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บทคัดย่อ 
การเก็บน า้เชือ้ปลานิลแช่แข็งเป็นเทคโนโลยีชีวภาพท่ีใช้เพื่อเก็บรักษาเชือ้พนัธุกรรมในการน ามาใช้ประโยชน์ทางการ

อนรัุกษ์ การผลิตลกูปลาในช่วงฤดหูนาวและการปรับปรุงสายพนัธุ์ทางการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ให้ได้ผลผลิตดีขึน้ ซึ่งนบัวนัจะมี
บทบาทมากยิ่งขึน้ ความส าเร็จของการเก็บน า้เชือ้ปลานิลขึน้อยู่กบัปัจจัยหลกั 2 ประการคือ 1) การจัดการการผลิตน า้เชือ้
เพื่อให้น า้เชือ้ที่ได้มีปริมาณและคณุภาพท่ีเหมาะสมในการน าไปเก็บรักษา เช่น ความสมบรูณ์ ความหนาแนน่และการเคลือ่นที่
เป็นต้น จ าเป็นต้องท าความเข้าใจตัง้แต่อวยัวะสืบพนัธุ์  องค์ประกอบของน า้เชือ้ ปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพและปริมาณของ
น า้เชือ้ปลานิล ปัจจุบนัมีเทคโนโลยีทางการเพาะเลีย้งสตัว์น า้สมยัใหมท่ี่มีอิทธิพลต่อการเจริญเติบโตและการผลิตน า้เชือ้ปลา
นิลอยู่มากมายในการน าไปประยกุต์เลีย้งพ่อพนัธุ์ให้ได้น า้เชือ้ที่มีคณุภาพมากยิ่งขึน้ และ 2) เทคนิคในการเก็บน า้เชือ้ปลานิล
แช่แข็ง โดยเก็บรักษาไว้ในไนโตรเจนเหลว (LN2) ที่ -196 องศาเซลเซียส เป็นกระบวนการต่อเนื่องจากการจัดการการผลิต
น า้เชือ้ ซึ่งต้องอาศยัน า้เชือ้ที่มีคณุภาพ การคดัเลือกน า้ยาเจือจางน า้เชือ้และสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งที่เหมาะสมกับ
น า้เชือ้ปลานิล อตัราสว่นของน า้เชือ้และน า้ยาเจือจางน า้เชือ้ที่เหมาะสม รวมทัง้ระยะเวลาการแช่ในน า้ยาเจือจางน า้เชือ้เพื่อลด
การบาดเจ็บจากการแช่แข็ง ในขัน้ตอนนีห้วัใจส าคญัที่สดุของการแช่แข็งคืออตัราการลดอณุหภมูิ (cooling) และการละลาย 
(thawing) น า้เชือ้ปลานิล เพื่อให้คณุภาพน า้เชือ้ที่ผ่านการแช่แข็งแล้วมีคณุภาพใกล้เคียงกบัน า้เชือ้สดมากที่สดุ บทความนีจ้ึง
ได้รวบรวมวิธีการจัดการการผลิตน า้เชือ้และเทคนิคการน าน า้เชือ้ปลานิลมาท าการแช่แข็งเพื่อน าไปใช้ประโยชน์ทางการ
เพาะเลีย้งสตัว์น า้ในด้านตา่ง ๆ ตอ่ไปในอนาคต 
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Abstract 
 Nile tilapia spermatozoa cryopreservation is one of the most promising biotechnologies used for 
germplasm collection to promote conservation, produce fingerlings in winter season and improve new aquaculture 
strain traits by selection breeding to get better production that are more important roles. The success of fish sperm 
storage depends on two major factors include 1)  the management of milt collection consists of spermatozoa 
morphology, viability, density and motility must be understood.  Moreover, the testis, sperm components and the 
factors related to enhance their quality should be known too.  Currently, the advanced technologies relating to 
broodstock improvement have been applied to make tilapia male get better for sperm production and 2)  The 
cryostorage technique of tilapia sperm in -196 Degree Celsius liquid nitrogen (LN2)  is the next procedure after 
sperm management. This requires the use of high-quality sperm, selection of suitable extender and cryoprotectant 
used for freezing of sperm, a suitable ratio of sperm and extender and an optimal equilibration time to minimize 
cryoinjuries.  However, the cooling rate and thawing are the most important process to be concerned.  This review 
article has gathered data from many reported papers to accomplish the procedure for tilapia sperm 
cryopreservation for future aquaculture utilization   
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บทน า   

ในปัจจุบันการเพาะเลีย้งปลาน า้จืดโดยเฉพาะปลานิล (Oreochromis niloticus) มีบทบาทต่ออุตสาหกรรมการ
เพาะเลีย้งสตัว์น า้อย่างกว้างขวางไปทัว่โลก ท าให้ปลานิลสายพนัธุ์ดัง้เดิมที่มีต้นก าเนิดจากทวีปแอฟริกาแพร่กระจายไปในแต่
ละประเทศทัว่โลกสง่ผลให้เกิดสายพนัธุ์ใหม ่ๆ มากขึน้เนื่องจากอิทธิพลและความแตกตา่งของสภาพแวดล้อมนัน้ ๆ การพฒันา
คณุภาพและปริมาณของเซลล์สบืพนัธุ์ทัง้น า้เชือ้และไขจ่ดัเป็นเป้าหมายหนึง่ในการปรับปรุงสายพนัธุ์ปลานิล ซึง่เทคโนโลยีทาง
ชีวภาพด้านการเก็บเซลล์สืบพนัธุ์แช่แข็งไครโอพรีเซอเวชัน่ (cryopreservation) ในไนโตรเจนเหลว (LN2) ที่อณุหภมูิต ่ามาก ๆ 
(- 196 องศาเซลเซียส) สามารถน ามาสนบัสนนุการด าเนินการนีไ้ด้ โดยการช่วยลดพืน้ท่ีการเลีย้งพอ่แมพ่นัธุ์ ลดต้นทนุด้านการ
จดัการเลีย้งพ่อแมพ่นัธุ์เช่น การให้อาหาร การเก็บเก่ียวและแรงงานให้ลดลงเนื่องจากใช้พืน้ที่น้อยและสามารถเกบ็น ้ำเชือ้และ
ไขไ่ดเ้ป็นระยะเวลานานตราบเทา่ที่ยงัมีไนโตรเจนเหลว ที่ส าคญัหากมีความจ าเป็นในการใช้ประโยชน์สามารถน าออกมาใช้ได้
ทนัที โดยมีรายงานการวิจยัมากมายที่ประสบผลส าเร็จในการน าเซลล์สืบพนัธุ์เพศผู้หรือน า้เชือ้ปลานิลมาเก็บรักษาโดยวิธีการ
นี ้แตย่งัมีการน าเซลล์สบืพนัธุ์เพศเมียเช่น ไขห่รือตวัออ่นปลานิลมาเก็บรักษาน้อยมาก (Wankanapol, 2012) เนื่องจากยงัไมม่ี
รายงานความส าเร็จ จากเหตผุลเบือ้งต้นนีชี้ใ้ห้เห็นวา่ในปัจจบุนัการเก็บน า้เชือ้ปลานิลแช่แข็งมีความเป็นไปได้มากกวา่การเก็บ
เซลล์สืบพนัธุ์ชนิดอื่น ๆ แม้ว่าการเพาะขยายพนัธุ์ปลานิลสามารถท าได้ง่าย สามารถเพาะขยายได้ตลอดปีแต่อย่างไรก็ตาม
ในช่วงอณุหภูมิต ่าหรือในฤดหูนาวที่มีระยะเวลา 3 - 4 เดือน ส่งผลให้ผลผลิตลดลงเช่นเดียวกัน ท าให้ในช่วงเวลานีก้ารเก็บ
น า้เชือ้ปลานิลแช่แข็งซึง่ประสบผลส าเร็จแล้วมีโอกาสสนบัสนนุผลผลติในช่วงเวลานีเ้พื่อให้มีผลผลติตอ่เนื่องได้ โดยสามารถน า
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น า้เชือ้แช่แข็งของสายพนัธุ์ตา่ง ๆ จ าหน่ายแก่ผู้ที่ต้องการเพื่อเอาไปผสมกบัไข่ต่อไปเช่นเดียวกบัน า้เชือ้สตัว์บกเช่น ววัและหมู
เป็นต้น ดงันัน้การท าความเข้าใจเก่ียวกบัเซลล์สืบพนัธุ์ปลานิลเพศผู้หรือน า้เชือ้นีจ้ึงเป็นสิ่งจ าเป็นร่วมกนักบัการจดัการเซลล์
สบืพนัธุ์ให้มีประสทิธิภาพทัง้ด้านคณุภาพและปริมาณ เพื่อให้ได้น า้เชือ้ที่มีคณุลกัษณะที่ดีในด้านโครงสร้าง องค์ประกอบ โดย
อาศยัปัจจยัที่อาจสง่ผลตอ่คณุภาพน า้เชือ้ปลานิล ร่วมกนักบัการประมวลเทคนิคในการแช่แข็งน า้เชือ้ปลานิลจากหลากหลาย
งานวิจยัเพื่อท่ีจะเป็นแนวทางจดัการท่ีเหมาะสมกบัการเก็บสงวนรักษาน า้เชือ้ปลานิลไว้ในรูปของการแช่แข็งไครโอพรีเซอเวชัน่
เพื่อใช้ในการอนรัุกษ์ ร่วมกบัผลตินอกฤดกูาลและปรับปรุงพนัธุกรรมของปลานิลทางการเพาะเลีย้งสตัว์น า้ตอ่ไป 
 
อวัยวะสืบพันธ์ุและองค์ประกอบของน า้เชือ้ปลานิล (Tilapia gonad and sperm components) 

1. อวยัวะสืบพนัธ์ุของปลานิลเพศผู ้(testis) 
อวยัวะสืบพนัธุ์ของปลานิลเพศผู้  เรียกว่า ถงุอณัฑะ (testis) แบบ tubular อยู่ภายในตวัปลา โดยอยู่ต ่ากว่าไต

และกระดกูสนัหลงัตามล าดบั มีลกัษณะเป็นเส้นยาว 2 พ ูพืน้ผิวเรียบ สีขาวครีม ทอดยาวจากสว่นหวัไปหางและไปเปิดที่ติ่ง
เพศ (urogenital papilla) ตรงสว่นปลายที่เรียกวา่ชอ่งเพศ (urogenital pore) ที่มีลกัษณะเรียวแหลม โดยสว่นใหญ่ปลานิลเพศ
ผู้มีค่าดชันีความสมบรูณ์เพศต ่า (gonado somatic index, GSI) ระหว่าง 0.07 – 2.38 % ของน า้หนกัตวั (Jarimopas et al., 
1994) ซึง่สง่ผลโดยตรงตอ่ปริมาณน า้เชือ้ที่ต ่าด้วยเช่นกนั    

