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บทคัดย่อ 

 
 การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโคเป็นส่ิงท่ีท าเพื่อน าเซลล์ท่ีเก็บได้ไปตรวจเพศตัวอ่อน หรือน าไปท า 
genomic sequencing ก่อนน าไปย้ายฝากให้โคตัวรับ การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนต้องใช้วิธีท่ีไม่ท าให้เซลล์
ตัวอ่อนเสียหาย และสามารถน าไปแช่แข็งต่อได้ การทดลองเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโคระยะ บลาสโตซีสต์ท่ี
ผลิตในหลอดแก้วโดยใช้ Microblade และ Piezo-driven พบว่าการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนท่ี 5 และ 10% 
จากจ านวนเซลล์ท้ังหมดของตัวอ่อน ไม่ส่งผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซี สต์ แต่
คุณภาพของตัวอ่อนก่อนการเก็บแยกเซลล์จะส่งผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อน โดยตัวอ่อนเกรด 1 ท่ีเก็บ
แยกเซลล์โดยใช้ท้ัง 2 วิธีออกไป 5 หรือ 10% มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ใกล้คียงกันและไม่
แตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้เก็บแยกเซลล์ ในขณะท่ีตัวอ่อนเกรด 2 ท่ีเก็บแยกเซลล์ด้วย Microblade 
ออกไป 10% จะส่งผลต่อการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ ในขณะท่ีการเก็บด้วย Piezo-driven 
ท่ีตัดออก 5 และ 10% ไม่ส่งผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮช บลาสโตซีสต์ท้ังในกลุ่มตัวอ่อนเกรด 
1 และ 2 

ตัวอ่อนเกรด 1 ท่ีไม่ผ่านการเก็บแยกเซลล์และน าไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop 
และ 0.25 ml straw ให้อัตราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ดีกว่าเกรด 2  ส่วนตัวอ่อนท่ีไม่ผ่านการแช่
แข็งเกรด 1 มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์สูงกว่าตัวอ่อนเกรด 2 เล็กน้อย แต่ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ตัวอ่อนเกรด 2 ท่ีแช่แข็งโดยใช้ Cryotop มีอัตราเจริญถึงระยะบลาสโตซีสต์สูงกว่าท่ีแช่แข็ง
โดยใช้ 0.25 ml straw แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

ผลการเก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนในการทดลองแรกโดยใช้ Microblade และ Piezo-driven พบว่าการใช้ 

Piezo-driven ให้อัตราการเจริญของตัวอ่อนดีกว่าการใช้ Microblade จึงใช้ Piezo-driven เก็บแยกเซลล์ตัว

อ่อน แล้วน าตัวอ่อนไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop และ 0.25 ml straw แล้วศึกษาอัตรา

การเกิด apoptosis พบว่าตัวอ่อนกลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการเก็บเซลล์และไม่มีการแช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2 มี

อัตราการเกิด apoptosis ต่ าท่ีสุด และไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีเก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนและไม่มีการแช่แข็งท้ังเกรด 

1 และ 2 ส าหรับกลุ่มไม่มีการเก็บเซลล์และแช่แข็งโดยใช้ Cryotop ท้ังเกรด 1 และ 2 มีอัตราการเกิด 

apoptosis ไม่แตกต่างกัน แต่สูงกว่ากลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการเก็บเซลล์และไม่มีการแช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2 

อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และยังสูงกว่ากลุ่มท่ีเก็บแยกเซลล์ของตัวอ่อนท่ีไม่แช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2  อย่างมี

นัยส าคัญทางสถิติ ส่วนกลุ่มท่ีเก็บและไม่เก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนและแช่แข็งโดยใช้ Cryotop ตัวอ่อนเกรด 1 มี

อัตราการเกิด apoptosis ต่ ากว่าตัวอ่อนเกรด 2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนกลุ่มท่ีเก็บและไม่เก็บแยกเซลล์

ตัวอ่อนและแช่แข็งโดยใช้ 0.25 ml straw มีอัตราการเกิด apoptosis สูงกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

การทดลองนี้สรุปได้ว่าการแยกเซลล์จากตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์โดยใช้ Piezo-driven ให้ผลดีกว่าการใช้ 

Microblade การแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์ด้วยวิธี vitrification ท าให้เพิ่มอัตราการเกิด apoptosis 
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Abstract 
 
  Bovine embryo biopsy is needed to bring the embryonic cells to do sexing or 
genomic sequencing before transfer embryo to recipient. The non-invasive technique need 
to be carried out which will not harmful to embryos and can also be cryopreserved. In vitro 
produced bovine blastocysts were biopsied using Microblade and Piezo-driven techniques. A 
biopsied embryonic cell at 5 and 10% was not effect on the development to hatched 
blastocyst stage. However, the grades of embryos before biopsy effect the development of 
embryos. The grade 1 embryo biopsied with both techniques at 5 and 10% showed similar 
development to hatched blastocyst stage and was not different from the non-biopsy group. 
In the grade 2 embryos, biopsied with Microblade at 10% effect of embryo development, 
whereas biopsy with Piezo-driven at 5 and 10% showed no effect of embryo development.                        

Non-biopsy grade 1 embryo and then vitrified by Cryotop and 0.25 ml straw showed 
higher development than those grade 2 embryos. The grade 1 non-vitrified embryos showed 
little development to hatched blastocysts than those grade 2 but not significant different. In 
grade 2 embryos that had been vitrified by Cryotop showed development to hatched 
blastocyst stage higher than 0.25 ml group, but not significant different,    
 The previous experiment showed that biopsied by Piezo-driven gave better embryo 
development. The Piezo-driven was selected to biopsied blastocysts and then vitrified by 
Cryotop and 0.25 ml straw then examined apoptosis. The non-biopsied and non-vitrified 
embryos in both grade 1 and 2 showed lowest apoptosis and no different with biopsied and 
non-vitrified group. The apoptosis of non-biopsied and vitrified by Cryotop showed no 
different in both grade 1 and 2, but significant higher than those in non-biopsied and non-
vitrified embryos in both grade 1 and 2. In the non-biopsied and vitrified by Cryotop of grade 
1 embryos showed significant lower apoptosis than that grade 2. The non-biopsied and 
biopsied group those vitrified by 0.25 ml straw showed highest apoptosis and significant 
higher than that in other groups. In summary, this study can be concluded that biopsy 
bovine blastocysts by Piezo-driven gave better embryo development than Microblade. 
Vitrification of bovine blastocysts caused increasing apoptosis rate.           
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Piezo-driven และ Microblade เมื่อน ามาแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop หรือ 0.25 ml 
straw ซึ่งสามารถน าข้อมูลท่ีได้ไปเสนอผลงานวิชาการในระดับนานาชาติ หรือมีผลงานตีพิมพ์ใน
วารสารวิชาการระดับนานาชาติอย่างน้อย 1 ฉบับ 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนเป็นเทคนิคท่ีถูกน าไปประยุกต์ใช้กันอย่างแพร่หลายเพื่อคัดเพศในโค

