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บทน ำ 

 โคพื้นเมืองเป็นสัตวเ์ล้ียงท่ีมีความส าคญัต่อเศรษฐกิจและสังคมในเกษตรกรระดบัรากหญา้ โค
พื้นเมืองสามารถปรับตวั และด ารงชีวติในทอ้งถ่ิน ตลอดจนอนุภูมิภาคอุษาคเนยไ์ดเ้ป็นอยา่งดี พนัธุกรรมท่ีมี
ในโคพื้นเมืองจึงมีคุณค่ายิง่ในทางชีววทิยาและเศรษฐกิจในอนาคต ภายใตส้ภาวะคุกคามของสภาวะโลก
ร้อน อยา่งไรก็ตามประชากรของโคพื้นเมืองสายพนัธ์ุแทไ้ดล้ดจ านวนลงอยา่งน่าเป็นห่วง ดงันั้น การ
อนุรักษพ์นัธุกรรม และการปรับปรุงพฒันาพนัธ์ุเพื่อประโยชน์ในอนาคตจึงเป็นยทุธศาสตร์ท่ีส าคญัยิง่ 
เทคโนโลยชีีวภาพทางการสืบพนัธ์ุนบัเป็นเคร่ืองมือส าคญัในการบรรลุเป้าหมายดงักล่าว ท่ีผา่นมาไดมี้การ
เก็บรักษาตวัอ่อน และเช้ือพนัธ์ุสัตวใ์นสภาพแช่แขง็ ซ่ึงเป็นท่ีประจกัษช์ดัวา่ไดก่้อใหเ้กิดผลดีต่อการ
ปรับปรุงพนัธ์ุสัตวอ์ยา่งขนานใหญ่ ไดมี้การศึกษาถึงการเก็บรักษาไข่ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยน ้านมในสภาวะ
แช่แขง็ และมีรายงานถึงผลส าเร็จในการผลิตลูกโคจากการปฏิสนธิไข่แช่แขง็และอสุจิ (Dinnyes et al. 2000, 
Viera et al. 2002) อยา่งไรก็ตามคุณภาพของไข่ท่ีผา่นการแช่แขง็ยงัมีคุณภาพไม่ดีพอ การผลิตตวัอ่อนจากไข่
ท่ีผา่นการแช่แขง็ยงัต ่ากวา่ไข่ท่ีไม่ไดแ้ช่แขง็อยูม่ากในทุก specis (Diez et al. 2012) ทั้งน้ีสาเหตุเน่ืองมาจาก
ไข่เป็นเซลลท่ี์มีขนาดใหญ่ จึงท าใหส้ัดส่วนพื้นผวิต่อปริมาตรมีนอ้ย จึงไวต่ออุณหภูมิเยน็ การเกิดการก่อตวั
ของน ้าแขง็ภายในเซลลไ์ข่ระยะ M II มีความสามารถใหส้ารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ไดน้ าผา่น
เยือ่หุม้เซลลไ์ดเ้ช่ืองชา้ อีกทั้งเปลือก zona pellucid ของไข่ยงัท าหนา้ท่ีอุปสรรคใ์นการเคล่ือนผา่นของสาร
ป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็และน ้า กระบวนการแช่แขง็และท าละลายท าให ้ zona pellucid ของไข่
เกิดสภาวะแขง็อนัเป็นอุปสรรคต่อการเขา้ปฏิสนธิโดยอสุจิ ไข่มีองคป์ระกอบของ lipid ใน cytoplasm ท่ีสูง 
ซ่ึงท าใหไ้วต่้อความเยน็ การจดัเรียงตวัของ chromosome ของไข่ระยะ M II มีปัญหาต่อการแช่แขง็ ท าให้
โครงสร้างต่างๆ ภายในเสียสภาพ เกิดความผดิปกติของ chromosome และ DNA และทา้ยท่ีสุด ไข่มีความไว
ต่อความเสียหายท่ีเกิดจาก reactive oxygen species (ROS) ซ่ึงเกิดข้ึนในปริมาณมากระหวา่งแรแช่แขง็ส่งผล
ต่อการรอดชีวิตและความสามารถในการพฒันา (Dinnyes et al. 2007; Saragusty and Arav, 2011) 
 การแช่แขง็ไข่แบบ vitrification ใหอ้ตัราการรอดของไข่สูงกวา่การแช่แขง็แบบ slow freezing 
(Kuwayama, 2007; Saragusty and Arav, 2011) แมว้า่สารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็จะเป็นพิษต่อ
เซลล ์ แต่ในการแช่แขง็เซลลไ์ข่แบบ vitrification นิยมใชส้ารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ชนิดท่ีซึม
ผา่นเซลล ์ ไดแ้ก่ ethylene glycol (EG), dimethylsulfoxide (DMSO) และ propylene glycol (PrOH) 
(Ambrosini et al. 2006) มกัพบการใช ้EG ร่วมกบั DMSO (Yamada et al. 2007) และ EG ร่วมกบั PROH 
(Chian et al, 2004) อยา่งไรก็ตามมีรายงานถึงความเป็นพิษของ DMSO ต่อไข่โค (Arav et al. 1993) ส าหรับ 
EG Magnusson et al (2008) รายงานวา่ ความเขม้ขน้ของ EG ท่ีใช ้และระยะการพฒันาของเซลลไ์ข่มีผลต่อ
ความสามารถในการพฒันาภายหลงัการแช่แขง็แบบ vitrification อยา่งไรก็ตาม EG ก็ถูกเลือกใชม้ากท่ีสุดใน
การแช่แขง็ตวัอ่อนและไข่แบบ vitrification ทั้งน้ีเน่ืองจากมีพิษนอ้ยท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกบัสารอ่ืน (Fahy et 
al. 2004) 
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 ความเสียหายท่ีเกิดกบัเซลลไ์ข่ระหวา่งการแช่แขง็มีสาเหตุมาจากหลายปัจจยั ไดแ้ก่ ความเสียหาย
จากความดนัสารละลาย ความเป็นพิษของสารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ การก่อตวัของน ้าแขง็
ภายในเซลล ์ และความเสียหายของเยือ่หุม้เซลลจ์ากความเยน็ขณะลดอุณหภูมิลง องคป์ระกอบหลกัของเยื่อ
หุม้เซลล ์ไดแ้ก่ phospholipids, cholesterol, lipids อ่ืนๆ และ protein เยือ่หุม้เซลลท่ี์มีความยดืหยุน่สูง จะกิด
ความเสียหายต ่ากวา่เยือ่หุม้เซลลท่ี์ขาดความยดืหยุน่ การเสริม linoleic acid albumin (LAA) ในน ้ายาเล้ียงตวั
อ่อน มีผลดีต่อความทนต่อการแช่แขง็ตวัอ่อนโค (Hochi et al, 1999) กระบือ (Laowtammthron et al. 2005) 
มีการเสริม trans-10-cis-12 conjugated linoleic acid (10 t, 12c CLA) ในน ้ายาเล้ียงตวัอ่อนโคพบวา่ท าให้ตวั
อ่อนโคระยะ Hastocyst นต่อการแช่แขง็ (Pereira et al. 2007) มีรายงานการเสริม cholesterol แก่เยือ่หุม้เซลล์
อสุจิในรูป cholesterol-loaded cyclodextrin และรายงานถึงผลดีต่ออตัรารอดชีวิตของอสุจิแพะ (Serin et al. 
2010) และโค (Moraes et al. 2010) 
 ดงันั้น การศึกษาถึงวธีิการปรับปรุงคุณภาพเซลลไ์ข่ภายหลงัการแช่แขง็เพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการ
ผลิตตวัอ่อนจากเซลลไ์ข่แช่แขง็ จึงเป็นส่ิงท่ีน่าศึกษา 
 การศึกษาคร้ังน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาระดบัท่ีเหมาะสมของ ethylene glycol ในน ้ายาบ่มก่อน
การ vitrification และศึกษาถึงผลของการเสริม LAA ในน ้ายาเล้ียงเซลลไ์ข่ และการเสริม CLC ในน ้ายาก่อน
การแช่แขง็และ vitrification ต่ออตัราการรอดชีวิตและการพฒันาของตวัอ่อนภายหลงัการปฏิสนธิภายนอก
ร่างกาย 
 
วตัถุประสงค์ของโครงกำรวจัิย 
 วตัถุประสงคห์ลกั: แสวงหาเทคนิคท่ีมีประสิทธิผลในการเก็บรักษาคุณภาพของไข่โคพื้นเมืองแบบ
แช่แขง็ 

1.  เพื่อศึกษาเปรียบเทียบระดบัและระยะเวลาในการบ่มไข่กบั ethylene glycolในการแช่แข็งต่อ
อตัราการปฏิสนธิภายหลงัการน ามาละลาย 

2.  เม่ือศึกษาเปรียบเทียบผลของระดบั Cholesterols loaded cyclodextrin ต่ออตัราการพฒันาของไข่
ท่ีผา่นการแช่แขง็ภายหลงัการปฏิสนธิ 

 
ขอบเขตของโครงกำรวจัิย 
 เป็นการศึกษาเพื่อปรับปรุงการผลิตตวัอ่อนภายนอกร่างกายจากการเก็บเก่ียวไข่อ่อนจากรังไข่ของ
แม่โคและน าไข่ท่ีไดม้าแช่แข็ง, เล้ียงให้สมบูรณ์ ปฏิสนธิ และเล้ียงตวัอ่อนให้เจริญภายนอกร่างกายถึงระยะ 
blastocyst และเก็บรักษาไวใ้นสภาพแช่แขง็ 
 
