีราคาสูงรวมถึงเคร่ืองมือในการแช่แข็งก็เป็นอุปกรณ์จ้าเพาะ
ไม่ได้มีการจ้าหน่ายทั่วไปต้องน้าเข้ามาจากต่างประเทศ อีกทั้งเทคโนโลยีที่ใช้มีความยุ่งยากต้องใช้
บุคลากรที่ผ่านการฝึกฝนจนมีความเข้าใจในกระบวนการแช่แข็งและการใช้วัสดุอุปกรณ์ต่าง ๆ ด้วย
เหตุน้ีน้้าแข็งแห้ง (Dry ice) สามารถเป็นแหล่งความเย็นที่หาได้ง่ายและมีราคาถูกจึงเป็นอีกทางเลือก
หนึ่งในการน้ามาลดอุณหภูมิแช่แข็ง เน่ืองจากน้้าแข็งแห้งมีความเหมาะสมต่อการปฏิบัติงานทั้งใน
ห้องปฏิบัติการและงานภาคสนาม (Yasui et al., 2008) ดังนั้นการน้าวัสดุอุปกรณ์ต่าง ๆ มา
ประยุกต์ใช้เพื่อพัฒนาเทคโนโลยีการแช่แข็งน้้าเชื้อให้มีความสะดวกขึ้นและต้นทุนที่ลดลงอีกทั้ง
การล้าเลียงน้้าเชื้อแช่แข็งไปใช้ในการผสมเทียมก็ท้าได้สะดวกกว่าการล้าเลียงพ่อพันธุ์ โดยสามารถ
ขนส่งน้้าเชื้อแช่แข็งไปภายในประเทศและระหว่างประเทศได้ง่าย ช่วยยืดอายุคุณภาพน้้าเชื้อที่
ล่วงเลยฤดูกาลสืบพันธุ์ อีกทัง้ยังสามารถใช้เป็นแนวทางในการพัฒนาการเก็บรักษาพันธุกรรมของ
สัตว์น้้า (Gene Bank) หรือป้องกันการสูญเสียพ่อพันธุ์สัตว์น้้าที่มีความส้าคัญทางพันธุกรรมและอาจ
ใช้เป็นแนวทางของการพัฒนาแนวทางการพัฒนาไปสู่ธุรกิจการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาชนิดอ่ืน ๆ ต่อไป 
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วัตถุประสงค์การวิจัย 
 1.  พัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง 
 2.  ศึกษาผลของวัสดุห่อหุ้มหลอดเก็บรักษาน้้าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิด้วย
การใช้น้้าแข็งแห้ง ที่มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวหลังการละลาย 
 3.  ศึกษาผลของอัตราการละลาย ที่มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งด้วย
น้้าแข็งแห้ง 
 4.  ศึกษาผลของอุณหภูมิเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส, 
ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส, น้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส และในถังไนโตรเจนเหลว -196 องศา
เซลเซียส ที่มีต่อคุณภาพหลังการละลาย 

 

สมมติฐานของการวิจัย 
 1.  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวอย่างง่ายด้วยน้้าแข็งแห้งมีประสิทธิภาพในการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว โดยชนิดของหลอดบรรจุน้้าเชื้อและวัสดุห่อหุ้มมีผลท้าให้คุณภาพ
ของสเปิร์มแตกต่างกัน 
 2.  ระยะเวลาในการลดอุณหภูมิน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวโดยใช้น้้าแข็งแห้งไม่มีผลต่อ
คุณภาพของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวแช่แข็งหลังการละลาย 
 3.  อัตราการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่แตกต่างกันมีผลต่อคุณภาพของสเปิร์มหลังการละลาย 
 4.  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็ง ที่ลดอุณหภูมิโดยใช้น้้าแข็งแห้ง 
ที่อุณหภูมิต่างกันในชุดการทดลองต่าง ๆ มีผลต่อคุณภาพของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวแช่แข็งหลัง
การละลาย 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1.  สามารถพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวโดยใช้น้้าแข็งแห้งที่น้าไปสู่
การประยุกต์ใช้ในการแช่แข็งและการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง 
 2.  ช่วยในการลดต้นทุนการใช้วัสดุอุปกรณ์การแช่แข็งที่มีราคาสูงโดยสามารถใช้
น้้าแข็งแห้งมาแช่แข็งน้้าเชื้อปลาแต่ยังคงประสิทธ์ภาพในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา 
 3.  สามารถน้ามาประยุกต์ใช้งานแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในภาคสนาม เน่ืองจากน้้าแข็งแห้งมี
จ้าหน่ายทั่วไป หาได้ง่ายทั่วทุกภูมิภาคและยังมีความปลอดภัยสูงกว่า 
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
  การศึกษาวิจัยเร่ืองการแช่แข็งน้้าเชื้อสัตว์น้้ายังมีรายงานการวิจัยไม่มากเมื่อเปรียบเทียบ
กับการแช่แข็งน้้าเชื้อในสัตว์บก ซึ่งหลักการแช่แข็งโดยทั่วไปมีขั้นตอนที่เหมือนกันตั้งแต่การ
รวบรวมน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดี การเจือจางน้้าเชื้อด้วยน้้ายาที่เหมาะสม การเลือกใช้ชนิดและ 
ความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (Cryoprotectant) ที่เหมาะสม รวมทั้งการลดอุณหภูมิ
และการละลายอย่างเหมาะสม ซึ่งงานวิจัยที่เกี่ยวข้องในการศึกษาแช่แข็งน้้าเชื้อปลาในรูปแบบ 
ต่าง ๆ ดังต่อไปนี้ 
 

ปลาตะเพียนขาว 
 ปลาตะเพียนขาวหรือที่เรียกสั้น ๆ ว่า ปลาตะเพียน เป็นปลาน้้าจืดพื้นเมืองอีกชนิดหนึ่ง 
และเป็นปลาที่คนไทยรู้จักกันดี มีชื่อวิทยาศาสตร์ว่า Barbodes gonionotus (Bleeker, 1850) มีชื่อ
สามัญว่า Jawa หรือ Carp ปลาตะเพียนเป็นปลาที่เลี้ยงง่าย โตเร็ว ทนต่อโรค มีแหล่งก้าเนิดอยู่แถบ
ประเทศอินโดนีเซีย ไทย เวียดนาม ศรีลังกา ปลาตะเพียนจะชอบอาศัยอยู่ตามแม่น้้า ล้าคลอง หนอง
บึง ห้วยและที่มีกระแสน้้าไหลอ่อน ๆ หรือน้้านิ่ง (สุทธิพงศ์ วุฒิเจริญวงศ์, 2552)  

 การเพาะเลี้ยงปลาตะเพียนขาวได้เร่ิมด้าเนินการเป็นคร้ังแรกก่อนปี พ.ศ. 2503 ที่ 
สถานีประมง (บึงบอระเพ็ด) นครสวรรค์ ในระยะต่อมาได้มีการเพาะพันธุ์ปลาตะเพียนขาว ได้รับ
การพัฒนาทั้งวิธีเลียนแบบธรรมชาติและผสมเทียม ซึ่งสามารถเผยแพร่และจ้าหน่ายในกับเกษตรกร
น้าไปท้าการเพาะเลี้ยงขยายพันธุ์ต่อไป (ปกรณ์ อุ่นประเสริฐ, 2530) 
 

  Phylum Chordata  
Class Actinopterygii  

Order Cypriniformes  
Family Cyprinidae 

Genus Barbodes 
Spesies gonionotus 
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ลักษณะของปลาตะเพียนขาว 
ปลาตะเพียนขาวลักษณะของล้าตัวเป็นแบบแบนข้าง ขอบหลังโค้งยกสูงขึ้นเล็กน้อย 

หัวเล็ก ปากเล็ก ริมฝีปากบาง จะงอยปากแหลม (นฤมล อัศวเกศมณี, 2550) เป็นปลาเกล็ดใหญ่  
ล้าตัวมีสีเงิน ครีบก้นสีเหลืองปะปนส้มเล็กน้อย บริเวณครีบหลังและครีบหางมีสีเทาปนเหลือง  
ครีบหลังมีก้านครีบแข็ง 3 ก้าน ก้านครีบอ่อน 8 ก้าน ก้านครีบแข็งอันสุดท้ายของครีบหลังเป็น
กระดูกแข็งและหยักทางด้านหลัง ครีบก้นมีก้านครีบแข็ง 3 ก้าน ก้านครีบอ่อน 6 ก้าน ก้านครีบแข็ง
อันสุดท้ายของครีบก้นเป็นครีบอ่อนสามารถงอโค้งได้ปานกลาง มีเส้นข้างล้าตัว 1 เส้น และมีเกล็ด
ตามเส้นข้างล้าตัว 26-28 เกล็ด (นวลมณี พงศ์ธนา และทองอยู่ อุดมเลิศ, 2547) ที่โคนเกล็ดมีสีเทา
เกือบด้า เมื่อปลาตะเพียนขาวโตเต็มที่จะมีขนาดล้าตัวยาวถึง 50 เซนติเมตร ปลาตะเพียนเจริญได้ดี
ในแหล่งน้้าทั่วไป เป็นปลาที่เลี้ยงง่าย กินได้ทั้งพืชและอาหาร (อภิชาติ ศรีสะอาด, 2543) (ภาพที่ 1)  
 

   

 
 

ภาพที่ 1 ลักษณะภายนอกปลาตะเพียน 
ที่มา: http://www.oknation.net/blog/yaya2508/2013/09/05/entry-1 

 
ลักษณะการกินอาหาร 
ปลาตะเพียนขาวมีฟันในล้าคอ (Pharyn geal teeth) เป็นฟันแบบกัดบก ชนิดกัดบดแบบ  

3 แถว ซี่เหงือกเป็นซี่เล็ก มีซี่เงือกสั้น ๆ มีลักษณะทางเดินอาหารแบบไม่มีกระเพาะ ล้าไส้ผนังบาง  
ยาวถึง 2.0-2.7 เท่าของความยาวล้าตัว (อุธร ฤทธิลึก, 2550) ปลาตะเพียนขาววัยอ่อนกินสาหร่าย
เดียวและกินแพลงก์ตอนขนาดเล็ก ส่วนลูกปลาตะเพียนขาวขนาด 3-5 นิ้ว กินพวกพืชน้้า เช่น  
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แหนแดง ผักบุ้ง สาหร่ายพุงชะโดเป็นต้น ปลาตะเพียนขาวขนาดใหญ่ กินใบพืชบก เช่น  
ใบมันส้าปะหลัง ใบมันเทศ หญ้าขนเป็นต้น ส้าหรับปลาตะเพียนขาวส่วนใหญ่มักจะกินอาหาร 
ในเวลากลางวันมากกว่ากลางคืน (อภิชาติ ศรีสอาด, 2543) 

การแยกเพศของปลาตะเพียนขาว 
เมื่อมองจากลักษณะภายนอกปลาตะเพียนขาวเพศผู้และเพศเมียคล้ายคลึงกันมากแต่

อย่างไรก็ตามเมื่อถึงฤดูผสมพันธุ์พ่อแม่พันธุ์จะมีลักษณะแตกต่างกันอย่างชัดเจน (ภาพที่ 2 และ 
ภาพที่ 3) 
 1.  เพศเมียจะมีขนาดใหญ่กว่าเพศผู้ เพศผู้จะมีลักษณะเล็กกว่า 
 2.  เพศผู้ล้าตัวเพรียวบาง 
 3.  แผ่นกระดูกปิดเหงือก ของเพศผู้จะมีตุ่มสิว เมื่อลูบจะสากมือ แต่เพศเมียไม่มีตุ่มสิว 
ลักษณะลื่นมือ 
 4.  เพศเมียหน้าท้องอูมเบ่ง พื้นท้องนิ่ม ช่องเพศมีลักษณะกว้างกว่าปกติ 
 5.  หน้าท้องจะแบน พื้นท้องแข็งหากลองรีดเบา ๆ ตรงบริเวณ ท้องจะมีน้้าเชื้อสีขาว ขุ่น 
คล้ายน้้านมไหลออกมา 

ช่วงฤดูผสมพันธุ์ของปลาตะเพียนขาวคือเดือนพฤษภาคม-มิถุนายน แม่ปลา 1 ตัว
สามารถออกไข่ได้คร้ังละประมาณ 50,000-100,000 ฟอง หลังการผสมพันธุ์จะฟักออกเป็นตัว
ภายใน 8-12 ชั่วโมง (สันต์ นาตะสุวรรณ, 2548) ปลาตะเพียนขาวจะวางไข่บริเวณที่มีกระแสน้้าไหล 
พื้นเป็นโคลน วิธีผสมพันธุ์ปลาตะเพียนขาวจะผสมพันธุ์เป็นกลุ่ม ไข่ปลาตะเพียนขาวมีลักษณะกึ่ง
จม กึ่งลอย (นฤมล อัศวเกศมณี, 2550) 

 
 

ภาพที่ 2 ความแตกต่างระหว่างเพศผู้และเพศเมียของปลาตะเพียนเมื่อสมบูรณ์เพศ 
ที่มา: http://www.fisheries.go.th/sf-naratiwas/tapian.html 
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ภาพที่ 3 เปรียบเทียบลักษณะเพศของปลาตะเพียนเพศผู้และเพศเมีย 
ที่มา: http://www.fisheries.go.th/sf-naratiwas/tapian.html 
 

น้ าเชื้อปลา (Fish milt) 
อวัยวะสืบพันธุ์ของปลาคือ รังไข่ของปลาเพศเมีย และอัณฑะในปลาเพศผู้ โดยทั่วไปใน

สัตว์มีกระดูกสันหลังมีรังไข่และอัณฑะ เจริญมาจากเซลล์ต้นก้าเนิดต่างกัน รังไข่นั้นเกิดมาจาก
เซลล์ส่วนผิว (Cortex) ของผนังช่องท้อง (Peritoneal wall) เจริญหนาเป็นสันตามยาว ส่วนอัณฑะ
เกิดมาจากกลุ่มเซลล์ด้านใน (Medulla) จะมีกลุ่มเซลลก์ลุ่มหนึ่งเจริญเร็วกว่าอีกกลุ่มหนึ่งที่เจริญช้า
กว่าหรืออาจจะเสื่อมไปในที่สุด ปลาตัวน้ันจึงมีเฉพาะรังไข่หรืออัณฑะเพียงอย่างเดียว ทั้งรังไข่และ
อัณฑะเจริญมาจากเซลล์ที่เป็นเซลล์ส่วนผิว (พิชยา ณรงค์พงศ์, 2555) 

อวัยวะสืบพันธุ์ของเพศผู้ (Testis) 
อัณฑะหรือถุงน้้าเชื้อ (Testis) เป็นอวัยวะสืบพันธุ์ของสัตว์เพศผู้ที่ส้าคัญ ซึ่งในปลา

ตะเพียนขาวเพศผู้มีลักษณะของถุงน้้าเชื้อเป็นพูยาว 2 พ ูหรือ ถุงยาว 2 ถุง มีสีขาวเหมือนน้้านม 
ในช่วงฤดูสืบพันธุ์มีน้้าหนักมากกว่าร้อยละ 12 ของน้้าหนักตัว (พิชยา ณรงค์พงศ์, 2555) ถุงน้้าเชื้อ
จะอยู่ติดกับผนังช่องท้องด้านบนติดกับไต มีเนื้อเยื่อยึดติดไว้เรียกว่า มีซอร์เซียม (Mesorchium) 
ช่วยยึดอัณฑะให้ติดผนังช่องท้องด้านบน บริเวณปลายอัณฑะด้านซ้าย (Pos-terior) ทั้ง 2 พูของปลา
กระดูกแข็งส่วนมากรวมถึงปลาตะเพียนขาวจะมีท่อน้้าเชื้อ (Sperm duct หรือ Vas deferens)  
เข้าเป็นท่อเดียวกันสั้น ๆ ไปตามแนวกึ่งกลางตัว แล้วเปิดออกสู่ภายนอกบริเวณช่องเพศ  
(Urogenital pore) ซึ่งท้าให้น้้าเชื้อที่อยู่บริเวณเดียวกับช่องปัสสาวะไหลออกมาทางช่องเดียวกัน 
ส้าหรับปลาบางชนิดในปลาแซลมอนหรือปลาเทร้า จะไม่มีท่อน้้าเชื้อ สเปิร์มที่สร้างจากอัณฑะไหล
เข้าสู่ช่องว่างในล้าตัวแล้วจึงไหลออกนอกร่างกาย (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536) 
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นอกจากอัณฑะจะยังมีหน้าที่ในสร้างสเปิร์มแล้วยังผลิตฮอร์โมนเพศในระบบสืบพันธุ์ 
(Steroid hormone) อัณฑะของปลากระดูกแข็งแบ่งได้เป็น 2 ประเภทดังนี้ 
 1.  แบบทูบูลาร์ (Tubular type)  
 ลักษณะอัณฑะจะไม่มีช่องว่าง (Lumen) พบในปลาบางชนิด เช่น Guppy และ 
Cyprinodonts เป็นต้น ในระหว่างการพัฒนาการสร้างสเปิร์ม (Spermtogenesis) สเปิร์มจะพัฒนามา
จากส่วนปลายของ (Blind sac ) มายัง Vas deferens และปล่อยสเปิร์ม (Spermatoozoa) ออกไปทาง 
Vas deferens 
 2.  แบบโลบูล (Lobule type) 
 ลักษณะอัณฑะที่มีช่องว่างบริเวณตรงกลาง (Central lumen) ท้าหน้าที่ในการล้าเลียง
สเปิร์ม (Spermatozoa) ที่พัฒนาการสร้างสเปิร์มแล้วออกมายัง Vas deferens และปล่อยออกมานอก
ล้าตัว ภายในอัณฑะของปลากระดูกแข็งโดยทั่วไปแล้ว จะมีลักษณะเหมือนอัณฑะของสัตว์มี
กระดูกสันหลังโดยทั่วไป ประกอบด้วย เซมินิเฟรัส ทูบูล (Seminiferous tubule) ลักษณะเป็นขดไป
มา มีหน้าที่ในการสร้างสเปิร์มชนิดต่าง ๆ ในระหว่างเซมินิเฟอรัส ทูบูล หรือ อินเตอร์โลบูลาร์ 
สเปซ (Inter-lobular space) จะพบอินเตอร์สติเตียล เซลล์ (Interstitial cell) ท้าหน้าที่ในการผลิต
ฮอร์โมนเพศ (Steroid) และพบหลอดเลือดฝอย (Blood vessels) ท้าหน้าที่ในการแลกเปลี่ยนแก๊ส
และอาหาร (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536)  

การสร้างเซลล์สเปิร์ม (Spermatogenesis) 
การพัฒนาการสร้างสเปิร์มปลามีความสลับซับซ้อนน้อย เมื่อเปรียบเทียบกับการสร้างไข่ 

การสร้างสเปิร์มมีขั้นตอนการพัฒนา 2 ขั้นตอนดังนี้ (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536) 
1.  สเปิร์มมาโทเจเนซิส (Spermatogenesis) เป็นช่วงการสร้างจ้านวนของสเปิร์มโดย 

การแบ่งเซลล์แบบไมโทซิส จึงท้าให้มีจ้านวนสเปอร์มาโทโกเนีย (Spermatogonia) เพิ่มมากขึ้น 
และเร่ิมพัฒนาเข้าสู่ไพรมารี สเปอร์มาโทไซต์ (Primary spermatocyte) จากนั้นจะเกิดการแบ่งเซลล์
แบบไมโอซิส 2 คร้ัง ดังนี้ 
 การแบ่งเซลล์ไมโอซิส 1 (Meiosis I) ท้าให้เป็นไพรมารี สเปอร์มาโทไซต์กลายเป็นเซ็ค
คันดารี สเปอร์มาโทไซต์(Secondary spermatocyte) ที่มีขนาดเล็กลงจ้านวน 2 เซลล์ 
 การแบ่งเซลล์ไมโอซิล 2 (Meiosis II) ท้าให้เป็นเซ็คคันดารี สเปอร์มาโทไซต์กลายเป็น
สเปอร์มาทิต (Spermatid) ฉะนั้นเมื่อเสร็จสิ้นการแบ่งเซลล์แบบไมโอซิสจะได้สเปอร์มาทิตเซลล์  
4 เซลล์ จากไพรมารี สเปอร์มาโทไซต์จ้านวน 1 เซลล์ แม้ว่าสเปิร์มมาทิตจะมีโครโมโซม 1 ชุด  
แต่ยังไม่มีส่วนหางจึงยังไม่สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ 
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2.  สเปิร์มิเอชัน (Spermiation) จัดเป็นขั้นตอนที่สเปิร์มมาทิดมีการเปลี่ยนแปลงรูป 
ร่างเป็นสเปิร์มมาโตซัว (Spermatozoa) ซึ่งจะมีหางและจะมีความพร้อมในการปฏิสนธิกับไข่ได้ 
สเปิร์มมิเอชันจึงหมายถึง ขบวนการที่สเปิร์มมาโตซัวแยกตัวหลุดออกมาจากเซอร์ โตไลเซลล์ และ
ปล่อยออกมาในช่องว่างได้เป็นสเปิร์มมาโตซัว ซึ่งได้ถูกน้ามาใช้  

ลักษณะรูปร่างสเปิร์ม 
สเปิร์มของปลาประกอบด้วยส่วนต่าง ๆ ดังนี้ (ภาพที่ 4) 

 1.  ส่วนหัว (Head) มีความแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของปลา โดยในส่วนหัวของ
สเปิร์มจะมีนิวเคลียสที่มี ดีเอ็นเอ (DNA) หรือสารพันธุ์กรรมบรรจุอยู่ ซึ่งใช้ปฎิสนธิกับนิวเคลียสของ
ไข่ 
 2.  ส่วนกลาง (Middle piece) เป็นส่วนที่อยู่ติดกับส่วนหัวบริเวณนี้ โดยจะมี 
ไมโทคอนเดีย (Mitochondria) ที่ท้าหน้าที่ในการสร้างพลังงานแก่สเปิร์มใช้ส้าหรับการเคลื่อนที่
ของสเปิร์ม และมีแอกเซียล ฟิลาเมนท์ (Axial filament) 
  3.  ส่วนหาง (Tail) เป็นส่วนที่มีลักษณะยาวซึ่งเป็นองค์ประกอบของไฟบริล (Fibril)  
ท้าหน้าที่ส้าคัญในการเคลื่อนไหว ซึ่งพัฒนาจากแอกเซียล ฟิลาเมนท์  

สเปิร์มของปลากระดูกแข็งส่วนมากมีลักษณะหัวเป็นรูปทรงกลม (Spherical) หรือ 
ทรงรี (Ovate หรือ Acorn-shaped) โดยมีขนาดประมาณ 2-3 ไมโครเมตร ส่วนกลางมีขนาดเล็ก
ความยาวสเปิร์มจากหัวจนถึงปลายหางยาวประมาณ 40-60 ไมโครเมตร และส่วนใหญ่สเปิร์มของ
ปลามีหางจ้านวน 1 หาง (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536)  
 

 
 

ภาพที่ 4  ลักษณะรูปร่างสเปิร์ม 
ที่มา: http://www.biology.lifeeasy.org 



11 

 การเก็บน้ าเชื้อ (Milt collection) 
 การรวบน้้าเชื้อจากปลาเพศผู้ในช่วงที่สมบูรณ์เพศ มีวิธีการรวบรวมน้้าเชื้อปลา 2 วิธีดังนี้ 
คือ 
  1.  การรวบรวมน้้าเชื้อจากถุงน้้าเชื้อ (Testis removal) 

การเก็บน้้าเชื้อปลาในลักษณะนี้ เน่ืองจากถุงน้้าเชื้อหรืออัณฑะของปลาอยู่ภายในช่อง 
ท้อง มีลักษณะเป็นพูยาวสีขาว ติดอยู่ในบริเวณช่องท้องส่วนบน ติดอยู่กับบริเวณส่วนไต จึงรีด
น้้าเชื้อออกมาไม่ได้ จึงต้องท้าการผ่าท้องปลาเพื่อน้าถุงน้้าเชื้ออกมาโดยต้องระวังมิให้ไตถูกท้าลาย
ซึ่งจะท้าให้ช่องท้องมีเลือดออกได้ ในการผ่านั้นมีวิธีการดังนี้ น้าปลามาวางยาสลบ เช็ดล้าตัวปลาให้
แห้ง น้าแอลกอฮอล์มาเช็ดหน้าท้องปลา ก่อนท้าการผ่าหน้าท้องปลา โดยน้ามีดผ่าตัดมาผ่าหน้าท้อง
ปลา ใช้ฟอร์เซปคีบดึงเนี้อเยื่อเกี่ยวพันรอบ ๆ ออก ใช้ฟอร์เซปคีบดึงถุงน้้าเชื้อออกมาจากช่องท้อง
แล้ว จากนั้นใช้กรรไกรตัดส่วนปลายที่ติดกับช่องเพศออก น้าไปซับกับกระดาษทิชชู่หรือล้างด้วย
น้้าเกลือ ก่อนน้าไปใช้ การเก็บน้้าเชื้อแบบนี้มีการท้าในปลาดุกอัฟริกัน (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย,  
สุบัณฑิต น่ิมรัตน์ และกาญจนา หร่ิมแพ็ง, 2552) ปลากะพงขาว (กล่าวขวัญ ศรีสุข, เอกรัฐ ศรีสุข, 
วีรพงศ์ วุฒิพันธ์ชัย และสุบณัฑิต นิ่มรัตน์, 2551) เป็นต้น 

2.  การรีดน้้าเชื้อด้วยมือ (Hand-stripping) 
วิธีนี้เป็นการรีดน้้าเชื้อจากตัวปลาโดยตรง โดยใช้นิ้วค่อย ๆ รีดเบา ๆ บริเวณช่วงท้อง 

ส่วนต้น ซึ่งเป็นที่ตั้งของพูน้้าเชื้อ จนไปถึงบริเวณช่องเปิดของช่องเพศ หากปลามีน้้าเชื้อสมบูรณ์ 
น้้าเชื้อจะไหลออกจากปลายช่องเพศ ในระหว่างที่รีดน้้าเชื้อ ต้องระวังมิให้น้้า เลือด ปัสสาวะ และ
อุจจาระปนลงในน้้าเชื้อ (อนงค์ หันพานนท์, 2539) โดยการเก็บน้้าเชื้อลักษณะนี้สามารถท้าได้ใน
ปลาหลายชนิดเช่น ปลาเทโพและปลาสวาย (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2546) ปลานวลจันทร์น้้าจืด 
(สมร พรชื่นชูวงศ์, 2554) และปลายี่สกไทย (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย และสุบัณฑิต น่ิมรัตน์, 2557)  
เป็นต้น 
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ภาพที่ 5 การเก็บน้้าเชื้อปลาโดยวิธีการรีดมือ (Hand-stripping) 
ที่มา: นางสาวอมรรัตน์ กิระวานิชย์ 

 
การประเมินคุณภาพน้ าเชื้อ (Evaluation of sperm quality) 
โดยทั่วไปสเปิร์มปลาจะไม่เคลื่อนที่ขณะที่อยู่ในเซมินอลฟลูอิด (Seminal fluid) แต่จะ

เร่ิมมีการเคลื่อนที่แบบปราดเปรียว (Swim energetically) เมื่ออยู่ในน้้าโดยจะมีอัตราเร็วในการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มแตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของปลาและสภาพแวดล้อม เช่น สเปิร์มปลา 
น้้ากร่อยและปลาทะเลมักจะเคลื่อนที่ได้นานกว่าสเปิร์มปลาน้้าจืด การเก็บรักษาสเปิร์มอยู่ใน
สารละลายที่มีความเข้มข้นใกล้เคียงกับสารละลายภายในตัวของปลาจะท้าให้สเปิร์มมีชีวิตได้
ยาวนานขึ้น อีกทั้งอุณหภูมิน้้ามีผลอย่างมากต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เมื่ออุณหภูมิน้้าสูงขึ้นจะท้า
ให้สเปิร์มปลามีระยะเวลาการเคลื่อนที่ในน้้าสั้นกว่าเคลื่อนที่ในอุณหภูมิที่ต่้ากว่า นอกจากนี้การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีระยะเวลาจ้ากัด เช่นปลาน้้าจืดส่วนมากสามารถเคลื่อนที่ได้นานประมาณไม่
เกิน 1 นาที โดยจะว่ายน้้าปราดเปรียวในระยะแรก ๆ และค่อย ๆ ว่ายน้้าช้าลงจนหยุดการเคลื่อนที่ 
ซึ่งในช่วงเวลาดังกล่าว ถ้าสเปิร์มไม่สามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ก็จะท้าให้สเปิร์มตายในที่สุด 
โดยเฉพาะการผสมเทียมปลาต้องใช้ระยะเวลาผสมเทียมที่เร็วที่สุดไม่ให้สเปิร์มตาย เพื่อที่จะได้
อัตราปฏิสนธิสูงที่สุด (วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536)  

การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสามารถบอกความสมบูรณ์เพศของพ่อพันธุ์ได้ดี โดยการ
ประเมินมี 4 วิธี ดังนี้ 
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 1.  ลักษณะทางกายภาพของน้ าเชื้อ 
เมื่อท้าการรีดน้้าเชื้อออกมาจากตัวปลาแล้วควรสังเกตลักษณะทางกายภาพ โดยสังเกต สี 

ความเข้มข้น ปริมาตรและสิ่งเจือปนอ่ืน ๆ น้้าเชื้อที่ดีควรมีสีขาวขุ่น ไม่มีสิ่งเจือปนของเมือก น้้า 
ปัสสาวะหรืออุจจาระ วิธีการน้ีจะเป็นการประเมินเบื้องต้นของน้้าเชื้อปลาที่จะน้ามาใช้ประโยชน์ 

2.  การเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม  
 การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเป็นการประเมินอีกรูปแบบหนึ่งก่อนที่น้าสเปิร์ม 
มาท้าการทดลองวิจัยหรือน้าไปใช้ในการผสมเทียม การประเมินความสามารถในการเคลื่อนที่ 
ของสเปิร์มแบ่งออกเป็น 2 วิธี ดังนี ้
  2.1  การประเมินการเคลื่อนท่ีของน้ าเชื้อด้วยสายตา 
  การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มด้วยสายตาเป็นวิธีการคาดคะเนด้วยสายตาผ่าน
กล้องจุลทรรศน์ที่ก้าลังขยาย 40 เท่า เพื่อมองดูลักษณะการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม แม้ว่าวิธีนี้จะไม่มี
ความเที่ยงตรงเท่าที่ควร ต้องอาศัยประสบการณ์ ความสามารถของผู้ประเมินการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม การประเมินด้วยวิธีนี้แม้ว่ามีความเที่ยงตรงต่้าแต่ก็สามารถประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
ปลาเป็นที่ยอมรับได้ (พลชาติ ผิวเณร, คงภพ อ้าภพศักดิ์, ถาวร จีนหมึก และชมพูนุช มรรคทรัพย์, 
2550), (สุเมธ ชมพูธวัช, 2550) และ (Vuthiphandchaia et al., 2009) 
  การพิจารณาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มด้วยสายตา เป็นการให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่
โดยการก้าหนดการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสามารถจ้าแนกได้ 6 ระดับ ได้แก่ สเปิร์มที่มีการเคลื่อนที่ 
0%, 20%, 40%, 60%, 80% และ 100% (Vuthiphandchai & Zoher, 1999) ดังนี้  
  การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในลักษณะนี้แม้ว่าอาจจะไม่มีความเที่ยงตรง
เท่าที่ควร แต่ก็สามารถใช้ประเมินได้ดีในระดับหนึ่ง วิธีการประเมินสามารถท้าได้ โดยน้าน้้าเชื้อสด
หรือน้้าเชื้อที่ผ่านการแช่แข็งแล้วมาตรวจดูเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ โดยน้าน้้าเชื้อมาหยดบนแผ่น
สไลด์แล้วกระตุ้นให้มีการเคลื่อนที่ด้วยน้้ากลั่นหรือน้้าทะเล แล้วแต่ชนิดของสเปิร์ม จากนั้นปิดด้วย
แผ่น cover glass แล้วน้ามาประเมินการเคลื่อนที่ใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 400 เท่า นอกจาก
วิธีการประเมินการเคลื่อนที่แบบนี้จะท้าได้ง่ายและใช้ต้นทุนน้อย เพราะใช้กล้องจุลทรรศน์เพียง
อย่างเดียว และยังทราบระยะเวลาที่สเปิร์มเร่ิมเคลื่อนที่ เมื่อกระตุ้นจนกระทั่งหยุดเคลื่อนที่ว่าใช้
เวลานานเท่าไร 
  2.2  การประเมินการเคลื่อนท่ีของน้ าเชื้อด้วยโปรแกรมอัตโนมัติ (Computer Assisted 
Sperm Analyzer, CASA)  
  การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อด้วยโปรแกรมอัตโนมัติ CASA หรือ Computer 
Assisted Sperm Analyzer เป็นวิธีที่มีความแม่นย้าสูงสุด มีความคลาดเคลื่อนน้อย เนื่องจากเป็น 
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การประเมินด้วยโปรแกรมระบบคอมพิวเตอร์สามารถประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสามารถ
จ้าแนกได ้3 แบบ (เคลื่อนที่แบบโค้ง วิถีเคลื่อนที่แบบตรง วิถีการเคลื่อนที่แบบเฉลี่ย) ความสมบูรณ์
ของเยื่อหุ้มสเปิร์ม หาค่าความสัมพันธ์ในการเคลื่อนที่ ลักษณะกราฟการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อ การ
ประเมินโดยใช้โปรแกรมอัตโนมัติ CASA จึงไม่จ้าเป็นต้องอาศัยประสบการณ์ในการประเมินการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม อย่างไรก็ตามโปรแกรมอัตโนมัติ CASA ที่ต้นทุนสูง แต่ในงานการแช่แข็ง
น้้าเชื้อปลาก็มีการใช้โปรแกรมอัตโนมัติ CASA ในการประเมินเช่นกัน (Fauvel, Suquet, & Cosson, 
2010), (Jun, Qinghua, & Shicui, 2006)  

3.  การย้อมสีดูการมีชีวิตของสเปิร์ม 
 การประเมินด้วยวิธีนี้มีหลักการที่ส้าคัญ คือ น้าน้้าเชื้อปลามาย้อมด้วยสีพิเศษบางชนิด
เมื่อน้ามาย้อมแล้ว สเปิร์มตายจะติดสีย้อม ในขณะที่สเปิร์มมีชีวิตจะไม่ติดสีย้อม อันเน่ืองมาจาก
ความสามารถของเยื่อหุ้มเซลล์ที่ยอมให้สีผ่านเข้ามาในเซลล์ได้ ส่วนเซลล์ที่มีชีวิตจะมีกลไกการ
ผ่านของสี ป้องกันไม่ให้สีผ่านเข้ามาในเยื่อหุ้มเซลล์ได้ เซลล์ที่มีชีวิตจึงไม่ติดสีย้อม  
(วีรพงศ์ วุฒิพันธุ์ชัย, 2536) การย้อมสีน้้าเชื้อปลาซึ่งเป็นวิธีที่นิยมกันโดยทั่วไปและท้าได้ง่าย 
คือ การย้อมด้วยสี Eosin-Nigrosin ลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด (15 ไมโครลิตร) จากนั้นหยดน้้าเชื้อลง
ข้างสีที่หยดประมาณ 15 ไมโครลิตร ใช้เข็มเขี่ยน้้าเชื้อกับสีย้อมให้เข้ากัน ใช้แผ่น Cover glass 
กระจายให้บาง ๆ แล้วน้าไปผ่านเปลวไฟ 2-3 วินาที จากนั้นน้าน้้ายาทาเล็บสีใสทาบาง ๆ ปิดด้วย
แผ่น Cover glass จากนั้นน้าไปประเมินตัวเป็นตัวตายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 1,000 เท่า  
(ภาพที่ 6) สเปิร์มตัวที่ตายจะติดสีชมพู สีแดง หรือสีม่วง ส่วนสเปิร์มตัวที่ยังไม่ตายก็จะตายก็จะไม่
ติดสีย้อม (เรณู ยาชิโร และนิพนธ์ เสนอินทร์, 2551) 
 

 
 

ภาพที่ 6 การตรวจสอบคุณภาพสเปิร์มด้วยการย้อมสี 
ที่มา: นางสาวอมรรัตน์ กิระวานิชย์ 
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4.  การประเมินความหนาแน่นของสเปิร์ม 
 การประเมินความหนาแน่นของสเปิร์ม เป็นการประเมินจ้านวนสเปิร์มต่อหน่วยปริมาตร
ที่มีในน้้าเชื้อ เพื่อให้ทราบความหนาแน่นของสเปิร์ม โดยน้าน้้าเชื้อสดมาเจือจางในน้้ากลั่นหรือ 
สารละลายที่เหมาะสม ด้วยการเจือจางในอัตรา 1:10 หรือ 1:5000 แต่ขึ้นอยู่กับชนิดของน้้าเชื้อปลา 
น้ามาผสมกัน ต้ังทิ้งไว้ประมาณ 5 นาที เพื่อให้สเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่ จากนั้นน้าน้้าเชื้อที่เจือจาง
แล้วไปหยดบน Hemacytometer ท้าการนับจ้านวนสเปิร์มและค้าณวนความหนาแน่นของสเปิร์ม
ด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า (สมร พรชื่นชูวงศ์, 2554)  

5.  การประเมินน้ าเชื้อด้วยการน าไปผสมเทียม 
การประเมินคุณภาพน้้าเชื้ออีกวิธีหนึ่งคือการน้าไปผสมเทียมกับไข่ เพื่อหาประสิทธิภาพ

น้้าเชื้อในการปฎิสนธิกับไข่ ซึ่งเป็นวิธีการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสดหรือน้้าเชื้อแช่แข็ง การผสม
เทียมท้าได้โดยการรีดไข่แล้วน้าน้้าเชื้อสดหรือน้้าเชื้อแช่แข็งมาผสมกับไข่ กระตุ้นด้วยการเติมน้้าลง
ไปเล็กน้อย เมื่อเกิดปฏิสนธิของไข่กับสเปิร์มแล้วดูการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ที่มีการเปลี่ยนแปลง
และประเมินอัตราการปฏิสนธิของไข่ (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 
 การเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาท่ีอุณหภูมิต่ า (Low temperature of fish sperm) 
การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาแบ่งเป็น 2 ประเภท คือ 
  1.  การเก็บรักษาระยะเวลาสั้น (Short or Chilled Storage)  
 การเก็บรักษาน้้าเชื้อในระยะสั้นจัดเป็นการเก็บรักษาน้้าเชื้อในตู้เย็นหรือถังน้้าแข็ง ที่
อุณหภูม ิ0-4 องศาเซลเซียส สามารถเก็บได้ในสภาพน้้าเชื้อเข้มข้นหรือเจือจางด้วยน้้ายาบัฟเฟอร์ 
(Extender) การเก็บรักษาน้้าเชื้อในลักษณะนี้สามารถเก็บได้นานเท่าไร ขึ้นอยู่กับการควบคุมไม่ให้
สเปิร์มที่เจือจางในน้้ายาบัฟเฟอร์ถูกกระตุ้นให้เกิดการเคลื่อนที่ ในขณะเก็บรักษา เน่ืองจากเป็นที่
ทราบกันดีโดยทั่วไปว่าสเปิร์มของปลาน้้าจืดเมื่อถูกกระตุ้นด้วยน้้าจืดจะเคลื่อนที่อย่างรวดเร็วและ
หยุดเคลื่อนที่ภายในเวลาประมาณ 1 นาที ดังนั้นการเลือกใช้น้้ายาบัฟเฟอร์ต้องมีความเหมาะสม 
เพราะถ้าใช้น้้ายาบัฟเฟอร์ที่ไม่เหมาะสมจะมีผลกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่ซึ่งนั่นหมายถึงความ
ล้มเหลวในการเก็บรักษาน้้าเชื้อ เพราะสเปิร์มถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ไปแล้วจึงไม่สามารถปฏิสนธิ
กับไข่ได้ เมื่อน้ามาใช้ประโยชน์ในภายหลัง  
 2.  การเก็บรักษาระยะเวลายาวโดยวิธีการแช่แข็ง (Cryopreservation)  
 การเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  
เป็นการเก็บรักษาน้้าเชื้อที่ต้องมีการเลือกใช้สูตรน้้ายาที่ใช้เก็บรักษาน้้าเชื้อที่เหมาะสม ทั้งยังต้อง
ทราบชนิด และระดับความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ ซึ่งเป็นสารที่ช่วยป้องกันความ 
เสียหายของเซลล์ในกระบวนการแช่แข็ง ระยะ Equilibration Time ช่วงเวลาหลังจากผสมน้้าเชื้อกับ
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สารไครโอโพรเทคแทนท์ก่อนท้าการลดอุณหภูมิแช่แข็ง และอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม 
เน่ืองจากตัวแปรเหล่านี้มีผลต่อการประสบผลส้าเร็จในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา โดยการเก็บรักษา
น้้าเชื้อปลาระยะเวลานานโดยวิธีการแช่แข็งมีขั้นตอนดังต่อไปนี้ (ภาพที่ 7) 
 

การรวบรวมน้้าเชื้อปลา (Semen Collection) 
 

น้้ายาเจือจางน้้าเชื้อ (Extender) 
 

สารไครโอโพรเทคแทนท์ (Cryoprotectant) 
 

การลดอุณหภูมิ (Freezing) 
 

การแช่แข็งน้้าเชื้อ (Cryopreservation) 
 

การละลาย (Thawing) 
 

การน้ามาประเมินคุณภาพสเปิร์มและน้าไปใช้ 
(Post-thawed sperm quatity evaluation) 

 
ภาพที่ 7 วิธีการปฏิบัตใินการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาด้วยวิธีแช่แข็ง 
ที่มา: วัฒนะ ลีลาภัทร (2551) 

 
การรวบรวมน้ าเชื้อปลา (Semen collection) 
การน้าภาชนะมาใส่น้้าเชื้อปลาที่ได้มานั้นจะต้องเป็นภาชนะที่แห้ง สะอาด เช่นเดียวกัน

ควรเป็นหลอดแก้วหรือกระบอกตวงที่มีระดับปริมาตร เพื่อจะได้ท้าการบันทึกปริมาตรน้้าเชื้อที่
น้ามาใช้ในแต่ละคร้ัง น้้าเชื้อปลาที่จะน้ามาใช้ในการแช่แข็งจะต้องไม่มีการปนเปื้อนของเมือก  
น้้าเลือด ปัสสาวะ อุจจาระและของเสียอ่ืน ๆ (กฤษณ์ มงคงปัญญา และทัศนีย์ ภูมิพัฒน์, 2535) 

น้ ายาเจือจางน้ าเชื้อ (Extender) 
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาจ้าเป็นต้องใช้ Extender ในการเจือจางน้้าเชื้อปลา เพื่อยับยั้งไม่ให้

เกิดการกระตุ้นการท้างานของสเปิร์ม เพื่อให้สเปิร์มหยุดนิ่งไม่เกิดการเคลื่อนที่ก่อนการแช่แข็ง 
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(Suqet, Dreanno, Fauvel, Cosson, & Billard, 2000) นอกจากนี้น้้ายาเจือจางน้้าเชื้อยังเป็นแหล่ง
พลังงานให้กับตัวสเปิร์ม ช่วยการท้างานของกระขบวนการเมแทบอลิซึม (สมร พรชื่นชูวงศ์, 2554) 
และยังช่วยในการเจือจางปริมาตรน้้าเชื้อที่มีความหนาแน่นสูง (พันล้านเซลล์/ มิลลิตร) ช่วยยืดอายุ
สเปิร์มให้นานขึ้น และคงความสามารถในการปฏิสนธิของสเปร์ิม (วัฒนะ ลีลาภัทร, 2551) เพื่อให้
เกิดประโยชน์สูงสุดกับน้้าเชื้อปลาที่มีอยู่ในปริมาณจ้ากัด ดังนั้นในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาแบบ
ระยะสั้นและเก็บรักษาแบบแช่แข็ง จึงจ้าเป็นต้องใช้ Extender มาเจือจางน้้าเชื้อ ซึ่งจะสามารถช่วย
พัฒนาการเพาะพันธุ์ได้ นอกจากนี้การเลือกใช้ Extender ในการเจือจางน้้าเชื้อปลายังขึ้นอยู่กับชนิด
ของปลา (เรณู ยาชิโร และนิพนธ์ เสนอินทร์, 2551) เช่น การใช้ Extender สูตร Calcium-free 
Hanks' balanced salt solution (Ca-F HBSS) ส้าหรับปลาดุก Clarias macrocephalus 
(Vuthiphandchai, Thadsri, & Nimrat, 2009) 
 สารไครโอโพรเทคเทนท์ (Cryoprotectant) 

สารไครโอโพรเทคแทนท์ มีหน้าที่ ในการป้องกันไม่ให้เซลล์เกิดการเสียหายจากการลด
อุณหภูมิแช่แข็ง เนื่องจากกระบวนการแช่แข็งท้าให้เกิดผลึกน้้าแข็ง (Ice cryctrl) ภายในเซลล์ 
อย่างไรก็ตามสารไครโอโพรเทคแทนท์มีข้อเสีย คือ มีความเป็นพิษต่อเซลล์สเปิร์มหากใช้ความ
เข้มข้นสูง จึงต้องมีการประเมินความเป็นพิษของสารน้ีก่อนน้ามาใช้ในการแช่แข็ง 

สารไครโอโพรเทคแทนท์แบ่งออกเป็น 2 ประเภท ดังน้ี (Muchlisin, 2005)  
1.  สารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดซึมเข้าในเซลล์ (Permeating cryoprotectants) 
สารไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มนี้จะมีคุณสมบัติในการป้องกันเซลล์ขณะแช่แข็งโดย

จะลดอัตราการเกิดผลึกน้้าแข็งและลดขนาดของผลึกน้้าแข็งภายในเซลล์ ป้องกันไม่ให้ขนาดของ
เซลล์เปลี่ยนแปลงที่มีสาเหตุจากการเปลี่ยนแปลงความเข้มข้นของสารละลาย การเลือกใช้สาร 
ไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มนี้ขึ้นอยู่กับความสามารถในการซึมผ่านเข้าสู่ผนังเซลล์  
สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้กันใน กลุ่มนี้ได้แก่ Dimethyl Sulfoxide (DMSO), Dimethyl 
Acetamide (DMA), Glycerol, Methanol, Propylene Glycol และ Ethylene Glycol เป็นต้น  
(Tiersch & Mazik, 2000) 

2.  สารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดที่ไม่ซึมผ่านเซลล์ (Non-permeating cyoprotectants) 
 สารไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มนี้มีขนาดใหญ่ ไม่สามารถซึมผ่านผนังเซลล์  
สารไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มนี้ส่วนใหญ่จะใช้ร่วมกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มแรก
เพื่อเป็นการเสริมฤทธิ์ในการป้องกันเซลล์ สารไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มนี้นิยมใช้ที่ความ
เข้มข้นต้่า (0.001-0.2 โมล) โดยสารไครโอโพรเทคแทนท์กลุ่มนี้ ได้แก่ น้้าตาล (Glucose, Sucrose) 
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โพลีเมอร์ (Dextran, Hydroxyethyl starch, Polyvinylpyrrolidone) โปรตีนไข่ชนิดต่าง ๆ  
ไข่แดง เซรุ่ม และนมผง (kimmed milk) (วัฒนะ ลีลาภัทร, 2551) 

การลดอุณหภูมิ (Freezing) 
 การแช่แข็งเร่ิมด้าเนินการหลังจากปล่อยให้น้้าเชื้อหรือเซลล์ปรับตัวกับสารไครโอโพร
เทคแทนท์ ช่วงระยะเวลาหนึ่งแล้วน้ามาบระจุใส่หลอดฟาง (French straw) หรือหลอดแช่แข็ง 
(Cryotube) เมื่อครบช่วงระยะเวลาที่ต้องการจึงท้าการลดอุณหภูมิให้ต่้าลง เพื่อให้เซลล์หรือน้้าเชื้อ
แข็งตัว  
 การลดอุณหภูมิเป็นการเปลี่ยนแปลงสถานะของเซลล์ที่ต้องการแช่แข็งจากของเหลวมา
เป็นของแข็ง การลดอุณหภูมิเป็นการสูญเสียความร้อนของสารละลายหรือเซลล์ที่ต้องการแช่แข็ง 
ซึ่งต่อมาจะเกิดจากเปลี่ยนสถานะจากของเหลวเป็นของแข็งและเกิดผลึกน้้าแข็ง เซลล์ที่อยู่ใน
สารละลายบัฟเฟอร์และสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง เมื่อ
อุณหภูมิลดลงต่้ากว่าจุดเยือกแข็งจะเกิดผลึกน้้าแข็งขึ้นกระจัดกระจายในเซลล์หรือภายนอกภาย
เซลล์ เมื่อน้้ากลายเป็นน้้าแข็งเพิ่มขึ้นจะส่งผลให้สารละลายภายนอกเซลล์มีความเข้มข้นเพิ่มขึ้น 
ขบวนการนี้จะมีผลกระทบต่อเซลล์หากใช้อัตราลดอุณหภูมิที่ต่้า ๆ เพราะจะท้าให้เซลล์สูญเสียน้้า 
(Dehydration) จากกระบวนการออสโมซีสโดยน้้าจะไหลจากความเข้มข้นสูงไปบริเวณที่มีความ
เข้มข้นอุณหภูมิต่้า เพื่อรักษาความสมดุลระหว่างน้้าภายในเซลล์ ซึ่งสามารถท้าให้เซลล์เสียหายได้
เมื่ออยู่ในสารละลายที่มีความเข้มข้นสูง การใช้อัตราการลดอุณหภูมิสูง (High freezing rate) ในการ
แช่แข็งน้้าภายในเซลล์จะไม่ไหลออกจากเซลล์ ทั้งนี้เพราะน้้าภายในเซลล์เปลี่ยนสถานะเป็น
ของแข็งเสียก่อน อย่างไรก็ตามเซลล์มักจะเกิดความเสียหายจากผลึกน้้าแข็งภายในเซลล์ 
(Intercellular ice crystal) จึงท้าให้เซลล์ไม่สามารถมีชีวิตได้ เน่ืองจากได้รับความเสียหาย เพราะการ
ใช้อัตราลดอุณหภูมิที่สูงและใช้เวลาน้อย จะท้าให้เซลล์อยู่ในสภาวะความเข้มข้นสูง ระยะเวลาที่
ยาวนาน ซึ่งจะสามารถท้าให้เกิดเกล็ดน้้าแข็งภายในเซลล์ ในขบวนการนี้เซลล์จะได้รับความ
เสียหายได้ในอุณหภูมิช่วง 0 ถึง -40 องศาเซลเซียส และถอืเป็นช่วงที่เซลล์มักจะได้รับความเสียหาย 
(วัฒนะ ลีลาภัทร, 2551) วิธีการลดอุณหภูมิ เพื่อท้าให้น้้าเชื้อหรือเซลล์แข็งตัว มีดังต่อไปนี้ 
 1.  การลดอุณหภูมิโดยใช้เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Programmable freezer) 
 เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติเป็นอุปกรณ์ที่ใช้คอมพิวเตอร์ในการควบคุมการลดอุณหภูมิ
ในการจ่ายไอไนโตรเจนเหลว จากถังเก็บไนโตรเจนเข้าสู่ช่องใส่ตัวอย่าง (Chamber) สามารถตั้ง
อัตราลดอุณหภูมิ จากคอมพิวเตอร์หรือส่วนควบคุมได้โดยตรงและมีความแม่นย้าสูง ในปัจจุบัน
เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติมีจ้านวนมากสามารถเลือกใช้ได้ตามปริมาณน้้าเชื้อและขนาด 
ของทดลองที่ใช้ ข้อดีของเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ คือมีอัตราลดอุณหภูมิที่สม่้าเสมอ แม่นย้าและ
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สามารถตั้งโปรแกรมให้ลดอุณหภูมิได้หลายขั้นตอน ส่วนข้อเสียคือไม่เหมาะกับการน้าออกไปใช้
ภาคสนามและมีราคาสูง 
 

 
 
ภาพที่ 8  เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Controlled – rate programmable freezer) 
ที่มา: นางสาวอมรรัตน์ กิระวานิชย์ 
 

2.  การลดอุณหภูมิโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลวจากล่องโฟมหรือถังเก็บตัวอย่างแช่แข็ง 
(Liquid nitrogen vapor) 
 ด้วยเหตุที่ไนโตรเจนเหลวจะระเหยเป็นไอเย็นอยู่ตลอดเวลา แม้จะเก็บไว้ในถังเก็บ
ไนโตรเจนเหลว ฉะนั้นการวางตัวอย่างที่ต้องการแช่แข็งด้วยไอไนโตรเจนเหลวจึงควรวางห่าง 
จากผิวไนโตรเจนเหลวที่ระดับหนึ่ง ๆ ก็จะได้อัตราลดอุณหภูมิที่อัตราหนึ่ง อย่างไรก็ตามอัตรา 
การลดอุณหภูมิจะไม่เที่ยงตรงมีโอกาสผกผันขึ้นอยู่กับระยะห่างระหว่างในการวางตัวอย่างน้้าเชื้อ 
ที่ผิวหนา้ไอไนโตรเจนเหลว และยังขึ้นอยู่กับขนาดของกล่องที่บรรจุไอไนโตรเจนเหลว หรือ 
ขนาดภาชนะที่บรรจุ ข้อดีคือ สามารถน้ามาใช้งานสามารถน้าไปใช้ไนภาคสนามได้สะดวก และมี
ราคาถูก ข้อเสียคือ ความเที่ยงตรงของอัตราการลดอุณหภูมิต่้ากว่าการใช้เคร่ืองลดแบบอัตโนมัติ 
และต้องมีการค้านวณอัตราลดอุณหภูมิและระยะการวางตัวอย่างให้เหมาะสม 
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ภาพที่ 9  การใช้ไอไนโตรเจนเหลวลดอุณหภูมิ (Liquid nitrogen vapor) 
ที่มา: นางสาวอมรรัตน์ กิระวานิชย์ 

 
 3.  การลดอุณหภูมิด้วยการใช้น้ าแข็งแห้ง (Dry ice)  
 น้้าแข็งแห้ง คือ ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่อยู่ในสถานะของแข็งหรือเรียกอีกชื่อ 
หนึ่งว่า Solid Carbon Dioxide ซึ่งอุณหภูมิประมาณ -78.5 องศาเซลเซียส หรือ -109.3 ฟาเลนไฮต์ 
(Dunford, Lucas, Vent, Clark, & Cantrell, 2009) สูตรทางเคมีของน้้าแข็งแห้งเป็นสูตรเดียวกับ
คาร์บอนไดออกไซด์ปรกอบด้วย CO2 คือ คาร์บอน 1 อะตอมและออกซิเจน 2 อะตอม น้้าแข็งแห้ง
เป็นการน้าก๊าซคาร์บอนไซด์ออกไซด์โดยน้ามาผ่านการอัดและท้าให้เย็นตัวลง ภายใต้ความดันสูง 
จึงกลายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เหลวแล้วจึงน้ามาลดความดันอย่างรวดเร็ว โดยผ่านการพ่น
คาร์บอนไดออกไซด์เหลวสู่บรรยากาศ สิ่งที่ได้คือผลึกน้้าแข็งคล้ายเกล็ดหิมะ จากนั้นจึงน้ามาอัด
เป็นรูปแบบต่าง ๆ ตามวัตถุประสงค์การน้าไปใช้ เช่น แบบก้อน (Block) แบบแผ่น (Slice) แบบ
แท่ง (Pellet) น้้าแข็งแห้งมีความแตกต่างจากน้้าแข็งทั่วไปคือ อุณหภูมิความเย็น น้้าแข็งแห้งจะให้
ความเย็นมากกว่าน้้าแข็งทั่วไป 2-3 เท่าเมื่อเปรียบเทียบกับน้้าแข็งปริมาตรเดียวกัน น้้าแข็งแห้งจะ
ระเหิดกลายเป็นก๊าซคาร์บอนไดออกไชด์ โดยไม่หลอมเหลวเหมือนน้้าแข็งทั่วไป  
(สุดาวรรณ อ่วมอ่อง, 2557)  

กระบวนการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาโดยมีการวิธีการใช้น้้าแข้งแห้ง (Dry ice) ในการลด
อุณหภูมิ ที่สามารถประสบความส้าเร็จ ได้มีรายงานในการทดลองแช่แข็งน้้าเชื้อปลาบางชนิดเช่น 
ปลา loach (Yasui et al., 2008) Zebra fish (Draper & Moens, 2009) และ common carp  
(Babiak & Glogowski, 1997) เป็นต้น 

 



21 

 การละลาย (Thawing) 
อุณหภูมิที่เหมาะสมในการละลายเซลล์แช่แข็งขึ้นอยู่กับอัตราการลดอุณหภูมิ  

ความเข้มข้นของโครโอโพรเทคแทนท์ องค์ประกอบของน้้ายาที่ใช้เจือจาง และ Equilibration time 
รวมทั้งอัตราการละลาย (Thawing rate) โดยทั่วไปการละลายจะท้าการละลายเซลล์แชแ่ข็ง จะท้า
การละลายใน Water bath ที่อุณหภูมิ 30-70 องศาเซลเซียส ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับการทดลองในแต่ละชนิด 
(นลินี มารคแมน, 2527) 

ประเภทวัสดุอุปกรณ์ห่อหุ้ม 
หลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ยี่ห้อ IMV Technologies Paillette 0.25 

ml) หลอดฟางผลิตมาจาก PVC (Polyvinyl chloride) ความหนาของหลอดฟาง 0.05 เซนติเมตร มี
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.17 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 0.19 (W/m K) (The Engineering Tool 
Box, 2016)  

Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร (Thermo scientific nunc cryotube vials 1.8 ml) ผลิตมาจาก 
Polypropylene ความหนาของ Cryotube 0.15 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.11 เซนติเมตร มีค่า
การน้าความร้อน 0.17 ถึง 0.22 (W/m K) (Ineos, 2014)  
 สายหลอดซิลิโคน (Silicone polymers) (Dura Siliconr tube ขนาด 5 x 9 mm.) สาย
ซิลิโคนผลิตมาจากซิลิโคน ความหนาของสายหลอดซิลิโคน 0.99 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 
0.48 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 0.14 (W/m K) (Clemens, 2001)  

สายออกซิเจน (ท่อน้้าไทย THAI PIPE (5/32" x 1.5 ก.ก) สายออกซิเจน ผลิตมาจาก PVC 
(Polyvinyl chloride) ความหนาของสายออกซิเจน 0.195 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.495 
เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 0.19 (W/m K) (The Engineering Tool Box, 2016)  
 หลอด Centrifuge tube (nunc ขนาด 15 ml.) ผลิตมาจาก Polypropylene ความหนาของ 
Centrifuge tube 0.11 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.52 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 0.17 ถึง 
0.22 (W/m K) (Ineos, 2014)  
 หลอดสายไฟฟ้า (300V. PVC/PVC 70oC VAF 2 x 1.5 SQ.MM. TABLE 2 THAI 
YAZAKI (W) TIS 11-2531) สายไฟฟ้าผลิตมาจาก PVC (Polyvinyl chloride) ความหนาของหลอด
สายไฟฟ้า 0.14 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.39 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 0.19  
(W/m K) (The Engineering Tool Box, 2016)  

 แผ่นสังกะสีห่อหุ้ม สังกะสีผลิตมาจาก สังกะสีมากกว่า 50 % เป็นโลหะเคลือบสังกะสี มี
ความหนาของ 0.03 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 166 (W/m K) (The Engineering Tool Box, 
2016)  
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 แผ่นอลูมิเนียมห่อหุ้ม แผ่นอลูมิเนียมผลิตมจากอลูมิเนียมผสมมีส่วน มีส่วนผสมขอม
อลูมิเนียมบริสุทธิ์ ไม่น้อยกว่า 99% มีคุณสมบัติการขึ้นรูปที่ดี มีความหนาของแผ่น 0.03 เซนติเมตร  
มีค่าการน้าความร้อน 76 (W/m K) (The Engineering Tool Box, 2016)  

 กระดาษฟอยล์ (Diamond Aluminum Foil) ฟอยล์ผลิตมาจากอลูมิเนียม ความหนาของ
กระดาษฟอลย์ 0.05 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 235 (W/m K) (The Engineering Tool Box, 
2016) 

 

งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 
 Harvey, Keley and Smith (1982) ท้าการพัฒนาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาม้าลาย 
(Brachydanio rerio) ด้วยน้้าแข็งแห้ง โดยใช้สารละลายทีป่ระกอบด้วย Fish ringer ปริมาตร  
9 มิลลิลิตร เมทานอล ปริมาตร 1 มิลลิลิตร และ Skim milk powder 1.5 กรัม มาท้าการเจือจางน้้าเชื้อ
ปลาม้าลายในอัตราส่วนน้้าเชื้อ ต่อ สารละลาย เท่ากับ 1:5 จากนั้นน้าตัวอย่างน้้าเชื้อเจือจางบรรจุลง
ในหลอด Centrifuge พลาสติก ขนาด 12 มิลลิลิตร แล้วน้าไปใส่ในหลอดทดลอง (Pyrex culture 
tube) ขนาด 12x100 มิลลิเมตร อีกครั้งก่อนน้าหลอดตัวอย่างน้้าเชื้อไปฝังลงในน้้าแข็งแห้งเป็น
ระยะเวลา 20 นาที เพื่อลดอุณหภูมิตัวอย่างน้้าเชื้อให้เท่ากับ -79 องศาเซลเซียส และน้าไปเก็บรักษา
ในถังไนโตรเจนเหลว นาน 25 วัน จากนั้นท้าละลายตัวอย่างน้้าเชื้อปลาม้าลายแช่แข็งโดยตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) จนกระทั่ง น้้าเชื้อแช่แข็งเร่ิมละลาย หลังจากนั้นท้าการเจือจาง
น้้าเชื้อแช่แข็งหลังละลายทันที ด้วยสารละลาย Fish ringer ความเข้มข้น 40% ปริมาตร 10 เท่าของ
ตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งหลังละลาย และท้าการประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อปลาม้าลายแช่แข็งหลังการ
ละลาย ซึ่งจาการผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่า การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาม้าลายด้วยวิธีดังกล่าวนี้ 
สามารถรักษาคุณภาพของน้้าเชื้อปลาม้าลายแช่แข็งหลังการละลายไว้ได้ โดยอัตราการเคลื่อนที่ของ
น้้าเชื้อปลาม้าลายแช่แข็งหลังการละลาย มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 43 ± 12.3% และอัตราการเพาะฟัก  
ซึ่งมีค่าเท่ากับ 51±35.6% แปรผันตรงกับอัตราการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อปลาม้าลายแช่แข็งหลังการ
ละลาย 
 Babiak and Glogowski (1997) ท้าการศึกษาและพัฒนาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน 
(Cyprinus carpio L.) ด้วยน้้าแข็งแห้ง โดยท้าการเจือจางน้้าเชื้อปลาไน ด้วยชุดของสารละลาย 
Extender และ Cryoprotectant ที่แตกต่างกันทั้งหมด จ้านวน 12 แบบ และการแช่แข็งโดยน้าน้้าเชื้อ
ปลาไนเจือจาง ปริมาตร 80 ไมโครลิตร มาหยดลงบนน้้าแข็งแห้งทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 5 นาที 
จากนั้นจึงน้าไปเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว เป็นระยะเวลา 2 วัน แล้วท้าการสุ่มตัวอย่าง
น้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งมาละลายที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส โดยใช้สารละลาย NaCl ความเข้มข้น 
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0.1-0.9% ปริมาตร 7 มิลลิลิตร ต่อ ตัวอย่างน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็ง 1 เกล็ด หลังจากนั้นท้าการประเมิน
คุณภาพของน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งหลังการละลายทันที ซึ่งจากการศึกษาพบว่าการใช้สารละลาย 
BE2 Extender ร่วมกับ 10% Dimethyl-acetamide (DMA) และ 10% Egg yolk และการใช้
สารละลาย Kurokura et al.’s Extender ร่วมกับ 15% DMA และ 10% Egg yolk ซึ่งแสดงอัตราการ
เพาะฟักเป็นระยะ Eyed eggs เท่ากับ 73% และ 69% ตามล้าดับ และแสดงอัตราการเพาะฟักเป็น
ระยะ Swim-up larvae เท่ากับ 61% และ 52% ตามล้าดับ เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุมพบว่า 
อัตราเพาะฟักและอัตราการรอดชีวิตจากการอนุบาล ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  
 Muchlisin, Hashim, and Chong (2004) ท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลากด (Mystus nemurus) 
ซึ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองคือ ทดลองการสารละลายเจือจางน้้าเชื้อ 3 ชนิด 3 ความเข้มข้น 
การใช้ Cryoprotectant จ้านวน 4 ชนิด 3 ความเข้มข้น เมื่อเจือจางน้้าเชื้อปลากดแล้วน้าน้้าเชื้อ
ปลากดที่เจือจางแล้วมาบรรจุในหลอด Vials ขนาด 5 มิลลิลิตร น้าน้้าเชื้อปลากดที่มีการเจือจางมา
แช่ในถังน้้าแข็งแห้งนาน 5 นาที เมื่อครบระยะเวลาแล้วจึงน้าไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 
เป็นระยะเวลานาน 15 วัน จากนั้นน้าสารละลายน้้าเชื้อไปท้าการละลายโดยใช้อัตราการละลายที่
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 5 นาที ปรากฏว่าน้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสาร 10% Methanol 
ได้ผลการทดลองดีที่สุดโดยมีอัตราการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 58% ซึ่งสูงกว่าสาร 
Cryoprotectants ชนิดอ่ืน ๆ ที่ทุกความเข้มข้น 
 Kusuda et al. (2005) ท้าการทดองแช่แข้งน้้าเชื้อปลาแซลมอน (Hucho perryi) ที่ใกล ้
สูญพันธุ์ โดยน้าน้้าเชื้อปลาแซลมอนมาเจือจางในสารละลาย Extenders สูตร Fetal bovine serum 
(FBS) และ Cryoprotectant ชนิด 3 คือ Glycerol, Dimethyl sul-foxide (DMSO) และ Methanol  
น้าสารละลายน้้าเชื้อปลาแซลมอนมาเจือจาง 3 แบบคือ 10% Glycerol + 90% FBS, 10% DMSO + 
90% FBS และ 10% Methanol + 90% Glucose น้าน้้าเชื้อปลาแซลมอนที่เตรียมจะแช่แข็งมา  
100 ไมโครลิตร มาหยดบนน้้าแข็งแห้งทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 5 นาที ย้ายมาเก็บรักษาไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลวนาน 19 วัน น้าน้้าเชื้อปลาแซลมอนแช่แข็งมาละลาย โดยใช้ Thawing solution  
5 มิลลิลิตร อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1-2 วินาท ีปรากฏว่าไม่พบความแตกต่างทางสถิติ
ระหว่างสารละลายน้้าเชื้อทั้ง 3 แบบคือ 10% glycerol + 90% FBS, 10% DMSO + 90% FBS และ 
10% Methanol + 90% Glucose จึงมีความเหมาะสมในการใช้แช่แข็งน้้าเชื้อปลา Sakhalin taimen 
(Hucho perryi) 
 Yasui et al. (2008) ได้พัฒนาขบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในปลา loach (Misguruns 
anguillicaudatus) โดยใช้หลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร ในการบรรจุน้้าเชื้อปลา loach เจือจาง จึงท้าการ
พัฒนาอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดน้้าเชื้อในการแช่แข็งในหลอด 3 ชนิดที่ได้ดัดขึ้นมาเองและใช้อุปกรณ์ที่
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มีอยู่ทั่ว ๆ ไป ดังนี้ หลอดที่ 1 ใช้ Polyurethane pipe, vinyl adhesive (ชั้นที่ 1), cryogenic straw 
tube, vinyl adhesive (ชั้นที่ 2) หลอดที่ 2 ใช้อุปกรณ์หุ้มเหมือนหลอดที่1 แต่เพิ่มหลอดฉีดยาขนาด  
1 ml. หลอดที่ 3 หลอดฉีดยาขนาด 1 ml. เพียงอย่างเดียว จากนั้นเก็บไว้ในน้้าแข็งแห้งนาน 2 นาที 
โดยมีอัตราลดอุณหภูมิ -421.4±119.84 (control), -55.8 ± 4.32 (หลอด 1), -40.2 ± 3.43 (หลอด 2) 
และ -33.3 ± 2.09 ºC/นาที (หลอด 3) ย้ายเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว เก็บไว้นาน 3 ชั่วโมง 
น้ามาละลายที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 10 วินาที จากผลการทดลองปรากฏว่าน้้าแข็งที่แช่แข็ง
ด้วยรูปแบบหลอดที่ 3 ไม่มีความแตกต่างกับการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสดที่ 83 ± 5% (72 ± 3%) 
ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 146 ± 12 s และอัตราการฟัก 29 ± 04% 
 Draper et al. (2009) ได้ศึกษาวิธีการพัฒนาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาม้าลาย Zebrafish โดย
น้าน้้าเชื้อปลาม้าลายมาศึกษาในสูตรน้้ายาเจือจางที่แตกต่างกันจ้านวน 2 สูตร สูตรที่ 1 น้้ายาเจือจาง 
Extender Ginsburg Fish Ringers 10 มิลลิลิตร และ Powdered Skin Milk 1.5 มิลลิกรัม ส่วนสูตรที่ 2 
คือ น้้ายาเจือจาง Exterder Ginsburg Fish Ringers 10 มิลลลิิตร Powdered Skin Milk 1.5 มิลลิกรัม 
และ Methanol 1 มิลลิลิตร เมื่อท้าการเจือจางน้้ายาเจือจางและน้้าเชื้อปลาม้าลายที่ได้มา 3.3 
ไมโครลิตร น้าน้้าเชื้อปลาม้าลายที่มีการเจือจางมา 10 ไมโครลิตร จึงใสใน 2.0 ml Cryogenic vials 
และใส่ใน 15 ml Conical tubes อีกหนึ่งชั้น จากนั้นน้ามาใส่ใน 10 x 10 Cryoboxes ที่มีน้้าแข็งแห้ง
บดละเอียด นาน 20 นาที จากนั้นย้ายไปเก็บไว้ในถังไนโตรเจน เก็บรักษาไว้ 8 ปี (ตั้งแต่ปี 2001-
2008) น้ามาละลายในอุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 8-10 วินาที ผลการปฎิสนธิพบว่าสเปิร์มสามารถ
ปฏิสนธิกับไข่มีค่าเฉลี่ย 30% และสามารถปฏิสนธิได้สูงถงึ 62% ซึ่งไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 

อุปกรณ์และสารเคมี 
 1.  ตัวอย่างพ่อปลาตะเพียนเพศผู้ที่สมบูรณ์เพศ อายุประมาณ 3-4 ปี  
 2.  อุปกรณ์ที่ใช้ในการลดอุณหภูมิน้้าเชื้อและเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็ง 
  2.1  สายหลอดซิลิโคนรูใส (Dura Siliconr tube ขนาด 5 x 9 mm.) 
  2.2  สายออกซิเจน (ท่อน้้าไทย THAI PIPE (5/32" x 1.5 ก.ก)) 
  2.3  หลอด Centrifuge tube (nunc ขนาด 15 ml) 
  2.4  หลอดสายไฟฟ้า (300V. PVC/PVC 70oC VAF 2 x 1.5 SQ.MM. TABLE 2 
THAI YAZAKI (W) TIS 11-2531) 
  2.5  แผ่นสังกะสี 
  2.6  แผ่นอะลูมิเนียม 
  2.7  กระดาษฟอยล์ (Diamond Aluminum Foil) 
  2.8  หลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ยี่ห้อ IMV Technologies 
Paillette 0.25 ml) 

 2.9  หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ยี่ห้อ Thermo scientific nunc cryotube vials  
1.8 ml 

 2.10  ถุงมือกันความเย็น 
 2.11  กาวซิลิโคน ยี่ห้อ GP Silicone sealant 

  2.12  ถาดรอง 
  2.13  แอลกอฮอล์ 
  2.14  เคร่ืองวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH meter)  

 3.  อุปกรณ์ที่ใช้ในการเก็บน้้าเชื้อ 
  3.1  จานรองน้้าเชื้อ (Petri dish) 
  3.2  น้้าแข็ง 
  3.3  Tissue culture flask 
  3.4  ไมโครปิเปต 
  3.5  ฟอร์เซป 
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  3.6  ตะเกียงแอลกอฮอล์ 
  3.7  ผ้าขนหนู 
  3.8  กระดาษทิชชู่ 
4.  อุปกรณ์และเคร่ืองมือในการแช่แข็ง 
 4.1  ถุงซิปล็อค (Zip lock bag) 
 4.2  น้้าแข็งแห้ง (Dry ice) 
 4.3  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 
 4.4  ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 
 4.5  กล่องโฟมเก็บความเย็น (Styrofoam box) ขนาด 20 x 33.5 x 25 เซนติเมตร 
 4.6  กล่องโฟม ขนาด 45 x 60 x 30 เซนติเมตร 
 4.7  ถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) (TAYLOR-WHARTON HC 34) 

 5.  อุปกรณ์ในการตรวจสอบคุณภาพของสเปิร์ม 
  5.1  Hot plate 
  5.2  เทอร์โมมิเตอร์ 
  5.3  กล้องจุลทรรศน์และกระดาษเช็ดเลนส์ 
  5.4  Slide และ Cover slide 
  5.5  Oil 
  5.6  Hemacytometer 
  5.7  Thermometer Microprocessor K-Thermocouple HI 91530K  

 5.8  Eosin-Nigrosin 
 5.9  น้้ายาทาแล็บสีใส 
 5.10  น้้ากลั่น 

 6.  สารเคมีในการเก็บแช่แข็งน้้าเชื้อ 
  6.1  Extender สูตร Calcium-free Hanks' balanced salt solution (Ca–F HBSS) 
NaCl 0.8890 g, KCI 0.0440 g, Na2HPO4-2H2O 0.0130 g, NaHCO3 0.0390 g, KH2PO4 0.0070 g, 
MgSO4-7H2O 0.0220 g, Glucose 0.1110 g, น้้ากลั่น 100 ml ปรับpH ให้ได้ 7.6  
(Vuthiphandchai et al, 2009) 
  6.2  Dimethyl sulfoxide (DMSO) 20% 
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วิธีการด าเนินการวิจัย 
 ขั้นตอนการด้าเนินงานวิจัยแบ่งเป็น 3 การทดลองหลักดังนี้ 

1. ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดน้้าเชื้อ (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร มีต่อ 
การแช่แข็งและการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 

2. ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่มีผลต่อการแช่แข็งและ
การละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 

3. ศึกษาการพัฒนาวิธีการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งปลาตะเพียนขาวไว้ในรูปแบบต่าง  ๆ  
ด้วยน้้าแข็งแห้ง 
 การเก็บรวบรวมน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
 พ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาวอายุ 3-4 ปี ที่เลี้ยงในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้าของภาควิชาวาริช
ศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ได้เลี้ยงแบบขุนเพื่อให้เป็นพ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาวโดยให้อาหารเม็ด
คุณภาพสูง 2-3 เดือน ให้อาหารปลาส้าเร็จรูปชนิดลอยน้้า อาหารปลาขนาดกลาง ยี่ห้อเซฟฟ์ฟีช ซึ่ง
มีปริมาณโภชนาการคือ โปรตีนไม่น้อยกว่า 30% ไขมันไม่น้อยกว่า 6% ความชื้นไม่มากกว่า 12% 
กากไม่มากกว่า 6% ก่อนท้าการวบรวมเก็บน้้าเชื้อพ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาวด้วยการงดอาหารปลา  
1-2 วัน ก่อนรวบรวมน้้าเชื้อ 

 น้าพ่อพันธุ์ปลาตะเพียนขาวที่ใช้ในการรวบรวมน้้าเชื้อมาท้าความสะอาดบริเวณท้องด้วย
น้้าสะอาดและเช็ดบริเวณหน้าท้องมาถึงครีบก้น ให้แห้งใช้มือในการรีดน้้าเชื้อปลาตั้งแต่หน้าท้อง
มาถึงช่องเพศ ให้น้้าเชื้อปลาไหลออกมา น้้าเชื้อที่ไหลออกมาจะมีลักษณะขาวขุ่น โดยน้าน้้าเชื้อที่
ได้มาใช้ในการทดลองต้องไม่มีการเจือปนของหยดน้้า เลือด ปัสสาวะ และอุจจาระ เมื่อได้น้้าเชื้อสี
ขาวขุ่นจึงน้ามาใส่ในจานเพาะเชื้อ (Petri dish) ที่มีอยู่วางบนน้้าแข็งที่เตรียมไว้ จากนั้นจึงน้าไป
ประเมินคุณภาพสเปิร์มของปลาตะเพียนขาวก่อนน้าไปท้าการทดลอง 
 การประเมินคุณภาพของสเปิร์ม 
 1.  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีและระยะเวลาในการเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม 
 การประเมินการเคลื่อนที่และระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มพ่อพันธุ์ปลาตะเพียน
ขาวจะท้าพร้อม ๆ กันภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า ที่รวบรวมมาด้วยวิธีการใช้มือ
บีบรีดบริเวณท้องปลาตั้งแต่หน้าท้องมาถึงช่องเพศ น้าน้้าเชื้อที่ได้มาผสมกับบัพเฟอร์สูตร  
Calcium-free Hanks' balanced salt solution (Ca–F HBSS) ในอัตราส่วน 1:1 โดยน้าน้้าเชื้อพ่อพันธุ์
ปลาตะเพียนขาวมา 2,000 ไมโครลิตร ผสมกับสารละลายบัฟเฟอร์ ที่มีชื่อว่า Calcium-free Hanks' 
balanced salt solution (Ca–F HBSS) 2,000 ไมโครลิตร ใน Tissue culture flask ขนาด 75 ลูกบาศก์
เซนติเมตร เขย่าเบา ๆ ให้เข้ากันแล้วน้าไปวางบนน้้าแข็ง  
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 การประเมินการเคลื่อนที่ และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อแช่ แข็งท้าโดย น้าไม
โครปิเปตโหลด Extended milt ขึ้นมา 15 ไมโครลิตร ใส่ในแผ่น Slide และน้าแผ่น Cover slide  
มาหยดน้้ากลั่นลงไป 20 ไมโครลิตร น้าแผ่น Cover slide มาปิดประกบลงไปกับแผ่น Slide ที่มี 
Extened milt อยู่ท้าการขยับแผ่น Cover slide ไปมาพร้อมกับการจับเวลา เพื่อประเมินเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนของสเปิร์มและระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว การประเมินการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มใช้วิธีการของ Vuthiphandchai & Zohar (1999) และระยะการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มท้าการจับเวลาเร่ิมจาก สเปิร์มเร่ิมเคลื่อนที่เมื่อถูกกระตุ้นจนกระทั่งสเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่ 
จับเวลาเป็นวินาที ท้าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า   
 2.  เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์ม 
 ในการหาเปอร์เซ็นต์ของสเปิร์มที่มีชีวิตของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใช้วิธีการย้อมสีด้วยสี 
Eosin-Nigrosin โดยน้า Extended milt มาใช้ในการตรวจจากนั้นไปประเมินภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ที่ก้าลังขยาย 1,000 เท่า 
  การประเมินการมีชีวิตของสเปิร์มในน้้าเชื้อแช่แข็งท้าโดยแบ่ง Slide ออกเป็น 2 ส่วน 
ส่วนด้านซ้ายใช้ไมโครปิเปตโหลด Extended milt 15 ไมโครลิตร มาใส่ในแผ่น Slide สว่นด้านขาว
ให้หยด 0.5% Eosin และ 10% Nigrosin ใช้ Cover slide เกลี่ยสีทั้ง 2 ให้เข้ากัน เกลี่ยสีไปหา 
Extended milt เกลี่ยไปมา 2-3 รอบ จากนั้นเกลี่ยส่วนที่เหนียวหนืดน้้าเชื้อทิ้งไป (ท้าให้บางที่สุด) 
น้า Slide ไปผ่านเปลวไฟไปมา 1-2 วินาที ทิ้งไว้ให้แห้ง จากนั้นใช้น้้ายาทาเล็บสีใสมาทา ให้ทั่ว 
slide (ทาบาง ๆ) (เรณู ยาชิโร และนิพนธ์ เสนอินทร์, 2551) ตัวสเปิร์มที่มีชีวิตอยู่จะไม่ติดสีที่ใช้ย้อม
และตัวสเปิร์มที่ตายจะติดสีย้อม ท้าการทดลองทั้งหมด 3 ซ้้า โดยสุ่มนับสเปิร์มในสไลด์ในจ้านวน 
300 ตัว 

% Sperm viability =   จ้านวนสเปิร์มที่มีชีวิตทั้งหมด(ตัวเป็น) x 100 
          จ้านวนสเปิร์มทั้งหมด (ตัวเป็น + ตัวตาย) 

 
 3.  ความหนาแน่นของสเปิร์ม 
 การหาค่าความหนาแน่นของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวท้าได้โดยน้้าเชื้อสดมาผสมกับน้้า
กลั่น ในอัตราส่วน 1:1500 เท่า (สมร พรชื่นชูวงศ์, 2554) เขย่าให้เข้ากัน ใช้สไสด์นับเม็ดเลือด 
Hemocytometer ที่มีแผ่น Cover slide ปิดอยู่ น้าไมโครปิเปตมาโหลดน้้าเชื้อมาใส่ใน 
Hemocytometer วางทิ้งไว้ 10 นาที (พลชาติ ผิวเณร และคณะ, 2550) จากนั้นท้าการนับเซลล์สเปิร์ม
น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว นับที่มุมของ Hemocytometer ทั้ง 4 มุม และช่องตรงกลาง (รวมแล้วจะได้  
5 ช่อง) กลางภายใต้กล้องจุลทรรศน์ที่ก้าลังขยาย 400 เท่า  
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จ้านวนสเปิร์ม/มิลลิลิตร = (รวมจ้านวนที่นับได้ทั้ง 5 บริเวณ ) x 25 x dilution rate x 104 
                      5 

 
 การแช่แข็งน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
 น้าน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่รวบรวมได้ใหม่ ๆ มาผสมกับ Extender สูตร Calcium-free 
Hanks' balanced salt solution (Ca-F HBSS) ในอัตราส่วน 1:1 และผสม DMSO 20% อีกครั้ง 
แล้วจะได้ความเข้มข้นสุดท้ายของ DMSO เป็น 10% จากนั้นใช้หลอดฟาง (French straw)  
ขนาด 0.25 มิลลิลิตร น้าไมโครปิเปตโหลดน้้าเชื้อที่ถูกเจือจางเข้าในหลอดฟางในปริมาณ  
80 ไมโครลิตร/หลอดฟาง ปิดปลายหลอดฟาง โดยใช้ฟอร์เซปผ่านไฟตะเกียงแอลกอฮอล์ไปมาแล้ว
น้ามาคีบปิดปลายหลอด ให้เรียบร้อยแล้วน้าไปใช้ในการทดลองที่ 1 
 ส้าหรับการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ที่เตรียมน้้าเชื้อโดยน้ามาเจือจาง
ใน Ca–F HBSS และ DMSO ตามวิธีที่ได้กล่าวมาแล้ว แต่น้ามาใส่ Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ใช้
ไมโครปิเปตโหลดน้้าเชื้อเข้ามาในหลอด 800 ไมโครลิตร ปิดฝาขวดให้เรียบร้อยแล้วน้าไปใช้ใน
การทดลองที่ 2 
 การทดลองท่ี 1 ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดน้ าเชื้อ (French straw) ขนาด  
0.25 มิลลิลิตร ท่ีมีต่อการแช่แข็งและการละลายน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
 1.  น้าหลอดสายไฟฟ้า ขนาด 300 V VAF 2 x 1.5 SQ.MM. ความหนาของหลอดสายไฟ 
0.14 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.39 เซนติเมตร (ภาพที่ 10) มาใช้ในการทดลองโดยน้ามาเอา
สายทองแดงด้านใน ออกให้หมด ได้เป็นหลอดสายไฟฟ้า ตัดสายไฟให้ได้ขนาดความยาว  
12.5 เซนติเมตร น้ากาวซิลิโคนมาปิดปลายด้านใดด้านหนึ่งของสายไฟฟ้า น้าหลอดฟางมาใส่ใน
ช่องของหลอดสายไฟ ช่องละ 1 หลอด น้าสายออกซิเจน มาตัดให้มีความยาว 12.5 เซนติเมตร  
แล้วน้ากาวซิลิโคนไปปิดปลายสายด้านใดด้านหนึ่ง สายออกซิเจนมีความหนา 0.195 เซนติเมตร 
เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.495 เซนติเมตร น้าหลอดฟางมาใส่ในช่องของสายออกซิเจนจ้านวน 2 หลอด  
และน้าสายหลอดซิลิโคน มาตัดให้มีความยาว 12.5 เซนติเมตร แล้วน้ากาวซิลิโคนไปปิดปลายสาย
ด้านใดด้านหนึ่ง สายหลอดซิลิโคนมีความหนาของสายหลอดซิลิโคน 0.99 เซนติเมตร มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.48 เซนติเมตร น้าหลอดฟางมาใส่ในช่องของสายหลอดซิลิโคนจ้านวน 3 หลอด และ
หลอด Centrifuge tube มีความยาวของหลอด 15 เซนติเมตร น้าหลอดฟางมาตัดให้สั้น ขนาด  
12 เซนติเมตร น้าหลอดฟางใส่ลงไปใน Centrifuge tube จ้านวน 3 หลอด หลอด Centrifuge tube 
ความหนา 0.11 เซนติเมตร มีเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.52 เซนติเมตร 
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ภาพที่ 10 ปิดปลายหลอดสายไฟฟ้าด้วยกาวซิลิโคลน 
  