ก่อนระยะการฝังตัวของตัวอ่อน แต่พบว่ายังหาเทคนิคท่ีมีความเหมาะสมท าให้ตัวอ่อนหลังการเก็บแยกเซลล์มี

ความเสียหายน้อยท่ีสุด รวมถึงเพิ่มความสะดวกรวดเร็วในการปฏิบัติงาน ดังนั้นในการศึกษาวิจัยในครั้งนี้จึง

ประยุกต์ใช้เครื่อง Piezo-driven ซึ่งเป็นอุปกรณ์ท่ีมีอยู่แล้วในศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด 

เพื่อเปรียบเทียบกับการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนด้วยการใช้ Microblade ซึ่งเป็นวิธีการเดิมท่ีใช้กันอย่าง

แพร่หลายในการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อน เนื่องจากมีความสะดวกรวดเร็วในการปฏิบัติงาน  แต่พบว่าสร้าง

ความเสียหายของเซลล์หลังขั้นตอนการตัดมากกว่าวิธีการอื่นๆ ซึ่งจะท าให้ได้วิธีการท่ีเหมาะสมต่อการเก็บแยก

เซลล์จากตัวอ่อน เพื่อคัดเพศในโคก่อนระยะการฝังตัวของตัวอ่อน และเป็นประโยชน์ต่ออุตสาหกรรมการย้าย

ฝากตัวอ่อนคัดเพศในโคต่อไป   

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1.2.1 เพื่อศึกษาอัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังจากแช่แข็งด้วยวิธี Vitrification โดยใช้ Cryotop และ   

     0.25 ml straw  
 1.2.2 เพื่อศึกษาเปรียบเทียบผลของการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโคด้วยเครื่อง Piezo-driven  
         และ Microblade ต่ออัตราเจริญของตัวอ่อน 
 1.2.3 เพื่ อ ศึกษาอัตราการเกิด apoptosis ในเซลล์ตัวอ่อน ท่ี ผ่านการเก็บแยกเซลล์ด้วย 
        วิธีการท่ีเหมาะสม และแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop หรือ 0.25 ml straw  
 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
ท าการผลิตตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์ในหลอดแก้ว แล้วน ามาเก็บแยกเซลล์ด้วยเครื่อง Piezo-

driven โดยการเปรียบเทียบกับการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโคด้วย Microblade  แล้วน ามาแช่แข็งด้วยวิธี 

vitrification โดยใช้ Cryotop หรือ 0.25 ml straw เพื่อตรวจสอบอัตราการรอดชีวิตของตัวอ่อน รวมถึงการ

ท า TUNEL assay เพื่อตรวจสอบเซลล์ apoptotic ท่ีเกิดขึ้นในกลุ่มการทดลองต่างๆ  

1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ   
ทราบประสิทธิภาพการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนด้วยเครื่อง Piezo-driven เมื่อเทียบกับ 

Microblade รวมถึงอัตรารอดชีวิตและความเสียหายของเซลล์ตัวอ่อนท่ีผ่านการเก็บแยกเซลล์ด้วยเครื่อง 
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บทที่ 2 
กำรทบทวนวรรณกรรม 

