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บทคัดยอ 
 

เซลลตนกําเนิดตัวออน ถือวาเปนเซลลท่ีมีศักยภาพสูงในการเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลตางๆ 
จากสาเหตุดังกลาวจึงทําใหมีความหวังในการใชเซลลชนิดนี้เพ่ือการรักษาโรคในมนุษย ในขณะท่ี
การศึกษาเกี่ยวกับเซลลตนกําเนิดตัวออนในมนุษยยังมีขอจํากัดหลายประการ การพิจารณาเลือกใช
เซลลตนกําเนิดจากสัตวท่ีใกลเคียงกับมนุษย เชน ลิง จึงไดรับความสนใจ ในการศึกษาครั้งนี้ ไดศึกษา
การผลิตเซลลตนกํ า เนิดตัวออนจากลิงแสม และประส บความสํา เร็จในการผลิตเซลล 
ตนกําเนิดตัวออนลิงวอก โดยทําการกระตุนใหลิงผลิตไขมากกวาปกติแลวเจาะดูดเก็บไขจากรังไข 
และฉีดอสุจิ เขา สูไข  (ICSI) กอนนําตัวออนท่ีไดมาทําการผลิตเซลลตนกํา เนิด ท้ังจากวิ ธี 
immunosurgery ในลิงแสม และ mechanical partial dissection ในลิงวอก จากการทดลองพบวา 
ตัวออนของลิงแสม และลิงวอก มีการเจริญเขาสูระยะบลาสโตซีสคิดเปน 14.5% และ 60% ตามลําดับ 
เ ม่ือนําตัวออนดังกลาวมา ทําการผลิตเซลลตนกํ าเนิดพบว า ในลิงแสมจากตัวออนระยะ 
บลาสโตซีสท้ังหมด 23 ตัวออน สามารถแยกได 15 ICM (65.2 %) เพ่ือนําไปผลิตเซลลตนกําเนิด และ
พบวามีเพียง 10 ICMเทานั้นท่ีเกาะติดจานเล้ียงเซลลและสราง outgrowth แตเปล่ียนแปลงไปเปน
เซลลอ่ืนหมดหลังจาก passage ท่ี 3 สวนในลิงวอก สามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออน ท้ังจาก 
ตัวออน ICSI ได 2 สายพันธุจาก 3 ตัวออนท่ีสราง outgrowth (66.7%) และตัวออนท่ีเกิดจาก 
parthenogenetic activationได 2 สายพันธุ จาก 2 ตัวออน ท่ีสราง outgrowth (100 %) เซลลตนกําเนิด
ตัวออนท่ีไดมี alkaline phosphatase activity และสามารถแสดงออก marker ท่ีจําเพาะตอเซลล 
ตนกําเนิดตัวออน ไดแก Oct3/4, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 รวมไปถึงสามารถแสดงออก 
marker ท่ีจําเพาะตอเนื้อเยื่อช้ันกลาง (vimentin) และช้ันใน (alpha-fetoprotein) เม่ือกระตุนใหเกิด in 
vitro differentiation ได ความรูท่ีไดจากการทําการศึกษาครั้งนี้ สามารถนํามาใชเปนความรูพ้ืนฐาน 
เพ่ือทําการศึกษาตอยอด อันจะนําไปสูความสําเร็จในการประยุกตใชเซลลตนกําเนิดตัวออนเพ่ือการ
รักษาโรคในมนุษยตอไปไดในอนาคต 
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Abstract 
 

Embryonic stem cell is the cell with the unlimited differentiation ability. By this act, the 
use of this kind of cell in therapeutic aspect has been raised as one of the alternative treatment for 
human diseases. Anyway, many ethical concerns on human embryonic stem cell researching still 
remain and this was the off limited on this field of study. An alternative way is to use the close 
related species with human as a model. In this study, the crab-eating monkey and rhesus monkey 
were used as the model. Ovum picked-up was run on the multiple-ovulated females and the 
embryos were produced by intracytoplasmic sperm injection (ICSI). Inner cell mass (ICM) were 
collected by immunosurgery protocol in crab-eating monkey and mechanical partial dissection 
protocol in rhesus monkey and used as the source of embryonic stem cell establishment. Blastocyst 
rate of crab-eating monkey and rhesus monkey were 14.5 % and 60 %, respectively. In crab-eating 
monkey group, total of 15 ICM (65.2%) were successfully collected (from 23 blastocyst used) and 
only 10 could produced outgrowths. Anyway, all of the outgrowths were disappeared after passage 
3. In rhesus monkey group, the total of 2 embryonic stem cell lines (66.7%) were established from 
3 ICM outgrowths in ICSI group and another 2 embryonic stem cell lines (100 %) were established 
from 2 ICM outgrowths in parthenogenetic activated group. All the embryonic stem cell lines 
showed alkaline phosphatase activity and positive expression on embryonic stem cell markers 
(Oct3/4, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81) and also showed the positive results on germ layer 
markers (vimentin for mesoderm and alpha-fetoprotein for endoderm) after induced in vitro 
differentiation. From this study, the knowledge gained could be used as the basic knowledge for 
human embryonic stem cell researching in order to use this kind of cell for therapeutic purposes. 
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บทท่ี 1 
บทนํา 

 
1.1 ความสําคัญ ที่มาของปญหาที่ทําการวิจัย  

เซลลตนกําเนิดจากตัวออน (Embryonic Stem Cell; ES Cell) เปนเซลลท่ีเกิดจากตัวออน
ระยะกอนฝงตัวซ่ึงเปนเซลลท่ีสามารถเจริญไปเปนเซลลไดทุกชนิดของรางกาย ดวยศักยภาพนี้ เซลล
ตนกําเนิดตัวออนจึงกําลังเปนท่ีสนใจอยางมากสําหรับนักวิทยาศาสตรในปจจุบันโดยเฉพาะในเรื่อง 
เกี่ยวกับทางการแพทยเนื่องจากจะสามารถนําไปประยุกตใชรักษาผูปวยโดยการรักษาดวยเซลล (cell 
therapy) สําหรับมนุษยได แตอยางไรก็ตามการศึกษาในตัวออนมนุษย ยังมีปญหาอยูมากโดยเฉพาะ
ในเรื่องของจริยธรรม ดังนั้นการศึกษาในสัตวท่ีมีลักษณะทางพันธุกรรมใกลเคียงกับมนุษย เชน ลิง 
เพ่ือศึกษาถึงวิธีท่ีนาจะเปนไปไดมากท่ีสุด และเหมาะสมท่ีสุดสําหรับมนุษย จึงเปนทางเลือกท่ีดีกวา
การทดลองในตัวออนมนุษยโดยตรงในสถานการณท่ีการทดลองในตัวออนมนุษยยังไมเปนท่ียอมรับ
ดังเชนในปจจุบัน  ดังนั้นลิงจึงเปนสัตวทดลองท่ีนาสนใจเปนอยางยิ่งเพราะนอกจากจะมีลักษณะทาง
พันธุกรรม คลายกับมนุษยแลว ยังมีลักษณะการเกิดโรคบางอยางท่ีสลับซับซอนเชนเดียวกับมนุษย 
เชน โรคเกี่ยวกับระบบสืบพันธุ โรคความผิดปกติของระบบประสาท เปนตน ซ่ึงสัตวทดลองชนิดอ่ืน 
เชน หนู ไมมีความซับซอนในการเกิดโรคเทากับลิง ดังนั้นลิงจึงเปนสัตวทดลองท่ีเหมาะสมท่ีสุดใน
การทดลองเกี่ยวกับมนุษย 

