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Abstract

        
  

ลกูโคนมเพศเมยีอาย ุ4-6 เดอืน จำนวน 10 ตวั ถกูกระตนุการเจรญิรงัไขดวยฮอรโมน follicular stimulating hormone (FSH)
ในปริมาณ 50 มิลลิกรัมตอตัว หลังจากฉีดฮอรโมนเข็มสุดทาย 24 ชั่วโมง ทำการผาเปดชองทอง จำนวนฟอลลิเคิลที่ได ขนาด 1-2,
3-4, 5-6 และ 7-8 มม. จำนวน 58, 62, 17 และ 6 ใบ ตามลำดบั และทำการเจาะฟอลลเิคลิดดูเกบ็ไขไดทัง้หมด 60 ใบ (34 cumulus
oocyte complexes, 3 partial cumulus oocyte, 2 expanded cumulus oocyte, 1 nuded cumulus oocyte และ 20 degenerated oocyte)
และนำไขคณุภาพดไีปเพาะเลีย้งในสารละลาย TCM-199, FSH 0.5 ไมโครกรมั/มลิลลิติร, LH 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร และ estradiol
-17-� 1 ไมโครกรมั/มลิลลิติร นาน 18-24 ชัว่โมง ในตอูบ 39 °ซ, CO2 5% ในอากาศ ไดตัวออนในระยะ 2, 4 และ 8 เซลล จำนวน
7, 7 และ 10 ใบ ตามลำดบั หลงัจากนัน้อกี 24 ชัว่โมงตอมา ตวัออนหยดุการเจรญิเตบิโตและเสือ่มสลายเสยีสภาพไป ผลจากการทดลอง
ครัง้นี ้แสดงใหเหน็วาโอโอไซทใชไขทีไ่ดจากลกูโคอาย ุ4-6 เดอืน ไมเหมาะสมสำหรบันำมาผลติตวัออนบลาสโตซสีท

คำสำคญั:   โอโอไซท  ลกูโค  การผลติตวัออน
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
ปจจัยที่เกี่ยวของตอผลสำเร็จของการปฏิสนธิ

นอกตวั (In Vitro Fertilization, IVF) พอแยกออกได
ดังนี้ แหลงที่มาของโอโอไซท คุณภาพโอโอไซท
สารอาหารในการเจรญิของโอโอไซท การปฏสินธนิอกตวั
และการเจริญของตัวออนหลังจากการปฏิสนธิ (Greve
et al., 1993, Gordon and Lu, 1990)
การเจริญของโอโอไซท

แหลงที่มาของโอโอไซท สวนมากแลวในการ
ศกึษาการปฏสินธนิอกตวัจะใช โอโอไซทจากรงัไขทีไ่ดมา
จากโรงฆาสตัวเนือ่งมาจากหางายราคาถกู และไมสนใจ
วาสายพันธุจะมีคุณภาพอยางไร การเก็บรังไขจาก
โรงฆาสตัวมานัน้ระยะเวลาในการเกบ็มาถงึหองทดลอง
และอุณหภูมิในการเก็บก็มีผลตอความสำเร็จในการ
ศกึษาดวย พบวาถาเกบ็ที ่37 °ซ หรอืที ่4 °ซ จะทำให
อตัราการปฏสินธลิดลงไปเมือ่เทยีบกบัการเกบ็รงัไขไวที่
25 °ซ นาน 8 ชัว่โมง (Yang et al., 1990) สำหรบัลกูโคที่
มีการทดลองโดยใชฮอรโมน ฟอลลิคูลาร สติมูเลติง
(Follicular Stimulating Hormone, FSH) ประมาณ
140 มลิลกิรมั และใหฮอรโมน ลทูไีนซงิ (Luteinizing
Hormone, LH) 4.5 มิลลิกรัม เขาทางเสนเลือดหลัง
จากนัน้อกี 60 ชัว่โมงหลงัจากเริม่ให FSH และทำการ
เจาะดูดโอโอไซทผานทางชองทองอีก 24-26 ชั่วโมง
ตอมา พบวาไดจำนวนโอโอไซทสูงถึง 23 ใบ (Irvin
et al., 1993)