ทฤษฎ ีสมมติฐำน (ถ้ำมี) และกรอบแนวคิดของโครงกำรวจัิย 
 การผลิตตวัอ่อนภายนอกร่างกายโดยการเจาะดูดเก็บเก่ียวไข่จากรังไข่ของโคท่ีมีชีวิต จากนั้นน ามา
เล้ียงให้พฒันาจนสมบูรณ์พร้อมปฏิสนธิ (in vitro maturation) ปฏิสนธิภายนอกร่างกาย (in vitro 
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fertilization) และเล้ียงต่อจนไดต้วัอ่อนในระยะท่ีเหมาะสม (in vitro culture) วิธีการเก็บไข่ วิธีการน้ีมีความ
ยดืหยุน่และประสิทธิผลสูง ทั้งน้ีเน่ืองจากสามารถด าเนินการเก็บไข่ไดใ้นลูกโค โคสาว โคนาง ตลอดจนโค
ตั้งทอ้งอ่อน โดยสามารถผลิตตวัอ่อนและยา้ยฝากจนเกิดลูกโคไดใ้นระดบัท่ีน่าพอใจ ในการเก็บเก่ียวไข่ใน
สัตวท่ี์โตเตม็วยั สามารถด าเนินการไดส้ัปดาห์ละ 2 คร้ัง โดยไม่มีผลเสียต่อสุขภาพโคแต่ประการใด เทคนิค
น้ีจึงเป็นเคร่ืองมือท่ีส าคญัสนบัสนุนการกระจายพนัธุกรรมท่ีดีเด่นของโค การกระตุน้ดว้ยฮอร์โมนน่าจะเป็น
แนวทางในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิตตวัอ่อน ดงันั้นการศึกษาถึงการเจาะดูดไข่โดยเทคนิค transvaginal 
– guide oocyte collection (Ovum Pick Up) และเทคนิคการผลิตตวัอ่อนจากไข่ท่ีไดรั้บ จึงเป็นส่ิงท่ีมี
ประโยชน์ท่ีจะสามารถน ามาประยุกต์ใช้ ช่วยสนับสนุนการเพาะขยายโคพันธ์ุดีให้เป็นไปอย่างมี
ประสิทธิภาพ   อยา่งไรก็ตามไข่ท่ีไดม้านั้นตอ้งด าเนินการเล้ียงสู่ขบวนการ  IVMFC  โดยทนัทีจึงยงัขาด
ความยืดหยุ่น  ดนันั้นการศึกษาถึงการแช่แข็งเพื่อเก็บรักษาไข่ไวส้ าหรับ  ขบวนการ  IVMFC  จึงมี
ความส าคญัและเป็นประโยชน์ต่อการอนุรักษค์วามหลากหลายทางชีวภาพของโคพื้นเมือง 
 ในการแช่แขง็ไข่จะตอ้งเติม CPA ซ่ึงมีพิษไม่มากก็นอ้ยในน ้ายา VS1 เพื่อเตรียมไข่และจากนั้นแช่
ไข่ในน ้ายา VS2 ซ่ึงมีความเขม้ขน้ของ CPA สูง ความส าเร็จของการแช่แขง็เพื่อให้ไข่มีสภาพสมบูรณ์และ
พฒันาภายหลงัการปฏิสนธิ จึงข้ึนกบัปัจจยัดา้นเวลาท่ีสัมผสักบั CPA และความเขม้ขน้ของ CPA ท่ีใช ้
สมมติฐานของการศึกษาน้ี คือ ใช ้EG ท่ีความเขม้ขน้ระดบัต ่าในการเสริมในน ้ายา VS1 ใหส้ัมผสักบัไข่อ่อน
ในระยะเวลาท่ีเหมาะสม 
 อีกดา้นหน่ึงคือแนวทางการปรับปรุงความสามารถในการทนไดต่้อการแช่แขง็ โดยเนน้การ
ปรับปรุงคุณภาพของเยือ่ห่อหุม้ไข่ 
 1. การเสริม LAA ในน ้ายา IVM โดยคาดวา่ unsaturated fatty acid ซ่ึงเป็นส่วนประกอบของ 
phospholipids ของ cell membrane จะช่วยใหไ้ข่ทนต่อการแช่แขง็ เช่นเดียวกบัท่ีไดผ้ลมาแลว้ในการแช่
แขง็ตวัอ่อน 
 2. การเสริม cholesterol – loaded methyl--cyclodextrin ในน ้ายาเป็นเวลา 30 นาที ก่อนการแช่แขง็
ไข่ โดยคาดวา่ cholesterol จะผา่น cumalen cell และไข่ ซ่ึงจะช่วยใหอ้ตัรารอดชีวติิของไข่ภายหลงัการแช่
แขง็สูงข้ึน 
 
กำรทบทวนวรรณกรรมที่เกีย่วข้อง 
 กำรแช่แข็งไข่ในโค 
 ความพยายามแช่แขง็ไข่ในโคยงัเป็นส่ิงท่ีทา้ทาย เน่ืองจากไข่อ่อนมีความไวต่อความเสียหายจาก
อุณหภูมิต ่า (Prentice and Anzer 2011; Diez et al., 2012) ไม่วา่จะเป็นไข่ระยะ GV. หรือ MII มีการศึกษา
การแช่แขง็ไข่โคในทุกระยะ (Lim et al. 1999; Diez et al. 2012) การแช่แขง็ไข่อ่อนโคยงัเป็นส่ิงท่ีทา้ทาย
นกัวจิยั แมจ้ะมีความส าเร็จในการผลิตลูกโคจากไข่ท่ีผา่นการแช่แขง็แลว้ก็ตาม 
 มีรายงานวา่  Oocyte ท่ีไดจ้ากลูกโคเม่ือน ามาแช่แข็งจะมีความเสียหายสูงกวา่  Oocyte จากแม่โค  ท่ี
สอดคลอ้งกบัรายงานของ  Diez  et  al. ( 2005 )  ซ่ึงระบุวา่การแช่แข็งตวัอ่อนท่ีระยะ  mature  เม่ือน าไป
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ปฏิสนธิจะได้ตวัอ่อนระยะ  blastocyst  สูงกว่าไข่ท่ีแช่แข็งท่ียงัไม่เป็นพวก  immature  และการใช้สาร  
cytochalacin  D  แก่ไข่ท่ียงัไม่  immature  ไม่ท าใหเ้กิดผลดีแต่ประการใด Vieira et al.(2002) 
 วธีิการแช่แขง็  
  Ladda et al. (2001) รายงานวา่ ไข่ของสุกรและโคจะมีความไวต่ออุณหภูมิท่ีเยน็ ดงันั้น การแช่แข็ง
แบบ vitification จึงให้ผลดีกวา่การแช่แข็งแบบ slow freezingซ่ึง Mavrides and Morroll (2005), Prentice 
and Anzar (2011) และ Diez et al (2012) ไดร้ายงานสอดคลอ้งกนัวา่ ไข่ท่ีผา่นการแช่แข็งแบบ vitification 
เม่ือน าไปปฏิสนธิจะมีอตัราพฒันาดีกวา่ไข่ท่ีผา่นการแช่แขง็แบบslow freezing 
 ชนิดของcryoprotectant(CPA) 
 CPA ท่ีใชใ้นการแช่แขง็มีผลต่อคุณภาพไข่แตกต่างกนั CPA ท่ีใชเ้ป็นพวกท่ีซึมผา่นเซลส์ ไดแ้ก่ EG, 
Gly, DMSO, PrOH และ acetamide มกัมีการใช ้EG ควบคู่กบั DMSO (Diez et al, 2012) โดย Getin and 
Bastan (2006) รายงานวา่ Ethylene glycol (EG)ให้ผลดีกวา่Dimethyl sulfoxideหรือสารผสมของสารทั้ง 2 
ชนิด ซ่ึง Papis et al. (2002) รายงานวา่ในการใช ้ EG เป็น CPA ระดบัท่ีเหมาะสมคือ 3%และบ่มกบัไข่ 30 
นาทีจะใหผ้ลดีท่ีสุด 
 ขนาดของน ้ ายาท่ีบรรจุตวัอ่อน,ความเขม้ขน้ของCPA, อุณหภูมิ และระยะเวลาท่ีสัมผสักบั CPA มี
ผลต่อคุณภาพไข่ (Ladda et al, 2001) ดงันั้นการแช่แข็งจึงบรรจุไข่ในน ้ ายาท่ีมีปริมาณนอ้ยท่ีสุด (Papis et al. 
2000 ; Atabay et al 2004) หรือใช ้open pulled straw (Vieira et al,2002 ; Albarracin et al.,2005) 
 นอกจากน้ียงัมีความพยายามในการรักษาสภาพผนงัเซลล์ไข่โดยการเติมสารบางชนิดในน ้ ายา เพื่อ
รักษาระดบั Cholesterolsท่ีผนงัเซลล ์(Seidel Jr., 2006 ; Horrath and Seidel Jr., 2006 ) 
 มีรายงานการเสริม conjugated linoleic acid ในน ้ ายา IVM ในช่วงการเล้ียงไข่มีผลดีต่อคุณภาพตวั
อ่อน (Lapa et al. 2011) 
 การเล้ียงไข่ใหพ้ฒันาจนสมบูรณ์พร้อมปฏิสนธิ 
 ไข่ท่ีไดส่้วนใหญ่จะน ามาเล้ียงในน ้ายา TCM199 เสริม FCS ฮอร์โมน FSH, LH, Estradiol และ 
EGF (Majerus et al., 1999; Mermillod et al., 1993) การเล้ียงร่วมกบั granulose cell ตลอดจนการเสริมดว้ย 
growth factor หรือ heparin มีผลดีต่อการพฒันาของไข่ (Galli et al., 2001) 
 การปฏิสนธิ 
 ส่วนใหญ่มกัท าการปฏิสนธิใน Tyrode’s medium (Machado et al., 2006) ในตูบ้่มอุณหภูมิ 38.5 ๐ซ 
CO2 ระดบั 5% ในอากาศ Galli et al. (2001) รายงานวา่ การลดระดบั O2 ลง และการเสริม amino acid ใน
น ้ายา SOF มีผลดีต่ออตัราการปฏิสนธิ 
 การเล้ียงตวัอ่อน 
 การเล้ียงตวัอ่อนมกัเล้ียงในน ้ ายา SOF เสริม FCS ระดบั 5 – 10% เล้ียงร่วมกบัเซลลพ์ื้นผวิท่อน าไข่
ของโค ในตูอุ้ณหภูมิ 38.5 ๐ซ CO2 ระดบั 5% ของอากาศ (Manik et al., 2003; De Roover et al., 2005) หรือ 
SOF เสริมดว้ย amino acid และเล้ียงในตูท่ี้มี CO2 ระดบั 5% และ O2 ระดบั 5% (Galli et al., 2001; Machado 
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et al., 2006)  Block  (2007) รายงานวา่ การเล้ียงตวัอ่อนภายนอกร่างกาย ในน ้ายาท่ีมี Insulin-like growth 
factor-I มีผลดีต่ออตัราการรอดชีวิตของตวัอ่อนภายหลงัการยา้ยฝาก 
 การเก็บรักษาไข่และตวัอ่อนแบบแช่แขง็ 
การแช่แขง็ตวัอ่อนมีวธีิการลดอุณหภูมิหลายแบบ แต่การแช่แขง็ในโคปัจจุบนัมี 2 รูปแบบหลกั คือ  

