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การเก็บแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

 การเก็บแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากกระแสเลือดจะตองมีการฝกฝนมากเพียงพอจนเกิด

ความ ชํานาญ เนื่องจากจะตองเจาะเก็บเลือดจากเสนเลือดตัวออนท่ีมีขนาดเล็กมากดวยมือเปลาโดย

ไมไดใช เครื่องมือชวยควบคุมการเคล่ือนท่ีของเข็ม ดังนั้นการขยับหรือส่ันไหวของมือแมเพียงเล็กนอย

ก็จะเปนปญหาได อีกท้ังเสนเลือดยังเปราะบางไมมีเนื้อเย่ือโดยรอบท่ีจะชวยยึดบังคับปลายเข็ม และ

หากเสนเลือดฉีกขาดก็จะมี เลือดไหลอาบมาบนตัวออนทําใหยากตอการมองเห็นเสนเลือดหรือ

รายละเอียดอ่ืนๆ ผานกลองจุลทรรศน การทํางานภายใตกลอง stereoscope ดวย glass capillary 

pipette ท่ีตอเขากับสายยางและ mouth piece เพ่ือดูดเก็บเลือด  จึงตองอาศัยความชํานาญในการ

ควบคุมมือและปากใหทํางานสัมพันธกันเปนอยางดี ในการเก็บเลือดภายใตกลองจุลทรรศน ระยะ

พัฒนาการท่ีเหมาะสมตอการเก็บตัวอยางคือระยะท่ี 13-15 HH เนื่องจากสามารถเก็บเลือดไดเกือบ

ท้ังหมด  และเปนระยะท่ีมีเซลลสืบพันธุตนกําเนิดในกระแสเลือดเปน ปริมาณมากท่ีสุด เนื่องจากเซลล

สืบพันธุตนกําเนิดมีการแบงเซลลเพ่ิมจํานวนข้ึนหลังจากเคล่ือนท่ีเขาสูกระแส เลือดในระยะท่ี 10-11 

HH จนมีจํานวนสูงสุดในระยะ 14-15 HH จากนั้นจํานวนก็จะลดลงโดยเริ่มมีการ เคล่ือนยายเขาสู 

genital ridges [30]  

ปญหาอุปสรรคตอการเก็บเลือดท่ีพบมากในการศึกษานี้คือ คุณภาพของไขและตัวออนท่ีใชใน

การ ศึกษา พัฒนาการระยะแรกโดยเฉพาะโครงสรางเสนเลือดของตัวออนมีความผันแปรสูง มีตัวออน

จํานวนมากท่ี มีโครงสรางเสนเลือดเปนเกาะแกงแมอยูในระยะพัฒนาการท่ีเหมาะสม  และอีกปญหา

ใหญของตัวออนท่ีใชใน การศึกษานี้คือ ความผันแปรของคุณภาพไข หากไขขาวเหลวมากจะทําให

โอกาสท่ีไขจะแตกในระหวางท่ี เจาะเก็บเลือดคอนขางสูง เม่ือไขแตกจะทําใหระยะโฟกัสในกลอง

เปล่ียนไปเนื่องจากไขยุบตัวลง การปรับโฟกัส กลองใหมคอนขางเปนอุปสรรคเนื่องจากผูปฏิบัติงาน

ตองถือเข็มอยูในมือขางหนึ่ง นอกจากนี้ ตัวออนอาจฉีก ขาดเสียหายจนไมสามารถเก็บเลือดไดเลย 

 งานวิจัยเกี่ยวกับเซลลสืบพันธุตนกําเนิดสัตวปกจํานวนมากใชการศึกษาเซลลจาก genetal 

ridges [15, 31, 32] ท่ีมีวิธีการเก็บเซลลไดงายกวาและไดจํานวนเซลลมากกวา อยางไรก็ตามแมวา

เซลลสืบพันธุ ตนกําเนิดใน genital ridges จะมีลักษณะท่ัวไปเหมือนกับท่ีอยูในกระแสเลือดคือเปน

เซลลขนาดใหญ มีนิวเคลียสกลมขนาดใหญเกือบเต็มเซลล มีสัดสวนของนิวเคลียสตอไซโตพลาสซึม

มาก  และปรากฏเครื่อง หมายหลักระบุชนิดเซลลคือ SSEA-1, vasa protein และการยอมติดสี PAS 

เชนเดียวกัน [33, 34]  แตก็มีลักษณะในรายละเอียดยอยท่ีแตกตางกัน เซลลสืบพันธุตนกําเนิดของ

