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Abstract

       
 

การทำตวัออนโคแชแขง็ มคีวามจำเปนอยางยิง่ในอตุสาหกรรม เพือ่การขยายสายพนัธโุคทีม่คีณุภาพ วธิกีารทำตวัออนโคแชแขง็
อยางงายทีส่ดุคอื การใชสารละลายปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ทีม่คีวามเขมขนสงูทีเ่รยีกวา วธิวีติรฟิเคชัน่ ในงานวจิยันีจ้งึมจีดุมงุหมายที่
จะทำการศกึษาการมชีวีติรอดของตวัออนโคแชแขง็โดยใชวธิวีติรฟิเคชัน่ โดยใชแมโคจำนวน 12 ตวั กระตนุการเจรญิของรงัไขดวยฮอรโมน
PMSG (pregnant mare serum gonadotropin) 2,500 iu/ตัว แมโคตอบสนองตอฮอรโมนจำนวน 4 ตัว (33.33 %) ทำการเก็บตัวออน
หลังจากวันเปนสัด (วันที่ 0) ไปอีก  7 วัน (วันที่ 7) ไดตัวออนคุณภาพดีจำนวน 3 ใบ (ระยะ blastocyst 2 ใบ, expanded blastocyst
1 ใบ) และตวัออนเสือ่มสภาพ 2 ใบ และมแีมโคทีพ่บถงุน้ำทีร่งัไขจำนวน 6 ตวั (50.0%) และมแีมโคไมตอบสนองตอฮอรโมน PMSG 1 ตวั

ทำการแชแข็งตัวออนที่เก็บมาได (3 ใบ) ในสารละลายวิตริฟายด 25 % (v/v) ethylene glycol (EG) + 25 % (v/v)
dimethyl sulfoxide (DMSO) + 20 % fetal calf serum (FCS) ในสารละลาย phosphate buffer saline เก็บไวในไนโตรเจนเหลวนาน
1 วนั และละลาย  ตวัออนแชแขง็ที ่20 °C  นาน 15 นาท ีแลวยายตวัออนลงไปอยใูนสารละลาย 0.5 sucrose + 20 % FCS ใน PBS นาน
5 นาท ีและลางตวัออนใน PBS + 20 % FCS 3 ครัง้ แลวนำไปเพาะเลีย้งในตอูบ  5 % CO2 และอากาศ ประเมนิผลอตัราการเจรญิเตบิโต
ของตวัออน หลงัจากเพาะเลีย้งไป 24 ชัว่โมง พบวาตวัออนเสือ่มสภาพหมด

จากการศกึษาครัง้นี ้พบวาการทำตวัออนโคแชแขง็ดวยวธิวีติรฟิเคชัน่ โดยใชสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ EG และ DMSO
ไมสามารถทำใหตวัออนโคมชีวีติรอดได หลงัจากละลายตวัออนออกมาแลว

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:  ตวัออนโค สารละลายวติรฟิเคชัน่
Keywords:   Bovine embryo, vitrification solution
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บทนำ
เทคโนโลยกีารยายฝากตวัออนไดมกีารพฒันา

อยางมากมายโดยเฉพาะอยางยิ่งในประเทศที่กำลัง
พฒันา จำเปนทีจ่ะใหไดสายพนัธแุท และมปีระสทิธภิาพ
เพือ่นำมาปรบัปรงุพฒันาในสายพนัธพุืน้บานทีม่อีย ูเมือ่
ยอนกลับไปดูในอดีต การปรับปรุงสายพันธุเพื่อใหได
สายพันธุดีจะใชวิธีการผสมเทียมแตถาหากตองการให
ไดสายพนัธทุีเ่ราตองการแลว จะตองใชวธิกีารยายฝาก
ตวัออนเขาชวยในการปรบัปรงุ และขยายพนัธ ุแตกอน
นัน้การยายฝากตวัออน จะใชวธิกีารทำแบบตวัออนสด
จำเปนตองใชวธิกีารเหนีย่วนำใหเปนสดัพรอมกนัทัง้ตวั
รับ และตัวให ในบางครั้งความแตกตางในการแสดง
อาการเปนสดัไมพรอมเพยีงกนัโอกาสทีผ่สมตดิกจ็ะต่ำ
(Adam, 1981) ดังนั้นจึงไดมองเห็นปญหาในการ
เหนี่ยวนำการเปนสัดพรอมกัน จึงไดมีการดัดแปลง
นำตัวออนที่ไดมาทำการเก็บรักษาโดยการทำตัวออน
แชแข็งเพื่อรอการนำไปยายฝากใหกับตัวรับตอไป

