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ปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ (Potamotrygon motoro) จัดเป็นปลาเศรษฐกิจ
สวยงามชนิดหนึ่งของประเทศไทย แต่ยังขาดข้อมูลพื้นฐานด้านการวิจัยโดยเฉพาะเรื่องเก่ียวกับระบบสืบพนัธุ์ 
การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อในปลากระเบน  และศึกษาลักษณะรูปร่างทาง
กายภาพของตัวอสุจิปลากระเบนชนิดนี้ มีการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสด รวมไปถึงการหาสูตรที่เหมาะสม
ของสารเจือจางน้้าเชื้อ อัตราส่วนของสารเจือจางน้้าเชื้อกับน้้าเชื้อต่อระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
กระเบนแบบแช่เย็น ชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลา
กระเบนแบบแช่แข็ง เพื่อประโยชน์ในการใช้น้้าเชื้อให้มีประสิทธิภาพสูงสุด สามารถน้าน้้าเชื้อไปผสมเทียม
ต่อไปในอนาคตได้  การทดลองนี้ได้ท้าการเก็บน้้าเชื้อจากปลากระเบนน้้าจืดเพศผู้สายพันธุ์โมโตโร่จ้านวน 10 
ตัว ด้วยวิธีบีบรีดจากบริเวณท้องโดยปราศจากการวางยาสลบ เพื่อน้ามาประเมินคุณภาพน้้าเชื้อสดและ
ศึกษารูปร่างของตัวอสุจิ จากนั้นท้าการศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อด้วยวิธีการแช่เย็นและแช่แข็ง โดยสารเจือ
จางน้้าเชื้อชนิดต่างๆที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), Calcium-Free 
Hank's Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS), Normal Saline Solution (NSS) และ Modified Fish 
Ringer’s Solution (MFR) และสารป้องกันการแข็งตัวที่ใช้ในการทดลอง ได้แก่ 5% Glycerol, 10% 
Glycerol, 5% (Dimethyl sulfoxide) DMSO และ 10% DMSO ผลจากการประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อ
สดพบว่ามีสีขาวเข้ม ความหนืดคล้ายครีม ปริมาตรของน้้าเชื้อที่รีดได้ในแต่ละครั้ง 0.53±0.15 มิลลิลิตร ค่า
ความเป็นกรดด่าง 7.3±0.26 ความเข้มข้นของตัวอสุจิ 2.28±0.46 x109 ตัวต่อมิลลิลิตร เปอร์เซ็นต์การ
เคลื่อนไหวของอสุจิ 98.5±2.42% เปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่น 15.4±2.88% และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของ
อสุจิ 89.8±3.36% ขนาดความยาวของตัวอสุจิจากหัวถึงหาง 116.34±1.92 ไมโครเมตร มีลักษณะหัวเรียว
ยาวแหลมบิดเป็นเกลียว หางเป็นเกลียวน้อยกว่า จึงท้าให้มีการว่ายแบบลักษณะหมุนควง น้้าเชื้อสดตัวอสุจิ
สามารถมีชีวิตอยู่ได้ 6 วัน เมื่อน้ามาใส่สารเจือจางน้้าเชื้อแล้วท้าการแช่เย็นที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
พบว่าน้้าเชื้อผสม Ca-F HBSS ในอัตราส่วน 1:1 มีประสิทธิภาพดีที่สุด สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อได้ 11 วัน 
จึงเลือกมาใช้ในกระบวนการแช่แข็งต่อไป จากนั้นศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อแช่แข็งในไนโตรเจนเหลวที่
อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 สัปดาห์ เมื่อน้ามาละลายและตรวจคุณภาพน้้าเชื้อ พบว่าสาร
ป้องกันการแข็งตัวที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ 5% Glycerol ซึ่งมีความแตกต่างจากกลุ่มทดลองอย่างมี
นัยส้าคัญ (P<0.05) โดยมีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ 42.0±3.50% และมีอัตราการรอดชีวิตของอสุจิ 
42.9±2.85%  
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5475312031 : MAJOR VETERINARY MEDICINE 
KEYWORDS: CRYOPROTECTANT / EXTENDER / FRESWEATER STINGRAY / SEMEN / SPERM 

NITIWADEE KESCHUMRAS: EVALUATION AND PRESERVATION OF THE OCELLATE 
RIVER STINGRAY (Potamotrygon motoro) SEMEN. ADVISOR: ASSOC. PROF. 
NANTARIKA CHANSUE, Ph.D.{, 89 pp. 

Ocellate river stingray (Potamotrygon motoro ) is one of the ornamental fish 
trade in Thailand. There is no data about reproductive system. The aims of this study were 
to: 1) develop a method of semen collection in this species, 2) study sperm morphology, 
3) evaluate fresh semen quality, 4) test the effects of some extenders and find the ratio of 
semen:extender during chilled storage at 4 ºC on sperm motility and viability and 5) test 
the effects of some extender-cryoprotectant combinations during freezing at -196 ºC on 
sperm motility and viability. The utilities could be used to choose a good male stingray for 
breeding, develop protocol of semen preservation and apply in artificial insemination for 
freshwater stingray in the future. Semen was collected from 10 adult male stingrays by the 
gloved-hand method with no anesthesia. Fresh semen was evaluated for the semen 
quality and sperm morphology. Then, the semen was diluted in different kinds of extender 
and cryoprotectant for chilled and frozen preservation. The examined extenders included 
Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), Calcium-Free Hank's Balanced Salt Solution (Ca-F 
HBSS), Normal Saline Solution (NSS) and Modified Fish Ringer’s Solution (MFR). The 
cryoprotectants were 5% Glycerol, 10% Glycerol, 5% (Dimethyl sulfoxide) DMSO and 10% 
DMSO. In this study, it was found that the fresh motoro semen was white and creamy. 
Semen volume was 0.53±0.15 mL. pH was 7.3±0.26. Sperm density was 2.28±0.46 x109 

sperms/mL. Sperm motility was 98.5±2.42%. Spermatocrit was 15.4±2.88%. Sperm viability 
was 89.8±3.36%. Size of spermatozoon was 116.34±1.92 µm in length. It had twisted head 
with pointed anterior tip and blunted posterior end. It had spiral movement. Sperm from 
fresh semen was alive for 6 days. In chilled storage at 4 ºC, Ca-F HBSS was used as a basis 
extender at 1:1. Sperm was alive for 11 days. In freezing storage at -196 ºC, semen was 
preserved in liquid nitrogen for 2 weeks. After thawed in water bath, the results showed 
that preserved semen in 5% Glycerol had the statistically best efficacy (P<0.05). Sperm 
motility was 42.0±3.50% and Sperm viability was 42.9±2.85%.  
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส้าเร็จลุล่วงได้ด้วยความอนุเคราะห์และความช่วยเหลืออย่างดียิ่งของ 
รศ.ส.พญ.ดร.นันทริกา ชันซื่อ อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ ซึ่งให้ค้าปรึกษาแนะน้า และ
ข้อเสนอแนะที่เป็นประโยชน์อย่างยิ่ง ตลอดจนให้ความช่วยเหลือในการด้าเนินงานวิจัย 

ขอขอบพระคุณ บริษัท วีมาร์ค ฟาร์ม จ้ากัด ที่อนุเคราะห์ปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โม
โตโร่ และอ้านวยความสะดวกในด้านสถานที่ส้าหรับท้างานวิจัยในครั้งนี้ ขอบพระคุณ สพ.ญ.ชญา
นิศ ดาวฉาย ที่ให้ความช่วยเหลือในการเก็บตัวอย่างส้าหรับงานวิจัย ขอบพระคุณ น.สพ.ณรงค์ 
ทิพธนวัฒนะ ที่ให้ค้าปรึกษาด้านการวิเคราะห์ตัวอย่าง ขอบพระคุณเจ้าหน้าที่ทุกท่านในศูนย์วิจัย
โรคสัตว์น้้า คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ความช่วยเหลือระหว่างท้าการ
วิจัย ขอบพระคุณเจ้าหน้าที่จากภาควิชาสูติศาสตร์ เธนุเวชวิทยา และวิทยาการสืบพันธุ์ คณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่ให้ค้าปรึกษาด้านการเก็บและวิเคราะห์ตัวอย่าง 
ขอบพระคุณเจ้าหน้าที่จากศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี  จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ในด้านความช่วยเหลือและความสะดวกในการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
ขอบพระคุณหน่วยไวรัสวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ที่ให้ความอนุเคราะห์สถานที่ในการเก็บรักษาตัวอย่าง 

ขอขอบพระคุณคณะกรรมการสอบวิทยานิพนธ์ทุกท่านที่ช่วยกรุณาชี้แนะ และให้
ค้าปรึกษาเพ่ือให้วิทยานิพนธ์ฉบับนี้มีความสมบูรณ์มากยิ่งขึ้น 

ขอขอบพระคุณจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยที่กรุณาให้ทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช (the 90th Anniversary of Chulalongkorn University Fund 
(Ratchadaphiseksomphot Endowment Fund)) ในการท้าวิจัยครั้งนี้ 

ขอขอบพระคุณบิดามารดาที่คอยเป็นแรงผลักดันช่วยเหลือ ให้ก้าลังใจ และสนับสนุน
ตลอดมา รวมทั้งญาติพ่ีน้องและเพ่ือนทุกคนที่คอยเป็นก้าลังใจและให้ความช่วยเหลือในการ
ท้างานวิจัย จนท้าให้ข้าพเจ้าส้าเร็จลุล่วงมาได้ด้วยดี ขอกราบขอบพระคุณเป็นอย่างสูง 
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บทที ่1  
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

 ปลากระเบนน้้าจืดวงศ์ Potamotrygonidae จัดเป็นปลากระดูกอ่อน (Elasmobranch) ซึ่งอยู่

ในกลุ่มเดียวกับฉลาม มีลักษณะล้าตัวกลมแบน หางเรียวแหลม และมีเงี่ยงอยู่บริเวณหาง เพศผู้จะมี

อวัยวะเพศผู้ (claspers) 2 ท่ออยู่ใต้ล้าตัวบริเวณโคนหาง ปลากระเบนเป็นปลาพ้ืนน้้า ออกลูกเป็นตัว 

กินไส้เดือนน้้า กุ้งฝอย และปลาเป็นอาหาร (Ross and Schäfer, 2000) ปลากระเบนน้้าจืดในวงศ์นี้

เป็นปลาที่มีถิ่นก้าเนิดดั้งเดิมตามธรรมชาติเฉพาะบริเวณทวีปอเมริกาใต้ แบ่งได้เป็น 4 สกุล ได้แก่ 

Potamotrygon, Plesiotrygon, Paratrygon และ Heliotrygon ซึ่งมีจ้านวนสายพันธุ์รวมมากกว่า 

20 สปีชีส ์ เบื้องต้นใช้รูปแบบของลวดลายที่ด้านบนล้าตัวในการจ้าแนกสายพันธุ์ (Charvet-Almeida 

et al., 2002; Fontenelle et al., 2014) การเพาะเลี้ยงในประเทศไทยส่วนหนึ่งได้มาจากการน้าเข้า

จากต่างประเทศ บริเวณทวีปอเมริกาใต้แถบลุ่มน้้าอเมซอน เช่น บราซิล เปรู โคลัมเบีย เป็นต้น และ

อีกส่วนหนึ่งได้มาจากการท้าฟาร์มเพาะเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์ 

 ปลากระเบนน้้าจืดวงศ์ Potamotrygonidae เป็นปลากระเบนที่ตลาดมีความต้องการสูง

เนื่องจากเลี้ยงดูง่าย มีลวดลายแปลกและสวยงาม อดทนแข็งแรง และบางชนิดสามารถเพาะ

ขยายพันธุ์ในที่เลี้ยงได้ รวมทั้งอนุบาลลูกปลาได้ในฟาร์มเกษตรกรหลายแห่งในประเทศไทย  ตลาด

ปลากระเบนน้้าจืดเชิงพาณิชย์เป็นตลาดที่เปิดกว้าง ทั้งน้าส่งขายเพื่อเป็นปลาในพิพิธภัณฑ์สัตว์น้้าและ

เป็นปลาที่เลี้ยงเพื่อดูเล่น ซึ่งนอกจากตลาดภายในประเทศแล้ว ตลาดต่างประเทศเองนั้นก็มีความ

ต้องการสูงอย่างต่อเนื่องโดยเฉพาะประเทศจีน ญี่ปุ่น และมาเลเซีย ที่ยังมีความต้องการไม่จ้ากัด 

ปัจจุบันปลาชนิดนี้ได้ถูกพัฒนาเป็นปลาเศรษฐกิจสวยงามชนิดหนึ่งของประเทศไทยแล้ว รูปแบบฟาร์ม

มีทั้งการผสมสายพันธุ์เดิมและการผสมข้ามสายพันธุ์เพ่ือให้ได้ปลากระเบนสายพันธุ์ใหม่ ที่มีสีสันและ

ลวดลายสวยงามแปลกตายิ่งข้ึน การผลิตปลากระเบนในประเทศไทยที่นิยมมี 2 กลุ่ม ได้แก่ การผลิต

ปลากระเบนกลุ่มโมโตโร่และลูกผสม เป็นปลาสายพันธุ์หลักท่ีเพาะพันธุ์ได้ปริมาณมาก ราคาส่งอยู่

ในช่วง 700 - 900 บาท/ตัว ส้าหรับปลาขนาด 4 นิ้วขึ้นไป การผลิตปลากระเบนด้า (Black ray) กลุ่ม 

Black Diamond / Polkadot และลูกผสม เป็นปลากระเบนที่มีราคาสูง ราคาส่งอยู่ในช่วง 50,000 - 

100,000 บาท/ตัว ขึ้นอยู่กับความสวยงาม ลวดลาย และสีสัน ส้าหรับปลาขนาด 5 นิ้วขึ้นไป (อรุณี 

รอดลอย, 2556) แต่อย่างไรก็ตามจ้านวนของปลากระเบนก็ยังไม่เพียงพอต่อความต้องการของตลาด 
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สาเหตุมาจากปัญหาทางด้านสิ่งแวดล้อม ท้าให้จ้านวนของปลากระเบนในแหล่งธรรมชาติลดลงไปมาก 

ทั้งจากการจับมาจ้าหน่ายเพ่ือเลี้ยงเป็นปลาสวยงามและการน้ามาบริโภค กับสภาพแห้งแล้งที่เกิดขึน้

ในแหล่งน้้าหลายแห่งของทวีปอเมริกาใต้ (Araújo et al., 2004) และเกิดจากข้อจ้ากัดทางระบบ

สืบพันธุ์ ปัญหาการเกิดโรค การจัดการทางด้านสุขภาพที่ไม่ดี เนื่องจากยังขาดการวางมาตรการการ

เฝ้าระวังโรค และการส่งเสริมการศึกษาข้อมูลพื้นฐานด้านการวิจัยที่เพียงพออันเป็นอุปสรรคที่ส้าคัญ

ต่อการส่งเสริมให้ประเทศไทยมีศักยภาพในการเพาะเลี้ยง และพัฒนาสุขภาพปลากระเบนน้้าจืด

เหล่านี้เพื่อการส่งออกเชิงพาณิชย์อย่างยั่งยืน การมีความรู้ความเข้าใจด้านระบบสืบพันธุ์พ้ืนฐานของ

ปลากระเบนโดยเฉพาะปลากระเบนเพศผู้ที่มีความส้าคัญอย่างยิ่งในการสืบพันธุ์ให้ผลผลิต ทั้งในเรื่อง

การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อ และการเก็บรักษาน้้าเชื้อด้วยสารเจือจางน้้าเชื้อ (extender) เพ่ือให้ตัว

อสุจิเคลื่อนไหวได้ดี นอกจากนี้ควรมีการพัฒนาเทคนิคการเพาะพันธุ์ให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น ด้วย

การน้าน้้าเชื้อมาแช่แข็งเพ่ือน้ามาใช้ในการผสมเทียมต่อไป ประโยชน์ของการท้าน้้าเชื้อแช่แข็งคือช่วย

ลดต้นทุนในการเลี้ยงในส่วนของพ่อพันธุ์ และยังมีประโยชน์ในด้านการอนุรักษ์พันธุ์สัตว์น้้า สามารถ

เก็บน้้าเชื้อของพ่อพันธุ์ที่มีคุณภาพไว้ได้นาน บางครั้งอาจไม่สามารถเลี้ยงตัวผู้และตัวเมียไว้ด้วยกันได้ 

หรือขาดพ่อแม่พันธุ์ และเสียค่าใช้จ่ายสูงในการขนส่งพ่อแม่พันธุ์ ดังนั้นการเก็บรักษาน้้าเชื้อด้วย

วิธีการแช่แข็งจึงมีบทบาทส้าคัญและเป็นวิธีหนึ่งที่จะช่วยพัฒนาการเพาะขยายพันธุ์และปรับปรุงพันธุ์ 

หากสามารถพัฒนาให้การใช้น้้าเชื้อปลากระเบนแบบแช่แข็ง มีประสิทธิภาพในการผสมเทียมได้

ใกล้เคียงกับน้้าเชื้อสด สามารถใช้งานได้ง่ายและมีปริมาณมากพอ จะเป็นประโยชน์ต่อวงการ

เพาะเลี้ยงสัตว์น้้าเป็นอย่างยิ่ง 

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อมี 2 รูปแบบ คือ การเก็บรักษาน้้าเชื้อระยะสั้นหรือเก็บโดยวิธีการแช่เย็น 

(4 องศาเซลเซียส) จะใช้สารเจือจางน้้าเชื้อเพ่ือเพ่ิมปริมาตรและเป็นแหล่งพลังงานให้กับตัวอสุจิ

ส้าหรับใช้ในกระบวนการเมแทบอลิซึม อีกทั้งสารเจือจางน้้าเชื้อยังช่วยยืดระยะเวลาการเคลื่อนที่ของ

ตัวอสุจิให้อยู่ได้นานขึ้นอีกด้วย การเลือกชนิดของสารเจือจางน้้าเชื้อที่เหมาะสมควรมีค่า pH และค่า

ออสโมลาลิตี้ใกล้เคียงกับน้้าเลี้ยงอสุจิ (seminal plasma) ของน้้าเชื้อปลาที่ใช้ท้าการศึกษา การเก็บ

รักษาน้้าเชื้อระยะยาวหรือการเก็บโดยวิธีการแช่แข็งสามารถเก็บไว้ได้นานเป็นระยะเวลาหลายปี ด้วย

การเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) ซึ่งอาศัยการท้างานของสารเจือจางน้้าเชื้อร่วมกับ

สารป้องกันการแข็งตัว (cryoprotectant) หน้าที่ของสารป้องกันการแข็งตัวจะช่วยป้องกันอันตราย

ของเซลล์ในระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการละลาย การเก็บรักษาน้้าเชื้อในปลาชนิดอื่นๆ แบบ

แช่แข็งในอดีตที่ผ่านมายังไม่ประสบผลส้าเร็จเท่าที่ควรเนื่องจากมีปัจจัยหลายอย่าง เช่น ความ
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สมบูรณ์ของน้้าเชื้อสดที่ใช้ท้าน้้าเชื้อแช่แข็ง และกระบวนการในการท้าน้้าเชื้อแช่แข็ง ประกอบด้วย 

ส่วนประกอบของสารเจือจางน้้าเชื้อที่ใช้ในการเก็บรักษาที่เหมาะสม อัตราส่วนของน้้าเชื้อต่อสารเจือ

จางน้้าเชื้อและสารป้องกันการแข็งตัว ระยะเวลาที่ผสมสารป้องกันการแข็งตัว ชนิดและความเข้มข้น

ของสารป้องกันการแข็งตัว อัตราการลดอุณหภูมิก่อนการแช่แข็ง และเทคนิคต่างๆก่อนการแช่แข็ง

และการเก็บรักษา ตลอดจนวิธีการละลายและน้าไปใช้ผสม ซึ่งปัจจุบันการศึกษาเกี่ยวกับคุณภาพ

น้้าเชื้อในปลากระเบนน้้าจืดยังมีการศึกษาอยู่น้อยมาก ยิ่งไปกว่านั้นค่ามาตรฐานต่างๆ ในน้้าเชื้อของ

ปลาต่างประเทศท่ีมีรายงานอาจจะแตกต่างกันกับปลาที่มีในประเทศไทย เนื่องจากในสัตว์เลือดเย็นมี

หลายปัจจัยที่สามารถท้าให้ค่าเหล่านี้เปลี่ยนแปลงได้ เช่น ชนิด อายุ เพศ ความสมบูรณ์ อุณหภูมิ 

ความเค็ม การจับบังคับ การวางยา วิธีการตรวจ ผู้ตรวจ วิธีการเก็บรักษาตัวอย่าง เป็นต้น (Alavi 

and Cosson, 2005; Alavi and Cosson, 2006) ดังนั้นการศึกษาทางการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อใน

ปลากระเบนน้้าจืดวงศ์ Potamotrygonidae และการหาสูตรน้้ายาที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้้าเชื้อ 

จึงมีประโยชน์ส้าหรับการอ้างอิงในปลากระเบนน้้าจืดของประเทศไทย และส่งผลต่อไปยังคุณภาพ

น้้าเชื้อที่เหมาะสมในการผสมพันธุ์ด้วย 

  การศึกษาในครั้งนี้จึงมีแนวคิดที่จะพัฒนาวิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อในปลากระเบน จากนั้นน้ามา

ศึกษาลักษณะรูปร่างทางกายภาพของตัวอสุจิปลากระเบนด้วยกล้องจุลทรรศน์แสงสว่าง และกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอน มีการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ 

(Potamotrygon motoro) ทั้งทางกายภาพและเคมีเป็นค่าอ้างอิงที่ส้าคัญในด้านระบบสืบพันธุ์เพศผู้ 

อันเป็นข้อมูลพื้นฐานที่ใช้ในการประเมินคุณภาพของพ่อพันธุ์ รวมไปถึงการหาสูตรที่เหมาะสมของ

สารเจือจางน้้าเชื้อและอัตราส่วนของสารเจือจางน้้าเชื้อกับน้้าเชื้อต่อระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อ

ปลากระเบนแบบแช่เย็น หาชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสมเพื่อใช้ใน

ขั้นตอนการแช่แข็ง และหาเทคนิคการเก็บรักษาและการละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง เพ่ือประโยชน์ในการใช้

น้้าเชื้อให้มีประสิทธิภาพสูงสุด ซึ่งในปลากระเบนน้้าจืดยังมีการศึกษาอยู่เป็นจ้านวนน้อยมาก และยัง

ไม่เคยมีผู้ใดท้าการศึกษามาก่อนในประเทศไทย อีกท้ังยังสามารถพัฒนาเทคนิคและวิธีการที่ได้ไป

ประยุกต์ใช้กับการรีดเก็บน้้าเชื้อและการเก็บรักษาน้้าเชื้อในปลากลุ่มเดียวกันได้อีกด้วย 
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1. เพ่ือพัฒนาวิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อในปลากระเบน 

 2. เพ่ือใช้การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อเป็นข้อมูลมาตรฐานอ้างอิง ในด้านการประเมินคุณภาพ

พ่อพันธุ์ของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่  

 3. เพ่ือศึกษาลักษณะรูปร่างทางกายภาพของตัวอสุจิปลากระเบน ด้วยกล้องจุลทรรศน์แสง

สว่าง และกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 

 4. เพ่ือศึกษาสูตรที่เหมาะสมของสารเจือจางน้้าเชื้อ และอัตราส่วนของสารเจือจางน้้าเชื้อกับ

น้้าเชื้อต่อระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนแบบแช่เย็น 

 5. เพ่ือศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสมเพ่ือใช้ในขั้นตอนการ

เก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนแบบแช่แข็ง 

 6. เพ่ือศึกษาเทคนิคการเก็บรักษาและการละลายน้้าเชื้อแช่แข็งในปลากระเบนน้้าจืด 

1.3 สมมติฐานการวิจัย 

 1. การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร ่สามารถใช้เป็นค่าอ้างอิง

ของคุณภาพน้้าเชื้อพ้ืนฐานในปลากระเบนชนิดนี้ได้   

 2. ชนิดและอัตราส่วนของสารเจือจางน้้าเชื้อที่ใช้ในกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อแบบแช่เย็น 

มีผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าเชื้อ 

 3. ชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวที่ใช้ในกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อแบบ

แช่แข็งมีผลกระทบต่อการเปลี่ยนแปลงคุณภาพน้้าเชื้อ 

1.4 ขอบเขตและข้อจ ากัดของงานวิจัย 

 โครงการนี้ต้องการศึกษาคุณภาพน้้าเชื้อในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ และพัฒนา

วิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อ เพ่ือน้ามาประเมินคุณภาพน้้าเชื้อทั้งทางกายภาพและเคมี จากนั้นน้าน้้าเชื้อส่วน

หนึ่งไปใส่สารเจือจางน้้าเชื้อชนิดต่างๆ เพ่ือศึกษาชนิดของสูตรและอัตราส่วนที่เหมาะสมของสาร   

เจือจางน้้าเชื้อต่อน้้าเชื้อที่มีผลต่อระยะเวลาในการเก็บรักษาน้้าเชื้อแบบแช่เย็น น้าสูตรของสารเจือ

จางน้้าเชื้อที่เหมาะสมไปใช้ในกระบวนการแช่แข็งต่อไป และน้าน้้าเชื้ออีกส่วนหนึ่งใส่สารเจือจาง

น้้าเชื้อและสารป้องกันการแข็งตัว เพ่ือศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวในการ

เก็บรักษาน้้าเชื้อแบบแช่แข็ง มีการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อทั้งก่อนและหลังการเก็บรักษาเพ่ือดูรูปร่าง 

การเคลื่อนที่ และอัตรารอดชีวิตของตัวอสุจิ 
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1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. ทราบถึงลักษณะรูปร่างของของตัวอสุจิปลากระเบนวงศ์ Potamotrygonidae สายพันธุ์     

โมโตโร ่สามารถน้าไปใช้ในการเปรียบเทียบกับปลากระดูกอ่อนชนิดอ่ืนที่ใกล้เคียงกันได้ 

 2. สามารถน้าค่าอ้างอิงทางการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อไปใช้ประโยชน์เกี่ยวกับการประเมิน

คุณภาพของพ่อพันธุ์เพ่ือใช้ในการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่สมบูรณ์สามารถน้าไปผสมพันธุ์ได้ 

 3.  ใช้เป็นข้อมูลพื้นฐานในการพัฒนาวิธีการรีดน้้าเชื้อ วิธีการเก็บรักษาน้้าเชื้อทั้งแบบแช่เย็น

และแช่แข็งในปลากระเบนน้้าจืดได้



 

 

บทที ่2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

2.1 ความรู้ทั่วไปเกี่ยวกับปลากระเบนน  าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ (Potamotrygon motoro)  

 ปลากระเบนจัดเป็นปลากระดูกอ่อน (Cartilaginous fish; Chondrichthyes) ซึ่งปลากระดูก

อ่อนสามารถแบ่งออกเป็นสองชนิดหลักคือ Elasmobranchii (ฉลามและกระเบน) และ 

Holocephali (ปลาไคมีรา) หมายถึงปลาเหล่านี้จะขาดส่วนของโครงสร้างที่เป็นกระดูกแข็งภายใน 

(internal skeleton bone) ประกอบด้วยกระดูกส่วนหัว กระดูกสันหลัง และกระดูกครีบ ซึ่งจะถูก

แทนที่ด้วยกระดูกอ่อน อย่างไรก็ตามกระดูกอ่อนเหล่านี้มีความแข็งแรงเนื่องจากมีองค์ประกอบรอง

เป็นแคลเซียม (Oldfield, 2005a; Oldfield, 2005b)  

 ส้าหรับในปลาฉลามส่วน denticles จะพัฒนาเป็นเกล็ดที่ผิวหนังที่มีรูปแบบจ้าเพาะแบบ 

placoid ที่มีขนาดเล็กละเอียด ยึดติดกับผิวหนังชั้นนอก ท้าให้ผิวสัมผัสหยาบเหมือนกระดาษทราย 

ต่างจากในปลากระเบนส่วนของ denticles ส่วนใหญ่จะไม่มีเกล็ดอย่างข้างต้น แต่จะพัฒนาเป็นเงี่ยง

ขนาดใหญ่ เงี่ยงจะบรรจุต่อมพิษไว้ซึ่งมีลักษณะคล้ายหนามแหลมและมีขอบเป็นหยักขึ้นมาคล้ายเล็บ

