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ทดลองเก็บน้ําเช้ือปลากะรังหงส, Cromileptes altivelis (Valenciennes, 1828) ดวยน้ํายา 

extender 5 สูตร คือ Marine Fish Ringer, Extender  251, Extender 189, 0.1 M Sodium Citrate และ 
NaCl 0.9 % เพื่อหาสูตรน้ํายาท่ีเหมาะสมมาศึกษาการเกบ็รักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงสแบบแชแข็ง 
โดยตรวจสอบเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี (Motility) และเปอรเซ็นตการมีชีวิต (Viability) พบวา น้ํายา 
extender ท้ัง 5 สูตรสามารถเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงสแบบแชเยน็ไดอยางมีประสิทธิภาพ คือ 
สเปรมหยุดการเคล่ือนท่ีและไมมีชีวิตท่ีเวลา 216 ช่ัวโมง เมื่อตรวจสอบท่ีเวลา 60  ช่ัวโมงหลังการ
เก็บแชเย็น (0-4   ํ C) พบวาชนิดของน้ํายา extender และอัตราการเจือจางน้ําเช้ือตอสูตรน้ํายา (1:1, 
1:4 และ 1:9) มีผลตอเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีและเปอรเซ็นตการมีชีวติของสเปรมอยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05)  การทดสอบความเปนพษิของสาร cryoprotectant 5 ชนิด คือ Dimethyl  
acetamide (DMA), Dimethyl sulfoxide (DMSO), Methanol, Glycerol และ Trehalose ท่ีระดับ
ความเขมขน 5%, 10% และ 15% มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) โดยพบวา 
DMSO 5%  ทําหนาท่ีเปนสาร cryoprotectant ดีท่ีสุด  การทดสอบการฟกของไขปลากะรังหงส
เปรียบเทียบน้าํเช้ือสดและน้าํเช้ือแชแข็งโดยใช  5% ของ  DMA และ DMSO เปนสาร 
cryoprotectant พบวา น้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMSO 5% ทําหนาท่ีเปนสาร cryoprotectant มี
ประสิทธิภาพสูงท่ีสุดและมีความแตกตางกันอยางไมมีนยัสําคัญทางสถิติ (p>0.05) กบัน้ําเช้ือสด   
แตจะมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับน้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMA 5%  
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Chilled storage of  Humpback grouper, Cromileptes altivelis (Valenciennes, 1828) sperm 

cells with 5 extenders were investigated to find the most  suitable type of extender for its 
cryopreservation. Five extenders; Marine Fish Ringer (MFR), Extender  251 (E 251), Extender 
189 (E 189), 0.1 M Sodium Citrate (CT) and 0.9% NaCl (NaCl) were tested. They proved to be  
appropriate extenders to use since  no sperm motilled and sperm still alive at 216 h ( 60 h after 
chilled storage). There was also no significant difference (p>0.05) in sperm motility when sperm 
was diluted with extender at 1:1, 1:4 and 1:9. Toxicity to sperm cells was  studied with  5 
different cryoprotectant i.e. Dimethyl  acetamide (DMA), Dimethyl sulfoxide (DMSO), 
Methanol, Glycerol and Trehalose at  5%, 10% and 15% concentrations. The results  showed  
significant difference (p<0.05) of sperm motility at 5% DMSO was the best  cryoprotectant. The 
hatching rates of  the Humpback grouper  eggs from fresh and cryopreserved sperm in 5% DMA 
and DMSO were significant difference (p>0.05). The hatching rates of  eggs from cryopreserved 
sperm  in  5% DMSO was high. There was not significantly differences (p<0.05) between  fresh 
sperm and 5% of  DMSO cryopreserved  sperm but significant difference (p<0.05) with 5% of  
DMA cryopreserved  sperm. 
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1            ชนิดของนํ้ายา extender ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเก็บน้ําเช้ือปลาน้ําจืด 
2            ชนิดของนํ้ายา extender ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเก็บน้ําเช้ือปลาทะเล 
3            ชนิดและความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเก็บน้ําเช้ือ 
              ปลาน้ําจืด 
4            ชนิดและความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเก็บน้ําเช้ือ 
          ปลาทะเล 
5           สวนผสมน้ํายา extender ของปลากะรังหงส 
6           หลักเกณฑการสังเกตเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี 
7            สวนประกอบของสียอม Eosin-nigrosin 
8           เปอรเซ็นตการมีชีวติ (viability), เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี (motility) 
9           คาออสโมลาลิตี้ (osmolality) ของนํ้ายา extender สูตรตาง ๆ  
10         เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
11         คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต 
              การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
12         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
             แบบแชเย็นดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
13         คะแนนเปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
             แบบแชเย็นดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
14         เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
             แบบแชเย็นดวยน้ํายา MFR ท่ีอัตราสวนตาง ๆกนั 
15         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชเยน็ดวยน้ํายา MFR ท่ีอัตราสวนตาง ๆกัน 
16         เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
             แบบแชเย็นดวยน้ํายา E 251 ท่ีอัตราสวนตาง ๆกนั 
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17         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
             แบบแชเย็นดวยน้ํายา E 251 ท่ีอัตราสวนตาง ๆกนั 
18         เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
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19         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชเยน็ดวยน้ํายา E 189 ท่ีอัตราสวนตาง ๆกัน                                                        
20         เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชเยน็ดวยน้ํายา 0.1 M CT ท่ีอัตราสวนตาง ๆกัน 
21         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชเยน็ดวยน้ํายา 0.1 M CT ท่ีอัตราสวนตาง ๆกัน 
22         เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
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23         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชเยน็ดวยน้ํายา NaCl 0.9% ท่ีอัตราสวนตาง ๆกัน 
24          คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชแข็งดวยสาร cryoprotectant 5 ชนิด 
25         เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ  
              แบบแชแข็งดวยสาร cryoprotectant 5 ชนิด 
26         คะแนนเคล่ือนท่ีเฉล่ีย เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมในสารcryoprotectant  
             5 ชนิด ท่ี 3 ระดับความเขมขน 
27         เปอรเซ็นตการฟกไขปลากะรังหงสของนํ้าเช้ือสด น้ําเช้ือท่ีผานการแชแข็งโดยใช     
              5% ของ DMA และ DMSO เปนสาร cryoprotectant 
28          ผลการวิเคราะหเปอรเซ็นตการฟกไขปลากะรังหงส 
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สารบัญตาราง (ตอ) 
 
ตารางผนวกท่ี                                                                                                                    หนา 
 
ก1 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงส  
 แชเยน็ท่ีเวลา 60 นาที 72 
ก2 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงส  
 แชเยน็ท่ีเวลา 60 นาที 72 
ก3 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงส 
 หลังจากแชแข็ง 73 
ก4 ผลการเปรียบเทียบความแตกตางระหวางทรีตเมนต โดยการทํา Kruskal-Wallis 73 
ก5 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงส  
 หลังจากแชแข็ง 74 
ก6 ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสหลังจากแชแข็ง  
 (นําคาเฉล่ียของทุกทรีตเมนตไปเปรียบเทียบดวยวิธี one way ANOVA) 78 
ก7 ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสหลังจากแชแข็ง  
 ดวยความเขมขนของสาร cryoprptectant ตางกัน 3 ระดบั 78 
ก8 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงส  
 หลังจากแชแข็ง (เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางทรีตเมนตดวยวิธี one way ANOVA) 79 
ก9 ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสหลัง  
 จากแชแข็ง (เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางทรีตเมนตดวยวิธี one way ANOVA) 80 
ก10 ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการฟกไขปลากะรังหงสท่ีผสมเทียม  
 ปลาโดยการใชสเปรมตาง ๆ (เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางทรีตเมนตดวย 
 วิธี one way ANOVA) 81 
ก11 ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการฟกไขปลากะรังหงสท่ีผสมเทียมปลา  
 โดยการใชสเปรมตาง ๆ (เปรียบเทียบคาเฉลี่ยระหวางทรีตเมนตดวย 
 วิธี one way ANOVA) 81 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพท่ี 
 

หนา 

1            ลักษณะภายนอกของปลากะรังหงส 
2            กระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชแข็ง 
3            คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต   
              การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
4            เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ   
              แชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
5  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของเสปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต

การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา MFR 
6 เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ

แชเยน็ดวยน้ํายา MFR 
7 คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของเสปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต

การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา E 251 
8 เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ

แชเยน็ดวยน้ํายา E 251 
9 คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของเสปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต

การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา E 189 
10 เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ

แชเยน็ดวยน้ํายา E 189 
11 คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของเสปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต

การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา 0.1 M CT 
12 เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ

แชเยน็ดวยน้ํายา 0.1 M CT 
13 คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของเสปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต

การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา NaCl 0.9% 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี     
 
14 เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ

แชเยน็ดวยน้ํายา NaCl 0.9% 
15 คะแนนการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงสในสาร cryoprotectant 5 ชนิด  
              ท่ี 3 ระดับความเขมขน 
16 เปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสในสาร cryoprotectant 5 ชนิด           

ท่ี 3 ระดับความเขมขน 

 

 
หนา 
 
 
47 
 
50 
 
51 
 

ภาพผนวกท่ี                                                                                                                    
 
ข1 เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 83 
ข2 เคร่ืองวัด osmolality (Osmometer) 1 83 
ข3 เคร่ืองวัด osmolality (Osmometer) 2 84 
ข4 เคร่ืองลดอุณหภูมิแบบภาคสนาม (Programmable Freezing Control) 84 
ข5 อุปกรณนับเซลลสเปรม (Makler  ,s counting chamber) 85 
ข6 หลอดเก็บน้ําเช้ือ (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร  85 
ข7 การเก็บน้ําเช้ือปลากะรังหงส 86 
ข8 ละลายนํ้าเช้ือปลาดวยน้ํายา extender 86 
ข9 การเตรียมสาร cryoprotectant 87 
ข10 ผสมน้ําเช้ือกับสาร cryoprotectant 87 
ข11 บรรจุตัวอยางลงในหลอด (straw) แลวปดหลอด 88 
ข12 นําหลอด (straw) มาใสใน cryochamber ท่ีตออยูกับ Freezer control 88 
ข13 ลดอุณหภูมิดวย program crygenesis 4 (จนถึง – 80 องศาเซลเซียส) 89 
ข14 นําหลอด (Straws) ออกไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว 89 
ข15 ถังไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส) 90 
ข16 นําหลอด (Straw) มาละลายที่อุณหภูมิหอง (Thawing) 90 
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สารบัญภาพ (ตอ) 
 
ภาพท่ี              หนา 
 
ข17 นําน้ําเช้ือมาดกูารเคล่ือนท่ี (motility rate) ภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยายสูง 91 
ข18 สเปรมปลากะรังหงส 91 
ข19 วิธีการยอมสีสเปรมปลาเพ่ือดูเปอรเซ็นตการมีชีวิต (viability rates) 92 
ข20 การติดสีของสเปรม 92 
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คําอธิบายสัญลักษณและคํายอ 
 

Extender   = น้ํายาเจือจางนํ้าเช้ือเพ่ือเก็บรักษาแบบแชเยน็หรือแชแข็ง 
Cryoprotectant    = สารปองกันเซลลระหวางลดอุณหภูมิในกระบวนการแชแข็ง 
Equilibration time  = ระยะเวลาภายหลังผสมน้ําเช้ือกับน้ํายาท่ีมีสวนผสมของ 
   สารไครโอโพรเทคแทนทกอนการลดอุณหภูมิ 
Thawing rate = อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิหรือการละลายนํ้าเช้ือแชแข็ง 
Freezing rate  = อัตราการลดอุณหภูมิในการแชแข็ง  
Cryopreservation = การเก็บรักษาเซลลสืบพันธุหรือเนื้อเยื่อของส่ิงมีชีวิตท้ังพืช
  และสัตว ไดแก การเก็บรักษาเซลลไข น้ําเช้ือตัวผู ตัวออน
  หรืออวัยวะของส่ิงมีชีวิตโดยผานขบวนการแชแข็ง แลว 
  นําไปเก็บรักษาไวในถังไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 
  องศาเซลเซียส



     
  1 

ประสิทธิภาพในการเก็บนํ้าเชื้อแชแขง็ของปลากะรังหงส,  

Cromileptes  altivelis (Valenciennes, 1828) 
 

Efficient cryopreservation of Humpback Grouper,  

Cromileptes  altivelis (Valenciennes, 1828) spermatozoa 
 

คํานํา 
 

 ปลากะรังเปนปลาท่ีมีรสชาติดีและมีราคาแพงซ่ึงเขตการปกครองพิเศษฮองกง และประเทศ
สาธารณรัฐประชาชนจนีเปนประเทศท่ีรับประทานปลากะรังมีชีวติมากท่ีสุดโดยในป 2541  เขตการ
ปกครองพิเศษฮองกงนําเขาปลากะรังมีชีวิตท้ังหมดประมาณ 6,500 ตัน    สวนประเทศสาธารณรัฐ
ประชาชนจีนนําเขาประมาณ 2,000 ตัน (Rimmer et al., 2004) โดยเฉพาะปลากะรังหงสเปนปลาท่ี
ตลาดมีความตองการสูงแตปริมาณมีไมเพยีงพอทําใหปลาชนิดนี้มีราคาแพงมาก  และปลาท่ีสงออก
สวนใหญเปนปลาท่ีจับไดจากธรรมชาติ ในสภาพปจจุบันพันธุปลากะรังหงสแทบจะหาไมพบใน
แหลงน้ําตามธรรมชาติของประเทศไทย ถึงแมวากรมประมงจะสามารถเพาะพันธุปลาชนิดนี้ได
สําเร็จ แตปริมาณลูกพันธุปลาท่ีเพาะไดยังมีจํานวนนอย เนื่องจากปญหาท่ีเกิดจากของพอแมพันธุ 
โดยเฉพาะความไมสมบูรณเพศของพอพันธุ ซ่ึงเปนปญหาท่ีสําคัญมากสําหรับการเพาะเล้ียงปลา
ทะเล   ในการเพาะพันธุและอนุบาลปลากะรังหงสยังมีอุปสรรคสําคัญหลายประการท่ีทําให
ประสิทธิผลของการเพาะฟกไขปลาและการอนุบาลยังไมสมบูรณ ปจจัยท่ีสําคัญและมีผลอยางมาก
ตอความสําเร็จในการเพาะพันธุปลา คือ การไดมาซ่ึงพอแมพันธุท่ีสมบูรณแข็งแรง พอแมพันธุปลา
กะรังตองใชระยะเวลาในการเล้ียงนานอยางนอย  3-5  ป อีกท้ังใชงบประมาณการเล้ียงดูมาก โดย
สวนใหญปลากะรังเปนปลาท่ีจะเปล่ียนเพศเม่ือถึงขนาดที่เหมาะสมหรืออายุครบ ทําใหเกิดปญหา
ตัวเมียมีไข  ตวัผูไมมีน้ําเช้ือ  หรือตัวผูน้ําเช้ือสมบูรณพรอมท่ีจะผสมพันธุ  แตตัวเมียไขยังไมพัฒนา
ถึงระยะท่ีจะผสมพันธุ ทําใหเสียโอกาสในการเพาะพันธุ  ปลากะรังหลายชนิด (Epinephelus spp.) 
ท่ีมีการเพาะเล้ียงกันอยูสวนใหญเปนปลาท่ีมีการเปล่ียนเพศ คือ เปล่ียนจากเพศเมียเปนเพศผู 
(protogynous hermaphrodite) เม่ือมีอายุหรือขนาดเร่ิมถึงวัยเจริญพันธุปลาจะเปนเพศเมียกอน
จนกระท่ังเวลาผานไปสักระยะหนึ่งเม่ือปลามีอายุมากข้ึนหรือขนาดใหญข้ึนก็จะเปล่ียนเปนเพศผู 
(เรณ,ู 2541) จากรายงานของ Tridjoko (2002) พบวาปลากะรังหงสท่ีจบัไดจากธรรมชาติท่ีมีความ 
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ยาวตํ่ากวา 50 เซนติเมตร จะเปนเพศเมียจะเร่ิมเปล่ียนเพศเม่ือมีความยาว 50-55 เซนติเมตรและจะ
เปนเพศผูเม่ือมีความยาวมากกวา 55 เซนติเมตร  

จากการศึกษาของ เรณูและคณะ (2536) พบวาปลากะรัง, Epinephelus malabaricus เร่ิม
สรางรังไขเม่ือมีอาย ุ15 เดือนและ 89.5% ทําหนาท่ีเปนเพศเมีย 3.5% เปนปลาท่ีกําลังเปล่ียนเพศ
หรือเปนกะเทย และ 7.0% เปนปลาเพศผู (functional male) จากผลการศึกษาดังกลาวนี้เห็นไดชัดวา
ในระยะเร่ิมเจริญพันธุสัดสวนของปลาเพศผูมีจํานวนนอยกวาปลาเพศเมียมาก  

 
ดังนั้น การศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังจึงมีความสําคัญอยางยิ่ง วิธีการเก็บ

รักษาน้ําเช้ือปลามี 2 แบบ คือ การแชเยน็หรือการเก็บรักษาในระยะเวลาส้ัน 2-4 วัน ท่ีอุณหภูมิ 0-4 
องศาเซลเซียส และการเก็บรักษาในระยะยาวโดยวิธีแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส หากมีการดแูลคอยเติมไนโตรเจนเหลวอยางสมํ่าเสมอจะสามารถเกบ็รักษาน้ําเช้ือไว
ไดตลอดกาล (กฤษณ, 2536) และหากสามารถพัฒนาเทคโนโลยีการเก็บน้ําเช้ือในปลากะรังหงส
เปนผลสําเร็จก็จะชวยในการเพาะพันธุปลาชนิดนี้ซ่ึงจะแกปญหาท่ีกลาวมาขางตนไดอีกท้ังสามารถ
ประยุกตใชเทคนิคนี้กับปลาทะเลชนิดอ่ืน ๆไดตอไปในอนาคต  
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วัตถุประสงค 
 
1. ศึกษาชนดิของน้ํายาเก็บรักษานํ้าเช้ือหรือน้ํายาเอกซเทนเดอร (extender) ท่ีมีผลตอการ

เก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงส 
 

  2. ศึกษาชนดิและความเขมขนของสารรักษาเซลลในสภาวะแชแข็งหรือสารไครโอโพรเทค
แทนท (cryoprotectant) ท่ีมีผลตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงส 
 
  3. ศึกษาประสิทธิภาพของน้ําเช้ือสดและน้ําเช้ือแชแข็งท่ีมีตอเปอรเซ็นตการฟกไขของปลา
กะรังหงส 
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การตรวจเอกสาร 
 

การจําแนกทางอนุกรมวิธาน 
 

ปลากะรังหงส หรือกะรังหนางอน มีช่ือทางวิทยาศาสตรวา Cromileptes altivelis 
(Valenciennes, 1828) (FAO Species identification sheet, 1983) มีช่ือภาษาอังกฤษวา Humpback 
grouper, Mouse grouper,  Baramundi cod   

การจําแนกปลากะรังหงส ตามหลักอนุกรมวิธานไดดังนี ้
Phylum  Chordata 
 Class  Osteichthyes 
  Order   Perciformes 
   Family  Surranidae 
    Subfamily   Epinephelinae 
     Genus Cromileptes 
      Specie   altivelis 

 ลักษณะภายนอก  ลําตัวแบน หัวเล็ก ครีบยาวปลายมนลําตัวและครีบมีจุดสีดําประอยูท่ัวไป 
พื้นตัวขาวมีจดุดําประท่ัวตัว (Polkadot)  (ภาพท่ี 1) ขนาดใหญสุด 70 เซนติเมตร หนกั  4.8 กิโลกรัม  
 

 
 

ภาพท่ี 1  ลักษณะภายนอกปลากะรังหงส, Cromileptes altivelis (Valenciennes, 1828) 
 
 ปลากะรังหงสชนิดนี้มีลําตัวปอม และแบนขางมาก หวัแบนขางและงอนข้ึน บริเวณหนา
ครีบหลังโคงนูน นยันตามีขนาดปานกลาง ปากกวางเฉียงข้ึน มุมปากอยูนัยนตา ขากรรไกรบนและ
ลางใหญ มีฟนซ่ีเล็กละเอียด กระดูกเพดานมีฟนซ่ีเล็ก ๆ ขอบกระดูกแกมอันกลางขอบมีซ่ีปลาย
แหลม 3 อัน ครีบหลังมีฐานยาวมีกานครีบเดี่ยวเปนซ่ีแข็งปลายแหลม 9 อัน และกานครีบแขนง  



     
  5 

17-19 อัน จุดเร่ิมตนของครีบหลังอยูเหนอืชองเหงือก ครีบอกคอนขางยาวปลายมน ครีบทองอยูใต
ครีบอก มีกานครีบเดี่ยวท่ีเปนซ่ีแข็งปลายแหลม 3 อัน ครีบหางมีปลายกลมมน เกล็ดเล็กละเอียด สี
ลําตัวมีสีพื้นเปนสีน้ําตาลออนอมเขียวจาง ๆ มีจุดดําบนหวั ลําตัว และครีบทุกครีบ (สมโภชน, 
2547) 
 
 แหลงท่ีอยูอาศัยและการแพรกระจาย เปนปลาท่ีอาศัยอยูในแนวปะการังทางตะวันตกเฉียง
เหนือของออสเตรเลีย บริเวณ Great barrier reef  ตลอดบริเวณชายฝงเอเชียตะวันออกเฉียงใต 
ชายฝงอินโดแปซิฟคตะวันตก จากตอนใตของญ่ีปุน และไตหวนัถึงอินโดนีเซีย โดยปลาขนาดเล็ก
พบในบริเวณความลึก 0.5-5 เมตร สวนปลาตัวเต็มวัยจะพบในความลึก 40-60 เมตร จัดเปนประเภท
ปลากินเนื้อโดยกินปลาขนาดเล็กและสัตวพวกกุง ปู เปนปลาท่ีเปล่ียนเพศไดเอง โดยเม่ือปลามี
ขนาดเล็กจะเปนเพศเมียและเมื่อมีน้ําหนกัมากกวา 2 กิโลกรัมหรือความยาว 50 เซนติเมตรจะเร่ิม
เปล่ียนเพศและจะเปนเพศผูเม่ือมีความยาวมากกวา 55 เซนติเมตร (Tridjoko, 2002) ปลากะรังหงส
สามารถเปนไดท้ังปลาสวยงามและปลาบริโภค 
 
