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การศึกษาคร้ังน้ีมี 2 การทดลอง การทดลองที่ 1 มีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาผลของโกรทแฟ็กเตอร์

ต่อการเจริญของฟอลลิเคิลขนาดเล็กของกระบือปลัก โดยแบ่งฟอลลิเคิลออกเป็น 3 กลุ่ม ตามขนาด
เส้นผ่าศูนยก์ลางคือ กลุ่ม 1 ขนาด 200-399 ไมโครเมตร กลุ่ม 2 ขนาด 400-599 ไมโครเมตร และ กลุ่ม 3 
ขนาด 600-799 ไมโครเมตร ฟอลลิเคิลเหล่าน้ีถูกเล้ียงในคอลลาเจนเจลนาน 14 วนั โดยวดัอตัราการเจริญ
ในวนัที่ 7 และ 14 จากการทดลองพบวา่โกรทแฟ็กเตอร์ bFGF มีอตัราการรอดและการเจริญของฟอลลิเคิล
หลังจากการเล้ียงดีที่ สุดในฟอลลิเคิลทั้ ง 3 ก ลุ่ม (8.7%, 44.8% และ 32.7% ในกลุ่มที่  1, 2 และ 3 
ตามล าดับ) ส่วนโกรทแฟ็กเตอร์ IGF-I ส่งผลต่อการรอดและการเจริญของฟอลลิเคิลทั้ง 3 กลุ่ม เพียง
เล็กนอ้ยแต่ไม่ไดย้บัย ั้งการรอดและการเจริญของฟอลลิเคิล (1.7%, 21.6% และ 19.0% ในกลุ่มที่ 1, 2 และ 
3 ตามล าดบั) โกรทแฟ็กเตอร์ bFGF+IGF-I สามารถท าใหฟ้อลลิเคิลรอดและเพิม่ขนาดไดท้ั้ง 3 กลุ่ม ส่วน
ฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ายาที่มี EGF อยา่งเดียวและ EGF ร่วมกบัโกรทแฟ็กเตอร์ตวัอ่ืนๆ (bFGF+EGF, IGF-
I+EGF และ bFGF+IGF-I+EGF) ไม่สามารถท าให้ฟอลลิเคิลรอดได้หลังจากการเล้ียง การทดลองน้ี
สามารถสรุปไดว้่า bFGF และ IGF-I มีความตอ้งการในการจริญของฟอลลิเคิล ในขณะที่ EGF มีผลยบัย ั้ง
การรอดและการเจริญของฟอลลิเคิลในกระบือปลกั  

การทดลองที่ 2 มีวตัถุประสงค์เพื่อศึกษาการเจริญและการรอดของฟอลลิเคิลที่เล้ียงในหลอด
ทดลองในระยะเวลานานต่างกนั และตรวจสอบผลของการเติม bFGF ในน ้ ายาเล้ียงฟอลลิเคิลต่ออตัราการ
เจริญของตวัอ่อนหลังการท า ICSI  ฟอลลิเคิลที่แยกได้จากรังไข่จะถูกแบ่งออกเป็น 5 กลุ่มตามขนาด
เส้นผ่าศูนยก์ลางคือ กลุ่ม 1: 800-999 ไมโครเมตร  กลุ่ม 2: 1000-1199 ไมโครเมตร กลุ่ม 3: 1200-1399 
ไมโครเมตร กลุ่ม 4: 1400-1599 ไมโครเมตร และกลุ่ม 5: 1600-1800 ไมโครเมตร ท าการเล้ียงฟอลลิเคิล
นาน 7  14 หรือ 30 วนั จากผลการทดลองพบว่าเล้ียงนาน 30 วนัให้ผลดีที่สุดในแง่ของไข่ที่แยกไดจ้าก
ฟอลลิเคิลมีนิวเคลียสเจริญถึงระยะ MII ไดสู้งสุด อตัรารอดของไข่ระหว่างกลุ่ม 1-5 ไม่มีความแตกต่าง
ทางสถิติ ซ่ึงอยูร่ะหว่าง 55% to 69%  การทดลองต่อมาท าการศึกษาผลของการเติม bFGF (50 ng/ml) ใน
น ้ ายาเล้ียงฟอลลิเคิลต่อการเจริญของฟอลลิเคิลและการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกไดจ้ากฟอลลิเคิล จาก
การทดลองพบวา่กลุ่ม 4 และ 5 ที่เติม bFGF มีอตัราการเจริญสูงสุด (2.8±0.6 ไมโครเมตร/วนั และ 2.9±0.4 
ไมโครเมตร/วนั) เม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่ม 1 ที่ไม่เติม bFGF (1.9±0.2 ไมโครเมตร/วนั) และอตัราการเจริญ
ของนิวเคลียสถึงระยะ MII สูงสุดอยูท่ี่กลุ่ม 5 ที่เติม bFGF (25%) น าไข่ที่แยกไดจ้ากฟอลลิเคิลทั้ง 5 กลุ่มที่
เล้ียงในน ้ ายาที่เติม bFGF นาน 30 วนั ไปเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิเพื่อท า ICSI อัตราการรอดของไข่และ
อัตราการเกิด second polar body ของทั้ ง 5 กลุ่มไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ มีเพียงไข่ที่แยกเจาก     
ฟอลลิเคิลกลุ่ม 5 เท่านั้ นที่สามารถเจริญถึงระยะบลาสโตซีส (14%) หลังจากท า ICSI  การทดลองน้ี
สามารถสรุปไดว้า่ไข่ที่แยกไดจ้ากฟอลลิเคิลในกลุ่ม 5 ที่เล้ียงในน ้ ายาที่เติม bFGF นาน 30 วนัสามารถท า
ใหไ้ดต้วัอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีสหลงัจากท า ISCI   
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Abstract 