ไกฟาในระยะท่ีอยูใน genital ridges มีลักษณะแบน มีไมโตคอนเดรียมาก และมี microvilli ท่ีเจริญ

มากเม่ือเทียบกับเซลลท่ีอยูใน กระแสเลือด [35] จึงอาจมีคุณสมบัติทางสรีรวิทยาท่ีแตกตางกัน อีกท้ัง



เซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากสองแหลงนี้ ปรากฏในระยะพัฒนาของตัวออนท่ีตางกัน โดยเซลลสืบพันธุ

ตนกําเนิดเริ่มเคล่ือนท่ีเขาสูกระแสเลือดในชวง พัฒนาการของตัวออนระยะท่ี 11 HH จากนั้นจึงมีการ

เคล่ือนยายจากกระแสเลือดเขาไปอยูใน genetal ridges ในระยะพัฒนาการท่ี 15 HH [30] ซ่ึงก็มี

รายงานวาการแสดงออกของ c-kit บนเซลลสืบพันธุ ตนกําเนิดใน genetal ridges มีปริมาณมากข้ึน

ตามระยะพัฒนาการของตัวออนท่ีเพ่ิมข้ึน [36] ประกอบกับมี ขอมูลจากนักวิจัย (unpublished data) 

วาการถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากกระแสเลือดใหผลผลิต ท่ีเปน germline chimera มากกวา

การถายฝากเซลลจาก genital ridges การพัฒนาเทคโนโลยีไคเมอรา ภายใตโครงการนี้จึงเลือกท่ีจะ

ใชเซลลจากกระแสเลือดตอไป 

สําหรับการแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกใหบริสุทธิ์นั้นไดมีรายงานวิจัยท่ีใชวิธีการ

นอกเหนือจากการใช density separation เชน การใช immunomagnatic purification [37, 38] การ

ใชแอมโมเนียม คลอไรดโปแตสเซียมบัฟเฟอรในการสลายเซลลเม็ดเลือด [39]   แตจากการแลกเปลี่ยน

ขอมูลกับผูเชี่ยวชาญ จากประเทศญี่ปุนทราบวาวิธีการเหลานั้นใหผลกระทบตอเซลลสืบพันธุตนกําเนิด

มากกวาการใช Nycodenz และทําใหอัตราการรอดของเซลลในการเพาะเลี้ยงและความสําเร็จในการ

สรางลูกผสมไคเมอราลดลง ซ่ีง density separation โดยใช Nycodenz เปนวิธีการท่ีผูเชี่ยวชาญจาก

หลายๆ ประเทศยังเลือกใชกันอยู (ขอมูลจากการประชุมท่ี Okinawa, ประเทศญี่ปุน) 

 

การเตรียมเซลลพ่ีเล้ียงจากเนื้อเย่ือตัวออนนกกระทา 

Rho-kinase (ROCK) inhibitor เปนปจจัยท่ีเชื่อวาชวยใหเซลลในเนื้อเยื่อของตัวออนมีโอกาส 

รอดชีวิตและเจริญเพ่ิมจํานวนไดดีข้ึน ดังเชนรายงานการศึกษาจํานวนมากแสดงถึงประโยชนของ ROCK 

inhibitor โดยเฉพาะตอการเลี้ยง Human Embryonic Stem Cell (hESC) [40, 41] แตเนื่องจาก 

ROCK inhibitor มีราคาสูงมาก ผูวิจัยจึงทดลองเตรียมเซลลพ่ีเลี้ยงโดยเพาะเลี้ยงใน KAv-1 ท่ีไมมี ROCK 

inhibitor ผลการทดลองพบวาสามารถเพาะเลี้ยงเซลลท่ีมีลักษณะคลาย fibrobalst และเซลลเหลานี้

สามารถสนับสนุน การเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดไดเชนกัน หลังจากปรึกษาแลกเปลี่ยนขอมูลกับ

นักวิจัยชาวญี่ปุนจึงได ขอสรุปวา การเพาะเลี้ยงเซลลเนื้อเยื่อตัวออนอาจไมจําเปนตองใช ROCK 

inhibitor หรือใชเพียงรอบแรกของ การเลี้ยงเซลลท่ีเก็บมาจากตัวออน และสามารถละไดในสวนการ

เพาะเลี้ยงใน passage ถัดไป ดังนั้นโครงการ นี้จึงสรุปการใช ROCK inhibitor เฉพาะในข้ันตอนท่ีอาจกอ