  เนื่องจากเซลลตนกําเนิดตัวออนสามารถถูกกระตุนและควบคุมใหเปล่ียนแปลงไปเปนเซลล
เปาหมายท่ีตองการไดดวยขบวนการในหลอดทดลองจึงเปนเซลลท่ีมีประโยชนและเปนท่ีตองการของ
นักวิทยาศาสตรเพ่ือใชศึกษาคุณสมบัติของเซลลหลายๆ ชนิด ดังนั้นการทดลองเพ่ือจะผลิตเซลล 
ตนกําเนิดตัวออนจากลิงแสมเพ่ือผลิตเปนเซลลตนกําเนิดท่ีพรอมใชงานเพ่ือจําหนายใหแกนักวิจัยท่ี
สนใจจึงเปนส่ิงท่ีมีประโยชนตอนักวิทยาศาสตรหลายๆ วงการ เชน นักชีววิทยา เภสัชกร แพทย 
อาจารย หรือนักวิชาการท่ีสนใจท่ัวไปและเนื่องจากลิงแสมเปนลิงท่ีมีอยูมากในประเทศไทยจึงเปนส่ิงท่ี
มีความเปนไปไดสูง โดยเฉพาะเม่ือทําการทดลองโดยนักวิจัยท่ีมีประสบการณและมีความชํานาญใน
การผลิตเซลลตนกําเนิดจากสัตวมากอนจึงทําใหสมมุติฐานท่ีจะผลิตเซลลตนกําเนิดจากตัวออนลิงแสม
จึงมีความเปนไปไดสูง  

 
 1.2 การทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวของ 

 นักวิทยาศาสตรประสบความสําเร็จในการผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนในหนูถีบจักรไดเปน
ชนิดแรก (Martin, 1981; Evan และ Kaufman, 1981) ปจจุบันสามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนใน
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ลิงวอก (Thomson และคณะ, 1995) marmoset (Thomson และคณะ, 1996) และในคน (Thomson และ
คณะ, 1998; Reubinoff และคณะ, 2000) การศึกษาเซลลตนกําเนิดตัวออนเปนส่ิงท่ีกําลังไดรับความ
สนใจเปนอยางมากเนื่องจากจะสามารถนําไปประยุกตใชรักษาผูปวยโดยการรักษาดวยเซลล  เชน 
ผลิตเซลลเบตา (beta cell) ท่ีสรางฮอรโมนอินซูลิน เพ่ือใชรักษาคนเปนโรคเบาหวาน ผลิตเซลลหัวใจ
เพ่ือรักษาคนเปนโรคหัวใจ ผลิต เซลลตับ เพ่ือรักษาโรค ตับ ผลิตเซลลประสาทในสมอง 
(Dopaminergic neuron) ท่ีสามารถสรางสารโดพามีน (Dopamine)  เพ่ือรักษาคนเปนโรคพารกินสัน 
(Parkinson) เปนตน (Dowell และคณะ, 2003; Lumelsky, และคณะ, 2001; Nir และคณะ. 2003; 
Passier และ Mummery, 2003; van der Heyden และคณะ, 2000; Yang และคณะ, 2002; Freed, 
2002.) การทําโคลนนิ่งเพ่ือการรักษา (therapeutic cloning) จะสามารถแกปญหารางกายผูปวยตอตาน
เซลลหรือเนื้อเยื่อท่ีใชรักษา เพราะเราจะนําเซลลรางกายของผูปวยมาทําโคลนนิ่งเพ่ือใหไดตัวออน
ระยะ บลาสโตซีส แลวแยก inner cell mass (ICM) cell ไปเล้ียงเพ่ือใหไดเซลลตนกําเนิดตัวออนท่ีมี
พันธุกรรมเหมือนผูปวยทุกประการจากนั้นจะทําการควบคุมใหเซลลตนกําเนิดตัวออนเปล่ียนแปลง
ไปเปนเซลลเปาหมายท่ีตองการไดดวยขบวนการทําในหลอดทดลอง 

 
1.3 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.3.1  เพ่ือผลิตตัวออนลิงแสมจากการฉีดตัวอสุจิเขาในไข 
1.3.2  เพ่ือผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนในลิงแสม      
1.3.3  เพ่ือตรวจสอบเซลลตนกําเนิดตัวออนท่ีผลิตได 
1.3.4  เพ่ือใหมีเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงแสมท่ีเพียงพอท่ีจะใชในหองปฏิบัติการตางๆใน  

                           ประเทศไทย 
 
1.4 ขอบเขตของการวิจัย  

การทดลองจะเก็บไขจากลิงแสมดวยวิธีผาตัดหนาทอง และ Laparoscopic Ovum Pick Up 
แลวนํามาผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนโดยวิธีฉีดอสุจิเขาไปในไข เพ่ือศึกษาความสามารถในการเจริญ
เปนเซลลตนกําเนิดตัวออนนอกจากนี้ยังศึกษาความแตกตางทางกายภาพและคุณสมบัติตางๆ ของ
เซลลตนกําเนิดท่ีผลิตได   
 
