
บทที ่1 

บทนํา 

 

1.1 ความสาํคญัและท่ีมาของปัญหาท่ีทาํการวิจยั 

ปลาดุกลาํพนั (Clarias nieuhofii) เป็นปลานํ้ าจืดในสกุลเดียวกบัปลาดุกท่ีนิยมเล้ียงกนัโดยทัว่ไป 

เช่นปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus)  ปลาดุกดา้น (Clarias batrachus) และปลาดุกอฟัริกนั (Clarias 

gariepinus)  แต่มีรสชาติดีและมีราคาแพงกวา่ปลาดุกชนิดอ่ืนๆ นอกจากน้ี ลาํตวัมีสีและลายท่ีสวยงามคือ 

ลาํตวัมีสีนํ้ าตาลแดง ขา้งลาํตวัมีจุดสีขาว เรียงเป็นแถวตามขวางประมาณ 13–14 แถว จึงมีการเล้ียงเป็น

ปลาสวยงามอีกด้วย ทาํให้มีการจบัในอตัราสูง ประกอบกบัปลาดุกลาํพนัเป็นปลาท่ีอาศยัอยู่ในท่ีท่ีมี

ลกัษณะค่อนขา้งจาํเพาะคืออาศยัอยูบ่ริเวณป่าพรุทางภาคใต ้และภาคตะวนัออกของประเทศไทย ซ่ึงพื้นท่ี

มีสภาพนํ้ าขงั สภาพนํ้ าเป็นกรด ปัจจุบนัระบบนิเวศป่าพรุเปล่ียนแปลงไปประชากรของส่ิงมีชีวิตรวมทั้ง

ประชากรของปลาดุกลาํพนัท่ีอาศยัอยูใ่นบริเวณนั้นมีจาํนวนลดลงมากจนถูกจดัเป็นปลาท่ีมีแนวโนม้ใกล้

สูญพนัธ์ุ (vulnerable) (สํานกันโยบายและแผนส่ิงแวดลอ้ม, 2540) สาขาวิทยาศาสตร์การเพาะเล้ียงสัตว์

นํ้า คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัทกัษิณ ประสบความสาํเร็จในการเพาะพนัธ์ุปลาดุกลาํพนั และเล็งเห็น

วา่ปลาดุกลาํพนั เป็นปลาอีกชนิดหน่ึงท่ีสามารถเพาะพนัธ์ุและปรับปรุงพนัธ์ุเพื่อส่งเสริมใหเ้กษตรกรเล้ียง

เพื่อการบริโภคและเล้ียงเป็นปลาสวยงามเชิงพาณิชย์ได้ แต่ปัญหาอย่างหน่ึงในการเพาะพนัธ์ุปลา          

ดุกลาํพนัคือ ปริมาณพ่อแม่พนัธ์ุมีอยู่อย่างจาํกัด   การจบัพ่อแม่พนัธ์ุจากธรรมชาติบางคร้ังเพศผูแ้ละ     

เพศเมียมีการพฒันาของเซลล์สืบพนัธ์ุไม่พร้อมกนั ไม่สามารถนาํมาผสมเทียมได ้และการผสมเทียมปลา

ดุกลาํพนั ตอ้งฆ่าตวัผูเ้น่ืองจากไม่สามารถรีดนํ้ าเช้ือออกมาได้เหมือนปลาชนิดอ่ืน การผสมเทียมปลา    

ดุกลาํพนัแต่ละคร้ังเม่ือฆ่าปลาเพศผู ้หากมีนํ้ าเช้ือเหลือก็ตอ้งทิ้งหรือมีการใชน้ํ้ าเช้ือเกินความจาํเป็น จาก

ขอ้จาํกดัดงักล่าว หากไม่มีวิธีการจดัการการเพาะพนัธ์ุท่ีเหมาะสมหรือมีการใชป้ระโยชน์จากพ่อแม่พนัธ์ุ

ไม่คุม้ค่า อาจส่งผลให้ปลาดุกลาํพนัสูญพนัธ์ุได ้ การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาเป็นวิธีการหน่ึงท่ี สามารถ

แกปั้ญหาดงักล่าวได ้ทาํให้การเพาะพนัธ์ุปลามีความสะดวกและมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน สามารถนาํ

นํ้าเช้ือมาใชเ้พาะพนัธ์ุไดท้นัทีเม่ือปลาเพศเมียมีไข่แก่ ลดการตายของปลาเพศผูจ้ากการเพาะพนัธ์ุในแต่ละ

คร้ังและใชน้ํ้ าเช้ืออยา่งมีประสิทธิภาพมากท่ีสุด ประหยดัค่าขนส่งลาํเลียงปลาเพศผูจ้ากแหล่งธรรมชาติ 

ประหยดัพื้นท่ี แรงงานและค่าใช้จ่ายในการเล้ียงปลาเพศผู ้และสามารถนาํนํ้ าเช้ือมาใช้ในการผสมขา้ม

สายพนัธ์ุ และแก้ปัญหาในปลาท่ีใกลสู้ญพนัธ์ุได้ การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาสามารถทาํได้โดย วิธีการ       

แช่เยน็ (chilled storage) คือเก็บนํ้ าเช้ือปลาในนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ (extender) ซ่ึงเป็นนํ้ ายาท่ีช่วยคงสภาพ

ความมีชีวิตของเซลล9์และแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 90 – 4 oC สามารถยืดอายุนํ้ าเช้ือได ้7 – 10 วนั หรือวิธีการ     

แช่แข็ง (cryopreservation) โดยนํานํ้ าเช้ือมาเติมนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ และเติมสารปกป้องเซลล ์

(cryoprotectant) ซ่ึงเป็นสารท่ีป้องกันไม่ให้เน้ือเยื่อเสียหายในระหว่างการแช่แข็ง และนําไปเก็บใน

ไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 oC วิธีการน้ีสามารถเก็บนํ้ าเช้ือได9้นานเป็นปี9 นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ           9



 2 

แต่ละสูตรจะมีความเหมาะสมกบันํ้ าเช้ือของปลาต่างชนิดกนั 9นํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ9ท่ีเหมาะสมควรมี9ค่า       

ออสโมลาลิตี (osmolality) ใกลเ้คียงกบัของเหลวในนํ้าเช้ือปลา (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 

ดงันั้นการวจิยัเพื่อหาสูตร นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาดุกลาํพนั จึง

เป็นส่ิงสาํคญัและมีความจาํเป็นอย่างยิ่ง เน่ืองจากยงัไม่มีการศึกษามาก่อน หากสามารถทดลองหา นํ้ายา

เจือจางนํ้าเช้ือสูตรท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนัไดส้าํเร็จ ทาํให้การใชป้ระโยชน์จาก

นํ้ าเช้ือปลาดุกลาํพนัให้คุม้ค่าท่ีสุด มีความสะดวกในการเพาะขยายพนัธ์ุมากข้ึน สามารถเพิ่มผลผลิตลูก

พนัธ์ุปลาดุกลาํพนัใหเ้พียงพอกบัความตอ้งการของผูบ้ริโภค และอนุรักษป์ลาดุกลาํพนัไม่ให้สูญพนัธ์ุไป

ในอนาคต 

 

1.2 วตัถุประสงคข์องการวจิยั 

1.2.1. เพื่อทดลองหาสูตรนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาดุกลาํพนัโดย

วธีิการแช่เยน็และวธีิการแช่แขง็ 

1.2.2. เพื่อศึกษาอตัราส่วนนํ้าเช้ือต่อนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา 

ดุกลาํพนัโดยวธีิการแช่เยน็และวธีิการแช่แขง็ 

1.2.3. เพื่อเปรียบเทียบ อตัราการปฏิสนธิ อตัราการฟักไข่ปลาดุกลาํพนัจากการใช้นํ้ าเช้ือสด 

นํ้าเช้ือแช่เยน็ และนํ้าเช้ือแช่แขง็ 
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บทที่ 2 

เอกสารและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

2.1 ลกัษณะดา้นอนุกรมวธิานของปลาดุกลาํพนั 

ปลาดุกลาํพนัเป็นปลาไม่มีเกล็ด อยู่ในครอบครัวเดียวกบัปลาดุกทัว่ไป แต่แตกต่างท่ีครีบหลงั 

ครีบหางและครีบก้นเช่ือมต่อกัน ขณะท่ีปลาดุกทัว่ไปครีบหลังดังกล่าวแยกออกจากกันชัดเจน ใน

