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บทคดัย่อ 
 

การศึกษาคร้ังน้ีมีวตัถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของสารละลายบฟัเฟอร์ สารไครโอโพรเทคแทนท์ และอตัรา
การลดอุณหภูมิ ต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) ท่ีแช่แข็งดว้ยวิธีการใชเ้คร่ืองมือ 
แช่แข็งอตัโนมติั เปรียบเทียบกบัวิธีการใชก้ล่องโฟม  การทดลองท่ี 1 น ้ าเช้ือสดปลาดุกอุยท่ีเจือจางดว้ยสารละลาย
บฟัเฟอร์ Calcium-free Hank’s Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS) ผสมกบัสารไครโอโพรเทคแทนท ์6 ชนิด คือ 
Dimethyl sulfoxide (DMSO), Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol และ Propylene glycol ท่ีความเขม้ขน้
สุดทา้ยเท่ากบั 5%, 10% และ 15 % และแช่แข็งดว้ยอตัราการลดอุณหภูมิเท่ากบั -3, -5 และ -8 องศาเซลเซียส/นาที 
พบว่าการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลายมีค่าสูงสุด (p<0.05) เม่ือแช่แข็งดว้ย 10%DMSO และใชอ้ตัราการลด
อุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที เปรียบเทียบกบัชุดการทดลองอ่ืนท่ีใชส้ารไครโอโพรเทคแทนทแ์ละอตัราการลด
อุณหภูมิต่างกนั  การทดลองท่ี 2 ท าโดยเจือจางน ้าเช้ือสดปลาดุกอุยในสารละลายบฟัเฟอร์ 3 ชนิด คือ Ca-F HBSS, 
0.9% NaCl และ Extender 7 ท่ีมี 10% DMSO ก่อนแช่แข็งภายในกล่องโฟมท่ีระดบัความสูงเหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลว 2, 4 และ 6 เซนติเมตร เป็นเวลานาน 5, 10 และ 15 นาที พบว่า การแช่แข็งดว้ย Ca-F HBSS และ 
10%DMSO ท่ีความสูง 6 เซนติเมตร เหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลวนาน 10 นาที ท าใหก้ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงั
การละลายมีค่าสูงสุด (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลองอ่ืนๆ ท่ีต่างกนัทั้งหมด ผลการศึกษาน้ีแสดงใหเ้ห็น 
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ว่าวิธีการแช่แข็งโดยใชก้ล่องโฟมมีศกัยภาพในการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุย และยงัสามารถน าไปใชป้ระโยชน์
ส าหรับการเพาะเล้ียงและการอนุรักษพ์นัธ์ุสตัวน์ ้าชนิดอ่ืนต่อไป 
 

ค าส าคัญ: ปลาดุกอุย, น ้าเช้ือ, สเปิร์ม, สารละลายบฟัเฟอร์, สารไครโอโพรเทคแทนท ์
 

ABSTRACT 
 

This research was aimed to study the effects of extenders, cryoprotectants, and freezing rate on post-
thaw sperm motility of walking catfish (Clarias microcephalus) based on the use of the controlled-rate 
programmable freezer compared with styrofoam box. In the first experiment, freshly collected semen was diluted 
in Calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) containing six different cryoprotectants including 
Dimethyl sulfoxide (DMSO), methanol, glycerol, sucrose, ethylene glycol, and propylene glycol at the final 
concentrations of 5%, 10% and 15% and the freezing rates of -3, -5, and -8C/min. The highest post-thaw sperm 
motility (p<0.05) was obtained from the treatment using 10% DMSO and a freezing rate of -8C/min, compared 
with other treatments using various combinations of cryoprotectants and freezing rate. The second experiment 
was performed by diluting fresh semen in one of the three extenders: Ca-F HBSS, 0.9% NaCl, and Extender 7 
containing 10% DMSO before freezing within the styrofoam box at 2, 4, and 6 cm above the surface of liquid 
nitrogen (LN2) for 5, 10, and 15 minutes. The use of Ca-F HBSS with 10% DMSO and freezing at 6 cm above 
LN2 surface for 10 minutes had the highest post-thaw sperm motility (p<0.05) compared with other treatments. 
These results suggested that the styrofoam box method had a potential for cryopreservation of C. macrocephalus 
sperm, which could be applied for aquaculture and conservation of other aquatic animals. 
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บทน า 
ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) เป็น

ปลาน ้ าจืดพ้ืนเมืองของไทย และมีราคาจ าหน่ายสูง
กว่าปลาดุกชนิดอ่ืนๆ เช่น ดุกดา้น ดุกเทศ ดุกล าพนั 
เป็นตน้ โดยในอดีตประมาณ 40 ปีท่ีผา่นมามีการเล้ียง
ปลาดุกอุยมากบริเวณภาคกลางของประเทศ เช่น 
ปทุมธานี สมุทรปราการ ชลบุรี เป็นตน้ แต่ในปัจจุบนั 
ปลาดุกอุยกลับเ ร่ิมหาได้ยากมากในธรรมชาติ 
เน่ืองจากแหล่งท่ีอยู่อาศยัท่ีเหมาะสมในธรรมชาติมี
น้อยลงจากการขยายตัวของชุมชน และคุณภาพ

ส่ิงแวดล้อมในน ้ า ท าให้ประชากรปลาดุกอุยใน
ธรรมชาติหาไดย้ากมาก อย่างไรก็ตาม ปลาดุกอุยแม้
จะเป็นปลาท่ีมีรสชาติเป็นท่ีนิยมของผูบ้ริโภค แต่โตชา้ 
และมีความตา้นทานต่อโรคต ่า ท าให้การเพาะเล้ียง
ปลาดุกอุยเชิงพาณิชยใ์นปัจจุบนัมีค่อนขา้งจ ากดั โดย
ในภาคการผลิตของประเทศไทยนิยมเล้ียงปลาดุก
ลูกผสมเชิงพาณิชย ์โดยการผสมเทียมขา้มสายพนัธ์ุ
ระหว่างแม่ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) กบั
พ่อปลาดุกเทศ (Clarias gariepinus) ไดป้ลาดุกลูกผสม 
(Hybrid catfish) ท่ีเรียกว่า ปลาดุกบ๊ิกอุย ซ่ึงโตเร็ว
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และมีความต้านทานโรคสูง ได้รับความนิยมเล้ียง
อย่างแพร่หลายทัว่ประเทศ โดยมากกว่า 90% ของผู ้
เพาะเล้ียงปลาดุกในบ่อดินในประเทศไทยขณะน้ีเป็น
ปลาดุกบ๊ิกอุย ซ่ึงสถิติการประมงแห่งประเทศไทยใน
ปี พ.ศ. 2561 ไดร้ายงานว่าปลาดุกจดัเป็นปลาน ้าจืดท่ี
มีการเล้ียงเป็นอนัดบั 2 รองจากปลานิล โดยในปี พ.ศ. 
2561 ผลผลิตปลาดุกจากการเพาะเล้ียงมีปริมาณรวม 
106,200 ตนั คิดเป็นประมาณ 24.9% ของผลิตสัตวน์ ้ า
จืดท่ีเล้ียงในประเทศไทย ซ่ึงผลผลิตปลาดุกท่ีไดน้ี้มี
มูลค่ารวม 4,667.2 ลา้นบาท (Fisheries Development 
Policy and Strategy Division, 2018) 