ความเสียหายตอเซลล เชน 1) การตัดยอยเนื้อเยื่อ ตัวออนใหเปนชิ้นเล็กๆ เพ่ือเพาะเลี้ยงเซลลพ่ีเลี้ยงใน 

passage แรก 2) การแยกเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีเจริญ เกาะกันเปนโคโลนีใหไดเซลลเดี่ยวเพ่ือ 

subpassage  [42-44] และ 3) การเลี้ยงเซลลท่ี thaw จากการเก็บ แชแข็ง [45-47] 

 

การศึกษา proteome และ secretome ของเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากเนื้อเยื่อตัวออนนกกระทา 



ผลการศึกษา proteome และ secretome เบื้องตนแมจะพบวามีความแตกตางกันระหวาง

เซลล พ่ีเลี้ยงจากนกกระทา ไกฟาพญาลอ และไกฟาหลังขาว แตโปรตีนท่ีพบมีปริมาณการแสดงออก

ตางกันนั้น เปนสวนท่ีเก่ียวของกับเมแทบอลิซึมเปนหลัก โดยไมพบโปรตีนท่ีมีรายงานเก่ียวของกับการ

สนับสนุนการเพาะ เลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด เชน bFGF, LIF, TGF-beta หรือ SCF [48-53] แตอยาง

ใด โปรตีนเหลานี้สวนใหญทํางานในลักษณะเปน autocrine, paracrine พบมีการผลิตและคัดหลั่งจาก

เซลลใน ปริมาณนอย ขณะท่ีในอาหารเลี้ยงเซลลมีซีรั่มโปรตีนปริมาณสูง จึงอาจเปนปญหาตอการคนหา

โปรตีนท่ีมี ปริมาณสัมพันธตอโปรตีนรวมนอยมากเหลานี้  

 

การเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

ในการอนุรักษความหลากหลายทางชีวภาพของสัตวปกดวยการเก็บแชแข็งเซลลสืบพันธุตน

กําเนิดใน ไนโตรเจนเหลวนั้น ควรจะตองมีวิธีการเพาะเลี้ยงเซลลท่ีใชไดผลดีกับสัตวปกหลากหลายชนิด 

ซ่ึงการศึกษาใน โครงการนี้ก็พบวา การอาหารเลี้ยงเซลล KAv-1 ท่ีมี 5% FCS และ 5% Chicken serum 

รวมกับเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากตัวออนนกกระทาสามารถสงเสริมการเพาะเลี้ยงเซลลจากสัตวปกใน

ตระกูล Gallus และ Lophura ได อยางไรก็ตามการศึกษานี้ยังพบวาระบบการเลี้ยงท่ีใชเซลลพ่ีเลี้ยงยังมี

ปจจัยผันแปร ท่ีไมทราบแนชัดทําใหไมสามารถควบคุมคุณภาพหรือประสิทธิภาพของการเพาะเลี้ยงเซลล

ไดแนนอน ปจจัย ผันแปรนี้อาจมาจากคุณภาพของตัวออนท่ีสงผลตอเซลลสืบพันธุตนกําเนิด คุณภาพของ

เซลลพ่ีเลี้ยง และ คุณภาพของซีรัม โดยเฉพาะซีรัมไกท่ีใชเลี้ยงเซลล ตลอดชวงการทดลองเลี้ยงเซลล

สืบพันธุตนกําเนิดเปน ระยะเวลา 2  ป พบวาซีรัมไกมีความแตกตางกันไปในแตละรอบท่ีซ้ือและแตกตาง

กันระหวางบริษัทอยาง ชัดเจนจากลักษณะท่ีเห็นไดดวยตาเปลา แมวาจะสั่งซ้ือจากบริษัทตัวแทนจําหนาย

ซีรั่มท่ีมีการยอมรับโดย ท่ัวไปแลวก็ตาม ซ่ึงประเด็นคุณภาพของซีรั่มไกนี้ผูเชี่ยวชาญฝายญี่ปุนไดเคยยก

ปญหาข้ึนมาเชนกัน แตเนื่อง จากการเตรียมซีรัมไกจํานวนมากเพ่ือใชในหองปฏิบัติการจะตองมีการ

วางแผนลวงหนา โดยเฉพาะไกท่ีจะใช เก็บซีรั่มจะตองปลอดจากไวรัสและไมโคพลาสมา เนื่องจากไม

