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บทคัดย่อ 

 

 การวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเพิ่มอัตราการเจริญของไข่อ่อนโคในหลอดแก้วตลอดจนเพิ่มอัตราการ
เจริญสู่ระยะบลาสโตซีส รวมถึงสามารถพัฒนาวิธีการเล้ียงตัวอ่อนเพื่อให้ได้ปริมาณและคุณภาพที่ดี จะสามารถ
น าไปใช้ในการผลิตตัวอ่อนโคในหลอดทดลองและย้ายฝากตัวอ่อนให้โคตัวรับ เพื่อเพิ่มจ านวนโคท่ีมีพันธุกรรม 
ดีเย่ียมในอนาคตต่อไป   
 การทดลองท่ี 1 ท าการทดลองเล้ียงไข่อ่อนโคให้สุกในหลอดแก้วด้วยน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนท่ีเติม EGF, 

cysteamine และเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว เพื่อศึกษาผลต่ออัตราการปฏิสนธิและการเจริญของตัวอ่อนโค พบว่า 
อัตราการปฏิสนธิ (61.36% - 78.72%) อัตรา polyspermy (2.27% - 18.86%) และ อัตรา normal 

fertilization (50.9% - 70.21%) ของไข่โคท่ีผ่านการเล้ียงให้สุกด้วยน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนสูตรต่างๆ ไม่มีความ
แตกต่างกันทางสถิติในแต่ละกลุ่มน้ ายาและเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ((-)Cys; (-)EGF; 74.07%, 9.25% 
และ 64.81% ตามล าดับ) และภายหลังเล้ียงตัวอ่อนหลังปฏิสนธิในหลอดแก้วต่อไป พบว่าอัตราการเจริญของ
ตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาและบลาสโตซีส ในกลุ่มไข่โคท่ีเล้ียงในน้ ายาท่ีเติม cysteamine ((+)Cys; 48.38% 

และ 47.82%) และน้ ายาท่ีเติม cysteamine (%) และท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ((+)Cys; (+)COCs; 36.55% 

และ 36.95) ให้ผลท่ีสูงกว่ากลุ่มน้ ายาสูตรอื่น (35.86% - 36.90% และ 21.27% - 22.22%) และกลุ่มควบคุม 
(37.38% และ 24.29%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P<0.05) 

 การทดลองท่ี 2 ท าการทดลองเล้ียงตัวอ่อนโคในหลอดแก้วในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนและระบบการเล้ียงท่ี
แตกต่างกัน พบว่า อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะคลีเวจ และ 8 เซลล์ ไม่มีความแตกกันทางสถิติ ในแต่
ละกลุ่มน้ ายาและระบบการเล้ียง (74.44% – 84.44% และ 66.66% - 72.22%) และกลุ่มควบคุม (mSOFaa 

(5% O2 8 วัน); 76.67% และ 65.55% ตามล าดับ) อย่างไรก็ตาม อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ     
มอรูลาและบลาสโตซีส ในกลุ่มน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน mSOFaa+CCs (56.66% และ 45.55%) และ CR1aa-

SOFaa+CCs (57.77% และ 44.44%) ให้ผลสูงกว่ากลุ่มน้ ายาอื่น (41.11& - 57.77% และ 33.33% - 

45.55%) และกลุ่มควบคุม (38.88%-32.22%) อย่างมีนัยส าคัญทางสถิ ติ  (P<0.05) และจ านวน 
Trophectoderm (TE) และ Inner Cell Mass (ICM) ในบลาสโตซีส พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติ ท้ัง
ในกลุ่มสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนและระบบการเล้ียงรวมท้ังกลุ่มควบคุม 

 การทดลองนี้สรุปได้ว่า การเล้ียงไข่อ่อนโคในน้ ายาเล้ียงไข่สุกท่ีเติม cysteamine และมีเซลล์คิวมูลัส
ช้ันเดียวมีผลส่งเสริมการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสภายหลังการปฏิสนธิในหลอดแก้ว และการ
เล้ียงตัวอ่อนโคในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียวมีผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ 
บลาสโตซีส โดยเฉพาะเมื่อเล้ียงตัวอ่อนหลังการปฏิสนธิในน้ ายา mSOFaa หรือ CR1aa  ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 
5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ไปเล้ียงในน้ ายา mSOFaa กับเซลล์
คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air เป็นเวลา 6 วัน ซึ่งให้ผลของเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่
ระยะบลาสโตซีสสูงสุด 
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Abstract 

 

 This research aimed to improving the maturation rate of immature bovine oocytes 

for in vitro fertilization (IVF) and embryo developmental rate into blastocyst stage as well as 

improving of culture system for increase the number and quality of embryos that can apply 

to in vitro embryo production and embryo transfer technuque for increase the good genetic 

cattle. 

In experiment 1, bovine oocytes were cultured in different in vitro maturation (IVM) 

medium which were supplemented with epidermal growth factor (EGF), cysteamine (Cys) 

and cumulus cell monolayers (CCs). The fertilization rate and embryo developmental rate 

were evaluated after IVF. The results showed that the fertilization rate, polyspermy rate and 

normal fertilization rate were not significantly different within treatment groups (61.36% - 

78.72%, 2.27% - 18.86% and 50.9% - 70.21%) and compared to control group ((-)Cys; (-)EGF; 

74.07%, 9.25% and 64.81). The embryo developmental rate into morula and blastocyst 

stages of oocytes which were cultured in IVM medium supplemented with cysteamine 

((+)Cys); 48.38% and 47.82%) and cysteamine with CCs ((+)Cys; (+)COCs; 36.55% and 36.95%, 

respectively) showed significantly higher (P<0.05) than those in other treatment groups 
(35.86% - 36.90% and 21.27% - 22.22%) and compared to control group (37.38% and 
24.29%) 

In experiment 2, bovine embryos after IVF were cultured in different embryo 

cultured medium including mSOFaa and CR1aa with/without cumulus cell monolayers. The 

results showed that the cleavage and 8-C rates were not significantly different within 

treatment groups (74.44% – 84.44% and 66.66% - 72.22%) and compared to control group 

(76.67% and 65.55%). However, the developmental rate into morula and blastocyst of 

embryos which were cultured in mSOFaa with CCs (mSOFaa+CCs; 56.66% and 45.55%) and 
CR1aa at early stage and then moved to SOFaa with CCs (CR1aa-mSOFaa+CCs 57.77% and 
44.44%) showed significantly higher (P<0.05) than those in other treatment groups (41.11& - 

57.77% and 33.33% - 45.55%) and compared to control group (38.88% – 32.22%). The 

number of TE and ICM cells in blastocysts were not significantly different among treatment 

and control groups. 

