
บทที ่2 

วรรณกรรมและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง 

 

 

 Hiemstra et al. (2005) กล่าวไวว้า่การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งในปลาเร่ิมคร้ังแรกในปี 1963 

โดย Blaxter ทาํการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งในปลาทะเล Atlantic Herring โดยการฝานถุงนํ้ าเช้ือ 

เป็นแว่นๆ แล้วใช้สารกลีเซอรอล เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์วางไวบ้นนํ้ าแข็งแห้ง เม่ือนาํไป

ผสมกบัไข่ปลาพบว่าในบางคร้ังมีอตัราการปฏิสนธิถึง 85 เปอร์เซ็นต์ ในงานวิจยัน้ีได้นาํนํ้ าเช้ือ    

แช่แขง็ท่ีละลายแลว้ไปผสมสลบัระหวา่งปลา Atlantic Herring ท่ีวางไข่ในฤดูกาลท่ีต่างกนั จากนั้น

เป็นตน้มาจึงได้มีการนาํปลากว่า 200 ชนิดมาทาํการเก็บรักษาในรูปนํ้ าเช้ือแช่แข็ง ส่วนการเก็บ

นํ้ าเช้ือปลาดุกเทศเพื่อทาํนํ้ าเช้ือแช่แข็งนั้นทาํคร้ังแรกโดย Steyn et al. (1987) จากการวิจยัของ 

Labbe และ Maisse (2001) ในปลากลุ่มแซลมอนพบวา่ นํ้ าเช้ือในปลาทะเลมีความทนทานต่อสาร

เก็บรักษานํ้าเช้ือแช่แขง็ไดดี้ท่ีสุด ซ่ึงสารท่ีใชใ้นการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งนั้นจะมีออสโมลาริต้ีสูง 

ในการเก็บนํ้ าเช้ือในปลาทัว่ๆ ไปมกักระทาํโดยวิธีรีดเก็บ (stripping) ในขณะท่ีวางยาสลบปลา     

ซ่ึงพบว่ามีการปนเป้ือนของปัสสาวะปลาในสารละลายนํ้ าเช้ือ นอกจากน้ีในปลาบางชนิดไม่

สามารถใช้วิธีรีดเก็บนํ้ าเช้ือได้ เช่น ปลาดุก จึงต้องใช้การผ่าตดัเก็บถุงนํ้ าเช้ือจากในช่องท้อง 

Viveiros et al. (2003) ได้ศึกษาถึงฮอร์โมนท่ีควบคุมการหลั่งนํ้ าเช้ือในปลาดุกเทศพบว่า             

ออกซีโตซินในระดบั 1 และ 10 ไอย ู(international unit, IU) ช่วยเพิ่มปริมาณตวัอสุจิในอณัฑะปลา

ได ้(in vitro) และเม่ือใชต่้อมใตส้มองปลาคาร์พ โดยการฉีดเขา้กลา้มเน้ือ 2 โดสในขนาด 8 และ 10 

มิลลิกรัมต่อนํ้าหนกัปลา 1 กิโลกรัม ร่วมกบัการใหฮ้อร์โมนออกซีโตซินเขา้ทางเส้นเลือด 5 ไอยตู่อ

นํ้ าหนกัปลา 1 กิโลกรัม พบว่าสามารถทาํการรีดนํ้ าเช้ือไดแ้ต่มีปริมาณน้อยมากในปลาทดลองทั้ง    

2 กลุ่ม แต่พบวา่ในปลาดุกเพศผูท่ี้ไดรั้บ 17 แอลฟาเมทิลเทสโทสเตอโรน (17 α-methyltestosterone) 

ทาํให้ได้ปลาเพศผูท่ี้ไม่มีการพฒันาของเซมินอลเวสิเคิล (seminal vesicle) นั้ นรีดนํ้ าเช้ือได ้              

87 เปอร์เซ็นต ์โดยท่ีปลาเพศผูป้กติรีดได ้ 60 เปอร์เซ็นต ์ และอตัราการเพาะฟักในปลาเพศผูท่ี้ไดรั้บ  

17 แอลฟาเมทิลเทสโทสเตอโรน สูงถึง 63.1 เปอร์เซ็นต ์(P<0.01) แตกต่างอยา่งมีนยัสําคญัยิ่งทางสถิติ

เม่ือเปรียบเทียบกบัปลาเพศผูป้กติ 2.1 เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตามในทางปฏิบติัทัว่ๆ ไปในปลาดุก    

ไม่เก็บนํ้าเช้ือโดยวิธีการรีด แต่จะนิยมใชก้ารเก็บนํ้ าเช้ือจากถุงนํ้ าเช้ือ ภายหลงัจากฆ่าหรือชาํแหละ

จากโรงงานแปรรูปซ่ึงพบวา่มีคุณภาพนํ้ าเช้ือท่ีเหมาะสมในการนาํมาทาํนํ้ าเช้ือแช่แข็งได ้(Mansour 

et al., 2004 และHiemstra et al., 2005) นํ้ าเช้ือของปลาจาํเป็นตอ้งเก็บไวใ้นหลอดท่ีมีความจุสูง   

เพื่อความเหมาะสมเม่ือจะนาํมาละลายผสมกบัไข่ปลาท่ีมีปริมาณมากดงันั้นจึงควรใช้หลอดท่ีมี
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ความจุอยา่งนอ้ย 0.5 มิลลิลิตร ข้ึนไป โดยแนะนาํให้ใชห้ลอดพลาสติกท่ีเป็นอุปกรณ์การผสมเทียม

โคเรียกวา่ artificial insemination catheter (artificial insemination sheath) นาํมาตดัให้มีความยาว 

ตามความสูงของกระบอกสําหรับบรรจุหลอดนํ้ าเช้ือ ตามปกติหลอดน้ีจะมีเส้นผ่าศูนย์กลาง

ประมาณ 2-3 มิลลิเมตร และมีความยาว 22 น้ิว ดงันั้น ถา้ตดัออกเป็น 2 ส่วน แต่ละส่วนจะมีความจุ

ประมาณ 1 มิลลิลิตร สามารถนาํมาใชเ้ก็บนํ้ าเช้ือปลาไดแ้ต่ก็มีขอ้เสียคือ แตกง่าย Lahnsteiner et al. 

(2000) ไดเ้ปรียบเทียบการใชห้ลอดเก็บนํ้ าเช้ือในปลาขนาดต่างๆ พบวา่หลอดเก็บนํ้ าเช้ือท่ีมีความจุ

ประมาณ 0.5 มิลลิลิตร สามารถนาํมาใชเ้ก็บนํ้าเช้ือปลาไดแ้ละท่ีดีควรเป็นหลอดขนาด 1.2 มิลลิลิตร 

 

1.  การพฒันาของตัวอ่อนทีร่ะยะต่างๆของปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus) 

ปลาดุกเทศเป็นปลานํ้ าจืดท่ีมีการปฏิสนธิภายนอกตวั การพฒันาของตวัอ่อนเกิดอยูภ่ายใน

ฟองไข่ (อุทยัรัตน์ ณ นคร, 2536 และ เกรียงศกัด์ิ เม่งอาํพนั, 2544) มีเปลือกไข่ท่ีบางใส ดงันั้น      

จึงสามารถตรวจสอบพฒันาการต่างๆ ไดโ้ดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์กาํลงัขยายตํ่าไดด้งัน้ี 

1) บลาสโตเดอร์มเร่ิมสูงข้ึน (protuberant blastoderm) 

2) ระยะ 2 เซลล ์

3) ระยะ 4 เซลล ์

4) ระยะ 8 เซลล ์

5) ระยะ 16 เซลล ์

6) ระยะ 32 เซลล ์

7) ระยะ 64 เซลล ์

8) ระยะ มอลูล่า (morula stage)  

9) ระยะ บลาสตุลา (blastula stage) 

10) ระยะ แกสตรูลาระยะแรก (early gastrula) 

11) ระยะ แกสตรูลาระยะหลงั (late gastrula) 

12) ระยะ บลาสโตพอร์ปิด (blastopore closing stage) 

13) ระยะ ลาํตวัเกิดปลอ้ง (body segment appearance stage) 

14) ระยะ เกิดโอลแฟคทอรี เพลท (olfactory plate appearance stage) 

15) ระยะเกิดปุ่มหาง (caudal bud appearance stage) 

16) ระยะเกิด ออดิทอรี เวสสิเคิล (auditory vesicle appearance stage) 

17) ระยะเร่ิมเกิด คอร์ดลั เวสสิเคิล (caudal vesicle appearance stage) 

18) ระยะ เร่ิมเกิด เลนส์ตา (eye lenses formation stage) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Lahnsteiner+F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Lahnsteiner+F%22%5BAuthor%5D
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19) ระยะกลา้มเน้ือเร่ิมทาํงาน (muscle functioning stage) 

20) ระยะฟักออกจากไข่ (hatching) 

21) ระยะเร่ิมเกิดครีบหู (pectoral fin stage) 

22) ระยะเร่ิมเกิด กิล อาร์ค ( gill arch appearance stage) 

23) ระยะเกิด รงควตัถุท่ีตา (eye yellow pigment stage) 

24) ระยะเร่ิมเกิดถุงลม (air bladder formation stage) 

25) ระยะถุงไข่แดงยบุ (egg complete absorption stage) 

 

สําหรับรูปร่างและลกัษณะของการพฒันาตวัอ่อนของปลาและสัตวอ่ื์นๆ ดงัภาพท่ี 1 แถว

บนแสดงการพฒันาของตวัอ่อนในระยะแรก แถวท่ี 2 แสดงการพฒันาของตวัอ่อนในระยะกลาง

และแถวล่างแสดงการพฒันาของตวัอ่อนในระยะสุดทา้ยของตวัอ่อนตามลาํดบัจาก ซ้ายไป ขวาคือ: 

fish, salamander, turtle, chicken, pig, cow, rabbit, and human. 

