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โอไซต์เอง ไดแ้ก่ ขนาด และคุณภาพของโอโอไซต ์และปัจจยัที�เกิดจากการเพาะเลี� ยง ไดแ้ก่ ชนิด
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พฒันาเทคโนโลยดีา้นการเจริญพนัธ์ุในสุนขั เช่นการปฏิสนธินอกร่างกาย หรือการโคลนนิ�ง โดยได้
ทําการศึกษาเปรียบเทียบชนิดของนํ� ายาเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ ผลของสารต้านอนุมูลอิสระ
(Antioxidant) และ การกระตุน้การเจริญของโอโอไซต ์(Activation) รวมทั�งการปฏิสนธิเเละพฒันา
ของตวัอ่อนภายนอกร่างกาย (In vitro fertilization and in vitro development)  

 
 
 
 



วตัถุประสงค์ 

 
เพื�อเปรียบเทียบชนิดของนํ� ายาเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ ผลของสารต้านอนุมูลอิสระ

(antioxidant) และ สารที�ใช้ในการกระตุน้การเจริญของโอโอไซต์ (activating agent) ต่อการเจริญ
ของโอโอไซต์ การปฏิสนธิเเละพฒันาของตวัอ่อนภายนอกร่างกาย (In vitro fertilization and In 
vitro development) ทั�งนี� เพื�อเป็นพื�นฐานของการพฒันาเทคโนโลยีด้านการเจริญพนัธ์ุของสุนัข
ต่อไป  
 



การตรวจเอกสาร 
 

ระบบสืบพนัธ์ุในสุนัขเพศเมยี (Reproductive System in Female Dogs) 

 
กายวภิาคของระบบสืบพนัธ์ุในสุนขัเพศเมีย (ภาพที�1) คลา้ยกบัสัตวเ์ลี� ยงลูกดว้ยนมชนิดอื�น 

คือ มีรังไข่ 2 ขา้ง รูปร่างเป็นรูปไข่ ขนาดยาวประมาณ 2 เซนติเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลางประมาณ 1.5 
เซนติเมตร และขนาดอาจเปลี�ยนแปลงไปตามพนัธ์ุขึ�นกบัวา่เป็นสุนขัพนัธ์ุเล็ก หรือพนัธ์ุใหญ่ 
 
 

 
 

ภาพที� 1  แสดงลกัษณะกายวภิาคระบบสืบพนัธ์ุสุนขัเพศเมีย 
ที�มา:  \http://www.vetmed.wsu.edu/ClientED/anatomy/dog_ug.aspx#female 
 

วยัเจริญพนัธ์ุของสุนขัเพศเมียโดยปกติอยู่ที�อายุประมาณ 7-12 เดือน ระยะเร็วที�สุดประมาณ 6 
เดือน และช้าที�สุดประมาณ 24 เดือน การแสดงอาการเป็นสัดจะเร็วหรือช้าขึ�นอยู่กบันํ� าหนกัของ
สุนขั โดยนํ�าหนกัสุนขัมากพอในช่วงอายุที�เหมาะสมกบัสายพนัธ์ุก็จะเป็นสัดเร็ว โดยสุนขัพนัธ์ุเล็ก
จะแสดงอาการเป็นสัดครั� งแรกเร็วกวา่สุนขัพนัธ์ุใหญ่ โดยเฉลี�ยสุนขัจะแสดงอาการเป็นสัดปีละ1-2 
ครั� ง ไม่ขึ�นอยูก่บัฤดูกาล และมีช่วงห่างของแต่ละวงรอบการเป็นสัดนานประมาณ 5-12 เดือน 



 

4

การแสดงอาการเป็นสัด (Estrus cycle) 

 
ในสุนขัจะแสดงอาการเป็นสัด 4 ระยะ คือ 

 
1. ระยะที� 1 ระยะก่อนยอมรับการผสม (Proestrus) 

 
เป็นระยะที�สุนัขเริ�มแสดงอาการเป็นสัด อวยัวะเพศบวมขยายใหญ่ มีเลือดออกจากช่อง

คลอดสีแดงสด ซึ� งออกมาจากเยื�อบุผนังมดลูกที�มีการเจริญหนาตวัขึ�นอย่างรวดเร็ว เนื�องมาจาก
อิทธิพลของฮอร์โมนเอสโตรเจนจากฟอลลิเคิลที�รังไข่ โดยระยะนี� สุนขัเพศเมียจะมีกลิ�นที�จะดึงดูด
สุนขัเพศผูใ้หม้าสนใจแต่ยงัไม่ยอมใหต้วัผูเ้ขา้มาใกลห้รือผสมได ้มีระยะเวลาเฉลี�ยประมาณ 9 วนั 

 
2. ระยะที� 2  ระยะที�ยอมรับการผสม (Estrus) 

 
เป็นระยะที�มีการตกไข่โดยสุนขัเพศเมียเริ�มให้สุนัขเพศผูเ้ขา้มาผสมโดยระยะตกไข่ยาว

ประมาณ 12-72 ชั�วโมง และการตกไข่เกิดขึ�นที�ประมาณ 1-3 วนั หลงัจากยอมรับการผสมครั� งแรก
จากตวัผู ้โดยเฉลี�ยมกัจะตกไข่ประมาณวนัที�12 ของการเป็นสัด นบัจากวนัแรกที�สุนขัมีเลือดสีแดง
ออกจากช่องคลอด วนัที�เหมาะสมในการผสม คือ วนัที� 14 ของการเป็นสัด (2 วนั ภายหลงัการตก
ไข่) โดยเฉลี�ยจะตกไข่ครั� งละประมาณ 4-6 ใบ ระยะนี� จะนานประมาณ 9 วนั และสุนขัจะตั�งทอ้ง
ประมาณ 63±1 วนั นบัจากวนัตกไข่ 

 
3. ระยะที� 3  ระยะหลงัยอมรับการผสม (Diestrus) 

 
ระยะนี� มีระยะเวลาประมาณ 2 เดือน เริ�มหลงัการตกไข่ 6 วนั เป็นระยะที�สุนัขจะมีระดบั

ฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (Progesterone) สูง ไม่ว่าจะได้รับการผสมหรือไม่ก็ตาม โดยปริมาณ
ฮอร์โมนอาจขึ�นอยูก่บัจาํนวน corpus luteum ในรังไข่ สุนขัที�ตั�งทอ้งจะคลอดในช่วงทา้ยของระยะนี�  

 
4. ระยะที� 4  ระยะพกัของระบบสืบพนัธ์ุ (Anestrus) 

 
ระยะนี� ระบบสืบพนัธ์ุของสุนขัเพศเมียจะไม่ทาํงาน และไม่พบอิทธิพลของฮอร์โมนของ

ระบบสืบพนัธ์ุมาเกี�ยวขอ้ง มีระยะเวลาประมาณ 4-5 เดือน 
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ช่วงอายุที�สุนขัเพศเมียมีความสมบูรณ์พนัธ์ุสูงสุดทางระบบสืบพนัธ์ุ คือ อายุไม่เกิน 4-5 ปี
โดยเมื�อสุนขัมีอายุมากขึ�นจะพบระยะห่างของวงรอบการเป็นสัดยาวนานขึ�น เมื�ออายุมากกว่า 8 ปี 
จะพบวา่มีอตัราการผสมติดที�ต ํ�า จาํนวนลูกต่อครอกนอ้ย และพบลูกแรกคลอดตายสูงขึ�น (เกษกนก, 
2548) 

การพฒันาของโอโอไซต์  

 
การแบ่งเซลลแ์บบไมโอซีสของโอโอไซตใ์นสัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนม จะเกิดขึ�นในช่วงที�ยงัเป็น

ฟีตสั และจะหยดุการแบ่งเซลลค์รั� งแรกภายหลงัคลอดที�ระยะโปรเฟสวนั เรียกวา่ first meiotic arrest 
หรือ ระยะพกัตวัที� 1 หลงัจากนั�นจะเริ�มมีการแบ่งเซลล์อีกครั� งก่อนหน้าที�มีการตกไข่ โดยอาศยั
อิทธิพลของฮอร์โมนโกนาโดโทรปิน และเมื�อโอโอไซตเ์จริญถึงระยะเมทาเฟสทูและเกิดการตกไข่ 
โอโอไซตจ์ะเขา้สู่ระยะหยดุการแบ่งเซลลค์รั� งที�สอง เรียกวา่ second meiotic arrest 

 

           
 
ภาพที� 2  แสดงความเปลี�ยนแปลงของโครโมโซมภายในโอโอไซตข์ณะที�มีการแบ่งเซลลแ์บบ       

 ไมโอซีส (Tsafriri and Pomerantz, 1986) 
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จากภาพที� 2 แสดงกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส เริ�มจาก prophase (1-4) ซึ� งเกิด
ในช่วงก่อนคลอด ประกอบดว้ย ระยะ leptotene (1), zygotene (2), pachytene (3) และ diplotene (4) 
โดยจะหยุดการแบ่งเซลล์ครั� งแรกที�ระยะ dictyate stage (5) จะพบลกัษณะนิวเคลียสของโอโอไซต์
จะมีขนาดใหญ่เรียกวา่ germinal vesicle และช่วงหลงัคลอดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสจะ
เกิดขึ�นหลงัจากไดรั้บอิทธิพลของฮอร์โมนโกนาโดโทรปินจากไฮโปทาลามสั ซึ� งมีผลกระตุน้ให้
ต่อมใตส้มองส่วนหนา้มีการหลั�งลูทีอิไนซิ�งฮอร์โมนเพิ�มมากขึ�น จนเกิด LH surge ทาํให้โอโอไซต์
มีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสต่อเขา้สู่ระยะ diakinesis (7), Metaphase I (8), anaphase I (9), 
telophase I (10) และจะหยุดการแบ่งเซลล์อีกครั� งที�ระยะ metaphase II (11) ซึ� งเมื�อมีการตกไข่ 
(ovulation) และมีตวัอสุจิมาเขา้มาผสม จะมีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสครั� งที�สองต่อ และเกิด 
pronuclei (12-14) 
 

โอโอไซตข์องสุนขัแตกต่างจากสัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนมอื�นๆ โดยโอโอไซตที์�เกิดจากการตกไข่ 
เป็น Primary oocyte ซึ� งการตกไข่เกิดที�ประมาณ 24-72 ชั�วโมงภายหลงั LH Peak ตามธรรมชาติ  
Primary oocyte ใชเ้วลาประมาณ 48-72 ชั�วโมง ในการเจริญเป็น Secondary oocyte ซึ� งเป็นระยะที�
พร้อมจะผสมกับตวัอสุจิ ซึ� งนานกว่าสัตว์เลี� ยงลูกด้วยนมชนิดอื�นถึง 12-36 ชั�วโมง ส่วนในการ
ปฏิสนธิภายนอกร่างกายสุนขั โอโอไซตที์�เก็บไดจ้ากรังไข่จะเป็นชนิดที�ยงัไม่พร้อมปฏิสนธิ ซึ� งเป็น
Primary oocyte โดยโอโอไซตเ์หล่านี�ตอ้งใชเ้วลาการเพาะเลี�ยงนาน 48-72 ชั�วโมงในการเกิดสภาวะ
พร้อมปฏิสนธิ (In vitro maturation) เช่นเดียวกบัโอโอไซตที์�โตในฟอลลิเคิลขณะอยูที่�รังไข่ ซึ� งจะ
พบจาํนวนโอโอไซตโ์ดยเฉลี�ย 15-20 เปอร์เซ็นตเ์ท่านั�นที�จะเจริญถึงขั�นปฏิสนธิ หรือ เมทาเฟสทู ทาํ
ให้ในปัจจุบันย ังไม่ มีรายงานถึงความสํา เ ร็จของลูกสุนัขที� เ กิดจากตัวอ่อนที�ผลิตขึ� นใน
หอ้งปฏิบติัการ  

In Vitro Maturation 

 
 การเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์หพ้ร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง (In vitro maturation) เป็นวิธีการ
พื�นฐานในการผลิตโอโอไซตใ์หเ้จริญสมบูรณ์พร้อมปฏิสนธิเพื�อใชป้ระโยชน์ในดา้นต่างๆ เช่น การ
ปฏิสนธิภายนอกร่างกาย (In vitro fertilization), การตรวจสอบคุณภาพนํ� าเชื�อ หรือการทดสอบ
ความสามารถในการปฏิสนธิ (fertilizing ability) รวมถึงการผลิตตวัอ่อนสําหรับยา้ยฝาก (Embryo 
transfer) ซึ� งปัจจุบนันี�การเลี�ยงโอโอไซตไ์ดมี้การศึกษาในสัตวเ์ลี� ยงลูกดว้ยนมหลายชนิด (Luvoni et 
al., 2005) โดยพบการศึกษาการเพาะเลี�ยงโอโอไซตสุ์นขัใหพ้ร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง และการ
ปฏิสนธิภายนอกร่างกายในครั� งแรกมานานกวา่ 30 ปีแลว้ โดย Mahi and Yanagimachi (1976) ซึ� ง
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สามารถเพาะเลี� ยงโอโอไซตใ์ห้พฒันาถึงระยะเมทาเฟสวนั และระยะเมทาเฟสทู ภายหลงัการเลี�ยง
นาน 48-72 ชั�วโมง รวมจาํนวน 25 เปอร์เซ็นต ์พบวา่อตัราการประสบความสําเร็จที�จะไดโ้อโอไซต์
ที�ถึงระยะเมทาเฟสทู  หรือ มีการพฒันาส่วนของนิวเคลียสอย่างสมบูรณ์มีเพียงแค่ 20 เปอร์เซ็นต์
เท่านั�น (Songsasen and Wildt, 2007) 
 

