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Abstract

       
 

การทำตวัออนโคแชแขง็ มคีวามจำเปนอยางยิง่ในอตุสาหกรรม เพือ่การขยายสายพนัธโุคทีม่คีณุภาพ วธิกีารทำตวัออนโคแชแขง็
อยางงายทีส่ดุคอื การใชสารละลายปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ทีม่คีวามเขมขนสงูทีเ่รยีกวา วธิวีติรฟิเคชัน่ ในงานวจิยันีจ้งึมจีดุมงุหมายที่
จะทำการศกึษาการมชีวีติรอดของตวัออนโคแชแขง็โดยใชวธิวีติรฟิเคชัน่ โดยใชแมโคจำนวน 12 ตวั กระตนุการเจรญิของรงัไขดวยฮอรโมน
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) 2,500 iu/ตัว แมโคตอบสนองตอฮอรโมนจำนวน 4 ตัว (33.33 %) ทำการเก็บตัวออน
หลังจากวันเปนสัด (วันที่ 0) ไปอีก  7 วัน (วันที่ 7) ไดตัวออนคุณภาพดีจำนวน 3 ใบ (ระยะ blastocyst 2 ใบ, expanded blastocyst
1 ใบ) และตวัออนเสือ่มสภาพ 2 ใบ และมแีมโคทีพ่บถงุน้ำทีร่งัไขจำนวน 6 ตวั (50.0%) และมแีมโคไมตอบสนองตอฮอรโมน PMSG 1 ตวั

ทำการแชแข็งตัวออนที่เก็บมาได (3 ใบ) ในสารละลายวิตริฟายด 25 % (v/v) ethylene glycol (EG) + 25 % (v/v)
dimethyl sulfoxide (DMSO) + 20 % fetal calf serum (FCS) ในสารละลาย phosphate buffer saline เก็บไวในไนโตรเจนเหลวนาน
1 วนั และละลาย  ตวัออนแชแขง็ที ่20 °C  นาน 15 นาท ีแลวยายตวัออนลงไปอยใูนสารละลาย 0.5 sucrose + 20 % FCS ใน PBS นาน
5 นาท ีและลางตวัออนใน PBS + 20 % FCS 3 ครัง้ แลวนำไปเพาะเลีย้งในตอูบ  5 % CO2 และอากาศ ประเมนิผลอตัราการเจรญิเตบิโต
ของตวัออน หลงัจากเพาะเลีย้งไป 24 ชัว่โมง พบวาตวัออนเสือ่มสภาพหมด

จากการศกึษาครัง้นี ้พบวาการทำตวัออนโคแชแขง็ดวยวธิวีติรฟิเคชัน่ โดยใชสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ EG และ DMSO
ไมสามารถทำใหตวัออนโคมชีวีติรอดได หลงัจากละลายตวัออนออกมาแลว

Bovine embryo freezing is significantly important to the bovine industry for dissemination of qualified breeds. The
easiest method, called vitrification, is the use of the high concentration solution of cryoprotectants. Twelve cows were stimulated
with single injections of pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) at a dose of 2,500 iu/cow. One cow did not respond to the
hormone and six other cows were found to develop cystic ovary after the treatment. Three qualified (two blastocysts and one
expanded blastocyst) plus two degenerated embryos were recovered from four cows.

Embryos were cryopreserved by the vitrification technique. The vitrification solution was prepared with 25 % v/v
dimethyl sulfoxide (DMSO) + 25 % v/v ethylene glycol + 20 % fetal calf serum in phosphate buffer saline solution (PBS). After
24 hours storage in liquid nitrogen, embryos were thawed at 20 °C for 15 min, then incubated in 0.5 M sucrose + 20 % fetal
calf serum in PBS for 5 min and finally washed in PBS + 20 % fetal calf serum three times. Embryos were cultured under 5 %
CO2 in air at 39 °C for further viability assessment. None of the embryos demonstrated any sign of development after being
cultured for 24 hours. From this research, it can be concluded that the production of bovine embryos by vitrification using EG and
DMSO is unable to afford survival of embryos after thaw.

