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บทคดัย่อ 

 
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 กลุ่ม (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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สารบัญเร่ือง 
 

 หนา้ 
กิตติกรรมประกาศ ก 
บทคดัยอ่ ข 
สารบญัเร่ือง จ 
สารบญัตาราง ช 
สารบญัภาพ ซ 
บทที่ 1 บทน า 1 
 1.1 ความส าคญั ที่มาของปัญหาที่ท  าการวจิยั 1 
 1.2 การทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวขอ้ง   1 
 1.3 วตัถุประสงคข์องการวจิยั 3 
 1.4 ขอบเขตของการวจิยั 3 
 1.5 ประโยชน์ที่คาดวา่จะไดรั้บจากการวจิยั  3 
บทที่ 2 วธีิด าเนินการวจิยั 5 
การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของโกรทแฟ็กเตอร์ต่อการเจริญของฟอลลิเคิลขนาดเล็ก 5 
 2.1 การแยกฟอลลิเคิลออกจากรังไข ่ 5 
 2.2 การเล้ียงฟอลลิเคิลขนาดเล็กในสภาวะที่ตรึงดว้ยคอลลาเจนเจล 5 
 2.3 การเล้ียงไข่ที่ไดจ้ากการเล้ียงฟอลลิเคิล 6 
 2.4 การตรวจสอบอตัราการรอดของไข ่ 6 
 2.5 การตรวจสอบระยะการเจริญของไข่ 7 
การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของขนาดของฟอลลิเคิล และโกรทแฟ็กเตอร์ต่อการเจริญของ 
                         ฟอลลิเคิลขนาดเล็ก และอตัราการเจริญของตวัอ่อนหลงัการฉีดตวัอสุจิ 
                         เขา้ไปในไข่ (Intracytoplasmic sperm injection, ICSI)  

7 

 2.6 การแยกฟอลลิเคิลออกจากรังไข ่ 7 
 2.7 การเล้ียงฟอลลิเคิล 7 
 2.8 การตรวจสอบอตัราการรอดของไข่ภายหลงัการเล้ียงฟอลลิเคิล 8 
 2.9 การเล้ียงไข่ใหพ้ร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง 8 
 2.10 การตรวจสอบระยะการเจริญของนิวเคลียสไข ่ 8 
 2.11 การท า ICSI 8 
 2.12 การกระตุน้ไข่หลงัการฉีดอสุจิเขา้ไปในไข ่ 8 
 2.13 การเล้ียงตวัอ่อนในหลอดทดลอง 8 
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สารบัญเร่ือง (ต่อ) 
  

 หนา้ 
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บทที่ 3 ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลและขอ้วจิารณ์ 10 
  ผลการทดลองที่ 1  10 
  ผลการทดลองที่ 2 20 
  ขอ้วจิารณ์ 30 
บทที่ 4 สรุปผลและขอ้เสนอแนะ 33 
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สารบัญตาราง 
 
 หนา้ 
ตารางที่ 1 แสดงโกรทแฟ็กเตอร์ที่ใชใ้นการทดลอง 6 
ตารางที่ 2 แสดงอตัราการรอดของฟอลลิเคิลหลงัจากเล้ียงนาน 14 วนั 11  
ตารางที่ 3 แสดงอตัราการเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 15 
ตารางที่ 4 แสดงอตัราการเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 16 
ตารางที่ 5 แสดงอตัราการเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 16 
ตารางที่ 6 แสดงอตัราการรอดของไข่และการเจริญของนิวเคลียสไข่จากฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 18 
ตารางที่ 7 แสดงอตัราการรอดของไข่และการเจริญของนิวเคลียสไข่จากฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 19 
ตารางที่ 8 แสดงอตัราการรอดของไข่และการเจริญของนิวเคลียสไข่จากฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 19 
ตารางที่ 9  แสดงอตัราการเจริญของฟอลลิเคิลภายหลงัการเล้ียง 7 14 และ 30 วนั 20 
ตารางที่ 10 แสดงอตัราการรอดของไข่ภายหลงัการเล้ียงฟอลลิเคิล 21 
ตารางที่ 11 แสดงการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจากฟอลลิเคิลที่เล้ียงนาน 7 วนั 24 
ตารางที่ 12 แสดงอตัราการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจากฟอลลิเคิลที่เล้ียงนาน 14 วนั 25 
ตารางที่ 13 แสดงอตัราการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจากฟอลลิเคิลที่เล้ียงนาน 30 วนั 26 
ตารางที่ 14 แสดงอตัราการเจริญของฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ายาที่เติม bFGF นาน 30 วนั  
                  และอตัราการรอดของไข ่

27 

ตารางที่ 15 แสดงอตัราการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกไดจ้ากฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ายา 
                  ที่เติมและไม่เติม bFGF   

28 

ตารางที่ 16 แสดงอตัราการเจริญของตวัอ่นหลงัการท า ICSI ของไข่ที่แยกไดจ้าก 
                  ฟอลลิเคิลที่เล้ียงนาน 30 วนัในน ้ ายาที่เติม bFGF 

29 
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สารบัญภาพ 
 

ภาพที ่1 แสดงการรอดและการเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 (Ø  200-399 µm) 12 
ภาพที ่2 แสดงการรอดและการเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 (Ø  400-599 µm) 13 
ภาพที ่3 แสดงการรอดและการเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 (Ø  600-799 µm) 14 
ภาพที่ 4 แสดงไข่จากฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 ภายใตแ้สงปกติ (A) และไข่หลงัจากยอ้มดว้ย 
              สี FDA (B) และไข่ที่รอดชีวติในแสงปกติ (C) และนิวเคลียสของไข่หลงัจาก 
              ยอ้ม Hoechst 33342 (D)  

17 

ภาพที่  5 แสดงระยะก าร เจริญ ของ นิ ว เค ลี ยสไข่  ระยะ  GV (A), MI (B), degenerate  
               chomosome (C) และไข่ที่ไม่พบจ านวนโครโมโซม (D) 

17 

ภาพที่ 6 แสดงการเจริญของนิวเคลียสไข่ระยะ MII 22 
ภาพที่ 7 แสดงตวัอ่อนกระบือระยะมอรูล่าที่ผลิตจากการเล้ียงฟอลลิเคิล แลว้แยกไข่ไป 
              เล้ียงใหพ้ร้อมปฏิสนธิ แลว้ท า ICSI  

23 

ภาพที่ 8 แสดงตวัอ่อนกระบือระยะบลาสโตซีส ที่ผลิตจากการเล้ียงฟอลลิเคิล แลว้แยก 
              ไข่ไปเล้ียงใหพ้ร้อมปฏิสนธิ แลว้ท า ICSI  

23 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

    
1.1 ความส าคญั และที่มาของปัญหาที่ท าการวิจัย  

ในขณะน้ีประชำกรกระบือปลักก ำลังลดลงอย่ำงมำก จำกสถิติกรมปศุสัตว์ประเทศไทยเคยมี
กระบือมำกที่สุดในปี 2522 - 2523 จ ำนวน 6 ลำ้นตวั ต่อมำจ ำนวนลดลงชำ้ ๆ คงที่ในปี 2534-2536 เหลือ 
4.8 ล้ำนตวั และลดลงอย่ำงรวดเร็ว จำกปี 2536-2541 ในอัตรำเฉล่ียปีละ 11.9% หลังจำกประเทศไทย
ประสบภำวะวกิฤติเศรษฐกิจปี 2540 เป็นตน้มำ จ ำนวนกระบือไดล้ดลงเฉล่ียปีละ 7.6% ปี 2547 เหลือ 1.49 
ลำ้นตวั ปี 2548 เพิ่มขึ้นเป็น 1.62 ลำ้นตวั ปัจจุบนัมีจ ำนวนกระบือปลกัไม่ถึง 1 ล้ำนตวั ซ่ึงมีสำเหตุหลัก
จำกเกษตรกรใชเ้คร่ืองจกัรกลท ำกำรเกษตรแทนกำรใชแ้รงงำนกระบือปลกั (จ ำนงค ์และ วรวิทย,์ 2551)  
ปัจจุบนัมีกำรน ำเทคโนโลยต่ีำงๆมำใชใ้นกำรเพิ่มจ ำนวนกระบือปลกัพนัธุ์ดีเช่น กำรผสมเทียม (Crudeli, 
และคณะ, 1999), กำรโคลนน่ิง (Muenthaisong และคณะ, 2007)  และกำรท ำปฏิสนธิในหลอดแก้ว 
(Suteevun และคณะ, 2006) ซ่ึงกำรจะท ำได้นั้นตอ้งอำศยัไข่ที่พร้อมปฏิสนธิจำกตวัอสุจิ จำกกำรศึกษำ
พบว่ำในรังไข่กระบือมีฟอลลิเคิลระยะ Primordial follicle จ  ำนวน 10,000-19,000 ใบ ส่วนในรังไข่โคมี
ประมำณ 15,000 ใบ (Santos และคณะ, 2006 )  แมใ้นกระบือจะมีจ ำนวน Primordial follicle มำก แต่อตัรำ
กำรผสมพนัธุ์และกำรกระตุน้ให้เกิดกำรตกไข่ของกระบือค่อนขำ้งต ่ำเม่ือเทียบกับโค (Presicce, 2007) 
เน่ืองจำกฟอลลิเคิลขนำดเล็กจ ำนวนมำกฝ่อและสลำยไปขณะที่อยูภ่ำยในรังไข่ มีฟอลลิเคิลเพียงบำงส่วน
เท่ำนั้นที่สำมำรถเจริญจนตกไข่ได ้(Leigh และคณะ, 2004)  ปัจจุบนัจึงมีกำรพยำยำมพฒันำเทคนิค กำร
เล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กในกระบือเพื่อใหไ้ดฟ้อลลิเคิลที่เจริญจนสำมำรถไดไ้ข่ที่พร้อมปฏิสนธิไดเ้พิม่ขึ้น 
เพือ่น ำไข่ที่ไดไ้ปใชป้ระโยชน์ต่อไป 

 
1.2 การทบทวนวรรณกรรม (reviewed literature) / สารสนเทศ (information) ที่เกี่ยวข้อง 

ภำยในรังไข่ของสัตวเ์ล้ียงลูกด้วยนมจะประกอบดว้ยฟอลลิเคิลระยะต่ำงๆ จ ำนวนมำกโดยเร่ิม
จ ำก  primordial follicle เจ ริญ ต่ อ ไป เป็ น  primary follicle  secondary follicle growing follicle ห รื อ 
developing follicle และ  mature follicle หรือ graafian follicle ตำมล ำดบั (Slomianka, 2006) ซ่ึงฟอลลิเคิล
เหล่ำน้ีเม่ือไดรั้บกำรกระตุน้จำกฮอร์โมนจะท ำให้เกิดกำรเจริญขึ้นมำ เช่น เกิดช่องว่ำงภำยใน (antrum), มี
กำรเพิ่มขึ้นของเซลลแ์กรนูโลซำ (granulosa cell) และขนำดของไข่ (Alm และคณะ 2006) ในระหวำ่งกำร
เจริญเติบโตมีฟอลลิเคิลเพยีงบำงส่วนเท่ำนั้นที่เติบโตเป็น graafian follicle และมีกำรตกไข่ แต่มีฟอลลิเคิล
จ ำนวนมำกภำยในรังไข่ที่ไม่ไดเ้ติบโตจนเป็น graafian follicle ซ่ึงฟอลลิเคิลเหล่ำนั้นจะฝ่อไปในระหวำ่งที่
มีกำรเจริญเติบโตเรียกวำ่เกิดขบวนกำร atresia (Leigh และ คณะ, 2004) เน่ืองจำกกำรพฒันำของฟอลลิเคิล
บนรังไข่ ในช่วงที่ฟอลลิเคิลยงัไม่มีช่องว่ำงภำยในเรียกว่ำ พรีแอนทรัลฟอลลิเคิล (preantral follicle) ซ่ึง
ได้แก่ช่วงที่ยงัเป็น primordial follicle   primary follicle และ secondary follicle จะยงัไม่ถูกควบคุมด้วย
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ฮอร์โมนโกนำโดโทรปินหรือฮอร์โมนมีผลน้อยมำก กำรเจริญหรือกำรฝ่อสลำยไปของฟอลลิเคิล จะถูก
ควบคุมดว้ยกลไกภำยในรังไข่เอง โดยฟอลลิเคิลใบใหญ่กว่ำจะคอยยบัย ั้งฟอลลิเคิลใบเล็กกว่ำไม่ให้เจริญ
หรือใหฝ่้อสลำยไป (ศูนยว์จิยักำรผสมเทียมและเทคโนโลยชีีวภำพกำรผลิตปศุสตัว,์ 2007) 

จำกเหตุผลดังกล่ำวจึงได้มีกำรพฒันำเทคนิคในกำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กเพื่อให้ preantral 
follicle สำมำรถเจริญเป็น graafian follicle ไดม้ำกขึ้นก่อนที่จะฝ่อ  ซ่ึงกำรเล้ียงฟอลลิเคิลนั้นมีรำยงำนใน
สัตวห์ลำยชนิดเช่น หนูถีบจกัร (Rose และคณะ, 1999; Demeester และคณะ, 2002)  สุกร (Telfer และ
คณะ, 2000; Kagawa และคณะ, 2005) แพะ (Zhou และ Zhou, 2005; Rajarajan และคณะ, 2006) และ โค 
(Saha และคณะ, 2000; Senbon และคณะ, 2004; Alm และคณะ, 2006 ) เทคนิคกำรเล้ียงฟอลลิเคิลมีทั้งกำร
เล้ียงในสภำวะที่ตรึงดว้ยคอลลำเจนเจลและเล้ียงแบบไม่ตรึงดว้ยคอลลำเจนเจล (Yousaf  และ Chohan, 
2003; Santos และคณะ, 2006) กำรเล้ียงในคอลลำเจนเจล ท ำใหฟ้อลลิเคิลอยูใ่นลกัษณะสำมมิติและมีกำร
เพิม่จ  ำนวนของเซลล์แกรนูโลซำในฟอลลิเคิลและเกิดช่องว่ำงในฟอลลิเคิลมีโครงสร้ำงเหมือนกบัไข่ที่โต
จนถึงระยะ graafian follicle (Miyano, 2005) โดยอำหำรเล้ียงเซลล์สำมำรถผ่ำนคอลลำเจนเจลเขำ้ไปเล้ียง
ไข่ได ้ (Kreeger และคณะ, 2006)  

