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Abstract

        
  

ลกูโคนมเพศเมยีอาย ุ4-6 เดอืน จำนวน 10 ตวั ถกูกระตนุการเจรญิรงัไขดวยฮอรโมน follicular stimulating hormone (FSH)
ในปริมาณ 50 มิลลิกรัมตอตัว หลังจากฉีดฮอรโมนเข็มสุดทาย 24 ชั่วโมง ทำการผาเปดชองทอง จำนวนฟอลลิเคิลที่ได ขนาด 1-2,
3-4, 5-6 และ 7-8 มม. จำนวน 58, 62, 17 และ 6 ใบ ตามลำดบั และทำการเจาะฟอลลเิคลิดดูเกบ็ไขไดทัง้หมด 60 ใบ (34 cumulus
oocyte complexes, 3 partial cumulus oocyte, 2 expanded cumulus oocyte, 1 nuded cumulus oocyte และ 20 degenerated oocyte)
และนำไขคณุภาพดไีปเพาะเลีย้งในสารละลาย TCM-199, FSH 0.5 ไมโครกรมั/มลิลลิติร, LH 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และ estradiol
-17-� 1 ไมโครกรมั/มลิลลิติร นาน 18-24 ชัว่โมง ในตอูบ 39 °ซ, CO2 5% ในอากาศ ไดตัวออนในระยะ 2, 4 และ 8 เซลล จำนวน
7, 7 และ 10 ใบ ตามลำดบั หลงัจากนัน้อกี 24 ชัว่โมงตอมา ตวัออนหยดุการเจรญิเตบิโตและเสือ่มสลายเสยีสภาพไป ผลจากการทดลอง
ครัง้นี ้แสดงใหเหน็วาโอโอไซทใชไขทีไ่ดจากลกูโคอาย ุ4-6 เดอืน ไมเหมาะสมสำหรบันำมาผลติตวัออนบลาสโตซสีท

คำสำคญั:   โอโอไซท  ลกูโค  การผลติตวัออน
Keywords:   oocyte, calf, embryo production

This experiment was carried out to explore the possibility of utilizing prepubertal calf oocytes as a source to produce
bovine blastocysts in vitro. Ten female calves (age 4-6 months old) received follicle stimulating hormone (FSH) at the dose of
50 mg/calf. At 24 h after the last FSH injection, laparotomy was performed to collect immature oocytes from ovarian follicles.
The total number of follicles identified with diameter of 1-2 mm, 3-4 mm, 5-6 mm, and 7-8 mm were 58, 62, 17 and 6
respectively. Follicular aspiration was conducted to collect the immature oocytes. A total of 60 oocytes was recovered and
classified as 34 complete cumulus oocyte complexes, 3 incomplete cumulus oocyte complexes, 3 oocytes with cumulus expansion,
1 nuded oocyte and 20 degenerated oocytes. Only good quality oocytes were selected for further culture to complete the maturation
process. For in vitro maturation, oocytes were cultured in TCM-199 medium supplemented with FSH 0.5 ug/ml, LH 10 ug/ml
and estradiol 17-� 1 ug/ml under 5% CO2 in air at 39 °C for 18-24 h. After in vitro fertilization, the numbers of embryos that
developed to the 2 - cell stage, 4 - cell stage, and 8 - cell stage were 7, 7 and 10 respectively. None of these embryos were
able to develop beyond the 16 cell stage. The results of this study show that, under our conditions, oocytes recovered from
prepubertal calves (4-6 month old) were not suitable for producing bovine blastocyst in vitro.
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บทนำ
ปจจัยที่เกี่ยวของตอผลสำเร็จของการปฏิสนธิ

นอกตวั (In Vitro Fertilization, IVF) พอแยกออกได
ดังนี้ แหลงที่มาของโอโอไซท คุณภาพโอโอไซท
สารอาหารในการเจรญิของโอโอไซท การปฏสินธนิอกตวั
และการเจริญของตัวออนหลังจากการปฏิสนธิ (Greve
et al., 1993, Gordon and Lu, 1990)
การเจริญของโอโอไซท