ดว้ยเหตุท่ีแม่ปลาดุกอุยไดถู้กน าไปผสมขา้ม
พนัธ์ุกับพ่อพนัธ์ุปลาดุกเทศเพ่ือผลิตปลาดุกบ๊ิกอุย
ส าหรับการเล้ียงปลาดุกเชิงการคา้เป็นหลกั ท าใหก้าร
พฒันาสายพนัธ์ุปลาดุกอุยถูกละเลย แมว้่ายงัคงมีการ
เล้ียงปลาดุกอุยในเฉพาะบางพ้ืนท่ีของประเทศ แต่
ผลผลิตปลาดุกอุยยงัมีน้อยมากเม่ือเปรียบกับปลา
ดุกบ๊ิกอุย  อยา่งไรกต็าม การรักษาสายพนัธ์ุปลาดุกอุย
ท่ี มีพันธุกรรมดีให้คงอยู่  ย ัง เ ป็นส่ิงจ า เ ป็นเ พ่ือ
ประโยชน์การเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าและการอนุรักษส์ัตว์
น ้า เพราะแม่ปลาดุกอุยท่ีมีพนัธุกรรมท่ีดียงัคงมีความ
จ าเป็นส าหรับใชใ้นการผลิตปลาดุกบ๊ิกอุย  แนวทาง
หน่ึงท่ีเหมาะสมในการบริหารจดัการสายพนัธ์ุปลา
ดุกอุยให้คงอยู่ สามารถท าไดโ้ดยการน าน ้ าเช้ือของ
ปลาดุกอุยมาแช่แขง็และเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจนเหลว 
(Liquid nitrogen) ท่ีมีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียสใน
ลกัษณะธนาคารน ้าเช้ือ (Sperm bank) โดยเทคโนโลยี
การแช่แข็งน ้าเช้ือ (Semen cryopreservation) จดัเป็น
เทคโนโลชีวภาพแขนงหน่ึงท่ีสามารถเก็บรักษา
น ้าเช้ือใหมี้คุณภาพดีไดน้านเป็นปี (Gil et al., 2017) 
จึงมีการน ามาเทคโนโลยีดงักล่าวมาประยุกต์ใชก้าร
แช่แขง็น ้าเช้ือของมนุษย ์และน ้าเช้ือสัตวน์ ้ าเศรษฐกิจ
หลายชนิด รวมทั้ งสัตว์น ้ าท่ีหาได้ยากหรือใกลสู้ญ
พนัธ์ุ เช่น ปลาสวาย (Kwantong and Bart, 2003) ปลา 

red seabream (Liu et al., 2006) ปลา brown trout (Rusco 
et al., 2020) ปลากะรังเสือ (Yang et al., 2020) เป็น
ตน้ เพียงแต่ตอ้งพฒันาเทคโนโลยีแช่แข็งน ้ าเช้ือสัตว์
น ้ าแต่ละชนิดให้มีความเหมาะสมแตกต่างกันไป 
ดงันั้น ถา้สามารถพฒันาเทคโนโลยีแช่แข็งน ้ าเช้ือ
ปลาดุกอุยท่ีมีประสิทธิภาพได้ เม่ือตอ้งการน าน ้ าเช้ือ
ปลาดุกอุยแช่แขง็มาใชป้ระโยชน์ก็สามารถท าไดโ้ดย
น ามาละลาย (Thawing) แลว้น าไปผสมเทียมกบัไข่
ปลาดุกอุย  ซ่ึงจะเป็นประโยชน์โดยตรงต่อการ
เพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า และการอนุรักษส์ายพนัธ์ุสัตวน์ ้ าท่ี
ดีมิใหสู้ญพนัธ์ุ (Ji et al., 2004; Rusco et al., 2020) 

การเพาะขยายพนัธ์ุปลาดุกอุย หรือปลาดุก
ชนิดอ่ืนๆ ต่างก็ประสบปัญหาท่ีไม่สามารถรีดน ้าเช้ือ
โดยการกดบริเวณส่วนทอ้งไดเ้หมือนปลาชนิดอ่ืนๆ 
เพราะอณัฑะ (Testis) ของปลาดุกอุยอยู่ลึกในช่อง
ทอ้ง จึงจ าเป็นตอ้งมีการผ่าตดัน าเอาอณัฑะปลาดุกอุย
เพศผู ้เพ่ือเอามาขยี้ใหไ้ดน้ ้ าเช้ือมาใชใ้นการผสมเทียม 
ดงันั้นในการเพาะขยายพนัธ์ุปลาดุกอุยแต่ละคร้ังจึง
ควรใชน้ ้าเช้ือใหคุ้ม้ค่าท่ีสุด เน่ืองจากน ้าเช้ือสดท่ีเหลือใช ้
จะมีคุณภาพลดลงอย่างรวดเร็วภายใน 1 ชัว่โมง ถา้เก็บ
ในตูเ้ยน็ธรรมดา น ้าเช้ือสดของปลาดุกอุยอาจมีชีวิตรอด 
ไดอ้ย่างมากประมาณ 1 วนัเท่านั้น (Vuthiphandchai 
et al., 2009) ซ่ึงการแช่แข็งและเก็บรักษาน ้าเช้ือปลา
จะช่วยท าให้ลดความไม่แน่นอนในการขาดแคลน
น ้าเช้ือปลาท่ีมีคุณภาพดี และยงัสามารถน าน ้าเช้ือปลา
แช่แข็งมาผสมเทียมกบัไข่ปลาไดต้ลอดเวลา โดยท่ี
คุณภาพน ้ าเ ช้ือปลาแช่แข็งท่ีเก็บรักษาไว้ ย ังคงมี
คุณภาพใกลเ้คียงกบัน ้าเช้ือสด (Ratanatrivong et al., 
2011; Vuthiphandchai et al., 2015) อีกทั้งการแช่แข็ง
น ้าเช้ือปลาดุกอุยยงัมีค่อนขา้งจ ากดั เน่ืองจากปลาดุก
อุยเป็นปลาประจ าถ่ินในประเทศเขตเอเชียตะวนัออก
เฉียงใต ้และการเพาะพนัธ์ุปลาดุกอุยหรือปลาดุกชนิด
อ่ืนๆ ของภาคการผลิตยงันิยมเพาะพนัธ์ุผสมเทียม
ด้วยน ้ าเช้ือสด แต่การพฒันาเทคนิควิธีการแช่แข็ง
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น ้าเช้ือปลาดุกอุยใหมี้คุณภาพดี จ าเป็นตอ้งทราบชนิด
ของสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมในการเจือจาง
น ้ า เ ช้ือ และชนิดของสารไครโอโพรเทคแทนท์ 
(Cryoprotectant) ท่ีเหมาะสมในการแช่แข็งน ้ าเช้ือ
ปลาดุกอุย เน่ืองจากสารไครโอโพรเทคแทนท์ ท า
หนา้ท่ีในการป้องกนัการเกิดผลึกน ้าแข็ง (Ice crystal) 
ภายในเซลลส์เปิร์มขณะท าการลดอุณหภูมิน ้าเช้ือให้
ต ่ากว่าจุดเยือกแข็ง นอกจากน้ี การแช่แข็งน ้าเช้ือยงั
สามารถท าไดด้ว้ยการใช้เคร่ืองมือแช่แข็งอตัโนมติั 
(Controlled-rate programmable freezer) ซ่ึงแมจ้ะ
สามารถลดอุณหภูมิของน ้าเช้ือไดอ้ย่างเท่ียงตรงและ
มีประสิทธิภาพสูง แต่อาจมีขอ้จ ากดัในการประยุกตใ์ช ้
ส าหรับภาคการผลิตขนาดเลก็ เน่ืองจากเคร่ืองมือแช่
แข็งอตัโนมติัมีราคาแพงหลายแสนบาท หรือหลาย
ลา้นบาท (ข้ึนอยู่กบั specification ของเคร่ือง) ซ่ึงการ
ลดตน้ทุนของเทคโนโลยีแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาท่ีทัว่โลก
นิยมน ามาประยุกต์ใช้ในการเพาะเ ล้ียงสัตว์น ้ า 
สามารถท าโดยการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาในกล่องโฟม 
(Styrofoam box) ซ่ึงเป็นวิธีการท่ีไม่สลบัซับซ้อน 
และมีความสะดวกในการบริหารจัดการในฟาร์ม
เพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า (Yang et al., 2020; Irawan et al., 
2010) ดงันั้น วตัถุประสงค์ของการวิจยัคร้ังน้ีเพ่ือ
ศึกษาผลของสารละลายบฟัเฟอร์ สารไครโอโพรเทค
แทนท ์และอตัราการลดอุณหภูมิ ท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มปลาดุกอุยท่ีแช่แขง็ดว้ยวิธีการใชเ้คร่ืองมือ
แช่แข็งอตัโนมติั เปรียบเทียบกบัวิธีการแช่แข็งดว้ย
การใช้กล่องโฟม เพ่ือให้ได้ขอ้มูลพ้ืนฐานท่ีจ าเป็น
ส าหรับการน าน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลาดุกอุยไปใช้
ประโยชนต่์อไป 
 