ควำมส ำเร็จในกำรเล้ียงฟอลลิเคิลนั้นมีรำยงำนคร้ังแรกในปี 1999 โดย Eppig และ O’Brien ซ่ึงได้
ท  ำกำรเล้ียง  primordial follicle ของหนูและน ำไข่ที่ไดม้ำท ำกำรปฏิสนธิในหลอดแกว้จนไดลู้กหนูตวัแรก
ซ่ึงเกิดจำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็ก นอกจำกน้ี Yamamoto และคณะในปี 1999 ไดมี้กำรน ำไข่โคที่ได้
จำกกำรเล้ียง early antral follicles มำใชใ้นกำรท ำปฏิสนธิในหลอดแก้วจนไดลู้กโคเกิดขึ้นโดยใชฟ้อลลิ
เคิลขนำด 0.5-0.7 มิลลิเมตร เล้ียงในสภำวะที่ตรึงด้วยคอลลำเจนเจลในน ้ ำยำ  TCM 199 เป็นเวลำ 14 วนั 
ไดไ้ข่ในระยะพร้อมปฏิสนธิ 90% หลงัท ำปฏิสนธิในหลอดแกว้พบวำ่มีตวัอ่อนโตจนถึงระยะ บลำสโตซีส 
3.7% เม่ือน ำไปยำ้ยฝำกใหต้วัรับ 3 ตวั มีลูกโคเกิดจ ำนวน 1 ตวั   

รังไข่กระบือมีฟอลลิเคิลระยะ primordial follicle จ  ำนวน 10,000-19,000 ใบ ส่วนในรังไข่โคมี
ประมำณ 15,000 ใบ (Santos และคณะ, 2006 ) แมใ้นกระบือจะมีจ ำนวน primordial follicle มำกแต่อตัรำ
กำรผสมพนัธุ์และกำรกระตุน้ให้เกิดกำรตกไข่ของกระบือค่อนขำ้งต ่ำเม่ือเทียบกับโค (Presicce, 2007) 
ปัจจุบนัจึงมีกำรน ำเทคนิคกำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กมำใชใ้นกระบือเพื่อให้ไดฟ้อลลิเคิลที่เจริญเป็น
ระยะ graafian follicle เพิ่มขึ้น ในปี  2003 Yousaf  และ Chohan ศึกษำเปรียบเทียบฟอลลิเคิลของกระบือ
ขนำด 1-8 มิลลิเมตร พบว่ำสำมำรถเจริญได้ถึงระยะ germinal V และฟอลลิเคิลขนำด 2-8 มิลลิเมตร 
สำมำรถเติบโตจนถึง metaphase II (MII) ได ้Gupta และคณะ ในปี 2002 และ Santos และคณะ ในปี 2006 
ศึกษำโกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมกบักำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กของกระบือพบว่ำ ฟอลลิเคิล สติมูเลต้ิง 
ฮอร์โมน (FSH) และ อินซูลินทรำนสเฟอร์ลิน (ITS) เหมำะสมในกำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กของกระบือ
โดยใช้ระยะเวลำในกำรเล้ียง 7 วนั และ 15 วนั นอกจำกนั้ ยงัพบว่ำโกรทแฟ็กเตอร์ตัวอ่ืนๆอย่ำงเช่น 
insulin-like growth factor-I (IGF-I) , epidermal growth factor (EGF) และ  basic fibroblast growth factor 
(bFGF) มีผลต่อกำรเจริญของฟอลลิเคิล (Zhou และ Zhang, 2005; Rajarajan และคณะ, 2006; Celestino 
และคณะ , 2011; Magalhães-Padilha และคณะ , 2012; Saha และคณะ , 2000; Gupta และคณะ , 2002; 
Sharma และคณะ, 2009; Gupta และ Nandi, 2010; Nilsson และคณะ, 2001) อยำ่งไรก็ตำมชนิดของ โกรท
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แฟ็กเตอร์และควำมเขม้ขน้โกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมกบักำรเจริญของฟอลลิเคิลของสัตวแ์ต่ล่ะชนิดนั้น
ยงัตอ้งกำรกำรศึกษำคน้ควำ้อีกมำก โดยในกำรทดลองน้ีจะท ำกำรเล้ียงฟอลลิเคิลของกระบือในสภำวะตรึง
ดว้ยคอลลำเจนเพื่อเปรียบเทียบผลของโกรทแฟ็กเตอร์ที่มีต่ออตัำรำกำรรอดและกำรเจริญของฟอลลิเคิล
ในกระบือปลกั  
 

1.3. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 
1.3.1. ศึกษาการคดัแยกฟอลลิเคิลขนาดเล็กออกจากรังไข่กระบือปลกั 
1.3.2. ศึกษาวธีิการเล้ียงที่เหมาะสมกบัฟอลลิเคิลขนาดเล็กของกระบือปลกั 
1.3.3. ศึกษาสูตรน ้ าที่เหมาะสมกบัการเล้ียงฟอลลิเคิลขนาดเล็กของกระบือปลกั 
1.3.4. ศึกษาอตัราการเจริญของฟอลลิเคิลและการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่ไดจ้ากการเล้ียงฟอลลิเคิล 

                 ขนาดเล็ก 
1.3.5. ศึกษาเปรียบเทียบอัตราการปฎิสนธิของไข่กระบือที่ไดจ้ากการเล้ียงฟอลลิเคิลโดยใชเ้ทคนิค            

                 การปฏิสนธิในหลอดแกว้และการฉีดตวัอสุจิเขา้ในไข่ 
1.3.6. ศึกษาอตัราการเจริญของตวัอ่อนที่เกิดจากไข่ซ่ึงไดจ้ากการเล้ียงฟอลลิเคิลขนาดต่างๆดว้ยการ 

                 ปฏิสนธิในหลอดแกว้และการฉีดตวัอสุจิเขา้ในไข่ 
       1.3.7. ศึกษาอตัราการตั้งทอ้งหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อนที่ไดจ้ากการเล้ียงฟอลลิเคิลขนาดเล็ก 
 
1.4. ขอบเขตของโครงการวิจัย 

น ำรังไข่กระบือปลกัที่ไดจ้ำกโรงฆ่ำสตัวม์ำคดัแยกเอำฟอลลิเคิลขนำดเล็กดว้ยกำรใชใ้บมีดเฉือน
เอำเฉพำะชั้นคอร์เทคของรังไข่ จำกนั้นใชเ้อนไซม์เพือ่ช่วยในกำรยอ่ยและท ำกำรแยกฟอลลิเคิลขนำดเล็ก
โดยใชป้ำกคีบปลำยแหลม แลว้น ำไปเขำ้เล้ียงโดยแยกเส้นผำ่ศูนยก์ลำง ขนำด 200-399 ไมโครเมตร, 400-
599 ไมโครเมตร และ 600-799 ไมโครเมตร แลว้เล้ียงในสภำวะที่ตรึงดว้ยคอลลำเจนเจลโดยเปรียบเทียบ
กำรเจริญของฟอลลิเคิลในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ที่แตกต่ำงกนั เล้ียงนำน 14 วนั วดัเสน้ผ่ำศูนยก์ลำงเพื่อ
ดูกำรเจริญของไข่ทุกๆ 7 วนั โดยใช ้กลอ้ง inverted microscope ซ่ึงต่อกบักลอ้ง CCD เม่ือเล้ียงครบ 14 วนั 
น ำไข่ไปเล้ียงในน ้ ำยำส ำหรับเล้ียงไข่ให้เจริญพร้อมปฎิสนธิในหลอดแก้วนำน 21 ชั่วโมง แล้วน ำไข่ที่
ไดม้ำ fix และยอ้มสี ท ำกำรตรวจสอบระยะกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ (meiotic stage) ดว้ยกลอ้ง inverted 
microscope   
 
1.5 ประโยชน์ที่ได้รับจากการวิจัย 

1. ไดท้รำบวธีิกำรที่เหมำะสมในกำรคดัแยกฟอลลิเคิลขนำดเล็กออกจำกรังไข่กระบือปลกั 
2. ไดข้อ้มูลวธีิกำรเล้ียงที่เหมำะสมกบักำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กของกระบือปลกั 
3. ไดสู้ตรน ้ ำและโกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมกบักำรเล้ียงฟอลลิเคิลขนำดเล็กของกระบือปลกั 
4. ทรำบอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลและกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ที่ได้จำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิล

ขนำดเล็ก 
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5. สำมำรถน ำองคค์วำมรู้ที่ไดไ้ปแกปั้ญหำในกำรขำดแคลนไข่กระบือปลกัเพือ่ใชใ้นกำรท ำงำนวจิยั

ได ้
6. สำมำรถน ำวิธีกำรน้ีไปประยกุตใ์ชก้บักำรเล้ียงฟอลลิเคิลในสัตวอ่ื์นๆโดยเฉพำะในสัตวใ์กลสู้ญ

พนัธุเ์พือ่ใหไ้ดไ้ข่ที่พร้อมท ำกำรผสมเพิม่ขึ้น 
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บทที่ 2  
วธีิด าเนินการวจิยั 

 
การทดลองที่ 1 การศึกษาผลของโกรทแฟ็กเตอร์ต่อการเจริญของฟอลลิเคลิขนาดเล็ก 
2.1. การแยกฟอลลิเคลิออกจากรังไข่ 

ท ำกำรเก็บรังไข่กระบือปลกัจำกโรงฆ่ำสตัวไ์วใ้นน ้ ำเกลือ (0.9% NaCl) ลำ้งรังไข่ดว้ย 70% เอท
ทำนอล นำน 1 นำที จำกนั้นลำ้งรังใข่ 3 คร้ัง ใชใ้บมีดเฉือนเอำเฉพำะชั้นคอร์เทคออกเป็นช้ินเล็กๆ ใหมี้
ขนำดหนำประมำณ 1-2 มิลลิเมตร น ำช้ินของรังไข่ที่ไดล้ำ้ง 3 คร้ัง ในน ้ ำเกลือ จำกนั้นใส่ในจำนเล้ียงเซลล์
ที่มี 0.1% collagenase และ 40 units/ml DNase จำกนั้นน ำไปไวใ้นตูอ้บทีอุ่ณหภูมิ 37C ภำยใตบ้รรยำกำศ
ที่มี 5% CO2 นำน 1 ชัว่โมง จำกนั้นใชพ้ลำสเจอร์ปิเปตดูดเอนไซมท์ิ้ง แลว้เติม HEPES-buffered TCM 
199 ลงไปเพือ่ลำ้งเอนไซม ์ ลำ้งดว้ย HEPES-buffered TCM 199 จ ำนวน 2 คร้ัง จำกนั้นเติม HEPES-
buffered TCM 199 ลงในจำนเล้ียงเซลลแ์ละน ำเน้ือเยือ่รังไข่ที่ผำ่นกำรยอ่ยดว้ยเอนไซมไ์ปคดัแยกเอำ
เฉพำะฟอลลิเคิลโดยใชป้ำกคีบปลำยแหลมช่วยในกำรแยก หลงัจำกแยกเสร็จแลว้วดัขนำดของฟอลลิเคิล
โดยท ำภำยใตก้ลอ้ง inverted microscope ซ่ึงต่อกบักลอ้ง CCD แบ่งฟอลลิเคิลออกเป็น 3 กลุ่ม ตำมขนำด
เสน้ผำ่ศูนยก์ลำง โดยกลุ่ม 1 ขนำด 200-399 ไมโครเมตร กลุ่ม 2 ขนำด 400-599 ไมโครเมตร และ กลุ่ม 3 
ขนำด 600-799 ไมโครเมตร 
2.2. การเลีย้งฟอลลิเคลิขนาดเล็กในสภาวะที่ตรึงด้วยคอลลาเจนเจล 

เตรียมสำรละลำยคอลลำเจนเจลโดยใช้ collagen gel type I น ำสำรละลำย 3.0% acid collagen 
ผสมกบั 10 เท่ำของน ้ ำยำ TCM 199 และ 0.05 N sodium hydroxide solution ซ่ึงมี 22 mg/ml NaHCO3 และ 
47.7 mg/ml HEPES ในอตัรำส่วน 8:1:1 (v:v:v) ระหว่ำงกำรเตรียมสำรละลำยคอลลำเจนตอ้งท ำในน ้ ำแข็ง
เน่ืองจำกสำรละลำยคอลลำเจนสำมำรถแขง็ตวัไดท้ี่อุณหภูมิห้อง แบ่งสำรละลำยคอลลำเจนออกเป็นสอง
ส่วนส ำหรับท ำชั้น base layer และ top layer จำกนั้นน ำสำรละลำยที่แบ่งไวส้ ำหรับท ำชั้น base layer เติม
ลงใน 4 well dish (Nunc)โดยใส่ well ละ 200 ไมโครลิตร แล้วน ำไปไวใ้นตูอ้บที่อุณหภูมิ 37C ภำยใต้
บรรยำกำศที่มี 5% CO2 นำน 5 นำที เพื่อให้เจลแข็งตวั จำกนั้นน ำฟอลลิเคิลที่แบ่งกลุ่มไวว้ำงบนชั้น base 
layer โดยวำงฟอลลิเคิล 4 ใบต่อ well จำกนั้นท ำชั้น top layer โดยน ำสำรละลำยคอลลำเจนที่ใชท้  ำชั้น top 
layer แช่ในน ้ ำอุณหภูมิ 25C นำน 5 นำที จำกนั้นเติมสำรละลำยคอลลำเจนทบัลงไปบนชั้น base layer ซ่ึง
มีฟอลลิเคิลวำงอยู่  โดยใส่ well ละ 200 ไมโครลิตร แล้วน ำไปไว้ในตู ้อบที่ อุณหภูมิ 37C ภำยใต้
บรรยำกำศที่มี 5% CO2 นำน 10 นำที  จำกนั้นเติมน ้ ำยำเล้ียงฟอลลิเคิลซ่ึงประกอบดว้ย  TCM 199 เติมดว้ย  
10 µg/ml  FSH, 2 mM glutamate, 0.23 mM sodium pyruvate, 2 mM hypoxanthine, 1% ITS, 0.1 mg/ml  
streptomycin และ 100 IU/ml penicillin  ลงไป 500 ไมโครลิตร ท ำกำรเปล่ียนน ้ ำยำทุกๆ 2 วนั โดยดูด
น ้ ำยำเก่ำออก 250 ไมโครลิตร แลว้เติมน ้ ำยำใหม่ลง 250 ไมโครลิตร  โดยเล้ียงฟอลลิเคิลนำน 14 วนั จะวดั
อตัรำกำรเจริญเติบโตของฟอลลิเคิลที่วนัที่ 7 และ 14 ภำยใตก้ล้อง inverted microscope ซ่ึงต่อกับกล้อง 
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CCD น ้ ำยำเล้ียงฟอลลิเคิลจะมีกำรเติมโกรทแฟ็กเตอร์ตำมแต่ละทรีทเมน้ทซ่ึ์งแสดงในตำรำงที่ 1 โดยแต่
ละกำรทดลองใชฟ้อลลิเคิลคร้ังละ 12 ใบ ท ำซ ้ ำทั้งหมด 10 คร้ังในแต่ละกำรทดลอง 

