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บทคัดย่อ 
 

โครงการวิจัยเร่ือง การพัฒนาศักยภาพในการจัดเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยเพ่ือการเพาะเล้ียง
สัตว์นํ้าและการอนุรักษ์ ได้ศึกษาศึกษาชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ที่เหมาะสม
ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแบบแช่แข็ง โดยได้ทําการทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ชนิดต่างๆ 4 ชนิด (dimethylsulfoxide; DMSO, ethylene glycol, propylene glycol และ 
sucrose) ที่ความเข้มข้นสุดท้าย 4 ระดับ (5%, 10%, 15%  และ  20%)  ที่เวลา  10, 20, 30, 60, 90, 
120 และ 150  นาที  และศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (-1, -3, -5 และ -7 องศาเซลเซียส/นาที) ที่
มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่ผ่านการแช่แข็ง ได้ผลการทดลองพบว่า DMSO มีความเป็นพิษ
น้อยที่สุด รองลงมา คือ ethylene glycol และ propylene glycol ตามลําดับ โดย sucrose มีความ
เป็นพิษต่อสเปิร์มมากที่สุด    การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยสารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO, 
ethylene glycol และ propylene glycol แล้วนํามาเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศา
เซลเซียส) ปรากฎว่า DMSO มีความเหมาะสมมากที่สุดในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย โดยการแช่แข็ง
ด้วยการใช้ 10% DMSO และลดอุณหภูมิในอัตรา 5 องศาเซลเซียส/นาที หรือลดอุณหภูมิในอัตรา 7 
องศาเซลเซียส/นาที ทําให้เปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thaw sperm 
motility) มีค่าเฉลี่ยสูงไม่แตกต่างกับนํ้าเช้ือสด    การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ 
extender 7 ร่วมกับ DMSO, methanol และ propylene glycol) พบว่า การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสก
ไทยมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ให้ผลการทดลองดีกว่าการใช้อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศา
เซลเซียส โดยเปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายที่มีค่าสูงสุดได้จากชุดการทดลองที่ใช้
สารละลาย 20% DMSO และลดอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศา
เซลเซียส   การพัฒนาแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยไอไนโตรเจนเหลว สามารถทําได้ด้วยการแช่แข็งที่
ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 4-6 เซ็นติเมตร โดยให้นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยสัมผัสไอไนโตรเจนเหลว 
10 นาที  นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งที่เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 1 เดือนมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
และศักยภาพในการปฏิสนธิไข่ปลาย่ีสกไทย ไม่แตกต่างจากนํ้าเช้ือสด สามารถนํามาใช้ประโยชน์เพ่ือการ
เพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์ปลายี่สกไทยได้ต่อไป  
 



  

Abstract 
 

Development of cryopreservation technology for seven-stripped carp (Probarbus 
jullieni) sperm for aquaculture and conservation was investigated to generate baseline 
information of cryoprotectant toxicity on sperm motility and develop suitable freezing 
protocol. Four cryoprotectants (dimethylsulfoxide; DMSO, ethylene glycol, propylene 
glycol and sucrose) were selected to dilute milt at four final concentrations (5, 10, 15 
and 20%). After exposure on milt for 10, 20, 30, 60, 90, 120 and 150 min., DMSO was 
shown to be the least toxic to sperm motility. Ethylene glycol and propylene glycol 
were more toxic to sperm motility while sucrose was the most toxic cryoprotectant. 
Freezing of milt with DMSO, ethylene glycol or propylene glycol using various freezing 
rates (-1, -3, -5 and -7°C/min) was found that DMSO was the most appropriate 
cryoprotectant for cryopreservation of milt. Milt cryopreserved with 10% DMSO and 
frozen at the rate of -5 or -7°C/min resulted in the highest post-thaw sperm motility 
comparable to those of fresh milt. Milt diluted with extender 7 were frozen with DMSO, 
methanol or propylene glycol to final temperatures -40 or -80°C prior to plunging in 
liquid nitrogen. Highest post-thawed sperm motility was obtained from a treatment with 
20% DMSO and freezing rate of -3°C/min to -80°C before storage in liquid nitrogen. 
Development of freezing of milt in liquid nitrogen vapor was successful by freezing 4-6 
cm above liquid nitrogen surface for 10 min. Cryopreserved milt kept in liquid nitrogen 
for a month had comparable sperm motility and fertilization capacity with fresh milt, 
indicating the benefit of frozen milt of P. jullieni for use in aquaculture and conservation. 
 
 
 

 
 
 

 



  

2กิตติกรรมประกาศ 
 

 โครงการวิจัยเร่ือง การพัฒนาศักยภาพในการจัดเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยเพ่ือการเพาะเล้ียง
สัตว์นํ้าและการอนุรักษ์ สําเร็จเรียบร้อยลงได้ โดยได้รับทุนสนับสนุนการวิจัยประจําปีงบประมาณ พ.ศ. 
๒๕๕๕-๒๕๕๗ จากโครงการวิจัยประเภทงบประมาณเงินรายได้จากเงินอุดหนุนรัฐบาล (งบประมาณ
แผ่นดิน) มหาวิทยาลัยบูรพา โดยรายงานการวิจัยฉบับสมบูรณ์ฉบับน้ี เป็นผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับ คุณ
ภาพสเปิร์มของนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย ความเหมาะสมของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลา
ย่ีสกไทย และการพัฒนาวิธีการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยในลักษณะต่างๆเพ่ือให้สเปิร์มมีการเคล่ือนที่
หลังการละลาย   ข้าพเจ้าขอขอบคุณ คุณเกรียงไกร เช่ียวเอ่ียมวัฒนา และคุณสุเมธ ชมพูธวัช ที่ช่วยใน
การทดลอง และการวิเคราะห์สถิติ รวมทั้งศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงนํ้าจืดกาญจนบุรี ที่ให้ความ
อนุเคราะห์นํ้าเช้ือพ่อพันธ์ุปลาย่ีสกไทยสําหรับการทดลอง และภาควิชาวาริชศาสตร์ และภาควิชาจุล
ชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยบูรพา ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานที่ เครื่องมือและอุปกรณ์ต่างๆ
ระหว่างการศึกษาวิจัย ทําให้การวิจัยดําเนินการไปได้ตามวัตถุประสงค์ของโครงการ 
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บทท่ี 1  
บทนํา 

 
ความสาํคญัและที่มาของปัญหาท่ีทาํวิจัย 

ปลาย่ีสกไทย จัดเป็นปลานํ้าจืดชนิดหน่ึงของไทยท่ีหาได้ยากในธรรมชาติ และอยู่ในสภาวะ
เสี่ยงต่อการสูญพันธ์ุไปจากธรรมชาติ  เป็นปลานํ้าจืดมีเกล็ดขนาดใหญ่ของไทย รองจากปลากะโห้ มี
ขนาด 80-100 เซนติเมตร เคยมีรายงานพบปลาย่ีสกไทยที่จังหวัดกาญจนบุรีขนาดใหญ่ยาว 1.35 
เมตรน้ําหนัก 40 กิโลกรัม    ปลาชนิดนี้หากินอยู่ระดับกลางน้ําและพ้ืนท้องนํ้า กินพืชในนํ้าเป็น
อาหารหลัก เช่น ตะไคร่นํ้า และพืชนํ้า แต่อาจกินลูกกุ้ง ลูกหอย ลูกปู และไรนํ้าด้วย    ในปัจจุบัน
แหล่งที่มีปลายี่สกไทยมากท่ีสุด คือ แม่นํ้าโขงบริเวณจังหวัดหนองคาย และจังหวัดนครพนม 
รองลงมาได้แก่แม่นํ้าน่าน จังหวัดอุตรดิตถ์ ส่วนที่แม่นํ้าแคว จังหวัดกาญจนบุรี แม่นํ้าแม่กลอง จังหวัด
ราชบุรี แม่นํ้าป่าสัก จังหวัดลพบุรี แทบจะไม่มีปลาย่ีสกเหลืออยู่เลย ปลาย่ีสกไทยที่จับได้จาก
ธรรมชาติมีปริมาณลดลง เน่ืองจากแหล่งนํ้าอันเป็นที่อยู่อาศัยของสัตว์นํ้าเสื่อมโทรมไปตามธรรมชาติ 
และความเจริญของบ้านเมือง เช่น การสร้างเข่ือนก้ันนํ้า การสร้างถนน การสร้างโรงงานอุตสาหกรรม
และการปล่อยของเสียลงในแม่นํ้าลําคลอง ทําให้เกิดนํ้าเสีย เป็นอันตรายต่อพันธ์ุสัตว์นํ้า จนทําให้ใน
ขณะนี้ปลายี่สกไทยจัดเป็นปลาที่ใกล้สูญพันธ์ุตามบัญชีของ IUCN Red list (IUCN, 1990) 

ปลาย่ีสกไทยจัดเป็นปลาที่อยู่ในครอบครัว Cyprinidae เช่นเดียวกับ ปลาตะเพียน ปลา
ตะโกก ปลากะโห้ ปลานวลจันทร์นํ้าจืด และปลาสร้อย มีราคาสูงมาก โดยในแต่ละบริเวณเรียกช่ือ
ปลาย่ีสกไทยแตกต่างกันออกไปตามถ่ินที่อยู่อาศัย เช่น ที่แม่นํ้าโขงจังหวัดหนองคาย เรียก "ปลาเอิน" 
หรือ "ปลาเอนคางหมู" ในท้องที่บางแห่งเรียกปลาชนิดนี้ว่า "ปลาย่ีสกทอง" "กะสก" หรือ "อีสก" 
บริเวณแม่นํ้าน่าน เรียกว่า "ปลาชะเอิน"  และที่จังหวัดเชียงราย เรียกว่า "ปลาเสือ"    ปลาย่ีสกไทยมี
ลักษณะเด่นของปลาที่เป็นเอกลักษณ์ไทยและมีลักษณะสวยงาม คือ สีของลําตัวเป็นสีเหลืองนวล 
ลําตัวค่อนข้างกลมและยาว บริเวณด้านข้างมีแถบสีดําข้างละ 7 แถบ พาดไปตามความยาวของลําตัว 
ทําให้มีช่ือสามัญว่า seven-stripped carp และมีช่ือวิทยาศาสตร์ว่า Probarbus jullieni      ปลา
ย่ีสกไทยมีหนังหนา เน้ือเหลือง ละเอียดอ่อน น่ิม รสหวาน ประกอบอาหารได้หลายอย่าง เช่น ต้มยํา 
แกงเหลือง ทอดมัน เป็นต้น 

การเพาะขยายพันธ์ุปลายี่สกไทยประสบความสําเร็จในการผสมเทียมปลายี่สกไทยเมื่อปี 
พ.ศ.2517 โดยสถานีประมงน้ําจืดจังหวัดหนองคาย โดยใช้พ่อแม่พันธ์ุที่รวบรวมจากแม่นํ้าโขง และ
เมื่อเดือนมกราคม 2533 สถานีฯ สามารถใช้พ่อแม่พันธ์ุปลายี่สกไทยที่เลี้ยงในบ่อดินมาทําการ
เพาะพันธ์ุประสบผลสําเร็จเป็นครั้งแรกด้วยการฉีดฮอร์โมนสังเคราะห์ (suprefact) ร่วมกับยาเสริม
ฤทธ์ิ (motillium) และในปัจจุบันก็ยังมีการเพาะพันธ์ุปลาชนิดน้ีที่สถานีประมงน้ําจืดจังหวัดเลย 
สถานีประมงน้ําจืดจังหวัดมุกดาหาร และล่าสุดก็สามารถเพาะพันธ์ุโดยใช้พ่อแม่พันธ์ุปลายี่สกไทยที่
เลี้ยงในบ่อซีเมนต์ในปี พ.ศ. 2552 โดยสถานีประมงน้ําจืดจังหวัดราชบุรี (สํานักวิจัยและพัฒนาประมง
นํ้าจืด 2553)    อย่างไรก็ตามในแหล่งนํ้าธรรมชาติ เช่นแม่นํ้าโขง ปลาย่ีสกไทยวางไข่ในฤดูหนาว เริ่ม
ต้ังแต่ปลายเดือนธันวาคมถึงเดือนกุมภาพันธ์ของทุกปี โดยจะอยู่รวมกันเป็นฝูงใหญ่ ๆ ฝูงละ 30 - 40 
ตัว บริเวณที่วางไข่อยู่ท้ายเกาะกลางนํ้า และไข่ปลาย่ีสกไทยเป็นไข่ประเภทจมติดกับวัตถุ มีสีเหลือง 
ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 2 มิลลิเมตร แม่ปลาหนัก 14 กิโลกรัม รังไข่หนัก 2.4 กิโลกรัม มีไข่
ประมาณ 500,000 ฟอง ไข่ฟักเป็นตัวภายใน 72 ช่ัวโมง ที่อุณหภูมินํ้า 23 องศาเซลเซียส  
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การเลี้ยงปลายี่สกไทยสามารถหาพันธ์ุปลาที่จะเล้ียงได้จากแหล่งนํ้าธรรมชาติ  หรือซื้อพันธ์ุ
ปลาจากหน่วยราชการของกรมประมง ซึ่งได้ลูกปลาจากการผสมเทียมในแต่ละปี แต่ในขณะนี้ปริมาณ
การผลิตลูกปลาย่ีสกไทยไม่เพียงพอกับความต้องการของผู้เลี้ยง ประกอบกับปริมาณปลาในแหล่งนํ้า
ธรรมชาติมีน้อยลงอย่างมากจนเสี่ยงต่อการสูญพันธ์ุ จึงควรที่จะมีการส่งเสริมทั้งด้านการเพาะเลี้ยง
สัตว์นํ้า และการอนุรักษ์สัตว์นํ้าเพ่ือให้ปลาชนิดน้ียังคงอยู่ เพ่ือให้มีผู้สนใจเลี้ยงปลาย่ีสกไทยให้มากขึ้น 
และเป็นประโยชน์ต่อผู้ประกอบการต่อไปเพ่ือทดแทนการจับจากธรรมชาติ ซึ่งนับวันจะมีจํานวน
น้อยลงทุกที รวมท้ังการเพาะพันธ์ุปลายี่สกไทยคืนถ่ินเสริมแห่งนํ้าธรรมชาติก็สามารถช่วยอนุรักษ์พันธ์ุ
ปลาชนิดน้ีไว้ก่อนที่จะสูญพันธ์ุไปจากประเทศไทย 

แนวทางที่เหมาะสมในการส่งเสริมการเพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์ปลาย่ีสกไทย สามารถทําได้
โดยการนําน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยมาแช่แข็ง แล้วจัดเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศา
เซลเซียส) ในลักษณะของธนาคารนํ้าเช้ือ (sperm bank) ซึ่งสามารถเก็บรักษานํ้าเช้ือที่มีคุณภาพดีได้
นานเป็นปีๆโดยที่คุณภาพสเปิร์มยังดีเหมือนนํ้าเช้ือสด ซึ่งเมื่อใดก็ตามที่แม่พันธ์ุปลาย่ีสกไทยมีความ
พร้อม มีไข่แก่และมีการตกไข่ ก็สามารถนํานํ้าเช้ือแช่แข็งที่มีอยู่ในธนาคารนํ้าเช้ือมาผสมเทียมกับไข่ได้
ลูกปลาย่ีสกไทยที่ต้องการ        ด้วยเหตุที่พ่อแม่พันธ์ุปลาย่ีสกไทยก็ค่อนข้างหาได้ยากมากขึ้นทุกวัน
จากแหล่งนํ้าธรรมชาติ อีกทั้งในระหว่างการเพาะพันธ์ุปลาชนิดนี้ก็จะมีปัญหามากในประเด็นที่มักจะ
ได้พ่อแม่พันธ์ุที่จับได้จากธรรมชาติที่มีไข่แก่ หรือนํ้าเช้ือที่มีคุณภาพดีไม่พร้อมกัน ทําให้การเพาะพันธ์ุ
ไม่ประสบผลสําเร็จ  เพราะมีแต่ไข่ หรือนํ้าเช้ืออย่างเดียวเท่าน้ัน อีกทั้งก็ยังพบบ่อยครั้งว่าพ่อพันธ์ุ 
หรือแม่พันธ์ุที่จับได้ก็อาจตายระหว่างการจับ หรือลําเลียงปลา ทําให้การเพาะพันธ์ุปลาใกล้บริเวณ
ใกล้แหล่งผสมพันธ์ุวางไข่ทําได้ยาก      อย่างไรก็ตามแม้ว่าการเลี้ยงขุนพ่อแม่พันธ์ุปลาย่ีสกไทยในบ่อ
ดินจะได้มีการดําเนินการในสถานีประมงนํ้าจืด แต่ก็ยังจํากัดอยู่ในบางพ้ืนที่เท่าน้ัน ซึ่งการเลี้ยงขุน
ปลายี่สกไทยให้เป็นพ่อแม่พันธ์ุที่ดีน้ันต้องใช้เวลาเลี้ยงหลายปี และมีโอกาสท่ีพ่อแม่พันธ์ุจะมีโอกาสติด
โรค หรือตายลงไปบางส่วนจากโรคระบาด หรืออุบัติเหตุต่างๆ ซึ่งถ้าเมื่อใดพ่อพันธ์ุปลายี่สกไทยที่
เลี้ยงขุนภายในฟาร์มเริ่มมี หรือผลิตนํ้าเช้ือได้แล้วก็ควรที่จะรีดนํ้าเช้ือบางส่วนออกจากพ่อพันธ์ุปลา
แล้วรีบนํามาแช่แข็ง แล้วจัดเก็บรักษาไว้ในธนาคารนํ้าเช้ือทันที เพราะโดยทั่วไปแล้วในช่วงฤดูผสม
พันธ์ุวางไข่ พ่อพันธ์ุปลาสามารถสร้างนํ้าเช้ือได้ตลอดเวลา เมื่อนํ้าเช้ือบางส่วนถูกรีดออกไป ก็สามารถ
สร้างขึ้นมาทดแทนใหม่ได้ทันทีในช่วงฤดูผสมพันธ์ุวางไข่ (Jackson and Sullivan, 1995; 
Shangguan and Crim, 1995; Mylonas et al., 1997) และก็มีรายงานวิจัยจํานวนมากที่แสดงให้
เห็นว่าพ่อพันธ์ุปลาหลายชนิดที่มีนํ้าเช้ือจํานวนมาก แต่ไม่ได้นําพ่อพันธ์ุปลาตัวน้ันมาเพาะพันธ์ุในช่วง
ฤดูผสมพันธ์ุวางไข่ ก็จะทําให้นํ้าเช้ือหมดหายไปจากตัวพ่อพันธ์ุปลาในช่วงปลายฤดูผสมพันธ์ุทันที เช่น
ปลา trout ปลา turbot ปลา seabass (Büyükhatipoglu and Holtz, 1984; Zohar et al., 
1984; Suquet et al., 1992) ดังน้ันในขณะที่พ่อพันธ์ุปลาย่ีสกไทยในฟาร์มมีนํ้าเช้ือ ก็ควรรีดนํ้าเช้ือ
มาแช่แข็งเอาไว้ เพ่ือสามารถผสมเทียมกับไช่ปลาย่ีสกไทยเม่ือใดก็ได้ที่มีแม่ปลาย่ีสกไทยที่มีความ
พร้อม มีไข่แก่ หรือจัดหาแม่พันธ์ุที่เหมาะสมได้ในขณะที่อาจไม่มีพ่อพันธ์ุที่เหมาะสม ก็สามารถใช้
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งที่มีอยู่มาผสมเทียม ทําให้สามารถใช้นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยได้อย่างมี
ประสิทธิภาพสูงสุด      