1.5 ประโยชนที่คาดวาจะไดรับจากการวิจัย  

1.5.1 ไดเทคนิคการสกัด และเพาะเล้ียงเซลลตนกําเนิดลิงแสมในหลอดทดลอง  
1.5.2 สามารถถายทอดเทคนิคตางๆ ท่ีใชในการวิจัยใหแกนักวิจัยหรือบุคคลท่ัวไปท่ีสนใจได 
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1.5.3 สามารถนําเทคนิคท่ีไดมาผลิตเปนเชิงพาณิชยไดเชนผลิตเซลลตนกําเนิดท่ีมีคุณสมบัติ 
เฉพาะท่ีแตกตางกัน ตามความตองการของลูกคา ซ่ึงเปนธุรกิจท่ีมีการดําเนินงานกันอยางแพรหลาย 
ในตางประเทศ โดยเฉพาะในวงการแพทย และการวิจัย  
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บทท่ี 2 
วิธีดําเนินการวิจัย 

 
2.1 การเตรียมไข 

หลังจากลิงมีประจําเดือน 3 วัน จะกระตุนใหมีการเจริญของฟอลลิเคิลมากๆโดยการฉีด
ฮอรโมน recombinant follicle stimulating hormone (rFSH) 30 IU เขากลามเนื้อวันละ 2 ครั้งเปนเวลา 
6 วัน และควบคูกันไปจะฉีดฮอรโมน gonadotropin releasing hormone (GnRH) antagonist 0.5 มก./
กก วันละครั้ง หลังจากนี้จะ ฉีดฮอรโมน rFSH + recombinant luteinizing hormone (rLH) อยางละ 30 
IU เขากลามเนื้อวันละ 2 ครั้งเปนเวลา 1, 2 หรือ 3 วัน หลังจากฉีดฮอรโมน 7 วัน จะใชอัลตราซาวด
ตรวจสอบฟอลลิเคิลในรังไข ถาฟอลลิเคิลมีเสนผาศูนยกลาง  4 มม. จะฉีดฮอรโมน rHCG 1,000 
IU เขากลาม หลังจากฉีด rHCG  27 ช่ัวโมงจะทําการเก็บไขโดยวางยาสลบและทําการผาตัดหนาทอง
เพ่ือเจาะดูดไขจากรังไข นําไขท่ีเก็บไดไวในน้ํายา TALP-HEPES ท่ีเติมดวย 0.3% bovine serum 
albumin (BSA) หลังจากนั้นจะยอยเซลลคิวมูลัสออกดวยการนําไขไปไวในน้ํายา TALP-HEPES ท่ีมี 
0.1% hyaluronidase แลวใชปเปตท่ียืดใหมีขนาดเล็กดูดไขขึ้นลงหลายๆครั้ง จากนั้นคัดเลือกไขท่ีสุก
แลว (มี 1st polar body) ไปเก็บไวในน้ํายา CMRL (Invitrogen) ท่ีเติมดวย 10% FCS ในตูอบอุณหภูมิ 
37 C ภายใต 5% CO2 in air จนกวาจะนําไปใช 

 
2.2 การเตรียมน้ําเชื้อ 
 ทําการเก็บน้ําเช้ือจากลิงเพศผูโดยใชเครื่อง Electro ejaculator นําน้ําเช้ือท่ีไดไปทําน้ําเช้ือ 
แชแข็งตามวิธีการของ Sankai และคณะ (1994) กอนใชจะนําหลอดเก็บน้ําเช้ือไปไวท่ีอุณหภูมิ 37 C 
แลวนําน้ําเช้ือไปปนแยกดวย 2 ml 90% percoll ท่ี 800 g นาน 10 นาที หลังจากนั้นนําน้ําเช้ือไปลาง 2 
ครั้ง ดวย TALP-HEPES ท่ีเติมดวย 0.3% BSA (TALP-HEPES-BSA) แลวละลายใน TALP-HEPES-
BSA แลวเก็บในตูอบอุณหภูมิ  37 C ภายใต 5% CO2 in air จนกวาจะนําไปใช 
 
 2.3 การผลิตตัวออนโดยการฉีดตัวอสุจิเขาในไข (Intracytoplasmic sperm injection; ICSI) 
 นําไขไวใน 10 l น้ํายา TALP-HEPES-BSA แลวนําตัวอสุจิมาละลาย 1:50 ใน 10% PVP 
เพ่ือทําใหเคล่ือนไหวชาลง ใช micromanipulator ดูดจับไขไวโดยให 1st polar body อยูท่ีตําแหนง 12 
นาฬิกา แลวดูดตัวอสุจิ 1 ตัวเขาไปในเข็มท่ีมีเสนผาศูนยกลาง 5-6 m โดยใหสวนหางเขากอน แลว
ฉีดตัวอสุจิเขาไปในไซโตพลาสซึมของไข หลังจากทํา ICSI เสร็จแลวจะนําไขไปเล้ียงในน้ํายา 
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CMRL-FCS ในตูอบอุณหภูมิ 37 C ภายใต 5% CO2 5% O2 และ 90% N2 นาน 7 วัน โดยจะเปล่ียน
น้ํายาทุกๆ 2 วัน 
 
2.4 การผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออน 
 นําตัวออนระยะบลาสโตซีสท่ีไดจากการทํา ICSI มายอยช้ัน zona pellucida ออกดวยการนํา
ตัวออนไปไวใน 0.5% pronase นาน 4-5 นาที จากนั้นนําตัวออนไปแยก ICM ออกโดยวิธี 
immunosurgery (Solter และ Knowles, 1975) นํา ICM ท่ีแยกไดไปเล้ียงในน้ํายาเล้ียงเซลลตนกําเนิด
ตัวออน 100 l บน mouse embryonic fibroblasts (MEF) ท่ีผานการเล้ียงในน้ํายาท่ีมี mitomycin C 10 
g/ml มาแลว 3 ช่ัวโมง น้ํายาเล้ียงเซลลตนกําเนิดตัวออนประกอบดวย 80% Dulbecco’s modified 
Eagle medium (มี glucose 4,500 mg/l, 2 mM glutamine, ไมมี pyruvic acid,  Invitrogen) 20% FCS, 
0.1 mM 2-mercaptoethanol, 1% nonessential amino acid stock และ 4 ng/ml human basic fibroblast 
growth factor (bFGF; Chemicon, Inc.) จะเล้ียง ICM นาน 12-15 วัน โดยเปล่ียนน้ํายาทุกๆ 2 วัน  