1. การแช่แขง็แบบลดอุณหภูมิอยา่งชา้ (slow rate cooling) ภายใตเ้คร่ืองควบคุมอุณหภูมิ ซ่ึงเป็น
วธีิปฏิบติัทัว่ไปในการคา้ตวัอ่อนแช่แขง็ น ้ายาท่ีใชแ้ช่แขง็ตวัอ่อนมีความเขม้ขน้ของ 
cryoprotectant ประมาณ 1-2 M จุดอ่อนของการแช่แขง็แบบน้ี คือ ตอ้งใชเ้คร่ืองมือท่ีราคาแพง 

2. การแช่แขง็แบบ vitrification ซ่ึงจุดเด่น คือ ด าเนินการง่าย ตน้ทุนต ่า สามารถด าเนินการโดย
บรรจุตวัอ่อนท่ีเตรียมไวใ้นหลอดบรรจุขนาด 0.25 มิลลิลิตร และจุ่มลงในไนโตรเจนเหลว
โดยตรง ซ่ึงอุณหภูมิลดลงดว้ยอตัรา 2,500 °ซ/นาที โดยน ้ายาท่ีใชแ้ช่แข็งตวัอ่อนมี 
cryoprotectant ความเขม้ขน้สูงประมาณ 5-7 M ดงันั้นจึงตอ้งลดอุณหภูมิในการแช่แขง็อยา่ง
รวดเร็ว และเม่ือน ามาใชต้อ้งละลายอยา่งรวดเร็ว (Mahmoudzadeh et al., 1993)  

 
การแช่แขง็ตวัอ่อนแบบ slow rate cooling เป็นการแช่แขง็โดยรักษาสภาวะสมดุลของส่ิงต่างๆ ซ่ึง

อาจก่อให้เกิดความเสียหายแก่ตวัอ่อน จากปรากฎการณ์ต่างๆ คือ การก่อตวัของผลึกน ้าแขง็ ความเสียหาย
จากความดนัสารละลายท่ีสูง ความเป็นพิษของ cryoprotectant ความเขม้ขน้สูงของ electrolytes ภายในเซลล ์
ซ่ึงก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อทั้ง zonapellucida และเซลลข์องตวัอ่อน (Palasz and Mapletoft, 1996) ในการ
แช่แขง็แบบ vitrification จะตดัปัญหาเร่ืองการก่อตวัของผลึกน ้าแขง็ภายในเซลล ์
 มีความพยายามลดความเป็นพิษของ cryoprotectant ท่ีใชล้ง โดยเลือกใชช้นิดท่ีเป็นพิษต ่า และการ
ใช ้cryoprotectant มีหลายชนิดร่วมกนั การเติม cryoprotectant แบบเพิ่มความเขม้ขน้เป็นขั้นตอน (stepwise) 
การลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วท าใหค้วามเสียหายจาก chilling injury ลดลง ความเสียหายดงักล่าวไดแ้ก่ ความ
เสียหายของ lipid ภายในเซลล ์ ความเสียหายท่ีเกิดกบัองคป์ระกอบท่ีเป็น lipid ของเซลล ์ และโครงสร้าง
อ่ืนๆ (Palasz and Mapletoft, 2006) 
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รูปแบบในการบรรจุตวัอ่อนเพื่อแช่แขง็แบบ vitrification  
 มีการแช่แขง็ตวัอ่อนแบบ vitrification ในหลอดบรรจุขนาด 0.25 มิลลิลิตร ซ่ึงลดอุณหภูมิได ้2,500  
°ซ/นาที ต่อมามีการพฒันารูปแบบภาชนะในการบรรจุตวัอ่อนเพื่อแช่แขง็แบบ vitrification ตวัอยา่งเช่น 
open pulled straw ซ่ึงเป็นการยดืหลอดใหเ้รียวเล็กและบางกวา่ straw ปกติ ท าใหต้วัอ่อนอยูใ่นสารละลาย
ปริมาตรนอ้ยลง จึงไดรั้บพิษจาก cryoprotectant นอ้ยลง และเม่ือแช่แขง็จะมีอุณหภูมิ ลดลงอยา่งรวดเร็ว 
ประมาณ 20,000 °ซ/นาที (Pereira and Marques, 2008) พบวา่อตัรารอดชีวิตของการแช่แขง็แบบ 
vitrification โดยบรรจุ open pulled straw กบัการแช่แขง็โดยบรรจุหลอด straw ธรรมดาภายใตก้ารควบคุม
อุณหภูมิโดยเคร่ืองควบคุมใหผ้ลไม่ต่างกนั (Lopatarova et al., 2006 ) ไดมี้การศึกษาเปรียบเทียบรูปแบบ
หลอดบรรจุตวัอ่อนเพื่อแช่แขง็แบบ vitrification ระหวา่ง open pulled straw (OPS) และการยดืหลอดแกว้
ขนาดเล็ก (glass micropipette, GMP) ซ่ึงเรียวเล็กและยาวกวา่ OPS พบวา่ GMP ใหต้วัอ่อนรอดชีวิตสูงกวา่ 
(90.4 กบั 79.6%) 
 ไดมี้การปรับปรุงการแช่แขง็แบบ vitrification โดยหยดตวัอ่อนลงบน electron microscope grids 
ซ่ึงวางบนไนโตรเจนเหลว พบวา่ท าใหส้ามารถลดอุณหภูมิอยา่งรวดเร็วมากข้ึนอีก (Vaita, 2000) 
 
 Cryoprotectant ท่ีใชใ้นการแช่แขง็แบบ vitrification 
 จากการคน้ควา้รายงานการวิจยับางส่วนซ่ึงตีพิมพง์านวจิยัระหวา่งปี ค.ศ. 1998 ถึง 2008 พบวา่
นกัวจิยัส่วนใหญ่แช่แขง็ตวัอ่อนดว้ยน ้ายาท่ีมีองคป์ระกอบท่ีหลากหลาย โดยส่วนใหญ่ใช ้ ethylene glycol 
กบั dimethyl sulfaxide โดยมีการใชใ้นระดบั 16.5% EG + 16.5% DMSO (Cho et al., 2002; Moore et al., 
2007) ระดบั 20% EG + 20% DMSO (Rizos et al., 2001; Tominaga and Hamada, 2004; Vieira et al., 2007; 
Gomez et al., 2008) ระดบั 25% EG + 25% DMSO (Kaidi et al., 1998) โดยน ้ายาท่ีใชคื้อ TCM 199 + serum 
5-20% และมกัเสริม sucrose ประมาณ 0.5 M ดว้ย 
 
 อตัรารอดชีวิตของไข่และตวัอ่อนภายหลงัการแช่แขง็แบบ vitrification 
 มีการศึกษาอตัราการรอดชีวิตของตวัอ่อนภายหลงัการแช่แขง็แบบ vitrification โดยน าตวัอ่อน
ภายหลงัการละลายไปเล้ียงในตูบ้่มอุณหภูมิ 38.5 °ซ 5% CO2 ภายใตน้ ้ายาแบบต่างๆ เช่น TCM 199 + 10% 
FCS (Cho et al., 2002) TCM 199 + 20% FCS และ 10 mM ß-merceptoethanol (Tominaga and Hamada, 
2004) เล้ียงในน ้ายา KSOM + BSA 2 mg/ml + simple medium ในตู ้5% CO2, 5% O2 และ 95% N2 50 nM 
non – essential amino acids และ 2 mM L – glutamine (Moore et al., 2007) Nedamble et al. (2006) ได้
ศึกษาเปรียบเทียบน ้ายาท่ีใชเ้ล้ียงตวัอ่อนภายหลงัการแช่แขง็แบบ vitrification และรายงานวา่การใชน้ ้ายา 
KSOM – SOF ใหผ้ลดีกวา่การใช ้CR1, KSOM และ SOF อยา่งเดียว และการเสริม  ß-ME ในน ้ายามีผลดีต่อ
การรอดชีวิตของตวัอ่อน สอดคลอ้งกบัรายงานของ Rizos et al. (2001) ซ่ึงไดศึ้กษาระบบการเล้ียงตวัอ่อน
ภายหลงัการแช่แขง็และละลายพบวา่ระบบการเล้ียงต่างๆ มีผลต่ออตัรารอดชีวติของตวัอ่อน ในการเล้ียงตวั
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อ่อนแบบ co-culture พบวา่ buffalo rat liver cells ใหผ้ลดีกวา่ granulose cell (Kaidi et al., 1996) อา้งโดย 
(Kaidi et al., 1998) 
 ตวัอ่อนท่ีไดจ้ากแม่โคจะทนต่อการแช่แขง็สูงกวา่ตวัอ่อนท่ีผลิตนอกร่างกาย (Rizos et al., 2001) 
การผลิตนอกร่างกายแลว้น าไปเล้ียงในท่อน าไข่ของแกะก็ใหผ้ลในเร่ืองการทนต่อขบวนการแช่แขง็ไม่ต่าง
จากผลิตจากแม่โค (Enright et al., 2000) โดยทัว่ไปแลว้คุณภาพตวัอ่อนมีผลมากต่ออตัรารอดชีวติภายหลงั
การแช่แขง็แบบ vitrification (Contreras et al., 2008; Gomez et al., 2008) 
 Assumpeao et al. (2003) รายงานวา่การแช่แขง็แบบลดอุณหภูมิชา้ ตวัอ่อนมีอตัรารอดชีวิตสูงกวา่
แบบ vitrification (43.3 กบั 9.8%) แต่ Lane et al. (1998) รายงานวา่การแช่แขง็ตวัอ่อนทั้ง 2 แบบ ใหผ้ลไม่
แตกต่างกนั (77 และ 71%) 
 