ประมาณ 20 ปมาแลวไดมีรายงานประสบ
ความสำเร็จในการทำตัวออนแชแข็งในหนู mice
(Whittingham, 1971) หลงัจากนัน้อกี 2 ปตอมา ได
มกีารศกึษาการทำตวัออนแชแขง็ในโค และไดยายฝาก
ใหกับตัวรับโดยวิธีการผาตัดประสบความสำเร็จ
(Wilmut and Rowson, 1973) ดงันัน้การยายฝากตวั
ออนโดยใชตวัออนแชแขง็จงึไดมกีารพฒันา และใชวธิี
การหลายๆ อยางในการเกบ็รกัษาตวัออน ไดแก การ
ควบคุมวิธีการแชแข็ง และการละลาย, วิธีการแชแข็ง
แบบขัน้ตอนเดยีว (one-step procedure), การแชแขง็
แบบรวดเรว็ (ultrarapid freezing) และการแชแขง็โดย
ใชสารละลายทีม่สีารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็เขมขน
สูง (vitrification) (VTF) การแชแข็งตัวออนจำเปน
อยางยิ่งที่จะตองมีสารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งซึ่งมี
อย ู2 ชนดิทีใ่ชเปนสารปองกนัการแชแขง็: สารปองกนั
การเกิดผลึกน้ำแข็งชนิดซึมผานเซลลได (penetrating
cryoprotectants) เชน glyceral, dimethylsulfoxide
(DMSO), 1,2-propanediol(PROH), ethylene
glycol เปนตน และสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ชนดิ

ไมสามารถซึมผานเซลลได (nonpenetrating
cryoprotectant) เชน polyvinyl pyrrolidone (PVP),
sucrose, glucose เปนตน (Niemann, 1991) สวน
สำหรบัสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ทีใ่ชชนดิซมึผาน
เซลลไดนั้นจะมีความเขมขนที่ใชแตกตางกันไปเชน
glyceral 1.4 M ในสารละลาย phosphate buffer saline
(PBS) (Niemann, 1991) และ ethylene glycol 1.5
M ซึง่ใหอตัราการมชีวีติรอดของตวัออนไดด ี (Cocero
et al., 1988) และ propanediol 1.5 M (Hernandaez-
Ledezma et al., 1988) สำหรบัการแชแขง็ตวัออนอาจ
จะจำเปนใชเครื่องมือในการแชแข็งซึ่งมีราคาคอนขาง
แพง และควบคมุการทำงานโดยคอมพวิเตอรเพือ่สะดวก
ในการปฏิบัติ และมีความแมนยำสูง และอัตราการ
ติดทองหลังจากยายฝากตัวออนแชแข็งดวยเครื่องมือ
แชแข็งแลวประมาณ 59.4 % (Niemann, 1991)
ตอมาไดดดัแปลงอปุกรณแชแขง็จากใชไนโตรเจนเหลว
มาใชอัลกอฮอลเปนตัวควบคุมความเย็น (alcohol
freezer) เพือ่ลดคาใชจายของอปุกรณ ซึง่ใหผลอตัราการ
ติดทองหลังจากการยายฝากตัวออนแชแข็งประมาณ
60% (Niemann, 1991)

ดังนั้นจึงไดพัฒนาเทคนิคในการแชแข็ง
ตวัออนมาจนถงึวธิกีารใชสารเคมทีีม่คีวามเขมขนสงูใน
การปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็ เพือ่เปนการลดคาใชจาย
ของอุปกรณแชแข็งซึ่งวิธีการนี้เรียกวา “Vitrification”
ลักษณะของสารละลายนี้ประกอบดวย 3 อยางคือ: มี
ความเขมขนของสารละลายทีป่องกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็
ชนดิซมึผานเซลลไดสงูอยางนอย 1 สารหรอืมากกวา 1
อยูในสารละลาย physiological saline และ มีสาร
macromolecules เชน น้ำตาล เพือ่เปนการนำสารปองกนั
การเกดิผลกึน้ำแขง็ออกนอกเซลลในชวงทีล่ะลาย

 สารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งที่มีความ
เขมขนสูง (vitrification) (VTF) ครั้งแรกไดทำการ
ศึกษาในตัวออนของหนูอายุ 8 เซลลซึ่งประกอบดวย
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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ตอมาไดทำการศึกษาในตัวออนของหนูระยะ 8 เซลล
จนถงึระยะ early blastocyst โดยใช glyceral 25 % (v/v)
และ propanediol 25 % (v/v) ซึ่งระยะ morula มี
อตัราชวีติรอดสงูสดุเมือ่ใชสารเคมชีนดินี ้(Valdez et al.,
1990) สวนตวัออนในโคไดทำการศกึษาพบวา ระยะที่
เหมาะสมคอื ระยะ morulaในสารละลาย glyceral 25 %
(v/v) และpropanediol 25 % (v/v) ( Massip et al.,
1987) เนื่องจากสารละลายปองกันการเกิดผลึก
น้ำแข็งที่มีความเขมขนสูงจำเปนตองมีระยะเวลาและ
อณุหภมูทิีเ่หมาะสมสำหรบัตวัออนทีอ่ยใูนสารละลายทีม่ี
ความเขมขนสงูนี ้Van Der Zwalmen  et al. (1989)ได
ใชตวัออนระยะ early blastocyst และระยะ blastocyst
ในสารละลาย glyceral  25 % (v/v) ใน PBS นาน 13
นาทแีละยายตวัออนไปอยใูนสารละลาย glyceral 25 %
(v/v) และ sucrose 0.25 M เปนเวลา 7 นาท ีจากนัน้
นำตัวออนไปอยูในสารละลาย vitrification (ประกอบ
ดวย glyceral 25 % (v/v), propanediol 25 % (v/v)
ใน PBS) ที ่4 บC นาน 30 วนิาท ีและบรรจใุนหลอด
ขนาด 0.25 ml แลวจมุลงในไนโตรเจนเหลว การละลาย
ออกมาใชจะละลายในน้ำเยน็ที ่20 °C นาน 10 วนิาที
แลวนำตวัออนมาใสในสารละลาย sucrose 1 M นาน 10
นาท ีเพือ่เปนการนำสารปองกันการเกดิผลกึน้ำแขง็ออก
แลวจงึนำตวัออนมาใสในสารละลาย PBS+20 % fetal
calf serum (FCM) จากผลการทดลองพบวาอตัราการ
ตดิทอง 28.6 % สำหรบัการทดลองทีท่ำในสตัวชนดิอืน่
ใหความสำเรจ็ในอตัรามชีวีติรอดของตวัออนสงูเชน ใน
หนูระยะ morula 97-98 % (Kasai et al.,
1990)ในการเจริญเปลี่ ยนแปลงไปเปนระยะ
blastocyst,ในกระตายระยะ morula และ blastocyst
82.7 % และ 78.5 % ตามลำดบั ( Smorag et al.,
1989), ในแกะระยะ morula เจริญตอไปจนถึงระยะ
blastocyst และ hatch blastocyst ถึง 94.7 %
(McGinnis and Young, 1990), ในแพะระยะmorula
และ early blastocyst ใหผลถงึ 76 % ในการเจรญิเปลีย่น
ของตัวออนและอัตราการติดทองเมื่อยายฝากใหกับ
ตวัรบั 22 % (Yuawiati and Holtz, 1990)

ดงันัน้ในการศกึษาครัง้นี ้จะทำการทดลองใช
วิธีการทำตัวออนแชแข็งดวยสารละลายที่มีสารปองกัน
การเกดิผลกึน้ำแขง็เขมขนสงู เพือ่ดอูตัราการมชีวีติรอด
ของตัวออนหลังจากละลายตัวออนแชแข็งออกมาแลว

