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บทคัดย่อ 

  
ตามปกติแล้วการเล้ียงโคนมเกษตรกรต้องการลูกโคเพศเมีย การใช้เทคโนโลยีการกระตุ้นให้โค

พันธุกรรมดีตกไข่หลายใบเพื่อผสมเทียมแล้วชะล้างตัวอ่อนออกมาย้ายฝากให้โคตัวรับท่ีพันธุกรรมท่ัวไปจะท า
ให้ได้ลูกโคพันธุกรรมดีมากกว่าการผสมเทียมอย่างต่ า 10 เท่า การเลือกเพศตัวอ่อนโคนมก่อนน าไปย้ายฝากให้
โคตัวรับ จะท าให้ได้ลูกเพศเมียมากขึ้น ดังนั้นเราจึงควรมีการวิจัยวิธีการแยกเพศตัวอ่อนให้มีประสิทธิภาพ เพื่อ
จะได้น าไปใช้ในการผลิตโคนมของประเทศไทย การวิจัยนี้แบ่งออกเป็น 5 การทดลอง 
  การทดลองท่ี 1: ท าการทดลองเพื่อเปรียบเทียบการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้ว ในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ี

มีและไม่มีเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โคเล้ียงร่วมด้วย การทดลองนี้ใช้ไข่ท่ีเจาะดูดจากรังไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ 

หลังจากเล้ียงไข่ให้พร้อมปฏิสนธิแล้ว น าน้ าเช้ือโคนมแช่แข็งมาท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว หลังจากนั้นน าตัวอ่อน

ไปเล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน ท่ีมีและไม่มีเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โค เป็นเวลา 7 วัน เพื่อดูอัตราการ

เจริญเติบโตของตัวอ่อนถึงระยะบลาสโตซีส จากการทดลองพบว่าการเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โค

ร่วมด้วยให้อัตราการเจริญถึงระยะบลาสโตซีส 30.8% (37/120) สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่เล้ียงร่วมกับเซลล์เยื่อบุท่อน า

ไข่โคเล็กน้อย (35/120, 29.16%) และไม่มีความแตกต่างทางสถิติ 

  การทดลองท่ี 2: ท าการทดลองเพื่อเปรียบเทียบผลของการตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสโดย

ใช้ microblade และการแช่แข็งตัวอ่อนหลังการตัดเก็บเซลล์ ต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนในหลอดแก้ว การ

ทดลองนี้ใช้ไข่ท่ีเจาะดูดจากรังไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ หลังจากเล้ียงไข่ให้พร้อมปฏิสนธิแล้ว น าน้ าเช้ือโคนมแช่

แข็งมาท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว หลังจากนั้นน าตัวอ่อนไปเล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีไม่มีเซลล์เยื่อ

บุท่อน าไข่โค หลังจากเล้ียง 7 วัน คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อน

ด้วย microblade หลังจากนั้นน าตัวอ่อนไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification แล้วท าละลายตัวอ่อนออกมาเล้ียงใน

หลอดแก้วเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เพื่อดูอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส จากการทดลองพบว่าตัวอ่อน

กลุ่มท่ีไม่ตัดและตัดเก็บเซลล์ และไม่ได้น าไปแช่แข็ง มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส ไม่แตกต่างกัน 

(29/30, 96.66% และ 28/30, 93.33% ตามล าดับ) ตัวอ่อนกลุ่มท่ีตัดเก็บเซลล์และไม่ได้แช่แข็ง มีอัตราการ

เจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส (28/30, 93.33%) สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีตัดและแช่แข็ง 

(23/30, 76.66%)  ตัวอ่อนกลุ่มท่ัไม่ตัดเก็บเซลล์และแช่แข็ง มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส 

(26/30, 86.66%) สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีตัดและแช่แข็ง (23/30, 76.66%)                  

  การทดลองท่ี 3: ท าการทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตในหลอดแก้วท่ีได้จากไข่ท่ีเจาะดูดจากรังไข่ท่ี

เก็บจากโรงฆ่าสัตว์ โดยวิธี PCR Y-specific DNA คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บ

เซลล์ด้วย microblade แล้วน าเซลล์ตัวอ่อนท่ีเก็บได้ไปท า PCR คัดเลือกตัวอ่อนท่ีเป็นเพศเมียไปย้ายฝากให้โค
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ตัวรับท่ีเป็นสัดมาแล้ว 7-8 วัน ในกรณีท่ีมีโคตัวรับไม่เพียงพอย้ายฝากตัวอ่อนสด จะน าตัวอ่อนเพศเมียไปแช่

แข็งโดยวิธี vitrification จากการทดลองพบว่าได้ประสิทธิภาพการท า PCR 91.86% (79/86) ในจ านวนนี้เป็น

ตัวอ่อนเพศเมีย 50.63% (40/79) และตัวอ่อนเพศผู้ 49.37% (39/79) ได้อัตราการต้ังท้องหลังจากย้ายฝากตัว

อ่อนสดเพศเมียให้ตัวรับ 28 ตัว 42.85% (12/28) ในจ านวนนี้ตัวรับ คลอดลูกเพศเมีย 11 ตัว ได้ความแม่นย า

ในการแยกเพศ 91.66% ส่วนตัวอ่อนท่ีเหลืออีก 12 ใบน าไปแช่แข็งโดยวิธี vitrification หลังจากน าตัวอ่อนท า

ละลาย ได้ตัวอ่อนคุณภาพดี 75% (9/12) ได้อัตราการต้ังท้องหลังจากน าตัวอ่อนเพศเมียแช่แข็งไปย้ายฝากให้

ตัวรับ 9 ตัว 33.33% (3/9) ตัวรับคลอดลูกเพศเมีย 3 ตัวได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100%.  

  การทดลองท่ี 4: ท าการทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตในหลอดแก้วท่ีได้จากไข่ท่ีเจาะดูดจากโคมี

ชีวิตด้วยอัลตราซาวด์ โดยวิธี PCR Y-specific DNA คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัด

เก็บเซลล์ด้วย microblade แล้วน าเซลล์ตัวอ่อนท่ีเก็บได้ไปท า PCR คัดเลือกตัวอ่อนท่ีเป็นเพศเมียไปย้ายฝาก

ให้โคตัวรับท่ีเป็นสัดมาแล้ว 7-8 วัน ในกรณีท่ีมีโคตัวรับไม่เพียงพอย้ายฝากตัวอ่อนสด จะน าตัวอ่อนเพศเมียไป

แช่แข็งโดยวิธี vitrification จากการทดลองพบว่าได้ประสิทธิภาพการท า PCR 90.00% (90/100) ในจ านวนนี้

เป็นตัวอ่อนเพศเมีย 51.11% (46/90) และตัวอ่อนเพศผู้ 48.89%  (44/90) ได้อัตราการต้ังท้องหลังจากย้าย

ฝากตัวอ่อนสดเพศเมียให้ตัวรับ 23 ตัว 43.47% (10/23) ในจ านวนนี้ตัวรับ 1 ตัว (10.00%) แท้งลูก เหลือโค

ตัวรับ 9 ตัวต้ังท้องครบก าหนดคลอด ได้ลูกเพศเมีย 8 ตัว ได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 88.88% ส่วนตัว

อ่อนท่ีเหลืออีก 23 ใบ น าไปท าตัวอ่อนแช่แข็งโดยวิธี vitrification หลังจากน าตัวอ่อนท าละลาย ได้ตัวอ่อน

คุณภาพดี 82.60% (19/23) หลังจากน าตัวอ่อนแช่แข็งไปย้ายฝากให้โคตัวรับ 19 ตัว มีการต้ังท้อง 31.57% 

(6/19)  คลอดลูกเพศเมีย 6 ตัวได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100%    

  การทดลองท่ี 5: ท าการทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตจากการกระตุ้นให้ตกไข่หลายใบ โดยวิธี PCR 

Y-specific DNA คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนด้วย microblade 

แล้วน าเซลล์ตัวอ่อนท่ีเก็บได้ไปท า PCR คัดเลือกตัวอ่อนท่ีเป็นเพศเมียไปย้ายฝากให้โคตัวรับท่ีเป็นสัดมาแล้ว 

7-8 วัน ในกรณีท่ีมีโคตัวรับไม่เพียงพอย้ายฝากตัวอ่อนสด จะน าตัวอ่อนเพศเมียไปแช่แข็งโดยวิธี vitrification 

เพื่อน าไปย้ายฝากให้โคตัวรับ ผลการท า PCR พบว่า สามารถแยกเพศได้ 90.90% (40/41) เป็นตัวอ่อนเพศ

เมีย 52.50%, (21/40) และตัวอ่อนเพศผู้ 47.50% (19/40) ได้อัตราการต้ังท้องหลังจากย้ายฝากตัวอ่อนสด

เพศเมียให้ตัวรับ 10 ตัว 60% (6/10) ตัวรับคลอดลูกเพศเมีย 6 ตัว ได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100% 

ส่วนตัวอ่อนท่ีเหลืออีก 11 ใบ น าไปท าตัวอ่อนแช่แข็งโดยวิธี vitrification หลังจากน าตัวอ่อนท าละลาย ได้ตัว

อ่อนคุณภาพดี 90.90% (10/11)  หลังจากน าตัวอ่อนแช่แข็ง 10 ใบไปย้ายฝากให้โคตัวรับ มีการต้ังท้อง 

40.00% (4/10) คลอดลูกเพศเมีย 4 ตัว ได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100% 
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  จากการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า การแช่แข็งตัวอ่อนหลังจากการตัดเก็บเซลล์โดยวิธี vitrification 

ใหอ้ัตราการรอดต่ ากว่าตัวอ่อนสด การแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตจากการปฏิสนธิใน หลอดแก้ว และการกระตุ้น

ให้ตกไข่หลายใบด้วยวิธี PCR เป็นวิธีทีม่ีประสิทธิภาพ  และมีความแม่นย าสูงในการผลิตลูกโคนมเพศเมียจาก

การย้ายฝากตัวอ่อน ควรมีการท าการทดลองเพื่อเพิ่มอัตราการรอดของตัวอ่อนหลังจากการตัดเก็บเซลล์ แล้ว

แช่แข็งโดยวิธี vitrification  
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Abstract 
 
In general, dairy farmers needed female calves. Multiple ovulation and embryo 

transfer technology have obviously shown to speed up the production of superior genetics 
calves at least 10 times when compared with artificial insemination. Sexing dairy cattle 
embryos before transfer to recipients will give the great opportunity to get more female 
calves. Thus, we should do research to find out the efficient technique of embryo sexing in 
order to utilize in dairy production in Thailand. The research divided into five experiments.       
  Experiment 1: This research aimed to compare the in vitro culture of embryo in 

medium with and without bovine oviductal epithelial cells (BOEC). The slaughterhouse 

derived oocytes were in vitro matured (IVM) and in vitro fertilized (IVF) with frozen-thawed 

dairy cattle semen. The development of embryos to blastocyst stage in the medium with 

and without BOEC was examined at day 7. The results showed that co-cultured of embryos 

with BOEC gave slightly higher number of blastocysts than those without BOEC co-cultured 

(37/120, 30.8% and 35/120, 29.16% respectively) but was not significant different.   