คำสำคญั:  ตวัออนโค สารละลายวติรฟิเคชัน่
Keywords:   Bovine embryo, vitrification solution
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บทนำ
เทคโนโลยกีารยายฝากตวัออนไดมกีารพฒันา

อยางมากมายโดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่กำลัง
พฒันา จำเปนทีจ่ะใหไดสายพนัธแุท และมปีระสทิธภิาพ
เพือ่นำมาปรบัปรงุพฒันาในสายพนัธพุืน้บานทีม่อีย ูเมือ่
ยอนกลับไปดูในอดีต การปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหได
สายพันธุดีจะใชวิธีการผสมเทียมแตถาหากตองการให
ไดสายพนัธทุีเ่ราตองการแลว จะตองใชวธิกีารยายฝาก
ตวัออนเขาชวยในการปรบัปรงุ และขยายพนัธ ุแตกอน
นัน้การยายฝากตวัออน จะใชวธิกีารทำแบบตวัออนสด
จำเปนตองใชวธิกีารเหนีย่วนำใหเปนสดัพรอมกนัทัง้ตวั
รับ และตัวให ในบางครั้งความแตกตางในการแสดง
อาการเปนสดัไมพรอมเพยีงกนัโอกาสทีผ่สมตดิกจ็ะต่ำ
(Adam, 1981) ดังนั้นจึงไดมองเห็นปญหาในการ
เหนี่ยวนำการเปนสัดพรอมกัน จึงไดมีการดัดแปลง
นำตัวออนที่ไดมาทำการเก็บรักษาโดยการทำตัวออน
แชแข็งเพื่อรอการนำไปยายฝากใหกับตัวรับตอไป

ประมาณ 20 ปมาแลวไดมีรายงานประสบ
ความสำเร็จในการทำตัวออนแชแข็งในหนู mice
(Whittingham, 1971) หลงัจากนัน้อกี 2 ปตอมา ได
มกีารศกึษาการทำตวัออนแชแขง็ในโค และไดยายฝาก
ใหกับตัวรับโดยวิธีการผาตัดประสบความสำเร็จ
(Wilmut and Rowson, 1973) ดงันัน้การยายฝากตวั
ออนโดยใชตวัออนแชแขง็จงึไดมกีารพฒันา และใชวธิี
การหลายๆ อยางในการเกบ็รกัษาตวัออน ไดแก การ
ควบคุมวิธีการแชแข็ง และการละลาย, วิธีการแชแข็ง
แบบขัน้ตอนเดยีว (one-step procedure), การแชแขง็
แบบรวดเรว็ (ultrarapid freezing) และการแชแขง็โดย
ใชสารละลายทีม่สีารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็เขมขน
สูง (vitrification) (VTF) การแชแข็งตัวออนจำเปน
อยางยิ่งที่จะตองมีสารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งซึ่งมี
อย ู2 ชนดิทีใ่ชเปนสารปองกนัการแชแขง็: สารปองกนั
การเกิดผลึกน้ำแข็งชนิดซึมผานเซลลได (penetrating
cryoprotectants) เชน glyceral, dimethylsulfoxide
(DMSO), 1,2-propanediol(PROH), ethylene
glycol เปนตน และสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ชนดิ