วธีิกำรด ำเนินกำรวจัิย 
 การวจิยัประกอบดว้ย 2 การทดลอง คือ 
 การทดลองท่ี 1 ผลของความเขม้ขน้ของ Ethylene glycol และระยะเวลาการบ่มในน ้ายา vitrification 
medium VS1 ต่อคุณภาพของไข่โคพื้นเมืองแบบแช่แขง็ 

แผนกำรทดลอง 
วางแผนการทดลองแบบ 32 factorial in CRD ร่วมกบักลุ่มควบคุม โดยใชโ้อโอไซตจ์ากรังไข่โคท่ี

ไดจ้ากโรงฆ่าสัตวเ์ขา้ทดลองจ านวน 200 โอโอไซตต่์อทรีทเมน้ท ์
ทรีทเม้นท์ 
แบ่งการทดลองออกเป็น 7 ทรีทเมน้ท์โดยใช้โอโอไซต์โคเขา้ทดลองจ านวน 200โอโอไซต์ต่อ       

ทรีทเมน้ทด์งัน้ี  
ทรีทเม้นท์ที ่1 กลุ่มควบคุม (fresh control) 
ทรีทเม้นท์ที ่2 บ่มโอโอไซตใ์นสารละลายป้องกนัการแช่แข็งในน ้ ายา SV1 ท่ีประกอบดว้ย 2% EG, 

20% fetal cafe serum (FCS) ใน TCM-199 (vitrification solution 1; VS1) นาน 10 นาที ก่อนบ่มในน ้ ายา
สุดทา้ยของการแช่แขง็ (vitrification solution 2; SV2: 35%EG, 20%FCS, 1M Sucrose in TCM-199) 

ทรีทเม้นท์ที ่3 บ่มโอโอไซตใ์นสารละลายป้องกนัการแช่แข็งในน ้ ายา SV1 ท่ีประกอบดว้ย 2% EG, 
20% FCS ใน TCM-199 (VS1) นาน 20 นาที ก่อนบ่มในน ้ายาสุดทา้ยของการแช่แขง็ (VS2) 

ทรีทเม้นท์ที ่4 บ่มโอโอไซตใ์นสารละลายป้องกนัการแช่แข็งในน ้ ายา SV1 ท่ีประกอบดว้ย 4% EG, 
20% FCS ใน TCM-199 (VS1) นาน 10 นาที ก่อนบ่มในน ้ายาสุดทา้ยของการแช่แขง็ (VS2) 

ทรีทเม้นท์ที ่5 บ่มโอโอไซตใ์นสารละลายป้องกนัการแช่แข็งในน ้ ายา SV1 ท่ีประกอบดว้ย 4% EG, 
20% FCS ใน TCM-199 (VS1) นาน 20 นาที ก่อนบ่มในน ้ายาสุดทา้ยของการแช่แขง็ (VS2) 

ทรีทเม้นท์ที ่6 บ่มโอโอไซตใ์นสารละลายป้องกนัการแช่แข็งในน ้ ายา SV1 ท่ีประกอบดว้ย 6% EG, 
20% FCS ใน TCM-199 (VS1) นาน 10 นาที ก่อนบ่มในน ้ายาสุดทา้ยของการแช่แขง็ (VS2) 
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ทรีทเม้นท์ที ่7 บ่มโอโอไซตใ์นสารละลายป้องกนัการแช่แข็งในน ้ ายา SV1 ท่ีประกอบดว้ย 6% EG, 
20% FCS ใน TCM-199 (VS1) นาน 20 นาที ก่อนบ่มในน ้ายาสุดทา้ยของการแช่แขง็ (VS2) 

 
2. วธีิกำรด ำเนินกำรทดลอง 
     2.1 โอโอไซต์ 

โอโอไซตจ์ากรังไข่โคท่ีไดจ้ากโรงฆ่าสัตวท์อ้งถ่ิน ท าการเก็บเซลล์โอโอไซตโ์คตามวิธีของ Wang 
et al. (2007)โดยการกรีดเซลล์ฟอลลิเคิลบนรังไข่ท่ีมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 2-6 มิลลิเมตรดว้ยใบมีดผา่ตดั 
ในสารละลาย modified Dulbecco's phosphate buffered saline (mDPBS)+1mg/ml Polyvinylpyrrolidone 
(PVP) ท าการคดัเลือกและประเมินคุณภาพของโอโอไซต์ภายใตก้ล้องจุลทรรศน์และจดัแบ่งเกรดตาม
จ านวนชั้นของ cumulus cells โดยโอโอไซตเ์กรด A มีชั้นของ cumulus cells >4 ชั้น  เกรด B มีชั้นของ 
cumulus cells 3 หรือ 4 ชั้น  เกรด C มีชั้นของ cumulus cell 1 หรือ 2  ชั้น  เกรด D ไม่มี cumulus cell และ 
เกรด E มี cumulus cell กระจายรอบโอโอไซต ์ (Merton et al., 2003) 

2.2 กลุ่มตัวอย่ำง 
โอโอไซต์โคเกรด A, B จากรังไข่ท่ีไดจ้ากจากโรงฆ่าสัตวท์อ้งถ่ิน จ านวน 1400 โอโอไซต ์ถูก

น ามาใชใ้นการทดลอง 
2.3 In vitro maturation  
ท  าการบ่มโอโอไซตเ์พื่อให้พร้อมต่อการปฏิสนธิตามวิธีของ Ward et al. (2002) โดยโอโอไซต์โค

เกรด A, B ท่ีไดจ้ากการคดัเลือกจะถูกน ามาลา้งในสารละลาย mDPBS+1mg/ml PVP (100 µl/drop) จ านวน 
4 รอบ ตามดว้ยการลา้งใน TCM-199 (100 µl/drop) อีก 4 รอบ  แลว้ท าการประเมินคุณภาพของโอโอไซท ์
และน ามาเพาะเล้ียงในน ้ ายา IVM ท่ีประกอบดว้ย FSH 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, LH 100ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร ,estradiol-17- 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร, 1% Antibiotic ใน TCM-199 ท าการเพาะเล้ียงเซลล์โอโอ
ไซตใ์นจานเล้ียงเซลล์ซ่ึงปิดคลุมดว้ย mineral oil เล้ียงในสัดส่วน 20 ใบ/100 l ภายในตูอ้บท่ีอุณหภูมิ 
38.5°C, 5% CO2 in air  เป็นระยะเวลา 22 ชัว่โมง ยกเวน้กลุ่ม ควบคุมท่ีท าการบ่ม 24 ชัว่โมงก่อนการ
ปฏิสนธิ   

2.4 กำรแช่แข็งโอโอไซต์แบบ vitrification 
    ท าการแช่แข็งเซลล์โอโอไซตโ์คดว้ยวิธี vitrification ตามวิธีของ Prentice et al. (2011) โดยหลงัท า

การเพาะเล้ียงเซลล์โอโอไซตใ์นน ้ ายา IVM ครบ 22 ชัว่โมง ท าการคดัเลือกโอโอไซตท่ี์เจริญเต็มท่ีแลว้ (มี 
first polar body) มาลา้งดว้ยในน ้ ายา 25 mM Hepes buffered TCM 199+20% FCS (v/v)+50µg 
gentamycin/mL (Basic Medium; BM) 1 รอบ หลงัจากนั้นท าการการยอ่ยเซลล์ cumulus cell ออกจากเซลล์
โอโอไซต ์ดว้ยการแช่ในน ้ ายา 0.1 % hyaluronidase (100 ul/drop) จ านวน 3 รอบ รอบละ 1 นาที แลว้ใช ้
พลาสเจอร์ปิเปตท่ียืดให้ปลายมีขนาดเส้นผา่ศูนยก์ลาง 130- 140 ไมครอน ดูดโอโอไซตข้ึ์นลงหลายๆ คร้ัง 
เพื่อให้ cumulus cell ออกจากเซลล์โอโอไซตใ์ห้มากท่ีสุดก่อนการแช่แข็ง หลงัจากนั้นท าการลา้งเซลล์โอ
โอซต์อีกคร้ังในน ้ ายา BM (100µl/drop) จ านวน 3 รอบก่อนการแช่แข็ง การแช่แข็งเซลล์โอโอไซตเ์ร่ิมตน้
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โดยการบ่มเซลล์โอโอไซตใ์นน ้ ายา SV1 (200µl/drop) ตามระยะเวลาและความเขม้ขน้ของ EG แต่ละทรีท
เมน้ทก์ าหนด (ขอ้ 4. ทรีทเมน้ท์) ท่ีอุณหภูมิ 38.5 ˚C  จากนั้นท าการยา้ยโอโอไซต์มาบ่มต่อในในน ้ ายา 
vitrification (SV2) (20µl/drop) พร้อมท าบรรจุเซลล์โอโอไซตจ์ากน ้ ายา VS2 ปริมาตร 5µl ใส่ใน 0.25ml 
cryo-plastic straws แลว้จุ่มลงไนโตรเจนเหลวทนัทีภายในระยะเวลาไม่เกิน 30 วินาที หลงัจากการบ่มใน
น ้ายา VS2  ทั้งน้ีการแช่แขง็โอโอไซตจ์ะท าคร้ังละ 5 ใบ โดยโอโอไซตจ์ะถูกแช่แข็งในชัว่โมงท่ี 22 หลงัจาก
เล้ียงในน ้ายา IVM 