ประเทศไทย มีรายงานพบ 1 สกุล (genus) จาํนวน 2 ชนิด (species) คือ Prophagorus nieuhofii (Cur & 

Val.) และ P. catarectus (Fowler) โดยท่ีปลาในสกุลน้ี จะมีครีบหลงั ครีบกน้ และครีบหาง ติดต่อกนัเป็น

พืด โดยท่ีตรงปลายของครีบไม่แยกออกจากกนั  และปลา 2 ชนิดน้ีแตกต่างกนัท่ี Prophagorus nieuhofii 

จะมีครีบหลงั ครีบกน้ และครีบหาง ติดต่อกนั แต่ตอนปลายของครีบทั้ง 3 แยกออกจากกนัอยา่งเห็นไดช้ดั  

ความลึกของลาํตวัประมาณ 1ใน 8.0–9.3 เท่าของความยาวมาตรฐาน ครีบหลงัมีกา้นครีบ 87–106 กา้น 

ครีบกน้มี 69–95 กา้น ฟันท่ีกระดูกส่วนกลางเพดานปากเป็นแถบโคง้ แต่บริเวณตรงก่ึงกลางของแถบยื่น

ยาวออกไปทางดา้นหลงั พบท่ีจงัหวดัพทัลุง และท่ีอาํเภอหลงัสวนจงัหวดัชุมพร ในขณะท่ี P. catarectus 

มีความลึกของลาํตวั 6.5 เท่าของความยาวมาตรฐานและมีกา้นครีบหลงั 54–67 กา้น กา้นครีบกน้ 51–54 

กา้น ฟันท่ีกระดูกส่วนกลางเพดานปากเป็นแถบโคง้ พบท่ีจงัหวดันครศรีธรรมราช (โสภา อารีรัตน์, 

2513) 

Tuegels (1986); Rainboth (1996); Lim and Ng (1999)  เสนอวา่ปลาดุกสกุล Prophagorus น่าจะ

เป็นปลาท่ีอยูใ่นสกุล Clarias เน่ืองจากลกัษณะการติดกนัของครีบหลงั ครีบกน้ และครีบหาง ท่ีใชใ้นการ

จาํแนกเป็นลกัษณะท่ีไม่แน่นอน โดยอาจเกิดจากปลายหางท่ีไดรั้บความเสียหายจากการกดักนัเอง หรือ

จากส่ิงแวดลอ้ม จึงไดจ้ดัปลาดุกลาํพนั Prophagorus nieuhofii เป็นปลาชนิดเดียวกบั Clarias nieuhofii 

และจดั Prophagoru catarectus  เป็นปลาชนิดเดียวกบั Clarias catarectus 

 

2.2 ชีววทิยาของปลาดุกลาํพนั 

2.2.1 ลกัษณะทัว่ไป 

ปลาดุกลาํพนัเป็นปลานํ้ าจืดไม่มีเกล็ด รูปร่างยาวเรียว มีความยาวประมาณ 20–50 ซม. ลาํตวั

ดา้นขา้งแบน หวัเล็กสั้นทู่   มีหนวดยาว 4 คู่ อยูบ่ริเวณหนา้ 2 คู่ และใตค้าง 2 คู่ ตามีขนาดเล็ก ครีบหูเล็ก 

มีกา้นครีบอนัหน้าเป็นหนามแหลมท่ีเรียกกนัว่า เง่ียง ครีบทอ้งเล็กและอยู่ใกลก้บัครีบกน้ครีบหลงัและ

ครีบกน้ใหญ่ยาวเกือบเท่าความยาวลาํตวั ครีบหางเล็กอยูชิ่ดกบัครีบหลงัและครีบกน้ ครีบทอ้งเล็ก ตวัสี

คลํ้าอมนํ้าตาลแดง ขา้งลาํตวัมีจุดสีขาวเรียงเป็นแถวตามขวางประมาณ 13–20 แถว (Fig. 2.1) อาศยัอยูใ่น

บริเวณป่าพรุท่ีรกทึบมีกระแสนํ้ าไหลเอ่ือยๆ หรือเป็นแอ่งนํ้ าค่อนขา้งน่ิงท่ีเป็นกรดและมีสีชามกัอยู่ตาม

พื้นทอ้งนํ้าท่ีเป็นดินโคลน มีซากวชัพืชหรือใบไมท้บัถม นอกจากน้ีมกัพบปลาดุกลาํพนัหลบซ่อนและหา

อาหารในบริเวณป่าเสมด็ ดงสาคู หลุมพี กระจูด กระจูดหนูหรือหญา้ทรงกระเทียม หญา้คมบาง และ 
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ป่ากก ฯลฯ พบเฉพาะในภาคใตต้ั้งแต่จงัหวดัชุมพรลงไป และภาคตะวนัออกตั้งแต่จงัหวดัจนัทบุรี และยงั

พบในมาเลเชียถึงบอร์เนียว มีพฤติกรรมชอบรวมกลุ่มกนัเป็นฝงู 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 2.1 General characteristics of Clarias nieuhofii 

 

2.2.2 อาหารและนิสัยการกินอาหาร                 

              ปลาดุกลาํพนัเป็นปลากินเน้ือท่ีเน่าเป่ือยเพราะพบไส้เดือน  ลูกปลาและเศษเน้ือท่ีเน่าแลว้อยูใ่น

กระเพาะอาหาร  สําหรับปลาดุกลาํพนัท่ีเล้ียงในบ่อ  สามารถปรับตวักินอาหาร  พวกปลาเป็ดผสม          

รําละเอียดและปลาป่นตลอดจนสามารถกินอาหารเมด็ไดด้ว้ย 

2.2.3 ลกัษณะไข ่ ความดกไข่และฤดูกาลวางไข ่            

              ไข่ปลาดุกลาํพนัมีลกัษณะกลม  สีนํ้ าตาลใส  เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 2  มิลลิเมตร  จมนํ้ าและ

ติดยึดกบัวตัถุต่างๆ ในนํ้ า  แม่ปลาขนาดนํ้ าหนกั 400–600 กรัม  มีความดกของไข่อยูใ่นช่วง 4,300 – 

6,500 ฟอง   โดยมีฤดูกาลวางไข่ราวเดือนสิงหาคม – เดือนตุลาคมของทุกปี 

 2.2.4 การเพาะพนัธ์ุปลาดุกลาํพนัและววิฒันาการของลูกปลาวยัอ่อน   

ปลาดุกลาํพนั  สามารถเพาะขยายพนัธ์ุไดโ้ดยวิธีผสมเทียม  เช่นเดียวกบัปลาดุกอุย  โดยการฉีด

ฮอร์โมนบูเซอริลิน (buserelin) 5 ไมโครกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม ร่วมกบัดอมเพอริโดน (domperidone) 10 

มิลลิกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม หลงัจากนั้น 6 ชัว่โมง  ฉีดเข็มท่ี 2 ดว้ยบูเซอริลิน  30 ไมโครกรัมต่อปลา 1 

กิโลกรัม ร่วมกบัดอมเพอริโดน 10 มิลลิกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม และรีดไข่ปลา หลงัจากฉีดฮอร์โมนเข็มท่ี 

2 เป็นเวลา 12 ชัว่โมง และตดัอณัฑะออกเพื่อนาํนํ้ าเช้ือมาผสมเทียมแบบแห้ง (Kiriratnikom et al., 2007) 

ไข่ปลาดุกลาํพนัท่ีไดรั้บการผสมมีลกัษณะกลมใส มองเห็นชั้นเพอริไวเทลลีน (perivitelline space) 

ชดัเจน ถุงไข่แดง (yolk) มีปริมาตรเกือบเต็มปริมาตรของไข่  ท่ีอุณหภูมินํ้ า 26.5 – 27.5 0C   ไซโกตเร่ิมมี

