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บทที ่3 

อปุกรณ์และวธีิการดําเนินการวจิัย 

 

3.1 การเตรียมตวัอยา่งปลาทดลอง 

รวบรวมปลาดุกลําพันจากธรรมชาติในจังหวดันราธิวาสและจากโรงเพาะฟักของสาขา

วิทยาศาสตร์การเพาะเล้ียงสัตวน์ํ้ า มหาวิทยาลยัทกัษิณ วิทยาเขตพทัลุง จาํนวนทั้งหมด 11 ตวั เพศผู ้10 

ตวัและเพศเมีย 1 ตวั อายุประมาณ 2 ปี นํ้าหนกัประมาณ 700  กรัมต่อตวั นาํปลาท่ีรวบรวมไดม้าเล้ียงไว้

ในบ่อซีเมนต์ขนาด 6 X 10 เมตร  ให้อาหารสําเร็จรูปวนัละ 1 คร้ังในปริมาณ 3 % ต่อนํ้ าหนักตวั 

จนกระทัง่สมบูรณ์เพศและสามารถนาํมาใชใ้นการทดลองได ้

 

3.2 การเก็บรวบรวมนํ้าเช้ือจากปลาเพศผู ้

 นาํปลาเพศผู ้มากระตุน้การพฒันาของนํ้ าเช้ือโดยฉีดฮอร์โมนบูเซอริลิน (Buserelin) 10 

ไมโครกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม ร่วมกบัดอมเพอริโดน (domperidone) 10 มิลลิกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม 

หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็นเวลา 8 ชั่วโมง นาํปลามาผ่าทอ้งเพื่อเอาถุงนํ้ าเช้ือ และนาํถุงนํ้ าเช้ือมาแช่ใน

นํ้ าเกลือ 0.85 % ท่ีเยน็ (4 0C) เป็นระยะเวลาประมาณ 30 วินาที เพื่อลา้งเลือดและเมือกท่ีติดมาออก ใช้

กรรไกรท่ีสะอาดตดับริเวณปลายถุงนํ้ าเช้ือและรีดเอานํ้ าเช้ือออกจากถุง ใส่รวมกนัในจานแก้ว (petri 

dish) ท่ีวางบนนํ้าแขง็ (ไม่เกิน 10 นาทีก่อนนาํมาทดลอง) 

 

3.3 การเตรียมสูตรนํ้ายาท่ีใชใ้นการเจือจางนํ้าเช้ือ 

 สูตรนํ้ายาท่ีใชใ้นการศึกษาในการทดลองท่ี 1 และ 2 มีทั้งหมด 5 สูตร มีวธีิการเตรียมดงัต่อไปน้ี 

สูตรท่ี 1:  นํ้ามะพร้าว (coconut water extender) เตรียมโดยนาํนํ้ามะพร้าวแก่จดั จาํนวน 100 

มิลลิลิตร  ใหค้วามร้อน ท่ีอุณหภูมิ 65 0C นาน 15 นาที กรองและเก็บในขวดสเตอร์ไลท ์ (Mollineau      

et al., 2011) 

สูตรท่ี 2 : Calcium Free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) เตรียมตามวธีิการของ 

Vuthiphandchai et al.  (2009) โดยชัง่สารตามส่วนประกอบดงั Table 3.1 ใส่ในบีกเกอร์ ขนาด 200 

มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสเตอร์ไลท ์ และเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

  สูตรท่ี 3:  ไตรโซเดียม ซิเตรท (trisodium citrate) เตรียมตามวธีิการของ Adeyemo et al. (2007) 

โดยชัง่ไตรโซเดียม ซิเตรด จาํนวน 2.9 กรัม เติมนํ้ากลัน่ท่ีตม้และทิ้งไวใ้หเ้ยน็จาํนวน 97.1 มิลลิลิตร ผสม

ใหเ้ขา้กนัเก็บในขวดสเตอร์ไลท ์ และเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 
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 สูตรท่ี 4 : Modified TSU 1  เป็นสูตรนํ้ายาท่ีดดัแปลงโดยนาํนํ้ายาสูตรท่ี 2 ผสมกบันํ้ามะพร้าว 