ไมสามารถซึมผานเซลลได (nonpenetrating
cryoprotectant) เชน polyvinyl pyrrolidone (PVP),
sucrose, glucose เปนตน (Niemann, 1991) สวน
สำหรบัสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ทีใ่ชชนดิซมึผาน
เซลลไดนั้นจะมีความเขมขนที่ใชแตกตางกันไปเชน
glyceral 1.4 M ในสารละลาย phosphate buffer saline
(PBS) (Niemann, 1991) และ ethylene glycol 1.5
M ซึง่ใหอตัราการมชีวีติรอดของตวัออนไดด ี (Cocero
et al., 1988) และ propanediol 1.5 M (Hernandaez-
Ledezma et al., 1988) สำหรบัการแชแขง็ตวัออนอาจ
จะจำเปนใชเครื่องมือในการแชแข็งซึ่งมีราคาคอนขาง
แพง และควบคมุการทำงานโดยคอมพวิเตอรเพือ่สะดวก
ในการปฏิบัติ และมีความแมนยำสูง และอัตราการ
ติดทองหลังจากยายฝากตัวออนแชแข็งดวยเครื่องมือ
แชแข็งแลวประมาณ 59.4 % (Niemann, 1991)
ตอมาไดดดัแปลงอปุกรณแชแขง็จากใชไนโตรเจนเหลว
มาใชอัลกอฮอลเปนตัวควบคุมความเย็น (alcohol
freezer) เพือ่ลดคาใชจายของอปุกรณ ซึง่ใหผลอตัราการ
ติดทองหลังจากการยายฝากตัวออนแชแข็งประมาณ
60% (Niemann, 1991)

ดังนั้นจึงไดพัฒนาเทคนิคในการแชแข็ง
ตวัออนมาจนถงึวธิกีารใชสารเคมทีีม่คีวามเขมขนสงูใน
การปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ เพือ่เปนการลดคาใชจาย
ของอุปกรณแชแข็งซึ่งวิธีการนี้เรียกวา “Vitrification”
ลักษณะของสารละลายนี้ประกอบดวย 3 อยางคือ: มี
ความเขมขนของสารละลายทีป่องกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็
ชนดิซมึผานเซลลไดสงูอยางนอย 1 สารหรอืมากกวา 1
อยูในสารละลาย physiological saline และ มีสาร
macromolecules เชน น้ำตาล เพือ่เปนการนำสารปองกนั
การเกดิผลกึน้ำแขง็ออกนอกเซลลในชวงทีล่ะลาย

 สารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งที่มีความ
เขมขนสูง (vitrification) (VTF) ครั้งแรกไดทำการ
ศึกษาในตัวออนของหนูอายุ 8 เซลลซึ่งประกอบดวย
DMSO 20.5 % (v/v) โดยปรมิาตร, acetamide 15.5 %
(v/v), propylene glycol 10 % (v/v) และ
ethylene glycol 6 % (v/v) (Rall and Fahy, 1985)
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ตอมาไดทำการศึกษาในตัวออนของหนูระยะ 8 เซลล
จนถงึระยะ early blastocyst โดยใช glyceral 25 % (v/v)
และ propanediol 25 % (v/v) ซึ่งระยะ morula มี
อตัราชวีติรอดสงูสดุเมือ่ใชสารเคมชีนดินี ้(Valdez et al.,
1990) สวนตวัออนในโคไดทำการศกึษาพบวา ระยะที่
เหมาะสมคอื ระยะ morulaในสารละลาย glyceral 25 %
(v/v) และpropanediol 25 % (v/v) ( Massip et al.,
1987) เนื่องจากสารละลายปองกันการเกิดผลึก
น้ำแข็งที่มีความเขมขนสูงจำเปนตองมีระยะเวลาและ
อณุหภมูทิีเ่หมาะสมสำหรบัตวัออนทีอ่ยใูนสารละลายทีม่ี
ความเขมขนสงูนี ้Van Der Zwalmen  et al. (1989)ได
ใชตวัออนระยะ early blastocyst และระยะ blastocyst
ในสารละลาย glyceral  25 % (v/v) ใน PBS นาน 13
นาทแีละยายตวัออนไปอยใูนสารละลาย glyceral 25 %
(v/v) และ sucrose 0.25 M เปนเวลา 7 นาท ีจากนัน้
นำตัวออนไปอยูในสารละลาย vitrification (ประกอบ
ดวย glyceral 25 % (v/v), propanediol 25 % (v/v)
ใน PBS) ที ่4 บC นาน 30 วนิาท ีและบรรจใุนหลอด
ขนาด 0.25 ml แลวจมุลงในไนโตรเจนเหลว การละลาย
ออกมาใชจะละลายในน้ำเยน็ที ่20 °C นาน 10 วนิาที
แลวนำตวัออนมาใสในสารละลาย sucrose 1 M นาน 10
นาท ีเพือ่เปนการนำสารปองกันการเกดิผลกึน้ำแขง็ออก
แลวจงึนำตวัออนมาใสในสารละลาย PBS+20 % fetal
calf serum (FCM) จากผลการทดลองพบวาอตัราการ
ตดิทอง 28.6 % สำหรบัการทดลองทีท่ำในสตัวชนดิอืน่
ใหความสำเรจ็ในอตัรามชีวีติรอดของตวัออนสงูเชน ใน
หนูระยะ morula 97-98 % (Kasai et al.,
1990)ในการเจริญเปลี่ ยนแปลงไปเปนระยะ
blastocyst,ในกระตายระยะ morula และ blastocyst
82.7 % และ 78.5 % ตามลำดบั ( Smorag et al.,
1989), ในแกะระยะ morula เจริญตอไปจนถึงระยะ
blastocyst และ hatch blastocyst ถึง 94.7 %
(McGinnis and Young, 1990), ในแพะระยะmorula
และ early blastocyst ใหผลถงึ 76 % ในการเจรญิเปลีย่น
ของตัวออนและอัตราการติดทองเมื่อยายฝากใหกับ
ตวัรบั 22 % (Yuawiati and Holtz, 1990)

ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นี ้จะทำการทดลองใช
วิธีการทำตัวออนแชแข็งดวยสารละลายที่มีสารปองกัน
การเกดิผลกึน้ำแขง็เขมขนสงู เพือ่ดอูตัราการมชีวีติรอด
ของตัวออนหลังจากละลายตัวออนแชแข็งออกมาแลว

อปุกรณ และวธิกีารศกึษา
1. วสัดทุดลอง

สตัวทดลอง แมโคตวัให (donor)
- คดัเลอืกแมโคพนัธโุฮลสไตนเฟรเซยีน อายุ

4 - 6 ป สขุภาพสมบรูณจำนวน 10 ตวั น้ำหนกัตวัเฉลีย่
474.5 ± 43.42 กโิลกรมั จากฟารมโคนม ด ีเจ ฟารม
จังหวัดสระแกว ทำการทดลองในชวงเดือนมกราคม-
- เมษายน 2537
2. วธิกีารศกึษา

2.1 ทำการ เหนี่ ยวนำการ เปนสัดด วย
พรอสตาแกรนดนิ PGF2a, Lutalyse, Upjohn) 25 mg/ตวั

2.2 หลงัจากแสดงอาการเปนสดัได 10 วนั
จะทำการเรงการตกไขดวย pregnant mare serum
gonadotropin (PMSG) 2,500 iu/ตวั

2.3 ในวันที่ 12 จะทำใหเปนสัดโดยใช
ฮอรโมนพรอสตาแกรนดิน 25 mg/ตัว และแมโค
จะแสดงอาการเปนสดัภายใน 72-96 ชัว่โมงหลงัจากฉดี
             2.4 ทำการผสมเทียมใหกับแมโคหลังจาก
เริ่มแสดงอาการเปนสัดได 12 ชั่วโมง และผสมเทียม
อกีครัง้หางกนั 12 ชัว่โมงตอมา

2.5 ทำการชะลางตวัออนออกมาโดยใชสาร
ละลาย phosphate buffer saline (PBS) + 1 % fetal
calf serum ในวนัที ่5, 6 และ 7 (วนัที ่0 หมายถงึวนัที่
เริ่มแสดงอาการเปนสัด)

