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กาญจนา  ปัญญาไว : การเพิ�มประสิทธิภาพเทคนิคการแช่แข็งแบบ vitrification เพื�อการ

เจือจางในขั�นตอนเดียวหลงัการทาํละลายของตวัอ่อนโคที�ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอด

ทดลองและผา่นการตดัแบ่งตวัอ่อน (IMPROVEMENT OF VITRIFICATION 

TECHNIQUE FOR ONE STEP DILUTION OF VITRIFIED BIOPSIED BOVINE 

IVF-DERIVED EMBRYOS) อาจารยท์ี�ปรึกษา : รองศาสตราจารย ์ดร.รังสรรค ์พาลพา่ย, 

97 หนา้.  

  
การแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสที�ได้จากการผลิตในหลอดทดลองด้วยวิธี  

vitrification จาํเป็นตอ้งมีการพฒันาเพื�อป้องกนัการปนเปื� อน และสามารถเจือจางสารแช่แข็งไดใ้น

ขั�นตอนเดียวหลงัการทาํละลาย ซึ� งจะเพิ�มมูลค่าทางเศรษฐกิจของตวัอ่อนโคที�ได้จากการผลิตใน

หลอดทดลอง  การศึกษาแรกเพื�อประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์แช่แข็ง micro volume air 

cooling (MVAC) ในการแช่แข็งดว้ยวิธี vitrification โดยนาํไข่โคที�ผา่นการเลี�ยงให้สุกในหลอด

ทดลองและตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสได้จากการผลิตในหลอดทดลอง มาแช่แข็งด้วยอุปกรณ์ 

MVAC  โดยใช้ Cryotop ซึ� งเป็นอุปกรณ์แช่แข็งมาตรฐานที�มีอตัรารอดหลงัการทาํละลายสูงเป็น

กลุ่มเปรียบเทียบ  ส่วนการแช่แข็งดว้ย MVAC นั�นจะทาํการเปรียบเทียบในสองระบบคือ MVAC 

group ซึ� งไข่หรือตวัอ่อนจะไม่สัมผสักบัไนโตรเจนเหลวโดยตรง  ส่วนระบบที�สองคือ MVAC in 

LN2 group ระบบนี�ไข่หรือตวัอ่อนจะสัมผสักบัไนโตรเจนเหลวโดยตรง  และเป็นระบบเดียวกบัการ

แช่แข็งดว้ย Cryotop  เมื�อนาํไข่หลงัการทาํละลายจากทั�งสามกลุ่มการทดลอง คือ MVAC, MVAC 

in LN2 และ Cryotop มาทาํการปฏิสนธิในหลอดทดลอง  ผลการทดลองไม่พบความแตกต่างทาง

สถิติของอตัราการแบ่งตวั และอตัราการเจริญของตวัอ่อนเขา้สู่ระยะบลาสโตซีส (��.�% to ��.�% 

and ��.�% to ��.�%, ตามลาํดบั)   ส่วนตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสได้จากการผลิตในหลอด

ทดลอง เมื�อนาํมาแช่แข็งดว้ยวิธีการดงักล่าวขา้งตน้ ผลการทดลองไม่พบความแตกต่างทางสถิติของ

อตัราการเจริญสู่ระยะแฮชบลาสโตซิสในตวัอ่อนทุกกลุ่ม  

 การศึกษาที�สองเพื�อเพิ�มอตัรารอดและการเจริญต่อในหลอดทดลองของตวัอ่อนโคระยะ 

บลาสโตซีสที�ไดจ้ากการผลิตในหลอดทดลอง เมื�อนาํมาแช่แข็งโดยใชอุ้ปกรณ์ �.�� mL straw ใน

การทดลองนี� ไดห้าปัจจยัร่วมที�เหมาะสมในการแช่แข็งดว้ย �.�� mL straw โดยใชก้ารแช่แข็งดว้ย 

Cryotop เป็นกลุ่มเปรียบเทียบ  ผลการทดลองพบวา่ความเขม้ขน้ของนํ� าตาลซูโครสในนํ� ายาเจือจาง

สารแช่แข็ง และวิธีการจุ่มหลอด �.�� mL straw ลงในไนโตรเจนเหลว ไม่มีผลต่ออตัรารอดและการ

เจริญต่อในหลอดทดลองของตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสที�แช่แข็งดว้ย �.�� mL straw     นอกจากนี�  

ไม่พบความแตกต่างทางสถิติของอตัรารอดและการเจริญต่อในหลอดทดลอง เมื�อใชน้ํ�ายาแช่แข็งที� 
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ประกอบดว้ย EG-DMSO (VS�) และ EG-Gly (VS�) ในการแช่แข็งตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสที�

ไดจ้ากการผลิตในหลอดทดลองดว้ย �.�� mL straw   แต่อยา่งไรก็ตามพบวา่ประสิทธิภาพของการ

แช่แข็งดว้ยวิธี �.�� mL straw ยงัตํ�ากวา่ Cryotop                                                                                   

 การศึกษาที�สามเพื�อศึกษาผลกระทบของการตดัแบ่งตวัอ่อนดว้ยไมโครเบลดก่อนการแช่

แข็งแบบ vitrification ดว้ยอุปกรณ์สองชนิดคือ Cryotop และ �.�� mL straw ต่ออตัรารอดและการ