 
ตารางที่ 1  แสดงโกรทแฟ็กเตอร์ที่ใชใ้นกำรทดลอง 

Treatments 
bFGF 

(50 ng/ml) 
IGF-I 

(100 ng/ml) 
EGF 

(50 ng/ml) 

1 - - - 
2 + - - 
3 - + - 
4 - - + 
5 + + - 
6 + - + 
7 - + + 
8 + + + 

 

2.3. การเลีย้งไข่ที่ได้จากการเลีย้งฟอลลิเคลิ 
ฟอลลิเคิลที่เจริญเติบโตจำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิลจะถูกน ำมำแยกไข่ที่อยูภ่ำยในฟอลลิเคิลออกโดย

ใช้ปำกคีบปลำยแหลม โดยจะท ำกำรแยกฟอลลิเคิลในน ้ ำยำ Dulbecco’s phosphate buffer saline 
(mDPBS) ซ่ึงประกอบด้วย 0.1% polyvinylpyrrolidone (PVP) และน ำไข่ที่ได้มำล้ำงใน mDPBS+0.1% 
PVP จ ำนวน 5 คร้ัง แลว้น ำไข่ที่ไดไ้ปเล้ียงในน ้ ำยำในจำนเล้ียงเซลลซ่ึ์งปิดคลุมน ้ ำยำดว้ย mineral oil เล้ียง
ในสัดส่วน 10 ใบ/50 µl น ้ ำยำส ำหรับเล้ียงไข่ประกอบด้วย TCM199 ที่ เติมด้วย 10% FCS, 50 IU/ml 
HCG, 0.02 AU/ml FSH และ 1 µg/ml E2 น ำไปเล้ียงในตูอ้บที่อุณหภูมิ 38.5C ภำยใตบ้รรยำกำศที่มี 5% 
CO2 นำน 24 ชัว่โมง  
2.4. การตรวจสอบอัตราการรอดของไข่ 
 หลงัจำกเล้ียงไข่ครบ 21 ชัว่โมง ไข่ที่ไดจ้ะถูกน ำมำยอ่ยเซลลค์ิวมูลสัออกโดยกำรใชปิ้เปตดูดไข่
ขึ้นลงในน ้ ำยำซ่ึงประกอบดว้ย 0.2% hyaluronรdase แลว้น ำไข่ที่ไดไ้ปลำ้ง 3 คร้ัง ในน ้ ำยำ mDPBS+PVP 
ไข่ที่ผำ่นกำรยอ่ยเซลลค์ิวมูลสัออกแลว้จะถูกน ำมำยอ้มดว้ยน ้ ำยำ Fluorescein diacetate (FDA) โดยน ำไข่
แช่ในน ้ ำยำ PBS ที่มี 2.5 µg/ml FDA + 5 mg/ml Bovine serum albumin (BSA) ที่อุณหภูมิ 38.5C ภำยใน
หอ้งมืด นำน 2 นำที จำกนั้นไขไ่ปลำ้งในน ้ ำยำ mDPBS+PVP จ ำนวน 3 คร้ัง แลว้จึงน ำไปตรวจสอบอตัรำ
กำรรอดภำยใตแ้สง UV ภำยใตก้ลอ้ง Epifluorescene microscope ไขท่ี่เรืองแสงสีเขียวภำยใตแ้สง UV จะ
ประเมินวำ่มีชีวติรอดหลงักำรเล้ียง  
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2.5. การตรวจสอบระยะการเจริญของนิวเคลยีสไข่ 

การย้อมสีนิวเคลียสของไข่: หลงัจำกตรวจสอบอตัรำกำรรอดของไข่แล้ว ไข่ที่รอดจะถูกน ำมำ
ยอ้มนิวเคลียสเพือ่ดูระยะกำรเจริญของไข่ โดยจะน ำไข่มำลำ้งในน ้ ำยำ mDPBS+PVP จ ำนวน 3 คร้ัง น ำไข่
ไปยอ้มในน ้ ำยำ Hoechst 33342 นำน 15 นำที  แล้วล้ำงด้วย mDPBS+PVP จ ำนวน 3 คร้ัง น ำไข่ไป
ตรวจสอบระยะกำรเจริญภำยใตแ้สง UV ภำยใตก้ลอ้ง Epifluorescene microscope นิวเคลียสของไข่จะติด
สีน ้ ำเงินท ำใหส้ำมำรถทรำบระยะกำรเจริญของไข่ได ้

 การ Fix และย้อมสีไข่: เพื่อให้กำรตรวจสอบระยะกำรเจริญของไข่นั้ นถูกต้องและมีควำม
ผดิพลำดนอ้ยที่สุดไข่ที่ท  ำกำรยอ้มสีนิวเคลียสของไข่แลว้จะถูกน ำมำ Fix และยอ้มสีอีกคร้ังเพือ่ดูระยะกำร
เจริญของนิวเคลียสไข่ โดยกำรน ำไข่ไป Fix บนสไลด์และเก็บไวใ้นสำรละลำย acetic alcohol ซ่ึง
ประกอบดว้ย gracial acetic acid และ 95% ethanol alcohol ในอตัรำส่วน 1:3 นำน 1 วนั หลงัจำกนั้นไข่จะ
ถูกน ำยอ้มดว้ยสี aceto-orcein นำน 10 นำที แลว้จึงน ำไปลำ้งในสำรละลำยซ่ึงประกอบดว้ย glycerol, 95% 
ethanol และน ้ ำ ในอัตรำส่วน 1:1:1 ระยะกำรเจริญของไข่จะถูกตรวจสอบภำยใต้กล้อง inverted 
microscope ซ่ึงต่อกบักลอ้ง CCD  
 
การทดลองที่ 2 ศึกษาผลของขนาดของฟอลลิเคลิ และโกรทแฟ็กเตอร์ต่อการเจริญของฟอลลิเคลิขนาดเล็ก  
                         และอัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังการฉีดตัวอสุจิเข้าไปในไข่ (Intracytoplasmic sperm  
                         injection, ICSI)  
2.6. การแยกฟอลลิเคลิออกจากรังไข่ 

ใชว้ิธีกำรเดียวกบัขอ้ 2.1. โดยจะแบ่งฟอลลิเคิลออกเป็น 5 กลุ่ม ตำมขนำดเสน้ผำ่ศูนยก์ลำง โดย
กลุ่ม 1 ขนำด 800-899 ไมโครเมตร กลุ่ม 2 ขนำด 1,000-1,199 ไมโครเมตร กลุ่ม 3 ขนำด 1,200-1,399 
ไมโครเมตร กลุ่ม 4 ขนำด 1,400-1,599 ไมโครเมตร และ กลุ่ม 5 ขนำด 1,600-1,800  ไมโครเมตร 
2.7. การเลีย้งฟอลลิเคลิ 

น ำฟอลลิเคิลแต่ละกลุ่ม มำเล้ียงในน ้ ำยำเล้ียงฟอลลิเคิล น ้ ำยำประกอบดว้ย TCM 199 ที่เติมดว้ย 2 
mM L-glutamine, 0.23 mM sodium pyruvate, 2 mM Hypoxantine, 1% ITS (6.25 µg/ml Insulin, 6.25 
µg/ml Transferrin, 6.25 µg/ml Selenium) 100 IU/ml penicillin G, 0.1 mg/ml streptomycin, 1 µg/ml 
FSH (Folltropin-v® Bellevi, Ontario, Canada ) และ 10% FBS เล้ียงฟอลลิเคิล 5-10 ใบ/100 µl ที่ปิดดว้ย 
mineral oil น ำไปเล้ียงในตูอ้บที่อุณหภูมิ 38.5C ภำยใตบ้รรยำกำศที่มี 5% CO2 นำน 7 14 และ 30 วนั 
เปล่ียนน ้ ำยำใหม่คร่ึงหน่ึงทุกๆ 2 วนั จะวดัขนำดเสน้ผำ่ศูนยก์ลำงของฟอลลิเคิลภำยใตก้ลอ้ง inverted 
microscope ซ่ึงต่อกบักลอ้ง CCD ในวนัที่ 7 14 และ 30 วนัของกำรเล้ียง 

หลงัจำกนั้นคดัเลือกผลกำรเล้ียงฟอลลิเคิลที่ 7 14 หรือ 30 วนั ที่ดีที่สุดมำท ำกำรทดลองต่อ โดย
น ำฟอลลิเคิลที่มีเสน้ผำ่ศูนยก์ลำงแตกต่ำงกนัทั้ง 5 กลุ่ม มำเล้ียงในน ้ ำยำเล้ียงฟอลลิเคิลที่เติมดว้ย 50 ng/ml 
bFGF โดยกลุ่มควบคุมจะไม่เติม bFGF  
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 2.8. การตรวจสอบอัตราการรอดของไข่ภายหลังการเลีย้งฟอลลิเคลิ 
 เม่ือส้ินสุดกำรเล้ียงและวดัขนำดเสน้ผำ่ศูนยก์ลำงของฟอลลิเคิลในขอ้ 2.7. แลว้จะแยกไข่ออกจำก
ฟอลลิเคิล แลว้น ำไปยอ้มดว้ย FDA เพือ่ตรวจสอบกำรรอดของไข่ ตำมวธีิในขอ้ 2.4.  
2.9. การเลีย้งไข่ให้พร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง 

น ำไข่ที่รอดจำกขอ้ 2.8 มำลำ้งใน mDPBS+0.1% PVP จ ำนวน 5 คร้ัง แลว้น ำไข่ที่ไดไ้ปเล้ียงใน
น ้ ำยำในจำนเล้ียงเซลลซ่ึ์งปิดคลุมน ้ ำยำดว้ย mineral oil เล้ียงในสดัส่วน 20 ใบ/100 µl น ้ ำยำส ำหรับเล้ียงไข่
ประกอบดว้ย TCM199 ที่เติมดว้ย 10% FCS, 50 µM cysteamine, 50 IU/ml HCG, 0.02 AU/ml FSH และ 
1 µg/ml E2 น ำไปเล้ียงในตูอ้บที่อุณหภูมิ 38.5C ภำยใตบ้รรยำกำศที่มี 5% CO2 นำน 24 ชัว่โมง  
2.10. การตรวจสอบระยะการเจริญของนิวเคลียสไข่ 

หลงัจำกเล้ียงไข่ครบ 24 ชัว่โมง จะน ำไข่มำยอ่ยเซลลค์ิวมูลสัออกใหห้มด แลว้น ำไข่ไป Fix บน
สไลดแ์ละเก็บไวใ้นสำรละลำย acetic alcohol ซ่ึงประกอบดว้ย gracial acetic acid และ 95% ethanol 
alcohol ในอตัรำส่วน 1:3 นำน 1 วนั หลงัจำกนั้นน ำไขไ่ปยอ้มดว้ยสี aceto-orcein นำน 10 นำที แลว้จึง
น ำไปลำ้งในสำรละลำยซ่ึงประกอบดว้ย glycerol, 95% ethanol และน ้ ำ ในอตัรำส่วน 1:1:1 ระยะกำรเจริญ
ของนิวเคลียสไข่จะถูกตรวจสอบภำยใตก้ลอ้ง inverted microscope ซ่ึงต่อกบักลอ้ง CCD เพือ่ดูระยะกำร
เจิญของนิวเคลียสซ่ึงประกอบไปดว้ยระยะต่ำงๆคือ germinal vesicle (GV) germinal vesicle break down 
(GVBD) metaphase I (MI) anaphase I (AI) telophase I (T1) และ metaphase II (MII) ซ่ึงเป็นระยะพร้อม
ปฏิสนธิ 
2.11. การท า ICSI 
 น าไข่ระยะ MII จ านวนคร้ังละ 5 ใบ ลงในหยดน ้ ายาส าหรับฉีดอสุจิ (Injection drop; Emcare 
holding medium) หลังจากแยกอสุจิที่มีชีวิตออกจากที่ไม่มีชีวิตแล้วจะใส่อสุจิลงไป 2 µl ในหยดน ้ ายา 
10% polyvinylpyrrolidone (PVP) + 0.3% BSA ปริมาณ 5 µl หางอสุจิจะถูกปลายเข็ม ICSI (ICSI pipette) 
ตีให้หักเพื่อไม่ใหอ้สุจิเคล่ือนที่ได ้จากนั้นดูดตวัอสุจิเขา้มาใน ICSI pipette โดยเร่ิมดูดจากส่วนหางเขา้มา
ก่อน จากนั้นยา้ย ICSI pipette ที่มีอสุจิเขา้ไปยงั Injection drop แลว้ใชเ้ข็มดูดจบัไข่ (Holding pipette) จดั
ให้ต  าแหน่ง 1st Polar body อยูท่ี่ 6 หรือ 12 นาฬิกา จากนั้นใช ้ICSI pipette แทงทะลุผ่านเปลือกไข่ (Zona 
pellucida) ที่ต  าแหน่ง 3 นาฬิกา แล้วดูด cytoplasm เข้ามาใน ICSI pipette เล็กน้อย จากนั้ นจึงปล่อย 
cytoplasm และอสุจิเขา้ไปในไข่ น าไข่ที่ท  า ICSI ทั้งหมดไปกระตุน้การปฏิสนธิดว้ยสารเคมีต่อไป 
2.12. การกระตุ้นไข่หลังการฉีดอสุจิเข้าไปในไข่ 
 ไข่ที่ท  า ICSI แล้วจะถูกกระตุ ้นด้วย 7% Ethanol (EtOH) นาน 5 นาที  และย ้ายไปเล้ียงใน 
TCM199 + 10% FCS อีก  3 ชั่วโมง น าเฉพาะไข่ที่ มี  2nd Polar body มาเล้ี ยงในน ้ ายาที่ มี  10 µg/ml 
cycloheximide (CHX) นาน 5 ชัว่โมง จากนั้นน าตวัอ่อนไปเล้ียงในน ้ ายาเล้ียงตวัอ่อนในหลอดทดลอง 
2.13. การเลีย้งตัวอ่อนในหลอดทดลอง  

