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บทคดัย่อ 
 

 ในปัจจุบันเทคโนโลยีการโคลนน่ิงสามารถผลิตสัตวเ์กิดมาได้หลายชนิด  แต่ยงัได้ตัวอ่อนที่มี
คุณภาพดี และอตัราลูกสตัวเ์กิดมาในอตัราต ่า ซ่ึงมีปัจจยัหลายประการที่เก่ียวขอ้ง ปัจจยัหลกัของเทคโนโลยี
การโคลนน่ิงคือการ reprogram ที่ผิดปกติในตวัอ่อนโคลนน่ิง  ส าหรับการโคลนน่ิงกระทิงจ าเป็นตอ้งท า
โคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เน่ืองจากขาดแหล่งของไซโตพลาสซึมตวัรับและสตัวต์วัรับ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ผลส าเร็จ
การโคลนน่ิงขส้มสปีชีส์ในกระทิงยงัต  ่ามากเม่ือเปรียบเทียบกบัสตัวช์นิดอ่ืน   ดงันั้นในการศึกษาคร้ังน้ีจึงให้
ความสนใจในการปรับปรุงการ reprogram ของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ดว้ยการทดสอบการใช้
สารเคมี 4 ตวั ไดแ้ก่  sodium butyric acid (NaBu)   suberoylanilidehydroxamic acid (SAHA) Scriptaid และ 
5-aza-2-deoxycytidine (5-aza-dC)  เพื่อช่วยปรับปรุงการ reprogram ให้ดีขึ้น  จากผลการทดลองพบว่า 
NaBu ที่ความเขม้ขน้ 0.5 mM บ่มกบัตวัอ่อนหลงัเช่ือมเซลลเ์ป็นเวลา 12 ชัว่โมง SAHA ที่ความเขม้ขน้ 1 µM 
บ่มกบัตวัอ่อนหลงัเช่ือมเซลลเ์ป็นเวลา 12 ชัว่โมง Scriptaid ที่ความเขม้ขน้ 0.5 µM บ่มกบัตวัอ่อนหลงัเช่ือม
เซลลเ์ป็นเวลา 12 ชัว่โมง  และ  5-aza-dC ที่ความเขม้ขน้ 0.1 µM บ่มกบัตวัอ่อนหลงัเช่ือมเซลล์เป็นเวลา 12 
ชั่วโมง สามารถช่วยเพิ่มการเจริญถึงระยะบลาสโตซีสต์ของตัวอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์  ผล
การศึกษาการเติมหมู่อะเซทิลบนฮีสโตนโปรตีนที่ต  าแหน่ง H4K5  พบว่ากลุ่มที่เติมดว้ย NaBu, SAHA  และ 
Scriptaid สามารถเพิม่ขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติเม่ือเปรียบเทียบกบักลุ่มที่ไม่ไดเ้ติม แต่กลุ่มที่เติม 5-aza-
dC ไม่เพิม่ขึ้น การศึกษาการแสดงออกของยนี Oct4, Cdx2, Gcn5, Hat1 และ Hdac1 ในตวัอ่อนระยะ1 เซลล ์
ระยะ 8 เซลล์ และบลาสโตซีสต์ พบว่าการเติมสารเคมีทั้ง 4 ตวัสามารถเพิ่มการแสดงออกของยีน Oct4, 
Cdx2, Gcn5 และ Hat1 ในตวัอ่อนระยะ 1 เซลล์และ 8 เซลล์ อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ แต่ไม่เพิ่มในตวัอ่อน
ระยะบลาสโตซีสต ์นอกจากน้ีสารเคมีทั้ง 4 ตวัสามารถลดการแสดงออกของยนี Hdac1 อยา่งมีนัยส าคญัทาง
สถิติ การศึกษาอัตราการตั้งทอ้งของตวัรับหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อนที่ได้จากการเติมสารทั้ง 4 ตวัพบว่า มี
ตวัรับตั้งทอ้งในทุกกลุ่มทดลอง แต่มีการแทง้ทั้งหมดจึงไม่มีลูกกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เกิดมา จากการ
ทดลองสามารถสรุปไดว้่า NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC สามารถเพิ่มอตัราการเจริญชองตวัอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ถึงระยะบลาสโตซีสต์ ส่วนการเพิ่มการเติมหมู่อะเซทิลบนฮีสโตนโปรตีนที่
ต  าแหน่ง H4K5 นั้น NaBu, SAHA และ Scriptaid สามารถท าใหเ้พิม่ขึ้น ยกเวน้ 5-aza-dC ที่ไม่ช่วยท าใหเ้พิม่  
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Abstract 
 
 In present, offspring of several species had been produced from cloning technology. However, the 
quality of cloned embryos and birth rate still low which have many factors involved. The main factor is 
the abnormal reprogramming of cloned embryos. In case of gaur cloning, it needs to do interspecies 
cloning due to lack of recipient cytoplasm and recipients. Especially, the success rate of interspecies 
cloning in gaur is very low when compared with another species. Thus, in this study we interested to 
improve reprogramming of gaur interspecies cloned embryos by using 4 chemicals treatment including 
sodium butyric acid (NaBu), suberoylanilidehydroxamic acid (SAHA), Scriptaid and 5-aza-2-
deoxycytidine (5-aza-dC). The results showed that treated with 0.5 mM NaBu for 12 h after fusing, 1 µM 
SAHA for 12 h after fusing, 0.5 µM Scriptaid for 12 h after fusing and 0.1 µM 5-aza-dC for 12 h after 
fusing significantly improved development of interspecies cloned gaur embryos to blastocyst stage when 
compared with another group. Treatment of NaBu, SAHA and Scriptaid significantly increased histone 
acetylation protein at H4K5 when compared with untreated group, but in 5-aza-dC group did not increase. 
Treatment of all 4 chemicals significantly increased the expression of Oct4, Cdx2, Gcn5 และ Hat1 genes 
in 1 cell and 8 cell stage embryos but did not affect in blastocysts and significantly decreased the 
expression of Hdac1 gene. The results of embryo transfer showed that recipients in all groups were 
pregnant, however, all pregnant recipients aborted. In conclusion, NaBu, SAHA, Scriptaid and 5-aza-dC 
could increase development of interspecies cloned gaur embryos to blastocyst stage.  NaBu, SAHA and 
Scriptaid could increase histone acetylation at H4K5.  We could not get interspecies cloned gaur calf born 
from this experiment. 
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เขม้ขน้และเวลาที่เหมาะสม ………………………………………………………………………. 

 
 

19 
ภาพที่ 4.6 แสดงผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อการแสดงออกของยนี Oct4, 
Cdx2, Gcn5, Hat1, Hdca1 ในตวัอ่อนระยะ1 เซลล ์ระยะ 8 เซลล ์และบลาสโตซีสต ์…………… 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคญัและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

กระทิง (Bos gaurus) จดัเป็นสัตวป่์าคุม้ครองประเภทที่ 2 ของประเทศไทย พบไดท้ี่เขาแผงมา้ ใน

อุทยานแห่งชาติเขาใหญ่ และอุทยานแห่งชาติเขาอ่างฤาใน ทั้งน้ีสหภาพนานาชาติเพื่อการอนุรักษธ์รรมชาติ

และทรัพยากรธรรมชาติ (IUCN) จดัใหก้ระทิงอยูใ่นระดบั CR (Critically Endangered) หมายถึงมีความเส่ียง

ต่อการสูญพนัธุใ์นพื้นที่ธรรมชาติขณะน้ี ปัจจุบนัประชากรกระทิงในประเทศไทยลดจ านวนลงอยา่งรวดเร็ว

เน่ืองจากการลกัลอบล่าเพือ่เอาเน้ือและเขา เทคโนโลยช่ีวยในการเจริญพนัธุ์เช่น การผสมเทียม การยา้ยฝาก

ตวัอ่อน การปฎิสนธิในหลอดแกว้ ไม่สามารถน ามาใชใ้นการเพิ่มจ านวนสัตวใ์กลสู้ญพนัธุ์อยา่งกระทิงได ้

เน่ืองจากขาดแคลนไข่และตวัรับ การโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์จึงเป็นอีกทางเลือกหน่ึงส าหรับการท าโคลนน่ิง

สตัวใ์กลสู้ญพนัธุโ์ดยใชไ้ข่และตวัรับจากสตัวท์ี่มีสายพนัธุใ์กลเ้คียงกนั ในปัจจุบนัมีความส าเร็จในการผลิต

ตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสตร์วมถึงลูกเกิดของสัตวใ์กล้สูญพนัธุ์หลายชนิดโดยใช้วิธีโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ 

อย่างไรก็ตามเปอร์เซ็นต์ความส าเร็จในการผลิตลูกสัตว์ยงัต  ่ าอยู่มาก ความส าเร็จขึ้ นอยู่กับการเกิด 

reprogramming ที่สมบูรณ์ของเซลล์ตน้แบบที่ใชใ้นการโคลนน่ิง ช่วยให้ตวัอ่อนมีการแสดงออกของยนีที่

เก่ียวขอ้งในการเจริญของตวัอ่อนและลูกอ่อนที่เหมาะสม จากรายงานก่อนหน้าน้ีพบว่าเกือบ 50% ของตวั

อ่อนโคโคลนน่ิงมีระดบัของ DNA methylation และ histone acetylation ที่แตกต่างจากตวัอ่อนโคที่ไดจ้าก

วิธีปฏิสนธิในร่างกายหรือหลอดแก้ว  ในทางทฤษฎีการท าให้กระบวนการ reprogramming ของเซลล์

