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การเก็บรักษาน้้าเชือ้ปลานิลโดยวิธีแชแ่ข็ง 
 

พลชาติ  ผิวเณร*  คงภพ  อ้าพลศักดิ์  ถาวร  จีนหมิก และ ชมพูนุท  มรรคทรัพย์  
สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า  

 
บทคัดย่อ 

 
ทดลองเ ก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิล (Orochromis niloticus) สายพันธุ์  Egypt Marzala โดยวิธีแช่

แข็ง จากการศึกษา (1) ศึกษาประสิทธิภาพของน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อในการเ ก็บรักษาแบบระยะส้ันนาน  0–144  
ชม. พบว่าน้ ายา 0.85% NaCl in Phosphate Buffer Saline (0.85% NaCl)ให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวสูงสุด 
รองลงมาคือน้ ายา Bicarbonate Buffer (BCB) และ modified fish’s Ringer (MC) และต่ าสุดคือน้ ายา Frog 
Ringer’s solution (FRS) โดยน้ ายา BCB ส่งผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุดท่ีระยะเวลาเ ก็บ 0–120 ชม. (2) 
ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตีของน้ ายากลุ่มมีประจุ (MC และ 
0.85% NaCl) และกลุ่มไม่มีประจุ (กลูโคส) ท่ีเจือจางให้มีความเข้มข้น 0–100% พบว่าน้ ายาท้ัง 2 กลุ่มแสดง
ความสัมพันธ์ระหว่างระดับออสโมลาริตีกับปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวเป็นแบบผกผัน โดยน้ ายากลูโคสมี
ระดับออสโมลาริตีท่ีเร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหว (threshold) สูงสุด (309.003.46 mOsmol/kg) รองลงมาคือ 
0.85% NaCl (245.675.86 mOsmol/kg) และต่ าสุดคือน้ ายา MC (230.335.03 mOsmol/kg) ส่วนน้ าย า
กลูโคสและ MC ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน (210.6711.50 และ 197.005.29 mOsmol/kg ตามล าดับ) มีระดับ
ออสโมลาริ ตี ณ จุดกระตุ้นการ เค ล่ือนไหวสูง สุด (complete activation) มากกว่าน้ าย า 0.85% NaCl 
(172.331.53 mOsmol/kg) ผลท่ีได้บ่งบอกว่าอิออนบางชนิดมีผลต่อการยับย้ังและกระตุ้นการเคล่ือนไหว
ของสเปิร์มปลานิล (3) ศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด คือ DMSO เมธานอล และกลีเซอรอล 
ท่ีเจือจางในสารละลายน้ าเชื้อปลานิลท่ีความเข้มข้น 7 ระดับ ในระยะเวลา 0 – 120 นาที  พบว่า DMSO และ
เมธานอล มีผลให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวไม่แตกต่างกันแต่มากกว่ากลีเซอรอล โดยเมธานอลส่งผลให้
สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองมาคือ DMSO และต่ าสุดคือกลีเซอรอล (4) ศึกษาอัตราลดอุณหภูมิและ
วิธีการลดอุณหภูมิในกระบวนการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิล โดยเจือจางน้ าเชื้อด้วยน้ ายา MC และใช้ 10% เมธา
นอลเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ อัตราเจือจางน้ าเชื้อ : น้ ายาเ ป็น 1 : 5 บรรจุในหลอดแช่แข็งปริมาตร 1 
มล. และปล่อยให้สเปิร์มปรับตัวกับน้ ายาท่ีอุณหภูมิ 25 C นาน 15 นาที แล้วจึงน าเ ข้าเคร่ืองลดอุณหภูมิ
อัตโนมัติ ต้ังโปรแกรมเร่ิมต้นท่ีอุณหภูมิ 25 C ลดอุณหภูมิตามอัตราท่ีต้ังจนถึง –60 C แล้วจึงน าหลอดแช่
ลงในไนโตรเจนเหลว (–196 C) พบว่าอัตราลดอุณหภูมิ –5 และ –10 C/นาที ส่งผลให้สเปิร์มท่ีละลาย (ท่ี  
37 C นาน 1 นาที) มีอัตรารอดและระยะเวลาเคล่ือนไหวสูงกว่าท่ีอัตรา –1 C/นาที โดยน้ าเชื้อท่ีเ จือจางด้วย
น้ ายา BCB และ MC มีผลให้สเปิร์มท่ีละลายมีอัตรารอดและระยะเวลาเคล่ือนไหวสูงกว่าน้ ายา 0.85% NaCl 
และจากการใช้วิธีการลดอุณหภูมิโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลวโดยวางหลอดห่างจากระดับไนโตรเจนเหลวใน
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 2 

ถังเก็บ (MVE SC 20/15) 3 ระดับ พบว่าท่ีระดับ 9.5 และ 14.5 ซม. ซ่ึงมีอัตราลดอุณหภูมิ –11.91 และ –7.86 
C/min ส่งผลให้สเปิร์มท่ีละลายมีอัตรารอดและระยะเวลาเคล่ือนไหวสูงกว่าท่ีระดับ 19.0 ซม. (–3.14 
C/min) และจากการน าน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีเก็บนาน 36–426 วันมาผสมเทียมเปรียบเทียบกับน้ าเชื้อสดท่ีเ จือจาง
ด้วยน้ ายาสูตรเดียวกันและมีอัตราเจือจางเท่ากัน (น้ ายา MC อัตราเจือจาง 1 : 5) พบว่าน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีเ ก็บนาน 
36, 41, 86, 415 และ 426 วันให้อัตราปฏิสนธิระหว่าง 72.9214.73 – 88.4813.81 % และอัตราฟักระหว่าง 
47.494.18 – 70.6724.66 % ซ่ึ งไ ม่แตกต่าง จากน้ า เชื้ อสดท่ีมีอัตราปฏิสนธิระห ว่าง  82.341.32 – 
93.805.08 % และอัตราฟักระหว่าง 55.441.67 – 87.596.68 % แต่ท่ีระยะเวลาเ ก็บ 55 และ 62 วัน น้ าเชื้อ
ท่ีผ่านการแช่แข็งกลับให้ผลต่ ากว่าน้ าเชื้อสด คาดว่าอาจมีสาเหตุจากการปนเป้ือนของปัสสาวะในน้ าเชื้อปลา
นิลในระหว่างการเก็บน้ าเชื้อ 
 
ค้าส้าคัญ: ปลานิล  น้ าเชื้อ  สเปิร์ม การเก็บรักษาโดยวิธีแช่แข็ง  
*ผู้รับผิดชอบ: 39 หมู่ 1 ต.คลองห้า อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี 12120 โทร. 0 2577 5058–60 
e–mail: nagr i_dof@yahoo.com  
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CRYOPRESERVATION OF NILE TILAPIA (Oreochromis niloticus) 
SPERMATOZOA 

 
Ponlachart  Pewnane*  Kongphop  Ampolsak Thaworn  Jeenmik and Chompunuch  Makkasab  

Aquatic Animal Genetics Research and Development Institute  
 

ABSTRACT 
 

The study aimed to develop the protocol for sperm cryopreservation of Oreochromis niloticus 
Egypt Marzala strain. Four experiment have been conducted. The first experiment was to determine sperm 
motility in different extenders under short period observations (0 – 144 hr.) at temperature 4 – 5 C. The 
results showed that sperms diluted with 0.85 percent NaCl with phosphate buffer (0.85%NaCl) gave the 
highest sperm motility followed by the following extenders, bicarbonate buffer (BCB), modified fish 
Ringer (MC) and frog Ringer’s solution. The second experiment was to observe the relationship between 
sperm motility and osmolarity in ionic and non ionic solutions. The ionic solution included 0.85% NaCl 
and MC, whereas, the non-ionic solution was 0 – 100% concentration of gluclose. Negative correlation  (r 
= –0.81 to –0.94) of sperm motility and osmolarity were found. The gluclose solution gave the highest 
threshold sperm motolity at osmolarity 3096.46 mOsmol/kg. followed by the 0.85% NaCl (245.675.86 
mOsmol/kg.) and the MC (230.335.03 mOsmol/kg). In addition, the MC gave the highest complete sperm 
activation at the 210.6711.50 mOsmol/kg followed by the glucose (197.05.29 mOsmol/kg.) and the 
0.85% NaCl  (230.335.03 mOsmol/kg). The third experiment was to determine sperm  motility after 
diluted in 3 cryopreservation solutions namely,  Dimethyl sulfer dioxide (DMSO) , Methanol and Glycerol 
at dilution rate 2, 5, 10, 15,20 and 25% for the period of 0, 30 and 120  minutes after storage. The results 
showed that methanol gave the highest sperm motility followed by DMSO and glycerol. The fourth 
experiment studied freezing rate and cryoperservation protocol of the tilapia sperm. The protocol that used 
MC extender with 10% methonal ratio sperm per extender at 1:5 , and equilibrated at 25  C for 15 minute, 
then frozen the sperm in 1 ml  cryotube at –60 C and put into liquid nitrogen  the results showed that  the 
best survival rate and motility was at the reducing  temperature of –5 and –10 C per minute. The reducing 
temperature protocol by liquid nitrogen vapour showed that at the distance 9.5 and 14.5 cm. above liquid 
nitrogen surface in MVE SC 20/15 with the reducing temperature rate –11.91 and –7.8 C / min. gave the 
sperm survive and motility rate higher than that of 19 cm. (–3.14  C/min.). Cryopreserved sperm which 
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 4 

have been preserved for 36 – 426 days were used in artificial insemination comparing with fresh milt at the 
same extender. The result showed that the sperm that have been preserved for 36, 41, 86, 415 and 426 days 
gave the fertilization rate at 72.9214.73 to 88.4813.81% and the hatching rate 47.494.18 to 
70.6724.66% which were not significant different from those which used the fresh milt. However, at the 
preserved period of 55 to 62 days gave the low fertilization and the hatching rate than the fresh milt. This 
may caused by urine contamination. 
 
Key words: Nile tilapia, Oreochromis niloticus, milt, semen, spermatozoa, cryopreservation  
*Corresponding author: 39 Moo 1 T.Khlongha A.Khlongluang C.Pathumthani 12120 Tel. 0 577 5058  
e–mail: nagr i_dof@yahoo.com 
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ค้าน้า 
 

ปลานิล (Oreochromis niloticus Linn.) เป็นปลาท่ีมีถ่ินก าเนิดในทวีปแอฟริกาใต้ มีการน าเ ข้ามา
ในประเทศไทยคร้ังแรกโดยสมเด็จพระจักรพรรด์ิอากิฮิโตแห่งประเทศญี่ ปุ่นเ ม่ือคร้ังด ารงพระอิสริยยศ
มกุฏราชกุมาร ได้ทรงจัดส่งมาทูลเกล้าถวายพระบาทสมเด็จพระเจ้าอยู่หัวภูมิพลอดุลยเดช จ านวน 50 ตัว ใน
ปี พ.ศ. 2508 ซ่ึงต่อมาทรงพระกรุณาโปรดเกล้าฯ พระราชทานลูกปลานิลแก่กรมประมงเพื่อด าเนินการเพาะ
ขยายพันธุ์ ปลานิล ดังกล่าวถือเป็นสายพันธุ์แท้ซ่ึง เ ป็นท่ียอมรับกันท่ัวโลก เ รียกกันว่าสายพันธุ์ จิตรลดา 
(Chitralada strain) ปลานิลเป็นปลาท่ีเล้ียงง่าย โตเร็ว ทนทานต่อโรค สามารถปรับตัวเ ข้ากับสภาพแวด ล้อม
ได้ดี ทนทานต่อการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิ ความเป็นกรดเป็นด่างและความเค็มในช่วงกว้าง กินอาหารไม่
จ ากัดประเภท สามารถผสมพันธุ์วางไข่ได้ตลอดปีและแพร่ขยายพันธุ์ได้ง่ายท้ังในท่ีเ ล้ียงและในธรรมชาติ 
นอกจากนี้เนื้อยังมีรสชาติเป็นท่ียอมรับของผู้บริโภคท่ัวโลก จึงท าให้มีการเพาะเ ล้ียงปลานิลแบบก่ึงพัฒนา 
(simi–intensive) และแบบพัฒนา (intensive) เพื่อให้ได้ปลาขนาดใหญ่และผลผลิตสูง (มานพ และคณะ, 
2536) อย่างไรก็ตาม การเล้ียงปลานิลให้ได้ผลผลิตสูงมักเล้ียงเฉพาะปลาเพศผู้ เนื่องจากปลาเพศเมียสามารถ
มีไข่ต้ังแต่อายุ 2 เดือนข้ึนไป จึงสูญเสียพลังงานส่วนหนึ่งไปใช้ในการสร้างไข่และอนุบาลลูกปลา ท าให้ปลา
เพศเมียมีอัตราเจริญเติบโตช้ากว่าปลาเพศผู้ในรุ่นเ ดียวกัน ปัจจุบันมีวิธีแก้ปัญหาดังกล่าวอยู่สองวิธีคือการ
สร้างพ่อพันธุ์ปลานิลซูเปอร์เมล (supermale หรือ YY–male) ซ่ึงเป็นปลาท่ีถูกเปล่ียนโครโมโซมเพศจาก XY 
เป็น YY แล้วน าไปผสมพันธุ์กับแม่ปลาปกติจะท าให้ได้ลูกปลาเป็นเพศผู้ล้วนซ่ึงเ รียกว่าปลานิลสายพันธุ์
จิตรลดา 2 หรือ Genetically Modified Tilapia (GMT) (นวลมณี และพุทธรัตน์ , 2538) แต่ในทางปฏิบัติกลับ
พบว่าลูกปลาไม่เป็นเพศผู้ท้ังหมด ท้ังนี้เนื่องจากมีปัจจัยอ่ืนๆ นอกเหนือจากโครโมโซมเพศในการควบคุม
เพศปลานิล และอีกวิธีคือการผลิตลูกปลานิลเพศผู้ล้วนโดยการอนุบาลลูกปลานิลวัยอ่อนด้วยอาหารผสม
ฮอร์โมนเมธิลเทสโทสเตอโรน (17 – Methyltestosterone หรือ 17–MT) ซ่ึงจะมีผลท าให้ลูกปลากลายเป็น
เพศผู้ล้วน แต่เปอร์เซ็นต์เพศผู้ท่ีได้จากวิธีการนี้ผันแปรไปตามวิธีการให้ฮอร์โมนและฟาร์มแต่ละแห่ง 

