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บทคดัย่อ 
  

การศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดได้ท าการศึกษาทั้งการเก็บรักษาแบบ   
ระยะสั้นและการเก็บรักษาแบบระยะยาว แบ่งการศึกษาออกเป็น 3 การทดลอง โดยการเก็บรักษา
น ้ า เ ช้ือแบบระยะสั้ นได้แบ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองย่อยดัง น้ี  (1.1) ผลของสาร 
extender และระยะเวลาการเก็บต่อการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบระยะสั้นของน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด 
(1.2) ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บท่ีเหมาะสมในการเก็บ
รักษาน ้ าเ ช้ือปลานวลจันทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้ น การเก็บรักษาน ้ าเ ช้ือแบบระยะยาว ได้แบ่ง
ออกเป็น 2 การทดลองย่อยดังน้ี (2.1) ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร  cryoprotectant ท่ี
เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง (2.2) ผลของอตัราการ
ลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง และการ
ทดลองท่ี 3 ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือสดและ
น ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์น ้าจืด 

การศึกษาผลของสาร extender ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด
แบบระยะสั้น (การทดลองท่ี 1.1) โดยใชส้าร extender 10 ชนิด (Kurokura medium-KU, modified 
cortland solution-MC, Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution-C-F HBSS, modified fish 
ringer's solution-MFR, 0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution-HBSS, sperm motility inhibiting 
saline medium-SM, Immobilizing Saad solution-Saad, 350 mM glucose and Immobilizing solution-
IM) ท าการเจือจางน ้ าเช้ือในสาร extender แต่ละชนิด และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4๐C จากนั้นท าการ
ทดสอบผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต ท่ีระยะเวลาการเก็บ 6, 12, 
24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบวา่การเก็บท่ีระยะเวลา 6-24 ชัว่โมง การใชส้าร 
extender ทั้ ง 10 ชนิด ไม่มีผลต่ออัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการมีชีวิต (P>0.05) ยกเวน้การใช ้
Saad และ SM ท่ีระยะเวลาการ เก็บ 12 และ 24 ชั่วโมง มีอัตราการมีชีวิตต ่ ากว่าการใช้สาร 
extender ชนิดอ่ืน ๆ และเม่ือท าการเก็บในระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนท่ี 48-96 ชั่วโมง พบว่าการ
ใช้ MC และ IM ยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่า 50% และสูงกว่าสาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใช้ใน
การศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) เม่ือน าสาร extender ทั้ง 10 ชนิด มาท าการทดสอบอตัรา
การปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ ณ เวลา 48 ชั่วโมง พบว่าการใช้สาร extender 3 ชนิด (HBSS, MC
และ KU) ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด และให้ผลไม่แตกต่างจากการ
ใชน้ ้ าเช้ือสด (P>0.05) จากนั้นน าสาร extender ทั้ง 3 ชนิด ดงักล่าว (HBSS, MC และ KU) มาท าการ
ทดสอบอตัราการปฏิสนธิ ณ เวลาการเก็บท่ี 72 ชัว่โมง พบวา่การใช ้HBSS ให้ผลอตัราการปฏิสนธิ
สูงสุด 28.39±3.44% (55% ของน ้ าเช้ือสด) จากนั้นน าสาร extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุดจากการทดลอง
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ท่ี 1.1 (HBSS) มาศึกษาอตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนต่างๆ คือ 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 (การทดลอง
ท่ี 1.2) ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชั่วโมง พบว่าการใช้อัตราการเจือจางท่ีอัตราส่วน
ต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15) ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิตและอตัราการ
เคล่ือนท่ี และให้ผลไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุม (undiluted sperm, P>0.05) ท่ีระยะเวลาการเก็บ
เร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) และพบว่าเม่ือระยะเวลาการเก็บเพิ่มข้ึนเป็น 48 ชัว่โมง และเพิ่มอตัราการเจือจาง
เป็น 1: 10 และ 1: 15ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ต ่ากวา่การ
ใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 และ 1: 5 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  

การศึกษาผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง (การทดลองท่ี 2.1) โดยใช้สาร cryoprotectant     
4 ช นิ ด  (dimethyl sulfoxide-DMSO, dimethyl acetamide-DMA, glycerol and methanol-MeOH) ท่ี ร ะ ดับ
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% และใช้ HBSS เป็นสาร extender พบว่าการใช้ 5% glycerol มีอตัราการ
ปฏิสนธิสูงสุด 64.97±1.82% (74% ของน ้าเช้ือสด) ซ่ึงสูงกวา่ทรีทเมนตอ่ื์น ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมี
นัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) จากนั้นเลือกสาร cryoprotectant ท่ีให้ผลดีท่ีสุด คือ 5% glycerol และ
HBSS มาท าการศึกษาผลของอตัราการลดอุณหภูมิท่ีมีผลต่อการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด
โดยวิธีการแช่แข็ง (การทดลองท่ี 2.2) โดยใช้วิธีอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ (One-step, Two-steps 
และ Three-steps) พบว่าการใช้อัตราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps มีอัตราการ
ปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิตสูงกว่าการใช้อตัราการลดอุณหภูมิแบบ Three-steps อย่างมีนัยส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05)  

การศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิทั้งในน ้ าเช้ือสดและ
น ้ า เ ช้ือแช่แข็งในปลานวลจันทร์น ้ า จืด (การทดลองท่ี  3) ในน ้ า เ ช้ือสดพบว่า เ ม่ือใช้น ้ า เ ช้ือ 
1×106: 1 และ1.5×106: 1 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ (P<0.05) ส่วนในน ้ าเช้ือแช่แข็งพบว่าเม่ือใช้
จ  านวน sperm: egg ratio ท่ีอตัราส่วน 1.30× 106:1, 1.95× 106: 1 และ 2.60× 106: 1 ส่งผลให้มีอตัราการ
ปฏิสนธิไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แต่เม่ือมีการเพิ่มหรือลดจ านวน sperm: egg ratio ทั้งในน ้ าเช้ือสด
และน ้าเช้ือแช่แขง็ มีผลท าใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  
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ABSTRACT 

 
This study examined the feasibility of short-term and long-term storage of small 

scale mud carp, Cirrhinus microlepis sperm. Three major experiments were carried out. 

The first experiment was subdivided into two parts for short-term storage: (1.1) the 

effect of extenders and times storage on short term storage of C. microlepis sperm, 

(1.2) the effect of dilution ratios (sperm: extender) and times storage on short-term 

storage of C. microlepis sperm. The second experiment was also divided into two parts 

for long-term storage: (2.1) the effect of cryoprotectants and their concentrations on 

cryopreservation of C. microlepis sperm, (2.2) and the effect of freezing procedures on 

cryopreservation of C. microlepis sperm. The third experiment was to investigate the  

effects of fresh and cryopreserved sperm on fertilization rates of C. microlepis.  

The effects of ten extenders (Kurokura medium-KU, modified cortland 

solution-MC, Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution-C-F HBSS, modified fish 

ringer's solution-MFR, 0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution-HBSS, sperm 

motility inhibiting saline medium-SM, Immobilizing Saad solution-Saad, 350 mM 

glucose and Immobilizing solution-IM) on the short term storage of C. microlepis 

sperm were investigated. Sperm samples were diluted with each extender and stored for 

6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 and 120 h at 4๐C, motility and viability rates were 

assessed. Ten of the extenders used did not affect motility and viability rates after 

storage for 6-24 h (P>0.05), except Saad and SM diluents in which viability rates were 

significantly lower than other extenders after storage for 12 and 24 h. With increasing 

storage time from 48 to 96 h, the sperm diluted with MC and IM retained motility rate 

more than 50%, and was significantly higher than the other extenders (P<0.05). After 

storage for 48 h, the effects of ten extenders on the fertilization rate were investigated. 

Three extenders (HBSS, MC and KU) did not affect the fertilization rates of                        
C. microlepis sperm and produced no significant difference from the control (P>0.05). 

These three extenders (KU, MC and HBSS) were used to investigate the fertilization 

rate, at 72 h of storage. The highest fertilization rate 28.39±3.44% (55% of control) 

resulted from HBSS diluent. The best extender from the experiment 1.1 (HBSS) was 

used to evaluate the effects of four dilution ratios (sperm: extender) at 1:3, 1:5, 1:10 

and 1:15 and times storage at 0, 48 and 72 h. At the beginning of the time storage (0 h), 

dilution ratios among 1:3, 1:5, 1:10 and 1:15 did not affect the percentages of 

fertilization, viability and motility. These results were not significantly different from 

the control treatment (undiluted sperm, P>0.05). Increasing dilution ratios up to 1:10 

and 1:15 resulted in lower fertilization, viability and motility rates than those of 1:3 and 

1:5 ratios (P<0.05), when stored for 48 h. 

The effects of four cryoprotectants (dimethyl sulfoxide-DMSO, dimethyl 

acetamide-DMA, glycerol and methanol-MeOH) at three concentrations (5, 10 and 

15%) on the cryopreservation of C. microlepis sperm were investigated. HBSS diluent 

was used as an extender. The highest fertilization rate 64.97±1.82% (74% of control) 

was achieved with 5% glycerol. This had a significantly higher result than the other 

treatments (P<0.05). Since the combination of 5% glycerol and HBSS yielded the best 

fertilization percentage, it was chosen to investigate the effect of three freezing 

procedures (one-step, two-steps and three-steps) on the cryopreservation of C. 

microlepis sperm. The percentage of fertilization and viability of frozen sperm 

resulting from one-step and two-step freezing procedures yielded a higher rate of 

fertilization and viability than that of the three-step freezing procedures (P<0.05). 
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The optimal sperm: egg ratios for fresh and cryopreserved sperm of                          
C. microlepis were determined. The sperm: egg ratios of 1×10

6
: 1 and 1.5×10

6
 did not 

affect the fertilization rates of fresh sperm (P>0.05). In frozen sperm, the fertilization 

rates obtained from the sperm: egg ratios of 1.30×10
6
: 1, 1.95×10

6
: 1 and 2.60×10

6
: 1 

were not significantly different (P>0.05). Both excessive and insufficient sperm 

concentrations from both fresh and frozen sperm resulted in reduced fertilization rates 

of C. microlepis sperm (P<0.05). 
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บทที ่1 
บทน า 

 

ปลานวลจนัทร์น ้ าจืด หรือปลาพอน (Cirrhinus microlepis) Sauvage เป็นปลาพื้นเมืองของ
ไทย ซ่ึงเป็นปลาน ้ าจืดท่ีอยูใ่นวงศป์ลาตะเพียน มีรูปร่างเพรียวยาวล าตวัค่อนขา้งกลม ปากเล็ก เกล็ด
เล็ก สีของล าตวัมีตั้งแต่สีส้มปนเทา จนถึงสีน ้ าตาลปนสีขาวเงิน ทอ้งสีขาว ครีบหลงัและครีบหางสี
น ้าตาลปนเทา ปลายครีบสีชมพู เดิมพบมากตามแม่น ้ าเจา้พระยาตั้งแต่จงัหวดัอยุธยาข้ึนไปถึงจงัหวดั
นครสวรรค์ ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบมากในแม่น ้ าโขง (กรมประมง, 2530) แต่ในปัจจุบนั
ปลานวลจนัทร์น ้ าจืดในธรรมชาติมีจ านวนลดน้อยลง (Rainboth, 1996) เน่ืองจากถ่ินท่ีอยู่อาศยัถูก
ท าลาย และส่ิงแวดล้อมเส่ือมโทรม จากการขยายตวัของชุมชน และพื้นท่ีการเกษตรท่ีก่อมลพิษ        
สู่แหล่งน ้ า รวมถึงการท าประมงเกินขนาด และการจับปลาในฤดูผสมพนัธ์ุ  ซ่ึงในปัจจุบันจาก
ฐานข้อมูลชนิดพันธ์ุท่ีถูกคุมคามในประเทศไทย (Red Data of Thailand, 2005) ของส านักงาน
นโยบายและแผนทรัพยากรธรรมชาติและส่ิงแวดลอ้ม ไดจ้ดัให้ปลานวลจนัทร์น ้ าจืดอยูใ่นสถานภาพ
มีแนวโนม้ใกลสู้ญพนัธ์ุ ต่อมามีหลายหน่วยงานท่ีเห็นความส าคญัของสถานการณ์ดงักล่าวโดยเฉพาะ
อย่างยิ่ง จากรายงานของสถานีประมงน ้ าจืดจังหวดันครพนม มีการรวบรวมพ่อแม่พันธ์ุปลา 
นวลจนัทร์น ้าจืดจากแม่น ้าโขงในเขตจงัหวดันครพนมและจงัหวดัมุกดาหาร มาท าการทดลองเล้ียงใน
บ่อดิน และพบว่าปลาชนิดน้ีสามารถเจริญเติบโตไดดี้ สามารถเล้ียงเพื่อบริโภคได ้จึงท าการศึกษา
เพาะพนัธ์ุเพื่อผลิตปลาชนิดน้ีปล่อยสู่แหล่งน ้ าธรรมชาติเป็นการฟ้ืนฟูพนัธ์ุสัตวน์ ้ าให้คงมีอยู่ต่อไป 
และสามารถส่งเสริมอาชีพให้แก่เกษตรกรได ้โดยจากการศึกษาพบวา่ฮอร์โมนสังเคราะห์ (LHRHa) 
ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อน ้าหนกัปลา 1 กิโลกรัม มีความเหมาะสมต่อการกระตุน้การตก
ไข่ของแม่ปลานวลจันทร์น ้ าจืด (เจริญ อุดมการ อรรณพ อ่ิมศิลป์ สมบัติ สิงห์สี มาลัย อ่ิมศิลป์ 
และ พิน พลไชย, 2547) แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่ปลานวลจนัทร์น ้ าจืดเพศผู ้มีปริมาตรน ้ าเช้ือนอ้ย โดย
มีปริมาตรน ้ าเช้ือประมาณ 0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตวั แต่มีความเขม้ขน้ของน ้ าเช้ือถึง 1.65±0.25×1010 ตวั/
มิลลิลิตร (ดวงจนัทร์ ดอกพอง, 2553) จากสาเหตุดงักล่าวจึงเป็นอุปสรรคส าหรับการเพาะพนัธ์ุปลา
ชนิดน้ี ดว้ยเหตุน้ีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดจึงน่าจะเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีช่วยในการ
แกปั้ญหาดงักล่าว ซ่ึงการเก็บรักษาน ้าเช้ือมีวิธีการเก็บ 2 วิธี คือ การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบระยะสั้น จะ
ใช้สาร extender ในการเจือจางน ้ าเช้ือเพื่อเพิ่มปริมาตร เป็นแหล่งพลงังานให้กบัตวัอสุจิเพื่อใช้ใน
กระบวนการเมแทบอลิซึม อีกทั้งสาร extender ยงัช่วยยืดระยะเวลาการเคล่ือนท่ี ให้กบัตวัอสุจิโดย
การเลือกชนิดของสาร extender นั้น ควรมีค่า pH และค่าออสโมลาลิต้ีใกล้เคียงกบั seminal plasma
ของน ้ าเช้ือปลาท่ีท าการศึกษาโดยทัว่ไปค่าออสโมลาลิต้ีท่ีเหมาะสมในปลากลุ่ม carp จะอยู่ในช่วง
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ระหว่าง 254-346 mOsmol/kg (Alavi and Cosson, 2006) หากอสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ี
ต ่า (hypotonic) จะกระตุ้นการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ ซ่ึงสารละลายท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีต ่ากว่า 200 
mOsmol/kg จะกระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิในปลากลุ่ม carp และต่อมาเซลล์อสุจิจะหยุดการ
เคล่ือนไหว และเซลล์อาจแตกหรือถูกท าลายเน่ืองจากเซลล์บวม (Alavi and Cosson, 2005) และ
สภาวะท่ีมีค่าออสโมลาลิต้ีสูง (hypertonic) ท  าให้เซลล์มีการสูญเสียน ้ าเกิดสภาวะเซลล์เห่ียว ซ่ึง
อาจจะเป็นสาเหตุท าให้โครงสร้างของ phospholipids bilayer และเซลล์เมมเบรนของตัวอสุจิถูก
ท าลาย (Jenking-Keeran and Woods, 2002) ท าใหไ้ม่สามารถผสมกบัไข่ได ้ส าหรับผลของ pH พบวา่
หากอสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมี pH ต ่า จะท าให้อสุจิมีการใชอ้อกซิเจนเพิ่มข้ึน และมีการผลิตกรดแลกติก 
ส่งผลให้อสุจิมีการเคล่ือนท่ีลดลง และหากอสุจิอยู่ในสภาวะท่ีมี pH สูง จะส่งผลให้อสุจิมีอตัรา       
เมแทบอลิซึมสูงข้ึน ดงันั้นการเลือกสาร extender ใหมี้ค่า pH และออสโมลาลิต้ี ท่ีเหมาะสมจึงมีความ
จ าเป็นส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้ น เพราะสาร extender นอกจากสามารถยืด
ระยะเวลาการเคล่ือนท่ีให้กบัตวัอสุจิแลว้ ยงัสามารถใช้เจือจางเพื่อเพิ่มปริมาตรน ้ าเช้ือไดอี้กดว้ย จึง
น่าจะเป็นประโยชน์ส าหรับการศึกษาและประยุกต์ใช้กบัปลานวลจนัทร์น ้ าจืด ซ่ึงพบว่ามีปริมาตร
น ้ าเช้ือน้อย แต่มีความเข้มข้นของน ้ าเช้ือสูง จึงได้มีการศึกษาอตัราการเจือจางระหว่างน ้ าเช้ือต่อ
สาร extender เพื่อเป็นการเพิ่มปริมาตรน ้าเช้ือ ใหส้ามารถน าไปผสมเทียมกบัไข่ไดง่้ายข้ึน และในการ
เก็บรักษาน ้าเช้ือแบบระยะยาวหรือการเก็บโดยวธีิการแช่แขง็ ซ่ึงเป็นอีกแนวทางหน่ึงท่ีช่วยด ารงพนัธ์ุ
ปลานวลจนัทร์น ้ าจืด เพราะเป็นวิธีท่ีสามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดไวไ้ด้นานเป็น
ระยะเวลาหลายปีโดยการเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลว (-196๐C) ซ่ึงอาศยัการท างานของสาร extender
ร่วมกับสาร cryoprotectant โดยสาร cryoprotectant มีหน้าท่ีป้องกนัอนัตรายของเซลล์ในระหว่าง
กระบวนการแช่แขง็และการละลาย นอกจากน้ีอตัราการลดอุณหภูมิเป็นอีกปัจจยัส าคญัอยา่งหน่ึงท่ีจะ
ท าให้การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบระยะยาวประสบความส าเร็จ เน่ืองจากการลดอุณหภูมิช้าหรือเร็ว
เกินไปก็จะท าใหเ้กิดอนัตรายต่อตวัอสุจิได ้หากมีการลดอุณหภูมิชา้เกินไปก็จะท าให้มีการสูญเสียน ้ า
จากภายในเซลล์ออกสู่ภายนอกเซลล์ในปริมาณท่ีมาก ส่งผลให้เกิดภาวะเซลล์เห่ียว และอาจท าให้
ความเขม้ขน้ของตวัท าละลายภายในเซลล์สูงเกินไป เม่ือตวัอสุจิสัมผสัอยู่กบัสารละลายท่ีมีความ
เขม้ขน้สูงเป็นเวลานานก็จะท าให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์อสุจิได ้และหากมีการลดอุณหภูมิเร็วเกินไป 
จะท าใหน้ ้าภายในเซลลเ์คล่ือนท่ีออกสู่ภายนอกเซลลไ์ดน้อ้ย ส่งผลใหเ้กิดผลึกน ้ าแข็งภายในเซลล์ ซ่ึง
อาจท าให้เซลล์และออแกเนลล์ถูกผลึกน ้ าแข็งท่ิมแทงได้ (Yang, Carmichael, Varga and Tiersch, 
2007) และนอกจากน้ีเพื่อให้เกิดการใชน้ ้ าเช้ือท่ีมีอยู่อย่างจ ากดัให้เกิดประโยชน์สูงสุด จึงควรทราบ
อตัราส่วนน ้ าเช้ือปลาท่ีเหมาะสมท่ีใชใ้นการผสมกบัไข่ (sperm: egg ratio) ซ่ึงจากการศึกษาท่ีผา่นมา
พบวา่อตัราส่วนน ้ าเช้ือต่อไข่ท่ีมากเกินไปส่งผลให้อตัราการปฏิสนธิลดลง เน่ืองจากความหนืดของ
อสุจิท่ีเกาะกนัแน่นหน้า micropyle ของไข่ท าให้อสุจิไม่สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได ้(Silveira, 
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Foresti, Silveira and Senhorini, 2006; Rurangwa et al., 1998; Tambassen-Cheong, Tan-Fermin, 
Garcia and Baldevarona, 1995; Rosenthal, Klumpp and Willfuhr, 1998) ในทางตรงกนัขา้มพบว่า
ปริมาณน ้ าเช้ือท่ีไม่เพียงพอก็ส่งผลให้อตัราการปฏิสนธิลดลงเช่นเดียวกนั (Linhart, Rodina, Kocour 
and Gela, 2006; Rurangwa et al., 1998; Silveira et al., 2006; Bart, Wolfe and Dunham, 1998) อ ย่ า ง
ไรก็ตามท่ีผา่นมายงัมีการศึกษาเทคนิคและวิธีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้น
นอ้ยมาก และพบว่ายงัไม่มีการศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะยาว รวมทั้ง
ยงัไม่มีการศึกษาในเร่ืองของอตัราส่วนน ้ าเช้ือปลาท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการผสมกบัไข่ (sperm: egg 
ratio) 

การวิจยัในคร้ังน้ีจึงมีแนวคิดท่ีจะศึกษาชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้น อตัราการเจือจาง (dilution rate) ระหวา่ง sperm: extender เพื่อเป็นการ
เพิ่มปริมาตรของน ้ าเช้ือ และระยะเวลาในการเก็บ (time storage) และมีแนวคิดท่ีจะศึกษาการเก็บ
รักษาน ้าเช้ือปลาชนิดน้ีแบบระยะยาว โดยหาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และอตัรา
การลดอุณหภูมิ (freezing rates) ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดย
วิธีการแช่แข็ง พร้อมทั้งศึกษาอตัราส่วนระหวา่ง sperm: egg ratio ทั้งส่วนท่ีเป็นน ้ าเช้ือสดและน ้ าเช้ือ
แช่แขง็ เพื่อประโยชน์ในการใชน้ ้าเช้ือใหมี้ประสิทธิภาพสูงสุด  
 
1.2 วตัถุประสงค์ในการวจัิย 
        1.2.1 เพื่อศึกษาชนิดของสาร extender และอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาใน
การเก็บท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้น 
        1.2.2 เพื่อศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ 
(freezing rate) ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง (แบบ
ระยะยาว) 
        1.2.3 เพื่อศึกษาจ านวนอสุจิท่ีเหมาะสม (sperm: egg ratio) ส าหรับการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือสด
และน ้าเช้ือแช่แขง็ของปลานวลจนัทร์น ้าจืด  