มือพร้อมทั้งมีเนื้อเยื่อห่อหุ้มตลอดทั่วทั้งเงี่ยงพิษนี้ด้วย เมื่อเงี่ยงพิษนี้ปักเข้าไปในเหยื่อ เยื่อหุ้มจะฉีก

ขาดท้าให้พิษถูกปล่อยเข้าสู่ร่างกายของเหยื่อท้าให้เกิดอันตรายได้ (Haddad et al., 2004) ฟันบน 

(maxillary teeth) ของปลากระเบนแข็งแรงมากสามารถสร้างข้ึนใหม่ได้ตลอดชีวิต ส่วนครีบอก 

(pectoral fin) จะมีการเปลี่ยนรูปออกไปทางด้านขนานจากล้าตัว ท้าให้มีรูปร่างกลมแบนเพื่อให้การ

ทรงตัวมั่นคงและเพ่ิมแรงขับเคลื่อน ปลากระดูกอ่อนทุกชนิดที่ส่วนหัวด้านหน้าสุดจะมีอวัยวะที่

เรียกว่า Lorenzian ampullae ส้าหรับรับสัมผัสจับคลื่นไฟฟ้า ท้าให้ปลาเหล่านี้มีพฤติกรรมหยั่งรู้ใน

ปรากฏการณ์เปลี่ยนแปลงต่างๆได้ไว เหงือกในปลากระดูกอ่อนจะไม่มีแผ่นปิดเหงือก (opercular) 

เหมือนในปลากระดูกแข็ง แต่จะเป็นช่องเหงือก (gill slits) โดยทั่วไปจะมี 5 ช่อง บ้างอาจมี 6-7 ช่อง 

ช่องเหงือกคู่แรกท่ีมีขนาดเล็กกว่าคู่อ่ืนๆ อยู่ที่ใต้ตา เรียกว่า spiracle หรือ speculum ปลากระเบน

จะหายใจโดยเอาน้้าเข้าทาง spiracle และปล่อยออกทางช่องเหงือกด้านล่าง จึงท้าให้สัตว์สามารถ

หายใจเอาน้้าที่สะอาดได้เมื่ออยู่ในโคลนหรือทรายหรือบนที่สกปรก หากปลากระเบนอยู่ในน้้าสะอาด

ปลาก็สามารถปรับการหายใจได้โดยเอาน้้าเข้าทางปากเหมือนในปลาชนิดอื่นๆ เช่นเดียวกัน ปลา

กระดูกอ่อนไม่มีถุงลม การลอยตัวและพยุงตัวในน้้าจึงอาศัยไขมันในตับ การลอยตัวโดยใช้ตับท้าให้
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ปลาใช้พลังงานต่้าในการว่ายน้้า อย่างไรก็ตามเมื่อปลากระดูกอ่อนหยุดว่ายน้้าตัวจะจมลงสู่พื้นน้้า ต่าง

จากปลาทั่วไปที่สามารถลอยตัวเป็นอิสระได้เมื่อหยุดว่ายน้้า (Oldfield, 2005a; Oldfield, 2005b) 

ปลากระดูกอ่อนทุกชนิดปฏิสนธิภายในร่างกาย (Internal fertilization) เพศผู้จะใช้อวัยวะ

เพศท่ีพัฒนามาจากครีบท้าย (ventral fin) เรียกว่า mixopterygia หรือ clasper สอดเข้าไปในช่อง

เพศของเพศเมีย การออกลูกส่วนใหญ่จะเป็นตัวอย่างแท้จริง (viviparous) โดยการฟักเป็นตัวอ่อน

ภายในตัวแม่และได้รับสารอาหารจากแม่จนกว่าจะคลอดออกมา ซึ่งปลากระเบนจัดอยู่ในประเภทนี้ 

ปลากระดูกอ่อนบางชนิดจะออกลูกเป็นตัวไม่แท้จริง (ovoviviparous) คือตัวอ่อนอยู่ในไข่ได้รับ

สารอาหารจากไข่แดง และพร้อมที่จะฟักออกจากไข่ในท่อน้าไข่ก่อนคลอดออกมาภายนอก และยังมี

ปลากระดูกอ่อนบางส่วนออกลูกเป็นไข่ (oviparous) คือตัวอ่อนจะอยู่ในไข่ที่มีเปลือกหนา วางไข่เป็น

กลุ่มเป็นเวลานานหลายสัปดาห์หรือหลายเดือน (Conrath and Musick, 2012) 

ทั้งกระเบนและฉลามส่วนใหญ่อาศัยอยู่ในทะเล มีเพียง 5 เปอร์เซ็นต์เท่านั้นที่อาศัยอยู่ในน้้า

จืด ซึ่งปลากระดูกอ่อนที่อาศัยในน้้าจืดได้มีการพัฒนามาจากชนิดที่อยู่ในทะเลกว่า 400 ล้านปีมาแล้ว 

ซึ่งถือได้ว่าความหลากหลายของชนิดปลาในน้้าจืดยังมีน้อยกว่าในทะเลมาก ปัจจุบันมีปลากระเบน 2 

วงศ ์ที่มีวิวัฒนาการปรับตัวมาอยู่ในน้้าจืดได้อย่างถาวร  ได้แก่ วงศ์ Dasyatidae บางชนิดที่ปรับตัวมา

อยู่ในน้้าจืดในบางช่วงเวลาของชีวิต คือ สกุล Dasyatis และ สกุล Himantura และอีกวงศ์หนึ่ง คือ 

Potamotrygonidae ที่มีถ่ินก้าเนิดจากอเมริกาใต้ ซึ่งปลากลุ่มนี้ไม่สามารถอาศัยอยู่ในน้้าทะเลได้อีก

ต่อไป เนื่องจากสูญเสียการท้างานของการควบคุมระดับยูเรียในกระแสเลือดที่จ้าเป็นส้าหรับการ

ควบคุมสมดุลไอออนมากมายหลายชนิดในน้้าทะเล มีการปรับตัวส้าหรับการควบคุมแรงดันออสโม- 

ลาริตี้ได้ไม่ดีเท่าปลาทะเล และไม่มีต่อมเกลือ (rectal gland) ส้าหรับท้าหน้าที่ขับถ่ายของเสียที่เป็น

เกลอืส่วนเกินออกไป (Oldfield, 2005a; Oldfield, 2005b)  

ปลากระเบนวงศ์ Potamotrygonidae มีถ่ินก้าเนิดในทวีปอเมริกาใต้ เฉพาะในแหล่งน้้าจืด

แถบลุ่มน้้าอเมซอน เช่น บราซิล เปรู โคลัมเบีย อุรุกวัย ปารากวัย เป็นต้น มีความสวยงามของ

ลวดลายและสีสันที่เป็นเอกลักษณ์ในแต่ละตัว และรูปแบบที่เฉพาะตัวนี้จะไม่มีการเปลี่ยนแปลงเป็น

เวลานาน ปลากระเบนวงศ์ Potamotrygonidae มีลักษณะที่คล้ายคลึงกันในแต่ละชนิดและมีความ

หลากหลายของรูปแบบในปลาชนิดเดียวกัน ท้าให้การแบ่งชนิดท้าได้ยาก ซึ่งโดยทั่วไปใช้รูปแบบของ

ลวดลายที่ด้านบนล้าตัว สญัลักษณ์ที่หาง รูปแบบของเงี่ยงบนหาง รูปแบบของหางและครีบก้น 

รวมทั้งขนาดและต้าแหน่งของตา (เปลี่ยนแปลงได้ตามอายุ) ปัจจุบันมีการแบ่งแยกชนิดของกระเบน

ในวงศ์ Potamotrygonidae ออกเป็น 4 สกุล  ไดแ้ก่ Potamotrygon, Plesiotrygon, Paratrygon 



 
 

 

8 

และ Heliotrygon ซึ่งมีจ้านวนสายพันธุ์ที่จดบันทึกแล้วประมาณ 25 สปีชีส์ (Ross and Schäfer, 

2000; Charvet-Almeida et al., 2002; De Carvalho and Lovejoy, 2011; Fontenelle et al., 

2014)  

พฤติกรรมของปลากระเบนน้้าจืดในธรรมชาติส่วนใหญ่จะใช้เวลาอยู่ที่พ้ืนน้้า ซึ่งจะมีการพราง

ตัวอยู่ใต้พ้ืนดินหรือพ้ืนทรายของแม่น้้า แหล่งที่อยู่อาศัยขึ้นกับขนาดตัว ความลึกของแม่น้้า และ

ช่วงเวลาของวัน ถ้าเป็นปลากระเบนวัยอ่อนจะชอบอยู่อาศัยในพ้ืนที่ที่ค่อนข้างมีทรายเยอะ ความลึก

ไม่เกิน 4 เมตร อยู่ได้ท้ังวัน ส่วนในปลากระเบนที่ตัวใหญ่กว่าหรือโตเต็มวัยแล้วจะมีการเคลื่อนย้ายถิ่น

มากขึ้นตามระดับความลึก ชว่งเวลากลางวันจะอยู่ในที่ลึกกว่า 8 เมตร และจะเคลื่อนมาอยู่ในที่ตื้น

กว่าในช่วงเวลากลางคืน ส่วนในปลากระเบนที่มีขนาดปานกลาง จะย้ายที่อยู่อาศัยไปตามแหล่งที่มี

อาหารอุดมสมบูรณ์กว่า เนื่องจากปลากระเบนเป็นสัตว์ที่หากินกลางคืน (Neto and Uieda, 2012) 

อาหารที่ปลากระเบนกินในวัยอ่อนจะเป็นพวกตัวอ่อนแมลง (insect larvae) และสัตว์จ้าพวกกุ้งและ

ปูขนาดเล็ก ปลากระเบนที่โตเต็มวัยแล้วจะกินสัตว์จ้าพวกหอยและหมึก (mollusks) สัตว์จ้าพวกกุ้ง

และปู (crustaceans) และลูกปลากระดูกแข็งต่างๆ (teleosteans) ที่ว่ายอยู่บริเวณพ้ืนน้้า รูปแบบ

การกินอาหารของปลากระเบนจะล่าเหยื่อโดยการแอบซุ่มอยู่ใต้พื้นทราย เมื่อเจอเหยื่อจะว่ายเข้าหา

เหยื่อและดูดเหยื่อเข้าไปในปากโดยใช้ครีบของล้าตัวช่วยจับเหยื่อ จากนั้นใช้ปากช่วยขยับเหยื่อให้อยู่

ในทิศทางที่สามารถกินได้ง่าย แล้วจึงกัดหรือบดเหยื่อให้มีขนาดเล็กลง ส่วนที่ไม่สามารถกินได้จะคาย

ออกมา ก่อนที่จะกลืนเหยื่อเข้าหลอดอาหาร (Shibuya et al., 2009; Shibuya et al., 2012)   

ในประเทศไทยปลากระเบนวงศ์ Potamotrygonidae นับเป็นปลาที่มีมูลค่าสูง และเป็นที่

นิยมในหลายสายพันธุ์ ส่วนใหญ่มาจากการน้าเข้าจากต่างประเทศ เช่น กระเบนน้้าจืดโมโตโร ่

(Potamotrygon motoro)  โพลกาดอต (Polka dot: P. leopoldi และ P. henlei)   ไทเกอร์ (P. 

menchacai) จากัวร์ (P. castexi) และกระเบนดอกไม้ (P. schroederi) ซึ่งมีราคาตั้งแต่หลักพันถึง

หลักแสนบาทต่อคู่ และมีความต้องการของตลาดทั้งภายในและภายนอกประเทศอยู่สูงโดยเฉพาะพันธุ์

โมโตโร่และโพลกาดอต ซึ่งสามารถเพาะขยายพันธุ์ในที่เลี้ยง รวมทั้งอนุบาลลูกปลาได้ในฟาร์ม

เกษตรกรหลายแห่งในประเทศไทย จนปัจจุบันพัฒนาเป็นปลาสวยงามเศรษฐกิจชนิดหนึ่งของประเทศ

ไทย ทั้งน้าส่งขายเพ่ือเป็นปลาในพิพิธภัณฑ์สัตว์น้้า และเป็นปลาที่เลี้ยงเพ่ือดูเล่นทั้งในและนอก

ประเทศ (กันยารัตน์ สุวรรณประทีป, 2548; อรุณี รอดลอย, 2556)  

ลักษณะเฉพาะของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ สังเกตได้จากล้าตัวมีลักษณะกลม

คล้ายจาน สีพื้นของล้าตัวเป็นสีน้้าตาล มีจุดกลมสีส้มอมเหลือง ขอบล้อมรอบด้วยสีน้้าตาลเข้ม
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กระจายทั่วตัวไปจนถึงโคนหาง (ภาพที่ 1) มีเงี่ยงพิษที่มีลักษณะคล้ายหนามแหลม 1-2  เงี่ยงที่โคน

หาง ขอบเป็นหยักคล้ายเล็บมือ เงี่ยงสามารถงอกใหม่ได้ตลอดชีวิต ความกว้างของโคนเงี่ยงประมาณ 

6-17 เซนติเมตร ความยาวของเงี่ยงในเพศผู้ยาวประมาณ 39 เซนติเมตร และในเพศเมียยาวประมาณ 

45 เซนติเมตร จ้านวนรอยหยักของเงี่ยงในเพศผู้เฉลี่ย 60 หยัก และในเพศเมียเฉลี่ย 72 หยัก 

(Schwartz, 2009) สามารถแยกความแตกต่างระหว่างเพศผู้กับเพศเมียได้โดยเพศผู้จะมีอวัยวะเพศท่ี

พัฒนามาจากครีบท้าย เรียกว่า อวัยวะเพศผู้ หรือ  claspers จ้านวน 2 ท่ออยู่ใต้ล้าตัวบริเวณโคน

หาง (ภาพที่ 2) มีหน้าที่ในการผสมพันธุ์โดยเพศผู้จะขับน้้าเชื้อผ่านท่อน้าน้้าเชื้อเข้าไปในช่องเพศของ

เพศเมียระหว่างการผสมพันธุ์ ปลากระเบนออกลูกเป็นตัว ขนาดของปลากระเบนที่โตเต็มวัยและ

สามารถผสมพันธุ์ได้มีอายุประมาณ 3 ปีขึ้นไป เพศเมียจะมีขนาดความกว้างของล้าตัว 24-32 

เซนติเมตร เพศผู้มีขนาดความกว้างของล้าตัว 20-25 เซนติเมตร ออกลูกได้ครั้งละ 4-11 ตัว มี

ระยะเวลาในการตั้งท้องประมาณ 3-6 เดือน ผนังมดลูกมีการพัฒนากลายเป็นริ้วขน เรียกว่า 

trophonemata มีหน้าที่เป็นแหล่งอาหารให้กับลูกท่ีอยู่ในท้อง ลูกแรกเกิดจะมีขนาดกว้าง 8-11 

เซนติเมตร และมีความยาวถึงหาง 15-20 เซนติเมตร ปลากระเบนโมโตโร่ที่อยู่ตามธรรมชาติจะมีฤดู

ผสมพันธุ์ประมาณ 3-4 เดือนในช่วงฤดูฝน ส่วนปลากระเบนโมโตโร่ที่อยู่ในระบบเพาะเลี้ยงนั้นพบว่า

สามารถผสมพันธุ์ได้ตลอดทั้งปี (Araújo et al., 2004; Charvet-Almeida et al., 2005; Oldfield, 

2005a; Oldfield, 2005b; Zaiden et al., 2011)  

 
           ภาพที่ 1 ปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ สังเกตได้จากสีพ้ืนของล้าตัวเป็นสีน้้าตาล 
           มีจุดกลมสีส้มอมเหลือง ขอบล้อมรอบด้วยสีน้้าตาลเข้มกระจายทั่วตัวไปจนถึงโคนหาง  
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              ภาพที่ 2 ปลากระเบนเพศผู้จะมีอวัยวะเพศผู้ หรือ claspers 2 ท่ออยู่ใต้ล้าตัว 
               บริเวณโคนหาง (วงกลมสีแดง) 

 

 สามารถจัดอนุกรมวิธาน (taxonomy) ของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ได้ดังนี้ (Drioli 

and Chiaramonte, 2005)   

        Domain: Eukaryota  

           Kingdom: Animalia  

            Phylum: Chordata  

                      Subphylum: Vertebrata  

                      Class: Chondrichthyes 

                                   Subclass: Elasmobranchii                        

                               Order: Myliobatiformes 

                                                Family: Potamotrygonidae  

                                                    Genus: Potamotrygon 

                  Species: motoro  

 Scientific name: Potamotrygon motoro 

 ชื่อสามัญ:  Ocellate river stingray 
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 ในปี พ.ศ. 2556 ประเทศโคลัมเบียและเอกวาดอร์ได้เสนอให้ปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์      

โมโตโร่เป็นสัตว์ที่ควรขึ้นทะเบียนชนิดพันธุ์หมายเลข 2 (Appendix 2) ของบัญชีอนุสัญญาไซเตส 

(CITES) หรือรายชื่อชนิดสัตว์ป่าและพืชป่า ที่มีการควบคุมการค้าระหว่างประเทศตามอนุสัญญาว่า

ด้วยการค้าระหว่างประเทศซึ่งชนิดสัตว์ป่าและพืชป่าที่ใกล้สูญพันธุ์  สัตว์ในบัญชีที่ 2 นี้ หมายถึง สัตว์

ที่มีสถานภาพไม่ถึงกับใกล้สูญพันธุ์จึงอนุญาตให้ค้าขายได้แต่ต้องมีการควบคุม ทั้งนี้เพ่ือหลีกเลี่ยงการ

ใช้ประโยชน์ที่ไม่เหมาะสม และส่งผลกระทบต่อการอยู่รอดของชนิดพันธุ์ในธรรมชาติ แต่มติท่ีประชุม

ภาคีอนุสัญญาฯ CITES Cop16 ที่จัดขึน้ที่ประเทศไทยนั้นไม่รับรองในข้อเสนอให้ขึ้นเป็นชนิดพันธุ์ใน

บัญชี Appendix 2 เนื่องจากเสียงสนับสนุนไม่ถึง 2 ใน 3 เพราะปลากระเบนชนิดนี้ประเทศไทย

สามารถเพาะเลี้ยงและส่งจ้าหน่ายทั้งในและต่างประเทศได้จ้านวนมากมานานแล้ว (CITES, 2013; 

อรุณี รอดลอย, 2556)   

2.2 ระบบสืบพันธุ์ของปลากระเบนเพศผู้ 

 ลักษณะภายนอกของอวัยวะสืบพันธุ์เพศผู้ของปลากระเบน จะสังเกตเห็นอวัยวะเพศผู้ซึ่งเป็น

ส่วนที่พัฒนามาจากครีบท้าย (ventral fin) เรียกว่า mixopterygia หรือ clasper มี 2 ท่ออยู่ใต้ล้าตัว

บริเวณโคนหาง ส่วนลักษณะภายในจะพบอัณฑะ (testis), ต่อมเลย์ดิก (Leydig’s gland), ท่อน้า

น้้าเชื้อ (vas deferens), ต่อมที่ช่วยผลิตน้้าเลี้ยงอสุจิ (accessory glands)  ได้แก่ ต่อมเวสซิคูล่า 

(seminal vesicle), ต่อมอัลคาไลน์ (alkaline gland) และ ต่อมคลาสเปอร์ (clasper gland) 

(Hamlett, 1999; Henningsen et al., 2004) (ภาพที่ 3, 4)  

 ปลากระเบนมีอัณฑะขนาดใหญ่อยู่ภายในช่องท้อง หนักประมาณ 1-5% ของน้้าหนักตัว มี

ลักษณะเป็นพูยาว 2 พูซ้ายและขวา ฝังติดกับอวัยวะสร้างเม็ดเลือด (epigonal organ) มีหน้าที่สร้าง

เซลล์สืบพันธุ์เพศผู้ ในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่รูปแบบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เพศผู้จะเป็น

ลักษณะสร้างเข้าสู่ศูนย์กลางท่อ (radial testis) อัณฑะเจริญดีทั้ง 2 ข้าง (Pratt Jr, 1988) ภายใน

อัณฑะประกอบด้วยหน่วยโครงสร้างรูปกลมที่เรียกว่า แอมพูลลา (ampullae) จ้านวนมาก  ซึ่งในแต่

ละแอมพูลลาจะพบ spermatogenic cells ที่เจริญอยู่ในระยะเดียวกัน และเซลล์พี่เลี้ยง (Sertoli 

cells) แอมพูลลาที่อยู่ในระยะเดียวกันจะอยู่รวมกลุ่มกัน ระหว่างแอมพูลลาพบ interstitial cells 

อสุจิที่ปล่อยออกจากอัณฑะจะถูกล้าเลียงผ่านไปตาม vas efferens, epididymis, vas deferens, 

seminal vesicle และเปิดออกท่ีช่องทวารรวมตามล้าดับ (Conrath and Musick, 2012; Del Mar 

Pedreros‐Sierra and Ramírez‐Pinilla, 2015)      รูปแบบของอัณฑะก็มีความหลากหลายในปลา 
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                                                                      testis 

                        

                                        seminal vesicle 

 

 

 

 

                  ภาพที่ 3 ต้าแหน่งการวางตัวของระบบสืบพันธุ์ภายเพศผู้ภายในช่องท้อง 
                   ของปลากระเบนน้้าจืดชนิด P. leopoldi 
 

 

 

  

 

                                                                      clasper gland 

 

 

         

                   ภาพที่ 4 ต้าแหน่งของต่อมคลาสเปอร์ในอวัยวะเพศผู้ของปลากระเบน 
                    น้้าจืดชนิด P. leopoldi 
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กระดูกอ่อน เช่น ปลาฉลามวงศ์ Carcharhinidae มีรูปแบบการสร้างเซลล์สืบพันธุ์เป็นแบบมุ่งหน้า

ทิศทางเดียว (diametric testis)  โดยมีแนวการสร้างมาจากทางด้านข้างเคลื่อนเข้าสู่แนวกลางของ

ล้าตัว ปลากระเบนวงศ์ Gymnuridae มีขนาดอัณฑะ 2 ข้างไม่เท่ากัน ส่วนปลากระเบนชนิด 

Australian butterfly ray (Gymnura australis) มีการท้างานของอัณฑะข้างเดียว รูปแบบการ

สร้างเซลล์สืบพันธุ์จะเป็นแบบผสม (compound testis) คือ มีการสร้างอสุจิเข้าสู่กลางท่อบริเวณ

ด้านล่างของอัณฑะและทั้งหมดจะถูกล้าเลียงไปสู่ด้านบนเพ่ือปล่อยออกสู่ vas efferens ต่อไป (Pratt 

Jr, 1988; Henderson et al., 2014)  

  การพัฒนาการสร้างอสุจิของปลากระเบนมี 2 ขั้นตอน (Hamlett, 1999; Miura and 

Miura, 2003; Chatchavalvanich et al., 2005b) ประกอบด้วย 

 1) กระบวนการสเปอร์มาโตเจเนซีส (Spermatogenesis) เริ่มตั้งแต่การพัฒนาจากเจมิเซลล ์

(germ cell) ไปเป็น spermatogonia ซึ่งฝังตัวอยู่บริเวณผนังท่อสร้างอสุจิ มีการแบ่งตัวแบบไมโต-

ซิส (mitosis) 4 ครั้ง ได้เซลล์ primary spermatocyte (2n) จ้านวน 16 เซลล ์จากนั้นแบ่งตัวแบบ

ไมโอซิสครั้งที่ 1 (meiosis I) เป็ นการลดโครโมโซมลงเหลือครึ่งหนึ่ง จะได้เซลล์ใหม่ คือ 

secondary spermatocyte (n) จ้านวน 2 เซลล์ จากนั้น secondary spermatocyte มีการ

แบ่งตัวแบบไมโอซิสครั้งที่ 2 (meiosis II) ไดเ้ซลล์ spermatid จ้านวน 2 เซลล์ สรุปคือ 

spermatogonia 1 เซลล์ สามารถแบ่งตัวได้ spermatid จ้านวน 32 เซลล ์

 2) กระบวนการสเปอร์มิโอเจเนซิส (Spermiogenesis) เป็นขั้นตอนที่ spermatid มีการ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างไปเป็นตัวอสุจิ (spermatozoa) โดยไม่มีการแบ่งเซลล์อีกเลย ซึ่งจะมีหัวและหาง

พร้อมที่จะมีการปฏิสนธิกับไข่ได้  กระบวนการในระหว่างขั้นตอนนี้ spermatid จะเกาะตัวอยู่กับ

เซลล์พ่ีเลี้ยง (Sertoli cells) โดย spermatid มีลักษณะเป็นเซลล์รูปรา่งกลม เริ่มจากส่วนของเยื่อหุ้ม

นิวเคลียสมีการหนาตัวขึ้นเป็นอะโครโซม (acrosome) และมีการรวมตัวของโครมาตินภายใน

นิวเคลียส ไซโตพลาสซึมมีการเพ่ิมจ้านวนของไมโตคอนเดรีย ส่วนของอะโครโซมจะมีลักษณะรูปร่าง

ที่แบนติดไปกับด้านหนึ่งของนิวเคลียส ขณะที่เซนตริโอล (centriole) จะอยู่ด้านตรงข้ามและมีทิศทาง

ขนานไปตามความยาวของเซลล์ ส่วนหางของอสุจิเริ่มมีการพัฒนาขึ้นจากเซนตริโอ ท้าให้ 

spermatid เริ่มมีรูปร่างที่ยาวขึ้น สว่นท้ายของเซลล์มกีารพัฒนาของแฟลกเจลลมั (flagellum) 

นิวเคลยีสมีขนาดยาวขึ้นและแคบลง จากนั้น spermatid มีการเคลื่อนตัวเข้ามาใกล้ภายในบริเวณทอ่ 

มีการพัฒนาขั้นสุดท้ายของตัวอสุจ ิ เช่น มีการเจริญของ fibrous sheath หุ้มพันรอบหางทั้งหมด 

และ  mitochondria sheath หุ้มโดยรอบส่วนกลางของหางที่มีไมโตคอนเดรียอยู่ 
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 Epididymis เป็นท่อ vas efferens ที่ขดไปมากระจุกรวมกันและทอดไปตามความยาวตลอด

ภายนอกอัณฑะ แบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ ส่วนต้น ส่วนกลาง และส่วนท้าย หน้าที่ของ epididymis  

ได้แก่ (1) ขนส่งตัวอสุจิ  (transportation) (2) ท้าให้น้้าเชื้อเข้มข้นข้ึน (concentration) ทั้งนี้เพราะ

ของเหลวถูกอัณฑะดูดซึมกลับผ่านทางเซลล์บุผิวของ epididymis การดูดกลับเกิดมากท่ีส่วนต้นของ 

epididymis (3) เป็นที่เก็บน้้าเชื้อ (storage) ส่วนใหญ่ตัวอสุจิจะถูกเก็บไว้ที่ส่วนท้ายของ 

epididymis ซึ่งสามารถเก็บรักษาตัวอสุจิได้เป็นเวลานาน เพราะมีค่าพีเอช (pH) ต่้า ความหนืดสูง 

ปริมาณคาร์บอนไดออกไซด์สูง มีผลท้าให้อัตราเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิลดต่้าลง (4) ท้าให้ตัวอสุจิ

สมบูรณ์ (maturation) ตัวอสุจิก่อนเข้าสู่ epididymis จะไม่สามารถเคลื่อนไหวหรือปฏิสนธิได้ 

(Hamlett, 1999)  

 น้้าเชื้อ (semen) คือของเหลวสีขาวขุ่นคล้ายน้้านม ข้นเหนียว ซึ่งหลั่งออกมาจากอวัยวะเพศผู้

ในขณะท้าการผสมพันธุ์ ถ้าน้้าเชื้อมีสิ่งเจือปน เช่น เลือด ปัสสาวะ อุจจาระหรือน้้า จะท้าให้ได้น้้าเชื้อ

ที่มีคุณภาพไม่ดีไม่เหมาะแก่การเก็บรักษา และเมื่อน้าน้้าเชื้อสดไปผสมกับไข่ก็อาจเป็นเหตุให้มีอัตรา

การผสมติดต่้า และจ้านวนลูกต่้ากว่าน้้าเชื้อที่สะอาด ปริมาณของน้้าเชื้อที่รีดได้จากปลาตัวหนึ่งในแต่

ละครั้ง และความหนาแน่นของตัวอสุจิจะมีความผันแปรไปตามฤดูกาลและช่วงเวลาในฤดูผสมพันธุ์ 

น้้าเชื้อปลาถ้าน้ามาปั่นแยก (centrifuge) จะแยกได้เป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่เป็นตัวอสุจิ 

(spermatozoa) และส่วนที่เป็นของเหลว (seminal plasma) ซึ่งเป็นสารที่หลั่งออกมาจากต่อมที่

