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บทที่ 4 
ผลการทดลอง     

 
การทดลองสามารถแบ่งออกได้เป็น 5 ตอน คือ 

1.  การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อในสภาพต่างๆ 
2.  การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือที่อุณหภูมิต่้าโดยไม่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์  
3.  การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อที่อุณหภูมิต่้าโดยเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์  
4.  ผลของความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อ 
5.  การศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ 
 
1. การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อในสภาพต่างๆ 

การประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ  พบว่าพ่อพันธุ์ หอยที่ใช้ทดลองมีลักษณะสมบูรณ์
เพศ มี gonad สีขาวขุ่น มีเปลือกที่มีลักษณะ สมบูรณ์  เปลือกสีเขียวเข้ม ความกว้างของเปลือก
ประมาณ 3.5 เซนติเมตรขึ้นไป  น้้าหนักเ ฉลี่ยของหอยเป๋าฮ้ือ ( N=78) เท่ากับ 7.92 กรัม  มีความ
หนาแน่นของสเปิร์ม (N = 25) เฉลี่ยเท่ากับ 3.18 x 1012 ตัวต่อมิลลิลิตร  

น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ ที่รวบรวม ออกมาแล้ว เก็บรักษาในสภาพสด และ ในสภาพเจือจางในน้้า
ทะเล ตรวจสอบดูการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม พบว่า น้้าเชื้อสดที่เก็บไว้ในถังน้้าแข็ง ที่อุณหภูมิ 0- 4 องศา
เซลเซียส  มีระยะเวลาในการเก็บ รักษาไว้ได้ประมาณ 1 8 ชั่วโมง ก่อนที่สเปิร์มจะหยุดเคลื่อนที่เมื่อ
กระตุ้นด้วยน้้าทะเล แต่น้้าเชื้อสดที่เก็บแช่แย็นนานกว่า 6 ชั่วโมง มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มต่้ากว่า 
50% ในขณะที่ น้้าเชื้อสดที่เจือจางในน้้าทะเล  สามารถ เก็บรักษาได้ เพียงประมาณ 8 ชั่วโมง เท่านั้น
เพราะสเปิร์มหยุดเคลื่อนที่ (ตารางที่ 1)  
 
2. การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อที่อุณหภูมิต่้าโดยไม่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ 
 การเก็บรักษาน้้าเชื้อ หอยเป๋าฮ้ือ ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียสได้ผลการทดลองแสดงใน
ตารางที่ 2 และ 3 ซึ่งการ เก็บรักษาโดยไม่ให้ออกซิเจนสมทบ พบว่าการ ใช้ถุงพลาสติก ziplock 
สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อได้นานที่สุด 36 ชั่วโมงก่อนที่สเปิร์มจะหยุดเคลื่อนที่เมื่อกระตุ้นด้วยน้้า ทะเล 
ในขณะที่น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือที่เก็บรักษาใน culture flask และ beaker สามารถเก็บรักษาได้เพียง 12 
ชั่วโมงก่อนที่สเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่ (ตารางที่ 2)     ส้าหรับการเก็บแช่เย็น  โดยให้ออกซิเจนสมทบ
ปรากฏว่า  การให้ออกซิเจนสมทบช่วยให้การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อได้นานขึ้น  โดย การใช้ 
culture flask และถุงพลาสติก ziplock สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อได้นาน 48 ชั่วโมงก่อนที่สเปิร์มจะ
หยุดเคลื่อนที่เมื่อกระตุ้นด้วยน้้าทะเล แตน่้้าเชื้อที่เก็บรักษาใน beaker สามารถเก็บรักษาได้นานเพียง 
24 ชั่วโมง (ตารางที่ 3)          
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ตารางที่ 1  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อในสภาพต่างๆ 
 

เวลา 
(ชั่วโมง) 

Sperm Motility (%) 
สเปิร์มสด สเปิร์มสด + น้้าทะเล 

0 93.3 ± 6.7 a 93.3 ± 6.7 a 
2 73.3 ± 6.7 b 80 ± 0 b 
4 66.7 ± 6.7 bc 40 ± 0 c 
6 46.7 ± 6.7 d 16.7 ± 3.3 d 
8 33.3 ± 6.7 e 0 
10 26.7 ± 6.7 e 0 
12 20 ± 0 e 0 
14 13.3 ± 3.3 f 0 
16 8.3 ± 6.7 f 0 
18 0 0 

 
หมายเหตุ: ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันบนแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ (P>0.05) 
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ตารางที่  2   เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือที่เก็บแช่เย็นโดยไม่ให้ออกซิเจนสมทบ 
 

 
ชั่วโมง 

ภาชนะท่ีบรรจุ (ไม่ให้ออกซิเจนสมทบ) 
Culture flask Beaker Plastic ziplock 

0 93.3 ± 6.7 a 91.5 ± 3.9 a 93.3 ± 6.7 a 
6 76.9 ± 3.3 b 46.3 ± 4.5 b 86.5 ± 3.3 a 
12 26.7 ± 2.9 c 16.7 ± 3.8 c 56.7 ± 2.9 b 
24 - - 43.9 ± 5.7 c 
36 - - 23.3 ± 4.5 d 
48 - - - 
60 - - - 
72 - - - 

 
หมายเหตุ: ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างทางสถิติ (P<0.05) 
 
 
ตารางที่  3   เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือที่เก็บแช่เย็นโดยให้ออกซิเจนสมทบ 
 

 
ชั่วโมง 

ภาชนะท่ีบรรจุ (ไม่ให้ออกซิเจนสมทบ) 
Culture flask Beaker Plastic ziplock 

0 93.3 ± 2.9 a 89.7 ± 3.8 a 91.5 ± 4.5 a 
6 76.7 ± 5.9 b 72.4 ± 4.8 b 82.2 ± 5.8 a 
12 52.5 ± 3.5 c 32.3 ± 3.5 c 66.7 ± 3.8 b 
24 38.4 ± 5.9 d 13.7 ± 4.6 d 56.4 ± 4.3 c 
36 26.9 ± 2.9 e - 38.5 ± 3.9 d 
48 8.7 ± 2.2 f - 21.7 ± 5.1e 
60 - - - 
72 - - - 

 
หมายเหตุ: ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันในแนวตั้ง มีความแตกต่างทางสถิติ (P<0.05) 
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3.  การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อที่อุณหภูมิต่้าโดยเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ 
3.1  การศึกษาผลของ osmotic pressure  ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม  

 สเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือเมื่อกระตุ้นด้วย NaCl และ KCl ที่มีค่าความดันออสโมติกต่้า ไม่มีการ
เคลื่อนที่  แต่สเปิร์ม เริ่มเคลื่อนที่เมื่อ ถูกกระตุ้นด้วยสารละลายที่มีค่า แรงดันออสโมติกเพ่ิมข้ึน 200 
mM (KCl) และ 300 mM (NaCl) และยังคงเคลื่อนที่ประมาณ 80-100% เมื่อถูกกระตุ้นด้วยค่า
แรงดันออสโมติกทีสู่งขึน้ระหว่าง 700-800 mM (ตารางที่ 4) 

จากการทดสอบทางสถิติ  พบว่า การใช้ KCl 200 mM และ NaCl 200 mM ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญกับ KCl 300 และ 400 mM และ NaCl 300 และ 400 mM ( P 
> 0.05) แต่มีความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญกับ KCl และ NaCl 500, 600, 700, 800 
mM (P < 0.05)  และชนิดของสารละลายทั้งสอง (KCl และ NaCl) ไม่มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P > 0.05)  

 
ตารางที่ 4  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อเมื่อกระตุ้นด้วย NaCl และ KCl 
 

Molarity 
(mM 

สาร Electrolyte 
KCl NaCl 

0 0 0 
25 0 0 
50 0 0 
100 0 0 
150 0 0 
200 5.2 ± 1.4 a,1 0 
300 2.1 ± 1.1 a,1 26.7 ± 3.8 a,1 

400 33.3 ± 3.8 a,1 40.3 ± 1.2 a,1 

500 66.7 ± 3.8 a,1 46.7 ± 3.8 a,1 

600 66.7 ± 3.8 a,2 60.3 ± 1.5 a,2 

700 80.2 ± 1.2 a,2 73.3 ± 3.8 a,2 

800 80.7 ± 1.8 a,2 96.3 ± 1.1 a,3 
  
    ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P > 0.05) 
    ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ( P > 0.05) 
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สเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือเมื่อกระตุ้นด้วย glucose และ mannitol ที่มีค่าความดันออสโมติกต่้า ไม่
มีการเคลื่อนที่  แต่เริ่มเคลื่อนที่เมือแรงดันออสโมติกเพ่ิมข้ึน 600 mM (glucose) และ 400 mM 
(manitol) และเคลื่อนที่เพ่ิมข้ึน มากกว่า 80% เมื่อกระตุ้นด้วย glucose และ mannitol ที่มีค่า
แรงดันออสโมติกเพ่ิมข้ึนเป็น 1600 mM (ตารางที่ 5) 
 จากการทดสอบทางสถิติพบว่า  ระดับแรงดันออสโมติกต่างๆ ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ
อย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05) และสารละลายทั้งสอง (glucose และ mannitol) ไม่มีความแตกต่างกัน
ทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ (P>0.05)  
 