สามารถกําจัดดวยการกรองตามมาตรฐานท่ัวไป 

ในการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกชนิดอ่ืนๆ โดยเฉพาะท่ีอยูตาง Order และ 

Family อาจตองการปจจัยสงเสริมการเพ่ิมจํานวนเซลลและการอยูรอด ของเซลลแตกตางไป ซ่ึง

จําเปนตอง ทดสอบความเหมาะสมของ KAv-1 และเซลลพ่ีเลี้ยงจากตัวออนนกกระทา กอนท่ีจะสรุป

วิธีการเพาะเลี้ยงท่ี เหมาะสมสําหรับเซลลสืบพันธุตนกําเนิดจากสัตวปกชนิดนั้นๆ ได 

ในการศึกษานี้พบขอมูลท่ีสําคัญเก่ียวกับการเตรียมเซลลพ่ีเลี้ยงจากเนื้อเยื่อตัวออนนกกระทา ซ่ึง

บงชี้ ชัดวาความหนาแนนของเนื้อเยื่อตอพ้ืนท่ีเพาะเลี้ยงมีผลมากตอการเจริญแบงเซลลของ fibroblast-

like cells แผออกจากเนื้อเยื่อ และเปนท่ีทราบกันวาความหนาแนนของเซลลเปนปจจัยท่ีมีผลตอการ



เจริญแบงตัวของ เซลลหลายชนิด ซ่ึงสาเหตุหนึ่งเกี่ยวของปริมาณสารท่ีคัดหล่ังจากเซลลท่ีสงเสริม

การอยูรอดและการเจริญเพ่ิม จํานวนของเซลลขางเคียง [54] 

การเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของไกสามารถใชอาหารเลี้ยงเซลล DMEM ท่ีมีการเสริม 10% 

FCS, human-recombinant SCF, basic fibroblast growth factor (bFGF), Leukemia inhibitory 

factor (LIF) และ insulin-like growth factor รวมกับการใชเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากเนื้อเยื่อตัวออน

ของไก [31] เซลลพ่ีเลี้ยงเปนปจจัยผันแปรท่ีสําคัญเนื่องจากโดยธรรมชาติของเซลลพัฒนามาจาก  

primary culture ซ่ึงมี โอกาสท่ีจะพบความแตกตางดานคุณสมบัติของเซลลท่ีนํามาใชจากตาง passage 

และตางสายผลิตไดมาก ขณะท่ียังไมทราบวาเซลลพ่ีเลี้ยงนี้สนับสนุนการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด

ดวยปจจัยใด จึงสงผลให ควบคุมมาตรฐานไดยาก นอกจากนี้การใชเซลลพ่ีเลี้ยงตางสปชีสยังเปนขอกังวล

ดานโอกาสปนเปอนของเซลล พ่ีเลี้ยงนี้ไปกับเซลลสืบพันธุตนกําเนิดและเม่ือใชถายฝากใหกับตัวรับก็อาจ

ทําใหตัวรับเปนไคเมอราท่ีมีโครโมโซมแปลกปลอมจากเซลลพ่ีเลี้ยงได 

ดวยเหตุนี้จึงไดมีความพยายามพัฒนาระบบการเลี้ยงเซลลท่ีไมอาศัยเซลลพ่ีเลี้ยง แตจนถึง

ปจจุบันยัง ไมมีรายงานความสําเร็จเทียบเทากับระบบท่ีใชเซลลพ่ีเลี้ยง การเลี่ยงเพาะเลี้ยงเซลลรวมกับ

เซลลพ่ีเลี้ยงอาจใช conditioned medium ซ่ึงเปนอาหารเลี้ยงเซลลท่ีผานการปรับองคประกอบดวย

เซลลพ่ีเลี้ยงกอนนํามาใช เลี้ยงเซลล รวมกับการเสริม growth factors [28, 32, 55, 56] อยางไรก็ตาม 

conditioned media ก็ยัง มีปญหาดานความผันแปรและยากตอการควบคุมมาตรฐาน ในความพยายาม

คนหาสารท่ีทราบแนชัดมา ทดแทนเซลลพ่ีเลี้ยงเพ่ือการควบคุมมาตรฐานการเพาะเลี้ยงนั้น มีเพียง

รายงานท่ีพบวา  bFGF สามารถชวยสง เสริมการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกในระบบ

ปราศจากเซลลพ่ีเลี้ยง [50] เชนเดียวกับราย งานในหนู และคน [49]  