ใช plasture pipette ท่ียืดใหมีขนาดเล็กแยกเซลลท่ีเจริญออกจาก ICM และดูดขึ้นลงหลายๆ
ครั้งเพ่ือใหเซลลแยกออกเปนช้ินเล็กๆ แลวนํามาเล้ียงใหมในน้ํายาเล้ียงเซลลตนกําเนิดตัวออน 100 l 
บน MEF หลังจากเล้ียง 7 วันจะ passage เซลลท่ีเจริญขึ้นมาใหมโดยใช pasture pipette ท่ียืดใหมี
ขนาดเล็กแลวเล้ียงบน MEF ในน้ํายาเล้ียงเซลลตนกําเนิดตัวออน 2 ml ในจานเล้ียงเซลลขนาด 35 mm 
ทําการ passage เซลลตนตัวออนท่ีไดนี้ทุกๆสัปดาหจนถึง passage ท่ี 5 แลวนําเซลลสวนหนึ่งไป 
แชแข็งไวในไนโตรเจนเหลว สวนเซลลท่ีเหลือจะเล้ียงตอไปเปนเวลาอยางนอย 6 เดือน 
  
2.5 การตรวจสอบ immunocytochemistry  
 ตรวจสอบ alkaline phosphatase activity โดยการนําเซลลตนกําเนิดตัวออนไวใน Triton X-
100 ท่ีอุณหภูมิ 20 C นาน 20 นาที แลวยอมดวย NBT/BCIP (Roche Molecular Biochemicals) 
ตรวจสอบดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับแอนติเจนท่ีพบในเซลลตนกําเนิดตัวออนท้ังในนิวเคลียสและ
บนผิวเยื่อหุมเซลล ไดแก Oct3/4, TRA-1-60, TRA-1-81  
   
2.6 การทําใหเกิด in vitro differentiation   
 นําเซลลตนกําเนิดตัวออนเล้ียงใน bacteria disc ท่ีไมมี MEF และน้ํายาไมมี bFGF เปนเวลา 
8-10 วัน เพ่ือดูการเกิด embryoid bodies (EBs)  
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บทท่ี 3 
ผลการวิเคราะหขอมูล 

 
3.1 การผลิตและการตรวจคุณสมบัติเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงแสม 
 3.1.1 การเก็บไขของลิงแสมและการทํา ICSI 
  จากตารางท่ี 3.1 ไดเก็บไขจากลิงท้ังหมด 15 ตัว ไดไขท้ังหมด 319 ใบ เปนระยะ MII 
193 ใบ (60.8%) แลวคัดเลือกไขท่ีมีคณุภาพดีไปทํา ICSI 159 ใบ (82.0%) จากจํานวนนี้มีไขท่ีมี 2 PN 
(มี male และ female pronuclei) 99 ใบ (62.3%) และเจริญเติบโตจนถึงระยะ 8 เซลล 57 ใบ (35.8%, 
ภาพท่ี 3.1A) ระยะมอรูลา 45 ใบ (28.3%, ภาพท่ี 3.1B) และระยะบลาสโตซีส 23 ใบ (14.5%, ภาพท่ี 
3.1C)  

ตารางที่ 3.1 แสดงผลการเก็บไขจากลิงแสม และการเจริญเติบโตของตัวออนหลังจากทํา ICSI 

Animal 
No. 

No. 
recovered 

oocytes 

No. 
MII 

oocytes 

No. 
ICSI 

2 PN 
(%) 

Cleavage 
(%) 

8 cell 
at D2 
(%) 

Morula  
at D5 
(%) 

Blastocyst 
at D7  
(%) 

1 22 7 7 1    0    0    0    0    
2 21 7 5 2    2    1    0    0    
3 25 15 13 5    3    2    2    0    
4 24 17 14 8  5  4  4  2  
5 19 12 11 7  5  4  3  2  
6 27 18 14 9  7  6  5  3  
7 29 20 15 11  9  7  6  4  
8 18 10 9 7  5  3  2  1  
9 20 12 10 8  6  5  3  1  

10 21 16 13 8  7  5  4  2  
11 23 17 15 12  10  7  5  3  
12 14 8 6 3  2  2  1  0  
13 16 10 8 5  4  3  3  1  
14 15 9 7 5  4  3  3  1  
15 25 16 12 8  6  5  4  3  

Total  319 194/319 
(60.8%) 

159/194 
(82.0%)  

99/159 
(62.3%)  

75/159 
(47.2%)  

57/159 
(35.8%)  

 45/159 
(28.3%) 

23/159 
(14.5%)  
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ภาพที่ 3.1  การเจริญของตัวออนลิงแสมในระยะตางๆ (A) ระยะ 2 เซลล และระยะ 4 เซลล  
(B) ระยะ 8 เซลล และระยะมอรูลา (C) ระยะบลาสโตซีส 

 
3.1.2 การผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงแสม 

จากการนําตัวออนระยะบลาสโตซีส 23 ใบมาทํา immunosergery เพ่ือแยก ICM ออก
จาก trophectoderm สามารถแยก ICM ไดท้ังหมด 15 ใบ คิดเปน 65.2% จากนั้นนํา ICM ไปเล้ียงบน
เซลลพ่ีเล้ียง ดวยน้ํายาเล้ียงเซลลตนกําเนิดตัวออน ในจํานวนนี้มี 10 ICM ท่ีเกาะติดเซลลพ่ีเล้ียงใน
วันท่ี 2 ของการเล้ียง (ภาพท่ี 3.2) หลังจากเล้ียงได 5 วันเริ่มเห็น ICM มีการเจริญขึ้นมา และในวันท่ี 
12 ของการเล้ียงจะเห็น outgrowth ใหญขึ้น (ภาพท่ี 3.3) อยางไรก็ตาม เม่ือทําการ passage ครั้งท่ี 3 
เซลลตนกําเนิด  ตัวออนลิงแสมท่ีไดจาก outgrowth ของ ICM ไดเปล่ียนแปลงเปนเซลลชนิดอ่ืน ดัง
ตารางท่ี 3.2 

 

 

 

A 

B 

C 
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ตารางที่ 3.2 ผลการเล้ียง ICM บนเซลลพ่ีเล้ียง 
 

 จํานวน (%) 
ICM เขาเล้ียง 15 (100) 
ICM outgrowth 10/15 (66) 
ทํา passage 1 5/10 (50) 
ทํา passage 2 2/5 (40) 
ทํา passage 3 0/2 (0) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                ภาพที่ 3.2  ICM outgrowth ในวันท่ี 2 ของการเล้ียง (100x) 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
    

                      ภาพที่ 3.3  ICM outgrowth ในวันท่ี 12 ของการเล้ียง (100x) 
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3.2 การผลิตและการตรวจคุณสมบัติเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอก 
3.2.1 การเก็บไขของลิงวอกและการทํา ICSI 

