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บทนํา 

 
การเพาะเล้ียงและเก็บแชแข็งเซลลสืบพันธุตนกําเนิดรวมถึงการสรางลูกผสมไคเมอราจากการถาย

ฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดใหกับตัวรับท่ีเปนสปชีสเดียวกันหรือตางสปชีส ถือเปนเทคโนโลยีสําคัญท่ี

สามารถเก็บ รักษาจีโนมของสัตวปกไวไดสมบูรณและสามารถนํากลับมาผลิตเปนตัวสัตวข้ึนใหมได 

เนื่องจากการแชแข็ง เซลลไขยังไมประสบผลสําเร็จ  การเก็บแชแข็งเสปรมเพียงอยางเดียวจึงสามารถเก็บ

รักษาพันธุกรรมไดเพียง ครึ่งหนึ่งของจีโนมเทานั้น สวนการเก็บแชแข็งเซลลเนื้อเย่ือแมจะเก็บรักษาจีโนม

ไดท้ังหมดเชนกัน หากแตการ ผลิตตัวสัตวข้ึนใหมจากเซลลเนื้อเย่ือเหลานี้ตองอาศัยเทคโนโลยีท่ียังอยู

ระหวางการพัฒนา คือ cloning และ induced pluripotent stem cell (iPS)  

การเก็บแยกและเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปก เปนเทคนิคท่ีตองอาศัยความรู

ความ ชํานาญเฉพาะดาน ซ่ึงทักษะการศึกษาและปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการมีความแตกตางจากการเก็บ

เพาะเล้ียง เซลลท่ัวไปอยางมาก การถายทอดประสบการณโดยผูเช่ียวชาญชาวตางชาติจึงสามารถรน

ระยะเวลาการศึกษา พัฒนาเทคโนโลยีเหลานี้ในประเทศไทยไดมาก อีกท้ังยังเปดโอกาสเขาไปมีสวนรวมใน

เครือขายนักวิจัยท่ีมี ความรูความชํานาญดานเซลลสืบพันธุตนกําเนิดสัตวปกจากนานาประเทศ 

โครงการวิจัยนี้สามารถบรรลุ เปาหมายแตละดานท่ีกําหนดไว คือดานการพัฒนาเทคโนโลยีเซลลสืบพันธุ

ตนกําเนิดและการสรางไคเมอรา สัตวปกข้ึนเปนครั้งแรกในประเทศไทย การพัฒนานักวิจัยรุนใหมท่ีมี

ความรูและทักษะเฉพาะดาน การสงเสริม การศึกษาข้ึนสูง และการสรางองคความรูใหมเผยแพรตอ

สาธารณะผานบทความตีพิมพในวารสารวิชาการ นานาชาติ เทคโนโลยีเหลานี้มีบทบาทสําคัญตอการ

อนุรักษความหลากหลายทางชีวภาพของสัตวปกซ่ึงเปน ทรัพยากรของชาติท่ีประเมินคามิได อยางไรก็ตาม 

การอนุรักษและใชประโยชนความหลากหลายทางชีวภาพ ดวยเทคโนโลยีข้ันสูงนี้ ควรมีหนวยงาน

ระดับชาติท่ีรับผิดชอบโดยตรงเพ่ือใหการดําเนินงานมีประสิทธิภาพ และย่ังยืน การถายทอดเทคโนโลยี

ภายในประเทศและไปสูประเทศเพ่ือนบานมีความสําคัญตอการสราง เครือขายการอนุรักษ

ทรัพยากรธรรมชาติในเขตภาคพ้ืนเอเชียตะวันออกเฉียงใต ซ่ึงเปนแหลงความหลากหลาย ทางชีวภาพท่ี

สําคัญของโลก 
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การทบทวนวรรณกรรมท่ีเกี่ยวของ 

 ประเทศไทยอยูในเขตรอนชื้นซ่ึงเปนแหลงทรัพยากรทางธรรมชาตท่ีิสําคัญตอสมดุลนิเวศนของโลก 

และดวยเหตุท่ีสภาพภูมิอากาศเหมาะสมตอการเพาะปลูกจึงเปนบริเวณท่ีมีการขยายตัวของเกษตรกรรมลุกล้ํา

พ้ืนท่ีปาอยางกวางขวาง จากขอมูลสารสนเทศกรมปาไมแสดงใหเห็นวาพ้ืนท่ีปาลดลงจาก 43.21% ในป 2516 

เปน 25.28% ในป 2541 และไดรับการฟนฟูใหมีพ้ืนท่ีปาเพ่ิมข้ึนจากนั้นมาเปน 31.62% ในป 2557   

(http://forestinfo.forest.go.th/55/Content.aspx?id=72) การเปลี่ยนแปลงสภาพแวดลอมไปเปน เกษตร

อุตสาหกรรมโดยเฉพาะการปลูกพืชเชิงเดี่ยวทําใหขาดความหลากหลายของรูปแบบท่ีอยูอาศัยเพ่ือการ 

ดํารงชีวิตของนกตางชนิดกัน [1] สงผลกระทบตอสัตวปาโดยตรงท้ังการสูญเสียท่ีอยูอาศัยและแหลงอาหาร [2] 

การปนเปอนของสารเคมี [3] หรือยา เชน การใช Diclofenac ท่ีเปนผลใหนกแรงในทวีปเอเชียหลายชนิดมี 

ประชากรลดลงอยางรวดเร็วจนเสี่ยงท่ีจะสูญพันธุ [4-6] หรือยิ่งไปกวานั้นหากเปนปจจัยท่ีกอใหเกิดปญหา 

ความสมบูรณพันธุ เชน ผลกระทบจากการไดรับสารปรอทปนเปอน จะทําใหการอนุรักษดวยการขยายพันธุ 

ตามธรรมชาติ (In situ conservation) เปนไปไดยาก [7-9] ประชากรนกในธรรมชาติก็จะลดลงอยางรวดเร็ว 

และในจํานวนนี้มีตัวอยางนก ท่ีอยูในขายเสี่ยงตอการสูญพันธุ เชน Gurney’s Pitta (Pitta gurneyi) ซ่ึงจัด 

เปนหนึ่งในนกหายากท่ีสุดในโลก การสํารวจพบวาในประเทศไทยมีจํานวนลดลงเหลือ 20-25 คู จาก 39-40 คู

ท่ีมีรายงานไวในป ค.ศ. 1986 

 (http://www2.wcmc.org.uk/species/data/species_sheets/gurneypi.htm)  

 นอกจากนี้ การเปลี่ยนแปลงธรรมชาติอาจเก่ียวเนื่องตอการเกิดโรคระบาดสัตว ซ่ึงเปนภัยคุกคามท่ีมี 