ตน้แบบให้เกิดอยา่งสมบูรณ์อาจจะช่วยเพิ่มอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนได ้ จากการวิจยัที่มีมาก่อน

พบว่า sodium butyrate (NaBu), suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) และ 6-(1,3-dioxo-1H, 3H-

benzo[de]isoquinolin-2-yl)-hexanoic acid hydroxyamide (Scriptaid) ซ่ึงเป็นสารเคมีที่ท  าหน้าที่ยบัย ั้งการดึง

หมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนออก (histone deacetylase inhibitor, HDACi) สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการ

ท าโคลนน่ิงในสัตวห์ลายชนิด นอกจากน้ียงัมีสารเคมีอีกตวัหน่ึงคือ 5-aza-2’-deoxycytidine (5-aza-dC) ซ่ึง

เป็นสารเคมีที่ยบัย ั้งการเติมหมู่เมทิลบนสายดีเอ็นเอ (DNA methyltransferase inhibitor, DNMTi) พบว่า

สามารถเพิ่มประสิทธิภาพในตวัอ่อนโคลนน่ิงไดเ้ช่นกนั ปัจจุบนัมีคณะวิจยัเพียง 2 กลุ่มเท่านั้นที่ประสบ

ความส าเร็จในการผลิตลูกกระทิงโคลนน่ิงคือ คณะวิจยัของบริษทั Advanced Cell Technology ประเทศ

สหรัฐอเมริกา สามารถผลิตลูกกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ 1 ตวั แต่เสียชีวิต 2 วนัหลงัคลอด (Lanza et al., 

 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AD%E0%B8%B8%E0%B8%97%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B9%81%E0%B8%AB%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%82%E0%B8%B2%E0%B9%83%E0%B8%AB%E0%B8%8D%E0%B9%88
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%AB%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B9%8C%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%9E%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%AB%E0%B8%A0%E0%B8%B2%E0%B8%9E%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%80%E0%B8%9E%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B8%AD%E0%B8%99%E0%B8%B8%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%81%E0%B8%A9%E0%B9%8C%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4%E0%B9%81%E0%B8%A5%E0%B8%B0%E0%B8%97%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%9E%E0%B8%A2%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%A3%E0%B8%98%E0%B8%A3%E0%B8%A3%E0%B8%A1%E0%B8%8A%E0%B8%B2%E0%B8%95%E0%B8%B4
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2000) และคณะวจิยัของศูนยว์จิยัเทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี ได้

ลูกกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เกิดมา 1 ตวั แต่เสียชีวติ 12 ชัว่โมงหลงัคลอด (Srirattana et al., 2012) เพื่อเป็น

การเพิ่มประสิทธิภาพในการผลิตกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ การทดลองน้ีจะท าการศึกษาผลของ NaBu, 

SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่อการเจริญเติบโตจนครบก าหนดคลอดของตวัอ่อนกระทิงที่ไดจ้าก

การโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1.2.1 ศึกษาผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่ออตัราการเจริญของตวัอ่อนกระทิง

โคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ 
1.2.2 ศึกษาระดบัความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช ้NaBu, SAHA, Scriptaid และ  

5-aza-dC 
1.2.3 ศึกษาผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่อระดบั histone acetylation,   DNA 

methylation และการแสดงออกของยนีที่เก่ียวขอ้งกบัการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ 
   1.2.4 ศึกษาผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่ออตัราการตั้งทอ้งและลูกเกิดหลงัยา้ย

ฝากตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ใหก้บัโคตวัรับ 
 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
น าไข่โคมาก าจดัสารพนัธุกรรมออก แลว้ฉีดเซลลก์ระทิงเพศผูเ้ขา้ไปในไข่โค จากนั้นหลอมรวมเซลล์

กระทิงกบัไข่โคดว้ยกระแสไฟฟ้า เล้ียงตวัอ่อนในน ้ ายาที่มี NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่ระดบั
ความเขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆที่ก  าหนด หลงัจากเล้ียงตวัอ่อนจนครบ 7 วนั บนัทึกอตัราการเจริญของ     
ตวัอ่อน คุณภาพของตวัอ่อน ยอ้มนับเซลล์ วิเคราะห์หาระดบัของ histone acetylation, DNA methylation 
และการแสดงออกของยนีที่ส าคญัต่อการเจริญของตวัอ่อน นอกจากน้ี ท  าการผลิตตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิง
ข้าสปี ชีย์โดยใช้ช นิดของสารเคมี  ความ เข้มข้นและระย ะ เวลาที่ เหมาะสม  น าตัว อ่ อนระยะ 
บลาสโตซีสต ์2 ใบ ยา้ยฝากเขา้สู่โคตวัรับ บนัทึกอตัราการตั้งทอ้ง การเจริญของลูกอ่อนจนครบก าหนด
คลอด และอตัราลูกเกิด  

 
1.4 กรอบแนวควำมคดิของโครงกำรวิจัย  

การใชส้ารเคมีในกลุ่มของ HDACi และ DNMTi จะช่วยท าใหเ้กิดการแสดงออกของยนีต่างๆที่ส าคญั
ต่อการเจริญของตวัอ่อนเป็นปกติ ซ่ึงช่วยส่งผลให้เปอร์เซ็นตก์ารเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสตสู์งขึ้น ช่วยลด
ความผดิปกติของตวัอ่อน ช่วยเพิม่อตัราการตั้งทอ้งของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์หลงัจากยา้ยฝาก
ใหโ้คตวัรับ และไดลู้กเกิดที่ไม่มีความผดิปกติ 
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1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ   
ทราบชนิดของสารเคมี ความเขม้ขน้ และระยะเวลาที่เหมาะสมในการเพิ่มประสิทธิภาพการผลิต

กระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ อีกทั้งยงัทราบขอ้มูลของระดบั histone acetylation, DNA methylation และการ

แสดงออกของยนีที่ส าคญัต่อการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์หลงัจากการบ่มดว้ยสารเคมี 

ซ่ึงสามารถน าขอ้มูลที่ไดจ้ากการโคลนน่ิงกระทิงในคร้ังน้ีไปประยกุตใ์ชใ้นการเพิ่มประชากรกระทิง หรือ

การเพิ่มประสิทธิภาพการโคลนน่ิงในสัตวใ์กล้สูญพนัธุ์ชนิดอ่ืนๆ อีกทั้งน าขอ้มูลที่ได้ไปเสนอผลงาน

วชิาการในระดบัชาติและนานาชาติ หรือมีผลงานตีพมิพใ์นวารสารวชิาการระดบันานาชาติอยา่งน้อย 1 ฉบบั 

ผลิตบณัฑิตระดบัปริญญาโทหรือเอก อยา่งนอ้ย 1 คน  
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
ในปี 2000 Lanza และคณะ ไดป้ระสบความส าเร็จในการผลิตตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์