 การเพาะและอนุบาล ปลากะรังหงสมีการเพาะเล้ียงกันมากต้ังแตป 2542 ในเกาะบาหลี 
ประเทศอินโดนีเซีย (เรณ,ู 2547) สําหรับในประเทศไทยน้ัน ศูนยวิจยัและพัฒนาประมงชายฝง
ระยอง มีการเพาะพันธุตั้งแตป 2547 โดยใชพอพันธุขนาด 0.9-3.0 กิโลกรัม ความยาว 38.0-59.0 
เซนติเมตร แมพันธุขนาด 2.6-3.0 กิโลกรัม ความยาว 49.0-53.0 เซนติเมตร ใหปลาวางไขและผสม
เองตามธรรมชาติ ปลาจะวางไขเวลา 22.00- 02.00 น. ในชวงท้ังขางข้ึนและขางแรม ไขเปนไขลอยมี
ขนาดเสนผานศูนยกลาง 800-900 ไมครอน อัตราการฟกประมาณ 36-51 เปอรเซ็นต ใชเวลาฟก
ออกเปนตัว 19-22 ช่ัวโมง ท่ีอุณหภูมิน้ํา 27-30 องศาเซลเซียส สวนการอนุบาลนั้น เม่ือลูกปลาอายุ 
3-7 วัน ใหกินโรติเฟอรขนาดเล็ก (s-type rotifer) ความหนาแนน 2-3 ตัว/มิลลิลิตร ลูกปลาอาย ุ8-20 
วันใหกนิโรติเฟอรขนาดปกติ อายุ 15- 25 วันใหอารทีเมียแรกฟก อายุ 26 วันใหอารทีเมียตัวเต็มวยั 
ปลาขางเหลืองสับ และอาหารสําเร็จรูป โดยใชเวลาในการอนุบาล 40-62 วันจะไดลูกปลาท่ีมี
ลักษณะเหมือนตัวเต็มวยั มีขนาดลําตัวยาว 0.43 เซนติเมตร น้ําหนกัประมาณ 0.9 กรัม (เรณู และ
คณะ, 2548) 
  
ลักษณะอัณฑะและการสรางสเปรมของปลา   
 

อุทัยรัตน (2531) ไดกลาวไววา ปลากระดกูแข็งสวนใหญอัณฑะจะมีลักษณะเปนพยูาว  
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2 พู อยูภายในชองทองติดกบัผนังชองทองดานบน ลักษณะภายนอกของอัณฑะของปลามีความ
แตกตางกันมากท้ังรูปรางและขนาดซ่ึงข้ึนอยูกับระยะการเจริญเติบโต และยังสัมพนัธกับฤดูกาล
ดวย ลักษณะอัณฑะของปลาท่ีแตกตางกัน เชน ปลาดุกอุยมีอัณฑะเปนพยูาว 2 พู และแตกแขนง
คลายนิ้วมือ อัณฑะของปลาดุกดานมีลักษณะคลายคลึงกนั แตไมแตกแขนง ปลาชอนมีอัณฑะเปนพู
ส้ัน ๆ และท้ังสองพูมีขนาดไมเทากัน สวนลักษณะภายในอัณฑะมีระบบทอสรางสเปรม 
(seminiferous tubule) และกระบวนการสรางเซลลสเปรม (spermatogenesis pattern) จะมีความ
แตกตางกันไปตามกลุมชนิดของปลา แตมีสวนที่เปนโครงสรางหลักเหมือนกนั คือ อัณฑะแตละ
ขางประกอบดวยทอท่ีทําหนาท่ีสรางสเปรมเปนหนวยเล็กท่ีสุดและเปนทอปลายตัน สเปรมท่ีสราง
จากทอดังกลาวนี้จะถูกขับเคลื่อนเขาสูทอน้ําเช้ือขนาดเล็ก คือ วาสเอฟเฟเรนส (vas efferens) 
จํานวนมากมาย แลวมารวมกันเปนทอใหญข้ึนเรียกวา วาสเดเฟเรนส (vas deferens) ซ่ึงจะไปเช่ือม
รวมกับ วาสเดเฟเรนส (vas deferens) ของอัณฑะอีกขางหนึ่งเปนทอส้ัน ๆ เปดออกสูชองขับถาย
น้ําเช้ือและของเสียจากไต (urogenital pore) สเปรมของปลาตางจากสัตวเล้ียงลูกดวยนมอ่ืน ๆ ตรงท่ี
ไมมีสวนของ acrosome ท้ังนี้เพราะไขปลามี micropyle ซ่ึงเปนทางผานของสเปรมอยูแลว การ
พัฒนาการสรางสเปรมของปลามี 2 ข้ันตอน คือ 
 

1 สเปรมมาโทเจเนซีส (spermatogenesis) เปนข้ันตอนการเพิ่มจํานวนของสเปรมโดยการ
แบงเซลลแบบไมโทซิส (mitosis) ทําใหมีจาํนวนสเปรมมาโตโกเนีย (spermatogonia) มากมายและ
พัฒนาไปเปนไพรมารี สเปรมมาโตไซต (primary spermatocyte) จากนัน้จะแบงเซลลแบบไมโอซิส 
(miosis) 2 คร้ัง ได เซ็คกันดารี สเปรมมาโทไซต (secondary spermatocyte) และไดสเปรมมาทิด 
(spermatid) ในท่ีสุด 

 
2  สเปรมมิเอชัน (spermiation) เปนข้ันท่ี spermatid มีการเปล่ียนแปลงรูปรางเปนสเปรมมา

โตซัว (spermatozoa) ซ่ึงจะมีหางและพรอมท่ีจะมีการปฏิสนธิกับไขได (วีรพงศ, 2536) 
 

ลักษณะรูปรางของสเปรม 
 
 สเปรมของปลามีขนาดเล็กมาก เนื่องจากไมมีอาหารสะสม มีลักษณะขุนขาว คลายน้ํานม ท่ี
เรียกวา milt ซ่ีงจะถูกปลอยออกมาในขณะปลาเพศเมียวางไข สเปรมสามารถเคล่ือนท่ีโดยอาศัยการ
โบกพัดของหาง อายุของสเปรมข้ึนอยูกับชนิดของปลา สเปรมแบงออกเปน 3 สวน คือ 
 



     
  7 

1. สวนหวั (head) เปนสวนของนิวเคลียสท่ีมีโครโมโซมเพียง 1 ชุด และสวนของ
นิวเคลียสจะมี cytoplasm หุมอยูบาง ๆ รูปรางของหัวอาจมีลักษณะเปนรูปไข หยกั หรือเปนแทง 
รี ๆก็ได ข้ึนกบัชนิดของปลา สวนใหญจะพบเปนรูปกลม 
 

2. สวนกลาง (middle piece) เปนสวนท่ีใชเช่ือมระหวางสวนหัวกับสวนหาง มีระยะส้ัน
 มาก รูปรางตางกันออกไปตามแตชนิดของปลา ประกอบดวยสวนแกนกลางของหางและลอมรอบ
 ดวย cytoplasm ซ่ึงภายในจะมี mitochondria และ centriole อยู เปนสวนท่ีเก็บฮอรโมน 
 

3. สวนหาง (tail) เปนเสนขนขนาดเล็กมาก และยาว จะประกอบดวยเซลลท่ีเรียงกันเปน
วงรอบ ๆแกนกลาง ซ่ึงลอมรอบดวย plasma membrane ซ่ึงสวนใหญจะมี microtubule เปน
แกนกลาง 1 คูและมี microtubule เรียงอยูรอบ ๆอีก 9 คู ทําหนาท่ีโบกพัดชวยในการเคล่ือนท่ี 
(อภิชาติ, 2546)  
 
 ปลากระดูกแข็งสวนมากจะมีสเปรมท่ีมีสวนหัวเปนรูปทรงกลม (spherical) หรือ ทรงรี 
(ovate) โดยสวนหวัมีขนาดประมาณ 2-3 ไมโครเมตร และความยาวของสเปรมจากหัวจนถึงปลาย
หางประมาณ 40-60 ไมโครเมตร สวนกลางมีขนาดเล็ก และสวนใหญมีหาง 1 หาง (วรีพงศ, 2536) 
น้ําเช้ือปลาท่ีรีดออกมาสด ๆและสะอาด จะมีสีขาวคลายน้ํานมแตขนเหนียวและมีกล่ินคาวจัด ถา
นําไปตรวจสอบดูดวยกลองจลุทรรศน เซลลสเปรมของปลาท่ัวไปจะยังไมมีการเคล่ือนท่ี 
(immotile) แตเม่ือน้ําเช้ือปลาผสมกับน้ํา ขณะท่ีอยูในแหลงผสมพันธุตามธรรมชาติ หรือเม่ือนําน้ํา
หยดลงบนแผนกระจกสไลดภายใตกลองจุลทรรศน จะพบวาเซลลสเปรมถูกกระตุนใหมีการ
เคล่ือนท่ีอยางรุนแรงอันเปนผลมาจากการเจือจาง (diluent effect) แตการเคล่ือนท่ีดังกลาวจะส้ินสุด
ลงอยางรวดเร็วภายในเวลาประมาณไมเกิน 1 นาที (กฤษณ, 2536) ดังนัน้การประเมินเปอรเซ็นตการ
เคล่ือนท่ีของเซลลสเปรมภายใตกลองจุลทรรศนจึงตองทําอยางรวดเร็ว สวนน้ําเช้ือท่ีมีส่ิงอื่นเจือปน 
เชน เลือด ปสสาวะ อุจจาระ หรือ น้ํา เปนน้ําเช้ือท่ีมีคุณภาพไมดีไมเหมาะแกการเกบ็รักษาและเม่ือ
นําน้ําเช้ือสดมาผสมกับไข ก็อาจเปนเหตุทําใหมีอัตราการผสมและฟกออกเปนตัวต่ํากวาน้ําเช้ือท่ี
สะอาด ปริมาตรของนํ้าเช้ือท่ีรีดไดจากปลาตัวหนึ่งในแตละคร้ัง ความหนาแนนของเซลลสเปรมจะ
มีความผันแปรไปตามฤดูกาล และชวงระยะเวลาในการผสมพันธุ  
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การเก็บรวบรวมน้ําเชื้อปลา 
 
 การเก็บรวบรวมน้ําเช้ือปลาตัวผูสรุปได 3 วิธี (อุทัยรัตน, 2538) คือ 
 

1. รีดโดยตรงจากตัวปลา โดยกดเบา ๆ ตรงสวนทอง น้ําเช้ือจะไหลออกมา 
2. ใชเข็มฉีดยาดดูจากชองเปดของนํ้าเช้ือ (urogenital pore) 
3. โดยการผาทอง เพื่อนําเอาอัณฑะ (testis) ไปบดแยกเอาน้ําเช้ือออกไปผสมเทียม ซ่ึงมัก

ปฏิบัติกับปลาซ่ึงมีน้ําเช้ือนอย หรือไมสามารถรีดน้ําเช้ือได 
 

วิธีการเก็บรักษาน้ําเชื้อปลา 
 
 น้ําเช้ือปลาถานํามาปนแยก (centrifuge) จะแยกได 2 สวน คือ สวนท่ีเปนเซลลสเปรม
(spermatozoa) และเปนของเหลว (seminal fluid) เชนเดยีวกับน้ําเช้ือสัตวเล้ียงลูกดวยนม 
องคประกอบทางเคมีและฟสิกสของของเหลวในนํ้าเช้ือสัตวเล้ียงลูกดวยนมมีการศึกษากันอยาง
ละเอียด แตในปลามีการศึกษาคอนขางจํากดั ขอมูลในเร่ืองนี้มีความสําคัญยิ่งตอการพัฒนาสูตร
น้ํายาสําหรับเก็บแชแข็งเซลลสเปรมปลาเพราะองคประกอบทางเคมีและฟสิกสของของเหลวใน
น้ําเช้ือปลาแตละชนิดยอมแตกตางกัน ดังนั้นการเตรียมน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมกบัน้ําเช้ือปลาแต
ละกลุม ตองใชสารเคมีท่ีเม่ือละลายน้ําเช้ือแลวใหอิออนชนิดท่ีเหมาะสมและนํ้ายานั้นควรมี 
osmolality ใกลเคียงกับของเหลวในนํ้าเช้ือปลาเพื่อปองกันการกระตุนการเคล่ือนไหวหรือการใช
พลังงานของสเปรม ตลอดจนการรักษาสเปรมใหคงรูป และมีชีวิตอยูรอดตลอดเวลาที่ทําการเก็บ
รักษา (กฤษณ, 2536) 
 

วิธีการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาท่ีนิยมทํากนัมี 2 วิธี คือ การเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบระยะส้ัน 
(Short-term  storage) เปนการเก็บในตูเย็นท่ีมีอุณหภูมิสูงกวา  0 องศาเซลเซียส เล็กนอย โดยสาร
สําคัญท่ีใชในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาแบบระยะส้ัน คือ น้ํายา extender ซ่ึงเปนสารท่ีใชเจือจาง
น้ําเช้ือกอนการเก็บรักษาเพือ่ไมใหน้ําเช้ือมีความเขมขนมากเกินไป อีกท้ังมีบทบาทในการลดการ
เคล่ือนท่ีและการใชพลังงานของเซลลเสปรม  และอีกวิธีหนึ่ง  คือ การเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบระยะ
ยาว (long-term  storage) ซ่ึงตองอาศัยน้ํายา extender  สาร cryoprotectant และ อัตราการลด
อุณหภูมิ (freezing rates) ท่ีเหมาะสม จากนั้นนําน้ําเช้ือท่ีผานกระบวนการแชแข็งเกบ็ในถัง
ไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภมิู -196 องศาเซลเซียส   
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1. การเก็บน้ําเช้ือแบบระยะส้ัน เปนการเก็บรักษาในตูเยน็หรือถังน้ําแข็งอุณหภูมิสูงกวา  
0 องศาเซลเซียสเล็กนอย ซ่ึงการเก็บรักษาน้ําเช้ือดวยวิธีนี้สามารถเก็บไดท้ังสภาพเขมขน หรือเจือ
จางดวยสารละลายท่ีมีความเหมาะสม ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาชนดิตาง ๆ ท่ีมีผูศึกษาไวท้ังใน
และตางประเทศ (ตารางท่ี 1,2) เชน จากการศึกษาของ นลินี และคณะ (2526) ในปลาตะเพยีนขาว, 
Puntius  gonionotus โดยเกบ็รักษาในตูเยน็อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ใชน้ํายา extenders 5 สูตร 
ไดแก Ringer’ s solution, NaCl-KHCO3, sucrose-KHCO3, minimal medium สําหรับเล้ียงยีสต และ 
sodium metabisulfite มีอัตราสวนของน้ําเช้ือตอน้ํายาเปน 1 ตอ 3 หลังจากการเก็บรักษานาน 96 
ช่ัวโมง พบวาน้ํายา extender ทุกสูตรใหเปอรเซ็นตเซลลสเปรมมีชีวิต อัตราการปฏิสนธิและอัตรา
การฟกออกเปนตัวอยูระหวาง 20-68%, 1.6-23.7% และ 0-0.251% ตามลําดับ น้ํายา extender ท่ีให
เปอรเซ็นตเซลลสเปรมมีชีวิตสูงสุด (68%) ไดแก sucrose-KHCO3 และขณะเดียวกนักใ็หอัตราการ
ปฏิสนธิสูงสุด (23.7%) ดวย แตอัตราการฟกออกเปนตัวมีคาเปนศูนย (0%) 
 
 นอกจากนี้อุทัยรัตน (2526) ก็ทดลองเก็บน้าํเช้ือปลาตะเพียนขาว, Puntius  gonionotus ใน
ตูเย็นเชนเดยีวกัน โดยเก็บในสภาพเขมขนและเจือจางดวยน้ํายา extender เปน 5 ตอ 3 เก็บรักษา
น้ําเช้ือเปนเวลานาน 24 และ 72 ช่ัวโมง จึงนํามาผสมกับไขสดพบวาน้าํเช้ือท่ีเก็บรักษาในสภาพ
เขมขนมีเปอรเซ็นตการปฏิสนธิ 73.14% และ 18.25% ตามลําดับ สวนน้าํเช้ือท่ีเก็บรักษาใน Rinsing 
solution ท่ีใหอัตราการปฏิสนธิเปน 60.17% และ 3.17% ตามลําดับ  
 
 นลินี (2527) ทดลองเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว, Puntius  gonionotus เชนเดยีวกัน 
โดยศึกษานํ้ายา extender 16 สูตร อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายาเปน 1 ตอ 3 เก็บในตูเยน็อุณหภูมิ 5-10 
องศาเซลเซียส นาน 24, 48 และ 72 ช่ัวโมง ผลจากการศึกษาพบวาน้ํายา extenders สูตรท่ี 16 ซ่ึง
ประกอบดวย KHCO3 125 mM, Sucrose 250 mM และ reduced glutathione 9.75 mM ใหผลดกีวา
น้ํายา extender สูตรอ่ืน ๆ คือ มีเปอรเซ็นตเซลลสเปรมเคล่ือนท่ีเปน 76%, 71% และ 67% ตามลําดบั
ของระยะเวลาท่ีเก็บรักษาและในน้ํายา extender สูตรเดียวกัน (สูตรท่ี 16)  Hulata and Rothbard 
(1979) ไดศึกษาการเก็บรกัษานํ้าเช้ือปลาไน, Cyprinus carpio แบบระยะส้ัน โดยใช rinsing  
solution ซ่ึงประกอบดวย 0.3% Urea และ 0.4% NaCl เปนน้ํายา extender เก็บท่ีอุณหภูมิ  0  ถึง  4 
องศาเซลเซียส ไดนานถึง  45 ช่ัวโมง โดยมีอัตราการปฏิสนธิ และอัตราการฟกไมแตกตางกับ
น้ําเช้ือสด และใชน้ํายาเดยีวกันนี้เก็บรักษาน้ําเช้ือปลาทอง, Carassius  auratus พบวาสามารถเก็บ
รักษาน้ําเช้ือท่ีอุณหภูมิ  3 – 5 องศาเซลเซียส ไดนานถึง 30 วัน 
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  Withler (1982) ทดลองเก็บรักษาน้ําเช้ือในสภาพเขมขนเชนเดยีวกันโดยศึกษาปลายี่สกเทศ 
Labeo rohita  ปลาไน, Cyprinus carpio ปลาตะเพียนขาว, Puntius gonionotus และปลาสวาย, 
Pangasianodon hypopthalmus โดยบรรจุน้าํเช้ือในหลอดฉีดยาพลาสติกเก็บรักษาในตูเย็นอุณหภมิู 
2-9 องศาเซลเซียส ผลจากการศึกษาพบวา น้ําเช้ือปลายี่สกเทศหลังจากการเก็บนาน 23 นาที นํามา
ผสมกับไขไดอัตราการปฏิสนธิ 92% ปลาไนหลังจากการเก็บรักษานาน 75, 100 และ 210 นาที มี
เปอรเซ็นตสเปรมเคล่ือนท่ี 100% แตเม่ือเก็บรักษานาน 24 ช่ัวโมงมีสเปรมเคล่ือนท่ีเพียง 2% ในปลา
ตะเพียนขาวเกบ็นาน 5 ช่ัวโมง 30 นาที มีสเปรมเคล่ือนท่ี 15% และปลาสวายหลังจากการเก็บรักษา
นาน 10, 50 และ 80 นาที มีเปอรเซ็นตสเปรมเคล่ือนท่ี 100% แตเม่ือเกบ็รักษานาน 18 ช่ัวโมง และ 
3-5 วัน มีสเปรมเคล่ือนท่ี 10% และ 0% ตามลําดับ  
 
 ในทํานองเดียวกัน Saad et al (1988) ทําการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาไน, Cyprinus carpio ใน
ระยะส้ันท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบวาอัตราการเคล่ือนท่ีของสเปรมและอัตราการผสมกับไขจะ
สูงในวันท่ี 1 และ 2 และจะลดลงเร่ือย ๆจนเปน 0 หลังจากเก็บรักษานาน 6-8 วัน แตเม่ือเติมสาร
ปฏิชีวนะ(50 μg/ml streptomycin + 50 IU bipenicillin) ในน้ํายา extender พบวาในการเก็บรักษา 8 
วัน สเปรมยังมีการเคล่ือนท่ี 100% เม่ือเกบ็รักษานานถึง 16 วันกย็ังมีการผสมกับไขถึง 20%  
 
 ศิริพร และคณะ (2550) ทําการเก็บรักษาน้าํเช้ือปลาดุกเทศ, Clarias gariepinus แบบแชเย็น
ท่ีอุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส โดยศึกษาในสารละลายบัฟเฟอร 5 ชนิดภายใน tissue culture flasks 
ในอัตราสวน 1:1, 1:2 และ 1:3 โดยปริมาตรและประเมินประสิทธิภาพการเก็บรักษาในชวงเวลาตาง 
ๆของฤดูผสมพันธุวางไข พบวาสารละลายบัฟเฟอร 7 และ Ca-F HBSS มีความเหมาะสมมากท่ีสุด
ในการแชเยน็น้ําเช้ือปลาดุกเทศ เนื่องจากสามารถเก็บรักษาน้ําเช้ือไดนานท่ีสุด 144 ช่ัวโมง กอนท่ี
สเปรมจะหยุดการเคล่ือนท่ีเม่ือกระตุนดวย 0.4% NaCl ระยะเวลาในการเก็บรักษาน้าํเช้ือท่ีเจือจาง
ในสารละลายบัฟเฟอร (extender milt) ลดลงในชวงฤดูผสมพันธุวางไข โดยนํ้าเช้ือท่ีรวบรวม
ในชวงตนฤดผูสมพันธุวางไข สามารถเก็บรักษาไดนานกวาน้ําเช้ือท่ีเก็บรักษาในชวงกลางฤดูหรือ
ปลายฤดูผสมพันธุวางไข และการใชอัตราสวนเจือจางน้ําเช้ือตอสารละลายบัฟเฟอรไมมีผลตอ
ระยะเวลาการเก็บรักษา จากขอมูลจะเห็นไดวาชนดิของน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมนัน้นอกจากจะ
สามารถยืดเวลาการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาแบบระยะส้ันแลว ยังสามารถใชเจือจางเพื่อเพิ่มปริมาตร
น้ําเช้ือไดอีกดวย จึงนาจะเปนประโยชนสําหรับการศึกษาและประยุกตใชกับปลากะรังหงสตอไป 
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ตารางท่ี 1  ชนดิของน้ํายา extender ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเก็บน้ําเช้ือปลาน้ําจืด 
 

ชนิดปลา (species) น้ํายา extender เอกสารอางอิง 

ปลาตะเพียนขาว, Puntius  gonionotus ซูโครส-KHCO3 นลินี และคณะ, 2526ปลา
ตะเพียนขาว, Puntius  gonionotus ซูโครส-KHCO3 อุทัยรัตน, 2526 
ปลาตะเพียนขาว, Puntius  gonionotus KHCO3 12  mM+ นลินี, 2527 
  ซูโครส 250  mM + 
  glutathione 9.75  mM 
ปลาตะเพียนขาว, Puntius  gonionotus rinsing solution  Hulata and Rothbard, 1979 
  (urea 0.3% + NaCl 0.4%) 
ปลาไน, Cyprinus carpio และ rinsing solution  Hulata and Rothbard, 1979 
ปลาทอง, Carassius  auratus (urea 0.3% + NaCl 0.4%) 
ปลาดุกเทศ, Clarias gariepinus สารละลายบัฟเฟอร 7  ศิริพร และคณะ, 2550 
  และ Ca-F HBSS 
ปลาดุกเทศ, Clarias gariepinus กลูโคส 50% Steyn et al., 1985 
ปลาบึก, Pangasianodon gigas ซูโครส + KHCO3+ Mongkonpunya et al., 1992 
  reduced glutathione 
ปลาบึก, Pangasianodon gigas CF-HBSS, NaCl 0.9% พลชาติ และคณะ, 2550 