ในประเทศไทยการศึกษาเกี่ยวกับการเก็บนํ้าเช้ือสัตว์นํ้าแบบแช่แข็งยังมีอยู่น้อยมากเมื่อเทียบ
กับการศึกษาในต่างประเทศ เน่ืองจากสัตว์นํ้าส่วนใหญ่ที่พบในประเทศไทยมักจะมีนํ้าเช้ือที่สมบูรณ์ดี
ตลอดช่วงฤดูผสมพันธ์ุวางไข่ และหาได้ง่ายจึงทําให้ผู้เพาะพันธ์ุสัตว์นํ้าไม่นิยมเก็บนํ้าเช้ือสัตว์นํ้าแช่
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การเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตว์นํ้าแบบแช่แข็งจะมีความสําคัญต่อการพัฒนาด้านการเพาะเลี้ยงสัตว์
นํ้า แต่การศึกษาด้านการเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตว์นํ้าแบบแช่แข็งในประเทศไทยยังมีค่อนข้างน้อยมาก 
เมื่อเปรียบเทียบกับงานวิจัยทางด้านอ่ืนๆของการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า ซึ่งมีการพัฒนาอย่างมากเทียบเท่า
ในต่างประเทศ    การเก็บรักษาน้ําเช้ือสัตว์นํ้าแบบแช่แข็งกล่าวโดยสรุปทําโดยการนําเอานํ้าเช้ือสัตว์
นํ้าที่มีคุณภาพดีมาเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ (sperm extender) พร้อมกับใส่สารที่ป้องกันไม่ให้
เซลล์เป็นอันตรายในระหว่างการแช่แข็งซึ่งเรียกว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์(cryoprotectant) แล้วจึง
เอาไปบรรจุในหลอดบรรจุนํ้าเช้ือพร้อมกับลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว ก่อนที่จะเก็บรักษาไว้ใน
ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ซึ่งสามารถรักษาคุณภาพของนํ้าเช้ือสัตว์นํ้าได้เป็นเวลานาน
เป็นปีๆ  อย่างไรก็ตามในขณะน้ีในประเทศไทยยังไม่มีรายงานถึงการแช่แข็งนํ้าเช้ือย่ีสกไทย และด้วย
เหตุที่ปลายี่สกไทย เป็นสัตว์นํ้าของไทยที่หาได้ยาก ใกล้สูญพันธ์ุ และยังเป็นปลาที่มีลักษณะพิเศษเป็น
เอกลักษณ์ของไทย ซึ่งจําเป็นต้องมีการวิจัยแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยเพ่ือการเพาะเล้ียง และการ
อนุรักษ์ เพ่ือให้การเลี้ยงปลาชนิดน้ีมีความย่ังยืน และเพ่ือป้องกันไม่ให้สูญพันธ์ุไปจากประเทศไทย  จึง
จําเป็นต้องมีการพัฒนาเทคนิควิจัยเพ่ือแช่แข็งนํ้าเช้ือพ่อพันธ์ุปลาย่ีสกไทยให้เกิดประโยชน์สูงสุด  
ดังน้ันโครงการวิจัยเร่ืองน้ีจึงได้มุ่งพัฒนาวิธีการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยเพ่ือให้มีนํ้าเช้ือแช่แข็งที่มี
คุณภาพดีที่สามารถเก็บรักษาไว้ไว้ได้นานเป็นปี และสามารถผสมเทียมกับไข่ได้เพ่ือประโยชน์การ
เพาะเลี้ยงสัตว์นํ้าและการอนุรักษ์ต่อไป 
 
วัตถุประสงค์โครงการวิจัย 

1.  ศึกษาชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ที่เหมาะสมในการเก็บรักษา
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแบบแช่แข็ง 
 2. ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่ผ่านการ
แช่แข็ง 
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 3. ศึกษาผลของระยะเวลาการเก็บรักษาที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยท่ีเก็บ
รักษาแช่แข็งไว้ในไนโตรเจนเหลว 
 4. เพ่ือพัฒนาเทคโนโลยีการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลายี่สกไทยแบบแช่แข็งเพ่ือประโยชน์การ
เพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า และการอนุรักษ์ 
 
ประโยชน์ที่ไดร้ับ 

1. ทราบวิธีการที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแบบแช่แข็ง ซึ่งข้อมูลดังกล่าว
สามารถนําไปใช้ในการพัฒนางานวิจัยเก็บรักษานํ้าเช้ือปลานํ้าจืดชนิดอ่ืนๆที่อยู่ในครอบครัวเดียวกับ
ปลายี่สกไทยต่อไปในอนาคต เช่นปลานวลจันทร์นํ้าจืด เป็นต้น 

2. ทําให้ทราบถึงชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมสําหรับการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา
ย่ีสกไทย ทําให้การเพาะพันธ์ุปลายี่สกไทยมีความสะดวกขึ้นและใช้เซลล์สเปิร์มอย่างมีประสิทธิภาพ 

3. ได้พัฒนาเทคโนโลยีการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแบบแช่แข็งเพ่ือการผสมเทียมไข่
ปลาย่ีสกไทย โดยสามารถเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยได้ในระยะเวลาที่นานข้ึนเป็นปีเพ่ือใช้
ประโยชน์สูงสุดในการผสมเทียมปลาย่ีสกไทย การอนุรักษ์พันธ์ุปลาที่เป็นเอกลักษณ์ของไทย รวมท้ัง
เป็นการเพ่ิมศักยภาพในการปรับปรุงพันธ์ุ หรือการคัดเลือกพันธ์ุ โดยการเก็บนํ้าเช้ือที่ดีไว้ในลักษณะ 
sperm bank ซึ่งสามารถถ่ายทอดเทคโนโลยีน้ีไปยังนักวิชาการประมง และเกษตรกรผู้เพาะพันธ์ุปลา
ย่ีสกไทย หรือปลาชนิดอ่ืนๆต่อไป 

หน่วยงานท่ีจะนําผลการวิจัยไปใช้ได้แก่  ภาควิชาวาริชศาสตร์ ภาควิชาจุลชีววิทยา และ
โครงการบัณฑิตศึกษา คณะวิทยาศาสตร์  มหาวิทยาลัยบูรพา และ หน่วยงานท่ีเกี่ยวข้องกับการเพาะ
ขยายพันธ์ุปลายี่สกไทย เช่น กรมประมง ซึ่งมีสถานีประมงน้ําจืด/ศูนย์วิจัยและพัฒนาประมงนํ้าจืดทั่ว
ประเทศ ที่สามารถนําผลงานวิจัยที่ได้ไปประยุกต์ใช้ได้ทั้งในด้านการเพาะพันธ์ุ และการอนุรักษ์พันธ์ุ
ปลาย่ีสกไทยที่ยังคงมีอยู่ในแหล่งนํ้าธรรมชาติของประเทศให้คงไว้ไม่ให้สูญพันธ์ุ โดยข้อมูลที่ได้จาก
การวิจัยน้ียีงสามารถใช้เป็นข้อมูลพ้ืนฐานในการศึกษาเพ่ิมเติมและงานวิจัยทั้งในระดับปริญญาโทและ
ปริญญาเอกทางด้านวาริชศาสตร์ การเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้า และวิทยาศาสตรชีวภาพของมหาวิทยาลัย
บูรพาต่อไปในอนาคต รวมท้ังสามารถใช้เป็น database งานวิจัยของกลุ่มวิจัยการเก็บรักษาน้ําเช้ือ
ของสัตว์นํ้าเพ่ือการอนุรักษ์ และการผสมเทียมของมหาวิทยาลัยบูรพา 
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บทท่ี 2 
การสํารวจเอกสาร 

 

ผลงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 1. ชีววิทยาปลาย่ีสกไทย 

ปลาย่ีสกไทย มีช่ือเรียกแตกต่างออกไปตามท้องถิ่นต่าง ๆ เช่น เอิน สะเอิน หรือ เอินตาแดง
ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ หรือย่ีสกทอง หรือ อีสก หรือ กะสก ในแถบแม่นํ้าน่าน และที่จังหวัด
เชียงรายเรียกว่า ปลาเสือ เป็นต้น   ปลาย่ีสกไทยมีช่ือสามัญว่า seven-stripped carp มีช่ือ
วิทยาศาสตร์ว่า Probarbus jullieni จัดอยู่ในวงศ์ปลาตะเพียน (Cyprinidae) เป็นปลานํ้าจืดขนาด
ใหญ่ หัวค่อนข้างโต สีของลําตัวเป็นสีเหลืองนวล ลําตัวค่อนข้างกลมและยาว มีหนวดสั้นที่ขากรรไกร
บน 1 คู่ ปากเล็กยืดหดได้ อยู่คล้อยลงมาใต้ส่วนหัว สีของลําตัวเหลือง มีแถบสีดํา 7 แถบพาดไปตาม
ความยาวของลําตัว เวลากินอาหารทําปากยืดหดได้ เยื่อม่านตาเป็นสีแดงเร่ือ ๆ ครีบหลัง ครีบหู ครีบ
ท้อง ครีบก้นมีสีชมพูแทรกอยู่ กับพ้ืนครีบ ซึ่งเป็นสีเทาอ่อน หางค่อนข้างใหญ่และเว้าลึก 

 ปลาย่ีสกไทยเป็นปลาที่อยู่ในครอบครัว Cyprinidae เช่นเดียวกับ ปลาตะเพียน ปลาตะโกก 
ปลากะโห้ ปลานวลจันทร์นํ้าจืด และปลาสร้อย มีราคาสูงมาก เมื่อเทียบกับจําพวกปลานํ้าจืดที่มีอยู่ใน
ประเทศไทย ราคากิโลกรัมละ 80-100 บาท   ปลาย่ีสกไทยมีหนังหนา เน้ือเหลือง ละเอียดอ่อน นิ่ม 
รสหวาน ประกอบอาหารได้หลายอย่าง เช่น ต้มยํา ต้มเค็ม แกงเหลือง ทอดมัน ทอดฟู น่ึง รมควัน 
เจ๋ียน น่ึงกับเคร่ืองปรุงแบบจีน และชุบแป้งทอด  (สํานักวิจัยและพัฒนาประมงนํ้าจืด, 2553) 

การพัฒนาทางเพศของปลาในฤดูผสมพันธ์ุวางไข่พบว่า ปลาตัวผู้จะเปลี่ยนสีลําตัวเป็นสีคล้ํา
อมม่วงและมีตุ่มสิว (pearl organ) ขึ้นบริเวณข้างแก้มและครีบอก   ในแม่นํ้าโขงปลาย่ีสกไทยผสม
พันธ์ุวางไข่ในฤดูหนาวระหว่างเดือนธันวาคมถึงกุมภาพันธ์ของทุกปี โดยอยู่รวมกันเป็นฝูงใหญ่ ๆ ฝูง
ละ 30 - 40 ตัว บริเวณที่วางไข่อยู่ท้ายเกาะกลางนํ้า ขนาดใหญ่ที่สุดเท่าที่พบมีความยาว 1 เมตร 
และมีนํ้าหนักถึง 40 กิโลกรัม แต่ปลาส่วนใหญ่ที่จับได้มักมีความยาวประมาณ 60-90 เซนติเมตร 
นํ้าหนัก 6-18 กิโลกรัม พบตามแหล่งนํ้าใหญ่ของภาคกลาง ภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ 
เช่น แม่นํ้าโขง แม่นํ้าน่าน แม่นํ้าเจ้าพระยา แม่นํ้าท่าจีน แม่นํ้าแม่กลอง    การกินอาหารตาม
ธรรมชาติของปลาย่ีสกไทยพบว่า ปลากินหอย ปู พืชนํ้า ตะไคร่นํ้า ไรน้ํา และสัตว์หน้าดิน  ไข่ปลา
ย่ีสกไทยมีลักษณะเป็นไข่จมติดกับวัตถุ มีสีเหลือง ขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 2 มิลลิเมตร แม่
ปลาหนัก 14 กิโลกรัม รังไข่หนัก 2.4 กิโลกรัม มีไข่ประมาณ 500,000 ฟอง ไข่ฟักเป็นตัวภายใน 72 
ช่ัวโมง ที่อุณหภูมินํ้า 23 องศาเซลเซียส (สํานักวิจัยและพัฒนาประมงนํ้าจืด, 2553)    
 

2. ชีววิทยาของน้ําเชื้อสัตว์น้ํา 

นํ้าเช้ือ (semen) ของสัตว์นํ้าประกอบด้วยเซลล์สเปิร์ม (spermatozoa) และนํ้าหล่อเลี้ยง
สเปิร์ม (seminal fluid) เหมือนที่พบในสัตว์ทั่วไป    นํ้าเช้ือปลามีช่ือเฉพาะที่เรียกว่า milt ซึ่งปลา
สร้างขึ้นมาและเก็บไว้ในอัณฑะ (testis)   อย่างไรก็ตามสเปิร์มของปลามีความแตกต่างจากสเปิร์ม
ของสัตว์มีกระดูกสันหลังอ่ืนๆตรงที่สเปิร์มของปลาไม่มีอะโครโซม (acrosome) ที่บริเวณหัวสเปิร์ม
เพ่ือใช้ในการย่อยผิวไข่ เน่ืองจาก ไข่ปลามีช่องไมโครไพล์ (micropyle) ซึ่งเป็นทางผ่านของสเปิร์มอยู่
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สเปิร์มของปลาประกอบด้วยส่วนต่างๆ 3 ส่วนได้แก่ 1.) ส่วนหัว (head) มีขนาดและรูปร่าง
แตกต่างกันไปตามชนิดของปลา โดยในส่วนหัวมีนิวเคลียส (nucleus) ที่มี ดีเอ็นเอ (DNA) เป็นสาร
พันธุกรรมเพ่ือปฎิสนธิกับนิวเคลียสของไข่    สเปิร์มของปลากระดูกแข็งส่วนมากไม่มีอะโครโซมตามท่ี
กล่าวมาแล้ว เช่น ปลาดุก ปลากะพงขาว  ปลาแซลมอน ปลาไน เป็นต้น แต่ปลาบางชนิดเท่าน้ันมีอะ
โครโซม เช่น ปลา herring เป็นต้น    2.) ส่วนกลาง (middle piece) เป็นส่วนของสเปิร์มที่อยู่ติดกับ
ส่วนหัวโดยจะมีไมโทคอนเดรีย (mitochondria) จํานวนมาก ทําหน้าที่ให้พลังงานแก่สเปิร์มใน
ระหว่างการเคลื่อนที่ และ 3.) ส่วนหาง (tail) เป็นส่วนที่มีลักษณะยาว และในส่วนหางจะมีไฟบริล 
(fibril) อยู่ทั้งหมด 11 คู่ อยู่ตรงกลาง 2 คู่ และอยู่โดยรอบ 9 คู่ใน ปลาบางชนิดเช่น ปลาแซลมอน 
ปลาเทร้า ปลาเพรซ ปลาเพิช เป็นต้น พบว่า บริเวณปลายหางสเปิร์มจะเล็กลงเรียกว่า end piece 
 ปลากระดูกแข็งส่วนมากมีสเปิร์มที่มีส่วนหัวเป็นรูปทรงกลม (spherical) หรือทรงรี 
(ovate หรือ acorn-shape) โดยส่วนหัวมีขนาดประมาณ 2-3 ไมโครเมตรและความยาวสเปิร์มจาก
หัวจนถึงปลายหางแตกต่างกันไป ส่วนกลางมีขนาดเล็ก และส่วนใหญ่มีหางจํานวน 1 หาง (วีรพงศ์, 
2536)  
 

3. การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลา 

นํ้าเช้ือปลาขณะที่ยังอยู่ในตัวปลา สเปิร์มจะไม่เคลื่อนที่ (immotile) แต่เมื่อปลาเพศผู้ปล่อย
นํ้าเช้ือออกมาในนํ้าขณะผสมพันธ์ุวางไข่ สเปิร์มจะเคลื่อนที่ทันทีเพ่ือปฏิสนธิกับไข่ ดังน้ันเซลล์สเปิร์ม
ของปลาจะไม่เคลื่อนที่เมื่อยังอยู่ในตัวปลาหรือเมื่อรีดนํ้าเช้ือสดออกมาใหม่ๆ แต่เซลล์สเปิร์มจะมีการ
เคลื่อนที่อย่างรวดเร็ว เมื่อนํ้าเช้ือถูกกระตุ้นด้วยสารละลายที่เหมาะสม เช่นนํ้าเช้ือปลาผสมกับนํ้า
ภายนอกขณะที่พ่อแม่พันธ์ุปลาผสมพันธ์ุวางไข่ตามธรรมชาติ หรือเมื่อนําเอาหยดเล็กๆ ของนํ้าเช้ือ
ผสมกับหยดนํ้าบนแผ่นกระจกสไลด์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ จะทําให้เซลล์สเปิร์มถูกกระตุ้นให้มีการ
เคลื่อนที่อย่างรวดเร็ว อันเป็นผลเน่ืองมาจากน้ําเช้ือถูกกระตุ้นขณะเจือจาง ซึ่งทําให้ค่าแรงดันออสโม
ติกเปลี่ยนไป     อย่างไรก็ตามการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลานํ้าจืดเมื่อถูกกระตุ้นจะสิ้นสุดลงอย่าง
รวดเร็วภายในระยะเวลาไม่เกิน 1 นาที หรืออาจใช้เวลาหลายช่ัวโมงสําหรับนํ้าเช้ือปลาทะเลเมื่อถูก
กระตุ้นด้วยนํ้าทะเลให้เคลื่อนที่และหยุดเคล่ือนที่   กลไกที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลานํ้าจืด
พบว่าระดับค่าแรงดันออสโมติกที่ตํ่ากว่าระดับที่พบในนํ้าหล่อเลี้ยงสเปิร์ม (seminal fluid) เป็นปัจจัย
หลักที่ทําให้สเปิร์มปลานํ้าจืดเคลื่อนที่ (hypo-osmolality) แต่กลไกที่ควบคุมการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
ปลาทะเลนั้น ระดับค่าแรงดันออสโมติกที่สูงกว่าระดับที่พบในน้ําหล่อเลี้ยงสเปิร์ม (seminal fluid) 
เป็นปัจจัยหลักที่ทําให้สเปิร์มปลาทะเลเคลื่อนที่ (hyper-osmolality)  (Morisawa et al., 1983) 
ดังน้ันการตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือปลาโดยใช้เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่เป็นหลัก จึงต้องกระทําภายใน
ทันทีทันใดที่นํ้าเช้ือปลาผสมกับสารละลายบนกระจกสไลด์  

การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม นิยมใช้ในการพิจารณาถึงคุณภาพนํ้าเช้ือปลา เน่ืองจาก
ทําได้รวดเร็ว และสะท้อนถึงคุณภาพสเปิร์มได้ดี แม้ว่าการประเมินด้วยการคาดคะเน เป็นระดับการ
เคลื่อนที่แตกต่างกัน (subjective estimation) จะให้ความเที่ยงตรงตํ่ากว่าการประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มด้วยการใช้เครื่องมือวิเคราะห์คุณภาพสเปิร์ม (computer-assisted sperm analysis; 
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การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาขึ้นอยู่กับปัจจัยที่มากระตุ้นจํานวนมาก เช่น ชนิดของแร่ธาตุที่มา
กระตุ้น และอุณหภูมินํ้าที่กระตุ้น เป็นต้น ดังการทดลองต่อไปนี้ 
 Alavi et al. (2007)   ศึกษาผลของ K+ และ Ca2+ในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลา Perca 
fluviatilis พบว่า Ca2+ มีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม โดยความเข้มข้นที่ 2.5  mM มีผลทําให้
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่และอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเพ่ิมข้ึน และเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่
ของสเปิร์มและอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มจะลดลงเมื่อความเข้มข้นของ Ca2+ เท่ากับ 5.0 
mM เมื่อเทียบกับความเข้มข้นที่ 2.5 mM ส่วน K+ พบว่าความเข้มข้นของ K+ ที่เพ่ิมข้ึนมีผลต่อ
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มและอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มโดยสเปิร์มจะเริ่มเคล่ือนที่
เมื่อความเข้มข้นของ K+ เท่ากับ 40 mM และจะหยุดเคลื่อนที่เมื่อความเข้มข้นของ K+  เท่ากับ 80  
mM สรุปได้ว่าอัตราการเจือจางของ K+  และ Ca2+  มีผลต่อการเลื่อนที่ ความเร็วในการเคลื่อนที่และ
เปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่เคลื่อนที่ 
 Alavi and Cosson (2005) ศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่และการรอดชีวิต
ของสเปิร์มพบว่าระยะเวลาในการเคลื่อนที่ การปฏิสนธิ และอัตราเร็วในการเคลื่อนที่ของสเปิร์มขึ้นอยู่
กับการกระตุ้นด้วยอุณหภูมิ เพราะประสิทธิภาพของสเปิร์มปลามีอยู่อย่างจํากัด อัตราเร็วของการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มจะเพ่ิมขึ้น เมื่ออุณหภูมิในสารละลายเพ่ิมขึ้น ซึ่งจะทําให้ระยะเวลาในการเคล่ือนที่
ของสเปิร์มสั้นลง และเมื่อลดอุณหภูมิมีผลทําให้สเปิร์มเคลื่อนที่ช้าลงและระยะเวลาในการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มนานขึ้น โดยศึกษาผลของอุณหภูมิที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลา Siberian sturgeon 
พบว่าระยะเวลาในการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม จะเคลื่อนที่ลดลงเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิจาก 10 องศาเซลเซียส 
จนถึง 17.5 องศาเซลเซียส และปลาฉลามปากเป็ด (Polyodon spathula) สามารถเคลื่อนที่ได้ 4 
นาที แต่มีเพียง 1-5 เปอร์เซ็นต์เท่าน้ันที่สามารถเคลื่อนที่ได้ถึง 6 นาที ที่ 10-12 องศาเซลเซียส  
 
 4. การแช่แข็งน้ําเชื้อปลา 

การเก็บรักษาสเปิร์ม หรือนํ้าเช้ือแบบแช่แข็ง   เป็นการเก็บเซลล์สเปิร์ม หรือนํ้าเช้ือแช่แข็งใน
ถังไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196  องศาเซลเซียส  ซึ่งการเก็บรักษาน้ําเช้ือด้วยวิธีน้ีมีความเก่ียวข้อง
กับตัวแปรต่อไปนี้ได้แก่ การเลือกใช้สูตรนํ้ายาท่ีเหมาะสมท่ีใช้เก็บรักษานํ้าเช้ือ (sperm extender)  
ชนิดและระดับความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectant; สารที่ช่วยป้องกันการ
เสียหายของเซลล์ในกระบวนการแช่แข็ง) ระยะสมดุล (equilibration  time; ช่วงเวลาหลังจากผสม
นํ้าเช้ือกับสารไครโอโพรเทคแทนท์ก่อนทําการแช่แข็ง)  และอัตราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสม 
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เกรียงศักด์ิ เม่งอําพัน (2545) ได้ศึกษาการปรับปรุงพันธ์ุปลาจากน้ําเช้ือแช่แข็งในปลา 
Brown trout ปลาไน ปลาบึก ปลาเทพา ปลากระโห้ และปลาดุกรัสเซีย ผลการศึกษาปรากฏว่า 
สารละลายที่เหมาะสมในการเก็บอสุจิแช่แข็งที่ให้อัตราการผสมดีที่สุดของปลา Brown trout 
ประกอบด้วย NaCl 750 mg Glucose 5,400 mg และ DMSO 10% ในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร ให้
อัตราการผสมระหว่าง 33-59%  การแช่แข็งนํ้าเช้ือในรูปเม็ดใช้ได้สะดวกและอัตราการผสมดีกว่าใน
รูปหลอดฟาง การละลายเพ่ือการผสมเทียมไม่ควรเกิน 10 วินาที  2) ปลาไน สารประกอบที่มีความ
เข้มข้นมากกว่า 1,200 mOsm/kg มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่และอัตราการผสมของน้ําเช้ือ 3) ปลา
บึก การใช้ DMSO ในการแช่แข็งไม่ควรเกิน 10% อัตรานํ้าเช้ือต่อสารประกอบควรใช้ 1:3  4) ปลา
เทพา สารละลายที่เหมาะสมประกอบด้วย NaCl 750 mg , KCl 100 mg , Glucose 100 mg และ 
DMSO 10% ในนํ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร  5) ปลากระโห้ อัตราการลดอุณหภูมิก่อนการแช่แข็งควรอยู่
ระหว่าง 10-15 องศาเซลเซียส ต่อนาที แรงดันออสโมติกของนํ้าเช้ืออยู่ระหว่าง 250-300 mOsm/kg 
6) ปลาดุกรัสเซีย ระดับการเคลื่อนที่ของอสุจิเคลื่อนที่ได้นานที่สุด 45 วินาทีเมื่อถูกกระตุ้น 

เสน่ห์ และคณะ (2536) รายงานการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาบึกในสารละลายที่มี  125 มิลลิโมล 
NaHCO3,  250 มิลลิโมล  Sucrose, 9.75  มิลลิโมล  Glutathione และ 8 เปอร์เซ็นต์ 
Dimethysulfuoxide  (DMSO)  พบว่า อัตราการปฏิสนธิของอสุจิในหลอดฟางฆ่าเช้ือ 67 เปอร์เซ็นต์ 
ไม่ฆ่าเช้ือมีอัตราปฏิสนธิ  11 เปอร์เซ็นต์ และอัตราปฏิสนธิเฉลี่ย 31 เปอร์เซ็นต์       

ทัศนีย์ ภูพิพัฒน์ และคณะ (2529) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาบึกแบบโดยใช้ 8%DMSO ด้วยวิธีการ
แช่แข็งในไอไนโตรเจนเหลวนาน 15 นาที นํามาเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลวนาน 4 เดือน พบว่า 
มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายเท่ากับ 60%  

นลินี มารคแมน และคณะ (2526) ได้ทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาวด้วยสารละลาย
บัฟเฟอร์ที่มี lecithin และ mannitol เป็นองค์ประกอบ ปรากฎว่าประสบความล้มเหลว  

Yavas and Bozkurt (2011) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาเฉาฮ้ือในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
แล้วนํามาละลายที่อุณหภูมิ 30, 35, 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลานาน 10, 20, 30 วินาที ปรากฎว่า
สเปิร์มมีการเคลื่อนที่สูงสุดหลังการละลายเมื่อละลายน้ําเช้ือแช่แข็งที่อุณหภูมิ 35 องศาเซลเซียส เป็น
เวลานาน 30 วินาที    

Vuthiphandchai et al. (2009a) ได้พัฒนาวิธีการการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะพงแดง 
(Lutjanus argentimaculatus) ด้วยการใช้สาร cryoprotectants 10 ชนิดที่ 4 ระดับความเข้มข้น 
โดยลดอุณหภูมิแตกต่างกัน 2 รูปแบบด้วยการใช้เคร่ืองมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ พบว่า นํ้าเช้ือปลา
กะพงแดงที่อยู่ในสภาวะสมดุล (equilibration period) ใน dimethylsulfoxide 10% นาน 10 
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 Irawan et al. (2010) ศึกษาผลของสารละลายบัฟเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์และวิธีการ
แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาไน ด้วยการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 6 ชนิด และสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด 
ด้วยการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/นาทีก่อนเก็บในไนโตนเจนเหลว พบว่านํ้าเช้ือที่
เจือจางด้วย common carp sperm extender (CCSE2) และ DMSO มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มไม่
แตกต่างกับนํ้าเช้ือสด และยังพบว่าการแช่แข็งนํ้าเช้ืออย่างง่าย โดยนํานํ้าเช้ือมาแช่แข็งเหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลว 2 เซนติเมตร นาน 10 นาทีมีผลทําให้สเปิร์มยังคงมีการเคลื่อนที่สูงกว่า 90%หลังการ
ละลาย (post-thaw sperm motility) 

Linhart et al. (2000) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือของปลาไนโดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส/นาที จาก 4 องศาเซลเซียส ถึง -9 องศาเซลเซียส แล้วใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 11 องศา
เซลเซียส/นาที จาก -9 องศาเซลเซียส ถึง -80 องศาเซลเซียส แล้วนําไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลวนาน 
1 สัปดาห์ พบว่า เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของน้ําเช้ือสดและนํ้าเช้ือแช่แข็งมีความแตกต่างกันโดย
นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 78 ±  18% และน้ําเช้ือแช่แข็งมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 69 ±  14% 

Suquet et al. (1998) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลา turbot  (Psetta maxima) โดยใช้ 10% 
DMSO ร่วมกับ 10% BSA แล้วเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว 9 เดือน พบว่า นํ้าเช้ือแช่แข็งมีเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายอยู่ในช่วง 60 - 90%    

Conget et al. (1996) ใช้สาร cryoprotectant ชนิดต่างๆในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา 
rainbow trout พบว่า การใช้ dimethyl sulfoxide (DMSO) ร่วมกับ sucrose ให้ผลดีที่สุดในการ
แช่แข็งนํ้าเช้ือ โดยระยะเวลาท่ีเจือจางนํ้าเช้ือใน cryoprotectant ก่อนทําการแช่แข็งไม่ควรเกิน 10 
นาที และการลดอุณหภูมิขณะแช่แข็งอย่างรวดเร็ว (30 องศาเซลเซียส/นาที) มีผลทําให้สเปิร์มมี
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่สูงกว่าการลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ (1 องศาเซลเซียส/นาที และ 10 องศา
เซลเซียส/นาที) 

Tiersch et al. (1994) ได้นํานํ้าเช้ือปลา channel catfish มาแช่แข็งโดยผสมสาร 
cryoprotectant ต่างๆชนิด โดยใช้สารละลาย Hank’s balanced salt solution ลงไปเจือจาง
นํ้าเช้ือ พบว่า methanol ให้ผลดีที่สุดในการแช่แข็งนํ้าเช้ือโดยสเปิร์มมีการเคลื่อนที่ และมี
ความสามารถในการปฎิสนธิกับไข่เทียบเท่ากับการใช้นํ้าเช้ือสดที่รีดออกมาใหม่ๆมาผสมเทียม 

Gwo et al. (1991)  ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลา Atlantic croaker พบว่า sperm extender ที่
ประกอบด้วย เกลือแกง กลูโคส และ ซูโครส สามารถใช้เจือจางนํ้าเช้ือขณะทําการแช่แข็ง โดยมี
ประสิทธิภาพเทียบเท่ากับ sperm extender ชนิดอ่ืนๆ ที่มีความสลับซับซ้อน หรือมีสารเคมีหลาย
ชนิดเป็นองค์ประกอบ  และยังพบว่าอัตราการลดอุณหภูมิแช่แข็งต้ังแต่ -10 องศาเซลเซียส/นาที 
จนถึง -150 องศาเซลเซียส/นาที  ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิขณะนํามาผสมเทียมกับไข่ 

Rana and McAndrew (1989)  รายงานการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลานิลโดยเจือจางนํ้าเช้ือใน
สารละลาย Ringer ที่มี methanol เป็น cryoprotactant ที่ระดับต่างๆกัน แล้วบรรจุนํ้าเช้ือใน
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Bolla et al. (1987) ศึกษาผลของอัตราการเพ่ิมอุณหภูมิในการละลายนํ้าเช้ือแช่แข็งของ
ปลา Atlantic halibut ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม พบว่าอัตราการละลายที่เหมาะสมนํ้าเช้ือปลา 
Atlantic halibut มีค่าอยู่ในช่วงกว้าง คือ 10-40 องศาเซลเซียส/นาที 
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บทท่ี 3 
วิธีดําเนินการทดลอง 

 
วัสดุอุปกรณ์ และสารเคมี 

  บีกเกอร์ขนาดต่างๆ 
  ขวดรูปชมพู่ขนาด 125  250 และ 500 มิลลิลิตร 
  ไมโครปิเปตขนาดต่างๆ  

กระดาษกรอง 
  เคร่ืองช่ังแบบทศนิยม 2 และ 4 ตําแหน่ง 
  เคร่ืองป่ันผสม (Vortex mixer) 

เคร่ืองแช่แข็งนํ้าเช้ืออัตโนมัติ (Controlled-rate programmable freezer) 
กล้องจุลทรรศน์ 
Osmometer 
Hemacytometer 
ถังเก็บไนโตรเจนเหลวขนาดใหญ ่(dewar) 
ตู้ควบคุมอุณหภูมิตํ่า 
ตู้ autoclave 
ตู้อบเครื่องแก้ว (hot air oven) 
Glass micropipette ขนาด 5,10 และ 100 ไมโครลิตร 
French Straw 0.25 และ 0.5 มิลลลิิตร 
Cryovial 1.5 มิลลลิิตร 
Canister  
canes 
Vial tubes 
rack 
Tissue culture flasks 
Thermocouple probe thermometer (K-type, HI 91530K, Hanna 
Instruments Inc.) 
ไนโตรเจนเหลว 
พ่อพันธ์ุปลายี่สกไทย 

  สารเคมีประเภทต่างๆท่ีใช้ในการแช่แข็ง และการย้อมสี 
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วิธีดําเนินการทดลอง 
1. การรวบรวมพ่อพันธ์ุปลายี่สกไทยและการรวบรวมนํ้าเช้ือ 
พ่อพันธ์ุปลายี่สกไทย (รูปที่ 1) ถูกรวบรวมจากบ่อดินในฟาร์มเลี้ยง (รูปที่ 2) โดยอดอาหาร

ก่อนการรวบรวมพ่อพันธ์ุปลาเป็นเวลา 1 วัน     พ่อพันธ์ุปลาถูกรวบรวมโดยการลากอวนในตอนเช้า 
แล้วคัดเลือกเฉพาะพ่อพันธ์ุที่มีนํ้าเช้ือไหลออกมา (spermiation) ขณะกดรีดเบาๆบริเวณท้อง (hand 
stripping) มาใช้ในการทดลอง   พ่อพันธ์ุที่ได้คัดเลือกถูกลําเลียงนํามาพักไว้ในบ่อภายในโรงเพาะฟัก
เพ่ือให้ปลาปรับตัวก่อนการฉีดฮอร์โมนกระตุ้นด้วย suprefact (gonadotropin-releasing 
hormone analogue; GnRHa) ความเข้มข้น 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัมน้ําหนักปลา และ 
motillium (dopamine antagonist) ความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมนํ้าหนักปลาเพ่ือกระตุ้น
ให้ปลามีน้ําเช้ือในปริมาณที่มากขึ้น (รูปที่ 3)      การรีดน้ําเช้ือพ่อพันธ์ุปลาได้ทําหลังการฉีดฮอร์โมน
กระตุ้นผ่านไปประมาณ 6 ช่ัวโมง โดยนําพ่อพันธ์ุปลามาล้างรอบบริเวณท้องให้สะอาดด้วยนํ้าจืด เช็ด
ท้องให้แห้ง แล้วกดบริเวณรอบๆช่องเพศ (urogenital pore) เพ่ือให้ปัสสาวะออกมามากท่ีสุดก่อน
การรวบรวมนํ้าเช้ือ (รูปที่ 4) 