 
1.3 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 ท าให้ทราบชนิดของสาร  extender ทราบอัตราการเ จือจางของ  sperm: extender และ
ระยะเวลาในการเก็บท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้น ทราบ
ชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง อีกทั้งทราบถึงอตัราส่วน sperm: egg ratio ท่ี
เหมาะสมส าหรับน ้ าเช้ือสดและน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลานวลจนัทร์น ้ าจืด เพื่อให้มีการใชน้ ้ าเช้ือท่ีมีอยู่
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อยา่งจ ากดัของปลานวลจนัทร์น ้าจืดใหเ้กิดประโยชน์สูงสุด ซ่ึงประโยชน์จากการศึกษาดงักล่าวน้ีเพื่อ
น าไปสู่การเพิ่มประสิทธิภาพในการเพิ่มผลผลิต ส่งเสริมการเล้ียงให้กับเกษตรกร ตลอดจนการ
อนุรักษ์พนัธ์ุปลาต่อไป จดัเป็นองค์ความรู้ใหม่ และเป็นองค์ความรู้ในการวิจยัต่อไป เพราะยงัไม่มี
การศึกษาและวิจยัการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็งในปลานวลจนัทร์น ้ าจืดมาก่อน และสามารถ
พฒันาเทคนิคและวิธีการท่ีไดไ้ปประยุกต์ใช้กบัการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาในกลุ่มเดียวกนัท่ีมีปัญหา
คลา้ยคลึงกนั  
 ส าหรับหน่วยงานท่ีน าผลการวิจยัไปใช้ประโยชน์ ได้แก่ สถาบนัการศึกษาต่าง ๆ กรม
ประมง สถานีประมง ผูป้ระกอบการธุรกิจสัตวน์ ้ า ตลอดจนหน่วยงานของรัฐและเอกชนท่ีสนใจ
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บทที ่2  
วรรณกรรมและงานวจิัยทีเ่กีย่วข้อง  

 
ปลานวลจนัทร์น ้ าจืด หรือปลาพอน, Cirrhinus microlepis Sauvage มีช่ือสามญั คือ Small 

scale mud carp เป็นปลาน ้ าจืดท่ีอยู่ในวงศ์ปลาตะเพียน มีรูปร่างเพรียวยาวล าตวัค่อนขา้งกลม ปาก
เล็ก สีของล าตวัมีตั้งแต่สีส้มปนเทาจนถึงสีน ้ าตาลปนสีขาวเงิน ทอ้งสีขาว ครีบหลงัและครีบหางสี
น ้าตาลปนเทา ปลายครีบสีชมพ ูปลานวลจนัทร์น ้าจืดเดิมพบมากตามแม่น ้ าใหญ่ เช่น แม่น ้ าเจา้พระยา
ตั้งแต่จงัหวดัอยุธยาข้ึนไปถึงจงัหวดันครสวรรค ์ทางภาคตะวนัออกเฉียงเหนือพบมากในแม่น ้ าโขง 
(กรมประมง, 2530) ต่อมามีการขยายตวัของชุมชน และพื้นท่ีการเกษตรท่ีก่อมลพิษสู่แหล่งน ้ า อีกทั้ง
วิธีการจบัปลาท่ีผิดกฏหมายท าให้ทรัพยากรสัตวน์ ้ าจืดมีจ านวนลดลงมาก และจากการศึกษาพบว่า
ประชากรของปลานวลจนัทร์น ้ าจืดในแต่ละแหล่งมีจ านวนลดลงมาก (Rainboth, 1996) ซ่ึงต่อมา 
เจริญ อุดมการ และคณะ (2547) จึงได้มีการศึกษาการเพาะพนัธ์ุปลานวลจนัทร์น ้ าจืด และพบว่า
ฮอร์โมนสังเคราะห์ (LHRHa) ท่ีอตัราความเขม้ขน้ 20 ไมโครกรัมต่อน ้ าหนกัปลา 1 กิโลกรัม มีความ
เหมาะสมต่อการกระตุ้นการตกไข่ของแม่ปลานวลจันทร์น ้ าจืด แต่อย่างไรก็ตามพบว่าปลา   
นวลจนัทร์น ้าจืดเพศผูมี้น ้าเช้ือนอ้ย จึงเป็นอุปสรรคส าหรับการเพาะพนัธ์ุปลานวลจนัทร์น ้าจืด  

ดว้ยเหตุน้ีเทคนิคการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาแบบระยะสั้นและแบบระยะยาว น่าจะเป็นแนวทาง
หน่ึงส าหรับการแกปั้ญหาในปลาชนิดน้ี โดยการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้นนั้นจ าเป็นตอ้ง
คดัเลือกสาร extender ให้เหมาะสมส าหรับเจือจางน ้ าเช้ือ ก่อนการเก็บรักษาเพื่อไม่ให้น ้ าเช้ือมีความ
เขม้ขน้มากเกินไป และยงัเป็นการเพิ่มปริมาตรของน ้ าเช้ืออีกดว้ย อีกทั้งมีบทบาทในการยืดระยะเวลา
การเคล่ือนท่ี และลดการใช้พลงังานของตวัอสุจิ ซ่ึงสาร extender ควรมีค่าออสโมลาริต้ีใกลเ้คียงกบั
เลือด หรือ seminal plasma ของน ้าเช้ือปลา เช่น 280-300 mOsm Kg-1 ส าหรับปลาน ้ าจืด และ 200-300 
mOsm Kg-1 ส าหรับปลาทะเล (Wayman and Tiersch, 2000)  

ในกระบวนการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาแบบระยะยาวมีปัจจยัอ่ืน ๆ ท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ สาร 
cryoprotectant และอัตราการลดอุณหภู มิ  (freezing rate) ท่ี เหมาะสม จากนั้ นน าน ้ า เ ช้ือ ท่ีผ่าน
กระบวนการแช่แข็ง เก็บในถังไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิ -196๐C สาร cryoprotectant เป็นสาร
ป้องกนัเซลล์ถูกท าลายในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง ซ่ึงสาร cryoprotectant แต่ละชนิดจะตอ้งมี
ความเขม้ขน้และระยะเวลา (equilibration time) ท่ีเหมาะสม เพื่อท่ีจะออกฤทธ์ิและป้องกนัเซลล์ถูก
ท าลาย (Rana, 1995 และ Akcay, Bozkurt, Secer and Tekin, 2004) สาร cryoprotectant หลายชนิด
เช่น DMSO, DMA, MeOH และ glycerol ไดมี้การใชแ้ละให้ผลดีในปลาหลายชนิด โดยเฉพาะอยา่ง
ยิ่งมีรายงานว่า DMSO เป็นสารท่ีนิยมใชก้นัแพร่หลายในปลาหลายชนิด แต่อย่างไรก็ตาม พบวา่มี
อตัราการปฏิสนธิประมาณ 50% (Horvath and Urbanyi, 2000; Urbanyi et al., 1999; Chereguini, 
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Banda, Rasines and Fermandez, 2001 and Kwantong and Bart, 2003) และพบวา่สาร cryoprotectant
ท่ีมีความเข้มข้นสูงจะมีความเป็นพิษต่อเซลล์ (Wayman and Tiersch, 2000) อย่างไรก็ตามสาร
ต่าง ๆ เหล่าน้ียงัมีการศึกษากนันอ้ยมากในกลุ่มปลา Carp Babiak, Glogowski, Brzuska, Szumiec and 
Adamk (1997) พบว่าสาร DMA (10%) เป็นสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือ
ปลาไน ซ่ึงมี เปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีและเปอร์เซ็นต์การปฏิสนธิ เท่ากับ 27.5±2.5% และ 
72.9±0.8% ตามล าดบั ซ่ึงไม่แตกต่างกับน ้ าเช้ือสด (p>0.05) อย่างไรก็ตามในปลาชนิดเดียวกันน้ี 
Lahnsteiner, Berger, Horvath, Urbanyi and Weismann (2000) และ Linhart, Rodina and Cosson (2000) 
พบว่า 10% DMSO เป็นสาร cryoprotectantท่ีให้อตัราการเคล่ือนท่ี 35.2±7.1% และ 78.0±18.0% 
ตามล าดบั 

ความส าเร็จของการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาไม่เพียงแต่ข้ึนอยู่กบัความเขม้ขน้ และระยะเวลาท่ี
เหมาะสมของสาร cryoprotectant และสาร extender เท่านั้นแต่ยงัข้ึนอยู่กบัอตัราการลดอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในระหว่างขบวนการแช่แข็งด้วย (Mazur, 1977) ในระหว่างขบวนการแช่แข็งและการ
ละลาย (thawing) จะมีการแพร่เขา้-ออก ของน ้ าระหวา่งเซลล์และตวักลาง พบว่าถา้ลดอุณหภูมิอยา่ง
ชา้ ๆ ในระหวา่งขบวนการแช่แข็งจะท าให้เกิดผลึกน ้ าแข็ง ซ่ึงเป็นสาเหตุหลกัท่ีท าให้เซลล์ถูกท าลาย 
ในทางกลับกันถ้ามีการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วเซลล์อาจจะมีการช๊อค (cold shock) (Lueng in 
Jamieson, 1991) ในขบวนการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาไน โดยใช้น ้ าแข็งแห้ง (dry ice, อุณหภูมิ -79๐C) 
พบอตัราการรอด (survival rate) สูงท่ีสุด 91% เม่ือใช ้Kurokura el al. extender +10% egg yolk และมี 
10% DMSO เป็นสาร cryoprotectant (Babiak et al., 1997) นอกจากน้ี Linhart et al. (2000) พบวา่
อัตราการฟักของน ้ าเช้ือแช่แข็งปลาไนไม่มีความแตกต่างกับน ้ าเช้ือสด (52±9% และ 50±18% 
ตามล าดบั, p>0.05) เม่ือใชก้ารลดอุณหภูมิท่ี two-step freezing rates โดยการลดอุณหภูมิ 4๐C min-1

จาก 4๐C ถึง -9๐C และลดอุณหภูมิท่ี 11 ๐C min-1 จาก -9๐C ถึง -80๐C นอกจากน้ี Akcay et al. (2004) 
พบวา่อตัราการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือแช่แข็งปลาไนเพียง 26% เม่ือใชก้ารลดอุณหภูมิโดยการองัผา่นไอ
ไนโตรเจนเหลว (liquid nitrogen vapor) นาน 10 นาที ก่อนจุ่มในไนโตรเจนเหลว -196๐C จากขอ้มูล
ดงักล่าวพบวา่วธีิการลดอุณหภูมิท่ีใชใ้นการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลากลุ่ม Carp ยงัมีความหลากหลายและ
ผลท่ีไดก้็แตกต่างกนัออกไป ดงันั้นการหาอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมจึงจ าเป็นส าหรับปลากลุ่ม
น้ี โดยเฉพาะในปลานวลจนัทร์น ้าจืดซ่ึงยงัไม่มีการศึกษามาก่อน 
 วิธีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาท่ีนิยมท ากันมี 2 วิธี คือ การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบระยะสั้ น 
(Short-term storage) เป็นการเก็บในตูเ้ยน็ท่ีมีอุณหภูมิสูงกวา่ 0๐C เล็กนอ้ย โดยสารส าคญัท่ีใชใ้นการ
เก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้น คือสาร extender ซ่ึงเป็นสารท่ีใชเ้จือจางน ้ าเช้ือก่อนการเก็บรักษา
เพื่อไม่ใหน้ ้าเช้ือมีความเขม้ขน้มากเกินไป อีกทั้งมีบทบาทในการลดการเคล่ือนท่ีและการใชพ้ลงังาน
ของตวัอสุจิ และอีกวิธีหน่ึงคือการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบระยะยาว (Long-term storage) ซ่ึงตอ้งอาศยั
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สาร extender สาร cryoprotectant และอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rates) ท่ีเหมาะสม จากนั้นน า
น ้าเช้ือท่ีผา่นกระบวนการแช่แขง็เก็บในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีมีอุณหภูมิ -196๐C  
  Hulata and Rothbard (1979) ไดศึ้กษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาไนแบบระยะสั้ น โดยใช ้
rinsing solution ซ่ึงประกอบดว้ย 0.3% Urea และ 0.4% NaCl เป็นสาร extender เก็บท่ีอุณหภูมิ 0 ถึง  
4๐C ไดน้านถึง 45 ชัว่โมง โดยมีอตัราการปฏิสนธิและอตัราการฟักไม่แตกต่างกบัน ้ าเช้ือสด และใช้
สารเดียวกนัน้ีเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาทองพบวา่สามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิ 3 ถึง 5๐C ไดน้านถึง 
30 วนั ส าหรับในประเทศไทย อุทยัรัตน์ ณ นคร (2525) ทดลองเก็บน ้าเช้ือปลาตะเพียนขาว โดยเจือจาง 
น ้ าเช้ือต่อสาร extender 2 ชนิด คือ rinsing solution และ Ringer’s solution ในอตัราส่วน 5: 3 (sperm: 
extender) พบวา่ Ringer’s solution เป็นสารละลายท่ีเหมาะสมในการเจือจางน ้ าเช้ือปลาตะเพียน โดย
เก็บไดน้าน 24 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ 4๐C คือ ให้อตัราการปฏิสนธิเป็น 80.64 และ 38.68% เม่ือเก็บนาน 
24 และ 72 ชัว่โมง ตามล าดบั ต่างกบัน ้ าเช้ือท่ีเก็บเจือจางใน rinsing solution โดยวิธีเดียวกนัมีอตัรา
การปฏิสนธิเป็น 60.17 และ 3.71% เม่ือเก็บนาน 24 และ 72 ชัว่โมงตามล าดบั จากขอ้มูลจะเห็นไดว้า่
ชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมนั้นนอกจากจะสามารถยืดเวลาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาแบบ   
ระยะสั้นแลว้ ยงัสามารถใชเ้จือจางเพื่อเพิ่มปริมาตรน ้ าเช้ือไดอี้กดว้ย จึงน่าจะเป็นประโยชน์ส าหรับ
การศึกษาและประยกุตใ์ชก้บัปลานวลจนัทร์ ซ่ึงพบวา่มีน ้าเช้ือนอ้ย 

นอกจากน้ีการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาโดยวิธีการแช่แข็งเป็นทางเลือกหน่ึงท่ีช่วยแกปั้ญหาใน
ปลาท่ีใกลจ้ะสูญพนัธ์ุ (Endangered species) หรือใชใ้นโปรแแกรมการผสมพนัธ์ุปลา เช่น androgenesis 
(Thorgaard, Pual, Wheeler and Robert, 2000) และผลิตปลาขา้มสายพนัธ์ุ (Hybridize species) ได ้เช่น
การใช้น ้ าเช้ือแช่แข็งของ blue catfish, Ictalurus furcatus ผสมกบัไข่ของ Channel catfish, Ictalurus 
punctatus โดย Bart et al. (1998) นอกจากน้ียงัสามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือได้นาน ลดพื้นท่ีการเล้ียง
broodstock สามารถขนส่งได้ง่ายเม่ือเทียบกับปลามีชีวิต (Piironen, 1993; Chereguini et al., 2001)
และสามารถแก้ปัญหาส าหรับปลาท่ีไข่และน ้ า เ ช้ือสุกไม่พร้อมกันเช่นปลาเผาะหรือปลา
โมง (Pangasius bocourti) อยา่งไรก็ตามวธีิการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลามีค่าใชจ่้ายในการด าเนินงาน และ
ค่าใช้จ่ายในการเก็บรักษาจึงควรใช้น ้ าเช้ือปลาแช่แข็งให้เกิดประสิทธิภาพสูงสุด ดว้ยเหตุน้ีจึงควร
ทราบอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของน ้าเช้ือแช่แขง็ และน ้าเช้ือสดท่ีใชผ้สมกบัไข่หน่ึงใบ (sperm: egg ratio) 
 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่ามีการใช้ปริมาณน ้ าเช้ือผสมกับไข่เกินความจ าเป็น อีกทั้ ง
การศึกษาอตัราส่วนของ sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมส าหรับปลาแต่ละชนิดมีนอ้ยมาก (Lahnsteiner 
and Patzner, 1996) ในปลา ดุกย ักษ์  (Clarias gariepinus) Steyn and Vuren (1987) พบว่ า ก าร ใช้
อตัราส่วนน ้ าเช้ือแช่แข็ง 4.9×104 sperm: egg มีอตัราการฟักเป็นตวั 51% ซ่ึงไม่แตกต่างกบัน ้ าเช้ือสด 
ในปลาชนิดเดียวกนัน้ี Viveiros, So and Komen (2000) พบอตัราการฟักเป็นตวั 58% ซ่ึงไม่แตกต่าง
กบัน ้ าเช้ือสด เม่ือใช้อตัราส่วนน ้ าเช้ือแช่แข็ง 1.13×104 sperm: egg แต่อย่างไรก็ตามใน blue catfish, 
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Ictalurus furcatus  ตอ้งใชอ้ตัราส่วนน ้ าเช้ือแช่แข็งถึง 13.3×106 sperm: egg และให้อตัราการปฏิสนธิ
เพียง 54% ของน ้ าเช้ือสด (Bart et al., 1998) ส าหรับปลานิล, Oreochromis sp. Rana and McAndrew 
(1989) พบอตัราส่วนน ้ าเช้ือแช่แข็ง 0.14×106 sperm: egg เป็นสัดส่วนท่ีเหมาะสม นอกจากน้ีพบว่า
อตัราส่วนน ้ าเช้ือต่อไข่ท่ีมากเกินไปส่งผลให้อตัราการปฏิสนธิลดลง เน่ืองจากความหนืดของ sperm 
ท่ีเกาะกนัแน่นหน้า micropyle ของไข่ท าให้ไม่สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได้ (Rurangwa et al., 
1998; Tambassen et al., 1995; Gwo, 2000; Rosenthal et al. 1988) ในทางกลบักนัพบวา่ปริมาณ
น ้าเช้ือท่ีไม่เพียงพอก็ส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลงเช่นเดียวกนั (Rurangwa et al., 1998; Bart et al., 
1998) Kwantong (2003) ศึกษาผลของอตัรา dilution rate ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือสดใน
ปลาสวาย พบว่าอตัรา dilution rate ระหว่าง 1:1 ถึง 1:30 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ซ่ึงอตัราการ
ปฏิสนธิอยูร่ะหวา่ง 33-45% แต่เม่ือเพิ่มอตัรา dilution rate เป็น 1:100 ท าให้อตัราการปฏิสนธิลดลง
เพียง 17% เท่านั้น จากขอ้มูลดงักล่าวขา้งตน้ จะเห็นไดว้า่ปริมาณน ้ าเช้ือท่ีสูงเกินไปหรือนอ้ยไป จะมี
ผลต่อการลดอตัราการปฏิสนธิ อีกทั้งขอ้มูลการศึกษาถึงประสิทธิภาพ อตัราส่วนน ้ าเช้ือท่ีเหมาะสม
ต่อการผสมกบัไข่มีนอ้ยมาก หรือไม่มีเลยส าหรับปลาในกลุ่ม Carp ดว้ยเหตุน้ีจึงมีความจ าเป็นอยา่งยิ่ง
ส าหรับการศึกษา dilution rate ของสาร extender ท่ีเหมาะสม เพื่อใช้เจือจางน ้ าเช้ือปลา และเพื่อให้
เกิดการใชน้ ้าเช้ือท่ีมีอยูอ่ยา่งจ ากดัใหเ้กิดประโยชน์สูงสุด และควรทราบอตัราส่วนน ้ าเช้ือปลาท่ีใชใ้น
การผสมกบัไข่ตลอดจนการศึกษาวธีิการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาชนิดน้ีแบบแช่แข็งเพื่อการอนุรักษพ์นัธ์ุ 
และส่งเสริมการเล้ียงส าหรับเกษตรกรต่อไป  
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บทที ่3 
วธิีด าเนินงานวจิัย 

 
การศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด (Cirrhinus microlepis) โดยวิธีการเก็บ

แบบระยะสั้นและแบบระยะยาว หรือการเก็บโดยวธีิการแช่แข็ง มีการด าเนินงานวิจยัทั้งในภาคสนาม
และในห้องปฏิบติัการ ในส่วนของห้องปฏิบติัการใช้ห้องปฏิบติัการสรีรและกายวิภาคสัตว์ อาคาร
เคร่ืองมือ 3 มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และห้องปฏิบัติการของสถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดั
นครพนม ส าหรับการศึกษาในภาคสนามนั้นใชส้ถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดันครพนม เป็นสถานท่ีใน
การด าเนินการวจิยั โดยการศึกษาคร้ังน้ีแบ่งการทดลองออกเป็น 3 การทดลอง คือ 
การทดลองที ่1  ศึกษาการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน  
                            ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี  

1.1 ศึกษาชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด 
แบบระยะสั้น   

1.2 ศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บ (time storage) ท่ีเหมาะสม 
ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้น 

    
การทดลองที ่2  ศึกษาการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิการ 
                             แช่แข็ง  
                      ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 

2.1 ศึกษาชนิดและความเข้มขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษา
น ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็ 

2.2 ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ (feezing rate) ท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็ 

             โดยการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาทั้งแบบระยะสั้นและระยะยาว มีการประเมินคุณภาพ
ของน ้าเช้ือจากอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวติ และอตัราการปฏิสนธิ 

 
การทดลองที ่3  ศึกษาจ านวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  
   ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี                            

3.1 ศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน ้ าเช้ือสดในปลา
นวลจนัทร์น ้าจืด 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

10 
 

3.2 ศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน ้ าเช้ือแช่แข็งใน
ปลานวลจนัทร์น ้าจืด  

 โดยใชว้สัดุอุปกรณ์หลกั สารเคมี พร้อมทั้งวธีิการศึกษาดงัน้ี 
 

3.1 วสัดุและอุปกรณ์ 
         1)   หลอดฉีดยาและเขม็ฉีดยา 
         2)   โกร่งบดฮอร์โมน          
         3)   เปลใส่ปลา 
         4)   ถุงพลาสติกขนาด 30×80 เซนติเมตร 
         5)   ผา้ขนหนู 
         6)   กะละมงั 
         7)   ขวดพลาสติกขนาด 1.25 ลิตร 
         8)   glass petri dish  
         9)   ขนไก่ 
         10) กระติกน ้าแขง็ 
         11) หลอดพลาสติกขนาด 5 มิลลิลิตร พร้อมฝาปิด 
         12) vortex mixer 
         13) Fiske Associates Osmometer รุ่น 210  
         14) ตูเ้ยน็ 
         15) slides และ cover slips 
         16) ไมจ้ิ้มฟัน 
         17) micro pipettes ขนาด 10, 100, 200 และ 1000 ไมโครลิตร 
         18) small and large pipette tips 
         19) hemacytometer 
         20) หลอดแช่แขง็ (french straws) ขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
         21) forcept 
         22) ตะเกียงแอลกอฮอล ์
         23) beaker ขนาด 25, 50, 100 และ 250 มิลลิลิตร 
         24) graduated cylinders ขนาด 250 มิลลิลิตร 
         25) glass stirring rod 
         26) volumetric flask ขนาด 25 และ 250 มิลลิลิตร 
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         27) ขวดสีชา ขนาด 50 มิลลิลิตร         
         28) ขวดแกว้ขนาด 250 มิลลิลิตร 
         29) liquid nitrogen containers dewar 20 XT (Taylor-Wharton U.S.A.) 
         30) liquid nitrogen storage with dispenser 
         31) cryobath 
         32) cryochamber 
         33) cryocane 
         34) cryo gloves 
         35) freezer control (CL 3300) 
         36) compound microscope and stereo microscope 
         37) computer and software operating manual (cryogenesis version 4 for windows) 
         38) Hach pH Meter รุ่น EC10 
         39) universal high speed centrifuges รุ่น Z 323 K  
 
3.2 สารเคมี 
         1)   น ้ากลัน่ 
         2)   ไนโตรเจนเหลว  
         3)   sodium chloride (NaCl) 
         4)   potassium chloride (KCl) 
         5)   calcium chloride dihydrate (CaCl2.2H2O) 
         6)   sodium hydrogen carbonate (NaHCO3) 
         7)   magnesium sulphate heptahydrate (MgSO4.7 H2O) 
         8)   disodium hydrogen phosphate heptahydrate (Na2HPO4.7 H2O) 
         9)   potassium dihydrogen phosphate (KH2PO4) 
         10) sodium dihydrogen phosphate (NaH2PO4) 
         11) tris-Hydroxymethyl-Methylamine (NH2C(CH2OH)3) 
         12) glucose (C6H12O6) 
         13) dimethyl sulfoxide (DMSO, (CH3)2SO) 
         14) dimethyl acetamide (DMA, CH3C(O)N(CH3)2) 
         15) glycerol (C3H5(OH)3) 
         16) methanol (MeOH, CH3OH) 
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         17) luteinizing hormone releasing hormone analog (LHRHa; Suprefact) 
         18) domperidone (Motilium M) 
         19) human chorionic gonadotropin (HCG) 
         20) eosin B 
         21) nigrosin 
         22) sodium citrate dihydrate 
         23) gilson solution 
         24) น ้ายาเช็ดเลนส์ 
         25) น ้ายาเคลือบเล็บ 
         26) oil 
 