 
 การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนเป็นเทคนิคท่ีถูกน ามาประยุกต์ใช้เพื่อคัดเพศในโคก่อนระยะการฝังตัว
ของตัวอ่อน ซึ่งเป็นทางเลือกหนึ่งในการเพิ่มผลผลิตตัวอ่อนแยกเพศ เนื่องจากการใช้อสุจิแยกเพศเพื่อผลิต   
ตัวอ่อนแยกเพศนั้นจ านวนตัวอ่อนท่ีเจริญสู่ระยะบลาสโตซีส ต์จะลดลงอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อ
เปรียบเทียบกับการใช้อสุจิท่ีไม่ผ่านการแยกเพศ (Lu และคณะ, 1999) ในปัจจุบันได้มีรายงานวิธีการต่างๆ ใน
การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนเพื่อการตรวจเพศในโค ได้แก่  1) needle technique ซึ่งกระท าโดยการใช้     
ปิเปตจับยึด (Holding pipette) ยึดตัวอ่อนไว้ แล้วสอดปิเปตตัด (cutting pipette) ผ่านโซนาเพลลูซิดาเข้า
ไปยัง perivitelline space ของตัวอ่อน แล้วแทงปิเปตตัดทะลุออกจากโซนาเพลลูซิดา จากนั้นจึงใช้ปิเปตจับ
ยึดมาถูกับปิเปตตัดเพื่อให้โซนาเพลลูซิดาฉีกขาด แล้วจึงใช้ปิเปตส าหรับ biopsy ดูดเซลล์ของตัวอ่อนออกมา 
(Thibier และ Nibart, 1995; Cenariu และคณะ, 2012)  2) aspiration technique ท าโดยใช้ปิเปตจับยึด
เพื่อยึดตัวอ่อนไว้ จากนั้นจึงใช้ปิเปตส าหรับ biopsy แทงทะลุผ่านโซนาเพลลูซิดาแล้วจึงท าการดูดเซลล์ของ 
ตัวอ่อนออกมา (Thibier และ Nibart, 1995; Vajta และคณะ, 1997)  และ 3) Microblade technique 
เป็นการใช้ใบมีดขนาดเล็กกดลงผ่านโซนาเพลลูซิดาและไซโตพลาสซึมของตัวอ่อน เพื่อตัดแบ่งบางส่วนของ  
ตัวอ่อนออก (Leoni และคณะ, 2000; Thibier และ Nibart, 1995)  การใช้เทคนิคท่ี 1 และ 2 เก็บแยกเซลล์
จากตัวอ่อนจะต้องท าโดยใช้เครื่อง micromanipulator แต่ส าหรับเทคนิคท่ี 3 พบรายงานว่าสามารถท าโดย
การใช้ (Hasler, 2001)  หรือไม่ใช้ (Bredbacka และคณะ, 1995) เครื่อง micromanipulator ได้เช่นกัน ซึ่ง 
Bredbacka และคณะ (1995) พบว่าการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโดย Microblade และไม่ใช้เครื่อง 
micromanipulator ส่งผลให้ตัวอ่อนสูญเสียเซลล์บริเวณรอยตัดเนื่องจากการเส่ือมสลายของเซลล์ตัวอ่อน
ประมาณ 15-30% เมื่อเทียบกับกลุ่มท่ีตัดโดยใช้เครื่อง micromanipulator ซึ่งเสียหายน้อยกว่า  
 จากการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนท้ัง 3 วิธีการดังกล่าวข้างต้น พบว่าการตัดแยกเซลล์ด้วย 
Microblade โดยใช้เครื่อง micromanipulator นั้นเป็นวิธีท่ีใช้ในการเก็บเซลล์เพื่อการตรวจเพศตัวอ่อน
ร่วมกับการย้ายฝากตัวอ่อนในโคอย่างแพร่หลายเนื่องจากมีความสะดวกรวดเร็วในการปฏิบัติงานเมื่อเทียบกับ
วิธีการอื่นๆ (Ogata และคณะ, 2015) อย่างไรก็ตาม Cenariu และคณะ (2012) รายงานว่าอัตราการต้ังท้อง
หลังการย้ายฝากตัวอ่อนแช่แข็งในกลุ่มท่ีผ่านการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโดย Microblade ต่ ากว่ากลุ่มท่ีผ่าน
การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโดย needle และ aspiration อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานก่อนหน้านี้ของ Thibier และ Nibart (1995) ท่ีพบว่ากลุ่มของตัวอ่อนท่ีเก็บแยกเซลล์โดย 
Microblade เมื่อน าไปแช่แข็งและย้ายฝากตัวอ่อนให้ตัวรับนั้น อัตราการต้ังท้องจะต่ ากว่ากลุ่มของตัวอ่อนท่ี
เก็บแยกเซลล์โดยวิธี aspiration (55% และ 28%, ตามล าดับ) นอกจากนี้ยังพบว่ากลุ่มของตัวอ่อนท่ีเก็บแยก
เซลล์โดยวิธี aspiration มีอัตราการต้ังท้องไม่ต่างจากกลุ่มของตัวอ่อนท่ีไม่เก็บแยกเซลล์  
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 จากข้อมูลข้างต้นพบว่าการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโดย Microblade แม้จะให้ความสะดวกรวดเร็ว
ต่อการปฏิบัติงาน เหมาะแก่การประยุกต์ใช้ในการย้ายฝากตัวอ่อนในภาคสนาม แต่ท าให้เซลล์ตัวอ่อนเสียหาย
หลังการเก็บแยกเซลล์และส่งผลต่อเนื่องไปยังอัตรารอดหลังการแช่แข็ง และอัตราการต้ังท้องหลังการย้ายฝาก
ให้แก่ตัวรับ ดังนั้นจึงควรหาวิธีการท่ีเหมาะสมในการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนท่ีสร้างความเสียหายแก่เซลล์
น้อยลงและมีความสะดวกรวดเร็วต่อการปฏิบัติงาน เช่น การใช้เครื่อง Piezo-driven ซึ่งจะมีเครื่องก าเนิดแรง
ชนิดควงสว่านและเหมือนค้อนตอกไปพร้อมๆกันท่ีช้ันโซนาเพลลูซิดา ผ่านปิเปต biopsy ส าหรับเก็บแยกเซลล์
ตัวอ่อน ซึ่งท าให้การการเจาะผ่านโซนาเพลลูซิดาและเก็บเซลล์ตัวอ่อนด้วยปิเปต biopsy ท าได้นุ่มนวลไม่ท า
ให้เซลล์เสียหายมากและสะดวกรวดเร็วขึ้น (Wang และ Ang, 2014) นอกจากนี้ยังไม่พบรายงานการใช้เครื่อง 
Piezo-driven ในการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนในโค     
 การแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ท าให้ตัวอ่อนโคมีอัตรารอดหลังการละลายสูงกว่าการแช่แข็งด้วยวิธี 
slow freezing (Lopatárová และคณะ, 2002) โดยเฉพาะอย่างยิ่งในตัวอ่อนโคท่ีได้จากการปฏิสนธิใน
หลอดแก้ว ซึ่งพบว่ามีความทนทานต่อการแช่แข็งน้อยกว่าตัวอ่อนท่ีผลิตได้จากการปฏิสนธิในร่างกายสัตว์ 
(Enright และคณะ, 2000) และการแช่แข็งแบบ vitrification โดยใช้ Cryotop ซึ่งเป็นอุปกรณ์แช่แข็งท่ีมี
ประสิทธิภาพสูง เพราะมีอัตราการลดอุณหภูมิอยู่ที 20,000 ºC/นาที ส่งผลท าให้ลดการเกิดผลึกน้ าแข็งใน
ขั้นตอนการแช่แข็ง ตัวอ่อนจึงมีอัตรารอดหลังการท าละลายสูง (Kuwayama และคณะ, 2005a) แต่อย่างไรก็
ตามการแช่แข็งโดย Cryotop นั้นตัวอ่อนจะมีโอกาสสัมผัสกับไนโตรเจนเหลวโดยตรง ซึ่งมีโอกาสเส่ียงต่อการ
ติดเช้ือปนเปื้อน เนื่องจากพบรายงานว่าไวรัส และแบคทีเรียหลายชนิดสามารถด ารงชีวิตอยู่รอดได้ใน
ไนโตรเจนเหลว (Bielanski และคณะ, 2003; Bielanski, 2005) ดังนั้นหากมีตัวอย่างท่ีติดเช้ืออยู่ในถัง
ไนโตรเจนเหลว แล้วท าการแช่แข็งตัวอ่อนโดยการใช้อุปกรณ์ท่ีตัวอ่อนมีโอกาสสัมผัสกับไนโตรเจนเหลว
โดยตรง อาจท าให้เกิดการติดเช้ือปนเป้ือนได้ในระหว่างขั้นตอนการเก็บรักษาตัวอ่อน  ในการทดลองนี้ผู้วิจัยจะ
น าวิธีการแช่แข็งโดยใช้ 0.25 ml straw ซึ่งเป็นอุปกรณ์ท่ีตัวอ่อนไม่สัมผัสกับไนโตรเจนเหลวโดยตรงท่ีใช้กัน
อย่างแพร่หลายในการย้ายฝากตัวอ่อนโคในภาคสนาม และผู้วิจัยได้คิดค้นวิธีการเพิ่มประสิทธิภาพในการแช่
แข็ง (เลขท่ีอนุสิทธิบัตร 9367) มาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการแช่แข็งตัวอ่อนโคโดยใช้ Cryotop   ซึ่ง
การศึกษาครั้งนี้จะเป็นประโยชน์ท่ีจะน าไปประยุกต์ใช้ในการแช่แข็งแบบ sanitary vitrification ต่อไป 
  การศึกษาวิจัยในครั้งนี้จะศึกษาผลของการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนด้วยเครื่อง Piezo-driven แล้วน า
ตัวอ่อนไปท าการแช่แข็งโดยวิธี vitrification โดยการใช้ Cryotop และ 0.25 ml straw โดยเปรียบเทียบกับ
กลุ่มตัวอ่อนท่ีผ่านการเก็บแยกเซลล์โดย Microblade นอกจากนี้การเปล่ียนแปลงของอัตราการเกิด 
apoptosis ของตัวอ่อนในแต่ละกลุ่มจะถูกน ามาเปรียบเทียบ เพื่อศึกษาความเสียหายของเซลล์ท่ีอาจเกิดขึ้นใน
ระหว่างขั้นตอนการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนและการแช่แข็ง 
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บทที่ 3 
วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย  