การรวบรวมนํ้าเช้ือ ทําโดยจับพ่อพันธ์ุปลา จากน้ันใช้มือกดบริเวณรอบๆช่องเพศ เพ่ือสังเกตุ
ว่ามีปัสสาวะ (urine) ออกมาปนเป้ือนพร้อมนํ้าเช้ือ (milt) หรือไม่ เน่ืองจากปัสสาวะกระตุ้นให้สเปิร์ม
เคลื่อนที่ ทําให้เมื่อนํานํ้าเช้ือปลามาแช่แข็งจะประสบความล้มเหลวทันที เพราะนํ้าเช้ือมีคุณภาพตํ่า
ต้ังแต่เร่ิมการทดลอง ซึ่งปัสสาวะสามารถกระตุ้นสเปิร์มให้เคลื่อนที่ ทําให้สเปิร์มไม่มีพลังงานเหลืออยู่ 
ทําให้สเปิร์มที่ถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่เมื่อนํามาแช่แข็ง (freezing) จะไม่เคลื่อนที่หลังการละลาย 
(thawing) แม้ว่าจะมี protocol การแช่แข็งนํ้าเช้ือที่ดีเพียงใด ดังน้ันในระหว่างการรวบรวมนํ้าเช้ือ
ปลาย่ีสกทย ถ้าเห็นว่ามีปัสสาวะไหลออกมากดรอบๆช่องเพศ ทําการรีดปัสสาวะออกให้ได้มากที่สุด 
(clearance of urinary bladder) แล้วจึงค่อยรวบรวมนํ้าเช้ือปลาด้วยการรีดท้องปลา ต้ังแต่ใต้
บริเวณครีบอกมาจนถึงช่องเพศปลา เพ่ือให้ได้นํ้าเช้ือในปริมาณที่มากพอกับชุดการทดลองต่างๆ      
นํ้าเช้ือที่ไหลออกมาทางช่องเพศปลาแต่ละตัวถูกรวบรวมเข้าไปในหลอดฉีดยา (syringe) ขนาด 5 
มิลลิลิตรที่สะอาด แล้วนําไปประเมินคุณภาพสเปิร์ม ซึ่งถ้ามีคุณภาพเหมาะสม ทําการเทนํ้าเช้ือของ
ปลารวมกันภายในจานเลี้ยงเช้ือ (petri disc) ที่สะอาดที่วางบนนํ้าแข็ง (crushed ice) ทําให้ได้นํ้าเช้ือ
จากปลาหลายตัวรวมกัน (pooled milt) เพื่อลดความแปรปรวนของคุณภาพนํ้าเช้ือ (individual 
variation of sperm quality) ซึ่งนําไปใช้ในการทดลองต่อไป      

การประเมินคุณภาพของนํ้าเช้ือปลาพิจารณาจาก parameter ที่สําคัญ ได้แก่การเคลื่อนที่
ของสเปิร์ม (sperm motility) การมีชีวิตของสเปิร์ม (sperm viability)  ความหนาแน่นของสเปิร์ม 
(sperm density) และความดันออสโมติกของนํ้าเช้ือ (sperm osmolality)   นํ้าเช้ือที่คุณภาพดีของ
ปลาแต่ละตัวที่นํามาใช้ในการทดลอง ต้องเป็นนํ้าเช้ือที่มีลักษณะขาวขุ่น และไม่มีเมือก หรือ เลือดปน 
และมีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์มที่สูง (มากกว่า 80เปอร์เซ็นต์)    นํ้าเช้ือที่มีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มตํ่ากว่า 80 เปอร์เซ็นต์ไม่นํามาใช้ในการทดลอง เพ่ือให้มั่นใจว่าขณะเริ่มการ
ทดลองน้ําเช้ือปลามีคุณภาพที่ดีพอที่จะนําไปพัฒนาวิธีการแช่แข็งต่อไป  พ่อพันธ์ุปลายี่สกไทยที่มี
นํ้าเช้ือที่มีคุณภาพดี ผ่านหลักเกณฑ์ที่กําหนดไว้ ถูกรวบรวมและวางไว้บนนํ้าแข็งอย่างมากไม่เกิน 20 
นาทีก่อนเร่ิมการทดลองเพ่ือศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์ม หรือการ
แช่แข็งนํ้าเช้ือในทุกชุดการทดลองต่อไป 
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รูปที่ 1  พ่อพันธ์ุปลายี่สกไทย 
 

 

 
 
รูปที่ 2  การรวบรวมพ่อพันธ์ุปลายี่สกไทยมาใช้ในการทดลอง 
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รูปที่ 3  การฉีดฮอร์โมนกระตุ้นการสร้างนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย 

 
 

 
 
รูปที่ 4  การรีดน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทย 
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2.  การประเมินคุณภาพสเปิร์มในน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทย 
ความหนาแน่นของสเปิร์มประเมินโดยการเจือจางนํ้าเช้ือสด (10 ไมโครลิตร) ด้วย 0.9% 

saline โดยเจือจาง 5,000 เท่า ผสมให้เข้ากันใน vial ด้วยการใช้ vortexer แล้วจึงนํานํ้าเช้ือที่ถูกเจือ
จางไปหยดบน hemacytometer และ นับจํานวนสเปิร์มที่พบโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 
400 เท่า แล้วจึงคํานวณกลับหาความหนาแน่นของสเปิร์มโดยทํา 3 ซ้ํา     

การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มทําโดยการหยดตัวอย่างน้ําเช้ือสด (1 ไมโครลิตร) ลงบน
กระจกสไลด์ที่สะอาดแล้วจึงหยดนํ้ากลั่นลงไป 100 ไมโครลิตร พร้อมกับปิดด้วย cover glass เบาๆ
อย่างรวดเร็วเพ่ือกระตุ้นให้สเปิร์มเคลื่อนที่แล้วจึงประเมินเปอร์เซ็นต์ที่สเปิร์มเคลื่อนที่ทันทีให้เสร็จ
ภายใน 15 วินาที โดยใช้กล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 100 เท่า แต่นํ้าเช้ือสดที่ถูกเจือจางด้วยสารไครโอ
โพรเทคแทนท์ (cryoprotectant) ได้ทําการประเมินโดยดูดสารละลายเหล่าน้ันออกมา 20 
ไมโครลิตรแล้วกระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นปริมาตร 80 ไมโครลิตร  การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง
การแช่แข็งในทุกชุดการทดลอง ทําโดยการแช่หลอดฟางในน้ําอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเพ่ือให้
นํ้าเช้ือละลาย (thawing) แล้วตัดหลอดฟาง นํานํ้าเช้ือที่ละลาย 20 ไมโครลิตรออกมากระตุ้นด้วยนํ้า
กลั่นปริมาตร 80 ไมโครลิตรเพ่ือกระตุ้นให้สเปิร์มเคล่ือนที่     การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
เหล่าน้ีบนกระจกสไลด์ทํา 3 ซ้ํา โดยในแต่ละสไลด์ประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มอีก 3 ซ้ําย่อยให้
เสร็จภายในเวลาไม่เกิน 15 วินาทีหลังจากสเปิร์มถูกกระตุ้นให้เคลื่อนที่ (รวม 9 ซ้ําย่อย)  เปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (percentage of motile sperm) ประเมินจากจํานวณสเปิร์มที่เคลื่อนที่ไป
ข้างหน้าอย่างรวดเร็วเมื่อถูกกระตุ้นด้วยนํ้ากลั่น โดยประเมินแบบ subjective estimation แบ่ง
ระดับที่สเปิร์มเคลื่อนที่ไว้ 6 ระดับ คือ สเปิร์มที่เคลื่อนที่ได้ 0%, 20%, 40%, 60%, 80% และ 
100% (Vuthiphandchai and Zohar, 1999)   

การประเมินสเปิร์มที่มีชีวิตทําโดยนําเอานํ้าเช้ือ (5 ไมโครลิตร) มาย้อมสีด้วยสารละลาย 
eosin-nigrosin (5 ไมโครลิตร) แล้วจึงสุ่มนับสเปิร์มทั้งหมด โดยสเปิร์มที่มีชีวิตจะไม่ติดสีย้อมภายใต้
กล้องจุลทรรศน์กําลังขยาย 400 เท่า แล้วจึงคํานวณกลับหาเปอร์เซ็นต์ของสเปิร์มที่มีชีวิต 
(Fribourgh, 1966) โดยทํา 3 ซ้ํา   สําหรับการวัดความดันออสโมติกนํ้าเช้ือ (osmolality) ทําโดยนํา
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยมา centrifuge ด้วยความเร็วสูง x5000g นาน 15 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส เพ่ือแยก seminal fluid ออกจากสเปิร์ม จากน้ันนํา seminal fluid ปริมาตร 10 
ไมโครลิตร มาวัด osmolality โดยการใช้เครื่อง osmometer โดยวัด 3 ซ้ํา   การประเมินคุณภาพ
นํ้าเช้ือเหล่าน้ี ทําโดยทําการศึกษาประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือสดของปลาย่ีสกไทยที่เลี้ยงในบ่อดิน ในช่วง
เดือนตุลาคม พฤศจิกายน และธันวาคม พ.ศ. 2555 ซึ่งเป็นช่วงที่พ่อพันธ์ุมีนํ้าเช้ือ โดยรีดนํ้าเช้ือ
ออกมาเพ่ือประเมินคุณภาพสเปิร์มได้แก่ การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม การมีชีวิตของสเปิร์ม ความ
หนาแน่นของสเปิร์ม และ ความดันออสโมติกนํ้าเช้ือ ตามวิธีการที่กล่าวมาแล้ว 

การประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มและการมีชีวิตของสเปิร์มให้เสร็จภายใน 15 นาทีหลัง
การรวบรวมนํ้าเช้ือ และประเมินความหนาแน่นของสเปิร์มและความดันออสโมติกนํ้าเช้ือได้ทําเสร็จ
สิ้นภายใน 24 ช่ัวโมงหลังการรวบรวมนํ้าเช้ือ 
  

3.  การพัฒนาวิธีการแช่แข็งและเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทย  
3.1   ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของ cryoprotectant ที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้ําเช้ือ

ปลายี่สกไทยแบบแช่แข็ง 
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ในขั้นตอนน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือต้องการทราบชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทค
แทนท์ (cryoprotectant)  ที่เหมาะสมก่อนที่จะนําไปแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย โดยการประเมิน
ความเป็นพิษ (toxicity test) ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม   การ
ทดลองเริ่มจากนํานํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่รวบรวมมาใหม่ (freshly collected milt) มาเจือจางใน
สารละลายบัฟเฟอร์  Ca-F HBSS (calcium free hank’s balanced salt solution) ซึ่งเป็น
สารละลายบัฟเฟอร์ที่นิยมใช้เป็นส่วนผสมในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาหลายชนิด (Mongkonpunya et 
al., 1995) โดยที่ Ca-F HBSS ไม่มีผลกระตุ้นให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่แต่จะไปเจือจางนํ้าเช้ือโดยที่
สเปิร์มยังคงมีคุณภาพไม่เปลี่ยนแปลง   การเจือจางนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยทําใน tissue culture flask 
ขนาด 25 มิลลิลิตรโดยใช้อัตราส่วนนํ้าเช้ือต่อสารละลาย Ca-F HBSS เท่ากับ 1 ต่อ 1    ใน
ขณะเดียวกันสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆได้ถูกเตรียมขึ้นมาโดยใช้สารละลายบัฟเฟอร์ Ca-F 
HBSS เป็นตัวทําละลาย แล้วจึงผสมเข้ากับนํ้าเช้ือที่ถูกเจือจางไว้ก่อนหน้าน้ี (extended milt) เพ่ือให้
ได้ระดับความเข้มข้นสุดท้ายของสารไครโอโพรเทคแทนท์ตามที่ต้องการ และประเมินการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มที่เวลาต่างๆกันจนกระทั่งสเปิร์มหยุดเคล่ือนที่เมื่อกระตุ้นด้วยนํ้ากลั่น   สูตรของ Ca-F 
HBSS ประกอบด้วย NaCl 0.8890 กรัม, KCl 0.0440 กรัม, Na2HPO4.2H2O 0.0130 กรัม, 
NaHCO3 0.0390 กรัม, KH2PO4 0.0070 กรัม, MgSO4.7H2O 0.0220 กรัม, Glucose 0.1110 กรัม 
ละลายในสารละลาย 100 มิลลิลิตรที่ pH 7.6 

สารไครโอโพรเทคแทนท์ที่ใช้ได้แก่ ethylene glycol, propylene glycerol, dimethyl 
sulfoxide (DMSO) และ sucrose      สารไครโอโพรเทคแทนท์แต่ละชนิดถูกผสมไปในนํ้าเช้ือที่ถูก
เจือจางด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ Ca-F HBSS เพ่ือให้มีความเข้มข้นสุดท้าย (final concentration) 
ของสารไครโอโพรเทคแทนท์เป็น 5%, 10%, 15% และ 20% ตามที่กล่าวมาแล้ว  การประเมิน
เปอร์เซ็นต์ของสเปิร์มที่เคลื่อนที่ในการทดลองน้ีได้ทําในระยะเวลาต่างๆกันหลังจากใส่ สารไครโอโพร
เทคแทนท์ลงไปในนํ้าเช้ือที่ถูกเจือจาง ต้ังแต่เวลา 10, 20, 30, 60, 90, 120 และ 150 นาที โดย
เปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มกับกลุ่มควบคุมซึ่งใช้นํ้าเช้ือที่เจือจางด้วย Ca-F HBSS 
เท่าน้ัน (ไม่มีสารไครโอโพรแทคแทนท์) โดยนํานํ้าเช้ือที่เจือจางสารไครโอโพรเทคแทนท์ 20 
ไมโครลิตรมากระตุ้นด้วยนํ้ากลั่นปริมาตร 80 ไมโครลิตร ตามวิธีการท่ีกล่าวมาแล้ว      การประเมิน
ความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มน้ี ทําการทดลอง 6 ซ้ําที่
อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส)    การทดลองในขั้นตอนน้ีทําให้ทราบว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
ชนิดใด และความเข้มข้นช่วงใดที่เป็นพิษ หรือทําให้สเปิร์มไม่เคลื่อนที่ ทําให้สามารถพิจารณาเลือก
เฉพาะสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เป็นพิษน้อยมาใช้ในการแช่แข็งนํ้าเช้ือต่อไป  

 
3.2   ศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มีต่อการเคลือ่นที่ของสเปิร์มปลา

ย่ีสกไทยทีผ่่านการแช่แข็ง 
การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย ทําโดยการนําเอานํ้าเช้ือย่ีสกไทยมาเจือจางในสารละลาย Ca-

F HBSS  ในอัตราส่วน 1:1 แล้วจึงผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดที่เหมาะสมที่ได้คัดเลือกจากผล
การทดลองข้อที่ 3.1 (DMSO, ethylene glycol และ propylene glycol) ในระดับความเข้มข้น
สุดท้ายที่แตกต่างกันต้ังแต่ 5%, 10%, 15% และ 20% แล้วปล่อยไว้ให้อยู่ในภาวะสมดุล
(equilibration period) นาน 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) ก่อนที่นํ้าเช้ือถูกรวบรวม
ไว้ในหลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร (รูปที่ 5) แล้วปิดปลายหลอดให้แน่น (รูปที่ 6)       
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การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยทําโดยนําหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตรที่มีนํ้าเช้ือเหล่าน้ีมา
แช่แข็งในเคร่ืองมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (controlled-rate programmable freezer) โดยการใช้
อัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่างๆกันต้ังแต่ -1, -3, -5 และ -7 องศาเซลเซียส/นาที เพ่ือ
ประเมินประสิทธิภาพระหว่างการลดอุณหภูมิแช่แข็งโดยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (รูปที่ 7)  
นํ้าเ ช้ือปลาย่ีสกไทยที่ลดอุณหภูมิเมื่อตํ่าลงถึง -40 องศาเซลเซียส ถูกนํามาเก็บรักษาไว้ใน
ไนโตรเจนเหลวซึ่งมีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสทันที จากน้ันนํ้าเช้ือแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลว 7-10 วันได้ถูกนํามาละลาย (thawing) ด้วยการนําหลอดฟางมาเพ่ิมอุณหภูมิอย่าง
รวดเร็วในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จนนํ้าเช้ือละลายหมด (เปลี่ยนสภาพ
จากของแข็งกลับเป็นของเหลวตามเดิม) แล้วจึงตัดหลอดฟางนํานํ้าเช้ือที่ละลายไปประเมินเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (รูปที่ 8) ตามวิธีการท่ีกล่าวมาแล้ว  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยได้ทําการ
ทดลอง 6 ซ้ํา 

 
3.3   ศึกษาการพัฒนา protocol เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย 
3.3.1 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วย Extender 7 และไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดต่างๆ 
การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยในการทดลองนี้ได้นําข้อมูลที่ได้จากข้อ 3.2 มาพัฒนาเพ่ิม

ประสิทธิภาพการแช่แข็งด้วยการเปลี่ยนชนิดสารละลายบัฟเฟอร์และสารไครโอโพรเทคแทนท์บาง
ชนิดเพ่ือแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย เริ่มจากการนําเอานํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยท่ีรีดออกมาเจือจางใน
สารละลาย extender 7 ในอัตราส่วน 1:1 แล้วจึงผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด 
(dimethylsulfoxide; DMSO, methanol และ propylene glycol) ที่ระดับความเข้มข้นสุดท้ายที่
แตกต่างกันต้ังแต่ 5%, 10%, 15% และ 20% แล้วปล่อยไว้ให้อยู่ในภาวะสมดุล 10 นาทีที่
อุณหภูมิห้อง ทําการรวบรวมนํ้าเช้ือใส่ในหลอดฟาง ขนาด 0.25 มิลลิลิตร       

การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยทําโดยนําหลอดฟาง ที่มีนํ้าเช้ือเหล่าน้ีมาลดอุณหภูมิด้วยการ
ใช้เครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยทําการลดอุณหภูมิแบบ one-step freezing ด้วยการใช้อัตรา
การลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่างๆกันต้ังแต่ -3, -5 และ -8 องศาเซลเซียส/นาที จาก
อุณหภูมิห้อง (25 องศาเซลเซียส) ไปจนถึงอุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส และ -80 องศาเซลเซียส เพ่ือ
ประเมินผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ และอัตราการลดอุณหภูมิต่อการแช่แข็งนํ้าเช้ือ โดยทําการ
ทดลอง 6 ซ้ํา 

นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งในชุดการทดลองเหล่าน้ี ถูกนํามาเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว
ซึ่งมีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส นาน 5-7 วัน ถูกนํามาเพ่ิมอุณหภูมิอย่างรวดเร็วในอ่างนํ้าควบคุม
อุณหภูมิ (water bath) ที่อุณหภูมิประมาณ 70 องศาเซลเซียส จนนํ้าเช้ือละลาย แล้วจึงนําไป
ประเมินเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มตามวิธีที่กล่าวมาแล้ว    

 
3.4  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยอย่างง่าย 
การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยอย่างง่าย ทําโดยนําเอานํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่มีคุณภาพดีมา