 
ตารางท่ี 2  ชนดิของน้ํายา extender ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเก็บน้ําเช้ือปลาทะเล 
 

ชนิดปลา (species) น้ํายา extender เอกสารอางอิง 

ปลาหมอทะเล, Epinephelus  lanceolatus MFR, CT+กลูโคส 1-2% เรณู และคณะ, 2542 
ปลาแซลมอน, Salmon salar และ ซูโครส + KHCO3 + Mounib, 1978 
ปลาคอด, Gadus morhua reduced glutathione 
ปลา turbot, Scophthalmus  maximus MMM Dreanno et al., 1997  
ปลา sturgeon, Acipenser  baeri tris-sucrose-KCl, Glogowski et al., 2002 
  tris-NaCl   
ปลา seaperch, Lateolabrax  japonicus    MPRH  Ji et al., 2004  
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 2. การเก็บรักษาแบบระยะยาว เปนการเก็บแชแข็งในถังไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 
องศาเซลเซียส ซ่ึงการเก็บรักษานํ้าเช้ือดวยวิธีนี้ถามีการเลือกใชน้ํายาท่ีใชเก็บรักษานํ้าเช้ือชนิดและ
ระดับความเขมขนของสาร cryoprotectant (สารท่ีชวยปองกันความเสียหายของเซลลใน
กระบวนการแชแข็ง) ระยะ equilibration time (ชวงเวลาหลังจากการผสมกับน้ําเช้ือกบัสาร 
cryoprotectant กอนทําการแชแข็ง) และอัตราการลดอุณหภูมิกอนการแชแข็ง ถามีการปฏิบัติและ
เลือกใชอยางถูกตองเหมาะสมกับน้ําเช้ือปลาแตละชนดิ สามารถเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาไดนานหลาย
สิบป เม่ือจะใชก็นําออกมาละลายดวยวิธีการและอุณหภมิูท่ีเหมาะสม ทําใหไดผลการเพาะฟกผสม
เทียมท่ีมีประสิทธิภาพสูงไมตางจากน้ําเช้ือสด ดังนั้นตลอดเวลาที่ผานมา 30 กวาปจงึมีผูศึกษา
ทดลองพัฒนาวิธีการเก็บแชแข็งน้ําเช้ือปลาชนิดตาง ๆ ใหมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด (ตารางท่ี 3,4) 
เชน จากการพฒันาวิธีการของ Mounib et al. (1968) ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบแชแข็งในปลา 
Atlantic cod, Gadus morhua โดยใชอัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายาเปน 1 ตอ 3 ภายหลังการเก็บรักษา
นาน 60 วัน นาํมาผสมกับไขสดไดอัตราการปฏิสนธิ 36% เม่ือเปรียบเทียบกับการผสมดวยน้ําเช้ือ
สดและไขสดซ่ึงได 79% 
 
 Ott and Horton (1971) ทดลองเก็บน้ําเช้ือปลา Chinook salmon, Oncorhynchuh  
tshawytscha และปลา coho salmon, O. kisutch  แบบแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (-196 องศา
เซลเซียส) ดวยน้ํายาท่ีมีสวนผสมของ manitol และใช DMSO (dimethyl sulfoxide) เขมขน 8% 
ภายหลังการเกบ็แชแข็งนาน 7 วันนําน้ําเช้ือออกมาละลายผสมกับไขสดใหอัตราการปฏิสนธิ 38% 
และ 79%  ตอมา Mounibb (1978) ไดพัฒนาสูตรน้ํายาในการเก็บรักษาแบบแชแข็งในปลาแซลมอน
และปลาคอด (Salmon salar และ Gadus morhua) ซ่ึงน้ํายา extender ดังกลาวประกอบดวย KHCO3, 
sucrose และ reduced glutathione และใช 12.5% DMSO เปนสาร cryoprotectant สามารถเก็บรักษา
น้ําเช้ือไดดี คือ มีอัตราปฏิสนธิเปน 80% และ 59% ในปลาแซลมอนและคอดตามลําดับ  
 
 จากการเก็บรักษาเบ้ืองตนของ Steyn et al.(1985) ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาดุกเทศ 
Clarias gariepinus แบบแชแข็งในสารละลายตาง ๆไดผลเปนท่ีนาพอใจ คือ น้ําเช้ือท่ีเก็บในสาร 
ละลาย 50% glucose มีสาร cryoprotectant เปน 5% glycerol ระยะ equibration time 60 นาที อัตรา
การลดอุณหภมิู 8 องศาเซลเซียสตอนาที หลังจากการเกบ็นาน 1, 30 และ 60 วัน ภายหลังการละลาย 
ท่ีอุณหภูมิน้ํา 25 องศาเซลเซียส สเปรมมีการเคล่ือนท่ี 40% 20% และ 20 % ตามลําดบัเวลาท่ีรักษา 
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 สองปตอมา Steyn and Van Vuren (1987) ไดทดลองเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาดุกเทศ, Clarias 
gariepinus แบบแชแข็งอีก โดยใชสารละลายเจือจางน้ําเช้ือท่ีใหผลดีท่ีสุดจากการทดลองในป ค.ศ. 
1985  ผลจากการเก็บรักษาน้ําเช้ือนาน 14 วัน พบวาน้ําเช้ือท่ีเก็บในสารละลายท่ีมีสวนผสมของ 
11% glycerol ระยะ equilibration time 20 นาที อัตราการลดอุณหภูมิ 11 องศาเซลเซียสตอนาที 
ภายหลังการละลายท่ีอุณหภมิู 25 องศาเซลเซียส ผสมกับไขสดใหอัตราการฟกเปนตัวสูงสุด 51.2%  
 
 Mongkonpunya et al. (1992) ไดทดลองเกบ็น้ําเช้ือปลาบึก, Pangasianodon gigas 
(Chevey) แบบแชแข็ง ในนํ้ายาประกอบดวย KHCO3 sucrose และ reduced glutathione (1.25, 8.55 
และ 0.3 กรัมตอ 100 มิลลิลิตร ตามลําดับ) ใชอัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายาเปน 1 ตอ 3 และใช  8% 
DMSO ทําการลดอุณหภูมิโดยแขวนในถังไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส นาน 2, 
360 และ 540 วัน นํามาละลายท่ีอุณหภูมิน้าํ 70-80 องศาเซลเซียส นาน 20 นาที นําไปทดสอบ
คุณภาพน้ําเช้ือ โดยดูอัตราการผสมกับไขสดของปลาบึก ปลาสวายแมน้าํโขง, Pangasius 
conchophilus และปลาสวาย, Pangasianodon hypopthalmus ตามลําดบัเวลาในการเก็บรักษา ใหผล
การทดลองเปน 67.7 + 7.1, 67.7 + 0.8 และ 34.7 + 5.7% ตามลําดับ 
 
 Linhart et al. (1993) ทําการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลา European catfish, Silurus glanis L. ใน
สารละลายท่ีประกอบดวย NaCl 200 mM, Tris 30 mM, pH 7 ใชสาร cryoprotectant เปน 12% และ 
15% glycerol ทําการลดอุณหภูมิของน้ําเช้ือซ่ึงเก็บในรูปของ pellets เหนือไนโตรเจนเหลว 
 (-80  ถึง -85 องศาเซลเซียส) นาน 10 นาที กอนจะเก็บแชแข็งในไนโตรเจนเหลว (-196 องศา
เซลเซียส) และนําออกมาละลายท่ีอุณหภูมิน้ํา 36 องศาเซลเซียส นาน 20 วินาที ใหอัตราการผสมกับ
ไขเฉล่ีย 45.2% และอัตราการฟกเปนตัวเปน 70.6 % และเม่ือเปรียบเทียบความสมบูรณของลูกปลา
ท่ีไดจากน้ําเช้ือเก็บแชแข็งกไ็มแตกตางจากนํ้าเช้ือสด 
 
 เรณู และคณะ (2542) ทําการเก็บน้ําเช้ือปลาหมอทะเล, Epinephelus  lanceolatus ในภาวะ
แชแข็งในถังไนโตรเจน (-196 องศาเซลเซียส) โดยใชน้ํายา extender สูตรตาง ๆ คือ น้ํายา 
ริงเกอรสําหรับปลาทะเล (MFR), สารละลายโซเดียมซิเทรท 0.1 โมลา (CT), น้ํายาสูตร 251(E 251) 
และนํ้ายาสูตร 189 (E 189) ผลการทดลองแสดงวาเปอรเซ็นตของสเปรมเซลลท่ีมีชีวิตในน้ํายาที่มี
สวนผสม MFR, CT เติมกลูโคส 1-2 % และ DMSO 10 % มีเปอรเซ็นตเซลลมีชีวิตมากกวา 90% ใน
เวลา 43 วันและพบวาการเคล่ือนท่ีของสเปรมลดลงเม่ือเก็บไวนาน  
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 พลชาติและคณะ (2550) ทดลองเก็บน้ําเช้ือปลาบึก, Pangasianodon gigas โดยวิธีแชแข็ง 
ศึกษาประสิทธิภาพของน้ํายา extenders เจือจาง 3 สูตร คือ CF-HBSS, 0.9% NaCl และ MPG ใน
การเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาบึกแบบระยะส้ันนาน 192 ช่ัวโมง (8 วัน) พบวาน้ํายา CF-HBSS, 0.9% 
NaCl ในอัตราเจือจาง 5 เทามีประสิทธิภาพดีกวาในอัตราเจือจาง 3 และ 10 เทา สวนน้ํายา MPG ใน
ทุกอัตราเจือจางสงผลใหสเปรมปลาบึกตายท้ังหมดเม่ือเกบ็นาน 48 ช่ัวโมง ประสิทธิภาพของสาร 
cryoprotectant 2 ชนิด คือ DMSO และเมธานอลท่ีความเขมขน 2-25% ในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา
บึกแบบระยะส้ันนาน 0-120 นาที พบวาเม่ือความเขมขนของสาร cryoprotectant ท้ัง 2 ชนิดเพิ่มข้ึน
จะสงผลใหปริมาณและระยะเวลาท่ีสเปรมเคล่ือนท่ีลดลง โดยเมธานอลมีพิษตอสเปรมปลาบึกตํ่า
กวา DMSO ในทุกระดบัความเขมขนและระยะเวลาเก็บน้ํายา extender เจือจาง พบวาการใชน้ํายา
กลูโคส 5% และ ฟรุกโตส 6% ใหผลไมแตกตางกันในการแชแข็งน้ําเช้ือปลาบึก แตใหผลดีกวา
น้ํายา CF-HBSS ท้ังในปริมาณสเปรมและระยะเวลาท่ีสเปรมเคล่ือนท่ี สวนการลดอุณหภูมิดวย
วิธีการ 3 แบบ คือ แบบท่ี 1 ใหสัมผัสไอไนโตรเจนเหลวในกลองโฟม อัตราลด -4.62 องศา
เซลเซียสตอวินาที แบบท่ี 2 สัมผัสไอไนโตรเจนเหลวในถังเก็บ อัตราลด -12.06 องศาเซลเซียสตอ
วินาที และแบบท่ี 3 ใชเคร่ืองลดอุณหภูมิอัตโนมัติ อัตราลด -3.8 องศาเซลเซียสตอวินาที ปรากฏวา
ท้ัง 3 แบบใหผลในดานปริมาณสเปรมไมแตกตางกัน แตแบบท่ี 1 และ 3 มีผลใหสเปรมเคล่ือนท่ี
นานกวาแบบท่ี 2 และเมื่อนาํน้ําเช้ือปลาบึกซ่ึงผานการลดอุณหภูมิดวยวิธีในแบบท่ี 3 และเก็บรักษา
นาน 2-343 วนัมาละลายในน้ําท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 8 วินาที ปรากฏวาไมมีความ
แตกตางท้ังปริมาณสเปรมและระยะเวลาท่ีสเปรมเคล่ือนท่ี ประสิทธิภาพของน้ําเช้ือปลาบึกท่ีเก็บ
รักษาโดยวิธีแชแข็งในการผสมเทียม โดยทําการผสมเทียมไขปลาบึกดวยน้ําเช้ือท่ีแชแข็งนาน 377 
วันและน้ําเช้ือสดซ่ึงผานการเจือจางดวยน้ํายาและอัตราเจอืจางเดียวกนั แตใหอัตราสวนของสเปรม
มีชีวิตตอไข 1 ใบในการผสม ในปริมาณ 1.48 x 105 และ 5.37 x 105 เซลล ตามลําดับ ปรากฏวา
น้ําเช้ือ 2 แบบใหผลไมแตกตางกัน  
 
 Ji et al. (2004) ทําการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลา sea perch, Lateolabrax  japonicus   ดวยน้ํายา 
extender 3 สูตร คือ MPRS, D-15 และ MMM ในอัตราสวนน้ําเช้ือ:น้าํยา เทากับ 1:1 โดยใชหลอด
ฟางขนาด 1.8 มิลลิลิตร และสาร cryoprotectant ท่ีใช คือ DMSO, DMF, Glycerol และ methanol ท่ี
ระดับความเขมขน 6 %, 10% และ 14% พบวาสารประกอบท่ีเหมาะสมในการแชแข็ง ประกอบดวย 
MPRS และ 10% DMSO และเก็บไวไดนาน 3 วัน และ 1 ป ซ่ึงใหผลการปฏิสนธิไมแตกตางกันเม่ือ
เทียบกับน้ําเช้ือสด  
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 Richardson et al. (1999) ทําการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาตาเดียว, Paralichthys  olivaceus โดย
ใชหลอดฟางท่ีมีขนาดตางกนั 2 ขนาด คือ 0.25 มิลลิลิตร และ 1.7 มิลลิลิตร พบวาอัตราการปฏิสนธิ
เม่ือเทียบกับน้าํเช้ือสด ไดเปน 59%, 54% 64% ตามลําดบั และอัตราการเพาะฟกเม่ือเทียบกับน้ําเช้ือ
สด ไดเปน 52%, 42% และ 36% ตามลําดบั  
 
 Zhang et al. (2003) ทําการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาตาเดียว, Paralichthys  olivaceus ดวยน้ํายา 
extenders 6 สูตร คือ น้ํายา NaCl, KCl, CaCl, MgCl, MgSO4 และ NaHCO3 และใชสาร 
cryoprotectant 3 ชนิด คือ DMSO, Glycerol และ methanol ในอัตราสวนน้ําเช้ือ:น้ํายา เทากับ 1:2 
โดยอัตราการลดอุณหภูมิท่ีสุดทายนั้นแตกตางกัน คือ -15, -40, -80, -110 และ -160 แลวเก็บใน
ไนโตรเจนเหลวนาน 5 นาที เม่ือนําน้ําเช้ือแชแข็งมาละลายท่ี 28 องศาเซลเซียส พบวา Glycerol ให
เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี การปฏิสนธิ และการเพาะฟกดท่ีีสุด  
 
 Glogowski et al. (2002) ทําการศึกษาเก็บรักษาน้ําเช้ือปลา sturgeon, Acipenser  baeri แบบ
แชแข็งดวยน้ํายา extender 3 สูตร คือ tris-sucrose-KCl, tris-NaCl และ tris-sucrose และผสมดวย 
10% methanol โดยใชหลอดฟางขนาด 0.25  มิลลิลิตร ใชอัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา เทากับ 1:1 
พบวาสารท่ีเหมาะสมในการแชแข็ง คือ tris-sucrose-KCl และ tris-NaCl โดยท่ีนํามาละลายท่ี
อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส นาน 6 วินาที พบวาใหอัตราการเพาะฟกสูงท่ีสุดเม่ือเทียบกับน้ําเช้ือสด 
 
 Dreanno et al. (1997) ทําการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลา turbot, Scophthalmus  maximus ดวย
น้ํายา extenders 4 สูตร คือ MMM, ASL1, ASL2 และ MRM และใชสาร cryoprotectant 4 ชนิด คือ 
DMSO, Glycerol, Ethylene glycol และ methanol ท่ีระดบัความเขมขน 5%, 10% และ 15% ใน
อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายาเปน 1:2 พบวา MMM เปนน้ํายา extender ท่ีดีท่ีสุด และสาร 
cryoprotectant ท่ีดีท่ีสุด คือ 10% DMSO    
 
 นอกจากนี้การเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาโดยวิธีการแชแข็งเปนทางเลือกหนึ่งท่ีชวยแกปญหาใน
ปลาท่ีใกลจะสูญพันธุ (Endangered species) หรือใชในโปรแกรมการผสมพันธุปลา เชน 
androgenesis (Thorgaard et al., 2000) และผลิตปลาขามสายพันธุ (Hybridize species) ได เชน การ
ใชน้ําเช้ือแชแข็งของ blue catfish, Ictalurus furcatus ผสมกับไขของ Channel catfish, Ictalurus 
punctatus โดย Bart et al. (1998) นอกจากนีย้ังสามารถเก็บรักษาน้ําเช้ือไดนาน ลดพื้นท่ีการเล้ียงพอ
แมพันธุ สามารถขนสงไดงายเม่ือเทียบกับปลามีชีวิต (Piironen, 1993 ; Chereguini et al., 2001)  
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และสามารถแกปญหาสําหรับปลาท่ีไขและนํ้าเช้ือสุกไมพรอมกัน เชน ปลาเผาะหรือปลาโมง, 
Pangasius  bocourti  (Kwantong, 2003) อยางไรก็ตามวธีิการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลามีคาใชจายในการ
ดําเนินงาน และคาใชจายในการเก็บรักษา จึงควรใชน้ําเช้ือปลาแชแข็งใหเกิดประสิทธิภาพสูงสุด  
 
ตารางท่ี 3  ชนดิและความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเกบ็น้ําเช้ือ 
 ปลาน้ําจืด 
 

ชนิดปลา (species) สาร cryoprotectant เอกสารอางอิง 

ปลาดุกเทศ, Clarias gariepinus glycerol 5%  Steyn et al., 1985  
ปลาดุกเทศ, Clarias gariepinus glycerol 5% Steyn and Van Vuren, 1987 
ปลาบึก, Pangasianodon gigas DMSO 8% Mongkonpunya et al., 1992 
ปลา European catfish, Silurus glanis glycerol 12% และ 15% Linhart et al., 1993 
 
 
ตารางท่ี 4  ชนดิและความเขมขนของสาร cryoprotectant ท่ีมีคุณภาพสูงสุดในการเกบ็น้ําเช้ือ 
 ปลาทะเล 
 

ชนิดปลา (species) สาร cryoprotectant เอกสารอางอิง 

ปลาหมอทะเล, Epinephelus  lanceolatus DMSO 10% เรณู และคณะ, 2542 
ปลา chainook salmon, Oncorhynchuh  DMSO 8%, Ott and Horton, 1971 
 tshawytscha และปลา coho salmon, manitol 8%  
O. kisutch  
ปลาแซลมอน, Salmon salar และ DMSO 12.5% Mounib, 1978 
ปลาคอด, Gadus morhua  
ปลา turbot, Scophthalmus  maximus DMSO 10% Dreanno et al., 1997  
ปลา sturgeon, Acipenser  baeri methanol 10% Glogowski et al., 2002 
ปลาตาเดียว, Paralichthys  olivaceus glycerol Zhang et al., 2003 
ปลา seaperch, Lateolabrax  japonicus    DMSO 10% Ji et al., 2004  
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การเก็บรักษาน้ําเชื้อแบบแชแข็ง 
 
 การเก็บรักษาน้ําเช้ือเปนระยะเวลานานโดยวิธีแชแข็ง มีการศึกษามาเปนเวลานานสวนใหญ
เนนไปที่ปลาที่สําคัญทางเศรษฐกิจ  เชน ปลากลุม Salmonids Cyprinids และกลุม catfish แบงได
เปนกลุมปลาน้ําจืด 49 เปอรเซ็นต ปลาทะเล 31 เปอรเซ็นต ปลาน้ํากรอย 7 เปอรเซ็นต และปลาท่ี
อพยพระหวางน้ําจืดกบัน้ําทะเล 13 เปอรเซ็นต (Tiersch, 2000)  
 
 การเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาโดยวิธีแชแข็งมีข้ันตอนและรายละเอียดดังภาพท่ี 2 
 
  

คัดเลือกปลาเพศผูที่มีลักษณะดีและสมบูรณพันธุ 

เก็บนํ้าเช้ือปลา และตรวจคุณภาพนํ้าเช้ือปลา 

ตรวจสอบการเคลื่อนที่ (Motility) ของสเปรม Motility นอยกวา 75 % 

คัดทิ้ง Motility เกิน 75 % 

เจือจางน้ําเช้ือดวยนํ้ายา Extender 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ผสมนํ้าเช้ือกับสาร Cryoprotectant  

ระยะเวลากอนลดอุณหภูมิ (Equilibration time)  

บรรจุตัวอยางใสในหลอด (Straws) และปดหลอด 

 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 2  กระบวนการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาแบบแชแข็ง 
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ภาพท่ี 2  (ตอ) 
 
ท่ีมา: ดัดแปลงจาก Kwantong, 2003) (

 
1. การเก็บตัวอยางน้ําเช้ือปลา (sperm collection) สําหรับการรีดน้ําเช้ือ โดยท่ัวไปนยิมรีด

ดวยมือ โดยใชมือบีบหรือกด รีดสวนทองของปลา สําหรับภาชนะท่ีใชรองรับน้ําเช้ือตองสะอาด
และเช็ดใหแหง และควรเปนภาชนะท่ีมีขีดบอกปริมาตรเพ่ือสะดวกในการอานและบันทึกปริมาตร
ทันทีภายหลังจากการรีดน้ําเช้ือแลว (กฤษณ, 2536) 

 
2. น้ํายาท่ีใชเจอืจางน้ําเช้ือปลา (extender) มีผูคิดสูตรน้ํายาท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือปลาไว

มากมาย ซ่ึงคุณสมบัติท่ีสําคัญของน้ํายาเหลานี้ คือ มีคุณสมบัติเปน isotonic กับ น้ําเช้ือ มีบัฟเฟอร 
(buffer) เพื่อปองกันการเปล่ียนแปลงความเปนกรด-ดาง ซ่ึงเกิดจาก metabolite ของตัวสเปรม มี
อาหาร (nutrient) เพื่อเปนแหลงพลังงาน และอิออนบางตัวทําหนาท่ีตานหรือทําลายพิษจากของเสีย
ท่ีขับถายออกมาจากเซลล หรือมียาปฏิชีวนะเพื่อปองกนัการเจริญของเช้ือจุลินทรียและมี protective 
Agent เพื่อปองกันความเสียหายของเซลลสเปรมในกระบวนการแชแข็ง (นลิน,ี 2527) 