  Experiment 2: This research aimed to compare the effects of biopsy embryos at 

blastocyst stage with microblade and subsequent freezing after biopsied on in vitro 

development of embryos. The slaughterhouse derived oocytes were IVM and IVF with 

frozen-thawed dairy cattle semen. The embryos were cultured in medium without BOEC for 

7 days and grade 1-2 blastocysts were subjected to biopsy with microblade. The biopsied 

blastocysts were frozen by vitrification technique. The vitrified embryos were thawed and 

cultured in vitro for 24 h and examined the development to hatching blastocyst stage. The 

results showed that non-biopsied and biopsied embryos without freezing had similar 

development to hatching blastocysts (29/30, 96.66% and 28/30, 93.33%, respectively). The 

biopsied embryos without freezing showed development to hatching blastocysts (28/30, 

93.33%) which were significantly higher than those biopsied and vitrified embryos (23/30, 

76.66%). The non-biopsied and vitrified embryos showed significant higher development to 

hatching blastocysts than those in biopsied and vitrified embryos (26/30, 86.66% and 23/30, 

76.66%, respectively).               
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  Experiment 3: This research aimed to sexing in vitro produced embryos which 

derived from slaughterhouse oocytes by PCR Y-specific DNA technique. Grade 1-2 blastocysts 

were subjected to biopsy with microblade and the collected cells were determined sex by 

PCR. The fresh female embryos were transferred to recipients at day 7-8 after estrous. In 

case of not enough recipients for fresh embryos, the female embryos were vitrified. The 

results showed that efficiency of PCR was 91.86% (79/86), from these were female embryos 

50.63% (40/79) and male embryos 49.37% (39/79). The pregnancy rate after transferred fresh 

female embryos to 28 recipients was 42.85% (12/28), from these; recipients gave birth to 11 

female calves which achieved 91.66% accuracy of sexing. The 12 female embryos were 

vitrified and warmed, 75% (9/12) good quality embryos were detected. The pregnancy rate 

after transferred vitrified-warmed female embryos to 9 recipients was 33.33% (3/9), from 

these; recipients gave birth to 3 female calves which achieved 100% accuracy of sexing. 

  Experiment 4: This research aimed to sexing in vitro produced embryos which 

derived from ultrasound ovum-picked up oocytes by PCR Y-specific DNA technique. Grade 1-

2 blastocysts were subjected to biopsy with microblade and the collected cells were 

determined sex by PCR. The fresh female embryos were transferred to recipients at day 7-8 

after estrous. In case of not enough recipients for fresh embryos, the female embryos were 

vitrified.  The results showed that efficiency of PCR was 90.00% (90/100), from these were 

female embryos 51.11% (46/90) and male embryos 48.89% (44/90). The pregnancy rate after 

transferred fresh female embryos to 23 recipients was 43.47% (10/23), from these; 1 

recipient aborted, remaining 9 recipients gave birth to 8 female calves which achieved 

88.88% accuracy of sexing. The 23 female embryos were vitrified and warmed, 82.60% 

(19/23) good quality embryos were detected. The pregnancy rate after transferred vitrified-

warmed female embryos to 19 recipients was 31.57% (6/19), from these; recipients gave 

birth to 6 female calves which achieved 100% accuracy of sexing. 

 Experiment 5: This research aimed to sexing in vivo produced embryos which derived 
from multiovulation by PCR Y-specific DNA technique. Grade 1-2 blastocysts were subjected 
to biopsy with microblade and the collected cells were determined sex by PCR. The fresh 
female embryos were transferred to recipients at day 7-8 after estrous. In case of not 
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enough recipients for fresh embryos, the female embryos were vitrified. The results showed 
that efficiency of PCR was 90.90% (40/41), from these were female embryos 52.50%, (21/40) 
and male embryos 47.50% (19/40). The pregnancy rate after transferred fresh female 
embryos to 10 recipients was 60.00% (6/10), and recipients gave birth to 6 female calves 
which achieved 100% accuracy of sexing. The 11 female embryos were vitrified and warmed, 
90.90% (10/11) good quality embryos were detected. The pregnancy rate after transferred 
vitrified-warmed female embryos to 10 recipients was 40.00% (4/10), from these; recipients 
gave birth to 4 female calves which achieved 100% accuracy of sexing.    
 The experiments can be concluded that vitrified biopsied embryos gave lower 
survival rate than fresh embryos. PCR sexing of in vitro and in vivo derived embryos could 
achieved high efficiency and accuracy of predicted female calves. Need to do further 
research to improve survival rate of biopsied embryos after vitrification.    
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บทที่ 1 
บทน ำ 

                       
1.1. ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย  

กิจการเล้ียงโคนมของประเทศไทยเริ่มต้นมากว่า 60 ปี แต่จ านวนโคนมในประเทศยังมีไม่เพียงพอ อีกท้ัง
อัตราการผลิตน้ านมจากแม่โคยังต่ า ท าให้ต้องน าเข้านมและผลิตภัณฑ์นมจากต่างประเทศ  ซึ่งในรอบ 5 ปีท่ีผ่านมา
มีมูลค่าถึง 28,010  ล้านบาท (ดังตารางท่ี 1) นับเป็นการสูญเสียเงินตราออกนอกประเทศอย่างมหาศาล กิจการ
เล้ียงโคนมท่ีจะให้ได้ก าไรสูงนอกจากจะต้องมีการให้อาหารและการจัดการท่ีดีแล้ว พันธุกรรมของโคเป็นส่ิงท่ีมี
ความส าคัญมาก โคนมประเทศไทยส่วนใหญ่เป็นสายเลือดผสมเกิดจากการผสมพันธุ์ยกระดับสายเลือดโคนม ซึ่งจะ
มีโคนมพันธุ์ดีส่วนหนึ่งเท่านั้นท่ีมีอัตราให้น้ านมสูงและสามารถปรับตัวเข้ากับส่ิงแวดล้อม การน าโคนมพันธุ์ดีเหล่านี้
มาขยายพันธุ์ด้วยวิธีผสมเทียมมีข้อจ ากัดว่าครึ่งหนึ่งของลูกโคท่ีเกิดมาจะเป็นเพศผู้ ซึ่งมีคุณค่าต่ าและเสียโอกาสได้
ลูกเพศเมียไว้ขยายพันธุ์และผลิตน้ านม ในระยะเวลาประมาณ 30 ปีท่ีผ่านมา ประเทศท่ีพัฒนาแล้วและเล้ียงโคนม
เป็นอุตสาหกรรม ได้น าเอาเทคโนโลยีการแยกเพศตัวอ่อนด้วยวิธี PCR Y-specific DNA ร่วมกับเทคโนโลยีการย้าย
ฝากตัวอ่อน เพื่อน าตัวอ่อนท่ีทราบเพศแล้วไปย้ายฝากให้โคตัวรับ ซึ่งเมื่อพิสูจน์ผลจากเพศลูกโคท่ีเกิดมาได้อัตรา
ความถูกต้องในการแยกเพศมากกว่า 95 % ดังนั้นจึงสมควรอย่างยิ่งท่ีจะต้องน าเอาเทคโนโลยีการแยกเพศตัวอ่อน
ด้วยวิธีที่กล่าวแล้ว มาใช้เป็นวิธีหลักในการผลิตโคนมในบ้านเราซึ่งจะท าให้ได้เฉพาะลูกโคเพศเมียและสายพันธุ์ดี
เย่ียม เพื่อเพิ่มก าลังผลิตนมให้มากท่ีสุดเท่าท่ีจะท าได้ อันจะท าให้เพียงพอต่อความต้องการบริโภคได้ในอนาคต แต่
ก่อนท่ีจะน าเทคโนโลยีการแยกเพศตัวอ่อนมาใช้ในภาคการผลิตเราควรจะมีการศึกษาวิจัยการน าไปใช้ใน
สภาพแวดล้อมของประเทศไทยโดยท าการศึกษาวิจัยอย่างเข้มข้น มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารีเป็นหน่วยงานท่ีมี
ความพร้อมท่ีจะท าการศึกษาวิจัยในเรื่องนี้เนื่องจากมีบุคลากรท่ีมีประสบการณ์สูงท้ังการย้ายฝากตัวอ่อนในโคนม 
และการท า PCR นอกจากนี้ยังได้ร่วมกับนักวิชาการและผู้ท่ีท างานอยู่ในภาคการผลิตโคโดยตรงจากหน่วยงาน
ต่างๆมาร่วมงานด้วยซึ่งจะท าให้ได้ผลการทดสอบเทคโนโลยีนี้รวดเร็วขึ้นและเป็นการน าไปใช้จริงในระดับฟาร์ม  
 
ตำรำงที่ 1 ข้อมูลการผลิตน้ านมภายในประเทศและการน าเข้านมและผลิตภัณฑ์นม ปีพ.ศ. 2558-2562  

รำยกำร 2558 2559 2560 2561 2562 
จ านวนโคนมท้ังหมด (ตัว) 608,094 626,193 645,305 676,415 691,349 
จ านวนน้ านมดิบผลิตได้ท้ังหมด (ตัน) 1,179,338 1,214,193 1,210,584 1,254,767 1,295,348 
มูลค่าน้ านมดิบท่ีผลิตได้ (ล้านบาท) 22,407 23,069 23,001 23,840 24,611 
มูลค่านมและผลิตภัณฑ์นมท่ีน าเข้า 
(ล้านบาท) 

