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บทคัดย่อ 
 

วัตถุประสงค์ของการวิจัยนี้ เพื่อประยุกต์ใช้เทคโลยีการเก็บไข่ด้วยวิธี ovum pick up (OPU) 
ร่วมกับวิธีการและส่วนประกอบของน้ ายาท่ีใช้แช่แข็งท่ีเหมาะสมในการผลิตตัวอ่อนกระบือปลักในหลอด
ทดลอง และการเกิดของลูกกระบือหลังการย้ายฝากตัวอ่อน การทดลองท่ี 1 ใช้กระบือสาว 10 ตัว ซึ่งแบ่ง
ออกเป็นสองกลุ่มคือ กระตุ้นรังไข่ด้วยฮอร์โมน FSH และไม่ได้กระตุ้นก่อนน ามาเจาะเก็บไขโ่ดย OPU พบว่า
กระบือท่ีถูกกระตุ้นรังไข่ด้วย FSH จ านวนไข่ต่อตัวท่ีเก็บได้มากกว่ากลุ่มของกระบือท่ีไม่ได้ท าการกระตุ้น
ด้วย FSH (85.5% และ 76.8% ตามล าดับ) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ จากนั้นเมื่อน าไข่ท่ีเก็บโดย OPU จาก
กลุ่มกระบือท่ีได้รับและไม่ได้รับการกระตุ้นด้วย FSH มาท าการปฏิสนธิในหลอดทดลอง โดยใช้ไข่ท่ีเก็บจาก
โรงฆ่าสัตว์ท าการทดลองเปรียบเทียบ  ผลการทดลองพบว่าตัวอ่อนท่ีผลิตจากไข่ท่ีเก็บโดย OPU จากกลุ่ม
กระบือท่ีได้รับการกระตุ้นด้วย FSH มีอัตราการแบ่งตัวและเจริญถึงระยะบลาสโตซีสสูงกว่าตัวอ่อนในกลุ่ม
อื่นๆ  (71.2% และ 25.5% ตามล าดับ) และไม่พบความแตกต่างของอัตราการแบ่งตัวและเจริญของตัวอ่อน
ถึงระยะบลาสโตซีสระหว่างตัวอ่อนท่ีผลิตจากไข่ท่ีเก็บโดย OPU จากกลุ่มกระบือท่ีไม่ได้กระตุ้นด้วย FSH 
และตัวอ่อนท่ีผลิตจากไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์  การทดลองท่ี 2 น าตัวอ่อนท่ีผลิตได้จากไข่ท่ีเก็บโดย OPU 
จากกลุ่มกระบือท่ีได้รับการกระตุ้นด้วย FSH และตัวอ่อนท่ีผลิตได้จากไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ในการทดลอง
ท่ี 1 มาท าแช่แข็งโดยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop ท่ีใช้น้ ายาแช่แข็ง VA (CT-VA) และน้ ายาแช่แข็ง VB 
(CT-VB) และใช้ Microdrop ท่ีใช้น้ ายาแช่แข็ง VA (Microdrop-VA) และน้ ายาแช่แข็ง VB (Mirodrop-VB) 
เพื่อศึกษาศักยภาพในการเจริญต่อไปได้ถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีสหลังการท าละลาย โดยเปรียบเทียบกับ
กลุ่มตัวอ่อนสดท่ีไม่ผ่านการแช่แข็ง ผลการทดลองพบว่าวิธีการแช่แข็งและแหล่งของไข่ท่ีใช้ในการผลิต     
ตัวอ่อนไม่ส่งผลต่อศักยภาพในการเจริญต่อไปได้หลังการท าละลาย ในขณะท่ีน้ ายาแช่แข็ง VA มี
ประสิทธิภาพในการแช่แข็งตัวอ่อนสูงกว่าน้ ายาแช่แข็ง VB (CT-VA 87.5%, Microdrop-VA 87.5% และ 
CT-VB 75%, Microdrop-VB 75%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  อย่างไรก็ตามอัตราการเจริญต่อไปได้หลัง
การท าละลายของกลุ่มตัวอ่อนแช่แข็งในทุกกลุ่มยังต่ ากว่าตัวอ่อนสดท่ีไม่ผ่านการแช่แข็ง การทดลองท่ี 3 ท า
การย้ายฝากตัวอ่อนแช่แข็งจากกลุ่มต่างๆ ในการทดลองท่ี 2 ให้แก่กระบือตัวรับ โดยใช้ตัวอ่อนสดเป็นกลุ่ม
ควบคุม ในกลุ่มตัวอ่อนท่ีผลิตจากไข่เก็บโดย OPU ตัวอ่อนท่ีผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี CT-VA ให้อัตราการเกิด
ของลูกกระบือเท่ากันกับการย้ายฝากตัวอ่อนสด ในขณะท่ีกลุ่มตัวอ่อนท่ีผลิตได้จากไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ท่ี
ย้ายฝากตัวอ่อนสดพบอัตราการต้ังท้องและมีลูกกระบือเกิด ส่วนตัวอ่อนท่ีผ่านการแช่แข็งด้วยวิธี CT-VA มี
การตั้งท้องของกระบือตัวรับแต่แท้งภายหลัง 

การทดลองนี้สรุปได้ว่าการแช่แข็งตัวอ่อนกระบือท่ีผลิตจากลุ่ม FSH-OPU โดยวิธี vitrification โดย
ใช้ CT-VA ให้ประสิทธิภาพสูงจนท าให้ได้ลูกกระบือคลอดหลังการย้ายฝากตัวอ่อน อย่างไรก็ตามควรมีการ
ทดลองต่อไปโดยเพิ่มจ านวนตัวอ่อนกระบือแช่แข็ง และย้ายฝากตัวอ่อนให้กระบือตัวรับจ านวนมากขึ้น 
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Abstract 
 

The objective of this study was to apply the ovum pick up (OPU) technology, 
combined with the suitable condition of cooling system and vitrificatin solution for in vitro 
embryos production and subsequent live calf born after transfer embryos in swamp 
buffalo. In Experiment I, ten buffalo heifers (3-4 years) swamp buffaloes were assigned into 
two treatment groups: FSH treated before OPU and untreated group. The harvested 
oocytes of FSH treatment group were significant higher than untreated group (85.5% and 
76.8%, respectively). Thereafter, oocytes derived form both OPU groups and the oocytes 
derived form slaughterhouse ovaries were fertilized in vitro. The cleavage and blastocyst 
rates in FSH treatment group (71.2% and 25.5%, respectively) was highest when compare 
with the other groups. Moreover, there was no difference in the cleavage and blastocyst 
rates between untreated and oocytes derived form slaughterhouse ovaries. In Experiment 
II, in vitro-produced derived from oocytes of FSH treatment before OPU and 
slaughterhouse ovaries blastocysts from Experiment I were vitrified using Cryotop with VA 
solution (CT-VA) or VB solution (CT-VB) and Microdrop with VA solution (Microdrop-VA) or 
VB solution (Microdrop-VB). The developmental competence after warming of vitrified 
blastocysts to hatching blastocyst state was not affected by the cooling systems (Cryotop 
or Microdrop) and source of oocytes (OPU or slaughterhouse). In addtion, the VA solution 
were significantly to improve development competence to hatching state after warming of 
vitrified buffalo embryos than VB solution (CT-VA 87.5%, Microdrop-VA 87.5% and CT-VB 
75%, Microdrop-VB 75%); however, these rates were significantly lower (P<0.05) than fresh 
control group. In Experiment III, vitrified-warmed blastocysts from Experiment II were 
transferred into the recipients. Buffalo calves were born from both fresh and vitrified 
embryos (CT-VA group) that produced from FSH-OPU derived oocytes, whereas only the 
fresh embryos that produced from slaughterhouse derived oocytes was found to have a 
calvf born following embryo transfer. In CT-VA embryos group was found to have a 
pregnant recipient but aborted. 
 This study can be concluded that vitrification of buffalo embryos that produced 
from FSH-OPU derived oocytes, combined with CT-VA are effective to produce buffalo 
calves. However, more embryos for vitrification treatment and number of recipeints for 
embryos transfer need to be studied in the future.  
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      บทที ่1 
      บทน ำ 

   
1.1 ควำมส ำคัญ และที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย  

กระบือน ้ำ (water buffalo, Bubalus bubalis) สำมำรถจ้ำแนกออกเป็น กระบือแม่น ้ำ (river 
buffalo) และกระบือปลัก (swamp buffalo) ซึ่งกระบือแม่น ้ำมีขนำดล้ำตัวใหญ่และเลี ยงเพื่อกำรผลิต
น ้ำนม มีจ้ำนวนโครโมโซมเท่ำกับ 50 ในขณะท่ีกระบือปลักมีขนำดล้ำตัวเล็กกว่ำ เลี ยงเพื่อใช้แรงงำนและมี
จ้ำนวนโครโมโซมเท่ำกับ 48 ปัจจุบันจ้ำนวนประชำกรกระบือปลักในประเทศไทยและท่ัวโลกมีจ้ำนวนลดลง
เป็นอย่ำงมำก ดังนั นจึงมีกำรประยุกต์ใช้เทคโนโลยีชีวภำพเพื่อเพิ่มจ้ำนวนประชำกรของกระบือปลัก 
ถึงแม้ว่ำจะมีควำมส้ำเร็จในกำรผลิตตัวอ่อนกระบือปลักด้วยวิธี ปฏิสนธิในหลอดทดลอง (in vitro 
fertilization, IVF) แต่อย่ำงไรก็ตำมเปอร์เซ็นต์กำรได้ตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสและจ้ำนวนของตัวอ่อนท่ี
สำมำรถย้ำยฝำกให้แม่กระบือตัวรับยังต้่ำอยู่มำกเมื่อเปรียบเทียบกับกำรท้ำ IVF ในโค (Gasparrini, 2002; 
Nandi  et al., 2002) วิธีกำรเจำะดูดไข่ด้วยกำรใช้อัลตร้ำซำวน์  (transvaginal ultrasound-guided 
follicle aspiration) หรือเรียกอีกอย่ำงว่ำ ovum pick up (OPU) ช่วยให้สำมำรถเก็บไข่จำกตัวสัตว์ ท่ีมี
พันธุกรรมดีซ ้ำได้หลำยครั ง มีรำยงำนว่ำไข่ท่ีเก็บด้วยวิธี OPU จำกกระบือแม่น ้ำท่ีมีชีวิตมีอัตรำกำรเจริญของ
ตัวอ่อนสูงกว่ำไข่ท่ีได้จำกกำรเก็บรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์ (Boni et al., 1996; Manik et al., 2002; Neglia et 
al., 2003) อย่ำงไรก็ตำม กำรท้ำ OPU ในกระบือปลักมีรำยงำนกำรท้ำน้อยมำก (Techakumphu et al., 
2004)  

ปัจจุบันอัตรำรอดชีวิตของตัวอ่อนกระบือแช่แข็งหลังกำรท้ำละลำยยังต้่ำอยู่มำก ซึ่งเป็นข้อจ้ำกัด
ส้ำหรับกำรผลิตตัวอ่อนกระบือปลักด้วยวิธี IVF เพื่อกำรค้ำ อัตรำรอดชีวิตของตัวอ่อนแช่แข็งขึ นอยู่กับชนิด
ของสำรป้องกันกำรเกิดเกล็ดน ้ำแข็ง (cryoprotectant), สำยพันธุ์ของตัวอ่อน, ระยะของตัวอ่อนท่ีน้ำมำแช่
แข็ง รวมถึงน ้ำยำและระบบท่ีใช้เลี ยงตัวอ่อน อีกทั งกำรศึกษำเกี่ยวกับกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งให้กับ
กระบือตัวรับยังมีอยู่น้อยมำกในประเทศไทย 

ดังนั นเพื่อเพิ่มประสิทธิภำพของกำรผลิตตัวอ่อนกระบือปลัก จึงควรศึกษำแหล่งของไข่ท่ีเหมำะสมใน
กำรท้ำ IVF รวมทั งวิธีกำรและสูตรน ้ำยำท่ีใช้ในกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือปลัก ตลอดจนกำรย้ำยฝำกตัวอ่อน
ให้กระบือตัวรับ เพื่อศึกษำอัตรำกำรตั งท้องและกำรคลอด 