 
3.1. สถำนที่ท ำกำรทดลองเก็บข้อมูล 

ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

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

3.3 กำรผลิตตัวอ่อนภำยนอกร่ำงกำย (in vitro embryo production, IVP)                                                                                  
3.3.1 กำรเลี ยงไข่ให้สุกภำยนอกร่ำงกำย (in vitro maturation, IVM)  
เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตว์ไว้ในน้ าเกลือ (0.9% NaCl) ท่ีอุณหภูมิห้องขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ 

จากนั้นใช้เข็มเบอร์ 18G ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ดูดไข่ออกจากถุงไข่ท่ีมีเส้นผ่าศูนย์กลาง 2-8 มม. 
ท าการคัดเลือกไข่ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสห่อหุ้มอย่างน้อย 2 ช้ันขึ้นไปมาเล้ียงในน้ ายาส าหรับเล้ียงไข่ให้สุกใน
หลอดแก้ว 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 ภายใต้บรรยากาศ
ท่ีมี 5% CO2  in air เป็นเวลา 23 ช่ัวโมง (Parnpai et al., 1999)  

3.3.2 กำรเตรียมเซลล์เยื่อบุท่อน ำไข่ (oviductal epithelial cells)     
เก็บท่อน าไข่จากโรงฆ่าสัตว์ไว้ในน้ าเกลือท่ีอุณหภูมิ 4 C ขณะน าเข้าห้องปฏิบัติการ  ท าการตัดแยก

เนื้อเยื่อเกี่ยวพันออก แล้วน ามาล้างท าความสะอาดด้วย 70 % Ethanol  2 ครั้ง เก็บรวบรวมเซลล์เยื่อบุท่อน า
ไข่ 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 ภายใต้บรรยากาศท่ี
มี 5% CO2  in air  การเพาะเล้ียงเซลล์เยื่อบุท่อน าไข่เพื่อเตรียมไว้ co-culture กับตัวอ่อน (Parnpai และ
คณะ, 1999) 

3.3.3 กำรเตรียมอสุจิเพื่อกำรปฏิสนธิภำยนอกร่ำงกำย   
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 แล้วดูด
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น้ าเช้ือไปไว้ก้นหลอด Conical ขนาด 15 ml ท่ีมีน้ ายา TALP ปริมาตร 2.0 ml แล้วน าไปวางเอียง 45 องศา 
ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี  5% CO2  in air นาน 30 นาที เพื่อให้อสุจิท่ีมีชีวิตว่ายขึ้น
ด้านบนของผิวน้ ายา (sperm swim-up)  หลังจากนั้นดูดน้ ายาส่วนบน 1.5 ml ไปไว้ในหลอด conical tube 
ท่ีมีน้ ายา TALP 5 ml แล้วน าไปปั่นท่ี 2000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้ ายาส่วนใสท้ิงเหลือไว้
เฉพาะอสุจิท่ีก้นหลอด เจือจางอสุจิท่ีได้ด้วยน้ ายา TALP ให้มีความเข้มข้นของอสุจิ 1-2 ล้านตัวต่อซีซี แล้ว
น าไปหยดลงบนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm (100 µl/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน าไปไว้ในตู้อบท่ี
อุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air เพื่อรอปฏิสนธิกับไข่  

3.3.4 กำรปฏิสนธิในหลอดแก้ว (in vitro fertilization, IVF) 
น าไข่ท่ีเล้ียงครบ 23 ช่ัวโมง มาก าจัดเซลล์คิวมูลัสออกบางส่วน ด้วย 0.1 % hyaluronidase ให้เหลือ

เซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไข่เพียง 1-2 ช้ัน แล้วน าไข่มาล้างด้วยน้ ายา TALP 2 ครั้ง หลังจากนั้นน าไข่ท่ีเตรียมไว้ 
20-25 ใบ มาใส่ในหยดน้ ายาท่ีมีอสุจิท่ีเตรียมไว้ในข้อ 3.3.3 แล้วน าไปบ่มไว้ในตู้อบเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 38.5 
C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air นาน 10 ช่ัวโมง  

3.3.5 กำรเพำะเลี ยงตัวอ่อนนอกร่ำงกำย (in vitro embryo culture, IVC) 
เมื่อครบ 10 ช่ัวโมง น าไข่ท่ีผ่านการปฏิสนธิไปล้างด้วยน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน (mSOFaa : synthetic 

oviduct fluid) ให้อสุจิและเซลล์คิวมูลัสท่ีเกาะรอบ ๆ ไข่ออกให้มากท่ีสุด แล้วน าไปเล้ียงในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน 
ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% O2 5% CO2 และ 90% N2 นาน 48 ช่ัวโมง  แล้วคัดเลือก
ตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ มาเล้ียงในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์บุท่อน าไข่ ปิดคลุมด้วย mineral oil ในตู้อบ
อุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air เป็นเวลา 5 วัน จะได้ตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ 
(Parnpai และคณะ, 1999)  

3.4 กำรเก็บแยกเซลล์จำกตัวอ่อนโคโดย Microbalde  
น าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์มาล้างในน้ ายา mDPBS (Ca2+, Mg2+ free) ท่ีมี 10% FBS จากนั้นจึง

ย้ายตัวอ่อนไปไว้หยดน้ ายาชนิดเดียวกันนี้ แล้วท าการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนด้วย Microblade (Bio-cut 
blade, Feather Safety Razor, Osaka, Japan) ซึ่งเป็นใบมีดขนาดเล็กปลายใบมีดมีขนาด 0.1 มม. มีแกน
ส าหรับต่อกับเครื่อง micromanipulator นิยมใช้ในการตัดเก็บตัวอ่อนโค ภายใต้กล้อง Inverted 
microscope (IX71, Olympus, Tokyo, Japan) โดยใช้เครื่อง micromanipulator (M0188NE, Narishige, 
Tokyo, Japan) โดยจะตัดเซลล์เฉพาะส่วนของ Trophectoderm  ประมาณ 5-10% ของพื้นท่ีตัวอ่อน
ท้ังหมด หลังการตัดเซลล์จะน าตัวอ่อนส่วนท่ีเหลือไปเล้ียงต่อในน้ ายา mSOFaa นาน 48 ช่ัวโมงเพื่อตรวจสอบ
อัตราการเจริญจนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์  