เจริญต่อในหลอดทดลองของตวัอ่อนโคระยะบลาสโตซีสได้จากการผลิตในหลอดทดลอง โดยนาํ

ตวัอ่อนโคดงักล่าวนาํมาตดัแบ่งเซลล์ออกบางส่วนดว้ยไมโครเบลด ส่วนกลุ่มตวัอ่อนที�ไม่ถูกตดั

แบ่งเซลลจ์ะใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม จากนั�นนาํตวัอ่อนทั�งสองกลุ่มมาแช่แข็งดว้ยวิธี Cryotop และ �.�� 

mL straw ผลการทดลองพบวา่อตัรารอดและการเจริญต่อในหลอดทดลองในตวัอ่อนแช่แข็งทั�งสอง

กลุ่มไม่แตกต่างทางสถิติกบักลุ่มตวัอ่อนสดที�ไม่แช่แข็ง ส่วนในตวัอ่อนที�ผา่นการตดัแบ่งตวัเซลล์ 

ไม่พบความแตกต่างของอตัรารอดและการเจริญต่อในหลอดทดลองในกลุ่มตวัอ่อนแช่แข็งด้วย 

Cryotop หรือตวัอ่อนสด แต่อยา่งไรก็ตามอตัราดงักล่าวในทั�งสองกลุ่มการทดลอง สูงกว่ากลุ่มตวั

อ่อนที�ผา่นการตดัแบ่งเซลล์และแช่แข็งดว้ย 0.25 mL straw ทางสถิติ นอกจากนี�ผลของค่าเฉลี�ยเซลล ์

apoptotic ต่อบลาสโตซีสพบค่าเฉลี�ยสูงในทุกกลุ่มของตวัอ่อนที�ผา่นการแช่แข็งมากกวา่ในกลุ่มตวั

อ่อนสด (P<�.��)  

 จากการศึกษาดงักล่าวขา้งตน้สรุปไดว้่า สามารถพฒันาการแช่แข็งตวัอ่อนที�ผ่านการตดั

แบ่งเซลล์ดว้ยอุปกรณ์ �.�� mL straw ซึ� งช่วยลดการปนเปื� อน และสามารถเจือจางสารแช่แข็งใน

ขั�นตอนเดียวหลงัการทาํละลายเพื�อการยา้ยฝากตรงในภาคสนาม  
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IN VITRO PRODUCED BOVINE BLASTOCYSTS/MICRO VOLUME AIR 

COOLING/CRYOTOP/0.25 ML STRAW 

 

Vitrification of in vitro produced bovine (IVP) blastoycsts is necessary to 

develop for sanitary and one-step dilution after warming to improve the economic 

value of IVP bovine embryos. In the first study, to evaluate the efficiency of the micro 

volume air cooling (MVAC) system, IVM-oocytes and IVP bovine blastocysts were 

vitrified using the MVAC device without direct contact with liquid nitrogen (LN2; 

MVAC group) and directly plunged into LN2 (MVAC in LN2 group) as similar to the 

Cryotop method (without direct contact with LN2). After warming, vitrified oocytes 

were fertilized and cultured in vitro. Between the three vitrified groups, there were no 

significant differences in cleavage and blastocyst formation rates, ranging from 53.1% 

to 56.6% and 20.0% to 25.5%, respectively. In vitrified IVP bovine blastocysts, the 

rate of development of vitrified-warmed blastocysts changed into the hatched 

blastocyst stage after 72 h of culturing; there was no significant diffence between the 

groups.  

In the second study, to improve the in vitro survival rates of vitrified IVP bovine 

blastocysts using the 0.25 mL straw method with the optimum combined factors when 

compared with the standard Cryotop. The result suggested that the sucrose 

concentrations and the methods of immersion of 0.25 mL straw into the LN2 did not  
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affect the in vitro survival of vitrified IVP bovine blastocyst with 0.25 mL straw 

method. Moreover, the vitrification solution which was composed of the mixtures of 

cryoprotectants (CPAs) between EG-DMSO (VS1) and EG-Gly (VS2) showed equal 

efficiency for both mixtures of CPAs used for vitrifying IVP bovine blastocysts using 

0.25 mL straws. However, the in vitro survival rates of the Cryotop were higher than 

those of vitrification using the 0.25 mL straw method.  

In the third study, to evaluate the effects of biopsying with microblade prior to 

vitrification using the Cryotop or 0.25 mL straw methods on their in vitro survival 

rates after vitrification-warming. IVP bovine blastocysts were subjected to biopsy 

with microblade and were not subjected to biopsy before vitrified using the Cryotop or 

0.25 mL straw methods. In vitro survival rates of non biopsied groups were not 

different when vitrified using the Cryotop, 0.25 mL straw, and fresh control groups. In 

the biopsy-derived blastocyst groups, the difference in in vitro survival rates after 

vitrification-warming using the Cryotop and fresh control groups were not found. 

Moreover, they were higher than the rates of vitrification of biopsied-derived 

blastocysts using 0.25 mL straw. In addition, the numbers of apoptotic cells per 

blastocyst were higher in all vitrified groups derived from biopsied and non-biopsied 

blastocysts than those of fresh control groups (P<0.05).  

In conclusion, this study can develop the 0.25 mL straw device for sanitary 

vitrification, which enables one step dilution after warming for the direct transfer of 

biopsied IVP bovine embryos on farm. 
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