 

 
 

ภาพที ่1 การพฒันาตวัอ่อนในสัตวมี์กระดูกสันหลงั โดย Haeckel’s 1874  

ท่ีมา: Gilbert (1997) 
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อยา่งไรก็ตามปัญหาอยา่งหน่ึงท่ีมกัจะเกิดอยูเ่สมอในระหวา่งการเพาะพนัธ์ุปลาก็คือ ช่วง

ระยะเวลาท่ีสามารถรีดนํ้ าเช้ือได ้ (sperm availability) ไม่สัมพนัธ์กบัช่วงระยะเวลาท่ีแม่พนัธ์ุตกไข่ 

(egg availability) ซ่ึงอาจเกิดจากพ่อพนัธ์ุปลาถูกรีดนํ้ าเช้ือบ่อยคร้ังหรือเกิดจากความแปรปรวน  

ของพ่อพนัธ์ุปลาแต่ละตวั (individual variation) ท่ีผลิตนํ้ าเช้ือไดต่้างกนั ทาํให้ยุ่งยากในการจดั   

การผสมเทียมในโรงเพาะฟักเป็นอย่างมาก อีกทั้งการใช้นํ้ าเช้ือปลาท่ีรีดออกมาใหม่ๆ (freshly 

collected milt) เพื่อการผสมเทียมนั้นมีขอ้จาํกดัตรงท่ีจะตอ้งใชผ้สมเทียมทนัทีไม่สามารถเก็บรักษา

นํ้าเช้ือไวไ้ดน้าน เพราะคุณภาพนํ้าเช้ือลดลงอยา่งรวดเร็ว ทาํให้ผสมไม่ติด ดงันั้นการเพาะพนัธ์ุปลา

โดยการผสมเทียมจาํเป็นตอ้งมีการพฒันาเทคนิควิธีการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาเพื่อให้มีนํ้ าเช้ือพร้อม

อยู่ตลอดเวลาเพื่อการผสมเทียม และสามารถใช้ไดส้ะดวกรวดเร็วตลอดช่วงฤดูผสมพนัธ์ุวางไข่ 

(ศิริพรคชรัตน์ และคณะ, 2548) ในการเก็บนํ้าเช้ือแช่แข็งของปลาพบปัญหาท่ีสําคญั คือ ผลการเก็บ

รักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งมีอตัราการปฏิสนธิตํ่ากวา่นํ้ าเช้ือสด (ตารางท่ี 1) ดงันั้นจะพบวา่มีการปรับปรุง

เทคนิคหรือวิธีการผสมระหว่างไข่กบันํ้ าเช้ือปลาดว้ยสารเคมีบางชนิดเพื่อเพิ่มอตัราการปฏิสนธิ   

ให้สูงข้ึนเทียบเท่านํ้ าเช้ือสด (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) เช่น พยายามเพิ่มอตัราการปฏิสนธิของ

นํ้ าเช้ือแช่แข็งของปลาเรนโบวเ์ทราวท์ (Oncorhynchus mykiss) โดยผสมไข่กบันํ้ าเช้ือแช่แข็ง

เปรียบเทียบกบันํ้าเช้ือสด ในนํ้ายาท่ีมีส่วนผสม 5 มิลลิโมลของไธโอฟิลไลน์ (thyophylline) ซ่ึงเป็น

สารท่ีอยูใ่นกลุ่มคาเฟอิน (caffeine) (Scheerer and Thorgaard, 1989) นอกจากนั้น Van Der Velden 

et al. (1991) พบวา่ไข่ของปลาไนท่ีไดรั้บการผสมแลว้จะมีอตัราการเจริญผิดปกติสูงเม่ือเพาะฟักใน

นํ้ าท่ีมีแมกนีเซียมน้อยกว่า 0.01 มิลลิโมลต่อลิตร และมีอตัราการตาย 100 เปอร์เซ็นต์ ถ้านํ้ าท่ี        

ใชเ้พาะฟักมีแมกนีเซียม 0.001 มิลลิโมลต่อลิตร แต่จะเจริญพฒันาไดป้กติและมีอตัราการมีชีวิตรอด 

100 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเพาะฟักในนํ้าท่ีมีแมกนีเซียมระหวา่ง 0.02–0.10 มิลลิโมลต่อลิตร 

 

2.  การศึกษาการเกบ็นํา้เช้ือปลาในประเทศไทย 

ในปี พ. ศ. 2519 สถาบนัประมงนํ้ าจืดแห่งชาติไดร่้วมมือกบันกัวิทยาศาสตร์จากประเทศ

แคนาดาช่ือ Fred Wither ไดท้าํการทดลองเก็บนํ้ าเช้ือปลาหลายชนิดในตูเ้ยน็หรือถงันํ้ าแข็งเป็น

เวลานานประมาณ 24 ชัว่โมง ผลปรากฏวา่นํ้ าเช้ือปลาสวายชนิดเดียวเท่านั้นสามารถผสมกบัไข่ได ้

(สถาบนัประมงนํ้าจืด, 2519) ต่อมา อุทยัรัตน์ ณ นคร (2525) ไดเ้ก็บนํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวในนํ้ ายา 

Ringer’s แลว้เก็บรักษาไวใ้นตูเ้ยน็ไดน้านถึง 72 ชัว่โมง ยงัคงมีอตัราการปฏิสนธิกบัไข่สดถึง 38.68 

เปอร์เซ็นต์ นลินี มารคแมน และคณะ (2526) ได้ทาํการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาว              

(B. gonionotus) แบบแช่แข็งในสารละลาย glycerol หรือ DMSO ท่ีมีความเขม้ขน้ 2-8เปอร์เซ็นต ์      

ท่ีอุณหภูมิ -196 °C นาน 48 ชัว่โมง พบวา่ glycerol หรือ DMSO ระดบั 4เปอร์เซ็นต ์ ให้ผลดี           
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มีเปอร์เซ็นตอ์สุจิมีชีวติ 54 และ 63เปอร์เซ็นต ์ตามลาํดบั เม่ือพิจารณาเฉพาะ DMSO ทุกระดบัความ

เขม้ขน้ (2, 4, และ 8เปอร์เซ็นต)์ ให้ผลไม่แตกต่างกนั แต่เปอร์เซ็นตอ์สุจิตายสูงมากถึงประมาณ    

40-50 เปอร์เซ็นต ์และอตัราการปฏิสนธิมีค่าตํ่า ไดมี้นกัวิจยันาํเอาวิธีการเก็บนํ้ าเช้ือแช่แข็งไปปรับ

ใช ้เช่น ศิริพร คชรัตน์ และคณะ (2549) ทาํการทดลองแช่แข็งนํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวในนํ้ ายาสูตร 

calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) และสารละลายไครโอโพรเทคแทนต ์

dimethyl sulfoxide (DMSO) ท่ีความเขม้ขน้ 5, 10, 15 และ 20เปอร์เซ็นต ์ดว้ยการใช ้programmable 

freezer โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 3 ระดบั ไดแ้ก่ การลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็ว (10°C/นาที), ระดบั

การลดอุณหภูมิอยา่งปานกลาง (5°C/นาที) และระดบัการลดอุณหภูมิอยา่งช้า (3°C/นาที) พบว่า   

การใชส้ารละลาย DMSO 10เปอร์เซ็นต ์ ท่ีระดบัอตัราการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็ว (10°C/นาที)       

มีเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของอสุจิดีท่ีสุดเท่ากบั 73.3เปอร์เซ็นต ์การศึกษาระยะเวลาท่ีใชใ้นการเก็บ

รักษานํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวแบบแช่แข็ง พบวา่ ระยะเวลาเก็บขณะแช่แข็งเม่ือเร่ิมทดลอง 1 วนั     

ไม่มีความแตกต่างของเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีเม่ือเปรียบเทียบกับนํ้ าเช้ือท่ีแช่แข็งท่ีเก็บไวน้าน     

ถึง 12 วนั การเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบแช่แข็งมีรายงานในปลานํ้ าจืดอีกหลายชนิด เช่น ปลาสวาย  

ปลาเทพา และ ปลาบึก เป็นตน้ (ทศันีย ์ภูมิพฒัน์ และคณะ, 2528; 2532) ปัจจุบนัการเก็บรักษา

นํ้าเช้ือปลาเหล่าน้ีแบบแช่แขง็ไดป้ระสบผลสาํเร็จในระดบัหน่ึง  

 

ตารางที ่1 อตัราการปฏิสนธิ (fertilization rate) ของนํ้าเช้ือแช่แขง็ของปลาบางชนิด 

 

ชนิดปลา อตัราการผสม (เปอร์เซ็นต)์ เอกสารอา้งอิง 

 เฉล่ีย          SE           พิสัย  

Striped bass 

(Morone  saxatillis) 

23.6           2.8           0-88 Kerby (1983) 

Rainbow 

trout(Oncorhynchus mykiss) 

37.9           7.8         30.9-46.4 Scheerer  and Thorgaard (1989) 

Mekong giant catfish 

(Pangasianodon   gigas) 

67.7           7.1          53-77 Mongkonpunya (1983) 

ท่ีมา :กฤษณ์ มงคลปัญญา (2536) 
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3.  รูปร่างลกัษณะของอสุจิปลา  