แนวทางหนึ่งในการแก้ไขปัญหาข้างต้นคือ การสร้างปลานิลหมันโดยวิธีการควบคุมชุด
โครโมโซม(chromosome manipulation) เพื่อแปลงชุดโครโมโซมลูกปลาจากปกติซ่ึงเ ป็นสองชุด (2n) ให้
กลายเป็นส่ีชุด (4n) โดยการช็อคไข่หรือสเปิร์มด้วยอุณหภูมิหรือรังสีอัลตราไวโอเลต แล้วเ ล้ียงจนเป็นพ่อแม่
พันธุ์ เม่ือน าไปผสมกับปลาปกติ (2n) จะได้ลูกปลาท่ีมีชุดโครโมโซมสามชุด (3n) ซ่ึง เ ป็นหมัน วิธีการข้างต้น
ต้องปฏิบัติในโรงเพาะฟักและต้องใช้วิธีผสมเทียมเพื่อควบคุมระยะเวลาการปฏิสนธิและขบวนการแบ่งเซลล์
ของตัวอ่อน ดังนั้นหากมีการ เ ก็บน้ า เชื้อปลานิลท่ี ต้องการเ ก็บไ ว้ จะช่ วยให้การผสมเทียมปลานิล มี
ประสิทธิภาพย่ิงข้ึน การเก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิลยังมีประโยชน์ในการปรับปรุงพันธุ์  โดยการเ ก็บน้ าเชื้อพ่อ
พันธุ์ ท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมท่ีต้องการเ ก็บไ ว้ใ ช้ผสมเทียม การเ ก็บรักษาสเปิ ร์มโดยวิธีแช่ แข็ง 
(spermatozoa cryopreservation) เป็นวิธีการเก็บสเปิร์มระยะยาวไว้ในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ –196 C ถือ
เป็นการรักษาเชื้อพันธุ์และลักษณะทางพันธุกรรมของสัตว์แต่ละตัวซ่ึงมีอยู่ในเชื้อพันธุ์ไว้นอกถ่ินท่ีอยู่อาศัย
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ตามธรรมชาติ (ex–situ preservation) เป็นวิธีท่ีนิยมและใช้ได้ผลกับสัตว์หลายชนิด การเ ก็บรักษาสเปิร์มโดย
วิธีแช่แข็งจะมีการใช้น้ ายา (extenders) เจือจางน้ าเชื้อซ่ึงผสมสารท่ีช่วยป้องกันความเสียหายให้กับเซลล์
ระหว่างกระบวนการลดอุณหภูมิ สารเหล่านี้เรียกว่า “ไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectants)” มีการก าหนด
ระยะเวลาให้เซลล์ปรับตัวกับสารละลาย (equilibration) ก าหนดอัตราการลดอุณหภูมิ และลักษณะหลอดท่ีจะ
ใช้แช่แข็ง ซ่ึงถ้ามีการปฏิบัติถูกต้องและเหมาะสมกับสัตว์น้ าแต่ละชนิด จะสามารถเก็บรักษาสเปิร์มได้อย่าง
ย่ังยืน 
 

วัตถุประสงค์ 
 

1. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อสูตรต่างๆ ในการเก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิลระยะส้ัน 
2. เพื่อศึกษาระดับการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิลในน้ ายาสูตรมีประจุ  (ionic soluitons) และในน้ ายา

สูตร ไม่มีประจุ (ion–deficient solution) ท่ีมีระดับออสโมลาริตีแตกต่างกัน 
3. เพื่อศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ (cryoprotectants) ท่ีมีต่อสเปิร์มปลานิล 
4. เพื่อศึกษาวิธีการ อัตราและข้ันตอนการลดอุณหภูมิในกระบวนการแช่แข็ง 
5. เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของน้ าเชื้อปลานิลท่ีผ่านการแช่แข็งด้วยวิธีผสมเทียม 
 

วิธีการด้าเนินงาน 
 

1.    การเตรียมพ่อแม่พันธุ์ปลานิล 
 

ใช้พ่อแม่พันธุ์ปลานิล (Oreochromis niloticus Linn.) สายพันธุ์  Egypt Manzala ขนาด 200 – 
400 กรัม ซ่ึงเป็นปลาท่ีเพาะเล้ียง ณ สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า เ ล้ียงในตู้กระจกขนาด 75 ลิตร 
ระบบน้ าหมุนเวียนและให้อากาศตลอดเวลา ตู้ละ 1 ตัว ให้อาหารเม็ดปลาดุกชนิดลอยน้ า โปรตีน 40% ใน
อัตราวันละ 3% ของ นน. ตัว โดยงดอาหารก่อนรีดน้ าเชื้อและรีดไข่ไม่ต่ ากว่า 24 ชม. 
 
2. การเก็บน้้าเช้ือและรีดไข่  

 
เก็บน้ าเชื้อจากปลาเพศผู้โดยน ามารีดปัสสาวะออกจนหมดแล้วรีดน้ าเชื้อโดยใช้มือรีดบริเวณ

ช่วงท้องไปหาต่ิงเพศ ใช้หลอดคาร์ปิลลารี (carpillary tube) ช่วยดูดน้ าเชื้อจากปลาย ต่ิงเพศลงหลอด 
microcentrifuge ขนาด 1 มล. ซ่ึงแช่ในน้ าแข็งและใส่น้ ายา deactivator (0.7% NaCl + 0.6% KCl) ซ่ึง เ ป็น
น้ ายาท่ีป้องกันการกระตุ้นสเปิร์มปลานิลให้เคล่ือนไหวจากการปนเ ป้ือนโดยปัสสาวะ ปริมาตร 0.1 มล. โดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ Rana and McAndrew (1989) น าน้ าเชื้อท่ีได้ไปป่ันเหว่ียงท่ี 5,000 รอบ/นาที นาน 5 
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นาที ค่อยๆ ดูดสารละลายส่วนบนออก แล้วจึงเติมน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อในปริมาตร = ปริมาตรท่ีดูดออก – 0.1 
มล. ของน้ ายา deactivator อนึ่ง ในกรณีท่ีจะเ ก็บน้ าเชื้อสดจะไม่เ ติมน้ า ยา deactivator โดยจะน าน้ าเชื้อสด 
น้ าเชื้อท่ีเจือจาง หรือน้ าเชื้อท่ีผ่านการแช่แข็งไปตรวจสอบคุณภาพและความหนาแน่นสเปิร์ม ซ่ึงมีข้ันตอน
ดังนี้ 

–  จ านวนสเปิร์มต่อหน่วยปริมาตร (sperm count) ดัดแปลงจากวิธีการของ กฤษณ์ (2536) โดย
เจือจางน้ าเชื้อสด 200 เท่าด้วยน้ าเกลือเ ข้มข้น  0.85 % (น้ าเชื้อสด 2 l + น้ าเกลือ 398 l) ใช้ไมโครไปเปต
ดูดข้ึนลงเบาๆ เพื่อให้สเปิร์มกระจายในน้ ายาสม่ าเสมอกันแล้วจึงดูดสารละลายน้ าเชื้อ 20 l หยดลงบน
สไลด์นับเม็ดโลหิต (haemocytometer) ปิดทับด้วยกระจกปิดสไลด์ท่ีออกแบบมาใช้กับสไลด์นับเ ม็ดโลหิต 
กดกระจกปิด สไลด์เล่ือนไปมาเบาๆ เพื่อให้สารละลายน้ าเชื้อส่วนเกินไหลออกจากช่องท่ีจะนับ ท้ิงไว้นาน
อย่างน้อย 10 นาที เพื่อให้สเปิร์มทุกเซลล์จมลงบนพื้นสไลด์ นับจ านวนเซลล์สเปิร์มภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ก าลังขยาย 400 เท่า โดยนับจ านวนสเปิร์มในช่องใหญ่ซ่ึงประกอบด้วยช่องเล็ก 16 ช่อง ท้ัง  4 มุม และนับช่อง
ตรงกลาง 1 ช่อง รวมท้ังส้ิน 5 ช่องใหญ่หรือ 80 ช่องเล็ก น ามาค านวณหาจ านวนสเปิร์มต่อมิลลิลิตรจากสูตร 

จ านวนสเปิร์ม/มล.  =  จ านวนสเปิร์มรวมจาก 5 ช่องใหญ่  อัตราเจือจางน้ าเชื้อ  10,000a  
(a จ านวนช่องท้ังหมดท่ีนับจ านวนสเปิร์ม  ค่าสัดส่วนเทียบเท่าปริมาตรน้ าเชื้อท่ี 1 ml ซ่ึงจะได้

เป็ค่าคงท่ี = 10,000) 
–  ปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มคล่ือนไหว ดัดแปลงจากวิธีการของ กฤษณ์ (2536) โดยวาง

สไลด์บนกล้องจุลทรรศน์ หยดน้ าประปา 30 l ลงบนสไลด์ ดูดตัวอย่างน้ าเชื้อสดประมาณ 2 l แตะลงบน
สไลด์ใกล้หยดน้ า จากนั้นใช้แท่งแก้วขนาดเล็กลากหยดน้ ามาผสมกับหยดน้ าเชื้อเพื่อกระตุ้นให้สเปิร์ม
เคล่ือนไหวแล้วมองผ่านกล้องจุลทรรศน์ทันที พร้อมท้ังเ ร่ิมจับเวลาหน่วย เป็นวินาที บันทึกภาพการ
เคล่ือนไหวของสเปิร์มโดยใช้กล้องถ่ายรูป น าไฟล์ภาพเคล่ือนไหวท่ีบันทึกได้ไปนับจ านวนสเปิร์มท่ี
เคล่ือนท่ีและไม่เคล่ือนท่ีท้ังหมดท่ีเห็น  น ามาค านวณปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว หน่วยเป็นเปอร์เ ซ็นต์ จาก
สูตร 

ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว  =  (จ านวนสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว/จ านวนสเปิร์มท้ังหมด)100 
บันทึกเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวโดยนับเวลาต้ังแต่เ จือจางน้ าเชื้อด้ วยน้ าแล้วมองผ่านกล้อง

จุลทรรศน์จนกระท่ังเห็นสเปิร์มจ านวนประมาณ 90 เปอร์เซ็นต์หยุดนิ่ง หน่วยเป็นวินาที 

–  อัตราการปฏิสนธิ (fertilization rate) และอัตราฟัก (hatching rate) จากการผสมเทียม โดย
ดัดแปลงจากวิธีการของ กฤษณ์ (2536); Rana and McAndrew (1989) น าแม่ปลาท่ีพร้อมวางไข่โดยสังเกต
จากต่ิงเพศท่ีย่ืนออกมายาวกว่าปกติ ใช้ผ้าสะอาดเช็ดบริเวณท้องและต่ิงเพศจนแห้ง รีดไข่โดยใช้มือรีดบริเวณ
ส่วนท้องไปหาต่ิงเพศ ใส่ในถ้วยแก้วท่ีแห้งและสะอาด  แบ่งไข่ท่ีรีดได้จ านวนเท่าๆ กันใส่จานเพาะเชื้อ (petri 
dish) ดูดน้ าเชื้อสด น้ าเชื้อเจือจาง หรือน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีน ามาละลายซ่ึงทราบปริมาตรและความหนาแน่นของ
สเปิร์มหยดลงบนไข่ ท าให้น้ าเชื้อกับไข่ผสมท่ัวถึงกันโดยส่ายจานเพาะเชื้อเบาๆ เ ติมน้ าประปาปริมาตร 20 
มล. เพื่อกระตุ้นให้สเปิร์มเคล่ือนไหวไปปฏิสนธิกับไข่ ท้ิงไว้นาน 1 นาทีแล้วเ ติมน้ าประปาปริมาตร 50 มล. 
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แล้วท้ิงไว้นาน 5 นาที น าไข่ท่ีได้รับการผสมไปฟักในกรวยฟักระบบ down dwelling ประเมินเปอร์เ ซ็นต์
ปฏิสนธิโดยนับไข่ดีซ่ึงตัวอ่อนพัฒนาถึงระยะ eyed และไข่เสียซ่ึงมีสีขาวขุ่นท้ังหมดในแต่ละกรวยฟัก และ
ประเมินเปอร์เซ็นต์ฟักโดยนับลูกปลาวัยอ่อนในระยะท่ี 4 ค านวณอัตราปฏิสนธิและอัตราฟัก หน่วยเป็น
เปอร์เซ็นต์จากสูตร 
อัตราปฏิสนธิหรือฟัก  =  จ านวนไข่ดีหรือลูกปลาวัยอ่อนระยะท่ี 4/(จ านวนไข่ดีหรือลูกปลาวัยอ่อน + ไข่เสีย) 
 