2. องค์ประกอบของน ้าเชื้อปลานิล (tilapia sperm components) 
ปลานิล (O. niloticus) เพศผู้สามารถผลิตน า้เชือ้ต่อตวัได้เฉลี่ยเพียง 0.3 มล./กก. ซึ่งจดัว่ามีปริมาณที่ต ่า จาก

รายงานของ Chao et al. (1987) พบวา่หากต้องการเพิ่มปริมาณน า้เชือ้ต่อตวัสามารถท าได้โดยผสมข้ามระหวา่ง O. niloticus 
และ O. aureus สามารถเพิ่มปริมาณน า้เชือ้ต่อตวัสงูสดุถึง 3 มล./กก. ทัง้นีส้บืเนื่องจากพฤติกรรมเฉพาะตวัด้านการสืบพนัธุ์ที่
สามารถผสมพนัธุ์ได้ตลอดทัง้ปี (year round) อณัฑะจึงผลติน า้เชือ้ครัง้ละน้อย ๆ แตม่ีความถ่ีในการผลติน า้เชือ้บอ่ยครัง้ยิ่งขึน้ 
ซึง่เหมาะสมกบัความดกไขข่องปลานิลเพศเมียที่มีปริมาณน้อย (300 – 1,500 ฟอง/แมป่ลาหนึง่ตวั)  

2.1. สณัฐานวิทยาของอสุจิปลานิล (spermatozoa morphology) สณัฐานลกัษณะของเชือ้อสจิุปลานิลโดย
ภาพรวมมีความยาวทัง้หมดเฉลี่ยประมาณ 23.7 μm ซึ่งหากเปรียบเทียบกับขนาดของอสจิุปลาไน (Cyprinus carpio) จะมี
ความยาวน้อยกวา่ (Psenicka et al., 2009) โดยสามารถแบง่สว่นประกอบออกเป็นสามสว่นหลกั ๆ ดงันี ้1) สว่นหวั (head) มี
รูปร่างค่อนข้างกลม (round head) ภายในประกอบด้วยนิวเคลยีส สว่นหวันีม้ีขนาดยาวและกว้างเฉลี่ยประมาณ 1.66 - 2.18 
μm และ 1.5 – 1.89 μm ตามล าดบั 2) สว่นกลาง (middle piece)  มีลกัษณะเป็นทรงกระบอก (cylindrical) สัน้ มีความยาว
และกว้างเฉลีย่ประมาณ 0.77 μm และ 0.98 μm ตามล าดบั ภายในประกอบด้วย centriole และ mitochondria ที่ใช้เป็นแหลง่
พลงังานในการเคลื่อนที่ของหาง และ 3) ส่วนหาง (tail) มีลกัษณะเป็นเส้นยาว (flagellum) อยู่หนึ่งเส้น ความยาวเฉลี่ย
ประมาณ 16.92 - 20 μm ซึง่จากสณัฐานนีชี้ใ้ห้เห็นวา่อสจิุปลานิลมีขนาดเลก็ซึง่ท าให้มกีารเคลือ่นท่ี (motility) และความเร็วใน
การเคลื่อนที่ (velocity) เหมาะกบัปริมาณความดกไข่ (fecundity) เฉลี่ยต่อตวัที่ต ่า (300 – 1,500 ฟอง/แม่ปลาหนึ่งตวั) และ
ขนาดของช่องเปิดของไข่ที่เรียกว่าไมโครไพล์ (micropyle) (บริเวณที่น า้เชือ้เข้าไปปฏิสนธิกบัไข่) ของปลานิลที่มีลกัษณะเป็น
รูปทรงกรวย (funnel shape depression) ซึง่แตกตา่งกบัปลาไนท่ีมีความดกไขส่งูเนื่องจากไมม่พีฤตกิรรมดแูลไข ่ซึง่ชีใ้ห้เห็นวา่
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ปัจจยัส าคญัที่สง่ผลต่อขนาดของอสจิุขึน้อยู่กบัชนิดของปลา ลกัษณะของเซลล์สืบพนัธุ์และพฤติกรรมการผสมพนัธุ์และการ
ดแูลไข ่

2.2. น ้าเลีย้งน ้าเชื้อ (seminal fluid หรือ seminal plasma) ในน า้เชือ้ปลานิลประกอบไปด้วยน า้เลีย้งน า้เชือ้ที่ใส
ไมม่ีส ีซึง่มีเชือ้อสจิุแขวนลอย (suspended) อยูท่ าให้มีสขีาวครีมหรือเทาและมีความเหนียว มีกลิน่คาว หากพบวา่อสจิุมีสขีาว
ครีมมกัพบวา่มีความหนาแนน่ (density) และมีคา่ความเข้มข้น (osmolality) ของน า้เชือ้สงูกวา่สเีทา โดยทัว่ไปน า้เชือ้ปลานิลมี
คา่ความเข้มข้นต ่าเฉลีย่ประมาณ 300 mOsmol kg-1 ซึง่ใกล้เคียงกบัปลายี่สกเทศ (Labeo rohita) (269 – 289 mOsmol kg-1) 
(Verma et al., 2009) และปลาหมอไทย (Anabas testudineus) (390 - 405 mOsmol kg-1) ซึ่งเชือ้อสจิุที่ความเข้มข้นนีจ้ะยงั
ไมเ่คลือ่นท่ี (immotile) จนกวา่จะถกูเจือจางในสารละลาย hypotonic ให้มีความเข้มข้นน้อยกวา่ 200 mOsmol kg-1 มากระตุ้น 
ส าหรับคา่ความเป็นกรด-ดา่ง (pH) มีคา่เฉลีย่ที่ประมาณ 6.2 - 8.4 (Chao et al., 1987) มีผลมาจากปริมาณ CO2 ในถงุอณัฑะ 
ซึง่มีคา่ใกล้เคียงกบัปลาไน (Nahiduzzaman et al., 2014) และปลายี่สกเทศ ซึง่จากข้อมลูนีชี้ใ้ห้เห็นวา่คา่ความเข้มข้นของน า้
เลีย้งน า้เชือ้ของปลาน า้จืดในกลุ่มเดียวกันโดยทัว่ไปจะมีค่าใกล้เคียงกนั หากต้องการเก็บรักษาน า้เชือ้ภายหลงัจากรีดออก
มาแล้วในรูปที่อสุจิยงัไม่เคลื่อนที่ต้องปรับสภาพแวดล้อม โดยคัดเลือกน า้ยาเจือจางน า้เชือ้ (extender) ให้มีความเข้มข้น
ใกล้เคียงกบัค่าความเข้มข้นของน า้เลีย้งน า้เชือ้ปลานิลแต่หากต้องการให้เชือ้อสจิุเคลื่อนที่ ควรต้องปรับสภาพแวดล้อมหรือ
ความเข้มข้นของน า้เชือ้ให้เปลีย่นไปจากความเข้มข้นเดิมโดยใช้สารละลายเจือจางน า้เชือ้ให้มีความเข้มข้น (osmolality) ต ่าลง  

2.3. องค์ประกอบอิออน ( ionic composition) ภายในน า้เลีย้งน า้เชือ้ปลานิลพบว่ามีปริมาณโซเดียมอิออน 
(Na+) (167.2 mM) เข้มข้นมากที่สดุ รองลงมาคือ โปแตสเซียมอิออน (K+) (64.3 mM) แคลเซียมอิออน (Ca2+) (2.4 mM) และ
แมกนีเซียมอิออน (Mg2+) (2.0 mM)  ตามล าดับ โดยเฉพาะ Na+ จัดว่ามีความเข้มข้นใกล้เคียงกับปลาดุกอุย (Clarias 
macrocephalus) สงูกว่าปลาไน (Cyprinus carpio) แต่ต ่ากว่าปลาตะเพียนขาว (Barbonymus gonionotus) ส าหรับ K+ สงู
กว่าปลาดกุอยุและปลาตะเพียนขาว (Rashid et al., 2019) ส าหรับ Ca2+ และ Mg2+ มีค่าใกล้เคียงกบัปลาดกุอยุและตะเพียน
ขาว โดยเฉพาะความเข้มข้นของ Na+, K+ หากมีความเข้มข้นสงูเช่ือวา่เป็นปัจจยัส าคญัร่วมกบัแรงดนัออสโมติกในการควบคมุ
การเคลื่อนที่และความเร็วของการเคลื่อนที่ของน า้เชือ้แต่อาจส าคญัน้อยกวา่คา่ความเข้มข้น (osmolality) นอกจากนี ้Ca2+ มี
ความจ าเป็นมากเนื่องจากสามารถกระตุ้นการเคลื่อนที่ของน า้เชือ้ปลานิลให้ยาวนานขึน้ได้ (Linhart et al., 1999) ในขณะที่ 
Mg2+ มีบทบาทรองในการเป็นกลไกของการเคลื่อนท่ีของน า้เชือ้ปลา (Cosson, 1999) น า้เลีย้งน า้เชือ้นีห้ากมีการปนเปือ้นของ
เลือด แบคทีเรีย ปัสสาวะหรือสิ่งสกปรกอื่น ๆ สงูจะท าให้ Na+ และ K+ ในน า้เลีย้งน า้เชือ้ต ่าลง สง่ผลให้คณุภาพของน า้เลีย้ง
น า้เชือ้ต ่าลง สามารถแก้ไขได้โดยการผสมเกลือแกง (NaCl) 0.8 – 0.9 % ลงไป ปริมาณของอิออนนีส้ามารถน ามาพัฒนา
เทคนิคในการผสมเทียมที่เก่ียวข้องกบัการกระตุ้นการเคลือ่นท่ีของน า้เชือ้ (motility) ให้วา่ยน า้ได้รวดเร็วและมีชีวิตได้นานยิ่งขึน้ 
จนสามารถเข้าปฏิสนธิกบัไขเ่พิ่มอตัราการปฏิสนธิได้เพิ่มขึน้ได้ (Ciereszko et al., 2000)  
 
ปัจจยัทีมี่ผลต่อคณุภาพและปริมาณของน ้าเชื้อปลานิล (Factors influencing sperm volume and concentration) 