 
1.2 กำรทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวข้อง 

กำรผลิตตัวอ่อนกระบือในหลอดทดลองมีกำรพัฒนำ ปรับปรุงวิธีกำรมำโดยตลอด จนกระท่ังสำมำรถ
ได้เปอร์เซ็นต์บลำสโตซีสท่ีสูง (Gasparrini et al. 2006) และสำมำรถผลิตลูกกระบือเกิดขึ นมำได้ (Hufana-
Duran et al., 2004 ; Neglia et al., 2004 ; Huang et al., 2005) แต่อย่ำงไรก็ตำมเทคโนโลยีนี ยังไม่
สำมำรถผลิตเพื่อประโยชน์ทำงกำรค้ำได้ เนื่องด้วยข้อจ้ำกัดหลำยประกำรเช่น ได้ไข่น้อย (Gasparrini 
2002),  ลักษณะเฉพำะของกระบือท่ีมีจ้ำนวนไพรมอเดียลและแอนทรัลฟอลลิเคิลในรังไข่น้อย (Kumar et 
al. 1997)  กำรเก็บรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์มีข้อดีคือ เสียค่ำใช้จ่ำยไม่มำกนัก แต่อย่ำงไรก็ตำมคุณภำพของไข่ท่ี
ได้มีควำมหลำกหลำย ขึ นอยู่กับพันธุกรรมของสัตว์ วิธี OPU เป็นเทคนิคท่ีสำมำรถเก็บไข่จำกตัวสัตว์ได้
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หลำยครั งโดยใช้วิธีไม่ผ่ำตัด ซึ่งจะไม่ส่งผลกระทบต่อระบบสืบพันธุ์ของสัตว์ในอนำคต หลังจำกควำมส้ำเร็จ
ในกำรท้ำ OPU ในโค (Boni et al. 1994) เทคนิคนี ได้พัฒนำจนกระท่ังประสบควำมส้ำเร็จในกระบือ (Boni 
et al., 1994; Boni et al., 1996; Galli et al., 2001; Manik et al., 2002; Neglia et al., 2003; Gupta 
et al., 2006) Neglia และคณะ (2003) รำยงำนว่ำ ตัวอ่อนกระบือแม่น ้ำสำยพันธุ์ Mediterranean Italian 
จำกกำรท้ำ IVF ท่ีใช้ไข่ท่ีเก็บด้วยวิธี OPU มีเปอร์เซ็นต์ตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสสูงกว่ำตัวอ่อนท่ีได้จำกไข่ท่ี
เก็บรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์ ส้ำหรับกำรศึกษำในกระบือปลักมีเพียงรำยงำนเดียวจำก Techakumphu และ
คณะ (2004) ซึ่งรำยงำนว่ำ กำรเก็บไข่กระบือปลักด้วยวิธี OPU สำมำรถท้ำซ ้ำได้อย่ำงน้อย 5 ครั ง โดยเว้น
ระยะห่ำงครั งละ 2 อำทิตย์ โดยท่ีไม่มีผลเสียต่อคุณภำพของไข่และจ้ำนวนไข่ท่ีเก็บได้ ในรำยงำนของ 
Techakumphu นี  ไม่มีกำรน้ำไข่ทีได้ไปใช้ประโยชน์ต่อ ในกำรนี  จึงควรศึกษำอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อน
กระบือปลักท่ีได้จำก IVF จำกกำรใช้ไข่ท่ีเก็บวิธี OPU และรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์  

กำรแช่แข็งไข่และตัวอ่อนเป็นวิธีท่ีใช้กันอย่ำงแพร่หลำยในสัตว์หลำยชนิดและใช้ผลิตตัวอ่อนโคในทำง
กำรค้ำอีกด้วย (Hasler, 2003; Stringfellow and Seidel, 1998) ข้อจ้ำกัดท่ีไม่สำมำรถใช้วิธีกำรแช่แข็งตัว
อ่อนกระบือเพื่อประโยชน์ในทำงกำรค้ำคือ ขำดวิธีกำรแช่แข็งท่ีเหมำะสม อย่ำงไรก็ตำมในปัจจุบันรำยงำน
เกี่ยวกับกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือปลักมีจ้ำนวนน้อยมำก ในปี 2005 Laowtammathron และคณะ ได้ท้ำ
กำรทดลองน้ำตัวอ่อนกระบือปลักโคลนนิ่งระยะบลำสโตซีสท่ีผ่ำนกำรเลี ยงในน ้ำยำท่ีมีและไม่มี linoleic 
acid-albumin (LAA) มำแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop จำกนั นท้ำกำรละลำยและเลี ยงต่อ
ในน ้ำยำเป็นเวลำ 24 ช่ัวโมง พบว่ำอัตรำกำรรอดชีวิตของตัวอ่อนแช่แข็งท่ีเลี ยงในน ้ำยำท่ีมีและไม่มี LAA ไม่
มีควำมแตกต่ำงกัน อีกทั งยังพบว่ำตัวอ่อนกระบือปลักโคลนนิ่งมีควำมทนทำนต่อกำรแช่แข็งด้วยวิธี 
vitrification มำกกว่ำตัวอ่อนโคโคลนนิ่ง (Laowtammathron et al., 2005) ส้ำหรับกำรศึกษำในกระบือ
แม่น ้ำของต่ำงประเทศ  Neglia และคณะ (2004) ได้ท้ำกำรเก็บไข่ด้วยวิธี OPU จำกกระบือแม่น ้ำแล้วน้ำไป
ท้ำ IVF ได้อัตรำกำรแบ่งตัวเป็น 48.1% อัตรำกำรเจริญสู่ระยะมอรูล่ำและบลำสโตซีสเป็น 19.6% จำกนั น
น้ำตัวอ่อนท่ีได้ไปแช่แข็งโดยวิธี vitrification ท้ำกำรละลำยแล้วย้ำยฝำกให้ตัวรับ พบว่ำในกลุ่มตัวอ่อนสดไม่
พบกำรตั งท้องของตัวรับ แต่ในกลุ่มตัวอ่อนแช่แข็งพบว่ำตัวรับตั งท้อง 3 ตัว คิดเป็น 37.5% แต่แท้งไป 1 ตัว 
เหลือคลอด 2 ตัว  (Neglia et al., 2004) ในปีเดียวกัน Hufana-Duran และคณะ ท้ำกำรแช่แข็งตัวอ่อน 
IVF ของกระบือแม่น ้ำท่ีระยะมอลูลำจนถึงระยะ แอกซ์แพนบลำสโตซีส  ด้วยวิธี open pulled straw 
vitrification ด้วยน ้ำยำท่ีประกอบด้วย 40% Ethylene glycol (EG) + 18% Ficoll  + 0.3 M Sucrose 
ตัวอ่อนมีอัตรำรอด 83% และเมื่อท้ำกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งให้กระบือแม่น ้ำตัวรับ 55 ตัว พบว่ำกระบือ
ตัวรับตั งท้อง 9 ตัว (16.4%) ได้ลูกเกิดมำทั งสิ น 6 ตัว (10.9%) (Hufana-Duran et al., 2004) และในปี 
2007 ทีมเดียวกันนี  ได้ท้ำกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนกระบือแม่น ้ำแช่แข็งท่ีผลิตด้วยวิธี IVF จ้ำนวน 80 ใบ ให้กับ
กระบือปลักตัวรับ 40 ตัว พบว่ำตัวอ่อนกระบือแม่น ้ำสำมำรถฝังตัวในกระบือปลักตัวรับได้ โดยพบกระบือ
ปลักตั งท้อง 4 ตัว และอุ้มท้องจนครบก้ำหนดคลอดได้ มีลูกเกิดทั งหมด 4 ตัว (10%) แต่ลูกท่ีเกิดมำ 1 ตัว
ตำยหลังคลอด  (Hufana-Duran et al., 2007) ต่อมำในปี 2008 Manjunatha และคณะ ได้ท้ำกำรเก็บไข่
ด้วยวิธี OPU จำกกระบือแม่น ้ำ แล้วน้ำมำท้ำ IVF พบว่ำอัตรำกำรเจริญสู่ระยะบลำสโตซีสของตัวอ่อนท่ีได้
จำกไข่ OPU (30.6%) มีค่ำสูงกว่ำไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์ (18.5%) จำกนั นน้ำตัวอ่อนท่ีได้ไปแช่แข็งด้วยวิธี in 
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straw vitrification ด้วยน ้ำยำ 25% EG + 25% DMSO + 0.3 M Sucrose พบว่ำตัวอ่อนแช่แข็งจำกไข่ 
OPU (52.8%) มีอัตรำกำรเจริญเติบโตจนออกจำกเปลือกของตัวอ่อน (blastocyst hatching rate) สูงกว่ำ
ไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ (40.2%) ซึ่งสำมำรถสรุปได้ว่ำแหล่งของไข่มีผลกับกำรเจริญของตัวอ่อน IVF และ 
blastocyst hatching rate หลังกำรแช่แข็ง (Manjunatha et al., 2008) ในปี 2009 ทีมดังกล่ำวยังมี
รำยงำนกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือแม่น ้ำท่ีผลิตโดยกำรท้ำ IVF ด้วยวิธี in straw vitrification ด้วยน ้ำยำ 
25%  EG + 25%  DMSO +  0.3 M Sucrose + 7.5 ug/ml Cytochalasin B (CB) โดยพบว่ำกำรแช่
แข็งตัวอ่อนระยะมอรูล่ำด้วยน ้ำยำท่ีมี CB ซึ่งเป็น cytoskeletal stabilization มีผลท้ำให้ตัวอ่อนแช่แข็ง
ระยะมอลูล่ำมี blastocyst hatching rate ใกล้เคียงกับกลุ่มตัวอ่อนสด แต่อย่ำงไรก็ตำม CB ไม่สำมำรถ
เพิ่ม blastocyst hatching rate ในตัวอ่อนแช่แข็งระยะบลำสโตซีสได้ (Manjunatha et al., 2009a) 
นอกจำกนี  คณะผู้วิจัยกลุ่มนี ได้ท้ำกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือแม่น ้ำระยะมอรูลำและบลำสโตซีสโดยวิธี in 
straw vitrification ด้วยน ้ำยำแช่แข็งสูตรต่ำงๆ ได้แก่ 1) 40% EG 2) 25% glycerol + 25% EG 3) 25% 
EG + 25% DMSO ท่ีเวลำ 2, 4 และ 6 นำที พบว่ำกำรแช่แข็งตัวอ่อนด้วยสูตรน ้ำยำ 25% EG + 25% 
DMSO ท่ี เวลำ 2 และ 4  นำที  ท้ำให้ ได้ blastocyst hatching rate สูงท่ี สุด ซึ่ งสำมำรถสรุปได้ว่ำ  
blastocyst hatching rate  หลังจำกกำรท้ำละลำยตัวอ่อนขึ นอยู่กับน ้ำยำท่ีใช้ในกำรแช่แข็ง (Manjunatha 
และคณะ, 2009b) ส้ำหรับในประเทศไทยซึ่งกระบือส่วนใหญ่เป็นกระบือปลัก มีเพียงรำยงำนเดียวเท่ำนั นท่ี
ท้ำแช่แข็งตัวอ่อนซึ่งได้จำกกำรท้ำ IVF ด้วยวิธี slow freezingโดยใช้น ้ำยำ 10%  Glycerol + 0.1 M 
Sucrose + 0.4% BSA หลังจำกท้ำละลำย น้ำตัวอ่อนย้ำยฝำกให้กับกระบือปลักตัวรับ พบว่ำอัตรำกำรตั ง
ท้องของตัวอ่อนสดเป็น 35.7% และตัวอ่อนแช่แข็งเป็น 5.9% ได้ลูกเกิดจำกกลุ่มตัวอ่อนสดเท่ำนั น (2 ตัว , 
14.3%) แต่ไม่ได้ลูกเกิดจำกกลุ่มตัวอ่อนแช่แข็ง (Techakumphu et al., 2001) ดังนั นจึงควรท้ำกำรศึกษำ
กำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือปลักโดยวิธี vitrification แล้วท้ำละลำยตัวอ่อนแช่แข็งไปย้ำยฝำกให้กระบือตัวรับ 
เพื่อศึกษำอัตรำรอดชีวิตของตัวอ่อนหลังละลำย อัตรำกำรตั งท้องและอัตรำลูกเกิด 