 
3. การเก็บแบบแชเยน็ (refrigerated storage) น้ําเช้ือท่ีใชทดลองตองไดรับการรักษาไวท่ี

อุณหภูมิต่ํากวา 4 องศาเซลเซียส ในน้ําแข็งหรือตูเย็นและควบคุมไมใหน้ําเช้ือแข็งตัว โดยผสม
น้ําเช้ือกับ extender ในอัตราสวนตาง ๆ และบรรจลุงในภาชนะ ภาชนะที่บรรจุน้ําเช้ือควรมีลักษณะ
ท่ีเปนภาชนะทรงต้ืน มีฝาปด และมีออกซิเจนเพยีงพอตอตัวสเปรมขณะทําการเก็บรักษา และทําการ
ตรวจสอบดูไมใหน้ําเช้ือตกตะกอน อันเปนสาเหตุใหเซลลท่ีอยูขางลางไมไดรับออกซิเจนอยาง
เพียงพอ จึงตองเขยาเบา ๆ ทุกวัน (Wayman and Tiersch, 2000) 

นําหลอดใสใน Cryochamber ที่ตออยูกับ Freezer control แลว Run program (Cryogenesis 4) 
จนถึง -80   ํC จากน้ันนําหลอดไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196   ํC 

นําหลอดมาละลายที่อุณหภูมิหอง เพ่ือดูเปอรเซ็นตการมีชีวิต (viability rate) การเคล่ือนที่ 
(motility rate) และการปฏิสนธิ (fertilization rate) ของน้ําเช้ือปลาแชแข็ง 



     
  19 

4. การแชแข็ง (Freezing) ภายหลังผานการตรวจสอบดวยวิธีการเก็บรักษาแบบแชเยน็แลว 
ก็จะเขาสูทําการเก็บน้ําเช้ือแบบแชแข็ง ซ่ึงมีปจจัยท่ีเกี่ยวของหลายปจจยัดังนี ้

 
 4.1 สารไครโอโพรเทคแทนท (cryoprotectant) เปนสารเคมีท่ีปองกันไมใหเนื้อเยื่อเสียหาย
ในระหวางการแชแข็งโดยมีคุณสมบัติทางเคมีและฟสิกส จะตองมีคุณสมบัติในการละลายน้ํา และมี
ความเปนพษิตอเซลลต่ํา แบงออกเปน  2  กลุม คือ 
 
 1)  Permeating cryoprotectant ไดแก  DMSO, glycerol, methanol และ 1-2 
propanediol  โดยท่ี glycerol  มีความเปนพษิตอเซลลของส่ิงมีชีวิตนอยท่ีสุด  แตมีความสามารถใน
การแพรผานเขาสูเซลลไดชา  ในการปรับสมดุลของออสโมลาลิตี้ตองใชเวลามาก  แตพบวา  
glycerol  สามารถปองกันการบาดเจ็บของเซลลของหนูไดดีกวา  DMSO  สวน  methanol  สามารถ
ผานเขาเซลลไดดีมากแตมีความเปนพษิตอเซลลมาก  สําหรับ  DMSO  สามารถซึมผานเขาสูเซลล
ไดปานกลาง  และมีความเปนพิษอยูระหวาง  glycerol  และ  methanol glycerol  จึงเปนท่ีนิยมใช
เปน  cryoprotectant ในกลุมนี้ Linhart et al. (1993)  ไดรายงานการใช glycerol  เปน  
cryoprotectant  ในการทําแชแข็งปลา  European catfish, Silurus glanis L. พบวามีอัตราการฟกสูง
กวาการทดลองท่ีใช DMSO  ท้ังนี้ระดับความเขมขนของ glycerol  ท่ีเหมาะสมจะตองอยูในระดับท่ี
เซลลสามารถทนทานได  โดยท่ีความเปนพิษจะเพิ่มข้ึนเม่ือระดับความเขมขนเพิ่มข้ึนและการเติม
สารเคมีบางตัวลงไปชวยทําใหความเปนพษิลดลง  อยางไรก็ตามงานวจิัยหลายเรื่องนิยมใช  DMSO  
เปน  cryoprotectant เนื่องจากแพรผานเขาเซลลไดรวดเร็ว  และสามารถลดความเปนพิษไดท่ี
อุณหภูมิต่ํา ๆ  
 
 2)  Nonpermeating cryoprotectant ไดแก  sucrose polymer เชน  dextrin, 
hydroxyethyl, starch, polyvinylpyrrolidone (PVP) และ proteins (เชน  egg yolk, serum, skim milk, 
และ antifreezed protein)  ซ่ึงสารเหลานี้ไมไดผานเขาสูเซลล  แตจะใชรวมกับ permeating 
cryoprotectant  เพื่อเปนตัวปรับแรงดันออสโมติกและทําหนาท่ีเปน cryprotectant รวมกับ  
permeating cryprotectant  การทดลองของ  Ciereszko and Dabrowski (1996)  ในปลา  rainbow 
trout, Oncorhynchus mykiss  พบวาการใชซูโครสรวมกับ  DMSO  เปนน้ํายา  extender  ใหผลดี
ท่ีสุดโดยมีอัตราการฟกถึงระยะ  eye stage ถึง 90% อยางไรก็ตามกลไกการทํางานของสารเหลานี้ก็
ไมสามารถอธิบายไดอยางชัดเจน  เพราะสารเคมีเหลานี้มีคุณสมบัติทางเคมีและฟสิกสตางกัน  หาก
พิจารณาถึงอัตราการแพรผานเยื่อหุมเซลลพบวาซูโครสไมผานเยื่อหุมเซลล แตกลูโคสแพรผานได 
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สวนแอลกอฮอลผานไดเร็วกวา  DMSO  และ  glycerol  ตามลําดับ  แตก็เปนท่ีเขาใจกันดวีาสาร  
cryoprotectant  เหลานี้มีคุณสมบัติของน้ํายาและของเหลวภายในเซลล คือ  มีผลตอแรงดันไอ 
(vapor pressure)  จุดเยือกแข็ง  (freezing point)  และชวยปรับแรงดันออสโมติกของของเหลว
ภายในและภายนอกเซลล  ซ่ึงการเปล่ียนแปลงคุณสมบัติดังกลาวจะชวยใหเซลลรอดชีวิตภายหลัง
การแชแข็งไดเพราะปองกันการเกิดเกล็ดน้าํแข็งภายในเซลล  การลดขนาดของเซลล ปองกัน
อันตรายอันเนือ่งมาจากความไมสมดุลของเกลือแรและอิเล็กโทรไลท และคงไวซ่ึงคุณสมบัติของ
เยื่อหุมเซลลและเยื่อหุมอวัยวะ (organalle) 
 
 4.2  ชวงเวลาหลังจากการผสมน้ําเช้ือกับสารปองกันอันตรายของเซลลปรับตัวกอนทําการ
แชแข็ง (Equilibration time) ในสมัยแรก ๆของการศึกษาเรื่องนี้มีขอปฏิบัติท่ีแนะนํากนัไววาจะตอง
นําหลอดบรรจุน้ําเช้ือท่ีเติมน้ํายารักษานํ้าเช้ือแลวไวในตูเย็นระยะหนึ่ง  เรียกระยะเวลานี้วา  
Equilibration time กอนทําการลดอุณหภูมิและเก็บแชแข็งตอไป  Ott and Horton (1971)  เปนราย
แรกท่ียกเลิกวธีิการดังกลาวเมื่อใช  DMSO  แทนการใช  glycerol  เนื่องจาก  DMSO  แพรเขาไปใน
เซลลไดอยางรวดเร็ว  แตก็มีบางการทดลองยังนิยมใหมี  Equilibration time อยู 
 
 5. อัตราการลดอุณหภูมิเพื่อแชแข็ง (Freezing rate) สําหรับอัตราการลดอุณหภูมิเพื่อเก็บ
รักษาน้ําเช้ือแชแข็ง  ยังมีความเช่ือและรายงานท่ีขัดแยงกนัอยู  แตก็เปนรายงานจากการทดลองใน
ปลาตางชนิดกนัและมีวิธีการทดลองตางกัน 
 
 ปจจัยท่ีสําคัญอันหนึ่งท่ีมีผลตออัตราการลดอุณหภูมิ คือ การเลือกใชหลอดบรรจุน้ําเช้ือ  
ซ่ึงมีคุณสมบัติดวยกันหลายชนิดและหลายขนาด ไดแก  หลอดฟาง (straw) หลอดแอมพู (ampoule)  
ซ่ึงมีความจุหลายขนาดไดแก  0.25 มิลลิลิตร,  0.5  มิลลิลิตร,  1 มิลลิลิตร  เปนตน  ซ่ึงหลอดขนาด
ความจุมากหรือขนาดเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ เม่ือนํามาปรับใชในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาจะ
ไดน้ําเช้ือท่ีมีการผสมตํ่า สันนิษฐานวาเกิดจากความไมสมํ่าเสมอในการลดอุณหภูมิขณะแชแข็ง  
และการเพิ่มอุณหภูมิขณะทําการละลายนํ้าเช้ือหรือเซลลสเปรมท่ีอยูรอบ ๆผิวของภาชนะ จะสัมผัส
กับการเปล่ียนแปลงอุณหภูมิอยางรวดเร็ว  ขณะท่ีตวัอยางท่ีอยูกลางหลอดจะมีการเปล่ียนแปลง
อุณหภูมิชากวา ทําใหคุณภาพน้ําเช้ือโดยรวมดอยลงไป  ดังนั้นจะตองทําการทดลองแบบแชแข็ง
ดวย 
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 ในขณะทําการลดอุณหภูมินัน้ cryoprotectant  จะมีบทบาทสําคัญอยางยิ่งในการปองกัน
การเกิดเกล็ดน้าํแข็งภายในเซลล  อัตราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมนั้น คือ อัตราการลดอุณหภูมิท่ีจะ
ปองกันการเกดิเกล็ดน้ําแข็งภายในเซลลหรือใหเกดินอยท่ีสุด  และอัตราการลดอุณหภูมิดังกลาว
จะตองเปนอัตราท่ีไมเปนอันตรายตอเซลลอันเนื่องมาจากการสูญเสียน้าํ  และการตกผลึกของ
สารเคมีท่ีเปนตัวถูกละลายภายในเซลล  การมีชีวิตรอดของเซลลภายหลังการแชแข็ง 
 
 อันตรายท่ีเกดิจากการเกิดเกล็ดน้ําแข็งภายในเซลลขณะทําการแชแข็ง คือ การสูญเสียน้ํา
นาจะเกิดข้ึนขณะทําการลดอุณหภูมิจาก -15  องศาเซลเซียส  ถึง -50 องศาเซลเซียส เพราะหลังจาก
นั้นเราสามารถจุมหลอดบรรจุตัวอยางลงสูถังไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสได
ทันที  นอกจากนี้เทคนิคในการลดอุณหภมิูแบบสองข้ันตอน (two- step freezing) คือ ข้ันแรกลด
อุณหภูมิจากอุณหภูมิหองหรือตูเย็นลงสูอุณหภูมิของไอไนโตรเจนเหลวท่ีเราตองการ (ประมาณ -50  
องศาเซลเซียส ถึง -120 องศาเซลเซียส)  และข้ันท่ี  2  ลดอุณหภูมิจากไอไนโตรเจนเหลวไปสู
อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลวและเก็บรักษาไวท่ีอุณหภูมินั้น  (-196 องศาเซลเซียส)  ซ่ึงพบวา
ไดผลดีเชนกนั 
 
 ปจจุบันมีอุปกรณท่ีใชในการลดอุณหภูมิเพือ่เก็บรักษาแบบแชแข็งท่ีใชคอมพิวเตอร
ควบคุมการลดอุณหภูมิ เชน Computerized Presetting Freezing Unit (CPFU) และ Programmed 
Freezing Unit (PFU) เปนตน แตอุปกรณนีมี้ราคาแพงมาก และเหมาะกบัใชในการทดลองเทานั้น 
อัตราการลดอุณหภูมิอยางชา ๆ จะมีผลตอการเคล่ือนท่ีของสเปรมและมีผลตออัตราการปฏิสนธิกับ
ไขลดลงเล็กนอย (นลิน,ี 2527) อัตราการลดอุณหภูมิอยางรวดเร็วใหผลดีกวาการลดอุณหภูมิอยาง
ชา ๆ เพราะจะทําใหสเปรมมีอัตราการรอดสูงข้ึน (พัชรี, 2546) 
 
 6. อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ  (Thawing rate) 
 
 ในการทดลองยุคแรก ๆ มีการละลายน้ําเช้ือโดยการอุนใน  water bath  ท่ีอุณหภูมิหอง
ตอมาภายหลังทราบวาอัตราการเพ่ิมอุณหภูมิก็มีผลตอคุณภาพน้ําเช้ือ  และมีการทดสอบการเพิ่ม
อุณหภูมิท่ีเหมาะสมกับน้ําเช้ือปลาหลายชนิดไดแก Whithler and Thorgaard (1991)  เปรียบเทียบ
อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิ  0 องศาเซลเซียส /15 นาที,  5 องศาเซลเซียส /90 วินาที,  10 องศาเซลเซียส 
/30 วินาที,  30 องศาเซลเซียส /15 วินาที  พบวามีเพยีงการทดลองท่ี  0 องศาเซลเซียส /15 นาทีใหผล
การทดลองท่ีไมดี สวนการทดลองอ่ืนใหผลเชนเดียวกนั การเปล่ียนแปลงภายในเซลลขณะทําการ 
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เพิ่มอุณหภูมิจะเหมือนกับในข้ันตอนการลดอุณหภูมิแตมีลําดับสวนทางกัน  ดังนั้นในทางทฤษฎี
อัตราการเพ่ิมอุณหภูมิจึงนาจะเทากับอัตราการลดอุณหภูมิ  อยางไรกต็ามอัตราการลดอุณหภูมิอยาง
รวดเร็วหรือท่ีระดับอุณหภูมิสูงจะปองกันการบาดเจ็บของเซลลไดดีกวา 
 
การประเมินคุณภาพน้ําเชื้อ 
 
 การตรวจสอบคุณภาพน้ําเช้ือแบงเปน  2  วธีิ คือ 
 
 1)  เปนการตรวจสอบดวยกลองจุลทรรศน  ไดแก 
 
 -  การนับจํานวนเซลลสเปรมตอหนวยปริมาตร (sperm concentration) ปฏิบัติเฉพาะน้ําเช้ือ
สดเพ่ือใหทราบจํานวนสเปรมกอนดําเนินการในเร่ืองอ่ืน ๆตอไป โดยเจือจางน้ําเช้ือสดดวยน้ํากล่ัน
ในอัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํากล่ันเทากับ 1 ตอ 9 เขยาและต้ังท้ิงไวประมาณ 5 นาที เพื่อใหสเปรมหยุด
เคล่ือนท่ี เขยาใหท่ัวใชไมโครปเปตดูดน้ําเช้ือท่ีเจือจางแลวใสอุปกรณสําหรับนับเม็ดเลือดแดง 
(RBC counting chamber หรือ haemacytometer) ท้ิงไวประมาณ 5 นาที แลวนํามานับจํานวนสเปรม
ดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 40X (อนงคณ และ กฤษณ, 2538) หรืออาจใชอุปกรณท่ีออกแบบ
ข้ึนมาเพื่อใชนบัสเปรมโดยเฉพาะของเมเคลอร (Makler counting chamber) (Macler, 1980 อางตาม 
กฤษณ, 2536) แตอุปกรณท่ีออกแบบพิเศษตามตัวอยางท่ียกมานี้ราคาแพงกวาอุปกรณสําหรับนับ
เม็ดเลือดแดง 
 
 - การตรวจเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีการเคล่ือนท่ี (percentage of motile sperm) เปนการ
ตรวจสอบน้ําเช้ือกอนหรือหลังการเก็บรักษา โดยหยดน้าํกล่ัน 20 ไมโครลิตร (μl) ลงบนสไลดหยด
น้ําเช้ือประมาณ 1 ไมโครลิตร (~1 μl) ลงบนสไลดใกลหยดน้ําใชเข็มเข่ียหรือปลายไมจิ้มฟนเกล่ีย
น้ําใหมาแตะกบัหยดของตวัอยางน้ําเช้ือ ส่ิงท่ีจะเห็นภายใตกลองจุลทรรศนขณะท่ีตวัอยางและนํ้า
กําลังผสมปนกันคือการเคล่ือนท่ี 2 ลักษณะ คือ การไหลของสเปรมไปตามการไหลของของเหลว
และการเคล่ือนที่ของสเปรมแบบเปนกลุมกอน ประเมินสเปรมท่ีเคล่ือนท่ีเปนเปอรเซ็นต ทําโดยสุม
ดูสเปรมในกลองจุลทรรศน โดยกําหนดอตัราการเคล่ือนท่ีของสเปรมเปนระบบตัวเลข 0-5  
(วีรพงศ, 2536) ดังนี้   
 
 0 = ไมมีการเคล่ือนท่ี, 1 = เคล่ือนท่ี 20 %,  2 = เคล่ือนท่ี 40 %  
 3 = เคล่ือนท่ี 60 %,  4 = เคล่ือนท่ี 80 %,  5 = เคล่ือนท่ี 100 %  
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 แตการทดลองของ เกรียงศักดิ์ (2540) ทําการตรวจสอบเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรม
ปลา ภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100X โดยดูการเคล่ือนท่ีของสเปรมท้ังหมด และระยะเวลา
การเคล่ือนท่ีเม่ือสเปรมถูกกับน้ํา โดยแบงเกณฑการประเมินออกเปน 10 ระดับ ดังนี ้
 
 ระดับท่ี ปริมาณสเปรมเคล่ือนท่ี 
 
  1     0 < 10 % 
  2     10 < 20 % 
  3     20 < 30 % 
  4    30 < 40 %  
  5     40 < 50 % 
  6     50 < 60 % 
  7      60 < 70 % 
  8     70 < 80 % 
  9     80 < 90 % 
     10     90 < 100 % 
 
 -  การยอมสีตวัเปนตัวตาย (live-dead stain) เพื่อหาเปอรเซ็นตสเปรมท่ีมีชีวิตและสเปรมท่ี
ผิดปกติ โดยใชสี erosin-nigrosin การเตรียมสไลดโดยการหยดตัวอยางน้ําเช้ือลงบนสไลดอุน ๆ
หยดสีลง 1-2 หยด คนใหเขากันอยางรวดเร็วเพื่อปองกันไมใหน้ําเช้ือท่ียังมีชีวิตอยูตายเสียกอน นํา
สไลดอีกแผนหนึ่งมาแตะเบา ๆ บนหยดน้าํเช้ือผสมสีแลวลากเบา ๆ เพือ่ใหตวัอยางท่ีจะตรวจ
กระจายออกบาง ๆทําสไลดใหแหงโดยใชลมรอนเปาหรือลนดวยเปลวไฟเม่ือนําไปตรวจดูภายใต
กลองจุลทรรศนกําลังขยาย 100X ใหหยด emulsion oil ลงไป 1-2 หยด จะเห็นน้ําเช้ือตัวผูท่ีมีชีวิตมี
ลักษณะใสไมติดสี สวนท่ีตายจะติดสีสามารถนับและคํานวณเปอรเซ็นตน้ําเช้ือตัวท่ีมีชีวิตได 
 
 2)  เปนการตรวจสอบหาความสามารถของนํ้าเช้ือในการผสมกับไข  โดยเปรียบเทียบกับ
น้ําเช้ือสด  ซ่ึงเปนวิธีการทดสอบท่ีดีท่ีสุด ในการตรวจสอบคุณภาพน้ําเช้ือท่ีผานกระบวนการแช
แข็งแลว  ซ่ึงเทคนิคในการผสมไขกับน้ําเช้ือตอจํานวนไข ตลอดจนการจัดการและดูแลภายหลังการ
ผสมลวนมีผลตออัตราการฟกท้ังส้ิน 
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                                         อุปกรณและวิธีการ 
 

อุปกรณ 
 

 1 วัสดุอุปกรณในโรงเพาะฟก 
 -บอพอแมพนัธุปลากะรังหงสขนาด 15 ตัน จํานวน 2 บอ 
 -เคร่ืองใหอากาศและอุปกรณใหอากาศ 
 -ยาสลบควินาดีน (Quinaldine) 
 -ไมโครชิพ, เครื่องอานไมโครชิพ 
 
 2 อุปกรณในการบันทึกภาพและเคร่ืองมือในหองปฏิบัตกิาร 
 -กลองจุลทรรศนกําลังสูง 
 -เคร่ืองช่ังน้ําหนักแบบดิจิตอล  4 ตําแหนง 
 -กลองถายภาพดิจิตอล 
 -ถังไนโตรเจนเหลว 
 -หลอดเก็บน้ําเช้ือ (French straw) 
 -สไลดนับเม็ดเลือด (Haemacytometer) 
 -เคร่ืองวัดพเีอช (pH-meter) 
 -ไมโครไปเปต (micropipette) 
 -เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 
 -เคร่ืองวัด Osmolality (osmometer) 
 -กระจกสไลดและกระจกปด 
 
 3  สารเคมี 
 -สารเคมีท่ีใชในการเตรียมน้าํยา extender 
 -สารเคมีท่ีใชเปนสาร cryoprotectant 
 -น้ํากล่ัน 
 -NaOH และ HCl 
 -ฮอรโมน (Suprefact, HCG) 
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วิธีการ 
 
วางแผนการทดลองและการวิเคราะหขอมูล 
 

ดําเนินการวิจยัแบงเปน 3 ข้ันตอนหลัก ๆ คือ การทดลองท่ี 1 ศึกษาชนดิและอัตราสวนของ
น้ํายาเอกซแทนเดอร (extender) ท่ีมีผลตอการเก็บน้ําเช้ือปลากะรังหงส การทดลองท่ี 2  ศึกษาชนดิ
และความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท (cryoprotectant)ท่ีมีผลตอการเก็บน้ําเช้ือปลากะรัง
หงส การทดลองท่ี 3 ศึกษาประสิทธิภาพของน้ําเช้ือสดและน้ําเช้ือแชแข็งท่ีมีตอเปอรเซ็นตการฟก
ไขของปลากะรังหงส โดยศึกษาเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี  (% Motility) เปอรเซ็นตการมีชีวิต (% 
Viability) ของสเปรม วางแผนการทดลองแบบสุมตลอด (CRD) ขอมูลเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี
วิเคราะหโดยใช Non-parametric test เนื่องจากคาท่ีนํามาวิเคราะหความแตกตางนัน้เปนคาเฉล่ียของ
ตัวอยางท่ีไมไดมาจาก Normal population หรือ Population variance ท่ีเปน Heterogeneous  แปลง
คาเปอรเซ็นตการมีชีวิตท่ีไดเปนคา Arcine เนื่องจากคาท่ีไดมีความแปรปรวนตางกนัมาก แลว
วิเคราะหโดยใชวิธีแฟคทอเรียล (Factorial) ศึกษาท้ังปจจยัเดยีวและอิทธิพลรวมของสองปจจัย ดู
ความแตกตางระหวางชุดทดลอง (treatment) โดยใช Duncan’s Multiple Range Test (DMRT) 
 