3.3 วธีิการศึกษา 
         3.3.1 การคัดเลอืกพ่อแม่พนัธ์ุ 

      เม่ือถึงฤดูผสมพนัธ์ุในช่วงเดือนมิถุนายนถึงสิงหาคม ก่อนท าการทดลองตอ้งคดัพ่อแม่
พนัธ์ุปลานวลจันทร์น ้ าจืดท่ีสมบูรณ์เพศ และแข็งแรง จากบ่อดินมาพกัไวใ้นถังไฟเบอร์กลาส 
ขนาด 2 ลูกบาศก์เมตร โดยแยกเพศผู ้และเพศเมียเพื่อท าการฉีดฮอร์โมน โดยมีวิธีการตรวจสอบ
ความสมบูรณ์เพศ และวธีิการฉีดฮอร์โมนของพอ่แม่พนัธ์ุปลานวลจนัทร์น ้าจืดดงัน้ี  

      -  ปลานวลจันทร์น า้จืดเพศผู้    
                       ลกัษณะส่วนทอ้งไม่นูน พื้นทอ้งจะแข็งกวา่เพศเมีย ช่องเพศมีลกัษณะเป็นรูปวงรี แคบ
เล็กสีแดงอ่อน เม่ือใช้มือบีบท่ีช่องเพศเบา ๆ จะมีน ้ าเช้ือสีขาวไหลออกมาเห็นไดช้ดัเจน น าพ่อพนัธ์ุ
ปลานวลจันทร์น ้ าจืดท่ีแข็งแรงสมบูรณ์เพศมาท าการฉีดฮอร์โมน โดยใช้ฮอร์โมนสังเคราะห์ 
(LHRHa, Suprefact) ร่วมกบัยาเสริมฤทธ์ิ domperidone (Motilium M) โดยใช้ Suprefact 20 ไมโครลิตร/
กิโลกรัม ร่วมกบั Motilium M 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม หลงัจากนั้น 6-8 ชัว่โมง ท าการรีดน ้ าเช้ือ ดงัแสดง
ในภาพท่ี 1 โดยใช้ micro pipettes ขนาด 1,000 ไมโครลิตร ดูดน ้ าเช้ือ (ภาพท่ี 2, ก) ก่อนท าการรีด
น ้ าเช้ือควรใชผ้า้ขนหนูสะอาดเช็ดตวัปลาให้แห้ง และใช้กระดาษทิชชู่ซับบริเวณต่ิงเพศ (urogenital 
pore) เพื่อป้องกนัการปนเป้ือนจากน ้ า เลือด ปัสสาวะ และของเสียอ่ืน ๆ น ้ าเช้ือท่ีน ามาท าการเก็บ
รักษาจะตอ้งไม่ปนเป้ือนจากส่ิงดงักล่าว และมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป 
   -  ปลานวลจันทร์น า้จืดเพศเมีย  
                       ลกัษณะส่วนทอ้งอูมเป่ง กลม นูนออกมาเห็นไดช้ดั พื้นทอ้งน่ิมมาก ลกัษณะช่องเพศ
เป็นรูปวงรี กวา้งและใหญ่กวา่เพศผู ้นอกจากการสังเกตภายนอกแลว้ ยงัตอ้งมีการสุ่มตวัอยา่ง และวดั
ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางไข่ดว้ยเวอร์เนียมิเตอร์ โดยใช้ flexible catheter ดูดไข่ออกมาใส่ในขวดท่ีมี
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น ้ายา gillson เพื่อเป็นการ fix ไข่ จากนั้นน ามาวดัขนาดไข่ ถา้พบวา่ไข่มีขนาดค่อนขา้งสม ่าเสมอและ
มีเส้นผา่นศูนยก์ลางของไข่ประมาณ 1.4 มิลลิเมตร จึงน ามาฉีดฮอร์โมนเร่งการตกไข่ โดยใช ้ human 
chorionic gonadotropin (HCG) ฉีด HCG 2 เข็ม เข็มละ 500 IU/กิโลกรัม โดยเข็มท่ี 2 ห่างจากเข็ม
แรก 24 ชั่วโมง หลังจากฉีดเข็มท่ี 2 แล้ว 8 ชั่วโมง ฉีด Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม ร่วมกับ
Motilium M 5 ไมโครกรัม/กิโลกรัม หลงัจากนั้น 8 ชัว่โมง ท าการรีดไข่ดงัแสดงในภาพท่ี 1 ก่อนท า
การรีดไข่ควรใชผ้า้ขนหนูท่ีสะอาดท าความสะอาดตวัปลา และใชก้ระดาษทิชชู่ซบับริเวณต่ิงเพศ แลว้
ใช้ภาชนะท่ีแห้ง และสะอาดรองรับไข่ (ภาพท่ี 2, ข) เพื่อน าไปทดสอบอตัราการปฏิสนธิ  โดยไข่ท่ี
น ามาใชใ้นการทดสอบอตัราการปฏิสนธิจะตอ้งไม่มีการปนเป้ือนจากน ้ า เลือด ปัสสาวะ และของเสีย
อ่ืน ๆ ซ่ึงไข่ปลานวลจนัทร์น ้ าจืดควรมีลักษณะกลม มีขนาดท่ีสม ่าเสมอกัน มีเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 1.6 มิลลิเมตร สีเขียวอมเทา หรือสีเหลืองอ าพนั และไข่ไม่เกาะกนัเป็นกอ้น 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที ่1  การฉีดฮอร์โมนเพื่อกระตุน้การพฒันาของอสุจิ และการพฒันาของไข่ปลานวลจนัทร์น ้าจืด 

 

 

น า้หนัก 0.71-1.08 กโิลกรัม/ตัว น า้หนัก 0.64-1.28 กโิลกรัม/ตัว 

Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม 
Motilium M 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

8 ชัว่โมง 

HCG 500 IU/กิโลกรัม 
8 ชัว่โมง 

HCG 500 IU/กิโลกรัม 
24 ชัว่โมง 

  Spermiation 

  Ovulation 

 

เพศผู้ 
 

เพศเมีย 

Suprefact 20 ไมโครลิตร/กิโลกรัม 
Motilium M 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม 

8 ชัว่โมง 

เขม็ท่ี 1 

เขม็ท่ี 2 

เขม็ท่ี 3 

เขม็ท่ี 1 



 

 

 

 

 

 

 

 

14 
 

                                  
 
 
 
 
 
 
 
                                       (ก)                                                                         (ข) 

ภาพที ่2  การรีดน ้าเช้ือ (ก) การรีดไข่ (ข) 
 
         3.3.2 การศึกษาส่วนประกอบไอออน ค่าออสโมลาลติี ้และค่า pH ของน า้เช้ือปลา           
                     นวลจันทร์น า้จืด 
                  น าน ้าเช้ือท่ีรีดไดม้าท าการ centrifuged ท่ีความเร็วรอบ 10,000 rpm อุณหภูมิ 4๐C เป็นเวลา 
30 นา ที  โดยการใช้ เ ค ร่ือง  universal high speed centrifuges รุ่ น  Z 323 K (Hermle Labortechnik, 
Wehingen, Germany) หลงัจากการ centrifuged จะสังเกตเห็นไดว้่าตวัอย่างน ้ าเช้ือมีการแยกออกเป็น
สองส่วนโดยส่วนล่างจะมีลักษณะสีขาวขุ่น คือ ตวัอสุจิ และส่วนบนจะมีลักษณะเป็นน ้ าใส คือ 
seminal plasma จากนั้นใชไ้มโครปิเปตดูดส่วนของ seminal plasma ใส่ cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
เพื่อน ามาวดัค่าออสโมลาลิต้ี และค่า pH โดยท าการวดัค่าออสโมลาลิต้ีดว้ยเคร่ือง Fiske Associates 
Osmometer รุ่น210 (Fiske Associates, Massachusetts,  USA) และวัดค่ า  pH ด้วย เค ร่ือง  Hach pH 
Meter รุ่น EC10 (Hach, Loveland, USA) ส่วน seminal plasma ท่ีเหลือน าไปเก็บท่ีอุณหภูมิ -80๐C
ส าหรับน าไปศึกษาส่วนประกอบของไอออนชนิดต่าง ๆ ท่ีอยูใ่นน ้ าเช้ือปลา ซ่ึงไดแ้ก่ แคลเซียม และ
แมกนีเซียม โดยใช้เคร่ือง Cobas Integra 800 (Roche, Nannhein, Germany) และท าการวิเคราะห์
โซเดียม โพแทสเซียม และคลอไรด ์ดว้ยเคร่ือง NOVA 4 CRT (Nova Biomedical, Waltham, USA) 
   
         3.3.3 การตรวจสอบคุณภาพน า้เช้ือ โดยศึกษาจากลกัษณะต่าง ๆ ดังนี้ 
   3.3.3.1 ลกัษณะทางกายภาพของน า้เช้ือ  
                                ควรสังเกตทนัทีหลงัจากรีดน ้ าเช้ือออกมา โดยดูสี ความเขม้ขน้ และส่ิงเจือปน
เช่น น ้า เลือด ปัสสาวะ และของเสียอ่ืน ๆ น ้าเช้ือท่ีดีควรมีสีขาวขุ่น และไม่มีส่ิงเจือปน 
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                    3.3.3.2 การหาความเข้มข้นของน า้เช้ือ (จ านวนอสุจิต่อหน่ึงมิลลลิติร) 
                               การหาความเข้มข้นของน ้ าเช้ือหาได้โดยเจือจางน ้ าเช้ือสดด้วยสาร extender 
(0.9%  NaCl) ในอตัราส่วนน ้ าเช้ือต่อสาร extender เท่ากบั 1: 1,500 เท่า ขณะท่ีท าการดูดน ้ าเช้ือควร
ใช้กระดาษทิชชู่ซับน ้ าเช้ือส่วนเกินท่ีติดมากับ pipette tips จากนั้นนับจ านวนอสุจิ โดยใช้สไลด์
ส าหรับนับเม็ดโลหิต (hemocytometer) ภายใตก้ล้อง compound microscope ก าลงัขยาย 40 เท่า นับ
จ านวนอสุจิจากมุมบน-ล่าง ทั้ง 4 มุม และช่องตรงกลาง รวม 5 ช่อง ดงัแสดงในภาพท่ี 3 แล้วน ามา
ค านวณหาค่าเฉล่ียจ านวนอสุจิท่ีนบัไดต่้อ 1 มิลลิลิตร ดงัน้ี 

 
จ านวนอสุจิ/มิลลิลิตร = (รวมจ านวนอสุจิท่ีนบัไดท้ั้ง 5 บริเวณ/5)×25×dilution rate×104 

 
 
  
 
 
                                             
                                           (ก)        (ข) 
ภาพที ่3  สไลดส์ าหรับนบัเม็ดโลหิต (hemocytometer) (ก) ภาพแสดงต าแหน่งท่ีนบัจ านวนอสุจิทั้ง    
               5 บริเวณ (1, 2, 3, 4 และ 5) (ข) 
ท่ีมา: http://shopping.akasdoctor.com/onlinestore/detail.cfm?ID=MEDICARECNR 
 
                    3.3.3.3 การศึกษาการเคลือ่นทีข่องอสุจิ (motility) 
                            น าน ้าเช้ือท่ีรีดไดม้าตรวจคุณภาพน ้ าเช้ือเพื่อดูอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ การศึกษา
อตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิท าไดโ้ดยการหยดน ้ ากลัน่ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) ลงบนสไลด์ และหยด
น ้ าเช้ือ 1 ไมโครลิตร จากนั้นใช้ไม้จ้ิมฟันเข่ียน ้ ามาแตะกับน ้ าเช้ือเพียงเล็กน้อย แล้วสังเกตการ
เคล่ือนท่ีภายใตก้ลอ้ง compound microscope ก าลงัขยาย 10 เท่า โดยมีเกณฑ์การเคล่ือนท่ีของอสุจิ ดงั
แสดงในตารางท่ี 1 
 
 
 
 
 

http://shopping.akasdoctor.com/onlinestore/detail.cfm?ID=MEDICARECNR
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ตารางที ่1  หลกัเกณฑก์ารสังเกตอตัราการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 
 
หลกัเกณฑ์ คะแนน การเคลือ่นที่ (%) 
อสุจิทุกตวัเคล่ือนท่ี 
อสุจิส่วนใหญ่เคล่ือนท่ี (3/4) 
อสุจิบางตวัเคล่ือนท่ี (2/4) 
อสุจิส่วนใหญ่ไม่เคล่ือนท่ี มีเพียงเล็กนอ้ยท่ีเคล่ือนท่ี (1/4) 
อสุจิไม่มีการเคล่ือนท่ี 

4 
3 
2 
1 
0 

100 
75 
50 
25 
0 

ดดัแปลงจาก: Guest (1973) 
 
                   3.3.3.4 การศึกษาการมีชีวติของอสุจิ (viability)   
                                 การศึกษาการมีชีวิตของอสุจิท าได้โดยวิธีการยอ้มสี  eosin-nigrosin ซ่ึงส่วน 
ประกอบสียอ้มแสดงในตารางท่ี 2 และมีวธีิการเตรียมสียอ้มดงัน้ี 
 
ตารางที ่2  ส่วนประกอบของสียอ้ม eosin-nigrosin  
 
ส่วนประกอบสารเคมี ปริมาณ 
eosin B  
nigrosin 
sodium citrate dihydrate 
น ้ากลัน่ 

1  กรัม 
5  กรัม 

1.5  กรัม 
100  มิลลิลิตร 

ท่ีมา: Hambananda (1996) 
 
 วธีิการเตรียมสีย้อมส าหรับดูตัวเป็นตัวตายสามารถเตรียมได้ดังนี ้ 
 ชัง่ eosin B, 1 กรัม nigrosin, 5 กรัม sodium citrate dehydrate, 1.5 กรัม ใส่ใน beaker
และเติมน ้ากลัน่ 100 มิลลิลิตร ตอ้งใหค้วามร้อนขณะเตรียมสาร เม่ือสารละลายเขา้กนัดีแลว้น าไป
กรองจนไม่มีตะกอนเหลืออยู ่แลว้น าสียอ้มท่ีไดเ้ก็บไวใ้นขวดสีชาโดยเก็บท่ีอุณหภูมิห้อง  
 
ขั้นตอนการศึกษาอตัราการมีชีวติมีขั้นตอนดังนี้ 
                        -  หยดสี eosin-nigrosin ลงบนแผ่นสไลด์ 1 หยด (5 ไมโครลิตร) แล้วหยดน ้ าเช้ือลง
ขา้ง ๆ สียอ้มประมาณ 1 ไมโครลิตร 
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                        -  ใชเ้ขม็เข่ียคนน ้าเช้ือกบัสียอ้มใหเ้ขา้กนัจากนั้นใชแ้ผน่สไลดอี์กแผน่หน่ึงเกล่ียน ้ าเช้ือ
ใหก้ระจายบาง ๆ โดยเกล่ียเพียงคร้ังเดียว 
                        -  น าแผน่สไลดท่ี์เกล่ียแลว้ ผึ่งใหแ้หง้ในอุณหภูมิหอ้ง 
                        -  หยดน ้ ายาทาเล็บลงบนแผน่สไลด์ 1 หยดแลว้ปิดดว้ย cover slips จากนั้นน าไปส่อง
ดูภายใตก้ลอ้ง compound microscope ก าลงัขยาย 100 เท่า 
                        -  นับจ านวนอสุจิตวัเป็นและตวัตายโดยการสุ่มนับ 5 บริเวณ ๆ ละ 20 เซลล์ โดยท่ี
อสุจิตวัเป็นจะมีลกัษณะสีขาวไม่ติดสียอ้ม ส่วนอสุจิตวัตายจะติดสียอ้มเป็นสีชมพูแดงหรือสีม่วงเขม้ 
ดงัแสดงในภาพท่ี 4 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่4  อสุจิมีชีวติมีลกัษณะสีขาว และอสุจิตวัตายจะติดสีชมพแูดงหรือสีม่วงเขม้ เม่ือยอ้มดว้ยสี   
              Eosin-nigrosin ส่องภายใตก้ลอ้ง compound microscope ก าลงัขยาย 100 เท่า 

 
                   3.3.3.5 การศึกษาการปฏิสนธิ (fertilization) 
             การศึกษาการปฏิสนธิเป็นการทดสอบความสามารถของอสุจิในการผสมกบัไข่โดย
การน าแม่ปลานวลจนัทร์น ้าจืดมารีดไข่ หลงัจากการฉีดฮอร์โมนเข็มท่ี 3 แลว้ 8 ชัว่โมง ซ่ึงลกัษณะไข่
ปลาท่ีดีจะมีสีเขียว หรือสีเหลืองอ าพนั ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1.6 มิลลิเมตร ใชไ้มโครปิ
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เปตดูดไข่ 200 ไมโครลิตร (มีไข่จ  านวน 129±6.69 ฟอง) ใส่จานแก้วขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง
ประมาณ 10 เซนติเมตรดูดน ้าเช้ือสดหรือน ้าเช้ือท่ีท าการเก็บรักษาทั้งแบบระยะสั้นและแบบระยะยาว
(ตามรายละเอียดในแต่ละการทดลอง) มีจ านวนอสุจิหรือ Insemination dose เท่ากนั คือ 1.29×108 ตวั 

ลงไปผสมกบัไข ่ใชข้นไก่คนไข่ และน ้ าเช้ือให้เขา้กนั ทิ้งไวป้ระมาณ 2-3 นาที จากนั้นค่อย ๆ เติมน ้ า
เพาะฟักลงไป 5 มิลลิลิตร ทิ้งไวป้ระมาณ 5 นาทีแลว้ใชข้นไก่เข่ียไข่จากจานแกว้ใส่ลงในขวดเพาะฟัก
ขนาด 1.25 ลิตร ท่ีมีการไหลเวยีนของน ้าตลอดเวลาขณะท าการเพาะฟัก ดงัแสดงในภาพท่ี 5 หลงัจาก
นั้น 8 ชัว่โมง ท าการตรวจนบัการปฏิสนธิท่ีระยะ gastrula stage ดงัแสดงในภาพท่ี 6 และค านวณหา
อตัราการปฏิสนธิตามสมการดงัน้ี 
 

         การปฏิสนธิ (%)  = จ านวนไข่ท่ีเจริญถึงระยะ gastrula stage×100 
                                       จ านวนไข่ทั้งหมด 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่5 ขวดเพาะฟักขนาด 1.25 ลิตร และระบบการฟักไข่ปลานวลจนัทร์น ้าจืด 
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ภาพที ่6  การพฒันาของคพัภะปลานวลจนัทร์น ้าจืดระยะ gastrula stage (8 ชัว่โมง) 
 

         3.3.4 ขั้นตอนและวธีิการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลา  
                    วธีิการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบ่งออกเป็น 2 ชุดการทดลอง คือ 
1.  ศึกษาการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน  
 ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี  
                          1.1 ศึกษาชนิดของสาร extender ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลา   
                                นวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน  
        ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 

                  1)  ท าการเตรียมสาร extender 10 ชนิด ไดแ้ก่ Kurokura medium (KU), Modified 
Cortland solution (MC), Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution (C-F HBSS), Modified fish 
Ringer’ s solution (MFR), 0.9% NaCl, Hanks’ balanced salt solution (HBSS), Sperm motility 
inhibiting saline medium (SM), Immobilizing Saad solution (Saad), glucose (350 mM) และ 
Immobilizing solution (IM) ตามส่วนประกอบดงัแสดงในตารางท่ี 3 วดัค่าออสโมลาลิต้ี และค่า 
pH หลงัจากนั้นน าสาร extender ท่ีเตรียมแลว้ใส่ขวดแกว้ปิดฝาใหส้นิทเก็บไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C 

                  2)  น าน ้าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางกบัสาร extender ทั้ง
10 ชนิด ในอตัราส่วนน ้าเช้ือสดต่อสาร extender 1: 3 ใน cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร ผสมให้เขา้กนั
โดยการป่ันด้วยเค ร่ือง mixer และเก็บในตู้เย็นท่ี มีอุณหภูมิ 4๐C จากนั้ นท าการทดสอบการ
เคล่ือนท่ี และการมีชีวิตของน ้ าเช้ือท่ีระยะเวลาการเก็บต่าง ๆ (6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 60, 72, 
84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง) ดงัแผนการทดลองในตารางท่ี 4 
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ตารางที ่3  ส่วนประกอบทางเคมีของสาร extender ท่ีใชเ้จือจางน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด 
 

สารเคม ี
(mM) 

สาร extender 

KU MC C-F HBSS MFR 0.9% NaCl HBSS SM Saad glucose       
(350 mM) 

IM 

NaCl 128.4 112.07 153.28 129.31 155.17 137.93 75.00 200.00 - 200.00 
KCl 2.70 40.54 5.95 13.51 - 5.41 70.00 - - - 
CaCl2.2H2O 1.40 2.06 - 1.46 - 1.10 2.00 - - - 
NaHCO3 2.40 2.38 4.64 - - 4.17 - - - 2.38 
MgSO4.7 H2O - - 0.89 1.92 - 0.81 1.00 - - - 
Na2HPO4. 7 H2O - - 0.49 - - 0.45 - - - - 
KH2PO4 - - 0.52 - - 0.44 - - - - 
Glucose - - 6.17 5.56 - 5.56 - - 350.00  - 
NaH2PO4 - - - 3.42 - - - - - - 
Tris-Hydro* - - - - - - 20.00 30.00 30.00 - 
pH  8.11±0.1 8.00±0.04 7.84±0.04 5.25±0.04 6.88±0.2 8.00±0.02 9.90±0.04 9.63±0.1 8.54±0.1 8.55±0.04 
Osmolality 250.33±1.5 285.33±0.6 308.33±0.6 280.67±1.5 286.00±1 280.33±0.6 291.67±1.5 397.00±2 403.67±0.6 369.00±1 

หมายเหตุ:  * Tris-Hydroxymethyl-Methylamine (NH2C(CH2OH)3), KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-
Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s solution, HBSS; Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline 
medium, Saad; Immobilizing Saad solution, IM; Immobilizing solution  
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ตารางที ่4  แผนการทดลองผลของสาร extender 10 ชนิด (KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ IM) ท่ีเหมาะสม 
    ส าหรับการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้น โดยท าการทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวติ ท่ีระยะเวลาการเก็บ 6, 12,  
    24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง              
                

กลุ่มการ
ทดลอง 

 สาร 
extender 

การเคลือ่นที ่(%) การมชีีวติ (%) 

ระยะเวลาการเกบ็ (ช่ัวโมง) ระยะเวลาการเกบ็ (ช่ัวโมง) 

6  12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 6  12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 
1 KU                       
2 MC                       
3 C-F HBSS                       
4 0.9% NaCl                       
5 MFR                       
6 HBSS                       
7 SM                       
8 Saad                       
9 glucose                        
10 IM                       

 หมายเหตุ:  KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s 
solution, HBSS; Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; Immobilizing Saad solution, glucose (350 mM), IM; 
Immobilizing solution  
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                                   3)  ท าการทดสอบอตัราการปฏิสนธิในสาร extender แต่ละชนิด (KU, MC,    
C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ IM) ท่ีระยะเวลาการเก็บ
48 ชัว่โมง   
                                   4)  น าสาร extender ท่ีให้ผลอัตราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกับกลุ่มควบคุม
หลงัจากการเก็บ 48 ชัว่โมง ซ่ึงไดแ้ก่ KU, MC และ HBSS มาท าการทดสอบการปฏิสนธิท่ีระยะเวลา
การเก็บ 72 ชัว่โมง ในการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ มีการใชน้ ้ าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) และน ้ าเช้ือท่ี
เจือจางกบัสาร extender แต่ละชนิด มีจ านวนอสุจิ หรือ Insemination dose เท่ากัน คือ 1.29×108 ตวั 

