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ปจจุบันสัตวตระกูลแมวปาถึง 36 ชนิด กาํลังอยูในสภาวะใกลสูญพันธุ ซ่ึงเทคโนโลยีการ

ชวยการเจริญพันธุพื้นฐาน ไมสามารถเพิ่มจํานวนสัตวในกลุมใกลสูญพันธุได เนื่องจากขาดแคลน
ตัวสัตวที่จะใชนํามาเขากระบวนการผสมพันธุ ดังนัน้เทคโนโลยีการโคลนนิ่งขามสายพันธุ จึงเปน
อีกทางเลือกหนึ่งที่สามารถแกปญหาดังกลาวได การศึกษาครั้งนี้แบงออกเปน 2 การทดลอง          
การทดลองแรก เปนการศึกษาการเจริญเติบโตของตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่งในหลอด
ทดลอง จากผลการทดลองพบวา น้ํายาที่นํามาใชเล้ียงไขระหวางกระบวนการทําโคลนนิ่งมีผลตอ
อัตราการเจริญของตัวออนแมวบานโคลนนิ่ง โดยไขที่เล้ียงในน้ํายา Emcare ใหอัตราการเจริญสู
ระยะบลาสโตซีสสูงกวาไขที่เล้ียงในน้ํายา 199H (33.3% และ 18.1% ตามลําดับ) การเลี้ยงตัวออน
แมวบานโคลนนิ่งแบบ ไมเล้ียงรวม หรือเล้ียงรวมกับเซลลเยื่อบุทอนําไขของแมวบาน ใหอัตราการ
เจริญของตัวออนไมแตกตางกัน (44.4% และ 38.0% ตามลําดับ) นอกจากนีย้ังพบวาตัวออนแมวลาย
หินออนโคลนนิ่งขามสายพนัธุดวยไขแมวบานหยดุการเจริญเติบโตที่ระยะมอรูลา ทั้งการเลี้ยงแบบ
ไมเล้ียงรวม หรือเล้ียงรวมกบัเซลลเยื่อบุทอนําไขของแมวบาน (28.6% และ 32.6% ตามลําดับ) จาก
การใชไขของแมวบานและโค เปนไซโตพลาสผูรับสําหรับการทําโคลนนิ่งขามสายพันธุในสตัว
ตระกูลแมวพบวา ตวัออนแมวบานโคลนนิ่งและตวัออนโคโคลนนิ่ง มีอัตราการเจริญสูระยะ 
บลาสโตซีสสูงกวา ตัวออนแมวลายหินออนโคลนนิ่งขามสายพันธุดวยไขโค (34.4% กับ 29.6% 
และ 8.6% ตามลําดับ) และยังพบวาตัวออนแมวบานโคลนนิ่งขามสายพันธุดวยไขโคหยดุการ
เจริญเติบโตที่ระยะมอรูลา (15.2%) จากการทดลองแรกสามารถสรุปไดวา น้ํายาที่ใชเล้ียงไข
ระหวางกระบวนการทําโคลนนิ่งมีผลตอการเจริญสูระยะบลาสโตซีส ของตัวออนสัตวตระกูลแมว
โคลนนิ่ง อยางไรก็ดกีารเลี้ยงตัวออนรวมกับเซลลเยื่อบุทอนําไขไมสามารถชวยสนับสนุนใหการ
เจริญเติบโตของตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่ง อีกทั้งยังพบวาไขของแมวบานและโคสามารถ
ชวยสนับสนนุการเจริญเติบโตของตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่งขามสายพันธุไดถึงในระยะแรก
ของการพัฒนาตัวออนเทานัน้ การทดลองที่สองเปนศึกษาการแสดงออกของยีนที่เชื่อวามีผลตอ
กระบวนการ nuclear reprogramming (Oct4 DNMT1 DNMT3a DNMT3b HAT1 และ HDAC1) 
ในตัวออนแมวบานโคลนนิง่ ตัวออนแมวดาว และแมวลายหนิออนโคลนนิ่งขามสายพันธุดวยไข
แมวบาน จากการทดลองพบวา การแสดงออกของยีน Oct4 และ HAT1 ในตัวออนแมวบาน    
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โคลนนิ่ง และแมวดาวโคลนนิ่งขามสายพันธุ มีรูปแบบการแสดงออกคลายกับตัวออนแมวบานที่
เกิดจากการปฎิสนธิในหลอดแกว (IVF) โดยในระยะแรกของการเจริญเติบโตมีการแสดงออกของ  