 จากการทดลองท่ี 3.1 ไมสามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงแสมได และมีขอจํากัด
เรื่องจํานวนลิงท่ีใชในการทดลอง จึงไดรวมมือกับ Dr. A.W.S. Chan ซ่ึงทํางานอยู ณ Yerkes 
National Primate Research Center, Emory University Medical School เมืองแอตแลนตา 
สหรัฐอเมริกา เพ่ือทําการทดลองผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอก (Rhesus monkey, Maccaca 
mulatta) เนื่องจากมีศูนยเล้ียงลิงท่ีมีมาตรฐาน โดยไดใหนายชุติ เหลาธรรมธร นักศึกษาปริญญาเอก 
เปนผูทําการทดลองรวมกับ Dr. A.W.S. Chan ซ่ึงทําการทดลองดังนี ้

หลังจากกระตุนใหลิงวอกผลิตไขจํานวนมากแลว ไดทําการเก็บไขโดยวิธี laparoscopy จากลิง
ท้ังหมด 10 ตัว ไดไขท้ังหมด 266 ใบ ในจํานวนนี้เปนระยะ MII 144 ใบ (54.1%) ไดแบงไขระยะ MII 
สวนหนึ่งไปทํา ICSI และทําการกระตุนใหแบงตัวโดยวิธี parthenogenetic activation (PA) เพ่ือศึกษา
อัตราการเจริญของตัวออน ผลท่ีไดคือตัวออนท่ีไดจาก ICSI และ PA มีความสามารถเจริญเติบโตถึง
ระยะบลาสโตซีส ไมแตกตางกัน ดังแสดงในตารางท่ี 3.3 

สวนไขระยะ MII ท่ีเหลือนําไปทํา ICSI เพ่ือยายฝาก โดยฝากท่ีระยะ 8 เซลล ดังนั้นจึงไม
สามารถเก็บผลการเจริญเติบโตได  สําหรับผลยายฝากทางอเมริกาไมสามารถเปดเผยขอมูลไดจนกวา
จะตีพิมพผลการวิจัย 
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ตารางที่ 3.3 การเจริญเติบโตของตัวออนลิงวอก 
Treatment No. 

ICSI 
2PN Culture Cleavage 8-C Mor ComMor Blast 

ICSI 4 4 4 4 4 3 3 3 
 5 5 5 5 5 5 5 3 
 5 5 5 5 4 2 2 2 
 7 6 6 6 6 4 4 4 
Total 21 20 20 20 

(100.0%)a 
19 

(95.0%)a 
14 

(70.0%)ab 
14 

(70.0%)a 
12 

(60.0%)a 
PA - - 4 4 4 4 3 3 
   6 6 5 4 4 3 
   4 3 3 3 3 3 
   1 1 1 1 1 1 
   4 4 4 4 4 2 
Total - - 19 18 

(94.7%)a 
17 

(89.5%)a 
16 

(84.2%)a 
15 

(78.9%)a 
12 

(63.2%)a 
a,b indicate significant difference between column at P<0.05 
   PA: Parthenogenetic activation 
   ICSI: Intracytoplasmic sperm injection 
 

3.2.2 การผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอก 
 จากการทดลองท่ี 3.1 ไดนําตัวออนระยะบลาสโตซีสไปทํา immunosurgery เพ่ือแยก ICM 

เล้ียงบนเซลลพ่ีเล้ียง แลวไมสามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนได ดังนั้นในการทดลองนี้จึงนํา             
ตัวออนระยะบลาสโตซีสไปทํา partial dissection เพ่ือแยก ICM ออกมาเล้ียงบนเซลลพ่ีเล้ียงในน้ํายา
เล้ียงเซลลตนกําเนิดตัวออน ซ่ึงสามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอกจากตัวออน PA จํานวน 2 
สายพันธุ และจากตัวออน ICSI จํานวน 2 สายพันธุ (ตารางท่ี 3.4, ภาพท่ี 3.4, ภาพท่ี 3.5)  
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ตารางที่ 3.4  การผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอกดวยวิธี partial dissection   
 

Passage number Source of Embryo  No. 
culture 

No. (%) attached 
on feeder  

No. (%) 
outgrowth  1-5 

(%) 
> 5 
(%) 

PA 5 4 
(80) 

2 
(50) 

2 
(100) 

2 
(100) 

ICSI  4 3 
(75) 

3 
(100) 

2 
(66.7) 

2 
(66.7) 

PA: Parthenogenetic activation                   
ICSI: Intracytoplasmic sperm injection       
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
     ภาพที่ 3.4 การใช micromanipulator ทํา partial dissection ตัวออนลิงวอกระยะบลาสโตซีส (a)     

    ICM (หัวลูกศร) ถูกจัดใหอยูในจําแหนง 12 นาฬิกา (b) ใชเข็มแกวขนาดเล็กวางบน 
    ตัวออน (c) ใชเข็มแกวกดลงและถูไปมาเพ่ือใหช้ัน zona pellucida และเซลล   
    trophectoderm ขาดออก (d , e)  เขี่ยให ICM ออกมาจากช้ัน zona pellucida  (f) ICM     
    outgrowth หลังจากเล้ียงบนเซลลพ่ีเล้ียงนาน 4 วัน  Scale bar: 20 µm.  
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ภาพที่ 3.5  การเจริญของ ICM ลิงวอกหลังจากแยกดวยวิธี partial dissection แลวเล้ียงบนเซลล 

      พ่ีเล้ียง (a) ตัวออนระยะ Expanded blastocyst ซ่ึงมองเห็น ICM clump (ลูกศร) (b) ICM    
      clump หลังจากทํา partial dissection (c) ICM outgrowth ในวันท่ี 4 ของการเล้ียง ซ่ึงอยู 
      ในบริเวณท่ีทําเสนสีขาว  (d)  วันท่ี 5 ของการเล้ียง (e)  วันท่ี 6 ของการเล้ียง (f)  วันท่ี 7  
       ของการเล้ียง (g) วันท่ี 8 ของการเล้ียง (h) วันท่ี 9 ของการเล้ียง  และ (i) วันท่ี 9 ของ 
       การเล้ียง Scale bar: 20 µm 