3. วิธีการด้าเนินงานในแต่ละการศึกษา  

3.1 ศึกษาประสิทธิภาพของน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อสูตรต่างๆ ในการเก็บน้ าเชื้อปลานิลแบบระยะ
ส้ัน 
เจือจางน้ าเชื้อปลานิลด้วยน้ ายาเจือจางและน าไปเก็บรักษาแบบระยะส้ันท่ีอุณหภูมิ 4 C 

โดยเปรียบเทียบน้ ายาเจือจาง 4 สูตรคือ 
– modified fish Ringer’s solution (MC) (Rana and McAndrew, 1989) (6.50 g/l NaCl, 

3.00 g/l KCl,0.30 g/l CaCl2, 0.20 g/l NaHCO3, pH 7.9, 275 mOsmol/kg) 
– 0.85 % NaCl in Phosphate Buffer Solution (0.85% NaCl) (นิศา, 2539) (8.50 g/l 

NaCl, 0.36 g/l NaH2PO4, pH 7.0, 293 mOsmol/kg) 
– bicarbonate buffer – 2 (BCB) (นิศา, 2539) (0.36 g/l NaH2PO4, 85 g/l sucrose, 3 g/l 

reduced glutathione, pH 7.0, 297 mOsmol/kg) 
– modified frog Ringer – 2 (FRS) (นิศา, 2539) (8.50 g/l NaCl, 0.16 g/l CaCl2.2H2O, 

0.20 g/l NaHCO3, 0.39 g/l MgSO4.7H2O, pH 7.0, 296 mOsmol/kg) 
เปรียบเทียบอัตราเจือจางน้ าเชื้อต่อน้ ายาในแต่ละสูตรน้ ายา 3 ระดับคือ 1 : 3  1 : 5 และ 1 : 9 

โดยน าน้ าเชื้อปลานิลท่ีรีดได้จากปลาแต่ละตัวซ่ึงตรวจสอบแล้วว่ามีคุณภาพดีในปริมาตรเท่ากันมาผสม
รวมกันเป็น sperm pool ดูดน้ าเชื้อไปผสมกับน้ ายาตามอัตราเ จือจางในหลอดทดสอบขนาด 5 มล. หลังจาก
ผสมน้ าเชื้อกับน้ ายาให้เข้ากันดีแล้วใช้แผ่นฟอยล์ปิดฝาหลอดทดสอบเพื่อกันน้ าและช่วยใ ห้อากาศผ่านเข้า
ออกได้ น าไปเก็บในตู้เย็นซ่ึงปรับอุณหภูมิให้อยู่ในช่วง 4 C น าหลอดออกมาเปิดฝาและเคาะก้นหลอดให้
น้ าเชื้อท่ีตกตะกอนและน้ ายาเข้ากันและช่วยเติมออกซิเจนให้น้ าเชื้อวันละ 3 คร้ัง ตรวจสอบประสิทธิภาพ
น้ าเชื้อท่ีเ ก็บรักษาท่ีระยะเวลาเ ก็บ 5 ระยะ คือ 2, 24, 48, 72 และ 96 ชม.  โดยตรวจสอบปริมาณสเปิร์ม
เคล่ือนไหวหลังถูกกระตุ้นด้วยน้ าจืด (เปอร์เซ็นต์) ระยะเวลาท่ีเคล่ือนไหว ( วินาที)  โดยวางแผนการทดลอง
แบบ 335 สปลิทพล็อทในการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (335 split – plot liked analysis in completely 
randomized design) (อนันต์ชัย, 2539) 
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3.2   ศึกษาระดับการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิลในน้ ายากลุ่มมีประจุและ ไม่มีประจุ  
ศึกษาระดับการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิลในน้ ายาสองกลุ่ม คือกลุ่มมีประจุ คือน้ ายา MC 

และน้ ายา 0.85% NaCl และกลุ่มไม่มีประจุ คือสารละลายกลูโคส ตามวิธีการของ นิศา (2539) โดยแบ่งเป็น
การทดลองย่อย 2 การทดลองคือ 

3.2.1  ศึกษาจุดท่ีสเปิร์มเ ร่ิมเคล่ือนไหว (threshold activation) และมีการเคล่ือนไหวสูงสุด 
(complete activation) ของทุกสูตรน้ ายา โดยน าน้ าเชื้อสดจากปลานิล 3 ตัว (3 ซ้ า) มา
ผสมน้ ายาท้ังสองกลุ่มท่ีความเข้มข้นจากมากไปหาน้ อย โดยเตรียมน้ ายาให้มีความ
เข้มข้น 11 ระดับ คือ 100 (น้ ายาเ ข้มข้น) 90 80 70 60 50 40 30 20 10 และ 0 % (น้ า
กล่ัน) น าน้ ายาแต่ละความเข้มข้นและน้ าหล่อเ ล้ียงน้ าเชื้อ (seminal plasma) ซ่ึงได้จาก
การน าน้ าเชื้อสดไปป่ันเหว่ียงในเคร่ืองป่ันเหว่ียง (ultracentrifuge) ท่ีความเ ร็ว 5,000 
รอบ/นาที นาน 8 นาที ดูดสารละลายใสส่วนบนไปวัดระดับออสโมลาริตีด้วยออสโม
มิเตอร์ (vapor pressure osmometer) หน่วยเป็น mOsmol/kg ตรวจสอบปริมาณสเปิร์ม
ท่ีเคล่ือนไหวหลังจากผสมด้วยน้ ายาเ ร่ิมจากความเข้มข้นมากไปหาน้อย เพื่อท่ีจะดู
ระดับออสโมลาริตีท่ีเร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหวของสเปิร์ม (threshold activation) เ ม่ือ
ตรวจสอบพบว่ามีสเปิร์มไม่เกิน 25% เคล่ือนไหว และระดับออสโมลาริตีท่ีกระตุ้นการ
เคล่ือนไหวสูงสุด (complete activation) เ ม่ือตรวจสอบพบว่ามีสเปิร์มมากกว่า 75% 
เคล่ือนไหว โดยเปรียบเทียบผลระหว่างน้ ายากลุ่มมีประจุสองสูตรกับน้ ายากลุ่มไม่มี
ประจุ เพื่อศึกษาว่าการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิลท่ีเ กิดข้ึนนั้นเ กิดจากปัจจัยด้านอิ
ออนห รือออสโมลาริ ตี  โดยวาง แผนการทดลอง แบบสุ่มใ นบล็อคสมบรูณ์ 
(Randomized Completely Block Design) (อนันต์ชัย, 2539) 

3.2.2 น าน้ ายาท้ังสองกลุ่มจากการศึกษาท่ี 3.2.1 มาเพื่อศึกษา 

3.2.2.1 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโม
ลาริตี โดยน าค่าความสัมพันธ์ท่ีได้มาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ (general 
curve) ระหว่างเปอร์เซ็นต์ สเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตีของแต่ละ
สูตรน้ ายาท้ังสองกลุ่มท่ีความเข้มข้นท้ัง 11 ระดับ 

3.2.2.2 อิทธิพลจากระดับออสโมลาริตีหรืออิออน โดยน าความสัมพันธ์
ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตีมาศึกษาความสัมพันธ์
ในรูปสมการเชิงเส้น (linear regression) โดยพิจารณาความเป็นเส้นตรง ความชัน 
และสัมประสิทธิ์ ตัวก าหนด (r2) รวมท้ังจุด threshold และ complete activation 
ของน้ ายากลุ่มมีประจุเปรียบเทียบกับน้ ายากลุ่มไม่มีประจุ เพื่อดูว่าการเคล่ือนไหว
ของสเปิร์มเกิดข้ึนจากอิทธิพลของอิออนหรือออสโมลาริตี 
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3.3   ศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีมีต่อสเปิร์มปลานิล  
เตรียมน้ ายาเจือจางสูตรท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการเ ก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิลระยะส้ันโดย

เตรียมน้ าเชื้อและตรวจสอบคุณภาพน้ าเชื้อเช่นเดียวกับการศึกษาท่ี 3.1 ใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด 
คือ เมธานอล กลีเซอรอล และไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (dimethylsulfoxide, DMSO) เ ติมลงในสารละลายน้ าเชื้ อ
จนได้ความเข้มข้นสุดท้าย 7 ระดับ คือ 0, 2, 5, 10, 15, 20 และ 25 % โดยเ จือจางสารไครโอโพรเทคแทนท์ใน
น้ ายาก่อน แล้วจึงเ ติมน้ าเชื้อตามอัตราส่วนมาผสมแล้วน าไปเก็บในตู้เ ย็นท่ีอุณหภูมิ 4 – 6 C เ ม่ือครบ
ก าหนดเวลา 3 ระยะ คือ 0 (หลังผสมทันที) 30 และ 120 นาที น าออกมาตรวจสอบปริมาณและระยะเวลาท่ี
สเปิร์มเคล่ือนไหว โดยวางแผนการทดลองแบบ 28 สปลิทพล็อทในการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (28 split 
– plot liked analysis in complete randomized design) (อนันต์ชัย, 2539) 
 

3.4   ศึกษาอัตราและวิธีการลดอุณหภูมิในข้ันตอนการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิล 
เจือจางน้ าเชื้อปลานิลด้วยน้ ายาท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุดในการเ ก็บรักษาแบบระยะส้ันและผสม

สารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีมีพิษต่อสเปิร์มปลานิลต่ าสุดจากผลการศึกษาท่ี 3.1 และ 3.3 ดูดสารละลายน้ าเชื้อ
ปริมาตร 0.5 มล. ใส่หลอด (cryotube) ท้ิงให้สเปิร์มปรับตัวกับน้ ายา (equilibration) ท่ีอุณหภูมิ 25 C นาน 15 
นาที แล้วน าไปทดลองดังนี้ 

3.4.1 เปรียบเทียบอัตราลดอุณหภูมิในการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลโดยใช้เคร่ืองลด
อุณหภูมิอัตโนมัติ (programmable freezer) โดยน าหลอดเข้าเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ (Kryo 
10/16 series) เปรียบเทียบอัตราลดอุณหภูมิ 3 ระดับคือ –1, –5 และ –10  C/นาที  จากอุณหภูมิ
เร่ิมต้นท่ี 25 C จากนั้นจึงลดอุณหภูมิในแต่ละอัตราจนถึง –60 C และคง (hold) ไว้ท่ี –60 C 
นาน 2 นาที แล้วจึงน าหลอดออกจากเคร่ืองแล้วน าไปแช่ลงในไนโตรเจนเหลว (–196 C) ใน
ถังเก็บตัวอย่างทันที ตรวจสอบคุณภาพน้ าเชื้อท่ีเ ก็บไว้นาน 7 วัน โดยน าหลอดในแต่ละแบบ
การลดอุณหภูมิออกมาละลายในน้ าท่ีอุณหภูมิ 37 C นานจนกระท่ังน้ าเชื้อแช่แข็งละลายหมด 
(ประมาณ 1 นาที) แล้วน าไปตรวจสอบปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว (%) และระยะเวลาท่ี
เคล่ือนไหว (นาที) น าค่าปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหวมาค านวณหาอัตรารอด (%) ([ปริมาณ
สเปิร์มเคล่ือนไหวหลังการละลาย/ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวก่อนแช่แข็ง ]100) และระยะเวลา
ท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวหลังการละลายเทียบกับก่อนแช่แข็ง (%) ([ระยะเวลาท่ี สเปิร์มเคล่ือนไหว
หลังการละลาย/ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวก่อนแช่แข็ง]100)โดยวางแผนการทดลองแบบ 
33 สปลิทพล็อทในการทดลองแบบสุ่มสมบรูณ์ (33 split – plot liked analysis in completely 
randomized design) (อนันต์ชัย, 2539) 

3.4.2  ศึกษาวิธีการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลว น าหลอดไป
แช่ในไอไนโตรเจนเหลวในถังเก็บตัวอย่าง (MVE SC series 20/15) โดยกลัดหลอดติดกับ cane 
แล้วน าไปวางให้ก้นหลอดอยู่ห่างจากระดับผิวไนโตรเจนเหลวในถังท่ีระดับต่างๆ กัน บันทึก

กอ
งว
ิจัย
แล
ะพ

ัฒน
าพั

นธุ
กร
รม
สัต
ว์น
้ำ



 11 

อุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงทุกๆ 2 วินาทีในหลอดขณะแช่ในไอไนโตรเจนเหลวด้วยเคร่ืองบันทึก
อุณหภูมิอัตโนมัติ (data logger) เพื่อน าไปสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิ (C) 
กับระยะเวลา (นาที) เพื่อค านวณหาอัตราลดอุณหภูมิ (C/นาที) จากความชันเส้นกราฟ โดยวาง
แผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (completely randomized design) (อนันต์ชัย, 2539) 