แนวโนมทวีความรุนแรงมากข้ึน เชน โรคไขหวัดนก ท่ีไดรับการยืนยันชัดเจนถึงการกอโรคในสัตวปกอพยพ 

และในนกธรรมชาติ  ปญหาการติดเชื้อนี้สงผลกระทบตอมาตรการเฝาระวังโรค [10-12] ซ่ึงหากความรุนแรง 

ของการระบาดมีมากข้ึน อาจนําไปสูมาตรการปองกันรุนแรงท่ีสงผลกระทบโดยตรงตอประชากรนกใน 

ธรรมชาติ หรือแมแตประชากรของไกพ้ืนเมืองท่ีเปนแหลงอาหารโปรตีนสําคัญสําหรับคนไทยก็ถูกทําลายไป 

มากในชวงท่ีมีการระบาดของโรค  

 เทคโนโลยีชีวโมเลกุลเปนทางเลือกหนึ่งในการใหกําเนิดชีวิตจากสารพันธุกรรม เชน เทคโนโลยี โคลน

นิ่ง ซ่ึงแมวาในปจจุบันการโคลนนิ่งยังไมประสบผลสําเร็จในสัตวปก เนื่องจากการมีเซลลไขท่ีมีขนาดใหญ และ

มีไขแดงในปริมาณมากทําใหเปนอุปสรรคตอการถายฝากสารพันธุกรรม อยางไรก็ตามการพัฒนา เทคโนโลยี

ดังกลาวยังอยูในความสนใจของนักวิจัยท่ีจะพัฒนาใหสําเร็จในอนาคต นอกจากนี้ยังมีเทคโนโลยี การเหนี่ยวนํา

ใหเซลลท่ีเปลี่ยนแปลงไปแลวกลับกลายเปนเซลลตนกําเนิดท่ีมีคุณสมบัติ pluripotency ไดอีก ดวย 

(Induced pluripotent stem cell, iPS cell) ดังนั้นการเก็บรักษาเซลลของนกท่ีใกลสูญพันธุเหลานี้จึง เปน

อีกหนทางสําคัญในการการอนุรักษความหลากหลายทางชีวภาพและการใชประโยชนท่ียั่งยืนตอไปใน อนาคต 

 สําหรับกระบวนการเก็บรักษาเซลลนี้  Kuwana และคณะ (1996) (international patent ID: 

W096/06160) ไดพัฒนาวิธีการเพาะเลี้ยงเซลลจากตัวอยางเนื้อเยื่อผิวหนังเพียงเล็กนอย ทําใหการเก็บ 

ตัวอยางไมมีผลกระทบตอสุขภาพของนกอนุรักษเหลานี้ ขณะท่ีกระบวนการเพาะเลี้ยงทําใหไดเซลลจํานวน 
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มากพอสําหรับการเก็บรักษาและการตรวจสอบการปนเปอนของเชื้อโรค นอกจากนั้นยังอาจคัดกรอง 

พันธุกรรมท่ีมีความผิดปกติแฝงอยูไดดวย ทําใหการเก็บรักษาสารพันธุกรรมท่ีผานกระบวนการตรวจสอบ ดวย

เทคโนโลยีชีวภาพในรูปแบบของเซลลแชแข็งเปนทางออกท่ีดีของการอนุรักษนกท่ีเสี่ยงตอการสูญพันธุ  

 สวนการใหกําเนิดสัตวข้ึนใหมจากเซลลแชแข็งนั้น ทีมนักวิจัยรวมชาวญี่ปุนไดพัฒนาเทคนิคการสราง 

ลูกผสมไคเมอราข้ึนโดยการยายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีเก็บจากกระแสเลือดตัวออน (primordial  germ 

cells) [13, 14] หรือท่ีเก็บจาก geneital ridges ท่ีผานการเพาะเลี้ยงและเก็บแชแข็งในไนโตรเจนเหลว [15] 2

จากนั้นก็สามารถใชโปรแกรมการผสมพันธุระหวางลูกผสมไคเมอราเหลานี้เพ่ือสรางสายพันธุแทกลับมาในท่ีสุด 

[16-18] แมวาจะมีรายงานการสรางลูกผสมไคเมอราในสัตวปกไดสําเร็จดวยการถายฝากเซลลสืบพันธุ ตน

กําเนิดท้ังระหวางสปชีสเดียวกันและขามสปชีสแลวก็ตาม [19-21] การจะทดลองทําตามสิ่งท่ีรายงานนั้น 

เปนไปไดยากและอาจใชเวลายาวนานดวยเหตุท่ีเปนเทคโนโลยีท่ีตองการประสบการณ และความชํานาญของ 

ผูปฏิบัติงาน และ อุปกรณตางๆ ท่ีใชก็ยังมีรายละเอียดการเตรียมท่ีอาจแตกตางกันไปตามแตละหองปฏิบัติการ 

ซ่ึงไมอาจเรียนรูไดจากการอานรายงานวิจัยเทานั้น โครงการถายทอดเทคโนโลยีนี้จึงเปนประโยชนอยางมาก 

ตอการรับถายทอดเทคโนโลยีท่ีพัฒนาข้ึนจากหนวยงานของนักวิจัยชาวญี่ปุนท่ีรวมโครงการ ซ่ึงอาจเปน 

เทคโนโลยีท่ีเปนจุดเปลี่ยนของวิทยาศาสตรดานการอนุรักษทรัพยากรสัตวปกในธรรมชาติในอนาคต 

 

ระเบียบวิธีดําเนินการวิจัย 

โครงการนี้เปนการถายทอดเทคโนโลยีเซลลสืบพันธุตนกําเนิดสัตวปก ซ่ึงประกอบดวย 4 ข้ันตอน

หลัก ดังนี้ 

1. การเก็บแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากกระแสเลือดของตัวออน 

2. การเตรียมเซลลพ่ีเล้ียงจากเนื้อเย่ือตัวออนนกกระทา (Japanese quail) 

3. การเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดโดยการเพาะเล้ียงรวมกับเซลลพ่ีเล้ียง และการเก็บ

รักษา เซลลดวยการแชแข็ง (cryopreservation) 

4. การถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดใหตัวรับเพ่ือสรางลูกผสมไคเมอรา 

 

1. การเก็บแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

 เซลลสืบพันธุตนกําเนิดจะเคล่ือนท่ีจากจุดกําเนิดในระยะแรกของพัฒนาการของตัวออนผาน

กระแส เลือดไปสูอวัยวะเปาหมายคือ genital ridge เพ่ือเจริญตอไปเปนเซลลสืบพันธุในตอมเพศ (gonad) 