วธิีด าเนินการวจิัย 
1. การเตรียมปลาทดลอง 

พ่อพนัธ์ุปลาดุกอุยท่ีสมบูรณ์เพศ (น ้ าหนกั 280-
360 กรัม) ถูกรวบรวมและล าเลียงจากบริเวณแหล่ง

เล้ียงในจงัหวดัฉะเชิงเทรา มายงัโรงเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า
ของภาควิชาวาริชศาสตร์ มหาวิทยาลยับูรพา โดย
ควบคุมอุณหภูมิน ้ า และใส่เกลือแกงและยาเหลือง 
1.5% และ 1 ppm ตามล าดบั เพ่ือป้องกนัความเครียด
และการติดเช้ือระหว่างการล าเลียง  พ่อพนัธ์ุปลาดุก
อุยถูกน ามาพกัไวใ้นบ่อเล้ียงนาน 7 วนั ใหอ้าหารเมด็ 
35% โปรตีน วนัละ 1 คร้ัง ในอตัรา 2-3% น ้าหนกัตวั/
วนั พร้อมกบัเปล่ียนถ่ายน ้ าในบ่อ 30-40% ทุกๆ 2-3 
วนั โดยงดอาหาร 1 วนัก่อนการทดลอง  พ่อพนัธ์ุปลา
ดุกอุยทั้งหมดถูกฉีดกระตุน้การสร้างน ้าเช้ือดว้ยฮอร์โมน 
Suprefact (Gonadotropin-releasing hormone analogue; 
GnRHa) ความเขม้ขน้ 10 ไมโครกรัมต่อกิโลกรัม
น ้าหนกัปลา และ Motillium (Dopamine antagonist) 
ความเขม้ขน้ 5 มิลลิกรัมต่อกิโลกรัมน ้าหนกัปลา การ
น าน ้ าเช้ือปลาดุกอุยออกมาทดลอง ท าการรวบรวม 
น ้าเช้ือหลงัการฉีดฮอร์โมนกระตุน้ผ่านไปประมาณ 8 
ชัว่โมง โดยสลบปลาดว้ยน ้ าแข็งและน ้ ามนักานพลู 
(80 ppm) ลา้งรอบบริเวณทอ้งให้สะอาดดว้ยน ้ าจืด 
เช็ดทอ้งใหแ้หง้ ท าการผ่าตดับริเวณทอ้ง แลว้ท าการ
รวบรวมอณัฑะเพ่ือใหไ้ดน้ ้ าเช้ือจากพ่อพนัธ์ุหลายตวั
ส าหรับน าไปใช้ในการทดลองตามวิ ธีการของ 
Vuthiphandchai et al. (2009) น ้ าเช้ือท่ีมีเปอร์เซ็นต์
การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มท่ีสูง (มากกว่า 80 เปอร์เซ็นต)์ 
ถูกน ามารวมกันจานแก้ว (Petridish) ท่ีสะอาดใน
ลกัษณะน ้ าเช้ือรวม (Pooled semen) เพ่ือลดความ
แปรปรวนคุณภาพน ้ าเช้ือของพ่อพันธ์ุ (Individual 
variation) โดยวางจานแกว้ท่ีมีน ้าเช้ือสดไวบ้นน ้าแข็ง
ไม่เกิน 30 นาทีก่อนการทดลอง  งานวิจยัเร่ืองน้ีได้
ผ่านการพิจารณาจริยธรรมการวิจยัในสัตวมี์กระดูก
สนัหลงั มหาวิทยาลยับูรพา 
2. การประเมนิคุณภาพสเปิร์มของปลาดุกอุย 

น ้ าเ ช้ือสดของปลาดุกอุยท่ีมีคุณภาพทาง
กายภาพท่ีเหมาะสม ถูกน ามาประเมินความหนาแน่น
ของสเปิร์ม โดยการเจือจางน ้าเช้ือสดปริมาณ 10 ไมโครลิตร 
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ดว้ย 0.9% NaCl โดยเจือจาง 5,000 เท่า ผสมใหเ้ขา้กนั
ใน Vial ดว้ยการใช ้Vortexer จากนั้นน าน ้ าเช้ือสดท่ี
ถูกเจือจางไปหยดบน Haemacytometer และนับ
จ านวนสเปิร์มท่ีพบโดยการใช้กล้องจุลทรรศน์
ก าลงัขยาย 400 เท่า และค านวณหาความหนาแน่น
ของสเปิร์มเป็นจ านวนตวั/มิลลิลิตร โดยท า 3 ซ ้ า 

การประเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุก
อุย ท าโดยหยดน ้าเช้ือสดปริมาณ 1 ไมโครลิตรลงบน
กระจกสไลดท่ี์สะอาดก่อนการหยดน ้ากลัน่ลงไป 100 
ไมโครลิตรพร้อมกบัปิดดว้ย Cover glass เบาๆ อย่าง
รวดเร็วเพ่ือกระตุน้ใหส้เปิร์มเคล่ือนท่ี ท าการประเมิน
เปอร์เซ็นตส์เปิร์มเคล่ือนท่ี (Percentage of motile sperm) 
ดว้ยการใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 400 เท่าจาก
เกณฑก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มท่ีก าหนดไว ้6 ระดบั 
(Subjective estimation) คือ สเปิร์มท่ีเคล่ือนท่ีได ้0%, 
20%, 40%, 60%, 80% และ 100% ตามวิธีการของ 
Vuthiphandchai et al. (2009, 2015) ท าการประเมิน 3 
ซ ้ า โดยในแต่ละสไลดป์ระเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม 
อีก 3 ซ ้ าย่อย ภายในเวลาไม่เกิน 15 วินาทีหลงัจาก
สเปิร์มถูกกระตุน้ใหเ้คล่ือนท่ี (รวม 9 ซ ้ าย่อย) ส าหรับ 
การประเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการแช่แข็ง 
(Post-thaw sperm motility) ของทุกชุดการทดลอง ท า
โดยน าหลอดฟางหรือหลอด Cryovial ท่ีบรรจุน ้ าเช้ือ
แช่แขง็มาละลายในอ่างน ้าท่ีควบคุมอุณหภูมิ 70 องศา
เซลเซียส หยดน ้าเช้ือแช่แขง็ท่ีละลายปริมาณ 20 ไมโครลิตร 
ลงบนกระจกสไลดแ์ลว้กระตุน้สเปิร์มใหเ้คล่ือนท่ีดว้ย 
น ้ ากลัน่ปริมาณ 80 ไมโครลิตร และท าการประเมิน
เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มตามวิธีการท่ีกล่าว
มาแลว้ 
3. การวางแผนการทดลอง 

การวิจยัไดด้ าเนินการทดลอง 2 ช่วง โดย
ในช่วงแรกศึกษาพฒันาวิธีการแช่แข็งน ้าเช้ือปลาดุก
อุยโดยท าการศึกษา 3 ปัจจยั (ชนิดและความเขม้ขน้
ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ และอัตราการลด

อุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุย) 
โดยแบ่งเป็น 3 การทดลองย่อย เร่ิมจากน าน ้ าเช้ือปลา
ดุกอุยมาเจือจางดว้ยสารละลาย Calcium-free Hank’s 
Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS; 0.8890 กรัม 
NaCl, 0.0440 กรัม KCl, 0.0130 กรัม Na2HPO4.2H2O, 
0.0390 กรัม NaHCO3, 0.0070 กรัม KH2PO4, 0.0220 
กรัม MgSO4.7H2O, 0.1110 กรัม glucose ใน 100 
มิลลิลิตรน ้ากลัน่, pH 7.6, (Vuthiphandchai et al., 
2009) โดยการทดลองย่อยท่ี 1 ใชอ้ตัราส่วนเจือจาง
น ้าเช้ือปลาดุกอุยต่อ Ca-F HBSS ปริมาตรเท่ากบั 1:1 
จากนั้นน าน ้ าเช้ือท่ีถูกเจือจางผสมกบัสารไครโอโพร
เทคแทนท ์6 ชนิด คือ Dimethyl sulfoxide (DMSO), 
Methanol, Glycerol, Sucrose, Ethylene glycol และ 
Propylene glycol ในอตัราส่วนปริมาตร 1:1 เพ่ือให้
ได้ความเข้มข้นสุดท้ายของไครโอโพรเทคแทนท์ 
(Final concentrations) ท่ี 3 ระดบั (5%, 10% และ 
15%) ดูดสารละลายน ้าเช้ือปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร ใส่
หลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร ปิดหลอดฟางดว้ย 
คีมลนไฟ ปล่อยใหน้ ้าเช้ืออยูใ่นภาวะสมดุล (Equilibration 
time) ท่ีอุณหภูมิหอ้ง (25 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 10 
นาที ก่อนท าการแช่แข็งดว้ยการใชเ้คร่ืองมือแช่แข็ง
น ้าเช้ืออตัโนมติั (Cryologic Pty Ltd รุ่น CL3000) 
โดยใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิท่ี -8 องศาเซลเซียส/นาที 
จากอุณหภูมิเร่ิมตน้ 25 องศาเซลเซียส ถึง 0 องศา
เซลเซียส พกั 0.5 นาที และลดอุณหภูมิต่อจากอุณหภูมิ 
0 องศาเซลเซียส ถึง -40 องศาเซลเซียส พกั 0.5 นาที 
น าหลอดฟางท่ีบรรจุน ้ าเช้ือแช่แข็งของทุกชุดการ
ทดลองไปเก็บรักษาในถงัไนโตรเจนเหลว 1 วนั การ
ทดลองย่อยท่ี 2 และ 3 ท าการเจือจางน ้ าเช้ือและลด
อุณหภูมิตามท่ีกล่าวมาข้างต้นเพียงแต่แช่แข็งด้วย
อตัราการลดอุณหภูมิท่ี -5 และ -3 องศาเซลเซียส/
นาทีตามล าดบั ท าการทดลอง 3 ซ ้ า  น าน ้ าเช้ือแช่แข็ง
ของชุดการทดลองต่างๆ มาละลายในอ่างน ้าท่ีอุณหภูมิ 
70 องศาเซลเซียส นาน 5 วินาที และท าการประเมิน
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การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลังการละลายของชุดการ
ทดลองต่างๆ เปรียบเทียบกบัชุดควบคุม (น ้าเช้ือสด) 

การวิจัยในช่วงหลังพัฒนาวิธีการแช่แข็ง
น ้าเช้ือปลาดุกอุยในกล่องโฟม โดยน าน ้ าเช้ือปลาดุก
อุยมาเจือจางในชุดการทดลองท่ีเป็น Factorial design 
โดยท าการทดลอง 3 ซ ้ า มี 3 ตวัแปรท่ีส าคญัคือ 1) 
สารละลายบฟัเฟอร์ 3 ชนิดไดแ้ก่ Ca-F HBSS), 0.9% 
NaCl และ Extender 7 (5.780 กรัม NaCl, 2.558 กรัม 
KCl, 0.103 กรัม CaCl2.2H2O, 0.235 กรัม NaHCO3, 
0.220 กรัม MgCl2.6H2O, 6.0 กรัม Puruvate, 0.100 
กรัม Citric acid, 2.380 กรัม HEPES buffer ใน 10 
มิลลิลิตร KOH (1.27 กรัม/100 มิลลิลิตร), pH 7.6 
(Vuthiphandchai et al., 2009) และ 2) ระดบัความสูง 
(2, 4 และ 6 เซนติเมตร) และ 3) เวลา (5, 10 และ 15 
นา ที )  ในการแ ช่ แข็ งน ้ า เ ช้ื อปลา ดุก อุ ย ในไอ
ไนโตรเจนเหลว การแช่แข็งน ้ าเช้ือในกล่องโฟมเร่ิม
จากเจือจางน ้ าเช้ือปลาดุกอุยในสารละลายบฟัเฟอร์
ทั้ง 3 ชนิดในอตัราส่วนปริมาตร 1:1 และใชส้ารไคร
โอโพรเทคแทนท์ชนิดและความเข้มข้นสุดท้ายท่ี
เหมาะสมจากการทดลองช่วงแรก (10% DMSO) 
ผสมลงไปในน ้ าเช้ือท่ีถูกเจือจาง จากนั้นรวบรวม
น ้าเช้ือท่ีถูกเจือจางปริมาณ 1.5 มิลลิลิตรใส่ในหลอด 
Cryovial ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ปล่อยใหอ้ยู่ในสภาวะ
สมดุล นาน 10 นาที ท่ีอุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 
และน าหลอด Cryovial ท่ีมีน ้ าเช้ือบรรจุอยู่ไปท าการ
ลดอุณหภูมิเพ่ือแช่แขง็ โดยใหห้ลอด Cryovial สมัผสั
กบัไอไนโตรเจนเหลวท่ีระดบัความสูง 2, 4 และ 6 
เซนติเมตร เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลวท่ีอยู่ใน
กล่องโฟมขนาดยาว กวา้ง สูง = 33.5 × 22 × 27 
เซนติเมตร พร้อมกบัปิดฝากล่องโฟมให้สนิท เป็น
เวลานาน 5, 10 และ 15 นาที  น า Cryovial ทั้งหมดท่ี
ไดแ้ช่แขง็ไปเกบ็รักษาในถงัไนโตรเจนเหลว 7 วนั จึง
น ามาประเมินการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลาย 
โดยน าหลอด Cryovial ออกจากถงัไนโตรเจนเหลว 

มาแช่ในอ่างน ้ าอุ่นอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส จน
น ้าเช้ือละลาย และท าการประเมินจากเปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลายของทุกชุดการ
ทดลอง เปรียบเทียบกบัน ้าเช้ือสด (ชุดควบคุม) 
4. การวเิคราะห์ผลทางสถิต ิ

ขอ้มูลท่ีน าเสนอเป็น ค่าเฉล่ีย ± ค่าเฉล่ีย
ความแปรปรวน (Standard error of the mean) น า
ขอ้มูลเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มในแต่ละชุด
การทดลอง มาวิเคราะห์หาความแตกต่างทางสถิติ
ดว้ยวิธีการ Analysis of variance (Two- or Three-way 
ANOVA) ท่ีระดับความเช่ือมัน่ 95% และเม่ือพบมี
ความแตกต่างระหว่างกลุ่ม ท าการเปรียบเทียบความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียในชุดการทดลองดว้ย Duncan’s 
New Multiple Range Test และท าการวิเคราะห์ความ
แตกต่างของค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มระหว่างน ้ าเช้ือสดกบัชุดทดลองแต่ละชุดการ
ทดลองทั้งหมด  ดว้ยวิธีการวิเคราะห์ Pair simple t - 
test ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% โดยใชโ้ปรแกรมสถิติ 
GraphPad Version 8.0.1.244 
 

ผลการวจิัยและวจิารณ์ผล 
1. การแช่แข็งน ้าเช้ือปลาดุกอุยด้วยเคร่ืองมือแช่แข็ง
อตัโนมตั ิ

น ้าเช้ือสดของปลาดุกอุยท่ีรวบรวมมาใหม่ๆ 
มีความหนาแน่นของสเปิร์ม และการเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม 
เฉล่ีย เท่ากบั 4.35 × 109 ตวั/มิลลิลิตร และ 82.24 ± 2.22% 
การศึกษาผลของสารไครโอโพรเทคแทนทแ์ละอตัรา
การลดอุณหภูมิท่ีมีต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุก
อุยท่ีแช่แข็งภายในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
ดว้ยเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติั โดยใชส้ารไครโอโพร
เทคแทนท ์6 ชนิด ท่ีความเขม้ขน้สุดทา้ย 3 ระดบั ท า
การแยกวิเคราะห์ทางสถิติของแต่ละอตัราการลดอุณหภูมิ 
โดยพบวา่ การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ีอตัราการลด
อุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที เม่ือใชส้าร DMSO ท่ี
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ระดบัความเขม้ขน้ 10% ใหผ้ลการทดลองดีท่ีสุด โดย
มีเปอร์เซ็นต์การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลาย
เท่ากบั 64.44 ± 4.44% รองลงมาคือการใชส้าร Methanol 
ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 15% และ 10% ท าใหมี้เปอร์เซ็นต ์
การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มเท่ากบั 48.89 ± 3.51% และ 
31.11 ± 3.51% ตามล าดบั ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั p<0.01 และ p<0.001 ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 1 (a)) การใช ้Ethylene glycol พบการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มท่ีระดบัความเขม้ขน้ 5% โดยมีการเคล่ือนท่ีต ่า 
ประมาณ 11.11± 4.01% และการใช ้Propylene glycol, 
Glycerol และ Sucrose ท่ีทุกระดบัความเขม้ขน้ ไม่ท า
ใหส้เปิร์มมีการเคล่ือนท่ี (ภาพท่ี 1 (a)) 

การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยเม่ือใชอ้ตัราการ
ลดอุณหภูมิ -5 องศาเซลเซียส/นาที พบวา่ การใช ้DMSO 
ท่ีระดบัความเข้มขน้ 10% ยงัคงท าให้สเปิร์มมีการ
เคล่ือนท่ีสูงเท่ากบั 40.00 ± 4.71% เช่นเดียวกบัการใช ้
Methanol ท่ีระดบัความเขม้ขน้ 15% ท่ีมีการเคล่ือน
ของสเปิร์มเท่ากบั 44.44 ± 2.94% ซ่ึงไม่แตกต่างกนั
ทางสถิติ (p>0.05) ดงัแสดงในภาพท่ี 1 (b) อย่างไรก็
ตามการใช ้Ethylene glycol และ Propylene glycol 
ทั้ งสามความเข้มข้นท าให้สเปิร์มมีการเคล่ือนท่ี
โดยรวมมีค่าเฉล่ียต ่ากว่า 22% ในขณะท่ีการแช่แข็ง
น ้าเช้ือดว้ยสาร Glycerol และ Sucrose ทั้งสามความ
เขม้ขน้ ไม่พบการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลาย 
(ภาพท่ี 1 (b)) 

การแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุยท่ีอตัราการลด
อุณหภูมิ -3 องศาเซลเซียส/นาที เม่ือใช ้DMSO ท่ี
ระดบัความเขม้ขน้ 10% และ 15% ท าใหส้เปิร์มมีการ
เคล่ือนท่ีสูงเท่ากบั 44.44 ± 4.44% และ 40.00 ± 4.71% 
ตามล าดับซ่ึงมีค่าไม่แตกต่างกันทางสถิติ (p>0.05) 
แสดงในภาพท่ี 1 (c) การใช ้Methanol ท่ีความเขม้ขน้ 
15% ท าใหส้เปิร์มมีการเคล่ือนสูงประมาณ 53.33± 4.71% 
ซ่ึงมีค่าสูงกว่าอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.001) เม่ือ
เปรียบเทียบกบัการใช ้Methanol 5% และ 10% การใช ้

Ethylene glycol และ Propylene glycol ทั้งสามความ
เข้มข้น ท าให้สเปิร์มมีการเคล่ือนท่ีหลงัการละลาย 
ระหว่าง 6.67 ± 3.33% และ 26.67 ± 3.33% ในขณะท่ี 
Glycerol ไม่ท าใหส้เปิร์มเคล่ือนท่ี และสาร Sucrose 
ท่ีความเขม้ขน้ 10% และ 15% ท าให้สเปิร์มเคล่ือนท่ี
เลก็นอ้ยเพียง 6.67 ± 3.33% และ 8.89 ± 3.51% ตามล าดบั 
(ภาพท่ี 1 (c)) 

โดยทัว่ไปปัจจยัท่ีส่งผลต่อความส าเร็จใน
การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาท่ีท าใหส้เปิร์มหลงัการละลายมี
การเคล่ือนท่ีสูงไดแ้ก่ คุณภาพน ้าเช้ือท่ีดีขณะรวบรวม 
ชนิดของสารละลายบฟัเฟอร์ ชนิดและความเขม้ขน้
ของสารไครโอโพรเทคแทนท์ อตัราส่วนในการเจือ
จางน ้ าเช้ือ ระยะเวลาสมดุล อตัราการลดอุณหภูมิ 
และอุณหภูมิท่ีใชล้ะลายน ้าเช้ือแช่แข็ง (Lim et al., 2021; 
Irawan et al., 2010) การแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุยท่ี
เจือจางดว้ย Ca-F HBSS ดว้ยอตัราการลดอุณหภูมิ -8 
องศาเซลเซียส/นาที ท าให้สเปิร์มหลงัการละลายมี
ค่าสูงสุด เม่ือเปรียบเทียบกบัการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ 
-5 องศาเซลเซียส/นาที และ -3 องศาเซลเซียส/นาที 
แสดงว่าอตัราการลดอุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที 
มีความเหมาะสมในการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยแมว้่า
ไม่ไดท้ดลองในช่วงเวลาเดียวกนั การลดอุณหภูมิท่ี
ชา้เกินไปในระหวา่งกระบวนการแช่แข็ง จะท าใหน้ ้ า
แพร่ออกจากเซลล์มาก เพราะใช้เวลานานข้ึนกว่า
เซลลแ์ข็งตวั จึงท าใหเ้ซลลมี์ขนาดเลก็ลงมากเกินไป 
และความเข้มข้นของสารละลายภายในเซลล์มีค่า
สูงข้ึน (Solute effect) ในทางตรงกนัขา้มถา้แช่แข็ง
เซลล์อัตราการลดอุณหภูมิท่ีเร็วเกินไป น ้ าจะแพร่
ออกจากเซลล์ไดน้้อย ซ่ึงเม่ือเซลล์แข็งตวั จะมีผลึก
น ้ าแข็งภายในเซลล์มากข้ึน เกิดอนัตรายต่อเซลลไ์ด้
ง่าย (Cabrita et al., 2010; Irawan et al., 2010) โดยทัว่ไป
อตัราการลดอุณหภูมิท่ีเหมาะสมในการแช่แข็งน ้าเช้ือ
ปลาแต่ละชนิดแตกต่างกนัไป เช่น -20 องศาเซลเซียส/
นาที ส าหรับปลา red seabream (Liu et al., 2006), -
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15 องศาเซลเซียส/นาที ส าหรับปลากะพงขาวยุโรป 
(Sansone et al., 2002), -10 องศาเซลเซียส/นาที 
ส าหรับปลาสวาย (Kwantong and Bart, 2003) และ
ปลาตะเพียน (Nahiduzzaman et al., 2011), และ -5 
องศาเซลเซียส/นาที ส าหรับปลา blue catfish (Hu et 
al., 2011) เป็นตน้ 

สาเหตุท่ีสารไครโอโพรเทคแทนท์ DMSO 
แช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุยไดผ้ลดี เน่ืองจาก DMSO มี
ความเป็นพิษต ่า มีมวลโมเลกุลต ่า (78.13 กรัม/โมล) 
และมีความสามารถในการแพร่ซึมผ่านเยื่อหุ้มเซลล์
ได้ดี เ พ่ือป้องกันไม่ให้ เ กิดผลึกน ้ าแข็งขณะลด
อุณหภูมิแช่แขง็ ความส าเร็จในการใช ้DMSO แช่แขง็
น ้าเช้ือปลาไดมี้รายงานในปลาหลายชนิด 
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ภาพที่ 1  เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอุยหลงัการแช่แข็งดว้ยเคร่ืองมือแช่แข็งอตัโนมติัท่ีอตัราการลด 

 อุณหภูมิ -8 องศาเซลเซียส/นาที (a) -5 องศาเซลเซียส/นาที (b) และ -3 องศาเซลเซียส/นาที (c) มาท่ี 
 อุณหภูมิสุดทา้ย -40 องศาเซลเซียส ก่อนเกบ็รักษาในถงัไนโตรเจนเหลว  