เพื่อให้กำรศึกษำในกระบือปลักเป็นไปแบบครบวงจร ในกำรศึกษำครั งนี จะศึกษำผลของแหล่งของไข่ 
(เก็บด้วยวิธี OPU และเก็บรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์) ท่ีมีต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อน IVF จนถึงระยะบลำสโต
ซีส ศึกษำหำวิธีกำรและสูตรน ้ำยำท่ีเหมำะสมในกำรแช่แข็งตัวอ่อน รวมถึงอัตรำตั งท้องและกำรเจริญของลูก
อ่อนจนครบก้ำหนดคลอดหลังท้ำกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนให้กระบือปลักตัวรับ 
 
1.3 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1.3.1 ศึกษำอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนกระบือปลักถึงระยะบลำสโตซีสจำกกำรท้ำ IVF เปรียบเทียบ
ระหว่ำงแหล่งของไข่ท่ีเก็บจำกกระบือมีชีวิตด้วยกำรท้ำ OPU และรังไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์    

1.3.2 เพื่อให้ได้วิธีกำรและส่วนประกอบของน ้ำยำท่ีใช้แช่แข็งท่ีเหมำะสมในกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือ
ปลักระยะบลำสโตซีสแล้วมีอัตรำรอดหลังท้ำละลำยสูงท่ีสุด 

1.3.3 เพื่อศึกษำอัตรำกำรตั งท้องและกำรคลอดหลังย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งท่ีผลิตจำกไข่ท่ีได้จำก
กระบือมีชีวิตด้วยกำรท้ำ OPU และรังไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ ให้แก่กระบือปลักตัวรับ 
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1.4 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
ท้ำกำรเปรียบเทียบคุณภำพของไข่ท่ีเก็บด้วยวิธีเจำะดูดจำกรังไข่กระบือปลักมีชีวิตด้วยวิธี OPU กับ

ไข่ท่ีเก็บจำกรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์ โดยน้ำไข่ท่ีได้มำท้ำให้ไข่สุกในหลอดทดลอง แล้วท้ำปฏิสนธิในหลอดทดลอง 
จำกนั นน้ำตัวอ่อนท่ีได้ไปเลี ยงต่อในหลอดทดลองจนถึงระยะบลำสโตซีส แล้วบันทึกอัตรำกำรเจริญเติบโต 
จำกนั นน้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification แบบ Cryotop และ Microdrop โดย
เปรียบเทียบน ้ำยำแช่แข็ง 2 สูตรท่ีแตกต่ำงกัน จำกนั นน้ำตัวอ่อนแช่แข็งมำท้ำละลำย แล้วบันทึกอัตรำรอด
และอัตรำกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อนแช่แข็งหลังกำรท้ำละลำย จำกนั นน้ำตัวอ่อนท่ีแช่แข็งด้วยวิธีกำรและ
สูตรน ้ำยำท่ีมีอัตรำรอดและอัตรำกำรเจริญหลังจำกท้ำละลำยสูงสุด ทั งจำกกลุ่มไข่ท่ีได้จำก OPU และไข่ท่ี
เก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์มำท้ำกำรย้ำยฝำกให้กระบือตัวรับ แล้วบันทึกอัตรำกำรตั งท้องและกำรคลอด 

 
1.5 ประโยชน์ที่ได้รับจำกกำรวิจัย 

ประโยชน์ท่ีคำดว่ำจะได้รับจำกกำรทดลอง คือสำมำรถทรำบแหล่งของไข่ท่ีเหมำะสมในกำรท้ำ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง  ทรำบวิธีกำรและสูตรน ้ำยำท่ีเหมำะสมในแช่แข็งตัวอ่อนระยะบลำสโตซีส  ได้ข้อมูล
อัตรำกำรตั งท้องและกำรคลอดหลังกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งให้แก่กระบือตัวรับ น้ำข้อมูลท่ีได้ไปเสนอ
ผลงำนวิชำกำรในระดับนำนำชำติ มีผลงำนตีพิมพ์ในวำรสำรวิชำกำรระดับนำนำชำติอย่ำงน้อย 1 ฉบับ 
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บทที่ 2  
วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

 
2.1 สถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 
  ใช้ฟำร์มศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก้ำเนิด มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีสุรนำรี เพื่อท้ำ 
OPU ในกระบือ และย้ำยฝำกตัวอ่อนให้แก่กระบือตัวรับ ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์
ต้นก้ำเนิด มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีสุรนำรี เพื่อท้ำกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง  กำรเลี ยงตัวอ่อน กำรแช่แข็ง 
ตัวอ่อนและกำรละลำยตัวอ่อน 
2.2 กำรทดลองที่ 1  
  2.2.1 แหล่งของไข่ที่ใช้ทดลอง 
   2.2.1.1 เก็บจำกกระบือมีชีวิตด้วยกำรท้ำ OPU    
    ใช้กระบือปลักสำว อำยุระหว่ำง 3-4 ปี จ้ำนวน 10 ตัว ท่ีมีสำยพันธุ์ กำรจัดกำร
เลี ยงดู กำรให้อำหำร และสภำพแวดล้อมเดียวกัน โดยแบ่งกระบือออกเป็น 2 กลุ่มคือ กลุ่มท่ี 1 จ้ำนวน 5 
ตัว กระตุ้นด้วย Follicle stimulating hormone (FSH, Folltropin®, Bioniche, Canada) โดยหลังจำก
กระบือเป็นสัด 3 วันจะดูดฟอลลิเคิลท่ีมีขนำดตั งแต่ 6 mm ทิ งไป หลังจำกนั นอีก 2 วันจะเริ่มฉีด FSH ครั ง
ละ 30 mg เวลำ 7.00 และ 19.00 น. รวม 8 ครั ง ปริมำณ FSH รวม 240 mg และจะท้ำ OPU หลังจำกฉีด 
FSH ครั งสุดท้ำย 15-16 ช่ัวโมง หลังจำกท้ำ OPU 7 วัน  จะดูดฟอลลิเคิลท่ีมีขนำดตั งแต่ 6 mm ทิ งไป และ
ท้ำโปรแกรมกระตุ้นด้วย FSH เพื่อท้ำ OPU โดยจะท้ำติดต่อกัน 5 ครั ง (รูปท่ี 1) กลุ่มท่ี 2 จ้ำนวน 5 ตัว ไม่
กระตุ้นด้วย FSH และท้ำ OPU ทุกๆสัปดำห์ รวม 5 ครั ง กำรเจำะดูดไข่จำกฟอลลิเคิล จะใช้เข็มโควำ 
(Cova needle, Misawa Medical, Tokyo, Japan) ท่ีต่อเข้ำกับเครื่องปั๊ม (vacuum pump) และใช้น ้ำยำ 
modified Dulbecco Phosphate Buffer Saline (mDPBS) ท่ีเติมด้วย 10  IU/mL heparin และ 0.1% 
polyvinyl  alcohol เป็นน ้ำยำเจำะดูดไข่ ขณะท่ีเจำะดูดไข่ให้ท้ำกำรชะล้ำงท่อเข็มด้วยสำรละลำยดูดเจำะ
ไข่ทุกๆ 2 นำที หลังจำกกำรดูดเจำะไข่เสร็จสิ น น้ำน ้ำยำท่ีได้มำกรองด้วยชุดกรอง (Emcon Filter, Spring 
Valley, WI, USA) ท้ำกำรคัดเลือกไข่ท่ีมีชั นเซลล์คิวมูลัส (cumulus cells) อย่ำงน้อย 2 ชั นขึ นไปเข้ำเลี ยง
ในน ้ำยำเลี ยงไข่ให้สุกในหลอดทดลอง 
 
 
 
 
 
 
 
 
        รูปที่ 1 แสดงโปรแกรมกำรกระตุ้นด้วย FSH ก่อนกำรท้ำ OPU 

   

       
            