การแบ่งเซลล ์ และพฒันาเขา้สู่ระยะมอรูลา (morular)  ระยะบลาสตูลา (blastula) ระยะแกสตรูลา 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B9%83%E0%B8%95%E0%B9%89
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%94%E0%B8%8A%E0%B8%B8%E0%B8%A1%E0%B8%9E%E0%B8%A3
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%84%E0%B8%95%E0%B8%B0%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%AD%E0%B8%AD%E0%B8%81
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%AB%E0%B8%A7%E0%B8%B1%E0%B8%94%E0%B8%88%E0%B8%B1%E0%B8%99%E0%B8%97%E0%B8%9A%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%97%E0%B8%A8%E0%B8%A1%E0%B8%B2%E0%B9%80%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B9%80%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%B0%E0%B8%9A%E0%B8%AD%E0%B8%A3%E0%B9%8C%E0%B9%80%E0%B8%99%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A7
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(gastrula) ในเวลา 3 ชัว่โมง 15 นาที   4 ชัว่โมง 40 นาที   11 ชัว่โมง 10 นาที ตามลาํดบั และฟักออกเป็น

ตวัภายในเวลา 33 ชัว่โมง 15 นาทีหลงัจากการปฏิสนธิ (กฤษณะ  เรืองคลา้ยและคณะ,  2552) 

 

2.3 วิธีการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา 

ปัจจุบนัไดมี้การศึกษาและทดลองเก็บรักษานํ้ าเช้ือในปลาหลายชนิด และไดมี้การพฒันาวิธีการ

เก็บ จนสามารถเก็บรักษานํ้ าเช้ือไดเ้ป็นเวลานาน โดยทัว่ไปการเก็บรักษานํ้ าเช้ือสามารถทาํไดโ้ดยการ  

แช่เยน็และการแช่แขง็ 

2.3.1 การเก็บรักษาโดยวิธีแช่เยน็ เป็นการเก็บรักษานํ้าเช้ือในตูเ้ยน็หรือถงันํ้าแขง็  ท่ีอุณหภูมิ  

0 – 4  oC สามารถเก็บไดใ้นสภาพนํ้ าเช้ือเขม้ขน้หรือเจือจางด้วยนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ (extender) ท่ี

เหมาะสมกบันํ้ าเช้ือของสัตวน์ํ้ าแต่ละชนิด นํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือท่ีเหมาะสมจะไปควบคุมไม่ให้ตวัอสุจิ

เคล่ือนท่ีขณะเก็บรักษา นอกจากน้ีการเก็บรักษานํ้ าเช้ือในท่ีอุณหภูมิตํ่ าจะลดอัตราเมตาบอลิซึม 

(metabolic) และลดปริมาณของเสียท่ีเกิดจากขบวนการเมตาบอลิซึมจึงทาํให้มีชีวิตไดน้านกวา่นํ้ าเช้ือท่ี

เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอ้ง (Omitogun  et al., 2012)     

    2.3.2 การเก็บรักษานํ้ าเช้ือโดยวิธีแช่แข็ง เป็นการเก็บรักษานํ้ าเช้ือในท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่าจุด     

เยือกแข็งโดยเจือจางนํ้ าเช้ือดว้ยนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ เพื่อช่วยคงสภาพความมีชีวิตของเซลล์ และเติมสาร

ปกป้องเซลล์ (cryoprotectant) เพื่อป้องกนัไม่ให้เน้ือเยื่อเสียหายในระหว่างการแช่แข็งและการทาํให้

ละลาย (freezing and thawing) หลงัจากนั้นนาํนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางแลว้ไปบรรจุในหลอดบรรจุนํ้ าเช้ือ นาํไป

ลดอุณหภูมิ แลว้เก็บในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ  -196 0C วิธีการน้ีสามารถเก็บนํ้ าเช้ือไดน้านหลาย

พนัปี (Tsai and Lin, 2012)โดยมีอตัราการผสมไข่และอตัราการรอดใกลเ้คียงกบันํ้าเช้ือสด 

 

2.4  ขั้นตอนการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา 

2.4.1 ขั้นตอนการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาโดยวธีิการแช่เยน็ 

         2.4.1.1 การเตรียมพอ่พนัธ์ุท่ีจะเก็บนํ้าเช้ือ  

1         พอ่พนัธ์ุท่ีจะนาํมาเก็บนํ้าเช้ือ ควรอยูใ่นวยัเจริญพนัธ์ุ 1 และควรฉีดฮอร์โมนเพื่อกระตุน้การ

พฒันาของอสุจิ ชนิดและปริมาณฮอร์โมนท่ีใชข้ึ้นอยูก่บัชนิดของปลา 1การเตรียมพอ่พนัธ์ุปลาดุกอุย1 โดย

ฉีดฮอร์โมนสังเคราะห์ (gonadotropin-releasing hormone analogue, D-Trp6-GnRHa) ในอตัรา 10 

ไมโครกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม ฉีดร่วมกบั dopamine antagonist ในอตัรา 5 มิลลิกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม 

(Vuthiphandchai et al., 2009) 

2.4.1.2 การรวบรวมนํ้าเช้ือ ซ่ึงสามารถรีดจากเพศผูไ้ดโ้ดยตรง หรือโดยการผา่ทอ้งเพื่อ 

เอาอณัฑะออกมาแลว้ขยี้ เอานาํเช้ือออกมา เช่นการรวบรวมนํ้าเช้ือปลาดุก 

2.4.1.3 เจือจางนํ้าเช้ือดว้ยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ 

2.4.1.4 นาํไปแช่เยน็ 
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2.4.2 ขั้นตอนการเก็บรักษานํ้าเช้ือปลาโดยวธีิการแช่แขง็ 

2.4.2.1 การเตรียมพอ่พนัธ์ุท่ีจะเก็บนํ้าเช้ือ1และการรวบรวมนํ้าเช้ือ มีวธีิการเช่นเดียวกบั 

1การเตรียมพอ่พนัธ์ุท่ีจะเก็บนํ้ าเช้ือ1และการรวบรวมนํ้าเช้ือสาํหรับการแช่เยน็ 

              2.4.2.2  การประเมินคุณภาพนํ้ าเช้ือ หลงัจากรวบรวมนํ้ าเช้ือมาได ้ก่อนท่ีจะนาํไปเก็บ

รักษาตอ้งประเมินคุณภาพของนํ้าเช้ือก่อน วิธีการประเมินคุณภาพนํ้ าเช้ือของปลาสามารถทาํได ้หลายวิธี

เช่น 

1) การประเมินลกัษณะทางกายภาพของนํ้าเช้ือ โดยสังเกตสี ความเขม้ขน้ ปริมาตร 

และส่ิงเจือปนอ่ืนๆ นํ้าเช้ือท่ีดีควรมีสีขาวขุ่น ไม่มีส่ิงเจือปน (วรีพงศ ์ วฒิุพนัธ์ุชยั, 2536) 

2) ประเมินการเคล่ือนท่ีของอสุจิ พิจารณาไดใ้นแง่เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีและอตัรา 

การเคล่ือนไหวของอสุจิทาํการสุ่มนบัจาํนวนอสุจิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์โดยกาํหนดการเคล่ือนท่ีของ

อสุจิเป็น 6 ระดบั คือ นํ้ าเช้ือท่ีมีการเคล่ือนท่ีของอสุจิท่ากบั 0%, 20%, 40%, 60%, 80% และ100% 

ตามลาํดบั (Vuthiphandchai and Zohar,1999)  การตรวจคุณภาพนํ้ าเช้ือวิธีน้ี เป็นวิธีท่ีไดผ้ลเร็วแต่ผลท่ีได้

ไม่แน่นอน  

3) การยอ้มสีอสุจิ เป็นการตรวจดูอสุจิท่ีมีชีวติและอสุจิท่ีไม่มีชีวติ วธีิน้ีมีหลกัการคือ 

สีพิเศษบางชนิด เม่ือนาํมายอ้มแลว้ อสุจิท่ีตายจะดูดซบัสีหรือติดสีม่วง ในขณะท่ีอสุจิมีชีวิตจะไม่ดูดซึมสี

หรือไม่ติดสียอ้ม อนัเน่ืองมาจากความสามารถของเยื่อหุ้มเซลล์ท่ียอมให้สีผ่านเขา้มาในเซลล์ได ้ ส่วน

เซลลท่ี์มีชีวติจะมีกลไกป้องกนัไม่ให้สีผา่นเขา้ในเยื่อหุ้มเซลล์ได ้เซลล์ท่ีมีชีวิตจึงไม่ติดสียอ้ม โดยทัว่ไป

นิยมใชสี้อิโอซิน (eosin) ผสมกบัสีอ่ืนๆ ท่ีนิยมใชมี้อยู่ 2 ชนิด คือ สีอิโอซิน–นิโครซิน (eosin–nigrosin) 

