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บทคัดย่อ 

 
  การผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้วจากไข่ท่ีเก็บจากโคนมโดยวิธี OPU แล้วน าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคตัวรับ
จะสามารถผลิตลูกโคเกิดมามากกว่าการผสมเทียมได้ถึง 10-20 เท่า ท าการฉีดฮอร์โมน FSH ก่อนเจาะเก็บไข่
โคนมสาว 8 ตัว ด้วยวิธี OPU โดยท า OPU ต่อเนื่อง 8 ครั้ง ได้ไข่เฉล่ีย 18.78 ใบ/ตัว/ครั้ง มีอัตราการเก็บไข่
ได้ 79.20% (952/1,202 ใบ) ในจ านวนนี้เป็นไข่ท่ีมีเซลล์คิวมูลัส กระจายตัว และ ไม่กระจายตัว 637 ใบ 
(66.91%) และ 315 ใบ (33.08%) ตามล าดับ ผลการใช้น้ าเช้ือแยกเพศท าปฏิสนธิในหลอดแก้วกับไข่ท่ีเซลล์
คิวมูลัสกระจายตัวได้อัตราตัวอ่อนแบ่งตัว, ระยะ 8 เซลล์ และระยะ บลาสโตซีสต์วันท่ี 7 สูงกว่ากลุ่มไข่ท่ีเซลล์
คิวมูลัสไม่กระจายตัวอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (54.63, 46.93 และ 23.07% vs 42.85, 34.74 และ 13.63% 
ตามล าดับ) ผลการน าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ไปย้ายฝากให้โคตัวรับ กลุ่มตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสก
ระจายตัวมีอัตราการต้ังท้อง 40.62% (26/64) ซึ่งไม่แตกต่างจากกลุ่มตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสไม่
กระจายตัวที่ได้อัตราการต้ังท้อง 41.66% (10/24) กลุ่มตัวรับฝากตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสกระจายตัว
คลอดลูกเป็นเพศเมีย 25 ตัว (96.15%) และเป็นเพศผู้ 1 ตัว (3.85%) ส่วนกลุ่มตัวรับฝากตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ี
เซลล์คิวมูลัสไม่กระจายตัวคลอดลูกเป็นเพศเมีย 9 ตัว (90.00%) และเป็นเพศผู้ 1 ตัว (10.00%) การวิจัยนี้
สามารถสรุปได้ว่าสามารถผลิตลูกโคนมพันธุกรรมดีเยี่ยมเพศเมียจากการย้ายฝากตัวอ่อนท่ีได้จากการท า 
OPU-IVP-ET และปฏิสนธิในหลอดแก้วด้วยน้ าเช้ือแยกเพศ 
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Abstract 
 
  In vitro embryo production using oocytes collected by OPU and transfer embryos to 
recipients will produce calves born more than artificial insemination 10-20 times. The eight 
dairy cattle heifers were injected with FSH before collected oocytes using OPU technique. 
The OPU was consecutively conducted for 8 times. The average numbers of oocytes 
collected from donors per session were 18.78. The recovery rate of oocytes was 79.20% 
(952/1,202), from these, oocytes have cumulus cells expansion and not expansion were 637 
(66.91%) and 315 (33.08%), respectively. Results of in vitro fertilized with sex-sorted semen 
in a group of oocytes that have cumulus cells expansion developed to cleavage, 8-cell and 
blastocyst stages were significantly higher than those in a group of oocytes that have 
cumulus cells not expansion (54.63, 46.93 and 23.07% vs 42.85, 34.74 and 13.63%, 
respectively). The pregnancy rates after transferred blastocysts derived from a group of 
oocytes that have cumulus cells expansion and not expansion were not significantly 
different (40.62%, 26/64 vs 41.66%, 10/24, respectively. The recipients received embryos 
derived from a group of oocytes that have cumulus cells expansion gave birth to 25 female 
calves (96.15%) and 1 male calf (3.85%).  The recipients received embryos derived from a 
group of oocytes that have cumulus cells not expansion gave birth to 9 female calves 
(90.00%) and 1 male calf (10.00%). In summary, this research demonstrated that elite 
genetics female dairy calves can be produced by transferred embryos derived from OPU and 
fertilized by sex-sorted semen. 
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บทที่ 1 

บทน ำ 

 

1.1 ควำมส ำคัญและที่มำของปัญหำที่ท ำกำรวิจัย 
แม้ว่าการเล้ียงโคนมของประเทศไทยมีมานานกว่า 50 ปี แต่ยังผลิตน้้านมไม่เพียงพอต่อการบริโภค 

เนื่องจากเป็นโคนมลูกผสมให้น้้านมเฉล่ีย 12 กิโลกรัม/วัน และมีจ้านวนโคนมไม่เพียงพอ ท้าให้ต้องน้าเข้านม
และผลิตภัณฑ์นมทุกๆปี โดยในปี 2557 มีการน้าเข้ามูลค่า 19,000 ล้านบาท อย่างไรก็ตามยังมีโคนมลูกผสมท่ี
พันธุกรรมดีให้ผลผลิตน้้านมมากกว่า 25 กิโลกรัม/วัน แต่มีเพียงประมาณ 5% ของโคนมท่ีมีอยู่ท้ังประเทศ 
นอกจากนี้ลูกโคนมท่ีเกิดมาครึ่งหนึ่งเป็นเพศผู้ไม่เป็นท่ีต้องการเนื่องจากรีดนมไม่ได้ ท้าให้การเพิ่มจ้านวนโคนม
เพศเมียพันธุ์ดีท้าได้ช้า ดังนั้นจึงควรเร่งการผลิตโคนมพันธุ์ดีด้วยการคัดเลือกโคนมท่ีให้ผลผลิตน้้านมสูงมาเจาะ
เก็บไข่ด้วยอัลตราซาวด์ ซึ่งท้าซ้้าได้ทุกๆ 1-2 สัปดาห์ ติดต่อกัน 8-10 ครั้ง เพื่อน้าไข่มาท้าการปฏิสนธิใน
หลอดแก้วด้วยน้้าเช้ือแยกเพศเฉพาะเพศเมีย แล้วน้าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคนมตัวรับท่ีให้น้้านมไม่สูงท่ีมีอยู่
เป็นจ้านวนมาก และน้าตัวอ่อนท่ีเหลือใช้ไปท้าตัวอ่อนแช่แข็งเพื่อเก็บไว้ใช้ต่อไป การใช้เทคโนโลยีนี้จะสามาร 
เพิ่มจ้านวนโคนมพันธุ์ดีเฉพาะเพศเมียมากขึ้นกว่าการผสมเทียม 10-20 เท่า  ซึ่งเป็นวิธีเดียวท่ีจะเพิ่มท้ัง
ปริมาณและคุณภาพไปพร้อมกัน เพื่อเป้าหมายลดการน้าเข้านมและผลิตภัณฑ์นมจากต่างประเทศ และท้าให้
เกษตรกรมีรายได้เพิ่มข้ึน 