3.5 กำรเก็บแยกเซลล์จำกตัวอ่อนโคโดยเคร่ือง Piezo-driven 
น าตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์มาล้างในน้ ายา mDPBS (Ca2+, Mg2+ free) ท่ีมี 10% FBS จากนั้นจึง

ย้ายตัวอ่อนไปไว้ในหยดน้ ายาชนิดเดียวกัน แล้วจึงท าการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนภายใต้กล้อง Inverted 
microscope โดยใช้เครื่อง Piezo-driven (CT150, Prime Tech, Japan) โดยท าการเจาะเปิดโซนาเพลลูซิ
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ดาด้วยปิเปต biopsy แล้วใช้ปิเปตอันเดียวกันตัดเซลล์เฉพาะส่วนของ Trophectoderm  ประมาณ 5-10% 
ของพื้นท่ีตัวอ่อนท้ังหมด หลังการตัดเซลล์จะน าตัวอ่อนส่วนท่ีเหลือไปเล้ียงต่อในน้ ายา  mSOFaa นาน 48 
ช่ัวโมงเพื่อตรวจสอบอัตราการเจริญจนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์  

3.6 กำรแช่แข็งและกำรท ำละลำยตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification โดยใช ้Cryotop  
ใช้วิธีการเก็บแยกเซลล์ท่ีให้ผลการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ท่ีดีท่ีสุดระหว่าง 

Microblade หรือ Piezo-driven (จากการทดลองในข้อ 3.4 และ 3.5) มาท าการทดลอง แล้วน าตัวอ่อนไปแช่
ในน้ ายา equilibration ท่ีประกอบด้วย mDPBS + 20% FBS + 7.5% EG + 7.5% DMSO  นาน 3 นาที ท่ี
อุณหภูมิ 23-24 C หลังจากนั้นน าตัวอ่อนไปแช่ในน้ ายา vitrification solution ท่ีประกอบด้วย mDPBS + 
20% FBS + 16.5% EG + 16.5% DMSO + 0.5 M sucrose ท่ีอุณหภูมิ 23-24 C (Inaba และคณะ, 
2011) แล้วน าตัวอ่อนไปวางไว้บริเวณปลายของ Cryotop แล้วจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวทันที โดยระยะเวลาท่ี
ตัวอ่อนอยู่ในน้ ายา vitrification จนถึงจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวจะต้องไม่เกิน 30 วินาที ส่วนการท าละลายตัว
อ่อนท าได้โดยน า Cryotop จากถังไนโตรเจนเหลวจุ่มในน้ ายา warming ท่ีประกอบด้วย TCM199 + 20% 
FBS + 0.1 mM beta mercaptoethanol  เพื่อเจือจางสารแช่แข็ง แล้วน าไปเล้ียงต่อในน้ ายา mSOFaa ใน
ตู้อบอุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air นาน 48 ช่ัวโมงเพื่อตรวจสอบอัตราการเจริญ
จนถงึระยะแฮชบลาสโตซีสต์   

3.7 กำรแช่แข็งและกำรท ำละลำยตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification โดยใช ้0.25 ml straw 
ใช้วิธีการเก็บแยกเซลล์ท่ีให้ผลการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ท่ีดีท่ีสุดระหว่าง 

Microblade หรือ Piezo-driven (จากการทดลองในข้อ 3.4 และ 3.5) มาท าการทดลอง แล้วน าตัวอ่อนไปแช่
ในน้ ายา equilibration และ vitrification เช่นเดียวกับในหัวข้อ 3.6 แล้วท าการบรรจุตัวอ่อนจ านวน  1 ใบ 
ลงใน 0.25 ml straw ในการบรรจุจะมีการใส่น้ ายา dilution ท่ีประกอบด้วย mDPBS + 20% FBS ลงไป
ก่อน 7.5 cm จากนั้นกั้นด้วยอากาศและใส่ตัวอ่อนท่ีมีน้ ายา vitrification solution 1 µl ลงไปและกั้นด้วย
อากาศ หนีบปิดปลายหลอดด้วยความร้อน แล้วจุ่มหลอดลงในไนโตรเจนเหลว  โดยระยะเวลาท่ีตัวอ่อนอยู่ใน
น้ ายา vitrification จนถึงจุ่มลงในไนโตรเจนเหลวจะต้องไม่เกิน 30 วินาทีเช่นเดียวกับการแช่แข็งโดย 
Cryotop ส่วนขั้นตอนการท าละลายท าโดยน าหลอด 0.25 ml straw ออกจากถังไนโตรเจนเหลวแล้วถือค้าง
ในอากาศนาน 10 วินาที และจุ่มลงในน้ าอุ่น 35 °C เป็นเวลา 10 วินาที เช็ดภายนอกหลอดด้วย 70% 
แอลกอฮอล์ จากนั้นท าการสลัดหลอด 3 ถึง 5 ครั้ง ให้สารละลายท้ัง 2 ผสมเข้าด้วยกัน แล้วจึงตัดปลายหลอด
ด้านท่ีหนีบปิดด้วยความร้อนออกด้วยกรรไกรท่ีฆ่าเช้ือมาแล้ว แล้วน าลวดสแตนเลสดันตัวอ่อนออกจาก straw 
โดยดันจากด้านท่ีเป็น Plug หลังจากนั้นน าตัวอ่อนไปไว้ใน warming ท่ีประกอบด้วย TCM199 + 20% FBS 
+ 0.1 mM beta mercaptoethanol  เพื่อเจือจางสารแช่แข็ง แล้วน าไปเล้ียงต่อในน้ ายา mSOFaa ในตู้อบ
อุณหภูมิ 38.5 C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air นาน 48 ช่ัวโมงเพื่อตรวจสอบอัตราการเจริญจนถึง
ระยะแฮชบลาสโตซีสต์ (Punyawai, 2015)   
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3.8. ตรวจสอบกำรเปลี่ยนแปลงของกำรเกิด apoptosis 
ใช้วิธีการเก็บแยกเซลล์ท่ีให้ผลการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ท่ีดีท่ีสุดระหว่าง 

Microblade หรือ Piezo-driven (จากการทดลองในข้อ 3.4 และ 3.5) มาท าการทดลอง แล้วน าตัวอ่อนไปแช่
แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop และ 0.25 ml straw แล้วน ามาท าละลายและเล้ียงอีก 48 ช่ัวโมง 
แล้วน ามาตรวจสอบการเปล่ียนแปลงของการเกิด apoptosis ด้วย terminal deoxynucleotidyl 
transferase-mediated dUTP  nick-end labeling (TUNEL) assay (Roche, USA) ตามวิธีท่ีบริษัทผู้ผลิต
แนะน า โดยใช้กลุ่มตัวอ่อนสดท่ีไม่ผ่านการเก็บแยกเซลล์เป็นกลุ่มควบคุม หลังจากน าตัวอ่อนไปส่องตรวจ
ภายใต้กล้องจุลทรรศฟลูออเรสเซ้นท์ เซลลท่ีติดสีน้ าเงินคือเซลล์ท้ังหมดในตัวอ่อน และเซลล์ท่ีติดสีเขียวแสดง
ถึงเซลล์ท่ีเกิด apoptosis อัตราการเกิด apoptosis คิดจากจ านวนเซลล์ท่ีติดสีเขียวหารด้วยจ านวนเซลล์
ท้ังหมด (Chen และคณะ, 2018)  