2.5 กำรท ำละลำยโอโอไซต์แช่แข็ง 
ท าการละลายโอโอไซตแ์ช่แขง็การตามวธีิของ Prentice et al. (2011) โดยน าโอโอไซตแ์ช่แขง็มาท า

การละลายในสารท าละลาย (Warming Solution (WS) ท่ีประกอบดว้ย 20%FCS, 1M Sucrose in TCM-199
ปริมาตร 15 ml  ในหลอดทดลองขนาด 15 ml ท่ีอุณหภูมิ 38.5 C นาน 30 วนิาที จากนั้นท าการตดั cryo-
plastic straw ใหเ้ซลลโ์อโอไซตล์งไปในจานเล้ียงเซลลข์นาด 30 mm ท่ีมีน ้ายา WS อุณหภูมิ 38.5 C  ท า
การคดัเลือกเซลลโ์อโอไซตภ์ายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ หลงัจากนั้นท าการลา้งเซลลโ์อโอไซตท่ี์คดัเลือกไดม้า
ลา้งดว้ย mDPBS+1mg/ml PVP จ านวน 3 รอบ และลา้งในน ้ายา BM อีก 2 รอบ  หลงัจากนั้นโอโอไซตจ์ะถูก
น ามาบ่มต่อในน ้ายา IVM ท่ีอุณหภูมิ 38.5°C, 5% CO2 in air นาน 2 ชัว่โมงก่อนน าไปประเมินการรอดชีวิต
ของโอโอไซตห์ลงัการละลาย 

  2.6 กำรประเมินกำรหลอดชีวติของโอโอไซต์หลังกำรละลำย  
ท าการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของโอโอไซตโ์ดยใช ้fluorescein diacetate staining (FAD) ตามวิธี

ของ Dinnye´s et al. (2000) โดยน าโอโอไซตท่ี์ไดจ้ากการท าละลายมาบ่มในน ้ ายา 2.5 g/ml FAD ใน PBS(-
) +5 mg/ml bovine serum albumin (BSA) ท่ีอุณหภูมิ 38.5°C, นาน 2 นาทีในห้องมืด หลงัจากนั้นท าการลา้ง
โอโอไซตด์ว้ย PBS(-) +5 mg/ml BSA 3 รอบ และท าการตรวจสอบการมีชีวิตรอดของโอโอไซตภ์ายใต้
กลอ้งจุลทรรศน์ fluorescence  

2.7 การปฏิสนธินอกร่างกาย (IVF)  
หลงัจากการประเมินการรอดของเซลล์โอโอไซตแ์ลว้เซลล์โอโอไซตท่ี์รอดชีวิตจะถูกน ามาท าการ

ปฏิสนธิปฏิสนธิเซลล์โอโอไซต์  ท าการเตรียม Sperm เพื่อปฏิสนธิดว้ยวิธี swim up method ตามวิธีของ 
Samardzija et al. (2006) โดยท าการอุ่นน ้ าเช้ือโคพื้นเมืองไทย จ านวน 2 หลอดในน ้ าอุ่น 37.5 ˚C นาน 30 
วินาที จากนั้นเช็ดท าความสะดาดน ้ าเช้ือให้แห้งดว้ยกระดาษทิชชูชุบ 70% Ethanol แลว้ท าการตดัหลอดน ้ า
เช้ือและเก็บน ้ าเช้ือใน 1.5 ml eppendorf tube หลงัจากนั้นท าการดูดน ้ าเช้ือจาก eppendorf tube ปริมาตร 
200µl และเติมลงไปในหลอดทดลองท่ีมีน ้ ายา Tyrode’s albumin lactate pyruvate-HEPES (TALP-HEPES) 
ท่ีประกอบดว้ย 0.3% (w/v) bovine serum albumin (BSA) ปริมาตร 2cc/หลอด จ านวน 3 หลอด จากนั้นท า
การเอียงหลอด 45 องศาในตูอ้บ CO2 5 %, 38.5 °C in air นาน 1 ชัว่โมง  

หลงัจากบ่มครบ 1 ชัว่โมง ท าการดูดส่วนใส่ของน ้ ายา TALP-HEPES ปริมาตร 1.8 ml ในแต่ละ
หลอด รวมกนัในหลอดป่ันแยกขนาด 15 ml ในตูป้ลอดเช้ือ แลว้น าไปป้ันเหยี่วงดว้ยความเร็ว 2100 rpm 
นาน 7 นาที เม่ือท าการปันเหวี่ยงครบ 7 นาที ท าการดูดส่วนใสทิ้งไปให้เหลือแต่ตะกอน sperm ท่ีกน้หลอด 
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แลว้ท าการเติม TALP-HEPES ปริมาตร 6 ml แลว้น าไปป้ันเหยี่วงอีกหน่ึงรอบดว้ยความเร็วและระยะเวลา
เท่าเดิม จากนั้นท าการดูดส่วนใสทิ้งไปให้เหลือแต่ตะกอน sperm ท่ีกน้หลอด แลว้ท าการเจือจางตะกอน 
sperm ดว้ย1 ml ของน ้ ายา in vitro fertilization-TALP (TALP-IVF) ท่ีประกอบดว้ย 6 mg/ml fatty acid-free 
BSA (Sigma–Aldrich, St Louis, MO, USA), 10 µg/ml heparin, 20 µM penicillamine/ml, 10 µM 
hypotaurine/ml และ 2µM epinephrine/ml ท าการปฏิสนธิโดยการบ่มโอโอไซทแ์ละอสุจิร่วมกนั (Ward et 
al., 2002) ในสารละลาย TALP-IVF ท่ีระดบัความเขม้ขน้ของตวัอสุจิ 1x106 ตวั/ml ในตูอ้บ CO2 5 %, 38.5 
°C in air นาน 18 ชัว่โมง โดยในการทดลองน้ีจะใชน้ ้ าเช้ือแช่แข็งโคพื้นเมืองไทยจากพ่อพนัธ์ุตวัเดียวกนั
ตลอดการทดลอง 

2.8 กำรเพำะเลีย้งตัวอ่อนแบบนอกร่ำงกำย  
คดัเลือกโอโอไซตท่ี์มีการปฏิสนธิอยา่งสมบรูณ์ (Zygotes) มาเล้ียงรวมกบัเยือ่บุท่อน าไข่ (BOEC) 

ในสูตรน ้ายา Modified Synthetic Oviductal Fluid (mSOF) (Park et al. 2005) เล้ียงจนถึงระยะ blastocyst 
โดยเปล่ียนน ้ายาทุก 24 ชัว่โมง  
      2.9 กำรเกบ็ข้อมูล 
  2.9.1 กำรประเมินกำรอตัรำกำรรอดชีวติของโอโอไซต์หลังกำรละลำย  
             บนัทึกการพฒันาของโอโอไซตห์ลงัจากเล้ียงโอโอไซตน์อกร่างกาย  22 ชัว่โมงและจ านวน
โอโอไซตท่ี์มีชีวิตรอดและไม่มีชีวติรอด 
             2.9.2 กำรเพำะเลีย้งตัวอ่อนโคนอกร่ำงกำยจำกโอโอไซต์แช่แข็ง 

บนัทึกอตัราการปฏิสนธิ และอตัราการพฒันาของตวัอ่อนในระยะ Zygotes, cleaved, 8-cell 
และ day 8 blastocysts 

2.10 กำรวเิครำะห์ข้อมูล 
ขอ้มูลทั้งหมดจะถูกน ามาวเิคราะห์ความแปรปรวน (Analysis of variance) ตาม Augmented 

Factorial Experiments Design (Stell and Torries., 1980) ดว้ยวธีิ PROC GLM ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% 
และเปรียบเทียบความแตกต่างของค่าเฉล่ียดว้ย orthogonal contrast โดยใชโ้ปรแกรมส าเร็จรูป SAS. (1996) 

 
การทดลองท่ี 2 ผลของการเสริม linoleic acid albumin (LAA) ในน ้ายาเพาะเล้ียงไข่และผลของการ

บ่ม cholesterol loaded methyl  cyclodextrin (CLC) ต่อคุณภาพไข่แบบแช่แขง็ 
 
1. แผนกำรทดลอง 
 ใชแ้ผนการทดลองแบบ CRD จ านวน 6 ทรีทเมนท ์คือ 
 ทรีทเมนทท่ี์ 1 ไข่เล้ียงในน ้ายาปกติ และด าเนินการแช่แขง็แบบ vitrification (fresh control) 
 ทรีทเมนทท่ี์ 2 ไข่เล้ียงในน ้ายาปกติ และด าเนินการแช่แขง็แบบ vitrification 
 ทรีทเมนทท่ี์ 3 ไข่เล้ียงในน ้ายาท่ีมี LAA 1 มก/มล และด าเนินการแช่แขง็แบบ vitrification 
 ทรีทเมนทท่ี์ 4 ไข่เล้ียงในน ้ายาท่ีมี LAA 2 มก/มล และด าเนินการแช่แขง็แบบ vitrification 
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 ทรีทเมนทท่ี์ 5 ไข่เล้ียงในน ้ายาปกติ 22 ชม. จากนั้นบ่มในน ้ายาท่ีมี CLC 1 มก/มล นาน 1 ชม. และ
ด าเนินการแช่แขง็แบบ vitrification 
 ทรีทเมนทท่ี์ 6 ไข่เล้ียงในน ้ายาปกติ 22 ชม. จากนั้นบ่มในน ้ายาท่ีมี CLC 2 มก/มล นาน 1 ชม. และ
ด าเนินการแช่แขง็แบบ vitrification 
 
2. แผนด ำเนินกำรทดลอง 
 ด าเนินการเช่นเดียวกบัการทดลองท่ี 1 
 ส าหรับการเตรียม cholesterol-loaded methyl--cyclodextrin ด าเนินการตามวธีิการท่ีอา้งโดย 
Horvath and Seidel (2006) 

