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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



                                                                                                                                                       ข 

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. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ความส าคญัและทีม่าของปัญหาในการท าวิจยั 
 ปลาเป็นแหล่งอาหารโปรตีน ที่มีความส าคญัส าหรับมนุษยใ์นปัจจุบนั ซ่ึงแหล่งที่พบปลา

นั้นมีทั้งมาจากธรรมชาติและมาจากการเพาะเล้ียง ส าหรับการเพาะเล้ียงสัตวน์ ้ า ปลาที่มีสายพนัธุ์ที่ดี
โดยเฉพาะปลาที่มีลักษณะมีการเจริญเติบโตที่ดีและมีภูมิตา้นทานโรคสูงจะเป็นที่ตอ้งการในการ

เพาะเล้ียงสตัวน์ ้ าอยา่งมาก ดงันั้นปลาที่มีการเพาะเล้ียงส่วนใหญ่ไดรั้บการพฒันาปรับปรุงสายพนัธุ์

ใหดี้ขึ้นมาแลว้ แต่ควรมีเทคโนโลยทีี่จะน ามาใชเ้ก็บรักษาสายพนัธุ์ปลาเหล่าน้ีไดอ้ยา่งยงัยนื ซ่ึงใน
แหล่งน ้ าธรรมชาติ ถือว่าเป็นแหล่งที่ส าคญัที่มีความหลากหลายของพนัธุกรรมปลา แต่สาเหตุอัน

เน่ืองมาจากสภาพแวดลอ้มที่เปล่ียนแปลงไป รวมถึงการใชป้ระโยชน์ของแหล่งน ้ าในวตัถุประสงค์
อ่ืนๆ ตามแต่กิจกรรมของมนุษย ์ส่งผลให้ปลาในธรรมชาติลดน้อยลง และท าให้ปลาในแหล่งน ้ า

ธรรมชาติถูกคุกคามจนอาจเกิดการสูญพนัธุไ์ปไดใ้นที่สุด ดงันั้นเทคโนโลยใีนการเก็บรักษาสายพนัธุ์

ปลาที่ดีจึงเป็นเคร่ืองมือที่ส าคญัส าหรับการอนุรักษพ์นัธุกรรมปลา ซ่ึงปัจจุบนัไดมี้การพฒันาเทคนิค
หลายวิธีที่สามารถน ามาใช้ในการอนุรักษ์สายพันธุ์ปลา ได้แก่  การผสมเทียม (Artificial 

fertilization) เพือ่เป็นการเพิ่มจ านวนปลาและท าให้ปลาที่ไม่สามารถสืบพนัธุ์ไดเ้องตามธรรมชาติ

สามารถที่จะเพาะพนัธุ์ได้ การเก็บรักษาแบบแช่แข็ง (Cryopreservation) ซ่ึงมีความส าคญัและมี
ประโยชน์อยา่งมากส าหรับการเก็บรักษาเซลล์สืบพนัธุ์หรือตวัอ่อนของปลา โดยการแช่แข็งนั้น

อาศยัหลกัการท างานของ (1) สาร Extender (2) สาร Cryoprotectant (3) อตัราการลดอุณหภูมิลงใน
ระหวา่งกระบวนการแช่แขง็ (Freezing rate) และ (4) ขั้นตอนการละลายตวัอยา่งหลงัจากที่ผ่านการ

แช่แขง็ (Thawing process) ที่ท  างานร่วมกนั เพือ่ป้องกนัการเกิด ผลึกน ้ าแขง็ (Ice crystal) ที่จะเขา้ไป

ทิ่มแทงเซลลใ์นขณะที่เพิม่และลดอุณหภูมิ เพื่อลดความเสียหายและการตายของเซลล์ และเทคนิค
การผลิตพ่อแม่พนัธุ์ปลาอุ้มบุญ (Surrogate broodstock) โดยวิธีการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ (Germ 

cell transplantation) โดยการศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการพฒันาเทคโนโลยีการแช่แข็งอวยัวะสืบพนัธุ์
ของปลาร่วมกบัการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุเ์พือ่ผลิตพอ่แม่พนัธุป์ลาอุม้บุญ ซ่ึงจะเป็นเทคโนโลยทีี่จะ

น ามาใชใ้นการอนุรักษพ์นัธุกรรมของปลาทั้งในธรรมชาติและปลาจากการเพาะเล้ียง 
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ในปัจจุบนัมีการพฒันาเทคนิคการเก็บรักษาเซลล์ น ้ าเช้ือ เน้ือเยือ่ หรืออวยัวะอ่ืนๆ แบบแช่แข็ง
โดยมีการศึกษาการใช้สาร Extender และสาร Cryoprotectant หลากหลายชนิดยกตัวอย่างเช่น 
การศึกษาของ Rani et al. (2016) ท าการศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลาสวาย พบว่า 
Hanks’ balanced salt solution (HBSS) ท างานร่วมกนักบั 15% Dimethyl acetamide (DMA) ให้ผล
อตัราการรอดชีวิต (Viability) และอตัราการเคล่ือนที่ (Motility) ที่ดีที่สุดเท่ากบั 98% และ 89% 
ตามล าดบั และในการศึกษาการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์แบบแช่แข็ง (Cryopreservation of gonad) 
สามารถแบ่งออกเป็นการเก็บรักษาอัณฑะแบบแช่แข็ง (Cryopreservation of testis) เช่น จาก
การศึกษาของ Lee and Yoshizaki. (2016) ท าการศึกษาการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แข็งของปลา 
Manchurian trout (Brachymyatax lenok) ซ่ึงพบว่า สาร Extender ที่จ  าเพาะกบัปลา Rainbow trout 
(Oncorhynchus mykiss) ท  างานร่วมกบั 1.3 M Methanol พบอตัราการรอดชีวิตสูงที่สุดเท่ากบั 81% 
และในการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็ง (Cryopreservation of ovary) จากการศึกษาของ Guan et al. 
(2008) ท าการเก็บรักษารังไข่แช่แข็งของปลา Zebrafish (Danio rerio) โดย KCl buffer ท างาน
ร่วมกนักบั 4 M Methanol พบอตัราการรอดชีวิตสูงที่สุด เท่ากบั 88% และในงานวิจยัฉบบัน้ีเลือก
วธีิการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุแ์บบแช่แขง็ ซ่ึงจะสามารถเป็นการเก็บรักษาพนัธุกรรมที่ดีของปลา
ไดอ้ยา่งหน่ึง และวิธีการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์แบบแช่แข็งนั้นจะตอ้งท างานร่วมกนักบัเทคนิค
การปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ (Germ cell transplantation) ถึงจะสามารถท าให้เป็นการเก็บรักษา
พนัธุกรรมของปลาได้ดียิง่ขึ้น ซ่ึงเทคนิคการผลิตพ่อแม่พนัธุ์ปลาอุม้บุญโดยวิธีการปลูกถ่ายเซลล์
สืบพนัธุ์ ซ่ึงเซลล์สืบพนัธุ์ (Germ cells) ที่ท  าหน้าที่ในการถ่ายทอดลกัษณะทางพนัธุกรรมมีการ
พฒันามาจากเซลล์ที่เรียกว่า Primirdial germ cells (PGCs) ในกรณีที่ปลายงัไม่สามารถแยกเพศได ้
แต่ถา้สามารถแยกเพศปลาไดแ้ลว้ในปลาเพศผู ้เรียกว่า Spermatogonia และในปลาเพศเมีย เรียกว่า 
Oogonia การศึกษาการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุใ์นปัจจุบนันั้นมีทั้งการใชอ้วยัวะสืบพนัธุ์ที่ผ่านการแช่
แขง็ (Frozen gonad) และไม่ผา่นการแช่แขง็ (Fresh gonad) และในการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์นั้นจะ
ท าการปลูกถ่ายเขา้สู่ปลาผูรั้บ (Recipient fish) วยัอ่อน ยกตวัอย่างเช่น การศึกษาของ Lee and 
Yoshizaki. (2016) ศึกษาในปลา Manchurian trout (B. lenok) โดยใชเ้ซลล์ Spermatogonia ทั้งแบบ
ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง ปลูกถ่ายในปลา Manchurian trout (B. lenok) วยัอ่อนเช่นเดียวกนัแต่
เป็นปลาที่เป็นหมนั (Triploid fish) พบวา่เซลล ์Spermatogonia ของปลาผูใ้ห้สามารถเขา้ไปอาศยัอยู่
ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้ที่อัตราการเขา้อาศยั (Colonization) 84% และ 89% ตามล าดบั 
และจากการศึกษาของ Lee et al., (2016b) ท าการศึกษาในปลา Rainbow trout (O. mykiss) โดยการ
ปลูกถ่ายเซลล ์Oogonia ทั้งเซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็และเซลลท์ี่ไม่ผา่นการแช่แข็งลงในปลา Rainbow 
trout (O. mykiss) ที่เป็นหมนัพบว่าเซลล์ทั้งสองชนิดสามารถเขา้ไปอาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุ์ของ
ปลาผูรั้บได ้ที่อตัราการเขา้อาศยั 72% และ 75% ตามล าดบั 
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 ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัสนใจศึกษาการพฒันากระบวนการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่
แบบแช่แขง็ของปลาสวาย และศึกษาประสิทธิภาพของการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลาสวาย เพื่อ
เป็นตน้แบบในการศึกษา และสามารถน าไปใชใ้นการอนุรักษป์ลาในกลุ่ม Pangasiidae ที่ก  าลงัถูก
คุกคามและใกล้สูญพนัธุ์ในปัจจุบนั และยงัสามารถน าไปประยุกต์ใช้กับสัตวน์ ้ าชนิดอ่ืนได้ใน
อนาคต 
 

1.2  วตัถุประสงค์การวจิยั 
1.2.1  เพือ่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ของปลาสวาย  
1.2.2  เพือ่ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แขง็ของปลาสวาย 
1.2.3  เพื่อศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ที่ได้จากการสกัดเซลล์สืบพนัธุ์จากอวยัวะ

สืบพนัธุท์ี่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แขง็ 
 

1.3  สมมติฐานของงานวจิยั 
เซลลสื์บพนัธุท์ี่สกดัไดจ้ากอณัฑะและรังไข่ของปลาสวายที่ผา่นและไม่ผ่านการแช่แข็งนั้น 

เม่ือท าการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุใ์ส่ในปลาผูรั้บสามารถเขา้อาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บได ้
 

1.4  ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 
 การศึกษาในคร้ังน้ีสามารถน ามาใชเ้ป็นตน้แบบในการศึกษาการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์
แบบแช่แขง็ของปลาในกลุ่ม Pangasiidae ที่ถูกคุกคามและใกลจ้ะสูญพนัธุไ์ด ้

 

1.5  ค าจ ากดัความทีใ่ช้ในงานวจิยั 
 Pangasianodon hypophthalmus (Striped catfish), Cryopreservation, Germ cells Transplantation 
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บทที่ 2 

ปริทัศน์วรรณกรรมและงานวจิัยที่เกีย่วข้อง 

  

2.1    ปลาสวาย (Striped catfish)  
 

 
 
ภาพที ่2.1  ปลาสวาย ช่ือสามญั Striped catfish ช่ือวทิยาศาสตร์ Pangasianodon hypophthalmus 

 
2.1.1  การจัดล าดับทางอนุกรมวิธาน (Sauvage, 1878) 
Kingdom : Animalia                                                                               

Phylum : Chordata 
Class : Actinopterygii 

Order : Siluriformes 
Family : Pangasiidae 

Genus : Pangasianodon 
Species : Pangasianodon hypophthalmus 

2.1.2  ชีววิทยาของปลาสวาย 
 ปลาสวาย (Striped catfish) โดยมีช่ือวิทยาศาสตร์ คือ  Pangasianodon hypophthalmus 

(ภาพที่ 2.1) เป็นปลาน ้ าจืดประเภทที่ไม่มีเกล็ดเช่นเดียวกบั ปลาเทโพ ปลาเทพา และปลาสังกะวาด 
ซ่ึงสามารถพบไดใ้นแถบประเทศสาธารณรัฐประชาธิปไตยประชาชนลาว กมัพูชา เวียดนาม และ
ประเทศไทย (ไทยเกษตรศาสตร์, 2013) ปลาสวายมีรูปร่างค่อนขา้งเรียวยาว หัวค่อนขา้งกวา้ง แต่ 
ไม่แบนมากนกั ปากอยูต่  ่ามีลกัษณะกวา้งทู่ มีตาขนาดเล็ก มีหนวด 2 คู่ คือ หนวดขากรรไกรบน 1 คู่ 
และหนวดขากรรไกรล่าง 1 คู่ ซ่ึงหนวดคู่แรกมีความยาวกวา่หนวดคู่ที่ 2 เสน้ขา้งล าตวัมีลกัษณะเป็น
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เสน้สมบูรณ์ สัดส่วนของล าตวัที่ส าคญัๆ คือ ความยาวสุดของล าตวัประมาณ 4 เท่าคร่ึง ของความ
ยาวส่วนหัว ส่วนความยาวมาตรฐานล าตวัยาวประมาณเกือบ 4 เท่าคร่ึงของความกวา้งล าตวั ครีบ
หลงัมีกา้นแขง็ 1 กา้น มีลกัษณะฟันเล่ือย และมีกา้นแขนง 6 กา้น มีครีบไขมนัขนาดเล็กอยูร่ะหว่าง
ครีบหลงัและครีบหาง ครีบกน้มีกา้นแขง็ 4 กา้น และกา้นแขนง 30-32 กา้น ครีบหูมีกา้นแข็ง 1 กา้น 
และก้านแขนง 6 ก้าน ลักษณะภายในที่ส าคัญ มีซ่ีเหงือก 20 ซ่ี มีฟันซ่ีเล็กๆ เรียงเป็นแถวบน
ขากรรไกรบนทั้ง 2 คู่ มีฟันบนเพดานเรียงเป็น 2 แถว ปลาสวายที่โตเต็มวยัจะมีล าตวัเป็นสีเทาด า
บริเวณดา้นหลงัและมีสีขาวบริเวณตั้งแต่ดา้นขา้งของล าตวั จากส่วนหน้า ถึงโคนหางขนานไปกบั
เสน้ขา้งตวัทั้งดา้นบนและดา้นล่างท าใหดู้สวยงามมาก (กรมประมง, 2549) 

2.1.3  การแบ่งเพศปลาสวาย 
 ความแตกต่างระหว่างเพศเมียและเพศผูข้องปลาสวายนั้นในตอนเป็นปลาวยัอ่อน

จนถึงยงัไม่โตเต็มวยัจะสังเกตไดย้าก แต่พอถึงฤดูผสมพนัธุ์ปลาเพศเมียและเพศผูจ้ะสามารถแยก
ออกไดช้ดัเจนจากลกัษณะภายนอก ลกัษณะของปลาเพศเมีย ส่วนทอ้งพองป่อง กลมนูน พื้นที่ของ
ทอ้งน่ิมถึงน่ิมมาก ลกัษณะของช่องเพศเป็นรูปวงรีใหญ่กวา้งกว่าตวัผู ้และช่องเพศยงัปวมพองเป่ง 
และมีสีแดงเขม้ และในกรณีที่ปลาเพศเมียพร้อมมากๆ จะเห็นไข่สีเหลืองไหลออกมาจากช่องเพศ 
และเม่ือจบัโคนหางงอพบัไข่ที่สุกแลว้จะไหลออกมาพร้อมใหผ้สม และลกัษณะของปลาเพศผู ้ส่วน
ทอ้งเรียบและไม่พองนูนเหมือนปลาตวัเมีย พื้นที่ทอ้งแขง็ ช่องเพศเป็นรูปวงรีเช่นเดียวกบัตวัเมียแต่
แคบและเล็กเรียวกว่า มีสีแดงอ่อน ซ่ึงปลาตวัผูท้ี่มีน ้ าเช้ือที่สมบูรณ์พร้อมแล้วนั้น เม่ือใช้มือบีบ
บริเวณช่องเพศเบาๆ จะเห็นน ้ าเช้ือสีขาวขน้ไหลออกมา  

 ในปัจจุบนั ปลาในกลุ่ม Pangasiidae ได้มีรายงานว่าสูญพนัธุ์ไปแล้ว 1 สกุล คือ 
Cetopangasius (Ceopangasius chaetobranchus) (Roberts and Jumnonhthai, 1999) และในสกุล 
Pangsaius อีก 1 ชนิด คือ Pangasius indicus (Marck, 1876) และยงัมีปลาในกลุ่มน้ีอีกหลากหลาย
ชนิดที่ขึ้นบญัชีเป็นปลาใกลสู้ญพนัธุ์ของ IUCN Red List of Threatened Species (IUCN Red List 
หรือ Red Data List) ไดแ้ก่ ปลาบึก (Mekong Giant Catfish; Pangasianodon gigas) และ ปลาเทพา 
(Chao phraya giant catfish;  Pangasius sanitwongsei) เป็นตน้ (IUCN, 2017) และปลาในกลุ่มน้ีบาง
ชนิดเป็นปลาที่มีความส าคญัทางเศรษฐกิจ เช่น ปลาสวาย ที่คนในประเทศนิยมบริโภคและรู้จกักนั
เป็นอยา่งดี และนอกจากน้ียงัพบว่าเน้ือปลาในวงศป์ลาสวายมีโอเมกา 3 เทียบเท่ากบัปลาทะเลบาง
ชนิด และมีปริมาณสูงถึง 2,570 มิลลิกรัม (milligram; mg) ต่อน ้ าหนัก 100 กรัม (gram; g) (Carl and 
Ferraris, 2007) 
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2.2  การเกบ็รักษาแบบแช่แขง็ (Cryopreservation)  
การเก็บรักษาอวยัวะหรือเซลลโ์ดยวธีิการแช่แขง็มีแนวโนม้ที่มีความส าคญัอยา่งมากต่อการ

เพาะขยายพนัธุส์ตัวน์ ้ าเศรษฐกิจที่สามารถช่วยในการอนุรักษพ์นัธุป์ลาที่ใกลสู้ญพนัธุ์ให้สามารถคง
อยูต่่อไปไดใ้นอนาคต (วรีพงศ ์และ สุบณัฑิต, 2559) การเก็บรักษาแบบแช่แข็ง เป็นกระบวนการที่
ใช้ในการเก็บรักษา ออแกเนลล์ เซลล์ เน้ือเยื้อ และโครงสร้างทางชีวภาพอ่ืนๆ เป็นการแช่แข็ง
ตวัอยา่งโดยการลดอุณหภูมิลงอยา่งรวดเร็ว (Jang et al., 2017) การศึกษาการเก็บรักษาแบบแช่แข็ง 
จึงเป็นอีกวิธีการหน่ึงที่มีความส าคญัต่อการเก็บรักษาพนัธุกรรมที่ดีของปลา และเป็นการอนุรักษ์
พนัธุป์ลาที่ใกลสู้ญพนัธุไ์ด ้ปัจจุบนัการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็ง มีการศึกษาอยา่งมากมายทั้งใน
ปลาน ้ าจืด (Viveiros and Godinho, 2009 และ Psenicka et al., 2016) และปลาน ้ าเค็ม (Suquet et al., 
2000 และ Okutsu et al., 2006) แต่ส่วนใหญ่ไดมี้การมุ่งเน้นศึกษาเฉพาะปลาในกลุ่มปลาที่ใกลสู้ญ
พนัธุ ์และมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ (Ranna, 1995) แต่การศึกษาส่วนใหญ่ยงัไม่มีการศึกษาการเก็บ
รักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ของปลาในกลุ่ม Pangasiidae 

ซ่ึงโดยทัว่ไปปัจจยัที่ส่งผลใหก้ารแช่แขง็อวยัวะสืบพนัธุ์นั้นประสบความส าเร็จมีดว้ยกนั 4 
ปัจจยั ไดแ้ก่ (1) สาร Extender (2) สาร Cryoprotectant (3) อตัราการลดลงของอุณหภูมิ (Freezing 
rate) เป็นการลงลดของอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วและเหมาะสมจนสามารถเก็บรักษาไวใ้นไนโตรเจน 
เหลวได ้(-196°C) โดยส่วนใหญ่อตัราการลดลงของอุณหภูมิส าหรับการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์
แบบแช่แข็ง เท่ากบั -1 องศาเซลเซียส/นาที (degree Celsius/minute; °C/min) (Lee et al., 2013; Lee 
et al., 2016; Lee and Yoshizaki, 2016 และ Psanicka et al., 2016) และ (4) การละลายตวัอยา่งหลงั
ผา่นการแช่แขง็ (Thawing process) เป็นขั้นตอนที่ใชส้ าหรับการตรวจสอบเซลลห์ลงัจากผ่านการแช่
แขง็แลว้โดยแต่ละชนิดของตวัอยา่ง หรือแต่ละชนิดของปลาจะมีการใชอุ้ณหภูมิที่แตกต่างกนัขึ้นอยู่
กบัความเหมาะสมและการเลือกใชข้องงาน เช่น ในการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์แบบแช่แขง็ของ
ปลา Rainbow trout (Oncorhynchus mykiss) ใชก้ารละลายตวัอยา่งที่อุณหภูมิ 10°C ระยะเวลาในการ
ละลาย 1-2 นาที  (Lee et al., 2013; Lee et al., 2016a และ Lee et al., 2016b) และปลา Manchurian 
trout (Brachymyatax lenok) ใชก้ารละลายตวัอยา่งที่อุณหภูมิ 30°C ระยะเวลาในการละลาย 1 นาที 
(Lee and Yoshizaki, 2016) ส่วนในปลา Siberian sturgeon (Acipenser baerii) ใชก้ารละลายโดยการ
ตั้งค่าอุณหภูมิโดยเคร่ือง Water bath ที่อุณหภูมิ 38°C ระยะเวลาในการละลาย 1 นาที (Psanicka et 
al., 2016) เป็นตน้ และในการศึกษาคร้ังน้ีผูว้ิจยัมีความสนใจศึกษาสภาวะที่เหมาะสมที่มีผลท าให้
การเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แข็งให้มีประสิทธิภาพ ซ่ึงการแช่แข็งหรือการลดลงอย่าง
รวดเร็วของอุณหภูมินั้นมีผลอนัตรายต่อเซลล์ เน่ืองจากผลึกน ้ าแข็งทั้งภายในและภายนอกเซลล์ที่
เกิดขึ้น ส่งผลให้เกิดการเปล่ียนแปลงกระบวนการทางเคมีของเซลล์เหล่านั้น ซ่ึงท าให้กลไกและ
โครงสร้างของเซลล์เกิดความเสียหายได ้(Karlsson and Toner, 1996) โดยผูว้ิจยัใชก้ารเก็บรักษา
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น ้ าเช้ือแบบแช่แข็งในปลากลุ่มPangasiidae และการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์แบบแช่แข็งในปลา 
Rainbow Trout (O. mykiss) (Lee et al., 2013; Lee et al., 2016a และ Lee et al., 2016b) เป็นตน้แบบ
ในการศึกษาคร้ังน้ี 

