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บทคดัย่อ 

 การศึกษาวิจยัการแช่แข็งตวัอ่อนปลาในประเทศไทยเป็นเทคโนโลยีทางชีวภาพที่มี รายงานการศึกษาวิจยัน้อย เมื่อ
เปรียบเทียบกบัการแช่แข็งน า้เชือ้และการศึกษาของต่างประเทศ ซึ่งในปัจจุบนัการแช่แข็งตวัอ่อนปลายงัไม่ประสบผลส าเร็จ
อย่างชดัเจน เนื่องจากความแตกต่างและความสลบัซบัซ้อนของตวัอ่อนกบัน า้เชือ้ปลา ซึ่งกลายเป็นอปุสรรคของการแช่แข็ง 
ดงันี ้ขนาดของตวัออ่นและปริมาณถงุไขแ่ดงที่มีปริมาณมากซึง่เป็นปัญหาหลกัในการแชแ่ข็งตวัออ่น จ านวนและความหนาของ
เยื่อหุ้มเซลล์ที่ล้อมรอบตวัอ่อน ประสิทธิภาพการซึมผ่านของน า้เข้าและออกภายในและนอกเซลล์ รวมทัง้ชนิดของไข่ปลา               
เป็นต้น อุปสรรคดงักล่าวนีม้ีความส าคญัส่งผลให้ตวัอ่อนปลาเกิดการบาดเจ็บจากการแช่แข็ง เช่น การเกิดผลึกน า้แข็ง การ
เปลีย่นแปลงความเป็นกรดดา่ง การช็อคจากความเย็นและความร้อน แรงดนัออสโมติกและความเป็นพิษของสารป้องกนัเซลล์
จากการแช่แข็งที่ส่งผลต่อความสมบูรณ์และอตัราการรอดตายภายหลงัจากการแช่แข็ง บทความนีจ้ึงได้รวบรวมปัจจัยและ
แนวทางการศกึษาที่เก่ียวข้องเพื่อใช้ประโยชน์จากการแช่แข็งตวัอ่อนปลาในการวิจยัทางการอนรัุกษ์พนัธุกรรม เศรษฐกิจและ
สงัคมและการปรับปรุงสายพนัธุ์ตอ่ไป 
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ABSTRACT 
At present, a few biotechnology research involved fish embryo cryopreservation in Thailand was reported 

while international journals had many publications related with fish embryo cryopreservation being reported. 
However, there are waiting for the success. There are a number of obstacles for cryopreservation of fish embryo 
including size of embryo and egg yolk quantity (the main problem in embryo cryopreservation), membrane 
structure, permeability of compartment barriers and type of the egg, chilling injuries phenomena during cooling and 
thawing process. The important concepts to support the success were demonstrated including type of 
cryoprotectants and their concentration, egg yolk volume, space and membrane permeability, embryonic 
development stage, cooling, thawing rate and equilibration time. These factors should be studied for further 
development of fish embryo cryopreservation. 
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บทน า 

ประเทศไทยมีความสมัพันธ์กับแหล่งน า้และพรรณปลาน า้จืดมาตัง้แต่อดีตกาล โดยมีส านวนไทยที่ได้ยินกันมา
ยาวนานวา่ “ในน า้มีปลา ในนามีข้าว” ซึง่หมายความวา่ดินแดนที่มีความอดุมสมบรูณ์ทัง้ในดินและน า้ โดยเฉพาะปลา สตัว์น า้
หลกัที่มีประโยชน์ด้านอาหารและนิเวศวิทยาแหลง่น า้ ส าหรับปลาน า้จืดในไทยมีรายงานความหลากหลายไมต่ ่ากวา่ 570 ชนิด 
(Wittayanon et al., 2012) สว่นปลาน า้กร่อยและน า้เค็มที่น ามาใช้ประโยชน์ทางการประมงมีรายงานวา่พบไมต่ ่ากวา่ 36 ชนิด 
(Department of Fisheries, 2016) เป็นต้น แต่ปัญหาจากความเสื่อมโทรมของแหล่งน า้จากการขยายตัวของชุมชนเมือง               
อยา่งรวดเร็ว การปลอ่ยน า้เสยีของชมุชนและโรงงานอตุสาหกรรม การใช้เคร่ืองมือประมงท าการประมงทะเลท่ีสง่ผลกระทบต่อ
แหลง่เพาะฟักและอนบุาลปลา รวมทัง้การปลอ่ยพนัธุ์สตัว์น า้ตา่งถ่ิน (alien species) ลงในแหลง่น า้ธรรมชาติ ซึ่งมีผลกระทบ
ต่อประชากรปลาทัง้ทางด้านคณุภาพและปริมาณทัง้สิน้ ดงันัน้เทคโนโลยีทางชีวภาพทางด้านเก็บรักษาเซลล์ภายใต้อณุหภมูิ            
ที่ต ่ามาก ๆ โดยการแช่แข็งภายใต้ไนโตรเจนเหลว ( liquid nitrogen, LN2) ที่อณุหภมูิ – 196  องศาเซลเซียส ที่เรียกว่าการเก็บ
รักษาแช่แข็งแบบไครโอพรีเซอเวชัน่ (cryopreservation) จึงถกูน ามาใช้ประโยชน์ในการเก็บน า้เชือ้ปลา (fish spermatozoa) 
ซึ่งถูกพัฒนาก้าวหน้าขึน้มากกับปลาหลายชนิดของไทย สามารถน ามาใช้กับการอนุรักษ์พันธุกรรม (genetic materials)                
การเพิ่มมลูคา่ผลผลติปลานอกฤดผูสมพนัธุ์และการปรับปรุงสายพนัธุ์ทางเศรษฐกิจ (selection) ได้ แต่ในทางตรงกนัข้ามการ
เก็บตวัอ่อนปลา (fish embryo) ยงัไม่มีการศกึษาแพร่หลายแตกตา่งกบัต่างประเทศมาก  ทัง้นีอ้าจเนื่องมาจากความแตกตา่ง
ของระดบัของเทคโนโลยีการแช่แข็ง ประกอบกบัองค์ประกอบของน า้เชือ้และตวัออ่นปลาที่แตกตา่งกนัอยา่งสิน้เชิง โดยเฉพาะ
ปริมาณของถงุไข่แดง (yolk) ที่เป็นแหล่งอาหารและพลงังานหลกัที่พบในตวัอ่อนที่มีปริมาณมาก ส่งผลให้กลไกการซึมผ่าน
แลกเปลีย่นน า้และสารรักษาเซลล์ที่เป็นหวัใจหลกัในการแชแ่ข็งไมส่มดลุ ซึง่ปัญหานีแ้ม้แตใ่นตา่งประเทศยงัคงมีการศกึษาวจิยั
อย่างต่อเนื่องแต่ยงัไม่มีรายงานความส าเร็จเกิดขึน้ อย่างไรก็ตามยงัมีปัจจยัอื่นที่เก่ียวข้องอีกมาก ท าให้การพฒันางานวิจัย
ด้านตวัอ่อนปลานีอ้าจเป็นเร่ืองยุ่งยากและประสบปัญหามากมาย จึงจ าเป็นต้องมีการทบทวนข้อมลูใช้ประโยชน์จากการแช่
แข็งตวัออ่นปลาในการวิจยัทางการอนรัุกษ์พนัธุกรรม เศรษฐกิจและสงัคมและการปรับปรุงสายพนัธุ์ตอ่ไป 



บทความวิชาการ 

วารสารวิทยาศาสตร์บรูพา ปีที่  24  (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม – สิงหาคม  พ.ศ. 2562 667  
 