ใชว้ธีิการเดียวกบัที่รายงานไวแ้ลว้ (รังสรรค ์และคณะ, 2530) น าไข่ที่ผ่านการกระตุน้แลว้มาเล้ียง
ในน ้ ายา mSOFaa + 0.6% BSA ในสัดส่วน 5 ใบ/50 µl ที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต ้บรรยากาศที่มี 5% O2 , 
5% CO2 และ 90% N2 นาน 2 วนั แลว้คดัเลือกตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงแบบ co-culture กบัเซลลบ์ุท่อ
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น าไข่โค ในน ้ ายา SOFaa + 0.6% BSA ในสัดส่วน 5 ใบ/50 µl  แล้วน าไปเล้ียงที่อุณหภูมิ 38.5C ภายใต้
บรรยากาศที่มี 5% CO2 นาน 5 วนั เปล่ียนน ้ ายาทุกๆ วนั พร้อมทั้งบนัทึกการเจริญของตวัอ่อน  
2.14. การวิเคราะห์ผลทางสถิติ 

กำรทดลองที่ 1 วิเครำะห์ผลกำรทดลอง อตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลในแต่ละทรีทเม้นทจ์ะถูกคิด
ค่ำสถิติดว้ยวิธี Chi-square   ส่วนอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลและระยะกำรเจริญของไข่จะคิดค่ำสถิติโดย 
ANOVA วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD ใชโ้ปรแกรม SAS (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) ในกำร
วเิครำะห์ผลทำงสถิติ โดยใชจ้  ำนวนกำรทดลองจ ำนวน 10 ซ ้ ำ ในแต่ละกลุ่มกำรทดลอง 

กำรทดลองที่ 2 อตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิล ระยะกำรเจริญของไข่และตวัอ่อน จะคิดค่ำสถิติโดย 
ANOVA วำงแผนกำรทดลองแบบ CRD ใชโ้ปรแกรม SAS โดยใชจ้  ำนวนกำรทดลองจ ำนวน 5 ซ ้ ำ ในแต่
ละกลุ่มกำรทดลอง 
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บทที่ 3  
ผลการวเิคราะห์ข้อมูลและข้อวิจารณ์ 

ผลการทดลองที่ 1 
ผลของโกรทแฟ็กเตอร์ต่ออัตราการรอดของฟอลลิเคลิ 
 ผลของอตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลกระบือปลกัทั้ง 3 กลุ่ม แสดงในตำรำงที่ 2 และภำพแสดงกำร
รอดและกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1, 2 และ 3 แสดงในภำพที่ 1, 2 และ 3 ตำมล ำดบั 

ฟอลลิเคิลของกระบือในกลุ่มที่ 1 (Ø  200-399 ไมโครเมตร) ที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ 
bFGF , bFGF+IGF-I และน ้ ำยำควบคุม (ไม่มีกำรเติมโกรทแฟ็กเตอร์) มีอตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลซ่ึงไม่
มีควำมแตกต่ำงกนัทำงสถิติ โดยมีอตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลอยูท่ี่ 8.7%, 7.5% และ 6.8% ตำมล ำดบั  ดั้ง
นั้นจึงสรุปได้ว่ำน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF และ bFGF+IGF-I ไม่มีผลในกำรเพิ่มอตัรำกำรรอดของ
ฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 ส่วนฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ IGF-I พบว่ำมีอัตรำกำรรอดของ
ฟอลลิเคิลเพียงเล็กน้อยคือ 1.7% ซ่ึงต  ่ำกว่ำน ้ ำยำควบคุมอย่ำงมีนัยส ำคญัทำงสถิติ นอกจำกน้ียงัพบว่ำ  
ฟอลลิเคิลซ่ึงเล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ EGF, bFGF+EGF, IGF-I+EGF และ bFGF+IGF-I+EGF นั้น
ไม่สำมำรถรอดและเจริญเติบโตไดแ้สดงว่ำน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ EGF, bFGF+EGF, IGF-I+EGF และ 
bFGF+IGF-I+EGF นั้นมีผลยบัย ั้งกำรรอดของฟอลลิเคิลในกำรเล้ียงฟอลลิเคิลของกระบือปลกั  

อตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลกระบือในกลุ่ม 2 (Ø  400-599 ไมโครเมตร) พบวำ่ฟอลลิเคิลที่เล้ียงใน
น ้ ำยำที่มี bFGF มีอัตรำกำรรอดสูงที่สุดคือ 44.8% โดยมีควำมแตกต่ำงอยำ่งมีนัยส ำคญัทำงสถิติกบัน ้ ำยำ
ควบคุมแสดงวำ่น ้ ำยำที่มี bFGF มีควำมเหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิเคิลของกระบือปลักในกลุ่ม  2 
นอกจำกน้ีฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF+IGF-I, น ้ ำยำควบคุม และ IGF-I ไม่มีควำม
แตกต่ำงกันในทำงสถิติโดยมีอัตรำกำรรอดของฟอลลิเคิลอยู่ที่  37.3%, 26.1% และ 21.6% ตำมล ำดับ 
แสดงว่ำน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF+IGF-I และ IGF-I ไม่มีผลต่ออตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 
2 ส่วนฟอลลิเคิลซ่ึงเล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ EGF, bFGF+EGF, IGF-I+EGF และ bFGF+IGF-
I+EGF นั้นแสดงวำ่มีผลยบัย ั้งอตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลเช่นเดียวกบัในกลุ่ม 1 

ฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 (Ø  600-799 ไมโครเมตร) มีอตัรำกำรอดของฟอลลิเคิลหลงัเล้ียงเป็นไปใน
แนวทำงเดียวกันกับฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 โดยฟอลลิเคิลที่เล้ียง bFGF มีอัตรำกำรรอดสูงที่สุดคือ 32.7% 
โดยมีควำมแตกต่ำงกบัน ้ ำยำในทรีทเมน้ทอ่ื์นๆอยำ่งมีนัยส ำคญัทำงสถิติ ส่วนฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มี
โกรทแฟ็กเตอร์ IGF-I, น ้ ำยำควบคุม และ bFGF+IGF-I ไม่มีควำมแตกต่ำงกนัทำงสถิติโดยมีอตัรำกำรรอด
ของฟอลลิเคิลอยู่ที่ 19.0%, 12.8% และ 11.8% ตำมล ำดับ และฟอลลิเคิลซ่ึงเล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็ก
เตอร์ EGF, bFGF+EGF, IGF-I+EGF และ bFGF+IGF-I+EGF นั้นก็แสดงผลเช่นเดียวกบัในกลุ่ม 1 และ 2 
คือไม่มีฟอลเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำดังกล่ำวรอดแสดงว่ำน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ EGF, bFGF+EGF, IGF-
I+EGF และ bFGF+IGF-I+EGF ไม่เหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิเคิลกระบือปลกัและมีผลในกำรยบัย ั้งกำร
รอดของฟอลลิเคิล 
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ตารางที่ 2 แสดงอตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลหลงัจำกเล้ียงนำน 14 วนั 

a,b,c Mean within columns with different superscripts differ (P<0.05, Chi-square). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Treatments 

Survival rate of buffalo follicle 
 (%) 

Group I 
( Ø   200-399 µm) 

Group II 
( Ø   400-599 µm) 

Group III 
( Ø   600-799 µm) 

Control 
8/117a  
(6.8) 

30/115 b  
(26.1) 

14/109 b  
(12.8) 

bFGF 
9/103 a  
(8.7) 

52/116 a 
(44.8) 

35/107 a 
(32.7) 

IGF-I 
2/115 b 
(1.7) 

25/116 b 
(21.6) 

20/105 b 
(19.0) 

EGF 
0/107 b 
(0.0) 

0/119 c 
(0.0) 

0/96 c 
(0.0) 

bFGF+IGF-I 
9/120 a 
(7.5) 

44/118 ab 
(37.3) 

13/110 b 
(11.8) 

bFGF+EGF 
0/115 b 
(0.0) 

0/116 c 
(0.0) 

0/108 c 
(0.0) 

IGF-I+EGF 
0/110 b 
(0.0) 

0/110 c 
(0.0) 

0/116 c 
(0.0) 

bFGF+IGF-I+EGF 
0/108 b 
(0.0) 

0/119 c 
(0.0) 

0/93 c 
(0.0) 
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                     ภาพที่ 1 แสดงกำรรอดและกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 (Ø  200-399 µm) 
 
 
 
 

วันที่ 7 

 
วันที่ 14 

 

โกรทแฟ็กเตอร์ วันที่ 0 

Control 

bFGF 

IGF-I 

EGF 

bFGF+IGF-I 

bFGF+EGF 

IGF-I+EGF 

bFGF+IGF-I+EGF 
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                     ภาพที่ 2 แสดงกำรรอดและกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 (Ø  400-599 µm) 
  
 
 
 
 

วันที่ 7 

 
วันที่ 14 

 

โกรทแฟ็กเตอร์ วันที่ 0 

Control 

bFGF 

IGF-I 

EGF 

bFGF+IGF-I 

bFGF+EGF 

IGF-I+EGF 

bFGF+IGF-I+EGF 
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                     ภาพที่ 3 แสดงกำรรอดและกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 (Ø  600-799 µm) 
 
 
 

A C B 

D F E 

G I H 

J L K 

P R Q 

S U T 

V X W 

M O N 

วันที่ 7 

 
วันที่ 14 

 

โกรทแฟ็กเตอร์ วันที่ 0 

Control 

bFGF 

IGF-I 

EGF 

bFGF+IGF-I 

bFGF+EGF 

IGF-I+EGF 

bFGF+IGF-I+EGF 
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ผลของโกรทแฟ็กเตอร์ต่ออัตราการเจริญของฟอลลิเคลิ 
 อตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกำรทดลองน้ีท ำกำรค ำนวนเฉพำะฟอลลิเคิลที่สำมำรถมีชีวติรอด
ได้หลังจำกเล้ียงนำน 14 วนั เท่ำนั้นโดยในกลุ่ม 1 ฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF , 
bFGF+IGF-I และน ้ ำยำควบคุมมีอัตรำกำรของฟอลลิเคิลดีกว่ำฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำอ่ืนๆ ส่วนอตัรำ
กำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1  แสดงไวใ้นตำรำงที่ 3 โดยผลจำกกำรวดัอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิล
ในวนัที่ 7 ของกำรเล้ียงพบว่ำฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF+IGF-I มีอตัรำกำรเจริญ
ของฟอลลิเคิลสูงกว่ำฟอลลิเคิลที่เล้ียงใน bFGF และน ้ ำยำควบคุมอยำ่งมีนัยส ำคญัทำงสถิติ อยำ่งไรก็ตำม
ผลกำรวดัอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในวนัที่ 14 กลบัพบวำ่ฟอลลิเคิลที่เล้ียงใน bFGF มีอตัรำกำรเจริญ
ของฟอลลิเคิลสูงกวำ่ฟอลลิเคิลที่เล้ียงใน bFGF+IGF-I และน ้ ำยำควบคุมอยำ่งมีนัยส ำคญัำงสถิติ แสดงว่ำ
ฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 ในช่วงวนัที่ 0-7 อำจจะเหมำะสมที่จะเล้ียงในน ้ ำยำที่มี bFGF+IGF-I ส่วนในช่วงวนัที่ 
7-14 ควรจะเล้ียงในน ้ ำยำที่มี bFGF อยำ่งเดียว  
 
ตารางที่ 3 แสดงอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 

Growth 
factors 

Follicle diameter (µm)  Increasing follicle diameter (µm) 

(mean ± S.E.M.)  (mean ± S.E.M.) 

Day 0 Day 7 Day 14  Day 0-7 Day 7-14 

Control 335.8±4.9 402.2±10.1b 559.7±17.9  66.4±7.6b 157.5±9.3a 
bFGF 355.6±3.2 465.6±8.18b 769.9±22.6  110.1±7.1b 304.3±17.5b 
bFGF+IGF-I 371.3±1.5 583.6±8.7a 684.2±14.7  212.2±8.3a 100.6±7.2a 
a,b Mean with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05, CRD). 
 
 

อตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 ในช่วง 7 แรกพบว่ำฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็ก
เตอร์ bFGF, IGF-I,  bFGF+IGF-I และน ้ ำยำควบคุมไม่มีควำมแตกต่ำงทำงสถิติส่วนอัตรำกำรเจริญของ
ฟอลลิเคิลในช่วง 7-14 วนั พบว่ำฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำ bFGF มีอัตรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลสูงกว่ำ
ฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มี bFGF+IGF-I และน ้ ำยำควบคุมอยำ่งมีนัยส ำคญัทำงสถิติ ดงัแสดงในตำรำงที่ 
4   
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ตารางที่ 4 แสดงอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 

Growth 
factors 

Follicle diameter (µm)  Increasing follicle diameter (µm) 

(mean ± S.E.M.)  (mean ± S.E.M.) 

Day 0 Day 7 Day 14  Day 0-7 Day 7-14 
Control 532.3±8.1 698.1±13.9 926.0±16.3b  165.8±9.5 228.0±10.6b 
bFGF 500.5±5.9 697.0±12.7 1084.6±19.4a  196.5±9.9 387.6±15.9a 
IGF-I 502.6±6.4 712.8±9.9 973.0±21.0ab  210.3±9.0 260.1±15.0ab 
bFGF+IGF-I 512.6±4.6 732.9±9.9 925.0±19.1ab  220.3±8.0 192.1±14.3b 
a,b Mean with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05, CRD). 
 

อตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 จำกวนัที่ 0-7 และจำกวนัที่ 7-14 พบวำ่มีแนวโน้มเป็นไป
ในทำงเดียวกนัโดยฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF, IGF-I และน ้ ำยำควบคุมไม่มีควำม
แตกต่ำงกนัในทำงสถิติ ส่วนฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF+IGF-I มีอตัรำกำรเจริญ
ของฟอลลิเคิลต ่ำกวำ่ในน ้ ำยำตวัอ่ืนๆอยำ่งมีนยัส ำคญัทำงสถิต ิดงัแสดงในตำรำงที่ 5 

 
ตารางที่ 5 แสดงอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 

Growth 
factors 

Follicle diameter (µm)  Increase in follicle diameter (µm) 

(mean ± S.E.M.)  (mean ± S.E.M.) 

Day 0 Day 7 Day 14  Day 0-7 Day 7-14 
Control 686.1±4.8 897.8±10.7 1050.3±19.0a  211.7±9.6ab 152.5±12.9ab 
bFGF 684.7±4.7 943.9±14.2 1174.3±19.8a  259.1±14.1a 230.4±13.8a 
IGF-I 714.3±5.8 899.0±12.0 1000.3±19.6ab  184.8±9.7ab 101.3±14.7ab 
bFGF+IGF-I 697.5±5.4 805.0±8.8 865.0±11.2b  107.5±5.6b 60.0±4.2b 
a,b Mean with different superscripts in the same column differ significantly (P<0.05, CRD). 
 