และอิโอซิน–ฟาสทก์รีน (eosin–fast green) นาํมาใชไ้ดผ้ลดีสําหรับนํ้ าเช้ือสด และนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย

นํ้ ายาท่ีไม่มีไขมนัเป็นองค์ประกอบ สําหรับนํ้ ายาท่ีมีไขมนัเป็นองค์ประกอบ เช่น มีไข่แดงหรือนมผง 

ไขมนัในนํ้ายาจะทาํใหเ้กิดการติดสีท่ีไม่สมํ่าเสมอการนบัอสุจิท่ีมีชีวติและไม่มีชีวติจะทาํไดไ้ม่ถูกตอ้ง  

  2.4.2.3  เจือจางนํ้าเช้ือดว้ยนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ และสารปกป้องเซลล ์โดยนาํนํ้ ายาเจือจาง

นํ้ าเช้ือ มาละลายในสารปกป้องเซลล์ ก่อนแลว้จึงค่อยนาํไปผสมกบันํ้ าเช้ือ โดยการใส่สารปกป้องเซลล ์

ลงไปในนํ้ าเช้ืออยา่งชา้ๆ และท่ีอุณหภูมิตํ่า (Wayman  and Tiersch, 2000) เพื่อช่วยให้เซลล์ค่อยๆ ปรับ

สภาพสารปกป้องเซลล์  ท่ีจะใช้ในการแช่แข็ง ควรเป็นนํ้ ายาท่ีเตรียมข้ึนมาใหม่ หรือถ้าจะเตรียมไว้

ล่วงหนา้ควรเติมยาปฏิชีวนะและเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ อยา่งไรก็ตามไม่ควรเตรียมล่วงหนา้นานกวา่ 1–2 วนั 

  2.4.2.4 ทิ้งระยะให้นํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือและสารปกป้องเซลล์ซึมเข้าไปในเซลล ์ 

(equilibration time) เป็นขั้นตอนหน่ึงท่ีมีความสําคญัต่อความสําเร็จในการแช่แข็ง ถ้าปล่อยให้สาร

ปกป้องเซลล์ ผสมกบันํ้ าเช้ือนานเกินไปจะมีผลให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ได ้แต่ถา้นํ้ าเช้ือผสมอยู่ใน

สารปกป้องเซลล ์นอ้ยเกินไปอาจจะซึมเขา้เซลลไ์ม่ทัว่ถึงเม่ือนาํเซลลไ์ปแช่แขง็จึงเกิดความลม้เหลวได ้

ซ่ึงส่วนใหญ่จะใชเ้วลา 15 – 30 นาที ข้ึนอยูก่บัชนิดและความเขม้ขน้ของสารปกป้องเซลลท่ี์ใช ้

 (Tiersch, 2000) 
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              2.4.2.5  นาํสารละลายนํ้าเช้ือบรรจุในหลอดท่ีใชใ้นการเก็บนํ้าเช้ือ 

2.4.2.6  นาํหลอดท่ีบรรจุนํ้าเช้ือไปลดอุณหภูมิ โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสม 

ซ่ึงสามารถทาํไดโ้ดยเติมไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟม นาํหลอดนํ้าเช้ือมาวางเหนือไนโตเจนเหลวสูง 3-4 

เซนติเมตร เป็นเวลา 5–10 นาที หลังจากนั้นจึงใส่หลอดนํ้ าเช้ือลงในไนโตรเจนเหลว (Chew and  

Zulkafli, 2012) หรือใชเ้คร่ืองควบคุมอุณหภูมิอตัโนมติัและตั้งโปรแกรมลดอุณหภูมิตามตอ้งการ เช่นตั้ง

อุณหภูมิเร่ิมตน้ท่ี 5 °C และลดอุณหภูมิลงท่ี –80 °C ท่ีอตัรา 5 °C ต่อนาที หลงัจากนั้นลดอุณหภูมิท่ีลดลง

อีก เป็นเวลา 5 นาที  แลว้จึงใส่หลอดตวัอยา่งลงในไนโตรเจนเหลว (Hu et al., 2014) 

              2.4.2.7  นาํหลอดท่ีบรรจุนํ้าเช้ือไปแช่ในไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ –196 oC 

              2.4.2.8  การละลายนํ้ าเช้ือแช่แข็ง เม่ือตอ้งการนาํนํ้ าเช้ือแช่แข็งมาใช้ในการผสมเทียม      

ใหน้าํนํ้าเช้ือมาแช่ในอ่างนํ้าควบคุมอุณหภูมิ  (water bath) ท่ีอุณหภูมิเหมาะสมซ่ึงจะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บั

ชนิดของสัตวน์ํ้ า ชนิดของนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ สารปกป้องเซลล์ ชนิดและขนาดของหลอดบรรจุนํ้ าเช้ือ 

เช่น นํ้าเช้ือท่ีบรรจุในหลอดโพลีเอทธิลีน (PE straw) ขนาด 0.25, 0.5 หรือ 1.2 มิลลิลิตร ส่วนมากจะ

ละลายหลอดนํ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  40 °C นาน 4–6, 6–8 หรือ 12–15 วินาที ตามลาํดบั ส่วนนํ้ าเช้ือท่ีบรรจุใน

หลอดไครโอ (cryo–vial) ขนาด 5 มิลลิลิตร จะละลายหลอดนํ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิ  40 °C นาน 5 นาที (Chew 

and  Zulkafli, 2012) 

               2.4.2.9 การประเมินประสิทธิภาพของนํ้ าเช้ือภายหลงัการเก็บรักษา ซ่ึงความสําเร็จ

ภายหลงัการทดลองสามารถประเมินจากประสิทธิภาพของอสุจิในดา้นต่างๆ ดงัน้ี 

1) ประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิ ซ่ึงมีวธีิการเช่นเดียวกบัการประเมินการ 

เคล่ือนท่ีของอสุจิก่อนท่ีจะนาํไปแช่เยน็หรือแช่แข็ง โดยทาํการสุ่มนบัจาํนวนอสุจิภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 

ผลการทดลองส่วนใหญ่พบว่านํ้ าเช้ือแช่เยน็และนํ้ าเช้ือแช่แข็งมีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลง 

เช่น  Anuar and Chan (2000)   พบวา่การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาดุกดา้น (Clarias batrachus) ท่ีอุณหภูมิ    

10 oC มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลงจาก 80% เหลือ 59% และ 38% หลงัจาก  20, 40 และ 120 

นาทีตามลาํดบั  

2) ประเมินเปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีชีวติ โดยการยอ้มสีอสุจิ มีวธีิการเช่นเดียวกบัการ 

ประเมินอสุจิก่อนท่ีจะนาํไปแขง็ 

3) ประเมินอตัราการปฏิสนธิ เป็นการตรวจหาความสามารถของนํ้าเช้ือในการผสมกบั 

ไข่ โดยนาํไข่มาปฏิสนธิกบัอสุจิแลว้ดูการเปล่ียนแปลงของเซลล์ท่ีมีการปฏิสนธิ ซ่ึงจะมีความสามารถ

แตกต่างกนัข้ึนอยู่กบัชนิดของปลา ชนิดของนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ ระยะเวลาในการเก็บรักษา เช่นนํ้ าเช้ือ

ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus)  ที่เก็บรักษาโดยวิธีการแช่เยน็เป็นเวลา 2 วนั มีอตัราการปฏิสนธิ 

ไม่ต่างกบัการใชน้ํ้าเช้ือสด แต่อตัราการปฏิสนธิจะลดลงเม่ือใชน้ํ้าเช้ือท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 4 และ 6 วนั 
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(Vuthiphandchai et al., 2009) นอกจากน้ียงัพบว่าเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิมีความสัมพนัธ์กบั

เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ (Ohta et al., 1995) แต่ในปลา rainbow trout พบวา่เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของ

อสุจิเท่ากบั 0 แต่มีเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ 67.9% (Ciereszko et al., 1999) 

4) ประเมินอตัราการฟัก ซ่ึงอตัราการฟักของปลาท่ีผสมเทียมโดยใชน้ํ้าเช้ือท่ีเก็บรักษาโดย 

วธีิแช่เยน็และโดยวธีิแช่แขง็ จะแตกต่างกนัข้ึนอยูก่บัชนิดของปลา ชนิดของนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ ระยะเวลา