7,022 4,225 5,620 5,127 6,016 

   ท่ีมา: ส านักงานเศรษฐกิจการเกษตร (http://mis-app.oae.go.th/product/โคนม) 
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1.2. กำรทบทวนเอกสำรที่เกี่ยวข้อง   
 ได้มีความพยายามเพื่อแยกเพศตัวอ่อนด้วยวิธีตรวจหาโครโมโซมเพศของตัวอ่อน (King, 1984) แต่ได้ผล
ความแม่นย าต่ าเนื่องจากไม่สามารถยืนยันได้ว่าเป็นเพศผู้หรือเพศเมียได้ท้ังหมดเนื่องจากโครโมโซมทับซ้อนกันและ
ใช้เวลาในการตรวจนาน นอกจากนี้ได้มีการใช้ H-Y antibody ในการแยกเพศตัวอ่อน (Utsumi และคณะ, 1984, 
1991; White และคณะ, 1982, 1983, 1987) แต่ได้ผลความแม่นย าไม่คุ้มค่ากับการน าไปใช้จริง ในระยะเวลา
ประมาณ 30 ปีท่ีแล้วได้มีการพัฒนาวิธีการแยกเพศตัวอ่อนโคด้วยวิธี PCR Y-specific DNA (Agrawala et al., 
1992; Bredbacka และคณะ, 1994; Miller, 1991; Peura และคณะ, 1991; Utsumi และคณะ, 1992; 
Tominaga และ Hamada, 2004) ซึ่งให้ผลแม่นย าสูงมากกว่า 95% ในการแยกเพศตัวอ่อน และมีการน าไปใช้
จริงในการแยกเพศตัวอ่อนโคระดับฟาร์มของเกษตรกร (Geldhof และคณะ, 2000; Jindra และคณะ, 2000; 
Thibier และ Nibart, 1995; Roschlau และคณะ, 1997; Shea, 1999) มีการทดสอบการแช่แข็งตัวอ่อนโคท่ีผ่าน
การตัดเก็บเซลล์เพื่อน าเซลล์ท่ีเก็บได้ไปท า PCR พบว่าตัวอ่อนโคท่ีถูกตัดเก็บเซลล์แต่ไม่ได้แช่แข็งมีอัตราการ
เจริญเติบโตในหลอดแก้วไม่แตกต่างจากตัวอ่อนโคท่ีไม่ได้ตัดเก็บเซลล์และแช่แข็ง (Leibo และ Loskutoff, 1993; 
Thibier และ Nibart, 1995) มีรายงานการทดลองน าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีผลิตในหลอดแก้วมาตัดเก็บเซลล์ 
แล้วแช่แข็งโดยวิธี vitrification และ slow freezing ซึ่งพบว่าตัวอ่อนท่ีตัดเก็บเซลล์ท่ีไม่ผ่านการแช่แข็งมีอัตราอยู่
รอดไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีไม่ตัดเก็บเซลล์และแช่แข็งโดยวิธี vitrification ซึ่งสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับตัวอ่อนท่ีตัดเก็บเซลล์แล้วแช่แข็งโดยวิธี  slow freezing (Najafzadeh และคณะ, 2021) จาก
ข้อมูลเหล่านี้จะเห็นได้ว่าการแยกเพศตัวอ่อนโคด้วยวิธี PCR Y-specific DNA เป็นวิธีท่ีให้ผลความแม่นย าสูง จึง
ควรท่ีจะท าการศึกษาวิจัยเพื่อหาวิธีท่ีเหมาะสมเพื่อน ามาใช้ในการผลิตโคนมของประเทศไทยต่อไป 
 
1.3. วัตถุประสงค์ของโครงกำร 
      11.1. เพื่อให้ได้วิธีการท่ีเหมาะสมในการแยกเพศตัวอ่อนโคด้วยวิธี PCR Y-specific DNA  
      11.2. เพื่อน าเอาวิธีการแยกเพศท่ีพิสูจน์แล้วว่าได้ผลดี ไปใช้อย่างจริงจังในการเพิ่มผลผลิตโคนมในประเทศ    

ไทย 

1.4. ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 
      12.1. จะสามารถเพิ่มผลผลิตโคนมเพศเมียพันธุ์ดีได้ตามความต้องการ 
      12.2. จะสามารถประหยัดเงินตราในการน าเข้านมและผลิตภัณฑ์นมได้ในอนาคต 
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บทที่ 2 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย  

 
2.1. สถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

ใช้โคนมของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี และโคนมของ
เกษตรกรในจังหวัดนครราชสีมา และสระบุรี เพื่อชะล้างตัวอ่อนและเจาะดูดไข่อ่อนด้วยอัลตราซาวด์ และเป็นโค
ตัวรับฝากตัวอ่อน 

ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี ผลิตตัวอ่อน
และแยกเพศตัวอ่อน  

2.2. สำรเคมีและน  ำยำที่ใช้ในกำรทดลอง 
 สารเคมีและน้ ายาท่ีใช้ในการทดลองนี้ซื้อจากบริษัท Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, 
USA) หากไม่ใช่จะระบุไว้   

2.3. กำรผลิตตัวอ่อนเพื่อใช้ในกำรทดลอง  
2.3.1. กำรผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้ว (In vitro Embryo Production)  

2.3.1.1. กำรเก็บไข่อ่อน 
ในระยะแรกของการทดลองจะใช้ตัวอ่อนท่ีผลิตจากวิธีนี้ ในการทดลองแยกเพศด้วย PCR Y–

specific DNA เนื่องจากมีต้นทุนต่ า ซึ่งจะมีแหล่งของไข่อ่อน 2 แหล่ง เพื่อน าเข้าสู่การผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้วคือ 
1. การเก็บรังไข่จากโรงฆ่าสัตว์     
เก็บรังไข่จากโรงฆ่าสัตว์ในเขตจังหวัดสระบุรี โดยน ารังไข่เก็บไว้ในน้ าเกลือ (0.9% NaCl) ท่ี

อุณหภูมิห้องระหว่างขนส่งเข้าห้องปฏิบัติการภายใน 3 ช่ัวโมงหลังจากเก็บรังไข่ได้ เมื่อถึงห้องทดลองจะล้างรังไข่ 3 
ครั้งด้วยน้ าเกลือ จากนั้นใช้เข็มเบอร์ 18G ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 10 mL ดูดไข่ออกจากถุงไข่ท่ีมี
เส้นผ่าศูนย์กลาง 2-8 mm ท าการคัดเลือกไข่ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสห่อหุ้มอย่างน้อย 2 ช้ันขึ้นไปเพื่อน าไปเล้ียงให้พร้อม
ปฏิสนธิ 

2. การเจาะดูดไข่จากโคมีชีวิตด้วยอัลตราซาวด์  
น าแมโ่คนมท่ีมีลูกมาแล้ว 1-3 ตัว และอยู่ระหว่างรีดนม จ านวน 5 ตัว ซึ่งมีการจัดการเล้ียงดู การ

ให้อาหาร และสภาพแวดล้อมเดียวกัน มาท าการเจาะดูดไข่ด้วยอัลตราซาวด์ ทุกๆ 2 สัปดาห์ รวม 4 ครั้ง จะไม่มี
การฉีดฮอร์โมนใดๆให้โคก่อนเจาะเก็บไข่ โดยเจาะเก็บจากฟอลลิเคิลท่ีมีขนาดระหว่าง 3-8 mm การจาะดูดไข่จาก
ฟอลลิเคิลจะใช้เข็มโควา (Cova needle, Misawa Medical, Tokyo, Japan) โดยใช้เครื่องอัลตราซาวด์ 
(Prosound 2, Tokyo, Japan) ท่ีมีหัวอ่าน 7.5 MHz convex vaginal transducer ต่อกับเครื่องดูดสุญญากาศ 
120 mmHg ไข่โคท่ีเก็บได้จะอยู่ในหลอดทดลอง ขนาด 50 mL ท่ีมีสารละลาย Lactate Ringer’s เติมด้วย 1% 
calf serum (CS, Gibco-BRL) และ 10 IU/mL Novo-Heparin injection 1000 (Aventis Pharma Ltd, 
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Tokyo, Japan) ขณะท่ีเจาะดูดไข่จะท าการชะล้างท่อเข็มด้วยสารละลายดูดเจาะไข่ทุกๆ 2 นาที หลังจากการดูด
เจาะไข่เสร็จส้ิน น าน้ ายาท่ีได้มากรองด้วยชุดกรอง (Emcon Filter, Spring Valley, WI, USA) ท าการคัดเลือกไข่ท่ี
มีช้ันเซลล์คิวมูลัสอย่างน้อย 2 ช้ันขึ้นไปเพื่อน าไปเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิ 

2.3.1.2. กำรเลี ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว (In vitro maturation, IVM)  
 น าไข่อ่อนท่ีเจาะดูดจากรังไข่จากโรงฆ่าสัตว์ และจากการเจาะดูดจากโคมีชีวิตด้วยอัลตราซาวด์   

มาเล้ียงในน้ ายาส าหรับเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย mineral oil เล้ียงในสัดส่วน 20 ใบ/100 
µL  น้ ายาเล้ียงไข่ประกอบด้วย TCM199 ท่ีเติมด้วย 10% Fetal bovine serum (FBS, Gibco, USA), 50 
IU/mL hCG (Chlorulon, Intervet International GmBH, Unterschleissheim, Germany), 0.02 AU/mL 

FSH (Antrin®, Kyoritsu Seiyaku, Japan ) และ 1 µg/mL 17ß-estradiol น าไข่ไปเล้ียงในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 
C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2  in air เป็นเวลา 23 ช่ัวโมง (Parnpai และคณะ, 1999) 

2.3.1.3. กำรเตรียมเซลล์เยื่อบุท่อน ำไข่โค (Bovine oviductal epithelial cells)     
เก็บท่อน าไขโ่คจากโรงฆ่าสัตว์ไว้ในน้ าเกลือท่ีอุณหภูมิ 4 C ขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ  ท าการ

ตัดแยกเนื้อเยื่อเกี่ยวพันออก แล้วน ามาล้างท าความสะอาดด้วย 70 % Ethanol  2 ครั้ง เก็บรวบรวมเซลล์เยื่อบุ
ท่อน าไข่ โดยใช้ปากคีบขูดเซลล์จากภายในท่อน าไข่ออกมา  ล้างด้วยน้ ายา modified Dulbecco Phosphate 
Buffer Saline (mDPBS) 3 ครั้ง เพื่อก าจัดเศษตะกอนท่ีไม่ใช่เซลล์เยื่อบุท่อน าไข่ออก จากนั้นล้างในน้ ายา TCM 
199 ท่ีมี 10% FBS 2 ครั้ง  ท าการเพาะเล้ียงโดยย้ายใส่ในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm ในน้ ายา TCM 199 ท่ีมี 
10% FBS  แล้วปิดคลุมด้วย mineral oil เพาะเล้ียงในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2  
in air  การเพาะเล้ียงเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่เพื่อเตรียมไว้ co-culture กับตัวอ่อน (Parnpai และคณะ, 1999)  

2.3.1.4. กำรเตรียมอสุจิเพื่อกำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว   
น าน้ าเช้ือโคนมแช่แข็งมาท าละลาย โดยน าออกมาจากถังไนโตรเจนเหลวท้ิงไว้ในอากาศเป็นเวลา 

10 วินาที หลังจากนั้นจุ่มลงใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 C นาน 30 วินาที  แล้วท าความสะอาดด้านนอก
หลอดด้วย 70 % ethanol จากนั้นตัดหลอดเพื่อให้น้ าเช้ือท่ีละลายแล้วไหลลงหลอด eppendorf  แล้วปิเปต
น้ าเช้ือไปไว้ก้นหลอด conical tube ท่ีมีน้ ายา BO medium ท่ีเติมด้วย 2.5 mM caffeine และ 100 µg/mL 
heparin (Suteevun และคณะ, 2006) ปริมาตร 2.0 mL แล้วน าไปวางเอียง 45 องศาในตู้อบอุณหภูมิ 38.5°C 
ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2  in air นาน 30 นาที เพื่อให้อสุจิท่ีมีชีวิตว่ายขึ้นด้านบนของผิวน้ ายา (sperm 
swim-up)  หลังจากนั้นดูดน้ ายาส่วนบน 1.6 mL ไปไว้ในหลอด conical tube ท่ีมีน้ ายา BO 5 mL แล้วน าไปปั่น
ท่ี 500x g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้ ายาส่วนใสท้ิงเหลือไว้เฉพาะอสุจิท่ีก้นหลอด เจือจางอสุจิท่ีได้ด้วยน้ ายา
ส าหรับปฏิสนธิ (BO medium ท่ีเติมด้วย 4 mg/mL BSA) ให้มีความเข้มข้นของอสุจิ 1-2 ล้านตัว/ซีซี แล้วน าไป
หยดลงบนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm (100 µL/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน าไปไว้ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 
38.5°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air เพื่อรอปฏิสนธิกับไข่ 
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2.3.1.5. กำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว (In vitro fertilization, IVF) 
น าไข่ท่ีเล้ียงครบ 23 ช่ัวโมง มาก าจัดเซลล์คิวมูลัสออกบางส่วน ด้วย 0.1 % hyaluronidase ให้

เหลือเซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไข่เพียง 1-2 ช้ัน แล้วน าไข่มาล้างด้วยน้ ายา BO ท่ีเติมด้วย 4 mg/mL BSA 2 ครั้ง 
หลังจากนั้นน าไข่ท่ีเตรียมไว้ 20-25 ใบ มาใส่ในหยดน้ ายาท่ีมีอสุจิท่ีเตรียมไว้ในข้อ 2.3.1.4 แล้วน าไปบ่มไว้ในตู้อบ
เล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air นาน 10 ช่ัวโมง  

2.3.1.6. กำรเลี ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว (In vitro embryo culture, IVC) 
หลังจากน าไข่เข้าปฏิสนธิกับตัวอสุจิครบ 10 ช่ัวโมง น าไข่ไปล้างด้วยน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน 

(mSOFaa : modified synthetic oviduct fluid, Parnpai และคณะ, 1999) ท่ีเติมด้วย 10% FBS แล้วใช้ 
Pasteur pipette ท่ียืดให้ปลายมีขนาดใหญ่กว่าไข่เล็กน้อย ดูดขึ้นลงหลายๆครั้งเพื่อให้อสุจิและเซลล์คิวมูลัสท่ี
เกาะรอบ ๆ ไข่ออกให้หมด แล้วน าไปเล้ียงในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน (20 ใบ/น้ ายา 100 µL) ร่วมกับเซลล์บุท่อน าไข่ 
โดยปิดคลุมด้วย mineral oil  ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air ในตู้อบอุณหภูมิ 
38.5 C เป็นเวลา 5 วัน ท าการเปล่ียนน้ ายาออกครึ่งหนึ่งทุกวัน ตรวจสอบการเจริญของตัวอ่อน ทุกครั้งท่ีมีการ
เปล่ียนน้ ายา   

2.4. กำรแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification 
ใช้วิธีท่ีรายงานโดย Laowtammathron และคณะ (2005) มีวิธีการดังนี้ ท าการทดลองท่ีอุณหภูมิ 22-23 

C เริ่มด้วยน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสพักไว้ในน้ ายา holding (TCM199-Hepes + 20% FBS) แล้วน าไปไว้ใน
น้ ายา equilibration (10% (v/v) ethylene glycol (EG) + 10% (v/v) dimethyl sulfoxide (DMSO) ท่ีละลาย
ในน้ ายา holding นาน 2 นาที แล้วน าไปไว้ในน้ ายา vitrification (20% (v/v) EG + 20% (v/v) DMSO + 0.5 M 
sucrose นาน 30 วินาที แล้วน าตัวอ่อน 1 ใบในน้ ายา vitrification 1 L ไปไว้ท่ีปลายของ Cryotop (Kitazato 
Co., Tokyo, Japan) แล้วน าไปจุ่มในไนโตรเจนเหลว แล้วเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว 

การท าละลายตัวอ่อน ท าโดยน าปลาย Cryotop ท่ีมีตัวอ่อนไปจุ่มในจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 mm ท่ีมี 2 
mL 0.5 M sucrose ท่ีละลายในน้ ายา holding ท่ีอุณหภูมิ 22-23 C นาน 5 นาที แล้วย้ายตัวอ่อนไปท า serial 
dilution ใน 0.4, 0.3, 0.2 และ 0.1 M sucrose นาน 2 นาที ในแต่ละความเข้มข้นของ sucrose หลังจากนั้นน า
ตัวอ่อนล้างในน้ ายา holding 3 ครั้ง แล้วพักไว้ในน้ ายา holding เพื่อรอน าไปท าการทดลองต่อ  

2.5 กำรเหนี่ยวน ำกำรเป็นสัดโคตัวรับ 
 ท าการเหนี่ยวน าให้โคนมสาวเป็นสัดและตกไข่ด้วยการสอด CIDR (DEC International NZ Limited, 
Hamilton, New Zealand) ไว้ในช่องคลอดโค และฉีดฮอร์โมน E2 หลังจากนั้น 8 วันจะดึง CIDR ออก แล้วฉีด

ฮอร์โมน Prostaglandin F2α (PGF2α, Estrumate®, Vet Phama Friesoythe GmbH, Friesoyth, Germany) 

หลังจากฉีด PGF2α 60 ช่ัวโมงจะฉีดฮอร์โมน Gonadotropin Releasing Hormone (GnRH, Fertagyl®, 
Intervet International GmbH, Unterschleissheim, Germany) หลังจากนั้น 7-8 วัน จะน าตัวอ่อนย้ายฝาก
ให้โคตัวรับ (รังสรรค์ และ สรรเพชญ, 2530b)  
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2.6. กำรแยกเพศตัวอ่อน โดยวิธี PCR Y-specific DNA 
2.6.1. กำรตัดเก็บเซลล์จำกตัวอ่อน 
 น าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสเกรด 1 และ 2 มาล้างในน้ ายา mDPBS ท่ีมี 10% FBS จากนั้นจึงย้าย     
ตัวอ่อนไปไว้หยดน้ ายาชนิดเดียวกันนี้ แล้วท าการตัดเก็บเซลล์จากตัวอ่อนด้วย microblade (Bio-cut blade, 
Feather Safety Razor, Osaka, Japan) ซึ่งเป็นใบมีดขนาดเล็กปลายใบมีดมีขนาด 1 mm มีแกนส าหรับต่อกับ
เครื่อง micromanipulator ภายใต้กล้อง Inverted microscope (IX71, Olympus, Tokyo, Japan) ก าลังขยาย 
200 เท่า โดยใช้เครื่อง micromanipulator (M0188NE, Narishige, Tokyo, Japan) โดยจะตัดเซลล์เฉพาะส่วน
ของ Trophectoderm  ประมาณ 5-10% ของพื้นท่ีตัวอ่อนท้ังหมด แล้วดูดตัวอย่างเซลล์ Trophectoderm ท่ีมี 
จ านวนระหว่าง 5-10 เซลล์ ไปล้างในหยดน้ ากล่ัน (RNAse and DNAse-free) 3 ครั้ง แล้วน าเซลล์และน้ ากล่ัน 5 
L ไปไว้ในหลอด PCR ขนาด 0.2 mL เพื่อน าเข้าสู่ขั้นตอนการแยกเพศโดยวิธี PCR Y-specific DNA ตามวิธีการท่ี
รายงานไว้แล้ว (Iwata และคณะ, 2002, Iwata และคณะ, 2008) จะน าตัวอ่อนท่ีเก็บแยกเซลล์แล้วไปเล้ียงใน

หลอดแก้วในน้ ายา mSOFaa+10% FBS ในสัดส่วน 1 ใบ/น้ ายา 20 L แล้วน าไปเล้ียงในตู้อบอุณหภูมิ 38.5C 
ภายใต้ 5% CO2 in air  

2.6.2. Primer ที่ใช้ในกำรท ำ PCR (Iwata และคณะ, 2002) มีดังนี  
 1. Y-Chromosome specific primer (BY; 0.5 μM) 
  Forward -5’-CTCAGCAAAGCACACCAGAC-3’  
  Reverse -5’–GAACTTTCAAGCAGCTGAGGC-3’ (male 300 bp)   
 2. Bovine specific primer (BSP; 0.3 μM) 
  Forward -5’-TTTACCTTAGAACAAACCGAGGCAC-3’  
  Reverse -5’-TACGGAAAGGAAAGATGACCTGACC-3’ (bovine 538 bp) 

2.6.3. กำรเตรียมเซลล์ไฟโบรบลำสต์ผิวหนังโคเพศผู้เพื่อใช้เป็น positive control  

 เพาะเล้ียงเซลล์ไฟโบรบลาสต์ผิวหนังโคเพศผู้ในน้ ายา αMEM+10% FBS ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 C 
ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air แล้วท าการ trypsinize เพื่อเก็บเซลล์จ านวนประมาณ 2 ล้านเซลล์ ในหลอด 
conical ขนาด 15 mL แล้วปั่นท่ี 3,000 rpm นาน 5 นาที แล้วดูดส่วนใสท้ิง เติมด้วยน้ ากล่ัน (RNAse and 
DNAse-free) 5 mL แล้วปั่นท่ี 3,000 rpm นาน 5 นาที หลังจากดูดส่วนใสท้ิง เติมด้วยน้ ากล่ัน (RNAse and 
DNAse-free) 400 μL แล้วใช้ปิเปตดูดขึ้นลงหลายๆครั้งแล้วดูด 5 μL ใส่ลงในหลอด PCR ขนาด 0.2 mL แล้ว
น าไปแช่แข็งท่ี -20 C   
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2.6.4. กำรท ำ PCR  
 น าหลอดเก็บเซลล์ตัวอ่อนและเซลล์ไฟโบรบลาสต์โคเพศผู้ ไปลอยในไนโตรเจนเหลว แล้วน าออกมาลอยใน
น้ าอุ่น 37 C แล้วท าซ้ าอีก 2 ครั้ง จากนั้นน าหลอดไปไว้ในเครื่อง Thermo cycle (Eppendorf 5331 
Mastercycler Gradient) แล้วตั้งอุณหภูมิให้ได้ 95-100 C นาน 5 นาที แล้วน าหลอดมาเตรียม master mix ใน
การท า PCR ดังแสดงในตารางท่ี 2 หลังจากนั้นท า PCR โดยเริ่มต้นท่ี 95 C นาน 2 นาที แล้วท า 45 รอบโดยแต่
ละรอบคือ 95 C นาน 20 วินาที, 52 C นาน 20 วินาที 72 C นาน 40 วินาที หลังจากครบ 45 รอบแล้ว ท าท่ี 
72 C 5 นาที น า PCR product ไป run ด้วยเครื่อง electrophoresis ท่ี 60 โวลท์ นาน 1 ช่ัวโมง ใน 0.2% 
Agarose gel ท่ีมี Ethidium Bromide แล้วน าไปส่องตรวจและถ่ายรูปภายใต้แสงอัลตราไวโอเลต 
 
        ตำรำงที่ 2 Master mix ในการท า PCR 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 ในระหว่างการตรวจสอบเซลล์ทีเก็บได้เพื่อแยกเพศซึ่งจะกินเวลาประมาณ 4-5 ช่ัวโมง จะน าตัวอ่อนไป

เล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน ในสัดส่วน 1 ใบ/น้ ายา 20 L แล้วน าไปเล้ียงในตู้อบอุณหภูมิ 38.5C 
ภายใต้ 5% CO2 in air เมื่อทราบผลการแยกเพศจะน าตัวอ่อนเพศเมีย ท่ีเป็นตัวอ่อนสดไปย้ายฝากให้โคตัวรับท่ี
เป็นสัดมาแล้ว 7-8 วัน ย้ายฝาก 1 ตัวอ่อน/ตัวรับ เมื่อย้ายฝากตัวอ่อนแล้วตัวรับไม่กลับเป็นสัดอีก จะตรวจการต้ัง
ท้องโดยใช้อัลตราซาวด์ท่ี  35,  45 และ 60  วันหลังจากเป็นสัด เมื่อตัวรับคลอดลูกออกมาจะตรวจสอบเพศลูกโค