 This experiment can be concluded that IVM medium supplemented with cysteamine 

with cumulus cell monolayers has the adventages to improve the embryo developmental 

rate of oocytes into blastocyst stage after fertilization. Morover, in vitro culture of embryos 
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in medium supplemented with CCs can improve the developmental rate of embryo into 

blastocysts. Especially, when embryos were cultured in mSOFaa or CR1aa medium under 

humidified atmosphere of 5% O2 for 2 days and then 8-cell embryo were seleted to 

continuous cultured in mSOFaa with CCs for 6 days which were gave a highest blastocyst 

rate in this study. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 
 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 

การท าปฏิสนธิในหลอดแก้วในโค ตามปกติจะเก็บรังไข่จากโรงฆ่าสัตว์แล้วจึงน ามาเจาะดูดไข่อ่อน 
จากนั้นน ามาเล้ียงให้เป็นไข่สุกพร้อมปฏิสนธิในหลอดแก้ว แต่ในปัจจุบันประเทศไทยมีโคเพศเมียส่งเข้าโรงฆ่า
สัตว์จ านวนน้อยลง ท าให้ได้รังไข่ในแต่ละวันมีจ านวนน้อยลงพร้อมท้ังคุณภาพไข่อ่อนท่ีได้มีคุณภาพต่ า และไข่
อ่อนท่ีได้ไม่เพียงพอต่อการทดลองในแต่วัน  ดังนั้นจึงคิดค้นวิธีการเพิ่มอัตราการเจริญของไข่อ่อนให้สุกพร้อม
ปฏิสนธิในหลอดแก้ว อัตราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีส และคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสให้มีอัตราท่ี
สูงขึ้น รวมถึงสามารถพัฒนาวิธีการเล้ียงตัวอ่อนเพื่อให้ได้ปริมาณและคุณภาพท่ีดี ไปสู่ระบบอุตสาหกรรมการ
ผลิตโค เพื่อเพิ่มจ านวนโคท่ีมีพันธุกรรมดีเย่ียมในอนาคตต่อไป 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 

1.2.1 เพื่อเปรียบเทียบสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อน และผลของการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์ 

คิวมูลัสช้ันเดียวต่ออัตราการปฏิสนธิในหลอดแก้ว  
1.2.2. เพื่อเปรียบเทียบสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อน และผลของการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์ 

คิวมูลัสช้ันเดียวต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

1.2.3. เพื่อเปรียบเทียบสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน และผลของการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์ 

คิวมูลัสช้ันเดียวต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

1.2.4. เพื่อศึกษาคุณภาพตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส ท่ีผลิตได้จากสูตรน้ ายาและระบบการเล้ียงตัวอ่อนใน 

แบบต่างๆ 

 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 

น าไข่อ่อนโคท่ีได้จากโรงฆ่าสัตว์มาเล้ียงในน้ ายาพร้อมให้ไข่สุกในหลอดแก้ว (In vitro maturation; 

IVM) โดยเปรียบเทียบน้ ายาท่ีเติมด้วย EGF, Cystemine และเล้ียงกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว จากนั้นน าไข่โคไป
ท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว แล้วน าตัวอ่อนท่ีได้ไปเล้ียงต่อในหลอดแก้วจนถึงระยะบลาสโตซีส แล้วเปรียบเทียบ
ระบบการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้วด้วยน้ ายา mSOFaa, CR1aa + 5% FBS และเล้ียงกับเซลล์คิวมูลัสช้ัน
เดียว บันทึกอัตราการเจริญเติบโต แล้วน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสท่ีอายุ  8 วัน มาตรวจนับจ านวน 
Trophectroderm (TE) และ Inner cell mass (ICM) 
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1.4 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ  
1.4.1.ทราบสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนท่ีเหมาะสม และทราบวิธีการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วท่ีเหมาะสมต่อ 

        อัตราปฏิสนธิในหลอดแก้ว  
1.4.2. ทราบสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนท่ีเหมาะสม และทราบวิธีการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วท่ีเหมาะสมต่อ

อัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

1.4.3. ทราบสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีเหมาะสม และทราบผลของการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้วร่วมกับ 

เซลล์คิวมูลัสช้ันเดียวต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังท าปฏิสนธิในหลอดแก้ว 



บทที่ 2 

กำรทบทวนวรรณกรรม 
 

การน าเทคโนโลยีชีวภาพในด้านต่างๆท่ีเกี่ยวข้องกับการผลิตโค เช่น  การเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว 
(in vitro maturation, IVM) การปฏิสนธิในหลอดแก้ว (in vitro fertilization, IVF) รวมถึงการเล้ียงตัวอ่อน
ในหลอดแก้ว (in vitro culture, IVC) มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการขยายพันธุ์โคท่ีมีพันธุกรรมดี เนื่องจากโค
เป็นสัตว์ที่การมีประสิทธิภาพการสืบพันธุ์ต่ า ให้ลูกครั้งละตัวและยังมีระยะเวลาต้ังท้องเฉล่ียนานถึง 282 วัน 
ดังนั้นเมื่อน าเทคโนโลยีดังกล่าวมาประยุกต์ใช้ร่วมกัน จะสามารถท าให้การขยายพันธุ์โคท่ีมีพันธุกรรมดีท าได้
อย่างรวดเร็วขึ้น  

การพัฒนาการเล้ียงตัวอ่อนนอกร่างกายสัตว์นั้น เริ่มข้ึนในปี 1912 เมื่อ Brachet ทดลองเล้ียงตัวอ่อน
กระต่ายระยะบลาสโตซิสในจานทดลอง (glass dishes) โดยใช้ plasma clots เป็นอาหารเล้ียง ในปี 1972 
Tervit และคณะ ได้รายงานผลส าเร็จของการเล้ียงตัวอ่อนนอกร่างกายสัตว์ มีรายงานการเกิดลูกสัตว์ในแกะ 
โดยเล้ียงตัวอ่อนแกะผลิตจากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว โดยการใช้น้ ายา Synthetic Oviduct Fluid (SOF) 
หลังจากนั้นมีการพัฒนาสูตรน้ ายาเป็น Modified Synthetic Oviduct Fluid (mSOFaa) ซึ่งมีการใช้เล้ียงตัว
อ่อนโคกันอย่างแพร่หลาย และพบว่าท าให้ตัวอ่อนสามารถพัฒนาเข้าสู่ระยะบลาสโตซิสได้ดีขึ้น (Thompson 

และคณะ, 1996; Takahashi and First, 1992; Gardner และคณะ, 1994; Carolan และคณะ, 1995; 

Parnpai และคณะ, 1999)  นอกจากนี้ยังพบรายงานการเล้ียงตัวอ่อนโคด้วยน้ ายาชนิดต่างๆ เช่น Shea และ
คณะ (1974) ใช้น้ ายา BMOC (Brinster’s modified ova culture medium) เปรียบเทียบกับน้ ายา SOF ใน
การเล้ียงตัวอ่อนโค ผลการศึกษาพบว่าตัวอ่อนโคระยะ 8-16 เซลล์ท่ีเล้ียงในน้ ายา SOF สามารถเจริญไปจนถึง
ระยะบลาสโตซิสได้ดีกว่าตัวอ่อนท่ีเล้ียงในน้ ายา BMOC  (57 และ 26% ตามล าดับ)  และการใช้น้ ายา CR1aa 

(Charles Rosenkarns) (Sripanya และคณะ, 2010; Inaba และคณะ, 2011) รวมไปถึงการใช้น้ ายา KSOM 