อสุจิของปลาประกอบดว้ยส่วนหัว ส่วนกลาง และส่วนหาง เช่นเดียวกบัตวัอสุจิของสัตว์

ทัว่ไป แต่ส่วนหวัของตวัอสุจิปลากระดูกแข็งไม่มี อโครโซม (acrosome) (Norman and Greenwood, 

1975) ทั้งน้ีเช่ือกนัวา่เพราะไข่ปลามีรูเปิด (micropyle) ซ่ึงเป็นตวัดูดเอานํ้ าเช้ือตวัผูเ้ขา้ไปผสมกบัไข่ 

อยา่งไรก็ตามมีผูร้ายงานวา่มีอโครโซมท่ีหวัของตวัอสุจิของปลาบางชนิด เช่น Australian lungfish 

(Neoceratodus forsteri) และปลาปากกลม (Lampetra planeri) (Stanley,  1967) ตวัอสุจิของปลาท่ีมี

การผสมภายนอกตวั (external fertilization) จะมีโครงสร้างและรูปร่างจาํเพาะเป็นแบบท่ี “ ยงัไม่

พฒันา ” (primitive spermatozoa) ซ่ึง Franzen (1970) ไดอ้ธิบายวา่ มีส่วนหวัสั้น รูปลกัษณะอาจ

กลม (round dish) หรือปลายแหลม (conical) ในส่วนกลาง เป็นท่ีรวมตวักนัของไมโตคอนเดรีย 

(mitochondria) และส่วนหางเป็นเส้นยาว (flagellum) อาศยัหลกัดงักล่าวน้ีเป็นเกณฑ์ในการบ่งบอก

ถึงการพฒันาจะพบวา่ ตวัอสุจิของปลาตะเพียน ปลาดุก ปลาบึก ปลาสวาย และปลาทอง จดัวา่เป็น

ตวัอสุจิท่ีไม่พฒันาแต่การศึกษารายละเอียดอ่ืนๆมีไม่มาก แสดงตวัอยา่งรูปร่างและขนาดของอสุจิ

ปลา brook trout (Salveinus fontinalis)และ ปลา bleak (Alburnus alburnus) ซ่ึงไม่มีอะโครโซม     

ดงัภาพท่ี 2 

 

 
 

ภาพที ่2 แสดงลกัษณะอสุจิปลา brook trout (Salveinus fontinalis) (1) และปลา bleak (Alburnus 

alburnus) (2) 

ท่ีมา: Lahnsteiner and Patzner, (1997)  
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4.  การเคลือ่นไหวของตัวอสุจิปลา 

ลักษณะของตัวอสุจิปลาท่ีสรุปว่าเป็นลักษณะท่ีไม่พฒันา คือ เม่ือรีดนํ้ าเช้ือสดออกมา

ตรวจสอบดูด้วยกลอ้งจุลทรรศน์ ตวัอสุจิของปลาทัว่ไปจะไม่มีการเคล่ือนไหว (immotile) แต่เม่ือ

นํ้ าเช้ือปลาผสมกบันํ้ าขณะท่ีผสมพนัธ์ุตามธรรมชาติหรือเม่ือนาํเอาหยดของนํ้ าเช้ือปลาผสมกบัหยด

นํ้ าบนแผน่กระจกสไลด์ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ จะพบวา่ตวัอสุจิมีการเคล่ือนไหวอยา่งรุนแรง แต่การ

เคล่ือนไหวดังกล่าวจะส้ินสุดลงอย่างรวดเร็วภายในระยะเวลาประมาณไม่เกิน 1 นาที (กฤษณ์      

มงคลปัญญา, 2536) ดงันั้นการตรวจคุณภาพนํ้ าเช้ือปลาโดยใช้อตัราการเคล่ือนไหวเป็นหลกัจึงตอ้ง

กระทาํภายในทนัทีทนัใดท่ีนํ้ าเช้ือปลาผสมกบันํ้ าบนกระจกสไลด์ และเม่ือจะเจือจางนํ้ าเช้ือปลาดว้ย

นํ้ ายาเจือจาง (extender or diluents) ใดๆ ก็ตาม นํ้ ายาชนิดนั้นจะตอ้งไม่กระตุน้การเคล่ือนไหวของ     

ตัวอสุจิ  ทั้ งน้ีเพื่อเป็นการเก็บรักษาตัวอสุจิให้มีชีวิตและมีความสามารถในการผสมกับไข่                  

ไดผ้ลใกลเ้คียงกบันํ้าเช้ือสด 

 เม่ือมีการเจือจางนํ้ าเช้ือปลาดว้ยนํ้ าในแหล่งผสมพนัธ์ุ (spawning ground) ซ่ึงอาจเป็นนํ้ า

ทะเลสาํหรับปลานํ้ าเค็มหรือนํ้ าจืดสําหรับปลาแม่นํ้ า การเจือจางดงักล่าวเป็นการกระตุน้ให้ตวัอสุจิ

เคล่ือนไหวและสามารถผสมกบัไข่ ปรากฏการณ์น้ีก่อให้เกิดมีขอ้สันนิษฐานถึงปัจจยัท่ีก่อให้เกิด

การเคล่ือนไหวของนํ้าเช้ือปลา (Morisawa และ Suzuki (1980)) เช่น 

1)  ในนํ้ามีปริมาณออกซิเจนสูงข้ึน หรือ ปริมาณคาร์บอนไดออกไซดใ์นนํ้ ามีตํ่ากวา่นํ้ าเช้ือ

ขณะอยูใ่นท่อวาสเดฟเฟอร์เรนส์ (vas deferens) 

2) ความเป็นกรด–ด่างของนํ้าเป็นตวักระตุน้  

3)  สาํหรับกรณีของนํ้าทะเล จะมีอนุมูลของสังกะสีและทองแดงซ่ึงอาจเป็นตวักระตุน้ 

4)  อาจเป็นเพราะการเจือจางทาํให้ตวัอสุจิเป็นอิสระจากสารเคมีหรือปัจจยัท่ีเป็นตวัยบัย ั้ง

การเคล่ือนไหวท่ีมีอยู่ในของเหลวในนํ้ าเช้ือนั้นเช่น ออสโมลาริต้ีของของเหลวในนํ้ าเช้ืออาจเป็น 

ตวัยบัย ั้งการเคล่ือนไหวของตวัอสุจิก่อนท่ีจะมีการเจือจางดว้ยนํ้า 

 ความเข้าใจเก่ียวกับปัจจัยท่ีกระตุ้นให้ตัวอสุจิในนํ้ าเช้ือปลามีการเคล่ือนไหวเร่ิมมี          

การทดลองโดย Morisawa และ Suzuki (1980) พบว่า ในนํ้ าเช้ือสดของปลาทอง ตวัอสุจิจะไม่

เคล่ือนไหวเม่ือถูกเจือจางดว้ยนํ้ ายาท่ีมีคุณสมบติัเป็น ไอโซโทนิค (isotonic solution) คือมีความ

เขม้ขน้ของอนุมูลต่างๆเทียบเท่ากบัภายในเซลล์อสุจิ แต่เม่ือนาํนํ้ าเช้ือปลาทองไปผสมกบันํ้ ายาท่ีมี

คุณสมบติัเป็นไฮโปโทนิค (hypotonic solution) คือมีความเขม้ขน้ของอนุมูลต่างๆตํ่ากว่าภายใน

เซลลอ์สุจิ พบวา่ตวัอสุจิของปลาทองจะเร่ิมมีการเคล่ือนไหวทนัที ซ่ึงแสดงถึงปัจจยัท่ีทาํให้นํ้ าเช้ือ

ปลาทองเร่ิมมีการเคล่ือนไหวคือการลดออสโมลาริต้ีในของเหลว Morisawa et al. (1983) ยงัรายงาน

อีกว่าโพแตสเซียมอิออนเป็นอีกปัจจยัหน่ึงท่ีกระตุน้การเคล่ือนไหวของตวัอสุจิของปลาทองและ
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ปลาในกลุ่มปลาไซปรินิดส์นํ้ าจืด (perch) อีกบางชนิด อยา่งไรก็ตาม Morisawa et al. (1983) กลบั

พบส่ิงตรงกนัขา้มเม่ือเขาทดลองกบันํ้ าเช้ือปลากลุ่มซลัโมนิดส์ คือพบวา่การลดออสโมลาริต้ีไม่ใช่

ปัจจยัท่ีกระตุน้การเคล่ือนไหวของอสุจิของปลากลุ่มน้ี หรือกล่าวอีกนยัหน่ึงวา่โพแตสเซ่ียมอิออนท่ี

มีความเขม้ขน้สูงพอเหมาะเป็นปัจจยัสําคญัท่ียบัย ั้งการเคล่ือนไหวของตวัอสุจิในนํ้ าเช้ือปลากลุ่ม 

ซัลโมนิดส์ นอกจากนั้น Morisawa et al. (1983) ยงัไดศึ้กษาปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีเก่ียวขอ้งกบัการ

เคล่ือนไหวของตวัอสุจิปลาทั้ง 2 กลุ่มท่ีกล่าวมา เช่น โซเดียมคลอไรด์ แมนนิทอล แคลเซียม 

แมกนีเซียม และเกลือของธาตุ กลุ่มโลหะอลัคาไลน์ (alkaline metal) เช่น รูบิเดียมคลอไรด ์

(rubidium chloride) และ ลิเธียมคลอไรด์ (lithium chloride) เป็นตน้ ผลการทดลองเจือจางนํ้ าเช้ือ