3.9 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 
 เปรียบเทียบอัตราการรอดชีวิตของตัวอ่อนหลังการตัดแบ่งเซลล์โดยใช้ Microblade และ Piezo-
driven และอัตรารอดชีวิตของตัวอ่อนภายหลังการแช่แข็งและเพาะเล้ียงในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ี 48 ช่ัวโมง  
และอัตราการเกิด apoptosis โดยการทดสอบไคสแควร์ (Chi-square test) (Steel and Torrie, 1985) โดย
คิดค่าความแตกต่างทางสถิติท่ี P <0.05 
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บทที่ 4 
ผลกำรทดลองและวิจำรณ ์

4.1 ผลกำรทดลอง 
4.1.1 ผลของการเก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนโดยใช้ Microblade และ Piezo-driven ต่ออัตราการเจริญของ        
       ตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ 
 จากตารางท่ี 1 การทดลองเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโดยใช้ Microblade และ Piezo-driven พบว่า
การเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนท่ี 5 และ 10% เมื่อเทียบกับจ านวนเซลล์ท้ังหมดของตัวอ่อน ไม่ส่งผลต่ออัตรา
รอด ซึ่งวัดจากการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ แต่คุณภาพของตัวอ่อนก่อนการเก็บแยกเซลล์
จะส่งผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ โดยตัวอ่อนท่ีมีคุณภาพดีมาก (เกรด 1) เมื่อ
น ามาท าการเก็บแยกเซลล์โดยใช้ Microblade และ Piezo-driven-driven ออกไป 5 หรือ 10% ไม่พบความ
แตกต่างของอัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์และไม่แตกต่างจากกลุ่มควบคุมท่ีไม่ได้เก็บ
แยกเซลล์ ในขณะท่ีตัวอ่อนท่ีคุณภาพดี (เกรด 2) เมื่อน ามาเก็บแยกเซลล์ด้วย Microblade พบว่าเมื่อตัดเซลล์
ออกไปท่ี 10% ท าใหก้ารเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ต่ าลง แต่การตัดด้วย Piezo-driven ท่ีตัด
ออก 5 และ 10% ไม่ส่งผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ท้ังในกลุ่มตัวอ่อนเกรด 1 
และ 2 ซึ่งแสดงว่าการตัดด้วย Piezo-driven มีผลกระทบต่อความเสียหายของตัวอ่อนต่ ากว่าการตัดด้วย 
Microblade สอดคล้องกับรายงานของ Hasler และคณะ (2001) ท่ีพบว่าเมื่อน าตัวอ่อนคุณภาพดีมาท าการ 
biopsy อัตรารอดหลังการท า biopsy และอัตราการฝากติดจะน้อยกว่ากลุ่มของตัวอ่อนท่ีมีคุณภาพดีมาก
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ นอกจากนี้ Sousa และคณะ (2017) รายงานว่าการตัดเก็บตัวอ่อนโคระยะบลาสโต
ซีสต์ท่ีได้จากการปฏิสนธิในตัวสัตว์และในหลอดแก้ว โดยใช้ Microblade ไม่ส่งผลต่อการมีชีวิตหลังตัด และ
ความสามารถในการต้ังท้องหลังการย้ายฝากตัวอ่อนให้ตัวรับ ดังนั้นจากผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า
คุณภาพของตัวอ่อนทีจะน ามาท าการเก็บแยกเซลล์ และวิธีการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนส่งผลต่ออัตรารอด
ของตัวอ่อนหลังการตัด  

4.1.2 ผลของการแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop และ 0.25 ml straw ต่ออัตรา 
       การเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์   
 จากตารางท่ี 2 ผลการน าตัวอ่อนท่ีไม่ผ่านการเก็บแยกเซลล์ไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ 
Cryotop และ 0.25 ml straw พบว่าตัวอ่อนเกรด 1 ให้อัตราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ดีกว่าเกรด 2 
ในทุกกลุ่มการทดลองแช่แข็ง ส่วนตัวอ่อนท่ีไม่ผ่านการแช่แข็งเกรด 1 มีอัตราการเจริญถึงระยะแฮชบลาสโต
ซีสต์สูงกว่าตัวอ่อนเกรด 2 เล็กน้อย แต่ไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ตัวอ่อนเกรด 2 ท่ีแช่แข็งโดยใช้ 
Cryotop มีอัตราเจริญถึงระยะบลาสโตซีสต์สูงกว่าท่ีแช่แข็งโดยใช้ 0.25 ml straw แต่ไม่แตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ การใช้ Cryotop เป็นอุปกรณ์ในการแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification มีรายงานอัตรา
รอดหลังการท าละลายดีมากในสัตว์หลายประเภท (Kuwayama และคณะ, 2005b) ซึ่งรายงานก่อนหน้านี้ของ 
Inaba และคณะ (2011) ซึ่งท าการแช่แข็งตัวอ่อนโคใน 0.25 ml straw โดยน าตัวอ่อนไปไว้ในน้ ายา 
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vitrification แบบ 3 ขั้นตอน โดยมีอัตรารอดหลังการท าละลายท่ีดีขึ้นจากการใช้น้ ายาแช่แข็งสูตรเดิม อย่างไร
ก็ตามพบว่าจ านวนตัวอ่อนท่ีเจริญถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ของตัวอ่อนกลุ่มแช่แข็งจะต่ ากว่ากลุ่มควบคุม หรือ
กลุ่มของตัวอ่อนสดท่ีไม่ท าการแช่แข็ง ส่วนผลของการวิจัยนี้การแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop 
ให้อัตราการอยู่รอดของตัวอ่อนหลังท าละลายดีกว่าการใช้ 0.25 ml straw เล็กน้อย  