1.2 วัตถุประสงค์ของโครงกำรวิจัย 
1.2.1. เพื่อหาวิธีการท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตตัวอ่อนโคนมในหลอดแก้วจากไข่ท่ีเจาะเก็บด้วยอัล

ตราซาวด ์
1.2.2. เพื่อผลิตลูกโคนมพันธุกรรมดีเย่ียมเพศเมียเกิดมาเป็นจ้านวนมากในระยะเวลาส้ัน 

1.3 ขอบเขตของโครงกำรวิจัย 
ท้าการเจาะเก็บไข่จากโคนมเพศเมียท่ีให้น้้านมดี จากนั้นน้ามาปฎิสนธิในหลอดแก้วกับน้้าเช้ือโคนม

แยกเพศเฉพาะเพศเมีย จากนั้นน้าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสไปย้ายฝากให้โคตัวรับ และน้าตัวอ่อนท่ีเหลือไปท้า
การแช่แข็งแล้วย้ายฝากตัวอ่อน เพื่อดูอัตราการต้ังท้องและคลอดลูก   

1.4 ทฤษฎี สมมุติฐำน และกรอบแนวคิดของโครงกำรวิจัย (ถ้ำมี)  
ตัวอ่อนโคนมแยกเพศที่ได้จากไข่ OPU  มีอัตราการตั้งท้องและอัตราการเจริญจนครบก้าหนด

คลอดปกติ 
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1.5 ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ เช่น กำรเผยแพร่ในวำรสำร จดสิทธิบัตรฯลฯ และหน่วยงำนที่น ำ
ผลกำรวิจัยไปใช้ประโยชน์ 

1.5.1. ได้วิธีการท่ีมีประสิทธิภาพในการผลิตตัวอ่อนโคนมในหลอดแก้วจากไข่ท่ีเจาะเก็บด้วยอัลตรา

ซาวด์ 

1.5.2. ได้ลูกโคนมพันธุกรรมดีเย่ียมเพศเมียเกิดมาเป็นจ้านวนมากในระยะเวลาส้ัน 
 

1.6 แผนกำรถ่ำยทอดเทคโนโลยี หรือผลกำรวิจัยสู่กลุ่มเป้ำหมำย 
เพิ่มจ้านวนโคนมพันธุ์ดีเพศเมียให้พอเพียงกับความต้องการของเกษตรกร  ่ายทอดองค์ความรู้ให้

สหกรณ์โคนมท่ีมีความสนใจใช้เทคโนโลยีนี้ ตีพิมพ์ผลงานวิจัยในวารสารระดับนานาชาติอย่างน้อย 1 เรื่อง 

หรือน้าผลงานไปน้าเสนอในการประชุมวิชาการระดับชาติและนานาชาติอย่างน้อย 1 เรื่อง 
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บทที่ 2 

กำรทบทวนวรรณกรรม 

Ovum pick-up (OPU) เป็นเทคนิคการเก็บไข่โดยใช้ probe พิเศษร่วมกับการใช้อัลตร้าซาวด์สแกน
รังไข่เพื่อให้มองเห็นฟอลลิเคิลขณะเจาะเก็บไข่ เทคนิคนี้ ูกพัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในคลินิคผู้มีบุตรยาก (Gleichert 
และคณะ 1984, Dellenbach และคณะ 1983) ต่อมาในปี ค.ศ. 1987 นักวิจัยชาวเดนมาร์กรายงานการเก็บ
ไข่โคด้วยวิธี OPU ท่ีประยุกต์จากเทคนิคท่ีใช้ในมนุษย์ (Callesen และคณะ 1987) และในปีต่อมา Pieterse 
และคณะ (1988) ประสบความส้าเร็จในการท้า OPU ในโคเป็นครั้งแรกของโลก ในการท้า OPU สามาร 
เหนี่ยวน้าโคตัวให้โดยใช้ฮอร์โมนกระตุ้นเพื่อให้ไข่สุกมากๆ หรือสามาร เจาะเก็บไข่อ่อนจากฟอลลิเคิล ขนาด 
2-8 มิลลิเมตร แล้วน้าไปเล้ียงให้สุกในหลอดแก้วก็ได้ (in vitro maturation: IVM) จากนั้นน้าไข่สุกท่ีได้มาปฎิ
สนธิในหลอดแก้ว (in vitro fertilization: IVF) แล้วเล้ียงตัวอ่อนในหลอดแก้ว (in vitro culture: IVC) เป็น
เวลา 7 วัน โดยปรับสภาวะท่ีเล้ียงให้คล้ายกับสภาวะในระบบสืบพันธุ์ของโคเพศเมีย หลังจากนั้นน้าตัวอ่อน
ระยะบลาสโตซีสต์ไปย้ายฝากให้แม่โคตัวรับ หรือน้าไปแช่แข็งเพื่อรอการย้ายฝากในภายหลัง  