         FSH 30 mg 7.00/19.00

PG OPU
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   2.2.1.2 เก็บจำกรังไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์   
    เก็ บ รั งไข่กระบือป ลักจำกโรงฆ่ ำสัตว์ โดยแ ช่ ไว้ ในน ้ ำ เก ลือขณะน้ ำเข้ ำ
ห้องปฎิบัติกำร แล้วใช้เข็มขนำด 21G ต่อกับกระบอกฉีดยำขนำด 10 ml ดูดไข่จำกถุงรังไข่ท่ีมีเส้นผ่ำน
ศูนย์กลำง 3-8 มม . ท้ำกำรคัดเลือกไข่ท่ีมีชั นเซลล์คิวมูลัสห่อหุ้มอย่ำงน้อย 2 ชั น น้ำมำล้ำงในน ้ำยำ 
modified Dulbecco’s phosphate buffered saline (mDPBS) + 0.1% polyvinyl pyrolidone 
(PVP, Sigma, P-0930)  อย่ำงน้อย 5 ครั ง ก่อนน้ำเข้ำเลี ยงในน ้ำยำเลี ยงไข่ให้สุกในหลอดทดลอง 
  2.2.2 กำรท ำให้ไข่สุกในหลอดทดลอง 
   น้ำไข่ท่ีได้จำกทั ง 2 แหล่ง มำเลี ยงในน ้ำยำส้ำหรับเลี ยงไข่ให้สุกในหลอดทดลอง (in vitro 
maturation, IVM) ซึ่งปิดคลุมน ้ำยำด้วย mineral oil (Sigma, M-8410) ไป เลี ยงในสัดส่วน 20 ใบ/100 
µl น ้ำยำเลี ยงไข่ประกอบด้วย TCM199 (Sigma, M-5017) ท่ีเติมด้วย 10% fetal bovine serum (FBS, 
Gibco, 10270-098), 50 IU/ml hCG (Intervet, Netherlands, CDN781851), 0.02 AU/ml FSH 
(Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) และ 1µg/ml 17ß -estradiol (Sigma, E-8875) น้ำไข่ไป
เลี ยงในตู้เพำะเลี ยงท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภำยใต้บรรยำกำศท่ีมี 5% CO2 in air เป็นเวลำ 23 ช่ัวโมง (Parnpai 
และคณะ, 1999) 
  2.2.3 กำรเตรียมเซลล์บุท่อน ำไข่ (oviductal epithelial cells)     
   เก็บท่อน้ำไข่จำกโคภำยหลังกำรถูกฆ่ำ ณ โรงฆ่ำสัตว์ ท่ อน้ำไข่ ท่ีเก็บได้ต้องผ่ำนกำร 
ชะล้ำงท้ำควำมสะอำดในสำรละลำย 0.9% NaCl โดยแช่ในน ้ำแข็งขณะน้ำเข้ำห้องปฏิบัติกำร จำกนั นท้ำกำร
ตัดแยกเนื อเยื่อเกี่ยวพันออก แล้วน้ำมำล้ำงท้ำควำมสะอำดภำยนอกท่อน้ำไข่ด้วย 70 % ethanol  2 ครั ง 
เก็บรวบรวมเซลล์บุท่อน้ำไข่โดยใช้ปำกคีบขูดเซลล์จำกภำยในท่อน้ำไข่ออกมำล้ำงด้วยน ้ำยำ mDPBS 3 ครั ง 
เพื่อก้ำจัดเศษตะกอนท่ีไม่ใช่เซลล์บุท่อน้ำไข่ออก จำกนั นล้ำงในน ้ำยำ TCM 199 ท่ีมี 10% FBS  2 ครั ง 
จำกนั นท้ำกำรเพำะเลี ยงโดยย้ำยใส่ใน 100 µl หยดน ้ำยำ TCM 199 ท่ีมี 10% FBS ในจำนเลี ยงเซลล์ขนำด 
60 mm แล้วปิดด้วย mineral oil เพำะเลี ยงภำยในตู้อบเลี ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 38.5 oC ภำยใต้บรรยำกำศท่ี
มี 5% CO2 เพื่อเพำะเลี ยงเซลล์บุท่อน้ำไข่ไว้ท้ำ co-culture กับตัวอ่อน (Parnpai และคณะ, 1999)  
  2.2.4 กำรเตรียมอสุจิส ำหรับปฏิสนธิในหลอดทดลอง  
   น้ำน ้ำเชื อกระบือแช่แข็งมำท้ำละลำย โดยน้ำออกมำจำกถังไนโตรเจนเหลวทิ งไว้ในอำกำศ
เป็นเวลำ 10 วินำที หลังจำกนั นจุ่มลงใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 °C นำน 30 วินำที  แล้วท้ำควำม
สะอำดด้ำนนอกหลอดด้วย 70 % ethanol  จำกนั นตัดหลอดเพื่อให้น ้ำเชื อท่ีละลำยแล้วไหลลงหลอด 
eppendorf แล้วดูดน ้ำเชื อไปไว้ก้นหลอด Conical ขนำด 15 ml ท่ีมีน ้ำยำ TALP ปริมำตร 1.5 ml แล้ว
น้ำไปวำงเอียง 45 องศำ ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 °C ภำยใต้บรรยำกำศท่ีมี  5% CO2  in air นำน 30 นำที 
เพื่อให้อสุจิท่ีมีชีวิตว่ำยขึ นด้ำนบนของผิวน ้ำยำ (sperm swim-up)  อสุจิท่ีผ่ำนกระบวนกำรดังกล่ำวจะเกิด
ควำมพร้อมส้ำหรับกำรปฏิสนธิโดยมีควำมสำมำรถในกำรเคล่ือนท่ีเร็ว (hyperactive) และเกิดคำพำซิเตช่ัน 
(capacitation) ท้ำให้เพิ่มอัตรำกำรเจำะทะลุ (penetration) ชั นของเซลล์คิวมูลัสและ zona pellucida 
(Dode et al., 2002; Saito, 1994)  หลังจำกนั นดูดน ้ำยำส่วนบน 1 ml ไปไว้ในหลอด conical tube ท่ีมี
น ้ำยำ TALP 5 ml แล้วน้ำไปป่ันท่ี 2000 รอบต่อนำทีเป็นเวลำ 5 นำที จำกนั นดูดน ้ำยำส่วนใสทิ งเหลือไว้
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เฉพำะอสุจิท่ีก้นหลอด เจือจำงอสุจิท่ีได้ด้วยน ้ำยำ TALP ให้มีควำมเข้มข้นของอสุจิ 1-2 ล้ำนตัวต่อซีซ ีแล้ว
น้ำไปหยดลงบนจำนเลี ยงเซลล์ขนำด 60 mm (100 µl/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน้ำไปไว้ในตู้อบ
ท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภำยใต้บรรยำกำศท่ีมี 5% CO2 in air เพื่อรอปฏิสนธิกับไข่  
  2.2.5 กำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง (in vitro fertilization, IVF) 
   น้ำไข่ท่ีเลี ยงครบ 23 ช่ัวโมง มำก้ำจัดเซลล์คิวมูลัส ออกบำงส่วน ด้วย 0.1 % 
hyaluronidase ให้เหลือเซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไข่เพียง 1-2 ชั น แล้วน้ำไข่มำล้ำงด้วยน ้ำยำ TALP 2 ครั ง 
หลังจำกนั นน้ำไข่ท่ีเตรียมไว้ 20-25 ใบ มำใส่ในหยดน ้ำยำท่ีมีอสุจิท่ีเตรียมไว้ในข้อ 13.1.5 แล้วน้ำไปบ่มไว้ใน
ตู้อบเลี ยงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภำยใต้บรรยำกำศท่ีมี 5% CO2 in air นำน 10 ช่ัวโมง 
  2.2.6 กำรเพำะเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว (in vitro embryo culture, IVC) 
   เมื่อบ่มไข่และอสุจิด้วยกันครบ 10 ช่ัวโมง น้ำไข่ไปล้ำงด้วยน ้ำยำเลี ยงตัวอ่อน (modified 
synthetic oviduct fluid, mSOF; Dinnyes et al., 1996) ท่ี เ ติ ม ด้ ว ย  3 mg/mL BSA (mSOF-BSA)   
เพื่อให้อสุจิ และเซลล์คิวมูลัสท่ีอยู่รอบ ๆไข่ออกให้มำกท่ีสุด แล้วน้ำไปเลี ยงในน ้ำยำเลี ยงตัวอ่อนในสัดส่วน 
20 ใบ/100 µlในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภำยใต้บรรยำกำศท่ีมี 5%O2, 5% CO2 และ 90% N2 เป็นเวลำ 
48 ช่ัวโมง  เมื่อครบก้ำหนดให้น้ำตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเลี ยงในน ้ำยำ mSOF-BSA (10 ใบ/100 µl) 
ร่วมกับเซลล์บุท่อน้ำไข่โค ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 °C ภำยใต้บรรยำกำศท่ีมี 5% CO2 in air เป็นเวลำ 4 วัน 
โดยเปล่ียนน ้ำยำออกครึ่งหนึ่งทุกๆวัน  
  2.2.7 ระเบียบแผนกำรทดลอง 
   ท้ำกำรเปรียบเทียบอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อน IVF ท่ีได้จำกไข่ท่ีเก็บจำกกระบือมีชีวิตด้วย
กำรท้ำ OPU และรังไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ เจำะเก็บไข่จำกกระบือ 10 ตัว และเก็บรังไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์ แล้ว
น้ำไข่ท่ีได้มำเลี ยงให้สุกในหลอดทดลอง ท้ำ IVF และ IVC โดยบันทึกอัตรำกำรแบ่งตัว อัตรำกำรเจริญสู่ระยะ 
บลำสโตซีส โดยท้ำกำรทดลองอย่ำงน้อย 10 ครั ง และจ้ำนวนไข่อย่ำงน้อยครั งละ 100 ใบ จำกนั นนำ้ตัวอ่อน
ระยะบลำสโตซีสท่ีได้ไปใช้ในกำรทดลองท่ี 2 ต่อไป 
 
2.3 กำรทดลองที่ 2  
  2.3.1 กำรแช่แข็งและท ำละลำยตัวอ่อนด้วยน้ ำยำสูตร VA 
   น้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสอำยุ 6 วัน จำกกำรทดลองท่ี 1 มำท้ำกำรแช่แข็ง โดยน้ำตัว
อ่อนมำแช่ในน ้ำยำ equilibration medium ซึ่งประกอบด้วย TCM199 Hepes (Sigma, H-4034) + 10% 
ethylene glycol (EG, Sigma, E-9129) + 10% dimethylsulfoxide (DMSO, Sigma, D-1435) เป็ น
เวลำ 2 นำที หลังจำกนั นน้ำไปแช่ในน ้ำยำ vitrification solution ซึ่งประกอบด้วย TCM199 Hepes + 
20% EG+20% DMSO + 0.5 M sucrose (Sigma, S-1888) เป็นเวลำ 30 วินำที จำกนั นน้ำตัวอ่อนกลุ่ม
ละ 1-2 ใบ วำงบนปลำยของ Cryotop แล้วน้ำไปจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวทันที แล้วท้ำกำรปิดครอบปลำย 
Cryotop หรือ น้ำตัวอ่อน 1-2 ใบ ท่ีมีน ้ำยำ 1-2 µl ไปหยดลงในไนโตรเจนเหลวซึ่งอยู่ในอะลูมิเนียมฟอยด์ท่ี
ลอยอยู่ไนโตรเจนเหลว แล้วใช้ปำกคีบคีบหยดน ้ำยำท่ีแช่แข็ง (Microdrop) เก็บไว้ในหลอด Cryotube 
จำกนั นน้ำตัวอ่อนท่ีแช่แข็งไปเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลำ 1-2 เดือน  
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   น้ำตัวอ่อนท่ีแช่แข็งมำท้ำกำรละลำย โดยน้ำปลำยของ Cryotop หรือหยดน ้ำยำท่ีแช่แข็ง 
(Microdrop) ไปไว้ในน ้ำยำ TCM199 Hepes + 20% FBS + 0.5 M sucrose 3 ml ในจำนเลี ยงเซลล์
ขนำด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นำน 5 นำที แล้วจึงย้ำยตัวอ่อนไปล้ำงในน ้ำยำ TCM199 Hepes + 20% FBS 
ท่ีมี 0.4 M sucrose, 0.3 M sucrose, 0.2 M sucrose, 0.1 M sucrose และ 0 M sucrose ตำมล้ำดับ 
โดยแต่ละครั งจะพักตัวอ่อนในน ้ำยำนำนหลุมละ 2 นำที  
  2.3.2 กำรแช่แข็งและท ำละลำยตัวอ่อนด้วยน้ ำยำสูตร VB 
   น้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสอำยุ 6 วัน จำกกำรทดลองท่ี 1 มำท้ำกำรแช่แข็ง โดยน้ำตัว
อ่อนมำแช่ในน ้ำยำ equilibration medium ซึ่งประกอบด้วย TCM199 Hepes + 20% FBS + 4% EG 
เป็นเวลำ 12-15 นำที หลังจำกนั นน้ำไปแช่ในน ้ำยำ vitrification solution  ซึ่งประกอบด้วย TCM199 
Hepes + 35% EG + 50 mg/ml PVP + 0.4 M trehalose (Sigma, T-0167) เป็ น เว ล ำ  30 วิ น ำ ที 
จำกนั นน้ำตัวอ่อนกลุ่มละ 1-2 ใบ วำงบนปลำยของ Cryotop แล้วน้ำไปจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวทันที แล้ว
ท้ำกำรปิดครอบปลำย Cryotop  หรือน้ำตัวอ่อน 1-2 ใบ ท่ีมีน ้ำยำ 1-2 µl ไปหยดลงในไนโตรเจนเหลวซึ่ง
อยู่ในอะลูมิเนียมฟอยด์ท่ีลอยอยู่ไนโตรเจนเหลว แล้วใช้ปำกคีบคีบหยดน ้ำยำท่ีแช่แข็ง (Microdrop) เก็บไว้
ในหลอด Cryotube   (Microdrop) จำกนั นน้ำตัวอ่อนท่ีแช่แข็งไปเก็บในไนโตรเจนเหลวเป็นเวลำ 1-2 
เดือน  
   น้ำตัวอ่อนท่ีแช่แข็งมำท้ำกำรละลำย โดยน้ำปลำยของ Cryotop หรือหยดน ้ำยำท่ีแช่แข็ง 
(Microdrop) ไปไว้ในน ้ำยำ TCM199 Hepes + 20% FBS + 0.15 M trehalose 3 ml ในจำนเลี ยงเซลล์
ขนำด 35 mm ท่ี 38.5 ºC นำน 3 นำที แล้วจึงย้ำยตัวอ่อนไปล้ำงในน ้ำยำ TCM199 Hepes + 20% FBS 
ท่ีมี 0.0075 M trehalose, 0.0375 M trehalose และ 0 M trehalose ตำมล้ำดับ โดยแต่ละครั งจะพักตัว
อ่อนในน ้ำยำนำนหลุมละ 2 นำที  
  2.3.3 อัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังกำรท ำละลำย 
   น้ำตัวอ่อนหลังจำกกำรท้ำละลำยไปล้ำงในน ้ำยำ mSOF+BSA จ้ำนวน 3 ครั ง แล้วเลี ยงใน
น ้ำยำเลี ยงตัวอ่อนนำน 1 ช่ัวโมง จำกนั นตรวจสอบอัตรำกำรรอดชีวิตโดยดูรูปร่ำงของตัวอ่อน จำกนั นเลี ยง 
ตัวอ่อนต่อไปนำน  48 ช่ัวโมง เพื่อตรวจสอบอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังจำกกำรท้ำละลำย 
  2.3.4 ระเบียบแผนกำรทดลอง 
   น้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสท่ีได้จำกกำรทดลองท่ี 1 ทั งกลุ่มของไข่ท่ีเก็บจำกกระบือมีชีวิต
ด้วยกำรท้ำ OPU และรังไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ มำท้ำกำรแช่แข็งโดยท้ำกำรเปรียบเทียบวิธีกำรแช่แข็ง 
(Cryotop และ Microdrop) และน ้ำยำท่ีใช้ในกำรแช่แข็ง (VA และ VB) ตัวอ่อนท่ีท้ำกำรแช่แข็งจะถูกเก็บ
ไว้ในไนโตรเจนเหลวนำน 1-2 เดือน แล้วจึงน้ำมำละลำย ตรวจสอบอัตรำรอดชีวิตและกำรเจริญเติบโตของ
ตัวอ่อนหลังจำกกำรท้ำละลำย  
 