โดยใชไ้ข่โคเป็นไซโตพลาสซึมผูรั้บ ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงสามารถเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสตค์ิดเป็น 12% 
และไดท้  าการยา้ยฝากตวัอ่อน 44 ใบ ให้แก่โคตวัรับ 32 ตวั พบว่ามีโคตวัรับ 8 ตวั ตั้งทอ้งซ่ึงคิดเป็น 25% มี
โคตวัรับเพยีงตวัเดียวเท่านั้นที่สามารถอุม้ทอ้งจนครบก าหนดคลอดได ้ลูกกระทิงโคลนน่ิงมีน ้ าหนกัแรกเกิด 
36 กิโลกรัมมีสุขภาพดีแรกคลอดแต่เสียชีวิตอีก 2 วนัต่อมา Mastromonaco และคณะ (2007) พบว่า 
ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์มีอตัราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสตท์ี่ต  ่า (18.1%) เก่ียวขอ้งกบัการที่ 
ตวัอ่อนเจริญเติบโตช้า จ  านวนเซลล์ของตัวอ่อนน้อย มีจ  านวนเซลล์ตายและมีการแสดงออกของยีนที่
ผิดปกติ จากผลการทดลองของศูนยว์ิจยัเทคโนโลยีตวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลย ี
สุรนารี พบว่า อตัราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสต์และคุณภาพของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไม่
แตกต่างกนักบัตวัอ่อนโคโคลนน่ิง อีกทั้งไม่พบความแตกต่างเม่ือใชเ้ซลลก์ระทิงเพศผู ้และเพศเมียเป็นเซลล์
ตน้แบบในการโคลนน่ิง (Sang-ngam et al., 2005) นอกจากน้ีพบว่าอตัราการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลน
น่ิงขา้มสปีชีส์สู่ระยะบลาสโตซีสต ์(33-38%) สูงกว่ารายงานของ Lanza et al. (2000) และ Mastromonaco et 
al. (2007) และเม่ือน าตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไปยา้ยฝากใหโ้คตวัรับ พบว่าตวัรับสามารถอุม้ทอ้ง
จนครบก าหนดคลอดได ้และไดลู้กกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เพศผูเ้กิดมา 1 ตวั (Srirattana et al., 2012) 
จากรายงานก่อนหนา้น้ีพบวา่ Trichostatin A (TSA) ซ่ึงเป็น HDACi สามารถเพิ่มประสิทธิภาพการโคลนน่ิง
ในสัตวห์ลายชนิดเช่น หนูถีบจกัร (Kishigami et al., 2006, 2007; Rybouchkin et al., 2006; Tsuji et al., 
2009; Costa-Borges et al., 2010; Dai et al., 2010; Hai et al., 2011; Kang and Roh, 2011), โค (Lee et al., 
2011; Akagi et al., 2011), สุกร (Zhang et al., 2007; Li et al., 2008; Beebe et al., 2009; Matinez-Diaz et al., 
2010; Himaki et al., 2010; Kim et al., 2011) และกระต่าย (Shi et al., 2008a) อยา่งไรก็ตามเม่ือใช ้TSA ใน
การโคลนน่ิงกระต่าย (Meng et al., 2009) และสุกร (Zhoa et al., 2010) ท าให้เกิดการตายหลงัคลอดของลูก
เกิด นอกจากน้ีจากผลการศึกษาของทีมวิจยัของศูนยเ์ทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด พบว่า TSA ไม่
สามารถเพิม่อตัราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสตแ์ละอตัราการตั้งทอ้งของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์
ได ้(Srirattana et al., 2012) ซ่ึงสอดคลอ้งกบัผลการทดลองของทีมวิจยัอ่ืนที่พบว่า TSA ไม่สามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพการโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ของตวัอ่อนมนุษย-์กระต่าย (Shi et al., 2008b), แมวดาว-แมวบา้น 
(Lee et al., 2010) และ แมว black footed cat-แมวบา้น (Gómez et al., 2011) จากรายงานขา้งตน้อาจสรุปได้
วา่ TSA ไม่สามารถเพิม่ประสิทธิภาพการโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ได ้อยา่งไรก็ตามมีรายงานว่า สารเคมีที่อยูใ่น
กลุ่ม HDACi ตวัอ่ืนๆก็สามารถช่วยเพิม่ประสิทธิภาพการโคลนน่ิงดว้ยเช่นกนั   
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 Butyric acid เป็นกรดไขมนัสายสั้น ซ่ึงสงัเคราะห์ไดใ้นร่างกายโดยธรรมชาติจากการยอ่ยสลายเส้น
ใยอาหารที่ปลายล าไสใ้หญ่และทวารหนัก (Bugaut and Bentejac, 1993; Russo et al., 1997) NaBu เป็นเกลือ
ของ butyric acid ซ่ึงนับว่าเป็น HDACi อีกตวั มีรายงานการเติม NaBu ในน ้ ายาเล้ียงเซลล์ตน้แบบก่อน
น าไปใชใ้นการโคลนน่ิง พบว่าสามารถเพิ่มอตัราการเจริญของตวัอ่อนโคโคลนน่ิง (Shi et al., 2003) และ  
ตวัอ่อนกระต่ายโคลนน่ิง (Yang et al., 2007) นอกจากน้ี Shi และคณะ (2003) ยงัพบว่า NaBu มี
ประสิทธิภาพในการเพิ่มเปอร์เซ็นต์บลาสโตซีสต์ได้สูงกว่า TSA อีกทั้ งยงัพบว่าระดับของ histone 
acetylation เพิ่มขึ้นเม่ือบ่มเซลล์ fibroblast ของสุกรดว้ย NaBu (Mohana Kumar et al., 2007) Das และคณะ 
(2010) พบวา่การบ่มตวัอ่อนสุกรโคลนน่ิงดว้ย 5.0 mM นาน 4 ชัว่โมง สามารถเพิ่มอตัราการเจริญสู่ระยะบ
ลาสโตซีสต ์และระดบั histone acetylation ยงัเพิม่ขึ้นอีกดว้ย 
 SAHA หรืออีกช่ือหน่ึงคือ vorinostat ซ่ึงเป็น HDACi อีกตวัซ่ึงเป็นสารยบัย ั้งเอ็นไซม์ HDACs ที่มี
ฤทธ์ิแรง เช่นเดียวกบั TSA   ที่สามารถยบัย ั้งการท างาน class I และ II (a และ b) ของ HDAC  (Marks et al, 
2001; Marks and Dokmanovic, 2005) ด้วยคุณสมบตัิของ SAHA ที่คล้าย TSA น่าจะส่งผลต่อการเพิ่ม 
reprogramming ของ donor nucleus ได้เป็นอยา่งดี ซ่ึงสอดคลอ้งกบัรายงานปี 2010 โดย Ono และคณะ 
ศึกษาเปรียบเทียบความจ าเพาะของ HDACi แต่ละตวัเช่น TSA, SAHA, oxamflatin, valproic acid โดยบ่ม
สารเคมีต่างๆกบัตวัอ่อนหนูถีบจกัรโคลนน่ิงดว้ยความเขม้ขน้แตกต่างกนั พบว่าการใช ้SAHA ความเขม้ขน้ 
1 µM เป็นเวลา 96 ชัว่โมง สามารถเพิ่มเปอร์เซ็นตบ์ลาสโตซีสตสู์งสุดถึง 70 เปอร์เซ็นต ์(Ono et al., 2010) 
และเม่ือน าตวัอ่อนหนูโคลนน่ิงระยะ 2 เซลลจ์ากผลขา้งตน้ ยา้ยฝากไปยงัตวัรับ พบว่า SAHA ที่ระดบัความ
เขม้ขน้ 1 µM สามารถเพิ่มจ านวนลูกหนูที่ปกติ 9.4% เม่ือเทียบกบั 50 nM TSA (2.6%) นอกจากน้ี SAHA 
และ TSA ยงัสามารถเพิ่มจ านวนของ inner cell mass (ICM) และลดจ านวนเซลล์ตายของ ICM ในระยะ 
บลาสโตซีสต์อีกด้วย (Ono et al., 2010) จากผลของ SAHA ที่กล่าวขา้งตน้ น่าจะเพิ่มประสิทธิภาพ 
reprogramming ของ donor nucleus ในการท าโคลนน่ิงโคไดเ้ช่นกนั  
 scriptaid ซ่ึงเป็น HDACi อีกตวัหน่ึง ซ่ึงมีรายงานว่า การบ่มตวัอ่อนสุกรโคลนน่ิงดว้ย scriptaid 
(500 nM นาน 14 ชัว่โมง) พบว่ามีความเป็นพิษต่อเซลล์น้อยกว่าการใช ้TSA และยงัเพิ่มกิจกรรมของการ 
แปรรหัสพนัธุกรรม (transcription) และการผลิตโปรตีน (translation) อีกดว้ย (Su et al., 2000) นอกจากน้ี 
Zhao และคณะ (2010) พบว่าตัวอ่อนสุกรโคลนน่ิงระยะ 1 เซลล์ที่บ่มใน scriptaid มีระดับ histone 
acetylation เพิ่มขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกบัตวัอ่อนที่ไดจ้ากการปฏิสนธิในหลอดแกว้ นอกจากน้ี scriptaid ยงั
สามารถเพิม่ประสิทธิภาพในการโคลนน่ิงหนูถีบจกัร (Van Thuan et al., 2009) และสุกร (Zhao et al., 2009, 
2010)  Whitworth และคณะ (2011) พบว่าการใช้ scriptaid สามารถท าให้ระดบัการแสดงออกของยีน 
H3F3A, CAPG และ SEPT7 ในตวัอ่อนสุกรโคลนน่ิงระยะบลาสโตซีสตเ์ท่ากบัตวัอ่อนที่ไดจ้ากการปฏิสนธิ
ในหลอดทดลอง 
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 นอกจากน้ีสารเคมีในกลุ่ม DNMTi คือ 5-aza-dC มีรายงานพบว่า 5-aza-dC สามารถเพิ่มอตัราการ
เจริญสู่ระยะบลาสโตซีสต์ อัตราการตั้งทอ้งและอตัราลูกเกิดของตวัอ่อนโคโคลนน่ิงเม่ือใช้ร่วมกับ TSA 
(Wang et al., 2011a, b) อยา่งไรก็ตาม ไม่มีรายการการใช ้5-aza-dC ในสตัวช์นิดอ่ืนๆนอกจากโค 
 จากผลการทดลองที่กล่าวมาขา้งตน้ สารเคมีในกลุ่ม HDACi และ DNMTi น้ี น่าจะสามารถเพิ่ม
ประสิทธิภาพ reprogramming ของ donor cell ในการท าโคลนน่ิงกระทิงขา้มสปีชีส์ได ้อีกทั้งยงัไม่มีรายงาน
การศึกษาผลของสารเคมีตวัอ่ืนๆ นอกจาก TSA ที่มีต่อตวัอ่อนโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ ในการทดลองน้ีจึง
ท าการศึกษาต่อยอดองค์ความรู้ที่มีอยู่เดิมของคณะผูว้ิจัย คือศึกษาหาสารเคมีที่เหมาะสมในการเพิ่ม
ประสิทธิภาพการโคลนน่ิงกระทิง เพือ่เพิม่โอกาสในการผลิตลูกกระทิง อีกทั้งยงัสามารถประยกุตใ์ชใ้นการ
โคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ของสัตวใ์กล้สูญพนัธุ์ชนิดอ่ืนๆได้ นอกจากน้ี การศึกษาระดับโมเลกุลของตวัอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เช่น ระดบั histone acetylation, DNA methylation และการแสดงออกของยีน
ต่างๆ จะช่วยให้เข้าใจชีววิทยาระดับโมเลกุลของตัวอ่อนโคลนน่ิงข้ามสปีชีส์  เพื่อน าไปปรับปรุง
ประสิทธิภาพของการโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดอี้กดว้ย 
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บทที่ 3 
วธีิกำรด ำเนินกำรวจิัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เกบ็ข้อมูล 

 
3.1. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

ใชห้อ้งทดลองศูนยว์จิยัเทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด มหาวิทยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เพื่อ

ท าการผลิตตัวอ่อนกระทิงโคลนน่ิงข้ามสปีชีส์ การวิเคราะห์ระดับของ histone acetylation, DNA 

methylation และการแสดงออกของยนีในตวัอ่อน ใชฟ้าร์มศูนยว์ิจยัเทคโนโลยตีวัอ่อนและเซลล์ตน้ก าเนิด 

มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เพือ่ท  าการยา้ยฝากตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ใหแ้ก่โคตวัรับ 

3.2  กำรทดลองที่ 1 กำรศึกษำผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่ออัตรำกำรเจริญของ    
                              ตัวอ่อนกระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์ 

3.2.1 วิธีกำรเตรียมเซลล์ต้นแบบ 
          เก็บตวัอยา่งเน้ือเยือ่ผิวหนังกระทิงเพศผูโ้ดยใชปื้นเก็บเน้ือเยื่อส าหรับเก็บช้ินเน้ือเยือ่บริเวณ
ดา้นทา้ยล าตวั น าช้ินเน้ือเยือ่เก็บไวใ้นน ้ าเกลือ แช่ไวใ้นน ้ าแขง็ระหวา่งน าเขา้หอ้งปฎิบติัการ จากนั้นท าความ
สะอาดผวิหนงัที่เก็บมาดว้ยแอลกอฮอล์ 70% ท าการโกนขน แลว้ฆ่าเช้ือดว้ยแอลกอฮอล์ 70% อีกคร้ังหน่ึง
ก่อนน าเขา้ตูป้ลอดเช้ือ จากนั้นเลาะส่วนที่เป็นชั้นไขมนัออกจากผิวหนัง แลว้น าช้ินผิวหนังมาตดัให้มีขนาด 
1 x 1 มม. จากนั้นน ามาเล้ียงในน ้ ายา alpha-Modified Minimum Essential Medium (MEM, Sigma, M-
7145) + 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, 10270-098) ที่อุณหภูมิ 37°C, ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2 
เซลล์ไฟโบรบลาสตจ์ะเร่ิมเจริญขึ้นมาจากชั้นผิวหนังประมาณวนัที่ 4–5 ของการเล้ียง ท าการเปล่ียนน ้ ายา
เล้ียงเซลลท์ุกๆ 3 วนั จนเซลลเ์จริญเต็มจานเล้ียงเซลล์ จึงขยายการเล้ียงให้มีปริมาณมากๆ แลว้แช่แข็งเซลล์
เก็บไวใ้ชง้านที่ Passage ที่ 4 ในไนโตรเจนเหลว  ก่อนท าการโคลนน่ิงจะน าเซลลท์ี่แช่แขง็ไวม้าเล้ียงในน ้ ายา 
MEM + 10% FBS เป็นเวลา 2-3 วนั แลว้จึงยอ่ยเซลลด์ว้ย 0.25% Trypsin/EDTA เพื่อให้เซลล์แยกออกจาก
กนัเป็นเซลล์เด่ียว จากนั้นจึงน าเซลล์เหล่าน้ีไปใชเ้ป็นเซลล์ตน้แบบส าหรับการท าโคลนน่ิงต่อไป โดยใช้
เฉพาะ passage ที่ 4 เท่านั้น  
 3.2.2 วิธีกำรเตรียมไซโตพลำสซึมผู้รับ 
          เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสตัวโ์ดยแช่ไวใ้นน ้ าเกลือขณะน าเขา้ห้องปฎิบติัการ แลว้ใชเ้ข็มขนาด 
18G ต่อกบักระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ดูดไข่จากถุงไข่ที่มีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 3-8 มม. ท าการคดัเลือกไข่ที่มี
ชั้นเซลล์คิวมูลสัห่อหุ้มอยา่งน้อย 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) เล้ียงในสัดส่วน 20 ใบ/100 µl น ้ ายาเล้ียงไข่ประกอบดว้ย 
TCM199 (Sigma, M-5017) ที่เติมดว้ย 10% FBS, 50 IU/ml hCG (Intervet, Netherlands, CDN781851), 0.02 
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AU/ml FSH (Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) และ 1µg/ml 17ß-estradiol (Sigma, E-8875) น าไข่ไป
เล้ียงในตูเ้พาะเล้ียงที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใตบ้รรยากาศที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 21 ชัว่โมง (Parnpai และคณะ, 
1999) 
 3.2.3 กำรก ำจัดนิวเคลียสออกจำกไข่ 
         หลงัจากเล้ียงไข่นาน 21 ชัว่โมง น ามายอ่ยเซลล์คิวมูลสัออกดว้ย 0.1% hyaluronidase (Sigma, 
S-3506) แลว้คดัเลือกไข่ระยะ metaphase II (MII, มี first polar body) น 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) นาน 5 นาที 
จากนั้นใชปิ้เปตแกว้ปลายแหลมตดัเปลือกไข่บริเวณเหนือ first polar body จากนั้นใชปิ้เปตกดให้ first polar 
body และไซโตพลาสซึมที่อยูใ่ต ้first polar body ออกมาประมาณ 10% ตรวจสอบผลส าเร็จการดูดนิวเคลียส
ดว้ยการน าส่วนที่ดูดไดไ้ปยอ้มดว้ย 5 µg/ml Hoechst 33342 (Sigma, C-2261) แลว้ส่องภายใตก้ล้อง
จุลทรรศน์ที่มีแสงอุลตราไวโอเลต 
 3.2.4 กำรฉีดเซลล์ต้นแบบและเช่ือมเซลล์  
         น าเฉพาะไข่ที่ดูดนิวเคลียสส าเร็จมาฉีดเซลล์ตน้แบบ 1 เซลล์ (ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 14-16 
µm)  เขา้ไปในบริเวณ perivitteline space จากนั้นท าการเช่ือมเซลล์ทั้งสองเขา้ดว้ยกนั โดยน าไข่ที่ฉีดเซลล์
ตน้แบบแลว้คร้ังละ 1 ใบ ไปไวร้ะหว่างปลายสองขา้งของ fusion electrode ในน ้ ายา Zimmermann fusion 
medium (Zimmermann และ Vienken, 1982)  เช่ือมเซลล์เขา้ดว้ยกนัดว้ยไฟฟ้ากระแสตรง  (DC pulse)  ที่
จ่ายโดยเคร่ืองเช่ือมเซลล์ (SUT F-1, Suranaree University of Technology) ความแรงไฟฟ้า 24 Volt นาน  15 
µsec ท า 2 คร้ัง ต่อเน่ืองกนั  หลงัจากนั้นจะน าไข่ไปลา้งในน ้ ายา Syngro™ (Bioniche Animal Health, USA) 
แลว้พกัไว ้1 ชัว่โมง จึงตรวจการเช่ือมติดของไข่และเซลล์ตน้แบบ จากนั้นคดัเฉพาะเซลล์ที่เช่ือมติดกนัไป
กระตุน้ดว้ย 7% ethanol (Carlo Erba, France, 414607) เป็นเวลา 5 นาที ที่อุณหภูมิห้อง แลว้น าไปเล้ียงใน
น ้ 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 กำรเลีย้งตัวอ่อนในหลอดทดลอง 

        น าไข่ที่ผา่นการกระตุน้แลว้มาเล้ียงในน ้ ายา modified oviduct synthetic fluid with amino acids 
medium (mSOFaa, Gardner และคณะ, 1994) ในสัดส่วน 20 ใบ ต่อน ้ ายา 100 µl ที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้
บรรยากาศที่มี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วนั แลว้คดัเลือกตวัอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงร่วมกบั
เซลล์บุท่อน าไข่โคในน ้ ายา mSOFaa ในสัดส่วน 10 ใบ ต่อน ้ ายา 100 µl ที่อุณหภูมิ 38.5 °C ภายใต้
บรรยากาศที่มี 5% CO2 เป็นเวลา 5 วนั ท าการเปล่ียนน ้ ายาทุก 24 ชัว่โมง และบนัทึกการเจริญเติบโตของ   
ตวัอ่อนทุกวนั 
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 3.2.6 กำรย้อมตัวอ่อนเพ่ือนับจ ำนวน Trophectroderm และ inner cell mass  
                    น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์คุณภาพดีในวนัที่ 7 ของการเล้ียง น ามายอ้มเพื่อนับจ านวน 
trophectoderm (TE) และ inner cell mass (ICM) โดยปรับปรุงวิธีการยอ้มจากรายงานที่มีมาก่อนหน้าน้ี 
(Suteevun และคณะ, 2006) กล่าวคือ ยอ่ยเปลือกตวัอ่อนออกโดยบ่มใน  0.5% protease (Sigma, P-8811) 
จากนั้นน าตวัอ่อนที่ไม่มีเปลือก (Zona-free blastocyst) มาบ่มใน 10% rabbit anti-gaur fibroblasts 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 แลว้จึง
ผนึกตวัอ่อนบนสไลด์แกว้ดว้ย glycerol (Merck, 4094) ปิดทบัดว้ยแผ่น cover slip แลว้จึงน าไปส่องนับ
จ านวนเซลล ์TE (ติดสีแดง) และ ICM (ติดสีน ้ าเงิน) ภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต 
 3.2.7 NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC treatment  