อปุกรณ และวธิกีารศกึษา
1. วสัดทุดลอง

สตัวทดลอง แมโคตวัให (donor)
- คดัเลอืกแมโคพนัธโุฮลสไตนเฟรเซยีน อายุ

4 - 6 ป สขุภาพสมบรูณจำนวน 10 ตวั น้ำหนกัตวัเฉลีย่
474.5 ± 43.42 กโิลกรมั จากฟารมโคนม ด ีเจ ฟารม
จังหวัดสระแกว ทำการทดลองในชวงเดือนมกราคม-
- เมษายน 2537
2. วธิกีารศกึษา

2.1 ทำการ เหนี่ ยวนำการ เปนสัดด วย
พรอสตาแกรนดนิ PGF2a, Lutalyse, Upjohn) 25 mg/ตวั

2.2 หลงัจากแสดงอาการเปนสดัได 10 วนั
จะทำการเรงการตกไขดวย pregnant mare serum
gonadotropin (PMSG) 2,500 iu/ตวั

2.3 ในวันที่ 12 จะทำใหเปนสัดโดยใช
ฮอรโมนพรอสตาแกรนดิน 25 mg/ตัว และแมโค
จะแสดงอาการเปนสดัภายใน 72-96 ชัว่โมงหลงัจากฉดี
             2.4 ทำการผสมเทียมใหกับแมโคหลังจาก
เริ่มแสดงอาการเปนสัดได 12 ชั่วโมง และผสมเทียม
อกีครัง้หางกนั 12 ชัว่โมงตอมา

2.5 ทำการชะลางตวัออนออกมาโดยใชสาร
ละลาย phosphate buffer saline (PBS) + 1 % fetal
calf serum ในวนัที ่5, 6 และ 7 (วนัที ่0 หมายถงึวนัที่
เริ่มแสดงอาการเปนสัด)

2.6 ประเมนิคณุภาพตวัออน โดยใชวธิกีาร
ประเมนิตวัออนตามวธิขีอง Hasler et al. (1995) กลาว
คอื morula grade 1 เซลลรปูรางสม่ำเสมอ และเนือ้เซลล
ของตวัออนรวมตวัแนน morula grade 2 เซลลรปูรางไม
สม่ำเสมอ และ/หรอื พบเศษเซลลในเนือ้เซลลของตวัออน
compacted morula (CM) เซลลของเนื้อตัวออนอยู
รวมตวักนัแนนเปนเนือ้เดยีวกนั และพบชองวาง
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ระหวางเนื้อเซลลของตัวออนกับเปลือกไข
(perivitelline space)

degenerated embryo (Deg) พบลักษณะเนื้อ
เซลลของตวัออนแตกสลาย ไมเปนรปูราง

early blastotcyst (EB) พบชองวางอยภูายใน
ตวัออนนอยกวา 50 % ของเนือ้ตวัออนทัง้หมด

mid blastocyst (MB) พบชองวางอยูภายใน
ตัวออนมากกวา 50 % ของเนื้อตัวออนทั้งหมด และ
เปลือกไขจะหนาตัวตามปกติ

expanded blastocyst (XB) มชีองวางอยภูายใน
ตัวออนอยูเต็ม ตัวออนมีขนาดใหญขึ้น และเปลือกไข
บางกวาปกต ิและพบ inner cell mass

hatch blastocyst (HB) ตัวออนหลุดออกจาก
เปลือกไข

2.7 ทำการแชแขง็ตวัออน โดยใชสารละลาย
PBS+20 % FCS ทำการลางตวัออนทีไ่ด แลวนำตวัออน
มาใสในสารละลายกอนทำการแชแขง็ PBS+10 % (v/
v) glycerol + 20 % (v/v) 1,2-propanediol + 20 %
FCS นาน 5 นาททีี ่20 องศาเซลเซยีส จากนัน้นำตวัออน
ยายมาใสในสารละลายที่จะทำการแชแข็งประกอบดวย
PBS +20 % FCS + 25 % (v/v) glyceral + 25 %
(v/v) 1,2 propanediol นาน 30 วนิาท ีในหลอดบรรจุ
0.25 ml แลวจมุลงไปในไนโตรเจนเหลว