2.2.1  สาร Extender  
 เป็นสารที่ช่วยให้เซลล์ไม่เปล่ียนแปลงรูปร่างและท าให้เซลล์สามารถมีชีวิตรอดใน

การเก็บรักษาแบบแช่แขง็ระยะยาว และสาร Extender เพยีงอยา่งเดียวยงัสามารถใชใ้นการเก็บรักษา
น ้ าเช้ือปลาแบบแช่แขง็ในระยะสั้น (ในตูเ้ยน็ 4°C) ไดอี้กดว้ย (อนงคณ์ และ กฤษณ์, 2539) ในส่วน
ของการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแช่แขง็นั้น สาร Extender มีหน้าที่ช่วยในการเจือจางน ้ าเช้ือและช่วยลดการ
เคล่ือนที่ของอสุจิ (Sperm) ลดการใชพ้ลงังานของอสุจิ และสาร Extender ที่ใชค้วรมีค่า Osmolality 
และค่า pH ที่เหมาะสมใกลเ้คียงกบัค่า Osmolality และค่า pH ในเซลล์หรือในตวัปลา ยกตวัอยา่ง
เช่น ในกลุ่มปลาน ้ าจืด จะมีค่า Osmolality เท่ากบั 280-300 มิลลิออสโมล/กิโลกรัม (milliosmoles/ 
kilogram; mOsm/kg), ในกลุ่มปลาน ้ าเค็ม จะมีค่า Osmolality เท่ากบั 200-300 mOsm/kg (Wayman 
and Tiersch, 2000) และค่า pH ในเลือดปลาอยูท่ี่ประมาณ 7.7-8.0 (เลือดคน อยูท่ี่ประมาณ 7.35-
7.45) เป็นตน้ และสาร Extender ที่นิยมใชใ้นการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็ง ไดแ้ก่ 0.85% NaCl, 
Hanks’ balanced salt solution (HBSS) และ Calcium-free Hanks’ balanced salt solution (CF-
HBSS) เป็นตน้ (ตารางที่ 2.1) และในการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์แบบแช่แข็งนั้นสาร Extender มี
หนา้ที่ช่วยใหเ้ซลลน์ั้นคงรูปไม่เปล่ียนสภาพ และเม่ือท างานร่วมกบัสาร Cryoprotectant ท  าให้เซลล์
มีชีวิตรอด และไม่ส่งผลท าให้เซลล์นั้นสูญเสียน ้ า (Hypertonic) หรือบวมน ้ า (Hypotonic) มาก
เกินไปเน่ืองจากการเกิดสภาวะที่สารละลายภายในและภายนอกเซลล์นั้นมีความแตกต่างกันมาก 
และยงัป้องกนัการเกิดผลึกน ้ าแขง็ (Ice crystal) ที่จะเขา้ไปทิ่มแทงเซลลใ์นขณะที่ท  าการเพิ่มและลด
อุณหภูมิ เพือ่ลดความเสียหายและการตายของเซลล ์(ตารางที่ 2.2) 

2.2.2  สาร Cryoprotectant   
 เป็นสารที่ช่วยในการป้องกันความเสียหายให้กับเซลล์ในระหว่างการลดลงของ

อุณหภูมิยกตวัอยา่งเช่น Glycerol, Dimethyl sulfoxide (DMSO), Methanol และน ้ าตาลชนิดต่างๆ 
เป็นตน้ ส่วนใหญ่แมว้า่สาร Cryoprotectant จะช่วยป้องกนัความเสียหายใหก้บัเซลล์ในกระบวนการ
แช่แขง็ แต่ในทางตรงกนัขา้มสาร Cryoprotectant นั้นก็สามารถเป็นพิษต่อเซลล์ไดด้ว้ยเช่นกนั และ
การเลือกใชส้าร Cryoprotectant ที่เหมาะสม และเป็นพิษน้อยต่อเซลล์ของปลาชนิดนั้นๆ ไดม้าจาก
การทดลอง วจิยั และศึกษาจากเอกสารทางวชิาการ 

 สาร Cryoprotectant มีหนา้ที่ช่วยในการป้องกนัเซลล์จากการลดลงของอุณหภูมิ ซ่ึง
จะมีผลกระทบต่อคุณสมบัติของเหลวทั้งภายในและภายนอกเซลล์มีผลกระทบต่อความดันไอ 
(Vapor pressure) ของเหลวหรือท าให้แรงดนัไอเปล่ียนแปลงไป จึงเป็นเหตุให้จุดเยอืกแข็ง (Freezing 
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point) ลดต ่าลงและคุณสมบติัในขอ้น้ีส าคญัมากในการออกฤทธ์ิของสารเคมี เพราะโดยปกติแลว้ตวั
ท าละลายในธรรมชาติ คือ น ้ า ที่มีแรงดนั 1 บรรยากาศ และน ้ าจะแข็งตวัที่อุณหภูมิ 0ºC อยา่งไรก็
ตามในธรรมชาติของเหลวในร่างกาย และในเซลลน์ั้นมีจุดเยอืกแขง็ที่ต  ่ากวา่น ้ า และถา้มีการเติมสาร 
Cryoprotectant เขา้ไปยิง่ท  าให้จุดเยอืกแข็งลดต ่าลงไปอีก ท าให้ของเหลวนั้นเยน็จดัก่อนที่จะแข็ง
หรือก่อนที่จะเกิดเกล็ดน ้ าแข็ง และคุณสมบตัิสุดทา้ยของสาร Cryoprotectant จะช่วยในการเปล่ียน
แรงดัน Osmotic ของเหลวทั้งภายในและภายนอกเซลล์ ขึ้นอยู่กบัความสามารถในการแพร่เขา้สู่
เซลลไ์ดม้ากหรือนอ้ยหรือไม่ไดเ้ลย โดยการเปล่ียนแปลงคุณสมบตัิของเหลวที่ผ่านมานั้นจะช่วยให้
เซลลร์อดชีวติภายหลงัการแช่แขง็ได ้(กฤษณ์, 2536) 

 
ตารางที่ 2.1  ส่วนประกอบทางเคมี (g/L) และค่า Osmolality ของ สาร Extender ที่ใชเ้จือจางน ้ าเช้ือ 

ส่วนประกอบ
สารเคมี 

ชนิดของสาร Extender 

HBSS C-F HBSS BCB C-F HBSS-2 0.85% NaCl 
HBSS 
(mM) 

CF-HBSS 
(mM) 

CaCl2•2H2O 0.16 - - - - 1.24 - 
NaCl 8 8.89 - 8.21 8.5 136.89 136.89 
KCl 0.4 0.44 - 0.44 - 5.37 5.37 

MgSO4•7H2O 0.2 0.22 - 0.22 - 0.81 0.81 
Na2HPO4•7H2O 0.12 0.13 - 0.13 - 0.45 0.45 

KH2PO4 0.06 0.07 - 0.07 - 0.44 0.44 
NaHCO3 0.35 0.39 - 0.39 - 4.17 4.17 
Glucose 1.00 1.11 - 1.11 - 5.55 5.55 
KHCO3 - - 12.50 - - - - 
Sucrose - - 85.50 - - - - 

Glutathione - - 3.00 - - - - 
Osmolarity 
(mOsm/kg) 

286 320 560 294 282 233 258 

Reference Mongkonpunya et al. (1995) อนงคณ์ และ กฤษณ์ (2539) 
 Mengumphan et al. (2010) 

Rani et al. (2016) 

 
 2.2.2.1  สาร Cryoprotectant   
 2.2.2.1.1  ประเภทที่ออกฤทธ์ิภายในเซลล์ (Permeating cryoprotectant) 

สารเคมีเหล่าน้ีจ  าเป็นตอ้งซึมผา่นเขา้สู่ภายในเซลลเ์พือ่ท  าการป้องกนัอนัตรายไม่ใหเ้กิดขึ้นขณะที่ท  า
การแช่แข็ง และสารละลายที่อยู่ในประเภทน้ีควรจะเป็นสารที่มีน ้ าหนักโมเลกุลน้อยเพราะจะ
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สามารถซึมหรือแพร่เข้าสู่เซลล์ได้ดีกว่าและเร็วกว่าสารที่มีน ้ าหนักโมเลกุลมาก ตัวอย่างเช่น 
Glycerol, Methanol, Ethylene glycol (EG) และ 1,2 Propanediol เป็นตน้ แต่สารเคมีในกลุ่มน้ีมี
ขอ้เสียคือ เป็นพษิต่อเซลล์หรือเน้ือเยือ่เม่ืออยูใ่นสภาวะที่ไม่เหมาะ เช่น Dimethyl sulfoxide (DMSO) 
เม่ืออยูก่บัเซลลห์รือเน้ือเยือ่ในสภาวะอุณหภูมิห้อง จะเกิดความเป็นพิษท าลายเซลล์ เป็นตน้ ดงันั้น
จึงจะตอ้งใชใ้นความเขม้ขน้ที่เหมาะสม และยงัตอ้งค  านึงถึงระยะเวลาที่เหมาะสมก่อนการลดลงของ
อุณหภูมิ (Equilibration time) และ ชนิดของสาร Extender ที่ท  างานรวมกนัอีกดว้ย  

 2.2.2.1.2  ประเภทที่ออกฤทธ์ิภายนอกเซลล์ (Nonpermeating cryoprotectant) 
สารเคมีกลุ่มน้ีออกฤทธ์ิป้องกนัอนัตรายใหก้บัเซลลท์ี่อยูภ่ายนอกเซลล ์และใชไ้ดผ้ลดีที่ความเขม้ขน้
ต ่ากว่าสารจ าพวกซึมผ่านได้ และมีความเป็นพิษน้อย โดยส่วนมาจะเป็นสารที่ช่วยในการให้
พลังงาน เป็นอาหารเสริมให้กับเซลล์ ยกตวัอย่างเช่น Sucrose, Polymers, Polyvinylpyrrolidone 
(PVP) และ Proteins (Egg-yolk และ Skim milk) เป็นตน้ 

 
ตารางที่ 2.2  ส่วนประกอบทางเคมี (mM) ของสาร Extender ที่ใชใ้นการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์

แช่แขง็ 

ส่วนประกอบสารเคมี 

ชนิดของสาร Extender 

Rainbow Trout Siberian sturgeon 

Whole Testis Whole Ovaries Whole Gonad Tissue (g) 
HEPES 55.27 - 
NaCl 375.48 - 
KCl 7.28 - 

KH2PO4 23.10 - 
Na2HPO4 3.82 - 

Sodium Pyruvate 3.64 - 
CaCl2•2H2O 2.6 - 
MgCl2•6H2O 1.4 - 

Bovine serum albumin - 6.67 
Glucose - 12 

pH 7.8 - 
Reference Lee et al. (2013) , Lee et al. (2016b) Psenicka et al. (2016) 
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2.2.3  การเก็บรักษาน ้าเช้ือแบบแช่แข็ง (Cryopreservation of sperm) 
   การศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็ง (ตารางที่ 2.3) ในการศึกษาน้ีใชก้ารเก็บ
รักษาน ้ าเช้ือแช่แข็งของปลาสวายและปลาในกลุ่ม Pangasiidae เป็นตน้แบบในการศึกษาคร้ังน้ี
ยกตวัอยา่งเช่น จากการศึกษาของ Hambananda and Mongkonpunya (1996) ท าการเก็บรักษาน ้ าเช้ือ
แบบแช่แข็งของปลาสวาย (P. hypophthalmus) โดยใชส้าร Extender คือ CF HBSS ท างานร่วมกนั
กบั สาร Cryoprotectant คือ 8% DMSO พบเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติรอด (Viability) และเปอร์เซ็นตก์าร
ฟักไข่ (Fertilization) สูงที่สุด และการศึกษาของ สมร และคณะ (2550) และ Ponchunchoovong and 
Plime. (2010) ท าการศึกษาการเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็งของปลาสวาย (P. hypophthalmus) โดย
ใชส้าร Extender คือ 0.9% NaCl ท างานร่วมกนักบั สาร Cryoprotectant คือ 12% DMSO ให้ผล
เปอร์เซ็นตก์ารมีชีวิตรอดสูงที่สุด และท างานร่วมกนักบั  10% DMSO+20% Dimethyl acetamide 
(DMA) ใหผ้ลเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติรอด เปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนที่ (Motility) และเปอร์เซ็นตก์ารฟักไข่
สูงที่สุด และการศึกษาของ Rani et al. (2016) ใชส้าร Extender คือ HBSS และสาร Cryoprotectant คือ 
15% DMA ใหผ้ลเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวิตรอด และเปอร์เซ็นตก์ารเคล่ือนที่ ที่ดีที่สุด และในการศึกษา
การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แข็งของปลาบึก (P. gigas) พบว่า HBSS ท างานร่วมกนักบั 8% DMSO 
ใหผ้ลเปอร์เซ็นตก์ารมีชีวติรอดดีที่สุด (Mengumphan et al., 2010) 

2.2.4  การเก็บรักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็ง (Cryopreservation of testis and ovary) 
 การเก็บรักษาอัณฑะแบบแช่แข็ง (Cryopreservation of testis) (ตารางที่ 2.4) สาร 
Extender คือ Phosphate buffered saline+0.5% Bovine serum albumin+50 mM D-Glucose ท างาน
ร่วมกนักบั สาร Cryoprotectant คือ 1.5 M Glycerol และ 3 M EG ในปลา Tench (Tinca tinca), 3 M 
DMSO ในปลา Goldfish (Carassius auratus) และ 1.5 M EG ในปลา Siberian sturgeon (A. baerii) 
ให้ผลอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ Spermatogonia สูงที่สุด (Linhartova et al., 2014; Marinovic et 
al., 2016 และ Psenicka et al., 2016) และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) สาร Extender คือ 
Phosphate buffered saline+0.5% Bovine serum albumin+5.5 mM D-Glucose ท างานร่วมกนักบั 1.3 
M EG และ 1.8 M EG ใหผ้ลอตัราการรอดชีวิตดีที่สุด (Kobayashi et al., 2007 และ Yoshizaki et al., 
2011) และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) อีกเช่นกนั RT extender ท  างานร่วมกบั 1.3 M DMSO 
ใหผ้ลอตัราการรอดชีวิตสูงที่สุด (Lee et al., 2013 และ Lee et al., 2016a) และสาร Extender คือ RT 
extender ท  างานกบั 1.3 M Methanol ใหผ้ลการศึกษาอตัราการรอดชีวิตสูงที่สุดในปลา Manchurian 
trout (B. lenok) (Lee and Yoshizaki, 2016) และในปลา Tiger puffer (Takifugu rubripe) นั้น 
Leibovitz L-15 medium (L-15) ท  างานกบั 1.3 M DMSO ให้ผลอตัราการรอดชีวิตที่ดีที่สุด ในการ
เก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ (Yoshikawa et al., 2018) 
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  ในการศึกษาการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็ง (Cryopreservation of ovary) (ตารางที่ 
2.5) ในปลา Zebrafish (Danio rerio) สาร Extender คือ KCl buffer ท  างานกบั 4 M Methanol ให้ผล
อตัราการรอดชีวิตสูงที่สุด (Guan et al., 2008) ในปลา Siberian sturgeon (A. baerii) นั้น Phosphate 
buffered saline+0.5% Bovine serum albumin+50 mM D-Glucose ท างานร่วมกันกับ สาร 
Cryoprotectant คือ 1.5 M Ethylene glycol (EG) ให้ผลการศึกษาที่ดีที่สุด (Psenicka et al., 2016) 
และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) สาร Extender คือ RT extender ท  างานกบั 1 M DMSO 
ใหผ้ลอตัราการรอดชีวติของเซลล ์Oogonia ของการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แขง็ไดดี้ที่สุด (Lee et al., 
2016b) 
 

2.3 การปลกูถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุ (Germ cell transplantation) 
ส่ิงมีชีวติที่มีการสืบพนัธุ์แบบอาศยัเพศนั้นประกอบไปดว้ยเซลล์พื้นฐาน 2 ชนิด คือ เซลล์

ร่างกาย (Somatic cells) และเซลล์สืบพนัธุ์ (Germ cells) (Lacerda et al., 2013) ซ่ึง Primordial germ 
cells (PGCs) หรือเซลลต์ั้นตน้ก่อนการพฒันาเป็นเซลลสื์บพนัธุเ์กิดขึ้นบริเวณใดบริเวณหน่ึงของตวั
อ่อน (Embryo) และเม่ือตวัอ่อนมีการเจริญเติบโต PGCs จะเคล่ือนที่ (Migration) ไปยงัอวยัวะ
สืบพนัธุ์ที่ยงัไม่พฒันา (Genital ridges) แลว้มีการพฒันาไปเป็นเซลล์สืบพนัธุ์ที่สมบูรณ์ (Mature 
germ cells) ซ่ึงถา้เป็นเพศผูจ้ะพฒันาไปเป็นอสุจิ (Sperm) และเพศเมียจะพฒันาไปเป็นไข่ (Egg) 
ดงันั้นการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์(Germ cell transplantation) เป็นวธีิการปลูกถ่ายเซลลจ์ากปลาชนิด
หน่ึงไปยงัปลาอีกชนิดหน่ึงที่มีสายพนัธุ์ใกลเ้คียงกนั โดยการใช ้PGCs ของปลาผูใ้ห้ (Donor fish) 
ปลูกถ่ายใส่ในปลาผูรั้บ (Recipient fish) โดยมีการคดัเลือก PGCs จากอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูใ้ห้
ท  าการปลูกถ่ายใส่บริเวณช่องวา่งกลางล าตวั (Peritoneal cavities) ของปลาผูรั้บ ซ่ึงเรียกเทคนิคน้ีว่า 
การผลิตพ่อแม่พนัธุ์ปลาอุม้บุญ (Surrogate broodstock) เทคนิคการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์มีการ
น ามาประยุกตใ์ช้กนัอยา่งแพร่หลายในดา้นชีววิทยา และการปรับปรุงพนัธุกรรมสัตวร์วมไปถึง
การศึกษาดา้นกระบวนการพฒันาของเซลล์สืบพนัธุ์ จึงมีการน าเทคนิคการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ ์
มาเพือ่ช่วยในการขยายพนัธุป์ลา และยงัสามารถช่วยลงความเส่ียงใหป้ลาบางชนิดที่ใกลสู้ญพนัธุ์ได้
โดยการสร้างปลาพอ่แม่พนัธุอุ์ม้บุญ โดยการศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์นั้นเร่ิมตน้ท าคร้ังแรก
ในไก่ โดยใช ้PGCs ที่เป็นเซลล์ Spermatogonia ฝากเขา้ไปในตวัอ่อนของไก่ พบว่าไก่ตวัดงักล่าว
เม่ือถึงวยัเจริญพนัธุ์แลว้สามารถผลิตลูกออกมาเป็นไก่ตวัผู ้(Tajima et al., 1993) และต่อมาไดมี้
การศึกษาในหนู โดยใช้เซลล์ Spermatogonia มาท าการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ (Brinster and 
Zimmermann, 1994) และไดมี้การพฒันาเทคนิคการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ มาใชก้บัสัตวใ์นกลุ่ม 
Lower Vertebrate โดยการใชท้ั้ง PGCs และ เซลล ์Spermatogonia ของปลาในการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์
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ตารางที่ 2.3 การเก็บรักษาน ้ าเช้ือแบบแช่แขง็ 

Species fish Extender Cryoprotectant 
Freezing 

rate 

Thawing 
temperature/ 

time 

Viability 
(%) 

Motility (%) 
Fertilization 

(%) 
Reference 

Striped catfish 
(P. sutchi) 

Calcium-free Hanks’ 
balanced salt solution 

(C-F HBSS) 

8% Dimethyl 
sulphoxyde (DMSO) 

-10°C/min 70°C/1 min 61.7±7.9 - 13.1±3.9 
อนงคณ์ และ กฤษณ์. 

(2539) 

Mekong giant catfish 
(P. gigas) 

Hanks’ balanced salt 
solution (HBSS) 

8% Dimethyl 
sulphoxyde (DMSO) 

-10°C/min 40°C/1 min 45.3±6.0 - - 
Mengumphan et al. 