2.4 กำรทดลองที่ 3  
  2.4.1 กำรย้ำยฝำกตัวอ่อน 
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  เตรียมกระบือตัวรับอำยุระหว่ำง 3-4 ปี ให้เป็นสัดพร้อมกัน โดยจะแบ่งออกเป็น 2 กลุ่ม
โดยกลุ่มแรกได้รับกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนสด อีกกลุ่มหนึ่งจะได้รับกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็ง โดยท้ำกำรฝังหู
ด้วยฮอร์โมนโปรเจสเตอโรน (Syncromate B, Intervet) นำน 8 วัน แล้วดึงฮอร์โมนออกจำกใบหูและฉีด 

PGF2 375 ไมโครกรัม เข้ำกล้ำมเนื อ และตรวจกำรเป็นสัดหลังจำกฉีดฮอร์โมน 48-72 ช่ัวโมง กำรย้ำยฝำก
ตัวอ่อนท้ำโดยน้ำตัวอ่อนไปล้ำงในน ้ำยำ SynGro holding medium (Bioniche, Canada) 3 ครั ง แล้ว
บรรจุตัวอ่อน 2 ใบ ในหลอดพลำสติกขนำด 0.25 ซีซี แล้วน้ำไปใส่ในปืนฉีดตัวอ่อน (IMV) แล้วสวมด้วย ET 
sheath และ sanitary sheath ตัวอ่อนจะได้รับกำรย้ำยฝำกเข้ำสู่ปลำยปีกมดลูกด้ำนท่ีรังไข่มี CL ของ
กระบือตัวรับท่ีเป็นสัดมำแล้ว 7-7.5 วัน ตำมวิธีท่ีรำยงำนโดย รังสรรค์ และสรรเพชญ (2530) ในกำรทดลอง
ครั งนี  จะท้ำกำรฝำกตัวอ่อนให้แก่กระบือตัวรับ จ้ำนวน 2 ตัวอ่อน/1 ตัวรับ ทั งในกลุ่มของตัวอ่อนสด และ
ตัวอ่อนแช่แข็ง 
  กระบือตัวรับจะได้รับกำรตรวจกำรตั งท้อง ท่ีวันท่ี 45 หลังจำกย้ำยฝำกด้วยอัลตร้ำซำวด์ 
และจะได้รับกำรล้วงตรวจทำงทวำรหนักอีกครั งภำยหลังกำรย้ำยฝำก 60 วัน กระบือท่ีตั งท้อง จะได้รับกำร
ล้วงตรวจเพื่อยืนยันทุกเดือน จนกว่ำจะครบก้ำหนดคลอด 
  2.4.2 ระเบียบแผนกำรทดลอง 
   น้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสท่ีได้จำกกำรทดลองท่ี 1 ทั งกลุ่มของไข่ท่ีเก็บจำกกระบือมีชีวิต
ด้วยกำรท้ำ OPU และไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ (กลุ่มไข่สด) และตัวอ่อนหลังกำรท้ำละลำยจำกกำรทดลองท่ี 2 
ทั งกลุ่มไข่ท่ีเก็บจำกกระบือมีชีวิตด้วยกำรท้ำ OPU และไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ โดยเลือกตัวอ่อนแช่แข็งโดยวิธี
และน ้ำยำแช่แข็งท่ีให้อัตรำรอดชีวิตและอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังกำรละลำยสูงสุด (กลุ่มไข่แช่แข็ง) มำ
ย้ำยฝำกให้กระบือตัวรับ 2 ตัวอ่อนต่อตัวรับ ตรวจสอบกำรตั งท้องและกำรเจริญของลูกอ่อนจนครบก้ำหนด
คลอด  
  2.4.3. สถิติที่ใช้ทดลอง  
   ใช้ Chi square วิเครำะห์ผลกำรทดลง ควำมแตกต่ำงอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ เมื่อ 
P<0.05 
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บทที่ 3 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูลและข้อวิจำรณ์ 
 

จำกตำรำงท่ี 1 ผลกำรเจำะเก็บไข่โดยกำรท้ำ OPU ในทดลองนี  พบว่ำกระบือสำวกลุ่มท่ีถูกกระตุ้น
ด้วย FSH ก่อนกำรท้ำ OPU ได้อัตรำกำรเก็บไข่ (7.2 ใบ/ครั ง/ตัว) สูงกว่ำกลุ่มท่ีไม่กระตุ้นด้วย FSH  (2.8 
ใบ/ครั ง/ตัว) อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ  นอกจำกนี เปอร์เซ็นต์ไข่ท่ีใช้ได้ของกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย FSH (85.5%; 
153/179) สูงกว่ำกลุ่มท่ีไม่ได้กระตุ้น FSH (76.8%; 53/69) อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับ
รำยงำนของ Boni (1994), Boni และคณะ (1997) และ Techakumpu และคณะ (2000a, b; 2004a, b) 
ซึ่งพบว่ำกำรกระตุ้นรังไข่ด้วยฮอร์โมน FSH ในกระบือสำมำรถเพิ่มจ้ำนวนไข่ต่อตัวท่ีเก็บได้ นอกจำกนี  
Promdireg และคณะ (2005) รำยงำนว่ำกำรกระตุ้นรังไข่ด้วย FSH มีผลต่อกำรเพิ่มจ้ำนวนไขต่่อตัวที่เก็บได้
ทั งในกระบือระยะให้นมและระยะพัก เช่นเดียวกับท่ีพบในรำยงำนก่อนหน้ำนี ของ Techakumphu และ
คณะ (2004a) ท่ีพบว่ำกำรกระตุ้นรังไข่ด้วย FSH มีผลต่อกำรเพิ่มจ้ำนวนไข่ต่อตัวในกระบือท่ีเก็บได้ก่อนวัย
เจริญพันธุ์  ซึ่งผลของกำรกระตุ้นรังไข่กระบือด้วย FSH สอดคล้องกับผลกำรศึกษำในโค ท่ีพบว่ำ กำรกระตุ้น
รังไข่โคด้วย FSH จะช่วยเพิ่มจ้ำนวนไข่ต่อตัวได้ (Bungartz et al., 1995) และกำรให้ FSH ในแม่โคท่ีมี
ปัญหำทำงระบบสืบพันธุ์จะช่วยเพิ่มจ้ำนวนไข่ท่ีสำมำรถเจำะเก็บได้มำกกว่ำกลุ่มของแม่โคท่ีไม่ถูกจะตุ้นด้วย 
FSH (Looney et al., 1994) อย่ำงไรก็ตำมปริมำณรวมของ FSH ท่ีใช้กระตุ้นรังไข่กระบือในกำรศึกษำนี  
(240 mg) น้อยกว่ำท่ีใช้ในรำยงำนก่อนหน้ำนี ของ Techakumphu และคณะ (2000a, b; 2004a, b) และ 
Promdireg และคณะ (2005) ท่ีใช้ FSH รวม 400 mg/ตัว อำจเนื่องมำกจำกในกำรทดลองนี มีควำมถี่ของ
กำรเจำะเก็บไข่โดยกำรท้ำ OPU สัปดำห์ละครั ง แต่ในกำรทดลองดังกล่ำวข้ำงต้นมีควำมถ่ีของกำรเจำะเก็บ
ไข่โดยกำรท้ำ OPU 2 สัปดำห์ต่อครั ง แต่ให้ผลในกำรเพิ่มจ้ำนวนไขต่่อตัวในกระบือท่ีเก็บได้เช่นกัน 

 
 

ตำรำงที่ 1 จ้ำนวนไข่ท่ีเก็บได้โดยวิธี OPU จำกกระบือท่ีกระตุ้นและไม่กระตุ้นด้วย FSH 
กำรกระตุ้น FSH จ ำนวนไข่  

ที่เก็บได้  
จ ำนวน (%) 

ไข่ที่ใช้ได้ 
จ ำนวน (%) 
ไข่ที่ใช้ไม่ได้ 

กระตุ้น 179a  
(7.2 ใบ/ครั ง/ตัว) 

153 (85.5)a 

(6.1 ใบ/ครั ง/ตัว) 
26 (14.5)a 

(1.0 ใบ/ครั ง/ตัว 
ไม่กระตุ้น 69b 

(2.8 ใบ/ครั ง/ตัว) 
53 (76.8)b 

(2.1 ใบ/ครั ง/ตัว) 
16 (23.2)b 

(0.6 ใบ/ครั ง/ตัว) 
a,b Means within columns with different superscripts differ (P<0.05); 5 replications.   
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จำกตำรำงท่ี 2 ผลกำรน้ำไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ และไข่ท่ีเก็บโดย OPU มำท้ำปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง และน้ำไปเลี ยงเพื่อศึกษำอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนในหลอดทดลอง จำกกำรทดลองนี  ไข่ท่ี
เก็บโดย OPU จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH ให้อัตรำกำรแบ่งตัว (109/153, 71.2%) สูงกว่ำไข่ท่ีเก็บโดย 
OPU จำกกระบือท่ีไม่กระตุ้นด้วย FSH (32/53, 60.4%) และไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ (102/170, 60.0%) 
อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ นอกจำกนี อัตรำตัวอ่อนเจริญถึงระยะ 5-8 เซลล์ มอรูลำ และบลำสโตซีส ของไข่  
ไข่ ท่ี เก็บโดย OPU จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH (76/153, 49.7%; 49/153, 32.0% และ 39/153, 
25.5%  ตำมล้ำดับ) สูงกว่ำไข่ท่ีเก็บโดย OPU จำกกระบือท่ีไม่กระตุ้นด้วย FSH (22/53, 41.5%; 12/53, 
22.6% และ 8/53, 15.1% ตำมล้ำดับ) และไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ (69/170, 40.6%; 39/170, 22.9% 
และ 29/170, 17.0% ตำมล้ำดับ) อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ กำรศึกษำก่อนหน้ำนี ในกระบือแม่น ้ำรำยงำนว่ำ
อัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนสู่ระยะบลำสโตซิสท่ีได้จำกกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บ
ด้วยวิธี OPU สูงกว่ำกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่จำกรังไข่ท่ีได้จำกโรงฆ่ำสัตว์ (Neglia และคณะ, 
2003; Manjunatha และคณะ, 2008) เนื่องมำจำกไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเจำะเก็บโดย OPU มีควำมแปรปรวน
ของคุณภำพไข่น้อยกว่ำไข่ได้จำกรังไข่ ท่ี เก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์  ซึ่งไม่ทรำบแหล่งพันธุกรรมของสัตว์ 
(Manjunatha และคณะ, 2008) จำกผลกำรทดลองดังกล่ำวข้ำงต้นสอดคล้องกับผลในกำรทดลองนี ท่ีพบว่ำ
ไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเจำะเก็บโดย OPU ให้อัตรำกำรแบ่งตัวและอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนสู่ระยะบลำสโตซิสสูง
กว่ำไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์  