ปัจจัยที่มีผลต่อคุณภาพของน า้เชือ้ปลาประกอบด้วย ปัจจัยภายใน เช่น อายุและขนาดของพ่อแม่พนัธุ์ และปัจจยั
ภายนอก เช่น อณุหภมูิ สารอาหาร ความเครียดและปฏิสมัพนัธ์ทางสงัคม เป็นต้น ซึง่สามารถอธิบายได้ดงันี ้
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1. อาย ุ(age) ส าหรับปลานิลสามารถผลติน า้เชือ้ได้ตัง้แตอ่ายปุระมาณ 3 - 4 เดือนขึน้ไป โดยช่วงอายขุองการใช้พอ่
พนัธุ์ในการผลิตลกูปลานิลไม่ควรเกิน 3 ปีก็ควรปลดระวาง สอดคล้องกับ Jamenez & Bolivar (2018) ที่พบว่าผลผลิตและ
คณุภาพของลกูปลานิลจากพ่อแม่พนัธุ์ที่มีอาย ุ8 เดือน, 1 และ 2 ปีไมแ่ตกตา่งกนั แตอ่ยา่งไรก็ตามเมื่อพอ่ปลาที่มีอายมุากขึน้
ย่อมมีแนวโน้มต่อคณุภาพของน า้เชือ้ลดลงอาทิเช่น ความผิดปกติของน า้เชือ้มากขึน้ (Cosson, 1999) ซึ่งส่งผลโดยตรงกบั
อตัราการเคลือ่นท่ี (motility) ของเชือ้อสจิุที่ลดลง  

2. ขนาดหรือน ้าหนกั (weight) ปลานิลเพศผู้ขนาดความยาวเร่ิมต้นเฉลี่ย 6.5 ซม. หรือน า้หนกัมากกว่า 100 ก.              
ก็สามารถผลิตน า้เชือ้ได้แล้ว (Department of Fisheries, 2010) นอกจากนีข้นาดน า้หนกัที่แตกต่างกันของพ่อพนัธุ์ปลานิล
ไมไ่ด้มีผลตอ่ปริมาณของน า้เชือ้ (sperm volume) โดยปลานิลจะมีปริมาณน า้เชือ้ต ่าเฉลีย่ประมาณ 0.30 – 0.40 มล./กก. ซึง่มี
ปริมาณน้อยกวา่ปลายี่สกเทศที่มีปริมาณเฉลี่ย 6.6 - 8.9 มล./กก. (Verma et al., 2009) แต่จะมีผลต่อความเข้มข้นหรือความ
หนาแน่นของน า้เชือ้ (sperm concentration) โดยเฉลี่ยในปลาขนาดใหญ่ (600 – 1,000 ก.) มีปริมาณ 2.44 – 3.59 x 109   

เซลล์/มล. สว่นในปลาขนาดเล็ก (250 - 500 ก.) มีปริมาณ 1.66 x 109 เซลล์/มล. (Paulino et al., 2016) ซึ่งมีความหนาแน่น
ต ่ากว่าปลาไนและปลายี่สกเทศ (Cyprinus carpio และ Labeo rohita)  (Verma et al., 2009 และ Nahiduzzaman et al., 
2014) ทัง้นีอ้าจเป็นผลมาจากพฤติกรรมการผสมพนัธุ์กบัคา่ความดกไข ่โดยปลามีความดกไขส่งูควรท่ีจะมีความหนาแน่นของ
เชือ้อสจิุสงู ในขณะเดียวกนัปลาที่มีความดกไข่ต ่าควรมีความหนาแน่นต ่าเช่นกนั การที่ เชือ้อสจิุปลานิลมีความหนาแน่นน้อย
เนื่องมาจากปริมาณความดกไขข่องปลานิลน้อยกวา่ปลาไนและยี่สกเทศ  (Piironen & Hyvarinen, 1983) นัน่เอง  

3. อณุหภูมิ (temperature) มีอิทธิพลตอ่ความหนาแนน่ของน า้เชือ้ด้วยเช่นกนั (Godinho, 2007) ซึง่ช่วงอณุหภมูิใน
การเลีย้งที่เหมาะสมส าหรับพอ่พนัธุ์ปลานิลคือ 28 – 32 องศาเซลเซียส แตม่ีรายงานวา่ที่อณุหภมูิ 20 - 50 องศาเซลเซียส เป็น
อุณหภูมิที่ต ่าสุดและสูงสุดของการเคลื่อนที่ของเชือ้อสุจิปลานิล (Dzyuba et al., 2019) อุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงส่งผลต่อ
คณุภาพน า้เชือ้ปลานิลจึงควรพิจารณาปัจจยัความสมบรูณ์ของตวัปลาแต่ละตวั ลกัษณะเฉพาะของสายพนัธุ์ วิธีการเก็บและ
ฤดกูาลเก็บประกอบด้วย ปัจจยัเหลา่นีเ้ป็นตวัแปรส าคญัในการควบคมุคณุภาพเชือ้อสจิุได้ (Borges et al., 2005) ในขณะที่
อณุหภมูิสงูขึน้จะสง่ผลให้เชือ้อสจิุ เคลื่อนที่ได้รวดเร็วยิ่งขึน้ (Dzyuba et al., 2019) แต่จะลดระยะเวลาการเคลื่อนที่ของเชือ้
อสจิุลง นอกจากนีย้งัช่วยกระตุ้นให้ปลานิลกินอาหารได้ดียิ่งขึน้ซึง่สง่ผลตอ่ความสมบรูณ์ของเซลล์สืบพนัธุ์ทางอ้อม แต่ในทาง
ตรงกนัข้ามอณุหภมูิที่ต ่าลงสง่ผลให้เชือ้อสจิุเคลือ่นท่ีลดลงรวมกบัการกินอาหารลดลงด้วยเช่นกนั 

4. สารอาหาร (nutritions)  ปลานิลเป็นปลากินพืชและเนือ้ (omnivorous) มีความต้องการโปรตีนสูงในการ
เจริญเติบโต ซึ่งปริมาณโปรตีนท่ีเหมาะสมในการเจริญเติบโตและสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ควรพิจารณาอายแุละขนาดประกอบด้วย
โดยปลาขนาดเล็กมีความต้องการโปรตีนสงูกวา่ปลาขนาดใหญ่ โดยทัว่ไปปริมาณโปรตีนควรอยู่ที่ระดบั 25 – 45 % ไขมนั 5 - 
12 % คาร์โบไฮเดรต 20 - 50 % ใยอาหาร  ≤ 6 % กรดไขมนักลุม่ไลโนเลอิก (n-6) และไลโนเลนิก (n-3) 0.5 -1.0 % แคลเซียม 
0.3 % และฟอสฟอรัส 0.7 % (Plaipetch, 2016) นอกจากนีป้ริมาณการให้อาหารตามร้อยละของน า้หนกัตวั (% BW) และ
ความถ่ี (frequency) ในการให้อาหารต่อวนัมีอิทธิพลตอ่การเจริญเติบโตเช่นกนั โดยในปลาขนาดเล็กควรให้อาหารร้อยละตอ่
น า้หนกัตวั และความถ่ีในการให้อาหารมากกวา่ปลาขนาดใหญ่  

5. ความเครียดและปฏิสมัพนัธ์ทางสงัคม (stress and social interaction) ความเครียดของปลานิลเกิดขึน้จากการ
จดัการท่ีไมเ่หมาะสม เช่น การก าหนดความหนาแนน่ตอ่พืน้ที่ (stocking density) ร่วมกบัคณุภาพน า้ที่ไมเ่หมาะสม โดยทัว่ไป
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หากเลีย้งเพื่อเป็นปลาเนือ้ในบ่อดินควรใช้ความหนาแน่นที่ 1 - 3 ตวั/ตารางเมตร ในกระชงั 50 – 100 ตวั/ตารางเมตร แต่หาก
ต้องการเลีย้งเพื่อเป็นพอ่พนัธุ์ควรลดความหนาแนน่ลงเช่น 1 ตวั/ 4 ตารางเมตร ในสว่นของปฏิสมัพนัธ์ทางสงัคม ปลานิลเพศผู้
มีพฤติกรรมก้าวร้าวในช่วงการผสมพนัธุ์จึงไม่ควรน ามาปลอ่ยจ านวนมากในช่วงเวลานี ้นอกจากนีก้ารน าปลานิลเพศเมียมา
กระตุ้นมีสว่นช่วยกระตุ้นให้ปลานิลเพศผู้ผลติน า้เชือ้มีความสมบรูณ์พร้อมผสมพนัธุ์ได้ 
 
เทคโนโลยีทางการเพาะเลีย้งสตัว์น ้าสมยัใหม่ทีมี่อิทธิพลต่อน ้าเชื้อปลานิล (Influence of advance aquaculture technology 
effected tilapia sperm) 

1. ระบบการเลีย้ง (cultural system) ในปัจจบุนัระบบการเลีย้งเป็นสว่นหนึง่ในการสร้างพอ่พนัธุ์ปลานิลที่ดี ระบบไบ
โอฟลอ็ค (biofloc, BFT) เป็นระบบปิดที่เป็นมิตรกบัสิง่แวดล้อม ใช้พืน้ท่ีน้อยแตไ่ด้ผลผลติตอ่หนว่ยสงูกวา่การเลีย้งปกติ (ในบอ่
ดิน) 30 – 40 เท่า โดยการหมนุเวียนธาตอุาหารตา่ง ๆ ในบ่อเลีย้งปลาโดยเฉพาะไนโตรเจน ท าให้เกิดตะกอนจลุินทรีย์ชีวภาพ
ขนาดประมาณ 0.1 – 2 มม. (Avnimelech, 2009) ที่สามารถเป็นอาหารปลาได้ซึง่มีรายงานวา่มีโปรตีนสงูถึง 25 % แตร่ะบบนี ้
เป็นระบบที่ใช้ความหนาแน่นตอ่พืน้ที่สงูกวา่ปกติ 10 – 17 เท่า ซึ่งหากต้องการเลีย้งเพื่อเป็นพ่อพนัธุ์อาจต้องลดปริมาณความ
หนาแน่นต่อพืน้ที่ลดลงเล็กน้อย ส่วนอีกระบบหนึ่งคือระบบหมุนเวียนน า้ ( recirculation aquaculture system, RAS) เป็น
ระบบปิดที่มีการบ าบดัน า้ให้เหมาะสมก่อนน ามาใช้ใหม่ มีความแตกต่างกบั  BFT คือไม่มีการสร้างอาหารธรรมชาติในระบบ 
เพียงแต่มีระบบบ าบัดน า้ให้มีคุณภาพที่เหมาะสมแล้วน ากลบัมาใช้ใหม่ ระบบนีม้ีการเลีย้งที่หนาแน่นเช่นกัน ดังนัน้หาก
ต้องการน ามาผลิตพ่อพนัธุ์อาจต้องลดปริมาณความหนาแน่นต่อพืน้ที่ลงเช่นกนั หากเปรียบเทียบสองระบบข้างต้นนีก้ับการ
เลีย้งปลานิลมีรายงานพบว่าระบบ BFT มีผลผลิตต่อหน่วย น า้หนกัเฉลี่ยต่อตวั อตัราการเจริญเติบโต อตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะและอตัราการแลกเนือ้ ดีกวา่ระบบ RAS (Luo et al., 2014)  

