
รหสัโครงการวจิยั SUT3-304-55-36-06 

 
รายงานการวจิัย 

 
 
 
 
 

การเพิม่ประสิทธิภาพในการท าโคลนนิ่งโคด้วยการใช้สารเคมีที่ยบัยั้งการดงึหมู่  
อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนออก 

(Improvement of bovine cloning by treatment with histone deacetylase  
inhibitors) 

 
 
 
 
 
 
 

ได้รับทุนอดุหนุนการวจิยัจาก 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 
 
 
 
 

ผลงานวจิัยเป็นความรับผดิชอบของหัวหน้าโครงการวจิยัแต่เพยีงผู้เดยีว 

 

 

 

 

 

 

 

 



รหสัโครงการวจิยั SUT3-304-55-36-06 

 
รายงานการวจิัย 

 
 

การเพิม่ประสิทธิภาพในการท าโคลนนิ่งโคด้วยการใช้สารเคมีที่ยบัยั้งการดงึหมู่  
อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนออก 

(Improvement of bovine cloning by treatment with histone deacetylase  
inhibitors) 

 
คณะผู้วจิัย 

 

หัวหน้าโครงการวจิัย 

รองศาสตราจารย์ ดร. รังสรรค์ พาลพ่าย 

สาขาวชิาเทคโนโลยชีีวภาพ 

ส านกัวชิาเทคโนโลยกีารเกษตร 

 
 
 
 
 
 

ได้รับทุนอดุหนุนการวจิยัจากมหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ปีงบประมาณ 2555 

ผลงานวจิัยเป็นความรับผดิชอบของหัวหน้าโครงการวจิยัแต่เพยีงผู้เดยีว 
 
 

สิงหาคม 2558 

 

 

 

 

 

 

 

 



ก 

 

กติติกรรมประกาศ 
 

 งานวิจยัน้ีไดรั้บทุนสนับสนุนการวิจยัจากมหาวิทยาลัยเทคโนโลยสุีรนารี ปีงบประมาณ 
2553-2555 คณะวิจัยขอขอบคุณสมาชิกศูนยว์ิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยสุีรนารี ซ่ึงเป็นส่วนหน่ึงที่ท  าให้รายงานการวิจยัของงคณะวิจยัด าเนินการไปไดอ้ย่างดียิ่ง และ
ส าเร็จลุล่วง และขอขอบคุณโรงฆ่าสัตวรั์งสิต อ.คลองหลวง จ.ปทุมธานี รวมทั้งโรงฆ่าสัตวพ์ระพุทธบาท   
จ.สระบุรี ที่ให้ความอนุเคราะห์รังไข่โค และขอขอบคุณศูนยเ์คร่ืองมือวิทยาศาสตร์และเทคโนโลย ี1 ที่ให้
การสนบัสนุนดา้นสถานที่ในการทดลอง  
 
 
 
 
 
 
 
 
 

………………………………………….. 
(รองศาสตราจารย ์ดร. รังสรรค ์พาลพา่ย) 

หวัหนา้โครงการ 
สิงหาคม 2558 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



ข 

 

บทคดัย่อ 
 

 ถึงแม้ว่าในปัจจุบนัน้ีเทคโนโลยกีารโคลนน่ิงจะสามารถผลิตโคไดส้ าเร็จก็ตาม แต่การผลให้ได้    
ตวัอ่อนที่มีคุณภาพตลอดจนไดลู้กเกิดนั้นยงัคงมีปัจจยัหลายอยา่งที่ท  าให้ผลผลิตที่ไดมี้อตัราที่ต  ่า ซ่ึงปัจจยั
หลกัของเทคโนโลยกีารโคลนน่ิงนั้นคือ การ reprogramming ที่ผดิปกติในตวัอ่อนโคลนน่ิง  ดงันั้นการศึกษา
ในคร้ังน้ี จึงให้ความสนใจในการปรับปรุงการ reprogram ของตัวอ่อนโคลนน่ิงด้วยการทดสอบ     
trichostatin A (TSA),  suberoylanilidehydroxamic acid (SAHA) และ Reversine ซ่ึงสารกลุ่มดงักล่าวสามารถ
ช่วยปรับปรุงการ reprogram ให้ดีขึ้นได ้ ดงัจะไดเ้ห็นจากผลการทดลอง พบว่า ที่ความเขม้ขน้       25 nM 
ของ TSA บ่มกับตวัอ่อนเป็นเวลา 12 ชั่วโมง ความเขม้ขน้ 1 µM ของ SAHA บ่มกับตวัอ่อนเป็น  เวลา 6 
ชัว่โมง หรือใชค้วามเขม้ขน้ 1 µM ของ Reversine บ่มกบัตวัอ่อนเป็นเวลา 6 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ สามารถ
ช่วยปรับปรุงตวัอ่อนโคโคลนน่ิงให้พฒันาจนถึงระยะบลาสโตซีสได้ดี นอกจากน้ียงัพบว่า SAHA และ 
Reversine ยงัช่วยให้การแสดงออกของยีนที่เก่ียวขอ้งกับ pluripotency, epigenetic และ imprinted ของตัว
อ่อนโคโคลนน่ิงใกลเ้คียงกบัตวัอ่อนที่ผลิตดว้ยวิธีเด็กหลอดแกว้ ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลของการศึกษาการเติม
หมู่อะเซทิลบนฮีสโตนโปรตีน ซ่ึงพบว่าระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตน 4 ที่ต  าแหน่ง 5 
(H4K5) ในกลุ่ม SAHA และ Reversine เขา้สู่สภาวะปกติใกลเ้คียงกบัตวัอ่อนที่ผลิตดว้ยวธีิปฏิสนธิในหลอด
ทดลอง ที่ส าคัญในกลุ่ม Reversine สามารถผลิตลูกโคโคลนน่ิงได้ส าเร็จ ซ่ึงมีอัตราลูกเกิดสูงถึง 25 
เปอร์เซ็นต ์ซ่ึงสูงกวา่กลุ่มที่ไม่ไดบ้่มใน Reversine ที่ไดลู้กโคโคลนน่ิงเกิดมา 11 เปอร์เซ็นต ์
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Abstract 

 
 Nowadays, it has been shown that bovine cloned embryos can undergo full term development. 
However, the developmental competence of reconstructed embryos is still low. One of the major obstacles 
of somatic cell nuclear transfer (SCNT) is incompletion of epigenetic reprogramming. Interestingly, it has 
been reported that treating embryos with trichostatin A (TSA), suberoylanilidehydroxamic acid (SAHA) 
and Reversine can improve the completion of epigenetic reprogramming and thereby allowing  the increased 
cloning efficiency. Thus, our study was undertaken to improve the development of bovine SCNT embryos 
by treatment of embryos with TSA, SAHA, and Reversine to investigate the relationship between histone 
acetylation status of embryos and developmental competence of SCNT embryos. Treatment of SCNT 
embryos with either 25 nM TSA for 12 h, 1 µM SAHA for 6 h or 1 µM Reversine for 6h after fusion could 
significantly improve embryo development to blastocyst stage. Meanwhile, SAHA and Reversine treatment 
could improve pluripotency, epigenetic and imprinted genes similar to in vitro fertilization (IVF) embryos. 
Importantly, SAHA and Reversine treatment significantly increased the level of H4K5 acetylation.  
Especially, the embryos treated with Reversine could get 25% full term development which is higher than 
the non-treated group that had only 11%.      
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคญัและที่มำของปัญหำทีท่ ำกำรวิจัย 

 หลังจากความส าเร็จในการโคลนน่ิงสัตวเ์ล้ียงลูกด้วยนมจากเซลล์ร่างกายเป็นคร้ังแรกในแกะ 
(Wilmut et al.,1997) เป็นต้นมา ได้มีรายงานความส าเร็จต่อเน่ืองในสัตว์ชนิดอ่ืนๆ  เช่น หนูถีบจักร 
(Wakayama et al., 1998), โค  (Kato et al., 1998), แพะ  (Baguisi et al., 1999), สุ ก ร  (Onishi et al., 2000),   
หนูแรท (Hayes et al., 2001), แมว (Shin et al., 2002), กระต่าย (Chesné et al., 2002), มา้ (Galli et al., 2003), 
ล่อ (Woods et al., 2003), สุนัข (Lee et al., 2005), กระบือ (Lu et al., 2005), เฟเร็ท (Li et al., 2006) และอูฐ 
(Wani et al., 2010) เป็นตน้ อยา่งไรก็ตาม ขอ้จ ากดัส าคญัของเทคโนโลยกีารโคลนน่ิงไดแ้ก่ ความส าเร็จใน
การผลิตลูกสตัวย์งัต  ่าอยูม่าก และมีความผิดปกติของลูกสัตวท์ี่เกิด เช่น ตวัมีขนาดใหญ่ มีน ้ าหนกัตวัมากกว่า
ปกติ  ห รือ เกิ ด  large offspring syndrome (LOS)  มี รกขน าดใหญ่  ระบบทางเดินห ายใจล้ม เหลว                 
จากผลดังกล่าว จึงมีนักวิจัยหลายคณะพยายามท าให้ประสิทธิภาพในการท าโคลนน่ิงสูงขึ้ น  แต่ก็ยงั           
ไ ม่ ป ระสบ ผลส า เร็ จ เท่ าที่ ค ว ร  อัน เน่ื อ งม าจ าก  donor cell ห รือ  donor nucleus  เกิ ด  epigenetic 
reprogramming ไม่สมบูรณ์ ในทางทฤษฎีการท าให้กระบวนการ reprogramming ของเซลล์ตน้แบบให้เกิด
อย่างสมบูรณ์อาจจะช่วยเพิ่มอัตราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนได้ (Wilmut et al., 2002) จากรายงานที่มี   
ก่อนหนา้น้ีพบวา่สารเคมีที่ยบัย ั้งเอ็นไซมท์ี่ดึงหมู่อเซทิลออกจากฮีสโตน (histone deacetylase inhibitor) เช่น 
Reversine, Trichostatin A (TSA) และ suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) สามารถเพิม่ประสิทธิภาพ
การโคลนน่ิงในตวัอ่อนในสตัวห์ลายชนิด เช่น หนูถีบจกัร (Kishigami et al., 2006; Rybouchkin et al., 2006; 
Ono et al., 2010, Costa-Borges et al., 2010), โค (Enright et al., 2003; Shi et al., 2003), สุกร (Zhang et al., 
2007; Miyoshi et al., 2010) และกระต่าย (Shi et al., 2008)  ดังนั้ นเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพการท าโคลนน่ิง     
ในโค จึงควรศึกษาชนิดของสารเคมี ความเขม้ขน้ ระยะเวลาที่เหมาะสม เพื่อช่วยเพิ่มอตัราการเจริญจนครบ
ก าหนดคลอดของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง 

 
1.2 วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 

 1.2.1. เพือ่ศึกษาผลของ reversine, SAHA และ TSA ที่มีต่ออตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง  
 1.2.2. เพือ่ทราบความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช ้reversine, SAHA และ TSA  

 1.2.3. เพือ่ศึกษาผลของ reversine, SAHA และ TSA ที่มีต่ออตัราการตั้งทอ้งและลูกเกิดหลงัจากยา้ยฝาก 
  ตวัอ่อนใหโ้คตวัรับ 

  1.2.4. เพือ่ศึกษาผลของ reversine, SAHA และ TSA ที่มีต่อระดบัของ histone acetylation และการ 
 แสดงออกของยนีในตวัอ่อน 
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1.3. ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

  ศึกษาผลของ reversine, SAHA และ TSA ที่มีต่ออตัราการเจริญของตวัอ่อน อตัราการตั้งทอ้งหลัง
ยา้ยฝากตวัอ่อนให้โคตัวรับ โดยท าการโคลนน่ิงโดยใช้ไฟโบรบลาสใบหูโคเพศเมียเป็นเซลล์ต้นแบบ 
หลังจากการหลอมรวมเซลล์ บ่มตัวอ่อนในน ้ ายาที่ มี reversine, SAHA และ TSA ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
ระยะเวลาต่างๆ โดยจะบนัทึกอัตราการเจริญของตวัอ่อน และคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส (นับ
จ านวนเซลล์) จากนั้นท าการผลิตตวัอ่อนโคโคลนน่ิงโดยใช ้reversine, SAHA และ TSA ที่ความเขม้ขน้และ
ระยะเวลาที่ให้เปอร์เซ็นต์บลาสโตซีสสูงสุด จากนั้ นน าตวัอ่อนที่ได้ไปท าการศึกษาระดับของ histone 
acetylation และการแสดงออกของยนี หลงัจากนั้นน าตวัอ่อนไปยา้ยฝากให้โคตวัรับ บนัทึกอตัราการตั้งทอ้ง
และการได้ลูกเกิด และน าลูกแท้ง หรือลูกที่เกิดมา ท าการศึกษาระดับของ histone acetylation และการ
แสดงออกของยนี  
 
1.4. ทฤษฎี สมมุตฐิำน (ถ้ำมี)  และกรอบแนวควำมคดิของโครงกำรวจิัย  (Conceptual Framework) 

   ความส าเร็จในการโคลนน่ิงขึ้นอยูก่บัการ reprogramming ที่สมบูรณ์ของเซลล์ตน้แบบเพื่อให้มี
การแสดงออกของยนีตวัอ่อนและลูกอ่อนที่ปกติ การใช ้histone deacetylase inhibitor อาจช่วยให้เกิด
กระบวนการ reprogramming ของเซลล์ตน้แบบให้เกิดอยา่งสมบูรณ์ ซ่ึงจะช่วยเพิ่มอตัราการเจริญของ 
ตวัอ่อน การฝังตวัของตวัอ่อนหลงัท าการยา้ยฝากให้โคตวัรับ และลูกที่เกิดมาไม่มีความผิดปกติ 
 

1.5. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตร ฯลฯ และหน่วยงำนที่น ำผลกำรวิจัย
 ไปใช้ประโยชน์   
  ประโยชน์ที่คาดวา่จะไดรั้บจากการทดลอง คือทราบชนิดของสารเคมี ความเขม้ขน้ และระยะเวลาที่
เหมาะสมในการเพิ่มประสิทธิภาพการโคลนน่ิงโค ได้อตัราการตั้งทอ้งและลูกเกิดหลงัจากยา้ยฝากให้โค
ตวัรับ อีกทั้งยงัทราบขอ้มูล histone acetylation และการแสดงออกของยีนในตวัอ่อนหลงัจากการบ่มด้วย
สารเคมี น าขอ้มูลที่ไดไ้ปเสนอผลงานวิชาการในระดบันานาชาติ มีผลงานตีพิมพใ์นวารสารวิชาการระดบั
นานาชาติอยา่งนอ้ย 1 ฉบบั 
 