ชนิดและอายุของโอโอไซท ไดมีรายงานวา
โอโอไซททีม่คีมูลูสั (cumulus) ลอมรอบ และ เนือ้ไข
(ooplasm) รูปรางสมบูรณไมแตกสลาย หรือรูปราง
ผดิปกตไิปจะใหผลดตีอการปฏสินธดิกีวาในกลมุทีไ่มมี
คูมูลัส และรูปรางไมสม่ำเสมอ (49% VS 16%)
(Mochizuki et al., 1991; Brackett and Zuelke,
1993; Looney et al., 1994)

สารอาหารทีใ่ชเพาะเลีย้งโอโอไซท ทีน่ยิมและได
ผลดเีปน TCM-199 ซึง่ม ี bicarbonate หรอื HEPES
เปนตวัปรบักรดดาง (Brackett  and Zuelke, 1993)

การปฏิสนธินอกตัว
การเตรียมน้ำเชื้อ ตัวอสุจิที่นำมาใชในการ

ปฏสินธนิอกตวัตองผานขบวนการ capacitation และเกดิ
ผลตอเนือ่งถึง acrosome reaction กอนการปฏสินธกิบั
โอโอไซท จะใชสารละลาย Tyrode’s (Parrish et al.,
1986) เปนการเลอืกตวัอสจุทิีเ่คลือ่นไหวโดยวธิ ีswim
up และนำตวัอสจุทิีไ่ดมาเตมิสารละลาย  heparin กอน
นำไปปฏสินธ ิ(Xu et al., 1987)

เพาะเลี้ยงโอโอไซทรวมกับตัวอสุจิ วิธีการที่ใช
จะเหมือนกับ Leibfriendge-Rutledge และคณะ
(1989) โดยใชสารละลาย IVF-TALP ทีม่ ีheparin อยู
มีความเขมขนของตัวอสุจิประมาณ  1x106/มิลลิลิตร
โดยเลีย้งรวมกบัโอโอไซทนาน 16-22 ชัว่โมง ที ่39 °ซ
ใน 5% CO2 ในอากาศ

การเจริญของตัวออน:
ตัวออนที่ไดหลังจากการปฏิสนธิแลวมักจะพบวา

หยุดการเจริญเติบโต (block stage) ซึ่งเปนไปไดอาจ
เนือ่งมาจากขนาดโครงสรางโมเลกลุของ m-RNA จากแม
หรือการเปลี่ยนแปลงยีนตัวออน (Techakumphu,
1992) ดงันัน้จงึไดมกีารใชวธิเีพาะเลีย้งรวมกบัเซลลอืน่
เชน Cumulus cells (Goto et al., 1988)

ดั งนั้ นในการทดลองครั้ งนี้ จะใชลูก โคนม
กอนวัยเจริญพันธุมาเปนแหลงผลิตโอโอไซท และนำ
โอโอไซททีไ่ดไปปฏสินธนิอกตวัและเพาะเลีย้งตวัออนให
เจรญิตอไป

อปุกรณและวธิกีารศกึษา
สัตวทดลอง
คดัเลอืกลกูโคนมเพศเมยีอาย ุ3 และ 5 เดอืน ทีรู่

ประวัติการคลอดจากพอและแมพันธุที่ใหปริมาณ
น้ำนมไมต่ำกวา 4,000 กิโลกรัมตอระยะการให
น้ำนมจำนวน 10 ตวั ทำการกระตนุรงัไขโดยใชฮอรโมน
FSH-P ในปรมิาณ 50 มลิลกิรมั ตอตวั แบง ฉดีเชาและ
เยน็เปนเวลา 4 วนั ตดิตอกัน ทำการวางยาสลบและผา
เปดชองทองอีก 24 ชั่วโมงหลังจากฉีดฮอรโมนเข็ม
สดุทาย นบัจำนวนฟอลลเิคลิ ทีเ่กดิขึน้และใชเขม็เบอร 20
เจาะดดูโอโอไซทจากฟอลลเิคลิ และเยบ็ปดชองทอง
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นบัจำนวนโอโอไซททีไ่ด แลวนำโอโอไซทมาลางใน
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 ในตอูบ
39 °ซ, CO2 5 % ในอากาศ