 
3.5  ศึกษาประสิทธิภาพของน้ าเชื้อปลานิลท่ีผ่านการแช่แข็งโดยวิธีผสมเทียม 

เปรียบเทียบคุณภาพน้ าเชื้อแช่แข็งโดยวิธีผสมเทียมเปรียบเทียบกับน้ าเชื้อสด โดยน า
น้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีเ ก็บในช่วงระยะเวลาต่างๆ มาละลายแล้วน าไปผสมเทียมกับไข่จากแม่ปลานิล ท่ี
ตรวจสอบพบว่าพร้อมท่ีจะรีดไข่ โดยเปรียบเทียบกับน้ าเชื้อสดซ่ึงใช้น้ าเชื้อรวมจากปลานิล 3 – 5 ตัวใน
ปริมาตรเท่ากันและเจือจางด้วยน้ ายาสูตรและอัตราเจือจางเดียวกับน้ าเชื้อแช่แข็ง โดยวางแผนการทดลอง
แบบสุ่มตลอด (completely randomized design) ในการทดลองผสมเทียมแต่ละคร้ัง (อนันต์ชัย, 2539) 

 
4.  การวิเคราะห์ข้อมูล  
 

4.1  วิเคราะห์ประสิทธิภาพของน้ ายาเจือจางน้ าเชื้อสูตรต่างๆ ท่ี มีผลในการเ ก็บน้ าเชื้อปลานิล
ระยะส้ันท่ี 4 – 6 C โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของอิทธิพลหลัก คือ สูตรน้ ายา อัตราเจือจาง และระยะเวลา และ
ค่าเฉล่ียของอิทธิพลร่วม เ ม่ือวิเคราะห์ค่าทดสอบ F ของอิทธิพลหลักและอิทธิพลร่วมนั้นๆ เ ป็นค่าท่ีมี
นัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ตามล าดับ โดยใช้วิธี  Student – Newman – Keuls (SNK) (Baynes and Scott, 
1987 อ้างตาม กฤษณ์, 2536) 

4.2  วิเคราะห์ระดับการเคล่ือนไหว (activation curve) ของสเปิร์ม ในน้ ายาเ จือจางกลุ่มมีประจุ
และไม่มีประจุ โดยวิเคราะห์ดังนี้ 

4.2.1  เปรียบเทียบระดับออสโมลาริตี ณ จุด threshold และ complete activation 
ของค่าเฉล่ียน้ ายาท้ังสองกลุ่ม (3 สูตร) เม่ือวิเคราะห์ค่าทดสอบ F ของระดับออสโมลาริตี กลุ่ม
และสูตรน้ ายา และอิทธิพลร่วมนั้นๆ เป็นค่าท่ีมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ตามล าดับ โดยใช้
วิธี Student – Newman – Keuls (SNK) (Baynes and Scott, 1987 อ้างตาม กฤษณ์, 2536) 

4.2.2  เปรียบเทียบปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวท่ีระดับออสโมลาริตีต่างๆ ระหว่าง
น้ ายาแต่ละสูตรกับสารละลายกลูโคส 5 % และระหว่างสูตรน้ ายาจนครบทุกคู่ โดยใช้วิธี
วิเคราะห์ความถดถอยและสหสัมพันธ์ (regression) ตามวิธีการของ Finney (1964) และอนันต์
ชัย (2539) มีล าดับการวิเคราะห์ดังนี้ 

– น าปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวและระดับออสโมลาริตีของแต่ละสูตรน้ ายา
ในช่วง 100 – 300 mOsmol/kg มาสร้างสมการเชิงเส้น (linear regression) 
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– วิเคราะห์ความเป็นเส้นตรง (linearity) ของเส้นกราฟของน้ ายา 3 สูตร 2 กลุ่ม 
โดยใช้การทดสอบแบบเอฟ 

– น ากราฟสมการเชิงเส้นของแต่ละสูตรน้ ายามาเปรียบเทียบกับกราฟสมการ
เชิงเส้นของสารละลายกลูโคสและเปรียบเทียบระหว่างสูตรน้ ายาจนครบทุกคู่ 
โดยวิเคราะห์ความชันของเส้นกราฟแต่ละคู่ โดยใช้การทดสอบแบบเอฟ 

– ทดสอบความแตกต่างทางสถิติของปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวและระดับ
ออสโมลาริตีท่ีท าให้สเปิร์มเ ร่ิมเคล่ือนไหว (threshold activation) และมีการ
เคล่ือนโดยใช้การทดสอบแบบที (t–test) 

4.3 วิเคราะห์ประสิทธิภาพของสารไครโอโพรเทคแทนท์แต่ละชนิดท่ีมีผลต่อสเปิร์ม โดย
เปรียบเทียบค่าเฉล่ียของอิทธิพลหลัก คือ ชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ อัตรา เ จือจาง และ
ระยะเวลา และค่าเฉล่ียของอิทธิพลร่วม เ ม่ือวิเคราะห์ค่าทดสอบ F ของอิทธิพลหลักและอิทธิพลร่วม
นั้นๆ เ ป็นค่าท่ีมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) ตามล าดับ โดยใช้วิธี  Student – Newman – Keuls (SNK) 
(Baynes and Scott, 1987 อ้างตาม กฤษณ์, 2536) 

4.4  อัตราลดอุณหภูมิและวิธีการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิล 
4.4.1 เปรียบเทียบอัตราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิล

โดยใช้เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ โดยวิเคราะห์อัตรารอด และระยะเวลาเคล่ือนไหวของ
สเปิร์มในน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีน ามาละลาย โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของอิทธิพลห ลักคือ อัตราลด
อุณหภูมิ สูตรน้ ายา และอิทธิพลร่วม เม่ือวิเคราะห์ค่าทดสอบ F ของอัตรารอดและระยะเวลา
เคล่ือนไหวเป็นค่าท่ีมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยใช้วิธี  Student – Newman – Keuls 
(SNK) (Baynes and Scott, 1987 อ้างตาม กฤษณ์, 2536) 

4.4.2   ศึกษาวิธีการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลว โดยวิเคราะห์
อัตรารอดและระยะเวลาเคล่ือนไหวของสเปิร์มในน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีน ามาละลาย เปรียบเทียบ
ค่าเฉล่ียของอิทธิพลหลักคือระยะห่างระหว่างหลอดกับไนโตรเจนเหลว เ ม่ือวิเคราะห์ค่า
ทดสอบ F ของอัตรารอดและระยะเวลาเคล่ือนไหวเป็นค่าท่ีมีนัยส าคัญทางสถิติ (p<0.05) โดย
ใช้วิธี Duncan’s multiple range test (DMRT) (อนันต์ชัย, 2539) 
4.5  ประสิทธิภาพของน้ าเชื้อปลานิลท่ีผ่านการแช่แข็งโดยวิธีผสมเทียม 
เปรียบเทียบประสิทธิภาพน้ าเชื้อท่ีผ่านการแช่แข็งโดยวิธีผสมเทียมเปรียบเทียบกับน้ าเชื้อสด 

โดยวิเคราะห์อัตราปฏิสนธิและอัตราฟักจากการใช้น้ าเชื้อท่ีผ่านการแช่แข็งและน้ าเชื้อสดในการผสมเทียมใน
แต่ละคร้ังของแต่ละช่วงระยะเวลาเก็บ โดยเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของอัตราปฏิสนธิและอัตราฟักเ ม่ือวิเคราะห์
ค่าทดสอบ F ของอัตราปฏิสนธิและอัตราฟักเ ป็นค่าท่ีนัยส าคัญทางสถิติ  (p<0.05) โดยใช้วิธี  Duncan’s 
multiple range test (DMRT) (อนันต์ชัย, 2539) 
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ผลการศึกษา 
 

น้ าเชื้อสดท่ีเก็บจากปลานิลเพศผู้ O. niloticus สายพันธุ์  Egypt Manzala จ านวน 10 ตัว พบว่าน้ า
หล่อเ ล้ียง สเปิร์ม (seminal plasma) มีระดับออสโมลา ริตี 272 – 324 mOsmol/kg (เฉ ล่ีย 300.0013.82 
mOsmol/kg) มีจ านวนสเปิร์ม 4.91 – 18.2 108 เซลล์/มล. (เฉล่ีย 11.935.21108 เซลล์/มล.) น าน้ าเชื้อปลา
นิลไปทดลองตามวัตถุประสงค์ต่างๆ ได้ผลการทดลองดังนี้ 
 
1. ประสิทธิภาพของน้้ายาเจือจางน้้าเช้ือสูตรต่างๆ ในการเก็บน้้าเช้ือปลานิลระยะสั้น  

จากการใช้น้ ายา เ จือจาง 4 สูตร คือ bicarbonate buffer – 2 (BCB), modified frog Ringer – 2 
(FRS), modified fish Ringer’s solution (MC) และ 0.85% NaCl in PBS (NaCl) เ จือจางน้ าเชื้อด้วยอัตราเ จือ
จาง 3 ระดับ คือ 1:3, 1:5 และ 1:9 เก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิลแบบระยะส้ัน เม่ือตรวจสอบปริมาณและระยะเวลา
ท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวในระยะเวลา 0 – 144 ชม. (ตารางท่ี 1 และ 2) ได้ผลการศึกษาโดยแบ่งตามระยะเวลาท่ี
เก็บได้เป็นช่วงดังนี้ 

ระยะเวลาเก็บ 0 – 72 ชม. พบว่าน้ าเชื้อท่ีเ จือจางด้วยน้ ายาท้ัง 4 สูตร 3 อัตราเ จือจาง มีปริมาณ
สเปิร์มเคล่ือนไหวไม่แตกต่างกัน (p>0.05) (ตารางท่ี 1) แต่สูตรน้ ายามีผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวในระยะเวลา
แตกต่างกัน (p<0.05) โดยน้ ายา BCB ส่งผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองลงมาคือน้ ายา 3 สูตรท่ีเหลือ
ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน (ตารางท่ี 2) 

ระยะเวลาเ ก็บ 96 ชม. พบว่าสูตรน้ ายามีผลต่อปริมาณและระยะ เวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 
(p<0.05)     โดยน้ ายา BCB และ NaCl ให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวมากท่ีสุด รองลงมาคือน้ ายา FRS และ 
MC โดยน้ ายา BCB ยังคงมีผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองมาคือน้ ายา NaCl และต่ าสุดคือน้ ายา MC 
และ FRS ส่วนอัตราเ จือจางพบว่ามีผลต่อปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว (p<0.05) แต่ไม่มีผลต่อระยะเวลาท่ี
สเปิร์มเคล่ือนไหว  (p>0.05) โดยท่ีอัตราเจือจาง 1:9 มีผลให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวต่ ากว่าท่ีอัตราเ จือจาง 
1:3 และ 1:5 ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน 

ระยะเวลาเก็บ 120 ชม. พบว่าสูตรน้ ายาและอัตราเ จือจางมีผลต่อปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว 
(p<0.05)  (ตารางท่ี 1)โดยน้ ายา BCB และ NaCl ให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวมากท่ีสุด รองลงมาคือน้ ายา 
FRS และ MC  และพบว่าอัตราเ จือจางน้ าเชื้อด้วยน้ ายาทุกสูตรท่ีอัตรา 1:3 และ 1:5 ให้ปริมาณสเปิร์ม
เคล่ือนไหวมากท่ีสุด ส่วนท่ีอัตราเจือจาง 1:9 ให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวน้อยท่ีสุด นอกจากนี้ ยังพบว่าสูตร
น้ ายามีอิทธิพลต่อระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (p<0.05) ส่วนอัตราเ จือจางไม่มีผลต่อระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหว (p>0.05)   (ตารางท่ี 2)โดยน้ ายา BCB ยังคงส่งผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองลงมาคือ
น้ ายา NaCl และต่ าสุดคือน้ ายา MC และ FRS 
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ระยะเวลาเก็บ 144 ชม.   พบว่าสูตรน้ ายามีผลต่อปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว   (p<0.05)   (ตาราง
ท่ี 1)  โดยน้ ายา NaCl ให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวมากท่ีสุด  ส่วนน้ ายา FRS ให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว
ต่ าสุด  ขณะท่ีน้ ายา BCB และน้ ายา MC  ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน  ให้ผลก้ าก่ึงระหว่างน้ ายาสองสูตรข้างต้น 
ส่วนอัตราเจือจางพบว่าไม่มีผลต่อปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว  (p>0.05)  และพบว่าสูตรน้ ายาและอัตราเ จือจาง
ไม่มีผลต่อระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (p>0.05) (ตารางท่ี 2)
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ตารางท่ี 1   ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว (%) ของน้ าเชื้อปลานิลท่ีเก็บแบบระยะส้ัน นาน 144 ชม. ในน้ ายา 4 สูตร 3 อัตราเจือจาง (อักษรตัวพิมพ์ใหญ่และ

พิมพ์เล็กก ากับสูตรน้ ายาและอัตราเจือจางตามล าดับ ตัวอักษรท่ีต่างกันในแนวต้ังแถวเดียวกัน แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05)) 
สูตรน้ ายา 
(อัตราเจือ
จาง) 

0 ชม. 2 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 96 ชม. 120 ชม. 144 ชม. 