เจือจางในสารละลาย Ca-F HBSS ในอัตราส่วน 1:1 แล้วจึงผสม DMSO ในระดับความเข้มข้นสุดท้าย
เท่ากับ 10% แล้วปล่อยไว้ให้อยู่ในภาวะสมดุล (equilibration period) นาน 10 นาทีที่อุณหภูมิห้อง
แล้วทําการรวบรวมนํ้าเช้ือใส่ในหลอดฟาง (straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตรเพ่ือแช่แข็งต่อไป  
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การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย ทําโดยนําหลอดฟางที่มีนํ้าเช้ือและ DMSO มาอบในไอของ
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapor) ภายในถังโฟม (styrofoam box) เร่ิมจากเท
ไนโตรเจนเหลวสูงประมาณ 1 น้ิวลงไปในถังโฟมแล้วนําลวดตาข่าย มาวางให้ได้ความสูงตามที่ต้องการ
เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen surface) ได้แก่ 2, 4 และ 6 เซ็นติเมตร จากน้ันนํา
หลอดฟางที่ต้องการแช่แข็งมาวางที่ความสูงที่กําหนดเป็นเวลา 10 นาที โดยวางหลอดฟางไว้บนลวด
ตาข่ายที่สร้างขึ้นมา แล้วให้หลอดฟางสัมผัสไอไนโตรเจนเหลว ตามระดับความสูง และระยะเวลาท่ี
กําหนดไว้ แล้วนําหลอดฟางที่แช่แข็งไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว 7 วัน จึงทําการประเมินการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm motilty) โดยการทดลองทํา 6 ซ้ํา
เปรียบเทียบกับนํ้าเช้ือสด      

 
3.5  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยในปริมาณต่างกัน 
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่มีคุณภาพดีได้ถูกนํามาแช่แข็งในหลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 

มิลลิลิตร และหลอดไครโอไวออล (cryovial) ขนาด 1.5 มิลลิลิตร โดยรวบรวมนํ้าเช้ือสดของปลายี่สก
ไทยมาเจือจางในสารละลาย Ca-F HBSS ในอัตราส่วน 1:1 แล้วผสม DMSO ให้ได้ความเข้มข้น
สุดท้าย 10% แล้วนําไปแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาทีด้วยการใช้เครื่องลด
อุณหภูมิอัตโนมัติ เร่ิมจากอุณหภูมิห้องถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส แล้วนําไปเก็บรักษาใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 5 วันจึงทําการละลายนํ้าเช้ือเพ่ือประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย    
ทําการทดลอง 6 ซ้ํา 

 
3.6  ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่มีคุณภาพดีจากพ่อพันธ์ุหลายตัวถูกนํามาแช่แข็งโดยใช้ protocol ที่

เหมาะสม โดยนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยถูกนํามาเจือจางด้วยสารละลาย Ca-F HBSS และ 10% DMSO 
และบรรจุในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร นาน 10 นาที จึงทําการแช่แข็งไว้ด้วยอัตราการลด
อุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาทีด้วยการใช้เครื่องลดอุณหภูมิอัตโนมัติ เริ่มจากอุณหภูมิห้องถึง
อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส จึงนํามาเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลานาน 6 เดือน 
โดยประมาณการเคลื่อนที่ของสเปิร์มทุกๆเดือนเพ่ือทราบผลของระยะเวลาการเก็บรักษาที่อาจมีต่อ
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่ผ่านการแช่แข็ง เปรียบเทียบกับการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในนํ้าเช้ือสด และ
นํ้าเช้ือแช่แข็งที่เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว 10 นาทีแล้วละลายประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มทันที (0 
เดือน) โดยทดลอง 6 ซ้ํา    

 
4. การประเมินความสามารถของน้ําเช้ือแช่แข็งในการปฏิสนธิไข่ (fertilization capacity) 
การประเมินอัตราการปฏิสนธิ (fertilization rate) ทําโดยการนําเอาไข่ปลายี่สกไทย 

ประมาณ 500 ใบใส่ลงไปใน petridish แล้วเอานํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งจากข้อ 3.6 ที่เก็บรักษาไว้ 
1 เดือนได้ถูกนํามาละลาย แล้วตัดหลอดฟางนํานํ้าเช้ือที่ละลายใส่ลงไปผสมกับไข่ทันที พร้อมกับเติม
นํ้าจืดที่สะอาดลงไปใน petridish และใช้ขนไก่ช่วยผสมให้นํ้าเช้ือเข้ากับไข่อย่างรวดเร็ว  จากน้ันล้าง
ไข่ และเมือกออกโดยการเปลี่ยนนํ้า 2 ครั้งแล้วปล่อยให้ไข่พัฒนาต่อไปในโหลแก้วที่มีระบบนํ้าผ่านเข้า
ออกตลอดเวลา   การกระตุ้นให้แม่ปลาย่ีสกไทยตกไข่ทําโดยการฉีดฮอร์โมนสัง เคราะห์ 
Gonadotropin-releasing hormone analogue (GnRHa) หรือ Suprefact ในอัตรา 15 
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5.  การวิเคราะห์ทางสถิติ  
ข้อมูลเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม การมีชีวิตของสเปิร์ม ความหนาแน่นของสเปิร์ม 

ความดันออสโมติกน้ําเช้ือ และอัตราการปฏิสนธิ ในแต่ละชุดการทดลองถูกนํามาวิเคราะห์หาความ
แตกต่างทางสถิติด้วยวิธีการ Analysis of variance (two-way ANOVA) ที่ระดับความเช่ือมั่น 95% 
และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียในชุดการทดลองด้วย Duncan’s new multiple range 
test โดยใช้โปรแกรมสถิติ SPSS 
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รูปที่ 5  การรวบรวมนํ้าเช้ือใส่ในหลอดฟาง 
 
 
 

 
 
รูปที่ 6  การปิดหลอดฟางก่อนการแช่แข็ง 
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รูปที่ 7  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยการใช้เคร่ืองมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 
 
 
 

 
 
รูปที่ 8  การตัดหลอดฟางเพ่ือประเมินการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยหลังแช่แข็ง 
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บทท่ี 4 
ผลการทดลอง     

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 7 ตอน คือ 

 
1.  คุณภาพสเปิร์มของนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย 
2.  ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ทีม่ีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาย่ีสกไทย 
3.  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ และการพัฒนา protocol เพ่ือ 
     เพ่ิมประสทิธิภาพการแช่แข็ง 
4.  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยอย่างง่าย 
5.  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยในปริมาณต่างกัน 
6.  ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
7.  ความสามารถในการปฏิสนธิไข่ของน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็ง 
 
1. คุณภาพสเปิร์มของน้าํเชือ้ปลาย่ีสกไทย 
 คุณภาพนํ้าเช้ือสดของปลาย่ีสกไทยที่รวบรวมจํานวน 10 ตัวได้ในการทดลองได้แสดงไว้ใน
ตารางที่ 1 โดยการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในช่วงระหว่างเดือนตุลาคมและธันวาคม มีค่าเฉล่ียสูงระหว่าง 
88.9-93.3% ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) ระหว่างเดือนที่รวบรวม     ในทํานองเดียวกัน
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยมีสเปิร์มที่มีชีวิตสูงมีค่าเฉลี่ย 91.3-96.1% ซี่งมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ 
(P>0.05)    ความหนาแน่นของสเปิร์มในเดือนตุลาคมและพฤศจิกายนมีค่าระหว่าง (8.5-9.1)x109 
ตัว/ซีซี ซึ่งไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) แต่มีค่าลดลงอย่างมีนัยสําคัญเหลือ (7.2±0.6) x109 ตัว/
ซีซี ในเดือนธันวาคม (P<0.05) และความดันออสโมติกนํ้าเช้ืออยู่ระหว่าง 282.6-297.2 mOsm/kg 
ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) (ตารางที่ 1) 
 
 
ตารางที่  1  คณุภาพนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยในช่วงระหว่างเดือนตุลาคมและธันวาคม 
 

คุณภาพนํ้าเช้ือ เดือน 
การเคลื่อนที่

ของสเปิร์ม (%) 
การมีชีวิตของ
สเปิร์ม (%) 

ความหนาแน่นของ
สเปิร์ม (x109 ตัว/ซซีี) 

ความดันออสโมติก
นํ้าเช้ือ (mOsm/kg) 

ตุลาคม (N=3) 88.9±1.4a 94.3±2.4a 8.5±0.3a 282.6±3.3a 
 พฤศจิกายน (N=4) 93.3±3.1a 91.3±2.8a 9.1±0.4a 290.8±2.9a 

ธันวาคม (N=3) 89.1±2.2a 96.1±1.9a 7.2±0.6b 297.2±2.5ab 
   
  หมายเหตุ: ตัวอักษร superscript ท่ีเหมือนกันในแนวตั้งไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05) 
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2. ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาย่ีสกไทย 
การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 4 ชนิด คือ dimethylsulfoxide 

(DMSO), ethylene glycol, propylene glycol และ sucrose  โดยแต่ละชนิดได้ทําการทดลองที่
ความเข้มข้นสุดท้าย 4 ระดับ  (5%, 10 %, 15% และ 20%) ที่เวลา 10, 20, 30, 60, 90, 120 และ 
150 นาที ได้ผลการทดลองที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มดังน้ี คือ  

2.1 DMSO 
 นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 88.6-94.8% นํ้าเช้ือที่เจือจางใน 
DMSO มีเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่เคลื่อนที่สูงมากกว่า 80% ขึ้นไป ในทุกความเข้มข้นที่ใช้เมื่อเวลานานไม่
เกิน 90 นาที (ตารางที่ 2)   

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - ความเข้มข้นของสารละลาย DMSO 5%, 10% และ 15% ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05) แต่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับความเข้มข้นที ่ 20%   
(P<0.05)   (ตารางที่ 2) 
 - เวลาที่ใช้ในการทดสอบนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยกับสารละลาย  DMSO ที่ 0 นาที ไมม่ีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับเวลา 10, 20, 30, 60, 90 นาท ี(P>0.05)  แต่มคีวามแตกต่าง
กับเวลาที่ 120 และ 150 นาที อย่างมีนัยสาํคัญทางสถิติ  (P<0.05) (ตารางที่ 2)  
 
ตารางที่ 2  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยในสารละลาย DMSO 
 

ความเข้มข้นของ DMSO ระยะเวลา 
(นาที) 

ชุดควบคุม 
5% 10% 15% 20% 

0 92.5±2.4a,1 94.8±1.3a,1 93.5±1.4a,1 93.5±1.4a,1 94.8±1.3a,1 
10 94.8±1.3a,1 93.5±1.4a,1 93.5±1.4a,1 93.3±3.1a,1 93.3±3.9a,1 
20 93.3±3.1a,1 94.8±1.3a,1 94.8±1.3a,1 93.3±3.1a,1 82.2±3.8b,12 
30 91.8±3.2a,1 93.3±3.1a,1 94.8±1.3a,1 89.1±1.5a,1 81.7±2.5b,2 
60 93.3±3.1a,1 90.4±1.6a,1 93.3±3.1a,1 84.4±2.2ab,2 79.8±3.2b,2 
90 93.3±3.1a,1 91.8±3.2a,1 89.1±1.5a,1 82.2±2.8ab,2 81.7±1.2b,2 
120 91.8±3.2a,1 83.9±1.9b,2 81.2±3.8b,2 77.8±3.9c,2 64.4±2.8d,3 
150 88.6±1.9a,1 84.4±2.2a,2 82.2±2.2a,2 68.9±3.3b,3 53.3±4.2c,3 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างความเข้มข้น 
ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างเวลา 
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2.2 Ethylene glycol 
 นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 88.9-97.7%   นํ้าเช้ือที่เจือจาง
ใน ethylene glycol มีเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่เคลื่อนทีสู่งมากกว่า 80% ขึ้นไป ในทุกความเข้มข้นทีใ่ช้
เมื่อเวลานานไม่เกิน 30 นาที (ตารางที่ 3)   

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - ความเข้มข้นของสารละลาย ethylene glycol 5%, 10% และ 15% ไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05) แต่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับความ
เข้มขน้ที ่20%   (P<0.05)   (ตารางที่ 3) 
 - เวลาทีใ่ช้ในการทดสอบนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยกับสารละลาย  ethylene glycol ที ่0 นาที ไม่
มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับเวลา 10, 20, 30 นาที (P>0.05)  แต่มีความแตกต่าง
กับเวลาที่ 60, 90, 120 และ 150 นาที อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05) (ตารางที่ 3)  
 
ตารางที่ 3  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยในสารละลาย ethylene glycol 
 

ความเข้มข้นของ ethylene glycol  ระยะเวลา 
(นาที) 

ชุดควบคุม 
5% 10% 15% 20% 

0 93.5±1.4a,1 94.8±1.3a,1 94.8±1.3a,1 96.7±2.3a,1 96.7±3.3a,1 
10 95.5±2.2a,1 91.1±3.3a,1 88.9±3.3a,1 93.3±3.1a,1 90.8±2.2a,1 
20 97.7±2.2a,1 93.3±3.8a,1 88.9±3.3a,1 89.1±1.5a,1 81.7±1.7ab,2 
30 93.3±3.8a,1 91.1±2.2a,1 86.7±3.1a,1 86.7±3.1a,1 77.1±2.5b,2 
60 91.1±2.2a,1 93.5±1.4a,1 83.9±1.9a,1 83.7±2.9a,1 62.7±2.8v,3 
90 95.5±2.2a,1 86.7±3.1ab,12 77.1±2.5b,2 73.7±2.2b,2 53.3±2.8c,4 
120 93.3±3.1a,1 81.7±1.7b,2 75.6±2.9b,2 64.4±2.8c,3 44.4±2.8d,5 
150 88.9±2.2a,1 75.6±4.1b,2 63.7±2.9c,3 53.3±2.8d,4 32.6±4.1e,6 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างความเข้มข้น 
ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างเวลา 
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2.3 Propylene glycol 
นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 88.6-94.8%   นํ้าเช้ือที่เจือจาง

ใน propylene glycol มีเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่เคลื่อนทีสู่งมากกว่า 80% ขึ้นไป ในทุกความเข้มข้นที่ใช้
เมื่อเวลานานไม่เกิน 20 นาที (ตารางที่ 4)   

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
- ความเข้มข้นของสารละลาย propylene glycol 5% มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม

ไม่แตกต่างกันจนถึงนาทีที่ 90  อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P>0.05)  และไม่แตกต่างกับความเข้มข้นที่ 
10%, 15% และ 20% จนถึงนาทีที่ 30 แต่เมื่อเวลาผ่านไป 60, 90, 120, 150 และ 180 นาที 
เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์มลดลงและมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) 
ความเข้มข้น 5% มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มดีที่สุด (ตารางที่ 4) 
 

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - ความเข้มข้นของสารละลาย propylene glycol 5%, 10% และ 15% ไม่มีความแตกต่าง
กันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05) แต่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับความ
เข้มข้นที ่20%   (P<0.05)   (ตารางที่ 4) 
 - เวลาทีใ่ช้ในการทดสอบนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยกับสารละลาย propylene glycol ที ่ 0 นาที 
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับเวลา 10, 20 นาที (P>0.05)  แต่มคีวามแตกต่างกับ
เวลาที่ 30, 60, 90, 120 และ 150 นาท ีอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05) (ตารางท่ี 4)  
 
ตารางที่ 4  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยในสารละลาย propylene glycol 
  

ความเข้มข้นของ propylene glycol ระยะเวลา 
(นาที) 

ชุดควบคุม 
5% 10% 15% 20% 

0 92.5±2.4a,1 93.3±3.1a,1 93.3±3.8a,1 93.3±4.2a,1 96.7±3.3a,1 
10 94.8±1.3a,1 89.1±1.5a,1 95.5±2.2a,1 93.3±3.9a,1 93.3±3.9a,1 
20 93.3±3.1a,1 86.7±3.1a,1 93.3±3.1a,1 83.3±3.3a,1 86.7±2.9a,1 
30 91.8±3.2a,1 86.3±3.3b,1 96.7±3.3a,1 84.4±2.2b,1 66.7±3.3c,2 
60 93.3±3.1a,1 83.7±1.7b,1 86.7±2.2b,1 73.3±4.2c,2 56.7±3.3d,3 
90 93.3±3.1a,1 81.7±1.7b,1 82.2±2.2b,2 66.7±4.2c,2 53.3±2.8d,3 
120 91.8±2.2a,1 83.7±2.9b,1 76.7±2.9b,2 63.3±3.3c,23 44.4±2.8d,4 
150 88.6±1.9a,1 84.4±2.2a,1 73.3±2.2b,2 56.7±3.3c,3 23.7±2.9d,5 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างความเข้มข้น 
ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างเวลา 
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2.4 Sucrose 
นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยระหว่าง 86.7-95.5%   นํ้าเช้ือที่เจือจาง

ใน sucrose ในทุกความเข้มข้นมีเปอร์เซ็นต์สเปิร์มที่เคลือ่นที่ตํ่ากว่า 80% ที่ใช้เมื่อเวลานานเกิน 10 
นาที (ตารางที่ 5)   

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า 
 - ความเข้มข้นของสารละลาย sucrose 5% และ 15% ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยสําคัญ (P>0.05) แต่มคีวามแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับความเข้มข้นที่ 15% และ 
20%   (P<0.05)   (ตารางที่ 5) 
 - เวลาที่ใช้ในการทดสอบนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยกับสารละลาย sucrose ที่ 0 นาที มีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญกับเวลา 10, 20, 30, 60, 90, 120 และ 150 นาที (P<0.05) 
อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ  (P<0.05) (ตารางที่ 5)  
 
ตารางที่ 5  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยในสารละลาย sucrose 
 

ความเข้มข้นของ sucrose ระยะเวลา 
(นาที) 

 
ชุดควบคุม 5% 10% 15% 20% 

0 95.5±2.2a,1 93.3±6.7a,1 94.8±1.3a,1 95.5±2.2a,1 93.3±3.8a,1 
10 93.3±3.1a,1 77.8±2.2b,2 73.3±2.8b,23 63.3±1.9c,2 26.7±6.7d,2 
20 86.7±3.3a,1 64.4±2.2b,2 64.5±2.2b,3 48.9±2.2c,3 26.7±6.7d.2 

30 93.3±6.7a,1 57.8±2.2b,2 62.2±2.2bc,3 44.4±2.2c,3 16.7±3.3d,3 

60 91.8±2.2a,1 61.8±3.8b,2 57.8±2.2c,3 26.7±3.8c,4 0 
90 88.6±1.9a,1 22.2±2.2c,3 35.5±2.2b,4 13.3±3.3c,5 0 