ช่วยผลิตน้้าเลี้ยงอสุจิ (accessory glands) ต่อมผลิตน้้าเลี้ยงอสุจิมีหน้าที่สร้างสารที่มีประโยชน์

ส้าหรับตัวอสุจิ จะช่วยปรับสภาพกรดด่างหรือท้าหน้าที่เป็นบัฟเฟอร์ (buffer) ของน้้าเชื้อ รวมถึงเป็น

แหล่งของอาหารและสารที่จ้าเป็นต่อการเคลื่อนไหวและความสมบูรณ์ของตัวอสุจิ สารนีจ้ะปนออกมา

กับตัวอสุจิในขณะที่พ่อพันธุ์หลั่งน้้าเชื้อ ซึ่งในส่วนของเหลวนี้มีบทบาทส้าคัญในการพัฒนาสูตรสาร

ส้าหรับแช่เย็นและแช่แข็งน้้าเชื้อปลา องค์ประกอบทางเคมีและฟิสิกส์ของน้้าเชื้อปลาแต่ละกลุ่ม ต้อง

ใช้สารเคมีท่ีเมื่อเจือจางน้้าเชื้อแล้วให้อิออนที่เหมาะสม มีค่าพีเอชและออสโมลาลิตี้ใกล้เคียงกับ

ของเหลวในน้้าเชื้อปลามากที่สุด  เพ่ือป้องกันการเคลื่อนไหวของอสุจิก่อนถูกกระตุ้น (Ciereszko et 

al., 2011) เนื่องจากตัวอสุจิของปลาจะไม่มีการเคลื่อนไหวเมื่ออยู่ในท่อน้าน้้าเชื้อซึ่งแตกต่างจากใน

สัตว์เลื้อยคลานและสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม แต่จะเคลื่อนไหวได้ดีเมื่ออยู่ในน้้าและสารละลายที่มีความ

เข้มข้นใกล้เคียงกับสารละลายภายในตัวอสุจิ (Stoss, 1983) ต่อมผลิตน้้าเลี้ยงอสุจิที่ส้าคัญมีอยู่ 4 

ต่อม ได้แก่ ต่อมเวสซิคูล่า (seminal vesicle หรือ vesicular gland) ต่อมเลดิก (Leydig’s gland) 

ต่อมอัลคาไลน์ (alkaline gland หรือ Marshall’s gland) และต่อมคลาสเปอร์ (clasper gland)  
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  พฤติกรรมการผสมพันธุ์ในปลากระเบนมี 5 ระยะ เริ่มจาก ระยะที่ 1 ปลาเพศผู้เข้าไปว่าย

ประกบเพศเมียทางด้านหลัง ระยะที่ 2 ปลาเพศผู้ไล่กัดครีบของเพศเมีย จากนั้นปลาเพศผู้ค่อยๆ สอด

อวัยวะเพศเข้าไปในรูเปิดทวารรวมของเพศเมีย โดยการดันเข้าไปข้างหน้า ระยะที่ 3 ปลาเพศผู้จะ

พลิกตัวไปอยู่ด้านล่างของเพศเมีย และใช้ด้านท้องประกบกันแล้วจึงปล่อยน้้าเชื้อเข้าสู่เพศเมียในที่สุด 

ระยะนี้ใช้เวลาประมาณ 10-33 วินาที (ภาพที ่ 5)  ระยะที่ 4 ระยะพักหลังจากปล่อยน้้าเชื้อเสร็จจะ

สังเกตเห็นเหงือกปลาเพศผู้ขยับพ่นน้้าหลายๆที ระยะที่ 5 แยกออกจากกัน (Chapman et al., 

2003) ระยะที่ปลาเพศผู้พลิกตัว  กล้ามเนื้อที่อยู่บริเวณเชิงกรานจะมีการหดตัว  เพ่ือช่วยล้าเลียง

น้้าเชื้อจากช่องทวารรวมของเพศผู้เข้าไปสู่อวัยวะเพศ ร่วมกับการท้างานของต่อมผลิตน้้าเลี้ยงอสุจิ

ส่วนสุดท้าย คือ ต่อมคลาสเปอร์ ปลากระดูกอ่อนบางชนิดเรียกต่อมไซฟอน (siphon gland) จะหลั่ง

ของเหลวที่มีลักษณะเป็นเมือกประกอบด้วยไกลโคโปรตีนและฟอสโฟลิปิด มีคุณสมบัติเป็นกรดอ่อนๆ 

ซึ่งอวัยวะเพศนั้นคือส่วนที่พัฒนามาจากครีบท้ายมีลักษณะม้วนซ้อนกันเป็นกลีบ ส่วนหน้าเรียกว่า 

apopyle ส่วนท้ายเรียกว่า hypopyle เวลาใช้งานจะคลี่ออกกลายเป็นร่องให้น้้าเชื้อไหลเข้าสู่เพศเมีย 

เป็นการป้องกันไม่ให้อสุจิปนเปื้อนน้้าที่อยู่รอบตัว (Babel, 1967; Hamlett, 1999)  

 

 
      ภาพที่ 5 ปลากระเบนน้้าจืดชนิด P. leopoldi ขณะก้าลังผสมพันธุ์ เมื่อสอดอวัยวะเพศแล้ว 
      ปลาเพศผู้จะพลิกไปอยู่ด้านล่างของเพศเมีย 
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2.3 โครงสร้างของตัวอสุจิ 

 ตัวอสุจิของปลาแต่ละชนิดจะมีรูปร่างลักษณะแตกต่างกัน แต่ทุกชนิดจะมีส่วนประกอบที่

เหมือนกัน 3 ส่วน คือ  

 1) ส่วนหัว (head) ประกอบด้วยนิวเคลียส (necleus) ที่มีสารถ่ายทอดพันธุกรรมอยู่ ส่วน 

post nuclear cap เป็นส่วนที่ปกคลุมนิวเคลียส และส่วนอะโครโซม ซึ่งมีเอ็นไซม์ที่ใช้ในการเจาะไข่

เมื่อปฏิสนธิ ถ้าอะโครโซมมีรูปร่างผิดปกติจะท้าให้ตัวอสุจิไม่สามารถปฏิสนธิได้  

 2) ส่วนล้าตัว (body หรือ midpiece) ประกอบด้วยเซนโตรโซม (centrosome) และไมโต

คอนเดรีย (mitochondria) ซึ่งเป็นแหล่งให้พลังงาน  

 3) ส่วนหาง (tail) ท้าหน้าที่โบกพัดเพ่ือการเคลื่อนไหว ส่วนของหางทั้งหมดจะมี axial 

filament หรือ axoneme ซึ่งเป็นมัดของเส้นใยไฟบริล (fibril) ที่เริ่มจากเซนตริโอลส่วนต้น 

(proximal centriole) ทอดยาวมาตลอดส่วนหาง การบีบตัวของไฟบริลจะท้าให้ส่วนหางของตัวอสุจิ

เคลื่อนไหวพุ่งไปข้างหน้าได้ หางส่วนต้นเป็นบริเวณท่ีมีความหนาอยู่ต่อจากเซนตริโอลส่วนต้น ซึ่งมี

เยื่อหุ้มไมโตคอนเดรียปกคลุมอยู่ ภายในจะมีเอนไซม์ที่เปลี่ยนน้้าตาลฟรักโตส และแหล่งพลังงานอ่ืน

ให้เป็นส่วนประกอบที่มีพลังงานสูงเพ่ือให้ตัวอสุจิน้าไปใช้ได้ หางส่วนปลายแตกต่างจากส่วนอื่นตรงที่

ไม่มีเยื่อหุ้ม (Conrath and Musick, 2012)   

 ลักษณะตัวอสุจิของปลากระเบนจะมีส่วนหัวเรียวแหลมขดเป็นเกลียวคลื่น ท้าให้มีการเคลื่อนที่

ในลักษณะหมุนเป็นเกลียว ส่วนหางจะเป็นเกลียวน้อยกว่า ปลายทู่ ความยาวของตัวอสุจิในปลา

กระเบนขาว (White-edge freshwater whipray; Himantura signifer) ประมาณ 147 ไมโครเมตร  

โดยส่วนหัวยาว 45 ไมโครเมตร ส่วนล้าตัวยาว 15 ไมโครเมตร และส่วนหางยาว 87 ไมโครเมตร 

(Chatchavalvanich et al., 2005b) จากการศึกษาโครงสร้างของตัวอสุจิปลากระเบนขาวด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) พบว่าอสุจิส่วนหัวมี

นิวเคลียสขนาดใหญ่ ส่วนล้าตวัมี ไมโตคอนเดรียล้อมรอบแกนกลาง มีเซนตริโอล 2 อัน วางตั้งฉากกัน

ที่รอยต่อระหว่างหางกับล้าตัว ส้าหรับเป็นจุดเริ่มต้นในการสร้างแกนส่วนหาง หางส่วนต้นมี 

axoneme เรียงตัว 9+2 และมีแกนตามยาว 2 แท่งขนาบข้าง หางส่วนปลายมีแต่ axoneme 

(Chatchavalvanich et al., 2005b) 
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2.4 ปัจจัยท่ีมีผลต่ออัตราเมแทบอลิซึม (Metabolism) ของตัวอสุจิ 

 อายุขัยของตัวอสุจิในปลากระดูกอ่อนมีผู้ศึกษาน้อยมาก อย่างไรก็ตามปัจจัยที่มีผลต่ออัตรา       

เมแทบอลิซึมของตัวอสุจิ ขณะที่อยู่ในร่างกายภายใน  epididymis  ตัวอสุจิอาจมีชีวิตอยู่ได้เป็นเดือน 

แต่ในน้้าเชื้อที่หลั่งออกมาภายนอกร่างกายและทิ้งไว้เฉยๆ ตัวอสุจิจะมีชีวิตอยู่ได้เพียงไม่ก่ีชั่วโมง

เท่านั้น การเก็บรักษาน้้าเชื้อภายในร่างกาย (sperm storage) มีประโยชน์ในสัตว์ที่มีการปฏิสนธิ

ภายในร่างกาย พบในสัตว์เลือดเย็นเท่านั้น ส้าหรับเพศผู้จะอยู่ที่บริเวณ epididymis ส่วนในต่อม  

เวสซิคูล่า (seminal vesicle) พบหน้าที่นี้ได้ในสัตว์บางชนิด ในปลากระดูกอ่อนพบได้ในปลาฉลาม

ชนิด Port Jackson shark (Heterodontus portusjacksoni) ปลาสเก็ตชนิด Clearnose skate 

(Raja eglanteria) ปลาช้างชนิด Elephant fish (Callorhynchus milii) ยังไม่พบการรายงานใน

ปลากระเบนน้้าจืด (Chatchavalvanich et al., 2005a) ภายหลังจากปล่อยน้้าเชื้อเข้าสู่เพศเมียไป

แล้ว ในเพศเมียเองก็มีกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อภายในร่างกายเช่นเดียวกัน ซึ่งมีความแตกต่างกัน

ในสัตว์แต่ละชนิด บางชนิดอาจเก็บได้นานหลายเดือนจนถึงหลายปี ขึ้นอยู่กับวิวัฒนาการและ

พฤติกรรมของสัตว์ เช่น สัตวท์ี่มีฤดูผสมพันธุ์จะมีการรวมฝูงกันเพื่อผสมพันธุ์ ก่อนที่จะแยกย้ายกันไป 

เพศเมียที่มีการเก็บน้้าเชื้อไว้ภายในร่างกายจะสามารถออกไข่หรือออกลูกได้เองเรื่อยๆ เพ่ือความอยู่

รอดของเผ่าพันธุ์ ส้าหรับในปลากระดูกอ่อนก็มีกระบวนการเก็บรักษาน้้าเชื้อภายในร่างกายของเพศ

เมีย เช่น ปลาฉลามชนิด Gummy shark (Mustelus antarcticus) สามารถเก็บได้นาน 13 เดือน 

ปลาฉลามชนิด Chain dogfish (Scyliorhinus rotifer) สามารถเก็บได้นานถึง 2 ปี ซึ่งกลไกการ

ท้างานยังไม่ชัดเจน ยังต้องมีการศึกษาอีกมาก ส่วนในปลากระเบนน้้าจืดยังไม่พบกระบวนการเก็บ

รักษาน้้าเชื้อภายในร่างกายของเพศเมีย (Holt and Lloyd, 2010) 

 อัตราที่ตัวอสุจิสามารถใช้พลังงานในการด้ารงชีวิตขึ้นอยู่กับสภาพแวดล้อมและมีผลต่อช่วงอายุ

ของตัวอสุจิเอง ทั้งนี้การเผาผลาญพลังงานขึ้นอยู่กับปัจจัยหลายประการ (Alavi and Cosson, 2005; 

Alavi and Cosson, 2006) ได้แก่  

 1) อุณหภูมิ อุณหภูมิที่สูงขึ้นท้าให้อัตราการเผาผลาญพลังงานสูงขึ้นและท้าให้ชีวิตของตัวอสุจิ

สั้นลง ถ้าอุณหภูมิสูงเกิน 50 องศาเซลเซียส  ตัวอสุจิจะสูญเสียการเคลื่อนไหวอย่างถาวร ถ้าลด

อุณหภูมิอย่างถูกวิธีจะช่วยลดอัตราเมแทบอลิซึม และยืดอายุของน้้าเชื้อได้ ตัวอสุจิของสัตว์ทุกชนิดจะ

เกิดอาการช็อกถ้าลดอุณหภูมิในการเก็บเร็วเกินไป (cold shock) ท้าให้ตัวอสุจิสูญเสียความสามารถ

ในการเคลื่อนที่อย่างถาวร ปัญหาอีกประการคือ ตัวอสุจิอาจตายเพราะการแช่แข็ง  (freezing)  หรือ

การละลาย (thawing)  เนื่องจากมีการท้าลายของเยื่อหุ้มตัวอสุจิ  การใช้สารป้องกันการแข็งตัวใน
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น้้าเชื้อจะช่วยป้องกันอันตรายดังกล่าวได้ ถึงแม้ว่าจะมีจ้านวนตัวอสุจิบางตัวตายบ้างแต่น้้าเชื้อนั้นก็

ยังคงใช้ผสมได้ถ้าน้้าเชื้อที่ใช้มีตัวอสุจิมากพอก่อนการแช่แข็ง แต่การใช้สารป้องกันการแข็งตัวที่มาก

เกินไปอาจเป็นผลเสียต่อตัวอสุจิได ้ ดังนั้นเมื่อมีการป้องกันอันตรายจากความเย็นที่ดี การลดอุณหภมูิ

จะช่วยลดอัตราเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิ ท้าให้สามารถเก็บรักษาตัวอสุจิไว้ได้นาน ถ้าเก็บน้้าเชื้อที่

ไนโตรเจนเหลว (-196 องศาเซลเซียส) อัตราเมแทบอลิซึมจะลดลงเหลือน้อยกว่า 0.02% จากปกติใน

ร่างกาย การเก็บน้้าเชื้อที่อุณหภูมินี้สามารถรักษาความสามารถในการปฏิสนธิไว้ได้หลายปี  

 2) พีเอช (pH) ที ่ 7.0 เป็นระดับที่เหมาะสมส้าหรับการท้างานของเอนไซม์ในตัวอสุจิ ดังนั้นใน

น้้าเชื้อที่มีพีเอชใกล้เคียง 7.0 จะมีอัตราเมแทบอลิซึมสูง ถ้าพีเอชเป็นกรดหรือด่างจะท้าให้อัตรา          

เมแทบอลิซึมลดลง แต่การเปลี่ยนระดับพีเอชต้องไม่มากเกินไปจนกระทั่งเป็นอันตรายต่อตัวอสุจิ การ

ใช้สารเจือจางน้้าเชื้อที่มีระบบบัฟเฟอร์จะท้าให้น้้าเชื้อทนต่อการเปลี่ยนแปลงของพีเอชได้ ซึ่งช่วยให้

การเก็บรักษาน้้าเชื้อได้นานขึ้น  

 3) ระดับความดันออสโมซิส (osmosis) น้้าเชื้อจะมีอัตราเมแทบอลิซึมสูงสุดถ้าเจือจางด้วย

สารละลายที่มีความเข้มข้นเท่ากับน้้าเชื้อ (isotonic) แต่ถ้าเจือจางด้วยสารละลายที่เข้มข้นมากกว่า 

(hypertonic) หรือเจือจางน้อยกว่า (hypotonic) จะช่วยลดอัตราเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิลงได้ แต่

ไม่ช่วยยืดอายุของน้้าเชื้อเพราะเยื่อหุ้มตัวอสุจินั้นยอมให้น้้าซึมผ่านได้ (semi-permeable) แรงดัน

ออสโมซิสที่เปลี่ยนไปจะมีผลท้าให้น้้าซึมเข้าออกจากเซลล์ได้ ท้าให้เซลล์แตก ดังนั้นจึงต้องใช้

สารละลายที่มีความเข้มข้นเท่ากับน้้าเชื้อในทุกกรณี  

 4) ความเข้มข้นของตัวอสุจิ ถ้าเพ่ิมจ้านวนตัวอสุจิต่อปริมาณน้้าเชื้อให้สูงขึ้นกว่าปริมาณท่ีพบ

ในการหลั่งแบบธรรมชาติจะท้าให้อัตราเมแทบอลิซึมลดลง โพแตสเซียม (K+) เป็นไอออนหลักในตัว

อสุจิ ขณะที่โซเดียม (Na+) เป็นไอออนหลักในน้้าเลี้ยงอสุจิ การเพ่ิมจ้านวนตัวอสุจิจะเป็นการเพ่ิม

อัตราส่วน K:Na ในน้้าเชื้อ โดยที่โพแตสเซียมเป็นตัวยับยั้งขบวนการเมแทบอลิซึม ดังนั้นการเพ่ิม

ปริมาณโพแตสเซียมโดยการเพ่ิมตัวอสุจิ จะเป็นการยับยั้งขบวนการเมแทบอลิซึมในน้้าเชื้อ การเจือ

จางน้้าเชื้อในระดับปานกลางก่อนการลดอุณหภูมิด้วยสารเจือจางน้้าเชื้อที่มีฟรักโตส และมีความ

เข้มข้นเท่ากับน้้าเชื้อไม่มีผลต่ออัตราเมแทบอลิซึม แต่จะยืดอายุของน้้าเชื้อ อย่างไรก็ตามถ้าเจือจาง

น้้าเชื้อมากเกินไป (>1:1,000) การเคลื่อนไหวและอัตราเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิจะลดลง  

 5) ฮอร์โมน ฮอร์โมนเพศผู้ เชน่ เทสโทสเตอโรน (testosterone) จะลดอัตราเมแทบอลิซึม แต่

ความเข้มข้นของฮอร์โมนนี้ที่พบในทางเดินระบบสืบพันธุ์เพศผู้ ไม่ได้ก่อให้เกิดผลกระทบต่อตัวอสุจิ 

ของเหลวจากอวัยวะสืบพันธุ์เพศเมียจะเพ่ิมปฏิกิริยาเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิ ทั้งนี้เป็นผลมาจาก
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ฮอร์โมนเอสโตรเจน (estrogen) และปัจจัยอื่นๆ การเพ่ิมอัตราเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิในทางเดิน

อวัยวะเพศเมีย จะเพ่ิมอัตราการเคลื่อนไหวของตัวอสุจิท้าให้ตัวอสุจิมีโอกาสสัมผัสกับไข่ได้มากขึ้น  

 6) ก๊าซ ปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2) ที่มีความเข้มข้นต่้า จะกระตุ้นอัตรา            

เมแทบอลิซึมที่ไร้ออกซิเจนของตัวอสุจิ แต่ถ้าแรงดันของก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เกิน 5–10 % จะกด

อัตราเมแทบอลิซึม ก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์เป็นตัวควบคุมอัตราเมแทบอลิซึมใน epididymis ส่วน

ก๊าซอ๊อกซิเจน (O2) มีความจ้าเป็นในขบวนการเมแทบอลิซึมแบบใช้อากาศ (aerobic) แต่ถ้ามีก๊าซ

อ๊อกซิเจนเข้มข้นมากไปก็จะเกิดความเป็นพิษและกดอัตราเมแทบอลิซึมได้  

 7) แสงสว่าง สามารถลดอัตราเมแทบอลิซึม ลดการเคลื่อนไหว และลดอัตราการผสมติดของตัว

อสุจิ โดยเฉพาะในสภาพที่มีก๊าซอ๊อกซิเจนอยู่ด้วย เพราะจะเกิดปฏิกิริยาทางเคมีที่ท้าให้เกิด 

Hydrogen peroxide (H2O2) ซึ่งเป็นอันตรายต่อเซลล์ ดังนั้นจึงไม่ควรให้น้้าเชื้อถูกแสงโดยตรง

เฉพาะแสงแดด  

 8) ยาปฏิชีวนะ การเติมยาปฏิชีวนะบางชนิดในน้้าเชื้อ เช่น Gentamycin หรือ Pennicillin-

Streptomycin เพ่ือควบคุมแบคทีเรีย ยังไม่พบว่ามีผลต่ออัตราเมแทบอลิซึมของตัวอสุจิ ประโยชน์

ของการเติมยาปฏิชีวนะจะเป็นการช่วยยืดอายุของน้้าเชื้อโดยการควบคุมแบคทีเรีย ซึ่งจะช่วยรักษา

แหล่งพลังงานส้าหรับตัวอสุจิไว้ได้  

2.5 การรีดเก็บน  าเชื อ  

 จุดประสงค์ที่ส้าคัญของการรีดเก็บน้้าเชื้อเพ่ือให้ได้น้้าเชื้อที่มีคุณภาพสูงที่สุดและมีปริมาณมาก

ที่สุด กระบวนการรีดเก็บน้้าเชื้อจะมีผลโดยตรงต่อปริมาณและคุณภาพน้้าเชื้อที่เก็บได้ในแต่ละครั้ง 

หากมีการรีดเก็บน้้าเชื้อดีก็จะท้าให้ได้น้้าเชื้อมีคุณภาพดีเท่าที่พ่อพันธุ์ตัวนั้นจะมีได้ หรือถ้าการรีดเก็บ

น้้าเชื้อมีความบกพร่องก็จะท้าให้คุณภาพและปริมาณน้้าเชื้อลดลงมาตามส่วนได้เช่นกัน ดังนั้นผู้รีด

เก็บน้้าเชื้อไม่จ้าเป็นต้องค้านึงถึงแต่การรีดเก็บน้้าเชื้อให้บ่อยที่สุดหรือมากตัวต่อชั่วโมง เนื่องจาก

น้้าเชื้อที่รีดเก็บได้อาจมีคุณภาพไม่ดีพอที่จะท้าการเก็บรักษาหรือน้าไปใช้งาน สิ่งส้าคัญที่ต้องค้านึงถึง

ก็คือ เมื่อรีดเก็บแล้วได้น้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีที่สุด สามารถน้าไปใช้งานต่อได้ แต่ถ้าผู้รีดพยายามท้าการ

รีดอย่างดีและได้น้้าเชื้อที่มีคุณภาพดีแต่มีปริมาณน้อยก็อาจไม่ได้ประโยชน์ เนื่องจากปริมาณน้้าเชื้อ

นั้นน้อยเกินกว่าที่จะน้าไปด้าเนินการเก็บรักษาน้้าเชื้อ (Kutzler, 2005)   
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 วิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อในสัตว์บก มี 3 วิธ ี (King and Macpherson, 1973; Kutzler, 2005; 

Curry, 2007) ได้แก่  

 1) การใช้มือบีบนวดบริเวณอวัยวะเพศ (gloved hand method หรือ digital 

manipulation) เป็นการนวดโดยตรงที่อวัยวะเพศโดยสวมถุงมือบาง มักใช้ในการรีดน้้าเชื้อสุนัขและ

สุกร ส่วนในสัตว์ปีก เช่น เป็ดและไก่ จะใช้การลูบเบาๆอย่างรวดเร็วที่ด้านหลังจากปีกทั้งสองข้างไปยัง

หาง เมื่ออวัยวะเพศพร้อมค่อยใช้มือบีบรูทวารรวม ซึ่งการรีดด้วยมือนี้อาจต้องท้าการฝึกสัตว์ก่อนใน

ระยะแรกโดยใช้สัตว์เพศเมียที่เป็นสัดเป็นตัวกระตุ้นหรือใช้ตัวล่อ นอกจากนี้อาจท้าการนวดต่อมเพศ

ในอุ้งเชิงกราน เช่น ต่อมเวสซิคูล่า หรือ ต่อมลูกหมาก (prostate gland)  โดยการล้วงผ่านทางผนัง

ทวารหนักในสัตว์ใหญ่ เช่น  โค  โดยที่สัตว์ต้องได้รับยาซึมก่อนเพื่อให้อวัยวะเพศโผล่ออกมาและมี

ความสะดวกในการท้างาน     

 2) การใช้ช่องคลอดประดิษฐ์ (artificial vagina; AV) เป็นวิธีที่เร็วและสะอาดที่สุด มักใช้ในการ

รีดน้้าเชื้อโค ม้า แกะ แพะ กระต่าย หรือ แมว   ให้ความรู้สึกคล้ายช่องคลอดจริง  วิธีการรีดเก็บจะใช้

การเลียนแบบกระบวนการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ โดยให้เพศผู้สอดอวัยวะเพศเข้าไปในช่องคลอด

ประดิษฐ์  ดังนั้นอุณหภูมิ ความอ่อนนุ่มและการหล่อลื่น AV จึงเป็นสิ่งส้าคัญ ตัว AV มักท้าด้วยท่อ

ยางแข็ง หลอดเก็บน้้าเชื้อต้องมีอุณหภูมิใกล้เคียงกับอุณหภูมิร่างกายและต้องมีถุงหุ้ม  (jacket)  เพ่ือ

ช่วยรักษาอุณหภูมิและกันแสง ภายใน AV ต้องมีการหล่อลื่นก่อนการใช้งาน สารหล่อลื่นที่นิยมใช้ 

เช่น K-Y jelly ไมค่วรใช้สารหล่อลื่นในปริมาณที่มากเกินไปเพราะจะท้าให้สารหลุดไปผสมกับน้้าเชื้อที่

หลอดเก็บ และท้าให้ตัวอสุจิจับกลุ่มกัน  

 3) การใช้เครื่องกระตุ้นการหลั่งด้วยไฟฟ้า (Electroejaculation) อุปกรณ์ที่ใช้ประกอบด้วย  

electrode ที่มี 2 ขั้ว และเครื่องควบคุมกระแสไฟฟ้า ซึ่งมีไฟขนาด 0-30 โวลต์ และกระแสไฟฟ้า 

0.5-1 แอมป์ โดยสอดเข้ากระตุ้นต่อมเพศผ่านทางทวารหนัก เมื่อสอด electrode เข้าแล้วให้ท้าการ

กระตุ้นด้วย voltage ที่ต่้าก่อน จึงค่อยๆ เพ่ิม ก่อนที่จะเพ่ิมจะต้องปรับกระแสไปที่ระดับ 0 ก่อนทุก

ครั้ง  ในการกระตุ้นควรกระตุ้นให้เป็นจังหวะ จังหวะละประมาณ 4 วินาที การปรับจังหวะให้กระท้า

ไปอย่างต่อเนื่องจนกว่าพ่อพันธุ์จะหลั่งน้้าเชื้อออกมา น้้าเชื้อที่ได้จากการกระตุ้นด้วยไฟฟ้าจะมี

ปริมาตรมาก แต่มีความเข้มข้นของอสุจิต่้ากว่าเมื่อเทียบกับการใช้ช่องคลอดเทียม แต่อัตราการผสม

ติดไม่แตกต่างกัน มักใช้วิธีนี้ในกรณีสัตว์พิการหรือไม่สามารถขึ้นข่ีตัวล่อได้ หรือสัตว์ที่ไม่คุ้นเคยกับการ

รีดน้้าเชื้อ ถ้าในสัตว์ที่ดุร้ายสามารถวางยาสลบก่อนได้  
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 วิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อในสัตว์น้้า มี 4 วิธ ี(Kopeika et al., 2007) ได้แก่  

 1) รีดโดยตรงจากตัวสัตว์ โดยกดและนวดเบาๆตรงส่วนท้อง น้้าเชื้อจะไหลออกมา อาจใช้การ

วางยาสลบช่วยให้สัตว์ไม่ดิ้น เช่น ปลากลุ่มปลาไน (Carp) (Horváth et al., 2003)  

 2)  ใช้เข็มฉีดยาหรือท่อพลาสติกดูดจากช่องเปิดของน้้าเชื้อ (urogenital pore) เช่น 

ปลาสเตอร์เจียน ปลาบึก ปลาเทราต์ อาจใช้การวางยาสลบช่วยให้สัตว์ไม่ดิ้น วิธีนี้จะช่วยป้องกันการ