Oct4 และ HAT1 mRNA ต่ํา จนกระทั่งถึงระยะ 8 เซลล และคอยๆแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางตอเนือ่ง
จนกระทั่งแสดงออกสูงที่สุดในระยะบลาสโตซีส ในทางตรงกันขามพบวาตวัออนแมวลายหินออน
โคลนนิ่งขามสายพันธุมีการแสดงออกของยีน Oct4 และ HAT1 ต่ําตลอดระยะของการเจริญเติบโต
จนถึงระยะมอรูลา และไมพบการเจริญสูระยะบลาสโตซีสในตัวออนแมวลายหนิออนโคลนนิ่งขาม
สายพันธุ การศึกษาการแสดงออกของยีน HDAC1 ในตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่ง พบวามี
ความแปรปวนสูง และมีรูปแบบการแสดงที่ตางไปกับตวัออน IVF สวนระดับการแสดงออกของยนี 
DNMT1 มีรูปแบบการแสดงออกที่ลดลงอยางตอเนื่องตั้งแตระยะ 2 เซลล จนถึงระยะบลาสโตซีส 
ซ่ึงตัวออนสัตวตระกูลแมวโคลนนิ่งมีการแสดงออกที่สูงกวาตวัออน IVF ตั้งแตระยะมอรูลาจนถงึ
ระยะบลาสโตซีส จากการศึกษายังพบวาตวัออน IVF มีการแสดงออกของ DNMT3a ต่ําที่สุดที่
ระยะ 4 เซลล แลวคอยๆ เพิม่สูงขึ้นจนถึงระยะบลาสโตซีส ซ่ึงตางกับตัวออนสัตวตระกลูแมวโคลน
นิ่งที่ในระยะ 4 เซลล ยังมีการแสดงออกสูงกวาตวัออน IVF จากนั้นคอยๆ ลดลงจนถึงระยะมอรูลา 
และแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะ บลาสโตซีส รูปแบบการแสดงออกของยีน DNMT3b  
ในตัวออนสัตวตระกูลแมว ทั้ง IVF และโคลนนิ่ง มคีวามคลายคลึงกัน โดยมกีารแสดงออกต่ํามาก
ในระยะ 4 เซลลจนถึงระยะมอรูลา จากนัน้มีการแสดงออกเพิ่มขึ้นอยางรวดเร็วในระยะบลาสโตซีส 
ซ่ึงจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา การแสดงออกของยนี Oct4 ในตัวออนสัตวตระกูลแมวมีผลตอ
การเจริญเติบโตของตัวออน โดยเฉพาะอยางยิ่งการเจริญสูระยะบลาสโตซีส นอกจากนี้ยังพบวา ตวั
ออนสัตวตระกูลแมวที่เกิดจากการทําโคลนนิ่งมีการแสดงออกที่ผิดปกติของยีนที่เกีย่วกับ การเติม
หมูเมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methylation) และการเติมหมูอะซิติลบนโปรตีนฮีสโตน (histone 
acetylation) ซ่ึงแสดงใหเหน็วาอาจเกิดกระบวนการ nuclear reprogramming ที่ไมสมบูรณ ของ
เซลลตนแบบในการทําโคลนนิ่งในสัตวตระกูลแมว จากการศึกษาครั้งนี้ทําใหเขาใจถึงรูปแบบของ
การแสดงออกของยีนที่เกีย่วกับ reprogramming ในสตัวตระกูลแมว ซ่ึงจะสามารถนําความรูที่ได
ไปใชในการปรับปรุง และเพิม่ประสิทธิภาพในการทําโคลนนิ่งสัตวตระกูลแมวใกลสูญพันธุ 
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 There are, in fact, 36 of 37 species of felid family classified as being 

threatened or endangered. The conventional assisted reproduction technique (ART) is 

inappropriate for producing endangered felid species, due to the lack of animals for 

breeding program. Interspecies cloning is a novel technology that may serve as a 

valuable model for study in vitro and in vivo development of cloned felid embryos. 