2.8 การละลายตัวออนแชแข็ง นำหลอด
บรรจตุวัออนมาละลายในน้ำ 20 °C นาน 20 วนิาท ีแลว
นำตวัออนออกมาละลายในสารละลาย 1 M sucroseใน
PBS + 20 % FCS นาน 10 นาที
             2.9 ประเมนิคณุภาพตวัออน ในสารละลาย
PBS + 20 % FCS
3  ขัน้ตอนวเิคราะหขอมลู

3.1 เปรียบเทียบอายุของตัวออนที่เหมาะ
สมในการทำตัวออนแชแข็งโดยใชสารละลายที่มีความ
เขมขนของสารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งสูง

ผลการศกึษา
ผลจากการใชฮอรโมน PMSG กระตุนการ

เจรญิของรงัไข ในปรมิาณ 2,500 iu/ตวั พบวาแมโค
ตอบสนองตอการกระตุนดวยฮอรโมน 4 ตัว (33.33
%) และตวัออนทีเ่กบ็ไดจำนวน 5 ใบ ประกอบไปดวย
ระยะ blastocyst 2 ใบ, expanded blastocyst 1 ใบ และ
degenerated embryo 2 ใบ และมีแมโค 1 ตัวไม
ตอบสนองตอฮอรโมน และอีก 6 ตัว พบลักษณะ
ผิดปกติที่รังไขเปน cystic ovary และอัตราการเก็บ
ชะลางตวัออนทีไ่ดจากแมโคทีต่อบสนองตอการกระตนุ
ดวยฮอรโมนเปน เฉลีย่  45.83 ฑ 4.67 % ดงัแสดง
สรปุไวในตารางที ่1 และรปูที ่1

ผลจากการนำตัวออนที่แชแข็งในสารละลาย
วติรฟิเคชัน่แลว แลวนำไปเพาะเลีย้งในสารละลาย PBS +
20% FCS ในตอูบ 39 °C ใน 5% CO2 เพือ่ดอูตัราการ
เจรญิของตวัออน พบวา ตวัออนทีล่ะลายออกมาทัง้หมด
ไมมกีารเจรญิเตบิโตตอไปอกี เปนตวัออนทีเ่สือ่มสภาพ
ดงัแสดงไวในตารางที ่2 และรปูที ่2

วจิารณผล
ผลจากการใชฮอรโมน PMSG ในปริมาณ

2,500 iu/ตัว กระตุนการเจริญของรังไข พบวามีการ
ตอบสนองตอฮอรโมนต่ำ 33.33 % และไดจำนวน
ตวัออนคณุภาพดเีพยีง 3 ใบเทานัน้ และทีส่ำคญัพบวา
แมโคเกดิพยาธสิภาพทีร่งัไข เกดิ cystic ovary ซึง่มกีาร
ทดลองใชฮอรโมน PMSG กระตนุการเจรญิของรงัไขและ
พบปญหาการตกไขลมเหลวและเกดิ cystic ovary โดย
อธิบายวา ฮอรโมน PMSG จะไปกดการหลั่งฮอรโมน
FSH ของตวัแมโคเอง และฮอรโมน PMSG นีย้งัไปเพิม่
การหลัง่ฮอรโมน inhibin และ estradiol-17 โค จงึสง
ผลทำใหเกดิ cystic ovary ตามมาได (Kaneko et al.,
1992) (Gong et al., 1993)