(2010) 
Striped catfish 

(P. hypophthalmus) 
0.9% sodium chloride 

(NaCl) 
12% Dimethyl 

sulphoxyde (DMSO) 
-10°C/min 37°C/1 min - - 40.77±1.65 สมร และคณะ. (2550) 

Striped catfish 
(P.hypophthalmus) 

0.9% sodium chloride 
(NaCl) 

10% Dimethyl 
sulphoxyde (DMSO) + 

20% Dimethyl 
acetamide (DMA) 

-10°C/min 30°C/40 sec 30.01±2.74 32.90±7.07 58.89±3.32 
Ponchunchoovong 
and Plime. (2010) 

Striped catfish 
(P. sutchi) 

Hanks’ balanced salt 
solution (HBSS) 

15% Dimethyl 
acetamide (DMA) 

-10°C/min 37°C/50 sec 96.19±4.92 88.53±2.01 - Rani et al. (2016) 
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ตารางที่ 2.4 การเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ 

Species fish Extender Cryoprotectant Freezing rate 
Thawing 

temperature / time 
Viability (%) Reference 

Tench 
(T. tinca) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 50 mM D-

Glucose 
1.5 M Glycerol -1°C/min 38°C/40 sec 57.69±16.85 

Linhartova et 
al. (2014) 

Tench 
(T. tinca) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 50 mM D-

Glucose 

3 M Ethylene glycol (EG) 

-1°C/min 38°C/2 min 

50 
Marinovic et 

al. (2016) 3 M Dimethyl sulphoxyde 
(DMSO) 

55 

Goldfish 
(C. auratus) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 50 mM D-

Glucose 

3 M Ethylene glycol (EG)   

-1°C/min 38°C/2 min 

60 
Marinovic et 

al. (2016) 3 M Dimethyl sulphoxyde 
(DMSO) 

58 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 5.5 mM D-

Glucose 

1.3 M Ethylene glycol 
(EG) 

-1°C/min 25°C/20 sec 51.3±7.25 
Kobayashi et 

al. (2007) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 5.5 mM D-

Glucose 

1.8 M Ethylene glycol 
(EG) 

-1°C/min 1°C/30 sec 45.4 
Yoshizaki et al. 

(2011) 
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ตารางที่ 2.4 การเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ (ต่อ) 

Species fish Extender Cryoprotectant Freezing rate 
Thawing 

temperature / time 
Viability (%) Reference 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

RT extender  
(ตารางท่ี 2.2) 

1.3 M Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 

-1°C/min 10°C/1 min 35.1±5.3 
Lee et al. 

(2013) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

RT extender 
(ตารางท่ี 2.2) 

1.3 M Dimethyl sulfoxide 
(DMSO) 

-1°C/min 10°C/1-2 min 33.5±7.1 
Lee et al. 
(2016a) 

Manchurian trout 
(B. lenok) 

RT extender 
(ตารางท่ี 2.2) 

1.3 M Methanol -1°C/min 30°C/1 min 81.0 
Lee and 

Yoshizaki. 
(2016) 

Siberian sturgeon 
(A. baerii) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 50 mM D-

Glucose 

1.5 M Ethylene glycol 
(EG) 

-1°C/min 38°C/1 min 20.9±2.0 
Psenicka et 
al. (2016) 

Tiger puffer 
(T. rubripe) 

Leibovitz L-15 medium 
1.3 M Dimethyl sulfoxide 

(DMSO) 
-1°C/min 20-22°C/1 min 61.2±2.7 

Yoshikawa et 
al. (2018) 
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ตารางที่ 2.5 การเก็บรักษารังไข่แบบแช่แขง็ 

Species fish Extender Cryoprotectant Freezing rate 
Thawing 

temperature / time 
Viability (%) Reference 

Zebrafish 
(D. rerio) 

KCl buffer ( 55 mM KCl, 55 mM K 
acetate, 1 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 10 

mM HEPES, pH 7.4) 
4 M
 Methanol 0.3°C/min 26°C/5 min 88.0±1.7 

Guan et al. 
(2008) 

Siberian sturgeon 
(A. baerii) 

Phosphate buffered saline + 0.5% 
Bovine serum albumin + 50 mM D-

Glucose 

1.5 M Ethylene 
glycol (EG) 

-1°C/min 38°C/1 min 15.0±2.1 
Psenicka et al. 

(2016) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

RT extender 
(ตารางท่ี 2.2) 

1.0 M Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) 

-1°C/min 10°C/1 min 72.9±6.2 
Lee et al. 
(2016b) 
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อีกทั้ งยงัมีการศึกษาในสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมโดยใช้เซลล์ Spermatogonia ของสัตวผ์ูใ้ห้ (Donor 
animal) ปลูกถ่ายเขา้ไปในท่อสร้างตวัอสุจิ (Seminiferous tubules) ที่อยูใ่นอณัฑะ (Testis) ของสัตว์
ผูรั้บ (Recipient animal) ที่ยงัไม่สมบูรณ์พนัธุ์ ซ่ึงพบว่าเซลล์ Spermatogonia ของสัตวผ์ูใ้ห้สามารถ
เขา้ไปอาศยัและมีการแบ่งเซลล์ในตวัของสัตวผ์ูรั้บได ้(Brinster and Zimmermann, 1994) ซ่ึงจาก
การปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุด์งัที่กล่าวขา้งตน้น้ีมีความแตกต่างกบักระบวนการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ์
ในปลาที่เซลล ์Spermatogonia ของปลาผูใ้ห้นั้นจะถูกปลูกถ่ายเขา้ไปในช่องว่างกลางล าตวั ของลูก
ปลาผูรั้บวยัอ่อนโดยที่เซลลสื์บพนัธุข์องปลาผูใ้หมี้การเคล่ือนที่เขา้สู่บริเวณอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลา
ผูรั้บและเซลลสื์บพนัธุมี์การเขา้อาศยั (Colonization) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บตามล าดบั ซ่ึง
ในบริเวณอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บที่เป็นปลาระยะวยัอ่อนนั้นระบบภูมิคุม้กันยงัไม่สมบูรณ์ 
ดงันั้นเซลล์สืบพนัธุ์ของปลาผูใ้ห้ จึงสามารถเขา้ไปมีชีวิตอยูไ่ด้ในปลาผูรั้บวยัอ่อนและสามารถมี
การพฒันาไปเป็นเซลล์ Spermatogonia และ Oogonia ไดข้ึ้นอยูก่บัเพศของปลาผูรั้บ (Okutsu et al., 
2006)  
 เทคนิคการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลา ในช่วงระยะเร่ิมตน้ของอวยัวะสืบพนัธุ์จะถูก
สร้างขึ้นโดยเซลลร่์างกาย และเซลล์ตน้ก าเนิด (PGCs) ที่มีการพฒันาขึ้นนอกอวยัวะสืบพนัธุ์ต่อมา 
PGCs จะเคล่ือนที่โดยเทา้เทียม (Pseudopodia) ดว้ยกระบวนการ Chemotaxis เพื่อเขา้ไปสู่อวยัวะ
สืบพนัธุ์ (Raz, 2004) และหลังจากที่ PGCs เคล่ือนที่เขา้ไปสู่อวยัวะสืบพนัธุ์แล้วนั้นจะถูกเซลล์
ร่างกายเขา้มาลอ้มรอบ PGCs และเร่ิมท าการแบ่งตวัเพือ่เพิ่มจ านวน (Yoshizaki et al., 2002) เทคนิค
การปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุเ์ป็นการน า PGCs ของปลาผูใ้ห้ปลูกถ่ายเขา้ไปในช่องทอ้ง ของปลาผูรั้บ
วยัอ่อนต่อมา PGCs ของปลาผูใ้ห้จะเคล่ือนที่ และเขา้อาศยัในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บจากนั้น
เม่ือ PGCs ของปลาผูใ้หเ้ขา้มาอาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุแ์ลว้ เซลลร่์างกายของปลาผูรั้บจะเขา้มาจบั
ล้อมรอบแล้วท าการแบ่งเซลล์เพื่อเพิ่มจ านวน PGCs ของปลาผูใ้ห้ท  าให้ PGCs มีการพฒันา
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ Spermatogonia หรือ Oogonia ขึ้นอยูก่บัเพศของปลาผูรั้บ โดยทัว่ไปแลว้
การปลูกถ่ายเซลล์สืบพันธุ์ในปลาที่มีสายพันธุ์หรือชนิดที่ใกล้เคียงกันจะมีโอกาสประสบ
ความส าเร็จสูง และเม่ือปลาผูรั้บสามารถผลิตลูกปลาที่เกิดจากการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ของปลา
ผูใ้ห้ (Donor-derived offspring) ได้ จะเรียกเทคนิคน้ีว่า เทคนิคการผลิตพ่อแม่พนัธุ์ปลาอุ้มบุญ 
(Surrogate broodstock technology) (ภาพที่ 2.2) ซ่ึงเทคนิคน้ีสามารถน าไปใชไ้ดก้บัปลาหลายชนิดที่
มีขอ้จ  ากดัในการเล้ียงหรือในการผสมเทียม เช่น ปลาที่มีขนาดโตเตม็วยัใหญ่เกินไป หรือปลาที่ใกล้
สูญพนัธุ ์เป็นตน้ 
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ภาพที่ 2.2  แผนภาพการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุใ์นปลา 
 
 การศึกษาการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุใ์นปัจจุบนันั้นมีทั้งการใชอ้วยัวะสืบพนัธุ์ที่ผ่านการแช่
แขง็ (Frozen gonad) และไม่ผ่านการแช่แข็ง (Fresh gonad) ในการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์เขา้สู่ปลา
ผูรั้บวยัอ่อน โดยจากการศึกษาโดยใชเ้ซลล์ Spermatogonia ของปลา Rainbow trout (O. mykiss) ทั้ง
ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง เป็นปลาผูใ้ห้โดยปลูกถ่ายเขา้สู่ปลา Rainbow trout (O. mykiss) วยั
อ่อนพบวา่เซลลท์ั้งสองชนิดสามารถเขา้ไปอาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้(Kobayashi 
et al., 2007) ในปลา Rainbow trout (O. mykiss) อีกเช่นเดียวกันท าการปลูกถ่ายปลูกถ่ายเซลล ์
Spermatogonia ในรูปแบบของเซลล์ที่ผ่านการแช่แข็ง ปลูกถ่ายในปลา Rainbow trout (O. mykiss) 
ที่เป็นปลาเป็นหมัน (Triploid fish) พบว่าเซลล์ที่ผ่านการแช่แข็งสามารถเขา้อาศยัอยู่ในอวยัวะ
สืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้(Lee et al., 2013) และจากการศึกษาในปลา Manchurian trout (B. lenok) 
โดยใชเ้ซลล์ Spermatogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งปลูกถ่ายในปลา Manchurian trout (B. 
lenok) วยัอ่อนเช่นเดียวกนัแต่เป็นปลาที่เป็นหมนั พบวา่เซลล ์Spermatogonial ของปลาผูใ้ห้สามารถ
เขา้ไปอาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้(Lee and Yoshizaki, 2016) และในการปลูกถ่าย
เซลล์สืบพนัธุ์ของปลาน ้ าจืดอยา่งปลา Siberian sturgeon (A. baerii) พบว่า ท  าการปลูกถ่ายเซลล ์
Spermatogonia และ Oogonia ทั้งที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งเข้าสู่ปลา Sterlet (Acipenser 
ruthenus) ที่เป็นหมนัเซลล์ Spermatogonia และ Oogonia ของปลาผูใ้ห้สามารถเขา้ไปอาศยัอยูใ่น
ปลาผูรั้บไดเ้ช่นกนั (Psenicka et al., 2016) และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) ท  าการปลูกถ่าย
เซลล์ Oogonia ทั้งที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง ปลูกถ่ายในปลา Rainbow trout (O. mykiss) ที่เป็น
ปลาหมนัพบวา่เซลลท์ั้งสองชนิดสามารถเขา้อาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้(Lee et al., 
2016b) จากตวัอยา่งที่กล่าวมาขา้งตน้เป็นการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลาชนิดเดียวกนัซ่ึงเรียกว่า 
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Allogeneic transplantation และการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลาต่างชนิดกนันั้นก็คือ Xenogeneic 
transplantation การปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลาต่างชนิดกนั ยกตวัอยา่งเช่น การปลูกถ่ายเซลล ์
Spermatogonia ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งของปลา Yellowtail (Seriola quinqueradiata) ปลูกถ่ายในปลา 
Nibe croaker (Nibea mitsukurii) วยัอ่อน พบว่าเซลล์ของปลาผูใ้ห้สามารถเขา้อาศยัในอวยัวะ
สืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้(Higuchi et al., 2011) และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) ท  าการปลูก
ถ่ายเซลล์ Spermatogonia ทั้งที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งในปลา Masu salmon (Oncorhynchus 
mason) พบว่าเซลล์ทั้งสองชนิดสามารถเขา้อาศยัในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บได ้(Yoshizaki et 
al., 2011 และ Lee et al., 2016a) ตามล าดบั และการปลูกถ่ายเซลล์ Spermatogonia ของปลา Tiger 
puffer (T. rubripe) เขา้สู่ ปลา Grass puffer (Takifugu alboplumbeus) วยัอ่อนพบว่าทั้งเซลล์ที่ผ่าน
และไม่ผา่นการแช่แข็งสามารถเขา้อาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บไดเ้ช่นกนั (Yoshokawa 
et al., 2018) 
 ในงานวิจัยน้ีจึงท าการพฒันาวิธีการเก็บรักษาอวยัวะสืบพันธุ์แบบแช่แข็ง โดยมีการ
พจิารณาสภาวะที่เหมาะสมที่มีการก าหนดอตัราการลดลงของอุณหภูมิเท่ากบั -1 °C/min และมีการ
ตรวจสอบอตัราการรอดชีวิตของเซลล์สืบพนัธุ์โดยการยอ้มสี Trypan blue โดยที่ถา้เซลล์ไม่มีชีวิต
จะติดน ้ าเงิน ส่วนเซลลท์ี่มีชีวติจะไม่ติดสี หลงัจากนั้นน าเซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็ท าการปลูกถ่ายเขา้สู่
ปลาผูรั้บ และท าการตรวจสอบการเขา้อาศยัของเซลล์สืบพันธุ์ของปลาผูใ้ห้ว่าสามารถเขา้อาศยัอยู่
ในอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บไดห้รือไม่ 
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ตารางที่ 2.6 การปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์

Species fish 
Cell type 

Colonization (%) 
Reference 

Donor Recipient Fresh Frozen 
Yellowtail  

(S. quinqueradiata) 
Nibe croaker 

(N. mitsukurii) 
Spermatogonia 63 - Higuchi et al. (2011) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Newly hatched (32-34 dpf) 
of Rainbow trout 

(O. mykiss) 
Spermatogonia 12.5±4.8 20.6±11.9 Kobayashi et al. (2007) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Triploid hatchling of Masu 
salmon (O. mason) 

Spermatogonia 43 - Yoshizaki et al. (2011) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Triploid hatchling of 
Rainbow trout 

(O. mykiss) 
Spermatogonia - 80 Lee et al. (2013) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Diploid hatchling of Masu 
salmon (O. mason) 

Spermatogonia - 68.5±8.1 Lee et al. (2016a) 

Manchurian trout 
(B. lenok) 

Triploid hatchling of 
Manchurian trout 

(B. lenok) 
Spermatogonia 89.0±5.5 84.1±7.4 Lee and Yoshizaki. (2016) 

Siberian sturgeon 
(A. baerii) 

Triploid hatchling of 
Sterlet 

(A. ruthenus) 
Spermatogonia 55 65 Psenicka et al. (2016) 
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ตารางที่ 2.6 การปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์(ต่อ) 

Species fish 
Cell type 

Colonization (%) 
Reference 

Donor Recipient Fresh Frozen 

Tiger puffer 
(T. rubripe) 

Diploid and triploid 
hatchlings of Grass puffer 

(T. alboplumbeus) 
Spermatogonia 39.1±6.6 38.9±5.4 Yoshikawa et al. (2018)  

Siberian sturgeon 
(A. baerii) 

Triploid hatchling of 
Sterlet  

(A. ruthenus)  
Oogonia 70 55 Psenicka et al. (2016) 

Rainbow trout 
(O. mykiss) 

Triploid hatchling of 
Rainbow trout 

(O. mykiss) 
Oogonia 75 72 Lee et al. (2016b) 
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บทที่ 3 

วธิีด าเนินการวจิัย 
 

3.1  สถานทีท่ าการทดลอง 
 ฟาร์มมหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี (งานสัตว์น ้ า) อาคารเคร่ืองมือ 10 และ 14 ศูนย์
เคร่ืองมือวทิยาศาสตร์และเทคโนโลย ีมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 

  
3.2  อปุกรณ์และสารเคม ี
 3.2.1  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการเพาะเลีย้งปลา 

- เคร่ืองชัง่ขนาด 15 กิโลกรัม (kilogram; kg) 
- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต  าแหน่ง 
- กระชงัเน้ืออวนขนาด 2 x 2 5 x 5 และ 7 x 15 เมตร (mater; m.) 
- ถงัไฟเบอร์ขนาด 200 และ 500 ลิตร (liter; L) 
- บ่อพลาสติก ขนาดเสน้ผา่ศูนยก์ลาง 1.5 m. 
- หวัทรายและสายยางใหอ้ากาศ 
- ป้ัมลม LP100 ส าหรับใหอ้ากาศ 
- อ่างน ้ าควบคุมความเยน็ (Cooling Bath) 
- สวงิตกัปลา 
- กะละมงัและถงัน ้ า 
- ถุงมือและผา้ 
- กระบอกฉีดยาขนาด 1 และ 3 มิลลิลิตร (milliliter; ml) 
- เขม็ฉีดยาขนาด G24 ยาว 0.5 น้ิว (inches; “) 
- โกร่งแกว้บดยา 
- น ้ ากลัน่ 
- น ้ าเกลือ 0.9% (0.9% Sodium chloride) 
- ต่อมใตส้มอง 
- ฮิวเมนโครริโอนิคโกนาโดโทรปิน (Human Chorionic Gonadotropin; HCG) 
- 10% น ้ ามนักานพลู (Clove oil) 
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3.2.2  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการศึกษาลักษณะทางเน้ือเยื่อวิทยา (Histological 
sections) 
- ตะกร้าใส่ตวัอยา่ง (Tissue cassette) 
- หลอดทดลองขนาด 1.5 และ 15 ml 
- ชุดอุปกรณ์ผา่ตดั 
- ถุงมือ 
- โถพลาสติกยอ้มสไลค ์(Plastic staining jar) 
- สไสคแ์ละกระจกปิดสไลค ์
- ใบมีดส าหรับตดัเน้ือเยือ่ 
- เคร่ืองหล่อแบบช้ินเน้ือ (Embedding) 
- เคร่ืองตดัช้ินเน้ือ (Microtome) 
- กลอ้งจุลทรรศน์แบบใชแ้สง (Compound microscope) 
- บลูอิง (Bouin) 
- แอททานอล (Ethanol) 
- ไซรีน (Xylene) 
- บิวทานอล (Butanol) 
- พาราฟิน (Paraffin) 
- ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซารีน (Phosphate Buffered Saline; PBS) 
- 10% สารละลายฮีมาทอร์คซิลิน (Hematoxylin solution) 
- สารละลายอีโอซิน (Eosin solution) 
- น ้ ากลัน่ 

 3.2.3  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการเก็บรักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็ง 
- ชุดอุปกรณ์ผา่ตดั 
- เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 และ 4 ต  าแหน่ง 
- 24 หลุมจานเพาะเล้ียงเช้ือ (24 well plate) 
- ขวดปรับปริมาตรขนาด 10 25 100 250 500 และ 1,000 ml 
- ถงัน ้ า ถุงมือ และผา้ 
- ไมบ้รรทดั 
- ไบเซลลค์วามคุมความเยน็ (Bicell freezing container)  
- หลอดส าหรับแช่แขง็ (Cryotube) ขนาด 1.8 ml 
- หลอดทดลองขนาด 1.5 15 และ 50 ml 
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- ตวักรองขนาด 0.2 และ 0.45 ไมโครเมตร (micrometer; µm) 
- ชอ้นตกัสาร 
- กระบอกตวงขนาด 100 250 และ 500 ml 
- ถงัเก็บไนโตรเจนเหลวและอุปกรณ์ 
- ตู ้-80°C 
- 10% น ้ ามนักานพลู (Clove oil) 
- สาร Extender (ตารางที่ 3.2) 
- สาร Cryoprotectant (ตารางที่ 3.1 และ 3.3) 

3.2.4  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการสกดัเซลลแ์ละตรวจสอบการมีชีวติรอดของเซลล ์
- 24 well plate 
- หลอดทดลองขนาด 1.5 และ 15 ml 
- กระจกนาฬิกา 
- กรรไกรปีกผเีส้ือ 
- ปากคีบปลายแหลม 
- กล่องโฟม 
- เทอร์โมมิเตอร์ 
- ผา้กรองขนาด 50 µm 
- เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifugation) 
- เคร่ืองเขยา่สารแบบวงกลม (Orbital shaker) 
- กลอ้งจุลทรรศน์แบบฟลูออเรสเซนต ์พร้อมกลอ้งดิจิตอลบนัทึกภาพ (Uplight 

fluorescent microscope with digital camera) 
- สไลคน์บัเซลล ์(Haemocytometer) 
- สารละลายไรโบเวยีน เอล-15 (Leibovitz’s L-15 medium; L-15) 
- 0.4% คลอลาจิเนสเอซ (Collagenase H)  
- 0.03% ดิสเปสทู (Dispase II)  
- 10% ฟีทอลโบเวยีนซีรัม (Fetal bovine serum; FBS) 
- 900 Unit/milliliter (U/ml) ดีเอ็นเอสวนั (DNase I) 
- 0.4% สารละลายไทแปนบลู (Trypan blue solution) 
- ฟลูออเรสซินไออะซิเตรด (Fluorescein diacetate; FDA) 
- โพรพเิดียมไอโอดาย (Propidium iodide; PI) 
- ฟลูออเรสเซนตด์าย พเีคเอซ 26 (Fluorescence dye PKH26) 
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 3.2.5  อุปกรณ์และสารเคมีส าหรับการปลูกถ่ายเซลล ์