Two experiments were carried out in this research.  

 The first experiment aimed to investigate the in vitro development of cloned 

felid embryos. The results of this experiment indicated that the manipulation medium 

had an effect on the development rate of cloned domestic cat embryos. The Emcare 

holding medium gave significantly greater blastocyst formation than that of 199H 

(37.3 vs 21.9%, respectively). There was no significant difference between the 

developments to blastocyst stage of non co-culture (44.4%) and co-culture (38.0%) of 

the cloned domestic cat embryos with domestic cat oviductal epithelium cells. 

Moreover, the non co-culture and co-culture systems could not support the 

development of interspecies cloned marbled cat embryo beyond morula stage (28.6 vs 

32.6%, respectively). The development to blastocyst stage of intraspecies of cloned 
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domestic cat (39.8%) and bovine (30.9%) was higher than that of interspecies cloned 

marbled cat with bovine oocytes (9.2%). The interspecies cloned domestic cat with 

bovine oocytes arrested development at morula stage (16.6%). These results 

demonstrated that the manipulation medium during the cloning process involved in 

the increased development to blastocyst stage of cloned felid embryos. However, the 

co - culture system of cloned felid embryos was not beneficial to the development. 

The domestic cat and bovine oocytes could support mitotic cleavage of felid nuclei 

only in the early stage of development.  

 In the second experiment, the transcription levels of genes believed to be 

crucial for nuclear reprogramming (Oct4, DNMT1, DNMT3a, DNMT3b, HAT1 and 

HDAC1) were investigated in cloned felid species, domestic, leopard and marbled 

cats. The results showed that transcription levels of Oct4 and HAT1 were low at an 

early development stage and dramatically increased at 8-cell to blastocyst stage in 

cloned domestic and leopard cats and IVF derived embryos. In contrast, transcription 

levels of Oct4 and HAT1 in interspecies cloned marbled cat embryos were low 

throughout the development up to the morula stage. Moreover, the interspecies cloned 

marbled cat embryos with low transcription level of Oct4 and HAT1 could not 

develop into blastocyst. The development was arrested at the morula stage. The 

transcription levels of HDAC1 of cloned felid embryos had altered an expression 

pattern compared to IVF derived embryos. The DNMT1 transcript levels dramatically 

decreased throughout development of felid embryos. Cloned felid embryos showed 

higher transcript of the DNMT1 gene than IVF derived embryos. For mRNA level of 

DNMT3a, it was found that IVF derived embryos rarely had any transcript at 4- to 8-

cell stages and increased at morula up to blastocyst stage whereas the transcription 
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levels decreased in an early development and increased again at the blastocyst stage 

of cloned felid embryos. The level of DNMT3b mRNA decreased from 2-cell to 

morula stages but became remarkably high at blastocyst stage. The results of the 

second experiment clearly demonstrated that Oct4 mRNA transcription levels in felid 

embryos had some effect on the in vitro development efficiency particularly at the 

blastocyst stage. The cloned felid embryos showed aberrant level of genes involved in 

DNA methylation and histone hypoacetylation. The results suggested that incomplete 

nuclear reprogramming of felid donor nuclei occur in cloned felid embryos. This 

research indicated that genome reprogramming in the felid species was abnormal 

which may not be enough for the establishment of embryonic totipotence. The nuclear 

transfer technique of felid species needs improvement, especially in the genome 

reprogramming to improve the efficiency of cloned felid embryos for the conservation 

of endangered felid species.   

  

 

 

 

 

  

 

School of Biotechonology Student’s Signature_________________ 

Academic Year 2008 Advisor’s Signature_________________ 

 Co-advisor’s Signature_______________ 