Reagents Volume/reaction 

5x Green buffer (Promega, USA) 5 l 

25 mM MgCl2 (Promega, USA) 2 l 

10 mM dNTPs 0.5 l 

Tag® DNA Polymerase (Promega, USA) 0.125 l 

BYF primer 0.8 l 

BYR  primer 0.8 l 

BSPF primer 0.48 l 

BSPR primer  0.48 l 

DNA ของเซลล์  5 l 

H2O (RNAse and DNAse-free) 9.815 l 

รวม    25 l 
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เพื่อหาอัตราความถูกต้องของการแยกเพศตัวอ่อน หากมีตัวอ่อนเหลือเนื่องจากมีโคตัวรับไม่เพียงพอ จะน าตัวอ่อน
ไปแช่แข็งโดยวิธี vitrification เก็บไว้ในไนโตรเจนเหลว เพื่อน าไปย้ายฝากให้ตัวรับต่อไป 

2.7. กำรผลิตตัวอ่อนโดยกำรกระตุ้นให้ตกไข่หลำยใบ (Multiovulation)  
      เมื่อการทดลองแยกเพศตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วได้ผลดีแล้ว จะคัดเลือกโคนมพันธุ์ดีจ านวน 5 ตัวใน

ฟาร์มของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี มาฉีดด้วยฮอร์โมนFSH 
(Folltropin, Bioniche Animal Health Canada Inc., Ontario, Canada) วันละ 2 ครั้งติดต่อกัน 4 วัน รวม 
280 mg/ตัว (ดังรูปท่ี 1) เพื่อกระตุ้นให้ตกไข่ครั้งละหลายๆใบ แล้วผสมเทียมด้วยน้ าเช้ือแช่แข็งโคนมสายพันธุ์ดี
เยี่ยม หลังจากนั้น 7 วันท าการชะล้างตัวอ่อนโดยวิธีไม่ผ่าตัด (Non-surgical embryo collection) ซึ่งจะได้ตัว
อ่อนระยะบลาสโตซีส การชะล้างตัวอ่อนจะใช้วิธีการท่ีรายงานไว้โดย รังสรรค์ (2530a,b); รังสรรค์และคณะ 
(2530a,b,c) 

 

 
 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 โปรแกรมการฉีดฮอร์โมน FSH และ การผสมเทียม เพื่อชะล้างตัวอ่อน 

 
2.8. กำรวำงแผนกำรทดลอง 
  กำรทดลองที่ 1 ท าการทดลองเปรียบเทียบการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้ว ในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีและไม่
มีเซลล์เย่ือบทุ่อน าไขโ่คเล้ียงร่วมด้วย การทดลองนี้ใช้ไข่ท่ีเจาะดูดจากรังไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ หลังจากเล้ียงไข่ให้
พร้อมปฏิสนธิแล้ว น าน้ าเช้ือโคนมแช่แข็งมาท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว หลังจากนั้นน าตัวอ่อนไปเล้ียงในหลอดแก้วใน
น้ ายาเล้ียงตัวอ่อน ท่ีมีและไม่มีเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่โค หลังจากเล้ียง 7 วัน บันทึกอัตราการเจริญเติบโตของตัวอ่อน
ถึงระยะบลาสโตซีส  
  กำรทดลองที่ 2 ท าการทดลองเปรียบเทียบผลของการตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสโดยใช้ 
microblade และการแช่แข็งตัวอ่อนหลังการตัดเก็บเซลล์ ต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนในหลอดแก้ว การทดลอง

FSH 50 mg 
7.00/19.00 

ดูดฟอลลิเคิล 
>6 มม ทิ้ง 

3 วัน 

เป็นสัด 
FSH 40 mg 
7.00/19.00 

FSH 30 mg 
7.00/19.00 

FSH 20 mg 
7.00/19.00 

5 วัน 

PGF2α  
7.00 

0.50 mg 
7.00/19.

00 

AI ครั้งที่ 1 
GnRH 0.50 mg 

19.00 

AI ครั้งที่ 2 
7.00 

0              5            8            9            10          11           12          11               

ชะล้างตัวอ่อน 

7 วัน 



9 
 

นี้ใช้ไขท่ี่เจาะดูดจากรังไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ หลังจากเล้ียงไข่ให้พร้อมปฏิสนธิแล้ว น าน้ าเช้ือโคนมแช่แข็งมาท า
ปฏิสนธิในหลอดแก้ว หลังจากนั้นน าตัวอ่อนไปเล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีไม่มีเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โค 
หลังจากเล้ียง 7 วัน คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บเซลล์ด้วย microblade หลังจาก
นั้นน าตัวอ่อนไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification แล้วท าละลายตัวอ่อนออกมาเล้ียงในหลอดแก้วเป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 
เพื่อดูอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส            
  กำรทดลองที่ 3 ท าการทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตในหลอดแก้วท่ีได้จากไข่ท่ีเจาะดูดจากรังไข่ท่ีเก็บ
จากโรงฆ่าสัตว์ โดยวิธี PCR Y-specific DNA คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บเซลล์
ด้วย microblade แล้วน าเซลล์ตัวอ่อนท่ีเก็บได้ไปท า PCR คัดเลือกตัวอ่อนท่ีเป็นเพศเมียไปย้ายฝากให้โคตัวรับท่ี
เป็นสัดมาแล้ว 7-8 วัน ในกรณีท่ีมีโคตัวรับไม่เพียงพอย้ายฝากตัวอ่อนสด จะน าตัวอ่อนเพศเมียไปแช่แข็ งโดยวิธี 
vitrification เพื่อรอการย้ายฝากให้โคตัวรับต่อไป   
  กำรทดลองที่ 4 ท าการทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตในหลอดแก้วท่ีได้จากไข่ท่ีเจาะดูดจากโคมีชีวิต
ด้วยอัลตราซาวด์ โดยวิธี PCR Y-specific DNA คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บเซลล์
ด้วย microblade แล้วน าเซลล์ตัวอ่อนท่ีเก็บได้ไปท า PCR คัดเลือกตัวอ่อนท่ีเป็นเพศเมียไปย้ายฝากให้โคตัวรับท่ี
เป็นสัดมาแล้ว 7-8 วัน ในกรณีท่ีมีโคตัวรับไม่เพียงพอย้ายฝากตัวอ่อนสด จะน าตัวอ่อนเพศเมียไปแช่แข็งโดยวิธี 
vitrification เพื่อรอการย้ายฝากให้โคตัวรับต่อไป   
   กำรทดลองที่ 5 ท าการทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตจากการกระตุ้นให้ตกไข่หลายใบ โดยวิธี PCR Y-
specific DNA คัดเลือกตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2 มาท าการตัดเก็บเซลล์ด้วย microblade แล้วน าเซลล์
ตัวอ่อนท่ีเก็บได้ไปท า PCR คัดเลือกตัวอ่อนท่ีเป็นเพศเมียไปย้ายฝากให้โคตัวรับท่ีเป็นสัดมาแล้ว 7-8 วัน ในกรณีท่ีมี
โคตัวรับไม่เพียงพอย้ายฝากตัวอ่อนสด จะน าตัวอ่อนเพศเมียไปแช่แข็งโดยวิธี vitrification เพื่อรอการย้ายฝากให้
โคตัวรับต่อไป   
 

2.9. การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 วิเคราะห์ข้อมูลด้วย one way ANOVA โดยใช้โปรแกรม SPSS 17.0 for windows (SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA) ท าการเปล่ียนข้อมูลเปอร์เซ็นต์เป็น arcsine ก่อนท าการวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติเมื่อ
ค่า P น้อยกว่า 0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
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บทที่ 3  
ผลกำรทดลอง 

 
ผลกำรทดลองที่ 1 เปรียบเทียบกำรเลี ยงตัวอ่อนในหลอดแก้ว ในน  ำยำ mSOFaa+10% FBS ที่มีและไม่มี 
                      เซลล์เยื่อบุท่อน ำไข่เลี ยงร่วมด้วย 
 จากการทดลองพบว่าการเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายาท่ีมีและไม่มีเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่ร่วมด้วย ไม่มีความแตกต่าง
กันท้ังอัตราการแบ่งตัว ตัวอ่อนเจริญถึงระยะ 8-เซลล์ มอรูลา และบลาสโตซีส (ตารางท่ี 3) โดยระยะบลาสโตซีส
เป็นระยะท่ีจะต้องน าไปท าการทดลองต่อ ซึ่งพบว่าการเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โคร่วมด้วยให้อัตราการ
เจริญถึงระยะบลาสโตซีส (37/120, 30.8%) สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่เล้ียงร่วมกับเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โคเล็กน้อย (35/120, 
29.16%) และไม่มีความแตกต่างทางสถิติ ดังนั้นในการทดลองต่อไปเพื่อความสะดวกจะเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายาอย่าง
เดียว โดยไม่เล้ียงร่วมกับเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่โค 
 
ตำรำงที ่3  การเจริญของตัวอ่อนโคท่ีได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้วท่ีเล้ียงในน้ ายา mSOFaa ท่ีมีและไม่มี  
               BOEC  

กำรเลี ยง 
ตัวอ่อน 

จ ำนวนตัวอ่อน 
น ำเข้ำเลี ยง 

จ ำนวน (%) 
ตัวอ่อนแบ่งตัว 

 จ ำนวน (%) ตัวอ่อนเจริญถึงระยะ  
8-เซลล์ มอรูลำ บลำสโตซีส 

มี BOEC 120 68 (56.66) 52 (43.33) 41 (34.16) 37 (30.83) 
ไม่มี BOEC 120 64 (53.33) 50 (41.66) 39 (32.50) 35 (29.16) 

ท าการทดลอง 4 ครั้ง 
BOEC: Bovine oviductal epithetelial cells  
            
ผลกำรทดลองที่ 2 เปรียบเทียบผลของกำรตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสโดยใช้ microblade และกำร 
                     แช่แข็งตัวอ่อนหลังกำรตัดเก็บเซลล์ ต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนในหลอดแก้ว 
 จากการเจาะเก็บไข่จากรังไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ มาเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิในหลอดแก้ว แล้วท าปฏิสนธิใน
หลอดแก้วโดยใช้น้ าเช้ือโคนมแช่แข็ง แล้วน าตัวอ่อนไปเล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน เป็นเวลา 7 วัน ได้
ตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีส 30.95% (152/491) ในจ านวนนี้เป็นตัวอ่อนเกรด 1-2 (รูปท่ี 2A) ท่ีสามารถน าไป
ตัดเก็บเซลล์ (รูปท่ี 2B-D) ได้ 78.94% (120/152) จากตารางท่ี 4 ตัวอ่อนกลุ่มท่ีไม่ตัดและตัดเก็บเซลล์ และไม่ได้
น าไปแช่แข็ง มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส ไม่แตกต่างกัน (29/30, 96.66% และ 28/30, 93.33% 
ตามล าดับ) ตัวอ่อนกลุ่มท่ีตัดเก็บเซลล์และไม่ได้แช่แข็ง มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส (28/30, 
93.33%) สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีตัดเก็บเซลล์และแช่แข็ง (23/30, 76.66%)  ตัวอ่อนกลุ่มท่ัไม่
ตัดเก็บเซลล์และแช่แข็ง มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีส (26/30, 86.66%) สูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติกับกลุ่มท่ีตัดและแช่แข็ง (23/30, 76.66%)       
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 รูปที่ 2 การตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนด้วย microblade 
  A ตัวอ่อนโคท่ีผลิตในหลอดแก้วโดยใช้ไข่จากโรงฆ่าสัตว์ ระยะบลาสโตซีสเกรด 1-2                                            