2. สารเสริมอาหาร ( feed additives) ควรเน้นสารอาหารโดยเฉพาะโปรตีน (protein) และไขมัน ( lipid) ที่มี
ความส าคญัต่อการสร้างเซลล์สืบพนัธุ์ของปลานิลมาก หากปลานิลได้รับพลงังานจากกระบวนการเมตาโบลิสซึมทางชีวเคมี
จากกรดอะมิโน (amino acid) และกรดไขมนั (fatty acid) ที่เป็นหนว่ยยอ่ยของโปรตีนและไขมนัในการสร้างสว่นตา่ง ๆ  ฮอร์โมน
และซ่อมแซมส่วนต่าง ๆ ของร่างกายโดยเฉพาะระบบสืบพนัธุ์ เพียงพอกบัขนาดและอายุ นอกจากการเจริญเติบโตจะดีแล้ว
อวัยวะสืบพันธุ์ ก็จะพัฒนาขึน้เช่นกัน โดยเฉพาะกรดอะมิโนที่จ าเป็น (essential amino acid) และกรดไขมันที่จ าเป็น 
(essential fatty acids) ชนิดไม่อิ่มตัว ปลาไม่สามารถสังเคราะห์ได้เอง ต้องได้รับจากอาหารเท่านัน้เป็นต้นก าเนิดของ 
prostaglandin ที่ช่วยตกไข่และสร้างน า้เชือ้ (Hemchun, 2013) และ cholesterol ในการสร้างฮอร์โมนเพศ นอกจากนีย้งัมี            
รงควตัถ ุ(pigment) ตา่ง ๆ เช่น Beta-carotene, Chlorophyll-a และวิตามิน โดยเฉพาะวิตามิน E ซึง่ช่วยให้ระบบสบืพนัธุ์ปกติ
และการฟักไขเ่ป็นต้น มีรายงานการใช้สาหร่ายสเีขียวแกมน า้เงินแห้ง Spirulina platensis สามารถช่วยในการเจริญเติบโตและ
เพิ่มขนาดของอวยัวะสืบพนัธุ์  (gonad) ของปลานิล คาร์ฟและดกุเทศสงูขึน้ (Promya et al., 2012) เนื่องจากมีโปรตีนได้แก่ 
Phycocyanin, Allophycocyanin และรงควตัถุสีเหลืองและสีเขียว Beta-carotene, Chlorophyll-a และกรดไขมนัจ าเป็นไม่
อิ่มตวั (Promya & Saetun, 2005) ซึง่เป็นต้นก าเนิดของ Gamma linolenic acid (GLA) ที่เป็นอนพุนัธ์ของกรดไขมนัที่มีหน้าที่
ในการควบคุมระบบสืบพนัธุ์  นอกจากนี ้Sermwattanakul & Bamrungtham (2000) ก็พบว่าการเสริมสาหร่ายสไปรูลินาใน
อาหารเลีย้งปลาน า้จืดมีผลต่อการพฒันาของอวยัวะสืบพนัธุ์และการเจริญพนัธุ์เช่นกนั ส าหรับการผสมสาหร่ายสีเขียวแห้ง 
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Cladophora glomerata มีผลให้ระดบัโปรตีนในเนือ้ปลานิลสงูขึน้กวา่ปกต ิ(Ruangsomboon & Choochote, 2014) การเสริม 
Schizochytrium sp. ช่วยเพิ่มการเจริญเติบโตและประสิทธิภาพการใช้อาหารและเพิ่มกรดไขมันที่จ าเป็นในปลา channel 
catfish (Ictalurus punctatus) ได้ (Li et al., 2010) ในส่วนของการเพิ่ม glycerine ที่ใช้เป็นวัตถุดิบในอาหารปลานิลที่มี
บทบาทส าคญัในกระบวนการเผาผลาญอาหารท าให้พบปริมาณโปรตีนในเนือ้ปลานิลและอณัฑะในระดบัท่ีสงู (Mewe et al., 
2016)  ส าหรับการเสริม Polyunsaturated fatty acid (PUFAs) จะเพิ่มคุณค่าของอาหารส าเร็จรูปท าให้เพิ่มศกัยภาพของ
ระบบสืบพนัธุ์โดยเฉพาะเพศผู้ ให้ดียิ่งขึน้ (Astuarino et al., 2001) นอกจากนีก้ารเพิ่มน า้มนั (oil) เช่น linseed oil, soybean 
oil, fish oil และ corn oil พบว่าไม่ท าให้การเคลื่อนที่และระยะเวลาการเคลื่อนที่ของอสุจิปลานิลสดแตกต่างกัน (Navarro                  
et al., 2014) จากรายงานข้างต้นชีใ้ห้เห็นว่าสารเสริมอาหารจากวตัถุดิบจากธรรมชาติหรือจากแหล่งอื่น ๆ  ยงัมีหลายชนิด              
แต่ละชนิดมีคณุสมบตัิจ าเพาะในการปรับปรุงคณุภาพน า้เชือ้ปลานิลแตกต่างกันออกไป ซึ่งสามารถเลือกน ามาผสมในสตูร
อาหารเพื่อเพิ่มคณุภาพของน า้เชือ้ปลานิลให้ดียิ่งขึน้ตอ่ไปได้   

3. การพฒันาสายพนัธุ์และการแปลงเพศ (strain development and sex reversal) เป็นอีกปัจจยัที่อาจสง่ผลต่อ
คณุภาพน า้เชือ้ปลานิลได้ Fauvel et al. (2010) ชีใ้ห้เห็นว่าปลาที่ผ่านการคดัเลือกสายพนัธุ์หรือถกูน ามาเลีย้งในบ่อเลีย้งจน
กลายเป็นปลาที่ถกูเปลี่ยนสภาพจากปลาธรรมชาติเป็นปลาเลีย้งอาจมีผลกระทบต่อคณุภาพน า้เชือ้ ดงัที่พบในปลา Salmon 
และ Heterobranchus longifilis เป็นต้น (Zohar, 1996 และ Agnese, 1995) ในขณะที่ปลา Poecilia reticulate เพศผู้ ที่
สวยงามมีน า้เชือ้ปริมาณน้อยกว่าตวัที่มีความสวยงามน้อยกว่าและมีน า้เชือ้ที่เคลื่อนที่ได้ดีกว่า (Evans, 2010) ซึ่งชีใ้ห้เห็น
ความสวยงามทางเพศกบัคณุภาพของน า้เชือ้มีพืน้ฐานมาจากความแปรปรวนทางพนัธุกรรม ส าหรับการเหนี่ยวน าโคร โมโซม 
(ploidies) ส่งผลต่อความแปรปรวนของคุณภาพน า้เชือ้ด้วยเช่นกัน เช่น ในปลา tench (Tinca tinca) เพศผู้  และ Prussian 
carp (Carassius gibelio) ที่มีโครโมโซมแบบ triploid (3n) ท าให้อตัราการเคลือ่นท่ีของอสจิุลดลงเมื่อเปรียบเทียบกบั diploid 
(2n) ปกติ นอกจากนีใ้นปลา Atlantic cod มีรายงานพบว่าความเร็วในการเคลื่อนที่ของเชือ้อสจิุปลา triploid ต ่ากว่า diploid 
ปกติ (Peruzzi et al., 2009) เช่นกนั ส าหรับการปรับปรุงสายพนัธุ์ Almeida et al. (2016) พบวา่ปลานิลที่ผา่นการปรับปรุงสาย
พันธุ์ส่งผลต่อคุณภาพน า้เชือ้แตกต่างกัน เช่น สายพันธุ์  Chitralada มีอัตราการเคลื่อนที่ของเชือ้อสุจิและความเร็วในการ
เคลื่อนที่มากกวา่สายพนัธุ์ Premium aquabel และ Supreme (67, 63 และ 48 µm s-1) ตามล าดบั แต่ สายพนัธุ์ Supreme มี
ความหนาแนน่ของน า้เชือ้มากที่สดุตามมาด้วย Chitralada และ Premium aquabel (7.76 x 109, 3.82 x 109 และ 3.29 x 109 
เซลล์/มล.) ตามล าดับ นอกจากนีค้วามสมบูรณ์ของน า้เชือ้แต่ละสายพันธุ์หลงัจากแช่แข็งแล้วพบว่าน า้เชือ้ของสายพนัธุ์  
Supreme มีความสมบรูณ์มากที่สดุตามด้วย Chitralada และ Premium aquabel ตามล าดบั แตส่ าหรับความสมบรูณ์ของเยือ่
บุเซลล์ ฟังก์ชั่นการท างานของไมโตคอนเดรียและความสมบูรณ์ของดีเอนเอสายพันธุ์  Supreme มีค่าสูงที่สุด ตามด้วย 
Premium aquabel และ Chitralada ตามล าดบั ผลการศกึษานีชี้ใ้ห้เห็นวา่ปลานิลที่ผา่นการปรับปรุงสายพนัธุ์จากหลากหลาย
สายพนัธุ์มีสว่นช่วยให้ปริมาณและคณุภาพของเชือ้อสจิุแตกตา่งกนัได้เนื่องจากได้รับลกัษณะเดน่ท่ีถ่ายทอดมาหลากหลาย แต่
ในกรณีปลานิลที่มีการเหนี่ยวน าโครโมโซมจากการแปลงเพศ (sex reversal) ให้เป็นเพศผู้ที่มีโครโมโซมแบบ XX โครโมโซมเพศ
ผู้ปกติแบบ XY และโครโมโซมแบบ YY ที่เรียกว่าซูเปอร์เมล (supermale) Gennotte et al. (2012) รายงานว่าขนาดของเชือ้
อสจิุของทัง้ 3 รูปแบบมีขนาดไมแ่ตกตา่งกนั โดยคา่ดชันีความสมบรูณ์เพศ (gonadosomatic index, GSI) ความหนาแนน่ของ
เชือ้อสุจิและระยะเวลาของการเคลื่อนที่ของอสุจิมีค่าไม่ต่างกัน ชีใ้ห้เห็นว่าค่า  GSI และความหนาแน่นของเชือ้อสุจิมีค่า
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ใกล้เคียงกบัปลานิลเพศผู้ปกติ ในกรณีนีเ้ป็นไปได้วา่การเปลี่ยนแปลงโครโมโซมไมไ่ด้เกิดมาจากการคดัเลือกลกัษณะเดน่ของ
หลากหลายสายพนัธุ์ให้แสดงออกแตเ่กิดจากการแปลงเพศโดยการใช้ฮอร์โมนซึง่เป็นลกัษณะเฉพาะตวั (individual) แล้วจึงมา
จบัคูผ่สมพนัธุ์เพื่อให้การจบัคูโ่ครโมโซมเป็นไปตามที่ต้องการท าให้สง่ผลตอ่คณุภาพเซลล์สบืพนัธุ์ปลานิลน้อย  
 