- บีกเกอร์ขนาด 250 ml 
- กะละมงัและผา้ 
- หลอดแกว้ (Glass capillary) ขนาด 1 x 90 มิลลิเมตร (millimeter; mm) 
- เคร่ืองดึงเขม็ (Needle puller) 
- เคร่ืองฝนเขม็ (Needle grinder) 
- เคร่ืองจุลหตัถาการ และเขม็ฉีดขนาดเล็กพเิศษ (Microinjector set) 
- กล่องจุลทรรศน์สเตอริโอ  

 

3.3  แผนการทดลอง  
3.3.1  การทดลองที่ 1 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของสาร Extender และสาร Cryoprotectant 

ต่อการเก็บรักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีใช้แผนการทดลองแบบ 3 x 3 Factorial design โดยมีปัจจยัที่
ท  าการศึกษา 2 ปัจจยั ไดแ้ก่ สาร Extender 3 ชนิดประกอบไปดว้ย Calcium-free Hank’s  balanced 
salt solution (CF-HBSS) (Mongkonpunya and Chairak., 1995), Rainbow trout extender (RT) (Lee 
et al., 2013) และ Leibovitz’s L-15 medium (L-15) และสาร Cryoprotectant 3 ชนิดไดแ้ก่ Dimethyl 
sulfoxide (DMSO), Ethylene glycol (EG) และ Propylene glycol (PG) ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 โมลาร์ 
(Molar; M) ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีมี 9 ทรีทเมนตค์อมบิเนชัน่ (Treatment combination) (ตารางที่ 
3.1) 

3.3.2  การทดลองที่ 2 ศึกษาความเข้มข้นของสาร Cryoprotectant ที่เหมาะสมต่อการเก็บ
รักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย 

 น าสาร Extender ที่ดีที่สุด 1 ชนิด และสาร Cryoprotectant ที่ดีที่สุด 2 ชนิดจากการ
ทดลองที่ 1 มาท าการศึกษาหาระดบัความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของสาร Cryoprotectant ต่อการเก็บ
รักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.0 1.3 และ 1.6 โมลาร์ ดงันั้นในการทดลอง
น้ีมี 6 ทรีทเมนตค์อมบิเนชัน่ (ตารางที่ 3.2) 
 3.3.3  การทดลองที่ 3 ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของสารให้พลังงานและโปรตีนต่อการเก็บ

รักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็งในปลาสวาย 
 น าสาร Extender ที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 และสาร Cryoprotectant ที่ระดบัความ
เขม้ขน้ที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 มาท าการศึกษาเพิม่เติมโดยการเสริมพลงังานและโปรตีนต่อการ
เก็บรักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย ดงันั้นในการทดลองน้ีมี 6 ทรีทเมนตค์อม
บิเนชัน่ (ตารางที่ 3.3) 
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ตารางที่ 3.1  แผนการทดลองแบบ 3 x 3 Factorial design โดย ปัจจยัที่ 1 คือ สาร Extender และ 

ปัจจยัที่ 2 คือ สาร Cryoprotectant 
Treatment Extender Cryoprotectant 

1 CF-HBSS DMSO 
2 CF-HBSS EG 
3 CF-HBSS PG 
4 RT DMSO 
5 RT EG 
6 RT PG 
7 L-15 DMSO 
8 L-15 EG 
9 L-15 PG 

 
ตารางที่ 3.2  แผนการทดลองทรีทเมนต์คอมบิเนชั่นเพื่อ ศึกษาระดับความเข้มข้นของสาร 

Cryoprotectant ที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ของปลาสวาย 
Treatment Extender Cryoprotectant 

1 A 1.0 M B 
2 A 1.3 M B 
3 A 1.6 M B 
4 A 1.0 M C 
5 A 1.3 M C 
6 A 1.6 M C 

*หมายเหตุ  A = สาร Extender ที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 
B = สาร Cryoprotectant ที่ดีที่สุดอนัดบัที่ 1 จากการทดลองที่ 1  

 C = สาร Cryoprotectant ที่ดีที่สุดอนัดบัที่ 2 จากการทดลองที่ 1 
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ตารางที่ 3.3  แผนการทดลองทรีทเมนตค์อมบิเนชัน่เพื่อศึกษาพลงังานและโปรตีนที่เหมาะสมต่อ

การเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ของปลาสวาย 
Treatment Sugar Protein 

1 0.1 M Glucose 10% Egg yolk 
2 0.2 M Glucose 10% Egg yolk 
3 0.3 M Glucose 10% Egg yolk 
4 0.1 M Glucose 1.5% BSA* 
5 0.2 M Glucose 1.5% BSA 
6 0.3 M Glucose 1.5% BSA 

*หมายเหตุ BSA = Bovine serum albumin (BSA) 
 

3.3.4  การทดลองที่ 4 ศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการละลายตัวอย่างในการ
เก็บรักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็ง 

 น าสาร Extender ที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 1 สาร Cryoprotectant ที่ระดับความ
เขม้ขน้ที่ดีที่สุดจากการทดลองที่ 2 และเสริมดว้ยแหล่งพลงังานและแหล่งโปรตีนที่ดีที่สุดจากการ
ทดลองที่ 3 มาท าการศึกษาการเพิม่ขึ้นของอุณหภูมิที่ใชใ้นการละลายตวัอยา่งที่ 10 และ 28°C และ
ระยะเวลาในการละลายตวัอยา่งที่ 4 8 และ 12 นาที เพื่อศึกษาขั้นตอนการละลายตวัอย่างที่ดีที่สุดต่อ
การเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย ดงันั้นในการทดลองน้ีมี 6 ทรีทเมนตค์อม
บิเนชัน่ (ตารางที่ 3.4) 
 
ตารางที่ 3.4  แผนการทดลองทรีทเมนตค์อมบิเนชัน่เพือ่ศึกษาอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมต่อ

การละลายตวัอยา่งของการเก็บรักษาอณัฑะและรังไข่แบบแช่แขง็ของปลาสวาย 
Treatment Temperature Time 

1 10°C 4 min 
2 10°C 8 min 
3 10°C 12 min 
4 28°C 4 min 
5 28°C 8 min 
6 28°C 12 min 

 
 



27 
 
3.4  ปลาทีใ่ช้ในการทดลอง 
 ปลาสวาย (Striped catfish) โดยมีช่ือวทิยาศาสตร์ Pangasianodon hypophthalmus ที่เล้ียง ณ 
ฟาร์มประมง มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี จงัหวดันครราชสีมา โดยใช้ปลาสวายระยะวยัรุ่น 
(Juvenile stage) ทั้งเพศผูแ้ละเพศเมียขนาด 300 กรัมต่อตวั (gram/fish; g/fish) เป็นปลาผูใ้ห้ (Donor 
fish) (ภาพที่ 3.1) ซ่ึงเล้ียงในกระชงัลอยน ้ าขนาด 2 x 2 m. จากนั้นท าการเก็บอวยัวะสืบพนัธุข์องปลา
ผูใ้ห้ ซ่ึงอัณฑะของปลาสวายมีน ้ าหนัก 0.0501±0.0220 g และมีค่าดัชนีความสัมพนัธ์ของอวยัวะ
สืบพนัธุ์ (Gonadosomatic index; GSI) มีค่าเท่ากบั 0.0219±0.0028% และรังไข่ของปลาสวายมี
น ้ าหนัก 0.7020±0.0.3400g และ GSI มีค่าเท่ากับ 0.1526±0.0407% หลังจากน้ีพกัตัวอย่างใน
สารละลาย L-15 (Leibovitz's L-15 Medium, Gibco™, Carlsbad, CA, US) เพื่อเตรียมเขา้สู่
กระบวนการแช่แขง็ 

 

ภาพที่ 3.1  (A) ปลาสวายผูใ้ห ้(Donor fish), (B) รังไข่ และ (C) อณัฑะของปลาสวาย 
 

3.5  การศึกษาลกัษณะทางเนือ้เยือ่วทิยา (Histological sections) 
 3.5.1  การเตรียมเนือ้เยื่อ 
 การศึกษาลกัษณะทางเน้ือเยือ่วทิยา โดยวธีิการตดัตวัอยา่งของอวยัวะสืบพนัธุ์ซ่ึงแบ่ง
ตามเพศของปลาสวายผูใ้ห ้มีขนาด 0.5-1.0 เซนติเมตร (centimeters; cm.) แลว้น าเขา้สู่กระบวนการ
คงสภาพตวัอยา่ง (Fixation) ดว้ยสารละลาย Bouin เป็นเวลา 4-6 ชัว่โมง (hour; hr) (ขึ้นอยูก่บัขนาด
ของตวัอย่าง) จากนั้นเปล่ียนเป็นสารละลาย 80% Ethanol (EtOH) และเก็บไวท้ี่ตูเ้ยน็ 4 องศา
เซลเซียส (degree Celsius; °C) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน าตวัอยา่งใส่ในตะกร้าส าหรับเตรียม
เน้ือเยือ่ (Tissue cassette) ซ่ึงในกระบวนการเตรียมเน้ือเยือ่ มีการน าน ้ าออกจากตวัอยา่ง และลา้ง
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ตวัอย่างเพื่อน า Paraffin เขา้ไปแทนที่ จากนั้นท าการหล่อตวัอย่างด้วยเคร่ืองหล่อแบบช้ินเน้ือ 
(Embedding) และตดัตวัอยา่งดว้ยเคร่ืองตดัช้ินเน้ือ (Microtome) โดยท าการตดัตวัอยา่งมีความหนา
ขนาด 0.5 µm วางลงบนแผน่สไลคเ์พือ่เตรียมเขา้สู่กระบวนการยอ้มสีต่อไป (ภาพที่ 3.2) 

 

 
 
ภาพที่ 3.2  ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งส าหรับการศึกษาลกัษณะทางเน้ือเยือ่วทิยา 

 
 3.5.2  การย้อมสี Hematoxylin และ Eosin 
 เป็นการน าตวัอยา่งที่อยูบ่นแผน่สไลคม์าท าการดึงเอา Paraffin ออกจากตวัอยา่งดว้ย
สารละลาย Xylene จากนั้นท าการดึงน ้ าเขา้มาสู่ตวัอยา่งดว้ย EtOH ที่ความเขม้ขน้ลดต ่าลงเร่ือยๆ 
เพือ่เป็นการเตรียมเขา้สู่กระบวนการยอ้มสี จากนั้นยอ้มสีดว้ย 10% Hematoxylin (ท าให้ติดสีน ้ าเงิน
บริเวณนิวเคลียส) แล้วท าการล้างสีส่วนเกินด้วยน ้ าและล้างตวัอย่างอีกคร้ังด้วยสาร Phosphate 
Buffered Saline (PBS) จากนั้นยอ้มต่อดว้ยสี Eosin (ซ่ึงจะท าให้ติดสีแดงบริเวณไซโตพลาสซึม) 
แลว้ท าการลา้งสีส่วนเกินออกดว้ยน ้ าและ PBS เช่นเดียวกนั ต่อมาเขา้สู่กระบวนการท าให้ตวัอยา่ง
แห้งเพื่อท าการเก็บตวัอยา่งแบบถาวรดว้ยการ Mounting และสังเกตุด้วยกล้องจุลทรรศน์ (ภาพที่ 
3.3) 
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ภาพที่ 3.3  ขั้นตอนการยอ้มสี Hematoxylin และ Eosin ส าหรับการศึกษาลกัษณะทางเน้ือเยือ่วทิยา 

 
3.6  กระบวนการแช่แขง็  

3.6.1  สาร Cryomedium 
 การศึกษาผลการแช่แข็งของอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาสวายมี 2 ปัจจยัที่ท  าการศึกษา 
คือ ปัจจยัที่ 1 สาร Extender ไดแ้ก่ CF-HBSS, RT และ L-15 (ตารางที่ 3.2) และปัจจยัที่ 2 สาร 
Cryoprotectant ไดแ้ก่ DMSO, EG และ PG ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 M เพื่อท าการศึกษาสภาวะที่
เหมาะสมต่อการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาสวายแบบแช่แข็ง โดยจะเก็บอวยัวะสืบพนัธุ์ของ
ปลาสวายจากปลาที่มีน ้ าหนัก 300 g/fish โดยท าการแช่แข็งใน Cryotube ขนาด 1.8 ml ซ่ึงใส่สาร 
Cryomedium 500 ไมโครลิตร (microliter; µl) ต่ออวยัวะสืบพนัธุ์ 0.2 g จากนั้นน าอวยัวะสืบพนัธุ์
และสาร Cryomedium ใส่ลงใน Cryotube แลว้ท าการ Incubate ในน ้ าแข็ง (0°C) เป็นระยะเวลา 60 
นาที (minute; min) (ภาพที่ 3.4) 
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ตารางที ่3.5 ส่วนประกอบของสาร Extender ที่ใชใ้นการทดลอง 

ส่วนประกอบ 
สาร Extender 

CF-HBSS (mM) RT (mM) L-15* 
NaCl 152.12 375.48 - 
KCl 5.9 7.28 - 

MgSO4•7H2O 0.89 - - 
Na2HPO4•7H2O 0.48 3.82 - 

KH2PO4 0.51 23.10 - 
NaHCO3 4.64 - - 
Glucose 6.16 - - 
HEPES - 55.27 - 

Sodium Pyruvate - 3.64 - 
CaCl2•2H2O - 2.6 - 
MgCl2•6H2O - 1.4 - 

L-15 - - 13.7 g 
DI Water - - 1 L 

pH 7.6 7.8 7.8 

อา้งอิง 
Mongkonpunya and 

Chairak. (1995) 
Lee et al. (2013) - 

*ภาคผนวก 
 

3.6.2  กระบวนการลดอุณหภูมิ และการละลายตัวอย่าง (Freezing and thawing process) 
 หลงัจาก Incubate เป็นเวลา 60 นาที ท  าการลดอุณหภูมิลงโดยมีอตัราการลดลงของ
อุณหภูมิที่ -1°C/min ใชร้ะยะเวลา 90 นาที โดยการน า Cryotube ใส่ลงใน Bicell freezing container 
(Nihon Freezer, Tokyo, Japan) แลว้ Incubate ไวท้ี่อุณหภูมิ -80°C จากนั้นน า Cryotube ตวัอยา่งใส่
ลงใน Liquid nitrogen (-196°C) เก็บจนกว่าจะใชง้าน และหลงัจากนั้น 1 สัปดาห์ ท าการตรวจสอบ
การมีชีวติรอดของเซลลสื์บพนัธุโ์ดยการน าตวัอยา่งที่แช่แข็งมาท าการละลายตวัอยา่งที่อุณหภูมิ 10°C 
เป็นเวลา 4 นาที จากนั้นน าอวยัวะสืบพนัธุ์ที่ถูกแช่แข็งลา้งดว้ยสารละลาย L-15 เป็นเวลา 10 นาที 
ท  าซ ้ า 3 คร้ัง เพื่อเป็นการลา้งสาร Cryomedium ออกจากตวัอยา่ง จากนั้นแช่อวยัวะสืบพนัธุ์ไวใ้น
สารละลาย L-15 ที่อุณหภูมิ 4°C  เพือ่น าไปใชใ้นขั้นตอนถดัไป (ภาพที่ 3.4) 
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ภาพที่ 3.4  ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่ง กระบวนการลดอุณหภูมิ และการละลายตวัอยา่งของการเก็บ

รักษาอวยัวะสืบพนัธุแ์บบแช่แขง็   
 

3.7  การสกดัเซลล์ (Dissociation method) 
 การตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์และการคดัเลือกเซลล์เพื่อน าไปปลูกถ่ายเซลล์
สืบพนัธุโ์ดยการน าอวยัวะสืบพนัธุม์าสกดัเซลล ์ซ่ึงท าการคดัเลือกเฉพาะเซลล์ Spermatogonia หรือ 
Oogonia โดยใชก้ารสกดัเซลล์จากวิธีการของ Morita et al. (2012) ซ่ึงทั้งอณัฑะและรังไข่ของปลา
สวายผูใ้หน้ั้นใช ้Dissociation enzyme คือ Collagenase H และ Dispase II ในการสกดัเซลล์สืบพนัธุ์
จากอวยัวะสืบพนัธุ์ โดยใชต้วัอยา่งอณัฑะและรังไข่น ้ าหนัก 0.2 g/Dissociation enzyme 1 ml ซ่ึง
ประกอบไปดว้ย 0.4% Collagenase H (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), 0.03% Dispase 
II (Sanko Junyaku Co., Ltd., Tokyo, Japan), 10% Fetal bovine serum (FBS; Gibco Invitrogen Co.) 
และ 900 U/ml DNase I (Roche Diagnostics) ในสารละลาย L-15 (pH 7.8, Gibco Invitrogen Co., 
Grand Island NY, USA) จากนั้นตดัตวัอยา่งเป็นช้ินเล็กๆ และ Incubate กบั Dissociation enzyme 
เพือ่ท  าปฏิกิริยาเป็นเวลา 120 min โดยท าการผสมดว้ย Pipet ทุก 30 นาที เพื่อให้ Dissociation enzyme 
ท าปฏิกิริยากบัตวัอยา่งไดอ้ยา่งทัว่ถึง จากนั้นกรองเซลลโ์ดยใชผ้า้กรองขนาด 50 µm (Tokyo Screen 
Co., Ltd.) และน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 200 xg อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 นาที เพื่อล้าง 
Dissociation enzyme ออกจากเซลล์ ดว้ยสารละลาย L-15 จ านวน 3 คร้ัง หลงัจากล้างเซลล์รอบ
สุดทา้ยพกัเซลลโ์ดยใชส้ารละลาย L-15 ที่มีส่วนผสมของ 10% FBS and 900 U/ml DNase I เพื่อพกั
เซลลส์ าหรับใชใ้นขั้นตอนต่อไป (ภาพที่ 3.5) 
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ภาพที่ 3.5 ขั้นตอนในการสกดัเซลลสื์บพนัธุ ์
 

3.8  การตรวจสอบการมชีีวติรอดของเซลล์ Spermatogonia และ Oogonia 
 หลงัผา่นการสกดัเซลลสื์บพนัธุจ์ากอณัฑะและรังไข่ทั้งทีผ่า่นและไม่ผา่นการแช่แขง็ โดยใช ้
0.4% Collagenase H และ 0.03% Dispase II แล้วท าการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์และ
คุณสมบตัิของเซลลสื์บพนัธุด์ว้ยวธีิการดงัต่อไปน้ี 

3.8.1  Trypan blue 
 น าเซลลท์ี่ผา่นการสกดัเซลล์ Incubate กบั 0.4% Trypan blue solution อตัราส่วน 1:1 
เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นสังเกตุเซลล์ใตก้ล้องจุลทรรศ์โดยใช ้Haemocytometer ในการนับจ านวน
เซลล ์โดยเลือกนบั 100 เซลล ์แยกเป็นเซลลท์ี่ไม่ติดสีฟ้าของ Trypan blue (เซลล์มีชีวิต) และเซลล์ที่
ติดสีฟ้าของ Trypan blue (เซลลต์าย) (ภาพที่ 3.6) 
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ภาพที่ 3.6 ขั้นตอนการตรวจสอบการมีชีวติรอดของเซลลสื์บพนัธุด์ว้ยสี Trypan blue 
 

3.8.2  Fluorescein diacetate และ Propidium iodide 
 น าเซลล์ที่ผ่านการสกดัเซลล์ Incubate กบั สาร Fluorescein diacetate (FDA) และ 
Propidium iodide (PI) ในที่มืดเป็นเวลา 5 min จากนั้นน าไปป่ันเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 200 xg 
อุณหภูมิ 4°C เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นลา้งสีของ FDA และ PI ดว้ยสารละลาย Phosphate buffered saline 
(PBS; pH 7.4) จ  านวน 2 คร้ัง น ามาสังเกตุใตก้ลอ้งจุลทรรศแ์บบฟลูออเรสเซนต์ (Fluorescence 
microscope) ถา้เซลล์ติดสีเขียวของ FDA แสดงว่าเป็นเซลล์ที่มีชีวิต ส่วนเซลล์ที่ไม่มีชีวิตจะติดสี
แดงของ PI (ภาพที่ 3.7) การยอ้มสีดว้ย FDA และ PI เป็นการตรวจสอบเพิม่เติมหลงัจากที่ตรวจสอบ
ดว้ย การยอ้ม Trypan blue วา่เซลลท์ี่พบวา่รอดชีวตินั้นเป็นเซลลท์ี่รอดชีวติจริง  
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ภาพที่ 3.7  ขั้นตอนการตรวจสอบการมีชีวติรอดของเซลลสื์บพนัธุด์ว้ยสี Fluorescein diacetate และ