การวิจัยด้านตัวอ่อนปลาแช่แข็งของไทย (fish embryonic cryopreservation in Thailand) 
            ในปัจจบุนัมีรายงานการศกึษาวิจยัด้านตวัออ่นปลาแช่แข็งในปลานิล (Oreochromis niloticus) เพียงชนิดเดียวเทา่นัน้ 
(Wankanapol, 2012) หากเทียบกับต่างประเทศที่มีมากกว่า 17 ชนิด (Wankanapol, 2018) เช่น ปลาม้าลาย (Danio rerio) 
(Zhang et al., 1993; Kimmel et al., 1995; Zhang and Rawson, 1996; Lahnsteiner, 2008; Lin et al., 2009; Higaki              
et al., 2009; Zampolla et al., 2009; Silakes and Bart, 2010; Riesco et al., 2012; Higaki et al., 2013) ที่ มี ร ายงาน
การศึกษาที่หลากหลายเนื่องจากเพาะเลีย้งง่าย ไข่มีขนาดเล็กซึ่งนิยมน ามาใช้เป็นสตัว์น า้ทดลองทางวิทยาศาสตร์และ
วิทยาศาสตร์การแพทย์อยา่งกว้างขวาง นอกจากนีย้งัพบในปลา gilthead seabream (Sparus aurata) (Cabrita et al., 2006) 
turbot (Scophthalmus maximus) (Cabrita et al., 2003) rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) (Calvi and Maisse, 
1998) flounder (Paralichthys olivaceaus) (Chen and Tian, 2005) Japanese whiting (Sillago japonica) (Rahman               
et al., 2011) sea perch (Lateolabrax japonicas) (Tian et al., 2003) และ  red seabream (Pagrus major) (Xiao et al., 
2008) เป็นต้น ซึ่งสาเหตทุี่มีการศกึษาน้อยอาจเนื่องมาจากขาดแคลนบคุลากรท่ีมีความสนใจ บคุลากรขาดประสบการณ์และ
ความช านาญและที่ส าคญัขาดแคลนงบประมาณอุปกรณ์และเทคโนโลยีขัน้สงูในการด าเนินการอย่างต่อเนื่องและที่ส าคญั
แม้แตใ่นการศกึษาของตา่งประเทศก็ยงัไมพ่บวา่มีรายงานท่ีประสบผลส าเร็จในการเก็บตวัออ่นปลาแช่แข็งเลย ซึง่อาจสง่ผลให้
มีผู้สนใจจ านวนน้อยเนื่องจากประเมินความเป็นไปได้ว่ายากหากจะด าเนินการให้ประสบความส าเร็จได้ นอกจากนีจ้ากความ
แตกต่างของคณุสมบตัิหลาย ๆ ประการของตวัอ่อนและน า้เชือ้ปลานีท้ าให้เห็นวา่ข้อมลูการศึกษาวิจยัยงัคงจ าเป็นต้องศกึษา
อีกจ านวนมากเพื่อหาวิธีการที่เหมาะสมที่จะเป็นค าตอบให้การเก็บตวัอ่อนปลาประสบผลส าเร็จ ซึ่งแม้ว่าจะน าหลกัการของ
การแช่แข็งน า้เชือ้ปลาซึ่งประสบผลส าเร็จกับปลาหลาย ๆ ชนิดก่อนหน้านี แ้ล้ว เช่น ปลาตะเพียนขาว (Barbonymus 
gonionotus) (Ounkwanmuang et al., 2008) ปลานิล (Oreochromis niloticus ) (Pewnane et al., 2004) ปลาดุกเทศ 
(Clarias gariepinus) (Pomsema et al., 2009) ปลานวลจันทร์น า้จืด  (Cirrhinus microlepis) (Ponchunchoovong et al., 
2011) ปลาสวาย (Pangasianodon hypopthalmus) (Hambananda & Mongkonpunya, 1996) ปลาเผาะ (Pangasius 
bocourti) (Ponchunchoovong & Khunnumthiang, 2010) ปลากะพงแดง (Lutjanus argentinaculatus) (Chompoothawat 
, 2007) ปลาเทโพ (Pangasius larnaudii) (Chodcharat et al., 2005) ปลาช่อนทะเล (Rachycentron canadum) (Sean-in 
et al., 2012) ป ล า บึ ก  ( Pangasianodon gigas) (Polprasit & Tawarutmaneegul,1997) ป ล า เ ท พ า  ( Pangasius 
sanitwongsei)  (Pewnane et al.,  2012) ปลากระโห้  (Catlocarpio siamensis)  (Ponchunchoovong et al., 2013)  และ             
ปลาดุกอุย (Clarias macrocephalus) (Vuthiphandchai, 2009) เป็นต้น  มาประยุกต์ใช้ แต่ก็ต้องปรับปรุงบางส่วนของ
กระบวนการให้เหมาะสมกบัคณุสมบตัิของเซลล์ของตวัออ่นปลาชนิดตา่ง ๆ อีกมาก     
 
ความแตกต่างของน า้เชือ้และตัวอ่อนปลา (comparisons between fish sperm and embryo) 
          ตวัอ่อนปลามีความสลบัซบัซ้อนกว่าน า้เชือ้อสจิุในทุก ๆ ด้าน (Bart, 2000) ความแตกต่างประการแรกที่ชัดเจน คือ 
ขนาด (size) ตวัอ่อนของปลาทกุชนิดและทกุประเภทของไข่จะมีขนาดใหญ่กว่าเชือ้อสจิุมาก โดยทัว่ไปขนาดของสว่นหวัของ
เชือ้อสจิุ (spermatozoa) จะมีขนาดเล็กกว่ารูไมโครไพล์ (micropyle) ของไข่ปลา เพื่อให้สามารถว่ายเข้าไปปฏิสนธิกับไข่ได้ 
ตวัอย่างขนาดของน า้เชือ้ของปลา Atlantic Cod พบว่าความยาวหวัอสจิุมีขนาดเฉลี่ย 1.8 – 3.6 ไมโครเมตร ความกว้างเฉลีย่ 
1.5 – 2.3 ไมโครเมตร (Tuset et al., 2008) ส าหรับ Islam and Akhter (2011) พบว่า หัวของเชือ้อสุจิปลามีขนาดประมาณ              
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2 – 4 ไมโครเมตร เป็นต้น ส าหรับขนาดของไข่ปลา (egg) ที่แบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่ ไข่ลอย (pelagic egg) จะมีขนาด
เล็กที่สดุ รองลงมาคือไข่คร่ึงจมคร่ึงลอย (semi buoyant egg) และไข่จม (demersal egg) ที่มีขนาดใหญ่ที่สดุ ตามล าดบั ใน
ปลาหมอไทยที่มีไขล่อยมีขนาดเส้นผา่นศนูย์กลางประมาณ 0.7 มิลลเิมตร (Chesoh, 2004) ในปลาตะเพียนขาวที่มีไขป่ระเภท
คร่ึงจมคร่ึงลอยมีขนาดเส้นผ่าศนูย์กลางประมาณ 0.5 – 0.8 มิลลิเมตร และเมื่อพองจากการดดูน า้เข้าไปจะมีขนาด 2.5 – 3.5 
มิลลิเมตร (Department of Fisheries, 2005) ส าหรับไข่ปลานิลซึ่งมีไข่ประเภทจมพบว่ามีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ              
1.8 –  2.0 มิลลเิมตร (Department of Fisheries, 2010)  เป็นต้น ซึง่หากเปรียบเทียบขนาดของเชือ้อสจิุกบัไขข่องปลาจะพบวา่
มีขนาดแตกตา่งกนัอยา่งเห็นได้ชดั โดยไข่ปลาจะมีขนาดใหญ่กว่าเชือ้อสจิุประมาณ 860 – 875 เท่า (ขึน้อยู่กบัชนิดปลา) จาก
สาเหตนุีท้ าให้เป็นอปุสรรคอยา่งมากในการซมึผา่นของน า้ (osmosis) ที่ไมส่มดลุ (imbalance) ทัง้ภายในและภายนอกตวัออ่น 
จึงจ าเป็นต้องมีการศกึษาความสมดลุของสารละลายที่น าตวัออ่นไปแช่ให้เหมาะสม 
             นอกจากนีเ้ชือ้อสจิุต้องแขวนลอยอยูใ่นน า้เลีย้งน า้เชือ้ (seminal fluid หรือ seminal plasma) เพื่อรักษาความสมบรูณ์
และการมีชีวิต ซึง่จ าเป็นต้องมีการศกึษาสารเจือจางน า้เชือ้ (extender) จากการคดัเลอืกสารประกอบตา่ง ๆ มาผสมกนัให้เกิด
สูตรต่าง ๆ ที่เหมาะสมกับปลาชนิดนัน้ ๆ และที่ส าคัญสูตรสารเจือจางน า้เชือ้จะต้องมีค่าความเข้มข้นของสารที่อยู่ใน
สารละลาย (osmolality) และค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ใกล้เคียงกบัความเข้มข้นของน า้เลีย้งน า้เชือ้หรือเลือดของปลานัน้ ๆ  
แต่ส าหรับตวัอ่อนปลามีน า้เลีย้งไข่ (ovarian fluid หรือ ovarian plasma) ประกอบอยู่เช่นกันแต่มีปริมาณน้อยกว่าน า้เลีย้ง
น า้เชือ้อสจิุมาก ซึ่งคาดว่ามีปริมาณ 10 - 30 เปอร์เซ็นต์ของปริมาณไข่ทัง้หมด ซึ่งส่วนใหญ่จะมีสารอินทรีย์ประเภทโปรตีน              
ในปริมาณที่สูง รวมทัง้มี Na+ ในปริมาณที่สูงด้วยเช่นกัน  (Lahnsteiner et al., 1995) จากกรณีนีท้ าให้การแช่แข็งไข่หรือ                 
ตวัอ่อนปลา ไม่จ าเป็นต้องคดัเลือกสารประกอบต่าง ๆ มาผสมให้เป็นสารเจือจางเหมือนกับน า้เชือ้แต่ยงัคงต้องศึกษาความ
เข้มข้นของสารที่อยู่ในสารละลายและความเป็นกรดด่างของสารประกอบนัน้ ๆ เช่นเดียวกบัน า้เชือ้เพื่อวิเคราะห์ระดบัความ
เป็นพิษที่จะเกิดขึน้กบัตวัออ่นปลาที่ท าการศกึษา 
              ความแตกต่างอีกประการหนึ่งคือในตวัเชือ้อสจิุปลามีเยื่อหุ้มเซลล์ซึมผ่านน้อยและไม่ซบัซ้อน ท าให้การแลกเปลี่ยน
น า้และสารต่าง ๆ ระหว่างภายในและภายนอก (osmosis) เป็นไปได้ง่าย แต่ในตวัอ่อนปลาจะมีเยื่อหุ้มเซลล์ที่มีหลายชัน้และ
องค์ประกอบซบัซ้อนกวา่ เรียกวา่ multiple compartment barriers ที่ประกอบด้วย เปลอืกไข ่(chorion) ช่องวา่งเพอริวิเทลลีน 
(perivitelline space) เยื่อหุ้มไขแ่ดง (vitelline membrane) ไขแ่ดง (yolk) และหยดน า้มนั (oil globule หรือ oil granule) (ภาพ
ที ่1) ซึง่ความหนาของเปลอืกไขแ่ละช่องวา่งเพอริวิเทลลนีจะขึน้อยูก่บัชนิดและประเภทของไขป่ลา และที่ส าคญัไขป่ลาเป็นไขท่ี่
มีไข่แดงปริมาณมาก (telolecithal egg) ซึ่งเยื่อหุ้มเซลล์และไข่แดงดงักลา่วข้างต้นนีเ้ป็นอปุสรรคอยา่งมากในการแลกเปลีย่น
น า้และสารละลายต่าง ๆ เข้าออกตวัอ่อนเนื่องจากแต่ละเยื่อหุ้มมีคณุสมบตัิ ความหนาและองค์ประกอบที่น า้และสารละลาย
สามารถซมึผา่นได้ไมเ่ทา่กนั 
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ภาพที่ 1  เยื่อหุ้มเซลล์ที่ซบัซ้อนหลายชัน้ (multiple compartment barriers) A-vitelline membrane, B-chorion, C-yolk,  
               D-oil droplet or granule, E-perivitelline space and F-germinal disc (animal pole) (Flowerchild207, 2013)  
 

