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การเก็บรักษาไข่และตวัอ่อนของโคในระยะยาวไดม้ีการประยุกต์ใชใ้นเทคโนโลยีช่วยการ

เจริญพนัธุ์ และการปรับปรุงพนัธ์มาอย่างแพร่หลาย ในปัจจุบนัการแช่แข็งแบบเน้ือแก้วเป็นวิธี
มาตรฐานในการเก็บรักษาไข่และตัวอ่อน อย่างไรก็ตาม วิธีน้ีมีอัตราการรอดชีวิตและการ
เจริญเติบโตต ่า เมื่อเทียบกับไข่และตวัอ่อนท่ีไม่ไดแ้ช่แข็ง ในการทดลองแรกมีวตัถุประสงค์เพื่อ
ตรวจสอบผลของความเขม้ขน้ของสารป้องกนัการแช่แข็งในช่วงการปรับสมดุลต่อประสิทธิภาพ
การแช่แข็งตวัอ่อนโคแบบเน้ือแกว้ในระยะบลาสโตซีสต์และการแสดงออกของยีนท่ีส าคญัต่อการ
เจริญเติบโตของตวัอ่อน โดยท าการปรับสมดุลตวัอ่อนโคท่ีผลิตจากกระบวนการในหลอดแกว้ใน
น ้ ายาท่ีมีส่วนผสมของ 7.5% เอทิลีนไกลคอล (EG) และ7.5% ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (DMSO) เป็น
กลุ่ม Va หรือใช ้2% EG+2% DMSO เป็นกลุ่ม Vb จากนั้นท าการแช่แข็งแบบเน้ือแกว้โดยใชน้ ้ ายาท่ี
มีส่วนผสมของ 16.5% EG+16.5% DMSO+0.5M ซูโครส โดยใชอุ้ปกรณ์ Cryotop หลงัจากท า
ละลายน าตวัอ่อนไปเล้ียงเป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท าการเปรียบเทียบอตัราการรอดชีวิต การฟักตวั และ 
จ  านวนเซลลท่ี์เสียหายทั้งหมดระหว่างกลุ่มแช่แข็งทั้งสองและกลุ่มตวัอ่อนสดท่ีเป็นกลุ่มควบคุม ผล
การทดลองพบว่าไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัระหว่างกลุ่มแช่แข็ง ในส่วนของอตัราการรอด
ชีวิต  จ  านวนเซลลท์ั้งหมด และความเสียหายต่อเยื่อหุ้มเซลล ์การแช่แข็งแบบเน้ือแกว้เพ่ิมจ านวน
เซลลท่ี์เสียหายของทั้งสองกลุ่มการแช่แข็ง แต่พบความเสียหายมากกกว่าในกลุ่ม Vb การแช่แข็ง
แบบเน้ือแกว้เพ่ิมการแสดงออกของยนี HSP70 อยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) ในกลุ่ม Va เทียบกบักลุ่ม
ควบคุม แต่ไม่แตกต่างจากกลุ่ม Vb ส่วนการแสดงออกของยีน IGF2R SNRPN HDAC1 DNMT3B 
BAX OCT4 and IFN-t ของทั้งกลุ่มแช่แข็งและกลุ่มควบคุมไม่แตกต่างกนั สรุปไดว้่าความเขม้ขน้
ของสารป้องกนัการแช่แข็ง ในช่วงการปรับสมดุลนั้นไม่มีผลกระทบต่อออตัราการรอดชีวิตของตวั
อ่อนโคแช่แข็งแบบเน้ือแกว้ อย่างไรก็ตามสารป้องกนัการแช่แข็งในช่วงการปรับสมดุลท่ีความ
เข้มข้น 15% สามารถคงไวซ่ึ้งจ  านวนเซลล์ปกติโดยท่ีมีความเก่ียวข้องกับการเพ่ิมข้ึนของการ
แสดงออกของยนี HSP70 