อย่ำงไรก็ตำมในกำรทดลองนี พบว่ำกลุ่มของไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บโดย OPU ของกระบือท่ีไม่กระตุ้น
ด้วย FSH เมื่อน้ำมำท้ำกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง ให้อัตรำกำรแบ่งตัวและอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนสู่
ระยะ บลำสโตซิสไม่แตกต่ำงจำกไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ เนื่องจำกกำรกระตุ้นด้วย FSH ท้ำให้รัง
ไข่ของกระบือเพิ่มอัตรำกำรเจริญของฟอลิเคิล และเกิดโดมิแนนท์ฟอลลิเคิล (≥10 มิลลิเมตร) ซึ่งส่งผลต่อ
กำรเพิ่มอัตรำกำรเจริญของไข่เมื่อน้ำไปเลี ยงให้สุกในหลอดทดลอง ซึ่งกลุ่มของไข่ได้จำกรังไข่ของกระบือท่ี
ไม่ได้รับกำรกระตุ้นด้วย FSH และกลุ่มของไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์จะมีฟอลลิเคิลขนำดเล็กขนำด 
1-2 มิลลิเมตรอยู่มำก และฟอลลิเคิลขนำดเล็กเหล่ำนี อำจเป็นฟอลลิเคิลท่ีก้ำลังเส่ือมสลำย (atresia) ซึ่งไข่ท่ี
อยู่ภำยใต้ฟอลลิเคิลเหล่ำนี มีคุณภำพต้่ำ (Manjunatha และคณะ , 2008) จำกรำยงำนกำรศึกษำของ 
Baruselli และคณะ (1997) พบว่ำอัตรำกำรกำรเกิดปฏิสนธิของไข่มีควำมสัมพันธ์กับขนำดของฟอลลิเคิลซึ่ง
สูงในแอนทรัลฟอลลิเคิล ดังนั นกลุ่มของไข่ได้จำกรังไข่ของกระบือท่ีถูกกระตุ้นด้วย FSH เมื่อน้ำมำท้ำกำร
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง จึงให้อัตรำกำรแบ่งตัวและอัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนสู่ระยะบลำสโตซิสสูงกว่ำกลุ่ม
ของไข่ได้จำกรังไข่ของกระบือท่ีไม่ได้รับกำรกระตุ้น หรือกลุ่มของไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์      
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ตำรำงที่ 2 กำรเจริญของตัวอ่อนกระบือหลังจำกท้ำปฏิสนธิในหลอดทดลอง  

a,b Means within columns with different superscripts differ (P<0.05) 
5 replications 
 
 จำกตำรำงท่ี 3 น้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสท่ีผลิตได้ดังตำรำงท่ี 2 มำท้ำแช่แข็งโดยแบบ 
vitrification โดยใช้ Cryotop ท่ี ใช้น ้ ำยำแช่แข็ง VA (CT-VA) และน ้ ำยำแช่แข็ง VB (CT-VB) และใช้ 
Microdrop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA (Microdrop-VA) และน ้ำยำแช่แข็ง VB (Mirodrop-VB) แล้วน้ำตัวอ่อน
แช่แข็งจำกวิธีดังกล่ำวมำท้ำละลำยแล้วเลี ยงในหลอดทดลองเป็นเวลำ 48 ช่ัวโมงเพื่อศึกษำอัตรำกำรเจริญถึง
ระยะแฮชช่ิง บลำสโตซีส โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีเป็นตัวอ่อนสดท่ีไม่ผ่ำนกำรแช่แข็ง จำกกำรทดลอง
พบว่ำ ตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ มีอัตรำกำรเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลำสโตซีส 
ของกลุ่มตัวอ่อนแช่แข็งCT-VA (5/6, 83.3%) และ Microdrop-VA (5/6, 83.3%) สูงกว่ำอย่ำงมีนัยส้ำคัญ
ทำงสถิติในตัวอ่อนแช่แข็งกลุ่ม CT-VB (4/6, 66.7%) และ Microdrop-VB (4/6, 66.7%) แต่ยังต้่ำกว่ำตัว
อ่อนสดท่ีไม่ผ่ำนกำรแช่แข็ง และตัวอ่อนท่ีผลิตจำกจำกไข่เก็บโดย OPU จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH มี
อัตรำกำรเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลำสโตซีส ของกลุ่มตัวอ่อนแช่แข็ง CT-VA (7/8, 87.5%) และ Microdrop-
VA (7/8, 87.5%) สูงกว่ำอย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิ ติใน ตัวอ่อนแช่แข็งกลุ่ม CT-VB (6/8, 75%) และ 
Microdrop-VB (6/8, 75%) แต่ยังต้่ำกว่ำตัวอ่อนสดท่ีไม่ผ่ำนกำรแช่แข็ง   

ผลกำรทดลองข้ำงต้นพบว่ำแหล่งของตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์หรือจำก
ไข่เก็บโดย OPU จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH ไม่ส่งผลต่ออัตรำกำรเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลำสโตซีสหลัง
กำรท้ำละลำยของตัวอ่อนแช่แข็ง ซึ่งตรงกันข้ำมกับผลกำรศึกษำของ Manjunatha และคณะ (2008) ใน
กระบือแม่น ้ำท่ีพบว่ำตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่เก็บโดย OPU เมื่อน้ำมำท้ำกำรแช่แข็งด้วยหลอดฟำงขนำด 0.25 
mL มีอัตรำกำรเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลำสโตซีสหลังกำรท้ำละลำยสูงกว่ำกลุ่มของตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่ได้
จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ ซึ่งอำจมีสำเหตุมำจำกกำรใช้น ้ำยำแช่แข็งและวิธีกำรแช่แข็งท่ีต่ำงกัน ซึ่งกำร
แช่แข็งด้วยวิธี Cryotop และ Microdrop ท่ีใช้ในกำรทดลองนี นั นตัวอ่อนจะสัมผัสกับไนโตรเจนเหลว
โดยตรง รวมถึงกำรใช้ปริมำณของน ้ำยำแช่แข็งท่ีน้อยมำก (1-2 µl) ท้ำให้อัตรำกำรลดอุณหภูมิเกิดขึ นอย่ำง

ชนิดของไข่ 
จ ำนวนไข่ 
ท ำ IVF 

จ ำนวนไข่ 
แบ่งตัว 
 (%) 

จ ำนวน (%) ตัวอ่อนเจริญถึงระยะ 

5-8 เซลล์ 
(%) 

มอรูลำ      
(%) 

บลำสโตซีส 
(%) 

ได้จำกรังไข่ท่ีเก็บจำก   
โรงฆ่ำสัตว์ 

170 
102a  
(60.0) 

69a    
(40.6) 

39a     
(22.9) 

29a     
(17.0) 

เก็บโดย OPU จำกกระบือ  
ท่ีกระตุ้นด้วย FSH  

153 
109b 
(71.2) 

76b    
(49.7) 

49b     
(32.0) 

39b     
(25.5) 

เก็บโดย OPU จำกกระบือ  
ท่ีไม่กระตุ้นด้วย FSH 

53 
32a   

(60.4) 
22a    

(41.5) 
12a     

(22.6) 
8a       

(15.1) 
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รวดเร็ว ส่งผลต่อกำรลดกำรเกิดผลึกน ้ำแข็งในขั นตอนกำรแช่แข็ง (Papis และคณะ, 2000; Kuwayama 
และ Kato, 2000) ในขณะท่ีกำรแช่แข็งโดยกำรใช้หลอดฟำงขนำด 0.25 mL นั นเป็นกำรแช่แข็งในระบบปิด
ท่ีตัวอ่อนจะไม่สัมผัสกับไนโตรเจนเหลวโดยตรง และควบควมปริมำณของน ้ำยำแช่แข็งได้ยำกเนื่องจำกต้อง
มองผ่ำนเข้ำไปในหลอดซึ่งท้ำได้ยำกกว่ำกำรแช่แข็งโดยกำรใช้ Cryotop หรือ Microdrop  Shaw และคณะ 
(1991) รำยงำนว่ำอัตรำกำรลดอุณหภูมิของกำรแช่แข็งด้วยกำรใช้หลอดฟำงขนำด 0.25 mL อยู่ท่ี 2,500 
ºC/นำที ในขณะท่ีกำรแช่แข็งด้วย Cryotop มีอัตรำกำรลดอุณหภูมิอยู่ที 20,000 ºC/นำที (Kuwayama 
และคณะ, 2005) ซึ่งอำจส่งผลให้ตัวอ่อนมีอัตรำกำรรอดชีวิตสูงกว่ำในกำรทดลองนี  

กำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือด้วยวิธี Cryotop หรือ Microdrop ไม่ส่งผลต่ออัตรำกำรเจริญถึงระยะ
แฮชช่ิงบลำสโตซีสหลังกำรท้ำละลำยในกำรทดลองนี  แต่พบว่ำกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือด้วยน ้ำยำแช่แข็ง 
VA ตัวอ่อนมีอัตรำกำรเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลำสโตซีสหลังกำรท้ำละลำยสูงกว่ำกลุ่มของตัวอ่อนกระบือท่ีแช่
แข็งด้วยน ้ำยำ VB ซึ่งสอดคล้องกับรำยงำนกำรศึกษำก่อนหน้ำนี ในกำรแช่แข็งไข่กระบือระยะ MII ท่ีพบว่ำ
กลุ่มของไข่กระบือระยะ MII ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA แล้วท้ำกำรแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop และ Microdrop มี
อัตรำกำรรอดหลังกำรท้ำละลำยรวมถึงอัตรำกำรเจริญสู่ระยะบลำสโตซิสหลังกำรฉีดตัวอสุจิเข้ำไปในไซโต 
พลำสซึมของไข่สูงกว่ำกลุ่มของไข่กระบือระยะ MII ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VB ในกำรแช่แข็งในทั งสองวิธีกำร  
(Liang และคณะ, 2012) เนื่องจำกสูตรน ้ำยำแช่แข็ง VA ประกอบด้วยสำรป้องกันกำรแช่แข็งท่ีสำมำรถซึม
ผ่ำนเข้ำภำยในเซลล์ได้สองชนิด (20% EG+20% DMSO) ท้ำให้ลดควำมเข้มข้นของกำรใช้สำรป้องกันกำร
แช่แข็งลง และสำมำรถลดควำมเป็นพิษของสำรป้องกันกำรแช่แข็งแต่ละตัวที่ใช้ประกอบกันในสูตรน ้ำยำ ซึ่ง
กำรใช้สำรป้องกันกำรแช่แข็งท่ีสำมำรถซึมผ่ำนเข้ำภำยในเซลล์เพียงชนิดเดียวในสูตรน ้ำยำแช่แข็ง ส่งผลให้มี
ควำมเข้มข้นของสำรป้องกันกำรแช่แข็งชนิดใดชนิดหนึ่งในปริมำณท่ีสูงเกินไป (Sharma และคณะ, 2010) 
เช่น ผลของกำรใช้ควำมเข้มข้นของ EG ท่ี 35% ในสูตรน ้ำยำ VB ในกำรทดลองนี  นอกจำกนี  Vajta และ
คณะ (1999) รำยงำนว่ำกำรใช้น ้ำยำแช่แข็งท่ีประกอบด้วย EG และ DMSO ให้ผลดีกว่ำกำรใช้สำรป้องกัน
กำรแช่แข็งท่ีสำมำรถซึมผ่ำนเข้ำภำยในเซลล์เพียงชนิดเดียวในสูตรน ้ำยำ ซึ่งสอดคล้องกับรำยงำนของ Agca 
และคณะ (1998) พบว่ำ DMSO มีอัตรำกำรแพร่ผ่ำนเซลล์สูงกว่ำ EG แต่พบว่ำ EG มีควำมเป็นพิษต่อเซลล์
ของตัวอ่อนต้่ำเมื่อเทียบกับสำรป้องกันกำรแช่แข็งท่ีสำมำรถซึมผ่ำนเข้ำภำยในเซลล์ชนิดอื่นๆ เช่น DMSO 
(Newton และ Subramoniam, 1996) นอกจำกนี ยังพบรำยงำนประสิทธิภำพของกำรใช้สูตรน ้ำยำแช่แข็ง
ท่ีประกอบด้วย DMSO และ EG ในกำรแช่แข็งไข่ระยะ MII ด้วยหลอดฟำง ซึ่งเมื่อน้ำไข่หลังกำรท้ำละลำยมำ
ท้ำกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง พบว่ำตัวอ่อนสำมำรถเจริญสู่ระยะมอรูล่ำ 11.5% และเข้ำสู่ระยะบลำสโต
ซิส 5.5% (Gautam และคณะ, 2008)  