             นอกจากนีไ้ขป่ลายงัสามารถจ าแนกได้ 3 ประเภท ได้แก่ ไขล่อย (pelagic egg) คร่ึงจมคร่ึงลอย (semi buoyant egg) 

และจม (demersal egg) ซึ่งแต่ละประเภทมีขนาดของไข่ ความหนาของเปลือกไข่ ช่องว่างภายใน  เยื่อหุ้มเซลล์ภายในและ            

ที่ส าคญัที่สดุปริมาณของถงุไข่แดง (egg yolk) ที่แตกต่างกันอย่างชัดเจน โดยเฉพาะไข่ลอยจะมีขนาดเล็กที่สดุ เปลือกบาง 

ช่องว่างภายในกว้างและถงุไข่แดงน้อยที่สดุ รองลงมาคือ ไข่คร่ึงจมคร่ึงลอยและจมตามล าดบั ดงันัน้การศึกษาตวัอ่อนปลา              

แช่แข็งจึงควรเร่ิมต้นจากการคดัเลอืกตวัออ่นที่มาจากไขป่ระเภทไขล่อยซึง่มีขนาดเลก็ที่สดุก่อนเพื่อให้มีโอกาสประสบผลส าเร็จ

แล้วจึงพัฒนาต่อยอดไปสู่ไข่ที่มีขนาดใหญ่ขึน้เป็นต้น อีกประเด็นหนึ่งการพัฒนาของตัวอ่อนหลงัจากได้รับการปฏิสนธิ 

(fertilized) จะแบ่งได้ประมาณ 7 ระยะ ตามการแบ่งระยะของ Kimmel et al. (1995) ซึ่งแต่ละระยะความซับซ้อนของ

องค์ประกอบของไข่ที่พฒันาเป็นตวัอ่อนก็จะลดลงตามระยะเวลาการพฒันาที่เพิ่มขึน้ เช่น ขนาดของถงุไข่แดงก็จะลดลงตาม

ระยะการพฒันา จนกระทัง่หมดไปหลงัจากฟักเป็นตวัแล้ว เป็นต้น จากข้อมลูเหลา่นีย้งัสง่ผลตอ่การแลกเปลี่ยนน า้ภายในและ

ภายนอกเซลล์อีกด้วย ดงันัน้การคดัเลอืกระยะการพฒันาของตวัออ่นปลาในช่วงที่ใกล้ที่จะฟักเป็นตวั (hatching) มาแช่แข็งจะ

มีโอกาสที่จะประสบผลส าเร็จมากกวา่ตวัออ่นที่ก าลงัพฒันาในระยะต้น ๆ เป็นต้น  

 

ปรากฎการณ์ที่พึงระวังในการแช่แข็งตัวอ่อนปลาหรือการบาดเจ็บจากการแช่แข็ง (chilling injuries) 
ปรากฏการณ์เหลา่นีเ้ป็นปรากฏการณ์ที่ไมค่วรให้เกิดขึน้ในขณะที่ก าลงัท าการลดอณุหภมูิในการแช่แข็งตวัออ่นและการ

น าตัวอ่อนมาท าการละลายภายหลังจากที่แช่แข็งไปแล้วเพื่อประเมินการอยู่รอด ซึ่ง Chao and Liao (2001) ได้จ าแนก
ปรากฏการณ์ตา่ง ๆ ไว้ดงัตอ่ไปนี ้ 

1. การเกิดผลึกน า้แข็งในเซลล์ ( ice crystal formation)  เกิดในช่วงระหว่างการลดอุณหภูมิ เนื่องมาจากน า้                         

ไม่สามารถถกูดึงออกจากเซลล์ตวัอ่อนได้ทัง้หมดและยงัคงหลงเหลืออยู่ภายในเซลล์ น า้ส่วนนีจ้ะกลายเป็นผลึกน า้แข็งและ               

ทิ่มแทงเซลล์ให้เสยีหายเหมือนกบัมีด ดงันัน้จึงไมค่วรให้มีน า้เหลอืในเซลล์จึงจะลดการเกิดปรากฎการณ์นีไ้ด้  

2. การเปลี่ยนแปลงความเป็นกรด-ด่าง (pH fluctuation)  เกิดขึน้ในช่วงของการแช่แข็ง (การลดอณุหภมูิ) และการ

ละลายตวัอ่อน ในช่วงนีส้มดลุของเกลือภายในเซลล์จะถกูรบกวน เนื่องจากน า้ถกูดึงออกจากเซลล์สง่ผลให้เซลล์สญูเสียน า้มี

โอกาสท าให้เซลล์แห้งและคา่ความเป็นกรดดา่งจะเปลีย่นแปลงโดยมีคา่ลดต ่าลงจากปกต ิซึง่เหตกุารณ์นีจ้ะเกิดขึน้ขณะท าการ
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ลดอณุหภมูิ ในทางกลบักนัในช่วงของการละลายซึง่เป็นช่วงที่ตวัออ่นถกูแช่แข็งแล้วถกูน ามาละลาย น า้จะซมึกลบัเข้าสูต่วัออ่น