ผลและวจิำรณ์ผลกำรวจัิย 
 

การทดลองท่ี 1 จากการศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ น ้ายาบ่ม VS1 ท่ีมีระดบั EG 6% ระยะเวลาบ่มน ้ายา 10 
นาที ใหผ้ลต่อการรอดชีวิตของไข่ภายหลงัการแช่แขง็แบบวทิริพิเคชัน่ การแบ่งตวัและการพฒันาของตวั
อ่อนจนถึงระยะ blastocyst สูงสุดกวา่ทุก treatment (P<0.05) (12.09%) ยกเวน้ท่ีมีระดบั EG 4% และบ่ม 20 
นาที ซ่ึงการพฒันาของตวัอ่อนจนถึงระยะ blastocyst ต ่ากวา่ แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ อยา่งไรก็ตาม ไข่ท่ีผา่น
การแช่แขง็ทุกทรีทเมนท ์ มีการพฒันาของตวัอ่อน ต ่ากวา่กลุ่มควบคุมท่ีไม่ไดท้  าการแช่แขง็ (38.83%) (ดงั
แสดงใน Table 1) แสดงถึงความจ าเป็นท่ีจะตอ้งท าการศึกษาต่อไปเพื่อปรับปรุงประสิทธิภาพการแช่แขง็ไข่
เพื่อใชเ้ป็นแหล่งพนัธุกรรมฝ่ายตวัเมีย 

จาก Table 1 จะพบวา่ น ้ายาท่ีมีระดบั EG ความเขม้ขน้ต ่า ตอ้งการระยะเวลาบ่มท่ียาวนาน ส่วน
น ้ายาท่ีมีระดบั EG ความเขม้ขน้สูง ตอ้งการระยะเวลาบ่มท่ีสั้น และหากบ่มยาวนานระดบัความเป็นพิษต่อไข่
จะสูง ส่งผลต่อการรอดชีวติและอตัราการพฒันาสู่ระยะ blastocyst ของไข่ ระยะท่ีเหมาะสมของไข่โคต่อ
การแช่แขง็ยงัมีขอ้มูลท่ีขดัแยง้กนั (Magnusson et al. 2002) ในการแช่แขง็ไข่แบบ vitrification นั้น วธีิลด
ความเสียหายจากพิษของสารป้องกนัความเสียหายจากการแช่แขง็ (CPA) คือการใหไ้ข่สัมผสักบั CPA ความ
เขม้ขน้ต ่าในระยะเวลาหน่ึงก่อนท่ีจะสัมผสักบั CPA ความเขม้ขน้สูง (Vajta et al 1998) ในบรรดา CPA ชนิด
ซึมผา่นเยือ่หุม้เซลส์ glycerol ไม่เหมาะสมกบั mature oocyte การใช ้ CPA 2 ชนิดรวมกนั คือ EG และ 
DMSO ดูจะเป็นท่ีนิยม (Diez et al. 2012) อยา่งไรก็ตาม Papis et al (2000) รายงานวา่ การสัมผสัน ้ายา 
vitgrification medium VS, ท่ีมีระดบั EG 3% ใหผ้ลดีท่ีสุด ส่วนในงานทดลองของ Magnusson et al. (2008) 
ใชน้ ้ายาท่ีมี EG ระดบั 30% (VS1) และ 40% ของ VS2 ในไข่ระยะต่างๆ และสรุปวา่ความเขม้ขน้ของ CPA 
และระยะพฒันาของไข่มีผลต่อการพฒันาภายหลงัการแช่แขง็แบบ vitrification ในการศึกษาคร้ังน้ีใชไ้ข่โค
พื้นเมืองและลูกผสมพื้นเมืองเป็นตวัอยา่งการทดลอง และพบวา่ EG (VS1) ระดบัท่ีเหมาะสม 6% โดยบ่ม
นาน 10 นาที และไปสัมผสักบัน ้ายา VS2 ซ่ึงมี EG ระดบั 35% นาน 30 วินาที ก่อนการ vitrification 
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การทดลองท่ี 2 ผลของการเสริม linoleic acid albumin (LAA) ในน ้ายาเพาะเล้ียงไข่ (IVM medium) 
และผลของการบ่มไข่กบั cholesterol loaded methyl--cyclodextrin (CLC) ต่อคุณภาพไข่โคแบบแช่แขง็ 
พบวา่ น ้ายา IVM ท่ีมี linoleic acid (LAA) มีผลดีต่อการรอดชีวิตของไข่ภายหลงัการแช่แขง็ โดย LAA 
ระดบั 2 มก/มล ใหอ้ตัราการพฒันาของ zygote สู่ระยะ blastocyst สูงกวา่กลุ่มควบคุม vitrification (Table 2) 
Lapa et al (2011) รายงานวา่ การเสริม t10, c12 CLA ในน ้ายา IVM มีผลดีต่อการพฒันาของ zygote สู่ระยะ 
blastocyst โดยคาดวา่อาจมีผลดีต่อการเพิ่มระดบั IGF-I ส าหรับ LAA นั้น มีรายงานวา่ท าใหต้วัอ่อนทนต่อ
การแช่แขง็ไดดี้ข้ึน (Laowtammathron et al. 2005) และเป็นผลดีต่อการทนไดใ้นการแช่แขง็ของไข่ท่ีน า 
nucleus ออก (Hochi et al., 2000)  

การบ่ม mature oocyte ในน ้ายาท่ีเสริม cholesterol-loaded methyl--cyclodextrin ระดบั 2 มก/มล 
เป็นเวลา 1 ชม. มีผลดีต่อการพฒันาของตวัอ่อนสู่ระยะ blastocyst สอดคลอ้งกบัรายงานของ Horvath and 
Scidel (2006) ท่ีรายงานวา่มีผลดีต่อการพฒันาของตวัอ่อนจนถึงระยะ+เซลส์ ในน ้ายาท่ีไม่มี serum โดยคาด
วา่ cholesterol สามารถซึมผา่น cumulus และ zona pellucida โดยการศึกษาดงักล่าวผลต่อการพฒันาถึงระยะ 
blastocyst ไม่แตกต่างกนั ส่วนในการศึกษาน้ีซ่ึงใชน้ ้ายาท่ีมี serum 10% พบวา่การเสริมสารดงักล่าวก่อน
การแช่แขง็มีผลดีต่อการพฒันาของตวัอ่อนถึงระยะ blastocyst 

การศึกษาคร้ังน้ีเป็นไปตามสมมติฐานท่ีตั้งไว ้
 
สรุปผลกำรศึกษำ 
 การศึกษาคร้ังน้ีพบวา่ การแช่แขง็ไข่โคระยะสมบูรณ์พร้อมปฏิสนธิโดยใชน้ ้ายาท่ีมี ethylene glycol 
ระดบั 6% ระยะเวลาบ่มใน VS1 10 นาที ใหผ้ลดีท่ีสุด 
 การเสริม linoleic acid albumin ระดบั 1 มก ในน ้ายา IVM 1 มล เพื่อเล้ียงเซลส์ไข่จนสมบูรณ์ มีผลดี
ต่อความทนไดต่้อการแช่แขง็และสามารถพฒันาสู่ระยะ blastocyst 
 การเสริม cholesterol-loaded methyl--cyclodextrin (CLC) ระดบั 2 มก/มล ในน ้ายา IVM เป็นเวลา 
1 ชม. มีผลดีต่อการพฒันาของตวัอ่อนจนถึงระยะ blastocyst 
 
ข้อเสนอแนะในกำรศึกษำต่อไป 
  
 ผลจากการศึกษาคร้ังน้ีแสดงใหเ้ห็นวา่การเสริม LAA และ CLC มีผลดีต่อตัราการรอดชีวติของไข่โคระยะ
พร้อมปฏิสนธิท่ีท าการแช่แข็งแบบ vitrification และมีผลดีต่อการพฒันาภายหลงัการปฏิสนธิของตวัอ่อน
จนถึงระยะ blastocyst ควรมีการด าเนินการศึกษาต่อไปถึงการเสริม LAA ในไข่ทั้งระยะ immature และระยะ 
mature และการเสริม CLC แต่ไข่ระยะ mature ก่อนการแช่แขง็แบบ vitrification ซ่ึงไม่ไดท้  าการศึกษาใน
คร้ังน้ี 
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Table 1 Effect of ethylene glycol concentrations in VS1 and equilibration time on viability, cleavageand developmental rates of native cattle oocytes. 
 

Treatment  IVM Vitri FDA 
Servival Servival  

IVF 
Crevage Zygote (n)  Clevage Clevage Day 8  Day 8 blastocyst rate 

 (n) rate (%)  2-cell  4 cell   (n)  rate (%)  blasto. (n)  /Oocyte (%)  /Zygote (%)  
Fresh control  207  -  -  -  - 207 56 132 188 91.24±1.13a 80.0 38.83±0.85a 42.83±1.33a 

2% EG for 10 min  207 207 207 130 62.77±0.64d 126 36 14 50 39.32±1.14e 1.0 0.36±0.36e 1.43±1.43e 
2% EG for 20 min  207 207 207 123 59.46±1.51e 119 37 15 52 42.35±2.07e 2.0 0.87±0.59e 3.57±2.43e 
4% EG for 10 min  207 207 207 145 70.26±0.26c 145 45 28 73 50.39±2.12d 12.0 5.47±0.85d 16.14±2.12c 
4% EG for 20 min  207 207 207 158 76.29±0.90b 158 45 45 90 57.06±1.93c 16.0 7.73±0.44c 18.09±1.20bc 
6% EG for 10 min  207 207 207 181 87.61±0.95a 181 44 73 117 64.74±1.41b 25.0 12.09±0.67b 21.45±1.23b 
6% EG for 20 min  207 207 207 105 50.66±1.02f 105 29 3 32 31.14±2.08f 0.0 0.00e 0.00e 

a,b,c,d,e,f Values followed by different superscripts within rows differ (P<0.05). 
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Table 2  Effect of linoleic acid albumin supplementation in IVM medium and cholesterol loaded methyl--cyclodextrin incubation on embryo development of vitrified  
 native cattle oocytes. 