ตารางที่ 5  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อเมื่อกระตุ้นด้วย glucose และ mannitol 
 

Molarity 
(mM 

สาร Non-Electrolyte 
Glucose Mannitol 

0 0 0 
50 0 0 
100 0 0 
200 0 0 
300 0 0 
400 0 6.7 ± 0.9 a,1 
600 26.7 ± 3.4 a,1 26.7 ± 3.8 a,1 

800 46.7 ± 3.8 a,1 40.5 ± 1.1 a,1 

1000 66.7 ± 2.9 a,1 60.4 ± 1.3 a,1 

1200 66.7 ± 1.8 a,1 66.7 ± 3.8 a,1 

1400 73.3 ± 3.7 a,1 73.3 ± 3.8 a,1 

1600 86.7  ± 3.4 a,1 86.7 ± 3.8 a,1 
    
    ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P > 0.05)   
    ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P > 0.05) 
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3.2  การศึกษาชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อ  
การแช่เย็นน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือด้วย artificial seawater, Ringer solution และ calcium 

free saline (Ca-F saline) พบว่า น้้าเชื้อหอยเป๋าอ้ือที่เก็บแช่เย็นใน  Ca-F Saline สามารถเก็บรักษา
น้้าเชื้อได้นานที่สุดที่ 30 ชั่วโมง รองลงมาคือ Ringer solution เก็บรักษาน้้าเชื้อได้นาน 18 ชั่วโมง 
และน้้ายาสูตร artificial seawater เก็บรักษาน้้าเชื้อได้ 2 ชั่วโมง (ตารางที่ 6) 
 การศึกษาผลของอัตราส่วนที่เหมาะสมด้วยการเจือจางน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อใน Ca-F saline ที่
อัตราส่วน = 1:1, 1:2 และ 1:4 ได้แสดงไว้ในตารางที่ 7    การเจือจางน้้าเชื้อในอัตราส่วน 1:1 และ 
1:2 ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ( P > 0.05) โดยเก็บรักษาน้้าเชื้อได้นาน 30 ชั่วโมง แต่น้้าเชื้อที่เจือ
จางในอัตราส่วน 1:4 เก็บรักษาได้ 18 ชั่วโมง 
 
ตารางที่ 6  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อในสารละลายบัฟเฟอร์ชนิดต่างๆ 
  

 
ชั่วโมง 

ชนิดสารละลายบัฟเฟอร์ 
Artificial seawater Ringer solution Ca-F saline 

0 86.7 ± 4.2 a 89.7 ± 2.9 a 90.5 ± 3.7 a 
6 13.3 ± 2.7 b 52.3 ± 3.2 b 84.5 ± 2.8 a 
12 0 13.3 ± 3.5 c 62.4 ± 3.9 b 
18 0 6.7 ± 2.9 d 43.9 ± 5.7 c 
24 0 0 23.5 ± 4.5 d 
30 0 0 13.3 ± 3.8 e 
36 0 0 0 

 
   ตัวอักษร superscript ทีแ่ตกต่างกันในแนวต้ัง แสดงว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05)   
 
ตารางที่ 7  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อเจือจางใน Ca-F saline ที่อัตราส่วนต่างๆ 
 

 
ชั่วโมง 

อัตราส่วนการเจือจาง 
1 : 1 1 : 2 1 : 4 

0 86.7 ± 3.5 a 93.3 ± 6.7 a 87.4 ± 2.9 a 
6 73.7 ± 6.7 a 82.3 ± 4.2 a 64.6 ± 4.1 b 
12 53.3 ± 3.7 b 43.3 ± 3.5 b 22.5 ± 5.9 c 
18 46.7 ± 6.7 b 33.5 ± 4.9 bc 11.5 ± 4.7 d 
24 13.3 ± 3.3 c 26.7 ± 4.7 c 0 
30 6.7 ± 3.3 c 6.7 ± 2.9 d 0 
36 0 0 0 

 
   ตัวอักษร superscript ทีแ่ตกต่างกันในแนวต้ัง แสดงว่ามีความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
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4. การพัฒนาวิธีการเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อแบบแช่แข็ง 
 4.1 ศึกษาความเข้มข้นของ cryoprotectant ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อ 

 จากการทดลองศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ ทั้ง 6 ชนิด คือ DMSO, 
propylene glycol, acetamide, methanol, ethanol และ ethylene glycol ที่มีผลต่อ
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม โดยสารไครโอโพรเทคแทนท์แต่ละชนิดทดลองกับน้้าเชื้อหอย
เป๋าฮ้ือที่ความเข้มข้น 4 ระดับ คือ 5 , 10, 15 และ 20 % ที่อุณหภูมิห้อง และท้าการประเมิน
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มในระยะเวลาต่าง ๆ กัน คือ 0,  15, 30, 60, 90,  120, 150, 180, 
210 และ 240 นาทีหลังการใส่สารไครโอโพรเทคแทนท์ ได้ผลการทดลองดังนี้ 
 

4.1.1 การทดสอบความเป็นพิษของสาร dimethylsulfoxide (DMSO) ที่ความเข้มข้น 5, 
10, 15 และ 20% 

 การประเมินผลคุณภาพน้้าเชื้อสดของหอยเป๋าฮ้ือ พบว่า สเปิร์ม ของน้้าเชื้อสดมีเปอร์เซ็นต์
การเคลื่อนที่มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 93.3 ± 6.7% แตเ่มื่อน้าสเปิร์มสดมาผสมเจือจางในสารละลาย DMSO 
พบว่า ที่ความเข้มข้น 5 % สเปิร์มยังสามารถเคลื่อนที่ได้ โดยมีค่าเฉลี่ยใน 4 ความเข้มข้นเท่ากับ 
76.7% และเมื่อเวลาผ่านไป 240 นาที สเปิร์มที่อยู่ใน 5%% DMSO มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มต่้ากว่า 
10% ส่วนที่ความเข้มข้น 10 และ  15% สเปิร์ม หยุดการเคลื่อนที่ เมื่อเวลาผ่านไป 150 นาที และ 
120 นาทีตามล้าดับ ในขณะที่ความเข้มข้นที่ 20 % สเปิร์มสามารถเคลื่อนที่ได้ เมื่อเวลาผ่านไปไม่เกิน 
15 นาที เท่านั้น  อย่างไรก็ตามเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มใน DMSO ที่ความเข้มข้น 5 หรือ 
10% เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาทียังคงมีค่าเฉลี่ยไม่ต่้ากว่า 73% (ตารางที่ 8) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ พบว่า สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 5% ไม่มีผลท้าให้การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์ม มี ความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับ สารละลาย DMSO ที่ความ
เข้มข้น 10 % (P > 0.05) แต่ สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 10 % มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับสารละลาย DMSO 15 % และ 20% (P < 
0.05)  

ระยะเวลากับความเข้มข้นของสารละลาย DMSO มีผลร่วมกันท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( P < 0.05) เนื่องจากระยะเวลาที่เพ่ิมข้ึนของส่งผลให้สาร 
DMSO ทีทุ่กความเข้มข้นท้าให้เกิดความเป็นพิษภายในเซลล์ โดยท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่า
ลดลง 
 

4.1.2 การทดสอบความเป็นพิษของสาร Propylene glycol (PG) ที่ความเข้มข้น 5, 10, 
15 และ 20% 

การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสดของหอยเป๋าฮ้ือก่อนเริ่มท้าการทดลอง พบว่า  สเปิร์ม ของ
น้้าเชื้อสดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีสูง มี ค่าเฉลี่ยเท่ากับ 93.3  ± 6.7 % เมื่อน้า น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือมา
ผสมในสารละลาย propylene glycol พบว่าที่ความเข้มข้น 5  % สเปิร์มมีความสามารถในการ
เคลื่อนที่ได้ตลอดระยะเวลาทดสอบ  สเปิร์มที่อยู่ใน 10 % PG สามารถเคลื่อนที่อยู่ได้เม่ือเวลาผ่านไป
ไม่เกิน 90 นาที เท่านั้น และท่ีความเข้มข้น 15% PG สเปิร์มสามารถเคลื่อนท่ีอยู่ได้เม่ือเวลาผ่านไป ไม่
เกิน 15 นาที เท่านั้น ในขณะที่ความเข้มข้น 20% เมื่อเวลาผ่านไป 15 นาที สเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่  
(ตารางที่ 9) 
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 จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ พบว่า  ความเข้มข้นของสารละลาย propylene glycol ที่
ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20 % ไม่มีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติ ( P > 0.05) และ ความเข้มข้นกับระยะเวลา มีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
 

4.1.3 การทดสอบความเป็นพิษของสาร Acetamide ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 
20% 

 การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อของหอยเป๋าฮ้ือก่อนเริ่มท้าการทดลอง พบว่า   สเปิร์ม ของน้้าเชื้อ
สดมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่เท่ากับ 86.7 ± 6.7 % เมื่อน้า น้้าเชื้อสดผสมในสารละลาย Acetamide 
พบว่า น้้าเชื้อที่เจือจางในสารละลาย Acetamide ที่ความเข้มข้น 5% สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ได้ไม่เกิน 
5% เมื่อเวลาผ่านไป 240 นาที ส่วนที่ความเข้มข้น 10 % สเปิร์ มหยุดการเคลื่อนที่เม่ือเวลาผ่านไป 
120 นาที ส่วนที่ความเข้มข้น 15 % สเปิร์มสามารถเคลื่อนท่ีอยู่ได้ 15 นาที ก่อนจะหยุดเคลื่อนที่ ส่วน
ที่ความเข้มข้น 20 % เมื่อน้าสเปิร์มสดมาผสมในสารละลาย Acetamide สเปิร์ม มีการเคลื่อนที่ลดลง
ทันที เหลือเพียงประมาณ 10% และสเปิร์มไม่มีการเคลื่อนที่เมื่อเวลาผ่านไป 15 นาที (ตารางที่ 10) 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  พบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย Acetamide ทุก ๆ ความ
เข้มข้นไม่มีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( P > 0.05) 
และเวลาที่ใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อเป๋าฮ้ือ กับความเข้มข้นของสารละลาย Acetamide มีผลท้าให้
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (P < 0.05) 
 

4.1.4 การทดสอบความเป็นพิษของสาร Methanol ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% 
 การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสดของหอยเป๋าฮ้ือก่อนเริ่มท้าการทดลอง พบว่า น้้าเชื้อ สดมี
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 93.33 ± 6.67 % เมื่อน้าสเปิร์มมาผสมกับสารละลาย 
Methanol พบว่า ที่ความเข้มข้น 5 และ 10% เมื่อเวลาผ่านไป 240 นาที สเปิร์มยังสามารถเคลื่อนที่
ได ้มีค่าสูงระหว่าง 33.3-56.3% แต่ในขณะที่ความเข้มข้นที่ 15 และ 20 % เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที 
สเปิร์มมีการเคลื่อนที่ลดต่้าลงเหลืออยู่ระหว่าง 5-16.7% และสเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่หลังจากเวลา
ผ่านไป 60 นาที   อย่างไรก็ตามเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มใน methanol ความเข้มข้น 5 
หรือ 10% เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาทียังคงมีค่าเฉลี่ยไม่ต่้ากว่า 73% (ตารางที่ 11) 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ  พบว่า สารละลาย Methanol ที่ความเข้มข้น 5% ไม่มีผลท้าให้
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความเข้มข้น 10 % (P > 0.05) แต่
ความเข้มข้น 10 % มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับความ
เข้มข้น 15% และ 20% (P < 0.05)    ระยะเวลากับความเข้มข้นมีผลต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ  (P < 0.05) แต่ที่ความเข้มข้น 5 % และ 10% ไม่มีผลต่อการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05)  
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ตารางที่ 8  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อหลังจากเจือจางในสารละลาย DMSO ที่
ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน 

 
เวลา 
(นาท)ี 

ความเข้มข้น (%) 
5 10 15 20 

0 76.7± 3.3 a,1 76.7 ± 3.3 a,1 76.7 ± 3.3 a,1 76.7 ± 2.9 a,1 
15 76.7 ± 3.3 a,1 76.7 ± 3.3 a,1 60 ± 0 ab,1 20 ± 0 b,2 
30 76.7 ± 3.3 a,1 73.3 ± 6.7 ab,1 53.3 ± 6.7 ab,2 0 
60 53.3 ± 6.7 ab,1 33.3 ± 6.7 b,2 16.7 ± 3.3 c,3 0 
90 46.7 ± 6.7 ab,1 20 ± 0 c,2 6.7 ± 3.3 c,3 0 
120 40 ± 0 b,1 10 ± 0 c,2 0 0 
150 40 ± 0 b,1 0 0 0 
180 33.3 ± 6.7 bc,1 0 0 0 
210 16.7 ± 3.3 c,1 0 0 0 
240 6.7 ± 3.3 c,1 0 0 0 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอน แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางที ่9 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อหลังจากเจือจางในสารละลาย Propylene   

    glycol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน 
 

เวลา 
(นาท)ี 

ความเข้มข้น (%) 
5 10 15 20 

0 60 ± 0 a,1 46.7 ± 6.7 a,1 16.7 ± 3.3 a,2 13.3 ± 6.7 a,2 
15 46.7 ±6.7 ab,1 40 ± 0 ab,1 6.7 ± 3.3 b,2 0 
30 40 ± 0 ab,1 26.7 ± 3.3 ab,1 0 0 
60 33.3 ± 6.7 ab,1 20 ± 0 b,1 0 0 
90 33.3 ± 6.7 ab,1 10 ± 0 c,2 0 0 
120 26.7 ± 6.7 ab,1 0 0 0 
150 20 ± 0 b,1 0 0 0 
180 16.7 ± 3.3 b,1 0 0 0 
210 6.7 ± 3.3 c,1 0 0 0 
240 3.3 ± 3.3 c,1 0 0 0 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอน แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
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ตารางที ่10 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อหลังจากเจือจางในสารละลาย Acetamide 
ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน 

 
เวลา 
(นาท)ี 

ความเข้มข้น (%) 
5 10 15 20 

0 60 ± 0 a,1 46.7 ± 6.7 a,2 16.7 ± 3.3 a,3 13.3 ± 6.7 a,3 
15 46.7 ± 6.7 ab,1 40 ± 0 ab,1 6.7 ± 3.3 b,2 0 
30 40 ± 0 ab,1 16.7 ± 3.3 c,2 0 0 
60 33.3 ± 6.7 b,1 20 ± 0 c,2 0 0 
90 33.3 ± 6.7 b,1 10 ± 0 c,2 0 0 
120 26.7 ± 6.7 bc,1 0 0 0 
150 20 ± 0 bc,1 0 0 0 
180 16.7 ± 3.3 bc,13 0 0 0 
210 6.7 ± 3.3 c,1 0 0 0 
240 3.3 ± 3.3 c,1 0 0 0 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอน แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
 

ตารางที่ 11  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อหลังจากเจือจางในสารละลาย Methanol 
ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน 

 
เวลา 
(นาท)ี 

ความเข้มข้น (%) 
5 10 15 20 

0 80 ± 0 a,1 80 ± 0 a,1 73.3 ± 6.7 a,1 53.3 ± 6.7 a,1 
15 80 ± 0 a,1 80 ± 0 a,1 33.3 ± 6.7 b,2 16.67 ± 3.4 b,2 
30 73.3 ± 6.7 a,1 73.3 ± 6.7 ab,1 16.7 ± 3.3 c,2 5 ± 2.9 c,2 
60 73.3 ± 6.7 ab,1 73.3 ± 6.7 ab,1 0 0 
90 73.3 ± 6.7 ab,1 73.3 ± 6.7 ab,1 0 0 
120 73.3 ± 6.7 ab,1 66.7 ± 6.7 ab,1 0 0 
150 66.7 ± 6.7 ab,1 53.3 ± 6.7 c,1 0 0 
180 66.7 ± 6.7 ab,1 46.7 ± 6.7 c,2 0 0 
210 53.3 ± 6.7 c,1 40 ± 0 c,2 0 0 
240 56.3 ± 6.7 c,1 33.3 ± 6.7 c,2 0 0 

 ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
 ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอน แสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
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4.1.5 การทดสอบความเป็นพิษของสาร Ethanol ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% 
 การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสดของหอยเป๋าฮ้ือ (Haliotis asinina) ก่อน เริ่มท้าการทดลองมี
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีค่าเท่ากับ 86.7 ± 6.7 % เมื่อน้าน้้าเชื้อสดผสมในสารละลาย 
Ethanol ที่ความเข้มข้น 5 % เมื่อเวลาผ่านไป 240 นาที สเปิร์มยังคงสามารถเคลื่อนที่ได้ 13.3  ± 
3.3% ส่วนที่ความเข้มข้น 10 % เมื่อเวลาผ่านไป 60 นาที สเปิร์มหยุดการเคลื่อนที่ และ การใช้ 
ethanol ทีค่วามเข้มข้น 15 และ 20 % เมื่อน้าน้้าเชื้อสดใส่ในสารละลาย ethanol ที่ความเข้มข้น
ดังกล่าว สเปิร์มไม่มีการเคลื่อนที่หลังการเจือจางใน ethanol (ตารางที่ 12) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ พบว่า  ความเข้มข้นของสารละลาย ethanol 5% มีผลท้าให้
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มมีการเคลื่อนที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ กับ ethanol 10% (P < 
0.05) และ  การใช้ethanol 10% มีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มมีความแตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญทางสถิติกับ ethanol ที่ความเข้มข้น 15 และ 20 % (P < 0.05)   ความเข้มข้นกับ
ระยะเวลามีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์มแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
 

4.1.6 การทดสอบความเป็นพิษของสาร Ethylene glycol ที่ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 
20% 