BCB (1:3) 
BCB (1:5) 
BCB (1:9) 

a97.312.94A 
a99.350.92A 
a92.586.07A 

a95.491.60A 
a97.551.77A 
a94.531.63A 

a72.5315.89A 
a91.351.63A 
a91.972.12A 

a80.675.94A 
a79.741.20A 
a70.9323.54A 

a82.9417.59A 
a88.374.90A 
a94.058.42A 

a72.4313.12A 
a83.7113.39A 
b68.220.05A 

a80.933.88A 
a81.518.48A 
b65.141.22A 

a36.5040.46AB  
a19.616.79AB 
a37.7453.37AB  

FRS (1:3) 
FRS (1:5) 
FRS (1:9) 

a92.9210.02A 
a98.070.59A 
a87.7115.90A 

a89.8111.46A 
a89.289.92A 
a80.5719.01A 

a81.607.92A 
a79.9617.88A 
a90.281.79A 

a78.1322.10A 
a88.640.54A 
a59.3113.17A 

a75.6114.91A 
a74.3217.46A 
a45.2912.10A 

a54.550.64B 
a44.817.34B 
b32.077.34B  

a42.098.46B 
a31.420.93B 
b12.343.98B  

a2.503.54B 
a10.8015.27B 
a4.696.63B 

MC (1:3)  
MC (1:5)  
MC (1:9)  

a86.6110.57A 
a95.303.20A 
a93.833.72A 

a83.387.69A 
a81.1710.12A 
a89.910.18A 

a86.671.34A 
a82.2919.80A 
a92.794.36A 

a72.0425.11A 
a79.5712.49A 
a47.8313.68A 

a90.733.53A 
a56.2027.81A 
a59.9633.06A 

a32.858.38B 
a27.945.47B 
b34.072.32B  

a15.352.67B 
a37.383.15B 
b26.202.55B  

a6.779.57AB 
a33.7329.78AB  
a8.280.49AB 

NaCl (1:3)  
NaCl (1:5)  
NaCl (1:9)  

a95.336.60A 
a94.397.94A 
a97.872.16A 

a88.4513.29A 
a82.3512.66A 
a83.1311.85A 

a65.8622.43A 
a52.6944.22A 
a79.0611.07A 

a88.341.19A 
a75.376.63A 
a71.0719.70A 

a79.4413.35A 
a82.712.93A 
a90.099.14A 

a76.3311.99A 
a72.339.48A 
b72.0911.96A 

a71.010.58A 
a71.714.65A 
b63.1016.18A 

a30.382.75A 
a60.746.70A 
a68.0510.78A 
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ตารางท่ี 2   ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (วินาที) ของน้ าเชื้อปลานิลท่ีเก็บแบบระยะส้ันนาน 144 ชม. ในน้ ายา 4 สูตร 3 อัตราเจือจาง (อักษรตัวพิมพ์ใหญ่

และพิมพ์เล็กก ากับสูตรน้ ายาและอัตราเจือจางตามล าดับ ตัวอักษรท่ีต่างกันในแนวต้ังแถวเดียวกัน แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05)) 
สูตรน้ ายา 
(อัตราเจือจาง) 

0 ชม. 2 ชม. 24 ชม. 48 ชม. 72 ชม. 96 ชม. 120 ชม. 144 ชม. 

BCB (1:3) 
BCB (1:5) 
BCB (1:9) 

a327.550.2A 
a449.538.9A 
a450.42.4A 

a329.540.3A 
a390.041.0A 
a359.04.2A 

a330.042.4A 
a328.543.1A 
a327.554.5A 

a297.09.9A 
a241.585.6A 
a238.589.8A 

a238.53.5A 
a209.046.7A 
a238.571.4A 

a239.04.2A 
a210.541.7A 
a210.046.7A 

a227.567.2A 
a210.046.7A 
a209.543.1A 

a105.063.6A 
a71.541.7A 
a28.512.0A 

FRS (1:3) 
FRS (1:5) 
FRS (1:9) 

a297.09.9B 
a299.52.1B 
a305.57.8B 

a270.042.4B 
a265.031.1B 
a240.57.8B 

a237.506.36B 
a270.540.3B 
a238.01.4B 

a209.032.5B 
a180.55.0B 
a147.543.1B 

a177.005.66B 
a154.0045.3B 
a115.01.4B 

a119.50.7C 
a93.042.4C 
a93.039.6C 

a100.062.2C 
a97.5031.8C 
a58.0012.7C 

a35.0015.6A 
a60.500.71A 
a39.5027.6A 

MC (1:3)  
MC (1:5)  
MC (1:9)  

a297.09.9B 
a369.012.7B 
a328.022.6B 

a266.052.3B 
a276.547.4B 
a242.52.1B 

a212.541.7B 
a208.538.9B 
a206.039.6B 

a148.547.4B 
a120.50.7B 
a152.043.8B 

a153.543.1B 
a123.01.4B 
a117.52.1B 

a125.52.1C 
a86.541.7C 
a121.01.4C 

a90.541.7C 
a69.513.4C 
a142.529.0C 

a25.56.4A 
a34.033.9A 
a58.53.5A 

NaCl (1:3)  
NaCl (1:5)  
NaCl (1:9)  

a328.533.2B 
a303.05.7B 
a302.01.4B 

a304.01.4B 
a241.53.5B 
a273.038.2B 

a206.541.7B 
a243.01.4B 
a209.541.7B 

a205.039.6B 
a243.50.7B 
a146.543.1B 

a176.01.4B 
a210.541.7B 
a151.042.2B 

a185.53.5B 
a152.041.0B 
a121.01.4B 

a177.029.7B 
a173.075.0B 
a127.57.8B 

a83.533.2A 
a59.01.4A 
a44.024.0A 
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2.  ระดับการเคลื่อนไหว (activation curve) ของสเปิร์ม ในน้้ายาเจือจางกลุ่มมีประจุและไม่มีประจุ 
จากการตรวจสอบระดับการเคล่ือนไหวของสเปิร์มในน้ ายา 3 สูตร ท่ีเ จือจาง 11 ระดับ (0 – 100%) 

เม่ือน าค่าปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวและระดับออสโมลาริตีของน้ ายาท่ีความเข้มข้นจากมากไปหาน้อยมาสร้าง
กราฟ general curve พบว่าท้ัง 3 สูตรน้ ายามีรูปแบบเส้นกราฟเหมือนกันดังภาพท่ี 1 – 3 คือ ท่ีระดับออสโมลาริตี
ต่ ามีจ านวนสเปิร์มเคล่ือนไหวมากและลดจ านวนลงเม่ือระดับออสโมลาริตีเพิ่มข้ึนจนถึงจุดๆ หนึ่ง ท่ีสเปิร์มทุกตัว
ไม่มีการเคล่ือนไหวแม้ว่าระดับออสโมลาริตีจะเพิ่มมากกว่าจุดนี้ไปแล้วก็ตาม ความสัมพันธ์ระหว่างระดับ
ออสโม– ลาริตีกับปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวแสดงในตารางท่ี 3 โดย ณ จุดเ ร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหว (threshold 
activation) ของน้ ายากลูโคส, 0.85% NaCl และ MC พบว่ามีปริมาณ สเปิร์มเคล่ือนไหว 19.253.18, 19.852.38 
และ 14.963.34 % ตามล าดับ และ ณ จุดกระตุ้นการเคล่ือนไหวสูงสุด (complete activation) มีปริมาณ สเปิร์ม
เคล่ือนไหว 80.181.44, 80.424.91 และ  80.511.18 % ตามล าดับ โดยปริมาณสเปิ ร์มเคล่ือน ไหวเ ม่ือ
เปรียบเทียบเป็นคู่น้ ายา พบว่าสูตรน้ ายา ณ จุดท่ีเ ร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหวและมีการเคล่ือนไหวสูงสุดท่ี
เปรียบเทียบทุกคู่ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (p>0.05) แต่ระดับออสโมลาริตีท่ี 2 จุดกระตุ้นดังกล่าวในน้ ายาแต่
ละสูตรมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญย่ิง (p<0.01) โดย ณ จุดเร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหว พบว่าน้ ายากลูโคส
มีระ ดับออส–โมลาริ ตี สู งสุด  (309.003.46 mOsmol/kg) รอง ลงมา คือน้ า ย า 0.85% NaCl (245.675.86 
mOsmol/kg) และต่ าสุดคือน้ ายา MC (230.335.03 mOsmol/kg) และ ณ จุดกระตุ้นการเคล่ือนไหวสูงสุด พบว่า
น้ า ย า MC และ กลูโคสมีระ ดับออสโมลา ริตี  ณ จุดนี้ ไ ม่แตกต่า ง กัน  (210.6711.50 และ  197.005.29 
mOsmol/kg) แต่น้ ายาท้ังสองมีระดับออสโมลาริตีสูงกว่าน้ ายา 0.85% NaCl (172.331.53 mOsmol/kg) 

ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว (y) กับระดับออสโมลาริตีของน้ ายาแต่ละสูตร (x) 
ในรูปสมการเชิงเส้น (ภาพท่ี 1, 2 และ 3) พบว่าน้ ายากลูโคส, 0.85% NaCl และ MC มีความสัมพันธ์แบบผกผัน
โดยมีสมการเชิง เ ส้น   y = –0.4030x + 146.48 (r = –0.94), y = –0.5008x + 155.08 (r = –0.87) และ y =  –0.7861x 
+ 208.19 (r = –0.81) ตามล าดับ เ ม่ือทดสอบความเป็นเส้นตรง (linearity) พบว่าปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับ
ระดับออสโมลาริตีมีความสัมพันธ์เป็นแบบเชิงเส้นจริงในน้ ายาทุกสูตร (p<0.01) ส าหรับความชันเส้นกราฟเฉล่ีย
ของสูตรน้ ายา (3 ซ้ า) พบว่าน้ ายากลูโคส, 0.85% NaCl และ MC มีความชัน –0.40320.0182, –0.49830.0240 
และ –0.77830.0527 ตามล าดับ เม่ือเปรียบเทียบความชันเส้นกราฟเป็นคู่น้ ายา พบว่าน้ าตาลกลูโคสมีความชัน
น้อยกว่าน้ ายา 0.85% NaCl (p<0.01) และน้ ายา MC (p<0.01) และน้ ายา 0.85% NaCl มีความชันน้อยกว่าน้ ายา 
MC   (p<0.01) 
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ตารางท่ี 3   ระดับออสโมลาริตี และปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวของปลานิล ณ จุดเ ร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหว และ
จุดกระตุ้นการเคล่ือนไหวสูงสุด ในน้ ายากลุ่มมีและไม่มีประจุ (อักษรก ากับท่ีต่างกันในแนวต้ังแถว
เดียวกันแสดงความแตกต่างทางสถิติของระดับออสโมลาริตีและปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว (p<0.05)) 

 

น้ ายา 
threshold activation complete activation 

ออสโมลาริตี 
(mOsm/kg) 

ปริมาณสเปิร์ม
เคล่ือนไหว (%) 

ออสโมลาริตี 
(mOsm/kg) 

ปริมาณสเปิร์ม
เคล่ือนไหว (%) 

กลูโคส 
0.85% NaCl  
MC 

309.003.46a  
245.675.86b 
230.335.03c  

19.253.18a 
19.852.38a  
14.963.34a  

197.005.29a  
172.331.53b 
210.6711.50a  

80.181.44a 
80.424.91a 
80.511.18a  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 1   ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตีของน้ ายา 0.85% NaCl เทียบกับ
น้ ายากลูโคส 

 
 

 

y = -0.403x + 146.48 y = -0.5008x + 155.08 
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ภาพท่ี 2   ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตีของน้ ายา MC เทียบกับน้ ายา

กลูโคส 
 

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

ภาพท่ี 3   ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตีของน้ ายา 0.85% NaCl เทียบกับ
น้ ายา MC 

 

y = -0.403x + 146.48 y = -0.7861x + 208.19 
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ปัจจัยท่ีกระตุ้นการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิลโดยพิจารณาจากระดับออสโม
ลาริตีท่ีเร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหวและกระตุ้นการเคล่ือนไหวสูงสุด ความเป็นเส้นตรงและความ
ชันของเส้นกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวกับระดับออสโมลาริตี
ของน้ ายากลุ่มมีและไม่มีประจุ พบว่าน้ ายาสองกลุ่มมีความแตกต่างทางสถิติอย่างน้อย 1 ปัจจัย 
คือ 

– น้ ายากลูโคสมีระดับออสโมลาริตีท่ีเร่ิมกระตุ้นการเคล่ือนไหวของสเปิร์มสูงกว่า
น้ ายา 0.85% NaCl และ MC ซ่ึงน้ ายาท้ัง 3 สูตรมีปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว ณ จุดนี้ไม่แตกต่าง
กัน (p>0.05) ดังแสดงในตารางท่ี 3 แต่น้ ายากลูโคสเป็นสารละลายท่ีมีแต่โมเลกุลน้ าตาลเท่านั้น
ซ่ึงไม่มีประจุ ขณะท่ีน้ ายากลุ่มมีประจุท้ัง 2 สูตรประกอบด้วยอิออนต้ังแต่ 2 ชนิดข้ึนไป ผลท่ีได้
เป็นส่ิงบ่งบอกว่า นอกจากปัจจัยจากออสโมลาริตีแล้วยังมีอิออนบางชนิดมีผลยับย้ังการ
เคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิล 