2.6 ประเมนิคณุภาพตวัออน โดยใชวธิกีาร
ประเมนิตวัออนตามวธิขีอง Hasler et al. (1995) กลาว
คอื morula grade 1 เซลลรปูรางสม่ำเสมอ และเนือ้เซลล
ของตวัออนรวมตวัแนน morula grade 2 เซลลรปูรางไม
สม่ำเสมอ และ/หรอื พบเศษเซลลในเนือ้เซลลของตวัออน
compacted morula (CM) เซลลของเนื้อตัวออนอยู
รวมตวักนัแนนเปนเนือ้เดยีวกนั และพบชองวาง



KKU Res J 11 (3) : Jul. -  Sep. 2006 175การมชีวีติรอดของตวัออนในโคโดยใชสารละลายวติรฟิเคชัน่แชแขง็

ระหวางเนื้อเซลลของตัวออนกับเปลือกไข
(perivitelline space)

degenerated embryo (Deg) พบลักษณะเนื้อ
เซลลของตวัออนแตกสลาย ไมเปนรปูราง

early blastotcyst (EB) พบชองวางอยภูายใน
ตวัออนนอยกวา 50 % ของเนือ้ตวัออนทัง้หมด

mid blastocyst (MB) พบชองวางอยูภายใน
ตัวออนมากกวา 50 % ของเนื้อตัวออนทั้งหมด และ
เปลือกไขจะหนาตัวตามปกติ

expanded blastocyst (XB) มชีองวางอยภูายใน
ตัวออนอยูเต็ม ตัวออนมีขนาดใหญขึ้น และเปลือกไข
บางกวาปกต ิและพบ inner cell mass

hatch blastocyst (HB) ตัวออนหลุดออกจาก
เปลือกไข

2.7 ทำการแชแขง็ตวัออน โดยใชสารละลาย
PBS+20 % FCS ทำการลางตวัออนทีไ่ด แลวนำตวัออน
มาใสในสารละลายกอนทำการแชแขง็ PBS+10 % (v/
v) glycerol + 20 % (v/v) 1,2-propanediol + 20 %
FCS นาน 5 นาททีี ่20 องศาเซลเซยีส จากนัน้นำตวัออน
ยายมาใสในสารละลายที่จะทำการแชแข็งประกอบดวย
PBS +20 % FCS + 25 % (v/v) glyceral + 25 %
(v/v) 1,2 propanediol นาน 30 วนิาท ีในหลอดบรรจุ
0.25 ml แลวจมุลงไปในไนโตรเจนเหลว

2.8 การละลายตัวออนแชแข็ง นำหลอด
บรรจตุวัออนมาละลายในน้ำ 20 °C นาน 20 วนิาท ีแลว
นำตวัออนออกมาละลายในสารละลาย 1 M sucroseใน
PBS + 20 % FCS นาน 10 นาที
             2.9 ประเมนิคณุภาพตวัออน ในสารละลาย
PBS + 20 % FCS
3  ขัน้ตอนวเิคราะหขอมลู

3.1 เปรียบเทียบอายุของตัวออนที่เหมาะ
สมในการทำตัวออนแชแข็งโดยใชสารละลายที่มีความ
เขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งสูง

ผลการศกึษา
ผลจากการใชฮอรโมน PMSG กระตุนการ

เจรญิของรงัไข ในปรมิาณ 2,500 iu/ตวั พบวาแมโค
ตอบสนองตอการกระตุนดวยฮอรโมน 4 ตัว (33.33
%) และตวัออนทีเ่กบ็ไดจำนวน 5 ใบ ประกอบไปดวย
ระยะ blastocyst 2 ใบ, expanded blastocyst 1 ใบ และ
degenerated embryo 2 ใบ และมีแมโค 1 ตัวไม
ตอบสนองตอฮอรโมน และอีก 6 ตัว พบลักษณะ
ผิดปกติที่รังไขเปน cystic ovary และอัตราการเก็บ
ชะลางตวัออนทีไ่ดจากแมโคทีต่อบสนองตอการกระตนุ
ดวยฮอรโมนเปน เฉลีย่  45.83 ฑ 4.67 % ดงัแสดง
สรปุไวในตารางที ่1 และรปูที ่1