1.6. แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยีหรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 
  องคค์วามรู้ที่ไดจ้ากการศึกษาวิจยัน้ี จะสามารถน าไปถ่ายทอดให้กบันักวิจยัในหน่วยงานต่างๆที่
เก่ียวขอ้งกบัการผลิตกระบือ เช่น กรมปศุสตัว ์ นกัวชิาการในมหาวทิยาลยั และสถาบนัวจิยัที่เก่ียวขอ้งต่างๆ 
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บทที่ 2  
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
  ความส าเร็จในการโคลนน่ิงขึ้นอยูก่บัการ reprogramming ที่สมบูรณ์ของเซลล์ตน้แบบเพื่อให้มี
การแสดงออกของยนีตวัอ่อนและลูกอ่อนที ่ปกติ (Mastromonaco and King, 2007) จากรายงานที ่มี       
มาก่อนหน้าน้ีในตวัอ่อนโคโคลนนิ่ง พบว่ามีการแสดงออกของยนีที ่จ  าเป็นต่อการเจริญเติบโตของ      
ตวัอ่อนที่ผิดปกติ การแสดงออกของยนีที่ผิดปกติน้ีท  าให้เกิดความผิดปกติของตวัอ่อนในระยะต่างๆ 
(Bourc’his et al., 2001; Daniels et al., 2001; Bureau et al., 2003) การ reprogramming ที ่ไม่สมบูรณ์
เกี่ยวขอ้งกบัความผิดปกติของกลไกการควบคุมการแสดงออกของยนี(epigenetic remodeling) เช่น   
DNA methylation และ histone modification (acetylation และ methylation) (Li et al ., 2007; Vaissiere 
et al., 2008; Wu et al., 2007) กระบวนการดึงหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนออกเป็นการเปลี่ยนแปลง   
คือ การเติมหมู่อะเซทิล หรือดึงหมู่อะเซทิลออกจากโปรตีนฮีสโตน ในการเติมหรือดึงน้ีท  าหน้าที่โดย
เอ ็นไซม ์คู ่ห น่ึงคือ  histone acetyltransferases (HATs) โดยจะท าหน ้าที ่เต ิมหมู่อะเซทิลลงที ่โปรตีน
ฮีสโตน (histone acetylation) ผลที่ไดจ้ากการเติมอะเซทิลน้ีเป็นการท าลายประจุบวกของโปรตีนฮีสโตน 
ท าให้แรงดึงดูดระหว่างโปรตีนฮีสโตนที่จบักบั DNA ลดลง DNA จึงคลายเกลียวออกจากโปรตีนฮีสโตน
และเกิดถอดรหัสพนัธุกรรม  (transcription)ได  ้ในท านองกลบักนั  เอ ็นไซม ์อีกตวัหนึ่ งค ือ  histone 
deacetyltransferases (HDACs) จะท าหน้าที่การดึงหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนออกส่งผลให้โปรตีน
ฮีสโตนแสดงประจุบวกแลว้เกิดพนัธะกบั DNA ที ่แสดงประจุลบ  ดงันั้นสาย DNA จึงจบักบัโปรตีน
ฮีสโตนแน่นแลว้เกิดเป็น heterochromatin ซ่ึงเกิด transcription ไม่ได  ้การควบคุมการแสดงออกของยนี
สามารถท าไดโ้ดยท าให้เกิดการเติมหมู่อะเซทิลหรือดึงหมู่อะเซทิลออกจากโปรตีนฮีสโตนบนสาย DNA 
ที ่ต  าแหน่งของยนีที ่จะควบคุม  การที ่ DNA จะขดตวัมว้นแน่นเป็น  heterochromatin หรือคลายตวั
ออกเป็น euchromatin นั้นขึ้นกบัภาวะของโปรตีนฮีสโตนซ่ึงในภาวะปกตินั้นโปรตีนฮีสโตนชอบที่จะจบั
กบัสาย DNA แลว้ขดตวัมว้นแน่นเขา้เป็น chromatid ในภาวะน้ี RNA polymerase ไม่สามารถเขา้จบัสาย 
DNAได  ้ท า ให ้ไ ม ่เก ิด ก า รแส ด งอ อ ก ข อ งย นี  แ ต ่ถ า้ห าก ว ่า  histone acetyltransferase ท า ง าน                
RNA polymerase สามารถเขา้มาจบักบัสาย DNA ดงันั้นจึงเกิด  transcription ขึ้นได  ้ดงันั้น รูปแบบ       
ไม่เหมาะสมของกระบวนการ histone acetylation อาจส่งผลกระทบต่อการพฒันาของตวัอ่อนโคลนน่ิง 
การใช  ้histone deacetylase inhibitor จะไปยบัย ั้งการท างานของ histone deacetyltransferases มีผลท าให้
หมู่อะเซทิลไม่ถูกดึงออกจากโปรตีนฮีสโตน แรงดึงดูดระหว่างโปรตีนฮีสโตนกบั DNA ลดลง ท าให้   
สาย  DNA จ ึงคลายเกล ียว  ส่งผลให ้ RNA polymerase สามารถ เข า้ม าจบัก บัส าย DNA แล ว้ เก ิด 
transcription ได ้(Hoshikawa et al., 1994; Taunton et al., 1996)  
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  จ า ก ร า ย ง า น ป ี  2004 โ ด ย  Chen แ ล ะ ค ณ ะ  ค น้ พ บ ว ่า  2-(4-morpholinoanilino)-6-
cyclohexylamino-purine analogue ที ่ความ เข ม้ข น้  1-10 µM สาม ารถ เห นี ่ยวน าให ้เซลล ์ myogenic 
progenitor  กลบัไปเป็นเซลล์ตั้งตน้ที่มีคุณสมบตัิเป็น multipotent mesenchymal progenitor และเมื่อน า
เซลล์ตน้ตอที ่ไดไ้ปเล้ียงดว้ยน ้ ายาที ่เหมาะสมต่อการเหนี่ยวน าให้เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก 
(osteoblast) หรือ เซลล์ไขมนั (adipocytes)  สามารถเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ทั้งสองได ้จากคุณสมบติั
ของสารตวัน้ีที ่สามารถเหน่ียวน าเซลล์ที ่เปลี่ยนแปลงแลว้ (adult cells) กลบัมาเป็นเซลล์ตั้งตน้อีกคร้ัง    
จึงเรียกสารเคมีตวัน้ีว่า reversine (Chen et al., 2004) นอกจากน้ียงัมีรายงานว่า reversine มีคุณสมบตัิใน
การยบัย ั้ง  NMMII และ MEK1 ท าให ้เพิ ่มการเต ิมหมู่ acetyl ให ้กบัโปรตีน  histone3 (H3) เกิด เป็น 
hyperacetylation ของโปรต ีน ฮ ีสโตน 3 (histone3) เหม ือนกบั  TSA จากค ุณสมบ ตั ิของ reversine             
ที่สามารถ reprogram เซลล์ร่างกายไปเป็นเซลล์ตน้ตอได ้จึงเช่ือว่าถา้น า reversine มาทดสอบกบัตวัอ่อน
โคลนน่ิงน่าจะเพิ่มศกัยภาพการ reprogramming ไดเ้ป็นอยา่งดี ซ่ึงในปัจจุบนัก็ไดม้ีการศึกษา reversine 
กบัตวัอ่อนโคลนนิ่ง โดย Miyoshi และคณะ ปี 2010 ไดท้ดสอบ reversine กบัตวัอ่อนสุกรโคลนนิ่งที่
ระดบัความเขม้ขน้ในช่วง 0-10 µM และช่วงเวลาในการทดสอบแตกต่างกนั พบว่า reversine ที่ระดบั
ความเขม้ขน้ 5 µM เวลา 12 ชัว่โมง สามารถไดจ้  านวนบลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มอ่ืนๆ รวมทั้งกลุ่มควบคุม  
  suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) ห รือ อ ีก ชื ่อ ห นึ ่ ง ค ือ  vorinostat ซึ ่ ง เป็ น  histone 
deacetylase (HDAC) inhibitor อีกตวัซ่ึง เป็นสารยบัย ั้ง เอ ็นไซม ์ HDACs ที ่ม ีฤท ธ์ิแรง เช่น เด ียวกบั 
TSA   ที ่ส าม า รถ ย บั ย ั ้ง ก า รท า ง าน  class I แ ล ะ  II ข อ ง  HDAC  (Marks et al, 2001; Marks and 
Dokmanovic, 2005) ดว้ยคุณสมบตัิของ vorinostat ที่คลา้ย TSA น่าจะส่งผลต่อการเพิ่ม reprogramming 
ของ donor nucleus ไดเ้ป็นอยา่งดี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานปี 2010 โดย Ono และคณะ ศึกษาเปรียบเทียบ
ความจ าเพาะของ HDACi แต่ละตวัเช่น vorinostat, oxamfatin, valproic acid (VPA) โดยรักษาตวัอ่อน
หนูโคลนนิ่งดว้ยความเขม้ขน้แตกต่างกนั ผลจากการทดสอบพบว่า ความเขม้ขน้ 1 µM vorinostat      
เวลา 96 ชัว่โมง สามารถเพิ่มจ านวน บลาสโตซีสสูงสุดถึง 70 เปอร์เซ็นต ์เม่ือเทียบกบัระดบัความเขม้ขน้ 
0, 0.1, 10, และ 100 µM vorinostat  นอกจากน้ีการรักษาตวัอ่อนหนูโคลนนิ่งที ่ระดบัความเขม้ขน้        
0.1 µM และ 1 µM oxamfatin เวลา 96 ชัว่โมง สามารถเพิ่มจ านวนบลาสโตซีสสูงถึง 66 เปอร์เซ็นต ์และ 
63 เปอร์เซ็นต ์ตามล าดบั แต่ระดบัความเขม้ขน้แตกต่างกนัของ VPA ไม่สามารถเพิ่มจ านวนบลาสโตซีส
ได ้(Ono et al., 2010) และเมื่อน าตวัอ่อนหนูโคลนน่ิงระยะ 2 เซลล์จากผลขา้งตน้ ยา้ยฝากไปยงัแม่ตวัรับ 
ที ่ระดบัความเขม้ขน้ 1 µM vorinostat สามารถเพิ ่มจ านวนลูกหนูที ่ปกติ 9.4 เปอร์เซ็นต ์และ 1 µM 
oxamfatin เพิ่มจ านวนลูกหนูที่ปกติ 7.5 เปอร์เซ็นต ์เมื่อเทียบกบั 50 nM TSA (2.6 เปอร์เซ็นต)์ ส่วนผล
ของ HDACis ทั้งสองตวัยงัสามารถเพิ่มจ านวนของมวลเซลล์ชั้นใน (Inner Cell Mass, ICM) และลดการ 
apoptosis  ของ ICM ในระยะบลาสโตซีส ขณะที่ VPA ไม่สามารถป้องกนัการตายของเซลล์ในระยะ 
บลาสโตซีสได ้(Ono et al., 2010) จากผลของ vorinostat ที ่กล่าวข า้งตน้  น่าจะเพิ ่มประสิทธิภาพ 
reprogramming ของ donor nucleus ในการท าโคลนน่ิงโคไดเ้ช่นกนั  
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  จากรายงานที ่มีก ่อนหน้าน้ีพบว่าการใช ้TSA เพื ่อ เพิ ่มประสิทธิภาพการโคลนนิ่งประสบ
ความส า เร็จ เป็นอยา่งมากในการใชใ้นส ัตวห์ลายชน ิด เช ่น  หนูถ ีบจกั ร  (Kishigami et al., 2006; 
Rybouchkin et al., 2006), โค  (Enright et al., 2003; Shi et al., 2003), ส ุก ร  (Zhang et al., 2007) แล ะ
กระต่าย (Shi et al., 2008) นอกจากน้ี TSA ยงัช่วยเพิ่มอตัราการคลอดของตวัอ่อนหนูโคลนน่ิงอีกทั้งลูก
ที่เกิดมายงัไม่พบความผิดปกติอีกดว้ย (Kishigami et al., 2006) จากรายงานพบว่าระดบั acetylation ของ 
lysine ที่ต  าแหน่งต่างๆบน histone H3 และ H4 ของตวัอ่อนโคลนน่ิงมีค่าเพิ่มขึ้นหลงัจากบ่มตวัอ่อนใน 
TSA (Iager et al., 2008; Li et al., 2008; Rybouchkin et al., 2006; Shi et al., 2008; Wang et al., 2007) 
น อ ก จ าก นี ้ ย งัพ บ ว ่า  TSA ช ่ว ย ล ด ร ะ ด บั  DNA methylation แ ล ะ ก า รแ ส ด งอ อ ก ข อ ง  DNA 
methyltransferases ในเซลล์ตน้แบบและตวัอ่อนโคลนน่ิงอีกดว้ย  
  จากรายงานที่กล่าวมาขา้งตน้ การใชส้ารเคมีเติมไปในกระบวนการท าโคลนน่ิงสามารถช่วยเพิ่ม
อตัราการเจริญของตวัอ่อนและไดลู้กที่เกิดมาไม่มีความผิดปกติ อยา่งไรก็ตามยงัไม่มีการศึกษาชนิดของ
สารเคมี ความเขม้ขน้ที ่ใช ้ระยะเวลาที่เหมาะสม ในการท าโคลนนิ่งโค ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจะ
ท าการศึกษาในเร่ืองดงักล่าว เพื่อปรับปรุงให้การโคลนน่ิงโคมีประสิทธิสูงสุด 
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บทที่ 3 
วธีิกำรด ำเนินกำรวจิัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เกบ็ข้อมูล 

 
3.1. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

 ใชห้อ้งทดลองศูนยว์จิยัเทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เพื่อ
ท าการผลิตตวัอ่อนโคลนน่ิง การวิเคราะห์ระดับของการดึงหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนออก และการ
แสดงออกของยีนในตวัอ่อน โดยใช้ฟาร์มศูนยว์ิจยัเทคโนโลยีตวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยสุีรนารีเพือ่ท  าการยา้ยฝากตวัอ่อนโคโคลนน่ิงใหแ้ก่โคตวัรับ 

 
3.2. กำรทดลองที่ 1 ควำมเข้มข้นและระยะเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ Reversine, SAHA และ TSA เพ่ือเพิ่ม
 ประสิทธิภำพกำรโคลนน่ิงโค 
  3.2.1 วิธีกำรเตรียมเซลล์ต้นแบบ 

   การเตรียมไฟโบรบลาสใบหูโค ท าโดยเก็บตวัอยา่งใบหูโคเพศผู ้แลว้แช่ไวใ้นน ้ าเกลือขณะ
เขา้หอ้งปฏิบติัการ ท าการโกนขนแลว้ฆ่าเช้ือดว้ยแอลกอฮอล ์70% จากนั้นลอกผวิหนงัดา้นนอกและดา้นใน
ออกจากส่วนกระดูกอ่อน น าช้ินผวิหนงัที่ตดัเป็นช้ินเล็กๆแลว้มาวางในจานเล้ียงเซลลแ์ลว้น าแผน่กระจก 
สไสดปิ์ดทบั จากนั้นเติมน ้ ายา MEM (Minimum Essential Medium Eagle, Alpha modification, Sigma, 
USA, M-0644) + 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, 10270-098) ที่อุณหภูมิ 37 °C  ภายใตบ้รรยากาศที่
มี 5% CO2 in air  เซลลไ์ฟโบรบลาสจะเร่ิมเจริญขึ้นมาจากช้ินใบหูในวนัที่ 4–5 ของการเล้ียง ท าการเปล่ียน
น ้ ายาเล้ียงเซลลท์ุกๆ 3 วนั จนเซลลเ์จริญเตม็จานเล้ียงเซลล ์ จึงขยายการเล้ียงใหมี้ปริมาณมากๆ แลว้น าเซลล์
ที่แพสเซจ 3 มาแช่แขง็ในน ้ ายา MEM + 20% FBS + 10% dimethyl sulfoxide (DMSO, Merck, Germany, 
116743) แลว้จึงเก็บไวใ้นไนโตรเจนเหลว ก่อนใชจ้ะน าเซลลท์ี่แช่แขง็ไว ้ น ามาเล้ียงในน ้ ายา MEM +      
10% FCS เป็นเวลานาน 2-3 วนั แลว้จึงยอ่ยเซลล์ดว้ย Trypsin /EDTA เพือ่ใหเ้ซลลแ์ยกออกจากกนัเป็นเซลล์
เด่ียว เฉพาะแพสเซจ ที่ 4 เท่านั้นที่จะน ามาใชเ้ป็นเซลลต์น้แบบ 
 