(Ca–F HBSS + นํ้ามะพร้าว) ในอตัรา 1:1 โดยชัง่สารตามส่วนประกอบดงั Table 3.1 ใส่ในบีกเกอร์ 

ขนาด 200 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสเตอร์ไลท ์ และเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

 สูตรท่ี 5 : Modified TSU 2   เป็นสูตรนํ้ายาท่ีดดัแปลงโดยนาํนํ้ายาสูตรท่ี 3 ผสมกบันํ้ามะพร้าว 

(ไตรโซเดียม ซิเตรท + นํ้ามะพร้าว) ในอตัรา 1:1โดยชัง่สารตามส่วนประกอบดงั Table 3.1 ใส่ใน        

บีกเกอร์ ขนาด 200 มิลลิลิตร ผสมใหเ้ขา้กนั เก็บในขวดสเตอร์ไลท ์ และเก็บไวใ้นตูเ้ยน็ 

  

Table 3.1 Chemical compositions and pH of the five extenders used in this experiment 

Ingredients (g) Extender 

Coconut water Ca–F HBSS Trisodium citrate Modified TSU 1 Modified TSU 2 

NaCl - 0.8890 - 0.4445 - 

KCl - 0.0440 - 0.0220 - 

Na2HPO4·2H2O - 0.0130 - 0.0065 - 

NaHCO3 - 0.0390 - 0.0195 - 

KH2PO4 - 0.0070 - 0.0035 - 

MgSO4·7H2O - 0.0220 - 0.0110 - 

glucose - 0.1110 - 0.0555 - 

Trisodium citrate   2.9 - 1.45 

Coconut water 

(ml) 

100 - - 50 50 

distilled 

water (ml) 

 100 97.1 50 48.55 

pH 5.5 7.5 8.5 7.0 7.5 

 
3.4 การเตรียมสารละลายท่ีใชย้อ้มสี สาํหรับการประเมินการมีชีวิตของอสุจิ 

การประเมินการมีชีวิตของอสุจิ (sperm viability) ทาํโดยการยอ้มสี (dye) อิโอซิน-นิโกรซิน 

(eosin – nigrosin) ซ่ึงมีวธีิการเตรียมตามวธีิการของ นิพนธ์ เสนอินทร์ (2555) ดงัต่อไปน้ี 

3.4.1 ละลาย Nigrosin 5 กรัมในนํ้ากลัน่ (นํ้าอุ่น) 50 มิลลิลิตร 

3.4.1 ละลาย Eosin Y  1 กรัมในนํ้ากลัน่ 50 มิลลิลิตร 

3.4.3 นาํสารละลายท่ีไดท้ั้ง 2 ชนิดมาผสมใหเ้ขา้กนัแลว้นาํไปกรองดว้ยกระดาษกรอง Whatman 

เบอร์ 4 จนไม่มีตะกอนเหลืออยู ่นาํสียอ้มท่ีไดเ้ก็บไวใ้นขวดสีชาท่ีอุณหภูมิห้อง 
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3.5  การประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือก่อนการทดลอง  

ประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิ ตามวธีิของ Vuthiphandchai and Zohar (1999) โดยใช้

นํ้าเช้ือสด 1 ไมโครลิตร วางบนกระจกสไลดแ์ละเติม 0.4 % Na ลงไป 50 ไมโครลิตร แลว้ประเมินการ

เคล่ือนท่ีของอสุจิ ภายในเวลาไม่เกิน 30 วนิาที นํ้าเช้ือท่ีจะนาํไปทดลองตอ้งมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของ

อสุจิ ไม่นอ้ยกวา่ 75 % 

 

3.6 วธีิดาํเนินทดลอง 

การวจิยัแบ่งออกเป็น 5 การทดลอง ดงัต่อไปน้ี 

การทดลองท่ี 1 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเจือจางนํ้าเช้ือสูตรต่างๆ ในการเก็บรักษา

นํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนัแบบแช่เยน็ มีวธีิดาํเนินการทดลองดงัต่อไปน้ี 

1.  การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ สุ่มตลอด (Completely Randomize Design, CRD)  โดยใชน้ํ้ายาเจือจาง