ผลของโกรทแฟ็กเตอร์ต่ออัตราการรอดของไข่และระยะการเจริญของนิวเคลยีสไข่ 
 กำรวดัอตัรำกำรรอดของไข่ในกำรทดลองคร้ังน้ีท ำไดโ้ดยกำรน ำไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลมำท ำกำร
เล้ียงในน ้ ำยำส ำหรับเล้ียงไข่นำน 24 ชัว่โมง และน ำไข่ที่ไดม้ำท ำกำรยอ่ยเพือ่เอำเซลลค์ิวมูลสัออก จำกนั้น
จึงน ำยอ้มดว้ยสี FDA โดยไข่ที่รอดชีวิตจะเรืองแสงสีเขียวภำยใตก้ลอ้งฟลูออเรสเซนส่วนไข่ที่ตำยจะไม่
เรืองแสงสีเขียวหรือมีกำรเรืองแสงจำงๆ ระยะกำรเจริญของไข่สำมำรถตรวจสอบได้จำกกำรยอ้มสี
นิวเคลียสของไข่ดว้ยสี Hoechst 33342 โดยนิวเคียสของไข่จะเรืองแสงสีน ้ ำเงินท ำให้สำมำรถทรำบระยะ
กำรเจริญของไข่ไดด้งัที่แสดงในภำพที่ 4 
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ภาพที่ 4 แสดงไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 ภำยใตแ้สงปกติ (A) และไข่หลงัจำกยอ้มดว้ยสี FDA (B) และไข ่
              ที่รอดชีวิตในแสงปกติ (C) และนิวเคลียสของไข่หลงัจำกยอ้ม Hoechst 33342 (D)  
 

เม่ือน ำไข่ที่ผำ่นกำร Fix และยอ้มดว้ยสี aceto-orcein เพื่อตรวจสอบระยะกำรเจริญของนิวเคลียส
ไขด่งัแสดงในภำพที่ 5 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 5 แสดงระยะกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ ระยะ GV (A), MI (B), degenerate chomosome (C) และ 
               ไข่ที่ไม่พบจ ำนวนโครโมโซม (D) 
 

B  A  

D  C  

A  

C  D  

B  
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ไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 พบวำ่มีอตัรำกำรรอดสูงโดยไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลซ่ึงเล้ียงใน
น ้ ำยำควบคุมและน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF มีอัตรำกำรรอดอยูท่ี่ 100% และ 89% ตำมล ำดับ ส่วน
ฟอลลิเคิลซ่ึงเล้ียงในน ้ ำยำที่มี bFGF+IGF-I มีอตัรำรอดของไข่ต  ่ำที่สุดเม่ือเทียบกบัน ้ ำยำตวัอ่ืนคือ 56% ไข่
ที่แยกจำกฟอลลิกลุ่ม 1 พบว่ำมีระยะกำรเจริญของไข่อยูท่ี่ระยะ GV โดยอตัรำกำรรอดของไข่และระยะ
กำรเจริญของไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 แสดงไวใ้นตำรำงที่ 6  

ผลของอตัรำกำรรอดของไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 ซ่ึงแสดงในตำรำงที่ 7 พบวำ่อตัรำกำร
รอดของไข่ในน ้ ำยำที่เติมโกรทแฟ็กเตอร์และน ้ ำยำควบคุมไม่มีควำมแตกต่ำงกนัในทำงสถิติและระยะกำร
เจริญของนิวเคลียสไข่ในกลุ่มน้ีส่วนมำกอยู่ที่ระยะ GV มีเพียงไข่ที่ เล้ียงในน ้ ำยำที่มี bFGF เท่ำนั้ นที่
สำมำรถเจริญจนถึงระยะ MI แต่ไม่มีกำรเจริญถึงระยะ MII   

 
ตารางที่ 6 แสดงอตัรำกำรรอดของไข่และกำรเจริญของนิวเคลียสไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 

Growth 
factors 

Oocytes 
viability 

(%) 

Meiotic  stages 

GV 
(%) 

MI 
(%) 

Degenerate 
(%) 

Chromosome not found 
(%) 

Control 
9/9a 

(100) 
7/9 
(78) 

0 0 
2/9 
(22) 

bFGF 
8/9a 
(89) 

6/8 
(67) 

0 0 
2/8 
(25) 

bFGF+IGF-I 
5/9b 
(56) 

4/5 
(80) 

0 0 
1/5 
(20) 

a,b Mean within columns with different superscripts differ (P<0.05, Chi-square) 

ฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 มีอตัรำกำรรอดของไข่ในฟอลลิเคิลที่เล้ียงดว้ยน ้ ำยำควบคุมและในกลุ่มที่
เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ IGF-I สูงกว่ำในฟอลลิเคิลที่เล้ียงด้วย bFGF และ bFGF+IGF-I อย่ำงมี
นยัส ำคญัทำงสถิติ ส่วนผลของระยะกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ไข่แสดงให้เห็นวำ่ฟอลลิเคิลในกลุ่มที่ 3 ที่
เล้ียงในน ้ ำยำควบคุมและน ้ ำยำที่มี bFGF และ IGF-I สำมำรถเจริญไดถึ้งระยะ GV และ MI 
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ตารางที่ 7 แสดงอตัรำกำรรอดของไข่และกำรเจริญของนิวเคลียสไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 

Growth 
factors 

Oocytes 
viability 

(%) 

Meiotic  stages 

GV 
(%) 

MI 
(%) 

Degenerate 
(%) 

Chromosome not found 
(%) 

Control 
16/30 ab 
(53.3) 

15/16 
(93.8) 

0 0 
1/16 
(6.3) 

bFGF 
32/52 a 
(61.5) 

28/32 
(87.5) 

2/32 
(6.3) 

1/32 
(3.1) 

1/32 
(3.1) 

IGF-I 
13/25 ab 
(52.0) 

13/13 
(100) 

0 0 0 

bFGF+IGF-I 
14/44 b 
(31.8) 

14/14 
(100) 

0 0 0 

a,b Mean within columns with different superscripts differ (P<0.05, Chi-square). 

 
ตารางที่ 8 แสดงอตัรำกำรรอดของไข่และกำรเจริญของนิวเคลียสไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 

Growth 
factors 

Oocytes 
viability 

(%) 

Meiotic  stages 

GV 
(%) 

MI 
(%) 

Degenerate 
(%) 

Chromosome not found 
(%) 

Control 
7/14a 
(50) 

2/7 
(28.6) 

2/7 
(28.6) 

2/7 
(28.6) 

1/7 
(14.3) 

bFGF 
5/35b 
(14.3) 

3/5 
(60) 

1/5 
(20.0) 

1/5 
(20.0) 

0 

IGF-I 
8/21a 
(38.1) 

6/8 
(75) 

2/8 
(25.0) 

0 0 

bFGF+IGF-I 
1/13b 
(7.7) 

1/1 
(100) 

0 0 0 

a,b Mean within columns with different superscripts differ (P<0.05, Chi-square). 
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ผลการทดลองที่ 2 
การเจริญของฟอลลิเคลิในหลอดทดลอง 

จำกกำรทดลองที่ 1 พบวำ่ฟอลลิเคิลทั้ง 3 กลุ่ม ที่มีเสน้ผำ่ศูนยก์ลำง 200-399;  400-599  และ   
600-799 ไมโครเมตร เม่ือน ำไปเล้ียงแลว้มีกำรเจริญไม่ดี ในกำรทดลองที่ 2 น้ีจึงคดัฟอลลิเคิลที่มีขนำด
ใหญ่ขึ้นมำเขำ้ท ำกำรเล้ียงนำน 30 วนั จำกตำรำงที่ 9 พบวำ่ฟอลลิเคิลกลุ่ม 1 มีขนำดเพิม่จำก 870 เป็น 989 
ไมโครเมตร กลุ่ม 2 มีขนำดเพิม่จำก 1,120 เป็น1,201 ไมโครเมตร กลุ่ม 3 มีขนำดเพิม่จำก 1,282 เป็น 
1,367 ไมโครเมตร กลุ่ม 4 มีขนำดเพิม่จำก 1,529 เป็น1,659 ไมโครเมตร และ กลุ่ม 5 มีขนำดเพิม่จำก 
1,749 เป็น 1,907 ไมโครเมตร  

 
ตารางที่ 9  แสดงอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลภำยหลงักำรเล้ียง 7 14 และ 30 วนั 

 
Follicle size 

  

No. of 
evaluated 
follicles 

Follicle size (μm) Mean ±S.E.M.  
 

Day 0  Day 7  Day 14  Day 30 

Group 1, 800-999 μm 45  870.4±9.2  884.5±8.1  923.9±11.1  989.1±7.5 

Group 2, 1000-1199 μm  48  1120.8±11.7  1148.2±12.7  1176.3±8.4  1201.3±10.7 

Group 3, 1200-1399 μm 49  1282.1±8.1  1301.2±10.4  1338.1±14.3  1367.6±12.1 

Group 4, 1400-1599 μm  43  1529.6±15.6  1579.5±13.2  1630.0+9.7  1659.4±11.9 

Group 5, 1600-1800 μm  40  1749.2±20.3  1797.3±17.6  1859.8±13.5  1907.5±14.2 

No significant difference was found among groups 
 
อัตราการรอดของไข่ภายหลังการเลีย้งฟอลลิเคลิ 
 จำกกำรแยกไข่ออกจำกฟอลลิเคิลทั้ง 5 กลุ่ม เม่ือส้ินสุดกำรเล้ียงฟอลลิเคิลที่ 7 14 และ 30 วนั แลว้
น ำไปยอ้มด้วย FDA เพื่อตรวจสอบอัตรำรอดของไข่ จำกตำรำงที่ 10 พบว่ำ อัตรำกำรรอดของไข่อยู่
ระหวำ่ง 55-69% ซ่ึงไม่มีควำมแตกต่ำงทำงสถิติของฟอลลิเคิลทั้ง 5 กลุ่ม 
อัตราการเจริญของนิวเคลียสไข่ 
 จำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิลนำน 7 วนั แล้วแยกไข่ออกมำเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง 
พบวำ่ไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 1 ( 800-999 ไมโครเมตร) และกลุ่ม 2 ( 1000-1199 ไมโครเมตร) 
นิวเคลียสไข่หยดุที่ระยะ GV ไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 3 ( 1200-1399 ไมโครเมตร)  นิวเคลียสไข่
หยดุที่ระยะ GVBD  ไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 4 ( 1400-1599 ไมโครเมตร)  นิวเคลียสไข่หยุดที่
ระยะ MI มีเพียงไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 5 ( 1600-1800 ไมโครเมตร) เท่ำนั้นที่นิวเคลียสเจริญถึง
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ระยะ MII (ภำพที่ 6) ซ่ึงไดอ้ตัรำต ่ำเพยีง 3% (ตำรำงที่ 11) ส่วนกำรเล้ียงฟอลลิเคิลนำน 14 วนั แลว้แยกไข่
ออกมำเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง พบว่ำมีเพียงไข่ที่แยกได้จำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 1 เท่ำนั้นที่
นิวเคลียสไม่เจริญถึงระยะ MII กำรเจริญถึงระยะ MII ของไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 5 (17%) สูงกว่ำ
อยำ่งมีนัยส ำคญัทำงสถิติเม่ือเทียบกบัไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 2 3 และ 4 (4, 4 และ 9% ตำมล ำดบั) 
(ตำรำงที่ 12) ส่วนกำรเล้ียงฟอลลิเคิลนำน 30 วนั แล้วแยกไข่ออกมำเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิในหลอด
ทดลอง พบว่ำไข่ที่แยกได้จำกฟอลลิเคิลทุกกลุ่มนิวเคลียสสำมำรถเจริญถึงระยะ MII โดยไข่ที่แยกจำก
ฟอลลิเคิลกลุ่ม 5 ให้อตัรำสูงสุด (21%) ซ่ึงสูงกว่ำกลุ่ม 1 และ 2 (5 และ 15%) อย่ำงมีนัยส ำคญัทำงสถิติ 
กำรเจริญถึงระยะ MII ของไข่ที่แยกได้จำกฟอลลิเคิลกลุ่ม 3 และ 4 (10 และ 13%) ต ่ำกว่ำกลุ่ม 5 แต่ไม่
แตกต่ำงทำงสถิติ (ตำรำงที่ 13)  
 
ตารางที่ 10 แสดงอตัรำกำรรอดของไข่ภำยหลงักำรเล้ียงฟอลลิเคิล 

Group  Follicle size No.  
of follicles  

FDA positive  
oocytes (%)  

7 days culture Group 1, 800-999 μm 50  29(58)  

Group 2, 1000-1199 μm  51  30(59)  

Group 3, 1200-1399 μm 49  31(63)  

Group 4, 1400-1599 μm  51  33(65)  

Group 5, 1600-1800 μm  51  33(65)  

14 days culture Group 1, 800-999 μm 48  28(58)  

Group 2, 1000-1199 μm  53  30(57)  

Group 3, 1200-1399 μm 51  31(61)  

Group 4, 1400-1599 μm  47  30(64)  

Group 5, 1600-1800 μm  45  31(69)  

30 days culture Group 1, 800-999 μm 36  20(56) 

Group 2, 1000-1199 μm  38 21(55) 

Group 3, 1200-1399 μm 36  21(58) 

Group 4, 1400-1599 μm  37  23(62) 

Group 5, 1600-1800 μm  36  24(67) 

No significant difference was found among groups 
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ภาพที่ 6 แสดงกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ระยะ MII 
 