ปฏิสนธิกับน้ำเชื้อคุณภาพดี
เตรยีมน้ำเชือ้กอนการปฏสินธ ินำน้ำเชือ้แชแขง็มา

ละลายที ่37 °ซ นาน 30 วนิาท ีและนำน้ำเชือ้นีม้าแยก
เอาตัวอสุจิเคลื่อนที่โดยวิธี swimp-up ตามวิธีของ
Parrish et al. (1986) แยกตวัอสจุทิีไ่ดมาเตมิในสาร
ละลาย TALP ทีม่ ีheparin 10 ไมโครกรมั/มลิลลิติร เลีย้ง
โอโอไซทและตวัอสจุริวมกนัในสารละลาย IVF-TALP ที่
มี heparin โดยใชความเขมขนของตัวอสุจิประมาณ
1x106 ตวั/มลิลลิติร ในตอูบ CO2 5 %, 39 °ซ นาน
16-22 ชัว่โมง

เพาะเลี้ยงตัวออน หลังจากที่ปฏิสนธิแลวจะนำ
zygotes ทีไ่ดมาเลีย้งรวมกบัเยือ่บทุอนำไข (BOEC)ใน
สารละลาย TCM-199 +20 % CS เลี้ยงจนถึงระยะ
มอรูลาเพื่อรอการนำไปทำตัวออนแชแข็ง

ผลการศกึษา
จากการใชฮอรโมน FSH ปรมิาณ 50 มลิลกิรมั

ตอตวั โดยแบงฉดีตดิตอกนันาน 4 วนั พบวารงัไขของ
ลูกโคตอบสนองตอฮอรโมน โดยมีฟอลลิเคิลขนาด
1-2 มม., 3-4 มม, 5-6 มม, 7-8 มม, 9-10 มม
และมากกวา 10 มม. จำนวน 58 ใบ, 62 ใบ, 17 ใบ,
6 ใบ, 0 ใบ และ 0 ใบ ตามลำดบั และจำนวนโอโอไซท
ที่เก็บได โดยวิธีการเจาะดูดทั้งหมด 60 ใบ เปนชนิด
โอโอไซทคณุภาพด ี(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 ดงัแสดงไวในตารางที ่1 และ
ลกัษณะโอโอไซทคณุภาพด ี (COC), Partial cumulus

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

ผลจากการนำโอโอไซทคุณภาพดี (COC)
ไปเพาะเลีย้งและปฏสินธนิอกตวั จำนวน 34 ใบ พบวา
มกีารปฏสินธแิละแบงตวัตอไปถงึระยะ 2 เซลล จำนวน
7 ใบ, ระยะ 4 เซลล 7 ใบ และ ระยะ 8 เซลล 10 ใบ
หลังจากนั้นตัวออนหยุดการเจริญเติบโตและตายหมด
ลกัษณะตวัออนระยะ 2, 4 และ 8 เซลล แสดงไวในรปูที่
3, 4 และ 5 ตามลำดบั สำหรบัโอโอไซททีไ่มไดรบัการ
ปฏสินธแิสดงไวในรปูที ่6