 การประเมินการเคลื่อนที่ของน้้าเชื้อสดของหอยเป๋าฮ้ือ พบว่ามีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ 93.3 
± 6.7% การทดสอบการเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่แช่ใน ethylene glycol 5, 10, 15 และ 20% พบว่า 
สเปิร์มยังมีการเคลื่อนทีร่ะหว่าง 3.3 – 60% เมื่อเวลาผ่านไป 240 นาที โดยน้้าเชื้อที่เจือจางด้วย 5% 
และ 10% ethylene glycol ยังคงมีการเคลื่อนที่เฉลี่ยของสเปิร์มสูงกว่า 50% เมื่อเวลาผ่านไป 240 
นาที    อย่างไรก็ตามเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มใน ethylene glycol ความเข้มข้น 5 หรือ 
10% เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาทียังคงมีค่าเฉลี่ยไม่ต่้ากว่า 73%  (ตารางที่ 13) 
 การทดสอบทางสถิติ  พบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย ethylene glycol 5% ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญ กับ ethylene glycol ที่ความเข้มข้น 10% ( P > 0.05) แต่มี
ความแตกต่างกันทางสถิติอย่างมีนัยส้าคัญกับ ethylene glycol ที่ความเข้มข้น 15 และ 20% (P < 
0.05)    เวลาที่ใช้ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อในสารละลาย ethylene glycol ไม่มีผลต่อการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิต ิ(P > 0.05)  
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ตารางที่ 12  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อหลังจากเจือจางในสารละลาย Ethanol ที่
ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน 

 
เวลา 
(นาท)ี 

ความเข้มข้น (%) 
5 10 15 20 

0 73.3 ± 3.7 a,1 60 ± 0 a,2 0 0 
15 73.3 ± 6.7 a,1 16.7 ± 3.3 b,2 0 0 
30 66.7 ± 6.7 ab,1 3.3 ± 3.3 c,2 0 0 
60 66.7 ± 6.7 ab,1 0 0 0 
90 66.7 ± 6.7 ab,1 0 0 0 
120 60 ± 0 b,1 0 0 0 
150 53.3 ± 6.7 b,1 0 0 0 
180 40 ± 0 bc,1 0 0 0 
210 33.3 ± 0 c,1 0 0 0 
240 13.3 ± 3.3 c,1 0 0 0 

  ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้งแสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
  ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอนแสดงความแตกต่างกันทางสถิติ (P < 0.05) 
 
ตารางที่ 13 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อหลังจากเจือจางในสารละลาย Ethylene 

glycol ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาแตกต่างกัน 
 

เวลา 
(นาท)ี 

ความเข้มข้น (%) 
5 10 15 20 

0 80 ± 0 a,1 73.3 ± 6.7a,1 66.7 ± 6.7 b,1 53.3 ± 6.7 c,1 
15 73.3 ± 6.7 a,1 73.3 ± 6.7 a,1 60 ± 0 b,1 33.3 ± 6.7 c,1  
30 73.3 ± 6.7 a,1 73.3 ± 6.7 a,1 46.7 ± 6.7 b,1 26.7 ± 6.7 c,1 
60 73.3 ± 6.7 a,1 66.7 ± 6.7 a,1 40 ± 0 b,1 20 ± 0 c,1 
90 73.3 ± 6.7 a,1 66.7 ± 6.7 a,1 33.3 ± 6.7 b,1 26.7 ± 6.7 c,1 
120 66.7 ± 6.7 a,1 66.7 ± 6.7 a,1 26.7 ± 6.7 b,1 16.7 ± 3.3 c,1 
150 66.7 ± 6.7 a,1 66.7 ± 6.7 a,1 26.7± 6.7 b,1 8.3 ± 1.7 c,1 
180 66.7 ± 6.7 a,1 60 ± 0 a,1 20 ± 0 b,1 6.7 ± 1.7 c,1 
210 66.7 ± 6.7 a,1 53.3 ± 6.7 a,1 20 ± 0 b,1 5 ± 0 c,1 
240 60 ± 0 a,1 46.7 ± 6.7 a,1 20 ± 0 b,1 3.3 ± 1.7 c,1 

     ตัวอักษร superscript ที่เหมือนกันในแนวนอน ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P > 0.05) 
     ตัวเลข superscript ที่เหมือนกันในแนวตั้ง ไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ (P > 0.05)     
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4.2 การศึกษาวิธีการแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อ 
 4.2.1  การแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อด้วย DMSO 

การแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือด้วยการใช้น้้ายาสูตร Artificial seawater (ASW) ร่วมกับ
สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 5 , 10, 15 และ 20 % โดยใช้อัตราการลดอุณหภูมิแตกต่างกันคือ 
2.5, 5, 7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที เริ่มท้าการแช่แข็งจากอุณหภูมิเริ่มต้น  25  องศา
เซลเซียสจนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียสและ -80  องศาเซลเซียส พักไว้  5 นาที แล้วน้า
น้้าเชื้อมาละลายได้ผลการทดลองดังนี้ 

4.2.1.1 การแช่แข็งมาที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส 
 น้้าเชื้อสด (freshly collected semen) มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเฉลี่ยเท่ากับ 
93.33%   น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วย สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 5 % เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 
2.5, 5, 7.5, 10 และ 12.5 องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสจนถึงอุณหภูมิสุดท้าย 
-40 องศาเซลเซียส มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง การละลายที่อุณหภูมิเท่ากับ 16.7±3.3%, 6.7 ± 
3.3%, 53.3 ± 6.7%, 66.7 ± 6.7%  และ 0%  ตามล้าดับ (ตารางที่ 14) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 10 % เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 
2.5, 7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ  25  องศาเซลเซียส  จนถึงอุณหภูมิสุดท้าย 
-40 องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของมีค่าเท่ากับ 6.7 ± 3.3%, 3.3 ± 3.3%, 53.3 ± 6.7%, 
20 ± 0% และ 0% ตามล้าดับ (ตารางที่ 14) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 1 5% เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 
2.5, 7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียส  จนถึงอุณหภูมิสุดท้าย 
-40 องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของมีค่าเท่ากับ  0%, 0%, 3.3 ± 3.3%, 6.7 ± 3.3% และ 
0% ตามล้าดับ (ตารางที่ 14) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 20% เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 
2.5, 7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -
40 องศาเซลเซียส สเปิร์มไม่มีการเคลื่อนที่หลังการละลาย (ตารางที่ 14) 
 จากการวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ พบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 
5% จะมีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับ  10%,  
15%  และ 20 % (P < 0.05) ส่วนสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 10 % มีผลท้าให้การเคลื่อนที่
ของสเปิร์มแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติกับสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 15 % และ 
20% (P < 0.05) แต่ในทางตรงข้าม สารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 15 และ 20 % ไม่มีผลท้าให้
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P > 0.05) 

 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติของอัตราการลดอุณหภูมิทุกระดับ พบว่า มีผลท้าให้การเคลื่อนท่ี
ของสเปิร์มมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( P < 0.05) แต่ที่อัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศา
เซลเซียส/นาที และ 12. 5 องศาเซลเซียส/นาที ไม่มีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มที่แตกต่างกัน
อย่างมีนัยทางสถิติ (P > 0.05) จากข้อมูลทางสถิติพบว่า อัตราการลดอุณหภูมิที่ 7.5  องศาเซลเซียส/
นาที มีผลท้าให้เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มดีที่สุด รองลงมาคือการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 10, 
2.5, 5 และ 12.5 องศาเซลเซียส/นาที ตามล้าดับ (ตารางที่ 14) 
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4.2.1.1 การแช่แข็งมาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 
น้้าเชื้อสดหอยเป๋าฮื้อก่อนน้าการแช่แข็งมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเท่ากับ 93.3 % 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 5 % เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 5 , 7.5, 10 
และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียสจนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 องศา
เซลเซียส มีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลัง การละลายที่อุณหภูมิเท่ากับ 40 ± 0%, 20 ± 0%, 73.3 ± 
6.7% และ 33.3 ± 6.7% ตามล้าดับ (ตารางที่ 15) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 10% เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 5, 
7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียส  จนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 

องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของมีค่าเท่ากับ  20 ± 0%, 3.3 ± 3.3%, 60 ± 0% และ 0% 
ตามล้าดับ (ตารางที่ 15) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 15% เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 5, 
7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียส  จนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 

องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของมีค่าเท่ากับ  20 ± 6.7%, 0%, 40 ± 0% และ 0 % 
ตามล้าดับ (ตารางที่ 15) 

น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความเข้มข้น 20% เมื่อใช้อัตราการลดอุณหภูมิที่ 5, 
7.5, 10 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิ 25  องศาเซลเซียส  จนถึงอุณหภูมิสุดท้าย -80 

องศาเซลเซียส มีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของมีค่าเท่ากับ  0%, 0%, 26.7 ± 6.7% และ 0 % ตามล้าดับ 
(ตารางที่ 15) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ พบว่า ความเข้มข้นของสารละลาย DMSO ทุกระดับความ
เข้มข้นมีผลท้าให้การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P 
< 0.05)  การใช้ อัตราการลดอุณหภูมิที่ 5 , 7.5 และ 12.5  องศาเซลเซียส/นาที ไม่มีผลท้าให้การ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ( P > 0.05) แต่มีผลแตกต่าง
กันอย่างมีนัยทางสถิติกับอัตราการลดอุณหภูมิ 5 และ 10  องศาเซลเซียส/นาที (P < 0.05) (ตารางที่ 
15) 
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ตารางที่ 14 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อทีแ่ช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความ  
 เข้มข้นและอัตราการลดอุณหภูมิต่างๆกันจนถึงอุณหภูมิสุดท้าย (-40 องศาเซลเซียส) 
 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง มคีวามแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอน มคีวามแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญของสถิติ (P < 0.05) 