นํ้าเช้ือ (extender) แตกต่างกนั 5 สูตร  

 สูตรท่ี 1 : นํ้ามะพร้าว (coconut water extender: CWE) 

 สูตรท่ี 2 : Calcium Free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) 

สูตรท่ี 3 : ไตรโซเดียม ซิเตรท (trisodium citrate) 

สูตรท่ี 4 : Modified TSU 1 (นํ้ามะพร้าว + Ca-F HBSS) 

สูตรท่ี 5 : Modified TSU 2 (นํ้ามะพร้าว + ไตรโซเดียม ซิเตรท) 

แต่ละชุดการทดลองทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

 2. วธีิการแช่เยน็นํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนั 

     นาํนํ้ าเช้ือท่ีผา่นการตรวจคุณภาพ มาเจือจางดว้ยนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ (extender) ท่ีระดบัความ

เขม้ขน้ของนํ้ าเช้ือต่อนาํยาเจือจางนํ้ าเช้ือ ในอตัราส่วน 1:9  แลว้เขยา่เบาๆ เพื่อให้นํ้ าเช้ือและนํ้ ายา ผสม

เป็นเน้ือเดียวกนั การเจือจางนํ้าเช้ือในแต่ละชุดการทดลองทาํ 3 ซํ้ า นาํนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายา จาํนวน 1 

มิลลิลิตร ใส่ใน tissue culture  flasks  (Thomas Scientific 229320, NJ, USA) ขนาด 25 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้

อุณหภูมิ 4 0C 

 3. การประเมินประสิทธิภาพของนํ้ าเช้ือแช่เยน็ โดยดูเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิ (motility) 

และดูเปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีชีวิต (viability) โดยนาํอสุจิมาประเมินทุก 12 ชัว่โมง จนกระทัง่อสุจิหยุดการ

เคล่ือนท่ี    ดงัต่อไปน้ี 

    3.1 การประเมินการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

                       โดยดูดนํ้าเช้ือท่ีเจือจางดว้ยนํ้ายาแต่ละสูตรมาจาํนวน 5 ไมโครลิตร หยดบนสไลดห์ลุม

หยด 0.4% NaCl ลงไป 100 ไมโครลิตรและปิดดว้ยกระจกปิดสไลด ์(cover slide) และนาํไปส่องดูดว้ย
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กลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 40X และประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิ โดยกาํหนดเกณฑ ์ตาม

วธีิของเกรียงศกัด์ิ เม่งอาํพนั (2540) ดงั Table 3.2 ทาํการประเมิน 3 ซํ้ า ต่อชุดการทดลอง 

 
Table 3.2 Score ranking of sperm motility 

Score ranking Motility (%) 

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 

 
 

    3.2  การประเมินเปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีชีวติ 

              ประเมินเปอร์เซ็นต์อสุจิท่ีมีชีวิตโดยดูดนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางด้วยนํ้ ายาแต่ละสูตรมาจาํนวน 5

ไมโครลิตรหยดบนสไลด ์หยดสี eosin – nigrosin 5 ไมโครลิตร ลงบนนํ้าเช้ือ ผสมให้เขา้กนั  ใชส้ไลด์อีก

อนัหน่ึงลากส่วนผสมของนํ้ าเช้ือและสี จากปลายดา้นหน่ึงของแผน่สไลด์ไปยงัปลายอีกดา้นหน่ึง นาํไป

ผา่นเปลวไฟ 1-2 คร้ังให้นํ้ าเช้ือแห้งจากนั้นหยด permount ลงบนแผน่สไลด์ 1 หยด ปิดดว้ยกระจกปิด

สไลด ์แลว้นาํไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยาย   100 x นบัจาํนวนเซลล์ตวัเป็นตวัตาย โดยการสุ่ม

นบั 5 บริเวณๆ ละ 20 เซลล ์(มุมซา้ยดา้นบน มุมซ้ายดา้นล่าง มุมขวาดา้นบน มุมขวาดา้นล่าง และบริเวณ

ตรงกลางแผน่สไลด)์โดยเซลลท่ี์มีชีวติจะมีสีใสคือไม่ติดสียอ้ม ส่วนเซลล์ตายจะติดสียอ้มเป็นสีชมพูแดง