4.1.3 ผลของกำรเก็บแยกเซลล์ ตัวอ่อนด้วย Piezo-driven แล้วน ำตัวอ่อนไปแช่แข็งด้วยวิธี  
         vitrification โดยใช้ Cryotop และ Piezo-driven ต่ออัตรำกำรเกิด apoptosis 
 จากตารางท่ี 3 ผลการเก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนในการทดลองแรกโดยใช้ Microblade และ Piezo-
driven พบว่าการใช้ Piezo-driven ให้อัตราการเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ดีกว่าการใช้ 
Microblade จึงใช้ Piezo-driven เก็บแยกเซลล์ตัวอ่อน แล้วน าตัวอ่อนไปแช่แข็งด้วยวิธี vitrification โดยใช้ 
Cryotop และ 0.25 ml straw แล้วศึกษาอัตราการเกิด apoptosis พบว่าตัวอ่อนกลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการเก็บ
เซลล์และไม่มีการแช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2 มีอัตราการเกิด apoptosis ต่ าท่ีสุด และไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีเก็บ
แยกเซลล์ตัวอ่อนและไม่มีการแช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2 ส าหรับกลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการเก็บเซลล์และแช่แข็งโดย
ใช้ Cryotop ท้ังเกรด 1 และ 2 มีอัตราการเกิด apoptosis ไม่แตกต่างกัน แต่สูงกว่ากลุ่มควบคุมท่ีไม่มีการ
เก็บเซลล์และไม่มีการแช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และยังสูงกว่ากลุ่มท่ีเก็บแยกเซลล์
ของตัวอ่อนท่ีไม่แช่แข็งท้ังเกรด 1 และ 2  อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนกลุ่มท่ีเก็บและไม่เก็บแยกเซลล์ตัว
อ่อนและแช่แข็งโดยใช้ Cryotop ตัวอ่อนเกรด 1 มีอัตราการเกิด apoptosis ต่ ากว่าตัวอ่อนเกรด 2 อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ ส่วนกลุ่มท่ีเก็บและไม่เก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนและแช่แข็งโดยใช้ 0.25 ml straw มีอัตราการ
เกิด apoptosis สูงกว่ากลุ่มอื่นอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ DNA แตกหักมีสาเหตุมาจากการเกิด apoptosis ท า
ให้สามารถใช้เป็นดัชนีบอกคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ได้ดี (Byrne และคณะ, 1999)  ดังนั้นจึง
สามารถใช้อัตราการเกิด apoptosis เพื่อดูผลจากการแช่แข็งตัวอ่อนได้ Park และคณะ (2006) รายงานว่าการ
แช่แข็งตัวอ่อนโคด้วยวิธี vitrification จะเพิ่มอัตราการแตกหักของ DNA นอกจากนี้ Wu และคณะ (2016), 
Chen และคณะ (2018) และ Inaba และคณะ (2016) พบว่าตัวอ่อนสุกรและโคท่ีมีคุณภาพต่ าจะมีการเกิด 
apoptosis เพิ่มข้ึนหลังการแช่แข็ง  
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 ตำรำงที่ 1 ผลของการเก็บแยกเซลล์ตัวอ่อนโดยใช้ Microblade และ Piezo-driven ต่ออัตราการเจริญของ        
              ตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์ 

วิธีเก็บเซลล ์

ตัวอ่อน 

จ ำนวน 

ตัวอ่อน 

เกรด   

 ตัวอ่อน 

% เซลล์  

ตัดออก 

จ ำนวนตัวอ่อน (%)  

เจริญถึงระยะแฮชบลำสโตซีสต์ 

Control 20 1 - 18 (90.00) a 

20 2 - 16 (80.00) b  

 

Microblade 

20 1 5 18 (90.00) a 

20 2 5 17 (85.00) a 

20 1 10 18 (90.00) a 

20 2 10 14 (70.00) c 

 

Piezo-driven 

20 1 5 18 (90.00) a 

20 2 5 17 (85.00) ab 

20 1 10 18 (90.00) a 

20 2 10 17 (85.00) ab  

ท าการทดลอง 8 ซ้ า  
a,b,c ตัวอักษรต่างกันท่ีอยู่ในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (Chi-square)  
 
 
ตำรำงที่ 2 ผลของการแช่แข็งตัวอ่อนด้วยวิธี vitrification โดยใช้ Cryotop และ 0.25 ml straw ต่ออัตรา 
              การเจริญของตัวอ่อนถึงระยะแฮชบลาสโตซีสต์  

ชนิดกำรแช่แข็ง เกรดตัวอ่อน จ ำนวนตัวอ่อน จ ำนวน (%) ตัวอ่อนเจริญถึง
ระยะแฮชบลำสโตซีสต์ 

Fresh control 1 20 18 (90.0)a 
2 20 16 (80.0)ab 

Cryotop 1 20 17 (85.0)a 
2 20 14 (70.0)bc 

0.25 ml straw 1 20 16 (80.0)ab 
2 20 13 (65.0)c 

ท าการทดลอง 5 ซ้ า  
a,b,c ตัวอักษรต่างกันท่ีอยู่ในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (Chi-square)  
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ตำรำงที่ 3 ผลการตรวจ apoptosis โดยวิธี TUNEL ในตัวอ่อนท่ีเก็บแยกเซลล์ด้วยเครื่อง Piezo-driven  
               driven และแช่แข็ง 

วิธีเก็บเซลล ์
ตัวอ่อน 

เกรด 
ตัวอ่อน 

วิธีกำร 
แช่แข็ง 

จ ำนวน 
ตัวอ่อน 

TUNEL  
positive rate 

 
 

ไม่เก็บ (Control) 

 
1 

Fresh control 20 85/2,102 (4.0%)a 
Cryotop 20 158/2,009 (7.8%)b 
Straw 20 195/2,143 (9.0%)c 

 
2 

Fresh control 20 81/2,012 (4.0%)a 
Cryotop 20 162/1,997 (8.1%)b 
Straw 20 189/1,928 (9.8%)c 

 
 

Piezo-driven- 

 
1 

Fresh control 20 87/1,840 (4.7%)a 
Cryotop 20 148/1,802 (8.2%)b 
Straw 20 187/1,854 (10.0%)c 

 
2 

Fresh control 20 91/1,852 (4.9%)a 
Cryotop 20 182/1,891 (9.7%)c 
Straw 20 198/1,813 (10.9%)c 

ท าการทดลอง 8 ซ้ า  
a,b,c ตัวอักษรต่างกันท่ีอยู่ในคอลัมน์เดียวกันมีความแตกต่างกันทางสถิติ (Chi-square)  
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บทที่ 5 
สรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 5.1.1 รายงานนี้เป็นรายงานแรกท่ีเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์โดยใช้ Piezo-driven 
และให้ผลดีกว่าการเก็บแยกเซลล์จากตัวอ่อนโดยใช้ Microblade  
 5.1.2 การแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์ด้วยวิธี vitrification ท าให้เพิ่มอัตราการเกิด apoptosis    
 5.1.3 การแช่แข็งตัวอ่อนโคระยะบลาสโตซีสต์ด้วยวิธี vitrification โดยใช้ 0.25 ml straw มีอัตราการ
เกิด apoptosis สูงสุด   