นอกจากนี� ยงัมีรายงานของ Otoi et al.  (2000); Rodrigues et al. (2004); Songsasen and 
Apimeteetumrong (2002) พบการแบ่งตวัของตวัอ่อนที�ไดจ้ากการเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์และปฏิสนธิ
ภายนอกร่างกายอยูร่ะหว่าง 8-37 เปอร์เซ็นต ์และพบเพียงหนึ�งรายงานเท่านั�น ที�พบการแบ่งเซลล์
ของตวัอ่อนถึงระยะมอรูล่า (Otoi et al., 2004) และจากการทดลองปฏิสนธิโอโอไซต์ภายนอก
ร่างกาย (In vitro fertilization) พบการแบ่งเซลล์ของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซิส (blastocyst) เพียง
หนึ� งตวัอ่อนเท่านั�น จากโอโอไซต์จาํนวน 217 ใบ (Otoi et al.,2000) ผลที�ไดมี้อตัราการประสบ
ความสําเร็จที�ต ํ�ามากเมื�อเปรียบเทียบกบัสัตวใ์นกลุ่มกินเนื�อประเภทอื�นๆ เช่นในแมว ซึ� งพบการ
เพาะเลี�ยงโอโอไซต์จนถึงระยะพร้อมปฏิสนธิ และมีการแบ่งเซลล์ถึงระยะบลาสโตซีส จาํนวนถึง 
50 เปอร์เซ็นต ์(Gomez et al., 2003) 
 

โอโอไซต์ที�ยงัไม่พร้อมปฏิสนธิจะมีนิวเคลียสขนาดใหญ่ (Germinal vesicle, GV) เมื�อโอ
โอไซตเ์กิด maturation การเปลี�ยนแปลงอยา่งแรกที�พบคือ การสลายตวัของเยื�อหุ้มนิวเคลียส เรียกวา่ 
“Germinal Vesicle Breakdown (GVBD)” เช่นเดียวกบัโอโอไซตที์�อยูใ่นฟอลลิเคิล โดยพบวา่โอโอ
ไซต์จะพฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู (Metaphase II) หากมีการปรับสภาวะการเลี� ยงโอโอไซต์ให้
เหมาะสม ซึ� งสภาวะที�ปรับให้เหมาะสมดงักล่าวจะมีผลต่อความสําเร็จในการปฏิสนธินอกร่างกาย 
และการพฒันาของตวัอ่อน ทั�งนี� มีปัจจยัหลายอยา่งที�เกี�ยวขอ้งต่ออตัราความสําเร็จในการเลี�ยงให้เกิด
สภาวะพร้อมปฏิสนธิ 
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ปัจจัยที�เกี�ยวข้องต่อความสําเร็จในการเลี�ยงโอโอไซต์ให้พร้อมปฏิสนธิในสุนัข 

 

1. ลกัษณะของโอโอไซต์และขนาดของฟอลลเิคิล  

 
  Luvoni et al. (2005) ศึกษาลกัษณะของโอโอไซตแ์บบต่างๆที�มีผลต่ออตัราการเจริญจนถึง
ระยะพร้อมที�จะปฏิสนธิ และไดใ้ห้ขอ้เสนอแนะว่า วิธีการคดัเลือกชนิดของโอโอไซต์ ทาํไดจ้าก
การดูขนาด ลักษณะของเซลล์คิวมูลัสที�อยู่โดยรอบโอโอไซต์และลักษณะของไซโทพลาสซึม         
ที�สามารถมองเห็นไดโ้ดยใช้กลอ้งจุลทรรศน์ โอโอไซต์ที�มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางมากกว่า 100 
ไมครอน และเซลล์คิวมูลสัห่อหุ้มอยา่งหนาแน่นหลายชั�น หรือ อยา่งนอ้ย 2 ชั�น (Cumulus oocyte 
complex: COC) รวมทั�งมีไซไทพลาสซึมที�เนียนเรียบจะมีอตัราการเจริญเติบโตจนถึงระยะเมทาเฟส
ทู สูงกว่าโอโอไซต์ที�มีขนาดเล็กกว่า และไม่มีเซลล์คิวมูลสัห่อหุ้ม หรือที�มีคิวมูลสัห่อหุ้มบางส่วน 
เนื�องจากเซลล์คิวมูลัสเป็นแหล่งผลิตพลังงานสําหรับใช้ในกระบวนการเจริญพร้อมปฏิสนธิ 
โดยสารไพรูเวท (pyruvate) ที�เกิดจากการกระบวนการไกลโคไลซีส (Glycolysis) ภายในเซลล์
คิวมูลัส สามารถเคลื�อนที�จากเซลล์คิวมูลัสไปยงัโอโอไซต์และเป็นแหล่งของสารตั� งต้นใน
กระบวนการหายใจของโอโอไซต์  นอกจากนี� พลงังานที�ไดจ้ากกระบวนการไกลโคไลซีส จะถูก
ส่งไปยงัโอโอไซต์เพื�อใช้เป็นแหล่งพลังงานในการเจริญพร้อมปฏิสนธิอีกด้วย อย่างไรก็ตาม
การศึกษาของ Otoi et al. (2001) พบวา่ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางของโอโอไซตที์�มีขนาดมากกวา่ 120 
ไมครอน มีผลต่ออตัราการเจริญของโอโอไซต์ถึงระยะเมทาเฟสทู สูงกว่าโอโอไซต์ที�มีขนาดเล็ก
กวา่ 110 ไมครอน นอกจากนี�  ในสุนขัที�มีอาย ุ1-3 ปี จะพบลกัษณะโอโอไซตที์�มีเซลล์คิวมูลสัห่อหุ้ม
หลายชั�น หรือ COC มากกว่าสุนขัที�มีอายุมากกว่า 4 ปีขึ�นไป แต่ไม่พบความแตกต่างของจาํนวน 
COC ในแต่ละช่วงของการเป็นสัดในสุนขั  
 
 ในเซลลคิ์วมูลสัจะมีปัจจยัสาํคญัที�ทาํใหเ้กิดกระบวนการพฒันาของโอโอไซตห์ลงัจากหยุด
พกัในระหวา่งไมโอซิสวนั คือ Maturation Promoting Factor (MPF) ซึ� งพบวา่ Mitogen Activated 
Protein Kinase หรือ MAPK pathway มีบทบาทที�สําคญัในการทาํงานของ MPF นี�  โดยจะพบ
ปริมาณของ MAPK นอ้ยในระยะ GV และ GVBD แต่จะเพิ�มมากขึ�นเมื�อโอโอไซตพ์ฒันาถึงระยะ 
เมทาเฟสวนั และเมทาเฟสทู เนื�องจากเซลล์แกรนูโลซาจะผลิตและหลั�งสารที�มีฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญ
ของโอโอไซต ์(Oocyte maturation inhibitor: OMI) ซึ� งเป็นสารพวกเพปไทด์ (Peptide) โดยสารนี� จะ
ถูกส่งไปยงัโอโอไซตผ์า่นทางเซลล์คิวมูลสัที�อยูร่อบโอโอไซตท์างgab junction ทาํให้โอโอไซตค์ง
สภาพอยู่ในระยะ GV แต่เมื�อมีการกระจายตวัของเซลล์คิวมูลสั หรือมีปัจจยัที�ทาํให้เกิดการเจริญ
พร้อมปฏิสนธิ จะเป็นผลทาํให ้gab junction ระหวา่งเซลลท์ั�งสองชนิดลดลงอยา่งรวดเร็ว ดงันั�นสาร
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ที�มีฤทธิ� ยบัย ั�งการเจริญของโอโอไซต์ที�ถูกส่งไปจะลดลง ทาํให้โอโอไซต์เกิดการเจริญพร้อม
ปฏิสนธิต่อไปได ้
 

  
 

ภาพที� 3  แสดงส่วนประกอบภายในฟอลลิเคิล 
ที�มา:  \http://www.answers.com/topic/theca-folliculi-1?cat=health 
 

                                       
 
ภาพที� 4  แสดงรังไข่สุนขัที�มีฟอลลิเคิล (Reynaud et al., 2006) 
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ขนาดของฟอลลิเคิลสําหรับเก็บโอโอไซตมี์ส่วนสําคญัในการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์ห้เจริญ
ถึงระยะเมทาเฟสทู จากการศึกษาพบวา่ฟอลลิเคิลที�มีขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลางมากกวา่ 2 มิลลิเมตร 
(ภาพที� 4) จะไดโ้อโอไซต์ที�มีศกัยภาพในการเจริญถึงระยะเมทาเฟสทู สูงกว่าโอโอไซตจ์ากฟอล    
ลิเคิลขนาด 0.5 ถึง นอ้ยกวา่ 2 มิลลิเมตร (Songsasen and Wildt, 2005) นอกจากนี�พบวา่โอโอไซต์
สุนขัที�เก็บจากแต่ช่วงระยะวงรอบการเป็นสัดก็ส่งผลต่อการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ให้เจริญถึงระยะ    
เมทาเฟสทู เช่นกนั จากการศึกษาของ Willingham-Rocky et al. (2003) โอโอไซต์ที�คดัเลือกจาก
สุนขัที�อยูใ่นระยะ estrus และ diestus จะมีอตัราการพฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู สูงกวา่โอโอไซตที์�ได้
จากสุนขัที�อยูใ่นระยะ proestrus และ anestrus รวมทั�งโอโอไซตที์�ไดจ้ากสุนขัที�อยูใ่นระยะ diestrus 
พบว่ามีอตัราการพฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู สูงกว่าโอโอไซต์ที�ไดจ้ากสุนขัที�อยู่ในระยะ proestrus 
แต่การศึกษาของ Rodrigues and Rodrigues (2003) ไม่พบความแตกต่างกนัของอตัราการเจริญของ
โอโอไซตถึ์งระยะเมทาเฟสทู ในระยะการเป็นสัดทั�งในช่วง follicular phase, ระยะ diestrus และ 
ระยะ anestrus รวมทั�งสุนขัที�อยูใ่นระยะตั�งทอ้ง หรือเกิดภาวะมดลูกเป็นหนอง (Pyometra) ซึ� งแสดง
ให้เห็นว่าปัจจยัของการเลี� ยงมีผลสําคญัมากกว่าระยะวงรอบการเป็นสัดของตวัสุนัขที�ทาํการเก็บ
ตวัอยา่ง  

 
2. นํ�ายาเพาะเลี�ยง (Culture media)   

 
 นํ� ายาที�ใช้ในการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์มีผลต่ออัตราการเจริญของโอโอไซต์ถึงระยะ             
เมทาเฟสทู เนื�องจากเป็นแหล่งอาหารที�จาํเป็นต่อการพฒันาและการเจริญของโอโอไซต ์รวมทั�งยงัมี
ผลต่อการพฒันาการของตวัอ่อนภายหลงัการปฏิสนธิอีกดว้ย ดงันั�นองคป์ระกอบของนํ�ายาเพาะเลี�ยง
ควรคลา้ยคลึงกบัของเหลวที�ในฟอลลิเคิล โดยคลา้ยคลึงกบัของเหลวภายในท่อนาํไข่และของเหลว
ภายในโพรงมดลูก ซึ� งทุกครั� งที�โอโอไซต์ต้องปรับตัวเพื�อให้อยู่รอดในสภาพแวดล้อมที�ไม่
เหมาะสมจะเกิดความเครียดเพิ�มมากขึ�น และความสามารถในการปรับตวัของโอโอไซต์มีจาํกดั  
ทางที�ดีจึงควรพยายามป้องกนัไม่ให้เกิดภาวะเครียด โดยทั�วไปนํ� ายาเพาะเลี�ยงทุกชนิดจะมีลกัษณะ
คล้ายคลึงกนั คือปราศจากเชื�อและสารพิษต่างๆ  มีความเป็นกรด-ด่าง ประมาณ 7.2-7.45 มีค่า
osmolarity อยูร่ะหวา่ง 275-295 mOsm/kg มีส่วนของบพัเฟอร์เพื�อช่วยให้ความเป็นกรดด่างคงที� 
เช่น bicarbonate buffer และมีอุณหภูมิใกลเ้คียงกบัภายในร่างกาย โดยเฉพาะโอโอไซตมี์ความไวต่อ
การเปลี�ยนแปลงอุณหภูมิมาก เพราะเมื�ออุณหภูมิสูงขึ� น meiotic spindle มีแนวโน้มเกิด 
depolarization และถูกทาํลายไดง่้าย นอกจากนี�ยงัมีองคป์ระกอบที�สามารถเกื�อกูลให้โอโอไซตเ์จริญ 
เช่น เกลือแร่ต่างๆคลา้ยที�พบในพลาสมา เช่น โซเดียม โปแตสเซียม แมกนีเซียม คลอไรด์ รวมทั�ง



 

11

สารที�ให้พลงังาน เช่น ไพรูเวต โปรตีน และ กรดอะมิโน รวมทั�งสารอื�นๆ เช่น ยาปฏิชีวนะหรือ 
วติามินต่างๆ โดยทั�วไปนํ�ายาเลี�ยงโอโอไซตใ์หเ้จริญพร้อมปฏิสนธิแบ่งออกเป็น 2 ประเภท คือ 
 

2.1 นํ�ายาเพาะเลี�ยงที�มีส่วนผสมไม่ซบัซอ้น (Simple media)  ประกอบดว้ยสารละลายเกลือ 
พื�นฐาน (Basic physiological saline), ไพรูเวท (pyruvate), แลคเตท (lactate) และกลูโคส (glucose) 
โดยมีสารไบคาร์บอเนต (bicarbonate) เป็นบฟัเฟอร์ เช่น นํ� ายาเพาะเลี�ยง Synthetic Oviductal Fluid 
(SOF) 
 

2.2 นํ�ายาเพาะเลี�ยงชนิดมีส่วนผสมซบัซอ้น (Complex media)  ประกอบดว้ยสารจาํเป็นขั�น 
พื�นฐานเหมือนใน simple media และมีสารประกอบอื�นดว้ย ไดแ้ก่ กรดอะมิโน และวิตามิน เช่น 
นํ�ายาเพาะเลี�ยง Tissue culture medium 199 (TCM 199) และ Ham’s  F10 

 
นํ� ายาเพาะเลี� ยงชนิดซับซ้อนที�นิยมใช้ในการเลี� ยงโอโอไซต์สุนัข เป็นนํ� ายาที�ใช้สําหรับ

เพาะเลี�ยงเนื�อเยื�อ คือ TCM199 (Tissue culture medium 199) ซึ� งประกอบดว้ย Earle’s salt, สารที�ใช้
เป็นบฟัเฟอร์ ได้แก่ N-(2-hydroxyethyl)-piperazine-N-(2-ethanesulphonic acid: HEPES) และ 
sodium bicarbonate นอกจากนี� ยงัมีสารอื�นๆ เช่น ไพรูเวท, แลคแตท, กรดอะมิโน, วิตามิน และ       
พิวรีน ในปริมาณที�พบในซีรั�ม ซึ� งนํ� ายาเพาะเลี�ยงชนิดนี� นิยมใช้ในการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ในสัตว์
หลายชนิด เช่น โค กระบือ เเมว แมว้า่นกัวิจยัส่วนใหญ่จะใช ้TCM199 ในการเพาะเลี�ยงโอโอไซต์
สุนขั แต่ยงัไม่เป็นที�แน่ชดัวา่นํ�ายาเพาะเลี�ยงชนิดนี�  เหมาะสมกบัการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นสุนขัมาก
ที�สุด เพราะอตัราการพฒันาของโอโอไซตถึ์งระยะเมทาเฟสทูยงัตํ�ามาก  