DMSO, Dimethyl sulfoxide; PG, Propylene glycol; EG, Ethylene glycol; MeOH, Methanol; และ GLY, Glycerol  
*, **, *** แสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีระดบั p<0.05 P<0.01 และ p<0.001 ตามล าดบั ระหว่างค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตก์าร
เคล่ือนท่ีของสเปิร์มในทุกชุดการทดลองทั้งหมดท่ีใชส้ารไครโอโพรเทคแทนทแ์ตกต่างกนั 6 ชนิด และใชร้ะดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนั 3 ระดบั 
ดว้ยวิธีการวิเคราะห์ Two - way ANOVA ตามดว้ยการทดสอบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ยการทดสอบ Duncan’s New Multiple Range Test 
p<0.001 แสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติระหวา่งค่าเฉล่ียเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มน ้ าเช้ือสดกบัชุดทดลองแต่ละชุดการ
ทดลองทั้งหมด ดว้ยวิธีการวิเคราะห์ Pair simple   t – test  
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เช่น ปลากะรังเสือ (Yang et al., 2020) ปลา Sea Perch 
(Ji et al., 2004) ปลาไน (Irawan et al., 2010) ปลา
ตะเพียน (Nahiduzzaman et al., 2011) ปลาจีดและ
ปลาดุกดา้น (Lal et al., 2009) ปลาสวาย (Kwantong and 
Bart, 2003) เป็นตน้ ในการศึกษาคร้ังน้ีพบว่าการใช ้
15% Methanol เพ่ือแช่แข็งน ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ีอตัรา
การลดอุณหภูมิ -3 องศาเซลเซียส/นาที ท าให้การ
เคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลายอยู่ในเกณฑ์ท่ีดี 
เน่ืองจาก Methanol มีมวลโมเลกุลขนาดเล็กท่ีสุด 
(32.04 กรัม/โมล) เม่ือเปรียบเทียบกบัสารไครโอโพร
เทคแทนทท์ัว่ไป จึงแพร่เขา้เซลลไ์ดเ้ร็วท่ีสุด เช่นเดียว 
กบัการศึกษาการแช่แข็งน ้าเช้ือปลาตะเพียน (Puntius 
sarana) ท่ีพบว่าการใช้ 10% DMSO แช่แข็งน ้ าเช้ือ
ปลาตะเพียน ท าให้สเปิร์มมีการเคล่ือนท่ีสูงกว่าการ
ใช ้10% หรือ 15% Methanol (Nahiduzzaman et al., 
2011) โดยทัว่ไป Methanol นิยมน ามาใชแ้ช่แข็งใน
ปลาตระกูล Catfish เช่น Bagrid catfish (Ratanatrivong 
et al., 2011), ปลาดุกเทศ (Viveiros et al., 2000), Yellow 
catfish (Pan et al., 2008), Blue catfish (Hu et al., 2011) 
รวมทั้งปลาชนิดอ่ืนเช่น ปลายี่สก (Pewnane et al., 2010) 
ปลา Brown trout (Rusco et al., 2020) เป็นตน้ ส าหรับ 
Propylene glycol ไดมี้รายงานถึงความเหมาะสมใน
การน ามาใชใ้นการแช่แข็งน ้าเช้ือปลา Winter flounder 
(Rideout et al., 2003) ในขณะท่ี Ethylene glycol ให้
ผลดีในการแช่แขง็น ้าเช้ือปลากะพงขาวยุโรป (Sansone 
et al., 2002) ปลา Far Eastern catfish (Gil et al., 2017) 
ปลา Yellow croaker (Lim et al., 2021) และปลา red 
seabream (Liu et al., 2006) การใช ้Glycerol แช่แข็ง
น ้ าเช้ือปลาดุกอุยในการศึกษาคร้ังน้ีไม่ท าให้สเปิร์ม
เคล่ือนท่ีหลงัการละลาย แต่ไดผ้ลดีในการแช่แข็งน ้าเช้ือ 
ปลา Summer whiting (Young et al., 1992) ในขณะท่ี
การใช ้Glycerol แช่แข็งน ้ าเช้ือปลา Yellow catfish และ 
ปลา Sea Perch ท าให้การเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงั
การละลายมีค่าไม่ถึง 10 เปอร์เซ็นต ์(Pan et al., 2008) 

และไม่เคล่ือนท่ี (Ji et al., 2004) ตามล าดบั  การใช ้
Sucrose แช่แข็งน ้ าเช้ือปลายงัมีการศึกษาค่อนขา้ง
นอ้ยมากเม่ือเปรียบเทียบกบัสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม โดย 
Sucrose เป็นสารไครโอโพรเทคแทนท์ท่ีออกฤทธ์ิ
ภายนอกเซลล์ (Non-permeating cryoprotectant) ท่ี
สามารถน ามาแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาแรด (Osphronemus 
goramy) ใหมี้คุณภาพดี (Abinawanto and Lestari, 2012) 
2. การแช่แข็งน า้เช้ือปลาดุกอุยด้วยไอไนโตรเจนเหลว
ในกล่องโฟม 

น ้ าเช้ือสดปลาดุกอุยท่ีรวบรวมมามีค่าเฉล่ีย
ของความหนาแน่นส เ ปิ ร์ม  และการ เค ล่ือน ท่ี
ของสปิร์มเท่ากบั 3.85 × 109 ตวั/มิลลิลิตร และ 77.89 
± 2.21% ตามล าดบั  การแช่แข็งน ้าเช้ือปลาดุกอุยใน
หลอด Cryovial ขนาด 1.8 มิลลิลิตรหลงัการเจือจาง
ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 3 ชนิดท่ีมี 10% DMSO ท่ี
ระดบัความสูงเหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลว 2, 4 และ 
6 เซนติเมตร นาน 5, 10 และ 15 นาที เก็บรักษาในถงั
ไนโตรเจนเหลวแลว้น ามาละลาย พบว่าน ้ าเช้ือปลา
ดุกอุยท่ีแช่แข็งดว้ย Ca-F HBSS มีการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มหลงัการละลายสูงกว่าน ้ าเช้ือท่ีแช่แข็งด้วย 
0.9% NaCl หรือ Extender 7 อย่างมีนยัส าคญัทาง
สถิติ (p<0.05) (ตารางท่ี 1) นอกจากน้ีระยะความสูงท่ี
ใชแ้ช่แขง็น ้าเช้ือ และระยะเวลาท่ีใชแ้ช่แข็งน ้ าเช้ือใน
กล่องโฟม ต่างก็มีผลต่อการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงั
การละลายอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) (ตาราง
ท่ี 1) 

การแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยดว้ย Ca-F HBSS 
ท่ีระดบัความสูงเหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลว 2, 4 หรือ 
6 เซนติเมตรในกล่องโฟมนาน 10 นาที ท าใหส้เปิร์ม
หลงัการละลายมีค่าสูงสุดอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) มีค่าเท่ากบั 44.44 ± 4.44%, 48.89 ± 3.51% 
และ 75.56 ± 2.94% ตามล าดบัเม่ือเปรียบเทียบกบั
การแช่แขง็นาน 5 หรือ 15 นาที โดยการเคล่ือนท่ีของ
สเปิร์มท่ีแช่แขง็ท่ีระดบัความสูง 6 เซนติเมตร มีค่าสูง
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กวา่ (p<0.05) การแช่แขง็ท่ีระดบั 4 เซนติเมตร หรือ 2 
เซนติเมตร (ตารางท่ี 1) อย่างไรก็ตาม การแช่แข็ง
น ้าเช้ือปลาดุกอุยดว้ย 0.9% NaCl โดยรวมทั้ง 3 ระดบั
ความสูงและ 3 ระยะเวลาแช่แข็ง ท าใหส้เปิร์มมีการ

เคล่ือนท่ีหลงัการละลายมีค่าเฉล่ียระหว่าง 6.7±1.7% 
และ 35.56 ± 2.94% และเม่ือใช ้Extender 7 สเปิร์ม
หลงัการละลายมีการเคล่ือนท่ีเฉล่ียระหว่าง 0% และ 
36.56 ± 2.94% 

 
ตารางที่ 1  เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มปลาดุกอุยท่ีเจือจางในสารละลายบฟัเฟอร์  3 ชนิดหลงัการแช่แข็งใน 

 ไอไนโตรเจนเหลวท่ีระดบัความสูงเหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลวในระยะเวลาต่างๆ กนั  
ชนิดสารละลาย ระยะเวลา  

(นาที) 
ความสูงเหนือผวิหน้าไนโตรเจนเหลว 

2 เซนตเิมตร  4 เซนตเิมตร 6 เซนตเิมตร 
Ca-F HBSS 5 8.89 ± 2.61c,3 24.44 ± 2.94b,45 35.67 ± 4.1a,2 