 
 

ตารางที่ 15 เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อทีแ่ช่แข็งด้วยสารละลาย DMSO ที่ความ  
 เข้มข้นและอัตราการลดอุณหภูมิต่างๆกันจนถึงอุณหภูมิสุดท้าย (-80 องศาเซลเซียส) 

 
ความเข้มข้นของ 

DMSO (%) 
เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย 

5 
องศาเซลเซียส/

นาท ี

7.5 
องศาเซลเซียส/

นาท ี

10 
องศาเซลเซียส/

นาท ี

12.5 
องศาเซลเซียส/

นาท ี
5 40 ± 0 a,2 20 ± 0 a,3 73.3 ± 6.7 a,1 33.3 ± 6.7 a,2 
10 20 ± 0b,2 3.3 ±3.3 b,3 60 ± 0 b,1 0 
15 20 ± 6.7b,2 0 40 ± 0 c,1 0 
20 0 0 26.7 ± 6.7 c,1 0 

ตัวอักษร superscript ที่แตกต่างกันตามแนวตั้ง มคีวามแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P < 0.05) 
ตัวเลข superscript ที่ต่างกันตามแนวนอน มคีวามแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญของสถิติ (P < 0.05) 

 
 

 

ความเข้มข้น
ของ DMSO 

(%) 

เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลาย 
2.5 

องศาเซลเซียส/
นาที 

5 
องศาเซลเซียส/

นาท ี

7.5 

องศาเซลเซียส/
นาท ี

10 

องศาเซลเซียส/
นาท ี

12.5 

องศาเซลเซียส/
นาท ี

5 16.7 ± 3.3 a,2 6.7 ± 3.3 a,3 53.3 ± 6.7 a,1 66.7 ± 6.7 a,1 0 
10 6.7 ± 3.3 b,3 3.3 ± 3.3 b,3 53.3 ± 6.7 a,1 20 ± 0 b,2 0 
15 0 0 3.3 ± 3.33 b,2 6.7 ± 3.3 c,1 0 
20 0 0 0 0 0 
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บทที่ 5 
อภิปรายและสรุปผลการทดลอง 

 
5.1 การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อในสภาพต่างๆ 
 จากการประเมินคุณภาพของน้้าเชื่อหอยเป๋าฮ้ือ โดยผ่าตัดเอา  gonad หอยออกมา แล้วแยก
น้้าเชื้อออกเป็น 2 ส่วน ส่วนแรกน้าน้้าเชื้อสดแช่ในน้้าแข็ง  ส่วนที่ 2 น้าน้้าเชื้อสดผสมในน้้าทะเล 
น้าไปแช่ในน้้าแข็ง (0-4 องศาเซลเซียส ) แล้วท้าการเช็คดูเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของสเปิร์ม ( sperm 
motility) ที่เวลาผ่านไป 0,  2,  4,  6,  8,  10,  12,  14,  16 และ 18 ชั่วโมง พบว่า สเปิร์มสดมีการ
เคลื่อนที่ได้นานกว่า สเปิร์มที่ผสมในน้้าทะเล ซึ่งถ้าเลือก น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ มาใช้ในการแช่แข็ง ต่อไป 
ควรเลือกน้้าเชื้อสดมาใช้ทดลองในการแช่แ ข็ง เนื่องจากน้้าเชื้อสดที่เก็บแช่เย็นนาน 4 ชั่วโมงยังคงมี
การเคลื่อนที่ของสเปิรมสูง แม้ว่าเมื่อเก็บแช่เย็นไว้นานเกิน 6 ชั่วโมงข้ึนไป การเคลื่อนที่ของสเปิร์มลด
ต่้าลงอย่างรวดเร็ว   อย่างไรก็ตามการน้าน้้าเชื้อสดมาแช่เย็นในลักษณะเช่นนี้ อาจมีผลท้าให้มีการ
ระเหย หรือ ท้าให้น้้าเชื้อแห้งเร็วขึ้น เพราะต้องตรวจสอบเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มเป็น
ระยะๆ อยู่เสมอ รวมทั้งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ ที่มีปริมาณจ้ากัดยังต้องสัมผัสกับอากาศตลอดเวลา ซึ่งอาจ
มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อที่อาจลดต่้าลง ท้าให้เก็บรักษาน้้าเชื้อได้ไม่นาน เท่าท่ีควร   ส้าหรับการน้า
น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือที่อยู่ในน้้าทะเลมาใช้ประโยชน์แช่แข็ง ควรน้าน้้าเชื้อที่พ่อพันธุ์หอยเป๋าฮ้ือปล่อย
ออกมาในน้้าทะเลไม่เกิน 2 ชั่วโมง เนื่องจาก ในช่วงเวลาดังกล่าว สเปิร์มยังมีการเคลื่อนที่สูงเมื่อ
น้าเอาน้้าเชื้อสดออกมาแล้วเจือจางด้วยน้้าทะเล แต่น้้าเชื้อที่หอยปล่อยออกมาในน้้าทะเลถ้าปล่อยไว้
นานเกิน 4 ชั่วโมง กลับพบว่าสเปิร์มมีการเคลื่อนที่ลดลงอย่างรวดเร็ว ท้าให้ไม่เหมาะสมในการน้าไป
แช่แข็งต่อไป      

Suquet et al. (2010) ศึกษาการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยนางรมแปซิฟิคท่ีมีโครโมโซม 4n 
(tetraploid Pacific oyster sperm) เมื่อถูกกระตุ้นด้วยน้้าทะเลพบว่า สเปิร์มหอย 4n สามารถ
เคลื่อนที่เมื่อถูกกระตุ้นได้นานกว่า 20 ชั่วโมง  แต่มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีต่้ากว่าสเปิร์มหอย 2n 
แสดงให้เห็นว่าคุณภาพสเปิร์มหอย 4n ต่้ากว่าคุณภาพสเปิร์มหอย 2n เนื่องจากระยะเวลาการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหอย 4n ตั้งแต่ถูกกระตุ้นจนหยุดเคลื่อนที่จะใช้เวลาสั้นกว่าที่พบในหอย 2n แม้ว่า
ระดับพลังงานในสเปิร์มหอย 4n (intracellular ATP concentration) มีค่าสูงกว่าที่พบในสเปิร์ม
หอย 2n แสดงให้เห็นว่าการหยุดการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอย 4n ไม่เก่ียวข้องกับระดับ ATP ใน
สเปิร์มเนื่องจาก ATP ยังมีค่าสูงอยู่ แต่การหยุดการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอย 4n เกี่ยวข้องโดยตรงกับ
การเปลี่ยนแปลงรูปร่างสเปิร์มหอย 4n (morphological alteration) ที่ท้าให้สเปิร์มไม่เคลื่อนที่  และ
สเปิร์มมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างมากหลังจากเวลากระตุ้นผ่านไป 24 ชั่วโมง 

จากข้อมูลการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในน้้าเชื้อสดของชุดการทดลองน้าน้้าเชื้อสดไปเก็บรักษา
แล้วเมื่อน้าไปกระตุ้นด้วยน้้าทะเล และข้อมูลการเคลื่อนที่ของสเปิร์มในชุดการทดลองน้าน้้าเชื้อหอย
เป๋าฮ้ือแล้วเจือจางในทะเลแล้วเก็บรักษา สามารถน้าข้อมูลที่ได้มาบริหารจัดการการพัฒนาเทคโนโลยี
การแช่แย็น และการแช่แข็ง เพราะว่าการน้าน้้าเชื้อสดออกจากตัวหอยส่งผลท้าให้หอยบาดเจ็บ และ
ตายได้ ซึ่งควรหลีกเลี่ยงในการใช้พ่อพันธุ์ที่หาได้ยาก และท่ีมีค่าเหล่านี้เพื่อให้ใช้เป็นพ่อพันธุ์ได้นาน   
อย่างไรก็ตามในความเป็นจริงแล้วในระหว่างการเพาะพันธุ์หอยเป๋าฮ้ือ พบว่าหอยเพศผู้จะปล่อย
น้้าเชื้อจ้านวนมากออกมาในน้้าทะเล ซึ่งแม้ว่าเมื่อตักน้้าเชื้อไปผสมกับไข่ท่ีอยู่คนละบ่อในระหว่างการ
ผสมเทียมแล้ว ก็ยังมีน้้าเชื้ออีกมากท่ีเหลืออยู่และไม่ได้ใช้ประโยชน์ โดยมีการปล่อยทิ้งไป โดยเปล่า
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ประโยชน์ ดังนั้นจากข้อมูลที่ทราบว่า น้้าเชื้อที่หอยที่ปล่อยออกมาในน้้าทะเลไม่เกิน 2 ชั่วโมง ยังคงมี
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มสูง จึงควรที่จะท้าการน้้าน้้าเชื้อเหล่านี้มากรองเพ่ือให้ได้สเปิร์มที่เข้มข้น แล้ว
น้าไปแช่แข็งทันที เพ่ือท้าให้น้้าเชื้อที่ต้องปล่อยทิ้งเหล่านี้ไม่สูญเสียไปโดยเปล่าประโยชน์ แต่สามารถ
น้าไปแช่แข็งแล้วน้ามาใช้ประโยชน์ได้ในภายหลัง   
 