 
Hewitt and England (1999) ไดเ้ปรียบเทียบผลของ TCM 199 กบั SOF พบวา่ไม่มีความ

แตกต่างกนัในการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์ห้ถึงระยะเมทาเฟสทู ในขณะที� Rota and Cabianca (2004) 
พบวา่ TCM 199 ใหผ้ลในการเพาะเลี�ยงโอโอไซตดี์กวา่ SOFโดยเมื�อใชน้ํ� ายาเลี� ยง SOF พบวา่โอโอ
ไซตส่์วนใหญ่จะสิ�นสุดการพฒันาอยูที่�ระยะ GVBD และความสามารถในการพฒันาถึงระยะเมทา
เฟสวนั และเมทาเฟสทูลดลง แต่ไม่มีผลแตกต่างกนัทางสถิติ นอกจากนี� ยงัไดมี้การเปรียบเทียบการ
นํ�ายาเพาะเลี�ยงชนิดซบัซอ้นจาํนวน 2 ชนิด คือ TCM 199 และ CMRL 1066 พบวา่ TCM 199 ให้ผล
การเพาะเลี�ยงดีกวา่ เนื�องจาก TCM 199 ประกอบดว้ยวติามิน และมีส่วนประกอบของ cysteine และ 
ascorbic acid  มากกวา่ CMRL 1066 ซึ� งจะเป็นส่วนที�ช่วยในการป้องกนัเซลล์จากการเกิด Oxidative 
stress  และช่วยใหโ้อโอไซตเ์กิดการเจริญพร้อมปฏิสนธิไดดี้ขึ�น (Songsasen and Apimeteetumrong, 
2002) 
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นอกจากนี� มีรายงานการใชน้ํ� ายาเพาะเลี�ยง NCSU (North Carolina State University) ซึ� งเป็น
นํ� ายาเพาะเลี� ยงโอโอไซตใ์นสุกรมาเพาะเลี� ยงโอโอไซตสุ์นขั โดยเสริม Epidermal growth factor 
(EGF) และ Bovine serum albumin (BSA) ลงในนํ� ายาเพาะเลี�ยงซึ� งพบวา่มีผลทาํให้โอโอไซตเ์กิด
การเจริญถึงระยะเมทาเฟสทู ไดดี้ขึ�น (Cui et al., 2006)  
 
3. ระยะเวลาที�ใช้เลี�ยง (Maturation time) 

 

 ตามธรรมชาติโอโอไซตสุ์นขัจะใชเ้วลา 48-72 ชั�วโมง ภายหลงัจากการตกไข่ เพื�อพฒันาให้
เกิด nuclear maturation ในท่อนาํไข่ ในห้องปฏิบติัการพบวา่โอโอไซตจ์ะเจริญถึงระยะเมทาเฟสทู 
เร็วที�สุดที� 24 ชั�วโมง และเพิ�มมากขึ�น เมื�อทาํการเลี�ยงต่อไปถึง 48 ชั�วโมง (Otoi et al., 2004) แต่
พบวา่เมื�อทาํการเลี�ยงโอโอไซตต่์อไปจะพบโอโอไซตมี์การเสื�อมสลายมากขึ�น (Luvoni et al., 2003) 
การเลี�ยงโอโอไซต์นาน 48 ชั�วโมงจะทาํให้ไดต้วัอ่อนที�ดีภายหลงัการปฏิสนธินอกร่างกายมากกว่า
การเพาะเลี� ยงโอโอไซตน์าน 72 ชั�วโมง ทั�งที�จาํนวนของโอโอไซตที์�เจริญถึงระยะเมทาเฟสทู จาก
การเพาะเลี�ยงนาน 72 ชั�วโมง จะมีจาํนวนมากกวา่ก็ตาม (Otoi et al., 2004) ซึ� งการใชโ้อโอไซตที์�มี
อายกุารเลี�ยงนานเกินไปจะมีผลเสียต่อการป้องกนัการเขา้ปฏิสนธิของตวัอสุจิในระดบัเปลือกโซน่า
เพลลูซิดา้ (zona pellucida) และในระดบัไซโทพลาสซึม ซึ� งคาดว่าอาจเกิดความผิดปกติในระดบั
การหลั�งสารจากคอร์ติคอลแกรนูล (Cortical reaction)ที�ป้องกนัการเขา้ปฏิสนธิของตวัอสุจิตวัอื�นๆ 
ซึ� งผลของการปฏิสนธิของตวัอสุจิหลายตวัจะทาํใหเ้กิดความลม้เหลวของการแบ่งเซลลต์ามมา 
 
4. ซีรัมและแหล่งโปรตีน 

 
 ซีรัมจากลูกอ่อนโค (Fetal bovine serum: FBS) หรือซีรัมจากแม่โคที�กาํลงัเป็นสัด (Estrous 
cow serum: ECS) นิยมนาํมาใชเ้ป็นแหล่งโปรตีนหลกัในการศึกษาการเจริญของโอโอไซตแ์ละตวั
อ่อนที�เลี� ยงนอกร่างกาย นอกจากนี� ยงัมีสารที�นิยมใชก้นัอีก คือ Bovine serum albumin (BSA) และ 
ซีรัมจากสุนขัที�กาํลงัเป็นสัด (Estrous bitch serum: EBS) พบวา่นํ�ายาเลี�ยงที�เสริมดว้ย FBS ให้ผลการ
เจริญของโอโอไซต์ถึงระยะเมทาเฟสทู  สูงกว่านํ� ายาเลี� ยงที� เสริมด้วย EBS และ ECS  
โดยสารที�อยูใ่นซีรัมลูกโคอ่อนมีความสาํคญัต่อการกระจายของเซลลคิ์วมูลสัที�เกิดจากการเหนี�ยวนาํ
โดยฮอร์โมน FSH ทาํให้เพิ�มอตัราการรอดชีวิตของเซลล์คิวมูลสั เป็นผลให้ nuclear maturation 
เกิดขึ�นอย่างสมบูรณ์ และมีส่วนสําคญัในการป้องกนัการแข็งตวัของชั�นเปลือกนอกของตวัอ่อน
ในช่วงที�กาํลงัเจริญ ทาํให้เพิ�มอตัราการปฏิสนธิโดยจะไปขดัขวางการทาํงานของเอนไซม์ที�ย่อย
สลายโปรตีน (Robertson et al., 1992)  แต่จากรายงานของ Songsasen and Wildt (2005) พบวา่การ
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เลี� ยงโอโอไซต์ถึงระยะเมทาเฟสทูนาน 48 ชั�วโมง โดยไม่มีการเสริมสารโปรตีน (Protein-free 
medium) ใหผ้ลดีกวา่ และพบโอโอไซตจ์าํนวน 30  เปอร์เซ็นตส์ามารถพฒันาไปเป็นตวัอ่อนได ้
  

Yamada et al. (1993) ไดศึ้กษาฮอร์โมน Human chorionic gonadotropin (HCG) พบมีส่วน
ช่วยทาํให้โอโอไซต์เจริญถึงระยะเมทาเฟสทูเพิ�มมากขึ�น โดย HCG มีส่วนช่วยทาํให้โอโอไซต์
พฒันาไปสู่การเกิด GVBD เพิ�มมากขึ�น  ทาํให้สามารถพฒันาเขา้สู่ระยะเมทาเฟสทูไดเ้พิ�มมากขึ�น 
นอกจากนี�ยงัพบวา่การใช ้Estradiol 17β จะให้ผลของโอโอไซตเ์ขา้สู่ระยะเมทาเฟสทูไดดี้ในกรณีที�
เก็บโอโอไซตจ์ากในระยะ Follicular phase แต่พบวา่จะให้ผลนอ้ยในกรณีที�เก็บโอโอไซตใ์นระยะ 
Anestrous หรือ Luteal phase  (Kim et al., 2005) แต่การใชฮ้อร์โมน Progesterone กลบัไม่มีผลใน
การกระตุน้การพฒันาของโอโอไซต์ให้ถึงระยะเมทาเฟสทู (Willingham-Rocky, 2003) และจาก
การศึกษาของ Rota et al. (2004) พบวา่เมื�อใชน้ํ� ายาเพาะเลี�ยง TCM ที�เสริมดว้ย ITS (Insulin, 
transferin และ selenium) พบวา่จาํนวนโอโอไซตที์�พฒันาถึงระยะเมทาเฟสวนั และเมทาเฟสทูเพิ�ม
มากขึ�น เมื�อเทียบกบัการใช้นํ� ายาเพาะเลี� ยง TCM ที�เสริมดว้ย EGF (Epidermal growth factor)       
ซึ� งสอดคลอ้งกบัการศึกษาของ Willingham-Rocky et al. (2003) ที�พบวา่การใช ้EGF ไม่มีผลในการ
ที�จะช่วยกระตุน้ใหโ้อโอไซตพ์ฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู  
 
5. การเลี�ยงร่วมกบัเซลล์อื�น (Co-culture) 

 

เนื�องจากการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นนํ�ายาเพาะเลี�ยงเพียงอยา่งเดียว อาจไม่เพียงพอในการที� 
จะทาํให้โอโอไซตเ์จริญถึงระยะเมทาเฟสทู เนื�องจากโอโอไซต์สุนขัที�ทาํการเก็บตวัอยา่งส่วนใหญ่
ยงัอยูใ่นระยะ Primary oocyte  ซึ� งตามธรรมชาติตอ้งอาศยัการเจริญภายในท่อนาํรังไข่ เพื�อเจริญเป็น 
Secondary oocyte เพื�อพร้อมสําหรับการปฏิสนธิ  Hewilt and England (1999) จึงศึกษาการเลี�ยง    
โอโอไซตสุ์นขัร่วมกบัเซลลเ์ยื�อบุท่อนาํไข่ (Oviduct epithelial cells) เพื�อให้คลา้ยคลึงตามธรรมชาติ 
แต่พบว่าการเลี� ยงโอโอไซต์สุนัขร่วมกบัเซลล์เยื�อบุท่อนาํไข่ไม่มีผลต่อการพฒันาของโอโอไซต ์
ในขณะที� Luvoni et al. (2003) พบวา่เมื�อเลี�ยงโอโอไซตร่์วมกบัเซลล์เยื�อบุท่อนาํไข่จากสุนขัที�อยูใ่น
ระยะการเป็นสัดจะช่วยกระตุน้ใหโ้อโอไซตเ์จริญถึงระยะเมทาเฟสทูเพิ�มมากขึ�น นอกจากนี� ยงัพบวา่
การใช้ตวัอสุจิ (Spermatozoa) เลี� ยงร่วมกับโอโอไซต์ เพื�อกระตุ้นการเจริญของโอโอไซต์พร้อม
ปฏิสนธิเกิดขึ�นอยา่งสมบูรณ์ทั�งนิวเคลียสและไซโทพลาสซึม โดยโอโอไซตที์�เลี� ยงร่วมกบัตวัอสุจิ
นาน 48 ชั�วโมง สามารถพฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู จาํนวน 4 เปอร์เซ็นต์ ในขณะที�เมื�อเลี� ยงโอโอ
ไซต์นาน 78 ชั�วโมง แลว้กระตุน้การเจริญดว้ยตวัอสุจิ พบว่ามีโอโอไซต์ถึง 24 เปอร์เซ็นต์ ที�ถูก
ปฏิสนธิเกิด pronuclei และ 13 เปอร์เซ็นต ์สามารถพฒันาไปเป็นตวัอ่อน 4-8 เซลล์ (Rodrigus et al., 
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2004) ซึ� งการกระตุ้นด้วยตัวอสุจิจะไปมีผลต่อการเปลี�ยนแปลงของแคลเซียมไอออนภายใน           
โอโอไซต ์จะทาํใหโ้อโอไซตเ์กิดการพร้อมปฏิสนธิอยา่งสมบูรณ์ (Whitetaker and Partel, 1990) 
 
6. การใช้สารต้านอนุมูลอสิระและสารกระตุ้น 

 
นอกจากนี� ในสัตว์เลี� ยงลูกด้วยนมชนิดอื�น รวมถึงในคนยงัมีการศึกษาโดยการใช้สาร

ประเภทอื�นอีกหลายชนิดที�เติมลงในนํ�ายาเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์ เพื�อช่วยให้การเพาะเลี�ยงโอโอไซตมี์
ประสิทธิภาพมากขึ�น รวมถึงทาํให้โอโอไซต์ถึงระยะเมทาเฟสทู เพิ�มมากขึ�น เช่น การใชส้ารตา้น
อนุมูลอิสระ(Antioxidant) เช่น เมลาโทนิน (Park et al., 2006), วิตามินซี และวิตามินอี (Dalvit et al., 
2005) เป็นตน้ รวมทั�งสารเคมีที�มีส่วนช่วยในการกระตุน้ (Activating agent) การเจริญของโอโอไซต ์
เช่น Ionomycin (Loi et al., 1998), Ethanol (Vignon et al., 1998),    Cycloheximine (Grabiec et al., 
2007) และ Calcium ionophore A23187 (Grabiec et al., 2007) เป็นตน้  

 
สารตา้นอนุมูลอิสระช่วยป้องกนัการเสียหายของเซลล์โอโอไซต์ ซึ� งในกรณีที�มีการเลี� ยง   