การทดลองท่ี 1  ศึกษาชนิดและอัตราสวนการเจือจางของน้ํายาเอกซแทนเดอร (extender) ท่ีมีผล

 ตอการเก็บรักษาน้ําเชื้อปลากะรังหงส 
 
 1.  เตรียมปลากะรังหงส, Cromileptes altivelis  (Valenciennes, 1828) เพศผูท่ีสมบูรณเพศ
และติดเคร่ืองหมายดวยไมโครชิพ (microchip) มาแลว เปนปลาท่ีเล้ียงท่ีศูนยวิจัยและพัฒนาประมง
ชายฝงระยอง กรมประมง จาํนวน 25 ตัว คัดเลือกปลาเม่ือวันท่ี 25 ธันวาคม 2550 พบวาปลามี
น้ําเช้ือท้ังหมด 6 ตัว 
 

2.  เตรียมน้ําเช้ือ เลือกปลาเพศผูท่ีสมบูรณมาวางยาสลบดวย Quinaldine 5 ppm เช็ดเมือก
และนํ้าบริเวณทองปลาใหแหง ใชมือกดท่ีบริเวณทองรีดเบา ๆลงมาทางชองเพศจะมีน้ําเช้ือสีขาวขุน
ไหลออกมา ใชบีกเกอรท่ีสะอาดผานการอบฆาเช้ือแลวรองรับน้ําเช้ือ ระวังอยาใหน้ําทะเลหรือของ
เสียในตัวปลา เชน ปสสาวะหรืออุจจาระปะปนมากับน้ําเช้ือท่ีรีดออกมา แบงน้ําเช้ือท่ีไดนําไปปน
แยกสวนดวยเคร่ืองปนท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ความเร็ว 10,000 รอบ/นาที นาน 10 นาที ดูด 
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เฉพาะสวนใส (seminal fluid) ขางบน เพื่อนําไปวดัคา osmolality พรอมกับน้ํายา extender ท้ัง 5 
สูตรดวยเคร่ือง Osmometer น้ําเช้ือสวนท่ีเหลือสุมตัวอยางนํามาตรวจสอบคุณภาพน้ําเช้ือ  

 
 3.  เตรียมน้ํายา extender 5 สูตร คือ Marine Fish Ringer (MFR), Extender 251 (E 251), 
Extender 189 (E 189), 0.1 M Sodium Citrate (CT) และ น้ําเกลือ (NaCl) 0.9 % นําไปวัดคา 
osmolality  
 
 การเตรียมน้ํายา extender  
 
 เตรียมน้ํายาท่ีใชเจือจางน้ําเช้ือของปลากะรังหงสโดยใชสูตรตาง ๆท่ีผูใชไดผลมาแลว 
(ตารางท่ี 5)  
 
ตารางท่ี 5  สวนผสมน้ํายา extender ของปลากะรังหงสในการศึกษาคร้ังนี้ (กรัม/ลิตร) 
 

ชนิดของน้ํายา/ MFR1 E 2512 E 1893 CT4 NaCl 0.9% 
สวนประกอบ 

NaCl  13.5 7.65 6.57 - 9  
KCl  0.60 - - - -  
CaCl2  0.25 - - - -  
MgCl2  0.35 - - - -  
NaHCO3  0.2 4.50 4.50 - -  
Glucose  0.2 - - - -  
Fructose  -  4.50 - -  
Mannitol  - - 4.50 - -  
Soy lecithin - 13.5 6.57 - -  
Sodium citrate - -  29.41 -  

 
หมายเหตุ  อางอิงจาก 1. Chao (1982,1991)  2. และ 3. Withler and Lim (1982)  4. Gwo et al. 
 (1992) 
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 4.  ศึกษาเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี (Motility) ของสเปรม โดยการหยดน้าํกล่ัน 1 หยด (20 μl) 
และหยดน้ําเช้ือ 1 หยด (1μl) ลงบนสไลด ผสมใหเขากันแลวสังเกตการเคล่ือนท่ีภายใตกลอง
จุลทรรศน (40X) ภายในระยะเวลา 30 วินาที ทําการทดลอง 5 ซํ้า โดยเกณฑการเคล่ือนท่ีของสเปรม 
แสดงในตารางท่ี 6 
 
ตารางท่ี 6  หลักเกณฑการสังเกตเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรม  
  

 ระดับท่ี % การเคล่ือนท่ี 

  1     0 < 10 % 
  2     10 < 20 % 
  3     20 < 30 % 
  4    30 < 40 %  
  5     40 < 50 % 
  6     50 < 60 % 
  7      60 < 70 % 
  8     70 < 80 % 
  9     80 < 90 % 
     10     90 < 100 % 

 
ท่ีมา: เกรียงศักดิ์ (2540) 
 

5.  ศึกษาเปอรเซ็นตการมีชีวติ (Viability) โดยวิธีการยอมสี Eosin-Nigrosin ซ่ึงมี
สวนประกอบแสดงในตารางที่ 7 

 
ตารางท่ี 7  สวนประกอบของสียอม Eosin-nigrosin 
 
สวนประกอบสารเคมี                                                       ปริมาณ 

Eosin Y disodium                                                       1 กรัม 
Nigrosin water soluble                                                5 กรัม 
น้ํากล่ัน                                                                     100 มิลลิลิตร 
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 ข้ันตอนการศกึษาเปอรเซ็นตการมีชีวิตมีดงันี้ 
 
 - หยดสี Eosin-Nigrosin ลงบนแผนสไลด 1 หยด (5 μl) แลวหยดน้ําเช้ือลงขาง ๆ สียอม
ประมาณ 1 ไมโครลิตร(μl) 
 - ใชเข็มผสมนํ้าเช้ือกับสียอมใหเขากนั จากนั้นใชแผนสไลดอีกแผนหนึง่เกล่ียน้ําเช้ือให
กระจายบางๆ โดยลากไปทางใดทางหน่ึงเพียงคร้ังเดยีว (Smear) 
 - นําแผนสไลดท่ีเกล่ียแลวไปผานเปลวไฟประมาณ 1- 2 คร้ังใหน้ําเช้ือแหง 
 - หยดน้ํายาทาเล็บลงบนแผนสไลด 1 หยด ปดดวย Cover slide แลวนาํไปสองดูดวยกลอง
จุลทรรศนกําลังขยาย 100X 
 - นับจํานวนเซลลตัวเปนตัวตาย โดยการสุมนับ 5 บริเวณ ๆละ 20 เซลล เซลลตัวเปนจะมีสี
ขาวไมติดสียอม สวนตัวตายจะติดสียอมเปนสีชมพูแดงหรือสีมวง 
 
  6.  การศึกษาความเขมขนของสเปรมในน้ําเช้ือ (sperm concentration)  ดวยการนับจํานวน
สเปรมตอหนวยปริมาตร โดยเจือจางนํ้าเช้ือสดดวยน้ําเกลือหรือน้ําทะเลในอัตราสวนน้ําเช้ือตอ
น้ําเกลือเทากบั 1 ตอ 1,000, 1 ตอ 1,500 และ 1 ตอ 2,000 เขยาและต้ังท้ิงไวประมาณ 5 นาที เพื่อให
สเปรมหยุดการเคล่ือนท่ี เขยาใหท่ัวใชไมโครปเปตดูดน้ําเช้ือท่ีเจือจางแลวใสอุปกรณสําหรับนับ
เม็ดโลหิตท้ิงไวประมาณ 5 นาที แลวนาํมานับจํานวนเซลลสเปรมดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 
100X หรือนับจํานวนเซลลสเปรมดวยอุปกรณการนับ คือ Makler counting chamber ของ Sefi-
Medical Instruments โดยดูดน้ําเช้ือปลามา 5 ไมโครลิตรหยดลงบนกึง่กลางของตัวเคร่ืองปดดวย
แผนแกวของตัวเคร่ืองเอง โดยจุดเคร่ืองหมายของแผนแกวจะตรงกับเคร่ืองหมายของตัวเคร่ืองจะ
สังเกตเห็นเปนสีรุง แสดงวามีการกระจายของเซลลสเปรมในความลึก 10 ไมครอน (ระวังอยาใหมี
อากาศ) ดดูวยกลองนับจํานวนท้ังเคล่ือนท่ีไดและเคล่ือนท่ีไมได ภายใตกลองจุลทรรศน กําลังขยาย 
20X ใน 10 ชองของตัวเครื่อง จํานวนท่ีนบัไดจะเทากับความเขมขนเปนจํานวนลานตอหนึ่ง
มิลลิลิตร (X 10 6 ) 
 
 7.  ทดสอบประสิทธิภาพของน้ํายา extender สูตรตาง ๆท่ีใชในการเกบ็รักษาน้ําเช้ือ โดย
เลือกอัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายาในอัตรา 1: 1 นําไปทดสอบการเคล่ือนท่ี (ตามวิธีในขอ 4) และศึกษา
เปอรเซ็นตการมีชีวิตและการใชไดของสเปรมดวยการยอมสี Eosin-Nigrosin ภายใตกลอง
จุลทรรศน (ตามวิธีในขอ 5) 
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  8.  ทดสอบอัตราสวนการเจือจางนํ้าเช้ือตอน้ํายา extenderโดยใชอัตราสวน 1:1, 1:4 และ 
1:9 โดยเจือจางสเปรมในน้ํายา extender ท้ัง 5 สูตรทดลอง ประเมินเปอรเซ็นตการมีชีวิตและการ
ใชไดของสเปรมท่ีเวลา 60 ช่ัวโมงหลังจากแชเยน็ (0-4 องศาเซลเซียส) 
 
การทดลองท่ี 2  ศึกษาชนิดและความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท (cryoprotectant) ท่ีมีผล

ตอการเก็บรักษาน้ําเชื้อปลากะรังหงส 
 
 ดําเนินการไดเมื่อไดผลจากการทดลองท่ี 1 ใชน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษา
น้ําเช้ือซ่ึงผสมกับน้ําเช้ือปลากะรังหงสในอัตราสวน  1: 9 
 

1. เตรียมสารละลายท่ีใชเปนสาร cryoprotectant  5 ชนิด คือ DMA, DMSO, MeOH, 
Glycerol  และ Trehalose แตละชนิดใชความเขมขนสุดทาย 3 ระดับ คือ 5%, 10% และ 15% มี
วิธีการเตรียมดงันี้  
 
 เจือจางสาร cryoprotectant ดังกลาวในน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมท่ีไดจากการทดลองท่ี 1 
แบงน้ํายา extender เจือจางออกเปน 2 สวนเทา ๆกัน สวนหนึ่งนํามาเจือจางในน้ํายา extender สูตรท่ี
เหมาะสมโดยไมผสมสาร cryoprotectant (สวน A) แตอีกสวนหนึ่งเจือจางน้ํายาสูตรท่ีเหมาะสมใน
สาร cryoprotectant ท่ีมีความเขมขนเปน 2 เทาของความเขมขนสุดทายท่ีตองการ(สวน B) เม่ือจะ
เจือจางน้ําเช้ือใหใชน้ํายา extender สวนแรกผสมกับน้ําเช้ือ เขยาใหเขากนัแลวเติมน้ํายา extender
สวนท่ีผสมสาร cryoprotectant  เขยาใหเขากันแลวเก็บไวในถังน้ําแข็ง เม่ือนําน้ํายาในสวน A รวม
กับน้ํายาสวน B จะทําใหความเขมขนของสาร cryoprotectant ลดลงคร่ึงหนึ่งและจะไดความเขมขน
สุดทาย (Final Concentration) ตามตองการตัวอยางเชน ถาตองการความเขมขนสุดทาย 5% ก็เตรียม
น้ํายาสวน B 10% เม่ือผสม A และ B แลวจะไดความเขมขนสุดทาย 5% 
 

2.  ลดอุณหภูมิกอนการแชแข็ง โดยใชเคร่ืองควบคุมการลดอุณหภูมิ เม่ือน้าํเช้ือไดถูกเจือ
จางดวยสาร cryoprotectant ตามตองการแลวบรรจุน้ําเช้ือ (จากขอท่ี 1) ลงในหลอดเก็บน้ําเช้ือท่ีทํา
เคร่ืองหมายไวกอนแลวหลอดละ 480 ไมโครลิตร บีบปลายหลอดท่ีเปดอยูใหปดสนิทดวยปากคีบ
ลนไฟ แลวนําหลอดบรรจุน้าํเช้ือไปลดอุณหภูมิดวยการลดอุณหภูมิในอัตรา 10 องศาเซลเซียสตอ
นาทีจนอุณหภมิูสุดทายเปน -80 องศาเซลเซียส แลวจึงนําไปลงแชในถังไนโตรเจนเหลวซ่ึงมี
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส 
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  3.  ละลายนํ้าเช้ือแชแข็ง ภายหลังการเก็บน้ําเช้ือเปนเวลา 48 ช่ัวโมง จากน้ันนาํหลอดนํ้าเช้ือ
แชแข็งออกมาละลายท่ีอุณหภูมิประมาณ 37 องศาเซลเซียสใน water bath นาน 10 วินาที แลวนํา
น้ําเช้ือสวนหนึ่งไปตรวจสอบดูการเคล่ือนท่ีตามวิธีของ เกรียงศักดิ์ (2540) ดังกลาวขางตน 
 
การทดลองท่ี 3  ศึกษาประสิทธิภาพของน้าํเชื้อสดและน้าํเชื้อแชแขง็ท่ีมีตอเปอรเซ็นตการฟกไขของ
 ปลากะรังหงส 
 
 ดําเนินการไดเมื่อไดผลจากการทดลองท่ี 2 ใชสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมในการเก็บ
รักษาน้ําเช้ือท่ีไดผสมกับน้ําเช้ือปลากะรังหงส 
 
 1.  เตรียมน้ําเช้ือสด โดยการฉีดฮอรโมนกระตุนใหปลาเพศผูแลวรีดน้าํเช้ือเพ่ือนําไปเจือ
จางกับน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาน้ําเช้ือท่ีไดผสมกับน้ําเช้ือปลากะรังหงสใน
อัตราสวน  1: 9 
 
  2.  เตรียมสารละลายท่ีใชเปนสาร cryoprotectant  5 ชนิด คือ DMA, DMSO, MeOH, 
Glycerol และ Trehalose  แตละชนิดใชความเขมขนสุดทาย 3 ระดับ คือ 5%, 10% และ 15% โดย
เลือกชนิด และความเขมขนท่ีดีท่ีสุดที่ทําใหสเปรมมีเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีและมีชีวติสูงสุด 
 
  3.  เตรียมไขปลาสําหรับการผสมเทียม โดยฉีดฮอรโมนกระตุนใหแมปลาวางไข เม่ือแม
ปลาไขแกแลว รีดไขเพื่อผสมเทียม สุมดูดไขปลาประมาณ 300 ไมโครลิตร นับจํานวนไขท้ังหมด  
 
  4.  ฟกไข สุมดูดไขปลา 300 ไมโครลิตร นําไปผสมเทียมในจานเล้ียงเช้ือ (plate) โดย
เปรียบเทียบระหวางน้ําเช้ือสดและนํ้าเช้ือแชแข็ง นําไขปลาท่ีไดไปฟกในถังฟกไขท่ีเตรียมไว 
เม่ือปลาฟกออกเปนตัว สุมนบัลูกปลาท่ีฟกออกเปนตัวภายใตกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 4X 
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ผลและวิจารณ 
 

ผล 
 
การทดลองท่ี 1  ศึกษาชนิดและอัตราสวนการเจือจางของน้ํายาเอกซแทนเดอร (extender) ท่ีมีผล
 ตอการเก็บรักษาน้ําเชื้อปลากะรังหงส 
 
 1. ศึกษาชนดิของน้ํายา extender ท่ีมีผลตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงส  
 
 1.  เปอรเซ็นตการมีชีวิต, เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรม และความเขมขนของน้าํเช้ือ 
เก็บน้ําเช้ือมาศึกษาความเขมขนของเซลลสเปรมปลากะรังหงส 6 ตัวอยาง มีคาเฉล่ียระหวาง 7.3-8.4 
x 109 เซลล เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีมีคาเฉล่ียระหวาง 75-100 % และเม่ือนําไปยอมสี Eosin-
Nigrosin เพื่อดูเปอรเซ็นตการมีชีวิตพบวามีคาเฉล่ีย 77-98% (ตารางท่ี 8 
 
ตารางท่ี 8  เปอรเซ็นตการมีชีวิต (Viability), เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี (Motility) ของสเปรมปลา
 กะรังหงส 
 

 ปลากะรังหงส เปอรเซ็นตการมีชีวิต เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ี 
      (เลขท่ีรหัส)  

 137975191A 98   75 
 137912521A 80 100 
 122639483A 97 100 
 137967114A 84 100 
 123212631A 88 100 
 115323621A 77 100 

 
 2.  คาออสโมลาลิตี้ (osmolality) ของ สูตรน้ํายา extender ตาง ๆ 
 
 จากการศึกษาคร้ังนี้เม่ือทําการวิเคราะห คา osmolality จากเคร่ือง Osmometer  ของนํ้ายา 
extender 5 สูตรและน้ําเช้ือปลากะรังหงสมีคาดังตารางท่ี 9 
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ตารางท่ี 9  คา osmolality ของนํ้าเช้ือปลากะรังหงสและในนํ้ายา extender ชนิดตาง ๆ  
 

 สูตรน้ํายา extender คาออสโมลาลิตี้ (คาเฉล่ีย) 
     (mOsmol/kg) 

 Marine Fish Ringer (MFR) 438  
 Extender 251 (E 251) 329 
 Extender 189 (E 189) 295 
 0.1 M Sodium Citrate (CT) 228 
 NaCl 0.9 % 274 
  น้ําเช้ือปลากะรังหงส   320 

  
 3.  ประสิทธิภาพของน้ํายา extender สูตรตาง ๆท่ีมีผลตอการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็นท่ี
อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส โดยการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงสแบบแชเยน็ดวยน้าํยา extender 5 
สูตร เม่ือนํามาตรวจวดัเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีพบวา สเปรมท่ีผสมดวยน้ํายา extender ท้ัง 5 สูตรจะ
หยุดการเคล่ือนท่ี ท่ีเวลา 216 ช่ัวโมง หลังจากแชเย็น 60 ช่ัวโมง พบวา 
 
 สเปรมท่ีเจอืจางดวยน้ํายา MFR มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD) 71.11 + 9.28%   
การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย 67.44 + 3.07%  
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา E 251 มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD)  46.67 + 13.23% 
 การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย 69.22 + 4.89%  
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา E 189 มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย ( Mean + SD)  57.78 + 13.94%   
การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย 68.11 + 3.33%   
 
 สเปรมท่ีเจือจางในนํ้ายา 0.1 M CT มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD) 70.00 + 12.25%   
การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย 66.11 + 4.04% 
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา NaCl 0.9% มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD) 72.22 + 9.72% 
การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย 69.22 + 2.95%  
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 ซ่ึงเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียและการมชีีวิตเฉล่ียของสเปรมในน้ํายา extender แตละสูตร
มีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ(p>0.05) (ภาพท่ี 3 และ 4) ตารางท่ี 10 – 13 
 
ตารางท่ี 10  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแช
 เย็นดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
 

ช่ัวโมง   น้ํายา Extenders   
 MFR E 251 E 189 0.1 M CT NaCl 0.9% 

  0 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00   100.00 + 0.00  100.00 + 0.00    100.00 + 0.00  
 0.5 88.89 + 3.33   87.78 + 4.41  88.89 + 3.33   87.78 + 4.41   88.89 + 3.33 
 1.5 87.78 + 4.41   86.67 + 5.00   88.89 + 3.33  87.78 + 4.41  88.89 + 3.33 
  3 86.67 + 5.00   86.67 + 5.00  88.89 + 3.33  87.78 + 4.41 88.89 + 3.33 
  6 86.67 + 5.00  85.56 + 5.27  88.89 + 3.33  87.78 + 4.41  88.89 + 3.33  
 12 86.67 + 5.00   84.44 + 5.27  85.56 + 7.26  86.67 + 7.07    88.89 + 3.33  
 24 83.33+ 5.00  75.56 + 5.27 82.22 + 6.67  84.44 + 10.14  87.78 + 4.41  
 36 81.11 + 7.82  68.89 + 6.01  78.89 + 7.82  82.22 + 9.72  85.56 + 5.27 
 48 73.33 + 8.66  62.22 + 6.67  70.00 + 14.14 77.78 + 9.72  81.11 + 9.28  
 60 71.11 + 9.28 46.67 + 13.23 57.78 + 13.94  70.00 + 12.25  72.22 + 9.72  
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ภาพท่ี 3  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นตการ
 เคล่ือนท่ีของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
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ตารางท่ี 11  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต  
 การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
 

ช่ัวโมง   น้ํายา Extender   
 MFR E 251 E 189 0.1 M CT NaCl 0.9% 

  0 10.00 + 0.00 a 10.00 + 0.00 a 10.00 + 0.00 a 10.00 + 0.00 a  10.00 + 0.00 a

 0.5  8.89 + 0.33 a   8.78 + 0.44 a    8.89 + 0.33 a    8.78 + 0.44 a    8.89 + 0.33 a

 1.5  8.78 + 0.44 a   8.67 + 0.50 a   8.89 + 0.33 a   8.78 + 0.44 a   8.89 + 0.33 a

  3  8.67 + 0.50 a  8.67 + 0.50 a    8.89 + 0.33 a    8.78 + 0.44 a   8.89 + 0.33 a

  6  8.67 + 0.50 a  8.56 + 0.53 a   8.89 + 0.33 a    8.78 + 0.44 a   8.89 + 0.33 a

 12  8.67 + 0.50 a  8.44 + 0.53 a   8.56 + 0.73 a   8.67 + 0.71 a   8.89 + 0.33 a

 24  8.33 + 0.50 a   7.55 + 0.53 a   8.22 + 0.67 a   8.44 + 1.01 a   8.78 + 0.44 a 
 36  8.11 + 0.78a  6.89 + 0.60a 7.89 + 0.78 a  8.22 + 0.97 a 8.56 + 0.53 a 
 48  7.33 + 0.87 a  6.22 + 0.67a 7.00 + 1.41 a 7.78 + 0.97 a  8.11 + 0.93 a 
 60  7.11 + 0.93 a  4.67 + 1.32a    5.78 + 1.39a  7.00 + 1.22 a  7.22 + 0.97 a 