ผลจากการนำตัวออนที่แชแข็งในสารละลาย
วติรฟิเคชัน่แลว แลวนำไปเพาะเลีย้งในสารละลาย PBS +
20% FCS ในตอูบ 39 °C ใน 5% CO2 เพือ่ดอูตัราการ
เจรญิของตวัออน พบวา ตวัออนทีล่ะลายออกมาทัง้หมด
ไมมกีารเจรญิเตบิโตตอไปอกี เปนตวัออนทีเ่สือ่มสภาพ
ดงัแสดงไวในตารางที ่2 และรปูที ่2

วจิารณผล
ผลจากการใชฮอรโมน PMSG ในปริมาณ

2,500 iu/ตัว กระตุนการเจริญของรังไข พบวามีการ
ตอบสนองตอฮอรโมนต่ำ 33.33 % และไดจำนวน
ตวัออนคณุภาพดเีพยีง 3 ใบเทานัน้ และทีส่ำคญัพบวา
แมโคเกดิพยาธสิภาพทีร่งัไข เกดิ cystic ovary ซึง่มกีาร
ทดลองใชฮอรโมน PMSG กระตนุการเจรญิของรงัไขและ
พบปญหาการตกไขลมเหลวและเกดิ cystic ovary โดย
อธิบายวา ฮอรโมน PMSG จะไปกดการหลั่งฮอรโมน
FSH ของตวัแมโคเอง และฮอรโมน PMSG นีย้งัไปเพิม่
การหลัง่ฮอรโมน inhibin และ estradiol-17 โค จงึสง
ผลทำใหเกดิ cystic ovary ตามมาได (Kaneko et al.,
1992) (Gong et al., 1993)

สำหรบัระยะตวัออนทีใ่ชในการทำตวัออนแชแขง็
พบวา ระยะ blastocyst และ expanded blastocyst ไม
เหมาะสมตอกระบวนการแชแข็ง เนื่องจากผนัง zona
pellucida บาง และงายตอการซึมผานของสารปองกัน
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การเกิดผลึกน้ำแข็ง และเปราะแตกไดงายเมื่อนำไป
แชแข็ง ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Van Der
Zwalmen et al. (1989) ทีไ่มประสบผลสำเรจ็ในการ
ทำตวัออนแชแขง็ระยะ blastocyst และระยะ expanded
blastocyst และยังแนะนำวา ควรทำตัวออนแชแข็งใน
ระยะ morula และ early blastocyst เทานัน้ (Valdez et al.,
1990; Saito et al., 1994) และทีส่ำคญั ระยะเวลาที่
ตัวออนอยูในสารละลาย VTF หากใชเวลานาน
เกินไป โอกาสที่ตัวออนจะตายเนื่องจากความเปนพิษ
ของสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็มมีากขึน้ดวย ซึง่การ
ทดลองของ  Valdez et al.  (1990) แนะนำใหตวัออน
อยใูนสารละลายทีม่สีารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็เขมขน
ต่ำกอน (10% GLY + 20 % PG + 10 % FCS in
PBS ) นาน 5 นาทีแลวจึงนำตัวออนยายไปอยูใน
สารละลาย VTF และทำการแชแขง็ แมวาการทดลองนี้
ไมไดนำตัวออนไปอยูในสารละลายที่มีสารปองกันการ
เกดิผลกึน้ำแขง็เขมขนต่ำกอน แตระยะเวลาทีต่วัออนอยู
ในสารละลาย VTF เพยีง 30 วนิาท ีหรอืมากกวา 30
วนิาท ี(ในขณะทีต่วัออนอยใูนสารละลาย VTF ตวัออน
ลอยขึ้นมา ทำใหเสียเวลาหาตัวออนที่จะบรรจุลงใน
หลอด) แลวจงึนำตวัออนทีอ่ยใูนสารละลาย VTF จมุลง
ในไนโตรเจนเหลวทันที ทำใหตัวออนสัมผัสอยูกับสาร
ปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งเปนเวลานาน และทำให
ตัวออนตายได และที่สำคัญ สารปองกันการเกิดผลึก
น้ำแข็งที่ใชในการทดลองนี้ ไดใช DMSO ที่มีความ
เขมขนสูง อาจมีผล ทำใหตัวออนตายได ซึ่งมีรายงาน
พบวาสาร DMSO นี้เปนพิษตอตัวออน นอกจากสาร
DMSO แลวยงัม ีpropanediol ทีเ่ปนพษิตอตวัออนดวย
จงึไมแนะนำมาใชในการทำตวัออนแชแขง็ (Santo et al.,
1994; Van Der Zwalmen et al., 1989) และยงัมี
การแนะนำใหใช glycerol และ propyleneglycol ในการ
ทำตัวออนแชแข็งซึ่งใหผลดี และไมเปนพิษตอตัวออน
ดวย (Liebo, 1989)