โอโอไซตน์านพบว่าจะทาํให้เกิดอนุมูลอิสระ (Free Radicals) เพิ�มขึ�น จากปฏิกิริยาออกซิเดชนัซึ� ง
เ ป็นปฏิ กิ ริยา ที� เ กิ ด ขึ� นในก ระบวนการเมตาบอลิสม ของสิ� ง มี ชีวิตโดยมีออกซิ เจนเป็ น
ตวัรับอิเล็คตรอนตวัสุดทา้ยในระบบขนส่งอิเล็คตรอนเพื�อสร้างสารพลงังานสูง (ATP) ซึ� งใน
กระบวนการดงักล่าวมกัพบว่า มีการปล่อยอนุมูลของออกซิเจนที�ไวต่อการเกิดปฏิกิริยาเรียกว่า 
reactive oxygen species (ROS) ออกมา ซึ� งอนุมูลอิสระของออกซิเจนที�เกิดขึ�น เมื�อมีปริมาณมาก
เกินจะเกิดภาวะที�เรียกว่า oxidative stress และจะส่งผลกระทบต่างต่อเซลล์สิ�งมีชีวิต มีการทาํลาย
เซลล์จะทาํให้เซลล์ทาํงานไม่ได้ และสร้างตวัใหม่ได้ไม่เหมือนเดิม เกิดเสื�อมสภาพขึ�นได้ จาก
การศึกษาพบวา่ สารตา้นอนุมูลอิสระสามารถจบัคู่อิเล็กตรอนกบัอนุมูลอิสระเหล่านี�  ทาํให้สามารถ
แกไ้ขหรือจาํกดัความเสียหายของเซลล์ได ้ ซึ� งในสุนขัไดมี้การศึกษาโดยใช ้Beta-mercaptoethanol 
(βME) ซึ� งเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระที�เป็นสารเริ�มตน้ของ glutathione ซึ� งเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระที�
พบไดต้ามปกติของเซลล์ เพิ�มในเขา้ในส่วนของนํ� ายาเลี� ยงเซลล์ แต่ไม่พบว่าสารนี� มีส่วนช่วยเพิ�ม
อตัราการเจริญของโอโอไซต ์ (Kim et al., 2004) ซึ� งแตกต่างจากการศึกษาในการเลี� ยงโอโอไซต์
ของสุกร และโค ภายหลงัจากมีการเพิ�มสารที�มีส่วนประกอบของ glutathione ในนํ� ายาเลี� ยงเซลล ์
พบว่ามีผลทาํให้อตัราการเพาะเลี� ยงของโอโอไซต์ถึงระยะเมทาเฟสทูสูงขึ�น (Songsasen et al., 
2002) นอกจากนี� ยงัมีการศึกษาโดยเพิ�มสาร cysteine และ cysteamine ลงในนํ� ายาเพาะเลี�ยงโอโอ
ไซต์ ซึ� งเป็นสารตา้นอนุมูลอิสระที�มีส่วนประกอบของ Thiol พบวา่มีส่วนช่วยเพิ�มอตัราการเจริญ
ของโอโอไซตใ์หถึ้งพร้อมปฏิสนธิเพิ�มมากขึ�น (Hossein et al., 2007) 
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นอกจากนี� ยงัพบการใชส้ารตา้นอนุมูลอิสระชนิดอื�น เพื�อช่วยเพิ�มอตัราการเจริญของโอโอ
ไซต์ โดยจากรายงานของ Ishizuka et al. (2000) พบว่า เมลาโทนิน (Melatonin; N-Acetyl-5-
methoxytryptamine) ซึ� งเป็นสารต้านอนุมูลอิสระตวัหนึ� ง มีผลช่วยเพิ�มผลการปฏิสนธิภายนอก
ร่างกาย และการพฒันาของตวัอ่อนในหนูได ้รวมถึงจากการทดลองของ Park et al. (2006) ไดมี้การ
เติมสารเมลาโทนินลงในนํ� ายาเลี� ยงโอโอไซต์ของคนพบวา่เมลาโทนินมีส่วนช่วยให้โอโอไซต์ถึง
ระยะเมทาเฟสทู และมีอตัราการปฏิสนธินอกร่างกายสูงขึ�นเช่นกนั 

 การใช้สารที�ช่วยในการกระตุน้ (Activating agent) การเจริญของโอโอไซต์เป็นขั�นตอน
หนึ�งที�มีความสาํคญั  เนื�องจากโอโอไซตจ์ะมีการหยดุแบ่งเซลล์ครั� งแรกที�ระยะ Prophase I หรือ GV 
หลงัจากนั�นจะมีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสต่อทาํให้เกิด GVBD และผา่นเขา้ระยะ MI, AnaphaseI 
และTelophaseI จนถึงระยะ MII ตามลาํดบั ซึ� งการกระตุน้ให้โอโอไซตมี์ความสามารถในการแบ่ง
เซลลแ์บบไมโอซีสต่อ (GVBD - MII) จึงเป็นส่วนสาํคญั ซึ� งส่วนใหญ่การกระตุน้โอโอไซตใ์ห้มีการ
แบ่งเซลล์แบบไมโอซีสที�สมบูรณ์มกันิยมใชใ้นการศึกษาเกี�ยวกบั Parthenogenesis การโคลนนิ�ง 
หรือการยา้ยฝากนิวเคลียส และเป็นวิธีหนึ� งที�ใช้ในห้องปฏิบติัการเพื�อเลียนแบบการกระตุน้ของ     
โอโอไซต์ให้มีการแบ่งเซลล์เหมือนการกระตุ้นโดยตัวอสุจิในการสืบพันธ์ุตามธรรมชาติ              
ซึ� งสามารถทาํไดโ้ดยใชส้ารเคมี เช่น Ethanol, Ionomycin, Calcium ionophore, Cycloheximide หรือ 
Ca-EDTA (Calcium ethylenediamine tetra-acetic acid) และใชก้ระแสไฟฟ้า (Electrical shock)   
เป็นตน้ 

มีการใช ้Ethanol ในการ activation ในสัตวห์ลายชนิด เช่น โค (Vignon et al., 1998; 
Alberio et al., 2001), สุกร (Petr et al., 1996) และแกะ (Loi et al., 1998)  จากการศึกษาของ Grabiec 
et al. (2007) โดยการใช้ Ethanol, Calcium ionophore, Cycloheximide กระตุน้การเจริญของ         
โอโอไซต ์โดยที�โอโอไซต์ไม่ไดรั้บการผสมกบัตวัอสุจิ (Parthenogenesis) ร่วมกบัการกระตุน้ดว้ย
สนามแม่เหล็ก (Magnetic field) ในแมวบา้น พบวา่การใช ้Ethanol ร่วมกบัการใชส้นามแม่เหล็กจะ
ช่วยเพิ�มการเกิด Pathenogenetic activation ไดม้ากขึ�น นอกจากนี�สาร Ethanol ยงัถูกนาํมาใชใ้นการ
กระตุน้การเจริญของโอโอไซตอ์ย่างไดผ้ลดีในการผลิตตวัอ่อนแพะ จากโอโอไซต ์ ที�เจริญพร้อม
ปฏิสนธิภายนอกตวัสัตว ์(Ongeri et al., 2001, Ongeri and Krisher, 2001) โดยไดอ้ตัราการเจริญของ
ตวัอ่อนจนถึงระยะ บลาสโตซีสต์ถึง 27.4 เปอร์เซ็นต์ นอกจากนี� จากการศึกษาของ Lee et al. 
(2007a) ไดมี้การใช ้Ca-EDTA ในกระตุน้โอโอไซต์สุนขัให้เกิด parthenogenesis พบวา่สามารถ
พฒันาใหโ้อโอไซตเ์กิด Pronucleus ได ้อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีรายงานการศึกษาผลของการใชส้ารเคมี
ที�มีส่วนช่วยในการกระตุน้ในการเพาะเลี�ยงโอโอไซตสุ์นขัใหเ้จริญพร้อมปฏิสนธิ 
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ดงันั�นจะเห็นวา่มีปัจจยัหลายอยา่งที�เกี�ยวขอ้งกบัการเจริญพร้อมปฏิสนธิของโอโอไซต ์
ในสุนขั ซึ� งสรุปไดด้งันี�  คือ 
 

1. ปัจจยัที�เกิดจากโอโอไซตเ์อง ไดแ้ก่ ขนาดของฟอลลิเคิล, ระยะของวงรอบการเป็นสัด  
รวมทั�งคุณภาพของโอโอไซต ์

 
2. ปัจจยัที�เกิดจากการเลี�ยง ไดแ้ก่ ชนิดนํ�ายาที�ใชเ้ลี�ยง, ปริมาณซีรัม,  ฮอร์โมนที�เติมใน 

นํ�ายาที�ใชเ้พาะเลี�ยง หรือ ระยะเวลาที�ใชใ้นการเลี�ยง เป็นตน้



อปุกรณ์และวธีิการ 

อุปกรณ์ 

 

1.วสัดุอุปกรณ์และสารเคมีที�ใช้ในการทดลอง 

 
1.1  วสัดุอุปกรณ์ 
 

1.1.1  กรรไกรผา่ตดัยาว 7 นิ�ว สาํหรับตดัรังไข่ออกจากตวัสัตว ์
1.1.2  คีมคีบโลหะที�ผา่นการฆ่าเชื�อแลว้ 
1.1.3  ใบมีดโกนที�ผา่นการฆ่าเชื�อแลว้ 
1.1.4  ขวดพลาสติกขนาด 60 มิลลิลิตร ที�ผา่นการฆ่าเชื�อแลว้สาํหรับเก็บรังไข่ 
1.1.5  จานทดลองพสาสติกขนาด 100 ×15 มิลลิเมตร ผา่นการฆ่าเชื�อแลว้ 
1.1.6  จานทดลองพสาสติกขนาด 35 ×10 มิลลิเมตร ผา่นการฆ่าเชื�อแลว้ 
1.1.7  ปิเปตตผ์า่นการฆ่าเชื�อ ยดืปลายดว้ยความร้อนจนมีขนาดประมาณ 200 ไมครอน 
1.1.8  ท่อยางซิลิโคน ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 2 มิลลิเมตร ปลายต่อกบั pipette tip 
1.1.9  ผา้ก๊อซผา่นการฆ่าเชื�อแลว้ 
1.1.10  จานเพาะเลี�ยงพลาสติกชนิด 4 หลุม 

       1.1.11  แผน่สไลดแ์กว้ขนาด 1×3 นิ�ว พร้อมดว้ย cover slips  
1.1.12  Paraffin wax 
1.1.13  กลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ (Stereo microscope) 
1.1.14  กลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง (Fluorescence microscope) 
1.1.15  ตูป้ลอดเชื�อสาํหรับเตรียมนํ�ายาเพาะเลี�ยง 

 
1.2  สารเคมี 

 

        1.2.1  สารละลายนํ�าเกลือ 0.9 เปอร์เซ็นต ์
        1.2.2  ยาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน 100 IU/ml (Gibco Laboratories; Grand Island, NY,  

USA) 
        1.2.3  ยาปฏิชีวนะเจนตา้มยัซิน 100 IU/ml (Gibco, Grand Island, NY, USA) 
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          1.2.4  นํ�ายาสาํหรับเก็บ และลา้งโอโอไซต ์TCM199-HEPES  
        1.2.5  นํ�ายาเพาะเลี�ยง SOF 
        1.2.6  นํ�ายาเพาะเลี�ยง TCM199 (M4530; Sigma, St Louis, MO, USA)  
        1.2.7  นํ�ายาเพาะเลี�ยง Ham F10 (Biological Industries, Kibbutz Beit Haemak, Israel) 
        1.2.8  นํ�ายาเพาะเลี�ยง DMEM/F12 (Invitrogen) 
        1.2.9  0.6 เปอร์เซ็นต ์glucose (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.10  60 mM putrescine (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.11  20 nM progesterone (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.12  30 nM sodium selenite (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.13  25 mg/mL insulin (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.14  100 mg/mL apo-transferrin (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.15  สารละลาย 40 ng/mL epidermal growth factor (Sigma, St Louis, MO, USA) 

                     1.2.16  Trolox (6-hydroxy-2,5,7,8-tetramethyl-chroman-2-carboxylic acid; Sigma, St 
Louis, MO, USA) 

        1.2.17  Melatonin (N-Acetyl-5-methoxytryptamine; Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.18  Ionomycin   (M4530; Sigma, St Louis, MO, USA)  
        1.2.19  Ethanol (Merck, Darmstadt, Germany) 
        1.2.20  สารละลาย PBS (Dulbecco’s Phosphate-buffered saline) 
        1.2.21  สารละลาย 0.5 เปอร์เซ็นต ์Hyarulonidase (Sigma, St Louis, MO, USA) 
        1.2.22  สารละลาย Fixative ประกอบดว้ย PBS supplement, 1%(v/v) Triton-X 100   

และ 3.7% (w/v) Paraformaldehyde (Sigma, St Louis, MO, USA) 
          1.2.23  สียอ้ม Bisbenzimide (Hoechst 33342; Sigma, St Louis, MO, USA) 
                      1.2.24  สารละลาย Sp-TALP   
                1.2.25  สารละลาย Percoll (Sigma, St Louis, MO, USA) 
                      1.2.26  นํ�ายา Glucose Free Fert-TALP 
                      1.2.27  นํ�ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน SOF 
                     1.2.28  นํ�ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน TCM 199 ที�มี BRL-cell (Buffalo rat liver cells; 
BRL3A, American type culture collection Rockville, MD, USA) 
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วธีิการ 
 

1. การเกบ็รังไข่ 

    

1.1 ตดัรังไข่ออกจากถุงเยื�อคลุมรังไข่ (Ovarian bursa) ดว้ยกรรไกรผา่ตดัโดยปฏิบติัการทนั 
ทีหลงัสุนขัผา่ตดัทาํหมนั (Ovariohysterectomy) จากฝ่ายควบคุมโรคพิษสุนขับา้ กรุงเทพมหานคร   
โดยเก็บจากสุนขัที�มีสุขภาพดี และมีอายมุากกวา่ 6 เดือน ทั�งนี� ไม่เฉพาะเจาะจงต่อระยะการเป็นสัด
และสายพนัธ์ุของสุนขัที�ทาํการเก็บตวัอยา่ง 

 
  1.2  นาํรังไข่ที�ไดแ้ช่ในสารละลายนํ� าเกลือที�มียาปฏิชีวนะเพนนิซิลิน 100 IU/ml โดยเก็บ
รักษาที�อุณหภูมิหอ้ง และนาํกลบัมายงัหอ้งปฏิบติัการภายใน 3-5 ชั�วโมง 

 

 
 

ภาพที� 5  แสดงส่วนของรังไข่และมดลูกสุนขั ขณะทาํการผา่ตดัทาํหมนั (Ovariohysterectomy) 
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2. การเกบ็โอโอไซต์ 