5.2 การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อที่อุณหภูมิต่้าโดยไม่เจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ 

การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อ ที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส  โดยไม่ใช้ออกซิเจนสมทบ 
พบว่าการใช้ถุงพลาสติก ziplock สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อได้นานที่สุด เปรียบเทียบกับชุดการทดลอง
อ่ืนๆ   สาเหตุที่เป็นเช่นนี้น่าจะมีส่วนเกี่ยวข้องกับพ้ืนที่ผิวของถุง ziplock ที่มีมากกว่า culture flask 
และ beaker ท้าให้สามารถบรรจุอากาศได้มากกว่า และอีกท้ังถุง ziplock สามารถปิดได้ ท้าให้
น้้าเชื้อไม่ระเหย หรืออาจระเหยไปได้ยากกว่าเปรียบเทียบกับน้้าเชื้อที่เก็บในภาชนะ culture flask 
และ beaker     การให้ออกซิเจนสมทบในระหว่างการแช่เย็นน้้าเชื้อสด ท้าให้สามารถเก็บรักษา
น้้าเชื้อได้นานขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับชุดการทดลองท่ีไม่ให้ออกซิเจนสมทบ โดยชุดการทดลองที่เก็บ
รักษาน้้าเชื้อในถุง ziplock มีประสิทธิภาพไม่แตกต่างกับชุดการทดลองที่ใช้ culture flask แสดงว่า
การแช่เย็นน้้าเชื้อสดหอยเป๋าฮื้อในสภาพให้ออกซิเจนสมทบ ท้าได้ทั้งในภุง ziplock และ culture 
flask แต่ควรท้าใน culture flask เนื่องจากมีความสะดวกในการใช้มากกว่าถุง ziplock    การศึกษา
ในอนาคตควรพัฒนาวิธีการที่ท้าให้การเก็บรักษาน้้าเชื้อสดหอยเป๋าฮ้ือด้วยวิธีการแช่เย็น ให้สามารถ
เก็บรักษาน้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีได้นานขึ้น 

Christensen and Tiersch (1996) ได้ท้าการศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อของปลา channel 
catfish โดยการแช่เย็นน้้าเชื้อในน้้ายาสูตร HBSS ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส พบว่า น้้าเชื้อที่เจือจาง
ใน HBSS (diluted milt) สามารถเก็บไว้ได้นานกว่าการน้า testis ทั้งชิ้นไปแช่ใน HBSS (intact 
testis) โดยได้ศึกษาวิธีการเก็บรักษาน้้าเชื้อ 4 วิธี ดังนี้  1).  เก็บ testis ทั้งชิ้น (intact testis)  2).  
เก็บน้้าเชื้อแบบมีการให้และไม่ให้ออกซิเจนสมทบ 3).  เก็บน้้าเชื้อในสูตรน้้ายาที่มียาปฏิชีวนะ หรือไม่
มียาปฏิชีวนะ  4).  เก็บน้้าเชื้อในสูตรน้้ายาที่มี methanol หรือไม่มี methanol ผสมอยู่  5).  เก็บ
น้้าเชื้อในสูตรน้้ายาที่มี glucose และ methanol หรือ ไม่มี glucose และ methanol ผสมอยู่ โดย
ผลการทดลองในครั้งนี้พบว่า น้้าเชื้อที่เจือจางในสูตรน้้ายา HBSS ท้าให้สเปิร์มยังคงมีการเคลื่อนที่
นานถึง 9 วัน (diluted milt) ซึ่งนานกว่าการเก็บแบบ intact testis ในสูตรน้้ายา HBSS ซึ่งเก็บได้
เพียง 2 วันเท่านั้น 
 
5.3 การเก็บรักษาน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อที่อุณหภูมิต่้าโดยเจือจางในสารละลายบัฟเฟอร์ 

การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเปาฮื้อ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสารละลาย NaCl และ KCl มึค่าสูง
ประมาณ 80-100% เมื่อถูกกระตุ้นด้วยค่าแรงดันออสโมติกทีสู่งขึน้ระหว่าง 700-800 mM และ
สเปิร์มยังคงมีการเคลื่อนที่มากกว่า 80% เมื่อถูกกระตุ้นด้วย glucose และ mannitol ที่ระดับ 1600 
mM แสดงให้เห็นว่า สเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือมีการเคลื่อนที่ได้มากขึ้น เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสาร electrolyte 
และสาร electrolyte ที่มีค่าแรงดันออสโมติกสูงขึ้น 

การแช่เย็นน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือในสารละลาย calcium free saline (Ca-F saline) ให้ผลการ
เก็บรักษาดีกว่าแช่ในสารละลาย artificial seawater และ Ringer solution แสดงว่า Ca-F saline 
เป็นสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแช่เย็นน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ   การเก็บรักษาน้้าเชื้อสัตว์น้้าที่
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อุณหภูมิต่้าระหว่าง 0-4 องศาเซลเซียส ในน้้าเชื้อหอยยังไม่มีรายงานการศึกษา ซึ่งอาจเนื่องมาจาก
ความนิยมในการศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป็นส่วนใหญ่ ที่เก็บรักษาน้้าเชื้อได้นานกว่า  อย่างไรก็
ตามการแช่เย็นน้้าเชื้อในสัตว์น้้าเท่าที่มีการรายงาน เป็นการศึกษาในน้้าเชื้อปลาเป็นส่วนใหญ่      การ
เจือจางน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือด้วย Ca-F saline อย่างมากที่สุดไม่ควรเจือจางเกินอัตราส่วน 1 : 2 เพราะ
การเจือจางในอัตราส่วน 1 : 1 และ 1 : 2 ให้ผลการเก็บรักษาน้้าเชื้อท่ีไม่ต่างกัน แต่การเจือจางใน
อัตรา 1 : 4 ท้าให้การเก็บรักษาได้สั้นลง ซึ่งอัตราการเจือจางน้้าเชื้อในสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม
ในสัตว์น้้าหลายชนิดมีค่าแตกต่างกันไป เช่น อัตราส่วน 1:5 ส้าหรับน้้าเชื้อปลาดุกอัฟริกัน (Mansour 
et al. 2004) อัตราส่วน 1:3 ส้าหรับน้้าเชื้อปลา Atlantic cod และน้้าเชื้อปลา haddock (DeGraaf 
and Berlinsky, 2004) และอัตราส่วน 1:3 ส้าหรับน้้าเชื้อ ปลา sturgeon (Park and Chapman, 
2005)    

ระยะเวลาที่น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือเจือจางในสารละลาย Ca-F saline ยังขึ้นอยู่กับตัวแปรอ่ืนๆ  
เช่น ความแปรปรวนของคุณภาพน้้าเชื้อระหว่างตัวหอย   เทคนิคการแช่เย็น  การใช้ยาปฏิชีวนะท่ี
เหมาะสม เป็นต้น  ซึ่งการศึกษาต่อไปในอนาคตควรจะได้มีการศึกษาเพ่ิมเติมเกี่ยวกับตัวแปรเหล่านี้      
ด้วยเหตุที่พ่อพันธุ์หอยเป๋าฮ้ือมีขนาดเล็ก และน้้าเชื้อทีไ่ด้จากการรีดหอยแต่ละตัวมีปริมาณน้อย ท้าให้
ใช้เวลารวบรวมน้้าเชื้อนานกว่าจะได้น้้าเชื้อปริมาณมากพอส้าหรับการทดลอง   ท้าให้ น้้าเชื้อบางส่วน
อาจมีการระเหย (evaporation) ระหว่างการรวบรวม มีผลต่อคุณภาพน้้าเชื้อ ท้าให้ระยะเวลาเก็บ
รักษาได้สั้นลง  

 
5.4 ผลของความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์ที่มีต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อ 

DMSO, methanol และ ethylene glycol เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีมีความเป็นพิษ
ต่้าต่อน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ เนื่องจาก เมื่อเวลาผ่านไป 30 นาที เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์มที่อยู่
ในความเข้มข้น 5 หรือ 10% ยังคงมีค่าเฉลี่ยสูงไม่ต่้ากว่า 73% โดยที่ Propylene glycol, 
Acetamide และ Ethanol  มีความเป็นพิษสูง  การศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
5 ชนิดต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อ พบว่าเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม มีค่าลดลงเมื่อ
ระยะเวลาสัมผัสสารนานขึ้น และความเข้มข้นของสารไครโอโพรเทคแทนท์สูงข้ึน ซึ่งสอดคล้องกับ
การศึกษาในสัตว์น้้าหลายชนิดเช่น turbot (Dreanno etal., 1997), Arctic charr (Richardson et 
al., 2000) และ common snook (Tiersch et al., 2004) 