          3.2.7.1 กำรหำควำมเข้มข้นที่เหมำะสมในกำรใช้ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC 
         หลงัจากการเช่ือมเซลล์ไข่และเซลล์ตน้แบบแลว้ ไข่จะถูกบ่มในน ้ ายา Syngro™  ที่มี 
NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ความเขม้ขน้ต่างๆ (NaBu ความเขม้ขน้ 0, 0.5, 1.0, 2 mM, SAHA 
ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 1, 10 µM, Scriptaid ความเขม้ขน้ 0, 0.25, 0.5, 1 µM และ 5-aza-dC ความเขม้ขน้ 0, 
0.01, 0.1, 1 µM) นาน 1 ชั่วโมง จากนั้นท าการกระตุน้ไข่และเล้ียงตวัอ่อนในน ้ ายาที่เติม NaBu, SAHA, 
Scriptaid และ 5-aza-dC ความเขม้ขน้ต่างๆ จนครบ 12 ชัว่โมง จากนั้นยา้ยตวัอ่อนมาเล้ียงในน ้ ายาที่ไม่มี 
NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ตามวธีิที่ไดก้ล่าวมาขา้งตน้ 
          3.2.7.2 กำรหำระยะเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC 
         จากขอ้ 13.1.7.1 จะทราบความเขม้ขน้ที่เหมาะสมในการใช ้NaBu, SAHA, Scriptaid 
และ 5-aza-dC จากนั้นจะศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสมในการใชส้ารเคมีต่างๆ ดงัน้ี หลงัจากการเช่ือมเซลล์ไข่
และเซลล์ต้นแบบแล้ว ไข่จะถูกบ่มในน ้ ายา Syngro™  ที่ มี  NaBu, SAHA, Scriptaid และ  
5-aza-dC ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม นาน 1 ชัว่โมง จากนั้นท าการกระตุน้ไข่และเล้ียงตวัอ่อนในน ้ ายาที่เติม 
NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ความเขม้ขน้ที่เหมาะสม จนครบ 6, 12, 18 ชั่วโมง จากนั้นยา้ย 
ตวัอ่อนมาเล้ียงในน ้ ายาที่ไม่มี NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ตามวิธีที่ไดก้ล่าวมาขา้งตน้ โดยกลุ่ม
ควบคุมคือตวัอ่อนที่ไม่ผา่นการบ่มดว้ยสารเคมีใดๆ 
 3.2.8 กำรเหน่ียวน ำกำรเป็นสัดโคตัวรับ กำรย้ำยฝำกตัวอ่อน และกำรตรวจกำรต้ังท้อง 
                    ใช้โคนมลูกผสมที่มีอายุระหว่าง 2-3 ปี ในฟาร์มศูนยว์ิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล ์
ตน้ก าเนิด มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี เหน่ียวน าใหโ้คเป็นสดัโดยสอด CIDR (Pfizer) ไวใ้นช่องคลอด 8 
วนั แล้วดึงออกและฉีดฮอร์โมน Prostaglandin F2α (PGF2α) 375 ไมโครกรัม เขา้กล้ามเน้ือในวนัที่ 8 
หลงัจากดึง CIDR ออกและตรวจการเป็นสัดหลงัจากฉีดฮอร์โมน PGF2α 60 ชัว่โมง การยา้ยฝากตวัอ่อนท า
ไดโ้ดยน าตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงระยะบลาสโตซีสตท์ี่บ่มดว้ย NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่
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ความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมไปลา้งในน ้ ายา Syngro™  3 คร้ัง แลว้บรรจุตวัอ่อน 1-2 ใบ ในหลอด
พลาสติกขนาด 0.25 ซีซี น าไปใส่ในปืนฉีดตวัอ่อน (IMV) ซ่ึงสวมดว้ย ET sheath และ sanitary sheath ท า
การยา้ยฝากตวัอ่อนใหโ้คตวัรับที่เป็นสดัมาแลว้ 7-7.5 วนั ซ่ึงจะปล่อยตวัอ่อนเขา้สู่ปีกมดลูกขา้งที่ตกไข่ โดย
จะยา้ยฝาก 2 ตวัอ่อนใหโ้คตวัรับ 1 ตวั ตามวธีิที่รายงานโดย รังสรรค ์และสรรเพชญ (2530) 
         หลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อน 45 วนั จะตรวจการตั้งทอ้งของโคตวัรับดว้ยอลัตราซาวด์ และลว้ง

ตรวจการตั้งทอ้งทางทวารหนักอีกคร้ัง ภายหลงัการยา้ยฝาก 60 วนั โคที่ตั้งทอ้งจะไดรั้บการลว้งตรวจเพื่อ

ยนืยนัทุกเดือน จนกวา่จะครบก าหนดคลอด 

3.3 กำรทดลองที่ 2 กำรศึกษำผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่อระดับของ histone  
                                    acetylation และกำรแสดงออกของยีนที่เกี่ยวข้องกับกำรเจริญ  ของตัวอ่อนกระทิง 
                               โคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์ 
          จากการทดลองที่ 1 ท าให้ทราบความเข้มขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมในการใช้ NaBu, 
SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ส าหรับการเพิ่มอตัราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสตสู์งสุด ในการทดลอง
คร้ังน้ีจะท าการศึกษาผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่มีต่อระดบัของ histone acetylation, 
DNA methylation และการแสดงออกของยนีในตวัอ่อน โดยจะท าการผลิตตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปี
ชีส์ ดงัวิธีในหัวขอ้ 13.1 โดยใช้ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาที่
เหมาะสม แลว้น าตวัอ่อนมาท าการทดลองโดยเปรียบเทียบกบัตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ไม่ได้
ผา่นการบ่มดว้ยสารเคมีดงัน้ี 
 3.3.1 กำรวิเครำะห์ histone acethylation 
         เก็บตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ ระยะ 1 เซลล์, 8 เซลล์ และบลาสโตซีสต ์โดยลา้ง 
ตวัอ่อนดว้ยน ้ ายา PBS + 0.1% PVP จากนั้นบ่มตวัอ่อนใน 4% paraformaldehyde นาน 30 นาที บ่มในน ้ ายา 
PBS + 0.5% triton X-100 นาน 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิห้อง แล้วล้างตวัอ่อนดว้ยน ้ ายา PBS + 0.1% PVP 
จ  านวน 4 คร้ัง จากนั้นบ่มใน 2N HCl นาน 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิ 37 °C แลว้ลา้งตวัอ่อนดว้ยน ้ ายา PBS + 0.1% 
PVP จ  านวน 4 คร้ัง แลว้บ่มในน ้ ายา blocking solution นาน 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิห้อง แลว้ยา้ยตวัอ่อนไปบ่ม
ในน ้ ายา blocking solution + primary antibody (Ac-H4K5) ที่อุณหภูมิ 4 °C ขา้มคืน แลว้ลา้งดว้ย PBS + 
0.1% PVP จ  านวน 4 คร้ัง นานคร้ังละ 15 นาที แลว้จึงบ่มในน ้ ายา PBS + 0.1% PVP  + secondary antibody 
นาน 1 ชัว่โมง ที่อุณหภูมิหอ้ง (ป้องกนัไม่ใหโ้ดนแสง) แลว้ลา้งตวัอ่อนดว้ย PBS + 0.1% PVP จ  านวน 4 คร้ัง 
นานคร้ังละ 15 นาที (ป้องกนัไม่ให้โดนแสง) จากนั้นยอ้มตวัอ่อนดว้ย DAPI แลว้ mount ตวัอ่อนลง slide 
แลว้น าไปส่องภายใตแ้สงอุลตร้าไวโอเลต  
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 3.3.2 กำรวิเครำะห์กำรแสดงออกของยีน 
         เก็บตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ระยะ 1 เซลล์, 8 เซลล์ และ บลาสโตซีสต ์มาท าการ
สกดั mRNA โดยใช ้Oligo (dT) 25 นิวคลีโอไทด์ที่ติดอยูก่บัเม็ดแม่เหล็ก (Dynabeads mRNA purification 
kit, Dynal) แลว้น า mRNA ที่ไดม้าท าการสังเคราะห์สายดีเอนเอคู่สม (cDNA) โดยบ่ม mRNA ที่สกดัไดใ้น
อุณหภูมิ 55 °C นาน 1 ชัว่โมง ในสารละลายที่มี 1x first stand buffer, 5 mM dithiothreitol (DTT), 0.5 mM 
of each dNTP, 40U RNasin ribonuclease inhibitor (Invitrogen) และ 200U Superscript III RNase H-RT 
(Invitrogen) น า cDNA ที่สังเคราะห์ได้มาท าการวิเคราะห์การแสดงออกของยนีต่างๆ เช่น Oct4, Cdx2, 
GCN-5, HAT1, HDAC1 และ HDAC7 (ตารางที่ 1) ในเชิงปริมาณ โดยใช ้Bio-Rad's SSO Fast EvaGreen 
supermix, SYBR (Bio rad) ดว้ยเคร่ือง Chromo4 Four-Color Real-Time PCR Detection System (Bio rad) 
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ตำรำงที่ 1 ไพเมอร์ของยนีต่างๆ ที่ใชใ้นการวเิคราะห์การแสดงออกของยนีดว้ย Real time PCR 