 
การเติม bFGF ต่ออัตราการเจริญของฟอลลิเคลิและการเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจากฟอลลิเคลิ 
 จากการเติม bGFG ในปริมาณ 50 ng/ml ในน ้ ายาเล้ียงฟอลลิเคิลแล้วเล้ียงเป็นเวลา 30 วนั โดย
น ้ ายาที่ไม่เติม bFGF ใชเ้ป็นกลุ่มควบคุม หลงัจากนั้นแยกไข่ออกมาเล้ียงนาน 24 ชัว่โมง จากตารางที่ 14 
ฟอลลิเคิลกลุ่ม 4 และ 5 ที่เล้ียงในน ้ ายาที่เติม bFGF มีอัตราการเจริญสูงที่สุด (2.8±0.6 ไมโครเมตร/วนั 
และ 2.9±0.4 ไมโครเมตร/วนั) แต่ไม่แตกต่างทางสถิติกบัฟอลลิเคิลกลุ่มอ่ืนๆ นอกจากน้ีการเติม bFGF ไม่
มีผลท าให้อตัราการเจริญของฟอลลิเคิลเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มที่ไม่เติม bFGF ส่วนอตัราการรอดของไข่
หลงัจากเล้ียงฟอลลิเคิลทุกๆกลุ่ม ในน ้ ายาที่เติมและไม่เติม bFGF ไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 
 จากตารางที่ 15 เม่ือแยกไข่ออกมำเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิในหลอดทดลอง พบว่ำไข่ที่แยกไดจ้ำก
ฟอลลิเคิลกลุ่ม 5 ที่เล้ียงในน ้ ำยำที่เติมด้วย bFGF ให้อัตรำกำรเจริญถึงระยะ MII สูงที่สุด (25%) โดยสูง
กวา่ฟอลลิเคิลกลุ่ม 1-4 ทั้งที่เติมและไม่เติม bFGF   
การท า ICSI และการเจริญของตัวอ่อนในหลอดทดลอง 
 จำกผลกำรทดลองที่กล่ำวมำ ไดน้ ำเฉพำะฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1-5 เล้ียงในน ้ ำยำที่เติม bFGF นำน 30 
วนัมำแยกไข่ออกมำเล้ียงใหพ้ร้อมปฏิสนธิ แลว้น ำไข่ระยะ MII ไปท ำ ICSI จำกตำรำงที่ 16 พบวำ่หลงัจำก
ท ำ ICSI แล้วกระตุน้ด้วย 5% Ethanol ได้อัตรำกำรเกิด second polar body ของทั้ง 5 กลุ่มได้ระหว่ำง 5-
11% ซ่ึงไม่แตกต่ำงทำงถิติ นอกจำกน้ีภำยหลงักำรเล้ียงตวัอ่อนในหลอดทดลองพบว่ำอัตรำกำรแบ่งตวั
(50-67%) ของทั้ง 5 กลุ่ม ไม่มีควำมแตกต่ำงทำงสถิติ กลุ่ม 1-3 ไม่มีตวัอ่อนเจริญถึงระยะ 8 เซลล ์โดยกลุ่ม 
5 เจริญถึงระยะ 8 เซลล์ (43%) สูงกว่ำกลุ่ม 4 (20%) อยำ่งมีนัยส ำคญัทำงสถิติ มีเพียงกลุ่ม 5 กลุ่มเดียวที่  

 

Metaphase plate 

1st polar body 
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ตวัอ่อนเจริญถึงระยะมอรูล่ำ (14%) (ภำพที่ 7) และระยะบลำสโตซีส (14%) (ภำพที่ 8) เน่ืองจำกไดต้วัอ่อน
ระยะบลำสโตซีสเพยีงใบเดียวจึงไม่ไดน้ ำไปยำ้ยฝำกใหต้วัรับ  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 7 แสดงตวัอ่อนกระบือระยะมอรูล่ำที่ผลิตจำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิล 

                                          แลว้แยกไข่ไปเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิ แลว้ท ำ ICSI  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพที่ 8 แสดงตวัอ่อนกระบือระยะบลำสโตซีส ที่ผลิตจำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิล 
                                     แลว้แยกไข่ไปเล้ียงใหพ้ร้อมปฏิสนธิ แลว้ท ำ ICSI  
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              ตารางที่ 11 แสดงกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคลิที่เล้ียงนำน 7 วนั 
 

Follicle size 
 

No. of  
follicle 

No. (%) Meiotic stages  
 

GV  GVBD  MI  MII  Degenerate Chromosome not 
found 

Group 1, 800-999 μm 29  14(48)  0b  0b 0b  2(7)a 13(45)a  

Group 2, 1000-1199 μm  30  19(63)  0b  0b  0b  1(3)a  10(33)ab  

Group 3, 1200-1399 μm 31  20(65)  3(10)a 0b 0b  1(3)a 7(23)b  

Group 4, 1400-1599 μm  33  22(67)  2(6)a 1(3)a  0b 2(6)a  6(18)b 

Group 5, 1600-1800 μm  33  23(70)  1(3)a 2(6)a 1(3)a 0b 6(18)b 

                      a,b Values in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.05) 
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             ตารางที่ 12 แสดงอตัรำกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลที่เล้ียงนำน 14 วนั 
 

Follicle size 
 

No. of  
follicle 

No. (%) Meiotic stages  
 

GV  GVBD  MI  MII  Degenerate  Chromosome not 
found 

Group 1, 800-999 μm 24  11(46)  7(29)  1(4)  0b  1(4)a  4(17)b  

Group 2, 1000-1199 μm  25  10(40)  5(20)  1(4)  1(4)ab  0b  8(32)a 

Group 3, 1200-1399 μm 23  9(39)  4(17)  2(9)  1(4)ab  0b  7(30)a  

Group 4, 1400-1599 μm  22  7(32)  6(27)  2(9)  2(9)ab  1(5)a  4(18)b 

Group 5, 1600-1800 μm  23  9(39)  6(26)  1(9)  4(17)a  0b 3(13)b 

                      a,b Values in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.05) 
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             ตารางที่ 13 แสดงอตัรำกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลที่เล้ียงนำน 30 วนั 
 

Follicle size 
 

No. of  
follicle 

No. (%) Meiotic stages  
 

GV  GVBD  MI  MII  Degenerate  Chromosome not 
found 

Group 1, 800-999 μm 20  8(40)  6(30)  1(5)  1(5)b  1(5)a  3(15)ab  

Group 2, 1000-1199 μm  21  8(38)  4(19)  2(10)  1(5)b  1(5)  5(24)a 

Group 3, 1200-1399 μm 21  6(29)  4(19)  3(14)  2(10)ab  2(10)  4(19)ab  

Group 4, 1400-1599 μm  23  8(35)  5(22)  3(13)  3(13)ab  1(4) 3(13)ab 

Group 5, 1600-1800 μm  24  9(38)  5(21)  2(8)  5(21)a  1(4) 2(8)b 

                      a,b Values in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.05) 
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             ตารางที่ 14 แสดงอตัรำกำรเจริญของฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่เติม bFGF นำน 30 วนั และอตัรำกำรรอดของไข ่

 

Follicle size 
bFGF 

supplementation 
Mean diameter of follicle    

(day 0) Mean ±S.E.M. 
Growth rates of oocytes follicle 

(µm/day) Mean ±S.E.M. 
Survival rates of oocytes (FDA 

positive) (%) Mean ±S.E.M. 
 

Group 1, 800-999 μm  
+ 887.5±6.1 2.1±0.1ab 63.3±7.5 

- 868.2±7.0 1.9±0.2b 58.1±5.4 

  
Group 2, 1000-1199 μm 

+ 1085.4±11.3 2.2±0.2 ab 66.2±5.1 

- 1102.6±13.1 2.1±0.3 ab 58.9±6.4 

 
Group 3, 1200-1399 μm   

+ 1318.1±15.7 2.4±0.5 ab 67.5±6.9 

- 1330.4±17.2 2.0±0.1 ab 60.2±7.0 

  
Group 4, 1400-1599 μm 

+ 1467.3±19.5 2.8±0.6a 72.4±5.8 

- 1485.1±20.2 2.2±0.2 ab 63.1±8.5 

 
Group 5, 1600-1800 μm  

 

+ 1692.8±21.0 2.9±0.4a 76.3±5.6 

- 1721.3±23.4 2.3±0.3 ab 66.2±6.0 

                     a,b Values in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.05) 
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             ตารางที่ 15 แสดงอตัรำกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่เติมและไม่เติม bFGF   

 

Follicle size  
bFGF 

supplementation 
No 

of. follicles 
Meiotic stages 

GV GVBD MI MII Degenerate Chromosome 
not found 

Group 1, 800-1000 μm + 23 8(35)a 5(22) 1(4) 2(9)bc 3(13) 4(17) 

- 21 6(29)ab 4(19) 0 1(5)c 5(24)a 5(24) 

Group 2, 1000-1200 μm + 24 7(29)ab 6(25) 1(4) 2(8)bc 4(17) 4(17) 

- 25 8(32)a 6(24) 1(4) 1(4)c 6(24)a 3(12) 

Group 3, 1200-1400 μm + 25 5(20)b 7(28) 2(8) 3(12)b 3(12) 5(15) 

- 22 7(32)a 5(23) 1(5) 2(9)bc 2(9)b 5(23) 

Group 4, 1400-1600 μm + 26 6(23)ab 7(27) 2(8) 4(15)b 4(15) 3(12) 

- 23 9(39)a 4(17) 2(9) 2(9)bc 2(9)b 4(17) 

Group 5, 1600-1800 μm + 28 5(18)b 9(32) 2(7) 7(25)a 3(11) 2(7) 

- 21 4(19)b 5(24) 2(10) 4(19)ab 3(14) 3(14) 
                      a,b Values in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.05) 
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             ตารางที่ 16 แสดงอตัรำกำรเจริญของตวัอ่นหลงักำรท ำ ICSI ของไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคลิที่เล้ียงนำน 30 วนัในน ้ ำยำที่เติม bFGF 

Follicle size 
 

No. of 
oocytes 

FDA viability 
(%) 

ICSI 
Success (%) 

2nd PB Cleavage 
(%) 

No (%) of oocytes developed to 

8C 16C Mor BL 

Group 1, 800-999 μm  122 67(55) 60(90) 3(5) 2(67) 0c 0b 0b 0b 

Group 2, 1000-1199 μm  117 69(59) 61(88) 3(5) 2(67) 0c 0b 0b 0b 

Group 3, 1200-1399 μm 103 63(61) 58(92) 4(7) 2(50) 0c 0b 0b 0b 

Group 4, 1400-1599 μm  106 67(63) 61(91) 5(8) 3(60) 1(20)b 1(20)a 0b 0b 

Group 5, 1600-1800 μm  108 71(66) 62(87) 7(11) 4(57) 3(43)a 2(29)a 1(14)a 1(14)a 

                      a,b,c Values in the same column with different superscripts differ significantly (P<0.05) 
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3.4. ข้อวิจารณ์ 
การทดลองที่ 1  
 จำกผลกำรเล้ียงฟอลลิเคิลทั้ง 3 กลุ่ม พบวำ่ฟอลลิเคิลสำมำรถรอดและเจริญไดใ้นน ้ ำยำควบคุมซ่ึง
อำจจะเป็นเพรำะวำ่ในน ้ ำยำควบคุมมีสำรอำหำร ฮอร์โมนและโกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะต่อกำรรอดและกำร
เจริญของฟอลลิเคิลเช่น FSH  ITS และ hypoxanthine โดย FSH มีหน้ำที่ในกำรช่วยเปล่ียนแปลงรูปร่ำง
ของเซลลแ์กรนูโลซ่ำ และช่วยในกำรเพิ่มจ ำนวนของเซลล์ (Senbon และคณะ, 2003; Richards และคณะ, 
2003) นอกจำกน้ียงัพบว่ำ FSH สำมำรถช่วยในกำรเจริญของฟอลลิเคิลของโคและกระบือในกำรเล้ียง 
ฟอลลิเคิลในหอ้งทดลอง (Saha และคณะ, 2000; Gupta และคณะ, 2002) และ ITS ช่วยในกำรกระตุน้กำร
เจริญของเซลล์แกรนูโลซ่ำ และจำกผลกำรศึกษำกำรเล้ียงฟอลลิเคิลของกระบือแม่น ้ ำยงัพบวำ่ ITS ช่วยให้
ฟอลลิเคิลและเซลล์แกรนูโลซ่ำ สำมำรถเจริญและเพิ่มขนำดขึ้นในกำรเล้ียงในห้องทดลอง (Gupta และ
คณะ, 2002) ส่วน hypoxanthine ท  ำหน้ำที่ในกำรหยดุระยะกำรเจริญของนิวเคลียสของไข่ให้อยูใ่นระยะ 

meiotic จนกระทั้งไข่สำมำรถเจริญไดเ้ต็มที่ไข่ก็จะสำมำรถเร่ิมตน้เขำ้สู่กำรเจริญในระยะ meiotic ไดเ้อง 
(Miyano, 2005) กำรเล้ียงฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 และ 3 พบว่ำฟอลลิเคิลจำกทั้งสองกลุ่มน้ีสำมำรถรอดและ
เจริญไดดี้ที่สุดในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF ซ่ึงผลกำรทดลองน้ีสอดคลอ้งกบัรำยงำนที่มีมำก่อนหน้ำ
น้ีว่ำ bFGF สำมำรถเพิ่มอตัรำกำรรอดของ preantral follicle ในแพะ (Zhou และ Zhang, 2005) และ bFGF 
ที่มีควำมเขม้ขน้สูงช่วยเพิ่มอตัรำกำรรอดในกำรเล้ียงฟอลลิเคิลแกะ (Peng และคณะ, 2010) ส่วนกำรเล้ียง
ฟอลลิเคิลของกระบือในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ IGF-I ในพบว่ำฟอลลิเคิลนั้นสำมำรถรอดและเจริญได้
น้อยกว่ำในน ้ ำยำควบคุมแสดงว่ำ IGF-I ไม่มีผลช่วยในกำรรอดและกำรเจริญของฟอลลิเคิลหลังเล้ียง
นอกจำกน้ียงัมีแนวโนม้ว่ำจะท ำใหฟ้อลลิเคิลรอดและเจริญไดน้้อยลงซ่ึงผลกำรทดลองน้ีมีควำมแตกต่ำง
จำกรำยงำนที่มีมำก่อนหน้ำน้ีโดยมีรำยงำนว่ำ IGF-I สำมำรถช่วยให้ฟอลลิเคิลของกระบือแม่น ้ ำรอดและ
เจริญไดห้ลงัเล้ียง (Sharma และคณะ, 2009; Gupta และ Nandi, 2010) ซ่ึงผลของ IGF-I ในกำรทดลองน้ียงั
ไม่อำจจะจะบอกได้แน่นอนดังนั้ นควรที่จะมีกำรท ำกำรทดลองซ ้ ำอีกคร้ังเพื่อเป็นกำรยืนยนั  ส่วน        
ฟอลลิเคิลที่ เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ bFGF+ IGF-I นั้ นสำมำรถช่วยให้ฟอลลิเคิลทั้ ง 3 กลุ่ม
สำมำรถรอดและเจริญได้หลังเล้ียงโดยเฉพำะฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 ซ่ึงมีอัตรำกำรรอดของฟอลลิเคิล
ใกล้เคียงกับกลุ่มที่เล้ียงใน bFGF อย่ำงเดียว ส่วนฟอลลิเคิลที่เล้ียงในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ EGF, 
bFGF+EGF, IGF-I+EGF และ bFGF+IGF-I+EGF นั้นไม่สำมำรถรอดไดห้ลงัเล้ียงแสดงวำ่น ้ ำยำที่มีโกรท
แฟ็กเตอร์ EGF ส่งผลในกำรยบัย ั้งอตัรำกำรรอดของฟอลลิเคิลกระบือปลกั 