การเก็บไข่ด้วยวิธี OPU แล้วน้ามาผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้ว (in vitro embryo production, IVP) 
นั้นเป็นเทคนิคท่ีส้าคัญในการเพิ่มผลผลิตของโคเนื้อและโคนม ในระยะเวลา 10 ปีท่ีผ่านมา มีการผลิตตัวอ่อน
โคในหลอดแก้วเพิ่มมากขึ้น อัตราความส้าเร็จในการท้า OPU-IVP ขึ้นอยู่กับจ้านวนและคุณภาพของไข่ท่ีเจาะ
เก็บได้ ท้ังนี้ยังมีปัจจัยอีกหลายอย่างท่ีส่งผลต่อคุณภาพของไข่เช่น ขนาดของรังไข่ (Lonergan และคณะ 
1994, Seneda และคณะ 2001) ความเครียดของโคจากความร้อน (de S Torres-Júnior และคณะ 2008, 
Ferreira และคณะ 2011, Ferreira และคณะ 2016) พันธุกรรม (Gimenes และคณะ 2015, Sales และ
คณะ 2015) อายุ (Batista และคณะ 2016) และส านะการให้น้้านมของโค (Baruselli และคณะ 2016) สาย
พันธุ์ของโคก็มีผลต่ออัตราความส้าเร็จในการท้า OPU-IVP มีรายงานว่า ไข่ท่ีเจาะเก็บได้จากโคเนื้อมีจ้านวน
มากกว่า (Batista และคณะ 2014) อีกท้ังมีคุณภาพดีกว่าไข่ท่ีเจาะได้จากโคนม (Guerreiro และคณะ 2014, 
Gimenes และคณะ 2015)  

ในรังไข่ของโคแรกเกิดมีฟอลลิเคิลอยู่ประมาณ 235,000 ใบ  (Ericksson 1996, Betteridge และ
คณะ 1989) ซึ่งฟอลลิเคิลเหล่านี้จะลดลงอย่างรวดเร็วเมื่ออายุมากขึ้น เหมือนกับสัตว์เล้ียงลูกด้วยนมชนิดอื่นๆ 
(Ericksson 1996) มีรายงานว่าฟอลลิเคิลท่ีมีช่องว่างภายใน (Antral follicle) จากรังไข่ของโคเด็กตอบสนอง
ต่อการกระตุ้นด้วยฮอร์โมนได้ดีกว่า และยังเก็บไข่ได้มากกว่าโคโตเต็มวัย (Armstrong และคณะ 1994, Duby 
และคณะ 1996, Tervit 1996) อย่างไรก็ตามรายงานนี้ขัดแย้งกับรายงานก่อนหน้านี้ท่ีว่าไข่ท่ีได้จากโคเด็กมี
อัตราการเจริญต้่ากว่าไข่ท่ีได้จากโคเต็มวัย (Khatir และคณะ 1998, Presicce และคณะ 1997, Majerus และ
คณะ 1999) นอกจากนี้ Baruselli และคณะ (2016) รายงานว่าจ้านวนของไข่ท่ีเจาะเก็บจากโคเด็กอายุ 8-12 
เดือน (7.6 ± 1.0) ต้่ากว่าท่ีได้จากโคอายุ 18-22 เดือน (16.8 ± 2.7) และ 22-26 เดือน (15.1 ± 2.2) 
นอกจากนี้อัตราเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสต์ของตัวอ่อนท่ีได้จากโคเด็กอายุ 8-12 เดือน (20.2%) ต้่ากว่าท่ีได้จาก
โคอาย ุ18-22 เดือน (28.1%) และ 22-26 เดือน (47.0%)  (Baruselli และคณะ 2016)  
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การใช้ฮอร์โมนกระตุ้นไข่มีผลดีต่อการเจริญของตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วและอัตราการต้ังท้อง 
(Cavalieri และคณะ 2018) Blondin และคณะ (2012) รายงานว่าอัตราการเจริญสู่ระยะบลาสโตซีสต์ของไข่
ท่ีได้จากโคท่ีใช้ฮอร์โมนกระตุ้นมีจ้านวนมากกว่าโคท่ีไม่ได้รับการกระตุ้น ึงสองเท่า  ฮอร์โมน follicle-
stimulating hormone, FSH)  นิยมใช้ส้าหรับกระตุ้นไข่ก่อนการท้า OPU-IVP (Armstrong และคณะ 1992, 
Fry และคณะ 1998) การใช้ FSH ฉีดกระตุ้นเป็นจ้านวน 6 ครั้ง หรือเพิ่มโดสของ FSH ก่อนการท้า OPU จะ
สามาร ได้ไข่เป็นจ้านวนมากขึ้นกว่าการฉีด FSH แค่ครั้งเดียว (Chaubal และคณะ 2007, Sirard และคณะ 
1999)  

โดยปกติการท้า OPU-IVP ทางการค้า จะท้าในโคเนื้อเป็นส่วนใหญ่และไม่ได้ใช้ฮอร์โมนเพื่อกระตุ้นให้
ไข่ตกมากๆ (Morotti และคณะ 2014, Pellegrino และคณะ 2016, Santos และคณะ 2016, Silva-Santos 
และคณะ 2014, Pontes และคณะ 2009, 2010, 2011) ในปัจจุบัน มีการเล้ียงตัวอ่อนโคในหลอดแก้วเพื่อ
การค้ากันอย่างแพร่หลาย ท้ังนี้สามาร ก้าหนดเพศของลูกเกิดได้โดยท้าการเก็บไข่ด้วยวิธี OPU แล้วน้าไข่ท่ี
ได้มาท้าปฏิสนธิกับน้้าเช้ือแยกเพศ (sexed sperm; Pontes และคณะ 2011) หรือ reverse-sorted sperm 
ซึ่งเป็นการแยกเพศของน้้าเช้ือแช่แข็ง (Morotti และคณะ 2014) สามาร ได้ลูกเกิดท่ีมีเพศตามท่ีต้องการได้ 
(Faber และคณะ 2003, Wheeler และคณะ 2006) การท้า OPU-IVP  ือว่าเป็นเทคนิคท่ีมีความคุ้มค่าอีกท้ัง
ยังได้ผลดี ซึ่งเทคนิคนี้สามาร น้าไปต่อยอดใช้ในการปรับปรุงพันธุ์โคได้ (Wrenzycki และคณะ 2018)  