 2.  น้าหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ที่เตรียมจะท้าการแช่แข็งที่ภายในมีน้้าเชื้อที่ถูก 
เจือจางด้วย Ca-F HBSS และ DMSO มาใส่ในอุปกรณ์ที่ เตรียมไว้ (สายหลอดซิลิโคน  
สายออกซิเจน หลอดสายไฟฟ้า หลอด Centrifuge tube และหลอดน้้าเชื้อเปล่าที่ไม่ได้ห่อหุ้ม) แล้ว
จึงน้าไปใส่ในกล่องโฟมเก็บความเย็นที่มีน้้าแข็งแห้งบดละเอียด เป็นกล่องเก็บความเย็น 2 ชั้น 
กล่องโฟมเก็บความเย็นมีขนาด 20 x 33.5 x 25 เซนติเมตร ใช้น้้าแข็งบดละเอียด 15 กิโลกรัม  
(¾ ของกล่อง) เก็บไว้ในน้้าแข็งแห้งด้วยระยะเวลาแตกต่างกันคือ 10, 20 และ 30 นาที 
 3.  จากนั้นเมื่อครบเวลาที่ก้าหนดไว้จึงน้าหลอดฟางมาละลายด้วยอุณหภูมิที่ต่างกันและ
ระยะเวลาการละลายต่างกันดังนี้ 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลาในการละลาย
(วินาที) 

10 20 
20 15 
30 10 
40 8 
50 5 
60 4 
70 3 
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 จากนั้นน้าน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ละลาย (Thawing) ไปประเมินเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม
ตามวิธีการที่ได้กล่าวมาแล้ว  
 5.  น้าอุปกรณ์ที่ห่อหุ้มที่ให้ผลการประเมินที่ดีที่สุดมาใช้ในการทดลองที่ 3 
 6.  การทดลองทั้งหมดท้า 3 ซ้้า และท้าการทดลองในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ของปลา
ตะเพียนขาว 
 การทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ท่ีมีผลต่อการ
แช่แข็งและการละลายน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
 1. น้าอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube 1.8 มิลลิลิตร ที่ก้าหนดไว้คือ แผ่นอะลูมิเนียม แผ่น
สังกะสี และกระดาษฟอยล์ มาตัดตามขนาดของ Cryotube โดยตัดให้มีขนาดกว้าง 4 เซนติเมตร ยาว 
3 เซนติเมตร (ภาคที่ 15, 16 และ 17) ซึ่งแผ่นสังกะสีมีความหนาของ 0.03 เซนติเมตร แผ่น 
อะลูมิเนียมมีความหนาของ 0.03 เซนติเมตร และกระดาษฟอยล์มีความหนาของ 0.01 เซนติเมตร 
 2. น้าไมโครปิเปตมาโหลดน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เตรียมไว้ เจือจางด้วย Ca–F HBSS  
และ DMSO ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 10% จากนั้นมาใส่ใน Cryotube ปริมาตร 800 ไมโครลิตร 
 3.  น้าอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube ที่เตรียมไว้มาห่อหุ้ม Cryotube  
 4.  น้าไปใส่ในกล่องโฟมเก็บความเย็นที่มีน้้าแข็งแห้งบดละเอียด เพื่อท้าการลดอุณหภูมิ
เป็นเวลานาน 10, 20 และ 30 นาที แช่แข็งในกล่องโฟม 20 x 33.5 x 25 เซนติเมตร ใส่น้้าแข็งแห้ง
บดละเอียดลงไป ¾ ของกล่อง 
 5.  เมื่อครบเวลาที่ก้าหนดก็น้า Cryotube ออกมาละลายน้้าโดยมาเพิ่มอุณหภูมิ เพื่อ
พิจารณาเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เปอร์เซ็นต์การมี
ชีวิตของสเปิร์ม ตามอุณหภูมิและระยะเวลาในการละลายดังต่อไปนี้ 
 

อุณหภูมิ 
(องศาเซลเซียส) 

ระยะเวลาในการละลาย
(วินาที) 

30 120 
40 90 
50 60 
60 45 
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 6.  น้าอุปกรณ์ห่อหุ้มที่พิจารณาให้ผลดีที่สุดมาใช้ในการทดลองต่อไป (การทดลองที่ 3) 
 7.  การทดลองท้าทั้งหมด 3 ซ้้า และการทดลองทั้งหมดท้าในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ของ
ปลาตะเพียนขาว 
 การทดลองท่ี 3 ศึกษาการพัฒนาการเก็บรักษาน้ าเชื้อแช่แข็งปลาตะเพียนขาวไว้ใน
รูปแบบต่าง ๆ ด้วยน้ าแข็งแห้ง 
 1.  น้าหลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลิตร และใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ใช้วัสดุ
ห่อหุ้มที่ให้ผลการประเมินดีที่สุด ที่ใช้วัสดุห่อหุ้มที่ให้ผลการทดลองดีที่สุดมาท้าการลดอุณหภูมิ
ด้วยน้้าแข็งแห้ง ตามวิธีการทดลองที่ 1 และ 2 
 2.  หลังจากการแช่แข็งน้้าเชื้อเอาอุปกรณ์ห่อหุ้มออกให้เหลือแต่หลอดเปล่าแล้วไปเก็บไว้
ในตู้แช่แข็ง (-20 และ -80 องศาเซลเซียส) น้าชุดการทดลองที่เก็บรักษาแช่แข็งในน้้าแข็งแห้งมาไว้
ในกล่องโฟมขนาด 20 x 38.5 x 25 เซนติเมตร เติมน้้าแข็งแห้งแบบสลับวันเว้นวัน เติมลงไป ¾ ของ 
กล่องโฟม จากนั้นน้ากล่องโฟมที่บรรจุตัวอย่างน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว มาเก็บไว้ในกล่องโฟมใหญ่
อีกครั้ง กล่องโฟมขนาดใหญ่ (25 x 60 x 30เซนติเมตร) วางไว้ในห้องทดลอง อุณหภูมิห้องทดลอง
อยู่ที่ 25 องศาเซลเซียส และชุดการทดลองที่น้าไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศา
เซลเซียส) เก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้นาน 28 วัน ทั้งหลอดฟางและ Cryotube 
 3.  จากนั้นประเมินผลการเก็บรักษาทุก ๆ 7 วัน  
 4.  การละลายน้้าเชื้อในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร น้ามาละลายตาม 
อุณหภูมิและเวลาในการละลายตามการทดลองที่ 1 
 5.  อัตราการละลายน้้าเชื้อ Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร น้ามาละลายตามอุณหภูมิและ
เวลาในการละลายตามการทดลองที่ 2 

 การทดลองท้าทั้งหมด 3 ซ้้า และการทดลองทั้งหมดท้าในในช่วงฤดูผสมพันธุ์วางไข่ 
ของปลาตะเพียนขาว 
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บทที ่4 
ผลการวิจัย 

 
 การศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง (Barbodes 
gonionotus) ได้ผลการวิเคราะห์ข้อมูลดังต่อไปนี้  
 

การทดลองที่ 1 ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดน้ าเชื้อ (French straw) ขนาด 0.25
มิลลิลิตร ที่มีต่อการแช่แข็งและการละลายน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
 การแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้ายา Extender สูตร Ca-F HBSS 
และ DMSO ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 10% โดยน้าหลอดฟางไปใส่ในอุปกรณ์ห่อหุ้ม 4 ชนิด คือ สาย
หลอดซิลิโคน สายออกซิเจน หลอด Centrifuge tube และ หลอดสายไฟฟ้า จากนั้นน้าไปลด
อุณหภูมิโดยน้าไปใส่ในกล่องโฟมเก็บความเย็นที่มีน้้าแข็งแห้งบดละเอียดเป็นเวลานาน 10, 20 และ 
30 นาที เมื่อครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอดฟางบรรจุน้้าเชื้อออกจากอุปกรณ์ห่อหุ้ม แล้วน้าหลอด
ฟางมาละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แข็งด้วยการใช้อุณหภูมิละลายที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 
70 องศาเซลเซียส ในเวลาที่ต่างกัน จากนั้นน้าหลอดฟางที่ละลายมาวัดอุณหภูมิอุณหภูมิภายใน
หลอดน้้าเชื้อ และประเมินคุณภาพน้้าเชื้อ พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย
ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าที่แช่แข็งไว้นาน 10 นาที เมื่อ
น้าไปละลายที่อุณหภูมิระหว่าง 30 องศาเซลเซียส 10 วินาท ีมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ยเท่ากับ 
78±2.22 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 90±9.52 วินาท ีการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 86±3.29 
เปอร์เซ็นต ์มีความแตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อน้ามาเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองที่หุ้มในขณะที่หลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคนที่แช่แข็งไว้นาน แช่แข็งนาน  
30 นาที น้ามาละลายที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 10 วินาท ีมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
เท่ากับ 49±4.84 เปอร์เซ็นต ์ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 97±11.48 วินาที การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 
37±4.58 เปอร์เซ็นต์ น้้าเชื้อแช่แข็งที่หุ้มด้วยสายออกซิเจนที่แช่แข็งไว้นาน 30 นาที ละลายที่
อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 10 วินาท ีมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 47±5.77 
เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 93±8.07 วินาท ีการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 44±5.54 เปอร์เซ็นต ์
หลอด Centrifuge tube แช่แข็งนาน 10 นาที น้ามาละลายทีอุ่ณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส 10 วินาที ที่
ช่วงระยะเวลาเดียวกันโดยมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ยมีค่าเท่ากับ 47±4.71 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลา
ในการเคลื่อนที่ 83±13.03 วินาท ีการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 56±7.35 เปอร์เซ็นต์ ส้าหรับน้้าเชื้อ 
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แช่แข็งในกลุ่มควบคุม (Control) ซึ่งไม่มีอุปกรณ์ห่อหุ้ม แช่แข็งนาน 20 นาที น้ามาละลายที่อุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส 20 วินาท ีมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ยของสเปิร์มเท่ากับ 38±2.22 เปอร์เซ็นต ์
ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 57±10.75 วินาที การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 22±2.71 เปอร์เซ็นต ์อัตราการ
ลดอุณหภูมิน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้งส้าหรับน้้าเชื้อแช่แข็งในกลุ่มควบคุม (Control) 
ซึ่งไม่มีอุปกรณ์ห่อหุ้ม สายหลอดซิลิโคน สายออกซิเจน หลอดCentrifuge tube และหลอดสายไฟ 
สามารถลดอุณหภูมิได้ -78.8, -21, -37.2, -28 และ -31 องศาเซลเซียส/นาที  

 1.  การทดสอบผลของการเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่
แข็งน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางท่ีไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) ด้วยการใช้น้ าแข็งแห้ง 
  1.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control)การแช่แข็งน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง (dry ice) โดยไม่มีอุปกรณ์ห่อหุ้มนาน 10, 20 และ 30 นาที จากนั้น
ครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอดฟางที่บรรจุน้้าเชื้อ มาละลายหลังการแช่แข็งเพื่อประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์ม (Post thawed-sperm motility) ที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส 
พบว่าการใช้อุณหภูมิในการละลายที่ 10 องศาเซลเซียส มคีวามแตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) กับ 40, 60 และ 70 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ใช้ในการละลายที่ 20 องศาเซลเซียส มีความ
แตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับ 60 และ 70 องศาเซลเซียส ส่วนการใช้อุณหภูมิที่ 
70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกับอุณหภูมิทุกอุณหภูมิในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) 
ระยะเวลาในการแช่แข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที ไม่มีความแตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P>0.05) (ตารางที่ 1)  
  1.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) การประเมินระยะเวลาในการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวหลังการละลาย มีความแตกต่างกันโดยระยะเวลาในการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มเมื่อท้าการละลายที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่าง
มีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับอุณหภูมิ 10, 60 และอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส แต่ไม่มีความแตกต่างกับ
อุณหภูมิที่ 20, 40 และ 50 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ส่วนระยะเวลาในการ
แช่แข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที ไม่มีผลท้าให้ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่าง
ในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 2) 
  1.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) การประเมินเปอร์เซ็นต์การมี
ชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียน หลังการละลายที่อุณหภูมิและระยะเวลาต่างกันพบว่าเปอร์เซ็นต์
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การมีชีวิตรอดของสเปิร์มเมื่อน้ามาละลายที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดที่การใช้อุณหภูมิในการละลายที่ 10, 20, 30, 
40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที ไม่มีผลท้าให้
การมีชีวิตของสเปิร์มมีความแตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 3) 
  1.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการลายละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลติร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) การประเมินอุณหภูมิหลัง
การละลาย (Post-thawed temperature) ของน้้าเชื้อในหลอดฟางที่ถูกน้าไปละลาย (Thawing) แล้ว
น้ามาวัดอุณหภูมิภายในหลอดพบว่า เมื่อใช้อุณหภูมิที่ 50 และ 70 องศาเซลเซียส อุณหภูมิของ
น้้าเชื้อหลังละลายมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับอุณหภูมิที่ 40 และ 60 
องศาเซลเซียส และพบว่าชุดอุณหภูมิที่กล่าวมาในข้างต้นยังมีความแตกต่างกับอุณหภูมิในการ
ละลายที่ 10, 20 และ 30 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) จึงท้าให้อุณหภูมิหลัง
การละลายภายในหลอดฟางขนาด ขนาด 0.25 มิลลิลิตร มีความแตกต่างกันไปตามล้าดับอุณหภูมิที่
เพิ่มขึ้น ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็ง 10 และ 30 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) กับเวลาในการแช่แข็ง 20 นาที (ตารางที่ 4) 
 
ตารางที่ 1  เปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด  
 0.25มิลลิลิตร ไม่มีวัสดุห่อหุ้ม (กลุ่มควบคุม) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาต่างกัน  
 และละลายที่อุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 33±8.161 38±2.221 33±4.711 
20◦C /15S 33±6.6712 31±4.8412 33±3.3312 
30◦C /10S 29±4.84123 33±4.71123 33±3.33123 
40◦C /8S 22±2.22234 33±3.33234 22±5.21234 
50◦C /5S 24±4.44123 24±2.94123 33±3.33123 
60◦C /4S 27±5.7734 27±3.3334 20±0.0034 
70◦C /3S 18±4.014 24±2.944 16±5.564 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9)  
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 2 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟาง 
 ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ไม่มีวัสดุห่อหุ้ม (กลุ่มควบคุม) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลา 
 ต่างกัน และละลายที่อุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 63±10.363 57±10.751 73±12.181 
20◦C /15S 70±14.51123 74±9.50123 102±14.62123 
30◦C /10S 96±7.151 75±10.371 101±16.921 
40◦C /8S 75±8.74123 100±11.89123 59±16.40123 
50◦C /5S 87±14.1212 99±13.0212 81±12.6812 
60◦C /4S 65±15.5923 80±15.2123 55±12.423 
70◦C /3S 52±14.353 92±14.493 47± 6.543 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 3 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด  
 0.25 มิลลิลิตร ไม่มีวัสดุห่อหุ้ม (กลุ่มควบคุม) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาต่างกัน  
 และละลายที่อุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 20±3.541 22±2.711 25±2.981 
20◦C /15S 33±4.541 24±4.121 27±3.911 
30◦C /10S 25±3.061 23±3.791 23±2.271 
40◦C /8S 31±4.071 29±3.301 23±6.331 
50◦C /5S 24±2.191 22±2.681 19±1.671 
60◦C /4S 20±3.891 23±3.731 23±1.721 
70◦C /3S 15±3.272 21±2.722 10±3.382 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 4 อุณหภูมิหลังการลายละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน 
 หลอดฟางขนาด ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ไม่มีวัสดุห่อหุ้ม (กลุ่มควบคุม) โดยใช้น้้าแข็งแห้ง 
 ที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน ในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 16±0.445,a 16±0.041,b 16±0.141,a 
20◦C /15S 20±0.354,a 18±0.194,b 18±0.144,a 
30◦C /10S 26±0.243,a 26±0.173,b 27±1.123,a 
40◦C /8S 30±0.302,a 31±0.192,b 30±0.162,a 
50◦C /5S 31±0.051,a 31±0.181,b 31±0.111,a 
60◦C /4S 31±0.212,a 31±0.152,b 31±0.152,a 
70◦C /3S 32±0.181,a 31±0.211,b 32±0.151,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 2.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิ ต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางท่ีห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน ด้วยการใช้น้ าแข็งแห้ง 
  2.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน  
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้งโดยมีสายหลอดซิลิโคนเป็น
อุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดฟางที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งไว้นาน 10, 20 และ 30 นาที ก่อนท้า
การละลายที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบว่าเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิในการละลายที่ 10, 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิที่ 50 และ 60 องศาเซลเซียส 
อย่างไรก็ตาม ช่วงระยะเวลาในการแช่แข็งที่ 10, 20 และ 30 นาที เปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนของ
สเปิร์มปลาตะเพียนขาวไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 5)  
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  2.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน  
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน หลังจากการละลายที่อุณหภูมิต่างกัน ที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 
50 และ 60 องศาเซลเซียส มผีลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) กับการละลายที่  
70 องศาเซลเซียส ส่วนการระยะเวลาในการแช่แข็ง 10, 20 และ 30 นาที ไม่มีความแตกต่างต่อ
ระยะเวลาในการเคลื่อนของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 6) 
  2.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน  
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่หุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน มีความแตกต่างกันจากอุณหภูมิในการละลายท้าให้เปอร์เซ็นต์การมี
ชีวิตรอด ที่อัตราการละลายที่อุณหภูมิ 20 และ 50 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) อุณหภูมิ 10, 30 และ 40 องศาเซลเซียส แต่อุณหภูมิที่ 60 และ 70 องศา
เซลเซียส มีผลให้การมีชีวิตของสเปิร์มความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับ
อุณหภูมิข้างต้น ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งที่ 10 และ 20 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) กับการมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวในเวลาการแช่แข็ง 30 นาที 
(ตารางที่ 7) 
  2.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการลายละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน  
  การวัดอุณหภูมิหลังการละลายของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ใช้สายหลอดซิลิโคน
ห่อหุ้มหลอดฟาง (Post-thawed temperature) เมื่อน้าหลอดฟางมาละลาย แล้วน้ามาวัดอุณหภูมิหลัง
การละลายที่ 50 และ 70 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิหลังการละลายมีความแตกต่างกับอุณหภูมิที่ 
40 และ 60 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) และยังแตกต่างกับอุณหภูมิหลังการ
ละลายที่ 10, 20 และ 30 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) กับอุณหภูมิที่กล่าวมาใน
ข้างต้น ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็ง 10 และ 30 นาที มีความแตกต่างกับอุณหภูมิหลังการละลายที่
ระยะเวลาในการแช่แข็ง 20 นาที อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 8) 
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ตารางที่ 5 เปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งในหลอดฟางขนาด 
 0.25 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและ 
 อุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 47±8.161 40±3.331 38 ±4.011 
20◦C /15S 47±4.711 40±4.711 42±2.221 
30◦C /10S 40±5.771 38±5.211 49±4.841 
40◦C /8S 44±2.941 42±5.211 36±6.481 
50◦C /5S 40±3.332 29±3.512 31±4.842 
60◦C /4S 31±3.512 27±3.332 22±2.222 
70◦C /3S 9±3.513 22±2.223 11±3.513 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 6 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่หุ้ม 
 ด้วยสายหลอดซิลิโคน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
 ในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

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

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 7 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ใช้แช่แข็งในหลอดฟางที่หุ้มด้วย 
 สายสายหลอดซิลิโคน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
 ในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 44±6.5712,a 32±4.0512,a 33±4.7112,b 
20◦C /15S 42±4.981,a 47±4.331,a 37±2.881,b 
30◦C /10S 33±7.0212,a 46±3.6512,a 37±4.5812,b 
40◦C /8S 36±5.6512,a 38±4.9012,a 29±4.4512,b 
50◦C /5S 50±7.711,a 42±3.461,a 29±5.751,b 
60◦C /4S 35±5.482,a 40±5.782,a 21±3.392,b 
70◦C /3S 10±4.223,a 23±1.933,a 11±3.693,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 8 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน 
 หลอดฟางเมื่อหุ้มด้วยสายหลอดซิลิโคน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิ 
 ต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 17±0.125,a 16±0.145,b 17±0.255,a 
20◦C /15S 20±0.134,a 17±0.044,b 19±0.264,a 
30◦C /10S 28±0.063,a 29±0.253,b 28±0.283,a 
40◦C /8S 30±0.402,a 31±0.272,b 31±0.212,a 
50◦C /5S 31±0.161,a 31±0.181,b 31±0.231,a 
60◦C /4S 30±0.122,a 31±0.212,b 31±0.212,a 
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ตารางที่ 8 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
70◦C /3S 31±0.321,a 31±0.251,b 31±0.351,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 3.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางท่ีห่อหุ้มด้วยสายออกซิเจนด้วยการใช้น้ าแข็งแห้ง 
  3.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายออกซิเจน  
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง โดยมีสายออกซิเจนเป็นอุปกรณ์
ห่อหุ้มหลอดฟางนาน 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอดฟางที่บรรจุน้้าเชื้อ
ออกจากสายออกซิเจนเพื่อประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ  
70 องศาเซลเซียส พบว่า ที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียสไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 9)  
  3.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายออกซิเจน 
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่ในหลอดฟาง
ที่หุ้มด้วยสายออกซิเจน มีความแตกต่างกันเมื่อใช้อุณหภูมิละลายต่างกันการละลายที่อณุหภูมิ  
70 องศาเซลเซียส มีผลท้าให้ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) กับการละลายที่ 20, 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ซึ่งการละลายด้วย
อุณหภูมิที่ 20 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิที่ใช้ในการละลายที่ 30, 40 และ  
50 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) อุณหภูมิที่ใช้ในการละลายสเปิร์ม 
ปลาตะเพียนขาวที่ 10, 50 และ 70 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่ามีนัยส้าคัญ 
(P>0.05) ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งที่ 10 นาที ไม่มีผลท้าให้ระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับการแช่แข็งนาน 20 และ 30 นาที แต่เวลา
ในการแช่แขง็นาน 20 และ 30 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสา้คัญ (P<0.05) (ตารางที่ 10) 
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  3.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายออกซิเจน 
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่ห่อหุ้มด้วยสายออกซิเจน มีความแตกต่างกันเมื่อละลายที่อุณหภูมิต่างกันจึงท้าให้เปอร์เซ็นต์
การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม อุณหภูมิที่ละลาย 30 องศาเซลเซียส แตกต่างกับการละลายทีอุ่ณหภูมิ  
10, 20, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ตามเวลาที่ก้าหนด อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
อุณหภูมิในการละลายที่ 50 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิในการละลายที่ 60 องศา
เซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) อุณหภูมิในการประเมินการมีชีวิตรอดของสเปิร์มที่ 50 
และ 70 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) ส่วนระยะเวลาใน
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 10 นาที มีผลท้าให้การมีชีวิตรอดของสเปิร์มแตกต่างกับ 
การมีสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับการแช่แข็งนาน 20 และ 30 นาที (ตารางที่ 11) 
  3.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยสายออกซิเจน 
  อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้ม
ด้วยสายออกซิเจน (Post-thawed temperature) ของหลอดฟางที่ถูกน้าไปละลาย แล้วน้ามาวัด
อุณหภูมิของน้้าเชื้อหลังการละลายมีความแตกต่างกันที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส มีความแตกต่าง
กับน้้าเชื้อในหลอดฟางหลังการละลายที่อุณหภูมิ 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส อย่างมี
นัยส้าคัญ ทางสถิติ (P<0.05) เมื่อวัดอุณหภูมิหลังการละลายที่ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่าง
กับอุณหภูมิหลังการละลายที่ 70 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติอย่าง (P>0.05)  
ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ 10 นาที เมื่อน้ามาวัดอุณหภูมิน้้าเชื้อหลังการ
ละลาย พบว่ามีความแตกต่างกับการแช่แข็งที่ระยะเวลา 20 และ 30 นาที อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) (ตารางที่ 12) 
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ตารางที่ 9 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางเมื่อห่อหุ้มด้วย 
 สายออกซิเจน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 29±4.842 29±3.512 44±4.442 
20◦C /15S 38±2.2212 42±4.0112 38±2.2212 
30◦C /10S 38±5.211 44±4.441 47±5.771 
40◦C /8S 44±2.9412 38±6.1912 33±3.3312 
50◦C /5S 38±4.013 27±3.333 16±5.563 
60◦C /4S 24±2.943 27±3.333 27±3.333 
70◦C /3S 27±3.333 22±2.223 11±4.843 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 10 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟาง 
  ที่หุ้มด้วยสายออกซิเจน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
  ในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 83±18.0023,ab 74±14.6223,a 64±12.2123,b 
20◦C /15S 110±12.011,ab 94±14.581,a 114±13.431,b 
30◦C /10S 81±14.0812,ab 109±11.4912,a 93±8.07 12,b 
40◦C /8S 84±17.3612,ab 108±10.8812,a 80±3.4412,b 
50◦C /5S 99±17.5223,ab 61±14.8423,a 51±16.6923,b 
60◦C /4S 114±8.721,ab 110±18.861,a 97±11.261,b 
70◦C /3S 50±13.243,ab 93±12.763,a 33±17.913,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 



44 

ตารางที่ 11 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่หุ้มด้วย 
  สายออกซิเจน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 35±8.502,a 27±4.772,b 40±4.712,b 
20◦C /15S 64±6.962,a 43±5.622,b 31± 4.782,b 
30◦C /10S 54±7.191,a 55±3.84 1,b 44±5.541,b 
40◦C /8S 52±3.252,a 44±7.212,b 41±4.362,b 
50◦C /5S 25±5.6834,a 23±6.0534,b 12±4.3834,b 
60◦C /4S 18±2.713,a 22± 5.653,b 24±2.443,b 
70◦C /3S 17±3.354,a 13±1.074,b 7±2.894,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 12 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน 
  หลอดฟางที่หอหุ้มด้วยสายออกซิเจน โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
  กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 16±0.186,c 16±0.126,b 16±0.196,a 
20◦C /15S 18±0.165,c 19±0.175,b 18±0.155,a 
30◦C /10S 28±0.204,c 28±0.144,b 29±0.124,a 
40◦C /8S 30±0.093,c 30±0.053,b 30±0.133,a 
50◦C /5S 31±0.211,c 31±0.151,b 32±0.151,a 
60◦C /4S 31±0.102,c 31±0.082,b 31±0.202,a 
70◦C /3S 30±0.122,c 31±0.222,b 31±0.412,a 