       B ใช้ microblade กรีดบริเวณพื้น dish ให้เป็นเส้นตรง 3-4 เส้น เพื่อวัดระยะห่างของตัวอ่อน  
           และพื้น dish ให้ตัวอ่อนสามารถยึดติดกับพื้น dish ได้ดีขึ้น  

C ตัดเซลล์ส่วน Trophectoderm ออกประมาณ 10 เปอร์เซ็นต์  
D ตัวอ่อนท่ีรอดจากการตัดแบ่งเซลล์พบว่าสามารถเจริญต่อถึงระยะแฮชบลาสโตซีส หลังการ 

        เล้ียงในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน 24 ช่ัวโมง 
 
ตำรำงที่ 4 การเจริญของตัวอ่อนโคในหลอดแก้วหลังจากตัดเก็บเซลล์และแช่แข็งด้วยวิธี vitrification 

กำรตัดเก็บเซลล์ 
และกำรแช่แข็ง 

จ ำนวน  
ตัวอ่อน 

จ ำนวน (%) เจริญถึงระยะ  
 แฮชชิ่งบลำสโตซีส 

ไม่ตัด-ไม่แช่แข็ง  30 29 (96.66)a 
ไม่ตัด-แช่แข็ง  30 26 (86.66)b, c  
ตัด-ไม่แช่แข็ง 30 28 (93.33)a, c 
ตัด-แช่แข็ง 30 23 (76.66)d 

 

ท าการทดลอง 8 ครั้ง   
a, b, c, d ท่ีคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันท่ี P < 0.05 (ANOVA) 
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ผลกำรทดลองที่ 3 กำรทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคที่ผลิตในหลอดแก้วที่ได้จำกไข่ที่เจำะดูดจำกรังไข่ที่เก็บจำก 
                      โรงฆ่ำสัตว์ โดยวิธี PCR Y-specific DNA  
 จากการเจาะเก็บไข่จากรังไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์ มาเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิในหลอดแก้ว แล้วท าปฏิสนธิใน
หลอดแก้วโดยใช้น้ าเช้ือโคนมแช่แข็ง แล้วน าตัวอ่อนไปเล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน เป็นเวลา 7 วัน ได้
ตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีส 31.25%  (115/368) ในจ านวนนี้เป็นตัวอ่อนเกรด 1-2 ท่ีสามารถน าไปตัดเก็บ
เซลล์เพื่อน าไปท า PCR แยกเพศได้ 74.78% (86/115) ผลการท า PCR พบว่า สามารถแยกเพศได้ 79/86 
(91.86%) เป็นตัวอ่อนเพศเมีย 40/79 (50.63%) และตัวอ่อนเพศผู้ 39/79 (49.37%) (รูปท่ี 3-6, ตารางท่ี 8) 
หลังจากน าตัวอ่อนสดเพศเมียจ านวน 28 ใบ ไปย้ายฝากให้โคตัวรับ มีการต้ังท้อง 12 ตัว (42.85%) คลอดลูกเพศ
เมีย 11 ตัว ได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 91.66% (ตารางท่ี 9) ส่วนตัวอ่อนท่ีเหลืออีก 12 ใบน าไปท าตัวอ่อน  
แช่แข็งโดยวิธี vitrification หลังจากน าตัวอ่อนท าละลาย ได้ตัวอ่อนคุณภาพดี 9/12 (75%) หลังจากน าตัวอ่อน 
แช่แข็ง 9 ใบไปย้ายฝากให้โคตัวรับ มีการต้ังท้อง 3 ตัว (33.33%) คลอดลูกเพศเมีย 3 ตัวได้ความแม่นย าในการ
แยกเพศ 100% (ตารางท่ี 9) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

      รูปที่ 3  ผลการแยกเพศตัวอ่อนโคโดยวิธี PCR Y-specific DNA  M: Marker    N: Negative control   
                         MC: Male control  F:  Female   M: Male   CND: Can not detect 
                          
 
 
 
 
 
 
 
 

      รูปที่ 4  ผลการแยกเพศตัวอ่อนโคโดยวิธี PCR Y-specific DNA  M: Marker    N: Negative control   
                         MC: Male control    F: Female   M: Male   CND: Can not detect 

300 bp 
538 bp 

 M            MC            F             M              N              M             M             M               F 

300 bp 
538 bp 

 M          N       MC      CND     F          F          F         F         M        F         M         F        F 
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           รูปที่ 5  ผลการแยกเพศตัวอ่อนโคโดยวิธี PCR Y-specific DNA  M: Marker    N: Negative control   
                         MC: Male control    F: Female   M: Male   CND: Can not detect 
                          
 
 
 
 
 
 
 
            รูปที่ 6  ผลการแยกเพศตัวอ่อนโคโดยวิธี PCR Y-specific DNA  M: Marker    N: Negative control   
                         MC: Male control    F: Female   M: Male   CND: Can not detect 
                       
 
ผลกำรทดลองที่ 4 กำรทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคที่ผลิตในหลอดแก้วที่ได้จำกไข่ที่เจำะดูดจำกโคมีชีวิตด้วยอัล 
                     ตรำซำวด์ โดยวิธี PCR Y-specific DNA 
 จากตารางท่ี 5 การเจาะเก็บไข่จากโคนม 5 ตัว ด้วยอัลตราซาวด์ จากฟอลลิเคิล 667 ใบ ได้ไข่ท้ังหมด 
490 ใบ ได้อัตราเก็บไข่ได้ 73.46% เป็นไข่ท่ีคุณภาพดี 422 ใบ (86.12%) ท่ีน ามาเล้ียงให้พร้อมปฏิสนธิใน
หลอดแก้ว แล้วท าปฏิสนธิในหลอดแก้วโดยใช้น้ าเช้ือโคนมแช่แข็ง แล้วน าตัวอ่อนไปเล้ียงในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียง
ตัวอ่อน เป็นเวลา 7 วัน ได้ตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีส 29.83%  (125/419) ในจ านวนนี้เป็นตัวอ่อนเกรด 1-
2 80.00% (100/125) (ตารางท่ี 6) ท่ีน าไปตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนเพื่อน าไปท า PCR ผลการท า PCR พบว่า สามารถ
แยกเพศได้ 90/100 (90.00%) เป็นตัวอ่อนเพศเมีย 46/90 (51.11%) และตัวอ่อนเพศผู้ 44/90 (48.89%) 
(ตารางท่ี 8) หลังจากน าตัวอ่อนสดเพศเมียจ านวน 23 ใบ ไปย้ายฝากให้โคตัวรับ มีการต้ังท้อง 10 ตัว (43.47%) 
แท้งลูก 1 ตัว (10.00%) เหลือโคตัวรับ 9 ตัวตั้งท้องครบก าหนดคลอด ได้ลูกเพศเมีย 8 ตัว ได้ความแม่นย าในการ
แยกเพศ 88.88% (ตารางท่ี 9) ส่วนตัวอ่อนท่ีเหลืออีก 23 ใบ น าไปท าตัวอ่อนแช่แข็งโดยวิธี vitrification หลังจาก
น าตัวอ่อนท าละลาย ได้ตัวอ่อนคุณภาพดี 19/23 (82.60%) หลังจากน าตัวอ่อนแช่แข็ง 19 ใบไปย้ายฝากให้โค
ตัวรับ มีการตั้งท้อง 6 ตัว (31.57%) คลอดลูกเพศเมีย 6 ตัวได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100% (ตารางท่ี 9) 

300 bp 
538 bp 

M      N     MC    M      M     M      F      M   CND   M      F       F    CND   F    CND   M      M      M 

300 bp 
538 bp 

M         N          F        MC        F          F         F          M        M         F           F           F         M 
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ตำรำงที่ 5  ผลการเจาะเก็บไข่โคนม 5 ตัว ตัวละ 4 ครั้ง ด้วยอัลตราซาวด์ 
ครั งที่ 
เจำะไข่ 

จ ำนวนฟอลลิเคิล 
ขนำด 3-8 mm 

จ ำนวน (%) 
ไข่ที่เจำะได้ 

จ ำนวน (%)  
ไข่คุณภำพดี 

1 159 115 (72.32) 97 (84.34) 
2 168 124 (73.80) 108 (87.09) 
3 174 132 (75.86) 114 (86.36) 
4 166 119 (71.68) 103 (86.55) 

รวม 667 490 (73.46) 422 (86.12) 
 
 
 
ตำรำงที ่6 การเจริญของตัวอ่อนโคท่ีได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้วจากไข่ท่ีเจาะเก็บด้วยอัลตราซาวด์  

ครั งที่ จ ำนวนตัวอ่อน 
น ำเข้ำเลี ยง 

จ ำนวน (%) 
แบ่งตัว 

 จ ำนวน (%) ตัวอ่อนเจริญถึงระยะ  บลำสโตซีส 
เกรด 1-2 (%) 8-เซลล์ มอรูลำ บลำสโตซีส 

 1 97 52 (53.60) 48 (49.48) 37 (38.14) 30 (30.92) 25 (83.33) 
2 106 57 (53.77) 52 (49.05) 39 (36.79) 32 (30.18) 24 (75.00) 
3 113 58 (51.32) 50 (44.24) 38 (33.62) 31 (27.43) 25 (80.64) 
4 103 54 (52.42) 47 (45.63) 36 (34.95) 32 (31.06) 26 (81.25) 

รวม 419 221 (52.74) 197 (47.01) 150 (35.79) 125 (29.83) 100 (80.00) 

 
 