ในการเก็บรักษา เช่นอตัราฟักของปลาดุกอฟัริกนัท่ีใชน้ํ้ าเช้ือแช่แข็งไม่แตกต่างกบันํ้ าเช้ือสด โดยนํ้ าเช้ือ

สด มีอตัราการฟัก 82.25 % และนํ้ าเช้ือแช่แข็งมีอตัราการฟัก 78.9 % (Oteme et al., 1996) อตัราการฟัก

ของปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus)  ที่ใช้นํ้ าเช้ือท่ีแช่เยน็เป็นเวลา 2 วนั มีอตัราการฟัก ไม่ต่างกบั

การใชน้ํ้าเช้ือสด แต่อตัราการฟักจะลดลงเม่ือใชน้ํ้าเช้ือท่ีเก็บรักษาเป็นเวลา 4 และ 6 วนั (Vuthiphandchai 

et al.,2009)  อตัราการฟักของปลาดุกอฟัริกนัท่ีใช ้นํ้ าเช้ือแช่แข็งมีอตัราฟักตํ่ากวา่นํ้ าเช้ือสด (Omitogun  

et al., 2012)  

 

2.5 ปัจจยัท่ีมีผลต่อความสาํเร็จในการเก็บรักษานํ้าเช้ือ 

       การเก็บรักษานํ้าเช้ือจะประสบผลสาํเร็จหรือไม่ข้ึนอยู่กบัปัจจยัต่างๆ หลายประการ เช่น 

 2.5.1 คุณภาพของนํ้ าเช้ือ นํ้ าเช้ือที่จะนาํมาใช้ในการเก็บรักษาตอ้งมีคุณภาพที่ดี ควรเก็บจาก

ปลาท่ีสมบูรณ์ และอยู่ในช่วงผสมพนัธ์ุวางไข่ นอกจากน้ีไม่ควรมีการปนเป้ือนของปัสสาวะ (พลชาติ 

ผวิเณร และคณะ, 2547) หรือปน9เป้ือนเลือด หรือเน้ือเยือ่9ส่วนอ่ืนๆ ในกรณีการเก็บรวบรวมนํ้ าเช้ือปลา

ดุก 

2.5.2 สูตรนํ้ ายา  การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาทั้งแบบแช่เยน็และแบบแช่แข็ง ส่วนใหญ่จะเจือจาง

นํ้ าเช้ือด้วยนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ (extender) และเติมสารปกป้องเซลล์ (cryoprotectant) ท่ีนิยมใช้มี

ดงัต่อไปน้ี 

 2.5.2.1 นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ (extender) ประกอบดว้ยสารเคมีท่ีทาํหนา้ท่ีควบคุมความเป็น

กรด- ด่าง (pH) เป็นแหล่งพลงังานและสารเคมีบางตวัทาํหนา้ท่ีตา้นหรือทาํลายพิษจากของเสียท่ีขบัถ่าย

ออกมาจากเซลล์ หรือมีส่วนประกอบท่ีเป็นยาปฏิชีวนะเพื่อป้องกนัการเจริญของเช้ือจุลินทรีย์ต่างๆ 

(กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) นํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือท่ีนิยมนาํมาใช้ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลามีหลายชนิด

แต่ละชนิดจะมีองค์ประกอบทางเคมีของสูตรนํ้ายาแตกต่างกนั ดงัต่อไปน้ี 

1) สารละลายริงเจอร์ (ringer solution) ประกอบดว้ยโซเดียมคลอไรด ์(NaCl) 7.5 กรัม 

โพแทสเซียมคลอไรด์ (KCl)  0.2 กรัม เเคลเซียมคลอไรด์ (3CaCl2) 0.20 กรัม และโซเดียมไฮโดรเจน      

ไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 0.20 กรัม ละลายในนํ้ า 1 ลิตร  เป็นสารละลายท่ีนิยมนาํมาใชเ้จือจางนํ้ าเช้ือ

ปลานํ้าจืด (Muchlisin, 2005) 

2) Hank’s balanced salt solution (HBSS) ประกอบดว้ยโซเดียมคลอไรด์ (NaCl) 



 9 

0.8000 กรัม โพแทสเซียมคลอไรด์  (KCl) 0.0400 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต (Na2HPO4·7H2O) 

0.0120 กรัมโซเดียมไฮโดรเจนไบคาร์บอเนต  (NaHCO3) 0.0350 กรัม โพแทสเซียมไดไฮโดรเจน

ฟอสเฟต (KH2PO4) 0.0060 กรัม แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4·7H2O) 0.0200 กรัม กลูโครส 0.1000 กรัม 

เเคลเซียมคลอไรด์ (3CaCl2·2H2O) 0.0160 กรัม ละลายในนํ้ า 100 มิลลิลิตร pH 7.6 ใชไ้ดผ้ลดีกบันํ้ าเช้ือ

ปลา red drum, Sciaenops ocellatus (Wayman et al., 1998) 

3) สารละลาย Calcium Free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) ประกอบ 

ดว้ยโซเดียมคลอไรด ์ 0.8890 กรัม โพแทสเซียมคลอไรด ์0.0440 กรัม ไดโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต 

(Na2HPO4·2H2O) 0.0130 กรัม โซเดียมไฮโดรเจนไบคาร์บอเนต (NaHCO3) 0.0390 กรัม โพแทสเซียม

ไดไฮโดรเจนฟอสเฟต (KH2PO4) 0.0070 กรัม แมกนีเซียมซลัเฟต (MgSO4·7H2O) 0.0220 กรัม    กลูโค

รส 0.1110 กรัม ละลายในนํ้ า 100 มิลลิลิตร pH 7.6 ให้ผลดีในการเจือจางนํ้ าเช้ือปลาดุกอุย 

(Vuthiphandchai et al., 2009) 

4) ไตรโซเดียม ซิเตรท (trisodium citrate) ประกอบดว้ยไตรโซเดียม ซิเตรท 2.9 กรัม 

ละลายในนํ้ า 100 มิลลิลิตร ใช้ไดผ้ลดีในการเจือจางนํ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั (Clarias gariepinus) 

(Adeyemo et al., 2007) 

นอกจากน้ีปัจจุบนัมีการศึกษานาํสารจากธรรมชาติ เช่น นํ้ าออ้ย (sugarcane water) นํ้ านมถัว่

เหลือง (soybean milk) และนํ้ ามะพร้าว (coconut water) มาใชเ้ป็นนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ ในการเก็บรักษา

นํ้ าเช้ือปลา เช่น Muchlisin et al. (2010) ทดลองใช ้นํ้ ามะพร้าว นํ้ าออ้ย และนํ้ านมถัว่เหลือง (soybean 

milk) เจือจางนํ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั (Clarias gariepinus) ในอตัราส่วนนํ้ าเช้ือต่อนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 

แตกต่างกนั 3 อตัราคือ 1:20, 1:30 และ 1:40  เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4 oC และนาํมาผสมกบัไข่หลงัจากเก็บ

นํ้าเช้ือเป็นเวลา  6  และ 12 ชัว่โมง เปรียบเทียบกบัการใชส้ารละลายริงเจอร์ (ringer solution) ซ่ึงเป็นนํ้ ายา

เจือจางนํ้ าเช้ือ ท่ีเป็นสารเคมี ท่ีนิยมใช้ทัว่ไปและให้ผลดี ผลการศึกษาพบวา่อตัราปฏิสนธิและอตัรารอด

ลดลงเม่ืออตัราส่วนเจือจางเพิ่มข้ึน ไข่ท่ีผสมกบันํ้าเช้ือท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ามะพร้าวในอตัราส่วน 1:20 และไข่

ท่ีผสมกบันํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ยนํ้ านมถัว่เหลืองอตัราส่วน 1:20 มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการฟักสูง

ท่ีสุดเม่ือเทียบกบันํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ จากธรรมชาติชนิดอ่ืนและในอตัราส่วนอ่ืนๆ แต่มีอตัราการปฏิสนธิ 

และอตัราการฟักตํ่ากวา่ ไข่ท่ีผสมกบันํ้าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย สารละลายริงเจอร์ 

นํ้ามะพร้าว เป็นสารจากธรรมชาติท่ีนาํมาใชเ้ป็นนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแพะ

โดยวธีิแช่เยน็ เป็นคร้ังแรกในปี ค.ศ. 1987 นํ้ามะพร้าวมีองคป์ระกอบต่างๆ ดงั Table 2.1  และจากการนาํ