 
 3.2.3 การตรวจสอบคุณสมบัติเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอกที่ผลิตได 
 3.2.3.1 การตรวจสอบ immunocytochemistry   
 เซลลตนกําเนิดลิงวอกมีการแสดงออกของ alkaline phosphatase (ALP)  
activity (ภาพท่ี 3.6) เซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอกท่ีผลิตไดท้ังจากกลุม parthenogenetic (PAES) 
และกลุม ICSI (YRES) สามารถแสดงออก marker ท่ีจําเพาะตอเซลลตนกําเนิดตัวออน (ภาพท่ี 3.7 
และ 3.8) ไดแก Oct3/4, SSEA-4, TRA-1-60, TRA-1-81 ซ่ึงแสดงใหเห็นวา เซลลตนกําเนิดตัวออน
ลิงวอกมีการแสดงออกของแอนติเจนบนผิวเซลลและในนิวเคลียสท่ีคลายคลึงกับเซลลตนกําเนิด 
ตัวออนมนุษย (hESCs) 
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         ภาพที่ 3.6 เซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอกมีการแสดงออกของ Oct3/4, SSEA4, TRA60                           
          และ alkaline phosphatase Scale bar: 20 µm 

 

 

       ภาพที่ 3.7 การแสดงออกของ Oct3/4, SSEA4, TRA-1-60 และ TRA-1-81 ในเซลลไลนเซลล    
                        ตนกําเนิดตัวออนลิงวอกในกลุม Parthenogenetic (PAES cell line) Scale bar: 20 µm 
 

 

       ภาพที่ 3.8 การแสดงออกของ Oct3/4, SSEA4, TRA-1-60 และ TRA-1-81 ในเซลลไลนเซลล 
                        ตนกําเนิดตัวออนลิงวอกในกลุม ICSI (YRES cell line) Scale bar: 20 µm 



 14 

  3.2.3.2 การทําใหเกิด in vitro differentiation   
  เม่ือนําเซลลตนกําเนิดตัวออนเล้ียงใน bacteria disc ท่ีไมมี MEF และน้ํายา
ไมมี bFGF เปนเวลา 8-10 วัน เซลลดังกลาวควรพัฒนาและเกิดเปน embryoid bodies (EBs) ซ่ึง
หมายถึง ความสามารถในการเจริญเปนเนื้อเยื่อ 3 ช้ัน คือ เนื้อเยื่อช้ันนอก (ectoderm) เนื้อเยื่อช้ันกลาง 
(mesoderm) และเนื้อเยื่อช้ันใน (endoderm) ภายในหลอดทดลองได ซ่ึงเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอก
ท่ีผลิตไดท้ังจากกลุม parthenogenetic (PAES) และกลุม ICSI (YRES) สามารถพัฒนาเปน EBs และ
เม่ือทําการยอมสีดวยเทคนิค immunocytochemistry ตอ alpha-fetoprotein (AFP) ซ่ึงพบในเนื้อเยื่อ
ช้ันในและ vimentin ซ่ึงพบในเนื้อเยื่อช้ันกลาง (ภาพท่ี 3.9 และ 3.10) พบวา EBs จากท้ังสองกลุมมี
การแสดงออกของโปรตีนท้ังสองชนิด แสดงใหเห็นวา มีความสามารถในการเปล่ียนแปลงเปนเซลล
ไดหลายชนิด  
 

 

           ภาพที่ 3.9  การแสดงออกของ AFP และ Vimentin ใน EBs ท่ีพัฒนาจากเซลลตนกําเนิดตัวออน      
            ลิงวอกในกลุม Parthenogenetic (PAES cell line) Scale bar: 20 µm 

 
 

 

        ภาพที่ 3.10 การแสดงออกของ AFP และ Vimentin ใน EBs ท่ีพัฒนาจากเซลลตนกําเนิดตัวออน  
           ลิงวอกในกลุม ICSI (YRES cell line) Scale bar: 20 µm 

.  
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บทท่ี 4 
บทสรุปและขอเสนอแนะ 

 
 จากการศึกษาครั้งนี้ สามารถผลิตตัวออนของท้ังลิงแสม และลิงวอก (ท่ีไดรับการศึกษาตอ
เนื่องมาจากการท่ีไมสามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนของลิงแสมได) สําเร็จดวยวิธี ICSI รวมท้ัง
สามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนจากตัวออนของลิงวอกไดสําเร็จ สวนในกรณีลิงแสมนั้นไม
สามารถผลิตไดสําเร็จ แมจะประสบความสําเร็จจากการแยก outgrowth มาทําการเล้ียงในเบ้ืองตน
แลวก็ตาม กรณีดังกลาว อาจเนื่องมาจากผลจากวิธีการแยก ICM ท่ีใชทําการผลิตท่ีตางกัน รวมถึง
ปจจัยเฉพาะทางสายพันธุท่ีตางกัน (species specific variation) นับถึงปจจุบันมีเพียง Suemori และ
คณะ (2001) เพียงทีมเดียวท่ีประสบความสําเร็จในการผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงแสมได 4 สาย
พันธุจาก 32 ICM ท่ีนําเขาเล้ียง คิดเปนอัตราความสําเร็จ 12.5%  สําหรับเซลลตนกําเนิดตัวออนจาก
ลิงวอกท่ีทําการผลิตได สามารถแสดงออกถึง marker ท่ีจําเพาะตอเซลลตนกําเนิดตัวออนได และรวม
ไปถึงมีศักยภาพท่ีสามารถไดรับการเหนี่ยวนําใหเกิดการเปล่ียนแปลงไปเปนเซลลเปาหมายชนิด
ตางๆได เนื่องจากสามารถแสดงออกถึง marker ท่ีจําเพาะตอเนื้อเยื่อ 3 ช้ันของรางกายภายหลังจาก
ขั้นตอนของ in vitro differentiation ผาน embryoid body จากผลการทดลองดังกลาว สรุปไดวา
สามารถผลิตเซลลตนกําเนิดตัวออนจากตัวออนของลิงท่ีไดจากวิธี ICSI ได โดยเซลลตนกําเนิด
ดังกลาว สามารถนํามาใชเปนตนแบบในการศึกษาของเซลลตนกําเนิดมนุษย ซ่ึงจะสามารถตอยอด
องคความรูในการใชเซลลตนกําเนิดมนุษยทางการแพทยตอไปไดในอนาคต 
 ในการทดลองตอไปควรมีการนําเซลลตนกําเนิดตัวออนลิงวอกเหลานี้ไปเหนี่ยวนําใหเปน
เซลลชนิดตางๆ เชน เซลลประสาท เซลลตับ และเซลลเบตา เปนตน 
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ฉีดตัวอสุจิเขาในไซโต พลาสซึม. เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
ครั้งท่ี 48 เลมท่ี 3 สาขาสัตวแพทยศาสตร. กรุงเทพฯ, หนา 95-102.   