จากรายงานของ American Embryo Transfer Association (AETA) รายงานข้อมูลการย้ายฝากตัว
อ่อนได้จากการผลิตในร่างกายและในหลอดแก้วในประเทศสหรัฐอเมริกาช่วงปีค.ศ. 2017 โดยมีการย้ายฝาก
ตัวอ่อนโคสดจ้านวน 222,207 ใบ และตัวอ่อนโคแช่แข็ง 179,643 ใบ ท้ังนี้พบว่าเป็นตัวอ่อนท่ีได้จากการท้า 
OPU ในโคนม 57,708 ใบและโคเนื้อ 166,573 ใบ จากตารางท่ี 1 พบว่าในโคนม จ้านวนไข่ท่ีได้ต่อตัวจากโค
ตัวให้ท่ีกระตุ้นด้วยฮอร์โมน FSH ไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีไม่ได้กระตุ้น แต่เปอร์เซ็นต์ตัวอ่อนท่ีน้าไปย้ายฝากได้
จากกลุ่มท่ีกระตุ้นด้วย FSH สูงกว่ากลุ่มท่ีไม่ได้กระตุ้น ในส่วนของโคเนื้อ การกระตุ้นโคตัวรับด้วยฮอร์โมน 
FSH ก่อนการท้า OPU ไม่ได้มีความแตกต่างกับกลุ่มท่ีไม่ได้กระตุ้นมากนัก (ตารางท่ี 1)  นอกจากนี้ข้อมูลการ
ผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้วท่ีได้จาก 138 บริษัทท่ีผลิตตัวอ่อนทางการค้า สายพันธุ์โคท่ีนิยมใช้การผลิตตัวอ่อนใน
ร่างกายและในหลอดแก้ว อันดับหนึ่งคือ โฮลสไตน์ฟรีเชียน (9,351 ใบ) รองลงมาคือแองกัส (1,773 ใบ) และ
วากิว (1,108 ใบ) ตามล้าดับ มีการส่งออกตัวอ่อนไปยังประเทศในทวีปยุโรป ประเทศจีนและญี่ปุ่น 
(American Embryo Transfer Association, 2018)   

ในการวิจัยนี้จะเป็นการเจาะเก็บไข่โคนมพันธุกรรมดีเยี่ยมด้วยอัลตราซาวด์แล้วน้าไปผลิตตัวอ่อนใน
หลอดแก้วโดยใช้น้้าเช้ือแยกเพศ แล้วน้าตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคนมตัวรับเพื่อเพิ่มจ้านวนโคนมพันธุกรรมดี  
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ตำรำงที่ 1 การผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้วทางการค้าในประเทศสหรัฐอเมริกา  (American Embryo Transfer 

Association (AETA), 2018) 

 
รำยกำร 

โคนม โคเนื้อ 
ไม่กระตุ้นด้วย 

FSH 
กระตุ้นด้วย 

FSH 
ไม่กระตุ้นด้วย 

FSH 
กระตุ้นด้วย  

FSH 
บริษัทที่ท ำ OPU อย่ำงเดียว 
   ไข่ท่ีได้ต่อตัว 15.6 16.8 17.8 22.3 
บริษัทที่ท ำ OPU และ IVF     
   ไข่ท่ีได้ต่อตัว 15.6 16.6 17.8 22.5 
   % ตัวอ่อนท่ีคุณภาพดี 18% 31% 31% 29% 
บริษัทที่ใช้ไข่จำกโรงฆ่ำสัตว์  
และ IVF 

โคนม โคเนื้อ 

   % ตัวอ่อนท่ีคุณภาพดี 35%  35% 
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บทที่ 3 

วิธีกำรด ำเนินกำรวิจัย 

3.1  สถำนที่ท ำกำรทดลองเก็บข้อมูล 

 ท้าการทดลอง ณ ฟาร์มวิจัยของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก้าเนิด มหาวิทยาลัย
เทคโนโลยีสุรนารี และฟาร์มเกษตรกรในจังหวัดนครราชสีมาและสระบุรี 

3.2 สำรเคมีและน้ ำยำที่ใช้ในกำรทดลอง 

 สารเคมีและน้้ายาท่ีใช้ในการทดลองนี้ซื้อจากบริษัท Sigma Chemical Company (St. Louis, MO, 

USA) หากไม่ใช่จะระบุไว้    

3.3 กำรท ำ OPU    
 น้าโคนมสาวอายุ 16-20 เดือน ท่ีแม่มีประวัติให้น้้านมอย่างน้อย 7,000 กก/ปี จ้านวน 8 ตัว เล้ียงใน
ฟาร์มวิจัยของศูนย์วิจัยเทคโนโลยีตัวอ่อนและเซลล์ต้นก้าเนิด มีการจัดการเล้ียงดู การให้อาหารเหมือนกัน มา
ท้าการเจาะดูดไข่ด้วยอัลตราซาวด์ต่อเนื่อง รวม 8 ครั้ง โดยจะฉีดฮอร์โมน FSH (Folltropin, Bioniche 
Animal Health Canada Inc., Ontario, Canada) 8 ครั้งรวม 280 mg/ตัว (ดังรูปท่ี 1) หลังจากฉีด FSH 48 