หมายเหตุ แสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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 4.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางท่ีห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube ด้วยการใช้น้ าแข็งแห้ง 
  4.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube  
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง โดยมีหลอด Centrifuge 
tube เป็นอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดฟางบรรจุน้้าเชื้อนาน 10, 20 และ 30 นาที แล้วน้าเอาเฉพาะหลอด
ฟางไปละลายหลังการแช่แข็งที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ที่เวลาที่
ต่างกัน พบว่าอุณหภูมิในการละลายส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม ในการละลาย
น้้าเชื้อที่ 30 องศาเซลเซียส มีผลท้าให้มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับ
อุณหภูมิที่ 10, 20, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส แต่การใช้อุณหภูมิที่ 10, 20, 40 และ 60 องศา
เซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) ระยะเวลาในการแช่แข็งที่ 20 
และ 30 นาที มีความแตกต่างกับระยะเวลาในการแช่แข็ง 10 นาที ทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) (ตารางที่ 13) 
  4.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube 
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube มีความแตกต่างกันเมื่อใช้อุณหภูมิในการละลายต่างกันโดย
ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเมื่อใช้การละลายที่อุณหภูมิที่ 10 และ 20 องศาเซลเซียส มี
ความแตกต่างกับระยะเวลาในการเคลื่อนที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) อุณหภูมิที่ 30 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างส้าหรับเวลาในการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) อุณหภูมิที่ 50 และ 70 องศาเซลเซียส ส่วนระยะเวลาใน
การแช่แข็งที่ 10 และ 20 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อ
เปรียบเทียบกับการแช่แข็งนาน 30 นาที (ตารางที่ 14) 
  4.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube  
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่หุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube มีความแตกต่างกันเมื่อใช้อุณหภูมิในการละลายต่างกัน 
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มที่ท้าการละลายที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับอุณหภูมิ30 องศาเซลเซียส การใช้อุณหภูมิละลายที่ 10 
และ 20 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับอุณหภูมิ  
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40 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P>0.05) กับอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ขณะเดียวกันอุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับอุณหภูมิที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 องศาเซลเซียส ส่วน
ระยะเวลาในการแช่แข็งที่ 10 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับการแช่
แข็งนาน 20 และ 30 นาที (ตารางที่ 15) 
  4.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการลายละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟาง ขนาด ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Centrifuge tube 
  อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ห่อหุ้มด้วยหลอด Polystyene 
(Post-thawed temperature) เมื่อน้าไปละลายที่อุณหภูมิต่างกันแล้วน้ามาวัดอุณหภูมิน้้าเชื้อหลังการ
ละลายพบว่ามีความแตกต่างกันที่อุณหภูมิที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส มีความ
แตกต่างกันทุกอุณหภูมิกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อ
ในน้้าแข็งแห้งนาน 20 และ 30 นาที มีผลท้าให้อุณหภูมิหลังการละลายมีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) การแช่แข็งนาน 10 นาที (ตารางที่ 16) 
 
ตารางที่ 13 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้ม 
  ด้วยหลอด Centrifuge tube โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
  ในการละลายน้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 27±3.332,a 36±2.942,b 29±3.512,b 
20◦C /15S 31±3.512,a  33±4.712,b 36±4.442,b 
30◦C /10S 47±4.711,a 36±4.441,b 42±4.011,b 
40◦C /8S 40±5.772,a 22±4.012,b 29±33.512,b 
50◦C /5S 40±3.333,a 7±3.333,b 4±2.933,b 
60◦C /4S 31±4.842,a  22±2.222,b 27±4.712,b 
70◦C /3S 16±4.444,a  4±2.944,b 2±2.224,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 14 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่หลอด Centrifuge tube  
  ห่อหุ้มในแช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและ 
  อุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 119±14.541,a 125±10.131,a 85±16.821,b 
20◦C /15S 105±19.111,a 113±11.271,a 115±9.291,b 
30◦C /10S 83±13.0312,a 117±5.5412,a 74±13.3812,b 
40◦C /8S 107±18.312,a 68±15.152,a 54±9.162,b 
50◦C /5S 49±10.643,a 25±15.933,a 22±14.423,b 
60◦C /4S 106±10.6212,a 104±7.10 12,a 78±13.2712,b 
70◦C /3S 27±10.823,a 12±10.593,a 12±12.223,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 15 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วย 
  หลอด Centrifuge tube โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
  ในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 32±6.672,a 52±6.072,b 37±7.932,b 
20◦C /15S 43±7.4212,a 41±6.9712,b 48±8.8812,b 
30◦C /10S 56±7.351,a 39±7.061,b 58±7.291,b 
40◦C /8S 50± 8.192,a 23±6.802,b 30±5.602,b 
50◦C /5S 56±5.173,a 7±3.563,b 3±2.523,b 
60◦C /4S 31±7.313,a 17±1.883,b 20±3.573,b 
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ตารางที่ 15 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
70◦C /3S 13± 3.564,a 3±1.844,A 1 ±1.114,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้งแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 16 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่หลอด  
  Centrifuge tube ห่อหุ้มในแช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยใช้น้้าแข็งแห้ง 
  ที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 15±0.136,b 15±0.166,a 17±0.146,a 
20◦C /15S 21±0.145,b 22±0.215,a 18±0.185,a 
30◦C /10S 24±0.064,b 27±0.164,a 28±0.044,a 
40◦C /8S 28±0.263,b 31±0.163,a 29±1.003,a 
50◦C /5S 30±0.282,b 32±0.142,a 32±0.222,a 
60◦C /4S 31±0.102,b 31±0.152,a 31±0.242,a 
70◦C /3S 32±0.221,b 32±0.251,a 32±0.101,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 5.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางท่ีห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า ด้วยการใช้น้ าแข็งแห้ง 
  5.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า 
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  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง โดยมีหลอด
สายไฟฟ้าเป็นอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดฟางนาน 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้า
หลอดฟางที่บรรจุน้้าเชื้อออกมาจากหลอดสายไฟฟ้าที่ห่อหุ้ม แล้วมาน้าไปละลายหลังการแช่แข็ง
เพื่อประเมินการเคลื่อนที่สเปิร์มด้วยกันที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส ที่
เวลาที่ต่างกัน พบว่า เมื่อท้าการละลายที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มในตัวอย่างน้้าเชื้อแช่แข็งมีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
แต่การละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิที่ 10, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กันกับทุกอุณหภูมิที่กล่าวมาในข้างต้น ส่วน
ระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อนาน 10, 20 และ 30 นาที มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 17) 
  5.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า 
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า มีความแตกต่างกันเมื่อใช้อุณหภูมิละลายต่างกัน ที่ผลการศึกษา
ปรากฏว่าการละลายน้้าเชื้อที่ 10, 20, 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) แต่มีความแตกต่างกันกับการละลายอุณหภูมิที่ 60 และ 70 องศาเซลเซียส 
ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวนาน 10, 20 และ 30 นาที ไม่มีผลให้ระยะเวลา
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 18) 
  5.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า 
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟางที่หุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้าใช้ มีความแตกต่างกันเมื่อใช้อุณหภูมิในการละลายต่างกันโดย
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด ของสเปิร์มที่ละลายที่อุณหภูมิ 10, 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส ไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) แต่การละลายอุณหภูมิที่ 50, 60 และ 70 องศา
เซลเซียส มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งที่น้้าเชื้อ
นาน 10, 20 และ 30 นาที มีผลท้าให้การมีชีวิตของสเปิร์มความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) (ตารางที่ 19) 
  5.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการลายละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอดฟาง ขนาด ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า 
  อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่หุ้มด้วย 
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หลอดสายไฟฟ้า (Post-thawed temperature) แล้วน้ามาวัดอุณหภูมิของน้้าเชื้อหลังการละลายที่ 
อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) ระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวนาน 20 และ 30 นาที มีผลท้าให้อุณหภูมิ
น้้าแข็งหลังการละลายมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เมื่อเปรียบเทียบกันการ
แช่แข็งนาน 10 นาที (ตารางที่ 20) 
 
ตารางที่ 17 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วย 
  หลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 60±4.72,a 73±3.33 2,b 62±4.012,c 
20◦C /15S 71±3.511,a 76±2.941,b 71±3.511,c 
30◦C /10S 78±2.221,a 76±2.941,b 78±2.221,c 
40◦C /8S 73±3.331,a 76±2.941,b 73±3.331,c 
50◦C /5S 76±2.943,a 76±2.94 3,b 22±7.033,c 
60◦C /4S 67±6.674,a 7±3.334,b 0±0.004,c 
70◦C /3S 9±3.515,a 7±3.335,b 9±3.515,c 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 18 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ 
  ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

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

30◦C /10S 90±9.5212 102±7.7512 127±10.1112 
40◦C /8S 109±11.0612 112±10.9312 107±11.9812 
50◦C /5S 98±11.002 121±10.682 71±20.022 
60◦C /4S 121±5.033 39±19.843 0±0.003 
70◦C /3S 51±0.063 28±15.773 56±22.433 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 19  เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางที่ห่อหุ้มด้วย 
   หลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
   น้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 83±1.291,a 86±1.821,b 83 ± 2.591,c 
20◦C /15S 85±3.121,a 88±2.451,b 81 ± 4.471,c 
30◦C /10S 86±3.291,a 86±2.491,b 84 ± 4.941,c 
40◦C /8S 84±3.061,a 78±2.051,b 83 ± 3.251,c 
50◦C /5S 84±2.502,a 78±1.992,b 27±10.622,c 
60◦C /4S 79±8.173,a 4±2.153,b 0±0.003,c 
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ตารางที่ 19  (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
70◦C /3S 5±1.924,a 5±2.334,b 6±2.264,c 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 20 อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอดฟางเมื่อหุ้มด้วย 
  หลอดสายไฟฟ้า โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
10◦C /20S 15.1±0.287,b 14.9±0.087,a 15.8±0.227,a 
20◦C /15S 18.1±0.216,b 20.5±0.986,a 19.0±0.226,a 
30◦C /10S 22.1±0.715,b 26.7±0.515,a 26.3±0.335,a 
40◦C /8S 27.0±0.464,b 28.5±0.434,a 29.0±0.154,a 
50◦C /5S 29.4±0.223,b 29.8±0.163,a 31.0±0.233,a 
60◦C /4S 29.4±0.212,b 31.9±0.192,a 31.6±0.262,a 
70◦C /3S 31.7±0.171,b 31.9±0.191,a 32.0±0.241,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 

การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่มีต่อ
การแช่แข็งและการละลายน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
 การแช่แข็งและเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้ายา Extender สูตร Ca-F HBSS 
และ DMSO ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 10% จากนั้นน้าหลอด Cryotube ที่มีน้้าเชื้อมาใส่ในอุปกรณ์
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ห่อหุ้ม 3 ชนิด คือ แผ่นสังกะสี แผ่นอะลูมิเนียม และ กระดาษฟอยล์ จึงน้าไปลดอุณหภูมิโดยน้าไป
ใส่ในกล่องโฟมเก็บความเย็นที่มีน้้าแข็งแห้งบดละเอียดนาน 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นครบเวลาที่
ก้าหนดไว้ น้าหลอด Cryotube บรรจุน้้าเชื้อแช่แข็งออกจากอุปกรณ์ห่อหุ้มแต่ละชนิดแล้วน้ามา
ละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ในเวลาที่ต่างกันจนน้้าเชื้อละลาย จากนั้น
น้ามาวัดอุณหภูมิภายในหลอดน้้าเชื้อ แล้วน้าไปประเมินคุณภาพน้้าเชื้อ พบว่าเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งในหลอด Cryotube ที่ห่อหุ้ม
ด้วยกระดาษฟอยล์ไว้นาน 30 นาที ละลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 45 วินาท ีมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 126±11.53 วินาที 
การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 86±2.22 เปอร์เซ็นต์ หลอด Cryotube ที่ไม่ได้ห่อหุ้มอุปกรณ์ห่อหุ้ม 
(Control) แช่แข็งไว้นาน 20 นาที ละลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 45 วินาท ีมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 85±6.06 วินาที การ
มีชีวิตรอดของสเปิร์ม 82±3.75 เปอร์เซ็นต์ หลอด Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอะลูมิเนียมเมื่อแช่แข็ง
ไว้นาน 20 นาที มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ยเท่ากับ 53±3.33 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการ
เคลื่อนที ่66±7.08 วินาท ีการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 50±3.02 เปอร์เซ็นต์ และหลอด Cryotube ที่
ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสีเมื่อแช่แข็งไว้นาน 20 นาที ละลายที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 45 วินาที  
มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 27.33±2.45 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ 
71±7.73 วินาที การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 27±3.33 เปอร์เซ็นต์ ชนิดของวัสดุห่อหุ้ม Cryotube ใน
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ในน้้าแข็งแห้งมีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์ การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ตามล้าดับ อัตราการลดอุณหภูมิน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้ง น้้าเชื้อแช่แข็งในกลุ่มควบคุม (Control) ใน Cryoyube ซึ่งไมม่ีอุปกรณ์
ห่อหุ้ม Cryoyube ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี แผ่นอลูมิเนียม และกระดาษฟลอย์ สามารถลดอุณหภูมิ
ได้ -72.6, -26.6, -16.9, และ -43.8 องศาเซลเซียส/นาที ตามล้าดับ 
 1.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ท่ีไม่ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) ต่อคุณภาพน้ าแข็งหลังการ
ละลาย 
  1.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน 
Cryotubeขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) 
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง (dry ice) โดยบรรจุน้้าเชื้อลงใน 
cryo tube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร แล้วน้าไปแช่แข็งในน้้าแข็งแห้งโดยไม่มีอุปกรณ์ห่อหุ้ม (กลุ่ม
ควบคุม)นาน 10, 20 และ 30 นาที จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอด Cryotube ที่บรรจุน้้าเชื้อมา
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ละลาย เพื่อประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (Post – thawed sperm motility) ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 
และ 60 องศาเซลเซียส ที่เวลาที่ต่างกันพบว่าระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อและอุณหภูมิในการ
ละลายน้้าเชื้อไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่แช่แข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที การ
ใช้อุณหภูมิในการละลายที่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างในทางสถิติ 
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 21)  
  1.2  การประเมินระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน 
Cryotubeขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) 
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวใน cryotube ของ
กลุ่มควบคุมที่แช่แข็งนาน 30 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับการแช่
แข็งที่ 10 และ 20 นาที ซึ่งมีระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังถูกกระตุ้นสั้นกว่า ส่วน
อุณหภูมิที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งที่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มี
ผลท้าให้ระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
(ตารางที่ 22) 
  1.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) 
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ของ
กลุ่มควบคุม (Control) เมื่อแช่แข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที พบว่าไม่มีความแตกต่างในระยะเวลา
การแช่แข็งอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ส่วนการใช้อุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียน
ขาวแช่แข็งที่ 50 องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การมีชีวิตของสเปิร์มมีความแตกต่างกับการละลาย
อุณหภูมิ 30, 40 และ 60 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เมื่อมีการย้อมสีเพื่อดูการ
มีชีวิตรอดของสเปิร์ม (ตารางที่ 23) 
  1.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยไม่ได้ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้ม (Control) 
  อุณหภูมิของน้้าเชื้อแช่แข็งหลังการละลาย (Post – thawed Temperature) ในหลอด 
Cryotube หลังการน้าไปละลาย (Thawing) ที่อุณหภูมิ 60, 50, 40 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่ามีผล
ท้าให้อุณหภูมิน้้าเชื้อมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ส่วนอุณหภูมิหลังการ
ละลายเมื่อแช่แข็งนาน 30 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับเวลาที่ใช้
ในการแช่แข็งนาน 10 และ 20 นาที (ตารางที่ 24) 
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ตารางที่ 21 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ของกลุ่ม 
  ควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 73±3.33a 69±3.51a 69±4.84a 
40◦C /90S 73±3.33a 73±3.33a 69±3.51a 
50◦C /60S 71±3.51a 69±3.51a 71±4.84a 
60◦C /45S 67±3.33a 80±0.00a 73±3.33a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 22 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ของ 
  กลุ่มควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 87±6.76b 79±10.09b 105±10.90a 
40◦C /90S 82±6.56 b 93±9.44b 113±14.13a 
50◦C /60S 83±7.47b 89±5.60b 115±8.74a 
60◦C /45S 102±9.41b 85±6.06 b 111±16.27a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 23 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ของกลุ่ม 
  ควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 78±3.682 79±3.172 87±2.332 
40◦C /90S 84±3.222 79±3.242 86±2.282 
50◦C /60S 76±4.001 80±4.231 89±2.291 
60◦C /45S 74±2.802 82±3.75 2 83±3.732 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 24 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน  
  กลุ่มควบคุม (Control) โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กัน 
  ในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 8.4±0.124,b 9.3±0.234,b 10.3±0.194,a 
40◦C /90S 12.5±0.313,b 10.9±0.223,b 11.6±0.343,a 
50◦C /60S 13.4±0.312,b 14.5±0.272,b 15.1±0.722,a 
60◦C /45S 16.3±0.501,b 16.2±0.261,b 17.7±0.321,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 2.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิ ต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ท่ีหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี ต่อคุณภาพน้ าแข็งหลังการละลาย 
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  2.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว หลังการแช่แข็ง
ในน้้าแข็งแห้ง ที่แช่แข็งใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี 
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้ง โดยบรรจุน้้าเชื้อลงใน Cryotube 
ขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยใช้แผ่นสังกะสีเป็นอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube และแช่แข็งนาน 10, 20 และ 
30 นาที จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอดน้้า Cryotube ที่บรรจุมาน้้าเชื้อมาละลายหลังการแช่
แข็งที่อุณหภูมิ ที่เวลาที่ต่างกัน พบว่าระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม โดยการแช่แข็ง 20 นาที มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนทีของสเปิร์ม แตกต่าง
ในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เปรียบเทียบกับการแช่แข็งนาน 10 นาที แต่ไม่มีความ
แตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับการแช่แข็งนาน 30 นาที ส่วนอุณหภูมิที่ใช้ในการ
ละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าไม่มีความแตกต่างในทางสถิติอย่าง
มีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 25) 
  2.2  การประเมินระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotubeขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี 
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotube นาน 20 และ 30 นาที พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับการ
แช่แข็งนาน 10 นาที ซึ่งสเปิร์มมีระยะเวลาในการเคลื่อนที่หลังถูกกระตุ้นสั้นกว่า ส่วนการใช้
อุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งที่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าไม่
มีผลต่อระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 26) 
  2.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี 
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotube นาน 10, 20 และ 30 นาที พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
การใช้อุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 และ 60 องศา
เซลเซียส ไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การมีชีวิติรอดของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05)  
(ตารางที่ 27) 
  2.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการลายละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี 
  อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อแช่แข็งใน Cryotube หลังน้าไปละลาย (Thawing) 
แล้วน้ามาวัดอุณหภูมิของน้้าเชื้อหลังการละลายที่อุณหภูมิ 60, 50, 40 และ 30 องศาเซลเซียส พบว่า
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มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ส่วนอุณหภูมิของน้้าเชื้อหลังการละลายเมื่อ
แช่แข็งนาน 10, 20 และ 30 นาที พบว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
(ตารางที่ 28) 
 
ตารางที่ 25 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
  แผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 16±5.56b 24±5.56a 24±2.94ab 
40◦C /90S 13±4.71b 24±4.44a 16±4.44ab 
50◦C /60S 11±4.84b 20±5.77a 18±4.01ab 
60◦C /45S 18±5.21b 27±3.33a 16±4.44ab 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 26 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ 
  ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 31±10.46b 48±11.38a 107±16.73a 
40◦C /90S 35±12.12b 65±10.44a 47±13.87a 
50◦C /60S 39±17.29b 61±16.67a 79±18.07a 
60◦C /45S 47±13.08 b 71±7.73a 58±18.61a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 27 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
  แผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 24±2.90a 35±3.88a 26±3.78a 

32±5.26a 40◦C /90S 24±2.72a 28±4.67a 
50◦C /60S 23±2.30a 28 ±4.45a 34±4.72a 
60◦C /45S 27±3.49a 27±3.33a 27±3.27a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 28 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน  
  Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นสังกะสี โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
  กันในการละลายน้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 8.7±0.144,c 10.4±0.304,a 9.8±0.514,b 
40◦C /90S 9.5±0.273,c 13.6±0.633,a 11.9±0.403,b 
50◦C /60S 12.9±0.142,c 16.1±0.302,a 14.9±0.412,b 
60◦C /45S 16.6±0.421,c 16.5±0.561,a 16.7±0.381,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 3.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ท่ีหุ้มด้วยแผ่นอะลูมิเนียมต่อคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งหลังการ
ละลาย 
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  3.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว หลังการแช่แข็ง
ในน้้าแข็งแห้ง ที่แช่แข็งใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอะลูมิเนียม 
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง โดยบรรจุน้้าเชื้อลงใน Cryotube 
ขนาด 1.8 มิลลิลิตร และใช้แผ่นอะลูมิเนียมเป็นอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube นาน 10, 20 และ 30 นาที 
ขณะแช่แข็ง จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดน้า Cryotube มาละลายหลังการแช่แข็ง พบว่าเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งโดยมีแผ่นอะลูมิเนียมหุ้มนาน 20 นาที มีค่าสูงกว่า 
การแช่แข็งในระยะเวลา 10 และ 30 นาที อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส่วนการละลายน้้าเชื้อ
แช่แข็งที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกับการละลายที่อุณหภูมิที่ 30 และ 50 องศา
เซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) แต่ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิที่ 60 องศาเซลเซียส 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 29) 
  3.2  การประเมินระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotubeขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอะลูมิเนียม 
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotube ที่ใช้แผ่นอะลูมิเนียมห่อหุ้มนาน 30 นาที พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) กับการแช่แข็งนาน 20 นาที แต่การแช่แข็งนาน 10 นาที ไม่ส่งผลให้เวลาในการ
เคลื่อนที่มีความแตกต่างกับ การแช่แข็งที่ 20 และ 30 นาที อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
อุณหภูมิที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 และ 60 องศา
เซลเซียส พบว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) ต่อระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
(ตารางที่ 30) 
  3.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอะลูมิเนียม 
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotube ที่มีแผ่นอะลูมิเนียมห่อหุ้มนาน 10, 20 และ 30 นาที พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) อุณหภูมิที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ  
60 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) กับการใช้อุณหภูมิ 30 
และ 50 องศาเซลเซียส ในการละลายน้้าเชื้อ แต่การใช้อุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส ไมม่ีความ
แตกต่างกับอุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 31) 
  3.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอะลูมิเนียม 
  อุณหภูมิของการแช่แข็งหลังการละลายในหลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร เมื่อ 
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น้าไปละลายแล้วน้ามาวัดอุณหภูมิของน้้าแข็งหลังการละลายที่ 60, 50, 40 และ 30 องศาเซลเซียส 
พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ส่วนระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อ
นาน 30, 20 และ 10 นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
(ตารางที่ 32) 
 
ตารางที่ 29 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
  อะลูมิเนียม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 24±4.442,b 53±3.332,a 36±5.562,b 
40◦C /90S 44±4.441,b 53±3.331,a 49±7.541,b 
50◦C /60S 44±6.482,b 44±4.442,a 24±7.292,b 
60◦C /45S 42±5.2112,b 40±4.7112,a 44±4.4412,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 30 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่มี 
  แผ่นอะลูมิเนียมห่อหุ้ม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 80±10.21ab 61±6.55b 67±12.37a 
40◦C /90S 72±8.16ab 66±7.08b 112±17.10a 
50◦C /60S 87±9.18ab 59±5.35b 87±24.36a 
60◦C /45S 72± 6.92ab 73±7.15b 105±14.76a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 31 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มแผ่น 
  อลูมิเนียม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 43±2.513 41±4.223 45±4.563 
40◦C /90S 51±3.0412 50±3.0212 55±3.5412 
50◦C /60S 51±4.6623 50±1.3923 42±4.8523 
60◦C /45S 57±2.981 61±3.891 49±3.601 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 32 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน  
  Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยแผ่นอูมิเนียม โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
  กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 9.3±4.444,c 10.4±3.334,b 10.7±0.284,a 
40◦C /90S 10.9±4.443,c 11.5±3.333,b 13.2±0.343,a 
50◦C /60S 13.2±6.482,c 15.6±4.442,b 15.5±0.422,a 
60◦C /45S 15.8±5.211,c 16.9±4.711,b 17.0±0.391,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 4.  การทดสอบผลของเก็บรักษาน้ าเชื้อและระยะเวลาในการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็ง
น้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ท่ีห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ต่อคุณภาพน้ าเชื้อหลังการละลาย 
  4.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว หลังการแช่แข็ง
ในน้้าแข็งแห้ง ที่แช่แข็งใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ 
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  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้ง โดยบรรจุน้้าเชื้อลงในหลอด 
Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร แล้วหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์เป็นอุปกรณ์ห่อหุ้มและแช่แข็งนาน 10, 20 
และ 30 นาที จากนั้นครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้า Cryotube มาละลายที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 และ60 
องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์เคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
โดยการใช้อุณหภูมิ 30 และ 50 องศาเซลเซียส พบว่ามีความแตกต่างกับอุณหภูมิการละลายที่  
60 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ในขณะเดียวกันการอุณหภูมิการละลายที่  
40 องศาเซลเซียส ไม่พบความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เมื่อละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่
อุณหภูมิ 30, 50และ 60 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ส่วนระยะเวลา 
ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เวลา 10, 20 และ 30 นาที ไม่ส่งผลต่อเปอร์เซ็นต์ 
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มให้มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 33 ) 
  4.2  การประเมินระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotubeขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ 
  การประเมินระยะเวลา (วินาที) ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็ง
ใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์พบว่าการแช่แข็งนานเป็นเวลา 10 และ 20 นาที มีความ
แตกต่างกับการแช่แข็งที่ 30 นาที อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ส่วนการใช้อุณหภูมิในการ
ละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าไม่มี 
ความแตกต่างต่อระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวหลังการละลาย 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 34) 
  4.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ 
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว ที่แช่แข็งใน 
Cryotube ที่หุ้มด้วยกระดาษฟอยล์นาน 10, 20 และ 30 นาที พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) ส่วนการอุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งที่ 30, 40, 
50 และ 60 องศาเซลเซียส ไมม่ีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ต่อการมีชีวิตรอด
หลังการแช่แข็งของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว (ตารางที่ 35) 
  4.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการลายละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน
หลอด Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ 
  อุณหภูมิน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งหลังการละลายหลอด Cryotube ขนาด  
1.8 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว โดยน้าน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งมาละลาย แล้ว
น้าน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวมาวัดอุณหภูมิของน้้าแข็งหลังการละลายที่ 30, 40, 50 และ  
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60 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิของน้้าเชื้อหลังการะลายมีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) ระยะเวลาในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวนาน 10, 20 และ 30 นาที  
พบว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 36) 
 
ตารางที่ 33 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วย 
  กระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 73±3.332 76±2.942 71±3.512 
40◦C /90S 78±2.2212 78±2.2212 73±3.3312 
50◦C /60S 76±2.942 76±2.942 73±3.332 
60◦C /45S 80±0.001 80±0.001 80±0.001 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 34 ระยะเวลาในเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่ 
  ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการ 
  ละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 92±9.86b 89±5.37b 127±15.71a 
40◦C /90S 89±12.29b 88±4.81b 112±13.42a 
50◦C /60S 91±10.71b 69±10.39b 100±9.57a 
60◦C /45S 86±6.92b 83±9.30 b 126±11.53a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 35 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งใน Cryotube ที่หุ้มด้วย 
  กระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ กันในการละลาย 
  น้้าเชื้อ  
 