Propidium iodide 
 

3.8.3  in situ hybridization 
 น าเซลลท์ีผ่า่นการแยกเซลลม์าท าการตรวจสอบการแสดงออกของ vasa protein เพื่อ
ตอ้งการทราบวา่เซลลน์ั้นนอกจากมีชีวติแลว้ เซลลย์งัมีคุณสมบตัิสามารถเป็นเซลล์ตั้งตน้ของเซลล์
สืบพนัธุ์ โดยกระบวนการตรวจสอบคือ in situ hybridization (ISH) ซ่ึงเป็นการน า vasa probe จบั
กบั Undifferented germ cells ไดแ้ก่ Primordial germ cells (PGCs), Spermatogonia หรือ Oogonia 
จากนั้นสงัเกตใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ เม่ือพบวา่เซลลย์งัมีคุณสมบตัิเป็นเซลลต์ั้งตน้ของเซลล์สืบพนัธุ์อยู่
จะแสดงออกเป็นสีน ้ าเงินส่วนเซลลท์ี่ไม่มีชีวติหรือไม่มีคุณสมบติัดงักล่าวจะไม่ติดสี 
 

3.9  การปลกูถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุ (Germ cell transplantation) 
3.9.1  การผลิตลูกปลาผู้รับวยัอ่อน (Production of recipient larvae) 

 ปลาสวายในการศึกษาคร้ังน้ีเป็นปลาที่เล้ียง ณ ฟาร์มประมง มหาวทิยาลยัเทคโนโลยี
สุรนารี โดยที่พอ่แม่พนัธุป์ลาจะให้อาหารทางการคา้ 28% โปรตีน และให้อาหาร 2 เวลา คือ 09.30 
และ 16.30 นาฬิกาทุกวนั ที่อตัราการให้อาหาร 3% ต่อน ้ าหนักตวัปลา โดยขั้นตอนในการผลิตลูก
ปลาผูรั้บจะใชป้ลาพอ่แม่พนัธุจ์  านวน 1 คู่ น ้ าหนกั 2-4 kg โดยวธีิการฉีด Hormone เพื่อเป็นการผสม
เทียมในปลาสวาย ซ่ึงจะฉีด Hormone ในปลาสวายเพศเมีย จ านวน 2 เข็ม เข็มแรก ท าการฉีดโดยใช้
อตัราส่วนต่อมใตส้มองของปลาสวาย (Fish’s pituitary extract; PE) 2 โดส (Dose) และ Human 
chorionic gonadotropin (HCG) 200 IU/kg จากนั้น 12 ชัว่โมง ฉีดเข็มที่สอง โดยใชอ้ตัราส่วนเป็น 2 
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เท่าของเขม็แรก คือ PE 4 โดส และ HCG 400 IU/ kg หลงัจากฉีดเขม็ที่ 2 เป็นเวลา 10-12 ชัว่โมง ท า
การรีดไข่จากปลาเพศเมียและรีดน ้ าเช้ือจากปลาเพศผูผ้สมกนัใส่ลงในถงัเพาะปลาและรอลูกปลา
แรกฟักภายในเวลา 24-36 ชัว่โมง  
 ในการศึกษาคร้ังน้ีใชลู้กปลาสวายวยัอ่อนที่เป็นหมนั (Triploid larvae) เป็นปลาผูรั้บ 
(Recipient fish) โดยวธีิการท าปลาใหเ้ป็นหมนันั้น ท าการรีดน ้ าเช้ือและรีดไข่ออกมาผสมเทียมแลว้ 
ก่อนน าไปใส่ถงัเพาะฟักน าไข่ที่ไดรั้บการผสมไป Shock ที่อุณหภูมิ 7.5°C เป็นเวลา 30 นาที จากนั้น
น าไข่ที่ผสมและผา่นการ Shock แลว้นั้นใส่ลงในถงัเพาะฟักตามปกติซ่ึงส าหรับปลาเป็นหมนัจะใช้
เวลาในการฟักเป็นตวั 36-48 ชัว่โมง และปลาที่จะใชใ้นการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์จะใชป้ลาที่อาย ุ
3-5 วนัหลงัจากปลาฟักเป็นตวัแลว้ 

3.9.2  การย้อมสีเซลล์สืบพันธ์ุด้วย  Fluorescence dye PKH26 และ การ Microinjection 
 น าเซลล์ Spermatogonia และ Oogonia ท าการยอ้มดว้ยสี Fluorescence dye PKH26 

(ภาพที่ 3.9) และท าการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ (Transplantation หรือ Microinjection) (ภาพที่ 3.8) 
เขา้สู่ลูกปลาสวายผูรั้บวยัอ่อนที่อาย ุ3-5 วนัหลงัจากที่ลูกปลาฟักเป็นตวัแล้ว (ภาพที่ 3.10) โดยใช้
เคร่ือง Microinjector ในการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ เขา้สู่บริเวณช่องว่างกลางล าตวั (Peritoneal 
cavities) 

 

 
 
ภาพที่ 3.8 ขั้นตอนการยอ้มสี Fluorescence dye PKH26 และ การ Microinjection 
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ภาพที่ 3.9 เซลลสื์บพนัธุห์ลงัผา่นการยอ้มสี Fluorescence dye PKH26 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
ภาพที ่3.10  ลูกปลาสวายอาย ุ4 วนัหลงัจากฟัก ที่ใชเ้ป็นปลาผูรั้บในการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์
 

3.10  การตรวจสอบการเข้าอาศัยของเซลล์ (Colonization) 
หลงัจากปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุเ์ขา้สู่ปลาผูรั้บเป็นระยะเวลา 28 วนั ท าการน าปลามาผ่าเก็บ

อวยัวะสืบพนัธุ ์(Gonad) เพื่อติดตามผลการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศแ์บบฟลูออเรส-
เซนต ์(Fluorescence microscope) ในการตรวจเช็คผลว่าพบเซลล์สืบพนัธุ์ที่ถูกยอ้มดว้ย Fluorescence dye 
PKH26 (สีแดง) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บหรือไม่ เน่ืองจากในเม่ือปลาอายคุราบ 30 วนั เป็น
ระยะที่ PGCs เคล่ือนที่เขา้สู่บริเวณ Genital ridges เรียบร้อยและสามารถเก็บเส้น Genital ridges มา
ท าการตรวจสอบหาเซลลท์ี่ท  าการปลูกถ่ายเขา้สู่ปลาผูรั้บได ้
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3.11  การวเิคราะห์ทางสถติิ 
 ขอ้มูลทั้งหมดจะถูกน ามาวิเคราะห์หาความแปรปรวน (ANOVA) ทั้งในรูปแบบของ one-
way และ two-way analysis ตามแผนการทดลองแบบ Factorial in CRD และ CRD (Completely 
Randomize Design) ที่ระดบัความเช่ือมัน่ 95% และวเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉล่ียระหว่างทรีทเมนต์
ดว้ยวธีิ Tukey's test โดยโปรแกรมส าเร็จรูป IBM SPSS statistics 20 
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บทที่ 4 
ผลการศึกษา 

 

4.1  อณัฑะและรังไข่ของปลาสวาย  
  ประสิทธิภาพการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ขึ้นอยู่กับหลายปัจจยั ซ่ึงปัจจยัที่มีความส าคัญ
ประการหน่ึง คือสดัส่วนของ Undifferentiated germ cells ไดแ้ก่ Primordial germ cells, Spermatogonia 
หรือ Oogonia ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูใ้ห้ (Donor fish) โดยท าการศึกษาแบ่งเป็น 2 วิธีการ 
ศึกษา คือ การศึกษาการพฒันาของอวยัวะสืบพนัธุ์ทั้งอณัฑะและรังไข่ของปลาสวายผูใ้ห้ที่ระยะ
วยัรุ่น (Histological analysis) เพือ่ท  าใหท้ราบถึงระยะที่เหมาะสมของปลาสวายผูใ้ห้ที่มีสัดส่วนของ 
Undifferentiated germ cells สูงที่สุด โดยมีการแบ่งตามน ้ าหนักของตวัปลาตั้งแต่ 25 50 70 100 250 
และ 500 กรัม (ภาพที่ 4.1 และภาพที่ 4.2) ซ่ึงพบว่าในอัณฑะของปลาสวายประกอบไปด้วย 
Spermatogonia (SG) Primary spermatocyte (PSC) Secondary spermatocyte (SSC) และ Spermatozoa 
(SZ) และในรังไข่ของปลาสวายประกอบไปด้วย Oogonia (OG), Primary oocyte (PO) และ 
Previtellogenic oocyte (PVO) และจากผลการศึกษาอณัฑะและรังไข่ของปลาสวายในคร้ังน้ีปลา
สวายขนาด 50-100 ก รัมในปลาเพศผู ้ และ  50-75 ก รัม  ในปลา เพศ เมี ย  นั้ นพบจ านวน 
Undifferentiated germ cells สูงที่สุด และเม่ือท าการศึกษาการสกดัเซลลสื์บพนัธุ ์(Dissociation) โดย
แบ่งตามน ้ าหนักของตวัปลาเป็น 3 กลุ่ม ไดแ้ก่ 50-100 300-500 และ 700-1,000 กรัม (ตารางที่ 4.1) 
พบว่ า  ที่ น ้ าหนักปลา  300-500 ก รัมทั้ ง ในปลา เพศผู ้และปลา เพศ เมี ย  พบสัด ส่วนของ 
Undifferentiated germ cells มากที่สุด เท่ากบั 19.37 และ 35.29% ตามล าดบั ดงันั้นในการศึกษาคร้ัง
น้ีจึงเลือกใช้ปลาที่มีขนาด 300-500 กรัม เป็นปลาในการเก็บรักษาอัณฑะและรังไข่แบบแช่แข็ง 
(Cryopreservation of testis and ovary) และเป็นปลาสวายผูใ้ห้ในการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ (Germ 
cell transplantation) เน่ืองจากปลาในระยะดังกล่าวพบสัดส่วนของ Undifferentiated germ cells 
มากที่สุดหลงัผา่นการสกดัอณัฑะและรังไข่ 
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ภาพที่ 4.1  ลกัษณะทางเน้ือเยือ่วิทยาของอณัฑะของปลาสวาย (A-F) โดยแบ่งตามน ้ าหนักของตวั

ปลาที่ 25 50 75 100 250 และ 500 กรัม ตามล าดบั  (Scale bars = 20 µm) 
 

 
 
ภาพที่ 4.2  ลกัษณะทางเน้ือเยื่อวิทยาของรังไข่ของปลาสวาย (A-F) โดยแบ่งตาม น ้ าหนักของตวั

ปลา ที่ 25 50 75 100 250 และ 500 กรัม ตามล าดบั (Scale bars = 50 µm) 
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ตารางที่ 4.1  ผลของ Undifferentiated germ cells  ที่ผา่นการสกดัเซลลสื์บพนัธุเ์พือ่ทดสอบหาระยะ
ที่เหมาะสมต่อการเป็นปลาผูใ้ห ้(Mean) 

Gonad 
Body 

weight (g) 
Total cell/100 

mg (cell) 
Cell approximately 

10 µm / 100 mg (cell) 

Proportion of  
10 µm cells/100 mg 

(%) 

Testis 50-100 752,000 132,000 17.55 
300-500 2,220,000 430,000 19.37 
700-1400 19,156,250 775,000 4.05 

Ovary 50-100 668,000 88,000 13.17 
300-500 3,541,667 1,250,000 35.29 

700-1,000 4,803,572 417,572 8.69 

 
4.2  การเกบ็รักษาอณัฑะแบบแช่แข็งของปลาสวาย (Cryopreservation of testis in 

striped catfish) 
 ในการศึกษาคร้ังน้ีเพือ่ท  าการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของการเก็บรักษาอณัฑะแช่แข็ง
โดยท าการตรวจวดัผลโดยการยอ้มสี Trypan blue เพื่อตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์ Spermatogonia 
ซ่ึงลกัษณะของเซลล ์Spermatogonia จะมีขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลางประมาณ 10 µm การใชสี้ Trypan 
blue ในการตรวจสอบนั้นพบวา่สีน ้ าเงินของ Trypan blue จะซึมผา่นเขา้ไปในเซลล์ที่ไม่มีชีวิต ส่วน
เซลลท์ี่มีชีวติจะไม่ติดสีน ้ าเงิน (ภาพที่ 4.3) นอกจากน้ีท าการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลล์โดย
การใช ้Fluorescein diacetate (FDA) และ Propidium iodide (PI) ซ่ึงเป็นสีฟลูออเรสเซนต ์โดยเซลล์
ที่มีชีวติจะติดสีเขียวของ FDA ส่วนเซลล์ที่ไม่มีชีวิตจะติดสีแดงของ PI (ภาพที่ 4.4) จากนั้นท าการ
ตรวจสอบการแสดงออกของ vasa protein ของเซลล์เพื่อตรวจสอบการเป็น Undifferentiated germ 
cell โดยวิธี in situ hybridization (ISH) ซ่ึงเซลล์ที่มีคุณสมบตัิเป็น Undifferentiated germ cell ที่มี
ความสามารถในการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุไ์ดจ้ะติดสีน ้ าเงินของ vasa probe (ภาพที่ 4.5) 

ผลการศึกษาการเก็บรักษาอัณฑะแบบแช่แข็งของปลาสวายโดยเร่ิมจากการใช้ สาร 
Extender คือ Calcium-free Hank’s balanced salt solution (CF-HBSS), Rainbow trout extender 
(RT) และ Leibovitz’s L-15 medium (L-15) และ สาร Cryoprotectant คือ Dimethyl sulfoxide 
(DMSO), Ethylene glycol (EG) และ Propylene glycol (PG) ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 M ในการ
ทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาอัณฑะแบบแช่แข็งของปลาสวาย ซ่ึงจากการศึกษา
พบว่า L-15 เป็นสาร Extender ที่ดีที่สุดเม่ือท างานร่วมกบัสาร Cryoprotectant ทั้ง 3 ชนิด และ PG 
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เป็นสาร Cryoprotectant ที่ดีที่สุดเม่ือท างานร่วมกนักับสาร Extender ทั้ง 3 ชนิด แล้วเม่ือ L-15 
ท างานร่วมกบั PG ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ Spermatogonia สูงที่สุดอยา่งมีนัยส าคญั
ทางสถิติ (P<0.05) แตกต่างจากกลุ่มการทดลองอ่ืนๆ  แต่ทั้งสาร Extender และสาร Cryoprotectant 
ไม่มีอิทธิพลร่วมกนัที่ส่งผลให้จ  านวนเซลล์ทั้งหมด (Number of isolate cells) และ จ านวนเซลล์ที่
รอดชีวติทั้งหมด (Number of viable cells) สูงที่สุด (ตารางที่ 4.2) 

จากนั้นท าการเลือกสาร Extender ที่ดีที่สุด คือ L-15 และสาร Cryoprotectant ที่ดีที่สุด 2 
ชนิด คือ PG และ DMSO มาท าการศึกษาถึงผลของความเขม้ข้นของสาร Cryoprotectant ที่
เหมาะสมโดยการศึกษาทั้งหมด 3 ระดบั ไดแ้ก่ 1.0 1.3 และ 1.6 M ซ่ึงผลการศึกษาพบว่า การเก็บ
รักษาอณัฑะแช่แข็งของปลาสวาย PG ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 M ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของ
เซลล ์Spermatogonia มากที่สุด ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ตารางที่ 4.3) 

จากนั้นท าการเลือกสาร Cryomedium ที่ดีที่สุดนั้นคือ L-15 และ 1.3 M PG มาท าการศึกษา
การเสริมสารใหพ้ลงังาน 3 ระดบั คือ 0.1 0.2 และ 0.3 M Glucose ท างานร่วมกบัโปรตีน 2 ชนิดคือ 
10% Egg yolk (EY) หรือ 1.5% Bovine serum albumin (BSA) ผลการศึกษาพบว่าไม่มีอิทธิพล
ร่วมกนัที่ส่งผลต่อจ านวนเซลลท์ั้งหมด จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตทั้งหมด และอตัราการรอดชีวิตของ
เซลล์ Spermatogonia หลงัจากผ่านการแช่แข็ง ซ่ึงจากผลการศึกษาในคร้ังน้ีพบว่า 0.2 M Glucose 
และ 10% EY เม่ือใชเ้ป็นสารเสริมในการเก็บรักษาอณัฑะแช่แข็งของปลาสวายส่งผลให้มีอตัราการ
รอดชีวติสูงที่สุด ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัสารชนิดอ่ืนๆ (ตารางที่ 4.4) แต่
อยา่งไรก็ตามมาเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที่ไม่มีการเสริมสารให้พลงัและโปรตีนพบว่า กลุ่ม
ควบคุมใหผ้ลอตัราการรอดชีวติของเซลล์ Spermatogonia มากกว่ากลุ่มที่มีการเสริม ดงันั้นจึงเลือกใช้
กลุ่มควบคุมในการศึกษาถดัไป 

ส าหรับการหาสภาวะที่เหมาะสมของการละลายตวัอยา่งหลงัการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่
แข็ง การศึกษาถึงอุณหภูมิและระยะเวลาที่เหมาะสมโดยใช้สาร Extender คือ L-15 และสาร 
Cryoprotectant คือ 1.3 M PG ผลการศึกษาพบวา่ที่อุณหภูมิ 10°C ที่ระยะเวลาในการละลาย 4 และ 8 
นาที ส่งผลใหอ้ตัราการรอดชีวติของเซลล์ Spermatogonia (ตารางที่ 4.5) สูงที่สุดซ่ึงแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบักลุ่มการทดลองอ่ืนๆ  
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ภาพที่ 4.3  เซลล์ Spermatogonia หลงัจากผ่านการสกดัเซลล์ (Bright field) และเซลล์ที่ยอ้มดว้ยสี 

Trypan blue (ลูกศรสีขาวแสดงถึงเซลล์ที่รอดชีวิต และลูกศรสีแดงแสดงถึงเซลล์ที่ไม่
รอดชีวติ) (Scale bar = 20 µm.)  
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ภาพที่ 4.4  เซลล์ Spermatogonia หลงัจากผ่านการสกดัเซลล์ และเซลล์ที่ยอ้มด้วยสี Fluorescein 

diacetate (FDA) และ Propidium iodide (PI) (Scale bar = 20 µm.) 

 

 
 
ภาพที่ 4.5  เซลล์ Spermatogonia หลงัจากผ่านการสกดัเซลล์ และท าการทดสอบดว้ยวิธี in situ    

hybridization (Scale bar = 20 µm.) 
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ตารางที่ 4.2  ผลของเซลล ์Spermatogonia ที่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แขง็เพือ่ทดสอบสภาวะของสาร
Extender และ สาร Cryoprotectant ที่เหมาะสมต่อการแช่แขง็ (Mean±SD; N=6)  

Extender Cryoprotectant Viability (%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

CF-HBSS DMSO 71.33±3.93Bcd 4.25±1.40 12.22±2.35 2.95±0.97 
EG 63.67±4.97Be 4.33±1.03 12.67±2.17 2.79±0.84 
PG 79.00±3.03Bb 5.68±1.24 13.87±2.02 4.48±0.97 

RT DMSO 71.67±1.97Bcd 4.30±0.64 13.05±2.53 3.09±0.51 
EG 65.67±4.63Bde 4.08±0.62 13.36±1.63 2.69±0.57 
PG 77.67±2.94Bbc 4.60±1.23 12.53±2.65 3.59±1.06 

L-15 DMSO 73.33±2.42Bbc 4.11±1.26 11.91±2.48 3.02±0.96 
EG 64.33±4.63Be 4.74±0.74 12.59±0.86 3.08±0.70 
PG 86.33±2.34Ba 4.73±0.62 14.08±0.71 4.07±0.47 

Fresh 96.67±1.63A 4.41±0.70 13.48±0.93 4.25±0.65 
Two-way analysis of variance (P<0.05) 

Extender *0.014 0.4622 0.9855 0.5114 
Cryoprotectant *<0.001 0.0622 0.2818 *0.001 

Interaction *0.0208 0.4428 0.4862 0.5615 
a,b,c,d,e ตวัอักษรภาษาอังกฤษตวัเล็กที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ
ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
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ตารางที่ 4.3  ผลของเซลล์ Spermatogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งเพื่อทดสอบความเขม้ขน้
ของ สาร Cryoprotectant ที่เหมาะสมต่อการแช่แขง็ (Mean±SD; N=6) 

Extender Cryoprotectant Viability (%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

L-15 1.0 M DMSO 76.00±1.79Bb 5.57±0.69 b 13.07±0.97 4.22±0.46 b 
1.3 M DMSO 79.00±2.76Bb 6.38±0.59 ab 14.83±0.82 5.03±0.46 ab 
1.6 M DMSO 78.00±2.83Bb 6.07±0.68 ab 14.19±1.10 4.74±0.60 ab 

1.0 M EG 79.67±3.88Bb 5.73±0.84 ab 13.50±0.94 4.59±0.91 ab 
1.3 M PG 85.67±1.97Ba 6.46±0.70 ab 13.20±0.99 5.54±0.63 a 
1.6 M PG 79.67±3.88Bb 6.82±0.43 a 13.88±1.23 5.45±0.58 ab 

Fresh 94.33±1.51A 7.10±1.1 14.44±0.58 6.69±0.90 
One-way analysis of variance (P<0.05) 
a,b ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติภายใน
แนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
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ตารางที่ 4.4  ผลของเซลล ์Spermatogonia ที่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แข็งเพื่อทดสอบการเสริมแหล่ง
พลงังานและโปรตีนที่เหมาะสมต่อการแช่แขง็ (Mean±SD; N=6)  