แหลงที่มาของโอโอไซท สวนมากแลวในการ
ศกึษาการปฏสินธนิอกตวัจะใช โอโอไซทจากรงัไขทีไ่ดมา
จากโรงฆาสตัวเนือ่งมาจากหางายราคาถกู และไมสนใจ
วาสายพันธุจะมีคุณภาพอยางไร การเก็บรังไขจาก
โรงฆาสตัวมานัน้ระยะเวลาในการเกบ็มาถงึหองทดลอง
และอุณหภูมิในการเก็บก็มีผลตอความสำเร็จในการ
ศกึษาดวย พบวาถาเกบ็ที ่37 °ซ หรอืที ่4 °ซ จะทำให
อตัราการปฏสินธลิดลงไปเมือ่เทยีบกบัการเกบ็รงัไขไวที่
25 °ซ นาน 8 ชัว่โมง (Yang et al., 1990) สำหรบัลกูโคที่
มีการทดลองโดยใชฮอรโมน ฟอลลิคูลาร สติมูเลติง
(Follicular Stimulating Hormone, FSH) ประมาณ
140 มลิลกิรมั และใหฮอรโมน ลทูไีนซงิ (Luteinizing
Hormone, LH) 4.5 มิลลิกรัม เขาทางเสนเลือดหลัง
จากนัน้อกี 60 ชัว่โมงหลงัจากเริม่ให FSH และทำการ
เจาะดูดโอโอไซทผานทางชองทองอีก 24-26 ชั่วโมง
ตอมา พบวาไดจำนวนโอโอไซทสูงถึง 23 ใบ (Irvin
et al., 1993)

ชนิดและอายุของโอโอไซท ไดมีรายงานวา
โอโอไซททีม่คีมูลูสั (cumulus) ลอมรอบ และ เนือ้ไข
(ooplasm) รูปรางสมบูรณไมแตกสลาย หรือรูปราง
ผดิปกตไิปจะใหผลดตีอการปฏสินธดิกีวาในกลมุทีไ่มมี
คูมูลัส และรูปรางไมสม่ำเสมอ (49% VS 16%)
(Mochizuki et al., 1991; Brackett and Zuelke,
1993; Looney et al., 1994)

สารอาหารทีใ่ชเพาะเลีย้งโอโอไซท ทีน่ยิมและได
ผลดเีปน TCM-199 ซึง่ม ี bicarbonate หรอื HEPES
เปนตวัปรบักรดดาง (Brackett  and Zuelke, 1993)

การปฏิสนธินอกตัว
การเตรียมน้ำเชื้อ ตัวอสุจิที่นำมาใชในการ

ปฏสินธนิอกตวัตองผานขบวนการ capacitation และเกดิ
ผลตอเนือ่งถึง acrosome reaction กอนการปฏสินธกิบั
โอโอไซท จะใชสารละลาย Tyrode’s (Parrish et al.,
1986) เปนการเลอืกตวัอสจุทิีเ่คลือ่นไหวโดยวธิ ีswim
up และนำตวัอสจุทิีไ่ดมาเตมิสารละลาย  heparin กอน
นำไปปฏสินธ ิ(Xu et al., 1987)

เพาะเลี้ยงโอโอไซทรวมกับตัวอสุจิ วิธีการที่ใช
จะเหมือนกับ Leibfriendge-Rutledge และคณะ
(1989) โดยใชสารละลาย IVF-TALP ทีม่ ีheparin อยู
มีความเขมขนของตัวอสุจิประมาณ  1x106/มิลลิลิตร
โดยเลีย้งรวมกบัโอโอไซทนาน 16-22 ชัว่โมง ที ่39 °ซ
ใน 5% CO2 ในอากาศ

การเจริญของตัวออน:
ตัวออนที่ไดหลังจากการปฏิสนธิแลวมักจะพบวา

หยุดการเจริญเติบโต (block stage) ซึ่งเปนไปไดอาจ
เนือ่งมาจากขนาดโครงสรางโมเลกลุของ m-RNA จากแม
หรือการเปลี่ยนแปลงยีนตัวออน (Techakumphu,
1992) ดงันัน้จงึไดมกีารใชวธิเีพาะเลีย้งรวมกบัเซลลอืน่
เชน Cumulus cells (Goto et al., 1988)

ดั งนั้ นในการทดลองครั้ งนี้ จะใชลูก โคนม
กอนวัยเจริญพันธุมาเปนแหลงผลิตโอโอไซท และนำ
โอโอไซททีไ่ดไปปฏสินธนิอกตวัและเพาะเลีย้งตวัออนให
เจรญิตอไป

อปุกรณและวธิกีารศกึษา
สัตวทดลอง
คดัเลอืกลกูโคนมเพศเมยีอาย ุ3 และ 5 เดอืน ทีร่ู

ประวัติการคลอดจากพอและแมพันธุที่ใหปริมาณ
น้ำนมไมต่ำกวา 4,000 กิโลกรัมตอระยะการให
น้ำนมจำนวน 10 ตวั ทำการกระตนุรงัไขโดยใชฮอรโมน
FSH-P ในปรมิาณ 50 มลิลกิรมั ตอตวั แบง ฉดีเชาและ
เยน็เปนเวลา 4 วนั ตดิตอกัน ทำการวางยาสลบและผา
เปดชองทองอีก 24 ชั่วโมงหลังจากฉีดฮอรโมนเข็ม
สดุทาย นบัจำนวนฟอลลเิคลิ ทีเ่กดิขึน้และใชเขม็เบอร 20
เจาะดดูโอโอไซทจากฟอลลเิคลิ และเยบ็ปดชองทอง
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นบัจำนวนโอโอไซททีไ่ด แลวนำโอโอไซทมาลางใน
สารละลาย TCM-199 3-4 ครัง้ และประเมนิคณุภาพ
ของโอโอไซท และนำมาเพาะเลีย้งในสารละลาย TCM-
199, FSH 0.5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, LH 10
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ estradiol-17-�
1 ไมโครกรมั/มลิลลิติร นาน 18-24 ชัว่โมง ในตอูบ
39 °ซ, CO2 5 % ในอากาศ