(Nedambale และคณะ, 2004) ซึ่งพบว่าสามารถใช้เล้ียงตัวอ่อนโคได้ผลดีเช่นกัน 

 อย่างไรก็ตามการศึกษาเพื่อพัฒนาระบบการเล้ียงไข่และตัวอ่อนในหลอดแก้ว ได้เน้นไปท่ีการพัฒนา
สูตรน้ ายาและระบบการเล้ียงร่วมท่ีเหมาะสมต่อการพัฒนาของไข่และตัวอ่อน ซึ่งพบรายงานการศึกษาท่ีมีท้ัง
พัฒนาสูตรน้ ายาเพื่อเล้ียงตัวอ่อนเพียงอย่างเดียว และการพัฒนาระบบการเล้ียงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์พี่เล้ียง 
Goto และคณะ (1994) และ Parnpai และคณะ (1999) ได้รายงานว่าการเล้ียงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์พี่เล้ียงให้
อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาและบลาสโตซีส รวมถึงการเพิ่มคุณภาพของตัวอ่อน สูงกว่าเล้ียง
ด้วยน้ ายาเพียงอย่างเดียว และพบว่าการเติมเซลล์พี่เล้ียง เช่น เซลล์คิวมูลัส หรือ เซลล์แกนูโลซาเข้าไปจะ
สามารถเพิ่มอัตราการเกิดไข่สุก ระยะเมตาเฟต 2 ท่ีพร้อมส าหรับการปฏิสนธิและได้อัตราการเจริญของตัวอ่อน
หลังการปฏิสนธิในหลอดแก้วท่ีเพิ่มขึ้น (Fukui และคณะ, 1988) นอกจากนี้การเติมด้วยโกรทแฟ็กเตอร์ เช่น 
EGF ในน้ ายาเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว และยังช่วยเพิ่มอัตราการเจริญของฟอลลิเคิลขนาดเล็กเป็น
แอลทรัลฟอลลิเคิลในโค (Kobayashi และคณะ, 1994), สุกร (Wang และคณะ, 1995) แต่การเติม EGF 
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เพียงอย่างเดียวยังไม่เพียงพอต่อการเจริญของไข่โค และยังพบรายงานการเ ติมสารเคมีชนิดอื่น เช่น 
Cysteamine เพื่อช่วยเสริมการท างานของ EGF ในน้ ายาเล้ียงไข่สุกพร้อมปฏิสนธิ ซึ่งพบว่าช่วยเพิ่มอัตราการ
เกิดไข่สุก ระยะเมตาเฟต 2 รวมถึงการเพิ่มอัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังการปฏิสนธิเข้าสู่ระยะมอลูราและ 
บลาสโตซีสเพิ่มขึ้นในโค (Merton และคณะ, 2013; Takahashi และคณะ, 1993; de Matos และคณะ, 
2000)  การศึกษาวิจัยในครั้งจะศึกษาผลของน้ ายาเล้ียงไข่ และตัวอ่อนในหลอดแก้ว รวมถึงระบบการเล้ียง
ไข่และตัวอ่อนท่ีเล้ียงร่วมกับเซลล์พี่เล้ียงคือ เซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ต่ออัตราการเกิดไข่สุก และอัตราการเจริญ
ของตัวอ่อนหลังจากการปฏิสนธิในหลอดแก้ว ที่ได้จากน้ ายาและระบบการเลี้ยงในแบบต่างๆ เพื่อหาชนิด
ของน้ ายาและระบบการเล้ียงท่ีเหมาะสมต่อการเจริญของไข่และตัวอ่อนท่ีเล้ียงในหลอดแก้ว  



บทที่ 3 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 
 

3.1. วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย และสถำนที่ท ำกำรทดลอง/เก็บข้อมูล 

ใช้ห้องทดลองศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก าเนิด มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี  

3.2 กำรทดลองที่ 1 กำรศึกษำผลของสูตรน  ำยำเลี ยงไข่อ่อน และกำรเลี ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้วร่วมกับ 

เซลล์คิวมูลัสชั นเดียวต่ออัตรำกำรปฏิสนธิและกำรเจริญของตัวอ่อนหลังปฏิสนธิในหลอดแก้วถึงระยะ 
บลำสโตซีส 

     3.2.1 การเตรียมเซลล์คิวมูลัสและการเตรียมเซลล์เย่ือบุท่อน าไข่ 
หลังจากเล้ียงไข่เป็นเวลา 23 ช่ัวโมง ท าการย่อยเซลล์คิวมูลัสออกเป็นเซลล์เด่ียวๆ ด้วยไมโครปิเปต 

โดยท าการดูดขึ้น-ลง ในน้ ายา TCM199 (Sigma, M-5017) ท่ีเติมด้วย 10% FBS, 50 IU/ml hCG (Intervet, 

Netherlands, CDN781851), 0.02 AU/ml FSH (Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan) เป็น
เวลานาน 2 นาที จากนั้นท าการหยดน้ ายา 100 µl/หยด ลงจานเล้ียงเซลล์ขนาด 35 mm แล้วปิดคลุมด้วย 

mineral oil (Sigma, M-8410) น าเข้าเล้ียงในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5 % 
CO2 ในอากาศ บ่มเป็นเวลา 4 วัน โดยเปล่ียนน้ ายาทุกๆ 2 วัน  เพื่อน าไปใช้เป็นเซลล์พี่เล้ียงไข่อ่อนโคและ  
ตัวอ่อนโค 

 น าท่อน าไข่ท่ีได้จากโรงฆ่าสัตว์ ท าความสะอาดตัดเลาะส่วนท่ีเป็นเยื่อเมือกและไขมันออกให้มาก
ท่ีสุด จากนั้นท าความสะอาดด้วย 70% Ethanol แล้วย้ายไปวางบนกระดาษทิชชูท่ีอบฆ่าเช้ือใช้เข็มขนาด 18 

G ต่อกับกระบอกฉีดยาขนาด 5 mL เพื่อดูดน้ ายา modified Dulbecco’s phosphate buffered saline 

(mDPBS) + 0.1% polyvinyl pyrolidone (PVP, Sigma, P-0930) จ านวน 1 ml ท าการสอดเข็มผ่านท่อน า
ไข่ เพื่อชะล้างและรีดส่วนท่ีเป็นเซลล์บุท่อน าไข่จากนั้นท าการย่อยเซลล์และล้างในน้ ายา mDPBS + 0.1% 
PVP  จ านวน 2-3 ครั้ง รอให้ตกตะกอนแล้วล้างด้วยน้ ายาท่ีเติม TCM199 +10% FBS  ท าซ้ าอีก 2 ครั้ง แล้ว
น าไปหยดลงบนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm (100 µl/หยด) แล้วปิดคลุมด้วย mineral oil แล้วน าไปไว้ใน
ตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ ท าการเปล่ียนน้ ายาทุกๆ 48 

ช่ัวโมง เพื่อน าไปใช้เป็นเซลล์พี่เล้ียงของตัวอ่อนโค  
3.2.2 การเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว  

เก็บรังไข่โคจากโรงฆ่าสัตว์โดยแช่ไว้ในน้ าเกลือขณะน าเข้าห้องปฎิบัติการ แล้วใช้เข็มขนาด 18 G ต่อ
กับกระบอกฉีดยาขนาด 10 ml ดูดไข่จากถุงไข่ท่ีมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 3-8 มม. ท าการคัดเลือกไข่ท่ีมีช้ันเซลล์
คิวมูลัสห่อหุ้มอย่างน้อย 2 ช้ัน น ามาล้างในน้ ายา mDPBS + 0.1% PVP  ก่อนท่ีจะน าไปเล้ียงในน้ ายาส าหรับ
เล้ียงไข่ซึ่งปิดคลุมน้ ายาด้วย mineral oil เล้ียงในสัดส่วน 20 ใบ/100µl จากนั้นน าไข่อ่อนมาเล้ียงในน้ ายา
ประกอบด้วย TCM199 ท่ีเติมด้วย 10% FBS, 50 IU/ml hCG (Intervet, Netherlands, CDN781851), 
0.02 AU/ml FSH (Antrin®, Denka Pharmaceutical, Japan), 1µg/ml 17ß-estradiol (Sigma, E-
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8875) (Parnpai และคณะ, 1999) น้ ายาท่ีเติมด้วย 10 ng/ml EGF (Sigma, E-9644) , 100 µM/ml 

cysteamine (Sigma, M-9768) และเล้ียงร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว เป็นเวลา 23 ช่ัวโมง ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 
38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ โดยสามารถแบ่งได้เป็น 7 กลุ่มการทดลอง 
ดังนี ้

กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุม เป็นกลุ่มท่ีไม่เติม EGF และ cysteamine [(-)Cys; (-)EGF] 
กลุ่มท่ี 2 เล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม cysteamine [(+)Cys] 
กลุ่มท่ี 3 เล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม cysteamine และเล้ียงร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว [(+)Cys; (+)

COCs] 
กลุ่มท่ี 4 เล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม EGF [(+)EGF] 
กลุ่มท่ี 5 เล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม EGF และ เติม cysteamine [(+)EGF; (+)Cys] 
กลุ่มท่ี 6 เล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม EGF และเล้ียงร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว [(+)EGF; (+)COCs] 
กลุ่มท่ี 7 เล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม EGF, เติม cysteamine และเล้ียงร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว 

[(+)EGF; (+)Cys; (+)COCs] 
3.2.3 การเตรียมอสุจิส าหรับปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

  น าน้ าเช้ือโคนมแช่แข็งมาท าละลาย โดยน าออกมาจากถังไนโตรเจนเหลวท้ิงไว้ในอากาศเป็นเวลา 10 
วินาที หลังจากนั้นจุ่มลงใน water bath ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 วินาที แล้วท าความสะอาด
ด้านนอกหลอดด้วย 70% ethanol จากนั้นตัดหลอดเพื่อให้น้ าเช้ือท่ีละลาย แล้วไหลลงหลอด Eppendorf 

แล้วดูดน้ าเช้ือไปไว้ก้นหลอด Conical ขนาด 15 ml ท่ีมีน้ ายา TALP (Lu และคณะ, 1987)  ปริมาตร 1.5 ml 

แล้วน าไปวางเอียง 45 องศา ในตู้อบอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี  5% CO2  ในอากาศ 
นาน 30 นาที เพื่อให้อสุจิท่ีมีชีวิตว่ายขึ้นด้านบนของผิวน้ ายา (sperm swim-up)  อสุจิท่ีผ่านกระบวนการ
ดังกล่าวจะเกิดความพร้อมส าหรับการปฏิสนธิโดยมีความสามารถในการเคล่ือนท่ีเร็ว (hyperactive) และเกิด
คาพาซิเตช่ัน (capacitation) ท าให้เพิ่มอัตราการเจาะทะลุ (penetration) ช้ันของเซลล์คิวมูลัสและ zona 

pellucida (Dode และคณะ, 2002; Saito, 1994)  หลังจากนั้นดูดน้ ายาส่วนบน 1ml ไปไว้ในหลอด conical 

tube ท่ีมีน้ ายา TALP 5 ml แล้วน าไปปั่นท่ี 2000 รอบต่อนาที เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้ ายาส่วนใสท้ิง
เหลือไว้เฉพาะอสุจิท่ีก้นหลอด เจือจางอสุจิท่ีได้ด้วยน้ ายา TALP ให้มีความเข้มข้นของอสุจิ 1-2 ล้านตัวต่อซีซี
แล้วน าไปหยดลงบนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60 mm (100 µl/หยด) แล้วปิดด้วย mineral oil แล้วน าไปไว้ใน
ตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ เพื่อรอปฏิสนธิกับไข่  

3.2.4 การปฏิสนธิในหลอดแก้ว (in vitro fertilization, IVF) 
  น าไข่ท่ีเล้ียงครบ 23 ช่ัวโมง มาก าจัดเซลล์คิวมูลัสออกบางส่วน ด้วย 0.1 % hyaluronidase ให้เหลือ
เซลล์คิวมูลัสล้อมรอบไข่เพียง 1-2 ช้ัน แล้วน าไข่มาล้างด้วยน้ ายา TALP จ านวน 2 ครั้ง หลังจากนั้นน าไข่ท่ี
เตรียมไว้ 20-25 ใบ มาใส่ในหยดน้ ายาท่ีมีอสุจิเตรียมไว้ในข้อ 13.3 แล้วน าไปบ่มไว้ในตู้อบเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 
38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ นาน 10 ช่ัวโมง 
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3.2.5 การเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 

 เมื่อบ่มไข่และอสุจิด้วยกันครบ 10 ช่ัวโมง น าไข่ไปเล้ียงในน้ ายา modified oviduct 

synthetic fluid ท่ีเติมด้วยกรดอะมิโน (mSOFaa, Gardner และคณะ, 1994) ในสัดส่วน 20 ใบ ต่อน้ ายา 
100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เมื่อเล้ียงตัวอ่อน
ต่ออีก 8 ช่ัวโมง จะสุ่มตัวอย่างน าไป fixed และย้อมสีเพื่อตรวจสอบการปฏิสนธิของไข่แต่ละกลุ่ม ส่วนท่ีเหลือ
น าไปเล้ียงต่อให้ครบ 2 วัน แล้วคัดเลือกตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงร่วมกับเซลล์บุท่อน าไข่โคในน้ ายา 
mSOFaa ในสัดส่วน 10 ใบ ต่อน้ ายา 100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 

ในอากาศ  เป็นเวลา 6 วัน ท าการเปล่ียนน้ ายาทุก 24 ช่ัวโมง และบันทึกการเจริญเติบโตของตัวอ่อนทุกวัน 

3.2.6 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 อัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังจากปฏิสนธิในหลอดแก้ว วิเคราะห์โดยหาค่าความแตกต่างทางสถิติ 
โดยใช้วิธี ANOVA ด้วยโปรแกรม Statistical Package for Social Sciences (SPSS®) โดยคิดค่าความ
แตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 

 

3.3. กำรทดลองที่ 2 กำรศึกษำผลของสูตรน  ำยำเลี ยงตัวอ่อน และกำรเลี ยงตัวอ่อนในหลอดแก้วร่วมกับ 

เซลล์คิวมูลัสชั นเดียว ต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังปฏิสนธใินหลอดแก้วถึงระยะบลำสโตซีส 

น าสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อน และระบบการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้ว ท่ีให้อัตราการปฏิสนธิและการ
เจริญของตัวอ่อนหลังการปฏิสนธิในหลอดแก้วถึงระยะบลาสโตซีสสูงสุด จากการทดลองท่ี 1 เพื่อใช้เล้ียงไข่ให้
สุกในหลอดแก้วซึ่งก็คือวิธีเล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาท่ีเติม cysteamine และเล้ียงร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว [(+)
Cys; (+)COCs] 
         3.3.1 การเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้ว 

  น าไข่ท่ีผ่านการบ่มเล้ียงร่วมกับอสุจิแล้ว 10 ช่ัวโมง ไปเล้ียงในน้ ายา modified oviduct synthetic 

fluid with amino acids medium (mSOFaa, Gardner และคณะ, 1994) หรือน้ ายา CR1aa +5% FBS 

(Rosenkrans และ คณะ, 1993) ในสัดส่วน 20 ใบ ต่อน้ ายา 100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วัน แล้วคัดเลือกตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ ไปเล้ียงร่วมกับ
เซลล์บุท่อน าไข่โคหรือคิวมูลัสเซลล์ ในน้ ายา mSOFaa หรือ CR1aa + 5% FBS ในสัดส่วน 10 ใบ ต่อน้ ายา 
100 µl ท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน ท าการ
เปล่ียนน้ ายาทุก 24 ช่ัวโมงในน้ ายา mSOFaaและเล้ียงกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว โดยสามารถแบ่งได้เป็น 6 