โดยขั้นตอนและขบวนการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้นแสดงในแผนภาพท่ี 7  
 

 

 
ภาพที ่7  กระบวนการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้น 
 

คดัเลือกปลาตวัผูท่ี้มีลกัษณะดีและสมบูรณ์พนัธ์ุ 

เก็บน ้าเช้ือปลา และตรวจคุณภาพน ้าเช้ือปลา 

เช็คการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

อตัราการเคล่ือนท่ีเกิน 75% 

เจือจางน ้าเช้ือดว้ยสาร extender ใน 
cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

แช่ในตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4 ๐C 

ทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี (motility) อตัราการมีชีวิต (viability) 
และอตัราการปฏิสนธิ (fertilization) 

อตัราการเคล่ือนท่ีนอ้ย
กวา่ 75% 

คดัทิ้ง 
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การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
วิเคราะห์ผลของสาร extender 10 ชนิด (KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, 

HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ  IM) ท่ี เหมาะสมส าห รับการ เก็บ รักษาน ้ า เ ช้ื อปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้ น โดยมีการวางแผนการทดลองแบบ CRD (Completely Randomized 
Design) ท่ีมีการว ัดซ ้ า  (Repeated Measurements) โดยมีจ านวนซ ้ า  6 ซ ้ า ต่อทรีทเมนต์ ก่อนการ
วิเคราะห์ความแปรปรวนน าผลอัตราการมีชีวิต อัตราการเคล่ือนท่ี และอัตราการปฏิสนธิ ไป 
transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวนระหว่างทรีทเมนต์
(ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีมีการวดัซ ้ า และเปรียบเทียบผลของสาร extender แต่ละ
ชนิดในระยะเวลาการเก็บต่าง ๆ โดยการวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ One way ANOVA และ
วเิคราะห์ความแตกต่างค่าเฉล่ียระหวา่งทรีทเมนตด์ว้ยวธีิ Duncan’s test ท่ีระดบันยัส าคญั P<0.05 โดย
ใชโ้ปรแกรม SPSS Version 10  

 
 1.2 ศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสม 
                  ในการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน 
                               การทดลองน้ีเป็นการทดลองต่อเน่ืองจากการทดลองท่ี 1.1 โดยเลือกสาร 
extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุดคือ HBSS มาศึกษาอตัราการเจือจาง sperm: extender และระยะเวลาในการ
เก็บท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้น โดยท าการศึกษาอตัราการ
เจือจาง 4 อตัราส่วน ดงัน้ี 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง และ
ใช ้undiluted sperm เป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                                 1)  น าน ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไปมาเจือจางกับสาร extender 
(HBSS) ในอัตราส่วน sperm: extender 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ใน cryotube ขนาด 1.5 มิลลิลิตร 
ผสมใหเ้ขา้กนัโดยการป่ันดว้ยเคร่ือง mixer และท าการเก็บท่ีระยะเวลา 0, 48 และ 72 ชัว่โมง ดงัแสดง
ในแผนการทดลองตารางท่ี 5   
                                 2)  หลงัจากนั้นน ามาท าการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัรา
การเคล่ือนท่ี ในการทดสอบอตัราการปฏิสนธิใช้ undiluted sperm เป็นกลุ่มควบคุม โดยมีจ านวน
อสุจิ หรือ Insemination dose เท่ากนั คือ 1.29×108 ตวั  
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ตารางที ่5  แผนการทดลองการศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเก็บ 
                  (0, 48 และ 72 ชัว่โมง) ของการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบระยะสั้นโดยมี  
                  HBSS เป็นสาร extender  
  

กลุ่มการทดลอง อตัราการเจือจาง                      
(sperm: extender) 

ระยะเวลาในการเกบ็ 
(ช่ัวโมง) 

1 
2 
3 

1: 3 
 
 

0 
48 
72 

4 
5 
6 

1: 5 
 
 

0 
48 
72 

7 
8 
9 

1: 10 
 
 

0 
48 
72 

10 
11 
12 

1: 15 0 
48 
72 

               13 กลุ่มควบคุม (undiluted sperm)  

 
การวเิคราะห์ผลทางสถิติ 
การศึกษาอตัราการเจือจางของน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืด มีการวางแผนการทดลอง

แบบ CRD ท่ีมีการจดั treatment แบบ 4×3 factorial คือ ส่ีอตัราส่วน sperm: egg (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ
1: 15) และ 3 ระยะเวลาการเก็บท่ี 0, 48 และ 72 ชัว่โมง โดยใชน้ ้าเช้ือสดท่ีไม่ไดเ้จือจางเป็นตวัควบคุม
และแต่ละกลุ่มทดลองมีจ านวน 9 ซ ้ า ก่อนการวเิคราะห์ความแปรปรวนน าผลอตัราการปฏิสนธิ อตัรา
การมีชีวิต  และอัตราการเคล่ือนท่ีไป  transformed โดยใช้วิ ธี  Arcsine Transformation จากนั้ น
วิเคราะห์ค่าความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และวิเคราะห์
ความแตกต่างค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์ด้วยวิธี Duncan’s test ท่ีระดับนัยส าคญั P<0.05 โดยใช้
โปรแกรม SPSS  
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2.  ศึกษาการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิการแช่แข็ง  
              ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 
                          2.1 ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็ 
                             รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
         เลือกสาร extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุด (HBSS) จากการทดลองท่ี 1 มาท าการศึกษา
ชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด
โดยวิธีการแช่แข็ง ในคร้ังน้ีท าการศึกษาใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ dimethyl sulfoxide 
(DMSO), dimethyl acetamide (DMA), glycerol และ Methanol (MeOH) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10
และ 15% ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                            1)  ท าการเตรียมสาร extender (HBSS) วดัค่าออสโมลาลิต้ี และ pH น าสาร 
extender ท่ีเตรียมแลว้ใส่ขวดแกว้ปิดฝาให้สนิทเก็บไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C เพื่อใชใ้นการเจือจางกบั
น ้าเช้ือ 
                              2)  เตรียมสาร cryoprotectant 4 ชนิด ไดแ้ก่ DMSO, DMA, glycerol และ MeOH 
ท่ีระดับความเข้มขน้ 5, 10 และ 15% โดยใช้สาร extender ท่ีเตรียมไวใ้นข้อ 1 เป็นตวัท าละลายใน
การเตรีมสาร cryoprotectant ทั้ง 4 ชนิด น าสาร cryoprotectant ท่ีเตรียมแลว้ใส่ขวดสีชาปิดฝาให้สนิท
เก็บไวใ้นตูเ้ยน็อุณหภูมิ 4๐C 
                              3)  น าน ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางดว้ยสาร extender ท่ี
เตรียมไวใ้นขอ้ 1 ในอตัราส่วนน ้ าเช้ือสดต่อสาร extender 1: 3 ผสมให้เขา้กนั หลงัจากนั้นเติมสาร
cryoprotectant แต่ละชนิด (DMSO, DMA, glycerol หรือ MeOH) ท่ีระดับความเข้มข้น 5, 10 และ 
15% โดยใช้สัดส่วน 1: 3 โดยมีขั้นตอนและขบวนการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดย
วธีิการแช่แขง็แสดงในแผนภาพท่ี 8 และแผนการทดลองดงัแสดงในตารางท่ี 6  
                                  4)  ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายน ้ าเช้ือในขอ้ 3 ปริมาตร 240 ไมโครลิตร ใส่
หลอดแช่แข็ง (French straws ขนาด 250 ไมโครลิตร) แลว้ปิดหลอดแช่แข็งโดยใช้ forcept ลนไฟจน
ร้อนแล้วหนีบปากหลอดแช่แข็ง ซ่ึงหลงัจากท่ีเติมสาร cryoprotectant จะเร่ิมจบัเวลาจนถึงการน า
หลอดแช่แขง็ใส่ลงใน cryochamber ใชเ้วลาประมาณ 10 นาที 



 

 

 

 

 

 

 

 

26 
 

 ภาพที ่8  กระบวนการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็ 

คดัเลือกปลาตวัผูท่ี้มีลกัษณะดีและสมบูรณ์พนัธ์ุ 

เก็บน ้าเช้ือปลา และตรวจคุณภาพน ้าเช้ือปลา 

เช็คการเคล่ือนท่ีของอสุจิ 

อตัราการเคล่ือนท่ีเกิน 75% 

เจือจางน ้าเช้ือดว้ยสาร extender (HBSS)  

ผสม diluted milt กบัสาร cryoprotectant แต่ละชนิด 

น า straws มาละลายท่ีอุณหภูมิหอ้ง เพื่อศึกษาอตัราการเคล่ือนท่ี (motility)                                 
อตัราการมีชีวิต (viability) และอตัราการปฏิสนธิ (fertilization) ของน ้าเช้ือแช่แขง็ 

อตัราการเคล่ือนท่ีนอ้ย
กวา่ 75% 

คดัทิ้ง 

equilibration time ไม่นอ้ยกวา่ 10 นาที 

ดูดตวัอยา่งใส่ใน French straws และปิด straws 

น า straws ใส่ใน cryochamber ท่ีต่ออยูก่บั freezer control แลว้ run program (Cryogenesis 4) 
จนถึง -80 °C จากนั้นน า straws ไปเก็บในไนโตรเจนเหลวอุณหภูมิ -196 ๐C 
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ตารางที ่6  แผนการทดลองการศึกษาผลของสาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol    
               และ MeOH) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ต่าง ๆ (5, 10 และ 15%) ต่อการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลา  
               นวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็ โดยใช ้HBSS เป็นสาร extender   
 

กลุ่มการทดลอง สาร cryoprotectant ความเข้มข้น (%) 
1 
2 
3 

DMSO 
 
 

5 
10 
15 

4 
5 
6 

DMA 
 
 

5 
10 
15 

7 
8 
9 

glycerol 
 
 

5 
10 
15 

10 
11 
12 

MeOH 
 
 

5 
10 
15 

                      13  กลุ่มควบคุม (น ้าเช้ือสด)   

 

                                  5)  การเตรียม freezer control และคอมพิวเตอร์เพื่อควบคุมการลดอุณหภูมิ โดย
เติมไนโตรเจนเหลว (LN2) ลงใน cryobath ให้สูงประมาณ 15 เซนติเมตร จากนั้นใส่ cryochamber ลง
ใน cryobath แล้วปิดฝา โดยท่ี cryochamber ต่อกับ freezer control (CL 3300) และ freezer control 
ต่อกบัคอมพิวเตอร์อีกทีเพื่อควบคุมการท างานของ freezer control จากนั้นเลือกอตัราการลดอุณหภูมิ
10 ๐C min-1 โดยท าการลดอุณหภูมิจาก 20๐C ถึง -80 ๐C โดยใชเ้มนู execute จากโปรแกรม Cryogenesis 
4 น าตวัอย่างน ้ าเช้ือท่ีดูดใส่ straws ใส่ลงใน cryochamber ปิดฝา แลว้ท าการ run program จากนั้นรอ
ให้คอมพิวเตอร์ และ freezer control ท างานจนอุณหภูมิท่ี freezer control ถึง -80 ๐C (ภาพท่ี 9) จึงน า 
straws ออกจาก cryochamber เก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196 ๐C เป็นเวลา 2 วนั
จากนั้นน าไปทดสอบหาอตัราการปฏิสนธิ อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิต่อไป ใน
การทดสอบอตัราการปฏิสนธิ มีการใชน้ ้าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) และน ้ าเช้ือแช่แข็งมีจ านวนอสุจิ หรือ 
Insemination dose เท่ากนั คือ 1.29× 108 ตวั 
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ภาพที ่9  ชุดควบคุมการลดอุณหภูมิในระหวา่งกระบวนการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาโดยวธีิการแช่แขง็ 
               โดยใช ้freezer control (CL 3300) ร่วมกบัโปรแกรม Cryogenesis Version 4 

 
 การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  
              การศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา

นวลจันทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ท่ีมีการจัด  treatment 
แบบ 4×3 factorial คือใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด  ได้แก่ DMSO, DMA, glycerol และ  MeOH ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% โดยใชน้ ้าเช้ือสดเป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงในแต่ละทรีทเมนตไ์ดท้  าการ
ทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต 12 ซ ้ าต่อทรีทเมนต ์ส่วนอตัราการปฏิสนธิไดท้  าการ
ทดสอบ 16 ซ ้ าต่อทรีทเมนต์ ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนน าผลอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมี
ชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ีไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ค่า
ความแปรปรวน (ANOVA) ตามแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และวิเคราะห์ความแตกต่าง
ค่าเฉล่ียระหวา่งทรีทเมนตด์ว้ยวธีิ Duncan’s test ท่ีระดบันยัส าคญั P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS  
 

2.2 ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษา    
      น า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 

 3. freezer control (CL 3300) 

4. PC: 

Cryogenesis Version 4 

  liquid nitrogen  

1. cryochamber 

 2. cryobath 
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                              การทดลองน้ีเป็นการทดลองต่อเน่ืองจากการทดลองท่ี 2.1 โดยการเลือกสาร 
extender และสาร cryoprotectant ท่ีให้ผลดีท่ีสุดคือ 5% glycerol ร่วมกบั HBSS มาท าการศึกษาอตัรา
การลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดย
ท าการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ ได้แก่ One-step (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C), Two-
steps (4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C และ 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง -80๐C) และ Three-steps freezing 
rate (5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C และ 2๐C min-1 จาก -30๐C ถึง -80๐C) 
ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี    
                                   1)  น าน ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางดว้ยสาร extender 
(HBSS) ท่ีอัตราส่วน sperm: extender 1: 3 (diluted milt) จากนั้นน ามาผสมกับ 5% glycerol โดยใช้
สัดส่วน 1: 3 
                                   2)  ใช้ไมโครปิเปตดูดสารละลายน ้ าเช้ือในขอ้ 1 ปริมาตร 240 ไมโครลิตร ใส่
หลอดแช่แข็ง (french straws ขนาด 250 ไมโครลิตร) แลว้ปิดหลอดแช่แข็งโดยใช้ forcept ลนไฟจน
ร้อนแลว้หนีบปากหลอดแช่แขง็  
                                   3)  น า  straws ใส่ลงใน cryochamber ปิดฝา  เ ลือกอัตราการลดอุณหภู มิ ท่ี
ต้องการศึกษาทั้ ง 3 แบบ ได้แก่  One-step, Two-steps และ Three-steps freezing rate ดังแสดงใน
แผนการทดลองตารางท่ี 7 จากนั้น run program จนอุณหภูมิท่ี freezer control ถึง -80๐C จึงน า straws
ออกจาก cryochamber แล้วไปเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ -196๐C จากนั้นน าน ้ าเช้ือ  
แช่แขง็ไปทดสอบหาอตัราการปฏิสนธิ อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิต่อไป ในการ
ทดสอบอตัราการปฏิสนธิ มีการใช้น ้ าเช้ือสด (กลุ่มควบคุม) และน ้ าเช้ือแช่แข็งมีจ านวนอสุจิ หรือ
Insemination dose เท่ากนั คือ 1.29×108 ตวั โดยท าการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ 16 ซ ้ าต่อทรีทเมนต ์
 
ตารางที ่7  แผนการทดลองผลของอตัราการลดอุณหภูมิแบบต่าง ๆ One-step, Two-steps และ  
                Three-steps freezing rate โดยใช ้5% glycerol ร่วมกบั HBSS ต่อการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลา 
                นวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็ 
 

กลุ่มการทดลอง อตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) 
1 One-step 
2 Two-steps 
3 Three-steps 

                                4  กลุ่มควบคุม (น ้าเช้ือสด) 
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             การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  
การศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดย

วิธีการแช่แข็ง มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ 3 แบบ ไดแ้ก่
One-step, Two-steps และ Three-steps freezing rate และใช้น ้ าเช้ือสดเป็นกลุ่มควบคุม ซ่ึงในแต่ละ
ทรีทเมนตไ์ดท้  าการทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต 6 ซ ้ าต่อทรีทเมนต ์ส่วนอตัราการ
ปฏิสนธิได้ท าการทดสอบ 16 ซ ้ าต่อทรีทเมนต์ ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนน าผลอตัราการ
ปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ีไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation
จากนั้นวเิคราะห์ความแปรปรวนแบบ One way ANOVA และวเิคราะห์ความแตกต่างค่าเฉล่ียระหวา่ง      
ทรีทเมนตด์ว้ยวธีิ Duncan’s test ท่ีระดบันยัส าคญั P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS  

 
3.  ศึกษาจ านวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  

   ในการทดลองน้ีไดแ้บ่งการทดลองออกเป็น 2 การทดลองยอ่ย ดงัน้ี 
                          3.1 ศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน า้เช้ือสด 
                              ในปลานวลจันทร์น า้จืด 
                                 ซ่ึงมีขั้นตอนการทดลองดงัน้ี 
                                 น าน ้ าเช้ือสดท่ีมีอัตราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาท าการทดสอบอัตราการ
ปฏิสนธิ โดยใช้จ  านวน sperm: egg ratio ของน ้ าเช้ือสด 7 อตัราส่วน ได้แก่ 0.5×106: 1, 1×106: 1, 
1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 0.75×107: 1, 1×107: 1 และ 0.25×108: 1 ซ่ึงมีจ านวน Insemination dose หรือ
จ านวนอสุจิ ดงัแสดงในแผนการทดลองตารางท่ี 8 มาผสมกบัไข่จ  านวน 104 ฟอง 
 
ตารางที ่8  แผนการทดลองการศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของ   
                น ้าเช้ือสดในปลานวลจนัทร์น ้าจืด 
 

กลุ่มการทดลอง Number sperm: egg ratio Insemination dose (number of sperm) 
1 
2 
3 
4 
5 
6 
7 

0.50×106 : 1 
1.00×106 : 1 
1.50×106 : 1 
0.50×107 : 1 
0.75×107 : 1 
1.00×107 : 1 
0.25×108 : 1 

0.52×108  
1.04×108  
1.56×108  
0.52×109  
0.78×109  
1.04×109  
0.26×1010  
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  การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  
 การศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน ้ าเช้ือสด

ในปลานวลจนัทร์น ้ าจืด มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio 
ของน ้ าเช้ือสด 7 อตัราส่วน ไดแ้ก่ 0.5×106: 1, 1×106: 1, 1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 0.75×107: 1, 1×107: 1 
และ 0.25×108: 1 และแต่ละกลุ่มทดลองมีจ านวน 6 ซ ้ า ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนน าผลอตัรา
การปฏิสนธิไป transformed โดยใช้วิธี Arcsine Transformation จากนั้นวิเคราะห์ความแปรปรวน
แบบ One way ANOVA และวิเคราะห์ความแตกต่างค่าเฉล่ียระหวา่งทรีทเมนตด์ว้ยวิธี Duncan’s test
ท่ีระดบันยัส าคญั P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม SPSS   
 
                          3.2 ศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน า้เช้ือ 
                                 แช่แข็งในปลานวลจันทร์น า้จืด  
                                 การศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือ
แช่แข็งในปลานวลจนัทร์น ้ าจืด โดยใช้ 5% glycerol ร่วมกบั HBSS และอตัราการลดอุณหภูมิ One-
step freezing rate (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C) มาท าการศึกษาจ านวน  sperm: egg ratio ของ
น ้ า เ ช้ือแช่แข็งในปลานวลจันทร์น ้ า จืด โดยใช้น ้ า เ ช้ือแช่แข็ง  5 อัตราส่วน ได้แก่  1.3×106: 1, 
1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1 และ 3.9×106: 1 และใชน้ ้ าเช้ือสด 1.00×106: 1 เป็นกลุ่มควบคุม
ดงัแสดงในแผนการทดลองตารางท่ี 9   
 
ตารางที ่9  แผนการทดลองการศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของ   
                น ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์น ้าจืด   
 

กลุ่มการทดลอง Number sperm: egg ratio Insemination dose                           
(number of sperm) 

1 
2 
3 
4 
5 

 6  กลุ่มควบคุม (น ้าเช้ือสด) 

1.3 x 106: 1 
1.95 x 106: 1 
2.6 x 106: 1 

3.25 x 106: 1 
3.9 x 106: 1 
1.0 x 106: 1 

1.35 x 108 
2.03 x 108 
2.70 x 108 
3.38 x 108 
4.06 x 108 
1.04 x 108 
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ขั้นตอนการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ของน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบแช่แข็ง มีดังนี้ 
       1)  น าน ้ าเช้ือสดท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 75% ข้ึนไป มาเจือจางด้วยสาร HBSS ท่ี
อตัราส่วน sperm: extender 1: 3 (diluted milt) จากนั้นน ามาผสมกบั 5% glycerol โดยใชส้ัดส่วน 1: 3  
       2)  ใชไ้มโครปิเปตดูดสารละลายน ้ าเช้ือในขอ้ 1 ใส่หลอดแช่แข็ง (French straws
ขนาด 250 ไมโครลิตร) ตามจ านวน Insemination dose หรือจ านวนอสุจิ ดงัแสดงในตารางท่ี 9 แล้ว
ปิดหลอดแช่แขง็โดยใช ้forcept ลนไฟจนร้อนแลว้หนีบปากหลอดแช่แขง็  
       3)  น า straws ใส่ลงใน cryochamber ปิดฝา ใช้อัตราการลดอุณหภูมิ  One-step 
freezing rate (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C) จากนั้ น run program จนอุณหภูมิท่ี  freezer control 
ถึง -80๐C จึงน า straws ออกจาก cryochamber แล้วไปเก็บรักษาในถังไนโตรเจนเหลวท่ีอุณหภูมิ         
-196๐C จากนั้นน าน ้าเช้ือแช่แขง็ไปทดสอบหาอตัราการปฏิสนธิ โดยผสมกบัไข่จ  านวน 104 ฟอง 

 
การวเิคราะห์ผลทางสถิติ  

             การศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ท่ีมีผลต่ออัตราการปฏิสนธิของน ้ าเช้ือ       
แช่แขง็ในปลานวลจนัทร์น ้ าจืด มีการวางแผนการทดลองแบบ CRD ท าการศึกษาจ านวน sperm: egg 
ratio ของน ้ าเช้ือแช่แข็ง 5 อัตราส่วน ได้แก่ 1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1 และ 
3.9×106: 1 และใช้น ้ าเช้ือสด 1.00×106: 1 เป็นกลุ่มควบคุม และแต่ละกลุ่มทดลองมีจ านวน 15 ซ ้ า 
ก่อนการวิเคราะห์ความแปรปรวนน าผลอัตราการปฏิสนธิไป transformed โดยใช้วิธี  Arcsine 
Transformation จากนั้ นวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบ One way ANOVA และวิเคราะห์ความ
แตกต่างค่าเฉล่ียระหวา่งทรีทเมนต์ดว้ยวิธี Duncan’s test ท่ีระดบันยัส าคญั P<0.05 โดยใชโ้ปรแกรม
SPSS   
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บทที ่4  
ผลการศึกษา  

                             
4.1 ส่วนประกอบไอออน ค่าออสโมลาลติี ้และค่า pH ของน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืด 

จากการศึกษาพบวา่ปลานวลจนัทร์น ้าจืดมีปริมาตรน ้าเช้ือประมาณ 0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตวั โดย
มีความเขม้ข้นของน ้ าเช้ือ 1.65±0.25×1010 ตวั/มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 7.15±0.07 มีค่า
ออสโมลาลิต้ี (osmolality) 255.00±0.89 mOsmol/kg และในน ้ าเช้ือมีส่วนประกอบของไอออนชนิด
ต่าง ๆ ไดแ้ก่ โซเดียม (Na+), โพแทสเซียม (K+), แคลเซียม (Ca2+), แมกนีเซียม (Mg2+) และคลอไรด ์    
(Cl-) ดงัแสดงในตารางท่ี 10  

 
ตารางที ่10  ปริมาตร ความเขม้ขน้ ส่วนประกอบไอออน ค่าออสโมลาลิต้ี และค่า pH ของน ้าเช้ือปลา                        
                  นวลจนัทร์น ้าจืด  
 

  Parameter N Minimum  Maximum Mean S.D. 