Gwo et al. (2002) ทดสอบ ความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 8 ชนิด (DMSO, 
dimethyl acetamide, ethylene glycol, propylene glycol, butylene glycol, 
polyethylene glycol, glycerol และ methanol) ต่อการเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮ้ือพันธุ์เล็ก 
(Haliotis diversicolor supertexta)  โดยน้าน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือพันธุ์เล็กมาเจือจางใน artificial 
seawater ที่มีสารไครโอโพรเทคแทนท์ความเข้มข้นระหว่าง 5-25 % และประเมินการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มทีอุ่ณหภูมิ 25 องศาเซลเซียสเมื่อเวลาผ่านไป 60 นาที ก่อนแช่แข็ง พบว่า สารไครโอโพรเทค
แทนท์ท่ีเป็นพิษน้อยที่สุดคือ 10% DMSO  

Vuthiphandchai et al. (2005) ศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 9 ชนิด
ได้แก่ methanol, ethanol, ethylene glycol, propylene glycol, dimethyl sulfoxide 
(DMSO), acetamide, formamide, glycerol and sucrose ตัวอ่อนกุ้งกุลาด้าระยะเริ่มต้น ระยะ
กลางและระยะท้ายของการพัฒนา โดยน้าตัวอ่อนเหล่านั้นแช่ในสาร ไครโอโพรเทคแทนท์ความเข้มข้น 
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5, 10, 15 และ 20% นาน 10 หรือ 20 นาทีแล้วน้าไปฟักในน้้าทะเลให้เป็นตัวอ่อน พบว่า ความเป็น
พิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ขึ้นอยู่กับ ระยะการพัฒนาของตัวอ่อน ชนิดและความเข้มข้นของ สาร
ไครโอโพรเทคแทนท์ และระยะเวลาสัมผัสสาร โดยตัวอ่อนระยะท้ายของการพัฒนามีความทนต่อสาร
ไครโอโพรเทคแทนท์มากที่สุด อีกท้ัง DMSO, acetamide, glycerol และ sucrose จัดเป็นสารไคร
โอโพรเทคแทนท์มีความเป็นพิษต่้าเปรียบเทียบสารสารไครโอโพรเทคแทนท์ชนิดอื่นๆ  

Vuthiphandchai et al. (2007) ศึกษาความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 5 ชนิด 
(DMSO, ethylene glycol, propylene glycol, formamide และ methanol) ต่อการมีชีวิตของ
สเปิร์มกุ้งกุลาด้า โดยน้าถุงน้้าเชื้อกุ้งกุลาด้ามาแช่ในสารละลาย calcium-free saline (Ca-F saline) 
ความเข้มข้น 5, 10, 15 และ 20% พบว่า DMSO มีความเป็นพิษต่อสเปิร์มต่้าที่สุด 
 ความเหมาะสมในการใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์เพ่ือน้ามาใช้แช่แข็ง สามารถประเมินจาก
ความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ต่อเซลล์ที่แช่แข็ง โดยสัตว์น้้าแต่ละชนิดมีความสามารถใน
การทนต่อความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์แตกต่างกัน เช่น methanol มีความเป็นพิษต่้า
ต่อสเปิร์มปลา Arctic charr (Mansour et al., 2006) และ bagrid catfish (Muchlisin et al., 
2004)   Propylene glycol มีความเป็นพิษต่้าต่อสเปิร์มปลา African catfish (Horváth and 
Urbanyi) และ winter flounder (Rideout et al., 2003)  Ethylene glycol มีความเป็นพิษต่้าต่อ
สเปิร์มปลากะพงขาว ( Sansone et al., 2002) ปลาดุกอัฟริกัน ( Viveiros et al., 2000) และ
ปลาแซลมอน (Lahnsteiner et al., 1997)   Dimethylacetamide เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ี
มีความเป็นพิษต่้าซึ่งสามารถน้าไปแช่แข็งน้้าเชื้อปลา rainbow trout (McNiven et al., 1993), 
common snook (Tiersch, et al., 2004), and Arctic charr (Richardson et al., 2000, 
Mansour et al., 2006) 

Ieropoli et al. (2004) ทดสอบความเป็นพิษของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 4 ชนิด (DMSO, 
ethylene glycol, propylene glycol และ glycerol) ความเข้มข้น 5-15% ต่อน้้าเชื้อหอยนางรม
แปซิฟิค (Crassostrea gigas) โดยให้น้าเชื้ออยู่ในสารไครโอโพรเทคแทนท์นานถึง 30 นาทีที่
อุณหภูมิห้อง ( 26 องศาเซลเซียส) และประเมินความสามารถในการปฏิสนธิและการพัฒนาของตัว
อ่อนมาที่ระยะ D larval stage พบว่า 5% DMSO, 10% ethylene glycol และ 15% propylene 
glycol มีความเหมาะสมในการที่จะคัดเลือกไปใช้แช่แข็งน้้าเชื้อหอยนางรมต่อไปเพราะมีความเป็นพิษ
ต่อสเปิร์มต่้า 
  
5.5 การศึกษาการแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อ 
 การแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮื้อด้วย DMSO มาท่ีอุณหภูมิสุดท้าย -40 องศาเซลเซียสให้ค่าการ
เคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายสูงสุด ( 66.7%) เมื่อใช้ 5% DMSO และใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 
10 องศาเซลเซียส/นาที อีกทั้งเม่ือแช่แข็งด้วย  DMSO มาท่ีอุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียสให้ค่า
การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหลังการละลายสูงสุด ( 73.3%) เมื่อใช้ 5 %DMSO และใช้อัตราการลด
อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/นาที แสดงว่าการแช่แข็งน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือด้วยการใช้  5% DMSO และ
ใช้อัตราการลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส /นาทีมีความเหมาะสมในการน้าไปใช้ โดยการแช่แข็งมาที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสแล้วน้าน้้าเชื้อไปเก็บในถังไนโตรเจนเหลวจะให้ค่าการเคลื่อนที่ของสเปิร์ม
หลังการละลายสูงสุด 
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 ปัจจัยที่มีผลต่อการประสบความส้าเร็จในการแช่แข็งน้้าเชื้อ ขึ้นอยู่กับตัวแปรที่เก่ียวข้องใน
กระบวนการแช่แข็งต้องมีความเหมาะสม เช่น คุณภาพน้้าเชื้อต้องดี ชนิดและความเข้มข้นของสาร
ไครโอโพรเทคแทนท์ต้องเหมาะสม รวมทั้งการพิจารณาเลือกใช้อัตราการลดอุณหภูมิหรือการละลายที่
ไม่ท้าให้เกิดอันตรายต่อเซลล์ที่แช่แข็ง โดยทั่วไปการแช่แข็งน้้าเชื้อสัตว์น้้าหลายชนิดมักพบว่า DMSO 
สามารถแช่แข็งน้้าเชื้อได้ดี เนื่องจากคุณสมบัติในการปกป้องเซลล์หรือการป้องกันไม่ให้เกิดเกล็ด
น้้าแข็ง (ice crystal) ดังเช่นการวิจัยในผลงานวิจัยต่อไปนี้ 

Suquet et al. (1998) แช่แข็งน้้าเชื้อปลา turbot (Psetta maxima) ด้วยการใช้ 10% 
DMSO ร่วมกับ 10% BSA แล้วเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งไว้ในไนโตรเจนเหลว 9 เดือน พบว่า น้้าเชื้อแช่
แข็งมีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนท่ีของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าระหว่าง 60-90%    

Gwo et al. (2002) แช่แข็ง น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือเล็ก ( Haliotis diversicolor supertexta)  
ด้วยการน้าน้้าเชื้อหอยเจือจางใน artificial seawater ที่มี 10% DMSO ปล่อยไว้ 60 นาที ทีอุ่ณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส และบรรจุน้้าเชื้อในหลอด cryotube และลดอุณหภูมิในอัตรา 3.5 ถึง 2 0 องศา
เซลเซียส/นาทีมาท่ีอุณหภูมิสุดท้ายแตกต่างกัน (0 , -30, -60, -90 และ -120 องศาเซลเซียส) ก่อน
เก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลว พบว่า การเลือกใช้ อัตราการลดอุณหภูมิที่ 12 หรือ 15 องศา
เซลเซียส/นาท ีมีผลท้าให้การเคลื่อนที่ของสเปิร์ม หลังการละลาย ( post-thawed sperm motility) 
มีค่าที่ดีที่สุดแม้ว่ามีค่าต่้ากว่าน้้าเชื้อสด จึงต้องการน้้าเชื้อแช่แข็งในปริมาณมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับ
น้้าเชื้อสดเพื่อผสมกับไข่ให้มีประสิทธิภาพการผสมเท่ากัน 
    Vuthiphandchai et al. (2007) แช่แข็งถุงน้้าเชื้อกุ้งกุลาด้าด้วยการใช้ 5% DMSO และลด
อุณหภูมิด้วยอัตรา 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 และ 16 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -30 
หรือ -80 องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว พบว่า การแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 2 
องศาเซลเซียส/นาที จากอุณหภูมิเริ่มต้น 25 องศาเซลเซียส มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -80 องศาเซลเซียส
ให้เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงสุด 