ปลาเรนโบวเ์ทราท ์ในนํ้ าเกลือโซเดียมคลอไรด์ท่ีเขม้ขน้ 100 มิลลิโมลต่อลิตร พบว่า ตวัอสุจิจะมี

การเคล่ือนไหวอย่างรุนแรงได้นานถึงประมาณ 20 วินาที แต่เม่ือเติมรูบิเดียมคลอไรด์ หรือ      

โพแตสเซียมคลอไรด์ ให้มีระดบัความเขม้ขน้ 3.0 มิลลิโมลต่อลิตร ในนํ้ าเกลือดงักล่าวแลว้นาํไป

เจือจางนํ้ าเช้ือปลาเรนโบว ์เทราน์ พบว่ารูบิเดียมและโพแตสเซียม สามารถยบัย ั้งการเคล่ือนไหว

ของตวัอสุจิไดอ้ย่างสมบูรณ์ ในขณะท่ีลิเธียมคลอไรด์ท่ีมีความเขม้ขน้ถึง 25 มิลลิโมลต่อลิตร ไม่

สามารถยบัย ั้งการเคล่ือนไหวของอสุจิได ้

 ดงันั้นความแตกต่างของการเคล่ือนไหวของอสุจิของปลากลุ่มไซปรินิดส์นํ้ าจืดกบัปลา    

ซลัโมนิดส์พบวา่เก่ียวขอ้งกบั 

1) สารโพแตสเซียมจะกระตุน้การเคล่ือนไหวของอสุจิปลาไซปรินิดส์นํ้ าจืด แต่ยบัย ั้ง   

การเคล่ือนไหวอสุจิของปลาซลัโมนิดส์ 

2)  อสุจิปลาทั้งสองกลุ่มมีความทนทานต่อนํ้ ายาไฮโปโทนิคต่างกนัคือ อสุจิปลาไซปรินิดส์

นํ้ าจืด เช่น ปลาไน จะมีการเคล่ือนไหว เพราะการเจือจางดว้ยนํ้ าหรือนํ้ ายาไฮโปโทนิคและต่อมา

เซลลอ์สุจิจะหยดุการเคล่ือนไหวและเซลลอ์าจแตกเน่ืองจากถูกทาํลายซ่ึงตรงกนัขา้มกบัตวัอสุจิของ

ปลาซลัโมนิดส์คือ นํ้ ายาไฮโปโทนิค หรือ การลดออสโมลาริต้ีโดยการเจือจาง ไม่ใช่ปัจจยัท่ีสําคญั

ในการกระตุน้การเคล่ือนไหว และเซลล์อสุจิจะยงัคงรูปร่างไดแ้มเ้จือจางดว้ยนํ้ า ดงันั้นตวัอสุจิจะ

เคล่ือนไหวไดน้านเท่ากนัทั้งในนํ้าหรือนํ้ายาไอโซโทนิค 

Morisawa et al. (1983) อธิบายเร่ืองน้ีวา่ ปลากลุ่มซลัโมนิดส์อาจเป็นกลุ่มปลากระดูกแข็งท่ี 

ยงัไม่พฒันา (primitive teleost) มีการเคล่ือนยา้ยไปอยู่ในนํ้ าเค็มและกลบัเขา้มาสู่นํ้ าจืดเพื่อการผสม

พนัธ์ุ ส่วนปลากลุ่มไซปรินิดส์นํ้ าจืดนั้นอาศยัอยู่ในนํ้ าจืดตลอดเวลา ดังนั้นความแตกต่างทั้งสอง

ประการอาจมีความสัมพนัธ์กบัการปรับตวั (adaptation) และการวิวฒันาการ (evolution) ของปลา

กระดูกแขง็ 

 



12 
 

5.  ชีววทิยาการแช่แข็ง 

ชีววิทยาการแช่แข็งมีความสําคัญและประโยชน์สําหรับการรักษาเซลล์สืบพนัธ์ุจึงมี

ประโยชน์อย่างยิ่งต่อวงการวิทยาการสืบพนัธ์ุในอนาคต ทั้งน้ีเพราะนกัชีววิทยาเร่ิมมีความรู้ความ

เขา้ใจเก่ียวกบัหลกัการแช่แข็งดีข้ึน ทั้งในระดบัเซลล์และตวัอ่อน (Niemann, 1984) และความสามารถ

ของปลาทะเลบางชนิด (winter flounder) ท่ีสามารถมีชีวิตรอดอยูไ่ดใ้นนํ้ าท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่า 0 องศา

เซลเซียส ในแถบขั้วโลกเพราะปลาดงักล่าวสามารถสังเคราะห์โปรตีน (antifreeze glycoprotein) 

หรือเป็ปไทด ์(antifreeze polypeptide) เพื่อชะลอการแขง็ตวัของนํ้าในร่างกาย (Hew et al., 1988) 

 

6.  การเปลีย่นแปลงในระดับเซลล์และออร์แกเนลส์ 

 การแช่แข็ง คือ การลดอุณหภูมิลงตํ่ากว่าจุดเยือกแข็งของของเหลวท่ีอยู่รอบเซลล์และ

ภายในเซลล์ จึงทาํให้นํ้ าในสภาพท่ีเป็นของเหลวกลายเป็นเกล็ดนํ้ าแข็ง ส่วนการละลายเป็น

ปรากฏการณ์ท่ีสวนทางกนัเม่ือมีการลดอุณหภูมิลงตํ่าถึง 0 องศาเซลเซียส ของเหลวท่ีอยูร่อบเซลล์

และภายในเซลล์จะยงัไม่แข็งตวั ดังนั้ นของเหลวรอบเซลล์และเซลล์จะอยู่ในสภาพท่ีเย็นจัด         

ผลต่อเน่ืองจากปรากฏการณ์น้ีก็คือ (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 

1)  ตวัถูกละลายในของเหลวรอบๆ เซลล์มีความเขม้ขน้สูงข้ึนตามการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งใน

ภายนอกเซลล ์ดงันั้นเซลลจึ์งสูญเสียนํ้าเพราะความไม่สมดุลของแรงดนัออสโมติก 

2)  ถา้อตัราการลดอุณหภูมิเป็นไปอยา่งชา้ๆ เซลลก์็จะสูญเสียนํ้าเพียงพอท่ีจะทาํให้แรงดนั 

ออสโมติกมีความสมดุลได ้และเซลล์จะมีขนาดเล็กลง ถา้ตอ้งใชเ้วลานานเกินจะเป็นอนัตรายอยา่ง

ยิง่ต่อเยือ่หุม้เซลล ์เพราะการสูญเสียนํ้าและความเขม้ขน้ของตวัถูกละลายสูงเกินสมดุล 

3)  ถ้าอตัราการลดอุณหภูมิเป็นไปอย่างรวดเร็ว ความสมดุลของแรงดันออสโมติกก็

เกิดข้ึนได ้เพราะการเกิดเกล็ดนํ้าแขง็ภายในเซลลแ์ละเยือ่หุม้ออร์แกเนลส์สามารถทาํลายเซลลไ์ด ้

การลดอุณหภูมิอย่างช้าหรือเร็วในกระบวนการแช่แข็งต่างก่อให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์ได ้

ดงันั้น อตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจะทาํให้เซลล์แช่แข็งมีอตัราการรอดชีวิตสูงข้ึนได ้ซ่ึงอตัรา

การลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมดังกล่าวน้ีแตกต่างกันไปตามชนิดของเซลล์หรือตามชนิดของสัตว ์

นอกจากนั้นอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมตอ้งเป็นอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเร็วพอท่ีจะไม่ทาํให้

เซลล์เป็นอนัตรายเน่ืองมาจากการสูญเสียนํ้ าและการตกผลึกของสารเคมีท่ีเป็นตวัถูกละลายภายใน

เซลล ์ดงัแสดงอตัราการมีชีวติรอดของเซลลภ์ายหลงัการแช่แขง็ในภาพท่ี 3 
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ภาพที ่3   อตัราการมีชีวิตรอดของเซลลภ์ายหลงัการแช่แขง็ เม่ืออตัราการลดอุณหภูมิต่างๆ กนั 

ท่ีมา : Maurer (1978) 

 

ขณะท่ีทาํการลดอุณหภูมิเพื่อทาํการแช่แข็งเซลล์อนัตรายท่ีเกิดข้ึนกบัเซลล์การเกิดเกล็ดนํ้ าแข็ง

ภายในเซลลแ์ละเพราะการสูญเสียนํ้ านั้น น่าจะเกิดข้ึนเม่ือมีการลดอุณหภูมิจาก -15  องศาเซลเซียส 

ถึง -50 องศาเซลเซียส เพราะหลงัจากอุณหภูมิดงักล่าวจะสามารถเก็บตวัอยา่งในถงัไนโตรเจนเหลว

ท่ีมีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสไดท้นัที ในทาํนองเดียวกนัการเพิ่มอุณหภูมิเพื่อการละลายตวัอยา่ง

เพื่อนาํมาใช้ประโยชน์ก็ก่อให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์เช่นกนั การเปล่ียนแปลงต่างๆ ท่ีกล่าวมาแล้ว

ขา้งตน้ย่อมจะเกิดข้ึนแต่จะเป็นไปในทางตรงกนัข้าม เช่น ขณะทาํการละลายเกล็ดนํ้ าแข็งท่ีอยู ่    

ภายเซลล์จะละลายก่อน นํ้ าจากภายนอกเซลล์ย่อมจะแพร่เข้าสู่ภายในเซลล์ ขนาดของเซลล์จะ