สง่ผลให้เซลล์ตวัออ่นปลามีปริมาณน า้เพิ่มมากขึน้ท าให้สมดลุของเกลือภายในเซลล์จะถกูรบกวนอีกครัง้ เซลล์ตวัอ่อนอาจจะ

ขยายใหญ่ขึน้จากน า้ที่ซมึเข้ามามากขึน้ ท าให้คา่ความเป็นกรดดา่งเปลีย่นแปลงโดยมีคา่สงูขึน้กวา่ในช่วงลดอณุหภมูิ  

3. การช็อคด้วยความเย็น (cold shock)  และการช็อคด้วยความร้อน (hot shock) เกิดจากไขมันในตัวอ่อน                

ที่เปลี่ยนสภาพจากไขมนัที่มีความนิ่มจนกลายสภาพเป็นแข็งตวัในขณะลดอณุหภมูิ สง่ผลให้เนือ้เยื่อตึงเครียดเพิ่มขึน้เรียกวา่

การช็อคด้วยความเย็น ในทางกลบักันไขมนัที่เปลี่ยนจากสภาพจากไขมนัที่แข็งตวักลายสภาพเป็นไขมนันิ่มดงัเดิมในขณะ               

ท าการละลาย สง่ผลให้เนือ้เยื่อตงึเครียดเพิ่มขึน้ เรียกวา่การช็อคด้วยความร้อน 

4. แรงดันออสโมติก (osmotic pressure) เมื่อสารละลายภายนอกและน า้ภายในเซลล์มีแรงดนัออสโมติกไม่สมดลุ 

การซึมผ่านของน า้โดยแรงดนัออสโมซิสจึงมีผลท าให้เซลล์เสียหาย เช่น ในช่วงการลดอณุหภมูิ (cooling) ก่อนการแช่แข็งจะ

เกิดปรากฏการณ์ไฮเปอร์โทนิค (hypertonic) สารละลายภายนอกเซลล์จะเข้มข้นกว่าภายในเซลล์น า้จะซึมออกสู่ภายนอก

เซลล์ท าให้เซลล์แห้งและเหี่ยวลง ในทางกลบักันในช่วงการละลาย (thawing) จะเกิดปรากฏการณ์ไฮโปโทนิค (hypotonic) 

สารละลายภายนอกเซลล์มีความเข้มข้นน้อยกวา่ภายใน น า้จากภายนอกจะซมึเข้าท าให้เซลล์ขยายใหญ่ขึน้จนอาจแตกได้  

5. ความเป็นพิษของสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง (cryoprotectant toxicity) สารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งมี

หน้าที่เข้าไปแทนที่น า้ในเซลล์ป้องกนัไม่ให้เกิดผลกึน า้แข็ง สารชนิดนีจ้ าเพาะกบัชนิดของตวัอ่อนปลาไม่เหมือนกนั ต้องมีการ

ทดสอบชนิดสารที่เหมาะสมกับชนิดตวัอ่อนปลาเป็นรายชนิด แต่ข้อควรระวงัคือสารชนิดนีจ้ะเป็นพิษเมื่อมีความเข้มข้นสงู

นัน่เอง สารนีม้ีมากมายหลายชนิดแตท่ี่นิยมใช้ในการศกึษาวจิยับอ่ยครัง้ ได้แก่ Dimethyl sulfoxide (DMSO), Ethylene glycol 

(EG), Glycerol (GLY), Methanol (MeOH) และ Propylene glycol (PG) เป็นต้น  

 

ปั จจั ยที่ มี ผล ต่อความส า เ ร็ จของการแ ช่แข็ งตั ว อ่อนปลา  ( factors effecting the success of fish embryo 
cryopreservation)  

ปัจจัยที่หลัก ๆ ที่อาจส่งผลต่อความส าเร็จในการแช่แข็งตัวอ่อนปลาสามารถพิจารณา (Boonkuson, 2008 และ 
Hegadorn et al., 1997) ได้ดงัตอ่ไปนี ้ 

1. ปริมาตรและขนาดของเซลล์ภายในตัวอ่อน เนื่องจากตวัอ่อนปลามีพืน้ที่ผิวมากกว่าเชือ้อสจิุ รวมทัง้ถุงไข่แดง 

(yolk egg) ที่มีขนาดและปริมาณมากกวา่ ท าให้การเคลื่อนที่ผ่านเข้าออกของน า้ระหวา่งภายในและภายนอกต้องใช้เวลามาก

ขึน้กวา่ปกติ  

2. ช่องว่างและคุณสมบัติในการซึมผ่านของเยื่อหุ้มเซลล์ของตัวอ่อนปลาแต่ละชนิด ในตวัอ่อนของปลาแต่ละ

ชนิดจะประกอบด้วยช่องว่างและเยื่อหุ้มเซลล์ภายในหลายชัน้ ซึ่งเยื่อหุ้มเหล่านีจ้ะเปลี่ยนแปลงไปภายหลงัจากการปฏิสนธิ              

มีผลให้เซลล์ตวัอ่อนมีขนาดแตกต่างกนั นอกจากนีย้งัมีผลให้เยื่อหุ้มเซลล์มีความแข็งแรงและทนต่อแรงดนัออสโมติกในการ             

ซมึผา่นของน า้และสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งได้สงูแตกตา่งกนั  
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3. ระยะการพัฒนาของตัวอ่อน ระยะการเจริญของตัวอ่อนที่แตกต่างกันจะมีผลให้ความทนทานต่อการแช่แข็ง              

แตกตา่งกนั โดยสว่นใหญ่ตวัออ่นระยะก่อนการฟักจะมีความอดทนตอ่อณุหภมูิต ่ามากกวา่ระยะเร่ิมต้นพฒันา 

4. อัตราการลดอุณหภูมิในการแช่แข็ง เป็นช่วงที่ส าคัญต่ออัตราการรอดของตัวอ่อนมาก หากลดอุณหภูมิด้วย

ความเร็วมากเกินไป จะมีผลให้น า้ภายในเซลล์มีเวลาซึมออกจากเซลล์ได้น้อยและหลงเหลืออยู่ในเซลล์มากและในที่สดุจะ

กลายเป็นผลกึน า้แข็งภายในเซลล์ ในทางตรงกนัข้ามหากลดอณุหภมูิช้าเกินไปจะท าให้น า้ภายเซลล์มีโอกาสซึมออกได้มาก 

เกิดความเสยีหายจากความเข้มข้นของอิเลกโทรไลท์ภายในเซลล์มีความเข้มข้นสงูเกินไป (Liebermann et al., 2002) 

5. การละลาย เป็นช่วงที่มีความส าคญัเท่า ๆ กับการลดอุณหภูมิในกรณีที่ตวัอ่อนมีถุงไข่แดงปริมาณมากหรือเป็นไข่

ประเภทไข่จมโอกาสที่น า้จะเหลือภายในเซลล์ขณะลดอุณหภูมิมีสงู ดงันัน้สามารถใช้อุณหภูมิสงูมากเพื่อให้เกิดการรวดเร็ว            

ในการละลายเพื่อลดการเกิดผลึกน า้แข็งประมาณ 40 – 45 องศาเซลเซียส หากในกรณีตวัอ่อนมีถุงไข่แดงเล็กหรือเป็นไข่

ประเภทไข่คร่ึงจมคร่ึงลอยมีโอกาสที่น า้จะเหลือในเซลล์น้อย ดงันัน้จะต้องใช้อณุหภมูิไม่สงูมากเพื่อละลายตวัอ่อนอย่างช้า ๆ 

โดยใช้อณุหภมูิระหวา่ง 35 – 40 องศาเซลเซียส เป็นต้น 

6. ชนิดและความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง สารชนิดนีม้ีหน้าที่ส าคญัในการป้องกันเซลล์ถกู

ท าลายในระหว่างการแช่แข็งและการละลาย โดยมีความจ าเพาะต่อชนิดปลา ท าหน้าที่ป้องกันไม่ให้เกิดผลึกน า้แข็งภายใน

เซลล์ ความเหมาะสมของสารชนิดนีข้ึน้อยู่กับชนิดปลา และความเข้มข้นของสารนีต้้องมีระดบัที่เหมาะสมไม่สงูเกินไป (50 

เปอร์เซ็นต์) เพื่อไม่ให้เกิดความเป็นพิษตอ่เซลล์ นอกจากนีอ้ณุหภมูิขณะแช่ตวัอ่อนในสารชนิดนีก็้มีผลตอ่ความเป็นพิษเช่นกนั 