  3.2.2 วิธีกำรเตรียมไซโตพลำสซึมผู้รับ 

 เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสตัวโ์ดยแช่ไวใ้นน ้ าเกลือขณะน าเขา้หอ้งปฏิบตัิการ แลว้ใชเ้ข็มขนาด
18G ต่อกบักระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ดูดไข่จากถุงรังไข่ที่มีเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 3-8 มม. ท าการคดัเลือกไข่ที่
มีชั้นเซลลค์ิวมูลสัห่อหุ้มอยา่งน้อย 2 ชั้น น ามาลา้งในน ้ ายา modified Dulbecco’s phosphate buffered saline 
(mDPBS) + 0.1% polyvinyl pyrolidone (PVP, Sigma, P-0930)  ก่อนที่จะน าไปเล้ียงในน ้ ายาส าหรับเล้ียงไข่
ซ่ึงปิดคลุมน ้ ายาดว้ย mineral oil (Sigma, M-8410) เล้ียงในสดัส่วน 20 ใบ/100 µl น ้ ายาเล้ียงไข่ประกอบดว้ย 
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TCM199 (Sigma, M-5017) ที่ เติ ม ด้ ว ย  10% FBS, 50 IU/ml hCG (Intervet, Netherlands, CDN781851),   
0.02 AU/ml FSH (Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) แ ล ะ  1µg/ml 17-estradiol (Sigma, E-8875)  
น าไข่ไปเล้ียงในตู้เพาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2 in air เป็นเวลา 21 ชั่วโมง 
(Parnpai และคณะ, 1999) 
 
  3.2.3 กำรก ำจัดนิวเคลียสออกจำกไข่ 

 หลงัจากเล้ียงไข่นาน 21 ชัว่โมง น ามายอ่ยเซลลค์ิวมูลสัออกดว้ย 0.1% hyaluronidase (Sigma, 
S-3506) แลว้คดัเลือกไข่ระยะ metaphase II (MII, มี first polar body) เพือ่น าไปก าจดันิวเคลียสออกโดยใช ้
micromanipulator (Narishige, Japan, model M0188NE) ภายใตก้ลอ้ง inverted microscope (Olympus, 
Japan, model IX71)โดยบ่มไข่ในน ้ ายาที่มี 5 µg/ml cytochalasin B (CB, Sigma, C-6762) จากนั้นใชปิ้เปต
แกว้ปลายแหลมตดัเปลือกไข่บริเวณเหนือ first polar body จากนั้นใชปิ้เปตกดให ้ first polar body และ      
ไซโตพลาสซึมที่อยูใ่ต ้ first polar body ออกมาประมาณ 10% ตรวจสอบผลส าเร็จการดูดนิวเคลียสดว้ยการ
น าส่วนที่ดูดไดไ้ปยอ้มดว้ย 5 µg/ml Hoechst 33342 (Sigma, C-2261) แลว้สงัเกตภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ที่มี
แสงอลัตราไวโอเลต 
 
  3.2.4 กำรฉีดเซลล์ต้นแบบและเช่ือมเซลล์  

 น าเฉพาะไข่ที่ดูดนิวเคลียสส าเร็จมาฉีดเซลลต์น้แบบ 1 เซลล ์(ขนาดเสน้ผา่นศูนยก์ลาง 14-16 
µm) เขา้ไปในบริเวณ perivitteline space จากนั้นท าการเช่ือมเซลลท์ั้งสองเขา้ดว้ยกนั โดยน าไข่ที่ฉีด      
เซลลต์น้แบบแลว้คร้ังละ 1 ใบ ไปไวร้ะหวา่งปลายสองขา้งของ fusion electrode ในน ้ ายา Zimmermann 
fusion medium (Zimmermann และ Vienken, 1982) เช่ือมเซลลเ์ขา้ดว้ยกนัดว้ยไฟฟ้ากระแสตรง  (DC pulse)  
ที่จ่ายโดยเคร่ืองเช่ือมเซลล ์ (SUT F-1, Suranaree University of Technology) ความแรงไฟฟ้า 24 Volt     
นาน  15 µsec ท า 2 คร้ัง ต่อเน่ืองกนั หลงัจากนั้นจะน าไขไ่ปลา้งในน ้ ายา TCM199 (Sigma, M5017)-HEPES 
(Sigma, H4034) + 10% FBS แลว้พกัไว ้ 1 ชัว่โมง จึงตรวจการเช่ือมติดของไข่และเซลลต์น้แบบ จากนั้น   
คดัเฉพาะเซลลท์ี่เช่ือมติดกนัไปกระตุน้ดว้ย 7% ethanol (Carlo Erba, France, 414607) เป็นเวลา 5 นาที ที่
อุณหภูมิหอ้ง แลว้น าไปเล้ียงในน ้ ายาที่มี 1.25 µg/ml cytochalasin D (CD, Sigma, C-8273) และ 10 µg/ml 
cycloheximide (CHX, Sigma, C-6798) ในตูเ้พาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใตบ้รรยากาศ 5% CO2 in air  
เป็นเวลา 5 ชัว่โมง (Muenthaisong และคณะ, 2007) 
 
  3.2.5 กำรเลีย้งตัวอ่อนในหลอดแก้ว 

  น าไข่ที่ผ่านการกระตุ้นแล้วมาเล้ียงในน ้ ายา modified oviduct synthetic fluid with amino 
acids medium (mSOFaa, Gardner และคณะ, 1994) ในสัดส่วน 20 ใบ ต่อน ้ ายา 100 µl ที่อุณหภูมิ 38.5 °C 
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ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วนั แลว้คดัเลือกตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียง
ร่วมกบัเซลล์บุท่อน าไข่โคในน ้ ายา mSOFaa ในสัดส่วน 10 ใบ ต่อน ้ ายา 100 µl ที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้
บรรยากาศที่มี 5% CO2 in air  เป็นเวลา 5 วนั ท าการเปล่ียนน ้ ายาทุก 24 ชัว่โมง และบนัทึกการเจริญของตวั
อ่อนทุกวนั 
 
  3.2.6 กำรทดสอบด้วย reversine, SAHA และ TSA  
  3.2.6.1 กำรหำควำมเข้มข้นที่เหมำะสมในกำรใช้ reversine, SAHA และ TSA 

    หลงัจากการเช่ือมเซลล์ไข่และเซลล์ตน้แบบแลว้ ไข่จะถูกบ่มในน ้ ายา TCM199-
HEPES + 10% FBS ที่มี  reversine, SAHA และ TSA ความเข้มข้นต่างๆ (Reversine ความเข้มข้น  0, 1, 5,   
10 µM , SAHA ความเข้มข้น  0, 0.1, 1, 10 µM , TSA ความเข้มข้น  0, 25, 50, 100 nM) นาน 1 ชั่วโมง 
จากนั้นท าการกระตุน้ไข่และเล้ียงตวัอ่อนในน ้ ายาที่เติม reversine, SAHA และ TSA ความเขม้ขน้ต่างๆ จน
ครบ 12 ชัว่โมง จากนั้นยา้ยตวัอ่อนมาเล้ียงในน ้ ายาที่ไม่มี reversine, SAHA และ TSA ตามวิธีที่ไดก้ล่าวมา
ขา้งตน้ 
   3.2.6.2 กำรหำระยะเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ reversine, SAHA และ TSA 

    จากขอ้ 3.2.6.1 จะทราบความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการใช ้reversine, SAHA และ 
TSA จากนั้นจะศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช้สารเคมีต่างๆ ดังน้ี หลังจากการเช่ือมเซลล์ไข่และ   
เซลล์ต้นแบบแล้ว ไข่จะถูกบ่มในน ้ ายา TCM199-HEPES + 10% FBS ที่ มี  reversine, SAHA และ TSA 
ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นท าการกระตุน้ไข่และเล้ียงตวัอ่อนในน ้ ายาที่เติม reversine, 
SAHA และ TSA ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม จนครบ 6, 12, 18 ชัว่โมง จากนั้นยา้ยตวัอ่อนมาเล้ียงในน ้ ายาที่   
ไม่มี reversine, SAHA และ TSA ตามวธีิที่ไดก้ล่าวมาขา้งตน้ 
 
  3.2.7 กำรผลิตตัวอ่อนโคโดยกำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

  ท าการผลิตตวัอ่อนโคโดยการปฏิสนธิในหลอดแกว้เพื่อน ามาเป็นกลุ่มควบคุม วธีิการมีดงัน้ี
น าน ้ าเช้ือโคแช่แข็งมาท าละลาย โดยน าออกมาจากถงัไนโตรเจนเหลวทิ้งไวใ้นอากาศเป็นเวลา 10 วินาที 
หลงัจากนั้นจุ่มลงใน water bath ที่อุณหภูมิ 37 °C นาน 30 วินาที  แลว้ท าความสะอาดดา้นนอกหลอดด้วย 
70 % ethanol  จากนั้ นตดัหลอดเพื่อให้น ้ าเช้ือที่ละลายแล้วไหลลงหลอด eppendorf แล้วดูดน ้ าเช้ือไปไว ้   
ก้นหลอด Conical ขนาด 15 ml ที่ มีน ้ ายา TALP ปริมาตร 1.5 ml แล้วน าไปวางเอียง 45 องศา ในตู ้อบ
อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใตบ้รรยากาศที่มี  5% CO2  in air นาน 30 นาที เพื่อให้อสุจิที่มีชีวติว่ายขึ้นดา้นบนของ
ผิวน ้ ายา (sperm swim-up)  หลงัจากนั้นดูดน ้ ายาส่วนบน 1 ml ไปไวใ้นหลอด conical tube ที่มีน ้ ายา TALP  
5 ml แล้วน าไปป่ันที่ 2000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน ้ ายาส่วนใสทิ้งเหลือไวเ้ฉพาะอสุจิที่   
กน้หลอด เจือจางอสุจิที่ไดด้ว้ยน ้ ายา TALP ให้มีความเขม้ขน้ของอสุจิ 1-2 ลา้นตวัต่อซีซี แลว้น าไปหยดลง
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บนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm (100 µl/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน าไปไวใ้นตู ้อบที่อุณหภูมิ     
38.5 °C ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2 in air เพื่อรอปฏิสนธิกบัไข่ โดยน าไข่ที่เล้ียงครบ 23 ชัว่โมง มาก าจดั
เซลล์คิวมูลสัออกบางส่วน ดว้ย 0.1 % hyaluronidase ให้เหลือเซลลค์ิวมูลสัลอ้มรอบไข่เพียง 1-2 ชั้น แลว้น า
ไข่มาลา้งดว้ยน ้ ายา TALP 2 คร้ัง จากนั้นน าไข่ที่เตรียมไว ้20-25 ใบ มาใส่ในหยดน ้ ายาที่มีอสุจิที่เตรียมไว ้
แลว้น าไปบ่มไวใ้นตูอ้บเล้ียงเซลล์ที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2 in air นาน 10 ชัว่โมง 
จากนั้นน าไข่ไปลา้งด้วยน ้ ายา mSOFaa เพื่อให้อสุจิ และเซลล์คิวมูลัสที่อยูร่อบๆไข่ออกให้มากที่สุด แล้ว
น าไปเล้ียงในน ้ ายา mSOFaa เหมือนตวัอ่อนที่ผลิตดว้ยวธีิการโคลนน่ิง ดงัวธีิในขอ้ 3.2.5 
 
  3.2.8 กำรย้อมตัวอ่อนเพ่ือนับจ ำนวนเซลล์ Trophectoderm (TE) และ inner cell mass (ICM) 

  น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสคุณภาพดีในวนัที่  7 ของการเล้ียง น ามายอ้มเพื่อนับจ านวน 
trophectoderm (TE) และ inner cell mass (ICM) โดยปรับปรุงวิธีการยอ้มจากรายงานที่ มีมาก่อนหน้าน้ี 
(Suteevun และคณะ, 2006) กล่าวคือ ย่อยเปลือกตัวอ่อนออกโดยบ่มใน 0.5% protease (Sigma, P-8811) 
จากนั้ นน าตัวอ่อนที่ ไ ม่ มี เปลือก (Zona-free blastocyst) มาบ่มใน  10% rabbit anti-bovine spleenocyte 
antibodies เป็นเวลา 30 นาที  จากนั้นน าไปบ่มในน ้ ายาที่มี 10% guinea pig complement (Sigma, S-1639 ), 
10 µg/ml propidium iodide (Sigma, P-4170) และ  10 µg/ml Hoechst 33258 (Sigma, B-2883) นาน 30 นาที 
แลว้จึงผนึกตวัอ่อนบนสไลด์แกว้ดว้ย glycerol (Merck, 4094) ปิดทบัดว้ยแผน่ cover slip แลว้จึงน าไปส่อง
นบัจ านวนเซลล ์TE (ติดสีแดง) และ ICM (ติดสีน ้ าเงิน) ภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต 
 
 3.3. กำรทดลองที่  2 ผลของ reversine, SAHA และ TSA ที่มีต่อระดับของ histone acetylation และ

  กำรแสดงออกของยีน ในตัวอ่อนโคโคลนน่ิง 

  จากการทดลองที่ 1 ท าให้ทราบความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช ้reversine, SAHA 
และ TSA เพื่อเพิ่มอัตราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสสูงสุด ในการทดลองคร้ังน้ีจะท าการศึกษาผลของ 
reversine, SAHA และ TSA ที่ มีต่อระดับของ histone acetylation,  DNA methylation และการแสดงออก
ของยีนในตวัอ่อน โดยจะท าการผลิตตวัอ่อนโคลนน่ิง ดังวิธีในหัวขอ้ 3.2 โดยใช้ reversine, SAHA และ 
TSA ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสม แลว้น าตวัอ่อนมาท าการทดลองดงัน้ี 
 
  3.3.1 กำรวิเครำะห์ histone acethylation 

   เก็บตัวอ่อนโคที่ได้จากการโคลนน่ิงและการท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว ระยะ 1 เซลล์,          
2 เซลล์, 4 เซลล์, 8 เซลล์, มอรูลา และบลาสโตซีส โดยล้างตวัอ่อนดว้ยน ้ ายา PBS + 0.1% PVP จากนั้นบ่ม
ตวัอ่อนใน 4% paraformaldehyde นาน 30 นาที จากนั้นบ่มในน ้ ายา PBS + 0.5% triton X-100 นาน 1 ชัว่โมง 
ที่อุณหภูมิหอ้ง แลว้ลา้งตวัอ่อนดว้ยน ้ ายา PBS + 0.1% PVP จ  านวน 4 คร้ัง จากนั้นบ่มใน 2N HCl          นาน         
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1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 37 °C แล้วล้างตัวอ่อนด้วยน ้ ายา PBS + 0.1% PVP จ  านวน 4 คร้ัง แล้วบ่มในน ้ ายา     
PBS + 10% goat serum (blocking solution) นาน 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วยา้ยตวัอ่อนไปบ่มในน ้ ายา 
blocking solution + primary antibody (Ac-H3K9, Ac-H3K14, Ac-H4K5) ที่อุณหภูมิ 4 °C ขา้มคืน แลว้ลา้ง
ด้วย PBS + 0.1% PVP จ  านวน  4 ค ร้ัง  น านค ร้ังละ  15 นาที  แล้ว จึงบ่ ม ในน ้ ายา  PBS + 0.1% PVP                    
+ secondary antibody นาน 1 ชั่วโมง ที่ อุณหภูมิห้อง (ป้องกันไม่ให้โดนแสง) แล้วล้างตัวอ่อนด้วย              
PBS + 0.1% PVP จ  านวน 4 คร้ัง นานคร้ังละ 15 นาที (ป้องกันไม่ให้โดนแสง) จากนั้ นยอ้มตวัอ่อนด้วย 
DAPI แลว้ mount ตวัอ่อนลง slide แลว้น าไปส่องภายใตแ้สงอลัตร้าไวโอเลต   
   