 
  2.1  นาํรังไข่ที�ไดม้าลา้ง 3 ครั� ง ดว้ยสารละลายนํ�าเกลือ 0.9 เปอร์เซ็นตที์�มียาปฏิชีวนะเจนตา้
มยัซิน 100 IU/ml และ ซบัรังไข่ใหแ้หง้ดว้ยผา้กอซ 
 
           2.2  เก็บโอโอไซตที์�อยูภ่ายในรังไข่โดยใชใ้บมีดเฉือนรังไข่ออกเป็นชิ�นบางๆ (Slicing) บน
จานทดลองที�มีนํ�ายาสาํหรับเก็บโอโอไซต ์TCM199-HEPES 
 
  2.3  นําไปตรวจหาโอโอไซต์ และคดัเลือกโอโอไซต์ภายใต้กล้องจุลทรรศน์สเตอริโอ 
ขนาดกาํลงัขยาย 10-20 เท่า 
  
3.  การคัดเลอืกโอโอไซต์ก่อนนําไปเพาะเลี�ยง 

 
  3.1  คดัเลือกโอโอไซตภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์สเตอริโอ โดยแบ่งออกเป็น 4 แบบ ตามวิธี
ของ Hewitt et al. (1998) ดงัภาพที� 6 
 
         3.1.1 โอโอไซตแ์บบที�มีไซโทพลาสซึมสีเขม้สมํ�าเสมอ(Darkly Pigment) และมีเซลล์
คิวมูลสัห่อหุม้อยูอ่ยา่งหนาแน่น มากกวา่ 5 ชั�น (Complete Cumurus Oocyte Complex; COCs) 
จดัเป็นโอโอไซตที์�มีคุณภาพดีมาก สามารถนาํไปเพาะเลี�ยงได ้
 
         3.1.2 โอโอไซตแ์บบที�มีไซโทพลาสซึมสีเขม้สมํ�าเสมอ(Darkly Pigment) และมีเซลล์
คิวมูลสัห่อหุม้อยู ่2-5 ชั�น จดัเป็นโอโอไซตที์�มีคุณภาพดี สามารถนาํไปเพาะเลี�ยงได ้
 
        3.1.3 โอโอไซต์แบบที�มีไซโทพลาสซึมสีจางไม่สมํ�าเสมอ (Lightly Pigment) และมี
เซลลคิ์วมูลสัห่อหุม้ไม่สมบูรณ์ (Incomplete Cumerus Oocyte) จะไม่นาํไปเพาะเลี�ยง 
 
                     3.1.4 โอโอไซตแ์บบที�มีลกัษณะรูปร่างผดิปกติทั�งในดา้นขนาดและสีของไซโทพลาส 
ซึม จดัถือเป็นโอโอไซตที์�มีการเสื�อมสลายแลว้ (Degenerate oocyte) จะไม่นาํไปเพาะเลี�ยง 
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ภาพที� 6  แสดงลกัษณะของโอโอไซตสุ์นขั ก.ลกัษณะของโอโอไซตช์นิด Complete Cumurus  
 Oocyte Complex (COCs) ซึ�งมีเซลลคิ์วมูลวัลอ้มรอบหลายชั�นจดัเป็นโอโอไซตที์�มีคุณภาพ    
 ดีมาก, ข.ลกัษณะของโอโอไซตที์�มีคุณภาพดีซึ� งมีเซลลคิ์วมูลสัห่อหุม้อยู,่ ค. ลกัษณะของ    
 โอโอไซตที์�มีการเสื�อมสลายแลว้ (Degenerate oocyte) และ ง. ลกัษณะของโอโอไซตที์�ไม่ 
 มีคิวมูลสัห่อหุม้ (Denude) 
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4  การเพาะเลี�ยงโอโอไซต์และการปฏิสนธิภายนอกร่างกาย 

 
  นาํโอโอไซตที์�คดัเลือกแลว้ลา้งในสารละลาย TCM199-Hepes 3 ครั� งเเลว้เเบ่งกลุ่มทดลอง
ดงันี�  
              
  4.1 การทดลองที� 1 ผลของชนิดนํ�ายาเพาะเลี�ยงต่อการพฒันาของโอโอไซต ์
 
 นาํโอโอไซตที์�ไดน้าํมาเลี�ยงในนํ�ายาเพาะเลี�ยง 4 ชนิด ไดแ้ก่ นํ� ายาเพาะเลี�ยงSOF, TCM199, 
Ham F10 และ DMEM/F12  โดยมีการเติมสาร 0.6 % glucose, 60 mM putrescine, 20 nM 
progesterone, 30 nM sodium selenite, 25 mg/mL insulin, 100 mg/mL apo-transferrin และ 40 
ng/mL epidermal growth factor (EGF) ในนํ�ายาเพาะเลี�ยงทั�ง 4 ชนิด ทาํการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นตู้
เพาะเลี� ยง ที�อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียล และมีคาร์บอนไดออกไซต์ในบรรยากาศ 5 เปอร์เซ็นต ์
นาน 48 ชั�วโมง โดยเมื�อไดโ้อโอไซต์มาแต่ละครั� งจะแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม ในจาํนวนใกล้เคียงกนั
โดยแต่ละกลุ่มจะทาํการทดลองซํ� า (replication) อยา่งนอ้ย 4-5 ครั� ง 
 
  4.2  การทดลองที� 2  ชนิดและความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระต่อการพฒันาของโอโอ
ไซต ์ 
 
  ใชน้ํ�ายาเพาะเลี�ยงโอโอไซตที์�เหมาะสมที�สุดต่อการเจริญเติบโตจนถึงขั�นพร้อมปฏิสนธิของ
โอโอไซตจ์ากการทดลองที� 1 โดยเปรียบเทียบสารตา้นอนุมูลอิสระ 2 ชนิด คือ วิตามินอีชนิดละลาย
ในนํ�า (Trolox) ที�ความเขม้ขน้ 50, 100, 250 และ 500 ไมโครโมล และ Melatonin ที�ความเขม้ขน้ 50, 
100, 250 และ 500 ไมโครโมล จากนั�นทาํการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นตูเ้พาะเลี�ยงนาน 48 ชั�วโมง โดย
เมื�อไดโ้อโอไซต์มาแต่ละครั� งจะแบ่งออกเป็น 9 กลุ่ม ในจาํนวนใกลเ้คียงกนั โดยแต่ละกลุ่มจะทาํ
การทดลองซํ� า (replication) อยา่งนอ้ย 4-5 ครั� ง      
 
           4.3 การทดลองที� 3 ชนิดของสารกระตุน้ (Activating agent) ต่อการพฒันาของโอโอไซต ์  
 
  ใชน้ํ�ายาเพาะเลี�ยงโอโอไซตที์�เหมาะสมที�สุดต่อการเจริญเติบโตจนถึงขั�นพร้อมปฏิสนธิของ
โอโอไซตจ์ากการทดลองที� 1 โดยเปรียบเทียบสารกระตุน้ 2 ชนิด คือ Ionomycin ที�ความเขม้ขน้ 5 
ไมโครโมล และ Ethanol ที�ความเขม้ขน้ 7 เปอร์เซ็นต ์โดยกระตุน้โอโอไซต ์ที� 0 และ 24  ชั�วโมง
ของการเพาะเลี�ยง จากนั�นทาํการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นตูเ้พาะเลี�ยงต่อจนครบ 48 ชั�วโมง โดยเมื�อได้
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โอโอไซต์มาแต่ละครั� งจะแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม ในจาํนวนใกลเ้คียงกนั โดยแต่ละกลุ่มจะทาํการ
ทดลองซํ� า (replication) อยา่งนอ้ย 4-5 ครั� ง 
 
  4.4 การทดลองที� 4 การปฏิสนธินอกร่างกายเเละการเพาะเลี�ยงตวัอ่อน 

 

นาํนํ� าเชื�อสุนขัที�ผ่านการแช่แข็งมาอุ่นละลายที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียล เเลว้ทาํการ
คัดเลือกตัวอสุจิโดยการปั�นเหวี�ยงแยกเอาตะกอนตัวอสุจิผ่านชั� นต่างระดับความเข้มข้นของ       
เพอร์คอลล์ (Two-layered Percoll Density Gradient Centrifugation) ที� 45% และ 90% ดว้ยความเร็ว 700 g 
นาน 15 นาที ที�อุณหภูมิห้อง จากนั�นดูดเอาส่วนใสทิ�งไปและลา้งตะกอนตวัอสุจิดว้ย Sp-TALP  
โดยปั�นเหวี�ยงดว้ยความเร็ว 700g นาน 15 นาที ที�อุณหภูมิหอ้ง เเลว้นาํตะกอนที�ไดม้าละลายในนํ� ายา  
Glucose Free Fert-TALP ที�ประกอบดว้ยเฮพาริน (Heparin) 10 µg/ml และปรับความเขม้ขน้ของตวั
อสุจิใหไ้ด ้2.5×107 cell/ml  

 
นาํตวัอสุจิที�ผา่นการเตรียมแลว้ในนํ� ายา Glucose Free Fert-TALP มาใส่ลงในหยดนํ� ายาที�มี

โอโอไซตที์�ไดผ้่านการเพาะเลี�ยงเเลว้นาน 48 ชั�วโมง จาํนวน 10-15 ใบต่อหยด โดยตวัอสุจิมีความ
เขม้ขน้สุดทา้ย 5×106 cell/ml ทาํการเลี�ยงตวัอสุจิร่วมกบัโอโอไซต ์ที�ตูเ้พาะเลี�ยงอุณหภูมิ 38.5 องศา
เซลเซียล และมีคาร์บอนไดออกไซตใ์นบรรยากาศ 5 เปอร์เซ็นต ์นาน 18-20 ชั�วโมง 

 
หลงัจากเลี�ยงตวัอสุจิร่วมกบัโอโอไซต์นาน 18-20 ชั�วโมงแลว้ ใชปิ้เปตตดู์ดโอโอไซตขึ์�น

ลงหลายๆครั� งเพื�อกาํจดัอสุจิที�เกาะอยูก่บัโอโอไซตอ์อกเเลว้ยา้ยตวัอ่อนที�ไดม้าเลี� ยงในนํ� ายาเลี� ยงตวั
อ่อน 2 ชนิด คือ นํ� ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน SOF และ นํ� ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน TCM 199 ที�มี 10 % FBS 
เเละเลี� ยงร่วมกบั BRL-cell (Buffalo rat liver cells) โดยทาํการเพาะเลี� ยงตวัอ่อนที�ตูเ้พาะเลี� ยง
อุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียล และมีคาร์บอนไดออกไซต์ในบรรยากาศ 5 เปอร์เซ็นต์ และทาํการ
เปลี�ยนนํ�ายาเพาะเลี�ยงทุก 48 ชั�วโมง โดยดูการแบ่งตวัและการพฒันาของตวัอ่อนทุก 24 ชั�วโมงเป็น
เวลา 7 วนั  
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5. การประเมินการพฒันาของโอโอไซต์ภายหลงัจากการเพาะเลี�ยง 

 
  นาํโอโอไซตม์าทาํใหเ้ซลลคิ์วมูลสัหลุดออก (Denude) โดยแช่ในสารละลาย 0.5 เปอร์เซ็นต ์

Hyarulonidase แลว้ใชปิ้เปตตที์�ยืดปลายแลว้ดูดขึ�นลงเพื�อค่อยๆกาํจดัเอาส่วนของเซลล์คิวมูลสัออก
จนหมด ภาพที� 7 แลว้นาํโอโอไซตที์�ลอกเอาเซลล์คิวมูลสัออกจนหมดแลว้ (Denude) มาทาํให้เซลล์
คงตวัโดยแช่ในสารละลาย PBS ที�มี 3.7 เปอร์เซ็นต ์(w/v) Paraformaldehyde เเละ 1 เปอร์เซ็นต(์v/v) 
Triton-X 100 นาน 10-15 นาที นาํโอโอไซต์ที�ไดม้าลา้งในสารละลาย  PBS 2- 3 ครั� ง เเลว้นาํ         
โอโอไซตที์�ผา่นการลา้งเเลว้มาใส่ในหยด 95 เปอร์เซ็นต ์glycerol ที�มี Hoechst 33342 ที�ความเขม้ขน้ 
1.9 ไมโครโมล ลงบนแผน่สไลด์เเละปิดดว้ย cover slip ซึ� งยึดดว้ย Paraffin wax ทั�ง 4 มุม ดูผล
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์เรืองแสง 
 

   
 

ภาพที� 7   แสดงโอโอไซตภ์ายหลงัการเพาะเลี�ยงและทาํใหเ้ซลลคิ์วมูลสัหลุดออกจนหมด (Denude) 
  ที�กาํลงัขยาย 200 เท่า 
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  ลกัษณะนิวเคลียสของโอโอไซตจ์ะจาํแนกออกเป็น 5 ลกัษณะตามการพฒันาของโอโอไซต์
ดงันี�  
 

5.1  Germinal Vesicle (GV) หมายถึง ลกัษณะของนิวเคลียสที�อยูใ่นระยะยงัไม่เจริญ โดย
ชั�น nuclear membrane ของนิวเคลียสโอโอไซตย์งัไม่สลายไป โครโมโซมภายในนิวเคลียสยงัไม่
เกิด decondensaion 

 
   5.2  Germinal Vesicle Breakdown (GVBD) หมายถึง ลกัษณะของนิวเคลียสที�อยูใ่นระยะ 
เริ�มเจริญ โดยมีการสลายตวัของเยื�อหุม้นิวเคลียส และเริ�มเกิด decondensaion 

 
  5.3  Metaphase I (MI) หมายถึง ระยะที�โอโอไซตผ์า่นการเจริญไประยะหนึ�งแลว้แต่ยงัไม่
เจริญถึงขั�นพร้อมปฏิสนธิ เป็นระยะที�เรียกวา่ ระยะ intermediate maturity จะเห็นโครโมโซมกลุ่ม
เดียวหรือกาํลงัจะแบ่งเซลลอ์อกไป         
    
   5.4  Metaphase II (MII) หมายถึง ระยะที�โอโอไซตมี์การเจริญถึงขั�นพร้อมปฏิสนธิ ซึ� งจะ
เห็นลกัษณะโครโมโซมแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม กลุ่มหนึ� งเป็นโพลาร์บอดีที�หนึ� ง (First polar body)    
อีกกลุ่มเป็นโครโมโซมที�มีการหดตวั และพร้อมจะแบ่งตวัต่อไปเมื�อมีตวัอสุจิเขา้มาผสม 
 