เนื่องจำกจ้ำนวนไข่กระบือท่ีใช้ในกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง เพื่อผลิตตัวอ่อนมีจ้ำนวนจ้ำกัด ท้ำให้
ได้จ้ำนวนตัวอ่อนกระบือระยะบลำสโตซิสท่ีใช้ในกำรทดลองได้น้อย ดังนั นจึงควรท้ำกำรแช่แข็งตัวอ่อน
กระบือระยะบลำสโตซิสให้มำกขึ น เพื่อให้กำรสรุปผลของวิธีกำรและส่วนประกอบของน ้ำยำท่ีใช้แช่แข็งท่ี
เหมำะสมในกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือปลักระยะบลำสโตซีสมีควำมแม่นย้ำมำกขึ น 
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ตำรำงที่ 3 กำรเจริญของตัวอ่อนกระบือหลังจำกแช่แข็งด้วยวิธีต่ำงๆ 
 

แหล่งตัวอ่อน 
 

ชนิดตัวอ่อน 
จ ำนวนตัวอ่อน 

แช่แข็ง 
จ ำนวนตัวอ่อน 
ที่เก็บได้หลัง
ละลำย (%) 

จ ำนวนตัวอ่อน 
เจริญถึงระยะแฮช
ชิ่งบลำสโตซีส (%) 

 ตัวอ่อนสด  
 

- 5 
 

5a  
(100) 

 CT-VA 
 

6 6 
(100) 

5b  
(83.3) 

ตัวอ่อนผลิตจำกไข่ได้จำกรังไข่  
ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ 

CT-VB 6 6 
(100) 

4c  
(66.7) 

 Microdrop-VA 
 

6 6 
(100) 

5b  
(83.3) 

 Microdrop-VB 
 

6 6 
(100) 

4c  
(66.7) 

 ตัวอ่อนสด  
 

- 7 8a  
(100) 

 CT-VA 
 

8 8 
(100) 

7b  
(87.5) 

ตัวอ่อนผลิตจำกไข่เก็บโดย OPU 
จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH 

CT-VB 8 8 
(100) 

6c  
(75.0) 

 Microdrop-VA 
 

8 8 
(100) 

7b  
(87.5) 

 Microdrop-VB 
 

8 8 
(100) 

6c  
(75.0) 

a,b,c  Means within columns with different superscripts differ (P<0.05) 
3 replications 
CT-VA: ใช้ Cryotop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA  
CT-VB: ใช้ Cryotop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VB  
Microdrop-VA: ใช้ Microdrop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA 
Microdrop-VB: ใช้ Microdrop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VB 
 
 
 จำกตำรำงท่ี 4 น้ำตัวอ่อนระยะบลำสโตซิสท่ีได้จำกกำรท้ำปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่กระบือ
สองกลุ่มคือ (1) ไข่จำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ และ (2) ไข่ท่ีได้มำจำกรังไข่เก็บโดย OPU จำกกระบือท่ี
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กระตุ้นด้วย FSH มำท้ำกำรแช่แข็งโดยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA (CT-VA) 
และน ้ำยำแช่แข็ง VB (CT-VB) และใช้ Microdrop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA (Microdrop-VA) และน ้ำยำแช่
แข็ง VB (Mirodrop-VB) หลังจำกนั นน้ำตัวอ่อนแช่แข็งจำกวิธีดังกล่ำวมำท้ำกำรละลำยแล้วเลี ยงในหลอด
ทดลองเป็นเวลำ 48 ช่ัวโมงมำท้ำกำรย้ำยฝำกให้กับกระบือตัวรับ เพื่อศึกษำอัตรำกำรตั งท้องและกำรเกิดลูก
แรกคลอด โดยเปรียบเทียบกับกลุ่มท่ีเป็นตัวอ่อนสดท่ีไม่ผ่ำนกำรแช่แข็ง  จำกผลกำรทดลองพบกำรตั งท้อง
ของตัวรับจ้ำนวน 50% (1/2) ของกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนท่ีผ่ำนกำรแช่แข็งในกลุ่ม CT-VA ได้มำจำกกำรท้ำ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่กระบือจำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ แต่อย่ำงไรก็ตำมไม่พบกำรเกิดลูกแรก
คลอดของกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งในกลุ่มนี    ส่วนผลของกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนสดท่ีได้มำจำกกำรท้ำ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่กระบือจำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์นั นพบว่ำมีตัวรับตั งท้องจ้ำนวน 50% 
(1/2) และเกิดลูกกระบือแรกคลอดจ้ำนวน 1 ตัว  นอกจำกนี ผลของกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนท่ีได้มำจำกกำรท้ำ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่จำกรังไข่ท่ีเก็บโดย OPU จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH พบกำรตั งท้องของ
ตัวรับจ้ำนวน 50% (1/2) และเกิดลูกกระบือแรกคลอด 1 ตัว จำกกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งในกลุ่ม CT-VA 
และในกลุ่มตัวอ่อนสด  
 จำกผลกำรทดลองข้ำงต้นพบว่ำกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือระยะบลำสโตซิสท่ีผลิตจำกไข่ทั งสอง
แหล่งดังกล่ำวข้ำงต้นด้วยกำรใช้น ้ำยำสูตร VA ร่วมกับกำรแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop ให้ผลดีกว่ำกำรใช้น ้ำยำ
สูตร VB หรือกำรแช่แข็งด้วยวิธี Microdrop ในแง่ของกำรย้ำยฝำกตัวอ่อน ท่ีท้ำให้เกิดกำรตั งท้องของตัวรับ
และเกิดลูกกระบือแรกคลอดเช่นเดียวกับกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนสด   ในปี 2012 Yang และคณะได้รำยงำน 
ผลส้ำเร็จของกำรใช้น ้ำยำสูตร VA แช่แข็งตัวอ่อนกระบือท่ีได้มำจำกกำรท้ำปฏิสนธิในหลอดทดลองของไข่
กระบือจำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ ผลกำรทดลองพบอัตรำกำรตั งท้องของตัวรับ และเกิดลูกกระบือแรก
คลอดเช่นเดียวกับท่ีพบในกำรทดลองนี   นอกจำกนี ยังพบรำยงำนกำรใช้น ้ำยำแช่แข็งท่ีประกอบด้วย EG 
และ DMSO (16.5% EG+16.5% DMSO) ร่วมกับกำรแช่แข็งด้วยวิธี Cryotop ในกำรแช่แข็งตัวอ่อน
กระบือระยะแฮชบลำสโตซิส ท่ีได้มำจำกกำรท้ำปฏิสนธิในหลอดทดลอง ของไข่จำกรังไข่ท่ีเก็บโดย OPU ซึ่ง
พบว่ำกลุ่มตัวรับท่ีได้รับกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนในกลุ่มนี จะสำมำรถพยุงกำรตั งท้องไปจนถึงระยะคลอดได้ถึง 
20% (Boccia และคณะ, 2013) อย่ำงไรก็ตำมจ้ำนวนตัวอ่อนท่ีน้ำไปท้ำกำรแช่แข็งในกำรทดลองนี ยังมี
จ้ำนวนน้อย ดังนั นจึงต้องท้ำกำรศึกษำเพิ่ม เพื่อให้ทรำบถึงวิธีกำรแช่แข็งและชนิดของน ้ำยำแช่แข็งท่ีมี
ประสิทธิภำพต่ออัตรำกำรรอดหลังกำรท้ำละลำยของตัวอ่อนแช่แข็งท่ีผลิตจำกกำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง 
ของไข่ท่ีได้มำจำกรังไข่เก็บโดย OPU หรือทรำบว่ำตัวอ่อนท่ีผลิตจำกกำรปฏิสนธิในหลอดทดลองของไข่ท่ี
ได้มำจำกรังไข่เก็บโดย OPU มีควำมทนทำนต่อกำรแช่แข็งมำกกว่ำตัวอ่อนท่ีผลิตจำกกำรปฏิสนธิในหลอด
ทดลอง ไข่กระบือจำกรังไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์หรือไม่ 
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ตำรำงที่ 4 ผลกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนให้กระบือตัวรับ 
 

แหล่งตัวอ่อน 
 

ชนิดตัวอ่อน 
จ ำนวนตัวรับ 
ฝำกตัวอ่อน 

จ ำนวนตัวรับ 
ต้ังท้อง (%) 

จ ำนวนตัวรับ  
คลอดลูก (%) 

 ตัวอ่อนสด  
 

 2 1 
(50) 

1   
(100) 

 CT-VA 
 

 2 1 
(50) 

0   
(0) 

ตัวอ่อนผลิตจำกไข่ได้จำกรังไข่  
ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ 

CT-VB 2  0 
 

0   
 

 Microdrop-VA 
 

2  0 
 

0  
 

 Microdrop-VB 2  0 0 
 ตัวอ่อนสด  

 
2  1 

(50) 
1   

(100)  
 CT-VA 

 
2  1 

(50) 
1   

(100) 
ตัวอ่อนผลิตจำกไข่เก็บโดย OPU 
จำกกระบือท่ีกระตุ้นด้วย FSH 

CT-VB 2  0 
 

0  
 

 Microdrop-VA 
 

2  0 
 

0  
 

 Microdrop-VB 2 0 0  
CT-VA: ใช้ Cryotop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA  
CT-VB: ใช้ Cryotop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VB  
Microdrop-VA: ใช้ Microdrop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VA 
Microdrop-VB: ใช้ Microdrop ท่ีใช้น ้ำยำแช่แข็ง VB 
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บทที่ 4 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