สำหรับตัวออนที่ไดมาจากการกระตุนดวย
ฮอรโมน PMSG เพยีง 3 ใบเทานัน้ ซึง่มจีำนวนนอย จงึ
ไมสามารถนำไปศึกษาเปรียบเทียบกับการแชแข็งตัว

ออนดวยสารละลายตวัอืน่ เชน glycerol ดงันัน้ในงาน
ศกึษาวจิยัครัง้นี ้การทำตวัออนแชแขง็ดวยวธิวีติรฟิเคชัน่
โดยใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็ง DMSO ไม
สามารถทำใหตัวออนมีชีวิตรอดอยูได หลังจากละลาย
ตัวออนแชแข็งออกมาแลว

กติตกิรรมประกาศ
คณะผวูจิยัขอขอบคณุ มหาวทิยาลยัขอนแกน

ทีส่นบัสนนุทนุการวจิยัครัง้นี ้และผทูีเ่กีย่วของทกุทานที่
ทำใหการวจิยัครัง้นีส้ำเรจ็ลลุวงไดดี
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ตารางที ่1  ผลจากการใชฮอรโมน PMSG 2,500 iu/ตวั กระตนุการเจรญิของรงัไข

 LO รงัไขซาย, RO รงัไขขวา

No.cow Response ovary CL on ovary No.embryo  
embryo recovery rate 

% 

       stage of embryo   

    LO RO  LO RO    

1 response 2 1  1(MB) - 33.33  

2 response 1 1  1(EB) 1(MB) 100  

3 response 3 1  2(Deg) - 50  

4 response 1 1  - - 0  

5 Nonresponse        

6 Cystic ovary        

7 Cystic ovary        

8 Cystic ovary        

9 Cystic ovary        

10 Cystic ovary        

11 Cystic ovary        

12 Cystic ovary        

  Average± SD 1.75± 0.96 1± 0.00  1.33± 0.58 1.00 45.83 ± 4.67  

ตารางที ่2  ผลจากการนำตวัออนทีล่ะลายแลวนำไปเพาะเลีย้งในสารละลาย PBS + 20% FCS ที ่39 °C
    in  CO2 gas

ระยะตัวออน จํานวน  % survival 
Blastocyst 2  0 (degeneated embryo) 
Expanded Blastocyst 1  0 (degeneated embryo) 
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รปูที ่1  ตวัออนระยะ mid blastocyst 2 ใบ และ expanded blastocyst 1 ใบ และ degenerated embryo 3 ใบ

รปูที ่2  degenerated embryos หลงัจากละลายตวัออนออกมาและเพาะเลีย้ง 24 ชัว่โมง