กนกวรรณ ศรีรัตนา สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา ชุติ เหลาธรรมธร จันทรเจา ลอทองพานิชย นุชจรินทร  
ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี อนวัช แสงมาลี วันชัย  
ตันวัฒนะ วชิรวิทย สมสา มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2552. ผลของ 
Trichostatin A ตออัตราการเจริญเติบโตของตัวออนโคโคลนนิ่งและตัวออนกระทิงโคลน
นิ่งขามชนิด. เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรครั้งท่ี 47 เลมท่ี 
2 สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, หนา 10-16. 

ชุติ เหลาธรรมธร กนกวรรณ ศรีรัตนา อนวัช แสงมาลี สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย  
นุชจรินทร ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี ธรรมนูญ  
ทองประไพ โชคชัย ชัยมงคล มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย.  2552. ลูกโค
โคลนนิ่งเกิดจากการยายฝากตัวออนแชแข็งโดยวิธี vitrification แบบหยด. เรื่องเต็มการ
ประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรครั้งท่ี 47 เลมท่ี 2 สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, 
หนา 99-105.     

หยวนหยวน เหลียง อนวัช แสงมาลี สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย กนกวรรณ  
ศรีรัตนา นุชจรินทร ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ ชุติ เหลาธรรมธร   
ดานา เย มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2552. ผลของการใชสารเคมี
กระตุนการแบงตัวตอการพัฒนาของตัวออนกระบือภายหลังการ ICSI.  เรื่องเต็มการประชุม
ทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรครั้งท่ี 47 เลมท่ี 3 สาขาสัตวแพทยศาสตร. 
กรุงเทพฯ, หนา 78-86.   

อนวัช แสงมาลี สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย กนกวรรณ ศรีรัตนา นุชจรินทร  
ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ ชุติ เหลาธรรมธร ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี  
มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2552. ผลของเซลลตนแบบตอประสิทธิภาพ 
และ คุ ณ ภ า พ ข อ งตั ว อ อ น โ ค โ ค ลน นิ่ ง .  เ รื่ อ ง เ ต็ม ก า ร ป ร ะ ชุ ม ทา ง วิ ช า ก า ร ข อ ง
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตรครั้งท่ี 47 เลมท่ี 3 สาขาสัตวแพทยศาสตร. กรุงเทพฯ, หนา 87-
94.    

สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย อนวัช แสงมาลี กนกวรรณ ศรีรัตนา ชุติ เหลาธรรมธร 
มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2551. การแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวของกับ
กระบวนการ nuclear reprogramming ในตัวออนสัตวตระกูลแมวใกลสูญพันธุโคลนนิ่ง. 
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เรื่องเต็มการการประชุมวิชาการระดับนานาชาติสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแหงประเทศไทย. 
มหาสารคาม, หนา 292-297.   

กาญจนา ธรรมนู วราภรณ ตัณฑนุช จันทรเจา ลอทองพานิชย และ รังสรรค พาลพาย. 2551.  
กา รศึ กษ า ตัว ออ นร ะ ยะ บลา สโ ตซีสข อ งห นู เ ม า ส ดว ยวิ ธี  synchrotron infrared 
microspectroscopic mappings และ focal plane array imaging. เรื่องเต็มการการประชุม
วิชาการระดับนานาชาติสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแหงประเทศไทย. มหาสารคาม, หนา 131.  

สุรชัย รัตนสุข รังสรรค พาลพาย และ มารินา เกตุทัต-คารนส. 2551. การเปรียบเทียบไพรเมอรท่ีใช
ในการตรวจสอบเพศของโค.  เรื่องเต็มการการประชุมวิชาการระดับนานาชาติสมาคม
เทคโนโลยีชีวภาพแหงประเทศไทย. มหาสารคาม, หนา  184.   

ขวัญฤดี แกวมุงคุณ กนกวรรณ ศรีรัตนา สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา ชุติ เหลาธรรมธร  จันทรเจา  
ลอทองพานิชย นุชจรินทร ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย อนวัช แสงมาลี  ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี  
รุง จันตาบุญ  มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2551.  การอนุรักษโคพันธุขาว
ลําพูนโดยการทําโคลนนิ่ง. เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการของ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร 
ครั้งท่ี 46. สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, หนา 25-30.   

นุชจรินทร ศรีปญญา  กนกวรรณ ศรีรัตนา ชุติ เหลาธรรมธร วันวิสาข ผิวสรอย ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี 
อนวัช แสงมาลี ขวัญฤดี แกวมุงคุณ สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย  มารินา 
เกตุทัต-คารนส วันชัย ตันวัฒนะ ธรรมนูญ ทองประไพ โชคชัย ชัยมงคล และ รังสรรค  
พาลพาย. 2551. การผลิตกระทิงโคลนนิ่งโดยเทคนิคการโคลนนิ่งขามชนิด. เรื่องเต็มการ
ประชุมทางวิชาการของ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ครั้งท่ี 46. สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, หนา 
78-84.   

วันวิสาข ผิวสรอย นุชจรินทร ศรีปญญา กนกวรรณ ศรีรัตนา อนวัช แสงมาลี ขวัญฤดี แกวมุงคุณ   
สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา ชุติ เหลาธรรมธร  จันทรเจา ลอทองพานิชย  ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี   
มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2551. ลูกแพะเกิดจากการโคลนนิ่งโดยใช
เซลลไฟโบรบลาสจากใบหูเปนเซลลตนแบบ. เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการของ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ครั้งท่ี 46. สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, หนา 19-24.   

อนวัช แสงมาลี สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย กนกวรรณ ศรีรัตนา  นุชจรินทร  
ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ ชุติ เหลาธรรมธร ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี  
มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2551. ลูกแมวบานโคลนนิ่งเกิดจากการทํา
ยายฝากนิวเคลิยสของเซลลรางกาย. เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการของ มหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร ครั้งท่ี 46. สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, หนา 85-90.  
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สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย อนวัช แสงมาลี กนกวรรณ ศรีรัตนา นุชจรินทร  
ศรีปญญา ขวัญฤดี แกวมุงคุณ วันวิสาข ผิวสรอย ชุติ เหลาธรรมธร วันชัย ตันวัฒนะ วชิรวิทย 
สมสา วิชิต กองคํา มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2551 การแสดงออกของ
ยีน Oct4 ในตัวออนโคลนนิ่งสัตวตระกูลแมวใกลสูญพันธุ. เรื่องเต็มการประชุมวิชาการสัตว
ศาสตร ครั้งท่ี 4 ขอนแกน, หนา 344-348.  