 

This study was divided into 2 experiments. Expeiment 1 was carried out to examine the effects 
of growth factors on swamp buffalo preantral follicle growth. Preantral follicles from slaughtered 
buffalo ovaries were recovered by a combined mechanical and enzymatic methods. The follicle were 
divided into 3 groups, depending on their diameters, group I: 200-399 µm, group II: 400-599 µm, and 
group III: 600-799 µm. The follicles had been cultured in collagen gel and culture in medium contain 
with difference growth factor for 14 days. The diameters of follicles were measured at days 7 and 14. 
Culture medium supplemented with bFGF yielded the highest survival rate in all size groups of the 
follicles (8.7%, 44.8% and 32.7% in group I, II and III respectively). With IGF-I supplementation, a 
minimal but significant supportive effect on survival rates were observed (1.7%, 21.6% and 19.0% in 
group I, II and III respectively). The combination of bFGF and IGF-I promoted follicle survival in all 
follicle groups. In contrast, EGF inhibited follicle survival when it was added to the culture medium 
alone or in combination with bFGF and/or IGF-I. Results from this study can be concluded that both 
bFGF and IGF-I were required for in vitro culture of buffalo early antral follicle. However, bFGF 
showed more effecting factor suggesting that it was the suitable supplemented factor. In contrast, EGF 
had inhibitory effect on follicular development.  

Experiment 2 was undertaken to isolate swamp buffalo antral follicles (AF), to examine the 
different in vitro culture day on the viability and sizes of swamp buffalo AF and to test the effect of 
bFGF and subsequent to intracytoplasmic sperm injection (ICSI) on the embryo development 
competence. Follicle were categorize into 5 groups depending on their diameters, group I: 800-999 µm,  
group II: 1000-1199 µm, group III: 1200-1399 µm, group IV: 1400-1599 µm and group V: 1600-1800 
µm. The follicle were cultured in vitro for 7, 14 or 30 days. The results showed that 30 days culture 
period were the best according to the number of oocytes reached metaphase II (MII) stage. The survival 
rates among group I, II, III, IV and V were not significantly different. No matter 7, 14 or 30 days culture 
in vitro, which range from 55% to 69%. Further study was examined effects of 50 ng/mL bFGF 
supplemented into in vitro growth medium on the growth of follicle and maturation rate of isolated 
oocytes. The highest growth rates were obtained in group IV and V supplemented with bFGF (2.8±0.6 
µm/day and 2.9±0.4 µm/day) compared to group I without bFGF supplementation (1.9±0.2 µm/day), 
and the highest MII rate was found in group V supplemented with bFGF (25%). After 30 days culture in 
vitro supplemented with 50 ng/mL bFGF, follicle were subjected to ICSI. The oocytes viability and the 
second polar body extrusion rates were not differ among 5 groups. Only oocytes in group V could 
develop to blastocyst stage (14%), which significantly higher than other groups. In conclusion, 30 days 
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culture supplemented with 50 ng/mL bFGF could support swamp buffalo oocytes isolated from follicle 
diameter 1600-1800 µm developed to blastocyst stage after ICSI.  
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