วจิารณผลการศกึษา
จากการทดลองใชลกูโคกอนวยัเจรญิพนัธ ุกระตนุ

การเจรญิของรงัไขดวยฮอรโมน FSH 50 มก./ตวั พบวา
ลกูโคตอบสนองตอฮอรโมนด ีแตวาขนาดของฟอลลเิคลิ
ทีไ่ดมขีนาดเลก็ (1-2 มลิลเิมตร) จำนวนมาก 40.55
% ซึง่ขนาดของฟอลลเิคลิมคีวามสมัพนัธในเชงิบวกโดย
ตรงกับคุณภาพของโอโอไซท ทำใหโอโอไซทที่ไดจึงมี
คณุภาพต่ำ (Blondin and Sirard, 1995; Motlik and
Fulka, 1986; Crozet, 1989; Levesque and Sirard,
1994) และหลงัจากนำมาเพาะเลีย้ง และปฏสินธกิบัไข
พบวามีการเจริญเติบโตตอไปถึงระยะ 8 เซลลนอย
(30.3%) และหลงัจากนัน้ตวัออนหยดุการเจรญิเตบิโต
และตายหมด ซึง่สอดคลองกบังานทัว่ไปทีพ่บวา โอโอไซท
ของลกูโคกอนวยัเจรญิพนัธนุำมาปฏสินธนิอกตวัมีอัตรา
การรอดต่ำ เปนผลมาจากโอโอไซทที่ไดจากลูกโค
กอนวัยเจริญพันธุนั้นมีการเจริญเติบโตที่ยังไมสมบูรณ
กลาวคอื ปรมิาณฮอรโมน estradiol และ LH ในของ
เหลวของฟอลลเิคลิ ของลกูโคกอนวยัเจรญิพนัธมุปีรมิาณ
นอยกวาฟอลลเิคลิของแมโค จงึมผีลทำใหโอโอไซทเจริญ
ตอไปไมดเีทาทีค่วร (Marchal et al., 2001) และอาจ
มีผลจากปริมาณโปรตีนที่พบในโอโอไซทของลูกโค
กอนวยัเจรญิพนัธแุตกตางจากโอโอไซทของแมโค และ
มผีลตอการเจรญิเตบิโตและปฏสินธดิวย (Levesque and
Sirard, 1994; Palma et al., 2001)
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จากการทดลองนี้ที่ใชโอโอไซทลูกโคกอนวัย
เจริญพันธุนำมาปฏิสนธินอกตัวเพื่อผลิตตัวออน
ไมสามารถผลติตวัออนโคได ดงันัน้ในการผลติตวัออน
นอกตัว ควรใชโอโอไซทจากแมโคหรือโคสาวที่ถึงวัย
เจริญพันธุแลว จะใหผลดีกวาโอโอไซทที่ไดจากลูกโค
กอนวยัเจรญิพนัธุ

กติตกิรรมประกาศ
คณะผูวิจัยขอขอบคุณ มหาวิทยาลัยขอนแกน

ที่สนับสนุนทุนการวิจัยครั้งนี้ และบริษัท ฟารม ดี เจ
จำกัด จังหวัดสระแกว ที่สนับสนุนใหลูกโคนมในการ
ทดลอง และผูที่เกี่ยวของทุกทานที่ทำใหการวิจัยครั้งนี้
สำเรจ็ลลุวงไดดี
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ตารางที ่1   ผลการทดลอง จากการใชฮอรโมน FSH กระตนุการเจรญิรงัไขของลกูโค

    

( ) 

    

 ( )  

 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 โอโอไซททีเ่จาะดดูจากฟอลลเิคลิกอนเพาะเลีย้ง (โอโอไซทคณุภาพด ี(COC) และ Nude cumulus oocyte, Nude)

รปูที ่ 2 โอโอไซทหลงัจากทีเ่พาะเลีย้งในสารละลายนาน 24 ชัว่โมง (Expanded cumulus oocyte)
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รปูที ่3  ตวัออนระยะ 2 เซลล

รปูที ่4  ตวัออนระยะ 4 เซลล
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รปูที ่5  ตวัออนระยะ 8 เซลล

รปูที ่6  โอโอไซททีไ่มไดรบัการปฏสินธิ