6. การวเิคราะห์ทางสถิติ 

 

  วเิคราะห์ทางสถิติโดยการวิเคราะห์ความแปรปรวน Analysis of Variance (ANOVA) และ
วเิคราะห์ความแตกต่างของค่าเฉลี�ยของแต่ละกลุ่มการทดลอง (mean ± standard deviation) โดยวธีิ 
Duncan’s New Multiple Range Test ดว้ยโปรแกรมสาํเร็จรูป SPSS ในการวิเคราะห์ 
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ผลและวจิารณ์ 

ผล 
 

 การทดลองที� 1 ผลของชนิดนํ�ายาเพาะเลี�ยงต่อการพฒันาของโอโอไซต์  

 
เมื�อนาํโอโอไซตสุ์นขัจาํนวน 296 ใบมาเลี�ยงในนํ�ายาเพาะเลี�ยง 4 ชนิด พบวา่ ความสามารถ

ของโอโอไซต์ในการเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส  (GVBD- MII) หลงัการเพาะเลี� ยง
นาน 48 ชั�วโมงในนํ� ายาเพาะเลี� ยง  SOF, TCM199, Ham F10 และ DMEM/F12  เป็น 88.9±11.0 
เปอร์เซ็นต ์ 74.4± 20.0 เปอร์เซ็นต,์ 76.8±20.7 เปอร์เซ็นต ์ และ 75.2±19.1 เปอร์เซ็นต ์ ตามลาํดบั 
ดงัเเสดงในตาราง  ที� 1  ขณะที�อตัราการเจริญของโอโอไซตจ์นถึงระยะพร้อมปฏิสนธิ หรือระยะเม
ทาเฟสทู เป็น 18.6±7.6 เปอร์เซ็นต์, 18.3± 4.5เปอร์เซ็นต์, 13.9±8.2 เปอร์เซ็นต์ และ 11.9±4.2 
เปอร์เซ็นต์ ตามลาํดบัโดยพบว่าไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติในการเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์
แบบไมโอซีสและการเจริญถึงขั�นพร้อมปฏิสนธิในนํ�ายาเพาะเลี�ยงโอโอไซตที์�แตกต่างกนัทั�ง 4 ชนิด 
แต่พบวา่โอโอไซตที์�เพาะเลี�ยงใน SOF เเละ TCM199 มีแนวโนม้ที�อตัราการเจริญถึงระยะเมทาเฟส
ทู ดีกวา่โอโอไซตที์�เพาะเลี�ยงใน Ham F10 และ DMEM/F12 
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ตารางที� 1  ระยะการพฒันาของนิวเคลียสที�พบภายหลงัการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นนํ�ายาเพาะเลี�ยงที�
แตกต่างกนั 4 ชนิด  เป็นเวลา 48 ชั�วโมง  
 

 

นํ�ายาเพาะเลี�ยง 

   จาํนวน 

โอโอไซต ์

เปอร์เซ็นต ์(ค่าเฉลี�ย ±ค่าความแปรปรวน) 

ของระยะการพฒันาของนิวเคลียส 

  GV        GVBD    MI  MII GVBD-MII 

   SOF      70              11.1±7.6         31.9±9.7         38.4±13.7       18.6±7.6        88.9±11.0                                                 
   TCM199     76              25.6±7.8         32.6±11.2       23.5±8.4         18.3±4.5        74.4±20.0                                                  
   Ham-F10              77              23.2±9.3     38.6±8.7         24.2±13.2       13.9±8.2        76.8±20.7                                            
   DMEM/F12      73              24.8±11.4     34.7±10.2       28.5±8.1         11.9±4.2        75.2±19.1                                                
 

 
 
 

 
 

ภาพที� 8  เปรียบเทียบลกัษณะของโอโอไซตก่์อนและหลงัทาํการเพาะเลี�ยง ก.ลกัษณะของโอโอ 
 ไซตก่์อนทาํการเพาะเลี�ยงพบวา่มีเซลลคิ์วมูลสัห่อหุม้ลอ้มรอบเปลือกหลายชั�น; ข.ลกัษณะ   
 ของโอโอไซตภ์ายหลงัการเพาะเลี�ยง พบมีการกระจายตวัของเซลลคิ์วมูลสัรอบๆเปลือก   
 หุม้โอโอไซต ์(Expanded Cumulus Oocyte) ที�กาํลงัขยาย 200 เท่า 
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ภาพที� 9  แสดงโอโอไซตร์ะยะเมทาเฟสทูภายหลงัการเพาะเลี�ยงและทาํใหเ้ซลลคิ์วมูลสัหลุดออก 
 จนหมด (Denude) พบลกัษณะของโพลาร์บอดี� ที� 1 (First polar body) อยูที่�ขอบผวิของไซ 
โทพลาสซึม (ที�กาํลงัขยาย 200 เท่า) 

 

 
 

ภาพที�10 โอโอไซตที์�ยอ้มดว้ยสี Hoechst 33342 เพื�อดูการพฒันาของนิวเคลียส และโครโมโซม 
ภายหลงัการเพาะเลี�ยง เป็นเวลา 48 ชั�วโมง ก. GV; ข. GVBD; ค.MI และ ง. MII                   
(กาํลงัขยาย 400 เท่า) 
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การทดลองที� 2  ชนิดและความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอสิระต่อการพฒันาของโอโอไซต์  

 
ผลของสารตา้นอนุมูลอิสระ Trolox เเละ Melatonin ต่ออตัราการเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์

แบบไมโอซีส (GVBD-MII) เเละการพฒันาของโอโอไซตจ์นถึงระยะเมทาเฟสทู ดงัตารางที� 2 เมื�อ
เพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นนํ� ายา SOF ที�มี Trolox หรือ Melatonin ที�ความเขม้ขน้ที�แตกต่างกนั คือ 50, 
100, 250 และ 500 ไมโครโมล เป็นเวลา 48 ชั�วโมง พบวา่สารตา้นอนุมูลอิสระ Trolox หรือ 
Melatonin ที�ความเขม้ขน้ต่างๆไม่สามารถเพิ�มอตัราการเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส 
(GVBD-MII) เเละอตัราการเจริญของโอโอไซตจ์นถึงระยะเมทาเฟสทูได ้เมื�อเทียบกบักลุ่มควบคุม 
การใช ้ Trolox ที�มีความเขม้ขน้ต่างกนัให้ผลการเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส (GVBD-
MII) เเละอตัราการเจริญของโอโอไซตจ์นถึงระยะเมทาเฟสทูไดไ้ม่เเตกต่างกนั เเต่การใช ้Melatonin 
ที�มีความเข้มข้น 500 ไมโครโมล สามารถกระตุน้การเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส 
(GVBD-MII) ไดม้ากกวา่การใช ้ Melatonin ที�มีความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมล เเต่อตัราการเจริญของ
โอโอไซตจ์นถึงระยะเมทาเฟสทูได ้ไม่เเตกต่างกนั  
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ตารางที� 2  ระยะการพฒันาของนิวเคลียสที�พบภายหลงัการเพาะเลี�ยงโอโอไซตโ์ดยเปรียบเทียบชนิด
และความเขม้ขน้ของสารตา้นอนุมูลอิสระ 

 
ชนิดสารตา้น 

 อนุมูลอิสระ 

(ความเขม้ขน้ 

ไมโครโมล) 

   จาํนวน 

โอโอไซต ์

เปอร์เซ็นต ์(ค่าเฉลี�ย ± ค่าความแปรปรวน) 

ของระยะการพฒันาของนิวเคลียส 

  GV         GVBD    MI        MII   
    GVBD-MII 
  

SOF                          89         23.7±6.4ก, ข     27.0±6.0 41.0±9.3          8.3±3.2       76.3±5.9ก, ข      
SOF+T50                 61         16.2±5.0ก, ข     26.5±8.4 45.9±9.5         11.4±1.9    88.9±7.2ก, ข      
SOF+T100       85         24.0±7.0ก, ข     19.3±5.2 45.3±8.2         11.4±4.4    83.8±8.1ก, ข      
SOF+T250       86         19.2±13.3ก, ข   33.9±13.2 36.2±3.5         10.6±0.7    80.2±9.2ก, ข      
SOF+T500       77         24.9±10.8ก, ข   24.0±2.9 37.5±2.2         10.5±3.8    75.1±7.5ก, ข      
SOF+M50       55         35.8±6.9ก     22.4±2.5 34.5±3.1          7.3±1.5    64.2±5.3ก 
SOF+M100       93        14.9±10.5ก, ข    27.0±1.4 47.1±6.3         10.9±5.6    85.1±4.6ก, ข      
SOF+M250       85        23.0±12.1ก, ข    25.8±2.4 36.1±3.8         15.1±8.9    77.0±6.5ก, ข      
SOF+M500       89        11.2±4.4ข     32.8±8.9 48.2±12.1         7.8±1.4    88.8±5.4 ข 
 

 
กและข ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  (P < 0.05) 
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 การทดลองที� 3 ชนิดของสารกระตุ้น (Activating agent) ต่อการพฒันาของโอโอไซต์  

 
การกระตุน้โอโอไซตด์ว้ย Ethanol หรือ Ionomycin หลงัจากเพาะเลี� ยงมาเเลว้ 24 ชั�วโมง          

ดงัตารางที� 3 พบวา่ เปอร์เซ็นตโ์อโอไซตที์�เกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส (GVBD- MII)         
ไม่เเตกต่างจากกลุ่มควบคุม เเต่การกระตุ้นโอโอไซต์ด้วย Ethanol หรือ Ionomycin ก่อนการ
เพาะเลี�ยง   (0 ชั�วโมง) จะทาํให้ลดเปอร์เซ็นตโ์อโอไซตที์�เกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส 
เมื�อเทียบกบัการกระตุน้ หลงัจากเพาะเลี�ยงมาเเลว้ 24 ชั�วโมงเเละกลุ่มควบคุม นอกจากนี�พบวา่การ
กระตุน้โอโอไซตด์ว้ย Ethanol หลงัจากเพาะเลี�ยงมาเเลว้ 24  ชั�วโมง ทาํให้เพิ�มเปอร์เซ็นตโ์อโอไซต์
ที�พฒันาถึงระยะเมทาเฟสทูอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ เมื�อเทียบกบักลุ่มทดลองอื�นๆเเละกลุ่มควบคุม 
เเต่การกระตุ้นโอโอไซต์ด้วย Ethanol หรือ Ionomycin ก่อนการเพาะเลี� ยง (0 ชั�วโมง) ทาํให ้         
ลดเปอร์เซ็นต์โอโอไซต์ที�พฒันาถึงระยะ  เมทาเฟสทูอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ  เมื�อเทียบกบักลุ่ม
ควบคุม 
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ตารางที� 3  ระยะการพฒันาของนิวเคลียสที�พบภายหลงัการเพาะเลี�ยงโอโอไซตโ์ดยเปรียบเทียบชนิด 
    และผลของการกระตุน้ของสารเคมีสองชนิด ที�ใชใ้นการกระตุน้ใหโ้อโอไซตแ์บ่งเซลล 
    ระยะเวลาต่างกนั 

 
Activating      

agent 

(ชั�วโมงที�ทาํ

การกระตุน้) 

   จาํนวน 

โอโอไซต ์

จาํนวนเปอร์เซ็นต ์(ค่าเฉลี�ย ± ค่าความแปรปรวน) 

ของระยะการพฒันาของนิวเคลียสและโครโมโซม 

  GV        GVBD    MI        MII   
    GVBD-MII 
  

  Control                    101          22.1±8.1ก         36.4±6.5         29.2±6.1       12.3±2.5ก     77.9±10.2ก                                                      

  Iomomycin  
        0 ชั�วโมง              95         51.4±7.2ข        25.4±5.4          21.04±8.1      3.1±1.1ข        48.6±9.8ข                                               
      24 ชั�วโมง            102         32.3±5.8ก,ข      20.6±6.3          38.7±9.2        8.4±4.5ก,ข     67.7±11.5ก         

  Ethanol  
        0 ชั�วโมง             96          41.1±5.6ข        19.1±9.2         34.6±11.7       5.1±5.6 ข      58.8±14.2ข                                                 
      24 ชั�วโมง           114            8.5±3.1ค        33.5±8.6         35.2±7.4        22.8±6.8ค       91.4±8.6ก                                                            
 

 
ก ข และค ในสดมภต่์างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  (P < 0.05) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 



 

33

การทดลองที� 4 การศึกษาการปฏิสนธิภายนอกร่างกายและการเพาะเลี�ยงตัวอ่อน  

 
  ดงัภาพที� 11 พบวา่หลงัจากการปฏิสนธิตวัอ่อนเริ�มมีการแบ่งเซลล์ครั� งแรก หรือ แบ่งเป็น   
2 เซลล์ และพฒันาการแบ่งเป็น 3-4 เซลล์, 5-7 เซลล์และ 8-16 เซลล์ หลงัจากเพาะเลี�ยงนาน 48-72 
ชั�วโมง,  72-96 ชั�วโมง และ 96 -120 ชั�วโมง ตามลาํดบั ในตารางที� 4  เเสดงผลการเพาะเลี�ยงตวัอ่อน
ในนํ�ายา SOF เเละนํ�ายา TCM199 ที�มีเซลล์ BRL เมื�อเพาะเลี�ยงตวัอ่อนในนํ� ายา SOF ตวัอ่อนมีอตัรา
การแบ่ง เซลลเ์ป็นระยะ 2 เซลล ์3-4 เซลล ์เเละ 5-7 เซลล ์ที�สูงกวา่การเพาะเลี�ยงในนํ�ายา TCM199 ที�
มีเซลล ์BRL อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิติ (33.16±1.2% กบั 13.7±1.2%, 24.7±0.5% กบั 8.7±1.1% และ 
15.1±2.2% กบั 4.3±1.3% ตามลาํดบั) ส่วนการพฒันาของตวัอ่อนถึงระยะ 8-16 เซลล์ พบว่าไม่
แตกต่างกนัอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ เเมว้่าการเลี� ยงตวัอ่อนในนํ� ายาเพาะเลี� ยง SOF จะมีอตัราการ
แบ่งเซลล์ถึงระยะ 8-16 เซลล์สูงกว่า คือ 4.1±2.1% เมื�อเทียบกบัการเพาะเลี� ยงตวัอ่อนในนํ� ายา 
TCM199 ที�มีเซลล ์BRL ซึ� งมีอตัราการแบ่งเซลลพ์ียง 1.4±1.1% 