เทคนิคในการเก็บน ้าเชื้อปลานิลแช่แข็ง (Nile tilapia sperm cryopreservation techniques) 
  ปลานิลเพศผู้สามารถผลิตน า้เชือ้ได้ตลอดทัง้ปี (year round) เนื่องจากการเพาะปลานิลสามารถท าได้ตลอดทัง้ปี 
ดงันัน้เทคนิคการคดัเลอืกพอ่พนัธุ์ที่สมบรูณ์มาเก็บน า้เชือ้แช่แข็งสามารถท าได้ดงันี  ้  

1. การคดัเลือกพ่อพนัธุ์ (male breeder selection) พอ่พนัธุ์ปลานิลที่ดีควรผา่นการจดัการด้านการเลีย้งให้สมบรูณ์
เพศ มีดชันีความสมบรูณ์เพศ (GSI) สงู มีลกัษณะภายนอกที่สมบรูณ์ปราศจากบาดแผลหรือความผิดปกติของร่างกาย สีตาม
ตวัเข้มสดใส มีความแข็งแรงสงัเกตได้จากพฤติกรรมการวา่ยน า้ที่ปราดเปรียว หากพิจารณาที่ติ่งเพศ (urogenital papilla) จะ
ขยายตวัขึน้ มีสแีดงอมชมพแูละมีเมือกมากขึน้เลก็น้อย ที่ส าคญัก่อนการคดัมาเก็บน า้เชือ้ควรวางแผนงดให้อาหารไมต่ ่ากวา่ 8 
ชัว่โมง เพื่อป้องกนัการปนเปือ้นของอจุจาระ ในกรณีที่พ่อปลายงัมีความพร้อมไมเ่ต็มที่อาจท าการกระตุ้นการสร้างน า้เชือ้โดย
ใช้การฉีดฮอร์โมนกระตุ้ นซึ่งสามารถใช้ต่อมใต้สมอง (Pituitary gland, PG) หรือฮอร์โมนสังเคราะห์ (LHRHa) ร่วมกับ 
domperidone กระตุ้นได้  

2. การรีดน ้าเชื้อปลานิล (stripping) การจบัพอ่พนัธุ์ควรลดการสร้างความเครียดแก่ปลา โดยไมน่ าปลามาขงัรวมกนั
จ านวนมาก ๆ จากนัน้ใช้สวิงตกัปลาที่ท ามาจากวสัดุที่นิ่มไม่ท าให้เกิดบาดแผลบริเวณผิวหนงัหรือครีบของปลา แล้วใช้ผ้า
สะอาดและแห้งปิดตา เช็ดตวัปลาให้แห้งและสะอาดเพื่อป้องกนัการปนเปือ้น (contamination) ของน า้ ปัสสาวะ เลือดและสิง่
สกปรกอื่น ๆ จากนัน้รีดบริเวณท้องใต้เส้นข้างล าตวัเบา ๆ เพื่อก าจดัปัสสาวะที่อาจปนเปือ้นลงในน า้เชือ้ออกไปให้หมดก่อน 
จากนัน้ท าความสะอาดติ่งเพศด้วยเอธิลแอลกอฮอล์ (ethylalcohol) และเตรียมภาชนะในการเก็บน า้เชือ้ วิธีการเก็บมีหลายวิธี
แต่หลกัการคือ เวลารีดน า้เชือ้แล้วควรให้น า้เชือ้ไหลเข้าสูภ่าชนะให้หมดไม่สญูเสียจากการหกหรือรีดออกนอกภาชนะบรรจุ 
โดยวิธีแรกสามารถท าได้โดยค่อย ๆ รีดท้องพ่อปลาช่วงเส้นข้างล าตวัหรือสงูกว่าเล็กน้อย โดยให้น า้เชือ้ไหลผ่านหลอดฟาง 
(straw) หรือแทง่แก้วแห้งที่น าไปเช่ือมตอ่กบัปลายติ่งเพศเพื่อป้องกนัการสญูเสยีน า้เชือ้ จนน า้เชือ้ไหลมาใสห่ลอด Eppendorf 
tubes จนหมดจึงปิดฝาแล้วน าไปเก็บในกล่องโฟมที่บรรจุน า้แข็งไว้เพื่อรักษาคุณภาพน า้เชือ้ที่อุณหภูมิต ่า  (10 – 20 องศา
เซลเซียส) นอกจากนีว้ิธีที่สองสามารถใช้หลอดฉีดยาไม่ใสเ่ข็ม (syringe) ดดูน า้เชือ้ที่ถกูรีดออกมา (Bozkurt & Yavaş, 2016) 
หรือวิธีที่สามใช้เคร่ืองมือที่เรียกว่า electroejaculation โดยใช้ rectal probe ในการเก็บน า้เชือ้ (Shivaji et al., 1998 และ 
Navarro et al., 2014) วิธีการเหลา่นีช้่วยป้องกนัการสญูเสียน า้เชือ้ปลานิลที่มีปริมาณน้อยอยู่แล้วจากการหกเลอะเทอะและ
ป้องกนัการปนเปือ้นได้ดี ในกรณีที่พอ่ปลาคอ่นข้างก้าวร้าวหรือดิน้อยูต่ลอดเวลาอาจจ าเป็นต้องใช้การสลบ (anaesthetic) แต่
วิธีการสลบอาจมีผลต่อกระทบต่อคุณภาพของเชือ้อสจิุท าให้การเคลื่อนที่ของเชือ้อสจิุลดลงหากใช้ชนิดยาสลบและความ
เข้มข้นท่ีสงูเกินไป (Wagner et al., 2002) 
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3. การประเมินปริมาณและคณุภาพน ้าเชื้อ (sperm quantity and quality evaluation) สามารถใช้วิธีมาตรฐานได้ 
2 แบบ คือ  

3.1.  แบบดัง้เดิม (convention) เป็นการประเมินภายใต้กล้องไมโครสโคป (microscope) โดยใช้ในการประเมิน
ด้านปริมาณ (quantity) ผ่านสไลด์นบัเม็ดเลือด (heamocytometer) ในการวิเคราะห์ความหนาแน่น (เซลล์/มล.) ของเชือ้อสจิุ 
ส าหรับด้านคุณภาพ (quality) ที่ประกอบไปด้วย 1) การประเมินการมีชีวิต (viability) ของเชือ้อสจิุผ่านการย้อมสี eosin – 
nigrosin หากเชือ้อสจิุติดสีแดง ชมพแูดงหรือสีม่วงเข้มแสดงว่าเป็นเชือ้ที่ตายแล้วส่วนที่ไม่ติดสีคือมีชีวิตอยู่ ซึ่งหากมีร้อยละ
ของการมีชีวิตต ่ากวา่ 70 % (Guest, 1973) แสดงวา่เชือ้อสจิุนีไ้มเ่หมาะน ามาเก็บรักษาแบบแช่แข็ง  นอกจากนีย้งัต้องประเมิน 
2) อัตราการเคลื่อนที่ (motility) ซึ่งเชือ้อสุจิควรมีอัตราการเคลื่อนที่สามในสี่ส่วนหรือไม่ต ่ากว่า 75 % เช่นกัน และ 3)                 
การประเมินระยะเวลาการเคลือ่นท่ี (duration of motility) โดยการใช้สารละลายเจือจางหรือน า้ในการกระตุ้นการเคลือ่นที่แล้ว
จบัเวลาจนกระทัง่เชือ้อสจิุหยดุการเคลื่อนท่ี มีรายงานวา่เชือ้อสจิุปลานิลสามารถเคลื่อนท่ีได้ในระยะเวลา 4 – 40 นาที (Chao 
et al., 1987; Mochida et al., 1999; Pinheiro et al., 2003) โดยสามารถคดัเลือกพ่อปลานิลที่พร้อมแต่มีขนาดและน า้หนกั
แตกต่างกนัได้เนื่องจากไม่มีผลต่ออตัราการเคลื่อนที่และระยะเวลาการเคลื่อนที่ (Paulinno et al., 2016) แต่วิธีการประเมิน
แบบดัง้เดิมนีไ้ม่สามารถวดัความเร็วในการเคลื่อนที่ (velocity) ที่เป็นอีกหนึ่งปัจจยัที่ส าคญัของการประเมินคณุภาพเชือ้อสจิุ
ปลานิลได้ ทัง้นีพ้บเทคนิคนีใ้นการศึกษาน า้เชือ้ปลานิลของ Pewnane & Sodsuk (2003) และ Pewnane et al. (2004), 
Navarro et al. (2014) และ Bozkurt & Yavaş (2016) เป็นต้น 

3.2. แบบคอมพิวเตอร์หรือวิดีโอประมวลผล (computer or video recorder) สามารถใช้วิเคราะห์ได้ทัง้ด้าน
ปริมาณและคณุภาพของน า้เชือ้ มีข้อได้เปรียบเมื่อเทียบกบัวิธีแบบดัง้เดิมคือ สามารถวดัตวัแปรตา่ง ๆ ในการประเมินคณุภาพ
น า้เชือ้ได้ครบถ้วน รวมทัง้สามารถบันทึกข้อมูลไว้ตรวจสอบภายหลงัได้ ตลอดจนมีความแม่นย าน่าเช่ือถือกว่าแบบแรก  
สามารถประเมินจ าแนกทิศทางการเคลื่อนที่ (directions) รวมทัง้ความเร็วในการเคลื่อนที่ (velocity) ของเชือ้อสจิุได้ซึ่งแบบ
ดัง้เดิมไม่สามารถท าได้ แต่มีข้อเสียเปรียบคือมีราคาที่สูง ซึ่งพบในวิธีการศึกษาตามรายงานของ  Asmad et al. (2011), 
Gennotte et al. (2012) และ Dzyuba et al. (2019) โดยใช้ computer assisted sperm analysis (CASA) ในการประเมินผล
น า้เชือ้ปลานิล 