ปนเปื้อนของน้้าเชื้อได้ดีกว่า (Glogowski et al., 2000)   

 3) ผ่าท้องเพ่ือน้าอัณฑะไปบดแยกเพ่ือเอาน้้าเชื้อออกมา มักใช้กับปลาที่มีน้้าเชื้อน้อยหรือไม่

สามารถรีดน้้าเชื้อได้ เช่น ปลากลุ่ม Catfish แต่จะเป็นการสิ้นเปลืองพ่อพันธุ์ (Horváth and 

Urbányi, 2000)   

 4) การใช้เครื่องกระตุ้นการหลั่งด้วยไฟฟ้า (Electroejaculation) มักใช้ในสัตว์น้้าขนาดใหญ่ 

เช่น โลมาปากขวด Atlantic bottlenosed dolphin (Tursiops truncatus) อย่างไรก็ตามโลมาเป็น

สัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม มีอวัยวะสืบพันธุ์คือ องคชาติ (penis) ที่หดอยู่ในร่างกาย จะแสดงออกมาเมื่อ

ได้รับแรงกระตุ้น (Fleming et al., 1981)  

 ที่ผ่านมาการศึกษาเรื่องของน้้าเชื้อในปลากระดูกอ่อนมีน้อยมาก ตัวอสุจิของปลากระเบนขาว 

(White-edge freshwater whipray; Himantura signifer) ถูกน้ามาศึกษาโดยใช้วิธีเปิดผ่าหน้าท้อง 

(Chatchavalvanich et al., 2005b)  

2.6 การประเมินคุณภาพน  าเชื อ 

 ก่อนจะน้าน้้าเชื้อที่รีดได้ไปใช้งานต่อ จ้าเป็นต้องมีการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อก่อน ซึ่งจะ

สามารถบอกความสมบูรณ์ของน้้าเชื้อที่จะน้ามาเพาะพันธุ์ได้  โดยมีวิธีการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อ 6 

วิธี (Rakitin et al., 1999; Rurangwa et al., 2004; Agarwal and Raghuvanshi, 2009; Viveiros 

and Godinho, 2009; Fauvel et al., 2010; Chew and Zulkafli, 2012) ดังนี้  

 

 2.6.1 ลักษณะทางกายภาพของน้้าเชื้อ ควรสังเกตทันทีหลังจากรีดน้้าเชื้อออกมา โดยดูจาก  

 1) สี น้้าเชื้อที่รีดได้ อาจมีสีตั้งแต่สีเทา สีเทาเข้ม สีขาวเข้มหรือขาวเหลือง น้้าเชื้อที่มี

คุณภาพดีจะมีสีเทาเข้ม หรือสีขาวเข้ม  

 2) ปริมาตร โดยปัจจัยที่ท้าให้ได้น้้าเชื้อปริมาณมากหรือน้อยขึ้นอยู่กับ  

  - อายุ สัตว์ที่มีอายุน้อยให้น้้าเชื้อมีปริมาตรน้อยกว่าสัตว์ที่มีอายุมาก  

  - ขนาดของสัตว์ สัตว์ขนาดเล็กให้น้้าเชื้อแต่ละครั้งน้อยกว่าสัตว์ขนาดใหญ่  



 
 

 

22 

  - พันธุ์สัตว ์สัตว์ต่างพันธุ์กันปริมาตรน้้าเชื้อแตกต่างกัน  

- จ้านวนครั้งการรีดน้้าเชื้อต่อสัปดาห์ การรีดน้้าเชื้อบ่อยครั้งจะท้าให้ปริมาตร

น้้าเชื้อที่รีดได้น้อยลง  

  - สภาพแวดล้อมและการเลี้ยงดูต่างกัน ปริมาตรน้้าเชื้อก็จะต่างกัน  

  - วิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อที่ต่างกันปริมาตรน้้าเชื้อจะต่างกัน  

 3) ความหนืด (consistency) สามารถบอกความหนืดของน้้าเชื้อได้อย่างคร่าวๆ โดย 

   - ลักษณะคล้ายน้้า (watery) มีความเข้มข้นของตัวอสุจิน้อย ไม่ควรน้าไปใช้   

   - ไม่ทึบไม่ใส (translucent) ดีกว่าแบบน้้า แต่คุณภาพยังต่้าอยู่  

   - คล้ายนม (milky) มีความหนืดเพิ่มขึ้น เป็นน้้าเชื้อมีคุณภาพดี น้าไปใช้ผสม 

   เทียม  

- คล้ายครีม (creamy) มีความหนืดปานกลางคล้ายกับครีม เป็นน้้าเชื้อที่มี

คุณภาพดีมาก น้าไปใช้ผสมเทียมได้ดี  

- คล้ายกาว (glue-like) มีความหนืดสูงมาก ปริมาตรน้อย ความเข้มข้นสูง แต่มัก

มีความผิดปกติของตัวอสุจิมาก ไม่เหมาะที่จะน้าไปใช้ผสมเทียมต่อไป   

 4) สิ่งแปลกปลอมอ่ืนๆ    ในน้้าเชื้อที่คุณภาพไม่ดีอาจพบสิ่งแปลกปลอมปะปนได้ เช่น 

เลือด เศษเนื้อเยื่อ ปัสสาวะ และสารหล่อลื่น เป็นต้น  

 5) ความเป็นกรดเป็นด่าง หรือพีเอช อาจตรวจได้โดยใช้เครื่อง pH meter หรือใช้

กระดาษลิตมัสโดยการเปรียบเทียบสี  

 

  2.6.2 การหาความเข้มข้นของน้้าเชื้อ (sperm concentration) เพ่ือที่จะได้ทราบจ้านวนตัว

อสุจิทั้งหมดที่รีดได้แต่ละครั้งต่อหนึ่งหน่วยปริมาตร ที่ส้าคัญมี 3 วิธี คือ  

 1) การตรวจความทึบแสงโดยใช้เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ (spectrophotometer) 

ช่วยในการประมาณจ้านวนของตัวอสุจิ ซึ่งมีความรวดเร็วและแม่นย้า น้าน้้าเชื้อที่รีดได้ไปผ่าน

เครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ ใช้หลักการแสงผ่านตัวอย่างได้มากเมื่อน้้าเชื้อเจือจาง และแสงผ่าน

ตัวอย่างได้น้อยเมื่อน้้าเชื้อเข้มข้น หลังวัดค่าแสงได้แล้วน้ามาค้านวณกลับเป็นค่าความเข้มข้นได้  

 2) วิธีการนับจ้านวนเองโดยใช้เครื่องนับเม็ดเลือดแดง (hemocytometer)  ใช้หลักการ  

เจือจางน้้าเชื้อและนับอสุจิที่มีอยู่จริง  ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยาย 400 เท่า ท้าให้ทราบ

จ้านวนต่อปริมาตรที่แน่นอน เมื่อค้านวณกลับก็จะได้ค่าความเข้มข้นตามต้องการ ใน 1 ตาราง
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มิลลิเมตร จะมี 25 ตารางใหญ่ ในแต่ละตารางใหญ่จะมี 16 ตารางเล็ก เมื่อปิดด้วยกระจกบาง 

(cover glass) จะมีช่องที่น้้าเชื้ออยู่ได้ลึก 0.1 มิลลิลิตร ดังนั้นปริมาตรของตาราง 25 ช่อง จะมี

ปริมาตรน้้าเชื้อเจือจาง 1/10,000 มิลลิลิตร แต่ต้องท้าให้ตัวอสุจิตายเสียก่อนเพ่ือง่ายในการ

นับ แล้วเจือจางในอัตราส่วนที่แน่นอน วิธีนี้มีความแม่นย้าแต่ค่อนข้างใช้เวลา  

 3) การประเมินความเข้มข้นของอสุจิด้วยการดู spermatocrit โดยการเก็บน้้าเชื้อใส่ 

microhaematocrit tube จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยง จะเกิดตะกอนของตัวอสุจิอัดแน่นขึ้น ค่าท่ี

อ่านได้จะเป็นเปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่นต่อปริมาตรน้้าเชื้อที่รีดได้ 

 

 2.6.3 การตรวจเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหว (percentage of motile sperm) โดยหยดน้้าเชื้อ

ลงบนแผ่นสไลด์แล้วปิดด้วยกระจกบาง ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยายต่้า (100 เท่า) ดูเฉพาะตัว

อสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าเท่านั้น ถือว่าเป็นเปอร์เซ็นต์ของการเคลื่อนไหว แล้วให้คะแนน ส่วนใหญ่

คะแนนมากมักจะหมายถึงการเคลื่อนที่ท่ีดี  

 

  ลักษณะท่ีพบ           คะแนน          

  น้้าเชื้อเคลื่อนไหวน้อย (0-20%)   1   

  น้้าเชื้อเคลื่อนไหวได้ (21-40%)   2   

  น้้าเชื้อเคลื่อนไหวปานกลาง (41-60%)  3   

  น้้าเชื้อเคลื่อนไหวมาก (61-80%)   4   

  น้้าเชื้อเคลื่อนไหวมากที่สุด (81-100%)  5   

 

 2.6.4 การย้อมสีตัวเป็นตัวตาย (the live-dead sperm count) ท้าได้โดยการย้อมสี ซึ่งสีที่ใช้

ย้อมได้แก่ Eosin B-Nigrosin, Trypan blue โดยมีหลักการ คือ ตัวอสุจิที่ตาย ผนังเซลล์จะ

เสื่อมสภาพ ยอมให้สีซึมเข้าสู่ผนังเซลล์ได้ ซึ่งตัวอสุจิที่ตายจะติดสี ส่วนตัวอสุจิที่ยังมีชีวิตจะไม่ติดสี 

จากนั้นท้าการนับตัวอสุจิที่มีชีวิตในน้้าเชื้อนี้ ควรตรวจดูอสุจิจากหลาย ๆ บริเวณบนสไลด์ นับตัวอสุจิ

ประมาณ 300 ตัว  โดย ใช้กล้องจุลทรรศน์ ก้าลังขยาย 1,000 เท่า ซึ่งต้องใช้ oil emersion หยดบน

แผ่นสไลด์ แล้วคิดเป็นร้อยละของตัวอสุจิที่มีชีวิต สีย้อมอ่ืนๆที่ใช้ย้อมเพ่ือดูตัวเป็นตัวตาย เช่น Eosin 

B Opal Blue, Eosin B – Fast Green F C F, Eosin B – Aniline Blue, Revector Soluble Blue 

เป็นต้น (Hackett and Macpherson, 1965) 
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 2.6.5 การตรวจรูปร่างของอสุจิ  โดยปกติในน้้าเชื้อจะมีตัวอสุจิที่มีรูปร่างผิดปกติประมาณ 5% 

นอกจากนี้น้้าเชื้อที่มีตัวอสุจิผิดปกติไม่เกิน 20-25% จะไม่มีผลกระทบกระเทือนต่ออัตราการผสมติด 

การตรวจความผิดปกติของอสุจิที่ส่วนหัว มักนิยมย้อมสีโดยวิธีวิลเลียม (William's method) ซึ่งจะ

ท้าให้พบความผิดปกติของอสุจิได้ชัดเจน ส่วนการตรวจหาความผิดปกติของอสุจิที่ส่วนหาง นิยมท้า

การดองด้วยน้้ายาฟอร์มอล (Formal saline) การตรวจเซลล์ที่ปนเปื้อนในน้้าเชื้อ นิยมท้าการย้อม

ด้วยสี Haematoxylin-Eosin เป็นการย้อมเพ่ือตรวจดูเซลล์ที่ปะปนมาในน้้าเชื้อ เช่น เซลล์เม็ดเลือด

แดง เซลล์เม็ดเลือดขาว และเซลล์ชนิดอื่น สีย้อมอ่ืนๆ ที่นิยมใช้ย้อมเพ่ือดูรูปร่างของอสุจิ เช่น Rose 

Bengal, Belling’s Iron Aceto-carmine, Alkaline Methyl–Violet Solution, India Ink, 

Giemsa Stain และ Heidenhain’s Iron Hematoxylin เป็นต้น (Hackett and Macpherson, 

1965)  

 ยกตัวอย่างลักษณะที่ผิดปกติของอสุจิในโคพ่อพันธุ์ (Whittier and Bailey, 2000) มีดังนี้  

 1) ลักษณะผิดปกติปฐมภูมิ (primary abnormalities) โดยตัวอสุจิจะผิดปกติ

ตั้งแต่อยู่ในอัณฑะ ซึ่งพบลักษณะผิดปกติท่ีส่วนหัว ได้แก่ หัวกิ่วที่บริเวณท่ีส่วนต่อกับส่วน

ล้าตัว (pyriform หรือ pear-shaped) หัวกลม (round) หัวยาว (elongated หรือ 

slender) หัวเล็กกว่าปกติ (micocephalic หรือ small) หัวโตกว่าปกติ (macocephalic 

หรือ giant) มี 2 หัว (double หรือ twin) มีอะโครโซมผิดปกติ (abnormal acrosome) 

ลักษณะผิดปกติที่ส่วนล้าตัว  ได้แก่ การโค้งงอ (bent) มี 2 หาง (double) ล้าตัวบวม 

(swollen) ต้าแหน่งไม่อยู่ในศูนย์กลางของหัว (off center attachment) ลักษณะผิดปกติที่

ส่วนหาง  ได้แก่ หางม้วน (coiled หรือ curled) หาง 2 แฉก (double tail)   

  2) ลักษณะผิดปกติแบบทุติยภูมิ (secondary abnormalities) เป็นความ

ผิดปกติท่ีปรากฏภายหลังผ่านท่อผลิตอสุจิแล้ว คือความผิดปกติท่ีเกิดภายนอกอัณฑะ เกิดขึ้น

ในระบบท่อ ได้แก่ หัวขาด (detached heads) มีเม็ดตุ่มที่คอหรือท่ีหาง (protoplasmic 

droplet on the neck or tail) หางพับงอ (shock hook tail) ไม่มีอะโครโซม (loose cap 

from the head) 

  

 2.6.6 การตรวจการปนเปื้อนของจุลชีพในน้้าเชื้อ จุลชีพในน้้าเชื้อหมายถึง แบคทีเรีย ยีสต์ และ

รา ที่สามารถเจริญเติบโตในสภาวะที่มีอ๊อกซิเจนที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสในอาหารเลี้ยงเชื้อ การ

ตรวจการปนเปื้อนของจุลชีพในน้้าเชื้อ เป็นการตรวจสุขอนามัยในการผลิตน้้าเชื้อเพ่ือใช้ผสมเทียม 
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บ่งชี้ถึงความสะอาดของพ่อพันธุ์ บริเวณรีดเก็บน้้าเชื้อ อุปกรณ์การรีดเก็บน้้าเชื้อ การรักษาความ

สะอาดของผู้ท้าการรีดเก็บน้้าเชื้อ กระบวนการผลิตน้้าเชื้อและความสะอาดของห้องปฏิบัติการ แม้ว่า

ในสารเจือจางน้้าเชื้อจะมียาปฏิชีวนะเป็นส่วนผสม แต่ถ้ากระบวนการผลิตไม่ถูกสุขอนามัยหรือมีการ

ปนเปื้อนของจุลชีพสูง ยาปฏิชีวนะท่ีใส่จะไม่สามารถยับยั้งการเจริญของเชื้อจุลชีพที่ปนเปื้อนได้หมด 

เนื่องจากปริมาณจุลชีพในน้้าเชื้อสดที่น้ามาผลิตและในน้้าเชื้อแช่แข็งมีความสัมพันธ์กัน น้้าเชื้อที่ดีจึง

ไม่ควรมีเชื้อจุลชีพที่อาจก่อให้ เกิดโรคปนเปื้อนอยู่ 

 

 การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์คุณภาพน้้าเชื้อ (Computer Assisted 

Semen Analyzer, CASA) เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการตรวจคุณภาพน้้าเชื้อที่สามารถให้รายละเอียด

ของคุณภาพน้้าเชื้อที่ไม่สามารถตรวจวัดได้ด้วยสายตาในเวลารวดเร็ว เครื่องนี้ใช้ระบบกล้องถ่ายภาพ

ที่มีความเร็วสูง 1/1000 วินาทีในการจับภาพการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิและน้ามาวิเคราะห์ทิศทางการ

เคลื่อนที่ของตัวอสุจิ พร้อมกับประมวลผลด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ซึ่งมีโปรแกรมการตรวจวิเคราะห์

คุณภาพน้้าเชื้อของสัตว์ชนิดต่างๆ เช่น  โค แพะ แกะ สุกร ม้า เป็นต้น ท้าให้สามารถทราบความเร็ว

ในการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (velocity) เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (motility) เปอร์เซ็นต์ของ

ตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้า (progressive motility) ลักษณะการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ (kinetic 

movement) เช่น การเคลื่อนที่ตรงไปข้างหน้า การเคลื่อนที่ผิดปกติ ส่ายไปมา หมุน เป็นวง ถอยหลัง 

เป็นต้น นอกจากนี้ยังสามารถทราบความเข้มข้นของน้้าเชื้อ และจ้านวนตัวอสุจิที่มีชีวิตและตายได้อีก

ด้วย (Verstegen et al., 2002)  

 

 การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ (Flow Cytometer) ใช้หลักการของ

แสงเลเซอร์ และการย้อมสีตัวอสุจิเพ่ือให้ตรวจสอบได้ด้วยแสงเลเซอร์ สามารถตรวจสอบได้ว่าตัวอสจุิ

ยังมีอะโครโซมท่ีสมบรูณ์ (acrosome intact) หรืออะโครโซมเสียหาย (acrosome damaged) 

ตรวจสอบความสมบูรณ์ของเยื่อหุ้มตัวอสุจิ (plasma membrane integrity) และการหดตัวของดี

เอ็นเอของตัวอสุจิ (DNA condensation) การตรวจด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์จะต้องเตรียมน้้าเชื้อที่

จะตรวจด้วยการย้อมสีตัวอสุจิก่อน วิธีการย้อมมีหลายวิธี เช่น วิธ ี double-stain ที่ใช้สีย้อมชนิด 

FITC-PNA/PI (Fluorescein isothiocyanate-conjugated peanut agglutinin/ Propidium 

iodide) หรือวิธ ี triple-stain ซึ่งใช้สีย้อมชนิด SYBR-14/PE-PNA/PI (Phycoerythrin-conjugated 

peanut agglutinin/ Propidium iodide) เป็นต้น มีรายงานเปรียบเทียบวิธีย้อมสีทั้งสองวิธีใน
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น้้าเชื้อแช่แข็งโค และน้ามาตรวจด้วยเครื่องโฟลไซโตมิเตอร์ พบว่าวิธ ี triple-stain ให้ความแม่นย้า

กว่าวิธี double-stain (Nagy et al., 2003)  

2.7 การเจือจางน  าเชื อ 

 หลังจากท้าการรีดเก็บน้้าเชื้อและท้าการตรวจคุณภาพน้้าเชื้อแล้ว จะเห็นว่าน้้าเชื้อมีลักษณะ

ข้นมากและมีปริมาณน้อย จึงต้องท้าการเจือจางน้้าเชื้อ เพ่ือให้เพียงพอที่จะน้าไปผสมกับแม่พันธุ์

หลายๆ ตัว  สารที่จะใส่ผสมไปกับน้้าเชื้อเพ่ือเพ่ิมปริมาตรน้้าเชื้อนั้น เรียกว่า สารเจือจางน้้าเชื้อ 

(extenders) สารเจือจางน้้าเชื้อที่ดีควรมีคุณสมบัติดังนี้ มีความดันของสารละลายใกล้เคียงกับกับ

น้้าเชื้อ (isotonic) หากความดันของสารละลายสูงหรือต่้าเกินไป หางตัวอสุจิจะงอ เคลื่อนที่วน และ

ตาย ความดันดังกล่าวจะเท่ากับความเข้มข้นของเกลือในกระแสเลือดหรือของเหลวในร่างกายสัตว์

ปกติด้วย ไม่เป็นพิษต่อตัวอสุจิ เตรียมได้ง่าย จัดหาง่าย ราคาไม่แพง มีสารอาหารให้อสุจิเป็นแหล่ง

พลังงาน ท้าให้ตัวอสุจิมีชีวิตอยู่ได้นานขึ้น เก็บรักษาง่าย เตรียมไว้ใช้ได้นาน เป็นตัวปรับค่าความเป็น

กรด-ด่างของน้้าเชื้อให้คงที่ได้ดี เพราะในขณะที่ตัวอสุจิมีการเคลื่อนไหวจะมีการเผาผลาญพลังงาน

แบบไม่ใช้ก๊าซอ๊อกซิเจน ท้าให้เกิดกรดแลคติกขึ้น ซึ่งกรดแลคติกท่ีเกิดข้ึนนี้เองจะท้าให้ความเป็นกรด-

ด่างของน้้าเชื้อเปลี่ยนไป ซึ่งถ้าความเป็นกรด-ด่างเปลี่ยนแปลงมาก จะท้าให้ตัวอสุจิตายได้ และเพ่ือ

ป้องกันความเสียหายแก่ตัวอสุจิระหว่างการแช่แข็ง และการท้าละลายในกระบวนการการผลิตน้้าเชื้อ

แช่แข็ง นอกจากนี้ในสารเจือจางน้้าเชื้อมักมียาปฏิชีวนะผสมอยู่ด้วย เพ่ือป้องกันการเจริญเติบโตของ

เชื้อโรคต่างๆ (Gadea, 2003)  

 ประเภทของสารเจือจางน้้าเชื้อ แบ่งออกเป็น 2 กลุม่ ได้แก่ สารเจือจางน้้าเชื้อจากธรรมชาต ิ

เช่น นมสด หางนม และนมผง ซึ่งก่อนการน้าสารละลายไปใช้ต้องฆ่าเชื้อด้วยการพาสเจอร์ไรซ์ที่

อุณหภูมิ    92-95 องศาเซลเซียส นาน 8-10 นาท ี เพ่ือก้าจัดปัจจัยที่เป็นพิษต่อตัวอสุจิ สารเจือจาง

น้้าเชื้อสังเคราะห์มักจะผสมมาเป็นสูตรต่างๆ วัตถุดิบที่ใช้เป็นสารสังเคราะห์มาผสมกับวัตถุดิบ

ธรรมชาติในอัตราส่วนต่างๆ ซึ่งในปัจจุบันมีจ้านวนหลายพันสูตร และมีความแตกต่างกันในสัตว์แต่ละ

ชนิด สารเจือจางน้้าเชื้อที่ดีควรจะมีค่าออสโมลาลิตี้ใกล้เคียงกับของเหลวในน้้าเชื้อสัตว์ชนิดนั้นๆ ซ่ึง

ปลาแต่ละกลุ่มมีค่าออสโมลาลิตี้แตกต่างกันเช่น 280–300 mOsm/kg ส้าหรับกลุ่มปลาน้้าจืด และ 

200–300 mOsm/kg ส้าหรับปลาน้้าเค็ม (Wayman and Tiersch, 2011) สารที่ใช้เก็บรักษาน้้าเชื้อ

ปลาในปัจจุบันมีหลายสูตร บางสูตรมีความเฉพาะเจาะจงกับชนิดปลา บางสูตรสามารถใช้ได้กับปลา

หลายชนิด เช่น สูตร 0.9 % NaCl หรือ Normal saline เหมาะกับกลุ่มปลาตะเพียน (Chew and 

Zulkafli, 2012) สูตร Modified Cortland (MC) เหมาะกับปลาน้้าจืดเกือบทุกชนิด (Viveiros and 
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Godinho, 2009) สูตร Calcium-free Hank’s balanced salt solution (Ca-F HBSS) เหมาะกับ

กลุ่มปลาสวาย (Riley et al., 2004) สูตร Modified Zhang and Liu (MZL) เหมาะกับกลุ่มปลาไน 

(Ji et al., 2004) เป็นต้น ส่วนในปลากระดูกอ่อนที่ยังมีการศึกษาอยู่น้อยมาก มีรายงานการใช้ 

Elasmobranch ringer solution เป็นสารเจือจางน้้าเชื้อใน Clearnose skate, Raja eglanteria 

(Luer et al., 2009) 

2.8 การเก็บรักษาน  าเชื อ 

 การเก็บรักษาน้้าเชื้อในปลามี 2 แบบ เช่นเดียวกันกับวิธีการเก็บรักษาน้้าเชื้อในสัตว์เลี้ยงลูก

ด้วยนม คือ เก็บน้้าเชื้อสดไว้ในระยะเวลาสั้นๆ ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส กับอีกวิธีหนึ่ง

เป็นการเก็บแช่แข็งในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส  

 2.8.1 การเก็บรักษาแบบแช่เย็น (chilled storage หรือ Short-term storage) ตัวอย่าง

น้้าเชื้อต้องได้รับการเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ในน้้าแข็งหรือตู้เย็นและควบคุมไม่ให้

น้้าเชื้อแข็งตัว สามารถเก็บได้นาน 3-7 วันในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม โดยผสมน้้าเชื้อกับสารเจือจาง

น้้าเชื้อในอัตราส่วนต่างๆ บรรจุลงในภาชนะ แล้วค่อยๆลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ ภาชนะท่ีบรรจุน้้าเชื้อ

ควรมีลักษณะที่เป็นภาชนะทรงตื้น มีฝาปิด และมีออกซิเจนเพียงพอต่อตัวอสุจิขณะท้าการเก็บรักษา

และท้าการตรวจสอบดูไม่ให้น้้าเชื้อนอนก้นอันเป็นสาเหตุให้เซลล์ที่อยู่ข้างล่างไม่ได้รับออกซิเจนอย่าง

พอเพียง จึงต้องท้าการเขย่าเบาๆทุกวัน (Gadea, 2003; Wayman and Tiersch, 2011) 

 2.8.2 การเก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Freezing หรือ Long-term storage) หลักการคือการท้าให้

น้้าในสภาพที่เป็นของเหลวกลายเป็นผลึกน้้าแข็ง นิยมเก็บในถังไนโตรเจนเหลวที่อุณหภูมิ -196 องศา

เซลเซียส ซึ่งมีปัจจัยที่เกี่ยวข้องหลายปัจจัย (Kopeika et al., 2007; Wayman and Tiersch, 

2011) ดังนี้ 

 1) สารป้องกันการแข็งตัว (Cryoprotectant) เป็นสารเคมีท่ีป้องกันไม่ให้เนื้อเยื่อ

เสียหายในระหว่างกระบวนการแช่แข็งและการท้าให้ละลาย เนื่องจากการแข็งตัวของน้้าภายใน

และนอกเซลล์ ท้าให้เสียคุณสมบัติการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ (permeability) ความเป็น

กรด-ด่างจะเปลี่ยนแปลงไป คุณสมบัติทางเคมีและฟิสิกส์ของสารป้องกันการแข็งตัว จะต้องมี

คุณสมบัติในการละลายน้้าและความเป็นพิษต่้าต่อเซลล์ แบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม คือ กลุ่มที่ 1 

ออกฤทธิ์ภายในเซลล์ (permeating cryoprotectant) ได้แก่ Dimethyl sulfoxide (DMSO), 

Glycerol, Methanol, Ethanol, Propylene glycol เป็นต้น สารเคมีเหล่านี้จ้าเป็นต้องซึม

ผ่านเข้าสู่ภายในเซลล์ เพ่ือท้าหน้าที่ป้องกันอันตรายไม่ให้เกิดเกล็ดน้้าแข็งขณะแช่แข็ง หาก
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พิจารณาถึงความสามารถในการแพร่เข้าสู่ภายในเซลล์ สารประเภทแอลกอฮอล์จะมีอัตราการ

แพร่สูงสุด รองลงมา ได้แก่ DMSO และ Glycerol ตามล้าดับ แต่สารเหล่านี้ก็มีความเป็นพิษ

ต่อเซลล์และเนื้อเยื่อเช่นเดียวกัน กลุ่มท่ี 2 ออกฤทธิ์ภายนอกเซลล์ (non-permeating 

cryoprotectant) ได้แก่ Polyvinyl pyrrolidone (PVP), Hydroxyethyl starch (HES), 

Dextrans, Albumin และ Polyethylene glycol เป็นต้น ซึ่งสารเหล่านี้ไม่ได้ผ่านเข้าสู่เซลล์ 

แต่จะใช้ร่วมกับ permeating cryoprotectant เพ่ือเป็นตัวปรับแรงดันออสโมติก และท้า

หน้าที่เป็นสารป้องกันการแข็งตัวร่วมกัน สารเหล่านี้มีผลต่อคุณสมบัติของของเหลวทั้งภายใน