เพิ่มข้ึน เป็นตน้ นอกจากนั้นหากอตัราการละลายเป็นไปอยา่งชา้ๆ เกล็ดนํ้าแขง็เล็กๆ ภายในเซลล์จะ

มีโอกาสเกาะรวมตวักนัเป็นกอ้นใหญ่ข้ึน การเปล่ียนแปลงต่างๆ เหล่าน้ีย่อมมีผลกระทบต่อการมี

ชีวิตของเซลล์ท่ีผ่านการแช่แข็งทั้งส้ิน การเปล่ียนแปลงภายในเซลล์ท่ีเกิดข้ึนขณะลดอุณหภูมิใน

วิธีการแช่แข็ง รูปหกเหล่ียม แสดงขนาดและจาํนวนเกล็ดนํ้ าแข็ง ท่ีเกิดข้ึนขณะลดอุณหภูมิใน

วธีิการแช่แขง็ดงัแสดงในภาพท่ี 4 
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ภาพที ่4  แสดงขนาดและจาํนวนเกล็ดนํ้าแขง็ ท่ีเกิดข้ึนขณะลดอุณหภูมิในวธีิการแช่แขง็ 

ท่ีมา : Niemann (1984) 

 

ปัญหาการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล์ และอนัตรายท่ีเกิดเน่ืองจากเซลล์สูญเสียนํ้ าซ่ึง     

ทาํใหข้องเหลวภายในเซลลมี์ความเขม้ขน้สูง ถึงระดบัท่ีเป็นอนัตรายต่อเซลล์ สามารถแกไ้ขไดด้ว้ย

การเติมสารเคมีบางประการลงไปในนํ้ ายาท่ีใช้เจือจางนํ้ าเช้ือ (extender หรือ diluents) สารเคมี

ดงักล่าวมีหลายชนิดแต่เรียกโดยรวม ว่า “ไครโอโพรเทดแทนท์ ” (cryoprotectant)( Christensen 

and Tiersch, 1997) 

 

7.  ไครโอโพรเทคแทนท์  (cryoprotectant) 

 ไครโอโพรเทคแทนทมี์หลายชนิดแต่ท่ีนิยมใช้เป็นส่วนผสมของนํ้ ายาสําหรับการแช่แข็ง

นํ้ าเช้ือปลา ไดแ้ก่ ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ (dimethylsulfoxide, DMSO) และกลีเซอรอล (glycerol) 

สารเคมีเหล่าน้ีจาํเป็นอยา่งยิ่งต่อการมีชีวิตของตวัอสุจิในนํ้ าเช้ือปลาท่ีเก็บแช่แข็ง(He and Woods, 

2004) 
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8.  การจําแนกประเภทไครโอโพรเทดแทนท์ 

 สารไครโอโพรเทดแทนท์สามารถจาํแนกประเภทออกไดเ้ป็น 2 ประเภท คือ ท่ีออกฤทธ์ิ

ภายในเซลลแ์ละออกฤทธ์ิภายนอกเซลล ์(Hiemstra et al., 2005) 

 1)  ออกฤทธ์ิภายในเซลล์ คือ สารไครโอโพรเทดแทนทเ์หล่าน้ีตอ้งซึมผา่นเขา้สู่ภายในเซลล์

เพื่อทาํหนา้ท่ีป้องกนัอนัตรายไม่ให้เกิดข้ึนขณะแช่แข็งและละลาย ไดแ้ก่ กลีเซอรอล ไดเมธิลซลัฟอก

ไซด์ และสารพวกอลักอฮอล์ เช่น เมธานอล (methanol) เอธานอล (ethanol) และโพรเพนไดออล 

(propanediol) เป็นตน้ สารเคมีกลุ่มน้ีจะออกฤทธ์ิป้องกนัอนัตรายไดดี้เม่ือใชใ้นระดบัท่ีมีความเขม้ขน้

ค่อนขา้งสูง (1-4 โมล) เม่ือพิจารณาถึงความสามารถในการแพร่เขา้สู่ภายในเซลล์พบวา่ อลักอฮอล์มี

อตัราการแพร่สูงท่ีสุดรองลงมาไดแ้ก่ ไดเมธิลซลัฟอกไซด์ และกลีเซอรอล ตามลาํดบั สารเคมีในกลุ่ม

น้ีมีขอ้เสียอยูป่ระการหน่ึงคือ เป็นพิษต่อเซลลแ์ละเน้ือเยื่อ 

 ในการเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลาแบบแช่แข็ง พบว่าใช้ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ ในระดับ           

8 เปอร์เซ็นต ์ไดผ้ลดีท่ีสุด และดีกวา่การใชก้ลีเซอรอล (นลินี, 2527) อยา่งไรก็ตามเมธานอลระดบั   

5 เปอร์เซ็นต์ ก็ใช้ได้ผลดีพอสมควร อสุจิมีอตัราการเคล่ือนไหวหลังการละลาย ประมาณ              

40 เปอร์เซ็นต ์(Harvey and Kelley, 1988) 

 การใชแ้อลกอฮอล์เป็นสาร ไครโอโพรเทคแทนท ์มีขอ้ดีคือเป็นสารเคมีท่ีหาง่ายและ

ราคาถูก นอกจากนั้น Harvey and Kelley (1988) ใช้แอลกอฮอล์ ร่วมกบันมผง (15 เปอร์เซ็นต์) 

เพียงอยา่งเดียวยงัคงใหผ้ลดี 

 2)  ออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์ กล่าวคือ สารเคมีกลุ่มน้ีออกฤทธ์ิป้องกนัอนัตรายให้กบัเซลล์

ขณะท่ีอยูน่อกเซลล ์และใชไ้ดผ้ลดีท่ีความเขม้ขน้ตํ่ากวา่พวกแรก (0.01 – 0.2 โมล) และเป็นพิษนอ้ย

กวา่ ตวัอยา่งสารเคมีกลุ่มน้ีไดแ้ก่ โพลีไวนิลเพียร์โรลิโดน (polyvinylpyrolidone, pvp) และนํ้ าตาล

ชนิดต่างๆ เช่น ซูโครส (sucrose) กลูโคส (glucose) และ แมนนิทอล (mannitol) เป็นต้น             

สารไครโอโพรเทคแทนท์ในกลุ่มน้ีพบว่าซูโครสเป็นนํ้ าตาลท่ีนิยมใช้เพราะหาง่ายและราคาถูก    

ในการทดลองเก็บนํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาว (นลินี,2527) และของปลาบึก (Mongkonpunya et al., 

1992) ดว้ยการ  แช่แขง็ (-196 องศาเซลเซียส ) ในนํ้ายาท่ีประกอบดว้ยซูโครส 250 มิลลิโมล ร่วมกบั

ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ เป็นไครโอโพรเทคแทนท์ ช่วยให้อตัราการเคล่ือนไหวและความสามารถ    

ในการผสมกบัไข่ดีท่ีสุด นอกจากนั้นในขบวนการแช่แข็งตวัอ่อนของสัตวน์ั้น ขณะทาํการละลาย

เพื่อนําไปถ่ายฝาก  จํา เป็นต้องล้างหรือเจือจางด้วยสารละลายซูโครส เพื่อกําจัดพิษของ                

ไครโอโพเทคแทนทท่ี์ใชใ้นการแช่แขง็ อน่ึง สาํหรับกลูโคสเป็นนํ้าตาลท่ีมีโมเลกุลขนาดเล็กจึงแพร่

เขา้ออกเซลล์ไดจึ้งอาจจดันํ้ าตาลกลูโคสเป็นไครโอโพรเทคแทนทป์ระเภทท่ีออกฤทธ์ิภายในเซลล์

ดว้ย (Storey, 1987) นอกจากนั้นเขายงัพบวา่กบ (wood frog) มีชีวิตรอดจากการแช่แข็งในฤดูหนาว
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ก็ด้วยอาศัยนํ้ าตาลกลูโคสเป็นไครโอโพรเทคแทนท์  ทําหน้า ท่ีจ ํากัดการลดขนาดเซลล ์                 

อนัเน่ืองมาจากการสูญเสียนํ้ าและเป็นพลงังานสํารองขณะท่ีไม่มีโลหิตไปหล่อเล้ียง ตลอดจนช่วย

ปกป้องโครงสร้างท่ีสาํคญัต่างๆ ภายในเซลลด์ว้ย  

 

9.  กลไกการออกฤทธ์ิของไครโอโพรเทคแทนท์ 

เน่ืองจากสารดงักล่าวมีมากมายหลายชนิดดงัได้กล่าวมาแล้ว กลไกการทาํงานของสาร

เหล่าน้ีจึงเขา้ใจไดย้าก เพราะสารเคมีเหล่านั้นมีคุณสมบติัทางเคมีและฟิสิกส์ต่างกนั เช่น กลีเซอรอล 

ไดเมธิลซัลฟอกไซด์ และแอลกอฮอล์ เป็นตวัทาํละลายและระเหยได้ ส่วนนํ้ าตาลซูโครสเป็น    

ผลึกแข็ง  ละลายได้ดีในนํ้ า อน่ึงหากพิจารณาถึงอตัราการแพร่ของสารเหล่าน้ีผ่านเยื่อหุ้มเซลล ์     

จะพบวา่มีความแตกต่างกนั นํ้าตาลซูโครสไม่ผา่นเยื่อหุ้มเซลล์ แต่นํ้ าตาลกลูโคสแพร่ผา่นได ้ส่วน

แอลกอฮอล์มีอตัราการแพร่ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์เร็วกว่าไดเมธิลซัลฟอกไซด์ และกลีเซอรอลมีอตัรา  