หรือสีม่วง ทาํการประเมิน 3 ซํ้ า ต่อชุดการทดลอง 

  การทดลองท่ี 2 เปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารเจือจางนํ้ าเช้ือสูตรต่างๆ ในการเก็บรักษา

นํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนัแบบแช่แขง็ มีวธีิดาํเนินการทดลองดงัต่อไปน้ี 

1.  การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ สุ่มตลอด (Completely Randomize Design, CRD)  โดยใชน้ํ้ายาเจือจาง

นํ้าเช้ือ แตกต่างกนั 5 สูตรเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 1  ทาํการทดลอง 4 ซํ้ า 
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2. วธีิการแช่แขง็นํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนั 

รวบรวมนํ้ าเช้ือจากปลาเพศผูโ้ดยนาํปลาเพศผูม้าฉีดฮอร์โมนและผา่ทอ้งเพศผูเ้พื่อเอาถุงนํ้ าเช้ือ

มาขยี้เพื่อเอานํ้าเช้ือ  และประเมินคุณภาพนํ้าเช้ือก่อนการทดลอง โดยมีวธีิการทาํ  เช่นเดียวกบัการทดลอง

ท่ี 1 นาํนํ้ าเช้ือท่ีผา่นการประเมินคุณภาพ มาใส่ใน tissue culture flask จาํนวน 15 ใบ จาํนวนใบละ 0.1 

มิลลิลิตร เจือจางดว้ยนํ้ ายาสูตรต่างๆ จาํนวน 0.9 มิลลิลิตร (อตัราส่วนเจือจาง 1:9) ผสมให้นํ้ าเช้ือและ

นํ้ ายาผสมเป็นเน้ือเดียวกนัแลว้ จึงเติมสารละลาย ไดเมธิลซลัฟอกไซด์ (dimethyle sulphoxide, DMSO) 

จนไดค้วามเขม้ขน้สุดทา้ยเป็น 8% และ  ดูดสารละลายใส่ในหลอดฟาง (French straw) ขนาด 0.25 

มิลลิลิตร ปิดหลอดฟางให้สนิทด้วยผงอุดหลอดนํ้ าเ ช้ือ ปล่อยให้นํ้ า เ ช้ือปรับตัวกับสารละลาย 

(equilibration) ท่ีอุณหภูมิ 4 oC  เป็นเวลา 30 นาที แลว้นาํไปลดอุณหภูมิในกล่องโฟมขนาดเล็ก ท่ีบรรจุ

สารไนโตรเจนเหลวสูง 2 เซนติเมตรโดยเทไนโตรเจนเหลวทิ้งไว ้5 นาทีเพื่อปรับอุณหภูมิในกล่องโฟม

และทาํการแช่แขง็นํ้าเช้ือดว้ยอตัราการลดอุณหภูมิ โดยการนาํหลอดฟางวางแนวนอนบนตะแกรง (racks) 

เหนือผวิหนา้ไนโตรเจนเหลวท่ีความสูง  5 เซนติเมตรเป็นระยะเวลานาน 10 นาที จากนั้นนาํหลอดฟางใส่

ในถงัไนโตรเจนเหลว (-196 °C ) เป็นเวลา 1 สัปดาห์แลว้ทาํการประเมินเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีและ

เปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติของอสุจิ 

3. การประเมินประสิทธิภาพของนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

    นาํหลอดนํ้าเช้ือท่ีแช่ในถงัไนโตรเจนเหลวมาละลายในอ่างนํ้าควบคุมอุณภูมิ (water bath)   ท่ี

อุณหภูมิ 37 °C นาน  1 นาที (Pan et al., 2008) ตดัหลอดฟางเพื่อนาํนํ้าเช้ือออกมา ประเมินเปอร์เซ็นตก์าร

เคล่ือนท่ีของอสุจิวธีิการเดียวกบัการทดลองท่ี 1 โดยกาํหนดเกณฑ ์ ตามวธีิของเกรียงศกัด์ิ เม่งอาํพนั 

(2540) ทาํการทดลอง 4 ซํ้ า และประเมินเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติของอสุจิ โดยวธีิการยอ้มสี (dye) อิโอซิน– 