ปฏิสนธิกับน้ำเชื้อคุณภาพดี
เตรยีมน้ำเชือ้กอนการปฏสินธ ินำน้ำเชือ้แชแขง็มา

ละลายที ่37 °ซ นาน 30 วนิาท ีและนำน้ำเชือ้นีม้าแยก
เอาตัวอสุจิเคลื่อนที่โดยวิธี swimp-up ตามวิธีของ
Parrish et al. (1986) แยกตวัอสจุทิีไ่ดมาเตมิในสาร
ละลาย TALP ทีม่ ีheparin 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เลีย้ง
โอโอไซทและตวัอสจุริวมกนัในสารละลาย IVF-TALP ที่
มี heparin โดยใชความเขมขนของตัวอสุจิประมาณ
1x106 ตวั/มลิลลิติร ในตอูบ CO2 5 %, 39 °ซ นาน
16-22 ชัว่โมง

เพาะเลี้ยงตัวออน หลังจากที่ปฏิสนธิแลวจะนำ
zygotes ทีไ่ดมาเลีย้งรวมกบัเยือ่บทุอนำไข (BOEC)ใน
สารละลาย TCM-199 +20 % CS เลี้ยงจนถึงระยะ
มอรูลาเพื่อรอการนำไปทำตัวออนแชแข็ง

ผลการศกึษา
จากการใชฮอรโมน FSH ปรมิาณ 50 มลิลกิรมั

ตอตวั โดยแบงฉดีตดิตอกนันาน 4 วนั พบวารงัไขของ
ลูกโคตอบสนองตอฮอรโมน โดยมีฟอลลิเคิลขนาด
1-2 มม., 3-4 มม, 5-6 มม, 7-8 มม, 9-10 มม
และมากกวา 10 มม. จำนวน 58 ใบ, 62 ใบ, 17 ใบ,
6 ใบ, 0 ใบ และ 0 ใบ ตามลำดบั และจำนวนโอโอไซท
ที่เก็บได โดยวิธีการเจาะดูดทั้งหมด 60 ใบ เปนชนิด
โอโอไซทคณุภาพด ี(cumulus oocyte complex, COC)
21 ใบ, Partial cumulus oocyte (partial) 3 ใบ, Expanded
cumulus oocyte (expand) 2 ใบ, Nude cumulus
oocyte (nude) 1 ใบ และ Degenerated cumulus
oocyte (degen) 20 ใบ ดงัแสดงไวในตารางที ่1 และ
ลกัษณะโอโอไซทคณุภาพด ี (COC), Partial cumulus

oocyte และ Nude cumulus oocyte รปูที ่1 และลกัษณะ
โอโอไซท Expanded cumulus oocyte หลงัจากเพาะเลีย้ง
นาน 24 ชัว่โมง แสดงในรปูที ่2

ผลจากการนำโอโอไซทคุณภาพดี (COC)
ไปเพาะเลีย้งและปฏสินธนิอกตวั จำนวน 34 ใบ พบวา
มกีารปฏสินธแิละแบงตวัตอไปถงึระยะ 2 เซลล จำนวน
7 ใบ, ระยะ 4 เซลล 7 ใบ และ ระยะ 8 เซลล 10 ใบ
หลังจากนั้นตัวออนหยุดการเจริญเติบโตและตายหมด
ลกัษณะตวัออนระยะ 2, 4 และ 8 เซลล แสดงไวในรปูที่
3, 4 และ 5 ตามลำดบั สำหรบัโอโอไซททีไ่มไดรบัการ
ปฏสินธแิสดงไวในรปูที ่6