 
ตารางที� 4  อัตราการแบ่งเซลล์ของตวัอ่อนภายหลังการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ และการปฏิสนธิ

ภายนอก ร่างกายหลงัจากทาํการเพาะเลี� ยงตวัอ่อน 7 วนั ระหว่างในนํ� ายาเพาะเลี� ยงตวั
อ่อน SOF นํ�ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน TCM 199 ที�มี BRL-cell 

 

 

นํ�ายาเพาะเลี�ยง 

จาํนวน 

โอโอไซต ์

จาํนวนเปอร์เซ็นต ์(ค่าเฉลี�ย ± ค่าความแปรปรวน) 

ของระยะของตวัอ่อนที�พฒันา 

   2 เซลล ์     3-4 เซลล ์  5-7 เซลล ์  8-16 เซลล ์

               SOF              146                33.6±1.2 ก     24.7±0.5 ก      15.1±2.2 ก        4.1±2.1  
   TCM199+BRL cells                 138                13.7±1.2 ข      8.7±1.1 ข       4.3±1.3ข           1.4±1.1                                                             

 
กและข ต่างกนัอยา่งมีนยัสาํคญัทางสถิติ  (P < 0.05) 
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ภาพที� 11  ตวัอ่อนระยะต่างๆที�เกิดจากการปฏิสนธิภายนอกร่างกาย ก. ระยะ 2 เซลล;์ ข.ระยะ            
                 4 เซลล;์ ค.ระยะ 5-7 เซลล ์และ ง; ระยะ 8-16 เซลล ์(ที�กาํลงัขยาย 200 เท่า) 
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วจิารณ์ 
 

การศึกษาถึงปัจจยัต่างๆที�มีผลต่อคุณภาพโอโอไซตน์ั�นจาํเป็นอยา่งมาก โดยเฉพาะการเลี�ยง
ภายในหอ้งปฏิบติัการ เนื�องจากตอ้งเลียนแบบให้เหมือนกบัสภาพภายในร่างกายของสัตว ์ซึ� งปัจจยั
ความแตกต่างของพนัธ์ุสัตว ์ความสมบูรณ์ของระบบสืบพนัธ์ุของสัตว ์อายุของสัตว ์สภาพแวดลอ้ม 
และอิทธิพลจากอาหารที�สัตวไ์ดรั้บลว้นแต่ส่งผลต่อคุณภาพของโอโอไซต์ ทาํให้โอโอไซต์ที�ไดมี้
คุณภาพที�แตกต่างกนั (Hunter, 2000)   

 
การผลิตตวัอ่อนนอกร่างกายนั�น ปัจจยัที�มีผลอยา่งมาก คือ นํ� ายาที�ใชใ้นการเพาะเลี�ยงโอโอ

ไซต์ เนื�องจากเป็นแหล่งอาหารต่างๆที�จาํเป็นต่อการพฒันา และการเจริญของโอโอไซต์ เพื�อ
นาํไปใช้ในการพฒันาการเจริญของเซลล์ได ้จากผลการศึกษาครั� งนี� พบวา่สอดคลอ้งกบัการศึกษา
ของ Hewitt and England (1999) และ Rota and Cabianca  (2004) ที�ไม่พบความแตกต่างในการ
เพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นนS้OF และ TCM 199  ในขณะที� Martins et al. (2006) ไดเ้ปรียบเทียบการ
เพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นนํ� ายาเพาะเลี�ยง SOF และ TCM ในสุนขัที�อยูใ่นระยะเป็นสัด (estrus) พบวา่
ลกัษณะของโอโอไซต์ที�เกิด GVBD ในนํ� ายาเพาะเลี�ยงทั�งสองชนิดไม่ต่างกนั แต่พบลกัษณะของ   
โอโอไซตที์�พฒันาถึงระยะเมทาเฟสวนั ในนํ�ายาเพาะเลี�ยง SOF (55.8%) สูงกวา่เมื�อทาํการเพาะเลี�ยง
ใน TCM (25%) และจากการศึกษาของ Bogliolo et al.  (2001) ไดท้าํการศึกษาการเพาะเลี�ยงโอโอ
ไซตแ์มว พบวา่อตัราการเกิดเมทาเฟสทูของโอโอไซตที์�เพาะเลี�ยงในนํ� ายาเพาะเลี�ยง SOF สูงกวา่ใน
นํ�ายาเพาะเลี�ยง TCM 199 นอกจากนี� ยงัพบวา่มีการใชน้ํ� ายาเพาะเลี�ยง SOF ในการเพาะเลี�ยงตวัอ่อน
โค และแกะ ไดถึ้งระยะ 16 เซลล์ (Tervit et al., 1972) แต่ยงัไม่มีรายงานความสําเร็จในการใชน้ํ� ายา
เพาะเลี�ยง SOF ในการเพาะเลี�ยงตวัอ่อนสุนขัให้ถึงระยะเมทาเฟสทู (Hewitt and England, 1999; 
Bolamba et al., 2002; Rota and Cabianca, 2004; Tas et al., 2006) นอกจากนี� ยงัมีการใชน้ํ� ายา
เพาะเลี�ยงโอโอไซตช์นิดอื�น ไดแ้ก่ นํ� ายาเพาะเลี�ยง NCSU37 ซึ� งนิยมใช้ในการเพาะเลี�ยงโอโอไซต์
ในสุกร (Cui et al., 2006) นํ� ายาเพาะเลี�ยง DMEMF/12 (Bolamba et al, 2006) และ นํ� ายาเพาะเลี�ยง 
DMEM (Lee et al., 2007b) สามารถใชเ้พาะเลี�ยงโอโอไซต์ให้เจริญถึงระยะเมทาเฟสทูไดซึ้� ง
สอดคลอ้งกบัการศึกษาครั� งนี�  แต่ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยสําคญัเมื�อเปรียบเที�ยบกบัการใช้
นํ� ายาเพาะเลี� ยง SOF และ นํ� ายาเพาะเลี�ยง TCM  และจากการศึกษาครั� งนี� ยงัพบวา่นํ� ายาเพาะเลี� ยง 
Ham’s F10 ซึ� งเป็นนํ� ายาที�นิยมใช้ในการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นแมว และหนู สามารถนาํมาใชใ้น
การเพาะเลี�ยงโอโอไซตสุ์นขัใหเ้จริญถึงระยะเมทาเฟสทูไดเ้ช่นเดียวกนั 

จากการศึกษาผลของสารอนุมูลอิสระเมลาโทนิน และ Trolox พบว่าอตัราการพฒันาของ  
โอโอไซต์ไม่มีความแตกต่างกนัเมื�อทาํการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์สุนขัในนํ� ายาเพาะเลี� ยงโอโอไซต ์
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SOF ที�เติมสาร เมลาโทนิน หรือ Trolox แต่จากการศึกษาการเพาะเลี�ยงโอโอไซตข์องคนพบวา่เมื�อ
เติมสารเมลาโทนินลงในนํ� ายาเพาะเลี� ยงโอโอไซต์จะมีส่วนช่วยให้โอโอไซต์ถึงระยะเมทาเฟสทู 
และมีอตัราการปฏิสนธินอกร่างกายสูงขึ�น (Park et al., 2006)  และจากการเพาะเลี�ยงโอโอไซตสุ์กร 
พบวา่เมื�อเติมเมลาโทนินในนํ�ายาเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์จะช่วยลดปริมาณของสารอนุมูลอิสระ (ROS) 
ทาํใหโ้อโอไซตพ์ฒันาถึงระยะเมทาเฟสทูเพิ�มขึ�น (Kang et al., 2008) และพบวา่เมลาโทนินยงัทาํให้
อตัราการแบ่งเซลล์ของตวัอ่อนในสุกรเพิ�มมากขึ� นอีกด้วย (Rodriguez-Osorio et al., 2007) 
นอกจากนี�การศึกษาของ Ishizuka et al. (2000) พบว่า เมลาโทนนิน มีผลช่วยเพิ�มผลการปฏิสนธิ
ภายนอกร่างกาย และการพฒันาของตวัอ่อนในหนูได ้ 

 ในการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสของโอโอไซตใ์นสัตวเ์ลี� ยงลูกดว้ยนม พบว่าโอโอไซต์จะมี
การหยดุแบ่งเซลลค์รั� งแรกที�ระยะ Prophase I หรือ GV หลงัจากนั�นจะมีการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีส
ต่อเกิดลกัษณะของ GVBD และผ่านเขา้ระยะ MI, AnaphaseI และTelophaseI จนถึงระยะ MII 
ตามลาํดบั ซึ� งการกระตุน้ให้โอโอไซตมี์ความสามารถในการแบ่งเซลล์แบบไมโอซีสต่อ (GVBD - 
MII) ภายหลงัการเขา้สู่ระยะพกัจึงเป็นส่วนสําคญั  จากการศึกษาของ Sedmikova et al. (2003) 
พบวา่โอโอไซตข์องสุกร ภายหลงัการเพาะเลี� ยงนาน 24 ชั�วโมง ส่วนใหญ่จะหยุดการแบ่งเซลล์ที�
ระยะเมทาเฟสวนั จาํนวน 68 เปอร์เซ็นต ์ และพบว่ามีการแบ่งเซลล์ถึงระยะเมทาเฟสทู เพียง 26 
เปอร์เซ็นต์ แต่เมื�อทาํการกระตุน้โอโอไซต์ด้วย Calcium ionophore A23187 พบว่าโอโอไซต์
สามารถพฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู ได้ถึง 66 เปอร์เซ็นต์ และทาํการกระตุ้นอีกครั� งเพื�อให้เกิด 
parthenogenesis พบวา่โอโอไซตส์ามารถมีการพฒันา และมีการพฒันาไดถึ้งระยะบลาสโตซีส  และ
จากการศึกษาในแมว พบวา่เมื�อทาํการกระตุน้โอโอไซตด์ว้ย ethanol ร่วมกบัการใชส้นามแม่เหล็ก 
จะให้ผลในการกระตุน้โอโอไซต์แมวให้มีการแบ่งเซลล์ถึงระยะเมทาเฟสทู และตวัอ่อนมีการแบ่ง
เซลลไ์ดถึ้ง 6 เซลล ์ (Grabiec et al., 2007) นอกจากนี�ยงัมีการใช ้ethanol ในการกระตุน้โอโอไซตโ์ค 
ใหเ้กิด parthenogenesis พบวา่โอโอไซตส์ามารถพฒันาและมีการแบ่งเซลล์ไดถึ้งระยะ บลาสโตซีส 
สูงถึง 90 เปอร์เซ็นต์ (Minamihashi et al., 1993) ซึ� งเมื�อเปรียบเทียบกบัการกระตุน้การเกิด 
parthenogenesis ในสุนขัโดยการใช ้Ca-EDTA ในการกระตุน้พบวา่ สามารถกระตุน้ให้โอโอไซต์
พฒันาถึงการเกิด pronucleus เท่านั�น (Lee et al., 2007a) ซึ� งผลที�ไดแ้ตกต่างกนัมากอาจเนื�องจากใน
สัตวเ์ลี�ยงลูกดว้ยนมชนิดอื�นๆ ซึ� งโอโอไซตที์�ตกจากฟอลลิเคิลมกัเป็นโอโอไซตที์�อยูใ่นระยะพร้อม
ที�จะปฏิสนธิ หรือ    เมทาเฟสทูแลว้  รวมทั�งในสัตวแ์ต่ละชนิดจะมีความไวต่อสารที�ใชก้ารกระตุน้ที�
แตกต่างกนั (Grabiec et al., 2007)  

จากการศึกษาครั� งนี�พบว่าเมื�อทาํการกระตุน้โอโอไซต์ดว้ย ethanol ภายหลงัการเพาะเลี�ยง
โอโอไซต ์24 ชั�วโมงสามารถทาํให้โอโอไซตมี์การพฒันาผา่นจากระยะพกัการแบ่งเซลล์ที� GV  เขา้
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สู่การเซลล์เซลล์แบบไมโอซีสต่อจนถึงระยะเมทาเฟสทูเพิ�มมากขึ�นกว่าโอโอไซต์ที�ไม่ไดก้ระตุน้ 
หรือกระตุน้ด้วย ionomycin เนื�องจากการกระตุน้ด้วยสารเคมีจะส่งผลการเปลี�ยนแปลงระดับ
แคลเซียมภายในไซโทพลาสซึมของโอโอไซต์ คลา้ยในตามธรรมชาติที�เมื�อมีตวัอสุจิเขา้มาผสม     
จะกระตุ้นให้ส่วนของโอโอไซต์มีการหลั�งแคลเซียมภายในเซลล์มากขึ� น และชักนําให้ MPF         
ไม่สามารถทาํหน้าที�ไดเ้นื�องจากโปรตีนไซคลินถูกทาํลาย ซึ� งจาํเป็นสําหรับการเปลี�ยนแปลงจาก    
ระยะเมทาเฟสวนั เขา้สู่ระยะเมทาเฟสทู (Hample and Eppig, 1995)  นอกจากนี� เมื�อแคลเซียมภายใน
เซลล์เพิ�มมากขึ�นจะไปกระตุน้การหลั�งของเอนไซม ์Phospholipase C (PLC) ที�อยูใ่นเยื�อหุ้มเซลล์
ดา้นในให้เร่งปฏิกิริยาการย่อยสลาย Phosphatidyl inosital biphosphase (PIP2) ที�เยื�อหุ้มเซลล ์
กลายเป็น Inosital triphosohase (IP3) และ 1,2 diacylglyceral (DAG) หลงัจากนั�น IP3 จะถูกปล่อย
ออกมาสู่ไซโทพลาสซึม และไปจบัที�ตวัรับ หรือ Inosital triphosphase receptor (IP3R) บนเยื�อหุ้ม
เอนโดพลาสมิก เรคติคูลมั ทาํใหช่้องวา่งสาํหรับแคลเซียมไอออนเปิด ดงันั�นแคลเซียมไอออนจะถูก
ปล่อยสู่ไซโทพลาสซึม และอาจไปรวมกบั DAG ที�ยงัคงอยูที่�เยื�อหุ้มโดยการกระตุน้เอนไซมไ์คเนส 
ซึ� งทาํให้เกิดการแบ่งเซลล์ต่อแต่ยงัไม่ทราบกลไกที�แน่ชัด นอกจากนี� แคลเซียมอาจจะเขา้จบักบั
โปรตีนแคลโมดูลิน (Calmodulin) ทาํให้โปรตีนแคลโมดูลินเปลี�ยนแปลงรูปร่างที�สามารถกระตุน้
ให้โปรตีนไคเนสต่างๆ เร่งปฏิกิริยาภายในเซลล์ ทาํให้โอโอไซต์สามารถมีการแบ่งเซลล์แบบ        
ไมโอซีสต่อจนสมบูรณ์ เกิดโพลาร์บอดี� ที�สอง เกิด  pronuclei และมีการสังเคราะห์ดีเอ็นเอเพื�อการ
แบ่งเซลลข์องตวัอ่อนตามมา (Boni et al., 2007) 