5.2 ข้อเสนอแนะ 
 5.2.1 ควรน าตัวอ่อนท่ีผ่านการเก็บแยกเซลล์แล้วแช่แข็งด้วยวิธี vitrification ไปย้ายฝากให้โคตัวรับ เพื่อ
ทดสอบอัตราการต้ังท้องและการคลอด   
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10. ผลงำนวิจัยที่ประสบควำมส ำเร็จ  
 10.1. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนโคนม   ได้ลูกแฝดเพศเมียเกิดมาเมื่อวันท่ี 8 กันยายน 
2529   นับเป็นรายแรกของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
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 10.2. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนแพะ  ได้ลูกแพะเกิดมาเมื่อปี  2532  นับเป็นรายแรก
ของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.3. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโค โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลน
นิ่งเกิดมาเมื่อวันท่ี 6 มีนาคม 2543 นับเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย์ และรายท่ี 6 ของโลก (ขณะท างาน ณ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 10.4. ประสบความส าเร็จการโคลนนิ่งตัวอ่อนกระบือปลักโดยใช้เซลล์ร่างกายลูกอ่อนโคและเซลล์
แกรนูโลซาเป็นเซลล์ต้นแบบ นับเป็นรายแรกของโลกท่ีท าและตีพิมพ์ผลงานใน Buffalo Journal 1999, 15: 
371-384. (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ)  

 10.5. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคบราห์มันเพศผู้ช่ือ “ตูมตาม” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็น
เซลล์ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งจากเซลล์ต้นแบบตัวเดียวกัน 7 ตัวเกิดมา ลูกโคทุกตัวผ่านการตรวจสอบดีเอ็นเอ
แล้วพบว่ามีดีเอ็นเอเหมือน“ตูมตาม”เจ้าของเซลล์ต้นแบบทุกประการ และมีสุขภาพสมบูรณ์แข็งแรงดีมาก 
 10.6. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแมวพันธุ์โคราช โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ 
ได้ลูกแมวโคลนนิ่งเกิดมา 2 ตัว รายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 

 10.7. ประสบความส าเร็จในการโคลนนิ่งแมวบ้าน โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ต้นแบบ ได้
ลูกแมวคลอดออกมามีชีวิต 2 ตัว ในวันท่ี 25 ธันวาคม 2549 แต่ลูกแมวเสียชีวิต 2 และ 5 วัน หลังคลอด 
ขณะนี้ยังคงท าโคลนนิ่งแมวบ้าน และแมวป่า อย่างต่อเนื่อง  
 10.8.  ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งโคพันธุ์ขาวล าพูนเพศผู้ช่ือ “อินทนนท์” โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วน
ใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้ลูกโคโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 21 มี.ค. 2550  ได้รับการต้ัง
ช่ือว่า “ขาวมงคล” 
 10.9.  ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งแพะพันธุ์บอร์เพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ 
ต้นแบบ ได้ลูกแพะโคลนนิ่งเกิดมารายแรกของประเทศไทย เมื่อวันท่ี 27 พ.ค. 2550 1 ตัว และ วันท่ี 4 ก.ค. 
2550 1 ตัว 
 10.10. ประสบผลส าเร็จการโคลนนิ่งกระทิงเพศผู้ โดยใช้เซลล์ร่างกายส่วนใบหูเป็นเซลล์ ต้นแบบ ได้
ลูกกระทิงโคลนนิ่งเกิดมารายท่ี 2 ของโลก   เมื่อวันท่ี 4 มี.ค. 2551 จ านวน 1 ตัว แต่ลูกกระทิงเสียชีวิต 12 
ช่ัวโมง หลังคลอด 
 

11. รำงวัลที่ได้รับ  
     11.1. รางวัลนักวิจัยดีเด่นแห่งชาติ สาขาเกษตรศาสตร์และชีววิทยา ประจ าปีงบประมาณ 2564 จาก   

    ส านักงานการวิจัยแห่งชาติ  
     11.2. รางวัลศิษย์เก่าดีเด่น มหาวิทยาลัยบูรพา พ.ศ. 2560 
     11.3. รางวัลบุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการบริการวิชาการ  ประจ าปี 2558 จาก  

    มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  
     11.4. รางวัลศิษย์เก่าดีเด่น คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ พ.ศ. 2555 
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     11.5. รางวัลแทนคุณแผ่นดิน สาขาวิทยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนช่ัน  
     11.6. รางวัลบุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการวิจัย ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลัย 

    เทคโนโลยีสุรนารี 
     11.7. รางวัลนักวิจัยดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปาฐกถาอายิ 

    โน๊ะโมะโต๊ะ เรื่อง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor  
    cells” ในการประชุมประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 

     11.8. รางวัลผลงานวิจัยดี  (อันดับ 1 สาขาสัตว์)  ในการเสนอผลงานวิจัยเรื่อง  “การอนุรักษ์โคพันธุ์ 
      ขาวล าพูนโดยการท าโคลนนิ่ง”  ในการประชุมทางวิชาการมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ ครั้งท่ี  
      46 พ.ศ. 2551  

     11.9. จากผลงานวิจัยการย้ายฝากตัวอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ได้ลูกแฝดโคนมเกิดมาครั้งแรก  
      ของประเทศไทยเมื่อวันท่ี  8   กันยายน  2529    ท าให้งานวิจัยนี้ถูกยกย่องให้เป็น  1  ใน  10   
      ข่าวเด่นของจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย    

   
12. กำรจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย์  มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ป้องภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคล่ือนท่ีก้าน
สูบของไมโครไซริงท์”  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 “ผลิตภัณฑ์โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อ
อสุจิเพศผู้ของโค และกระบวนการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผู้ของโคดังกล่าว” ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 
27 กรกฎาคม 2555 

12.4. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “กระบวนการแยกเพศอสุจิโคด้วยโม
โนโคลนัลแอนติบอดีท่ีมีความจ าเพาะต่ออสุจิเพศผู้ของโค และการใช้อสุจิท่ีผ่านกระบวนการดังกล่าวในการ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง” ยื่นค าขอเมื่อวันท่ี 27 กรกฎาคม 2555 

12.5. รังสรรค์ พาลพ่าย ศิวัช สังศรีทวงษ์ กาญจนา ปัญญาไว “ภาชนะบรรจุตัวอ่อนแช่แข็งด้วยวิธีลด
อุณหภูมิลงอย่างรวดเร็วท่ีมีการเจือจางสารแช่แข็งแบบขั้นตอนเดียวและการใช้ภาชนะบรรจุดังกล่าว” เลข
ทะเบียน 9367 อนุมัติวันท่ี 28 พ.ย. 2557 
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