สำหรบัระยะตวัออนทีใ่ชในการทำตวัออนแชแขง็
พบวา ระยะ blastocyst และ expanded blastocyst ไม
เหมาะสมตอกระบวนการแชแข็ง เนื่องจากผนัง zona
pellucida บาง และงายตอการซึมผานของสารปองกัน
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การเกิดผลึกน้ำแข็ง และเปราะแตกไดงายเมื่อนำไป
แชแข็ง ซึ่งสอดคลองกับการทดลองของ Van Der
Zwalmen et al. (1989) ทีไ่มประสบผลสำเรจ็ในการ
ทำตวัออนแชแขง็ระยะ blastocyst และระยะ expanded
blastocyst และยังแนะนำวา ควรทำตัวออนแชแข็งใน
ระยะ morula และ early blastocyst เทานัน้ (Valdez et al.,
1990; Saito et al., 1994) และทีส่ำคญั ระยะเวลาที่
ตัวออนอยูในสารละลาย VTF หากใชเวลานาน
เกินไป โอกาสที่ตัวออนจะตายเนื่องจากความเปนพิษ
ของสารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็มมีากขึน้ดวย ซึง่การ
ทดลองของ  Valdez et al.  (1990) แนะนำใหตวัออน
อยใูนสารละลายทีม่สีารปองกนัการเกดิผลกึน้ำแขง็เขมขน
ต่ำกอน (10% GLY + 20 % PG + 10 % FCS in
PBS ) นาน 5 นาทีแลวจึงนำตัวออนยายไปอยูใน
สารละลาย VTF และทำการแชแขง็ แมวาการทดลองนี้
ไมไดนำตัวออนไปอยูในสารละลายที่มีสารปองกันการ
เกดิผลกึน้ำแขง็เขมขนต่ำกอน แตระยะเวลาทีต่วัออนอยู
ในสารละลาย VTF เพยีง 30 วนิาท ีหรอืมากกวา 30
วนิาท ี(ในขณะทีต่วัออนอยใูนสารละลาย VTF ตวัออน
ลอยขึ้นมา ทำใหเสียเวลาหาตัวออนที่จะบรรจุลงใน
หลอด) แลวจงึนำตวัออนทีอ่ยใูนสารละลาย VTF จมุลง
ในไนโตรเจนเหลวทันที ทำใหตัวออนสัมผัสอยูกับสาร
ปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็งเปนเวลานาน และทำให
ตัวออนตายได และที่สำคัญ สารปองกันการเกิดผลึก
น้ำแข็งที่ใชในการทดลองนี้ ไดใช DMSO ที่มีความ
เขมขนสูง อาจมีผล ทำใหตัวออนตายได ซึ่งมีรายงาน
พบวาสาร DMSO นี้เปนพิษตอตัวออน นอกจากสาร
DMSO แลวยงัม ีpropanediol ทีเ่ปนพษิตอตวัออนดวย
จงึไมแนะนำมาใชในการทำตวัออนแชแขง็ (Santo et al.,
1994; Van Der Zwalmen et al., 1989) และยงัมี
การแนะนำใหใช glycerol และ propyleneglycol ในการ
ทำตัวออนแชแข็งซึ่งใหผลดี และไมเปนพิษตอตัวออน
ดวย (Liebo, 1989)

สำหรับตัวออนที่ไดมาจากการกระตุนดวย
ฮอรโมน PMSG เพยีง 3 ใบเทานัน้ ซึง่มจีำนวนนอย จงึ
ไมสามารถนำไปศึกษาเปรียบเทียบกับการแชแข็งตัว

ออนดวยสารละลายตวัอืน่ เชน glycerol ดงันัน้ในงาน
ศกึษาวจิยัครัง้นี ้การทำตวัออนแชแขง็ดวยวธิวีติรฟิเคชัน่
โดยใชสารปองกันการเกิดผลึกน้ำแข็ง DMSO ไม
สามารถทำใหตัวออนมีชีวิตรอดอยูได หลังจากละลาย
ตัวออนแชแข็งออกมาแลว
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ตารางที ่1  ผลจากการใชฮอรโมน PMSG 2,500 iu/ตวั กระตนุการเจรญิของรงัไข

 LO รงัไขซาย, RO รงัไขขวา

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  ผลจากการนำตวัออนทีล่ะลายแลวนำไปเพาะเลีย้งในสารละลาย PBS + 20% FCS ที ่39 °C
    in  CO2 gas

ระยะตัวออน จํานวน  % survival 
Blastocyst 2  0 (degeneated embryo) 
Expanded Blastocyst 1  0 (degeneated embryo) 
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รปูที ่1  ตวัออนระยะ mid blastocyst 2 ใบ และ expanded blastocyst 1 ใบ และ degenerated embryo 3 ใบ

รปูที ่2  degenerated embryos หลงัจากละลายตวัออนออกมาและเพาะเลีย้ง 24 ชัว่โมง