โดยที่ความเป็นพิษจะสงูขึน้แปรผนัตามอณุหภมูิที่สงูขึน้ 

 

แนวทางการพัฒนางานวิจัยด้านการแช่แข็งตวัอ่อนปลา (research development in fish embryonic cryopreservation) 
เนื่องจากความซบัซ้อนและพลวตัรของกระบวนการทางสรีระเคมีของอณุหภมูิและการซมึผ่านของน า้ระหวา่งตวัออ่นกบั

สารละลายภายนอกแนวทางการศกึษาจึงควรน าสิง่เหลา่นีม้าพิจารณา ประกอบด้วย  
1.ชนิดของปลา (fish species) และชนิดของไข่ปลา (type of fish egg) เนื่องจากตวัอ่อนปลาแต่ละชนิดจะมีความ

แตกต่างกนั (species specific) ทัง้ด้านชีววิทยา ประเภทและขนาดของไข่ ความไวต่อปฏิกิริยาเคมีและความเปราะบางจาก

การแช่แข็ง (cyoinjuries หรือ chilling injuries) ดงันัน้หากเปลี่ยนชนิดตวัอ่อนปลาที่ใช้ในการศึกษาจึงจ าเป็นต้องเร่ิมศึกษา

ใหม่ตัง้แต่กระบวนการแรกใหม่อีกครัง้เป็นต้น โดยส่วนใหญ่ตัวอย่างตัวอ่อนปลาที่ใช้ศึกษาจะคัดเลือกปลาที่มีขนาดเล็ก 

เพาะเลีย้งง่าย มีไข่ขนาดเล็กเช่นไข่ที่จดัอยู่ในประเภทลอยน า้หรือคร่ึงจมคร่ึงลอยที่มีปริมาณไข่แดงน้อยและหาได้ง่ายตาม

ท้องตลาดเป็นต้น ซึ่งในงานวิจัยที่ได้มีการศึกษาแล้วส่วนใหญ่นิยมใช้ปลาม้าลาย (zebra fish, Danio rerio) เป็นต้นแบบ            

ในการศึกษาด้านตวัอ่อน เช่น การศึกษาของ Lahnsteiner (2008); Lin et al. (2009); Zampolla et al. (2009) และ Higaki               

et al. (2013) เป็นต้น 
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2. การคัดเลือกระยะการพัฒนาของตัวอ่อนปลา (fish embryonic development) เป็นหนึ่งในปัจจยัส าคญัของการ

แช่แข็ง (Hegadorn and Kleinhans, 2000) ซึ่งแต่ละระยะการพฒันาก็มีความเปราะบางตอ่การแช่แข็งแตกตา่งกนั (Urbanyi 

et al., 1997 และ Lahnsteiner, 2008) โดยเฉพาะการพัฒนาในระยะเร่ิมต้นจะมีความเปราะบางกว่าระยะตอนปลายหรือ

ก่อนที่จะฟัก (hatching) เนื่องจากตวัออ่นระยะนีม้ีขนาดและปริมาณของไขแ่ดงมากซึง่จะท าให้เกิดปัญหามีการแลกเปลีย่นน า้

และสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งไม่เพียงพอ ซึ่งปรากฏการณ์นีจ้ะเกิดในช่วงการลดอณุหภมูิท าให้เกิดผลกึน า้แข็งท าลาย

เซลล์ได้ แต่อย่างไรก็ตามบางรายงานให้ข้อเสนอแนะว่าเยื่อหุ้มเซลล์ของตัวอ่อนระยะต้นนีย้ังไม่มีความซับซ้อนเกินไป                 

ซึ่งอาจท าให้น า้ซึมผ่านเยื่อหุ้มได้ง่ายกว่าหากเทียบกับระยะใกล้ฟักออกเป็นตวั ซึ่ง Zhang et al. (1993); Bart (2000) และ 

Higaki et al. (2009) ศึกษา พบว่า ตัวอ่อนของปลาม้าลาย (Danio rerio) ในช่วงที่หัวใจเร่ิมท างานและช่วงระยะพัฒนา          

ข้อปล้องจะทนทานต่อความเป็นพิษของสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งและการบาดเจ็บจากการแช่แข็งมากกวา่ในช่วงระยะ 

blastula ขณะที่ Strüssmann et al. (1999) ก็พบว่าตัวอ่อนของปลา  whiting (Sillago japonica); pejerrey (Odontesthes 

bonariensis) และ medaka (Oryzias latipes) ระยะที่มีการแบ่งเซลล์ 512 - 1024 สามารถทนพิษของสารป้องกนัเซลล์จาก

การแช่แข็งดีกวา่ระยะก่อนหน้านี ้นอกจากนีต้วัออ่นของปลานิล (Oreochromis niloticus) ระยะก่อนไขแ่ดงยบุก็มีความทนต่อ

การแช่แข็งมากกวา่ระยะ blastula และ gastrula ตามล าดบั (Wankanapol, 2012) จากการศกึษาข้างต้นนีชี้ใ้ห้เห็นวา่ตวัออ่น

ของปลาระยะก่อนการฟักส่วนใหญ่ซึ่งเป็นระยะการพฒันาขัน้สดุท้ายจะมีความอดทนต่อพิษจากสารป้องกนัเซลล์จากการ        

แช่แข็งสงู ท าให้เป็นระยะที่เหมาะสมในการคดัเลือกมาเก็บรักษาแบบแช่แข็ง cryopreservation เนื่องจากมีโอกาสรอดตายสงู 

และมีโอกาสประสบผลส าเร็จมากกวา่ตวัออ่นในระยะต้น ๆ ของการพฒันา เป็นต้น 

3.สารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง (cryoprotectants) คือสารเคมีที่ใช้ในอุตสาหกรรมความเย็นที่ถูกน ามา

ประยุกต์ใช้ในการป้องกันเนือ้เยื่อชีวภาพจากการถูกท าลายจากการแช่แข็ง ซึ่ง Fletcher et al. (2001) กล่าวว่าสารเคมีนี ้

สามารถป้องกนัเซลล์จากการลดอณุหภมูิลงอยา่งช้า ๆ  โดยอาศยักลไกหนึง่หรือมากกวา่นัน้ตามปรากฏการณ์ตอ่ไปนี ้(1) ระงบั

ความเข้มข้นของเกลือภายในเซลล์ไม่ให้สูง  (2) ลดการหดตวัของเซลล์ ณ อุณหภูมิแช่แข็งที่ก าหนดในระหว่างการแช่แข็ง 

(freezing) (3) ลดการแตกตวัเป็นชิน้เล็ก ๆ ของสารละลายสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งในขณะลดอณุหภมูิแช่แข็ง (4) ลด

การเกิดผลกึน า้แข็ง (ice crystal formation) ภายในเซลล์  

   สารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็งนีแ้บ่งตามความสามารถในการซึมผ่านได้ 2 ประเภท คือ ประเภทซึมผ่านเข้าใน

เซลล์ได้ (permeable cryoprotectant) ซึ่งมีกลไกช่วยให้ซึมผ่านเข้าสูเ่ซลล์และปกป้องเซลล์จากภายใน และประเภทซึมผ่าน

ไม่ได้ (non permeable cryoprotectant) ซึ่งไม่สามารถซึมผ่านเซลล์ได้และจะปกป้องเซลล์อยูภ่ายนอก โดยกลไกส าคญัที่สดุ

คือ การลดการเกิดผลึกน า้แข็งภายในเซลล์ โดยสารนีจ้ะเข้าไปแทนที่น า้ภายในเซลล์ในขณะการปรับสมดลุสารละลายและ              

การลดอณุหภมูิเข้าสูก่ารแช่แข็ง ซึง่หากสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งสามารถเข้าแทนที่น า้ได้หมดก็ลดความเสีย่งตอ่การเกิด

ผลกึน า้แข็งภายในเซลล์ ในทางกลบักนัในขณะท าการละลายหลงัจากการแช่แข็งสารนีจ้ะซมึกลบัออกมาแล้วน า้จะซมึกลบัเข้า

เซลล์ดงัเดิมซึง่ก็เป็นช่วงส าคญัของการแช่แข็งเช่นเดียวกนั  
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3.1. การคดัเลือกชนิดของสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็ง มีหลกัการคือ มีความจ าเพาะกบัชนิดของตวัอ่อนปลา 

(species specific) โดยสว่นใหญ่ในขัน้ตอนเร่ิมต้นจะคดัเลอืกสารประเภทที่ซมึผา่นเข้าภายในเซลล์เพียงชนิดเดยีวมาศกึษาวา่

ชนิดใดไมส่ง่ผลเสยีตอ่ความสมบรูณ์ของตวัออ่นหรือสง่ผลให้อตัราการรอดตายต ่า ซึง่หมายถึงสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แขง็

นัน้ต้องมีความเป็นพิษต ่า เช่น การศึกษาของ  Zhang et al. (2005), Tian et al. (2003) และ Chen and Tian (2005) พบว่า 

propylene glycol (PG) เป็นพิษต่อตัวอ่อนปลา flounder embryos (Paralichthys olivaceus) ต ่า  ขณะที่  Cabrita et al. 