ความยาวปลาเพศผู ้(เซ็นติเมตร) 
น ้าหนกัปลาเพศผู ้(กิโลกรัม) 
ปริมาตรน ้าเช้ือ (มิลลิลิตร) 
ความเขม้ขน้น ้าเช้ือ (×1010 ตวั/มิลลิลิตร) 
คุณลกัษณะของ seminal plasma 
   โซเดียม (mM) 
    คลอไรด ์(mM) 
    โพแทสเซียม (mM) 
    แคลเซียม (mM) 
    แมกนีเซียม (mM) 
    osmolality (mOsmol/kg) 
    pH 

127 
127 

7 
7 
 

3 
3 
3 
3 
3 
6 
6 

40.00 
0.60 
0.20 
1.30 
 
71.00 
96.00 
31.00 
0.48 
0.53 
254 
7.09 

70.00 
2.00 
0.4 
1.98 
 
73.00 
100.00 
35.50 
0.63 
0.66 
256 
7.26 

46.88 
0.96 
0.30 
1.65 
 
72.33 
97.67 
33.80 
0.54 
0.60 
255 
7.15 

5.49 
0.32 
0.10 
0.25 

 
1.15 
2.08 
2.44 
0.08 
0.06 
0.89 
0.07 
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4.2 ผลของการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน  
       4.2.1 ผลของสาร extender ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบ  
                ระยะส้ัน  
                 จากการทดลองเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้นดว้ยสาร extender 10 
ชนิด ไดแ้ก่ Kurokura medium (KU), Modified Cortland solution (MC), Calcium-Free Hanks’ 
balanced salt solution (C-F HBSS), Modified fish Ringer's solution (MFR), 0.9% NaCl, Hanks’ 
balanced salt solution (HBSS), Sperm motility inhibiting saline medium (SM), Immobilizing Saad 
solution (Saad), glucose (350 mM) และ Immobilizing solution (IM) หลงัจากท าการทดสอบอตัรา
การเคล่ือนท่ี ณ ระยะเวลาการเก็บ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบวา่การ
เก็บท่ีระยะเวลา 6-24 ชั่วโมง เม่ือใช้สาร extender ทั้ง 10 ชนิด มีอตัราการเคล่ือนท่ีไม่แตกต่างกัน 
(P>0.05) และเม่ือท าการเก็บในระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนท่ี 48 ชั่วโมง พบว่าการใช้ KU, MC,             
C-F HBSS, HBSS และ IM ยงัมีอัตราการเคล่ือนท่ี 100% และเม่ือท าการเก็บท่ีระยะเวลา 72-96 
ชัว่โมง พบวา่การใช ้MC และ IM มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่การใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้น
การศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05, ตารางท่ี 11)   

                 ส าหรับผลของอตัราการมีชีวิตพบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ 24 และ 48 ชัว่โมง การใช้ KU, 
MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, glucose (350 mM) และ IM มีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่าง
กนั (P>0.05) และเม่ือท าการเก็บผ่านไปถึง 72 ชัว่โมง พบว่าการใช้สาร extender แต่ละชนิดมีอตัรา
การมีชีวิตไม่แตกต่างกนั (P>0.05) ยกเวน้การใช้ Saad และ glucose (350 mM) ท่ีมีอตัราการมีชีวิต
ลดลงต ่ากวา่การใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และ
เม่ือท าการเก็บยาวนานข้ึนถึง 84 ชั่วโมง พบว่าการใช้ KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, 
HBSS และ IM ยงัให้ผลอตัราการมีชีวิตสูงกว่า 50% และให้ผลไม่แตกต่างกนั (P>0.05, ตารางท่ี 12) 
แต่หลงัจากการเก็บท่ี 96-120 ชั่วโมง พบว่าการเก็บด้วยสาร extender แต่ละชนิดมีอตัราการมีชีวิต
ลดลงต ่ากวา่ 50% (ตารางท่ี 12)     
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ตารางที่ 11 ผลของสาร extender ท่ีมีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี (mean±S.E.) ต่อการเก็บท่ีระยะเวลต่าง ๆ 
 

สาร
extender 

ระยะเวลาการเกบ็ (ช่ัวโมง) 

6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 
KU 
MC 
C-F HBSS 
0.9% NaCl 
MFR 
HBSS 
SM 
Saad 
glucose 
IM 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
95.8±4.2a 
95.8±4.2a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
87.5±5.6b 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
75.0±0.00c 
75.0±0.0c 
79.2±4.2c 

100.0±0.0a 

100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
100.0±0.0a 
75.0±11.2b 
75.0±0.0b 
100.0±0.0a 
54.2±4.2c 
54.2±4.2c 
54.2±4.2c 
100.0±0.0a 

83.3±5.3bc 
100.0±0.0a 
87.5±5.6ab 

58.3±15.4cd 
50.0±0.0d 
83.3±5.3bc 
8.3±5.3e 
16.7±5.3e 
8.3±5.3e 

100.0±0.0a 

66.7±5.3b 
95.8±4.2a 
62.5±5.6b 
29.2±13.6c 
25.0±0.0c 
62.5±5.6b 
0.0±0.0d 
0.0±0.0d 
0.0±0.0d 
87.5±5.6a 

33.3±8.3b 
79.2±7.7a 
33.3±5.3b 
8.3±5.3c 
0.0±0.0c 

25.0±0.0b 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 

75.0±11.2a 

4.2±4.2b 
66.7±8.3a 
4.2±4.2b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
4.2±4.2b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 

62.5±14.1a 

0.0±0.0c 
41.7±5.3a 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 

12.5±5.6b 

0.0±0.0b 
20.8±4.2a 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 

0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 
0.0±0.0b 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)   
KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s solution, 
HBSS; Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; Immobilizing Saad solution, glucose (350 mM), IM; Immobilizing 
solution  
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ตารางที ่12 ผลของสาร extender ท่ีมีผลต่ออตัราการมีชีวติ (mean±S.E.) ต่อการเก็บท่ีระยะเวลาต่าง ๆ    
 

สาร
extender 

      ระยะเวลาการเก็บ (ชัว่โมง) 
6 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120 

KU 
MC 
C-F HBSS 
0.9% NaCl 
MFR 
HBSS 
SM 
Saad 
glucose 
IM 

96.7±1.2a 
95.7±1.3a 
95.3±1.9a 
95.7±1.1a 
95.2±1.7a 
95.7±1.7a 
93.0±1.8a 
86.3±2.1b 
94.5±1.5a 
96.0±1.6a 

96.2±1.1a 
94.83±1.9a 
94.2±2.0a 
95.2±1.0a 
93.3±2.3ab 
95.3±1.5a 
87.3±2.6bc 
81.7±2.8c 
92.7±1.4ab 
94.0±2.0a 

95.7±1.4a 
94.7±2.0a 
93.2±2.1ab 
94.8±0.8a 
93.3±1.8ab 
92.7±2.9ab 
86.2±2.7b 
68.5±6.8c 
89.8±2.4ab 
93.2±1.7ab 

91.7±1.9a 
92.8±1.7a 
91.0±1.9a 
93.2±0.9a 
91.3±2.2a 
90.7±2.7a 
80.8±1.6a 

39.5±17.7b 
86.5±2.1a 
90.8±1.3a 

88.0±1.6ab 
91.5±1.6a 
87.7±2.6ab 
89.7±1.1ab 
89.3±2.5ab 
88.8±2.4ab 
69.2±2.6b 
36.3±16.3c 
78.0±6.1ab 
89.8±1.9a 

83.5±4.5ab 
85.3±2.1ab 
78.7±3.0ab 
82.8±1.8ab 
83.2±4.9ab 
84.7±2.1ab 
64.3±1.5b 
30.5±13.6c 
27.3±12.3c 
89.2±1.3a 

80.7±4.3a 
80.2±3.1a 
75.0±2.4a 
67.3±6.0a 
65.3±7.5a 
66.3±7.7a 
58.3±2.9a 

22.2±10.1b 
10.8±4.9b 
72.8±6.0a 

61.5±7.6a 
64.8±7.4a 
56.7±7.6a 
60.2±8.0a 
58.3±6.9a 
61.5±8.2a 
20.7±9.3b 
13.7±6.3b 
5.7±2.8b 
65.7±5.0a 

36.8±16.3ab 
37.7±16.9ab 
35.3±15.8ab 
33.0±7.8ab 
18.5±9.2abc 
17.3±7.9abc 

0.0±0.0c 
6.8±4.3bc 
0.0±0.0c 
47.5±4.0a 

5.7±2.7bc 
13.8±6.5abc 
32.8±15.1ab 
10.2±5.0bc 
10.5±4.8bc 
14.5±6.7abc 

0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
0.0±0.0c 
29.5±3.3a 

2.3±1.1a 
11.7±5.8a 
7.3±3.8a 
7.2±3.8a 
6.7±4.2a 
7.3±3.5a 
0.0±0.0a 
0.0±0.0a 
0.0±0.0a 
11.0±5.2a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)   
KU; Kurokura medium, MC; Modified Cortland solution, C-F HBSS; Calcium-Free Hanks’ balanced salt solution, MFR; Modified fish Ringer’s solution, 
HBSS; Hanks’ balanced salt solution, SM; Sperm motility inhibiting saline medium, Saad; Immobilizing Saad solution, glucose (350 mM), IM; Immobilizing 
solution  
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นอกจากน้ีจากการศึกษายงัพบว่าการใช้สาร extender แต่ละชนิด มีแนวโน้มของอตัราการ
เคล่ือนท่ีลดลงเป็นแบบเส้นโคง้ยกก าลงัเกา้ (nonic trend) เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มข้ึน (P<0.05) 
และพบว่าการใช้ MC สามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือได้ยาวนานถึง 72 ชั่วโมง โดยมีอตัราการเคล่ือนท่ี 
95.8±4.2% ซ่ึงใหผ้ลไม่แตกต่างจากการเก็บท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้ท่ี 6 ชัว่โมง (100%) ซ่ึงพบวา่ให้ผลไม่
แตกต่างจากการใช ้IM โดยมีอตัราการเคล่ือนท่ี 87.5±5.6% และเม่ือท าการเก็บท่ี 84 และ 96 ชัว่โมง 
พบวา่การใช ้MC และ IM ยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่ 50% และมีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่การใช้
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05, ภาพท่ี 10 ก) ส าหรับผล
ของการศึกษาอตัราการมีชีวติพบวา่ในการใชส้าร extender แต่ละชนิด มีแนวโนม้ของอตัราการมีชีวิต
ลดลงเป็นแบบเส้นโค้งยกก าลังเก้า (nonic trend) เช่นเดียวกัน เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มข้ึน
(P<0.05) ซ่ึงพบวา่การใช ้KU และ MC สามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือไดย้าวนานถึง 72 ชัว่โมง โดยมีอตัรา
การมีชีวิต 80.7±4.3% และ 80.2±3.1% ตามล าดบั ให้ผลไม่แตกต่างจากการเก็บท่ีระยะเวลาเร่ิมตน้
ท่ี 6 ชัว่โมง (P>0.05) ท่ีมีอตัราการเคล่ือนท่ี 96.7±1.2% และ 95.7±1.3% ตามล าดบั ซ่ึงพบวา่ให้ผลไม่
แตกต่างจากการใช ้C-F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM และ IM (P>0.05) และท่ีระยะเวลาการ
เก็บ 84 ชั่วโมง พบว่าการใช้สาร extender แต่ละชนิดมีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างกัน ยกเวน้การ
ใช้ SM, Saad และ glucose (350 mM) ซ่ึงมีอัตราการมีชีวิตต ่ ากว่า 50% และให้ผลต ่ ากว่าการใช้
สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05, ภาพท่ี 10 ข)     
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ภาพที ่10  ผลของสาร extender ท่ีมีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิต (mean±S.E.) ของ 
                 น ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืด ท่ีระยะเวลาการเก็บต่าง ๆ (6-120 ชัว่โมง) 

หมายเหตุ: *, **, ***, **** แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต (P<0.05)    

(ก) 

(ข) 
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จากการทดสอบอตัราการปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชั่วโมง ในสาร extender ทั้ง 10 
ชนิด (KU, MC, C- F HBSS, 0.9% NaCl, MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ IM พบวา่
การใช ้HBSS, MC และ KU ให้ผลอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างจากการใชน้ ้ าเช้ือสด และมีอตัราการ
ปฏิสนธิสูงกวา่และแตกต่างจากการใชส้าร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใชใ้นการศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในภาพท่ี 11 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่11  อตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืด ท่ีท าการเก็บรักษาดว้ย 
                  สาร extender 10 ชนิด ท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชัว่โมง 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต (P<0.05) 

จากนั้นไดน้ าสาร extender ท่ีใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุมหลงัจากการ
เก็บ 48 ชั่วโมง ซ่ึงได้แก่ KU, MC และ HBSS มาท าการทดสอบการปฏิสนธิ ท่ีระยะเวลาการ
เก็บ 72 ชัว่โมง หลงัจากท าการทดสอบอตัราการปฏิสนธิพบวา่การใชส้าร extender ทั้ง 3 ชนิด ให้ผล
อตัราการปฏิสนธิต ่ากวา่และแตกต่างจากกลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่อยา่งไรก็
ตามพบว่าการใช้ HBSS ให้ผลอตัราการปฏิสนธิ 28.39±3.44% ซ่ึงสูงกว่าการใช้ KU (2.30±0.67%) 
และ MC (18.70±2.89%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในภาพท่ี 12  
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ภาพที ่12 อตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดท่ีท าการเก็บรักษาดว้ย 
                 สาร extender 3 ชนิด ท่ีระยะเวลาการเก็บ 72 ชัว่โมง 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต (P<0.05) 

       4.2.2 ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสมในการ  
                 เกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน 
                 จากการน าสาร extender (HBSS) มาท าการศึกษาอัตราการเจือจาง sperm: extender ท่ี
อตัราส่วนต่าง ๆ ได้แก่ 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ในระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชั่วโมง มา
ประเมินคุณภาพน ้าเช้ือโดยดูผลของอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวติ และอตัราการปฏิสนธิ พบวา่มี
อิทธิร่วมกนั (interaction) ระหวา่งอตัราการเจือจางกบัระยะเวลาการเก็บ (P<0.05) และพบว่าการใช้
อตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต
และอตัราการเคล่ือนท่ี และให้ผลไม่แตกต่างจากการใช้ undiluted sperm (กลุ่มควบคุม, P>0.05) ท่ี
ระยะเวลาการเก็บ 0 ชัว่โมง (ตารางท่ี 13) และท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชัว่โมง พบว่าการใช้อตัราการ
เจือจาง 1: 5 มีอัตราการปฏิสนธิอัตราการมีชีวิต และอัตราการเคล่ือนท่ี ไม่แตกต่างจากการใช ้
undiluted sperm (P>0.05) และนอกจากน้ีท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชั่วโมง ยงัพบว่าเม่ือเพิ่มอตัราการ
เจือจางข้ึนถึง 1: 10 และ 1: 15 ส่งผลใหมี้อตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ต ่า
กวา่การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 และ 1: 5 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05, ตารางท่ี 13) และเม่ือท า
การเก็บรักษาในระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนถึง 72 ชั่วโมง พบว่าในแต่ละอตัรากาเจือจาง (1: 3, 1: 5, 
1: 10 และ 1: 5) มีอตัราการปฏิสนธิอตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ต ่ากว่าการใช้ undiluted 
sperm อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่อยา่งไรก็ตาม ณ เวลา 72 ชัว่โมง การใชอ้ตัราการเจือจาง
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1: 3 และ 1: 5 ย ังคงมีอัตราการปฏิสนธิสูงกว่าการใช้อัตราการเจือจาง  1: 10 และ  1: 15 อย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05, ตารางท่ี 13) 
 
ตารางที่ 13  ค่าเฉล่ีย (mean±S.E.) อตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการคล่ือนท่ี ของน ้ าเช้ือ 
                    ปลานวลจนัทร์น ้าจืดท่ีอตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15)    
 

ระยะเวลาในการเกบ็ 
(ช่ัวโมง) 

อตัราการเจอืจาง 
(sperm: extender) 

การปฏิสนธิ          
(%) 

การมชีีวติ                
(%) 

การเคลือ่นที ่ 
(%) 

0 1: 3 
 

1: 5 
 

1: 10 
 

1: 15 
 

82.98±1.43a 
(98.24) 

83.57±1.13a 
(98.94) 

87.87±1.78a 
(104.03) 

83.72±1.38a 
(99.12) 

96.89±0.39a 
(99.54) 

97.00±0.47a 
(99.66) 

97.00±0.44a 
(99.66) 

97.33±0.41a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

100.00±0.00a 
(100.00) 

48 1: 3 
 

1: 5 
 

1: 10 
 

1: 15 
 

83.54±1.31a 
(98.90) 

82.95±1.46a 
(98.21) 

63.56±1.47b 
(75.24) 

61.08±2.56bc 
(72.31) 

93.00±1.24b 
(95.55) 

95.22±0.80ab 
(97.83) 

84.67±1.29cd 
(86.99) 

85.33±1.21c 
(87.67) 

91.67±4.17b 
(91.67) 

94.44±3.67ab 
(94.44) 

66.67±4.17c 
(66.67) 

61.11±4.39cd 
(61.11) 

72 1: 3 
 

1: 5 
 

1: 10 
 

1: 15 
 

54.35±6.01bc 
(64.34) 

52.89±5.26c 
(62.62) 

43.93±3.61d 
(52.01) 

40.93±2.49d 
(48.46) 

81.44±1.53de 
(83.68) 

76.89±1.31f 
(79.00) 

77.89±0.99ef 
(80.02) 

78.44±2.13f 
(80.59) 

58.33±4.17cd 
(58.33) 

61.11±4.39cd 
(61.11) 

58.33±4.17cd 
(58.33) 

50.00±4.17d 
(50.00) 

กลุ่มควบคุม (undiluted sperm)  84.47±2.08a 97.33±0.44a 100.00±0.00a 

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   
                 (P<0.05) ตวัเลขในวงเล็บ คือเปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุม 
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4.3 ผลของการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิ 
       การแช่แข็ง             
       4.3.1 ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษา 
                 น า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง  
                 จากการทดลองเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจันทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร 
cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ DMSO, DMA, glycerol และ MeOH ท่ีระดับความเข้มข้น 5, 10 และ 
15% ร่วมกบั HBSS เป็นสาร extender และใช้อตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C
จากผลของอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และอตัราการปฏิสนธิ พบวา่มีอิทธิร่วมกนั (interaction) 
ระหวา่งชนิดของสาร cryoprotectant กบัความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant (P<0.05) และพบวา่การ
ใชส้าร cryoprotectant 4 ชนิด ท่ีระดบัความเขม้ขน้ทั้ง 3 ระดบั ดงักล่าวมีอตัราการปฏิสนธิ อตัราการ
มีชีวิตและอัตราการเคล่ือนท่ี ต ่ากว่าการใช้น ้ าเช้ือสดอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่เม่ือ
เปรียบเทียบการใช้สาร cryoprotectant แต่ละชนิดพบว่าเม่ือใช้ 5% glycerol ให้อตัราการปฏิสนธิ
64.97±1.82% (74% ของน ้ าเช้ือสด) ซ่ึงสูงกว่าการใช้ทรีทเมนต์อ่ืน ๆ อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
(P<0.05, ตารางท่ี 14) ส าหรับผลของอตัราการมีชีวิตพบวา่การใช ้5% glycerol, 5% DMA และ MeOH 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% ให้อตัราการมีชีวิตสูงกวา่และแตกต่างจากทรีทเมนตอ่ื์น ๆ ท่ีใช้
ในการศึกษาอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ยกเวน้ 5% DMSO ท่ีมีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างจาก
การใช้ 5% DMA และ 5% MeOH แต่ผลของอตัราการเคล่ือนท่ีพบว่าการใช้สาร DMSO ท่ีระดับ
ความเขม้ขน้ 10 และ 15% มีอตัราการเคล่ือนท่ี (68.75±3.26%, 69% ของน ้ าเช้ือสด และ 66.67±3.55%, 
67% ของน ้ าเช้ือสด ตามล าดบั) ซ่ึงสูงกว่าการใชท้รีทเมนต์อ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการศึกษาอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05) ดงัแสดงในตารางท่ี 14 

จากการวิเคราะห์ความสัมพนัธ์ระหวา่งอตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวิต และอตัรา
การปฏิสนธิ พบความสัมพนัธ์ในระดับปานกลางระหว่างอตัราการเคล่ือนท่ีกับอตัราการมีชีวิต
(r= 0.707, P<0.05) อตัราการเคล่ือนท่ีกบัอตัราการปฏิสนธิ (r= 0.521, P<0.05) และอตัราการมีชีวิต
กบัอตัราการปฏิสนธิ (r= 0.655, P<0.05)   
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ตารางที่ 14  ค่าเฉล่ีย (mean±S.E.) อตัราการการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวติ และอตัราเคล่ือนท่ี ของ 
                    น ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดในสาร extender (HBSS) ร่วมกบัสาร cryoprotectant แต่ละ 
                    ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 
 
สาร cryoprotectant ความเข้มข้น (%) การปฏิสนธิ (%) การมชีีวติ (%) การเคลือ่นที่ (%) 

DMSO 
 

DMSO 
 

DMSO 
 

5 
 

10 
 

15 
 

54.03±2.36cde 
(61.94) 

46.95±2.09efg 
(53.83) 

56.72±2.51c 
(65.03) 

41.58±2.20cde 
(42.36) 

36.75±1.90ef 
(37.44) 

29.67±1.91g 
(30.22) 

47.92±2.08c 
(47.92) 

68.75±3.26b 
(68.75) 

66.67±3.55b 
(66.67) 

DMA 
 

DMA 
 

DMA 
 

5 
 

10 
 

15 
 

48.15±3.84def 
(55.20) 

48.50±3.46def 
(55.61) 

39.52±3.24gh 
(45.31) 

44.25±2.08bcd 
(45.08) 

38.67±1.81def 
(39.39) 

20.42±1.15h 
(20.80) 

39.58±5.72c 
(39.58) 

39.58±3.72c 
(39.58) 

20.83±2.81d 
(20.83) 

glycerol 
 

glycerol 
 

glycerol 
 

5 
 

10 
 

15 
 

64.97±1.82b 
(74.49) 

55.22±1.64cd 
(63.31) 

41.42±1.85fgh 
(47.50) 

50.25±1.75b 
(51.19) 

33.75±2.62fg 
(34.38) 

19.00±0.94h 
(19.35) 

25.00±0.00d 
(25.00) 

22.92±2.08d 
(22.92) 

22.92±2.08d 
(22.92) 

MeOH 
 

MeOH 
 

MeOH 
 

5 
 

10 
 

15 

46.41±2.19efgh 
(53.21) 

42.23±2.58fgh 
(48.42) 

38.79±1.64h 
(44.47) 

45.08±1.25bc 
(45.93) 

47.58±2.36b 
(48.47) 

47.83±2.58b 
(48.73) 

47.92±3.72c 
(47.92) 

45.83±2.81c 
(45.83) 

47.92±2.08c 
(47.92) 