วจิารณผลการศกึษา
จากการทดลองใชลกูโคกอนวยัเจรญิพนัธ ุกระตนุ

การเจรญิของรงัไขดวยฮอรโมน FSH 50 มก./ตวั พบวา
ลกูโคตอบสนองตอฮอรโมนด ีแตวาขนาดของฟอลลเิคลิ
ทีไ่ดมขีนาดเลก็ (1-2 มลิลเิมตร) จำนวนมาก 40.55
% ซึง่ขนาดของฟอลลเิคลิมคีวามสมัพนัธในเชงิบวกโดย
ตรงกับคุณภาพของโอโอไซท ทำใหโอโอไซทที่ไดจึงมี
คณุภาพต่ำ (Blondin and Sirard, 1995; Motlik and
Fulka, 1986; Crozet, 1989; Levesque and Sirard,
1994) และหลงัจากนำมาเพาะเลีย้ง และปฏสินธกิบัไข
พบวามีการเจริญเติบโตตอไปถึงระยะ 8 เซลลนอย
(30.3%) และหลงัจากนัน้ตวัออนหยดุการเจรญิเตบิโต
และตายหมด ซึง่สอดคลองกบังานทัว่ไปทีพ่บวา โอโอไซท
ของลกูโคกอนวยัเจรญิพนัธนุำมาปฏสินธนิอกตวัมีอัตรา
การรอดต่ำ เปนผลมาจากโอโอไซทที่ไดจากลูกโค
กอนวัยเจริญพันธุนั้นมีการเจริญเติบโตที่ยังไมสมบูรณ
กลาวคอื ปรมิาณฮอรโมน estradiol และ LH ในของ
เหลวของฟอลลเิคลิ ของลกูโคกอนวยัเจรญิพนัธมุปีรมิาณ
นอยกวาฟอลลเิคลิของแมโค จงึมผีลทำใหโอโอไซทเจริญ
ตอไปไมดเีทาทีค่วร (Marchal et al., 2001) และอาจ
มีผลจากปริมาณโปรตีนที่พบในโอโอไซทของลูกโค
กอนวยัเจรญิพนัธแุตกตางจากโอโอไซทของแมโค และ
มผีลตอการเจรญิเตบิโตและปฏสินธดิวย (Levesque and
Sirard, 1994; Palma et al., 2001)
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จากการทดลองนี้ที่ใชโอโอไซทลูกโคกอนวัย
เจริญพันธุนำมาปฏิสนธินอกตัวเพื่อผลิตตัวออน
ไมสามารถผลติตวัออนโคได ดงันัน้ในการผลติตวัออน
นอกตัว ควรใชโอโอไซทจากแมโคหรือโคสาวที่ถึงวัย
เจริญพันธุแลว จะใหผลดีกวาโอโอไซทที่ไดจากลูกโค
กอนวยัเจรญิพนัธุ

กติตกิรรมประกาศ
คณะผูวิจัยขอขอบคุณ มหาวิทยาลัยขอนแกน

ที่สนับสนุนทุนการวิจัยครั้งนี้ และบริษัท ฟารม ดี เจ
จำกัด จังหวัดสระแกว ที่สนับสนุนใหลูกโคนมในการ
ทดลอง และผูที่เกี่ยวของทุกทานที่ทำใหการวิจัยครั้งนี้
สำเรจ็ลลุวงไดดี
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ตารางที ่1   ผลการทดลอง จากการใชฮอรโมน FSH กระตนุการเจรญิรงัไขของลกูโค

    

( ) 

    

 ( )  

 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 >10 1-2 3-4 5-6 7-8 9-10 >10 

 

 
 

C4132 2 2 - - - - 5 - - - - - 0 - 

C1460 1 2 2 - - - 1 1 1 2 - - 4 COC 3, Degen 1 

C1463 1 1 2 1 - - - 3 2 1 - - 6 

COC 3, Partial 2, 

Degen 1 

C1464 5 7 1 - - - 3 3 - 1 - - 7 COC 3, Partial 1, 

Degen 3 

C1508 - 5 1 - - - 5 2 1 - - - 7 COC 5, Nude 1, 

Degen 1 

C1509 1 5 1 - - - 2 1 - - - - 4 Degen 4 

C1507 3 3 1 1 - - 2 3 - - - - 8 COC 5, Degen 3 

C1511 3 - 1 - - - - 2 1 - - - 4 COC 1 degen 3 

C1512 10 8 - - - - 9 14 1 - - - 17 COC 13, Expand 

2, Degen 2 

C1506 2 - 1 - - - 3 - 1 - - - 3 COC 1, Degen 2 

Total 28 33 10 2 0 0 30 29 7 4 0 0 60 

COC 34, Partial 3,  

Exapnd 2, Nude 1, 

Degen 20 
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รปูที ่ 1 โอโอไซททีเ่จาะดดูจากฟอลลเิคลิกอนเพาะเลีย้ง (โอโอไซทคณุภาพด ี(COC) และ Nude cumulus oocyte, Nude)

รปูที ่ 2 โอโอไซทหลงัจากทีเ่พาะเลีย้งในสารละลายนาน 24 ชัว่โมง (Expanded cumulus oocyte)
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รปูที ่3  ตวัออนระยะ 2 เซลล

รปูที ่4  ตวัออนระยะ 4 เซลล
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รปูที ่5  ตวัออนระยะ 8 เซลล

รปูที ่6  โอโอไซททีไ่มไดรบัการปฏสินธิ