ช่ัวโมงจะฉีดฮอร์โมน Prostglandin F2 alpha (PGF2α, Estrumate, Vet Pharma Friesoythe GmBH, 
Friesoyth, Germany) 0.5 mg/ตัว และฉีดฮอร์โมน Gonadotropin releasing hormone (GnRH, 
Fertagyl, Intervet International GmBH, Unterschleissheim, Germany) ปริมาณ 0.5 mg/ตัว ให้โค 
18 ช่ัวโมงก่อนเจาะเก็บไข่โดยใช้เครื่องอัลตราซาวด์ (Prosound 2, Tokyo, Japan) ท่ีมีหัวอ่าน 7.5 MHz 
convex vaginal transducer ใช้เข็มโควา (Cova needle, Misawa Medical, Tokyo, Japan) ต่อกับ
เครื่องดูดสุญญากาศ 120 mmHg ไข่โคท่ีเก็บได้จะอยู่ในหลอดทดลอง ขนาด 50 ml น้้ายาเจาะดูดไข่
ประกอบด้วยสารละลาย Lactate Ringer เติมด้วย 0.1% polyvinyl  alcohol และ 10 IU/ml Heparin 
(Juanpanich และคณะ, 2018)  โดยเจาะเก็บจากฟอลลิเคิลท่ีมีขนาดระหว่าง 10-16 มิลลิเมตร ขณะท่ีเจาะ
ดูดไข่ให้ท้าการชะล้างท่อเข็มด้วยสารละลายดูดเจาะไข่ทุกๆ 2 นาที หลังจากการดูดเจาะไข่เสร็จส้ิน น้าน้้ายาท่ี
ได้มากรองไขด้่วย ้วยกรอง (Emcon Filter, Spring Valley, WI, USA) แล้วน้าไข่ไปเข้าเล้ียงในน้้ายาเล้ียงไข่
ให้สุกในหลอดแก้ว ซึ่งปิดคลุมน้้ายาด้วย mineral oil เล้ียงในสัดส่วน 20 ใบ/100 µL น้้ายาเล้ียงไข่
ประกอบด้วย TCM199 ท่ีเติมด้วย 10% Fetal bovine serum (FBS, Gibco), 50 IU/mL hCG (Intervet), 
0.02 AU/mL FSH (Antrin®, Kyoritsu Seiyaku, Japan ) และ 1 µg/mL 17ß-estradiol (Paul และคณะ, 
2014) โดยเล้ียงไข่ไว้ในตู้อบเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 เป็นเวลานาน นาน 
3 ช่ัวโมง (ส้าหรับไข่ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสกระจายตัว) และนาน 18 ช่ัวโมง (ส้าหรับไข่ท่ีมีเซลล์คิวมูลัสไม่กระจายตัว) 
หลังจากท้า OPU เจาะไข่ 5 วัน จะท้าการดูดฟอลลิเคิล >6 มม ท้ิงไป แล้วเริ่มโปรแกรมฉีด FSH อีกครั้ง ซึ่ง
จะท้า OPU ซ้้าจนครบ 8 ครั้ง   
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รูปที่ 1 โปรแกรมการฉีดฮอร์โมน FSH และ GnRH เพื่อท้า OPU 

 
3.4. กำรเตรียมอสุจิส ำหรับปฏิสนธิในหลอดทดลอง   

ใช้วิธีท่ีรายงานมาแล้วโดย Suteevun และคณะ (2006)  น้าน้้าเช้ือโคนมแยกเพศเมียครั้งละ 1 หลอด 
มาท้าละลาย โดยน้าขึ้นมาจาก ังไนโตรเจนเหลว ท้ิงไว้ในอากาศเป็นเวลา 10 วินาที หลังจากนั้นจุ่มลงใน 
water bath ท่ีอุณหภูมิ 37°C  30 วินาที  แล้วท้าความสะอาดด้านนอกหลอดด้วย 70 % ethanol จากนั้น
ตัดหลอดเพื่อให้น้้าเช้ือท่ีละลายแล้วไหลลงหลอด eppendorf  แล้วปิเปตน้้าเช้ือไปไว้ด้านบนของช้ันน้้ายาท่ีมี 
percoll ความเข้มข้น 45 และ 90% ความเข้มข้นช้ันละ 500 µL ในหลอด eppendorf แล้วน้าไปปั่นท่ี 500x 
g เป็นเวลา 5 นาที จากนั้นดูดน้้ายาด้านบนออกเหลือไว้เฉพาะตะกอนน้้าเช้ือท่ีก้นหลอด แล้วท้าการล้างน้้าเช้ือ 
1 ครั้งด้วยการดูดตะกอนน้้าเช้ือไปไว้ในหลอด conical (Corning, USA) ท่ีมีน้้ายา BO 5 ซีซี ท่ีเติมด้วย 3 
mg/mL BSA, 2.5 mM caffeine และ 100 µg/mL heparin แล้วน้าไปปั่นท่ี 500x g เป็นเวลา 5 นาที 
จากนั้นดูดน้้ายาส่วนใสท้ิงเหลือไว้เฉพาะน้้าเช้ือท่ีก้นหลอด เจือจางน้้าเช้ือท่ีได้ด้วยน้้ายาส้าหรับปฏิสนธิ (BO 
medium ท่ีเติมด้วย 6 mg/mL BSA, 2.5 mM caffeine และ 100 µg/mL heparin) ให้มีความเข้มข้นของ
อสุจิ 1-2 ล้านตัว/ซีซี แล้วน้าไปหยดลงบนจานเล้ียงเซลล์ขนาด 60  mm (100 µL/หยด) แล้วปิดด้วย 
mineral oil แล้วน้าไปไว้ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air เพื่อรอปฏิสนธิกับ
ไข ่  

3.5. กำรปฏิสนธิในหลอดทดลอง  
 น้าไข่ท่ีได้จากข้อ 3.3. มาล้างด้วยน้้ายาส้าหรับปฎิสนธิในหลอดแก้ว 3 ครั้ง หลังจากนั้นน้าไข่ท่ีเตรียม
ไว้ 10-15 ใบ มาใส่ในหยดน้้ายาท่ีมีอสุจิท่ีเตรียมไว้ในข้อ 3.4. แล้วน้าไปบ่มไว้ในตู้อบเล้ียงเซลล์ท่ีอุณหภูมิ 
38.5°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% CO2 in air นาน 10 ช่ัวโมง (Suteevun และคณะ, 2006) 

 

FSH 50 mg 
7.00/19.00 

ดูดฟอลลิเคิล 

>6 มม ทิ้ง 

1 วัน 

เป็นสัด 
FSH 40 mg 
7.00/19.00 

FSH 30 mg 
7.00/19.00 

FSH 20 mg 
7.00/19.00 

5 วัน 

PGF2α  
0.50 mg 

7.00/19.00 
GnRH 0.50 mg 

14.00 

OPU 
8.00  

7.00/19.00 
18 ชั่วโมง 

0              5             6            7            8            9           10           11             16 