แมวาการศึกษาของ choi et al. (2010) [50] จะไมพบประโยชนของ SCF ในการสงเสริมการ 

เพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด แตอาจเปนเพราะในการศึกษานั้นใช human recombinant SCF ซ่ึง

โครง สรางของ SCF มีความแตกตางระหวางสปชีสมากพอควร และอาจสงผลใหเซลลสืบพันธุตนกําเนิด

ของไก ตอบสนองตอ human recombinant SCF ไดไมดีหรือเหมือนกับเม่ือตอบสนองตอ chicken 

SCF  

 

อิทธิพลของ SCF และ e-cadherin ตอการเพาะเล้ียงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

การท่ีกลุมท่ีไดรับ STI571 มีโคโลนีของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดเล็กมากและมีจํานวนเซลล

ใกลเคียงกับ จํานวนเริ่มตนท่ีเพาะเลี้ยงและนอยกวากลุมควบคุมอยางชัดเจนนั้น อาจหมายความวาปจจัย

ท่ีสงเสริมการ เจริญเพ่ิมจํานวนของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดในระบบการเลี้ยงมาตรฐาน (กลุมควบคุม) คือ 

SCF ท่ีผลิตและคัด หลั่งจากเซลลพ่ีเลี้ยง ขณะท่ีปริมาณท่ีคัดหลั่งมานี้อยูในระดับท่ีไมไดออกฤทธิ์สูงสุด 

การเสริม SCF ในอาหาร เลี้ยงเซลล จึงมีแนวโนมกระตุนการเพ่ิมจํานวนเซลลไดเม่ือเปรียบเทียบกับกลุม



ควบคุม และจากท่ีพบวาเซลล สืบพันธุตนกําเนิดท่ีอยูในกระแสเลือดมีการแสดงออกของ c-kit receptor 

จึงเปนไปไดมากวาผลการสงเสริม การเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของ SCF เปนอิทธิพลทางตรงตอ

เซลล อยางไรก็ตามการศึกษายืนยัน ผลรวมกับการศึกษากระบวนการกระตุนการเจริญของเซลลผาน 

signaling pathway เพ่ิมเติมจะเปนขอมูล ยืนยันท่ีสําคัญถึงบทบาทของ SCF ดังกลาว ซ่ึงควร

ทําการศึกษาในอนาคตตอไป 

นอกจากนี้การยับยั้งการทํางานของ SCF โดยการขัดขวางการตอบสนองของตัวรับ c-kit  ดวย 

STI571 อาจมีผลตอท้ัง secretory และ membrane-bound SCF ซ่ึงมีรายงานวา membrane-bound 

SCF เปนปจจัยเพ่ือการมีชีวิตรอด (survival factor) ของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปก เชนเดียว 

กับท่ีมีรายงานในการทดลองเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของหนูและสุกร [48, 57, 58] จึงทําใหกลุม

ท่ี เสริม STI571 มีจํานวนเซลลนอยมากจนเหมือนกับไมมีการเพ่ิมจํานวน  

SCF มีบทบาทสงเสริมการแบงเซลลเพ่ิมจํานวนของเซลลตนกําเนิดหลายชนิด เชน 

melanoblasts, hematopoietic stem cells รวมถึง PGCs [59] ซ่ึงพบวามีการทํางานรวมของ SCF 

ในลักษณะ สงเสริมกันกับปจจัยอ่ืนๆ เชน Leukemia inhibitory factor (LIF), basic fibroblast 

growth factor และ forskolin ดวย [52] ซ่ึงปจจัยท้ังหลายเหลานี้อาจมีการผลิตจากเซลลพ่ีเลี้ยงก็เปนได 

สวนการยืนยันวา มีการผลิตปจจัยเหลานี้ข้ึนในระบบการเลี้ยงโดยเซลลพ่ีเลี้ยงท่ีเตรียมจากเซลลตัวออน

ของนกกระทาหรือไม และปจจัยเหลานี้มีบทบาทตอการเพ่ิมจํานวน PGC ของสัตวปกเพียงใด ยังตอง

อาศัยการพิสูจนตอไป 

นอกจากกลุมท่ียับยั้งการทํางานของ SCF แลว การศึกษานี้ยังพบวา การขัดขวาง E-cadherin 

ดวย anti E-cadherin ก็ทําใหมีจํานวนเซลลสืบพันธุตนกําเนิดลดนอยลงมากเชนเดียวกัน จากการสังเกต