 10 44.44 ± 4.44b,1 48.89 ± 3.51b,1 75.56 ± 2.94a,1 
 15 28.89 ± 3.51b,2 42.78 ± 2.9a,12 26.67 ± 3.89 b,23 

0.9% NaCl 5 7.78 ± 2.78c,3 13.33 ± 2.36b,6 35.56 ± 2.94a,2 
 10 31.11 ± 3.51a,2 22.22 ± 2.22b,45 16.70 ± 4.2b,4 
 15 13.33 ± 2.36a,3 17.78 ± 1.47a,56 6.70±1.7b,5 

Extender 7 5 8.89 ± 3.51b,3 27.78 ± 3.09a,4 13.33 ± 1.92b,4 
 10 6.67 ± 3.33b,3               36.56 ± 2.94 a,23 6.67 ± 3.33b,5 
 15 0b,4 16.67± 1.92a,6 0b,6 

หมายเหตุ  ตวัอกัษร Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวนอน แสดงวา่ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
ตวัเลข Superscript ท่ีเหมือนกนัตามแนวตั้ง แสดงว่าไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p>0.05) 
 

การเลือกใช้ชนิดของสารละลายบัฟเฟอร์ 
ระดบัความสูง และระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการแช่
แข็งในไอไนโตรเจนเหลว จดัเป็นปัจจยัท่ีส่งผลต่อ
ความส าเร็จในการแช่แข็งน ้ าเ ช้ือปลา เ น่ืองจาก
สารละลายบฟัเฟอร์ท าหนา้ท่ีในการควบคุมค่าแรงดนั
ออสโมติก (Osmotic pressure) และพีเอช (pH) น ้ าเช้ือ 
ไม่ให้เปล่ียนแปลง ท าให้สเปิร์มไม่ถูกกระตุ้นให้
เคล่ือนท่ี และองคป์ระกอบต่างๆ ของน ้าเช้ือขณะถูก
เจือจางไม่เปล่ียนแปลง ในขณะท่ีการแช่แข็งน ้ าเช้ือ
ในไอไนโตรเจนเหลวอย่างเหมาะสมจะป้องกนัการ
เกิดผลึกน ้ าแข็งในเซลลส์เปิร์ม (Lim et al., 2021) 
การใช ้Ca-F HBSS แช่แข็งน ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ี 2, 4 
หรือ 6 เซนติเมตรนาน 10 นาทีท าใหส้เปิร์มหลงัการ

ละลายมีค่าสูงสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัชุดการทดลอง
อ่ืนท่ีใช ้0.9% NaCl หรือ Extender 7 แช่แข็งนาน 5 
หรือ 15 นาที แสดงว่า ชนิดของสารละลายบฟัเฟอร์ 
และระดับความสูงในการแช่แข็งเหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลวท่ีเวลาต่างกนั มีผลต่อการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มหลงัการละลาย 

สาเหตุท่ีน ้ าเช้ือปลาดุกอุยเม่ือแช่แข็งด้วย 
Ca-F HBSS ไดผ้ลดีกวา่การใช ้0.9% NaCl หรือ Extender 
7 อาจมีความเก่ียวขอ้งกบัอิทธิพลร่วมระหว่างชนิด
ของสารละลายบฟัเฟอร์ และอตัราการลดอุณหภูมิท่ี
ใชไ้อไนโตรเจนเหลวท่ีแต่ละระดบัความสูงในเวลา
ต่างกนั เน่ืองจากในทุกชุดการทดลองน้ีใชส้ารไครโอ
โพรเทคแทนท์ 10% DMSO เหมือนกนั ซ่ึงอิทธิพล
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ร่วมของชนิดสารละลายบฟัเฟอร์ และอตัราการลด
อุณหภูมิท่ีมีต่อความส าเร็จในการแช่แข็งน ้ าเช้ือปลา
ไดมี้รายงานในการศึกษาแช่แข็งน ้าเช้ือปลาหลายชนิด 
เช่น Ratanatrivong et al. (2011) แช่แข็งน ้ าเช้ือปลากดคงั 
ดว้ยสารละลายบฟัเฟอร์ 3 ชนิด (6% Fructose, 5% Glucose 
และ Ginsberg Fish’s Ringer; GFR) ท่ีมี 10% Methanol 
โดยลดอุณหภูมิแช่แข็งในกล่องโฟมท่ี 3 ระดบั (-2, -5 
และ -10 องศาเซลเซียส/นาที) พบว่าการใช ้6% Fructose 
และ 5% Glucose แช่แขง็น ้าเช้ือปลากดคงัทั้ง 3 ระดบั
อตัราการลดอุณหภูมิ ท าให้สเปิร์มหลงัการละลายมี
ค่าสูงกว่าอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p<0.05) เม่ือเปรียบเทียบ 
กบัการใช ้GFR ในท านองเดียวกนั Pewnane et al. (2010) 
ไดแ้ช่แขง็น ้าเช้ือปลายี่สก โดยใชส้ารละลายบฟัเฟอร์ 
3 สูตร (Milk powder glucose; MPG, Modified Zhang 
and Liu; MZL และ 5% glucose) ท่ีผสม 10% Methanol 
ดว้ยการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ -4.55, -5.04 และ -5.76 
องศาเซลเซียส/นาที พบว่า การเคล่ือนท่ีของสเปิร์ม
ปลายี่สกหลงัการละลายในสารละลายบฟัเฟอร์ทั้ง 3 
สูตรท่ีใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ -4.55 และ -5.76 องศา
เซลเซียส/นาที มีค่าต ่ากว่าอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
(p<0.05) เม่ือเปรียบกบัการใชอ้ตัราการลดอุณหภูมิ -
5.04 องศาเซลเซียส/นาที Kwantong and Bart (2003) 
แช่แขง็น ้าเช้ือปลาสวายดว้ยการใชส้ารไครโอโพรเทคแทนท ์
4 ชนิด (DMSO, methanol, Dimethylacetamide; DMA 
และ Ethylene glycol) เจือในสารละลายบฟัเฟอร์ 3 ชนิด 
(Ca-F HBSS, HBSS และ 0.9% NaCl) ก่อนการแช่แข็ง 
ในอตัราการลดอุณหภูมิ -10 องศาเซลเซียส/นาที พบว่า 
น ้ าเช้ือปลาสวายท่ีมีคุณภาพดีหลงัการแช่แข็งไดม้า
จากการแช่แข็งน ้าเช้ือดว้ยการใช ้DMSO หรือ DMA 
ท่ีเจือจางใน 0.9% NaCl หรือ Ca-F HBSS เม่ือเปรียบเทียบ 
กบัชุดการทดลองอ่ืน  ๆเน่ืองจากน ้าเช้ือปลาสวายท่ีแช่แข็ง 
ดว้ย 0.9% NaCl ร่วมกบั 12% DMSO หรือ 5% Methanol 
สามารถปฏิสนธิไข่ปลาสวายไดป้ระมาณ 41% และ 
18% ตามล าดบั ในขณะท่ีน ้ าเช้ือปลาสวายท่ีแช่แข็ง

ดว้ย Ca-F HBSS ร่วมกบั 10% DMA และ 10% Ethylene 
glycol สามารถปฏิสนธิไข่ปลาสวายไดป้ระมาณ 30% 
และ 8% ตามล าดบัแมว้่าค่าเหล่าน้ีจะต ่ากว่าอตัราการ
ปฏิสนธิของน ้ าเช้ือสด แสดงให้เห็นว่า การแช่แข็ง
น ้าเช้ือปลาหลายชนิดใหมี้คุณภาพท่ีดีหลงัการละลาย
มีความเก่ียวขอ้งกบัการเลือกใชช้นิดของสารละลาย
บฟัเฟอร์  ชนิดและความเขม้ขน้ของสารไครโอโพร
เทคแทนท ์และอตัราการลดอุณหภูมิ 

การแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุยดว้ยการสัมผสั
ไอไนโตรเจนเหลวท่ีระดบัความสูง 6 เซนติเมตร
เหนือผิวหน้าไนโตรเจนเหลว นาน 10 นาที ท าให้
สเปิร์มหลงัการละลายมีค่าสูงกว่าการแช่แข็งท่ีระดบั
ความสูง 2 หรือ 4 เซนติเมตรเม่ือใช ้Ca-F HBSS และ 
10% DMSO  อีกทั้งชุดการทดลองท่ีแช่แข็งน ้ าเช้ือ
ปลาดุกอุยดว้ย Ca-F HBSS และ 10% DMSO ท่ีความ
สูง 6 เซนติเมตร เหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลว นาน 
10 นาที ยงัมีการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลาย
ยงัมีค่าสูง (75.56 ± 2.94%) ใกลเ้คียงกบัการเคล่ือนท่ี
ของสเปิร์มในน ้าเช้ือสด (77.89 ± 2.21%) แสดงว่า Protocol 
การแช่แข็งดงักล่าวมีความเหมาะสมในการแช่แข็ง
น ้าเช้ือปลาดุกอุยในหลอด Cryovial ขนาด 1.8 มิลลิลิตร 
การแช่แข็งน ้าเช้ือปลาดว้ยการใชไ้อไนโตรเจนเหลว
ภายในกล่องโฟมเป็นวิธีท่ีง่าย สะดวก มีราคาถูกเม่ือ
เปรียบเทียบกบัการแช่แขง็ดว้ยเคร่ืองมือแช่แข็งอตัโนมติั 
โดยอาศยัหลกัการปล่อยใหไ้นโตรเจนเหลว (ท่ีมีอุณหภูมิ 
-196 องศาเซลเซียส) ระเหยออกมาเป็นไอไนโตรเจนเหลว 
ในกล่องโฟมซ่ึงเป็นภาชนะปิด ดงันั้น ถา้น าน ้ าเช้ือ
ปลามาให้สัมผสัไอไนโตรเจนเหลวท่ีระดบัความสูง
เหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลวต่างกนั หรือใชร้ะยะเวลา 
ให้สัมผสัไอไนโตรเจนเหลวต่างกนั จะท าให้น ้ าเช้ือ
ปลาแข็งตัวในอัตราการลดอุณหภูมิท่ีแตกต่างกัน 
ข้ึนอยู่กบัความสูงและเวลาท่ีเลือกใช ้ซ่ึงความส าเร็จ
ในการพฒันาการแช่แขง็น ้าเช้ือปลาดว้ยไอไนโตรเจนเหลว 
ภายในกล่องโฟมมีความแตกต่างกนัไปในปลาแต่ละ
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ชนิด เช่น Ji et al. (2004) แช่แข็งน ้ าเช้ือปลา Sea perch 
ดว้ยการใชส้ารละลาย Extender 3 ชนิดคือ modified 
plaice Ringer solution (MPRS), D-15 และ modified 
Mounib’s medium (MMM) ในการเจือจางน ้ าเช้ือ 
แลว้ใส่สารไครโอโพรแทคแทนท ์DMSO ความเขม้ขน้ 
6%, 10% และ 14% ท าการแช่แข็งน ้าเช้ือปลาท่ีระดบั
ความสูง 2, 6 และ 13 เซนติเมตร เหนือผิวหน้า
ไนโตรเจนเหลว เป็นเวลา 10 นาที จึงน าน ้ าเช้ือไป
เก็บรักษาในไนโตรเจนเหลว พบว่า การแช่แข็ง
น ้าเช้ือปลา Sea perch ดว้ย 10% DMSO ท่ีความสูง
เหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลว 6 เซนติเมตร ท าให้
สเปิร์มมีการเคล่ือนท่ีหลังการละลายมีค่าสูงท่ีสุด 
ในขณะท่ีการแช่แขง็น ้าเช้ือท่ีระดบัความสูง 2 เซนติเมตร 
มีผลท าใหเ้ปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนท่ีของสเปิร์มมีค่าต ่าสุด 
Rusco et al. (2020) รายงานถึงความส าเร็จในการแช่
แข็งน ้าเช้ือปลา Brown trout ดว้ยไอไนโตรเจนเหลว
ท่ีระดบัความสูงเหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลว 3 เซนติเมตร 
นาน 5 นาที  ความส าเร็จในการแช่แข็งน ้าเช้ือปลาดุก
อุยดว้ยการใช้ไอไนโตรเจนเหลวในกล่องโฟมของ
การศึกษาคร้ังน้ี ยงัสามารถแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุย
ไดใ้นปริมาณท่ีมากข้ึนภายในหลอด Cryovial ซ่ึงการ
แช่แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยดว้ยไอไนโตรเจนเหลวภายใน 
กล่องโฟม เป็นเทคโนโลยีการแช่แขง็ท่ีเหมาะส าหรับ
ผูป้ระกอบการเพาะพนัธ์ุสัตวน์ ้ าท่ีตอ้งการน าเอาเทคนิค 
การแช่แข็งน ้ าเช้ือปลาดุกอุยมาใชเ้พ่ือการเพาะพนัธ์ุ
ปลาในโรงเพาะเล้ียงสัตว์น ้ า และยงัช่วยท าให้การ
บริหารจดัการธนาคารน ้าเช้ือสัตวน์ ้ า (Sperm bank) มี
ความสะดวกข้ึน (Ji et al., 2004) อย่างไรก็ตาม การ
พฒันาเทคนิคการวิจยัให้สามารถแช่แข็งน ้ าเช้ือปลา
ดุกอุยให้ได้ในปริมาณมากข้ึนส าหรับการแช่แข็ง
ภายในแต่ละหลอด เช่นแช่แข็งในหลอด cryovial ขนาด 
4 มิลลิลิตรเป็นตน้ แลว้ท าให้คุณภาพน ้ าเช้ือแช่แข็ง
หลงัการละลายไม่แตกต่างจากน ้าเช้ือสดไม่ว่าจะเป็น
การ เค ล่ือนท่ีของสเ ปิ ร์มหลังการละลาย  หรือ

ความสามารถในการปฏิสนธิไข่ของน ้ าเช้ือแช่แข็ง 
ควรจะไดมี้การวิจยัต่อยอดในอนาคต เพ่ือใหมี้ธนาคาร 
น ้ าเช้ือปลาดุกอุยส าหรับการใช้ประโยชน์ดา้นการ
เพาะเล้ียงสัตวน์ ้ าเชิงพาณิชย ์และ/หรือการอนุรักษ์
พนัธ์ุสตัวน์ ้าท่ีเร่ิมหาไดย้ากต่อไปแมว้า่การน าเทคโนโลย ี
การแช่แข็งน ้ าเช้ือสัตวน์ ้ ามาประยุกต์ใช้ในปัจจุบัน 
จะไดรั้บความนิยมนอ้ยกว่าการน าเทคโนโลยีการแช่
แขง็น ้าเช้ือมาใชก้บัสตัวบ์ก (Hu et al., 2011) 
 

สรุป 
การศึกษาคร้ังน้ีได้พัฒนาวิธีการแช่แข็ง

น ้ าเช้ือปลาดุกอุยทั้ งด้วยวิธีการใช้เคร่ืองมือแช่แข็ง
อตัโนมติั และวิธีการแช่แข็งในกล่องโฟม  การแช่
แขง็น ้าเช้ือปลาดุกอุยท่ีเจือจางในสารละลายบฟัเฟอร์ 
Ca-F HBSS และ 10% DMSO ทั้งดว้ยการใชเ้คร่ืองมือ 
แช่แข็งอตัโนมติั และการใช้กล่องโฟม ต่างก็ท าให้
สเปิร์มมีการเคล่ือนท่ีหลงัการละลายสูงสุด น ้ าเช้ือ
ปลาดุกอุยท่ีแช่แขง็ในหลอดฟางขนาด 0.25 มิลลิลิตร 
ดว้ยเคร่ืองมือแช่แขง็อตัโนมติัในอตัรา -8 องศาเซลเซียส/ 
นาที มีการเคล่ือนท่ีของสเปิร์มหลงัการละลายท่ีมีค่า
สูงใกลเ้คียงกบัน ้ าเช้ือปลาดุกอุยในหลอด Cryovial 
ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ท่ีแช่แข็งภายในกล่องโฟม ท่ี
ความสูง 6 เซนติเมตรเหนือผิวหนา้ไนโตรเจนเหลว 
นาน 10 นาที ซ่ึงมีความเหมาะสมในการน าไปใช้
ประโยชน์ต่อไปทางการเพาะเล้ียงสัตว์น ้ าและการ
อนุรักษพ์นัธ์ุสตัวน์ ้า 
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