นํ้ ามะพร้าวร่วมกบัไดเมธิลซลั ฟอกไซด์ 10% มาเจือจางนํ้ าเช้ือปลา Brycon orbignyanus และเก็บรักษาท่ี

อุณหภูมิ 4–6 oC พบวา่หลงัจากเก็บรักษานํ้ าเช้ือเป็นเวลา 1 วนัมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิเท่ากบั       

7 ± 6 % และลดลงเหลือ 0% หลงัจากเก็บรักษาเป็นเวลา 2 วนัและจากการนาํนํ้ ามะพร้าวร่วมกบัไดเมธิลซลั 

ฟอกไซด์ 10%และไข่แดง 5% มา เจือจางนํ้ าเช้ือปลา Brycon orbignyanus และแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ   –196 oC 

พบวา่มีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของอสุจิเท่ากบั 10 ± 8 % (Maria et al., 2006a) นอกจากน้ีนกัวิจยัจาก
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ประเทศบราซิลได้พัฒนานํ้ ามะพร้าวให้อยู่ในรูปเป็นผง ซ่ึงประกอบไปด้วย กรดอะมิโน วิตามิน 

คาร์โบไฮเดรต ฮอร์โมนจากพืช (phytohormones) และ กรดไขมนัอ่ิมตวั ท่ีไดม้าตรฐานและคงท่ี และไดมี้

การทดลองใช้เป็นนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา  Brycon orbignyanus,  Leporinus 

obtusidens และ Prochilodus lineatus พบวา่นํ้ าเช้ือของปลาทั้ง 3 ชนิดท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ามะพร้าวผง กบั 

เมธิลไกลคอล 10% มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิไม่แตกต่างกบันํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายามาตรฐาน 

(Viveiros et al., 2008) 

 

Table 2.1 Chemical composition of coconut water (Yong et al., 2009) 

Coconut type young mature 

Proximates 

Water 

Dry 

Protein 

Total lipid (fat) 

Ash 

Carbohydrate, by difference 

(g/100g ) 

94.18 

5.82 

0.12 

0.07 

0.87 

4.76 

(g/100g ) 

94.45 

5.55 

0.52 

0.15 

0.47 

4.41 

Sugars 

Total 

Sucrose 

Glucose 

Fructose 

(g/100g ) 

5.23 

0.06 

2.61 

2.55 

(g/100g ) 

3.42 

0.51 

1.48 

1.43 

Inorganic ions 

Calcium, Ca 

Iron, Fe 

Magnesium, Mg 

Phosphorus, P 

Potassium, K 

Sodium, Na 
Zinc, Zn 
 

(mg/100g ) 

27.35 

 0.02 

6.40 

4.66 

                   203.70 

1.75 

0.07 

mg/100g ) 

31.64 

 0.02 

 9.44 

12.77 

                    257.52 

16.10 

 0.02 

Vitamins 

Vitamin C, total ascorbic acid 

(mg /100 dm 3) 

7.41 

(mg /100 dm 3) 

7.08 
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  2.5.2.2 สารปกป้องเซลล ์(cryoprotectant) เป็นสารเคมีท่ีป้องกนัไม่ใหเ้น้ือเยื่อเสียหายใน

ระหวา่งการแช่แขง็ (freezing) เน่ืองจากการแขง็ตวัของนํ้าภายในเซลลแ์ละภายนอกเซลล ์ ทาํใหเ้ยือ่หุม้

เซลลเ์สียคุณสมบติั สารปกป้องเซลลจ์าํแนกออกเป็น 2 พวก คือ พวกท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลลแ์ละพวก

ออกฤทธ์ิภายนอกเซลล ์ดงัน้ี 

1) สารปกป้องเซลลท่ี์ออกฤทธ์ิภายในเซลล ์ (permeating cryoprotectants) ไดแ้ก่   

ไดเมธิลซลัฟอกไซด ์(dimethyl sulfoxide, DMSO) กลีเซอรอล (glycerol) เมธานอล (methanol) เอธานอล 

(ethanol) พรอพไพรลีน ไกลคอล (propylene glycol) และ เอทธิลีน ไกลคอล (ethylene glycol, EG) ฯลฯ 

สารเคมีเหล่าน้ีจาํเป็นตอ้งซึมผ่านเขา้สู่ภายในเซลล์เพื่อทาํหน้าท่ีป้องกนัอนัตรายไม่ให้เกิดเกล็ดนํ้ าแข็ง

และป้องกนัอนัตรายได้ดีในระดบัท่ีมีความเขม้ขน้ค่อนขา้งสูง (1–4 M) ขณะแช่แข็งหากพิจารณาถึง

ความสามารถในการแพร่เขา้สู่ภายในเซลล์ แอลกอฮอล์มีอตัราการแพร่สูงสุด รองลงมาไดแ้ก่ ไดเมธิล

ซลัฟอกไซด ์และ กลีเซอรอล ตามลาํดบั สารเหล่าน้ีมีขอ้เสียประการหน่ึงคือ เป็นพิษต่อเซลลแ์ละเน้ือเยือ่ 

2) สารปกป้องเซลล ์ท่ีออกฤทธ์ิภายนอกเซลล ์(non - permeating cryoprotectants) ไดแ้ก่ 

นมผง ไข่แดง โพลิไวนิล ไพโรลิโดน (polyvinyl pyrolidone, PVP), ไฮดรอกซีเอธิลิน สตราช  

(hydroxyethyl starch, HES) เดร็กเทรน (detrain) อลับลูมิน (albumin) โพลิเอธิลลีน ไกลคอล 

(polyethylene glycol) และนํ้าตาลต่างๆ เช่น ซูโครส  (sucrose) และกลูโครส (glucose) ฯลฯ สารเคมีกลุ่ม

น้ีออกฤทธ์ิป้องกนัอนัตรายใหก้บัเซลลข์ณะท่ีอยูน่อกเซลลแ์ละใชไ้ดผ้ลดีท่ีความเขม้ขน้ตํ่ากวา่พวกแรก  

(0.01–0.2M ) และเป็นพิษนอ้ยกวา่ 

   สารปกป้องเซลล์แต่ละชนิดและแต่ละความเข้มข้นเหมาะสมกับปลาชนิดหน่ึงแต่อาจไม่

เหมาะสมกบัปลาอีกชนิดหน่ึง เช่น กลีเซอรอล มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา European 

catfish (Silarus glanis) มากกวา่ไดเมธิลซลั ฟอกไซด ์และ เอทธิลีน ไกลคอล (Linhart et al., 1993) 

แต่ Marian and Krasznai (1987) พบวา่ไดเมธิลซัล ฟอกไซด์มีประสิทธิภาพมากกว่าการใช้เอทธิลีน    

ไกลคอลในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา European catfish (Silurus glanis L.) และไดเมธิลซลั ฟอกไซด์มี

ประสิทธิภาพมากกว่าพรอพไพรลีน ไกลคอล ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา yellowtail founder 

(Pleuronectes ferrugineus) (Richardson et al., 1995) ส่วน เมทธานอล 10% เหมาะกบัการเก็บรักษา

นํ้ าเช้ือปลา Japanese bitterling  (Tanakia tanago) (Ohta et al., 2001), bagrid catfish (Pseudobagrus 

ichikawai) (Muchlisin and Muhammadar, 2002),  European catfish (Silurus glanis L.) (Ogier de Baulny 

et al., 1999) และปลาดุกอฟัริกนั (Viveiros et al., 2000) เมทธานอล 5% เหมาะสําหรับการเก็บรักษา

นํ้ าเช้ือปลานิล (Chao, 1991)  เมทธิลไกลคอล (methylglycol) เหมาะกบัปลา Brycon  nattereri, Brycon 

orbignyanus, Leporinus obtusidens และ  Prochilodus lineatus มากกวา่ไดเมธิลซลั ฟอกไซด์ (Viveiros 

and  Godinho, 2009)  
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นอกจากน้ียงัพบว่าสารปกป้องเซลล์ ท่ีระดบัความเขม้ขน้หน่ึงอาจเหมาะสมกบัปลาชนิดหน่ึง