การศึกษาในไกพบวา เซลลสืบพันธุตนกําเนิดเริ่มปรากฎในกระแสเลือดในระยะพัฒนาการท่ี 11 HH 

(Hamburger and Hamilton stage) และจะมีจํานวนมากท่ีสุดในระยะท่ี 14 HH [22] การศึกษานี้จึงเก็บ

ตัวอยางเซลลจากตัวออนไกระยะท่ี 13-15 HH โดยมีข้ันตอนปฏิบัติงาน ดังนี้ 

1.1 ขนสงไขไกท่ีไดรับการผสมจากฟารมพอแมพันธุมาท่ีหองปฏิบัติการภาควิชาสรีรวิทยา คณะสัตว- 

แพทยศาสตร โดยเฉล่ียประมาณสัปดาหละหนึ่งครั้ง ๆ ละประมาณ 50  ฟอง 
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1.2 เก็บรักษาไขในตูควบคุมอุณหภูมิท่ี 18 °C และทะยอยนําไขเขาตูฟก โดยจะเก็บไขไวในตูเย็นไม

เกิน 5 วัน 

1.3 ฟกไขในตูฟกท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C และมีถาดน้ําเพ่ือใหความช้ืนในตูฟก จนตัวออนพัฒนาไปถึง

ระยะ 13-15 HH ซ่ึงเปนระยะเวลาฟกประมาณ 50-56 ช่ัวโมง 

1.4 เก็บเลือดจากเสนเลือด Sinus terminalis และ Omphalomesenteric (vitelline) arteries ของ

ตัวออนภายใตกลองสเตอริโอ โดยใช glass capillary pipette ท่ีประกอบเขากับสายยางและ 

Mouth piece สําหรับดูดเก็บเซลล การเตรียม Glass capillary pipette จะใช Thin-walled glass 

capillary, model G 100 (Narishige Scientific Instrument, Tokyo, Japan) ยืดปลาย ใหเรียว

ดวยเครื่อง Quartz glass micropipette puller  ตัดปลายใหไดขนาดเสนผานศูนยกลาง 30-50 

μm และฝนปลายใหแหลมคม 

1.5 แยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากเซลลเม็ดเลือดดวยวิธี double density gradient 

centrifugation ดัดแปลงจาก Zhao and Kuwana, 2003 [23] โดยถายตัวอยางเลือดลงบน 

nycodenz ความเขมขน 11% และ 5.5% ท่ีบรรจุในหลอดพลาสติคปลอดเช้ือขนาด 5 mL 

จากนั้นปนเหว่ียง เพ่ือตกตะกอนแยกเซลลเม็ดเลือดออกจากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดดวยแรง

เหว่ียง 400 x g ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลา 30 นาที โดยเซลลสืบพันธุตนกําเนิดสวนใหญจะ

แขวนลอยอยูในช้ันของ nycodenz ท่ีความเขมขน 5.5% 

1.6 ดูดเก็บเซลลแขวนลอยในช้ันบนของ nycodez และลางเซลลในอาหารเล้ียงเซลล KAv-1 

1.7 ถายเซลลแขวนลอยลงบน tissue culture disk เพ่ือตรวจแยกชนิดของเซลลภายใตกลอง 

inverted phase contrast microscope และใช glass micropipette ขนาดเสนผานศูนยกลาง

ปลายเข็ม ประมาณ 20 μm ดูดเก็บเซลลสืบพันธุตนกําเนิดแยกจากเซลลเม็ดเลือดท่ีเหลือปะปน

อยู การแยก ชนิดของเซลลอาศัยรูปรางและขนาด โดยเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจะมีลักษณะกลม 

นิวเคลียสขนาด ใหญเกือบเต็มเซลล สะทอนแสงภายใต dark field เซลลมีขนาดใหญ เสนผาน

ศูนยกลาง 10-22 μm [24]  

1.8 เก็บเซลลในหลอด microtube ท่ีแชในน้ําแข็งเพ่ือใชในการศึกษาถัดไป 

 

2. การเตรียมเซลลพ่ีเล้ียงจากเนื้อเย่ือตัวออนนกกระทา 

 เซลลพ่ีเล้ียงมีบทบาทสําคัญตอการเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดในหองปฏิบัติการ ซ่ึงเซลลพ่ีเล้ียง

ท่ีให ประสิทธิภาพตอการเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของไกไดดีคือเซลลท่ีเพาะเล้ียงจากเนื้อเย่ือของ

ตัวออน นกกระทา (Japanese quail) โดยมีข้ันตอนการเตรียมเซลลดังนี้ 

2.1 นําไขนกกระทาจากฟารมพอแมพันธุเขาตูฟกจนตัวออนเจริญถึงระยะพัฒนาการท่ี 13-15 HH ซ่ึงเปน

ระยะเวลาฟกประมาณ 46-50 ชั่วโมง จากนั้นใชกรรไกรขนาดเล็กตัดแยกเนื้อเยื่อบริเวณสวน ทาย

ลําตัว อาศัยกลองสเตอริโอเพ่ือกําหนดตําแหนงและการตัดเก็บเนื้อเยื่อ จากนั้นยายเนื้อเยื่อท่ีเก็บ ได

ไปวางบน tissue culture disc ท่ีมี Phosphate buffered saline (PBS) ท่ีปราศจากเกลือ แค

ลเซ่ียมและแมกนีเซ่ียม, pH 7.4 
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2.2 ตัดชื้นเนื้อใหเปนชิ้นเล็กๆ โดยใชกรรไกรหรือใบมีดผาตัดขนาดเล็ก จากนั้นยายชิ้นเนื้อท่ีตัดยอยแลว 

ไปเพาะเลี้ยงใน 10 ซม.2 Tissue culture flask ใช KAv-1 ท่ีมี Rho-kinase inhibitor Y-27632 

ความเขมขน 100 ไมโครโมล/ลิตร เพ่ือยับยั้ง apoptosis และสงเสริมอัตราการอยูรอด Subculture  

ท่ี 90% confluency เซลลท่ีนํามาใชเปนพ่ีเลี้ยงสําหรับเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดเปน 

passage ท่ี 10 ข้ึนไป 

2.3 การคัดเลือกเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเหมาะสมตอการสนับสนุนการเจริญและการคงคุณสมบัติของเซลลสืบพันธุ

ตนกําเนิด จะประกอบดวย 1) คุณสมบัติท่ัวไป คือ เติบโตไดดี สามารถเพาะเลี้ยงตอเนื่องไดเปนเวลา 

นาน เจริญเรียงตัวเปนชั้นเดียวอยางเปนระเบียบ เม่ือสังเกตภายใตกลอง inverted microscope 