(2006) พบว่า ethylene glycol (EG) เหมาะสมกับตัวอ่อนของปลา gilthead seabream เนื่องจากมีความเป็นพิษต ่า ส่วน

การศึกษาของ Rahman et al. (2008) พบว่า PG เหมาะสมกับ Japanese whiting (Sillago japonica) ส าหรับ Zhang and 

Rawson (1996) พบวา่ PG และ methanol (MeOH) มีความเหมาะสมกบัปลาม้าลาย (Danio rerio) และ PG เหมาะสมกบัตวั

อ่อนปลานิล (Wankanapol, 2012) เป็นต้น แต่มีบางรายงานอธิบายว่าการผสมสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็ง 2 ชนิดขึน้ไป

สามารถลดความเป็นพิษลงได้ (Muchlisin, 2005) ซึ่งจากการศึกษาของ Zhang et al. (2005), Rahman et al. (2008) และ 

Chen และ Tian (2005) พบว่าสามารถลดระดบัความเป็นพิษโดยช่วยเพิ่มอตัราการรอดได้ดียิ่งขึน้ แต่อย่างไรก็ตามตวัอ่อนก็

ยงัไมส่ามารถรอดตายหลงัจากน าไปแช่แข็ง นอกจากนีบ้างรายงานพบวา่การเพิ่มสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งประเภทท่ีซมึ

ผ่านไม่ได้ร่วมกับประเภทซึมผ่านได้จะช่วยให้ตัวอ่อนมีความสมบูรณ์มากยิ่งขึน้  เช่น การศึกษาในตัวอ่อนของปลา red 

seabream (Pagrus major) (Xiao et al., 2008)  

3.2. ความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง  เป็นปัจจัยส าคัญหลักอีกประการหนึ่ง  เนื่องจากมี                 

รายงานว่า สารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งนีย้ิ่งมีความเข้มข้นสงูขึน้ก็จะมีความเป็นพิษมากยิ่งขึน้ (Cabrita et al., 2003) ซึ่ง

สมัพนัธ์กบัค่า osmolality และความเป็นกรดด่าง (pH) โดยที่ความเข้มข้นของสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งไม่ควรเกิน 50 

เปอร์เซ็นต์ โดยในการศึกษาของ  Chen and Tian (2005) พบว่าความเข้มข้นของสดัส่วน PG ต่อ MeOH ที่ต ่าสุด (20 :13 

เปอร์เซ็นต์) มีผลต่ออตัราการรอดของตวัอ่อนปลา flounder (Paralichthys olivaceus) สงูที่สดุ ขณะที่ Zhang et al. (2005) 

พบว่า  PG และ  MeOH ที่  20 เปอ ร์ เซ็น ต์  เหมาะสมกับตัวอ่อนปลา flounder (Paralichthys olivaceus) ส าหรับ 

Vuthiphandchai et al. (2005) พบว่าความเข้มข้นของ dimethyl sulfoxide (DMSO) และ glycerol (GLY) ที่ต ่า  (5 – 10 

เปอร์เซ็นต์) เหมาะสมกับอตัราการฟักของกุ้ งกุลาด า (Penaeus monodon) ส าหรับ Edashige et al. (2006) พบว่า MeOH 

และ PG ที่ 5 - 20 เปอร์เซ็นต์ สง่ผลให้ตวัอ่อน Japanese flounder (Paralichthys olivaceus) รอดตายสงู ขณะที่ Xiao et al. 

(2008) พบวา่ PG ที่ความเข้มข้น 15 เปอร์เซ็นต์ ท าให้อตัราการฟักของตวัออ่นปลา red seabream (Pagrus major) ดีที่สดุ 

            4. ระยะเวลาการแช่ตัวอ่อนปลาในสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง เป็นช่วงเวลาการแลกเปลี่ยนน า้ที่ซมึผา่น

ออกนอกเซลล์และสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งซึมเข้าแทนที่น า้ภายในเซลล์จนถึงจุดสมดลุที่เรียกว่า equilibration time 

(Simione, 1998) จุดสมดลุนีจ้ะเกิดขึน้จากการน าตวัอ่อนมาแช่ในสารละลายสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งที่ความเข้มข้นที่

เตรียมไว้ในช่วงระยะเวลาหนึ่งร่วมกบัในช่วงการลดความเย็นหรือลดอณุหภมูิ (cooling) ซึ่งระยะเวลาที่เหมาะสมนีใ้ช้เวลาไม่

ต ่ากว่า 15 นาที แต่ไม่ควรเกิน 45 – 60 นาที หากนานกว่านีจ้ะเกิดผลเสียจากการเป็นพิษต่อตวัอ่อนปลา เช่น การศึกษาของ 
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Cabrita et al. (2006) พบว่า ระยะเวลา 10 นาที มีความเหมะสมส าหรับการแช่ตวัอ่อนปลา gilthead seabream (Sparus 

aurata) ใน DMSO โดยหากแช่นานขึน้ก็จะเป็นพิษมากขึน้ (30 นาที) นอกจากนีก้ารเพิ่มประสิทธิภาพการซมึผ่านสามารถท า

ได้อีกวิธีหนึ่งโดยการแบ่งการเติมสารละลายสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็งออกเป็นหลาย ๆ ขัน้ตอน (multi-step หรือ 

impregnation) เช่น หากเตรียมสารไว้ที่ความเข้มข้น 20 เปอร์เซ็นต์ปริมาณทัง้หมด 100 มิลลิลิตร โดยต้องการแบ่งเป็น             

4 ขัน้ตอน ขัน้ตอนละ 5 นาที จะด าเนินการโดย แบ่งปริมาณสารละลายออกเป็นสี่สว่นเท่า ๆ กนัคือ 25 มิลลิลิตร (การแบ่งนี ้            

จึงคล้ายกับเป็นการค่อย ๆ เพิ่มทัง้ความเข้มข้นและปริมาณจนถึงความเข้มข้นและปริมาณที่ก าหนดไว้) จากนัน้น าตวัอ่อน            

แช่ลงในสารละลายสว่นแรกนี ้5 นาที จากนัน้เติมสว่นที่สองลงไปรวมกบัสว่นแรกที่ 25 มิลลิลิตร เวลา 5 นาที จากนัน้จึงเติม

สว่นที่สามอีก 25 มิลลิลิตร เวลา 5 นาที จากนัน้เติมสว่นสดุท้ายแล้วแช่อีก 5 นาที รวมสารละลายทัง้หมดที่แช่ 100 มิลลิลิตร 

รวมระยะเวลาทัง้สิน้ 20 นาที เป็นต้น การท าแบบนีจ้ะท าให้มีการกระตุ้นการซึมผ่านของน า้และสารป้องกันเซลล์จากการ               

แช่แข็งให้ดียิ่งขึน้ ดงัเช่นการศึกษาของ Lahnsteiner (2008) พบว่าการแช่ตวัอ่อนปลาม้าลาย (Danio rerio) แบบ 2 ขัน้ตอน 

(two step) สามารถเพิ่มความเข้มข้นของสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็งได้มากกว่าหลายขัน้ตอน  และ Rahmann et al. 