จำกผลกำรทดลองน้ีสำมำรถสรุปไดว้ำ่โกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 
และ 3 คือ bFGF ส่วนฟอลลิเคิลในกลุ่ม 1 นั้นยงัตอ้งมีกำรศึกษำวิจยัต่อไปเพื่อให้ไดโ้กรทแฟ็กเตอร์ที่
เหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิเคิลในกลุ่มน้ี ส่วนโกรทแฟ็กเตอร์ EGF มีผลในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของฟอลลิ
เคิลในกระบือปลกั 
 ผลของกำรศึกษำระยะกำรเจริญของนิวเคลียสไข่ที่ไดจ้ำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิลนั้นพบวำ่ไข่ในกลุ่ม 
1 มีอตัรำกำรรอดสูงแต่ไข่ส่วนมำกจะอยูใ่นระยะ GV ส่วนระยะกำรเจริญของไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 2 
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พบว่ำส่วนมำกอยู่ที่ระยะ GV มีเพียงไข่จำกฟอลลิเคิลที่เล้ียงน ้ ำยำที่มีโกรธแฟ็กเตอร์ bFGF เท่ำนั้ นที่
สำมำรถเจริญไดจ้นถึงระยะ MI และไข่จำกฟอลลิเคิลในกลุ่ม 3 นั้นสำมำรถเจริญไดท้ั้งในระยะ GV และ 
MI โดยไข่ในกลุ่มน้ีมีอตัตรำกำรเจริญของไข่ในระยะ MI สูงกว่ำในกลุ่ม 2 แสดงวำ่ขนำดของฟอลลิเคิล
เร่ิมตน้อำจจะมีผลต่อระยะกำรเจริญของนิวเคลียสของไข่หลังเล้ียง ส่วนผลของโกรทแฟ็กนั้นมีผลต่อ
อตัรำกำรเจริญของไข่หรือไม่นั้นยงับอกไม่ไดแ้น่นชดัเน่ืองจำกจ ำนวนไข่ที่ไดจ้ำกกำรเล้ียงฟอลลิเคิลใน
กำรทดลองคร้ังน้ีมีจ  ำนวนนอ้ยเกินไปท ำใหเ้ห็นผลของกำรทดลองไดไ้ม่ชดัเจน 
 
การทดลองที่ 2 
 จำกกำรทดลองที่ 1 ฟอลลิเคิลที่น ำมำท ำกำรทดลองมีเส้นผำ่ศูนยก์ลำงน้อยกว่ำ 800 ไมโครเมตร 
ซ่ึงอยูใ่นระยะ preantral ท ำใหมี้กำรเจริญที่ไม่ดี ตอบสนองต่อโกรทแฟ็กเตอร์ไม่ดี นิวเคลียสของไข่ที่แยก
ไดจึ้งไม่สำมำรถเจริญจนถึงระยะ MII  ดงันั้นในกำรทดลองที่ 2 น้ี จึงไดน้ ำฟอลลิเคิลที่มีเสน้ผำ่ศูนยก์ลำง
มำกกวำ่ 800 ไมโครเมตร ซ่ึงอยูใ่นระยะ antral มำท ำกำรทดลอง  ฟอลลิเคิลทั้ง 5 กลุ่มที่เล้ียงในน ้ ำยำที่ไม่
เติม bFGF เป็นเวลำนำน 7 14 และ 30 วนั มีกำรเจริญโดยมีกำรเพิ่มขนำดเส้นผ่ำศูนยก์ลำง ฟอลลิเคิลใน
กลุ่ม 5 มีอตัรำกำรเจริญสูงกวำ่กลุ่มอ่ืนๆ ไข่สัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนมที่แยกออกจำกฟอลลิเคิลสำมำรถเจริญจน
พร้อมปฏิสนธิเม่ือน ำไปเล้ียงในหลอดทดลอง (Pincus and Enzmann, 1935) นิวเคลียสของไข่จะมีกำร
เจริญไปพร้อมๆกบักำรเจริญของฟอลลิเคิลจนเขำ้สู่ระยะ MII เม่ือฟอลลิเคิลเจริญเต็มที่ดงัที่มีรำยงำนใน
หนูถีบจกัรและสุกร (Sorensen and Wassarman, 1976; Motlik et al, 1984) ส ำหรับในโคไข่ที่แยกไดจ้ำก
ฟอลลิเคิลที่มีเสน้ผำ่ศูนยก์ลำงตั้งแต่ 6 มม.ขึ้นไปจะมีควำมสำมำรถเจริญเป็นตวัอ่อนระยะบลำสโตซีสได้
สูงกวำ่ไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลที่มีเส้นผ่ำศูนยก์ลำงน้อยกว่ำ 6 มม. (Tan and Lu, 1990; McCaffrey et al, 
1992; Lonergan et al, 1994) มีรำยงำนกำรศึกษำในแพะพบว่ำไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลที่มีเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 
0.5-0.8 มม. เม่ือน ำไปเล้ียงแลว้นิวเคลียสเร่ิมเจริญได ้โดยจะเจริญถึงระยะ MI หำกเป็นไข่ที่แยกจำกฟอลลิ
เคิลเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 1-1.8 มม. (De Smedt et al, 1994) แม้ว่ำไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลเส้นผ่ำศูนยก์ลำง
มำกกว่ำ 2 มม.จะมีกำรเจริญของนิวเคลียสถึง 86% แต่กำรเจริญเติบโตเป็นตวัอ่อนหลงักำรปฏิสนธิยงัอยู่
ในอตัรำที่ต  ่ำ (Crozet et al, 1993) จำกขอ้มูลของกำรศึกษำน้ีแสดงให้เห็นว่ำฟอลลิเคิลที่มีขนำดใหญ่ขึ้น
สำมำรถเจริญไดดี้กว่ำฟอลลิเคิลขนำดเล็กและมีควำมสอดคลอ้งกนัว่ำไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลขนำด
ใหญ่โดยเฉพำะฟอลลิเคิลกลุ่ม 5 ที่มีเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 1600-1800 ไมโครเมตร มีนิวเคลียสเจริญถึงระยะ 
MII ในอัตรำที่สูงกว่ำกลุ่มอ่ืนๆที่มีเส้นผ่ำศูนยก์ลำงเล็กกว่ำ ในกำรทดลองน้ีท ำกำรเล้ียงฟอลลิเคิลใน
หลอดทดลอง 3 ช่วงเวลำที่แตกต่ำงกนั ซ่ึงพบว่ำเล้ียงนำน 30 วนัมีกำรเจิญดีกว่ำ 14 และ 7 วนั และไข่ที่
แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลที่เล้ียงนำน 30 วนัมีนิวเคลียสเจริญถึงระยะ MII สูงกว่ำไข่ที่แยกจำกฟอลลิเคิลที่เล้ียง
นำน 14 และ 7 วนั กำรเจริญพร้อมปฏิสนธิตอ้งพร้อมกนัทั้งสองอยำ่งคือนิวเคลียสและไซโตพลำสซึม จึง
จะสำมำรถสนับสนุนให้ตวัอ่อนเจริญไดดี้หลงักำรปฏิสนธิ (Moor and Trounson, 1977) กำรศึกษำน้ีเล้ียง
ฟอลลิเคิลทั้ง 5 กลุ่มในน ้ ำยำที่ไม่เติม bFGF นำน 30 วนั ไดอ้ตัรำไข่รอด 55-67% นอกจำกน้ีมีรำยงำนกำร
เล้ียงฟอลลิเคิลกระบือที่มีเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 100-1,500 ไมโครเมตร นำน 60 วนั ไดอ้ตัรำไข่รอด 76-92%    
Gupta and Nandi (2010) 
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 จำกผลกำรทดลองน้ีที่เติม bFGF ลงในน ้ ำยำเล้ียงฟอลลิเคิล สำมำรถช่วยเพิ่มอตัรำกำรเจริญของ
ฟอลลิเคิลและอตัรำไข่ที่แยกไดมี้กำรเจริญของนิวเคลียสถึงระยะ MII สูงขึ้นดว้ย ซ่ึงมีรำยงำนกำรทดลอง
ของ Zhou และ Zhang (2005) ที่เล้ียงฟอลลิเคิลแพะในน ้ ำยำที่เติม bFGF ซ่ึงช่วยท ำใหอ้ตัรำรอดของฟอลลิ
เคิลดีขึ้น แต่ไม่ได้ช่วยเพิ่มอัตรำกำรเจริญของฟอลลิเคิล ในเซลล์แกรนูโลซำของโคจะเกิดกิจกรรม
ทำงด้ำนภูมิคุ ้มกัน ทำงด้ำนชีวภำพ และมี mRNA ในปริมำณมำก (Neufeld et al., 1987) ไม่ว่ำจะเป็น 
bFGF อยำ่งเดียวหรือ bFGF ร่วมกบั FSH จะช่วยใหฟ้อลลิเคิลมีชีวิต ท ำใหเ้ซลลแ์กรนูโลซำเจริญ และเพิ่ม
ขนำดของฟอลลิเคิล แต่ถำ้ bFGF ร่วมกบั transforming growth factor β (TGF-β) จะไปยบัย ั้งไม่ให้ bFGF 
ท ำงำนในกำรเพิ่มกำรเจริญของฟอลลิเคิล อีกทั้งยงัไปลดกำรรอดของฟอลลิเคิลอีกด้วย (Neufeld et al., 
1987) bFGF อยำ่งเดียวสำมำรถกระตุน้ให้ผลิตฮอร์โมน estradiol และ progesterone ในระหว่ำงกำรเล้ียง
ฟอลลิเคิลโค  (Wandji et al., 1996)  
 ผลกำรท ำ ICSI ในกำรศึษำคร้ังน้ี ไม่มีควำมแตกต่ำงกนัของอตัรำควำมส ำเร็จของกำรท ำ ICSI 
อตัรำกำรเกิด 2nd PB ในไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลทั้ง 5 กลุ่ม แต่มีเพียงไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลที่มีเส้น
ผ่ำศูนญ์กลำง 1600-1800 ไมโครเมตรเท่ำนั้น ที่สำมำรถเจริญถึงระยะบลำสโตซีส จำกขอ้มูลน้ีแสดงว่ำ
ฟอลลิเคิลเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 1600-1800 ไมโครเมตร ที่เล้ียงไวน้ำน 30 วนั จะสำมำรถสังเครำะห์ maternal 
factor ที่มีควำมจ ำเป็นต่อควำมพร้อมปฏิสนธิของไข่ และกำรเจริญของตวัอ่อน 
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บทที่ 4 
สรุปผลและข้อเสนอแนะ 

 
 ในกำรทดลองที่ 1 วธีิกำรเล้ียงฟอลลิเคิล และผลของโกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิ
เคิลของกระบือปลกั ซ่ึงพบว่ำวธีิกำรเล้ียงฟอลลิเคิลโดยกำรตรึงดว้ยคอลลำเจนเจลท ำให้ฟอลลิเคิลสำมำรถ
รอดและเจริญไดห้ลงัเล้ียง และโกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิเคิลในกลุ่มที่ 2 และ 3 คือ bFGF 
ส่วนโกรทแฟ็กเตอร์ที่เหมำะสมต่อกำรเล้ียงฟอลลิเคิลในกลุ่มที่ 1 นั้นยงัตอ้งกำรกำรศึกษำคน้ควำ้ต่อไป 
ส่วนผลของโกรทแฟ็กเตอร์ IGF-I ในกำรทดลองน้ีนั้นยงับอกไดไ้ม่แน่ชดัเพรำะฟอลลิเคิลที่เล้ียงยงัสำมำรถ
รอดและเจริญไดแ้ต่ก็มีแนวโนม้วำ่อตัรำกำรรอดและกำรเจริญนั้นต ่ำกวำ่น ้ ำยำควบคุม ส่วนฟอลลิเคิลที่เล้ียง
ในน ้ ำยำที่มีโกรทแฟ็กเตอร์ EGF อยำ่งเดียว และ EGF ร่วมกบัโกรทแฟ็กเตอร์ตวัอ่ืนๆนั้นไม่สำมำรถรอดได้
หลงัเล้ียงแสดงวำ่ EGF มีผลในกำรยบัย ั้งกำรรอดของฟอลลิเคิลในกระบือปลกั   

ในกำรทดลองที่ 2 ฟอลลิเคิลที่มีเส้นผ่ำศูนยก์ลำง 1600-1800 ไมโครเมตร ที่ผำ่นกำรเล้ียงในน ้ ำยำที่
เติม bFGF นำน 30 วนั มีควำมสำมำรถที่จะเจริญไดดี้ และให้ไข่ที่มีนิวเคลียสเจริญถึงระยะ MII ที่พร้อม
ปฏิสนธิดีที่สุด ตลอดจนท ำให้ตวัอ่อนเจริญถึงระยะบลำสโตซีสภำยหลงักำรท ำ ICSI ควรมีกำรศึกษำต่อไป
ถึงผลของขนำดฟอลลิเคิลกระบือที่ใหญ่ขึ้น และระยะเวลำกำรเล้ียงที่นำนขึ้น ต่ออตัรำกำรเจริญของฟอลลิ
เคิล ตลอดจนศกัยภำพของไข่ที่แยกไดจ้ำกฟอลลิเคิลเหล่ำน้ี วำ่จะมีกำรเจริญของนิวเคลียสถึงระยะ MII ไดดี้
ขึ้น และกำรเจริญของตวัอ่อนถึงระยะบลำสโตซีสไดสู้งขึ้นหรือไม่    
 กำรเล้ียงฟอลลิเคิลจะท ำให้ไดไ้ข่เพื่อใชใ้นกำรทดลองเพิ่มขึ้นจำกไข่ปกติที่เจำะไดจ้ำกรังไข่เพรำะ
หลังจำกเจำะฟอลลิเคิลที่มีขนำดใหญ่ไปแล้วภำยในรังไข่ยงัคงมีฟอลลิเคิลขนำดเล็กอีกมำกมำยและ
นอกจำกน้ีกำรเล้ียงฟอลลิเคิลยงัช่วยให้เขำ้ใจกระบวนกำรกำรเจริญของฟอลลิเคิลมำกขึ้นและยงัสำมำรถน ำ
เทคนิคน้ีไปประยกุตใ์ชใ้นสัตวใ์กลสู้ญพนัธุ์เพือ่เพิม่โอกำสในกำรไดไ้ข่ที่จะน ำมำใชท้  ำกำรทดลองเพิม่มำก
ขึ้น อยำ่งไรก็ตำมควำมรู้ควำมเขำ้ใจในกำรเล้ียงฟอลลิเคิลและกำรหำน ้ ำยำที่เหมำะสมในกำรเล้ียงฟอลลิเคิล
ของสตัวช์นิดต่ำงๆนั้นยงัตอ้งกำรกำรศึกษำวิจยัเพื่อให้ไดว้ธีิกำรเล้ียงและน ้ ำยำที่เหมำะสมที่สุดในกำรเล้ียง
ฟอลลิเคิลของสตัวใ์นแต่ละชนิด  
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10. งานวิจัยที่ประสบความส าเร็จแล้ว 
 10.1. ประสบผลส ำเร็จในกำรยำ้ยฝำกตวัอ่อนโคนม   ไดลู้กแฝดเพศเมียเกิดมำเม่ือวนัที่ 8 กนัยำยน 

2529   นบัเป็นรำยแรกของประเทศไทย 
 10.2. ประสบผลส ำเร็จในกำรยำ้ยฝำกตวัอ่อนแพะ  ไดลู้กแพะเกิดมำเม่ือปี  2532  นบัเป็นรำยแรก

ของประเทศไทย 
 10.3. ประสบผลส ำเร็จกำรโคลนน่ิงโค โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลลต์น้แบบ ไดลู้กโค

โคลนน่ิงเกิดมำเม่ือวนัที่ 6 มีนำคม 2543 นบัเป็นรำยแรกของเอเชียอำคเนย ์และรำยที่ 6 ของโลก 
 10.4. ประสบควำมส ำเร็จกำรโคลนน่ิงตวัอ่อนกระบือปลกัโดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยลูกอ่อนโคและเซลล์

แกรนูโลซำเป็นเซลลต์น้แบบ นบัเป็นรำยแรกของโลกที่ท  ำและตีพมิพผ์ลงำนใน Buffalo Journal 1999, 15: 
371-384. 