จะตองมีลักษณะเปนพ้ืนหลังท่ีใสสะอาดเพ่ือท่ีจะไมรบกวนการสังเกตเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีวางตัว

ซอนทับดานบน และจะตองตอบสนองตอการยับยั้งการแบงเซลลดวย mitomycin C ไดดี 2) สงเสริม

การเจริญเพ่ิมจํานวนโดยท่ียังสามารถคงคุณสมบัติของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดไวได ในท่ีนี้ ใชลักษณะ

การแสดงออกของ Stage Specific Embryonic Antigen-1 (SSEA-1) และการยอมติดสี Periodic 

Acid Schiff (PAS) ยืนยันคุณสมบัติของเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

2.4 เก็บรักษา Feeder cell ใน passage ตนๆ เพ่ือสํารองสําหรับใชในระยะยาวดวยการแชแข็งใน 

ไนโตรเจนเหลว ตามข้ันตอนดังนี้ 

2.4.1 เก็บ Feeder cell ท่ี 90% confluency โดย Trypsinization ดวย 0.1% Tripsin/EDTA 

หลังจากลางเซลลดวย KAv-1 แลว ยายเซลลลง Freezing media ท่ีประกอบดวย 10% 

DMSO ใน Fetal Calf Serum  

2.4.2 บรรจุเซลลแขวนลอยลงใน 2 mL Cryo-vial และลดอุณหภูมิลงโดยยายเซลลใสลงใน Bicell 

(Nihon Freezer Co., Ltd, Tokyo) ซ่ีงเปนภาชนะสําหรับแชแข็งท่ีชวยลดอุณหภูมิลงใน 

อัตรา 1 °C/นาที โดยเตรียม Bicell ท่ีปรับอุณหภูมิไวท่ี 4 ºC กอนจะเก็บและยายเซลล ลง

บรรจุ จากนั้นยาย Bicell ท่ีบรรจุหลอดเก็บเซลลไปไวในตูแชแข็ง -80 ºC กอนจะยาย ไป

เก็บในถังไนโตรเจนเหลวตอไป 

 

3. การเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

 การเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจะใชเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมไวใน 96-well plate โดยเซลลพ่ีเลี้ยง 

นี้จะเกาะอยูบนพ้ืนผิวภาชนะ เรียงตัวเปนชั้นเดียวเต็มพ้ืนผิว การเตรียมเซลลพ่ีเลี้ยงมีข้ันตอนดังนี้ 

3.1 การเตรียม 96-well plate 

3.1.1 เตรียมคอลลาเจนสําหรับเคลือบพ้ืนผิวเพาะเลี้ยงเซลล ใช colloagen type I ท่ีเตรียมจาก 

เอ็นหางหน ู โดยตัดเก็บหางหนู rat ท่ีโตเต็มวัยแชลงใน absulute ethanol เปนเวลา 1 

ชั่วโมง กอนจะยายไปใสใน 70% ethanol ท้ิงไวขามคืน (หางหนูท่ีใชในการศึกษานี้ไดมาจาก 

หนูโตเต็มวัยท่ีใชในการเรียนการสอน และทําใหเสียชีวิตตามมาตรฐานสวัสดิภาพสัตวในการ 

ปฏิบัติตอสัตวทดลอง โดยหลีกเลี่ยงความเจ็บปวดและทรมานดวยการใชยาสลบเกินขนาด) 

จากนั้นจึงใชกรรไกรตัดเปดหนังท่ีหาง และใช forcep คีบดึงเสนเอ็นออกจากสวนหาง แช
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เอ็นใน 5% acetic acid ท่ีอุณหภูมิ 4 °C เปนเวลาอยางนอย 1 สัปดาห เพ่ือสกัด คอลลา

เจนใหอยูในรูปสารละลาย นําสารละลายไปปนเหวี่ยงตกตะกอนเพ่ือแยกโปรตีน อ่ืนออก 

และเก็บสวนใสไวใชเคลือบพ้ืนผิวภาชนะเลี้ยงเซลล  

3.1.2 เคลือบพ้ืนผิว Flat bottom 96-well tissue culture plate ในตูปลอดเชื้อ โดยการ ไปเปต

สารละลายคอลลาเจนปริมาตร 100 μL ลงในหลุมแรกของแตละแถว จากนั้นดูด ปลอย

สารละลายคอลลาเจนข้ึนลงหลายๆ ครั้ง กอนท่ีจะถายปริมาตรท้ังหมดไปยังหลุมถัดไป ใน

แถวเดียวกัน ทําตอเนื่องจนครบจํานวนหลุมท่ีตองการสําหรับเพาะเลี้ยงเซลล (สามารถ 

เคลือบคอลลาเจนไวท้ังหมดทุกหลุมแลวเก็บไวใชภายหลังได) จากนั้นวางพักไวในตูปลอดเชื้อ 

จนกวา acetic acid จะระเหย แหงไป จึงพรอมท่ีจะนําไปใชเพาะเลี้ยงเซลลได 

3.2 การเตรียมเซลลพ่ีเลี้ยงใน 96-well plate 

3.2.1 เลี้ยงเซลลจากตัวออนนกกระทาใน 25 ซม.2 Tissue culture flask จนเซลลโตเต็มพ้ืนท่ี 

จากนั้น ยับยั้งการแบงเซลลโดยการเติม Mitomycin C ในปริมาณความเขมขน 10 μg/mL 

ในอาหารเลี้ยงเซลล KAv1 พักไวในตูเลี้ยงเซลลท่ี 37 ºC เปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนั้นเปลี่ยน 

ถายและเติมสารละลาย mitomycin C ใหม พักไวอีก 1.5 ชั่วโมง จึงลางเซลลดวย PBS, pH 

7.4 กอนท่ีจะเติม 0.1% Trypsin/EDTA เพ่ือแขวนลอยเซลล ลางเซลลแขวนลอยใน PBS, 

pH 7.4 (ในการศึกษานี้ไดมีการทดลองปรับเปลี่ยนระยะเวลาการยับยั้งการแบงเซลลดวย 

mitomycin C โดยเปรียบเทียบระหวาง 2, 3, 3.5 และ 4 ชั่วโมง) 

3.2.2 นับจํานวนเซลลและปรับความหนาแนนของเซลลใหเทากับ 2 x 105 cell/mL 

3.2.3 ยายเซลลปริมาตร 100 µL ลงใน 96-well plate ท่ีเคลือบพ้ืนผิวดวยคอลลาเจน พักไว ท่ี

อุณหภูมิ 37 ºC เปนเวลา 2 ชั่วโมง เพ่ือใหเซลลเกาะกับพ้ืนผิวภาชนะ จากนั้นลางดวย KAv-