ชุติ เหลาธรรมธร กนกวรรณ ศรีรัตนา จันทรเจา ลอทองพานิชย สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา นุชจรินทร  
ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ ฤทธ์ิวิณห เทวาหุดี อนวัช แสงมาลี 
ธรรมนูญ ทองประไพ โชคชัย ชัยมงคล มารินา เกตุทัต-คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 
2551. ผลของการกระตุนการเจริญเติบโตของตัวออนโคท่ีผลิตโดยวิธีอ๊ิกซ่ี. เรื่องเต็มการ
ประชุมวิชาการสัตวศาสตร ครั้งท่ี 4 ขอนแกน, หนา 349-352.  

จันทรเจา ลอทองพานิชย แชงชัว หยาง คาโรลินา เพียโทรสกา-นิชช่ี แอนโทนี่ ชาง และ รังสรรค 
พาลพาย. 2551. การทดสอบสารเคมีท่ีมีผลตออัตราความสําเร็จของการผลิตเซลลตนกําเนิด
ตัวออนจากเซลลตัวออนกอนระยะฝงตัว. เรื่องเต็มการประชุมวิชาการสัตวศาสตร ครั้งท่ี 4 
ขอนแกน, หนา 340-343.   

อนวัช แสงมาลี กนกวรรณ ศรีรัตนา นุชจรินทร ศรีปญญา วันวิสาข ผิวสรอย ขวัญฤดี แกวมุงคุณ 
สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทรเจา ลอทองพานิชย ชุติ เหลาธรรมธร มารินา เกตุทัต-คารนส 
และ รังสรรค พาลพาย. 2551. ความสําเร็จในการทําโคลนนิ่งแพะและความเปนไปไดในการ
ประยุกตใชในการอนุรักษเลียงผา. เรื่องเต็มการประชุมวิชาการสัตวศาสตร ครั้งท่ี 4 
ขอนแกน, หนา 332-335.   

กนกวรรณ ศรีรัตนา สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา วันชัย ตันวัฒนะ จันทรเจา ลอทองพานิชย   ชุติ  
เหลาธรรมธร นุชจรินทร ศรีปญญา  ขวัญฤดี แกวมุงคุณ วันวิสาข ผิวสรอย มารินา เกตุทัต-
คารนส และ รังสรรค พาลพาย. 2551. การเจริญเติบโตและกิจกรรมของเอนไซมเทโลเมอ
เรสในตัวออนกระทิงโคลนนิ่งขามสายพันธุ. เรื่องเต็มการประชุมวิชาการสัตวศาสตร ครั้งท่ี 
4 ขอนแกน, หนา 336-339.   

ชุติ เหลาธรรมธร  จันทรเจา ลอทองพานิชย  สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา  อนวัช แสงมาลี  กนกวรรณ  
ศรีรัตนา นุชจรินทร ศรีปญญา   วันวิสาข ผิวสรอย   ขวัญฤดี แกวมุงคุณ   ธรรมนูญ  
ทองประไพ โชคชัย ชัยมงคล   มารินา เกตุทัต-คารนส  และ รังสรรค พาลพาย. 2550. 
ประสิทธิภาพการปฏิสนธิและอัตราการพัฒนาในหลอดแกวของตัวออนโคนมโดยใชน้ําเช้ือ
โคนมแชแข็งจากพอโค 5 ตัว. เรื่องเต็มการประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัย 
เกษตรศาสตร ครั้งท่ี 45. สาขาสัตว. กรุงเทพฯ, หนา 245-250. 
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สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา   ชุติ เหลาธรรมธร   จันทรเจา ลอทองพานิชย   กนกวรรณ ศรีรัตนา    
นุชจรินทร ศรีปญญา   อนวัช แสงมาลี   รุง จันตาบุญ   มารินา เกตุทัต-คารนส และ  รังสรรค  
พาลพาย. 2550. อัตราการตั้งทองหลังการยายฝากตัวออนโคบราหมันแชแข็งแบบยายฝาก
โดยตรง หรือการลางตัวออนแบบ 3 ขั้นตอนกอนนําไปยายฝาก. เรื่องเต็มการประชุมทาง
วิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร ครั้งท่ี 45. สาขาสัตว. กรุงเทพฯ , หนา 260-265 

ชุติ เหลาธรรมธร  จันทรเจา ลอทองพานิชย  สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา  กนกวรรณ ศรีรัตนา ศิวัช  
สังขศรีทวงษ มารินา เกตุทัต-คารนส และ  รังสรรค พาลพาย. 2549. การผลิตตัวออน 
แยกเพศโคท่ีปฏิสนธิในหลอดแกว. การประชุมสัมมนาปริญญาเอกกาญจนาภิเษก ครั้งท่ี  47. 
นาน, หนา 7.   

สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา   จันทรเจา ลอทองพานิชย   กนกวรรณ ศรีรัตนา   นุชจรินทร ศรีปญญา   ชุติ 
เหลาธรรมธร มารินา เกตุทัต-คารนส และ  รังสรรค พาลพาย. 2549. อิทธิพลของขนาดการ
ฟกออกจากเปลือก ตออัตราการรอดชีวิตหลังจากแชแข็งแบบ vitrification ของตัวออนแมว
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พ.ศ. 2551  
 
10. การจดสิทธิบัตร 
 10.1. รังสรรค   พาลพาย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย  มณีวรรณ    คม
สัน  ภาษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ปองภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณควบคุมการ
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เคล่ือนท่ีกานสูบของไมโครไซริงท”  ยื่นคําขอเม่ือวันท่ี 11 มิถุนายน 2547  ไดรับสิทธิบัติเม่ือเดือน 
เมษายน 2550 
 10.2. รังสรรค พาลพาย  วิศิษฐิพร สุขสมบัติ อาวุธ อินทรช่ืน อุดมวิทย มณีวรรณ  คมสัน 
ภาษยเดช       แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ  ปองภัยรี มีสมบัติ  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหลาธรรมธร  จันทร
เจา ลอทองพานิชย  วิชัย ศรีสุรักษ  “เครื่องเช่ือมเซลลดวยไฟฟากระแสตรง”  ยื่นคําขอเม่ือวันท่ี 11 
มิถุนายน 2547   
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7.4 งานวิจัยท่ีกําลังทํา: 
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