แต่อาจไม่เหมาะสมกบัปลาอีกชนิดหน่ึง เช่น ไดเมธิลซัล ฟอกไซด์ 10% ใช้ได้ผลดีกบันํ้ าเช้ือปลา 

milkfish (Chanos chanos) (Chao, 1991), Artic charr (Salvelinus alpinus) (Richardson et al., 2000b) 

และ spotted sea trout (Cynoscion nebulosus) (Wayman et al., 1996) ส่วนไดเมธิลซลั ฟอกไซด์ 12% ใช้

ไดผ้ลดีกบันํ้ าเช้ือปลา Atlantic salmon (Salmo salar) (Gallant et al.,1993) ในขณะท่ีไดเมธิล อะซิทาไมด ์

(dimethyl-acetamide, DMA) 10% มีประสิทธิภาพมากกวา่การใช ้ไดเมธิลซลั ฟอกไซด์ 10% ในปลา 

rainbow trout (Ochorhynchus mykiss) (McNiven et al.,1993; และ Richardson, et al., 2000a) และปลา

ดุกอฟัริกนั (Clarias gariepinus) (Horvath and Urbanyi, 2000) 

ดงันั้นการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบแช่เยน็และแบบแช่แข็ง จะตอ้งเลือกใชน้ํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 

และสารปกป้องเซลล ์ให้เหมาะสมกบัชนิดของสัตวน์ํ้า โดยพิจารณาจากส่ิงต่างๆ ดงัน้ี 

1) องค์ประกอบทางเคมีของสูตรนํ้ายา  องค์ประกอบของอิออนในนํ้ ายา เช่นความเขม้ขน้ของ

โซเดียม (Na+) ซ่ึงมีบทบาทสําคญัในการทาํงานของนํ้ ายา ดงันั้นสูตรนํ้ ายาชนิดต่างๆ ท่ีควรนาํมาใชใ้น

การเก็บรักษานํ้าเช้ือปลา ควรจะประกอบดว้ยสารเคมีท่ีเม่ือละลายนํ้าเช้ือแลว้ใหอิ้ออนชนิดท่ีเหมาะสม  

2) ค่าความเป็นกรด–ด่าง (pH) ของนํ้ ายา pH มีผลต่อศกัยภาพในการปฏิสนธิของอสุจิ 

(Ingermann et al., 2002) เน่ืองจากความเป็นกรด-ค่าง เก่ียวขอ้งกบัการควบคุมการเคล่ือนที่ของแฟล

กเจลลา (flagella) pH ที่เหมาะสมสําหรับการปฏิสนธิของนํ้ าเช้ืออยู่ระหว่าง 7.2 – 8.2 ข้ึนอยู่กบัชนิด

ของปลา เช่น pH ท่ีเหมาะสมสาํหรับการปฏิสนธิของนํ้าเช้ือปลานํ้ าเค็มมีค่าระหว่าง 7.2 – 7.5 (Williot 

et al., 2000) ส่วน pH ที่เหมาะสมสําหรับการปฏิสนธิของนํ้ าเช้ือปลาดุกอุย Clarias macrocephalus 

(Gunther) คือ 8 (Tan-Fermin  et al., 1999) 

3) ค่าออสโมลาลิตี (osmolality) สูตรนํ้ ายาท่ีใชใ้นการรักษานํ้ าเช้ือปลาควรมีค่าออสโมลาลิตี 

ใกลเ้คียงกบัของเหลวในนํ้ าเช้ือปลา ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัการกระตุน้การเคล่ือนไหวหรือการใชพ้ลงังานของ

ตวัอสุจิ ตลอดจนการรักษาให้ตวัอสุจิคงรูปและมีอตัราการรอดอยู่ตลอดเวลาท่ีเก็บรักษา (กฤษณ์       

มงคลปัญญา, 2536)  สูตรนํ้ ายาท่ีใช้ในการรักษานํ้ าเช้ือปลานํ้ าจืด  ควรมีค่าออสโมลาลิตี  200–300 

mOsmol/kg (Wayman and Tiersch, 2000)  

2.5.3 อตัราส่วนของนํ้าเช้ือต่อนํ้ายาเจือจาง (dilution ratio) จะมีความเหมาะสมแตกต่างกนั 

ข้ึนอยูก่บัชนิดของปลาและสูตรของนํ้ ายาเจือจาง เช่น นํ้ าเช้ือปลานิลท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายาสูตรต่างๆ 4 สูตร

คือ modified fish  ringer’ s solution, 0.85% NaCl in PBS, bicarbonate buffer–2 (BCB) และ modified 

frog  ringer–2 (FRS) และอตัราเจือจางต่างกนั 3 ระดบัคือ 1:3, 1:5 และ 1:9 และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4–

6 oC พบวา่อตัราเจือจาง ไม่มีผลต่อเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิ เม่ือเก็บรักษาท่ี 144 ชัว่โมง แต่พบวา่

สูตรนํ้ายาต่างกนั มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิต่างกนั (พลชาติ ผิวเณร และคณะ, 2547) ส่วนนํ้ าเช้ือ

ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus)  ท่ีเจือจางดว้ย Ca–F HBSS ในอตัรา  1:1, 1:2 หรือ 1:4 และเก็บ

รักษาโดยวิธีแช่เยน็ พบว่า มีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของอสุจิไม่แตกต่างกนั และสามารถเก็บรักษาได้
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นานกวา่นํ้าเช้ือ ท่ีเจือจางในอตัรา 1:9 (Vuthiphandchai et al., 2009) ส่วนนํ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั (Clarias 

gariepinus) ท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายา 5 ชนิดคือ extender 7, extender 13, Hank’s balanced salt solution 

(HBSS), Calcium Free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) และ Modified Cortland ภายใน 

tissue culture flasks ในอตัราส่วน 1:1, 1:2 และ 1:3 โดยปริมาตร พบว่าอตัราส่วนเจือจางนํ้ าเช้ือต่อ

สารละลายบฟัเฟอร์ไม่มีผลต่อระยะเวลาการเก็บรักษา (ศิริพร คชรัตน์ และคณะ, 2550) เช่นเดียวกบั 

Omitogun  et al. (2012) ท่ีรายงานวา่นํ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนั ท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายาในอตัรา 1:1 และ 1:40  

และเก็บรักษาโดยวธีิแช่แขง็ มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิ เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิและเปอร์เซ็นตก์าร

ฟัก ไม่แตกต่างกนั แต่การเจือจางนํ้ าเช้ือปลาดุกอฟัริกนัดว้ยนํ้ ามะพร้าวในอตัรา  1:20, 1:30 และ 1:40 

และเก็บรักษาโดยวิธีแช่เยน็ พบวา่ นํ้ าเช้ือท่ีเจือจางในอตัรา  1:20 มีความเหมาะสมมากกวา่ท่ีอตัรา 1:30 

และ 1:40 (Muchlisin et al., 2010)  ส่วนนํ้ าเช้ือปลา Atlantic cod, Gadus morhua และปลา haddock, 

Melanogrammus aeglefinus ท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายา Mounib ดดัแปลง (modified Mounib) ในอตัรา 1:1, 1:2, 

1:3, 1:5 และ 1:10 พบว่าหลงัจากแช่เยน็เป็นเวลา 10 วนั นํ้ าเช้ือปลาทั้ง 2 ชนิดท่ีเจือจางอตัรา 1:3 มี

เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิสูงท่ีสุดและหลงัจากแช่เยน็เป็นเวลา 20 วนันํ้ าเช้ือท่ีเจือจางในอตัรา 1:1, 

1:5 และ 1:10 มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิตํ่ากวา่นํ้ าเช้ือท่ีเจือจางในอตัรา 1:2 และ 1:3 ส่วนการแช่

แขง็พบวา่นํ้าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย Modified Mounib และ 10% DMSO ในอตัรา 1:3 มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ี

ของอสุจิสูงกวา่นํ้ าเช้ือท่ีเจือจางในอตัรา 1:1 (DeGraaf and Berlinsky, 2004) ส่วนการแช่แข็งนํ้ าเช้ือปลา 

whitefish ท่ีเจือจางดว้ยนํ้ายาในอตัรา 1:1, 1:3 และ 3:1 มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิไม่แตกต่างกนั 

(Ciereszko et al., 2013)  

     2.5.4 ส่วนประกอบของนํ้าเช้ือ 

นอกจากปลาต่างชนิดกนัจะมีส่วนประกอบของนํ้ าเช้ือต่างกนัแลว้ยงัพบว่าปลาชนิดเดียวกนัท่ี