นิโกรซิน (eosin–nigrosin) เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 1 และนาํไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 

100X  

การทดลองท่ี 3 เปรียบเทียบอตัราส่วนของนํ้าเช้ือต่อนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ อตัราต่างๆ ในการเก็บ

รักษานํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนัแบบแช่เยน็ 

1. การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบ สุ่มตลอด (Completely Randomize Design, CRD)  โดยใชอ้ตัราส่วน

ของนํ้าเช้ือต่อนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือแตกต่างกนั 5 อตัรา คือ 1:1, 1:3, 1:5, 1: 7 และ 1:9 แต่ละอตัราส่วน    

ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

2. การเจือจางนํ้าเช้ือดว้ยนํ้ายาในอตัราส่วนต่างๆ  

รวบรวมนํ้ าเช้ือและประเมินคุณภาพของอสุจิโดยวิธีการเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 1 เตรียม

นํ้าเช้ือท่ีจะนาํไปแช่เยน็ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร เจือจางนํ้ าเช้ือดว้ยนํ้ ายาสูตรท่ี 4 ซ่ึงเป็นสูตรนํ้ ายาท่ีให้ผล

ดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 1 โดยเจือจางนํ้ าเช้ือดว้ยนํ้ ายาสูตรท่ี 4 ในอตัราส่วนความเขม้ขน้ต่างกนั 5 ระดบั 

คืออตัราส่วน 1:1 (นํ้าเช้ือ 0.5 มิลลิลิตร : นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.5 มิลลิลิตร) อตัราส่วน 1:3 (นํ้าเช้ือ 0.25 
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มิลลิลิตร : นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.75 มิลลิลิตร) อตัราส่วน 1:5 (นํ้าเช้ือ 0.17  มิลลิลิตร นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 

0.83 มิลลิลิตร) อตัราส่วน 1:7 (นํ้ าเช้ือ 0.125  มิลลิลิตรนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.875 มิลลิลิตร) และ 

อตัราส่วน 1:9 (นํ้าเช้ือ 0.10  มิลลิลิตรนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.9 มิลลิลิตร) อตัราส่วนละ 3 ซํ้ า นาํนํ้ าเช้ือท่ี

เจือจางดว้ยนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ ในอตัราส่วนต่างๆ ใส่ใน tissue culture  flasks  (Thomas Scientific 

229320, NJ, USA) ขนาด 25 มิลลิลิตร เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 4 0C ประเมินประสิทธิภาพของนํ้ าเช้ือท่ีเก็บ

รักษาโดยวธีิแช่เยน็โดยดูเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิท่ีเก็บไวทุ้ก 12 ชัว่โมง จนกระทัง่อสุจิหยุดการ

เคล่ือนท่ี  นบัเปอร์เซ็นตอ์สุจิท่ีมีชีวิต โดยวิธีการยอ้มสีและนาํไปส่องดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ท่ีกาํลงัขยาย 

100X 

การทดลองท่ี 4 เปรียบเทียบอตัราส่วนของนํ้ าเช้ือต่อนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ ในอตัราต่างๆ ในการ

เก็บรักษานํ้าเช้ือปลาดุกลาํพนัแบบแช่แขง็ 

1. การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มตลอด (Completely Randomize Design, CRD)  โดยใชอ้ตัราส่วน

ของนํ้าเช้ือต่อนํ้ายาเจือจางนํ้าเช้ือ  แตกต่างกนั 5 อตัรา คือ 1:1, 1:3, 1:5, 1: 7 และ 1:9 แต่ละอตัราทาํการ

ทดลอง 4 ซํ้ า 

 2.  วธีิการทดลอง 

 รวบรวมนํ้ าเช้ือและประเมินคุณภาพของอสุจิโดยวิธีการเช่นเดียวกับการทดลองท่ี 1 เจือจาง

นํ้ าเช้ือดว้ยนํ้ ายาสูตรท่ี 4   ซ่ึงเป็นสูตรนํ้ ายาท่ีให้ผลดีท่ีสุดจากการทดลองท่ี 3 โดยเจือจางนํ้ าเช้ือดว้ย  