ในการทดลองท่ีสองมีวตัถุประสงคเ์พื่อเปรียบเทียบผลของการแช่แข็งไข่โคแบบเน้ือแกว้ท่ี
ระยะ GV และ MII ต่อคุณลกัษณะทางอีพิจีนิติกและการเจริญเติบโต จากผลการทดลองพบว่าการ
แช่แข็งไข่โคทั้งสองระยะท าให้การเจริญเติบโตของตวัอ่อนลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติภาย
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หลงัจากกการท าการปฏิสนธิภายในหลอดแกว้ อย่างไรก็ตาม การแช่แข็งไข่โคท่ีระยะ GV ให้ผล 
การเจริญเติบโตของตวัอ่อนถึงระยะบลาสโตซีสต์สูงกว่าระยะ MII การแช่แข็งไข่โคแบบเน้ือแกว้
ไม่มีผลกระทบต่อระดบัของ 5mC ในสายดีเอน็เอของไข่ อยา่งไรก็ตามตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ท่ี
เกิดจากไข่โคแช่แข็งแบบเน้ือแกว้ทั้งสองระยะมีระดบั 5mC ลดลง การแช่แข็งไข่โคแบบเน้ือแกว้ไม่
มีผลต่อระดบัของ H3K9me3 และ acH3K9 ในทั้งไข่และตวัอ่อนท่ีเกิดจากไข่แช่แข็งดงักล่าว จากผล
การทดลองแสดงให้เห็นว่าการแช่แข็งไข่โคแบบเน้ือแกว้กระทบต่อระดบัการเติมหมู่เมทิลในตวั
อ่อนท่ีผลิตได ้ถึงแมจ้ะไม่มีสามรถพบไดใ้นไข่ก็ตาม การคน้พบดงักล่าวน้ีแสดงถึงว่าการแช่แข็ง
แบบเน้ือแกว้นั้นส่งผลท าใหร้บกวนการเปล่ียนแปลงระดบัอีพิจีนิติก โดยการลดระดบัของการเติม
หมู่เมทิลของดีเอน็เอ ซ่ึงอาจเป็นสาเหตุของความบกพร่องในการเจริญเติบโตของตวัอ่อนโคท่ีเกิด
จากการแช่แข็งไข่โคท่ีแตกต่างกนัทั้งสองระยะ นอกจากน้ีการแช่แข็งไข่แบบเน้ือแกว้ไม่มีผลต่อ
ระดบัการเติมหมู่อะเซทิล และหมู่เมทิลของฮิสโตนในไข่ และตวัอ่อนท่ีเกิดจากไข่แช่แข็งดงักล่าว
อีกดว้ย 
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Long-term preservation of bovine oocyte and embryo have widespread 

applications in assisted reproductive technologies and genetic improvement of 

livestock species. Vitrification is the current gold standard of bovine oocyte and 

embryo cryopreservation. However, this technique still has inadequate survivability 

and developmental competency of oocyte and embryo compare with non-

cryopreservation. The first experiment aimed to assess the effects of cryoprotectant 

concentration during equilibration on the efficiency of bovine blastocyst vitrification 

and the expression of selected developmentally important genes. In vitro produced 

bovine blastocysts were equilibrated in either 7.5% ethylene glycol (EG)+7.5% 

DMSO (Va group) or in 2% EG+2% DMSO (Vb group) then vitrified on Cryotop 

sheets in 16.5% EG+16.5% DMSO+0.5M sucrose. After warming, embryos were 

cultured for 48 h. Re-expansion, hatching, and the numbers of total and membrane 

damaged cells were compared among vitrified groups and fresh embryos as a control. 

There was no significant difference between the vitrified groups in survival, total cell 

numbers and the extent of membrane damage. Vitrification increased the number of 

membrane-damaged cells in both groups, however, in a greater extent in the Vb 

group. Vitrification increased (P<0.05) the expression of the HSP70 gene in Va but 
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not in Vb embryos. The expression of IGF2R, SNRPN, HDAC1, DNMT3B, BAX, 

OCT4, and IFN-t genes were similar in control and vitrified groups. In conclusion, the 

concentration of cryoprotectants during equilibration did not affect the survival rate; 

however, normal cell numbers could be maintained only by equilibration in 15% 

cryoprotectants which was associated with an increased HSP70 expression.  

The second experiment aimed to compare the effect of bovine oocytes 

vitrification either at the GV or MII stages on epigenetic characteristics and 

subsequently developing embryos. The results showed that vitrification of oocytes at 

both meiotic stages significantly reduced blastocyst development after IVF compared 

with the fresh control. Oocyte vitrification did not affect 5-methylcytosine (5mC) 

immunostaining intensity in oocyte DNA. Nevertheless, at both stages of oocyte it 

caused a similar reduction of 5mC levels in DNA of subsequently developing 

blastocysts. Vitrification of the oocyte had no effect on the intensity of H3K9me3 and 

acH3K9 immunostaining in oocytes and subsequent blastocysts. The results showed 

that oocyte vitrification alters global methylation in resultant embryos although such 

alteration in the oocytes was not detected. It can be inferred from this finding that 

vitrification also alters epigenetic modification by reducing DNA methylation level 

and might be a cause of impaired developmental competency of bovine embryo 

derived vitrified oocyte in both developmental stages. Furthermore, oocyte 

vitrification did not affect histone acetylation and methylation in oocytes and resultant 

embryos.  

 

 

 

 

 