(2008) พบวา่การแช่ 4 ขัน้ตอน ช่วยให้ตวัออ่นปลา Japanese whiting (Sillago japonica) การซมึผา่นของสารละลายดียิ่งขึน้ 

เป็นต้น 

            5. การวัดการซึมผ่านของสารป้องกันเซลล์จากการแช่แข็ง (cryoprotectant permeability) การประเมินการซมึ
ผ่านของสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งชนิดที่ซึมเข้าภายในได้นัน้ มีสว่นส าคญัในขัน้ตอนการลดอณุหภมูิ เนื่องจากช่วยลด
การหลงเหลอืของน า้ภายในเซลล์ที่จะท าให้เกิดปรากฏการณ์การเกิดผลกึน า้แข็ง หากสารนีซ้มึเข้าไปแทนท่ีน า้ได้มากที่สดุก็จะ
มีโอกาสประสบผลส าเร็จมากที่สดุ ในสว่นของเทคนิคการวิเคราะห์ในขัน้แรกควรท่ีจะศกึษาปริมาณของของเหลว (น า้) ในเซลล์
ก่อนเช่น การศึกษาของ Zhang et al. (2005) การวดัการเปลี่ยนแปลงปริมาตรของไข่ โดยใช้คอมพิวเตอร์ (computer aided 
real time video microscopy) หลงัจากแช่ในสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็ง และมีการวดัการซึมผ่านเยื่อหุ้มไข่โดยวิธีของ 
Runge–Kutta method in Berekley Madonna 8.0 โมเดล นอกจากนี ้Rahman et al. (2011)  ใช้เทคนิคไฮเพอร์ฟอร์แมนซ์
ลิควิดโครมาโตกราฟี (High Performance Liquid Chromatography, HPLC) ในการวดัการซึมผ่านของ DMSO ในตัวอ่อน
ปลา Japanese whiting (Sillago japonica) ในขณะที่ Wankanapol (2012) ได้ใช้เทคนิคในการวัดการซึมผ่านสารป้องกัน
เซลล์จากการแช่แข็งในตวัอ่อนปลานิล (Oreochromis niloticus) โดยวิธีแก็สโครมาโตกราฟี (Gas Chromatography, GC) 
เป็นต้น 
            6. การลอกเปลือกไข่ออกและการฉีดไมโครอินเจคชั่น (dechorion and microinjection)  เป็นทางเลือกหนึ่ง
เพื่อลดเยื่อหุ้มเซลล์ชัน้นอกที่หนาที่สดุของตวัอ่อนปลาออก และเพิ่มการซึมผ่านของสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งดีขึน้ผา่น
การฉีดโดยตรงไมต้่องรอเวลาปรับสมดลุ โดยใช้เข็มขนาดเลก็แทงเข้าในถงุไขแ่ดงแล้วคอ่ย ๆ ปลอ่ยสารออกไป การลอกเปลอืก
ออกนีต้้องใช้ความช านาญและเคร่ืองมือที่เหมาะสม มิฉะนัน้จะท าให้ถงุไข่แดงฉีกขาดได้นอกจากนี ก้ารฉีดนีจ้ าเป็นต้องทราบ
ปริมาตรน า้ในเซลล์ให้ใกล้เคียงที่สดุรวมทัง้ประสบการณ์ในการฉีดร่วมด้วย ซึง่ Beirão et al. (2006)  ได้ทดลองฉีดสารป้องกนั
เซลล์จากการแช่แข็งเข้าตวัออ่นปลา gilthead seabream (Sparus aurata) ในระยะที่หางปรากฏแล้ว พบวา่การฉีดสารละลาย
ปริมาตร 2.35 นาโนลติร dimethyl sulfoxide (DMSO), methanol (MeOH), ethylene glycol (EG) (5 โมลาร์, 10 โมลาร์ and 
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pure) หรือ sucrose (10 and 15 เปอร์เซ็นต์) ไมม่ีผลตอ่ความสมบรูณ์ของตวัออ่นปลา อตัราการฟักและอตัราการรอด ชีใ้ห้เห็น
ว่าวิธีการนีก็้สามารถเพิ่มปริมาณสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งในเซลล์ได้แมน่ย ามากขึน้เช่นกนั นอกจากนีใ้นขณะที่แช่ตวั
อ่อนปลาในสารละลายอาจจะสร้างสภาวะกระตุ้นให้มีการซมึผ่านมากยิ่งขึน้ ซึ่งคลื่นอลัตร้าโซนิก (ultrasound) ถกูน ามาช่วย
เพื่อให้อตัราการซมึผ่านมีประสิทธิภาพเพิ่มมากขึน้ ซึ่ง Silakes และ Bart (2010) พบว่าคลื่นอลัตร้าซาวด์สามารถเพิ่มปริมาณ  
MeOH ซมึผา่นเข้าไปในตวัออ่นปลาม้าลาย (Danio rerio) ได้อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติโดยเฉพาะตวัออ่นท่ีถกูลอกเปลอืกออก 
(dechorion) และยงัมีผลตอ่อตัราการรอดของตวัออ่นอีกด้วย 
            7.  อัตราการลดอุณหภูมิ (cooling rate) เป็นหวัใจส าคญัที่สดุของการแช่แข็ง เนื่องจากตวัอ่อนปลามีขนาดที่ใหญ่
เพื่อให้การดงึน า้ออกจากเซลล์และแทนที่ด้วยสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็ง ในขัน้ตอนนีเ้พื่อให้เหลอืน า้น้อยที่สดุและป้องกนั
การช็อคจากความเย็นจงึควรมีอตัราการลดอณุภมูิที่ต ่าหรือลดอณุหภมูิลงอยา่งช้า ๆ  เช่น 0.1 – 0.5 องศาเซลเซียสตอ่นาที เป็น
ต้น ซึ่ง Strussmann et al. (1999) พบว่าอตัราการลดอณุภมูิอย่างช้า ๆ เหมาะสมในการรักษาความสมบรูณ์ของตวัอ่อนปลา 
whiting (Sillago japonica), medaka (Oryziaz latipes) และ perjerry (Odontesthes bonariensis) เป็นต้น 

  8. การแช่แข็งแบบผลึกแก้ว (vitrification) เป็นเร่ืองยากที่จะใช้เทคนิคการแช่แข็งแบบไครโอพรีเซอเวชัน่ปกติที่
ต้องการความเข้มข้นของสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งที่ต ่าและระยะเวลาการปรับสมดลุที่ใช้ระยะเวลานาน ซึ่งเป็นสาเหตุ
หลกัที่ท าให้การแช่แข็งตัวอ่อนปลายังไม่ประสบผลส าเร็จ ดังนัน้การท าตัวอ่อนปลาให้เป็นผลึกแก้วที่เรียกว่าวิตริฟิเคชั่น 
(vitrification) จึงถกูน ามาใช้ทดลองกบัตวัออ่นปลาโดยการประยกุต์จากการเก็บตวัออ่นมนษุย์ (Boonkuson, 2008) การท าให้
เป็นผลกึแก้วนีจ้ะใช้สารละลายสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็ง (cryoprotectant) ที่เข้มข้นสงูกวา่ปกติ ร่วมกบัการลดอณุหภมูิ
อย่างรวดเร็ว ใช้เวลาด าเนินการน้อยและที่ส าคญัไม่จ าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือราคาแพงในการลดอณุหภมูิท าให้สามารถลดต้น
ทุนการศึกษาได้ นอกจากนีย้งัสามารถลดการเกิดปัญหาผลึกน า้แข็งภายในเซลล์ได้ดี (Chao and Liao, 2001) ซึ่งสิ่งเหลา่นี ้
แตกต่างกบัการแช่แข็งแบบปกติ การศึกษาของ Chen and Tian (2005) พบว่าความเข้มข้นของสาร PG ผสมกบั MeOH ใน
น า้เกลอืที่สดัสว่นต ่าสดุเป็นสารวิตริฟิเคชัน่ทีม่ีความเป็นพิษน้อยที่สดุ ร่วมกบัการแช่ 5 ขัน้ตอน จะมีผลให้เกิดอตัราการฟักของ
ตวัออ่นปลา flounder (Paralichthys olivaceus) ดีที่สดุ นอกจากนี ้Robles et al. (2005) พบวา่สารละลายวิตริฟิเคชัน่มีผลท า
ให้ตวัอ่อนปลาอยู่ในสภาพสมบูรณ์หลงัจากการละลาย แต่อย่างไรก็ตามก็ส่งผลให้อตัรารอดต ่ามาก ส าหรับ Cabrita et al. 
(2006) พบวา่ DMSO คือสารละลายวิตริไฟด์ที่เหมาะสมกบัตวัอ่อนปลา gilthead seabream แตก็่ยงัไมส่ามารถท าให้ตวัอ่อน
มีชีวิตรอดหลังจากน ามาละลายเช่นกัน ขณะที่  Edashige et al. (2006) พบว่า ตัวอ่อนของปลา Japanese flounder 
(Paralichthys olivaceus) ยากที่ส าเร็จโดยวิธีวิตริฟิเคชั่นเนื่องจากไม่มีการรอดตายหลงัจากการละลาย  จากผลการศึกษา
ข้างต้นยงัพบวา่ยงัมีความเป็นไปได้ในการพฒันาการแช่แข็งตวัออ่นโดยวิธีวิตริฟิเคชัน่เนื่องจากรายงานสว่นใหญ่พบวา่สง่ผลดี
ในด้านความสมบูรณ์ของตวัอ่อนปลาหลาย ๆ ชนิดภายหลงัจากการละลาย แม้ว่าจะไม่มีรายงานการรอดชีวิตเลย ดงันัน้                 
การประยกุต์ โดยอาศยัอปุกรณ์ที่ใช้แช่แข็งไข่และตวัอ่อนมนษุย์แบบวิตริฟิเคชัน่ จึงมีโอกาสที่จะน ามาประยกุต์ใช้กบัตวัอ่อน
ปลาได้ ซึง่ Boonkuson (2008) อธิบายไว้ดงัตอ่ไปนี ้