–   เส้นกราฟ general curve ของน้ ายากลูโคสมีความชันต่ ากว่าน้ ายากลุ่มมีประจุ
ท้ัง 2 สูตร (p<0.05) ดังแสดงในภาพท่ี 1 – 3 แสดงว่าน้ ายากลูโคสเ ม่ือมีความเข้มข้นหรือระดับ
ออสโมลาริตีลดลงมีผลให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวเพิ่มข้ึนน้อยกว่ากลุ่มน้ ายามีประจุ ผลท่ีได้
เป็นส่ิงบ่งบอกว่า นอกจากปัจจัยจากออสโมลาริตีแล้วยังมี อิออนบางชนิดมีผลกระตุ้นการ
เคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิล 

 
3.  ผลของสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีมีต่อสเปิร์มปลานิล  

จากการผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด คือ ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (DMSO) เมธานอล และ         
กลีเซอรอลลงในสารละลายน้ าเชื้อปลานิลจนมีความเข้มข้น 7 ระดับ พบว่าสารละลายน้ าเชื้อ มีปริมาณและ
ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวหลังการผสมนาน 0 – 120 นาที ดังตารางท่ี 4 และ 5 ตามล าดับ ประสิทธิภาพของ
สารไครโอโพรเทคแทนท์แบ่งตามระยะเวลาท่ีผสม ชนิด และความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ดังนี้  

3.1  หลังผสมสารไครโอโพรเทคแทนท์ทันที (0 นาที) 

3.2.3 ชนิดสารโครโอโพรเทคแทนท์ พบว่าชนิดสารฯ ส่งผลให้สารละลายน้ าเชื้อมีปริมาณ 
สเปิร์มเคล่ือนไหวแตกต่างกัน (p<0.05) (ตารางท่ี 4) แต่ไม่มีผลต่อระยะเวลาท่ีสเปิร์ม
เคล่ือนไหว (p>0.05) โดย DMSO และเมธานอล ให้ผลไม่แตกต่างกัน และมีผลให้ปริมาณ
สเปิร์มเคล่ือนไหวมากกว่ากลีเซอรอล (ตารางท่ี 5) 

3.2.4 ความเข้มข้น พบว่าความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์มีผลต่อปริมาณและ
ระยะเ วลาท่ีส เปิ ร์มเคล่ือน ไหว (p<0.05) โดยความเข้มข้น 2% ให้ปริมาณสเ ปิร์ม
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เคล่ือนไหวสูงสุด รองลงมาตามล าดับคือ 15%, 20% และต่ าสุดท่ีความเข้มข้น 25 % โดย
ความเข้มข้น 5% และ 10% ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน ให้ผลก้ าก่ึงระหว่างความเข้มข้น 2% 
และ 15% (ตารางท่ี 4) และท่ีความเข้มข้น 2% และ 5% ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน มีผลให้ 
สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองลงมาคือ 20% และต่ าสุดท่ีความเข้มข้น 25% โดยความ
เข้มข้น 10% และ 15% ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน ให้ผลก้ าก่ึงระหว่างความเข้มข้น 2%, 5% 
และ 20% (ตารางท่ี 5) 

3.2  หลังผสมนาน 30 นาที 
3.2.1 ชนิดสารไครโอโพรเทคแทนท์ พบว่าชนิดสารฯ ส่งผลให้สารละลายน้ าเชื้อมีปริมาณ

และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวแตกต่างกัน (p<0.05) โดย DMSO และเมธานอล ซ่ึง
ให้ผลไม่แตกต่างกัน ให้ปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวมากกว่ากลีเซอรอล 
(ตารางท่ี 4 และ 5) 

3.2.2 ความเข้มข้น พบว่าความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์มีผลต่อปริมาณและ
ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (p<0.05) โดยความเข้มข้น 2%, 5%, 10% และ 15% ซ่ึง
ให้ผลไม่แตกต่างกัน ให้ปริมาณสเปิร์มเคลือนไหวมากกว่าท่ีความเข้มข้น 20% และ 
25% (ตารางท่ี 4) และท่ีความเข้มข้น 2% มีผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองลงมา
คือ 10% และ 20% และต่ าสุดท่ีความเข้มข้น 25% โดยท่ีความเข้มข้น 5% และ 15% 
ให้ผลก้ าก่ึงระหว่างความเข้มข้น 2% กับ 10% และ 20% (ตารางท่ี 5) 

3.3  หลังผสมนาน 120 นาที 
3.3.1 ชนิดสารไครโอโพรเทคแทนท์ พบว่าชนิดสารฯ ส่งผลให้สารละลายน้ าเชื้อมีปริมาณ

และระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวแตกต่างกัน (p<0.05) โดย DMSO และเมธานอล ซ่ึง
ให้ผลไม่แตกต่างกัน ให้ปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวมากกว่ากลีเซอรอล 
(ตารางท่ี 4 และ 5) 

3.3.2 ความเข้มข้น พบว่าความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์มีผลต่อปริมาณและ
ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (p<0.05) โดยความเข้มข้น 2%, 5%, 10% และ 15% ซ่ึง
ให้ผลไม่แตกต่างกันให้ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวสูงสุด และท่ีความเข้มข้น 25% ให้
ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวต่ าสุด โดยท่ีความเข้มข้น 20% ให้ผลก้ าก่ึงระหว่างท้ังสอง
กลุ่ม (ตารางท่ี 4) และท่ีความเข้มข้น 2%, 5% และ 10% ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน ส่งผล
ให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานท่ีสุด รองลงมาคือ 15%, 20% และต่ าสุดท่ีความเข้มข้น 25% 
(ตารางท่ี 5) 
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ตารางท่ี 4  ปริมาณสเปิร์มท่ีเคล่ือนไหว (%) ในสารละลายท่ีผสมด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด 6 ความ 
เข้มข้น ท่ีระยะเวลาต่างๆ (อักษรตัวพิมพ์ใหญ่และพิมพ์เล็กก ากับชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์
และความเข้มข้น ตามล าดับ ตัวอักษรท่ีต่างกันในแนวต้ังแถวเดียวกัน แสดงความแตกต่างทางสถิติ  
(p<0.05)) 

สารไครโอโพรเทคแทนท์  หลังผสม (0 นาที) 30 นาที 120 นาที 
ไม่ผสมสารฯ (0%) 88.418.73 85.357.27 83.276.17 
2% DMSO 
5% DMSO 
10% DMSO 
15% DMSO 
20% DMSO 
25% DMSO 

a86.963.69A 
ab88.806.59A 
ab87.004.86A 
b85.912.46A 
c38.3914.73A 
d25.395.69A 

a72.1234.73A 
a74.3317.12A 
a81.169.02A 
a84.334.02A 
b39.770.33A 
b27.5713.53A 

ab71.062.71A 
a88.9013.17A 
ab81.053.70A 
ab79.159.98A 
bc63.298.70A 
c31.991.90A 

2% เมธานอล 
5% เมธานอล 
10% เมธานอล 
15% เมธานอล 
20% เมธานอล 
25% เมธานอล 

a81.878.34A 
ab83.466.56A 
ab69.6412.63A 
b66.4211.38A 
c57.327.17A 
d45.1511.26A 

a65.381.83A 
a80.586.77A 
a73.256.17A 
a77.844.50A 
b52.5615.80A 
b67.0614.90A 

ab62.514.59A 
a89.949.67A 
ab74.725.37A 
ab82.446.94A 
bc70.8616.12A 
c65.3924.59A 

2% กลีเซอรอล 
5% กลีเซอรอล 
10% กลีเซอรอล 
15% กลีเซอรอล 
20% กลีเซอรอล 
25% กลีเซอรอล 

a89.414.20B 
ab56.0718.02B 
ab68.2510.61B 
b40.3628.53B 
c41.438.08B 
d25.470.38B 

a39.1218.60B 
a63.347.54B 
a21.118.64B 
a43.746.65B 
b1.622.28B 
b0.000.00B 

ab43.1921.18B 
a38.737.63B 
ab23.088.59B 
ab27.1817.20B 
bc0.000.00B 
c0.000.00B 
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ตารางท่ี 5  ระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (วินาที) ในสารละลายท่ีผสมด้วยสารไครโอโพรเทคแทนท์ 3 ชนิด 6 
ความเข้มข้น ท่ีระยะเวลาต่างๆ (อักษรตัวพิมพ์ใหญ่และพิมพ์เ ล็กก ากับชนิดของสารไครโอโพรเทค
แทนท์และความเข้มข้น ตามล าดับ ตัวอักษรท่ีต่างกันในแนวต้ังแถวเดียวกัน แสดงความแตกต่างทาง
สถิติ (p<0.05)) 

สารไครโอโพรเทคแทนท์  หลังผสม (0 นาที) 30 นาที 120 นาที 
ไม่ผสมสารฯ (0%) 278.5024.75 214.507.78 219.1048.22 
2% DMSO 
5% DMSO 
10% DMSO 
15% DMSO 
20% DMSO 
25% DMSO 

a257.9036.06A 
a386.4012.73A 
ab77.104.67A 
ab326.1077.64A 
b229.2049.21A 
c134.1067.46A 

a289.0057.98A 
ab310.0039.60A 
b229.80106.91A 
ab315.0031.11A 
b196.805.94A 
c132.9090.37A 

a285.0032.24A 
a399.0034.79A 
a371.706.29A 
b357.6042.43A 
c221.1028.43A 
d179.7040.31A 

2% เมธานอล 
5% เมธานอล 
10% เมธานอล 
15% เมธานอล 
20% เมธานอล 
25% เมธานอล 

a291.0025.46A 
a350.4040.73A 
ab265.6021.21A 
ab259.5021.64A 
b271.4067.32A 
c161.7048.79A 

a246.702.97A 
ab318.2035.64A 
b275.7036.91A 
ab272.7029.13A 
b278.0062.51A 
c145.0023.76A 

a351.9029.27A 
a391.3013.15A 
a381.3029.56A 
b253.1059.26A 
c247.1019.09A 
d170.1030.97A 

2% กลีเซอรอล 
5% กลีเซอรอล 
10% กลีเซอรอล 
15% กลีเซอรอล 
20% กลีเซอรอล 
25% กลีเซอรอล 

a366.5060.67A 
a307.10119.22A 
ab221.9054.45A 
ab278.603.39A 
b228.9036.06A 
c223.2046.67A 

a335.3015.70B 
ab118.2040.73B 
b115.8033.94B 
ab91.503.82B 
b114.3058.12B 
c0.000.00B 

a310.208.49B 
a164.7032.67B 
a198.6014.71B 
b102.6025.46B 
c0.000.00B 
d0.000.00B 
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4.  อัตราและวิธีการลดอุณหภูมิในขั้นตอนการแช่แข็งน้้าเช้ือปลานิล  
4.1  การแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลว 

4.1.1 อัตราลดอุณหภูมิจากไอไนโตรเจนเหลว จากการน าน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีใช้น้ ายา MC เ ป็น
น้ ายาเจือจางและใช้เมธานอลเข้มข้น 10% เ ป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ เ จือจางใน
อัตรา 1 : 5 มาลดอุณหภูมิโดยใช้ไอไนโตรเจนเหลว โดยวางหลอดน้ าเชื้อห่างจากระดับ
ไนโตรเจนเหลวในถังเก็บแตกต่างกัน 3 ระดับ คือ 19.0, 14.5 และ 9.5 ซม. (ภาพท่ี 4)
บันทึกอุณหภูมิท่ีเปล่ียนแปลงในหลอดท่ีวางห่างระดับไนโตรเจนเหลวในถังเ ก็บ 3 
ระดับ เม่ือน ามาสร้างกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิ (C) กับระยะเวลา 
(นาที) เพื่อหาอัตราลดอุณหภูมิ (C/นาที) จากความชันของเส้นกราฟ พบว่าท่ีระดับ 
19.0, 14.5 และ 9.5 ซม. มีอัตราลดอุณหภูมิเฉล่ีย –3.14, –7.86 และ –11.91 C /นาที ดัง
ภาพท่ี 5, 6 และ 7 ตามล าดับ 

4.1.2 อัตรารอดตายและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวหลังละลาย เม่ือน าน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีเ ก็บ
ในไนโตรเจนเหลวนาน 7 วันมาละลาย และกระตุ้นให้สเปิร์มเคล่ือนไหว ได้ผลดัง      
ตาราง ท่ี  6 และ ภ าพ ท่ี  8, 9 และ 10 โดยพบว่าระ ยะห่ า งระห ว่า งหลอดกับ
ไนโตรเจนเหลวมีผลต่ออัตรารอดตายและเวลาเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิล (p<0.05) 
โดยท่ีระยะห่าง 14.5 และ 9.5 ซม. ส่งผลให้สเปิร์มท่ีละลายมีอัตรารอด 53.1818.99 % 
และ 59.296.42 % ตามล าดับซ่ึงไม่แตกต่างกันทางสถิติ ซ่ึงท้ัง  2 ระยะมีผลให้สเปิร์มมี
อัตรารอดตายมากกว่าท่ีระยะห่าง 19.0 ซม. (24.369.90%) และพบว่าท่ีระยะห่าง 14.5 
ซม. มีผลให้สเปิร์มมีเวลาเคล่ือนไหว 84.4417.62 % มากกว่าท่ีระยะห่าง  19.0 ซม. 
และ 9.5 ซม. (37.3711.04 และ 53.4810.03 % ตามล าดับ) ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน
ทางสถิติ 

4.2 เปรียบเทียบอัตราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลโดยใช้เคร่ืองลด
อุณหภูมิอัตโนมัติ 
จากการเปรียบเทียบอัตราลดอุณหภูมิ 3 อัตรา (–1, –5 และ –10 C/min) และใช้น้ ายาเ จือจาง 3 

สูตร (BCB, MC และ 0.85% NaCl) โดยใช้เมธานอลเข้มข้น 10% เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ และเ จือ
จางน้ าเชื้อในอัตรา 1 : 5 เก็บในไนโตรเจนเหลวนาน 7 วัน เ ม่ือน าน้ าเชื้อแช่แข็งมาละลายแล้วน าไป
กระตุ้นให้สเปิร์มเคล่ือนไหวได้ผลดังตารางท่ี 7 และภาพท่ี 11, 12, 13 และ 14 ผลท่ีได้แบ่งตามสูตรน้ ายา
และอัตราลดอุณหภูมิดังนี้ 

4.2.1 สูตรน้ ายา พบว่ามีผลต่ออัตรารอดตายและระยะเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวหลังละลาย   
(p<0.05) โดยน้ ายา MC และ BCB ซ่ึงให้ผลไม่แตกต่างกัน ส่งผลให้สเปิร์มหลังละลาย
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มีอัตรารอดสูงกว่าน้ ายา 0.85% NaCl และน้ ายา MC มีผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวนานกว่า
น้ ายา BCB และ 0.85% NaCl ซ่ึงน้ ายาสองสูตรหลังนี้ให้ผลไม่แตกต่างกัน 

4.2.2 อัตราลดอุณหภูมิ พบว่ามีผลต่ออัตรารอดตายและเวลาเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิล  
(p<0.05) โดยท่ีอัตราลดอุณหภูมิ –10 C/min ส่ งผลให้สเ ปิร์มมีอัตรารอดสูงสุด 
รองลงมาคืออัตรา –5 C/min และต่ าสุดท่ีอัตรา –1 C/min และพบว่าท่ีอัตรา –5 และ  
–10 C/min ซ่ึงให้ผลไม่ต่างกัน มีผลให้สเปิร์มมีเวลาเคล่ือนไหวมากกว่าท่ีอัตรา –1 
C/min  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพท่ี 4   ถังบรรจุไนโตรเจนเหลวและต าแหน่งการวางหลอดน้ าเชื้อ 3 ระดับ 
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ภาพท่ี 5    ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและเวลาจากหลอดท่ีวางห่างจากระดับในไนโตรเจนเหลวในถังเก็บ 

19.0 ซม. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 6    ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและเวลาจากหลอดท่ีวางห่างจากระดับในไนโตรเจนเหลว ในถังเก็บ 

14.5 ซม. 
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ภาพท่ี 7    ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิและเวลาจากหลอดท่ีวางห่างจากระดับในไนโตรเจนเหลวในถังเก็บ   

9.5 ซม.
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ตารางท่ี 6   ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว (%) และเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว ( วินาที) ก่อนแช่แข็งและหลังละลายจากการลดอุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลวท่ี

ระยะห่างระหว่างหลอดกับไนโตรเจนเหลว 3 ระดับ (อักษรตัวพิมพ์เล็กก ากับระยะห่างระหว่างหลอดกับไนโตรเจนเหลว ตัวอักษรท่ีต่างกันใน
แนวต้ังแถวเดียวกัน แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05)) 

ระยะห่างระหว่างหลอด
กับไนโตรเจนเหลว 
(ซม.) 

ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว เวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 

ก่อนแช่แข็ง (%) หลังละลาย (%) อัตรารอด (%) 
ก่อนแช่แข็ง  

(วินาที) 
หลังละลาย 

(วินาที) 
เวลาท่ีเคล่ือนไหว 

(%) 
19.0 
14.5 
9.5 

76.755.53 
71.074.65 
79.444.90 

18.928.57 
38.0214.36 
46.912.62 

24.369.90b 
53.1818.99a  
59.296.42a  

253.806.60 
313.8054.00 
412.2036.60 

94.8026.40 
258.6011.40 
217.8021.00 

37.3711.04b 
84.4417.62a  
53.4810.03b 
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ตารางท่ี 7   ปริมาณและเวลาท่ีสเปิร์มปลานิลเคล่ือนไหวก่อนและหลังละลายเ ม่ือใช้สูตรน้ ายาและอัตราลดอุณหภูมิแตกต่างกันโดยใช้เคร่ืองลดอุณหภูมิ

อัตโนมัติ (อักษรตัวพิมพ์ใหญ่และพิมพ์เล็กก ากับอัตราลดอุณหภูมิและสูตรน้ ายาเ จือจางตามล าดับ  ตัวอักษรท่ีต่างกันในแนวต้ังแถวเดียวกัน 
แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05)) 

สูตรน้ ายา, อัตราลดอุณหภูมิ ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหว เวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว 
ก่อนแช่แข็ง  
(%) 

หลังละลาย 
(%) 

อัตรารอด 
(%) 

ก่อนแช่แข็ง 
(วินาที) 

หลังละลาย 
(วินาที) 

เวลาท่ีเคล่ือนไหว 
(%) 

BCB, –1 C/min 
BCB, –5 C/min 
BCB, –10 C/min 

72.423.70 
60.760.35 
56.414.05 

7.623.06 
42.895.04 
42.474.95 

a10.694.68C 
a70.588.07B 
a75.368.46A 

1,003.2046.80 
947.7010.20 
1,021.8016.20 

70.809.60 
250.2016.20 
180.6055.20 

b7.070.96B  
b26.391.89A 
b17.695.57A 

MC, –1 C/min 
MC, –5 C/min 
MC, –10 C/min 

78.722.97 
63.435.98 
60.472.95 

8.317.63 
47.318.98 
53.134.20 

a10.789.85C 
a75.3617.55B 
a88.068.77A 

993.0040.20 
912.6050.40 
986.4027.00 

186.0052.80 
441.6053.40 
485.403.60 

a18.835.74B 
a48.425.60A 
a49.221.01A 

0.85% NaCl, –1 C/min 
0.85% NaCl, –5 C/min 
0.85% NaCl, –10 C/min 

56.791.15 
68.452.36 
64.844.26 

0.000.00 
16.817.02 
34.061.97 

b0.000.00C  
b24.429.71B  
b52.550.46A 

858.6027.60 
939.6024.60 
880.8074.40 

0.000.00 
198.0043.80 
363.001.24 

b0.000.00B  
b21.054.52A 
b40.995.84A 
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ภาพท่ี 8   ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวเร่ิมต้นและหลังละลายจากการลดอุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลวท่ี
ระยะห่างระหว่างหลอดกับไนโตรเจนเหลว 3 ระดับ 

 
 

ภาพท่ี 9   เวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวเร่ิมต้นและหลังละลายจากการลดอุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลวท่ีระยะห่าง
ระหว่างหลอดกับไนโตรเจนเหลว 3 ระดับ 
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ภาพท่ี 10   อัตรารอดและเวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหว (%) หลังละลายจากการลดอุณหภูมิด้วยไอไนโตรเจนเหลวท่ี
ระยะห่างระหว่างหลอดกับไนโตรเจนเหลว 3 ระดับ 

 
 

ภาพท่ี 11   ปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวเร่ิมต้นและหลังละลายเม่ือใช้น้ ายาเจือจางและอัตราลดอุณหภูมิแตกต่างกัน 
ด้วยเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 
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ภาพท่ี 12  อัตรารอดของสเปิร์มหลังการละลายเ ม่ือใช้น้ ายาเจือจางและอัตราลดอุณหภูมิแตกต่างกัน ด้วยเคร่ือง
ลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 

 

ภาพท่ี 13  เวลาท่ีสเปิร์มปลานิลเคล่ือนไหว (นาที) ก่อนและหลังละลายเม่ือใช้น้ ายาเจือจางและอัตราลดอุณหภูมิ
แตกต่างกัน ด้วยเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 
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ภาพท่ี 14  เวลาท่ีสเปิร์มเคล่ือนไหวหลังการละลายเทียบกับก่อนแช่แข็ง (%) เม่ือใช้น้ ายาเจือจางและอัตราลด
อุณหภูมิแตกต่างกัน ด้วยเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ 

 
5.   ประสิทธิภาพน้้าเช้ือท่ีผ่านการแช่แข็งเปรียบเทียบกับน้้าเช้ือสดโดยวิธีการผสมเทียม  

จากการน าน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีใช้น้ ายา MC เ ป็นน้ ายาเ จือจางและใช้เมธานอลเข้มข้น 10% เ ป็นสาร  
ไครโอโพร เทคแทน ท์ เ จือจาง ใน อัตรา 1 : 5 แช่ แข็ง โดยใช้ อัตราลดอุณหภูมิ –10 C/min เ ก็บไ ว้ใ น
ไนโตรเจนเหลวนาน 36 – 426 วัน มาละลายแล้วน าไปผสมเทียมกับไข่ปลานิลเปรียบเทียบกับน้ าเชื้อสดซ่ึงเ จือ
จางด้วยน้ ายา MC ในอัตราส่วนเดียวกัน พบว่าน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีระยะเวลาเ ก็บนาน 36, 41, 86, 415 และ 426 วัน 
และน้ าเชื้อสดมีอัตราปฏิสนธิและอัตราฟักไม่แตกต่างกัน (p>0.05) แต่น้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีเ ก็บนาน 55 และ 62 วัน 
พบว่ามีอัตราปฏิสนธิและอัตราฟักต่ ากว่าน้ าเชื้อสด (p<0.05) ดังตารางท่ี 8 และภาพท่ี 15 และ 16 
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ตารางท่ี 8  อัตราปฏิสนธิและอัตราฟักของไข่ปลานิลท่ีผสมด้วยน้ าเชื้อสดและน้ าเชื้อแช่แข็ง ท่ีระยะ เวลาเ ก็บต่างๆ  
กัน (อักษรตัวพิมพ์ใหญ่และพิมพ์เ ล็กก ากับอัตราปฏิสนธิและอัตราฟักตามล าดับ อักษรก ากับท่ี     
แตกต่างกันในแนวนอนของกลุ่มเดียวกัน แสดงความแตกต่างทางสถิติ (p<0.05)) 

ระยะเวลาเก็บ 
(วัน) 

อัตราปฏิสนธิ (eyed stage) อัตราฟัก (ลูกปลาวัยอ่อนระยะ 4) 
น้ าเชื้อสด (%) น้ าเชื้อแช่แข็ง (%) น้ าเชื้อสด (%) น้ าเชื้อแช่แข็ง (%) 

36 86.38   2.31A 86.12     7.80A 70.63   3.40a  68.61   10.45a  
41 93.80   5.08A 88.48   13.81A 82.86   6.34a  70.67   24.66a  
55 80.45   5.03A 40.75     4.02B  76.16   4.31a  37.19     4.52b 
62 86.59   2.71A 40.30   12.78B  59.53   2.84a  19.96     4.31b 
86 82.34   1.32A 83.67     1.38A 73.06   0.46a  68.90     2.38a  
415 93.66   3.53A 72.92   14.73A 87.59   6.68a  62.98   24.25a  
426 84.24   4.75A 80.63   12.37A 55.44   1.67a  47.49     4.18a  

 
 

ภาพท่ี 15  อัตราปฏิสนธิของไข่ท่ีได้รับการผสมด้วยน้ าเชื้อปลานิลสดและแช่แข็งท่ีเก็บในระยะเวลาต่างๆ  
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ภาพท่ี 16  อัตราฟักของไข่ท่ีได้รับการผสมด้วยน้ าเชื้อปลานิลสดและแช่แข็งท่ีเก็บในระยะเวลาต่างๆ  
 

วิจารณ์ผลการศึกษา 
  

จากการทดลองเก็บรักษาน้ าเชื้อระยะส้ัน มีข้อสังเกตว่าน้ ายา BCB และ 0.85% NaCl ให้ปริมาณ 
สเปิร์มเคล่ือนไหวสูงสุดเม่ือเก็บนาน 96 – 120 ชม. และน้ ายา BCB มีผลให้สเปิร์มปลานิลเคล่ือนไหวนานท่ีสุด
เม่ือเก็บนาน 0 – 120 ชม. สัณนิษฐานว่าอาจเกิดจากกลูโคสซ่ึงเป็นส่วนผสมในน้ ายา BCB อย่างไรก็ตาม ยังไม่มี
รายงานว่ากลูโคสส่งผลให้สเปิร์มปลาเคล่ือนไหวนานข้ึน แต่กลูโคสท่ีละลายอาจท าให้น้ ายามีความหนืดเพิ่มข้ึน
จึงส่งผลให้สเปิร์มเคล่ือนไหวช้าลงแต่นานข้ึน จะเห็นได้ว่าน้ ายาท่ีดีท่ีสุดในการเ ก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิลแบบ
ระยะส้ันคือ 0.85% NaCl in PBS ซ่ึงสามารถคงสภาพสเปิร์มปลานิลให้มีปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวเฉล่ีย 47.17% 
ท่ีระยะเวลาเก็บ 144 ชม. ผลท่ีได้ใกล้เคียงกับผลการเ ก็บรักษาน้ าเชื้อระยะส้ันในปลาสวาย (อนงค์, 2539) และ
ปลาบึก (Mongkonpanya, 2000) ซ่ึงพบว่าสารละลาย NaCl ให้ผลดีท่ีสุดในการเก็บรักษาน้ าเชื้อระยะส้ัน อย่างไร
ก็ตาม น้ ายา 0.85% NaCl ท่ีใช้ในการทดลองเก็บรักษาระยะส้ันในคร้ังนี้ใช้ phosphate บัฟเฟอร์เ ป็นสารละลาย 
ส่ิงนี้อาจบ่งชี้ว่าสเปิร์มปลานิลสามารถเก็บได้ดีในน้ ายาท่ีมี phosphate เ ป็นองค์ประกอบมากกว่า bicarbonate 
บัฟเฟอร์ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของน้ ายาท่ีเหลืออีก 3 สูตร ผลท่ีได้ขัดแย้งกับรายงานของ Scott and Baynes (1980) 
ซ่ึงพบว่า bicarbonate เป็นบัฟเฟอร์ของสารละลายน้ าเชื้อปลาน้ าจืดท่ีดีกว่า Tris และ phosphate  