Gene Primer sequences (5’-3’) Accession 

number 

Reference 

Oct-4 F: CCACCCTGCAGCAAATTAGC 

R: CCACACTCGGACCACGTCTT 

NM_174580 Iager et al., 2008 

Cdx2 F: GCAAAGGAAAGGAAAATCAACAA 

R: GGGCTTGGGACGCTTCT 

XM_871005 Iager et al., 2008 

GCN-5 F: CAGAATGTCTTTTCCCACCAG 

R: GGATTCAGCTCACACTCCATC 

U57316 McGraw et al., 2003 

HAT1 F: AGATATATAAGGCTGACATGAC 

R: CTGTAATATCAAGAACTGTAGG 

NM_003642 McGraw et al., 2003 

HDAC1 F: ACTACTACGACGGGGATGTTG  

R: GCCAAGACGATATCATTGACG 

XM_01767 McGraw et al., 2003 

HDAC7 F: AGGACACCATGCAGATCATTC 

R: ATCAAATCCAGCAGACACCAG 

AF239243 McGraw et al., 2003 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและวจิำรณ์ 
4.1 ผลกำรทดลอง 
 4.1.1 กำรหำควำมเข้มข้นและเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ NaBu ต่อกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์และคุณภำพของตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสต์ 
 จากการทดสอบตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ดว้ย NaBu ที่ความเข็มขน้แตกต่างกนัเพื่อหา
ความเขม้ขน้ที่เหมาะสมต่อการเจริญเจริญเติบโตของตวัอ่อนและคุณภาพของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต ์
พบว่าแต่ละกลุ่มการทดสอบของ NaBu ให้อัตราการแบ่งตวัไม่แตกต่างกันทางสถิติคือ 79.0-80.5%  แต่
อยา่งไรก็ตาม ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 0.5 mM เป็นเวลา 12 ชัว่โมง
หลงัเช่ือมเซลล ์มีอตัราการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เขา้สู่ระยะ 8 เซลล ์(63/123, 60%) สูง
กว่ากลุ่มควบคุม (60/120, 50.0%), 1mM NaBu (59/123, 47.9%) และ 2 mM NaBu (60/126, 47.6%) อยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P< 0.05) นอกจากน้ียงัพบว่าอตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปี
ชีส์ของกลุ่ม 0.5 mM NaBu สามารถเพิ่มการเจริญของตวัอ่อนเขา้สู่ระยะมอรูลาร์ (43/123, 34.9%) และ 
บลาสโตซีสต ์(42/123, 34.1%) สูงกว่ากลุ่มควบคุมอยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (ภาพที่ 4.1A) นอกจากน้ี
หลงัจากที่ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เจริญเขา้สู่ระยะบลาสโตซีสตแ์ลว้ ไดน้ ามาท าการนับจ านวน
เซลลข์อง ICM และTE ดงัแสดงผลในภาพ 4.1A ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า จ  านวนเซลล์ของ ICM และ 
TE ในกลุ่ม 0.5 mM NaBu มีจ  านวนเซลลข์อง ICM และTE สูงกวา่กลุ่มอ่ืนๆ อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิต ิ
 จากการหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการทดสอบ NaBu ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิง
โคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ โดยไดน้ าตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 0.5 mM ดว้ย
ระยะเวลาที่แตกต่างกนัคือ 0, 6, 12, 18 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์ดงัแสดงในภาพ 4.1B ผลการทดลองพบว่า ตวั
อ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ในกลุ่มที่ทดสอบดว้ย  0.5 mM ดว้ยระยะเวลาในการบ่ม 12 ชัว่โมง เพิ่ม
อตัราการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เขา้สู่ระยะ 8 เซลล ์(71/124, 57.3%)  มอรูลาร์ (49/124, 
40%) และบลาสโตซีสต ์(48/124, 39%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) นอกจากน้ียงัพบว่า ผลของการ
นับเซลล์ ICM, TE และ TE/ICM ratio พบว่า มีจ  านวนเซลล์ ICM, TE สูงกว่ากลุ่มอ่ืนๆอยา่งมีนัยส าคญั 
(ภาพ 4.1B) 
       จากผลดงักล่าวสามารถสรุปไดว้่าความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสมของการใช ้NaBu ต่อ
การเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์คือ ความเขม้ขน้ที่ 0.5mM ทดสอบเป็นเวลา 12 
ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์สามารถส่งผลต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดเ้ป็นอยา่ง
ดี 
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 ภำพที่ 4.1 แสดงผลการทดสอบดว้ย NaBu ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญเติบโต

ของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ A) ผลของ NaBu ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการเจริญเติบโตของ        

ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์และจ านวนเซลล์ ICM และ TE, B) ผลของ NaBu ที่ทดสอบด้วย

ระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญเติบโตของและจ านวนเซลล์ ICM, TE และ TE/ICM ratio:  a,b บนกราฟแสดงค่า

ทางสถิติที่ P<0.05 

4.1.2 กำรหำควำมเข้มข้นและเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ SAHA ต่อกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์และคุณภำพของตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสต์ 
 เพื่อศึกษาผลของการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์หลงัจากถูกทดสอบดว้ย 
SAHA ที่ความเขม้ขน้ 0, 0.1, 1,10 µM เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ ดงัแสดงผลในภาพ 4.2A ผล
การศึกษาพบวา่ แต่ละกลุ่มการทดสอบของ SAHA ให้อตัราการแบ่งตวัไม่มีความแตกต่างอยา่งมีนัยส าคญั 
แต่จะพบว่าที่ระดบัความเขม้ขน้ 1 µM สามารถเพิ่มอตัราการเจริญเขา้สู่ระยะ 8 เซลล์ (61/120, 50%) มอรู
ลาร์ (53/120, 44%) และบลาสโตซีสต ์(51/120, 42.5%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (p<0.05) นอกจากน้ียงั
พบว่า ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1 µM สามารถเพิ่มจ านวนเซลล์ของ ICM 
และ TE อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (ภาพ 4.2A) 
 จากผลดงักล่าวตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์จะถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ที่เหมาะสม
คือ 1 µM เพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ด้วย
ระยะเวลาที่แตกต่างกนัคือ 0, 6, 12, 18 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ ดงัแสดงผลในภาพ 4.2B พบว่า กลุ่มที่ถูก
ทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ 1 µM เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์สามารถเพิ่มอตัราการแบ่งตวั (120/130, 
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92%) การเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์น่ิงเข้าสู่ 8 เซลล์ (77/130, 59%) ระยะมอรูลาร์ 
(72/130, 55%) และบลาสโตซีสต ์(56/130, 43%) อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) (ภาพ 4.2B) นอกจากน้ี
ยงัพบว่า ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ระดบัความเขม้ขน้ 1 µM บ่มเป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือม
เซลลส์ามารถเพิม่จ  านวนเซลลข์อง ICM และ TE อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงันั้นจึงสรุปไดว้า่ที่ความเขม้ขน้ 
1 µM บ่มเป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลลส์ามารถเพิม่อตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนและจ านวนเซลล์
ระยะบลาสโตซีสตข์องตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดดี้ 

 

ภำพที่ 4.2 แสดงผลการทดสอบดว้ย SAHA ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญเติบโต
ของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ A) ผลของ SAHA ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการเจริญเติบโตของตวั
อ่อนและจ านวนเซลล์ ICM และ TE, B) ผลของ SAHA ที่ทดสอบดว้ยระยะเวลาต่างๆต่อการเจริญเติบโต
ของตวัอ่อนและจ านวนเซลล ์ICM และ TE, a,bบนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05  

 
4.1.3 กำรหำควำมเข้มข้นและเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ Scriptaid ต่อกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อน

กระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์และคุณภำพของตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสต์ 
 เพือ่ศึกษาหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ Scriptaid โดยใชค้วามเขม้ขน้ที่ 0, 0.25, 0.5, 1 µM 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์และคุณภาพ
ของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต ์ดงัแสดงผลในภาพ 4.3A พบว่า ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์แต่ละ
กลุ่มการทดสอบของ Scriptaid มีอตัราการแบ่งตวัไม่แตกต่างกนั แต่พบว่าตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปี
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ชีส์เจริญเขา้สู่ระยะ 8 เซลล์ ระยะมอรูลาร์ ตลอดจนบลาสโตซีสต์ ของกลุ่มที่ใช้ความเข้มขน้ 0.5 µM 
สามารถเพิม่สูงขึ้นอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  และที่ส าคญักลุ่มที่ใชค้วามเขม้ขน้ 0.5  µM  สามารถ
เพิม่จ  านวนเซลล ์ICM, TE อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  (ภาพ 4.3A) 
 หลงัจากที่ทราบความเขม้ขน้ของการทดสอบดว้ย Scriptaid ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์แลว้ ตวัอ่อนจะถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ที่ดีที่สุดคือ 0.5 µM ของ Scriptaid
แลว้บ่มดว้ยระยะเวลาที่ 0, 6, 12, 18 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ ดงัแสดงผลในภาพ 4.3B พบว่า ตวัอ่อนกระทิง
โคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เจริญเขา้สู่ 8 เซลล์ ระยะมอรูลาร์ ตลอดจนบลาสโตซีสตไ์ดดี้ที่สุดอยา่งมีนัยส าคญัทาง
สถิติ (P<0.05)  หลงัถูกบ่มดว้ย 0.5 µM Scriptaid เป็นเวลา 12 ชัว่โมง เม่ือเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆ นอกจากน้ียงั
สามารถเพิม่จ  านวนเซลล ์ICM, TE ของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดอี้กดว้ย 
  ดงันั้นจึงสรุปได้ว่า ที่ความเขม้ขน้ 0.5 µM ของ Scriptaid บ่มดว้ยระยะเวลา 12 ชั่วโมง 
สามารถเพิม่อตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดดี้ที่สุด 

 

 
ภำพที่ 4.3 แสดงผลการทดสอบด้วย Scriptaid ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆต่อการ

เจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ A) ผลของ Scriptaid ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการ
เจริญเติบโตของตวัอ่อนและจ านวนเซลล ์ICM และ TE, B) ผลของ Scriptaid ที่ทดสอบดว้ยระยะเวลาต่างๆ
ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนและจ านวนเซลล ์ICM และ TE, a,b,cบนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05 
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4.1.4 กำรหำควำมเข้มข้นและเวลำที่เหมำะสมในกำรใช้ 5-aza-dC ต่อกำรเจริญเติบโตของตัวอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์และคุณภำพของตัวอ่อนระยะบลำสโตซีสต์ 
 เพือ่ศึกษาหาความเขม้ขน้ที่เหมาะสมของ 5-aza-dC โดยใชค้วามเขม้ขน้ที่ 0, 0.01, 0.1, 1 µM 
เป็นเวลา 12 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล์ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์และคุณภาพ
ของตวัอ่อนระยะบลาสโตซีสต ์ดงัแสดงผลในภาพ 4.4A พบว่า ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์แต่ละ
กลุ่มการทดสอบของ 5-aza-dC มีอตัราการแบ่งตวัไม่แตกต่างกนั แต่พบวา่ในกลุ่ม 0.1 µM สามารถเพิม่อตัรา
การเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เขา้สู่ระยะ 8 เซลล์ ระยะมอรูลาร์ ตลอดจนบลาสโตซีสต ์
อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  และที่ส าคญักลุ่มที่ใชค้วามเขม้ขน้ 0.1  µM  สามารถเพิ่มจ านวนเซลล ์
ICM, TE อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  (ภาพ 4.3A) 
 หลังจากที่ทราบความเข้มขน้ที่เหมาะสมของ 5-aza-dC ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์แลว้ ตวัอ่อนจะถูกทดสอบดว้ยความเขม้ขน้ที่ดีที่สุดคือ 0.1 µM 5-aza-dC แลว้บ่ม
ดว้ยระยะเวลาที่ 0, 6, 12, 18 ชัว่โมงหลงัเช่ือมเซลล ์ดงัแสดงผลในภาพ 4.4B ซ่ึงพบว่า ตวัอ่อนกระทิงโคลน
น่ิงขา้มสปีชีส์หลงัจากถูกบ่มดว้ย 0.1 µM 5-aza-dC เป็นเวลา 12 ชัว่โมง สามารถอตัราการเจริญเติบโตของ
ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์เขา้สู่ระยะ 8 เซลล ์ระยะมอรูลาร์ ตลอดจนบลาสโตซีสตไ์ดดี้ที่สุดอยา่งมี
นยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  เม่ือเทียบกบักลุ่มอ่ืนๆ นอกจากน้ียงัสามารถเพิ่มจ านวนเซลล์ ICM, TE ของตวั
อ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดอี้กดว้ย 
  ดงันั้นจึงสรุปไดว้่า ที่ความเขม้ขน้ 0.1 µM 5-aza-dC บ่มดว้ยระยะเวลา 12 ชัว่โมง สามารถ
เพิม่อตัราการเจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดดี้ที่สุด 
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ภาพที่  4.4 แสดงผลการทดสอบด้วย 5-aza-dC ที่ความเข้มข้นและระยะเวลาต่างๆต่อการ

เจริญเติบโตของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ A) ผลของ 5-aza-dC ที่ความเขม้ขน้ต่างๆต่อการ
เจริญเติบโตของตวัอ่อนและจ านวนเซลล ์ICM และ TE, B) ผลของ 5-aza-dC ที่ทดสอบดว้ยระยะเวลาต่างๆ
ต่อการเจริญเติบโตของตวัอ่อนและจ านวนเซลล ์ICM และ TE, a,b,cบนกราฟแสดงค่าทางสถิติที่ P<0.05 

 
4.2 ผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อกำรแสดงออกของระดับของกำรเติมหมู่ 

อะซิติลของฮีสโตน (histone acetylation) ในตัวอ่อนกระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์ 
เพือ่หาระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนที่ต  าแหน่ง H4K5 ในตวัอ่อนกระทิงโคลน

น่ิงขา้มสปีชีส์ที่ถูกทดสอบด้วย NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ตามความเข้มขน้และเวลาที่
เหมาะสมดงันั้นการศึกษาในคร้ังน้ีจะท าการทดสอบดว้ยวิธี immunostaining ดงัแสดงผลในภาพ 4.5 ซ่ึงผล
การทดลองพบวา่  กลุ่ม NaBu, SAHA, และScriptaid สามารถเพิ่มการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตน ที่
ต  าแหน่ง H4K5 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05)  ที่ระยะ 1 เซลล์ 8 เซลล์ และระยะบลาสโตซีสตข์องตวั
อ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ไดดี้กวา่กลุ่มตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ไม่ไดถู้กทดสอบ แต่พบวา่
กลุ่ม 5-aza-dC   ไม่สามารถเพิม่ระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนต าแหน่ง H4K5 ได ้ดงันั้น
การศึกษาในคร้ังน้ีช้ีให้เห็นว่า การทดสอบตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ดว้ย NaBu, SAHA, และ
Scriptaid สามารถเพิม่ระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนต าแหน่ง H4K5 ไดดี้  
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ภำพที่ 4.5 การแสดงระดบัของการเติมหมู่อะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนต าแหน่ง H4K5 ในตวัอ่อน
กระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ถูกทดสอบดว้ย NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC จากความเขม้ขน้และ
เวลาที่เหมาะสม A) ระยะ1 เซลล์ B) ระยะ 8 เซลล์ และC) ระยะบลาสโตซีสต ์a,bบนกราฟแสดงค่าทางสถิติ
ที่ P<0.05 

 
4.3 ผลกำรศึกษำผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อกำรแสดงออกของยีนที่

เกี่ยวข้องกับกำรเจริญของตัวอ่อนกระทิงโคลนน่ิงข้ำมสปีชีส์ 
จากการศึกษาผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อการแสดงออกของยนี Oct4, Cdx2, 

Gcn5, Hat1, Hdac1 ในตวัอ่อนระยะ1 เซลล์ ระยะ 8 เซลล์ และบลาสโตซีสต ์ดงัแสดงในภาพ 4.6 ซ่ึงพบว่า 
หลงัจากที่ทดสอบดว้ย NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่ความเขม้ขน้และระยะเวลาที่เหมาะสม
สามารถเพิม่การแสดงออกของยนี Oct4, Cdx2, Gcn5, Hat1 อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) และช่วยลด
การแสดงแสดงออกของยนี Hdac1 ในตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ระยะ 1 เซลล์ และ ระยะ 8 เซลล ์
นอกจากน้ีพบว่าในกลุ่มตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ที่ถูกบ่มดว้ย NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-
aza-dC สามารถเพิ่มการแสดงออกของยนี Oct4 และ Cdx2 อยา่งมีนัยส าคญัทางสถิติ (P<0.05) ส่วนการ
แสดงออกของยนี Gcn5, Hat1 ที่ระยะบลาสโตซีสตไ์ม่แตกต่างกนั ตรงกนัขา้ม การแสดงออกของยนีระยะ 
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บลาสโตซีสตใ์นตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ของกลุ่มที่ทดสอบดว้ย NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-
aza-dC สามารถลดการแสดงออกของยนี Hdac1 อยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (P<0.05) 

 

 
ภำพที่ 4.6 แสดงผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อการแสดงออกของยนี Oct4, 

Cdx2, Gcn5, Hat1, Hdca1 ในตวัอ่อนระยะ1 เซลล ์ระยะ 8 เซลล์ และบลาสโตซีสต ์a,bบนกราฟแสดงค่าทาง
สถิติที ่P<0.05 

 
4.4 ผลของ NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อกำรต้ังท้องและคลอด 
       หลงัจากที่น าตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ระยะบลาสโตซีสตข์องกลุ่มที่ถูกทดสอบดว้ย 

NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ที่ความเขม้ขน้และการบ่มดว้ยช่วงเวลาที่เหมาะสมยา้ยฝากไปยงัแม่
โคตวัรับ พบวา่ทุกกลุ่มการทดลองมีการทอ้งหลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อน 60 วนั และมีการแทง้ในวนัที่ 90 และ 
กลุ่มที่ไม่ treat สารเคมี และกลุ่มที่ treat ดว้ย 5-aza-dC แทง้ทั้งหมดในวนัที่ 120  หลงัจากยา้ยฝากตวัอ่อน 
ส่วนกลุ่มที่ treat ดว้ย NaBu SAHA และ Scriptaid ยงัคงมีการตั้งทอ้งกลุ่มละ 1 ตวั แต่แทง้หมดหลงัจากยา้ย
ฝากตวัอ่อน 150 วนั ดงัตารางที่ 2    
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ตำรำงที่ 2 ผลการยา้ยฝากตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงที่ผา่นการ treat ดว้ยสารเคมีชนิดต่างๆ 
กลุ่มทดลอง จ ำนวน