กลุ่มการทดลอง ดังนี้ 
กลุ่มท่ี 1 กลุ่มควบคุมในน้ ายา mSOFaa ท่ีเล้ียงภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 

เป็นเวลา 8 วัน [mSOFaa (5% O2 8 วัน] 
กลุ่มท่ี 2 เล้ียงตัวอ่อนในน้ ายา mSOFaa ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 

2 วัน แล้วย้ายเล้ียงในน้ ายา mSOFaa กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี  5% CO2 ในอากาศ 
เป็นเวลา 6 วัน [mSOFaa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน] 
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กลุ่มท่ี 3 เล้ียงตัวอ่อนในน้ ายา CR1aa + 5% FBS ท่ีเล้ียงภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 

90% N2 เป็นเวลา 8 วัน [CR1aa (5% O2 8 วัน)] 
กลุ่มท่ี 4 เล้ียงตัวอ่อนในน้ ายา CR1aa + 5% FBS ท่ีเล้ียงภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 

90% N2 เป็นเวลา 2 วัน, แล้วย้ายเล้ียงในน้ ายา CR1aa + 5% FBS กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน [CR1aa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน] 

กลุ่มท่ี 5 เล้ียงตัวอ่อนในน้ ายา mSOFaa เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายเล้ียงในน้ ายา CR1aa + 5% FBS 
กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน (mSOFaa)-(CR1aa+CCs) 
(5% O2 2 วัน; CO2 6 วัน) 

กลุ่มท่ี 6 เล้ียงตัวอ่อนในน้ ายา CR1aa + 5% FBS เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายเล้ียงในน้ ายา mSOFaa 
กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน (mSOFaa)-(CR1aa+CCs) 
(5% O2 2 วัน; CO2 6 วัน) 

ท าการบันทึกการเจริญของตัวอ่อนท่ีได้จากวิธีการเล้ียงตัวอ่อนหลังท าปฏิสนธิในหลอดแก้วในกลุ่มการ
ทดลองท้ัง 6 กลุ่ม 

         3.3.2 การย้อมตัวอ่อนเพื่อนับจ านวน Trophectroderm (TE) และ inner cell mass (ICM)  
  เพื่อศึกษาคุณภาพของตัวอ่อนท่ีผลิตได้ น าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสจากแต่ละกลุ่มการทดลองมาย้อม
เพื่อนับจ านวน TE และICM โดยปรับปรุงวิธีการย้อมจากรายงานท่ีมีมาก่อนหน้านี้ (Suteevun และคณะ, 

2006) กล่าวคือ ย่อยเปลือกตัวอ่อนออกโดยบ่มใน 0.5% protease (Sigma, P-8811) จากนั้นน าตัวอ่อนท่ีไม่
มีเปลือก (Zona-free blastocyst) มาบ่มใน 10% rabbit anti-bovine spleenocyte antibodies เป็น
เวลา 30 นาที จากนั้นน าไปบ่มในน้ ายาท่ีมี 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 
แล้วจึงผนึกตัวอ่อนบนสไลด์แก้วด้วย glycerol (Merck, 4094) ปิดทับด้วยแผ่น cover slip แล้วจึงน าไปส่อง
นับจ านวนเซลล์ TE (ติดสีแดง) และ ICM (ติดสีน้ าเงิน) ภายใต้กล้องจุลทรรศน์หัวกลับท่ีมีแสงอุลตร้าไวโอเลต 

          3.3.3 การวิเคราะห์ทางสถิติ 

 อัตราการเจริญของตัวอ่อนในหลอดแก้ว วิเคราะห์โดยหาค่าความแตกต่างทางสถิติ โดยใช้วิธี ANOVA 
ด้วยโปรแกรม Statistical Package for Social Sciences (SPSS®) โดยคิดค่าความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 

0.05 

 

 

 

 

 



บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ ์
 

4.1 ผลกำรทดลอง 
4.1.1 ผลของของสูตรน  ำยำเลี ยงไข่อ่อน และกำรเลี ยงไข่ให้สุกในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์คิวมูลัสชั นเดียว 
ต่ออัตรำกำรปฏิสนธิและกำรเจริญของตัวอ่อนหลังปฏิสนธิในหลอดแก้วถึงตัวอ่อนระยะบลำสโตซีส 

 จากการทดลองเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วด้วยน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนร่วมกับ EGF, cysteamine

และเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียวต่ออัตราการปฏิสนธิและการเจริญของตัวอ่อนโค จากการทดลองพบว่า  อัตราการ
ปฏิสนธิ อัตรา poly sperm และ อัตรา normal fertilized ของไข่โคท่ีผ่านการเล้ียงให้สุกด้วยน้ ายาเล้ียงไข่
อ่อนสูตรต่างๆไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติในแต่ละกลุ่มสูตรน้ ายาและเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม ((-)
Cys; (-)EGF; 74.07%, 9.25%และ 64.81% ตามล าดับ) (ตารางท่ี 1)  

ตำรำงที่ 1 ผลของของสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อน และการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว 

              ต่ออัตราการปฏิสนธิ 
Treatments No. oocytes 

examined 

No. (%) 
Fertilized  

No. (%) Poly 

sperm  

No. (%) Normal 

fertilized 

(-)Cys; (-)EGF 

 

 54 

 

40 

(74.07) 
5 

(9.25) 
35 

(64.81) 
(+)Cys 

 

47  37 

(78.72) 
4 

(8.51) 
33 

(70.21) 
(+)Cys; (+)COCs 

 

 46 36 

(78.26) 
4 

(8.69) 
32 

(69.56) 
(+)EGF  44 

 

27 

(61.36) 
1 

(2.27) 
26 

(59.09) 
(+)EGF; (+)Cys 

 

44  32 

(72.72) 
8 

(18.18) 
24 

(54.54) 
(+)EGF; (+)COCs  53 

 

37 

(69.81) 
10 

(18.86) 
27 

(50.94) 
(+)EGF; (+)Cys; (+)COCs  41 

 

30 

(73.17) 
7 

(17.07) 
23 

(56.09) 
ท าการทดลอง 9 ครั้ง 
 

 EGF เป็นโกรทแฟคเตอร์ท่ีมีบทบาทส าคัญในการกระตุ้นการพัฒนาของเซลล์ (Gutierrez-Adan และ
คณะ, 2004) และการเจริญของไข่ (Coskun และคณะ , 1991) โดยกระตุ้น receptor บนเซลล์คิวมูลัส
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(Lonergan และคณะ, 1996; Khamsi และ Armstrong, 1997) มีผลต่อการขยายตัวของเซลล์คิวมูลัส 
(cumulus cell expansion) ซึ่งมีผลต่อการกระตุ้นการเจริญของไข่ (Park และคณะ, 1999) ส่วนการเติม 
cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่และตัวอ่อนจะช่วยส่งเสริมอัตราการเจริญของไข่และตัวอ่อน รวมทั้งคุณภาพของ
ตัวอ่อนสัตว์หลายชนิด เช่น โค (Lojkic และคณะ, 2012) และกระบือ (Ocampo และ Ocampo, 2015) 
นอกจากนั้นยังมีผลของประสิทธิภาพของการปฏิสนธิและการสร้าง pronucleus ระหว่างกระบวนการปฏิสนธิ 
 จากตารางท่ี 2 ภายหลังเล้ียงตัวอ่อนต่อในหลอดแก้ว พบว่า อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะคลี
เวจ และ 8 เซลล์ ไม่มีความแตกกันทางสถิติในแต่ละกลุ่มสูตรน้ ายาเล้ียงไข่และเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 
((-)Cys; (-)EGF; 59.81% และ 43.92% ตามล าดับ) อย่างไรก็ตาม อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรู
ลาในกลุ่มน้ ายา (+)Cys (48.38%) และ (+)Cys; (+)COCs (47.82%) ให้ผลสูงกว่ากลุ่มสูตรน้ ายา (+)
EGF(+)EGF; (+)Cys (+)EGF; (+)COCs (+)EGF; (+)Cys; (+)COCs และกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
เช่นเดียวกับอัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสในกลุ่มสูตรน้ ายา (+)Cys (36.55%) และ (+)
Cys; (+)COCs (36.95%)ให้ผลสูงกว่ากลุ่มสูตรน้ ายา (+)EGF(+)EGF; (+)Cys (+)EGF; (+)COCs (+)EGF; (+)
Cys; (+)COCs และกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 