 
จากการศึกษาการผลิตตัวอ่อนสุนัขจากการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ การปฏิสนธิและการ

เพาะเลี� ยงตวัอ่อน (IVM/IVF/IVC) ภายในห้องปฏิบติัการ พบเพียงรายงานเดียวจาก Otoi et al.   
(2000) เท่านั�นที�สามารถผลิตตวัอ่อนสุนขัไดห้นึ� ง blastocyst  จากจาํนวนโอโอไซตที์�ทาํการศึกษา 
217 ใบ และจากการศึกษาของ Hatoya et al.  (2006) เมื�อทาํการเพาะเลี�ยงตวัอ่อนภายหลงัการทาํ 
IVM/IVF ในสุนขัร่วมกบัการใช ้Mouse embryonic fibroblast (MEF) ตวัอ่อนสามารถพฒันาจนถึง
ระยะ morula ขณะที�เมื�อทาํการเพาะเลี� ยงตวัอ่อนร่วมกบั Canine embryonic fibroblast (CEF)        
ตวัอ่อนสามารถถึงระยะ 16 เซลลเ์ท่านั�น  

 
มีรายงานการใชน้ํ� ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน SOF ในสัตวเ์ลี� ยงลูกดว้ยนมหลายชนิด เช่น ในโค 

(Keskintepe and Brackett, 1996; Holm et al.,1999) แกะ (Walker et al.,1996) แมว (Freisted et al., 
2001)  และในกระบือ (Gasparrini et al., 2007) และจากการศึกษาของ Rodrigue et al.  (2000,2004) 
สามารถใช้นํ� ายาเพาะเลี� ยงตวัอ่อน SOF ในการเพาะเลี� ยงตวัอ่อนสุนขัไดถึ้งระยะ 6-8 เซลล์ ซึ� ง
สอดคลอ้งกบัผลการศึกษาในครั� งนี� ที�เมื�อใชน้ํ� ายาเพาะเลี� ยงตวัอ่อน SOF  จะให้ผลอตัราการเจริญ 
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และการแบ่งตวัของตวัอ่อนในระยะแรก (2-8 เซลล์) ไดดี้กว่าการใชน้ํ� ายาเพาะเลี� ยงตวัอ่อน TCM    
ที�มีเซลล ์BRL โดยพบวา่เมื�อใชน้ํ�ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน SOF สามารถใหผ้ลการพฒันาของตวัอ่อนโค
ก่อนการฝังตัว (preimplantation development)  ดีกว่าการใช้นํ� ายาเพาะเลี� ยงตัวอ่อน TCM 
(Wrenzycki et al., 2001) แต่เหตุผลที�นํ� ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน SOF ให้การพฒันาของตวัอ่อนที�ดีกวา่
นํ� ายาเพาะเลี�ยง TCM  ยงัไม่เป็นที�ทราบแน่ชดั แต่มีรายงานวา่ส่วนประกอบของนํ� ายาเพาะเลี�ยงตวั
อ่อน TCM 199 ที�ประกอบดว้ย glucose, hypoxantine และ nicotinamide สามารถช่วยในการพฒันา
ของตวัอ่อนในโค (Takahashi and First, 1992) และในคน (Bastias et al.,1992)ได ้

 
เมื�อใชน้ํ� ายาเพาะเลี�ยงตวัอ่อน TCM199 ร่วมกบัเซลล์ BRL สามารถเพาะเลี�ยงตวัอ่อนไดถึ้ง

ระยะ blastocyst ในสัตวเ์ลี� ยงลูกดว้ยนมหลายชนิด ไดแ้ก่ ในหนู (Okada et al., 2005) ในโค (Van 
Inzer et al., 1995; Reed et al.,1996) ในกระบือ (Saikhun et al., 2004) รวมถึงในคนดว้ย (Hu et al., 
1998) โดยในส่วนของเซลล์ BRL พบวา่สามารถกระตุน้ให้มีการสร้างสารต่างๆ เช่น Transforming 
growth factor (TGF beta), Insulin-like growth factor II (IGF-II) และ SCF (Stem cell factor)  ซึ� ง
จาํเป็นในการพฒันาของตวัอ่อน (Massague et al., 1985; Zesbo et al., 1990; Fukui and Matsuyama, 
1994) แต่จากการศึกษาในสุนขัพบว่ายงัไม่ประสบความสําเร็จ อาจเนื�องจากความแตกต่างกนัของ
ชนิดสัตว ์ระยะเวลาและชนิดของไข่ที�แตกต่างกนั   รวมทั�งคุณภาพของโอโอไซตแ์ละปัจจยัในการ
เพาะเลี�ยงโอโอไซตแ์ตกต่างกนัจึงจาํเป็นที�จะตอ้งมีการศึกษาปัจจยัต่างๆที�เหมาะสมในการพฒันา 
การเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ การปฏิสนธิภายนอกร่างกาย และ การพฒันาของตวัอ่อนจนถึงระยะ 
blastocyst ในสุนัขต่อไป                                                           aaaaaaaaaaaaaaaaaaaa



สรุปและข้อเสนอแนะ 

 สรุป 

 

การศึกษาครั� งนี� พบว่าความสามารถของโอโอไซต์ในการเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์แบบ 
ไมโอซีส  (GVBD- MII) และการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์ห้เจริญถึงระยะเมทาเฟสทูในนํ� ายาเพาะเลี�ยง
โอโอไซต ์SOF, TCM199, Ham F10 และ DMEM/F12 หลงัการเพาะเลี�ยงนาน 48 ชั�วโมง ไม่มีความ
แตกต่างกนั แต่เมื�อทาํการเพาะเลี�ยงโอโอไซตใ์นนํ� ายาเพาะเลี�ยง SOF และ TCM199 มีแนวโนม้ที� 
โอโอไซตเ์จริญถึงระยะเมทาเฟสทูไดสู้งขึ�น 

 
 สารตา้นอนุมูลอิสระ Trolox หรือ Melatonin ที�ความเขม้ขน้ต่างๆไม่สามารถเพิ�มอตัราการ

เกิดกระบวนการแบ่งเซลลแ์บบไมโอซีส เเละอตัราการเจริญของโอโอไซตจ์นถึงระยะเมทาเฟสทูได ้
การใช ้ Melatonin ที�มีความเขม้ขน้ 500 ไมโครโมล สามารถกระตุน้การเกิดกระบวนการแบ่งเซลล์
แบบไมโอซีส (GVBD-MII) ไดม้ากกวา่การใช ้Melatonin ที�มีความเขม้ขน้ 50 ไมโครโมล เเต่อตัรา
การเจริญของโอโอไซตจ์นถึงระยะเมทาเฟสทูไดไ้ม่แตกต่างกนั 

 
การกระตุน้โอโอไซตด์ว้ย ethanol หลงัผา่นการเพาะเลี�ยง 24  ชั�วโมง ทาํให้เพิ�มเปอร์เซ็นต์

โอโอไซตที์�พฒันาถึงระยะเมทาเฟสทู เเต่การกระตุน้โอโอไซต์ดว้ย ethanol หรือ ionomycin ก่อน
การเพาะเลี�ยง (0 ชั�วโมง) ทาํให้ปอร์เซ็นตโ์อโอไซตที์�พฒันาถึงระยะเมทาเฟสทูลดลง เมื�อเทียบกบั
กลุ่มควบคุม 

 
นอกจากนี�นํ�ายาเพาะเลี�ยง SOF ยงัสามารถใชใ้นการเพาะเลี�ยงตวัอ่อนไดถึ้งระยะ 8-16 เซลล์

ทาํใหเ้กิดความเป็นไปไดใ้นการที�จะผลิตตวัอ่อนสุนขัดว้ยวธีิการปฏิสนธิภายนอกร่างกาย  
 

ข้อเสนอแนะ 

 

เทคโนโลยีด้านการเจริญพนัธ์ุในสุนัขด้านการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์และการผลิตตวัอ่อน
ภายนอกร่างกายยงัมีอัตราความสําเร็จที�ต ํ� าเมื�อเปรียบเทียบกับสัตว์เลี� ยงลูกด้วยนมชนิดอื�น 
โดยเฉพาะขั�นตอนของการเพาะเลี� ยงโอโอไซต์ให้ถึงระยะพร้อมปฏิสนธิ ซึ� งหากสามารถเพิ�ม
เปอร์เซ็นตค์วามสําเร็จแลว้ อาจช่วยทาํให้ตวัอ่อนสามารถพฒันาถึงระยะ blastocyst ไดม้ากขึ�น ซึ� ง
น่าจะมีการศึกษาต่อไป  
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ส่วนประกอบของนํ�ายาและสารละลายที�ใช้ในการทดลอง 

 
1. นํ�ายา TCM-HEPES สาํหรับเก็บและลา้งโอโอไซต ์ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 
 

TCM-199   0.95  กรัม 

Sodium Bicarbonate  0.22  กรัม 

Pyruvate   0.0011  กรัม 

Hepes    0.0238  กรัม 
Gentamicin   100  ไมโครลิตร 

ค่า Osmolarity   280-290 mOsm/kg 
ค่า pH    7.4 
 

2. นํ�ายา TCM199 สาํหรับเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์และตวัอ่อน ปริมาณ 100 มิลลิลิตร  
ประกอบดว้ย 

TCM-199   0.95  กรัม 

Sodium Bicarbonate  0.22  กรัม 

Streptomycin Sulfate  0.050  กรัม 

Penicillin G, Potassium salt 0.059  กรัม 
ค่า Osmolarity   280-290 mOsm/kg 
ค่า pH    7.4 
 

 
3. นํ�ายา SOF สาํหรับเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์และตวัอ่อน ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 

ประกอบดว้ย 
 

NaCl    0.294  กรัม 
KCl    0.534  กรัม 
KH2PO4    0.162  กรัม 
MgCl2.6H2O   0.100  กรัม 
NaHCO3   2.106  กรัม 
Na pyruvate   0.033  กรัม 
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CaCl2. 2H2O   0.251 กรัม 
Phenol red   0.005  กรัม 

Streptomycin Sulfate  0.050  กรัม 

Penicillin G, Potassium salt 0.059  กรัม 
Sodium lactate   0.471 มิลลิลิตร 
ค่า Osmolarity   280-290 mOsm/kg 
ค่า pH    7.4 

 
 ที�มา: Bolamba et al., 2002 
 

4. นํ�ายาเพาะเลี�ยง DMEM/F12 สาํหรับเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 
ประกอบดว้ย   
 

NaHCO3   0.245  กรัม 

DMEM/F12   1.20  กรัม 

Streptomycin Sulfate  0.050  กรัม 

Penicillin G, Potassium salt 0.059  กรัม 
ค่า Osmolarity   280-290 mOsm/kg 
ค่า pH    7.4 

 

ที�มา: Kitiyanant et al., 2003 
 

5. นํ�ายาเพาะเลี�ยง HAM F10 สาํหรับเพาะเลี�ยงโอโอไซต ์ปริมาณ 100 มิลลิลิตร  
ประกอบดว้ย 
 

Ham F10   1.08  กรัม 
NaHCO3   0.12  กรัม 
Na Pyruvate   0.044  กรัม 
L glutamine   0.011  กรัม 
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Streptomycin Sulfate  0.050  กรัม 

Penicillin G, Potassium salt 0.059  กรัม 
FBS    5  มิลลิลิตร 
ค่า Osmolarity   280-290 mOsm/kg 
ค่า pH    7.4 

 
ที�มา: Kitiyanant et al., 2003 

 
6.  นํ�ายา Fert-TALP สาํหรับการปฏิสนธิอสุจิกบัโอโอไซต ์ปริมาณ 100 มิลลิลิตร 

ประกอบดว้ย 
 

Nacl    0.666  กรัม 
KCl    0.0239  กรัม 
NaHCO3   0.210  กรัม 
NaH2PO4. H2O   0.0055  กรัม 
CaCl2. 2H2O   0.0294  กรัม 
MgCl2. 6H2O   0.0101  กรัม 
Na Pyruvate   0.0022  กรม 
BSA    0.6  กรัม 
Sodium lactate   18.6  กรัม 
Gentamicin    100  ไมโครลิตร 

 
ที�มา: Tatham et al., 2000 

 

        7.  นํ�ายา Sperm-TALP สาํหรับเตรียมอสุจิ   ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 

 
NaCl    0.5844  กรัม 
KCl    0.0231  กรัม 

NaHCO3   0.21  กรัม 
NaH2PO4.H2O    0.0041  กรัม 
HEPES    0.2380  กรัม 
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CaCl2.2H2O   0.0081  กรัม 

Na pyruvate   0.011  กรัม 
BSA    0.6  กรัม 
Sodium lactate   36.8  กรัม 
Gentamicin   100  ไมโครลิตร 

7. สารละลาย Hyaluronidase ความเขม้ขน้ 0.5 เปอร์เซ็นต ์สําหรับทาํใหเ้ซลลคิ์วมูลสัออก  

ประกอบดว้ย 
 

PBS    10  มิลลิลิตร 
Hyaluronidase   0.05  กรัม 

9. สารละลาย PBS ปริมาณ 100 มิลลิลิตร ประกอบดว้ย 
 

NaCl    1  กรัม 
KCl    0.024  กรัม 
NaH2PO4.12 H2O  0.056  กรัม 
KH2PO4    0.024  กรัม 





 

 