        กลุ่มควบคุม (น ้าเช้ือสด) 87.22±1.54a 98.17±0.24a 100.00±0.00a 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัในแต่ละคอลมัน์ แสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ   
                  (P<0.05) ตวัเลขในวงเล็บ คือ เปอร์เซ็นตเ์ม่ือเปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด  
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       4.3.2 ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลา 
                 นวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
                 จากการศึกษาอัตราการลดอุณหภูมิ ท่ี เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ า เ ช้ือปลา                
นวลจันทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง ท่ีอัตราการลดอุณหภูมิ One-step (10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง           
-80๐C), Two-steps (4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C และ 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง -80๐C) และ Three-
steps freezing rate (5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C และ 2๐C min-1 จาก    
-30๐C ถึง -80๐C) โดยใช้ 5% glycerol ร่วมกับ HBSS พบว่าเม่ือใช้อตัราการลดอุณหภูมิทั้ง 3 แบบ
ดงักล่าวใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และอตัราการเคล่ือนท่ี ต ่ากวา่การใชน้ ้ าเช้ือสดอยา่ง
มีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) การใช้อตัราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps ให้ผลไม่
แตกต่างกนั (P>0.05) โดยมีอตัราการปฏิสนธิ 47.84±1.42% และ 42.37±1.44% และอตัราการมีชีวิต 
51.50±1.71% และ 50.66±2.49% ตามล าดบั แต่ให้ผลสูงกวา่การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิแบบ Three-
steps ส าหรับอตัราการเคล่ือนท่ีพบวา่การใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิทั้ง 3 แบบดงักล่าวไม่มีผลต่ออตัรา
การเคล่ือนท่ีของน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืด (P>0.05) ดงัแสดงในภาพท่ี 13    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ภาพที ่13  ค่าเฉล่ีย (mean±S.E.) อตัราการเคล่ือนท่ี อตัราการมีชีวติ และอตัราการปฏิสนธิของน ้าเช้ือ 
                 ปลานวลจนัทร์น ้าจืด ท่ีอตัราการลดอุณหภูมิแบบต่าง ๆ 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.4 จ านวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ 
        4.4.1 ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน า้เช้ือสดในปลา 
                  นวลจันทร์น า้จืด 
                 จากการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของน ้ าเช้ือสดปลานวลจนัทร์น ้ าจืด  
โดยใช้ sperm: egg ratio ท่ีอัตราส่วนต่าง ๆ กัน ดังน้ี 0.5×106: 1, 1×106: 1, 1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 
0.75×107: 1, 1×107: 1 และ 0.25×108: 1 พบว่าเม่ือใช้น ้ าเช้ือ 1×106: 1 และ 1.5×106: 1 มีอัตราการ
ปฏิสนธิไม่แตกต่างกนั (69.62±9.31% และ 56.65±5.75% ตามล าดบั, P>0.05) แต่เม่ือมีการเพิ่มหรือ
ลดจ านวน sperm: egg ratio มีผลท าให้อตัราการปฏิสนธิลดลงอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงั
แสดงในภาพท่ี 14  

 
    
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที ่14  ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ต่ออตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของน ้าเช้ือสด  
                 ปลานวลจนัทร์น ้าจืด  

หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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4.4.2 ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน า้เช้ือแช่แข็ง 
          ในปลานวลจันทร์น า้จืด  

                   จากการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของน ้าเช้ือแช่แขง็ปลานวลจนัทร์น ้ าจืด
โดยใช้ sperm: egg ratio ท่ีอัตราส่วนต่าง ๆ ได้แก่ 1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1
และ 3.9×106: 1 และใช้น ้ า เ ช้ือสด 1.00×106: 1 ซ่ึง เป็นจ านวน  sperm: egg ratio ของน ้ า เ ช้ือสดท่ี
เหมาะสมต่อการปฏิสนธิของปลานวลจนัทร์น ้ าจืด เป็นกลุ่มควบคุม พบวา่เม่ือใชจ้  านวน sperm: egg 
ratio ทั้ง 5 อตัราส่วน ใหอ้ตัราการปฏิสนธิต ่ากวา่กลุ่มควบคุมอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05, ภาพ
ท่ี 15) แต่เม่ือเปรียบเทียบการใชจ้  านวน sperm: egg ratio แต่ละอตัราส่วน พบวา่เม่ือใชน้ ้ าเช้ือแช่แข็ง
1.95×106: 1, 1.30×106: 1 และ  2.60×106: 1 มี อัต ร าก ารป ฏิสน ธิ  (40.61±2.22%, 32.77±2.40 และ
34.25±2.05% ตามล าดบั) ไม่แตกต่างกนั (P>0.05) แต่เม่ือใช้น ้ าเช้ือเพิ่มข้ึน 3.9×106: 1 ท าให้มีอตัรา
การปฏิสนธิลดลงต ่าสุด (26.77±2.96%) ดงัแสดงในภาพท่ี 15  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที ่15  ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ต่ออตัราการปฏิสนธิ (mean±S.E.) ของ 
                 น ้าเช้ือแช่แขง็ปลานวลจนัทร์น ้าจืด 
หมายเหตุ: ตวัอกัษรท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  
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บทที ่5  
อภิปรายผล  

 
5.1 ผลของสาร extender ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืด 
       แบบระยะส้ัน  

โดยปกติตวัอสุจิปลาจะไม่มีการเคล่ือนท่ีเม่ืออยู่ใน seminal plasma หรือในอณัฑะ แต่จะมี
การเคล่ือนท่ีเม่ือไดรั้บการกระตุน้ดว้ยน ้าในขณะการผสมพนัธ์ุตามธรรมชาติ ถา้จะเจือจางน ้ าเช้ือปลา
ด้วยสาร extender ใด ๆ ก็ตาม สาร extender ชนิดนั้นจะต้องไม่กระตุ้นการเคล่ือนท่ีของตัวอสุจิ 
ดงันั้นการใชส้าร extender ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาจึงควรมีส่วนประกอบทางเคมี ค่าออสโมลาลิต้ี
และ pH ใกล้เคียงกบั seminal plasma ของปลาชนิดนั้น ๆ ทั้งน้ีเพื่อป้องกนัการกระตุน้การเคล่ือนท่ี
หรือการใช้พลงังานของตวัอสุจิ ตลอดจนการรักษาให้ตวัอสุจิคงรูป และมีชีวิตรอดตลอดระยะเวลา
ในการเก็บรักษา (Kang, Shao, Kho and Zhang, 2004) ซ่ึงจากการศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้ นด้วยสาร extender 10 ชนิด ได้แก่ KU, MC, C-F HBSS, 0.9% NaCl, 
MFR, HBSS, SM, Saad, glucose (350 mM) และ IM หลงัจากท าการทดสอบอตัราการเคล่ือนท่ี และ
อตัราการมีชีวติ ท่ีระยะเวลาการเก็บ 6, 12, 24, 36, 48, 60, 72, 84, 96, 108 และ 120 ชัว่โมง พบวา่การ
ใชส้าร extenderแต่ละชนิดมีแนวโนม้ของอตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตลดลงเป็นแบบเส้น
โคง้ยกก าลงัเก้า (nonic trend) เม่ือระยะเวลาในการเก็บเพิ่มข้ึน (P<0.05) ทั้งน้ีเน่ืองจากในขณะท่ีตวั
อสุจิมีการเคล่ือนท่ีจะมีการเผาผลาญพลงังานทั้งแบบใชก้๊าซออกซิเจน และไม่ใช้ก๊าซออกซิเจน ซ่ึง
การเผาผลาญพลงังานแบบไม่ใช้ก๊าซออกซิเจนน้ีเองท าให้เกิดกรดแลคติกข้ึน (Lahnsteiner, Berger 
and Weismann, 1999) กรดแลคติกท่ีเกิดข้ึนน้ีเองจะท าให้ pH ของน ้ าเช้ือเปล่ียนไป และเม่ือท าการ
เก็บ รักษาในระยะเวลาท่ียาวนานข้ึนท าให้ มีปริมาณของกรดแลคติกเพิ่ม ข้ึน  ส่งผลให้ มี
ค่า pH ลดลง ท าให้เมแทบอลิซึม และการเคล่ือนท่ีของอสุจิลดลง นอกจากน้ีขบวนการเผาผลาญ
พลงังานยงัส่งผลให้แหล่งพลงังานของเซลล์ ซ่ึงไดแ้ก่ glucose หรือน ้ าตาลชนิดอ่ืน ๆ เช่น galactose, 
fructose, ribose และ trehalose ลดลง หรืออาจมีการใชแ้หล่งพลงังานเหล่าน้ีหมดไปเม่ือท าการเก็บท่ี
ยาวนานข้ึน ส่งผลให้อตัราการเคล่ือนท่ี และอตัราการมีชีวิตของอสุจิลดลง แต่อย่างไรก็ตามจาก
การศึกษาพบวา่การเก็บท่ีระยะเวลา 6-24 ชัว่โมง เม่ือใชส้าร extender ทั้ง 10 ชนิด มีอตัราการเคล่ือนท่ี
ไม่แตกต่างกนั (P>0.05) ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะในช่วงเร่ิมตน้ของการเก็บรักษาการเผาผลาญพลงังาน
ของตวัอสุจิยงัเกิดข้ึนน้อย ส่งผลให้ค่า pH ของน ้ าเช้ือมีการเปล่ียนแปลงน้อย รวมถึงแหล่งพลงังาน
ของเซลลย์งัมีปริมาณเพียงพอ จึงไม่ส่งผลต่อตวัอสุจิ ดงันั้นหากมีความตอ้งการเก็บรักษาน ้ าเช้ือเพียง
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24 ชัว่โมง สาร extender ท่ีควรเลือกใช้ คือ 0.9% NaCl เพราะเป็นสาร extender ท่ีเตรียมง่าย และมี
ส่วนประกอบเพียงอย่างเดียว ท าให้ประหยดัเวลาและค่าใช้จ่าย และเม่ือท าการเก็บในระยะเวลาท่ี
ยาวนานข้ึนท่ี 48 ชั่วโมง พบว่าการใช้ KU, MC, C-F HBSS, HBSS และ IM ยงัมีอตัราการเคล่ือนท่ี
ถึง 100% และให้ผลอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างกัน และมีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากการใช ้
0.9% NaCl, MFR และ glucose (350 mM) (P>0.05) นอกจากน้ีในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือท่ีระยะเวลา
เพิ่มข้ึนเป็น 84 และ 96 ชัว่โมง พบวา่การใชM้C และ IM มีอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่ 50% และมีอตัรา
การเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้สาร extender ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการศึกษาอย่างมีนัยส าคัญทาง
สถิติ (P<0.05) และเม่ือพิจารณาผลของอตัราการมีชีวิตท่ีระยะเวลาการเก็บ 84 และ 96 ชั่วโมง เช่น 
เดียวกนัพบวา่การใช ้MC และ IM มีอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างจากการใช้ KU, C-F HBSS, 0.9% NaCl, 
MFR และ HBSS แต่อย่างไรก็ตามเม่ือน าสาร extender ทั้ ง 10 ชนิดมาท าการทดสอบอัตราการ
ปฏิสนธิท่ีระยะเวลาการเก็บ 48 ชัว่โมง พบวา่การใช ้HBSS, MC และ KU ให้ผลอตัราการปฏิสนธิไม่
แตกต่างจากการใช้น ้ าเช้ือสด และมีอตัราการปฏิสนธิสูงกว่าและแตกต่างจากการใช้สาร extender 
ชนิดอ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการศึกษาอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงันั้นหากพิจารณาทั้งผลของอตัรา
การเคล่ือนท่ี อัตราการมีชีวิต และอัตราการปฏิสนธิ แล้วพบว่าถ้าต้องการเก็บรักษาน ้ าเช้ือท่ี 
48 ชั่วโมง สามารถเลือกใช้ KU, MC และ HBSS เป็นสารextender ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดแบบระยะสั้ นได้ ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจาก HBSS มีค่าออสโมลาลิต้ี 280 mOsmol/kg 
และ pH 8 ส่วน KU มีค่าออสโมลาลิต้ี 250 mOsmol/kg และ pH 8.11 และ MC ซ่ึงมีค่าออสโมลาลิต้ี 
285 mOsmol/kg และ pH 8 ซ่ึงมีค่าใกลเ้คียงกบั seminal plasmaของน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดซ่ึงมี
ค่าออสโมลาลิต้ี 255 mOsmol/kg และค่า pH 7.15 ซ่ึงค่าออสโมลาลิต้ีมีผลต่ออตัราการเคล่ือนท่ี และ
อตัราการมีชีวิตของอสุจิ ในปลาน ้ าจืดพบว่าสารละลายท่ีเป็น hypotonic คือ สารละลายนอกเซลล์มี
ความเข้มข้นน้อยกว่าภายในเซลล์ (ค่าออสโมลาลิต้ีของสารละลายภายนอกเซลล์ต ่ากว่าภายใน
เซลล์ )  จะกระตุ้นการเคล่ือนท่ีของตัวอสุ จิ  โดยพบว่าสารละลาย ท่ี มีค่ าออสโมลาลิ ต้ีต ่ า
กวา่ 200 mOsmol/kg จะกระตุน้การเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิในปลากลุ่ม carp และต่อมาเซลล์อสุจิจะหยุด
การเคล่ือนท่ี และเซลล์อาจแตกหรือถูกท าลายเน่ืองจากเซลล์บวม (Alavi and Cosson, 2005) ในทาง
ตรงข้ามสารละลายท่ีเป็น hypertonic คือ สารละลายนอกเซลล์ท่ีมีความเข้มข้นมากกว่าภายใน
เซลล ์(ค่าออสโมลาลิต้ีของสารละลายภายนอกเซลล์สูงกวา่ภายในเซลล์) ท าให้มีการสูญเสียน ้ าส่งผล
ให้เซลล์เ ห่ียว และเสียสภาพท าให้ไม่สามารถผสมกับไข่ได้ ซ่ึงอสุจิของปลาน ้ าจืดในปลา
กลุ่ม carp สามารถทนต่อการเปล่ียนแปลงของค่าออสโมลาลิต้ีไดอ้ยู่ในช่วง 254-346 mOsmol/kg 
(Alavi and cosson, 2006) แต่จากการศึกษาค่าออสโมลาลิต้ีของ IM พบว่ามีค่าออสโมลาลิต้ี 369 
mOsmol/kg ซ่ึงสูงกว่าค่าออสโมลาต้ีของ seminal plasma ของน ้ าเช้ือปลานวลจันทร์น ้ าจืด (255 
mOsmol/kg) ค่อนขา้งมาก โดยค่าออสโมลาลิต้ีท่ีระดบัน้ีอาจมีผลต่อส่วนหวัของตวัอสุจิ ท าให้มีการ
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สูญเสียน ้ าส่งผลให้เซลล์เห่ียว และเสียสภาพท าให้ไม่สามารถผสมกบัไข่ได้ ส่งผลให้มีอตัราการ
ปฏิสนธิต ่า แต่ไม่มีผลท าลายในส่วนหาง ทั้ งน้ีเน่ืองจากส่วนหัวเป็นส่วนท่ีมีขนาดใหญ่ และมี
ส่วนประกอบท่ีซบัซอ้นกวา่ส่วนหางซ่ึงง่ายต่อการถูกท าลายไดเ้ร็วกวา่ ท าใหต้วัอสุจิสามารถเคล่ือนท่ี
ไดอ้ยูเ่น่ืองจากส่วนหางไม่ถูกท าลาย แต่เม่ือพิจารณาเพิ่มเติมจากผลของการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ
ท่ีการเก็บ 72 ชัว่โมง โดยการน าสาร extender ท่ีให้ผลอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่างกบักลุ่มควบคุม
หลงัจากการเก็บ 48 ชัว่โมง ซ่ึงไดแ้ก่ KU, MC และ HBSS มาท าการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ พบวา่
การใช้ HBSS ให้ผลอตัราการปฏิสนธิ 28.39±3.44% ซ่ึงสูงกว่าการใช้ KU (2.30±0.67%) และ MC 
(18.70±2.89%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  (P<0.05) ทั้ ง น้ี เ น่ืองจาก  HBSS มีน ้ าตาล  glucose เป็น
องค์ประกอบ จึงสามารถใชเ้ป็นแหล่งพลงังานส ารองของอสุจิปลาได ้ทั้งน้ีเป็นเพราะอสุจิของปลา
สามารถใช้สารภายนอกเซลล์ในขบวนการเผาผลาญพลงังานได้  (De W. Kruger, Smit, Van vuren 
and Ferreira, 1984; Yao, Richardson and Crim, 1999) ในกรณีท่ีมีการเก็บน ้ าเช้ือไวใ้ชใ้นระยะยาวซ่ึง
อาจท าให้แหล่งพลงังานภายในตวัอสุจิหมดไป จึงท าให้น ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย HBSS ยงัคงมีอตัราการ
ปฏิสนธิสูงกว่า KU และ MC ซ่ึงไม่มี glucose เป็นองค์ประกอบ ดังนั้ นการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดท่ี 72 ชั่วโมง ควรเลือกใช้ HBSS เน่ืองจากให้ผลอตัราการปฏิสนธิสูงสุด และจาก
การศึกษาในคร้ังน้ีจะเห็นไดว้า่ HBSS เป็นสาร extender ท่ีมีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดไดดี้ท่ีสุด จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าการใช้ HBSS ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
แบบระยะสั้นมีหลายรายงานท่ีประสบผลส าเร็จ ไดแ้ก่ การศึกษาของ Jing, Huang, Bai, Tanguay and 
Dong (2009) ซ่ึงไดใ้ช้ HBSS และ Buffered sperm motility-inhibiting solution (BSMIS) ในการเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือปลา Zebrafish, Danio rerioพบว่าการใช้ HBSS ให้ผลอตัราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช ้
BSMIS เช่นเดียวกบัการศึกษาของ Tiersch, Figiel and And (2004) ได้ศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือ
ปลา Colorado pikeminnow, Ptychocheilus lucius แบบระยะสั้ นโดยใช้ HBSS เป็นสาร extender 
พบวา่น ้ าเช้ือท่ีเจือจางดว้ย HBSS มีอตัราการเคล่ือนท่ี (77±22%) สูงกวา่น ้ าเช้ือท่ีไม่มีการเจือจางดว้ย 
HBSS (12±30%) และในปีเดียวกนั Tiersch, Wayman, Skapura, Neidig and Grier (2004) ไดศึ้กษาผล
ของสาร extender 2 ชนิด ไดแ้ก่ HBSS และ 0.6% NaCl ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา common snook, 
Centropomus undecimalis พบว่าเม่ือเจือจางน ้ าเช้ือดว้ย HBSS สามารถเก็บรักษาน ้ าเช้ือไดย้าวนาน
กวา่การใช ้0.6% NaCl 
 
5.2 ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ทีเ่หมาะสมใน 
       การเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน 