 

ตำรำงที่ 2 ผลของของสูตรน้ ายาเล้ียงไข่อ่อน และการเล้ียงไข่ให้สุกในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว 

             ต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อน 

Treatments No. IVC No. (%) 
Cleaved 

No. (%)  8-

C 

No. (%)  
Mor. 

No. (%) 
Bl. 

(-)Cys; (-)EGF 

 

107 

 

64 

(59.81) 
47 

(43.92) 
40a 

(37.38) 
26a 

(24.29) 
(+)Cys 

 

93 59 

(63.44) 
49 

(52.68) 
45b 

(48.38) 
34b 

(36.55) 
(+)Cys; (+)COCs 

 

92 59 

(64.13) 
50 

(54.34) 
44b 

(47.82) 
34b 

(36.95) 
(+)EGF 92 

 

58 

(63.04) 
45 

(48.91) 
33a 

(35.86) 
20a 

(21.73) 
(+)EGF; (+)Cys 

 

84 52 

(61.90) 
42 

(50.00) 
31a 

(36.90) 
18a 

(21.42) 
(+)EGF; (+)COCs 90 

 

54 

(60.00) 
46 

(51.11) 
33a 

(36.66) 
20a 

(22.22) 
(+)EGF; (+)Cys; (+)COCs 94  

 

57 

(60.63) 
48 

(51.06) 
34a 

(36.17) 
20a 

(21.27) 
ท าการทดลอง 9 ครั้ง 
a, b ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
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 จากผลการเล้ียงไข่อ่อนโคในน้ ายาท้ัง 7 สูตร พบว่ากลุ่มไข่ท่ีเล้ียงสูตรน้ ายาเล้ียงท่ีเติม cysteamine 
((+) Cys) และสูตรน้ ายาท่ีเติม cysteamine และเล้ียงร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ((+)Cys; (+)COCs) ให้ผล
อัตราตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาและบลาสโตซีสท่ีสูงกว่ากลุ่มควบคุมและกลุ่มสูตรน้ ายาสูตรอื่นซึ่งผลการทดลอง
สอดคล้องกับการศึกษาของ de Matos และคณะ (2002) ท่ีว่าการเติม cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่สุกโค
ช่วยเพิ่มอัตราการการพัฒนาของตัวอ่อนและคุณภาพของตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสในโค เช่นเดียวกับการศึกษา
ของ Anand และคณะ (2008) ในการเติม cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่สุกและน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนกระบือ 
พบว่า ช่วยเพิ่มอัตราการพัฒนาของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสในกระบือ 

 นอกจากการเติม cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่สุกในกระบวนการ IVM จะช่วยส่งเสริมการเจริญของ
ตัวอ่อนแล้วนั้น (de Matose และคณะ, 1996; 2002; Ali และคณะ 2003; Karadjole และคณะ, 2006) 
จากการศึกษาของ de Matos and Furnus (2000) ยังพบว่า การเติม cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่สุกมีผล
ต่อการเพิ่มขึ้นของระดับ glutathione ในเซลล์ไข่ระหว่างกระบวนการ IVM และยังคงอยู่ภายหลัง
กระบวนการ IVF ซึ่ง glutathione เป็นสารต้านอนุมูลอิสระ (antioxidant) ท่ีมีบทบาทส าคัญในการป้องกัน
ความเสียหายของเซลล์ไข่และตัวอ่อนจากสารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species; ROS) (Li และคณะ 

1993) ความสามารถในการสังเคราะห์ glutathione ของเซลล์จะขึ้นอยู่กับระดับ cysteine ในน้ ายาเล้ียง 
(Furnus and De Matos, 1999) โดย cysteamine จะมีบทบาทในการเปล่ียน cystine ไปเป็น cysteine ซึ่ง
มีผลต่อการสังเคราะห์ glutathione ในเซลล์ไข่ (Issels และคณะ, 1988) นอกจากนั้น การเพิ่มขึ้นของระดับ 
glutathione ยังช่วยลดการหยุดพัฒนาของตัวอ่อนท่ีระยะ 8 เซลล์ ถึง 16 เซลล์ (development block at 

8- to 6-cell stage embryos) ท าให้ตัวอ่อนสามารถพัฒนาเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสได้เพิ่มขึ้น (Lee และคณะ, 

2000) ซึ่งจากข้อมูลการศึกษาข้างต้นสามารถน ามาอธิบายผลของการเติม cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่สุกท่ีมี
ผลต่ออัตราการพัฒนาตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ีเพิ่มข้ึนในการทดลองนี้ได้ 

 ส่วนการเล้ียงไข่อ่อนโคในน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนท่ีมีการเติม cysteamine ร่วมกับ EGF ((+)EGF; (+)Cys) 
และเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ((+)EGF; (+)Cys; (+)COCs) แม้จะมีการเติม cysteamine ในน้ ายาเล้ียงไข่อ่อนแต่
กลับไม่มีผลส่งเสริมต่ออัตราการพัฒนาตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาและบลาสโตซีส อย่างเช่นสูตรน้ ายาอื่นท่ีมีการ
เติม cysteamine จากการศึกษาของ El-Naby และคณะ (2016) โดยการเล้ียงไข่อ่อนกระบือในน้ ายาเล้ียงไข่
สุกท่ีเติม cysteamine ขนาด 50 ไมโครกรัม/มิลิลิตร ร่วมกับ EGF ขนาด 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร พบว่าให้ผล
การพัฒนาตัวอ่อนสู่กว่ากลุ่มน้ ายาเล้ียงไข่สุกท่ีเติม cysteamine และ EGF อย่างเดียว แต่การศึกษาของ
Singhal และคณะ (2009) โดยได้ทดลองเล้ียงไข่อ่อนกระบือในน้ ายาเล้ียงไข่สุกท่ีเติม cysteamine 50 
ไมโครกรัม ร่วมกับ EFG 20 นาโนกรัม/มิลลิลิตร กลับไม่มีผลส่งเสริมการพัฒนาของตัวอ่อนแต่อย่างได ซึ่งจาก
ข้อมูลข้างต้นเป็นได้ว่าความแตกต่างของระดับความเข้มข้นของ cysteamine และ EGF ท่ีเติมในน้ ายาเล้ียง
อาจให้ผลการศึกษาท่ีแตกต่างกัน 
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 4.1.2 ผลของสูตรน  ำยำเลี ยงตัวอ่อน และกำรเลี ยงตัวอ่อนในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์คิวมูลัสชั นเดียว 
ต่ออัตรำกำรเจริญของตัวอ่อนหลังปฏิสนธิในหลอดแก้วถึงระยะบลำสโตซีส 

 จากการทดลองเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้วในสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนและระบบการเล้ียงท่ีแตกต่างกัน 
พบว่า อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ คลีเวจ และ 8 เซลล์ ไม่มีความแตกกันทางสถิติในแต่ละกลุ่มสูตร
น้ ายาและระบบการเล้ียง และเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม (mSOFaa (5% O2 8 วัน); 76.67% และ 
65.55% ตามล าดับ) อย่างไรก็ตาม อัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาในกลุ่มน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน
mSOFaa+CCs(56.66%) และ CR1aa-SOFaa+CCs(57.77%) ให้ผลสูงกว่ากลุ่มน้ ายาอื่น (mSOFaa+CCs, 

CR1aa, CR1aa+CCs และ (mSOFaa)-(CR1aa+CCs) ) และกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิ ติ 
เช่นเดียวกับอัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสในกลุ่มสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน  mSOFaa+CCs 
(45.55%) และ CR1aa-SOFaa+CCs (44.44%) ให้ผลสูงกว่ากลุ่มสูตรน้ ายาอื่น (mSOFaa+CCs, CR1aa, 

CR1aa+CCs และ (mSOFaa)-(CR1aa+CCs)) และกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (ตารางท่ี 3) และ
จ านวน TE และ ICM ในบลาสโตซีส พบว่าไม่มีความแตกต่างกันทางสถิติท้ังในกลุ่มสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนและ
ระบบการเล้ียง รวมท้ังกลุ่มควบคุม(ตารางท่ี 4) 
 

ตำรำงที่ 3 ผลของสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน และการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว  
              ต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนหลังปฏิสนธิในหลอดแก้วถึงระยะบลาสโตซีส 

Treatments No. IVC No. (%) 
Cleaved 

No. (%)  
8-C 

No. (%)  
Mor. 

No. (%) 
Bl. 

mSOFaa (5% O2 8 วัน) 90 69 

(76.67) 
59 

(65.55) 
35a 

(38.88) 
29a 

(32.22) 
mSOFaa + CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 

วัน) 
90 75 

(83.33) 
64 

(71.11) 
51b 

(56.66) 
41b 

(45.55) 
CR1aa (5% O28วัน) 90 68 

(75.55) 
60 

(66.66) 
37a 

(41.11) 
30a 

(33.33) 
CR1aa + CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 

วัน)  
90 67 

(74.44) 
61 

(67.77) 
38a 

(42.22) 
32a 

(35.55) 
(mSOFaa) - (CR1aa+CCs) (5% O2 2 วัน; 

CO2 6 วัน) 
90 68 

(75.55) 
61 

(67.77) 
38a 

(42.22) 
31a 

(34.44)  
(CR1aa) - (SOFaa+CCs) (5% O2 2 วัน; 

CO2 6 วัน) 
90 76 

(84.44) 
65 

(72.22) 
52b 

(57.77) 
40b 

(44.44) 
ท าการทดลอง 9 ครั้ง 
a, b ภายใน Column เดียวกัน, ความแตกต่างทางสถิติท่ี P < 0.05 
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ตำรำงที่ 4 ผลของสูตรน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน และการเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้วร่วมกับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว  
              ต่อจ านวน TE และ ICM ในบลาสโตซีส 

Treatments จ ำนวน 

BL 

TE cells ICM cells Total cells 

mSOFaa (5% O2 8 วัน) 20  

 

138.5±48.6   23.0±18.3 161.5±36.9  

mSOFaa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน)  20  129.3±26.8 25.6±10.0  154.9±36.8  

CR1aa (5% O28วัน)  20 

 

 117.0±49.2 26.5±13.5  143.5±62.7  

CR1aa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน)   20 151.3±21.1  30.2±10.8  181.5±31.9  

(mSOFaa)-(CR1aa+CCs) (5% O2 2 วัน; CO2 6 

วัน) 
 20 121.0±33.2  27.5±13.4   148.5±46.6 

(CR1aa)-(SOFaa+CCs) (5% O2 2 วัน; CO2 6 วัน)  20 149.0±51.3  49.6±12.7  198.6±64.0  

BL = Blastocyst, TE = Trophoectoderm, ICM= Inner cell mass 

 

ช่วงเวลาส าคัญของการเจริญของตัวอ่อนเกิดขึ้นตั้งแต่ภายหลังการปฏิสนธิจนเจริญเข้าสู่ระยะบลาสโต
ซีส (Kharche และคณะ, 2011) ตัวอ่อนจะมีการพัฒนาได้ดีเพียงใดส่วนหนึ่งขึ้นอยู่กับปัจจัยของความ
เหมาะสมของส่วนประกอบของน้ ายาและระบบการเล้ียงตัวอ่อนซึ่งในกระบวนการเล้ียงตัวอ่อนโคมีรายงานใช้
น้ าเล้ียงตัวอ่อนหลายชนิด เช่น mSOFaa และ CR1aa ท่ีมีการใช้ท่ัวไปในเล้ียงตัวอ่อน ท้ังในในโค 
(Rosenkransและคณะ, 1993) กระบือ (Kumar และคณะ, 2007) และแกะ (Wang และคณะ, 1998) น้ ายา
เล้ียงตัวอ่อนแต่ละชนิดจะมีส่วนประกอบสารเคมีส าคัญพื้นฐานท่ีคล้ายกัน แตกต่างอาจจะแตกต่างกันบ้างใน
สารท่ีอาจเติมเข้าไปในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนแต่ละชนิด เช่น กรดอะมิโน fetal bovine serum และ bovine 

serum albumin 

ผลการเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายาและระบบการเล้ียงท้ัง 6 แบบ พบว่ากลุ่มตัวอ่อนท่ีเล้ียงในน้ ายา 
mSOFaa ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายเล้ียงในน้ ายา mSOFaa 
กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน (mSOFaa+CCs (5% O2 

2 วัน+5% CO2 6 วัน) และกลุ่มตัวอ่อนท่ีเล้ียงในน้ ายา CR1aa + 5% FBS เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายเล้ียงใน
น้ ายาmSOFaa กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี  5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน 
((mSOFaa)-(CR1aa+CCs) (5% O2 2 วัน; CO2 6 วัน)) ให้ผลการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาและบ
ลาสโตซีสสูงกว่ากลุ่มน้ ายาและระบบการเล้ียงอื่น  

นอกจากนั้นยังพบว่า ถึงแม้การเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายา mSOFaa และ CR1aa ท่ีไม่มีเซลล์คิวมูลัส
(mSOFaa (5% O2 8 วัน) และ CR1aa (5% O28วัน)) ในระบบการเล้ียงแบบเดียวกันจะให้ผลของอัตราการ
เจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลาและบลาสโตซีสท่ีไม่แตกต่างกัน แต่เมื่อมีการเล้ียงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์
คิวมูลัสในน้ ายาเล้ียงท้ังสองชนิดกลับพบว่า กลุ่มน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน mSOFaa ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว
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(mSOFaa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน)) ให้ผลของอัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะมอรูลา 
และบลาสโตซีสท่ีสูงกว่าตัวอ่อนท่ีเล้ียงในน้ ายา CR1aa ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียวในระบบการเล้ียงแบบเดียวกัน
(CR1aa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน)) 

และอีกข้อสังเกตหนึ่งในงานทดลองนี้ พบว่าในกลุ่มระบบการเล้ียงท่ีมีการคัดเลือกตัวอ่อนระยะ 8 