ตัวรับ 
ตัวรับต้ังท้องที่ 

60 วัน (%) 
ตัวรับต้ังท้องที่ 

90 วัน (%) 
ตัวรับต้ังท้องที่ 

120 วัน (%) 
ตัวรับต้ังท้องที่ 

150 วัน (%) 
ไม่ได ้treat สารเคมี 10 2 (20) 1 (10) 0 0 
Treated NaBu 10 2 (20) 1 (10) 1 (10) 0 
Treated SAHA 10 3 (30) 1 (10) 1 (10) 0 
Treated Scriptaid 10 2 (20) 1 (10) 1 (10) 0 
Treated 5-aza-dC 10 2 (20) 1 (10) 0 0 
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บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 ในการทดลองคร้ังน้ีพบว่า สามารถใช ้NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC เพื่อเพิ่มการพฒันาของ
ตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ได ้นอกจากน้ียงัการเพิ่มขบวนการ reprogramming ดว้ยขบวนการเติม
หมู่กอะเซทิลบนโปรตีนฮีสโตนต าแหน่ง H4K5 และเพิม่การแสดงออกของยนี Oct4, Cdx2, Gcn5, Hat1และ
ลดการแสดงออกของยีน Hdac1 ของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิงขา้มสปีชีส์ได้ การศึกษาในคร้ังน้ีเป็นการ
พฒันาองคค์วามรู้ในดา้นการพฒันาประสิทธิภาพการโคลนน่ิงไดเ้ป็นอยา่งดีและเป็นรายงานแรกที่มีการ
เปรียบเทียบการใชส้าร NaBu, SAHA, Scriptaid และ 5-aza-dC ต่อการเจริญของตวัอ่อนกระทิงโคลนน่ิง
ขา้มสปีชีส์ 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 การใชส้ารเคมีที่เก่ียวของการกระบวนการ reprogramming ไม่ว่าจะเป็นการใชส้ารกลุ่มที่ยบัย ั้ง
การเติมหมู่อซิติลหรือแมก้ระทั้งสารที่ท  าหนา้ที่ยบัย ัง่กระบวนการ DNA methylation เช่น 5 Aza-dC ก็มีส่วน
ช่วยปรับปรุงประสิทธิภาพการโคลนน่ิงไดเ้ช่นกนั  
 5.2.2 ควรมีการศึกษาอตัราการตั้งทอ้งหลงัยา้ยฝากตวัอ่อนเพิม่เติม 
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10. ผลงานวิจัยที่ประสบความส าเร็จ  
 10.1. ประสบผลส าเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนม   ไดลู้กแฝดเพศเมียเกิดมาเม่ือวนัที่ 8 กนัยายน 
2529   นบัเป็นรายแรกของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.2. ประสบผลส าเร็จในการยา้ยฝากตวัอ่อนแพะ  ไดลู้กแพะเกิดมาเม่ือปี  2532  นับเป็นรายแรก
ของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.3. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโค โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ตน้แบบ ไดลู้กโค
โคลนน่ิงเกิดมาเม่ือวนัที่ 6 มีนาคม 2543 นับเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย ์และรายที่ 6 ของโลก (ขณะ
ท างาน ณ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.4. ประสบความส าเร็จการโคลนน่ิงตวัอ่อนกระบือปลกัโดยใชเ้ซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์
แกรนูโลซาเป็นเซลลต์น้แบบ นับเป็นรายแรกของโลกที่ท  าและตีพิมพผ์ลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 
371-384. (ขณะท างาน ณ คณะสตัวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ)  

 10.5.  ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโคบราห์มนัเพศผูช่ื้อ “ตูมตาม” โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหู
เป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนน่ิงจากเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตวัเกิดมา ลูกโคทุกตัวผ่านการ
ตรวจสอบดีเอ็นเอแล้วพบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจา้ของเซลล์ตน้แบบทุกประการ และมีสุขภาพ
สมบูรณ์แขง็แรงดีมาก 
 10.6. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงแมวพนัธุ์โคราช โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล ์
ตน้แบบ ไดลู้กแมวโคลนน่ิงเกิดมา 2 ตวั รายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัที่ 25 ธนัวาคม 2549 
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 10.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนน่ิงแมวบา้น โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ตน้แบบ 
ไดลู้กแมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตวั ในวนัที่ 25 ธนัวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วนั หลงัคลอด 
ขณะน้ียงัคงท าโคลนน่ิงแมวบา้น และแมวป่า อยา่งต่อเน่ือง  
 10.8.  ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงโคพนัธุ์ขาวล าพูนเพศผูช่ื้อ “อินทนนท”์ โดยใชเ้ซลล์ร่างกาย
ส่วนใบหูเป็นเซลล ์ตน้แบบ ไดลู้กโคโคลนน่ิงเกิดมารายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัที่ 21 มี.ค. 2550  ไดรั้บ
การตั้งช่ือวา่ “ขาวมงคล” 
 10.9.  ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงแพะพนัธุ์บอร์เพศผู ้ โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล ์
ตน้แบบ ไดลู้กแพะโคลนน่ิงเกิดมารายแรกของประเทศไทย เม่ือวนัที่ 27 พ.ค. 2550 1 ตวั และ วนัที่ 4 ก.ค. 
2550 1 ตวั 
 10.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนน่ิงกระทิงเพศผู ้โดยใชเ้ซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ตน้แบบ 
ไดลู้กกระทิงโคลนน่ิงเกิดมารายที่ 2 ของโลก   เม่ือวนัที่ 4 มี.ค. 2551 จ  านวน 1 ตวั แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 
ชัว่โมง หลงัคลอด 
 

11. รางวัลที่ได้รับ  
       11.1. จากผลงานวจิยัการยา้ยฝากตวัอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ไดลู้กแฝดโคนมเกิดมาคร้ังแรก
ของประเทศไทยเม่ือวนัที่  8   กนัยายน  2529    ท  าให้งานวิจยัน้ีถูกยกยอ่งให้เป็น  1  ใน  10  ข่าวเด่นของ
จุฬาลงกรณ์มหาวทิยาลยั 
 11.2. รางวลัผลงานวจิยัดี (อนัดบั 1 สาขาสัตว)์ ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง    “ความเป็นไปไดใ้น
การผลิตโคพนัธุดี์ดว้ยเทคโนโลยโีคลนน่ิงโดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลาสเป็นเซลล์ตน้แบบ” ในการประชุมทาง
วชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 38 พ.ศ. 2543 
  11.3. รางวัลผลงานวิจัยดี สาขาวิทยาศาสตร์ ในการเสนอผลงานวิจัยเร่ือง “การทดสอบค่า
กระแสไฟฟ้าที่เหมาะสมส าหรับการท าโคลนน่ิงตวัอ่อนแมวโดยใชเ้ซลล์ไฟโบรบลาสจากใบหูเป็นเซลล์
ตน้แบบ” ในการประชุมทางวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 41 พ.ศ. 2546 
 11.4. รางวลันกัวจิยัดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยชีีวภาพแห่งประเทศไทย ไดรั้บเชิญเป็นผูป้าฐกถา 
อายโิน๊ะโมะโต๊ะ เร่ือง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการประชุม
ประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 
 11.5. รางวลัผลงานวิจยัดี (อนัดบั 1 สาขาสัตว)์ ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง “การใชเ้ทคโนโลยี
โคลนน่ิงผลิตโคเน้ือและโคนมพนัธุดี์” ในการประชุมทางวชิาการมหาวิทยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 42 พ.ศ. 
2547 
 11.6. รางวลับุคลากรสายวิชาการที่มีผลงานดีเด่นดา้นการวิจยั ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยสุีรนารี 
 11.7. รางวลัแทนคุณแผน่ดิน สาขาวทิยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนชัน่ 
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 11.8. รางวลัผลงานวจิยัดี  (อนัดบั 1 สาขาสตัว)์  ในการเสนอผลงานวิจยัเร่ือง  “การอนุรักษโ์คพนัธุ์
ขาวล าพนูโดยการท าโคลนน่ิง”  ในการประชุมทางวชิาการมหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ คร้ังที่ 46 พ.ศ. 2551  
 11.9. ศิษยเ์ก่าดีเด่น คณะวทิยาศาสตร์ มหาวทิยาลยัเกษตรศาสตร์ พ.ศ. 2555 
          11.10 รางวลับุคลากรสายวิชาการที่มีผลงานดีเด่นด้านการบริการวิชาการ ประจ าปี 2558 จาก
มหาวทิยาลยัเทคโนโลยสุีรนารี 
 
12. การจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค ์  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 
 12.2. รังสรรค ์พาลพา่ย  วศิิษฐิพร สุขสมบตัิ อาวธุ อินทรช่ืน อุดมวิทย ์มณีวรรณ  คมสัน ภาษยเดช       
แสงเพช็ร งอนชยัภูมิ  ป้องภยัรี มีสมบติั  สมิง เติมพรมราช   ชุติ เหล่าธรรมธร  จนัทร์เจา้ ลอ้ทองพานิชย ์ 
วชิยั ศรีสุรักษ ์ “เคร่ืองเช่ือมเซลลด์ว้ยไฟฟ้ากระแสตรง”  ยืน่ค  าขอเม่ือวนัที่ 11 มิถุนายน 2547   

12.3. สุรชยั รัตนสุข รังสรรค ์พาลพา่ย มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ “ผลิตภณัฑโ์มโนโคลนัลแอนติบอดี
ต่ออสุจิเพศผูข้องโค และกระบวนการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผูข้องโคดงักล่าว” ยืน่ค  าขอ
เม่ือวนัที่ 27 กรกฎาคม 2555 

12.4. สุรชยั รัตนสุข รังสรรค ์พาลพา่ย มารินา เกตุทตั-คาร์นส์ “กระบวนการแยกเพศอสุจิโคดว้ยโม
โนโคลนัลแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่ออสุจิเพศผูข้องโค และการใชอ้สุจิที่ผ่านกระบวนการดงักล่าวใน
การปฏิสนธิในหลอดทดลอง” ยืน่ค  าขอเม่ือวนัที่ 27 กรกฎาคม 2555 

12.5. รังสรรค ์พาลพา่ย ศิวชั สังศรีทวงษ ์ กาญจนา ปัญญาไว “ภาชนะบรรจุตวัอ่อนแช่แข็งดว้ยวิธี
ลดอุณหภูมิลงอยา่งรวดเร็วที่มีการเจือจางสารแช่แข็งแบบขั้นตอนเดียวและการใช้ภาชนะบรรจุดงักล่าว” 
เลขทะเบียน 9367 อนุมตัิวนัที่ 28 พ.ย. 2557 
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