และภายนอกเซลล์ คือ มีผลต่อแรงดันไอ (vapor pressure) จุดเยือกแข็ง (freezing point) 

และปรับแรงดันออสโมติกของของเหลวภายในและภายนอกเซลล์ ซึ่งคุณสมบัติดังกล่าวจะช่วย

ให้เซลล์รอดชีวิตภายหลังจากการแช่แข็งได้ เพราะป้องกันการเกิดเกล็ดน้้าแข็งภาย ในเซลล ์

ป้องกันการลดขนาดของเซลล์ ป้องกันอันตรายเนื่องจากความไม่สมดุลของเกลือแร่และ 

อิเล็กโตรไลท์ คงไว้ซึ่งคุณสมบัติของเยื่อหุ้มเซลล์และเยื่อหุ้มออร์แกเนลล์   

 สารป้องกันการแข็งตัวที่นิยมใช้ในการแช่แข็งน้้าเชื้อปลา  ได้แก่  DMSO และ Glycerol 

แต่อย่างไรก็ตามพบว่าอัตราการปฏิสนธิเกิดขึ้นประมาณ 50% เท่านั้น (Urbányi et al., 

1999; Horváth and Urbányi, 2000; Chereguini et al., 2001; Kwantong and Bart, 

2003) การทดลองน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งพบว่า 10% DMSO เป็นสารป้องกันการแข็งตัวที่

เหมาะสมให้อัตราการเคลื่อนที่และอัตราการปฏิสนธิเท่ากับ 35.2±7.1% และ 78.0±18.0% 

ตามล้าดับ (Lahnsteiner et al., 2000; Linhart et al., 2000)  

 2) ช่วงเวลาปรับตัวหลังจากการผสมน้้าเชื้อกับสารป้องกันการแข็งตัวจากขบวนการแช่

แข็งก่อนท้าการแช่แข็ง เพ่ือให้เกิดภาวะสมดุลย์ (Equilibration time) 

 3) อัตราการลดอุณหภูมิ (Freezing rate)  ในระหว่างขบวนการแช่แข็งและการละลาย

จะมีการแพร่เข้าออกของน้้าระหว่างเซลล์และตัวกลาง พบว่าถ้าลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ ใน

ระหว่างขบวนการแช่แข็งจะท้าให้เกิดผลึกน้้าแข็ง ซึ่งเป็นสาเหตุหลักท่ีท้าให้เซลล์ถูกท้าลาย  

ในทางกลับกันถ้ามีการลดอุณหภูมิอย่างรวดเร็วเซลล์อาจจะมีการช็อก (Cold shock) อัตรา

การลดอุณหภูมิที่เหมาะสมนั้น คืออัตราการลดอุณหภูมิที่จะป้องกันการเกิดเกล็ดน้้าแข็งภายใน

เซลล์หรือให้เกิดน้อยที่สุด และอัตราการลดอุณหภูมิดังกล่าวจะต้องเป็นอัตราที่ไม่เป็นอันตราย

ต่อเซลล์ อันเนื่องมาจากการสูญเสียน้้าและการตกผลึกของสารเคมีที่เป็นตัวถูกละลายภายใน

เซลล์ อันตรายที่เกิดจากการเกิดเกล็ดน้้าแข็งภายในเซลล์ขณะท้าการแช่แข็งคือการสูญเสียน้้า
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ที่จะเกิดขึ้นขณะลดอุณหภูมิจาก  -15 องศาเซลเซียส ถึง -50 องศาเซลเซียส ซึ่งการลด

อุณหภูมิอย่างรวดเร็วให้ผลดีกว่าการลดอุณหภูมิอย่างช้าๆ เพราะจะท้าให้อสุจิมีอัตรารอด

สูงขึ้น นอกจากนี้การลดอุณหภูมิแบบสองขั้นตอน (two-step freezing) คือ ขั้นแรกลด

อุณหภูมิจากอุณหภูมิห้องหรือตู้เย็นลงสู่อุณหภูมิของไอไนโตรเจนเหลว (ประมาณ -50 องศา

เซลเซียส ถึง -120 องศาเซลเซียส) และข้ันที่สองลดอุณหภูมิไปสู่อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลว

และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมินั้น (-196 องศาเซลเซียส) ซึ่งพบว่าได้ผลดีเช่นกัน จากงานวิจัยที่

ผ่านมาพบว่าอัตราการฟักของน้้าเชื้อปลาไนแช่แข็งกับน้้าเชื้อสดแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ 

อยู่ที่ 52±9% และ 50±18% ตามล้าดับ เมื่อใช้การลดอุณหภูมิแบบสองขั้นตอน  โดยการลด

อุณหภูมิที่ 4 องศาเซลเซียสต่อนาที จาก 4 องศาเซลเซียส ถึง -9 องศาเซลเซียส และลด

อุณหภูมิที่ 11 องศาเซลเซียสต่อนาที จาก -9 องศาเซลเซียส ถึง -80 องศาเซลเซียส โดยแช่อยู่

ในไอไนโตรเจนเหลว (-80 องศาเซลเซียส) รวม 6 นาที อัตราการลดอุณหภูมิในปลาแต่ละชนิด

จะมีความแตกต่างกัน (Lahnsteiner et al., 2000; Tiersch et al., 2004b; Linhart et al., 

2005)  

 4) อัตราการละละลาย (thawing rate) อุณหภูมิที่เหมาะสมกับการละลายน้้าเชื้อขึ้นกับ

อัตราการแช่แข็ง ความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัว องค์ประกอบของสารที่ใช้เจือจาง 

และ ช่วงเวลาปรับตัว (equilibration time) โดยทั่วไปจะท้าการละละลายน้้าเชื้อโดยแช่น้้าที่

อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส หรือท้าการละลายโดยอุ่นใน Water bath ที่อุณหภูมิ 32-38 องศา

เซลเซียส (Lahnsteiner et al., 2000; Wayman and Tiersch, 2011)  

 

 จะเห็นได้ว่าการศึกษาเรื่องเก่ียวกับน้้าเชื้อในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ ยังมีการศึกษา

อยู่เป็นจ้านวนน้อยมากในด้านลักษณะรูปร่างทางกายภาพของตัวอสุจิปลากระเบน อีกทั้งยังไม่มีเคยมี

ผู้ใดศึกษามาก่อนในด้านวิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อจากสัตว์ที่ยังมีชีวิต การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อ การหา

สูตรที่เหมาะสมของสารเจือจางน้้าเชื้อ และอัตราส่วนของสารเจือจางน้้าเชื้อกับน้้าเชื้อต่อระยะเวลาใน

การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนแบบแช่เย็น เนื่องจากการเลือกชนิดของสารเจือจางน้้าเชื้อที่

เหมาะสมจะช่วยยืดเวลาการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาแบบระยะสั้น แล้วยังสามารถใช้เจือจางเพ่ือเพ่ิม

ปริมาตรน้้าเชื้อได้ การหาชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสมเพื่อใช้ใน

ขั้นตอนการแช่แข็ง และการหาเทคนิคการเก็บรักษาและการละลายน้้าเชื้อแช่แข็ง กระบวนการที่

กล่าวมาท้ังหมดนี้สามารถน้ามาพัฒนาเทคนิค และวิธีการเพื่อน้าไปประยุกต์ใช้กับการรีดเก็บน้้าเชื้อ
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และการเก็บรักษาน้้าเชื้อในปลากลุ่มเดียวกันได้อีกด้วย ซึ่งการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาโดยวิธีการแช่แขง็

เป็นทางเลือกหนึ่งที่ช่วยแก้ปัญหาในปลาที่ใกล้จะสูญพันธุ์ (endangered species) หรือใช้ใน

โปรแกรมการผสมพันธุ์ปลา และผลิตปลาข้ามสายพันธุ์ นอกจากนี้ยังสามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้

นาน ลดพื้นที่การเลี้ยงพ่อแม่พันธุ์ และสามารถขนส่งได้ง่ายเมื่อเทียบกับปลามีชีวิต 



 

 

บทที ่3  
วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 สัตว์ทดลอง 

 ท้าการสุ่มปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ (Potamotrygon motoro) เพศผู้ที่โตเต็มวัย  

โดยวัดขนาดความกว้างของล้าตัวอยู่ในช่วง 30 เซนติเมตรขึ้นไป จ้านวน 10 ตัว จากฟาร์มเอกชน

เพาะเลี้ยงปลากระเบนน้้าจืดแห่งหนึ่งในจังหวัดนนทบุรี ดูลักษณะสุขภาพปกติโดยสังเกตจากลักษณะ

ทางกายภาพภายนอก การกินอาหาร และลักษณะพฤติกรรมที่ปกติ ซึ่งเพศผู้จะมีอวัยวะเพศ 

(claspers) 2 อันอยู่ใต้ล้าตัวบริเวณโคนหาง ท้าการบันทึกข้อมูลขนาดตัว  โดยปลาที่ใช้ในการทดลอง

มีความยาวล้าตัวตั้งแต่ปลายจมูกจนถึงสะโพก (Girdle length; GL) 33-42 เซนติเมตร เฉลี่ย 

37±3.46 เซนติเมตร ความยาวล้าตัวรวมตั้งแต่ปลายจมูกถึงปลายหาง (Total length; TL) 60-79 

เซนติเมตร เฉลี่ย 68.4±5.83 เซนติเมตร และความกว้างล้าตัวโดยวัดจากส่วนที่กว้างที่สุด (Disc 

width; W)  34-43  เซนติเมตร  เฉลี่ย  38.4±3.24  เซนติเมตร  (ภาพที่ 6)   มีน้้าหนักตัว  (Weight)      

 

 
ภาพที่ 6 แสดงการวัดความยาวและความกว้างล้าตัว โดยสีฟ้า คือ ความยาวล้าตัวตั้งแต่ปลายจมูก
จนถึงสะโพก (Girdle length; GL) สีแดง คือ ความยาวล้าตัวรวมตั้งแต่ปลายจมูกถึงปลายหาง 
(Total length; TL) และสีส้ม คือ ความกว้างล้าตัว (Disc width; W) 
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2.5-5.5 กิโลกรัม เฉลี่ย 3.95±1.01 กิโลกรัม เลี้ยงรวมกันในบ่อปูนความจุ 12 ตัน ให้อากาศ

ตลอดเวลา เปลี่ยนน้้า 20% ทุก 3 วัน อาหารที่ให้เป็นปลาสดแช่แข็ง เช่น ปลาข้างเหลือง ปลา

หลังเขียว ปลากระบอก ปริมาณ 3-5% ต่อน้้าหนักตัว ให้อาหารวันละ 1 ครั้ง คุณภาพน้้าในบ่อ วัด

อุณหภูมิโดยใช้เทอรโ์มมิเตอร์ได้ 28-30 °C ส้าหรับค่าอ่ืนๆ ใช้ชุดตรวจคุณภาพน้้าส้าเร็จรูป (AQUA-

VBC®, ประเทศไทย)  โดยมีความเป็นกรดเป็นด่าง (pH) 7.3 ความเป็นด่าง (alkalinity) 50-70 พีพี

เอ็ม แอมโมเนีย (total ammonia) 0 พีพีเอ็ม  ไนไตรท์ (nitrite) 0 พีพีเอ็ม คลอรีน (chlorine) 0 พี

พีเอ็ม และความกระด้าง (hardness) 200 พีพีเอ็ม  

3.2 การเตรียมปลาส าหรับทดลอง 

 มีการวัดขนาดตัวและชั่งน้้าหนักปลากระเบนก่อนเริ่มท้าการทดลอง ถ่ายรูปปลากระเบนเพื่อดู

ลักษณะลายในแต่ละตัวเป็นการระบุตัวสัตว์ ท้าการสวมปลอกพลาสติกคลุมเงี่ยงทุกเงี่ยงเพ่ือความ

ปลอดภัยของผู้จับบังคับสัตว์ รีดเก็บน้้าเชื้อปลากระเบนสัปดาห์ละ 1 ครั้ง  โดยรีดน้้าเชือ้ก่อนการให้

อาหารในแต่ละวัน เพ่ือป้องกันการขับถ่ายของเสียออกมาปนเปื้อน ขั้นแรกตักปลาออกมาจากบ่อเลี้ยง 

น้ามาใส่กล่องพลาสติกขนาด 55x77x15 เซนติเมตร รองพ้ืนกล่องด้วยผ้าขนหนู   ใส่น้้าเล็กน้อยให้พอ

ท่วมรูหายใจ (spiracle) ทางด้านบน เอียงกล่องเพ่ือให้ส่วนท้ายของล้าตัวพ้นจากน้้า (ภาพที่ 7) มีผู้จับ

บังคับ 1 คน และผู้รีดเก็บน้้าเชื้อ 1 คน โดยผู้จับบังคับจะท้าการยกหางข้ึน ป้องกันการดิ้นและสะบัด

ของหาง จากนั้นผู้รีดเก็บน้้าเชื้อจะเข้าทางด้านหลังของปลาและท้าการรีดเก็บน้้าเชื้อต่อไป ระยะเวลา

การจับบังคับในแต่ละครั้งไม่เกิน 5 นาที เป็นการรีดน้้าเชื้อโดยปราศจากการวางยาสลบ 

     

  
 
ภาพที่ 7 การเตรียมปลาก่อนรีดน้้าเชื้อ (ก) มองจากด้านบน (ข) มองจากด้านข้าง 
 

ก ข 
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3.3 การทดลองที่ 1 การเก็บตัวอย่างน  าเชื อและประเมินคุณภาพน  าเชื อสด 

 3.3.1 การเก็บตัวอย่างน้้าเชื้อ  

 เมื่อตักปลากระเบนใส่กล่องแล้ว ท้าการรีดน้้าเชื้อโดยวิธีใช้มือกระตุ้น ใช้ผ้าก็อซชุบน้้าเกลือ 

(normal saline solution) ท้าความสะอาดบริเวณอวัยวะเพศและรูเปิดทวารรวม จากนั้นใช้มือนวด

เบาๆ บริเวณใต้ท้องปลาใกล้กับต่อมเวสซิคูล่า (seminal vesicle) และให้น้้าเชื้อไหลลงสู่หลอด

สะอาดที่รอรับอยู่ใต้รูเปิดทวารรวม  (ภาพที่ 8)   โดยขณะรีดเก็บน้้าเชื้อนั้นต้องกระท้าด้วยความ

ระมัดระวังไม่ให้มีเลือด ปัสสาวะ หรือน้้าปนเปื้อนมาในน้้าเชื้อได้ เก็บหลอดน้้าเชื้อที่ได้ใส่ลงในกล่อง

บรรจุน้้าแข็งอุณหภูมิ 4-6 องศาเซลเซียส จากนั้นน้าไปประเมินคุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้นทันที  

 

 
ภาพที่ 8 วิธีการรีดเก็บน้้าเชื้อ ผู้จับบังคับท้าการยกหางขึ้น  ผู้รีดเก็บน้้าเชื้อจะเข้าทางด้านหลังของ
ปลา ใช้มือนวดเบาๆ บริเวณใต้ท้องปลาใกล้กับต่อมเวสซิคูล่า (seminal vesicle) และให้น้้าเชื้อไหล
ลงสู่หลอดสะอาดที่รอรับอยู่ใต้รูเปิดทวารรวม 
 

 3.3.2 การประเมินคุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้น (Rurangwa et al., 2004; Viveiros and 

Godinho, 2009; Fauvel et al., 2010)  

  1) เมื่อได้น้้าเชื้อมาแล้วท้าการสังเกตสี (สีเทา สีเทาเขม สขีาวเขม สีขาวเหลือง หรือสี

อ่ืนๆ) และความหนืด (แบ่งเป็น 5 ระดับจากน้อยไปมาก คือ คล้ายน้้า (watery) ใส 

(translucent) คล้ายน้้านม (milky) คล้ายครีม (creamy) และข้นหนืด (glue-like)) วัด

ปริมาตร (ภาพที่ 9) วัดความเป็นกรดเป็นด่างโดยใช้กระดาษลิตมัส วิธีการคือหยดน้้าเชื้อลง
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บนกระดาษวัดความเป็นกรดเป็นด่าง เมื่อกระดาษเปลี่ยนสีจึงน้าไปเปรียบเทียบกับตัวอย่างสี

มาตรฐานบนกล่องวัดความเป็นกรดเป็นด่าง 

 

 
ภาพที่ 9 น้้าเชื้อปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ที่รีดได้ในแต่ละครั้ง 

 

 2) นับจ้านวนอสุจิต่อหน่วยปริมาตร (sperm concentration) โดยเจือจางน้้าเชื้อกับน้้า

กลั่นหรือ Phosphate buffer saline (PBS) ในอัตราส่วนการเจือจาง 1:200 เขย่าให้เข้ากัน 

น้าน้้าเชื้อที่เจือจางนี้ไปนับจ้านวนตัวอสุจิ โดยหยดน้้าเชื้อลงบนสไลด์นับเม็ดเลือด 

(Hemocytometer) (Chew and Zulkafli, 2012) (ภาพที่ 10) ปิดทับด้วยแผ่นกระจกบาง

ที่มาพร้อมสไลด์นับเม็ดเลือด ตั้งทิ้งไว้ประมาณ 2 นาที เพ่ือให้ตัวอสุจิหยุดลอยจะท้าให้นับได้

ง่ายขึ้น นับตัวอสุจิในตารางของสไลด์นับเม็ดเลือดผ่านกล้องจุลทรรศน์ ก้าลังขยาย 400 เท่า 

นับตัวอสุจิในสี่เหลี่ยมจัตุรัสที่มีกรอบเป็นเส้นคู่ขนาน 5 ช่อง (ภายในแต่ละ 5 ช่อง มีสี่เหลี่ยม

เล็ก 16 ช่อง โดยนับช่องที่มุม 4 ช่องและช่องกลาง 1 ช่อง รวมเป็น 5 ช่อง หรือนับในแนว

ทะแยงมุมก็ได้) (ภาพที่ 11) การนับตัวอสุจิที่อยู่คาบเส้นคู่ ให้ก้าหนดว่าจะนับตัวอสุจิที่อยู่

ด้านบนและด้านซ้ายของเส้นคู่ หรือจะนับนับตัวอสุจิที่อยู่ด้านขวาและด้านล่างของเส้นคู่

อย่างใดอย่างหนึ่ง เพ่ือมิให้นับซ้้า เมื่อนับจ้านวนตัวอสุจิใน 5 ช่องรวมกันแล้ว หาค่าเฉลี่ยของ

ทั้งสองฝั่ง  ค้านวณความเข้มข้นของน้้าเชื้อ  โดยมีสูตร ดังนี้ 

 

   

 



 
 

 

35 

 ปริมาตรของสี่เหลี่ยมจัตุรัสที่เล็กสุด 1 ช่อง = กว้างxยาวxสูง (มีจ้านวน 16 ช่อง)  

                        = 1/20 มม.x1/20 มม.x1/10 มม.x16 ช่อง  

                 = 1/250 ลบ.มม.  

 ปริมาตรของสี่เหลี่ยมจัตุรัสที่มีขอบเป็นเส้นคู่ 5 ช่อง  

                 = 1/250x5 ช่อง = 1/50 ลบ.มม.  

 สมมติจ้านวนตัวอสุจิที่นับในสี่เหลี่ยมจัตุรัส 5 ช่อง คือ N  

 จ้านวนตัวอสุจิในสี่เหลี่ยมจัตุรัส 5ช่อง     = N/(1/50)  ตัว/ลบ.มม. 

 ดังนั้นจ้านวนตัวอสุจิใน 1 มล.      = 1000N/(1/50) ตัว/มล. 

 เจือจางน้้าเชื้อ 1:200       = 200 x 1000N/(1/50) ตัว/มล. 

                 =10Nx106 ตัว/มล.    

 

 
       ภาพที่ 10 นับจ้านวนอสุจิในสไลด์นับเม็ดเลือด (Hemocytometer) ทั้ง 2 ด้าน (ลูกศร)  
       แลว้น้ามาหาค่าเฉลี่ย จะได้ความเข้มข้นของน้้าเชื้อในหนึ่งหน่วยปริมาตร 
    

 
             ภาพที่ 11 นับจ้านวนอสุจิในช่องเล็ก 5 ช่องตามหมายเลข 1-5 แล้วมาค้านวณ 
             ตามสูตร   

1  

     2  

         3  

              4  

                   5 

1                2 

       

         3  

                

4                5 
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 3) การตรวจเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหว (percentage of motile sperm) โดยหยด

น้้าเชื้อลงบนแผ่นสไลด์ (slide) เจือจางด้วยน้้าเกลือ หรือ Phosphate buffer saline แล้ว

ปิดด้วยกระจกบาง (cover glass) ดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยายต่้า (400 เท่า) ดู

เฉพาะตัวอสุจิที่เคลื่อนที่ไปข้างหน้าเท่านั้น ถือว่าเป็นเปอร์เซ็นต์ของการเคลื่อนไหว แล้วให้

คะแนน (Chew and Zulkafli, 2012) ดังนี้ 

 

   ลักษณะท่ีพบ           คะแนน          

   น้้าเชื้อเคลื่อนไหวน้อย (0-20%)   1   

   น้้าเชื้อเคลื่อนไหวได้ (21-40%)   2   

   น้้าเชื้อเคลื่อนไหวปานกลาง (41-60%)  3   

   น้้าเชื้อเคลื่อนไหวมาก (61-80%)   4   

   น้้าเชื้อเคลื่อนไหวมากที่สุด (81-100%)  5   

 

 4) การดูความหนาแน่นของตัวอสุจิ (sperm density) การประเมินความเข้มข้นของ

อสุจิด้วยการดูเปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่น (spermatocrit) โดยการเก็บน้้าเชื้อใส่ 

microhaematocrit tube จากนั้นน้าไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ 1,000 x g เปน็

เวลา 30 นาที จะเกิดตะกอนของตัวอสุจิอัดแน่นขึ้น ค่าท่ีอ่านได้จะเป็นร้อยละของตัวอสุจิอัด

แน่นต่อปริมาณน้้าเชื้อที่รีดได้ (Agarwal and Raghuvanshi, 2009) 

 

 5) การย้อมสีอสุจิเพ่ือดูตัวเป็นตัวตาย วิธีการคือ ใช้น้้าเชื้อ 1 หยดเล็ก ๆ ผสมกับสีอีโอ

ซิน บี นิโกรซิน (Eosin B-Nigrosin) ที่ 37 องศาเซลเซียส ให้หยดสีโตกว่าหยดน้้าเชื้อ

ประมาณ 5-10 เท่า ผสมให้เข้ากันบนแผ่นสไลด์ นานประมาณ 3-5 วินาที แล้วท้าการสเมียร์ 

(smear) โดยไถให้เป็นผิวบางๆ บนกระจกสไลด์ จากนั้นปล่อยให้แห้งเอง (air-dry) แล้ว

น้าไปตรวจโดยใช้กล้องจุลทรรศน์ก้าลังขยายสูง (1000 เท่า) ท้าการนับจ้านวนตัวอสุจิให้ได้

อย่างน้อย 100 ตัว ตัวที่ติดสีแดงจะเป็นตัวอสุจิที่ตาย ตัวที่ไม่ติดสีจะเป็นตัวอสุจิที่ยังมีชีวิต 

จากนั้นเทียบเป็นเปอร์เซ็นต์ (Chew and Zulkafli, 2012) 
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 6) การย้อมสีอสุจิเพ่ือดูรูปร่างโดยใช้วิธีดิฟควิก (Diff quik) วิธีการคือใช้น้้าเชื้อ 1 หยด

เล็ก ๆ ผสมกับสี Eosin จ้านวน 1 หยดที่บริเวณใกล้กับหยดน้้าเชื้อ ผสมให้เข้ากันบนแผ่น

สไลด์ นานประมาณ 3-5 วินาที แล้วท้าการสเมียร์โดยไถให้เป็นผิวบางๆ บนกระจกสไลด ์

จากนั้นปล่อยให้แห้งเอง และน้ามาจุ่มในน้้ายายอมสี Methylene blue เป็นเวลา 10 นาท ี       

จากนั้นล้างสีออกโดยใช้น้้ากลั่นหรือน้้าประปาเบาๆ ทิ้งไวให้แห้งก่อนน้าไปศึกษารูปร่างของ

อสุจิต่อไป (Kruger et al., 1988; Tuset et al., 2008) 

  

 3.3.3 การหาองค์ประกอบในน้้าเลี้ยงอสุจิ น้าน้้าเชื้อที่รีดได้มาปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องเซนตริฟิวจ์ที่ 

1000 x g เป็นเวลา 30 นาท ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส หลังจากการปั่นเหวี่ยงจะสังเกตเห็นตัวอย่าง

น้้าเชื้อมีการแยกออกเป็นสองส่วน   โดยส่วนล่างจะมีลักษณะสีขาวขุ่น คือ ตัวอสุจิ และส่วนบนจะมี

ลักษณะเป็นน้้าใส คือ น้้าเลี้ยงอสุจิ จากนั้นใช้ไมโครปิเปตดูดส่วนของน้้าเลี้ยงอสุจิใส่หลอดขนาด 1.5 

มิลลิลิตร เพ่ือน้ามาวัดค่าออสโมลาลิตี้ โดยใช้เครื่อง osmometer ส่วนที่เหลือน้าไปหาส่วนประกอบ

ของไอออนชนิดต่างๆที่อยู่ในน้้าเชื้อปลากระเบน ได้แก่ โซเดียม (Na+) โพแทสเซียม (K+) แคลเซียม 

(Ca2+) แมกนีเซียม (Mg2+) และคลอไรด์ (Cl-) และสารชีวเคมี ได้แก่ โปรตีนรวม (total protein)  

กลูโคส  (glucose)  และคอเลสเตอรอล  (cholesterol)   โดยใช้เทคนิคทาง spectrophotometry 

(Luer et al., 2009)   

 

 3.3.4 การศึกษาลักษณะรูปร่างของอสุจิภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน เป็นการศึกษา

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแต่ละชนิด เพ่ือดูรูปร่างและโครงสร้างของตัวอสุจิปลากระเบน โดย

เก็บตัวอย่างจากน้้าเชื้อสด 3 ตัวอย่าง 

1) การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron  

Microscope; SEM) น้าตัวอย่างน้้าเชื้อปลากระเบนที่เก็บได้ มาท้าการตรึงด้วย 2.5% 

Glutaraldehyde ขั้นตอนคือ หยดน้้าเชื้อบนแผ่นสไลด์ รอให้แห้งประมาณ 1 นาที แล้วใส่

แผ่นสไลด์นั้นลงในถาดหลุมที่บรรจุ Glutaraldehyde ปริมาตรครึ่งหนึ่งของหลุม แล้วแช่เย็น

ที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ทั้งนี้ควรท้าการเตรียมตัวอย่างให้เร็วที่สุดและควรเป็นตัวอย่าง

ที่เก็บไว้ไม่เกิน 24 ชั่วโมง โดยหลังจากตรึงเรียบร้อยแล้ว ท้าการเตรียมตัวอย่างโดยน้า

ตัวอย่างไปล้างในบัฟเฟอร์ และแช่ใน 0.1% Osmium tetroxide ใน 0.1 M Phosphate 

buffer (pH 7.4) ที่อุณหภูมิ 20 °C อย่างน้อย 2 ชั่วโมง ล้างด้วยบัฟเฟอร์อีกครั้ง แล้วน้าไป
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ผ่านการดึงน้้าออก (dehydration)  โดยใช้แอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ เริ่มจาก 50%, 

70%, 80%, 90%, 95% และ 100% (2 ครั้ง) ตามล้าดับ จากนั้นน้าตัวอย่างไปผ่าน

กระบวนการติดบน Metal stub เคลือบด้วยทองหนาประมาณ 20-50 นาโนเมตร เสร็จแล้ว

จึงน้าไปส่องดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราดพร้อมบันทึกภาพ สังเกตลักษณะ

ของอสุจิบริเวณส่วนหัว ล้าตัวและหาง พร้อมทั้งวัดความยาวของส่วนหัว ล้าตัวและส่วนหาง 

(รุจิพร ประทีปเสน, 2541) 

2) การศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission 

Electron Microscope; TEM) น้าตัวอย่างน้้าเชื้อปลากระเบนที่เก็บได้ มาท้าการตรึงด้วย 

2.5% Glutaraldehyde ขั้นตอนคือ เตรียม 2-4 % agar  โดยเตรียมละลาย agar ในน้้าอุ่น 

รอให้ agar อุณหภูมิประมาณ 60 องศาเซลเซียส แล้วหยดน้้าเชื้อลงไป ผสมให้เข้ากันใน

หลอด microcentrifuge tube รอให้ agar แข็งแล้วใส่ 2.5% Glutaraldehyde ให้ท่วม

ตัวอย่าง  จากนั้นใช้ฝาปิดให้สนิทแล้วแช่เย็นที่อุณหภูมิ 0-4 องศาเซลเซียส ทั้งนี้ควรท้าการ