นํ้ายา ในอตัราส่วน 1:1 (นํ้าเช้ือ 0.5 มิลลิลิตร :นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.5 มิลลิลิตร) อตัรา 1:3 (นํ้าเช้ือ 0.25 

มิลลิลิตร :นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.75 มิลลิลิตร) อตัรา 1:5 (นํ้าเช้ือ 0.17  มิลลิลิตร นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.83 

มิลลิลิตร) อตัรา 1:7 (นํ้าเช้ือ 0.125  มิลลิลิตร นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.875 มิลลิลิตร) และ อตัรา 1:9 (นํ้าเช้ือ 

0.10  มิลลิลิตร นํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 0.90 มิลลิลิตร) อตัราส่วนละ 3 ซํ้ า เติมไดเมธิลซัลฟอกไซด ์

(dimethyle sulphoxide, DMSO) จาํนวน 80 ไมโครลิตรลงในนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ยนํ้ ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ ใน

อตัราต่างๆ  ดูดนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางแลว้จาํนวน 0.2 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ปิดหลอด

ฟางใหส้นิทดว้ยผงอุดหลอดนํ้ าเช้ือ วางหลอดฟางท่ีบรรจุนํ้ าเช้ือ  ท่ีอุณหภูมิ 4 oC ประมาณ 30 นาที และ

นาํไปลดอุณหภูมิ โดยวางหลอดท่ีบรรจุนํ้ าเช้ือบนตะแกรงในกล่องโฟมท่ีบรรจุไนโตรเจนเหลว วาง

หลอดบรรจุนํ้ าเช้ือเหนือไนโตรเจนเหลวสูง 2 เซนติเมตร เป็นเวลา 10 นาที เช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 3 

นาํหลอดนํ้าเช้ือท่ีลดอุณหภูมิตามกาํหนดใส่ในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 0C เป็นเวลา 1 สัปดาห์ 

 3. การประเมินประสิทธิภาพของนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

ประเมินประสิทธิภาพของนํ้าเช้ือแช่แขง็ โดยวธีิการเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 3  
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การทดลองท่ี 5 อตัราการปฏิสนธิ อตัราการฟักไข่ ของปลาดุกลาํพนัโดยใชน้ํ้าเช้ือสด นํ้าเช้ือแช่เยน็ และ 

             นํ้าเช้ือแช่แขง็ 

1. การวางแผนการทดลอง 

วางแผนการทดลองแบบสุ่มสมบูรณ์ภายในบลอก  (Randomize Completely Block Design, 

RCBD) มี 3 ชุดการทดลองคือ นํ้าเช้ือสด นํ้าเช้ือแช่เยน็ และนํ้าเช้ือแช่แขง็  ทาํการทดลอง 3 ซํ้ า 

2. การเตรียมนํ้าเช้ือปลา 

2.1 การเตรียมนํ้าเช้ือสด 

นาํปลาเพศผูน้ํ้ าหนกัประมาณ 300  กรัม ความยาวประมาณ 30 เซนติเมตร มากระตุน้การ 

พฒันาของนํ้ าเช้ือตามวิธีการของ  Kiriratnikom et al. (2007) โดยฉีดบูเซอริลิน  10 ไมโครกรัมต่อปลา 1 

กิโลกรัม ร่วมกบัดอมเพอริโดน  10 มิลลิกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม โดยฉีดฮอร์โมนดงักล่าวในเวลาเดียวกนั

กบัท่ีฉีดฮอร์โมนเพศเมียในเข็มท่ี 2  หลงัจากฉีดฮอร์โมนเป็นเวลา 8 ชัว่โมง นาํปลามาผา่ทอ้งเพื่อเอาถุง

นํ้ าเช้ือ และนาํถุงนํ้ าเช้ือมาแช่ในนํ้ าเกลือ 0.85 % ท่ีเยน็ (4 0C) เป็นระยะเวลาประมาณ 30 วินาที เพื่อลา้ง

เลือดและเมือกท่ีติดมาออก ใช้กรรไกรท่ีสะอาดตดับริเวณปลายถุงนํ้ าเช้ือและรีดเอานํ้ าเช้ือออกจากถุง    

ใส่ในจานแกว้ (petri dish) ใชน้ํ้าเช้ือ 30 ไมโครลิตรเจือจางดว้ยนํ้ากลัน่จาํนวน 120 ไมโครลิตร 