การแพร่ผา่นเยือ่หุม้เซลลช์า้กวา่ไดเมธิลซลัฟอกไซดอ์ยา่งไรก็ตามสารไครโอโพรเทคแทนท ์เหล่าน้ี

จะมีผลกระทบต่อคุณสมบติัของของเหลวทั้งภายในและภายนอกเซลล์ ซ่ึงอธิบายไดว้า่ เม่ือเติมสาร

เหล่าน้ีลงในนํ้ายาเก็บรักษาเซลลจ์ะมีผลกระทบต่อคุณสมบติัของนํ้ายาและของเหลวภายในเซลล์ซ่ึง

ไดแ้ก่ (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536; Lahnsteiner et al., 2000) 

 1) มีผลกระทบต่อ “ แรงดนัไอ ” (vapor pressure) ของของเหลว หรือ ทาํให้แรงดนัไอ

เปล่ียนแปลงไป 

2)  มีผลกระทบต่อ “จุดเดือด” (boiling point) แต่ในท่ีน้ีไม่น่าจะมีความสัมพนัธ์กบั      

การรอดชีวติของเซลลแ์ช่แขง็ 

3)  มีผลกระทบต่อ “จุดเยือกแข็ง” (freezing point) คือทาํให้ จุดเยือกแข็งลดลง ซ่ึง

คุณสมบติัขอ้น้ีมีความสําคญัมาก คือเป็นท่ีทราบกนัดีว่าตวัทาํละลายในธรรมชาติคือนํ้ า ซ่ึงปกติ     

ท่ีแรงดนั 1 บรรยากาศ นํ้ าจะแข็งตวัท่ี 0 องศาเซลเซียส อยา่งไรก็ตามธรรมชาติของของเหลวใน

ร่างกาย และในเซลล์มีจุดเยือกแข็งตํ่ากว่าของนํ้ า และถ้ามีการเติมสาร ไครโอโพรเทคแทนท ์       

จะยิง่ทาํให้จุดเยือกแข็งตํ่าลงจะทาํให้ของเหลวนั้น “ เยน็จดัยิ่ง ” ก่อนจะแข็งหรือก่อนการเกิดเกล็ด

นํ้าแขง็ 

4)  สารเคมี “ไครโอโพรเทคแทนท”์ จะช่วยเปล่ียนแปลงแรงดนัออสโมติกของของเหลว

ทั้งภายในหรือภายนอกเซลลซ่ึ์งข้ึนอยูก่บัความสามารถในการแพร่เขา้สู่เซลล์ไดม้ากน้อยหรืออาจ

ไม่ได้เลย ด้วยการเปล่ียนแปลงคุณสมบติัของเหลวสองประการหลงัน้ี จะช่วยให้เซลล์รอดชีวิต

ภายหลงัการแช่แขง็ไดเ้พราะ 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Lahnsteiner+F%22%5BAuthor%5D
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 (1)  ป้องกนัการเกิดเกล็ดนํ้าแขง็ภายในเซลล ์ 

 (2)  ป้องกนัการลดขนาดของเซลล ์

 (3)  ป้องกนัอนัตรายอนัเน่ืองมาจากความไม่สมดุลของเกลือแร่และอิเล็คโทรไลท ์

 (4)  ช่วยคงไวซ่ึ้งคุณสมบติัของเยือ่หุม้เซลลแ์ละเยือ่หุม้ออร์แกเนลส์ 

ในประเด็นแรก เ ก่ียวกับการป้องกันการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล์นั้ นเป็น                

ผลเน่ืองมาจากการเติมสารไครโอโพรเทคแทนท์ ทาํให้ของเหลวภายในเซลล์เซลล์แข็งตวัช้ากว่า

หรือท่ีอุณหภูมิตํ่ากว่าของเหลวท่ีไม่มีการเติมสาร ไครโอโพรเทคแทนท ์ดงัจะเห็นไดจ้ากตวัอย่าง

การแช่แข็งไข่ของหนูขาว (Leibo et al., 1978) ในนํ้ ายาท่ีมีสาร ไครโอโพรเทคแทนท์ จะมี        

เกล็ดนํ้าแขง็เกิดข้ึนภายในเซลลท่ี์อุณหภูมิระหวา่ง -35 ถึง -45 องศาเซลเซียส หากปราศจากการเติม

สาร ไครโอโพรเทคแทนท์ ในนํ้ ายาท่ีใช้เก็บรักษา ของเหลวภายในเซลล์ไข่จะเร่ิมมีเกล็ดนํ้ าแข็งท่ี

อุณหภูมิประมาณ -15 องศาเซลเซียส ดว้ยเหตุผลดงักล่าวน้ี เซลล์จะสูญเสียนํ้ าไปสู่นอกเซลล์ซ่ึงนํ้ า

ก็ย่อมเหลืออยู่ในเซลล์น้อย การเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งก็ย่อมเกิดข้ึนน้อยตามไปด้วย จึงเห็นได้ว่า          

สารไครโอโพรเทคแทนท์ ช่วยป้องกนัการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล์ได้ 2 วิธีคือ (กฤษณ์      

มงคลปัญญา, 2536; Lahnsteiner et al., 2000) 

 1)  ทาํใหข้องเหลวแขง็ตวัชา้ 

 2)  ทาํใหน้ํ้าในเซลลมี์นอ้ยลง 

 ประเด็นต่อมาท่ีเก่ียวกบัการลดขนาดของเซลล์และอนัตรายต่อเซลล์อนัเน่ืองมาจากความ

ไม่สมดุลของอิเล็คโตรไลทน์ั้น มีรายงานกวา่กลีเซอรอลท่ีเติมลงไปในนํ้ ายาจะช่วยลดความเขม้ขน้

ของโซเดียมในนํ้ ายาท่ีอยูร่อบๆ เซลล์ (Rall et  al., 1978) ซ่ึงมีความหมายวา่ กลีเซอรอลเป็นตวัการ

ท่ีช่วยปรับเปล่ียนใหเ้กิดความสมดุลระหวา่งความเขม้ขน้ของโซเดียมภายในและภายนอกเซลล์ดว้ย

การส่งถ่ายโซเดียมเขา้สู่ภายในเซลล ์และเพราะโซเดียมอิออนมีความสามารถจบักบันํ้ าดงันั้นจึงเป็น

การส่งถ่ายนํ้ าเขา้สู่เซลล์ด้วย ย่อมช่วยป้องกนัการลดขนาดของเซลล์ระหว่างการลดอุณหภูมิได ้    

วิธีหน่ึง ส่วนอีกวิธีหน่ึงท่ีสารไครโอโพรเทคแทนท์ป้องกันการลดขนาดของเซลล์ระหว่าง           

การแช่แข็งคือ การแพร่ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ เขา้สู่เซลล์เป็นการไปแทนท่ีนํ้ าท่ีแพร่ออก   

จากเซลล์ เพราะความแตกต่างขอแรงดันออสโมซิสท่ีเปล่ียนไป เน่ืองจากการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็ง

ภายนอก เซลล์ก่อนท่ีของเหลวภายในเซลล์จะแข็งตัวในประเด็นสุดท้ายเก่ียวกับการท่ีสาร          

ไครโอโพรเทคแทนท์ช่วยคงได ้ซ่ึงคุณสมบติัของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มออร์กาเนลส์นั้น ยงัไม่มี

คาํอธิบายถึงกลไกการทาํงานของสารไครโอโพรเทคแทนท ์อยา่งไรก็ตามการควบคุมปริมาณและ

ขนาดของเกล็ดนํ้าแขง็ท่ีเกิดข้ึน ยอ่มจะเป็นกลไกอนัหน่ึงท่ีช่วยคงสภาพมีชีวติของเยื่อหุ้มเซลล์ และ

เยือ่หุม้ออร์กาเนลส์ต่างๆ(Morisawa and Suzuki, 1980) 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Lahnsteiner+F%22%5BAuthor%5D
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10.  ปัจจัยทีม่ีผลกระทบต่ออตัราการมีชีวติรอดหลงัแช่แข็ง 

ปัจจยัท่ีทาํให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์หรืออตัราการรอดชีวิตของเซลล์มีหลายประการ เพราะ

การปฏิบติังานทุกขั้นตอน นบัตั้งแต่วธีิการเก็บตวัอยา่งเซลล์การปฏิบติัต่อตวัอยา่งเซลล์ในขั้นต่อมา 

ตลอดจนสูตรนํ้ ายา และการเตรียมนํ้ ายาสําหรับเจือจางเซลล์นั้นๆ นอกจากนั้นพบอีกวา่อตัราการมี

ชีวติรอดของเซลลภ์ายหลงัแช่แขง็และการละลายนั้นยงัข้ึนอยูก่บั(Morisawa and Suzuki, 1980) 

 1)  ขนาดของเซลล ์

 2)  อตัราการลดอุณหภูมิ 

 3)  อตัราการแพร่ของนํ้าผา่นผนงัเซลล ์

ปัจจยัทั้งสามจะมีความสัมพนัธ์กบัปริมาณนํ้ าภายในเซลล์กล่าวคือจะสามารถคาํนวณ      

หาปริมาณนํ้าในเซลลไ์ด ้เพราะมีความผนัแปรไดต้ามอุณหภูมิ ความผนัแปรของอตัราการแพร่ของ

นํ้ าท่ีอุณหภูมิต่างๆ กนัความสัมพนัธ์ดงักล่าวน้ีเสนอไวโ้ดย Muzur (1963) และเป็นท่ียอมรับและ