Sugar Protein 
Viability 

(%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

0.1 M Glucose 10% Egg yolk 81.67±2.94Bab 5.16±0.53 13.89±1.21 4.22±0.51 
0.2 M Glucose 10% Egg yolk 84.67±1.63Ba 4.98±0.45 14.0±1.39 4.21±0.39 
0.3 M Glucose 10% Egg yolk 77.67±2.34Bbc 5.17±0.48 13.91±2.27 4.01±0.40 
0.1 M Glucose 1.5% BSA 77.67±2.34Bbc 5.10±0.34 14.06±0.98 3.96±0.29 
0.2 M Glucose 1.5% BSA 79.00±2.10Bbc 5.64±0.22 14.62±1.07 4.46±0.29 
0.3 M Glucose 1.5% BSA 75.33±2.42Bc 5.38±0.30 14.46±0.73 4.05±0.28 

Control 85.67±1.97Ba 6.46±0.70 13.20±0.99 5.54±0.63 
Fresh 95.67±1.51A 5.61±0.26 14.44±0.96 5.37±0.27 

Two-way analysis of variance (P<0.05) 
Sugar *<0.001 0.5248 0.8239 0.1213 

Protein *<0.001 *0.0499 0.339 0.9325 
Interaction 0.2315 0.0994 0.9165 0.2579 

 a,b,c ตวัอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ
ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
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ตารางที่ 4.5  ผลของเซลล์ Spermatogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งเพื่อทดสอบอุณหภูมิและ
ระยะเวลาในการละลายตวัอยา่ง (Mean±SD; N=6)  

Temperature Time Viability (%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

10°C 4 min 84.33±2.34Ba 5.35±0.26 14.46±0.54 4.51±0.29 
8 min 84.67±3.72Ba 5.27±0.27 13.99±0.92 4.47±0.38 
12 min 76.00±1.26Bb 5.41±0.37 14.77±1.04 4.15±0.31 

28°C 4 min 70.33±2.34Bc 5.13±0.25 14.05±1.06 3.61±0.27 
8 min 64.33±1.97Bd 4.94±0.49 14.12±0.41 3.18±0.38 
12 min 55.33±2.07Be 5.37±0.46 14.15±0.76 2.97±0.27 

Fresh 95.67±1.51A 5.35±0.33 14.60±0.28 5.12±0.32 
Two-way analysis of variance (P<0.05) 

Temperature *<0.001 0.1146 0.2839 *<0.001 
Time *<0.001 0.1797 0.4976 0.0025 

Interaction *0.0025 0.6063 0.5217 0.3446 
 a,b,c,d,e ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ
ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 

 
4.3  การเกบ็รักษารังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย (Cryopreservation of ovary in 

striped catfish) 
 การศึกษาการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แขง็ของปลาสวายในคร้ังน้ีท าการตรวจสอบการมีชีวิต
รอดของเซลล ์Oogonia หลงัผา่นการแช่แขง็โดยใชก้ารยอ้มสี Trypan blue และใชสี้ฟลูออเรสเซนต ์
Fluorescein diacetate (FDA) และ Propidium iodide (PI) ในการตรวจสอบและทดสอบการ
แสดงออกของ vasa protein ของเซลล ์Oogonia เช่นดียวกบัการตรวจสอบของเซลล์ Spermatogonia 
(ภาพที่ 4.6 4.7 และ 4.8) 
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 ผลการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย เร่ิมจาก
สาร Extender และสาร Cryoprotectant โดยท าการทดสอบเช่นเดียวกับการศึกษาการเก็บรักษา
อณัฑะแบบแช่แขง็ของปลาสวายพบวา่เม่ือท าการวเิคราะห์ถึงอิทธิพลร่วมกนัระหว่างปัจจยั 2 ปัจจยั 
L-15 ที่เป็นสาร Extender และ PG ที่เป็นสาร Cryoprotectant นั้นมีอิทธิพลร่วมกนัที่ส่งผลให้อตัรา
การรอดชีวติสูงที่สุดจากกลุ่มการทดลองชนิดอ่ืนๆ (ตารางที่ 4.6) แต่ไม่พบการมีอิทธิพลร่วมกนัของ
ทั้ง 2 ปัจจยัที่ส่งผลให้จ  านวนเซลล์ทั้งหมด และจ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตสูงที่สุด ซ่ึงแตกต่างอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
 จากนั้นเลือกสาร Extender ที่ดีที่สุด 1 ชนิดและสาร Cryoprotectant ที่ดีที่สุด 2 ชนิดมา
ท าการศึกษาระดบัความเขม้ขน้ของสาร Cryoprotectant และสารที่เลือกใชค้ือ L-15 ร่วมกบั DMSO 
และ L-15 ร่วมกบั PG ซ่ึงผลการศึกษาพบวา่ สาร Cryoprotectant คือ PG ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 M 
ส่งผลใหอ้ตัราการรอดชีวติของเซลล ์Oogonia ดีที่สุด (ตารางที่ 4.7) ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) กบัสาร Cryomedium อ่ืนๆ 
 จากนั้นท าการเลือกสาร Extender คือ L-15 และสาร Cryoprotectant คือ 1.3 M PG มา
ท าการศึกษาโดยการเสริมสารให้พลงังานและโปรตีนให้กบัเซลล์เช่นเดียวกบัการทดสอบในเซลล ์
Spermatogonia ซ่ึงผลการศึกษาพบว่า ไม่มีอิทธิพลร่วมกันที่ส่งผลต่อจ านวนเซลล์ทั้งหมด และ 
จ านวนเซลล์ที่รอดชีวิตทั้ งหมด แต่พบการมีอิทธิพลร่วมกันของอัตราการรอดชีวิตของเซลล ์
Oogonia ซ่ึง 0.2 M Glucose และ 10% EY เป็นสารเสริมที่ส่งผลให้มีอตัราการรอดเหมาะสมที่สุด 
ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบัสารชนิดอ่ืนๆ (ตารางที่ 4.8) แต่อยา่งไรก็ตามมา
เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มควบคุมที่ไม่มีการเสริมแหล่งพลงังานและโปรตีนพบว่า กลุ่มควบคุมให้ผล
อตัราการรอดชีวติของเซลล ์Oogonia มากกวา่กลุ่มที่มีการเสริมแหล่งพลงังานและโปรตีน ดงันั้นจึง
เลือกใชก้ลุ่มควบคุมในการศึกษาถดัไป 

และในการหาสภาวะที่เหมาะสมของการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็งในขั้นตอนสุดทา้ยคือ 
การศึกษาอุณหภูมิ 2 ระดบัและระยะเวลา 3 ระดบัที่เหมาะสมของการละลายตวัอยา่งหลงัผา่นการแช่
แขง็ซ่ึงสาร Extender คือ L-15 และสาร Cryoprotectant คือ 1.3 M PG ผลการศึกษาพบว่าที่อุณหภูมิ 
10°C ที่ระยะเวลา 4 และ 8 นาที ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ Oogonia (ตารางที่ 4.9) สูง
ที่สุดซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบักลุ่มการทดลองอ่ืนๆ 
 
 
 
 
 



49 

 

 
 
ภาพที่ 4.6  เซลล ์Oogonia หลงัจากผ่านการสกดัเซลล์ (Bright field) และเซลล์ที่ยอ้มดว้ยสี Trypan 

blue (ลูกศรสีขาวแสดงถึงเซลลท์ี่รอดชีวติ และลูกศรสีแดงแสดงถึงเซลล์ที่ไม่รอดชีวิต) 
(Scale bar = 20 µm.)  

 

 
 
ภาพที่ 4.7  เซลล ์Oogonia หลงัจากผ่านการสกดัเซลล์ และเซลล์ที่ยอ้มดว้ยสี Fluorescein diacetate 

(FDA) และ Propidium iodide (PI) (Scale bar = 10 µm.)  
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ภาพที่ 4.8  เซลล ์Oogonia หลงัจากผา่นการสกดัเซลล์ และท าการทดสอบดว้ยวิธี in situ hybridization 

(Scale bar = 20 µm.) 
 
ตารางที่ 4.6  ผลของเซลล์ Oogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งเพื่อทดสอบสาร Extender และ 

สาร Cryoprotectant ที่เหมาะสมต่อการแช่แขง็ (Mean±SD; N=6) 

Extender Cryoprotectant Viability (%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

CF-HBSS DMSO 67.67±4.97bc 3.46±0.50 13.36±2.81 2.35±0.38 
EG 66.00±7.80bc 3.59±1.38 15.31±5.98 2.32±0.78 
PG 71.67±2.94Bab 3.70±1.59 15.32±5.36 2.64±1.08 

RT DMSO 63.33±7.55Bbc 3.02±0.77 13.84±3.92 1.90±0.46 
EG 58.33±6.12Bc 3.17±1.02 14.43±5.06 1.81±0.45 
PG 57.67±4.97Bc 2.97±0.32 12.94±1.76 1.72±0.27 

L-15 DMSO 79.00±4.86Ba 3.62±0.61 14.26±2.66 2.88±0.61 
EG 72.00±3.79Bab 3.61±0.63 14.56±3.61 2.61±0.50 
PG 82.00±6.07Ba 3.82±0.65 17.30±7.36 3.14±0.67 

Fresh 93.67±3.88A 3.48±0.84 16.14±4.09 3.26±0.80 
Two-way analysis of variance (P<0.05) 

Extender *<0.001 0.0989 0.5695 *<0.001 
Cryoprotectant *0.0195 0.9122 0.663 0.4865 

Interaction 0.1094 0.9848 0.7719 0.7508 
a,b,c ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลลท่ี์ไม่ผา่นและผา่นการแช่แข็งอยา่ง
มีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
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ตารางที่ 4.7  ผลของเซลล ์Oogonia ที่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แขง็เพื่อทดสอบความเขม้ขน้ของ สาร
Cryoprotectant ที่เหมาะสมต่อการแช่แขง็ (Mean±SD; N=6) 

Extender Cryoprotectant Viability (%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

L-15 1.0 M DMSO 78.00±2.83Bb 4.32±0.26 15.80±0.28 3.37±0.30 
1.3 M DMSO 80.33±3.20Bab 4.18±0.33 15.41±0.71 3.35±0.28 
1.6 M DMSO 80.00±3.35Bab 4.35±0.22 13.91±1.76 3.48±0.22 

1.0 M EG 80.33±2.34Bab 4.39±0.22 13.99±1.09 3.57±0.21 
1.3 M PG 83.33±3.27Ba 4.43±0.35 14.55±1.35 3.69±0.31 
1.6 M PG 80.00±1.26Bab 4.46±0.28 14.59±1.24 3.57±0.19 

Fresh 91.33±1.63A 4.75±0.11 16.58±0.94 4.17±0.43 
One-way analysis of variance (P<0.05) 
a,b ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติภายใน
แนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
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ตารางที่ 4.8  ผลของเซลล ์Oogonia ที่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แข็งเพื่อทดสอบการเสริมแหล่งพลงังาน
และแหล่งโปรตีนที่เหมาะสมต่อการแช่แขง็ (Mean±SD; N=6)  

Sugar Protein 
Viability 

(%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

0.1 M Glucose 10% Egg yolk 78.00±1.79Bbc 4.40±0.50 13.82±0.71 3.43±0.42 
0.2 M Glucose 10% Egg yolk 82.33±2.34Bab 4.32±0.29 14.14±0.56 3.55±0.25 
0.3 M Glucose 10% Egg yolk 76.67±2.42Bc 4.40±0.15 13.25±1.00 3.38±0.17 
0.1 M Glucose 1.5% BSA 75.00±2.10Bc 4.85±0.40 14.19±0.84 3.63±0.31 
0.2 M Glucose 1.5% BSA 77.00±2.10Bc 4.46±0.32 14.16±0.76 3.43±0.24 
0.3 M Glucose 1.5% BSA 78.00±2.53Bbc 4.15±0.47 14.39±0.65 3.23±0.36 

Control 83.33±3.27Ba 4.43±0.35 14.55±1.35 3.69±0.31 
Fresh 95.00±1.10A 5.37±0.31 15.66±1.68 5.10±0.27 

Two-way analysis of variance (P<0.05) 
Sugar *0.0044 0.0816 0.5724 0.162 

Protein *0.0037 0.3855 0.0554 0.8364 
Interaction *0.0034 0.0885 0.2059 0.3117 

 a,b,c ตวัอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ
ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
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ตารางที่ 4.9  ผลของเซลล ์Oogonia ที่ผา่นและไม่ผ่านการแช่แข็งเพื่อทดสอบอุณหภูมิและระยะเวลา
ในการละลายตวัอยา่ง (Mean±SD; N=6)  

Temperature Time Viability (%) 

Number of 
isolate cells 

10 µm/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
isolate 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

Number of 
viable 

cells/50 mg 
(*105 cell) 

10°C 4 min 84.33±1.51Ba 4.98±0.42 15.15±1.54 4.20±0.32a 
8 min 80.67±2.42Ba 5.11±0.39 16.15±0.83 4.12±0.33a 
12 min 68.00±2.53Bb 4.70±0.51 16.84±0.48 3.19±0.32bc 

28°C 4 min 64.33±2.34Bb 5.06±0.43 16.13±1.11 3.25±0.27b 
8 min 57.67±1.51Bc 5.09±0.35 16.37±1.52 2.93±0.22bc 
12 min 53.33±3.01Bc 5.16±0.49 17.70±0.92 2.74±0.21c 

Fresh 95.00±2.10A 5.15±0.38 16.71±0.73 4.90±0.43 
Two-way analysis of variance (P<0.05) 

Temperature *<0.001 0.2563 0.0771 *<0.001 
Time *<0.001 0.6383 0.0051 *<0.001 

Interaction *<0.001 0.3762 0.6817 0.011 
 a,b,c ตวัอักษรภาษาอังกฤษตวัเล็กที่แตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ
ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 
A,Bตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัใหญ่ที่แตกต่างกนัแสดงความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่ไม่ผ่านและผ่าน
การแช่แขง็อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ภายในแนวตั้ง (P<0.05) 

 
4.4  การปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุจากเซลล์ Spermatogonia ทีผ่่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง 

จากการศึกษาการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์จากเซลล์ Spermatogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง 
พบอตัราการรอดชีวิต (Survival rate) ของปลาผูรั้บวยัอ่อนหลงัท าการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์และ
อตัราการเขา้อาศยั (Colonization rate) ของเซลล์สืบพนัธุ์จากปลาผูใ้ห้ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลา
ผูรั้บ โดยเซลล ์Spermatogonia ที่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แขง็ อตัราการรอดชีวติของปลาผูรั้บวยัอ่อน 
ซ่ึงท าการตรวจสอบที่ 28 วนัหลงัท าการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์พบวา่ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ (P>0.05) ทั้งกลุ่มควบคุมที่ไม่ผา่นการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ์  กลุ่มเซลล์สืบพนัธุ์ที่ไม่ผ่าน
การแช่แขง็ และกลุ่มเซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็ และพบวา่เซลลท์ี่ผา่นการแช่แข็งสามารถปลูกถ่ายเขา้สู่
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ปลาผูรั้บวยัอ่อนได ้โดยมีอตัราการเขา้อาศยัของเซลลท์ี่ผา่นการแช่แข็งอยูท่ี่ 65% และเซลล์สืบพนัธุ์
ที่ไม่ผา่นการแช่แขง็อยูท่ี่ 76% (ตารางที่ 4.10 และภาพที่ 4.9) 

 
ตารางที่ 4.10  ผลของการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุจ์ากเซลล ์Spermatogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง

หลงัการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์28 วนั (Mean±SD; N=6) 

Replication 
No. of 

transplantated 
No. of 

survived 
No. of 

colonized 
Survival rate 

(%) 
Colonization 

rate (%) 
Fresh Spermatogonia 

    
Transplanted 1 100 32 4/5 32.00 80.00 
Transplanted 2 80 28 8/10 35.00 80.00 
Transplanted 3 70 22 4/6 31.43 66.67 
Transplanted 4 80 24 6/8 30.00 75.00 
Transplanted 5 70 28 6/8 40.00 75.00 
Transplanted 6 100 39 8/10 39.00 80.00 

Average 
   

34.57±4.16 76.11±5.24a 

Frozen Spermatogonia 
    

Transplanted 1 100 36 3/5 36.00 60.00 
Transplanted 2 80 23 5/8 28.75 62.50 
Transplanted 3 70 24 4/6 34.29 66.67 
Transplanted 4 80 30 5/8 37.50 62.50 
Transplanted 5 70 26 5/8 37.14 62.50 
Transplanted 6 100 40 8/10 40.00 80.00 

Average 
   

35.61±3.85 65.69±7.33b 

Non-transplantated    
Control 1 100 38 - 38.00 - 
Control 2 80 32 - 40.00 - 
Control 3 70 26 - 37.14 - 
Control 4 80 24 - 30.00 - 
Control 5 70 27 - 38.57 - 
Control 6 100 35 - 35.00 - 

Average 
   

36.45±3.57 - 
a,b ตัวอักษรภาษาอังกฤษตัวเล็กท่ีแตกต่างกันแสดงความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติภายในแนวตั้ ง 
(P<0.05) 
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ภาพที่ 4.9  เซลล ์Spermatogonia ของปลาผูใ้หเ้ขา้ไปอาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บ (A-D) 

(Scale bars (control และ fresh spermatogonia) = 50 µm และ Scale bars (frozen    
spermatogonia) = 20 µm) 

 
 

4.5  การปลกูถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุจากเซลล์ Oogonia ทีผ่่านและไม่ผ่านการแช่แขง็ 
อตัราการรอดชีวิต (Survival rate) ของปลาผูรั้บวยัอ่อนหลงัจากที่ท  าการปลูกถ่ายเซลล์

สืบพนัธุ์และอัตราการเขา้อาศยั (Colonization rate) ของเซลล์ Oogonia จากปลาผูใ้ห้ในอวยัวะ
สืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บ ทั้งเซลล์สืบพนัธุ์ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งพบว่าอตัราการรอดชีวิตของ
ปลาผูรั้บวยัอ่อนตรวจสอบที่ 28 วนัหลังการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์พบว่า ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P>0.05) ทั้งกลุ่มความคุมที่ไม่ผา่นการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์กลุ่มปลูกถ่ายเซลล์
สืบพนัธุท์ี่ไม่ผา่นการแช่แขง็ และกลุ่มปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ที่ผ่านการแช่แข็ง และเซลล์ที่ผ่านการ
แช่แข็งนั้นสามารถปลูกถ่ายไดใ้นอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บโดยที่อัตราการเขา้อาศยัของเซลล์
สืบพนัธุท์ี่ไม่ผา่นการแช่แขง็ และเซลลท์ี่ผา่นการแช่แข็งเท่ากบั 61% และ 44% ตามล าดบั (ตารางที่ 
4.11 และภาพที่ 4.10) 
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ตารางที่ 4.11 ผลของการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์จากเซลล์ Oogonia ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง
หลงัการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ ์28 วนั (Mean±SD; N=6) 

Replication 
No. of 

transplanted 
No. of 

survived 
No. of 

colonized 
Survival rate 

(%) 
Colonization 

rate (%) 
Fresh Oogonia 

     
Transplanted 1 70 26 6/8 37.14 75.00 
Transplanted 2 150 61 7/10 40.67 70.00 
Transplanted 3 100 30 6/8 30.00 75.00 
Transplanted 4 70 26 4/8 37.14 50.00 
Transplanted 5 70 27 5/10 38.57 50.00 
Transplanted 6 70 24 5/10 34.29 50.00 

Average 
   

36.30±3.73 61.67±12.91a 

Frozen Oogonia 
     

Transplanted 1 70 28 4/8 40.00 50.00 
Transplanted 2 150 52 5/10 34.67 50.00 
Transplanted 3 100 30 5/9 30.00 55.56 
Transplanted 4 70 25 3/8 35.71 37.50 
Transplanted 5 70 20 3/8 28.57 37.50 
Transplanted 6 70 22 3/8 31.43 37.50 

Average 
   

33.40±4.23 44.68±8.12b 

Non-transplanted     
Control 1 70 25 - 35.71 - 
Control 2 150 60 - 40.00 - 
Control 3 100 32 - 32.00 - 
Control 4 70 26 - 37.14 - 
Control 5 70 28 - 40.00 - 
Control 6 70 26 - 37.14 - 

Average 
   

37.00±2.99 - 
a,b ตวัอกัษรภาษาองักฤษตวัเล็กท่ีแตกต่างกนัแสดงความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติภายในแนวตั้ง 
(P<0.05) 
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ภาพที ่4.10  เซลล ์Oogonia ของปลาผูใ้หเ้ขา้ไปอาศยัอยูใ่นอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บ (Scale bars  

(control) = 50 µm และ Scale bars (fresh oogonia และ frozen oogonia) = 20 µm) 



 
บทที่ 5 

อภปิรายผลการทดลอง 
 

5.1  การเกบ็รักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ (Cryopreservation of testis) 
การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการเก็บรักษาอวยัวะสืบพนัธุ์แบบแช่แข็งของปลาสวายมี 4 

ปัจจยัที่ส าคญั ได้แก่ สาร Extender สาร Cryoprotectant, อัตราการลดลงของอุณหภูมิ (Freezing 
rate) และการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านการแช่แข็ง (Thawing process) (กฤษณ์, 2536) โดยการเก็บ
รักษาดว้ยวิธีการแช่แข็งนั้นมีการศึกษาอยา่งแพร่หลายทั้งในปลาน ้ าจืด (Viveiros and Godinho, 
2009; Psenicka et al., 2016) และปลาน ้ าเค็ม (Suquet et al., 2000; Okutsu et al., 2006) ซ่ึงส่วนใหญ่
มีการมุ่งเนน้ศึกษาในสตัวท์ี่ใกลสู้ญพนัธุแ์ละมีความส าคญัทางเศรษฐกิจ (Rana, 1995) 