1  

3.2.4 ตรวจดูเซลลภายใตกลอง Inverted phase contrast microscope หากพบวายังมีพ้ืนท่ีวาง 

ท่ีไมมีเซลลเกาะอยู ใหถายเซลลลงเพ่ิมเติมและพักใหเซลลเกาะพ้ืนผิวเปนเวลาอีก 1 ชั่วโมง  

3.2.5 เม่ือไดเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเกาะเต็มพ้ืนผิวของ 96-well-plate แลวจึงลางเซลลดวย KAv-1 เพ่ือ 

ขจัดเซลล สวนเกินท่ีลอยหรือเกาะซอนทับอยูออกใหหมด 

3.3 การเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

3.3.1 ยายเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีไดในขอ 1.8 ลงใน 96-well plate ท่ีมีเซลลพ่ีเลี้ยงเตรียมไวท่ี 

กนหลุมดังขอ 3.2.5 บมเพาะเซลลท่ีอุณหภูมิ 37 ºC ใชอาหารเลี้ยงเซลล KAv-1 ท่ีมี Rho-

kinase inhibitor Y-27632 ในความเขมขน 100 mg/mL สําหรับเริ่มแรกท่ีมีการยายเซลล 

ลงเลี้ยง หลังจากนั้นจะเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลทุก 2 วนั โดยเปลี่ยนถายออกและเติมทด 

แทนเพียงครึ่งเดียว อาหารเลี้ยงเซลลท่ีเติมใหมเปน KAv-1 ท่ีไมมี Rho-kinase inhibitor Y-

27632 สังเกตเซลลภายใตกลอง inverted phase contrast microscope ทุกวัน 

การศึกษานี้ทดลองเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากไกปา ไกฟาพญาลอ ไกฟาหลังขาว และ

ไกฟาหลังเทา 
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3.3.2 subculture เม่ือเซลลสืบพันธุตนกําเนิดเพ่ิมจํานวนเกาะกลุมกันมากตั้งแต 30 เซลลข้ึนไป 

หรือเม่ือเซลลพ่ีเลี้ยงเริ่มลอกหลุดจากพ้ืนผิวภาชนะ ซ่ึงโดยท่ัวไปจะเริ่มหลุดรอนจากขอบ หุ

ลมกอน การยายเซลลจะใช Glass capillary pipette ดูดและเปากลุมเซลลเบาๆ เพ่ือ ให

กลุมเซลลตนกําเนิดหลุดออกจากการเกาะติดอยูบนเซลลพ่ีเลี้ยง จากนั้นใช 0.1 % 

Trypsin/EDTA เพ่ือทําใหเซลลตนกําเนิดท่ีเกาะกลุมกระจายออกเปนเซลลเดี่ยวกอนท่ีจะ 

ยายไปเลี้ยงบนเซลลพ่ีเลี้ยงใหม ซ่ึงในครั้งแรกของการยายเซลลลงเลี้ยงใหม (subculture) 

จะใช KAv-1 ท่ีมี Rho-kinase inhibitor Y-27632 ดังเชนท่ีกลาวมาแลวขางตน  

3.3.3 เก็บแชแข็งเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีเพาะเลี้ยงในหองปฏิบัติการโดยใช 10% DMSO ใน 

Fetal bovine serum เปน freezing media และใช Bicell เปนภาชนะบรรจุเพ่ือลด 

อุณหภูมิลงในอัตรา 1 °C ตอนาที จนถึง -80 °C จากนั้นจึงยายลงแชในไนโตรเจนเหลว 

3.3.4 ตรวจสอบการมีชีวิตรอดของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดภายหลังจากการแชแข็งดวยการยอมสี 

Trypan blue (trypan blue exclusion assay) 

 

4 การถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดใหตัวรับเพ่ือสรางลูกผสมไคเมอรา (germline chimera) 

การสราง germline chimera ในสัตวปก ท่ีประสบผลสําเร็จตามท่ีมีรายงานจะตองเปนการถายฝาก 

ระหวางตัวออนเพศเดียวกัน จึงใชวิธีแยกเพศของตัวออนดวยการตรวจดีเอนเอ และข้ันตอนการตรวจจะ ตอง

ไดผลเร็ว เพ่ือจะไดทราบวาเซลลจากตัวออนท่ีเก็บไวนั้นจะสามารถถายใหกับตัวออนท่ีอยูในไขฟองใดได 

กอนท่ีตัวออนท่ีเปนตัวรับนั้นจะพัฒนาตอไปจนเกินระยะท่ีเหมาะสมตอการถายฝากเซลล โครงการนี้ไดทดลอง 

ใชการสกัดตัวอยางดีเอ็นเอจากเลือดดวยการตม และ PCR primers ท่ีใชเพ่ิมจํานวนชิ้นสวนดีเอนเอ คือ 

2550F (5’-GTTACTGATTCGTCTACGAGA-3’) และ 2718R (5’-ATTGAAATGATCCAGTGCTTG-3’) [25] 

4.1 นําไขของตัวท่ีจะใชเปนตัวใหเซลลสืบพันธุตนกําเนิด (donor) และของตัวท่ีจะเปนตัวรับ (recipient) 

เขาฟกในตูฟกไข ใหมีระยะเวลาเริ่มเขาฟกหางกันประมาณ  2 ชั่วโมง โดยนําไขของตัวใหเซลล เขา

ฟกกอน 

4.2 นําไขฟกของตัวใหเซลลออกจากตูฟกเม่ือถึงระยะฟกประมาณ 52 ชั่วโมง ซ่ึงตัวออนของตัวใหเซลล 

จะอยูในระยะพัฒนาการ 13-14 HH เก็บเลือดจากตัวออนของตัวใหเซลล เพ่ือแยกเก็บเซลลสืบพันธุ 

ตนกําเนิดดวย nycodenz density gradient centrifugation  

4.3 ระหวางท่ีดําเนินการแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิด ก็นําตัวออนของตัวรับออกจากตูฟกซ่ึงจะอยูในระยะ 

พัฒนาการใกลเคียงกับระยะ 12-14 HH เจาะเปลือกไขดวยเข็มเบอร 18 และใช forceps ปลาย 

แหลมเล็มเปดเปลือกไขใหเปนชองหนาตางขนาดเสนผานศูนยกลางประมาณ   0.5 ซ.ม. จากนั้นสอง 

ตรวจหาตําแหนงตัวออนภายใตกลองเสตอริโอ เม่ือพบตัวออนและจัดวางไขใหเสนเลือดอยูในตําแหนง 