ยึดถือเป็นหลกัปฏิบติัทัว่ไป คือ เซลล์ท่ีมีขนาดใหญ่ หรืออตัราส่วนระหว่างพื้นท่ีผิวต่อปริมาตร

เซลล์มีค่าน้อย เม่ือนาํมาแช่แข็งจะตอ้งลดอุณหภูมิลงอยา่งช้าๆ เพื่อเปิดโอกาสให้นํ้ าแพร่ออกนอก

เซลล์ได้มากพอในขณะทาํการแช่แข็ง ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัการเกิดเกล็ดนํ้ าแข็งภายในเซลล์ ซ่ึงเป็น

สาเหตุสาํคญัทาํใหเ้ซลลถู์กทาํลาย ถา้ธรรมชาติของผนงัเซลล์  เยื่อหุ้มเซลล์เป็นเหตุให้การแพร่ของ

นํ้าเขา้ออกเซลลไ์ดย้ากอตัราการลดอุณหภูมิก็จาํเป็นตอ้งชา้ลง เพื่อเปิดโอกาสให้นํ้ าในเซลล์แพร่เขา้

ออกนอกเซลล์ไดม้ากพอ สําหรับการเก็บรักษาแบบแช่แข็งตวัอสุจิของปลาหรือของสัตวอ่ื์นๆ นั้น

ไม่มีปัญหาเร่ืองขนาดเซลล์ และอตัราการแพร่ของนํ้ าผา่นเขา้ออกเซลล์ ทั้งน้ีเพราะอสุจิมีขนาดเล็ก

เส้นผา่ศูนยก์ลางประมาณ 10 ไมครอนในคน (Makler, 1978) ส่วนของปลามีขนาดเล็กกวา่ของคน  

 

11.  การตรวจหาอตัราการผสมกบัไข่สด 

การตรวจประเมินคุณภาพนํ้ าเช้ือนั้นเป็นการประมาณหรือการคาดคะเน ความสามารถของ

นํ้าเช้ือวา่จะผสมกบัไข่ไดดี้หรือไม่ไม่ไดห้มายความวา่นํ้าเช้ือนั้นจะใหก้ารปฏิสนธิท่ีดีดงันั้นควรสรุป

คุณภาพนํ้ าเช้ือวา่ดีหรือไม่โดยศึกษาอตัราการผสมกบัไข่สด ทั้งน้ีเพราะยงัมีปัจจยัอ่ืนเขา้มาเก่ียวขอ้ง 

เช่น การเก็บรักษาทั้งแบบแช่แข็งหรือการเก็บรักษานํ้ าเช้ือระยะสั้นและการดูแลตวัอยา่งนํ้ าเช้ือก่อน

การวิเคราะห์ ทดลอง เป็นตน้ ดงันั้นวิธีการท่ีดีท่ีสุดและเช่ือมัน่ได้ท่ีสุดสําหรับการตรวจคุณภาพ

นํ้ าเช้ือท่ีผ่านขบวนการแช่แข็งและละลายหรือขบวนการอ่ืนๆ แลว้ คือนาํไปทดสอบความสามารถ   

ท่ีจะผสมกบัไข่สดโดยเปรียบเทียบนํ้ าเช้ือสดรีดไข่จากแม่พนัธ์ุปลาแลว้แบ่งใส่ภาชนะท่ีจะใชใ้นการ

ผสมเทียม โดยใช้ไข่จาํนวนประมาณ 300-350 ต่อหน่ึงหน่วยการทดลอง กรณีท่ีในการทดลอง          

มีหลายหน่วยการทดลอง ควรจะใช้ไข่จากปลาแม่เดียวกนัหรือรีดจากปลาหลายๆ แม่รวมกนั แล้ว
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คลุกดว้ยไมพ้นัสาํลีใหเ้ขา้กนัดีก่อนจะแบ่งมาใชใ้นการทดลองจาํนวนไข่ท่ีใชไ้ม่ควรจะนอ้ยกวา่ 300 

ฟอง ทั้งน้ีเพื่อจะได้ตวัเลขท่ีมีความแม่นยาํ และไม่ควรมากเกินไปเพราะจะเสียเวลาในการนับไข่      

ท่ีปฏิสนธิและไข่ท่ีไม่ปฏิสนธิและอาจเป็นเหตุให้นํ้ าในภาชนะท่ีใช้ในการเพาะฟักเน่าเสียได้เร็ว

เกินไปขนาดภาชนะท่ีใชส้าํหรับไข่จาํนวนดงักล่าวควรมีความจุประมาณ 1 ลิตร เป็นอยา่งนอ้ย 

เทนํ้ าเช้ือปลาท่ีรู้ปริมาตรและความเขม้ขน้ของตวัอสุจิลงไปผสมกบัไข่หรือถ้าใช้นํ้ าเช้ือ   

แช่แข็งจะตอ้งละลายแล้ว เทผสมกบัไข่ทนัทีโดยทัว่ไปนิยมใช้ไม้พนัสําลี คนไข่และนํ้ าเช้ือให ้    

เขา้กนัแลว้จึงจะเติมนํ้ าสําหรับการเพาะฟักลงไปเพื่อเป็นการกระตุน้ให้อสุจิมีการเคล่ือนไหวและ

ผสมกับไข่  ปริมาตรนํ้ า ท่ีใช้คร้ังแรกน้ีและสําหรับไข่ปริมาตรน้อยเช่นน้ีไม่ควรใช้นํ้ า เกิน             

100 มิลลิลิตร แลว้คงยงัคนเบาๆ ดว้ยไมพ้นัสําลี ต่อไปนานประมาณ 1-2 นาที แลว้จึงลา้งเอานํ้ าเช้ือ

ส่วนเกินออกถ้าไข่ปลาเป็นชนิดไข่เหนียวหรือไข่ติด ตอ้งล้างด้วยนํ้ าผสมโคลนละเอียด (กฤษณ์ 

มงคลปัญญา, 2536)ป้องกนัไข่ติดกบัภาชนะและจบัเกาะกนัเป็นกอ้นซ่ึงจะทาํให้การนบัตรวจไข่    

ท่ีปฏิสนธิและไข่ท่ีไม่ปฏิสนธิไดย้ากไข่ท่ีลา้งดีแลว้จะหลุดกระจาย อาจจะมีจบัเกาะกนัเป็นกลุ่ม

เล็กๆ เพียง 2-4 ฟองต่อกลุ่ม แลว้จึงนาํไปเพาะฟักต่อไป (กฤษณ์ มงคลปัญญา, 2536) 

สําหรับการเพาะฟัก ควรจะมีการเติมอากาศ ลงไปในนํ้ าในภาชนะเพาะฟักนั้นตลอดเวลา  

และเปล่ียนนํ้าบ่อยคร้ังเท่าท่ีจะทาํไดว้ธีิการเพาะฟักอาจมีการพฒันาไปหลายรูปแบบ เช่น ใชก้ระชงั

ผา้ไนล่อนตาถ่ี ลอยในถังใหญ่ท่ีมีการเติมอากาศตลอดเวลา การนับไข่ท่ีปฏิสนธิและไข่ท่ีไม่

ปฏิสนธิ จะนบัแยกไม่ไดใ้นระยะตน้ของการฟัก ทั้งน้ีเพาะไข่ปลาอาจมีการเจริญพฒันาระยะแรกๆ 

ไดเ้องโดยไม่ตอ้งไดรั้บการผสมกบัอสุจิ (pathenogenesis) ส่วนไข่ท่ีปฏิสนธิจะพฒันาต่อไปและ  

ฟักออกเป็นตน้ อน่ึงไข่ปลาท่ีไม่ได้รับการผสมนั้นจะมีขบวนการ pathenogenesis ได้ยาวนาน      

แค่ไหน ข้ึนอยูก่บัชนิดของปลา โดยนาํไข่ท่ีไม่ไดรั้บการผสมกบันํ้ าเช้ือไปเพาะฟักแบบเดียวกบัไข่

ทดลองหลงัจากนั้นให้นาํมาตรวจสอบทุกๆ ชัว่โมง ก็จะทราบระยะเวลาท่ีเหมาะสมท่ีจะตรวจแยก

ไข่ดีออกจากไข่เสียไดเ้พราะเม่ือถึงระยะเวลาหน่ึง (6-12 ชัว่โมง) ไข่เสียจะขาวขุ่น ส่วนไข่ดีท่ีไดรั้บ

การผสมจะยงัใส แต่ถา้รอต่อไป แลว้นบัแยกไข่ดี-ไข่เสีย เม่ือเพาะฟักผา่นไปแลว้ 12, 18 และ 24 

ชัว่โมงจากตารางท่ี 2 พบว่า การตรวจไข่ดี-ไข่เสียของปลาเทพาไดภ้ายในช่วงเวลา 10-13 ชัว่โมง 

เป็นตน้ไปจนถึงฟักออกเป็นตวั ในปลาตะเพียนขาว อาจตรวจแยกไข่ดี-ไข่เสียไดต้ั้งแต่ชัว่โมงท่ี 4-6 

หลงัการเพาะฟัก (นลินี,2527) ส่วนการเจริญพฒันาของไข่ปลาบึกท่ีไดรั้บการผสมแลว้ใกลเ้คียงกบั

ของปลาเทพา อยา่งไรก็ตามจากรายงานของ Steyn et al. (1989) ซ่ึงทดลองในปลาเทราท ์(Salmo 

gairdneri) โดยเร่ิมแยกไข่เสียในวนัท่ี 29 หลงัจากการผสมส่วนในปลา striped bass ซ่ึงรายงานโดย 