สาร Extender ที่ใชใ้นการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แข็งของปลามีอยูห่ลายชนิดขึ้นอยูก่ ับ
ชนิดของปลาที่ใชใ้นการทดลอง ซ่ึงสาร Extender เป็นสารที่ช่วยป้องกนัการเปล่ียนแปลงรูปร่างของ
เซลล ์ช่วยลดการใชพ้ลงังานของเซลลเ์พือ่ใหเ้ซลลน์ั้นมีชีวิตรอดตลอดระยะเวลาที่ท  าการเก็บรักษา 
ซ่ึงหลักการในการเลือกใช้สาร Extender นั้นควรมีค่าออสโมลาลิต้ี (Osmolality) และค่า pH ที่
เหมาะสมหรือใกลเ้คียงกบัค่าออสโมลาลิต้ีและค่า pH  ของเหลวภายในเซลล์ น ้ าภายในช่องทอ้ง หรือ
น ้ าเช้ือของปลา เพื่อป้องกันไม่ให้เกิดการท าลายเซลล์ในกระบวนการแช่แข็ง (กฤษณ์, 2536; 
Wayman and Tiersch, 2000) ซ่ึงน ้ าภายในช่องทอ้งของปลาสวายพบค่าออสโมลาลิต้ีเท่ากบั 286.9 
mOsmol/kg และค่า pH เท่ากบั 7.7 ส่วนในน ้ าเช้ือของปลาสวายพบว่าค่าออสโมลาลิต้ีเท่ากบั 285.4 
mOsmol/kg และค่า pH เท่ากบั 7.6 และในการศึกษาการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แข็งของปลาสวาย 
(P. hypophthalmus) คร้ังน้ีพบว่า Leibovite’s L-15 medium (L-15) ที่เป็นสาร Extender มีค่า pH 
เท่ากบั 7.7 นั้นใหผ้ลอตัราการรอดชีวติของเซลลดี์ที่สุด เม่ือท างานร่วมกบั Propylene glycol (PG) ที่
ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 M เท่ากบั 86% ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) กบักลุ่มการ
ทดลองอ่ืนๆ และสอดคลอ้งกบังานวิจยัของ Yoshikawa et al. (2018) ท าการศึกษาการเก็บรักษา
อณัฑะแบบแช่แข็งของปลา Tiger puffer (T. rubripe) ซ่ึงใช้ L-15 เป็นสาร Extender แต่ท างาน
ร่วมกบั 1.3 M Dimethyl sulfoxide (DMSO) เป็นสาร Cryoprotectant ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิต
ของเซลลสู์งที่สุดเท่ากบั 61.2% ดงันั้นการเลือกใชส้าร Extender ในการแช่แข็งเซลล์ของปลาแต่ละ
ชนิดมีความแตกต่างกนัขึ้นอยูก่บัความจ าเพาะในการเลือกใชย้กตวัอยา่งเช่น ในการเก็บรักษาอณัฑะ
แบบแช่แข็ง Phosphate buffered saline+0.5% Bovine serum albumin+50 mM D-Glucose เป็นสาร 
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Extender ที่เหมาะสมส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตดีที่สุดในปลา Tench (T.tinca) (Linhartova et al., 
2014; Marinovic et al., 2016), ปลา Goldfish (C. auratus) (Marinovic et al., 2016) และปลา 
Siberian sturgeon (A. baerii) (Psenicka et al., 2016) และในปลา Rainbow trout (O.mykiss) 
(Kobayashi et al., 2007; Yoshizaki et al., 2011) พบว่า Phosphate buffered saline+0.5% Bovine 
serum albumin+5.5 mM D-Glucose เป็นสาร Extender ที่ให้ผลอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ดีที่สุด 
และหลงัจากนั้นไดมี้การพฒันาสาร Extender ให้เหมาะสมกบัปลา Rainbow trout (O.mykiss) มาก
ยิง่ขึ้นโดย Lee et al. (2013) และ Lee et al. (2016a) ให้เป็นสาร Extender ที่ใชก้บัปลา Rainbow 
trout (O.mykiss) โดยเฉพาะและยงัสามารถใช้กับปลา Manchurian trout (B. lenok) (Lee and 
Yoshizaki, 2016) แลว้ส่งผลใหอ้ตัราการรอดชีวติของเซลลดี์ที่สุดอีกดว้ย (ตารางที่ 2.4) 

สาร Cryoprotectant เป็นสารที่มีหน้าที่ในการป้องกนัเซลล์ไม่ให้ถูกท าลายในระหว่างการ
ลดลงและเพิ่มขึ้นของอุณหภูมิในกระบวนการแช่แข็ง แม้ว่าสาร Cryoprotectant จะช่วยป้องกัน
ความเสียหาย ให้กบัเซลล์ในกระบวนแช่แข็งแต่ในทางตรงกนัขา้มสาร Cryoprotectant นั้นก็สามารถ
เป็นพษิต่อเซลลไ์ดด้ว้ยเช่นกนั (กฤษณ์, 2536) และการเลือกใชส้าร Cryoprotectant ที่เหมาะสม และ
เป็นพิษน้อยต่อเซลล์ของปลาชนิดนั้นๆ จะตอ้งมีการค านึงถึงระดบัความเข็มขน้ และระยะเวลา 
(Equilibration time) ที่เหมาะสมเพื่อที่จะออกฤทธ์ิและป้องกนัการถูกท าลายของเซลล์ระหว่าง
ขั้นตอนการแช่แข็ง ซ่ึงการเลือกใชไ้ด้มาจากการทดลอง การวิจยัและการศึกษาจากเอกสารทาง
วชิาการ ยกตวัอยา่งเช่น สาร DMSO ที่ความเขม้ขน้ 1.3 M เม่ือใชร่้วมกบัสาร Extender ที่เหมาะสม
ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตอยูใ่นช่วง 40-60% ในปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Lee et al., 2013; 
Lee et al., 2016a) และปลา Tiger puffer (T. rubripe) (Yoshikawa et al., 2018) และสาร DMSO ที่
ความเขม้ขน้ 5 M ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์อยูใ่นช่วง 55-60% ในปลา Tench (T. tinca) 
(Marinovic et al., 2016) และ ปลา Goldfish (C. auratus) (Marinovic et al., 2016) สาร Ethylene 
glycol (EG) ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1.3 M, 1.5 M และ 1.8 M เม่ือใชร่้วมกบัสาร Extender ที่เหมาะสม
ส่งผลใหอ้ตัราการรอดชีวิตอยูใ่นช่วง 30-50% ในปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Kobayashi et al., 
2007), ปลา Siberian sturgeon (A. baerii) (Psenicka et al., 2016) และ ปลา Rainbow trout (O. 
mykiss) (Yoshizaki et al., 2011) ตามล าดบั และ สาร Methanol ที่ความเขม้ขน้ 1.3 M เม่ือท างาน
ร่วมกบัสาร Extender ที่เหมาะสมส่งผลใหอ้ตัราการรอดชีวติของเซลล์ในปลา Manchurian trout (B. 
lenok) (Lee and Yoshizaki., 2016) เท่ากบั 80% (ตารางที่ 2.4) และในการศึกษาการเก็บรักษาอณัฑะ
แบบแช่แขง็ของปลาสวายคร้ังน้ีพบวา่ สาร PG ที่ความเขม้ขน้ 1.3 M เม่ือใชก้บัสาร Extender ไดแ้ก่ 
CF-HBSS, RT extender และ L-15 ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์เท่ากบั 79%, 77% และ 
86% ตามล าดบั และเม่ือท าการศึกษาเพิ่มเติมถึงสารที่เป็นแหล่งพลังงานและโปรตีนกบัเซลล์ใน
กระบวนการแช่แขง็พบวา่ 0.2 M กลูโคส และ 10% Egg yolk ใหผ้ลการศึกษาดีที่สุดเท่ากบั 84% แต่
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เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มที่ไม่มีการเสริม (85%) พบวา่ไม่แตกต่างกนัทางสถิติ (P>0.05) เน่ืองจากสาร 
Extender คือ L-15 ที่เหมาะสมในการศึกษาคร้ังน้ีมีองค์ประกอบของแหล่งพลงังาน กรดอะมิโน 
และแร่ธาตุชนิดอ่ืนๆ (ภาคผนวก ก.) เพือ่พอต่อความตอ้งของเซลล์ในระหว่างกระบวนการแช่แข็ง
อยูแ่ลว้จึงไม่มีความจ าเป็นที่จะตอ้งเสริมแหล่งพลงังานหรือแหล่งโปรตีนอ่ืนๆ เพิ่มเติม  ดงันั้นการ
เลือกใชส้าร Extender และสาร Cryoprotectant ที่เหมาะสมกบัปลาในแต่ละชนิดนั้นขึ้นอยูก่บัชนิด
ของปลา การศึกษาจากเอกสารทางวิชาที่เคยมีการศึกษาที่ผ่านมา และค านึงถึงหลักการในการ
เลือกใช ้

อตัราการลดลงของอุณหภูมิ (Freezing rate) ในระหว่างการแช่แข็งเป็นอีกหน่ึงปัจจยัที่
ส่งผลต่ออตัราการรอดชีวติ โดยมีการรายงานการใชอ้ตัราการลดลงของอุณหภูมิในระหว่างการแช่
แขง็ที่ 1°C/min แลว้ส่งผลใหเ้ซลล ์Spermatogonia มีอตัราการรอดชีวิตของเซลล์อยูใ่นช่วง 40-80% 
ในปลาชนิดต่างๆ ดงัน้ี ปลา Tench (T. tinca) (Linhartova et al., 2014 และ Marinovic et al., 2016), 
ปลา Goldfish (C. auratus) (Marinovic et al., 2016), ปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Kobayashi et 
al., 2007; Yoshizaki et al., 2011; Lee et al., 2013 และ Lee et al., 2016a), ปลา Manchurian trout 
(B. lenok) (Lee and Yoshizaki., 2016), ปลา Siberian sturgeon (A. baerii) (Psenicka et al., 2016) 
และปลา Tiger puffer (T. rubripe) (Yoshikawa et al., 2018) (ตารางที่ 2.4) และการศึกษาในปลา
สวายคร้ังน้ี เม่ือใชอ้ตัราการลดลงของอุณหภูมิที่ 1°C/min ในการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ ส่งผล
ให้พบอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ Spermatogonia เท่ากบั 86% เม่ือใชร่้วมกบัสาร Extender และ 
สาร Cryoprotectant ที่เหมาะสม ซ่ึงอตัราการรอดชีวิตดงักล่าวสอดคลอ้งกบัรายงานการศึกษาดงัที่
กล่าวมาขา้งตน้ และในส่วนของการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านการแช่แข็ง (Thawing process) เป็นอีก
หน่ึงปัจจยัที่ส าคญัต่อการก าหนดอตัราการรอดชีวติของเซลล ์จากที่ผา่นมาไดมี้การศึกษาการเพิม่ขึ้น
ของอุณหภูมิหลงัผา่นกระบวนการแช่แขง็ในปลาชนิดต่างๆ เช่น การศึกษาในปลา Tench (T. tinca) 
(Linhartova et al., 2014 และ Marinovic et al., 2016), ปลา Goldfish (C. auratus) (Marinovic et al., 
2016) และปลา Siberian sturgeon (A. baerii) (Psenicka et al., 2016) เม่ือใชอุ้ณหภูมิ 38°C ในการ
ละลายตวัอยา่งเป็นเวลา 1-2 นาที พบวา่มีอตัราการรอดชีวิตที่ 50-60% ในปลา Manchurian trout (B. 
lenok) (Lee and Yoshizaki., 2016) ใชอุ้ณหภูมิในการละลายตวัอยา่ง 30°C ระยะเวลาในการละลาย 
1 นาทีพบว่ามีอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 80% และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Yoshizaki et 
al., 2011; Lee et al., 2013; และ Lee et al., 2016a) ใชอุ้ณหภูมิ 10°C เป็นเวลา 1 นาที ในการละลาย
ตวัอยา่ง ส่งผลให้พบอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 50% (ตารางที่ 2.4) และในการศึกษาการเก็บรักษา
อณัฑะแบบแช่แข็งของปลาสวายคร้ังน้ีได้ใช้การละลายตวัอย่างหลังผ่านกระบวนการแช่แข็งที่
อุณหภูมิ 10°C เป็นเวลา 4 นาที พบอตัราการรอดชีวติของ Spermatogonia ที่ 84% เม่ือท างานร่วมกบั
สาร Extender สาร Cryoprotectant และอตัราการลดลงของอุณหภูมิ (1°C/min) ที่เหมาะสม หลกัเกณฑ์
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ในการเลือกใช้อุณหภูมิในการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านกระบวนการแช่แข็งแลว้นั้นขึ้นอยูก่บัชนิด
ของปลา ซ่ึงส่วนใหญ่จะเลือกใช้อุณหภูมิที่เหมาะสมต่อการด ารงชีวิตของปลาชนิดนั้นๆ และใน
ปลาสวายอุณหภูมิที่เหมาะสมอยูท่ี่ 22-28°C (FAO, 2012) แต่ในการศึกษาคร้ังน้ีเม่ือท าการทดสอบ
พบวา่ 10°C ระยะเวลาในการละลาย 4 นาที เป็นระยะที่เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาอณัฑะแบบ
แช่แขง็ เพราะเม่ือท าการละลายตวัอยา่งที่ผา่นการแช่แขง็แลว้เม่ือน าตวัอยา่งอยูใ่นสถาพที่มีอุณหภูมิ
ต ่าเพื่อที่จะลดการท างานของเซลล์และท าให้เซลล์สูญเสียพลงังานให้น้อยที่สุดดังนั้นจึงเลือกใช้
อุณหภูมิดงักล่าว แต่อยา่งไรก็ตามอตัราการลดลงของอุณหภูมิและการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านการ
แช่แข็งที่เหมาะสมนั้นขึ้นอยู่กบัชนิดของเซลล์และชนิดของปลาอีกด้วย ถึงแม้จะเป็นเซลล์ชนิด
เดียวกนัก็ตามและถา้มีการศึกษาเพิม่เติมเพือ่พฒันาวธีิการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ของปลาสวาย
ใหมี้ประสิทธิภาพของอตัราการรอดชีวติิของเซลล์ให้ดียิง่ขึ้นสามารถกลบัมาศึกษาโดยการก าหนด 
2 ปัจจยัน้ีเพิม่เติมได ้ 
 

5.2  การเกบ็รักษารังไข่แบบแช่แขง็ (Cryopreservation of ovary) 
 คลังแช่แข็ง (Cryobanking) เป็นคลังที่สามารถช่วยในการเก็บรักษาพนัธุ์ปลาและความ
หลากหลายทางพนัธุกรรมของปลาในระยะยาว และอาจเป็นวิธีทางเลือกที่ช่วยในการอนุรักษพ์นัธุ์
ปลาที่ถูกคุกคามและใกลสู้ญพนัธุ์ได ้(Lee et al., 2013) แต่ในปัจจุบนัวิธีการเก็บรักษาโดยการแช่
แขง็ส าหรับไข่หรือตวัอ่อนของปลายงัไม่ประสบความส าเร็จในปลาบางชนิด (Mazur et al., 2008) 
การเก็บรักษารังไข่แบบแช่แขง็จึงเป็นวธีิทางเลือกหน่ึงที่ใชใ้นการเก็บรักษาพนัธุกรรมของปลาเพศ
เมียได ้ยกตวัอยา่งเช่น ในปลา Zebrafish (D. rerio) (Guan et al., 2008) ท าการศึกษาโดยการใช ้KCl 
buffer เป็นสาร Extender ท  างานร่วมกบั 4 M Methanol ที่เป็นสาร Cryoprotectant ส่งผลให้อตัรา
การรอดชีวิตของเซลล์เท่ากบั 88% ในปลา Siberian sturgeon (A. baerii) (Psenicka et al., 2016) ใช ้
Phosphate buffered saline + 0.5% Bovine serum albumin + 50 mM D-Glucose เป็นสาร Extender 
ท  างานร่วมกบั 1.5 M EG ที่เป็นสาร Cryoprotectant ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิตอยูท่ี่ 15% และใน
ปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Lee et al., 2016) ใชส้าร Extender ที่เหมาะสมกบัปลา Rainbow 
trout (O.mykiss) ท  างานร่วมกนักบั 1.0 M DMSO ที่เป็นสาร Cryoprotectant ส่งผลให้อตัราการรอด
ชีวติของเซลล์เท่ากบั 72% (ตารางที่ 2.5) และในการศึกษาคร้ังน้ีท  าการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็ง
ของปลาสวายพบวา่ เม่ือ L-15 ท างานร่วมกนักบั DMSO และ PG ที่ความเขม้ขน้ 1.3 M ให้ผลอตัรา
การรอดชีวิตของเซลล์สูงที่สุดเท่ากบั 79% และ 82% ตามล าดับ ซ่ึงแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05) และเม่ือท าการเสริมสารให้พลงังานและโปรตีนพบกว่ากลุ่มที่ไม่มีการเสริมให้ผล
การศึกษาดีที่สุดเท่ากบั 83% ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
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 จากผลการทดลองศึกษาผลของการฉีด L-arginine และ SeNPs ผา่นเปลือกไข่ ต่อการพฒันา
ของกล้ามเน้ือ การแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับการสร้างกล้ามเน้ือ และคุณภาพเน้ือของไก่
โคราช สามารถสรุปประเด็นต่างๆ ดงัน้ี  

1) การศึกษาการสังเคราะห์ SeNPs โดยใช ้BSA พบว่าสามารถสังเคราะห์สารให้มีขนาด
อนุภาค 25.52±3.35 นาโนเมตร และสามารถน า BSA-SeNPs มาใชใ้นรูปแบบของการฉีดสารผ่าน
เปลือกไข่โดยไม่ส่งผลกระทบต่อตวัอ่อน แต่การสังเคราะห์ในรูปแบบน้ีไม่ไดมี้ความจ าเพราะต่อ
เซลลก์ลา้มเน้ือของไก่โคราช จึงควรมีการศึกษาเพิม่เติมในเร่ืองดงัต่อไปน้ี 
 -  ศึกษาถึงการสังเคราะห์สารในรูปของ L-Arg-SeNPs ที่มีความจ าเพาะต่อเซลล์
กลา้มเน้ือ โดยการเพิม่ตวัจบัโมเลกุลที่เป็นกลาง (Neutral molecule) หรือที่เรียกว่าลิแกนด์ (Ligand) 
ที่เฉพาะกบัเซลลก์ลา้มเน้ือลายของไก่โคราช  
 -  ศึกษาถึงการน าส่งสารอาหารจากอวยัวะเร่ิมตน้ไปสู่อวยัวะเป้าหมาย และช่วงเวลาที่
เหมาะในตวัอ่อนต่อการสร้างกลา้มเน้ือ เพื่อรู้ถึงระดบัสารที่เหมาะสมต่อการสร้างเซลล์กลา้มเน้ือ
ของไก่โคราช 
 2)  การศึกษาการฉีด L-arginine และ SeNPs เปลือกไข่ไม่ส่งผลการทบต่อประสิทธิภาพการ
เจริญเติบโต และองคป์ระกอบซาก แต่สามารถเพิ่มการสะสมของโปรตีนและลดการสูญเสียน ้ าใน
เน้ืออก อีกทั้งยงัสามารถลดอตัราการเปล่ียนอาหารเป็นน ้ าหนกัตวั ของไก่โคราชที่อาย ุ63 วนั ซ่ึงไม่
สามารถเพิม่น ้ าหนกัซากในระยะยาวได ้จึงควรมีการศึกษาเพิม่เติมในเร่ืองดงัต่อไปน้ี 
 -  ศึกษาถึงช่วงอายขุองตวัอ่อน และระดบัสารอาหารที่เหมาะสมในฉีดสารผ่านเปลือก
ไข่ เพือ่สามารถสร้างเซลล์กลา้มเน้ือทั้งในระยะก่อนฟักและหลงัฟัก จึงน าไปสู่การเพิ่มน ้ าหนักใน
ระยะยาว 
 -  ศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบการให้สารอาหารระหว่างการผสมในอาหารแม่ไก่ มทส.
กบัการฉีดสารผา่นเปลือกไข่ต่อองคป์ระกอบสารอาหารภายในไข่ไก่โคราช 
 3)  การศึกษาการฉีด L-arginine และ SeNPs เปลือกไข่ไม่ส่งผลกระทบต่อน ้ าหนกัเฉล่ียของ
เน้ือ และขนาดเสน้ใยกลา้มเน้ืออก แต่สามารถเพิม่จ  านวนเซลลก์ลา้มเน้ือในวนัแรกของการฟัก โดย
ที่ไม่สามารถเพิม่จ  านวนเซลล์เน้ืออกของไก่โคราชในระยะยาวได ้จึงควรศึกษาถึงการเปรียบเทียบ
รูปแบบการใหส้ารอาหารระหว่างการฉีดสารกบัการผสมอาหารต่อสัณฐานวิทยาของกลา้มเน้ืออก
ของไก่โคราช 
 4)  การศึกษาการฉีด L-arginine และ SeNPs เปลือกไข่ สามารถการท างานของเอนไซม ์
GSH-Px ในวนัแรกของการฟักของไก่โคราชได ้แต่อยา่งไรก็ตามมีปัจจยัหลายประการที่มีผลต่อค่า
การค่าท างานของเอนไซม์ GSH-Px จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมในเร่ืองดงัต่อไปน้ีคือ ศึกษาถึงการ
เกิดกระบวนการ Lipid oxidation (Malondialdehyde: MAD, lipoxygenase activity: LOX, conjugate 