ชนิดของสาร extender ท่ีเหมาะสมนั้นนอกจากจะสามารถยืดระยะเวลาในการเก็บรักษา
น ้ าเช้ือปลาแบบระยะสั้ นแลว้ ยงัสามารถใช้เจือจางเพื่อเพิ่มปริมาตรน ้ าเช้ือไดอี้กด้วย จึงน่าจะเป็น
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ประโยชน์ส าหรับการศึกษาและประยุกตใ์ชก้บัปลานวลจนัทร์น ้ าจืด ซ่ึงพบวา่มีปริมาตรน ้ าเช้ือน้อย 
(0.2-0.4 มิลลิลิตร/ตัว) แต่มีความเข้มข้นของน ้ าเช้ือสูงถึง 1.65±0.25×1010 ตัว/มิลลิลิตร จึงได้มี
การศึกษาอตัราการเจือจางระหวา่งน ้ าเช้ือต่อสาร extender เพื่อเป็นการเพิ่มปริมาตรน ้ าเช้ือ โดยเลือก
สาร extender ท่ีให้ผลดีท่ีสุด คือ HBSS มาศึกษาอตัราการเจือจาง sperm: extender ท่ี 4 อัตราส่วน
ได้แก่ 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ในระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง พบว่าการใช้อตัราการ
เจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวิต และ
อัตราการเคล่ือนท่ี และให้ผลไม่แตกต่างจากการใช้ undiluted sperm (กลุ่มควบคุม, P>0.05) ท่ี
ระยะเวลาการเก็บ 0 ชัว่โมง ทั้งน้ีในขณะท่ีตวัอสุจิมีการเคล่ือนท่ีจะมีการเผาผลาญพลงังานแบบไม่ใช้
ก๊าซออกซิเจน ท าใหเ้กิดกรดแลคติกข้ึน (Lahnsteiner et al., 1999) ซ่ึงกรดแลคติกท่ีเกิดข้ึนจะท าให้ค่า 
pH ของน ้ าเช้ือเปล่ียนไป ซ่ึงถา้ค่า pH เปล่ียนแปลงมาก ๆ จะท าให้ตวัอสุจิตายได้ และในขบวนการ
เผาผลาญพลงังานยงัส่งผลใหแ้หล่งพลงังานของเซลลล์ดลงเช่นเดียวกนั แต่ในช่วงเร่ิมตน้ของการเก็บ
รักษาการเผาผลาญพลังงานของตัวอสุจิย ัง เกิดข้ึนไม่มาก ส่งผลให้ค่า  pH ของน ้ าเ ช้ือมีการ
เปล่ียนแปลงน้อย รวมถึงแหล่งพลังงานของเซลล์ก็ยงัคงไม่ลดลงมาก จึงไม่ส่งผลต่อตวัอสุจิ ซ่ึง
สอดคล้องกับการศึกษาในปลา walking catfish, Clarias macrocephalus พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ
เร่ิมต้น (0 ชั่วโมง) การใช้อัตราการเจือจาง  1: 1, 1: 2, 1: 4, 1: 9 และ 1: 19 ไม่มีผลต่ออัตราการ
เคล่ือนท่ี (Vuthiphandchai, Thadsri and Nimrat, 2009) และจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าเม่ือท าการ
เก็บยาวนานข้ึนถึง 48 ชัว่โมง และใช้อตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนสูง (1: 10 และ 1: 15) ส่งผลให้มี
อตัราการปฏิสนธิ อตัราการมีชีวติและอตัราการเคล่ือนท่ีต ่ากวา่การใชอ้ตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนต ่า 
(1: 3  และ 1: 5) อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และส าหรับการเก็บท่ี 72 ชั่วโมง ก็ให้ผล
เช่นเดียวกนั ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะผลของ dilution factor ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในปลา Ocean pout, 
Macrozoarces americanus L. พบว่าท่ีระยะเวลาการเก็บ 2 วนั เม่ือใช้อตัราการเจือจาง 1: 3 มีอตัรา
การเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้อตัราการเจือจาง 1: 30 และ 1: 40 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
(Yao et al., 1999) และจากการศึกษาในปลา Atlantic halibut, Hippoglossu hippoglossus พบวา่เม่ือใช้
อตัราการเจือจาง 1: 5 มีอัตราการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการใช้อัตราการเจือ1: 9, 1: 19, 1: 49 และ 1: 99 
(Babiak, Ottesen, Rudolfsen and Johnsen, 2006) นอกจาก น้ีย ังสอดคล้องกับการศึกษาในปลา 
Atlantic cod, Gadus morhua ท่ีระยะเวลาการเก็บ 2 วนั พบวา่การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 1 และ 1: 3 มี
อตัราการเคล่ือนท่ี 49±0.24 และ 51±0.6% ตามล าดบั ซ่ึงสูงกวา่การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 5 และ 
1: 10 (43±0.3 และ  39±5.9% ตามล าดับ )  (DeGraaf, King, Benton and Berlinsky, 2004) และจาก
การศึกษาในปลาชนิดเดียวกนัพบวา่ท่ีระยะเวลาการเก็บ 2 วนั การใชอ้ตัราการเจือจาง 1: 3 มีอตัราการ
เคล่ือนท่ี (74±0.3%) ซ่ึงสูงกว่าและแตกต่าง P<0.05 จากการใช้อตัราการเจือจาง 1: 1, 1: 2, 1: 5 และ
1: 10 ซ่ึงมีอตัราการเคล่ือนท่ีอยูร่ะหวา่ง 42-66% (DeGraaf and Berlinsky, 2004) 
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5.3 ผลของการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะยาว หรือการเกบ็โดยวธีิการ 
       แช่แข็ง               
       5.3.1 ผลของชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษา 
                 น า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง   
                 จากการศึกษาชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีมีผลต่อการเก็บรักษาน ้ าเช้ือ
ปลานวลจันทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง โดยใช้สาร cryoprotectant 4 ชนิด ได้แก่ DMSO, DMA, 
glycerol และ MeOH ท่ีระดับความเข้มข้น 5, 10 และ 15% ร่วมกับ HBSS เป็นสาร extender พบว่า
เม่ือใช้ 5% glycerol มีอตัราการปฏิสนธิ 64.97±1.82% ซ่ึงสูงกว่าทรีทเมนต์อ่ืน ๆ ท่ีใช้ในการศึกษา
อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากการใช้ glycerol ช่วยป้องกนัการลดขนาดของ
เซลล ์และอนัตรายต่อเซลลอ์นัเน่ืองมาจากความไม่สมดุลของอิเล็คโทรไลทใ์นขณะท าการแช่แข็ง ซ่ึง
มีรายงานว่า glycerol ท่ีเติมลงไปจะเป็นตวัการท่ีช่วยปรับเปล่ียนให้เกิดความสมดุลระหว่างความ
เขม้ขน้ของโซเดียมภายในและภายนอกเซลล์ดว้ยการส่งถ่ายโซเดียมเขา้สู่ภายในเซลล์ และเน่ืองจาก
โซเดียมไอออนมีความสามารถจบักบัน ้ า ท าให้มีการส่งถ่ายน ้ าเขา้สู่เซลล์ เป็นการช่วยป้องกนัการลด
ขนาดของเซลลร์ะหวา่งขบวนการแช่แข็ง (Rall, Mazur and Souzur, 1978) นอกจากน้ีการใช ้glycerol
ยงัช่วยป้องกนัการเกิดเกล็ดน ้าแขง็ภายในเซลล ์ทั้งน้ีเน่ืองจาก glycerol เม่ือรวมกบัน ้าจะท าให้จุดเยือก
แข็งของสารละลายนั้นลดต ่าลง ท าให้ของเหลวนั้น “เยน็จดัยิ่ง” ก่อนจะแข็งหรือก่อนการเกิดเกล็ด
น ้ าแข็ง หรืออีกนัยหน่ึงคือส่งผลให้ของเหลวภายในเซลล์แข็งตวัช้ากว่าปกติ และท าให้ในเซลล์มี
ปริมาณน ้านอ้ยลง การเกิดเกล็ดน ้าแขง็ก็ยอ่มเกิดข้ึนนอ้ยตามไปดว้ย (ปริมาณน ้ าในเซลล์มากเกิดผลึก
มากซ่ึงเป็นผลเสียต่อเซลล์) ซ่ึงมีหลายรายงานท่ีประสบความส าเร็จในการใช้ glycerol ในการเก็บ
รักษาน ้าเช้ือปลาโดยวิธีแช่แข็ง เช่น จากการศึกษาในปลา Platyfish, Xiphophorus couchianus (Huan, 
Dong and Tiersch, 2004) และจากการศึกษาในปลา Green swordtail, Xiphophorus helleri (Huang, 
Dong, Walter and Tiersch, 2004) ซ่ึงจากการศึกษาพบวา่การใช ้5% glycerol ให้ผลอตัราการปฏิสนธิ
สูงกว่าการใช้ glycerol ท่ีความเข้มข้น 10 และ 15% ทั้งน้ีเน่ืองจากความเข้มขน้ของ glycerol ท่ีสูง
เกินไป ดังนั้ นอาจเป็นไปได้ว่าเม่ือใช้ glycerol ท่ีความเข้าข้น 10 และ 15% ท าให้มีการแพร่ของ 
glycerol เขา้สู่เซลล์ได้เร็วกว่าท่ีความเขม้ข้น 5% ท่ี equilibration time 10 นาทีเท่ากนัซ่ึงส่งผลให้มี
ปริมาณของ glycerol สูงเกินไปจนเป็นพิษต่อเซลล์อสุจิได้ อย่างไรก็ตามสาร cryoprotectant ยงัมี
ความเฉพาะเจาะจงกบัชนิดของปลา โดยการใช้ 5% glycerol นั้นแม้ว่าจะใช้เก็บรักษาน ้ าเช้ือปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดได้ดี แต่กลบัไม่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาบางชนิด ได้แก่ น ้ าเช้ือ
ปลา Silver carp, Hypophthalmichthys molitrix โดยพบวา่เม่ือใช ้5% glycerol ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือ
โดยวธีิแช่แขง็ท าใหมี้อตัราการเคล่ือนท่ีต ่ากวา่การใช ้10% DMSO (Alvarez et al., 2003) เช่นเดียวกบั
การศึกษาในปลา Common snook, Centropomus undecimalis พบว่าการใช้ 5% glycerol มีอัตราการ
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เคล่ือนท่ีต ่ากวา่การใช ้5%, 10% DMSO และ 5% MeOH (Tiersch,Wayman et al., 2004) และจาก
การศึกษาในปลา Tropical bagrid catfish, Mystus nemurus พบวา่การใช ้5% glycerol มีอตัราการ
เคล่ือนท่ีต ่ากวา่การใช ้10% MeOH (Muchlisin, Hashim and Chong, 2004) ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากใน
ปลาแต่ละชนิดมีลักษณะและขนาดของตัวอสุจิ ท่ีแตกต่างกัน ซ่ึงอาจท าให้โครงสร้างของ
ส่วนประกอบของเซลล์เมมเบรน ซ่ึงได้แก่ ฟอสโฟลิปิด โปรตีน และคาร์โบไฮเดรต มีปริมาณ
แตกต่างกนั จึงอาจส่งผลให้การแลกเปล่ียนสารระหวา่งภายในและภายนอกเซลล์แตกต่างกนัออกไป
ตามชนิดของปลา และจากการศึกษายงัพบว่าถึงแมก้ารใช้ 5% glycerol จะให้ผลอตัราการปฏิสนธิ 
และอตัราการมีชีวิตสูง แต่กลบัให้ผลของอตัราการเคล่ือนท่ีต ่า (25.0±0.0%) ซ่ึงในการทดลองพบว่า
น ้าเช้ือท่ีใช ้5% glycerol มีลกัษณะเป็นเจลซ่ึงอาจเป็นสาเหตุท าให้อสุจิไม่สามารถเคล่ือนท่ีไดส้ะดวก
แต่อย่างไรก็ตามเม่ือน ามาทดสอบอตัราการปฏิสนธิแล้วพบว่ามีอตัราการปฏิสนธิสูงนั้นอาจเป็น
เพราะปัจจยับางอย่างซ่ึงได้แก่ไข่ หรือ ovarian fluid ซ่ึงเป็นตวัท่ีสามารถกระตุน้ให้อสุจิมีการ
เคล่ือนท่ีเขา้ไปผสมกบัไข่ไดท้  าให้มีอตัราการปฏิสนธิสูงซ่ึงจากการศึกษาของ Yanagimachi, Chrr, 
Pillai and Baldwin (1992) พบวา่มี sperm-activating factor ในไข่ของปลา rainbow trout และ ปลา
cohosalmon,Oncorhynchus kisutch เช่นเดียวกบัการศึกษาในปลา Pacific herring, Clupea pallasi 
(Morisawa, Tanimoto and Ohtake, 1992) และจากการศึกษาในปลา muskellunge, Esox masquinongy 
(Ciereszko, Dabrowski, Lin, Christ and Toth, 1999) และในปลา striped bass (Kerby, 1983) พบวา่
ไม่มีการเคล่ือนท่ีของตวัอสุจิ แต่กลบัใหผ้ลอตัราการปฏิสนธิสูง ซ่ึงในกรณีดงักล่าวสอดคลอ้งกบัการ
ใช้ 5% glycerol ในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดแบบแช่แข็งในคร้ังน้ี คือมีอตัราการ
เคล่ือนท่ีต ่า แต่ให้ผลอตัราการปฏิสนธิสูง และเม่ือทดสอบดูค่าความสัมพนัธ์ระหว่างอตัราการ
เคล่ือนท่ีกบัอตัราการปฏิสนธิพบวา่อยูใ่นระดบัปานกลาง (r=0.52, P<0.05)  
 
        5.3.2 ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลา                    
                  นวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
              ความส าเร็จของการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลาไม่เพียงแต่ข้ึนอยู่กบัชนิดของสาร extender ชนิด
และความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมเท่านั้นแต่ยงัข้ึนอยู่กบัอตัราการลดอุณหภูมิท่ี
เหมาะสมในระหวา่งขบวนการแช่แข็งดว้ย ซ่ึงจากการศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมส าหรับ
การเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจันทร์น ้ าจืดโดยวิธีการแช่แข็ง ท่ีอัตราการลดอุณหภูมิ One-step         
(10๐C min-1 จาก 20๐C ถึง -80๐C), Two-steps (4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C และ 11๐C min-1 จาก -4๐C 
ถึง -80๐C) และ Three-steps freezing rate (5๐C min-1 จาก 2๐C ถึง -7๐C, 3๐C min-1 จาก -7๐C ถึง -30๐C 
และ 2๐C min-1 จาก -30๐C ถึง -80๐C) พบว่าการใช้อตัราการลดอุณหภูมิอย่างเร็ว คือ One-step และ
Two-steps มีอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิตไม่แตกต่างกนั และให้ผลสูงกวา่การใช้อตัราการ
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ลดอุณหภูมิอยา่งชา้ (Three-steps) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาในปลาสวาย (Striped catfish, Pangasius 
hypophthalmus) โดยใช้อัตราการลดอุณหภู มิแบบ  One-step (10๐C min-1)  และแบบ Two-steps         
(4๐C min-1 จาก 3๐C ถึง -4๐C, 11๐C min-1 จาก -4๐C ถึง -80๐C) พบว่ามีอตัราการปฏิสนธิไม่แตกต่าง
กนั (Kwantong and Bart, 2003) และจากการศึกษาในปลา Zebrafish, Danio rerio พบว่าเม่ือใช้อตัรา
การลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 5๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ี 35% ซ่ึงให้ผลสูงกวา่การใชอ้ตัรา
การลดอุณหภูมิ 20๐C min-1 ท่ีพบอตัราการเคล่ือนท่ีเพียง 1% เท่านั้ น เม่ือใช้ 8% MeOH เป็นสาร 
cryoprotectant (Yang et al., 2007) และยงัสอดคล้องกับการศึกษาในปลา Medaka, Oryzias latipes 
เม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 5๐C ถึง -80๐C โดยใช ้10% MeOH เป็นสาร cryoprotectant
มีอตัราการเคล่ือนท่ี (50±10%) ซ่ึงสูงกว่าการใช้อตัราการลดอุณหภูมิ 5, 15, 20 และ 25๐C min-1 จาก  
5๐C ถึง -80๐C (Yang, Norris, Winn and Tiersch, 2010) และในการศึกษาของ Codcharat, Nimrat and 
Vuthiphandchai (2005) ท าการศึกษาในปลา Black ear catfish, Pangasius larnaudii โดยใชอ้ตัราการ
ลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 10๐C min-1 จาก 25๐C ถึง -20๐C พบวา่เม่ือใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 10๐C min-1 มี
อตัราการเคล่ือนท่ีสูงกวา่และแตกต่างจากการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 3 และ 5๐C min-1 และยงัให้ผล
เช่นเดียวกบัการศึกษาในปลา Red snapper, Lutjanus argentimaculatus พบว่าเม่ือใช้อตัราการลด
อุณหภูมิ 10๐C min-1 จาก 25๐C ถึง -80๐C มีอตัราการเคล่ือนท่ีและอตัราการมีชีวิตสูงกวา่การใชอ้ตัรา
การลดอุณหภูมิ 3, 5 และ 12๐C min-1 เม่ือใช้10% DMSO เป็นสาร cryoprotectant (Vuthiphandchai, 
Chomphuthawach and Nimrat, 2009) และจากการศึกษาของ Linhart et al. (2000) พบวา่อตัราการฟัก
ของน ้ าเช้ือแช่แข็งปลาไนไม่มีความแตกต่างกบัน ้ าเช้ือสด (52±9% และ 50±18% ตามล าดบั) เม่ือใช้
การลดอุณหภูมิท่ี Two-steps freezing rates (4๐C min-1จาก 4๐C ถึง -9๐C และ 11๐C min-1 จาก -9๐C ถึง 
-80๐C) จะเห็นไดว้่าในขบวนการแช่แข็งอตัราการลดอุณหภูมิมีส่วนส าคญัต่อเซลล์ หากช้าหรือเร็ว
เกินไปต่างก็ส่งผลให้เกิดอนัตรายต่อเซลล์ได ้ซ่ึงจากการศึกษาคร้ังน้ีจะเห็นไดว้า่การใชอ้ตัราการลด
อุณหภูมิอย่างช้า Three-steps ใช้เวลาในการลดอุณหภูมิถึง 37 นาที เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้อตัรา
การลดอุณหภูมิอยา่งเร็ว One-step และ Two-steps ซ่ึงใชเ้วลาเพียง 10 และ 11 นาที ตามล าดบั ซ่ึงการ
ลดอุณหภูมิอยา่งชา้จะส่งผลใหเ้ซลลมี์การสูญเสียน ้าท าใหเ้ซลลเ์ห่ียว และความเขม้ขน้ของสารละลาย
ภายในเซลลสู์งเกินไป จึงอาจเป็นสาเหตุส าคญัประการหน่ึงท่ีส่งผลท าให้มีอตัราการมีชีวิต และอตัรา
การปฏิสนธิต ่า เน่ืองจากตวัอสุจิเสียสภาพท าใหไ้ม่สามารถผสมกบัไข่ได ้ 
 
5.4 จ านวนอสุจิทีเ่หมาะสม (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ  
        5.4.1 ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน า้เช้ือสดในปลา 
                 นวลจันทร์น า้จืด 
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                 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าอัตราส่วนน ้ าเช้ือต่อไข่ท่ีมากเกินไปส่งผลให้อัตราการ
ปฏิสนธิลดลง เน่ืองจากความหนืดของอสุจิท่ีเกาะกันแน่นหน้า micropyle ของไข่ท าให้อสุจิไม่
สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได ้(Silveira et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Tambassen-Cheong 
et al., 1995; Rosenthal et al., 1998) ในทางตรงกนัขา้มพบว่าปริมาณน ้ าเช้ือท่ีไม่เพียงพอก็ส่งผลให้
อัตราการปฏิสนธิลดลงเช่นเดียวกัน (Linhart et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Silveira et al., 
2006; Bart et al., 1998) และดว้ยเหตุน้ีจึงควรทราบอตัราส่วนท่ีเหมาะสมของน ้ าเช้ือสด ท่ีใชผ้สมกบั
ไข่หน่ึงใบ (sperm: egg ratio) เพื่อให้เกิดการใช้น ้ าเช้ือท่ีมีอยู่อย่างจ ากัดให้เกิดประโยชน์สูงสุด 
โดยเฉพาะปลานวลจนัทร์น ้าจืดซ่ึงพบวา่มีน ้าเช้ือนอ้ย จึงควรทราบอตัราส่วนน ้ าเช้ือปลาท่ีเหมาะสมท่ี
ใช้ในการผสมกบัไข่หน่ึงใบ จากการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมของน ้ าเช้ือสดปลา
นวลจนัทร์น ้ าจืดโดยใช้ sperm: egg ratio ท่ีอตัราส่วน 0.5×106: 1, 1×106: 1, 1.5×106: 1, 0.5×107: 1, 
0.75×107: 1, 1×107: 1 และ 0.25×108: 1 พบว่าเม่ือใช้น ้ าเช้ือ 1×106: 1 และ 1.5×106: 1 มีอัตราการ
ปฏิสนธิไม่แตกต่างกัน (69.62±9.31% และ 56.65±5.75% ตามล าดับ) แต่เม่ือใช้น ้ าเช้ือลดลงถึง
0.50×106: 1 ส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ (51.86±9.79%) ลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
ทั้งน้ีอาจเน่ืองมาจากปริมาณน ้ าเช้ือท่ีใช้ไม่เพียงพอจึงส่งผลให้อตัราการปฏิสนธิลดลง ซ่ึงสอดคลอ้ง
กบัการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ของน ้ าเช้ือสดในปลา Turbot, Scophthalmus maximus พบว่า
เม่ือใช้จ  านวน sperm: egg ratio ลดลงถึง 3×103: 1 และ 6×103: 1 มีอตัราการปฏิสนธิต ่ากว่าการใช้
จ  านวน sperm: egg ratio 2×104: 1 (Dreanno et al., 1997) และจากการศึกษาในปลา  Sea lamprey, 
Petromyzon marinus พบว่าเม่ือใช้จ  านวน  sperm: egg ratio 1.0×105: 1 มีอัตราการปฏิสนธิสูงสุด 
(97%) แต่เม่ือใช้จ  านวน sperm: egg ratio ลดลงต ่ากว่า 5×104: 1 ท าให้มีอตัราการปฏิสนธิลดลงต ่า
กว่า 80% (Ciereszko, Glogowski and Dabrowski, 2000) นอกจากน้ียงัสอดคล้องกับการศึกษาใน
ปลา African catfish, Clarias gariepinus พบวา่เม่ือใชน้ ้ าเช้ือสด 1.5×104: 1 มีอตัราการปฏิสนธิสูงสุด 
(80%) แต่เม่ือใชจ้  านวน sperm: egg ratio ลดลงต ่ากวา่ 3×103: 1 ท าใหมี้อตัราการปฏิสนธิลดลง (45%) 
(Rurangwa et al., 1998) ในขณะเดียวกนัจากการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่าเม่ือมีการใช้น ้ าเช้ือเพิ่มข้ึน
จาก 0.50×107-0.25×108: 1 พบว่ามีแนวโน้มของอตัราการปฏิสนธิลดลงอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
(P<0.05) ทั้ งน้ีเน่ืองจากความหนืดของอสุจิท่ีเกาะกันแน่นหน้า micropyle ของไข่ท าให้อสุจิไม่
ส า ม า ร ถ เ จ า ะ เ ข้ า ไ ป ผ ส มกั บ ไ ข่ ไ ด้  (Silveira et al., 2006; Rurangwa et al., 1998; Tambassen-
Cheong et al., 1995; Rosenthal et al., 1998) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ของ
น ้าเช้ือสดปลา Striped catfish, Pangasius hypophthalmus พบวา่เม่ือใชน้ ้ าเช้ือ 1.89×105: 1 มีอตัราการ
ปฏิสนธิสูงสุด 44.56±11.48% แต่เม่ือใชจ้  านวน sperm: egg ratio เพิ่มข้ึนถึง 1.89×108: 1 ท าให้มีอตัรา
การปฏิสนธิลดลงเหลือเพียง  2.90±0.36% (Kwantong and Bart, 2009) และยงัให้ผลเช่นเดียวกับ
การศึกษาในปลา African catfish, Clarias gariepinus พบว่าเม่ือใชน้ ้ าเช้ือสด 1.5×104: 1 มีอตัราการ
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ปฏิสนธิสูงสุด (80%) แต่เม่ือใช้จ  านวน sperm: egg ratio เพิ่มข้ึนเป็น 3.75×105: 1 ท าให้มีอตัราการ
ปฏิสนธิลดลง (71%) (Rurangwa et al., 1998) 
  
        5.4.2 ผลของจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิของน า้เช้ือแช่แข็งใน 
                  ปลานวลจันทร์น า้จืด  
                  ในการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio มีความส าคญัอย่างยิ่ง เน่ืองจากส่งผลโดยตรงต่อ
อตัราการปฏิสนธิ โดยเฉพาะอยา่งยิ่งในน ้ าเช้ือแช่แข็งซ่ึงพบวา่จะตอ้งใช้จ  านวนอสุจิมากกวา่การใช้
น ้ าเช้ือสด ทั้งน้ีเน่ืองจากในน ้ าเช้ือแช่แข็งจะมีอตัราการตายและความผิดปกติของอสุจิมากกว่าใน
น ้ า เ ช้ื อ ส ด  (Dreanno et al., 1997; Lahnsteiner, Weismann and Patzner, 1997; Ding et al., 2008; 
Lahnsteiner, Berger and Weismann, 2003; Lahnsteiner, Mansour and Weismann, 2002) เ น่ื อ ง จ า ก
ในกระบวนการแช่แข็งน ้ าเช้ือท่ีอุณหภูมิต่าง ๆ จะเกิดอนัตรายกบัเซลล์อสุจิ เช่น อนัตรายจากผล
ของ pH, solute, อนัตรายท่ีเกิดจากความเป็นพิษของสาร cryoprotectantและอนัตรายท่ีเกิดจากการ
สูญเสียน ้า และการเกิดเกล็ดน ้าแขง็ภายในเซลล์ และนอกเซลล์ (Leung in Jamieson, 1991; Muchlisin 
and Azizah, 2009; Ji et al., 2004) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีไดท้  าการศึกษาจ านวน sperm: egg ratio ท่ี
เหมาะสมของน ้าเช้ือแช่แขง็ในปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดยใช ้sperm: egg ratio ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ ไดแ้ก่ 
1.3×106: 1, 1.95×106: 1, 2.6×106: 1, 3.25×106: 1 และ 3.9×106: 1 โดยใช้น ้ าเช้ือสด 1.00×106: 1 เป็น
กลุ่มควบคุม พบวา่เม่ือใชน้ ้าเช้ือแช่แขง็ 1.95×106: 1, 1.30×106: 1 และ2.60×106: 1 มีอตัราการปฏิสนธิ 
(40.61±2.22%, 32.77±2.40 และ34.25±2.05% ตามล าดบั) ซ่ึงใหผ้ลไม่แตกต่างกนั (P<0.05) แต่เม่ือใช้
น ้าเช้ือเพิ่มข้ึนถึง 3.9×106: 1 ท าใหมี้อตัราการปฏิสนธิลดลงต ่าสุด (26.77±2.96%) ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากมี
จ านวน sperm: egg ratio ท่ีมากเกินไปส่งผลใหอ้ตัราการปฏิสนธิลดลง ซ่ึงเกิดจากความหนืดของอสุจิ
ท่ีเกาะกนัแน่นหนา้ micropyle ของไข่ท าให้ไม่สามารถเจาะเขา้ไปผสมกบัไข่ได้ ซ่ึงสอดคล้องกบั
การศึกษาในปลา Striped catfish, Pangasius hypophthalmus พบวา่เม่ือใชน้ ้ าเช้ือ 6.94×106: 1 มีอตัรา
การปฏิสนธิสูงสุด 53.75±1.62% แต่เม่ือใช้จ  านวน sperm: egg ratio เพิ่มข้ึนจาก 3.47×107: 1-6.94×108: 1  
ท าใหมี้อตัราการปฏิสนธิลดลงจาก 26.07±0.59% เหลือเพียง1.50±0.68% (Kwantong and Bart, 2009)
และในบางกรณีพบวา่เม่ือมีการใชจ้  านวน sperm: egg ratio นอ้ยเกินไปส่งผลให้มีอตัราการปฏิสนธิ
ลดลง ทั้งน้ีเน่ืองจากมีจ านวนอสุจิไม่เพียงพอท่ีจะผสมกบัไข่ (Linhart et al., 2006; Rurangwa et al., 
1998; Silveira et al., 2006; Bart et al., 1998) ไดแ้ก่ ปลา Turbot, Scophthalmus maximus (Dreanno et 
al., 1997; Chen, Jia and Yua, 2004, Mandarin fish, Sinipeca chuatsi (Ding et al., 2008), Chalcalbumus 
chalcalburnus, Chondrostoma nasus, Rutilus meidingerii, Barbus barbatus และ Cyprinus carpio 
(Lahnsteiner et al., 2003) และ Sea bass, Dicentrarchus labrax (Fauvel, Suquet, Dreanno, Zonno and 
Menu, 1998)     
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บทที ่6 
สรุป และข้อเสนอแนะ 