เตรียมตัวอย่างให้เร็วที่สุดและควรเป็นตัวอย่างที่เก็บไว้ไม่เกิน 24 ชั่วโมง เตรียมตัวอย่างโดย

น้าตัวอย่างไปล้างในบัฟเฟอร์ และแช่ใน 0.1% Osmium tetroxide ใน 0.1 M Phosphate 

buffer (pH 7.4) ที่อุณหภูมิ 20 องศาเซลเซียส อย่างน้อย 2 ชั่วโมง ล้างด้วยบัฟเฟอร์อีกครั้ง 

แล้วน้าไปผ่านการดึงน้้าออก (dehydration)  โดยใช้แอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ เริ่ม

จาก 50%, 70%, 80%, 90%, 95% และ 100% (2 ครั้ง) ตามล้าดับ จากนั้นน้าตัวอย่างไป

ผ่านกระบวนการฝังลงบล็อคพลาสติก ตัด section  ให้มีความบาง  60 – 90 นาโนเมตร 

น้าไปย้อมด้วย Uranyl acetate และ Lead citrate  เสร็จแล้วจึงน้าไปส่องดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านพร้อมบันทึกภาพ สังเกตและบันทึกลักษณะของอสุจิ

ทั้งหมด ศึกษาโครงสร้างนิวเคลียส และออร์แกเนลอ่ืนๆ (Flegler et al., 1993) 

3.4 การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของสารเจือจางน  าเชื อชนิดต่างๆ และอัตราส่วนที่แตกต่างกัน ด้วย
วิธีการแช่เย็น 

 รีดเก็บน้้าเชื้อปลากระเบนเพศผู้สายพันธุ์โมโตโร่จ้านวน 10 ตัวอย่าง น้ามาประเมินคุณภาพ

น้้าเชื้อเบื้องต้นดังการทดลองที่ 1 แล้วน้าน้้าเชื้อมาเจือจางในสารเจือจางน้้าเชื้อ  โดยสารเจือจาง

น้้าเชื้อทุกสูตรมีการใส่ยาปฏิชีวนะชนิด 0.5% Penicillin–Streptomycin เพ่ือป้องกันการเจริญของ

เชื้อจุลชีพ สารเจือจางน้้าเชื้อที่ใช้ทดลองมีดังนี้ (ตารางที่ 1) 
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 สูตรที่ 1 คือ Hank's Balanced Salt Solution (HBSS) 

 สูตรที่ 2 คือ Calcium-Free Hank's Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS) 

 สูตรที่ 3 คือ Normal Saline Solution (NSS) 

 สูตรที่ 4 คือ Modified Fish Ringer’s Solution (MFR) 

 กลุ่มควบคุม น้้าเชื้อสด ไม่ใส่สารเจือจางน้้าเชื้อ 

 
ตารางท่ี 1 ส่วนประกอบทางเคมี (g/L) และค่าออสโมลาลิตี้ (Mosmol/Kg) และความเป็นกรดด่าง
ของสารเจือจางน้้าเชื้อที่ใช้  

ส ่วนประกอบ

สารเคมี (g)  

ชนิดสารเจือจางน  าเชื อ 

HBSS Ca-F HBSS NSS MFR 

CaCl2.2H2O  0.16 -  -  0.29 

NaCl  8.00 8.89 9   7.50  

KCl  0.40 0.44 -  0.29 

MgSO4.7H2O  0.20 0.22 -  - 

Na2HPO4.7H2O  0.12 0.13 -    -    

KH2PO4  0.06 0.07 -  -  

NaHCO3  0.35 0.39 -  0.21 

Glucose  1.00 1.11 -  -  

น้้ากลั่น  1000 1000 1000 1000 

Penicillin–

Streptomycin 
5 5 5 5 

Osmolality 

(Mosmol/Kg)  
286 320 292 275 

pH 7.3 7.4 7.1 7.9 
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 เก็บรักษาน้้าเชื้อแบบแช่เย็นที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจาง

น้้าเชื้อเป็น 1:1 ส้าหรับสูตร 4  สูตร โดยใช้น้้าเชื้อส้าหรับทุกอัตราเจือจาง 100 ไมโครลิตร  ใส่ลงใน 

microcentrifuge tube  เขย่าเบาๆ  ให้น้้าเชื้อกับสารเจือจางน้้าเชื้อผสมเป็นเนื้อเดียวกัน  และน้าไป

เก็บไว้ในตู้เย็น (อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส) ท้าการทดลอง 3 ซ้้า ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของอสุจิ

ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 0 และทุกๆ 24 ชั่วโมงจนพบว่าไม่มีการเคลื่อนไหว และตรวจสอบตัวเป็นตัวตายด้วย

การย้อมสี อีโอซิน บี นิโกรซิน ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 24 ของการทดลองและทุกๆ 24 ชั่วโมง ชนิดของ

สารเจือจางน้้าเชื้อที่เหมาะสมในการเก็บน้้าเชื้อแบบแช่เย็น จะพิจารณาจากสูตรสารเจือจางน้้าเชื้อที่

สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้นานที่สุด (Urbányi et al., 1999; Vuthiphandchai et al., 2009)  

 จากนั้นเลือกสารเจือจางน้้าเชื้อที่ได้ผลดีที่สุด มาเจือจางในอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจาง

น้้าเชื้อเป็น 1:1, 1:2, 1:4, 1:6 และ 1:8 โดยใช้น้้าเชื้อส้าหรับทุกอัตราเจือจาง 100 ไมโครลิตร ใส่ลง

ใน Microcentrifuge tube เขย่าเบาๆ  ให้น้้าเชื้อกับสารเจือจางน้้าเชื้อผสมเป็นเนื้อเดียวกัน  และ

น้าไปเก็บไว้ในตู้เย็น (อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส) ท้าการทดลอง 3 ซ้้า ตรวจสอบการเคลื่อนที่ของ

อสุจิตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 0 และทุกๆ 24 ชั่วโมงจนพบว่าไม่มีการเคลื่อนไหว และตรวจสอบตัวเป็นตัวตาย

ด้วยการย้อมสี อีโอซิน บี นิโกรซิน ตั้งแต่ชั่วโมงท่ี 24 ของการทดลองและทุกๆ 24 ชั่วโมง อัตราส่วน

ของสารเจือจางน้้าเชื้อที่เหมาะสมในการเก็บน้้าเชื้อแบบแช่เย็นจะพิจารณาจากความสามารถในการ

เก็บรักษาน้้าเชื้อไว้ได้นานที่สุด 

3.5 การทดลองที่ 3 ศึกษาความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัว 

 รีดเก็บน้้าเชื้อจากปลากระเบนเพศผู้สายพันธุ์โมโตโร่จ้านวน 10 ตัวอย่าง น้ามาประเมิน

คุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้นดังการทดลองที่ 1 จากนั้นเตรียมสารเจือจางน้้าเชื้อตามสูตรและอัตราส่วนที่

เหมาะสมที่ได้จากการทดลองที่ 2 แล้วน้าน้้าเชื้อที่รีดได้มาเจือจาง เก็บรักษาไว้ในตู้เย็น (อุณหภูมิ 2-4 

องศาเซลเซียส)  

 เตรียมสารป้องกันการแข็งตัว 2 ชนิด ได้แก่ Glycerol และ DMSO ที่ความเข้มข้น 5% และ 

10% ของปริมาตรรวม ท้าการทดลอง 3 ซ้้า โดยท้าการเจือจางสารป้องกันการแข็งตัวในสารเจือจาง

น้้าเชื้อ โดยแบ่งสารเจือจางน้้าเชื้อออกเป็น 2 ส่วนเท่าๆกัน คือ ส่วนหนึ่งไม่ผสมสารป้องกันการ

แข็งตัว และอีกส่วนหนึ่งผสมสารป้องกันการแข็งตัวที่มีความเข้มข้นเป็น 2 เท่าของความเข้มข้นที่

ต้องการ (ตารางที ่ 2) เมื่อจะเจือจางน้้าเชื้อให้ใช้สารเจือจางน้้าเชื้อส่วนแรกผสมกับน้้าเชื้อตาม

อัตราส่วน เขย่าให้เข้ากันแล้วเติมสารเจือจางน้้าเชื้อส่วนที่ผสมสารป้องกันการแข็งตัวลงไปในบีกเกอร์ 
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เขย่าให้เข้ากัน จากนั้นแบ่งใส่หลอด microcentrifuge tube ที่มีขนาด 1.5 มิลลิลิตร ปิดฝาป้องกัน

น้้าเข้า น้าเก็บรักษาในตู้เย็น (อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส) 

 จากนั้นน้าน้้าเชื้อที่เก็บรักษาในตู้เย็นมาตรวจคุณภาพ ตามวิธีการตรวจเปอร์เซ็นต์การ

เคลื่อนไหวอสุจิที่เวลา 0, 30, 60 และ 120 นาที และตรวจสอบตัวเป็นตัวตายด้วยการย้อมสี อีโอซิน 

บี นิโกรซิน และระดับความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้้าเชื้อจะ

พิจารณาจากสารละลายที่สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อให้มีเปอร์เซ็นต์การเคลื่อนที่ของอสุจิสูงสุด เป็น

เวลานานที่สุด ส้าหรับกลุ่มควบคุมมีวิธีปฏิบัติเช่นเดียวกัน เพียงแต่ไม่ต้องเติมสารป้องกันการแข็งตัว

ลงไป (Urbányi et al., 1999)   

 

ตารางท่ี 2 ปริมาตรของน้้าเชื้อ สารเจือจางน้้าเชื้อ และสารป้องกันการแข็งตัวที่ระดับความเข้มข้น
ต่างๆ  

ส่วนผสม ความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัว 

5% 
Glycerol 

10% 
Glycerol 

5% 
DMSO 

10% DMSO 

1. น้้าเชื้อ+สารเจือจางน้้าเชื้อ 
(ส่วนที่ 1) 

300 300 300 300 

2. สารเจือจางน้้าเชื้อ (ส่วนที่ 2) 
+ สารป้องกันการแข็งตัว ความ
เข้มข้น 2 เท่า 

270+30 240+60 270+30 240+60 

3. ปริมาตรรวม  (ไมโครลิตร) 600 600 600 600 

  

3.6 การทดลองที่ 4 ศึกษาผลของการแช่แข็งน  าเชื อ 

 รีดเก็บน้้าเชื้อจากปลากระเบนเพศผู้สายพันธุ์โมโตโร่จ้านวน 10 ตัวอย่าง น้ามาประเมิน

คุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้นดังการทดลองที่ 1 จากนั้นเตรียมสารเจือจางน้้าเชื้อตามสูตรและอัตราส่วนที่

เหมาะสมที่ได้จากการทดลองที่ 2 มาผสมกับสารป้องกันการแข็งตัว 2 ชนิด ได้แก่ Glycerol และ 

DMSO ที่ความเข้มข้น 5% และ 10% ท้าการทดลอง 3 ซ้้า ส้าหรับกลุ่มควบคุมมีวิธีปฏิบัติ

เช่นเดียวกัน เพียงแต่ไม่ต้องเติมสารป้องกันการแข็งตัวลงไป  

  วิธีการเตรียมสารป้องกันการแข็งตัวโดยท้าวิธีเช่นเดียวกันกับการทดลองท่ี 3 จนผสมน้้าเชื้อ

เสร็จแล้วใส่ในหลอด Cryotube (Nunc®) ขนาด 1.8 มิลลิลิตร ระยะเวลาการเตรียมจนถึงผสมน้้าเชื้อ
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เสร็จไม่ควรเกินระยะที่เกิดความเป็นพิษต่อตัวอสุจิ จากนั้นน้าน้้าเชื้อที่เตรียมเสร็จแล้วมาลดอุณหภูมิ

แบบสองข้ันตอน จากอุณหภูมิห้องหรือตู้เย็นลงสู่อุณหภูมิของไอไนโตรเจนเหลว (ประมาณ -50 องศา

เซลเซียส ถึง -120 องศาเซลเซียส) 7 นาที และข้ันที่สองลดอุณหภูมิไปสู่อุณหภูมิของไนโตรเจนเหลว

และเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมินั้น (-196 องศาเซลเซียส) เป็นเวลา 2 สัปดาห์ (Linhart et al., 2005)  

 ภายหลังการเก็บน้้าเชื้อแช่แข็งลงในถังไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 2 สัปดาห์ น้าหลอดน้้าเชื้อแช่

แข็งออกมาละลาย โดยน้าน้้าเชื้อไปแกว่งละลายในอ่างปรับอุณหภูมิ (Water bath) ที่ระดับอุณหภูมิ 

40 องศาเซลเซียส น้าน้้าเชื้อส่วนหนึ่งมาตรวจคุณภาพตามวิธีการตรวจเปอร์เซ็นตก์ารเคลื่อนไหวอสุจิ 

และตรวจสอบตัวเป็นตัวตายด้วยการย้อมสี อีโอซิน บี นิโกรซิน (Linhart et al., 2005)  

3.7 การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

 ข้อมูลตัวเลข   (Quantitative data)   ของการประเมินคุณภาพน้้าเชื้อเบื้องต้น    ได้แก่  

ปริมาตรรวมของน้้าเชื้อ ค่าความเป็นกรดด่าง ความเข้มข้นของตัวอสุจิ เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของ

อสุจิ เปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่น เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของอสุจิ ค่าออสโมลาลิต้ี องค์ประกอบในน้้า

เลี้ยงอสุจิ และขนาดของอสุจิ จะน้ามาวิเคราะห์สถิติเชิงพรรณนา (Descriptive analysis) เพ่ือ

ค้านวณค่าเฉลี่ย (Mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard Deviation; SD) ค่าต่้าสุด (Minimum) 

ค่าสูงสุด (Maximum) ส่วนการเจือจางเพ่ือแช่เย็นและแช่แข็งน้้าเชื้อ ใช้วิธีการเปรียบเทียบความ

แปรปรวน (one-way ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกต่างระหว่างกลุ่มโดยวิธี Duncan’s new 

multiple range test ทีร่ะดับความเชื่อมั่น 95%  



 

 

บทที ่4  
ผลการวิจัย 

4.1 ผลการทดลองท่ี 1 การเก็บตัวอย่างน  าเชื อและประเมินคุณภาพน  าเชื อสด 

 4.1.1 การรีดน้้าเชื้อโดยวิธีใช้มือกระตุ้น เริ่มจากใช้ผ้าก็อซชุบน้้าเกลือ (normal saline 

solution) ท้าความสะอาดบริเวณอวัยวะเพศและรูเปิดทวารรวม จากนั้นใช้มือนวดเบาๆ บริเวณใต้

ท้องปลาใกล้กับต่อมเวสซิคูล่า (seminal vesicle) และให้น้้าเชื้อไหลลงสู่หลอดสะอาดที่รอรับอยู่ใต้รู

เปิดทวารรวม ค่อนข้างได้ผลดี บางครั้งมีน้้าเชื้อบางส่วนที่ไหลไม่เข้าหลอด และน้้าเชื้อบางส่วน

ปนเปื้อนไปกับน้้า ถ้าปลาดิ้นมากอาจท้าให้น้้าเชื้อมีการหลั่งออกมาก่อนที่จะท้าการเก็บ การรีดเก็บ

น้้าเชื้อแต่ละครั้งใช้เวลาประมาณ 1 นาทีหลังจากเริ่มนวดกระตุ้น การทดลองในครั้งนี้ผู้ทดลองได้ลอง

รีดเก็บน้้าเชื้อหลายวิธีด้วยกัน ทั้งการใช้อวัยวะเพศผู้สอดเข้าไปในช่องคลอดประดิษฐ์เพื่อจ้าลอง

สถานการณ์  การใช้ท่อพลาสติกสอดเข้าไปในช่องเปิดของน้้าเชื้อ และการใช้เครื่องกระตุ้นการหลั่ง

ด้วยไฟฟ้า ปรากฏว่าทุกวิธีที่กล่าวมาไม่สามารถเก็บน้้าเชื้อได้ทันเวลา เนื่องจากปลามีการดิ้นมาก

เพราะไม่ได้ท้าการวางยาสลบ จึงควรกระท้าทุกอย่างด้วยความระมัดระวังและรวดเร็ว นอกจากนี้ผู้

ทดลองได้ท้าการวางยาสลบปลากระเบนโดยใช้ Ketamine 5 mg/kg ร่วมกับ Medetomidine 0.1 

mg/kg แบบฉีดเข้ากล้ามเนื้อ เพ่ือให้ปลาสลบก่อนการรีดเก็บน้้าเชื้อ ปรากฏว่าขณะที่ปลาเริ่มสลบ 

กล้ามเนื้อบริเวณอวัยวะเพศผู้มีการคลายตัวท้าให้ปลาหลั่งน้้าเชื้อลงไปในน้้าทันที ไม่สามารถเก็บ

น้้าเชื้อได้ และระยะเวลาที่ปลาเริ่มสลบในแต่ละตัวไม่เท่ากันท้าให้ไม่สามารถก้าหนดเวลาที่แน่นอนใน

การรีดเก็บน้้าเชื้อ นอกจากนี้ควรรีดเก็บน้้าเชื้อก่อนการให้อาหารในแต่ละวัน เพราะถ้ารีดเก็บน้้าเชื้อ

หลังจากการให้อาหาร ปลาจะขับถ่ายของเสียออกมา เสี่ยงต่อการปนเปื้อนน้้าเชื้อ 

 4.1.2 ผลจากการประเมินคุณภาพของน้้าเชื้อสดที่รีดจากปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่

เพศผู้จ้านวน 10 ตัว พบว่ามีสีขาวเข้ม ความหนืดคล้ายครีม ปริมาตรของน้้าเชื้อที่รีดได้ในแต่ละครั้ง 

0.53±0.15 มิลลิลิตร ค่าความเป็นกรดด่าง 7.3±0.26 ความเข้มข้นของตัวอสุจิ 2.28±0.46 x109 ตัว

ต่อมิลลิลิตร เปอร์เซ็นตก์ารเคลื่อนไหวของอสุจิ 98.5±2.42% เปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่น 

(spermatocrit) 15.4±2.88% และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของอสุจิ 89.8±3.36 (ตารางที่ 3)  

 4.1.3 เมื่อน้าอสุจิมาย้อมสีด้วยวิธีดิฟควิก แล้วดูด้วยกล้องจุลทรรศน์แสงสว่างก้าลังขยาย 

1,000 เท่า พบว่าอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ มีลักษณะหัวเรียวยาวแหลมบิดเป็น
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เกลียว หางเป็นเกลียวน้อยกว่า (ภาพที่ 12) เมื่อส่องกล้องจุลทรรศน์ดูการเคลื่อนไหวพบการว่ายแบบ

ลักษณะหมุนควง ส่วนลักษณะผิดปกติที่พบได้คือหางมีลักษณะขดเป็นวง (ภาพที่ 13) 

 4.1.4 น้าน้้าเชื้อไปปั่นเหวี่ยงเพ่ือแยกชั้นตัวอสุจิกับน้้าเลี้ยงอสุจิ น้าไปวิเคราะห์ค่าออสโมลาลิต้ี 

325.8±9.04 mOsmol/kg และหาองค์ประกอบในน้้าเลี้ยงอสุจิ   ในน้้าเชื้อมีส่วนประกอบของไอออน

ชนิดต่างๆ  ได้แก่ โซเดียม (Na+) 81.9±3.78 mMol/L โพแทสเซียม (K+) 51.8±3.33 mMol/L 

แคลเซียม (Ca2+) 2.88±0.30 mMol/L แมกนีเซียม (Mg2+) 1.2±0.13 mMol/L และ คลอไรด์ (Cl-) 

109.9±3.35 mMol/L และสารชีวเคมี ได้แก่ โปรตีนรวม (Total protein) 1.19±0.73 mg/dl 

กลูโคส  (Glucose) 34.6±11.3 mg/dl และคอเลสเตอรอล  (Cholesterol) 13.2±5.79  mg/dl ดัง

แสดงในตารางที่ 4 

 

ตารางที่ 3 ปริมาตร ค่าความเป็นกรดด่าง ความเข้มข้นของตัวอสุจิ เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของ
อสุจิ เปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่น และเปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของอสุจิในน้้าเชื้อสดของปลากระเบนน้้า
จืดสายพันธุ์โมโตโร่เพศผู้ 

ลักษณะท่ีศึกษา ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1. ปริมาตรรวมของน้้าเชื้อ 
(มิลลิลิตร) 

0.3 0.7 0.53 0.15 

2. ค่าความเป็นกรดด่าง 7.0 7.5 7.3 0.26 
3. ความเข้มข้นของตัวอสุจิ 
(x109 ตัว/มิลลิลิตร) 

1.25 2.88 2.28 0.46 

4. เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของ
อสุจิ 

95 100 98.5 2.42 

5. เปอร์เซ็นต์ของอสุจิอัดแน่น 10 20 15.4 2.88 
6. เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของอสุจิ 83 95 89.8 3.36 
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             ภาพที่ 12 รูปร่างตัวอสุจิปกติของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่เมื่อย้อม 
             ด้วยวิธีดิฟควิก (ก้าลังขยาย 1,000 เท่า)  
 

 
               ภาพที่ 13 รูปร่างตัวอสุจิที่ผิดปกติของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่  
                เมื่อย้อมดว้ยวิธีดิฟควิก พบหางมีลักษณะขดเป็นวง  (ก้าลังขยาย 1,000 เท่า) 
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ตารางท่ี 4 คุณสมบัติของน้้าเลี้ยงอสุจิในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่  

คุณลักษณะของน  าเลี ยง
อสุจิ 

ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1. ค่าออสโมลาลิต้ี 
(mOsmol/kg) 

312 340 325.8 9.04 

2. โซเดียม (mMol/L) 75 88 81.9 3.78 
3. โพแทสเซียม 
(mMol/L) 

47 57 51.8 3.33 

4. แคลเซียม (mMol/L) 2.4 3.3 2.88 0.30 
5. แมกนีเซียม 
(mMol/L) 

1.0 1.4 1.2 0.13 

6. คลอไรด์ (mMol/L) 105 115 109.9 3.35 
7. โปรตีนรวม (mg/dl) 0.24 2.29 1.19 0.73 
8. กลูโคส (mg/dl) 22 56 34.6 11.3 
9.คอเลสเตอรอล 
(mg/dl) 

5 22 13.2 5.79 

 

 

 4.1.5 รูปร่างของอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อน้าไปดูด้วยกล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) มีลักษณะหัวเรียวยาวแหลมบิด

เป็นเกลียว หางเป็นเกลียวน้อยกว่า (ภาพที่ 14) และมีขนาดความยาวของตัวอสุจิจากหัวถึงหาง 

116.34±1.92  ไมโครเมตร ความยาวเฉพาะส่วนหัว 42.46±1.23 ไมโครเมตร ความกว้างเฉพาะส่วน

หัว 0.54±0.06 ไมโครเมตร ความยาวเฉพาะส่วนล้าตัว 6.39±0.02  ไมโครเมตร ความกว้างเฉพาะ

ส่วนล้าตัว 0.69±0.04 ไมโครเมตร ความยาวเฉพาะส่วนหาง 68.01±1.06  ไมโครเมตร และความ

กว้างเฉพาะส่วนหาง 0.37±0.56 ไมโครเมตร ดังตารางที่ 5 

 4.1.6   โครงสร้างภายในของอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อน้าไปดูด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission Electron Microscope; TEM) พบส่วนหัวมี

นิวเคลียสอัดแน่น และมีเยื่อหุ้ม ส่วนล้าตัวมีไมโตรคอนเดรียล้อมรอบมากมาย ส่วนหางม ี Axoneme 

และ แกนตามยาว 2 แท่งขนาบข้าง และมีเยื่อหุ้ม (ภาพที ่15-17) 
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ภาพที่ 14 รูปร่างตัวอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่   เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) ลูกศรแสดงส่วนหัว (Head) 
ล้าตัว (Mid-piece) และหาง (Tail) ตามแถบมาตราส่วน 10 ไมโครเมตร 
 
ตารางท่ี 5 ขนาดของตัวอสุจิในปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ 

ความยาว ค่าต่ าสุด ค่าสูงสุด ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน 

1. ความยาวรวม (ไมโครเมตร) 114.48 118.32 116.34 1.92 
2. ความยาวเฉพาะส่วนหัว (ไมโครเมตร) 41.22 43.67 42.46 1.23 
3. ความกว้างเฉพาะส่วนหัว (ไมโครเมตร) 0.48 0.59 0.54 0.06 
4. ความยาวเฉพาะส่วนล้าตัว (ไมโครเมตร) 6.38 6.42 6.40 0.02 
5. ความกว้างเฉพาะส่วนล้าตัว 
(ไมโครเมตร) 

0.65 0.73 0.69 0.04 

6. ความยาวเฉพาะส่วนหาง (ไมโครเมตร) 66.84 68.90 68.01 1.06 
7. ความกว้างเฉพาะส่วนหาง (ไมโครเมตร) 0.31 0.42 0.37 0.06 

 
  

Head 

Mid-piece 

Tail 
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ภาพที่ 15 โครงสร้างตัวอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดผ่าน (Transmission Electron Microscope; TEM) N คือ นิวเคลียส ก) 
ภาพตัดขวางส่วนหัว ข) ภาพตัดตามยาวส่วนหัว ตามแถบมาตราส่วน (ก) 100 นาโนเมตร (ข) 0.5  
ไมโครเมตร 
 

 
ภาพที่ 16 โครงสร้างตัวอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่  เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดผ่าน (Transmission Electron Microscope; TEM) ภายในมีไมโตคอนเดรีย        
ก) ภาพตัดขวางส่วนล้าตัว ข) ภาพตัดตามยาวส่วนล้าตัว ตามแถบมาตราส่วน (ก) 200 นาโนเมตร (ข) 
0.5 ไมโครเมตร 
 

ก ข 

ก ข 

N 
N 

N 

Mitochondria 
Mitochondria 



 
 

 

49 

 
ภาพที่ 17 โครงสร้างตัวอสุจิของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดผ่าน (Transmission Electron Microscope; TEM) ภายในมี Axoneme           
ก)  ภาพตัดขวางส่วนหาง ข) ภาพตัดตามยาวส่วนหาง ตามแถบมาตราส่วน (ก) 200 นาโนเมตร (ข) 
0.5 ไมโครเมตร 
4.2 ผลการทดลองท่ี 2 ศึกษาผลของสารเจือจางน  าเชื อชนิดต่างๆ และอัตราส่วนที่แตกต่างกัน  
ด้วยวิธีการแช่เย็น 

 จากการทดลองเก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนสายพันธุ์โมโตโร่ ด้วยการแช่เย็นที่อุณหภูมิ 2-4 

องศาเซลเซียส ในสารเจือจางน้้าเชื้อ 4 ชนิด ได้แก่ Hank's Balanced Salt Solution (HBSS), 

Calcium-Free Hank's Balanced Salt Solution (Ca-F HBSS), Normal Saline Solution 

(NSS), Modified Fish Ringer’s Solution (MFR)  โดยมีกลุ่มควบคุมคือน้้าเชื้อสด พบว่าน้้าเชื้อสด 

ตัวอสุจิสามารถมีชีวิตอยู่ได้ 6 วัน น้้าเชื้อผสม NSS และ MFR ตัวอสุจิมีชีวิตอยู่ได้ 8 วัน น้้าเชื้อผสม 

HBSS ตัวอสุจิมีชีวิตอยู่ได้ 10 วัน และ น้้าเชื้อผสม Ca-F HBSS ตัวอสุจิมีชีวิตอยู่ได้ 11 วัน (ตารางที่ 

6 และ ภาพที่ 18) จึงเลือก Ca-F HBSS ส้าหรับใช้ในการทดลองถัดไป อัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิที่

วันที่ 2 กลุ่มท่ีใส่สารเจือจางน้้าเชื้อทุกสูตรมีอัตราการเคลื่อนที่ดีกว่ากลุ่มน้้าเชื้อสดแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) พบว่าอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิที่วัน 5 เป็นต้นไป มีความแตกต่างกันอย่าง

ชัดเจน โดยอสุจิที่เก็บใน NSS และ MFR มีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิลดลงใกล้เคียงกันแตกต่างกัน