63 
 

dienes: CD), Protein oxidation (Protein carbonyl content: PC, ischemia modified albumin: IMA) 
และค่าการร่ัวไหลของอิเล็กตรอนภายในเซลล์ (Electrolyte leakage: EL) รวมไปถึงชนิดของ
กลา้มเน้ือ (I, IIA, IIX และ IIB) เพือ่เป็นตวับ่งช้ีของกระบวนการเกิดออกซิเดชัน่ภายในเซลลข์องไก่
โคราชที่ไดรั้บการฉีดสารอาหารผา่นเปลือกไข่ 
 5)  การศึกษาของการฉีด L-arginine และ SeNPs ผา่นเปลือกไข่ สามารถเพิ่มการแสดงออก
ของยนี MSTN ในวนัแรกของการฟัก โดยที่ไม่สามารถเพิม่การแสดงออกของยนีในเน้ืออกระยะยาว
ได ้แต่ก็ไม่ส่งผลต่อการเพิ่มของน ้ าหนักตวัเฉล่ียของไก่โคราช ซ่ึงยงัไม่เป็นที่แน่ชดัในการอธิบาย
กระบวนการสร้างกลา้มเน้ือ จึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมถึงการแสดงออกของกลุ่มยนีที่กระตุน้การ
สร้างกลา้มเน้ือเช่น mTOR, MyoD, MyoG, Pax7, p70S6K1 ฯลฯ เพื่อเป็นตวัช้ีวดัในการอธิบาย
ความสมัพนัธร์ะหวา่งการกระตุน้และการยบัย ั้งที่มีความสมดุลกนัจึงเกิดเป็นการสร้างกลา้มเน้ือของ
ไก่โคราช 
 6)  การศึกษาผลของการฉีด L-arginine และ SeNPs ผ่านเปลือกไข่ ไม่มีผลต่อค่าโปรตีนรวม 
อลับูมิน โกลบูลิน สดัส่วน A/G และกรดยริูก ซ่ึงท าใหไ้ม่เป็นอนัตรายต่อสุขภาพของไก่โคราช และ
ไม่มีการตกคา้งของซีลีเนียมภายในเซลล ์จึงท าใหไ้ม่ส่งผลกระทบต่อผูบ้ริโภค 
 ดังนั้ นจากการศึกษาในคร้ังน้ีสามารถแสดงให้เห็นว่าการฉีดสารอาหารผ่านเปลือกไข่
สามารถน ามาประยกุตใ์ชจ้ริงไดใ้นโรงฟัก ซ่ึงเป็นการให้สารอาหารระยะแรกของการฟัก อีกทั้งยงั
พบวา่สามารถน าสารอาหารที่มีขนาดอนุภาคนาโนมาใชใ้นการฉีดสารอาหาร หรือประกอบในสูตร
อาหารไก่ไดโ้ดยที่ไม่ส่งผลกระทบต่อผูบ้ริโภค แต่อยา่งไรก็ตามควรตอ้งมีการศึกษาถึงระดบัและ
ระยะเวลาการฉีดสารที่เหมาะสมกับจึงจะสามารถเพิ่มปริมาณของซากเพื่อตดัแต่งช้ินส่วนจน
น าไปสู่การเพิม่มูลค่าของเน้ือไก่ใหแ้ก่เกษตรกรผูเ้ล้ียงไก่โคราชได ้
 อตัราการการลดลงของอุณหภูมิที่ใชใ้นการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็งที่ไดมี้การศึกษาที่
ผ่านมาแลว้ยกตวัอยา่งเช่น ในปลา Zebrafish (D. rerio) (Guan et al., 2008) ใชอ้ตัราการลดลงของ
อุณหภูมิที่ 0.3°C/min ส่งผลให้มีอัตราการรอดชีวิตดีที่สุด ในปลา Siberian sturgeon (A. baerii) 
(Psenicka et al., 2016) และปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Lee et al., 2016b) พบว่าใชอ้ตัราการ
ลดลงของอุณหภูมิที่ 1°C/min ใหผ้ลอตัราการรอดชีวติดีที่สุด (ตารางที่ 2.5) ซ่ึงในการศึกษาการเก็บ
รักษารังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวายนั้นใช้อัตราการลดลงของอุณหภูมิที่ 1°C/min เม่ือท างาน
ร่วมกบัสาร Extender และสาร Cryoprotectant ที่เหมาะสมส่งผลให้มีอตัราการรอดชีวิตเท่ากบั 83% 
และในการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านการแช่แข็งจากการศึกษาที่ผ่านมาในปลา Zebrafish (D. rerio) 
(Guan et al., 2008) ใชอุ้ณหภูมิในการละลายตวัอยา่งเท่ากบั 26°C เป็นเวลา 5 นาที ในปลา Siberian 
sturgeon (A. baerii) (Psenicka et al., 2016) ใชอุ้ณหภูมิ 38°C ในการละลายตวัอยา่งเป็นเวลา 1 นาที 
และในปลา Rainbow trout (O. mykiss) (Lee et al., 2016b) ใชอุ้ณหภูมิในการละลายตวัอยา่ง 10°C 
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เป็นเวลา 1 นาที (ตารางที่ 2.5) ในการศึกษาคร้ังน้ีเม่ือท าการทดสอบแล้วพบว่าอุณหภูมิในการ
ละลายตวัอยา่งที่ 10°C เป็นเวลา 4 นาที ให้ผลอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ Oogonia เท่ากับ 84% 
เช่นเดียวกบัการศึกษาการเก็บรักษาอณัฑะแบบแช่แขง็ของปลาสวาย 
  

5.3  การปลกูถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุจากเซลล์ Spermatogonia 
 การพฒันาการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุโ์ดยการน าเซลล์ Spermatogonia ที่สกดัไดจ้ากอณัฑะ
ของปลาผูใ้หม้าปลูกถ่ายเขา้สู่ปลาผูรั้บวยัอ่อน โดยมีการตรวจสอบการเขา้อาศยั (Colonization) ของ
เซลลสื์บพนัธุจ์ากปลาผูใ้ห ้(Donor fish) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บ (Recipient fish) ซ่ึงเป็นค่า
ดัชนีเบื้องต้นที่ส าคัญในการตรวจสอบความส าเร็จของการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ ดังนั้นใน
การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดท้  าการตรวจสอบการเขา้อาศยัของเซลลสื์บพนัธุจ์ากปลาผูใ้หใ้นอวยัวะสืบพนัธุ์
ของปลาผูรั้บเปรียบเทียบระหวา่งเซลลท์ี่ผา่นและไม่ผา่นการแช่แข็ง โดยพบว่าเซลล์สืบพนัธุ์ที่สกดั
จากอณัฑะที่ไม่ผา่นการแช่แขง็มีค่าอตัราการเขา้อาศยัเท่ากบั 76% ส่วนเซลล์ที่ผ่านการแช่แข็งนั้นมี
ค่าอตัราการเขา้อาศยัเท่ากบั 65% ซ่ึงแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงอตัราการเขา้
อาศยัของการศึกษาในคร้ังน้ีมีความสอดคลอ้งใกลเ้คียงกบัการศึกษาที่ผา่นมาเช่น การศึกษาของ Lee 
et al. (2016a) เม่ือน าอณัฑะที่ผ่านการแช่แข็งของปลา Rainbow trout (O. mykiss) ท  าการปลูกถ่าย
เซลล์ Spermatogonia เขา้สู่ปลา Masu salmon (O. mason) พบว่าเซลล์ที่ผ่านการแช่แข็งสามารถเขา้
ไปอาศยัในอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บได ้68% ในปลา Rainbow trout (O. mykiss) ท  าการปลูกถ่าย 
Spermatogonia ที่ผา่นการแช่แขง็เขา้สู่ปลา Rainbow trout (O. mykiss) เช่นเดียวกนัแต่เป็นปลาที่เป็น
หมนั (Triploid) พบอตัราการเขา้อาศยัเท่ากบั 80% (Lee et al., 2013) (ตารางที่ 2.6) และแมว้่าใน
การศึกษาคร้ังน้ีจะใชส้ภาวะที่เหมาะสมของเซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็ที่มีอตัราการรอดชีวิตสูงที่สุด แต่
ยงัส่งผลท าให้อัตราการเข้าอาศัยของเซลล์ที่ผ่านการแช่แข็งลดต ่าลงเม่ือมีการเปรียบเทียบกัน
ระหวา่งการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ์จากอณัฑะที่ผ่านการแช่แข็งและอณัฑะที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง ซ่ึง
ผลการศึกษาคร้ังน้ีสอดคลอ้งกบัการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลา Tiger puffer (T. rubripe) ท  าการ
ปลูกถ่ายเซลล์ Spermatogonia เขา้สู่ปลา Grass puffer (T. alboplumbeus) โดยใชเ้ซลล์ที่ผ่านและไม่
ผา่นการแช่แขง็ พบอตัราการเขา้อาศยัของเซลลสื์บพนัธุเ์ท่ากบั 38% และ 39% ตามล าดบั (Yoshikawa 
et al., 2018) ในปลา Manchurian trout (B. lenok) ท  าการปลูกถ่ายเซลล์ Spermatogonia ที่ผ่านและ
ไม่ผ่านการแช่แข็ง เขา้สู่ปลา Manchurian trout (B. lenok) ที่เป็นหมนัพบอตัราการเขา้อาศยัที่ 84% 
และ 89% ตามล าดบั (Lee and Yoshizaki, 2016) และในปลา Siberian sturgeon (A. baerii) ท  าการ
ปลูกถ่ายเซลล ์Spermatogonia เขา้สู่ปลา Sterlet (A. ruthenus) พบอตัราการเขา้อาศยัของเซลล์ที่ผ่าน
และไม่ผ่านการแช่แข็งที่ 65% และ 55% ตามล าดบั (Psenicka et al., 2016) (ตารางที่ 2.6) ซ่ึงจาก
การศึกษาคร้ังน้ีเปรียบเทียบกบัการศึกษาที่ผา่นมาจะเห็นไดว้า่แมว้า่สภาวะที่ใชใ้นการแช่แข็งนั้นจะ
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เป็นสภาวะที่เหมาะสมท าใหเ้ซลล์สืบพนัธุ์มีอตัราการรอดชีวิตที่สูงที่สุด แต่อตัราการรอดชีวิตของ
เซลลสื์บพนัธุย์งัต  ่ากวา่เซลลท์ี่สกดัจากอณัฑะที่ไม่ผา่นการแช่แขง็จึงส่งผลใหอ้ตัราการเขา้อาศยัของ
เซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็ต ่ากวา่เซลลท์ี่ไม่ผา่นการแช่แข็งในปลาผูรั้บ ดงันั้นการท าการปลูกถ่ายเซลล์
สืบพนัธุ์ของปลาที่ไดจ้ากการแช่แข็งนั้นจึงอาจจะตอ้งมีการเพิ่มจ านวนของเซลล์สืบพนัธุ์เพื่อเป็น
การเพิม่ประสิทธิภาพในการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุใ์หเ้พิม่สูงขึ้น 
 

5.4  การปลกูถ่ายเซลล์สืบพนัธ์ุจากเซลล์ Oogonia 
 ในปัจจุบนัไดมี้การพฒันาการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ในปลาหลายชนิดดว้ยกนัซ่ึงผลส าเร็จ
ของการพฒันาการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์คือ การตรวจสอบอตัราการเขา้อาศยัของเซลล์สืบพนัธุ์
จากปลาผูใ้ห้ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของปลาผูรั้บ ซ่ึงในการศึกษาของ Psenicka et al. (2016) ในปลา 
Siberian sturgeon (A. baerii) ท  าการปลูกถ่ายเซลล์ Oogonia จากรังไข่ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็ง
เขา้สู่ปลา Sterlet (A. ruthenus) ที่เป็นหมนัพบอตัราการเขา้อาศยัที่ 55% และ 70% ตามล าดบั และใน
การศึกษาของ Lee et al. (2016b) ในปลา Rainbow trout (O. mykiss) ท  าการปลูกถ่ายเซลล์ Oogonia 
ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งเขา้สู่ปลา Rainbow trout (O. mykiss) เช่นเดียวกนัแต่เป็นปลาที่เป็น
หมนั (Triploid)  พบอตัราการเขา้อาศยัของเซลล์ที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งที่ 72% และ 75% 
ตามล าดบั (ตารางที่ 2.6) ซ่ึงในการศึกษาคร้ังน้ีน ารังไข่ของปลาสวายด าท าการแช่แข็งแลว้น าเซลล์
สืบพนัธุท์ี่สกดัไดจ้ากรังไข่ทั้งที่ผ่านและไม่ผ่านการแช่แข็งมาท าการปลูกถ่ายเขา้สู่ปลาสวายเผือก
และตรวจสอบอตัราการเขา้อาศยัของเซลลสื์บพนัธุใ์นอวยัวะสืบพนัธุข์องปลาผูรั้บพบวา่เซลลท์ี่ผ่าน
การแช่แข็งมีอตัราการเขา้อาศยัเท่ากบั 44% และเซลล์ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งเท่ากบั 61% ซ่ึงเซลล์ที่
ผ่านการแช่แข็งนั้นมีอตัราการเขา้อาศยัต ่ากว่าเซลล์ที่สกดัไดจ้ากรังไข่ที่ไม่ผ่านการแช่แข็งอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ซ่ึงการแช่แขง็นั้นมีผลในการท าอนัตรายต่อเซลลจึ์งท าให้ประสิทธิภาพ
การใชเ้ซลลท์ี่ผา่นการแช่แข็งในการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์นั้นมีอตัราการเขา้อาศยัที่ต  ่ากว่าเซลล์ที่
ไม่ผา่นการแช่แขง็ ดงันั้นจึงควรมีการศึกษาเพิม่เติมเพือ่เพิม่ประสิทธิภาพของการใชเ้ซลล์ที่ผ่านการ
แช่แขง็ต่อไป เช่นการเพิม่ประชากรของเซลล ์Oogonia ใหม้ากขึ้นส าหรับการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุ์
ที่ใชเ้ซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็ 
 
 



 
บทที่ 6 

สรุปและข้อเสนอแนะ 
 

6.1  สรุป 

 6.1.1  สภาวะที่ เหมาะสมของการเก็บรักษาอัณฑะแบบแช่แข็งของปลาสวายใช้สาร 
Extender คือ Leibovitz’s L-15 Medium (L-15) ท  างานร่วมกบัสาร Cryoprotectant ชนิดสามารถซึม
ผ่านเขา้สู่เซลล์ (Permeating cryoprotectant)  คือ 1.3 M Propylene glycol (PG) โดยมีอตัราการรอด
ชีวิตของเซลล์ที่ดีที่สุดโดยมีอตัราการลดลงของอุณหภูมิ (Freezing rate) ที่ 1 องศาเซลเซียส/นาที 
และอตัราการละลายตวัอยา่งหลงัผ่านการแช่แข็ง (Thawing process) ที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 4 นาที ส่งผลให้อตัราการรอดชีวิต (Viability) ของเซลล์ Spermatogonia ดีที่สุดเท่ากับ 
84.33±2.34% เม่ือเทียบกบักลุ่มการทดลองอ่ืนๆ 
 6.1.2  สภาวะที่เหมาะต่อการเก็บรักษารังไข่แบบแช่แข็งของปลาสวาย สาร Extender ที่
เหมาะสมคือ L-15 ท างานร่วมกบั 1.3 M PG ที่เป็นสาร Cryoprotectant ส่งผลต่ออตัราการรอดชีวิต
ของเซลลห์ลงัผา่นการแช่แขง็ดีที่สุดโดยมีอตัราการลดลงของอุณหภูมิที่ 1 องศาเซลเซียส/นาที และ
ใชอ้ตัราการละลายตวัอยา่งที่อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส ระยะเวลาในการละลาย 4 นาที ส่งผลให้
อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ Oogonia สูงที่สุดเท่ากบั 84.33±1.51% เม่ือเทียบกับกลุ่มการทดลอง
อ่ืนๆ 

6.1.3  ประสิทธิภาพการปลูกถ่ายเซลล์สืบพนัธุ์ของเซลล์ Spermatogonia และ Oogonia ที่
ผา่นการแช่แขง็จากสภาวะในการแช่แขง็ที่ดีที่สุดปลูกถ่ายเขา้สู่ลูกปลาผูรั้บวยัอ่อน (Recipient larvae 
fish) พบวา่เซลลสื์บพนัธุ์ที่ผ่านการแช่แข็งสามารถเขา้อาศยั (Colonization) ในอวยัวะสืบพนัธุ์ของ
ปลาผูรั้บไดเ้ท่ากบั 65.69±7.33% และ 44.68±8.12% ตามล าดบั แต่อตัราการเขา้อาศยัของเซลล์ที่
ผา่นการแช่แขง็ยงัมีประสิทธิภาพต ่ากว่าเซลล์ที่ไม่ผ่านการแช่แข็ง (76.11±5.24% และ 61.67±12.91% 
ตามล าดบั) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

 

6.2  ข้อเสนอแนะ 
 6.2.1  จากขอ้มูลในการศึกษาคร้ังน้ีสามารถน าไปใช้ไดจ้ริงส าหรับการเก็บรักษาอวยัวะ
สืบพนัธุแ์ช่แขง็ของปลาสวาย แต่เพือ่เป็นการเพิม่ประสิทธิภาพการเก็บรักษาแบบแช่แข็งในอนาคต
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นั้น ควรมีการศึกษาถึงปัจจยัอ่ืนๆ เพิ่มเติมเพื่อเป็นการเพิ่มอตัราการรอดชีวิตของเซลล์สืบพนัธุ์ให้
มากยิง่ขึ้นกวา่เดิม  

6.2.2  ถึงแมว้่าจะเลือกใชส้ภาวะที่เหมาะสมในการเก็บรักษาแบบแช่แข็งที่ส่งผลให้เซลล์
สืบพนัธุ์มีอตัราการรอดชีวิตที่สูง แต่อตัราการรอดชีวิตของเซลล์สืบพนัธุ์ยงัต  ่ากว่าเซลล์ที่ไม่ผ่าน
การแช่แขง็จึงส่งผลใหอ้ตัราการเขา้อาศยัของเซลลท์ี่ผา่นการแช่แขง็ต ่ากวา่เซลลท์ี่ไม่ผา่นการแช่แข็ง
ในปลาผูรั้บ เน่ืองจากการแช่แขง็นั้นอาจส่งผลในการท าอนัตรายต่อเซลล์ ดงันั้นการปลูกถ่ายเซลล์
สืบพนัธุ์ของปลาที่ไดจ้ากการแช่แข็งนั้นจึงอาจจะตอ้งมีการเพิ่มจ านวนของเซลล์สืบพนัธุ์เพื่อเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการปลูกถ่ายเซลลสื์บพนัธุใ์หเ้พิม่สูงขึ้น 
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ส่วนประกอบของสาร Leibovitz's L-15 Medium (product No. A1323) 
 

Composition (mg/L)  
- INORGANIC SALTS  

Calcium chloride dehydrate  185.00  
Magnesium chloride hexahydrate  200.00 
Magnesium sulphate anhydrous   97.72 
Potassium chloride    400.00 
Potassium phosphate, monobasic   60.00  
Sodium chloride    8,000.00  
Sodium phosphate, dibasic anhydrous  190.12  

- AMINO ACIDS  
DL-Alpha alanine    450.00 
Glycine     200.00 
L-Arginine (free base)    500.00 
L-Asparagine     250.00 
L-Cysteine (free base)    120.00 
L-Glutamine     300.00 
L-Histidine (free base)    250.00 
L-Isoleucine     250.00 
L-Leucine     125.00 
L-Lysine hydrochloride    94.00 
L-Methionine     75.00 
L-Phenylalanine    125.00 
L-Serine     200.00 
L-Threonine     300.00 
L-Tryptophan     20.00 
L-Tyrosine Disodium Salt   276.16 
L-Valine     100.00 
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- VITAMINS  
Choline chloride    1.00  
D-Ca-Pantothenate    1.00  
Folic acid     1.00  
Nicotinamide     1.00  
Pyridoxine hydrochloride   1.00  
Riboflavin-5-phosphate, Na   0.10  
Thiamine monophosphate   1.00  
Inositol      2.00  

- OTHERS  
D-Galactose     900.00  
Phenol red Sodium Salt    11.00  
Sodium pyruvate    550.00 

 
 
 

 



 
 

ประวตัิผู้เขียน 
  
 นางสาวพงษวรรณ  ขาวสะอาด เกิดวันพฤหัสบดีที่ 23 มิถุนายน พ.ศ. 2537 ที่จังหวัด
กรุงเทพมหานคร เร่ิมศึกษาชั้นประถมศึกษาที่โรงเรียนพระยาประเสริฐสุนทราศรัย (กระจ่าง  สิงห
เสนีย)์ เขตวงัทองหลาง จงัหวดักรุงเทพมหานคร ไดศึ้กษาต่อระดบัชั้นมธัยมศึกษาตอนตน้และตอน
ปลายที่โรงเรียนบดินทรเดชา (สิงห์  สิงหเสนีย)์ 4 เขตหนองจอก จงัหวดักรุงเทพมหานคร และ
ส าเร็จการศึกษาระดบัปริญญาตรี สาขาเทคโนโลยทีางทะเล คณะเทคโนโลยทีางทะเล มหาวิทยาลยั
บูรพา วทิยาเขตจนัทบุรี อ  าเภอท่าใหม่ จงัหวดัจนัทบุรี ในปีการศึกษา 2558 และไดศึ้กษาต่อในระดบั
ปริญญาโท สาขาวิชาเทคโนโลยีและนวัตกรรมทางสัตว์ ส านักวิชาเทคโนโลยีการเกษตร 
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี จงัหวดันครราชสีมา ในปี 2559 
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