120 93.3±6.7a,1 24.4±2.2c,3 13.3±3.3c,5 0 0 

150 92.5±2.4a,1 0 0 0 0 
     ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างความเข้มข้น 
     ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) ระหว่างเวลา 
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3.  การแช่แข็งน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติและการพัฒนา protocol  
     เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการแช่แข็ง 

3.1  การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วย DMSO ที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซยีส 
 การประเมินการเคลื่อนที่สเปิร์มของน้ําเช้ือสดของปลายี่สกไทย  พบว่า  นํ้าเช้ือสดมี
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ  86.7±3.3%    นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยมีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thaw sperm motility) มีค่าสูงสุด (>80%) ในชุดการ
ทดลองที่นํานํ้าเช้ือมาเจือจางในสารละลาย 10% DMSO และลดอุณหภูมิในอัตรา 5 องศาเซลเซียส/
นาที หรือ 7 องศาเซลเซียส/นาที (ตารางที่ 6)  

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย  DMSO  5%, 10, 15 และ 
20%  มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) และอัตราการลดอุณหภูมิที่ 5 องศา
เซลเซียส/นาที และ 7 องศาเซลเซียส/นาที ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05)      

 
ตารางที่ 6  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งใน DMSO ที่อุณหภูมิสุดท้าย - 
               40 องศาเซลเซยีส 
 

ความเข้มข้น (%) อัตราการลด
อุณหภูมิ (°C/นาที) 5 10 15 20 

1 
3 
5 
7 

  5.2  ± 1.1a,2 

  23.7 ± 2.9 c,1 
  26.7 ± 2.2 c,1 

  24.4 ± 2.2 c,1 

11.7 ± 3.2 a,3 
45.2 ± 2.1 b,2 
86.7 ± 2.9 a,1 
80.4 ± 3.2 a,1 

13.3 ± 3.7 a,2 
55.6 ± 2.7 a,1 

  65.1 ± 2.9 b,1 
62.2 ± 2.2 b,1 

6.7 ± 1.3 a,2 
 6.3 ± 2.9 d,2 
13.3 ± 3.9 d,2 
32.6 ± 4.1 c,1 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) 
ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) 
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3.2 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วย ethylene glycol ที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศา 
      เซลเซียส 

 การประเมินการเคลื่อนที่ของนํ้าเช้ือสด พบว่า นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม 
เท่ากับ  86.7±6.7% เมื่อรวบรวมมาใหม่ๆ   การทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยทีแ่ช่แข็ง
ในสารละลาย ethylene glycol ในทุกความเข้มข้น และทุกอัตราการลดอุณหภูมิพบว่า สเปิร์มที่แช่
แข็งหลังการละลายมีการเคลือ่นที่ตํ่ากว่า 30%  แม้ว่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงสุด (26.7±3.1%) จะ
เกิดขึ้นเมื่อแช่แข็งด้วยความเข้มข้น 15% และแช่แข็งในอัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส/นาที 
(ตารางที่ 7) 

จากการทดสอบทางสถิติพบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย  ethylene glycol  5%, 10, 
15 และ 20%  ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05) และอัตราการลดอุณหภูมิที่ 
1 องศาเซลเซียส/นาที, 3 องศาเซลเซียส/นาที, 5 องศาเซลเซียส/นาที และ 7 องศาเซลเซียส/นาที 
ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P>0.05)      
 
ตารางที่ 7 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งใน ethylene glycol ที่อุณหภูมิ 
             สุดท้าย -40 องศาเซลเซียส 
 

ความเข้มข้น (%) อัตราการลด
อุณหภูมิ (°C/นาที) 5 10 15 20 

1 
3 
5 
7 

  8.3  ± 2.7 a,1 

  13.3 ± 2.9 a,1 
  22.2 ± 3.8 a,1 

  17.8 ± 2.1 a,1 

11.1 ± 6.1 a,1 
15.6 ± 5.1 a,1 
13.3 ± 5.8 a,1 
17.8 ± 2.1 a,1 

15.5 ± 2.2 a,2 
13.3 ± 4.2 a,2 

  26.7 ± 3.1 a,1 
6.6 ± 3.1 a,2 

11.1 ± 2.2 a,12 
22.2 ± 2.1 a,1 
18.5 ± 4.4 a,1 
13.3 ± 3.1 a,1 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) 
ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) 
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3.3 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วย propylene glycol ที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศา 
      เซลเซียส 

  การประเมินการเคลื่อนที่ของนํ้าเช้ือสด พบว่า นํ้าเช้ือสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม เท่ากับ  92.7±2.3% เมื่อรวบรวมมาใหม่ๆ  การทดสอบการเคล่ือนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทย
ที่แช่แข็งในสารละลาย propylene glycol ในทุกความเข้มข้น และทุกอัตราการลดอุณหภูมิพบว่า 
สเปิร์มที่แช่แขง็หลังการละลายมีการเคลื่อนที่ตํ่ากว่า 30%  โดยการเคลื่อนที่ของสเปิร์มสงูสุด 
(27.5±1.9%) เกิดขึ้นเมื่อแช่แข็งด้วยความเข้มข้น 10% และแช่แข็งในอัตราการลดอุณหภูม ิ 3 องศา
เซลเซียส/นาที หรือแช่แข็งด้วยความเข้มข้น 15% และแช่แข็งในอัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส/นาที (ตารางที่ 8) 

จากการทดลองทางสถิติ พบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย propylene glycol ที่ความ
เข้มข้น 5%, 10%, 15% และ 20%  มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยสําคัญ (P<0.05) และ
อัตราการลดอุณหภูมิ 1, 3, 5 และ 7 องศาเซลเซยีส/นาที มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมี
นัยสําคัญ (P<0.05)   

 
ตารางที่ 8  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งใน propylene glycol ที่ 
               อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียส 
 

ความเข้มข้น (%) อัตราการลด
อุณหภูมิ (°C/นาที) 5 10 15 20 

-1 
-3 
-5 
-7 

  11.1 ± 2.2 a,1 

   8.8 ± 2.2 b,1 
    4.4 ± 2.2 c,12 

 15.5 ± 2.2 b,1 

17.7 ± 3.1 a,2 
27.5 ± 1.9 a,1 
17.4 ± 1.4 b,2 
21.6 ± 1.8 a,2 

17.4 ± 1.4 a,2 
20.7 ± 0.9 a,2 

  27.5 ± 1.9 a,1 
 8.8 ± 2.2 c,3 

 8.8 ± 2.2 a,1 
13.3 ± 3.9 b,1 

0 
0 

ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวนอนแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) 
ตัวเลขท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ  (P>0.05) 
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3.4 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วย Extender 7 และสารไครโอโพรเทคแทนท ์
       ชนิดต่างๆ 

 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด (DMSO, 
methanol และ propylene glycol) ที่ 4 ความเข้มข้นสุดท้าย (5, 10, 15, 20%) ด้วยการลด
อุณหภูมิ 3 อัตรา (3, 5 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที) มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียส (ตาราง
ที่ 9) มีผลทําให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thaw sperm motility) มีค่าตํ่ากว่า
การแช่แข็งมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 10)    
 ชนิดสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์มีผลต่อเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการ
ละลาย โดย DMSO ให้ผลการแช่แข็งที่ดีกว่า methanol และ propylene glycol อย่างมีนัยสําคัญ 
(P<0.05) (ตารางที่ 9 และ ตารางที่ 10)     เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายสูงสุด 
(60.6±9.8%) ได้จากชุดการทดลองที่ใช้สารละลาย 20% DMSO และลดอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส/
นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ในขณะท่ีการใช้สารละลาย 5% DMSO และลด
อุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ทําให้สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ 
44.4±13.3% (ตารางที่ 10) 

การใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 8 องศาเซลเซียส/นาที ในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสก
ไทยมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซยีส และ -80 องศาเซลเซียส ให้ผลการทดลองที่ไม่แตกต่าง
กันทางสถิติ (P>0.05)  
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ตารางที่ 9  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท์และ  
            อัตราการลดอุณหภูมิต่างกันที่อุณหภูมิสดุท้าย -40 องศาเซลเซียส 
 

อุณหภูมิสุดท้าย 
(°C) 

อัตราการลดอุณหภูมิ 
(°C/min) 

สารไครโอโพรเทคแทนท์ 
(%) 

การเคลื่อนที ่
ของสเปิร์ม (%) 

DMSO 5% 0 

DMSO 10% 0 

DMSO 15% 0 
3 

DMSO 20% 8.8±4.4 

Methanol 5% 0 

Methanol 10% 0 

Methanol 15% 0 
3 

Methanol 20% 0 

Propylene glycol 5% 0 

Propylene glycol 10% 0 

Propylene glycol 15% 0 

-40 

3 

Propylene glycol 20% 10.5±8.8 

DMSO 5% 0 

DMSO 10% 0 

DMSO 15% 0 
5 

DMSO 20% 0 

Methanol 5% 0 

Methanol 10% 0 

Methanol 15% 0 
5 

Methanol 20% 0 

Propylene glycol 5% 0 

Propylene glycol 10% 0 

Propylene glycol 15% 0 

-40 

5 

Propylene glycol 20% 0 
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ตารางที่ 9  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท์และ  
    อัตราการลดอุณหภูมิต่างกันที่อุณหภูมิสดุท้าย -40 องศาเซลเซียส (ต่อ) 

 
อุณหภูมิสุดท้าย 

(°C) 
อัตราการลดอุณหภูมิ 

(°C/min) 
สารไครโอโพรเทคแทนท์ 

(%) 
การเคลื่อนที ่

ของสเปิร์ม (%) 

DMSO 5% 0 

DMSO 10% 15.5±8.8 

DMSO 15% 0 
8 

DMSO 20% 0 

Methanol 5% 0 

Methanol 10% 0 

Methanol 15% 0 
8 

Methanol 20% 0 

Propylene glycol 5% 0 

Propylene glycol 10% 0 

Propylene glycol 15% 0 

-40 

8 

Propylene glycol 20% 0 
 



 33 

ตารางที่ 10  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท ์
      และอัตราการลดอุณหภูมิต่างกันที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส 

 
อุณหภูมิสุดท้าย 

(°C) 
อัตราการลดอุณหภูมิ 

(°C/min) 
สารไครโอโพรเทคแทนท์ 

(%) 
การเคลื่อนที ่

ของสเปิร์ม (%) 

DMSO 5% 44.4±13.3 

DMSO 10% 15.6±8.5 

DMSO 15% 26.7±9.7 
3 

DMSO 20% 60.6±9.8 

Methanol 5% 6.7±3.9 

Methanol 10% 0 

Methanol 15% 0 
3 

Methanol 20% 27.4±8.9 

Propylene glycol 5% 0 

Propylene glycol 10% 0 

Propylene glycol 15% 6.7±2.3 

-80 

3 

Propylene glycol 20% 8.3±5.9 

DMSO 5% 0 

DMSO 10% 16.7±6.7 

DMSO 15% 46.7±6.7 
5 

DMSO 20% 23.7±14.5 

Methanol 5% 13.3±6.7 

Methanol 10% 0 

Methanol 15% 0 
5 

Methanol 20% 0 

Propylene glycol 5% 0 

Propylene glycol 10% 0 

Propylene glycol 15% 0 

-80 

5 

Propylene glycol 20% 0 
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ตารางที่ 10  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท ์
      และอัตราการลดอุณหภูมิต่างกันที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส (ต่อ) 

 
อุณหภูมิสุดท้าย 

(°C) 
อัตราการลดอุณหภูมิ 

(°C/min) 
สารไครโอโพรเทคแทนท์ 

(%) 
การเคลื่อนที ่

ของสเปิร์ม (%) 

DMSO 5% 0 

DMSO 10% 16.7±6.7 

DMSO 15% 24.5±7.7 
8 

DMSO 20% 28.9±5.9 

Methanol 5% 0 

Methanol 10% 0 

Methanol 15% 0 
8 

Methanol 20% 0 

Propylene glycol 5% 0 

Propylene glycol 10% 6.7±2.3 

Propylene glycol 15% 0 

-80 

8 

Propylene glycol 20% 0 
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4. การแช่แข็งน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยอย่างง่าย 
การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยไอไนโตรเจนเหลวที่ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว

ระดับต่างๆกันนาน 10 นาที พบว่านํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งด้วย DMSO ที่ความสูงเหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลว 4 เซ็นติเมตร มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 65.6±4.3% ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างกับการ
แช่แข็งที่ความสูง 6 เซ็นติเมตร (76.2±5.1%) ในขณะที่นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งที่ความสูงเหนือ
ผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 2 เซ็นติเมตร มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มตํ่าที่สุดเท่ากับ 33.9±5.4% (ตารางท่ี 
11) เมื่อเปรียบเทียบกับนํ้าเช้ือสดที่สเปิร์มเคลื่อนที่ 81.5±3.4%       
 
ตารางที่ 11  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยหลังการแช่แข็งในถังโฟมที่ความสูงเหนือ

ผิวหน้าไนโตรเจนเหลวต่างๆกัน 
 

ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว (ซม.) เปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (%) 
2 33.9±5.4b 
4 65.6±4.3a 
6 76.2±5.1a 

           ตัวอักษรที่เหมือนกันในแนวตั้งแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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5.  การแช่แข็งน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยในปริมาณต่างกัน 
 นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยท่ีแช่แข็งในหลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร และหลอด 
cryovial 1.5 มิลลิลิตร ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิที่ 5 องศาเซลเซียส/นาทีเมื่อนํามาละลาย พบว่า 
การแช่แข็งด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ให้ผลแช่แข็งน้ําเช้ือมีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกับการ
ใช้หลอดฟางขนาด 0.5 มิลลิลิตร โดยมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าเฉลี่ย
ประมาณ 80% เท่ากัน (ตารางที่ 12)  สําหรับการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยหลอด cryovial 
ขนาด 1.5 มิลลิลิตร มีเปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายเหลือเพียง 23.3% 
 
ตารางที่ 12  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยหลังการแช่แข็งในปริมาณต่างกัน 
 

ชนิดของภาชนะเก็บรักษาน้ําเช้ือแช่แข็ง เปอร์เซนต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (%) 
หลอดฟาง 0.25 มิลลิลิตร 82.6±4.8a 
หลอดฟาง 0.5 มิลลิลิตร 78.7±4.6a 

หลอด cryovial 1.5 มิลลิลิตร 23.3±6.7b 
            ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
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6. ผลของระยะเวลาการเก็บรักษาน้ําเชื้อปลายีส่กไทยแชแ่ข็งต่อการเคลื่อนทีข่องสเปิร์ม 
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 10 นาที (เดือนที่ 0) ถูกนํามาละลายมี

การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 76.7±3.9% ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างทางสถิติ (P>0.05) กับการเคลื่อนที่
ของสเปิร์มในนํ้าเช้ือสดที่มีค่า 86.7±4.2% และน้ําเช้ือแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 1 
เดือนที่สเปิร์มมีการเคลื่อนที่หลังการละลายเท่ากับ 71.5±4.4% (ตารางที่ 13)   นํ้าเช้ือแช่แข็งที่เก็บ
ไว้นาน 2 เดือน มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายลดลง (P<0.05) เหลือ 56.7±3.5% และใน
เดือนที่ 3-6 มีค่าเฉลี่ยระหว่าง 8.9-47.2%   

 
ตารางที่ 13  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มปลาย่ีสกไทยแช่แข็งที่เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว

นาน 6 เดือน 
 
    ระยะเวลาเก็บรักษา (เดือน)  การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม (%) 

นํ้าเช้ือสด  86.7±4.2a 
0  76.7±3.9a 
1   71.5±4.4a 
2  56.7±3.5b 
3  47.2±5.3b 
4  26.7±4.8c 
5  16.5±3.8cd 
6  8.9±4.4d 

        ตัวอักษรท่ีเหมือนกันในแนวต้ังแสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P>0.05) 
 
 
7. ความสามารถในการปฏิสนธิไข่ของน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยแช่แข็ง 
 ความสามารถของน้ําเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งที่มีต่อไข่ปลายี่สกไทย พบว่า นํ้าเช้ือแช่แข็งที่
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวนาน 1 เดือนสามารถปฏิสนธิกับไข่ได้ 57.2±4.8% ซึ่งมีค่าไม่แตกต่างทาง
สถิติ (P>0.05) กับนํ้าเช้ือสดสามารถท่ีปฏิสนธิกับไข่ได้ 65.4±5.6%  
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บทท่ี 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
อภิปรายผลการทดลอง 
 5.1 คุณภาพน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทย 
 คุณภาพสเปิร์มปลาย่ีสกไทยมีการเปลี่ยนแปลงในช่วงฤดูผสมพันธ์ุวางไข่ โดยความหนาแน่น
ของสเปิร์มมีค่าลดลงในเดือนธันวาคม สอดคล้องกับผลงานวิจัยในปลาหลายชนิดที่ความหนาแน่นของ
สเปิร์มลดลงช่วงปลายฤดูผสมพันธ์ุวางไข่ เช่น Striped bass (Vuthiphandchai and Zohar, 1999) 
และ Atlantic cod (Rouxel et al., 2008) เป็นต้น  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม เปอร์เซ็นต์
การมีชีวิตของสเปิร์ม และความดันออสโมติกของนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยในการศึกษาครั้งน้ีมีค่าไม่
เปลี่ยนแปลงในช่วงที่ทําการประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือ แสดงให้เห็นว่าพ่อพันธ์ุปลาย่ีสกไทยที่รวบรวมมา
จากบ่อเลี้ยง มีคุณภาพสเปิร์มสเปิร์มที่คงที่เมื่อเวลาผ่านไป    นํ้าเช้ือสดของพ่อพันธ์ุปลาย่ีสกไทยมี
เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มสูงมากกว่า 80% เช่นเดียวกับการศึกษาในปลาหลายชนิด เช่น ปลา
ไน (Cyprinus carpio; Kruger et al., 1984) ปลา smallmouth yellowfish (Barbus aeneus; 
Vlok and Vuren, 1988) เป็นต้น และนํ้าเช้ือสดปลายี่สกไทยมีสเปิร์มที่เคลื่อนที่สูงมากเช่นกัน    
เหมือนที่พบในปลาหลายชนิด (Suquet et al., 1994; Mylonas et al., 1997; Vuthiphandchai 
et al., 2009b)      
 