 
หมายเหตุ  1.คาเฉล่ียในแนวนอนเดยีวกันท่ีมีอักษรกํากบัเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกัน
 อยางมีไมนยัสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 2.กําหนดอัตราการเคล่ือนท่ีของเซลลสเปรมเปนระบบตัวเลข 1-10 ดังนี้  
  1 = เคล่ือนท่ี 0 <10 %, 2 = เคล่ือนท่ี 10 < 20 %,  3 = เคล่ือนท่ี 20 < 30 %,  
  4 = เคล่ือนท่ี 30 < 40 % 5 = เคล่ือนท่ี 40 < 50 %  6 = เคล่ือนท่ี 50 < 60 %,  
  7 = เคล่ือนท่ี 60 < 70 %, 8 = เคล่ือนท่ี 70 < 80 %, 9 = เคล่ือนท่ี 80 < 90 %,  
 10 = เคล่ือนท่ี 90 < 100 %  
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ตารางท่ี 12  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 
 

ช่ัวโมง   น้ํายา Extender   
 MFR E 251 E 189 0.1 M CT NaCl 0.9% 

  0 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00 100.00 + 0.00    100.00 + 0.00  100.00 + 0.00  
 0.5 97.22 + 1.79  97.44 + 1.59  95.22 + 2.28   95.56 + 1.67  97.67 + 1.41  
 1.5 88.11 + 2.67  84.56 + 5.34  84.44 + 4.36   89.00 + 4.00  90.22 + 4.21  
  3 87.44 + 6.09  86.11 + 4.59  89.44 + 5.57  88.67 + 6.65  94.44 + 2.24  
  6 83.11 + 4.99     85.67 + 5.07 84.78 + 4.29  83.89 + 5.42  86.56 + 2.79  
 12 76.78 + 5.61  79.00 + 5.63  76.22 + 6.78  74.22 + 8.50  79.44 + 7.02  
 24 76.33+ 6.20  80.56 + 4.10  77.56 + 5.83 73.78 + 11.68  77.67 + 5.96  
 36 73.11 + 3.44 72.22 + 6.85 74.67 + 3.08 70.22 + 6.10  71.00 + 6.00  
 48 70.78 + 4.35 71.67 + 2.87 71.22 + 2.68  69.67 + 3.71  75.22 + 3.07  
 60 67.44 + 3.09 69.22 + 4.89 68.11 + 3.33 66.11 + 4.04 69.22 + 2.95  
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ภาพท่ี 4  เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น
 ดวยน้ํายา extender 5 ชนิด 



     
  36 

ตารางท่ี 13  คะแนนเปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจาก
 เปอรเซ็นตการมีชีวิตของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็นดวยน้ํายา extender 5 ชนิด  
 

ช่ัวโมง   น้ํายา Extender   
 MFR E 251 E 189 0.1 M CT NaCl 0.9% 

  0 1.00 + 0.00 a  1.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00 a  
 0.5  0.97 + 0.02 a    0.97 + 0.02 a    0.95 + 0.02 a    0.96 + 0.02 a    0.98 + 0.01 a

 1.5  0.88 + 0.03 a      0.85 + 0.05 a   0.84 + 0.04 a   0.88 + 0.44 a   0.90 + 0.04 a

  3  0.87 + 0.06 a     0.86 + 0.05 a   0.89 + 0.06 a    0.89 + 0.04 a   0.94 + 0.02 a

  6  0.83 + 0.05 a     0.86 + 0.05 a   0.85 + 0.04 a    0.89 + 0.07 a   0.87 + 0.03 a

 12  0.77 + 0.06 a     0.75 + 0.11 a   0.76 + 0.07 a   0.84 + 0.05 a   0.79 + 0.07 a

 24  0.76 + 0.06 a     0.81 + 0.04 a   0.78 + 0.06 a   0.74 + 0.08 a   0.78 + 0.06 a 
 36  0.73 + 0.03a 0.72 + 0.07 a 0.75 + 0.03 a 0.70 + 0.06 a   0.71 + 0.06 a 
 48  0.71 + 0.04 a 0.72 + 0.03 a 0.71 + 0.03 a 0.70 + 0.04 a   0.75 + 0.03 a 
 60  0.67 + 0.03 a    0.69 + 0.05a 0.68 + 0.03a  0.66 + 0.04 a   0.69 + 0.03 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
 
 2. ศึกษาอัตราสวนการเจือจางน้ําเช้ือตอน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมของการเก็บรักษาน้ําเช้ือ 
 
 จากผลการศึกษาเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย การมีชีวติเฉล่ียของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ
แชเยน็โดยอัตราสวนการเจือจางนํ้าเช้ือตอน้ํายา extender 1:1, 1:4 และ 1:9 โดยสเปรมท่ีเจือจางใน
น้ํายา extender ท้ัง 5 สูตรทดลอง สเปรมเคล่ือนท่ีและมีชีวิตไดนานถึง 216 ช่ัวโมงทําการประเมินที่
เวลา 60 ช่ัวโมง พบวา 
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา MFR มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD) 63.33 +  5.77%, 76.67 + 
5.77% และ 73.33 +  11.55%  การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย  65.33 + 4.04%, 68.67 + 1.15% และ 
68.33 + 3.21%  
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 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา E 251 มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD)  63.33 +  5.77%, 40.00 
+ 0.00% และ 36.67 +  5.77% การมีชีวิตของสเปรมเฉลี่ย  66.67 + 2.31%, 72.33 + 0.58% และ 
68.67 + 8.08 
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา E 189 มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD)  70.00 + 10.00%, 56.67 
+ 5.77% และ 46.67 + 15.28% การมีชีวิตของสเปรมเฉลี่ย  68.67 + 1.53%, 68.67 + 2.89% และ 
67.00 + 5.57%  
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา 0.1 M CT มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD) 80.00 + 10.00%, 
73.33 + 5.77% และ 56.67 + 5.77% การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย  68.67 +  4.93%, 67.33 + 1.15% 
และ 62.33 +  2.52% 
 
 สเปรมท่ีเจือจางดวยน้ํายา NaCl 0.9% มีการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SD) 66.67 + 15.28%, 
80.00 + 0.00% และ 70.00 + 0.00% การมีชีวิตของสเปรมเฉล่ีย 66.33 + 2.89%, 69.67 + 1.53%  
และ 71.67 + 1.53% (ภาพท่ี 5 -14) (ตารางท่ี 14 -23) 
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ตารางท่ี 14  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา MFR ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา MFR 
 1:1 1:4 1:9 

  0 100.00 + 0.00a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 1.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 83.33+ 5.77 a   
  3 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 80.00 + 0.00 a 
  6 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 80.00 + 0.00 a 
 12 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 80.00 + 0.00 a 
 24 90.00 + 0.00 a 80.00 + 0.00 a 80.00 + 0.00 a 
 36 90.00 + 0.00 a 76.67 + 5.77 a 76.67 + 5.77 a 
 48 70.00 + 10.00 a 76.67 + 5.77 a 73.33 + 11.55 a 
 60 63.33 + 5.77 a 76.67 + 5.77 a 73.33 + 11.55 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 5  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต 
 การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา MFR 
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ตารางท่ี 15  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา MFR ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา MFR 
 1:1 1:4 1:9 

  0 100.00 + 0.00a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 98.00 + 1.00 a 97.33 + 0.58 a 96.33 + 3.05 a 
 1.5 89.33 + 2.08 a 86.67 + 3.79 a 88.33 + 2.08 a   
  3 91.33 + 3.05 a 90.00 + 6.08 a 81.00 + 2.65 a 
  6 85.67+ 4.93 a 81.67 + 7.51 a 82.00 + 2.00 a 
 12 76.00 + 8.00 a 77.67 + 5.13 a 77.67 + 5.77 a 
 24 77.00 + 5.29 a 73.00 + 9.54 a 79.00 + 2.65 a 
 36 73.67 + 3.05 a 73.33 + 3.51 a 72.33 + 4.93 a 
 48 69.33 + 7.78 a 70.33 + 2.08 a 72.67 + 1.52 a 
 60 65.33 + 4.04 a 68.67 + 1.15 a 68.33 + 3.21a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 6  เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น
 ดวยน้ํายา MFR 
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ตารางท่ี 16  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา E 251 ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา E 251 
 1:1 1:4 1:9 

0 100.00 + 0.00a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 83.33 + 5.77 a 
 1.5 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 83.33+ 5.77 a   
  3 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 83.33 + 5.77a 
  6 86.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 83.33 + 5.77 a 
 12 83.33 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 83.33 + 5.77 a 
 24 80.00 + 0.00 a 76.67 + 5.77 a 70.00 + 0.00 a 
 36 73.33 + 5.77 a 70.00 + 0.00 a 63.33 + 5.77a 
 48 66.67+ 5.77 a 63.33 + 5.77 a 56.67+ 5.77 a 
 60 63.33 + 5.77 a 40.00 + 0.00a 36.67 + 5.77a  

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 7  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต 
 การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา E 251 
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ตารางท่ี 17  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา E 251 ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา E 251 
 1:1 1:4 1:9 

0 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 96.33 + 1.53 a 98.67 + 1.15 a 97.33 + 1.53 a 
 1.5 87.33 + 1.15 a 80.67 + 6.51 a 85.67+ 5.86 a   
  3 83.00 + 5.57 a 87.67 + 3.79 a 87.67 + 4.16 a 
  6 82.67 + 5.51 a 88.67 + 4.62 a 85.67 + 4.93 a 
 12 78.33 + 7.64 a 81.33 + 7.09 a 77.33 + 2.31 a 
 24 80.00 + 3.00 a 79.67 + 7.02 a 82.00 + 2.00 a 
 36 65.67 + 6.81 a 77.33 + 5.69 a 73.67 + 1.53 a 
 48 70.33+ 0.58 a 72.67 + 4.04 a 72.00+ 3.46 a 
 60 66.67 + 2.31 a 72.33 + 0.58 a 68.67 + 8.08 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 8  เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น
 ดวยน้ํายา E 251 
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ตารางท่ี 18  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา E 189 ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา E 189 
 1:1 1:4 1:9 

 0 100.00 + 0.00a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 1.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a   
  3 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
  6 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 12 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 76.67 + 5.77 a 
 24 83.33+ 5.77 a 86.67 + 5.77 a 76.67 + 5.77 a 
 36 76.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 73.33 + 5.77 a 
 48 76.67 + 5.77 a 80.00 + 0.00 a 53.33 + 5.77 a 
 60 70.00 + 0.00 a 56.67 + 5.77 a 46.67 + 15.28 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 9  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต 
 การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา E 189 
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ตารางท่ี 19  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา E 189 ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา E 189 
 1:1 1:4 1:9 

 0 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 94.00 + 2.00 a 96.00 + 2.65 a 95.67 + 2.52 a 
 1.5 81.33 + 1.15 a 87.33 + 5.03 a 84.67 + 4.73 a   
  3 84.67 + 4.16 a 88.00 + 3.00 a 95.67 + 1.53 a 
  6 80.00 + 1.73 a 86.67 + 4.04 a 87.67 + 1.53 a 
 12 71.00 + 6.25 a 80.67 + 4.04 a 77.00 + 7.54 a 
 24 77.33 + 1.15 a 74.67 + 9.29 a 80.67 + 4.62 a 
 36 75.00 + 1.00 a 77.33 + 1.53 a 71.67 + 3.21a 
 48 72.33 + 0.58 a 70.67 + 5.03 a 70.67 + 0.58 a 
 60 68.67 + 1.53 a 68.67 + 2.89 a 67.00 + 5.57 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 

0

20

40

60

80

100

0 0.5 1.5 3 6 12 24 36 48 60

ชั่วโมงท่ี

เป
อร
เซ็
น
ต
ก
าร
ม
ีช
ีวิต

E189 1:1

E189 1:4

E189 1:9

 
ภาพท่ี 10  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น
 ดวยน้ํายา E 189 
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ตารางท่ี 20  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา 0.1M CT ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา 0.1M CT 
 1:1 1:4 1:9 

 0 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 
 1.5 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a   
  3 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 
  6 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 
 12 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 83.33 + 11.57 a 
 24 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 76.67 + 15.28 a 
 36 90.00 + 0.00 a 83.33 + 5.77 a 73.33 + 11.55 a 
 48 86.00 + 5.77 a 80.00 + 0.00 a 66.67 + 5.77 a 
 60 80.00 + 10.00 a 73.33 + 5.77 a 56.67 + 5.77 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 11  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต 
 การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา 0.1 M CT 
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ตารางท่ี 21  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา 0.1M CT ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา 0.1M CT 
 1:1 1:4 1:9 

 0 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 94.00 + 1.00 a 97.00 + 1.00 a 95.67 + 1.53 a 
 1.5 87.00 + 4.58 a 91.33 + 2.52 a 88.67 + 4.73 a   
  3 90.67 + 8.50 a 84.67 + 8.14 a 90.67 + 1.53 a 
  6 86.33 + 3.79 a 86.67 + 1.15 a 78.67 + 6.35 a 
 12 71.00 + 11.79 b 81.00 + 6.08 a 70.67+ 3.05 a 
 24 64.33 + 17.67 c 81.67 + 0.58 a 75.33 + 1.53 a 
 36 68.33 + 2.08 a 70.33 + 11.55 a 72.00 + 1.00 a 
 48 73.00 + 1.00 a 70.33 + 1.53 a 65.67 + 3.21 a 
 60 68.67 + 4.93 a 67.33 + 1.15 a 62.33 + 2.52 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 12  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น
 ดวยน้ํายา 0.1 M CT 
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ตารางท่ี 22  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา NaCl 0.9% ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา NaCl 0.9% 
 1:1 1:4 1:9 

0 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 1.5 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a   
  3 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
  6 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 12 90.00 + 0.00 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 24 86.67 + 5.77 a 90.00 + 0.00 a 86.67 + 5.77 a 
 36 86.67 + 5.77 a 86.67 + 5.77 a 83.33 + 5.77 a 
 48 83.33 + 11.55 a 83.33 + 5.77 a 76.67 + 11.55 a 
 60 66.67 +15.28 a 80.00 + 0.00 a 70.00 + 0.00 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 13  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสซ่ึงแปลงคามาจากเปอรเซ็นต 
 การเคล่ือนท่ีของการเก็บรักษานํ้าเช้ือแบบแชเยน็ดวยน้ํายา NaCl 0.9% 
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ตารางท่ี 23  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชเยน็ดวยน้ํายา NaCl 0.9% ท่ีอัตราสวนตาง ๆ กัน 
 

ช่ัวโมง  อัตราสวนน้ําเช้ือตอน้ํายา NaCl 0.9% 
 1:1 1:4 1:9 

0 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 100.00 + 0.00 a 
 0.5 99.00 + 1.00 a 97.00 + 1.73 a 97.00 + 0.00 a 
 1.5 86.67 + 4.51 a 90.67 + 2.08 a 91.33 + 6.35 a   
  3 95.33 + 0.58 a 94.33 + 2.89 a 93.67 + 3.05 a 
  6 84.33 + 2.89 a 87.33 + 2.08 a 88.00 + 2.65 a 
 12 72.33 + 7.51 a 83.33 + 4.93 a 82.67 + 1.53 a 
 24 72.33 + 2.08 a 78.33 + 7.77 a 82.33 + 1.15 a 
 36 67.00 + 3.46 a 72.33 + 6.66 a 73.67 + 7.09 a 
 48 71.66 + 1.15 a 77.00 + 2.65 a 77.00 + 1.00 a 
 60 66.33 +2.89 a 69.67 + 1.53 a 71.67 + 1.53 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับเหมือนกนั แสดงวามีความแตกตางกันอยาง
 ไมมีนัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 14  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแชเย็น
 ดวยน้ํายา NaCl 0.9% 
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การทดลองท่ี 2  ศึกษาชนิดและความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท (cryoprotectant) ท่ีมี
 ผลตอการเก็บรักษาน้ําเชื้อปลากะรังหงส  
 
 ผลการทดสอบความเปนพษิของสาร cryoprotectant ท้ัง 5 ชนิด คือ DMA, DMSO 
Methanol, Glycerol และ Trehalose ท่ี 3 ระดับความเขมขน คือ 5%, 10% และ 15% โดยนํ้าเช้ือนั้น
ถูกเจือจางในน้ํายา NaCl 0.9% (ไดจากการทดลองท่ี 1) ประเมินการเคล่ือนท่ีและเปอรเซ็นตการมี
ชีวิตของสเปรมหลังจากการละลาย (thawing) 
 
 1.  การทดสอบความเปนพษิของน้ํายา DMA ท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 15% 
คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SE) เปน 8.00 + 0.00%, 8.00 + 0.00% และ 0.00 + 0.00% พบวา 
น้ํายา DMA ระดับความเขมขน 5% และ10% การเคล่ือนท่ีมีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) แตมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับระดับความเขมขน 
15% (ภาพท่ี 15, ตารางท่ี 24)  เซลลมีชีวิตเฉล่ียท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 15% (Mean + 
SE) เปน 75.00 + 1.81%, 73.25 + 2.05% และ 75.63 + 2.45% น้ํายา DMA ระดับความเขมขน 5%, 
10% และ15% การมีชีวิตเฉล่ียของเซลลมีความแตกตางกนัอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) 
(ภาพท่ี 16, ตารางท่ี 25) 
 
 2.  การทดสอบความเปนพษิของน้ํายา DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 15% 
คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SE) เปน 8.00 + 0.00%, 8.00 + 0.00% และ 5.63 + 0.18%  
พบวา น้ํายา DMSO ระดับความเขมขน 5% และ 10%  การเคล่ือนท่ีมีความแตกตางกันอยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับระดับ
ความเขมขน15% (ภาพท่ี 15, ตารางท่ี 24)  เซลลมีชีวิตเฉล่ียท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 
15% (Mean + SE) เปน 76.88 + 0.99%, 74.38 + 0.84% และ 57.88 + 1.75% น้ํายา DMSO ระดับ
ความเขมขน 5% และ10% การมีชีวิตเฉล่ียของเซลลมีความแตกตางกันอยางไมมีนยัสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) แตมีความแตกตางอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับระดับความเขมขน 15% (ภาพท่ี 
16, ตารางท่ี 25) 
 
 3.  การทดสอบความเปนพษิของน้ํายา MeOH ท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 15% 
คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SE) เปน  6.75 + 0.16%, 6.25 + 0.16% และ 1.25 + 0.16% 
พบวา น้ํายา MeOH ระดับความเขมขน 5% และ 10%  การเคล่ือนท่ีมีความแตกตางกันอยางไมมี 
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นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กบัระดับความ
เขมขน15% (ภาพท่ี 15, ตารางท่ี 24)  เซลลมีชีวิตเฉล่ียท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 15% 
(Mean + SE) เปน 69.00 + 2.60%, 66.83 + 1.29% และ 61.38 + 1.32% น้ํายา MeOH ระดับความ
เขมขน 5%, 10% และ15%  การมีชีวิตเฉล่ียของเซลลมีความแตกตางกนัอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ 
(p>0.05) (ภาพท่ี 16, ตารางท่ี 25) 
 
 4.  การทดสอบความเปนพษิของน้ํายา Glycerol ท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 15% 
คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SE) เปน 1.00 + 0.00%, 1.00 + 0.00% และ 0.00 + 0.00% พบวา 
น้ํายา Glycerol ระดับความเขมขน 5% และ10%  การเคล่ือนท่ีมีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) แตมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับระดับความเขมขน
15% (ภาพท่ี 15, ตารางท่ี 24) เซลลมีชีวิตเฉล่ียท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ15%  (Mean + 
SE) เปน 34.75 + 2.14%,  26.88 + 1.04% และ 25.88 + 0.83% น้ํายา Glycerol ระดับความเขมขน  
10% และ15% การมีชีวิตเฉล่ียของเซลลมีความแตกตางกนัอยางไมมีนัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แต
มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับระดับความเขมขน 5% (ภาพท่ี 16, ตาราง
ท่ี 25) 
 
 5.  การทดสอบความเปนพษิของน้ํายา Trehalose ท่ีระดบัความเขมขน 5%, 10% และ 15% 
คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย (Mean + SE) เปน 6.00 + 0.00%, 4.75 + 0.31% และ 4.25 + 0.16% พบวา 
น้ํายา Trehalose ระดับความเขมขน 5% และ 10%  การเคล่ือนท่ีมีความแตกตางกันอยางไมมี
นัยสําคัญทางสถิติ (p>0.05) แตมีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ (p<0.05) กับระดับ
ความเขมขน 15% (ภาพท่ี 15, ตารางท่ี 24)  เซลลมีชีวิตเฉล่ียท่ีระดับความเขมขน 5%, 10% และ 
15% (Mean + SE) เปน 41.25 + 3.97%, 42.88 + 1.67% และ 33.13 + 1.88% น้ํายา Trehalose ระดับ
ความเขมขน 5%, 10% และ 15%  การมีชีวติเฉล่ียของเซลลมีความแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p>0.05) (ภาพท่ี 16, ตารางท่ี 25) 
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ตารางท่ี 24  คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้ําเช้ือแบบแช
แข็งดวยสาร cryoprotectant 5 ชนิด 

 

ชนิดของสาร  ระดับความเขมขน 
(Cryoprotectant)  5% 10% 15% 

  DMA 8.00 + 0.00a 8.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 b 
 DMSO 8.00 + 0.00 a 8.00 + 0.00 a 5.63 + 0.18 b 
 MeOH 6.75 + 0.16 a 6.25 + 0.16 a 5.63 + 0.16 a  
 Glycerol 1.00 + 0.00 a 1.00 + 0.00 a 0.00 + 0.00 b 
 Trehalose 6.00 + 0.00 a 4.75 + 0.31 a 4.25 + 0.16 a 

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับตางกัน แสดงวามีความแตกตางกันอยางมี
 นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี 15  คะแนนการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงสในสาร cryoprotectant  5 ชนิด ท่ี 3 ระดับ 
  ความเขมขน 
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ตารางท่ี 25  เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมปลากะรังหงสของการเก็บรักษาน้าํเช้ือแบบ 
 แชแข็งดวยสาร cryoprotectant  5 ชนิด 
 

ชนิดของสาร  ระดับความเขมขน 
(Cryoprotectant)  5% 10% 15% 

  DMA 75.00 + 1.81a 73.25 + 2.05 a 75.63 + 2.45 a 
 DMSO 76.88 + 0.99 a 74.38 + 0.84 a 57.88 + 1.75 b 
 MeOH 69.00 + 2.60 a 66.83 + 1.29 a 61.38+ 1.32 a  
 Glycerol 34.75 + 2.14 a 26.88 + 1.04b 25.88 + 0.83 b 
 Trehalose 41.25 + 3.97 a 42.88 + 1.67 a 33.13 + 1.88 a  

 
หมายเหตุ  คาเฉล่ียในแนวนอนเดียวกนัท่ีมีอักษรกํากับตางกัน แสดงวามีความแตกตางกันอยางมี
 นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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ภาพท่ี16  เปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสในสาร cryoprotectant 5 ชนิด  
 ท่ี 3 ระดับความเขมขน 
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การศึกษาการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงส 
 