การละลาย 
น้ าแข็ง) 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 83±2.00a 81±3.34 a 80±2.61 a 
40◦C /90S 87±3.07 a 80±2.47 a 81±3.31 a 
50◦C /60S 81±1.36 a 85±2.19 a 85±2.66 a 
60◦C /45S 81±1.83 a 82±3.98 a 86±2.22 a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 36 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งใน  
  Cryotube ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ โดยใช้น้้าแข็งแห้งที่ระยะเวลาและอุณหภูมิต่าง ๆ  
  กันในการละลายน้้าเชื้อ 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ระยะเวลาแช่แข็ง (นาที) 

10 20 30 
30◦C /120S 9.2±0.234,c 10.0±0.384,b 10.8±0.154,a 
40◦C /90S 11.5±0.343,c 11.8±0.353,b 13.0±0.163,a 
50◦C /60S 13.3±0.152,c 15.0±0.342,b 16.0±0.442,a 
60◦C /45S 15.2±0.391,c 15.6±0.511,b 17.3±0.451,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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การทดลองที่ 3 ศึกษาการพัฒนาการเก็บรักษาน้ าเช้ือแช่แข็งปลาตะเพียนขาวไว้ใน
รูปแบบต่าง ๆ ด้วยน้ าแข็งแห้ง 
 การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง (dry ice) โดยบรรจุน้้าเชื้อลงใน 
หลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร และ Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ใช้อุปกรณ์ห่อหุ้มที่
ให้ผลการทดลองดีที่สุดเพื่อพัฒนาวิธีการเก็บรักษาให้มีประสิทธิ์ภาพดีขึ้น ท้าโดยน้าอุปกรณ์ห่อหุ้ม
ออกให้เหลือแต่หลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร และ Cryotube ขนาด 1.8 มิลลลิิตร ซึ่งเป็น
ภาชนะที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวจากนั้นน้าไปแช่แข็งที่อุณหภูมิ 4 อุณหภูมิ คือ ตู้แช่แข็ง  
-20 องศาเซลเซียส, ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส, กล่องโฟมเก็บความเย็นใส่น้้าแข็งแห้ง  
(-79 องศาเซลเซียส), ถังไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) เก็บรักษาไว้นานเป็นระยะเวลา   
28 วัน (4 สัปดาห์) ประเมินผลการเก็บรักษาที่มีต่อคุณภาพน้้าเชื้อทุก ๆ 7 วัน โดยใช้อุณหภูมิ 
ในการละลายหลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลติร ที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 
70 องศาเซลเซียส ตามเวลาที่ก้าหนดไว้ และ อุณหภูมิที่ใช้ละลายน้้าเชื้อแช่แข็งในหลอด Cryotube 
ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ที่เวลาต่างกัน  
  1.  การทดสอบผลการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 
ท่ีมีต่อคุณภาพน้ าเชื้อ 
  1.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ  –20 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
  การเก็บรักษาแช่แข็งหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลลิิตร หลังการแช่แข็งด้วย
การห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้า เมื่อครบเวลาที่ก้าหนดไว้น้าหลอดน้้าเชื้อมาประเมินเปอร์เซ็นต์ที่
การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม พบว่าการแช่แข็งอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส ที่เก็บรักษาไว้นานเป็น
ระยะเวลา 28 วัน พบว่าอัตราการละลายที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีความแตกต่าง
กันกับการประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มอุณหภูมิในการละลายที่ 10, 50, 60 และ  
70 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญในทางสถิติ (P<0.05) อุณหภูมิในการละลายที่ 50 และ  
60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างอย่างนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และอุณหภูมิที่  
60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิละลายที่ 70 องศาเซลเซียส อย่างนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) มีความแตกต่างใน
การเคลื่อนที่ในวันที่ 7, 14, 21 และ 28 ในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) โดยไม่ปรากฏอัตรา
การเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว (ตารางที่ 37) ซึ่งมีความสอดคล้องกับการแช่แข็ง Cryotube 
ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ ที่ไม่ปรากฏการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในการรักษา
วันที ่7, 14, 21 และ 28 มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ (P<0.05) กับชั่วโมงการเร่ิมต้น 
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(ชั่วโมงที่ 0) อุณหภูมิที่ 30 , 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
ปรากฏผลไม่มีความแตกต่างในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) (ตารางที่ 38) 
  1.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่
อุณหภูม ิ–20 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน  
  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาแช่แข็ง
หลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นานเป็นระยะเวลา 
28 วัน พบว่าอุณหภูมิในการละลายที่ 10, 20, 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างใน
ระยะเวลาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว เมื่อเปรียบเทียบกับอุณหภูมิในการละลาย 60 
และ 70 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) และอุณหภูมิในการละลายที่ 60 และ  
70 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างระหว่างเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส พบว่าชุดการ
ทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) มีความแตกต่างกับการเก็บรักษาวันที่ 7, 14, 21 และ 28 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ซึ่งสเปิร์มไม่มีการเคลื่อนที่ (ตารางที่ 39) ในท้านองเดียวกันกับ
การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร พบว่าไม่ปรากฏระยะเวลาใน
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มในการรักษาวันที่ 7, 14, 21 และ 28 มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทาง
สถิติที่ (P<0.05) กับชั่วโมงการเริ่มต้น (ชั่วโมงที่ 0) ส่วนอุณหภูมิในการละลายที่ 30, 40, 50 และ  
60 องศาเซลเซียส ไม่ส่งผลให้มีความแตกต่างต่อระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 40) 
  1.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาใน
ตู้แช่แข็ง –20 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 28 วัน  
   การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งในหลอด
ฟาง พบว่าการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งมีผลท้าให้การมีชีวิตรอดของสเปิร์มที่อุณหภูมิ 
10, 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีค่าสูงอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับ
อุณหภูมิ 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส อุณหภูมิที่ 50 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิ
ที่ 60 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) อุณหภูมิในการละลายการแช่แข็งที่  
60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิที่ 70 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว มีความแตกต่างกันในชุดการทดลอง
ของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) เมื่อน้าไปเปรียบเทียบกับการเก็บรักษาแช่แข็งวันที่ 7, 14, 21 
และ 28 วัน อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 41) และมีความสอดคล้องกับการแช่แข็ง 
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Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ปรากฏการมีชีวิตรอดของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในชั่วโมงการ
เร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) มีความแตกต่างทางสถิติอย่างนัยส้าคัญ (P<0.05) กับรักษาแบบแช่แข็งไว้นาน 
7, 14, 21 และ 28 วัน อุณหภูมิที่ใช้การละลายหลอด Cryotube ที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 
ปรากฏว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 42) 
  1.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน  
  อุณหภูมิหลังการละลาย (Post-thawed tempareture) ในหลอดฟาง (French straw) 
0.25 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว หลังจากน้าไปละลาย (Thawing) แล้วน้ามาวัด
อุณหภูมิภายในหลอดพบว่าอุณหภูมิหลังชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) และ 
การเก็บรักษาไว้นาน 7 วัน มคีวามแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับวันที่ 14, 21 
และ 28 วัน อุณหภูมิหลังการละลายที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบว่าทุก
อุณหภูมิมีความแตกต่างกันทางสถิติทุกอุณหภูมิอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 43) 
อุณหภูมิหลังการละลาย (Post-thawed tempareture) น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่บรรจุในหลอด 
Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว เมื่อน้าไปละลายที่อุณหภูมิต่างกัน 
ปรากฏผลมีความแตกต่างอุณหภูมิหลังการละลายที่ 60, 50, 40 และ 30 องศาเซลเซียส อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ตามล้าดับ การเก็บรักษาแช่แข็งวันที่ 21 มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับชุดการทดลองของชั่วโมงการเริ่มต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14 และ 28 
วัน การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายน้้าเชื้อที่เก็บรักษาวันที่ 7 ไม่มีความแตกต่างกับการเก็บ
รักษาน้้าเชื้อที่ 28 วัน อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 44) 
 
ตารางที่ 37 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 51±3.512,a 0±02,b 0±02,b 0±02,b 0±02,b 
20◦C /15S 71±3.511,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
30◦C /10S 76±2.941,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
40◦C /8S 73±3.331,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
50◦C /5S 16±5.563,a 0±03,b 0±03,b 0±03,b 0±03,b 
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ตารางที่ 37 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
60◦C /4S 7±3.3334,a 0±034,b 0±034,b 0±034,b 0±034,b 
70◦C /3S 2±2.224,a 0±04,b 0±04,b 0±04,b 0±04,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 38 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้ที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 76±2.94a 0±0b 0±0b 0±0b 0±0b 
40◦C /90S 78±2.22a 0±0b 0±0b 0±0b 0±0b 
50◦C /60S 73±3.33a 0±0b 0±0b 0±0b 0±0b 
60◦C /45S 78±2.22a 0±0b 0±0b 0±0b 0±0b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 39 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 80±7.991,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
20◦C /15S 69±7.4512,a 0±012,b 0±012,b 0±012,b 0±012,b 
30◦C /10S 79±7.821,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
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ตารางที่ 39 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
40◦C /8S 77±9.591,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
50◦C /5S 53±18.4912,a 0±012,b 0±012,b 0±012,b 0±012,b 
60◦C /4S 34±19.1023,a 0±023,b 0±023,b 0±023,b 0±023,b 
70◦C /3S 11±10.783,a 0±03,b 0±03,b 0±03,b 0±03,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 40 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 77±9.41a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 
40◦C /90S 100±9.22a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 
50◦C /60S 84±10.55a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 
60◦C /45S 94±11.10a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอนแสดงว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 41 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 70±3.791,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
20◦C /15S 74±2.981,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
30◦C /10S 80±2.411,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
40◦C /8S 80±3.811,a 0±01,b 0±01,b 0±01,b 0±01,b 
50◦C /5S 18±7.862,b 0±02,b 0±02,b 0±02,b 0±02,b 
60◦C /4S 9±4.6723,a 0±023,b 0±023,b 0±023,b 0±023,b 
70◦C /3S 5±4.673,a 0±03,b 0±03,b 0±03,b 0±03,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 42 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 91±1.62a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 
40◦C /90S 85±3.25a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 
50◦C /60S 88±3.79a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 
60◦C /45S 89±2.72a 0±0 b 0±0 b 0±0 b 0±0 b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอนแสดงว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
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ตารางที่ 43 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ 
  ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 14.8±0.237,a 17.1±0.447,a 13.4±0.327,b 14.6±0.457,b 14.1±0.157,b 
20◦C /15S 18.3±0.246,a 18.1±0.396,a 16.1±0.486,b 17.2±0.506,b 17.1±0.476,b 
30◦C /10S 25.4±0.295,a 25.2±0.335,a 24.3±0.325,b 26.1±0.635,b 25.5±0.165,b 
40◦C /8S 29.1±0.264,a 27.8±0.444,a 27.9±0.424,b 30.3±0.264,b 28.0±0.124,b 
50◦C /5S 30.5±0.263,a 30.1±0.563,a 31.1±0.243,b 28.7±0.173,b 29.9±0.313,b 
60◦C /4S 30.8±0.162,a 31.6±0.232,a 31.1±0.272,b 30.1±0.232,b 30.4±0.122,b 
70◦C /3S 31.4±0.331,a 32.0±0.281,a 31.7±0.431,b 30.2±0.281,b 30.9±0.201,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอนแสดงว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ังแสดงว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (P<0.05) 
 
ตารางที่ 44 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษา 
  ที่ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 9.2±0.244,c 9.0±0.324,bc 9.0±0.324,b 13.5±0.444,a 9.1±0.184,bc 
40◦C /90S 12.4±0.393,c 12.7±0.413,bc 12.7±0.413,b 15.6±0.593,a 11.9±0.323,bc 
50◦C /60S 12.7±0.542,c 12.4±0.422,bc 12.4±0.422,b 16.3±0.602,a 13.6±0.242,bc 
60◦C /45S 15.3±0.401,c 15.8±0.311,bc 15.8±0311,b 16.9±0.561,a 15.6±0.271,bc 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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 2.  การทดสอบผลการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศา
เซลเซียส ที่มีต่อคุณภาพน้ าเชื้อ 
  2.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาในตู้
แช่แข็งอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 28 วัน 
โดยบรรจุน้้าเชื้อในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลติร หลังแช่แข็งด้วยการห่อหุ้มหลอด
สายไฟฟ้า น้าหลอดน้้าเชื้อมาละลายประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สเปิร์มปลาตะเพียนขาว พบว่า
อุณหภูมิที่ 20 และ 30 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับ
อุณหภูมิ 10, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ -80 
องศาเซลเซียส พบว่าเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาววันที่ 7 และ 14 มีความ
แตกต่างกับการเคลื่อนที่ในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 21 และวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 45)  
  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  
หลังการแช่แข็งด้วยการใช้กระดาษฟอยล์ห่อหุ้ม เป็นระยะเวลา 28 วัน เมื่อน้า Cryotube 1.8 
มิลลิลิตร มาท้าการเพิ่มอุณหภูมิ 4 อุณหภูมิ เพื่อประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ พบว่าอุณหภูมิ 
30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างในทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 
และวันที่ 28 ไม่มีความแตกต่างต่อการเคลื่อนที่น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) (ตารางที่ 46)  
  2.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาในตู้
แช่แข็งอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน  
  ผลการประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาแบบ
แช่แข็งในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  
28 วัน พบว่าระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 
40 และ 50 องศาเซลเซียส มคีวามแตกต่างกับอุณหภูมิในการละลายที่ 60 และ 70 องศาเซลเซียส 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) อุณหภูมิในการละลายที่ 60 และ 70 องศาเซลเซียส ไม่มีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ -80 องศา
เซลเซียส ในวันที่ 7 มีความแตกต่างกับระยะเวลาเคลื่อนที่ในชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น 
(ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 14, 21 วันที่ 28 อย่าง มีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาววันที่ 14, 21 และ 28 ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 47) 
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การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร เก็บรักษาที่อุณหภูมิ  
-80 องศาเซลเซียส พบว่าการเก็บรักษาแบบแช่แข็งในวันที่ 7 มีความแตกต่างกับการเก็บรักษากับ
ชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 14, 21 และ วันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05)  
การละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 30 , 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิใน
การลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไม่ส่งผลต่อการกระตุ้นให้เกิดความแตกต่างของระยะเวลาในการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 48) 
  2.3  การประเมินอัตราการมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาในตู้แช่
แข็งอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน  
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว หลังจากการเก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่
แข็งมีอุณหภูมิต่างกันจึงท้าให้การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 10, 20, 30 และ 
40 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับอุณหภูมิ 50, 60 และ  
70 องศาเซลเซียส อุณหภูมิในการละลายที่ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิในการ
ละลายที่ 70 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ปลาตะเพียนขาว เมื่อน้ามาประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดหลังการน้ามาเก็บรักษา ปรากฏผลว่ามี
ความแตกต่างกันในชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 และ 28 วัน 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของวันที่ 21 ไม่มีความ
แตกต่างกับวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และเมื่อประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอด
ชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับวันที่ 28 
(ตารางที่ 49)  
  การเก็บรักษาแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร  
ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส ปรากฏเปอร์เซ็นต์มีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวหลังการเก็บ
รักษาในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 21 และ 28 วัน พบว่ามีความแตกต่างทางสถิติอย่าง
นัยส้าคัญ (P<0.05) กับรักษาแบบแช่แข็งไว้นาน 14 วัน อุณหภูมิที่ใช้การละลายหลอด Cryotube ที่
บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ปรากฏว่าไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
(ตารางที่ 50) 
  2.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาในตู้
แช่แข็งอุณหภูมิ –80 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
  เมื่อน้าน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่บรรจุในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร มา
วัดอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว (Post-thawed tempareture) หลังจากการเก็บ
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รักษาไว้ที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส พบว่าการใช้อุณหภูมิหลังการละลายที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 
และ 70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติทุกอุณหภูมิอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) อุณหภูมิ
ในการละลายที่ 60 และ 70 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 

หลังการวัดอุณหภูมิน้้าเชื้อภายในหลอดฟาง ระยะในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวชุดการ
ทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) และวันที่ 7 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อวันที่ 21 ไม่มีความแตกต่างของอุณหภูมิหลังการละลาย เมื่อ
เปรียบเทียบกับการเก็บรักษาวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และการเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ปลาตะเพียนขาวชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 21 และ 28 มีความ
แตกต่างกันทางสถิติของอุณหภูมิหลังการละลายอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) เปรียบเทียบกับวันที่ 14 
(ตารางที่ 51) 

  อุณหภูมิหลังการลาย (Post-thawed tempareture) น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอด 
Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร เมื่อน้าไปละลายที่อุณหภูมิต่างกัน จากนั้นน้ามาวัดอุณหภูมิภายใน
หลอด ปรากฏผลมีความแตกต่างอุณหภูมิหลังการละลายโดยน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 50 
และ 60 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกับการประเมินอุณหภูมิหลังการละลายที่ 30 และ  
40 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การเก็บรักษาแช่แข็งวันที่ 21 มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0),  
วันที่ 7, 14 และ 28 วัน การแช่แข็งในวันที่ 7 ไม่มีความแตกต่างกับการแช่แข็งวันที่ 14 และ  
วันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 52) 
 
ตารางที่ 45 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง 
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 51±3.513,b 67±4.713,a 73±3.333,a 64±5.563,b 53±4.713,b 
20◦C /15S 71±3.511,b 78±2.221,a 71±3.511,a 73±3.331,b 76±2.941,b 
30◦C /10S 76±2.941,b 78±2.221,a 76±2.941,a 73±3.331,b 80±0.001,b 
40◦C /8S 73±3.332,b 76±2.942,a 76±2.942,a 56±6.482,b 58±6.192,b 
50◦C /5S 16±5.564,b 51±3.514,a 69±4.844,a 18±2.224,b 18±5.214,b 
60◦C /4S 7±3.335,b 38±7.035,a 18±5.215,a 9±3.515,b 4±2.945,b 
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ตารางที่ 45 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
70◦C /3S 2±2.226,b 11±4.846,a 9±3.516,a 11±3.516,b 16±6.486,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 46 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 76±2.94a 78±2.22a 78±2.22a 76±2.94a 78±2.22a 
40◦C /90S 78±2.22a 76±2.94a 76±2.94a 78±2.22a 80±8.00a 
50◦C /60S 73±3.33a 80±0.00a 78±2.22a 80±0.00a 80±0.00a 
60◦C /45S 78±2.22a 80±0.00a 78±2.22a 80±0.00a  80±0.00a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 47 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 80±7.991,c 95±14.131,a 68±6.471,bc 88±7.431,b 76±6.621,bc 
20◦C /15S 69±7.451,c 101±12.231,a 72±8.271,bc 81±9.541,b 71±5.341,bc 
30◦C /10S 79±7.821,c 95±10.421,a 84±7.801,bc 95±9.031,b 81±7.161,bc 
40◦C /8S 77±9.591,c 98±12.621,a 87±15.051,bc 89±10.301,b 71±9.001,bc 
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ตารางที่ 47 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
50◦C /5S 53±18.491,c 107±15.101,a 85±11.321,bc 65±13.321,b 48±13.301,bc 
60◦C /4S 34±19.102,c 97±13.752,a 63±18.232,bc 52±21.152,b 22±16.192,bc 
70◦C /3S 11±10.782,c 50±22.032,a 32±13.342,bc 55±17.932,b 68±22.692,bc 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 48 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 77±9.41b 113±11.33a 90±6.48b 86±3.79b 88±8.95b 
40◦C /90S 100±9.22b 105±11.65 a 83±8.35b 73±6.94b 86±6.52b 
50◦C /60S 84±10.55b 112±8.97 a 64±7.69b 81±10.51b 73±10.05b 
60◦C /45S 94±11.10b 93±10.08 a 81±8.72b 82±6.72b 78±8.66b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 49 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง  
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้้าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 70±3.791,d 86±2.991,a 76±5.111,b 84±3.701,c 71±5.181,cd 
20◦C /15S 74±2.891,d 83±2.541,a 76±4.451,b 77±3.101,c 74±4.001,cd 
30◦C /10S 80±2.411,d 86±3.301,a 80±3.211,b 88±2.891,c 74±4.141,cd 
40◦C /8S 80±3.811,d 86±2.791,a 82±2.121,b 62±4.651,c 69±2.791,cd 
50◦C /5S 18±7.862,d 81±3.882,a 72±3.392,b 47±6.972,c 35±9.142,cd 
60◦C /4S 9±4.673,d 80±4.553,a 32±11.073,b 9±5.133,c 6±4.243,cd  
70◦C /3S 5±4.673,d 21±8.573,a 29±11.433,b 16±5.813,c 28±10.533c,d 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 50 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ตู้แช่แข็ง 
  -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 91±1.62a 81±2.99a 72±5.32b 86±2.34a 84±3.70a 
40◦C /90S 85±3.25a 87±3.11a 75±4.27b 86±2.89a 83±2.85a 
50◦C /60S 88±3.79a 85±4.46a 76±5.11b 83±4.71a 82±3.92a 
60◦C /45S 89±2.72a 86±2.88a 77±4.09b 85±3.45a 84±4.21a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 51 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาที่ 
  ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 14.8±0.236,a 15.1±0.296,a 14.0±0.226,c 13.2±0.156,b 13.9±0.246,b 
20◦C /15S 18.3±0.245,a 17.2±0.205,a 16.0±0.355,c 15.9±0.155,b 17.1±0.175,b 
30◦C /10S 25.4±0.294,a 25.2±0.244,a 24.7±0.564,c 25.8±0.284,b 25.6±0.084,b 
40◦C /8S 29.1±0.263,a 27.6±0.263,a 27.2±0.433,c 29.3±0.163,b 29.1±0.223,b 
50◦C /5S 30.5±0.262,a 31.3±0.202,a 29.4±0.252,c 30.8±0.192,b 30.2±0.262,b 
60◦C /4S 30.8±0.161,a 32.1±0.251,a 31.0±0.231,c 30.9±0.211,b 30.8±0.191,b 
70◦C /3S 31.4±0.331,a 31.9±0.281,a 31.7±0.311,c 30.9±0.191,b 30.7±0.191,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 52 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษา 
  ที่ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้้าแข็ง 

ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 9.2±0.243,c 12.7±0.413,b 12.8±1.003,b 16.7±0.553,a 11.2±0.343,b 
40◦C /90S 12.4±0.392,c 13.9±0.482,b 14.0±0.272,b 15.8±0.742,a 14.4±0.372,b 
50◦C /60S 12.7±0.541,c 13.5±0.531,b 15.3±0.791,b 16.1±0.501,a 16.9±0.531,b 
60◦C /45S 15.3±0.401,c 14.5±0.411,b 15.4±0.701,b 15.5±0.791,a 15.5±0.751,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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 3.  การทดสอบผลการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้ในน้ าแข็งแห้ง  
(-79 องศาเซลเซียส) ท่ีมีต่อคุณภาพน้ าเชื้อ 
  3.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้ใน
น้้าแข็งแห้ง (–79 องศาเซลเซียส) นาน 28 วัน 
  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้งที่อุณหภูมิ –79 องศาเซลเซียส 
เป็นระยะเวลา 28 วัน โดยบรรจุน้้าเชื้อในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร หลังการแช่แข็ง
ด้วยการห่อหุ้มหลอดสายไฟฟ้า น้าหลอดน้้าเชื้อที่เก็บรักษามาละลายน้้าเชื้อเพื่อประเมินเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่สเปิร์มปลาตะเพียนขาว พบว่าอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างในทางสถิติ
ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับอุณหภูมิ 10, 20, 40, 50, 60 และ  
70 องศาเซลเซียส การละลายที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิในการ
ละลายที่ 40 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) อุณหภูมิในการละลายที่  
10 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับ การละลายที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง พบว่าเปอร์เซ็นต์ในการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 21, 28 มีความ
แตกต่างกับการเคลื่อนที่ วันที่ 7 และวันที่ 14 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 53)  
  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube 1.8 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ  
–79 องศาเซลเซียส ในน้้าแข็งแห้งนาน 28 วัน หลังการแช่แข็งด้วยการใช้กระดาษฟอยล์ห่อหุ้ม  
แล้วน้ามาละลายเพื่อประเมินเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 และวันที่ 28 ไม่มีความแตกต่างใน
การเก็บรักษาในน้้าแข็งแห้งอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) พบว่าอุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อ
ปลาตะเพียนขาวที่ 30 และ 40 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างเมื่อประเมินการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มปลาตะเพียนขาวทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) อุณหภูมิ 50 และ 60 องศาเซลเซียส  
มีความแตกต่างทางสถิติต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ในขณะเดียวกัน
อุณหภูมิในการละลายที่ 30, 40 และ 50 องศาเซลเซียส พบว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่มีความ
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และอุณหภูมิในการลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว
ที่ 30, 40 และ 60 พบว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) (ตารางที่ 54)  
  3.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้
ในน้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) นาน 28 วัน  
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  ผลการประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาแบบ
แช่แข็งในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ -79 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา  
28 วัน พบว่า ระยะเวลาในการเคลื่อนที่สเปิร์มหลังจากของการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่
อุณหภูมิ 10, 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกับอุณหภูมิในการละลายที่ 50, 60 และ 
70 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) อุณหภูมิในการละลายที่ 50 และ 60 องศา
เซลเซียส ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง –79 องศาเซลเซียส พบว่าระยะเวลาเก็บรักษาในวันที่ 7 และ 
วันที่ 14 มีความแตกต่างกับระยะเวลาเคลื่อนที่ในชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), 
วันที่ 21 วันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 55) 
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ใน
น้้าแข็ง พบว่าระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในระหว่างการเก็บรักษาในชั่วโมงการเริ่มต้น 
(ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14 และวันที่ 21 มีความแตกต่างกับการเก็บรักษาในวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญ
ทางสถิติ (P<0.05) การละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 30 , 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส 
พบว่าอุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไม่ส่งผลต่อระยะเวลาในการเคลื่อนที่อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 56) 
  3.3  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้
ในน้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) นาน 28 วัน  
  การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว หลังจากการเก็บ
รักษาไว้ในน้้าแข็งแห้ง พบว่าอุณหภูมิที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งมีผลต่อการ
มีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวโดยที่อุณหภูมิ 30 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกับอุณหภูมิ
ในการละลายที่ 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส มีนัยส้าคัญทางสถิติอย่าง (P<0.05) อุณหภูมิใน
การละลายที ่10 และ 20 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) 
อุณหภูมิในการละลายที่ 60 และ 70 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) ระยะเวลาในการเก็บรักษาสเปิร์มปลาตะเพียนขาว เมื่อน้ามาประเมินการมีชีวิตรอดของ
น้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว พบว่าวันที่ 7 และ 14 มีความแตกต่างกับชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0),  
21 และ 28 วัน อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มวันที่ 7 ไม่มี
ความแตกต่างกับวันที่ 14 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม
ในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) ไม่มีความแตกต่างกับวันที่ 21 และวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญ 
ทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที ่57)  
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  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่เก็บรักษาใน
น้้าแข็งแห้งพบว่าการเก็บรักษาในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7 และ 21 ไม่มคีวาม
แตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ต่อการมีชีวิตรอดของสเปิร์มการเก็บรักษา
น้้าเชื้อในวันที่ 14, 21 ไม่มีความแตกต่างต่อการแช่แข็งในวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) อุณหภูมิในการละลายที่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ปรากฏว่าไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) (ตารางที่ 58) 
  3.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาไว้ใน
น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) นาน 28 วัน  
  อุณหภูมิหลังการละลาย (Post-thawed tempareture) ในหลอดฟาง (French straw) 
0.25 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว หลังจากน้าไปละลาย (Thawing) แล้วน้ามาวัด
อุณหภูมิภายในหลอดพบว่าอุณหภูมิหลังชุดการทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) และ 
การเก็บรักษาไว้นาน 7 วัน มคีวามแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) การเก็บรักษา
น้้าเชื้อแช่แข็งในวันที่ 14, 21 และ 28 วัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) อุณหภูมิหลังการละลายที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส พบว่าทุกอุณหภูมิ
มีความแตกต่างกันทางสถิติทุกอุณหภูมิอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) (ตารางที่ 59) 
  อุณหภูมิหลังการละลาย (Post-thawed tempareture) ในหลอด Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
เมื่อน้าไปละลายที่อุณหภูมิต่างกัน จากนั้นวัดอุณหภูมิภายในหลอด ปรากฏว่ามีความแตกต่างของ
อุณหภูมิหลังการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ 60, 50, 40 และ 30 องศาเซลเซียส อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การเก็บรักษาแช่แข็งชั่วโมงการเริ่มต้น (ชั่วโมงที่ 0) มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) กับชุดการทดลองของวันที่ 14 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) การแช่แข็งในวันที่ 7, 21 และ 28 วัน ไม่มีความแตกต่างทางสถิติต่ออุณหภูมิหลังการ
ละลายอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 60) 
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ตารางที่ 53 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง  
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 51±3.513,c 69±4.843,b 71±3.513,a 64±5.563,c 67±5.773,c 
20◦C /15S 71±3.512,c 71±3.512,b 76±2.942,a 71±3.512,c 69±3.512,c 
30◦C /10S 76±2.941,c 76±2.941,b 80±0.001,a 76±2.941,c 80±0.001,c 
40◦C /8S 73±3.3323,c 73±3.3323,b 76±2.9423,a 69±5.8823,c 51±8.2423,c 
50◦C /5S 16±5.564,c 69±3.514,b 67±4.714,a 18±4.014,c 27±9.434,c 
60◦C /4S 7±3.335,c 22±4.015,b 42±5.215,a 7±3.335,c 7±3.335,c 
70◦C /3S 2±2.226,c 11±3.516,b 24±4.446,a 9±4.846,c 7±3.336,c 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 54 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง 
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 76±2.94a 78±2.22a 78±2.22a 80±0.00a 78±2.22a 
40◦C /90S 78±2.22a 80±0.00a 80±0.00a 78±2.22a 76±2.94a 
50◦C /60S 73±3.33a 76±2.94a 78±2.22a 76±2.94a 80±0.00a 