 
ผลกำรทดลองที่ 5 กำรทดลองแยกเพศตัวอ่อนโคที่ผลิตจำกกำรกระตุ้นให้ตกไข่หลำยใบ โดยวิธี PCR Y- 
                      specific DNA  
 จากตารางท่ี 7 ชะล้างตัวอ่อนจากโคตัวให้รวม 5 ตัว ได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส 48 ใบ ในจ านวนนี้เป็น
ตัวอ่อนเกรด 1-2 จ านวน 41 ใบ ท่ีน าไปตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนเพื่อน าไปท า PCR ผลการท า PCR พบว่า สามารถแยก
เพศได้ 40/41 (90.90%) เป็นตัวอ่อนเพศเมีย 21/40 (52.50%) และตัวอ่อนเพศผู้ 19/40 (47.50%) (ตารางท่ี 8)  
น าตัวอ่อนสดเพศเมียจ านวน 10 ใบ ไปย้ายฝากให้โคตัวรับ มีการต้ังท้อง 6 ตัว (60.00%) ตัวรับ 6 ตัวต้ังท้องครบ
ก าหนดคลอด ได้ลูกเพศเมีย 6 ตัว ได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100%  (ตารางท่ี 9) ส่วนตัวอ่อนท่ีเหลืออีก 11 
ใบ น าไปท าตัวอ่อนแช่แข็งโดยวิธี vitrification หลังจากน าตัวอ่อนท าละลาย ได้ตัวอ่อนคุณภาพดี 10/11 
(90.90%) หลังจากน าตัวอ่อนแช่แข็ง 10 ใบไปย้ายฝากให้โคตัวรับ มีการตั้งท้อง 4 ตัว (40.00%) คลอดลูกเพศเมีย 
4 ตัวได้ความแม่นย าในการแยกเพศ 100% (ตารางท่ี 9)  
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ตำรำงที ่7 ผลการชะล้างตัวอ่อนจากโคท่ีผ่านการกระตุ้นให้ตกไข่หลายใบ  
หมำยเลข 
โคตัวให้ 

ตัวอ่อน 
ที่ชะล้ำงได้ 

ตัวอ่อน 
สลำยตัว 

ตัวอ่อน 
ระยะบลำสโตซีส 

ตัวอ่อนระยะบลำสโตซีส 
เกรด 1-2 

1 13 1 12 11 
2 12 3 9 8 
3 8 2 6 5 
4 11 3 8 6 
5 15 2 13 11 

รวม 59  11  48  41  
 
 
 
 
ตำรำงที่ 8 ผลการแยกเพศตัวอ่อนด้วยวิธี PCR Y-specific DNA 

กำรผลิตตัวอ่อน จ านวนตัวอ่อน 
ท่ีตัดเก็บเซลล์แยกเพศ 

แยกเพศ 
ส าเร็จ (%) 

ตัวอ่อน 
เพศเมีย (%) 

ตัวอ่อน 
เพศผู้ (%) 

ในหลอดแก้ว-ไข่จากรังไข่
โรงฆ่าสัตว์ 

86 79 
(91.86) 

40 
(50.63) 

39 
(49.37%) 

ในหลอดแก้ว-ไข่จากการ
ท าอัลตราซาวด์ 

100 90 
(90.00) 

46 
(51.11) 

44 
(48.89%) 

ชะล้างจากการกระตุ้นให้
โคตกไข่หลายใบ 

41 40 
(90.90) 

21 
(52.50) 

19 
(47.50%) 

รวม 227 209 
(92.07) 

107 
(51.19) 

102 
(48.80) 

 
 
 
 



ตำรำงที่ 9 ผลการย้ายฝากตัวอ่อนเพศเมียให้โคตัวรับ 
 

กำรผลิตตัวอ่อน 
 

ชนิดตัวอ่อน 
จ ำนวนตัวอ่อน 

แช่แข็ง 
จ ำนวน (%) 

ตัวอ่อนคุณภำพดี 
หลังท ำละลำย 

จ ำนวน 
ตัวรับ 

จ ำนวน (%) 
ตัวรับตั งท้อง 

จ ำนวน (%) 
ตัวรับคลอด 

จ ำนวน (%) 
ลูกโคเพศเมีย 

ในหลอดแก้ว-ไข่จากรังไข่
โรงฆ่าสัตว์ 

สด - - 28 12 (42.85)a 12 (100) 11 (91.66) 
แช่แข็ง 12 9 (75.00)a 9 3 (33.33)b 3 (100) 3 (100) 

ในหลอดแก้ว-ไข่จากการ
ท าอัลตราซาวด์ 

สด - - 23 10 (43.47)a 9 (90.00) 8 (88.88) 
แช่แข็ง 23 19 (82.60)a, b 19 6 (31.57)b 6 (100) 6 (100) 

ชะล้างจากการกระตุ้นให้โค
ตกไข่หลายใบ 

สด - - 10 6 (60.00)c 6 (100) 6 (100) 
แช่แข็ง 11 10 (90.90)b  10 4 (40.00)a 4 (100) 4 (100) 

 

a, b, c, d ท่ีคอลัมน์เดียวกันของแต่ละวิธีการผลิตตัวอ่อนมีความแตกต่างกันท่ี P < 0.05 (ANOVA) 
 
 