4. การเตรียมน ้ายาเจือจางน ้าเชื้อและสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง (extenders และ cryoprotectants)              
น า้ยาเจือจางน า้เชือ้หรือ extender เป็นสารละลายที่ใช้ส าหรับเจือจางน า้เชือ้ปลาเพื่อเพิ่มปริมาณและลดความหนาแน่นของ
น า้เชือ้สด ไม่ควรมีคุณสมบัติกระตุ้ นการเคลื่อนที่ของเชือ้อสุจิ สารนีต้้องมีค่าความเข้มข้น ( osmolality) สารอาหาร 
(nutritional) และความเป็นกรดด่าง (pH) เหมาะสมใกล้เคียงกบัน า้เลีย้งน า้เชือ้ของปลานิล โดยต้องประกอบไปด้วย NaCl 
และ KCl เป็นสารประกอบหลกัและสารอื่น ๆ เป็นสารประกอบรองขึน้อยู่กบัสตูรที่คิดค้นขึน้มา  ส าหรับสารป้องกนัเซลล์จาก
การแช่แข็งหรือ cryoprotectant เป็นสารท่ีใช้ในการแลกเปลีย่นกบัน า้ภายในเซลล์ มีคณุสมบตัิป้องกนัการเกิดผลกึน า้แข็ง (ice 
crystal formation) และลดจุดเยือกแข็งให้ต ่าลงกว่าปกติ ซึ่งใน extender ต้องมีสว่นประกอบของ cryoprotectant นีอ้ยู่หนึ่ง
ชนิดหรือมากกวา่ ซึง่สารนีม้ีความจ าเพาะกบัชนิดของปลา (species specific)  
  มีรายงานการศึกษาสูตรน า้ยา extender ที่เหมาะสมกับน า้เชือ้ปลานิลหลายชนิด อาทิเช่น สารละลาย fish 
ringers (Chao et al., 1987; Chao, 1991 และ Rana & Mcandrew, 1987) สารละลาย modified Cortland (Pewnane & 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0044848689900859#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0044848689900859#!
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Sodsuk, 2003 และ Pewnane et al., 2004) และ tris citric acid yolk extender (TCAYE) (Asmad et al, 2011) (ตารางที่ 1) 
เป็นต้น สารเหล่านีใ้ช้น า้กลัน่ (distilled water) เป็นตวัท าละลายเป็นหลกั แต่ปัจจุบนัมีการใช้ Hank balance salt solution 
(HBSS) เป็นตวัท าละลายแทน ในการเจือจางน า้เชือ้ปลาหลายชนิด เช่น ปลานวลจันทร์เทศ (Cirrhinus cirrhosis) ซึ่งอาจ
น ามาประยกุต์ใช้กบัปลานิลได้ (Ponchunchoovong  et al., 2011)  
 ในสว่นของ cryoprotectant  แบง่ได้ 2 รูปแบบคือ 1) แบบซมึผา่นได้ (permeable cryoprotectant) และ 2) แบบ
ซึมผ่านไม่ได้ (non permeable cryoprotectant) ซึ่งรายงานสว่นใหญ่เลือกใช้แบบซมึผ่านได้มาท าการผสมกบั extender เป็น
อนัดบัแรก เพื่อป้องกันการบาดเจ็บจากการแช่แข็ง (cryoinjuries หรือ chilling injury) จากการเกิดผลึกน า้แข็ง (ice crystal 
formation) ภายในเซลล์น า้เชือ้ปลานิล ซึ่งรายงานส่วนใหญ่พบว่า methylalcohol (MeOH) เป็น cryoprotectant ที่มีความ
เหมาะสมกบัน า้เชือ้ปลานิลมากที่สดุ (Chao et al., 1987; Chao, 1991; Pewnane et al., 2004; Rana & Mcandrew, 1987 
และ Altunok et al., 2004) แต่ส าหรับ dimethylsulfoxide (DMSO) (Pewnane & Sodsuk, 2003) และ dimethylacetamide 
(DMA) (Bozkurt & Yavaş, 2016) สามารถน ามาใช้ทดแทน MeOH ได้เช่นกัน (ตารางที่  1) ส าหรับความเข้มข้นของ 
cryoprotectant ควรใช้ที่ความเข้มข้นไม่เกิน 50 % (Mongkolpunya, 1993) เนื่องจากจะท าให้เกิดความเป็นพิษแทน 
(cryoprotectant toxicity) โดยเฉพาะ MeOH มีรายงานการใช้ความเข้มข้นต ่าในช่วง 5 – 15 % ขณะที่ DMSO และ DMA จะ
ใช้ความเข้มข้นที่ต ่าเช่นกนัคือ 10 % ซึ่งความเข้มข้นเหลา่นีเ้หมาะสมกบัน า้เชือ้ปลานิลมากที่สดุ นอกจากนีใ้นบางรายงานมี
การเพิ่ม cryoprotectant ชนิดที่ซึมผ่านไม่ได้เพื่อป้องกันเชือ้อสุจิจากภายนอก (ตารางที่ 2) เช่น ไข่แดง (yolk), glucose 
(Bozkurt & Yavaş, 2016), sucrose (Altunok et al., 2004) น า้ผึง้ (honey) หรือน า้นม (milk) ที่ความเข้มข้นต ่าด้วยเช่นกนั 
ในขณะที่ Navarro et al. (2014) พบว่า MeOH ผสมกบัน า้มนัปลา (fish oil) ช่วยในการเคลื่อนที่และระยะเวลาการเคลื่อนที่
ของอสจิุปลานิลได้ดียิ่งขึน้  
 จากรายงานการศึกษาส่วนใหญ่ข้างต้นพบว่า MeOH, DMSO และ DMA เป็น cryoprotectant ชนิดที่ซึมผ่าน
เซลล์ได้เพียงชนิดเดียวที่ใช้ผสมกบั extender ดงันัน้การเพิ่มสาร cryoprotectant เป็นสองหรือสามชนิดสามารถลดความเป็น
พิษของ cryoprotectant ได้ (Rahmann et al., 2008) เช่น การผสม MeOH + DMSO, MeOH + DMA, DMSO + DMA หรือ 
MeOH + DMSO + DMA เป็นต้น ในสดัส่วนที่ต่างกัน โดยเมื่อผสมกันแล้วไม่ควรเกิน 15 % ซึ่งผลที่ได้อาจส่งผลให้ความ
สมบรูณ์ ของน า้เชือ้ปลานิลมีผลดียิ่งขึน้กวา่เดิมได้ 
ตารางที่ 1  สตูรสารเจือจางน า้เชือ้และสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งที่เหมาะสมกบัน า้เชือ้ปลานิล 
นักวิจัย ชนิดของ Extender Cryoprotectant (concentration) 
Chao et al. (1987) fish ringers + Milk 15 % MeOH (15 %) 
Chao (1991) fish ringers + Honey 15 % MeOH (15 %) 
Rana & Mcandrew (1989) fish ringers MeOH (12.5 %) 
Pewnane & Sodsuk (2003) modified Cortland DMSO (10 %) 
Pewnane et al. (2004) modified Cortland MeOH (10 %) 

Bozkurt & Yavaş (2016) Tris (30 mM) Glucose (350 mM) + DMA (10 %) 

Altunok et al. (2004) น า้นม 15 % (3.5 % ไขมนั) MeOH (5 %) + Sucrose 0.6 M 
Asmad et al. (2011) tris citric acid yolk extender (TCAYE) ไมร่ะบ ุ

 

https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0044848689900859#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0044848689900859#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0044848689900859#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/0044848689900859#!
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ตารางที ่2  องค์ประกอบของสารเจือจางน า้เชือ้ที่ใช้ในการแช่แข็งน า้เชือ้ในปลาหลายชนิด (Muchlisin, 2005) 
วัตถุดบิ NaCl KCl CaCl2 MgCl2 NaHCO3 Taps Caps Glucose Yolk Honey Milk ชนิดปลาที่ 

แนะน า (g/L) (g/l) (mmol) (ml) 
MFR* 13.5 0.6 0.25 0.35 0.2 - - - - - - ปลาทะเล 
FFR** 7.5 0.2 0.20 - 0.2 - - - - - - ปลาน า้จืด 
Taps 2.9 3.2 0.07 0.03 - 15 - - - - - ปลานิล 
Caps 2.9 3.2 0.07 0.03 - - 15 - - - - ปลานิล 
Milk in 
ringer 

7.5 0.2 0.20 - 0.2 - - - - - 150 ปลานิล 

V2e 7.5 0.38 - - 2.0 - - 1.0 0.2 - - ปลานิล 
V2f 7.5 - - - 2.0 - - 1.0 0.2 - - ปลานิล 
HR*** 7.5 0.6 0.60 0.35 0.2 - - - - 1 - Black porgy, 

milkfish 

หมายเหต ุ *Marine fish ringer, **Freshwater fish ringer, ***Honey in ringer 
 

5. อตัราส่วนของน ้าเชื้อต่อน ้ายาเจือจางน ้าเชื้อ (diluted ratio) อตัราสว่นนีแ้ปรผนัอยูก่บัชนิดปลา โดยทัว่ไปนิยมใช้
อตัราสว่นตัง้แต ่1 : 1 ถึง 1 : 9 ส าหรับการเจือจางน า้เชือ้ปลานิลมีรายงานการใช้อตัราสว่นอยูท่ี่ 1 : 1 (Muchlisin, 2005), 1 : 3 
(Bozkurt & Yavaş, 2016), 1 : 4 (Navarro et al., 2014),  1 : 5 (Pewnane & Sodsuk, 2003 และ Pewnane et al., 2004; 
Altunok et al., 2004) และ 1 : 9 (Asmad et al., 2011) ตามล าดับ แต่มีการศึกษาของ Rana & Mcandrew (1987) ที่ใช้
อตัราสว่นถึง 1 : 20 จากอตัราการเจือจางที่มีหลายระดบันี ้ชีใ้ห้เห็นวา่ต้องใช้ปัจจยัอื่น ๆ ในการพิจารณาเช่น ความสะดวกใน
การประเมินคุณภาพของน า้เชือ้ พืน้ที่การจัดเก็บในถังไนโตรเจนเหลว ความหนาแน่นของน า้เชือ้ปลานิลต่อหนึ่งหลอดฟาง 
(0.25 หรือ 0.5 มล.) เพื่อให้เหมาะสมกบัการน าไปใช้กบัการปฏิสนธิ (fertilization) กบัไข ่เป็นต้น เนื่องจากปลานิลเป็นปลาที่มี
ปริมาณน า้เชือ้ต ่าแต่มีความเข้มข้นหรือความหนาแน่นต่อหน่วยที่สงูท าให้รายงานส่วนใหญ่นิยมใช้อตัราการเจือจางที่ต ่า 
ระหวา่ง 1 : 1 – 1 : 5  