80±0.00a 60◦C /45S 78±2.22a 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 
หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 55 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 80±7.9912,b 89±13.6712,a 78±6.3912,a 73±9.9012,b 64±3.2912,b 
20◦C /15S 69±7.4512,b 85±9.6012,a 97±13.7412,a 75±12.1612,b 79±6.7012,b 
30◦C /10S 79±7.821,b 84±3.851,a 92±9.551,a 85±11.341,b 81±7.151,b 
40◦C /8S 77±9.5912,b 80±6.6712,a 86±8.4112,a 78±12.3812,b 74±9.7812,b 
50◦C /5S 53±18.492,b 91±11.812,a 89±8.602,a 67±15.492,b 39±14.552,b 
60◦C /4S 34±19.103,b 71±11.043,a 86±13.343,a 23±12.163,b 16±8.233,b 
70◦C /3S 11±10.783,b 36±11.613,a 81±14.333,a 29±15.243,b 33±16.713,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 56 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 77±9.41a 96±8.96a 82±11.82ab 88±7.20a 71±7.85b 

40◦C /90S 100±9.22 a 77±5.54a 79±9.51ab 103±9.90a 79±6.53b 

50◦C /60S 84±10.55a 86±10.20a 90±7.46ab 80±5.87a 76±6.84b 

60◦C /45S 94±11.10a 100±5.99a 72±11.00ab 101±7.54a 67±5.73b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 57 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง 
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 70±3.7912,b 84±2.6612,a 72±5.9412,a 80±4.2212,b 85±3.5012,b 
20◦C /15S 74±2.9812,b 83±2.5712,a 68±3.9112,a 78±2.6112,b 81±3.2012,b 
30◦C /10S 80±2.411,b 82±3.351,a 73±5.461,a 86±3.171,b 83±3.501,b 
40◦C /8S 80±3.812,b 78±2.592,a 69±3.842,a 72±5.542,b 56±9.492,b 
50◦C /5S 18±7.863,b 82±3.123,a 67±4.453,a 28±7.153,b 30±11.383,b 
60◦C /4S 9±4.674,b 34±5.274,a 56±5.844,a 15±6.684,b 15±7.484,b 
70◦C /3S 5±4.674,b 13±4.474,a 47±6.524,a 16±8.454,b 16±8.144,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 58 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยน้้าแข็งแห้ง  
  (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 91±1.62a 85±2.57a 84±4.22b 85±3.29ab 84±3.36b 
40◦C /90S 85±3.25a 92±2.28a 78±4.99b 87±2.73ab 82±3.78b 
50◦C /60S 88±3.79a 86±2.67a 76±2.89b 84±3.33ab 81±3.33b 
60◦C /45S 89±2.72a 99±3.26a 82±2.93b 80±3.34ab 83±3.34b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 59 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 14.8±0.237,a 13.0±0.227,d 14.9±0.217,c 14.4±0.577,ab 14.0±0.257,b 

20◦C /15S 18.3±0.246,a 15.2±0.296,d 16.9±0.296,c 18.2±0.316,ab 16.7±0.256,b 

30◦C /10S 25.4±0.295,a 24.9±0.235,d 25.6±0.325,c 25.4±0.295,ab 25.0±0.245,b 

40◦C /8S 29.1±0.264,a 27.4±0.244,d 27.6±0.344,c 28.1±0.324,ab 29.2±0.344,b 

50◦C /5S 30.5±0.263,a 27.7±0.243,d 28.9±0.153,c 30.4±0.193,ab 30.4±0.273,b 

60◦C /4S 30.8±0.162,a 29.5±0.372,d 29.2±0.322,c 30.8±0.202,ab 30.9±0.172,b 

70◦C /3S 31.4±0.331,a 30.9±0.201,d 31.1±0.261,c 30.9±0.231,ab 30.7±0.161,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 60 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 9.2±0.244,c 13.6±0.524,b 14.9±0.484,a 9.9±0.384,b 12.2±0.364,b 
40◦C /90S 12.4±0.393,c 14.8±0.683,b 14.5±0.333,a 14.0±0.923,b 15.4±0.493,b 
50◦C /60S 12.7±0.542,c 15.0±0.462,b 16.3±0.672,a 18.1±0.322,b 14.9±0.582,b 
60◦C /45S 15.3±0.401,c 14.9±0.441,b 17.2±0.301,a 17.6±0.281,b 16.9±0.481,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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 4.  การทดสอบผลการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในไนโตรเจนเหลว (-196 องศา
เซลเซียส) ที่มีต่อคุณภาพน้ าเชื้อ 
  4.1  การประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยถังไนโตรเจนเหลว -196 องศาเซลเซียส เป็น
ระยะเวลา 28 วัน โดยบรรจุน้้าเชื้อในหลอดฟาง (French straw) 0.25 มิลลิลิตร หลังแช่แข็งด้วยการ
หุ้มหลอดสายไฟฟ้า น้าหลอดน้้าเชื้อมาละลายประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สเปิร์มปลาตะเพียน
ขาว พบว่าการละลายที่อุณหภูมิ 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างในทางสถิติอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) กับอุณหภูมิ 10, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียน
ขาวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส พบว่าเปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวใน
ชั่วโมงเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 และวันที่ 28 มีความแตกต่างกันของการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การเก็บรักษาวันที่ 21 ไม่มีความแตกต่างกับวันที่ 28 
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาในชั่วโมงเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), 21 ไม่มีความ
แตกต่างกับวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 61)  
  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube 1.8 มิลลิลิตร หลังการแช่แข็งด้วย
การใช้กระดาษฟอยล์ ไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 28 วัน แล้วน้ามาละลายเพื่อประเมิน
เปอร์เซ็นต์ในการเคลื่อนที่ พบว่าอุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ 30, 40, 50 และ  
60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวทางสถิติ 
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในชั่วโมงการเร่ิมต้น 
(ชั่วโมงที่ 0) มีความแตกต่างต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษา 
วันที่ 7, 14, 21 และวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 62)  
  4.2  การประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 28 วัน 
  ผลการประเมินระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาแบบ
แช่แข็งไว้ในไนโตรเจนเหลว โดยบรรจุในหลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร เป็นระยะเวลา 28 วัน พบว่า
ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 10, 20, 30, 
40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) อุณหภูมิใน
การละลายที่ 10, 20, 30 และ 40 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P>0.05) อุณหภูมิในการละลายที่ 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ -196 องศาเซลเซียส  
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ในวันที่ 7 และ 14 มีความแตกต่างของระยะเวลาเคลื่อนที่ของสเปิร์มเมื่อเปรียบเทียบกับชุดการ
ทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที ่21 วันที่ 28 อย่าง มีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
(ตารางที่ 63) 
  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร เก็บรักษาไว้ใน
น้้าแข็ง พบว่าระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของการเก็บรักษาในชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 
14, 21 และ 28 ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การละลายน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวที่อุณหภูมิ 30 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การละลายน้้าเชื้อที่อุณหภูมิ 40 และ  
50 องศาเซลเซียส ปรากฏผลว่าอุณหภูมิในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวท้าให้การประเมิน
ระยะเวลาในการเคลื่อนที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติที่ (P<0.05) ในขณะเดียวกันอุณหภูมิ
ในการละลายที่ 30, 40 และ 60 องศาเซลเซียส พบว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่มีความแตกต่างทาง
สถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และอุณหภูมิในการลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ 30, 50 
และ 60 พบว่า การเคลื่อนทีข่องสเปิร์มไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) (ตารางที่ 64) 
  4.3  การประเมินอัตราการมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษาที่
อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
   การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว หลังจากการเก็บ
รักษาไว้ที่อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซียส พบว่าอุณหภูมิที่ใช้ในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่
อุณหภูม ิ20, 40, 50, 60 และ 70 องศาเซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ 
(P<0.05) อุณหภูมิที่ 10 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างกับอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว เมื่อน้ามาประเมิน
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มหลังน้ามาเก็บรักษา ปรากฏว่ามีความแตกต่างกันในชุดการ
ทดลองของชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 และ 28 วัน อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P<0.05) การประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของวันที่ 14 ไม่มีความแตกต่างกับวันที่ 21  
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) และเมื่อประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดชั่วโมงการเร่ิมต้น 
(ชั่วโมงที่ 0) ไม่มีความแตกต่างทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) กับวันที่ 28 (ตารางที่ 65)  
  การรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแบบแช่แข็งใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร รักษา
ไว้ในถังไนโตรเจนเหลว น้ามาประเมินผลทุก 7 วัน จากนั้นน้ามาท้าการละลายการแช่แข็งที่
อุณหภูมิต่างกัน เพื่อประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มปลาตะเพียนขาว พบว่าอุณหภูมิในการ
ละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ 30, 40, 50 และ 60 องศาเซลเซียส ไม่มีความแตกต่างในการละลาย
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ที่อุณหภูมิต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ชั่วโมง
การเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 และ 28 วัน มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ 
(P>0.05) การเก็บรักษาในวันที่ 7, 21, 28 ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) 
การเก็บรักษาชั่วโมงการเริ่มต้น (ชั่วโมงที่ 0) ไม่มีความแตกต่างกับวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญ 
ทางสถิติ (P>0.05) (ตรารางที่ 66) 
  4.4  การประเมินอุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่เก็บรักษารักษา
ที่อุณหภูมิ –196 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
  เมื่อน้าหลอดน้้าเชื้อปละตะเพียนแช่แข็งมาท้าการละลายแล้วมาอุณหภูมิภายหลังการ
ละลาย อุณหภูมิต่าง ๆ พบว่าอุณหภูมิภายหลังการละลายที่ 10, 20, 30, 40, 50, 60 และ 70 องศา
เซลเซียส มีความแตกต่างกันทางสถิติทุกอุณหภูมิอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ระยะเวลาการเก็บรักษา
ที่ชุดการทดลองของชั่วโมงการเริ่มต้น (ชั่วโมงที่ 0), วันที่ 7, 14, 21 และ 28 วัน มีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในวันที่ 14, 21 และ 28 วัน 
ไม่มีความแตกต่างในการเก็บรักษาอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 67) 
  อุณหภูมิหลังการลาย (Post-thawed tempareture) ในหลอด Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
เมื่อน้าไปละลายที่อุณหภูมิต่างกัน จากนั้นวัดอุณหภูมิภายในหลอด ปรากฏผลมีความแตกต่าง
อุณหภูมิหลังการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ 60, 50, 40 และ 30 องศาเซลเซียส อย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่ชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) 
มีความแตกต่างกับวันที่ 28 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) การเก็บรักษาในวันที่ 7, 14, 21 ไม่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) การเก็บรักษาชั่วโมงการเร่ิมต้น (ชั่วโมงที่ 0) 
ไม่มีความแตกต่างกับวันที่ 14 อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 68) 
 
ตารางที่ 61 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 51±3.512,d 62±6.192,a 73±3.332,b 64±5.562,c 62±5.212,cd 
20◦C /15S 71±3.511,d 73±3.331,a 71±4.841,b 71±3.511,c 73±3.331,cd 
30◦C /10S 76±2.941,d 78±2.221,a 80±0.001,b 80±0.001,c 80±0.001,cd 
40◦C /8S 73±3.331,d 76±2.941,a 69±4.841,b 80±0.001,c 62±8.461,cd 
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ตารางที่ 61 (ต่อ) 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
40◦C /8S 73±3.331,d 76±2.941,a 69±4.841,b 80±0.001,c 62±8.461,cd 
50◦C /5S 16±5.563,d 71±4.843,a 44±9.303,b 38±10.243,c 36±12.813,cd 
60◦C /4S 7±3.334,d 73±3.334,a 24±2.944,b 7±3.334,c 4±2.944,cd 
70◦C /3S 2±2.225,d 31±12.525,a 20±4.715,b 0±0.005,c 0±0.005,cd 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 62 เปอร์เซ็นต์ในเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 76±2.94b 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 
40◦C /90S 78±2.22b 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 
50◦C /60S 73±3.33b 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 
60◦C /45S 78±2.22b 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 80±0.00a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 63 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 80±7.991,b 96±14.921,a 78±7.341,a 81±9.081,b 87±5.781,b 
20◦C /15S 69±7.451,b 85±10.441,a 86±13.421,a 86±7.951,b 93±9.391,b 
30◦C /10S 79±7.821,b 76±7.981,a 81±11.831,a 69±6.321,b 69±8.491,b 
40◦C /8S 77±9.591,b 77±6.941,a 78±8.421,a 88±10.541,b 80±6.431,b 
50◦C /5S 53±18.492,b 94±10.662,a 71±14.762,a 45±12.412,b 36±13.582,b 
60◦C /4S 34±19.102,b 87±8.152,a 81±7.752,a 22±12.262,b 15±10.352,b 
70◦C /3S 11±10.783,b 34±17.843,a 57±14.893,a 0±0.003,b 0±0.003,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 64 ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ (วินาที) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษารักษาด้วย 
  ด้วยไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 77±9.4112 72±9.6612 67±7.0212 101±14.1712 85±8.5312 
40◦C /90S 100±9.221 81±10.471 96±11.881 108±8.891 79±7.891 
50◦C /60S 84±10.552 89±12.012 80±6.242 77±10.812 76±8.692 
60◦C /45S 94±11.1012 83±6.3812 75±8.3712 90±8.5612 86±10.8012 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 65 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 70±3.7912,c 87±2.5412,a 74±3.5212,b 81±2.3012,b 80±3.5112,c 
20◦C /15S 74±2.981,c 81±4.641,a 74±4.401,b 86±2.671,b 85±2.841,c 
30◦C /10S 80±2.4112,c 83±3.6212,a 62±4.5012,b 84±3.0612,b 80±2.8812,c 
40◦C /8S 80±3.812,c 83±3.822,a 65±3.662,b 74±2.022,b 56±4.552,c 
50◦C /5S 18±7.863,c 77±2.983,a 63±8.523,b 54±13.533,b 21±7.793,c 
60◦C /4S 9±4.674,c 79±2.524,a 45±6.024,b 17±8.304,b 4±2.944,c 
70◦C /3S 5±4.675,c 17±7.695,a 38±9.655,b 0±0.005,b 0±0.005,c 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 66 เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วยไนโตรเจนเหลว  
  (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 91±1.62c 96±2.58b 97±2.76a 93±2.23b 90±3.62bc 

40◦C /90S 85±3.25c 96±2.16b 97±2.16a 95±2.04b 93±2.16bc 

50◦C /60S 88±3.79c 96±2.33b 98±1.89a 94±2.10b 88±3.89bc 

60◦C /45S 89±2.72c 98±1.56b 99±1.04a 93±2.53b 91±3.23bc 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่ 67 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  น้้าแข็งแห้ง (-196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

น้ าแข็งแห้ง (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
10◦C /20S 14.8±0.237,a 13.1±0.267,c 12.1±0.167,b 13.6±0.397,b 13.6±0.297,b 

20◦C /15S 18.3±0.246,a 13.7±0.266,c 15.5±0.556,b 17.2±0.496,b 15.7±0.386,b 

30◦C /10S 25.4±0.295,a 24.5±0.275,c 25.1±0.295,b 25.6±0.405,b 25.3±0.195,b 

40◦C /8S 29.1±0264,a 26.7±0.254,c 28.8±0.724,b 28.5±0.244,b 29.1±0.344,b 

50◦C /5S 30.5±0.263,a 27.7±0.463,c 30.7±0.433,b 29.9±0.343,b 30.2±0.303,b 

60◦C /4S 30.8±0.162,a 28.9±0.172,c 31.3±0.262,b 30.6±0.222,b 31.0±0.272,b 

70◦C /3S 31.4±0.331,a 30.6±0.291,c 32.0±0.281,b 30.8±0.191,b 31.1±0.221,b 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
ตารางที่ 68 อุณหภูมิหลังการละลาย (องศาเซลเซียส) ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวที่ท้าเก็บรักษาด้วย 
  ไนโตรเจนเหลว (- 196 องศาเซลเซียส) แช่แข็งด้วย Cryotube 1.8 มิลลิลิตร 
 

การละลาย 
น้ าแข็ง 

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) 

ชั่วโมงท่ี 0 วันท่ี 7 วันท่ี 14 วันท่ี 21 วันท่ี 28 
30◦C /120S 9.2±0.244,c 10.8±0.324,b 8.6±0.224,bc 9.7±0.274,b 10.5±0.304,a 

40◦C /90S 12.4±0.393,c 13.4±0.333,b 10.9±0.293,bc 13.1±0.493,b 13.3±0.353,a 

50◦C /60S 12.7±0.542,c 14.7±0.672,b 15.4±0.422,bc 13.8±0.712,b 17.1±0.592,a 

60◦C /45S 15.3±0.401,c 14.5±0.461,b 16.7±0.611,bc 16.1±0.331,b 17.5±0.361,a 

หมายเหต ุแสดงค่า mean ± SE(n=9) 
ตัวอักษร Superscript ที่เหมือนกันตามแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
ตัวเลข Superscript ที่เหมือนกันตามแนวต้ัง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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ภาพที่ 11  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิภายในหลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
 โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส 

 

ตารางที่ 69 อัตราการลดอุณหภูมิภายในหลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลิตร โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม  
  เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดของวัสดุ 
อัตราการลดอุณหภูมิในหลอด  

(องศาเซลเซียส/นาที) 
หลอดฟางไม่มีอุปกรณ์ในห่อหุ้ม (Control) -78.8 
สายหลอดซิลิโคนห่อหุ้มหลอดฟาง -21 
สายออกซิเจนห่อหุ้มหลอดฟาง -37.2 
หลอด Centrifuge tube ห่อหุ้มหลอดฟาง -28 
หลอดสายไฟห่อหุ้มหลอด -31.8 
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ภาพที่ 12  การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิภายใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร 
 โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส 
 
ตารางที่ 70 อัตราการลดอุณหภูมิภายใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร โดยมีอุปกรณ์ห่อหุ้ม  
  เมื่อแช่แข็งอยู่ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส 
 

ชนิดของวัสดุ 
อัตราการลดอุณหภูมิในหลอด  

(องศาเซลเซียส/นาที) 
Cryotube ไม่มีอุปกรณ์ในห่อหุ้ม (Control) -72.6 
แผ่นสังกะสีห่อหุ้ม Cryotube -26.6 
แผ่นอะลูมิเนียมห่อหุ้ม Cryotube -16.9  
กระดาษฟอยล์ห่อหุ้ม Cryotube -43.8 
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บทที ่5 
สรุป  อภิปราย  และข้อเสนอแนะ 

 
สรุปผลการทดลอง 

 1.  ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดน้ าเชื้อ (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร ท่ีมี
ต่อการแช่แข็งและการละลายน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 

 จากผลการศึกษาการแช่แข็งในหลอดห่อหุ้ม 4 ชนิด คือ สายหลอดซิลิโคน สายออกซิเจน 
หลอด Centrifuge tube หลอดสายไฟฟ้า พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่อยู่ในหลอดฟาง
ที่ห่อหุ้มด้วยหลอดสายไฟฟ้ามีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สูงสุด คือ 78±2.22 เปอร์เซ็นต์ และ
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดสูงเฉลี่ยเท่ากับ 86±3.29 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
90±9.52 วินาที และอุณหภูมิน้้าเชื้อหลังละลาย 22.1±0.71 องศาเซลเซียส 

 2.  ศึกษาผลของอุปกรณ์ห่อหุ้ม Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ท่ีมีต่อการแช่แข็งและ 
การละลายน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาว 

 จากผลการทดลองการแช่โดยน้าอุปกรณ์มาห่อหุ้ม 3 ชนิดด้วยกัน คือ แผ่นสังกะสี, แผ่น
อะลูมิเนียม และกระดาษฟอยล์ พบว่า Cryotube ที่หอหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์พบว่าเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิต
รอดสูงถึง 86±2.22 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 126±11.53 วินาที และอุณหภูมิ
น้้าเชื้อหลังละลาย 17.3±0.45 องศาเซลเซียส 

 3.  ศึกษาการพัฒนาการเก็บรักษาน้ าเชื้อแช่แข็งปลาตะเพียนขาวไว้ในรูปแบบต่าง ๆ ด้วย
น้ าแข็งแห้ง 

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวแช่แข็งไว้เป็นเวลา 28 วัน โดยเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวไว้ที่ตู้แช่ -20 องศาเซลเซียส พบว่าไม่ปรากฏการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย
และไม่พบการมีชีวิตรอดของสเปิร์มหลังการเก็บรักษา ทั้งในหลอดฟางและ Cryotube  

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส ในเวลานาน 28 วัน ในหลอดฟาง
ปรากฏเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงถึง 80±0.00 เปอร์เซ็นต ์เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของ
สเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 74±4.14 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 81±7.16 วินาที 
อุณหภูมิน้้าเชื้อหลังละลายที่ 25.6±0.08 องศาเซลเซียส และใน Cryotube ประเมินเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มได้ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ ประเมินการมีชีวิตรอดของสเปิร์มได้สูงถึง 84±4.21 
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เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 78±8.66 วินาที อุณหภูมิน้้าเชื้อหลังละลายที่ 
15.5±0.75 องศาเซลเซียส 

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้ง -79 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน 
ในหลอดฟางพบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ เปอร์เซ็นต์
การมีชีวิตรอดของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 85±3.50 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
81±7.15 วินาที อุณหภูมิน้้าเชื้อหลังละลายที่ 25.0±0.24 องศาเซลเซียส และใน Cryotube เปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ ประเมินการมีชีวิตรอดของสเปิร์มเฉลี่ย 
83±3.34 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 67±5.73 วินาที อุณหภูมิน้้าเชื้อหลัง
ละลายที่ 16.9±0.48 องศาเซลเซียส 

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในถังไนโตรเจนเหลว -196 องศาเซลเซียส 
ระยะเวลา 28 วัน ในหลอดฟางพบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 
เปอร์เซ็นต์ เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 80±2.88 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม 69±8.49 วินาที อุณหภูมิน้้าเชื้อหลังละลายที่ 25.3±0.19 องศาเซลเซียส และใน 
Cryotube พบเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ ประเมิน
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดเฉลี่ยเท่ากับ 91±3.23 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
86±10.80 วินาที อุณหภูมิน้้าเชื้อหลังละลายที่ 17.5±0.36 องศาเซลเซียส 

 

อภิปรายผล 
 1.  การใช้ CaF-HBSS และ DMSO 10% 
 การใช้ Calcium-Free Hank’s balanced salt solution และ DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

20% ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาตะเพียนขาวมีค่าสูงถึง 
80% การมีชีวิตของสเปิร์มมากกว่า 98% เมื่อเจือจางน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในบัฟเฟอร์สูตร  
CaF-HBSS ในอัตราส่วน 1:1 ร่วมกับ DMSO ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 10%  

 การเจือจางน้้าเชื้อ Ca-FHBSS เพื่อให้น้้าเชื้อเจือจางไม่หนืดเกินไป ท้าให้น้้าเชื้อที่ถูกเจือ
จางสามารถใส่ลงไปในหลอดฟาง หรือ Cryotube ได้ง่าย อีกทั้งน้้าเชื้อที่ถูกเจือจางยังได้แหล่ง
พลังงานจากสารละลายบัฟเฟอร์ โดยสเปิร์มจะไม่เคลื่อนที่ในระหว่างการเจือจาง ดังนั้นคุณสมบัติ
ของสารละลายบัฟเฟอร์ต้องมีองค์ประกอบของอิออนต่าง ๆ และมีค่าแรงดันออสโมติกที่ใกล้เคียง
กับน้้าหล่อเลี้ยงสเปิร์ม (Seminal fluid) (วัฒนะ ลีลาภัทร, 2551) น้้าเชื้อของปลาตะเพียนขาวมีค่า
ออสโมลาริตี้ประมาณ 293.11±2.52 mOsm/kg สารละลายบัฟเฟอร์ที่มีค่าออสโมลาริต้ีต่้ากว่า  
200 mOsm/kg จะท้าให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ และสารละลายบัฟเฟอร์มีค่าออสโมลาริตี้มากกว่า  
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300 mOsm/kg (รัชดาภรณ์ อินทเกษม, 2557) เมื่อเจือจางน้้าเชื้อปลาพบว่าไม่มีการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม ดังนั้นการใช้บัฟเฟอร์สูตร CaF-HBSS จึงมีความเหมาะสมที่น้ามาใช้ในการเจือจางน้้าเชื้อ
ปลาตะเพียนขาว และใช้ร่วมกับ DMSO 10% ซึ่งเป็นความเข้มข้นสุดท้ายหลังการเจือจาง  
สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่สามารถแทรกซึมเข้าสู่เซลล์สเปิร์ม ป้องกันการเกิดเกล็ดน้้าแข็งภายใน
เซลล์สเปิร์ม สารไครโอโพรแทคแทนท์ในระดันความเข้มข้น 10 % มีความเป็นพิษกับเซลล์สเปิร์ม
ปลาตะเพียนขาวน้อยมาก เช่นเดียวกับการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว (รัชดาภรณ์ อินทเกษม, 
2557) การแช่แข็งน้้าเชื้อปลายี่สกเทศ (ไกรสร ภู่สุวรรณ, 2555) การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน 
(กมลวรรณ เสวีภณ, 2550) การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาดุกอุย Clarias macrocephalus  
(Vuthiphandchai et al., 2009) ที่ต่างก็ใช้ DMSO ในการแช่แข็งน้้าเชื้อแล้วให้ผลดี 

 2.  การแช่แข็ง 
 การใช้น้้าแข็งแห้งลดอุณหภูมิน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางแล้ว แล้วน้าไปใส่