  3.3.2 กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีน  

   เก็บตัวอ่อนโคที่ได้จากการโคลนน่ิงและการท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว ระยะ 1 เซลล์,          
2 เซลล์ , 4 เซลล์ , 8 เซ ลล์ , มอ รูล า และบล าสโต ซีส  ม าท าก ารสกัด  mRNA โดยใช้  Oligo (dT)                       
25 นิวคลีโอไทด์ที่ติดอยูก่บัเม็ดแม่เหล็ก (Dynabeads mRNA purification kit, Dynal) แลว้น า mRNAที่ไดม้า
ท าการสังเคราะห์สายดีเอนเอคู่สม (cDNA) โดยบ่ม mRNA ที่สกัดได้ในอุณหภูมิ 55 °C นาน 1 ชั่วโมง       
ในสารละลายที่ มี  1x first stand buffer, 5 mM dithiothreitol (DTT), 0.5 mM of each dNTP, 40U RNasin 
ribonuclease inhibitor (Invitrogen) แ ล ะ  2 0 0U Superscript III RNase H-RT (Invitrogen) น า  cDNA ที่
สังเคราะห์ได้มาท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยีนต่างๆ เช่น Oct4, Ndn, Xist,  Hat1, Hdac1 และ 
Histone H2a.2 (ตารางที่  3.1) ใน เชิงป ริมาณ  โดยใช้  Bio-Rad's SSO Fast EvaGreen supermix, SYBR      
(Bio rad) ดว้ยเคร่ือง Chromo4 Four-Color Real-Time PCR Detection System (Bio rad)  
 
ตารางที ่3.1 ไพเมอร์ของยนีต่างๆ ที่ใชใ้นการวเิคราะห์การแสดงออกของยนีดว้ย Real time PCR 

Genes Primer sequences 5’-3’ Accession 

number 

References 

Oct4 F: 5'CCACCCTGCAGCAAATTAGC3' 

R:5'CCACACTCGGACCACGTCTT3' 

NM_174580 Iager et al., 2008 

Ndn F:5'AACGTGCTGCGCATCTTG3' 

R:5'TCAGGTAGTTCTGCTGGACGAA3' 

AY360449 Wee et al., 2006 

Xist F: 5'AATAATGCGACAGGCAAAGG3' 

R: 5'TCCCGCTCATTTTCCATTAG3' 

AF104906 Wee et al., 2006 

HDAC1 F:5'CCAAGTACCACAGTGATGACTACATT3' 

R:5'AGAACTCAAACAGGCCATCAAA3' 

XM_01767 Mcgraw et al., 

2003 
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 3.4. กำรทดลองที่ 3 ผลของ reversine, SAHA และ TSA ที่มีต่ออัตรำกำรต้ังท้องและลูกที่เกิดมำได้ 
  หลังจำกกำรย้ำยฝำกตัวอ่อนโคโคลนน่ิงให้โคตัวรับ  
  3.4.1 กำรเหน่ียวน ำกำรเป็นสัดโคตัวรับ กำรย้ำยฝำกตัวอ่อน และกำรตรวจกำรต้ังท้อง 

   โคนมลูกผสมที่มีอายุระหว่าง 2-3 ปี ในฟาร์มของศูนยว์ิจยัเทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลล ์
ตน้ก าเนิด จะได้รับการเหน่ียวน าให้มีสภาพของระบบสืบพนัธุ์ที่เหมาะสมดว้ยฮอร์โมนเพื่อใชเ้ป็นแม่โค
ตวัรับ โดยท าการฉีด PGF2α 375 ไมโครกรัม เข้ากล้ามเน้ือ และตรวจการเป็นสัดหลังจากฉีดฮอร์โมน        
48-72 ชั่วโมง การยา้ยฝากตัวอ่อนท าได้โดยน าตัวอ่อนไปล้างในน ้ ายา mDPBS + 0.4 mg/ml BSA 3 คร้ัง 
แลว้บรรจุตวัอ่อน 1-2 ใบ ในหลอดพลาสติกขนาด 0.25 ซีซี น าไปใส่ในปืนฉีดตวัอ่อน (IMV) ซ่ึงสวมดว้ย 
ET sheath และ sanitary sheath ตวัอ่อนจะไดรั้บการยา้ยฝากเขา้สู่ระบบสืบพนัธุ์ของแม่โคตวัรับที่เป็นสัด
มาแลว้ 7-7.5 วนั ตามวธีิที่รายงานโดย รังสรรค ์และสรรเพชญ (2530) ในการทดลองคร้ังน้ี จะท าการฝากตวั
อ่อนระยะบลาสโตซีสให้แก่แม่ตวัรับ จ านวน 3 ตวัอ่อนต่อ 1 แม่ตวัรับ ทั้งในกลุ่มของตัวอ่อนที่บ่มใน 
reversine, SAHA และ TSA ที่ระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาที่ใหเ้ปอร์เซ็นตบ์ลาสโตซีสสูงสุด  
   แม่โคตวัรับจะไดรั้บการตรวจการตั้งทอ้ง ที่วนัที่ 45 หลงัจากยา้ยฝากดว้ยอลัตร้าซาวด์ และ
จะได้รับการล้วงตรวจทางทวารหนักอีกคร้ังภายหลังการยา้ยฝาก 60 วนั แม่โคที่ตั้งทอ้งจะได้รับการล้วง
ตรวจเพือ่ยนืยนัทุกเดือนจนกวา่จะครบก าหนดคลอด 
 3.5. สถิติที่ใช้ในกำรวิจัย 

วเิคราะห์ขอ้มูลดว้ย ANOVA โดยใชโ้ปรแกรม Statistical Analysis Systems (SAS Inst. INC., 
Cary, N.C., USA) วเิคราะห์อตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อน และจ านวนเซลลข์องตวัอ่อนในแต่กลุ่มการ
ทดลอง โดยเปล่ียนรูปอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนเป็น arcsine ก่อนท าการวเิคราะห์ ความแตกต่างทาง
สถิติเม่ือค่า P นอ้ยกวา่ 0.05   
 
 
 
 
 
 

HAT1 F:5'ACTACATTGCATCTCCTTCTGTTC3' 

R:5'TCTTCACTGAATCCTTGCATTAAC3' 

NM_003642 Mcgraw et al., 

2003 

Histone 

H2A.2 

F: GAGGAGCTGAACAAGCTGTTG 
R: TTGTGGTGGCTCTCAGTCTTC 

BF076713 Ross et al., 2010 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ 
 

4.1 ผลกำรทดลอง 
 4.1.1 ผลการทดลองที่ 1 ผลของการทดสอบดว้ย TSA ต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงและ
คุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส 
      จากการทดสอบตวัอ่อนโคโคลนน่ิงดว้ย TSA ที่ความเขม้ขน้แตกต่างกนัเพื่อหาความเขม้ขน้ที่
เหมาะสมต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงและคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส พบวา่แต่ละกลุ่ม
การทดสอบของ TSA ใหอ้ตัราการแบ่งตวัไม่แตกต่างกนัทางสถิติคือ 78.8-85.1 %  แต่อยา่งไรก็ตาม ตวัอ่อน
โคโคลนน่ิงที่ถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 100 nM เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์มีอตัราการเจริญของ
ตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเขา้สู่ระยะ 8 เซลล์ (57/132, 43.2%) ต  ่ากว่ากลุ่มควบคุม (62/122, 50.8%), 25 nM TSA 
(63/123, 51.2%) และ 50 nM TSA (60/126, 47.6%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) นอกจากน้ียงัพบว่า
อัตราการเจริญของตัวอ่อนโคโคลนน่ิงของกลุ่ม 25 nM TSA สามารถเพิ่มการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่      
ระยะมอรูลาร์ (41/123, 33.3%) และบลาสโตซีส (40/123, 32.5%) สูงกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมีนัยส าคญั
ทางสถิติ (ภาพที่ 4.1A) หลงัจากที่ตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเจริญเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสแลว้ ไดน้ ามาท าการนับ
จ านวนเซลล์ของ ICM และTE ดงัแสดงผลในภาพ 4.1A ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า จ  านวนเซลล์ของ 
ICM และ TE แต่ละกลุ่มการทดลองไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 
 เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการทดสอบ TSA ต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง ดงันั้น
จึงได้น าตวัอ่อนโคโคลนน่ิงทดสอบด้วยความเขม้ขน้ 25 nM ด้วยระยะเวลาที่แตกต่างกันคือ 0, 6, 12, 18 
ชัว่โมงหลังเช่ือมเซลล์ ดงัแสดงในภาพ 4.1B ผลการทดลองพบว่า อัตราการแบ่งเซลล์และการเจริญเขา้สู่
ระยะ 8 เซลลข์องตวัอ่อนโคโคลนน่ิงในกลุ่มที่ทดสอบดว้ย 25 nM ดว้ยระยะเวลาต่างๆ ไม่มีความแตกต่าง
อยา่งมีนัยส าคญั แต่จะพบวา่ ตวัอ่อนโคโคลนน่ิงหลงัจากทดสอบดว้ย TSA ที่ความเขม้ขน้ 25 nM เป็นเวลา 
6 ชั่วโมง (47/126, 37.3%) และ 12 ชั่วโมง (49/124, 39.5%) สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของตัวอ่อน            
โคโคลนน่ิงเขา้สู่ระยะมอรูลาร์สูงกว่ากลุ่มควบคุม (41/129, 31.8%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 
นอกจากน้ียงัพบว่า การเจริญของตวัอ่อนเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสของกลุ่ม 6 ชั่วโมง (38/129, 30.2%) และ   
12 ชั่วโมง (36/121, 29.8%) สูงกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติอีกดว้ย (ภาพ 4.1B) และผลของ
การนับเซลล์ ICM, TE และ TE/ICM ratio พบว่า แต่ละกลุ่มการทดลองไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั 
(ภาพ 4.1B) 
 จากผลดงักล่าวสามารถสรุปไดว้่าความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมของการใช ้TSA ต่อการ
เจริญของตัวอ่อนโคโคลนน่ิง คือ ความเข้มขน้ที่ 25 nM ทดสอบเป็นเวลา 6-12 ชั่วโมงหลังเช่ือมเซลล ์
สามารถส่งผลต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงไดเ้ป็นอยา่งดี 
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ภำพที่ 4.1 แสดงผลการทดสอบด้วย TSA ที่ความเขม้ข้นและระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตัวอ่อน         
โคโคลนน่ิง (A) ผลของ TSA ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อนและจ านวนเซลล์ ICM และ TE,   
(B) ผลของ TSA ที่ทดสอบด้วยระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อนและจ านวนเซลล์ ICM, TE และ 
TE/ICM ratio:  a,b บนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05 
 
 4.1.2 ผลการทดลองที่ 2 ผลของการทดสอบดว้ย SAHA ต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงและ
คุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส 
 เพื่อศึกษาผลของการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงหลงัจากถูกทดสอบดว้ย SAHA ที่ความ
เขม้ขน้ 0, 0.1, 1,10 µM เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์ดงัแสดงผลในภาพ 4.2A ผลการศึกษาพบวา่ แต่
ละกลุ่มการทดสอบของ SAHA ให้อตัราการแบ่งตวัไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั แต่จะพบว่าที่ระดบั
ความเขม้ขน้ 0.1 µM (57/119, 47.9%) สามารถเพิม่อตัราการเจริญเขา้สู่ระยะ 8 เซลล์ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง
สูงกว่ากลุ่มควบคุม (47/124, 37.9%) อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ียงัพบว่า กลุ่มตวัอ่อน       
โคโคลนน่ิงหลังจากถูกทดสอบด้วยความเข้มข้น  0.1 µM (47/119, 39.5%) และ 1 µM (45/118, 38.1%) 
สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของตัวอ่อน เข้าสู่ระยะมอรูลาร์สูงกว่าก ลุ่มควบคุม  (38/124, 30.6%)                
อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และที่ส าคญัอตัราการเจริญเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสของกลุ่มความเขม้ขน้ 
1 µM (45/118, 38.1%) สูงกวา่กลุ่มควบคุม (38/124, 30.6%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  จากนั้นเพื่อ
ศึกษาคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส ได้มีการนับจ านวนเซลล์ของ ICM และ TE ร่วมถึง TE/ICM 
ratio ของแต่ละกลุ่มการทดลอง พบว่า จ  านวนเซลล์ ICM,TE และ TE/ICM ratio ของแต่ละกลุ่มไม่มีความ
แตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั (ภาพ 4.2A) 
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 หลังจากที่ทราบความเข้มข้นของการทดสอบด้วย SAHA ต่อการเจริญของตัวอ่อนโค     
โคลนน่ิงแลว้ เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการทดสอบดว้ย SAHA ต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง 
จึงทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ที่เหมาะสมคือ 1 µM แลว้บ่มดว้ยระยะเวลาที่แตกต่างกนัคือ 0, 6, 12, 18 ชัว่โมง
หลังเช่ือมเซลล์ ดังแสดงผลในภาพ 4.2B พบว่า แต่ละกลุ่มการทดสอบ ให้อัตราการแบ่งตัวไม่มีความ
แตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั แต่จะพบว่ากลุ่มที่ถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 1 µM เป็นเวลา 6 ชัว่โมงหลงัเช่ือม
เซลลส์ามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเขา้สู่ระยะมอรูลาร์ (54/136, 43.5%) และบลาสโต-
ซีส (50/136, 40.3%) สูงกวา่กลุ่มควบคุมและที่ส าคญัยงัพบวา่จ านวนเซลล์ของ TE ยงัมีจ  านวนที่สูงกวา่กลุ่ม
อ่ืนๆอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพ 4.2B) ดงันั้นจึงสรุปไดว้่าที่ความเขม้ขน้ 1 µM บ่มเป็นเวลา    
6 ชั่วโมงหลังเช่ือมเซลล์สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของตวัอ่อนและจ านวนเซลล์ระยะบลาสโตซีสของ      
โคโคลนน่ิงไดดี้ 
 
  
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

ภำพที่ 4.2 แสดงผลการทดสอบดว้ย SAHA ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อนโค

โคลนน่ิง (A) ผลของ SAHA ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อนและจ านวนเซลล์ ICM และ TE, 

(B) ผลของ SAHA ที่ทดสอบด้วยระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตัวอ่อนและจ านวนเซลล์ ICM 