 เม่ือพิจารณาท่ีปจจัยเดียว คือ ชนิดของสาร cryoprotectant จะเห็นวาการเลือกใช DMSO ทํา
ใหเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสภายหลังการเก็บรักษาดวยวิธีแช
แข็งสูงท่ีสุด และสูงกวาการใช  DMA  MeOH  Trehalose และ Glycerol ตามลําดับ 
 
 การเลือกใชสาร cryoprotectant  5 ชนิดนี ้พบวาการเลือกใชท่ีระดับความเขมขน 5%ใหผล
การทดลองดีท่ีสุดแตไมแตกตางกับ 10%   
 
 การเลือกใช DMA, DMSO, MeOH, Glycerol และ Trehalose ท่ีระดับความเขมขนตางกัน 
3 ระดับ (5%, 10% และ 15% ) มีผลทําใหเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตของสเปรมปลา
กะรังหงสมีความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05)  โดย การใช DMSO 5% ทําหนาท่ีเปนสาร 
cryoprotectant ในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลากะรังหงสใหผลดีท่ีสุดรองลงมาคือ DMA 15% DMA 
5% DMSO 10% DMA 10% และ MeOH 5% (ภาพท่ี 15 และ 16, ตารางท่ี 26-28) 
 
ตารางท่ี 26  คะแนนเคล่ือนท่ีเฉล่ีย เปอรเซ็นตการมีชีวติเฉล่ียของสเปรมในสาร cryoprotectant  
 5 ชนิด ท่ี 3 ระดับความเขมขน 
 

ชนิดและความเขมขน คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ีย 
ของสาร cryoprotectant ของสเปรม (Mean + SE) ของสเปรม (Mean + SE) 

 DMA 5% 8.00 + 0.00 75.00 +  1.81 
 DMA 10% 8.00 + 0.00 73.25 +  2.05 
 DMA 15% 0.00 + 0.00 75.63 +  2.45 
 DMSO 5% 8.00 + 0.00 76.88 +  0.99 
 DMSO 10% 8.00 + 0.00 74.38 +  0.84 
 DMSO 15% 5.63 + 0.18 57.88 +  1.75 
 MeOH 5% 6.75 + 0.16 69.00 +  2.60 
 MeOH 10% 6.25 + 0.16 66.83 +  1.29 
 MeOH 15% 1.25 + 0.16 61.38 +  1.32 
 Glycerol 5% 1.00 + 0.00 34.75 +  2.14 
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ตารางท่ี 26  (ตอ) 
 

ชนิดและความเขมขน คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ีย เปอรเซ็นตการมีชีวิตเฉล่ีย 
ของสาร cryoprotectant ของสเปรม (Mean + SE) ของสเปรม (Mean + SE) 

 Glycerol 10% 1.00 + 0.00 26.88 +  1.04 
 Glycerol 15% 0.00 + 0.00 25.88 +  0.83 
 Trehalose 5% 6.00 + 0.00 41.25 +  3.97 
 Trehalose 10% 4.75 + 0.31 42.88 +  1.67 
 Trehalose 15% 4.25 + 0.16 33.13 +  1.88 

 
หมายเหตุ:  กําหนดอัตราการเคล่ือนท่ีของเซลลสเปรมเปนระบบตัวเลข 1-10 ดังนี้   
  1 = เคล่ือนท่ี 0 <10 %, 2 = เคล่ือนท่ี 10 < 20 %,  3 = เคล่ือนท่ี 20 < 30 %, 
  4 = เคล่ือนท่ี 30 < 40 % 5 = เคล่ือนท่ี 40 < 50 %  6 = เคล่ือนท่ี 50 < 60 %,   
  7 = เคล่ือนท่ี 60 < 70 %, 8 = เคล่ือนท่ี 70 < 80 %, 9 = เคล่ือนท่ี 80 < 90 %, 
  10 = เคล่ือนท่ี 90 < 100 %  
 
การทดลองท่ี 3  ศึกษาประสิทธิภาพของน้าํเชื้อสดและน้าํเชื้อแชแขง็ท่ีมีตอเปอรเซ็นตการฟกไขปลา
 กะรังหงส 
 
 ใชแมปลากะรังหงสมีไขท่ีพรอมเหนี่ยวนําใหไขแกและมีการตกไขโดยการฉีดฮอรโมน 
puberogen จํานวน 2 เข็ม ๆ แรกใช 100  IU/น้ําหนกัปลา 1 กิโลกรัม และเข็มท่ี 2 หางจากเข็มแรก 
24 ช่ัวโมง ใช  200 IU/น้ําหนักปลา 1 กิโลกรัม สามารถรีดไขปลาไดภายใน 77 ช่ัวโมง ผลจากการ
สุมนับไข 300 ไมโครลิตรมีคาเฉล่ีย 450 ฟอง นําไขท่ีไดไปทดสอบกับน้ําเช้ือสด น้ําเช้ือท่ีผานการ
แชแข็งโดยใช  5% ของ DMA และ DMSO  ซ่ึงมีสเปรม 7.6 X 10 9 เซลล หลังจากฟกไข 24 ช่ัวโมง
สุมนับเปอรเซ็นตการฟก พบวาไขท่ีผสมน้ําเช้ือสดมีคา 16.30%, 15.13%, 12.56% และ 15.49% ไข
ท่ีผสมน้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMA 5% เปนสาร cryoprotectant มีคา 5.26%, 5.44%, 6.94% และ 8.76% 
ไขท่ีผสมน้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMSO 5% เปนสาร cryoprotectant มีคา 13.94%, 18.18% และ 17.46% 
ตามลําดับ (ตารางท่ี 23 และ 24) 
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ตารางท่ี 27  เปอรเซ็นตการฟกไขปลากะรังหงสท่ีผสมกับน้ําเช้ือสด น้าํเช้ือท่ีผานการแชแข็งโดยใช 
 5%  ของ DMA และ DMSO  เปนสาร cryoprotectant 
 

 ชนิด/cryoprotectant ซํ้าท่ี % การฟกไข 

 น้ําเช้ือสด  1 16.30 
    2 15.13 
    3 12.56 
    4 15.49 
 น้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช 1  5.26 
 DMA 5%  2  5.44 
    3  6.94 
    4  8.76 
 น้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช 1 13.94 
 DMSO 5% 2 18.18 
    3 17.46 

 
ตารางท่ี 28  ผลการวิเคราะหเปอรเซ็นตการฟกไขปลากะรังหงส 
 

 ชนิด/cryoprotectant คาเฉล่ีย (% การฟกไข) 

 น้ําเช้ือสด   14.87 + 0.02 a 

 น้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMA 5%   6.60 + 0.02 b    
 น้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMSO 5%   16.53 + 0.02 a 

 
หมายเหตุ:  คาเฉล่ียในแนวต้ังเดียวกันท่ีมีอักษรกํากับแตกตางกัน แสดงวาแตกตางกนัอยางมี
 นัยสําคัญทางสถิติท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95% 
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วิจารณ 
 
การทดลองท่ี 1  ชนิดและอัตราสวนการเจือจางของน้ํายา extender ท่ีมีผลตอการเก็บรักษาน้ําเชื้อ
 ปลากะรังหงส 
  
 จากการศึกษาโดยการทดสอบการเคล่ือนท่ีและเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมหลังจาก
การเก็บแบบแชเย็นในนํ้ายา extender 5 ชนิด คือ NaCl 0.9 %, E 189, MFR, E 251 และ 0.1 M CT 
พบวา 60 ช่ัวโมงแรกการเคลือ่นท่ีของสเปรมท่ีเก็บรักษาในน้ํายา extenders ท้ัง 5 ชนิด ใหผลไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ (P>0.05) โดยที่คา Osmolality ของนํ้ายา extender 5 
ชนิด ดังกลาวขางตนมีคาเทากับ 274, 295, 438, 329 และ 228  mOsm/kg ตามลําดับ ซ่ึงมีคาใกลเคียง
กับของเหลวท่ีอยูในน้ําเช้ือปลากะรังหงส คือ 320  mOsm/kg เชนเดยีวกับผลการศึกษาของ สุเมธ 
(2550) ท่ีทดลองประสิทธิภาพของน้ํายา extender 10 สูตร คือ Marine Fish Ringer (MFR),  
Extender 251(E 251), 0.1 M Sodium Citrate (CT), Calcium Free Hank ,s Balance Salt Solution 
(CF-HBSS), Hank ,s Balance Salt Solution (HBSS), NaCl 0.85 %, Cortland, Saline Base,  Ringer 
และ Ca-F Saline ซ่ึงมีคา Osmolality 941, 878, 651, 317, 618, 342, 408, 250, 415, 525 mOsm/kg 
และของเหลวในน้ําเช้ือปลากะพงแดง, Lutjanus argentimaculatus มีคา Osmolality 421 mOsm/kg 
พบวาน้ํายา extender 3 สูตร คือน้ํายา Saline Base, Ringer และนํ้ายา Ca-F Saline มีประสิทธิภาพใน
การเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะพงแดงแบบแชเย็น ซ่ึงจะเหน็ไดวาน้ํายา extender 3 สูตรมีคา 
Osmolalityใกลเคียงกับน้ําเช้ือปลากะพงแดงโดยเฉพาะนํ้ายา Ringer มีคารักษาระดับเกลือแรใน
ของเหลว การแลกเปล่ียนเกิดข้ึนนอยมากและยังคงรักษาสภาพเซลลไดดีท่ีสุดแมถูกนําไปแชเย็น
ชวยสมดุลและรวมถึงการเคล่ือนท่ีดวย แสดงใหเห็นวา Osmolality ของนํ้ายา extender มีผลตอการ
มีชีวิตและใชไดของเซลลสเปรมหลังจากนําไปผานกระบวนการแชเยน็ ผลการศึกษาในตางประเทศ
เชนเดยีวกัน ปลา yellowfin sea bream, Acanthopagrus  latus (Gwo, 1994) และใน black grouper, 
Epinephelus  malabaricus (Gwo, 1993)   
 
 คา Osmolality เปนส่ิงสําคัญในการเสริมการเคล่ือนท่ีของเซลลสเปรม ดังนั้นคา 
Osmolality จึงเปนดัชนีตวัหนึ่งท่ีบงช้ีใหเหน็วา การเคล่ือนท่ีของสเปรมปลา เม่ือพิจารณาจะพบวา 
คา Osmolality ท่ีอยูภายนอกสเปรมปลาทะเลท่ีมีคา Osmolality สูงกวาคา Osmolality ภายในสเปรม
ปลาทะเล จึงเปนผลใหสเปรมปลาทะเลนั้นเคล่ือนท่ีและเปนไปในทิศทางเดียวกนักบัการคนพบ
ของ Morisawa and Suzuki, (1980); Oda and Morisawa (1993) ท่ีกลาวไววาความดนัออสโมติก  
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(osmotic pressure) เปนปจจัยหลักในการควบคุมการเคล่ือนท่ีของเซลลสเปรมของปลาต้ังแตเร่ิม
เคล่ือนท่ี ปรากฎการณภาวะ Isotonic อธิบายไดวาจะเปนส่ิงหนึ่งท่ีเปนการปองกันการเคล่ือนท่ีของ
เซลลสเปรมกอนท่ีจะนําไปแชแข็ง ซ่ึงจะชวยลดปญหาการสูญเสียพลังงานของเซลลสเปรม
หลังจากการละลาย 
 
 ผลจากการศึกษาอัตราสวนการเจือจางโดยใชน้ํายา extender ตอน้ําเช้ือ 1:1, 1:4 และ 1:9 
โดยท่ีสเปรมท่ีเจือจางในนํ้ายา extender ท้ัง 5 สูตรทดลอง สเปรมเคล่ือนท่ีและมีชีวิตใหผลไมมี
ความแตกตางกันทางสถิติอยางมีนัยสําคัญ(P>0.05) ดังนัน้ในทางปฏิบัติจึงจําเปนตองเลือก
อัตราสวน 1:9 เนื่องจากปริมาณนํ้าเช้ือปลากะรังหงสท่ีรีดไดในแตละคร้ังมีปริมาณท่ีนอย แมวา
อัตราการเจือจางจะไมมีผลตอน้ําเช้ือ ถาน้ํายาเจือจางนั้นประกอบดวยอิออนและแรงดันออสโมติกท่ี
เหมาะสม แตไมควรเจือจางมากเพราะจะทําใหส้ินเปลืองภาชนะบรรจุและท่ีเก็บน้ําเช้ือ อีกท้ังหาก
ปริมาณนํ้ายาเจือจางท่ีมากข้ึนจะมีผลทําใหเกิดโอกาสการเกิดเกล็ดน้ําแข็งมากข้ึนในระหวางการลด
อุณหภูมิ (สุเมธ , 2550)  อัตราการเจือจางควรจะเปน 1:1 ถึง 1:9  (กฤษณ, 2536) 
 
 จากการทดลองเปนท่ีนาสังเกตวาถึงแมชนดิและอัตราสวนการเจือจางน้าํยา extender ตอ
น้ําเช้ือท้ัง 5 สูตรทดลองจะใหผลการเคล่ือนท่ีและการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสไมแตกตาง
กันแตมีน้ําเช้ือปลาท่ีเจือจางใน E 189 และ E 251  สเปรมจะจับตัวเปนเมือกขน อาจเกดิจากน้าํยา 
extender ดังกลาวมีสวนผสมท่ีมี Soy lecithin อยูดวยทําใหประสิทธิภาพการเคล่ือนท่ีต่ํากวาน้ํายา 
extender ชนิดอ่ืน ๆ เชนเดยีวกับการทดลองในปลาหมอทะเล, Epinephelus lanceolatus ท่ีเจือจาง
น้ําเช้ือใน E 189 และ E 251 พบวาใหจํานวนเซลลมีชีวิตและการเคลื่อนไหวต่ํากวา MFR และ CT 
(เรณู และคณะ, 2542) สําหรับน้ําเช้ือปลากะรังหงสนัน้จํานวนสเปรม เปอรเซ็นตการมีชีวิต และ
เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีมีความแตกตางกันแลวแตขนาด อายุ ความสมบูรณ และส่ิงแวดลอมของพอ
พันธุขณะเก็บน้ําเช้ือ การมีชีวิตและการเคลื่อนท่ีของสเปรมหลังจากเจือจางในน้ํายา extender 
ประสิทธิภาพก็ลดลงตามระยะเวลาในการเก็บซ่ึงเปนไปตามการศึกษาท่ีผานมา (เรณ ูและคณะ, 
2542;  Guest et al, 1976) แนวโนมการเก็บแบบแชเย็นในน้ํายา extender 5 ชนิด คือ NaCl 0.9 %,  
E 189, MFR, E 251 และ 0.1 M CT พบวา หลังจาก 60 ช่ัวโมงการเคล่ือนท่ี และการมีชีวิตของ
สเปรมท่ีเก็บรักษาในน้ํายา extender ท้ัง 5 ชนิด ใหผลมีความแตกตางกนัและพบวาสเปรมท่ีเก็บ
รักษาใน NaCl 0.9 % มีประสิทธิภาพสูงท่ีสุด 
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การทดลองท่ี 2  ชนิดและความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท (cryoprotectant) ท่ีมีผลตอ
 การเก็บรักษาน้ําเชื้อปลากะรังหงส 
 
  เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงสหลังจากเก็บรักษานํ้าเช้ือในสาร 
cryoprotectant ท้ังหมด 5 ชนิด คือ DMA, DMSO, MeOH, Glycerol และ Trehalose ท่ีระดับความ
เขมขน 3 ระดบั คือ 5%, 10% และ 15% โดยสเปรมท่ีผสมสาร cryoprotectant ท้ัง 5 ชนิดถูกประเมิน
เปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีหลังจากการละลาย (thawing) ผลจากการทดลองพบวา DMA และ DMSO 
ท่ีระดับความเขมขน 5% และ 10%ใหอัตราการเคล่ือนท่ีสูง จากการศึกษาคุณสมบัติของสาร 
cryoprotectant  ท่ีดี คือ จะตองมีคุณสมบัติในการละลายน้าํ มีความเปนพิษตอเซลลต่ํา และชวยปรับ
แรงดันออสโมติกของของเหลวภายในและภายนอกเซลล โดยท่ีชนิดและระดับความเขมขน
แตกตางกันเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงสก็แตกตางกัน เกณฑในการคัดเลือก
สาร cryoprotectant คือ จะเลือกสาร cryoprotectant ท่ีมีความเปนพษินอยท่ีสุดและทาํใหสเปรมปลา
กะรังหงสเคล่ือนท่ีนานและมากท่ีสุด ซ่ึงจากการทดลองในคร้ังนี้พบวา DMA และ DMSO มีความ
เปนพิษนอยกวา MaOH, Glycerol และ Trehalose  และจากการสังเกตพบวาน้ําเช้ือท่ีผสมสาร 
Glycerol และ Trehalose  หลังจากการละลายสเปรมจะจับตัวกันเปนกอนทําใหเคล่ือนท่ีไดนอย 
 
 ในการเลือกใช DMA, DMSO, MeOH, Glycerol และ Trehalose ท่ีระดับความเขมขน
ตางกัน 3 ระดบั (5%, 10% และ 15%) มีผลทําใหเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรังหงสมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (P>0.05) โดยการใช DMA และ DMSO ท่ีระดับความเขมขน 5% และ  
10% ทําหนาท่ีเปนสาร cryoprotectant ในการเก็บรักษาน้าํเช้ือปลากะรังหงสใหผลดี ซ่ึงสอดคลอง
กับรายงานท่ีวาสาร cryoprotectant หรือสารปองกันเซลล DMSO และกลีเซอรอลเขมขนสูงถึง 
20%(v/v) จะกระตุนการสราง DNA (Ashwood-Smith, 1980) สาร cryoprotectant โดยทั่วไปที่ความ
เขมขนและอุณหภูมิสูงจะเปนพิษตอเซลลเนื่องจากทําใหโปรตีนเปล่ียนสภาพ (denature) ดังนั้นจึง
เปนอันตรายตอเซลลท่ีไมอยูในสภาพแชแข็ง (Chao, 1996) 
 
 ผลการยอมสีเพื่อดูอัตราการมีชีวิตรอดของสเปรมหลังการแชแข็ง ทําการยอมสีดวย Eosin 
และ Nigrosin เพื่อตรวจสอบอัตราการมีชีวติรอดของสเปรม โดยใชการลดอุณหภูมิแบบ 2 ข้ันตอน 
(two–step) อัตราการลดอุณหภูมิ (-10 ) องศาเซลเซียสตอนาที อุณหภมิูสุดทายเปน (-80) องศา
เซลเซียส ใช Equilibration time 10-30 นาทีหลังจากเก็บไวในถังไนโตรเจนเหลวนานเปนระยะเวลา 
48  ช่ัวโมง ผลการวิเคราะหทางสถิติพบวา การใชสาร cryoprotectant ตางชนิดกนั สงผลใหสเปรม 
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ของปลากะรังหงสภายหลังการเก็บรักษาดวยวิธีแชแข็งมีเปอรเซ็นตการรอดตายแตกตางกันอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) เม่ือพิจารณาที่ปจจัยเดียว คือ ชนิดของสาร cryoprotectant  จะเห็นวา
การเลือกใช DMSO ทําใหเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสภายหลังการเก็บรักษาดวย
วิธีแชแข็งสูงท่ีสุดและสูงกวา  การใช  DMA  MaOH  Trehalose และ Glycerol ตามลําดับ การ
เลือกใชสาร cryoprotectant  5 ชนิดนี ้พบวาการเลือกใชท่ีระดับความเขมขน 5% ใหการทดลองดีท่ี
สุดแตไมแตกตางกับ 10%  (อาจกลาวไดวาการใชท่ีระดบัความเขมขนต่ําดีกวาท่ีระดบัความเขมขน
สูง ๆ) สรุปการเลือกใช DMA, DMSO, MaOH, Glycerol และ Trehalose ท่ีระดับความเขมขน
ตางกัน 3 ระดบั (5%, 10% และ 15%) มีผลทําใหเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสมี
ความแตกตางกันทางสถิติ (p<0.05)  โดยการใช DMSO 5% ทําหนาท่ีเปนสาร cryoprotectant  ใน
การเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงสใหผลดท่ีีสุดรองลงมาคือ DMA 15% DMA 5% DMSO 10% 
DMA 10%และ MeOH  5% (การเปรียบเทียบระหวางคูอ่ืน ๆ สามารถอานไดจากตารางท่ี 22) ซ่ึง
สอดคลองกับรายงานท่ีวาน้าํยา extender ท่ีดีท่ีสุดสําหรับการเจือจางน้าํเช้ือปลาทะเล คือ น้ําเกลือ 
(Saline) และสารประกอบประเภทนํ้าตาล (sugar solutions) สวน DMSO ทําหนาท่ีเปนสาร 
cryoprotectant  ในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลาทะเลใหผลดท่ีีสุด อยางไรก็ตาม DMSO จะมีความเปน
พิษตอเซลลสูงข้ึนตามระดับความเขมขน (Suquet et al, 2000) เชนเดยีวกับการทดลองในปลา 
Atlantic croaker, Micropogonias undulatus (Gwo et al, 1991) ปลา Barramundi, Lates calcarifer 
(Leung, 1987) ปลา Black grouper, Epinephelus malabaricus (Gwo, 1993) ปลากะรัง, Epinephelus 
tauvina (Withler and Lim, 1982) 
 
การทดลองท่ี 3  ผลจากการศึกษาประสิทธิภาพของน้ําเชื้อสดและน้ําเชื้อแชแขง็ท่ีมีตอเปอรเซ็นต

 การฟกไขของปลากะรังหงส 
 
 จากการทดสอบอัตราการฟกของไขปลากะรังหงส เปรียบเทียบระหวางน้ําเช้ือสดและ
น้ําเช้ือแชแข็ง โดยใช NaCl 0.9 % เปนน้ํายา extender และใช  5% ของ DMA และ DMSO เปนสาร 
cryoprotectant  ลดอุณหภูมิแบบ 2 ข้ันตอน (two–step) อัตราการลดอุณหภูมิท่ี (-10) องศาเซลเซียส
ตอนาที อุณหภูมิสุดทายเปน (-80) องศาเซลเซียส ใช Equilibration time 20 นาที หลังจากเก็บไวใน
ถังไนโตรเจนเหลวนานเปนระยะเวลา 52  ช่ัวโมง นําน้ําเช้ือมาทําการละลายท่ีอุณหภมิู  
32   ํ C นาน 20 วินาที หลังจากฟกไขเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ผลการวิเคราะหทางสถิติพบวา การใช
น้ําเช้ือตางชนดิกันสงผลใหเปอรเซ็นตการฟกไขของปลากะรังหงสมีความแตกตางกนัอยางมี
นัยสําคัญทางสถิติ (P<0.05) โดยการใชน้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMSO 5% ทําหนาท่ีเปนสาร  
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cryoprotectant มีเปอรเซ็นตการฟกไขสูงท่ีสุด และมีความแตกตางกันอยางไมมีนยัสําคัญทางสถิติ 
(P>0.05) กับน้ําเช้ือสดแตมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญทางสถิติ (P<0.05) กับน้าํเช้ือแชแข็งท่ี
ใช DMA 5% เปนสาร cryoprotectant 
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สรุปและขอเสนอแนะ 
 