การเพาะ เลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิด พบวาเซลลจะเคลื่อนท่ีมารวมกลุมกันเปนกลุมเล็กๆ ประกอบดวย

เซลล 3-5 เซลล กอนท่ีจะมีการแบงเซลลเพ่ิมจํานวนกลายเปนโคโลนี จึงตั้งสมมติฐานวาการรวมกลุมกัน

ของเซลลอาจมี บทบาทสําคัญในการสื่อสารระหวางเซลลสืบพันธุตนกําเนิด ซ่ึงอาจมีผลตอการเพ่ิมจํานวน

ของเซลลในระยะ ตอมา การรวมกลุมของเซลลมักอาศัย adhesion molecule เชน E-cadherin, 

catenin, fibronectin และมีผลตอสรีรวิทยาของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดท่ีสําคัญเชน การเคลื่อนท่ีสู

อวัยวะเปาหมาย  [60-64] หรือการกําหนดใหเซลลในระยะ gastrulation ของหนูมีคุณสมบัติเปนเซลล

สืบพันธุตนกําเนิด [65] ซ่ึงขอมูลการศึกษา adhesion molecule หรือการแสดงออกของตัวรับตอ 

extracellular matrix ท่ีเปน adhesion molecules บนเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกมีนอยมาก 

แมวาจะมีการตรวจสอบการ ปรากฏของ extracelluar matrix ตามแนวทางการเคลื่อนท่ีของเซลล

สืบพันธุตนกําเนิดและเสนอวาอาจมี บทบาทตอการเคลื่อนท่ีของเซลลเหลานั้น แตไมมีการยืนยันชัดเจน

ถึงการแสดงออกของตัวรับบนเซลลในขวง เวลาดังกลาว [66]  



การท่ีจํานวนโคโลนีเกิดข้ึนนอยมากหลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดในอาหารเลี้ยง

เซลลท่ีเติม anti E-cadherin และโคโลนีท่ีตรวจพบก็มีขนาดเล็กและมีจํานวนเซลลนอยเม่ือเทียบกับกลุม

ควบคุม โดยมีจํานวนใกลเคียงกับจํานวนเริ่มตนนั้น อาจแปรผลไดวาการยับยั้ง E-cadherin มีผลใหเซลล

สืบพันธุตน กําเนิดไมสามารถเจริญเพ่ิมจํานวนเซลลได หรือหากมีการเพ่ิมจํานวนเซลลไดบางแตไมมีการ

รวมกลุมเปน โคโลนีเนื่องจากการยับยั้งการเกาะยึดระหวางเซลล จะสงผลใหการตรวจนับเซลลผิดพลาด

ได เนื่องจากการติด ตามหาเซลลเดี่ยวท่ีไมรวมกลุมเพ่ิมจํานวนเปนโคโลนีอยูบนเซลลพ่ีเลี้ยงนั้นคอนขาง

ทําไดยาก  

 ผลการทดลองในเบื้องตนนี้แสดงวา E-cadherin อาจมีบทบาทสงเสริมการเพาะเลี้ยงเซลล

สืบพันธุ ตนกําเนิดในหองปฏิบัติในทางใดทางหนึ่ง ซ่ึงสอดคลองกับรายงานวิจัยท่ีพบวา ไวตามินเอ

สงเสริมการเพ่ิม จํานวนเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของไกดวยการกระตุนการแสดงออกของ adhesion 

molecule คือ cadherin  และ catenins [47] 

 

การสราง germline chimera จากการถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิด 

 พบวาตําแหนงท่ีถายฝากเซลลท่ีเหมาะสมคือตําแหนงเสนเลือด sinus terminalis ของตัวออน 

ระยะท่ี 13-15 HH และพบวาระยะพัฒนาการของตัวออนมีผลตอการวางตัวของตัวออนในไขมาก ถา

ตัวรับ มีพัฒนาการไกลเกินกวาระยะท่ี 15 HH มาก จะพบวาตัวออนมักจะคว่ําลงไปอยูดานขางหรือ

ดานลาง ของไขเม่ือวางไขในแนวนอนใหหนาตางท่ีเปดไวท่ีเปลือกไขอยูดานบน   และบอยครั้งเสนเลือดท่ี

สามารถเขาถึง ไดผานชองหนาตางจะเปนเสนเลือดในชวงกลางถึงดานทายลําตัวของตัวออน จากการ

แลกเปลี่ยนขอมูลกับ นักวิจัยตางชาติ พบวาบางหองปฏิบัติมีการถายฝากเซลลผานเสนเลือดในตําแหนง