5 วัน 

ดูดฟอลลิเคิล 

>6 มม ทิ้ง 
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3.6. กำรเลี้ยงตัวอ่อนในหลอดทดลอง  
 เมื่อบ่มไข่และอสุจิร่วมกันครบ 10 ช่ัวโมง น้าไข่ไปล้างด้วยน้้ายาเล้ียงตัวอ่อน (modified synthetic 
oviduct fluid, mSOF ท่ีเติมด้วย 3 mg/mL BSA, mSOF-BSA, Parnpai และคณะ, 1999)   แล้วปิเปตขึ้น
ลงหลายๆครั้ง เพื่อให้อสุจิและเซลล์คิวมูลัสท่ีอยู่รอบๆไข่ออกให้มากท่ีสุด แล้วน้าไปเล้ียงในน้้ายาเล้ียงตัวอ่อน
ในสัดส่วน 20 ใบ/100 µL ในตู้อบท่ีอุณหภูมิ 38.5°C ภายใต้บรรยากาศท่ีมี 5% O2 5% CO2 และ 90% N2 
เป็นเวลา 7 วัน โดยเปล่ียนน้้ายา 50% ทุกๆ 2 วัน   

3.7. กำรย้ำยฝำกตัวอ่อนให้โคตัวรับ 
 ท้าการเหนี่ยวน้าให้โคตัวรับเป็นสัดและตกไข่ด้วยการสอด CIDR (Progesterone intravaginal 
insert) ไว้ในช่องคลอดโค และฉีดฮอร์โมน Eestradiol Benzoate หลังจากนั้น 8 วันจะดึง CIDR ออก แล้วฉีด
ฮอร์โมน PGF2α หลังจากฉีด PGF2α 60 ช่ัวโมงจะฉีดฮอร์โมน GnRH หลังจากนั้น 7-8 วัน จะน้าตัวอ่อนสด
ย้ายฝากให้โคตัวรับ 1 ตัวอ่อน/ตัว หลังจากย้ายฝากตัวอ่อน 35 วัน จะตรวจการต้ังท้องด้วยอัลตราซาวด์ และ
ล้วงตรวจการตั้งท้องอีกครั้งท่ี 60 วันหลังย้ายฝากตัวอ่อน แล้วเก็บข้อมูลการคลอด และเพศของลูกโคท่ีเกิดมา 

3.8 กำรวิเครำะห์ทำงสถิติ 

 วิเคราะห์ข้อมูลด้วย one way ANOVA โดยใช้โปรแกรม SPSS 17.0 for windows (SPSS Inc., 
Chicago, IL, USA) ท้าการเปล่ียนข้อมูลเปอร์เซ็นต์เป็น arcsine ก่อนท้าการวิเคราะห์ความแตกต่างทางส ิติ
เมื่อค่า P น้อยกว่า 0.05 
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บทที่ 4 

ผลกำรทดลองและวิจำรณ ์

 
4.1 ผลกำรทดลอง 
  จากตารางท่ี 2 การเจาะเก็บไข่โดยวิธี OPU ในโคนมสาว 8 ตัว โดยฉีดฮอร์โมน FSH ก่อนท้า OPU 
ได้ไข่เฉล่ีย 18.78 ใบ/ตัว/ครั้ง มีอัตราการเก็บไข่ได้ 79.20% (952/1,202 ใบ) ในจ้านวนนี้เป็นไข่ท่ีมีเซลล์    
คิวมูลัสกระจายตัว 637 ใบ (66.91%) และเซลล์คิวมูลัสไม่กระจายตัว 315 ใบ (33.08%) Watanabe และ
คณะ (2017) รายงานการท้า OPU 25,363 ครั้ง ได้ไข่เฉล่ีย 19.2 ใบ ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดลองนี้  ในการ
ท้า OPU มีปัจจัยหลายอย่างท่ีเกี่ยวข้องกับการเก็บไข่ได้มากหรือน้อย ได้แก่พันธุ์โค ซึ่งมีรายงานว่าโคพันธุ์
เนลลอร์ ซึ่งเป็นโคเนื้อเมืองร้อนจะมีฟอลลิเคิลในรังไข่มากกว่าโคพันธุ์อื่น ท้าให้เก็บไข่โดยวิธี OPU ได้มากกว่า
โคพันธุ์อื่น (Monteiro และคณะ, 2017) นอกจากนี้โคนมท่ีก้าลังรีดนมจะได้ไข่น้อยกว่าโคนมท่ีไม่ได้รีดนม 
(Vieira และคณะ, 2014) การฉีด GnRH ก่อนท้า OPU 48 ช่ัวโมง ท้าให้เก็บไข่ได้มากกว่ากลุ่มท่ีไม่ฉีด GnRH 
(Ogata และคณะ, 2016) มีรายงานว่าการฉีด FSH ก่อนการท้า OPU ในโคนมท้าให้เก็บไข่ได้มากกว่ากลุ่มท่ี
ไม่ได้ฉีด (Vieira และคณะ, 2014, 2016) แต่รายงานของ Barboza da Silva และคณะ (2017) ซึ่งท้า OPU 
ในโคนมท่ีไม่รีดนม พบว่าการฉีด FSH วันละ 2 ครั้ง เป็นเวลา 2 หรือ 4 วัน ก่อนการท้า OPU จ้านวนไข่ท่ีเก็บ
ได้ไม่แตกต่างจากกลุ่มท่ีไม่ได้ฉีด FSH 
  จากตารางท่ี 3 จากการใช้น้้าเช้ือแยกเพศท้าปฏิสนธิในหลอดแก้วกับไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสกระจายตัว ได้
อัตราตัวอ่อนแบ่งตัว, ระยะ 8 เซลล์ และระยะบลาสโตซีสต์วันท่ี 7 สูงกว่ากลุ่มไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสไม่กระจาย
ตัวอย่างมีนัยส้าคัญทางส ิติ (54.63, 46.93 และ 23.07% vs 42.85, 34.74 และ 13.63% ตามล้าดับ) การใช้
น้้าเช้ือแยกเพศปฏิสนธิในหลอดแก้วให้ตัวอ่อนเจริญ ึงระยะบลาสโตซีสต์ไม่สูงมากนักมีสาเหตุมาจากใน
กระบวนการแยกเพศน้้าเช้ือด้วยเครื่อง Flow cytometer น้้าเช้ือจะอยู่ในน้้ายาท่ีมีสี Hoecst 33342 อย่าง
น้อย 6 ช่ัวโมง ซึ่งจะไปมีผลท้าให้อัตราการปฏิสนธิและอัตราการเจริญของตัวอ่อนลดลงเมื่อเทียบกับน้้าเช้ือท่ี
ไม่แยกเพศ มีรายงานอื่นท่ีท้า OPU และน้าไข่ไปท้าปฏิสนธิในหลอดแก้วด้วยน้้าเช้ือไม่แยกเพศได้ตัวอ่อน
ระยะบลาสโตซีสต์ 33.9-34.2% (Monteiro และคณะ, 2017) ส่วนการใช้น้้าเช้ือแยกเพศได้ตัวอ่อนระยะบ
ลาสโตซีสต์ระหว่าง 23-26% (Barboza da Silva และคณะ, 2017) ซึ่งใกล้เคียงกับกลุ่มท่ีไข่มีเซลล์คิวมูลัสก
ระจายตัวในการทดลองนี้    
 จากตารางท่ี 4 ผลการน้าตัวอ่อนระยะบลาสโตซีสต์ไปย้ายฝากให้โคตัวรับ กลุ่มตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ี
เซลล์คิวมูลัสกระจายตัว มีอัตราการต้ังท้อง 40.62% (26/64) ซึ่งไม่แตกต่างจากกลุ่มตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ีเซลล์
คิวมูลัสไม่กระจายตัวท่ีได้อัตราการต้ังท้อง 41.66% (10/24) โดยท้ังสองกลุ่มไม่พบการแท้ง กลุ่มตัวรับฝาก  
ตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสกระจายตัวคลอดลูกเป็นเพศเมีย 25 ตัว (96.15%) และเป็นเพศผู้ 1 ตัว 
(3.85%) ส่วนกลุ่มตัวรับฝากตัวอ่อนท่ีได้จากไข่ท่ีเซลล์คิวมูลัสไม่กระจายตัวคลอดลูกเป็นเพศเมีย   9 ตัว 
(90.00%) และเป็นเพศผู้ 1 ตัว (10.00%) Ogata และคณะ (2016) รายงานการย้ายฝากตัวอ่อนโคท่ีได้จาก
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การท้า OPU และท้าปฏิสนธิในหลอดแก้ว ได้อัตราต้ังท้อง 42-57% ส่วนรายงานของ Vieira และคณะ (2016) 
ได้อัตราการต้ังท้อง 33-60% Watanabe และคณะ (2017) รายงานอัตราการต้ังท้อง 40.0% จากการย้าย
ฝากตัวอ่อนท่ีผลิตในหลอดแก้วโดยใช้ไข่ OPU  ในการทดลองนี้ได้ลูกโคเกิดมาท้ังหมด 36 ตัว เป็นเพศเมีย 34 
ตัว (94.44%) เพศผู้ 2 ตัว (5.56%) แสดงให้เห็นว่าสามาร ใช้การท้า OPU เจาะไข่โคนมท่ีพันธุกรรมดีไปท้า
ปฏิสนธิในหลอดแก้วด้วยน้้าเช้ือแยกเพศเพื่อผลิตตัวอ่อนไปย้ายฝากให้โคตัวรับพันธุกรรมท่ัวไปสามาร ได้ลูก
โคเพศเมียพันธุกรรมดีมากกว่าการผสมเทียมหลายเท่า   
   