และ TE,    a,bบนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05  
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  4.1.3 ผลการทดลองที่ 3 ผลของการทดสอบดว้ย Reversine ต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง
และคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส 
 เพื่อศึกษาหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ Reversine โดยใช้ความเขม้ขน้ที่ 0, 1, 5, 10 µM 
เป็นเวลา 12 ชั่วโมงหลังเช่ือมเซลล์ต่อการเจริญของตัวอ่อนโคโคลนน่ิงและคุณภาพของตัวอ่อนระยะ 
บลาสโตซีส ดงัแสดงผลในภาพ 4.3A พบว่า แต่ละกลุ่มการทดสอบของ Reversine ใหอ้ตัราการแบ่งตวัและ
เจริญเขา้สู่ 8 เซลล ์ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่จะพบว่า กลุ่มที่ใชค้วาม
เข้มข้นของ Reversine ที่ความเข้มข้น 1 µM (48/107, 44.9%) สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของตัวอ่อน         
โคโคลนน่ิงเขา้สู่ระยะมอรูล่าร์สูงกวา่กลุ่มควบคุม (33/107, 30.8%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  และ
ที่ส าคญักลุ่มที่ใชค้วามเขม้ขน้ 1 µM  (43/107, 40.2%) สามารถเพิ่มอตัราการเจริญตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเขา้สู่
ระยะบลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มควบคุม (29/107, 27.1%) อย่างมีนัยส าคัญสถิติ (P<0.05) ส่วนการศึกษา
คุณภาพของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงโดยการนับจ านวนเซลล์ ICM, TE และ TE/ICM ratio พบว่าจ  านวนเซลล์
ของ TE,  ICM และ TE/ICM ratio ของแต่ละกลุ่มการทดลองไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญั 
 หลังจากที่ทราบความเข้มข้นของการทดสอบด้วย Reversine ต่อการเจริญของตัวอ่อน         
โคโคลนน่ิงแลว้ ดงันั้นเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการทดสอบดว้ย Reversine ต่อการเจริญของตวัอ่อน
โคโคลนน่ิง ตวัอ่อนจะถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ที่ดีที่สุดคือ 1 µM ของ Reversine แลว้บ่มดว้ยระยะเวลา
ที่ 0, 6, 12, 18 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ ดงัแสดงผลในภาพ 4.3B พบวา่ แต่ละกลุ่มการทดสอบของ Reversine 
ให้อตัราการแบ่งตวัและเจริญเขา้สู่ 8 เซลล์ ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั เม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม แต่
จะพบว่า กลุ่มที่ใชค้วามเขม้ขน้ 1 µM บ่มดว้ยระยะเวลา 6 ชัว่โมง (51/124, 41.1%) และ 12 ชัว่โมง (51/126, 
45.5%) สามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเขา้สู่ระยะมอรูลาร์สูงกวา่กลุ่มควบคุม (41/122, 
30.8%) และ 18 ชั่วโมง (35/125, 28.0%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ี กลุ่มความเขม้ขน้    
1 µM บ่มดว้ยระยะเวลา 6 ชัว่โมง (44/124, 35.5%) สามารถเพิ่มอตัราการเจริญเขา้สูร้ะยะบลาสโตซีสสูงกว่า
กลุ่มควบคุม (33/122, 27.1%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ  แต่พบวา่จ านวนเซลล ์ICM, TE และ TE/ICM ratio 
ของแต่ละกลุ่มการทดลองไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั ดงันั้นจ าสรุปไดว้่า ที่ความเขม้ขน้1 µM ของ 
Reverrsine บ่มดว้ยระยะเวลา 6 ชัว่โมง สามารถเพิม่อตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงไดดี้ที่สุด 
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ภำพที่ 4.3 แสดงผลการทดสอบดว้ย Reversine ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อน
โคโคลนน่ิง (A) ผลของ Reversine ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อนและจ านวนเซลล ์ICM และ 
TE, (B) ผลของ Reversine ที่ทดสอบด้วยระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อนและจ านวนเซลล์ ICM 
และ TE, a,b บนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05  
 
  4.1.4 ผลการทดลองที่ 4 ผลของการเปรียบเทียบระหวา่ง TSA, SAHA และ Reversine ต่อ
การเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงและคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส 
 หลงัจากทราบความเขม้ขน้ความเหมาะสมและระยะเวลาที่ใชข้องสารแต่ละตวัแลว้ 
ดงันั้นการทดลองน้ีไดท้  าการเปรียบเทียบระหวา่ง TSA, SAHA และ Reversine โดยใชค้วามเขม้ขน้ที่ดีที่สุด
จากการทดลองข้างต้น เพื่อศึกษาผลของสาร TSA, SAHA และ Reversine ต่อการเจริญของตัวอ่อน             
โคโคลนน่ิงและคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีส ดังแสดงผลในภาพ 4.4 ซ่ึงพบว่า สารแต่ละตวัให้
อตัราการแบ่งตวัและเจริญเขา้สู่ 8 เซลล ์ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม อยา่งไร
ก็ตาม พบว่า อตัราการเจริญเขา้สู่ระยะมอรูลาร์ของ Reversine (46/113, 40.7%), TSA (41/110, 37.3%) และ 
SAHA (51/123, 41.5%) สูงกวา่กลุ่มควบคุม (38/110, 34.5%) อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ี
ยงัพบว่า อัตราการเจริญเข้าสู่บลาสโตซีสของ Reversine (39/113, 34.5%), TSA (38/110, 37.3%) และ 
SAHA (47/123, 38.2%) สูงกวา่กลุ่มควบคุม (31/110, 28.2%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) แต่อยา่งไร
ก็ตามจ านวนเซลล์ ICM, TE และ TE/ICM ratio ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั ดงันั้นการศึกษาในคร้ัง
น้ีสามารถสรุปไดว้า่การใช ้TSA, SAHA และ Reversine สามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง
ได ้
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ภำพที่ 4.4 แสดงผลการทดสอบดว้ย Reversine ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญของตวัอ่อน
โคโคลนน่ิงและจ านวนเซลล ์ICM และ TE,  a,b บนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05 
 
 4.1.5 ผลการทดลองที่ 5 ผลของ TSA, SAHA และ Reversine ต่อการแสดงออกของยนีที่เก่ียวขอ้ง
กบั pluripotency, epigenetic และ imprinted  
  หลงัจากนั้นก็ไดท้  าการศึกษาผลของ TSA, SAHA และ Reversine ต่อการแสดงออกของยนี 
Oct4, Hat1, Hdac1, Xist, Ndn ในตวัอ่อนระยะต่างๆ ดังแสดงในภาพ 4.5 ซ่ึงพบว่า การแสดงออกของยีน 
Oct4 ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงหลงัจากถูกทดสอบดว้ย TSA, SAHA, และ Reversine ไม่มีความแตกต่างอยา่ง 
มีนัยส าคญัในระยะ 1 เซลล์ จนถึง 4 เซลล์ แต่อยา่งไรก็ตาม พบว่า การแสดงออกของยนี Oct4 ในระยะ 8 
เซลล์ของกลุ่ม TSA, SAHA, และ Reversine สูงกวา่กลุ่มตวัอ่อนโคโคลนน่ิงที่ไม่ไดถู้กทดสอบ (untreated) 
อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และแสดงออกของยนี Oct 4 ใกลเ้คียงกบักลุ่ม IVF   โดยเฉพาะอยา่งยิง่
ในระยะมอรูลาร์และบลาสโตซีส พบว่าการแสดงออกของยนี Oct4 ในกลุ่ม TSA, SAHA, และ Reversine 
สูงกวา่กลุ่ม untreated อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 
  นอกจากน้ียงัพบว่า การแสดงออกของยนี Hat1 ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงหลงัจากถูกทดสอบ
ดว้ย TSA, SAHA, และ Reversine เร่ิมแสดงออกจากระยะ 2 เซลล์ตลอดจนถึงระยะมอรูลาร์ซ่ึงสูงกว่ากลุ่ม 
untreated อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ในทางตรงกันขา้ม การแสดงออกของยีน Hdac1 ของกลุ่ม    
ตวัอ่อนโคโคลนน่ิงที่ถูกทดสอบดว้ย TSA, SAHA, และ Reversine ในระยะ 1 เซลล์ต  ่ากวา่กลุ่มตวัอ่อน IVF 
อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ี การแสดงออกของยนี Hdac1 ในกลุ่มตวัอ่อนโคโคลนน่ิงที่ถูก
ทดสอบดว้ย TSA, SAHA, และ Reversine ไดแ้สดงออกปกติซ่ึงใกลเ้คียงกบักลุ่ม IVF  
 การแสดงออกยนี Xist และ Ndn ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงในแต่ละกลุ่มการทดลองจากระยะ 1 เซลล์
จนถึงระยะบลาสโตซีส พบวา่ ทุกกลุ่มการทดลองไดมี้แสดงออกของยนี Xist และ Ndn เร่ิมที่ระยะ 2 เซลล์
จนถึงระยะบลาสโตซีสและที่ส าคญัในระยะ 8 เซลล์ของกลุ่มตวัอ่อนที่ถูกทดสอบดว้ย  Reversine พบว่ามี
การแสดงออกของยนี Xist และ Ndn ใกลเ้คียงกบักลุ่ม IVF เม่ือเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆ แต่ในระยะบลาสโตซีส
ของกลุ่มตวัอ่อนที่ถูกทดสอบด้วย  SAHA และ Reversine มีการแสดงออกของยนี Ndn ใกล้เคียงกับกลุ่ม 
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IVF ดงันั้นการทดลองน้ีจึงช้ีให้เห็นว่าไม่ว่าจะใช ้SAHA หรือแม้กระทั้ง Reversine ก็สามารถส่งผลต่อการ
แสดงออกของยนีที่เก่ียวขอ้ง pluripotency, epigenetic และ imprinted ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงไดใ้กลเ้คียงกบั
กลุ่ม IVF 

 
ภำพที่ 4.5 การแสดงออกของยนี Oct4, Hat1, Hdac1, Xist, Ndn ในตวัอ่อนระยะต่างๆ, a,bบนกราฟแสดงค่า
ทางสถิติที ่P<0.05 
 
  4.1.6 ผลการทดลองที่ 6 ผลของ TSA, SAHA และ Reversine ต่อการแสดงออกของระดบั
ของการเติมหมู่อะเซทิลของฮีสโตน (histone acetylation) ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิง 
   เพื่อหาระดับของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนของ H4K5 ในตัวอ่อน
โคลนน่ิงที่ถูกทดสอบด้วย TSA, SAHA, และ Reversine ดังนั้นการศึกษาในคร้ังน้ีได้ท  าทดสอบด้วยวิธี 
immunostaining ดังแสดงผลในภาพ 4.6 ผลการทดลองพบว่า  กลุ่ม  TSA, SAHA, และ Reversine ที่       
ระยะ 1 เซลล์ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง ไดแ้สดงระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนของ H4K5          
ไม่มีแตกต่างกันอยา่งมีนัยส าคญั แต่จะพบว่าที่ระยะ 8 เซลล์ของกลุ่ม SAHA และ Reversine  แสดงระดับ
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ของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนของ H4K5 แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ดงันั้น
การศึกษาในคร้ังน้ีช้ีให้เห็นว่า การทดสอบตัวอ่อนโคโคลนน่ิงด้วย SAHA หรือ Reversine สามารถเพิ่ม
ระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนของ H4K5 ไดดี้เม่ือเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆ 

 
 
ภำพที่ 4.6 การแสดงระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนของ H4K5 ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงที่
ถูกทดสอบด้วย TSA, SAHA, และ Reversine ที่ระยะ 1 เซลล์, 8 เซลล์ และบลาสโตซีส  A) ภาพของการ
แสดงออกระดับของการเติมห มู่อะเซทิลบนโปรตีน ฮีสโตนของ H4K5 (แสดงสี เขี ยว ) ด้วยวิ ธี 
immunostaining ของตัว อ่อน  IVF, โคโคลน น่ิ ง , โคโคลน น่ิ งที่ บ่ ม ด้วย  25 nM TSA (SCNTTSA),               
โค โค ล น น่ิ งที่ บ่ ม ด้ ว ย  1 µM SAHA (SCNTSAHA),แล ะโค โคลน น่ิ งที่ บ่ ม ด้ ว ย  1 µM Reversine 
(SCNTReversine) เป็นเวลา 6 ชั่วโมงหลงัเช่ือมเซลล์  B) อัตราของระดบั AcH4K5/Hoechst signal ของตวั
อ่อน IVF, SCNT, SCNTTSA, SCNTSAHA, และ SCNTReversine a,bบนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05  
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4.2 ข้อวิจำรณ์ 