ภายในช่องของหลอดสายไฟทั้ง 2 ช่อง หลอดสายไฟฟ้าเป็นวัสดุห่อหุ้มป้องกันการสัมผัสความเย็น
จากน้้าแข็งแห้งโดยตรง ซึ่งหลอดสายไฟผลิตมาจาก PVC (Polyvinyl chloride) ความหนา  
0.14 เซนติเมตร หลอดสายไฟมีค่าการน้าความร้อน 0.19 (W/ m K) (The Engineering Tool Box, 
2016) จึงสามารถลดอุณหภูมิขณะแช่แข็ง (Freezing rate) ที่อัตรา -31.8 องศาเซลเซียส/ นาที  
จากผลการทดลองสอดคล้องกับการละลายของ Yasui et al. (2008) ที่น้าหลอดฉีดยาขนาด 1 
มิลลิลิตร มีเส้นผ่าศูนย์กลางขนาด 6.65 มิลลิเมตร มาเป็นอุปกรณ์ห่อหุ้มหลอดฟางขนาด 0.25 
มิลลิลิตร แล้วน้ามาลดอุณหภูมิในน้้าแข็งแห้ง 2 นาที ซึ่งภายในหลอดฉีดยามีช่องว่างระหว่างหลอด
ฟางและหลอดฉีดยา จึงท้าให้ไอความเย็นของน้้าแข็งแห้งบดละเอียดไหลผ่านหลอดฉีดยาเข้ามาสู่
หลอดฟางที่ก้าลังลดอุณหภูมิ ซึ่งสามารถลดอุณหภูมิได้ในอัตรา -33.3±2.09 องศาเซลเซียส/นาที 
การใช้น้้าแข็งแห้งลดอุณหภูมิสามารถลดอุณหภูมิได้ เช่นเดียวกับการใช้เคร่ืองมืออัตโนมัติในลด
อุณหภูมิน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ที่ใช้เคร่ืองมือลดอุณหภูมิได้อัตราการลดอุณหภูมิที่ -8 องศา
เซลเซียส/ นาที (รัชดาภรณ์ อินทเกษม, 2557; Boonthai et al., 2014) และน้้าเชื้อปลายี่สกเทศ ที่ลด
อุณหภูมิด้วยเคร่ืองมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติที่อัตรา -10 องศาเซลเซียส/นาที (ผาณิต จันโอกุล, 2553) 
และยังสอดคล้องกับการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในการลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อปลาไน 
(Cyprinus carpio) (Irawan et al., 2010) 
 การน้า Cryotube มาห่อหุ้มด้วยกระดาษฟอยล์ กระดาษฟอยล์เป็นวัสดุที่ท้าจากโลหะ
อะลูมิเนียม โดยอะลูมิเนียมซึ่งมีค่าความน้าความร้อนถึง 300 K หรือ 235 (W/m K) ซึ่งเป็นวัสดุที่น้า
ความร้อนได้ดี ในทางกลับกันกระดาษฟอยล์มีก็น้าความเย็นได้ดี จึงน้าความเย็นจากน้้าแข็งแห้งมา
สัมผัสกับ Cryotube ได้ดีจึงส่งผลให้สามารถลดอุณหภูมิด้วยน้้าแข็งแห้งได้ -43.8 องศาเซลเซียส/นาที  
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ซึ่งสามารถใช้ได้เหมือนกับการลดอุณหภูมิด้วยเคร่ืองมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ ลดอุณหภูมิ 
ในอัตรา -1 องศาเซลเซียส/นาที เมื่อท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วย Cryovial  
(รัชดาภรณ์ อินทเกษม, 2557) สอดคล้องกับการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาม้าลาย (Brachydanio rerio)  
ที่บรรจุลงในหลอด Centrifuge พลาสติกขนาด 12 มิลลิลติร แล้วน้าไปใส่ใน Pyrex culture tube 
ขนาด 12x100 มิลลิลิตร แล้วไปเก็บไว้ในน้้าแข็งแห้งนาน 20 นาที ซึ่งสามารถลดอุณหภูมิได้  
16 องศาเซลเซียส/นาที Harvey et al. (1982) เช่นเดียวกันยังสอดคล้องกับการแช่แข็งแช่แข็งน้้าเชื้อ
ปลากด (Mystus nemurus) ด้วย Vials ขนาด 5 มิลลิลิตร ที่น้ามาเก็บไว้ในถังน้้าแข็งแห้ง 5 นาที 
Muchlisin et al. (2004) และยังสอดคล้องกับการทดลองของ Draper et al. (2009) ที่เก็บรักษาน้้าเชื้อ
ปลาม้าลาย (Zebra fish) ใน Cryogenic vials ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่น้ามาใส่ไว้ใน Conical tube ขนาด 
15 มิลลิลิตร แล้วน้าไปเก็บแช่แข็งไว้ในน้้าแข็งแห้งบดละเอียดนาน 20 นาที  

 การลดอุณหภูมิเพื่อแช่แข็งจะสัมพันธ์กับเวลาในการเปลี่ยนสถานะจากของเหลวเป็น
ของแข็ง โดยการลดอุณหภูมิช้า ๆ น้้าภายในเซลล์สเปิร์มจะไหลออกมาท้าให้เซลล์อยู่ในสภาพที่ไม่
สมบูรณ์ การออสโมซีสของน้้าจะไหลจากที่ที่มีความเข้มข้นสูงไปสู่ที่มีความเข้มข้นต้่า เมื่อน้้า
กลายเป็นน้้าแข็งจะท้าให้เซลล์มีความเข้มข้นสูงขึ้น (Solute effect) น้้าภายในเซลล์ไหลออกมานอก
เซลล์ (Dehydration) ซึ่งจะเป็นการสูญเสียน้้าภายในเซลล์ จะท้าให้เซลล์หดตัว (shrinkage) แต่การ
ลดอุณหภูมิด้วยการใช้อัตราลดอุณหภูมิที่สูงขึ้นเพื่อแช่แข็งเซลล์ น้้าภายในเซลล์จะไหลออกมาน้อย 
ซึ่งจะยังคงสภาพความสมบูรณ์ของเซลล์ (Denniston et al., 2000) การลดความเย็นด้วยการใช้อัตรา
การลดอุณหภูมิที่สูงและระยะเวลาน้อย จะท้าให้น้้ากระจายแพร่ออกจากเซลล์สู่ภายนอกน้อยลงจะ
คงสภาพความสมบูรณ์ของเซลล์ไว้ อย่างไรก็ตามการแช่แข็งจะมีระยะเวลาสมดุล (Equilibration 
Time) ต่างกันไปขึ้นอยู่กับชนิดของเซลล์ (Leung, 1991) เซลล์สเปิร์มที่มีขนาดเล็กสามารถคงสภาพ
ความสมบูรณ์ของเซลล์ได้มาก เน่ืองจากจะสูญเสียน้้าส่วนหนึ่งภายในระหว่างการแช่แข็ง โดยจะ
สูญเสียน้้าภายในเซลล์น้อยกว่าเซลล์ที่มีขนาดใหญ่ การลดอุณหภูมิอย่างต่อเนื่อง ตั้งแต่  
4 องศาเซลเซียส ถึง -70 องศาเซลเซียส จะท้าให้สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่แทรกซึมเข้าสู่ภายใน
เซลล์ค่อย ๆ ปรับระดับออสโมลาริต้ีและสมุดลย์การเกิดผลึกน้้าแข็ง (Ice crystal) ภายในเซลล์
สเปิร์มอย่างต่อเนื่อง (Yamaner, Ekici, Tuncelli, & Memis, 2015) 
 3.  การเก็บรักษาน้ าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่อุณหภูมิต่าง ๆ  
 การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในหลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิด้วยการ
ใช้น้้าแข็งแห้ง แล้วน้าไปเก็บที่ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส หลังการลดอุณหภูมิด้วยน้้าแข็งแห้ง 
และประเมินผลทุก ๆ 7 วัน ซึ่งไม่ปรากฏการเคลื่อนที่และการมีชีวิตรอดของสเปิร์ม ทั้งในหลอด
ฟาง และ Cryotube ซึ่งแตกต่างกับการทดลองของ ปรียานุช ลิมปิสวัสดิ์ (2558) ที่เก็บรักษาน้้าเชื้อ 



100 

ปลาตะเพียนขาวด้วยการลดอุณหภูมิแช่แข็งด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง จากนั้นน้าไปเก็บในตู้แช่แข็ง  
-20 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้นานสุด 2 วัน ซึ่งมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มเท่ากับ 13.0±6.7 เปอร์เซ็นต์ ระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 45±22.8 วินาที แต่เมื่อ
ประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มในวันที่ 3 ก็ไม่ปรากฏว่าสเปิร์มมีการเคลื่อนที่ แต่การ
ประเมินเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มที่ท้าการเก็บรักษาไว้ 1 เดือน ของการศึกษา ปรียานุช  
ลิมปีสวัสดิ์ (2558) พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดสูงถึง 22.6 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ก็ตามหลังจาก
การลดอุณหภูมิ เพื่อแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้งที่ -79 องศาเซลเซียส แล้วน้ามา
เก็บไว้ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส จะเป็นท้าให้ความเย็นลดลงอย่างช้า ๆ จาก  
-79 องศาเซลเซียส ลดลงเหลือ -20 องศาเซลเซียส เมื่ออุณหภูมิลดลงประสิทธิภาพในการแช่แข็ง
และเก็บรักษาลดลง ดังนั้นการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งที่ -20 องศาเซลเซียส จึงไม่สามารถท้าการ
เก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ได้นาน เน่ืองจากอุณหภูมินี้ไม่สามารถหยุดยั้งกิจกรรมการ
ท้างานภายในเซลล์การของสเปิร์มได้ แต่การเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ที่ -70 ถึง -90 องศาเซลเซียส 
สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้นานหลายปี (Ryan, 2004) เช่นเดียวกับการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
ตะเพียนขาวไว้ในน้้าแข็งแห้งบดละเอียด (Powdered) ของการศึกษาครั้งน้ีให้ผลการเก็บเช่นเดียวกับ
การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาม้าลาย (Zebrafish) (Carmichael, Westerfield, & Varga, 2009)  

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้ในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส นาน 28 วัน ใน
หลอดฟางมีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าสูงถึง 80±0.00 เปอร์เซ็นต ์เปอร์เซ็นต์
การมีชีวิตรอดเฉลี่ยเท่ากับ 74±4.14 เปอร์เซ็นต์ และใน Cryotube ประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่
ของสเปิร์มได้ 80±0.00 เปอร์เซ็นต์ ประเมินการมีชีวิตรอดได้สูงถึง 84±4.21 เปอร์เซ็นต์ ซึ่งมีความ
สอดคล้องกับ ปรียานุช ลิมปิสวัสดิ์ (2558) ที่เก็บรักษาน้้าปลาตะเพียนขาว ในหลอดฟาง 0.25 
มิลลิลิตร ลดอุณหภูมิด้วยน้้าแข็งแห้งน้าไปเก็บไว้ในตู้แช่แข็งอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส เป็นระยะ
นาน 1 เดือน หลังการละลายแล้วน้าเอาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวมาประเมินยังพบการเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม 53 เปอร์เซ็นต ์การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม 73.3 เปอร์เซ็นต ์ซึ่งอุณหภูมิที่ต่้ากว่า  
-130 องศาเซลเซียส จะสามารถหยุดยั้งกิจกรรมภายในเซลล์ (Germann, Oh, Schmidt, Schon, & 
Zimmerman, 2013) ท้าให้สามารถเก็บรักษาเซลล์ได้ 
  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้งจากนั้นย้ายลงไปเก็บรักษา
ในถังไนโตรเจนเหลวนาน 28 วันในการทดลองครั้งนี้ พบว่ามีสอดคล้องกับการเก็บรักษาน้้าเชื้อ
ปลาม้าลาย ที่แช่แข็งด้วยน้้าแข็งแห้ง จากนั้นน้าไปเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา  
25 วัน พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เฉลี่ยของสเปิร์ม 43±12.3 เปอร์เซ็นต์ และมีเปอร์เซ็นต์การ
เพาะฟัก 51±35.6 เปอร์เซ็นต์ หลังการผสมเทียม (Harvey et al., 1982) ยังมีความสอดคล้องกับการ
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เก็บรักษาน้้าเชื้อปลากด (Mystus nemurus) ที่อุณหภูมิต่้าโดยการแช่แข็งน้้าเชื้อในน้้าแข็งแห้ง
บดละเอียด จากนั้นน้ามาเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว 15 วัน พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่
ของสเปิร์มมีค่าประมาณ 58 เปอร์เซ็นต์ (Muchlisin et al., 2004) นอกจากนี้การทดลองเก็บรักษา
น้้าเชื้อปลาม้าลาย ลดอุณหภูมิด้วยการใช้น้้าแข็งแห้ง จากนั้นย้ายไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลวนาน  
8 ปี เมื่อน้ามาปฏิสนธิกับไข่ปลาสามารถปฏิสนธิได้สูงถึง 62 เปอร์เซ็นต์ (Draper et al., 2009)  
การเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ในอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้นานเนื่องจาก
อุณหภูมิที่ -196 องศาเซลเซียส เป็นอุณหภูมิที่ต่้ามากจึงสามารถหยุดยั้งกระบวนการเมตาบอลิซึม
ของเซลล์ (Wolf & Bryant, 1999) และไม่มีการกระตุ้นให้เกิดกิจกรรมภายในเซลล์  
(Chain & Quinn, 2010) 
 4.  การเพิ่มอุณหภูมิน้ าเชื้อ  
 การเพิ่มอุณหภูมิหรือการละลายน้้าเชื้อ เป็นการย้อนกลับกระบวนการแช่แข็งเพื่อท้าการ
ละลายน้้าเชื้อแช่แข็งให้กลับสภาพของเหลวแบบเดิม เพื่อน้าไปใช้ประโยชน์ต่อไป ในระหว่างการ
ลดอุณหภูมิ น้้าภายในตัวสเปิร์มจะมีการเปลี่ยนแปลงเป็นรูปของผลึกน้้าแข็ง (Ice crystal) ที่อยู่ใน
สเปิร์ม เมื่อเพิ่มอุณหภูมิอย่างช้า ๆ และระยะเวลาสั้น เซลล์สเปิร์มไม่สามารถซึมซับน้้าที่สูญเสียไป 
(Dehydrated) กลับเข้าสู่เซลลไ์ด้ เพียงพอท้าให้ผลึกน้้าแข็งในตัวสเปิร์มยังไม่ละลาย การเพิ่ม
อุณหภูมิในขณะท้าการละลายในอัตราที่สูงขึ้นและเวลานานจะท้าให้สเปิร์มเสียหายได้  
(Leung, 1991)  

 จากผลการวัดอุณหภูมิหลังการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ภายในหลอดฟาง  
0.25 มิลลิลิตร ที่ละลายด้วยอุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส พบว่ามีค่าเฉลี่ยของอุณหภูมิ

น้้าเชื้อหลังการละลายอยู่ระหว่าง 13-30 องศาเซลเซียส การใช้อุณหภูมิละลายที่ 50-70 องศา
เซลเซียส มีค่าเฉลี่ยอุณหภูมิน้้าเชื้อหลังการละลายที่สูงขึน้วัดได้ 31-32 องศาเซลเซียส และ 
Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ที่ละลายที่อุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส พบว่ามีค่าเฉลี่ยอุณหภูมิ
น้้าเชื้อหลังการละลายที่ 8-17 องศาเซลเซียส ด้วยเหตุที่อุณหภูมิในตัวปลาจะอยู่ในระดับใกล้เคียง
กันอุณหภูมิของน้้า อันเน่ืองจากปลาเป็นสัตว์เลือดเย็น (สมโภชน์ อัคคะทวีวัฒน์, 2545) ดังนั้นการ
ละลายน้้าเชื้อปลาที่แช่แข็งจึงต้องให้อุณหภูมิน้้าเชื้อมีค่าใกล้เคียงกับตัวปลา เพื่อให้สเปิร์มยังคงมี
ชีวิต เพราะถ้าอุณหภูมิน้้าเชื้อสูงเกินไปหลังจากการละลาย จะท้าให้สเปิร์มตายมากขึ้น 

 การบรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในการทดลองนี้บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวลงไป  
80 ไมโครลิตร ลงไปในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร เมื่อใช้อุณหภูมิละลายน้้าเชื้อที่สูงอาจส่งผล
ให้อุณหภูมิหลังการละลายของน้้าเชื้อภายในหลอดฟางที่วัดได้มีค่าสูงตามไปด้วย ตัวสเปิร์มที่อยู่
ภายในหลอดทดลองอาจจะได้รับความเสียหาย เมื่อน้ามาประเมินคุณภาพน้้าเชื้อจึงไม่พบ
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เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มและเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์มหลังการละลายที่น้้าแข็ง
มีอุณหภูมิสูงขึ้น ดังนั้นการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งที่อยู่ในหลอดฟาง จึงควรใช้อุณหภุมิละลายที่
เหมาะสมตั้งแต่ 10-40 องศาเซลเซียส จะท้าให้สเปิร์มยังคงมีคุณภาพดีอยู่เมื่อน้ามาประเมิน ได้
น้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีหลังการละลาย เช่นเดียวกับ การทดลองน้าน้้าเชื้อปลา loach (Misgurnus 
anguillicaudatus) ที่แช่แข็งมาท้าการละลายที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส นาน 10 วินาที  
(Yasui et al., 2008) อัตราการละลายน้้าเชื้อปลา Sturgeon ที่แช่แข็งในในหลอดฟาง 0.5 มิลลิลิตร 
ควรใช้อุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส นาน 8 วินาท ี(Yamaner et al., 2015) และยังสอดคล้องกับการ
ละลายน้้าเชื้อปลาช่อนทะเลหลังการแช่แข็งที่ควรใช้การละลายที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 
10 วินาที ซึ่งได้บรรจุน้้าเชื้อปลาช่อนทะเลลงไป 0.23 มิลลิลิตร ในหลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร 
(นิพนธ์ เสนอินทร์, ธีรวัฒน์ จริตงาม และเรณู ยาชิโร, 2555) และยังสอดคล้องกับการการละลาย
น้้าเชื้อปลากะรังหงส์อุณหภูมิที่ 40 องศาเซลเซียส 8 วินาท ี(เรณู ยาชิโร และนิพนธ์ เสนอินทร์, 
2551) แต่มีความแตกต่างกับการทดลองการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว ของรัชดาภรณ์  
อินทเกษม (2557) ที่ละลายน้้าเชื้อโดยใช้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 5 วินาที หลอดฟางขนาด 0.25 
มิลลิลิตร โดยบรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวลงไป 0.20 มิลลิลิตร และการทดลองการละลายน้้าเชื้อ
ปลาไน (Cyprinus carpio) ของ Irawan (2010) ที่ละลายน้้าเชื้อปลาไนที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 
5 วินาที โดยได้บรรจุน้้าเชื้อปลาลงไป 200 ไมโครลิตร ในหลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร  

 ด้วยเหตุที่ปริมาตรในการบรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวลงไปในหลอดฟาง ในการทดลอง
คร้ังนี้ได้บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวลงไป 80 ไมโครลิตร (ในหลอดฟาง 250 ไมโครลิตร) บรรจุ
น้้าเชื้อลงไปไม่ถึง 50% ของหลอด เมื่อน้าไปละลายในอุณหภูมิที่สูงจะท้าสเปิร์มได้รับความ
เสียหาย จากการทดลองในคร้ังนี้อุณหภูมิในการละลายที่ 70 เซลเซียส เมื่อน้ามาประเมินเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม พบว่ามีค่าเฉลี่ยในการเคลื่อนที่เพียง 31 เปอร์เซ็นต ์และชนิดของหลอดฟาง
ขนาด 0.25 มิลลิลิตร มีความหนา 0.05 เซนติเมตร มีค่าการน้าความร้อน 0.19 (W/m K)  
(The Engineering Tool Box, 2016) ซึ่งจะมีความสัมพันธ์กับอุณหภูมิในการละลาย  
10-40 องศาเซลเซียส และเมื่อวัดค่าอุณหภูมิของน้้าเชื่อภายในหลอดฟางหลังการละลายมีค่าเฉลี่ยอยู่
ในช่วง 13-30 องศาเซลเซียส โดยที่อุณหภูมิน้้าที่ใช้ในการเลี้ยงปลาตะเพียนขาว มีอุณหภูมิ  
25-31 องศาเซลเซียส 

 ส้าหรับ Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวลงไป  
800 ไมโครลิตร น้ามาละลายที่อุณหภูมิ 30-60 องศาเซลเซียส เมื่อน้ามาประเมินเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มและเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตรอดของสเปิร์ม ก็พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ และ
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การมีชีวิตรอดของสเปิร์มมีค่าสูง เช่นเดียวกับการทดลองในการละลายน้้าเชื้อปลาม้าลายที่แช่แข็ง 
ในหลอด Vials ขนาด 5 มิลลิลิตร โดยใช้อุณหภูมิน้้า 40 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาท ี 
(Muchlisin et al., 2004) สอดคล้องกับการทดลองแช่แข็งน้้าเชื้อปลาม้าลายในหลอด Cryogenic 
vials ขนาด 2 มิลลิลิตร ที่บรรจุน้้าเชื้อปลาม้าลายที่มีการเจือจางลงไป 10 ไมโครลิตร จากนั้นน้า
น้้าเชื้อแช่แข็งละลายที่อุณหภูมิ 33 องศาเซลเซียส 10 วินาที (Draper et al., 2009)  

 จากการทดลองเพิ่มอุณหภูมิน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในการทดลองนี้ ในคร้ังนี้มีความ
แตกต่างกันในการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวของ รัชดาภรณ์ อินทเกษม (2557) ที่บรรจุน้้าเชื้อ
ปลาตะเพียนขาวปริมาณ 1 มิลลิลิตร ลงไปในหลอด Cryovial ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ละลายน้้าเชื้อโดย
ใช้อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส 50 วินาท ีเพียงแต่ในการทดลองในครั้งนี้ได้บรรจุน้้าเชื้อปลาตะเพียน
ขาวลงไปใน Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ในปริมาณ 800 ไมโครลิตร และเมื่อละลายน้้าเชื้อแช่
แข็งที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส นาน 45 วินาท ีเมื่อวัดอุณหภูมิน้้าเชื้อหลังการละลายพบว่ามี
ค่าเฉลี่ยอยู่ในช่วง 8-17 องศาเซลเซียส จากนั้นน้ามาประเมินคุณภาพหลังการละลายพบว่า
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และอัตราการมีชีวิตสูง 
 สรุปผลการทดลอง 
 1.  น้้าแข็งแห้งสามารถแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
 2.  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข้งแห้งด้วยหลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร  
สามารถท้าได้โดยใช้หลอดสายไฟฟ้าห่อหุ้มหลอดฟาง และใช้กระดาษฟอยล์หุ้มหลอด Cryotube 
1.8 มิลลิลิตร ขณะแช่แข็งในน้้าแข็งแห้ง 
 3.  อัตราการละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในหลอดฟางที่เหมาะสมควรใช้ระหว่าง 
อุณหภูมิ 10-40 องศาเซลเซียส และใน Cryotube 1.8 มิลลลิิตร ควรใช้ที่อุณหภูมิ  
30-60 องศาเซลเซียส 
 4.  การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวไว้นาน 28 วัน ในอุณหภูมิตู้แช่แข็ง -20 องศา 
เซลเซียส ไม่สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อปละตะเพียนขาวไว้ได้ แต่การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาตะเพียน
ขาวไว้ในตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียสและน้้าแข็งแห้ง (-79 องศาเซลเซียส) มีประสิทธิภาพ
เหมือนกับการเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ในถังไนโตรเจนเหลว ท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่และการมีชีวิต
ของสเปิร์มมีค่าสูง  
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ข้อเสนอแนะ 
 1.  การแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวด้วยน้้าแข็งแห้ง ควรประเมินน้้าเชื้อปลาตะเพียน 
ขาวด้วยการน้าไปผสมเทียม เพื่อประเมินประสิทธิภาพของน้้าเชื้อแช่แข็งในการปฏิสนธิกับไข่ เพื่อ
การประยุกต์ใช้ต่อไป 
 2.  การน้าน้้าแข็งแห้งมาใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาเหมาะสมที่จะน้ามาประยุกต์กับ 
ภาคการผลิตในโรงเพาะเลี้ยงสัตว์น้้า เน่ืองจากน้้าแข็งแห้งหาได้ง่าย ราคาไม่สูง ไม่จ้าเป็นต้องใช้
อุปกรณ์หรือภาชนะจ้าเพาะเหมือนไนโตรเจนเหลว อีกทั้งยังคงประสิทธิภาพในการเก็บรักษา
น้้าเชื้อไว้ในระยะเวลาหนึ่ง และการใช้น้้าแข็งแห้งยังสามารถน้ามาใช้งานภาคสนามได้อีกด้วย  
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ภาคผนวก ก 
อุปกรณ์ที่ใช้ในการลดอุณหภูมิน้้าเชื้อและเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็ง 
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ภาพที่ 13 สายหลอดซิลิโคน 
 

 
 

ภาพที่ 14 สายออกซิเจน 
 

 
 

ภาพที่ 15 หลอด Centrifuge tube 
 

 
 

ภาพที่ 16 หลอดสายไฟฟ้า 

 
 

ภาพที่ 17 แผ่นสังกะสี 

 
 

ภาพที่ 18 แผ่นอลูมิเนียม 
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ภาพที่ 19 กระดาษฟลอย์ 

 
 

ภาพที่ 20 หลอดฟาง (French straw) ยี่ห้อ Imv  
                Technologies Paillette 0.25 ml 

 

 
 

ภาพที่ 21 หลอด Cryotube 1.8 ml. ยี่ห้อ Thermo  
                scientific Nunc cryotube vials 
  

 
 
 
 
 
 

 
 

 
ภาพที่ 22 กล่องโฟมเก็บความเย็น 
                (Styrofoam box) ที่บรรจุน้้าแข็งแห้ง 

 

 
 

ภาพที่ 23 กล่องโฟมขนาดใหญ่ 
          ใช้เก็บกล่องโฟมที่บรรจุน้้าแข็งแห้ง 

 
 

ภาพที่ 24 กาวซิลิโคนปิดปลายวัสดุห่อหุ้ม 
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ภาพที่ 25 ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลเซียส 
 

 
 

ภาพที่ 26 ตู้แช่แข็ง -80 องศาเซลเซียส 

 
 

ภาพที่ 27 น้้าแข็งแห้ง Dry ice 

 

 
 

ภาพที่ 28 การแช่แข็งในน้้าแข็งแห้ง 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 29 การละลายน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาว 

 
 

 

ภาพที่ 30 ถุงซิปล็อก 
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ภาพที่ 31  ปลาตะเพียนขาวที่ใช้ในการทดลอง 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพที่ 32 อาหารปลาตะเพียนขาว 
 

 
 

ภาพที่ 33 การวัดอุณหภูมิภายในหลอดฟาง  
                0.25 ml.หลังการละลายน้้าเชื้อที่ 
                อุณหภูมิต่าง ๆ  

 
 

ภาพที่ 34 การวัดอุณหภูมิภายใน Cryotube 
                1.8 ml.หลังการละลายน้้าเชื้อที่ 
                อุณหภูมิต่าง ๆ  
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ตารางที่ 71 การวัดขนาดวัสดุห่อหุ้มของหลอดแช่แข็งน้้าเชื้อปลาตะเพียนขาวในน้้าแข็งแห้ง 
 
ล าดับ ชนิดของวัสดุ 

 
ความหนาของวัสดุ 

(เซนติเมตร) 
เส้นผ่านศูนย์กลาวัสดุ 

(เซนติเมตร) 
1 หลอดฟาง (French straw)  

ขนาด 0.25 มิลลิลิตร  
ยี่ห้อ IMV Technologies Paillette 
0.25 ml) 

0.05 0.17 

2 Cryotube ขนาด 1.8 มิลลิลิตร  
ยี่ห้อ(Thermo scientific nunc 
cryotube vials 1.8 ml) 

0.15 1.11 

3 สายหลอดซิลิโคน  
(Silicone polymers)  
(Dura Siliconr tube  
ขนาด 5 x 9 mm.) 

0.99 0.48 

4 สายออกซิเจน (ท่อน้้าไทย  
THAI PIPE (5/32" x 1.5 ก.ก) 

0.195 0.495 

5 หลอด Centrifuge tube  
(nunc ขนาด 15 ml.) 

0.11 1.52 

6 หลอดสายไฟฟ้า (300V. PVC/PVC 
70oC VAF 2 x 1.5 SQ.MM.  
TABLE 2 THAI YAZAKI (W) TIS 
11-2531) 

0.14 0.39 

7 แผ่นสังกะสี 0.03 - 
8 แผ่นอลูมิเนียม 0.03 - 
9 กระดาษฟอยล์  

(Diamond Aluminum Foil)  
0.01 - 

  
 
  