ตำรำงที่ 2 ผลการท้า OPU โคนม 8 ตัว 

Donor  
ID 

จ ำนวนฟอลลิเคิลที่
เจำะ (%) 

จ ำนวนไข่ 
ที่เจำะได้ (%) 

ไข่ที่เซลล์คิวมูลัส 
กระจำยตัว (%) 

ไข่ที่เซลล์คิวมูลัส 
ไม่กระจำยตัว (%) 

1 130 (16.25) 97 (74.61) 53 (54.63) 44 (45.36) 
2 172 (21.50) 135 (78.48) 92 (68.14) 43 (31.85) 
3 143 (17.87) 115 (80.41) 69 (60.00) 46 (40.00) 
4 151 (18.87) 117 (77.48) 76 (64.95) 41 (35.04) 
5 168 (21.00) 134 (79.76) 93 (69.40) 41 (30.59) 
6 139 (17.37) 112 (80.57 78 (69.64) 34 (30.35) 
7 154 (19.25) 129 (83.76) 92 (71.31) 37 (28.68) 
8 145 (18.12) 113 (77.93) 84 (74.33) 29 (25.66) 

รวม 1,202 (18.78) 952 (79.20) 637 (66.91) 315 (33.08) 
เจาะไข่ทั้งหมดตัวละ 8 ครัง้ 

 

ตำรำงที่ 3 ผลการผลิตตัวอ่อนในหลอดแก้ว และการย้ายฝากตัวอ่อนให้โคตัวรับ 
ชนิดของไข่ จ ำนวนไข่

ปฏิสนธิใน
หลอดแก้ว 

จ ำนวน (%) 
ตัวอ่อน 

เข้ำเลี้ยงa 

จ ำนวน (%) 
ตัวอ่อน
แบ่งตัวb 

จ ำนวน (%) 
ตัวอ่อน       
8 เซลล์c 

จ ำนวน (%) 
บลำสโตซีสต์ 

วันที ่7d 

จ ำนวน (%) 
บลำสโตซีสต์ 
เกรด 1-2e 

ไข่ที่เซลล์คิวมูลัส 
กระจายตัว 

637 637  
(100) 

348  
(54.63)A 

299 
(46.93)A 

147 
(23.07)A 

122 
(82.99)  

ไข่ที่เซลล์คิวมูลัส 
ไมก่ระจายตัว 

315 308    
(97.77) 

132  
(42.85)B 

107 
(34.74)B 

42 
(13.63)B 

31 
(73.80) 

ไข่ที่มีเซลล์คิวมูลัสกระจายตัว น้ามาเลี้ยงในน้้ายา IVM 3 ชั่วโมงก่อนน้าไปปฏิสนธิในหลอดแก้ว ;   