ท่ีเหมาะสมแลวจึงใช glass capillary pipette สอดผานชองหนาตางไปเจาะเก็บเลือดปริมาตร 2-3 

μL เพ่ือไปตรวจวิเคราะหแยกเพศดวย PCR หลังจากไดตัวอยางเลือดตามตองการแลวใชแถบกาว 

พลาสติคใสปดชองหนาตางเพ่ือปองกันการปนเปอนและการระเหยของน้ําออกจากไข พักไขไวใหชอง 

หนาตางหงายอยูดานบนในระหวางท่ีรอผลการตรวจเพศและการแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิด  
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4.4 เม่ือครบเวลาการปนแยกเซลลใน nycodenz แลว นําตัวอยางมาดูดเก็บเซลลแขวนลอยท่ีอยูเหนือชั้น 

11% nycodenz เพ่ือแยกเก็บเฉพาะเซลลสืบพันธุตนกําเนิดอีกครั้ง จากนั้นดูดเก็บเซลลเม็ดเลือดท่ี 

กนหลอดประมาณ 2 μL เพ่ือใชตรวจแยกเพศดวย PCR สําหรับการแยกเก็บเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

ดวยการใช glass capillary pipette ดูดเก็บเซลลภายใตกลอง phase contrast inverted 

microscope ทีละเซลลนั้น นอกจากเพ่ือแยกเซลลใหบริสุทธิ์แลว ขณะดียวกันเปนการขจัดปริมาณ 

บัฟเฟอรทําใหเซลลมีความหนาแนนมากท่ีสุด เนื่องจากการถายฝากใหตัวรับควรมีปริมาตรท่ีฉีดเขาไป 

ในกระแสเลือดประมาณ 2-3 μL เทานั้น และควรมีจํานวนเซลลท่ีถายฝากมากกวา 200 เซลล  

4.5 เม่ือไดผลการตรวจเพศแลวจึงเริ่มข้ันตอนถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดระหวางเพศเดียวกัน โดย 

นําไขท่ีจะเปนตัวรับมาวางใตกลองสเตอริโอ หาตําแหนงของตัวออนและจัดวางไขใหเสนเลือดอยูใน 

ตําแหนงท่ีเหมาะสมตอการฉีด โดยใช glass capillary pipette ดูดเซลลข้ึนมาในปริมาตร 2-3 μL 

และสอด pipette ผานหนาตางบนเปลือกไขไปเขาเสนเลือดในตําแหนงเดิมท่ีใชเก็บเลือดเพ่ือตรวจ 

เพศ เม่ือปลาย pipette อยูในเสนเลือดแลว (ตรวจสอบไดจากการดูดเลือดเขามาใน pipette) จึง

คอยๆ เปาเซลลเขาไปในกระแสเลือด หลังจากถอน pipette ออกมาแลวจึงใชแถบกาวพลาสติค ใส

ปดชองหนาตางท่ีเปลือกไขเพ่ือปองกันการสูญเสียน้ําและการปนเปอนของสิ่งสกปรกและเชื้อ 

จุลินทรีย การเก็บตัวอยางเลือดและการถายฝากเซลลเปนข้ันตอนท่ีปฏิบัติในตูปลอดเชื้อ (Class I 

biosafety cabinet)  

4.6 หลังจากถายฝากเซลลแลว นําไขเขาตูฟกจนครบกําหนดการฟก การทดสอบวาลูกท่ีไดรับการถายฝาก 

เซลลสืบพันธุตนกําเนิดเปน germline chimera หรือไมจะตองรอใหโตเต็มวัยและนํามาผสมพันธุ 

เพ่ือตรวจสอบวาสามารถใหลูกท่ีเปนชนิดหรือพันธุเดียวกับตัวใหเซลลหรือไม 

ในโครงการนี้ไดทดลองถายฝากเซลลระหวางสปชีส คือถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของไกฟา 

พญาลอ ใหตัวรับท่ีเปนไกเนื้อและไกไข 

 ระหวางการดําเนินโครงการไดดําเนินการศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือหาแนวทางแกปญหาและอุปสรรคภาย 

ใตสถานะการณท่ีแตกตางจากการปฏิบัติงานของนักวิจัยในประเทศญี่ปุน ดังนี้ 

 

การศึกษาเพ่ิมเติมเพ่ือแกปญหาหรือพัฒนาเทคโนโลยี 

 

5. การศึกษาอิทธิพลของ chicken recombinant SCF และ E-cadherin ตอการเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุ 

ตนกําเนิด 

จากการตรวจดวย Indirect immunofluorescent assay โดยใช anti E-cadherin และ anti-c-kit 

เปน primary antibody ผูวิจัยพบวามีการแสดงออกของ E-cadherin และ c-kit receptors บนผิวเซลล

สืบพันธุตนกําเนิดในระยะท่ีอยูในกระแสเลือด จึงไดทดลองศึกษาอิทธิพลของ E-cadherin (self-ligand) และ 

SCF (c-kit ligand) โดยการศึกษาอิทธิพลของ E-cadherin ใชวิธีการขัดขวางการยึดเกาะของ E-cadherin 

ดวย anti E-cadherin antibody สวนการศึกษาบทบาทของ SCF/c-kit ใชการเสริม chicken recombiant 

SCF ลงในอาหารเลี้ยงเซลล มีข้ันตอนการทดลอง และแบงกลุมการทดลองดังนี้ 
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เก็บแยกเซลลจากกระแสเลือดของตัวออนไกดวย glass capillary pipette ภายใตกลอง phase 

contrast inverted microscope และแยกบริสุทธิ์ดวย nycodenz density gradient จากนั้นเพาะเลี้ยงบน 

เซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากเซลลตัวออนของนกกระทา ดวยอาหารเลี้ยงเซลล KAv-1 ท่ีมี 5% FCS และ 5% 

chicken serum ใช penicillin/streptomycin ปองกันการปนเปอนของแบคทีเรีย ตรวจยืนยันชนิดเซลล 

ดวยการตรวจการแสดงออกของ SSEA-1 antigen โดยในการศึกษานี้ไดแบงกลุมทดลองออกเปน 4 กลุม 

ประกอบดวย 1) กลุมควบคุมท่ีเลี้ยงดวยระบบเพาะเลี้ยงมาตรฐานดังท่ีรายงานไว 2) กลุมท่ีเติม SCF ความ

เขมขน 5 μM ในอาหารเลี้ยงเซลล 3) กลุมท่ีเติม 5 μM  SCF และ tyrosine kinase inhibitor (STI571) 

ความเขมขน 10 μM ลงในอาหารเลี้ยงเซลล และ 4) กลุมท่ีเติม anti e-cadherin ลงในอาหาร เลี้ยงเซลล 

เปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลวันเวนวัน โดยเปลี่ยนเพียงครึ่งหนึ่งของอาหารเลี้ยงเซลลท้ังหมดในแตละ หลุม  สังเกต

การเจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดทุกวัน  ตรวจนับเซลลหลังจากเพาะเลี้ยงเปน เวลา 12 วัน 

โดยอาศัยการตรวจการแสดงออกของ SSEA-1 เปนสิ่งยืนยันชนิดของเซลล  

หมายเหตุ เหตุท่ีประเมินผลหลังจากเพาะเลี้ยงเพียง 12 วัน แทนท่ีจะท้ิงระยะใหเซลลเพ่ิมจํานวนมากๆ เพราะ

หากเซลลเจริญมากจะเกาะกลุมเปนโคโลนีซอนทับกันเปนอุปสรรคตอการนับจํานวนเซลล การระบุ ยืนยันชนิด

ของเซลลดวย Immunofluorescent staining และเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีอายุมากจะเริ่มมีขอบเซลลเปน สีดําชัดเจน

ภายใต phase contrast microscope ซ่ึงเปนอุปสรรคตอการสังเกตเซลลสืบพันธุตนกําเนิด ท่ีเกาะอยู

ดานบน 

 

6. การศึกษา proteome และ secretome ของเซลลพ่ีเลี้ยง 

 เนื่องจากเซลลพ่ีเลี้ยงเปนปจจัยสําคัญตอความสําเร็จในการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของ 

สัตวปกเปนอยางมาก ขณะท่ีเปนท่ียอมรับกันท่ัวไปในกลุมนักวิจัยวา  เซลลพ่ีเลี้ยงท่ีพบวาใหผลดีตอการเพาะ 

เลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดคือ เซลลท่ีเตรียมจากตัวออนของนกกระทา ซ่ึงเปนปจจัยผันแปรเชิงคุณภาพ ท่ี

สําคัญ แตกตางจากการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวเลี้ยงลูกดวยนม เชน สุกร และ มนุษย ท่ี

สามารถใช established cell line เชน STO ท่ีมีความคงท่ีกวาในการเพาะเลี้ยงได [26, 27] อยางไรก็ตาม 

เซลลชนิดดังกลาวไมสามารถสนับสนุนการเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกไดดีเทาท่ีควร แมวาจะมี 

รายงานวาสามารถชวยสงเสริมการเลี้ยง blastodermal cell ของไกเม่ือเทียบกับการไมใชเซลลพ่ีเลี้ยง [28] 

สวนการเลี้ยงเซลลจาก hypoblast นักวิจัยกลุมเดียวกันนี้พบวา ตองอาศัยเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจาก 

blastoermal cell ของนกกระทาเพ่ือสงเสริมการเจริญของเซลลสืบพันธุตนกําเนิด ดังนั้น ผูวิจัยจึงศึกษา 

proteome และ secretome เพ่ือคนหาสารสําคัญท่ีเปนปจจัยสนับสนุนการเจริญของเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

โดยหวังวาจะใชประโยชนในการพัฒนาระบบการเลี้ยงท่ีลดการพ่ึงพาเซลลพ่ีเลี้ยง 

 

7. ศึกษาเปรียบเทียบลําดับเบสของดีเอนเอในไมโตคอนเดรียสวน d-loop (complete d-loop mtDNA 

sequencing) 

ในการถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดใหตัวรับ จะทราบผลวาตัวรับนั้นเปน germline chimera 

หรือไมก็โดยการผสมพันธุและตรวจสอบลูกท่ีเกิดข้ึนวา สามารถใหลูกท่ีเกิดจากเซลลสืบพันธุท่ีพัฒนามาจาก 
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เซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีไดรับการถายฝากมาหรือไม ซ่ึงตัว germline chimera นี้จะผลิดเซลลสืบพันธุ ท้ังท่ี

พัฒนาจากเซลลตนกําเนิดของตัวเองและเซลลตนกําเนิดท่ีไดรับถายฝากมา โดยมีโอกาสสูงท่ีจํานวนเซลล 

สืบพันธุจากเซลลตนกําเนิดถายฝากจะมีนอยกวามาก ทําใหโอกาสไดลูกท่ีเกิดจากเซลลตนกําเนิดถายฝากอยู 

ในระดับต่ํา จึงตองเลี้ยงไกท่ีเกิดจากการถายฝากเซลลจํานวนมากและผสมพันธุตอเนื่องเปนระยะเวลานาน ซ่ึง

ในการทดลองท่ีผานมาก็ประสบปญหาในการทดสอบวาลูกไกท่ีไดรับการถายฝากเซลลนั้นเปน germline 

chimera หรือไม จากขอจํากัดของพ้ืนท่ีเลี้ยงและงบประมาณในการดูแลท่ีสูง  

ดวยเหตุนี้ผูวิจัยจึงทดลองตรวจวิเคราะห เปรียบเทียบลําดับเบสของดีเอนเอในไมโตคอนเดรียของ ไก

ปา และไกพ้ืนเมือง ซ่ึงหากพบวามีความแตกตางกันชัดเจน ก็จะใชการวิเคราะหลําดับเบสนี้เปนเครื่องมือ 

ทดสอบการผลิตลูกผสมไคเมอรา โดยเฉพาะการทดสอบลูกผสมไคเมอราเพศผูโดยการตรวจสอบดีเอ็นเอใน ไม

โตคอนเดรียของเสปรมวามีท้ังสวนท่ีพัฒนามาจากเซลลตนกําเนิดของตัวรับเอง และจากเซลลตนกําเนิดท่ี 

ไดรับการถายฝากมาหรือไม 

ตัวอยางท่ีใชศึกษาและวิธีการเก็บตัวอยาง 

ศึกษาเปรียบเทียบระหวางไกปาตุมหูขาว (white earlobe red junglefowl, Gallus gallus 

gallus) ไกปาตุมหูแดง (red earlobe red junglefowl, Gallus gallus spadiceus) และไกพ้ืนเมืองไทย 

สายพันธุเหลืองหางขาว และประดูหางดํา เก็บตัวอยางเลือดดวยอุปกรณปลอดเชื้อโดยใช heparinized 

needle เจาะเก็บเลือดจาก wing (brachial) vein ปริมาตร 1 มล./ตัว จํานวน 35 ตัวอยาง/สายพันธุ ขนสง

ตัวอยางไปยังหองปฏิบัติการของ คณะสัตวแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ในสภาพแชเย็น เม่ือถึง