ทายลําตัว ซ่ึงหลังจาก ทดลองพบวา มีตัวออนจํานวนหนึ่งมีเลือดค่ังในหัวใจเปนสาเหตุใหหัวใจวาย

หลังจากฉีดเขาเสนเลือดใน ตําแหนงดานทายของลําตัว เชื่อวาเสนเลือดในสวนทายเปนบริเวณเชื่อมตอ

ของ arteries และ veins และเปนไดวาการฉีดเซลลแขวนลอยในตําแหนงนี้มีโอกาสท่ีจะผลักดันสวน

ทางเขาไปใน arteries เปนผลให เกิดแรงตานตอการปมเลือดออกจากหัวใจทําใหเกิดเลือดค่ังและหัวใจ

วายดังกลาว นอกจากนี้มีการถายฝาก เซลลผาน dorsal aorta [15] ซ่ึงเปนเสนเลือดใหญและฉีดไดงาย 

แตการทดลองฉีดเขา vitelline artery พบวาตัวออนเสียเลือดมากจากแรงดันเลือดท่ีทําใหเลือดไหล

ออกมาหลังจากถอน capillary pipette ออก แมวาปลาย capillary ท่ีใชจะมีขนาดเสนผานศูนยกลาง

นอยกวา 30 μm เปนผลใหอัตรารอดของตัวออน ลดลง 

หลังจากทดลองพัฒนาทักษะการถายฝากเซลลสูตัวรับเปนระยะเวลาหนึ่ง พบวาเปนข้ันตอนท่ี

ตอง อาศัยความชํานาญมาก และมีรายละเอียดท่ีผูวิจัยจะตองปรับหาเทคนิคท่ีเหมาะสมท่ีตนเองทําไดดี 

อีกท้ัง คุณภาพไขรวมถึงตัวออนเปนปจจัยสําคัญมากเชนกัน ซ่ึงเปนอุปสรรคสําคัญของโครงการนี้



เนื่องจากแหลง ผลิตไขฟกอยูตางจังหวัดท้ังหมด จะตองใชเวลาขนสงไขหลายชั่วโมง และการขนสงไข

ไมไดใชตูควบคุมอุณหภูมิ ทําใหไขอาจเริ่มมีพัฒนาการไปกอนท่ีจะเขาตูฟก ระยะเวลาในการฟกไขท่ี

เหมาะสมจึงคลาดเคลื่อนไป โดยท่ี ความคลาดเคลื่อนเพียง 1 ชั่วโมงก็มีผลใหตัวออนมีอายุนอยหรือมาก

เกินไปได นอกจากนั้นแหลงไขฟกยังเปน ฟารมท่ีผลิตเพ่ือการคาไมใชเพ่ือการวิจัย ความผันแปรของ

พัฒนาการของตัวออนในระยแรกจึงไมใชปญหาท่ี ตองแกไขสําหรับฟารมเนื่องจากไมมีผลกระทบตออัตรา

การฟกเปนตัวและอัตรามีชีวิตรอดของลูกไก 

 

การวิเคราะหลําดับเบสของไมโตคอนเดรียสวน d-loop 

ลําดับเบสในสวน d-loop มีความแตกตางและสามารถแยกกลุมพันธุไกพ้ืนเมืองในสปชีสเดียวกัน

ได ดังนั้นการวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอ็นในไมโตคอนเดรียจึงอาจใชเปนเครื่องมือตรวจสอบวา การ

ถายฝาก เซลลสืบพันธุตนกําเนิดนั้นมีผลสัมฤทธิ์ในการผลิต germline chimera  หรือไม  ซ่ึงจะชวยลด

ปญหาการ ทดสอบลูกผสมไคเมอราท่ีจะดําเนินการตอไป อยางไรก็ตามยังตองเลี้ยงไกท่ีไดรับการถายฝาก

เซลลตนกําเนิด จนเขาสูวัยเจริญพันธุจึงจะสามารถเก็บน้ําเชื้อมาวิเคราะหลําดับเบสของดีเอ็นเอได โดย

ภาพรวม การรับถาย ทอดเทคโนโลยีการสรางไคเมอราทําไดเสร็จสิ้นสมบูรณ หากแตประสิทธิภาพยังต่ํา 