ไข่ที่มีเซลล์คิวมูลัสไมก่ระจายตัว น้ามาเลี้ยงในน้้ายา IVM 18 ชั่วโมงก่อนน้าไปปฏิสนธิในหลอดแก้ว  
A, B  ในคอลัมน์เดียวกันแตกต่างกันทางส ิติ (P<0.05,  ANOVA) 
a % ของไข่ที่เข้าปฏิสนธิในหลอดแก้ว ;   b % ของตัวอ่อนที่เข้าเลี้ยง ;     c % ของตัวอ่อนที่เข้าเลี้ยง;  

d % ของตัวอ่อนที่เข้าเลี้ยง;              e % ของตัวอ่อนวันที่ 7  
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ตำรำงที่ 4 ผลการย้ายฝากตัวอ่อนให้โคตัวรับและการคลอด 
ชนิดของไข่ 

ที่ผลิตตัวอ่อน 
จ ำนวนตัวรับ ต้ังท้อง 

(%) 
คลอดลูก 

(%) 
ลูกเพศผู ้

(%) 
ลูกเพศเมีย(%) 

ไข่ที่เซลล์คิวมูลัส 
กระจายตัว 

64 26  
(40.62)  

26 
(100) 

1  
(3.85) 

25 
(96.15) 

ไข่ที่เซลล์คิวมูลัส 
ไมก่ระจายตัว 

24 10 
(41.66) 

10 
(100) 

1 
(10.00) 

9 
(90.00) 

รวม 88 36 
(40.90) 

36 
(100) 

2 
(5.56) 

34 
(94.44) 
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บทที่ 5 

สรุปและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลกำรวิจัย 
 5.1.1 สามาร เก็บไข่โคนมสาวโดยวิธี OPU ได้ต่อเนื่อง 8 ครั้ง    
 5.1.2 สามาร ผลิตตัวอ่อนระยะบลาสโตซีส ต์จากไข่ท่ีเก็บโดยวิธี  OPU โดยใช้น้้าเช้ือแยกเพศ
 5.1.3 สามาร ผลิตลูกโคนมพันธุกรรมดีเย่ียมเพศเมีย จากการย้ายฝากตัวอ่อนท่ีได้จากการท้า OPU และ
ปฏิสนธิในหลอดแก้วด้วยน้้าเช้ือแยกเพศ 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 ควรมีการน้าวิธีการผลิตตัวอ่อนด้วยวิธี OPU-IVP ไปใช้เพิ่มจ้านวนโคนมและโคเนื้อพันธุกรรมดีเยี่ยมใน
ประเทศไทยอย่างจริงจัง 
  
5.3 ต้นทุนในกำรผลิตตัวอ่อน 

รำยกำร จ ำนวนเงิน (บำท) 
น้้ายา Ringer เก็บไข่ 8 ตัว x 300 บาท 2,400 
หลอด Conical เก็บไข่ 8 ตัว x 90 บาท 720 
ท่อยางดูดไข่ 8 ตัว x 200 บาท 1,600 
เข็มเจาะเก็บไข่ 8 ตัว x 160 บาท  1,280 
Emcon กรองไข่ 8 ตัว x 500 บาท 4,000 
Dish ส่องตรวจไข่ 8 ตัว x 50 บาท 400 
4-well dish เก็บไข่ 8 ตัว x 50 บาท 400 
น้้ายา holding ไข่ 8 ตัว x 300 บาท 2,400 
น้้ายา IVM-IVF-IVC-วัสดุ 8 ตัว x 1,000 8,000 
น้้าเช้ือแยกดพศแข็ 4 หลอด x 2,000  8,000 
อื่นๆ 3,000 

รวม 29,200 
8 ตัวให้ x 3 ตัวอ่อน = 24 ใบ 1,217 บำท/ใบ 

หมายเหตุ 1. คิดจากการท้าครั้งละ 8 ตัว 
    2. ยังไม่คิดเงินเดือนผู้ท้า 
             3. ยังไม่คิดค่าเส่ือมเครื่องมือและอุปกรณ์ต่างๆ  
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นิ่งเกิดมาเมื่อวันท่ี 6 มีนาคม 2543 นับเป็นรายแรกของเอเชียอาคเนย์ และรายท่ี 6 ของโลก (ขณะท้างาน ณ 
คณะสัตวแพทยศาสตร์ จุฬาฯ) 
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     11.7. รางวัลนักวิจัยดีเด่น จากสมาคมเทคโนโลยีชีวภาพแห่งประเทศไทย ได้รับเชิญเป็นผู้ปาฐก าอายิ 
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จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย    
   
12. กำรจดสิทธิบัติ 
 12.1. รังสรรค์   พาลพ่าย   วิศิษฐิพร  สุขสมบัติ   อาวุธ  อินทรช่ืน   อุดมวิทย์  มณีวรรณ    คมสัน  
ภาษยเดช   แสงเพ็ชร งอนชัยภูมิ   ป้องภัยรี มีสมบัติ   สมิง เติมพรมราช  “อุปกรณ์ควบคุมการเคล่ือนท่ีก้าน
สูบของไมโครไซริงท์”  ยื่นค้าขอเมื่อวันท่ี 11 มิ ุนายน 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”  ยื่นค้าขอเมื่อวันท่ี 11 มิ ุนายน 2547   

12.3. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “ผลิตภัณฑ์โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อ
อสุจิเพศผู้ของโค และกระบวนการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออสุจิเพศผู้ของโคดังกล่าว” ยื่นค้าขอเมื่อวันท่ี 
27 กรกฎาคม 2555 

12.4. สุรชัย รัตนสุข รังสรรค์ พาลพ่าย มารินา เกตุทัต-คาร์นส์ “กระบวนการแยกเพศอสุจิโคด้วยโม
โนโคลนัลแอนติบอดีท่ีมีความจ้าเพาะต่ออสุจิเพศผู้ของโค และการใช้อสุจิท่ีผ่านกระบวนการดังกล่าวในการ
ปฏิสนธิในหลอดทดลอง” ยื่นค้าขอเมื่อวันท่ี 27 กรกฎาคม 2555 

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


	Cover
	Acknowledgement
	Abstract
	Content
	Chapter1
	Chapter2
	Chapter3
	Chapter4
	Chapter5
	Reference
	Biography