Vuthiphandchai et al. (2009) ท้าการแช่แข็งน้้าเชื้อปลากะพงแดง โดยน้าน้้าเชื้อมาเจือ
จางใน Ringer solution เติมสารไครโอโพรเทคแทนท์ DMSO 5% หรือ 10%, propylene glycol 
5% หรือ 10%, ethylene glycol 5% หรือ 10%, ethanol 5% และ methanol 5% น้าไปแช่แข็ง
ด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ 3, 5, 10 และ 12 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -40 หรือ -80 
องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว ปรากฏว่า  น้้าเชื้อปลากะพงแดงท่ีแช่แข็งด้วย 10% DMSO 
ลดอุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส/นาทีมาท่ี -80 องศาเซลเซียสมีการเคลื่อนที่ของสเปิร์มและการมีชีวิต
ของสเปิร์มหลังการละลายมีค่าสูงสุดเท่ากับ 91.1% และ 92.7% ตามล้าดับ 

พลชาติ  ผิวเณร และพนม  กระจ่างพจน์  สอดศุข  (2546)  ท้าการแช่แข็ง น้้าเชื้อปลาหมอ
ไทยด้วยการใช้น้้ายาสูตร Carp #1 ที่ม ี10 % DMSO เป็นองค์ประกอบ โดยเจือจางน้้าเชื้อในน้้ายา 
ในอัตราส่วน 1:5 ปล่อยให้น้้าเชื้ออยู่ในภาวะสมดุลที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที
ก่อนการแช่แข็งในอัตราการลดอุณหภูมิ 5 องศาเซลเซียส/นาท ี ปรากฏว่าสเปิร์มมีการเคลื่อนที่หลัง
การละลายประมาณ 60% และมีประสิทธิภาพการปฏิสนธิไข่ใกล้เคียงกับการใช้น้้าเชื้อสด  

อย่างไรก็ตาม การแช่แข็งในสัตว์น้้าหลายชนิดก็มีรายงานถึงประสิทธิภาพของสารไครโอโพร
เทคแทนท์ตัวอ่ืนนอกเหนือไปจาก DMSO ในการแช่แข็งเซลล์ให้ผลดี เนื่องจากความแตกต่างของชนิด
สัตว์น้้า และชนิดของเซลล์ที่แช่แข็ง ดังท่ีพบในงานวิจัยต่อไปนี้  
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Rana and McAndrew (1989) แช่แข็งน้้าเชื้อปลานิล (Oreochromis spp.) ในหลอดฟาง 
0.5 มิลลิลิตร ด้วยการใช้น้้ายา Fish Ringer solution ที่มี 12.5% methanol เป็นสารไครโอโพร
เทคแทนท์ โดยท้าการเจือจา งน้้าเชื้อใน Fish Ringer solution ในอัตราส่วน  1 :1, 1:4, 1:6, 1:8, 
1:10 และ 1:20 พบว่า การ แช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิระหว่าง 5- 50 องศาเซลเซียส/นาทีที่
อัตราส่วนการเจือจางต่างกัน ไม่มีผลต่อประสิทธิภาพการปฏิสนธิกับไข่ปลานิล และให้ค่าอัตราการฟัก
ระหว่าง 86.2-98.6% แต่การแช่แข็งในหลอด cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตรด้วย 12.5% 
methanol เมื่อเก็บไว้นาน 13 เดือนมีผลท้าให้คุณภาพน้้าเชื้อแปรปรวนมาก และสามารถปฏิสนธิไข่
ได้ไม่ข้ึนกับระยะเวลาเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวมีค่าระหว่าง 38.7-93.4% 

Poncet et al. (200 3) ท้าการแช่แข็งเซลล์  Hemocyte ของหอยเป๋าฮ้ือ ( Haliotis 
tuberculata) โดยใช้สารไครโอโพรเทคแทนท์ 5 รูปแบบ ( 20% DMSO, 20% glycerol, 20% 
ethylene glycol, 12% DMSO+12% glycerol และ 8% DMSO+8% glycerol+8% ethylene 
glycol) โดยน้าเซลล์ Hemocyte มาเจือจางในสารละลาย Alsever ที่เติม anticoagulant แล้วใส่
สารไครโอโพรเทคแทนท์ ปล่อยไว้ 20 นาทีและลดอุณหภูมิด้วยอัตราการลดอุณหภูมิต่างกันมาที่ -90 
องศาเซลซียสก่อนเก็บในไนโตรเจนเหลว ปรากฏว่า การใช้ 10% glycerol ให้ผลดีที่สุดในการแช่แข็ง 
และอัตราการลดอุณหภูมิอย่างช้า ( 1 องศาเซลเซียส/นาท)ี ให้ผลดีกว่าการใช้อัตราการลดอุณหภูมิ
อย่างรวดเร็ว (3 และ 9 องศาเซลเซียส/นาท)ี ซึ่งเมื่อน้า Hemocyte มาเลี้ยงต่ออีก 2 วันแล้วประเมิน
การรอดชีวิตของเซลล์จากการวิเคราะห์ DNA และ โปรตีน พบว่ามีค่าเท่ากับ 83 % และ 78% 
ตามล้าดับ รวมทั้ง metabolic activity จากการประเมิน MTT reduction assay ก็ยังมีค่าสูงถึง  
96% แม้ว่าเมื่อเลี้ยงเซลล์ผ่านไป 6 วันการรอดชีวิตของเซลล์จะลดต่้าลง 

Ieropoli et al. (2004) แช่แข็งน้้าเชื้อหอยนางรม (Crassostrea gigas) ด้วยการใช้  DMSO, 
ethylene glycol และ propylene glycol ที่ความเข้มข้น 5%, 10%, 15 % พบว่า น้้าเชื้อที่แช่แข็ง
ด้วยการใช้ 10% ethylene glycol เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์  โดยเมื่อให้อยู่ในระยะเวลาสมดุล 
15 นาทีที่อุณหภูมิห้อง ( 26 องศาเซลเซียส) แล้วลดอุณหภูมิด้วยอัตรา 6 องศาเซลเซียส /นาทีใน
ระหว่างการแช่แข็งน้้าเชื้อ มีผลท้าให้สามารถปฏิสนธิไข่และพัฒนามาที่ระยะ D larval stage มีค่าไม่
แตกต่างทางสถิติกับการใช้น้้าเชื้อสดผสมกับไข่ เมื่อเปรียบเทียบกับการแช่แข็งด้วยการใช้อัตราการลด
อุณหภูมิ 11, 16 หรือ 21 องศาเซลเซียส/นาท ี

Fabbrocini et al. (2000) แช่แข็ง น้้าเชื้อปลา Sea bream (Sparus aurata) ที่เจือจาง
ด้วย 1 %  NaCl  ที่มสีารไครโอโพรเทคแทนท์ 10 % ethylene glycol,  10% propylene glycol 
หรือ 5% DMSO ด้วยอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อน้้ายา เท่ากับ 1 :6 ท้าการแช่แข็งด้วยอัตราการลดอุณหภูมิ  
10 และ 15 องศาเซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิสุดท้าย -150 องศาเซลเซียสก่อนแช่ในไนโตรเจนเหลว 
พบว่า น้้าเชื้อที่แช่แข็งด้วย 5% DMSO และลดอุณหภูมิ  1 0 องศาเซลเซียส/นาที มีเปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนของสเปิร์มหลังการละลายดีที่สุด 
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สรุปผลการทดลอง  
1. น้้าเชื้อสดของหอยเป๋าฮ้ือที่เก็บแช่เย็นนาน 4 ชั่วโมงยังคงมีการเคลื่อนที่ของสเปิรมสูง แต่

น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือที่อยู่ในน้้าทะเลมีการเลื่อนที่ของสเปิร์มสูงในระยะ 2 ชั่วโมงแรกเท่านั้น   
2. การให้ออกซิเจนสมทบในระหว่างการแช่เย็นน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ ท้าให้การเก็บรักษาน้้าเชื้อ

ได้นานกว่าไม่ใช้ออกซิเจนสมทบ โดย culture flask มีความเหมาะสมในการแช่เย็นน้้าเชื้อหอย
เป๋าฮ้ือ 

3. การเคลื่อนที่ของสเปิร์มหอยเป๋าฮื้อ ถูกควบคุมโดยแรงดันออสโมติกที่มีค่าสูงขึ้น 
4. Calcium-free saline (Ca-F saline) เป็นสารละลายบัฟเฟอร์ที่เหมาะสมในการแช่เย็น

น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ ในอัตราส่วนของน้้าเชื้อ : Ca-F saline ไม่เกิน 1 : 2 
5. DMSO, methanol และ ethylene glycol เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีมีความเป็น

พิษต่้าต่อน้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือ 
6. น้้าเชื้อหอยเป๋าฮ้ือที่แช่แข็งด้วยการใช้  5% DMSO และอัตราการลดอุณหภูมิ 10 องศา

เซลเซียส/นาที มาที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียสก่อนน้าไปเก็บในไนโตรเจนเหลว มีการเคลื่อนที่ของ
สเปิร์มหลังการละลายสูงสุด 
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