  
 กำรทดลองนี แสดงให้เห็นว่ำสำมำรถผลิตตัวอ่อนกระบือปลักในหลอดทดลองจำกจำกไข่ได้จำกรังไข่
ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์ และจำกกำรท้ำ OPU นอกจำกนี ยังสำมำรถผลิตลูกกระบือจำกกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนสด
และกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งแบบ vitrification ด้วยวิธี CT-VA  ในกำรทดลองท่ี 1 เมื่อกระตุ้นรังไข่ด้วย
ฮอร์โมน FSH ในกระบือท่ีท้ำ OPU พบว่ำกำรกระตุ้นรังไข่ด้วย FSH สำมำรถเพิ่มจ้ำนวนไข่ต่อตัวท่ีเก็บได้
มำกกว่ำกลุ่มของกระบือท่ีไม่ได้ท้ำกำรกระตุ้นด้วย FSH อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ และเมื่อน้ำไข่ท่ีเก็บโดย 
OPU จำกกลุ่มกระบือท่ีได้รับกำรกระตุ้นด้วย FSH และไม่ได้รับกำรกระตุ้นด้วย FSH มำท้ำกำรปฏิสนธิใน
หลอดทดลอง เพื่อตรวจสอบอัตรำกำรเจริญสู่ระยะบลำสโตซิส โดยใช้ไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์เป็นกลุ่ม
ควบคุม ผลกำรทดลองพบว่ำตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่ท่ีเก็บโดย OPU จำกกลุ่มกระบือท่ีได้รับกำรกระตุ้นด้วย 
FSH มีอัตรำกำรเจริญเข้ำสู่ระยะบลำสโตซิสสูงสุด และไม่พบควำมแตกต่ำงของอัตรำกำรเจริญเข้ำสู่ระยะบ
ลำสโตซิสระหว่ำงตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่ท่ีเก็บโดย OPU จำกกลุ่มกระบือท่ีได้ไม่รับกำรกระตุ้นด้วย FSH และ
ตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่ไข่ท่ีเก็บจำกโรงฆ่ำสัตว์  จำกนั นเมื่อน้ำตัวอ่อนท่ีผลิตได้จำกกำรทดลองท่ี 1 มำแช่แข็ง
ในกำรทดลองท่ี 2 ด้วยวิธี Cryotop หรือ Microdrop โดยกำรใช้น ้ำยำแช่แข็งสูตร VA หรือ VB ซึ่งพบว่ำ
วิธีกำรแช่แข็งและแหล่งของไข่ท่ีใช้ในกำรผลิตตัวอ่อนไม่ส่งผลต่อศักยภำพในกำรเจริญเติบโตต่อไปได้หลัง
กำรท้ำละลำย ในขณะท่ีน ้ำยำแช่แข็งสูตร VA มีประสิทธิภำพในกำรแช่แข็งตัวอ่อนกระบือระยะบลำสโตซิส
สูงกว่ำน ้ำยำแช่แข็งสูตร VB อย่ำงมีนัยส้ำคัญทำงสถิติ และเมื่อท้ำกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแช่แข็งจำกกลุ่มต่ำงๆ 
ดังกำรทดลองท่ี 2 ให้แก่แม่กระบือตัวรับ โดยใช้ตัวอ่อนสดเป็นกลุ่มควบคุม และพบว่ำตัวอ่อนท่ีผ่ำนกำรแช่
แข็งด้วยวิธี CT-VA มีประสิทธิภำพและให้อัตรำกำรเกิดของลูกกระบือแรกคลอดเท่ำกันกับกำรย้ำยฝำกตัว
อ่อนสดให้กระบือตัวรับ ในกลุ่มของตัวอ่อนท่ีผลิตจำกไข่เก็บโดย OPU ซึ่งประโยชน์จำกงำนวิจัยนี เป็น
แนวทำงในกำรผลิตกระบือปลักพันธุ์ดีได้ในอนำคต  

อย่ำงไรก็ตำมตัวอ่อนท่ีใช้ในกำรย้ำยฝำกให้ตัวรับยังมีจ้ำนวนน้อย ดังนั นควรท้ำกำรทดลองต่อ โดย
กำรคัดเลือกกระบือปลักพันธุกรรมดีมำเก็บไข่เพื่อน้ำไปปฏิสนธิกับน ้ำเชื อกระบือปลักพันธุกรรมดี เพื่อน้ำตัว
อ่อนไปย้ำยฝำกให้กระบือตัวรับ ซึ่งจะสำมำรถเพิ่มจ้ำนวนกระบือปลักพันธุกรรมดีได้มำกขึ น 
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10. งำนวิจัยที่ประสบควำมส ำเร็จแล้ว 
 10.1. ประสบผลส้ำเร็จในกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนโคนม   ได้ลูกแฝดเพศเมียเกิดมำเมื่อวันท่ี 8 กันยำยน 

2529   นับเป็นรำยแรกของประเทศไทย 
 10.2. ประสบผลส้ำเร็จในกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนแพะ  ได้ลูกแพะเกิดมำเมื่อปี  2532  นับเป็นรำยแรก

ของประเทศไทย 
 10.3. ประสบผลส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งโค โดยใช้เซลล์ร่ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลน

นิ่งเกิดมำเมื่อวันท่ี 6 มีนำคม 2543 นับเป็นรำยแรกของเอเชียอำคเนย์ และรำยท่ี 6 ของโลก 
 10.4. ประสบควำมส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งตัวอ่อนกระบือปลักโดยใช้เซลล์ร่ำงกำยลูกอ่อนโคและเซลล์

แกรนูโลซำเป็นเซลล์ต้นแบบ นับเป็นรำยแรกของโลกท่ีท้ำและตีพิมพ์ผลงำนใน Buffalo Journal 1999, 
15: 371-384. 

 10.5. ประสบผลส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งโคบรำห์มันเพศผู้ช่ือ “ตูมตำม” โดยใช้เซลล์ร่ำงกำยส่วนใบหู
เป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งจำกเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตัวเกิดมำ ลูกโคทุกตัวผ่ำนกำรตรวจสอบ
ดีเอ็นเอแล้วพบว่ำมีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตำม”เจ้ำของเซลล์ต้นแบบทุกประกำร และมีสุขภำพสมบูรณ์แข็งแรง
ดีมำก 

 10.6. ประสบผลส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งแมวพันธุ์โครำช โดยใช้เซลล์ร่ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ  
ได้ลูกแมวโคลนนิ่งเกิดมำ 2 ตัว รำยแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 25 ธันวำคม 2549 
 10.7. ประสบควำมส้ำเร็จในกำรโคลนนิ่งแมวบ้ำน โดยใช้เซลล์ร่ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ 

ได้ลูกแมวคลอดออกมำมีชีวิต 2 ตัว ในวันท่ี 25 ธันวำคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วัน หลังคลอด 
ขณะนี ยังคงท้ำโคลนนิ่งแมวบ้ำน และแมวป่ำ อย่ำงต่อเนื่อง  

 10.8. ประสบผลส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งโคพันธุ์ขำวล้ำพูนเพศผู้ช่ือ “อินทนนท์” โดยใช้เซลล์ร่ำงกำย
ส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิดมำรำยแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 21 มี.ค. 2550  ได้รับ
กำรตั งช่ือว่ำ “ขำวมงคล” 

 10.9. ประสบผลส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งแพะพันธุ์บอร์เพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล์ 
ต้นแบบ ได้ลูกแพะโคลนนิ่งเกิดมำรำยแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตัว และ วันท่ี 4 ก.ค. 
2550 1 ตัว 
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 10.10. ประสบผลส้ำเร็จกำรโคลนนิ่งกระทิงเพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ 
ได้ลูกกระทิงโคลนนิ่งเกิดมำรำยท่ี 2 ของโลก   เมื่อวันท่ี 4 มี.ค. 2551 จ้ำนวน 1 ตัว แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 
12 ช่ัวโมง หลังคลอด 

 

11. รำงวัลที่ได้รับ  
11.1. จำกผลงำนวิจัยกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนโคนมจนประสบผลส้ำเร็จ ได้ลูกแฝดโคนมเกิดมำครั งแรก

ของประเทศไทยเมื่อวันท่ี  8   กันยำยน  2529    ท้ำให้งำนวิจัยนี ถูกยกย่องให้เป็น  1  ใน  10  ข่ำวเด่น
ของจุฬำลงกรณ์มหำวิทยำลัย 

 11.2. รำงวัลผลงำนวิจัยดี (อันดับ 1 สำขำสัตว์) ในกำรเสนอผลงำนวิจัยเรื่อง    “ควำมเป็นไปได้ใน
กำรผลิตโคพันธุ์ดีด้วยเทคโนโลยีโคลนนิ่งโดยใช้เซลล์ไฟโบรบลำสเป็นเซลล์ต้นแบบ” ในกำรประชุมทำง
วิชำกำรมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ครั งท่ี 38 พ.ศ. 2543 

11.3. รำงวัลผลงำนวิจัยดี สำขำวิทยำศำสตร์ ในกำรเสนอผลงำนวิจัยเรื่อง “กำรทดสอบค่ำ
กระแสไฟฟ้ำท่ีเหมำะสมส้ำหรับกำรท้ำโคลนนิ่งตัวอ่อนแมวโดยใช้เซลล์ไฟโบรบลำสจำกใบหูเป็นเซลล์
ต้นแบบ” ในกำรประชุมทำงวิชำกำรมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ครั งท่ี 41 พ.ศ. 2546 

11.4. รำงวัลนักวิจัยดีเด่น จำกสมำคมเทคโนโลยีชีวภำพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปำฐกถำ 
อำยิโน๊ะโมะโต๊ะ เรื่อง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ใน
กำรประชุมประจ้ำปีของสมำคมปี พ.ศ. 2547 

 11.5. รำงวัลผลงำนวิจัยดี (อันดับ 1 สำขำสัตว์) ในกำรเสนอผลงำนวิจัยเรื่อง “กำรใช้เทคโนโลยี
โคลนนิ่งผลิตโคเนื อและโคนมพันธุ์ดี” ในกำรประชุมทำงวิชำกำรมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ครั งท่ี 42 พ.ศ. 
2547 

 11.6. รำงวัลบุคลำกรสำยวิชำกำรท่ีมีผลงำนดีเด่นด้ำนกำรวิจัย ประจ้ำปี 2548 จำกมหำวิทยำลัย
เทคโนโลยีสุรนำรี 

 11.7. รำงวัลแทนคุณแผ่นดิน สำขำวิทยำศำสตร์ ประจ้ำปี 2550 จำกเครือเดอะเนช่ัน 
 11.8. รำงวัลผลงำนวิจัยดี (อันดับ 1 สำขำสัตว์) ในกำรเสนอผลงำนวิจัยเรื่อง “กำรอนุรักษ์โคพันธุ์

ขำวล้ำพูนโดยกำรท้ำโคลนนิ่ง” ในกำรประชุมทำงวิชำกำรมหำวิทยำลัยเกษตรศำสตร์ ครั งท่ี 46 พ.ศ. 2551  
11.9. รำงวัลบุคลำกรสำยวิชำกำรท่ีมีผลงำนดีเด่นด้ำนบริกำรวิชำกำร ประจ้ำปี 2558 จำก

มหำวิทยำลัยเทคโนโลยีสุรนำรี 
 

12. กำรจดสิทธิบัติ 
12.1. รังสรรค์   พำลพ่ำย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อำวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย์  มณีวรรณ    คม

สัน  ภำษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ป้องภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมรำช  “อุปกรณ์ควบคุมกำร
เคล่ือนท่ีก้ำนสูบของไมโครไซริงท์”  ยื่นค้ำขอเมื่อวันท่ี 11 มิถุนำยน 2547  ได้รับสิทธิบัติเมื่อเดือน เมษำยน 
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 12.2. รังสรรค์ พำลพ่ำย  วิศิษฐิพร สุขสมบัติ อำวุธ อินทรช่ืน อุดมวิทย์ มณีวรรณ  คมสัน ภำษย
เดช แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ  ป้องภัยรี มีสมบัติ  สมิง เติมพรมรำช   ชุติ เหล่ำธรรมธร  จันทร์เจ้ำ ล้อทอง
พำนิชย์  วิชัย ศรีสุรักษ์  “เครื่องเช่ือมเซลล์ด้วยไฟฟ้ำกระแสตรง”  ยื่นค้ำขอเมื่อวันท่ี 11 มิถุนำยน 2547   

12.3. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พำลพ่ำย มำรินำ เกตุทัต-คำร์นส์ “ผลิตภัณฑ์โมโนโคลนัลแอนติบอดี

ต่ออสุจิเพศผู้ของโค และกระบวนกำรผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผู้ของโคดังกล่ำว” ยื่นค้ำขอ

เมื่อวันที 27 กรกฎำคม 2555    

12.4. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พำลพ่ำย มำรินำ เกตุทัต-คำร์นส์ “กระบวนกำรแยกเพศอสุจิโคด้วย

โมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีมีควำมจ้ำเพำะต่ออสุจิเพศผู้ของโค และกำรใช้อสุจิท่ีผ่ำนกระบวนกำรดังกล่ำวใน

กำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว ” ยื่นค้ำขอเมื่อวันที 27 กรกฎำคม 2555 

12.5. รังสรรค์ พำลพ่ำย ศิวัช สังศรีทวงษ์  กำญจนำ ปัญญำไว ภำชนะบรรจุตัวอ่อนแช่แข็งด้วยวิธี
ลดอุณหภูมิลงอย่ำงรวดเร็วที่มีกำรเจือจำงสำรแช่แข็งแบบขั นตอนเดียวและกำรใช้ภำชนะบรรจุดังกล่ำว เลข
ทะเบียน 9367 อนุมัติวันท่ี 28 พ.ย. 2557    

  
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 