         2.2 การเตรียมนํ้าเช้ือแช่เยน็ 

        นาํปลาเพศผู ้มากระตุน้การพฒันาของนํ้าเช้ือและเก็บนํ้าเช้ือวธีิการเดียวกบัการเตรียมนํ้ าเช้ือ

สด นาํนํ้าเช้ือมาตรวจคุณภาพโดยประเมินเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีโดยเจือจางนํ้ าเช้ือดว้ยนํ้ ากลัน่ในอตัรา 

1:50 และนาํไปส่องดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ นาํนํ้ าเช้ือท่ีผา่การประเมินซ่ึงมีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีไม่

นอ้ยกวา่ 75 % มาเจือจางดว้ยนํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ (extender) ซ่ึงประกอบดว้ยนํ้ ามะพร้าวสุกตม้ท่ีอุณหภูมิ 

65  oC เป็นเวลา 15 นาทีผสมกบั Calcium-free Hanks' balanced salt solution (Ca–F HBSS) (NaCl 

0.8890, KCl 0.0440, Na2HPO4·2H2O 0.0130, NaHCO3 0.0390, KH2PO40.0070, MgSO4·7H2O 0.0220, 

glucose 0.1110 นํ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร) ในอตัรา 1:1 และนาํมาเจือจางนํ้ าเช้ือในอตัราส่วน  1:4 (นํ้าเช้ือ 60 

ไมโครลิตร :นํ้ายาเจือจางนํ้ าเช้ือ 240 ไมโครลิตร) นาํนํ้ าเช้ือท่ีเจือจางแลว้ 150 ไมโครลิตรใส่ใน หลอด

หลอดทดลองขนาดเล็ก (eppendorf tube) ขนาด 1  มิลลิลิตร และนาํไปแช่เยน็ในตูเ้ยน็ เป็นเวลา 48 

ชัว่โมง ก่อนนาํไปใชผ้สมกบัไข่ นาํนํ้าเช้ือท่ีแช่เยน็มาปรับอุณหภูมิท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 10 นาที 

      2.3 การเตรียมนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

      นาํนํ้าเช้ือท่ีเจือจางแลว้จากการเตรียมเพื่อแช่เยน็จาํนวน 150  ไมโครลิตร เติมไดเมธิลซลัฟอก

ไซด์ (dimethyle sulphoxide, DMSO) จาํนวน 12 ไมโครลิตร ผสมให้เขา้กนัทิ้งไวเ้ป็นเวลา 30 นาที และ

บรรจุในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร นาํไปลดอุณหภูมิโดยใส่ในกล่องโฟม ขนาด 25 X 30 X 30 

เซนติเมตร ท่ีมีไนโตรเจนเหลวสูง 2 เซนติเมตร วางหลอดฟางในแนวนอนบนตะแกรงเหนือ

ไนโตรเจนเหลว 5 เซนติเมตรเป็นเวลา 10 นาที หลงัจากนั้นนาํไปเก็บในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -
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196  oC เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ก่อนนาํนํ้ าเช้ือแช่แข็งมาใช้ผสมเทียม นาํนํ้ าเช้ือมาละลาย (thawing) ท่ี

อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลา 1 นาที 

3. การเตรียมแม่พนัธ์ุปลาดุกลาํพนั 

นาํปลาดุกลาํพนัเพศเมีย นํ้าหนกัประมาณ 300  กรัม ความยาวประมาณ 30 เซนติเมตร มากระตุน้

การตกไข่ ตามวธีิการของ  Kiriratnikom et al. (2007) โดยการฉีดฮอร์โมนบูเซอริลิน  5 ไมโครกรัมต่อ

ปลา 1 กิโลกรัม ร่วมกบัดอมเพอริโดน   10 มิลลิกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม หลงัจากฉีดเขม็แรก 6 ชัว่โมง  

ฉีดเขม็ท่ี 2 ดว้ยบูเซอริลิน  30 ไมโครกรัมต่อปลา 1 กิโลกรัม ร่วมกบัดอมเพอริโดน  10 มิลลิกรัมต่อปลา 