 5.2 ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาย่ีสกไทย 

การทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาย่ีสกไทย 
พบว่า DMSO มีความเป็นพิษน้อยที่สุด รองลงมา คือ ethylene glycol และ propylene glycol 
ตามลําดับ โดย sucrose มีความเป็นพิษมากที่สุด เน่ืองจากมีผลทําให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่า
ลดลงอย่างรวดเร็วตํ่ากว่า 80% ในเวลาเพียง 10 นาทีเท่าน้ัน   ผลที่ได้แสดงให้เห็นว่าสาร DMSO, 
ethylene glycol และ propylene glycol มีความเหมาะสมในการนําไปแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย
ต่อไป ซึ่งระยะเวลาสมดุลที่ปล่อยให้นํ้าเช้ืออยู่ในสารไครโอโพรเทคแทนท์ได้นานสูงสุดเท่าไรก็ขึ้นอยู่
กับที่ความเข้มข้นใช้ระหว่างการแช่แข็งต้องไม่ทําให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่ากว่าค่าที่
ต้องการ เช่น จากข้อมูลในตารางที่ 2 นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยท่ีอยู่ในสารละลาย DMSO ความเข้มข้น
สุดท้าย 5, 10, 15 หรือ 20% นานไม่เกิน 20 นาทีพบว่า สเปิร์มมีการเคลื่อนที่มากกว่า 80 
เปอร์เซ็นต์ในทุกความเข้มข้น ดังน้ันนักวิจัยสามารถนําข้อมูลเหล่าน้ีไปประกอบการตัดสินใจขณะแช่
แข็งนํ้าเช้ือว่า ช่วงเวลาสมดุลระหว่างใส่สารไครโอโพรเทคแทนท์ความเข้มข้นที่กําหนดลงไปในนํ้าเช้ือ
ก่อนลดอุณหภูมิแช่แข็งนํ้าเช้ือ (equilibration time) ว่าควรใช้เวลานานเท่าใดเพ่ือให้มั่นใจก่อนการ
แช่แข็งว่าสเปิร์มยังมีการเคล่ือนที่สูงก่อนการลดอุณหภูมิแช่แข็ง เพราะว่าถ้าหลังการแช่แข็งแล้ว
สเปิร์มเคล่ือนที่ตํ่าก็สามารถสรุปได้ว่าเป็นเพราะปัจจัยอ่ืน เช่น อัตราการลดอุณหภูมิ หรืออัตราการ
ละลายที่ไม่เหมาะสม เป็นต้น ที่ทําให้สเปิร์มเคลื่อนที่ตํ่า ไม่ใช่เป็นเพราะว่าสเปิร์มขณะก่อนเร่ิมแช่แข็ง
มีการเคล่ือนที่ตํ่า    จากหลักการและเหตุผลดังกล่าวจึงช้ีให้เห็นว่านํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่อยู่ใน
สารละลาย 20% DMSO นานถึง 30 นาทีที่อุณหภูมิห้องก่อนที่จะลดอุณหภูมิไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่
ของสเปิร์ม เน่ืองจากสเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่มากกว่า 80% 
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 นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่เจือจางในสารละลาย ethylene glycol และ propylene glycol 
ยังคงมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มสงูมากกว่า 80% ขึ้นไป ในทุกความเขม้ข้นที่ใช้ทดสอบ
ต้ังแต่ 5-20% เมื่อเวลานานไม่เกิน 30 นาที และ 20 นาทีตามลําดับ กแ็สดงให้เห็นความเป็นพิษของ  
ethylene glycol และ propylene glycol ที่มีต่อสเปิร์มปลาย่ีสกไทยอยู่ในเกณฑตํ่์าเช่นเดียวกับ 
DMSO จึงมีความเหมาะสมในการนํามาใช้ในขั้นตอนการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยต่อไป   สําหรับ
นํ้าเช้ือที่เจือจางในสารละลาย sucrose ในทุกความเข้มขน้มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มตํ่ากว่า 
80% เมื่อเวลานานเกิน 10 นาที จึงมีความเป็นพิษสูงกว่า และไม่ได้ถูกเลือกนํามาใช้ในการแช่แขง็
นํ้าเช้ือปลาต่อไปตามที่กล่าวมาแล้ว 

การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาย่ีสกไทยในครั้งน้ี
สอดคล้องกับการศึกษาของศิริพร คชรัตน์ (2545) ที่ใช้สารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ 9 ชนิด
ทดสอบกับนํ้าเช้ือปลาเทโพ พบว่าสารละลายไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีความเป็นพิษน้อยที่สุดต่อนํ้าเช้ือ
ปลาเทโพ คือ  10% DMSO และ 10% propylene glycol โดยนํ้าเช้ือยังคงมีการเคลื่อนที่เมื่อเวลา
ผ่านไป 180 นาที   โดยทั่วไป DMSO เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่นิยมในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา
หลายชนิด เช่น ปลาไน (Irawan et al., 2010) ปลากะพงแดง (Vuthiphandchai et al., 2009a) 
ปลาบึก (Mongkonpunya et al., 1995) ปลาดุกยุโรป (Linhart et al., 1993) เป็นต้น     สาร 
propylene glycol มีความเหมาะสมในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาดุกอัฟริกัน (Horváth and Urbanyi, 
2000) แต่การศึกษาในน้ําเช้ือปลาตาเดียว พบว่า propylene glycol มีความเหมาะสมในการแช่แข็ง
นํ้าเช้ือปลาตาเดียว มากกว่า DMSO และ glycerol (Rideout et al., 2003) 
  
 5.3 การแช่แขง็น้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 
 5.3.1 ผลของอัตราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ที่มต่ีอการเคลื่อนที่ของน้ําเช้ือปลาย่ีสก
ไทยที่ผ่านการแช่แข็ง 

การแช่แข็งนํ้าเช้ือด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติเพ่ือศึกษาผลของอัตราการลดอุณหภูมิ
ต่อการเคลื่อนที่สเปิร์มปลาย่ีสกไทย โดยการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด ได้แก่ DMSO, 
ethylene glycol และ propylene glycol มาแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ
ต่างๆกัน มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียส พบว่า DMSO เท่าน้ันที่เหมาะสมในการแช่แข็ง 
เพราะทําให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thaw sperm motility) มีค่าสูงมากกว่า 
80 เปอร์เซ็นต์เมื่อนํานํ้าเช้ือมาเจือจางในสารละลาย 10% DMSO และลดอุณหภูมิในอัตรา 5 องศา
เซลเซียส/นาที หรือลดอุณหภูมิในอัตรา 7 องศาเซลเซียส/นาที    การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วย 
ethylene glycol และ propylene glycol ให้ผลการเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยหลังการละลายในทุก
ความเข้มข้นและอัตราการลดอุณหภูมิมีค่าตํ่ากว่า 30% จึงไม่เหมาะสมในการนําสารทั้ง 2 ชนิดน้ีมา
แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยถ้าใช้ Ca-F HBSS ในการเจือจางนํ้าเช้ือ 

ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาโดยทั่วไปมีความ
แตกต่างกันไปขึ้นอยู่กับ ชนิดปลาและ protocol ที่ใช้แช่แข็งนํ้าเช้ือ โดยมักพบว่า DMSO เป็นสาร
ไครโอโพรเทคแทนท์ที่เหมาะสมท่ีสุดในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลานํ้าจืดหลายชนิด เช่น ปลาดุกยุโรป 
(Linhart et al., 1993) ปลาบึก (Mongkonpunya et al., 1995)  ปลาสวาย (Kwantong and 
Bart, 2003)  ปลาเทโพ (Kwantong and Bart, 2006)  ปลาไน (Irawan et al., 2010) เป็นต้น  แต่
อย่างไรก็ตาม DMSO ก็ไม่เหมาะสมในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาบางชนิด เช่น ปลา Arctic char 
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Sansone et al. (2002) ได้พัฒนาวิธีการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลากะพงขาวยุโรป (Dicentrarchus 
labrax) โดยการประเมินความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อสเปิร์มที่อุณหภูมิห้อง 
พบว่า DMSO 5% และ 7%, ethylene glycol 7% และ 10% และ propylene glycol 7% และ 
10% มีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มตํ่าสุด ซึ่งเมื่อนําสารเหล่าน้ีไปแช่แข็งนํ้าเช้ือปลากะพงขาว พบว่า 
การใช้ ethylene glycol 10% ให้ผลดีที่สุดในการแช่แข็งนํ้าเช้ือ โดยนํ้าเช้ือปลากะพงขาวที่เจือจาง
ด้วย ethylene glycol 10% แล้วปล่อยให้อยู่ในสภาวะสมดุลที่อุณหภูมิ 0-2 องศาเซลเซียสนาน 6 
ช่ัวโมงแล้วลดอุณหภูมิด้วยอัตรา -15 องศาเซลเซียส/นาที ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลาย (post-thaw sperm motility) มีค่าไม่แตกต่างจากนํ้าเช้ือสด 

Leung (1987) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลากะพงขาว (Lates calcarifer) ด้วย DMSO, glycerol 
and methanol โดยเจือจางนํ้าเช้ือในสารละลายบัฟเฟอร์เท่ากับ 1:4 (v:v) พบว่า การใช้ 5% 
DMSO ร่วมกับ 15% milk powder หรือ 20% egg yolk ให้ค่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลายมีค่าระหว่าง 70-100% เช่นเดียวกับ glycerol ที่ให้ผลการแช่แข็งที่ดีเช่นกันเมื่อใช้ 
20% glycerol ร่วมกับ 15% milk powder ในขณะที่ methanol ให้ผลไม่ดีในการแช่แข็งนํ้าเช้ือ
ปลากะพงขาว 
 Mongkonpunya et al. (1995) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาบึก โดยทําการเจือจางนํ้าเช้ือปลาบึก 
(Pangasianadon gigas Chevey) ในนํ้ายา calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-
F HBSS) ที่มี DMSO หรือ methanol ที่ระดับ 5% หรือ 14% พบว่าการใช้ 5% DMSO ทําให้
สเปิร์มปลาบึกมีการเคลื่อนที่ประมาณ 50% ในขณะที่ 14% DMSO และ 14% methanol ไม่ทํา
ให้สปิร์มเคลื่อนที่  
  
 5.3.2 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย ด้วย Extender 7 

การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ extender 7 และสารไครโอโพรเทค
แทนท์ 3 ชนิด (DMSO, methanol และ propylene glycol) พบว่า การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทย 
มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสก่อนเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ให้ผลการทดลองดีกว่าการ
ใช้อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียสแล้วเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว เพราะการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลายมีค่าสูงกว่า   ผลการทดลองที่ได้ยังคงยืนยันว่า DMSO ให้ผลการแช่แข็งที่ดีกว่า 
methanol และ propylene glycol เมื่อใช้สารละลาย Extender 7 ในการเจือจางนํ้าเช้ือปลาย่ีสก
ไทยเพ่ือแช่แข็งนํ้าเ ช้ือ โดยเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์มหลังการละลายที่มีค่าสูงสุด 
(60.6±9.8%) ได้จากชุดการทดลองที่ใช้สารละลาย 20% DMSO และลดอุณหภูมิ 3 องศาเซลเซียส/
นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส    อย่างไรก็ตามการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 
8 องศาเซลเซียส/นาที ในการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส 
หรือที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียส ให้ผลการทดลองที่ไม่แตกต่างกัน แสดงให้เห็นว่าช่วงระดับ
อัตราการลดอุณหภูมิ 3-8 องศาเซลเซียส/นาที ไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย 

การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย (post-thawed sperm motility) ของน้ําเช้ือปลาที่
แช่แข็ง มีความสําคัญต่อการพัฒนาวิธีการแช่แข็ง ซึ่งในการพัฒนา protocol นํ้าเช้ือปลาชนิดใดๆก็
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การพัฒนาเทคนิคการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่มีประสิทธิภาพด้วยการทดลองบูรณาการ
ปัจจัยที่มีผลต่อการแช่แข็ง เช่น การเลือกใช้สารละลายบัฟเฟอร์ที่แตกต่างกันในการแช่แข็ง การ
เลือกใช้อุณหภูมิสุดท้ายที่แตกต่างกันในการแช่แข็งในการทดลองพัฒนา protocol การแช่แข็งที่มี
ประสิทธิภาพ แสดงให้เห็นว่าการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยสามารถทําได้โดยใช้สารละลาย 
Extender 7 ร่วมกับ DMSO นอกเหนือไปจากสารละลาย Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO ที่ให้ผลการ
ทดลองที่ดีเช่นกันตามที่กล่าวมาแล้วเหมือนกับการทดลองในปลาชนิดอ่ืน     Kwantong and Bart 
(2003) ได้ทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาสวาย (Pangasius hypophthalmus) ด้วยการใช้สารไครโอโพร
เทคแทนท์ 4 ชนิด (methanol, DMSO, dimethyl acetamide; DMA และ ethylene glycol; EG) 
ร่วมกับการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ 3 ชนิด (Ca-F HBSS, HBSS and sodium chloride, NaCl) และ
ลดอุณหภูมิใน 2 ลักษณะ (one- and two-step) พบว่า อัตราการปฏิสนธิมีค่าสูงสุดเมื่อแช่แข็ง
นํ้าเช้ือปลาสวายด้วย 12% DMSO โดยใช้ 0.9% NaCl และลดอุณหภูมิ one-step ในอัตรา -10 
องศาเซลเซียส/นาที และการใช้สารละลายบัฟเฟอร์แต่ละชนิดในการแช่แข็งนํ้าเช้ือไม่มีผลต่ออัตรา
การปฏิสนธิของไข่ปลา รวมทั้งยังพบว่าอัตราการปฏิสนธิของไข่ปลาสวายท่ีมีค่าสูงยังสามารถได้มา
จากการผสมเทียมไข่ปลากด้วยนํ้าเช้ือแช่แข็งที่ใช้อัตราการลดอุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส/นาทีเมื่อ
ใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ DMSO หรือ DMA และสารละลายบัฟเฟอร์ 0.9% NaCl หรือ Ca-F 
HBSS      นอกจากนี้ Gwo et al. (1991)  ได้ศึกษาการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา Atlantic croaker และ
รายงานว่า sperm extender ที่ประกอบด้วย เกลือแกง กลูโคส และ ซูโครส สามารถใช้เจือจาง
นํ้าเช้ือขณะทําการแช่แข็ง โดยมีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับ sperm extender ชนิดอ่ืนๆ ที่มีความ
สลับซับซ้อน หรือมีสารเคมีหลายชนิดเป็นองค์ประกอบ  และยังพบว่าอัตราการลดอุณหภูมิแช่แข็ง
ต้ังแต่ -10 องศาเซลเซียส/นาที จนถึง -150 องศาเซลเซียส/นาที  ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิขณะ
นํามาผสมกับไข่  ด้วยเหตุที่ Routray et al. (2007) รายงานว่าสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่นิยมนํามา
แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาหลายชนิดได้แก่ DMSO, methanol และ propylene glycol ดังน้ันในการแช่แข็ง
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยจึงได้นํา methanol มาทดสอบประสิทธิภาพการแช่แข็งด้วยการใช้สารละลาย 
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โดยท่ัวไปการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาให้ประสบผลสําเร็จยังมีความเก่ียวข้องกับตัวแปรที่เกี่ยวช้อง
อ่ืนๆ เช่น คุณภาพสเปิร์ม ชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ อัตราการลดอุณหภูมิ 
และอัตราการละลาย เป็นต้น ซึ่งการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาหลายชนิดก็มีรายงานว่าการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา
ให้ประสบผลสําเร็จอาจสามารถเลือกใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ได้มากกว่า 1 ตัว เช่น ปลากะพงแดง 
(Vuthiphandchai et al., 2009a) ปลากดคัง (Muchlisin et al., 2004) และ ปลา common 
snook (Tiersch et al., 2004)   Nahiduzzaman et al. (2011) รายงานว่า การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลา
ตะเพียนขาว (Puntius sarana) ให้ประสบผลสําเร็จสามารถทําได้ด้วยการใช้สารไครโอโพรเทค
แทนท์ 10% DMSO หรือ 10% methanol ซึ่งต่างให้ค่าเปอร์เซ็นต์สเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูง
เช่นกัน 

สาเหตุที่การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ทําให้สเปิร์ม
มีการเคลื่อนที่หลังการละลายสูงกว่า (post-thawed sperm motility) การแช่แข็งมาที่อุณหภูมิ
สุดท้าย -40 องศาเซลเซียส เน่ืองจากการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส ทําให้
นํ้าเช้ือแข็งตัวเต็มที่ ซึ่งเมื่อนําไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ทําให้
ไม่มีการเปลี่ยนแปลงของเซลล์ เปรียบเทียบกับการลดอุณหภูมิมาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 องศา
เซลเซียส อาจทําให้นํ้าเช้ือยังไม่แข็งตัว ซึ่งเมื่อนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลวทันที อาจทําให้มีการ
เปลี่ยนแปลงอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว หรือเกิดเกล็ดนํ้าแข็งภายในเซลล์ ทําให้สเปิร์มได้รับอันตราย ไม่
เคลื่อนที่ หรือตายได้    Viveiros et al. (2000) ทําการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาดุกเทศ (Clarias 
gariepinus) โดยนํานํ้าเช้ือเจือจางใน Ginzburg fish ringer และใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ DMSO 
และ methanol (ความเข้มข้น 5-25%) และแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 2, 5 และ 10 องศา
เซลเซียส/นาที ไปที่อุณหภูมิสุดท้ายต่างกันที่ -25, -30, -35, -40, -45, -50, -55, -60, -65 และ -70 
องศาเซลเซียส แล้วนําไปเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 1-3 สัปดาห์ พบว่า methanol ให้ผล
การแช่แข็งที่ดีกว่า DMSO และ การเลือกใช้อุณหภูมิสุดท้ายก่อนนําไปแช่ในไนโตรเจนเหลวมี
ความสัมพันธ์กับอัตราการลดอุณหภูมิ เช่น อุณหภูมิสุดท้ายที่เหมาะสมก่อนการนํานํ้าเช้ือไปแช่ใน
ไนโตรเจนเหลวเมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิ -2 องศาเซลเซียส/นาที คือ -40 องศาเซลเซียส และที่
อัตราการลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาที ควรลดอุณหภูมิสุดท้ายมาที่ -45 หรือ -50 องศา
เซลเซียส และที่อัตราการลดอุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส/นาที ควรลดอุณหภูมิสุดท้ายมาที่ -55 
องศาเซลเซียสก่อนนําน้ําเช้ือไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวต่อไป 