*Treatment Group IVM Vitri FDA 
Servival Servival  

IVF 
Crevage Zygote (n)  Clevage Clevage Day 8  Day 8 blastocyst rate 

 (n) rate (%)  2-cell  4 cell   (n)  rate (%)  blasto. (n)  /Oocyte (%)  /Zygote (%)  

Fresh Control 232 0 0 0 0.00 232 86 121 207 89.56±2.53a 93 40.18±1.55a 45.24±2.22a 

Vitrification control 232 232 232 197 85.07±2.10c 197 73 51 124 62.97±2.06d 29 12.58±1.05d 23.16±1.05c 

1 mg/ml CLC 232 232 232 203 87.58±1.43abc 203 59 67 126 62.46±1.68d 31 13.33±0.88d 24.62±1.80c 

2 mg/ml CLC 232 232 232 210 90.64±0.71a 210 76 73 149 71.02±1.75c 45 19.25±1.05c 30.05±1.70b 

1% LA A 232 232 232 199 85.93±1.99bc 197 68 76 144 73.47±2.09c 42 18.07±0.87c 29.10±1.29b 

2% LA A 232 232 232 208 89.60±0.69ab 208 75 85 160 77.13±2.94b 52 22.31±1.41b 32.28±1.60b 
 

a,b,c,d,e Values followed by different superscripts within rows differ (P<0.05). 
*Treatment Group; Group 1: Fresh control , Group 2: Vitrification control, Group 3: COCs were pre-incubation in TCM-199 containing with 1 mg/ml CLC for 1 h before 
Vitrification, Group 4: COCs were pre-incubation in TCM-199 containing with 1 mg/ml CLC for 1 h before Vitrification, Group 5: COCs were maturation in TCM-199 
containing with 1% (v/v) LAA before Vitrification, Group 6:COCs were maturation in TCM-199 containing with 2 % (v/v) LAA in before Vitrification. COCs were 
vitrification at 22 h after maturation. For Vitrification ; COCs were incubation in vitrifacation solution 1 for 10 min, (VS1: 6% EG, 20% FCS, 1% antibiotic in TCM-199 
for 10 min ) after that the COCs were move to incubation in vitrifacation solution 2 <30 Sec and immediately plunge in LN2 .   
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รูปที ่1: In vitro Maturation of bovine oocytes. 

 
 

 
รูปที ่2: Bovine oocytes loading in to cryo-plastic straw.  

 
 

 
รูปที ่3: Vitrification of bovine oocyte. 
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รูปที ่4: Vitrified-thawed bovine oocytes. 
 

   
รูปที ่5: FDA straining post-thawed vitrified bovine oocytes. 
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รูปที ่6: Blastocyst from vitrified-thawed bovine oocytes. 
น ำ้ยำส ำหรับกำรทดลอง 

 

Modified Dulbecco's phosphate buffered saline (mDPBS) (stock) 
 

1) NaCl (Sigma S-5886)        4 กรัม 
2) KCL (Sigma P5405)        0.1000 กรัม 
3) KH2PO4 (Sigma P-5655)       0.1000 กรัม 
4) Na2HPO4 (Sigma 5136)       0.5750 กรัม 
5) Glucose (Sigma G-7021)       0.5000 กรัม 
6) Pyruvic acid (Sigma P-5280)       0.0180 กรัม 
7) CaCl2.2H2O (Sigma C-2393)       0.0687 กรัม 
8) MgCl2.6H2O (Sigma M-2393)       0.0500 กรัม 
9) Penicillin-Streptomycin; P-S stock (50x Sigma P0906)    500 ไมโครลิตร 
10) Ultra pure Water         500 มิลลิลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารในขอ้ 1-6 เทใส่ขวด volumetric flask แลว้เติม Ultra pure Water 200 มิลลิลิตร แลว้กวนสารละลาย
ใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
2. ชัง่สารในขอ้ 7-8 เทใส่บีกเกอร์ขนาด 200 มิลลิลิตร แลว้เติม Ultra pure Water 50 มิลลิลิตร แลว้กวน
สารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. เทสารในขอ้ 2 ใส่ลงใน volumetric flask ในขอ้ 1 อยา่งชา้ๆ ผา่นแท่งแกว้ใส่ ป้องกนัการตกตะกอน 
จากนั้นท าการปรับปริมาตรใหไ้ด ้500 มิลลิลิตร ดว้ย Ultra pure Water  
4. กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer ดว้ยความเร็วปานกลาง ใหน้ ้ายาใสเป็นเน้ือเดียวกนั 
5. เติม P-S stock ลงในสารในขอ้ 4 แลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
6. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ในขวด 500 มิลลิลิตร 
7. เก็บท่ี 4 ˚C ไดน้าน 3 เดือน 
 

mDPBS+1 mg/ml Polyvinylpyrrolidone (PVP) 
1) mDPBS stock        500 มิลลิลิตร 
2) PVP (Sigma P-5405)       0.5 กรัม  
 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารแต่ละชนิดตามปริมาตรท่ีก าหนด ใส่ขวด volumetric flask แลว้กวนใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ในขวด 500 มิลลิลิตร  
3. แบ่งใส่ขวด 50 มิลลิลิตร  
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4. เก็บท่ี 4 ˚C ไดน้าน 3 เดือน 

Phosphate buffer saline (-) (PBS (-) stock) 
1) NaCl (Sigma S-5886)       10 กรัม 
2) KCL (Sigma P5405)       0.2500 กรัม 
3) KH2PO4 (Sigma P-5655)      1.4400 กรัม 
4) Na2HPO4 (Sigma 5136)      0.20 กรัม 
5) Ultra pure Water        1 ลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารแต่ละชนิดตามปริมาตรท่ีก าหนด ใส่ขวด volumetric flask  
2. เติม Ultra pure Water ใหเ้ครบตามปริมาตรท่ีตอ้งการ แลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. แบ่งใส่ขวด 100 มิลลิลิตร แลว้น าไปอบฆ่าเช้ือดว้ยหมอน่ึงความดนัไอ (autoclave) 
4. เก็บท่ีอุณหภูมิหอ้ง ใชไ้ดน้าน 6 เดือน 
 

In vitro maturation medium (IVM Medium) 
 

1) Medium199 (Sigma M-7528)      8.8400 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      1 มิลิลิตร 
3) FSH (stock)         5 ไมโครกรัม  
4) LH          100ไมโครกรัม  
5) Estradiol-17-        10 ไมโครกรัม   
6) P-S stock         100 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-6 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 10 มิลลิลิตร 
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

0.1 % hyaluronidase 
1.) Hyaluronidase (Sigma H-3506)     0.05 กรัม 
2.) PVP (sigma P-0930)       0.05 กรัม 
3.) mDPBS (Stock)        50 มิลลิลิตร 
 
วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่ Hyaluronidase และ PVP ตามปริมาตรท่ีก าหนด  
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2. เทสารทั้งหมดลงในกระบอกตวงท่ีมี mDPBS อยู ่50 มิลลิลิตรแลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm 
4. แบ่งใส่หลอด eppendorpf 1มิลลิลิตร/หลอด  
5. เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ˚C ใชไ้ดน้าน 6 เดือน 
 

น ำ้ยำส ำหรับกำรแช่แข็งเซลล์โอโอไซต์โค 
 

Basic Medium (BM) (20 ml) 
1) Medium199 (Sigma M-7528)      15.800 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      4.000 มิลิลิตร 
3) P-S stock        200 ไมโครลิตร     

 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-3 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร 
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

Vitrification solution 1 (VS1) 
 

2%EG, 20%FCS, 1% Antibiotic in TCM 199 …………………………….VS1 (20 ml) 
1) TCM199 (Sigma M-7528)      17.680 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      4 มิลิลิตร 
3) Ethylene glycol (Sigma E-9129)     400 ไมโครลิตร   
4) P-S stock          200 ไมโครลิตร 
 

 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-4 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 50 ml  
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

4%EG, 20%FCS, 1% Antibiotic in TCM 199 …………………………….VS1 (20 ml) 
1) TCM199 (Sigma M-7528)      15.00 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      4 มิลิลิตร 
3) Ethylene glycol (Sigma E-9129)     800 ไมโครลิตร   
4) P-S stock          200 ไมโครลิตร 
 



 24 
 
วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-4 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร 
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

6%EG, 20%FCS, 1% Antibiotic in TCM 199 ……………………………..VS1 (20 ml) 
1) TCM199 (Sigma M-7528)      14.600 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      4 มิลิลิตร 
3) Ethylene glycol (Sigma E-9129)     1.2 มิลลิลิตร   
4) P-S stock          200 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-4 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร 
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

Vitrification solution 2 (VS2) 
35%EG, 20%FCS, 1% Antibiotic, 1 M Sucrose in TCM199…………………… (VS2) (20ml) 
1) TCM199 (Sigma M-7528)      8.800 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      4 มิลิลิตร 
3) Ethylene glycol (Sigma E-9129)     7 มิลลิลิตร 
4) Sucrose (Sigma S-0389)      6.846 กรัม   
5) P-S stock          200 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-5 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร 
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

Warming Solution (WS) 
20%FCS, 1% Antibiotic, 1 M Sucrose in TCM199…………………… (WS) (20ml) 
1) TCM199 (Sigma M-7528)      15.800 มิลิลิตร 
2) FCS (Gibco 10270-098)      4 มิลิลิตร 
3) Sucrose (Sigma S-0389)      6.846 กรัม   
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4) P-S stock          200 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-4 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอด 15 ml  
4. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4˚C ไดน้าน 1 สัปดาห์ 
 

น ำ้ยำส ำหรับตรวจวดัอตัรำกำรรอดชีวติหลงัท ำละลำย 
 

2.5 µg/ml Fluorescein diacetate staining (FAD) (Stock) 
 

1) FDA (Sigma F-7378)       0.0025 กรัม 
2) Acetone        0.5 มิลิลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-2 ใหเ้ขา้กนั 
2. แบ่งใส่หลอด eppendorpf 4 µl /หลอด  
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ˚C ใชไ้ดน้าน 6 เดือน 
 