6. ระยะเวลาการแช่ในน ้ายาเจือจางน ้าเชื้อ (equilibration time) มีรายงานว่าระยะเวลาการแช่น า้เชือ้ปลานิลกบั
สารเจือจางน า้เชือ้ไมค่วรใช้เวลานานเกิน 45 - 60 นาที เนื่องจากจะท าให้เกิดความเป็นพิษของ cryoprotectant ขึน้ได้ Bozkurt 
& Yavaş (2016) ใช้เวลาแช่ 10 นาที ที่อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส ขณะที่ Asmad et al. (2011) ท าการแช่ในตู้ เย็น อณุหภูมิ                
4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 60 นาที ส าหรับ Pewnane & Sodsuk (2003) และ Pewnane et al. (2004) ใช้ระยะเวลาแช่                 
15 นาท ีที่ 20 องศาเซลเซียส เป็นต้น จากรายงานข้างต้นการปรับสมดลุ osmotic pressure ของน า้เชือ้ปลานิลและ extender 
ใช้ระยะเวลาอยู่ระหว่าง 10 – 60 นาที ภายใต้อุณหภูมิต ่าระหว่าง 4 – 20 องศาเซลเซียส ซึ่งเป็นระยะเวลาและอุณหภูมิ                   
ที่เหมาะสมกับกระบวนการแลกเปลี่ยนน า้ โดยน า้ภายในเชือ้อสจิุปลานิลจะซึมออกและถกูแทนที่ด้วยสาร cryoprotectant 
จากภายนอกจนหมดท าให้เกิดภาวะสมดลุของแรงดนัออสโมติก นอกจากนีก้ระบวนการนีช้่วยลดการช็อคจากความเย็น (cold 
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shock) ของน า้เชือ้ปลานิลเนื่องจากมีการปรับสภาพแวดล้อมจากการค่อย ๆ ลดอณุหภมูิแล้ว ซึ่งหากใช้เวลาปรับสมดลุน้อย
กวา่นีน้ า้เชือ้ปลานิลอาจยงัไมส่ามารถปรับสภาพได้ทนั มีผลตอ่ความสมบรูณ์ของเชือ้อสจิุได้ 

7. กา รลดอุณห ภู มิ  (cooling and freezing rate)  เ ป็นกระบวนการที่ ส าคัญที่ สุดของการแช่ แข็ งแบบ 
cryopreservation สามารถท าได้ 3 แบบ ดงันี ้

7.1. การใช้น ้าแข็งแหง้ (dry ice) น า้แข็งแห้งมีคณุสมบตัิคงที่ท่ีอณุหภมูิ -79 องศาเซลเซียส มีรายงานถึงการลด
อุณหภูมิแบบนีใ้นน า้เชือ้ปลาบางชนิด  เช่น ปลา loach ปลาม้าลาย (Danio rerio) ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus 
gonionotus) (Kilavanit et al., 2017) ปลาสวายและปลาบึก (Pangasianodon gigas) (Mengamphan, 1998) แต่ยังไม่มี
รายงานกบัน า้เชือ้ปลานิล วิธีการนีส้ามารถท าได้โดยน าน า้เชือ้ที่ผสมกบัน า้ยาเจือจางน า้เชือ้ แล้วหยอดลงไปในหลมุที่ผา่นการ
ใช้สว่านเจาะให้เป็นหลมุตามขนาดที่ต้องการ แต่ไม่ควรให้มีขนาดใหญ่หรือลกึเกินไป และรอให้น า้เชือ้นัน้แข็งตวัเป็นเม็ดจึง
น าไปแช่เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว Kilavanit et al. (2017) ได้ทดลองเก็บน า้เชือ้ปลาตะเพียนขาวในน า้แข็งแห้งพบวา่ให้ผลตอ่
คณุภาพอสจิุไมต่า่งกบัน า้เชือ้สด และไมต่า่งกบัน า้เชือ้ที่เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลา 28 วนั  

7.2. การใช้ไอของไนโตรเจนเหลว ( liquid nitrogen vapor) ท าได้โดยน าตัวอย่างน า้เชือ้ที่บรรจุในภาชนะ
เรียบร้อยแล้ว จุ่มลงไปในถังเก็บตวัอย่าง (dewar) ที่บรรจุไนโตรเจนเหลวที่มีอุณหภูมิ -196 องศาเซลเซียส โดยให้ตวัอย่าง
น า้เชือ้อยู่ในไอเหนือผิวหน้าของไนโตรเจนเหลว (Vuthiphandchai et al., 2010) ตามระยะเวลาที่ต้องการ เช่น อณุหภมูิของ              
ไอไนโตรเจนเหลวหากอยู่เหนือผิวหน้า 3 ซม. จะอยู่ที่ประมาณ -140 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 10 นาที (Bozkurt & 
Yavaş, 2016) นอกจากนี  ้Altunok et al. (2004) ได้แช่น า้เชือ้ปลานิลเหนือผิวหน้า 5 ซม. ส่วน Asmad et al.  (2011)                 
ลดอุณหภูมิในไอไนโตรเจนเหลวที่ – 80 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที แล้วจึงจุ่มตวัอย่างลงในไนโตรเจนเหลว ขณะที่ 
Navarro et al. (2014) ได้เก็บน า้เชือ้ปลานิลในหลอดฟางแล้วแขวนไว้ในถังที่มีไอไนโตรเจนเหลวเป็นระยะเวลา 24 ชม.                
ก่อนจะน าไปแช่ลงในไนโตรเจนเหลว ซึ่งกระบวนการลดอุณหภูมิโดยการแช่ตวัอย่างไว้ในไอของไนโตรเจนเหลวนี ้Asmad            
et al. (2011) อธิบายวา่มีบทบาทส าคญักบัการเคลือ่นท่ีและการรอดตายของเชือ้อสจิุปลานิลแดงมาก 

7.3.  การใช้เคร่ืองลดอณุหภูมิ (cryologic device) เป็นเคร่ืองมือที่แบง่ได้ 2 รูปแบบ คือ 

- แบบประจ าที่ (stationary) เป็นเคร่ืองมือที่มีขนาดค่อนข้างใหญ่ส าหรับไว้ใช้ประจ าที่ มีช่องส าหรับใส่
ตวัอย่างน า้เชือ้ทางด้านบนของเคร่ือง มีการเช่ือมตอ่กบัถงัไนโตรเจนเหลวเพื่อช่วยในการลดอณุหภมูิจนตวัอยา่งแข็งตวั และมี
อปุกรณ์อิเลกทรอนิกส์ในการออกค าสัง่ควบคมุการลดอณุหภมูิด้านหน้าที่มีลกัษณะเป็นจอแสดงผลของอณุหภมูิ เคร่ืองมือที่
นิยมใช้เรียก Kryo – 10 ซึง่ Rana & Mcandrew (1987) พบวา่ การลดอณุหภมูิระหวา่ง 5 – 50 องศาเซลเซียส/นาที ไมม่ีผลตอ่
ตอ่อตัราการปฏิสนธิปลานิล 

- แบบเคลือ่นทีไ่ด ้(portable) สามารถน าออกไปท างานภาคสนามได้ อปุกรณ์นีป้ระกอบด้วย 1) คอมพิวเตอร์
แบบพกพา (laptop) ที่ติดตัง้โปรแกรมการลดอณุหภูมิ เช่น cryogenesis version 5 เพื่อควบคมุอตัราการลดอุณหภมูิตามที่
ต้องการ มีหนว่ยเป็น องศาเซลเซียส/นาที  2) อา่งควบคมุอณุหภมูิ (cryobath) ส าหรับเติมไนโตรเจนเหลวเพื่อช่วยลดอณุหภมูิ
ให้ต ่ากว่าจุดเยือกแข็ง 3) ช่องเก็บตวัอย่างน า้เชือ้ (cryochamber) ส าหรับใส่ตวัอย่างน า้เชือ้แล้วน าไปใส่ไว้ในอ่างควบคุม
อณุหภมูิอีกทีหนึง่และ 4) อปุกรณ์ควบคมุอณุหภมูิ (temperature controllers) ใช้ส าหรับแสดงอณุหภมูิ ณ เวลานัน้ ๆ  ซึง่จาก
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รายงานของ Pewnane & Sodsuk (2003) พบว่าการลดอุณหภูมิที่เหมาะสมส าหรับน า้เชือ้ปลานิล คือ 5 จนถึง – 60 องศา
เซลเซียส/นาที จากนัน้จึงน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวตอ่ไป 

8. การเก็บรกัษาและการตรวจสอบคณุภาพ (storage and quality examination) หลงัจากลดอณุหภมูิน า้เชือ้ลงจน
เปลี่ยนสถานะจากของเหลวเป็นของแข็งที่อณุหภมูิ -196 องศาเซลเซียสแล้ว ตวัอย่างน า้เชือ้ถกูแช่แข็งและน าไปเก็บไว้ในถงัที่
บรรจุไนโตรเจนเหลวทนัที ซึ่งไนโตรเจนเหลวนีม้ีอตัราการระเหยอยูต้่องหมัน่ตรวจสอบปริมาณของไนโตรเจนให้เพียงพออยา่ง
ต่อเนื่อง หากปริมาณลดลงต้องท าการเติมไมใ่ห้ระเหยจนหมดเนื่องจากท าให้ตวัอยา่งน า้เชือ้เสยีหาย ตามหลกัการแล้วน า้เชือ้
สามารถเก็บไว้ได้ตลอดไปหากแช่ไว้ในไนโตรเจนเหลวตลอดเวลา นอกจากนีค้วรมีการจดัการสถานที่ในการจดัเก็บ โดยควร
เป็นห้องโถงที่สร้างไว้ใช้เก็บถงับรรจนุ า้เชือ้ในไนโตรเจนเหลวเทา่นัน้ มีพืน้ท่ีวา่งในการเคลือ่นท่ีถงั ไมน่ าวสัดอุปุกรณ์ใด ๆ มาใน
ห้องนี ้ท่ีส าคญัควรเป็นห้องที่ระบายอากาศดี อณุหภมูิไมส่งูจนเกินไปเพื่อไมใ่ห้เกิดปฏิกิริยาเร่งการระเหย  