1 กิโลกรัม  

4. การผสมเทียมไข่กบันํ้าเช้ือสด นํ้าเช้ือแช่เยน็ และนํ้าเช้ือแช่แขง็ 

หลงัจากฉีดฮอร์โมนปลาเพศเมีย เข็มท่ี 2  เป็นเวลา 12 ชัว่โมง นาํปลามารีดไข่ลงในจานแกว้ใช้

กระบอกฉีดยาขนาด 1 มิลลิลิตร ดูดไข่ปลาใส่จานแกว้จาํนวน 3 ใบๆ ละ 1 มิลลิลิตร (ประมาณ 900 

ฟอง) ดูดนํ้าเช้ือสดท่ีเจือจางแลว้ นํ้าเช้ือแช่เยน็ และนํ้าเช้ือแช่แข็ง อยา่งละ 150 ไมโครลิตรผสมกบัไข่ใน

จานแกว้ใบท่ี 1, 2 และ 3 ตามลาํดบั ใชข้นไก่คนไข่และนํ้ าเช้ือให้เขา้กนั หลงัจากนั้นค่อยๆ เติมนํ้ า

สาํหรับการเพาะฟักลงไป ประมาณ 25 มิลลิลิตร เพื่อกระตุน้ให้อสุจิเคล่ือนไหวเขา้ไปผสมกบัไข่  ทิ้งไว้

ประมาณ 3 นาทีแลว้ลา้งนํ้ าเช้ือส่วนเกินและเมือกออก นาํไข่ท่ีผสมแลว้ไปฟักโดยโรยไข่บนผา้มุง้เขียว

เบอร์ 20  ขนาด 30 X 50  เซนติเมตรท่ีแบ่งเป็นช่อง ขนาด   10 X 10 เซนติเมตร จาํนวน 3 ช่อง ท่ีขึงตึง 

ในกระบะเพาะฟัก ขนาด 35 X 60 X 30 เซนติเมตร ท่ีระดบัตํ่ากว่าผิวนํ้ าประมาณ 5-10 เซนติเมตร 

จาํนวน 3 กระบะ (3 ซํ้ า) ใหอ้อกซิเจนและใหน้ํ้าไหลผา่นตลอดเวลา  

 

5. การเก็บขอ้มูล  

นบัจาํนวนไข่ท่ีปฏิสนธิซ่ึงมีลกัษณะสีนํ้าตาลโปร่งแสงและจาํนวนไข่ท่ีไม่ปฏิสนธิซึงมีลกัษณะ

สีขาวขุ่น หลงัจากผสมไข่กบันํ้าเช้ือท่ีระยะเวลา 12 และ 48 ชัว่โมง เพื่อประเมินเปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ

และเปอร์เซ็นตก์ารฟักตามลาํดบั โดยคาํนวณจากสูตรตามวธีิของ   Omitogun  et al. (2012)    ดงัน้ี          

      

เปอร์เซ็นตก์ารปฏิสนธิ  =        จาํนวนไข่ท่ีปฏิสนธิ               X 100 

                                                       จาํนวนไข่ทั้งหมดเม่ือเร่ิมทดลอง 

 

เปอร์เซ็นตก์ารฟัก       =      จาํนวนไข่ท่ีปฏิสนธิ – จาํนวนไข่ปฏิสนธิท่ีไม่ฟัก    X 100 

                                                                          จาํนวนไข่ท่ีปฏิสนธิ 
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3.6 การวเิคราะห์ขอ้มูล 

การทดลองท่ี 1–4 วเิคราะห์เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ี  เปอร์เซ็นตก์ารมีชีวิตของอสุจิ โดยวิเคราะห์

ความแปรปรวนแบบ One way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของทรีตเมนตโ์ดยวิธี Duncan’s New 

Multiple Range Test ท่ีระดบันยัสาํคญั 0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS  

การทดลองท่ี 5 วิเคราะห์เปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิ  เปอร์เซ็นต์การฟัก โดยวิเคราะห์ความ

แปรปรวนแบบ One way ANOVA และเปรียบเทียบค่าเฉล่ียของทรีตเมนตโ์ดยวิธี Least significance 

difference (LSD) ท่ีระดบันยัสาํคญั 0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS 