  จากการศึกษาผลของ TSA, SAHA, และ Reversine ต่อการเจริญของตัวอ่อนโคโคลนน่ิง การ
แสดงออกของยนี Oct4, Hat1, Hdac1, Xist, Ndn และระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนของ 
H4K5 ซ่ึงการศึกษาคร้ังน้ีไดข้อ้สรุปวา่ การทดสอบดว้ย TSA ที่ความเขม้ขน้ 25 nM เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงั
เช่ือมเซลลส่์งผลต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงไดเ้ป็นอยา่งดี ถึงแมว้า่จ  านวนเซลล ์ICM และ TE ของ
แต่ละความเขม้ขน้ไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญัก็ตาม ซ่ึงการศึกษาในคร้ังน้ีก็ช้ีใหเ้ห็นวา่ ถา้ใช ้TSA ที่
ความเข้มข้นสูงคือ 100 nM เป็น เวลานานเกิน   12 ชั่วโมง ก็จะส่งผลเสียต่อการพัฒนาของตัวอ่อน               
โคโคลนน่ิงได ้ดงันั้นเราจึงสรุปว่า ควรใช ้TSA ที่ความเขม้ต ่าจึงจะส่งผลต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลน
น่ิงไดดี้กว่า ซ่ึงสอดคล้องกบัการทดลองของ Akaki และคณะ (2011) ซ่ึงพบว่าการใช ้TSA ที่ความเขม้ขน้ 
5nM บ่มกับตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเป็นเวลา 20 ชัว่โมงหลงักระตุน้ไข่ สามารถเพิ่มอตัราการเจริญเขา้สู่ระยะ       
บลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ นอกจากน้ีบางรายงานช้ีให้เห็นว่าถ้าใช ้TSA ที่
ความเขม้ขน้  50 nM แต่บ่มกับตวัอ่อนเป็นเวลาเพียง 10 ชั่วโมง ก็สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของตวัอ่อน    
โคโคลนน่ิงเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสไดเ้ช่นกนั (Srirattana และ คณะ, 2012) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัหลายรายงานที่
ช้ีให้เห็นว่าการใช ้ TSA ที่ความเขม้ขน้ 50 nM บ่มกบัตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเป็นเวลา 14 ชั่วโมง (Sawai และ
คณะ , 2012) หรือ 20 ชั่วโมง (Lee และคณะ , 2011) ก็สามารถเพิ่มอัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่           
ระยะบลาสโตซีสไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ ในทางตรงขา้มก็มีบางรายงานที่ช้ีให้เห็นว่า การใช ้TSA ที่ความ
เขม้ขน้50 nM บ่มกบัตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเป็นเวลา 13 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ ไม่สามารถเพิ่มการพฒันาของ
ตวัอ่อนเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสหรือแมก้ระทั้งการฝ่ังตวัของตวัอ่อนได ้(Sangalli และคณะ, 2012) ถึงแมใ้น
ปัจจุบันยงัไม่สามารถที่จะสรุปได้ว่าความเข้มข้นและระยะเวลาที่ เหมาะในการใช้ TSA กับตัวอ่อน             
โคโคลนน่ิงเพือ่ปรับปรุงการเจริญเติบโตของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงไดน้ั้น แต่ดว้ยขอ้มูลในปัจจุบนัก็สามารถ
สรุปไดว้่า การใช ้TSA ที่ความเขม้ขน้สูงหรือแม้กระทั้งบ่มเป็นเวลานานเกินไป จะท าให้ส่งผลเสียต่อการ
เจริญของตวัอ่อน ดังจะเห็นได้บางรายงานที่ให้ขอ้สรุปว่า การใช ้TSA ที่ความเขม้ขน้ 500 nM บ่มกับตวั
อ่อนโคโคลนน่ิงเป็นเวลา 12 ชัว่โมง หรือ 13 ชัว่โมง ส่งผลต่อการลดอตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง
เข้าสู่ระยะบลาสโตซีสได้ (Ding และคณะ, 2008; Iager และคณะ, 2008) ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานของ        
Oh และคณะ (2012) พบวา่ การใช ้TSA ที่ความเขม้ขน้ 100 nM บ่มกบัตวัอ่อนเป็นเวลา 4 ชัว่โมง ท าใหก้าร
เจริญของตวัอ่อนลดลงอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ดงันั้นจึงสรุปได้วา่ การใช ้TSA 
นั้นสามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงได ้แต่จะตอ้งใช้ความเขม้ขน้ต ่ากว่า 100 nM จึงจะ
ส่งผลดีต่อตวัอ่อน 
  ก่อนหนา้น้ีมีรายงานวา่ การใช ้SAHA สามารถเพิม่ระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตน
และปรับปรุงการ reprogramming ในร่างกายไปเป็นเซลล์ตั้ งต้นได้ (Huangfu และคณะ, 2008) ดังนั้ น
การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดต้ั้งสมมุติฐานว่า SAHA น่าจะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการโคลนน่ิงได ้ดงัจะเห็นได้
จากผลการทดลองในคร้ังน้ี พบว่า การใช ้SAHA ที่ความเขม้ขน้ 1 µM บ่มกบัตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเป็นเวลา    
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6 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ สามารถเพิ่มอตัราการเจริญเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสไดเ้ป็นอยา่งดี ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
การศึกษาก่อนหน้าน้ี พบว่าการใช้ SAHA ที่ความเข้มข้น 1 µM บ่มกับตัวอ่อนหนูโคลนน่ิง เป็นเวลา         
1.6 ชัว่โมง สามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสไดถึ้ง 70 เปอร์เซ็นตแ์ละสามารถ
ช่วยให้เพิ่มอัตราการตั้งทอ้งอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (Ono และคณะ, 2010)  ดังนั้ นจึงสรุปได้ว่า SAHA 
สามารถเพิม่ประสิทธิภาพการโคลนน่ิงของโคไดดี้ 
  Chen และคณะ (2004) ได้มีการศึกษาถึงการใช้สารบางตวัทดสอบกับเซลล์ร่างกาย พบว่าเซลล์
สามารถเปล่ียนกลบัมาเป็นเซลล์ตั้งตน้ (progenitor) ได ้จึงตั้งช่ือสารตวัน้ีว่า Reversine ซ่ึงก่อนหน้าน้ีมีบาง
รายงานว่า Reversine กระตุน้ให้เซลล์ myogenic lineage-committed C2C12 เปล่ียนไปเป็นเซลล์ progenitor 
ได้ (Chen และคณะ, 2004) นอกจากน้ี Reversine สามารถกระตุน้ให้เกิดการเติมหมู่อะเซทิลของฮีสโตน
โปรตีนได้ โดยการเปล่ียนแปลงการท างานของ MEK signaling (Kim และคณะ, 2007) ดังนั้ นจึงได้ตั้ ง
สมมุติฐานวา่ Reversine น่าจะช่วยเพิม่ประสิทธิภาพการ reprogramming ของการโคลนน่ิงได ้การศึกษาคร้ัง
น้ีพบวา่ การใช ้Reversine ที่ความเขม้ขน้ 1 µM บ่มกบัตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเป็นเวลา 6 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์
สามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสไดดี้ และที่ส าคญัหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อน
ระยะบลาสโตซีสของวนัที่ 7 (จ านวน 2 ใบต่อตวัรับ) ไปยงัแม่โคตวัรับทั้งส้ิน 4 ตวั ผลปรากฎณ์ว่า สามารถ
เพิ่มอตัราการตั้งทอ้งไดถึ้ง 75 เปอร์เซ็นต ์(แม่ตวัรับตั้งทอ้ง 3 ตวั จากทั้งหมด 4 ตวั) และไดลู้กเกิดจ านวน     
1 ตัว สุขภาพแข็งแรง (ภาพที่ 4.7) ซ่ึงผลการศึกษาในคร้ังน้ีก็สอดคล้องกับ Miyoshi และคณะ (2010) ที่
พบว่า การใช ้Reversine สามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนของหมูจ๋ิว (miniature pig)  โคลนน่ิงไดเ้ป็น
อยา่งดี นอกจากน้ียงัสามารถช่วยใหไ้ดลู้กโคลนน่ิงที่ปกติอีกดว้ย  
  การศึกษาในคร้ังน้ีมีการศึกษาแสดงออกของยนี Oct4, Hdac1, Hat1, Xist, Ndn จากตวัอ่อนระยะ
ต่างๆของโคโคลนน่ิง กล่าวคือ การแสดงออกของยนี Oct4 ในตวัอ่อนนั้นเป็นตวับ่งช้ีถึงการพฒันาการของ
ตวัอ่อน เพราะว่ามีบางรายงานการแสดงออกของยนี Oct4 ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงต ่ากว่ากลุ่มของตวัอ่อน 
IVF นั้นสอดคล้องกับการเจริญผิดปกติของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงด้วย (Boiani และคณะ, 2002) โดยเฉพาะ
อยา่งยิง่มีหลายรายงานช้ีใหเ้ห็นวา่ ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงมีการแสดงออกของยนี Oct4 และ Nanong ผดิปกติ
เม่ือเทียบกบัตวัอ่อน IVF (Aston และคณะ, 2010; Bayhan และคณะ, 2007;Oh และคณะ, 2012) ซ่ึงการศึกษา
คร้ังน้ีพบวา่ การทดสอบดว้ย TSA, SAHA, และ Reversine กบัตวัอ่อนโคโคลนน่ิงนั้นสามารถปรับปรุงการ
แสดงออกของยนี Oct4 ไดอ้ยา่งปกติในระยะ 8 เซลล์ จนถึงระยะบลาสโตซีสเม่ือเทียบกบักลุ่มควบคุม ซ่ึง
สอดคลอ้งกบัรายงานการใช ้TSA ในตวัอ่อนหนูโคลนน่ิง พบว่า TSA สามารถช่วยปรับปรุงการแสดงออก
ของยนีที่เก่ียวขอ้ง Pluripotency ไดดี้ (Wang และคณะ, 2007) แม้กระทั้งในตวัอ่อนหมูโคลนน่ิงก็สามารถ
ช่วยปรับปรุงการแสดงออกของยนีที่เก่ียวขอ้ง Pluripotency และ imprinted ในตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสได ้
(Cervera และคณะ, 2009) นอกจากน้ีก็มีรายงานวา่ การใช ้TSA กบัตวัอ่อนหมูโคลนน่ิงก็ช่วยการแสดงออก
ของยนี Oct4 ในระยะมอรูลาร์ได ้(Ji และคณะ, 2013)  
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  ก่อนหน้าน้ีมีรายงานว่า การใช ้Reversine กับตวัอ่อน miniature pig โคลนน่ิงสามารถกระตุน้การ
แสดงออกของ Oct3/4 จากตวัอ่อนระยะแรกและสูงสุดในระยะมอลูลาร์จนถึงบลาสโตซีส ซ่ึงสอดคลอ้งกบั
รายงานการศึกษาในคร้ังน้ีที่แสดงให้เห็นว่า การแสดงออกของยนี Oct4 ในกลุ่มตวัอ่อนที่ถูกทดสอบดว้ย 
Reversine มีการแสดงออกที่ปกติใกลเ้คียงกบัตวัอ่อน IVF (Miyoshi และคณะ, 2010) 
  กระบวนเปล่ียนแปลงของโครมาตินมีความส าคัญมากในตัวอ่อนโคลนน่ิง เน่ืองช่วยให้เกิด
กระบวนการที่เรียกว่า reprograming  เพราะท าให้เซลลก์ลบัมาอยูใ่นสถานะที่ยงัไม่มีหน้าที่เฉพาะหรือเป็น
เซลล์ตั้งตน้อีกคร้ัง ซ่ึงหน่ึงในกระบวนการที่ท  าให้เกิดการคลายตวัของโครมาตินคือ การเติมหมู่อะเซทิล
บนฮีสโตนโปรตีน โดยเฉพาะอยา่งยิ่งกระบวนการดงักล่าวจะถูกควบคุมโดยการแสดงออกของยนี Hat1 
เพื่อแปลรหัสเป็นโปรตีน histone acetyltransferase 1 ใชส้ าหรับการเติมหมู่อะเซทิลบนฮีสโตนโปรตีนนั้น
ส่งผลให ้     โครมาตินก็เกิดการคลา้ยตวัเพือ่รอกระบวน transcription ต่อไป ในทางตรงกนัขา้ม หมู่อะเซทิล
จะถูกดึงออกจากโปรตีนฮีสโตนดว้ยเอ็นไซม์ Histone deacetylase 1 ซ่ึงถูกควบคุมดว้ยยนี Hdac1 (McGraw 
และคณะ, 2003)  ซ่ึงก่อนหน้าน้ีมีรายงานว่า ยนี Hat1 มีการแสดงออกต ่ากว่าปกติในตวัอ่อนโคโคลนน่ิง
ระยะ     8 เซลล์จนถึงบลาสโตซีสเม่ือเทียบกับตวัอ่อน IVF ซ่ึงในทางตรงกันขา้มการแสดงออกของยีน 
Hdac1 ก็แสดงออกสูงกว่าปกติเม่ือเทียบกบัตวัอ่อน IVF (Lee และคณะ, 2011; Wang และคณะ, 2011; Oh 
และคณะ, 2012)  ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่การแสดงออกของยนีดงักล่าวเป็นตวับ่งช้ีถึงความผดิปกติในตวัอ่อนโค
โคลนน่ิง ในการศึกษาคร้ังน้ีก็แสดงให้เห็นว่า การใช ้SAHA และ Reversine สามารถช่วยปรับปรุงยนี Hat1 
และ Hdac1 ให้มีการแสดงออกที่ปกติในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงที่ระยะ 2 เซลล์จนถึงมอรูลาร์ได้ การทดลอง
คร้ังน้ีสอดคลอ้งกบั Lee และคณะ (2011) ซ่ึงรายงานว่า การปรับปรุงกระบวนการเปล่ียนแปลงของโครมา
ตินดว้ยสาร epigenetic modifier ท  าให้ยนี Hdac1 มีการแสดงออกที่ลดลงใกลเ้คียงกบัตวัอ่อน IVF อยา่งไรก็
ตามก็มีรายงานวา่สารดงักล่าวก็ไม่ไดส่้งผลในการช่วยปรับปรุงการแสดงออกของยนี Hat1 ใหป้กติไดใ้นตวั
อ่อนโคลนน่ิง การศึกษาของคร้ังน้ีช้ีให้เห็นว่า การใช้ SAHA หรือ Reversine  นั้นก็สามารถปรับปรุงการ
แสดงออกของยนี Hat1 และ Hdac1 ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงไดป้กติเม่ือเทียบกบัตวัอ่อนปกติและสอดคลอ้ง
กบัการเจริญของตวัอ่อนโคลนน่ิง ถึงแมก้ลไกการท างานของสารดงักล่าวจะแตกต่างกนัก็ตาม  
  ที่ส าคญัการแสดงออกของยนีที่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการ imprinted ของตวัอ่อนโคลนน่ิงผิดปกติ
นั้น เป็นตวับ่งช้ีว่าน่าจะเก่ียวขอ้งกบักระบวนการ reprogramming ดว้ย ดงัจะเห็นไดจ้ากรายงานของ Inoue 
และคณะ (2010) พบว่า การ knock down ของยีน Xist ในตัวอ่อนโคโคลนน่ิงหรือแม้กระทั้ งในหนูนั้ น
สามารถปรับปรุงประสิทธิภาพการพฒันาของตวัอ่อนโคลนน่ิงได้เป็นอยา่งดี สอดคล้องกับรายงานของ 
Matoba และคณะ (2011) ซ่ึงช้ีวา่หลงัจาก Knock down ของยนี Xist ในตวัอ่อนหนูโคลนน่ิงท าให้เพิ่มอตัรา
การพฒันาของตวัอ่อนโคลนน่ิงและเพิม่อตัราการเกิด ดงันั้นการแสดงออกของยนี Xist ที่เพิม่ขึ้นในตวัอ่อน
โคลนน่ิงน่าจะช่วยในการพฒันาการเจริญของตวัอ่อนโคลนน่ิงได ้ตลอดจนการศึกษาของ Wee และคณะ 
(2006) ไดแ้สดงให้เห็นว่า ยนี Ndn และ Xist ในตวัอ่อนโคลนน่ิงการแสดงออกผิดปกติเม่ือเทียบกบัตวัอ่อน 
IVF การศึกษาคร้ังน้ีจึงไดมี้การทดสอบการแสดงออกของยนี  Xist และ Ndn ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงหลงัจาก
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ใช ้TSA, SAHA, และ Reversine ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะ เพือ่ศึกษาการแสดงออกของยนี Xist 
และ Ndn ซ่ึงพบว่า TSA ไม่ได้มีส่วนในการปรับปรุงการแสดงออกของยีน Xist และ Ndn แต่หลังจาก       
ตวัอ่อนโคโคลนน่ิงถูกทดสอบ SAHA และ Reversine นั้นพบวา่การแสดงออกของยนีกลุ่มน้ีมีความปกติซ่ึง
ใกลเ้คียงกบักลุ่มตวัอ่อน IVF  
  เพื่อให้สอดคล้องกับผลของการแสดงออกของยีนที่กล่าวข้างตน้ซ่ึงเก่ียวข้องกับกระบวนการ       
การเติมหมู่อะเซทิลบนฮีสโตนโปรตีน ในการศึกษาน้ีไดมี้การศึกษาระดบัการเติมหมู่อะเซทิลของโปรตีน
ฮีสโตน H4K5 ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง เน่ืองจากก่อนหน้าน้ีมีรายงานว่า ระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลของ 
H4K5 ของตวัอ่อนโคลนน่ิงมีระดบัต ่าที่ระยะ 8 เซลล์ (Wee และคณะ, 2006) นอกจากน้ียงัรายงานว่า TSA 
ไม่ได้ช่วยการเติมหมู่อะเซทิลของ H4K5 ของตัวอ่อนโคลนน่ิง ซ่ึงสอดคล้องกับรายงานในคร้ังว่า TSA      
ไม่สามารถปรับปรุงการเติมหมู่อะเซทิลของ H4K5 ในตวัอ่อนโคโคลนน่ิงได ้อยา่งไรก็ตาม ไดมี้รายงานว่า 
TSA ช่วยปรับปรุงการเติมหมู่อะเซทิลของ H4K5 ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง (Iager และคณะ, 2008) หรือ
แมแ้ต่รายงานของ Lee และคณะ (2011) ก็แสดงใหเ้ห็นวา่ TSA ช่วยการการเติมหมู่อะเซทิลของ H4K5 ของ
ตวัอ่อนโคลนน่ิงในช่วง 30 นาทีแรกของการทดสอบ แต่อยา่งไรก็ตาม การศึกษาคร้ังน้ีพบว่า การใช ้SAHA 
และ Reversine มีส่วนช่วยในการปรับปรุงการเติมหมู่อะเซทิลของ H4K5 ของตวัอ่อนโคลนน่ิงในตวัอ่อน
ระยะ 8 เซลล์ได้ จึงให้ข้อสรุปว่า SAHA และ Reversine สามารถปรับปรุงการการเติมหมู่อะเซทิลของ 
H4K5 ของตวัอ่อนโคลนน่ิง  
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภำพที่ 4.7 แสดงลูกโคโคลนน่ิงอายุ 9 เดือนหลังคลอดที่เกิดจากการใช้ Reversine ที่ความเขม้ขน้ 1 µM     
บ่มกบัตวัอ่อนเป็นเวลา 6 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์ 
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บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 