 
5.4 การแช่แข็งน้าํเชื้อปลาย่ีสกไทยอย่างงา่ย 
การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยไอไนโตรเจนเหลวท่ีความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 

4 เซ็นติเมตร และ 6 เซ็นติเมตร มีการเคล่ือนที่ของสเปิร์มหลังการละลายไม่แตกต่างกับนํ้าเช้ือสด 
แสดงให้เห็นว่า การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยไอไนโตรเจนเหลว สามารถทําได้ที่ความสูงเหนือ
ผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 4-6 เซ็นติเมตรโดยให้นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยสัมผัสไอไนโตรเจนเหลว 10 นาที  
การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาอย่างง่ายในถังโฟมด้วยการใช้ไอไนโตรเจนเหลว ทําได้ง่าย ไม่ต้องใช้เคร่ืองมือ
ลดอุณหภูมิอัตโนมัติที่มีราคาแพง จึงเป็นเทคโนโลยีที่มีราคาถูก เหมาะสําหรับผู้ประกอบการ
เพาะพันธ์ุสัตว์นํ้าที่ต้องการนําเอาเทคนิคการแช่แข็งนํ้าเช้ือปลามาใช้เพ่ือการเพาะเลี้ยงสัตว์นํ้าและ
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 Irawan et al. (2010) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาไนด้วยสารละลาย common carp sperm 
extenders (CCSE) 6 สูตรด้วย DMSO, methanol และ propylene glycol ความเข้มข้น 10% 
และแช่แข็งด้วยอัตราลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/นาที พบว่านํ้าเช้ือที่เจือจางด้วย CCSE 2 และ 
DMSO ให้ประสิทธิภาพการแช่แข็งสูงสุด โดยมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลงัการละลายไม่
แตกต่างจากนํ้าเช้ือสด และเมื่อนํานํ้าเช้ือปลาไนมาแช่แข็งในไอไนโตรเจนเหลว 2 เซ็นติเมตรเหนือ
ผิวหน้าไนโตรเจนเหลวนาน 10 นาที มีผลทําให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลงัการละลายมีค่า
ไม่แตกต่างจากนํ้าเช้ือปลาไนที่แช่แข็งด้วยเครื่องมือลดอุณหภูมิอัตโนมัติ  

Ji et al. (2004) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลา Sea perch (Lateolabrax japonicus) โดยการใช้
สารละลาย Extender 3 ชนิดคือ modified plaice Ringer solution (MPRS), D-15 และ 
modified Mounib’s medium (MMM) เพ่ือเจือจางนํ้าเช้ือ แล้วใส่สารไครโอโพรแทคแทนท์ 
DMSO ความเข้มข้น 6%, 10% และ 14% ทําการแช่แข็งที่ระดับความสูง 2, 6 และ 13 เซนติเมตร 
เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 10 นาที จึงนําไปเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า การแช่
แข็งนํ้าเช้ือด้วย 10% DMSO ที่ความสูงเหนือผิวหน้าสารไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ทําให้สเปิร์มมี
การเคลื่อนที่หลังการละลายสูงที่สุด ในขณะที่การแช่แข็งที่ระดับความสูง 2 เซนติเมตร มีผลทําให้
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าตํ่าสุด 

 
5.5 การแช่แข็งน้าํเชื้อปลาย่ีสกไทยในปริมาณต่างกัน 

 การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยหลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร ให้ผลดีกว่าการ
แช่แข็งด้วยหลอด cryovial 1.5 มิลลิลิตร แสดงว่า การแช่แข็งและเก็บรักษาน้ําเช้ือปลายี่สกไทย
สามารถทําได้ผลดีด้วยการใช้หลอดฟางขนาด 0.25 และ 0.5 มิลลิลิตร เพราะมีการเคลื่อนที่สเปิร์ม
หลังการละลายสูงถึง 80%  สาเหตุที่ทําให้การแช่แข็งในหลอด cryovial ให้ผลไม่ดี (มีการเคลื่อนที่
สเปิร์มเพียงประมาณ 20%) น่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับความหนาของหลอด cryovial ทําให้การ
แพร่กระจายของความเย็นเข้าไปภายในหลอด cryovial ตํ่ากว่าหลอดฟางที่มีขนาดบางกว่ามาก 
ส่งผลให้อุณหภูมิของน้ําเช้ือที่แช่แข็งในหลอด cryovial ลดช้ากว่านํ้าเช้ือที่แช่แข็งด้วยหลอดฟาง อีก
ทั้งปริมาณนํ้าเช้ือที่มากกว่าในหลอด cryovial ยังมีผลโดยตรงที่ต้องการเวลาท่ีมากขึ้นเพ่ือทําให้
นํ้าเช้ือทั้งหมดแข็งตัวเมื่อเปรียบเทียบกับนํ้าเช้ือในหลอดฟางที่มีปริมาณน้อย ซึ่งจะแข็งตัวได้เร็วกว่า
ในระยะเวลาที่ไม่นานนัก ดังน้ันเมื่อนํานํ้าเช้ือในหลอด cryovial ไปแช่แข็งจึงทําให้มีการเปลี่ยนแปลง
ของอุณหภูมิมากในขณะที่นํ้าเช้ือในหลอดฟางมีการเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิน้อยกว่า จึงเป็นสาเหตุ
หน่ึงที่ทําให้นํ้าเช้ือแช่แข็งในหลอดฟางประสบความสําเร็จได้ดีกว่านํ้าเช้ือแช่แข็งใน cryovial เมื่อใช้
อัตราการลดอุณหภูมิเท่ากัน (Lahnsteiner et al., 1997)       
 การแช่แข็งนํ้าเช้ือในปริมาณที่มากขึ้นแม้ว่าจะมีประโยชน์ในการนําไปใช้ประโยชน์เพาะพันธ์ุ
ปลาเชิงพาณิชย์ได้ดี แต่ผลการวิจัยที่ได้มีค่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายตํ่า ซึ่งการพัฒนา
งานวิจัยแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยปริมาณมากควรเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่สูงขึ้น รวมทั้ง
พัฒนาวิธีการแช่แข็งด้วยวิธีอ่ืนๆเช่น ลดอุณหภูมิ 2 หรือ 3 ขั้น (two- or three-steps freezing) 
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5.6 ผลของระยะเวลาการเก็บรกัษาน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยแช่แข็งต่อการเคลือ่นที่ของ  
      สเปิร์ม 
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยที่แช่แข็งไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 2 เดือน มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง

การละลายลดลงเหลือประมาณ 50% เมื่อเปรียบเทียบกับนํ้าเช้ือสดที่สเปิร์มมีการเคลื่อนที่สูงมาก 
คาดว่ามีสาเหตุมาจากปัจจัยสภาพแวดล้อมเช่น การนําตัวอย่างแช่แข็งออกจากถังไนโตรเจนเหลวมา
ประเมินคุณภาพ อาจทําให้อุณหภูมิของหลอดฟางเปลี่ยนแปลงก่อนการละลาย โดยเฉพาะถ้ามี
ตัวอย่างแช่แข็งจํานวนมากเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว จะใช้เวลานานข้ึนในการนําเอาตัวอย่างที่
ต้องการออกมาประเมินคุณภาพ เพราะหลอดฟางต้องเก็บรักษาใน goblet ที่นําไปเก็บใน canister 
โดยใน canister แต่ละอันจะมี goblet 2 ช้ันซึ่งในแต่ละช้ันจะมีหลอดฟางที่บรรจุนํ้าเช้ือแช่แข็งเก็บ
รักษาเอาไว้ อีกทั้งถังไนโตรเจนเหลวยังมีนํ้าเช้ือสัตว์นํ้าอ่ืนๆที่เก็บแช่แข็งอยู่รวมกันเป็นจํานวนมาก 
ทําให้มีการเปิดถังไนโตรเจนเหลวอยู่บ่อยคร้ังในแต่ละเดือน อาจมีผลต่อการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิ
น้ําเช้ือแช่แข็งขณะเก็บรักษาไม่คงที่ตามท่ีควรเป็น ดังน้ันถ้ามีการเก็บรักษานํ้าเช้ือแช่แข็งนานขึ้นเมื่อ
สุ่มตัวอย่างนํ้าเช้ือแช่แข็งออกมาประเมินคุณภาพในแต่ละเดือน ก็อาจทําให้คุณภาพนํ้าเช้ือแช่แข็งหลัง
การละลายลดตํ่าลง โดยเฉพาะการเคล่ือนที่ของสเปิร์มในเดือนที่ 3-6 มีค่าเฉลี่ยลดลงตํ่ากว่า 10%  
ในทํานองเดียวกัน Vuthiphandchai et al. (2007) ได้แช่แข็งถุงนํ้าเช้ือกุ้งกุลาดําและเก็บรักษาถุง
นํ้าเช้ือแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว 60 วันจึงพบการลดลงของเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มกุ้งกุลาดํา
หลังการละลายอย่างมีนัยสําคัญ    โดยทั่วไปแล้วความสําเร็จในการแช่แข็งและเก็บรักษาน้ําเช้ือปลา
แช่แข็งในไนโตรเจนเหลว ขึ้นอยู่กับหลายปัจจัยประการ เช่น อัตราการลดอุณหภูมิ, อัตราการละลาย, 
ชนิดและความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ และสูตรของนํ้ายาท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการแช่แข็ง
นํ้าเช้ือ รวมทั้งความสมบูรณ์ของน้ําเช้ือปลาแต่ละชนิด และสภาพแวดล้อมท่ีเกี่ยวข้องในระหว่างการ
เก็บรักษาซึ่งต้องมีความเหมาะสมตามที่กล่าวมาแล้ว (Tiersch et al., 1994; Vuthiphandchai et 
al., 2009a; Yavas and Bozkurt, 2011.)    อย่างไรก็ตามการแช่แข็งนํ้าเช้ือสัตว์นํ้าและเก็บรักษาไว้
ในไนโตรเจนเหลวในระยะเวลานานก็ได้มีงานวิจัยที่รายงานความสําเร็จของการแช่แข็งเมื่อเก็บรักษา
เป็นเวลานาน เช่น 

ทัศนีย์ ภูพิพัฒน์และคณะ (2529) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาบึกโดยใช้นํ้ายาสูตรที่ 1 และ 
8%DMSO โดยลดอุณหภูมิด้วยวิธีการแช่ในไอไนโตรเจนเหลวนาน 15 นาที จากน้ันนํามาแช่ไว้ในถัง
ไนโตรเจนเหลวนาน 4 เดือน พบว่า เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าเท่ากับ 
60%       

พลชาติ ผิวเณร และ พนม กระจ่างพจน์ สอดศุข (2546) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลานิลโดยใช้นํ้ายา 
modified Cortland และใช้ 10%DMSO เจือจางนํ้าเช้ือต่อนํ้ายา 1:5 โดยลดอุณหภูมิ 20 องศา
เซลเซียส ถึง -60 องศาเซลเซียส ทิ้งไว้ที่ -60 องศาเซลเซียส นาน 2 วินาทีก่อนแช่ลงใน
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Suquet et al.(1998) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลา turbot  (Psetta maxima) ด้วยการใช้ 10% 
DMSO ร่วมกับ 10% BSA พบว่านํ้าเช้ือแช่แข็งที่เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลวนาน 9 เดือนมี
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูงระหว่าง 60 - 90% ภายหลังการละลายนํ้าเช้ือแช่แข็ง 

 
5.7 ความสามารถในการปฏิสนธิไข่ของน้ําเชื้อปลาย่ีสกไทยแช่แข็ง 
ประสิทธิภาพของนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งนาน 1 เดือนในการปฏิสนธิไข่ปลายี่สกไทยไม่

แตกต่างจากนํ้าเช้ือสดที่รีดออกมาใหม่ๆแล้วนําไปผสมเทียม แสดงให้เห็นถึง ความเป็นไปได้ในการนํา
นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งมาใช้ประโยชน์ทั้งในด้านการเพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์ สอดคล้องกับ
ผลการวิจัยในปลาหลายชนิด เช่น Ott and Horton (1971) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลา chinook salmon 
(Oncorhynchus tshawytstha) และ coho salmon (O. kisutch) ด้วย DMSO ความเข้มข้น 8% 
และเมื่อเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลวนาน 7 วัน สามารถปฏิสนธิไข่ได้ 79%    Ding et al. 
(2009) ได้แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาแมนดาริน (Mandarin fish; Siniperca chuatsi) ด้วย  DMSO ความ
เข้มข้น 10% แล้วเก็บรักษาไว้ในถังไนโตรเจนเหลว พบว่านํ้าเช้ือแช่แข็งที่เก็บรักษาไว้นาน 1 สัปดาห์ 
และ 1 ปี สามารถปฏิสนธิไข่ปลาได้ประมาณ 66% และ 54% ตามลําดับไม่แตกต่างจาการใช้นํ้าเช้ือ
สด    อย่างไรก็ตาม กฤษณ์  มงคลปัญญา (2536) แช่แข็งนํ้าเช้ือปลาสวายที่เจือจางในสารละลาย 
0.85% NaCl หรือ Ca-F HBSS ร่วมกับ DMSO ความเข้มข้น 8, 10 หรือ 12% ด้วยการใช้อัตราการ
ลดอุณหภูมิ -10, -20 หรือ -30 องศาเซลเซียสต่อนาที พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง
การละลายมีค่าไม่แตกต่างกันระหว่างสารละลายทั้งสองชนิดแต่แปรปรวนไปตามอัตราการลด
อุณหภูมิและเมื่อนํานํ้าเช้ือปลาสวายแช่แข็งไปผสมเทียมกับไข่ปลาสวายด้วยการใช้อัตราส่วนของ
สเปิร์มต่อไข่แตกต่างกันได้อัตราการปฏิสนธิตํ่า เน่ืองจากการใช้จํานวนสเปิร์มที่เหมาะสมในการ
ปฏิสนธิกับไข่อาจน้อยไป   การเพ่ิมปริมาณนํ้าเช้ือแช่แข็งที่ละลายเพ่ือนําไปผสมเทียม ซึ่งเป็นการเพ่ิม
จํานวนเซลล์สปิร์มในการปฏิสนธิกับไข่เมื่อสเปิร์มเคลื่อนที่ตํ่า สามารถทําให้อัตราการปฏิสนธิเพ่ิมสูง
ได้ เน่ืองจากการปฏิสนธิไข่ปลาแต่ละชนิดต่างก็ต้องการจํานวนสเปิร์มที่เหมาะสมในการปฏิสนธิไข่ 1 
ใบเช่น ปลา channel catfish คือ 1.25×105 ตัวต่อไข่ 1 ใบ (Bart and Dunham, 1994) ปลานิล 
1.40×105 ตัวต่อไข่ 1 ใบ (Rana and McAndrew, 1989) เป็นต้น 

อย่างไรก็ตามการศึกษาการผสมเทียมไข่ปลาย่ีสกไทยด้วยนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งที่เก็บไว้
ในไนโตรเจนเหลวในระยะเวลานานขึ้นหลายๆเดือน ควรได้มีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป โดยเฉพาะใน
ประเด็นของความสัมพันธ์ของเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนที่ของสเปิร์ม และจํานวนสเปิร์มที่ใช้ในการ
ปฏิสนธิไข่ ที่มีต่ออัตราการปฏิสนธิและอัตราการฟัก เน่ืองจากผลการวิจัยครั้งน้ีได้แสดงให้เห็นถึง
ศักยภาพของนํ้าเช้ือแช่แข็งในการปฏิสนธิไข่ไม่แตกต่างจากนํ้าเช้ือสด และผลงานวิจัยที่มีการศึกษา
นํ้าเช้ือแช่แข็งในปลาหลายชนิดที่มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายตํ่า ก็สามารถปฏิสนธิไข่ได้ 
จึงแสดงให้เห็นว่าปัจจัยการปฏิสนธิไข่ปลาถูกควบคุมโดยการเคลื่อนที่ของสเปิร์มและจํานวนสเปิร์มที่
ใช้   อย่างไรก็ตามแม้ว่าการศึกษาคร้ังน้ีไม่ได้ประเมินอัตราการฟัก ก็มีความเป็นไปได้ว่าลูกปลาน่าจะ
ฟักออกมาได้ไม่ต่างจากการใช้นํ้าเช้ือสด ซึ่งควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมต่อไป โดยเฉพาะการพัฒนาวิธีการ
แช่แข็งนํ้าเช้ือให้ได้ปริมาณมากและสามารถปฏิสนธิไข่ได้อัตราการฟักที่ดีต่อไป    การประเมินอัตรา
การปฏิสนธิไข่ปลาที่ระยะ gastrula เป็นที่ยอมรับว่าสะท้อนอัตราการปฏิสนธิได้ดี เพราะในขณะน้ีตัว
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สรุปผลการทดลอง 

1. คุณภาพสเปิร์มปลาย่ีสกไทยมีการเปลี่ยนแปลงน้อยระหว่างการสุ่มตรวจ โดยความ
หนาแน่นของสเปิร์มมีค่าลดลงในเดือนธันวาคม      

2. DMSO มีความเป็นพิษต่อสเปิร์มปลาย่ีสกไทยน้อยที่สุด 
3. นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยสามารถแช่แข็งและเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว ด้วยการนํานํ้าเช้ือมา

เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ Ca-F HBSS และแช่แข็งด้วยการใช้ 10% DMSO และลดอุณหภูมิใน
อัตรา 5 องศาเซลเซียส/นาที หรือลดอุณหภูมิในอัตรา 7 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -
40 องศาเซลเซียส แล้วเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว 

4. นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยสามารถแช่แข็งด้วยการใช้สารละลายบัฟเฟอร์ extender 7 ร่วมกับ 
20% DMSO และลดอุณหภูมิที่อัตรา 3 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส 
แล้วเก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว   
 5. การแช่แข็งนํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยด้วยไอไนโตรเจนเหลว สามารถทําได้ด้วยการใช้หลอดฟาง
มาแช่แข็งที่ความสูงเหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว 4-6 เซ็นติเมตร โดยให้นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยสัมผัสไอ
ไนโตรเจนเหลว 10 นาทีก่อนการเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว   
 6. นํ้าเช้ือปลาย่ีสกไทยแช่แข็งที่เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวนาน 1 เดือนมีการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์ม และศักยภาพในการปฏิสนธิไข่ปลายี่สกไทย ไม่แตกต่างจากนํ้าเช้ือสด สามารถนํามาใช้
ประโยชน์เพ่ือการเพาะเลี้ยงและการอนุรักษ์ปลายี่สกไทยได้ต่อไป  
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