PBS (-) + 5mg/ml BSA 
1) PBS (-) stock       50 มิลิลิตร 
2) BSA (Sigma. A-7638)      0.25 กรัม 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-2 ใหเ้ขา้กนั 
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ในขวด 50 มิลลิลิตร 
3. เก็บท่ี 4 ˚C ไดน้าน 3 เดือน 
 

 
2.5 µg/ml (FAD) (working) 

1) 2.5 µg/ml FAD (Stock)      4 ไมโครลิตร 
2) PBS (-) + 5 mg/ml BSA      800 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ผสมสาร 1-2 ใหเ้ขา้กนั 
2. แบ่งใส่หลอด eppendorpf 4 µl /หลอด  
3. เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ˚C ใชไ้ดน้าน 6 เดือน 
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สูตรน ำ้ยำส ำหรับกำรปฏิสนธินอกร่ำงกำย (IVF) 
 

TALP Stock (100 ml) 
1) PVA (Sigma P-8136)      0.100 กรัม 
2) NaCI (Sigma S-5886)      0.643 กรัม 
3) KCl (Sigma P5405)      0.024 กรัม  
4) NaH2PO4 (Sigma S-5011)     0.0048 กรัม 
5) Glucose (Sigma G-7021)     0.090 กรัม 
6) Penicillamine (Sigma P-4875)     0.050 กรัม 
7) CaCl2.2H2O (Sigma C-7902)     0.029 กรัม 
8) MgCl2.6H2O (Sigma M-2393)     0.010 กรัม 
9) Gentamicin ( Sigma G-1397)     50.00 ไมโครลิตร 
 
วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารในขอ้ 1-6 เทใส่ขวด volumetric flask แลว้เติม Ultra pure Water 50 มิลลิลิตร แลว้กวนสารละลาย
ใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
2. ชัง่สารในขอ้ 7-8 เทใส่บีกเกอร์ขนาด 200 มิลลิลิตร แลว้เติม Ultra pure Water 10 มิลลิลิตร แลว้กวน
สารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. เทสารในขอ้ 2 ใส่ลงใน volumetric flask ในขอ้ 1 อยา่งชา้ๆ ผา่นแท่งแกว้ใส่ ป้องกนัการตกตะกอน 
จากนั้นท าการปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร ดว้ย Ultra pure Water  
4. กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer ดว้ยความเร็วปานกลาง ใหน้ ้ายาใสเป็นเน้ือเดียวกนั 
5. เติม Gentamicin (ขอ้ 9) ลงในสารในขอ้ 4 แลว้กวนสารละลายให้เขา้กนัดว้ย stirrer 
6.ปรับ pH 7.4 
7. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ในขวด 100 ml  
8. เก็บท่ี 4 ˚C ไดน้าน 2 สัปดาห์ 
 

TALP-HEPES (50 ml) 
1) TALP Stock       50 มิลลิลิตร 
2) Caffeine-Sodium Benzoate (Sigma C-4144)   0.05 กรัม 
3) Lactates (Sodium salt 60% solution) (Sigma L-7900)  202.5 ไมโครลิตร  
4) HEPES (free acid) (Sigma S-4034)    0.119 กรัม 
5) NaHCO3 (Sigma S-5761)      0.020 กรัม 
6) BSA (Sigma A-6003)       0.15 กรัม  



 27 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารตามปริมาตรท่ีก าหนด  
2. เทสารทั้งหมดลง beaker ท่ีมี TALP Stock อยู ่50 มิลลิลิตรแลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. ปรับ pH 7.4-7.8 
4. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm. ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร 
5. เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ˚C ใชไ้ดน้าน 2 สัปดาห์ 
 

 

TALP-IVF (50 ml) 
 

1) TALP Stock        50 มิลลิลิตร 
2) Heparin (Na salt) (Sigma H-3393)     0.50 มิลิกรัม (10 µg/ml) 
3) Hypotaurine (Sigma H-1384)       0.055 มิลลิกรัม (10µM/ml) 
4) Epinephrine (Sigma E-1635)      0.018 มิลลิกรัม (2µM/ml)  
5) Lactates (Sodium salt 60% solution) (Sigma L-7900)   202.5 ไมโครลิตร  
6) HEPES (free acid) (Sigma S-4034)     0.119 กรัม 
7) NaHCO3 (Sigma S-5761)      0.020 กรัม 
8) BSA (fatty acid-free) (Sigma 85041C)     0.3 กรัม  
 

 
วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารตามปริมาตรท่ีก าหนด  
2. เทสารทั้งหมดลง beaker ท่ีมี TALP Stock อยู ่50 มิลลิลิตรแลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. ปรับ pH 7.4-7.8 
4. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm. ใส่หลอด 50 มิลลิลิตร  
5. เก็บท่ีอุณหภูมิ -20 ˚C ใชไ้ดน้าน 2 สัปดาห์ 
 

 
น ำ้ยำส ำหรับกำรเพำะเลีย้งตัวอ่อนโค 

Modified Synthetic Oviductal Fluid (mSOF 10x Stock)……… (100 มิลลลิติร) 
1) NaCl (Sigma S-5886)      6.2940 กรัม 
2) KCl (Sigma P-5405)      0.5340 กรัม  
3) KH2PO4 (Sigma P-5655)     0.1620 กรัม 
4) Phenol red (Sigma P-0290)     500 ไมโครลิตร 
5) CaCl2.2H2O (Sigma C-7902)     0.029 กรัม 
6) MgCl2.6H2O (Sigma M-2393)     0.010 กรัม 
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7) Ultra pure Water      100 มิลลิลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารในขอ้ 1-3 ตามปริมาตรท่ีก าหนด แลว้เทใส่กระบอกตวงขนาด 100 ML  
2. เติม Ultra pure Water 50 มิลลิลิตร  
3. เติม Phenol red แลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
4. ชัง่สารในขอ้ 5-6 เทใส่บีกเกอร์ขนาด 50 มิลลิลิตรต่างหาก แลว้เติม Ultra pure Water 20 มิลลิลิตร แลว้
แกวง่บีกเกอร์ใหส้ารเขา้กนั 
5. น าสารท่ีไดจ้ากขอ้ 4 ใส่ลงในกระบอกตวงในขอ้ 1 อยา่งชา้ๆ ผา่นแท่งแกว้ใส่ ป้องกนัการตกตะกอน 
จากนั้นท าการปรับปริมาตรใหไ้ด ้100 มิลลิลิตร ดว้ย Ultra pure Water  
6. ปรับ pH 7.4 
7. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่ขวด 100 มิลลิลิตร   
8. เก็บท่ี 4 ˚C ไดน้าน 1 เดือน 
 

SOF Working (SOF wk)……………………………….…………………………… (50 มิลลลิติร) 
1) SOF 10x Stock         5.0 มิลลิลิตร 
2) NaHCO3 (Sigma S-5761)       0.1053 กรัม 
3) Na-Lactates (Sodium salt 60% solution) (Sigma L-7900)    23.5 ไมโครลิตร 
4) Essential amino acid (EAA; 50x Solution) (Sigma M-5550)   1 มิลิลิตร 
5) Non-essential Amino Acid Solution (NEAA; 100× Solution) (Sigma M-7145) 0.5 มิลิลิตร 
6) Adjust volume by Ultra pure Water to      50 มิลิลิตร 
7) Sodium pyruvate (Sigma P-5280)      0.0018 กรัม 
8) L-gutamine (Sigma 90114C)       0.0073 กรัม 
9) P-S stock (50x Sigma P0906)       50 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารตามปริมาตรท่ีก าหนด  
2. เทสารทั้งหมดลง beaker ท่ีมี SOF 10x Stock อยู ่5 มิลลิลิตรแลว้กวนสารละลายใหเ้ขา้กนัดว้ย stirrer 
3. ปรับ pH 7.4 
4. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm. ใส่ขวด 50 มิลลิลิตร 
5. เก็บท่ีอุณหภูมิ 4 ˚C ใชไ้ดน้าน 1 เดือน 
 

mSOF1 for day 0-2 embryo culture………………………………………… (10 มิลลิติร) 
1) SOF wk         10 มิลิลิตร  
2) BSA (Sigma A-6003)       0.03 กรัม (3mg/ml) 
3) P-S stock (50x Sigma P-0906)      100 ไมโครลิตร 
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** (Day fertilization = Day0) - Day2 (Cleavage)  
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารในขอ้ 1-3 ตามปริมาตรท่ีก าหนด แลว้เทใส่กระบอกตวงขนาด 10 ML  
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอดขนาด 15 มิลิลิตร  
7. เก็บท่ี 4 ˚C  
 

mSOF2 for day 3-4 embryo culture……………………………………… (10 มิลลิติร) 
1) SOF wk         10 มิลิลิตร  
2) BSA (Sigma A-6003)       0.03 กรัม (3mg/ml) 
3) D-Glucose (Sigma G-7021)      0.0025 กรัม 
4) P-S stock (50x Sigma P0906)      100 ไมโครลิตร 
 

วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารในขอ้ 1-4 ตามปริมาตรท่ีก าหนด แลว้เทใส่กระบอกตวงขนาด 10 มิลลิลิตร  
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอดขนาด 15 มิลิลิตร  
3. เก็บท่ี 4 ˚C  
 

mSOF3 for day 6-8 embryo culture……………………………………….… (10 มิลลิติร) 
1) SOF wk         10 มิลิลิตร  
2) BSA (Sigma A6003)       0.0306 กรัม (3mg/ml) 
3) D-Glucose (Sigma G-7021)      0.0050 กรัม 
4) P-S stock (50x Sigma P0906)      100 ไมโครลิตร 
 
วธีิกำรเตรียม 
1. ชัง่สารในขอ้ 1-4 ตามปริมาตรท่ีก าหนด แลว้เทใส่กระบอกตวงขนาด 10 มิลลิลิตร  
2. กรองดว้ยแผน่กรองขนาด 0.2 µm ใส่หลอดขนาด 15 มิลิลิตร  
3. เก็บท่ี 4 ˚C  
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