บทที่ 4  
วิจำรณ์ผลกำรทดลอง 

  
 ในการทดลองเล้ียงตัวอ่อนท่ีได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว ในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีและไม่มีเซลล์เยื่อบุ
ท่อน าไข่โคร่วมด้วย กลุ่มท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่โคได้อัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะบลาสโตซีส สูง
กว่ากลุ่มท่ีไม่เล้ียงร่วมกับเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โคเล็กน้อย จากรายงานการวิจัยท่ีผ่านมาพบว่าในกระบวนการผลิต 
ตัวอ่อนโคในหลอดแก้ว จะมีปัญหาตัวอ่อนหยุดเจริญท่ีระยะ 8 เซลล์ (8-cell block) จึงมีการทดลองใช้เซลล์
ร่างกายของโคมาเล้ียงร่วมกับตัวอ่อนในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน เช่น เซลล์เยื่อบุท่อน าไข่ (Eyestone และ First, 1989; 
Gandolfi และคณะ, 1989; Xu และคณะ, 1992) เซลล์คิวมูลัสและเซลล์แกรนูโลซ่า (Carolan และคณะ, 1994; 
Goto และคณะ, 1988; Kajihara และคณะ, 1990) และไม่ใช้เซลล์ร่างกายเล้ียงร่วมกับตัวอ่อน แต่ใช้น้ ายาท่ีผ่าน
การเล้ียงกับเซลล์ร่างกาย (conditioned medium) มาเล้ียงตัวอ่อนโค (Eyestone and First, 1989; Eyestone 
และคณะ, 1991; Bavister และคณะ, 1992; Hernandez-Ledezma และคณะ, 1993; Mermillod และคณะ, 
1993) เพื่อท าให้ตัวอ่อนเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซีสสูงขึ้น ซึ่งจะเห็นได้ว่ารายงานการทดลองส่วนใหญ่นิยมใช้
เซลล์เย่ือบุท่อน าไข่โคเล้ียงร่วมกับตัวอ่อน หรือใช้ conditioned medium กับเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โคเล้ียงตัวอ่อน 
จากรายงานของ Sparks และคณะ (1992) พบว่าการน าตัวอ่อนโคระยะ 1 เซลล์ท่ีปฏิสนธิในร่างกายโคไปเล้ียงใน
น้ ายาท่ีมีเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่โคร่วมด้วย ให้อัตราตัวอ่อนเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มท่ีไม่มีเซลล์เยื่อ
บุท่อน าไข่โคอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ Shamsuddin และคณะ (1993) ได้รายงานการเล้ียงตัวอ่อนท่ีได้
จากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว โดยใช้น้ ายา TCM-199 ท่ีเติมด้วย estrous cow serum (ECS) ท่ีมีและไม่มีเซลล์
เยื่อบุท่อน าไข่โค ซึ่งได้ตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีสไม่แตกต่างกัน แต่กลุ่มท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โค
ให้คุณภาพตัวอ่อนดีกว่ากลุ่มท่ีไม่มีเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โค อย่างไรก็ตามจากรายงานของ Shamsuddin และคณะ 
(1994) ท่ีปรับปรุงน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนโคท่ีได้จากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว โดยใช้น้ ายา TCM-199 ท่ีเติมด้วย 
bovine serum albumin (BSA) และ insulin-transferrin- selenium (ITS) และเล้ียงโดยไม่มีเซลล์เยื่อบุท่อน า
ไข่โค ได้ตัวอ่อนเจริญถึงระยะบลาสโตซีสไม่แตกต่างกับกลุ่มท่ีเล้ียงในน้ ายา TCM-199 ท่ีเติมด้วย ECS และเล้ียง
ร่วมกับเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่โค นอกจากจะมีการใช้น้ ายา TCM-199 ท่ีเป็นน้ ายาท่ีมีองค์ประกอบซับซ้อน 
(complex medium) เล้ียงตัวอ่อนโคแล้ว ยังมีการพัฒนาสูตรน้ ายา synthetic oviduct fluid (SOF) ท่ีทราบ
องค์ประกอบทุกตัว (defined medium) ท่ีเริ่มต้นใช้เล้ียงตัวอ่อนแกะ (Tervit และคณะ, 1972) ต่อมามีการ
ปรับปรุงสูตรใช้กับโค (Takagi และคณะ, 1991) ซึ่งต่อมาเป็นน้ ายาท่ีนิยมใช้เล้ียงตัวอ่อนโคท้ังแบบมีและไม่มีเซลล์
ร่างกายเล้ียงร่วม (Fukui และคณะ, 1991; Takahashi และ First, 1992; Van Langendonckt และคณะ, 1994) 
Calolan และคณะ (1995) รายงานการใช้น้ ายา SOF เล้ียงตัวอ่อนโคท่ีผลิตในหลอดแก้วในระบบท่ีไม่มีเซลล์
ร่างกายเล้ียงร่วม พบว่าภายใต้บรรยากาศท่ีมีออ๊กซิเจนต่ า (5% O2) ได้ตัวอ่อนเจริญเติบโตถึงระยะบลาสโตซีสสูง
กว่าเล้ียงภายใต้บรรยากาศท่ีมีอ๊อกซิเจนสูง (20% O2)   
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 จากการทดลองตัดเก็บเซลล์จากตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วระยะบลาสโตซีสด้วย microblade แล้วน า  
ตัวอ่อนไปท าการแช่แข็งด้วยวิธี vitrification หลังจากท าละลายตัวอ่อนแล้วน าไปเล้ียงในหลอดแก้วนาน 24 
ช่ัวโมง พบว่าตัวอ่อนกลุ่มท่ีไม่ตัดและตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนแต่ไม่ได้แช่แข็ง มีอัตราการเจริญเติบโตถึงระยะแฮชช่ิง 
บลาสโตซีสไม่แตกต่างกัน และมีอัตราสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีตัดและแช่แข็ง ส่วนตัวอ่อนกลุ่ม
ท่ัไม่ตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนและแช่แข็ง มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชช่ิงบลาสโตซีสสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับ
กลุ่มท่ีตัดและแช่แข็ง ผลการทดลองนี้สอดคล้องกับรายงานก่อนหน้าท่ีพบว่าตัวอ่อนโคท่ีถูกตัดเก็บเซลล์แต่ไม่ได้แช่
แข็งมีอัตราการเจริญเติบโตในหลอดแก้วไม่แตกต่างจากตัวอ่อนโคท่ีไม่ได้ตัดเก็บเซลล์และแช่แข็ง (Leibo และ 
Loskutoff, 1993; Thibier และ Nibart, 1995) มีรายงานล่าสุดโดย Najafzadeh และคณะ (2021) ท่ีได้ทดลอง
น าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสท่ีผลิตในหลอดแก้วมาตัดเก็บเซลล์ แล้วน าไปแช่แข็งโดยวิธี vitrification และ slow 
freezing ซึ่งพบว่าตัวอ่อนท่ีตัดเก็บเซลล์ท่ีไม่ผ่านการแช่แข็งมีอัตราอยู่รอดไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีแช่แข็งโดยวิธี 
vitrification ซึ่งสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอ่อนท่ีตัดเก็บเซลล์แล้วแช่แข็งโดยวิธี slow 
freezing และจากการน าตัวอ่อนท่ีตัดเก็บเซลล์แล้วแช่แข็ง เมื่อน ามาท าละลายแล้วตรวจสอบความผิดปกติของ 
DNA ในเซลล์ตัวอ่อนโดยวิธี TUNEL assay  ซึ่งพบว่าตัวอ่อนท่ีตัดเก็บเซลล์แล้วแช่แข็งโดยวิธี slow freezing มี 
DNA ผิดปกติสูงกว่าอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับกลุ่มท่ีไม่ตัดเก็บเซลล์และตัดเก็บเซลล์แต่ไม่แช่แข็ง และสูงกว่า
กลุ่มตัดเก็บเซลล์ท่ีแช่แข็งโดยวิธี vitrification แต่ไม่แตกต่างทางสถิติ มีรายงานว่าวิธีการตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนเป็น
ส่ิงส าคัญท่ีต้องระมัดระวัง และทักษะของผู้ท ามีผลต่ออัตราความอยู่รอดของตัวอ่อน โดยเฉพาะอย่างยิ่งตัวอ่อน
ระยะบลาสโตซีสท่ีตัดเก็บเซลล์แล้วน าไปแช่แข็ง จะส่งผลต่ออัตรารอดหลังท าละลายจนถึงอัตราการต้ังท้องหลัง
ย้ายฝากตัวอ่อนให้โคตัวรับ (Cenariu และคณะ, 2012)   
 ในการทดลองนี้การตัดเก็บเซลล์ตัวอ่อนไปแยกเพศด้วยวิธี PCR มีความส าเร็จในการแยกเพศ 92.07% ซึ่ง
ใกล้เคียงกับรายงานของ Thibier และ Nibart (1995) ท่ีได้ความส าเร็จ 94.7% จากตัวอ่อน 1,660 ใบท่ีท าใน
ภาคสนาม ความส าเร็จในการท า PCR เพื่อแยกเพศขึ้นกับปัจจัยส าคัญได้แก่จ านวนเซลล์ท่ีน าไปท า PCR  ความ
สะอาดในการเก็บเซลล์ท่ีต้องไม่มีการปนเปื้อน DNA ของตัวอ่อนใบอื่น และชนิดของไพรเมอร์ในการท า PCR 
(Lopes และคณะ, 2001)   
  ผลการทดลองย้ายฝากตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีผ่านการตัดเก็บเซลล์ไปแยกเพศโดยวิธี PCR ซึ่งเป็น    
ตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้ว ท้ังจากไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์และโดยการใช้อัลตราซาวด์ และตัวอ่อนท่ีได้จากการ
กระตุ้นให้โคตกไข่หลายใบซึ่งเป็นตัวอ่อนท่ีปฏิสนธิในร่างกายโค โดยน าเฉพาะตัวอ่อนท่ีตรวจพบว่าเป็นเพศเมียไป
ย้ายฝากให้โคตัวรับ พบว่าตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วจากไข่ท่ีเก็บจากโรงฆ่าสัตว์และโดยการใช้อัลตราซาวด์ท่ีไม่ได้
แช่แข็ง มีอัตราการต้ังท้องสูงกว่าตัวอ่อนท่ีผ่านการแช่แข็ง ส่วนตัวอ่อนท่ีได้จากการกระตุ้นให้โคตกไข่หลายใบท่ี
ไม่ได้แช่แข็งมีอัตราการต้ังท้องสูงกว่าตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วท่ีไม่ได้แช่แข็ง นอกจากนี้ตัวอ่อนท่ีได้จากการ
กระตุ้นให้โคตกไข่หลายใบท่ีแช่แข็งมีอัตราการต้ังท้องสูงกว่าตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วท่ีแช่แข็ง ผลกการทดลองนี้
สอดคล้องกับรายงานของ Thibier และ Nibart (1995) ท่ีพบว่าการย้ายฝากตัวอ่อนโคท่ีได้จากการกระตุ้นให้โคตก
ไข่หลายใบท่ีผ่านการตัดเก็บเซลล์แล้วแช่แข็งมีอัตราการต้ังท้องต่ ากว่าตัวอ่อนท่ีไม่ตัดเก็บเซลล์และแช่แข็ง ตัวอ่อน
ท่ีผลิตในหลอดแก้ว จะมีการสะสมของเม็ดไขมัน (lipid droplet) มากกว่าตัวอ่อนท่ีปฏิสนธิในตัวโคแล้วชะล้าง
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ออกมา (Gardner และคณะ, 1994) ซึ่งการมี lipid droplet มากในเซลล์ของตัวอ่อนจะมีผลท าให้มีอัตรารอดหลัง
แช่แข็งต่ าลงเมื่อเปรียบเทียบกับตัวอ่อนท่ีปฏิสนธิในตัวโคแล้วชะล้างออกมา (Leibo และ Loskutoff, 1993; Agca 
และคณะ, 1998) 
 จากการทดลองน าตัวอ่อนเพศเมียไปย้ายฝากให้โคตัวรับ ได้ลูกโคเกิดมา 40 ตัว เป็นเพศเมีย 38 ตัว ได้
ความถูกต้องของการแยกเพศด้วยวิธี PCR 95% ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานของ Thibier และ Nibart (1995) ท่ีได้
ความถูกต้องของเพศลูกท่ีเป็นเพศผู้ 97.36% และเพศเมีย 98.65%     
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บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 5.1.1 สามารถแช่แข็งตัวอ่อนหลังจากการตัดเก็บเซลล์ด้วย microblade โดยวิธี vitrification แล้วตัวอ่อนมี
อัตรารอดหลังท าละลายต่ ากว่าตัวอ่อนสด   
 5.1.2 การแยกเพศตัวอ่อนโคท่ีผลิตจากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว และจากการกระตุ้นให้ตกไข่หลายใบ ด้วยวิธี 
PCR เป็นวิธีท่ีมีประสิทธิภาพ  และมีความแม่นย าสูงในการผลิตลูกโคนมเพศเมียจากการย้ายฝากตัวอ่อน 
 5.1.3 ได้มีการต่อยอดงานวิจัยนี้ไปท าวิจัยต่อ ซึ่งได้ตีพิมพ์เผยแพร่ ในวารสาร Journal of Reproduction 
and Development ดังนี้  
  Rattanasuk, S., Parnpai, R. and Ketudat-Cairns, M. 2011. Multiplex polymerase chain reaction 
used for bovine embryo sex determination. J. Reprod. Dev. 57: 539-542. 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ควรมีการท าการทดลองเพื่อเพิ่มอัตราการรอดของตัวอ่อนหลังจากการตัดเก็บเซลล์ด้วย microblade 
แล้วแช่แข็งโดยวิธี vitrification 
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11. ผลงำนวิจัยที่ประสบควำมส ำเร็จ  
 11.1. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนโคนม   ได้ลูกแฝดเพศเมียเกิดมาเมื่อวันท่ี 8 กันยายน 2529   
นับเป็นรายแรกของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 11.2. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนแพะ  ได้ลูกแพะเกิดมาเมื่อปี  2532  นับเป็นรายแรกของ
ประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 11.3. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโค โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิด
มาเมื่อวันท่ี 6 มีนาคม 2543 นับเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย์ และรายท่ี 6 ของโลก (ขณะท างาน ณ คณะสัตว
แพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 11.4. ประสบความส าเร็จการโคลนนิ่งตัวอ่อนกระบือปลักโดยใช้เซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์แกรนูโล
ซาเป็นเซลล์ต้นแบบ นับเป็นรายแรกของโลกท่ีท าและตีพิมพ์ผลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 371-384. 
(ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ)  
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 11.5. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคบราห์มันเพศผู้ช่ือ “ตูมตาม” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์
ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งจากเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตัวเกิดมา ลูกโคทุกตัวผ่านการตรวจสอบดีเอ็นเอแล้ว
พบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจ้าของเซลล์ต้นแบบทุกประการ และมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดีมาก 
 11.6. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแมวพันธุ์โคราช โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูก
แมวโคลนนิ่งเกิดมา 2 ตัว รายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 

 11.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนนิ่งแมวบ้าน โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้ลูก
แมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตัว ในวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วัน หลังคลอด ขณะนี้ยังคง
ท าโคลนนิ่งแมวบ้าน และแมวป่า อย่างต่อเนื่อง  
 11.8.  ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคพันธุ์ขาวล าพูนเพศผู้ช่ือ “อินทนนท์” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหู
เป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี  21 มี.ค. 2550  ได้รับการต้ังช่ือว่า 
“ขาวมงคล” 
 11.9.  ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแพะพันธุ์บอร์เพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ 
ได้ลูกแพะโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตัว และ วันท่ี 4 ก.ค. 2550 1 ตัว 
 11.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งกระทิงเพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูก
กระทิงโคลนนิ่งเกิดมารายท่ี 2 ของโลก   เมื่อวันท่ี 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตัว แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 ช่ัวโมง 
หลังคลอด 
 

12. กำรจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิ ทย์  มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ป้องภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคล่ือนท่ีก้านสูบ
ของไมโครไซริงท์”  ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 11 มิถุนายน 2547  ได้รับสิทธิบัติเมื่อเดือน เมษายน 2550 
 12.2. รังสรรค์ พาลพ่าย  วิศิษฐิพร สุขสมบัติ อาวุธ อินทรช่ืน อุดมวิทย์ มณีวรรณ  คมสัน ภาษยเดช       
แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ  ป้องภัยรี มีสมบัติ  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหล่าธรรมธร  จันทร์เจ้า ล้อทองพานิชย์  วิชัย 
ศรีสุรักษ์  “เครื่องเช่ือมเซลล์ด้วยไฟฟ้ากระแสตรง”  ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 11 มิถุนายน 2547   

12.3. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “ผลิตภัณฑ์โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิ
เพศผู้ของโค และกระบวนการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผู้ของโคดังกล่าว” ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 27 
กรกฎาคม 2555 

12.4. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “กระบวนการแยกเพศอสุจิโคด้วยโมโน
โคลนัลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออสุจิเพศผู้ของโค และการใช้อสุจิท่ีผ่านกระบวนการดังกล่าวในการปฏิสนธิใน
หลอดทดลอง” ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 27 กรกฎาคม 2555 

12.5. รังสรรค์ พาลพ่าย ศิวัช สังศรีทวงษ์ กาญจนา ปัญญาไว “ภาชนะบรรจุตัวอ่อนแช่แข็งด้วยวิธีลด
อุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วที่มีการเจือจางสารแช่แข็งแบบข้ันตอนเดียวและการใช้ภาชนะบรรจุดังกล่าว” เลขทะเบียน 
9367 อนุมัติวันท่ี 28 พ.ย. 2557 


	Cover
	Acknowledgement
	Abstract
	Content
	Chapter1
	Chapter2
	Chapter3
	Chapter4
	Chapter5
	Reference
	Biography