อย่างไม่มีนัยส้าคัญ (P>0.05) ในขณะที่อสุจิที่เก็บใน HBSS และ Ca-F HBSS มีอัตราการเคลื่อนที่ของ

อสุจิลดลงแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ในวันที่ 6 และ Ca-F HBSS สามารถเก็บรักษา

น้้าเชื้อแบบแช่เย็นได้นานที่สุด 

ก ข 

Axoneme 

Axoneme 
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ตารางท่ี 6 อัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิดต่างๆ 

จ านวน
วันที่เก็บ
รักษา 

ชนิดของสารเจือจางน  าเชื อ 

น  าเชื อสด NSS MFR HBSS Ca-F HBSS 

0 98.5±2.42a 98.5±2.42a 98.5±2.42a 98.5±2.42a 98.5±2.42a 
1 91.5±5.30a 96.5±4.12b 94.5±4.38ab 96.5±4.74b 97.5±3.54b 
2 78.5±8.51a 85.5±7.98b 85.0±7.45ab 89.5±6.85b 91.5±4.74b 
3 53.5±11.10a 71.0±9.66bc 69.0±9.66b 77.5±6.77cd 80.5±4.97d 
4 28.0±11.4a 56.5±12.0bc 54.0±12.4b 64.0±6.58cd 69.5±4.38d 
5 8.0±6.75a 37.0±12.50b 34.5±10.1b 49.5±10.70c 57.5±4.86c 
6 0.7±1.16a 18.0±10.30b 15.0±9.72b 33.5±9.44c 45.5±5.50d 
7 0 4.5±4.38a 3.5±3.37a 19.5±8.96b 31.5±3.37c 
8 0 0.6±0.97a 0.6±0.97a 8.9±5.69b 21.0±3.16c 
9 0 0 0 3.6±3.03a 10.5±3.69a 
10 0 0 0 0.6±0.97a 5.4±2.72a 
11 0 0 0 0 1.6±2.01a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
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ภาพที่ 18 อัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิดต่างๆ   
 

 อัตราการรอดชีวิตของอสุจิในสารเจือจางน้้าเชื้อ 4 ชนิด  โดยมีกลุ่มควบคุมคือน้้าเชื้อสด พบว่า 

อัตราการรอดชีวิตของอสุจิที่วันที่ 1 กลุ่มท่ีใส่สารเจือจางน้้าเชื้อทุกสูตรมีอัตราการรอดชีวิตแตกต่าง

กันอย่างไม่มีนัยส้าคัญกับกลุ่มน้้าเชื้อสด (P>0.05) กลุ่มท่ีใส่สารเจือจางน้้าเชื้อทุกสูตรมีอัตราการรอด

ชีวิตดีกว่ากลุ่มน้้าเชื้อสดแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ในวันที่ 3 และพบว่าอัตราการรอด

ชีวิตของอสุจิที่วัน 6 เป็นต้นไป มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) ระหว่างกลุ่มน้้าเชื้อสด 

NSS MFR HBSS และ Ca-F HBSS โดยมีอัตราการรอดชีวิตอยู่ที่ 0.7±1.16%, 19.0±7.99%, 

14.0±6.43%, 27.8±3.58% และ 31.9±2.96% ตามล้าดับ กลุ่ม Ca-F HBSS สามารถเก็บรักษา

น้้าเชื้อแบบแช่เย็นได้นานที่สุดที่ 11 วัน และมีอัตราการรอดชีวิตมากที่สุด ดังตารางที่ 7 และภาพท่ี 

19 
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ตารางท่ี 7 อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิดต่างๆ 

จ านวน
วันที่เก็บ
รักษา 

ชนิดของสารเจือจางน  าเชื อ 

น  าเชื อสด NSS MFR HBSS Ca-F HBSS 

0 89.8±3.36a 89.8±3.36a 89.8±3.36a 89.8±3.36a 89.8±3.36a 
1 80.3±5.19a 83.5±3.98a 80.4±2.99a 82.5±3.57a 83.6±4.01a 
2 70.0±5.54a 76.5±3.87b 72.6±3.84a 73.0±3.94ab 73.5±3.38ab 
3 44.6±4.60a 63.6±4.09b 60.6±4.45b 62.1±3.35b 63.3±4.03b 
4 21.3±4.50a 47.2±5.41b 45.7±4.40b 51.4±4.53c 54.4±3.84c 
5 4.7±3.80a 32.3±4.57b 30.6±3.27b 40.2±4.24c 43.1±3.60c 
6 0.7±1.16a 19.0±7.99c 14.0±6.43b 27.8±3.58d 31.9±2.96d 
7 0 3.8±4.26a 2.9±2.81a 19.5±3.57b 21.4±3.63b 
8 0 0.4±0.70a 0.6±0.97a 9.0±4.14b 16.7±2.75c 
9 0 0 0 3.7±2.75a 11.0±2.71b 
10 0 0 0 0.9±1.52a 5.1±2.13b 
11 0 0 0 0 1.2±1.48a 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
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ภาพที่ 19 อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิดต่างๆ  
 

 จากนั้นเมื่อได้สารเจือจางน้้าเชื้อที่ท้าให้อสุจิมีอัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการรอดชีวิตมาก

ที่สุดจากการทดลอง คือ Ca-F HBSS น้ามาหาอัตราส่วนที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้้าเชื้อแบบแช่

เย็นที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส ในอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจางน้้าเชื้อเป็น 1:1, 1:2, 1:4, 1:6 

และ 1:8 พบว่าอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิในวันที่ 0 มีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญส้าหรับ

ทุกอัตราส่วน (P>0.05) เมื่ออัตราส่วนเจือจางที่มากข้ึนจะท้าให้อัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิลดลง 

จะเห็นได้ชัดเจนในวันที่ 2 อัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจางน้้าเชื้อที่ 1:1, 1:2 และ 1:4 แตกต่างกนั

อย่างไม่มีนัยส้าคัญ (P>0.05) มีอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ 91.5±4.74%, 92.5±2.64% และ 

91.0±3.16% ตามล้าดับ ซึ่งแตกต่างจากอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจางน้้าเชื้อที่ 1:6 และ 1:8 อย่าง

มีนัยส้าคัญ (P<0.05) โดยมีอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ 86.0±3.94% และ 71.0±3.94% 

ตามล้าดับ อย่างไรก็ตามอัตราการเจือจางที่ 1:8 ท้าให้เก็บน้้าเชื้อแช่เย็นได้น้อยวัน จาก 11 วัน ลดลง

เหลือ 10 วัน (ตารางที่ 8 และภาพท่ี 20) 
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ตารางท่ี 8 อัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิด Ca-F HBSS ในอัตราส่วนต่างๆกัน 
จ านวน
วันทีเ่ก็บ
รักษา 

อัตราส่วนน  าเชื อต่อสารเจือจางน  าเชื อชนิด Ca-F HBSS 

น  าเชื อสด 1:1 1:2 1:4 1:6 1:8 

0 98.5±2.42a 98.5±2.42a 98.0±2.58a 97.5±2.64a 97.0±2.58a 97.0±2.58a 
1 91.5±5.30bc 97.5±3.54a 96.5±2.42ab 96.0±2.11ab 94.5±2.84b 85.5±4.38c 
2 78.5±8.51c 91.5±4.74a 92.5±2.64a 91.0±3.16a 86.0±3.94b 71.0±3.94d 
3 53.5±11.10d 80.5±4.97a 81.5±3.37a 79.0±3.16a 74.5±4.38b 58.0±5.37c 
4 28.0±11.4d 69.5±4.38a 68.0±4.22ab 64.5±4.38b 64.5±4.97b 45.0±6.24c 
5 8.0±6.75e 57.5±4.86a 58.5±4.12a 50.0±3.33b 45.0±5.27c 34.0±7.38d 
6 0.7±1.16e 45.5±5.50a 47.0±4.83a 38.5±4.74b 33.5±4.74c 23.5±5.30d 
7 0 31.5±3.37a 31.5±4.12a 27.0±4.22b 21.0±3.94c 15.5±5.50d 
8 0 21.0±3.16a 21.5±3.37a 15.5±4.38b 9.0±3.16c 8.5±4.12c 
9 0 10.5±3.69a 10.0±3.33a 8.0±4.22a 3.4±2.17b 2.8±2.04b 
10 0 5.4±2.72a 5.7±2.45a 3.2±3.16b 1.9±2.28bc 0.4±0.84c 
11 0 1.6±2.01a 0.7±1.64ab 0.6±1.35ab 0.2±0.63b 0 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
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ภาพที่ 20 อัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิด Ca-F HBSS ในอัตราส่วนต่างๆกัน  
 

 อัตราการมีชีวิตรอดของตัวอสุจิให้ผลสอดคล้องกับอัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยในวนัที่ 0 

อัตราการรอดชีวิตมีความแตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญส้าหรับทุกอัตราส่วน (P>0.05) เมื่ออัตราส่วน

เจือจางท่ีมากขึ้นจะท้าให้อัตราการรอดชีวิตของตัวอสุจิลดลง ซึ่งเห็นได้ชัดเจนในวันที่ 2 อัตราส่วน

น้้าเชื้อต่อสารเจือจางน้้าเชื้อที่ 1:1 และ 1:2 แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ (P>0.05) มีอัตราการรอด

ชีวิตของอสุจิที่  73.5±3.38%  และ 72.9±3.07 ตามล้าดับ  อัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจางน้้าเชื้อที่ 

1:4 และ 1:6 แตกต่างกันอย่างไม่มีนัยส้าคัญ (P>0.05) มีอัตราการรอดชีวิตของอสุจิที่ 67.9±3.41% 

และ 67.1±3.60% ตามล้าดับ  ซึ่งแตกต่างจากอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อสารเจือจางน้้าเชื้อที่ 1:8 อย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05)    โดยมีอัตราการรอดชีวิตของอสุจิที่  53.9±5.61% (ตารางที ่9 และภาพที่ 21) 

 เมื่อเก็บรักษาน้้าเชื้อแบบแช่เย็นด้วยสาร Ca-F HBSS จนถึง 11 วัน พบว่าอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อ

สารเจือจางน้้าเชื้อ มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยอัตราส่วน 1:1 มีการเคลื่อนที่ของตัว

อสุจิดีที่สุด จึงเลือกใช้อัตราส่วนนี้ในการท้าน้้าเชื้อแช่แข็งต่อไป 
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ตารางท่ี 9 อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิด Ca-F HBSS ในอัตราส่วนต่างๆกัน 
จ านวน
วันที่เก็บ
รักษา 

อัตราส่วนน  าเชื อต่อสารเจือจางน  าเชื อชนิด Ca-F HBSS 

น  าเชื อสด 1:1 1:2 1:4 1:6 1:8 

0 89.8±3.36a 89.8±3.36a 89.2±3.01a 88.2±4.69a 88.2±4.16a 87.4±4.93a 
1 80.3±5.19b 83.6±4.01a 82.0±3.53ab 78.6±4.06bc 79.3±4.47bc 77.5±3.81c 
2 70.0±5.54ab 73.5±3.38a 72.9±3.07a 67.9±3.41b 67.1±3.60b 53.9±5.61c 
3 44.6±4.60d 63.3±4.03a 60.9±4.48ab 58.8±3.88bc 55.5±3.24c 42.0±5.327d 
4 21.3±4.50e 54.4±3.84a 49.2±4.02b 48.7±4.24b 44.7±2.91c 32.5±4.86d 
5 4.7±3.80e 43.1±3.60a 38.5±3.57b 39.3±4.00b 33.3±2.87c 23.7±3.68d 
6 0.7±1.16e 31.9±2.96a 27.2±2.57a 31.0±4.52b 24.4±3.84b 17.2±4.24c 
7 0 21.4±3.63a 21.6±2.67a 24.0±5.14a 17.4±3.66b 11.4±3.86c 
8 0 16.7±2.75a 15.8±1.55a 15.4±4.38a 12.3±2.45b 6.1±3.73c 
9 0 11.0±2.71a 10.9±2.02a 8.9±4.46ab 6.4±2.46b 2.2±2.25c 
10 0 5.1±2.13a 5.5±2.17a 4.2±2.53ab 3.2±2.25b 0.2±0.63c 
11 0 1.2±1.48a 0.7±1.34a 0.6±0.84a 0.8±1.32a 0 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวนอนเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
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ภาพที่ 21 อัตราการรอดเฉลี่ยชีวิตของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ เมื่อใส่สารเจือจาง
น้้าเชื้อชนิด Ca-F HBSS ในอัตราส่วนต่างๆกัน  
 
4.3 ผลการทดลองท่ี 3 ศึกษาความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัว 

 จากการทดสอบความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัวชนิด Glycerol และ DMSO ที่ความ

เข้มข้น 5% และ 10% ของปริมาตรรวม ที่เวลา 0, 30, 60 และ 120 นาท ี ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อ

ปลากระเบนสายพันธุ์โมโตโร่ ด้วยการแช่เย็นที่อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส โดยมีกลุ่มควบคุมคือ

น้้าเชื้อสด พบว่าเมื่ออสุจิสัมผัสสารป้องกันการแข็งตัวที่เวลาเพ่ิมขึ้นท้าให้มีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ

และอัตราการรอดชีวิตของอสุจิลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05)  เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของสารป้องกัน

การแข็งตัว ท้าให้มีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิและอัตราการรอดชีวิตของอสุจิลดลงอย่างมีนัยส้าคัญ  

(P<0.05) โดยกลุ่มสารที่มีพิษกับอสุจิมากท่ีสุดคือ 10% DMSO, 5% DMSO, 10% Glycerol และ 

5% Glycerol ตามล้าดับ โดยที่เวลา 120 นาที มีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิอยู่ที่ 23.0±3.50%, 

31.0±3.94%, 40.5±3.69% และ 52.0±3.50% ตามล้าดับ และมีอัตราการรอดชีวิตของอสุจิที่เวลา 

120 นาท ี เป็น 27.9±2.69%, 34.9±2.33%, 40.5±3.69% และ 34.9±2.33% ตามล้าดับ ดังแสดง

ในตารางที่ 10-11 และ ภาพที่ 22-23 
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ตารางท่ี 10 ความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัวต่อน้้าเชื้อโดยดูจากอัตราการเคลื่อนทีเ่ฉลี่ยของ
อสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ 

สารป้องกันการ
แข็งตัว 

หลังผสม  
(0 นาที) 

30 นาที 60 นาที 120 นาที 

ไม่ผสมสาร 98.5±2.42a 98.4±2.53a 98.1±2.67a 98.3±2.33a 
5% DMSO 75.5±3.69c 61.5±4.12d 49.5±4.38d 31.0±3.94d 
10% DMSO 67.5±2.64d 57.0±3.50e 42.5±4.25e 23.0±3.50e 
5% Glycerol 82.5±4.25b 75.0±3.33b 63.5±3.37b 52.0±3.50b 
10% Glycerol 76.5±4.74c 68.0±3.50c 55.0±4.08c 40.5±3.69c 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวต้ังเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
 

 

 
ภาพที่ 22 ความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัวต่อน้้าเชื้อโดยดูจากอัตราการเคลื่อนทีเ่ฉลี่ยของ
อสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่  
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ตารางท่ี 11 ความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัวต่อน้้าเชื้อโดยดูจากอัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของ
อสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ 

สารป้องกันการ
แข็งตัว 

หลังผสม  
(0 นาที) 

30 นาที 60 นาที 120 นาที 

ไม่ผสมสาร 89.8±3.36a 89.7±2.21a 89.3±3.04a 88.5±2.49a 
5% DMSO 77.0±2.79c 68.3±2.67c 54.1±2.51c 34.9±2.33d 
10% DMSO 71.9±2.92d 60.4±2.46d 45.5±3.14d 27.9±2.69e 
5% Glycerol 86.0±3.33ab 75.2±3.01b 65.4±3.03b 54.3±2.50b 
10% Glycerol 82.2±2.57b 66.5±3.03c 55.0±4.24c 40.5±3.54c 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวต้ังเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 

 

 
ภาพที่ 23 ความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัวต่อน้้าเชื้อโดยดูจากอัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของ
อสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่   
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4.4 ผลการทดลองท่ี 4 ศึกษาผลของการแช่แข็งน  าเชื อ 

 จากการทดลองเก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนสายพันธุ์โมโตโร่ด้วยการแช่แข็งในไนโตรเจนเหลว

ที่อุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส ด้วยสารเจือจางน้้าเชื้อชนิด Ca-F HBSS ด้วยอัตราส่วนน้้าเชื้อต่อ

สารเจือจางน้้าเชื้อ 1:1 กับสารป้องกันการแข็งตัวชนิด Glycerol และ DMSO ที่ความเข้มข้น 5% 

และ 10% ของปริมาตรรวม น้าไปแช่แข็งด้วยการลดอุณหภูมิ 2 ขั้นตอน เป็นเวลา 2 สัปดาห์ จากนั้น

น้าไปละลายโดยน้าน้้าเชื้อไปแกว่งละลายในอ่างปรับอุณหภูมิ (Water bath) ที่ระดับอุณหภูมิ 40 

องศาเซลเซียส พบว่า สารป้องกันการแข็งตัวที่มีประสิทธิภาพดีที่สุดคือ 5% Glycerol, 10% 

Glycerol, 5% DMSO และ 10% DMSO ตามล้าดับ โดยมีอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิแตกต่างอย่าง

มีนัยส้าคัญ (P<0.05) อยู่ที่ 42.0±3.50%, 32.5±3.54%, 24.5±4.38% และ 18.5±3.37% 

ตามล้าดับ และมีอัตราการรอดชีวิตของอสุจิแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) อยู่ที่ 42.9±2.85%, 

34.1±2.77%, 23.7±3.20% และ 15.3±2.41% ตามล้าดับ ดังตารางที่ 12-13 และ ภาพที ่24-25 

 

ตารางท่ี 12 อัตราการเคลื่อนทีเ่ฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ หลังจากผ่านการแช่
แข็ง 

สารป้องกันการแข็งตัว อัตราการเคลื่อนทีเ่ฉลี่ยของอสุจิ 
(%) 

ไม่ใส่สาร 0 
5% DMSO 24.5±4.38c 
10% DMSO 18.5±3.37d 
5% Glycerol 42.0±3.50a 
10% Glycerol 32.5±3.54b 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวต้ังเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
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             ภาพที่ 24 อัตราการเคลื่อนที่เฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่  
              หลังจากผ่านการแช่แข็ง 
 

ตารางท่ี 13 อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ หลังจากผ่านการแช่
แข็ง 

สารป้องกันการแข็งตัว อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของอสุจิ 
(%) 

ไม่ใส่สาร 0 
5% DMSO 23.7±3.20c 
10% DMSO 15.3±2.41d 
5% Glycerol 42.9±2.85a 
10% Glycerol 34.1±2.77b 

หมายเหตุ ค่าเฉลี่ยในแนวต้ังเดียวกันทีม่ีอักษรก้ากับต่างกัน แสดงว่ามีความแตกต่างกันอย่างมี

นัยส้าคัญ (P<0.05) 
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            ภาพที่ 25 อัตราการรอดชีวิตเฉลี่ยของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ 
 



 

 

บทที ่5  
อภิปรายผลการวิจัย ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1 อภิปรายผลการวิจัย 

 5.1.1 การเก็บตัวอย่างน  าเชื อและประเมินคุณภาพน  าเชื อสด 

 การทดลองนี้เป็นการคิดค้นหาวิธีในการรีดเก็บน้้าเชื้อจากปลากระเบนขณะที่ปลายังมีชีวิตอยู่  

เป็นรายงานแรกที่สามารถท้าได้ การศึกษาที่ผ่านมาเกี่ยวกับเรื่องระบบสืบพันธุ์เพศผู้และอสุจิในปลา

กระดูกอ่อนมีอยู่น้อยมาก และใช้วิธีการุณยฆาต (euthanasia) เพ่ือเปิดผ่าหน้าท้องทั้งหมด เช่น ปลา

กระเบนขาว (White-edge freshwater whipray; Himantura signifer) ในประเทศไทย 

(Chatchavalvanich et al., 2005b; Chatchavalvanich et al., 2005a) ปลากระเบนน้้าจืดสาย

พันธุ์ Cururu stingray (Potamotrygon cf. histrix) ในประเทศบราซิล (Zaiden et al., 2011) 

ปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์ P. magdalenae  ในประเทศโคลัมเบีย (Del Mar Pedreros‐Sierra 

and Ramírez‐Pinilla, 2015) เป็นต้น ซึ่งปลาเหล่านี้อยู่ในธรรมชาติ การจับมาเพ่ือท้าการศึกษาจึง

เป็นการลดจ้านวนประชากรในธรรมชาติลงไปอีก วิธีที่เหมาะสมที่ได้จากการทดลองนี้ คือ การรีด

น้้าเชื้อโดยใช้มือกระตุ้น จับบังคับโดยปราศจากการวางยาสลบ เริ่มจากใช้ผ้าก็อซชุบน้้าเกลือ 

(Normal saline solution) ท้าความสะอาดบริเวณอวัยวะเพศและรูเปิดทวารรวม จากนั้นใช้มือนวด

เบาๆ บริเวณใต้ท้องปลาใกล้กับต่อมเวสซิคูล่า และให้น้้าเชื้อไหลลงสู่หลอดสะอาดที่รอรับอยู่ใต้รูเปิด

ทวารรวม ผู้จับบังคับและผู้รีดน้้าเชื้อต้องอาศัยความช้านาญและความรวดเร็วพอสมควร เนื่องจาก

ปลากระเบนเป็นสัตว์ที่ถูกกระตุ้นได้ง่าย เพียงแค่ใช้มือกระตุ้นก็เพียงพอในการหลั่งน้้าเชื้อแล้ว 

 เนื่องจากปลาจัดเป็นสิ่งมีชีวิตที่มีความหลากหลายมาก มีทั้งอาศัยในน้้าจืด อาศัยในน้้าเค็ม 

ปฏิสนธิภายในร่างกาย ปฏิสนธิภายนอกร่างกาย ออกลูกเป็นไข่ หรือออกลูกเป็นตัว เป็นต้น 

การศึกษาเรื่องระบบสืบพันธุ์และอสุจิจึงต้องท้าการศึกษาในปลาชนิดนั้นๆ อย่างไรก็ตามปลาที่มาจาก

อันดับ (Order) หรือ วงศ ์ (Family) เดียวกัน จะมีคุณสมบัติใกล้เคียงกัน สามารถน้ามาเปรียบเทียบ

กันได้ เช่น ปลาในกลุ่ม catfish มีการศึกษาเรื่องการท้าน้้าเชื้อแช่แข็งเพ่ือจะได้ท้าการผสมเทียมข้าม

สายพันธุ์ (Horváth and Urbányi, 2000; Rurangwa et al., 2001; Kwantong and Bart, 2003; 

Linhart et al., 2005; Pan et al., 2008) แตย่ังไม่เคยมีรายงานการศึกษาเกี่ยวกับการประเมิน

คุณภาพของน้้าเชื้อสดที่รีดได้จากปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ จึงสามารถน้าค่าท่ีได้จากการ

ทดลองนี้มาเป็นค่ามาตรฐานในการคัดเลือกพ่อพันธุ์ที่ดีที่เหมาะกับการผสมพันธุ์ เนื่องจากพ่อพันธุ์ที่
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ใช้ในการทดลองผ่านการคัดเลือกมาก่อนแล้ว โดยเป็นพ่อพันธุ์ที่มีการใช้งานเพ่ือการผสมพันธุ์อยู่จริง

ในฟาร์มปลากระเบน และมีการให้ลูกอย่างต่อเนื่อง 

 รูปร่างของอสุจิ มีลักษณะหัวเรียวยาวแหลมบิดเป็นเกลียว หางเป็นเกลียวเล็กน้อย เมื่อส่อง

กล้องจุลทรรศน์ดูการเคลื่อนไหวพบการว่ายแบบลักษณะหมุนควง ซึ่งรูปร่างอสุจิมีความคล้ายคลึงกับ

ในปลากระเบนขาว ขนาดของตัวอสุจิมีความแตกต่างกันเล็กน้อย ความยาวรวมของตัวอสุจิในปลา

กระเบนขาว (White-edge freshwater whipray; H. signifer) ประมาณ 147 ไมโครเมตร  โดยส่วน

หัวยาว 45 ไมโครเมตร ส่วนล้าตัวยาว 15 ไมโครเมตร และส่วนหางยาว 87 ไมโครเมตร 

(Chatchavalvanich et al., 2005b) สว่นในการทดลองนี้ ความยาวของตัวอสุจิในปลากระเบน    

โมโตโร่จากหัวถึงหางประมาณ 116 ไมโครเมตร  โดยส่วนหัวยาว 42  ไมโครเมตร สว่นล้าตัวยาว 6 

ไมโครเมตร และส่วนหางยาว 68 ไมโครเมตร พบว่าส่วนหัวยาวใกล้เคียงกัน ส่วนที่ยาวแตกต่างกัน

มากคือส่วนล้าตัวและส่วนหาง ส่วนลักษณะโครงสร้างภายในเมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน มี

ความคล้ายคลึงกับในปลากระเบนขาวเช่นเดียวกัน โดยส่วนหัวมีนิวเคลียสที่มีสารถ่ายทอดพันธุกรรม

อยู่ ส่วนล้าตัวประกอบด้วยเซนโตรโซมและไมโตคอนเดรียจ้านวนมากซึ่งเป็นแหล่งให้พลังงาน และ

ส่วนหางมี axoneme ซึ่งเป็นมัดของเส้นใยไฟบริล (fibril) ท้าหน้าที่โบกพัดเพ่ือการเคลื่อนไหว 

(Chatchavalvanich et al., 2005b) ปลากระเบนเป็นปลาที่มีการปฏิสนธิภายในร่างกายและออกลูก

เป็นตัว รูปร่างของอสุจิที่พบจึงมีความคล้ายคลึงกับในปลาที่มีคุณสมบัติเช่นเดียวกันนี้ด้วย เช่น ปลา

หางนกยูง (Guppy; Poecilia reticulata) และ ปลาสอดหางดาบเขียว (Green swordtail; 

Xiphophorus helleri) ซึ่งปลาที่มีการปฏิสนธิภายในร่างกายจะมีรูปร่างอสุจิตรงส่วนล้าตัวที่ยาว 

เพราะต้องการใช้พลังงานมาก จึงพัฒนาให้มีไมโตคอนเดรียจ้านวนมาก และมีกลไกที่สามารถอยู่รอด

ในระบบสืบพันธุ์ของเพศเมียได้นาน เมื่อเพศเมียได้รับการปฏิสนธิเพียงครั้งเดียว ก็สามารถออกลูก

ต่อไปได้อีกถึง 3-5 ครอกด้วยกัน (Huang et al., 2004b; Huang et al., 2009)   

  

 5.1.2 สารเจือจางน  าเชื อ และวิธีการท าน  าเชื อแช่เย็น 

 โดยปกติตัวอสุจิปลาจะไม่มีการเคลื่อนที่เมื่ออยู่ใน seminal plasma หรือในอัณฑะแต่จะมี

การเคลื่อนที่เมื่อได้รับการกระตุ้นด้วยน้้าในขณะการผสมพันธุ์ตามธรรมชาติ ถ้าจะเจือจางน้้าเชื้อปลา

ด้วยสารเจือจางน้้าเชื้อใดๆ ก็ตาม สารเจือจางน้้าเชื้อชนิดนั้นจะต้องไม่กระตุ้นการเคลื่อนทีข่องตัวอสุจิ 

ดังนั้นการใช้สารเจือจางน้้าเชื้อในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาจึงควรมีส่วนประกอบทางเคมี ค่าออสโม-

ลาลิตี้ และความเป็นกรดด่างใกล้เคียงกับ seminal plasma ของปลาชนิดนั้นๆ ทั้งนี้เพ่ือป้องกันการ



 
 

 

65 

กระตุ้นการเคลื่อนที่ หรือการใช้พลังงานของตัวอสุจิ ตลอดจนการรักษาให้ตัวอสุจิคงรูป และมีชีวิต

รอดตลอดระยะเวลาในการเก็บรักษา (Kang et al., 2004) ซ่ึงจากการศึกษาพบว่าการใช้สารเจือจาง

น้้าเชื้อแต่ละชนิดมีแนวโน้มของอัตราการเคลื่อนที่และอัตราการมีชีวิตลดลง เมื่อระยะเวลาในการเก็บ

เพ่ิมข้ึน (P<0.05) ทั้งนีเ้นื่องจากในขณะที่ตัวอสุจิมีการเคลื่อนที่ จะมีการเผาผลาญพลังงานทั้งแบบใช้