เซลล์ไปเล้ียงในน้ ายา mSOFaa ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ท่ีอุณหภูมิ 38.5 องศาเซลเซียส ภายใต้บรรยากาศท่ี
มี 5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน (mSOFaa+CCs (5% O2 2 วัน+5% CO2 6 วัน) และ (CR1aa)-
(SOFaa+CCs) (5% O2 2 วัน; CO2 6 วัน)) ให้ผลของการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสท่ีสูงกว่าการ
เล้ียงตัวอ่อนแบบยาวในน้ ายาชนิดเดียวหรือการเล้ียงท่ีไม่ได้มีการเปล่ียนน้ ายาเมื่อตัวอ่อนเข้าสู่ระยะ 8 เซลล์ 

ซึ่งการเล้ียงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์พี่เล้ียง เช่น เซลล์เยื่อบุท่อรังไข่และเซลล์คิวมูลัส (Cognie และคณะ, 

2003) มีจุดประสงค์เพื่อเลียนแบบกระบวนการเจริญของตัวอ่อนในร่างกายสัตว์ ซึ่งเซลล์เหล่านั้นมีความส าคัญ
ในการผลิตสารจ าพวก growth factor (Orsi และ Reischl, 2007) และการท่ีมีเซลล์คิวมูลัสยังช่วยเพิ่มระดับ 
pyruvate และ lactate ในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนซึ่งเป็นแหล่งพลังงานส าคัญของตัวอ่อน (Edwards และคณะ, 
1997; Kumar และคณะ, 2007) จะเห็นได้ว่าการเล้ียงตัวอ่อนในระยะแรกจะเล้ียงในสภาวะท่ีมีระดับ
ออกซิเจนต่ า ระดับออซิเจนในระบบเล้ียงมีผลอย่างมากต่อการเจริญของตัวอ่อน โดยปกติแล้วการเจริญของตัว
อ่อนในระยะแรกจะเกิดขึ้นท่ีท่อน าไข่ (oviduct lumen) (Betteridge, 1995) ซึ่งมีระดับออกซิเจนท่ีต่ ากว่า
บรรยากาศภายนอกร่างกาย (Bishop, 1956; Maas และคณะ, 1976) และยังมีรายงานการใช้ออกซิเจนใน
ระดับต่ า (5% O2) ในระบบการเล้ียงตัวอ่อนโคให้ผลของอัตราการเจริญของตัวอ่อนท่ีดีกว่าการใช้ออกซิเจนท่ี
ความเข้มข้นสูง (19% O2) (Liu และ Foote, 1995) 

 แต่ในระบบการเล้ียงท่ีมีย้ายตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์มาเล้ียงในสภาวะท่ีระดับออกซิเจนสูงขึ้น (5% CO2 

ในอากาศ) การเล้ียงตัวอ่อนร่วมกับเซลล์พี่เล้ียง เช่น เซลล์คิวมูลัสจะช่วยลดผลกระทบต่อตัวอ่อนของระดับ
ความเข้มข้นออกซิเจนในน้ ายาได้ (Volkel และ Hu, 1992; Goto และคณะ, 1994) 

ดังนั้นในการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่า การเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว
มีผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีส โดยเฉพาะเมื่อเล้ียงตัวอ่อนหลังการปฏิสนธิในน้ ายา 
mSOFaa หรือ CR1aa ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายตัวอ่อน
ระยะ 8 เซลล์ไปเล้ียงในน้ ายา mSOFaa กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ 
เป็นเวลา 6 วัน ซึ่งให้ผลของเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสสูงสุด 



บทที่ 5 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลกำรวิจัย 

 5.1.1 การเล้ียงไข่อ่อนในน้ ายาเล้ียงไข่สุกท่ีมีการเติม EGF, cysteamine และเล้ียงร่วมกับเซลล์ 

คิวมูลัสช้ันเดียวไม่มีผลต่ออัตราการปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

 5.1.2 การเล้ียงไข่อ่อนโคในน้ ายาเล้ียงไข่สุกท่ีเติม cysteamine และมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียวมีผลส่งเสริม
การเจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสภายหลังการปฏิสนธิในหลอดแก้ว 

 5.1.3 การเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อนท่ีมีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียวมีผลต่ออัตราการเจริญของตัวอ่อน
เข้าสู่ระยะบลาสโตซีส โดยเฉพาะเมื่อเล้ียงตัวอ่อนหลังการปฏิสนธิในน้ ายา mSOFaa หรือ CR1aa ภายใต้
บรรยากาศท่ีมี 5% CO2, 5% O2, 90% N2 เป็นเวลา 2 วัน แล้วย้ายตัวอ่อนระยะ 8 เซลล์ไปเล้ียงในน้ ายา 

mSOFaa กับเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 ในอากาศ เป็นเวลา 6 วัน ซึ่งให้ผลของ
เจริญของตัวอ่อนเข้าสู่ระยะบลาสโตซีสสูงสุด 

 5.1.4 การเล้ียงตัวอ่อนในน้ ายาเล้ียงตัวอ่อน mSOFaa หรือ CR1aa ท่ีมีและไม่มีเซลล์คิวมูลัสช้ันเดียว 
และระบบการเล้ียงตัวอ่อนในแบบต่างๆ มีผลต่อคุณภาพตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส 

 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 5.2.1 ควรมีการศึกษาการแสดงออกของยีนในเซลล์คิวมูลัส ไข่และตัวอ่อนท่ีมีความเกี่ยวข้องในการออก
ฤทธิ์ของ EGF และ cysteamine เพื่อใช้เป็นข้อมูลสนับสนุนผลการทดลองท่ีเกิดขึ้น 

 5.2.2 ควรมีการเปรียบเทียบความเข้มข้นของสาร EGF และ cysteamine ท่ีใช้เติมในน้ ายาเล้ียงในหลาย
ความเข้มข้น หรือท าการศึกษาต่อเพื่อหาความเข้มข้นที่ให้ผลดีท่ีสุด 
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10. ผลงำนวิจัยที่ประสบควำมส ำเร็จ  
 10.1. ประสบผลส าเร็จในการย้ายฝากตัวอ่อนโคนม   ได้ลูกแฝดเพศเมียเกิดมาเมื่อวันท่ี 8 กันยายน 
2529   นับเป็นรายแรกของประเทศไทย (ขณะท างาน ณ คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
 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 
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11. รำงวัลที่ได้รับ  

       11.1. จากผลงานวิจัยการย้ายฝากตัวอ่อนโคนมจนประสบผลส าเร็จ ได้ลูกแฝดโคนมเกิดมาครั้งแรก
ของประเทศไทยเมื่อวันท่ี  8   กันยายน  2529    ท าให้งานวิจัยนี้ถูกยกย่องให้เป็น  1  ใน  10  ข่าวเด่นของ
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 11.2. รางวัลนักวิจัยดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปาฐกถา  

อายิโน๊ะโมะโต๊ะ เรื่อง “Somatic cell cloning in bovine using ear fibroblast as donor cells” ในการ
ประชุมประจ าปีของสมาคมปี พ.ศ. 2547 

 11.3. รางวัลบุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการวิจัย ประจ าปี 2548 จากมหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี 
 11.4. รางวัลแทนคุณแผ่นดิน สาขาวิทยาศาสตร์ ประจ าปี 2550 จากเครือเดอะเนช่ัน 

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

 11.6. ศิษย์เก่าดีเด่น คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ พ.ศ. 2555 

          11.7. รางวัลบุคลากรสายวิชาการท่ีมีผลงานดีเด่นด้านการบริการวิชาการ ประจ าปี 2558 จาก
มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสุรนารี 
          11.8. ศิษย์เก่าดีเด่น มหาวิทยาลัยบูรพา พ.ศ. 2560 

 

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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