8.1.  การเก็บในรูปเม็ด (tablet) เหมาะส าหรับปลาที่มีปริมาณน า้เชือ้ตอ่ตวัมาก หรือปลาที่มีขนาดใหญ่มาก ๆ 
เช่น ในปลาบึกหรือปลาสวายการเก็บน า้เชือ้ในรูปเม็ดมีความเหมาะสมมาก (Mengamphan, 1998) แต่ในกรณีของปลานิลมี
ปริมาณน า้เชือ้ต่อตวัน้อยแม้จะมีการผสมกบัน า้ยาเจือจางน า้เชือ้แล้วไม่เหมาะกบัการเก็บในรูปเม็ดเนื่องจากปริมาณไมม่าก
เพียงพอ   

8.2. การเก็บในหลอดฟางและหลอดไครโอ (French straw และ cryotube) ในกรณีเก็บน า้เชือ้ปลานิลใช้หลอด
พลาสติกที่มีการปิดผนกึไว้ด้านหนึ่ง มีปริมาตรตัง้แต ่0.25 – 0.5 มล. ข้อดีของหลอดนีค้ือ นิยมใช้กนัแพร่หลายทัว่ไปเนื่องจาก
ขนาดไมใ่หญ่เกินไปท าให้น า้เชือ้ที่ได้รับการลดอณุหภูมิเทา่ ๆ กนัแข็งตวัพร้อม ๆ กนั แตส่ าหรับหลอด cryovial หรือ cryotube 
ซึง่มีขนาดใหญ่กวา่มีปริมาตร 1.2 – 2 มล. มีข้อได้เปรียบคือ เก็บได้ในปริมาณมาก ใน 1 หลอด ไมใ่ช้พืน้ท่ีมาก แตอ่าจมีข้อเสยี
อยู่อย่างหนึ่งคือ มีขนาดใหญ่อาจท าให้น า้เชือ้ที่อยู่แนวกลางของหลอดอาจแข็งตวัช้ากวา่ด้านข้างที่ได้รับไอไนโตรเจนโดยตรง
ได้ โดย Bozkurt & Yavaş (2016) รายงานวา่หลงัจากการละลายหลอดฟางที่มีขนาด 0.5 มล. มีผลให้การเคลือ่นท่ี ระยะเวลา
การเคลือ่นท่ีและอตัราการผสมดีกวา่ขนาด 0.25 มล.   

9. การละลาย (thawing) เป็นกระบวนการท่ีมีความส าคญัที่สดุเช่นเดียวกบักระบวนการลดอณุหภมูิ โดย มีรายงาน
การละลายน า้เชือ้ปลานิลจากการแช่แข็งพบวา่ Asmad et al. (2011) ใช้อณุหภมูิ 30 องศาเซลเซียสในการละลาย ระยะเวลา 
30 วินาที ขณะที่ Navarro et al. (2014) ใช้อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 8 วินาที ส าหรับ Pewnane & Sodsuk (2003) 
ใช้อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นอกจากนี ้Bozkurt & Yavaş (2016) ใช้อุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส นาน 20 – 30 วินาที 
ส าหรับ Almeida et al. (2016)  ใช้อณุหภมูิที่ 50 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 10 วินาที ซึง่จากรายงานข้างต้นการละลายน า้เชือ้
ปลานิลที่ผ่านการแช่แข็งแล้วมีช่วงอุณหภูมิกว้างระหว่าง 30 – 60 องศาเซลเซียส สอดคล้องกับปลาตะเพียนขาว 
(Barbonymus gonionotus) ที่พบว่าการละลายที่อณุหภูมิ 30 – 60 องศาเซลเซียส ไม่ส่งผลต่ออตัราการเคลื่อนที่และอตัรา
การมีชีวิต (Kilavanit et al., 2017) หากเลอืกใช้อณุหภมูิสงูเวลาที่ใช้ในการละลายมีน้อยกวา่อณุหภมูิที่ต ่ากวา่ โดยการละลาย
น า้เชือ้ไมค่วรใช้เวลานานเกิน 10 นาที (Mengamphan, 1998)   

10. คณุภาพน ้าเชื้อภายหลงัการละลาย (cryopreserved spermatozoa evaluation) หากเปรียบเทียบคณุภาพของ
น า้เชือ้สด (fresh milt) กบัน า้เชือ้ที่ผ่านการแช่แข็งแล้ว (cryopreserved milt) คณุภาพด้านอตัราการเคลื่อนท่ีและความเร็วใน
การเคลื่อนที่อาจมีแนวโน้มลดลง แต่จะลดลงมากหรือน้อยนัน้ขึน้อยู่กบัการจัดการน า้เชือ้ของการแช่แข็ง เช่น การคดัเลือก
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น า้ยาเจือจางน า้เชือ้ การปรับสมดลุน า้เชือ้ก่อนการแช่แข็ง อตัราการลดอณุหภมูิและการละลาย Asmad et al. (2011) พบวา่
อตัราการเคลื่อนที่ของอสจิุปลานิลจะค่อย ๆ ลดลงตามกระบวนการแช่แข็งจนลดต ่าสดุภายหลงัจากการแช่แข็งน า้เชือ้แล้ว 
นอกจากนีค้วามแตกต่างของปลานิลแต่ละตวั ( individual) และความแตกต่างขององค์ประกอบไขมนัของ sperm plasma 
membrane อาจเป็นปัจจยัส าคญัเช่นกนั การประเมินคณุภาพน า้เชือ้หรือการน าน า้เชือ้ปลานิลไปใช้ประโยชน์สามารถท าได้
โดยท าได้โดยรีดไข่ของปลานิลที่ผ่านการกระตุ้นด้วยฮอร์โมนใสใ่นภาชนะที่แห้งและสะอาดจากนัน้น าน า้เชือ้แช่แข็งมาท าการ
ละลายในอา่งควบคมุอณุหภมูิที่อณุหภมูิ 30-60 องศาเซลเซียส จากนัน้น าไปผสมกบัไขแ่ละใช้ขนไขผ่สม จากนัน้เติมน า้สะอาด
ร่วมกบัการผสมแล้วน าไปฟักในอปุกรณ์ฟักไขป่ลานิลตอ่ไป 
 
บทสรุป 
 การจดัการพอ่พนัธุ์ปลานิลให้มีผลผลติน า้เชือ้ที่มีปริมาณและคณุภาพเหมาะสม ปลานิลเพศผู้นัน้ควรมีคา่ดชันีความ
สมบรูณ์เพศ (GSI) ของปลานิลเพศผู้ประมาณ 2.38 % โดยทัว่ไปปลานิลเพศผู้ผลิตน า้เชือ้ในปริมาณน้อยแต่มีความถ่ีในการ
ผลิตสูง เชือ้อสุจิมีความยาวประมาณ 23.7 µm ความหนาแน่นไม่ต ่ากว่า 1.66 – 3.59 x 109 เซลล์/มล. มีค่าความเข้มข้น 
(osmolality) ของน า้เลีย้งน า้เชือ้ประมาณ 300 mOsmol kg-1 โดยมี Na+ และ K+ เป็นองค์ประกอบหลกัมากที่สดุ อายขุองพ่อ
พนัธุ์ที่เหมาะสมควรมีอายตุัง้แต่ 3 เดือน ถึง 3 ปี โดยมีขนาดตัง้แต่ 100 ก. ขึน้ไปถึง 1 กก. โดยเลีย้งในช่วงอณุหภมูิ 28 – 32 
องศาเซลเซียส ให้สารอาหารโปรตีน 25 – 45 % ไขมนั 5 - 12 % คาร์โบไฮเดรต 20 - 50 % ใยอาหาร ≤ 6 % กรดไขมนักลุม่            
ไลโนเลอิก (n-6) และไลโนเลนิก (n-3) 0.5 -1.0 % แคลเซียม 0.3 % และฟอสฟอรัส 0.7 % ความหนาแน่นการเลีย้งควรอยูท่ี่             
1 ตวั/ 4 ตารางเมตร ภายใต้ระบบการเลีย้งที่สามารถสร้างพ่อพนัธุ์ที่ดีได้แก่ ไบโอฟลอ็ค (BFT) ระบบน า้หมนุเวียน (RAS) หรือ
เพิ่มสารเสริมในอาหารเช่น สาหร่าย Spirulina platensis,  Cladophora glomerata หรือ Polyunsaturated fatty acid 
(PUFAs) รวมทัง้น า้มนั (oil) ต่าง ๆ เป็นต้น ส าหรับการเก็บน า้เชือ้แช่แข็ง ควรเลือกพ่อพนัธุ์ที่แข็งแรง สมบูรณ์ และเมื่อเก็บ
น า้เชือ้ที่มีคณุภาพท่ีดี เช่น มีสขีาว มีความสมบรูณ์ของเชือ้อสจิุ มีอตัราการเคลือ่นท่ีมากกวา่ 75 % ปราศจากการปนเปือ้นตา่ง 
ๆ ซึ่งเหมาะสมเพื่อที่จะน ามาแช่แข็ง สารเจือจางที่เหมาะสมมีหลากหลายสตูรโดยมี MeOH หรือ DMSO หรือ DMA เป็นสาร 
cryoprotectant ที่ความเข้มข้นต ่า 5 – 15 % โดยแช่ปรับสมดลุไม่เกิน 60 นาที จากนัน้ท าการลดอณุหภมูิอย่างช้า ๆ ภายใน
ช่วง 5 – 50 องศาเซลเซียส/นาที และเก็บน า้เชือ้ที่แข็งตวัแล้วไว้ในไนโตรเจนเหลวทนัที หมัน่ตรวจระดบัของไนโตรเจนเหลว
ไม่ให้ระเหยหมด หากต้องการน ามาใช้ผสมพนัธุ์ให้น าน า้เชือ้มาละลายในน า้ที่ช่วงอุณหภูมิ 30 – 60 องศาเซลเซียส แล้วจึง
น ามาผสมกบัไขป่ลานิลแล้วน าไปฟักในระบบฟักไขต่อ่ไป  
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