 
6.1 สรุป 
        6.1.1 จากการศึกษาชนิดของสาร extender พบว่าการใช ้KU, MC และ HBSS สามารถเก็บรักษา
น ้ าเช้ือปลาได ้48 ชัว่โมง แต่เม่ือท าการเก็บยาวนานข้ึนเป็น 72 ชัว่โมง พบว่าการใช้ HBSS เป็นสาร 
extender ท่ีมีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดไดดี้ท่ีสุด  
        6.1.2 จากการศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) พบอิทธิพลร่วมกนั (interaction) ระหวา่ง
อตัราการเจือจางกบัระยะเวลาการเก็บ และพบวา่ท่ีระยะเวลาการเก็บเร่ิมตน้ (0 ชัว่โมง) การใช้อตัรา
การเจือจางท่ีอตัราส่วน 1: 3, 1: 5, 1: 10 และ 1: 15 ไม่มีผลต่อคุณภาพของน ้าเช้ือ แต่เม่ือระยะเวลาการ
เก็บยาวนานข้ึน 48 และ 72 ชัว่โมง การใช้อตัราการเจือจางท่ีอตัราส่วนเพิ่มข้ึนส่งผลให้คุณภาพของ
น ้าเช้ือลดลง 
         6.1.3 จากการศึกษาชนิดและความเข้มของสาร  cryoprotectant พบว่ามี อิทธิพลร่วมกัน 
(interaction) ระหวา่งชนิดของสาร cryoprotectant กบัความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant และพบวา่ 
5% glycerol เป็นสาร cryoprotectant ท่ีเหมาะสมในการเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืดโดย
วธีิการแช่แขง็ 
         6.1.4 อตัราการลดอุณหภูมิแบบ One-step และ Two-steps freezing procedures มีความเหมาะสม
ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
         6.1.5 จ านวน sperm: egg ratio ท่ีเหมาะสมในน ้ าเช้ือสด คือ 1.0-1.5×106: 1 ส าหรับในน ้ าเช้ือ   
แช่แขง็จะมีจ านวนน ้าเช้ือเพิ่มข้ึนเป็น 2 เท่า ของน ้าเช้ือสด คือ อยูใ่นช่วง 1.3-2.6×106: 1   
 
6.2 ข้อเสนอแนะ 
        6.2.1 ในการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากไข่ของปลานวลจนัทร์น ้ าจืดเป็นไข่คร่ึงจมคร่ึง
ลอย และมีเปลือกไข่บางมาก ดงันั้นการติดตั้งระบบเพาะฟักไข่ควรมีการไหลเวียนของน ้ าตลอดเวลา 
โดยมีการปล่อยน ้าจากดา้นล่างของขวดเพาะฟักและมีวาลว์ส าหรับปรับระดบัความแรงของน ้ าเพื่อให้
ไข่ลอยข้ึนเพียงเล็กน้อยป้องกันการซ้อนทบักันของไข่ และในขณะเดียวกนัในส่วนบนของขวด    
เพาะฟักมีการเจาะรูเพื่อเป็นทางใหน้ ้าไหลออก และตอ้งบุดว้ยตาข่าย เพื่อป้องกนัไข่ไหลออก  
         6.2.2 ในขั้นตอนของการทดสอบอตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากเปลือกไข่ปลานวลจนัทร์น ้ าจืดมี
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ลกัษณะบางมาก หากมีการกระทบกระเทือนมากเกินไปอาจท าให้เปลือกไข่แตกได ้ดงันั้นขณะท่ีท า
การ load ไข่เพื่อผสมกบัน ้ าเช้ือนั้นควรท าดว้ยความระมดัระวงั นอกจากน้ีในการนบัระยะไข่ควรใช้
ความรวดเร็ว และควรน าไข่ออกมานบัคร้ังละหน่ึงทรีตเมนต ์เพราะจะส่งผลต่อการพฒันาของไข่  
        6.2.3 จากการศึกษาความสัมพนัธ์ระหว่างอัตราการเคล่ือนท่ีกับอัตราการมีชีวิต อัตราการ
เคล่ือนท่ีกบัอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการมีชีวิตกบัอตัราการปฏิสนธิ พบวา่มีความสัมพนัธ์ไปใน
ทิศทางเดียวกนั ดงันั้นในการประเมินคุณภาพน ้าเช้ือควรท าการทดสอบแค่เพียง อตัราการเคล่ือนท่ีกบั
อตัราการปฏิสนธิ เน่ืองจากการทดสอบอตัราการมีชีวิตเป็นวิธีการท่ียุง่ยากและใชเ้วลานาน ทั้งน้ีเพื่อ
เป็นการประหยดัเวลาและค่าใชจ่้ายในการท าวจิยั  
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ตารางแสดงผลการวเิคราะห์วาเรียนซ์ 
 

1. การศึกษาชนิดของสาร extender ทีเ่หมาะสมส าหรับการเก็บรักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืด 
แบบระยะส้ัน 

     1.1 อตัราการเคลือ่นที่ 
 
ตารางที่ ก. 1 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 24   
                      ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
240.000 9 26.667 .889 .542 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1500.000 50 30.000   

Total 1740.000 59    
 
ตารางที่ ก. 2 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 36  

        ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9900.000 9 1100.000 26.190 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2100.000 50 42.000   

Total 12000.000 59    
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ตารางที่ ก. 3 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 48  
        ชัว่โมง 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

21510.000 9 2390.000 33.194 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3600.000 50 72.000   

Total 25110.000 59    
 
ตารางที่ ก. 4  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 60  

        ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
51915.000 9 5768.333 24.651 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

11700.000 50 234.000   

Total 63615.000 59    
 
ตารางที่ ก. 5 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 72  

        ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
53100.000 9 5900.000 42.294 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6975.000 50 139.500   

Total 60075.000 59    
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ตารางที่ ก. 6 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 84  
        ชัว่โมง 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

39078.750 9 4342.083 27.968 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

7762.500 50 155.250   

Total 46841.250 59    
 
ตารางที่ ก. 7 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 96  

        ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
28683.750 9 3187.083 23.478 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6787.500 50 135.750   

Total 35471.250 59    
 
ตารางที่ ก. 8 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 108   
                      ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9135.000 9 1015.000 30.758 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1650.000 50 33.000   

Total 10785.000 59    
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ตารางที่ ก. 9 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ท่ีการเก็บ 120  
                      ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
3375.000 9 375.000 25.000 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

750.000 50 15.000   

Total 4125.000 59    
 
    1.2 อตัราการมีชีวติ 
 
ตารางที่ ก. 10 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 6   

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
683.380 9 75.931 1.891 .075 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2007.348 50 40.147   

Total 2690.727 59    
 
ตารางที่ ก. 11 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 12  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
1103.858 9 122.651 4.151 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1477.338 50 29.547   

Total 2581.196 59    
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ตารางที่ ก. 12 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 24  
          ชัว่โมง 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

2329.183 9 258.798 6.471 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1999.659 50 39.993   

Total 4328.842 59    
 
ตารางที่ ก. 13 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 36  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9521.559 9 1057.951 5.341 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

9904.447 50 198.089   

Total 19426.006 59    
 
ตารางที่ ก. 14 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 48  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
9825.993 9 1091.777 8.363 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6527.276 50 130.546   

Total 16353.269 59    
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ตารางที่ ก. 15 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 60  
          ชัว่โมง 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

16817.580 9 1868.620 11.024 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

8475.405 50 169.508   

Total 25292.985 59    
 
ตารางที่ ก. 16 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 72  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
16985.097 9 1887.233 13.975 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6752.389 50 135.048   

Total 23737.486 59    
 
ตารางที่ ก. 17 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 84  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
17492.245 9 1943.583 11.221 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

8660.219 50 173.204   

Total 26152.464 59    
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ตารางที่ ก. 18 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 96  
          ชัว่โมง 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(ชนิดของสาร extender) 

11496.214 9 1277.357 2.900 .008 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

22025.620 50 440.512   

Total 33521.835 59    
 
ตารางที่ ก. 19 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 108  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
6760.263 9 751.140 3.508 .002 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

10705.564 50 214.111   

Total 17465.826 59    
 
ตารางที่ ก. 20 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการมีชีวติ ท่ีการเก็บ 120  

          ชัว่โมง 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
1778.171 9 197.575 1.628 .133 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6067.064 50 121.341   

Total 7845.235 59    
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1.3 อตัราการปฏิสนธิ 
 
ตารางที่ ก. 21 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการปฏิสนธิ ท่ีการเก็บ 48   
                        ชัว่โมง  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
16997.103 10 1699.710 32.978 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2834.776 55 51.541   

Total 19831.879 65    
 
ตารางที่ ก. 22 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของสาร extender ต่ออตัราการปฏิสนธิ ท่ีการเก็บ 72  
                        ชัว่โมง  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(ชนิดของสาร extender) 
4439.395 3 1479.798 65.249 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

453.586 20 22.679   

Total 4892.981 23    
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2. การศึกษาอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลาในการเกบ็ (time storage) ที ่   
เหมาะสมในการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์น า้จืดแบบระยะส้ัน 

 

ตารางที ่ก. 23 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลา  

                     ในการเก็บ ต่ออตัราการปฏิสนธิ ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบ  
                     ระยะสั้น 
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
13082.261 12 1090.188 37.692 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3008.077 104 28.924   

Total 16090.338 116    
หมายเหตุ: Treatment คือ อตัราการเจือจาง (sperm: extender) ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 
และ 1: 15) ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง  
 
ตารางที ่ก. 24 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลา 

        ในการเก็บ ต่ออตัราการมีชีวติ ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบ           
        ระยะสั้น 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

7197.312 12 599.776 67.134 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

929.131 104 8.934   

Total 8126.442 116    
หมายเหตุ: Treatment คือ อตัราการเจือจาง (sperm: extender) ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 
และ   1: 15) ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง 
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ตารางที ่ก. 25 แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการเจือจาง (sperm: extender) และระยะเวลา 
         ในการเก็บ ต่ออตัราการเคล่ือนท่ี ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดแบบ 
         ระยะสั้น 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(Treatment) 

41369.231 12 3447.436 59.756 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6000.000 104 57.692   

Total 47369.231 116    
หมายเหตุ: Treatment คือ อตัราการเจือจาง (sperm: extender) ท่ีอตัราส่วนต่าง ๆ (1: 3, 1: 5, 1: 10 
และ 1: 15) ท่ีระยะเวลาการเก็บ 0, 48 และ 72 ชัว่โมง 
 
3.  ศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสาร cryoprotectant ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลา  
     นวลจันทร์น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
 
ตารางที ่ก. 26  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อ  
                        อตัราการปฏิสนธิ ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
13273.692 12 1106.141 31.557 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

6800.142 194 35.052   

Total 20073.834 206    
หมายเหตุ: Treatment คือ สาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

76 
 

ตารางที ่ก. 27  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อ  
                       อตัราการมีชีวติ ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
27585.853 12 2298.821 149.365 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2200.858 143 15.391   

Total 29786.711 155    
หมายเหตุ: Treatment คือ สาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 

 
ตารางที ่ก. 28  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของชนิดและความเขม้ขน้ของสาร cryoprotectant ต่อ  
                       อตัราการเคล่ือนท่ี ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(Treatment) 
42470.192 12 3539.183 63.962 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

7912.500 143 55.332   

Total 50382.692 155    
หมายเหตุ: Treatment คือ สาร cryoprotectant 4 ชนิด (DMSO, DMA, glycerol และ MeOH) ท่ีระดบั
ความเขม้ขน้ 5, 10 และ 15% 
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4.  ศึกษาอตัราการลดอุณหภูมิ (feezing rate) ทีเ่หมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาน า้เช้ือปลานวลจันทร์ 
     น า้จืดโดยวธีิการแช่แข็ง 
 
ตารางที ่ก. 29  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่ออตัราการ 
                       ปฏิสนธิ ในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(อตัราการลดอุณหภูมิ) 
5890.359 3 1963.453 89.783 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

1312.133 60 21.869   

Total 7202.492 63    
 
ตารางที ่ก. 30  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่ออตัราการ 
                       มีชีวติในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(อตัราการลดอุณหภูมิ) 
4398.840 3 1466.280 169.065 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

173.458 20 8.673   

Total 4572.298 23    
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ตารางที ่ก. 31  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของอตัราการลดอุณหภูมิ (freezing rate) ต่ออตัราการ 
                       เคล่ือนท่ีในการเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้าจืดโดยวธีิการแช่แขง็  
 

Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 
Between Groups 

(อตัราการลดอุณหภูมิ) 
24600.000 3 8200.000 45.556 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3600.000 20 180.000   

Total 28200.000 23    
 

5.  ศึกษาจ านวนอสุจิ (sperm: egg ratio) ทีม่ีผลต่ออตัราการปฏิสนธิ ของน า้เช้ือสดในปลา 
     นวลจันทร์น า้จืด 
 
ตารางที ่ก. 32  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของจ านวน sperm: egg ratio ท่ีมีผลต่ออตัราการ 

          ปฏิสนธิของน ้าเช้ือสดปลานวลจนัทร์น ้าจืด 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(จ านวน sperm: egg ratio) 

3678.053 6 613.009 8.073 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

2657.725 35 75.935   

Total 6335.777 41    
 

ตารางที ่ก. 33  แสดงการวเิคราะห์วาเรียนซ์ผลของจ านวน sperm: egg ratio ท่ีมีผลต่ออตัราการ 
         ปฏิสนธิของน ้าเช้ือแช่แขง็ปลานวลจนัทร์น ้าจืด 

 
Source Sum of Squares df Mean Square F Sig. 

Between Groups 
(จ านวน sperm: egg ratio) 

4766.228 5 953.246 24.287 .000 

Within Groups 
(ความคลาดเคล่ือน) 

3296.901 84 39.249   

Total 8063.129 89    
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7. งานวจัิยทีส่นใจ 
Cryopreservation of fish spermatozoa  

 Aquaculture (seed production) 
 
8. งานวจัิยทีก่ าลงัด าเนินการมี 4 เร่ือง 
1. การเก็บรักษาน ้าเช้ือปลานวลจนัทร์น ้ าจืด, Small scale mud carp, Cirrhinus microlepi และการศึกษา 
ระดบัท่ีเหมาะสมของ sperm: egg ratio ของการใชน้ ้ าเช้ือสดและน ้ าเช้ือแช่แข็ง (Preservation of Small 
scale mud carp, Cirrhinus microlepis sperm and the suitable of sperm: egg ratio of fresh or cryopreserved  
sperm)  

(เป็นหวัหนา้โครงการวจิยั รับผดิชอบโครงการวจิยั 60%) 
2. การเก็บรักษาน ้ าเช้ือปลากะโห้โดยวิธีการแช่แข็ง (Cryopreservation of Giant barb, Catlocarpio  
siamensis sperm)  

(เป็นหวัหนา้โครงการวจิยั รับผดิชอบโครงการวจิยั 70%) 
3. การเก็บรักษาน ้ าเช้ือไก่พื้นเมืองพนัธ์ุเหลืองหางขาว โดยวิธีการแช่แข็ง (Cryopreservation of Thai 
indigenous chicken (Leung Hang Kao) spermatozoa)  

(เป็นหวัหนา้โครงการวจิยั รับผดิชอบโครงการวจิยั 50%) 
4. การพฒันาและเพิ่มผลผลิตปลาสวายโมง (Thai Panga) เพื่อการส่งออก(ภาษาองักฤษ): The 
improvement of Thai Panga production for export 

(เป็นหวัหนา้โครงการวจิยั รับผดิชอบโครงการวจิยั 35%) 
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ต าบลหนองญาติ  อ าเภอเมืองจ.นครพนม 48000 
Tel: (042) 513734, (042) 515601 
Fax: (042) 513734, (042) 515601   
E-mail: unnop2627@yahoo.com 

5. ประวตัิการศึกษา: 

Degree 
Institution Year Country 

B.Sc. (Fisheries) KasetsartUniversity 1989 Thailand 
M.Sc. (Aquaculture) KasetsartUniversity 2000 Thailand 
 
6. สาขาวชิาการทีช่ านาญพเิศษ (แตกต่างจากวุฒิการศึกษา): 

 - การวเิคราะห์ตน้ทุนการผลิต 
              - การเก็บรักษาน ้าเช้ือปลาแบบระยะสั้น   

7. ประสบการณ์วจัิย:  
 7.1 งานวจิยัท่ีท าส าเร็จแลว้ 
  งานวิจยัท่ีท าส าเร็จแลว้มี 6 เร่ือง (โดยเป็นหวัหนา้โครงการ 3 เร่ืองและเป็นผูช่้วย 3 
เร่ือง) ซ่ึงทั้ง 6 เร่ืองได้รับการตีพิมพ์เรียบร้อยแล้วและอีก 5 เร่ืองอยู่ระหว่างการด าเนินการ (ดัง
เอกสารแนบ) 
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ทวี วิพุทธานุมาศ, อรรณพ อ่ิมศิลป์ และ มาลยั อ่ิมศิลป์. 2544. ระดบัโปรตีนท่ีเหมาะสมในอาหารท่ี
 ใช้เล้ียงปลาจาด. เอกสารวิชาการฉบบัท่ี 12/2544. สถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดัเพชรบุรี, กอง
 ประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 17 หนา้. 
อรรณพ อ่ิมศิลป์, วิทยา ตินนังวฒันะ และ มาลยั อ่ิมศิลป์. 2545. การเพาะพนัธ์ุปลาจาด. เอกสาร 

วชิาการ  ฉบบัท่ี 11/2545. สถานีประมงน ้าจืดจงัหวดัเพชรบุรี, กองประมงน ้ าจืด, กรมประมง, 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 31 หนา้. 

อรรณพ อ่ิมศิลป์, วทิยา ตินนงัวฒันะ  และ วราภรณ์ สาลีติด. 2547. อาหารท่ีเหมาะสมในการอนุบาล
ลูก ปลาจาด.เอกสารวิชาการฉบบัท่ี 8/2547. ศูนย์วิจยัและพฒันาประมงน ้ าจืดเพชรบุรี,
ส านกัวจิยัและพฒันาประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 20 หนา้. 

วิทยา ตินนงัวฒันะ, อรรณพ อ่ิมศิลป์ และ วราภรณ์ สาลีติด. 2547. โปรตีนท่ีเหมาะสมในการเล้ียง
 ปลาอีกง. เอกสารวชิาการฉบบัท่ี 48/2547. สถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดัราชบุรี, ส านกัวิจยัและ
 พฒันาประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 15 หนา้. 
เจริญ อุดมการ, อรรณพ อ่ิมศิลป์, สมบติั สิงห์สี, มาลยั อ่ิมศิลป์ และ พิน พลไชย. 2547. การเพาะพนัธ์ุ

ปลานวลจนัทร์. เอกสารเผยแพร่ฉบบัท่ี 1/2547. สถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดันครพนม,
ส านกัวจิยัและพฒันาประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 21 หนา้. 

Imsilp, U., S. Singsee, P. Polchai, T. Assonjohn and N. Sukumasavin. 2005. Mobile hatchery: a 
new tool for fisheries extension. Proceedings of the 6th Technical Symposium on 
MekongFisheries,26-28November, 2003. MRC Conference Series No. 5. MekongRiver 
Commission, Vientiane. pp. 79-82. 

 
7.2 งานวจิยัท่ีก าลงัด าเนินการ มี 5 เร่ือง 
 1. การศึกษาวธีิการล าเลียงกบนา. (เป็นผูร่้วมวจิยั รับผดิชอบโครงการวจิยั 20%) 

2. การใช้กากถั่วเหลืองทดแทนปลาป่นในอาหารกบนา (เป็นหัวหน้าโครงการวิจัย 
รับผดิชอบ 70%) 
3. ผลของความหนาแน่นท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของปลาจาดท่ีเล้ียงในกระชงั (เป็นหัวหน้า
โครงการวจิยั รับผดิชอบ 80%) 
4. ผลของฮอร์โมนต่างชนิดต่อการวางไข่ของปลายอนหลงัเขียว (เป็นผูร่้วมวิจยั รับผิดชอบ
โครงการวจิยั 25%) 
5.ผลของความหนาแน่นท่ีมีต่อการเจริญเติบโตของปลาโมงท่ีเล้ียงในกระชงั.ในแม่น ้ าโขง 
(เป็นหวัหนา้โครงการวจิยั รับผดิชอบ 75%) 
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ประวตัิผู้ร่วมวจัิย 
1. ช่ือ: (ภาษาไทย)       นายสมบติั  สิงห์สี 

(ภาษาองักฤษ)   MR. Sombut Singsee 
      2.    เลขหมายบัตรประจ าตัวประชาชน:  
        3.    ต าแหน่งปัจจุบัน: หวัหนา้สถานีประมงน ้าจืดจงัหวดันครพนม (นกัวชิาการประมง 6 ว.) 
    ศูนยว์จิยัและพฒันาประมงน ้าจืดสกลนคร  
    ส านกัวจิยัและพฒันาประมงน ้าจืดกรมประมง 
        4.    สถานทีต่ิดต่อ:  
             สถานีประมงน ้าจืดจงัหวดันครพนม ต าบลหนองญาติ  อ าเภอเมือง จ.นครพนม 48000 
  Tel: (042) 513734, (042) 515601 
  Fax: (042) 513734, (042) 515601    
               E-mail: singsee@yahoo.com 
        5.    ประวตัิการศึกษา  อกัษรย่อปริญญาและ 
 

ปีทีจ่บ 
การศึกษา 

ปริญญา อกัษรย่อปริญญา 
และช่ือเต็ม 

สาขาวชิา 
 

วชิาเอก ช่ือสถาบันการศึกษา ประเทศ 

2537 ปริญญาตรี ทษบ. 
เทคโนโลยกีารเกษตร 

สัตว
ศาสตร์ 

ประมงน ้า
จืด 

มหาวทิยาลยัแม่โจ ้ ไทย 

2549 ปริญญาโท วทม. การประมง การ
ประมง 

การประมง มหาวทิยาลยัขอนแก่
น 

ไทย 

 
          6.   ประสบการณ์วจัิย:  
 6.1 งานวจิยัท่ีท าส าเร็จแลว้  
 งานวจิยัท่ีท าส าเร็จแลว้ มี 5 เร่ือง 
สมบติั สิงห์สี และ เจริญ อุดมการ. 2547. การเพาะพนัธ์ุปลากดแกว้โดยวิธีฉีดฮอร์โมนสังเคราะห์เร่ง

ให้วางไข่ตามธรรมชาติ. เอกสารวิชาการฉบบัท่ี 19/2547. สถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดั
นครพนม, ส านกัวจิยัและพฒันาประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 11 
หนา้. 

เจริญ อุดมการ  และ สมบติั สิงห์สี. 2547. ผลของฮอร์โมนและต่อมใตส้มองต่อการตกไข่ปลาโมง. 
เอกสาร วชิาการ  ฉบับท่ื 25/2547. สถานีประมงน ้ าจืดจังหวดันครพนม, ส านักวิจัยและ
พฒันาประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 14 หนา้.  
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สุจิตรา สหสันฤภยัพงษ์, สมบติั สิงห์สี, พิน พลไชย และ มาลยั อ่ิมศิลป์. 2547. ผลของฮอร์โมนชนิดต่างๆ

ต่อการตกไข่ ของปลาสายย.ู เอกสารวิชาการฉบบัท่ื 59/2547. กลุ่มวิชาการ, ส านกัวิจยัและพฒันา
ประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 14 หนา้.  

เจริญ อุดมการ, อรรณพ อ่ิมศิลป์, สมบติั สิงห์สี, มาลยั อ่ิมศิลป์ และ พิน พลไชย. 2547. การเพาะพนัธ์ุ   
ปลานวลจนัทร์. เอกสารเผยแพร่ฉบับท่ี 1/2547. สถานีประมงน ้ าจืดจงัหวดันครพนม, 
ส านกัวจิยัและพฒันาประมงน ้าจืด, กรมประมง, กระทรวงเกษตรและสหกรณ์. 21 หนา้. 

Imsilp, U., S. Singsee, P. Polchai, T. Assonjohn and N. Sukumasavin. 2005. Mobile hatchery: a 
new tool for fisheries extension. Proceedings of the 6th Technical Symposium on Mekong 
Fisheries,26-28 November, 2003. MRC Conference Series No. 5. Mekong River  
Commission, Vientiane. pp. 79-82. 
 
6.2 งานวจิยัท่ีก าลงัด าเนินการ    

 1. ผลของฮอร์โมนต่างชนิดต่อการวางไข่ของปลายอนหลงัเขียว (ผูร่้วมวจิยั 5%) 
 
 
 
 