Kerby and Bodolus (1988) เขาอา้งวา่สามารถแยกไข่ท่ีปฏิสนธิและไข่ท่ีไม่ปฏิสนธิ ในชัว่โมงท่ี 4 

หลงัจากการเร่ิมเพาะฟักไข่ดีจะอยูใ่นระยะ blastula ซ่ึงใชช่ื้อเรียกอีกอยา่งหน่ึงวา่ “ fertilization cap 
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” จะเห็นไดว้า่การพฒันาของไข่ท่ีไดรั้บการผสมแลว้ มีความแตกต่างกนัตามชนิดปลา นอกจากนั้น

อุณหภูมิของนํ้ าท่ีใช้เพาะฟักก็จะมีผลต่อการเจริญพฒันาของไข่ดว้ย ในการเพาะฟักไข่ปลาสวาย

และไข่ปลาลูกผสมสลายและปลาบึกนั้ นพบว่าการเพาะฟักในถังใหญ่ประมาณ 1000 ลิตร             

ซ่ึงออกแบบโดยกรมประมงนั้นมีอุณหภูมิของนํ้ าสูงกวา่ในขนัเพาะฟัก (ขนาด 1 ลิตร) ท่ีใชท้ดลอง

ประมาณ 1-2  องศาเซลเซียส ตลอดเวลาจะทาํให้ไข่ปลาท่ีเพาะฟักในถงัใหญ่ฟักออกเป็นตวัเร็วกวา่

ประมาณ 4-6 ชัว่โมง ซ่ึงความสามารถในการพฒันาคน้หาวิธีการตรวจไข่ดี-ไข่เสีย  สําหรับไข่ปลา

ไดก้าํหนดใหมี้กลุ่มเปรียบเทียบท่ีเหมาะสม 2 กลุ่ม คือ หน่ึงใชน้ํ้ าเช้ือสดผสมกบัไข่ และสองใชไ้ข่

ท่ีไม่ไดรั้บการผสมเพาะฟักร่วมไปในการทดลองเป็นกลุ่มเปรียบเทียบ 

 

ตารางที ่2  การเจริญพฒันาของไข่ท่ีไดรั้บการผสมแลว้ของปลาเทพา (Pangasius snithwongsei)   

     ท่ีอุณหภูมินํ้าเท่ากบั 25-27 องศาเซลเซียส 

 

เวลาหลงัจากการผสม (ชัว่โมง) ระยะของการพฒันา 

10-11 

12-13 

18-19 

30< 

late gastrula 

somite 

optic bud 

hatched 

ท่ีมา: กฤษณ์ มงคลปัญญา(2536) 

 

ตวัอสุจิของปลาจะไม่มีการเคล่ือนท่ีใน seminal fluid แต่การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิจะถูก

กระตุน้โดยนํ้า (water) คือสารภายในตวัอสุจิบางชนิดจะช่วยกระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ (Kopeika 

et  al., 2003)ดงันั้นสารดงักล่าวตอ้งไม่ถูกทาํลายในขั้นตอนต่างๆของการเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็ง 

Muchlisin และคณะ(2004)ไดศึ้กษาผลของสารละลายนํ้ าเช้ือ extender และสารไครโอโปรเทคเตนท ์

ในปลาดุก bagrid catfish (Mystus nemurus)โดยตรวจสอบการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิในการเก็บรักษา

ช่วงสั้ นๆ พบว่าสารละลายนํ้ าเช้ือท่ีเหมาะสม คือ สารละลาย Ringer ท่ีอตัราส่วน 1:20 และ               

ไครโอโปรเทคเตนท์ท่ีเหมาะสมคือเมธานอล 10 เปอร์เซ็นต ์ เก็บท่ี -4 องศาเซลเซียส ให้ผลการ

เคล่ือนท่ีของอสุจิ 39-71 เปอร์เซ็นต์และเม่ือนาํมาทาํการแช่แข็งให้ผลการเคล่ือนท่ีของอสุจิสูงท่ีสุด 

อย่างไรก็ตามยงัไม่ไดท้าํการผสมกบัไข่เพื่อตรวจสอบไปถึงอตัราการปฏิสนธิหรืออตัราการฟักออก 

Michael และTerrence ( 2005) ทดลองเปรียบเทียบผลของการแช่แข็ง (freezing) และ การอุ่นละลาย 

(thawing) ต่อการเคล่ือนท่ีของอสุจิปลา channel catfish (Ictalurus punctatus) โดยพบว่าการใช ้      

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kopeika+J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&term=%22Kopeika+J%22%5BAuthor%5D
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เมธานอล 5 เปอร์เซ็นต ์ เป็นสาร ไครโอโพรเทคเตนทจ์ะให้ผลท่ีดีกวา่ 10 เปอร์เซ็นต์ ใช้เวลาใน     

การลดอุณหภูมิลงช้าๆเป็น 3 องศาเซลเซียสต่อนาที อุณหภูมิท่ีใช้ในการอุ่นละลาย (thawing)     

ควรจะอยูใ่นช่วงระหวา่ง 30-40 องศาเซลเซียสใชเ้วลาในการการอุ่นละลาย 5 วินาทีดีกวา่ 10 วินาที 

He และคณะ (2004) ไดศึ้กษาผลของ ไดเมธิลซลัฟอกไซด์ (dimethyl sulfoxide) ร่วมกบั glycine 

เพื่อเก็บรักษานํ้ าเช้ือปลา striped bass (Morone saxatilis) พบวา่ไดเมธิลซลัฟอกไซด์ 7.5 เปอร์เซ็นต ์

และ glycine 75 มิลลิโมล ให้ผลดีท่ีสุดในการปกป้อง plasma membranes และคงสภาพการทาํงาน

ของไมโตครอนเดีย (mitochondria) และปริมาณ ATP ในตวัอสุจิ Viveiros et al. (2000)ไดร้ายงาน

วา่การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งในปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus ) ท่ีใชไ้ดเมธิลซลัฟอกไซด์ และ

เมธานอลในระดบั 5-25  เปอร์เซ็นต์ เก็บนํ้ าเช้ือแช่แข็งใน cryovials ท่ีมีขนาดบรรจุ 1 มิลลิลิตร   

โดยใชเ้คร่ืองแช่แข็งท่ีสามารถตั้งโปรแกรมได ้ทาํการละลายนํ้ าเช้ือปลาใน Ginzburg fish ringer 

เพื่อใหอ้ตัราส่วนของตวัอสุจิไม่มากเกินไปเม่ือเปรียบเทียบกบัจาํนวนของไข่ และภายหลงัจากการ

นาํออกจากการแช่แข็งยงัไดท้าํการเจือจางนํ้ าเช้ือในสัดส่วนต่างๆ ก่อนท่ีจะนาํไปผสมเทียม ดงัน้ี 

1:20 1:200 และ 1:2,000 ไดผ้ลดีโดยเฉพาะเมธานอล 10 เปอร์เซ็นต ์และการเจือจางนํ้ าเช้ือภายหลงั

จากการนาํออกจากการแช่แข็งในอตัราส่วน 1:200 แต่เป็นวิธีการท่ีตอ้งใชเ้คร่ืองแช่แข็งท่ีสามารถ 

ตั้งโปรแกรมเป็นวิธีการท่ียุง่ยากและเคร่ืองมือมีราคาแพง Viveiros และคณะ (2001) ยงัไดร้ายงาน

วธีิการท่ีเหมาะสมในแช่แขง็นํ้าเช้ือปลาดุกเทศโดยเคร่ืองแช่แขง็ท่ีสามารถตั้งโปรแกรมพบวา่เม่ือลด

อุณหภูมิลงช้าๆจาก -2 ถึง -5 องศาเซลเซียสต่อนาที อตัราการฟักออกสูงท่ีสุดเม่ืออุณหภูมิของ

นํ้าเช้ือเท่ากบั -38 องศาเซลเซียสต่อนาที และเวลาท่ีใชล้ดอุณหภูมิ ควรจะเร็วข้ึน ดงันั้นวิธีท่ีแนะนาํ

ก็คือ ลดอุณหภูมิให้เร็วข้ึนเป็นช่วง -5 ถึง -10องศาเซลเซียสต่อนาที แลว้จึงรักษาระดบัให้นํ้ าเช้ือ  

แช่แข็งอยูท่ี่-40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที ในการแช่แข็งนํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาว (Barbodes 

gonionotus) อยา่งง่ายโดย ปฏิญญา อน้ขวญัเมือง และคณะ (2550) ผลการทดลองพบวา่สามารถเก็บ

รักษาคุณภาพนํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาว ไดเ้ป็นระยะเวลานาน และยงัไดก้ล่าวถึงขอ้ไดเ้ปรียบของ  

การเก็บรักษานํ้ าเช้ือแช่แข็งโดยมีข้อดี คือ ทาํให้สามารถควบคุมช่วงเวลาการผสมเทียมหรือ        

การผสมขา้มพนัธ์ุปลาชนิดต่างๆ ไดง่้ายข้ึน นอกจากน้ีการลาํเลียงนํ้ าเช้ือแช่แข็งไปใชใ้นการผสม

เทียมสามารถทาํไดส้ะดวกกวา่ลาํเลียงพ่อพนัธ์ุ และการแช่แข็งนํ้ าเช้ือปลาตะเพียนขาวแบบแช่แข็ง

อยา่งง่ายมีราคาถูกและมีคุณภาพ ซ่ึงเกษตรกรผูเ้พาะเล้ียงสัตวน์ํ้ าสามารถนาํเอาไปประยุกตใ์ชใ้น

การประกอบอาชีพต่อไปไดจ้ริง 
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