สรุป 
 
การทดลองท่ี 1  การศึกษาชนิดและอัตราสวนการเจือจางน้ําเชื้อตอน้าํยา extender ท่ีมีผลตอการ
 เก็บรักษาน้ําเชือ้ปลากะรังหงสแบบแชเย็น 
 
 ผลการศึกษาประสิทธิภาพของน้ํายาในการเก็บรักษาน้ําเช้ือปลากะรังหงสแบบแชเยน็ จาก
ผลการศึกษาน้าํยา extender ท้ังหมด 5 สูตร คือน้ํายา MFR, E 251, E 189, 0.1 M CT และนํ้ายา 
NaCl 0.9% หลังจากกระตุนดวยน้ําทะเล พบวาน้ํายา extender สําหรับเจือจางน้ําเช้ือปลากะรังหงส
ท้ัง 5 สูตรมีระยะเวลาในการเคล่ือนท่ีและมีชีวิตนานท่ีสุด 216 ช่ัวโมง ประเมินสเปรมหลังจากการ
แชเยน็ท่ีเวลา 60 นาที พบวาเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมท่ีสูงมี 3 สูตร คือ น้ํายา NaCl 
0.9%, MFR และ E 189 เทากับ 72.22 + 9.72% (Mean + SD) การมีชีวิตเฉล่ียของเซลลสเปรมสูง
ท่ีสุด คือ น้ํายา NaCl 0.9% เทากับ 69.22 + 2.95% (Mean + SD) 
 
  ผลการศึกษาอัตราสวนการเจือจางน้ําเช้ือตอน้ํายา extender ท่ีเหมาะสมของปลากะรังหงส  
จากการศึกษาโดยใชอัตราสวนการเจือจาง 3 ระดับการเจอืจาง คือ 1:1, 1:4 และ 1:9 ประเมินสเปรม
หลังจากการแชเย็นใน NaCl 0.9%  ท่ีเวลา 60 นาที พบวาอัตราสวนการเจือจางน้ําเช้ือตอน้ํายา 
extender ท่ีมีผลทําใหเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมสูงท่ีสุด คือ อัตราการเจือจางท่ี 1:4 
(80.00 + 0.00%) (Mean + SD) โดยอัตราสวนท่ี 1:1 และ 1:9 มีอัตราการเคล่ือนท่ีเฉล่ียตํ่ากวา
ตามลําดับ การมีชีวิตเฉล่ียของสเปรมสูงท่ีสุด คือ อัตราเจอืจางท่ี 1: 9 (71.67 + 1.53%) (Mean + SD) 
 
การทดลองท่ี 2  การศึกษาชนิดและความเขมขนของสารไครโอโพรเทคแทนท (cryoprotectant) 
 ท่ีมีผลตอการเก็บรักษาน้ําเชือ้ปลากะรังหงส 
 
 จากการศึกษาความเปนพษิของสารcryoprotectant 5 ชนิด คือ DMA, DMSO, Methanol 
Glycerol และ Trehalose 3 ระดับความเขมขน คือ 5%, 10% และ 15% โดยสเปรมท่ีผสมสาร
cryoprotectant ท้ัง 5 ชนิด แตละชนิดถูกประเมินการเคล่ือนท่ีหลังจากการละลาย (ประมาณ 5 นาที) 
พบวา คะแนนการเคล่ือนท่ีเฉล่ียของสเปรมท่ีสูง คือ 5% และ 10% ของ DMA และ DMSO (8.00 +  
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0.00%) (Mean + SE)  การมีชีวิตเฉล่ียของเซลลสเปรมสูงท่ีสุด คือ DMSO 5% (76.88 + 0.99%) 
(Mean + SE)   
 
การทดลองท่ี 3  ผลจากการศึกษาประสิทธิภาพของน้ําเชื้อสดและน้ําเชื้อแชแขง็ท่ีมีตอเปอรเซ็นต
 การฟกไขปลากะรังหงส 
 
 จากการศึกษาอัตราการฟกของไขปลากะรังหงส เปรียบเทียบระหวางน้าํเช้ือสดและน้าํเช้ือ
แชแข็ง พบวาเปอรเซ็นตการฟกไขสูงท่ีสุด คือ น้ําเช้ือแชแข็งท่ีใช DMSO 5% ทําหนาท่ีเปนสาร 
cryoprotectant (16.53 + 2.27%) รองลงมา คือ น้ําเช้ือสด (14.87 + 1.62%) และนํ้าเช้ือแชแข็งท่ีใช 
DMA 5% ทําหนาท่ีเปนสาร cryoprotectant (6.60 + 1.63%) (Mean + SD) 

 ขอเสนอแนะ 

 
 ควรศึกษาการเพิ่ม-ลดอุณหภมิูท่ีใชในการละลายน้ําเช้ือปลากะรังหงสแบบแชแข็งรวมถึง
การศึกษาการนําน้ําเช้ือไปใชในการผสมเทียม อัตราสวนท่ีเหมาะสมระหวางไขตอนํ้าเช้ือ เพื่อศึกษา
อัตราการเพาะฟก และอัตรารอดตอไป 
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ตารางผนวกท่ี ก1  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรมปลากะรัง
 หงสแชเยน็ท่ีเวลา 60 นาที 
  

 Motility N Mean rank test statistics treatment 

 3 2 18.50 Chi-Square  7.656 
 4 5  14.00 df  6 
 5  4 29.75 Asymp. Sig  0.264 
 6 11   18.09 
 7 11   27.91 
 8 11   24.64 
 9 1   32.00 
Total 45 

 
หมายเหตุ  a  Kruskal Wallis Test 
 b  Grouping Variable: motility 
 
ตารางผนวกท่ี ก2  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการมีชีวติของสเปรมปลากะรังหงส
 แชเยน็ท่ีเวลา 60 นาที 
  

Source Type III Sum of Squares  df Mean Square F Sig. 

Corrected Model  0.024 (a) 14   0.002       1.291 0.269 
Intercept 20.890  1 20.890 1561.209 0.000 
ETD  0.008    4   0.002      1.422 0.251 
Dilute  0.003    2   0.002      1.216 0.311 
ETD*Dilute  0.013    8   0.002      1.216 0.311 
Error  0.040  30   0.001 
Total 20.954  45  
Corrected Total  0.064  44  

 
หมายเหตุ  a  R Squared = .376 (Adjusted R Squared = .085) 
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ตารางผนวกท่ี ก3  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการเคล่ือนท่ีของสเปรม 
 ปลากะรังหงสหลังจากแชแข็ง 
 

 Motility N Mean rank test statistics treatment 

 0 16 100.50 Chi-Square  57.92 
 1 22   56.86 df  7 
 2  2 100.50 Asymp. Sig  3.916E-10 
 4 10   84.50 
 5 7   89.07 
 6 23   51.80 
 7 8   30.50 
 8 32 40.50 
 Total 120 

 
หมายเหตุ  a  Kruskal Wallis Test 
 b  Grouping Variable: motility 
 
ตารางผนวกท่ี ก4  ผลการเปรียบเทียบความแตกตางระหวางทรีตเมนต โดยการทํา Kruskal-
 Wallis:multiple comparisons 
 

Comparisons d SE = d/SEp  Table Q 0.05, 15 Statistical 

1 VS 2   0.00   0.000 3.494 NS 
1 VS 3 96.00 21.077 3.494   S 
1 VS 4   0.00   0.000 3.494 NS 
1 VS 5   0.00   0.000 3.494 NS 
1 VS 6 41.13   9.029 3.494   S 
1 VS 7 23.88   5.242 3.494   S 
1 VS 8 31.63   6.943 3.494   S 
1 VS 9 74.00 16.247 3.494   S 
1 VS 10 77.00 16.905 3.494   S 
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ตารางผนวกท่ี ก4 (ตอ) 
 

Comparisons d SE = d/SEp  Table Q 0.05, 15 Statistical 

1 VS 11 77.00 16.905 3.494   S 
1 VS 12 96.00 21.077 3.494   S 
1 VS 13 35.50   7.794 3.494   S 
1 VS 14 -53.50 -11.746 3.494   S 
1 VS 15 56.88 12.487 3.494   S 
2 VS 3 96.00 21.077 3.494   S 
2 VS 4   0.00   0.000 3.494 NS 
2 VS 5   0.00   0.000 3.494 NS 
2 VS 6 41.13   9.029 3.494   S 
2 VS 7 23.88   5.242 3.494   S 
2 VS 8 31.63   6.943 3.494   S 
2 VS 9 74.00 16.247 3.494   S 
2 VS 10 77.00 16.905 3.494   S 
2 VS 11 77.00 16.905 3.494   S 
2 VS 12 96.00 21.077 3.494   S 
2 VS 13 35.50   7.794 3.494   S 
2 VS 14 51.00 11.197 3.494   S 
2 VS 15 56.88 12.487 3.494   S 
3 VS 4 -96.00 -21.077 3.494   S 
3 VS 5 -96.00 -21.077 3.494   S 
3 VS 6 -54.88 -12.048 3.494   S 
3 VS 7 -72.13 -15.835 3.494   S 
3 VS 8 -64.38 -14.133 3.494   S 
3 VS 9 -22.00 -4.830 3.494   S 
3 VS 10 -19.00 -4.171 3.494   S 
3 VS 11 -19.00 -4.171 3.494   S 
3 VS 12   0.00   0.000 3.494 NS 
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ตารางผนวกท่ี ก4 (ตอ)   
 

Comparisons d SE = d/SEp  Table Q 0.05, 15 Statistical 

3 VS 13 -60.50 -13.283 3.494   S 
3 VS 14 -45.00 -9.880 3.494   S 
3 VS 15 -39.13 -8.590 3.494   S 
4 VS 5   0.00   0.000 3.494 NS 
4 VS 6 41.13   9.029 3.494 S 
4 VS 7 23.88   5.242 3.494 S 
4 VS 8 31.63   6.943 3.494 S 
4 VS 9 74.00 16.247 3.494 S 
4 VS 10 77.00 16.905 3.494 S 
4 VS 11 77.00 16.905 3.494 S 
4 VS 12 96.00 21.077 3.494 S 
4 VS 13 35.50   7.794 3.494 S 
4 VS 14 51.00 11.197 3.494 S 
4 VS 15 56.88 12.487 3.494 S 
5 VS 6 41.13   9.029 3.494 S 
5 VS 7 23.88   5.242 3.494 S 
5 VS 8 31.63   6.943 3.494 S 
5 VS 9 74.00 16.247 3.494 S 
5 VS 10 77.00 16.905 3.494 S 
5 VS 11 77.00 16.905 3.494 S 
5 VS 12 77.00 16.905 3.494 S 
5 VS 13 77.00 16.905 3.494 S 
5 VS 14 77.00 16.905 3.494 S 
5 VS 15 77.00 16.905 3.494 S 
6 VS 7 -17.25 -3.787 3.494 S 
6 VS 8 -9.50 -2.086 3.494 NS 
6 VS 9 32.88   7.218 3.494 S 
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ตารางผนวกท่ี ก4 (ตอ)   
 

Comparisons d SE = d/SEp  Table Q 0.05, 15 Statistical 

6 VS 10 35.88   7.876 3.494 S 
6 VS 11 35.88   7.876 3.494 S 
6 VS 12 54.88 12.048 3.494   S 
6 VS 13 35.88   7.876 3.494   S 
6 VS 14   9.88   2.168 3.494 NS 
6 VS 15 15.75   3.458 3.494 NS 
7 VS 8   7.75   1.701 3.494 NS 
7 VS 9 50.13 11.005 3.494   S 
7 VS 10 53.13 11.663 3.494   S 
7 VS 11 53.13 11.663 3.494   S 
7 VS 12 72.13 15.835 3.494   S 
7 VS 13 11.63   2.552 3.494 NS 
7 VS 14 27.13   5.955 3.494   S 
7 VS 15 33.00   7.245 3.494   S 
8 VS 9 42.38   9.303 3.494   S 
8 VS 10 45.38   9.962 3.494   S 
8 VS 11 45.38   9.962 3.494   S 
8 VS 12 64.38 14.133 3.494   S 
8 VS 13   3.88   0.851 3.494 NS 
8 VS 14 19.38   4.254 3.494   S 
8 VS 15 25.25   5.544 3.494   S 
9 VS 10   3.00   0.659 3.494 NS 
9 VS 11   3.00   0.659 3.494 NS 
9 VS 12 22.00   4.830 3.494   S 
9 VS 13 -38.50 -8.453 3.494   S 
9 VS 14 -23.00 -5.050 3.494   S 
9 VS 15 -17.13 -3.760 3.494   S 
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ตารางผนวกท่ี ก 4 (ตอ)   
 

Comparisons d SE = d/SEp  Table Q 0.05, 15 Statistical 

10 VS 11   0.00   0.000 3.494 NS 
10 VS 12 19.00   4.171 3.494 S 
10 VS 13 -41.50 -9.111 3.494 S 
10 VS 14 -26.00 -5.708 3.494 S 
10 VS 15 -20.13 -4.418 3.494 S 
11 VS 12 19.00   4.171 3.494 S 
11 VS 13 -41.50 -9.111 3.494 S 
11 VS 14 -26.00 -5.708 3.494 S 
11 VS 15 -20.13 -4.418 3.494 S 
12 VS 13 -60.50 -13.283 3.494 S 
12 VS 14 -45.00 -9.880 3.494 S 
12 VS 15 -39.13 -8.590 3.494 S 
13 VS 14 15.50   3.403 3.494 NS 
13 VS 15 21.38   4.693 3.494 S 
14 VS 15   5.88   1.290 3.494 NS 

 
หมายเหต ุ a 1 = DMA 5%, 2  = DMA 10%, 3 = DMA 15%, 4 = DMSO 5%, 5 = DMSO 10%,  
 6 = DMSO 15%, 7 = Methanol 5%, 8 = Methanol 10%, 9 = Methanol 15%,  
   10 = Glycerol 5%, 11 = Glycerol 5%, 12 = Glycerol 15%, 13 = Trehalose 5%,  
   14 = Trehalose 10%, 15 = Trehalose 15%,  
 b NS = nonsignificant, S = significant 
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ตารางผนวกท่ี ก5  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการมีชีวติของสเปรมปลากะรังหงส
 หลังจากแชแข็ง 
 

Source Type III Sum  df Mean Square F Sig. 
 of Squares 

Corrected Model 6.189 14  0.442 85.554 0.000 
Intercept 44.371  1 44.371 8587.365 0.000 
CRYO 5.729  4 1.432      277.172 0.000 
CONC  0.245  2  0.123 23.731 0.000 
CRYO*CONC  0.248  8  0.031      6.010 0.000 
Error  0.543 105  0.005 
Total 51.481 120  
Corrected Total  6.731 119  

 
หมายเหตุ  a  R Squared = .919 (Adjusted R Squared = .909) 
 
ตารางผนวกท่ี ก6  ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสหลังจาก 
 แชแข็ง (นําคาเฉล่ียของทุกทรีตเมนตไปเปรียบเทียบดวยวิธี one way ANOVA) 
 

 Cryoprotectant N Subset for alpha = 0.05 
   1 2  3 4  

Tukey HSD Glycerol 26 0.3142   
 Trehalose 22 0.3923 
 MeOH 24 0.7283 
 DMSO 24 0.7785 
 DMA 24 0.8467 
  Sig.   1.0000  1.0000   0.1190       1.0000 

 
หมายเหตุ  Means for groups in homogeneous subsets are displayed.Based on Type III Sum of 

Squares The error term is Mean Square(Error) = .005. 
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a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 23.933. 
b The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type I 
error levels are not guaranteed. 
c Alpha = .05 
 

ตารางผนวกท่ี ก7  ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสหลังจาก 
 แชแข็งดวยความเขมขนของสาร Cryoprotectant ตางกัน 3 ระดับ 
 

  Concentration N Subset for alpha = 0.05 
    1  2 

Tukey HSD 15% 40 0.549 
  10% 40  0.628 
  5% 40  0.656 
  Sig.  1.000 0.191  

 
หมายเหตุ  Means for groups in homogeneous subsets are displayed. Based on Type III Sum of 

Squares The error term is Mean Square(Error) = .005 
 a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 40.000 
 b  Alpha = .05 
 
ตารางผนวกท่ี ก8  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการมีชีวติของสเปรมปลากะรังหงส
 หลังจากแชแข็ง (เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางทรีตเมนตดวยวิธี one way 
 ANOVA) 
 

 Sum of Squares df Mean of Square F Sig. 

Between groups 6.2096   14 0.4435 89.2776 1.2943E-51  
Within group 0.5217 105 0.0050 
Total 6.7313 119 
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ตารางผนวกท่ี ก9  ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการมีชีวิตของสเปรมปลากะรังหงสหลังจาก 
 แชแข็ง (เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวางทรีตเมนตดวยวิธี one way ANOVA) 
 

 Cryoprotectant N Subset for alpha = 0.05 
   1 2  3 4 5 

Tukey HSD Glycerol 15% 8 0.2619   
 Glycerol 10% 8 0.2724 
 Trehalose 15% 8 0.3383 0.3383  
 Glycerol 5% 8 0.3556 0.3556 
 Trehalose 5% 8 0.4281 
 Trehalose 10% 8 0.4436 
 DMSO 15% 8 0.6184 
 MeOH 15% 8 0.6618 0.6618 
 MeOH 10% 8  0.7571 0.7571 
 MeOH 5% 8  0.7659 0.7659 
 DMA 10% 8  0.8256 
 DMSO 10% 8  0.8391 
 DMA 5% 8  0.8511 
 DMA 15% 8 0.8633 
 DMSO 5% 8 0.8779 
  Sig.   0.3439  0.1751   0.9958       0.1897      0.0572 

 
หมายเหตุ  Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 a Uses Harmonic Mean Sample Size = 8.000 
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ตารางผนวกท่ี ก10  ผลการวิเคราะหความแปรปรวนเปอรเซ็นตการฟกไขของปลากะรังหงส 
 ท่ีผสมเทียมปลาโดยการใชสเปรมตาง ๆ (เปรียบเทียบคาเฉล่ียระหวาง 
 ทรีตเมนตดวยวิธี one way ANOVA) 
 
 Sum of Squares df Mean of Square F Sig. 

Between groups 209.971 2 104.986 32.240 0.000  
Within group 26.051 8 3.256 
Total 236.022 10 

 
ตารางผนวกท่ี ก11  ผลการเปรียบเทียบเปอรเซ็นตการฟกไขของปลากะรังหงสท่ีผสมเทียมปลา
 โดยการใชสเปรมตาง ๆ (เปรียบเทียบคาเฉลี่ยระหวางทรีตเมนตดวยวิธี one 
 way ANOVA) 
  

  Treatment N Subset for alpha = 0.05 
    1  2 

Tukey HSD DMA 5% 4 6.6000 
  น้ําเช้ือสด 4  14.8700 
  DMSO 5% 3  16.5267 
  Sig.  1.000 0.469  

 
 หมายเหตุ  Means for groups in homogeneous subsets are displayed. 
 a  Uses Harmonic Mean Sample Size = 3.600 
 b  The group sizes are unequal. The harmonic mean of the group sizes is used. Type I 
 error levels are not guaranteed. 
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ภาคผนวก ข   
ภาพผลการทดลอง 
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 ภาพผนวกท่ี ข1  เคร่ืองปนเหวีย่ง (centrifuge) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกท่ี ข2  เคร่ืองวัด osmolality (Osmometer) 1  
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ภาพผนวกท่ี ข3  เคร่ืองวัด osmolality (Osmometer) 2  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกท่ี ข4  เคร่ืองลดอุณหภูมิแบบภาคสนาม (Programmable Freezing  
  Control) 
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ภาพผนวกท่ี ข5  อุปกรณนบัเซลลสเปรม (Makler , s counting chamber)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกท่ี ข6  หลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 มิลลิเมตร  
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 ภาพผนวกท่ี ข7  การเก็บนํ้าเช้ือปลากะรังหงส 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกท่ี ข8  ละลายนํ้าเช้ือปลาดวยน้าํยา extender 
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 ภาพผนวกท่ี ข9  การเตรียมสาร cryoprotectant 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกท่ี ข10  ผสมน้ําเช้ือกับสาร cryoprotectant  
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ภาพผนวกท่ี ข11  บรรจุตัวอยางลงในหลอด (Straw) แลวปดหลอด  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกท่ี ข12  นําหลอดมาใสใน cryochamber ท่ีตออยูกับ Freezer control  
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 ภาพผนวกท่ี ข13  ลดอุณหภูมิดวย program cryogenesis 4 (จนถึง – 80 องศา 
  เซลเซียส)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกท่ี ข14  นําหลอดออกไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลว   
 
 



  
90 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
  
 ภาพผนวกท่ี ข15  ถังไนโตรเจนเหลว (อุณหภูมิ – 196 องศาเซลเซียส) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพผนวกท่ี ข16  นําหลอด (straw) มาละลายท่ีอุณหภูมิหอง (Thawing)   
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 ภาพผนวกท่ี ข17  นําน้ําเช้ือปลามาดูการเคล่ือนท่ี (motility rate) ภายใตกลอง 
  จุลทรรศนกําลังขยายสูง 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

ภาพผนวกท่ี ข18  วิธีการยอมสีสปรมปลาเพื่อดูเปอรเซ็นตการมีชีวิต  
   (viability rates)   
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ภาพผนวกท่ี ข19  สเปรมปลากะรังหงส  ภายใตกลองจลุทรรศนกําลังขยาย 100X  
   ตอเขาคอมพิวเตอรแบบพกพาผานโปรแกรม Motic Image 
  plus version 2.0 ML 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพผนวกท่ี ข20  การติดสีของสเปรม (สเปรมตัวเปนยอมไมติดสี สเปรม 
  ตัวตายยอมติดสีมวงอมชมพู) ภายใตกลองจุลทรรศนกําลัง 
  ขยาย 100X ถายรูปดวยกลอง Digital Camera Model E 4300 
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ประวัติการศึกษา และการทํางาน 

 
ช่ือ –นามสกุล นายนิพนธ  เสนอินทร 
วัน เดือน ป ท่ีเกิด วันท่ี 20 สิงหาคม 2517 
สถานท่ีเกิด  พัทลุง 
ประวัติการศึกษา วท.บ. (ประมง) สถาบันเทคโนโลยีราชมงคล (พ.ศ. 2540) 
ตําแหนงหนาท่ีการงานปจจบัุน นักวิชาการประมงชํานาญการ 
สถานท่ีทํางานปจจุบัน ศูนยวิจัยและพัฒนาประมงชายฝงระยอง กรมประมง 

กระทรวงเกษตรและสหกรณ 
ผลงานดีเดนและรางวัลทางวิชาการ  ผลงานวิชาการดีเดนประจําป 2547 สาขาการวิจยัดานการ

เพาะเล้ียงสัตวน้ําชายฝง กรมประมง 
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