ก๊าซอ๊อกซิเจน และไม่ใช้ก๊าซอ๊อกซิเจน ซ่ึงการเผาผลาญพลังงานแบบไม่ใช้ก๊าซออกซิเจนนี้เองท้าให้

เกิดกรดแลคติกขึ้น (Lahnsteiner et al., 1999) กรดแลคติกท่ีเกิดขึน้นี้เองจะท้าให้ค่าความเป็นกรด

ด่างของน้้าเชื้อเปลี่ยนแปลงไป และเม่ือท้าการเก็บรักษาในระยะเวลาที่ยาวนานขึ้นท้าให้มีปริมาณของ

กรดแลคติกเพ่ิมมากขึน้ ส่งผลให้มีค่าความเป็นกรดด่างลดลง ท้าให้อัตราเมแทโบอลิซึมและการ

เคลื่อนที่ของอสุจิลดลง นอกจากนีข้บวนการเผาผลาญพลังงานยังส่งผลให้แหล่งพลังงานของเซลล์  

ได้แก่ กลูโคส หรอืน้้าตาลชนิดอื่น ๆ เช่น กาแลคโทส ฟรักโทส ลดลง หรอือาจมีการใช้แหล่งพลังงาน

เหล่านี้หมดไปเมื่อท้าการเก็บรักษาที่ยาวนานขึ้น ส่งผลใหอั้ตราการเคลื่อนที่ และอัตราการมีชีวิตของ

อสุจิลดลง แต่อย่างไรก็ตามจากการศึกษาพบว่าการเก็บรักษาในช่วงแรกเมื่อใช้สารเจือจางน้้าเชื้อทั้ง 

4 ชนิด มีอัตราการเคลื่อนที่ไม่แตกต่างกัน (P>0.05) ทั้งนีอ้าจเป็นเพราะในช่วงเริ่มต้นของการเก็บ

รักษา การเผาผลาญพลังงาน ของตัวอสุจิยังเกิดขึ้นน้อย ส่งผลให้ค่าความเป็นกรดด่างของน้้าเชื้อมีการ

เปลี่ยนแปลงน้อย รวมถึงแหล่งพลังงานของอสุจิยังมีปริมาณเพียงพอจึงไม่ส่งผลต่อตัวอสุจิ  

 HBSS มีค่าออสโมลาลิตี้ 286 mOsmol/kg และ pH 7.3 ส่วน Ca-F HBSS มีค่าออสโมลาลิตี้ 

320 mOsmol/kg และ pH 7.4 ส่วน NSS มีค่าออสโมลาลิตี้ 292 mOsmol/kg และ pH 7.1 และ 

MFR มีค่าออสโมลาลิตี้ 275 mOsmol/kg และ pH 7.9 ซ่ึงสารที่มีค่าออสโมลาลิตี้ใกล้เคียงกับ 

seminal plasma ของน้้าเชื้อปลากระเบนโมโตโร่ทีม่ีค่าออสโมลาลิตี้ 326 mOsmol/kg และค่า pH 

7.3 นั่นคือ Ca-F HBSS จึงท้าให ้Ca-F HBSS เก็บรักษาน้้าเชื้อได้นานที่สุด  ค่าออสโมลาลิตี้มีผลต่อ

อัตราการเคลื่อนที่ และอัตราการมีชีวิตของอสุจิ  ในปลาน้้าจืดพบว่าสารละลายที่เป็น hypotonic คือ 

สารละลายนอกเซลล์มีความเข้มข้นน้อยกว่าภายในเซลล์ (ค่าออสโมลาลิตี้ของสารละลายภายนอก

เซลล์ต่้ากว่าภายในเซลล์) จะกระตุ้นการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิ โดยพบว่าสารละลายที่มีค่าออสโมลาลิตี้

ต้่ากว่า 200 mOsmol/kg จะกระตุ้นการเคลื่อนที่ของตัวอสุจิในปลากลุ่มปลาไน และต่อมาเซลล์อสุจิ

จะหยุดการเคลื่อนที่ และเซลล์อาจแตกหรือถูกท้าลายเนื่องจากเซลล์บวม  ในทางตรงข้ามสารละลาย

ที่เป็น hypertonic คือ สารละลายนอกเซลล์ที่มีความเข้มข้นมากกว่าภายในเซลล์ (ค่าออสโมลาลิตี้

ของสารละลายภายนอกเซลล์สูงกว่าภายในเซลล์) ท้าให้มีการสูญเสียน้้าส่งผลให้เซลล์เหี่ยวและเสีย

สภาพ ท้าให้ไม่สามารถผสมกับไข่ได้ ซ่ึงอสุจิของปลาน้้าจืดในปลากลุ่มปลาไนสามารถทนต่อการ
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เปลี่ยนแปลงของค่าออสโมลาลิตี้ได้อยู่ในช่วง 254-346 mOsmol/kg (Alavi and Cosson, 2006) 

ทัง้นี้ HBSS และ Ca-F HBSS มีน้้าตาลกลูโคสเป็นองค์ประกอบจึงสามารถใช้เป็นแหล่งพลังงานส้ารอง

ของอสุจิปลาได้ เพราะอสุจิของปลาสามารถใช้สารภายนอกเซลล์ในขบวนการเผาผลาญพลังงานได้ 

(Kruger et al., 1984; Yao et al., 1999) ในกรณีที่มีการเก็บน้้าเชื้อไว้ใช้ในระยะยาว อาจท้าให้

แหล่งพลังงานภายในตัวอสุจิหมดไป จึงท้าให้น้้าเชื้อที่เจือจางด้วย HBSS และ Ca-F HBSS ยังคงมี

อัตราการมีชีวิตของอสุจิสูงกว่า NSS และ MFR ซ่ึงไม่มีกลูโคสเป็นองค์ประกอบ ข้อแตกต่างระหว่าง 

HBSS และ Ca-F HBSS คือการมีแคลเซียมเป็นส่วนประกอบ ซึ่งแคลเซียมส่งผลต่อการเคลื่อนที่ของ

อสุจิเช่นเดียวกัน มีการศึกษาหาความสัมพันธ์ระหว่างระดับแคลเซียมในน้้าเลี้ยงเซลล์อสุจิต่อคุณภาพ

น้้าเชื้อของช้างเอเชีย พบว่าเซลล์อสุจิในกลุ่มร้อยละการเคลื่อนที่ไปข้างหน้าต่้าสุดจะมีค่าเฉลี่ยของ

ร้อยละตัวตาย และระดับแคลเซียมในน้้าเลี้ยงเซลล์อสุจิสูงสุด เนื่องจากระดับแคลเซียมภายนอกเซลล์

ที่มีมากจะส่งผลต่อกระบวนการส่งสัญญาณของ cAMP/protein kinase A และ calcium signaling 

pathway ท้าให้อสุจิหยุดเคลื่อนที่ในที่สุด (Meseguer et al., 2004; Sivilaikul et al., 2010)  จาก

การศึกษาในครั้งนีจ้ะเห็นได้ว่า Ca-F HBSS เป็นสารเจือจางน้้าเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษา

น้้าเชื้อปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ได้ดีท่ีสุด จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่าการใช้ Ca-F HBSS   

ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาแบบระยะสั้นมีหลายรายงานที่ประสบผลส้าเร็จ ได้แก่ การศึกษาการเก็บ

รักษาน้้าเชื้อในปลาม้าลาย (Zebrafish, Danio rerio) ซ่ึงได้ใช้ Ca-F HBSS และ Buffered sperm 

motility-inhibiting solution (BSMIS) ในการเก็บรักษาแบบแช่เย็น พบว่าการใช้ Ca-F HBSS ให้ผล

อัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าการใช้ BSMIS (Ji et al., 2004) เช่นเดียวกับการศึกษาการเก็บรักษาน้้าเชื้อ

ปลาโคโลราโดไพค์มินเนา (Colorado pikeminnow, Ptychocheilus lucius) แบบระยะสั้นโดยใช้ 

Ca-F HBSS เป็นสารเจือจางน้้าเชื้อพบว่า น้้าเชื้อที่เจือจางด้วย Ca-F HBSS มีอัตราการเคลื่อนที่ 

77±22% ซ่ึงสูงกว่าน้้าเชื้อที่ไม่มีการเจือจางด้วย Ca-F HBSS ที่ทีอัตราการเคลื่อนที่ 12±30% 

(Tiersch et al., 2004a) และในปีเดียวกันได้มีศึกษาผลของสารเจือจางน้้าเชื้อ 2 ชนิด ได้แก่ HBSS 

และ 0.6% NaCl ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาคอมมอนสนุค (Common snook, Centropomus 

undecimalis) พบว่าเมื่อเจือจางน้้าเชื้อด้วย HBSS สามารถเก็บรักษาน้้าเชื้อได้ยาวนานกว่าการใช้ 

0.6% NaCl (Tiersch et al., 2004b)  

 การศึกษาอัตราส่วน ได้แก่ 1:1, 1:2, 1:4, 1:6 และ 1:8 พบว่าการใช้อัตราการเจือจางในแต่ละ

อัตราส่วนไม่มีผลต่ออัตราการมีชีวิตและอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิ และให้ผลไม่แตกต่างจากการใช้

น้้าเชื้อสด (กลุ่มควบคุม, P>0.05) ที่ระยะเวลาการเก็บ  0 ชั่วโมง ทั้งนีใ้นขณะที่ตัวอสุจิมีการเคลื่อนที่
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จะมีการเผาผลาญพลังงานแบบไม่ใช้ก๊าซอ๊อกซิเจนท้าให้เกิดกรดแลคติกข้ึน (Lahnsteiner et al., 

1999) ซ่ึงกรดแลคติกที่เกิดขึ้นจะท้าให้ค่าความเป็นกรดด่างของน้้าเชื้อเปลี่ยนแปลงไป ถ้าค่าความ

เป็นกรดด่างเปลี่ยนแปลงมากๆ จะท้าให้ตัวอสุจิตายได้ และในขบวนการเผาผลาญพลังงานยังส่งผลให้

แหล่งพลังงานของเซลล์ลดลงเช่นเดียวกัน สอดคล้องกับการศึกษาในปลาดุกด้าน (Walking catfish, 

Clarias macrocephalus) พบว่าที่ระยะเวลาการเก็บเริ่มต้น (0 ชั่วโมง) การใช้อัตราการเจือจาง   

1:1,  1:2,  1:4,  1:9 และ  1:19 ไม่มีผลต่ออัตราการเคลื่อนที่ (Vuthiphandchai et al., 2009) 

และจากการศึกษาในครั้งนี้ พบว่าเมื่อท้าการเก็บยาวนานขึ้นถึง 3 วัน และใช้อัตราการเจือจางท่ีอัตรา

ส่วนสูง (1:8) ส่งผลให้มีอัตราการมีชีวิตและอัตราการเคลื่อนที่ต่้ากว่าการใช้อัตราการเจือจางที่

อัตราส่วนต่้ากว่า (1:1, 1:2, 1:4 และ 1:6) อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ทั้งนี้อาจเป็นเพราะผล

ของ dilution factor ท้าให้ความเข้มข้นของอสุจิลดลง ซ่ึงสอดคล้องกับการศึกษาในปลาโอเชียน

เพาท์ (Ocean pout, Macrozoarces americanus L.) พบว่าที่ระยะเวลาการเก็บ 2 วัน เมื่อใช้

อัตราการเจือจาง 1:3 มีอัตราการเคลื่อนที่สูงกว่าการใช้อัตราการเจือจาง 1:30 และ 1:40 อย่างมี

นัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) (Yao et al., 1999) และจากการศึกษาในปลาฮาลิบัตแอตแลนติก 

(Atlantic halibut, Hippoglossus hippoglossus) พบว่าเมื่อใช้อัตราการเจือจาง 1:5 มีอัตราการ

เคลื่อนที่สูงกว่าการใช้อัตราการเจือ 1:9, 1:19, 1:49 และ 1:99 (Babiak et al., 2006) นอกจากนี้ยัง

สอดคล้องกับการศึกษาในปลาคอดแอตแลนติก (Atlantic cod, Gadus morhua) ที่ระยะเวลาการ

เก็บ 2 วันพบว่าการใช้อัตราการเจือจาง 1:1 และ 1:3 มีอัตราการเคลื่อนที่ 49±0.24 และ 51±0.6% 

ตามล้าดับ ซ่ึงสูงกว่าการใช้อัตราการเจือจาง 1:5 และ 1:10 มีอัตราการเคลื่อนที่ 43±0.3 และ 

39±5.9% ตามล้าดับ (DeGraaf et al., 2004) และจากการศึกษาในปลากะพงด้า (Black sea bass, 

Centropristis striata L.)  พบว่าทีร่ะยะเวลาการเก็บ 2 วัน การใช้อัตราการเจือจาง 1:3 มีอัตราการ

เคลื่อนที่ (74±0.3%) ซ่ึงสูงกว่าและแตกต่าง อย่างมีนัยส้าคัญ (P<0.05) จากการใช้อัตราการเจือจาง 

1:1, 1:2, 1:5 และ 1: 10 ซ่ึงมีอัตราการเคลื่อนที่อยู่ระหว่าง 42-66% (DeGraaf and Berlinsky, 

2004)   

 

 5.1.3 สารป้องกันการแข็งตัว และวิธีการท าน  าเชื อแช่แข็ง 

 จากการศึกษาชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัว ที่มีผลต่อการเก็บรักษาน้้าเชื้อ

ปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่โดยวธิีการแช่แข็ง โดยใช้สารป้องกันการแข็งตัว 2 ชนิดได้แก ่

DMSO และ Glycerol ทีร่ะดับความเข้มข้น 5% และ 10% ร่วมกับ Ca-F HBSS เป็นสารเจือจาง
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น้้าเชื้อ พบว่าเมื่อใช้ 5% Glycerol อัตราการมีชีวิตและอัตราการเคลื่อนที่ของอสุจิทีสู่งกว่ากลุ่ม

ทดลองอ่ืนๆที่ใช้ในการศึกษาอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ (P<0.05) ทั้งนี้อาจเนื่องจากการใช้  Glycerol 

ช่วยป้องกันการลดขนาดของเซลล์ และอันตรายต่อเซลล์อันเนื่องมาจากความไม่สมดุลของอิเล็คโทร

ไลท์ในขณะท้าการแช่แข็ง ซ่ึงมีรายงานว่า Glycerol ทีเ่ติมลงไปจะเป็นตัวการที่ช่วยปรับเปลี่ยนให้เกิด

ความสมดุลระหว่างความเข้มข้นของโซเดียมภายในและภายนอกเซลล์ ด้วยการส่งถ่ายโซเดียมเข้าสู่

ภายในเซลล์ และเนือ่งจากโซเดียมไอออนมีความสามารถจับกับน้้าท้าให้มีการส่งถ่ายน้้าเข้าสู่เซลล์เป็น

การช่วยป้องกันการลดขนาดของเซลล์ระหว่างขบวนการแช่แข็ง (Rall et al., 1978) นอกจากนี้การ

ใช้ Glycerol ยังช่วยป้องกันการเกิดเกล็ดน้้าแข็งภายในเซลล์ ทั้งนี้เนื่องจาก  Glycerol เมื่อรวมกับน้้า

จะท้าให้จุดเยือกแข็งของสารละลายนั้นลดต่้าลง ท้าให้ของเหลวนั้นเย็นจัดก่อนที่จะแข็งหรือก่อนการ

เกิดเกล็ดน้้าแข็ง หรืออีกนัยหนึ่งคือส่งผลให้ของเหลวภายในเซลล์แข็งตัวช้ากว่าปกติ และท้าให้ใน

เซลล์มีปริมาณน้้าน้อยลง การเกิดเกล็ดน้้าแข็งก็ย่อมเกิดขึ้นน้อยตามไปด้วย ถ้าปริมาณน้้าในเซลล์มาก

ก็จะเกิดผลึกมากซ่ึงเป็นผลเสียต่อเซลล์ มีหลายรายงานที่ประสบความส้าเร็จในการใช้ Glycerol ใน

การเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาโดยวิธีแช่แข็ง เช่น จากการศึกษาในปลาสอดหางดาบเขียว (Green 

swordtail, Xiphophorus helleri) (Huang et al., 2004b) และจากการศึกษาในปลาสอดแพลตตี้ 

(Platyfish, Xiphophorus couchianus) (Huang et al., 2004a) ซ่ึงจากการศึกษาพบว่าการใช้ 

5%  Glycerol  ให้ผลอัตราการปฏิสนธิสูงกว่าการใช้ Glycerol 10% และ 15% ทั้งนีเ้นื่องจากความ

เข้มข้นของ Glycerol ทีสู่งเกินไป ดังนั้นอาจเป็นไปได้ว่าเมื่อใช้ Glycerol ที่ความเข้มข้น 10% และ 

15% ท้าให้มีการแพร่ของ Glycerol เข้าสู่เซลล์ได้เร็วกว่าที่ความเข้มข้น 5% ที ่equilibration time 

10 นาทีเท่ากัน ซ่ึงส่งผลให้มีปริมาณของ Glycerol สูงเกินไปจนเป็นพิษต่อเซลล์อสุจิได้ อย่างไรก็ตาม

สารป้องกันการแข็งตัวยังมีความเฉพาะเจาะจงกับชนิดของปลาโดยมีรายงานการใช้ 5% Glycerol ไม่

เหมาะสมส้าหรับการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลาบางชนิด ได้แก่ น้้าเชื้อปลาเกล็ดเงิน (Silver carp, 

Hypophthalmichthys molitrix) โดยพบว่า เมือ่ใช้ 5% Glycerol ในการเก็บรักษาน้้าเชื้อโดย

วิธีการแช่แข็งท้าให้มีอัตราการเคลื่อนที่ต่้ากว่าการใช้ 10% DMSO (Alvarez et al., 2003) 

เช่นเดียวกับการศึกษาในปลาคอมมอนสนุค (Common snook, Centropomus undecimalis) 

พบว่าการใช้ 5% Glycerol มีอัตราการ เคลื่อนที่ต่้ากว่าการใช้ 5% และ 10% DMSO (Tiersch et 

al., 2004b) ทั้งนี้อาจเนื่องมาจากในปลาแต่ละชนิดมีลักษณะและขนาดของตัวอสุจิที่แตกต่างกัน        

ซ่ึงอาจท้าให้โครงสร้างของส่วนประกอบของเซลล์เมมเบรนซ่ึงได้แก่ ฟอสโฟลิปิด โปรตีน และ
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คาร์โบไฮเดรต มีปริมาณแตกต่างกัน จึงอาจส่งผลให้การแลกเปลี่ยนสารระหว่างภายในและภายนอก

เซลล์แตกต่างกันออกไปตามชนิดของปลา 

5.2 ข้อสรุปและข้อเสนอแนะ 

 5.2.1 สามารถรีดเก็บน้้าเชื้อจากปลากระเบนที่มีชีวิตได้ด้วยวิธีการรีดน้้าเชื้อโดยใช้มือกระตุ้น 

จับบังคับโดยปราศจากการวางยาสลบ เริ่มจากใช้ผ้าก็อซชุบน้้าเกลือ (normal saline solution) ท้า

ความสะอาดบริเวณอวัยวะเพศและรูเปิดทวารรวม จากนั้นใช้มือนวดเบาๆ บริเวณใต้ท้องปลาใกล้กับ

ต่อมเวสซิคูล่า (seminal vesicle) และให้น้้าเชื้อไหลลงสู่หลอดสะอาดที่รอรับอยู่ใต้รูเปิดทวารรวม 

 5.2.2 การรีดเก็บน้้าเชื้อในการทดลองนี้ได้มาจากช่องทวารร่วมโดยตรง ยังไม่ผ่านอวัยวะเพศ 

จึงอาจมีปัจจัยของน้้าเลี้ยงเชื้อจากต่อมคลาสเปอร์เข้ามาเกี่ยวข้องด้วย จึงควรมีการศึกษาต่อไป  

 5.2.3 ได้ค่ามาตรฐานคุณภาพน้้าเชื้อของปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่ในการคัดเลือกพ่อ

พันธุ์ที่ดีที่เหมาะกับการผสมพันธุ์ ดังนี้ 

  ปริมาตรรวมของน้้าเชื้อ   0.53±0.15 มิลลิลิตร  

  ค่าความเป็นกรดด่าง   7.3±0.26  

  ความเข้มข้นของตัวอสุจิ   2.28±0.46 x109 ตัวต่อมิลลิลิตร  

  เปอร์เซ็นต์การเคลื่อนไหวของอสุจิ 98.5±2.42%  

  เปอร์เซ็นตข์องอสุจิอัดแน่น  15.4±2.88%  

  เปอร์เซ็นต์การมีชีวิตของอสุจิ  89.8±3.36  

 และมีคุณสมบัติของน้้าเลี้ยงอสุจิ ดังนี้ 

  ค่าออสโมลาลิตี้ (Osmolality)  325.8±9.04 mOsmol/kg  

  โซเดียม (Na+)    81.9±3.78 mMol/L  

  โพแทสเซียม (K+)    51.8±3.33 mMol/L  

  แคลเซียม (Ca2+)    2.88±0.30 mMol/L  

  แมกนีเซียม (Mg2+)    1.2±0.13 mMol/L  

  คลอไรด์ (Cl-)    109.9±3.35 mMol/L  

  โปรตีนรวม (Total protein)  1.19±0.73 mg/dl  

  กลูโคส  (Glucose)    34.6±11.3 mg/dl  

  คอเลสเตอรอล  (Cholesterol)  13.2±5.79 mg/dl 
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 5.2.4 ทราบถึงลักษณะรูปร่าง ขนาด และโครงสร้างของอสุจิปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์      

โมโตโร ่ มีลักษณะหัวเรียวยาวแหลมบิดเป็นเกลียว หางเป็นเกลียวเล็กน้อย เมื่อส่องกล้องจุลทรรศน์ดู

การเคลื่อนไหวพบการว่ายแบบลักษณะหมุนควง ความยาวของตัวอสุจิในปลา กระเบนโมโตโร่มีขนาด

ความยาวรวมจากหัวถึงหาง 116.34±1.92 ไมโครเมตร ความยาวเฉพาะส่วนหัว 42.46±1.23 

ไมโครเมตร ความกว้างเฉพาะส่วนหัว 0.54±0.06 ไมโครเมตร ความยาวเฉพาะส่วนล้าตัว 6.39±0.02  

ไมโครเมตร ความกว้างเฉพาะส่วนล้าตัว 0.69±0.04 ไมโครเมตร ความยาวเฉพาะส่วนหาง 

68.01±1.06  ไมโครเมตร และความกว้างเฉพาะส่วนหาง 0.37±0.56 ไมโครเมตร โครงสร้างภายใน

ประกอบด้วย ส่วนหัวมีนิวเคลียสอัดแน่น และมีเยื่อหุ้ม ส่วนล้าตัวมีไมโตรคอนเดรียล้อมรอบมากมาย 

ส่วนหางมี axoneme และ แกนตามยาว 2 แท่งขนาบข้าง และมีเยื่อหุ้ม   

 5.2.5 จากการศึกษาชนิดของสารเจือจางน้้าเชื้อพบว่าน้้าเชื้อสดตัวอสุจิสามารถมีชีวิตอยู่ได้ 6 

วัน น้้าเชื้อผสม NSS และ MFR ตัวอสุจิสามารถมีชีวิตอยู่ได้ 8 วัน น้้าเชื้อผสม HBSS ตัวอสุจิสามารถ

มีชีวิตอยู่ได้ 10 วัน และ น้้าเชื้อผสม Ca-F HBSS ตัวอสุจิสามารถมีชีวิตอยู่ได้ 11 วัน การใช้ Ca-F 

HBSS จึงเป็นสารเจือจางน้้าเชื้อที่มีประสิทธิภาพในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์ 

โมโตโร ่ ส่วนอัตราการเจือจาง (น้้าเชื้อ:สารเจือจางน้้าเชื้อ) พบว่ามีอิทธิพลร่วมกันระหว่างอัตราการ

เจือจางน้้าเชื้อกับระยะเวลาการเก็บ โดยที่ระยะเวลาการเก็บเริ่มต้น (0 ชั่วโมง) การใช้อัตราการเจือ

จางที่อัตราส่วน 1:1, 1:2, 1:4, 1:6 และ 1:8 ไม่มีผลต่อคุณภาพของน้้าเชื้อ แต่เมื่อระยะเวลาการเก็บ

ยาวนานขึ้นเป็น 2 วัน การใช้อัตราการเจือจางที่มีอัตราส่วนเพ่ิมขึน้ส่งผลให้คุณภาพของน้้าเชื้อลดลง 

 5.2.6 จากการศึกษาความเป็นพิษของสารป้องกันการแข็งตัว พบว่ามีภาวะปรับตัวอยู่ที่ 60 

นาท ีดังนั้นไม่ควรเตรียมสารนานเกินไปก่อนที่จะน้าไปแช่แข็ง 

 5.2.7 จากการศึกษาชนิดและความเข้มของสารป้องกันการแข็งตัว พบว่ามีอิทธิพลร่วมกัน 

ระหว่างชนิดของสารป้องกันการแข็งตัวกับความเข้มข้นของสารป้องกันการแข็งตัวนั้น และพบว่า 5% 

Glycerol เป็นสารป้องกันการแข็งตัวที่เหมาะสมในการเก็บรักษาน้้าเชื้อปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์ 

โมโตโร่ด้วยวธิีการแช่แข็ง 

 5.2.8 ควรมีการศึกษาเพ่ิมเติมในการน้าน้้าเชื้อไปผสมเทียมต่อไป เพ่ือดูผลจากการเก็บรักษา

น้้าเชื้อทั้งแบบแช่เย็นและแช่แข็ง ท้าให้ตัวอสุจิมีประสิทธิภาพลดลงหรือไม่ โดยดูจากอัตราการผสม

ติด
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ภาคผนวก ก 

 

ตารางแสดงข้อมูลปลากระเบนน้้าจืดสายพันธุ์โมโตโร่เพศผู้ที่ใช้ในงานวิจัย ประกอบด้วย รหัส

ประจ้าตัวสัตว์ รูปถ่ายระบุตัวสัตว์ ความยาวล้าตัวตั้งแต่ปลายจมูกจนถึงสะโพก (Girdle length หรือ 

GL; cm) ความยาวล้าตัวรวมตั้งแต่ปลายจมูกถึงปลายหาง (Total length หรือ TL; cm) ความกว้าง

ล้าตัวโดยวัดจากส่วนที่กว้างที่สุด (Disc width หรือ W; cm) และน้้าหนักตัว (Weight; kg)  

รหัส

ประจ้าตัว 

รูปถ่าย GL (cm) TL (cm) W (cm) Weight 

(kg) 

M01 

 

39 71 40 5 

M02 

 

39 70 40 4 

M03 

 

38 69 39 4 

M04 

 

33 62 35 3 
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รหัส

ประจ้าตัว 

รูปถ่าย GL (cm) TL (cm) W (cm) Weight 

(kg) 

M05 

 

38 68 40 4.5 

M06 

 

42 74 43 5.5 

M07 

 

31 60 33 2.5 

M08 

 

38 69 40 4 

M09 

 

39 79 40 4.5 



 
 

 

74 

รหัส

ประจ้าตัว 

รูปถ่าย GL (cm) TL (cm) W (cm) Weight 

(kg) 

M10 

 

33 62 34 2.5 
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ภาคผนวก ข 

 

ส่วนประกอบของสีย้อม  Eosin-nigrosin  

ส่วนประกอบสารเคมี ปริมาณ 

Eosin B 1 กรัม 

Nigrosin 5 กรัม 

Sodium citrate dihydrate 1.5 กรัม 

น้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร 

ที่มา: Hackett and Macpherson, 1965 

 

วิธีการเตรียมสีย้อมส าหรับดูตัวเป็นตัวตาย  

 สามารถเตรียมได้ดังนี้ ชั่ง Eosin B 1 กรัม, Nigrosin 5 กรัม,  Sodium citrate dehydrate 

1.5กรัม ใส่ใน beaker และเติมน้้ากลั่น 100 มิลลิลิตร ต้องให้ความร้อนขณะเตรียมสาร เมื่อ

สารละลายเข้ากันดีแล้วน้าไปกรองจนไม่มีตะกอนเหลืออยู่ น้าสีย้อมที่เตรียมเสร็จแล้วเก็บไว้ในขวดสี

ชาโดยเก็บที่อุณหภูมิห้อง 
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ภาคผนวก ค 

แสดงใบอนุญาตการใช้สัตว์ทดลองเพ่ืองานวิจัย จากคณะกรรมการควบคุมดูแลการเลี้ยงและการใช้

สัตว์เพ่ืองานทางวิทยาศาสตร์ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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