จากการศึกษาพบว่าอิทธิพลจากออสโมลาริตีมีผลต่อการกระตุ้นการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิล 
ซ่ึงผลท่ีได้สอดคล้องกับรายงานท่ีว่าการลดระดับออสโมลาริตีหรือการถูกเจือจางด้วยน้ าเ ป็นตัวกระตุ้นให้สเปิร์ม
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ปลานิลเคล่ือนไหว (Chao et al.,1987) นอกจากนี้ผลท่ีได้ยังบ่งบอกว่ามีอิออนบางชนิดจากน้ ายากลุ่มมีประจุมี
อิทธิพลต่อการกระตุ้นและยับย้ังการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิล การเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลานิลนั้ นยังไม่มี
รายงานว่าอิทธิพลจากอิออนมีผลในการยับย้ังหรือกระตุ้นการเคล่ือนไหว แต่มีรายงานในปลาเทราท์ ซ่ึงพบว่า K+ 
มีอิทธิพลในการยับย้ังการเคล่ือนไหว (Billard and Cosson, 1992) และอีกจุดหนึ่ง ท่ีน่าพิจารณาคืออิทธิพลจาก
ออสโมลาริตีเป็นอิทธิพลหลักต่อการเคล่ือนไหวของสเปิร์มปลาน้ าจืด แต่ปลานิลนั้นสามารถอาศัยและแพร่พันธุ์
ได้ในน้ าความเค็ม 5 – 10 ppt (มานพ และคณะ, 2536) ด้วยความสามารถนี้อาจท าให้ปลานิลมีการปรับตัวให้
น้ าเชื้อมีคุณลักษณะบางอย่างสัมพันธ์กับปริมาณอิออนในน้ าเค็ม 

จากการศึกษาความเป็นพิษของสารไครโพรเทคแทนท์ 3 ชนิดซ่ึงเ ป็นกลุ่มท่ีออกฤิทธิ์ภายในเซลล์
สเปิร์ม (กฤษณ์, 2536) ซ่ึงโดยท่ัวไปแล้วสเปิร์มส่ิงมีชีวิตแต่ละชนิดมีความอ่อนไหวต่อไครโอโพเทคแทนท์
แตกต่างกัน จะเห็นได้ว่ากลีเซอรอล ซ่ึงพบว่าใช้ได้ดีกับปลาดุกยักษ์ (Steyn et al.,1985) แต่กลับเป็นพิษสูงกับ
สเปิร์มปลานิล ส่วนเมธานอลและ DMSO นั้นมีรายงานว่าเป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีใช้ได้ดีกับสเปิร์มปลา
น้ าจืดหลายๆ ชนิด (McAndrew et al., 1995) อย่างไรก็ตาม แม้ว่า DMSO และเมธานอลให้ผลต่อปริมาณสเปิร์ม
เคล่ือนไหวไม่แตกต่างกัน แต่เมธานอลส่งผลให้สเปิร์มปลานิลเคล่ือนไหวนานกว่า DMSO (p<0.05) และให้ผล
ในการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลดีกว่า DMSO (Chao et al., 1987) นอกจากนี้ เมธานอลยังมีโมโลกุลขนาดเล็กกว่า 
DMSO และกลีเซอรอล จึงท าให้เมธานอลสามารถซึมเข้าสู่เซลล์สเปิร์มได้เ ร็วกว่า จึงท าให้ใช้เวลาปรับตัว 
(equilibration) ส้ันลง ส่งผลท าให้ความเป็นพิษของเมธานอลต่อสเปิร์มลดลง (Tiersch et al. 1994) 

จากการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลโดยใช้เคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ พบว่าการใช้อัตราลดอุณหภูมิท่ี –5 
และ –10 C/นาที ให้ผลดีในการแช่แข็ง ซ่ึงอัตราดังกล่าวสามารถแช่แข็งน้ าเชื้อปลาน้ าจืดชนิดอ่ืนได้เ ป็นอย่างดี     
(พลชาติ และพนม, 2546) และจากการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลด้วยไอไนโตรเจนเหลวนั้น ข้ันตอนท่ีส าคัญท่ีสุดคือ
การเลือกต าแหน่งท่ีเหมาะสมส าหรับวางหลอดในถังเก็บไนโตรเจนเหลวเพื่อให้ได้อัตราลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 
และปัจจัยอ่ืนๆ ได้แก่ ขนาดและชนิดของวัสดุท่ีท าหลอดบรรจุน้ าเชื้อ (Aoki et al., 1997) ซ่ึงจากการทดลอง
พบว่าท่ีระยะห่างระหว่างก้นหลอดกับไนโตรเจนเหลว 9.5 และ 14.5 ซม. ส่งผลให้น้ าเชื้อท่ีละลายมีอัตรารอดไม่
แตกต่างกัน โดยท่ีระดับ 14.5 ซม. นั้นส่งผลให้สเปิร์มมีระยะเวลาเคล่ือนไหวสูงสุด (p<0.05) โดยเ ม่ือค านวณ
อัตราลดอุณหภูมิท่ีระดับนี้พบว่าได้อัตราลดอุณหภูมิ –7.86 C/นาที ซ่ึงอยู่ในระดับก้ าก่ึงระหว่างอัตราลด
อุณหภูมิ –5 และ –10 C  

เป็นท่ีน่าสังเกตว่าน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีเก็บนาน 55 และ 62 วันท่ีน ามาละลายและน าไปทดลองผสมเทียม
มีอัตราปฏิสนธิและอัตราฟักต่ ากว่าน้ าเชื้อสด สัณนิษฐานว่าเกิดจากการน าน้ าเชื้อแช่แข็งบางหลอดท่ีมีคุณภาพต่ า
มาทดลองซ่ึงเป็นความผิดพลาดจากการสุ่มตัวอย่าง (sampling error) โดยปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อคุณภาพของน้ าเชื้อ
ท่ีเก็บแช่แข็ง คือน้ าเชื้อท่ีเก็บต้องมีคุณภาพดีซ่ึงได้จากปลาท่ีสมบรูณ์ อยู่ในช่วงผสมพันธุ์วางไข่ และไม่มีการ
ปนเป้ือนจากปัสสาวะ ซ่ึงปัญหาการปนเป้ือนด้วยปัสสาวะนั้นพบมากในน้ าเชื้อปลานิล เนื่องจากน้ าเชื้อท่ีรีดได้
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มักมีการปนเป้ือนจากปัสสาวะบ่อยคร้ัง (Chao et al., 1987) ส่วนน้ าเชื้อแช่แข็งท่ีเก็บรักษาในระยะเวลาอ่ืนๆ เ ม่ือ
น ามาใช้ผสมเทียมนั้นไม่มีความแตกต่างจากน้ าเชื้อสด ซ่ึงผลการผสมเทียมท่ีได้สอดคล้องกับการทดลองของ 
Rana and McAndrew (1989) ซ่ึงได้ทดลองเ ก็บน้ าเชื้อปลานิล ปลาหมอเทศ และ blue tilapia (Oreochromis 
auraeus) โดยเจือจางน้ าเชื้อด้วยสารละลาย modified fish Ringer ซ่ึง เ ป็นน้ ายาเ จือจางน้ าเชื้อสูตรเ ดียวกับน้ ายา 
MC ท่ีใช้ในการทดลองคร้ังนี้ และใช้เมทานอลเข้มข้น 12.5% เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์บรรจุในหลอดแช่
แข็ง (cryotube) เก็บแช่ในไนโตรเจนเหลว พบว่าสามารถเก็บรักษาน้ าเชื้อได้นานอย่างน้อย 13 เ ดือน ส่วนอัตรา
การลดอุณหภูมิท่ี 5  C/นาที และ 50 C/นาที และอัตราการเจือจางน้ าเชื้อต่อน้ ายาระหว่าง 1 : 2 ถึง  1 : 20 ให้ผล
ต่อปริมาณสเปิร์มเคล่ือนไหวหลังการละลายไม่แตกต่างกันทางสถิติ โดยมีอัตราการปฏิสนธิกับไข่และอัตราฟัก
อยู่ในช่วง 86.2 – 98.6% และน้ าเชื้อท่ีเจือจางในอัตรา 1 : 20 ยังสามารถน าไปใช้ผสมเทียมกับไข่ได้ 500 ฟอง 
และพบว่าอัตราการเจริญเติบโตและอัตรารอดตายของลูกปลาวัยอ่อนท่ีอายุ 30 วัน ซ่ึงได้จากการใช้น้ าเชื้อท่ีผ่าน
การแช่แข็งเก็บรักษานาน 12 เดือนไม่แตกต่างจากลูกปลาท่ีผสมด้วยน้ าเชื้อสด 

ข้อน่าสังเกตท่ีส าคัญประการหนึ่งคือ น้ ายา 0.85% NaCl นั้น แม้จะสามารถเก็บรักษาน้ าเชื้อปลานิล
แบบระยะส้ันได้ดีท่ีสุด แต่เม่ือน ามาใช้แช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลกลับให้ผลต่ าสุด ในขณะท่ีน้ ายา BCB และ MC 
กลับให้ผลดีกว่า ผลเช่นนี้เป็นส่ิงบ่งบอกว่า น้ ายาท่ีเจือจางน้ าเชื้อปลานิลเพื่อเ ก็บรักษาโดยวิธีแช่แข็งควรมีเกลือ
หลายๆ ชนิดเป็นองค์ประกอบ ซ่ึงน้ ายา MC นั้นเป็นน้ ายาท่ีเหมาะสมส าหรับใช้แช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลในระยะยาว 
(Rana and McAndrew, 1989) แม้ว่าจะให้ผลค่อนข้างต่ าในการเก็บรักษาระยะส้ันก็ตาม 

 
สรุปผลการศึกษา 

 
จากผลการศึกษาในคร้ังนี้สามารถสรุปวิธีการแช่แข็งน้ าเชื้อปลานิลท่ีดีท่ีสุดได้ตามข้ันตอนต่อไปนี้  

1. เจือจางน้ าเชื้อปลานิลด้วยน้ ายา MC ในอัตราเจือจางน้ าเชื้อต่อน้ ายา 1:5 ใช้เมธานอลเข้มข้น 10% 
เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ บรรจุสารละลายน้ าเชื้อใส่หลอด ปล่อยให้สเปิร์มปรับตัวกับ
น้ ายา (equilibration) ท่ีอุณหภูมิ 25 C นาน 15 นาที 

2. น าไปลดอุณหภูมิในอัตรา –5 หรือ –10  C/นาที จากอุณหภูมิเ ร่ิมต้น 25 C จนถึง –60 C หรือ
ใช้วิธีแช่แข็งด้วยไอโตรเจน โดยวางหลอดห่างจากระดับไนโตรเจนเหลว 9.0 – 14.5 ซม. นาน 
20 นาที (ถังเก็บ MVE SC 20/15 หากเป็นถังเ ก็บจากบริษัทหรือรุ่นอ่ืนต้องหาระยะห่างท่ีได้
อัตราลดอุณหภูมิ – 5 ถึง – 10 C/นาที) แล้วจึงน าหลอดไปแช่ในไนโตรเจนเหลว (–196 C) 

3. ละลายน้ าเชื้อแช่แข็งโดยน าหลอดออกจากถังเ ก็บ น าไปแช่ในน้ าปรับอุณหภูมิ 37 C นาน
จนกระท่ังน้ าเชื้อละลายหมด  
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ค้าขอบคุณ 
 

โครงการวิจัยนี้ใช้เคร่ืองมือ อุปกรณ์การวิจัย และงบประมาณส่วนหนึ่งจากโครงการวิจัยและพัฒนา
เทคโนโลยีชีวภาพการเกษตร ภายใต้การสนับสนุนงบประมาณจากธนาคารเพื่อการพัฒนาเอเซีย (เอดีบี) ซ่ึงได้
น ามาจัดต้ังธนาคารเชื้อพันธุ์สัตว์น้ า ณ สถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า ต . คลองห้า อ. คลองหลวง           
จ. ปทุมธานี และอีกส่วนหนึ่งจากงบประมาณปกติของกรมประมง รหัสทะเบียนวิจัยเลขท่ี 47–0–60–74–6–080 

คณะผู้วิจัยขอขอบคุณผู้อ านวยการสถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า ท่ีให้การสนับสนุน
งานวิจัยด้านนี้และคณะกรรมการวิชาการของสถาบันวิจัยและพัฒนาพันธุกรรมสัตว์น้ า ท่ีกรุณาตรวจแก้ไข
ต้นฉบับ 
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