 10.5. ประสบผลส ำเร็จกำรโคลนน่ิงโคบรำห์มนัเพศผูช่ื้อ “ตูมตำม” โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยส่วนใบหู
เป็นเซลล ์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงจำกเซลลต์น้แบบตวัเดียวกนั 7 ตวัเกิดมำ ลูกโคทุกตวัผำ่นกำร
ตรวจสอบดีเอ็นเอแลว้พบวำ่มีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตำม”เจำ้ของเซลลต์น้แบบทุกประกำร และมีสุขภำพ
สมบูรณ์แขง็แรงดีมำก 

 10.6. ประสบผลส ำเร็จกำรโคลนน่ิงแมวพนัธุโ์ครำช โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล ์
ตน้แบบ ไดลู้กแมวโคลนน่ิงเกิดมำ 2 ตวั รำยแรกของประเทศไทย เม่ือวนัที่ 25 ธนัวำคม 2549 
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 10.7. ประสบควำมส ำเร็จในกำรโคลนน่ิงแมวบำ้น โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลลต์น้แบบ 
ไดลู้กแมวคลอดออกมำมีชีวติ 2 ตวั ในวนัที่ 25 ธนัวำคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวติ 2 และ 5 วนั หลงัคลอด 
ขณะน้ียงัคงท ำโคลนน่ิงแมวบำ้น และแมวป่ำ อยำ่งต่อเน่ือง  

 10.8. ประสบผลส ำเร็จกำรโคลนน่ิงโคพนัธุข์ำวล ำพนูเพศผูช่ื้อ “อินทนนท”์ โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำย
ส่วนใบหูเป็นเซลล ์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงเกิดมำรำยแรกของประเทศไทย เม่ือวนัที่ 21 มี.ค. 2550  ไดรั้บ
กำรตั้งช่ือวำ่ “ขำวมงคล” 

 10.9. ประสบผลส ำเร็จกำรโคลนน่ิงแพะพนัธุบ์อร์เพศผู ้โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล ์
ตน้แบบ ไดลู้กแพะโคลนน่ิงเกิดมำรำยแรกของประเทศไทย เม่ือวนัที่ 27 พ.ค. 2550 1 ตวั และ วนัที่ 4 ก.ค. 
2550 1 ตวั 

 10.10. ประสบผลส ำเร็จกำรโคลนน่ิงกระทิงเพศผู ้โดยใชเ้ซลลร่์ำงกำยส่วนใบหูเป็นเซลล ์ตน้แบบ 
ไดลู้กกระทิงโคลนน่ิงเกิดมำรำยที่ 2 ของโลก   เม่ือวนัที่ 4 มี.ค. 2551 จ  ำนวน 1 ตวั แต่ลูกกระทิงเสียชีวติ 12 
ชัว่โมง หลงัคลอด 

 

11. รางวัลที่ได้รับ  
11.1. จำกผลงำนวิจยักำรยำ้ยฝำกตวัอ่อนโคนมจนประสบผลส ำเร็จ ไดลู้กแฝดโคนมเกิดมำคร้ังแรก

ของประเทศไทยเม่ือวนัที่  8   กันยำยน  2529    ท  ำให้งำนวิจยัน้ีถูกยกย่องให้เป็น  1  ใน  10  ข่ำวเด่นของ
จุฬำลงกรณ์มหำวทิยำลยั 

 11.2. รำงวลัผลงำนวิจยัดี (อนัดบั 1 สำขำสัตว)์ ในกำรเสนอผลงำนวิจยัเร่ือง    “ควำมเป็นไปไดใ้น
กำรผลิตโคพนัธุ์ดีดว้ยเทคโนโลยโีคลนน่ิงโดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลำสเป็นเซลลต์น้แบบ” ในกำรประชุมทำง
วชิำกำรมหำวทิยำลยัเกษตรศำสตร์ คร้ังที่ 38 พ.ศ. 2543 

11.3. รำงวลัผลงำนวิจัยดี สำขำวิทยำศำสตร์ ในกำรเสนอผลงำนวิจัยเร่ือง “กำรทดสอบค่ำ
กระแสไฟฟ้ำที่เหมำะสมส ำหรับกำรท ำโคลนน่ิงตวัอ่อนแมวโดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลำสจำกใบหูเป็นเซลล์
ตน้แบบ” ในกำรประชุมทำงวชิำกำรมหำวทิยำลยัเกษตรศำสตร์ คร้ังที่ 41 พ.ศ. 2546 

11.4. รำงวลันกัวจิยัดีเด่น จำกสมำคมเทคโนโลยชีีวภำพแห่งประเทศไทย ไดรั้บเชิญเป็นผูป้ำฐกถำ 
อำยิโน๊ะโมะโต๊ะ เร่ือง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในกำรประชุม
ประจ ำปีของสมำคมปี พ.ศ. 2547 

 11.5. รำงวลัผลงำนวิจยัดี (อันดับ 1 สำขำสัตว)์ ในกำรเสนอผลงำนวิจยัเร่ือง “กำรใช้เทคโนโลยี
โคลนน่ิงผลิตโคเน้ือและโคนมพนัธุ์ดี” ในกำรประชุมทำงวชิำกำรมหำวิทยำลยัเกษตรศำสตร์ คร้ังที่ 42 พ.ศ. 
2547 

 11.6. รำงวลับุคลำกรสำยวิชำกำรที่มีผลงำนดีเด่นด้ำนกำรวิจัย ประจ ำปี 2548 จำกมหำวิทยำลัย
เทคโนโลยสุีรนำรี 

 11.7. รำงวลัแทนคุณแผน่ดิน สำขำวทิยำศำสตร์ ประจ ำปี 2550 จำกเครือเดอะเนชัน่ 
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 11.8. รำงวลัผลงำนวิจยัดี (อันดบั 1 สำขำสัตว)์ ในกำรเสนอผลงำนวิจยัเร่ือง “กำรอนุรักษโ์คพนัธุ์
ขำวล ำพนูโดยกำรท ำโคลนน่ิง” ในกำรประชุมทำงวชิำกำรมหำวทิยำลยัเกษตรศำสตร์ คร้ังที่ 46 พ.ศ. 2551  

11.9. รำงวัลบุคลำกรสำยวิชำกำรที่ มี ผลงำนดีเด่นด้ำนบริกำรวิชำกำร ประจ ำปี  2558 จำก
มหำวทิยำลยัเทคโนโลยสุีรนำรี 

 

12. การจดสิทธิบัติ 
12.1. รังสรรค ์  พำลพำ่ย   วศิิษฐิพร  สุขสมบติั   อำวธุ  อินทรช่ืน   อุดมวทิย ์ มณีวรรณ    คมสนั  

ภำษยเดช   แสงเพช็ร งอนชยัภูมิ   ป้องภยัรี มีสมบตัิ   สมิง เติมพรมรำช  “อุปกรณ์ควบคุมกำรเคล่ือนทีก่ำ้น
สูบของไมโครไซริงท”์  ยืน่ค  ำขอเม่ือวนัที่ 11 มิถุนำยน 2547  ไดรั้บสิทธิบตัิเม่ือเดือน เมษำยน 2550 

 12.2. รังสรรค ์พำลพำ่ย  วศิิษฐิพร สุขสมบติั อำวธุ อินทรช่ืน อุดมวทิย ์มณีวรรณ  คมสนั ภำษยเดช       
แสงเพช็ร งอนชยัภูมิ  ป้องภยัรี มีสมบติั  สมิง เติมพรมรำช   ชุติ เหล่ำธรรมธร  จนัทร์เจำ้ ลอ้ทองพำนิชย ์ 
วชิยั ศรีสุรักษ ์ “เคร่ืองเช่ือมเซลลด์ว้ยไฟฟ้ำกระแสตรง”  ยืน่ค  ำขอเม่ือวนัที่ 11 มิถุนำยน 2547   

12.3. สุรชยั รัตนสุข รังสรรค ์พำลพำ่ย มำรินำ เกตุทตั-คำร์นส์ “ผลิตภณัฑโ์มโนโคลนลัแอนติบอดี

ต่ออสุจิเพศผูข้องโค และกระบวนกำรผลิตโมโนโคลนลัแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผูข้องโคดงักล่ำว” ยืน่ค  ำขอ

เม่ือวนัที 27 กรกฎำคม 2555    

12.4. สุรชยั รัตนสุข รังสรรค ์พำลพำ่ย มำรินำ เกตุทตั-คำร์นส์ “กระบวนกำรแยกเพศอสุจิโคดว้ยโม

โนโคลนลัแอนติบอดีที่มีควำมจ ำเพำะต่ออสุจิเพศผูข้องโค และกำรใชอ้สุจิที่ผำ่นกระบวนกำรดงักล่ำวใน

กำรปฏิสนธิในหลอดแกว้ ” ยืน่ค  ำขอเม่ือวนัที 27 กรกฎำคม 2555 

12.5. รังสรรค ์พำลพำ่ย ศิวชั สงัศรีทวงษ ์ กำญจนำ ปัญญำไว ภำชนะบรรจุตวัอ่อนแช่แขง็ดว้ยวธีิลด
อุณหภูมิลงอยำ่งรวดเร็วที่มีกำรเจือจำงสำรแช่แข็งแบบขั้นตอนเดียวและกำรใชภ้ำชนะบรรจุดงักล่ำว เลข
ทะเบียน 9367 อนุมตัิวนัที่ 28 พ.ย. 2557    
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2.   บตัรประจ ำตวัประชำชนเลขที่ 3 1014 01120 08 7 

3. ต ำแหน่งบริหำร หวัหนำ้สำขำวชิำเทคโนโลยชีีวภำพ 

       ต ำแหน่งวิชำกำร ผูช่้วยศำสตรำจำรย ์

4.    หน่วยงำนที่สงักดั สำขำเทคโนโลยชีีวภำพ ส ำนกัเทคโนโลยเีกษตร  

                              มหำวทิยำลยัเทคโนโลยสุีรนำรี 

       สถำนที่ติดต่อ สำขำเทคโนโลยชีีวภำพ ส ำนกัเทคโนโลยเีกษตร  

มหำวทิยำลยัเทคโนโลยสุีรนำรี 
เลขที่ 111 ถ. มหำวทิยำลยั  อ. เมือง  จ. นครรำชสีมำ 30000 
โทรศพัท ์044-224-355   
โทรสำร 044-224-150 
E-mail: ketudat@g.sut.ac.th 

5.   ประวตัิกำรศึกษำ 
       5.1. ปริญญำตรี สำขำวชิำ ชีววทิยำ                             ปีที่จบ 2531 
              สถำบนั มหำวทิยำลยัเชียงใหม่                             ประเทศ ไทย 
      5.2. ปริญญำเอก สำขำวชิำชีวเคมี           ปีที่จบ 2538 
              สถำบนั University of California, San Diego       ประเทศ สหรัฐอเมริกำ 

1. สำขำวชิำกำรที่มีควำมช ำนำญ/สนใจพิเศษ 
    Molecular Biology, Molecular Genetics, Recombinant Protein production 

2. ประสบกำรณ์ที่เก่ียวขอ้งกบักำรบริหำรงำนวจิยัทั้งภำยในและภำยนอกประเทศ  โดยระบุสถำนภำพ
ในกำรท ำกำรวจิยัวำ่เป็นผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั หวัหนำ้โครงกำรวิจยั หรือผูร่้วมวจิยัในแต่ละ
ขอ้เสนอกำรวจิยั เป็นตน้ 

7.1 ผูอ้  ำนวยกำรแผนงำนวจิยั: – 

7.2 หวัหนำ้โครงกำรวจิยั: 
7.2.1 Production of Tilapia Transglutaminase, หวัหน้ำโครงกำร 
7.2.2 Expression of -glucosidase from Thai Plants in Pichia pastoris, หวัหนำ้โครงกำร 

 

 

 

 

 

 

 

 



 48 

 
 
 
 

7.3 งำนวจิยัที่ท  ำเสร็จแลว้: 

7.3.1 Functional Analysis of the Maize bZIP Protein Opaque-2, ผูร่้วมวิจยั NIH, USA  แลว้
เสร็จ 1994 

7.3.2 Purification of the Enzyme Taq DNA Polymerase  หวัหนำ้โครงกำร NSTDA  แลว้เสร็จ  
1998 

7.3.3 Tilapia Sex Chromosome Identification Using DNA Probe, หวัหนำ้โครงกำร NSTDA  
แลว้เสร็จ  2000 
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