พบวาลูกไกฟาพญาลอ และลูกไกสวนใหญท่ีเกิดจากการถายฝากเซลลสืบพันธุตนกําเนิดในโครงการนี้ มี

รางกายออนแอตั้งแตแรกเกิด และมักเสียชีวิตภายใน 1-2 สัปดาห   

 

การสราง somatic chimera 

 โดยภาพรวม สามารถสราง somatic chimera ท่ีเกิดจากการถายฝากเซลลในกระแสโลหิต

ของ ตัวออนไกพันธุประดูหางดํา ใหตัวรับท่ีเปนตัวออนของไกพันธุเหลืองหางขาว  ซ่ึงตัวรับนี้

สามารถพัฒนาตอไป และฟกเปนลูกไกท่ีมีท้ังเซลลท่ีพัฒนาจากเซลลตนกําเนิดของตัวเอง และจาก

เซลลตนกําเนิดท่ีไดรับการถาย ฝากมาไดเปนผลสําเร็จ โดย somatic chimera ท่ีไดมีการแสดงออก

ของสีขนและผิวหนังท่ีเปนลักษณะของไก พันธุประดูหางดําและพันธุชี ชัดเจน ซ่ึงเทคโนโลยีไคเมอรา

นี้ จะเปนประโยชนสําคัญตอการอนุรักษ และการใชประโยชนในอนาคต เชนการสรางไคเมอราท่ี

สามารถผลิตชีวภัณฑเพ่ือใชในทางการแพทยได โดยอาศัยเทคนิคการดัดแปรพันธุกรรมของเซลล

สืบพันธุตนกําเนิด กอนท่ีจะถายฝากเซลล เปนตน 

 

สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ 

 

 โครงการไดรับถายทอดเทคโนโลยีและดําเนินการไดผลตามมาตรฐานสามารถนําไปใช

ประโยชนและ ถายทอดได การคนพบองคความรูใหมเกี่ยวกับอิทธิพลของ SCF ตอการเหนี่ยวนําการ



เคล่ือนท่ีของเซลล สืบพันธุตนกําเนิดสูอวัยวะเปาหมายจะเปนประโยชนในการพัฒนาเทคโนโลยีการ

สรางไคเมอราซ่ึงมีความ สําคัญตอการอนุรักษและการใชประโยชนความหลากหลายทางชีวภาพของ

สัตวปก รวมถึงประโยชนตอการ ศึกษาตอยอดตอไป มีบุคคลากรวิจัยรุนใหมท่ีไดรับการฝกทักษะจนมี

ความชํานาญ สามารถนําเทคโนโลยีเซลล สืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกไปขยายผลได โครงการนี้ไดมี

สวนสนับสนุนการศึกษาข้ันสูง และไดสรางเครื่อ ขายวิจัยท้ังภายในประเทศและตางประเทศ  

การคนพบเบื้องตนเก่ียวกับบทบาทของ SCF และ E-cadherin ตอการอยูรอดและการเพ่ิม

จํานวน ของเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของไกเปนขอมูลท่ีนาสนใจท่ีควรมีการศึกษายืนยันผลตอไป การศึกษา

นี้อาจนําไปสู การพัฒนาระบบการเพาะเลี้ยงเซลลสืบพันธุตนกําเนิดของสัตวปกใหมีประสิทธิภาพสูง และ

ยังเปนขอมูล พ้ืนฐานเพ่ือการศึกษาวิจัยตอยอดในเชิงลึกตอไปได 

เนื่องจากประโยชนของเทคโนโลยีนี้เปนการนําไปใชเพ่ืออนุรักษความหลากหลายทางชีวภาพของ

สัตวปกซ่ึงเปนทรัพยากรของประเทศและของโลก ดังนั้นข้ันตอนการนําไปปฏิบัติจึงเก่ียวของนโยบาย

ระดับประเทศ ท่ีตองมีการกําหนดแผนงานระยะยาว เชนการเก็บรักษาความหลากหลายทางชีวภาพดวย

การจัดตั้งธนาคาร เซลลแหงชาติ เปนตน ซ่ึงหนวยงานระดับมหาวิทยาลัยสามารถใหการสนับสนุน

ทางดานการพัฒนาเทคโนโลยี แตการดําเนินงานใหยั่งยืนตองอาศัยหนวยงานท่ีรับผิดชอบโดยตรง

ระดับประเทศ ดังเชนท่ีมีการจัดตั้งธนาคาร เซลลแหงชาติในหลายประเทศท่ัวโลก 
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