หองปฏิบัติการจึงแบงถายตัวอยาง เลือดปริมาตร 10 ไมโครลิตร สําหรับใชตรวจวิเคราะหลําดับเบส ของดีเอ็น

เอในไมโตรคอนเดรีย เก็บรักษาตัวอยางท่ีเหลือโดยการแชแข็งท่ีอุณหภูมิ - 40 °C สําหรับการศึกษา อ่ืนๆ 

ตอไป 

หมายเหตุ เหตุผลท่ีเลือกสายพันธุไกพ้ืนเมืองเหลืองหางขาวและประดูหางดํา ก็เพ่ือใหมีการนําผลการ ศึกษาไป

ใชประโยชนในการสงเสริมแผนการอนุรักษและพัฒนาสายพันธุไกพ้ืนเมืองไทยโดยกรมปศุสัตว ซ่ึงไก สองสาย

พันธุนี้ เปนสายพันธุหลักเริ่มตนท่ีกรมปศุสัตวไดดําเนินการเก็บรวบรวมและขยายพันธุในศูนยวิจัยและ บํารุง

พันธุสัตว แหลงตัวอยางท่ีใชในการศึกษานี้มาจากศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวกบินทรบุรี จังหวัด ปราจีนบุรี 

(ไกพันธุเหลืองหางขาว) และศูนยวิจัยและบํารุงพันธุสัตวหนองกวาง จังหวัดราชบุรี (ไกพันธุประดู หางดํา)   

สวนตัวอยางไกปาตุมหูแดงเปนตัวอยางจากสถานีเพาะเลี้ยงสัตวปาดอยตุง จังหวัดเชียงราย และ 

สถานีเพาะเลี้ยงสัตวปาอมกอย จังหวัดเชียงใหม และตัวอยางไกปาตุมหูขาวจากสถานีเพาะเลี้ยงสัตวปา ชอง

กล่ําบน จังหวัดสระแกว 

การเพ่ิมจํานวนชิ้นสวน D-loop ดวย polymerase chain reaction  (PCR) 

เตรียมตัวอยางดีเอนเอจากตัวอยางเลือดโดยใช Phusion blood direct PCR Master Mix 

(Thermo Scientific, USA) วิธีการตามคําแนะนําของผลิตภัณฑ เพ่ิมชิ้นสวน D-loop ดวย PCR โดยใช 

oligoprimers ดังนี้ 5’ –AGGACTACGGCTTGAAAAGC -3’ และ 5’ –TGCTTAAGGTTAATTACTGCTG -3’ 

(Nishibori et al., 2001) นําผลผลิตของ PCR ทีไดมาผานข้ันตอนการทําใหบริสุทธิ์ข้ึนดวย GeneJET PCR 
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purification kit (Thermo Scientific, USA) จากนั้นจึงสงไปวิเคราะหลําดับเบสโดย 1st BASE sequencing 

service (Singapore) เพ่ือนํามาเปรียบเทียบรูปแบบจําเพาะท่ีมีความแตกตางกันระหวางชนิดและสายพันธุ 

 

8. การสราง Somatic chimera 

 จากปญหาการตรวจสอบ germline chimera ท่ีตองรอจนกวาไกจะโตเต็มวัย ซ่ึงหากเปนเพศผูก็ 

สามารถเก็บน้ําเชื้อตรวจลําดับเบสของไมโตคอนเดรียสวน d-loop ได หรือแมแตการใชวิธีอ่ืนเชนการใช 

เทคนิค microsatellite ในการวิเคราะหสวนของ nuclear DNA แตกรณีเปนเพศเมียท่ีเซลลไขมีไขแดง 

จํานวนมากจึงเปนอุปสรรคตอการสกัด DNA และการตรวจ germline chimera ดวยจุดประสงคหลักของ 

โครงการนี้คือการถายทอดเทคโนโลยีจากผูเชี่ยวชาญฝายญีปุ่น และเพ่ือใหการประเมินความสําเร็จของเทคนิค 

การถายฝากเซลลเปนไปไดมากข้ึน จึงไดทดลองสราง somatic chimera โดยการถายฝากเซลลจากตัวอยาง 

เลือดใหตัวรับ ซ่ึงอยูบนสมมุติฐานวาเซลลในกระแสเลือดตัวออนระยะ 13-14 HH นอกจากประกอบดวยเซลล 

สืบพันธุตนกําเนิดแลว ยังมีกลุมเซลลตนกําเนิดท่ีสามารถพัฒนาไปเปนเซลลรางกายท่ีสามารถตรวจสอบได 

จากลักษณะภายนอก ซ่ึงเปนลักษณะของ somatic chimera ดังเชนรายงานการสราง somatic chimera 

จากการถายฝากเซลลจากไขกระดูก [29] การศึกษานี้ใชไกพันธุชีเปนตัวรับ ซ่ึงมีลักษณะสีขนเปนสีขาว

ตลอด ท้ังตัว ผิวหนังสวนหนาแขงไมมีสี และใชไกพันธุประดูหางดําท่ีมีขนสีเหลือบดํา และมีผิวหนังท่ีหนา

แขงสีดํา เปนตัวใหเซลล เก็บตัวอยางเลือดจากตัวออนไกพันธุประดูหางดําในระยะพัฒนาการท่ี 13-15 

ปริมาตร 2-4 μL และถายฝากใหตัวออนของไกพันธุชีท่ีอยูในระยะพัฒนาการเดียวกัน จากนั้นนําไขเขาตู

ฟกจนครบกําหนด การฟก ตรวจดูลักษณะภายนอกโดยเฉพาะสีขนหรือสีหนาแขงวามีการแสดงออกของสี

ดําบางหรือไม 

 

9. การศึกษาบทบาทของ SCF ตอการเหนี่ยวนําการเคลื่อนท่ีของเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

 การสรางลูกผสมไคเมอราอาศัยการถายฝากเซลลเขาสูกระแสเลือดของตัวรับ ซ่ึงเซลลสืบพันธุตน 

กําเนิดนี้ตองสามารถเคลื่อนท่ีไปสูอวัยวะเปาหมายคือ  genital ridges ได เนื่องจากมีขอมูลเก่ียวกับปจจัยท่ี 

ควบคุมการเคลื่อนท่ีของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดในสัตวปกนอยมาก จึงไดศึกษาเพ่ิมเติม เพ่ือใชเปนขอมูลใน 

การเพ่ิมประสิทธิภาพการสราง germline chimeara ในอนาคต ขอมูลข้ันตอนการศึกษา ผลและการอภิปราย 

ผลการศึกษาไดรับการตอบรับตีพิมพเผยแพรในวารสารวิชาการ รายละเอียดท้ังหมด ดังแนบในภาคผนวก 
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