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 การวจิยัคร้ังน้ีมีวตัถุประสงคเ์พือ่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่
แบบแช่แข็งของปลาสวาย (Pangasianodon hypophthalmus)  โดยในขั้นแรกเป็นการศึกษาถึงสอง
ปัจจยั ได้แก่ สาร Extender ร่วมกับ สาร Cryoprotectant และ 3 ชนิดของสาร Extenders ที่ใช้ใน
การศึกษาคร้ังน้ีไดแ้ก่ Calcium-free Hank’s balanced salt solution (CF-HBSS), Rainbow trout 
extender (RT) และ Leibovitz’s L-15 medium (L-15) ร่วมกบั 3 ชนิดของสาร Cryoprotectants ที่ใช้
ในการศึกษาคร้ังน้ี ไดแ้ก่ Dimethyl sulfoxide (DMSO), Ethylene glycol (EG) และ Propylene 
glycol (PG) โดยน ามาทดสอบเปรียบเทียบระหวา่งเซลลแ์ช่แข็งและเซลล์ชนิดสดของอณัฑะและรัง
ไข่ จากนั้นเลือกสภาวะที่เหมาะสมที่สุดของสาร Cryoprotectant มาท าการทดสอบถึงระดบัความ
เขม้ขน้ที่เหมาะสม ไดแ้ก่ 1.0 1.3 และ 1.6 โมลาร์ ต่อมาได ้ท าการศึกษาผลของสาร Cryoprotectant 
ที่เป็นแหล่งพลงังานและโปรตีน ไดแ้ก่ น ้ าตาล (กลูโคส ที่ 0.1 0.2 และ 0.3 โมลาร์) ร่วมกบัโปรตีน 
(10% Egg yolk หรือ 1.5% Bovine serum albumin (BSA)) เพื่อทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของการ
เก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ใหดี้ยิง่ขึ้น การศึกษาต่อมาเป็นการทดสอบการละลายตวัอยา่ง
ดว้ยอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสม และจากนั้นน าเซลล์แช่แข็งมาท าการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์
เขา้สู่ปลาสวายผูรั้บวยัอ่อน  
  ผลการศึกษาพบวา่อณัฑะและรังไข่ชนิดสดมีอตัราการรอดชีวติของเซลลอ์ยูใ่นช่วง 94-96% 
และ 91-95% ตามล าดบั โดยที่อณัฑะและรังไข่แช่แขง็ใหผ้ลอตัราการรอดชีวติของเซลล์ต  ่ากว่าอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แข็งพบว่า  L-
15 ร่วมกับ DMSO และ L-15 ร่วมกับ PG มีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ที่ 73.33±2.42% และ 
86.33±2.34% ตามล าดบั และสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็งพบว่า L-15 
ร่วมกับ DMSO และ L-15 ร่วมกบั PG โดยมีอัตราการรอดชีวิตของเซลล์ที่ 79.00±4.86% และ 
82.00±6.07% ตามล าดับ และเม่ือท าการศึกษาถึงระดับความเขม้ขน้ของสาร Cryoprotectant ที่
เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ คือ PG ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 โมลาร์ 
ต่อมาไดท้  าการศึกษาผลของน ้ าตาลร่วมกบัโปรตีนพบว่าไม่ส่งผลต่ออตัราการรอดชีวิตที่เพิ่มสูงขึ้น
ของการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ (P>0.05) จากนั้นศึกษาปัจจยัของการละลายตวัอยา่ง
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พบวา่ที่อุณหภูมิ 10°C ระยะเวลาในการละลาย 4 นาทีเหมาะส าหรับการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านการ
แช่แข็ง และเซลล์ที่ไดจ้ากอณัฑะแช่แข็งสามารถปลูกถ่ายและเขา้อาศยั (Colonization) ในอวยัวะ
สืบพนัธุข์องปลาผูรั้บไดท้ี่ 65.69±7.33% ซ่ึงยงัต  ่ากว่าเซลล์สดที่ 76.11±5.24% และเซลล์ที่ไดจ้ากรังไข่
แช่แข็งสามารถปลูกถ่ายและเข้าอาศยัในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได้ที่อัตราการเข้าอาศัย 
44.68±8.12% ซ่ึงต ่ากว่าเซลล์ที่ไดจ้ากรังไข่สดเท่ากบั 61.67±12.91% โดยสรุปการศึกษาน้ีไดศึ้กษา
สภาวะที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย และถึงแมว้่า
อณัฑะและรังไข่แช่แขง็จะมีอตัราการรอดชีวติต ่ากวา่อณัฑะและรังไข่ชนิดสด แต่เซลลท์ี่สกดัไดจ้าก
อณัฑะและรังไข่แช่แขง็ก็สามารถปลูกถ่ายและเขา้อาศยัในอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บไดเ้ช่นกนั 
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  The aim of this study was to investigate the optimum methods for 

cryopreservation of testis and ovary in striped catfish (Pangasianodon hypophthalmus). 

Firstly, two factors for cryopreservation such as extender and cryoprotectant were 

investigated. Three extenders including calcium-free Hank’s balanced salt solution 

(CF-HBSS), rainbow trout extender (RT) and Leibovitz’s L-15 medium (L-15) 

combined with three cryoprotectants including dimethyl sulfoxide (DMSO), ethylene 

glycol (EG) and propylene glycol (PG) were tested on cryopreserve testis and ovary, 

and these frozen tissues were also compared with fresh tissues. Then, an optimum 

condition was examined to vary different concentrations of permeating cryoprotectant 

at 1.0, 1.3, and 1.6 M. Later, two types of nonpermeating cryoprotectants such as 

sugar (glucose at 0.1, 0.2, or 0.3 M) and proteins (10% egg yolk or 1.5% bovine 

serum albumin (BSA)) were tested to improve the cryopreservative reaction. In 

addition, the thawing process including thawing temperature and duration were 

examined. Moreover, the frozen testis or ovary were examined transplantability by 

conducting allogeneic transplantation. 
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 The results showed that fresh testis and ovary had viability in the range of 94-

96% and 91-95%, respectivey. The frozen testis in cryomedium containing L-15 with 

DMSO and L-15 with PG had viability of 73.33±2.42% and 86.33±2.34%, 

respectively, which were significantly lower than that of fresh tissue (P<0.05).  The 

frozen ovary in cryomedium containing L-15 with DMSO and L-15 with PG had 

viability of 79.00±4.86% and 82.00±6.07%, respectively, which were lower than that 

of fresh ovary (P<0.05).  For cryoprotectant, 1.3 M PG gave the highest viability of 

frozen testis and ovary.  Sugar, egg yolk and BSA did not result in improvement of 

the cryopreservation of testis and ovary (P>0.05).  The optimum thawing condition of 

testis and ovary was at 10°C for 4 minutes. The dissociated cells obtained from frozen 

testis and ovary showed transplantability which could be colonized in recipient gonad. 

The colonization rate of transplanted cells obtained from frozen testis was 

65.69±7.33% which was lower than that of fresh testis 76.11±5.24%. Although it was 

lower than that of fresh ovary (colonization rate = 61.67±12.91%), the dissociated 

cells obtained from frozen ovary showed transplantability (colonization rate 

44.68±8.12%). In conclusion, this study demonstrated the optimum cryopreservation 

of testis and ovary. Although the frozen testis and ovary showed lower viability rates 

when compared to fresh testis and ovary, respectively, these frozen testis and ovary 

were able to be used for germ cell transplantation. 

 

 

 

 