เล้ียงดว้ยสภาวะท่ีต่างกนัยงัมีส่วนประกอบของนํ้าเช้ือท่ีต่างกนัดว้ย เช่น Viveiros and Godinho (2009) 

พบว่านํ้ าเช้ือของปลาท่ีรวบรวมมาจากธรรมชาติจะมีส่วนประกอบของนํ้ าเช้ือต่างกับนํ้ าเช้ือปลาท่ี

รวบรวมมาจากโรงเพาะฟัก หรือนํ้ าเช้ือปลาท่ีรวบรวมมาจากโรงเพาะฟักต่างกนั ซ่ึงเล้ียงในสภาวะท่ี

แตกต่างกนั อาจมีผลต่อการตอบสนองต่อนํ้ายาท่ีแตกต่างกนั   

2.5.5 ชนิดและขนาดของหลอดบรรจุ 

หลอดท่ีใช้ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งมีหลายแบบได้แก่ หลอดฟาง (straw) หลอดฉีดยา 

(ampule) หลอดไครโอ (cryotube) หลอดบรรจุนํ้ าเช้ือทั้ง 3 แบบน้ีมีความจุหลายขนาดแตกต่างกนั ซ่ึง

หลอดแต่ละชนิดมีทั้งขอ้ดีและขอ้เสียแตกต่างกนั ผูใ้ช้จึงควรเลือกให้เหมาะสมกบัชนิดและขนาดของ

หลอดบรรจุ หรือวิธีการนาํไปใช้ให้เหมาะสมกบัชนิดของนํ้ าเช้ือท่ีจะทาํการเก็บและวิธีการเก็บรักษา 

(กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 
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2.5.6 อตัราการลดอุณหภูมิ 

การลดอุณหภูมิ คือการทาํใหข้องเหลวท่ีอยูร่อบๆ เซลลแ์ละภายในเซลลค์่อยๆ  แข็งตวั ในขณะท่ี

ทาํการลดอุณหภูมิ ของเหลวภายนอกเซลล์จะเป็นนํ้ าแข็งก่อนของเหลวภายในเซลล์ ทาํให้ความเขม้ขน้

ของตวัถูกละลายภายนอกเซลลสู์งกวา่ภายในเซลล ์จึงทาํให้นํ้ าแพร่ออกจากเซลล์เพื่อปรับสมดุล ถา้อตัรา

การลดอุณหภูมิช้าเกินไปจะทาํให้เซลล์ตอ้งปรับตวันานเกินไปซ่ึงอาจเป็นอนัตรายต่อเซลล์เพราะมีการ

สูญเสียนํ้าและความเขม้ขน้ของสารละลายสูงเกินไปอาจทาํให้ตกผลึก ถา้อตัราการลดอุณหภูมิเร็วเกินไป

จะทาํให้นํ้ าไหลออกจากเซลล์เร็วเกินไปอาจทาํให้เซลล์เห่ียว และเกิดเกร็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล์ท่ิมแทง

เซลลแ์ละเน้ือเยือ่ออแกนแนลลท์าํใหเ้ซลลไ์ดรั้บอนัตรายได ้อตัราการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมที่สุดข้ึนอยู่

กบัลกัษณะและความเขม้ขน้ของสารปกป้องเซลลท่ี์ใช ้(Muchlisin, 2005)   

 

2.6  งานวิจยัท่ีเก่ียวขอ้ง 

จากการศึกษาจากเอกสารพบว่าการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาทั้งแบบแช่เยน็และแบบแช่แข็งไดมี้

การทดลองและประสบความสําเร็จในปลาหลายชนิด แต่ละชนิดใช้นํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือและสาร

ปกป้องเซลล์ท่ีแตกต่างกนั และพบว่าหลงัจากการแช่เยน็หรือแช่แข็ง มีเปอร์เซ็นต์กาเคล่ือนท่ีของอสุจิ

เปอร์เซ็นต์อสุจิท่ีมีชีวิตและอตัราการปฏิสนธิ แตกต่างกนั ดงั Table 2.2 และ Table 2.3 

 

Table 2.2  Composition of the extenders  successfully used for refrigerated storage of fish sperm  

Species Extender 

 

Motility 

(%) 

Fertility 

 (%) 

Hatchability 

(%) 

References 

 Clarias 

macrocephalus 

0.8% NaCl 

ปรับแรงดนั

ออสโมติก 

(280mOsmol/kg) 

8.89±1.11 - 45.17±13.30 นิศา ไชยรักษ ์

และกฤษณ์ 

มงคลปัญญา 

(2538) 

Ictalurus 

punctatus  

Buffer solution - - - Christensen and 

Tiersch (1996) 

Gadus morhua Modified 

Mounib’s 

extender 

42±4.5 - - DeGraaf and 

Berlinsky 

(2004) 

Melanogrammus 

aeglefinus 

Modified Mounib’s 
extender 
 

52± 2.2 - - DeGraaf and 

Berlinsky 

(2004) 
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Table 2.2  Cont. 

Species Extender 

 

Motility 

(%) 

Fertility 

 (%) 

Hatchability 

(%) 

References 

Brycon 

orbignyanus 

154 mM NaCl 

+10% DMSO 

30 ± 20 - - Maria et al. 

(2006a) 

Brycon 

orbignyanus 

Saad  40 ±10 - - Maria et al. 

(2006b) 

Clarias 

macrocephalus 

Ca–F HBSS - 80.1±3.6 71.1±3.4 Vuthiphandchai 

et al. (2009) 

Clarias 

macrocephalus 

Ca–F HBSS 44.8 52.4 - Vuthiphandchai 

et al.(2009) 

Clarias 

macrocephalus 

Ca–F HBSS 13.3 18.5 - Vuthiphandchai 

et al. (2009) 

Clarias 

gariepinus 

RPMI 37.62 - - Omitogun   

et al. (2012)    

Oncorhynchus 

mykiss 

glucose 64.4±5.27 94.3 ± 0.58 - Sahin et al. 

(2013) 

 

Table  2.3  Composition of the extenders and  cryoprotectant successfully used for sperm 

                    cryopreservation in fish 

Species Extenders and  

cryoprotectant 

Motility  

(%) 

Fertility 

 (%) 

Hatchability  

(%) 

References 

Heterobranchus 

longifilis 

Valencienes, 1840 

80 %  Mounib’ 

solution   + 

5% DMSO + 5 % 

Glycerol and 10 % 

hen Egg yolk 

20 – 30 - 83.4 Oteme et al. 

(1996) 

Clarias 

gariepinus 

6%  Fructose + 

NaHCO3-CO2 +10% 

dimethylacetamide  

- 86.8 ± 3.1 67.1 ± 11.9 Horvath and 

Urbanyi  (2000)   
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Table  2.3  Cont. 

Species Extenders and  

cryoprotectant 

Motility  

(%) 

Fertility 

 (%) 

Hatchability  

(%) 

Reference 

Oreochromis 

niloticus 

Modified fish 

Ringer’s +5% DMSO 

- 40.30 - 

88.47  

19.96-84.73 พลชาติ ผวิเณร 

และคณะ 

(2547) 

Gadus morhua Modified Mounib’s 

extender 

+ 10% DMSO 

66±2.1 69±3.8 - DeGraaf and 

Berlinsky 

(2004) 

Melanogrammus 

aeglefinus 

Modified Mounib’s 

extender 

+ 10% DMSO 

53±2.1 53±4.6 - DeGraaf and 

Berlinsky 

(2004) 

Brycon 

orbignyanus 

154 mM NaCl 

+10%methylglycol  

+5% egg yolk 

66 ± 9 - - Maria et al. 

(2006a) 

Brycon 

orbignyanus 

BTS™ 68±8 - 66±20 Maria et al. 

(2006b) 

Prochilodus 

lineatus 

Powder coconut 

water + methylglycol 

85 ±12 48±12 - Viveiros  

et al. (2010) 

Heteropneustes 

fossilis (Bloch) 

M-HBSS + 10% 

DMSO 

- - 49.06 Lal et al. (2009) 

Clarias batrachus 

Linn. 

HBSS + 10% DMSO - - 62.1 Lal et al. (2009) 

Clarias 

gariepinus 

Ca-FHBSS 55 30 35 Omitogun   

et al. (2012)    

 

 

 

 

 