  ในการทดลองคร้ังน้ีพบว่า สามารถใช ้TSA, SAHA และ Reversine เพือ่เพิ่มการพฒันาของตวัอ่อน
โคโคลนน่ิงได้ แต่จะให้มีประสิทธิภาพมากขึ้ นทั้ งทางด้านการแสดงออกของยีนและกระบวนการ 
reprogramming นั้นจะตอ้งเลือกที่จะใช ้SAHA หรือ Reversine เน่ืองจากสารดงักล่าวสามารถปรับปรุงไดท้ั้ง
ทางด้านการเติมหมู่อะเซทิลและการแสดงออกของยีน ตลอดจนการพฒันาของตัวอ่อนก็เป็นไปด้วยดี 
โดยเฉพาะอยา่งยิง่การใช ้Reversine นั้นมีการเพิ่มอตัราการตั้งทอ้งตลอดจนกระทั้งคลอดไดเ้ปอร์เซ็นตท์ี่สูง
เม่ือเทียบกบังานวิจยัที่ผา่นมา การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการพฒันาองคค์วามรู้ในดา้นการพฒันาประสิทธิภาพ
การโคลนน่ิงไดเ้ป็นอยา่งดีและเป็นรายงานแรกที่มีการเปรียบเทียบการใชส้าร TSA, SAHA และ Reversine 
ต่อการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

  5.2.1 การใช้สารเคมีที่เก่ียวของการกระบวนการ reprogramming ไม่ว่าจะเป็นการใช้สารกลุ่มที่
ยบัย ั้งการเติมหมู่อะเซทิลหรือแม้กระทั้ งสารที่ท  าหน้าที่  dedifferentiation เช่น Reversine ก็มีส่วนช่วย
ปรับปรุงประสิทธิภาพการโคลนน่ิงไดเ้ช่นกนั  
  5.2.2 ส าหรับการทดลองในอนาคต ก่อนท าการทดลองใช้สารกับตวัอ่อนโคลนน่ิงแต่ละคร้ังนั้น
จ าเป็นอยา่งยิง่ในการทดสอบความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสม 
  5.2.3 ควรมีการศึกษาอตัราการตั้งทอ้งหลงัยา้ยฝากตวัอ่อนโคโคลนน่ิงจากการใช ้TSA และ SAHA 
เพือ่ท  าการเปรียบเทียบ 
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การประชุมวิชาการเกษตร คร้ังที่ 11 ประจ าปี 2553 คณะเกษตรศาสตร์ มหาวิทยาลยัขอนแก่น. หน้า 
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หยวนหยวน เหลียง และ รังสรรค์ พำลพ่ำย . 2553. อัตราการอยู่รอดของไข่สุกกระบือปลักที่ผ่านการ 

vitrification ดว้ยวธีิ  Microdrop  และ Cryotop  และการเจริญเติบโตของตวัอ่อนภายหลงัการฉีดตวั

อสุจิเขา้ในไซโต พลาสซึม. เร่ืองเต็มการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์คร้ังที่ 48 
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กนกวรรณ ศรีรัตนา สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา ชุติ เหล่าธรรมธร จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์นุชจรินทร์ ศรีปัญญา 
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ตันวัฒนะ วชิรวิทย ์สมสา มารินา เกตุทัต -คาร์นส์  และ รังสรรค์ พำลพ่ำย . 2552. ผลของ 

Trichostatin A ต่ออตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงและตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้ม

ชนิด. เร่ืองเตม็การประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์คร้ังที่ 47 เล่มที่ 2 สาขาสัตว์. 
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ชุติ เหล่าธรรมธร กนกวรรณ ศรีรัตนา อนวชั แสงมาลี สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย ์ 

นุชจรินทร์ ศรีปัญญา วนัวิสาข ์ผิวสร้อย ขวญัฤดี แก้วมุงคุณ ฤทธ์ิวิณห์ เทวาหุดี ธรรมนูญ ทอง

ประไพ โชคชยั ชยัมงคล มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย.  2552. ลูกโคโคลนน่ิงเกิด

จากการยา้ยฝากตวัอ่อนแช่แข็งโดยวธีิ vitrification แบบหยด. เร่ืองเตม็การประชุมทางวิชาการของ

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์คร้ังที่ 47 เล่มที่ 2 สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 99-105.     
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นุชจรินทร์ ศรีปัญญา วนัวสิาข ์ผวิสร้อย ขวญัฤดี แกว้มุงคุณ ชุติ เหล่าธรรมธร  ดานา เย มารินา เก

ตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2552. ผลของการใชส้ารเคมีกระตุน้การแบ่งตวัต่อการพฒันา

ข อ งตั ว อ่ อ น ก ระ บื อ ภ า ยห ลั งก า ร  ICSI.  เ ร่ื อ ง เต็ ม ก า รป ระ ชุ ม ท าง วิ ช าก า รข อ ง

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์คร้ังที่ 47 เล่มที่ 3 สาขาสัตวแพทยศาสตร์. กรุงเทพฯ, หนา้ 78-86.   

อนวัช แสงมาลี  สุ เมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทร์เจ้า ล้อทองพานิชย์ กนกวรรณ  ศรีรัตนา นุชจรินทร์  

ศรีปัญญา วนัวิสาข์ ผิวสร้อย ขวญัฤดี แก้วมุงคุณ ชุติ เหล่าธรรมธร ฤทธ์ิวิณห์ เทวาหุดี มารินา  

เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2552. ผลของเซลลต์น้แบบ ต่อประสิทธิภาพ และคุณภาพ

ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง. เร่ืองเตม็การประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์คร้ังที่ 47 

เล่มที่ 3 สาขาสัตวแพทยศาสตร์. กรุงเทพฯ, หนา้ 87-94.    

สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์อนวชั แสงมาลี กนกวรรณ ศรีรัตนา ชุติ เหล่าธรรมธร มาริ

นา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551. การแสดงออกของยนีที่เก่ียวขอ้งกบักระบวนการ 

nuclear reprogramming ในตวัอ่อนสตัวต์ระกูลแมวใกลสู้ญพนัธุ์โคลนน่ิง. เร่ืองเตม็การการประชุม

วิชาการระดบันานาชาติสมาคมเทคโนโลยชีีวภาพแห่งประเทศไทย. มหาสารคาม, หนา้ 292-297.   

กาญจนา ธรรมนู วราภรณ์ ตณัฑนุช จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551.  การศึกษาตวั

อ่อนระยะบลาสโตซีสของหนูเมา้ส์ดว้ยวธีิ synchrotron infrared microspectroscopic mappings และ 

focal plane array imaging. เ ร่ื อ ง เต็ ม ก ารก ารป ระ ชุ ม วิช าก าร ระ ดั บ น าน าช า ติ ส ม าค ม

เทคโนโลยชีีวภาพแห่งประเทศไทย. มหาสารคาม, หนา้ 131.  

สุรชยั รัตนสุข รังสรรค์ พำลพ่ำย และ มารินา เกตุทตั-คาร์นส์. 2551. การเปรียบเทียบไพร์เมอร์ที่ใชใ้นการ

ตรวจสอบเพศของโค.  เร่ืองเตม็การการประชุมวิชาการระดับนานาชาติสมาคมเทคโนโลยชีีวภาพ

แห่งประเทศไทย. มหาสารคาม, หนา้  184.   

ขวัญฤ ดี  แก้วมุ งคุณ  กนกวรรณ  ศ รีรัตน า สุ เมธ อ่ิ ม สุนทรรักษา ชุ ติ  เห ล่ าธรรมธร  จันท ร์เจ้า  

ลอ้ทองพานิชย ์นุชจรินทร์ ศรีปัญญา วนัวิสาข ์ผิวสร้อย อนวชั แสงมาลี  ฤทธ์ิวิณห์ เทวาหุดี รุ่ง  
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จนัตาบุญ  มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551.  การอนุรักษโ์คพนัธุข์าวล าพนูโดย

การท าโคลนน่ิง. เร่ืองเตม็การประชุมทางวิชาการของ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 46. สาขา

สัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 25-30.   

นุชจรินทร์ ศรีปัญญา  กนกวรรณ ศรีรัตนา ชุติ เหล่าธรรมธร วนัวิสาข ์ผิวสร้อย ฤทธ์ิวิณห์ เทวาหุดี อนวชั  

แสงมาลี ขวญัฤดี แก้วมุงคุณ สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย ์ มารินา เกตุทัต-

คา ร์น ส์  วัน ชั ย  ตัน วัฒ น ะ  ธ รรม นู ญ  ทอ งป ระไพ  โชคชั ย  ชั ยม งคล  แล ะ  รั งส รร ค์  

พำลพ่ำย. 2551. การผลิตกระทิงโคลนน่ิงโดยเทคนิคการโคลนน่ิงขา้มชนิด. เร่ืองเตม็การประชุม

ทางวิชาการของ มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 46. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 78-84.   

วนัวิสาข ์ผิวสร้อย นุชจรินทร์ ศรีปัญญา กนกวรรณ ศรีรัตนา อนวชั แสงมาลี ขวญัฤดี แกว้มุงคุณ   สุเมธ  

อ่ิมสุนทรรักษา ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ ฤทธ์ิวิณห์ เทวาหุดี  มารินา เกตุทตั-

คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551. ลูกแพะเกิดจากการโคลนน่ิงโดยใชเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสจากใบ

หูเป็นเซลล์ตน้แบบ. เร่ืองเต็มการประชุมทางวิชาการของ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 46. 

สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 19-24.   

อนวัช แสงมาลี  สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทร์เจ้า ล้อทองพานิชย์ กนกวรรณ ศรีรัตนา  นุชจรินทร์  

ศรีปัญญา วันวิสาข์ ผิวสร้อย ขวัญฤดี  แก้วมุงคุณ  ชุติ  เห ล่าธรรมธร ฤทธ์ิวิณ ห์  เทวาหุ ดี  

มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551. ลูกแมวบา้นโคลนน่ิงเกิดจากการท ายา้ยฝาก 

นิวเคลิยสของเซลลร่์างกาย. เร่ืองเตม็การประชุมทางวิชาการของ มหาวิทยาลยั เกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 

46. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 85-90.  

สุ เมธ อ่ิมสุนทรรักษา จันทร์เจ้า ล้อทองพานิชย์ อนวัช แสงมาลี  กนกวรรณ ศรีรัตนา นุชจรินทร์  

ศรีปัญญา ขวญัฤดี แกว้มุงคุณ วนัวสิาข ์ผวิสร้อย ชุติ เหล่าธรรมธร วนัชยั ตนัวฒันะ วชิรวทิย ์สมสา 

วชิิต กองค า มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551 การแสดงออกของยนี Oct4 ในตวั

อ่อนโคลนน่ิงสัตวต์ระกูลแมวใกล้สูญพนัธุ์. เร่ืองเต็มการประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 4 

ขอนแก่น, หนา้ 344-348.  

ชุติ เหล่าธรรมธร กนกวรรณ ศรีรัตนา จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา นุชจรินทร์ ศรีปัญญา 

วนัวิสาข์ ผิวสร้อย ขวญัฤดี แกว้มุงคุณ ฤทธ์ิวิณห์ เทวาหุดี อนวชั แสงมาลี ธรรมนูญ ทองประไพ 

โชคชัย ชัยมงคล มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2551. ผลของการกระตุน้การ

เจริญเติบโตของตวัอ่อนโคที่ผลิตโดยวิธีอ๊ิกซ่ี. เร่ืองเต็มการประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 4 

ขอนแก่น, หนา้ 349-352.  
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จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์แชงชวั หยาง คาโรลิน่า เพยีโทรสกา-นิชช่ี แอนโทน่ี ชาง และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 

2551. การทดสอบสารเคมีที่มีผลต่ออตัราความส าเร็จของการผลิตเซลลต์น้ก าเนิดตวัอ่อนจากเซลล ์

ตวัอ่อนก่อนระยะฝังตวั. เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 4 ขอนแก่น, หนา้ 340-343.   

อนวชั แสงมาลี กนกวรรณ ศรีรัตนา นุชจรินทร์ ศรีปัญญา วนัวิสาข ์ผิวสร้อย ขวญัฤดี แกว้มุงคุณ สุเมธ อ่ิม

สุนทรรักษา จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ชุติ เหล่าธรรมธร มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำล

พ่ำย. 2551. ความส าเร็จในการท าโคลนน่ิงแพะและความเป็นไปได้ในการประยุกต์ใช้ในการ

อนุรักษเ์ลียงผา. เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 4 ขอนแก่น, หนา้ 332-335.   

กนกวรรณ ศรีรัตนา สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา วนัชยั ตนัวฒันะ จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย ์ ชุติ เหล่าธรรมธร 

นุชจรินทร์ ศรีปัญญา  ขวญัฤดี แกว้มุงคุณ วนัวิสาข ์ผวิสร้อย มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ รังสรรค์ 

พำลพ่ำย. 2551. การเจริญเติบโตและกิจกรรมของเอนไซม์เทโลเมอเรสในตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิง

ขา้มสายพนัธุ.์ เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการสัตวศาสตร์ คร้ังที่ 4 ขอนแก่น, หนา้ 336-339.   

ชุติ  เหล่าธรรมธร  จันทร์เจ้า ล้อทองพานิชย์  สุ เมธ อ่ิมสุนทรรักษา  อนวัช แสงมาลี   กนกวรรณ  

ศรีรัตนา นุชจรินทร์ ศรีปัญญา   วนัวิสาข ์ผิวสร้อย   ขวญัฤดี แก้วมุงคุณ   ธรรมนูญ ทองประไพ    

โชคชยั ชยัมงคล   มารินา เกตุทตั-คาร์นส์  และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2550. ประสิทธิภาพการปฏิสนธิ

และอตัราการพฒันาในหลอดแกว้ของตวัอ่อนโคนมโดยใชน้ ้ าเช้ือโคนมแช่แข็งจากพ่อโค 5 ตวั. 

เร่ืองเต็มการประชุมทางวิชาการของมหาวิทยาลัย เกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 45. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, 

หนา้ 245-250. 

สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา   ชุติ เหล่าธรรมธร   จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย  ์  กนกวรรณ ศรีรัตนา   นุชจรินทร์  

ศรีปัญญา   อนวชั แสงมาลี   รุ่ง จนัตาบุญ   มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ  รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2550. 

อตัราการตั้งทอ้งหลงัการยา้ยฝากตวัอ่อนโคบราห์มนัแช่แข็งแบบยา้ยฝากโดยตรง หรือการลา้งตวั

อ่ อ น แบ บ  3 ขั้ น ต อ น ก่ อ น น า ไ ป ย ้า ยฝ าก . เ ร่ื อ ง เต็ ม ก ารป ระ ชุ ม ท าง วิ ช าก า รข อ ง

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 45. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ , หนา้ 260-265 

ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา  กนกวรรณ ศรีรัตนา ศิวชั สงัขศ์รีทวงษ ์ 

มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ  รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2549. การผลิตตวัอ่อนแยกเพศโคที่ปฏิสนธิใน

หลอดแกว้. การประชุมสัมมนาปริญญาเอกกาญจนาภิเษก คร้ังที่  47. น่าน, หนา้ 7.   

สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา   จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย ์  กนกวรรณ ศรีรัตนา   นุชจรินทร์ ศรีปัญญา   ชุติ เหล่า

ธรรมธร มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ  รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2549. อิทธิพลของขนาดการฟักออกจาก

 

 

 

 

 

 

 

 

http://kucon.lib.ku.ac.th/cgi-bin/KUCON.exe?rec_id=010739&database=KUCON&search_type=link&table=mona&back_path=/KUCON/mona&lang=thai&format_name=TFMON
http://kucon.lib.ku.ac.th/cgi-bin/KUCON.exe?rec_id=010739&database=KUCON&search_type=link&table=mona&back_path=/KUCON/mona&lang=thai&format_name=TFMON
http://kucon.lib.ku.ac.th/cgi-bin/KUCON.exe?rec_id=010302&database=KUCON&search_type=link&table=mona&back_path=/KUCON/mona&lang=thai&format_name=TFMON
http://kucon.lib.ku.ac.th/cgi-bin/KUCON.exe?rec_id=010302&database=KUCON&search_type=link&table=mona&back_path=/KUCON/mona&lang=thai&format_name=TFMON


47 
 

เปลือก ต่ออตัราการรอดชีวติหลงัจากแช่แข็งแบบ vitrification ของตวัอ่อนแมวบา้นโคลนน่ิง. การ

ประชุมสัมมนาปริญญาเอกกาญจนาภิเษก คร้ังที่  47. น่าน, หนา้ 59.    

กนกวรรณ ศรีรัตนา   จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย  ์  สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา   นุชจรินทร์ ศรีปัญญา ชมพูนุท 

แตงไทย   ชุติ เหล่าธรรมธร มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ และ  รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2549. ผลของเซลล์

ตน้แบบต่ออตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระบือปลกัโคลนน่ิง. การประชุมสัมมนาปริญญาเอก

กาญจนาภิเษก คร้ังที่  47. น่าน, หนา้ 47-48.  

ธวชัชยั เวชยนัต ์ ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ สุจิตรา หม่ืนไธสง  ปิยมาศ การสมดี  มารินา   

เกตุทตั คาร์นส์  เพลิน เมินกระโทก  สมพงษ ์ปาติตงั  สมบติั ศิริอุดมเศรษฐ์  สุริยา กิจส าเร็จ  และ 

รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2548. การเจริญเติบโตของลูกโคโคลนน่ิงที่ผลิตจากเซลลไ์ฟโบรบลาสใบหูของ

พอ่โคพนัธุ์บราห์มนั. เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 43. สาขาสัตว์. 

กรุงเทพฯ, หนา้ 67-72.  

สุจิตรา หม่ืนไธสง  ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพาณิชย ์ สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา  ชยัสิทธ์ิ แสงงาม 

ชมพูนุท แตงไทย  ธวชัชัย เวชยนัต์  มารินา เกตุทตั คาร์นส์  ชินิชิ โฮชิ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 

2548. การเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระบือปลกั Parthenogenetic activation จากโอโอไซทส์ดและโอ

โอไซทแ์ช่แขง็โดยวธีิ Vitrification. เอกสารประกอบการสัมมนางานวิจัยของคณาจารย์ ม.ท.ส และ

ความร่วมมือด้านการพัฒนากลุ่มงานวิจัยในเครือข่ายอุดมศึกษานครราชสีมา , ประจ าปี 2548. หน้า 

37-39.  

สุจิตรา หม่ืนไธสง ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย  ์ สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา  ชัยสิทธ์ิ แสงงาม  

ชมพูนุท แตงไทย  ทสัสุมา เทราโอ  ธวชัชัย เวชยนัต ์สรยทุธ ใจช่วง มารินา เกตุทตั คาร์นส์ ชินิชิ 

โฮชิ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2548. การเจริญเติบโตสู่ระยะบลาสโตซีสของตวัอ่อนกระบือปลัก

โคลน น่ิงจากการใช้โอโอไซท์แช่แข็งด้วยวิธี  Vitrification. เร่ืองเต็มการประชุมวิชาการ

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 43. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 59-66.  

สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา ชยัสิทธ์ิ แสงงาม  วนัชยั ตนัวฒันะ สุจิตรา หม่ืนไธสง ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้       

ลอ้ทองพานิชย ์ มารินา เกตุทตั คาร์นส์ และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2548. การเจริญของตวัอ่อนกระทิง

โ ค ล น น่ิ ง โด ย ใช้ ไ ข่ โ ค เป็ น ไ ซ โต พ ล าส ซึ ม ผู ้ รั บ . เ ร่ื อ ง เต็ ม ก าร ป ระ ชุ ม วิ ช าก า ร

มหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 43. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 73-77.  

จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์  ชุติ เหล่าธรรมธร  ทสัสุมา เทราโอ   สุจิตรา หม่ืนไธสง  ธวชัชยั เวชยนัต ์  ชินิชิ 

โฮชิ    และ รังสรรค์  พำลพ่ำย . 2547. การเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสของตัวอ่อนควายโคลนน่ิง
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หลงัจากการแช่แข็งไข่โดยวธีิ Vitrification. เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ 

คร้ังที่ 42. สาขาสัตว์. กรุงเทพฯ, หนา้ 83-87.  

จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ ชุติ เหล่าธรรมธร  สุจิตรา หม่ืนไธสง  ธวชัชยั เวชยนัต ์ วชัระ วงศว์ิริยะ มารินา  

เกตุทตั-คาร์นส์ บญัชร ลิขิตเดชาโรจน์ และ รังสรรค์  พำลพ่ำย. 2547. การโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์โดย

ใช้ไข่แมวบ้านเป็นไซโตพลาสซึมผูรั้บและเซลล์ไฟโบรบลาสจากผิวหนังแมวดาวเป็นเซลล์

ตน้แบบ . เร่ืองเต็มการประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 42. สาขาสัตวแพทย์. 

กรุงเทพฯ, หนา้ 351-355.  

ชุติ เหล่าธรรมธร ทสัสุมา เทราโอ จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์  สุจิตรา หม่ืนไธสง ธวชัชยั เวชยนัต ์ ชินิชิ โฮชิ   

และ รังสรรค์  พำลพ่ำย. 2547. ผลของ Hatching stage ของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงต่ออัตราการรอด

หลงัจาก Vitrification. เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 42. สาขาสัตว์. 

กรุงเทพฯ, หนา้ 88-93.  

รังสรรค์ พำลพ่ำย   ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์  สุจิตรา หม่ืนไธสง  ธวชัชยั เวชยนัต ์ เสวยีน 

ส้มหวาน  เพลิน เมินกระโทก  สมพงษ ์ปาติตงั  สุริยา กิจส าเร็จ และ สมบติั ศิริอุดมเศรษฐ์. 2547. 

การใชเ้ทคโนโลยโีคลนน่ิงผลิตโคเน้ือและโคนมพนัธุ์ดี. เร่ืองเตม็การประชุมวิชาการมหาวิทยาลัย 

เกษตร ศาสตร์. คร้ังที่ 42. สาขาสตัว.์ กรุงเทพฯ, หนา้ 94-98.  

รังสรรค์ พำลพ่ำย  ธวชัชยั เวชยนัต ์ ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ สุจิตรา หม่ืนไธสง  ปิยมาศ 

การสมดี  มารินา เกตุทตั คาร์นส์  เพลิน เมินกระโทก  สมพงษ ์ปาติตงั  สมบตัิ ศิริอุดมเศรษฐ์  สุริยา 

กิจส าเร็จ. 2547. การเจริญเติบโตของลูกโคโคลนน่ิงที่ผลิตจากเซลล์ไฟโบรบลาสใบหูของพ่อโค

พนัธุบ์ราห์มนั. บทคัดย่อผลงานวิจัยการสัมมนาเร่ือง กลุ่มงานวิจัยในภาคีอุดมศึกษานครราชสีมา ปี 

2547. หนา้ 29.   

สุจิตรา หม่ืนไธสง  ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ล้อทองพานิชย ์ สุเมธ อ่ิมสุนทรรักษา  ชัยสิทธ์ิ แสงงาม  

ชมพูนุท แตงไทย  ทสัสุมา เทราโอ ธวชัชยั เวชยนัต ์ สรยทุธ ใจช่วง  มารินา เกตุทตั คาร์นส์   และ 

รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2547. การเจริญเติบโตสู่ระยะบลาสโตซีสของตวัอ่อนกระบือปลกัโคลนน่ิงจาก

การใชโ้อโอไซทแ์ช่แขง็ดว้ยวิธี Vitrification. บทคัดย่อผลงานวิจัยการสัมมนาเร่ืองกลุ่มงานวิจัยใน

ภาคีอุดมศึกษานครราชสีมา ปี 2547. หนา้ 26.  

จนัทร์เจา้  ลอ้ทองพานิชย ์ ชุติ เหล่าธรรมธร  สุจิตรา หม่ืนไธสง  วชัระ วงษว์ริิยะ และ รังสรรค์  พำลพ่ำย. 
2546. การโคลนน่ิงตัวอ่อนแมวดาว  (Felis bengalensis)  ข้ามชนิดโดยใช้ไข่แมวบ้าน  (Felis  
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catus)    เป็นไซโตพลาสซึมผูรั้บ. เอกสารประกอบการสัมมนาวิชาการพันธุศาสตร์คร้ังที่ 13 พันธุ
ศาสตร์กับการพฒันาที่ยัง่ยืน. พษิณุโลก, หนา้ 112-115.  

จนัทร์เจา้  ลอ้ทองพานิชย ์ ชุติ เหล่าธรรมธร  สุจิตรา หม่ืนไธสง และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2546. การทดสอบ
ค่ากระแสไฟฟ้าที่เหมาะสมส าหรับการท าโคลนน่ิงตวัอ่อนแมว โดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลาสจากใบหู
เป็นเซลล์ต้นแบบ. เร่ืองเต็มการประชุมวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ คร้ังที่  41 สาขา
วิทยาศาสตร์ กรุงเทพฯ, หนา้ 84-88.  

ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์  สุจิตรา หม่ืนไธสง  ธวชัชยั เวชยนัต ์ เสวยีน สม้หวาน  เพลิน  
เมินกระโทก  สมพงษ ์ปาติตงั  และ รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2546. การทดสอบการผลิตโคนมและโคเน้ือ
พนัธุ์ดีโดยเทคโนโลยโีคลนน่ิง. เอกสารประกอบการสัมมนางานวิจัยของคณาจารย์ ม .ท.ส และ
ความร่วมมือด้านงานวิจัยในภาคีอุดมศึกษา นครราชสีมา ประจ าปี 2546. หนา้ 54-55.  

 
8. กำรเขียนต ำรำ-หนังสือ 
รังสรรค์ พำลพ่ำย. 2530. การเร่งการตกไข่เพือ่ท  าอีทีในโค. มณีวรรณ กมลพฒันะ (บรรณาธิการ), การ

ปฏิสนธิในหลอดแก้วและการย้ายฝากตวัอ่อน. โรงพมิพจุ์ฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั, กรุงเทพฯ, หนา้ 
41-77. 

รังสรรค์ พำลพ่ำย และ สรรเพชญ โสภณ. 2530. เทคนิคการยา้ยฝากตวัอ่อนในโคโดยวธีิไม่ผา่ตดั. มณีวรรณ 
กมลพฒันะ (บรรณาธิการ), การปฏิสนธิในหลอดแก้วและการย้ายฝากตวัอ่อน โรงพมิพจุ์ฬาลงกรณ์
มหาวทิยาลยั, กรุงเทพฯ, หนา้ 133-158.  

รังสรรค์ พำลพ่ำย  สรรเพชญ โสภณ  มณีวรรณ กมลพฒันะ  ก าธร มีบ ารุง  กิติยา ศรีศกัด์ิวฒันะ  ประชุม   
อินทรโชติ  ธวชัชยั สุวรรณก าจาย  ประภากร วฒัโนดร  พฤฒิ เกิดชูช่ืน  และ สมสวสัด์ิ ตนัตระกูล. 
2530. ผลส าเร็จการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนมลูกผสมในประเทศไทย. มณีวรรณ กมลพฒันะ 
(บรรณาธิการ), การปฏิสนธิในหลอดแก้วและการย้ายฝากตวัอ่อน โรงพมิพจุ์ฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั, 
กรุงเทพฯ, หนา้ 273-288.  

รังสรรค์ พำลพ่ำย 2549. เทคโนโลยกีารโคลนน่ิงโค. เอกสารค าสอนวชิา 304 553 Animal Cloning 
Technology และ 304 554 Selected Research in Animal Cloning Technology. 389 หนา้. 

Parnpai, R., Minami, N. and Yamada, M. 1998. Current status of research for the establishment of bovine 
embryonic stem (ES) cells. In: Miyamoto, H. and Manabe, N. (eds.), Reproductive Biology Update: 
Novel Tools for Assessment of Environmental Toxicity. Nakanishi Printing, Kyoto, pp. 383-388. 
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9. รำงวัลที่ได้รับ  
       9.1. จากผลงานวิจยัการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ไดลู้กแฝดโคนมเกิดมาคร้ังแรก
ของประเทศไทยเม่ือวนัที่  8   กันยายน  2529    ท  าให้งานวิจยัน้ีถูกยกย่องให้เป็น  1  ใน  10  ข่าวเด่นของ
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 9.2. รางวลัผลงานวิจยัดี (อันดบั 1 สาขาสัตว)์ ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง    “ความเป็นไปไดใ้น
การผลิตโคพนัธุ์ดีดว้ยเทคโนโลยโีคลนน่ิงโดยใชเ้ซลลไ์ฟโบรบลาสเป็นเซลล์ตน้แบบ”   ในการประชุมทาง
วชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 38 พ.ศ. 2543 
  9.3. รางวัลผลงานวิจัยดี  สาขาวิทยาศาสตร์ ในการเสนอผลงานวิจัยเร่ือง “การทดสอบค่า
กระแสไฟฟ้าที่เหมาะสมส าหรับการท าโคลนน่ิงตวัอ่อนแมวโดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลาสจากใบหูเป็นเซลล์
ตน้แบบ” ในการประชุมทางวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 41 พ.ศ. 2546 
 9.4. รางวลันักวิจยัดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยชีีวภาพแห่งประเทศไทย ไดรั้บเชิญเป็นผูป้าฐกถา
อายิโน๊ะโมะโต๊ะ เร่ือง  “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการประชุม
ประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 
 9.5. รางวลัผลงานวิจยัดี  (อนัดับ 1 สาขาสัตว)์  ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง  “การใช้เทคโนโลยี
โคลนน่ิงผลิตโคเน้ือและโคนมพนัธุ์ดี”  ในการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลยั เกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 42 
พ.ศ. 2547 
 9.6. รางวลับุคลากรสายวิชาการที่มีผลงานดีเด่นด้านการวิจยั   ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยสุีรนารี 
 9.7. รางวลัแทนคุณแผน่ดิน สาขาวทิยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนชัน่ 
 9.8. รางวลัผลงานวิจยัดี  (อนัดบั 1 สาขาสัตว)์  ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง  “การอนุรักษโ์คพนัธุ์
ขาวล าพนูโดยการท าโคลนน่ิง”  ในการประชุมทางวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 46 พ.ศ. 2551  
 
10. กำรจดสิทธิบัตร 
 10.1 รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบติั   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย ์ มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพช็ร งอนชยัภูมิ   ป้องภยัรี มีสมบตัิ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคล่ือนที่กา้น
สูบของไมโครไซริงท”์  ยืน่ค  าขอเม่ือวนัที่ 11 มิถุนายน 2547  ไดรั้บสิทธิบตัิเม่ือเดือน เมษายน 2550 
 10.2 รังสรรค ์พาลพ่าย  วศิิษฐิพร สุขสมบตัิ อาวธุ อินทรช่ืน อุดมวิทย ์มณีวรรณ  คมสัน ภาษยเดช       
แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ  ป้องภยัรี มีสมบติั  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ 
วชิยั ศรีสุรักษ ์ “เคร่ืองเช่ือมเซลลด์ว้ยไฟฟ้ากระแสตรง”  ยืน่ค  าขอเม่ือวนัที่ 11 มิถุนายน 2547   

 

 

 

 

 

 

 

 