1. Electron microscope grid vitrification (EM) ใช้หลักการพยายามแช่แข็งด้วยความเร็วสูงเนื่องจาก

โลหะจะเย็นจดัได้เร็วกว่าหลอดพลาสติก 0.25 มิลลิลิตร หลกัการนีเ้พิ่มความเร็วจากการแช่แข็งดัง้เดิม (conventional straw 
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vitrification) ที่  2,500 องศาเซลเซียสต่อนาที เป็น 24,000 องศาเซลเซียสต่อนาที ข้อดีของ EM นีค้ือ ความเร็วในการ               

แช่แข็งสงูมาก 

2.     Open pulled straw (OPS) เป็นวิธีการที่พยายามให้ไข่หรือตวัอ่อนแขวนลอยในน า้ยาที่มีสารป้องกัน

เซลล์จากการแช่แข็งน้อยที่สดุเท่าที่จะท าได้และใช้วิธีการแช่แข็งด้วยวิธีวิตริฟิเคชัน่  วิธีการนีเ้พิ่มอตัราความเร็วในการแช่แข็ง

จาก 2,500 องศาเซลเซียสต่อนาที เป็น 16,700 องศาเซลเซียสต่อนาที โดยใช้หลอดพลาสติกขนาด 0.25 มิลลิลิตรในการแช่

แข็ง แต่ท าการดึงเส้นผ่านศูนย์กลางและจากความหนาของผนงัหลอดลดลงประมาณคร่ึงหนึ่งจากเส้นผ่านศูนย์กลาง 1.7 

มิลลิเมตร เป็น 0.8 มิลลิเมตร และความหนาจาก 0.15 มิลลิลิตรเป็น 0.07 มิลลิเมตร แล้วดดูไข่เข้าไป เมื่อปลายหลอดสมัผสั

กับของเหลว ท าให้ปริมาตรเหลือเพียง 2 - 3 ไมโครลิตร ไม่ต้องปิดปลายหลอดแล้วน าไปแช่ในไนโตรเจนเหลวทนัที ข้อดีคือ 

หลอดเป็นฉนวนความร้อนลดลง ปริมาตรของของเหลวลดลง ใช้เวลาแช่แข็งน้อย 

3. Cryoloop vitrification (CLV)  เป็นวิธีพฒันาหลงัจากการใช้ OPS เพื่อพยายามให้ไขแ่ขวนลอยในน า้ยาที่

มีสารป้องกนัเซลล์จากการแช่แข็งน้อยกวา่ซึง่สว่นใหญ่จะน ามาใช้กบัเซลล์ที่ไวตอ่การแช่แข็งมาก เช่นไขแ่ละตวัออ่นระยะต้น ๆ 

ข้อดีของวิธีการนีค้ือ ไม่มีฉนวนความร้อนระหวา่งไนโตรเจนเหลวกบัสารละลายและไข ่ ปริมาตรของของเหลวที่ไขแ่ช่อยูล่ดลง 

ใช้เวลาในการแช่แข็งน้อย 

9. การประเมินความสมบูรณ์ของตัวอ่อนปลาหลังจากการแช่แข็ง (embryo viability) วิธีการประเมินความ
สมบูรณ์ของไข่หรือตวัอ่อนปลาภายหลงัจากแช่ตวัอ่อนในไนโตรเจนเหลวแล้วมีหลากหลายวิธี โดยสามารถเลือกไปท าการ
ประเมินให้เหมาะสมกบัขนาดของตวัออ่นและความพร้อมของนกัวิจยัเองโดยสามารถจ าแนกได้ดงัตอ่ไปนี ้

1. วิธีการโดยใช้เทคนิคดัง้เดิม (traditional cryobiological techniques) ประกอบด้วย 1) การวัดการเปียก/แห้ง 

(wet/dry measurements)  และ  2) อิ เลคตรอน สปิน เรโซแนนซ์ (electron spin resonance ,ESR) และ  3) แมกเนติก                

เรโซแนนซ์ ไมโครสโคปี (magnetic resonance (MR) microscopy) (Hegadorn et al., 1997)  

2. วิธีการประเมินสณัฐานวิทยา (morphological integrity) ภายใต้ light microscopy และการบนัทึกวิดีโอ (video 

recording) (Calvi et al., 1998) 

3. วิธีการพฒันาจากวิธีดัง้เดิม ได้ใช้วิธีโปรตอน นิวเครียส์ แมกเนติก เรโซแนนซ์ สเป็กโทรสโคปี (proton nuclear 

magnetic resonance spectroscopy,  H-NMR)  (Rahman et al.,  2008) และอิมพีแดนสเปกโทรสโคปี  ( impedance 

spectroscopy)  (Zhang et al., 2006) เป็นต้น     

4. วิธีการย้อมสีเซลล์ (dyeing หรือ staining) มีรายงานวิธีการศึกษาอยู่ 3 วิธี โดยวิธีแรกคือ 1) การย้อมสี ทริป

ฟันบลู ( trypan blue staining) (Riesco et al., 2012 และ Tsai et al., 2009) 2) การย้อมสีฟลูโอเรสเซนน์ ไดอะซี เทต 

(fluorescein diacetate (FDA) + propidium iodide (PI) staining) และ 3) ADP/ATP ratio assay (Tsai et al., 2009) เป็นต้น 
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บทสรุป 
การแช่แข็งตวัออ่นปลาแบบไครโอพรีเซอเวชัน่เป็นเทคโนโลยีชีวภาพท่ีใช้ในการเก็บสงวนรักษาตวัออ่นปลาเพื่อประโยชน์ 

ด้านการอนรัุกษ์พนัธุกรรมปลา การเพิ่มมลูค่าของผลผลิตพนัธุ์ปลานอกฤดผูสมพนัธุ์และการปรับปรุงสายพนัธุ์ เพื่อประโยชน์
ทางเศรษฐกิจ ซึ่งในปัจจุบนัในประเทศไทยยงัมีการศึกษาวิจยัน้อยมากหากเทียบกับต่างประเทศที่มีการศึกษาวิจยัมากกว่า 
ปัญหาและอปุสรรคที่เกิดขึน้อาจเนื่องจากคณุสมบตัิที่แตกตา่งกนัของตวัออ่นปลากบัสตัว์บกชนิดอื่นรวมทัง้กบัน า้เชือ้ของปลา
เอง เช่น ขนาด องค์ประกอบของไข่เช่น เยื่อซึมผ่าน ประเภทของไข่ปลาและกลไกการความสมดุลของน า้ภายในตวัอ่อนและ
ความเปราะบางจากการบาดเจ็บจากการแช่แข็งยงัคงต้องการข้อมูลในการอธิบายและแก้ปัญหาเพิ่มเติมอีกมาก แม้ว่า                  
ในปัจจุบันการเก็บตัวอ่อนปลายังไม่มีรายงานความส าเร็จ ดังนัน้การรวบรวมปัจจัยที่สามารถน ามาพิจารณาควบคู่กับ                 
แนวทางการพฒันางานวิจยัจากต่างประเทศ จึงเป็นจุดเร่ิมต้นในการต่อยอดการศึกษาวิจัยด้านตวัอ่อนแช่แข็งปลาของไทย             
ให้ก้าวหน้าตอ่ไป 
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